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研究成果の概要（和文）：山岳氷河から得られた雪氷試料中に存在する花粉のDNA分析によって、過去に分布した樹木
の遺伝的情報を直接取得し、樹木個体群の分布変遷史を時空間的に明らかにしようとする研究のための基礎技術開発を
行った。まず、花粉一粒ずつに含まれるゲノムDNAを全ゲノム増幅法によって増幅して、ゲノム内の複数領域のDNA分析
に用いるための技術を完成させた。また、次世代シーケンサーを用いてゲノム全体から網羅的に塩基配列を得る新たな
手法を開発し、MIG-seq法として発表した。これらの技術を氷河から得られた花粉の分析に応用した。

研究成果の概要（英文）：We developed basic methods for paleogenetic approaches using conifer pollen 
grains found in a mountain glacier. First, we developed a protocol for single-pollen DNA analysis using 
whole-genome amplification (WGA) method. Second, we developed a novel approach that we termed 
“multiplexed ISSR genotyping by sequencing” (MIG-seq), which is a PCR-based procedure for constructing 
highly reduced representation libraries involving de novo SNP discovery, and their genotyping using next 
generation sequencing. Then we applied these methods to pollen samples found in a glacier.

研究分野： 森林分子生態学
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１．研究開始当初の背景 
 近年注目されている生物多様性と気候変
動の関係について、それらを直接明らかにす
るためには、将来に渡って長期の観測をする
か、過去に遡ってその変化を再構築するしか
ない。しかし特に遺伝的多様性については、
過去の情報の直接的な取得法がこれまでほ
とんどなかったと言える。また、地域集団の
遺伝的な違いを研究する分子系統地理学で
は、しばしば過去の分布変遷や集団サイズ、
遺伝的多様性などに言及するが、それらはあ
くまでも推定でしかないことがジレンマの
一つでもある。過去の遺伝子情報を再構築す
る研究は、特に人類を対象とした「古遺伝学」
として（例えば Reich et al. 2010)、あるい
は堆積土壌からメタゲノムとして解析する
方法（例えば Anderson-Carpenter et al. 
2011）を中心として近年発展している分野で
あるが、特定の植物種を対象とするアプロー
チはこれまで極めて限られている（例えば
Suyama et al. 2008）。 
 過去の遺伝情報を得るための独自のアプ
ローチとして、本研究代表者らは世界で初め
て花粉化石のDNA分析に成功し（Suyama et al. 
1996）、その後共同研究者とともに二例目の
成果を発表した（Parducci et al. 2005）。
さ ら に 2011 年 に は 「 Single-Pollen 
Genotyping (Isagi & Suyama eds. 2011)」
と題する英文書籍を出版してこの分野を牽
引している。近年ではようやく同様の研究が
他にも発表されるようになったが(例えば
Paffetti et al. 2007)、世界的に未だに同
様の成果が限られている理由の一つとして
は、一般に DNA 分析が可能な花粉化石を得る
ことが困難なため、その分析の成功率が極め
て低いことが影響していると考えられる。 
 このような背景のもと、本研究代表者らは
2010 年度からの「挑戦的萌芽研究」により、
山岳氷河に封じ込められた花粉試料のDNAに
初めて着目し、その保存状態が極めて良好で、
DNA 分析が可能であることを発見・確認した。
そこで本研究課題では、この挑戦的萌芽研究
における予備的成果をもとに、山岳氷河掘削
試料中の花粉DNAを対象とした本格的な研究
に乗り出すものである。 
 他方、古代 DNA の分析でしばしば問題にな
るのが、DNA の断片化により限られた情報し
か得られないことであった。しかし、近年技
術開発の目覚ましい次世代シーケンサーを
用いることで、DNA 断片を網羅的に解析する
アプローチが可能となった。ただし、ごく近
年まではその機器価格および分析費用が高
額であったために、現実的には導入の障害と
なっていたが、近年に相次いで発売されたパ
ーソナルタイプの次世代シーケンサーを用
いれば、これらの問題が格段に軽減されるこ
とになる。つまり、技術的・経済的な背景と
しても本研究を推進する条件が整ったと言
える。 
 

２．研究の目的 
 (1) 分析手法の確立（山岳氷河掘削試料中
の花粉 DNA 分析による遺伝情報の復元法） 
 これまでにすでに花粉一粒ずつから特定
領域を PCR増幅して DNA塩基配列を解析する
技術は完成させているが、本研究では全ゲノ
ム増幅と次世代シーケンサーの利用により、
格段に大量の遺伝情報を再構築する手法を
完成させる。さらにこの方法をアイスコア
（氷河掘削試料）から得られた異なる年代の
試料に適用し、比較的多くの花粉が得られる
樹木種を対象として過去の遺伝情報を経時
的に復元する、いわば「古森林遺伝学」とし
ての方法論を確立する。 
 
(2) 種間レベルでの植生変遷史解明アプロ
ーチ（花粉の種識別） 
 花粉の形態観察では種レベルの識別は困
難だが、DNA 情報による花粉の種識別によっ
て、過去の植生を種レベルで解明することが
できる。したがって、試料採取地域の植生変
遷が種レベルで明らかになる。本研究では、
その前段階として、花粉 DNA 情報を用いた種
識別法を完成させる。 
 
(3) 種内レベルでの分布変遷史解明アプロ
ーチ（種内変異の検出） 
 試料採取地付近は、氷期において亜寒帯性
針葉樹のレフュージア（逃寒地）として推定
されているため、現生の空間的遺伝構造と比
較することにより、種内レベルの分布変遷の
直接的な証拠が得られる。本研究では、この
ような研究アプローチが可能であることを
示すため、種内レベルの遺伝的変異の取得法
を完成させる。 
 
３．研究の方法 
 ベルーハ氷河（アルタイ山脈・ロシア）か
ら得られたアイスコア中の、さまざまな年代
の樹木花粉（マツ科）を材料として、花粉一
粒ずつの全ゲノム増幅およびパーソナル次
世代シーケンサーによるDNA断片の網羅的解
読を行う。まず、これら２つの手法の開発を
行い、手法の確立を目指す。次に解読データ
の解析により、花粉粒の種同定と、種内変異
の解析法の確立を行う。 
 
４．研究成果 
 山岳氷河から得られた掘削雪氷試料中の古
代花粉のDNA分析によって、過去に分布した樹
木の遺伝的情報を直接取得し、樹木個体群の
分布変遷史を時空間的に明らかにする研究の
基礎技術開発を行った。 
 
(1) 分析手法の確立（山岳氷河掘削試料中の
花粉DNA分析による遺伝情報の復元法） 
 次世代シーケンサーを用いてゲノム全体か
ら網羅的に塩基配列を得る新手法を開発し、
「MIG-seq（Multiplexed ISSR Genotyping by 



sequencing）法としてオープンアクセス電子
ジャーナルのScientific Reportsに論文発表
した（Suyama and Matsuki, 2015）。 
 また、ロシア・アルタイ山脈にあるベルー
ハ氷河から採取した表層積雪中のマツ属花粉
を用い、花粉に含まれるゲノムDNAを全ゲノム
増幅法によって増幅して複数領域のDNA分析
に用いる基礎技術を完成させた。この手法に
関して学会発表を行ったほか（中澤ら、2015
；Nakazawa et al. 2015）、論文としてまとめ
て現在投稿中である。 
 本研究で開発したMIG-seq法では、従来の一
般的な次世代シーケンシングによるゲノム変
異分析とは異なり、ごく微量の鋳型DNAであっ
ても分析が可能であるため、花粉DNAを対象と
した分析に用いることが可能である。そこで
、この手法を用いて上記の全ゲノム増幅後の
表層積雪中マツ属花粉DNAの分析を行った。そ
の結果、約半数のサンプルからマツ科の塩基
配列が確認され、この手法が有効であること
が示された。 
 

 
図１ 本研究で開発したゲノム変異検出のた
めの新手法であるMultiplexed ISSR 
Genotyping by sequencing (MIG-seq)法の概
要（Suyama & Matsuki, 2015より引用）。まず
1st PCRとして、特定のTail配列を付加した複
数のISSR（inter-simple sequence repeat）
プライマーによってマルチプレックスPCRを
行う（a）。2nd PCRでは1st PCRプライマーの
Tail部に結合するプライマーを用いてPCRを
行い、シーケンシングに必要な配列とインデ
ックス配列を増幅フラグメントに付加したラ
イブラリーを作成する（b）。このサンプル別
ライブラリーを混合・精製・サイズ選択・定
量の後（c）、完成したライブラリー（d）を次
世代シーケンサーで読み取り、数千領域の塩
基配列データを得る。これらの配列データか
らサンプル間で共有する座にあるSNPを検出
し、遺伝マーカーとして用いた解析を行う。 
 
(2) 種間レベルでの植生変遷史解明アプロ
ーチ（花粉の種識別） 
 まず、花粉一粒のDNA分析技術開発用試料と

して、ベルーハ氷河から採取した表層積雪中
のマツ属花粉を用いた。本研究では、花粉に
含まれるゲノムDNAを、全ゲノム増幅法によっ
て増幅し、さらに葉緑体DNAの複数領域を増幅
して塩基配列解析を行った。それらの配列デ
ータを用いて、花粉種の候補を絞りこむこと
に成功した。また、花粉１粒ずつから特定の
領域をPCR増幅して情報を得る方法では、約
150bpの葉緑体DNA断片を増幅し、得られた配
列によって節レベルでの識別まで可能なこと
を示した。この成果はEnvironmental 
Research Lettersに発表した（Nakazawa et 
al. 2013）。 
 関連した技術開発に関する研究成果として
、スカンジナビア中部の湖底堆積物を分析用
試料として用い、その花粉分析（花粉の外部
形態によって分類群を識別する分析）とメタ
・バーコーディング解析（汎用性のあるPCR
プライマーを用いて堆積物等から抽出した
DNAをテンプレートとしたPCR増幅を行い、そ
の配列によって分類群を推定する方法）の結
果の比較を行った。この成果をとりまとめて
学術雑誌Molecular Ecologyに発表した（
Parducci et al. 2013）。さらにこれらに加え
、植物大型遺体の分析結果との比較を行った
。この成果をとりまとめて学術雑誌
Philosophical Transactions of the Royal 
Society Bに発表した（Parducci et al. 2015
）。また、古代花粉のDNA分析等によってどの
ような研究が可能なのかをまとめた総説を日
本生態学会誌（岩崎ら2014）および英文書籍
の章（Morinaga et al. 2014）に発表した。 
 

 
 
図２ 種レベルでの植生変遷史の解明に用い
ることができるアプローチ法の概念図（
Morinaga et al. 2014の図を改変）。湖底堆積
物や山岳氷河アイススコア等の保存性が良い
連続古代堆積試料を採取し、その中に含まれ
る花粉等の生物試料や堆積層自体を試料とし
て利用してDNAを抽出する。それらから次世代
シーケンシングにより遺伝的データを取得し
て、遺伝的多様性の変動解析に用いることが
できるという発想を示している。 
  
(3) 種内レベルでの分布変遷史解明アプロ
ーチ（種内変異の検出） 



 本研究で開発したMIG-seq法を用いて、上記
の全ゲノム増幅後の表層積雪中マツ属花粉
DNAの分析を行った。その結果、約半数のサン
プルからマツ科の塩基配列が確認され、この
手法が有効であることが示された。この成果
については学会発表を行い（松木ら、2015）
、現在追加解析を実施している。 
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