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植物分 子 系統学の 現状 と展望

rbcL 遺伝子 の 系統解析 に お け る有効 性 と問題 点

村　　上　　哲 明

（東京大学理 学部 附 属植物園）

は　 じ　 め　 に

　生物 の 進化を科学的に 解 明 しよ うとする 進 化 生物学 の

研 究方法 は，（1 ）進化 の 歴 史 を明 ら か に しようとする

系 統学的 ア プ ロ
ー

チ と （2 ）進化過程 と その メ カ ニ ズ ム

を 明 らか に しようとする生態学的 ア プ ロ
ー

チ の 2 つ に 大

別 す る こ とが で きる．こ れ ら 2 つ の 研 究 ア プ ロ ーチは こ

れ まで独 立 に 進 め られ て き た ．しか し， 進化 生 物学 も 近

年飛躍的 に 進 歩 した結果，論理的 な厳密 さが 要求 され る

ように な り， こ れ ら 2 つ の ア ブ P 一チは独 立 で は い ら れ

な くな っ て きた．た とえば ，生態学的ア プ ロ ーチ に よ っ

て あ る 進 化 プ ロ セ ス に 関 して 数学的 モ デ ル を立 て，その

妥当性 を実際の 生物 の 観察デ ータ に 基づ い て テ ス トしよ

う と考 え た 時，テ ス トに 用 い る 生 物 の 歴史 1：：＝系統樹 ）

まで 考 慮しなけ れ ば い けな い 時代 に な っ た の で あ る．こ

の こ とは ，比 較 法 の 問 題 と し て 話題 を呼 ん で い る

〔Harvey ＆ Pagel
，
199．　1）．

　さて，地球上 の 生命は一
回起源 だ と考 え られ て い る．

とすれ ば，すべ て の 生物 に は必ず親 と な っ た 生物が い る

こ とに なる．こ の こ とは 進化に お い て も当 て はま り，す

べ て の 種 に は，や は りその も とに なっ た祖先種が 存在 し

たはずで ある，数ある 生物種 の なか に は
，

ヒ ト と チン パ

ン ジ
ー

の よ うに比較 的最 近分化 した近縁 な も の もあれ

ば， ヒ トと タバ コ の ように 大昔 に 分化 した 遠縁 な もの も

ある．生物種間 の 類 縁関係，別 の 言 い 方をす る と種分化

の 歴史的 順 序を図 1 の ように 樹状図 に して 表 現 した もの

を系統樹 とい う．系統学的ア プ ロ ーチに とっ ては， こ の

よ うな 系 統 樹を得 る こ とが 長 い 間，最終 目標で あ っ た．

また，生物 の 歴 史を考慮す る と は ，と り もな お さ ず系 統

樹を考慮する こ とな の で，生態学的ア プ ロ
ー

チに と っ て

最近必要 に な っ た もの も系統樹 と言え よう．すな わ ち，

こ の 系統樹 が 系統 と生態の 2 つ の ア プ ロ
ー

チを結び つ け

て い る の で あ る．

　 とは言 え，科学 的 に 信頼で き る系統樹が 容 易 に 得 られ

な い の で は ，
こ れ が い くら 必要 で あっ て もど うしようも

な い ．実際，ほ ん の 15年前に は 分類 学者 に と っ て も信

頼性 の 高 い 系統樹 を得る こ と は ほ とん ど不可能 と思 え る

ほ ど困難だ っ た の で ある．しか し， 近年，切 片 を作 っ て

顕微鏡 で 覗 くの と大 して変わ らな い 手間 と労力 で 分子 レ

ベ ル の 情報 を野生生物か P， も得られる ように な り，事態

は一変 した ．分子系統 学的手 法は 瞬 く間に 進歩 ・成 熟

し，ヒ ト，チ ン パ ン ジ
ー，ゴ リラ とい っ た近縁種聞か ら

ヒ トと タバ コ の よ うな 遠縁 な 群 間 まで，信頼性 の 高 い 系

統樹 が 得ら れ る よ うに な っ た の で ある．

　本稿で は ， まず分子系統学 の 利点や
一般的な方法な ど

を紹介 し，次 い で rbcL 遺伝子 の 塩基配列決定 と比較 に

基づ く系統解析 （主 と して わ れ わ れ の 研究）を実例 と し

て紹 介する． rbcL 　ma伝子 は，植 物分 f系統学で は標準

的 な ツ
ー

ル と して使われ て お り，そ の 解析方法 もほ ぼ 完

成 して い る． rbcL 遺伝 子 を用 い た 系統解析法 の 有効性

と「垠界 を知 る こ と は，その まま植物分子系統学の現状 と

問題点を把握する こ と に つ な が る．そ の うえで，その 問

題点 を ど の よ うに 克服すれば よ い か を考察 した い ．

タバ コ

チ ン パ ン ジ
ー

ヒ ト

図 1 ．系統樹．

　 　　 こ の 樹状 図は ヒ トとチ ン パ ン ジ
ー

が タバ コ とよ O も最 近 ま

　 　　 で祖 先 種．を共 有 し て い た こ と を示 して い る，

系統 解析 に どの ような情報 を使 うか

　従釆 分類学者は外部形態や染 色体数，化学 成分 と い

っ た 表現形質を用 い て 系統解析 を行 っ て きた．しか し，

分 f一情報が 容易 に得られ る よ うに な っ た 現在， と くに 植

物 の よ うに 形態 の 単純 な生物で は，取 り扱 える形質の数

に お い て も，また相 同性 や独 茫性 な ど質に お い て も表現

形質 は 分 子形質に 及 ば な い （村上 　ユ993＞．さ ら に 同 じ

分子形質 と言 っ て も，葉緑体 DNA の 制限酵素断片長多
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型 （RFLP ）解析 の よ うに ，　 DNA の 塩基 配列の 違 い

を間接的 に 調 べ る 方法 は ， 塩 基配列その もの が 容易 に 短

時間で決定で きる ように な っ た 現 在 ， そ の 役割を終 えつ

つ ある．間接的方法 の 利点は 塩基 配列 の 情報 をよ り簡便

に 取 り出せ る こ とだ け な の で ，塩 基 配 列 の 決定が

RFLP 解析 な ど と 同等 の 手間 で 行 え る よ うに なれ ば ，

これ ら間接法は 絶滅する運命にある とい うわけ で あ る．

DNA の 塩 基配列 を決定す る 技術 （た と えば DNA シ
ー

ク エ ン サー）は，日々 進歩 して い る の で ， 数年後 に は役

割を終 える と私 は 予想 して い る．

　 塩基 配列デー タを系統解析に 用 い る メ リ ッ トとして

は，以下 の よ うな もの が ある。

（1 ）塩基配列 は 生物 の 遺伝 子 の
一

次情報 で あ り，環境

の 影響 も全 く受けず，質的 に は最 高 の 形質で あ る．

（2 ）最 も基 本的な と こ ろ で 比 較 す る の だ か ら情報 量 も

最 大に なる は ず で あ る （遺伝子 の 発現 ， ほ か の 遺伝子や

環境 などの 影響 に よる情報 の 損失 が な い ），

（3 ） RFLP 解析 などの 間接 法 は近縁種 間の 系統解析

で は塩基配列 の 直接比較法 と比 べ て遜色 の な い 結果が 得

られ る もの の
， た と え ば 科間 の よ うな高次分類群間 の 系

統解析に は そ もそ も適 用 で きな い ．制 限酵素 に よる断片

の パ ター
ン が 違 い す ぎる と比 較 で き な い か らで あ る，塩

基配列の 直接 比 較 に よる 系統解析法 なら， 近縁種 間か ら

高次 分類群問 まで，ど の レ ベ ル の 系統解析に も適 用 可能

で ある．

（4 ）さ ら に， RFLP 解析で は系統解析 した い 分類群

を外群 まで 含 め て，すべ て 同時 に 比 較解析 しなければ い

けな い ．それ に 対 して，塩 基配列 の 決定 ・比較法で は，

デ
ー

タを
一

種 つ つ 追加 で きる．し た が っ て
，

ほ か の 研究

者が 決定 した 分子 デ
ー

タ も容易に 取 り込 む こ とが で き

る．

　 こ れ らの 利点 を考 える と， 現在 で は系統解析に は特定

の 遺伝子 の 塩基配列 を決定 し，比較す る の が 最 も近道で

あ る．

特定の 遺伝 子 の 塩基配 列の 決定 方法

　つ ぎに植物 を材料 とした特 定 の 遺伝子 の 塩基配列決定

方法 を順 を追っ て 紹 介した い ．

（1 ）植物材料 か らの DNA の 抽出

　 CTAB と呼 ば れ る 強 力 な 界面 活性 剤 を含 む溶液 を 用

い る と，野生植物 か らで も通 常 1g 程度 の 葉か ら 1・分量

の 全 DNA （核 ， ミ トコ ン ド リ ア，葉 緑体由来 の DNA

の 混合物）が 半 日 で 得られ る．通常 の CTAB 法 で は全

DNA が 得られ な い 多糖類 な どを多く含む植物に つ い て

も ，
い く つ か の 抽 出法が 開発 され て い る （村上 ら

1995）．

（2 ） PCR 法に よる 特定 の 遺伝 子 断 片 を増幅
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　 特 定 の 遺 伝 子 断 片 を 増 幅 す る 方 法 は ， PCR

　（Polymerase 　Chain　 Reaction）法 の 開発 に よ っ て

大幅 に 省力化 され た 、 PCR 法 とは プ ラ イマ ーと呼 ば れ

る
一

対の 短 い （30塩基対程 度） DNA 断片 と同 じ配列を

もつ 部分 に 挾 まれ た 遺伝 子 の
一

部 分 を高熱菌 由来 の 耐熱

性 DNA 合成酵素を用 い て試験管内 で複製 ・増幅す る 方

法 の こ とをい う．通常，遺伝 子 に は構造的に 重要 な部位

が あ り，進化 の 過程 で あま り変化 しな い ．こ の よ うな保

存的 な部 位を使 っ て プ ラ イマ ーを設計 して お け ば，同 じ

プ ライマ
ー

で 幅 広 い 生物群 の 特定 の 遺伝 子 を増幅する こ

と もで きる． PCR 法は い わば DNA の 高速 コ ピ
ー

機で

あり， 4 − 6 時 間程 度 で 特定 の 遺伝 子 断 片 をユ05か ら106

倍に 増幅す る こ とが で きる．こ れ に よ り従 来 クロ
ー

ニ ン

グ して バ クテ リアなどの 生物 に よっ て 増幅 させ て い た 煩

わ しい ス テ ッ プ が 大幅 に簡便化 された．

（3 ）増幅断片 の 精 製 とダ イ レ ク トシーク エ ン ス 法 に よ

る 塩基配列決定

　 増幅断片 は，塩基配列決 定 の 反応用に ジーン ク 11一
ン

II （フ ナ コ シ）を用 い ，ガ ラ ス 粒 子 に DNA を吸着 させ

る 方法に よ り精製する．こ の 方法 に よ り，
プ ラ ス チ ッ ク

チ ュ
ーブ （エ ッ ペ ン ドル フ チ ュ

ーブ ）用 の 簡単な遠心機

だ け で超遠心機を用 い た の と同等 の 精 製が 2 時間程度 で

行える．

　 さ ら に サ ン ガー法 と PCR 反 応 を合体 させ た ダ イ レ ク

トシーク エ ン ス 法を塩 基配列 自動決定装置 （DNA シー

クエ ン サ
ー

） と組 み 合 わ せ て行 うこ とで，塩基配列決定

も容易 に行 える ように な っ た．ま た
， ラ ジ オ ア イ ソ トー

プ も不要 に な っ て ，
こ れ らの 研 究が通常の 実験室で行 え

る よ っ に なっ た．わ れ わ れ の 研 究室で は
一

人 の 実験助手

が 1 日 7 時間労働 で 2．5日 間かければ，
一

つ の 野生植物

の 1200塩 基対 程 度 の 遺伝子 を増幅 し て
， そ の 配列 を決

定する こ とが で きるまで に な っ て い る．

（4 ） ア ラ イ ン メ ン ト

　 自分 が 系統解析 をお こ な い た い 分類群 に つ い て
一

通 り

特定の 遺伝子 の 塩 基配列が 決定 できた ら，そ れ ら の 配列

を相同 に な る よ うに並べ る．こ の 操作をア ライン メ ン ト

と呼ぶ ．こ の作業 は，比較する DNA の 中で その 長 さを

変 える ような突然変 異 が 多数 回 起 こ っ て い る と き に は 困

難に な る．

（5 ）系統樹 作成

　ア ラ イ ン メ ン トの 後， PAUP （Swofford，
1993）

などの 系統解析 用 コ ン ピ ュ
ー

ターソ フ トを使 っ て 分子系

統樹が 得ら れ る．最近で は，最大節約法 と呼ばれ る塩基

の 置換数を系統樹全体 で 最小にするように 分類群を配置

する系統樹作 成法 が よく用 い ら れ て い る．さ ら に，こ れ

らの コ ン ピ ュ
ーターソ フ トに は ブ ー

トス トラ ッ プ 法 な

ど，得られ た 系統樹 の 信頼性 を統計学的 に 調 べ る機能も

付 い て い る．
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植物分子系統 学的解析 の 道具 と して の

　　　　　　 rbcL 遺伝子

　植物の 分 子系統学的解析 で は
，

rbcL と呼 ば れ る 遺伝

子が最 もよ く用 い られ て い る．藻類 か ら被子植 物 まで，

す で に 10QO種 を越 える植物 種 に つ い て こ の 遺伝子 の 塩

基 配列が 決 定さ れ て い る．本章で はわれ われ の rbcL の

塩 基 配列比較 に 基づ く シ ダ植物 の 分子系統学的研究 を中

心 に 紹介 した い と思 う．

　さて， rbcL 遺伝子は （1 ）リ ブ ロ
ー

ス ビ ス リン 酸カ

ル ボ キ シ ラ
ーゼ ／オキシ ゲ ナ ー

ゼ とい う光合成に お け る

炭酸 固定 の 最初 の ス テ ッ プ をつ か さ ど る 酵素 の 大 サ ブ ユ

ニ ッ ト を コ ー ドす る 遺伝子 で ，（2 ）葉 緑体 DNA ヒに

あ る．した が っ て，通常，母 性遺伝 をし，
1 個体 に は 1

種 類 の ゲ ノ ム しか 存在 しな い ．（3 ）長 さは約1500塩基

対 で，構造遺伝子 と して は平均的な長 さ で あ る ．（4 ＞

光合成をつ か さどる重要 な遺伝子 で，きわ め て 保 存的 で

あ り，被子植物 と シ ダ植物間で 比較 して もア ミ ノ酸 レ ベ

ル で 92％，塩基 レ ベ ル で も80％は 同じで ある．

　 rbcL が 系統解析に こ れ 程 まで よ く用 い られ て い る の

は，以下 の よ うな利点が ある か らで ある．

（1 ） rbcL は ，す べ て の 緑 色植物 に 通常 1 コ ピーだ け

存在 して い る （実際細胞あ た り に は何万 コ ピ
ー

も存在 し

て い る が， こ れ らは元 の 1 コ ピーが 発生 の 過程 で 増幅 し

た もの に すぎな い ）．した が っ て ， ナ ン バ ン ギ セ ル の よ

うな光合成能 を失 っ た 全寄 生 の 植物以外な ら ど ん な植物

で もこ の 遺伝 子 を調 べ る こ とが で きる （全寄生 の 植物で

は rbcL が 欠失 して い る こ とが 多い ）．ま た ， 比較 する

際 に 相 同性 の 問 題 も起 きな い ．
一

方，重要な機能を持 つ

核遺伝子 で は 多重遺伝子族を形成 して お り，
一

つ の 個体

に特定の 遺伝子 が 複数 コ ピ
ー

存在 する こ とが 多い ．そ れ

ゆ え， 比較 の 際 に は ど の コ ピー
を比較 して い る か が 問題

に なる．

　（2 ）藻 類 か ら被子 植物 ま で ユOOO 種 以．．Eの 幅広 い デ ー

タの 蓄積が ある．した が っ て，外群 な ど と して 比較す る

塩 基 配列 も容易 に 得 られ る．

（3 ） rbcL は挿 入 ・欠失 な どの DNA の 長 さを変える

ような変化が ほ とん ど な い ．実際，シ ダ植物 と種子植物

を比 べ て も両端 の 部 位以外は全 く同 じ長さ で あ る． こ の

こ と は当然なが らアラ イン メ ン トが容易 か つ 確実に お こ

なえ る こ とに つ な が る．また，ダ イレ ク トシー クエ ン ス

法 で は AAAAAA の よ うに 同 じ塩基 が 多数つ なが っ て

い る よ うな部位 に お い て そ の 数 を正確 に 知る こ とは 困難

で ある こ とが 多い ． DNA の 長さ を変え る突然変異が 少

ない こ とは 塩 基配列決定が より容易 となるの で ある．

　（4 ） rbeL で は とくに 保存性 の 高い 部位が 散在 して い

る．実際，シ ダ植物か ら被 了
・
植物 まで 幅広 い 分類群に つ

い て 共 通 の プ ラ イ マ
ー

を用 い て PCR 増幅が 可能 で あ

る．しか も， ダ イレ ク トシークエ ン ス しやす い ち ょ うど

500−600塩基対程 度 の 長 さの 断片 を増幅する こ と も容易

で あ る．

（5 ） rb 　t：L は 進化 速 度 の か な り遅 い 遺伝子 で は あ る

が ，同属内 の 比 較的近縁 な 種間 の 比 較 をす る 際 に も，そ

れ なりに は変異が み られる．こ れ は，コ ー ドす る タン パ

ク質の ア ミ ノ酸配列 に ほ とん ど 影響 を与 えな い コ ドン の

3 番 目の 塩 基 の 置換が ど の よ うな遺伝子で も同 じよ っ

に ，ほ ぼ 最 高の 速度 （偽遺伝子 の と同 じ速度）で起こ っ

て い る こ と （Li　et　al．，1985）を考え る と容易に 納得 で

きる．し た が っ て ， rbcL は近 縁 な種 間 か ら大系統群

（た とえば科）間 まで ，もち ろ ん 得ら れ る 解 像度は場合

に よ っ て 異 な る が ，幅広 い レ ベ ル の 系統解析に使 うこ と

が 可能で あ る．

rbcL の 塩基 配列比較 に 基づ く植物 の

　　　　　系統解析の 実例

　こ の 章で は ， 科間 か ら種 複合体 の 内部 まで さまざまな

レ ベ ル の 系統解析 に rbcL を適用 した実例を紹介する こ

とに よっ て， rbcL の 有用性 を示 し た い ．

（1 ）被子植物の科の間の 系統関 係

　一
般的 に，被子植物 は ひ とつ の 科 の 中で は 形態学的 に

互 い に似て お り， 多 くの 科は識別 可能で あ る．しか し，

科 の 間 の 系統関係 の 解析は，従来 の 比較形態学的方法で

は広 い 範囲の 植物で 共通 して 比 較 で き る 形質が 少 ない た

め ， 手 の つ け よ うが な い 大問題 で あっ た．また，従来用

い ら れ て い た ア ロ ザ イ ム 多型 や 葉 緑体 DNA の RFLP

解析 な どの 分子系統学的手法 も科 レ ベ ル の 解析に は，得

ら れ るパ ン ドの パ タ
ー

ン が 違 い す ぎ て 適用 で きな か っ

た．

　Chase 　 et　aL （1993 ）は，被子植物 の 科 をおお よそ

一一
通 O網 羅す る約500 種 に つ い て rbcL の 塩 基 配 列 を決

定 ・比較 して ，最大節約法 に よ り分子 系統樹 を作成 し

た．こ れ に より， 被子植物 の 科 レ ベ ル の 大 まか な系統関

係が解明 され た．同時に，系統的に まとま りの な い （単

系統群で ない ）科 も少なか らず見出され た．い ずれに し

て も，被子植物 を研究材料 とす る 多くの 進化生物 学者に

と っ て Chase 　et　aL （1993 ）の 系統樹は参考に なるは

ずで ある．植物 を材料 とす る 進化生物学者 は一度 こ の 系

統樹 を用 い て 自分 の 材料 の系統学的位置 を確認 して み る

こ と をお薦め す る，

（2 ） チ ャ セ ン シ ダ 科 （Aspleniaceae ）内種 間 の 系

　　　 統関係

　次 に，一
つ の科の 中の解析例 としてチ ャ セ ン シ ダ科に

関す る わ れ わ れ の 研究 を紹介 した い ．チ ャ セ ン シ ダ科 は

700種 以上 を含 む シ ダ植 物 の 中で は最 も大 きな 科 の 一つ

3
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図 2 ．チ ャ セ ン シ ダ 科の 分 子 系統樹 （Murakami ，1995 ）．

　　　 rbcL の 塩 基 配 列 比 較 に よ り最 大 節約 法 を 用 い て 描 い た もの ．枝 の 上 の 数 字 は 10，000 回 の ブー
トス トラ ッ プ 検 定 を 行 っ た 際 の 各枝 の

　　　 再現 率 〔％ 表示 ）．図 の 右 側 ；模式的 な葉 の 切 れ 込 み の 程 度 （単葉，1 回羽 状複 葉，2 回以 上 の 羽 状 複葉 の 3 段階 ）．四 角の 囲 み ：

　　　 自然 雑種 が 知 られ て い る種 群，矢印 1従 来 オ ニ ヒ ．ノ キ シ ダ の 両 親種 と考 えられ て い た もの ，
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図 3 ．オ オ タ ニ ワ タ リ （a ），

　　 　棒 の 長 さ ： 5cm ．

ヒ ノ キ シ ダ （b ），オ ニ ヒ ノ キ シ ダ （c ）， クル マ シ ダ （d ＞の 外部形態．
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で ある．形態学的 に もチ ャ セ ン シ ダ科は よくまとまっ て

お り，科全体 として 単系統群 で ある こ とは ほ ぼ疑 い が な

か っ た．しか し，科 内 の 系統関係 とな る と さ っ ぱ り分 か

っ て お らず，したが っ て ， ど の よ うに属 を設定する か に

も定説が な い 状態 で あ っ た．わ れ わ れ は，チ ャ セ ン シ ダ

科 の 中で 形態 の 大 き く異なる種群 をで きる限 り網羅する

ように 日本産 の 種 を中心 に，27種 を選 ん で，そ の rbcL

の 塩基配列を決定 し， 最大節約法 で 分子 系統樹 を作成し

た ．得 られ た 系統樹が 図 2 で あ る．枝 の 上 の 数 字 は

lO
，
OOO 回の ブ ー

トス トラ ッ プ 検 定 を行 っ た 際の 各枝 の

再現度を％表示 したもの で ある．か な りの 割合で ，その

値 は 100％ に 近 く を示 し て お り，解像 度 と信頼度 の 高 い

系統樹 が 得 られ た と言 っ て よい で あ ろ っ ．

　チ ャ セ ン シ ダ科 で は，葉 の 切 れ 込 み の 程 度に 多様性 が

見られる．そ こ で，図 2 の 右側 に は，単葉， 1 回羽状複

葉， 2 回以上 の 羽 状複葉 の 3 段階 で それぞれ の 種 の 葉 の

切 れ込 み の 程度 を模式的 に 示 した．こ れ を見る と，た と

えば 単葉は 独立 に 少 な く と も 5 回は進化 して お り，葉形

は 系統 を反映 して い な い こ とが わ か る．さ ら に，た と え

ば オ オ タニ ワ タリ ｛　 4sPlenium 　antiqu ” m 　Makino ）

と ヒ ノ キ シ ダ （A ．Prolongatum　Hook ，）は 図 3 の a

と b の ように 外見上 は大 き く異 な っ て い る．しか し，

rbcL の 分子 系統樹で は，ご く近縁 で ある こ とが 示 さ れ

て い る．こ の 類縁関係 などは 形態 か ら で は 想像だ に で き

な か っ た結果で あ る．

　 こ の
， 系統関係 をよ く反 映 した 現象 と して，自然雑種

の 存在が あ る．図 2 で は，その あ い だ で 自然雑種 が知 ら

れ て い る種．群 を四 角 で 囲 っ て あ る． こ れ を 見 る と，近縁

な種群内で の み 自然雑種 が形成 され て い る．先に述べ た

オ オ タ ニ ワ タ リ と ヒ ノ キ シ ダ が オ ニ ヒ ノ キ シ ダ （A 、

henzoi　Kurata，図 3c ） とい う種間雑種 を作 っ て い

る こ と もわ れ わ れ は見出 した．これ まで の 研究者 は似 て

もに つ か な い オ オ タニ ワ タ リ と ヒ ノ キ シ ダ が 雑種 を作る

とは考えて もみ なか っ た の で，以前か ら知 られ て い たオ

ニ ヒ ノ キ シ ダ を ヒ ノ キ シ ダ と クル マ シ ダ （図 3d ）の

雑種 と考え て しま っ た の で あ る （Kurata， ユ962 ）．以

上 の ように rbcL に よ る 分子 系統学的解析は，科以下 の

レベ ル の 解析 に もきわめ て有効 で ある．

（3 ）ホ ウ ビ シ ダ属 （HymenasPtenium 　）内種間 の 系

統関係

　 ホ ウ ビ シ ダ属は，チ ャ セ ン シ ダ科 に あ っ て背 腹性 の あ

る 長 くは う根 茎 を もつ こ と で 特 徴 づ け ら れ る
一

群 で あ

る．そ の 単系統性 は ほ ぼ 疑 い が なか っ た もの の ，ほ か の

チ ャ セ ン シ ダ科 の 種 との 関係は不明 で あ っ た．ホ ウ ビ シ

ダ属はチ ャ セ ン シ ダ科 の 多様化 の 初期 に他の 種群 と分化

した，い わ ば 原始的 な単系統群 で ある こ とが分 子系統樹

に より示 さ れ た （図 2 ）．そ こ で，さ ら に ホ ウ ビ シ ダ属

に 含まれ る種間の 系統関係 も rbcL の 塩 基配列 決定と比

較に よ っ て 調 べ た （図 4 ）．チ ャ セ ン シ ダ 科 全体 の 系統

関係を示 した図 2 より解像度 と信頼度は低 くな っ て い る

が
，

い くつ か の 興 味 深 い 進化学的 な議 論 に は 十 分 な 解像

度で ある．こ の 系統樹に 基 づ い て ，
ホ ウ ビ シ ダ類 の 形質

進化 を考察 して み る．

　ホ ウ ビ シ ダ属で は 無配生殖 をす る種 が い くつ も知 られ

て い る．無配生殖 とは，動物 の 単為生殖 と同等の もの で

ある．図 4 で は 無配生殖をす る もの は 網掛 け で 示 して あ

る．こ れ を見る とホ ウ ビ シ ダ属で は，少な くと もア ジ ア

で 3 回 ， 新世 界で 1 回 の 合計 4 回，
独 立 に 無配生殖 が 進

化 して い る こ とが わ か る．ホ ウ ビ シダ ， タイワ ン ホ ウ ビ

シ ダは 日本に無配生殖型 の み が 知 られ るが ，それぞれ と

形態的 に は 区別 が つ か な い 2 倍体雄性 生殖型 を中国 で 見

つ け た，ど ち ら の 場合 で も 日本 の 無配生殖型 と中国 の 有

性生殖型が ご く近縁 で ある こ とが 図 4 で 確 認 で き る．

　 ヒ メ タ ニ ワ タ ）J （丑 cardioPhyllum 　N ．　 Mura −

kam の は ， 小笠原 の 母 島， 沖繩 の 北大東島，
お よび 中

国 の 海南島の 3 カ所だ け に 隔離分布す る種 で ，
ハ
ー

ト型

の 特殊な葉 を もっ て い る （図 5 ）．少な く と も葉形 だ け

を見る と ホ ウ ビ シ ダ類 とは似て も似 つ か な い が ， 図 4 の

分 子系統樹 に よ る と ホ ウ ビ シ ダ 類 に 類 縁 の あ る こ と，

さ ら に ホ ウ ビ シ ダ類 の 多様 化 の 歴 史 の 中 で は 比 較

的最 近 に ナ ン ゴ ク ホ ウ ビ シ ダ （H ．cataractarum

〔Rosenst ．） N ．　Murakami ）や ホ ウ ビ シ ダ （狭義 ，

H ．hondoense　 （N ．　 Murakami 　 et　 Hatanaka ）

Nakaike ） の も と に な っ た 群 か ら進 化 し た こ とが わ か

る．こ れ もまた．葉形が 短時間で 大き く変化す る こ とを

示 して い る．

　ア ジ ア産 の ヤ クシ マ ホ ウ ビ シ ダ （∬ obliquissimum

Hayata） と中南米産の H ．　obtusOfolium 　L．は共 に 渓

流沿 い の い つ も水 しぶ きの か か る半水生 の 特殊 な 環境 に

生育 し，細胞 間隙の 消 失 した 特殊 な薄 い 葉 を もつ （図

6 ：1．こ の よ うに 特 定 の 生 物 か 特異 な生育環境 と形態を

両方も っ て い る と，それ だ けで 環境 と形態 の 間に 因果関

係 を考 え て しま い が ちで ある．しか し， こ れ は 正 しくな

い ．た と えば，ヤ ク シマ ホ ウ ビ シ ダ と H ．ob 魏 5加伽 規

が単系統群だ とする と，これ ら 2 つ の性質を共通 の 祖先

で 1 回獲得すれば よ い こ とに なる。過去 に 1 回 だ け 起 こ

っ た こ とに 必 然性 （起 こ っ た 理 由）が 存在 す るとは限 ら

な い の で， こ れ で は その 進化 を考 え て も意味 は な い ．と

こ ろ が，図 4 の系統樹をみ る と， ヤ ク シマ ホ ウ ビ シ ダ と

H ．obtusifotium は，ホ ウ ビ シ ダ類 の 中で は 比較的遠縁

で あ る．しか もそ れ ぞ れ ， ウ ス バ クジ ャ ク （H ．cheilo −

sorum 　Tagawa ）や H．　 n
’
pariu〃e　N ．　Murakami と

い っ た通常の 陸 上性 の 生育環境 と細胞間隙 も発達し た 葉

を もつ 種 と近縁 で あ る．ホ ウ ビ シ ダ類 の 中 で は特殊 な薄

い 葉 はそれぞれ 2 回独 立 に，半水生の 生育環境 と関連 し

て 進化 した こ とに な る．した が っ て ， 半水生 の 生育環境
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図 4 ．ホ ウ ビ シ ダ 属 の 分 子 系 統 樹 （Murakami ，1995 ）。

　 　 系 統 樹 の 表 示 方 法 は 図 2 と同 様．網 掛 け 　無 配 生 殖種．
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a

図 5 ．ホ ウ ビ シ ダ （a ） と ヒ メ タニ ワ タ リ （b ）の 外

　　　部 形 態．

a

b も

ウスバ クジ ャク

タ イ（622）一大岩

タ イ（626）
一中土

タ イ（627）・小岩

無量 山01一小 岩

無量 山07一中岩

　大理47一小岩

無量 山02一小岩

無量 山05一大土

大理45一大岩

　大理48一中岩

タイ （62g）一中土薄

タイ（612）一中岩薄

日本ヤクシマホウビ 薄

図 7 ．ヤ ク シ マ ホ ウ ビ シ ダ複合休 の 分子系統樹 （村上

　　　未発表 ），

　　　 それ ぞれの 植物 サ ン プ ル の 産地 ，植 物 体 の 大 き さ，生 育環

　 　 　 境 お よび 葉 質 を示 す．

C

ザ

図 6 ．ホ ウ ビ シ ダ類 の 葉 の 断面．

　　 　 通 常 の ホ ウ ビ シ ダ類 〔a ｝t ヤ ク シ マ ホ ウ ビ シ ダ 〔b11，

　　 　 恥
・
，nenasPletiium 　 obtustfolium 〔c ） ．

に 適応 して 細胞間隙 の ない 薄 い 葉 が 進化 した と推論 す る

こ とが 可能に な る．こ の よ うに 系統関係を解明 す る こ と

で ，
ホ ウ ビ シ ダ類 の もつ 興 味深 い 形質 の 進化 を科学的 に

議論で き た の で
’
あ る．

（4 ）ヤ ク シ マ ホ ウ ビ シ ダ の 近縁種複合体 の 解析

　ヤ クシ マ ホ ウ ビ シ ダは， 上 で 述べ た よ り に 半水生 の 生

育環境に適応 した 細胞間隙 の な い 薄 い 葉 〔細胞 2 層）を

もつ 特異な種 で ある．とこ ろが
， 中国か らイ ン ドシ ナ

，

ヒ マ ラ ヤ の 地域に は，こ れ と近縁で 外観は そ っ くりで あ

る が ，細胞層が 3 層以一ヒあり細胞間隙 も発達する 種 も存

在 して い る．我 々 は こ れ を仮に ヤ ク シ マ モ ドキ群と呼ん

で い る．中国 の 雲南省 の 数 カ所 とタ イ の ドイ
・
イ ン タ ノ

ン 山 で 採集 した 約 20個体 の ヤ ク シ マ ホ ウ ビ シ ダ お よび

ヤ ク シ マ モ ドキ類 に つ い て，そ の rbcL の塩基 配列を決

定 ・比較 して，系統 樹 を構築 した （図 7 ）．系統樹 を作

る上 で 意味 をも っ て い た塩 基置換 をそ れ ぞ れ 系統樹の 枝

ご と に 短 い 太線 で 示 して ある．ヤ ク シ マ ホ ウ ビ シ ダ複合

体で は，もは や 7 つ の 塩 基置換 しか な か っ た わ け で あ

る．それ で も図 7 は，ヤ クシ マ ホ ウ ビ シ ダ複合体に は 少

な くとも 3種 ある らしい こ とを強 く示唆 して い る．こ れ

ら の 種 は 外部 形態 で は ， ほ とん ど識別が 不 可能で ，

DNA を 調 べ て 初 め て 認 識 で きた もの で あ る．　 rbcL の

塩 基配列 の 比較 は， こ の よ うな近縁種群複合体の解析に

も有効 なの で ある．

　以上 の よ うに， rbcL は 科間 か ら近縁種問，種 内まで

幅広 い 系統解析 に 有効 で ある．

め σL遺伝 子 の 欠点

こ れ まで rbcL の 長所を強調 して話を進め て きた か も
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ち う ん 欠点 もある ．欠点 と して は 次 の 2 点が 挙げ られ

る。

（1 ） rbcL は近縁 な種 間の 比較 を お こ な う際に は
， や

は り変異量が 少な い ．ア ミ ノ酸 レ ベ ル で は きわ め て保存

的 なの で．と くに コ ドン の 1
，

2 番 目の 塩基 は，ほ とん

ど変化 しな い ．変異 が 少 な い こ とは，そ の ま ま系統関係

を示す情報 が 少な い こ とに つ なが る．

（2 ） rbcL に は塩基置換 の と くに 起こ りや す い ホ ソ ト

ス ポ ッ トが ある． 5 ％程度 の 塩 基配列 の 違 い が あるよ う

な 分類群を比較解析 した場合，もし， コ ドン の 3 番目の

塩 基 だ けが ど こ も同 じように塩 基置換 する なら，よりに

よ っ て 同 じ塩 基座位 で 多数 回 置 換が 起 きて い る こ とは ほ

とん ど な い はずで あ る （木村　1986）．と こ ろ が ，実際

rbcL で は， こ の よ うな状況下 で も少な か らぬ 塩 基座位

で 多数回 の 置換が 見 られ る．こ の 様 な座位をホ ッ トス ポ

ッ トと呼ん で い る．同 じ場 所
．
で 何 回 も塩 基置換 が 起 こ れ

ば 当然なが ら系統解析の た め の 情報が 失 わ れ る の で ，
こ

れ は変異が 少 な い よ りも大 きな問題 で ある．

　系統解析 に お け る rbcL 遺伝子 の 有効性 は ホ ッ トス ポ

ッ トの おか げで限 られ る．有効 な の は，経験的 に 言 っ と

次 の 場合 で あ る．塩基配列 が 1 −− 2 ％程 度 しか 異 なっ て

お らず ホ ッ トス ポ ッ トで もまだ 多数回置換が起 きて い な

い 近縁種群，ある い は 塩基 配列 が 5 − 10％程 度異 なっ

て ホ ッ トス ポ ッ ト以外の 座位 で もホ ッ トス ポ ッ トの 悪影

響 を上 回 る ほ どの 変異 が 生 じて い る 遠縁 の 群 間 で 比較解

析 を行 な う場合 で あ る．

今 後 の 展 望

　 rbcL の ホ ッ トス ポ ッ トの 問題 の 解決策 と して は，ホ

ッ トス ポ ッ トの 位置 を特定し て，系統解析 の 際に そ こ の

部分 を除 く，ある い は形質 の 重 み づ け で
’
軽 くするな どが

考 え ら れ る ．こ れ ら の 研 究 は，三 中信宏 （農水省 農環

研 ），大井和之 （九 大理学部 ）両氏 と計 画中な の で，近

い うち に 改良策 を示すこ とが で きる と思 う．しか し，同

時 に rbcL で 高い 解像度が 得 られ な い よ うな分類群 の 系

統解析 の ため の 技術開発 も絶対必要 で あろ う． PCR 法

や ダイ レ ク トシー
クエ ン ス な どの 分子生物学 の 基本的な

技術 はわれわれ 自身で 改良 で きるよ うなもの で はな い ．

わ れ わ れ が すべ き こ とは ， rbcl ．よ りす ぐれ た 系統解析

用 の 遺伝子を開 発する （具体的 に 言 うとプ ラ イマ
ー

を設

計す る〉こ とで あ ろ う．新 しい 系 統 解析 用 遺伝
．
r一と な る

た め に 必要 な条件 を列挙 する と次 の ように なる．

（1 ）大部分 の 緑色植物 に 少数 コ ピ
ー

だけ存在する．

（2 ）挿入 ・欠失など DNA の 長 さを変える突然 変異が

　　　少 ない ．

（3 ）保存性 が と くに高い 部位 が あ る．

（4 ）分 子進 化速度が rbcL より速 い （とくに コ ドン の

　　 1 ， 2 番 目）．

（5 ）とくに 多数回置換が起 こ りや す い 座位 （ホ ッ トス

　　 ポ ッ ト）が な い ．

　 （1 ＞か ら （3 ）は， rbcL の もっ て い た 長所 で あ

り， こ の 長所 を欠 く リボ ソーム RNA の 遺伝子 （多数 コ

ピ
ー

が 存在する）や ス ベ ーサ ー部分 の DNA （遺伝子間

の 何 も遺伝情報 をもた な い 部分 で 挿 入 ・欠失 が 多数 起 き

る）などで は，系統解析用 と して rbcL と同等以 ヒに 有

用 で あ る こ と は期待 で きな い ．（4 ），（5 ） は， rbcL

の欠点 を補う と い う意味 で あ る．本稿 の 後 の 記事 の 中 で

に 紹 介 さ れ る で あ ろ う葉 緑 体 DNA 上 の 遺 伝 子

matK ， あ る い は ndhF な ど は rbcL よ り進 化速度が

2 − 3 倍速 い こ と が 報告 さ れ て い る （Johnson ＆

Soltjs
，
1995 ；Olmstead ＆ Reeves，工995 ）．ホ ッ トス

ポ ッ トや 保存性の 問題 （ど の くら い 汎用性 の あるプ ライ

マ ーが 設計で きる か ）が み つ か らなければ ，と くに 近縁

種 群 の 系統解析で は rbcL より も有用 で あ る こ とが 期 待

で きる遺伝子 で ある．今後 の 研究 に 期待 した い ，い ずれ

に して も， rbcL は，ホ ッ トス ポ ッ トの 問題 などはあ る

もの の ，そ の 解析 の 簡便さ （塩基 配列 の 決定 ・比較 しや

す さ） と適用範囲 の 広 さか ら，
こ れ か ら も植物 の 系統解

析の 最初の
一

手 と して利用 され続け る こ とで あろ う．
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