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景観遺伝学的解析に基づく野生生物集団における遺伝的不連続性の検出手法

立田暗記 1･吉尾政信 2･浅田正彦 3･落合啓二 3･宮下直 Z

個体が持つ固有の遺伝子型情報に基づく集団遺伝学的解析と個体の地理的分布情報を合わ

せて解析することで,野生生物の遺伝的不連続性を積出する景観遺伝学という分野が近年誕

生 した.この解析手法を利用することにより遺伝的に固有な個体の空間上の位置を容易に確

認できることから,個体の生息域に存在する景観構造との関係を効果的に探ることができる.

ここでは景観遺伝学で取り抜われる遺伝マーカーおよび解析手法について解説すると共に,

房総半島において近年急速に個体数および分布を拡大させているニホンジカ個体群に対 して

景観遺伝学的解析をおこなった実例を紹介する.
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近年の分子生物学的技術の飛躍的進歩と普及 体群の生成,移動,消失に関わる出来事を推定す

により,親子判定などに利用できる多型性の高い る分野に ｢系統地理学 )hl hpyogeograpy( ｣があ

遺伝子の解読が手軽に行なえるようになった.そ

れに伴い遺伝的背景がよくわからなかった野生生

物の繁殖や移動に関する情報を分子マーカー情報

から間接的に推定するという試みが盛んに行わ

れている.一方計算機科学の分野では,マルコ

るが,景観遺伝学では解析の対象となる個体群も

しくは個体の空間情報を明示的に解析する点が大

きく異なっている.系統地理学では個体群の位置

情報は必ずしも必要ではなく,解析対象とする個

体群が異なるかどうかが判別できれば良い.一方

フ連鎖モンテカルロ (Ma vCh nMo eCaia lrotnkro で景観遺伝学では地域個体群の地理座標上での位

MCMC)法 IBllなどの膨大な計算量を要する手 置や個体の分布範囲が問われることから,データ

法が普及型パソコンでも実施可能となり,それに の取得の際には個体の捕獲地点をある程度正確に

:
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まれた分野である. 解析上の利点は大きい.たとえば生物の分布範囲
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多い道路といった構造物が生物の移動を妨げる障

壁となり,連続的に分布する個体群内で遺伝的不
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200 マーカー L3)として利用できず,ヘテロ接合度の

動 ･分散経路の推定に役立つばかりではなく,保 算出には近似解を利用せざるを得ないというデメ

全生態学でしばしば問題となる進化的重要単位 リットがある.またマイクロサテライ トDNA多

f岩ltea. ). こうしたアプローチは個体の移

型を巡っては配列長の可逆的変化が生じやすいこrySinf tU t:iniicangionaE ltvou( ESU)や保全単

位 ioC tonserva( nU CU)を決定する上で必要:itn とから変化系列推定が困難であること,また突然

な遺伝的に固有性の高いクレー ド【言t2】の空間分布 変異率が種間において大きく異なること,そして

を把握する上で有用である (Mo z1994itr ).さら 選択的中立性に関する遺伝的背景が十分判明して

に不法に導入された野生生物を野外で検出すると おらず Zh g良H tt2003,これらの疑問が

きちんと検証されない限り,集団構造の生成過程

を正確に推定することは難しい.これらの問題点

)iewan(

ltea.F tranzいう応用的側面でも役立っている (

206),

本誌では景観遺伝学で用いられる分子マーカー

の取り扱いに関する注意点,および遺伝的不連続

性を検出するための解析手法と事例を紹介する.

事例紹介ではここで説明する2つの遺伝的不連続

性の検出手法を著者らがこれまで研究に携わって

きた千葉県房総半島に生息するニホンジカ 

はAFLP等のDNA指紋法によるアプローチにも

同様に当てはまる.

核内遺伝子のほか,系統地理学や分子系統学で

今も盛んに利用されているものとしてミトコンド

リアDNA多型がある.とりわけ後生動物ではユ

ニバーサルプライマーを活用して多様な生物種にruu

nip n集団に適用した結果を示す. おいて塩基配列を解読できるため,上述のマイクp o

ロサテライト遺伝子よりは手軽に情報を得ること
1.景観遺伝学で利用される分子マーカー

ができる.解読する遺伝子によっては同一種内に

sCe

l hoymorp

SNP)のように個体識別も可能なほど高解像度の を検出することが可能であり,こうした情報をも

析が局所的な空間スケールにおいても実施できる く存在する.しかしながらミトコンドリアはいく

is

分子マーカーが利用できれば詳細な集団構造の解 とに種内の遺伝的構造の解析を試みた研究が数多

Si eN eP m:dil tuceolng(一塩基多型 おいても比較的多くの遺伝子型 (ハプロタイプ)

という大きなメリットがある.しかしショウジョ

ウバエやマウスといったモデル生物ならいざ知ら

ず,遺伝的基盤が明らかになっていない野生生物

となると少々話が厄介になる.集団構造の解析に

広く用いられているマイクロサテライ ト多型につ

いても,核内に分散して存在する遺伝子唾を特異

的に増幅させるプライマーが必要であり,プライ

マーが開発されていない生物では作製までにそれ

なりの時間と資金を必要とする,また解析に用い

liteavar .(Uj

のタイプのみが子孫に伝わっていくため,交配の

痕跡をトレースすることができない.またミトコ

ンドリアDNAは環状で,核ゲノムのように乗り

換えによる遺伝子組み換えが起こらないため各遺

伝子は完全連鎖していると見ることができ,結果

としてかなり制約 された進化情報を眺めている

ことになる.その他 ミトコンドリアDNAに基づ

く有効集団サイズが核マーカーと比べると4分の 

2007など)を除き母型つかの例外 

る遺伝子は数が多いほど望ましいため,高解像な 1程度と小 さいため,系統ソーティング ineagel(

解析結果を得るためには数多くのプライマーを設 ingtsor )【榊 や遺伝子型の消失が核と比べると速

計しなければならない.こうした "下準備"が終 く起こる.したがってミトコンドリアDNA情報

了しないと解析が進まないことから,手早く結果 に基づいた遺伝的多様性は実際よりも過小推定し

を得るためには必ずしも向かないと言える.DNA ていることになり,過去から失われてきた情報量

指紋法の一種である増幅断片長多型 

s 

Bdei
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A lmp
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( も核と比べると多いことから,系統解析や追伝構

造の成立を推定する際には不確実性が増すことにisl hoymorptengLF tragmen hP m:AFLP)法 

ltea.199)を用いればこうした問題点が解消 さ

れ 比較的再現性も良いとされるが,検出される

シグナルの大小を細かく分類 しない限り共優性

留意すべきである.

また核遺伝子とミトコンドリア遺伝子は独立

に進化しているため,両者から推定される個体群
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の進化経路は必ずしも一致しない.たとえば種群 と呼ばれるもので,その名前は加熱 した金属を

を形成しているエチオピアのキボシブラシネズミ 徐々に冷却 させて極小エネルギーを持つ結晶を

では種間交雑による

ミトコンドリアの浸透が起こり, ミトコンドリア た関数の大域的最適解の探索に向いているとされ 

L h P ttopuromys auopuncaus 得るプロセスに由来する.この手法は与えられ

系統樹が核型分析やDNA指紋法による核ゲノムか Ki l

らの系統関係に一致しないという現象が観察され 解探索に利用されている.解析の流れとしてはま

.k ik tt earparc( 1983),さまざまな問題の最適

る ( 200 .同じ現象は他の生

物でも頻繁に観察され Rees l2003L heace,.tae

)4

(

ltea.L h kavrenceno ず,各ユニットの重心位置を基にポロノイ多角形 

連結 している多角形の組を任意に抽出してサブグ

ioronov( 1908)を作成 し,空間上で切れ目無 く

& Mc

系遺伝 し,交雑の痕跡を残 さない所以の典型的現 ループを定義する.次に抽出されたサブグループ

G iure2∝垢),いずれもミトコンドリアが母

象と言える.また先述の系統ソーティングなどに 間のハプロタイプ組成の差の指標 FTc( )を計算

よっても不一致となる場合があり (Mc 良C kracen する.分割するサブグループの数 (K)は予め設

には多大な労力と憤重さが必要である.このよう

に一口にDNAマーカーと言っても,解析に使用

する遺伝子に応じて注意する点は異なる.とくに

上記で指摘 した短所は,データから推定された個

体群構造を解釈する上で十分考慮されなくてはな

らない. 

Sorenson2005),これらの進化的背景を見極める 定 しておき,組み合わせを変えた際のFcTをその

都度計算する.組み合わせを変えた際のFcTが変

更前の値より改善されれば無条件で新たな組み合

わせを受け入れ,改善が認められなくても冷却連

安と探索試行回数で重み付けされた関数値の確率

で変更後の組み合わせを受け入れる.このような

計算を多数繰り返すことでハプロタイプ組成の差

が最大となるような分布の境界を探索する. 
遺伝的不連続性の検出 : 

AMOVAとMomo の方法
2つ 目に,Mo

の不連続境界を検出する手法を紹介する.ポロノ

隣接地域間の遺伝的不連続性の検出法には異 イ多角形を作成するまでは ｢焼きなまし法｣と変

なる手法が存在し,さまざまなデータセットに合 わらないが,本手法では隣接するポロノイ多角形

inernS

2.
ionernm (1973)が控案 した分布

わせた解析法が提案 されている.MCMC法によ

る推定したいパラメータの事後確率密度分布の推

leaunay

b teea(

の重心を結びあわせたD 連結図を作成する 

Ok al.1992).次に連結図を基に,隣り合っ

定など,手法によっては膨大な計算量に及ぶこと ているユニット間の遺伝距離を計算する.ここで

から,インターネット上にて無料で利用できる 計算する距離は遺伝距離でなくとも良く,たとえ

解析パッケージが多数提供されている 抗erxco
E
(

is
h b】aano
iE luc

ば形態形質のメ トリックな計測値を基に計算 した 

d距離や Ma 距離なども利用できる良 E 1200

を組み合わせて遺伝的不連続性 を検出する2つ

l kece ).6 ここでは遺伝子情報と空間情報

l.ite(Mann a 200

の方法を紹介する,1つ目は空間的分子分散分 大値を示す連結図上の線分を選び,選ばれた線分

).4 次に算出した距離のうち最

-iarancl lecualinays
ia
lA sofMo rV e:SAS tpa
(
柿 に連結する別の線分の内,最大値を示す線分を選

.teaD lupanoupMOVA) ( l

で,遺伝子頻度の不均一性を検定する分子分散分 も外側の境界に位置する線分が選ばれるまで繰り

2002)と呼ばれる方法 ぶ.このような作業を標本が分布するエリアで最

柿 (AMOVA)に空間情報を加えた解析法である.

この手法は複数のユニ､ソトが存在するとき,その

返 していき,大きな距離の隔たりを示す空間上の

面を決定する.

うちの空間的に隣接するユニットをまとめたサブ これ ら2つの手法はそれぞれ解析パ ッケージ

グループ間のハプロタイプ組成の差異が最大とな dnowsが用意 されており,Wi マシンがあれば誰

るような組み合わせを最適化アルゴリズムの活用 でも利用することができる,SAMOVAについて

(

により検出する.ここで用いられるアルゴリズム

は ｢疑似)焼きなまし法 :p 
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arr を参照されたい. 
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はN

型の調査例がある.その研究では塩基置換が比較

tteagaa al.(1999)のミトコンドリアDNA多

的速く生 じることで知られる調節領域のD loo

の配列が調べられ,全部で3つのハプロタイプが

p-
野生生物集団における遺伝構造解析

ここではSAMOVAとMo の方法を用いinmoner

3.


た事例として,房総半島に分布するシカを対象に

見つかっている.そこで我々も同じD

いて2004年 2月-2


loopにつ-

005年 10月にかけて房総半島

で捕獲されたシカ2 個体の血液,毛,組織片 

ここで房総半島に分布するニホンジカ集団の歴史 局,耳)の一部からDNAを抽出し,塩基配列の

9
5
した遺伝解析結果を紹介する (吉尾ら 未発表). (尻

解読をおこなった (表 1
).ここでは全部で4つのに簡単に触れておくと,江戸時代の古文書などか

らはかつて千葉県全域に生息 していたとされる la,""
ハプロタイプが見つかり,最も多いタイプが 

が,14


境の荒廃や乱獲などで著 しい個体数と分布の衰退


9
0年代以降になると地域開発による生息環

a

る変異の特徴として3

ついで 

7

繰り返 し現れる領域があり,l∴Lbに6反復,2a , 

"であった.シカのD-2a " loopに見られ

-40塩基からなる配列が

を示し,1 年に実施された生息地調査で

はシカの分布は旧天津小湊町を中心とした鴨川市

4
7
9
1
-
3
7
9


2a,bには7反復がそれぞれ存在していた.2 bに

のみ認められた7番目の反復配列 

2


南東部の地域に限られていた (小金沢ら1 ,千6
7
9
 9
5
3
(9-3 )bp7

葉県 ･房総のシカ調査会 2氾4).( その後の保護政 は lteaN tagaa .(1999
)で報告 されている ｢d8｣

策などにより個体数は徐々に回復の傾向を示 し, と一致していた.

理由はよくわからないものの 180年代から個体数

が徐々に増え始め,185年以降増加速度が飛躍的

9


9


次にシカの分布するエリアで遺伝的不連続性

が検出されるか否かを調査 した.生息域には森

に上昇した.2001年での分布調査では,房総半島

の南部に広く分布するに至っている (千葉県 ･房

総のシカ調査会2004)(図1).また生息域には森林,

田畑,市衝地,道路などの景観要素が複雑に入り

組んで存在して移動分散に影響すると思われる景

観構造に着目し,遺伝的多様性が低いと考えられ

るシカ集団でなお異質な遺伝構造が検出されるか

否かを調査した.

これまでに房総のシカを対象にした研究として

きノ = ～

柿,田畑,市衝地,道路などの景観要素が複雑に

入り組んで存在 していることから,移動分散に影

響すると思われる景観構造に着目し,遺伝的距離

が大幅に変化する地域を探索 した.解析に先立

ち,シカの移動分散を妨げる可能性のある地理的

障壁の洗い出しをおこなった,シカが分布するエ

リアに存在する道路,ダムや湖,そしてゴルフ場

といったシカの移動分散を妨げる可能性のある構

造物の位置を地図上から洗い出 し,それらを基

に解析ユニットを決

定 した (図2). そ

の上でユニットごと
市原 にハ プ ロタイプ頻

度 を計算 した (義 

2).ハ プ ロ タイプ

組成が異なっている

か ど うか を分子分

irancel lecua

散 分析 

Mo rVa

fsoA linays(

ー｣ ノ< -:AMOVA)法によ

り解析 したところ,図 1.1
 9
7-3
7
 4年度の明萱から推定されたシカの分布 (小金沢ら 1
 02
)
6
7
 と現在 (01年度)の分布. 

7
9
1
-3
7
9
1
 4年にシカのフィール ドサインが確認された場所 (黒丸で示された位置)からシ
ユニット間でハプロカは現在の千葉県鴨川市付近 (破線で囲まれた地域)にのみ生息していたと類推されるが, 

002
 1年度には周辺地域 (灰色に塗りつぶされた部分)にまで分布を拡大させている. タイプ頻度が有意に

9
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表 1.ミトコンドリア DNA の L}Joq 領域の解析で検出されたハプロタイプと 個体群は全エリアを2つのグルー
その頼鹿.ハプロタイプ 1aと同一の塩基を示したものは ･で,挿入/欠

失は-でそれぞれ表し,破線で囲んだ部分は 7番目の反復配列 (タンデム
プに分割した場合 (K=2)にはユ

リピートユニ ソト)が存在した塩基座位を示す (ハプロタイプ 2aおよび ニッ トⅠⅠとそれ以外のエリアに,

2b).7番目のタンデムリピートユニットの塩基配列 (*)は NagataetaL. また3つのグループに分割した場
( ) d｣に一致し,その配列は次の通り : ATATT 

合にはユニットⅠⅠ,ⅠVとそれ以外
1999が定義した ｢8 AATAG
ATTAGGACATACTATGTATAATAGTACAT

にそれぞれ分割された (表 3).ま

:359_:

たMonmonier (1973)の方法を用

ハプロタイプ N 9 23 9 0 0 : : 41 5 80 2 87 5 91 の不連続境界はブ
17 6 2232 37
:397: 

8 79 1 14 5 9& 7 いた場合も第 1


A A T T T C 
ロックⅠⅠおよび ⅠVを囲むように

C C
検出されており,SAMOVAの結


果とほぼ一致 した (図3).第2の


不連続境界はブロックV,ⅤⅠⅠ,ⅤⅠⅠⅠ

とそれ以外のブロック間に存在


し,SAMOVAの結果 との食い違


いを見せているが,これは遺伝的


連続性の検出に用いるアルゴリズ

ムの違いによるものと考えられる 

(Dupanloupetal.2002).各ハ プ

ロタイプの分布を眺めても,"2a"

というタイプは南西に偏って存在

する傾向があることから,ここで

紹介 した2つの手法はこうした遺

伝構成の違いをうまく検出できて

いると言 える.シカの場合,核 

DNAからも南西地域の個体の遺

伝組成が異なる傾向が示唆されて

いることから (吉尾ら 未発表),

図2.解析の単位とした 8のユニット (l～Ⅶ).波線は自治体が駆除事業のた 今回の解析で考慮 した道路やダム

めに手定している管理ユニット境界 (千葉県 ･房総のシカ調査会 2004) といった人工構造物による移動の
を示し,解析に用いたユニットの境界はこれらの管理ユニットの境界と

一致させた.実線は主要道路,財 寸さの部分はダム ･湖を,◎ はゴルフ
制約だけではなく,多くの個体を

場をそれぞれ示す. とどめさせる好適ハビタットが存

在する可能性がある (Kareiva良 

ばらついていることが示された (<000, Od 97D yr良Morrs200)p .110000 ell18, we i 6.実際,分布の

回の無作為による並び替え検定による).本研究 南西部には農耕地が広がっており (Takadaetal. 

では各ユニットの四万位の端点の緯度と経度を 2002),そこで常に供給される食物がシカの不均

25000分の 1の地図上で求め,南北,東西の 10進 一な遺伝構造を作り出していると見ることもでき

法に直した緯度 ･経度の平均値を通過する2本の る.また局所個体群内で同じハプロタイプを持つ

線分が交差する点を各区画の垂心とみなした.今 個体が近接した空間にまとまる傾向は他地域に分

回は遺伝距離として,Weir良 Cockerham (1984) 布するニホンジカでも観察されており (Yuasaet 

, 毎に算出した. 72 )
の固定指数◎Sを隣接ユニット α.007,単に過去に生じた個体群サイズの減少

先に紹介した2つの手法を実際にシカのデータ だけでなく,餌場等の生息環境を詳細に調べる必

に適用してみると,まず SAMOVAによって房総 要がある.
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あることを示唆している.しかし生物種によって

は遺伝子と形態形質に基づく類似性は必ずしも一

k2 ,)垢(Xn致しないことから ( r良Wi 

管理ユニット策定の簡略化より先に,どのような

生態的 ･系統的メカニズムが複数の計測値から推

定される変異の特徴を一致させているのかを明ら

かにする必要があるだろう.

またある時間断面で観察 される景観構造は一

定不変というわけではなく,とくに農耕地や森林

管理の放棄などは景観構造に継時的変化をもたら

す ( 良E kssn200 , 

H dd funsoere

oirC iousns
の方法に基づく遺伝的不連続な境3)

ⅠⅤ

97(1M i3 onmoner.

ⅠⅠ

図 
2l.a1C i tousnse, 200界の検出.第 1の境界は SAMOVAによる検出結果

と一致した.第 2の境界については SAMOVAのも

のと一致していないが,これは検出手法の相違によ
d200

変化に加え,道幅や交通量 

Vlleen te3H beren, (Xal2垢). .こうした景観

dexanerForma( れ良Al 
)ionll
8,


(るものと判断される 

199 Mi s良S n2007,そして道路や市,Ⅰはユニットの重心 wanso
番号を示す.

街地,自然地形などの複合的な景観要素 

D lupanoup
～ 

.200 .黒丸
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2)ltea

F tranz
(
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te
Etsoup( 004.このような手法を景観遺伝の大きさといった摂食に関係する機能的形質の特
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表3.SAMOVAによる遺伝的不連続性の検出結果.グループ数(K)が2と3に設定した場合 引用文献

の結果を示す.グループ数がいずれの場合もFsは有意な結果(<,5p00)を示した,こ
はそれぞれのグル-プ内におけるハプロタイプ組成の相違の大きさを示し 千葉県 ･房総のシカ調査
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【註4】系統ソーティング :種分化が生じる以前に

遺伝的多型が維持されている場合,異なる対立

遺伝子の系統 ineage(】 )がそれぞれの種でラン

ing
tsor
ダムに淘汰されていく ( )現象.それ

ぞれの種に固有の遺伝子の系統が偶然に残って

繁栄すれば種の系統と遺伝子の系統は一致する

が,同じ遺伝子の系統がそれぞれの種に残され

て繁栄した場合,両者の系統は一致しなくなる.


