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RAPI）マーカーを用いた九州に分布するセンダン  

（肋gねαggdαrCゐLimm．）の遺伝変異の解析＊  

金 谷 生 山＊＊・渡 辺 敦 史＊＊＊・白 石  進＊＊＊  

玉 泉 幸一郎＊＊・粛 藤  明＊＊  

抄  録  

九州内の6地域に分布するセンダンの迫伝的変異を明らかにするために，RAPDマー  

カーを用いて解析を行った．プライマーのスクリーニングを行ったところ，40プライマー  

で92偶の多数牲を示すバンドが得られた．R－12／300bpのバンドは，九州本土の4地  

域に特異的に出現し，またT輸20／650bpのバンドは，屋久島以外の5地域に出現した．  

一一方，地域内の遺伝的変異は，種子島と大淀川の2地域で大きかった．さらに，各地域間  

の遺伝距離と地理的距離との問に有意な相関が認められた．しかし，九州本土内の4地域  

間には遺伝距離と地理的距離に有意な相関はなかった．各地域間の遺伝距離をもとにクラ  

スター分析を行った結鼠 九州本土の4地域と様子偽・屋久島の2地域の問に遺伝的差磯  

が認められた．  

キーワード：センダン，RAPD，遺伝的多様性，地域間変異，クラスター分析  

1． は じ め に  

近年，人間活動による熱滞雨林の伐採や化石燃料の消蟄に伴う炭酸ガスの大数放出は，  

地球上の炭酸ガス濃度を増加し，地球の温畷化を促進しているといわれている．この地球  

温暖化の抑止は，地球」ニの生活環境保全に不可欠なこととして，広く一般に認消されるよ  

うになってきた．今後，この間題の解決を図るには，炭酸ガスの放出を削減し，様々な方  

法で炭酸ガスを吸収・固定する方策を講じていかなければならない（大山，1993）．   

地球上の炭素循環で，大きな役割を果たしているのが光合成を行う植物である．陸上植  

物は光合成を行うことにより，食料や木材などの人間活動に有用な物質を生産する．陸上  

植物の中でも木本植物は，融般的に草本植物と比べ個体サイズが非常に大きく，長寿命で  

あるため大嶺の炭酸ガスを吸収・固定することが可能である．したがって，今後，炭酸ガ  

ス固定能力の高い樹種を選抜し，さらに炭酸ガス同定能力を向上させることば，地球温畷  

化の抑止壕区る上で重要であると考えられる．   

本報告で月ヨいたセンダン（肋gぬαZg血汀ゐLinn，）は，高木ら（1994）によると，48種   
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の広葉樹と比較した結果，成長が早く，衆面積当たりあるいは輩乾蔓当たりの液大光合成  

速度が大きい樹種であると報告されている．また本種は，庭園樹や街路樹として植栽され，  

材はケヤキ材やキリ材と類似し，輩は肥料や数虫剤，外果皮は薬用，核は数珠に月］いられ  

ている（林，1969）．   

以上のことからセンダンは，淡駿ガス固定能力に優れており，かつ経済的利欄価値も商  

い樹種の山つと考えられる．今後，本種を有効利用していくためには，炭慨ガス固定能な  

どの樹木優遇懐よび遺伝的変異などの知見を集機することが必要である．   

これまでにセンダンに関する研究は，樹幹の形質や生育状況（山下ら，1993），樹皮と萌  

芽発生の関係（LEV仰YADUNandÅⅠ。0鮎1993），萌芽特性（家人・玉鼠1994），成島麹と  

ガス交換遠慮との関係（高木ら，1994），組織培養（家人・義泉，1995；家人ら，1996）な  

どが挙げられるだけである．以上のようにセンダンに対しては，生態，生理および暫穫に  

関する報告が行われてはいるが，遵伝的変異を解析した報告はみられない．   

従来，木本植物の遺伝的変異の解析には，アイソザイムやRFLP（制限酵素断片最多  

型：RestrictedFragmentLengthPolymorphisms）分析などが用いられてきた．政近，  

WILuAMSetal．（1990）によって開発されたRAPD（RandomÅmplified Poiymorphic  

DNA）マーカーは，前述した2つのマーカーと比較して多蜃のDNA情報を迅速かつ容易  

に得ることが可能である．これまでに，RAPDマーカーを用いて木本植物の遺伝的変異を  

解析した研究は，G㈲庖庖加＝明池沼 と G．∽αC祝gαぬ（CHALMERSβgαg．，1992），摺乃祝ぶ  

柁ぶ宜乃0ぶα（MossELERe～αgり1992）などにみられる．   

そこで本報告では，将来のセンダンの有効利用を図る上で，遺伝的変異に関する基礎的  

な知見を得るために，RAPDマーカーを用いて九州内に分布するセンダンの遺伝的変異を  

明らかにすることを目的とした．  

2． 材料と方法  

2．1．供託材料   

供試個体は，九州本土のヨ三愛河川である筑後川，緑川，川内川および大淀川の下流域と，  

種子島および屋久偽を含めた6地域（以下，各地域ほ河川名あるいは島名で記す）におい  

て，天然に生育していると考えられる個体を選択した（図1）．種子島では申種子l町と商種  

子町，屋久島では屋久町内の平内と衆生のそれぞれ2地点から供試個体を選択した．両島  

における2地点間の距離はそれぞれ約10kmであった．供試個体数は各地域4個体ずつ，  

合計24個体とした（裁1）．供試個体より採取した約20cmの生枝を供試材料とし，RAPD  

分析に供試するまで…400cのフリーザー内に冷凍保存した．  

2．2．全DNAの抽出・精製   

全DNAの抽出は，生枝から切り出した内樹皮約140mgを使用し，CTAl∋法（MuRRAY  

and THOMPSON，1991）を改良（白石・渡辺，1995）して行った．粗抽出DNAの精製は，  

BioMag（PerSeptiveDiagnostics社）を用いて行った．   
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2．3．RAPD分析   

粕製した全DNAを鋳型DNÅとしRAPD分析（W】LL払MSβどα～り1990）を行った．  

RÅPD分析にはOperonTechnologies祉の㈲坂品のプライマーを用いた．   

PCR反応は，反応溶液組成の鋳型DNA濃度を10ng／10JJlとし，サーモサイクラーの  

変性（930c，10秒）・アニーリンダ（360c，30秒）・伸長（72℃，60秒）条件およびサイ  

クル数（60サイクル）を変更した以外は，白石・渡辺（ま995）に従った．得られたPCR増  

幅産物は，1％アガロースゲルを欄いて電気泳動を行った後，エチジウムブロマイドで染色  

し，302nmUVトランスイルミネ一夕ー上でDNA多型を観察した．  

2．4．遺伝距離の算出   

RAPI）分析により得られたデータをもとに，各供試個体間の遺伝的組成の適いを表すた  

め遺伝距離を求めた．比較しようとする2個体の全多型的遺伝子座におけるバンドの保有  

データをもとに，NElandLI（1979）の遺伝的類似度（F）を用い，次式により遺伝距離  

（D）を算出した．  

D＝1…F＝1…2nxY／（nx－トnY）  

ここで，nXYは比較する2個体（Ⅹ，Y）が共有しているバンド数，nXはⅩ個体が保有して  

いるバンド数，nYはY個体が保有しているバンド数を示す．上記の式により各個体間の遺  

伝距離を求め，それをもとに各地域内および地域閥の平均遺伝距離を求めた．  

3． 結果と考察  

3．1．有用プライマーのスクリーニング   

本研究を効率よく行っていくために，多塑性が高く，バンドの判碗が容易なプライマー  

を選抜する必要があった．スクリーニングには，採取地域の異なる任意の4個体を選択し，  

132種類のプライマーを用いてスクリーニング各行った．これにより40種類のプライマー  

に多塑性を示すバンド（推定造伝子鹿）が認められ（表2），RAPD分析に供した．  

寂2 RAPD分析に使用したプライマーと多塑的遺伝子塵数   

Table2 Primel・SuSedillRAPDanalysISandnumberofpolymorphiclociforeachprlmer・  

欄【「  Number of Number ol 
’－‥：い：、・∴∴」－、：∴、・・h：‥∴－、∴ニ∴＼：い∴－：・・：い∴‥一  十・い 

1－02  1  

J仙05  1  

1」01  2  

L－02  2  

M－15  4  

N07  6  

N岬11  3  

0山03  Ii 

0】10  rl 

0－16  1  

Q05  5  

Q－07  1  

Q鵬14  2  

R一・04  3  

Å」9  4  

B…06  1  

C－02  3  

C0．1  1  

C仙11  3  

C15  1  

C－16  3  

C肌20  2  

D19  1  

E－01  1  

E－10  2  

Gい08  2  

H山08  1  

H－13  1  

R－09  2  

R山12  3  

R山16  1  

R劇19  2  

S〉10  3  

Tト1  1  

T－16  2  

T洲20  4  

U10  3  

V…01  2  

V－17  3  

W－02  1  

Tota140  92   



九州内に分布するセンダンの遺伝変異   

3．2．遺伝変異の解析   

選抜したプライマーを用いて全供試個体についてRAPD分析を行った結果，それぞれの  

プライマーで1～6偶の多塑性を示すバンドが確認できた．確認できた多塑性を示すバン  

ド数は合計92個で，1プライマー当たりのバンド数は平均して2．3個であった．   

図2にRAPD分析の結果の血都を示した．九州本土の筑後川，緑川，大淀川および川内  

川の4地域のすペての個体は，R仙12／300bpのバンド（図中の矢印）を保有したが，種子  

島および屋久島の2地域の個体にはそのバンドは出現しなかった．またT－20／650bp（‡望i  

申の右側の矢印）のバンドは，屋久島以外の5地域のすべての個体にみられ，1∵20／640  

bp（園申の左側の矢印）のバンドは，屋久島にのみ出現した．これらのバンド以外，各地  

域で特異的に出現するバンドはみられなかった．MossELER¢£αg．（1992）は，北アメリカ  

大陸とNewfoundland為に分布するredpine（PinusresinosaAit．）は，分布地によって  

出現しないバンドがあることを示した．またC‡払LMERSggαg．（1992）は，G抽城頭九α部粉ね刑  

のRÅPD分析の結果，ある集脚こ特異的に出現したバンドで，他の集団と識別できること  

を確認している．したがって，R仙12／300bpは九州本土の個体に，T－20／640bpは屋久  

島の個体に特異的に出現するバンドであることから，これらのバンドは九州内のセンダン  

の分布地域を識別できるバンドと考えられる．また白石ら（1996）は，中部山岳地域に分  

布するこホンカラマツ（エαγなたαβ〝離ね）と蔵王山系牒ノ神島に分布するカラマツを  

RAPD分析した結果，109偶の多動的遵伝子魔のうちそれぞれに異なる遺伝子傾が7爛あ  

ることを確認し，エホンカラマツと燭ノ神岳カラマツの遺伝的分化が進んでいると考察し  

ている．白石ら（1996）の結果と比較すると，九州内のセンダンは，地域特異的に出現し  

たバンドが3個と少なく，各地域に分化してからの時間的経過が比較的短いものと考えら  

れる，  

Fig．2 ElectrophoresispatternsinRAPDanalysis．  
1～3：Tancga－Shimais．（Nakatane town）．24：TanegaLShima  
js．（Minamitane town）．4，5：Yaku・Shilllais．（Hirauclli）．6，7：  

Yaku－Shimais．（Mugio）．8～11：Cllikugo一宮aWa riv．12～15：  
Midori・gaWa riv．16～19：00yOdo－gaWa riv．20～23：Sendaト  
gawariv．M：DNÅsizemarker．  
AnaI‘rOWi11R－12indicates300bp．Right andleft arrowsin  
l、－20indicate650bpand640bp，reSPeCtively．  

図2 RAPD分析の結果（岬一郎）   
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次に各地域内における平均遵伝距離および多塑的遺伝子座敷を示した（表3）．遺伝距離  

は0．201～0．341の範囲を示し，その平均値は0．254であった．遵伝距離で励も大きな値を  

示したのは種子島で0．341であった．次に大きな値を示したのは九州本土の大淀川で0．292  

であり，以下筑後川，川内鮎 屋久島の順になり，政小橋は緑川の0．201であった．種子島  

と大淀川以外の地域ほ，平均値以下の値を示した．次に多型的遺伝子塵数をみると，種子  

島で60個と励も多くの多型的遺伝子座が確認された．その他の地域の多型的遺伝子座数ほ，  

大淀川で56個，筑後川で48胤 川内川で44胤 屋久島で39胤 緑川で36個となった．  

多型的遺伝子座を多く保有する地域と遵伝距離の大きな地域の順序は同じであった．種子  

島の供試材料の採取範瀾は，九州本土内の4地域に比べ広かったことから（図1），同島の  

遺伝的変災を過大評価をしている可能性がある．しかし，同じ程度の採取範囲であった屋  

久島（区＝）は，九州本土内の各地域の遺伝距離および多型的遺伝子座敷とほとんど差は  

みられず（表3），採取範園の広さは余り影響しないと考えられた．したがって種子島や大  

淀川の遺伝的変異は，他の地域内のそれに比べて若干大きいと考えられる．  

表3 各地域内聞の雪乙均遺伝距離と多型的遺伝子座数  

Table3 Åverageofgeneticdistanceandnumberofpolymorphiclociwithineachpopulation・  

Numeber ol 

polymorphic（％）  

Average of 
genelic distance 

Population  

48（52．2）  

36（39．1）  
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39（42．4）  

60（65．2）  
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Chikugo鵬gaWariv．  

Midor巨gawariv．  

Senda卜gawariv．  

00yOdo－gaWariv．  

YalくuわShimais．  

Tanega00Shimais．  

表4 各地域間の平均遺伝距離（左下）と地慢的躇灘（右上，km）  

Table4 Averageofgeneticdistances（belowdaigonal）andgeographicdistancein kilomete  
（abovediagonal）amongpopuiations．  

1  2  3  4  5  6  Popt11atioIl  

60  150  180  330  310  

0．216  115  120  280  250   

0．239   0．261  120  180  165   

0、274   0．357   0．254  200  170  

1．Chikugo－gaWariv－   

2．Midor卜gawariv．   

3．Senda卜gawariv．   

4．00yOdo－gaWariv．   

5．Yalくu】Shi】Ⅵais．   

6．Tanega－Shimais．  

⊥10   0．357   0．368   0．324   0．349  

0．406   0．412   0．357   0．382   0．334  
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表4に各地域間の平均遵伝種離と地理的距離を示した．平均遺伝距離は，0．216～0．412  

の範囲の値を示した．すべての組み合わせの遺伝距離の平均値は0．326であった．九州本土  

内で地理的距離が一番近い筑後川と緑川の間の遺伝距離は0．216を示し，全地域間の申で最  

も小さい値であった．緑川と大淀川の間の遺伝距離は0．357を示し，九州本土内の地域間で  

最も大きな遺伝的差異が認められた．今回の報告で地理的距離が敢も近かった種子島と屋  

久島の間の遺伝距離は0．334であり，その植はすべての組み合わせの遺伝距離の平均値を上  

回った．屋久島および種子島と九州本土の各地域との遺伝距離は，すべての組み合わせに  

おいて0．3以上と高い値を示した．とくに種子島と筑後川および緑川の間の遺伝距離は，そ  

れぞれ0．406，0．412であり，今回の報告の申で大きな億を示した．6地域間の遮広路離と地  

理的距離を回帰分析した結果，正の相関関係（n＝15，㌻ニ＝0．623，p＜0．01）が認められた．  

1ヨ本金何に分布するグロマツもアイソザイム分析の結果，地瀾的距離と遵伝躍巨離の正の相  

関が認められている（宮田・生方，1994）．したがって，九州内のセンダンもタロマツと同  

様に地理的に距離が速くなるはど，遺伝距離も大きくなる傾向があるといえる．しかし九  

州本土内の4地域間では，地理的距離と遺伝距離には有意な相関は認められなかった（n  

ニ6，r＝ニ0，276，p＞0．05）．これらのことから九州本土内のセンダンの遺伝的分化ほ，あま  

り進んでないと考えられる．   

表4の各地域間の平均遮伝距離をもとにUPGMA法（SNEATH and SoKAL，1973）によ  

りクラスター分析した結果を図3に示した．九州内のセンダンは大きく分けて，2つのクラ  

スターを形成した．1つのクラスターには九州本土の4地域が属し，もう一山方は種子島と屋  

久島の島唄郎であった．種子島と屋久島は同じクラスター内ではあるが，九州本土内の各  

地域間に比べ大きな遺伝的差異が認められた．これらの結果は，隣接する種子島と屋久島  

の両島間，およびそれらの島と九州本土間に存在する海洋が，遺伝子流動を妨げているた  

めと考えられた．  
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図3 各地域間の平均遺伝距離をもとにしたクラスター分析   
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4．お わ り に  

本研究において，RAPD分析によって九州内に分布するセンダンの遺伝的変異について  

解析した結果，遺伝的変贋が大きかった地域は種子偽と大淀川であった．また，九州本土  

と種子島および屋久島の間には，大きな遺伝的差異が認められたが，九州本土内での遺伝  

的変異は小さいことが明らかとなった．   

将来，九州本土内のセンダンを用いた炭酸ガス吸収・‡司定のための優良個体選抜を行う  

場合，遺伝的変異の小さかった大淀川以外の地域での選抜は，比較的難しいと考えられる．  

しかし，九州本土と大さな遺伝的差異が認められた種子島と屋久島のセンダンは，九州本  

土の個体とは異なる炭酸ガス吸収・固定に関与する遵伝予資源を保有している可能性があ  

る．このことから，これらの地域においては，地域内の遺伝的変異を詳細に解析していく  

必繋があると考えられる．   

今後は，九州内に分布するセンダンの炭酸ガス固定能について，地域内および地域間で  

成長厳ならびにガス交換速度を調姦し，遺伝的変異の結果と合わせて総合的に評価してい  

くことが必要である．その後，炭酸ガス固定能に優れた個体を選抜できれば，組織培養の  

技術（家人・義泉，1995；家人ら，1996）により，優良個体の大恩増殖を行うことで地球  

温感化に対する山つの解決策につながるものと考えられる．  
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Summary 

Melia azedarch is an effective tree species for absorbing and fixing atomospheric carbon 
dioxide. Random amplified polymorphic DNA (RAPD) analysis were performed to reveal genetic 

variation and differentiation of Melia azedarch species within aiid among 6 populations in Kyushu 
area. As the result of primers screening, forty primers were selected. A total of 92 putative 
polymorphic loci was obtained. One of them identified, R - 12/300bp, distinguished four 

Kyushu-mainland populatiolls from two other populations, Tanega-shinia and Yaku-shima 
islands. The other marker, T-20/650 bp, was not found in one population, Yaku-shima isiand. 

Tanega-shima island and Ooyodo-gawa river populations had more genetic variation within each 
population compared to others. Positive correlation was observed between the geographic and 
genetic distance among all ibfelia azedarclz populations in this study, but was not observed within 

four Kyushu-mainland populations. The genetic differentiation were found between four 
Kyushu-mainland populations and other populations, Tanega-shima and Yaku-shima islands, 

based on genetic distances using UPCMA method. 
Key words : i\/felia azedarch ; RAPD ; genetic diversity ; genetic variation among populations : 
cluster analysis. 




