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研究成果の概要（和文）：本研究は、急速に種分化を遂げているため従来法では系統解析が困難な種群で、系統推定を
可能とする標準手法を確立することを目標とし、RAD法の応用による巨大データ取得の手法と、RNA-seq法の応用による
種分化関連遺伝子の探索の両方を試みた。RAD法の応用については、当初利用を試みた次世代シーケンサーGS Juniorで
は出力データ量が不足することが明らかになった。そこでよりデータ出力量の大きいシーケンサーHiseq2000を用いる
手法に切り替え、現在は解析結果待ちである。また、RNA-seqにより花の発現遺伝子を網羅的に読むことで、種分化に
関係する少数の遺伝子を絞り込むことにも成功した。

研究成果の概要（英文）：This study aimed to establish the standard methodologies for phylogenetic inferenc
es on the plant groups that underwent rapid species radiation. To this end, two next-generation-sequencer-
based methodologies were examined, i.e., RAD-seq and RNA-seq. In the earlier trial of the RAD-seq, we foun
d that the amount of the data output by GS Junior is far from that necessary for consistent phylogenetic s
tudy, so we switched to the use of Hiseq 2000. Now we have finished the library preparation and the data p
rocessing is underway. As for the RNA-seq, we analyzed the flower-expressed genes and succeeded to find so
me genes with unusual mode of molecular evolution, possibly because of their association with the plant sp
eciation process. The gene regions were found to have much more information than the standard genes used f
or the routine phylogenetic studies.
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１．研究開始当初の背景 
サンガー法による DNA 塩基配列決定法

が普及し、標準化された手法で簡便に分子系
統樹が得られるようになったことで、生物多
様性の記述やその進化史の可視化は劇的に
進んだ。一方で従来の分子系統学的手法の限
界も明らかになって来た。例えばアフリカ大
陸で急速に適応放散し、驚くべき種多様性を
誇るカワスズメ科魚類の系統進化のパター
ンを通常の分子系統学的手法でたどるのは
困難であり、また通常 DNA バーコード領域
として用いられているミトコンドリア COXI
領域などを用いても多くの種の識別には成
功しないことが分かっている (Seehausen 
2006)。同様の例は、動物ほど進化速度の大
きい汎用遺伝子領域を持たない植物ではよ
り深刻であり、これまでに提唱されている限
りにおいては種レベルでの DNA バーコーデ
ィングの成功率は高くない(Fazekas et al. 
2006)。また比較的種分化の歴史が浅い種群
においてその系統関係を少数の遺伝子領域
から推定することはほぼ絶望的である
(Meudt et al. 2009)。このように、生物多様
性の研究がより汎用性を獲得し核心に迫る
ためにも、方法論的ブレークスルーが求めら
れていた。 

 
２．研究の目的 
(1) 本研究は、急速に種分化を遂げており、
それゆえ従来法では系統解析が困難であっ
たような種群において大量データセットを
用いた系統推定を可能とするため、次世代シ
ーケンサーを活用した標準手法を探索する
ことを目的とした。特に、RAD 法を応用し、
従来の手法の 100-1000 倍の塩基配列量のデ
ータを用いる系統解析の標準的手法（図１）
を確立することを第１の目的とする。 
(2) これに加え、急速に多様化を遂げた分類
群において（例えばアフリカのカワスズメ科
魚類においてほぼ唯一種間で分化が見られ
るオプシン遺伝子のように）種を識別したり
高い解像度の系統樹が得られる数少ない
DNA 領域を探索し、検出することを第２の
目的とする。 
上記の研究により、本研究では、自然史研究、
特に集団や種の系統関係を解明する手段と
しての分子系統学に必要なデータを大量か
つ少コスト、少労力で得るための標準的方法
論を確立する、また次世代シーケンサーを自
然史研究分野に広く利用するためのモデル
となる研究を提案することを目指した。 
 
３．研究の方法 
(1) 材料としては、すでに系統解析の実績が
十分にあり、結果を評価しやすいユキノシタ
科チャルメルソウ属チャルメルソウ節およ
び、日本列島で５０種以上という顕著な種分
化を遂げているウマノスズクサ科カンアオ
イ属を用いた。チャルメルソウ類については
14 種 140 個体、カンアオイ類については 58

種 96 個体について DNA サンプルを調整し、
RAD-seq 法の手法に従ってペアドエンド法に
よる両端各 100 塩基対の配列決定を試みた。 
(2) また、これとは別に、種分化に直接関与
し、それゆえ急速な種分化プロセスを可視化
するのに有用と考えられる遺伝子領域を探
索することを目指した。チャルメルソウ類や
カンアオイ類では、送粉者が認識する花の匂
いを介在した種分化メカニズムが存在する
と考えられる。そこで、花の匂いに関連する
遺伝子を探索する目的で、チャルメルソウの
花で発現している遺伝子の網羅的シークエ
ンシングを GS Junior を用いて行った。チャ
ルメルソウ類ではテルペン類が花の匂いと
して重要な構成要素であるため、得られた配
列情報に対して tblastx を用い、シロイヌナ
ズナのテルペン合成酵素に近縁な配列を網
羅的に探索した。また本研究とは別に行って
いた SuperSAGE 法(Matsumura et al. 2003)
によって得られたデータを参考にし、これら
の遺伝子の花組織での発現の程度について
も検討した。 
 
４．研究成果 
(1) 当初 RADタグ法を出発点として検討した
が、異なるシーケンス反復の間で得られる配
列（遺伝子座）の再現性が乏しく、結果とし
て従来法の精度を大きく上回るような系統
解析に必要なデータ量を得ることができな
かった。いくつかの条件検討を試みたが、こ
れは次世代シーケンサーGS Junior の能力の
限界によるところが大きいと判断した。 
そこでこの研究は、よりデータ出力量の大き
いIllumina社のシーケンサーHiseq2000を用
いる手法に切り替えることとした。このため、
京都大学生態学研究センター・さきがけ研究
員永野淳氏との共同研究を行った。平成２５
年１２月にサンプルを送付し、ライブラリの
調整は完了したが、他の機器共同利用者のサ
ンプルが揃うまでシーケンス解析を発注で
きないため、２０１４年６月１日現在は解析
結果待ちの状況にある。（２０１４年７月デ
ータ取得予定）。 
(2) 一方で、これとは別に GS Junior の能力
でも可能な手法をあらためて探索すること
とした。その結果、花の発現遺伝子を網羅的
に読む RNA-seq の手法により、種分化に関係
する少数の遺伝子を絞り込むことに成功し
た。すなわち、発現上位の遺伝子の中で、花
の匂いに関連するテルペン合成酵素遺伝子
を 探 索 し た 結 果 、 Linalool/nerolidol 
synthaseに相同な遺伝子Mit-LISを同定する
ことができた。この遺伝子配列をもとにチャ
ルメルソウ属の系統解析を行ったところ、従
来の遺伝子領域では種間の系統関係を明ら
かにすることができなかった極めて近縁な
４種について、種の境界を正確に反映した系
統関係が得られた（図１）。これは本種群が
花の匂いが介在する種分化を遂げているた
めと考えられる。したがって、同様の進化メ



カニズムをもち急速に種分化を遂げている
カンアオイ属やカンコノキ属、テンナンショ
ウ属といった植物群にも同様の手法が応用
できると期待される。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
このように、当初の研究計画とは異なる手

法となったが、本プロジェクトによって２つ
の方向から次世代シーケンサーを用いた進
化系統解析の手法が考案、実行でき、大きな
成果が得られた。 
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図１：Mit-LIS を用いた日本産チャルメル

ソウ属の部分系統樹。通常の遺伝子では枠

で囲った４種を明確に区別することはで

きなかった。 
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