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は じめ に

ニ ホンザ ル(2～4acacafし1sca亡a)は16～19種 に分類 され アジア を中心 に分布するオナガザル

科(CercOpithecidae)マ カ カ属 の1種 で,ヒ ト以外の霊長類の 中では最北の地域 に生息する 日

本 の固有種で ある。現在 は北海道 と南 西諸島 を除 く日本列島 の主要地域 に分布す るが,地 域 に

よって地域個体群 の密度や連続性 にはちがいがある(小 金沢,1995;渡 辺,2000)(図1)。 ニ

ホ ンザル の種 内遺伝分 化 につ いて は,血 液型(Nakajima就a1.,1970)や 血液 蛋 白質多型

(lshimOto,1970,1971;IshimOtOe亡 ∂Z,1965,1967,1973,1975;石 本,1973;NOzawa就 鼠,

1975,1977:,OmOtOe細Z,1970)に 関す る報告が ある。これ らの研究か ら指摘 されてい るニホ

ンザル の地域遺伝分化 の特徴 として は,地 域集 団当 りの遺伝 的変異性が他の生物に くらべて低い

点,核 にコー ドされた標 識遺伝子 の分布 に地域的 にみた局在傾向が ある点,が 挙げ られ る。これ

らの特徴 は,ニ ホ ンザル の繁殖構造 に分 節化 の傾向が著 しい ことが原因で生 じている と予想され

ている(NOzawa就 ∂Z,1991)。

ニホンザル の成 立に関す る研究 としては,化 石 に関す る古生物学的研究がお こなわれて きた。

古 いもの として は,山 口県の安藤採石場か ら発見 された大 臼歯化石が あ り,中 期更新世中期の も

の と報告 されて いる(長 谷川,1966;IwamotoandHasegawa,1972;河 村,1989)。JablOnski

(1998)に よると,中 国の化石出土地域の変化か ら,マ カクの祖先は氷河期が繰 り返 しお とずれ

た第 四紀 に何 回か北 上 した と考 え られ る。現在 はサルが生息 しな い朝鮮半島で もマカカ属の化石

が発見 され てお り,氷 河期 には海面水位が低下 して朝鮮海峡が陸橋化 し,朝 鮮半島か ら日本列島

に祖 先が移動 した と想像 され ている。一方,分 子時計を利 用 した近縁種 との分岐時間の推定では,

血液蛋 白質多型か らNOzawae飽 ヱ(1977)が アカゲザル との分 岐を約54万 年前 と推定 し,ミ

トコン ドリア遺伝子 の制 限酵 素切 断片多型(RFLP)か らHayasaka就 認(1988)が アカゲザ

ル との分 岐を90な い し180万 年前 と推定 して いる。

Fooden(1976)は マ カカ属 の種 を4グ ル ープに大別 し,ニ ホ ンザ ルは系統的にカニ クイザ

ル,ア カゲザル,タ イ ワンザル と同一グループ に属 し,マ カカ属全体 の中で は,新 しく成立 した

グル ープの一員 と考 えて いる。このグループは,東 南 アジア地域 を起源 として,ア ジア大陸部へ

展 開 し,亜 熱帯か ら温帯地域へ北上拡大 し,島 喚種 としてタイ ワンザル とニホ ンザル を分化 させ

た と考 え られ る。熱 帯を起源 とす るマカカ属サ ル類のなかで,ニ ホ ンザルの生息地は北限 にあ り,

種分化 によ り寒冷環境 へ適応 を遂げ ている ことが生物地理学 的にみた特徴 といえる。

本研究 では,ミ トコン ドリアDNA(mtDNA)を 遺伝 標識 としてニホ ンザルの地域遺伝 分

化 について検討 した。rntDNAは 細胞 内小器官 ミ トコ ン ドリアの内膜 に存在す る核DNAと は異

な る遺伝 物質 で,環 状2本 鎖構 造 を と り,ニ ホ ンザル では約17,000塩 基対 のサ イズ をもつ

(Hayasakae顔1,1986)。 ミ トコン ドリアゲ ノム には,電 子伝達系 の13種 類の酵素サブユニ ッ

ト,22種 類の転移RNA(tRNA)と,そ れ らの翻訳 に必要 な2種 類の リボソームRNA(fRNA
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図1.ニ ホンザルの生息地域(渡 辺、2000よ り)。

)が コー ドされて いる。mtDNAは 核外遺伝子で あることか ら,特 異な遺伝様式を もち,通 常,

サル のような哺乳類では母性遺伝す る。つま り,卵 の細胞質 由来 のmtDNAが 受精 を介 して母か

ら息子,娘 へ と遺伝 し,父 精子 由来 のmtDNAは 次代 に伝達 されな い(Hutchisone亡 ∂1,1974:

Birky,1978)。 精子 由来のmtDNAは 受精 卵に侵 入す る ものの,種 内交配 の場合 には初期胚で消

滅 し,結 果 的に伝達 され ない ことがマ ウス で明 らか にされて いる(Gyllensten就aム1991:

Kanedae古 訊,1995)。mtDNAが 示す核DNAと の際だ った違 いは,組 み換 えを起 こさな いこ

とであ る(Hayashie酸 ヱ,1985)。 このた め,突 然変異 として 生じたIntDNAの 構造変化 は,

個体 間や分子 間で入れ替わ ることな く,単 純 に世代 を経なが ら蓄積す る。こうした変異 の蓄積パ

ター ンは無性 生殖 的 とみな しうる。進化研究や生態遺伝学的研究 にmtDNAが 標識 と して利用 さ

れる もうひ とつの理 由は,分 子 進化 速度 が通常の核DNAに 比べて大 きい点である(BrOwneむ

aヱ,1979)。 高 い突然変異率か ら,特 に近い過去の関係を調べ る上で便利 な分子標識 になる。突

然変 異の蓄積速度が大 きいのは,複 製 ミス の修復機構 をもたない ことに原 因が あると考 え られて

いる(WilsOne亡 訊,1985)。mtDNAの 種 内 ・種間変異 については これ まで に多 くの生物で研

究 が進 め られ てきた。霊長類 に関 しては,種 問の系統 関係 をあつか う比較研究が先行 して きたが

(例えば,Hayasakaαaヱ,1988a,1988b,1996:GarzaandWOOdruff,1992:HOelzere亡 ∂五,

1992:Melnicke古aゐ,1993,ZhangandShi,1993a:Hayashieオa必,1995:Hariharae古 ∂ゑ,

1996),種 内変異 に関する研究 も報 告されている(例 えば,Hayasakae餓1,1986:Zhangand

Shi,1993b:Hoelzer就 ∂ヱ,1994)。 しか し,種 の分布地域全体 を網羅す る形で詳細 に調査 した

研究 は乏 しい。mtDNA変 異 を遺伝標識 としてニホ ンザル の研究 に適用す る際 には,さ らに重要

な意義が ある。これ らは,社 会生態 的特徴 に関係す るもので,ニ ホ ンザル の成立 を理解す る上で

重要な意味 をもつ。その第一は,雌 雄でそ の生活史や拡散のパター ンが大き く異なる とい う特徴
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図2,試 料 の採集地 点。 ⑱は東 日本タイプ の地点、 口と△

は西 日本タイ プの地 点 を示す。△ の地点は ミ トコン ドリア

9 遺伝子では西日本タイプに分類された東 日本の地点を示す。

である。ニホ ンザルの群れの構 成単位 は メス家系で,群 れ は母 系社会 である(伊 谷,1972)。 雌

は終生出生群 に留まる こと(femalephi10patry)が 原則で,雄 は成熟年齢 に達す る と出生群 か

ら周囲の群 れへ と移 出 してゆ く。しか し,母 性遺伝 が原 則で あるた め,オ スは核 遺伝子 の運搬 者

として地域集 団問の遺伝 的交流 に寄与 して も,mtDNA変 異 を次代 に残 す ことはない。成体 オス

のmtDNA変 異 を調べ て,群 問や地域間の移住 を推 定でき ることにな る。もうひ とつの特徴 は,

群れが分裂す る場合 には母系を単位 とす る家系分割 が起 こり,雌 の移住 が群分裂 と連動する点で
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あ る(matrilinealgrOupfission)。 群 分裂 の時 には,メ ンバー は均等 に分 かれず,母 系 を単位

として新群 を形成す る(小 山,1977)。 この結果rntDNA変 異 の地理 的分布 は,群 分裂 の歴 史

を反映 し,ニ ホ ンザル の成立 に関係 した分布地域 の変遷 を知 る情報が得 られ る可能性 がある。本

研究 では,こ う した考 えの もとに,日 本各地 に生息す る野生ニ ホンザル について,ミ トコ ン ドリ

ア遺伝 子変異 を分析 し,そ の変異 の地理的分布 にみ られ る特徴か ら,ニ ホンザ ルの分布地 域の変

遷 を考 察 した。

材料 と方法

調査地は,ニ ホ ンザル の野生個体群 が生息す る107地 点で,集 計 した試料 の総数は119で あ

る(図2)。DNAは 血液 と皮膚 を材料 に して抽 出 した。血液試料 の場合 には,Kane砲 ヱ(1977)

の方法 に従 い,DNAを 調製 した。血液 はヘパ リンナ トリウムで凝固を防止 し,遠 心分離 で白血

球 を含 むバ ッフィー コー トの部分 を分取 した。混入す る赤血球 を低張処理で除去 した のち,タ ン

パ ク質分解酵 素(PrOteinaseK)で 消化 し,さ らに フェノール ・ク ロロホルムで処理 してゲ ノム

DNA(核 とミ トコ ン ドリアのDNAの いず れ も含む)試 料 とした。試料 についての調製法 を以下

にまとめる。

(1)血 液5～10m1の をチュー ブ に入れて,2,000rpmで10分 間遠心分離 をお こな い,バ ッフィー

コー トをパ スツールピペ ッ トを使 って別 のチ ューブ に移す。

(2)0。2%NaC}1rnMEDTA(pH8.○)を8m1加 えて低張処理 をお こな い,赤 血球 を壊す。

(3)2,000rpmで10分 間遠心分 離をお こな い,沈 殿物 を残 して溶血液 を捨て る。

(4)0。9%NaC}1mMEDTA(pH8.0)を5m1加 えて沈殿物 を洗 う。

(5)STE(saltedTris-EDTA)を2。5ml加 えて強 く撹拝 し,沈 殿物 を浮遊 させ る

〔STEの 組成】

5MNaCIlOm1

1MTris-HCl(pH8.0)5m1

0.5MEDTA(pH8.0)1m1

全量が500mlに な るよ う蒸留水 を加 える。

(6)浮 遊液 に10%SDSを200μ1とprOteinaseK(5mg/rnDを40μ1加 えて よ く混合

し,37℃ で2時 間反応 させ る。

(7)5MNaC1を400μ1,ク ロロフォルム とイソプ ロパ ノールの混 合液(混 合比は24:1)を2

rnl,1MTris-HC1(pH8.0)で 飽和 した フェノール を2m1加 えて,ロ ーテータで2時 間ゆっ

くり混 合す る。

(8)3,000rpmで10分 間遠心分 離 をお こな い,上 層 を透析チ ューブ に移 して,以 下 の外液 に対

して,一 晩透析 をお こなう。外液 は途 中で新 しいものと1回 交換す る。

透析外液:

lMTris-HC1(pH8.0)40ml

O.5MEDTA(pH8.0)8ml

全量 が2,000rn1に な るよ う蒸留水 を加 える。

(9)透 析チ ュー ブの中にあるDNA試 料 を新 しいチ ューブに移 し,予 め95℃ で10分 間 の熱処理

でDNaseを 不活化 させたRNase(10mg/rnDを20μ1加 えて,37℃ で10分 間反応 させ

る。

(10)(7),(8)の 手順 を繰 り返す。透析終 了後,透 析チ ューブ 内の液 をDNA溶 液 として冷所

(4℃)保 存 して,分 析 に用 いる。
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なお,有 害鳥獣駆 除等 によ り捕殺 された個体 の場合 には皮膚 試料 を用 いた。凍結保存 した耳等 の

皮膚 を材料 に して,血 液 か らのDNA調 製法 を改変 してDNAを 抽 出 した。約5mm四 方程度

の大 きさの皮膚 を,ま ずハサ ミない しはメスを使 って出来 るだ け細か く切 り刻 み,上 記 の(6)

の処理 をお こな う。皮膚 の断片が完全 に溶けて消失す るまで37℃ で保温す る(約3昼 夜かか

る)。 このあ とは(7)一(10)の 手順 に従 い,DNAを 調製 した。調製 したゲ ノムDNAを 材料

にしてD一 ループ領域 の部分塩基 配列 をPCR産 物 のダイ レク トシーケ ンシング法で決定 した。

なお,PCRはHayasaka就 訊(1991)の 方法 に準 じて以下 の条 件でお こな った。

[プ ライマー】

fOrwardprimer:5'-ATCAGGGTCTATCACCCTAT-3/

reverseprirner:5'-CAAATAGGCTTGGTCCTGGCG3/

internalprirner:5'-ACTGCCATTCCCTCAACTAA-3'

注:intemalprimerは シーケ ンシング の際 のreverse配 列決定 に利用 した。

【PCR溶 液の組成】(全 量25.0μ1の 場合)

試料DNA2.0μ1

10倍 濃度緩衝液2.5μ1

dNTP(各2.5mM混 合液)2.0μ1

10pmO1プ ライマー 各1.5μ1

Taqポ リメラーゼ0.25μ1

純水'15.25μ1

〔PCR条 件】

94℃5分

↓

(94℃10秒 →45℃10秒 →72℃10秒)×30回

↓

72℃3分,・

↓

4℃

PCR産 物は低融点アガ ロース(NuSieveGTGagarose)に よ り回収,精 製 し,配 列決定 に

利用 した。3.0%ゲ ル を作 成 し,TAEbuffer中 で電気泳 動 したのち,臭 化エチ ジウムで染色 し

て産物の有無 サイズ を確認 した。ゲル か ら該当するDNA断 片 をナイ フで切 り出し,65℃ で融

解 処理 してDNAを 抽 出した。塩基配列 決定 にはABI杜 のPRISMモ デル310GeneticAnalyzer

を使用 した。 ラベ リングはBigDyeTeminatOrCycleSequencingReadyReactionKitに よ

り以下の条件でお こな った。

【反応液 の組成】(全 量10.0μ1)

PCR産 物(濃 度 を約10ng/μ1に 調製)4.0μ1

0.8prndプ ライマー2.0μ1

ReadyReactiOnMix2.0μ1

純水2.0μ1

〔ラベ リング反応の条件】

96℃30秒(hOtstart)

↓

(96℃30秒 →50℃15秒 →60℃4分)×25回

↓

4℃
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表1.ニ ホ ンザル のmtDNAハ プ ロタイ プ

mtDNAmt工)NArntDNA

地点 都府県名 タイプ タイプ タイプ

下北1青 森1西 伊豆 静岡13甲 賀1滋 賀32

下北2青 森1西 桂 山梨15大 山田 三重32

下北3青 森1富 士吉田 由梨15尾 鷲 三重32

下北4青 森1志 賀高原 長野16熊 野 三重32

蟹 田 青森1菅 平 長野16御 浜 三重32

鯵 ヶ沢 青森1真 田 長野16椿 和歌山32

津軽峠 青森1軽 井沢 長野16+1金 屋 和歌山32

八森 秋田1大 町 長野17名 田庄 福井33

雄勝 秋田1穂 高1長 野17余 呉 滋賀33

五葉山1岩 手1王 滝 長野17安 曇川1滋 賀33

五葉山2岩 手2穂 高2長 野18安 曇川2滋 賀33

厳美渓 岩手1宇 奈月1富 山19大 津 滋賀33

金華山 宮城1朝 日 畜山20比 叡山 滋賀33

七 ヶ宿 宮城1宇 奈月2富 山20甲 賀2滋 賀33

東根 山形1上 市 富山17+1伊 吹 滋賀33

山寺 山形1大 沢野 富山17+2湖 北 滋賀33

上山 山形1細 入 富山20高 月 滋賀33

高畠 山形1根 尾 岐皐20+1嵐 山2京 都33

相馬 福島1美 浜 福井20箕 面 大阪33

鹿島 福島1西 浅井 滋賀20篠 山 兵庫33

福 島 福島1嵐 山1京 都20若 桜 鳥取34

朝 日 新潟1小 豆島 香橿20淡 路 兵庫35

黒 川 新潟7清 川2神 奈川21臥 牛 山 岡山36

日光1栃 木3竜 山 静岡21阿 南 徳島37

日光2栃 木4新 城 愛知21申 村 高知38

房 総 千葉5東 栄 愛知21広 見 愛媛38

鋸 南 千葉6犬 山 愛知21松 野 愛媛38+1

荒 川 埼玉8武 川 山梨22滑 床 愛媛38

横 瀬 埼玉8七 宗 岐皐23木 次 島根39

芦 ヶ久保 埼玉9高 浜 福井26大 田 島根39

五 日市 東京9秦 荘 滋賀27高 崎山 大分40

檜原 東京9日 野 滋賀28久 木野 熊本40

奥多摩 東京10永 源寺 滋賀28相 良 熊本41-1

丹波 山1山 梨9土 山 滋賀28幸 島 宮崎41

丹波山2山 梨11亀 山 三重28串 間 宮崎41+1

津久 井 神奈川12多 賀 滋賀29鹿 屋 鹿児島41

愛川 神奈川15員 弁 三重29薩 摩 鹿児島41-1

小田原 神奈川14北 勢 三重29屋 久島1鹿 児島42

熱海 静岡14古 座川 和歌山30屋 久島2鹿 児島43

清川1神 奈川15本 宮 和歌山31

反 応 産 物 を以 下 の よ う に処 理 して,塩 基 配 列 を解 読 した 。

(1)ラ ベ リング 反 応 後 の 溶 液10μ1を チ ュ ー ブ に移 し,純 水8.0μ1と95%ethanol32,0μ1

を 加 え て 混 合 。 室 温 で10分 間 静 置 。

(2)13,000rpmで15分 間 遠 心 。

(3)チ ュ ー ブ 内 の 溶液 を 除 き,70%ethanO1100μ1を 加 え て2-3回 チ ュー ブ を転 倒 させ る。

(4)13,000rpmで10分 問 遠 心 。

(5)チ ュ ー ブ 内 の 溶液 を除 き,乾 燥 。

(6)変 性 剤(TSR溶 液)を8.0μ1を 加 えて よ く混 合 。

(7)96℃2分 間 変 性 処 理 。
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ニホンザルの集団遺伝学的研究

表2.集 団のミトコンドリアDNA変 異窪のまとめ

全体集団 東日本集団 西 日本集団

サンプル数1199227

ハプロタイプ数493217

可変サイ ト50/41227/41233/412

GenediversityO.948±0.0110。916±0。Ol70.963± ○.019

TransitiOns472631

Transversions312

pairNvisedifferences9.10±4.225.98±2.888,81±4ユ9

nucleotidediversityO.0221±0。01130.0145±0.00770.0214± ○.0113

(8)氷 上で静置

塩基配列 の解読部分 は,ヒ トのミ トコン ドリア遺伝子 の16591番 地か ら412塩 基 分に相 当す

るD一 ルー プ領域 の部分で ある。アライ ンメ ン トか らハプ ロタイ プを分類 し,塩 基置換数カウ ン

トな らび にサイ ト当 りの塩基置換率推定値 をも とに,変 異性,タ イプ間の分化度 を計算 した。ク

ラス ター分析 の結果 と試料 の採集地点 を比較 し,地 域分化 の特性 を検討 した。なお,塩 基配列デー

タの解析 には,SDSソ フ トウェア社 の解析 ソフ トGENETYXMACVer.10.1,PHYLIPversiOn

3,572(Felsenstein,1993),ARLEQUINversiOn2.000(Schneidere酸 ム2000)を 使 用 し

た。

結果

1)mtDNAハ ブ臼タイプの分類

Dル ープ領域の412塩 基の配列 を決定 し,比 較 した結果,49種 類 の異 なる配列が 区別で きた

(表1)。 置換サイ トは合計50箇 所 あ り,分 析対象 とした領域全体 の12.1%に 相 当す る(表2)。

塩基置換のタイプは,transitiOnが47,transvers10nが3で あった(表2)。

2)mtDNAハ プロタイプの関係

49種 類 のハ プロタイプ を対比較 し,塩 基置換サ イ トの数 とs.d値 を算定 した結果 を表3に ま

とめた。置換数は22が 最大値であ った。置換サ イ ト数 か ら,各 ハ プ ロタイプの関係 をMinimum

SpanningTreeと して描 いた結果 を図3に 示 した。また,sequencedivergence推 定値 を使 い,

タイ ワンザル(!「Mc"と 記載)を 外縁 種 としてUPGMA法 で評価 した結果 を図4に 示 した。 これ

らの結果か ら,ニ ホンザル のmtDNAハ プ ロタイプは東西の2グ ルー プに大別 できる ことが 明 ら

か にな った。東 日本のグループはタイプ7か ら11ま での4タ イプ を除 いたタイプ1か ら34ま

で の合計32タ イプである(表2)。 西 日本 のグループは タイプ35か ら43ま でのタイプ にタイ

プ7か ら11ま での4タ イ プを加えた合計17タ イプで ある。 図2に 示 したよ うに,東 西 のグ

ループ の境界は兵庫県 と岡 山県の付近 とな る。

mtDNAタ イ プの変異性 は東西のグループで異な ってお り,東 日本グループのほ うが西 日本 グ

ループ よ り低い傾向 を示す。表2に まとめた可変サイ トの割 合,genediversity,pairwise

differenceの 平均値,nuc!eOtidediversityの いずれ にお いて も,こ の傾 向が認 め られ た。

3)各 地のmtDNA変 異の分布特徴
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表3.ニ ホンザルのミトコンドリアDNAハ プロタイプの比較。対角線の上はs.d.値 を示し、対角線の下は412塩 基中の置換サイ ト数を示す。

TOlTG2TO3TO4TO5TO6TG7TO8T⑪9T10丁 蓋三 て隔12τ 蓋3Tl4T蚕5T韮6T16+1T17T韮7+1τ17+2T夏8TlgT20T2G+正

TOl2.4316L4108L72572.22251.99033.41333,2721354823.41333.67752.43正62 .22252,62322.43162.967韮2,80082.43162、22252.43三62.22252.62322.43162.2225

TO26.00002.43162.2225L7257L4韮083.6775354823.80183,67753.92i6韮 .99032.22252.6232L99032,96712.80082,80082.62322.80082.22252,2225L99032.2225

TO32.00006.00000.99882.2225L99033.41333.272三354823.41333,67752 .43i62.22252.62322.43裏62,96712.80082.43叢62.22252.43!62.22252.6232243〔622225

TO43.00005.0000LOOOO夏.9903L7257354823,弔333.6775354823 .80韮82.2225L9903243且62.22252.80082.62322,62322,43箆62.62322.43162.43162.22252.43三6

TO55.00003.00005,00004.00000.99883.27213.12373.41333.272童3,5博82{1.9988L99032 ,43161.72572.80082.62322.62322.43玉62.6232旦.9903L99031.7257L9903

TO64.00002.00004.00003,0000L◎0003,41333.272監35講823.4ま333 .6775L4ヨ08叢.725フ2.2225L41082,62322.43162.43162.22252.43置6L7257L7257L4108L7257

TO712.0000藍4.000〔 〕 玉2.0000i3.00001LOOOG韮2.00000.99880,9988L嬬 三〇81.博 蓋083メU333 ,2721354823.67754.03713,92叢63.6775354823.67753.54823.80ヨ83.67753.5482

TO8韮1.0000匡3.0000蒙 叢.0000i2,0000艮0.0000韮LOOOOLOOOOL4iO80 .99881.フ2573.272韮3.】2373.41333、54823.92163.80正83.54823.4董333.54823.4互333.67753.54823.4B3

TO9韮3,000015.0000王3.000014.000Gi2.GOOO黍3.0000LOOGO2.0000⑪ 、99880 .9988354823.4i333.67753.8Gl84.】4894,037藍3.80183,67753.80183.67753.92ヨ63.80183.6775

T10韮2.0〔}00叢4.0000匪2,0000i3.000G監L〔}00()韮2.OOOO2.00001.0000LOOOOL41083 .躊1333.2721354823,67754.037】3,92163.67753.54823.6775354823.8Gl83,677535峰82

T1雇 葦4.0000【6.0000韮4,0000翼5.0000三3.0000韮4.◎0002.000G3.00⑪Ol.OO⑪02.00003 .67753.54823.80!83.92164,037】3,92韮63.67753.54823.67753.54824.03713,92163 .8018

T126.00004,00006.00005.0000LOO〔}02、0000韮2.0000i{.OOOO藍3 .0000董2.OOOO毘4.GOOGL72572.22251.4艮082.62322.43嚢62.43162.22252.43且6L72572.2225ユ.99032.2225

T135,00005.00005.00004.00004.00GO3、0000{LOOOOIO.0⑪OO叢2.0000[LOOOO隻3,GOOO3.0◎00董.41081.72572.43丑62.22252.2225L99032,2225L99032.43162 .22252.4316

T】47,00007.0(,007,00006.00006.00005.0000蓋3 .0`X}OI2.0000正4.GOOO藍3.GOOOi5.GO◎e5、O◎OO2.()0002.22252.43162.62322.22252.43蓋62.62322 .43塞62.80082.62322.8008

T156.00004、00006.00005.〔}00⑪3.000G2.0⑪00董4.000⑪ 員3.0000藍5,GOOO1鳳0000匡6.(}OOe2,eOO◎3。OOOO5.O⑪002.62322,43162.4316222252.4316Lフ257艮.72571 .99032.2225

T169.00009.00009.〔}0008.00008.00007.0000玉7.000⑪16.0000正8.0000董7.0000匡7、00◎ ◎7,000G6,00{X}6.00⑪07.00GOO.99882.22252.43i62 .62322,43艮63,三2372.96713.韮237

T16÷18.00008.00008.〔}00〔}7.00007.000(}6,0000韮6.000015.0000正7.0000韮6.00⑪O匡6.(}⑪0◎6。0◎O⑪5,00007.00006.00GOLOOOO2.43162.22252,43162,22252 .96712.80⑪82,967ユ

T176.00008.00006.00007.〔}0007,000〔}6、0000妻4.00GO藍3.0000韮5.0000i4.{}0⑪O童4.00006。O◎005,00005.〔,0006.00GO5.00006.00000.9988L4監08L72572 .967呈2.8◎082.6232

Tl7+15.00007.00005.00006.〔}0006,000(}5.0000{3.000012.00()0正4.0000韮3.00⑪0藍3.GOOO5、00004.GOO(}6.00005.00006.(》0005.000〔}1.00⑪00,9988L4韮082.80082 .62322.43!6

Tl7+26.00008.00006.〔 》0007.00GO7.00006.0⑪00芝4.OOOO畏3.0000藍5,000014.000014.00◎06.000⑪5.GOOO7.0⑪006.00007.00006.00002.00001.0⑪00L72572 .96712,80082.6232

Tl85.00005.00005.0()006.00004.00{}03、0⑪00i3.000012.0000正4.0000監3.000013.00003.OOOO4。GOOO6.()0003.00GO6.00005.00003.00002.00003.00002.43i62 .2225三.9903こ:::

①T197・ °°°°5・ °°°°7・ °°°°6・ °°°°4・ °°°°3・ °°°°i5・ °°°囲 ・G°°°16・i}°°°15・ °°°°17・ °°°°5・ °G°⑪6・ °°⑪゚ $・ °°°°3・(1°°° 韮G・°°°°9・ °°°°9・ °°°⑪8・ °°°°9・ °°°°6・ °°°° °・9988韮 ・4・°8昼

トっT206.00004.00006.00005.〔}0003.00002、 〔}000葦4.0000監3.0000監5.0⑪00隻4.GOOO董6.00004.00⑪05.00007.00{}04.OOOO9.00008.00008.00⑪07.00008.00005,0000LOOOO(}.9988

T20+15.00005,00005.00006.〔}OGO4.00003.000013.000⑪12、000014.GOOO13.000015.GOOG5.000⑪6.0000S、G⑪005.0000圭0.00009 .00007.00006.00007.00004.00002.00001.000⑪

T2i5.00003.00005.00004.00002.00GOLOOOO韮3.0000且2.0000韮4.GOOO玉3.000015.0000LOOOO2.00004.0⑪00LOO◎06.00005 .00005.00004.00005.OOOO2.00004.00003.00004.0000

T226.00004.00006.00005、00〔}03.000〔}2.0000三4.000013、 〔}OOO玉5.000014.0000夏6.00002.00003.0⑪O〔}5.◎ ⑪002.00007、00006 .00006.00005.00006.00003.00005.00004.OOOO5.0000

T234.00004.00004.00005.00003.00GG2.0000監2.00〔}OlLOOOO藍3.GOOO三2.000〔 】14.00002、00003.00005.GOOO2.00007.00006.00004.00003.00004.OG〔}OLOOOO5 .00004、00003.0000

T268.00006.00008.00007.〔}0005.00004,0000{6.000015.0000隻7.OOOO16.000016.GOOG6.0000フ.0⑪009.0⑪006.00009.00008.00008.00007.00008、00005 ,00003,000(}2,00(》03.0000

T26+18.00006,00008.00007.0(}〔}05.000G4.0000韮4.000013.000015.GOO〔}14.000014.00006.00007.GOOO9.00{)06.00009.00008.00008.00007 .00008,00005,00003.00002,00003.000〔}

T2710.00008.000010.0000置LOOOO9.000G8.000012.0〔 〕〔)OlL〔}00Gl3.000012.GOO〔 〕12,0()00iO.0《)001LOOO⑪13,⑪000蓋0.00()OI3,000〔}亘2.OOOO10 .00009,0000且0.00007,00009,00008.00007.0〔 〕00

T289.00009.00009.000010.000010,00009,0000蓋 韮.0000互O、0000i2,00001LOOOOILOOOOli .00GO10,00GOl2.0000童LOOO〔}正2.00001LOOOO9,00008.00009、0〔}008.00〔}OiO,00009.00008.00(}O

T296.00006.00006.00005.00005.00004.0000蚕4.0000且3.000015.OOOO14.0000鼠6.000G4.OGOO3 .00005.00004.00003.00002.OOOO6.00005.00006、OOOO5,00007,00006.00007.0000

T309.00007.00009,00008.00008.⑪0〔}07.〔 》000三LOOOO旦0.0000屋2.0000艮LOOOOlLO()009 .00008.0000】0.00009.0000童0.00009.00009.00008.00009,00008.00008.00007.00008.0000

T311LOOOO7.00001LOOO〔}iO,00008.00007.0000韮3.000012.000〔 〕!4.000013.〔.}OOO13 .000◎ ～).O◎0010.OO〔 〕0ユ2,00009.〔 〕000藍2.00001LOOOO[1.000010.000011.00008.00008.00〔}07、00008,0000

T3210.OOOO8.000010.00009,00009,00008.0000駈2,0000iLOOOO!3.0000童2.000012 .GOOG!0.O⑪OG9.000011.0000!G,0000正LOOOOIO.000010.00009.000010,00009,00009.00008,00009.0000

T337.OOOO5.00007.00006.00004.000G3,0000蓬5.0000毘4.0000叢6.000015.◎ ◎00!5.GOOG5.OOOO6.00008 .G⑪005,00008.00007.00007,00006.00007,〔}0004,00002.0000LOOOO2.0000

T348.00006.00008.00007,00〔}05.00004.0000垂4.OOOO監3.(}000覧5.000014.0000艮6.00006.00007.()OOO9.GOOO6.0000藍LOOOO艮0,0000【0.00009.0000屋0,00()07.0〔 〕003.00002,00003,0000

T3513.00001LOOOO13.000014.0000}0.OOOO[LOOOO9.OOOO8,0000正0,00()G9.OOOOILOOOO11 .000012.000014,00GO三3、0000歪8,000017.0000匡5,0000董4.00〔 》0正5.GOOO監2.0000i2.0000置LG()00iO.0000

T3612,000014.000012.000013.000011.0000韮2.0000韮 〔》.00009.0000目.()00◎ 藍0.000(》12.0000ヨ2.00〔 〕0ヨ3.000⑪ 叉5.000014.000019,0000且8.0000【6.0000董5.0000且6.0000韮3.000015.OGOO[4.0000監3.0000

T3712.000010.00⑪0王2,0000i3.OOOO9.0〔}〔}0韮 〔}.00008.00007.(}0009.00008,0000葦0.0000ヨ0.000011.0000蚕3.000012.000017,0000旦6,0000置4.0000韮3.000014.〔)000毘1.0000藍3.〔}000i2.0000三L(}000

T3812,0000[2.000012.0000ヨ3.000011.000{)12.00008.000〔}7.()0009.O⑪ ⑪08,00008.()00012.0(,0011 .0(,00韮3.000014.GOOO15.000014.0{〕OOl2,0⑪001L⑪00012.00001L〔}0()0匡5,〔}000i4.0000i3,GOOO

T38+旦13.00001艦.00⑪0王3.000012.0000iO.0000嚢LOOOO9.000G8.000010.000(}9.〔}0009.00001韮.0000iO,000012,(,00013.000014,000013.000013.0000三2.000013.0⑪0〔}12.GOOO産4.GOOO旦3.000G監4.0000

T3915,0000員,0⑪0◎15.0000韮6,0900【2.0()00菱3.0000箆 し0000ヨ0.0000孟2.0◎001LOOOO13.⑪000董3.000014.0000韮6.0000ヨ5.000G萱8.000017.0000i7.0000韮6.OOOO鼠7.OOOOi4.〔}()00肇6.000015.0000i4.0000

T4014.000012.000014.0000置5.00001且.000012,0000〔2.1)0⑪OlL⑪000B.000012,000014,000012.0〔,0()13.0000韮5.OGOO12.OOO◎19,000018.`)00016、 〔}00015.000016.000013.000〔}13.000014.0000B.0000

T唄 一Il5.0000貝.000015.000016.OOOO12.OOOO叢3.OGOO童 茎.0◎0010.⑪00()12,0000三LOO◎Ol3.0()00菱3.000014.OGOO量6.000015.00GG20,0000蓬9,00〔}〔,17.OOOO韮6.O〔}OO【7.0000旦4.0000翼6.0000董5.0000畳4.00()O

T4.】14.0000正0.0000韮4.0000嚢5.00001LOOOO隻2.0000!◎.OGOO9,0⑪0(》 員 、0000峯0.0000蓋2.OOOO{2.OOOOi3,0GOO韮5,000014.000G是9,0000正8.000016,0000正5.000016,000⑪ 置3.000015.000014.0000i3.0000

T41+116.0000監2.0000玉6.0000韮7.000013.000014.000⑪12.OOO⑪11、000013.0000三2.0⑪0014.00GOi4,α)0⑪15.000017.OOOO三6.000021,000020.000018.0000韮7.OOOOl8,0000i5.001)Ol5.00()0裏4,000013.000G

T42置7.0000髭5.000017.000018.0⑪0014.000015.000⑪13.000⑪12.000014,()⑪ 〔}OB.00(}Oi5.000015,000⑪16.0000玉8.OOOO17,000022,00002LOOOOl9,0000正8,000019.0000[6.0〔)0(》18.000(》17.000()16.0000

T4316,0000i4.000016,00〔}0毘7.0000聖3.0000董4.OOOO韮2,000⑪ 査LOOOO匡3.〔}Ol)0匡2.000G亘4.0000i4,00GO15,⑪000i7.000016.GOOO2裂.OOOO20.0000ヨ8.0000董7.0000i8.000015.000GI7.000016,000015.0000



表3.つ づき
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川本 芳

mtDNAハ プロタイプを地域ごとにくらべると,そ の分布は地域で異なった特徴 を示してい

る。

東北地方の場合,岩 手県南部に孤立する五葉山地域の個体群以外では,す べての調査地点で

同一のタイプ(タ イプ1)を 観察した。一方,五 葉山付近では分子系統的にタイプ1と は異なる

タイプ2を 検出した(図4)。17地 点か ら21試 料を集めて広域を調査したにもかかわらず,出

現する変異のタイプが限られ,単 一のタイプがその大多数を占める点で,東 北地方のニホンザル

では著 しい変異の均一性があるといえる。なお,ニ ホンザルのmtDNA変 異全体の関係か ら評価

すると,東 北地方のタイプはすべて東 日本グループに属するタイプであった。

関東地方では13地 点の調査の結果,11タ イプを観察した。日光では同一地点に異なる2

タイプを観察した。同一地点にみられた複数のタイプは,塩基が置換 しているサイ ト数は少なく,

構造的には似た関係にある。関東地方の変異分布の特徴は,地域固有のタイプが多数ある点であ

る。この地域にみられる変異で特記すべきことは,奥 多摩 と秩父に観察されたタイプ8,9,10

の3種 類は構造的に他のものと大きく異なっており,ニホンザルのmtDNA変 異全体の関係から

評価すると,西 日本タイプと判定された点である(図3,図4)。

中部地方では29地 点の調査で21タ イプを観察 した。このうち新潟県北部と山梨県東部の

タイプは,関 東地方の奥多摩・秩父のタイプと同一もしくは類似のタイプで,西 日本タイプに大

別 されるタイプであった。その他のタイプは,中 部山岳地帯ないしは丘陵地帯の局所に分布する

地域固有のタイプである。また,ニ ホンザルのrntDNA変 異全体の関係から評価すると,中 部地

方 に分布する変異の大部分は東 日本グループに属するものであった。この地域の特徴は,関 東地

方以上に多数の固有タイプが地域をかえて分布する点にある。タイプ間の分子的なちがいが小さ

い点 も特徴的である。

近畿地方では29地 点の調査 をおこなったところ,9タ イプを観察した。このうち滋賀県南部

か ら和歌山県の地域にある27,28,30,31,32の5タ イプは東 日本グループに属するもので

whoiearea:n讐7ρ2壕
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図5.ニ ホ ン ザ ル 全 体 に つ い て 描 い たrnismatchdistribution。 横 軸 は 対 比 較 し た タ イ プ 間 の 塩 基 置

換 数 を 示 し、 縦 軸 は そ の 事 例 数 を 示 す 。

66



ニホンザルの集団遺伝学的研究

は あるが,他 タイプ とは別の小ク ラスターを形成 している(図4)。 また,淡 路島 にみ られ たタ

イ プ35は,他 地点 とは異 な り、西 日本 グループに属す るタイプで あった。 これ以外 の地点 で観

察 した タイプ はすべて東 日本グループ に属 してお り,特 にタイ プ33は 兵庫県,大 阪府,京 都府

滋賀県,福 井県 の5府 県 にお よぶ広 い地域 に分布 して いる。近畿地方 は西B本 タイ プが東 日本 タ

イ プに移行す る地域で,紀 伊半島を中心 とした一群 のタイプ と中部地方 へつなが るそれ以外 の別

群 のタイ プで全体が成 り立 って いる。中部や関東地方 に くらべる と,異 なるタイ プの数 は少 ない

ようで ある。

中国 ・四国地 方では10地 点 の調査 をお こなった結果,7タ イプ を検 出 した。 この うち,小 豆

島 と鳥取県東部 では,東 日本グループ に属す るタイプがみ られ,こ れ以 西の中国・四国地方 のタ

イプはす べて西 日本 グルー プに属す るものであった。西 日本 グル ープのタイプは,相 互 の構 造が

比較 的異 なってお り,東 日本グループ のタイ プ間よ り置換数が多 い特徴 を示 した(図3,図4)。

九州地 方では屋久 島を含 む9地 点 を調べ た。 この結果,6タ イプが区別できた。 これ らの タ

イプは,屋 久 島の2タ イプ も含めて,す べて西 日本グループ に入 り,中 国 ・四国地方 と同様 に,

お互いの構造 的な差が大きい。特 に屋久島の2タ イ プ と九州本土 にみ られたタイプ との違いは置

換数で大きな違 いを示 した。また,中 国地方 と九州地方 の関係をみ ると,北 九州 のタイプが他か

ら外れる傾向を示 した(図3,図4)。

考察

本研究 によ り,ニ ホンザル のmtDNA変 異の全貌 が明 らかになった。重要な点 は,全 体が東

西の2グ ループ に分割 でき,し か もグル ープ内の分化パ ター ンの性格 にちがいがあ る点で ある。

ここで,歴 史的 な集 団サイズ の急増 を検討す る際 に用 い られ るmismatchdistributiOnに つ いて

考えてみ る。 図5,6,7は ハプ ロタイプ問の塩基置換数 を対比較 し,rnismatchdistributiOn

として ヒス トグ ラム にまとめた ものである(RogersandHarpending,1992)。 図5は ニホ ンザ
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図6.西 日 本 タ イ プ に つ い て 描 い たmismatchdistributiOn。
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ル全体の場合,図6は 西 日本グループだけの場合,図7は 東 日本グループだけの場合を示す。パ

ターンを東西で比較すると,西 日本では対比較 したときの置換サイ ト数(pairwisedifference)

の平均値が8.81な のに対 して,東 日本では5.98と 小さくなる。また,グ ラフの形をみると,西

日本では単純な一峰性の形からの崩れ方が著しい。東 日本では原点付近に分布のこぶがあるもの

の,明 瞭なピークが認め られる。以上の特徴は,西 日本のサル と東 日本のサルの成立にちがいが

あることを示唆する。発見 されたタイプ間の分化度が大きい西日本のサルは,歴 史的に古いと解

釈することができる。東 日本では北限の東北地方でほとんど個体変異が認められず,現 在の生息

状況では分断隔離が著 しい状況であるにもかかわ らず,mtDNAに は高い均一性がある。この結

果は,こ の地域の個体群の成立が歴史的に新 しいことを意味している。東北地方ほどではないに

せよ,東 日本タイプが分布する地域では,西 日本の場合にくらべて,遺 伝的分化の程度が全般的

に低くなっている。このことは,東 日本グループを構成するパプロタイプ間の分化は,西 日本グ

ループの場合に比べて小さいことを意味している。置換数が単純に時問に比例 した違いを反映す

るのであれば,西 日本のニホンザルに比べて東日本に分布するニホンザルはその進化ないしは分

布に要 した時間が短いことになる。

対照的に,西 日本グループの場合は,屋 久島,九 州・山陰西部,四 国・淡路島,さ らには東 日

本に位置する奥多摩 ・秩父といったクラスターが明瞭に区別でき,タ イプ問ないしはクラスター

問で大きな置換数の相違が認め られた。このクラスターでは,中 間タイプが多数欠けてお り,調

査地点の不足を考慮 して も,この傾向は東 日本の場合と大きく異なっている。こうした特徴か ら,

西 日本のサルはその成立の起源が東 日本にくらべて古いことが考えられる。

西 日本が古 く,東 日本が新 しいという予測をニホンザルの祖先の分布地域の変遷として解釈

するな ら,環 境の変動にともな う分布地域の変化の可能性を考える必要がある。特に,現 在の東

北地方で著 しい均一性があることか ら,近 い過去において,祖 先が生息できなかった状況,つ ま

り地域個体群が消滅 したことが考え られよう。この具体的な可能性としては,中 期更新世のどこ

かで祖先が大陸か ら侵入 したあとの氷期,つ まり最終氷期の環境変化の影響が想像される。
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図7.東 日 本 タ イ プ に つ い て 描 い たmismatchdistribution。
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図8は,花 粉化石の調査をもとに最終氷期の一番寒冷化 した時期の日本列島の地形 と植生を復

元 したものである(Tsukadal982)。 現在の植生図(図9)と くらべると,最 終氷期には各植生

要素が現在より緯度の低い場所か低地に広がっていたことがわかる。ニホンザルは,季 節繁殖を

おこないながら冷温帯落葉広葉樹林の中でも冬を凌いで生息できる寒さに適応 した種である。し

かし,ニ ホンザルといえども針葉樹で被われた亜寒帯で暮 らすのは難しい。今から約2万 年 くら

い前の東北地方は,亜 寒帯針葉樹林で被われていたため,ニ ホンザルが生息できない地域であっ

;;莚 暖温帯照葉樹林 脅

8

図8.花 粉分析結果から復元 した最終氷期の最寒冷期の日本列島

;三 の植生と地形(Tsukada1982を 改変)。
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たと考えられる。サルは氷期に東北から姿を消し,現 在よりも分布を西に移 していて,最 終氷期

をすぎてか らブナなどの落葉広葉樹林帯が北上するのにつれて分布を東に拡大し東北地方に達 し

たと考えられる。このように考えると,ニ ホンザルのmtDNAに 観察できた東西分化や東北地方

の均一性が説明できる。西 日本ほどではないものの,東 日本のサルでもmismatchdistribution

のパターンはきれいな一峰性の分布ではなかった。最終氷期以降の急激な分布域の拡大だけなら,

こうしたことにはならない。ヒス トグラムの形は,拡 大のあとに局所的なサイズの減少などの影

響で,拡 大のなごりが歪められたことを示すのかもしれない。

血液蛋 白質多型に関する先行研究の結果では,ミ トコンドリア遺伝子 とは対照的に,下北半島

圏 融 ツン ドラ

匡≡ 針広混交林

[コ 器 落 葉麟

♂ 図9.現在の躰 列島の植生と地形(T。ukad&1982を 改変).
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脇 野 沢 の群 れ で南 に 生息 す るサ ル よ り高 い遺 伝 的変 異 性 の報 告 が あ る(Hayasaka就 認,1987)。

mtDNAが 均 一 で あ る に もか か わ らず,東 北 地 方 のサ ル で なぜ 核 遺 伝 子 が コ ー ドす る蛋 白質 に 高

い変 異性 が あ る のか 。ニ ホ ンザ ル の分 布 全 体 の辺 縁 部 に 生息 す る 集 団 で は,下 北 だ け で な く千 葉

県 房 総 半 島 の孤 立 集 団 な どで も,期 待 され る低 変 異 性 とは逆 の傾 向 を 示 す集 団 が い る。この理 由

は簡 単 で はな いが,辺 縁 部 へ の 隔 離 に付 随 して 遺伝 子 の頻 度 が 短 期 間 に大 き く変化 す る よ うな特

別 の機 構(い わ ゆ る,び ん首 効 果 と呼 ば れ る よ うな)の 影 響 が あ る のか も しれ な い。固定 化 に至

らず 高 いheterOgeneityを 残 す 少 数 の遺 伝 子 座 が,偶 発 的 な結 果 と して平 均値 を 高 め て い る こ と

が考 え られ る。

気候 変化 に 伴 う植 生 変化 に よ っ て,ニ ホ ンザ ル の祖 先 は温 暖 化 した 時 期 に は分 布 地 域 を東 な

い しは北 あ る い は高 地 へ 拡 大 させ,寒 冷 化 した 時 期 には 南 な い しは 西 あ る いは 低 地 へ と変 え て き

た とい うのが ニ ホ ンザ ル 成 立 過 程 の実 態 とい え よ う。しか し,寒 冷 期 に退 却 す る だ け だ っ た か ど

うか に つ いて は慎 重 に検 討 す べ き 問題 が あ る。rntDNA変 異 で は,岩 手 県 の五 葉 山や 奥 多 摩 ・秩

父 に は周 囲 と分 子 系 統 的 に起 源 の 異 な る タイ プ が 分 布す る。これ らが 北 部 や 高 地 に 寒 冷期 が去 る

ま で 踏 み と どま っ た遺 存 個 体 群 で あ る 可 能性 は検 討 を要 す る 問題 で あ る。
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