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研究成果の概要（和文）：針葉樹スギ、ヌマスギで変種の分化の過程で起こった集団構造の変化を、各種約
１００個体で５０から１００程度の遺伝子領域の塩基配列を決定することにより推定した。変種間の分化はスギ
では３２万年から８５万年前、ヌマスギでは６５０万年前に起こっており、その後も変種間の遺伝子流動が続い
ていることが明らかになった。また小笠原固有種のシマイスノキでも父島と母島の集団間でこれらの変種間と同
様の遺伝的分化が進んでいることがわかった。

研究成果の概要（英文）：We inferred the past demographic history of two conifer species, Cryptomeria
 japonica and Taxodium distichum, using target amplicon sequencing of 50~100 genes in ca. 100 
individuals. We found that four genetic clusters of C. japonica populations diversified 0.32-0.85 
MYA and three clusters of T. distichum populations diversified 3.6-6.5 MYA, the estimates being much
 older than previously thought. We also investigated population structure of Distylium racemosum, an
 important component in Japanese broad-leaf evergreen forests, and its close relative, D. lepidotum,
 endemic to Ogasawara Islands, using amplicon sequencing. Although differentiation between Japanese 
populations of D. racemosum was weak, we found clear differentiation between D. racemosum and D. 
lepidotum and also differentiation between two populations of D. lepidotum. We found a few candidate
 genes for local adaptation in T. distichum and D. racemosum.

研究分野： 集団遺伝学

キーワード： 集団遺伝学　集団構造　自然淘汰　樹木集団　アンプリコンシークエンシング　イスノキ　スギ　ヌマ
スギ
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
これまでに集団の複数個体のサンプルから
得られた塩基配列データをもとに、最尤法や
ベイズ法を使って、その生物の過去の集団構
造や遺伝的パラメーターの推定、適応的淘汰
の検出等が行われてきた。これらの研究はサ
ンガー法によって得られたデータをもとに
しており、信頼度の高い配列情報に基づいて
いたが、この方法では解析できる遺伝子座数
を増やすことは難しく、単純なモデルを仮定
した集団構造の推定や、少数の適応淘汰候補
遺伝子の解析しか行うことが出来なかった。 
 次世代シークエンシング（ＮＧＳ）技術の
発展はこの状況を一変させ、ヒト、ショウジ
ョウバやアラビドプシシス等のモデル生物
では、複数個体で全ゲノム配列を決定する集
団ゲノミックス研究が可能となった。これに
より、詳細な過去の集団構造や過去に起こっ
た適応進化について多くの知見が得られる
ようになってきた。しかし全ゲノム配列を多
数個体でしかも高精度で決定することは、ま
だ費用の面から難しい。特に非モデル生物で
は基本情報となる参照ゲノム配列が存在せ
ず、またヒト等のように大量の配列決定が出
来ない。そこでゲノムのランダムな領域を増
幅する RAD 法等を用いてある程度ゲノムの
濃縮を行い、研究が進められてきた。しかし
RAD 法では、濃縮される領域を予め決めら
れない、全個体で同じ領域の配列が決定され
ないこと等により、サンガー法にによって得
られたような信頼度の高い配列アラインメ
ントデータを得ることは難しい。このためこ
れらの解析では、塩基多様度や遺伝的分化等
の単純な集団統計量と現在の集団構造の推
定しか行われておらず、生物集団の進化の理
解には不可欠な歴史的集団構造モデルのパ
ラメーター推定や、多くの遺伝子座での適応
淘汰の検出は行われていなかった。 
 
２．研究の目的 
(1)樹木種のアンプリコンシークエンシング
による集団遺伝学的解析 
対象種として我々のこれまでの研究から塩
基多様度や遺伝的分化の程度等が分かって
おり、近縁種もしくは変種間で形態などの分
化が見られる次の３樹種を選んだ。 
①ヌマスギ（Taxodium distichum） 
北アメリカの湿地に生育するヌマスギには、
流れの有る川岸に見られる bald cypress と、
流れの殆どない沼に見られる pond cypress
の２変種が存在する。我々のこれまでの研究
から、bald cypress ではフロリダとミシシッ
ピー川流域の集団間に弱い遺伝的分化が見
られ、また２変種間でも遺伝的分化が見られ
ることがわかっていた。しかしこれらの分化
がどのような集団の歴史を経て形作られた
かについては分かっていなかった。また２０
１２年に北アメリカは数十年来の干ばつに
見舞われ、ヌマスギ集団でも多くの個体で枯
損が見られた。個体間には枯損の程度の差が

見られたので、この種については乾燥耐性に
寄与する遺伝子を同定するために、枯損の程
度と乾燥耐性候補遺伝子についての関連解
析も行う。 
②スギ（Cryptomeria japonica） 
日本の固有種スギには、太平洋側に生育する
オモテスギと日本海側に生育するウラスギ
の２変種が存在する。津村らの研究から日本
の天然林ではそれぞれの変種中に更に遺伝
的に分化した２グループが存在することが
示唆されていた。しかしこれら４グループが
どのように形成されたか等についてはよく
分かっていなかった。 
③イスノキ（Distylium racemosum）とシマ
イスノキ（D. lepidotum） 
日本の照葉樹林に生育する高木極相種イス
ノキの集団は国内では殆ど分化していない
が、乾性低木林に生育し形態の異なる小笠原
固有の近縁種シマイスノキとの間には遺伝
的分化が見られることが予備的な研究で分
かっていた。しかしこれまでの解析では調べ
た遺伝子座数が少なく、詳細な過去の集団構
造モデルのパラメーター推定や、適応淘汰の
検出はできていなかった。 
 この研究ではＰＣＲ法によりゲノム中の
１００程度の遺伝子領域（〜５００塩基）を
約１００個体で増幅し、それらの領域の塩基
配列をＮＧＳにより決定する（アンプリコン
シークエンシング）。これにより一個体一領
域について平均１００以上のリード数を確
保して、精度の高い配列アラインメントデー
タを得る。このようにして得られたデータを
利用して、これらの種の過去の集団構造を推
定するとともに、適応淘汰の検出を行うこと
によって、これらの種や変種がどのように進
化して来たのかを明らかにする。 
(2)シークエンスデータの進化学的解析法に
関する研究 
ＮＧＳから得られる大量のデータを処理し
て、過去の集団構造の推定に耐えうる配列ア
ラインメントデータを得る必要がある。この
ためのパイプラインを構築し最適化する。ま
た過去の集団構造推定ではモデルに基づく
推定法を用いるが、使われるモデルでは何ら
かの簡略化が行われる。この簡略化の影響を
評価する理論的研究を行う。 
 
３．研究の方法 
(1)樹木種のアンプリコンシークエンシング
による集団遺伝学的解析 
各樹種でのサンプルされた個体数と場所は
次のとおりである。 
①ヌマスギ 
次の１２集団から各８個体、合計９６個体の
葉をサンプルした。 
bald cypress：テキサス２集団、ミシシッピ
ー川流域４集団、フロリダ３集団 
pond cypress：ミシシッピー川流域 1 集団、
フロリダ 2 集団 
②スギ 



津村らの研究から明らかになった遺伝的に
分化した４グループのそれぞれを代表する、
屋久島（オモテ）、静岡（オモテ）、立山（ウ
ラ）、青森（ウラ）の４集団からそれぞれ２
４個体、合計９６個体の葉をサンプルした。 
③イスノキ 
イスノキ：鹿児島、宮崎、福岡、対馬、高知
集団からそれぞれ１２個体をサンプルした。 
シマイスノキ：父島、母島集団からそれぞれ
２０個体、合計９６個体の葉をサンプルした。 
 これらの個体の葉のサンプルからＤＮＡ
を抽出した。ヌマスギとイスノキについては、
これまでに得られているＥＳＴ配列をもと
にして、新たにそれぞれ４７及び１４４遺伝
子領域を増幅するプライマーを設計した。ス
ギについてはすでに津村らが設計したもの
から、１４４遺伝子領域を増幅するプライマ
ーを選び使用した。これらのプライマーを使
って、まず各種１個体でサンガー法を使って
各遺伝子領域の配列を決定した。これらの塩
基配列は、参照配列として次に説明するＮＧ
Ｓから得られたデータ（今後リードと呼ぶ）
をマップ（各リードをそれぞれの遺伝子領域
ごとに集める作業）する際に使用した。 
 次に各個体のＤＮＡを使い、図１にあるよ
うな方法で２回ＰＣＲを行なって個体識別
インデックス配列やＮＧＳ用のアダプター
を付加し、遺伝子領域を増幅する。ヌマスギ
についてはこの反応を各個体、各遺伝子領域
で行なったが、個体数、遺伝子領域数の多い
スギとイスノキではフリューダイム社の
Access Array™ System を使用し、４８個
体・４８遺伝子領域の反応を同時に行なっ
た。 

 増幅したＤＮＡの濃度を調整し混合して
ＮＧＳライブラリーを作成し、ヌマスギは
454 GS-FLX、スギとイスノキは Illumina 社
の MiSeq を使用してＮＧＳを行なった。 
 各種で個体識別インデックスを使って個
体ごとにリードを分けたのち、ソフトウェア
FASTX Toolkit を使って Quality Score や長
さに基づいて、得られたリードの quality 
control を行なった。その後リードをソフトウ
エアBowtie 2またはBWAを使って参照配列
にマップした。このデータからソフトウエア
SAMtools を使い、各個体の各塩基サイトで
の遺伝子型を決定し、配列アラインメントを

得た。なおリード数が個体で１０以下となる
サイトの遺伝子型は欠損値とした。また各遺
伝子領域で、各集団が Hardy-Weinberg 平衡
（ＨＷＥ）となっているかをどうか指標にし
て、パラログ遺伝子（重複遺伝子）を持つ遺
伝子領域を除いた。なお NGS 解析を行った
中から少数個体、少数遺伝子座を選び、サン
ガー法による塩基配列決定を行って、ＮＧＳ
データのエラー率を推定した。 
 得られた配列データを用いて、遺伝子型の
主成分分析、ソフトウエア STRUCTURE を
使った集団構造解析を行い、各種でサンプル
した個体が遺伝的にどのようにグループ化
されるかを調べた後、塩基多様度、固定指数
（FST）、Tajima’s D などの集団遺伝学的統計
量を計算した。更にソフトウエア BayeScan
等を使い、集団間の分化の程度から適応的変
異を検出した。 
 Tajima’s D や BayeScan で自然淘汰が検
出されなかった遺伝子領域を中立進化遺伝
子と考え、ヌマスギとスギについてはソフト
ウエア Jaatha や fastsimcoal2 を使って、過
去の集団構造（集団の分岐年代、集団のサイ
ズ、遺伝子流動の程度）を推定した。 
 ２０１２年の北米での干ばつ後にテキサ
ス集団からサンプルしたヌマスギ９５個体
からＤＮＡを抽出し、乾燥耐性候補を含む１
４１遺伝子領域で、上記のスギの場合と同じ
方法でＮＧＳにより塩基配列を決定した。こ
れらの９５個体については干ばつ後の枯損
状況のデータもあるので、乾燥耐性遺伝子を
見つける目的で、枯損の程度と遺伝子型との
相関を調べた。 
(2)シークエンスデータの進化学的解析法に
関する研究 
集団サイズが周期的に変動する場合を想定
し、ソフトウエア ms を用いて遺伝子系図学
シミュレーションを行った。そのデータをも
とに、Tajima’s D の平均などの統計量を使
って変動の検出が可能かどうかを、変動周期、
変動幅、調べる遺伝子座数、変異量を変えて
調べた。 
 
４．研究成果 
(1)樹木種のアンプリコンシークエンシング
による集団遺伝学的解析 
①ヌマスギ 
９６個体４７遺伝子領域のＮＧＳデータを
得たが、ＨＷＥ検定等によってパラログを持
つ遺伝子領域を除いたため、最終的には３９
遺伝子領域の配列アラインメントを得るこ
とができた。サンガー法による配列との比較
を使った error 率の推定値は 0.04-0.13%だ
った。 
 このデータを使って現在の集団構造を解
析したところ、ミシシッピー及びテキサスの
bald cypress、フロリダの bald cypress、フ
ロリダの pond cypress の３グループに分か
れることがわかった。ミシシッピーの１pond 
cypress 集団は bald cypress 集団と同じグル



ープに属し形態情報からハイブリッド集団
である可能性が疑われたので、以後の解析か
ら除外した。BayeScan を使い適応変異の検出
を行なったところ、bald cypress の地域間で
は３遺伝子領域、変種間でも３遺伝子領域で
自然淘汰候補遺伝子領域が見つかった。 
 自然淘汰の候補遺伝子領域を除き、更に欠
損データが少ない３１遺伝子領域のデータ
を用いて、Jaatha により過去の集団構造を推
定した。その結果を図２に示してある。bald 
cypress の地域集団分岐は約３６０万年前に
起こり、その後ミシシッピー・テキサス集団
からフロリダへの遺伝子流動が続いている。
またミシシッピー・テキサス集団はサイズの
増大を続けている。一方変種の分岐は約６５
０万年前に起こり、分岐後も遺伝子流動が続
いている。また pond cypress は分岐後サイ
ズの拡大を続けている。これらの分岐は３０
０万年以上前で約１０万年の氷期サイクル
よりずっと長い時間スケールで起こってお
り、分岐後の遺伝子流動によって地域間、変
種間の中立遺伝子座での遺伝的分化が抑制
されている。また分岐後に bald cypress の
ミシシッピー・テキサス集団と pond cypress
で集団サイズの増大が起こっていることか
ら、フロリダの bald cypress 集団が新しい
生育地に進出することにより、新しい地域集
団や変種が形成されたことが推測された。 
 テキサス集団９５個体で干ばつ後の枯損
状況と、１４１遺伝子領域の相関を調べたが、
多重比較の補正を行なって有意となるＳＮ
Ｐは見つからなかった。一方同時に調べた樹
高と相関のあるＳＮＰが１個見つかった
（FDR=0.1）。有意ではないが樹高と枯損状況
には負の相関が見られるようなので、このＳ
ＮＰを含む遺伝子が乾燥耐性に関与してい
る可能性がある。 
②スギ 
９６個体１４３遺伝子領域のＮＧＳデータ
を得たが、ＨＷＥ検定等によってパラログを
持つ遺伝子領域が除かれたため、最終的には
９４個体１２０遺伝子領域のアラインメン
トデータを得ることができた。サンガー法に
よる配列との比較を使った error 率の推定
値は 0.08-0.15%だった。 
 このデータを使って現在の集団構造を解
析したところ、屋久島、静岡、立山＋青森の
３グループに分かれることがわかった。塩基
配列データから推定した同義塩基多様度や
FSTの平均値は、過去に少数の核遺伝子座を使
って推定された値とほぼ同じ値となった。
Tajima’s D が有意な値をとる遺伝子領域は
見つからなかった。また BayeScan を使った
適応変異の検出でも、適応淘汰候補遺伝子領
域は見つからなかった。 
 そこで各集団からそれぞれ選んだ１５個
体の１２０遺伝子領域のデータを用い、
fastsimcoal2 を使って４集団の過去の集団
構造の推定を行なった。その結果を図３に示
す。過去に現在の集団より大きな集団が存在

して約８５万年前に屋久島集団がそこから
分岐し、更に約３２万年前に他の３集団が分
岐したことが推定された。尤度比検定により
屋久島集団が他の集団より有意に前に分岐

したことも示された。更に隣接集団間の遺伝
子流動は現在も続いていることも推測され
た。屋久島集団が長い間分離されてきたこと
から、今回は検出することができなかったが、
この集団には地域適応変異が蓄積されてい
ると推測される。また屋久島集団を除く３集
団の分岐が、約１０万年前と考えられる直前
の間氷期ではなく、その２回前の間氷期に相
当する時期に起こったと推定されたことも
興味深い。 
③イスノキ 
９６個体１４３遺伝子領域のＮＧＳデータ
を得たが、ＨＷＥ検定等によりパラログを持
つ遺伝子領域が除かれたため、最終的には９
５個体の１１２遺伝子領域のデータを得る
ことができた。サンガー法を使った配列との
比較による error 率の推定値は 0.025%だっ
た。 
 このデータを使って現在の集団構造を主
成分分析により調べた。その結果、日本のイ
スノキ集団間には遺伝的分化がほとんどな
いが、シマイスノキとイスノキとの間には強
い遺伝的分化があり、またシマイスノキの中
でも父島と母島の集団間には遺伝的分化が
あることがわかった。実際に FSTの平均値は、
イスノキとシマイスノキ間で 0.31、イスノキ
集団間で 0.01-0.05、シマイスノキの父島・
母島集団間で 0.14 であった。 
 個々の遺伝子領域での FST値を見ていくと、
イスノキとシマイスノキの間で３領域、父島
と母島集団の間で１領域で、FST値が 0.7 を超
えることがわかった。このような遺伝子領域
は適応的な地域分化に寄与している可能性
がある。他の２樹種で行なった BayeScan を
使った解析を行い、これらの FST 値が統計的
に有意であるかどうかを確かめる必要があ
る。 
 ソフトウエア TreeMix を使い、マンサクを
外群とした解析では、イスノキ集団からシマ
イスノキ集団がまず分岐し、その後母島と父
島集団が分岐したと推定されたが、過去の集
団構造を知るために、今後 fastsimcoal2 を



使った解析を行う必要がある。 
(2)シークエンスデータの進化学的解析法に
関する研究 
fastsimcoal2 などを使って過去の集団構造
を推定する時には簡略化されたモデルを仮
定するが、その際に繰り返し起こる集団サイ
ズの変動など詳細な変化は取り入れられて
いない。そこで簡単な場合として、１集団で
の周期的なサイズ変動がどのように遺伝的
データに反映され、またその検出が可能かを
調べた。その結果、N 世代の間での変動回数
が 0.5 から 100 までの間の変動は、１００遺
伝子座程度のデータを得ると、Tajima’s D
の平均を使った方法でも fastsimcoal2 を使
った方法でもかなりの確率で検出が可能だ
が、それ以外の変動回数では検出できないこ
とがわかった。また集団サイズが小さい時点
で得たデータを使うと、検出力が低下するこ
ともわかった。ちなみに Tajima’s Dの平均
を使った方法と fastsimcoal2 を使った方法
は検出力がほとんど変わらないが、計算時間
は後者が７０倍ほどになる。このことからま
ず Tajima’s Dの平均を使って詳細な変動を
考慮するかどうかを判断した後にモデルを
構築し、そのモデルを使って過去の集団構造
を推定した方が効率的であることがわかっ
た。 
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