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研究成果の概要（和文）：東日本を中心に日本の広域に分布する森林植生の主要構成樹種であるブナのゲノム配
列情報を取得し、塩基配列長が約530Mbpであることを解明した。ブナ天然林に設置された固定調査区に生育する
ブナ林の遺伝的変異を調査した結果、ゲノム全体にわたり探索された一塩基多型の遺伝子型の空間分布は花粉・
種子散布などの生態学的過程を反映していた。一方、乾燥応答の候補遺伝子の一塩基多型の遺伝子型の空間分布
は森林内の微小環境に影響を受けている可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We obtained genome sequence information of beech, which is a main 
constituent tree species of forest vegetation distributed widely in Japan mainly in eastern Japan, 
and clarified that the sequence length is about 530 Mbp. As a result of examining genetic variation 
of beech forest which grows in a monitoring plot established in a natural beech forest, the spatial 
distribution of the genotype of genome-wide single nucleotide polymorphism reflected ecological 
process such as pollen and seed dispersal. On the other hand, it was suggested that the spatial 
distribution of genotypes of single nucleotide polymorphisms in candidate genes for drought response
 might be affected by the microenvironment in the forest.

研究分野： 森林生態遺伝学

キーワード： ブナ林　ドラフトゲノム　乾燥応答　MYB遺伝子　一塩基多型
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研究成果の学術的意義や社会的意義
森林植生は自然災害を低減させる公益的機能を有しているが、一方、現代はこれまでにない急激な気候変動に曝
されており、森林植生の衰退が懸念される。そのため、樹木自身に秘められた「環境に柔軟に適応していくこと
のできるゲノム情報」を収集することは、森林植生のもつ将来の存続可能性を評価する上で必要不可欠である。
そのため本研究は、森林の保全技術に科学的根拠を提示できるという学術的意義があり、同時に森林保全を通じ
た安全な人間社会の構築に資する社会的意義も併せ持つものと考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 近年、我が国では急激な気候変化による土砂流出・河川氾濫によって多くの人命が失われて
おり、それらの自然災害を低減する効果をもつ森林植生を保全する社会的要請がより一層高ま
っている。したがって、森林植生の保全指針の判断材料となる生物学的データを得るため、将
来の健全性や存続可能性を的確に定量化する技術の開発が課題となっている。近年の研究から、
生態系機能は種多様性の増加とともに単純増加するのではなく、やがて頭打ちになることが分
かってきたため、生物群集の健全性と将来の存続可能性を的確に定量化するためには、種多様
性よりも生態系機能に直接関与する「生物自身がもつ生存に必要不可欠な形質（以後、機能形
質）」の多様性を評価する必要が認識されつつある。特に、樹木は環境変化に対して形態（葉
面積など）や生理的機能（水分保持能力など）を変化させる表現形質の可塑性を発達させてお
り、異なる樹種間のみならず同樹種の個体間でも機能形質は変異に富んでいる。したがって、
森林の生態系機能を的確に評価するためには、異なる樹種間ばかりでなく、同樹種内における
機能形質の変異の定量化とそれを創出する要因を解明する必要がある。 
 従前の研究から、樹木の種内における機能形質の変異は、自然集団において異なる土壌水分・
光環境下に生育する個体間、圃場などの人工的に均一化された環境で異なる母樹由来の個体間
に認められており、実際の自然集団内の環境下でも個体間の遺伝的変異が機能形質の変異を創
出する可能性が示唆される。一方、同じ母樹の実生間にも異なる環境によって形質が変異する
ことが報告されており、母家系内の実生間の遺伝的な類似性は極めて高いことを考慮すると、
異なる環境下に生育する実生間で遺伝的（DNA 塩基配列の）差異をともなわない変異が創出さ
れた可能性がある。この変異はエピジェネティック変異と呼ばれ、機能形質をコードする DNA
塩基配列上におけるメチル基などの化学的修飾の付加パターンが外部環境からの刺激を受けて
変化するため、実際の遺伝子発現パターンが異なり、表現形質も異なるものである。このよう
に、環境変化に対する樹木の成長・生残に関わる形質の変化を的確に評価するためには、自然
集団におけるゲノムの変異（遺伝的変異とエピジェネティック変異）の実態の解明が必要であ
る。 
 
２．研究の目的 
 申請者は、実際の局所スケールにおける自然集団内の異なる環境下に複数の母樹から収集し
たブナの当年生実生を移植・生育させた結果、同じ環境下でも葉面積などの光合成能力に関わ
る機能形質に母家系間の変異が生じることや同じ母樹由来の実生でも光環境により根長などの
水分獲得能力に関わる機能形質に変異が生じることを明らかにしてきた。そのため本研究は、
ブナのゲノム変異の解明に必要不可欠であるゲノムの一次情報（塩基配列）を解明し、実際の
ブナ天然林における環境適応に関わるゲノムの変異の実態解明を試みることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）ブナのドラフトゲノムの構築 
 三重大学構内の圃場に生育する２０年生程度のブナから新葉を採取し、長鎖ゲノムを抽出し
た。ゲノムを 10X Genomic Chromium プラットフォームで処理した後、Novaseq6000 シークエン
サーによって 150pb ペアエンドのショートリードを取得した。そして、アセンブラー
Supernova2.0.0 でスキャホールド配列を構築するとともにフェージングを行った。また、別途、
同個体の長鎖ゲノムを Oxford Nanopore シークエンサーで読み、150pb ペアエンドのショート
リードとともにアセンブラーMasurca によるハイブリッドアセンブリを実行した。さらに
Masuruca で得られたスキャホールド配列を HaploMerger2 によってフェージングした。これら
の得られた配列の性能を BUSCO 解析（gVolante による web 上での解析）によって評価した。 
 
（２）ブナ天然林における非中立性を示す一塩基多型の探索 
白山国立公園内刈込池周辺に分布するブナ天然林に設置された 1ha（100ｍ×100ｍ）において
胸高直径 5cm 以上のブナ成木から葉を採取して DNA を抽出し、マイクロサテライトマーカー7
遺伝子座を用いて中立な遺伝的変異を定量化した。さらに、illumina シークエンサーをベース
に開発されたゲノムワイドな一塩基多型（以後、SNP）検出法である Mig-seq 法を Ion Proton
シークエンサーで適用するために、バーコード配列およびプライマー配列を改変した。そして、
前述のブナ集団に Mig-seq 法を適用し、SNP 検出ソフトウェア Stacks2.0 を用いて得られたリ
ードを（１）のアセンブラーSupernova2.0.0 によって構築されたドラフトゲノムにマッピング
し、中立な SNP 変異を定量した。また、ブナにおいて見出された乾燥応答の候補遺伝子である
FcMYB1603 の第二エキソンと第三エキソンの一部の塩基配列を読み、その領域内の SNP の検出
を試みた。次に、ブナ成木の根元位置情報から算出される Moran Eigenvector Map（MEM）と SNP
遺伝子型の相関関係を Moran Spectral Outlier Detection（以下、MSOD）法によって検証した。
また、固定調査区を 5ｍ×5ｍのメッシュに区切り、メッシュ内の環境状態（ササとシダの被覆
度、表層土壌の礫/岩の割合）を調査するとともに、固定調査区内の標高データから各メッシュ
の地形に起因する土壌水分状態を表す Topographic Wetness Index（以下、TWI）を算出した。
ササとシダの被覆度、表層土壌の礫/岩の割合、ならびに TWI の数値を非計量多次元尺度法（以
下、NMDS 法）によって次元縮約した。そして、ブナ成木の各個体の根元位置におけるそれらの
変数を内挿あるいは外挿して推定し、SNP 遺伝子型との相関関係を Moran Spectral 



Randomization（MSR）法によって検定した。 
 
４．研究成果 
（１）ブナのドラフトゲノムの構築 
 50kbp 以上の長鎖 DNA を抽出し、10×Chromium を用いた Phased ゲノムライブラリーの作成と
Novaseq6000 を用いた 150bp ペアエンドによるシークエンシングを外部委託した結果、総塩基
数 344,821,524,300bp、リード数 2,298,810,162 リードであった。さらに Supernova2.0.0 によ
るアセンブリの結果、アセンブリサイズは 341,996,530bp、カバレッジは×44、スキャホール
ド数は 50,098、キャホールド N50 は 369,236bp（約 369Kbp）、推定ゲノムサイズは 529,593,000bp
（約 530Mbp）、BUSCO 解析におけるコア遺伝子セットの 93.7％（Single:86.9%, 
Double:6.8%）を網羅していることが明らかになった。Oxford Nanopore 社のロングリー
ドと Novaseq6000 を用いた 150bp ペアエンドによるショートリードのシークエンシングおよび
Masruca によるアセンブリの結果、アセンブリサイズは 664,186,061 bp、スキャホールド数は
3636、スキャホールド N50 は 631,091bp であった。さらに、HaploMerger2 を用いてフェージン
グした結果、アセンブリサイズは 526,415,149bp（約 526Mbp）、スキャホールド数は 1346、ス
キャホールド N50 は 1,561,226 bp（約 1.56Mbp）、BUSCO 解析におけるコア遺伝子セットの
96.3％（Single:88.0%, Double:8.3%）を網羅していることが明らかになった。以上か
ら、ロングリードとショートリードのハイブリッドアセンブリによってブナゲノムの 99.4％を
カバーするドラフトゲノムを構築することができた。現在、次世代シークエンサーを活用した
メチル化分析技術の一つである HELP-tagging 法（Suzuki et al. 2010, Genome Biol, 11:R36）
のブナへの適用可能性を確認する実験を行っており、これまでの研究成果によって次世代シー
クエンサーによって生じる大量のリードをドラフトゲノムにマッピングすることで高い精度で
ゲノム中のメチル化部位を特定することが可能となったため、樹木のゲノム変異を解明するた
めの強力な情報基盤を整備することができた。 
 
（２）ブナ天然林における非中立性を示す一塩基多型の探索 
 7 座のマイクロサテライトマーカーを用いてブナ成木集団
（166 個体）の遺伝的構造を調査した結果、成木全体、下層木、
上層木の全てのコレログラムにおいて0～10mの距離階級で有
意な正の共祖係数が認められ、遺伝的構造の存在が示唆され
た。マイクロサテライト領域に挟まれた領域をゲノムワイド
に探索して得られた SNP のコレログラムにおいてもマイクロ
サテライトマーカーと同様の傾向が認められた。ゲノムワイ
ドに探索された SNP と乾燥応答の候補遺伝子である
FcMYB1603 の遺伝子領域（868bp）における SNP について非中
立遺伝子を検出する MSOD 分析を行った結果、下層木において
FcMYB1603上のSNPの1つであるFcMYB1603_684が非中立遺伝
子座として検出された（図－１）。そして、遺伝子座と 4つの
環境状態から算出された変数との相関関係を MSR 分析を用い
て調べた結果、下層木の FcMYB1603_684 とササ被度と関連付
けられた NMDS 変数との間に有意な正の相関が認められ、
FcMYB1603_684 のマイナーアレルのヘテロ接合体を持つ下層
木がササがあまり被覆していない場所に偏って分布していた
（図－２）。  
 ブナ成木集団のマイクロサテライトマーカーのコレ
ログラムにおいて、0～10m の近距離階級で遺伝的に類
似した個体の集中分布が認められたことから、マイク
ロサテライトマーカーの遺伝的構造はブナの制限され
た種子散布を反映していると考えられた。ゲノムワイ
ドに探索された SNP においても、コレログラムはマイ
クロサテライトマーカーと同様の傾向が認められ、さ
らに MSOD 分析では中立変異の空間分布からの逸脱は
検出されなかったことから、ゲノムワイドに探索され
た SNP の遺伝的構造はマイクロサテライトマーカーと
同様に、自然選択に中立な過程（すなわち、遺伝子分
散）によって形成されたと考えられた。成木集団にお
ける MSOD 分析では、下層木の FcMYB1603_684 が非中立
遺伝子座として検出され、MSR 分析ではササの被覆度
と関連付けられた NMDS 変数と有意な相関が認められ
た。このことから、ブナ個体の土壌水分をめぐるササ
との競争と乾燥応答性遺伝子 FcMYB1603 との間の関係
性が推察可能ではあるが、一方、本調査では単一の集
団に基づく結果であるため、今後、複数の集団におい

図－１ ブナ集団における中立な
遺伝的変異の空間分布パター
ンからの逸脱の程度。 Fc_ ：
FcMYB1603内の一塩基多型
（SNP）遺伝子座。点線の内部は
99%信頼区間、●はそこから有
意に逸脱した値を示す。
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ても同様の傾向が認められるか検証する必要性が示唆された。 
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