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研究成果の概要（和文）：先史時代の遺跡から堅果が発見される樹種のうち、クヌギおよびイチイガシを対象として、
現生と先史時代の遺伝構造を解明することを目的とした。葉緑体シーケンシングにより、イチイガシの現生の遺伝構造
はおおむね天然の分布変遷を反映していると考えられた。このことは遺伝構造が存在しないクヌギとは異なり、両種の
分布変遷に人為がかかわった程度に違いがあることが示唆された。さらに両種とも次世代シーケンサーを用いることに
よりさらに詳細な遺伝構造を検出できる可能性が示された。一方、先史時代のサンプルを入手しDNA抽出を行ったが、
葉緑体シーケンシングおよび次世代シーケンサーでは解析ができず、今後の課題として残った。

研究成果の概要（英文）：The objectives of this study are to clarify the genetic structure in the present 
age and prehistory in Quercus acutissima and Q. gilva, useful tree species excavated from remains. Q. 
gilva have clear genetic structure reveled by chloroplast sequencing, which might be reflected natural 
distribution changings. On the other hand, in prior research, Quercus acutissima has no genetic 
structure. The difference of genetic structure of two species may suggest the difference of human impact 
on distribution change. Furthermore, next generation sequencer detected difference among the same 
haplotype defined by chloroplast SSR markers or sequencing. The analysis of plant residue by next 
generation sequencer was failed.

研究分野：森林分子生態学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
樹木は進化や種分化、分布変遷などの影響
を受け、種内に地理的な遺伝構造を持つこと
がほとんどである。さらに、交配様式や種子
散布様式などがこの遺伝構造に影響を与え
ることが分かっている。一方で、人為的な活
動、例えば種苗流通や栽培化などによっても
遺伝構造は影響を受ける。日本列島において
は、ブナ科樹木のクヌギやイチイガシは縄文
時代や弥生時代といった先史時代からドン
グリを食用として、材を道具として利用して
きた(島地と伊東 1998; 鈴木 2002)。クヌギに
は系統地理学的構造がなく、日本全国が同じ
一つのハプロタイプに固定されていること
がこれまでの研究で明らかになっている。こ
のことからクヌギの現在の分布は自然のも
のではなく、過去に人為により急激に分布を
拡大したと考えられている。一方、イチイガ
シについては、現在個体数が非常に少なくな
っており、主に九州を中心として分布するが、
関西地方以東にはまとまった林がなく、これ
ら関西地方以東にある個体が自然分布によ
るものなのか否か、全く知見がない。 
ところで、縄文時代や弥生時代の遺跡から、
ドングリピットと呼ばれる堅果の貯蔵庫が
西日本を中心に出土している(広川 1997)。研
究代表者らは、このドングリピットの堅果の
DNA 分析により、先史時代における遺伝構
造を明らかにすることができると考えた。さ
らにそれと現在の遺伝構造との比較により、
対象樹種の遺伝構造に対する人為的影響が
明らかになると考えられる。 

 
２．研究の目的 
本研究では、ドングリピットの中から堅果
が発見される樹種のうち、自然の分布域が明
確ではないクヌギおよびイチイガシの２種
を対象として、現在の遺伝構造と先史時代の
遺伝構造を解明する。それぞれの種について、
その過去と現在の遺伝構造とを比較して、人
為的影響の有無や、人為的影響が先史時代か
ら及んでいたのか、それ以降の時期に及ぶよ
うになったのか、さらに現在の林や個体の由
来についても明らかにする。また、両種の比
較により、樹種により人為の及び方の相違に
ついても明らかにすることを目的とする。 

 
３．研究の方法 
(1)現世の遺伝構造 
①イチイガシ 
a)日本国内の千葉県～鹿児島県までの森林
および社寺林全２５集団および中国 1 集団、
台湾の森林５集団から全２６５個体の葉の
サンプリングを行った。外群として千葉県清
澄山のアカガシおよび都立林試の森公園の
ハナガガシを設定し、イチイガシと同様の操
作を行った。サンプルは抽出までシリカゲル
の入ったチャック付きビニール袋に入れ、乾
燥状態で保存した。 
b)葉緑体ハプロタイプ決定のため、改変 CTAB

法でDNAを抽出し、４領域psbA-trnH、trnF-3’
trnL、3’trnG-5’trnG2S、rpS4-trnT(Sang et 
al., 1997,Tate and Simpson, 2003, Taberlet 
et al.)、合計 1815bp について１８２個体の
シーケンスを行った。 
c)さらに次世代シーケンサーを用い、詳細な
遺伝構造把握の試みを行った。上記のユニバ
ーサルプライマーを用いた葉緑体ハプロタ
イプでは同一と認識されるため検出できな
い遺伝構造を検出するため、より解像度の高
い次世代シーケンサーを使用してイチイガ
シの葉緑体 DNA の全塩基配列を解読した。次
世代シーケンサー（Ion Proton）を用いて、
異なる集団に由来する 17 サンプルを解析し
た。 
 
②クヌギ 
クヌギは、葉緑体 SSR マーカーを用いた先
行研究で、日本全国の多くの集団が１つのハ
プロタイプに固定されていることが明らか
になっている。このことは、クヌギが急激に
分布を拡大したことを示唆する。一方で、使
用したマーカーの多型性が低く解像度が低
すぎるため、実際の構造を検出できていない
ことも危惧される。そこで、次世代シーケン
サー（Ion Proton）を用いて、優占している
ハプロタイプのサンプル１０個およびその
他１０サンプル、計２０サンプルの葉緑体
DNA の塩基配列を決定した。 
 
(2)先史時代の遺伝構造 
①DNA の抽出 
イチイガシについては大阪市立自然史博
物館から９堅果サンプルと 1葉サンプル、山
口県埋蔵文化財センターより 31 堅果サンプ
ルの貸与を受けた。サンプルは縄文～中世の
遺跡から発掘され、水漬け、アルコール漬け、
PEG 処理、自然乾燥および炭化のいずれかの
状態で保存されていた。これらは、改変 CTAB
法により DNA の抽出を試みた。大阪市立自然
史博物館からクヌギ2個体のサンプルも貸与
されたが、保存状態から DNA の抽出が難しい
と考えられた。 
 
②葉緑体 DNA のハプロタイプの決定 
本研究でイチイガシで開発した３領域と
既存の８領域(Deguilloux et al. 2003)の計
11 領域の増幅を試みた。ポジティブコントロ
ールとして現生１個体のDNAも実験に供試し
た。 
 
③次世代シーケンサーを用いた塩基配列の
決定 
次世代シーケンサーから得られたDNA断片
の塩基配列を Quercus rubra の葉緑体の環状
DNA にマッピングして、サンプルごとの全て
の DNA 変異を検出した。 
 
４．研究成果 
(1)現世の遺伝構造 



①イチイガシ 
葉緑体 DNA のシーケンシングの結果、8 つ
の塩基置換、2つの欠失、1つの逆位変異と 6
つのモノヌクレオチドリピートが検出され
た。これらの変異をもとに 10 ハプロタイプ
(Hap1～10)が定義され、Hap4 と Hap9 は更に
Hap4a、4b、9a、9b および 9c のサブタイプに
分かれた。ハプロタイプの類縁関係は図１の
ネットワークのように推定された。また、外
群として設定したアカガシサンプルの配列
は Hap1 と一致し、ハナガガシサンプルから
はpsbA-trnH領域にイチイガシでは検出され
なかった MNP が検出された。千葉県で検出さ
れた Hap1 が祖先的なハプロタイプである可
能性が示唆される。 
 
 

図１ ハプロタイプネットワーク 
 
ハプロタイプの地理的分布を図２に示す。
Hap1 から 5 は日本に、Hap6 は大陸中国に、
Hap7 から 10 は台湾島に分布し、地域間での
共有は無かった。日本国内では、Hap1 と Hap2
が千葉県に、Hap3 は東京都および伊豆半島に
分布した。Hap4 は埼玉県～鹿児島県までの１
７集団で観察され、最も高頻度で出現した。
このうち宮崎県の集団には Hap5 の個体が生
育していたが、そのほかの集団に属する個体
はすべて Hap4 であった。和歌山県に生育す
る1個体からはモノヌクレオチドリピート部
分の変異によって分類されたHap4bが検出さ
れた。Hap5 は宮崎県で検出された。 
 

図２ ハプロタイプの地理的分布 
 
以上の結果から、イチイガシは天然林では

その個体数を減らしているが、主な社寺林集
団では周辺と同じ地域固有の葉緑体DNAハプ
ロタイプを有していることが明らかになっ
た。今回の調査ではこのような社寺境内に生
育している個体も含めて、イチイガシのハプ
ロタイプが日本全体にわたり地域性を持っ
ていることが示された。一方で、埼玉県の個
体のように他地域からの種苗移動に起源を
もつ可能性が高いケースも存在する。どちら
のケースにおいてもサンプル採取元の個体
は地域の中で保護されてきたものであり、イ
チイガシの天然個体が少なくなっている現
在においては貴重な存在である。今回の結果
から、イチイガシは人間活動の影響で個体数
を減らした一方で、社寺林という人為の大き
な土地で保護され、遺伝構造を維持してきた
一面を持つと考えられた。更に、房総半島・
伊豆半島と多摩でそれより西とは異なるハ
プロタイプが検出され、これまで古花粉同定
だけで記述されてきた紀伊半島以東の太平
洋側半島のレフュージアの存在が示唆され
る。 
 
b)次世代シーケンサーを用いた詳細な遺伝
構造の把握 
次世代シーケンサーを使用して解析した
イチイガシ１７サンプルの遺伝的関係を図
３に示した。広範に分布していた Hap4(オレ
ンジ色)の 12サンプルは 1つのクレードにま
とまったが、さらに詳細に分けられた。また、
Hap2 は同所的に生育しているアラカシ、アカ
ガシおよびウラジロガシと同じクレードに
属した。 
 

図３ 次世代シーケンサーを持ちていて
解析したイチイガシの６ハプロタイプの遺
伝的関係 
 
これらのことから、次世代シーケンサーを
用いることにより、さらに詳細にイチイガシ



の遺伝構造を解明することができることが
指摘される。また、同所的な近縁種と遺伝的
に近いハプロタイプが存在していたことか
ら、浸透交雑が生じていることが示唆された。 
 
②クヌギ 
次世代シーケンサーを用いて既知のハプ
ロタイプの遺伝的関係を得た(図４)。葉緑体
SSR マーカーを用いた研究で同一であるとさ
れていたハプロタイプのサンプルのうち、で
きるだけ広範囲のサンプル 10 個体を解析し
た結果、朝鮮半島や中国大陸で検出されてい
た他のハプロタイプと比べると互いに近い
ものの、それぞれ塩基配列に違いがあった。
このことから、これまでは日本国内の現生の
クヌギ集団にはハプロタイプの多様性はな
いと考えられていたが、全塩基配列を決定す
ることにより多様性を検出することができ
る可能性が示唆された。 

図４ 次世代シーケンサーで解析したクヌ
ギの既知の葉緑体ハプロタイプの遺伝的関
係 
 
(2)先史時代の遺伝構造 
①葉緑体 DNA ハプロタイプ 
ポジティブコントロールのサンプルを除
く全てのサンプルでシーケンシング結果が
解読できず、ハプロタイプを決定することが
できなかった。古代サンプルの DNA が増幅し
なかった理由としては、サンプル中の DNA が
劣化によって短く分解されてしまい
(Dumolin-Lapègue et al. 1999)、両プライ
マー間が完全に残っている状態のDNA鎖がな
かったか、非常に少なかったことが考えられ
る。この問題を緩和するためこの研究では 1
細胞中に複数存在する葉緑体 DNA を使用し、
また読解領域も短いものを選択したが、成功
に至らなかった。 
 
②次世代シーケンサーを用いた解析 
古代ドングリから抽出されたDNAを処理し
て、次世代シーケンサーを用いた解析を実施

した。得られたデータのアセンブリ後、BLAST
を実行しDNAが何に由来するのかを確認した
ところ、細菌や動物で発見された DNA にヒッ
トすることが多く、目的の葉緑体 DNA はほと
んど入手できなかった。 
 
以上、本研究では、イチイガシの葉緑体シ
ーケンシングにより、現生のイチイガシの遺
伝構造を明らかにすることができた。イチイ
ガシは人間により長年利用されてきたにも
かかわらず地理的遺伝構造が存在すること
が分かった。このことは、日本国内に遺伝構
造が見いだせなかったクヌギとは異なる結
果である。このような違いは、両種の分布そ
のものにかかわった人為の強度の違いによ
り生じたのではないかと考えられる。また、
両種とも特定のハプロタイプが広範囲に存
在していることは共通していた。この特定の
ハプロタイプについて、結果の解像度を上げ
ることができればより詳しい考察ができる
と考え、次世代シーケンサーでの解析を試み
た。その結果、イチイガシ、クヌギともに、
国内に広範囲に広がっていたハプロタイプ
を細分化できる可能性が生じた。次世代シー
ケンサーでの解析は高価であるため数多く
のサンプルを解析することはできないが、こ
れまでの手法では検出できなかった葉緑体
ハプロタイプ内の差異を検出できるため、今
後、手法を検討して、より詳細な遺伝構造を
明らかにしていきたい。 
一方、先史時代の両種の遺伝構造については、
イチイガシは分析可能と考えられるサンプ
ルの提供を受けることができた。しかし、抽
出した DNA は、通常のシーケンスおよび次世
代シーケンサーでの解析もできなかった。今
後は、この点を重点的に改善していく必要が
ある。 
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