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研究成果の概要（和文）：北海道大学苫小牧研究林の林冠観測用クレーンシステムを利用して樹高約20m，樹齢150年以
上のミズナラとカエデを対象に，異なる枝位置から各3反復ずつ葉と花組織の採取を行った．得られたサンプルから全D
NAを抽出し，次世代シーケンサーを用いて大規模塩基配列を取得した結果，約1500遺伝子座において総数100,000塩基
の配列情報を取得した．塩基置換が生じた配列を探索した結果，同一個体あたり最大2個の突然変異が検出された．突
然変異が観察された位置を分析した結果，一度突然変異が生じるとそれは後に形成された枝に引き継がれていることが
確認されたため，同一個体内におけるモザイク状ゲノム構成の存在が示唆された．

研究成果の概要（英文）：Leaf and flower tissues were collected from the different branches of Japanese 
oak and maple of more than 100 years old using the Tomakomai Experimental Forest canopy observation crane 
system at Hokkaido University. The age of each branche was estimated by tree ring observation using 
fallen trees in Uryu Experimental Forest of Hokkaido University. Total DNA was extracted from each sample 
and genome sequence data of more than 100,000 bases at 1500 locus was obtained using the next generation 
sequencers installed in Tohoku University. Based on these sequence data, we found at least two mutations 
per the same individual. These mutations were carried over to new branches, implying the coexistence of 
cells with different genetic composition within an individual.
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１．研究開始当初の背景 

通常, 多細胞生物の個体を形作る細胞の核

内には, 同一のゲノム情報が格納されてい

ると考えられている．しかし，DNA 複製時に

おいては複製エラーが発生し，ごく低確率で

体細胞突然変異が生じる．ゲノムの体細胞間

変異の存在は，近年の次世代シーケンサーの

出現によってようやく実証可能になってき

た．例えば,無限回の分裂が可能な動物ガン

細胞においては,同一個体由来の細胞にお

いても塩基配列の変異が認められ,大きく

3 つの集団に分類可能であると報告されて

いる.このことは,これまで考えられてきた

以上に,個体を形作る細胞の遺伝情報は多

様であり,その多様性が細胞の形態や機能

の発現に影響を与える可能性を示唆してい

る.申請者らは，世代時間が長く細胞あたり

ほぼ無限に分裂可能な樹木において，ゲノム

の体細胞間変異は無視できないほど蓄積さ

れていると考えた．また，動物と異なり生殖

細胞が隔離されない植物では，体細胞で蓄積

された変異は次世代に受け継がれることが

可能である．このことは、ゲノムに蓄積され

た体細胞変異が，より多様な次世代を創出す

る機構となり得ることを意味している．樹木

におけるゲノムの体細胞間変異の存在は，ブ

ナとサクラの葉を用いた分析によって近年

検証されつつあるが（Deepti et al. 2013）,

このゲノムの体細胞間変異自体を，動けない

植物が多様性を創出する戦略としてとらえ，

それを実証しようと試みる研究はこれまで

にない. 

 

２．研究の目的 

本研究では, 複数の植物種において樹齢 100

年以上の巨木を対象に, 樹形構造の分析, 

同一個体内の葉と花組織をもとにした次世

代シーケンサーを用いた大規模塩基配列情

報の取得, 遺伝的距離と物理的距離の相関

分析を進めることによって, 同一個体内に

存在するゲノムの体細胞間変異を定量化し, 

異なる体細胞分裂毎に蓄積された変異が次

世代に伝わるかどうかを実証し, 体細胞変

異に由来する多様性創出機構仮説を検証す

る. ゲノムの体細胞間変異は,世代時間の

短いモデル生物では検出することが難し

く見過ごされてきた現象である.本研究で

対象とする,世代時間が長くかつ無限に

分裂可能な細胞からなる樹木において,

その存在を実証できれば,植物に特徴的な

多様性創出機構の発見や,進化や種の概念

の一般化に繋がる. 
 
３．研究の方法 

北海道大学苫小牧研究林の林冠観測用クレ

ーンシステムを利用して, 樹高約 20m,樹齢

100 年以上の対象木の異なる枝位置から各 3

反復ずつ葉と花組織の採取を行う. 森林の 3

次元スキャンデータを活用し, サンプル採

取位置間の物理的距離を算出する. また, 

伐倒木を利用して年輪から各枝の分岐年代

を推定することで，サンプル間の年代差も算

出する. 得られたサンプルから全DNAを抽出

し, 東北大学に設置された次世代シーケン

サーを用いて大規模塩基配列を取得する. 

この際, ゲノム内の多数の領域の塩基配列

を並列的に解析可能なRAD-seq法を基にした, 

コスト削減を目的に独自に改良した分析方

法を用いる. サンプル間の物理的距離およ

び年代差と遺伝的距離の関係を分析し, 突

然変異頻度を種毎に算出する. 葉サンプル

の解析で十分な細胞間変異が検出された組

み合わせの枝の花組織を対象として花粉を

分離し, 体細胞と生殖細胞の配列を比較す

ることで生殖細胞への変異の伝達を実証す

る. 

 

４．研究成果 

北海道大学苫小牧研究林と雨竜研究林の2調

査地において, 樹齢 150～220 年以上のイタ

ヤカエデ 3個体, ミズナラ 5個体の異なる枝

先 8～11箇所から DNA分析用の葉サンプルを



採取した. 採取した葉から DNA を抽出し,ゲ

ノム中の複数の単純反復配列に挟まれた数

千の領域をPCR増幅した. 次世代シーケンサ

ーを用いて, 増幅領域の両端 80 塩基の配列

を決定し, 塩基置換による突然変異の検出

を行った. 各個体から得られた座数は 921～

1606 座で, それぞれ 10 万塩基程度を解析し

た. 

 その結果, イタヤカエデ1個体, ミズナラ

2個体で1～2個の変異がそれぞれ検出された

（図 1）.苫小牧研究林では 3D スキャニング

データを用いて, 3 次元座標プロットを表示

することで, 個体内において突然変異の見

られた枝先を視覚化した．雨竜研究林では伐

倒木内の枝の分岐後年数の計測から，年あた

りの塩基置換突然変異率は年あたりおよそ

1×10−７～1×10−８であると算出された. 

 

 

図 1: 雨竜研究林の伐倒木ミズナラを用いた分析結果．2

タイプの突然変異が観測された． 

 

 以上の結果から, 次世代シーケンサーを用

いた本研究において, 樹木個体内の体細胞ゲ

ノム変異の検出が可能なことが確かめられた. 

今後も本研究を推進して対象座数を増やし, 

より多くの突然変異を検出し, 分岐後年数や

組織間距離と突然変異の関係を明らかにする

ことで，個体内の体細胞間ゲノム変異の全体

像に迫る. 
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