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はじめに

　北方に分布する常緑針葉樹は季節的に訪れる氷点下

以下の低温へ適応するため、低温馴化と呼ばれる応答を

進化させてきた（Aitken and Hannerz 2001；Chuine 2010）。
低温馴化は、光合成活性の高いステージから、細胞内の

構成や化学的改変を含む一連の生理状態の変化を経て、

耐凍性の高いステージに移行する応答を言う。この低温

馴化応答は、秋期、最低気温が氷点下になる前にみら

れるのだが（Kozlowski and Pallardy 2002）、いかに成長を

長く継続させつつ、凍害を被るリスクを小さくするか

という、成長－凍害回避の間のトレードオフがあるた

め、応答のタイミングが重要になる（Chuine 2010）。そ

のため、低温馴化応答は自生地の環境に最適化されて

いることが知られ、たとえ同一種内であっても、高緯

度・高標高といった、より寒冷で厳しい環境に自生する

集団は、自生環境への適応の結果、早いタイミングで

低温馴化する遺伝的変異を固定させていることがある

（Rehfeldt 1989；Skrøppa and Magnussen 1993；Oleksyn et al. 
1998；Notivol et al. 2007；Mimura and Aitken 2010）。このよ

うな適応的変異の実態を知るには、共通圃場試験や相

互移植試験が強力なツールとなるものの（Savolainen et 
al. 2007）、そこでみられる変異が、実際にどのような遺

伝的基盤によって発現するか（遺伝するか）を知るには、

生育環境、遺伝的背景が共に既知な材料を用いた交配実

験等、次世代の表現型により検証することが求められる。

繁殖開始までに時間のかかる樹木では、そのような遺

伝性にまで言及した生態学的研究は乏しい。

　北方域の常緑針葉樹の 1種、モミ属トドマツ（Abies 
sachalinensis）は、北海道全域に分布し、しばしば極相

林の優占種となることから、生態的に重要であるとと

もに、北海道ではカラマツと並ぶ造林面積を誇り、主

要造林樹種としての林業的価値も高い。また、本種は

北海道中央部において低地帯から標高約 1600 mにまた

がる幅広い垂直分布を示し、冬期の寒冷な環境下でも生

育が可能である。これまでの研究から、本種は垂直分布

に沿った明瞭な遺伝的変異を有しており、それぞれの集

団が自生する標高環境へ適応していることが示唆され

ている（倉橋・濱谷 1981；Eiga and Sakai 1984；Ishizuka 
and Goto 2012；Ishizuka et al. 2015a）。相互移植試験を扱っ

た研究からは、成長や生残における変異の実態が報告

され（倉橋・濱谷 1981；Ishizuka and Goto 2012）、さら

に、高標高集団ほど早く低温馴化し十分な耐凍性を持

つという変異パターンも検出され、適応形質の 1つと

なりうると考えられた（Eiga and Sakai 1984；Ishizuka et al. 
2015a；石塚ら 2015）。それと並行して、低・高標高集団

間の人工交配をもとにした交配試験も設定され（倉橋・

濱谷 1981）、交配組合せに応じて成長特性に差異がある

ことが報告された（Goto et al. 2011）。その交配試験個体

は現存するため、さらに次代を作出し、適した材料を

揃えれば、表現型解析によって適応形質の変異をより

深く検証できると考えられる。

　そこで、著者らは、トドマツの適応的な低温馴化に関

わる遺伝的基盤を明らかにするため、既存の標高間交配

試験をもとに第 2世代集団を作出し、この集団を対象と

して耐凍性試験、および分子遺伝学的手法による父性解

析を実施した。本解説では、その Ishizuka et al.（2015b）
の研究を取り上げ、トドマツの低温馴化が、標高間の

交配第 2世代集団内で違うか、それがどのような遺伝

的調節で説明できるか、得られた知見を紹介したい。

材料と方法

　東京大学北海道演習林の低地（標高 230 m）に設定さ

れたトドマツ植栽試験地内の個体を採種親とし、2009
年の結実種子より材料を得た。本植栽試験地に植栽さ

れているのは、低標高（標高 400～ 530 m、以降L）自
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生集団と高標高（標高 1100～ 1200 m、以降H）自生集

団間の相互交配で得た交配第 1世代（以降 F1）苗であ

る（倉橋・濱谷 1981；Goto et al. 2011）。人工交配は 1979
年に実施され、F1 として以下の 4つの交配型（♀×♂）

が作出された：L×L、L×H、H×L、H×H（図− 1）。
これらは交配型、母樹別に管理され、植栽されている。

F1 353個体のうち、2009年に 22個体の開花が観察され、

全交配型にまたがるよう 13個体から採種を行った（表−

1）。種子は全て開放受粉によって得られた。なお、この

試験地の周囲は成熟人工林によって取り囲まれている。

人工林の苗木の由来は F1 のそれと異なり、遺伝的組成

を異にする。

　軟 X 線を用いて充実種子のみを選別した後、翌春、

同演習林苗畑（標高 220 m）へ、採種母樹別に 1粒ずつ

4 cm間隔の格子状に播種し、発芽させた（平均発芽率

79%）。これによって、本研究に用いた第 2世代集団を

得た（図− 1）。第 2世代集団は、共通圃場試験としてそ

のまま苗畑で育成させた。耐凍性試験はこのうち一部を

用いて実施した。2010年 10月に母樹別に計 605個体を

ポットへ移植して供試材料とし、10～ 11月の時期別に、

曝露させる低温も変えつつ（− 15、 − 30 °C）、耐凍性試験

を 5 回行った。1 回の試験では、1 母樹あたり 10 個体

（全得苗数が少ない 3母樹では 7個体）、計 121個体を供

試した。なお、そのうち 2回の試験では（10月下旬と 
11月上旬に実施した− 15 °C暴露試験）、全実生がすでに

十分な耐凍性を有していたために、低温に曝しても被

害が観察されなかった。そのため、それらは除き、3回
の耐凍性試験のみを本研究にて扱う：Test 1（10月上旬

実施、− 15 °C暴露）、Test 2（10月下旬、− 30 °C）、Test 3
（11月上旬、− 30 °C）。
　1回の耐凍性試験では、5 °Cのチャンバーに入れた

ポット個体を、毎時 2 °Cの気温降下を経て目的の低温

に 4 時間暴露させ、毎時 2 °C の気温上昇を経て再び 
5 °Cへと戻す。その後、12時間日長条件の植物育成チャ

ンバーに移し、2週間後に凍結による被害の程度を評価

した。もしも、暴露した低温に耐えられるほど十分に耐

凍性を高めていない場合には、個体の針葉が褐色にな

る（Eiga and Sakai 1984）。そのため、凍結による被害は

葉の褐色化が観察されるかどうかで知ることができる。

また、葉の褐色化の程度は Fv/Fm 値といった定量的な葉

の生理活性の値ともよく相関し、目視によるスコアリン

グは簡便で信頼たる方法であることが知られる（Lindgren 
and Hallgren 1993；Ishizuka et al. 2015a）。そこで、凍害ス

コアとして、褐色化した割合に準じて 0から 5までの 6
段階で評価することとした。凍害スコア0だと被害なし、

5では致死となる。3回行った耐凍性試験の凍害スコア

をもとに、後述する遺伝モデル解析を行うこととした。

　なお、今回使用した第 2世代集団は開放受粉で得ら

れたことから、その父性の検証のために、SSRマーカー

を用いた分子遺伝学的解析も行った。耐凍性試験に用

いた個体とは別に第 2世代集団から 80個体を解析に供

し、F1 植栽試験地内の 2009年開花 F1、全 22個体とと

もに（表− 1）、4座の核 SSR、3座の葉緑体 SSRを調べ、

遺伝子型を決定した。詳細は原著（Ishizuka et al. 2015b）
を参照していただくこととし、簡略に結果を述べると、

使用した全 7マーカーの平均アリル数（N）は 15.0、候

補親となりうる 22 F1 個体の遺伝子型は全て異なり、十

図− 1　トドマツの第 2 世代集団の作出と試験デザイ

ン。低・高標高集団間の相互交配による F1 集団

から、開放受粉によって第2世代集団を作出した。

Ishizuka et al.（2015b）を改変。

表− 1　植栽試験地におけるトドマツ F1 集団の現況

交配型 生存 開花 採種

L× L 144 7 3
L× H 62 4 3
H× L 59 4 3
H× H 88 7 4
計 353 22 13

採種を行った 2009 年の値で、29 年生。Ishizuka et 
al.（2015b）を改変。
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分な精度で父性解析が行えると判断された。CERVUS 3.0
（Kalinowski et al. 2007）と単純排斥法を組み合わせた結果、

F1自殖率は0%、試験地内のF1他個体間の交配率が8.7%、

花粉親不明、すなわち F1 母樹が試験地外の現地花粉を

受け取った割合が 91.3%と推定された。これは、F1 が

若齢（29年生）のため開花率が低く（表− 1）、個体サイ

ズも小さく、その周囲の成熟林よりも圧倒的に花粉量

が少なかったためと考えられる。このような外部花粉

率が高い例は、採種園が若齢な場合でも観察されてい

る（Ozawa et al. 2009）。さらに、今回花粉親と推定され

た F1 は交配型が全てL×Lだったことも特定されてい

るため、高標高集団が組合せに用いられた F1 は花粉親

として寄与していないと推定された。

　これら父性解析の結果に基づけば、低温馴化の変異

がどのような遺伝的調節に依っているか解析するため

には、父親側からのゲノム効果は一律と仮定し、母親

側から受ける効果、とくに母親側からのみ受け継ぐと

推定された高標高集団由来ゲノム（高標高ゲノム）の

挙動に着目すればよいと著者らは考えた。そこで、い

くつかの異なる遺伝効果を仮定した遺伝モデルを構築

し、測定された凍害スコアのばらつきを説明できるか

検証することとした。まず、モデルの基本構造を考える。

ある耐凍性試験における凍害スコア Yは、その母樹の

交配型の効果Cと交配型にネストされて表現される母

樹の効果M（C）からなる以下のモデルで説明できると

仮定する。

　Y = μ + C + M（C） + E　（Model 1）
ここで、モデル内の μ は第 2世代集団の凍害スコアの平

均値を、E は誤差を示す。Model 1の妥当性の検証は原

著（Ishizuka et al. 2015b）を参照いただきたい。この基本

モデルを発展させ、遺伝効果と複数回実施した耐凍性試

験の試験回ごとの違いを組み込んだフルモデルを構築

した。なお、仮定した遺伝効果 C の違いによってModel 
2～ 5の 4つのフルモデルを構築したが、全て以下のモ

デル構造にて同様に表される。

　 Yijkl = μ + Ci + Tl + Ci × Tl + Mj（Ci） + Mj（Ci） × Tl + Eijkl　

（Model 2～ 5）
　ここで、Yijkl は交配型 i における母樹 j の実生 k が l
回目の耐凍性試験で示した凍害スコアを表す。新たに

追加された Tl は耐凍性試験の試験回の効果を示し、他

項との交互作用もフルモデルにて仮定している。Model 
2～ 5とした 4モデルは、想定した遺伝効果に違いがあ

る。本研究において材料とした第 2世代集団は、母親

の交配型、および、それに起因して、受け継いだ高標

高ゲノム割合（期待値）に違いがある（図− 1）。そこで、

まず、表現型が単純に高標高ゲノムの割合にのみ影響

される場合を考える。これは高標高ゲノム遺伝割合の

線形効果によって表すことができる。これをModel 2と
した。続いて、交配型の違いが何かしらの影響を与え

ている場合を考える。これは、たとえば調節を司る遺

伝子が、Sykes et al.（2006）に実証例があるように強い

遺伝子間交互作用を有していたり、そもそも高・低標

高とは別の因子に依っていたりし、Model 2の線形の傾

向に従わない場合である。これをModel 3とした。または、

本研究と同じ F1 を試験材料としたGoto et al.（2011）に

おいて報告されたような、標高間交配（交雑）による遠

交弱勢などがはたらく場合も考えられる。これをModel 
4とし、標高間交配母樹の影響に着目することとして、

Model 3と区別した。さらに、Model 5として、Model 2・
4の効果が組み合わさって表現型へ影響している場合を

考えた。なお、表現型にそのどれもが寄与していない

場合も当然考えられるのだが、この可能性については、

後述する変数選択をすることで同時に考慮される。

　実際にモデルに組み込むCの変数としては、以下の

ように定義される。Model 2が高標高ゲノムの遺伝割合

を数値（L×L = 0；L×H, H×L = 0.25；H×H = 0.5）；
Model 3が母親の交配型を因子（L×L；L×H；H×L；
H × H）；Model 4 が標高間交配かどうかを因子（L ×

H = “HybLH”；H×L = “HybHL”；L×L, H×H = “NoHyb”）；
Model 5 が Model 2 と Model 4 の効果をミックスさせた

順序因子（L×L = 0；L×H = 0.25 + α, H×L = 0.25 - α；
H×H = 0.5）。モデルはR 3.1.2（R Development Core Team 
2014）のCLMM（cumulative link mixed model）を用いて

解析した（Lee 1992）。解析ではまず、それぞれのモデ

ルごとに、フルモデルからの変数選択を行って最適な

変数セットを決めた。この際にもしも遺伝効果 C が除

外されれば、仮定した効果は表現型をよく説明できて

いないことになる。続いて、変数選択後の各モデルで、

パラメータの最尤推定とあてはまりの良さを示すAIC
（Akaike Information Criterion）の算出を行った。その後、

モデル間比較を行い、最も良く凍害スコアを説明する

モデルを探索した。

結果と考察

　3回の耐凍性試験の結果を図− 2に示す。Test 1、Test 2
では、第 2世代集団の凍害スコアは 0から 5までばら

ついて観察された。一方で、Test 3においてはほとんど

の個体の凍害スコアが 0で、Test 2と同じ− 30 °Cにおか
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れても、凍結による被害がみられなかった。これらの

結果は、トドマツの低温馴化の過程をよく表しており、

Test 2からTest 3までの 2週間に、どの個体も十分な耐

凍性を獲得していたことがわかる。また同時に、この

低温馴化過程に低標高－高標高間の遺伝的変異も観察

された（図− 2）。Test 1における凍害スコアの最頻値は、

交配型L×LとH×H の次代がそれぞれ 5（30.0%）と

0（45.2%）となり、異なった。標高間で交配させた L
×HとH×Lでは、それらの間のスコア 1が最頻値だっ

た。同様な傾向は Test 2でも観察され、交配型H×H 
の次代のみ凍害スコアが小さく、最頻値は 1（51.6%）だっ

た。これらの結果は、交配組合せに高標高集団（H）が

用いられた第 2世代ほど、早い時期から耐凍性が高かっ

たことを示す。このことは、高標高域に自生するトド

マツほど、遺伝的に低温馴化タイミングが早いという

既報の知見（Ishizuka et al. 2015a）と矛盾なく、低温馴化

の調節が遺伝する形質であることを意味している。

　なお、低温馴化やその調節を担う機構（至近要因）も、

Ishizuka et al.（2015a）にて調べており、低温馴化はある

閾値以下の気温を蓄積した“温量”の増大によって進む

こと、そのタイミングは閾値と必要な温量の違いによっ

て説明されることが示されている。すなわち、トドマ

ツが有する秋期の気温低下をシグナルとした低温馴化

機構の中で、シグナルへの応答性の違いが適応的な調

節を担っていると考えられた（石塚ら 2015も参照）。し

たがって、本研究で示された、遺伝的基盤による低温

馴化調節というのは、おそらく、気温シグナルの応答

性を司る遺伝的基盤の差異を介して発揮されていると

考えられる。

　続いて、モデル解析の結果を表− 2に示す。候補とし

たModel 2～ 5それぞれにおいて、フルモデルからの変

数選択を行った結果、モデルのあてはまりを改善しない

として、すべてのモデルで試験回との交互作用項が排除

された。Model 4では遺伝効果の項も排除された（表− 2）。
すなわち、Model 4で仮定した遺伝効果では凍害スコア

は良く説明できないことがわかった。変数選択後の各モ

デルを用いてモデル間比較を行ったところ、遺伝効果

が除かれたModel 4よりも、遺伝効果を含む他の 3モデ

ルのあてはまりが良く、中でもModel 2はAICが最も低

く最良のモデルであったと判断された（表− 2）。Model 
2は高標高ゲノムの線形効果を仮定している。凍害スコ

アは、特定の交配型には依存せず、高標高由来のゲノム

をどのくらいの量遺伝したかに規定されていたものと

考えられた。また、最尤推定の結果、この効果（C）に

は有意な負の係数が推定された（表− 3）。つまり、交配

型によらず高標高ゲノムを受け継いだ割合の大きい次

代ほど、凍害スコアが低い傾向があったことを意味する。

以上より、トドマツの標高間の低温馴化調節は量的形

質の 1つで、単純な相加遺伝分散によって、この調節

の説明ができるものと考察された。

　ただし、量的形質には、関連するゲノム間の交互作

用の他、たとえば母樹効果や事後効果といったエピジェ

図− 2　トドマツの第 2 世代集団の耐凍性試験結果。

AがTest 1（10月上旬、− 15 °C暴露）、BがTest 2（10
月下旬、− 30 °C）、C が Test 3（11 月上旬、− 30 °C）
における凍害スコア。母樹の交配型別にヒスト

グラムで示した。Ishizuka et al.（2015b）を改変。

森林遺伝育種 第 5 巻（2016）

80

森林遺伝育種 第 5 巻（2016）

81



ネティック現象も影響しうるので、表現型値の予測は複

雑であるといった報告がある（Howe et al. 2003；Johnsen 
et al. 2005；Sykes et al. 2006；Cané-Retamales et al. 2011）。そ

れらの中には、本研究のように秋のフェノロジー形質

に着目し、実際に、トウヒ属樹木（Picea）の冬芽形成

タイミングが種子成熟期に母樹がおかれた“環境”に応

じて変わり、エピジェネティック現象に適応的役割があ

ると示した例もある（Johnsen et al. 2005）。このような調

節がトドマツの自生集団にもはたらきうる可能性は否

定できない。しかしながら、本研究で扱った第 2世代

集団の F1 母樹は同じ試験地内に生育しており、経験し

た環境に大きな差はない。また、花粉親も F1 を取り囲

む成熟林に由来し、ほぼ遺伝的構成が一律だったと推

定されている。さらに、モデル解析にて、特定の母樹

や組合せの効果の有無が検証されている。量的形質に

関わる複雑な効果の中から、真に遺伝する効果の一端

を評価するには、このような材料・設計を用いたアプロー

チは有効であったといえよう。組合せによらず、ゲノム

割合で低温馴化が説明されるという本結果は、ゲノム

の違いがトドマツの低温馴化調節にとって重要であり、

たとえ同一地域内でも自生標高が異なれば、生育環境

への適応を司るゲノムの違いが集団間に生じうること

を強く示唆する。

まとめ

　秋期のフェノロジーの遅早は、光合成成長期間の長

短のみならず、その後の凍害リスクの多寡にも深く関

わるため（Chuine 2010）、生育環境に対応した調節が集

団毎にみられ、局所適応の駆動因子となりうる（Aitken 
and Hannerz 2001；Howe et al. 2003）。トドマツの標高適

応には、低温馴化タイミングの変異が寄与していると

推定されているが（Ishizuka and Goto 2012；Ishizuka et al. 
2015a）、本研究からは、各標高別集団の持つゲノムに規

定された遺伝的調節がそれを担うと考察された。適応形

質の調節メカニズムを知ることは、今後の森林管理や

育種にとっても重要である（Savolainen et al. 2007；Aitken 
et al. 2008）。将来の気候変動下でも高いパフォーマンス

を発揮させるためには、適応遺伝子を応用した育種プ

ログラムの実践も有効となりうる。そのためにも、適

応に関わる量的遺伝子座を特定していく分子生態・生

物情報学的研究が今後求められる。
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