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研究成果の概要（和文）：ニューカレドニアにおける生物多様性の実態と創出メカニズムを明らかにするため
に、ニューカレドニアにおいて、多様な形質を示す30種程度に種分化しているOxera属（シソ科）を解析対象分
類群として、保全ゲノミクス的解析を行った。RNA-seqによって翻訳されている塩基配列情報を解読・解析する
ことで、種分化や環境適応に関与している可能性のある遺伝子座を推定した。Oxera属のほぼ全種について網羅
的なサンプリングを行い、縮約ゲノム情報を元に、有効な保全策につなげるために、種間関係、種内の遺伝的分
化、種内個体群の分岐時期と有効サイズなどを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In order to clarify the current situation of biodiversity in New Caledonia, 
we carried out conservation genomics analysis for semi-endemic genus Oxera (Lamiaceae) which 
consists of ca. 30 species with distinct traits in their morphology and ecology. By analyzing 
transcriptomes obtained from RNA-seq, we inferred several candidate loci that may be involved in 
speciation and environmental adaptation. In order to construct effective conservation measures, 
phylogeny of species, genetic differentiation between intraspecies populations, effective population
 sizes, demographic histories were inferred based on constructed genomic information for 
exhaustively collected samples of Oxera species and populations. 

研究分野：保全遺伝学

キーワード： 生物多様性保全　トランスクリプトーム　遺伝的分化　保全単位
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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 
 オーストラリア東方 1,500km の太平洋に
位置する仏領ニューカレドニアは、四国程度
の面積にもかかわらず、3,000 種を超える維
管束植物が生存しており、そのうち 77％が固
有種、属レベルで見ても 15％が固有属という、
驚くべき独自性を保持しており、生物多様性
の博物館とも呼ばれている。 
 ニューカレドニアは、急峻な地形が多いう
えに、降雨も島の東西で不均一である。また、
ニッケル等金属に富む超塩基性土壌が南部
を中心に分布している。これら複数の要因の
組合せによって、異なった微環境がモザイク
状に配置している。その微環境に適応して、
極端な例では一つの山地や斜面など、きわめ
て狭いエリアで種分化が起こり、固有種が成
立している。 
 生物多様性が高く、特徴的な固有種が多い
事に加え、その多くが比較的近年に種分化し、
更に、微環境に適応した局所固有種も多数存
在することから、ニューカレドニアは種分化
や生物多様性創出機構を解析する上で理想
的な場所といえる。しかし、その生物多様性
は、鉱業採掘等の人為インパクトによって危
機的状況にあり、遺伝解析に基づく合理的な
保全が早急に必要である。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、ニューカレドニアにおいて種分
化が進み、20種もの多様な固有種が属内に含
まれるシソ科の Oxcera 属を対象に、次世代
シーケンサーを用いて、 (1) RNA-seqで種間
のトランスクリプトーム比較を行い種分化
プロセスの解析を行うとともに、(2) 集団レ
ベルではRAD-seqやMIG-seqによる縮約さ
れたゲノム情報をもとに、保全ゲノミクス解
析を行うことで、種間と種内の個体群におけ
る遺伝的関係、遺伝的空間構造を把握し、適
切な保全単位を明らかにする。これらのアプ
ローチを通して、ニューカレドニアにおける
生物多様性創出機構の解析と、適切な保全対
策に生かすことのできる遺伝的情報を得る
ことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)RNA-seq のトランスクリプトーム解析に
よる解析では、Oxera 属 14 種を対象に成葉お
よび花組織を現地にて採取し、RNA の抽出を
行った。シークエンスには Hiseq2000(イルミ
ナ社)を用い、100bp ペアエンドでデータを取
得した。得られた発現遺伝子の塩基配列情報
は、クリーニングとトリミングを行ったのち、
種毎に de novo アセンブルを行った。その後
CD-HITを用いてクラスタリングを行いOxera
属の代表配列を作成した。代表配列のうち、
アミノ酸配列の長さが 100（300bp）以下のも
のおよび nr データベースへの blast 解析で
緑色植物に相同性の認められない配列は除
外した。 
 得られた代表配列を元に、種間の多型サイ

トを検出し、以降の解析に用いた。種間の変
異については、同義置換、非同義置換の比を
計算し、遺伝子系統樹のある枝で正の自然選
択が働いたかどうかを検定する枝モデルに
よって解析を行った（PAML(Yang, Z 1997)）。
自然選択が検出された遺伝子に関しては、
TAIR10 データベースに対する相同性検索に
より機能を推定した。 
 
(2)ゲノムの縮約解読は RAD-seq および、研
究分担者らが開発した MIG-seq（Suyama & 
Matsuki 2015）を用いて行った。 
 RAD-seq はゲノム情報のない生物を対象に、
制限酵素処理したゲノム断片を解読するこ
とで、ゲノム全体を縮約解読するものであり、
数千〜数万遺伝子座の情報を得ることがで
きるが、解析には高品質の試料が必要である。
これに対して、MIG-seq は解析遺伝子座数は
数百〜数千と少ないものの、短期間で安価・
簡便に数百座程度以上の SNP(一塩基多型)マ
ーカーを得ることができるものである。 
 そこで、本研究における比較保全ゲノミク
ス解析として、少数サンプルを対象として多
数の座を対象とした解析を行うためには
RAD-seq 法を用い、多数のサンプルを対象と
する解析にはMIG-seq法を用いることとして
手法を使い分けた。 
 ゲノム縮約情報解読のために、ニューカレ
ドニア（一部バヌアツを含む）に生育する
Oxera 属 28 種（6種の推定新種を含む）の 139
集団から計 1050 個体の葉サンプルを採取し
た。なお、このうち O. balladica（34 集団
467 個体）、O. pancheri（12 集団 132 個体）、
O. rugosa（4 集団 60 個体）については、既
知の全集団からほぼ全個体を対象として葉
サンプルを採取し、種全体の遺伝的情報を解
析可能なサンプルとした。 
 
４．研究成果 
(1) トランスクリプトーム解析に関しては、
RNA 解読の結果、1種あたり平均 86.2 Mbp の
情報が得られ、アセンブルを行った結果、平
均 73,000 のコンティグにまとまり、平均配
列長は 821.5 bp となった(表 1)。 
 このうち、系統関係の明らかになっている
4種（O. robusta, O. inodora, O. pancheri 
N'go, O. microcalyx）の情報を用いてクラ
スタリングおよび読み枠予測を行った結果、
約 76,000 の代表配列を得た。4種揃ってデー
タが得られ、種間で多型の見つかった約
30000の遺伝子に関してdN/dS解析を行った。 
 遺伝子系統樹のある枝で正の自然選択が
働いたかどうかを検定する枝モデルの元で
解析した結果、それぞれの種を分ける枝にお
いて、計 70 遺伝子で有意な正の自然選択が
検出された（図 1）。 
 TAIR10 データベースに対する相同性検索
の結果、これらの遺伝子には金属や硫酸塩な
どの輸送に関わると予想される遺伝子が複
数含まれていた（表 2）。 



 NC はニッケルの貫入によって生じた超塩基
性土壌が島内全域に複雑に分布しており、本
属の種分化に土壌環境に対する適応が重要
な役割を果たしている可能性が示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1. PAML 解析により各枝で検出された正の
自然選択が働いた遺伝子座の数 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
(2)ゲノム縮約解読による比較保全ゲノミク
スに関して、まず、Oxera 属 28 種の種間関係
を明らかにした。全 1,010 サンプルを対象と
してゲノムワイドな塩基配列情報を取得し、
得られた 2,655 の SNP 座をもとにクラスター
解析したところ、これまでに推定されていた
情報によく合致した種間関係情報が得られ
た。ここでは、そのうちごく一部のデータで
ある 14種 186 サンプルから得られた 1685 の
SNP 座を用い、サンプル間の遺伝的関係を二
次元平面上に配置した主座標分析図を示す
（図 2）。異なるシンボルで示された各種のサ
ンプルが、それぞれ種ごとに明瞭なクラスタ
ーを形成し、近縁な種間は近い位置に配置さ
れた（例えば図左端では、近縁とされている
新種と O. coronata がごく近い位置に配置さ
れている）。これらの情報を用いれば分岐図
による系統関係の推定も可能であり、現在は
得られた結果の詳細な検討を行っている。 
 

図 2 Oxera 属 14 種（推定新種 3種を含む）
186 サンプルを対象とした MIG-seq 分析によ
って得られた 1685 の SNP に基づく主座標分
析図。異なるシンボルは異なる種を表す）。 
 
(3) O. balladica は、ニューカレドニアの広
範囲に分布する種であるが、地域ごとに局所
的な小集団として存在し、また、それぞれの
小集団には外部形態や環境適応において分
化したと考えられる個体が生育している。こ
れらの個体について、適切な保全単位を明ら
かにするために、ゲノム縮約解読情報を用い
て集団遺伝学的解析を行った。その結果、大
きく分けて島の北部・中部・南部で遺伝的に
明瞭な違いが認められた（図 3）。 
 また、島の北部・中部・南部それぞれの地
域内においても、ほとんどの分集団ごとに異
なった遺伝的組成が存在していた。ここでは、
一例として南部地域における遺伝的地域性
を示す遺伝的集団構造解析（ストラクチャー
解析）の結果を示す（図 4）。 
 O. baladica と同様にして、既知の全分布

Species name Number of Genes Av. contig length

O. robusta 67,918 890.1
O. inodora 63,927 818.4
O. pancheri N'go 71,512 869.1
O. pancheri kuebini 74,367 877.7
O. microcalyx 62,255 796.7
O. gohapin1 73,956 1017.4
O. gohapin2 72,919 804.4
O. puruchella 62,872 720.2
O. geroensis 72,922 723.2
O. baladica 100,451 785.7

O. macrocalyx 79,475 733.1

表1. Oxera属の発現遺伝子のアセンブルの結果（Trinity
assembler (Grabherr et al., 2011)）



集団を対象とした解析を行った O. pancheri
および O. rugosa についても、同様に明瞭な
遺伝的地域集団分化が認められた。これらの
結果により、各地域集団を異なる単位として
保全する必要性が裏付けられた。 
 
 

 
図 3 ニューカレドニアの各所に分布するO. 
baladica の全既知集団（地図上に丸で表示）
から採取した 467個体の 1,685 個の SNP 座の
情報に基づく主座標分析図（右上）。点およ
び背景の楕円の色は、地図上の点および楕円
の色に対応し、島の北部・中部・南部で遺伝
的に異なることが示された。 
 
 

 
図 4 ニューカレドニア南部に分布する O. 
baladica の 7 集団（図内に太線の縦棒で境界
を表示）の個体の SNP 座の情報に基づく遺伝
的集団構造解析（ストラクチャー解析）。各
個体内の遺伝的組成を、個体ごとに細い縦長
の 100%積上縦棒グラフで色分けして表して
いる。ここでは、7 つの遺伝的要素の割合を
表示しており、色の違いが遺伝的違いを示し
ている。 
 
 
(4)ニューカレドニア全域に分布する O. 
baladica は、MIG-seq や RAD-seq の縮約ゲノ
ム情報に基づいた解析で、大きく南北集団に
分断されることが明らかになった。これら 2
集団について、RAD-seq から得られた情報を
もとにコアレセント解析を行い、集団サイズ
の変遷、南北集団の分岐時期と分岐時の集団
サイズなどを推定した。 
 その結果、分岐時期は 113 世代前であり、
北部集団の方が南部集団よりも有効サイズ
が 10 倍近く高いことが明らかになった (図
5)。 
 

 
図 5 DIYABC (2.1.0, Cornuet et al. 2014)
による O. baladica 南北集団の分岐時期、有
効集団サイズの推定 
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