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研究成果の概要（和文）：種分化をもたらす生殖隔離形質の遺伝的基盤をゲノムレベルで解明することは，進化
生態学の主要な課題である．本研究ではオオオサムシ亜属において，接合前生殖隔離をもたらす交尾器形態と体
サイズの遺伝的基盤を探求した．まず交尾器形態差が顕著な近縁種３種を用い，ドウキョウオサムシのゲノム配
列を参照してイワワキオサムシとマヤサンオサムシの交尾片，膣盲嚢のサイズ差に関係するQTL領域と候補遺伝
子を特定した．体サイズ変異に関しては，ヒメオサムシの地理的個体群間の体サイズ差に関係するQTL領域と候
補遺伝子を，ヒメオサムシのゲノム配列を参照して特定した．いずれの場合も少数の大きい効果を持つQTLが見
いだされた．

研究成果の概要（英文）：Revealing the genetic basis of traits for reproductive isolation based on 
the analysis of the whole genome is an important subject in evolutionary ecology. In Carabus 
(Ohomopterus) beetles, differences in genital morphology and body size contribute to pre-zygotic 
reproductive isolation, and diversification in these traits contributes to species the richness and 
formation of multi-species assembly. We sequenced the whole genome of representative species and 
searched for QTLs and candidate genes for species-specific genital morphology and body size 
differences. For genital morphology, we investigated QTLs for species-specific genital dimensions 
between C. iwawakianus and C. maiyasanus, referring to the whole genome sequence of C. uenoi. For 
body size, we investigated QTLs for body size dimensions using a crossing between two populations in
 C. japonicus. For both traits, we found a few QTLs with large phenotypic effects and revealed 
candidate genes located in the QTL regions.

研究分野： 進化生態学

キーワード： 種分化　生殖隔離　適応進化　体サイズ　交尾器形態　ゲノム解読　QTL解析　オサムシ
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１．研究開始当初の背景 
 
生殖隔離に関連する形態や生活史特性の
適応的な分化は，近縁な個体群間の遺伝的
分化を促進し，種分化をもたらす．このよ
うな「適応的種分化 (adaptive 
speciation)」は，生物の種多様性を増加さ
せてきた主要な過程のひとつと考えられる．
大きな適応的分化は必ずしも複雑な遺伝的
変化を必要とするのではなく，ゲノムの限
られた領域の中での変異によって引き起こ
されることが近年の研究で明らかにされて
いるが，適応的種分化についても同様のこ
とが予想される．適応的種分化の原因とな
る遺伝子，ゲノム構造を解明することは，
進化生態学者にとって困難な課題であった
が，急速なゲノム解析技術の進展により，
全ゲノム配列解読をもとにした研究が，非
常に有効なアプローチとなってきた．  
オサムシ属オオオサムシ亜属 Carabus 
(Ohomopterus) は北海道から九州に生息す
る日本固有の地表性甲虫で，更新世の間に，
３つの種群から多様な種，亜種に分化した
（Sota and Nagata 2008）．著しい地理的
分化を示す一方で，同じ場所に体サイズの
異なる 2種〜3 種が共存することが多く，
共存する種の体サイズはハッチンソン則に
したがう（Sota et al. 2000）．この亜属
の種の多様化は，体サイズ分化による交尾
前生殖隔離と，交尾器形態の多様化による
接合前生殖隔離によって促進されたと推測
される（Sota and Nagata 2008）．体サイ
ズの変異には，温度条件と餌条件が自然選
択要因として関与していると推測されるが
（Ikeda et al. 2012; Tsuchiya et al. 
2012）．種間の体サイズ分化は種間交尾を
通した繁殖干渉の回避に役立ち，種の共存
を可能にしている（Okuzaki et al. 2010）．
従って環境適応に加え種間相互作用が体サ
イズの多様化を促進している可能性がある．
一方，交尾器形態は一般に性選択によって
進化し，精子競争，性的対立が主要な選択
圧であると考えられている．本亜属では，
雄と雌の交尾器部分に「錠と鍵」の対応関
係があり，その対応部分が相関して進化し
ている．個体群内での雌雄交尾器形態の進
化の結果，近縁個体群（種）間で交尾器形
態の差が大きくなると，授精，あるいは交
尾器の結合そのものが困難になり，接合前
の生殖隔離が生じる（Sota & Kubota 1998）． 
上記のように，体サイズと交尾器形態はこ
の亜属の種多様化の鍵となる．申請者らは
これらの形質の変異の遺伝的基盤について，
交雑を用いた解析を行ってきた．体サイズ
については，シコクオサムシの大型亜種と
小型亜種の交雑実験から，体サイズの違い
が遺伝的であることと，関与する遺伝子が
常染色体および性染色体にあることが示唆
された（文献６）．交尾器形態に関しては，
姉妹種で大きく交尾器形態の異なるイワワ

キオサムシとマヤサンオサムシを用いて，
量的遺伝解析，QTL 解析を行い，比較的少
数の遺伝子座が種間変異に関与しているこ
とを示した（Sasabe et al. 2007, 2010）．
種分化に関わる形質進化を支配する遺伝子
をつきとめることは，種分化の仕組みを理
解する上で不可欠である．オオオサムシ亜
属の種分化の遺伝的基盤研究を飛躍的に進
展させるためには，ゲノム解読を基軸にし
た研究を実施することが必要であった． 
 
 

２．研究の目的 
 
本研究では，オオオサムシ亜属の種多様化
の鍵となる体サイズ・交尾器形態の変異の
遺伝的基盤を，ゲノム解析によって解明す
るために，次の項目の研究を行うことを目
的とする． 
（１）ゲノム解読：リファレンスゲノム（ド
ウキョウオサムシ）の解読とゲノムアノテ
ーション，および，注目する形質変異を代
表する種・個体群のゲノムのリシーケンシ
ング（イワワキオサムシ，マヤサンオサム
シ，ヒメオサムシ大型・小型個体群）． 
（２）RAD シーケンスを用いた連鎖地図作
成と QTL マッピング：体サイズの異なるヒ
メオサムシ個体群間の F2 雑種，交尾器形態
が大きく異なるイワワキオサムシとマヤサ
ンオサムシの F2 種間雑種を用いる． 
（３）種間・個体群間のトランスクリプト
ーム比較による，体サイズ・交尾器形態変
異に関連した発現変動遺伝子検出と，その
遺伝子の，ゲノム上の位置の同定，種間・
個体群間の配列比較，転写調節領域の配列
変異検出． 
（４）RAD 配列で示される QTL のゲノム上
の存在領域（種分化原因領域）を特定し，
その領域の遺伝子および転写調節領域の変
異を検討．発現変動遺伝子との関係も調べ
る． 
（５）RNAi 法による遺伝子機能の解明：候
補遺伝子のうち，ノックダウンによる効果
が期待されるものについて行う． 
 以上の研究から，ゲノム上に局在すると
想定される適応的種分化の原因領域の性質
を明らかにする．  
 
 
３．研究の方法 
 
・ゲノム解読：ドウキョウオサムシ雄１個
体の精巣からゲノム DNA を抽出し，イルミ
ナの HiSeq2000 を用いて，180bp，500bp の
ペアエンドライブラリー，2〜20kb のメイ
トペアライブラリーを各１レーンずつシー
ケンスする．得られたシーケンスを



Platanus,プログラムを用いてアセンブル
する．アセンブル後に，遺伝子予測等のゲ
ノムアノテーションを行う．同様のゲノム
解読をヒメオサムシについても行う． 
・連鎖地図作成と QTL 解析：体サイズと交
尾器形態に関して，QTL解析を行うために，
連鎖地図作成を行うが，遺伝マーカーとし
て，Restriction site Associated DNA (RAD)
シーケンスを用いる．制限酵素は PstI を用
いる．  
・交尾器形態 QTL 解析に関しては，姉妹種
で交尾器形態（雄の交尾片とそれに対応す
る雌の膣盲嚢）が大きく異なる，イワワキ
オサムシ（三重県亀山市産）とマヤサンオ
サムシ（京都市左京区産）を用いる．種間
交雑で得られた F2 世代について，RAD シー
ケンスを用いた連鎖地図作成・QTL マッピ
ングを行う．F2個体は Sasabe et al. (2010)
の実験で得られたものを使用する． 
・体サイズ QTL 解析に関しては，九州北部
の個体群間で大きな体サイズ変異がみられ
るヒメオサムシを用いる．大型個体群と小
型個体群の交雑で得られる F2 世代につい
て，交尾器の場合と同様の実験を行う．交
雑の F1 は 2013 年に得られており，F2 個体
を 2014 年に得る． 
・RAD シーケンスは，HiSeq2000 で行う．得
られたデータについて，RAD シーケンス解
析 用 プ ロ グ ラ ム stacks を 用 い て
genotyping を行う．JoinMap を用いて連鎖
地図を作成し，QTL cartographer で QTL マ
ッピングを行う． 
・候補遺伝子の RNA 干渉実験：交尾器形態
に関する候補遺伝子の一部について，幼虫
期のdsRNA接種によるRNA干渉実験を行う．
一度に飼育できる個体数が限られるため，
マヤサンオサムシを１年あたり 100 個体飼
育して，複数種類の dsRNA を導入して効果
のある遺伝子を段階的にスクリーニングす
る． 
 
４．研究成果 
 
（１）ゲノム解読・トランスクリプトーム 
 ドウキョウオサムシとヒメオサムシのゲ
ノムを解読した．また，イワワキオサムシ，
マヤサンオサムシのペアエンドシーケンス
のみのデータを得た． 
 ドウキョウオサムシの３齢幼虫から RNA
を抽出し，mRNA をシーケンスした．このデ
ータはゲノムシーケンス上での遺伝子予測
に用いた． 
  
（３）交尾器形態の QTL 解析 
 イワワキオサムシとマヤサンオサムシの
交雑 F2 個体から DNA を抽出し，RAD シーケ
ンスを行った．RAD シーケンスデータを用

いて連鎖地図を作成し，雄雌別に交尾器形
態の QTL 解析を行った．その結果，雄の交
尾片長について４つ，交尾片幅について３
つ，雌の膣盲嚢長について２つ，膣盲嚢幅
について３つの QTL が検出された．とくに
雄の交尾片長と幅に大きい効果を持つ QTL
領域が見つかり，同じ連鎖群の別の場所に
雌の膣盲嚢の長さの QTL が見つかった．ゲ
ノムシーケンスデータを用いて，QTL が検
出されたscaffoldのSNPとその近傍に存在
する遺伝子を調べ，いくつかの候補遺伝子
を決定した． 
 
（４）遺伝子発現比較 
 イワワキオサムシとマヤサンオサムシの
交尾器形態の違いに関連する発生遺伝子を
検出するために，３幼虫後期（前蛹）と蛹
期の腹部もしくは交尾器部分から RNA を抽
出し，mRNA をシーケンスした．個体数は各
ステージ各種について，雄 3 個体，雌３個
体である．合計 14820 遺伝子座について，
性別・ステージ別に種間比較を行い，発現
変動遺伝子を決定した．とくに昆虫の交尾
器や付属肢の発生に関与する遺伝子，体サ
イズの制御に関係する遺伝子について，発
現変動があるかどうかを調べ，いくつかの
候補遺伝子を決定した． 
 
（５）RNA 干渉実験 
 交尾器形態に影響する可能性のあるいく
つかの遺伝子の配列を基に作成した dsRNA
をマヤサンオサムシの３齢幼虫に接種した
ところ， rotund 遺伝子をノックダウンし
た場合に，雄の内袋およびそれに付属する
交尾片の形成が阻害される場合や交尾片が
変形する場合が見られた．また，雌雄とも
ほとんどの個体で，さやばねの伸長が抑制
された． 
 
（６）体サイズの QTL 解析 
 ヒメオサムシ佐賀県加部島個体群（大型）
と福岡県油山個体群（小型）の交雑 F2個体
から DNA を抽出し，RAD シーケンスを行っ
た．また加部島産の雄の全ゲノムを解読し，
それを参照して RAD シーケンスからの SNP
検出を行った．このデータを基に連鎖地図
を作成し，体サイズ測定値を用いて QTL 解
析を行った．体長に関しては２つの主要な
QTL が検出されたが，そのうちのひとつは
wingless遺伝子を含む領域に存在しており，
QTL 付近には細胞増殖等に関連する体サイ
ズ制御の候補遺伝子が存在していた． 
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