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研究成果の概要（和文）：アジア栽培イネの２大グループであるジャポニカとインディカのそれぞれの起源と栽培過程
における両者の関係性、また栽培化の各ステップにおいて遺伝的な背景がどのように変遷してきたのかは遺伝学、人類
学等の分野における大きな興味である。この謎を明らかにするためには、古代の遺跡から出土する遺物“炭化米”のDN
Aを分析することが有用である。本研究では、炭化米DNAに次世代シーケンサーを応用する古ゲノミクスを行うための実
験系を確立した。同時に1375系統の現生イネを用いた葉緑体ゲノムの分子系統解析を行い、情報基盤を構築した。

研究成果の概要（英文）：The domestication history of two Asian cultivated rice varietal groups, japonica 
and indica, are one of the big interests; how have they been related and how have domestication related 
genes changed. To answer these questions, the investigation of DNAs of ancient rice remains excavated 
from archaeological sites is promising. In this study, experimental procedures for paleogenomics, 
obtaining DNAs applicable to NGS technology from ancient rice remain, were established. And also, 
information basis of chloroplast genome sequences to analyze ancient rice data were constructed by 
phylogenetic analyses for 1375 modern rice strains.

研究分野： 分子進化
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 栽培植物の起源と進化の歴史は数十年に
渡り、遺伝学、人類学等の分野における興味
深い研究対象である。近年ゲノム規模の解析
が可能となり、主要な穀物の１つであるイネ
に関しても様々な知見が得られてきたが、そ
の進化史は複雑であり依然として謎が残さ
れている。アジア栽培イネの２大グループで
あるジャポニカとインディカのそれぞれの
起源と栽培過程における両者の関係性、また
栽培化の各ステップにおいて遺伝的な背景
がどのように変遷してきたのかは大きな興
味である。古代の遺跡から出土するイネの遺
物“炭化米”に着目し、この DNA を分析し
過去を直接“観る”ことにより上に挙げた謎
に迫ることが可能である。イネにおいてはさ
まざまな栽培化関連遺伝子が同定されてき
ているが、これらの遺伝子がいつ、どこで栽
培型の allele を獲得したのかは非常に興味深
い。これらの遺伝的変化を時代ごとに追うこ
とができればイネ栽培化の歴史を直接的に
明らかにすることができ、イネ研究における
最も大きな疑問の一つであるジャポニカと
インディカの成り立ちについても決定的な
知見を得ることが期待される。イネ古ゲノミ
クスの第一歩としてはコピー数の多いオル
ガネラ全ゲノム配列を決定することが目標
となる。近年 1500 品種を超える栽培・野生
イネのゲノム配列が解析されている（Huang 
et al. 2012）が、オルガネラ由来の DNA は
未解析である。 
 
２．研究の目的 
 アジア地域で約１万年前に始まったヒト
のイネ栽培の歴史においてイネのゲノムは
どのような変遷を辿ってきたのだろうか？
この謎を古代の遺跡から出土するイネ遺物
のゲノムを解析する“古ゲノミクス”により
明らかにすることを目的とする。近年主に動
物遺物の骨や歯から得た DNA を、次世代シ
ーケンサー（NGS）を用いて分析する古ゲノ
ミクス研究が大きな成果を挙げている。しか
しながら植物遺物では DNA 抽出効率が非常
に悪く、実験手法の改良と最適化が必要であ
る。また、得られた炭化米データの解釈には
現代のイネ試料の背景データが必須となる。
そこで、本研究では炭化米において古ゲノミ
クスを行うための（１）実験系の確立と（２）
情報基盤の整備を目的とする。 
 
３．研究の方法 
 イネ古ゲノミクスを推進するための基盤
となる実験手法の確立と現在入手可能な大
規模データの分子系統解析による栽培・野生
イネ遺伝的多様性の基盤情報の整備を目指
す。 
（１） 古ゲノミクス実験系の確立 
 イネ遺存体へ古ゲノミクスを適用するた
めの基礎研究として、これまでに PCR 法によ
るDNA分析に成功している日本の中世および

弥生時代期の遺跡のイネ遺物からの微量 DNA
抽出法の改良と次世代シーケンサーで解析
するための一連の実験手法の確立を行う。こ
れまでイネ遺物においてはシリカゲル法で
１粒の米からの DNA 抽出に成功しているが、
その収量は非常に少なかった。そこで従来の
古 DNA 抽出法に収量を上げる、夾雑物を除く
ための改良、および新たに磁性ビーズを用い
る方法の検討を行う。 
 
（２）イネオルガネラゲノム多様性情報基盤
の整備 
 古ゲノミクスを行う上での情報基盤の一
部となるオルガネラゲノムの多様性情報を
整備し、オルガネラゲノムから品種群の遺伝
的背景としてどのような特徴が見いだせる
のかを明らかにする。先行研究(Huang et al. 
2012)の約 1500 品種のデータを NGSの生デー
タから再解析し、葉緑体、ミトコンドリアの
全ゲノム配列を決定し、多型情報を抽出する。
このデータは主に中国の栽培イネとアジア
の広い地域由来の野生イネから成る。得られ
た情報を元に分子系統解析を行いオルガネ
ラのゲノム情報からどの程度、栽培イネの品
種群が分類可能かを明らかにする。 
 
４．研究成果 
（１） 古ゲノミクス実験系の確立 
 中世の遺跡出土の炭化米試料を用いて抽
出方法の改良を試みた。DNA の精製度および
収量を上げることを目標とし、従来用いてき
たシリカゲルを用いた抽出法やフェノー
ル・クロロフォルムを用いた手法の改良およ
び磁性ビーズを用いた新規手法の検討を行
った。手法の評価はDNA濃度の定量およびPCR
法による増幅度合いからイネ内在性DNA量を
各手法においてテストした。その結果、DNA
の回収量が高い手法を見出すことに成功し
た。他方で、マルチプレックス PCR の効率化
について新しい技術であるドロップレット
PCR をテストしたが、これについては良い結
果を得ることはできなかった。 
 古 DNA の NGS のライブラリ作製には初発
DNA が微量であるので、適した library 作製
kit の検討が必要である。現在市販されてい
る、微量のスタート DNA 量から作製が可能な
kit および増幅酵素の比較検討を行い比較的
良好な成績を持つ kit を選定できた。また炭
化米から抽出した葉緑体 DNA はバクテリア
DNA が多量に混入することが想定されている
ため、葉緑体ゲノムをキャプチャーするため
のベイトを作製した。今後、キャプチャー試
薬とライブラリ作製kitの適合性を検討する
必要があるが、以上をもって炭化米から古ゲ
ノミクスを行うために重要な実験について
その手法を確立できた。 
 
（２） イネオルガネラゲノム多様性情報基

盤の整備 



 ゲノムリシーケンシングデータをイネ参
照ゲノムに対してマッピングおよびジェノ
タイプコールを行う情報解析パイプライン
を作製し（図 1）栽培・野生イネ 1,528 サン

プルの解析を行った結果、葉緑体ゲノムは十
分量のデータが得られたのに対し、ミトコン
ドリアゲノムは多くのサンプルで解析に耐
えうる量のデータを得られなかった。本デー
タは平均 1X 程度の低カバレッジのデータで
あるので、１細胞あたりのコピー数のより多
い葉緑体は解析に耐えうる程度のデータ量
が得られたものの、比較してコピー数の少な
いミトコンドリアについては多くのサンプ
ルで十分なデータ量が得られなかった。した
がって、以降の配列解析には葉緑体ゲノムデ
ータのみを用いた。十分なカバレッジが得ら
れた 1,375 サンプルについて、さらになお欠
け て い る サ イ ト の デ ー タ の 穴 埋 め
“imputation”を KNN 法により行い、分子系
統解析の入力データとした。遺伝距離を
Maximum Composite Likelihood model により
求め、近隣結合法により分子系統樹を作製し
た（図 2）。解析の結果、インディカとジャポ
ニカは異なる２つの大きなメインクラスタ

ーを形成した。この結果は核ゲノムでの系統
樹と一致するものであり、葉緑体ゲノムの遺
伝情報を調べることにより、ジャポニカ、イ
ンディカを高い精度で分類することが可能
であることが示された。さらに細かい品種群
の分類については、ジャポニカは多様性がか
なり限定的であるが、インディカにはメイン
クラスターとは側系統的な関係のクラスタ
ーも複数見られ、インディカの母系起源は多
系統であることが示された。さらにジャポニ
カのメインクラスターとは遺伝的にある程
度離れた、熱帯ジャポニカの多くが属する特
徴的なクラスターが見出された。このクラス
ターにはインディカおよび温帯ジャポニカ
もある程度含まれる。この結果は温帯ジャポ
ニカと熱帯ジャポニカの成立について知見
を与えるものであり、今後詳細な検討が必要
である。また本研究に用いた栽培イネは全て
中国由来サンプルであるため、本研究で得た
基盤情報を今後他の地域の栽培イネを加え
て栽培イネの遺伝的多様性をより網羅した
データセットへ拡張する必要がある。 
 古代 DNA は非常に断片化が進み、極微量で
あるため、葉緑体ゲノムの完全長を複数サン
プルから得ることは困難であることが予想
される。分子系統解析では欠けのあるサイト
の情報は捨てるのが定法であるが、古代 DNA
では複数サンプルでこれを行った場合には、
データ量が著しく減少してしまう。そこで、
データが欠けているサイトの遺伝子型を多
数のデータからなるパネルデータを元に、統
計的にもっともらしい遺伝子型で補完する
手法“data imputation”を適用することに
した。葉緑体 DNA は基本的に組み換えを起こ
さないため、適切なパネルデータを揃えるこ
とで、非常に確度の高い穴埋めが可能である。
近年いくつか手法が報告されているが、その
中でも有用と考えられたKNN法を用いること
とした。実際の古 DNA はダメージ、外来 DNA
のコンタミネーション、また極微量からサイ
クル数の多い増幅をかけるといった要因で、
通常の現代DNAとは異なった性状であること
が知られている。そのため、実際の古 DNA デ
ータで本手法の検討を行った。人骨由来の
DNA についてミトコンドリアゲノムをターゲ
ットとしキャプチャーしたNGSデータについ
て KNN 法による一連の imputation 処理を行
い、古 DNA に適したさまざまな条件を得るこ
とができた。重要なものとしてはヘテロと判
定されたサイトの遺伝子型決定に従来よく
行われてきた、多数決をとるもしくは最も
base quality の高い read の遺伝子型とする
といった手法と、このサイトを欠けのあるサ
イトとして imputation を行った時の結果が
しばしば（全体の数%）逆転するという結果
を得た。このことは、従来法では現代 DNA の
パネルを用いたもっともらしい遺伝子型と
は異なる遺伝子型を選択するケースが生じ
ていることを示す。先行研究で KNN 法での核
ゲノムの imputation の正答率は 98％ほどで

図 1. 情報解析パイプライン 

図 2. 現生イネ 1375 系統の葉緑体ゲノム系統樹
と核ゲノム系統樹 



あり、組み換えのないオルガネラ DNA ではこ
の値はさらに高いことは明らかであるので、
従来法ではヘテロのサイトについて誤った
遺伝子型が選択されている可能性が高い。古
DNA 研究での imputation の有用性が示され、
現在論文を投稿中である。 
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