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研究成果の概要（和文）：　本研究では、蛇紋岩植物であるシュンジュギクについて、その進化の遺伝的背景お
よび土壌適応の分子機構を明らかにするための解析を行った。
　ミヤマヨメナとシュンジュギクを含む38集団について、核SSRによる集団構造解析を行った。解析の結果、全
体は地理的なまとまりを持つ3つのグループに分かれることが明らかになった。またシュンジュギクは、少なく
とも愛知と三重・高知で２回独立に平行進化したことが示唆された。また、RNA-seqによるリファレンス作成と
多型検出、遺伝子発現プロファイルの比較を行った結果、重金属耐性に関わると思われるGOを持つ遺伝子を探索
した所FRD3が候補に上がった。

研究成果の概要（英文）： In this study, we analyzed the genetic background of evolution and the 
molecular mechanism for serpentinous soil adaptation of Aster savatieri.
 Population structure analysis by SSR was performed on 38 populations including Aster savatieri and 
var. pygmaeus. As a result, it became clear that the whole is divided into three groups with 
geographical cohesion. Moreover, it was suggested that var. pygmaeus evolved independently at least 
twice in Aichi and Mie / Kochi.  In addition, as a result of reference preparation with RNA-seq, 
polymorphism detection, and comparison of gene expression profiles, FRD 3 was searched for as a 
result of searching for genes with GO related to heavy metal tolerance.

研究分野： 多様性生物学
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１．研究開始当初の背景	
	
	 種分化において、適応進化は重要な働きを
すると考えられる。しかし、野生植物の適応
進化による種分化プロセス研究において、生
理的特性の適応進化に関する詳細な研究例は
きわめて少ない。このような研究は、強い選
択圧を受ける環境下に生育し、近縁種、可能
なら同種内で比較可能な研究対象を選択して
ゲノム全体を比較することで可能と考える。
本研究では、このような条件を満たすシオン
属（キク科）のミヤマヨメナとその蛇紋岩地
帯に分布する変種であるシュンジュギクを対
象とする。従来の形態や遺伝変異の解析に加
え、最近急速に発展したゲノム解析技術を用
いて超塩基性土壌への適応に関与した遺伝的
変化を特定し、どのような選択圧によりどの
ようにして高ストレス環境への適応が起きて
いるかについて、自然選択や遺伝的浮動など
の進化的駆動力の役割の解析をゲノム全領域
について行うことにより、新たな環境への適
応進化について総合的に考察する。	
	
２．研究の目的	
	
	 キク科に属するミヤマヨメナ（Aster	
savatieri,	2n=2x=18）は、本州から九州ま
での湿潤な林床に生育する日本固有の多年
草である。またシュンジュギク	(var.	
pygmaeus,	2n=2x=18)は愛知・三重・高知県
の蛇紋岩地に隔離分布する矮性変種である。
本研究では、蛇紋岩植物であるシュンジュギ
クについて、その進化の遺伝的背景および土
壌適応の分子機構を明らかにするための解
析を行った。	
	
３．研究の方法	
	
遺伝構造の解析	
	
	 SSR（マイクロサテライト）プライマーを
作成するため、ミヤマヨメナについて
RNA-seq 解析を行い、平均 134bp 長の約 40	万
配列を得た。この配列をアセンプルした結果、
約 4	万の contig を得た。この配列に対し、
SSR 部位の検索を行って、1	00 個のプライマ
ーセットを作成した。ミヤマヨメナとその蛇
紋宕地域の変種のシュンジュギクについて、
このプライマーセットを試した結果、4	遺伝
子座について使用可能であった。この 4	遺伝
子座について集団サンプリングした試料に
ついて解析を行った。	
	
遺伝子発現プロファイルの比較．	
		
	 ミヤマヨメナとシュンジュキ、クの各 l	個
体の根から RNA	を抽出した後、次世代シーク
エンサーを用いて RNA-seq 法により、遺伝子
の発現遺伝子解析を行った。	
	

比較栽培実験	
	
	 栽培実験蛇紋岩土が生育に与える影響を
知るため、培養土あるいは蛇紋岩土（三重・
朝熊山）で、ミヤマヨメナを栽培した。	
	
４．研究成果	
	
系統解析と遺伝構造	
	
ミヤマヨメナについては近畿地方と中国地
方で 4	カ所、シュンジュギクについては四国
の高知県錦山にてサンプリングを行った。従
来のサンプルと合計すると、シュンジュギク
については現在知られているすべての産地
の 3	カ所（高知、伊勢、三河）、ミヤマヨメ
ナは、8	カ所となる。これらの集団サンプル
について以下のような調査・研究を行った。	
形態観察：各サンプルで、葉や頭花のサイ
ズ・形など、の形態的特徴について計測を行
い、種内の形態変異を調査した。その結果、
蛇紋岩地域の植物では、葉のサイズ、頭花サ
イズ、小花数が有意に小さいという結果が得
られた。	
	 ミヤマヨメナとシュンジュギクを含む 38
集団について、核マイクロサテライトマーカ
ーによる集団構造解析を行った。解析の結果、
全体は地理的なまとまりを持つ 3つのグルー
プに分かれることが明らかになった（１、日
本海側、２、愛知県、３、紀伊半島・四国・
中国地方）。またシュンジュギクは、非蛇紋
岩地のミヤマヨメナが蛇紋岩地帯に侵入し
て分化したものであり、少なくとも愛知と三
重・高知で２回独立に平行進化したことが示
唆された。（図 1〜3）。	
	

	

図 1.	葉緑体 DNA による集団間分化	



	

図 2.	核 SSR による集団間分化（日本全体）	

	

	

	

図 3.	核 SSR による集団間分化（拡大）．蛇
紋岩土壌に生育する集団を矢印で示す。	
	
RNA-seq によるリファレンス作成と多型検出、
遺伝子発現プロファイルの比較	
	
	 次世代シークエンサーによる発現定量解
析・多型解析のため、ミヤマヨメナとシュン
ジュギクについて、RNA シークエンシング
（RNA-seq）リファレンス配列を作成した。
また蛇紋岩適応に関わることが示唆されて
いる遺伝子がシュンジュギクでの蛇紋岩適
応に関わるかを検討するため、リファレンス
配列からミヤマヨメナホモログを選び、そこ
にシュンジュギクのリードをマップするこ
とで多型の検出を行なった。ミヤマヨメナ
MRS2-4とCAXl3ではシュンジュギクとの聞に
非同義多型が検出された。	
	 次に蛇紋岩植物シュンジュギクの土壌適
応に重要な役割を果たしたと考えられる遺
伝子候補を同定するため、RNA-seq 法を用い
たミヤマヨメナとシュンジュギクの根由来
の転写産物の網羅的比較解析を行った。ミヤ
マヨメナの根からmRNAを抽出してcDNA	ライ
ブラリを作成後、Illumina 社の次世代シーク
エンサーで 100	bp ペアエンドで配列を読ん

だ所 37	M のリードが得られた。これをアセ
ンブルして 74,818	contigs が得られ、プラ
ストサーチの結果 42,022	contigs	が、GO	
mapping	で、は 36,142	contigs がアノーテ
ーションされた。この結果に対し、ミヤマヨ
メナとシュンジュギクを、それぞれニッケル
を含まない培養土と 50μm 含む培養土で、育
てた根からの mRNA 配列をマッピングした。
その上で、ミヤマヨメナとシュンジュギクで
発現量が 5	倍以上異なる転写ユニット（遺伝
子）を抽出した所、Ni:	0μm 特有は 169 個、
Ni	:	50μm 特有が 62 個、両者で異なるもの
が 23 個となった。この中から重金属耐性に
関わると思われる GO	を持つ遺伝子を探索し
た所The	MATE	efflux	family	protein	(ferric	
reductase	defective3:	FRD3)が候補に上が
った。この遺伝子は、重金属をキレートする
ことで、重金属耐性に関わる可能性がある
（表 1,	2）	
	
表 1.	発現頻度の差異が大きな遺伝子の Gene	
Ontology	(GO)解析結果	

	

	

表 2.	シュンジュギクにおける高発現転写因
子（上位 11 遺伝子）	

	

	
比較栽培実験 
 
 栽培実験により、蛇紋岩土がミヤマヨメナおよ
の生育に与える影響を知るため、通常の培養土
あるいは三重・朝熊山で採取した蛇紋岩土を用
いて植物を栽培した。その結果、（１）蛇紋岩土
で栽培した植物は、常の培養土で栽培した植物
よりも成熟葉が早く枯れる、（２）蛇紋岩土でも、
新たな葉形成は播種後 4 ヶ月以降も止まらず、
全体が枯死することも少ない、（３）播種後 1 ヶ月
後の本葉第一葉の葉サイズおよび根の長さには
差がなかった。蛇紋岩土が、根や葉の形態形成
に直接与える影響は小さい可能性があることが
明らかになった。そのため、蛇紋岩土自体が、ミ



ヤマヨメナの生育を阻害する可能性が示唆され
た。 
 次にシュンジュギクの蛇紋岩土壌適応の仕組
みを解明するための解析を行った。まずミヤマヨ
メナとシュンジュギクの自生地土壌の含水率・窒
素および重金属含有量を調べたところ、シュン
ジュギク自生地土壌には重金属（Ni, Co, Cr, 
Mn）が多く含まれていた。重金属は、植物体内
に過剰に取り込まれると、酸化ストレスや栄養障
害を起こし有害であることが知られる。さらに異
なる濃度のニッケル溶液を用いた栽培実験で、
シュンジュギクは、ミヤマヨメナと比較して高いニ
ッケル耐性を持つことが示唆されたことから、シ
ュンジュギクの蛇紋岩適応には重金属（少なくと
もニッケル）に対する耐性の獲得が重要であっ
たと考えられる。 
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