
Science Journal of Kanagawa University 31  : 79-82 (2020)

©Research Institute for Integrated Science, Kanagawa University

■原　著■　2019 年度神奈川大学総合理学研究所共同研究助成論文

序論 
初期のウニ類の分子系統解析は形態による系統解析

を補助するにとどまり、小規模かつ限定的な解析が

主であった 1, 2)。しかし、主要な目を用いた分子系統

解析 3) により一定の系統学的成果は得られている。

これらの解析はいくつかの遺伝子領域（ミトコン

ドリア COI、16Sr RNA、ゲノム 18Sr および 28Sr 
RNA など）を組み合わせて行われた。その結果は

低ブートストラップ値がもたらす多分岐のために詳

細な系統関係を読み取ることができないという問題

を抱えていたため、系統関係から議論を展開するこ

とが難しかったと思われる。ここで問題となる精度

の不足や樹形の不安定さは限定されたデータサイズ

や変異率が低い領域を用いたことに起因する情報量

の不足により生じていたと思われる。これに対し近

年の研究 4, 5) ではトランスクリプトームやミトコン

ドリアゲノムを用いる事で系統解析に用いるデータ

サイズが大幅に拡大された。これらの解析で得られ

た樹形は大枠においては既知の知見を支持するもの

であったが、系統樹の信頼性や安定度が先行研究に

比べて向上しており、より強い根拠をもって系統関

係を論じることが可能になった。これはデータサイ

ズの拡大の重要性がうかがえる結果である。しかし、

データの質という面ではまだまだ検討は進んでおら

ず、領域間のデータ傾向の差についてはいまだ不明

である。

　この報告ではウニ類 8 目のデータを用い、ミトコ

ンドリアゲノムが含む 38 の領域を再構成して系統解

析を行い、ミトコンドリアゲノム全体から求めた系

統樹を基準にして、どの組み合わせならばそれに近

い樹形を出しうるかという観点からウニ類の系統解

析における情報量の分水嶺を探った。

材料と方法
西太平洋産ウニ類の生態と系統を解析するプロ

ジェクト 6, 7) において得たサンプルを用いた。本

報告の中で新たに解析したのは次の 7 種であ

る： Asthenosoma iijimai、Calverisoma gracile、
Hygrosoma hoplacantha、Phormosoma bursarium、

Toxopneustes pileolus、Lissodiadema purpureum、

Echinarachnius parma。ミトコンドリアゲノムの

抽出およびシークエンスは従前 5) の方法に準じた。

Echinarachnius parma を除いた 6 種については体
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構成であり、38 の領域（タンパク質 13 種、rRNA2
種、tRNA 22 種および D-loop）からなる。ミトコン

ドリアゲノム中からそれぞれの領域を切り出した後

に MAFFT8) でアライメントを行い、個別の領域の

解析データとした。タンパク質コード領域について

はさらにコドンごとに分離し、種間の相同性を箱ひ

げ図としてまとめた。

　従前 5) と同様にタンパク質コード領域の 3rd コド

ンを除いた合成配列から得た系統樹を基準系統樹と

した。検討対象の系統樹としてそれぞれの領域を個

別に用いて系統解析を行った他、同系列の遺伝子を

まとめた合成配列を用いた解析も行った。使用した

合成配列は次のとおり：tRNA(tRNA22 種：1604 
bp)、rRNA 系（12Sr、16Sr：2841 bp）、CO 系 (COI、
COII、COIII：3030 bp)、ND 系（ND1、ND2、
ND3、ND4、ND4L、ND5、ND6：6516 bp）、ATP
系（ATP6、ATP8：873bp）。解析対象の配列は領域

腔内組織をダウンス型ホモジナイザで破砕し、細胞

および核画分を遠心分離して除いてミトコンドリア

を分画した。精製ミトコンドリアからフェノール・

クロロホルム法により DNA を抽出し、IonPGM
（Thermo Fisher Scientific）を用いてショットガン

シークエンスを行った。Echinarachnius parma のみ

体腔内組織から抽出した total DNA を用いてショッ

トガンシークエンスした。

　シークエンスデータのアセンブルは Geneious
（Biomatters）と SeqMan NGen（DNASTAR）を用

いて行い、両ソフトウェアの結果を照合することで

整合性をチェックした。新たに得た配列に前記プロ

ジェクトにおいて過去にシークエンスを行ったウニ

24 種のミトコンドリアゲノムと NCBI の GenBank
より取得したミトコンドリアゲノム（ウニ 25 種、ナ

マコ 1 種）を加え、計 57 種を解析対象とした。ウ

ニのミトコンドリアゲノムは綱全体を通じて同様の

図 1．タンパク質コード領域の３rd コドンを除いたデータから得た基準系統樹．右端のグレーのバーで示す８つの目が明
確に識別できる．下端のスケールバーは進化距離を示す．
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ごとにパーティションに分け、ModelTest-NG9）で分

子進化モデルを選択、RAxML-NG10）によって最尤

系統樹（ブートストラップ解析 1000 回試行）を求

めた。

結果
タンパク質コード領域の 3rd コドンを除いた合成配

列から得られた基準系統樹（図 1）では明確に目が

識別されており、分岐関係も明瞭であった。ほとん

どの分岐で良好なブートストラップ値が得られてお

り信頼性も十分であった。各領域を単独で用いた場

合に、基準系統樹と同様の樹形を算出しえた領域は

なかった。ブートストラップ値も低く、検討に値し

うる樹形は得られなかった。複数領域をまとめた合

成配列を用いた場合、tRNA（合計 1604 bp）から求

めた系統樹は限られた末端部を除いてはブートスト

ラップ値が低かった。異なる目に含まれる種がしば

しば入り混じっており、基準系統樹との類似性は非

常に低かった。rRNA（合計 2841 bp）から求めた系

統樹は目ごとのまとまりは得られているものの、目

間の分岐においてはブートストラップ値は低く、分

岐関係が基準系統樹とは大きく異なっていた。ATP
系（合計 873 bp）から求めた系統樹は目ごとのまと

まりはおおむね得られているが、ガンガゼ目がブン

ブク目に含まれるなど、明確に基準系統樹とは異なっ

ていた。また近縁な属間を除いてはおおむねブート

ストラップ値が低く、50 未満を多分岐として処理し

た場合にはほとんどの分岐関係が不明となった。CO
系（合計 3030 bp）から求めた系統樹は目ごとのま

とまりはおおむね得られているが、目間関係すなわ

図 2．タンパク質コード領域の相同性の比較．各領域を第 1-3 コドンに分けて相同性を箱ひげ図として示した．使用した種
の中に非常に近縁な 2 種が含まれたため，最大値が大きく正方向に偏っている．

ち目の分岐順は基準系統樹とは大幅に異なり、目間

の分岐のブートストラップ値は低かった。ND 系（合

計 6516 bp）から求めた系統樹は Arbacioida を除い

ては全体の構成は基準系統樹に近く、ほとんどの分

岐におけるブートストラップ値が 50 を超していた。

ただし、Arbacioida の分岐位置は基準系統樹と一致

せず、ブートストラップ値が低かった。

討論
基準系統樹の評価
基準系統樹は過去に示した系統樹 5) にフクロウニ目

を含む新たなデータを追加して拡大解析したもので

あるが、既知の樹形との共通部分には変化がみられ

ない。形態から推定されてきた系統関係やトランス

クリプトームの解析から得られた系統関係 4）と整合

性があることから十分に説得力のある系統樹である

といえる。

ウニ類の系統解析における情報量の意義
今回の再構成データの中で最も基準系統樹に近い樹

形を得られたのは ND 系列から求めた系統樹であっ

た。ND 系列の樹形は Arbacioida の分岐位置を除い

ては基準系統樹と一致する。当該分岐のブートスト

ラップ値が低いことから、これを多分岐とみなせば

トポロジーとしては基準系統樹と同一とみなすこと

が可能となる。配列長の短い個別の領域からは、目

レベルの系統関係すら求めることはできなかった。

3000 bp 前後となる rRNA や CO 系列の合成配列で

は目レベルのまとまりはおおむね得られているが、

不十分な信頼性や混乱した目間関係しか得られてい
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ない。唯一、6500 bp を超える ND 系列から求めた

系統樹のみ基準系統樹に近い樹形が得られたという

事実は、ウニ類の系統解析においては解析に用いる

配列長、すなわち情報量が多いことが絶対的な必要

条件であることを示しているであろう。

3rdコドンの評価
図２のコドンごとの相同性の違いから 3rd コドンの

み明確に相同率が低いことがわかる。変異が飽和し

ているかどうかについては慎重な検討が必要だが、

3rd コドンの変異率は領域を問わず 40 − 50% 程度で

安定している。ウニの系統解析において 3rd コドン

を解析対象から外す事で樹形の安定性が高まる 5) が、

これは 3rd コドンが他のコドンや領域とは大幅に異

なる情報を持っている、すなわち突然変位の過剰な

蓄積により系統情報をとどめていない可能性がある

だろう。今回の再構成データでは基準系統樹を除い

ては 3rd コドンを除いていないが 3rd コドンがノイ

ズとして働く可能性を考えると、これを除くことで

解析精度が向上する可能性があるだろう。

　過去の報告 5) と本報告をもって、ウニの系統関係

を推定する場合にミトコンドリアゲノム全体を再構

築したデータを用いる事で検討に足る系統関係を得

られることが明確になった。過去の研究において系

統樹の信頼性が不十分であったため議論の展開が制

限されていた事とあわせ、今後の研究において少数

の遺伝子座の組み合わせから系統を求めることに意

義を見出すことは難しいといって差し支えないであ

ろう。今後のウニ類の系統解析においては、最低で

もミトコンドリアゲノム全体、さらにはトランスク

リプトームといったより規模の大きな解析手法が必

要とされると思われる。
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