
Ⅰ．はじめに

　ケヤキ（Zelkova serrata（thunb.） Makino）はニレ科ケヤキ
属の落葉高木である。日本では本州，四国，九州に分布している。
ケヤキは大木（巨木）になるため，全国各地に天然記念物が存在
している。
　福岡銀行の創業１３０周年記念樹として新本部ビル（福岡市中央
区大手門）に植栽されたケヤキ巨木（推定樹齢３７０年）は株立ち
状を呈し，２４本の幹で構成されている（図−１，２）。このような
株立ち状になったのは，２回の伐採による結果と推測されたが
（図−３），複数個体の合体木という可能性も否定できなかった。
このような複数個体の合体木の場合，本来の個体とは異なる個体
の存在が考えられるため，この株立ち状ケヤキのクローン性を検
証する目的で，近年，個体識別やクローン鑑定に対し，その簡便
性と有効性が広く認められているDNA分析法の一つである
RAPD（Random Amplified Polymorphic DNA）法（1−4，6−
8）を用いて調査した。
　

Ⅱ．材料と方法

　DNA分析試料の採取は，久留米市に植栽された移植前の個体
から行った。一次株（図−３）の位置を考慮して，９本の幹を選
び（図−２），その冬芽を採取した。対照として，同所に植栽さ
れた実生４個体と九州大学農学部構内の実生３個体を用いた。冬
芽からの全DNA単離は，改良CTAB法（5）を用いて行い，
Magnesil（Promega）で精製して，PCRの鋳型DNAとした。
PCR反応溶液組成（１０μℓ）は，２．５mM MgCl２，０．２mM各dNTP，
０．５μMプ ラ イマ ー，０．０２５U Platinum Taq DNA Polymerase
（Invitrogen），１X PCR buffer（Invitrogen），２０ng鋳型DNAであ
る。PCR反応は，サーマルサイクラー（Biometra T1）を用いて
行った。増幅は，はじめに９４℃１分間の変性処理を行った後，

９４℃３０秒（変性）・３７℃３０秒（アニーリング）・７２℃６０秒（伸長）の
３行程を４０サイクル，最後に７２℃１２０秒の伸長を行った。PCR産
物を１．２％アガロースゲルで電気泳動した後，エチジウムブロマ
イドで染色し，トランスイルミネータ上でRAPD型を観察した。
　RAPD分析に用いたプライマーは，Operon社の１４４種類のプラ
イマー（１０塩基）である。調査木からの４サンプルと対照個体の
４サンプル，計８サンプルを用い，１４４種類のプライマーのスク
リーニングを行った。
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図−１．移植前の調査対象木



Ⅲ．結果と考察

　使用プライマーのスクリーニング結果をもとに，増幅がよく，
再現性が高く，かつ個体間変異が認められた２４プライマーを選ん
だ（表−１）。これらのクローン分析に有効と評価されたプライ
マーを用い，調査木の９サンプルと対照個体の７サンプルの
RAPD分析を行った。なお，調査木の保有マーカー数は１３３マー
カーであった（表−１）。
　RAPD分析結果の一部を図−４に示した。分析した２４プライ
マーにおいて，実生由来の対照７個体（図−４，１０〜１６）では個
体間でRAPD型に違いが認められたのに対し，調査木の９サン
プル（図−４，１〜９）間では差異が認められず，全サンプルが同
一RAPD型を示した。これらの結果から，株立ち状ケヤキから
採取した９サンプルは極めて高い確率で同一個体由来である。ま
た，この巨木を構成している２４本の幹は，９サンプルの採取位置
（図−２）を考慮すると，全て単一個体由来である可能性が高い。
さらに，今回使用したプライマー等の情報は，ケヤキの天然記念
物や巨木などの遺伝資源を取り扱う際の基礎情報として利用可能
である。
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図−２．根元付近の断面模式図（伊東・梶原，未発表）
１−２４：幹番号；●：調査幹　　　
破線の円は，推測された単幹の位置　
　実線の円は，推測された一次株の位置

図−３．株立ち状ケヤキ巨木の成立過程（伊東・梶原，未発表）

表−１．２４プライマーの塩基配列（５’→３’）ならびに使用したマーカー数

マーカー数塩基配列Primerマーカー数塩基配列Primer

７GGTGACTGTGOPE１６５AATCGGGCTGOPA０４

４TGCTGCAGGTOPF１４６GAAACGGGTGOPA０７

３TTCCCGGGTTOPF１８７GGGTAACGCCOPA０９

６GAGCCCTCCAOPG０３５CAGCACCCACOPA１３

７CTGAGACGGAOPG０５２AGCCAGCGAAOPA１６

７TCACGTCCACOPG０８６GTCCACACGGOPB０８

７AGCGTCCTCCOPG１６６GTGAGGCGTCOPC０２

４GGAAGTCGCCOPH０４７GTTGCCAGCCOPC１９

８GAGCGCCTTGOPQ０６７GTGTGCCCCAOPD０８

７GGCAGGCTGTOPT０７６AGCGCCATTGOPD１１

５ACCTTTGCGGOPU０６３CCCGATTCGGOPE１３

４AGATCCCGCCOPV１４４ACGCACAACCOPE１５

図−４．プライマーOPG−０３とOPB−０８によるRAPD分析の結果
　　　　M，１００bpラダー； １〜９：調査木；１０〜１６：対照個体


