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研究成果の概要（和文）：ウマノスズクサ科カンアオイ属、コミカンソウ科、ユキノシタ科チャルメルソウ類の
それぞれについて網羅的な花香成分プロファイルのデータを得た。特にカンアオイ属の花香成分は極めて複雑か
つ多様なものであることを明らかにし、またそのプロファイルは近縁種間でも大きく異なることを見出した。著
しい花香成分の多様性が見出されたカンアオイ属の11種について送粉調査を行い、その送粉様式の一部を解明し
た。またカンアオイ類、コミカンソウ類、チャルメルソウ類からそれぞれ複数の花香関連遺伝子のクローニング
に成功した。チャルメルソウ類では少なくとも3つの花香生合成遺伝子に種分化の際分断化淘汰が働いた証拠を
得た。

研究成果の概要（英文）：We obtained the comprehensive datasets of floral scent profiles for the 
genus Asarum (Aristolochiaceae), Phyllanthus (Phyllanthaceae), and Mitella (Saxifragaceae). 
Especially we found that the species of the genus Asarum have complex and diverse floral scent 
profiles; even closely related species had strikingly dissimilar scent profiles. We surveyed the 
pollination systems for some Asarum species that have diverse floral scent profiles, and found that 
the pollinators were different among species. We successfully cloned some floral scent-associated 
genes from these plants. We further obtained the signature of expected divergent selection during 
ecological speciation in at least three floral scent-associated genes in the genus Mitella.

研究分野： 植物進化学

キーワード： 花香分析　送粉　比較ゲノム解析　遺伝子発現解析　生態的種分化　二次代謝

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
植物の種の多様性が生じた背景には花粉を運ぶ昆虫（送粉者）との多様かつ特異的な関係が存在すると考えられ
る。本研究では日本で著しい多様化を遂げた植物の種群としてユキノシタ科チャルメルソウ属やウマノスズクサ
科カンアオイ属を研究材料とすることで、送粉者との多様な関係を形作り、ひいては植物の種分化を促した重要
な要素の一つとして花の香りの進化があった、という仮説を提唱し、それを部分的に実証することに成功した。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

３０万種を越える多様性を誇り、陸上生態系の基盤をなす被子植物は、さまざまな生物同
士の密接な関わり合いの中で進化を遂げてきた。特に送粉者との関係は花の多様性をもたら
し、同時に近縁植物種間での生殖隔離メカニズムとしても働くため、かねてより被子植物の
適応放散のカギを握ると考えられてきた（Fenster et al., 2004; van der Niet & Johnson, 2012)。 
近年の研究から、匂いを含めた送粉者に対する信号こそが被子植物の種分化の引き金とし

て注目されつつある。しかし、これらの形質を支配する遺伝基盤については、まだほとんど
分かっていないため、実際にこれらに分断化淘汰が働いた証拠は得られていない。 
一方動物では、信号とそれを受容する感覚器に分断化淘汰が働き、種分化、多様化を促進

するとする「感覚駆動(sensory drive)仮説」が約２０年前に提唱されており（Endler, 1992, 
1993）、近年このうち視覚について節足動物、脊椎動物を材料として大量の研究が成され、
実証的に理解が深まっている。このブレイクスルーを後押ししたのが色覚受容体オプシン遺
伝子のクローニングと試験管内でのタンパク質再構築による吸収波長帯の簡易アッセイ法
である（Terai et al., 2006 など多数）。この手法により近縁種間で異なる遺伝子配列を、実際
に野外で働く表現形質の種間差と結びつけることが可能になった。すなわち、着目している
表現形質（この場合視覚）が実際に近縁種間で分化していることを定量的に示すことができ、
しかも同時にその分化の原因遺伝子が分断淘汰の標的となっていることを遺伝学的に解析
できるのである。これは、野外生態学的知見と分子遺伝学的知見の双方が必要不可欠な種分
化メカニズムの研究において、数少ない画期的な統合的研究が達成されている例である。 
日本列島で劇的な種分化、多様化を遂げたチャルメルソウ属を材料として研究を続けてき

た。本群はキノコバエの数種と特異的な送粉共生の関係にあるが、繰り返し起こった生態的
種分化の原因として、送粉者を特異的に誘引する花香成分ライラックアルデヒドの生合成能
の獲得／喪失によることを示した（Okamoto et al. 2015）。さらに、この生合成を支配してい
るのがモノテルペン合成酵素およびシトクロムP450ファミリータンパク質をコードする遺
伝子群であることを明らかにしつつあった。この過程で、花香生合成遺伝子は匂いの元であ
る花で大量に発現しており、比較的簡便なトランスクリプトーム解析で容易にクローニング
できること、さらに、少なくともテルペン合成酵素に関しては大腸菌を用いることで組換え
タンパク質を大量合成し、その代謝産物を直接明らかにすることも容易であることを発見し
た。 

 
２．研究の目的 

上記の発見を受け、本研究では花の匂い、中でもテルペノイドが送粉者の特異性を規定し
ていると考えられ、かつ、送粉様式の多様性が多様化に関与している可能性が高い３つの系
統群（ウマノスズクサ科カンアオイ属、コミカンソウ科、ユキノシタ科チャルメルソウ属）
を主たる材料とし、以下の目的で研究を行った。 
１）花のトランスクリプトーム解析により網羅的に花香関連遺伝子を単離、同定する。そ

こから発現させた組換えタンパク質のアッセイによって、植物種特異的な花香成分の多様性
を、その基盤となる花香合成遺伝子配列の多様性と結びつけ、理解する。 
２）それぞれの系統群で花香成分と送粉者の網羅的な調査を行い、花香生合成遺伝子と生

態形質との対応関係を明らかにする。 
３）調査した植物群のそれぞれで花香生合成遺伝子に多様化選択／分断淘汰が働いたかど

うかを、分子系統学的手法、遺伝学的手法を駆使して明らかにする。これによって、本研究
が提示する「被子植物においては送粉者に対する信号を支配する遺伝子（特に花香遺伝子）
に分断淘汰が働き、多様化を促進した」という仮説に一般性があるかどうかを検証する。 

 
３．研究の方法 
(1)ウマノスズクサ科カンアオイ属、コミカンソウ科、ユキノシタ科チャルメルソウ類のそれ
ぞれについて、その花香成分の多様性を網羅できるように遺伝子クローニング対象種を選定
し、RNA-seq 解析を行った。 

(2) 各系統群ごとに可能な限り網羅的な花香分析を行い、花香成分が顕著に異なる種間での
発現遺伝子比較が可能なようにした。花香のサンプリングには主として SPME（PDMS ないし
DVB/CAR/PDMS 複層ファイバー利用）を用いたヘッドスペース法により、GCMS-QP2010 SE で
成分分析を行った。特に日本固有種の多様性が顕著なカンアオイ属について重点的に花香分
析を行い 50種 100 個体を超える株から花香プロファイルのデータを得た。 

(3) 送粉者と花の匂いとの対応が未知な種が多い、ウマノスズクサ科カンアオイ属を中心に、
国内外の自生地で調査を行い、送粉者との関係を調べた。 

(4) (1)で得られた花香関連遺伝子について、予測されるアミノ酸配列情報から機能が異なる
と考えられるものごとに分類した。機能の重複が無いと考えられる遺伝子について、逐次大
腸菌に遺伝子導入を行い、組み換えタンパク質を発現させアッセイを行った。 

(5) 上記の解析で得られた花香関連遺伝子の塩基配列情報を元に、対象植物群の近縁種で花
の RNA あるいはゲノム DNA を鋳型として関連遺伝子塩基配列を決定した。特にチャルメルソ
ウ類については、単離した花香関連遺伝子が生態的種分化の引き金となったいわゆる「種分
化遺伝子」である可能性を検証するため、相同遺伝子配列を網羅的に単離したほか、特に顕



著に送粉者／花香成分が異なる姉妹種ペアであるコチャルメルソウ・チャルメルソウについ
て、ドラフトゲノム配列の取得(Illumina HiseqX ショートリード他による)および、各種約
20個体群からの ddRAD-seq 法による集団遺伝学的解析を行った。 
 

４．研究成果 
(1) ウマノスズクサ科カンアオイ属、コミカンソウ科、ユキノシタ科チャルメルソウ類のそ
れぞれについて網羅的な花香成分プロファイルのデータを得た。特にカンアオイ属の花香成
分は主としてジメチルジスルフィド、短鎖のエステル類、ヘミテルペン、モノテルペン、セ
スキテルペンから成る極めて複雑かつ多様なものであることを明らかにし、またそのプロフ
ァイルは近縁種間でも大きく異なることを見出した(Kakishima and Okuyama, 2018 にその一
部を発表)。このことは、カンアオイ属の花香がその多様な送粉様式への適応であることを
示唆している。 

(2) カンアオイ属４種、コミカンソウ科４種、チャルメルソウ類２種について RNA-seq を行
い、特に花で発現しているテルペン合成酵素遺伝子のカタログを得た。このデータをもとに
大腸菌(BL21 株)で組み換えタンパク質を発現させアッセイを行い、コミカンソウ科からβ
エレメン合成酵素遺伝子、βオシメン合成酵素遺伝子を、チャルメルソウ類からは Sリナロ
ール合成酵素遺伝子、Rリナロール合成酵素遺伝子、βカリオフィレン合成酵素遺伝子など
をそれぞれ特定することに成功した（図）。一方でカンアオイ属のテルペン合成酵素ファミ
リーに属する複数の遺伝子配列をもとに同様の手法で得た組み換えタンパク質では活性が
微小であり、その明確な機能を解明することができなかった。 

 
(3)著しい花香成分の多様性が見出されたカンアオイ属の 11 種について送粉調査を行った。
このうち 6種は奄美諸島で共通の祖先から顕著な多様化を遂げた種群であり、それぞれ異な
るハエ類によって送粉されていることを突き止めた。 

(4)カンアオイ類では、腐肉擬態花を特徴づける悪臭成分ジメチルジスルフィドを放出する花
が繰り返し進化していることを明らかにした。東アジア固有の単系統群カンアオイ節全 61
種のうち 50 種を網羅した花香成分プロファイルの情報を、ddRAD-seq 法による分子系統樹
にマッピングした結果、ジメチルジスルフィドを放出する形質が系統内で 10 回以上進化し
ていることが分かった。 

(5)(4)の結果を受け、ジメチルジスルフィドを放出する種の代表としてフジノカンアオイの
RNA-seq データを遺伝子アノテーションして解析し、ジメチルジスルフィド生合成に関与す
ると考えられる遺伝子の探索を行った結果、少なくとも１つのジメチルジスルフィド生合成
関連遺伝子の特定に成功した。この遺伝子についても大腸菌(BL21 株)で組み換えタンパク
質を発現させアッセイを行い、実際にジメチルジスルフィド生合成能を持つタンパク質をコ
ードしていることを確認できた。またジメチルジスルフィド整合性の基質となる物質の特定
にも成功した。 

(6)これまでの研究から花香プロファイルの変化が種分化に大きな役割を果たしたと考えら
れるチャルメルソウ類については、合わせて 4つの花香生合成遺伝子かを特定し、これらが
実際に種分化に関与した可能性を進化遺伝学的に検証した。具体的には、特にこの種分化モ
デルがよく当てはまる姉妹種コチャルメルソウとチャルメルソウの 2種間について、これら
の遺伝子に分断化淘汰が働いた痕跡を、ゲノム平均からの 4 遺伝子の分化係数(Fst)のずれ
から検証した。この結果、少なくとも 3つの花香生合成遺伝子に種分化の際分断化淘汰が働
いた証拠を得て、両種の種分化の際には花香の分化が引き金となったという仮説の検証に成
功した。 

(7)チャルメルソウ類の特異的な送粉者であるキノコバエ類が幼虫期にチョウチンゴケ類や
ジャゴケ類を餌としていることを発見した。このことは、両者の特異的な関係に、必ずチャ
ルメルソウ類の生育環境である渓畔林に随伴する第３の生物が重要な役割を果たしている
ことを示している。また、花香成分の変化によるチャルメルソウ類の生態的種分化を引き起
こした環境要因として、対応するキノコバエ類の食草となるコケ類（チョウチンゴケ類とジ
ャゴケ類）の生育環境の違いが関係している可能性を示唆している(Okuyama et al. 2018)。 

図：キラル GC 分析による花香生合成遺伝

子の機能確認 

チャルメルソウ由来のモノテルペン合成

酵素 TPS1 と TPS2 を大腸菌 BL21 株で発現

させることで、それぞれチャルメルソウの

花香成分である R-リナロール、S-リナロー

ルを特異的に生合成する機能を持つこと

が確認できた。基質にはゲラニルピロリン

酸(GPP)を使用。 

 



(8)野外調査の過程でサトイモ科テンナンショウ属においても顕著な花香成分の変化による
種分化が起きている可能性があることを発見した。 
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