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研究成果の概要（和文）： 

 本研究では、適応放散的種分化がおきている小笠原固有植物を最新ゲノム解析技術を使
用することにより、従来の研究手法では困難であった適応放散的種分化をもたらした遺伝
的変異の特定を試みた。 
 ヘラナレン、コヘナラレン、アゼトウナ、ヤクシソウについて RNAseq 法により解析を行った。
その結果得られた遺伝子配列を対象にして、ヘラナレンとコヘラナレンで有意に発現量の異な
る遺伝子の相互比較を行った結果、１つのフラボノイド合成系の遺伝子候補に挙がった。また、
1 年生草本のヤクシソウと比較して、発現が有意に異なる遺伝子を探索した結果、2 個が維管束
形成に関与する遺伝子であった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
     In this study, endemic plant species of Bonin Islands with adaptive radiation 
t have been analysed using the genome technology. 
     Using RNAseq method, Crepidiastrum linguifolium，C。 grandicollum, C。 
keiskeanum, and  Paraixeris denticulate were analyzed with the next generation 
sequencer.  As a result of detecting the genes with significantly differing expression 
levels between two endemic species of Crepidiastrum, C. linguifolium and C. 
grandicollum,, we found one gene which were the candidate gene for flavonoid 
biosynthesis. Further, we compared with Paraixeris denticulate, an annual herb of 
closely related genus of Crepidiastrum, for detecting genes with different of expression 
level between them. As a result, we detected two genes involved in vascular 
differentiation. 
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１．研究開始当初の背景 

 

 適応放散的種分化とは、祖先種が多様な環
境に進出し、その後の適応などにより複数の
種に種分化する現象である。そのため形態
的・生態的に異なる近縁種が、比較的狭い地
域に分布するという独特の生物相を作り上
げる。このような種分化は大洋島でよく見ら
れ、ガラパゴス諸島のダーウィンフィンチや
ハワイ諸島の銀剣草類などは有名であり、昔
から生物進化の研究対象として多くの生物
学者の興味を引いてきた。 
 ダーウィン以来、適応放散的種分化につい
ては数多くの研究が行われてきたが、初期の
研究は各種群の形態的変異や生態的・生理的
特性などの記述がほとんどであった。近年、
分子情報が使用できるようになって、種間や
種内の遺伝的変異性や系統関係の解析が可
能になり、多くの適応放散的種分化を遂げた
生物群について進化的研究がされてきた。し
かし、これまでの研究は分子情報を遺伝的マ
ーカーとして用いたものがほとんどであり、
実際にどのような遺伝的変化により種分化
がもたらされたか（至近要因）や、その際に
働いた進化的駆動力（正の自然選択、純化選
択、遺伝的浮動など）は何か（究極要因）と
いうような進化メカニズムにまで踏み込ん
だ実証研究はほとんど例がない。また、そも
そも大洋島での「適応放散」が本当に適応現
象を基にして起こっているかの検証も行わ
れていない。 

 研究代表者らは小笠原諸島における植物
の適応放散の研究に取り組んできており、固
有植物の起源や島嶼内での分化についての
研究を行ってきた。その結果、いくつもの固
有種群の系統関係と遺伝的多様性の解析を
通じて、小笠原諸島で適応放散した固有種間
では遺伝的差異が非常に小さいにもかかわ
らず、大きな形態的・生態的な差異が生じて
きていること、種内の遺伝的多様性は低いこ
となどを明らかにした（Ito and Ono, 1990, Ito 

and Pak, 1996, Ito,1998, Ito et al., 1998）。しかし、
種間の差異が実際にどのような遺伝的変化
でもたらされたかや、適応放散の進化的駆動
力については明確に出来ず今後の課題とし
て残されていた。 

 

２．研究の目的 

  
 最近の遺伝子／ゲノム解析技術の発展に
より、モデル生物でなくてもゲノム全領域
の遺伝情報にアクセス可能になった。特に
次世代シークエンサーを使用することによ
り、短時間に多量の遺伝情報を得て詳細な
比較解析をすることが可能になった。本研
究では、このような最新ゲノム解析技術を

使用することにより、従来の研究手法では
困難であった適応放散的種分化をもたらし
た遺伝的変異の特定を試みる。さらに現存
の各種集団の遺伝的変異を抽出し、自然選
択圧や遺伝的浮動などの進化的変化をもた
らす作用がどのように働いて適応放散が起
きたかを解析する。さらに、その結果と対
象植物群の生態的特性の野外観察や野外実
験の結果と統合して考察を行う。このよう
に対象種群の種分化・適応進化の至近要因
と究極要因の両面から切り込むことにより、
適応放散的種分化という進化現象を総合的
に理解しようとするのが本研究の目的であ
る 
 

３．研究の方法 

 

（１）植物試料 
 研究に用いた植物のサンプルは、小笠原固
有種のヘラナレンとコヘラナレンについて
は、東京大学大学院理学研究科附属植物園で
系統保存用の栽培株を用いた(図１)。アゼト
ウナおよびヤクシソウは野外の自生株より
試料を得た（表１）。全種について、開花前
のつぼみを採取し、液体窒素で凍結後、 RNA
抽出まで-80℃にて保存した（表１）。また、
ヘラナレンについては葉を同様に処理した。
また、全種について DNA 抽出用の葉を採取し
た。 
  
（２）DNA の抽出 
 系統関係を解析するため、DNA の抽出を
CTAB 法により行い、配列決定用の DNA 精製を
行った。 
 
（３）mRNA の抽出と配列決定 
 RNA は-80℃で保存したサンプルを用いて、 
RNeasy(QIAGEN) により total RNA を抽出し
た。total RNA は BGI に委託し、 mRNA を分
離、cDNA ライブラリ作成後、 Ilmina HiSeq
により配列を決定した。 
 
（４）nrITS の塩基配列決定 
 本研究で使用する試料および他のアゼト
ウナ属とヤクシソウ属の植物から抽出した 
DNA を用いて、核リボゾームの internal 
transcribed spacers （ITS）領域を対象に
したプライマーを使用して、PCR 法により対
象領域を増幅した。増幅した DNA は CEQ8000
（ベックマン・コールター社）を使用して塩
基配列を決定した。 
  
（５）系統樹の作製 
 核 rDNA の ITS 領域の DNA 塩基配列に基づい
て系統樹を作製することにより、アゼトウナ
属およびヤクシソウ属の系統関係を推定し



た。本研究の対象種において決定した ITS 領
域の DNA 塩基配列について、ClustalW を用い
てアライメントを行い、系統樹作製のデータ
とした。系統樹作製には近隣接合法、最節約
法、最尤法（PAUP*を使用）、ベイズ法
（Mr.Bayes）を用いて行った。 
 

 

図１．小笠原産アゼトウナ植物のコヘラナレ
ン（左）とヘラナレン（右）（キク科）。ヘラ
ナレンは木本であるのに対し、コヘラナレン
は草本植物である。 
 
表１．研究に用いた試料 

種名 産地 

ヘラナレン 
東京大学大学院理学系研究科 

附属植物園栽培（小笠原父島差） 

コヘナラレン 
東京大学大学院理学系研究科 

附属植物園栽培（小笠原父島差） 

アゼトウナ 高知県足摺岬 

ヤクシソウ 千葉県千葉市 

 
４．研究成果 
（１）結果 
  a. アゼトウナ属の系統 
 核ゲノムリボゾームの ITS 領域の DNA 塩基
配列に基づいて、アゼトウナ属およびヤクシ
ソウ属の分子系統樹を構築した。4 種の異な
る系統樹作成法（最節約法、最尤法、ベイズ
法）を用いて得られた各系統樹のトポロジー
はほぼ一致した。その中で近隣接合法による
系統樹を図１に示す。 
 
 b. 次世代シークエンサーによる RNAseq 法
により遺伝子配列および発現解析 
 小笠原固有種のヘラナレン、コヘナラレン
および、アゼトウナ属の小笠原固有種の姉妹
群にあたるアゼトウナと、アゼトウナ属に近
縁であると推定されているヤクシソウ属の
ヤクシソウについて、花のつぼみから全 RNA
を抽出し精製後に mRNA のみを分離し、cDNA
ライブラリーを作成し、次世代シークエンサ
ーにより、配列決定を行った。また、ヘラナ
レンについては葉からの抽出 RNA からの解析
も行った。それぞれについて塩基を読んだ結
果、ヘラナレン、コヘナラレン、アゼトウナ
について、それぞれ約 3600 万、4200 万、5400
万、6400 万の 100bp のリードができ、アライ
メントの結果、14,532、15,325、16,687、

14,547 本の異なる配列を得た。の配列が得ら
れた。また、ヘラナレンの葉については、約
2530 万のリードで、12,423 の配列を得た。
それぞれの配列について、BLAST プログラム
を用いて既知配列との相同性を検索し、それ
ぞれの種についてそれらをデータベース化
した。 
 
c. アゼトウナ属の遺伝子配列の種間比較 
 ヘラナレン、コヘナラレン、アゼトウナで
検出された。それぞれ 14,532、15,325、16,687
の配列から、類似配列を検出し、種により発
現が有意に異なる配列を抽出した。２段階の
スクリーニングの結果、ヘラナレン vs コヘ
ナラレンで 5個、ヘラナレン vs アゼトウナ
で 32 個、コヘナラレン vs アゼトウナで２
３個の候補遺伝子を得た。 
 アゼトウナ属の姉妹属にあたるヤクシソウ
属のヤクシソウにおいてRNAseqで得られた
14,547個の有意に異なる配列をヘラナレン、
コヘナラレンと比較し、発現量が異なる遺伝
子を探索した結果、ヤクシソウ vs コヘナラ
レンで35個、ヤクシソウ vsヘナラレンで38
個の候補遺伝子を検出した。また、両者で共
通していた遺伝子は28個であった。これらを
対象にして、GeneBankに登録されている既知
の遺伝子のDNA配列データベースに対して相
相同性検索（Blast検索）を実行した。その結
果、対象遺伝子の中で2個の遺伝子は、植物の
維管束形成に関与する遺伝子が最も近い配列
のものであった。 
 
 

 

図１．核ゲノムリボゾームのITS領域のDNA塩
基配列に基づくアゼトウナ属およびヤクシソ
ウ属の系統樹。 

 

（２）考察 

 RNAseqで得られた遺伝子配列を対象にして、
ヘラナレンとコヘラナレンで有意に発現量の
異なる遺伝子の相互比較を行って５個の遺伝



子が得られた。これらの有意に異なる遺伝子
配列をリアルタイムPCR法により2次スクリー
ニングした結果、２つのポジティブな遺伝子
の同定に成功した。そのうちの１つを既存の
遺伝子とBlast検索により探索を行った結果、
１つのフラボノイド合成系の遺伝子候補に挙
がった。この結果は、この遺伝子の発現の変
化により、アゼトウナ属小笠原固有種の形質
変化が引き起こされている可能性が示唆する
ものである。 
 木本であるヘラナレンと1年生草本のヤク
シソウについて、発現が有意に異なる遺伝子
が28個であり、これらをBlast検索した結果、
この内の2個が維管束形成に関与する遺伝子
であった。本研究ではこれらの遺伝子が、ヘ
ラナレンでどのような部位で発現し、どのよ
うな機能を果たしているかは明らかにできて
いないが、小笠原諸島で独自に木本化がおき
ているアゼトウナ属の進化過程にこれらの遺
伝子が関わっていることが示唆される結果で
ある。 
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