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研究成果の概要： 
日本列島に生息するニホンジカは遺伝的には、九州、四国、本州西部に分布する南日本グルー

プと、本州東部と北海道に分布する北日本グループに大きく分かれる。2 グループに分かれた

原因を解明するために、ミトコンドリア DNA 調節領域の反復配列の変化を調べた。その結果、

南日本のシカは九州西部地域で、北日本のシカは近畿地域で、それぞれ最も遺伝的多様性が高

く、これらの地域から分布を拡大した可能性が明らかになった。 
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１．研究開始当初の背景 
日本の生物相の成り立ちを解明するために、

90年代以降、さまざまな種を対象とした分子
系統学的研究が行われてきた。その大きな成
果として、ニホンジカ、ニホンザル、ツキノ
ワグマなど多くの哺乳動物が、いずれも分子
系統では南日本と北日本の２系統に分かれる
ことが、申請者ら(Tamate et al., J. Mamm. 79, 
1396-1403；Nagata et al., Mol. Phylogenet. 
Evol. 13, 511-519)、および他の研究者らに
よって明らかにされてきた。多くの場合、種
内でみられる南北２系統群は、数十万年前に

分岐しているにもかかわらず、その分布境界
は近畿から中国地方にかけての陸上にある。
しかし、日本列島の哺乳動物が2系統に分かれ
た原因と、その境界が本州上にある理由につ
いては、解明されていない。 
この問題を解明するためには、これまでの

ニホンジカおよび本州に分布する動植物の分
子系統地理データを整理して共通パターンを
確認する比較分子系統解析を行い、さらに特
定の種（本研究ではニホンジカ）について、
より詳細な分子系統解析を行うことによって、
分布拡大過程を推定する必要がある。加えて、
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上記問題を解決するための分析手法の改善も
必要と考えられる。申請者らは、アジア大陸
における野生動物の分子系統地理に関する国
際共同研究の実績があるが（Li et al., Mol. 
Phylogenet. Evol. 36, 78-89; Nagata et al., 
Conservation Genet. 6, 863-866,など）、そ
こでも同様の問題―系統地理は調査できるが、
なぜそのような地理的分化が生じたのかを説
明できない―に突き当ることを経験している。
そのため、系統群の成立過程を再現する新た
なマーカーとして、これまでは分子系統解析
において除外されることが多かったミトコン
ドリアDNAの反復配列に注目し、その派生順序
を手掛かりとして分布拡大パターンを解明す
る手法を検討することを考えた。 
 
２．研究の目的 
課題１：多重渡来説と単一渡来説の検証 

我が国のニホンジカの起源については、多
重渡来説と単一渡来説の２説が考えられて
いる。多重渡来説では、先に大陸で２系統に
わかれたあとで、南集団は朝鮮半島経由で渡
来し、北集団は樺太から北海道を経由して本
州に南下したと考えている。 

一方、単一渡来説では、ニホンジカの祖先
集団が西日本に渡来したあとで、寒冷化した
時期に異なるレフュージア（避難地）へ退避
した際に２系統が分岐して、その後、別々に
分布を再拡大したシナリオが想定されてい
る。この場合、レフュージアは本州辺縁部や
四国、九州に存在したと考えられる。 
もし、多重渡来であれば北集団は南下したこ
とになり、分布拡大の先端(フロント)は本州
の中部以西となる。一方、単一渡来の場合に
は、北集団は本州南部か辺縁部のレフュージ
アから北上するので、フロントは東北や北海
道となる。 

一般に、フロントでは、遺伝的多様性が減
少し、新たに派生した固有の遺伝的変異がみ
られることが知られている。したがって、こ
れらの特徴を手がかりとして、フロントの所
在を明らかにすることで、いずれの仮説が支
持されるのか、検証する。 
課題２：新たな分子系統地理解析手法の開発 
 前述のように、現在、国内外で常法として
用いられている分子系統地理解析手法では、
系統群の分布拡大の過程を再現できないと
いう問題がある。これを解決するために、本
研究では、新たな解析ツールとして、モデル
選択による分子系統地理解析手法を開発す
る。また、同手法の開発と関連して、これま
で系統解析では使用されることが少なかっ
た、ミトコンドリア調節領域の繰り返し配列
（DR）のパターン(repetype)を、遺伝マーカ
ーとして用いる新たな方法論を確立する。DR 
repetype は、SINE や LINE のように、塩基配
列の変異と比べて、派生形質がわかりやすい

という利点があり、フロントを探索するため
のマーカーとしては特に有効と考えられる。 
 
３．研究の方法 
(1)分子系統解析 
本州の 18 地域で有害捕獲されたニホンジ

カ 246 個体の筋肉から抽出した DNA を使用し
た。また、分子系統地理解析では、データベ
ースに登録されているニホンジカのミトコ
ンドリア DNA調節領域の塩基配列を加えたメ
タデータを使用した。遺伝子増幅反応
（Polymerase chain reaction, PCR）では 5
種類のプライマー（Table 1、Nagata et 
al.,1998b、Nabata et al., 2004）を用いて
部分配列を増幅し、ニホンジカ mtDNA 調節領
域（D-loop）全長約 1,100 塩基の配列を決定
した。ダイレクトシーケンス法により塩基配
列を読みとることが困難なサンプルについ
ては、TA-Cloning でクローンを分離して配列
を決定した。アライメント解析にはClustal X 
1.83 と MEGA 4 を使用し、既に報告されてい
るニホンジカの D-loop（DNA Data Bank of 
Japan ABI186349 － 186352 、 AB279706 －
AB279725、D50128-D50129、AB210267）（Nagata 
et al., 1999、野原, 2007、Yamada et al., 
2007）を参考に、全長塩基配列と tandem 
repeats のユニット配列を決定した。ハプロ
タイプに基づき TCS 1.21（Clement et al., 
2000）を用いて統計的最節約ネットワーク図
を作成した。また PAUP* 4.0b10 を使用して
系統樹を作成した。アウトグループとしてタ
イワンジカ（C. n. taiouanus）を用いた。 
マイクロサテライト DNA 8 遺伝子座

（BOVIRBP、BM6438、BM4107、RME095、TGLA127、
BL42、OARfcb193、BM203）を用いて解析を行
った。BOVIRBP、BM6438、BM4107、RME095、
TGLA127、BL42、BM203 の遺伝子座の PCR 反応
は 94℃2 分、94℃30 秒・56℃30 秒・72℃30
秒の 30 サイクルで Cool Start による増幅反
応を行った。また OARfcb193 遺伝子座の PCR
反応は、95℃30 秒・65℃1 分を 7 サイクル、
90℃30 秒・65℃1 分を 20 サイクルの 2 ステ
ップで Cold Start による増幅反応を行った。
フ ラ グ メ ン ト 解 析 に は ABI-PRISM 310 
Genetic Analyzer を使用した。 
(2)集団構造解析 
 STRUCTURE2.2（ Falush et al., 2007、
Pritchard et al,. 2000、2001）を使用して、
分集団の数（K）を推定した。モデル選択と
して、admixure model と no admixture model
の両方を用いた。集団間の分化の程度を調べ
るために ARLEQUIN 3.11 を用いて、Fst を各
地域集団間で算出した。また、集団の過去の
個体数変遷を現在の mtDNAの遺伝的変異から
推定するために、ARLEQUIN 3.11 を用いて
Mismatch distribution 解析を行った。さら
に Tajima’s D と Fu’s Fs をともに用いて



中立性を検定した。さらに、BOTTLENECK を用
いて過去のボトルネックの可能性を検証し
た。 
(3)DR repetype 分析手法の開発 

repetype を調べるために、調節領域塩基配
列のどの部分が反復配列なのかをモチーフ
検索により調べた。先ずステムループ構造を
作る配列があることを確認するために、
RNAstructure により二次構造を予測した。次
に慶應義塾大学先端生命科学研究所の鵜野
レイナ博士が作成したプログラムを使用し
てモチーフを検索した。最後に、repetype の
派生順序を推定するために最節約ネットワ
ークを作成した。 
 
４．研究成果 
(1)多重渡来説と単一渡来説の検証 

レフュージア仮説を検証するために、ニホ
ンジカと同様に日本の温帯林の動植物相を
構成するツキノワグマ、ニホンザル、ニホン
イノシシ、ブナ、コナラなどの分子系統地理
パターンとの比較を行った。その結果、シカ、
サル、クマの分子系統地理はほぼ同様のパタ
ーンを示していること(図 1)、ブナ･ナラ類の
分子系統地理とも類似性が高いことが明ら
かになった。 

 
図１ ニホンジカ、ニホンザル、ツキノワグ
マのミトコンドリア DNA調節領域で見られる
2系統の地理的分布 
 

比較分子系統地理解析の結果は、ニホンジ
カ 2系統が本州に形成された複数のレフュー
ジアから拡大した可能性（図２左）を示唆し
ており、北クレードが樺太経由でより最近渡
来したと考える多重渡来説（図２右）を支持
しない。（Tamate HB, in press。） 
これまでの花粉分析の結果などから温帯

林のレフュージアの一つと考えられる近畿
地方について、集中的にシカサンプルを収集
して、遺伝的多様性と集団構造を調査した。
その結果、奈良および三重県のニホンジカ集
団は、全国の各地域集団と比較して非常に高
い多様性をもっていることが確認された。 
また、ミトコンドリア DNA からは 14 ハプロ
タイプが検出された。更に、マイクロサテラ
イト DNA データに基づく assignment test で 

 
図２ ニホンジカ２系統の成立過程仮説 
 

分集団の数を推定した結果、同地域では 2つ
の分集団が存在する可能性が支持された(図
3)。そのうち 1集団は奈良公園個体で全て構
成されていたが、残りの 1集団は、さまざま
な地域集団の個体で構成されていた。 
 

図３ 近畿地方のニホンジカのStructureに

よる分集団の帰属テスト 

 
以上の結果は他地域にはみられない独自

のハプロタイプを奈良公園が有するという
ミトコンドリア DNA のデータと一致する。す
なわち、同地域の集団構造は人為的要因によ
って大きく変化している可能性が示唆され
た。一方、ボトルネック解析、mismatch 
distribution 解析と、中立性検定などの結果
から、同地域のニホンジカでは過去にボトル
ネックが生じた証拠は得られず、遺伝的多様
性のレベルに対する人為的影響は少ないも
のと結論づけられた。（村上他、2007 年日本
哺乳類学会大会発表） 
(2)新たな分子系統地理解析手法の開発 
repetype を最節約原理にもとづく遺伝子マ
ーカーとして系統解析に利用するためには、
まずその派生過程を明らかにする必要があ
る。そのため、先行研究（Mundy et al., 2004）
で示された生成過程メカニズムが、ニホンジ
カの塩基配列においても当てはまるのかを
最初に検証した。repetype の近傍には、ミト
コンドリア DNAの複製時に生じるステムルー
プを形成する特異的な配列があることが示
されている。そのような二次構造を予測する
ソフトウェアである RNAstructure4.4により、
ニホンジカにおいても反復配列の生成に関
与する可能性がある塩基配列が確認された。
さらに新たに開発したリポートモチーフ検
索法により、ゲノムデータ検索をおこなった



ところ、ニホンジカの先行研究（Nagata et 
al., 1999）で発見された反復配列のユニッ
ト 26 種類に加え、新たに 26 種類のユニット
を見いだした(次頁、表１)。 
二次構造の予測検索結果から、これまで 1番
目の repeat と考えられてきた反復配列は、
実はステムループ形成に関わる配列で、実際
には 2 番目の repeat がもとになって repeat
が新しく増えていくことが示唆された。その
ため、repetype の解析にあたっては、2番目
以降の反復配列の変化を調べることにした。 
 
表１ 本研究で新たに見出されたニホンジ
カミトコンドリア DNA 調節領域の repetype
（オレンジ色で表示） 

 
52 種類の repetype で作った最節約系統樹

で 1 番目、2 番目のリピートはそれぞれ単系
統となり、その中で南北が分岐するパターン
を示した。一方、3 番目のリピートの分岐は
より深く、南系統では側系統となった(図 4)。 
 

図４ ニホンジカのミトコンドリア DNA調節
領域反復配列の最節約系統樹 
 

南日本系統のハプロタイプで repetype の
変化をネットワークで示すと、宮崎のハプロ
タイプが祖先型となり、多様性も最も高かっ
た。九州および本州中国地方のハプロタイプ
はより末端に位置することから、南日本系統
については少なくとも 1箇所のレフュージア
が現在の宮崎集団と関連する可能性が考え
られた（図 5）。 

一方、北日本系統では、祖先型が近畿地方

となり、遺伝的多様性も最も高いことから、
この地域がレフュージアであった可能性が
示唆された(図 6)。 
以上の結果から、本研究の結論としては、

①ニホンジカの起源に関して比較分子系統
解析では単一渡来仮説（レフュージア仮設）
が支持された、②反復配列をマーカーとした
最節約的解析により祖先的形質を推定する
ことが可能である、③同反復配列のネットワ
ーク解析では、九州東部および近畿地方がそ
れぞれレフュージアであった可能性が示唆
された。 

図５ ニホンジカ南日本系統の repetype の
最節約ネットワーク．数字は反復数を示す 
 

図６ ニホンジカ北日本系統の repetype の
最節約ネットワーク．数字は反復数を示す 
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