
愛媛大学・理工学研究科（工学系）・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１６３０１

基盤研究(B)（一般）

2018～2016

次世代シーケンサーを活用した流域生物の全種網羅的な遺伝的多様性評価法の開発

Parallel Assessment of Genetic Diversity across Full Range of Species in 
Riverine Communities Using Next-Generation Sequencing

８０６３４４３５研究者番号：

渡辺　幸三（Watanabe, Kozo）

研究期間：

１６Ｈ０４４３７

年 月 日現在  元   ６   ９

円    14,400,000

研究成果の概要（和文）：従来の一種限定の評価から脱却し，全生息種を対象に，生息地分断化や環境選択の遺
伝子レベルの生態影響を迅速かつ安価に評価する新規的技術を開発した。次世代DNAシーケンス解析技術とDNAバ
ーコーディングを活用し，瀬切れ河川重信川における水生昆虫15種の流域内交流解析を同時に行った．その結
果，多くの種は瀬切れによる流域内交流への影響がみられなかった一方で，Baetis sp. とChironomus kiiensis
は瀬切れによる移動分散阻害が発生していた．今後，NGS解析による多数種の移動分散パターン解析技術が実現
することで，生態系に配慮した河川管理へ応用されることが期待される． 

研究成果の概要（英文）：We developed a new method for parallel assessment of genetic dversity across
 multiple species in riverine invertebrate communities using next-generation sequencing technology. 
We applied the develop method to the Shigenobu River Basin and tested its utility and feasibility. 
In this case study, we investigated gene flow among localities in the basin for 15 species of 
aquatic insects (3 of Ephemeroptera species; 12 of Diptera, Chironomidae species) in parallel. 
Cytochrome Oxidase subunit I region in mitochondrial DNA were amplified with DNA tag for each 
sampling site and were genotyped using NGS amplicon analysis. Comparison of pairwise Fsts between 
flagmented sited and between non-flagmented sited by intermittend interval showed that most spesies 
were not interrupted by intermittent interval other than Baetis sp. and Chironomus kiiensis. 
Overall, we could demonstrate a high potential of the developed method in accelerating assessment of
 genetic diversity in wild populations.

研究分野： 応用生態工学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
従来の一種限定の評価から脱却し，全生息種を対象に，生息地分断化や環境選択の遺伝子レベルの生態影響を迅
速かつ安価に評価する新規的技術を開発した。この手法は，数多くの生息種の中から，特に生息地分断化による
移動阻害や地球温暖化などの環境選択の影響を受けて遺伝子レベルの生物多様性が劣化している種を見つけ，そ
れらの種を優先的に保全するなど、より高度な生態系保全に貢献する技術となる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
近年，河川生態系保全への社会的要請を受けて，河川水辺の国勢調査や環境アセスメントな

どで，生物多様性が活発に評価されている。しかし，種多様性に比べて，種内の個体間変異で
ある遺伝的多様性はほとんど評価されていない。例えば，ダムや瀬切れ（干上がり）による河
川分断化で地域間交流が阻害されると，地域個体群が遺伝的に孤立し，絶滅リスクが高まる。
現状では，遺伝的多様性の実態が不明なまま，劣化が進行している恐れがある。 
遺伝的多様性評価を加速させるには，膨大なサンプルの DNA 配列を高速に解読できる次世

代シーケンサーの活用が効果的と考えられる。従来の遺伝的多様性評価では，サンガーシーケ
ンサーで 1 個体ずつ DNA 配列を解読してきた。この手法で多くの個体の DNA 配列を解読す
るには，膨大な費用と時間が必要となるため，従来は，一種のみを対象に，限られた地点数と
個体数で解析されてきた。次世代シーケンサーは，費用と時間を抑えて，多種・多地点から集
めた全個体の DNA 配列を一度の解析で解読できる。得られた網羅的な DNA 配列データを種
ごと・地点ごとに分割できれば，各種の地点内の遺伝的多様性や地点間の遺伝距離を評価でき
る。しかし，全個体をプールする次世代シーケンシング解析では，種ごと・地点ごとの遺伝子
頻度（各対立遺伝子の地域個体群内の相対的頻度）を正しく推定できない恐れがあり，集団遺
伝解析への適用は困難とされてきた。本研究は，この技術的ボトルネックを解決する新手法を
開発する。 
次世代シーケンシング解析のもう一つの利点として，膨大な長さのゲノム情報（約 1～10 億

塩基長）を迅速に解読できる点が挙げられる。ゲノムには様々な環境因子の自然選択を受ける
遺伝子群が点在する。これらの環境選択性遺伝子では，水質汚濁や地球温暖化等の環境悪化に
より遺伝子の選択的淘汰が起こり，遺伝的多様性が低下する可能性がある。従来の遺伝的多様
性評価は，ゲノムの大半を占める自然選択を受けない中立遺伝子で行われてきた（Nosil et al., 
Mol Eco, 2009）。環境と遺伝的多様性の適応的関係を理解するには，ゲノム中から自然選択を
受けた遺伝子やその機能を検索（ゲノムスキャン）する必要がある。 

 
２．研究の目的 
1. 次世代シーケンシングを活用して数多くの流域生物の遺伝的多様性と遺伝的分化を並列

的に評価する新技術を開発する。従来の一種限定の評価から脱却し，生息地分断化や環境
選択の遺伝的影響を迅速かつ安価に評価する新規的技術を開発する。 

2. 河川分断度（ダム規模・砂防ダム密度・瀬切れ頻度）ごとの交流阻害の違いを解明し，生
態学的に許容できる（できない）分断度の基準を科学的に導く。 

3. ゲノムから環境選択性遺伝子を検索して，河川環境が遺伝的多様性に及ぼす自然選択の影
響を解明する。従来のような中立遺伝子だけではなく，選択的淘汰を受けている遺伝子の
多様性も評価し，自然選択による遺伝的劣化を起こす可能性がある環境状態を解明する。 

 
３．研究の方法 
課題１ サンプリングと環境調査 
重信川流域（愛媛県）および愛媛県内の貯水ダムの上下流河川地点で，河川底生動物のサンプ
リングと多項目におよぶ環境調査を実施した（図１）。底生動物は Dフレームネットおよびコド
ラードネットで採取した。採取標本は 99％エタノールに保存し，実態顕微鏡観察で形態分類分
を同定した。さらに、水中の栄養塩濃度や有機物濃度等の水質項目、流速や河床材料の粒径分
布等の物理環境項目、粒状性有機物濃度や付着藻類量等の底生動物の餌環境項目など、幅広い
環境項目を現地調査した。 
 
課題２ 遺伝子頻度推定法の開発 
先行研究をレビューして無脊椎動物種を

より網羅的に増幅しやすい PCR プライマー 
として BF2 と BR2（Elbrecht and Steinke、
2019）を選定した。さらに、PCR 効率をより
高める温度条件や試薬条件を選定した。次世
代シーケンシングで解読される各 DNA配列が，
どの段階の サイクル数の PCR に由来するか
わかるようにするために認識コードをプラ
イマー配列に加えた。各領域の PCR プライマ
ーには地点認識コードと共に，PCR サイクル
数の認識コードのインデックス配列を付加
した。PCR サイクル数は 20，24，28，・・・，
56，60，64 の 12 段階で行った。愛媛県・重
信川流域から集めた水生昆虫サンプルを形
態同定し，４種を選定して，各種から複数個
体を対象に個体ごとに DNAを抽出してからミ
トコンドリア DNAの COI領域の塩基配列をサ
ンガーシークエンシングで解読した。そして，
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図１ 調査地点概要。地図中の〇は調査地点，
点線は瀬切れ区間を表す



これら配列既知の DNA サンプルを混合して，人工群集サンプルを作った。 
 
課題３ 環境選択性遺伝子の検索 
環境勾配に応じて同種個体間の配列が顕著に変異している環境選択性遺伝子を検索した。日

本広域から採取した２８種の282個体から個体ごとに抽出したDNA 試料に次世代シークエンシ
ング解析を用いた Double-digest restriction-associated DNA (ddRAD)解析を行い，ゲノムワ
イドの DNA 配列を解読した。この際，RAD-PCR プライマーに個体認識インデックスコードを付
加して，同時並行的に多個体のゲノムワイドの DNA 配列データを得た。次に個体ベース進化モ
デルのモンテカルロシミュレーションにより，中立進化下で期待される各種の地点間の平均遺
伝分化指数 Fst の理論出現分布を導き，ゲノム上で P>0.95 以上の外れ値の Fst の観測値を示し
た DNA 領域を「環境選択性遺伝子」とした。環境勾配に応じて同種個体間の配列が顕著に変異
している環境選択性遺伝子を検索した。 
 
課題４ 全種網羅的な遺伝的多様性と遺伝的分化の評価 
 課題１で採取した各地点の全採取個体の DNA をプールした。次にマルチプレックス PCR で
mtDNA-COI 領域を増幅した。各領域の PCR プライマーには地点認識コードと共に，PCR サイクル
数の認識コードのインデックス配列を付加した。種・地点ごとに増幅した PCR 産物の濃度を定
量 PCR で測り，等濃度で混合したライブラリーの全塩基配列を次世代シークエンサー（Miseq）
で解読した。得られた網配列データは，クオリティコントロールをしてから，既知塩基配列と
の相同性に基づくバーコーディングで種ごと・遺伝子ごとに分割した。分割されたデータのア
センブルとマッピングをして，各種の各地点の対立遺伝子頻度を推定して，地点間の遺伝距離
を評価した。 
 
４．研究成果 
 
課題２ 遺伝子頻度推定法の開発 
配列既知の２０ハプロタイプ（５種×４ハプロタイプ）を混合した人工群集サンプルの COI

領域のーコーディングから計 14,592,328 配列が得られた。そこから １１のハプロタイプが検
出された。11 ハプロタイプから，次世代シーケンシング（NGS）ライブラリー作成時の PCR サ
イクル数（X）の増加に伴う配列数（Y）の増加を説明する有意なロジスティックモデルを１０
ハプロタイプで推定することができた（図２）。このことから，当初の予定どおり，NGS ライブ
ラリーにおける PCR サイクル数が最終的に得られる配列数に影響を及ぼすことが確かめられた。
また，各ハプロタイプの鋳型 DNA 濃度（0.01, 0.05, 0.1, 0.5 and 1.0 ng/ul）に応じて増殖
曲線の形状が大きく異なることも確かめられた。このことは， PCR サイクル数が段階的に異な
る NGS ライブラリーを準備すれば，リアルタイム PCR の原理を応用して，PCR サイクル数と各
ハプロタイプの配列数の定量関係から，鋳型 DNA 中の相対頻度をできる可能性を示唆しており，
有意義な結果を得ることができた。 

 
課題３ 環境選択性遺伝子の検索 
次世代シーケンス解析から，ゲノム上に分布する一塩基多型（SNP）が 6409 サイト発見され

た。latent factor mixed model により，1,181 サイトが環境選択性遺伝子として推定された

図２ NGSライブラリー作成時のPCRサイクル数（X）の増加に伴う配列数（Y）の増加を説明する有
意なロジスティックモデルが推定された１０ハプロタイプ。各PCRサイクル数ごとに3回繰り返し。



353,352 配列が得られた．その内，BLAST 検索でヒットしたのは 1732 配列，411 個の遺伝子が
アノテーションされた．地域間において共通の遺伝子領域は 1つのみだったが，特異な遺伝子
領域は 390 個とはるかに多かった．。Distance-based redundancy analysis により，気温，降
水量，水深などの環境変数と関連性が高い環境選択性遺伝子を検索した結果，ゲノム上の 58
遺伝子が環境変数と特に強い連関を示すことが明らかになった。 
 
課題４ 全種網羅的な遺伝的多様性と遺伝的分化の評価 
重信川の全 10地点から計 165,508 配列が得られ，BLAST の結果，参照配列との一致率が 95%

未満である配列を削除した後に複数の遺伝子型が見られた種が 34 種であった。そのうち，1地
点あたり 6配列以上得られ，多様な遺伝子型が見られた種は 24種で，そのうち複数の地点から
データが得られた種は 20種であった．さらに，瀬切れ区間を跨いだ 2地点以上と瀬切れを跨が
ない 2地点以上から配列が得られた種は 15種（カゲロウ目 3種，ハエ目ユスリカ科 12種）で
あった．この 15 種を集団遺伝解析の対象種とした．解析に使用した配列数は平均 2,163 配列/
種（154-5,120 配列/種），解析地点数の平均は 5地点（3-8 地点），遺伝子型数の平均は 33遺伝
子型/種（2-111 遺伝子型/種）となった． 
瀬切れによる分断の影響を受けている地点間および影響を受けていない地点間の遺伝距離

Pairwise Fst を比較した結果，Baetis sp. MK-2015d と Chironomus kiiensis で両地点間の
Pairwise Fst に有意な差が見られた（表 1）．瀬切れ分断区間と分断無し区間の Pairwise Fst
に有意な差の見られた 2種は，大きく分化している地点が見られた．一方で，瀬切れで分断さ
れた地点間と分断されていない地点間の遺伝距離 Pairwise  Fst の差が最も小さかったのは 
Dicrotendipes inouei と Tanytarsus takahashii であった．両種の Pairwise Fst は低く，流
域内で分化が見られなかった．AMOVA 解析の結果，Baetis sp. MK-2015d 瀬切れで分断されたグ
ループ間で有意な遺伝的な分化が見られた（p < 0.05）．  
多くの種で瀬切れ分断区間と分断なし区間で遺伝距離の間に有意な差が見られなかった．重

信川流域では古くから瀬切れが発生している．そのため多くの種が，瀬切れ期間中の羽化や，
瀬切れ解消時の個体群間交流といった，瀬切れに適応した生活史を持っていた可能性がある．
その一方で，カゲロウ目 1種とユスリカ科 1種では瀬切れ分断区間と分断なし区間で遺伝距離
の間に有意な差が見られた．これらの種は，瀬切れ区間の中でも支流の合流により一時的に瀬
切れが解消する地点（S3，S4）で特殊な系統が存在した．したがって，支流の存在がこの特殊
な系統を支えていることが予想される．この 2種では将来の気候変動や水需要の変化により，
瀬切れ区間が支流にも拡大することで，流域内の遺伝的多様性が低下する可能性がある． 

本研究で対象となった 15種のうち 12 種はハエ目ユスリカ科であった．これまで行われたユ
スリカ科の DNA 多型解析は，系統学的研究を目的としたものであった．本研究で始めて明らか
にされたユスリカ科12種の移動分散パターンは，9種は平均の遺伝距離が0.05よりも小さく，
積極的な交流が行われていることが示唆された．本研究では解析対象は 15種に限られたが，今
後，DNA データベースが拡充することで，解析可能な種が増えると考えられる．さらに NGS 解
析による多数種の移動分散パターン解析技術が実現することで，生態系に配慮した河川管理へ
応用されることが期待される．  

平均 分断なし n 分断あり n p
カゲロウ目
　Baetis  sp. MK-2015d 5,120 8 111 0.043 0.007 16 0.091 12 **
　Afronurus yoshidae 1,108 5 9 0.097 0.081 4 0.107 6 NS
　 Epeorus latifolium 2,654 7 33 0.467 0.365 6 0.508 15 NS
ハエ目ユスリカ科
　Chironomus kiiensis 4,669 5 85 0.401 0.062 2 0.486 8 *
　Dicrotendipes inouei 1,037 5 7 0.005 0.005 2 0.005 8 NS
　 Polypedilum nubifer 3,627 5 64 0.002 0.000 2 0.003 8 NS
　 Tanytarsus oscillans 154 3 2 -0.025 0.000 1 -0.037 2 -
　 Tanytarsus oyamai 849 4 11 0.026 0.008 1 0.030 5 -
　Tanytarsus  sp. 7XL 1,568 7 12 -0.006 -0.017 7 -0.001 14 NS
　Tanytarsus  sp. ent03 2,975 4 34 0.059 0.049 1 0.061 5 -
　 Tanytarsus  sp. 'yoni' 311 5 5 0.076 0.071 2 0.078 8 NS
　Tanytarsus  takahashii 2,081 4 17 0.008 0.009 1 0.008 5 -
　Cricotopus bicinctus 1,072 6 30 0.038 0.036 7 0.039 8 NS
　Cricotopus bimaculatus 3,736 7 54 0.038 0.030 10 0.045 11 NS
　Cricotopus triannulatus 1,478 7 14 -0.008 -0.010 7 -0.007 14 NS

種名 配列数 地点数 遺伝子型数
Pairwise Fst

表１ 解析対象種一覧。解析に使用した配列数，解析地点数，遺伝子配列型（ハプロタイプ）数，分断なし
地点間，分断された地点間の遺伝距離Pairwise Fst. Nは遺伝距離を算出した区間数
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