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はじめに
生物多様性の保全においては，種内の遺伝的多

様性，種の多様性，生態系の多様性の 3 つの階層
すべてを保全すべきであることが提唱されている
（Frankham et al., 2002）．なかでも種内の遺伝的
多様性は生物多様性の根本であり，種の適応進化の
基盤として環境変動に対応していくために不可欠で
ある．つまり，遺伝的に多様であるほど環境変動に
対して適応できる可能性が高く，種の長期的な存続
には十分な個体数はもちろんのこと，種内の遺伝的
多様性も維持する必要がある．そのため，一見する
と，多数の個体が存在する健全な集団にみえる場合
にも，その遺伝的多様性を計ることは重要となる．

一般的に種内の遺伝的多様性は，地域集団ごとに
維持されており，それらが集合したものが種の遺伝
的多様性とされる．地域集団では，生育している環
境において，不利な遺伝子は淘汰され，環境に適し
た遺伝子が選ばれるため，各地域の集団内にはそれ
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ぞれの環境に適応した遺伝的組成が保持されている
ことになる．特に，島などの隔離状態に自生する集
団は他の地域集団との間での，個体の移動や種子の
飛散や花粉の運搬などによる遺伝子の交流機会が少
なく，それぞれの地域での環境による適応の様相も
大きくことなることから，他地域の集団にはない「地
域固有の遺伝的組成」を持つ場合が多い．また集団
内の遺伝的多様性は，集団内の個体数（集団サイズ）
に大きな影響を受ける．生育地の分断化や開発など
によって集団サイズの縮小が引き起こされると遺伝
的に近縁な個体同士の交配である近親交配が生じる
ため，繁殖能力や生存率の低下など絶滅の危険性が
増大する．さらに集団サイズが小さい集団では偶然
（遺伝的浮動）よっても遺伝的多様性が減少する．

近年では，個体数が減少した集団の再生が多く図
られるようになった．しかし，その際に同種だから
というだけの安易な他地域集団からの移植や導入
は，導入個体と集団にもともと存在した自生個体と
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の交配により遺伝的撹乱が生じさせ，その地域固有
の、また適応的な遺伝的組成を壊してしまう可能性
がある．したがって，集団が保有する遺伝的組成を
考慮し，その遺伝的組成を維持していくための保全
策を講じることが必要である．

保全策を講じる際には，「保全単位」という考え
方が有効である．「保全単位」とは，Ryder（1986）
が始めて提唱した概念である「歴史的また現在にお
いて適応的および遺伝的に分化した集団を保全する
集団の単位」を示し，近年保全事業で重要視されて
いる．この指標により，「単位が異なる」と判定さ
れた集団間の移植は不適切であり，反対に，地理的
距離があっても集団の遺伝的組成が同一であり「同
じ単位に属する」と判定された集団間での移植は考
慮してもよいとされている．これまで筆者は，レブ
ンコザクラと同属である絶滅危惧 II 類とされてき
た野生サクラソウ（Primula sieboldii）の保全方策
を立てるために，DNA の多型や出芽日など適応関
連形質の遺伝的な分化程度から保全単位を決定して
きた（Honjo et al., 2009; Yoshida et al., 2009）．

冷涼な気候を好むレブンコザクラ（Primula 
modesta var. matsumurae） は， ユ キ ワ リ ソ ウ
(Primula modesta) の変種であり，礼文島，夕張山
地，知床半島，北見山地（加藤・海老原，2011），
さらに天塩山地（山口，2007）に分布が確認され
ているが，絶滅の危険が増大している種として絶滅
危惧Ⅱ類に指定されている．利尻島における分布に
ついては，渡邊ら（1997）によって報告されてい
る通り，現在確認されている個体群は二ヵ所だけで
ある．レブンコザクラは北海道北東部の山地，およ
び利尻島・礼文島と分布がそれぞれ地理的に隔離さ
れており，集団間で遺伝的に分化している可能性が
ある．

同一の保全単位となる集団は，主に DNA の類似
性で判断できる「現在までにおける共通の進化の歴
史をもつ集団」と，適応関連形質で判断できる「共
通の適応的な遺伝組成をもつ集団」という 2 つの特
徴を持つ．一般的に，植物には母性遺伝するオルガ
ネラ DNA（葉緑体 DNA とミトコンドリア DNA）
と両性遺伝する核 DNA が存在する．オルガネラ

DNA は種子を，核 DNA は花粉と種子を通して集
団間での遺伝子流動が行われることから，流動しに
くいオルガネラ DNA で判断した集団間の遺伝的分
化程度は，花粉を通じて流動しやすい核 DNA で判
断した分化程度の 4 から 19 倍になることが知られ
ている（津村，2006）．そのため，保全単位を決定
するに際しては，誤った結論を防ぐためにも，両者
による評価が必要である．一方，適応関連形質によ
る適応的な遺伝組成の評価は，集団の存続性の評価
には不可欠であり，保全に対して多くの情報を与え
るが（Yoshida et al., 2009），対象とする全ての集
団の個体を同一環境で栽培する必要があるため，個
体の採取や持ち運びができないレブンコザクラでは
難しい．

そこで本報告では，利尻島および礼文島における
レブンコザクラの保全策構築のために，核 DNA と
葉緑体 DNA 領域を用いて両島に現存する野生レブ
ンコザクラ集団の遺伝的関係を評価し，その結果に
基づいて利尻島と礼文島に自生するレブンコザクラ
の保全単位を決定した．

材料と方法
材料

2010 年に利尻島に自生する野生 1 集団から 40
個体，また礼文島に自生する野生 4 集団から計 39
個体を，自生地の個体の分布からできる限り集団全
体を網羅するように選び，葉を 1 枚ずつサンプリ
ングした（表 1）．利尻 A と B 集団は山の斜面に密
集して生息しており，本来は同所のためひとつの集
団とみなせるが，本報告では利尻島に自生する個体

表1.　採取個体数とSSR 解析と塩基配列決定に供試したジェネット数

地域 集団 採取個体数 SSR 解析 * 塩基配列決定

利尻 利尻 A 30 27 17

利尻 B 10 10 7

礼文 礼文 A 9 8 6

礼文 B 30 29 6

礼文 C 30 27 6

　 礼文 D 30 27 6

* 同じ遺伝子型を示した個体を除いた



75絶滅危惧植物レブンコザクラの利尻島における保全単位の決定

をより詳細に評価するため，生育場所の斜面の方角
が全く異なっていた個体を利尻 A 集団と B 集団に
分けて解析を行った．また礼文 A 集団は，9 個体
と集団サイズの小さい集団であった．葉緑体 DNA
領域の塩基配列の決定には，利尻集団から24個体，
礼文島の 4 集団から各集団 6 個体を選抜し，各領
域 48 個体を用いた．

DNA 抽出
シリカゲルで乾燥させた葉から，改変 CTAB 法

（Murray and Thompson, 1980）を用いて DNA
抽出を行った．

SSR マーカーを用いた遺伝子型の決定
核 DNA の遺伝的変異の評価には，マクロサテラ

イト（SSR）マーカーを用いた．SSR マーカーは，
ゲノム中に散在する，短い配列の繰り返し回数に基
づく多型で，多型性が高いため，個体識別や集団
の構成を解析する指標などに用いる．ユキワリソ
ウで作成された SSR マーカー 11 対（Shimono et 
al., 2004）を，増幅断片長と蛍光色が重ならない
ようプライマーを組み合わせ，QIAGEN Multiplex 
PCR Kit（QIAGEN 社）を使って PCR を行った．
PCR 産 物 を ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer
（Applied Biosystems, Foster City, USA） を 用
いて電気泳動を行い，Gene Scan software Gene 
Mapper（Applied Biosystems, Foster City, 
USA）を用いて遺伝子型を決定した．

SSR マーカーによる各個体の遺伝的な類似性
レブンコザクラは 4 倍体のため，各マーカー 1

から 4 のピークが検出される（図 1）．これらの異
なるサイズのピークをそれぞれ対立遺伝子とみなし
た．個体ごとに各マーカーの対立遺伝子の有無を1・
0 データに変換し，ソフトウェア PAUP 4.0 Beta 
Version for Windows を用いて全個体間の遺伝的
な類似度を算出した．この類似度に基づいた主座標
分析によって各個体の遺伝的な関係を調査した．主
座標分析には PCO2.0 (Iwata, 2005) を用いた．

葉緑体 DNA 領域の塩基配列の決定
Gradient PCR に よ り 最 適 な ア ニ ー リ ン グ 温

度 を 決 定 後，Honjo et al. (2004) が サ ク ラ ソ ウ
で行った方法に従い，PCR と ABI PRISM 3100 
Genetic Analyzer（Applied Biosystems, Foster 
City, USA）を用いたキャピラリー電気泳動によっ
て塩基配列の解読を行った．また，ソフトウェア
phred/phrap/consed (University of Washington, 
USA; www.phred.org) を用いて，塩基配列を決定
した．葉緑体 DNA は母系遺伝するため，同じ葉緑
体 DNA タイプを示すジェネットは同一母系である
と言える．

結果
レブンコザクラの集団内変異と集団間変異

SSR プライマー 11 対のうち，解析可能なピーク
が得られた 3 マーカーを用いて解析を行った．さ
らに 3 マーカーで全く同じ遺伝子型を示した個体
は同一ジェネットであるとし，各マーカーより 8
から 22 の対立遺伝子が検出された（表 2）．利尻 B
と礼文 A 集団は個体数が少ないものの，他の集団
に比べて顕著な対立遺伝子数の違いは認められな
かった．

個体間の遺伝的な類似性
各マーカーの対立遺伝子の有無から算出した，全

個体の総当りの遺伝的な類似性に基づく主座標分析
の結果を図 2 に示した．利尻 B 集団は A 集団と同

図 1.　SSR マーカーによる増幅断片長の波形パターン．
数字は PCR による増幅断片長を示し、長さの違うピークをそ
れぞれ対立遺伝子とした．
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所に生育しているにも関わらず，他の集団と重複す
ることなく右上にプロットされており，他の集団に
比べてやや遺伝的に分化していることが示された．
利尻 A 集団と礼文 A と B 集団の多くの個体は，他
の集団の個体と同じ場所にプロットされていること
から，生育場所に関わらず遺伝的に近いことが示さ
れた．一方，礼文 C や D 集団は横に広くプロット
されており，他の集団にはない遺伝組成を持ってい
る個体が確認された．

利尻島と礼文島における葉緑体 DNA タイプ
葉緑体 5 領域の塩基配列を解読したところ，2 領

域において利尻島と礼文島に自生する個体間で塩
基配列が異なっていた（表 3）．領域 3' to rps2 で
は，利尻集団 24 個体では T が 12 回繰り返してい
るのに対し，礼文集団 24 個体は T が 11 回の繰り
返しであり，挿入・欠失が認められた．一方，領域
matK では，領域の 171 塩基目において，利尻集団
24 個体では C が，礼文集団 24 個体では A であっ
たことから，1 塩基の置換が認められた．2 領域の
塩基配列より 2 つの葉緑体 DNA タイプが確認され
たことから，利尻島と礼文島に自生する個体では母
親の系譜が異なることが明らかになった．

考察
レブンコザクラの遺伝的多様性

礼文 A 集団を除く全ての集団サイズは十分に大
きく，長花柱花と短花柱花の花型比にも大きな偏り
は認められなかった．また，9 個体が生育していた
礼文 A 集団では，8 ジェネットが確認された．礼

文 A 集団は集団サイズが小さいものの，集団サイ
ズの大きな他の集団との対立遺伝子数に顕著な違い
が認められず，現時点では深刻な遺伝的多様性の低
下や花型比の偏りは認められなかった．一般的に倍
数体植物は，植物に多く見られる二倍体植物に比べ
高い遺伝的変異を集団内に維持していることが多数
報告されている．四倍体植物であるレブンコザクラ
も同様に，レブンコザクラの倍数性が集団サイズの
小さな礼文 A 集団でも顕著な変異の縮小を防いで
いる要因の一つである可能性が考えられる．

同所に生育していた利尻集団だが，3 マーカーで
みると利尻 A と B 集団が異なる遺伝的組成を持っ
ていることがわかった（図 2）．生育している斜面
が違うことによる環境要因の差異が異なる選択圧に
なった可能性や，斜面ごとに遺伝子交流が行われる
ものの，尾根を越えた遺伝子交流は少ないため遺伝
的に分化した可能性が考えられる．礼文島の 4 集
団の中では，礼文 C と D 集団内に遺伝的に多様な
個体が存在していることが示唆された（図 2）．礼
文 A と B 集団には，礼文 C と D 集団の一部の個体
と同じような遺伝組成を持つ個体が多いことが示さ
れた．図 2 で同じ場所にプロットされなかった礼
文 C と D 集団は，利尻 B 集団と遺伝的に分化して
いるものと推察される．

利尻島と礼文島におけるレブンコザクラの保全単位
本報告では，3 つの SSR マーカーと葉緑体 2 領

域を用いてレブンコザクラの遺伝的変異を評価し
た．SSR マーカーでは利尻 B 集団と礼文 C と D 集
団が遺伝的に異なること，また葉緑体 DNA 領域か
ら礼文島と利尻島のレブンコザクラは集団間で異な
る母親由来であることが明らかになった．また，現
時点では遺伝的に差異はないとされた集団も，マー
カーや領域を増やすことで，遺伝的に異なるものを
される可能性も高いが，少なくとも現時点では，礼
文島と利尻島は異なる保全単位にするべきであると
言える．また，本報告では DNA だけによる評価で
あることから，可能であれば今後形質を評価し，適
応的な集団間分化を評価する見る必要もある．

表 2.　各マーカーより検出された対立遺伝子数

集団 PM901 PM324 PM850

利尻 A 7 13 6

利尻 B 5 6 4

礼文 A 6 5 5

礼文 B 12 11 6

礼文 C 8 6 7

礼文 D 10 8 5

総対立遺伝子数 16 22 8
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レブンコザクラの保全において
クローン成長を行う種では，個体数が多い集団で

も同じジェネットがクローン増殖している可能性も
あることから，個体数が多い集団は必ずしも遺伝的
に多様であるとは限らないことに注意しなければ
ならない．しかし，調査した 5 つの自生地のうち 4
つの自生地では，個体数も多く，それに伴い遺伝的
多様性も十分に維持されていた．また集団内の多様
性維持に不可欠な種子生産には，集団内の花型比が
重要であるが，調査した自生地では花型比の偏りは
認められなかった．今後は花粉媒介昆虫の有無や種
類を調査し，集団内で健全な種子生産が行われてい

るかを確認したい．本報告では，核と葉緑体 DNA
より保全単位が決められたが，現段階では各集団内
の個体数とそれに応じた遺伝的多様性も維持されて
いると言える．そのため，基本的であるが，まずは
個体数の減少を防ぐこと，自生地を維持することが
重要だと言える．今から 25 年前に高橋氏（1977）
は，礼文島の野生種の保全について，礼文島内での
増殖と移植，展示，自生地への立入り禁止，外来植
物の駆除を一体とした積極的保全について提言して
おり，筆者は一見の価値があると考えている．高橋
氏の提言を基に，本研究の成果がレブンコザクラの
保全に利用されることを期待する．

表 3．利尻集団と礼文集団間で塩基多型が認められた 2 領域の塩基配列

3' to rps2 440 445 450 455 460

利尻集団（24 個体） C G C C C T T T T T T T T T T T T G A A A

礼文集団（24 個体） C G C C C T T T T T T T T T T T - G A A A

matK 160 165 170 175 180

利尻集団（24 個体） A T A T T C A T A T A C A T G A A A A T T

礼文集団（24 個体） A T A T T C A T A T A A A T G A A A A T T
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図 2．主座標分析による全個体の遺伝的な関係．
同じ場所にあるものは遺伝的に類似していることを示す．
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近年は生物多様性の重要性が多くの人に認識され
るようになったが，遺伝的多様性を保全することは
どういうことなのかを正しく認識している人はまだ
多くはない．現存している集団がどの程度の遺伝的
多様性を維持し，地域固有の遺伝組成を保持してい
るのか，また多様性を維持するための必要な要因が
揃っているのかなど，最初に評価することが対策を
講じる上でも重要となる．あくまでも移植は最終手
段にすべきである．著者は近年，自生地以外で保存
していたサクラソウ個体を，サクラソウ自生地に，
または新たな自生地として野外に移植可能かどうか
の調査を依頼される．保全対策は様々あるものの，
何を目指した保全なのか，何をもって自生地復元な
のかは，実際に保全を行う人次第である．単に見た
目の個体数の増殖や自生地の復元だけでなく，これ
までの長い進化の歴史で培われてきたそれぞれの地
域や集団の遺伝的固有性の重要性を忘れずに保全活
動を行っていきたい．
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