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は　 じ　 め　 に

　DNA の 塩基 配列 に よ る 系統解析は，制限酵素 断片長

多型解析 RFLP の よ うに DNA の 変異 を間接 的 に 知 る

方法 と比べ て 費用 は か か る もの の ，ひ と た び 塩基 配列を

決定すれ ば情報 を蓄積す る こ とが で きる．その た め 解析

した い 分類群 を同時 に全て集め る 必 要が な い な ど，利点

が 多い ．た とえば 多くの 研究者が 協 力すれ ば，数 千 とい

う分類群 の 系統 を解析する こ とも可能で ある．実際 上

位 分類群 を対象に して リブ ロ
ー

ス ビ ス リ ン 酸カ ル ボ キ シ

ラ
ーゼ の 大サ ブ ユ ニ ッ トをコ ー ドす る 遺伝子 rbcL の 塩

基 配列 を用 い た 系統 解析 の 例 が あ る 〔Chase 　 et　al．，

1993）．これ か ら初め て 系統解析 を行 う者 に と っ て は，

1300 を超 える分類群に つ い て rbcL の 塩基 配列 が DNA

の デ
ータバ ン クに 登録 され て い る の で

， 解析 した い 分類

群 の 大 まか な系統的位置 が 簡単に わ か る．その た め 系統

解析に お い て rbcL は標準的 な遣伝子 と な っ て い る．

　陸上植物 では rbcL の塩基配列に は挿入や欠損 などが

な く，塩 基配 列 の 位 置 合 わ せ （ア ラ イ メ ン ト ahgn −

ment ）や塩基配 列の 編 集 （通常，全自動塩 基配列決定

装置 で 決定 され る塩 基配列 は完全 で ない の で 既知 の 塩基

配列 と比較
・
編集 しなけれ ば な ら な い ）が 容易で あ る 反

面，近縁種問 で は変異が 非常に 少 な く，分類群に よっ て

は 亜 科 や 科 の レ ベ ル で も十 分 な解像 度が 得られ な い こ と

が ある （Chase　et　al．，1993 ； Soltis　et　al ．，1995）．そ

こ で より近縁 な種群 の 系統 を調 べ るた め に rbcL よ り進

化速度の 速い ，すなわ ち変化 の 多い 遺伝子が 多くの 研究

者 に よ っ て 探索 され て お り， そ の 候補 の
一

つ と し て

matK が 最近注 目され て い る．

　 matK は葉緑体 ゲ ノム 中 の trnK 遺伝 子の 中に ある蛋

白質を コ ード し て い る と考 え られ る 領域 open 　reading

frame （ORF ＞ で あ り，　 trnK 遺伝子 の 約 25Qo塩 基対

の イン トロ ン の 中で 約 1500塩 基対 （約 500 ア ミノ 酸）を

占め て い る （Sugita　et　aL ，1985 ）．こ の ORF は，自

分 自身 を含 む イ ン トロ ン を切 り取 る マ チ ュ ラ
ーゼ

maturase と い う酵素 を コ ー ドして い る こ とが わ か

り， matK とよば れ る こ とに な っ た （Neuhaus ＆

Link ，1987）．こ の 遣伝子 の 進化速度 は rbcL よ り 2 − 3

倍程度速 い こ とが知 られ てお り， 近縁種問 の 系統解析に

有効 な遺伝 子 と考 えられ て い る ．Johnson＆ Soltis

〔1994）は狭義 の ユ キ ノ シ タ科 Saxifragaceae　s．s ．の

系統解析 に ， Steele＆　Vilgalys　 C1994）は ハ ナ シ ノ

ブ 科 Polemoniaceae の 属 間 の 系統 解析に こ の 遺伝 子

の 塩 基 配 列 を 用 い て い る ． ま た 現 在 ウ キ ク サ 科

Lemrlaceae　（ Les　 et　al．，　 1994 ），　ウ コ ギ 科

Araliaceae，セ リ科 Apiaceae 　（Plunkett　et　al．，

1994）な ど の 系統解析 に 用 い られ 始め て い る もの の ，

まだ matK の 解析が rbcL よ り優れ て い る 点 を確 か め る

十分な研究が行われ て い る とは い えな い ．本稿 で はバ ラ

科 サ クラ 亜 科 を解析例 と して matK と rbcL で 構築 した

分 岐 図 の 比較 を行 うこ と に よ っ て 系統 解析 に おけ る

ntatK の 塩基配列 の 有効性 に つ い て 考 察す る．

バ ラ科の 果実 の 多様 性

　バ ラ科 Rosaceae は 種子植物 の 中で花 の 形態や果実

の 形態 に つ い て最 も多様性 の 高 い 科 の 1 つ で あ る．バ

ラ 状 果 cynarrhodium ， ナ シ 状 果 pome ， 核 果

drupe ，
さ く果 capsule ，袋 果 follicle　，そ う果

achene な ど の 果実 の 形態 は 系統 を反映 して い る として

バ ラ 科 に お け る 重 要 な 分 類 形 質 と さ れ て い る

（Cronquist，1981 ｝ Hutcinson，
1964 ）．そ の 中で ，

サ ク ラ 亜科 Prunoideae は 核 果 を持 つ と い う形質で

ま とめ られ て い るグル
ープ で あ る．しか し亜科 が 違 っ て

い て も ヤ マ ブ キ 連 1（errieae や シ ロ ヤ マ ブ キ 連

Rhodotypeae な ど，従来そ う果 で ある と い わ れ て きた

もの の ，内果皮が硬壁化する と い う核果状 の 果実 を持 つ

もの が ある．サ ク ラ亜科 の 果実 の 形態 の 多様性を理解す

る た め に は系統関係を基礎に した 比較形態学的研究が 必

要 とな る．

　解像度や信頼性 の 問題 の み ならず形態 の 多様 1生を議論

する上 で 形態形質に 基づ く分岐図 を用 い る こ と は循環論

に 陥るた め
， 形態形質を用 い な い 分子形質 に 基づ く分岐

図 を用 い る こ とに よ っ て 真 の
「
比較」 形態学的研究が 可

能 に な る と考 え ら れ る．
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バ ラ 科 サ ク ラ亜 科 に お け る 系統 解析的研 究

　バ ラ科全体 の 系統学的研 究 に は Kalkman （ユ988 ）

の 形態 形 質を用 い た 研 究が あ る ． Kalkman は バ ラ科

を連を単位 と し た 22 の グ ル
ー

プ に 分 け ，
14 の 形 質を取

り 上げ て 分岐分 類学的解析を行 っ た が ， 彼は 原始形 質

plesiomorphy と 派生形 質 apomorphy を先 に 決 め て

解析 して お り， ま た解析自身に も最大節約樹を完全に数

え上げ て い ない な ど の欠点が み られる．彼 と同 じ形質の

マ トリ ッ ク ス を使 い
， 厳密 合 意樹 strict 　consensus

tree を計算 した と こ ろ，ほ と ん ど の枝が 多分岐 に な っ

て お り，互 い の 系統 関係 は 議 論 で きな い こ と が わ か っ

た． DNA を用 い た 研 究で は Morgan　 et　al．（1994）

の rbcL の 塩 基配列を用 い た 系統 解析 の 例 が ある．しか

し彼 らの 解析 で は サ ク ラ亜 科に つ い て は 5種 しか 扱 っ て

お ら ず ， 樹 長 や 消 失 指 数 decay　 index （Bremer，
1988 ）が 小 さ い の で サ ク ラ 亜科 の 系統関係 は 全 くわ か

らな い ．こ れ は rbcL では塩基情報 が y分 多くな い こ と

を示 して お り，
こ の 問題 を解決す る に は よ り 多く の 情報

を他 の 遺伝子配列に求め な け れ ば ならな い ．

材料 一解析 の 範 囲

　 サ ク ラ 亜科 と そ の 周 辺 属の 解析 をす る た め に サ クラ 亜

科 に つ い て は 各属 か ら 1 種以上 を とり上げ，ま た 周辺属

で は Moragn 　 et　 aL （1994）の 分 岐図 を参考 に コ ゴ メ

ウ ッ ギ StePhanandra　 incica　（Thunb ．） Zabe1 ，

ヤ マ ブ キ Kerria　iaPonica（L．） DC ，， シ ロ ヤ マ ブ

キ Rhodotypo ∫ scandence （Thunb ．） Makino ， ク

サ ボ ケ Chaenomeles扣ρo 厩 o α （Thunb ．＞ Lindl．

ex 　 Spach を選 定 し
， 外群 と し て は ノ イ バ ラ Rosa

multzveortt 　 Thurlb．と ミ ツ バ ッ チ グ リ Potentitta

freyniana　 Bornm ．を選 択 し た ．サ ク ラ 属 Prunus

は，た い へ ん 大 きな属 で ある た め，ふ つ う，
ウ メ 亜 属

subgen ．　Armeniaca ，ス モ モ 亜 属 subgen ．　 Prunus，
モ モ 亜 属 subgen ．　Amygdalus ，サ クラ亜属 subgen ．

Cerasus， ウ ワ ミ ズ ザ クラ亜 属 subgen ．　 Padus ，バ

ク チ ノ キ 亜 属 subgen ．　 Laurocerasus に 分 類 さ れ る

（大橋 ら ，1989）．今回 の 解析で は こ の 6 亜属の うちか

ら 4 亜 属 （モ モ 亜 属，サ ク ラ亜属，ウ ワ ズ ミザ クラ亜

属，バ クチ ノ キ亜属）を とり一ヒげ解析 した．セ イ ヨ ウ バ

クチ ノ キ Prunus 　 laurocerasus　L．の rbcL の 塩基 配

列 は GenBank か ら引用 した．またバ クチ ノ キ Prunus

ziPPeliana 　Miq ．で は matK の 配列 の み を決定 し，残

り の 18種 で は rbcL
，
　 matK とも同 じ個 体 を用 い て 配

列 を決定 した．

プ ラ イマ ーの 配列 と位置

　 アnatK 遺伝 子 を増幅 す る プ ラ イマ ー prilner の 塩基

酉己列 は Johnson　＆　Soltis　（1994 ）　や Steele　＆

Vilgalys （1994 ） に も示 され て い る． しか しそ の プ ラ

イマ
ー

で は バ ラ科で matK の 断 片 をうま く増幅さ せ る

こ とが で きな か っ た た め
， タバ コ iVicotiana 　tabacum

L （Shinozaki，　 et　 aL ，1986）と イ ネ Oryza　 sativa

L．（Hiratsuka ，　 et　aL
，
1989 ＞の matK の 塩基配列 を

比較 し， タバ コ の 塩基配列の保存的な部分 に 基 づ い て新
．

た に PCR 用 の プ ラ イ マ
ー

を設計 した （表 1 ）．　 matK

は コ
ー

ド領域 が 長 い の で ， そ の 増幅 に は 中間部 の 配列を

持 っ た イン ターナ ル プ ラ イマ
ー

を必 要 とする．イ ン タ
ー

ナ ル プ ライマ
ー

と して の MR と MF は，　 BF と R の プ

ラ イマ
ーで 増孀 され た 約 900塩基 対の 断片 （図 1， c ）

を低 い 電圧 で 緩や か に 泳動 して バ ラ科 の 数種 に お い て 塩

基配列を調べ ，保存的な部分 を用 い て プ ラ イマ
ー

を設計

した． AF ，　BF，　R，8R の 4 種 類 の プ ラ イマ
ー

を用 い て

AF −R
，
　 AF −8R，

　 BF −R
，
　 BF ・8R の 4 通 りの 組 み 合わせ で

matK の 断片 の 増 幅 を試 み た と こ ろ ，
バ ラ科，キ ク科

Asteraceae ， ゴ マ ノ パ グサ 科 Scrophulariaceae，イ

ネ． イ チ ジ ク属 Ficus ， ネ コ ノ メ ソ ウ 属 Chrysos一

表 1 ． matK 遺伝 子 の 増幅 に 用 い た プ ラ イマ ーの 塩 基配 列

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 1：00iet αt． 1995 ，遠 藤 　未発表 ）．

プ ラ イマ
ー 5L3

尸
設計

m ．atK −AF

matK −BF

m αtK−MF

matK −MR

ni．atK −RmatK

−8R

CTATATCCACTTATCTTTCAGGAGT

TCAGAGGGATTTGCGTTTATTGTGG

ACGATTATTCTTGCTCCTATATAA

CCAGAAGAGGTTAATCGTAAATGA

CTGCATATACGCCCCAAATCGGTCAA

AAAGTTCTAGCACAAGAAAGTCGA

Ooi　 etaL

Ooi　 etal ．

遠　藤

遠　 藤

Ooi　 et α1．

Ooi　 etal ．
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m 顔量K ’
− t賭 R

　 　 　 　 　 　 a

　　　　　 ma 電K’璽し＿ ＿ ＿ 岡 些 tK・8R
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 b

　　
m 臼tKロ趾L ＿ ＿ ＿＿ ＿ −

m ・ tK・R

　 　 　 　 　 　 　 　 　 c

図 1 ． matK 遺伝子 と プ ラ イマ
ー

の 位置 関係

　　　　　　　　　　　　　　　　 （遠藤 　未 発表 ）．

　 　　 a ，b，　 c に つ い て は 本文 参 照

Plenium な ど で 少 な く と も 1 種 類 の 組 み 合 わ せ で

matK の 断片 が 増幅 さ れ る こ とが 確認 さ れ た．また ，

AF −MR （図 1
，
　 a ），

　 MF −8R （図 1
，
　 b ） の 組 み 合

わ せ で は ゴ マ ノ パ グサ 科 ，バ ラ 科 で は matK の 断 片 が

問題 な く増幅 され た．今回 の 解析 で は こ の AF
・−MR ．

MF −8R の組み合わ せ を用 い て全 自動塩基配列決定装置

に よ っ て 直接塩 基配列 を決定 した．新 た に matK で 系

統を解析 しよ う とす る と きの プ ラ イマ ーの適用 上の 問題

点は ， 7natK 遺伝子 の 両端 の プ ライマ
ー

（AF ，　BF，　R，

8R ）で は 比較的 多くの 分類群で 良好 な増幅が 行 える

が ．イン ターナ ル プ ラ イマ
ー

（MF ，　MR ） の 適 用 範 囲

が 狭 い と い う こ とで あ る．こ の た め対象 とな る 分類群 に

よ っ て は イン タ
ー

ナ ル プ ラ イマ
ー

を設計し直 さ なけ れ ば

ならな い 場合が ある．

結 果

　図 2 に matK と rbcL で 構築 した サ クラ亜科 とそ の 周

辺属の 分岐図を示す， rbcL の 塩基 配列に は挿入 ・欠失

は な く， matK の 塩 基 配列 に は 挿 入 ・欠 失 が あ っ た

が ， 挿 入 ・欠失 は 今回解析 した 19種 で は 8 箇所 み ら

れ ，ア ラ イ メ ン トを行 う上 で と くに 問題 とは な らなか っ

た ． ま た 系統 解析 は挿 入 ・欠 失 の 箇所 を 除 い て か ら

PAUP 〔Swofford，工993 ）を用 い て 行 っ た ．分 岐図 の

数字は ブー
トス トラ ッ プ bootstrap 法 （Felsenstein

，

1985）を用 い て 100回反復する事に よ っ て得 られ た再現

確率 を示 して い る． matK の 分岐 図 は CI （
一

致指 数

consistency 　 index ）＝O．731，　 RC 　（修正
一

致 指数

瑕
俳

 

図 2 ． matK と rbcL に よ り構築 し た サ ク ラ 亜 科 と そ の 周 辺 属 の 分 岐図 （遠藤　未発 表 ）．

　 　 　 数 字 は ブートス トラ ッ プ 法 （100 回 反 復 ）に よって得 ら れ た 再現 確 率 を示 す ，
　 　 　 四 角 の 枠 内 ： サ クラ 亜科
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図 3 ． mrt 　tK と rbcL の 塩 基 配列 の 変異 の 比較 （遠 藤　未 発表 ）．

　 　 縦 軸 ： matK と rhcl 、と もに 同 じ樹 形 を示 す分 岐 図 a ） の A ，　 B ．　 C 各位 置 で の 60塩 基 あ た O の 平均 変 化数 ．
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rescaled 　 consistency 　 index）＝＝　O，690で ，　 rbcL の

分 岐 図 は CI ＝ 0 ，561，　 RC ＝ O．443で あ っ た． こ の CI

と RC は ， 形 質状 態 の 分布が 得 られ た分岐 図が ど の 程

度
一

致 して い る か を示す尺度で ，値が 1 に近 い ほ ど平行

進化 が 少 な い ． rbcL で 構築 した 分 岐図は図 2 の 右側 よ

うに解像度 が 低 い の に対 して， matK で 構築 した分岐

図 （図 2 左 側 ）は 高い 解像度 と高い ブー
トス トラ ッ プ 確

率 を示 して い る．

　 matK の 分 岐図 に よ っ て rbcL の 分岐図 で は わ か らな

か っ た次 の 興 味深 い 事柄が わ か っ た．

1 ＞サ クラ亜科は単系統で は な い ．

　　　 コ ゴ メ ウ ツ ギや ヤ マ ブ キ ， お よび シ ロ ヤ マ ブ キ

　　　が サ ク ラ 亜 科 の 中に 入 っ て い る．

2 ）サ ク ラ亜 属は 単系統 で は な い ．

　　　ユ ス ラウ メ節 Sect．　Microcerasus に属す るユ

　 　　 ス ラ ウ メ　 Prun ” s　tomento ∫ a 　 Thunb ．　 ex

　　　Murray　，
ニ ワ ウ メ Prunus 　」αPonica　Thunb ．

　　　ex 　 Murray ， ヒ トエ ノ ニ ワ ザ ク ラ Prunus

　　　81andulosa　Thunb ．　 ex 　Murray 　が モ モ

　　　Prunus 　Persica　Batsch と単系統 を形成す る．

　 また
， rbcL の 分岐図 で も示唆 され て い るが より強 く

支持 され た事項 と して

3 ） こ れ ま で シ モ ツ ケ 亜 科 Spiraeoideaeに 分 類 さ れ

　 　　 て い た リ キ ュ ウ バ イ 　Exochorda 　 racemosa

　　　 （Lindle．） Rehd ．は グ ミ モ ドキ Prinsepia

　　　unlveora 　Batal．や PrinsePia　utili∫ Royleな ど

　　　の グ ミモ ドキ属 Prinsepia に 近い こ とが あげ ら

　　　れる．

　 こ の ように matK を用 い た系統解析が rbcL の それ よ

りも有効 で ある こ とが サ クラ亜科 の 具体的 な系統解析 に

よ り明 らか に な っ た．

matK と rbcL で構 築 した分 岐図の 比較

　 次 に， rbcL で 構築 した 分岐図 よりも matK で 構 築 し

た分 岐図 の 方 で 解像度 が 良 い 理 由 を調 べ た．図 3 の b

と c は matK と rbcL の 塩基 配列 の 変化量 を比 較 した エ

リアグラ フ で ある．塩基 の 長 さを横軸 に ， 縦 軸 に は 60

塩基対あたりの変化数を示して い る．縦軸に注 目する と

い か に matK の 方が変化が 多い かが わか る．次 に 分岐

図上 で ど こ に ど れ だ けの 変異 が あ る の か を調べ た， こ れ

は た と え matK に 変異 が 多 くて も分 岐 に 関与す る変化

が 少 なければ解像度 の 高い 分岐図 は得られな い か らで あ

る． matK と rbcL で 構築 した 分岐図 （図 2 ）か ら共通

の トポ ロ ジ
ー

を持 つ 5種 を選 び ， A ，
　 B ，

　 C の 位置 に

配置 される変化 を測定 した （図 3a ＞． こ の 3 つ の 位置

に 配置 される変異形質 の うちサ クラ亜科 の 分岐図 を作成

する上 で 意味 の あ る形質は B の 位置 の 変異 供 有派生

matKrbcL096

　　　　20％　　　　409も　　　 609も　　　 80％ 　　　　100SC

a ）全　　体

m 飢 KrbcL ．．．一一

一一
　 　 艦 　　　　2   　　　　40％ 　　　　60 ％ 　　　　6096 　　　 100 ％

b ）同義置 換

metKrbc

」 一 ．一
　 　 0％ 　　　 　20％ 　　 　 40％ 　　 　 60％ 　 　　 80 ％　 　　 100 ％

c ）非同義置換

■ 1 回置換

「
多回 置 換

図 4 ． matK と rbcL の塩基配列に お け る 1 回置換 と多

　　　回置換 の 割合 （遠藤　未発表）．

形質）で あ る こ とに 注意して A ， B ，　 C に お け る 変化

量 を み る と matK で は rbcL に 比 べ て B の 位 置 に 配 置

さ れ る変異が 多い こ とが わ か る．こ の こ とか ら matK

で は た だ 単 に 変異 が 多い だ け で は な く系 統 解析 ⊥ で 意 味

を持 つ 変化が 多い こ とがわか っ た． こ れ は今 回解析 した

バ ラ科サ ク ラ亜科 の 解析に お い て，より高 い 解像度 を得

られる こ とを意味する．

　図 4 は， rbcL と matK で構築 した 系統樹上 で塩 基置

換 が 1 回だ け観察され た （1 回置換 ）サ イ トの 数 お よび

同 じサ イ トで 複数回の 塩 基置換が 観察 され た （多回置

換）サ イ トの 数 の 割合 を調 べ た もの で あ る．検 定 の 結

果 ， 全体 に つ い て の 多回置換数 の 割合 は rbcL で 有 意 に

多い こ とが 示唆 され た （図 4a ＞．次 に 多回置換 の 割合

が 同義置換 と非同義置換 の ど ちらに 多い の か を調 べ た．

そ の 結果，同義置換 で は matK と rbcL の 間に有意な差

は 認 め られ なか っ た が （図 4b ）非 同義置換 で は rbcL

で 多回置換が 有意に 高い 割合で 起 こ っ て い る こ とが わか

っ た （図 4c ）．多回置換 の 割合 が 多い と い うこ と は 分

子形質が 平行進 化 を して い る と考 える こ とが で きる．

rbcL で は こ うした 多回置換が 起 こ t）や す い ホ ッ トス te

ッ トが 非同義置換サイ トに 多く分布 して お り， 系統解析

をす る上で 解像度が 悪 くな る 原 因 と な る こ とが わ か っ

た． こ の こ とは ふ つ うホ ッ トス ポ ッ トは 同義置 換 サ イ ト

に 多くな る とい う一般的な予想 と異な る た め，今後，多

くの 分類群 間 に わ た る解析 が 望 まれ る．

要 約

バ ラ科 に お い て niatK の 塩基配列 は rbcL の 塩基配列
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よワも情報 の ある変．異が 多 く，平行進化 が 少な い の で ，

フ
tt一 ト ス トラ ッ プ な ど の 検 定 に も有意 とな る 解像度 の 高

い 分岐図 を得る こ とが で きた．変異 が 大 き く
一部の プ ラ

イマ
ー

を分類群に 応 じて 手直 ししな くてはならな い 場合

はあるが ． matK の 塩 基配列 を用 い た 系統 解析 は rbcL

で は解像度の 低 い 分岐図 しか 得ら れ なか っ た比較的近縁

な分類群間 の 系統解析 に 有 効 で あ る と考 え ら れ る．
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