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第 1章序 蹟

従来，林学では，造林樹種という観点からか，その研究対象が針葉樹に偏っていた。しか

し針葉樹とともに天然林の主要な構成要素であること，木材としての利用価値も高いことな

どを考えるならば，もっと広葉樹に目を向けるべきであろう。

ミズナラ (Quercusmongolica FISCH. var. grossωerrata REHD. et WILS.)は， 日本の温帯

林を構成する代表的広葉樹のひとつで，九州・四国・本州・北海道と日本各地に広く分布する

とともに，樺太・千島にも存在する向。北海道には，同じコナラ属(Quercus)に属する種とし

て，他にコナラ (Quercusserrata THUNB.)とカシワ (Quercusdentata THUNB.)が分布してい

る。コナラは温帯から暖帯にかけて分布し，北海道では南部に分布域が限られるが，これに対

してカシワはほぼ北海道全域にわたって分布する紙49)。 カシワは北海道において海岸林を構成

しているが，道東のオホーツク海沿岸と道北の日本海沿岸では，分類学上ミズナラの基本種で

あるモンゴリナラ (Quercusmongolica FISCH.)がこれに代わって海岸林を形成しているとL、う

記述がある49判。 なお，モンゴリナラは主として，樺太・朝鮮・中国北部・モンゴノレ・東シベ

リアに分布する拍刷。

ミズナラの材は重く，硬く，ち密である。そして，環孔材である点や大きな放射組織を持

つ点，さらに構成要素が複雑でその方向が錯綜している点によって，板目と柾目の両断面が完

全に違うとL、う特徴を持っている。特に放射組織が柾目面に光沢のある美しい虎斑を現わすた

めに，ナラ材は高く評価されている。用途としては家具材，建築材など幅広く，また北海道か

らはインチ材として輸出されているお}。

北海道はミズナラなどの天然林の宝庫である。面積で比べてみると， 1976年現在，全国の

天然林率は57%であるのに対し，北海道では70%もあった72)。天然林の蓄積をみると，北海

道は約4億7千万立方メートノレの蓄積を有L. これは，北海道の森林の全蓄積の91%.全国の

天然林蓄積の 34%に相当するお，72)。さらにナラ類(コナラ・カシワ・ミズナラの 3種の他，全

国の統計資料ではアベマキを含む)の蓄積を資料の関係上国有林に限って比較すると，北海道

は全国の60%を占める71)。

しかし.1966年から 1976年の 10年間で，北海道の天然林の蓄積は約5億2千万立方メー

トノレから約4億6千万立方メートルに減り，ナラ類の蓄積も約5千6百万立方メートノレから約

4千7百万立方メートルに減少している32，33)。

広葉樹の育種を行なう時，その母材は少なくとも当面は天然、林からしか得られず，また仮

に採種固などが整備されたとしても，遺伝子給源として天然林は必要である。これらの点で，

林木育種における天然林の持つ意味は非常に大きい。その天然林が減少しつつある状況の中

で，広葉樹についての遺伝・育種学的研究は急務となって来ている。

コナラ属は遺伝・育種的にいくつか興味を引く問題を持っている。ひとうは，他の広葉樹

e 
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にあまりみられない更新面における特徴に起因する。すなわち，コナラ属はタネの散布様式と

して重力散布の形をとり，また萌芽更新を比較的容易にすることである。その結果として，遺

伝的に近縁な個体が極めて狭い範囲に集中することが考えられる。そのため，一般にいろいろ

な障害が生ずるとされている近親交配がかなりの高率で起こることが予想される。その実状を

把握することは，ひとつの課題であろう。

また，コナラ属は， TUCKER91)が指摘しているように自然に種間雑種を起こしやすく.2種

の中間タイプのものが出現することがある。北海道のミズナラについては，山根町が足寄，陸

別，定山漢，野幌のミズナラの竪果や葉などを調べ，個体変異や地域変異があることを述べる

とともに，モンゴリナラ的なものがあることに触れている。斉藤河}は，道北地方のミズナラの

堅果と殻斗の産地聞の違いを調べ，モンゴリナラ型とミズナラ型のものが混在していると報告

している。筆者は石狩海岸で，海寄りのカシワ林とその後背に隣接するミズナラ林との境に，

外部形態上カシワとミズナラとの中間タイプと思われる個体を観察している。これらの事例は

移入交雑との関連で興味を引くとともに， ミズナラを研究する場合常に留意しておくべき問題

である。

このような諸問題はあるが，筆者は，まず道内のミズナラが地域的にどのような変異を

持っているかを知ることが， ミズナラに関する遺伝・育種学的研究の重要な足がかりとなると

考える。

地域変異の研究は，ニレ属 (Ulmus)69，70)， トガサワラ属 (Pseudotsuga)紙 73)， トウヒ属

(Picea}2 ，11 ，62 ，倒)，モミ属 (Abies)61)などの多くの樹種で古くから行なわれているが，もっぱら形態

的形質や生理的形質に基づいてなされてきた。コナラ属では稚樹の開芽時期や成長などの産地

間変異14，37刈)，材質の産地による違い岨)が調べられている。

動植物のアイソザイムに関する研究が進み，多くの知見が得られるにつれて，遺伝的変異

の解明がより容易となった。アイソザイムは一般的に個々の遺伝子の直接的産物とみなしてよ

いため，世代交代の遅い林木においては特に意義が大きい。

本研究では，このアイソザイムとともに葉の形態を調べ，北海道内のミズナラ天然林にみ

られる地域的変異を明らかにした。そして林分間ないし地域聞に認められた遺伝的差異をもと

に，ミズナラの北海道内における繁殖の中心地と分布経路の推定を試みた。

ミズナラのアイソザイムについては報告が少ないため，研究目的に沿う酵素や試料の採取

時期など不明な点が多いので，第2章においてこれを検討した。アイソザイムにみられた地域

変異については第3章で述べる。葉の形態形質にみられた地域変異については第4章で述べる。

なお，本研究をまとめるにあたって多くの方々にお世話になった。終始ご指導いただいた

前北海道大学教授故武藤憲由博士に衷心からの謝意を手向ける.同じく当初からご教示とご助

言を賜わった国立遺伝学研究所名誉所員酒井寛一博士に深く感謝する。また本論文の校闘を賜

わった北海道大学教授津田周漏博士，同教授束三郎博土，同助教授柴草良悦博士に心から謝意
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を表わす。また実験技術のご指導等お世話になった農林水産省林業試験場の松浦売主任研究

官，データ処理においてご協力いただいた国立遺伝学研究所の井山審也博士および農林水産省

林業試験場北海道支場の向出弘正室長，マイクロ・コンピュータ一利用の便宜を与えて下さっ

た北海道大学助教授菱沼勇之助博士に厚くお礼を申し上げる。

また，試料の採取などで，北海道営林局および各支局，木古内・森・定山漢・厚賀・浦河・

中標津・網走・天塩・浜頓別の各営林署の方々，檎山支庁林務課近藤孝之氏，函館・倶知安林

務署の方々，北海道立静内農業高等学校教諭尾崎弘康氏，東京大学北海道演習林の関係者の皆

様，北海道大学天塩地方演習林・中川地方演習林・雨竜地方演習林の林長始め教職員の皆様，

同槍山地方演習林林長工藤弘氏，農林水産省林業試験場北海道支場の鮫島惇一郎室長および育

種研究室の皆様，北海道林木育種場の皆様，北海道大学農学部付属植物園の関係者の方々，岡

林学科の大学院生および学生各位のご協力をいただいた。深く感謝の念を表わす。一部のデー

タ処理に関しては，北海道大学大型計算機センターを利用した。ここに報告するとともに謝意

を表わす。

なお，本論文は北海道大学審査学位論文である。

.2章ザイモグラフィーにおげる酵素と賦料の検討
館1節ザイモグラフィー

1) アイソザイム

1959年， MARKERT & MOLLER はし、くつかの種の乳酸脱水素酵素が電気泳動法によって数

本のパンドに分離することを発見した。彼らは同じ組織内に存在し，しかも同じ触媒作用をも

ちながら，分子構造が異なるために電気泳動法によって分離できるような多型的酵素を「アイ

ソザイム(同位酵素 isozyme)J と呼ぶことを提唱した。「アイソザイム (isozyme)Jという用語

の代わりに「アイソエンザイム isoenzyme)J という用語も広く使われている24，30刷。

酵素 (enzyme)によってはコファクター (cofactor)と呼ばれる非タンパク性補足グループ

に依存している場合もあるが，一般的には，酵素は全てタンパク質であると考えてよい。タン

パク質は， 20種類にもおよぶアミノ酸同士が， αーカルボキシル基と αーアミノ基とでペプチド

結合を行ない，ポリペプチド鎖を形成した分子量の大きな物質として定義される向。その一般

化学式は，

-HN-CHーC-HNーCH-Cー

4L 42 
で示すことができ，その分子量は1()4-1OSである。最も単純な酵素の分子量は12，飢渇から

40，α)()の聞で，アミノ酸の分子量は75-2∞である。よって単純な酵素でも 1∞-4∞のアミノ

酸からできていることになる。

e 
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酵素は，それ自体は変化することなく，生体内で触媒作用を行ない，生命現象で重要な役

割を担っている。酵素は有機反応の速度を著しく速めることができるが，この触媒反応は次の

3つの過程から成っている。すなわち，

① 反応の第1段階で，基質(substrate)が酵素 (enzyme)と結合し，酵素一基質(邸)錯体

を生成すること。ただし，この時の結合は共有結合ではない。

② ある酵素はある特定の基質を選んで反応すること。つまり酵素は基質特異性を持つ。

通常は酵素はただ 1種類の化合物を基質とするが，時には化学構造が非常に似通った2つ以上

の物質を基質とすることもある。

③ 触媒作用そのもの。

以上の3つである。 なお， ζれまでに確認された酵素触媒反応の種類は1，∞0:以上にもな

るが，作用機構について厳密な意味で完全な説明が与えられているものは少ないようである。

酵素は，それらが触媒となる化学反応の特性に基づき，①酸化還元酵素 (oxidoreductase)，

②転移酵素 (transferase)，③加水分解酵素 (hydrolase)，④リアーゼ (lyase)，⑤異性化酵素

(isoIllerase)，⑥リガーゼ(lygase)すなわち合成酵素 (synthetase)の6主要グループに分けら

れる。そして，反応物の性質や作用を受ける結合のタイプなどによって，これらはさらに細か

く分けることができる。本章第2節で，研究目的に沿うかどうかを検討した酵素のうち，ベノレ

オキシダーゼ (peroxidase)は，酸化還元酵素のグループに属し，エステラーゼ(esterase)と酸

性フォスファターゼ(acidphosphatase)およびアルカリ性フォスファターゼ (alkalinephosp・

hatase)の3者は加水分解酵素のグループに含まれる向。

酵素は前述のとおりアミノ酸から構成されているので，その化学的性質は多くの場合アミ

ノ酸に似ている。アミノ酸は 1個の分子中に酸性であるカノレボキシル基とアルカリ性である

アミノ基の両方を持つ両性電解質で，解離すると両方の荷電を持つ。そのため，アミノ酸分子

は，それを溶かした溶液の pHに依存して正にも負にも荷電することができる。従って酵素も

酸性もしくはアルカリ性溶液中で荷電し，その電荷の強さは一連のポリペプチドの持つアミノ

基群およびカノレボキシル基群の数と種類で決まる。これを利用したのが電気泳動法であり，酵

素は一般に緩衝液がアルカリ性ならば陽極へ，酸性ならば陰極へ移動する。

電気泳動法においては，複数の酵素を同時に調べることも可能で、，例えば，デンプンゲノレ

を担体とする場合，泳動後ゲノレを上下に二分し，それぞれ酵素の基質特異性に即した処理を行

なえば 2種の酵素を検出できる。ただし，これらの酵素の移動方向または移動距離は，酵素

の分子構造により当然ながら異なり得る。ところが，同じ基質特異性を持ち，触媒作用も同じ

であるにもかかわらず，言い替えれば酵素としての呼び名は全く同一であるにもかかわらず，

分子構造一一電荷と分子の大きさのわずかな相違から，電気泳動によって分離する一群の酵素

がある。これをアイソザイムと呼ぶ。なお，同じ個体でも，器官または組織によってアイソザ

イムは異なる。
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アイソ1971年に，それまでの研究成果に基づいて国際生化学連合の生化学命名委員会は，

ザイムを以下のように分類することを提案した向。

遺伝的に独立のタンパグ質。① 

2つまたは3つのポリペプチド鎖から形成される非共有結合のヘテロポリマー。

遺伝的変異体(対立遺伝子支配)。

他のグループと結合しているタンパク質。 • 
1つのポリペプチド鎖から誘導されたタンパグ質。

1つのポリペプチド単位から形成されるポリマ一群。

立体構造の異型。

これに対L.遠藤町は遺伝学的立場から以下のように再分類した。

②

③

④

⑤

⑥

⑦

 

同一遺伝子座に支配されるもの。I. 

アレリック・アイソザイム(対立酵素 allelicisozyme. allozymeとも略す)。① 

アレリゲグ・アイソザイム聞の雑種。

プロトマー(タンパク分子を構成する単位ポリペプチド)のいろいろな重合体。

生化学的に修飾されたプロトマー。

② 

③ 

④ 

⑤ コンブォーマー(回転異性体 conformer)。

異なる遺伝子座に支配されるもの。II. 

独立遺伝するアイソザイム。⑥ 

独立遺伝するアイソザイム聞の雑種。

そして，遺伝育種学的に重要なものは，アレリザグ・アイソザイムと独立遺伝するアイソザ

イムであると述べている。

⑦ 

. アイソザイムを

各々別個の遺伝子座に支配されるもの。

単一遺伝子座上の複対立遺伝子に支配されるもの。

大羽60)は，

① 

② 

タンパク質以タンパク質成分の基本単位は同一であるが，それの結合している数や，@ 

外の物質の量に違いがあるもの。

④ 2個以上の独立した遺伝子座に支配されるアイソザイム群(ただし，

る異なったポリペプチド鎖が結合した時酵素活性が現われる)。

この分類における①は，前述の遠藤による分類の⑥に，また②

それぞれのつく

以上の4つに分類した。

そして，大羽も，集団中

の遺伝的変異を調べるという観点からは，アレリック・アイソザイムが問題となるとしている。

本研究では，適当な実験材料が得られなかったために遺伝子分析ができなかった。

めミズナラのアイソザイムの遺伝様式は不明であるが，それぞれのアイソザイムが別々の遺伝

そのた

は前者の①に，③は前者の③~⑤に，④は前者の⑦に相当する。

もしくは1遺伝子座にある複対立遺伝子によって支配されて子座によって支配されているか，
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いると仮定して論議を進める。

アイソザイムはホノレモンによって調節されるという考え方向があり，また医学における臨

床的活用や植物での例8，92)が示すように病害や損傷を被ることにより変化する場合もあるが，

その影響は主として酵素活性に現われるようで，アイソザイムは本質的には遺伝子をかなり直

接的に反映すると考えてよい。

遺伝子，化学的にはデオキシリボ核酸(DNA)は，アデニン (A)，チミン (T)，グアニン (G)，

シトシン(c)の4つの塩基を持ち， これらの塩基が組み合わさって遺伝情報となる。核内の

DNAの持つ遺伝情報は，リボ核酸(RNA)のひとつの伝令RNAにより複写される。伝令

RNAは核から細胞質に移動し， リボゾームと結合して，転移RNAが運んで来る遊離アミノ

酸を遺伝情報に基づいて並ばせる。アミノ酸は酵素を媒介としてペプチド結合し，高分子のタ

ンパク質を合成する。酵素自体もタンパク質なので同様に生成される。従って，アイソザイム

は遺伝子と密接に結びついているということができ，遺伝育種学的研究においては非常に有効

な形質である。

さらに，酒井77)は，アイソザイムの育種学的特性として， ①アイソザイム・バターンは

自然淘汰や生物の適応、値と関係がないと考えられること，@個体の発生段階や器官などの条件

が一定ならば，遺伝子型に特有のパターンは同じであること，@多くの生物集団でアイソザイ

ムに多型現象がみられること，以上の3点を挙げている。

これらのアイソザイムの特性から，アイソザイムを利用した遺伝育種学的研究は数多く，

その研究対象も動物から植物までと幅広¥，，5，10，27，札39，臥67，印刷。

林木でのアイソザイムの研究は， 1970年代初頭から行なわれ始め，その分野も，品種や類縁

種の識別などの分類学的研究25，印刷や自殖に関する研究1，54，55，弱A88)，また天然林を対象として，

林分内の遺伝的構造の研究15測や集団の分化を含んだ地域変異に関する研究6，7，23，43，岨，日，酷，78，79凋

など多岐に渡っている。さらにアイソザイムの遺伝様式についての基礎的研究もなされてい

る12，21，22，35，63，75，87，幻，制)。

2) ザイモグラフィー

ザイモグラブィー (zymography)とは，エンザイム(酵素 enzyme)とクロマトグラフィー

(chromatography)の2つの言葉を組み合わせた造語で，ゲルを担体とするゾーン電気泳動法

を基礎とする実験手法と定義できる42)。

電気泳動法 (electrophoresis)は， 1937年に TISELIUSの考案した方法により飛躍的な進歩

を遂げ，さらに改良に改良が重ねられて今日に至っている。すなわち， TlSELlUSの方法後檀紙

電気泳動法が考案され.以後，デンプンゲノレ電気泳動法，ポリアクリ/レアミドゲル電気泳動法，

ディスク電気泳動法と発展して来た3，31)。電気泳動法は自由電気泳動法とゾーン電気泳動法に

大別される。 TISELIUSの方法は，U字管の中の溶液に通電し成分を分離しようというもので，

前者に属する。ゾーン電気泳動法は，セルローズ，セルローズ・アセテ一人デンプン，シリカ
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ゲノレ，粉ガラス，寒天，ポリアクリノレアミドなどを担体とする方法で，これらの担体上に各成分

が帯状に分離することからこの名称がつけられている。自由電気泳動法では，各成分が重なり

合うため完全な分離はできなかったが，この欠点を改良したのが，ゾーン電気泳動法である31)。

また，電気泳動法は構造的な違いから次のようにも分けられる。一次元の水平式，垂直式，

薄層式と，二次元のそれらである。

第40巻北海道大学農学部演習林研究報告8 

<J 本研究においては， SMITHIES86)と遠藤18，19)に準じて一次元の水平式デシプンゲノレ電気泳

動法を用いた。各方法ともそれぞれ一長一短があるが，操作の簡便さ，分隊能の良さ，担体の

無害性と経済性，さらに林木育種に電気泳動法が導入された当初旬)から用いられ，現在まで多

くの研究者によって利用されて来た経過から，前述の方法を採用した。以下，実験装置，担体

ゲル調製から泳動，染色に至る一連の実験操作についであるデンプンの調製，緩衝液の調製，

て順を追って述べる。

電気泳動装置の一式を次に示す。

① 定電圧直流発生装置 1台

2台

12個

白金電極付泳動槽(泳動用ゲノレ容器6本用)

泳動用ゲル容器(カパー付)

カvティシグボード(カバー付)

② 

③ 

④ 1個

1枚

1枚

垂直切断用ゲノレカッター⑤ 

⑥ 水平切断用ゲルカヅター

2個染色用バット

1個ゲノレホJレダ一

24個重し

1巻ピニールテープ

⑦

⑥

⑨

⑪

⑪

 
司由

各 1巻サランラヲプとアルミホイノレ

泳動用デンプンは市販されているが，実験で多量に使用する際は不経済なので，普通のバ

その工程を略述すると，①ピーカーにデンプン1.5

kgとアセトン1.8を入れ，サランラップとアルミホイノレでカバーし.恒温水糟(52土10C)で約

4時間加熱。②湯浴のまま，濃塩酸10mtを加えすばやく撹押し， 80分-90分(室温により異

なる)の開放置する。③加水分解終了後上澄液を捨てる。蒸留水を加え撹梓し，

で吸引櫨過する。引き続き，蒸留水を加えながら塩酸イオンを除く。④デγプンを別のビーカ

ーに移し，蒸留水で混濁状態にして約1時開放置。⑤上澄液を捨てて，再び吸引温過する。⑥

これを櫨紙上に拡げ2日間室温で乾燥し， 40メッシュのふるいに通す。こうしてできた泳動用

プフナロート

レイショデンプンを加水分解して用いた。

デンプンは密閉容器に入れ，冷蔵庫内で保存する。

デンプγゲル電気泳動法の緩衝液には，ゲノレ用緩衝液と電極用緩衝液の2者があり，両方

とも同じ試薬が用いられる場合と，異なる場合とがある。同じ場合を連続系，違う場合を不連
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続系というが.本研究では連続系の緩衝液を用いた。対象となる酵素によって緩衝液の種顛は

異なる。本章第2節では，ペルオキジダーゼ，エステラーゼ，酸性フォスファターゼ，アルカ

リ性フォスファターゼの4酵素を検討するが，ここでは主として用いた緩衝液について述べる。

なお泳動用緩衝液の他に酵素染色時にも緩衝液が使われるが.これも酵素により種類もしくは

使用量が違う。この染色周緩衝液に関しては，本章第2節にて染色用の試薬とともに述べる。

本研究で専ら使われ，また複数の種類の酵素にも使用した緩衝液はゲル周，電極用ともホ

ウ酸緩衝液である。ゲノレ用緩衝液は保存のため10倍溶液として調製し，ホウ酸18.0g，水酸化

ナトリウム 2.1gに蒸留水を 11加えた。電極用緩衝液は，ホウ酸18.5g，水酸化ナトリウム

3.4gに蒸留水 1.eを加えた。いずれも pH8.5となる。
デンプンゲルの調製について述べる。加水分解したデンプγ65gとゲル用緩衝液5∞m.e

を一緒に丸底フラスコに入れ，激しく振とうしてよく撹伴する。ゲノレ用緩衝液は予め10倍の濃

度で調製してあるので希釈して用いる。次にフラスコを沸騰したウォーターパスに漬け，回転

撹持する。デンプンと緩衝液の混濁液が半透明となり粘性が高くなったら， さらに10回程振

る。フラスコを取り出し，水流サッカーで減圧し気泡を抜く。大きな気泡がプラスコの底の方

から生ずるようになったら，滅庄を停止する。このような手順を経て調製したゲルをゲル容器

12本に流し込み，カパーをそっとかぶせる。この時カバーとゲル表面との聞に気泡が生じない

ように注意する。次いで、重しを容器の両端に乗せ，一晩放置しておしなお，ゲノレ容器の脚部

はピニールテープで底を封じておく。また，ゲル容器とヵパーには流動バラフィンを塗布する。

試料の調製と挿入は次のように行なう。試料は，個別に乳鉢でよくすりつぶす。試料が冷

凍保存中に若干乾燥してしまった場合は極少量の蒸留水を補給してからすりつぶした。この搾

汁を櫨紙片に浸透させ，檀紙片に付着した余剰の搾汁はスパーテルで除去する。

ゲルは，端から 120mm， 180 mmの所でそれぞれ垂直に切断する。この2つの切断箇所の

内，端からの距離の短い方に前述の温紙片 (5X9mm) 2枚を互いに重ならないように注意して

はさみ込む。この檀紙片を設置した箇所を原点と呼ぶ。もう一つの切断箇所のちょうど真中に

は，泳動打切りの目安とするブロムフェノールブルー (B.P.B.)色素で染めた温紙片 (5X2mm) 

をはさむ。

なお，檀紙片の大きさを変えることによって， 1個のゲノレ容器(内径6X20X2∞mm)で1
個から複数個の試料を電気泳動させることができる。しかし試料が多過ぎると，温紙片の大

きさも小さくなって扱いにくく，バンドの判読も難しくなるので，試料はゲル容器l個あたり

2個とした。

このようにして試料の挿入を終えたゲル容器は，脚部のビニールテープをはずし，色素の

ある方が陰極側となるように泳動槽にセットする。この際，切断箇所にすき聞が無いことを確

認するとともに，ゲル容器の脚部の底に気泡が付着しないように留意する。

電気泳動は保冷庫内で行ない， 初めの 10分間は定電圧1∞Vで，次いで定電庄必ovで
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約2時開通電する。プロムフェノーノレプノレ一色素が打ち切り点(原点から陽極側l00mmの位

置)に達したゲル容器は泳動槽から取り出し，各ゲノレの移動度が均一になるように図った。泳

動中は，ゲJレ容器をサラソラップでカバーL，ジューJレ熱による乾燥を防いだ。

泳動の終了したゲルは，更に打ち切り点で垂直に切断し，途中で切れないように注意しな

がら容器からカッティングボードに移す。今度はゲノレを水平方向に切断し，その切断面を上に

して染色用パットに並べる。通常は二分したゲルの下部のみを使用する。

染色は，検出したい酵素の基質特異性に合わせた染色液にゲ/レを浸潰して行なう。染色中

はパットをアルミホイルでおおい，室温にて放置する。アイソザイムがパンド状に呈色して反

応が停止したら，蒸留水で4~5 回洗う。

水洗したゲノレはアクリル板上に順序よく並べて写真を撮り，その後個々のアイソザイム・

パソドの原点からの移動距離と濃度を測定し，方眼紙にスケ γチする。濃度は8区分で評定し

た。バンドがあるのではないかと推定できる程度の濃さを0.1，バンドの存在が確認できる最低

の濃さを0.5とし，さらに濃度測定器で測定した場合の曲線の高さを想定してOふ1.0，2.0， 3.0， 

4.0，5.0と肉眼観察でバンドを分別した。

電気泳動実験は同一試料について2回反復を原則としたが，次の基準で修整した。

① アイソザイム・パンド本数の多い方を採用。

② 活性の高い方を採用。

③ アイソザイム・バンド帳の広い方を採用。

館2節使用する酵素

MARKERT & MOLLER'l)が，乳酸脱水素酵素 (LDH)，リンゴ酸脱水素酵素 (MDH)，イソク

エン酸脱水素酵素 (IDH)の3種類の脱水素酵素にアイソザイムを見い出して以来，多種多様な

酵素について調べられている。植物だけでも，酸化還元酵素，転移酵素，加水分解酵素， リア

ーゼ，イソメラーゼの5グループ， 50種近い酵素についてアイソザイムが分析されている制。

一方，これまで林木でアイソザイムの研究がなされてきた樹種は針葉樹類に偏っており，

ミズナラに関する研究は皆無に等しかった。ある動植物を初めて研究する場合，どの酵素にア

イソザイムが認められるか，どんな試料をいつ採取すればよいかが問題となる。

本節では，ペルオキシダーゼ，エステラーゼ，酸性フォスファターゼ，アルカリ性プォス

ファタ}ゼの4種類の酵素について，多型現象がみられるかどうかを検討した。

ベルオキシダーゼは過酸化水素(または酢酸)が存在するとアミノ類，フェノール類，ロイ

コ色素などを酸化触媒し，一般に植物界に広く存在する。エステラーゼはエステノレの加水分解

反応で触媒とLて作用L，動植物組織に存在する。プォスファターゼはフォスモノエステラー

ゼとも呼ばれ，広義にはエステラーゼの一種でリン酸のモノエステルの加水分解を触媒する。

フォスファターゼは最適な pH値によって酸性フォスファターゼとアルカリ性フォスファタ

ーゼに分げられ，動植物にみられる。

a 
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1) 民料と方法

試料として利用が可能であると考えられる器官および組織は，花粉，堅果，茎，根，葉，

樹皮などであるが，以下の条件を考慮すると棄が試料として適している。

地理的変異などの研究では，各地域のものを，しかもできるだけ多くの個体を調べる必要

があるが，そのためには随時比較的容易に試料が採取できなければならない。また，遺伝子分

析や家系分析などアイソザイムの他の研究分野を考えるならば，樹齢に係らずどんな個体から

も採れることが望ましい。さらに，できるだけ個体を傷つけないことが好ましい。

これらの条件から，採取時期が短く性的成熟を必要とする生殖器官や竪果よりも葉を選ん

だ。葉は，アイソザイムの試料であると同時に形態変異を調べる材料としても使えるという利

点を持っている。

1976年7月中旬，農林水産省林業試験場北海道支場(札幌市羊ケ丘)の構内の天然林にある

ミズナラ 9個体(平均樹高15m前後)を任意に選び，葉を採取した。本章第3節で述べる採取

部位によるアイソザイム・パターンの検討も行なうため，試料の葉は各個体とも樹冠の下部(高

さ3m付近)の枝と，上部(高さ 8m付近)の陽当りのいい所の枝からランダムに採った。ただ

し，秋伸びの枝は除いた。試料は採取後ポリエチレン袋に入れて，できるだけ速やかに -200C

で冷凍保存した。

実験方法はデンプンゲル電気泳動法を用いたが，その詳細は本章第1節で述べたとおりで

ある。実験は試料採取の約1カ月後に行なった。実験で使用したゲル用緩衝液と電極用緩衝液

は酵素により異なった。

① ベルオキシダーゼ，酸性フォスファターゼおよびアルカリ性フォスファターゼの場合。

この場合の緩衝液は本研究でよく使われたものである。ゲル用緩衝液は，ホウ酸1.80g/t， 

水酸化ナトリウム 0.21g/tを含み， pH8.5である。 電極用緩衝液はホウ酸18.5g/t，水酸化ナ

トリウム 3.4g/tを含み， pHは8.5である。

② ベルオキシダーゼ，エステラーゼの場合。

ベルオキシダーゼに関しては緩衝液を変えて試みた。ゲル用緩衝液は，第1リン酸カリウ

ム0.136g/t，第2リン酸カリウム 0.174g/tを含み， pHは7.0-7.1である。電極用緩衝液は，

第1リン酸カリウム1.361g/t，第2リン酸カリウム1.742g/tを含み， pHは7.0-7.1である。

緩衝液と同様に，染色液も酵素によってそれぞれ異なる。各試薬のゲル6本あたりの分量

を以下に示す。

① ベルオキシダーゼの場合。

この酵素の受容体としては，酢酸ベンジジン，オルト・ジアニシジン，アミノエチノレカルバ

ゾールの3種類がある。

a. 酢酸ベンジジンによる染色。

酢酸ベンジジン300mgを蒸留水で10倍に希釈したトリス・アセテート緩衝液150mtで
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溶かいこの混合物をスターラーでよく撹持する。使用直前に30%過酸化水素水を l.5me加

えて，ガーゼで櫨過しながらゲルを入れたパ v トに注ぐ。 アイソザイム・パンドが青色に呈色

し反応が停止した後，蒸留水で洗う。

トリス・アセテート緩衝液は， トリス 6.05g，氷酢酸3Om.8に蒸留水を加えて反)()meにな

るように調製する。 pHは4.0である。

b. オノレト・ジアエシジンによる染色。

オルト・ジアニシジン75mgとFーナフトール45mgをアセトン30meで完全に溶解させ

る。酢酸ベンジジンで用いたトリス・アセテート緩衝液15meと蒸留水をこれに加え， 150m.8 

の溶液とする。 30%過酸化水素水1.5meを使用直前に添加し， 6本のゲルを漫潰する。約1

時間程して呈色したら水洗する。

c. アミノエチルカルパゾールによる染色。

アミノエチノレカノレパゾーノレ42mg，s-ナフトール28mgをアセト γ20meで溶かし，前述

のトリス・アセテート緩衝液10meにこれを加える。さらに蒸留水を加え全体を99m.8とする。

この溶液に使用直前に30%過酸化水素水を 1m.8加える。 約30分程染色液にゲルを漫潰した

まま放置してから，蒸留水で数回洗う。

② エステラーゼの場合。

蒸留水100m.8にファースト・プ/レー・RR塩150mgを加え完全に溶解する。次にリン酸緩

衝液15m.8，アセトン基質1.5m.8，さらに全体で150meとなるように蒸留水を加える。

リン酸緩衝液は pH7.0で，第1リン酸カリウム 68.05g，第2リン酸カリウム 87.09gを蒸

留水1.8に溶かし調製する。

アセト γ基質，すなわち 1，2-ナフチルアセテートは， 1 (α)ーナフチルアセテート1.241g， 2 

(s)ーナフチノレアセテート 0.621gをアセトン80m.8で溶解し，蒸留水を加えて1∞meの溶液と
する。

上記の染色液で一晩呈色反応させた後，水洗する。

③ 酸性フォスファターゼの場合。

蒸留水1∞m.8でファースト・ガーネ vト・GBC塩150mgを15分以内に完全溶解させ， αー
ナフチル・リ γ酸ナトリウム 1.5me，酢酸ナトリウム緩衝液15m.8，蒸留水を加え，全体として

150m.8となるように調製する。

αーナフチル・リン酸ナトリウムの調製は次のとおりである。すなわち， αーナフチル・リン

酸-2.ーナトリウム塩1.881gを蒸留水30m.8に溶かし， さらにエチルアルコールlOm.8を加え

る。これに蒸留水を加えて最終的に50meとする。

酢酸ナトリウム緩衝液は無水酢酸ソーダ20.5gと氷酢酸8m.8に蒸留水を加えて5∞m.8
とする。 pHは5.0である。

染色液にゲルを一晩漫潰してから，=水洗する。

、
~ 
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④ アルカリ性プォスプァターゼの場合。

トリス塩酸緩衝液15m.e， 3%ポりビニールピロイドン水溶液15ml， 10%塩化マグネシ

ウム水溶液0.1m.e， s-ナフチル・リ γ酸ナトリウム溶液1.5ml，ファースト・ガーネット・GBC

塩 150mg，これに蒸留水を加え全体として 150m.eとする。

トリス塩酸緩衝液(pH8.0)は，トワス 30.3g，濃塩酸15.0m.eを含む5∞mlの水溶液とし
て調製する。

s-ナフチル・リン酸ナトリウム溶液は，sーナフチル・リン酸ナトリウム 3.76gをアセトン70

m.eで溶解し，さらに蒸留水を加えて1∞mtの溶液とする。
染色は一晩かけて行ない，呈色後水洗する。

なお，①のb，cおよび②の場合は，それぞれ次のように試薬の量を変えて検討した。

①の bで，オノレト・ジアニシジγとs-ナフトールの両者の 1倍量， 5倍量， 10倍量を比較
した。①のcでは，アミノエチルカノレパゾールとかナプトールの両者のそれぞれ1傍量， 5倍

量， 10倍量を比較した。これらはベルオキシダーゼについて適当な染色剤を割り出すための試

験であるが，②エステラーゼでも，ファースト・ブルー・RR塩の 1倍量， 5傍量， 10倍量を比

較検討した。

2) 結集と考察

ベルオキシダーゼ，エステラーゼ，酸性フォスファターゼ，アルカリ性フォスファターゼ

の4つの酵素のうち研究目的にかなうものは何か，また染色用試薬の適量はどのくらいかを検

討した結果，次のようになった。

4種類の酵素中，アイソザイム・バンドが観察されたのは，ベルオキシダ}ゼ，酸性フォス

ファターゼの2つであった。アイソザイム・パンドが出現しても，そのパターンが全個体とも一

致しているならば，それは意味を持たない。すなわち，遺伝的変異の究明のためには，アイソ

ザイム・バターンが個体によって異なるような多型現象を示さなければならない。酸性フォス

ファターゼでは，バンドは観察されるが多型的変異が認められなかった。このため，酵素とし

ては，パンドが多型的で変異があるベノレオキシダーゼが利用上有利であることがわかった。

遠藤町がトウモロコシ (Zeamays L.)のアイソザイムの遺伝子分析の研究例を酵素別に

リストアップしているが， 12種にもおよぶ酵素の中でベルオキシダーゼとエステラーゼが非常

に多くのアイソザイム・バンドを出現させていた。また，ヨーロッパブナ (Fagussylvatica L.) 

ではロイシン・アミノペプチダーゼと酸性プォスファターゼの遺伝様式が調べられているがお}，

ミズナラと同属のアルバナラ (Quercusalba L.)では，ベルオキシダーゼを用いて研究がなさ

れている向。

ベルオキシダーゼの場合，染色剤として酢酸ベンジジン，オルト・ジアニシジン，アミノエ

チルカルパゾールの3種類が試されたが，いずれもパンドを染色した。しかし，オルドジアニ

シジンとアミノエチノレカノレバゾールを使って酢酸ベンジジンと同じくらいに鮮明にバンドを
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呈色させるには，一般に使われる量ではバンドの濃度が薄く，逆に試薬の分量が多いと過剰の

染色剤がゲノレに付着してみづらくなった。そこで，オルト・ジアニシジンとアミノエチルカル

バゾールの試薬の使用量は，草本植物で普通使われる量の5倍量前後が適量と考えられた。

なお，酢酸ベンジジンとオルト・ジアニシジンではゲノレ用緩衝液および電極用緩衝液にホ

ウ酸系とリン酸系とを用いたが，両染色剤ともホウ酸系の方が好成績を得た。

第3節鼠料の採取部位と時期

閉じ酵素のアイソザイムでも，種によってそのパターンが異なる。また同一種でも，組織

や器官が異なれば質的差異がみられることが知られている。これをアイソザイムの器官特異性

という。

ヒパ (Thujopsisdolabrata SIEB. et ZUCC.)16)では，芽，葉，雌花のグループと形成層，雄

花のグループを比べるとそのアイソザイム・パターンが基本的に異なり， さらに芽と葉の酵素

活性に違いがあることが明らかにされている。カンパ属 (Betula)回)では，葉よりも雄花穂のベ

ルオキシダーゼ・アイソザイムの方が多型的であり，器官特異性を示した。

一方，同じ器官でも，器官が発達するにつれてアイソザイム・パターンが変化することが

多い。

BARNETT & NAYLOR4)はマツ属 (Pinus)の種子の組織で，アルコール脱水素酵素の活性

が発芽後変化することを報告している。これはアイソザイムについて直接触れたものではない

が，アイソザイム・パターンの発生・発育に伴う変化を示唆する。

CONKLE13)はアテヌアタマツ (Pinusattenuata LEMMON)で 5酵素のアイソザイム・パタ

ーンの発芽中の変化について調べた。その結果，ベルオキシダーゼとエステラーゼでは，生長

が進むにつれてアイソザイム・バンドの数と活性が増加することがわかった。

また加齢的変化として，トドマツ (Abiessachalinensis MASTERS)の当年生棄と 1年生以上

の葉を比べた場合，採取時期によるアイソザイム・パターンの変動が当年生葉のみに認められ

たという報告叫がある。

ミズナラでは，本宣言第2節で‘述べたような理由から試料として葉を用いたが，前述のよう

に採取する時期によってアイソザイム・パターンが異なるかもしれず，採取する部位によって

も違うかもしれない。本節ではペルオキシダーゼに関してこの点、を検討した。

1) 眠料と方法

目的に応じて2とおりの試料を採取した。採取部位を検討するための試料は，前節と同じ

ものを用いた。すなわち，天然林内の9個体の樹冠上部(高さ 8m付近)と樹冠下部(高さ 3m

付近)の校から棄を採取した。光条件による違いも考慮して，上部の枝は日あたりのよい位置

にあるものを選んだ。

採取時期の検討のための試料として別に北海道大学農学部付属植物園内のミズナラ2個体

(No.1， No.2)の樹冠下部の枝から葉を採取した。 No.1の個体の樹高は10m，枝下高2m，胸
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高直径29cmで， No.2の個体は樹高 10m，枝下高 1m，胸高直径14cmであった。 1976年6

月中旬から 10月上旬にかけて，毎月上・中・下旬の 3回ずつ計12回試料を採取した。試料は

採取後速やかにー200Cで冷凍保存した。

コナラ属では秋伸びがみられることが知られており，試料を得た個体においても認められ

た。しかし，秋伸び現象は環境条件や樹勢によって左右され，必らずしも全ての個体に現われ

るわけではない句。そこで秋伸びの葉は，いずれの場合も試料として用いなかった。

実験方法は，本章第1節で詳述した電気泳動法である。ただし，採取部位の検討では，染

色剤として草本植物の常用量の酢酸ベンジジンとオJレト・ジアニシジンを用い，緩衝液はホウ
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Fig. 1. Schematic illustration of isozyme patterns of peroxidase in leaves which 
were coUected from the upper part (U) and the lower part (L) of each 
crown. (Peroxidase was stained with Benzidin Acetate). 
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酸緩衝液を用いた。採取時期の検討では，アミノエチルカルパゾール(草本植物で通常使用さ

れる量の5倍量)を染色剤として使用し，ホウ酸緩衝液を用いた。

2) 結果と考察

試料の採取部位別のペルオキシダーゼ・アイソザイムのバターンを Fig.1とFig.2に

示す。

酢酸ベンジジンで染色した場合 (Fig.1)，アイソザイム・バンドは2本-4本出現した。オル

トジアユシジンで染色した場合 (Fig.2)は最高2本出現したが， 9個体中7個体では1本のバ

ンドしか出現しなかった。染色剤によって出現バンド本数が異なっているが， オノレトジアユ
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Fig. 2. Schematic iUustration of isozyme patterns of peroxidase in Ieaves which 
were coIIected from the upper part (U) and the lower part (L) of each 
crown. (Peroxidase was stained with O-Dianisidine). 
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シジンで染色した場合バンドの濃度が一般的に低いので，この試薬の使用量が適切でなかった

ことがその原因として考えられる(本章第2節参照)。

いずれにしても，個体によってアイソザイム・パターンは違うが，同一個体内の樹冠上部と

下部を比べると，どちらの染色剤でも，アイソザイム・パターンに差は認められなかった。スギ

(Crypt開問也 japonicaD. DON)でも針案のベルオキシダーゼのアイソザイム・パターンに樹

冠内上下の差はみられず拘，トドマツでも針案の年生が同じならば採取部位による違いはなか

った判。そこでミズナラの場合も，これらの針葉樹と同様に，試料の採取部位について特別な

考慮を払わないでよいと思われる。

次に試料の採取時期を検討する。 Fig.3に時期別のアイソザイム・パターンを模式的に示

Tree 1 
Jun. Ju 1. Aug. Sept. Oct. 
M L E M M E M L E 

+ 

Or'i 9 in 

Tree 2 
Jun. Jul. Aug. Sept. Oct. 
M L E M M E M L E 

+ 

Origin 

Fig. 3. Schematic i11ustration of isozyme patterns of peroxidase at different 
samp1ing times. E: Early， M: Middle， L: Late. 
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す。 6月中旬から 10月上旬までのアイソザイム・パターンをみると，個体No.l，No.2ともに

7月上旬以降はほとんど同じで安定している。 個体 No.lにおいて10月上旬で原点に近いパ

ンドが欠けているのは，試料が冷凍保存中に乾燥したことが原因ではないかと思われる。

PERRy65)はルプルムカエデ(Acerrubrum L.)の芽のアイソザイムを調べた結果， 11月か

ら3月にかけバンド本数と濃度が増加すると述べ，さらに炭棄した葉では芽で認められた本数

の数倍のバンドを観察している。 MAYBERRY & FERET45)は，アルパナラの稚苗の棄のベノレオ

キシダーゼ・アイソザイムについて，発芽後5週間にバンドの種類や濃度が変化することを報告

している。これらの報告と本実験での試料の採取時期は必ずしも一致していないが，時期に

よってアイソザイム・パターンが変動することは共通している。また，器官の発達の初期にその

変化が著しいと言えよう。

北海道では， ミズナラは5月中旬に開芽し5月の終わりに全ての業が展開を終える34)。実

験結果からみて， ミズナラの場合展葉後約1カ月以上経った葉(7月上旬以降の葉)ならいつで

も試料として採取してよいと考えられる。ただし黄葉すると酵素に変化が起こると考えられる

ので，採取は9月末を期限とし，それ以降は避けた方が無難で、あろう。

第3章 ペルオキシダーゼ・アイソザイムにみられる地域変異

第1節試料と方法

1976年から 1980年にかけて， Fig.4に示すように，木古内，画館，森，倶知安，定山罷，

札幌，山部 (2林分)，厚賀，静内，浦河，中標律 (3林分)，網走，雨竜，中川，問寒別 (2林分)，稚

咲内，浜頓別の計17地区21林分から試料として葉を採取した。なお，採取地の緯度と経度を

Table 1に表示する。

第2章第3節で検討した採取部位および時期の適否の結果に基づき 7月と旬以降9月下

旬までの期間に，個体別に任意の部位の枝から葉を数枚採った。アイソザイム・パターンが変化

しうることを考えて，秋伸びの葉または穣病していると思われる葉や虫食いの葉は避けた。試

料は，個体毎にポリエチレン製の袋に密封し， -20oCで冷凍保存した。標本個体は各林分とも

およそ0.25haか，それよりやや広い範囲から無作為に選び，個体数は24個体であった。各林

分の概況を以下に述べる。なお，樹高，胸高直径は概数である。

木古内(函館営林支局木古内営林署碁盤坂担当区1129林班を小班)の林分は，知内川流域

の屋根近い南斜面に位置する。標高は 220m ほどである。この林分は，樹高が 15~18m，平均

約 16m，胸高直径が 15~25cm，平均約 20cm のミズナラの純林で，若干のカエデ類 (Acer

spp.)やブナ (Faguscrenata BLUME)を混ずる。胸高直径が比較的小さいこと，また付近に炭

焼窯跡があることから，薪炭林，部落自家燃料用林として利用されてきたようである。

函館の林分は，函館市蛾眉野の民有林で，樹高 4~l1 m，胸高直径 2~18cm のミズナラを

主とし，他にハリギリ (Kalo抑制xpictus NAKAI)，イヌエンジュ (Maackiaamurensis RUPR. 
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Fig. 4. Location of 21 stands from which leaves of Quercus mongolica FISCH. 
var. grosseserrata REHD. et WILS. used in this study were collected. 

Table 1. Latitude and longitude of 21 stands 

Stand Lat. (N) long. (E) 

Kikonai 41033' 140"15' 

Hakodate 4148 14058 

Mori 4203 14039 

Kutchan 4251 14046 

Johzankei 4251 14108 

Sapporo 4259 14124 

Yamabe 1 4318 14228 

2 4313 14225 

Atsuga 4224 14218 

Shizunai 4225 14232 

Urakawa 4212 14248 

Nakashibetsu 1 4336 14446 

2 4336 14446 

.. 3 4335 14445 

Abashiri 4342 14418 

Uryu 4419 14218 

Nakagawa 44 46 14214 

Toikanbetsu 1 4504 14207 

2 4501 142 02 

Wakasakanai 4505 14139 

Hamatonbetsu 4513 14205 
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et MAXIM. var. buergeri C. K. SCHN.)，キタコブシ(Magnoliakobus DC. var. borealis SARG.) 

などを混ずる。およそ20年ほど前まで薪炭用として利用され，ミズナラは萌芽して株状にまと

まっていた。遺伝的に同一なものが重複することを避けるため 1つの株状の個体群からは1

個体のみを選ぴ試料を採取した。

森の林分は画館営林支局森営林署赤井川担当区部内の 1194林班と 1195林班にまたがる，

駒ヶ岳山腹に沿った帯状の林分である。少なくとも昭和5年の駒ヶ岳噴火では壊滅的状況に陥

ったと考えられ，樹高は3-8m，平均7m，胸高直径2-20cm，平均10cmほどの若い林相の

ミズナラ林である。ここでも萌芽を思わせるような株立の個体群がみられたが 1つの株から

は1個体を選んだ。この林分には数本のヨナラが混在していた。

倶知安の林分は，倶知安林務署倶知安経営区2林班，羊蹄山山麓の半月湖付近の広葉樹林で

ある。ダケカンパ (Betulaermanii CHAM.)，ミズナラを主とし，ナナカマド (Sorbuscommixta 

HEDL.)，ハリギリ，イタヤカエデ (Acermono MAXIM.)などから成る.ミズナラは，樹高4-

17m，胸高直径4-30cmであった。

定山渓(北海道営林局定山漢営林署奥定山漢担当区115，116林班)の林分は，定山湖上流の

標高約7∞mの所に位置し， ミズナラ，ダケカンパ，エゾマツ (Piceajezoensis CARR.)などか
ら成る針広混交林である。 ミズナラは比較的本数が多く，樹高5-26m，平均20m，胸高直径

は10-80cm，平均45cmと大径木が多かった。

札幌の林分は，札幌市羊ケ丘の農林水産省林業試験場北海道支場構内の実験林で， 山火跡

の二次林ではないかと思われる。 ミズナラにシラカンパ (Betula〆atyphyllaSUKATCHEV var. 
japonica HARA)と他の広葉樹が混交し，ミズナラの樹高は5-22m，平均樹高13m，胸高直径

8-30cm，平均直径18cmであった。

山部では2林分から試料を得た。いずれも東京大学北海道演習林内にある。山部1は布部

と麓郷の中間地点，布部川の北側河岸に位置する林分で，標高260mほどの急斜地にある。こ

の林分 (30林班e小班)はトドマツ， ミズナラ， シナノキ (Tiliajaponica SIMONKAI)， ウダイ

カンパ (Betulamaximowicziana REGEL)などの混じる針広混交林で， ミズナラの大きさは樹

高で1O-20m，平均14m前後，径級では6-50cm，平均16cmであった。一般施業地となっ

ており，過去に1ないし2回択伐している。

山部2は，東山に近い西達布川北岸の丘陵地にある林分 (74林班 a小班)で，山部1の南

南西約11kmの地点にある。この2つの林分の聞には標高5∞m程度の山がいくつかある。な
お山部2の標高は260mほどであった。 ミズナラの平均樹高は15mぐらい，平均胸高直径は

20cmぐらいであった。

厚賀(北海道営林局厚賀営林署厚賀担当区174林班)の林分はミズナラを40%ほど混じ

他にイタヤカエデ，シナノキなどから成る広葉樹林である。 ミズナラは樹齢約70年，平均樹高

13m，平均胸高直径16cmである。かつて薪炭林として利用されたそうであるが，株状になっ
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ている立木はなかった。採取林分の標高は1∞m，南向きのなだらかな斜面に位置する。，
静内は静内川上流静内ダム近くの農屋にある静内農業高等学校林で，町有林との境界沿い

のコナラ属を主とする広葉樹林(標高170m)である。コナラ属中，ミズナラ，カシワ，コナラ

の3種とも出現したが，コナラは散在する程度で，半分近くはミズナラであった。樹高は7-

13m，平均樹高10m，胸高直径は10-25cm.平均直径は20cmほどであった。

浦河は浦河町町有林183林班21小班のシイタケ原木林施業モデル事業施業試験林である.

丘陵地の北西面(標高140m)に位置し，林齢30年の天然生二次林である。ナラ類，シナノキ，

ハリギ日などの広葉樹林で，ナラ類とはミズナラ，コナラである。コナラは少なし ミズナラ

の平均樹高は14m，平均直径は15cmぐらいであった.

中標津は帯広営林支局中標津営林署養老牛担当区部内の3林分から試料を採取した。 3林

分の林班名はそれぞれ， 73林班よ小班(中標津1)，72林班ほ小班(中標津2)，55林班む小班(中

標津3)である。各林分の標高はおよそ3∞m前後で，中標津1と中標津2の林分は隣接し，中
標津3は両林分から南方約4km離れた所に位置する。中標津1の林分の径級は10cmないし

20cmで，中標津2の林分はこれよりやや小さしまた中標津3の林分は中標津1とほぼ同じ

くらいの直径であった。

網走は，北見営林支局網走営林署東藻琴担当区270林班の学術参考保護林指定 (1973年)

の林分である。藻琴山の西北西斜面，標高420mに位置する。平均樹高24m，平均直径40cm

の ζ ズナラの純林で，精英樹に選ばれたミズナラもある。

雨竜は北海道大学雨竜地方演習林内の母子里407林班の広葉樹林である。本数で70%近

いミズナラは平均樹高20m，平均直径40cmほどの大きさであった.なお，この林分は標高

380mの平担地に位置する。

中川は北海道大学中川地方演習林幌加186林涯にあり，標高350mの北東の緩斜面に位置

する。この林分は樹高3-25m，平均樹高19m，胸高直径3-60cm，平均33cmのミズナラを

主とし，他にダケカンパなどを混ずる広葉樹林である.

問寒別1と問寒別2は北海道大学天塩地方演習林内にある.問寒別 1(河東49林班)はゆ

るやかな丘陵の上部にあり，標高は80mである。樹高は17-25m，胸高直径2O-60cm.のミ

ズナラの純林であった。問寒別2は問寒別川をはさんで，問寒別1の林分の西南西約8kmめ

所にあり，採取地は河西34，35林班にまたがる。地形はなだらかな東斜面で， 標高はおよそ

1∞mである。 1969年に択伐され全体としてやや疎な広葉樹林で， ミズナラは樹高lO-24m
(平均約20m)，胸高直径10-1∞cm(平均約30cm)であった。
稚咲内は旭川営林支局天塩営林署豊富担当区172林班で，海岸砂丘上(汀線より約lkm

内陸側)に成立したミズナラ林である。樹高6-15m(平均12m)，胸高直径5-60cmである。

浜頓別(旭川営林支局浜頓別営林署猿払担当区37，39林班)はトドマツ，エゾマツ，ミズナ

ヲの混交林である。狩別川上流の標高1∞mほどの丘陵地に位置する。 ミズナラは平均樹高
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18m，平均直径40cmで，比較的大きい。この林分はほとんど伐採されておらず， 1963年頃に

択伐， 1976年頃に虫害木整理が行なわれた。

アイソザイムの検出には，デγプンゲル電気泳動法を用い，実験は各林分とも試料採取年

度内に行なった。

デンプンゲル電気泳動法については第2章第1節に実験装置，電気泳動用デンプγの精製，

緩衝液の調整および一連の実験操作を詳しく述べたので，ここでは使用した緩衝液と染色液を

中心に述べる。

冷凍保存していた葉の切片を個体別に乳鉢内ですりつぶした。その搾汁をそれぞれ温紙片

に浸透させ，これを前もって準備しであったデンプンゲルの中にセットした。ゲノレは，電気泳

動を行なう前日，ゲル用緩衝液(ホウ酸と水酸化ナトリウムで調製)で溶かしたデンプンを加熱

して作って置いた。

試料をセ vトしたゲJレは同じくホウ酸と水酸化ナトリウムで調整した電極用緩衝液を満

たした泳動槽内で通電した。試料の櫨紙片とは別の位置にセットしたプロムフェノールブルー

色素の移動距離を目安として，個々のゲル毎に泳動を打切った。

次にこのゲルを後述の染色液に漫し，アルミホイルでカバーしたまま呈色終了まで室温で

放置した。呈色後は水洗し，出現したベルオキシダーゼ・アイソザイムのバンドの移動度と濃度

を測定した。

染色には，札幌の林分ではオルト・ジアニシジン375mg， s-ナフトール225mg (いずれも

通常使用量の 5 倍量)の溶液 150m~ をゲル 6 本分として使用し，札幌以外の林分ではアミノエ

チルカルバゾーノレ168mg，s-ナフト}ル1l2mg(いずれも通常使用量の4倍量)を含む溶液

1∞m.eをゲJレ6本分として用いた。
電気泳動は同一個体について2回行なうようにしたが，毎回別々の棄を試料とした。この

ように反復して得たアイソザイム・パンドのバターンを第2章第1節で述べた基準で修整し，そ

の個体のアイソザイム・バターンとした。濃度に関しては，各個体とも0.5以上，すなわちパン

ドの存在が確認できる最低の濃度より濃いアイソザイム・パンドを採用した。

以上の方法で得たアイソザイムのデータについて1個体あたりのバンド本数とバンドの種

類別の出現頻度を求め，これらの値を基に林分間ないし地域聞を比較検討した。

第2節結 果

21林分田4個体の試料について電気泳動を行なったが，中川で24個体中1個体に， 雨竜

と浜頓別では24個体中3個体に泳動乱れなどの実験上の不備が生じたため，これらを測定から

除いた。従って，以下で検討する標本個体数は，中川が23個体，雨竜・浜頓別が21個体とな

り，全林分で計497個体である。

1977年に， 電気泳動済みの9林分216個体の全てを照合してアイソザイム・パンドを整理

した。 ミズナラのアイソザイム・バンドは試料を挿入した原点(ゲルの陰極側の端から80mm



ミズナラの地域変異に関する研究(門訟)

の所)から陽極側に16本認められ，原点からの移動度が遅

いパγト・から順にアルファベットを対応させた。 1980年

静内の試料について電気泳動実験を行なったところ，全く

新しいバンドが出現し，その位置からこのバンドをK'と

名づけた。よってミズナラではK'を含むAから Pまで

の計17本のベルオキシダーゼ・アイソザイム・パンドが確

認された。その模式図を Fig.5に示す。

これらのバンドの1個体あたりの本数をそれぞれの林

分についてまとめ， Table 2に示した。全林分を通してみ

ると，バンドを数本しか持たない個体が多いけれども，中

には10本も持つ個体もある。林分別では， 1個体あたりの

平均バンド本数が1.08(山部2)--4.33(静内)，バンド本数の

変異を示す標準偏差は0.28(山部 2)-2.25(札幌)と幅があ Origin 

り，林分によって様々であった。また同じ地区でも，例え

ばパンド本数で比べると，山部1，2がそれぞれ3.71，1.08， 

中標津1，2，3がそれぞれ3.00，3.12， 1.67，そして問寒別1，

2がそれぞれ3.04，1.71というように林分によって違って

いた。しかし，定山主義，札幌，山部1，静内は，平均バンド

本数，標準偏差ともに他の林分より比較的大きい値を示し

ている。なお，平均バンド本数と標準偏差の相関係数は

0.782という正の値であるが，これは平均値と標準偏差の聞

で一般的にみられる「統計学的相関」とでも言うべきもの

と考えられる。

次に Table3に21林分におけるベルオキシダーゼ・
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アイソザイムのバンド別出現頻度を示す。まずバンド Bがどの林分でも 100%出現している

ことに気づく。 すなわちバンド Bは標本個体計497個体の全てに出現した。一方，バγドB

以外のバンドは，林分によって出現頻度が異なっていた。ただ，バンド N は4%(山部2)から

79%(札幌)と幅があるもののどの林分でもみられ，バンド C，M.Oもかなりの林分で出現して

いるのに対して，バンド A，1， ]， 1(. K'は限られた林分にしか出現しなかった。パンド Aは

倶知安，定山渓，札幌，山部 1，厚賀，静内，浦河，中標津 3，稚咲内の 9 林分に出現し，頻度は4~

67%であった。バンドIは札幌 (8%)と浦河 (4%)だけに出現した。パンドJは定山漢 (8%) 

と札幌(8%)の2林分に，ノミ γドKも定山漢(4%)と札幌但1%)の2林分だけに出現した。特

にパンドK'は，静内のみに限定され頻度も 8%と低かった。また林分では，札幌がパンドK'

を除くほとんど全てのパ γ ドを持っていることは注目すべきことである。
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Variation in number of isozyme bands per tree in 21 stands Table 2. 

N umber of i80zyme bands per tree 

4 5 6 7 8 9 10 Mean 
No.of 
trees S.D. 
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今.21林分をその所在地域と前述のアイソザイムの変異とを考慮して，一応4つの林分群

の8林分。

株分群111・M ・..道東の中標津1，中標津2，中標津3，網走の4林分。

問寒別1，問寒別2，稚咲内，浜頓別の6林分。

1個体あたりのパンド本数を林分群毎に検討してみる。

に分けてみる。林分群の構成は以下のとおりである。

l・h ・-渡島半島にある木古内，函館，森の3林分。

II・M ・..ほぽ遭央にある倶知安.定山漢，札幌，

林分群

林分群 静内，浦河山部1，山部2，厚賀，

林分群IV…・・・道北の雨竜， 中川，

前述

のように1個体あたりのバンド本教の平均値と標準偏差には正の相闘があったので，ここでは

1個体あたりの平均パンド本数の方を取り上げた。各林分群の 1個体あたりの平均パンド本数

これらの4林分群について，

の頻度分布とその標準偏差(林分間変異)を Table4に示す。

林分群毎の平均バンド本数は林分群1，11， III， IVがそれぞれ2.070，3.046， 2.635. 2.093で

また林分間変異はそれぞれ0.378，1.079， 0.662， 0.756であった。すなわち，林分群11があり，
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Frequ阻 .cyof明 currencein percent of each isozyme bands 
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Sample size was 21 for Uryu and Hamatonhetsu， 23 for Nakagawa，四d24 for the re8t. 

Frequency distribution and variation among 8tands (向)of mean 
number of isozyme bands per tree in four stand groups. 

Table 4. 

Mean number of isozyme bands per tree 
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一方林分群Iはバンド本数が最も少なく，最もパンド本数が多く，林分間変異も最大であり，

このことは，林分群IIではパンド本数の多い林分が主体を占め林分間変異も最少であった。

バンド本教にるが，バンド本数の少ない林分もあることを意味している。逆に林分群Iでは.

Table 5に各バンドが存在してい

関し林分間に大差がなかった。

パンドの出現のしかたも林分群によって特徴的である。
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Table 5. Number and percentage of stands having the given bands 

of isoperoxidases. 

Stand Number (upper line) and percentage (lower line) of stands 

group A C D E F G H I J K K' L M O P 

I 。2 1 。。1 。o 。。。O 3 3 1 
n=3 。67 33 o 。33 。。。o 。。1∞1∞ 33 
E 7 6 7 5 4 7 4 2 2 2 1 6 7 7 2 

n=8 88 75 88 63 田 88 田 25 25 25 13 75 88 88 25 

E 1 4 3 3 1 1 2 。。O 。。 4 4 1 
n=4 25 1∞ 75 75 25 25 50 。。。。O 1∞ 100 25 
lV 1 6 6 4 2 1 。。。。。。 5 4 2 
n=6 17 1∞1ω 67 33 17 。。。。。。83 67 33 
Total 9 18 17 12 7 10 6 2 2 2 1 6 19 18 6 

n=21 43 86 81 57 33 48 29 10 10 10 5 29 91 86 29 

Band B， N were omitted from the table， because they appeared in a11 stands. 

Tab1e 6. Frequency of occurrence in percent of each isozyme band 
。fperoxidase in four stand groups. 

Stand Frequency of occurrence (%) per isozyme band 

group A B C D E F G H I J K K' L M N O P 

工 o 11∞ 4 4 。。1 。。。。。。25 回 19 3 
E 37 1叩 21 14 6 5 10 4 2 2 3 1 8 22 51 17 1 

E 1 1∞ 13 33 9 2 2 2 。。。。。43 44 14 2 
lV 1 100 12 21 10 1 1 。。。。。。16 29 16 1 
Number of samples is 24 for each of stand groups 1， 11 and 111， but 23 for the stand group IV. 

る林分の数と割合を， Table 6に各林分群のバソド別出現頻度を示す。

Table 5によれば，バンドA， F， G， 1， J， K， K'， Lがある林分は林分群IIに集中し，バンド

Hを持つ林分は林分群 II，IIIに集中している。パンド Cについては林分群 III，IVにやや多

かった。パッド Oは林分群1，IIIに多い傾向があった。反対に，パンド D，Eを持つ林分は林

分群Iに極めて少なかった。

さらに， Table 6の林分群のパシド別出現頻度をみると，バンド A の頻度は林分群 IIが

特に高かった。ノミ γド1，J， K， K'， Lは林分群 IIだけに出現したが，その頻度は極めて低かっ

た。パソド F，G，Hは林分群Hの頻度がやや高かった。バンド Cは，前述のように林分群 II

での出現林分数はさほど多くなかったが，このパ γ ドの存在している林分の出現頻度が比較的

高かったため，林分群IIが最高の頻度を示した。一方，バンド C，D，Eの出現頻度は林分群 I

が最も低かった。パソド O，Pは林分群間ではあまり差がなかった。

ミズナラが分布を拡げてゆく場合，遺伝子の突然変異がない限りいったん消失したアイソ

ザイム・バンドは伝わらず，分布の末端ほど消失したバンド数が多いはずである。 Table7に消
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Table 7. Number of isozyme bands 105t from each stand. 

No. of bands 10st from the stand 
Stand group Stand Mean 

z Kikonai 12 11.3 

Hakodate 10 

Mori 12 

E Kutchan 5 6.4 

Johzankei 5 

Sapporo 2 

Yamabe 1 6 

2 14 

Atsuga 8 

Shizunai 5 

Urakawa 6 

E Nakashibetsu 1 9 9.0 

2 8 

3 11 

Abashiri 8 

IV Uryu 10 9.8 

Nakagawa 10 

Toikanbetsu 1 9 

2 11 

Wakasakanai 6 

Hamatonbetsu 13 

失したパンドの本数，すなわち出現頻度が0%であるバンドの本数を示す。林分群Iは10-12

本，平均 11.3本，林分群IIは2本から 14本までバラつくが大半が5，6本で，平均6.4本であ

った。林分群IIIは9-11本で平均9.0本，林分群IVは稚咲内 (6本)以外が 10本前後で平均

9.8本であった。つまり消失バンド本数は林分群IIが最少，林分群Iが最多であった。

ここで.林分同土を比べる尺度としてアイソザイムの多様性というものを考えたい。

SINGH & JAIN85)は，アイソザイムにみられる多型現象を数量化する指数として多型指数を用

いているが，この指数は本来遺伝子頻度から求めるものであって，アイソザイムの遺伝様式が

不明な場合正確さを欠くと考えられる。

本研究では， MARGALEFの種多様度指数を応用してアイソザイムの多様性を表わしてみ

た。 MARGALEFの指数は，もともと動物群集の多様性や種類の豊富さを比較するための指数で，

情報理論に基づいた種数と個体数に関する情報量である。この指数は，次式のとおり組み合わ

せ総数の対数で表わされる全情報量を 1個体あたりの情報量に直したもので，大きい値をとれ

ば群集構造は複雑であり，小さい値ならば単純ということになる向。

1 九月

MARGA即時数 H=す log ・-.--
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ただし， N=i;. nーで，n，はある種iの個体数.
上式をアイソザイムに適用するにあたっては， Hを1バンドあたりの情報量と考え，的.は

それぞれのパソドが出現した個体数(最大値は林分の標本個体数に等しい。)とした。

このようにして求めたアイソザイムの多様度指数と出現バンドの種類数を Table8に示

す。バンドの種類数は，林分群Eが11.7と極めて種類が多く，それに次いで林分群111が8.0，

林分群IVの7.1であった。林分群Iは5.6本しかなく林分群Hの半分にも満たなかった。

多様度指数の比較では，やはり林分群IIの多様性が高く， 0.698という指数を得た。 また

林分群Iのそれは0.517と最低で多様性は低かったが， 林分群IVの指数も 0.525と比較的近

い値を示した。

さらに，各林分群聞の分化の程度を調べるために判別関数を求めた。その関数は，一般式

で表わすと，

Y = C1Xl+C2X2+"・H ・+らXn

Tab1e 8. Number of observed bands and the modi:6.ed Margalef's 
index of diversity in isozymes. 

Stand 
No. of bands Index of diversity 

Stand group Mean Mean 

工 Kikonai 5 5.6 (0.48) 0.46 0.517 (0.74) 

Hakodate 7 0.54 

Mori 5 0.55 

E Kutchan 12 11.7 (1.ω} 0.78 0 .. 側(1.ω}

Johzankei 12 0.83 

Sapporo 15 0.90 

Yamabe 1 11 0.78 

2 3 0.11 

Atsuga 9 0.60 

Shizunai 12 0.86 

Urakawa 11 0.72 

買 Nakashibetsu 1 8 8.0 (0.伺) 0.70 O.“o (0.92) 
2 9 0.73 

3 6 0.45 

Abashiri 9 0.68 

If Uryu 7 7.1 (0.61) 0.46 0.525 (0.75) 

Nakagawa 7 0.54 

Toikanbetsu 1 8 0.72 

2 6 0.49 

Wakasakanai 11 0.77 

Hamatonbetsu 4 0.17 

Values in parentheses are the ratio of the mean value of each stand to the value of the 
stand group II as unity (1.∞1). 
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T.bJe 9. Standardized discriminant function coe伍cientsbetween 
stand groups. 

Discriminant function coe伍cients(c) 
Stand group A D E G H L M 

IXII -1.77* 1.75* 0.05 -0.5伊 O.侃 -0.97* 2.55* 

IIxm 0.48 -0.39 -0.但 0.28 0.05 0.70* -1.04* 

lV 1.49ホ -0.71* -0.05 -0.37 0.27 0.32 -0.71* 

(m+lV) 0.86本 -0.11 -0.29 -0.13 0.36 0.49 -0.53* 

mXlV 0.50* 0.42 -1.01* -0.68* 0.38 O.∞ 1.12事

* Absolute value is above 0.50. 
To construct the discriminant functions， those bands which showed difference in frequency 
of occurrence among four stand groups were used. 

m 

となるが， Table 9に判別係数(ゆだけを示した，判別分析には，林分群聞に差があるとみられ

たパンド A，D， E， G， H， L， M の7パンドの出現頻度を用いた。判別係数の絶対値が0.5以上

のパンドをみると，林分群Iと林分群IIとでは， A，D，G，L，M の5本，林分群IIと林分群III

とではL， M の2本，林分群IIと林分群IVとではA， D，M の3本であったe 林分若手IIIと

林分群IVをこみにして林分群IIとの聞の判別式を求めたところ，A，Mの2本のパンドの判

別係数が絶対値0.5以上であった。 林分群IIIと林分群IVとの聞の判別式で，係数の絶対値

が0.5以上のバンドは A，E，G，M の4本であった。

第3節考 嬢

21林分を北海道の南西部にある林分群1，道央部の林分群11，道東部の林分群III，道北部

の林分群IVの4つに分けて 1個体あたりバンド本数，各パンドが存在する林分数，平均パ

ンド出現頻度，消失バンド本数，バンドの種類数と多様度指数を比較検討した。 1個体あたり

パンド本数の林分群平均とその標準偏差で表わされる林分間変異との聞には，各林分の平均バ

ンド本数と林分内個体聞の標準偏差との間でみられたように正の相闘があり.その値は0.787

であった。ただ，この相関は後者の「統計学的相関」とは異なり，本来その統計学的根拠がな

く，いわば生物学的な意味を持つ相関と考えられないこともないので，平均バンド本数と林分

間変異は別々に考察すべきであろうと思われる。

検討した結果をまとめると次のようになる。

1) 1個体あたりの平均パンド本数では，道央部が最多で，道南西部が最小であった。道

東部は道北部より多かった。

2) 1個体あたりバンド本数にみられる林分間変異L 道央部が最大で道南西部が最も小

さかった。道東部と道北部とでは大きな差はなかった。

3) 各バンドが存在する林分の数と，バ γド別出現頻度の林分群問の比較の結果，道央部

は各パンドが存在する林分の数が比較的多く，その出現頻度も高かった。道南西部は， 2，3の

バンドにおいて，それが存在する林分数および出現頻度が最低であった。
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4) 消失バンド本数は道央部が最小，南西部が最多だった。道東部は道北部よりやや少な

かった。

5) アイソザイム・バンドの種類数と多様度指数をみると，道央部の多様性が最も高く.南

西部の多様性が最も低かった。道東部と道北部とでは，前者の多様性が高かった。

以上のように，道央部に属する林分は一般的に，多数のバンドを持ち，多くの種類のパン

ドをかなりの頻度で出現させ，多様性も高い。そこで，アイソザイムが遺伝子を直接的に反映

するという前提にたてば，道央部は最も遺伝的変異に富んでいると言えよう。逆に道南西部に

ついては，パンド本数が少ないこと，消失パ γドが多いこと，多様性が低いことなどから 4

つの地域の中で最も変異が乏しいと考えられる。一般的に言って，遺伝的変異が豊かであるた

めには.1)多くの突然変異が起きるために，その集団が十分な数の個体を保有すること。 2)出

現した突然変異体が生き残りやすい温和な環境であること。以上の2条件が必要である。道中

部は道南西部に比べ環境の温和さでまさるとは思えないが，道南西部はアイソザイムの変異が

道央部より乏しいことから， ミズナラは道央部から道南西部へと分布を拡げて行ったと考えら

れる。結局，道央部がかつての北海道におけるミズナラの繁殖の中心地であって，分布の中心

となったのではなし、かと推察される。

この推論は，花粉分析学的研究によっても裏付けることができる。中村町は，石狩川低地

帯北端の秩父別の花粉分析を行なった。その結果を函館付近の熊の湯のそれと比較検討した

上で， コナラ属，ニレ属， クルミ属(ゐglans)などの広葉樹の両地方への分布時期は大差がな

しこれらの温帯系の樹種が，氷期以降本州から北上分布したと単純に考えられないとしてい

る。そしてウルム氷期中に北海道内に残存していた所から， ミズナラが分布を拡大して行った

可能性を否定していない。

次に， 1個体あたりのアイソザイム・パンド本数の林分間変異について考察する。ミズナラ

の分布・移動が何回か起きた場合，林分間には標本抽出誤差的な要因による遺伝的な相違が生

じてくるであろうし，また一部で， ミズナラの集団が何らかの要因で隔離され，それに伴って

集団の小規模化が起きた場合，遺伝的浮動の効果が生じて林分聞に差が出て来ょう。従って，

林分間変異が大きい所は，移動の回数が多く，移動の歴史が古いと考えられるだろう。逆に林

分間変異が小さい所は移動の回数が少なかったのであろう。さらに分布して行った集団の最初

の規模が小さければ，遺伝的浮動が一部に起きたとしても、林分同士は似ていて林分間変異は

小さくなるであろう。

南西部の林分間変異は小さいので，道央部から南西部の渡島半島へは，初め小さな集団が

「始祖原理J(founder principle)に従って分布して行ったと推測された。

それでは，道央部から道東，道北へはどのように拡がって行ったのであろうか。前述のと

おり，道東部と道北部とでは.バンド本数が多いこと，消失パンドがやや少ないこと，多様性

が高いことなど，道東部の遺伝的変異の方が大きいことが示唆された。そこで，拡がり方とし
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て次の2つが想定される。 1)道央部から道東・道北へと別々に分布したが，道東へ分布して行

った集団の方が規模が大きく変異もかなり保たれた。 2)道央部から道東へ，そこから道北へ分

布して行った。

各地域集団聞の分化の程度は，集団聞の判別関数から考察できる。判別係数の絶対値が

0.5以上のバンドが集団聞の判別に重要であるとするならば，道央の集団と南西の集団とでは5

本もあって両者の相違点は多いことになる。これによって，渡島半島への経路に関する前述の

推論は裏付けられよれまた，道央の集団と道東，道北の両集団を合わせたものを比べたとこ

ろ，重要なパンドはパンド A，M の2本であるのに対し，道東の集団と道北の集団との聞では

バンド A，E，G，M の4本もあるので，道東の集団と道北の集団とは決して同質ではないこと

がここでも示唆された。

道央の集団と道東の集団との闘では，パンド L，M の2本が，道央の集団と道北の集団とで

は，バンド A，D，M の3本の重要性が大きかった。もし道東から道北へ分布して行ったと仮定

すれば，道央の集団と道北の集団との判別に重要なパンドの中に，道央の集団と道東の集団と

の聞で重要であったバンド Lを含んでいるはずであるし，また重要なバンドの数も道東の集団

と道北の集団との聞のパンドの数4本よりも多くならなければならないであろう。よって，

ズナラは道央部から東，北の2方向に分布し，道東へは遺伝的変異をかなり保ちながら拡がっ

て行ったと推察された。

第4章 葉の形態形置にみられる地織変異

第1節試料と方法

形態形質測定用の葉は，アイソザイム分析用の試料と同じ林分から同時に採取した。林分

の位置と概況は第3章第1節に示したとおりである。 1つの林分からの採取個体は，無作為に

選んだ 30個体で，そのうち 24個体はアイソザイム分析用の個体と同じであった。株状を呈し

ている個体群では，アイソザイム分析の試料と同様に，その中の 1個体を選んだ。

試料としての葉は， 1個体あたり 10枚を無作為に採取し，ポリエチレンの袋に密封してか

ら-200Cで冷凍保存した。

このようにして21林分630個体分の葉が集められ，葉長(L)，葉柄長 (Il)， 葉の左右の最大

幅明TZ，WR)，葉の先端から左右の最大幅までの距離 (LL，LR)，左右の鋸歯数合計(N)の5項目

をこれらの葉について測定した (Fig.6参照)。

これらの測定値の大きさやアイソザイムにみられた変異とは全くの無関係に道南西部か

らは森，道央部からは定山渓，道東部からは網走，道北部からは浜頓別の計4林分を選び，測

定した形質とそれらから算出される形質の「反復率Jを求めた。

量的な形質は.遺伝と環境が相互に作用し合った表現型としてとらえることができるが，

環境の影響をどの程度受けるかは形質によって異なる。形態形質で地域変異を論議する場合，
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LL 
LR 

L 

ピ

WL WR 
L: Length of leaf. 
L' : Length of petiole. 

W L: Maximum width of left side of leaf. 
W R: Maximum width of right side of leaf. 
LL: Length from the tip of leaf to the point where “WL" 
was measured. 

LR: Length from the tip of leaf to the point where “WR" 
was measured. 

N: Total number of primary teeth. 

N 

Fig. 6. Schematic illustration of fo1iar morphological characters 
measured in this study. 

環境の影響をなるべく受けにくい形質を選ぶ必要がある。形質がどのくらい遺伝的なものであ

るかどうかを示す値として「遺伝率」がある。遺伝率の算出方法としては， 1)単一クローン品

種とクローン複合品種または実生品種との比較による方法。到半きょうだい家系聞の比較に

よる方法。 3)全きょうだい家系聞の比較による方法。 4)親木と子供の似通いから求める方法。

5)隣接した林木聞の相聞に基づいて求める方法。の5つがある。遺伝率は， 4)で回帰係数もし

くは相関係数の形で表わされる以外，遺伝子型分散の表現型分散に対する比として表わされる。

本研究では， クロー γないし家系は育成されなかったので， 1)-4)の方法は使えず， また

5)では同齢の人工林であることが条件となるので，不適である。そこで遺伝率は求められなか

ったが，それに代わるものとして「反復率」を求めた。「反復率」は，分散分析における個体間
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の分散成分を，それと個体内の分散成分との和で割った値として示された。 すなわち， r反復

率Jは級内相関として算出された。

全ての個体が全く同じ環境下にある場合，個体聞の分散成分は遺伝子型の分散成分と考え

られ， r反復率」は遺伝率と同ーのものとして扱える。通常，個体聞の分散成分は遺伝子型の分

散成分と個体が置かれている環境と遺伝との相互作用の分散成分から成るので， r反復率Jは

過大評価された遺伝率と言えるかもしれない。なお，個体内の分散成分は，個体の遺伝子発現

に微妙に影響を与える徴環境および機械的または機会的誤差による分散成分と考えられる。

「反復率」は，ある形質でみられた変異がどのくらいの再現性を持つかということを表わす目安

と言えよう。

「反復率jは次の9形質について算出した。

1) 葉長 L(mm)

2) 葉柄長 11(mm) 

3) 葉柄長と葉長との比 I1/Lx100

4) 最大幅までの葉端からの距離(ιLR)と葉長との比の平均去伽LR)
5) 葉の最大幅 W= WL + WR (mm) 
6) 葉長と葉幅との比L/W

7め) 左右の最大幅とそこまで、の葉端からの距離との比の平均すωv九7乍L+LRJ叫訓J川l-l協w九，ノ匂y、R
8) 鋸歯数の左右合計 N(個)

9) 単位長あたりの鋸歯数 N/2LX1∞(個/mm)

以上の形質の「反復率」を分散分析によって4林分それぞれについて求めた。その4林分

での平均値を比較して， r反復率」の高い形質を選んだ。

選ばれた形質について個体別の平均を求め，それの林分での平均と標準偏差を算出し，林

分間および地域間の比較を試みた。なお，平均と標準偏差との聞に有意な正の相闘が認められ

たものに関しては変動係数(標準偏差の平均値に対する割合)を求めて比較した。

さらに，各形態形質の平均値同士の相関と，これらの形質と林分の所在地の緯度・経度と

の相闘を求めた。また，アイソザイムにみられた変異と形態形質の変異(標準偏差もしくは変

動係数)との相関を求めた。

第2節結 果

21林分各30個体について葉の形質を測定し， 4林分について全9形質の「反復率」を計

算した。その結果を Table10に示した。

各形質の平均の「反復率」をみると， 0.127-0.邸8と幅があるが，これを大きい順に並べた

場合，形質を2つのグループに分けることができた。すなわち， r反復率Jが0.4∞以上の形質

群と， r反復率」がo.却O以下の形質群である。そこで.前者の形質群に属する，葉柄長 (11)，葉
柄長 (11)と葉長 (L)との比(IljLX100)，鋸歯数(N)，単位長あたりの鋸歯数 (Nj2Lxl∞)の計
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Repeatability estimates for nine morphological characters 
in four stands. 

Tab1e 10. 

Repeatability 

L' _^^ LL+LR W L 
一一x100一一一一一一2L (WdWR) W 長X1∞ま(長+長)Stand 

N 

Mori 

Johzankei 

Abashiri 

Hamatonbetsu 

0.415 

0.379 

0.486 

0.620 

0.434 

0.348 

0.533 

0.463 

0.221 

0.204 

0.059 

0.090 

0.319 

0.219 

0.107 

0.287 

0.349 

0.084 

0.056 

0.3伺

0.138 

0.167 

0.091 

0.114 

O.印4

0.573 

0.428 

0.725 

L' 

0.207 0.461 

0.103 0.397 

0.152 0.362 

0.466 0.507 

L 

0.475 

Repeatability estimates obtained according to the following formula: 

Repeatability = Intra-class correlation =σ急/(σみ+σ卸
σfv: Within-tree component of variance.σるBetween-treecomponent of variance. 
Characters measured were represented in Fig. 6. 

0.445 0.143 0.233 0.212 0.127 0.558 0.232 0.432 Mean 

Petiole length (L') in 21 stands. 
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Sample size was 30 for each stand. 

The correlation between mean and standard deviation was 0.570， and it was signi五cantat 
1% level. 
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4形質について，林分毎に平均と標準偏差を求めた。

21林分における葉柄長の度数分布と平均および標準偏差を Table11に示す。なお，平均

と標準偏差との聞には 1%水準で有意な正の相関(r=0.570)があったので，変動係数を算出し

同じ Tableに載せた。

ミズナラの葉柄長はおよそ 1mm-9mmの聞の値をとった。林分平均では，山部2の2.68

mmが最も短かった。葉柄長が最大の林分は木古内 (6.07mm)で，次いで画館，札幌，山部 lが

比較的長く 5mmを越えていた。標準偏差は0.7308(山部2)から1.3732(山部1)の幅があっ

た。変動係数は17.1%(函館)-29.3%(稚咲内)の値を示した。

同じく 21林分における葉柄長と葉長との比の度数分布と平均および標準偏差を Table12 

に示す。 葉柄長と葉長との比は約0.50-約6.00とかなり値に開きがあった。木古内と函館が

比率の高い方に偏っていて，平均値も高く，共に4.∞0以上であった。他の林分は両林分より
もやや小さし最低は山部2の2.∞3であった。標準偏差は0.4594(雨竜)-0.7335(森)であっ

Table 12. Ratio of petiole length to leaf length (L'/Lx 100) in 21 st阻む.

Ratio of petiole length to leaf length 

Stand 
0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0 5.5 

Standard Mean 
1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0 5.5 6.0 deviation 

Kikonai 3 9 9 6 3 4.162 0.5682 

Hakodate 1 10 9 6 3 1 4.337 0.5971 

Mori 8 8 6 5 1 2 2.533 0.7335 

Kutchan 5 4 8 8 3 2 2.842 0.7107 

Johzankei 2 8 14 2 3 1 2.261 0.6920 

Sapporo 2 3 7 8 5 5 3.696 0.6792 

Yamabe 1 3 7 8 9 3 3.318 0.6979 

2 8 10 3 8 1 2.∞3 0.5830 
Atsuga 1 5 9 10 4 1 2.968 0.5875 

Shizunai 5 5 10 8 2 3.208 0.5771 

Urakawa 3 8 13 3 2 1 3.157 0.5707 

Nakashibetsu 1 4 5 9 9 3 2.799 0.6350 

2 2 8 7 9 3 1 2.814 0.6344 

3 1 7 10 6 4 1 1 2.921 0.7068 

Abashiri 5 8 11 4 1 1 2.576 O.印，26

Uryu 4 12 8 6 2.506 0.4594 

Nakagawa 1 2 6 10 8 2 1 2.801 0.5838 

Toikanbetsu 1 1 4 13 8 3 1 2.899 0.5228 

2 1 5 8 9 6 l 2.518 0.5471 

Wakasakanai l 7 8 8 5 1 2.411 0.6691 

Hamatonbetsu 7 5 6 10 2 2.679 0.6415 

Sample size was 30 for each stand. 
The correlation between mean and standard deviation was -0.043， and was not significant. 
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Total number of primary teeth (N) in 21 stands. 
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Sample size was 30 for each stand. 
The correlation between mean and standard deviation was 0.222， and was not signincant. 

4 7 1 

た。平均と標準偏差との相聞は r=-0.043で，統計的に有意でなかった。

鋸歯数(左右合計)の林分毎のデータは Table13に示す。

鋸歯数はだいたい 14.0個-36.0個の聞に入る。林分平均では19.89個(中標津3)-26.56個

(森)の値をとった。標準偏差は平均と有意な相闘がなく (r=0.222)，1.7998 (山部1)-3.5390(網

走)であった。

単位長あたりの鋸歯数の度数分布を Table14に示す。

単位長あたりの鋸歯数は個体により異なり約4個-14個であった。林分毎でみると，平均

の最大値は函館の9.489個，最小値は山部1の7.458個であった。標準偏差は浜頓別(1.4547)が

最大で，中標津 1(0.8195)が最小であった。なお，平均と標準偏差との相関は r=O.侃5で，統

計的に有意でなかった。

以上の4形質を第3章第2節で分けた4つの林分群毎にまとめてみた。各形質の林分平均

について林分群別の平均を求め， Table 15に示す。
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Sample size was 30 for each stand. 
The correlation between mean and standard deviation was 0.085， and was not significant. 

1 2 

Means of four morphological characters in four stand groups. 

Mean of foliar morphological character 

L'ILxl∞ N Nj2Lxl∞ 

Table 15. 

L' 

工

E

E
耳

9.250 

8.786 

7.986 

8.593 

25.86 

24.29 

21.47 

23.51 

3.677 

2.932 

2.m 
2.636 

5.213mm 

4.185 

3.叙16

3.696 

Stand~group 

Characters measured were represented in Fig. 6. 

これによると，葉柄長は林分群 1，11， IU， IVの順に， 5.213 mm， 4.185 mm， 3.806 mm， 

また葉柄長と葉長との比も同様に， 3.677， 2.932， 2.777， 2.636 3.696 mmと短かくなっており，

その値はそれぞ

れ25.86個， 24.29個， 23.51偲， 21.47個となっていた。単位長あたりの鋸歯数は林分群 I-IV

の値がそれぞれ9.250個， 8.786個， 7.986個， 8.593個となっており，鋸歯数と同じく林分群 1，

鋸歯数では，林分群1，11， IV， 111の順に少なくなり，と小さくなっていた。
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II， IV， IIIの脹に少なくなっている。

これらの4形質の林分毎の平均値聞の相関と，さらに林分所在地の緯度および経度との相

闘を求め， Table 16に示した。

林分所在地の緯度と経度については Table1に既に示した。

Table 16によると，緯度と有意な相闘があった形質は，葉柄長，葉柄長と葉長との比，鋸

歯数であった。いずれも 5%水準で有意な負の相関であった。一方，経度と有意な相関があっ

た形質は，鋸歯数と単位長あたりの鋸歯数の 2形質で、あった。 これらの相関係数は， 1%水準

で有意な負の値をとった。なお，緯度と経度との聞に相闘がなかった。

次に，形質問士の相闘をみると，葉柄長と，葉柄長と葉長との比の聞に，また鋸歯数と単

位長あたりの鋸歯数との聞に1%水準の高い正の相闘が認められた。

さらに，各形質の林分内の変異を表わす標準偏差を林分群毎にまとめ，平均を出した。葉

柄長では標準偏差と平均との聞に相闘があったので，この形質に限って変動係数で林分内変異

を表わした。その結果を Table17に示す。

各形質について林分内変異の大きい順に林分群を整理すると，葉柄長では変動係数が林分

群III(26.3 %)，林分群IV(25.6%)，林分群Il(23.2%)，林分群 1(21.4%)と並んだ。葉柄長と葉

Table 16. Correlation coe伍cientsbetween means of four morphological 
characters and geographical data of 21 stands. 

Lat. Long. L' L'jLxl∞ N Nj2LXl∞ 
Latitude 0.284 -0.511* -0.535ネ -0.458キ -0.323 

Longitude -0.311 -0.270 -0.813キ* -0.580林

L' 0.972** 0.179 -0.165 

L'jLXl∞ 0.155 -0.0田

N 0.791本*

Nj2Lxl∞ 
Characters measured were represented in Fig. 6. 
* Signincant at 5% level.材 Signi五cantat 1% level. 

Stand 
group 

Table 17. Variations of four morphological characters in four 
stand groups. 

Variation of foliar morphological character 

L' L'/Lxl∞ N Nj2Lxl00 

(C.V.) (S.D.) (S.D.) (S.D.) 

I

E

E

買

H
U

却

%

前

幻

沼

部

お

0.6329 

0.6372 

0.6447 

0.5706 

2.9453 

2.3258 

2.5893 

2.6230 

O.叩'20

1.0494 

1.0仮初

1.0758 

Characters measured were represented in Fig. 6. 

C.V.: Coe伍cientof variation (%). 

S.D. : Standard deviation. 
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長との比では標準偏差が林分群III(0.6447).林分群 II(0.6372)林分群 1(0.6329)，林分群 IV

(0.5706)の順となった。鋸歯数に関しては林分群 1(2.9453)，林分群 IV(2.6230)，林分群III

(2.5893)，林分群II(2.3258)の順であった。単位長あたりの鋸歯数については林分群IV(1.0758)， 

林分群II(1.0494)，林分群 III(1.0080)，林分群 1(0.9920)の順に並んだ。

林分内変異について 4形質問の相闘を求めた。同時にアイソザイムの平均バンド本数.

バンド本数の標準偏差.バンドの種類数，多様度指数と，前述の形態形質の林分内変異につい

て相互の相関係数を算出し， Table 18にその結果を示す。

形態形質の標準偏差もしくは変動係数聞には，ほとんどの場合有意な相闘が認められなか

った。葉柄長の変動係数と，葉柄長と葉長との比の標準偏差との聞に5%水準で有意な正の相

関(r=0.473)がみられただけであった。

アイソザイムの平均バンド本数，バンド本数の標準偏差，ノミ γ ドの種類数，多様度指数の

相互には正の相闘があり，その値は1%水準で統計的に有意であった。しかし，これらの値と

形態形質の変異との聞には，全く相闘が認められなかった。

Table 18. Correlation coe伍cientsbetween variations of isozymes and 
variations of four morphological characters of 21 stands. 

1 2 3 4 5 6 7 8 

1 No. of is~zlme， bands 
per tree (Mean) 

0.782糾 0.857料 0.928料ー0.100 0.336 -0.355 ー 0.182

2 No. of is?~~e bands 
per tree (S:D.) 

0.903料 0.868** -0.235 0.316 ー 0.398 ー 0.219

3 No. of observed bands 0.911料ー0.222 0.276 -0.367 ー 0.150

4 ~ndex of diversity in 
lsozymes 

-0.207 0.266 -0.276 -0.223 

5 L' (C.V.) 0.473* -0.150 0.074 

6 L'jLX1∞(S.D.) -0.208 0.027 

7 N(S.D.) 0.374 

8 Nj2Lx100 (S.D.) 

Morphological characters (5-8) were represented in Fig. 6. 
S.D. : Standard deviation. C.V. : Coefficient of variation. 
* Significant at 5% leveI.料 Signi五cantat 1% level. 

Table 19. Repeatability estimates for four morphological characters 

in 21 stands. 

Character L' L'jLx1∞ N 川2Lx1∞

Repeatability 

Min. 0.252 0.185 0.132 0.146 

M回・ 0.530 0.725 0.533 0.620 

M伺 n 0.385 o.お4 0.347 0.377 

Characters measured were represented in Fig. 6. 
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最後に，葉柄長.業柄長と葉長との比，鋸街数，単位長あたりの鋸歯数の「反復率」を21

林分について求め，その最小・最大・平均値を Table19に記す。

「反復率Jの平均をみると， 0.347-0.部5で， 0.37前後の値をとった。

傭s節考 寮

業柄長，葉柄長と葉長との比，鋸歯数，単位長あたりの鋸歯数について林分群聞の比較を

試みた結果，標準偏差もしくは変動係数で表わされる林分内変異は，形質によって変異の大き

な林分群が異なった。また1例を除いて形質問に有意な相聞はなかった。唯一，相関が認めら

れたのは，葉柄長の変動係数と葉柄長と葉長との比の標準偏差という 2形質の林分内変異同士

の聞であった。ただLこの2形質問では平均値においても相闘がみられ.いわば絶対的葉柄長

と相対的葉柄長という違いがあるにしても 2形質はほとんど同じものとみなすことができる

と思われる。いずれにしても林分内変異に関して，葉柄長もしくはその葉長に対する比とその

他の形質に共通な一般的傾向は認められなかった。

さらに，葉の形態形質の変異とアイソザイムのバンド本数や多様性との聞に有意な相関は

みられなかった。一方.アイソザイムの多様性は，バンドの種類数と出現頻度に関連し，本来

l個体の持つバンド本数とは無関係と考えられるが，アイソザイムの多様さ(パンドの種類数，

多様度指数)とバンド本数とに1%水準で統計的に有意な相闘が認められた。

このようにアイソザイムの変異を表わす個々の指標は同じ傾向を示すのに，これらとそれ

ぞれの形態形質の変異にみられた傾向は一致しない。ただし，形態形質の変異がアイソザイム

のそれと全く逆の傾向を示したわけではなく，両者が矛盾しているとは言えない。

4つの形態形質の「反復率」は，全林分について算出した結果，平均で0.347-0.385であ

った。先にも述べたとおり，個体の置かれている環境が同じ場合には， r反復率Jは遺伝率と

等しくなるが，普通遺伝率よりも過大評価される。従って前述の4形質の遺伝率は， 0.347ない

しO.却5よりも小さいであろう。

遺伝率が形質によって異なることは，先に述べた11形質の「反復率Jにみられた幅から

も推察されるし，また SAYED凪)はパン小麦(Tげ'ticumaestivum L.)の1個体あたり穂数， 1穂

あたりの小穂数， 1穂あたりの殻粒数，千粒重.1小穂あたりの殻粒数の遺伝率(広義)が35%-

60%と違っていたことを報告している。さらに同じ形質でも種によって遺伝率は違いうるで

あろう。

樹木の葉に関する形質の遺伝率を2，3例挙げる。 EINSPAHRet al.17)はアメリカヤマナラ

シ(POμlustremuloides MICHX.)の3倍体のクローンを用いて，材質や成長量とともに葉の形

態形質の遺伝率を調べた。この場合，同ークローン内の個体聞にみられるバラつきを環境分散

として扱っている。これによると，葉長の遺伝率は56%，葉幅では69%，葉柄長では82%.葉

脚の角度では61%，葉端の角度では87%，1cmあたりの鋸歯数では43%であった。 WRIGHT95)

はヨーロッパアカマツ (Pinussylvestris L.)で半きょうだいを使い家系の遺伝率を推定したが，
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葉長は約田%の遺伝率を示した。

また，酒井ら81)はスギの針葉形質の遺伝率を求めている。彼らの報告における遺伝率は本

研究での「反復率」と同じ算出方法であるが，針案長，針葉角度，湾曲度，展葉幅，針葉密度，

緑校長は 70%~95% の値を示した。

以上の例の遺伝率と比べると，ミズナラの葉の形質の遺伝率(反復率)はやや低いと言える。

一般的に葉器官は他の器官より環境の影響を受けやすいと言われている。 TUCKER&

EMMINGHAM"l)は，アメリカツガ(T.担gaheterophylla SARG.)で日陰になっている樹と日あた

りのよい所の樹とを比べ，前者の葉の方が後者の葉よりも薄く，単位重量あたりの葉面積が大

きいことを報告している。さらに，日陰になっていた葉は上木を伐採したことにより， 日あた

りのよい所の棄に似て来たとも述べている。 また MELCHIOR'1)は，サワラ (Chamaecypa1ぜs

pisifera SlEB. et ZUCC.， ap. ENDL.)の棄の形に幼型を含む3タイプとそれらの復合タイプがあ

り，これらが加齢的に変化すること.そしてその変化のしかたがクローンによって異なり，中

には幼型のままのクロー γもあったことを報告している。

ミズナラにおいても，低い反復率を考慮すると，葉の形態形質は環境の影響をかなり受け

やすいと推察される。そこで， ミズナラの分布変異を検討する場合は，棄の形態よりも堅果な

どの環境に左右されにくいと思われる器官の形態やアイソザイムの方が好ましいであろう。

なお，葉柄長およびその葉長に対する比と鋸歯数は緯度と負の相闘があり，道南から道北

へ向かうにつれて，葉柄長は短かく，鋸歯数は少なくなっていた。また.鋸歯数と単位長あた

りの鋸歯数は，経度と負の相関があり，道東へ向かうに従って鋸歯数は減る。

ミズナラと同じ属に分類されるコナラ，カシワ，モンゴリナラを比較すると， コナラの葉

柄は他の3種に比べて長く，またそンゴリナラ，カシワはまばらな鋸歯を有するぬ}。そこで北

海道の南西部のミズナラは，葉柄と鋸歯数に関する限りコナラ的要素を持ち，道北ないし道東

のミズナラはカシワあるいはそンゴリナラ的要素を持っていると言えよう。

この点について 2つの別々の要因が考えられる。すなわち， 1)これらの変異は，環境条

件のストレスに関係した緯度変異もしくは生態変異であるという考え方と.2)ミズナラと他の

3種との聞に移入交雑が起こり，その結果として前述の傾向がみられるとする考え方があるだ

ろう。

移入交雑が起きた場合，アイソザイムのパターンにも通常変化が生ずると考えられる。

YADAVA et al月はアブラナ属 (Brassica)の数種のアイソザイムを調ベ，バンドの類似性は

20~55% であったと報告している。 カシワ，コナラ，モンゴリナラのアイソザイム・パターン

はまだ不明であるが，前述の報告例から，少なくとも若干の相異はあるであろうと推察される。

従って，移入交雑が起きているかも知れないと考えられる地域のミズナラのアイソザイム・

パンドの個体あたり本数や種類数は，交雑が起きていないと考えられる地域に比べ多い可飽性

が高いと思われる。しかし第3章で示したように、アイソザイム・パンドの本数や種類数は，
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道央部が最も多く，それに比べ道南西部，道東部，道北部は少なかった.そこで，葉柄長と鋸

歯数にみられた地理的クラインは，移入交雑に起因するとみるよりも，緯度変異もしくは生態

変異とみた方がよいかもしれない。ただ，この問題tこついては， ミズナラ以外の種のアイソザ

イムを検討することが必要であろう。

摘要

本研究では，ミズナラの地域変異を明らかにするため，葉のアイソザイムと棄の形態形質

を調べた。アイソザイムについては研究に適している酵素，試料の採取部位および採取時期も

検討した。その結果は，次のとおりである。

1. デンプンゲノレ電気泳動法によって， ミズナラの葉の中のベノレオキシダーゼ，エステラ

ーゼ，酸性フォスファターゼ，アルカリ性フォスファターゼを調べた。 4酵素中，アイソザイ

ム・バンドが観察され，かつアイソザイム・パターンが多型的であった酵素は，ベノレオキシダー

ゼであった。ミズナラのアイソザイムの研究には，ベルオキシダーゼが有望であることがわか

った。

2. 電気泳動法のための試料の採取部位による違いを検討した。樹冠の上部(高さ 8m付

近)と下部(高さ 3m付近)で，ベルオキシダーゼのアイソザイム・パターンに差は認められなか

ったので，採取書官位について特に注意しなくてもよいことがわかった。

3. 棄のペルオキシダーゼのアイソザイム・パターンは， 7月上旬から9月下旬まで安定し

ていた。電気泳動法のための試料は，この期聞に採取すべきである。

4. 北海道内21林分から試料の葉を集め，アイソザイムと葉の形質の地域変異を調べた。

これらの林分を，アイソザイムの変異とその所在地から，道南西部の林分群1，道央部の林分群

II，道東部の林分群III，道北部の林分群IVの4つの林分群に分けることができた。

5. アイソザイムの変異は， 4林分群中林分群IIが最も大きかった。遺伝的変異が最も大

きい所は繁殖の中心地であるという仮説から，北海道におけるミズナラの繁殖の中心地は道央

部，すなわち札幌近郊にあったと推察した。

6. アイソザイムの変異を林分群間で比較して，ミズナラは道央部から 3つの経路を通っ

て分布を拡げて行ったと推察した。第1の経路は渡島半島に向かうもので，初め小さな集団が

「始祖原理」に従って分布して行ったと推測した。第2の経路は道東へ向かうもので，遺伝的変

異を保ちながら大きな集団が分布して行ったと推定した。残りの経路は道央部から道北部へ向

かうもので，北に向かうにつれ遺伝的変異は減少したと推察した。

7. 葉柄長，葉柄長と葉長との比，鋸歯数，単位長あたりの鋸歯数，以上4つの形態形質

について林分内変異を林分群間で比較した。その結果，形質によって変異の最も大きい林分群

は異なった。また，形態形質の変異とアイソザイムの変異との聞に共通する傾向は認められな

かった。
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8. ミズナラの葉の形態形質は，その反復率の低さから，分布変異の検討には好ましくな

いと考えられた。

9. 前述の形態形質に地理的勾配が認められたが，これは移入交雑に起因するのではなく，

緯度変異もしくは生態変異ではないかと考えられた。
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S.mmary 

In the present study， the isozymes and the morphological characters of leaves were investi-
gated to determine the geographical variations of mizunara oak (Quercus mongolica FISCH. 

var. grosseserr・'ataREHD. et WILS.). For isozyme， suitable enzyme system to this study， sampling 
position of leaves and sampling period were also investigated. The results are summarized 

as follows. 

1. Peroxidase， esterase， acid phosphatase and alkaline phosphatase in leaves of mizunara 

oak were investigated with starch gel electrophoresis. From four enzyme systems， the isozyme 
bands of peroxidase were observed and their isozyme patt疋rnswere polymorphic. Therefore， 
it was found that the isozymes of peroxidase were suitable to the genetic studies of mizunara 

oak. 

2. The di妊erencebetween samples for electrophoresis collected from the upper parts 

(about 8 m in height) and the lower parts (about 3 m in height) of crowns of trees were 

studied. It was found that no special care needed to be used in sampling position， because 
the isozyme patterns of peroxidase were constant in the parts of crown. 

3. The isozyme patterns of peroxidase were observed continua11y from the beginning of 

July to the end of September. Leaves for electrophoresis should be collected this period. 

4. Leaves of mizunara oak were collected from 21 stands in Hokkaido. Geographical 

variations of isozymes and leaf characters were studied. Taking the considera凶onof variation 

of isozymes and location of stands， these stands were classified into four stand groups. Stand 

group 1 was located in the south-western peninsula， stand group 11 in the central part， stand 
group 111 in the eastern part， and stand group IV in the northern part of Hokkaido. 

5. The variation in isozyme patterns measured from several viewpoints was always greatest 

in stand group 11， and thus， on an assumption that the greatest genetic variation would be 
found in the center of propagation of the species， a center of propagation of mizunara oak 
in Hokkaido was presumed to be around the central part of Hokkaido or the neighborhood 

of Sapporo dis住ict.

6. On the basis of comparison among stand groups of variation of isozymes， stand group 

11 had probably migrated to othet districts by three routes. One of those routes might have 

been toward Oshima peninsula as a small size population， which has been suggested by the 
so-ca11ed “founder principle". The second route might have been toward the eastern 
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tion， because the repeatabilities of these characters were low. 
9. There were geographic clines in theoe IIlOrphological characters. It might not be 

岨 usedby the introgre悶on，but by the latitudinal or ecological variations. 


