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研究成果の概要（和文）：本研究により、次世代シーケンスデータを使って、ヤブソテツの葉緑体全長配列を決
定することに成功した。また、ヤブソテツのミトコンドリアゲノムのうち、主要な遺伝子の全長配列を決定する
ことができた。しかし、ミトコンドリアゲノムに構造的な複数の構造（マルチパータイト構造）が存在する可能
性が強く示され、当初の計画通りの遺伝子間領域を全て含む完全なミトコンドリアゲノム配列は決定に至らなか
った。今後、より長いDNA断片からのシーケンスデータを利用することにより、完全な配列が得られることが期
待できる。

研究成果の概要（英文）：In this study, we succeeded in determining the full length sequence of 
chloroplast of Cyrtomium fortunei by Next Generation Sequencing data (NGS). In mitochondrial 
genomes, we were able to determine the full length sequence of the major genes. But, the complete 
mitochondrial genome sequence which containing all the intergenic regions as originally planned 
could not be determined. Because, there may be multiple structural polymorphism (multipartite 
structure) in the mitochondrial genome. 

研究分野： 植物系統分類学
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１．研究開始当初の背景 
 次世代シーケンサーから得られる大量の配
列データをもとにした、遺伝マーカーの開発
や活用が盛んになった。特に津村 &  陶山 
編 （2012） 「森の分子生態学 2」 をは
じめとした邦文の解説書が続々と刊行され、
今後とも研究が促進されていくとおもわれ
る。対象生物種のゲノム配列を次世代シーケ
ンサーで解読し、そこからマイクロサテライ
ト(SSR)や一塩基多型（SNP）を探し出す方
法は、従来のマーカー開発に比べても簡便で
あり、かつ時間的・費用的なコストからも優
れている。しかし、例えば集団内のクローン
多型の把握や連鎖解析を考えた場合、開発し
た遺伝マーカーの中にオルガネラ（葉緑体や
ミトコンドリア）の領域から作られたマーカ
ーが混ざってしまった場合、結果を正しく評
価することは難しくなると考えられる。 
 申請者はこれまでに、ヤブソテツ（オシダ
科）を材料に、無性生殖の一種である無配生
殖系統で遺伝的分離による新たなクローン
多型の創出の可能性を研究してきた。申請者
は核 pgiC 遺伝子の塩基配列を指標に親-次世
代個体間で遺伝型を比較し、2〜4%で同祖性
染色体の対合による遺伝的分離により新た
なクローンが生じたと考えられる結果を得
た。（Ootsuki et al. 2012） 
 さらに、Ootsuki et al. (2012) では pgiC
の一つの領域でしか遺伝的分離を検証して
いなかったことから、より多くの核にコード
されている遺伝マーカーを開発し、比較する
ことを試みた。次世代シーケンサーのロッシ
ュ社 454 システムを活用し、無調整（核、オ
ルガネラどちらも含む）の DNA から配列を
得て、そこからマーカーを開発した（マーカ
ー開発法については、大槻ら 2012 日本植
物分類学会第 11 回大会にて発表）。次世代胞
子体個体を 96 個体用意し、親個体との間で
新たに開発した 9個の遺伝マーカーで比較を
行った。その結果、約 7%の次世代胞子体個
体はそれぞれ一箇所の領域に親個体とは異
なる遺伝型を示し、遺伝的分離がゲノム中の
様々な領域において起こっている可能性が
示唆された。ところが、このとき用いた遺伝
マーカーがどのような領域の配列だったの
かを推定することは難しく、また、ミトコン
ドリア領域ではないことを示すことは現状
ではできなかった。なぜならば、近縁種でミ
トコンドリアゲノムの全長を解読した種が
なく、比較しようにもできなかったことが原
因であった。そこで、シダ植物において、遺
伝子間領域を含むミトコンドリア全長配列
を、次世代シーケンスデータから決定するこ
とを考えた。 
 
 「一つの組織から、全く調整しないまま、
DNA の塩基配列を解読したら、どのような
割合で、どの領域の情報が得られるか？」こ
れが本研究の最初の発想であった。ひとつの
細胞であれば、核、葉緑体、ミトコンドリア

それぞれのゲノムが、細胞内に存在する比率
のまま得られることが期待できる。通常光合
成をしている細胞であれば、同じ体積の中で
も沢山の葉緑体が含まれている。また、活発
に代謝をしていればそれだけミトコンドリ
アも増えているはずである。一方で、核の配
列のコピー数は相対的に低いはずである。特
に三倍体で多くの遺伝子座でヘテロ接合に
なっている個体においては核ゲノムを解析
する確率が低くなることもありうる。実際に
これまでの申請者らの、次世代シーケンサー
を使った解析では、オルガネラゲノムは核ゲ
ノムと比べると、類似の配列が複数存在する
ことによるスマッチが低くコンティグ配列
が長い傾向にあった。模式図に示すと図１と
表のようになった。 
 

 
 
 当初は核にコードされている領域を対象
に遺伝マーカーを開発することを目的とし
て次世代シーケンサーを使った解析を進め
ていたものの、発想を逆転させて、次世代シ
ーケンサーから得られた配列のミスマッチ
率、配列長（コンティグ長）、リード数の 3
つの指標からオルガネラゲノムを探し出す
ことを考案した。もし実現できれば超遠心機
を利用した細胞分画法なしに効率よくオル
ガネラゲノムを探し出すことが可能になる

 
図１全ゲノムを次世代シーケンサーで解析
した場合の核とオルガネラの情報の模式図。 
オルガネラゲノムの配列は１細胞あたり一
種類しかないため、ミスマッチ率は低く、質
の高い配列となる。 
 
 
表 次世代シーケンスデータに見られた核
とオルガネラゲノムの傾向 

 



のではないか。この方法は迅速にオルガネラ
ゲノムを探し出すだけではなく、細胞分画法
では失われやすい、ミトコンドリアのサブサ
ークル（メインサークルに対し、部分的にち
ぎれたより小さい環状 DNA）や分子内組み
換えの構造など、新しい知見を得ることがで
きるのではないかと考えた。 
 
２．研究の目的 
 近年、次世代シーケンサーの普及によって
従来では考えられなかったほどのゲノム情
報を扱えるようになった。しかし、大量のデ
ータに埋もれ、開発した遺伝マーカーの中に
意図せずオルガネラ由来の配列が含まれて
いないか？本研究は、迅速かつ効率の良いオ
ルガネラ（特にミトコンドリア）ゲノムを決
定し、さらに大量のデータから探し出す手法
をあわせて開発することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 本研究は、ヤブソテツ（Cyrtomium fortunei 
三倍体無配生殖型シダ植物）を対象として、
ミトコンドリアゲノムの全塩基配列決定を
行うことを目的としている。その手順は、2
通りあり、 
 
（１）全ゲノム（核、ミトコンドリア、葉緑
体を全て含む）をそのまま次世代シーケンサ
ーにより解析し、得られた配列から計算機科
学的にミトコンドリアゲノムを抽出する。 
 
（２）細胞分画（濃度勾配を作った溶液の中
で破砕した組織を超遠心分離にかけ、核やオ
ルガネラをそれぞれ分ける方法）により、ミ
トコンドリアを選択的に回収し、次世代シー
ケンサーを用い解析する。 
 
（３）両者を比較することで正確な配列と、
オルガネラ推定プログラムを得ることが期
待できると考えた。 
 
 

 
 
４．研究成果 
 本研究により、２種類の形式の異なる次世
代シーケンサー（PacBio と Illumina）を用
い、ヤブソテツから大量のゲノム情報を得る

ことに成功した。これらを元にゲノムを再構
成したところ、当初の計画通り、真っ先にヤ
ブソテツの葉緑体全長配列を決定すること
に成功した。また、ヤブソテツのミトコンド
リアゲノムのうち、主要な遺伝子の全長配列
を決定することにも成功した。このことから
研究計画当初考えていた、「一つの組織から、
全く調整しないまま、DNA の塩基配列を解
読したら、どのような割合で、どの領域の情
報が得られるか？」に対しては、葉緑体、ミ
トコンドリアの情報が優先して得られるこ
とはほぼ確かめられた。しかし、当初の計画
にあった、遺伝子間領域を全て含む完全なミ
トコンドリアゲノム配列は決定に至らなか
った。これは、主に２つ理由が考えられる。
まず、ゲノム配列の構築の段階で、反復配列
（ATATAT...のような単純な配列から、繰り
返し単位が数十塩基対におよぶものまで）が
散在し、解析の障害となったためである。も
う一点として、コムギでも指摘のあるように、
ヤブソテツにおいてもミトコンドリアゲノ
ム自身が複数の長さの異なる環状構造を持
つ『マルチパータイト構造』をもつ可能性が
考えられる。 
 
 今後、より長い DNA 断片からのシーケンス
データを利用することにより、完全な配列が
得られることが期待できる。 
 さらに、本研究によって得られた核、葉緑
体、ミトコンドリアのそれぞれのゲノムの特
徴は、今後、機械学習と組み合わせることで、
より多くの生物に対して応用することも可
能であると考えられる。 
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