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【解	 説】 

針葉樹の葉緑体ゲノムを対象とした最近の研究動向 

渡 辺  敦 史*, 1・平 尾  知 士 2 

 
 

はじめに	 

	 

	 葉緑体ゲノムは環状構造を有しており、2つの逆位反復
配列（inverted repeats, IRs）によってLSC（large single copy）
とSSC（small single copy）に区別される。葉緑体ゲノム
は、植物ゲノムの中でも多様な観点から研究対象にされ

てきたゲノムであり、比較ゲノム研究をはじめとして、

DNAマーカーの開発、進化系統学的研究、集団遺伝学研
究に利用されてきた。CLC Genomics workbench（CLC bio
社）ソフトウェアを用いて 100kb 以上、complete 等の検
索ワードでデータベース検索した場合、現在までに 900
を超える葉緑体全ゲノム配列が決定されていることが分

かる（2014年 3月現在）。葉緑体ゲノムには 100kb以下の
ものが存在することから（Chloroplast genome database; 
http://chloroplast.cbio.psu.edu/index.html）、実際にはさらに多
数の葉緑体全ゲノム配列が決定されていると推測される。 
	 針葉樹の葉緑体ゲノムは、被子植物と比較して IR構造
が著しく短く、ゲノム構造は多様であり、その遺伝性は

基本的に父性遺伝であるといった特徴を示す。これらの

特徴は、針葉樹の葉緑体全ゲノムが決定される以前から

明らかとされてきたが、1995 年にクロマツ（Pinus 
thunbergii）の葉緑体全ゲノム（Wakasugi et al. 1994）が公
開されたことを受けて、ゲノム構造が明確になるだけで

なく、マーカー開発をはじめ前述の研究を含む様々な研

究が著しく進展した。クロマツ葉緑体全ゲノム解読を皮

切りに、現在までに 29種の針葉樹葉緑体全ゲノムが報告
されている（表—1）。本稿では、スギを含む最近の研究論
文を紹介しながら、針葉樹の葉緑体ゲノム研究の動向に

ついて解説する。 
 
 
スギ葉緑体全ゲノム解読とゲノム構造の変異	 

	 

	 クロマツ葉緑体全ゲノム決定以後、2003年にはチョウ
センゴヨウ（Pinus koraiensis）葉緑体全ゲノムがデータベ
ース上に公開されたものの、針葉樹の葉緑体全ゲノムに

関する情報はすぐに蓄積されてきたわけではなかった。

実際、100kbを超える葉緑体全ゲノムを単離する、もしく
はゲノム全体をカバーするPCR増幅産物を生みだし、シ
ョットガンライブラリーを構築し、サンガー法による塩

基配列決定と配列に基づいてゲノムを再構築する一連の

作業は著しく労力を伴い、その労力に見合う研究論文が

得られる保証がないことも原因の一つであると考えられ

る。Cronn et al.（2008）は、労力の軽減を考慮して次世代
シーケンサーを針葉樹の葉緑体ゲノム解読に利用した。

彼らはマツ属とトウヒ属から 8 種を選び、完全解読され
ていたマツ2種をリファレンスゲノムとしてPCR産物と
次世代シーケンサーを組み合わせた形で配列決定を行い、

この手法でゲノムの大部分をカバーできることを示して

いる。 
	 同じく 2008 年には、我々のグループもスギ
（Cryptomeria japonica）の葉緑体全ゲノム解読に関する報
告を行った（図—1；Hirao et al. 2008）。針葉樹はマツ科で
構成される conifer Iとそれ以外の conifer IIに区分されて
おり（Bowe et al. 2000）、我々の報告は針葉樹葉緑体全ゲ
ノム解読に関して conifer IIでの初めての報告例となった。
我々のグループは、葉緑体ゲノムを単離し、ショットガ

ンライブラリーの構築とライブラリーをサンガー法によ

り地道に塩基配列決定するといった、いわゆる古典的手

法に則った上で解読を進めた。我々のグループも当初は

クロマツをリファレンスゲノムとして long PCRを行い、
その後ショットガンシーケンスを行うことを念頭に置い

ていた。しかし、プライマー設計を何度やり直しても 5kbp
〜10kbp 単位の明確な増幅産物を得ることが出来なかっ
た。そこで、PCR ベースでの解読をあきらめ、無傷葉緑
体を単離する手法に切り替えている。しかし、無傷葉緑 
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表—1	 葉緑体ゲノムが解読された針葉樹 
樹種 論文掲載年 サイズ（bp） 登録No. 
Calocedrus formosana 2013 127311 NC_023121 
Cathaya argyrophylla 2010 107122 NC_014589 
Cedrus deodara 2010 119299 NC_014575 
Cephalotaxus oliveri 2013 134337 NC_021110 
Cephalotaxus wilsoniana 2011 136196 NC_016063 
Cryptomeria japonica 2008 131810 NC_010548 
Cunninghamia lanceolata 2013 135334 NC_021437 
Keteleeria davidiana 2009 117720 NC_011930 
Larix decidua 2011 122474 NC_016058 
Picea abies 2013 124084 NC_021456 
Picea glauca 2013 128520 KF_008668 
Picea morrisonicola 2011 124168 NC_016069 
Picea sitchensis 2008 120176 NC_011152 
Pinus contorta 2008 120438 NC_011153 
Pinus gerardiana 2008 117618 NC_011154 
Pinus koraiensis 2010 117190 NC_004677 
Pinus krempfii 2008 116989 NC_011155 
Pinus lambertiana 2008 117239 NC_011156 
Pinus massoniana 2013 119739 NC_021439 
Pinus monophylla 2008 116479 NC_011158 
Pinus nelsonii 2008 116834 NC_011159 
Pinus taeda 2013 121530 NC_21440 
Pinus thunbergii 1994 119707 NC_001631 
Podocarpus lambertii 2014 133734 NC_023805 
Podocarpus totara 2013 133259 NC_020361 
Podocarpus sinensis var. wilsoniana 2011 122513 NC_016064 
Taiwania cryptomerioides 2011 132588 NC_016065 
Taiwania flousiana 2013 131413 NC_021441 
Taxus mairei 2013 127665 NC_020321 

 
 
体の単離は、単離そのものに労力を伴うだけでなく、核

やミトコンドリアゲノムを完全に排除することが困難で

あることから、完全解読するためには、予想されるサイ

ズの数十倍の塩基配列を取得する必要性があった。前述

のPCRベースの分析が困難であった理由は、スギ葉緑体
ゲノムを解読後、比較ゲノム研究に取り組むことでよう

やく氷解した。 
	 IR構造が葉緑体ゲノムの遺伝子順序の保存に関与する
ことは以前から指摘されていた（Palmer and Thompson 
1982）。遺伝子もしくはゲノム領域の順序の変化は、特に
genome rearrangementと呼ばれている。Strauss et al.（1988）

は、マツ科における葉緑体ゲノムの rearrangementは、短
いIRと繰り返し配列が関与する可能性を指摘した。実際、
被子植物の IRは 20kbp以上の長さがあるのに対し、クロ
マツとチョウセンゴヨウではわずかに 465bp であり、ス
ギでは、さらに短く 284bp であった。スギ葉緑体ゲノム
が解読されたことを受けて、葉緑体ゲノム構造の比較を

行った結果、進化的に近縁な種群では構造が類似する傾

向にあるにもかかわらず、同じ針葉樹に属するマツとス

ギ間のゲノム構造は、被子植物と比較する以上に進化的

イベントを考慮する必要があった（図—2）。マツをリファ
レンスゲノムとしたPCRベースの解読がスギで上手くい 
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図-1	 スギ葉緑体ゲノムの遺伝子地図 
 
 

図—2	 スギとクロマツ葉緑体ゲノムの比較構造 
 
 
かなかった理由は著しい頻度で生じた rearrangementが原
因であり、針葉樹では IRが短く、葉緑体ゲノムの構造安
定性に影響し、スギとマツそれぞれの系統で構造変化を

独自に繰り返した可能性が本研究によって強く示唆され

る結果となっている。針葉樹の IRが短いことは最近決定
されている樹種からも明らかであり、タイワンスギ

（Taiwania cryptomerioodes）では 277bp（Wu et al. 2011a）、

イヌガヤ属では 530bpと 544bp（Wu et al. 2011a；Yi et al. 
2013）、マツ科では 236bp〜495bp（Lin et al. 2010）とされ
ている。 
	 針葉樹葉緑体ゲノムが徐々に蓄積されたことを受けて、

2010年以降葉緑体ゲノム構造の変化に関する詳細な研究
もいくつか報告されるようになった。Wu et al（2011b）
はマツ科葉緑体ゲノム構造を比較し、IRで挟まれる領域
の構造パターンに基づいてマツ科葉緑体ゲノムを４タイ

プ（A/B/C/P）に区分し、このうちAを原始的と位置づけ
た後、他タイプへの変化パターンのシナリオを仮定した。

conifer II でも構造変異パターンのシナリオが検証されて
いる（Yi et al. 2013）。これらの研究の共通点は、系統的に
異なる種間での変化パターンを特定のシナリオで説明す

ることにあり、場合によっては IRだけでなく別の繰り返
し配列が関与する可能性も指摘している。最近、conifer II
の 3属（Calocedrus、Agathis、Nageia）からそれぞれ 1種
の葉緑体ゲノムが解読されたことを受けて（Wu and Chaw 
2014）、conifer II葉緑体ゲノムの全体像がより明確となっ
ている。この報告では、Agathi→Nageia→Cephalotaxus→ 
Taiwania→Cryptomeria→Calocedrus に従ってゲノムサイ
ズが小さくなっており、系統進化との関連性が示唆され

ている。葉緑体ゲノムの構造変化を進化的イベントとし

て仮定した系統学的研究も報告されている（Lin et al. 
2010；Wu et al. 2011a）。系統学的研究から導かれる結果は、
塩基置換を情報として用いる分子系統学的研究とはやや

異なる結果となっている。基本的に構造変化も進化的イ

ベントに従っていると考えられるものの、針葉樹では少

ない種で構成される科や属も多く、homoplacyや系統独自
のイベントも視野に入れた上でいわゆる分子時計に従っ

た進化的イベントとして考えることが出来るかどうかに

ついては一層の議論が必要である。 
	 conifer I ではおおよそ全ての属で葉緑体全ゲノム解読
が終了しているのに対し、進化的、地理的観点から多様

な種群で構成される conifer IIについてもようやく情報の
蓄積が加速している段階にある。リファレンスゲノムの

充実によりPCRベースの取り組みも容易になったばかり
でなく、次世代シーケンサーを活用することで大幅に労

力を軽減できる。この結果、これまで主であった針葉樹

類の幅広い種群を比較したゲノム研究ではなく、conifer I
同様に比較的近縁な種群を対象とした構造変化を含む進

化研究など行うことが可能である。情報蓄積の加速と共

に針葉樹葉緑体ゲノム進化についての更なる知見を期待

したい。 
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黄金スギの原因遺伝子特定と針葉樹における葉緑

体ゲノムの父性遺伝	 

	 

	 そもそもスギ葉緑体ゲノム解読に対するモチベーショ

ンは、黄金スギの原因遺伝子を特定することにあった。

黄金スギは、新葉展開する際に黄白色もしくは白色等の

針葉形態を示し、初夏になるに従って緑色になる葉色突

然変異体であり、Ohba et al（1971）はこの原因を葉緑体
ゲノムに求めた。実際、黄金スギを花粉親として用いた

時、その実生から黄金スギが得られるのに対して、種子

親とする際にはまれにしか変異体は得られなかった。針

葉樹の葉緑体ゲノムが父性遺伝することに関する研究は

マツ科を中心に DNA マーカーを利用した研究から確認
されており（Wagner et al. 1989）、花粉親から形質が遺伝
する黄金スギでも変異を引き起こす原因は葉緑体ゲノム

にあると考えられた。 
	 葉色突然変異を引き起こす原因には、葉緑体ゲノム上

の遺伝子領域にアミノ酸置換を引き起こす塩基置換

（single nucleotide polymorphism, SNP）もしくは挿入欠失
（insertion/deletion, Indel）のどちらかであると考えられた
ものの、非遺伝子領域に生じた変異である可能性もあっ

た。そこで、我々は改めて黄金スギを含む複数クローン

の葉緑体全ゲノム塩基配列を決定し、クローン間で認め

られる変異を探索した。ゲノム中に塩基置換は認められ

たもののその数は極めて少なく、特に遺伝子領域に認め

られた塩基置換はわずかに 3遺伝子に 1つずつであり、
非遺伝子領域のSNPも含めたとしても黄金スギ特異的な
SNPは存在しなかった（表—2）。繰り返し配列に起因する
変異もあり、SSR（simple sequence repeat）以外にも ycf遺
伝子近傍には 33bpもしくは 66bpを繰り返し単位とする
大きな変異を確認した。ycf遺伝子近傍の繰り返し配列お
よび葉緑体SSRについては精英樹クローンを利用して高
い変異性と共にいずれも黄金スギ特異的な変異ではない

ことを確認した（Hirao et al. 2009a；Hirao et al. 2009b）。ク
ローン間で認められた様々な変異を精査し、最終的に黄

金スギ特異的な変異は、matK 遺伝子に認められた 19bp
の Indelと考えられた（Hirao et al. 2009a）。この Indelが原
因となって黄金スギの matK 遺伝子ではフレームシフト
突然変異が生じていた（図—3）。matK 遺伝子機能につい
ては未だ詳細は解明されていないものの、その他精英樹

や天然林由来のクローン、人工交配家系の実生群を利用

してこの変異について検証した結果、黄金スギ特異的変

異であること、変異が遺伝子（コード）領域に生じてい

たこと、形態的に黄金スギとなる実生個体ではこの変異

を保有することなどの理由から間接的ながらこの変異が

葉色突然変異を引き起こす原因と結論づけた。matK遺伝
子に認められる変異が黄金スギの原因であることを直接

的に証明するためには、遺伝子組換えや遺伝子破壊系統

の利用による検証が必要である。 
	 この研究の過程で奇妙な現象に気づいた。開発した遺

伝子マーカーを黄金スギと野生型の人工交配家系に適用

した上で遺伝性を検証した際に、ほとんどは父性遺伝だ

ったのに対し、母性遺伝と両性遺伝を示す個体が一定の

頻度で確認された。この頻度は、Ohba et al（1971）の非 
 
 

 
図—3	 黄金スギmatK遺伝子領域の変異 

 
 
表—2	 遺伝子領域における変異 

遺伝子領域 変異のタイプ スギ葉緑体ドラフトゲノム ヤクスギ 黄金スギ 
rpl23 一塩基多型 C A A 
matK 挿入／欠損 - - 19bp挿入 
chlB 一塩基多型 T G G 
rps2 一塩基多型 C A A 

 

             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|
                 5          15         25         35         45         55
             ATGGGTGAAT TCCAAAGAAA TGAAAACAAA CATAAATCTT GGCAACAATT CTTTTTATAT
               M  G  E   F  Q  R   N  E  N  K   H  K  S   W  Q  Q   F  F  L  Y
             ATGGGTGAAT TCCAAAGAAA TGAAAACAAA CATAAATCTT GGCAACAATT CTTTTTATAT
               M  G  E   F  Q  R   N  E  N  K   H  K  S   W  Q  Q  F   F  L  Y

             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|
                 65         75         85         95        105        115

CCGCTTTTTT TTTTTATATC CGCTTTTTTT TCGGGAAGAT CTTTACGCAA TTGCTCATGA
               P  L  F   F  F  I   S  A  F  F   S  G  R   S  L  R   N  C  S *
             CCGCTTTTTT TT-------- ---------- -CGGGAAGAT CTTTACGCAA TTGCTCATGA
               P  L  F   F                       R  E  D   L  Y  A   I  A  H

             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|
                125        135        145        155        165        175
             TCATCATTTA GATAGATCTG GTTCCTCCGA ACCAACGGAA ATTTTAGTTT CTAATTTTTT
               S  S  F   R *  I   W  F  L  R   T  N  G   N  F  S   F *  F  F
             TCATCATTTA GATAGATCTG GTTCCTCCGA ACCAACGGAA ATTTTAGTTT CTAATTTTTT
             D  H  H  L   D  R  S   G  S  S   E  P  T  E   I  L  V   S  N  F

             ....|....| ....|....| ....|....|
                185        195        205
             GAGTTTCCTA ACTGTAAAAC GTTCAATTCG
               E  F  P   N  C  K   T  F  N  S
             GAGTTTCCTA ACTGTAAAAC GTTCAATTCG
             L  S  F  L   T  V  K   R  S  I
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表−3	 黄金スギ実生後代の遺伝性の評価 
	 遺伝パターン	 

	 黄金スギタイプ	 

（父性遺伝）	 

野生型タイプ	 

（母性遺伝）	 

キメラタイプ	 

（両性遺伝）	 

合計	 

実生の数	 114 6 11 131 
割合 1)	 87.0 4.6 8.4 100 
割合 2)	 89.6 2.9 7.5 100 

1) matK遺伝子をマーカーとして検証された数。 
2) Ohba et al.（1971）による割合。 
	 

	 

黄金スギ由来の実生が出現する頻度とほぼ一致しており

（表−3）、母性遺伝を示した個体では形態的に野生型を示
していた。針葉樹では父性遺伝が一般的であるものの、

その遺伝性は必ずしも完全ではないことが明らかになっ

ている（Shiraishi et al. 2001）。しかし、黄金スギを利用し
た本研究では母性遺伝および両性遺伝の頻度は予想され

るよりもかなり高い頻度であった。もちろん、突然変異

体を利用した結果をスギ一般的な現象であるとする証拠

はなく、精英樹等野生型のクローンを利用することで頻

度については再検証する必要性がある。最近、南半球に

分布するヒノキ科植物（Callitris species）でも父性遺伝が
検証されており（Sakaguchi et al. 2014）、対象とする種に
よって不完全父性遺伝の頻度は異なると考えられること

から、採種園研究等葉緑体ゲノムをマーカーとして活用

する際には事前に父性遺伝する頻度を検証することが正

確な花粉親推定を導くためにも重要である。	 

	 

	 

DNAマーカーとしての葉緑体ゲノムの活用	 

 
	 1990年代には、葉緑体ゲノム上の rbcL遺伝子を筆頭と
する遺伝子群を活用した系統学的研究が盛んに行われた。

rbcL 遺伝子はおそらく植物で最も情報が蓄積されている
遺伝子情報と考えられる。そこで、rbcL 遺伝子は matK
遺伝子と共に植物の DNA バーコーディング領域として
活用されている（吉村 2012）。DNAバーコーディングと
は、特定の遺伝子領域を利用して生物種の同定を行う手

法であり（Hebert 2003；日本バーコードオブライフ・イ
ニシアチブ http://www.jboli.org/）、最近針葉樹でも葉緑体 5
領域に対して評価が行われ、rbcL遺伝子を含む 3領域が
推奨されている（Pang et al. 2012）。黄金スギを対象とした
研究で明らかとなったように針葉樹葉緑体ゲノムの種内

変異は繰り返し配列を除けば極めて低く、適切な領域を

選択することで種同定は可能である。特に、木製品の種

同定を行う場合に解剖学的アプローチでは近縁種を区別

することが難しいことから、DNAバーコーディング技術
による種同定は古来より木製品としての活用が多い針葉

樹では潜在的に高い需要があると考えられる。Tang et al.
（2011）は、種同定を行うため、木部の様々な部位から
DNA を単離し、葉緑体ゲノムの非遺伝子領域を中心に
300bp〜1200bpの PCR増幅を検証した。氷河から採取し
た花粉の種同定にも同様の技術が適用されている

（Nakazawa et al. 2013）。塩基配列を決定するのではなく、
塩基置換によって生じる二次構造の変化を捉えたマーカ

ー（High Resolution Melting, HRM）を利用した類似の研究
報告例もある（Ganopoulos et al. 2013）。成木から出土品、
花粉から木片まで得られるサンプルの状態や対象種など

様々な場面で最も同定に威力を発揮する領域の選定やユ

ニバーサルプライマー化が進めば、専門外でも容易に種

同定が行えることから、適用範囲が一層広がることが期

待できる。 
	 Parks et al.（2009）は、マツ属 32種について葉緑体全ゲ
ノムのほとんどをカバーする塩基配列を決定し（平均カ

バー率 90%以上）、マツ属のより下位の系統関係を明確に
することを試みた。前述したように次世代シーケンサー

の普及と葉緑体リファレンスゲノムの充実が大量データ

セットに基づく研究を可能にした。しかし、かつて隆盛

であった系統学的研究に関する近年の報告例は極めて少

ない。それに対し、葉緑体ゲノムを活用した針葉樹分子

生態学的研究はここ10年に限っても数十件の報告がデー
タベース上に存在した。但し、系統学的研究同様に葉緑

体ゲノムのみを利用した研究は少なく、他ゲノムとの併

用が一般的になっている。特に、父性遺伝する葉緑体ゲ

ノムとマツ科では母性遺伝すると考えられているミトコ

ンドリアゲノムの併用は一般的になりつつある。葉緑体

ゲノムでは、ゲノム中のSSRマーカーが利用されるのが
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一般的であり、SNP を扱った研究はまだ希である。SSR
は高い多型性を示すものの、突然変異率は不明であるこ

とも多く、高い多型性と引き替えに高い突然変異率を示

す場合には、正確な評価が得られていない可能性もある。

PCR 増幅産物に個体を識別できるタグを連結し、多数の
個体の塩基配列情報を次世代シーケンサーによって取得

する手法が確立しており、この手法を利用すればSNPを
マーカーとして活用できる。葉緑体ゲノムの進化速度は

極めて遅く、多重置換（multiple hits）が生じにくいと考
えられることからSNPマーカーはより正確にハプロタイ
プを評価できる。但し、進化速度が遅いことから、分析

のレベルによっては解像度が低くなることも考えられる

ため、目的に応じたマーカーの選択が必要である。 
 
 

おわりに	 

 
	 本稿では、我々のグループが報告したスギ葉緑体ゲノ

ムから得られた知見を中心に比較ゲノム研究から遺伝性

または多様性評価に関する最近の報告を紹介した。集団

遺伝学的研究については報告例が数多く、取扱が難しか

ったことから、より専門の研究者に紹介をお願いしたい。

葉緑体ゲノムが採種園の交配実態に利用された報告もい

くつか存在した（Stoehr et al. 2006；Moriguchi et al. 2008）。
リファレンスゲノムが整備され、次世代シーケンサーが

普及した現在では、葉緑体ゲノムはますますツールとし

ての適用範囲が広がることが予測できる。今後の新たな

研究の展開に期待する。 
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