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要約 : 南西諸島におけるメヒルギ� オヒルギ集団間の遺伝的分化を調査した� 南西諸島はこの ,種の分布域
の周縁部に位置し� 集団は比較的小さい� メヒルギでは -遺伝子座� オヒルギでは 0遺伝子座のマイクロサ
テライトマ�カ�を用いた遺伝分析から ,種ともに高い遺伝的変異が示された� メヒルギの対立遺伝子の有
効数は ,.+/,� ヘテロ接合度は *..*3であった� 一方� オヒルギの対立遺伝子の有効数は +./3-� ヘテロ接合度
は *.-+2であった�集団間の遺伝子分化係数は高く�メヒルギで *.-+0�オヒルギで *.-2*であった�メヒルギ
の遺伝的多様性は� 沖縄本島� 奄美大島が西表島よりも大きかった� また� オヒルギの遺伝的多様性は� 西
表島が沖縄本島�奄美大島よりも大きかった� ,種の遺伝的多様性の水準は�集団の規模と地域性に関連する
と考えられる�
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は じ め に

TAKEUCHIら �,**+� は� 南西諸島のKandelia candel

(L.) Druce �メヒルギ� 1集団と Bruguiera gymnorrhiza

(L.) Lam �オヒルギ� 0集団についてアイソザイムを用い
て解析を行い� 保有する遺伝的多様性がきわめて低いこと
を示した� しかしながら� あまりにも遺伝的変異が少ない
ために集団間の関係についてはほとんど解析することがで
きなかった� その後� SUGAYAら �,**+� によりメヒルギ
の� また SUGAYAら �投稿中� によりオヒルギのマイクロ
サテライトマ�カ�の開発が報告された� マイクロサテラ
イトマ�カ�は一般に多型性が非常に高い遺伝マ�カ�で
あることが知られている� そこで� 本研究では� これらの
マイクロサテライトマ�カ�を用いて� メヒルギおよびオ
ヒルギについて集団間の遺伝的距離などの解析を試みた�

材料と方法

+� 試料採取および DNA抽出
メヒルギの供試材料は -地域 0集団より +11個体を集め
た� 採集場所は西表島 �浦内川� 仲間川�� 沖縄本島 �潟原
川� 億首川� 慶佐次川� および奄美大島 �住用川� で� 各
河川に沿った集団からサンプリングを行った� オヒルギは
-地域 .集団より 3/個体を集めた� 採集場所は西表島 �浦
内川� 仲間川�� 沖縄本島 �慶佐次川�� 奄美大島 �住用川�
である� 図 +にそれぞれの集団の位置を示すが� TAKEUCHI

ら �,**+� が解析したものと同じ集団である�
DNAの抽出は改変 CTAB法 �MURRAY and THOMPSON,

+32*� を用いた� 各個体からの頂芽 +** mgを液体窒素で
粉砕し� .** mlの ,�CTAB溶液 �,�CTAB, +..M NaCl,

*.+M Tris-HCl pH 2.*, +* mM EDTA, Na pH 2.*, *..� ,�メ
ルカプトエタノ�ル� *.2�PVP� と粉砕した頂芽を +./ ml

エッペンドルフチュ�ブに入れてよく撹拌し 0*�で +時
間放置した� その後� 試料溶液と等量のクロロホルム�イ
ソアミルアルコ�ル溶液 �クロロホルム : イソアミルアル
コ�ル�,. : +� を加え� 穏やかに +/分間撹拌させ� ,*�
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Fig. +. Location of surveyed six natural populations of

K. candel and four natural populations of B.
gymnorrhiza in Southwest Island, Japan.
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+/,*** rpmで +*分間遠心した� 上澄み液を新しいチュ�
ブに移し� ,�-容量の ,�プロパノ�ルを加え撹拌し� ,*�
+,,*** rpmで +*分間遠心した�上澄み液を捨て� 2** mlの
1*�エタノ�ルを加えて洗浄した� エタノ�ルを捨てて
残った沈殿を減圧乾燥機でよく乾燥させた後� +**�.** ml

の TE溶液 �*.+M Tris-HCl pH 1./, *.+ mM EDTA, Na� を
加えて溶解した� DNA溶液は解析の時まで�-*�で冷凍
庫に保管した�

,� マイクロサテライトマ�カ�による遺伝子型解析
メヒルギでは� SUGAYA ら �,**,� により /遺伝子座

�Kcan**., Kcan**/, Kcan**3, Kcan*++, Kcan*-.� のマイ
クロサテライトマ�カ�が開発されている� これらの遺伝
子座は�対立遺伝子数の平均が /.,�ヘテロ接合度 �He�の
平均が *.0-+であり� アイソザイムにおけるそれぞれの平
均値 +.*.および *.*+, �TAKEUCHIら� ,**+� に比べて非常
に高い多型性を示す遺伝マ�カ�である� また� オヒルギ
では� SUGAYAら �投稿中� により 3遺伝子座 �Bgy*,.,

Bgy*,/, Bgy*,1, Bgy*-*, Bgy*-+, Bgy+,., Bgy+/1, Bgy

+22, Bgy,+,� が開発されている� これらの遺伝子座は� 対
立遺伝子数の平均が -.1� ヘテロ接合度 �He� の平均が
*.../であり� アイソザイムにおけるそれぞれの平均値
+.+*および *.*-/に比べて非常に高い� 本研究では� これ
らの遺伝子座のうち� メヒルギについてはKcan**/, Kcan

**3, Kcan*-.の -遺伝子座� オヒルギについては Bgy*,.,

Bgy*,/, Bgy*,1, Bgy*-*, Bgy*-+, Bgy+/1の 0遺伝子座
を解析に用いた�
メヒルギとオヒルギの各個体についてマイクロサテライ
ト遺伝子座の遺伝子型を決定するために� 以下のように
PCR �polymerase chain reaction�反応および電気泳動を
行った� PCR反応液は全体で +* mlとし� ,* mM Tris-HCl

pH 2.., /* mM KCl, , mM MgCl,, *., mMの各 dNTP, *.-

mMの各合成プライマ�� *.- U Taq DNAポリメラ�ゼ�
,�/ ngの鋳型 DNA �各個体の DNA�から成る�合成プ
ライマ�の塩基配列は� SUGAYAら �,**+� および SUGAYA

ら �投稿中� に従った� PCRはサ�マルサイクラ� PE

30** �PerkinElmer社� を用いて� 最初の解離条件を 3.�
-分とし� 各サイクルは 3.� -*秒� /*�/2� -*秒� 1,�
-*秒の条件で� これを -/回繰り返した� 最終伸長反応は
1,� /分間とした� 反応生成物はABI -+* Gene Scan

�PerkinElmer社� を用いて電気泳動を行い� PCR反応生
成物の長さにもとづいて遺伝子型を決定した�

-� デ�タの統計遺伝学的解析
遺伝的多様性のレベルは� 遺伝子座あたりの対立遺伝子
数 �Na�� 遺伝子座あたりの対立遺伝子の有効数 �Ne ;

KIMURA and CROW, +30.�� ヘテロ接合度の観察値 �Ho��
ハ�ディワインベルグ平衡を仮定したヘテロ接合度の期待
値 �He ; NEI, +312 ; NEI and ROYCHOUDHURY, +31.� を用い
て表した� 集団内および集団間の遺伝的分化については�
全集団の遺伝子多様度 �HT�� 集団内の遺伝子多様度の平
均値 �HS�� 集団間の遺伝的分化の相対的指標 �GST ; NEI,

+31- ; NEI and CHESSER, +32-� を用いた� NEIの標準遺伝
距離 �NEI, +31, ; NEI and ROYCHOUDHURY, +31.� を全ての
集団のペアに対して算出し� 近隣結合法 �NJ法 ; SAITO

and NEI, +321� および平均距離法 �UPGMA法 ; SNEATH

and SOKAL, +31-� を用いてクラスタ�分析を行った� 系統
樹の信頼性の評価は +,***回のリサンプルによるブ�ツス
トラップ確率を用いた� 以上の計算には� コンピュ�タ
ソフトウェア GENESTRUT �CONSTANTINE ら� +33.��
DISPAN �OTA, +33-� および NJBAFD �TAKEZAKI, +333�
を利用した�

結 果

+� メヒルギにおける遺伝的多様性と集団間分化
対立遺伝子数は� Kcan**/, Kcan**3および Kcan*-.の
それぞれについて� .個� 0個� +*個であった�それぞれの
対立遺伝子の�度を集団別に示したものが Table +であ
る� Kcan**/については� 浦内と仲間で -/.に固定し� 潟
原� 億首� 住用で -/0が� 慶佐次では -/.が最も多かった�
Kcan**3については� 浦内と仲間で ,3,に固定し� 潟原と
住用で ,3,が� 億首では ,3*が最も多かった� 慶佐次では
,3*と ,3,が同様に高�度であった� Kcan*-.について
は� 浦内では ,.2が最も多く� 仲間では ,02に固定してお
り� 潟原と億首では ,0.が� 慶佐次と住用では ,0,が最も
高�度であった�
各集団の保有する遺伝的多様性についてまとめたものが

Table ,である� 仲間は全ての遺伝子座が +個の対立遺伝
子に固定しており� 集団内に遺伝的多様性がない� 浦内も
Kcan*-.のみに複数の対立遺伝子が観察され�対立遺伝子
の有効数が +.-2-� ヘテロ接合度の観察値は *.,+/� 期待値
が *.+13と� 沖縄本島や奄美大島の集団にくらべてかなり
低い� このように� 西表島の ,集団の遺伝的多様性は非常
に低いことが明らかとなった� 沖縄本島の -集団について
平均を算出すると� Naが -.001� Neが ,.13,� Hoが *..33�
Heが *./2*となり�奄美大島住用の集団にくらべて遺伝的
多様性が若干高いようである�
集団間の分化の程度を Table -に示す� 集団間分化のパ
ラメ�タ �GST� は Kcan **/で *..,*, Kcan **3で *.,1+,

Kcan*-.で *.,2,� 平均は *.-+0であった�
集団間の遺伝距離 �NEIの標準遺伝距離� を Table .に�
また近隣結合法と平均距離法によるクラスタ�分析の結果
をそれぞれ Fig. ,と Fig. -に示す� 枝の上の数字はブ�
ツストラップ確率であり� 系統樹の形の信頼性の評価に用
いられる� 西表島の仲間と浦内という ,集団が互いに非常
に近い関係として +つに結びつけられること� すなわちこ
の ,集団が他の集団とは遠い関係にあることを示唆する確
率は +**�であった� これに対して� 沖縄本島および奄美
大島の .集団については� 億首と潟原� および慶佐次と住
用が� 互いに近い関係にあることが示唆されたが� それ
ぞれの確率はいずれも 1*�前後であった�

,� オヒルギにおける遺伝的多様性と集団間分化
対立遺伝子数は� Bgy*,., Bgy*,/, Bgy*,1, Bgy*-*,
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Table + Allele frequency of K. candel and B. gymnorrhiza
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Bgy*-+, Bgy+/1のそれぞれについて� 0個� 2個� .個� /

個� -個� -個であった� Table +に集団別の対立遺伝子�
度が示されている� Bgy*,.については�浦内と仲間で ,/,

が最も多く� 慶佐次では ,/0が� 住用では ,.0が最も高�
度であった� Bgy*,/については�浦内では ,/*が�仲間で
は ,/0が� また慶佐次と住用では ,/,が最も多かった�
Bgy*,1については� 浦内と仲間および慶佐次では .*0が
最も多く� 住用では .*0に固定していた� Bgy*-*につい
ては� 浦内と仲間では +3-が最も多く� 慶佐次では ,*/が
多く� 住用では +3-に固定していた� Bgy*-+については�
浦内と仲間では +1-が最も多く� 慶佐次では +1/が高�度
で�住用では +1-に固定していた� Bgy+/1については�浦
内と仲間では ++1が最も多く� 慶佐次と住用では +*3が最
も高�度であった�
各集団の保有する遺伝的多様性についてまとめたものが

Table ,である� 西表島の ,集団について平均を算出する
と� Naが ,.3+1, Neが +.1/1, Hoが *.-+0, Heが� *..*2と
なり� 西表島で最も高く� 沖縄本島� 奄美大島の順で低く

なる� ヘテロ接合度でみると� 西表島の集団は奄美大島の
集団の ,倍以上の遺伝的多様性を保有している�
集団間の分化の程度を Table -に示す� 集団間分化のパ
ラメ�タ �GST� は 0個の遺伝子座の平均で *.-2*であっ
た�
集団間の遺伝的距離を Table .に� また近隣結合法と平
均距離法によるクラスタ�分析の結果を Fig. ,と Fig. -

に示す� 西表島の仲間と浦内の ,集団� および沖縄本島の
慶佐次と奄美大島の住用の ,集団が� 互いに近い関係とし
て結びつけられることを示唆するブ�ツストラップ確率は
32�であった�

考 察

アロザイム分析の結果では� アロザイムマ�カ�による
遺伝的多様性がきわめて低いため� 繁殖個体数の大小によ
る集団間のちがいはみとめられたが� 系統的な地域間のち
がいは全く明らかにされなかった�

DNA分析の結果では� マイクロサテライトマ�カ�に
よる遺伝的多様性が高いため� 地域間のちがいが明らかに
された�
すなわち� 遺伝的多様性は� メヒルギでは北限域に近い
奄美大島� 沖縄本島の集団が西表島の集団よりも大きく�
オヒルギでは西表島の集団が奄美大島� 沖縄本島の集団よ
りも大きいという種によって相反する遺伝的構造が明らか
にされた�
遺伝的多様性は� 増殖様式と深く係わっている�
Kandelia属の受粉機構は自殖 �自花受粉�� 腋生の ,叉
分岐する集散花序で着花数は 2花内外を有し� 繁殖個体当
たりの胎生種子量は多産であり� Rhizophora属の繁殖様
式と類似する�
北限域においてメヒルギはオヒルギとの種間競合が緩和
されるため� 繁殖個体の増加とともに突然変異率も増加
し� さらに� 環境圧により開花期が短縮され� 他殖の受粉

Table , Genetic variation in the population of K. candel and B. gymnorrhiza

Table - Level of genetic di#erentiation of K. candel
and B. gymnorrhiza

武内�菅谷�吉丸�勝田206



機構も出現するため� 遺伝的多様性が増加することが考え
られる�

Kandelia属と類似して受粉機構が自殖� 腋生の集散花
序で着花数が -�3花と多く� 繁殖個体当たりの胎生種子量
が多産である Rhizophora属においては興味深い研究がな
されている�
フロリダの Rhizophora mangelにおける葉緑体欠乏突

然変異体の研究から� 集団が優勢に自家受粉することが明
らかにされた� 胎生種子の 3/�以上が自殖の結果に出現
し� その結果として集団が低い遺伝的多様性をもつことが
明らかにされた� しかし� 自家受粉の高い率と低い遺伝的
多様性は一般的ではなかった�
プエルトリコの同一種の研究から� 自家受粉は比較的低
い率であることが明らかにされた� したがって� 受粉機構

は固定された種固有の特性というよりもむしろ地域の状況
に適応するといえる�
最も�繁な自家受粉による集団は� より高い突然変異率
をもち� 近親交配の結果としての低い遺伝的多様性を相殺
するために進化した増加された突然変異率をもつと考えら
れる� この実証として� メヒルギでは外部形態から突然変
異体と推定される葉緑体欠乏の胎生種子� 輪生葉序 �-葉�
の稚樹が沖縄本島 �慶佐次川�の集団から観察されている�
さらに� Kandelia属は他のヒルギ亜科 -属が広域に分

布し� 種分化するのに相反し� +属 +種で局地的な分布を
するため� 特異な遺伝的構造をもつ種とも考えられる�

Bruguiera属の受粉機構は他殖� 腋生の単生あるいは対
生する萼筒内に花器を有し� 雄性先熟で雌性単性花の期間
が長く�繁殖個体当たりの胎生種子量は少なく� Kandelia,

Table . Genetic distance between local population of K. candel and B. gymnorrhiza

Fig. ,. Dendrogram from NJ analysis besed on Nei’s standard genetic distance in K. candel and B. gymnorrhiza.
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Rhizophora属と相反する繁殖様式をもつ� オヒルギはメ
ヒルギとの種間競合において優占種であるため� 一定の繁
殖個体が生育する適地においては遺伝子流動が持続し� 遺
伝的多様性が保持されるが� 環境圧が増加する北限域にお
いては繁殖個体の減少にともない遺伝的浮動が生じ� 遺伝
的多様性が消失するものと考えられる�
さらに� ,種ともに西表島の集団と沖縄本島� 奄美大島
の集団との間に遺伝的構造のちがいが明らかにされた� こ
れは� 南西諸島の基盤である琉球弧の地質年代的な形成に
起因するものと考えられる� すなわち� 琉球弧は琉球諸島
の慶良間列島の北の深海により� 南部の先島諸島と北部の
琉球諸島� 奄美諸島に二分される� この分離は第三紀中新
世に形成されたといわれ� 島弧南部には琉球海�� 北部に
は沖縄舟状海盆 �沖縄トラフ�があり� ,地域間は最短で約
.** km以上も隔絶した地理的隔離がある� 黒潮という潮
流による集団間の胎生種子の移住も想定されるが� 移住率
は低く� 地理的隔離による集団の分化が促進されたことが
考えられる�
これは遺伝子分化係数 �GST�が高く�集団間で遺伝的分
化が進んでいることからも明らかである� つまり� 温暖化
にともなう海面上昇により� 集団間の距離の拡大とともに
生息地である潮間帯が縮小することにより� 集団間で花粉
あるいは胎生種子の散布による遺伝子流動 �移住� が抑制
されているためと考えられる�
本研究の調査地となった天然生集団は� 国� 県指定天然
記念物ならびに国定公園特別保護地域に指定されている�
今回の結果から� 集団としての規模は小さいながらも� 遺
伝的多様性も高く� 遺伝的分化も進んでいるため� 今後さ

らに実施されるであろう保護管理行政の基礎資料として活
用されることを期待したい�
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Genetic di#erentitation among Kandelia cadel and

Bruguiera gymnorrhiza populations

in the Southwest Islands, Japan
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Summary : The genetic di#erentitation of the mangrove tree species Kandelia cadel and Bruguiera

gymnorrhiza in the Southwest Islands of Japan was investigated. These island are located at the

periphery of the distribution area of the two species, and their populations are relatively small.

Genetic analyses using microsatelite marker of - markers in Kandelia cadel and 0 markers in

Bruguiera gymnorrhiza revealed very high genetic variation in both species

At the species level, the average e#ective number of alleles per locus was ,.+/,, and the average

expected heterozygosity was *..*3 in Kandelia cadel.

The corresponding figures for B. gymnorrhiza were +./3- and *.-+2, respectively.

The coe$cients of genetic di#erentiation among the populations were high (GST�*.-+0 for K.

cadel and *.-2* for B. gymnorrhiza).

The genetic variationn and habitat area of K. cadel on the lslands Amami and Okinawa are

greater than on Iriomote island.

The genetic variation and habitat area B. gymnorrhiza is greater on Iriomote island than the islands

Okinawa and Amami.

The level of genetic variation in both of the species might be related to their population size and

locality.

Key Words : Bruguiera gymnorrhiza, genetic di#erentiation, Kandelia cadel, mangrove species, micro-

satelite marker
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