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ABSTRACT : There are 18 species of Hepatica in the world, there are 6 species of  Hepatica in Japan. In 

the present study, to characterize variation in the chloroplast gene of  Hepatica from various locations, we 

examined nucleotide sequences of the chloroplast from matK gene to psbA gene. We performed PCR of 

chloroplast gene using 18 specimens of  Hepatica and compared the result from around the world using a 

neighbor jointing tree. Molecular phylogenetic tree of  Hepatica from around the world revealed that all 

species of Hepatica in Japan belonged to a different group from Hepatica in Europe, China and Korea. 

Molecular phylogenetic trees showed that that  Hepatica in Japan had the closest relationship with  Hepatica 

in America. All scientific names of Hepatica in Japan are treated as subspecies of H. nobilis in Europe (e.g. 

 H.  nobilis var.  japonica  f variegata). In this study, the molecular phylogenetic tree suggests that 6 species 

of Hepatica in Japan are unlikely to be subspecies of H.  nobilis in Europe.
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1.緒 言

世 界 に は18種 類 の スハ マ ソ ウ属Hepaticaが 自生 して

い る1)。 日本 で は スハ マ ソ ウ,ミ ス ミソ ウ,オ オ ミス ミソ

ウ,ケ スハ マ ソ ウ,ア シ ガ ラ スハ マ ソ ウ,ザ オ ウ ス ハ マ

ソ ウの6種 類 が 自生 して い る。 一 般 には 雪 割 草 と して 総

称 で 呼 ば れ る こ と も多 い 。 そ れ ぞ れ が 交 雑 可 能 で あ り,

園 芸 家 の 問 で は 交 雑 種 と して 多 様 な 雪 割 草 が 楽 しま れ て

い る。 一 方,自 生 して い る雪割 草 は 山奥 の涼 しい 木 陰 で

生 育 して い る。 雪割 草 と呼 ばれ て い る 個 体 にお い て,そ
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の 形 態 は 多 様 で あ り,ス ハ マ ソ ウ,ミ ス ミ ソ ウ,オ オ ミ

ス ミ ソ ウ,ケ ス ハ マ ソ ウ,ア シ ガ ラ ス ハ マ ソ ウ,ザ オ ウ

ス ハ マ ソ ウ を 区別 す る の は 容 易 で あ る。 逆 に 言 えば,遺

伝 子 多様 性 に 富 む と 言っ て も過 言で は な い 。 そ れ ぞ れ の

個 体 の 特 徴 や 栽 培 環 境 は 専 門 書 に譲 る と して,本 研 究 で

は そ の 分 類 に着 目す る 。 目本 の 雪 割 草 は,そ のす べ て が

学・名 にnohilisvar.が っ く。 つ ま り,Uepalicanohilisの 変

種 扱 い に な っ て い る。18種 類 の 世 界 の 雪 割 草 の 中で 変 種

扱 い な の は 日本 の6種 類 以 外 で は わ ず か に,ス ウ ェー デ

ン のHepaticanohilisvar.glahrata,ピ レ ネ ー 山 脈 の

Hepaticonobilisvor.pyrenoicaそ して 欧 州 のHepatica

nohilisvar.nohilisの み で あ る。 一方,ア メ リカ,中 国,韓

国,ル ー マ ニ ア,東 ア ジア に分 布 す る9種 類 の 学名 に は

nobilisvar.が っ か ない 。 そ こ で,世 界 の 雪割 草 の葉 緑 体

DNAを 用 い た分 子系 統 樹 に よ る分 類 を試 み た。

分 子 系統 樹 の概 念 は1987年 に発 ・表 され た 論 文 で 有名

に な っ た2)。 人 類 の祖 先 は ア フ リカ の 女 性(ミ トコ ン ド リ
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図1ミ ス ミ ソ ウ と ス ハ マ ソ ウ

左 学 名Hepaticanobilisvar.J'aponicaijaponica

右 学 名Hepaticanobilisvar.JaPonicaf.variegata

アイブ)として分子系統樹から推測されている。 方,雪

割草の学名は1937年 の「日本領内ノすはまそうHepatica

属植物(其 一)1937」 で詳しく命名 されている3)。つま

り,現在使用されている学・名は分子系統樹での進化史を

参考にできない時代に命名されており,そ の遺伝的背景

は形態に現れない限 り学名命名に影響していない。

本研究では世界の18種 類の雪割草における分子系統

樹の作製 には葉緑体DNA上 のmatK遺 伝 子を用いた。

matK遺 伝子の一部728塩 基対(bp)は植物の分子系統樹

には頻繁に使用される領域にあたる4・5)。本研究では雪割

ElimatK遺 伝了のCDSl527bpに おける分子系統樹 を作

製した。

(KAPAHiFiHSDNApolymerase(日 本 ジ ェ ネ テ ィ ッ ク ス))。

PCR反 応 終 了 後,PCRproductを 精 製 し,BigDye

Terminatorv3.lCycleSequencingKit(AppliedBiosystems)

お よ びABIPRISM⑧3130GeneticAnalyzer(Applied

Biosystems)に よ っ て 塩 基 配 列 を 決 定 した 。

2.3分 子 系統 樹 の作 製

塩 基 配 列 の決 定後,〃iall(遺 伝 子 のCDSl527bpの 塩 基

配 列 か らMEGAver.7softwareを 川 い て最 尤 法6)に よ り

分 子 系統 樹 を 作製 した(図2)。 ま た,分 子 系 統 樹 の 外 群 に

は ニ チ リ ン ソ ウ(Hanemone.flaccida)を 用 い た。

3.結 果および考 察

2.実 験方法

2.1葉 緑 体DNAの 抽 出

世 界 に分布 す る雪割 草 を栽培 してい る神 奈 川 県 のW6rld

HepaticaLaboratryか ら18種 類 の10:界 各 国 の 雪 割 草 の 葉,

各 約1gを 収 集 した 。 収 集 した葉 を グ ライ ン ダ ー で 細 断

し,セ ル ラー ゼ お よび マ セ ロチ ー ム に て酵 素 処 理 した 。

そ の 後,ChloroplastIsolationkit(Sigma)に よ り葉 緑 体 を

単 離 した 。 単 離 した 葉 緑 体 か らDNeasyBlood&Tissue

Kit(Qiagen)に よ り葉 緑 体DNAを 抽 出 した 。

2.2matK領 域 の 塩 基 配 列 の 決 定

matKのCDS領 域 の 外 側 にprimerを 作 成 し,〃iαtKforward

primer5'-ACCTTGATACCTTGTTTTGACTGTATCGT

AC-3',matKreverseprimer5'-TCAArTACTACTGCA

TAGGcATTTcAGAArA-3'(1723bp)と し た 。 葉 緑 体

DNA5ngを 用 い て,950C25秒,560C25秒,720C80秒 を

1サ イ ク ル と し たPCR反 応 を35サ イ ク ル 実 施 し た

世 界 の 雪割 草18種 類 のmatK遺 伝 子 に よ る分 子 系 統 樹

を 図2に 示 した。 限 られ た領 域 で の 分 子 系 統 樹 で は あ る

が,日 本 の6種 類 の 雪 割 草 は 中国,韓 国 な どの 東 ア ジ ア

地 区や 欧州 の 雪割 草 とは全 く別 の 分 岐 を描 い た 。 日本 の

雪割 草 は ア メ リカ の 雪割 草 と近縁 と判 断 され た 。[本 の

雪割 草 の 中 で ケ ス ハ マ ソ ウ(H.nobilisvar.pubescens)で

は他 の5種 類 とは異 な る分 岐 が観 察 され た。 ケ ス ハ マ ソ

ウは4倍 体 植 物 で あ る。今 回 実 験 に川 い た 雪 割 草 で4倍

体 植 物 はH.henりyi,H.yamotutai,H.transsilvanicaお よび

ケ スハ マ ソ ウで あ り,ケ スハ マ ソ ウが 日本 の他 の5種 と

は異 な る分 岐 を描 い て も不 思議 で は な い。H.falconeriに

お け る総 苞 葉 か ら花弁 ま で の長 さや葉 縁 の鋸 歯 数 は イ チ

リ ン ソ ウ属 と スハ マ ソ ウ属 の 中 間 を 示 す1)。 この た め,

H.falconeriが 雪割 草 の起 源 種 と して 考 え られ て い る1)。

本 研 究 に お け る分 子 系 統 樹 で もH,fblconeriは 最 も早

く分 岐 して お り,起 源 種 の ・∫能 性 が示 され た。

matKの 塩 茎 配 列 か ら作 製 した 分 子 系 統 樹 か ら,日 本
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図2matK遺 伝子による雪割草の分子系統樹

の雪割草における欧州の雪割草との全く異なる独自の進

化が推測 された。地理的な分布を考慮すると,目 本の雪

割草が欧州の雪割草から分ll皮したとは考えにくい。1735

年に リンネが 「白然の体系」第一版で生き物の新 しい分

類 体系を提 唱 し,日 本の雪割 草に学名 がつ いたのが

1856年 「草本図説」である3)。その約120年 の間に発

見 ・命名 された過程で欧州の雪割草との形態的な類似か

ら,日 本の雪割草は欧州の雪割草の変種 とされた。 しか

し,葉 緑体のわずかな領域での結果ではあるが,本 研究

の分子系統樹では 日本の雪割草の変種説は明確に否定さ

れている。 したがって,我 々は本研究の結果から[本 の

雪割草において、新しい学名を提案する(表1)。

さらに多型が確認されやすい領域を使った雪割草の分

子系統樹の作製により,新 種の雪割草の発見の可能性が

高められると期待している。
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表1 日本の雪割草の新 しい学名

和名 学名 新学名

スハマソウ 〃φ∂`ノb8ηoかz潴Schreb.var.力 ρoη必8Nakai£ 昭/ゴθ願`8(Makino)Nakai 〃帥 ∂ご1砲 ヵρoη必∂Nakaivar.昭 厚θ即`∂(Makino)Ohno

ミスミソウ 〃♂p読1b∂刀oゐ茄汐Schreb.var.加oη 必∂Nakai£ ノ勿oη/幽(Nakai)Yonek. 楠)ρ読々∂ 画ρo〃た∂Nakaivar.力 ρo/7記∂(Nakai)Ohno

オオミスミソウ 旋 照 々砲 刀oわ/万3Schreb.var.ノ 如oη 必2Nakai£ 燗88η8(M.Hiroe)Kitam. 旋 燗 加 ∂ ノ加oη 必8Nakaivar.zη88刀8(M.Hiroe)Ohno

ケスハマソウ 〃 の8孟 ノヒ8ηoわ1潴Schreb.var.ρ 酌 θ80θ那(M.Hiroe)Kitam. 〃 印8々 ヒ8ρ びわθ50θη5(M.Hiroe)var.ρ 酌 θ30θη5(M.Hiroe)Ohno

アシガラスハマソウ 漉 ∫)8々ヒ∂刀oわ/万3Schreb,var.ノ 勿oη ズo∂Nakai£08刀oゲ 幽Ohno 肋 ∫〕∂孟却∂ ノ包ρo/7た ∂Nakaivar.08η(力 始(Ohno)Ohno

ザオウスハマソウ 〃6p8々 ヒ∂ηoわ1泥5Schreb.var.加o/?血 ∂Nakaif=z∂oθ η51言Ohno&S.Tsuru. 〃 ごp∂ご元∂々ρo/7ズo々Nakaivar.z∂oθ η翻5(Ohno&S.Tsuru.)Ohno
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