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伝子から見たヒメボタルの変異と分化

日和 佳政ネ・馬場 弘孝*・草桶 秀夫 (福井県福井)

はじめに

ヒメボタル rro rarメ2 paryど′2は 北海道
を除く本州から四国,屋 久島を含む九州
に分布する陸生のホタルである。このホ
タルは体長が約 8 mmで発光間隔が0.9秒
の大型と体長が約 6 mmで発光間隔が0.5

秒の小型の 2生 態型が知られており,こ
れらの 2生 態型はそれぞれ棲み分けをし
ている (大場,2000)。 さらに,メ スは
後翅が退化して飛翔することができない

(大場,1993)。 これらの生態的,形 態
的特徴から,分 布が広がり難く,地 理的
な隔離などが起こりやすいため,種 内に
おいて大きな遺伝的変異が起きているも
のと考えられる。ヒメボタルの各個体群
間の遺伝的類縁関係を調査した研究報告
は,酵 素の電気泳動により遺伝的多型を
検出するアロザイム解析が行われており,
大型と小型の2生 態型に遺伝的分化が生
じていると報告されている (Suzuki θr
2ゴ.,1993)。 また,大 型と小型の各個
体群間の遺伝的距離は,亜 種レベルの分
化程度を示すとされている(佐藤,1998)。
そこで,我 々は塩基配列レベルでの1回
体群間の変異と分化という点に着目し,
これまでゲンジボタル とど"θ′2θ」"2r2
とヘイケボタル と口cゴθゴ2′2′θr2打sに つ
いて解析を行ってきたミトコンドリアND5

遺伝子の塩基配列を用い, ヒメボタルの

地域個体群について遺伝的類縁関係を調
査した。また,解 析に用いたヒメボタル
の体長と体幅について計測を行い,体 の

大きさと遺伝的分化の関連性について調
査したので,そ の概要を紹介する。

材料と方法

解析に用いたヒメボタルは,全 国ホタ
ル研究会会員の方々から提供されたもの
と,当 研究室で採集したものを用いた。
DNA解析には,ミ トコンドリアDNAのNADH

デヒドロゲナーゼサブユニ ト5(ND5)遺

伝子をPCRによって増幅し,Dye termina一
tor法によって塩基配列を決定した。決定
された塩基配列はMukaiらの方法 (Mukai
θr 2ゴ.,1997)に よってハプロタィプ別
に分類した。

分子系統解析はMEGA2:Molecular Evo

lu↓lonary Cenetics Analysis sOf↓ware

(Kumar er 2ア.,2001)を 用いて行った。

分子系統樹は,遺 伝的距離として,Jukes
―Can↓or di s i a n c eとTamur a一Nei d i s i a―

nce用い,UPGMA法および近隣結合法によ

つて作成した。系統樹の信頼性は,1000

回繰 り返しによるブー トス トラップテス

トによって評価した。

また,解 析に用いた各個体について,

体幅と体長を計測し,体 幅に対する体長
の関係を調査した。
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結 果

1.分 子系統解析

現在までに,全 国28地域44個体に

ついて900bpの塩基配列を決定した。

決定された塩基配列を解析した結果,
28個のハプロタイプが認められた。

また,各 ハプロタイプ間の最大置換

率は11.4%となり,種 問レベルの変

異が起きていることが明らかとなっ

た。これはゲンジボタルやヘイケボ

タルに比べると3倍 以上の大きな置

換率である。

各ハプロタイプの塩基組成はA,

Tに 偏っており,塩 基置換頻度はヨ

ドンの第 3ポ ジションに偏っていた。

また,ハ プロタイプ間の塩基置換は,
トランジション変異が トランスバー

ジョン変異より多く認められた。こ

れらの結果から,Kumar er aF.(19

93)の 遺伝的距離選択のガイ ドラン

に基づき,遺 伝的距離として Jukes
―Cantor distanceおよび Tamura―

Nei disianceを用い,系 統樹を作成

した。系統樹はJukes―Cantor dis―

tanceおよび Tamura一Nei distance

ちらを用いた場合でも,ほ ぼ同様の

樹形が得られた。

UPGMA法と近隣結合法の系統樹で

は,系 統樹の根元部分でやや分岐の

様子が違っていた。しかし,こ の部

分のブー トストラップ値が低いことや,

進化距離が比較的短いことなどを判断す

ると,分 岐の真相は明らかではないと考

えられる。

図 1に近隣結合法で得られた,ヒ メボ

タルの系統樹を示す。図 1か らヒメボタ

ルは各個体群間の遺伝的距離が非常に大

きく,遺 伝的分化が著しく起きているこ

とがわかる。また,系 統樹の中に長崎県

対馬に生息するヒメボタルとは別種のツ

シマヒメボタル 〃θrarメ2 rs」s加″2コが

含まれる。分岐点の信頼性が低いことか

ら,分 化についての詳しいことは定かで

はないが,ツ シマヒメボタルのND5遺伝

ヒメボタルに非常に近子の塩基配列は,

∃Ⅱ

図 1.ミ トヨンドリアND5遺伝子に基づく

ヒメボタルの分子系統樹

*外 群はヘイケボタルとゲンジボタルを用いた。Dは進化距離

を示し,分 岐点の数字はブ
ー トストラップ値を示す。ハプロ

タイプの記号はTH:東 北,KA:関 東,KO:甲 信越,TK:東 海,

Htl:北陸,KI:近 畿,CH:中 国,SH:四 国,KY:九 州のそれ

ぞれの地域を示す。記号の後の数字は,そ の地域のハプロタ

イプ番号である。

いということが示された。さらに,こ の

系統樹で60%以上の比較的高い信頼性の

ある分岐は16ヶ所で認められるが,系 統

樹の樹形と,ク レー ド間の遺伝的距離か

ら判断すると,各 個体群がいくつかのグ

ループに分割していることが分かる。こ

こでは大きく分けて 3つ のグループに分

けることが妥当であると考えられた。そ

こで,こ の 3つ のグループをグループ I,

グループⅡ,そ してグループIllとして取

り扱うこととした。また,各 グループ内

にやや独立性の高いクレードが認められ

ることから,グ ループ I内の a,グ ルー

プI内 の aと bに ついて,以 下の議論で

I

・１

∃

一
１
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はサブグループとして扱うこととした。
これらのグループの地理的分布を図2

に示した。図2を見ると,グ ループ Iが

東北から近畿地方までの地域,グ ループ

Ⅱは中国地方そして四国西部から九州南

部にいたる地域,そ してグループIllが九

2.体 の大きさと遺伝的分化との関連性

分子系統解析に用いた各地域のヒメボ

タルの体幅と体長を測定した結果,最 小

の個体は,神 奈川県小田原市のサンプル

で,体 幅2.5mm,体長5.2mmであった。ま

た最大の個体は,長 野県山ノ内町のサン

プルで,体 幅3.4mm,体長9.4mmであり,

体長で差が 6 mmと外部形態からも,種 内
において大きな変異があることがわかっ

た。図3は 体幅と体長の関係を示した散

布図で,各 点は図中にある一次式に近似

した。図 3を 見ると各点は連続的に分布

州北部から四国東部にいたる地域に分布
している。各グループのサブグループに

ついては,解 析した地域が少ないことも

あり,明 確な地理的分布の違いが見出さ

れなかった。

r ri

しており,大 型と小型の個体が明確に分
かれるような傾向は見られなかった。こ

の結果は,大 場 (2000)のヒメボタルの

全胸背板の幅と長さの測定の結果と一致

している。そこで,分 子系統樹からグル
ープ分けした各ハプロタイプグループに

ついて,体 の大きさと,ハ プロタイプグ

ループがどのような関係にあるのかを調

査した。図4は 系統樹のグループ Iとグ

ループ■の各個体群について,そ れぞれ

分けてグラフに示したものである。グラ

フからわかるように,グ ループ I,Ⅱ と

i

F  r′! _ _

| ( l f  i l  t

グループI

グループI

グループIll

図2.系 統樹から得られたグループの地理的区分
シンボル :グループIは□,サ ブグループIaは ○,サ ブグループⅡaは▲,
サブグループⅡbは ×,グ ループ皿は◆,ツ シマヒメボタルは●で示した。

，

メ
，
◆
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も連続して分布しており,体 の大きさと

の遺伝的関連性は見出せなかった。さら

に,グ ループ Iおよび正についてそれぞ

れのサブグループに対して同様に検討し

たが,ど ちらも明確な違いが見出されな
かった。

2         2.5         3         35         4

体幅 (mm)

図 3.ヒ メボタルの体幅と体長の関係

考 察

ヒメボタルの系統解析から言える特徴
としては,グ ループI,Illは系統樹の根
元付近から遺伝的分化が始まっている一

方,グ ループ Iは根元からの距離が長い。
したがつてヒメボタルの分布はまず西日

本から始まり,そ の後グループ Iが東日
本方面へ分布を広げたと考えられる。ま
た個体群間の遺伝的変異が著しいことか

ら,現 在ND5遺伝子を用いた系統解析の

結果について妥当性を評価するため,16
SrRNA遺伝子の850bpについても解析をは
じめている。現在までにわかっているだ

けで,16SrRNA遺 伝子についても,地 理

的に離れた個体群間で最大 5%程 度の置

換率が認められた。また,こ れらの結果
から,ホ タルのND5遺伝子の進化速度は

蝶などの他の昆虫に比べ,非 常に早いこ

とがわかってきた。

塩基置換の数は分岐の時代が古くなれ

ばなるほど多くなる。塩基置換数をもと

に作成された分子系統樹の校の長さが長

も古いこいということは,分 岐した時代
とになる。このことからヒメボタルは,
ゲンジボタルやヘイケボタルに比べると,

したがつて,現 在までに本研究におい

て個体群間の体の大きさと,遺 伝的分化
との関連性は見出されてはいない。現在,
さらに全国50地域以上のサンプルについ

て,分 子系統解析と外部形態の測定を行
つている。

2         25         3         35         4

体幅(mm)

図 4.ハ プロタイプグループごとの体幅
と体長との関係

かなり以前から各地域の環境に適応して
きたものと判断できる。メスの後翅が退

化していることから,生 息地の隔離など
が起り,分 布拡散がゆっくり進んだため,
その地域固有の遺伝的変異が蓄積され,

個体群間の遺伝的変異が大きくなったと

考えられる。

今回の解析では,外 部形態と個体群間
の遺伝的類縁関係の間には,関 連性は見

出されなかった。この点について,解 析
したサンプルが少ないため,は 明確な結

果が得られていないことも考えられるの

で,さ らに解析を進めていく必要がある。

課 題

今後の課題として,ま だ解析を行つて
いない地域の解析と,地 史データなどを

もとにして,ホ タルのND5遺伝子の進化

速度を求め,分 岐年代を推定することが

望まれる。また外部形態に加え,各 地域
の生息環境などの細かな生態的データや,

核遺伝子を含めた,多 くの遺伝子解析の

結果も考慮に入れた検討が必要であると

考えられる。そしてこれらのデータの蓄

積により,環 境と遺伝子のかかわりの中

y=2.6587x-04967
日2=0,7901
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から,進 化のメカニズムを解明していき

たいと考えている。
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