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研究成果の概要（和文）： 
現在の西日本低地の主要な植生である照葉樹林は、最終氷期後にレフュージア（避難地）から
分布を広げたと考えられている。本研究は照葉樹林構成樹種であるイスノキ，サカキ、カラス
ザンショウと北アメリカ湿地林のヌマスギが、この分布変化に伴ってどのように進化したかを
明らかにするために、遺伝子情報を使った調査を行った。その結果、照葉樹林構成樹種の中で
も種によって異なる進化の歴史を持っていることがわかった。また少数ながら適応への関与が
示唆される遺伝子が同定された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Laurel forests dominating pristine lowlands in western Japan are considered to have 
expanded their distribution from one or more refugia after the last glacial maximum. In 
this project, we investigated their evolution during and after the expansion by studying 
genetic structure of their representative species, Distylium racemosum, Cleyera japonica, 
and Zanthoxylum ailanthoides, along with Taxodium distichum that grows in wetlands of 
North America. We obtained some indications that the three laurel forest species, although 
growing in the same forest at present, had different population histories. Also we found a 
small number of candidate genes that might have contributed to the adaptation. 
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による分布拡大により、照葉樹林等を構成す
る森林植物では分布域の変化に伴う適応進
化が起きたと考えられる。このような樹木適
応進化の遺伝的基礎を探ることは、進化的に
もあるいは現在の植生を考える上でも重要
である。申請者はこれまで非モデル植物であ
るスギ、ヌマスギ、カラスザンショウ（照葉
樹林種）で集団遺伝学的手法により適応淘汰
候補遺伝子の探索を行い、数十万年のオーダ
ーで種全体に適応的に広がったと考えられ
る遺伝子を複数同定した。しかしこれまでの
我々の研究は、１．ヌマスギを除き氷河期以
降の最近の分布域変化に伴う集団間分化に
よる適応に着目していない、２．調査した候
補遺伝子数が少ない、３．同じ森林の他樹種
との関係を考慮していない、という点におい
て不十分なものであった。しかし最近発展の
著しい次世代シークエンサーを利用してゲ
ノム情報が無い樹木で大量のＥＳＴ配列を
決定することができるようになり、上記の不
十分な点を克服する大規模な多型調査が可
能になった。 
 
２．研究の目的 
本研究は照葉樹林を代表する３樹種イスノ
キ（Distylium racemosum）、サカキ（Cleyera 
japonica）、カラスザンショウ（Zanthoxylum 
ailanthoides）と、北米のヌマスギ（Taxodium 
distichum）を材料とし、最終氷期最盛期以
降の温暖化に伴って起こったと考えられる
樹木の分布拡大と適応進化を，遺伝子のレベ
ルで明らかにすることを目的とする。このた
めに「中立遺伝子」で過去の集団構造を推定
し、更に予測される遺伝的変異パターンから
ずれた変異パターンを持つ遺伝子を調査す
ることにより、「適応淘汰遺伝子」を探索す
る。これにより照葉樹林やヌマスギの最近２
万年間の分布域拡大の様相と、それによって
起こった適応進化を明らかにすることを目
的とする。 
 
３．研究の方法 
(1)	 カラスザンショウの解析	 
氷期のレフュージアが存在したと考えられ
る鹿児島、屋久島、奄美及びその他日本の現
分布域をカバーする伊豆、対馬、高知の６集
団から、それぞれ１０個体以上の葉片のサン
プルを得た。これらのサンプルからＤＮＡを
抽出し、プライマーを設計してＰＣＲを行い、
核にコードされる２６もしくは１０遺伝子
座で塩基配列を決定した。得られた配列デー
タから、塩基多様度等の変異量、中立統計量
を推定するとともに、ベイズ法に基づく IM
法を用いて、集団の分岐年代や集団サイズ、
移住率の推定を行った。	 
(2)	 ヌマスギの解析	 
①マイクロサテライトによる予備的解析	 

ヌマスギの広域な集団での遺伝的分化を明
らかにするために、１２の核マイクロサテラ
イトマーカーを開発し、ミシシッピー川流域
とフロリダ半島で二変種 pond	 cypress と
bald	 cypress集団をそれぞれ複数含む合計１
８集団４４４個体の遺伝子型の決定を行っ
た。得られたデータから STRUCTURE 解析を使
って全体集団が遺伝的に幾つの集団に分か
れるかを推定するともに、AMOVA 解析により
集団間の分化の程度を推定した。	 
②第１世代シークエンサーによる核遺伝子
の解析	 
過去の研究で pond	 cypress と bald	 cypress
で分化が見られた適応候補遺伝子 AMT,	 Acl5
を含むタンパク質をコードする核５遺伝子
座の塩基配列を、ミシシッピー川・フロリダ
半島両地域の１３集団で決定した。得られた
配列データから、二地域間と二変種間での集
団間分化の程度を推定した。またマイクロサ
テライトマーカーのデータからヌマスギの
集団構造を推定し、集団構造を仮定した中立
モデルが予測する以上の分化が変種間適応
候補遺伝子座で見られるかどうかをシミュ
レーションにより調べた。	 
③次世代シークエンサー（ＮＧＳ）を使った
解析	 
葉片より抽出したＲＮＡを精製し、ＮＧＳを
使って EST 配列を得た。アノテーションを行
った後、タンパク機能が推定された配列を用
い、分子進化速度の推定を行った。近縁種ス
ギの３２１６７ｃＤＮＡ配列及びヒノキの
５８９７ＥＳＴ配列の中からオーソログ遺
伝子を抽出してアラインメントを行い，非同
義、同義置換速度（dN、dS）とその比（ω）
の推定を行った。また非同義置換速度の分散
と平均の比（dispersion	 index）を推定した。	 
次にタンパク機能が推定されたＥＳＴ配列
から４８遺伝子を選び、プライマーを設計し
た。テキサス、ミシシッピー川流域、フロリ
ダの８集団から得られた総計９６個体のサ
ンプルで、これら４８遺伝子の増幅を行い、
ＮＧＳを使って配列を決定した。	 
(3)	 サカキの解析	 
サカキ葉片より抽出したＲＮＡを精製し、Ｎ
ＧＳを使って EST 配列を得た。この中から９
６遺伝子を選びプライマーを設計した。鹿児
島、宮崎、高知、対馬各集団から１０個体以
上合計４８個体から得たサカキの葉片から
ＤＮＡを抽出し、９６遺伝子座での塩基配列
をＮＧＳを使って決定した。(5)の解析法を
用いて解析し、塩基多様度、中立統計量、集
団間分化の指標である固定指数を推定した。	 
(4)	 イスノキの解析	 
①第１世代シークエンサーによる葉緑体と
核遺伝子の解析	 
鹿児島、宮崎、四国、対馬、福岡からサンプ
ルした個体を使い、葉緑体３遺伝子座（８３



個体）と核４遺伝子座（４５個体）で第一世
代シークエンサーを使用して塩基配列を決
定した。葉緑体遺伝子座についてはハプロタ
イプネットワーク推定を行った。また核遺伝
子座については塩基多様度、Tajima’D、固
定指数を推定した。	 
②ＮＧＳを使った核遺伝子の解析	 
イスノキ葉片より抽出したＲＮＡを精製し、
ＮＧＳを使って EST 配列を得た。この中から
９６遺伝子を選びプライマーを設計した。鹿
児島、宮崎、高知、対馬、福岡各集団から８
個体以上合計４８個体のイスノキの葉片か
らＤＮＡを抽出し、９６遺伝子座での塩基配
列をＮＧＳを使って決定した。	 
(5)	 集団サンプルＮＧＳデータの解析法	 
各遺伝子座でＰＣＲプライマーにより増幅
された断片に各個体でタグ付けをし、得られ
たＤＮＡの配列をＮＧＳにより決定すると、
多数の配列データ（リード）が得られる。配
列データの Quality	 value 及びリード長に基
づいて質の高いリードを選別した後、一つの
プライマーセットに対応したリードを各個
体から集めてアセンブルし、その遺伝子の参
照配列を作成する。次に各個体の対応するリ
ードを参照配列に対してマッピングし、各個
体の遺伝子型を決定する。この際可能であれ
ばリード間の変異サイトをもとにハプロタ
イプを構築する。以上により得られた各個体
の遺伝子型データから、遺伝子座ごとにアラ
インメントを行う。パラロガス遺伝子を含む
遺伝子座を除くために、アライメントデータ
が各集団内で Hardy-Weinberg 平衡になって
いるかどうかをカイ二乗検定によって調べ
る。また意図された遺伝子座配列かどうかを、
ＥＳＴ配列を使ってチェックする。このよう
にして得た単一遺伝子座由来と考えられる
アラインメントから、塩基多様度や中立等計
量、固定指数を計算する。これらの操作をス
クリプト言語を使ってパイプライン化した。	 
(6)	 理論的研究	 
①植物耐病性 R-gene 中のリピート進化	 
ゲノム配列がわかっている５種の植物の耐
病性遺伝子族に属する R-gene 遺伝子配列を、
公開されているデータベースから得た。これ
らの配列データを使って、適応進化に関与し
ていると考えられるロイシンリッチリピー
ト（ＬＲＲ）のリピート数変化率を各種で最
尤法により推定した。	 
②氷期−間氷期サイクルが連鎖不平衡に及ぼ
す影響	 
過去数十万年の間、約１０万年の周期で氷期
−間氷期のサイクルが起こっている。このた
め多くの生物はどちらかの期間レフュージ
アに生息地を制限され、集団サイズの減少が
周期的に起こってきたと考えられる。この状
況をモデル化し、連鎖不平衡が集団サイズの
周期的変化によってどのような値を取るか

を計算した。	 
	 
４．研究成果	 
(1)	 カラスザンショウの解析	 
１０遺伝子座の塩基配列データに基づく IM
法による解析から、鹿児島・伊豆集団が最も
古くに分岐したことが示唆されたので、この
二集団でより詳しい解析を行うために２６
遺伝子座で塩基配列を決定した。解析の結果、
鹿児島、伊豆集団での平均サイレント塩基多
様度はそれぞれ 0.65％、0.28％、	 中立等計
量 Tajima’D の平均は-0.030、-0.297 で、有
意に標準中立モデルの予測から逸脱する遺
伝子座は見つからなかった。データから IM
法によりこの二集団の分岐年代を推定した
ところ、最終氷期最盛期とほぼ一致する２４
０００年前という推定値を得た（図１）。	 

このことから最終氷期に南九州に存在した
レフュージア集団が分布域を拡大すること
により、現在の日本のカラスザンショウ集団
が形成されたことが推測された。またこの解
析から鹿児島・伊豆集団の祖先集団の集団サ
イズは鹿児島集団の４倍程度で、また集団分
岐後派生集団である伊豆から鹿児島への遺
伝子移入が有ったことも推定された。必ずし
も最終氷期レフュージア集団が現存集団よ
りも小集団ではない等、分岐後の複雑な集団
構造が明らかになった。	 
(2)	 ヌマスギの解析	 
①マイクロサテライトによる予備的解析	 
STRUCTURE 解析の結果から、ヌマスギ集団は
大きくミシシッピー川流域集団（MAV）とフ
ロリダ集団（Florida）の二地域に分かれて
いることが明らかになった。AMOVA 解析から
遺伝的変異は二地域間で 9.23%、地域内集団
間で 15.36%、集団内個体間で 1.67%、個体内
で 76.73%に分割されることがわかった。二変
種 bald	 cypress と pond	 cypress の間の遺伝
的分化は殆ど見られなかった。MAV では距離
に依存した集団間分化が見られたが、
Florida では分化は距離依存的ではなかった。	 
②第１世代シークエンサーによる核遺伝子
の解析	 
二変種間の遺伝的分化は有意であったが、
AMT遺伝子座（固定指数 0.25）を除いてその
程度は低かった（AMT を除いた平均固定指数
0.051）。一方 MAV と Florida の両地域間でも
程度は低いが（平均固定指数 0.046）有意な



分化が見られた。５核遺伝子座での分化の程
度（固定指数 FST）がマイクロサテライトデー
タから予測される集団構造を持つ中立モデ
ルの予測から逸脱しているかどうかを調べ
た結果を図２に示す。	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
AMT遺伝子の分化の程度は 5%	 level で有意に
近い値となり、この遺伝子（アンモニウムト
ランスポーター遺伝子）が変種間の分化に寄
与している可能性が示唆された。	 
③	 ＮＧＳを使った解析	 
ｃＤＮＡのＮＧＳ解析から７５４９個（平均
長４６５塩基）のＥＳＴ配列を得た。この中
からスギ、ヒノキ、ヌマスギでオーソロガス
な遺伝子を１８６遺伝子座同定することが
出来た。ヌマスギ、スギ、それぞれの平均 dS
は 0.0606と 0.0534、平均 dNは 0.0044と
0.0037となり、共に有意差は無かった。同義
置換をすべて中立と仮定し、化石記録から推
定された 2種の分岐年代（6550-7060万年前）
を基にすると、ヌマスギとスギの突然変異率
はそれぞれ、おおよそ 0.86 × 10-9/年 と 
0.76 × 10-9/年となる。３系統の同義置換数、
非同義置換数から dispersion indexを推定し
たところ、非同義サイトでは平均 1.674、同
義サイトでは平均 2.813となり、先行研究の
結果に比べ高い値を示した。一方で、ヌマス
ギ、スギ、ヒノキのω（=dN/dS）の平均値
はそれぞれ 0.106、0.107、0.095となり、３
系統で非常に近い値をとった。dispersion 
indexの結果から示唆されるように、各遺伝
子座において系統間に選択圧の多少のばら
つきがある（中立モデルから外れる）にも関
わらず、ωの結果からは、平均的には系統に
よって遺伝子にかかる選択圧の違いがあま
りないという結果が示された。さらに、
PAMLプログラムを用いて正の淘汰を受け
ている遺伝子の検出を試みたところ、
aquaporin蛋白質と相同性の高い遺伝子で有
意な結果を得た。乾燥地や湿地など、様々な
水環境に適応している針葉樹において、植物
のwater channelである aquaporinで正の淘
汰が見つかるということは非常に興味深い。	 
８集団９６個体の配列データの集団遺伝学
的解析はまだ終えていないので、終わり次第
公表していく。	 

(3)	 サカキの解析	 
ｃＤＮＡのＮＧＳ解析から５７９５個（平均
長８４５塩基）のＥＳＴ配列を得た。(5)の
解析法を用いて解析したところ、３４遺伝子
座についてはハーディーワインバーグ平衡
となっており、またターゲットとした遺伝子
配列が得られていた。そこでこの３４遺伝子
のデータから統計量を計算した。塩基配列の
平均長は５０８塩基、集団内塩基多様度は
0.97％、Tajima’s	 D の平均値は 0.096、固
定指数 FSTは 7.5％であった。FSTの分布を図
３に示す。調べた遺伝子座には顕著な分化を
示すものはなかった。サカキは虫媒だが、同
じ虫媒のカラスザンショウと較べると固定
指数は低い。しかし後述の風媒のイスノキよ
りは遺伝的分化の程度は高い。天然林での毎
木調査によると、カラスザンショウに較べて
サカキの集団内の実個体数は明らかに多い
ので、集団サイズが大きいことが遺伝的分化
の程度を下げていると考えられる。	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
(4)	 イスノキの解析	 
①第１世代シークエンサーによる葉緑体と
核遺伝子の解析	 
葉緑体３遺伝子座のデータから得たハプロ
タイプネットワークとその地理的分布を図
４に示す。	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
イスノキ集団には遺伝距離の離れた二つの
葉緑体ハプロタイプ（1588塩基中3塩基置換）
が存在し、しかも福岡・鹿児島集団では二タ
イプが多型的に存在している。このことから、
過去に遺伝的に分化した集団の融合により
現在のイスノキ集団が形成されたことが示
唆された。一方４核遺伝子座のデータから、



集団内塩基多様度は 0.50％、Tajima’D の平
均は-0.92、平均固定指数は 0.5％と推定され
た。イスノキは風媒なので、スギ等他の風媒
樹木と同じように固定指数値は低くなって
いた。	 
②ＮＧＳを使った核遺伝子の解析	 
ｃＤＮＡのＮＧＳ解析から６３０９個（平均
長８４０塩基）のＥＳＴ配列を得た。５集団
４８個体の配列データの集団遺伝学的解析
はまだ終えていないので、終わり次第公表し
ていく。	 
(5)	 集団サンプルＮＧＳデータの解析法	 
実際にサカキの集団サンプルＮＧＳデータ
に開発した解析法を適用したところ、９６プ
ライマーセットで増幅された断片のリード
からオーソロガスと考えられる３４の遺伝
子座でアラインメントを得て、変異統計量を
計算することが出来た。解析法については更
に次の二点を検討する必要が有る。まず、除
かれた遺伝子座の中には多くのパラロガス
遺伝子座のリードを含むものが有ったが、遺
伝子座によってはリードを複数のオーソロ
ガス遺伝子座に振り分けることが出来るも
のも有った。今後この解析を行うプログラム
の開発を行う。またより詳しい集団遺伝学的
解析を行うためには精度の高い配列情報が
必要とされるので、変異サイトの同定に関し
てはもう少しパラメーターの調整を検討す
る必要が有る。	 
(6)	 理論的研究	 
①植物耐病性 R-gene 中のリピート進化	 
種内の R-gene を系統樹を使ってグループ，
更にサブグループと階層的に分け，サブグル
ープ内でのＬＬＲのリピート数変化率を推
定した。ＬＲＲのリピート数の同義置換速度
に対する相対的な変化率は、種間や種内の異
なるグループの R-gene の間で異なっており、
５種の植物で 4.5 から 600 の間の値を取るこ
とがわかった。系統や世代時間等、各種の生
活史形質の違いが変化率の違いに関与して
いる可能性がある。また各種 R-gene 中の各
グループ内でも他のサブグループと変化率
の異なるサブグループが見つかり、このよう
なサブグループで何らかの適応的変化が起
こっていることが示唆された。	 
②氷期−間氷期サイクルが連鎖不平衡に及ぼ
す影響	 
連鎖不平衡の指標である r2の期待値を、氷
期・間氷期の集団サイズ、それぞれの期間の
長さ、遺伝子座間の組換え率、レフュージア
数の関数として求めた。r2の期待値は２、３
回の氷期・間氷期サイクルで平衡値に達する。
またレフュージア数が増加すると減少する。
レフュージア数が２以上で周期的変動を持
ちレフュージア集団のサイズが小さい場合
に r2の期待値は大きな値を取り、組換え率の
変化に対する変動パターンも、任意交配・一

定サイズの集団の場合で較べると大きく異
なることも明らかになった。	 
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