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核遺伝 子 に 基づ く被 子植物群 の 系統 解析 の 有効性

小 菅 桂子 ・傳 田 　哲郎

　　　 （神 戸大 学理 学部 ）

　 分子系統学 は生物共通に存在する遺伝子の塩基配列を

直接比較す る こ とに より，こ れ まで 困難だ っ た高次分類

群 の 系統解析 に 新 た な道 を開 い た ．被子植物で は葉緑体

DNA の 配列， と くに リブ ロ ー
ス リン 酸 カ ル ボ キ シ ラー

ゼ Rubisco の 大 サ ブ ユ ニ ッ ト遺伝子 （rbc 　L ）を使 っ

て大 多数 の 科 の 系統関係が 解析 され ， そ の膨大な成果は

Annals　 of 　 the 　 the 　 Missouri　 Botanical　 Garden

VoL8Q　No ．3 （1993 ） に ま と め られ て い る．しか し，

こ の 遺伝子 は進化速度 が 遅 く，被子植物の 属 レ ベ ル 以下

の 系統解析 に は 必ず しも有効 で は な い （Doebly 　et　al．，

1990 ；Kim 　 etal ．， 1992）．低次 分類群 間 の 系統 を解析

す る た め に は，よ り進化速度 の 速 い 遺伝子や遣伝子間の

非 コ
ー

ド領域 を利用する必要が あ る，

　葉緑体ゲ ノ ム は ふ つ う母性遺伝 をする た め ，遺伝子は

単
一

で 重複や組 み 替 えを起 こ して お らず ， 系統解析に利

用 しや す い （Clegg，　 lgg3 ； Clegg ＆ Zurawski，
199工）．一

方，核 遺伝子 は 両性 遺伝をす る た め遺伝様式

も複雑で，系統解析に利用するに は さ まざまな制約 が あ

る．とくに 多 くの 核遺伝子 は 重複を起こ して い る た め ，

系統解析に 用 い る場合に は 比 較 する配列 が 同
一

の 遺伝子

座に 由来す る （orthologous ） もの か ， 種 分化 に 先 だ

っ て 重 複 し， 独 立 に 進化 した （paralogous ）か を先

に 区別 しなければ ならない ．

　被子植物 の 系統推 定に は ， 従来，葉緑体ゲ ノ ム の 塩 基

配列が お もに利用 され ，核遺伝 子 は リボ ゾー
ム RNA 遺

伝子群 など に 限 ちれ て い る．核遺伝子の 進化速度は葉緑

体 遺伝子 の 4 倍以上 と速 く （Wolfe　 et　 aL ，1987，
1989 ），近縁 な群 の 系統 解析 に は 有効 と予 想 さ れ る．そ

こ で ， 本稿で は核遺伝子 の ア ル コ ー
ル 脱水素酵素遺伝子

（adh ）を用 い た キ ン ポ ウ ゲ 科 と キ ク科 Brach ）
’
scome

属の 系統解析 の 結果をもとに，核遺伝子 に よる系統解析

上の 問題点 とそ の 有効性 に つ い て述べ る．

解析 に 用 い た adh 遺伝 子断片

　ア ル コ ール 脱水素酵素 （ADH ）は 根，種 子や花粉 な

ど で 発現する 2 量体 の 酵素 で，多 くの 2 倍体植物で 2 〜

3 種 類 の ア イ ソ ザ イ ム が 報告 され て い る （Gottlieb，
ユ982）．遺伝子座 の 異 なる分子種 間 で も 2 量体 を形成す

る こ とか ら，こ れ ちの 遺伝子 は重複に よ り生 じた とみ な

され て い る．イネ科 で は 数種 で 2 種類以上 の 遺伝子 が 報

告 され ， 種 分化に 先だ っ て 重複 し た遺伝子 で あ る こ とが

示 され て い る （Dennis　et　al．，1984 ，1985 ）．

　 adh 遺伝子 の コ ー ド領域 は全長約1．2kb で ，ふ つ う

9 カ所に 約 100−200bp の イン トロ ン が 含 まれ て い る．

遺伝子 が 重複 して い る た め ， PCR 法 を用 い た場 合 ， 遺

伝子座 の 異 な る複数 の DNA 断片 が 増幅 さ れ る こ と に な

る．そ こ で，欠失や挿 入 に よる 長 さの 変異が 起 こ りやす

い イ ン トロ ン をはさむ ように，エ ク ソ ン 3 か ら 4 の
一部

を増幅 した．長 さの 異 なる 2 種類以上 の 増幅 断片が得 ら

れ た の で，電気泳動法に より各断片を分離し，さ ら に精

製 して塩基配列を決定した．キ ン ポ ウ ゲ 科 で見 い だ され

た偽遺伝子 と推定 され る 断片 を除け ば，増幅断 片 の エ ク

ソ ン 塩基配列に は 挿 入 や 欠失 は 認 め らな い ．えられ た エ

クソ ン の 塩 基配列 をも と に MEGA 　Ver．1．0 （Kumer

et　al．， 1993）と PAUP 　Ver．　3．0 （Swofford， 1993）

を用 い て系統 樹 を作成 した．

キ ン ポ ウゲ 科 に お け る系統 解析

　 キ ン ポ ウゲ 科 は被子植 物 の なか で 比較 的起源 の 古 い

群 と考 え ら れ て い る ．17属 23種 で αdh 遺伝子 断 片 の

増 幅 を行 っ た と こ ろ， 多 くの 種 で 分 子量 の 異 な る 2

種 類 の 断 片が 増 幅 され た．ま た ， 4 倍体 の タ ガ ラ シ

Ranunculus　 sceleratus 　L．とユ キ ワ 1丿イチ ゲ Anem ・

one 　 keiskeana　 Maxim ．， 6 倍 体 の ア キ カ ラ マ ツ

7「halictrum　 minus 　L ．　var ．　 lzyPoleucum　（Siebold

et　Zucc．〕 Miq．，セ ン ニ ン ソ ウ Clematis ’87 π 翼 o 駕

DC ．と　ト ウ ゴ ク サ バ ノ オ　DichocarPum　trachys−

permum （Maxim ．） W ．T ．　Wang 　et　Hsiaoで は 3

種類 以上 の 断片 が増幅 され た．そ の 中に は エ ク ソ ン 配列

に 1 〜5 個 の 挿 入や 欠失 ， ある い は終 止 コ ドン が含 まれ

る断片が あ ワ， こ れ らは機能を失 っ た 偽遺伝子 と考 えら

れ る．

　偽遺伝子 を除 く，26種類 の 増 幅 断片 の エ ク ソ ン で は

273塩 基部 位中，97部 位 が 系統解析 に有効 な変異 で あ っ

た．近隣結 合法 （図 1 ）， 最短 距離法や最大節約法 に よ

り作成 した 系統樹は，い ずれ も基部 で 2 つ の ク レ
ー ドに
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A 　 ニリ ン ソ ウ　 Atl −1
　 　 タガ ラシ Rsi−l
　 　 　 　 　 　 Rs：−1
　 　 リュウキ ン カ 　Cpa−1
　 セツ ブン ソ ウ 　Epi

−1
サ ラシ ナ シ u ウ マ 　Csi−1
　 　 ル イ ヨ ウ ソ ヨ ウマ 　Aas−1
　 レ ン ゲ シ ョ ウ マ 　  all

　 ヤ マ 才 ダマ キ　Abu−1
　 　 ヒメ ウズ 　Sad−1
　 チチ プ シ ロ カ ネ ソ ウ　Ers−1
1soprtm　thsiictrρides　　Ith−1
　 トウ ゴ ク サ バ ノ オ 　 Dtr−1
　 　 ア キカ ラ マ ッ　hL −1
　 シ ギ ン カ ラ マ ツ 　 Tac−l
　 　 　 　 　 　 Tfi−1
　 1enthorh ’za　5’卯 1ゴσ’5siua 　　Xsi−1
　 ミツ バ オオ レ ン 　Ctr−1
　 　 　 　 　 ； リ ン ソ ウ 　Atl−2
　 　 　 　 　 　 ユキワ

IJ
イチゲ　柮 e−2

　 　 　 　 　 セ ンニ ン ソウ 　Cte−2
　 　 　 　 　 　 ハン シ i ウ ズル 　Cja−2
　 　 　 　 　 　 クサ ポタ ン 　Cst−2
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Csi−2
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Cpa−2
　 　 　 　 Hrdrsstjs　 Cfinsden∫is　Hca−2

図 1 ．キ ン ポ ウゲ 科 に お け る adh 遺伝子 の エ ク ソ ン 系

　　　統 樹 〔Kosuge　et　aL ，
ユ995）．

　　　 数値 は 100圓 の ブ ー
トス トラ ッ プ 値 を示 し，和 名の 後の 略

　　　 号 は 解析 した増 幅断片 番 号 を示す．系統 樹 は 異 な る 遺伝子

　 　 　 塵 に 由 来す る adh 　 1 と 2 の クレ ードに 基 部 で 大 き く分 か

　　　 才し 　それぞ れ の クレ ードは さ ら に 4 つ の 群 （A ，B ，　 C ，

　 　 　 D ｝ と2 群 〔E，F ） に 分 か れ る．

大 きく分 か れ た （Kosuge 　et 　al ．
，
1995）． 2 種 類 の 配

列 を解析 し た リ ュ ウ キ ン カ Caltha　Palustris　L．　var ．

niPPonica 　 Hara ， サ ラ シ ナ シ ョ ウ マ Cimicijug・a

simPtex 　Wormsk ．と ； リ ン ソ ウ 肋 翩 o耀 脚 c‘∫4α

Fr．　Schm ．で は それ ぞれ の 断片 が 両方 の ク レ
ー ドに 分

か れ て 位置す る ．ユ キ ワ リ イ チ ゲ で 得 ら れ た 2つ の 断片

の うち， Ake − 1 と名付け た一
方は，エ ク ソ ン 3 の 配列

を決定 して い な い の で 系統樹に は 含 まれ て い な い が，ニ

リ ン ソ ウ の Afl− 1 に最 も相 同性 が 高 い ．　 Afl − 1 と

Ake − 1 の イン トロ ン 3 の 塩 基配列 （図 2 ）を比較する

と，配列 は 14bp の 挿 入 （欠失）を除 け ば きわ め て相 同

性 か 高 く，同様に Afl − 2 と Ake − 2 の イ ン トロ ン 配列

に も相 同性 が 認 め られ る．一
方， Af1 − 1 と Af1 −．2 あ

る い は Ake − 1 と Ake − 2 を比べ る と，イ ン トロ ン 両端

部 の 配列を除 い て相同性 は 認．め られな い ．ま た，同
一

個

体 か ら得 られ た ほ か の 2 種 類 の 増幅断 片 間 で も同様に イ

ン トv ン 3 の 相同性 は見 い だ され ない ．こ の よ っ に エ ク

ソ ン の 塩基配列 に 基づ く系統樹 の 基部 で 大 き く分岐する

遺伝子間で は，イン トロ ン の 相同性 も認 め られ な い こ と

か ら ，
こ れ ら 2 種 類 の 増幅断 片 は種 が 分 化 す る 以前 に 重

複に よっ て生 じた異な る 遺伝子座 に 由来する もの と考え

ら れ るの で， adh 　 l と adh 　 2 と して 区別 した．

　 2 つ の ク レ ー ドは ， さ らに い くつ か の 群 に 分か れ る

が ，染 色体 の 特 徴や 果実の 形態 に 基づ い て 推定 され た こ

れ まで の 系統 関係 （Gregory，1941 ；Langlet
，
1932 ；

Tamura ，ユ966）に ほ ぼ 対応 し，葉緑体遺伝子 に基づ く

系統 解析 の 結 果 （Hoot ，ユ995 ；Johansson， 1995 ；

Johansson＆ Jansen，1993 ＞ とも矛盾 しな い ．す な

わ ち， αdh　 1 で 分岐 した 4 つ の 群は，　 A ：キ ン ポ ウ ゲ

豊 科　Ranunculoideae，
　 B： クリ ス マ ス ロ ー ズ 亜 科

HelleborQideae ，　 C； カ ラ マ ツ ソ ウ亜 科 Thalictro−

ideae ，　D ： オ ウ レ ン 亜科 Coptidoideae　に 相 当 し，

Abu−l　 GTATGTACATTT −CAAGTACATTCGTTTTTATTGTCTTTGCTCACAGCTA 　TTT−AATATTA −一．．　TGTAAC
−−GAC八ATAAT八T八GATTTCA　TTFrATC

Sad　l　GTATGTACAT −一一一一一．一．　　　　CGTTTTTACTGTCTTTGCTCACAGCTA 　TTT ．AATATT へGGGGATGTAAC −−GACAATAATATAGATTTCA 　TTTA τC

Era−l　GT八TGTAC《TTTCCATGTACATTCATTTTTACTTTCATTGCCCGCA 直CTG　TTC −GATGTTT ．．　　　TGTAAT
−−GACC −TAAA −TAGATTTCACTT −一一一

lth　−l　GTATGTACATT 　CCAAACACATTCATTCTTACTTTCAT −GCCTGCAACTA　TTC−GATGTTT −　　　TGTA八TCAGACC −TAAAAT八G点TTTCACTT −一一一

1）じ 一l　GTATGTACATTTCCAACTACATTCATTCTTACTTTCATTGCCTGCAACTA 　TT（：GGATGTTT −一一一一一GTAAT　　GACC
−TAA 八AGAGATTTCACTT −一一一

Tmi−l　GTへTGTACATTTCCAAGTACATGCATTTTTACTTTCATTGGGCGCA 八CTG　TTGGGATGTTT −一一一一一AT八A−　　GACC
−TAAAATAGATTTCACTTTATC

Tac−1　GT点TGTACATTTCCAAGTACATGC へTTTTTACTTTTATTACACGC へ八CTG　TTGGGATGTGT −一一一一TATAAC　　GA．．一．一一一一一一一一一．．　　．一一一一一

Tfi．l　GTAT〔｝TACATTTCCAAGTACATTCATTTTTAC −一一一一一一一一CCGCAACTG　TTGG｛｝ATGTTT ・一一一一TGTAAT ．
　GA〔：C−TAAAATAGATTTCACTT −ATC

　 　 　 l　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 5D

lQG

Abu−1　TTTCCTCTGTFI℃ATTTCATTTATCTCT −TTTCTGTTTACTCA −一一AAcc ．a　TTTCAATCTGTTTGATGCTGTTTA −TTTGTA 〔≡　〔167　bp）

S訌d　lTTTCCTCTGTTCATTTCATTTATCTCT
．
（）TTCTGTTTACTCA −一．AACCA　TTTCAATCTGTTTGATGGTGTTTA −TTTGTAG 　〔160　bp）

Era　1　−．一一一一一一一一一一一一一一一一一一一ATCTCT 　CTTCTGTT −一一一一AACTAA．CA　GTTCAATTTGTTTGATGTTGTTGGGTCTGTAG 　（140　bp〕

Ith　．1　　　．．一一一一一一一一一一一一一一一一ATCTCT −CTTCTGTT．一一一一AACTAA −CAGTTCAATGTGTTTGAT （｝TTGTTGG −TCTGTAG 　（140　bp）

D匸r ．1　　　．一一一一一一一一一一一一一一一一一ATCT −T−CTTCTGTT．．一一TAACTAA −CA　GTTCAATGTGTTTGATCTTGTTGG ．TCTGTAG 　（142　bp｝

Tm ［lAATCATTTGT −CATT −CATA丁ATT −C．GCTTATGTTTACATAACTAACCA 　GTTCGATTTGTTGGATGTTGTTGG ．TCTTTAG　（167　bp）
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

．．−TTGTTGG −TCTTTAG 　（96　bp｝TaC−1　−一一一一一一一一一一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．一一一一一TAACCA　GTTCGA丁
一一一

Tfi−1　TTTCATTTCTTCATTTCATATATTTCTGCTTATGTTTACATAACTAACCAGTTCAATTGGTTGGATGTTGTTGG ．TCTTTAG 　〔163　bp）

　 　 101　 　　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　　 150

図 2 ．ニ リン ソ ウ属に おけ る adh 遺伝子 イ ン トロ ン 3 の塩基 配列．

　　　 括 弧 内 の 数 値は 各 イ ン トロ ン の 艮 さ を示す．略号 ：図 1参照
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Af］−1　GTATGTACTAATA −一一一一一一一一一一一一一TTTAATCTTTCTTTCCCTTAGTGTACAATTCAATTTGTTTAATTATGTTTGGTATTTAG 〔167　bp｝

Ake−l　GTATGTACTAATACTATCATCCCATTATTTAATATTTATTTCACTTTGTATACAGTTCGGTTTGTTTAATTAAGTTGGGTATATAG 〔160　bp｝

Afl　．2　GTATGTAATCACGTACTACA 　TTATTTCTCTGCATAACGGCCTGAA −TATTTCAAT −−TCCATCTCTCPLATTTiG −TC −一一一TTG　　TTTATTAG　U67　bp）

Ake　2　GTATGTA ．．　　．　　　 TACTTTTAATT ．　　　．一　．AACCACATACATTATTTATATACTCCAT −TC−一一一一ATTGCTCATTATTGAGTTCATTAG （160　bp）

　 　 　 1　　 　 　　 　　 　　 　 　　 　　 　　 　　 30　 　　 　　 　　 　　 　 　　 　　 　　 　　 60　 　　 　 　　 　　 　　 　　 　 　　 　　 90

図 3 ．カ ラ マ ツ ソ ウ 亜科 に お け る adh 遺伝子 イ ン トロ ン 3 の 塩基 配列 （Kosuge　et　al．，1995 ）．

　 　 　 括 弧 内の 数 値 は 各 イ ン トロ ン の 長 さ を示 す，

adh 　 2 で は E ； キ ン ポ ウ ゲ 亜 科 ，
　 F ： ク リ ス マ ス ロ

ーズ

亜科 と Hydrastis の 2 群 に 分 かれ る．イン トロ ン 配列

は F 群以 外の 各群内で は 相同性が 高い が ，異 な る群間

で は配列 の 相 同性 が 認め られ な い ．葉 緑体遺伝 子な どの

解析に お い て，従来ク V ス マ ス ロ
ーズ連 Helleboreae

に 入れ られ て い た セ ツ ブ ン ソ ウ Eranthis　pinnatijida
Maxim ．は ，サ ラ シ ナ シ ョ ウ マ 連 Cimicifugeaeの サ

ラ シ ナ シ ョ ウ マ 属 Cimicifttga　Wernish．や ル イ ヨ ウ

シ ョ ウマ 属 Actaea　L ．に 近縁で あ る こ とが 示 され て お

り （Jensen　 et　al．，1995 ），本研 究 の adh 遺伝子 の 塩

基配列 に 基づ く系統樹 も これ を支持 した．

　エ ク ソ ン の 塩 基配列に 比 べ て イ．ン トロ ン は進化速度も

速 く， より近縁 な群で の 系統解析 に 有効 と思われ る．た

と え ば， C 群 の カ ラ マ ツ ソ ウ亜 科の イ ン トロ ン 3 の 配

列 は 図 3 に 示 した よ う に 整 列で きる．ヤ マ オ ダ マ キ

Aquilegia　 buergerianα Sieb．　 et　 Zucc ．と ヒ メ ウ ズ

Semiaquilegiα adoxoides （DC ．） Makino の 配 列

（Abu − 1，　 Sad − 1 ）は 2 カ 所の挿 入 と 欠 失 を除け

ば ，
1 塩基 しか 違 い が な い ．また，チチブ シ ロ カ ネソ ウ

Enemion　 raddeanum 　Regel ， ／∫oPyrum 　 thα lictr−

oides 　L．と トウ ゴ クサ バ ノ オ の 3 種 の 配列 （Era − 1，

Ith− 1
，
　Dtr − 1 ）は イン トロ ン 3 に数個 の 1 〜2bp の

短 い 挿 入や欠失が あるだ け で 極め て類似 し，エ ク ソ ン 配

列 の 相同性 も高 い こ と よ り， こ れ ら 3 種 は 単系統群 と考

えられ る．一
方 ， カラ マ ツ ソ ウ属 Thalictrum　 L．の 3

種 の 配列 （Tmi − LTac − 1，　Tfi．1 ）で は， シ ギ ン

カ ラマ ツ Thalictrtfm　actaefotium 　Sieb．　et　Zucc ．の

配列 （Tac − 1 ）に 長 い 欠失部位 が 認め られる．カラ マ

ツ ソ ウ亜 科 で の イン トロ ン 配列 と エ ク ソ ン 系統樹 の 分岐

よ り， こ の 欠失 は シ ギ ン カラマ ツ の 独 立派生形質 とみ な

さ れ る．

Brachyscome 属 に お け る adh 遺伝子 の 解析

　Brachysceme 　tsは オ
ー

ス トラ レ イ シ ア 地域 に固有な

キ ク科 シ オ ン 連 Astereae の 植物 で あ る．分布 の 中心

で あ る オース トラ リア 大陸 で は さまざまな生育環境 に 適

応 して 形態や 繁殖習性，染色体 の 数や構造 な ど が 幅広 く

変 異 し ， 約 70種 を越 える種 か 認 め られ る （Davis，
1948 ，1949 ；Smith−White　et　aL ，197D；Watanabe ＆

Short
，
1992 ）．染色体数 の 変化 を遺伝子 レ ベ ル で 捉 え る

た め ，葉緑体遺伝子 の 系統樹 〔傳 田 未発 表 ） と果実 の

表 1 ． Brachyscome 　tsに おける adh 遺伝 子増幅 断片 （Denda　et　aL ，ユ995）．

種名 染色体数　　増幅　　　　 Intron　 3　　 挿 入 配列　　認識 配列

　（n ）　 　 断片 　 　　 　長 さ（bp ）　 長 さ（bp ）

B ．aculeata （Labill．）Less．

B ．酌 那 ogJo ∬ α F．Muell．

B ．cu 　rv　ica　rPa 　G ．L．Davis

B．dentata　 Gaudich，

B ．Papillosa　G．L，Davis

B．tetraPterocarPa　G．L．Davis

9

4

44

4

4

Acu −1Acu
−2

Chr −lChr
−2Chr

　 3

Cur −1

Den −lDen
　−2

Pap 一
ユ

Pap ．2Pap
−3

Tet −1

834122505353338

113548247544352260325

2819077

278

02DO82

71

TACTTATAA
CTTGTCTCGATT
CTTGTCTCGATT

TAAACTT

TAAACTT
CTTGTCTCGATT

CTTGTc
「
1℃ GATT
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Chr−lChr
．2Chr
．3Pap
−2Te

い lDen
−lPap
−LACt
．1Ac

し
一2Den
．2Pap
−3Cur
．1

GTATATA−．．−TGTTTCCATCAATTCTTGTCT −TTCAAGT −GTTTTT−一一一一一一TTTAATGATAATATA −−TTCACATACA−一一一一一一一一一一一一．一一一．一一一．．一・−

GTATATA−．．．TGTTTCCATCAATTCTTGTCT−TTCAAGT−GTTTT．．一一・．一一TTT且ATGATAATATA−−TTCACATACACTTGTCTCGATT＊＊CTTGTCTCCATT

GTATATA．．．．TGTTTCCATCAATTCTTGTCT ．TTGAAGT ・GTTTT ．．．．一．．TTTAATGATAAT 八rA−−TTCACATACACTTGTCTCGATT ＊＊CTTGTCTCTATC
GTATATA−一一一TGTTTCC且TCAATTCTTGCCTCTTTAATTAGTTATTTTTTTAATTTAATGATTATATA・．TTCACATACACTTGTCTCGATT＊＊CTTOTCTCGATT

GTATATA−一一一TGTTTCCATCAATTCATGCCTCTTTAGTrAGTTTTTAT −一一AATTT《ATGATAATArA −−TTCAC《T八C《CTTGTCTCGATT＊＊CTTGTCTCTCTT
GTA・一一一一・・−TGTTT −一一一CAATCCTTGTCT−TTCAAGr −GTTTCT −一一一一一一TTTAATGATAATATA −−TTTACACACACTTGTTTCGATT −．一一一．一一一一一一一一

GTA．一一一．．一一TGTTT−一一一CAATTCTTGTOT−TTCAAGT−GTTTCT−一一一一一一TTTAATGATAATArA−−TTTACACACACTTGTTTCGATT−．．一一．一一一．．一一一

GTAT△TATATATGTTTCCATCA八TTCTTGTCTCTTTAATrAGTTTTT ．一一．．一．TTTAATGATAGT 八TA ．−TTCACATACACTTGTCACGATT −・一一一一一一一一一一一一

GTATATA．一一一TGTTTCCATCAATTCTTG丁CTTTTTAAATAGTAGTTT−一一．一一TTTAATGATAAT八rA−−TTCACATACA．．．一一．・・一．一一一．一一一．一一一一一一一一

GTATATA．．．．TGTTTCCTTCAATTCTTGTCTCTTTAATTAGTTTTTT −一一．一一TTT 且ATGATAAT △rAT且TTCACATACACTTGTCTCGATT．．一一一．一一一一一一一一

GTATATA ・一一一TGTTTCCATCAATTCTTGTCTCTTTAATTAGTTTTTTTTT ．AATTT 八〇TGATAAT《rA−．TTCACATACACTTGTCTCGATT−一一一一一一一一一一一一一

GTATATA　．．−TGTTT−−ATCAATTCTTGT−TTTTT −AGT−GTTT−．一一一一一一一一一一一ATAAAAA −一一・一一一一・ACA ・一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一．．一一一一『

］　　　 　　　　　 　　　　　 　　　　　 　　　　　 　　　　　 50　　　 　　　　　 　　　　　 　　　　　 　　　　　 　　　　　 100

Chr．lChr
−2Chr
．3Pap
−2Tet
−lDen
−lP

叩
．1Acu
−1Acu
−2Den
−2Pap
−3Cur
．1

．．．．一．一．．一・　AACT−．・・一・　TTTTGGTTGGTGGGCCAACTAGATACTGATAGGCC−AGCCTGCCAGAATCCATrTTGGTGTTATGTAAAATACTTATAA ＊＊TAC

GGTACT−一一一TTAACCTGTAACGTTTTGGTTGATGGGCCAACTCAATACTGATAGGCC−AGCCTGCCAGAATCCATTTT．一．．−AATG−一一一一一一一一一ATAA−一一一一

GGTATA−．一一TTAACCTGTAACGTT 丁TGGT 丁GATGGGCCAACTCAATACTGATAGGCC−AGCCTGTCAGAATCCATTTT −一一一一AATG−．．一．一．一一一ATAA．．一．−

GATACT−一一一TTAACCTCTAACGTTTTGGTTGATGGGCCへACTTA八TACTGATAGGCC−AGCTTGCCAOAATCCATTTT．．．．．AATG−一一一一一一一一一ATAA−一一一一

AGTACT−．一一TTAACCTGTAACGTTTTGGTTGATGGGCCAACTCAATACTGATAGGCC −AGCCTGCCACAATCCATTTT −一一一一AATG −．．一．．．．一一ATAA・・一一一

GGTACT−一一一TTAACCCGTAACGTTTT （｝GTTAGTGGGCCAACTTGAGATTGCTAGGCC −AGCCTGCCAGC 且TCCCTTTTGGTGTTATGTACAATACTTATAC −一一一一

GGTACT．．　　TTAACCCGTA ．．．一．一一一GTTAGTGGACCAACTCGA〔｝ACTGCTAGGCC−AGCCTGCCAGCPLTCCCTTTTGGTGTTATGTACC 乱TACTTATAC−．一・．

GGTACT−一一一ATAACCCGTAACGTTCTGGTTGGTTGGCCAACTCGATACTCATACGCC−AGCCTGCCAGTATCGGTrTTGGTGTTATGTTCAATACTTATAC −一一一一
一一一．一一一．．．一一AACT−一一．．一一TTTTGGTTGGTGGGCCへ△CTCGACAGTGA−−GGCCAAGCCTGCCAGAATCCCTTTTGGTGTTATGTTCAATACTTGTAA−一一一一

GGTACTTAATTTAACCTGTGGCCTTTT（｝GTTGATGGGCCAAC．TCGATTCTGATATGCC −AGCCTGCCAGAATCCTTrTT （｝GTGTTATGTACAA−一一一一一一．．．・．．−

GGTACTTAATTTAACCTGTGGCCTTTTGGTTGATGCCCCAACTCCATTCTGATAGGAC−AGCCTGCCAGAATCCTTTTTGGTGTTATGTACAATACTTATAA−一一一一
．．一．一．−AAATTAATCCG−．．．−TTTT−一一一一一．一一一．一一一一一一一一一一一一一．一一一．一一一一・一一一一一・一・一一一一・一一一一一・一一一．一一一一一一一一．TACTATTTT．．．．．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　15D　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 嬲

Chr−1Chr
．2Chr
−3Pap
−2T

巳t ．1D
 
一lPap
．1Acu
．1A

 
．2D

ヒn
・2Pap
．3Cur
．1

TATAATAAACTT−一一一一一一一AATGAATATGTT．．−ATTTGTTTTTTTTA−一．一．一．一一一GTAGCATAATTTGATGGATTTTAATTAATGATGTG・一一AATAG
−．．．．．TAAACTT−一一．一．．．へ八TGAATTTGTT．一一ATCrGTTTTTTTTATATAGTACGAGTAGCATAATTTGATAGATTTTT．．　ACTGATGTG−一一AATAG
−一一一一一TAAACTT−一一一一一一一AATGAATTTGTT．一一ATTTGTTTTTTT丁TTATATA−一一・GTAGCGTAATTTGATGGATTTTAATTAATGATGTG−一一AATAG
−一一・一一TAAACTT−一一一一一一一AATGAATTTGTT・一一ATCrGTTTTrTTTTTATT−・一一一一GTAGCATAACTTAATAGATTTTT．．．AATGATGTG−一一AATAG
．．．．一一TAA直CTT．．．．．．．．AAAGAATTTGTT．．．ATCGGTTTTTTTTTTATAT．一．一一一TAGCATAATTTGATAGATTTTT −−TAATGATGTG −一一AACAG
−AGAAATAAACTT＊＊AAACTTAATGAATCTGTTTTTAAArTTTTT−・一一一一ATAT・一一一一GTAGCATAATTTGATGAAT丁TTT．一・ACTGATGTGATCAATAG
　AGAAATAAACTT＊＊AAACTTAATGAATCTGTTTTTATATTTATT−．一一へTTTTTG −一一一・−AGCACAATTTGATGGATTTTG −一一ACTGATGTGATCAATAO
−一．TAATAAACAT−一一一一一．．AATAAATCTGTTTTTATA−−TGT−一．一一一一一一一一．一一一一．TAGCATAATTTGATAGATTT↑T−一一AATGATGTG−一一AATAG
−一一一一一TAAACAT−．一一一．一．AATTAATCTGTTTTTATA・．TG−一一．．．一．．一一．．．一一一一TAGCATAATTTGATAGATTTTT−一．AATGハTGTG ・

　
・AATAG

−一一一一一TA《《CTT−一一一一一一一AATGAATCTGTT．−AATATTT−一一一．一一ATTTTG．一．．．GTAGCACAATTTGATGGATTTTG−一．ACTGATGTGATCAATAG
．．．．

　
．TAAACTT．．．一一．．−AATTAATC丁GTT−−AATATTTGTT−．一一ATTTTTG−一一・GTAGCACAATTTGATGGATTTTT−一．ACTGATGTG−一一AAT八6

−−ATATTTAGCAT−．一一一一一一AATT．一．一．．．．．一．．．一．．・．　．　．・　．・『一・．　　．一．一一一一．一一一一TTGGATGGATTTTG ・一一AAT6ArGTG −一一AATAG
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　250　　　 　　　　　 　　　　　 　　　　　 　　　　　 　　　　　 300

図 4 ． Braeh ）
’
scome 　reに お け る adh 遺伝 子 イ ン トロ ン 3

　　　　　　　＊ ＊ は 挿 入 配 列 の 位 置 を示 す，増幅 断 片記号 ：表 1 参 照

の 塩 基 配列 （Denda　et　aL 　1995）．

特徴よ り単系統性 が 認 め られ た acu 正eata 群の 6 種 （表

1 ）に お い て adh 遺伝子 の 解析 を行 っ た．

　　増幅に よ り そ れ ぞ れ の 種 か ら 1 〜 3 種 類 の adh 遺伝

子断片が 得 られ，表 1 に 分子量 の 大 きい もの か ら順 に 示

した ．イ ン トロ ン 3 の 大 きさ は 113 〜548 　bp で あ リキ

ン ポ ウ ゲ 科 と比 べ る と長 い もの が 多 く， と くに B．

dentata
，
　 B．　PapiUosa，　B ．　ch 　rys 　og 　lossaで は 500　bp 以

上 で あう た．エ ク ソ ン 塩基 配列 は相 同性が 高 く，系統解

析に有効 な変 異 は 22部位 で あ っ た．系統樹 で は 遺伝子

間や種 間 の 関係 は明確 に は で きな い が ，同じ長 さ の イン

トロ ン を持 つ 断片 が それぞれ ひ とつ の クレ
ー

ドに まとま

る傾向が 見られ た．

　　イ ン トロ ン の 長 さの 突然変異は，微少 な塩 基 の 欠失，

挿人 や 直列重複 の コ ピー数 の 変 化，あ る い は レ トロ ポ ゾ

ン や トラン ス ポ ゾ ン などの 転移 因子 の 挿 入などに起因す

る （斉藤　1994）．転移 因子が 関与す る場合 ， 挿 入配列

は 比較的長 く，挿入 認識部位 の 配列 は 重複す る （大坪

1991 ；岡 田 　1994a ）．　 BrachySCOfne 属 の イ ン トロ ン

配列内に は AT や T の 数塩 基対の 短 い 挿入や欠失が 多

く含まれるが
， 数種 の 増幅 断片 で は 図 4 の ＊ ＊ 印 で 示 し

た位置 に，71−281bp の 比較的長い 挿入が 認 め られ た．

こ れ らの 長 い 挿 入 配列 の 前 後や 内部に は 重複を示唆す る

ような類似した 配列の繰 り返しは な い ．しか し， 挿入配

列 の 両側 に は数塩基対 の 直接 反復配列が 存在する た め

（図 4 ，表 1 ）， こ れ ら は挿入因子 に 由来す る と推定 さ

れ る　（Denda　et　aL ，1995）．

　　図 5 に 示 した ように 挿 入 因子 は，配 列 の 相同性，挿 入

の 位置 と 認識部位 の 配列 よ り 3 種類 に 区別 で きる． B ．

chrysoggossa の Chr − 1 の 挿 入 因子 で は 配列 の 前半部

が 植物 の 5sRNA 遺伝子 と高 い 相 同性 を示 す．　 B ．
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　 　 　 　 C 且aaggCatcggat ¢ C 瞻gt ご agaaC しccgaa 暫且taagc9 にgcttg99cgagagtagtacaagga 忙999tgacctctt999aagtC 巳tcgtgt 匸gcatt 仁⊂ c

5SrRNAChr
　l　CGGGTAAGCTTTGGAAGGATGGTAAACAAAATGAGGTAAGCGTGCTTCAA （：GAGAGTAGTACAAGAATGAGTGACCTTCTGGGAAGTCCTCGTATTGTAA −CCCT

　 　 1　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 50　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 100
　 　 GAGTTGTTACCAAGTCTTAATTGAAGGATTGCCATGGACGGTTTGGAAACACTCAGTGAGCAATCCTTATACTGTGTATACACTAGAGTAAGGGGTCGGATTACT
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 200

A
塀

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 150
CGCCTCCCGGGTTTACCTGAACAGGGAAAAILCCTTCTACCTTTTACCTTTTTA （：CTTTACCTTACTTATAA
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 250

BChr
−2　ATGCAACTGCGGGAGATGATCGTGTGGGTGGTTTAGT （：CCCTGGGTGATCCCAAACTGCTGTTCAAAAAAAAAAGAAAAGAAAAAAAAAC

Chr−3　．．．．．日．，、．．凵．，．凵日，．．．T ．凵．目日日．．、．，．T．A ，．凵，．H 目，冖，目．．T，．H ，．．．．CCC．
Pap−2　．．．，，，，，．T．，A ．．．『，C7．，C．，，，，．．．．．．．．C ．＿日．．，，．．，口口．．．，．，．，．．．．．．．．．．．C ．A ．．C ．A ．C
Tet−1　．．．．，，，，．，。，．，，，，．，，，，，，．．，C，，．，．．．，．，、．，，，，，．C．，．，，，．，．．AT．一一一一．．，，，，．．，．C
　 　 1　 　　　　　 　　　　　 　　　　　 　　　　　 　　　　　 　　　　　 　 50

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 150
Den　l　GAT−AATCCATACAATAGAAAGTTTGAAAGATGGILTACATGCAATAGGAACAGGTGAAAATTCAATGCATTTCCAATCAATTAGCCCG

Pap−l　GATGAATCCATACAATAGAAACTTTGAAAGATGGATACATGCAATAGGAACAGGTGAAAATTCAATGCATTTCCAATCAATTAGCCCT
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 250

CDen
−1　TTATCAGTTTCCTATTGTATGTATCCATCTTTAAAACC 　

．．
　　

一一一一一一一TTCATATCGAATGCATTCAACTTAAATACTCATCCTATCATATGCAAAAAAGAC

Pap−1　TT八TCAGTTTTCTATTGT −一一一一一一一一一一TTT−AAAC．TTCArATTGT 八TTTCATAT −GTATGCATTCAACTTT −ATACTCATCC −ATCG −ATGCAAAAAAGAC
　 　 1　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 5D　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 100
Den−1　TAATTTCCCCTTTATGAAACTTTTATATCATCTTATTTTAAGGGTAAATTAGTCATTTTAAGTTATATTA −TCACTTGATGCATAC −一一一GGAT〔ヨAAACATAAA

Pap−l　TAATTTCCCCTTAATGAAAGTTTTGTATCATCTTATTTTAAGGGTAAATTAGTCATTTTAAGTTATATTAATCACTTAATGCATACGATAGGATGAAACATAAA
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 200

図 5． Br αchyscome 属に お け る adh 遺 伝子 内の 挿 入 因子 配列 （Denda　et　aL 　l995）．

　 　 　 増 幅 断片 記号 ：表 1 参照　 A ，B，　 C ：本 文参 照

Papiilosa，
　 B．　 chrysoglossa と B．　 tetraPterocarPa で

は それ ぞれ Pap − 2 ，　 Chr − 2，　 Chr − 3 と Tet − 1 に

お い て 3
’
末端に ポ リ A 鎖を もつ 挿入 配列が あ り，

こ れ

は レ トロ ポ ゾ ン の
一

種， SINE （Short　Interspersed

Element ）因 子 に み られ る 特 徴 で あ る （Jagadees・

waran 　 et　al．，ユ98ユ）．また
，　B．　dentata（Den − 1 ＞

と B ．Papiilosa（Pap
− 1 ） で は 約 280　bp の 挿入 配列

が み られ るが ，こ の 配列 に は 明確 な特徴 は な い ．一方，

こ れ ら以外 の 増幅断片 で は，挿入因子 は見 い だ されな い

が 認識部位 と同 じ配列 が 存在 する．した が っ て，い ろ い

ろな転移 因子 の 挿入は遺伝子が重複 した後 に 起 こ り，同

じ種類 の 挿 入 因子を持つ 遺伝子 は そ れ ぞ れ 同一の 起源 と

考 えられ る．

　Brachyscome 属で は α α 磁 α 如 群以外で も adh 遺伝

子断片に トラ ン ス ポ ゾ ン 由来や 異なる特徴を持 つ 挿 入因

子 が見 い だ され た． こ の よ うな挿入因子 は，染 色体数が

n ＝ 4 ま た は 3 に まで減 少 した 種 に は存在するが ， n ＝

9 の 種群で は同 じ挿入認識配列が ある に も関わ らず，見

い だ され て い な い ．ま た
， 増幅 さ れ る adh 遺伝子 断 片

の 数 は ，

一
般 に n ＝4 や 3 の 染 色体 を持 つ 種 群 の ほ う

が n ＝ 9 を持 つ の 種 群 よ り も 多い 傾 向 に あ る． こ の よ

うに 染 色体数が よ り少 な い 種 で adh 遺伝 子 に つ い て数

や構造 の 多様化 が 認め られす の で，染色体数 n ＝ 9 の

種 群 か ら染 色体 数 の 減少 した 種 が派生 し た と考 えられ

る．

　生物 の ゲ ノム 中 に は さ ま ざ まな種類 の 挿 入 因子 が 存在

し，ゲ ノ ム の 再編 成 に 密接 に 関わ っ て い る （大坪

1991 ）． Brachyscome 属に お け る多様な 挿 入 因子 の 出

現 は， McClintock （ユ984＞が 推定 して い る よ うに 強

い 環境 の ス トレ ス や染 色体 の 構 造変化 が ひ きが ね に な っ

て 起 こ っ て い る の か ， そ れ と もこ れ らの 因子 の 挿入 が 構

造変化を引き起 こ す原因 に成 っ て い る の か 興味深 い 問題

で ある． Brachyscome属で は挿入因子 を もつ 群で ， 染

色体 の 数や形 だ けで な く， 形態や繁殖習性 の 特殊化が 起

きて い る．こ の ような派生的な特徴を持 つ 種群 が お もに

生育 する オー
ス トラ リア の 半乾燥 帯で は，洪水に より植

物体や 種 子が 水面下 に 没す る （渡 邊　1975 ＞．イネ科 の

adh 遺伝 子 に は冠水状態な ど非常に嫌気的な条件下で

主 に 発 現 す る も の が あ り （Ricard　 et　 al．，1986 ；

Sachs＆ Freeling，1978），　 Brachyscome 属 の adh 遣

伝子群 に つ い て も発現機構や機能分化 の 面か ら調査する

必要が ある．

核遺伝 子 を用 い た系統解析 の 有効性

　塩 基 配 列 を用 い た 系 統 解析 の 有効性 は ， 比較する遺伝

子 の 種類 だ けで な く，解析する分類群 の 階層や 種類 に よ

っ て 左右 され る．葉緑体遺伝 子 に 比べ ，核遺伝子 は 遺伝

子重 複， イン トロ ン の 存在，配列保存部位が 少 な い な

ど， 広範 囲 の 生物群 の 系統解析
．
を行 うに は不利な点が 多

い ．核支配 の adh 遺伝子断片 を用 い た解析で は ， 比較

した エ ク ソ ン 配列が短 い に も関 わ らず，キン ポ ウ ゲ科で

は 系統樹上 に お け る 遺伝子座 の 識別 ， 属間や種間 の 系統

解析が可能で あ っ た．しか し，キ ン ポ ウ ゲ科に 比 べ て 分
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化 の 歴 史 が 比 較 的 新 し い と 考 え ら れ る キ ク 科

Braehyscome 属内 で は，増幅 断片 の 配列か らは明確 に

遺伝 子 座間や 種 間 の 関係 を示す こ とは で き な い 。

　 イ ン トロ ン な ど の 非 コ
ー

ド領域 で は エ ク ソ ン と比べ て

配 列の 進化速度が 速 く （Li ＆ Grau，1991），塩 基置換

だ けで な く， 欠失や挿入 とい
っ た ギャ ッ プが 生 じるなど

複雑な機構 で
’
配列 の 変化が 起 こ っ て い る．キン ポウゲ 科

の よう．に イ ン トロ ン の 相同性 が 高 く，ギ ャ ッ プ が 短 い 場

合 は，配列 を用 い て 系統樹を作成 す る こ とや，短鎖 の ギ

ャ ッ プ を含 む 配列 の 解析法 （Golengerg　et　al．，1993 ；

斉藤　1994）を．応用す る こ とも可能で あ る．しか し，

Brach）
’
sconie ．esの よ うに ，挿入 配列の 特徴を除い て，

遺 伝 了憫 の 相 同性 が 高 く， 遺伝 子座 を特 定 し難 い 場 合

は，配列か ら直接，種 の 系統樹を作成で きな い ．こ の よ

うな場 合 は 同 じ挿 入 因 了
．
を共有す る種群 が 共通 の 祖先種

よ り分 化 した と．考 え，サ ケ科 の 系統解析 （岡田　 1994

b ） と同様 に 挿 入 因子 の 分布 を も とに
， 遺伝 子座 の 相同

性 や種 間 の 関係 を分岐学的に 推 定す る の が 適切 で あろ

う．

　 よ り正 確な系統推定を行 うた め に は，異な る遺伝様式

を持 つ 葉緑体遺伝子 と核 遺伝子 の 両方 を解析 し， 系統樹

を総合的に 判断す る こ とが 必要で あ る．核遺伝子 に はエ

ク ソ ン と イン トロ ン と い う
．
進化速度 と進化機構 が 異 な る

部 位 が 含まれ ， 属間や属内 と い っ た 近縁 な群 の 系統解析

に は有効 と考え ら れ る．また，遺伝子 を直接 解析す る こ

と に より， 器官 ， 発生段 階や環境 条件な．ど特異的に 発現

する酵素遺伝了
・
や 機能を失っ た偽遺伝子 も調べ る こ とが

で き， ア イ ソ ザ イ ム 解析で は 困難 で あ っ た 倍数体 形成や

適 応的 な種 分 化を解明 する こ と に も活 用 さ れ る で あ ろ

う．
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