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研究ノート

「インド一太平洋に産する黒色ナガウニ (Echinometra)個体群の

DNA分析による種分化及び系統関係に関する研究」報告

新垣裕治1)，金城その子Z)，平塚悠治a)，池尾一種2)

A Report on“DNA Analysis for Speciation and Phylogeny of 
Black Echinometr，αPopulation Distributed in the Indo-Pacific" 

Yuji Arakaki 1). Sonoko Kinjo 2)， Yuji Hiratsuka 3)， Kazuho Ikeo 2) 

要旨

形態比較及び交雑実験によりインド一太平洋に産するクロナガウニ (E.oblonga)は，複数種より

構成される複合種であることが示唆されている。本研究ではミトコンドリアDNA全長配列の分析によ

り，これらナガウニの種分化及び系統解析を行うものである。沖縄・グアム・ハワイに産するナガウ

ニ類 (Echinometra)及び外群として，パナマナガウニ (E.vαnbrunttiとアメリカキタムラサキウ

ニ (Strongylocentr叫 uspurpuratus)のミトコシドリアDNAも得て系統解析を行った。沖縄・グア

ム及びハワイに摩するクロナガウニでは，沖縄産とハワイ産の聞で種分化が起こりつつあることが示

唆された.また，交雑実験では沖縄産とグアム産の受精率が低く別種である乙とが示される乙とより，

沖縄，グアム及びハワイに産するいずれのクロナガウニも別種であるととが示唆される.

キーワード:クロナガウヱ (Echinometraoblonga).ミトコンドリアDNA全長配列，系統解析

Abstract 

It is suggested that E. oblongαdistributed in the Indo-Pacific Ocean is composed of multiple 

species， a species complex. Phylogenetic analysis of these populations based on the whole 

mitochondrial DNA is conducted in the research. Echinometrαspecies col1ected in Okinawa， 

Guam， and Hawaii， as well as mitochondrial DNA of E. vanbrunti and Strongylocentrotus 
purpur，αtus as outgroups， were used as samples for DNA analysis. Among the relation of E. 

oblongαfrom Okinawa， Guam， and Hawaii， it is suggested that Okinawan and Hawaiian are 

under speciation pro田ss.On the other hand， it is suggested that Okinawan回 dGuamanian are 

different species based on the low ratio of fertilization in the previous research. Therefore， it is 

supposed each of E. oblonga populations distributed in Okinawa， Guam， and Hawaii are different 
specles. 

KeywoI由:Echinometra oblong，α， whole mitochondrial DNA， phylogenetic analysis 

。名桜大学国際学群 〒905-8585 沖縄県名穫市字為又1220-1Faculty of Internation且1Studi.ω. Meio University. 1220-1， Biimata， 
Nago， Okinawa 90ι8585， J，町田
幻国立遺伝学研究所情報・ システム研究機構 干411-8540 静岡県三島市谷田1111 Re鍋.rch白伊nizationof Information and Sy百七ems，
National Institute of Geneti，ω， 1111， Yata， Mishima， Shizuok且411-8540，Japan 
別神電開発 干卯1・，2131沖縄県浦添市牧港4丁目11番3号 おきでん牧港ピル6階 OkidenkaihatsuCompany Inc， 4-11-3， Mak泊三回ぬ，
Urasoe， Okinawa， the 6th fl∞r of Makiminato b凶lding，901-2131 Ja戸阻

-13ー



はじめに

インド一太平洋の熱帯域から亜熱帯域の浅海に広く

分布する一般的なウニ類としてナガウニ類を挙げるこ

とができる<Mortensen，1943)。との種は従来ホンナ

ガウニ (Echinometramathae~) とクロナガウニ (E.

oblong，α)とされてきた (Mortensen，1943)。一方，沖

縄県における研究では，外部形態，サンゴ礁域における

生態分布，管足及び生殖巣の骨片の形状，対孔数，核型

により4タイプ (E.mathaei Type A， B， C， D)として

認識され，別種であることが示唆された(Ueharaand 

Shingaki， 1984; Uehara and Taira， 1987; Uehara eも

al.， 1986， 1990)。しかし，その後の研究(タンパク質解析，

DNA解析)により仰向uokaand Hatanaka， 1991; 

Palumbi and Metz， 1991)， 4種よりなる複合種である

ことが示されたo 4種については，ホンナガウニ臼.

mathαゅの模式産地(モーリシャス)に産するナガウ

ニ類との比較(外部形態，生態分布，管足及び生殖巣の

骨片の形状，対孔数，交雑実験)により，沖縄に産する

ナガウニ類はホンナガウニ (E.mαthαe~) ，クロナガウ

ニ(E.oblong，α)及び2種の未記載種とされた (Arakaki

et a1.， 1998)。未記載種2種の記載については現在進行

中である。

ナガウニ類の調査は，モーリシャス・インドネシア・

小笠原・グアム・ハワイ・セーシェルでも行われ，地域

により必ずしも4種が分布しないとと，また，黒色のナ

ガウニ(沖縄ではクロナガウニとされる種)においては，

比較研究(外部形態，対孔数，骨片の形状.精子の形態，

交雑実験)により，少なくとも3種(沖縄，グアム，ハ

ワイに分布する個体群がそれぞれ別種)であることが示

唆されている (Arakakiand Uehara， 1999; Arakaki， 

2001)。

本研究においては，これら形態レベル，受精レベルの

違いをDNAレベルでの比較を行うものである。これに

より，形質あるいは受精レベルの遣いがDNAの違いと

して検出されることが期待できる。また，ナガウニ類の

系統関係についても論じる.

方法

採集場所

サンプルとしては，これまでグアム及びハワイで採取

してきた黒色ナガウニをアルコール標本として保存はし

ているのであるが，劣化によりDNAを殆ど採取するこ

とができなかった.それで，グアム及びハワイへ渡航し

ナガウニ類の採取を行い， DNAサンプルを得た.グア

ムでのサンプル採取は， 2012年9月12日から15日の4日

間グアムへ渡航し実施した.採集に関しては，グアム大

学臨海実験所の協力を得て行った.採集は，以前に採集

を行ったグアム島中部東海岸のグアム水産試験場トレー

ニングセンター (GuamAquaculture Development 

and Training Center)近くの岩礁帯で行い (Arakaki

and Uehara， 1999} ，クロナガウニ(E.oblonga) 3個

体を得ることができた。ハワイでのサンプル採集は.

2012年10月16日から22日の7日間ハワイへ渡航し実施し

た。採集地はとれまでオアフ島のナガウニ類の採集地

としてきた北海岸のTurtleBayで行い (Arakakiand 

Uehara， 1999)，ホンナガウニ (E.mathαeu及びクロ

ナガウニ (E.oblonga)を採集することができた.沖縄

でのサンプルは， 2012年9月13日に瀬底島の南海岸の岬

先端の岩礁地帯で行い，沖縄に産する4種のナガウニ類

の全てを採集した.

DNA抽出用組織サンプル

本研究でDNA抽出用サンプルとしたのは，生殖巣・

筋肉(口器を支える顎骨伸筋及び顎骨後引筋)及び管足

である。それぞれの部位の組織の適量をピンセットでち

ぎり取り，組織毎に80%アルコールを満たした1.5ccの

スクリューキャップチューブ遠心管に入れ保存した。 2，

3回アルコールを入れ替えることによりアルコール固定

をし，常温または冷蔵で保存した。サンプルは， DNA 

抽出用組織サンプルとして国立遺伝学研究所(静岡県三

島市)へ送付し，その後の分析に備えた.

本研究では，外群用としてパナマの太平洋倶qに分

布するパナマナガウニ臼rvanbruntuのミトコン

ドリアDNAデータをSmithsonianTropical Research 

Institute， Panama.所属のHarisA. Lessios博士及び

Monica Medina博士の協力で得るととができた.ま

た，公共のデータベースよりアメリカキタムラサキウニ

(Strongylocentrotus purpurαtus)のミトコンドリア

DNAも得て外群とした。

DNAの抽出・精製

本研究では沖縄，ハワイ，グアムから採集したナガウ

ニ類 (Echinometra)の32個体を解析に用いた.沖縄産

ツマジロナガウニ (Echinometrasp. A) 5個体，沖縄

産ホンナガウ二回'.mathaei} 5個体及びハワイ産ホ

ンナガウニ (E.mαthaet) 5個体，沖縄産リュウキュ

ウナガウニ (Echinometrasp. C) 4個体，沖縄産クロ

ナガウニ (E.oblong，α) 5個体，ハワイ産クロナガウ

ニ (E.oblongα) 5個体，グアム産クロナガウニ (E.

oblonga) 3個体である.各個体とも，約10mgの筋肉

組織文は生殖巣組織から，フェノール・クロロフォルム

法またはQIAGEN社のDNeasyBlood & Tissue Kitを

用いてDNAを抽出・精製し， 4 "cで保存した。
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ミトコンドリアDNAの増幅

ミトコンドリアDNA上のND1・COI'ND5遺伝

子内にブライマーを設計し，ミトコンドリアDNA

を 2 つ仰D1-cm領域;4.5k.α)I-ND1領域11.5k
bp) ~たは S つ制Dl・COl領域;4.Sk， COI・ND5領

域S泌k.ND5剖Dl領域6.4kbゅの領域に分けて浴

娠した{図 1).用いたプライマーの配列は以下の

通りである.ND1-C0l領域 (4.5kbp) の繕綴には

D1_Fw (5にTAAAGCCTTCAACAGCATCCCC-S')
I_Rv (5にTTTGAGCCTTGAAGGGTTGCC・3')，
COI-ND1領域 (11.5k bp) にはCOI_Fw

(5にGGCTTTGGCATGATTTCACACG・3') とND1_

Rv (S'-CTCATCCAGAGCCAAGAATGG-S')， 

COI-ND5領域(6.35kbp) にはCOIFwとND5_

Rv1 (5に GCHGACTTHCCVGCKGCAGCTA-S')， 
ND5・ND1領域 (6.4k bp) にはND5_Fw

(5・-CCTGCTAAGYCY AAAGRYYTGC~') とND1-

Rvを用いた。プライマーの設計は，公共のDNA配列デ

ータペースである日本:DNAデータバンク(DD弘1)に

登録されている練皮動物ウニ類のND1・COI'ND5を取

得し，保存されている領域の中からデザインした.iI偏

には.東洋紡社製のKOD-Pl凶・N締また4担COD-Fx・N帥

令用い，同製品の取扱書提明舎に従って主に次の2つの条

件で矯録した.2-ステップ陀R:94"C 2分反応低 98

"c 10秒・68"C6分を25...... 紛サイクル，またはステップ

ダウンPCR: 94"C 2分反F悦免 98"C10秒・74"C6分唱を

5サイクJレ" 98"C 10秒・ 72"C6分を5サイク}J，.70't 

6分を5サイクル， 98't 10秒・68"C6分~25-鈴サイ

クルした後.68'(;7分の.終伸長を行った.熔掘した

PCR産物院アヌfロースゲルで篭気泳動を行い，目的産
物t-含む総分を切り出し.QIAGEN:祉のMinElut串Gel

E:rtraction Kitを用いて鯵製した.紛IliきれたPCR産物
は，サンプルごとに等しいモル獲皮で混合し，シーケン

11.5k bp 

スのためのライブラリ作成に用いた.

CNAライブラリ作成および配列決定

エュー・イングランド・パイ方ラボ・ジャパン事長式

会社のNEBNextFasもDNALibrary Prep Se主forIon 

Torr噂ntを用いてライブラリ作成唱を行った.との遜怨は，

混合したPCR産物を制限際司障によって200bp前後の緩い

断片に分断し，それぞれの断片にアダプター配列と呼ば

れる共通の短いDNAi!列を付加し，ぞれを足がかりに

して配列解穏を行うためのものでるる.このライブラリ

作成を32サンプルそれぞれについて行った.32サンプル

分のDNA配列は.ライフテクノロジーズジャパン事長式

会社のI()nPG~ シーケンサ&用いて解2棄した.

配列解.Ifi

得られたDNA断片の間列を， CLCパイ*ジャパン祉

のCLCAssembly C副プログラムを用いて幾ぎ合わせ，

サンプルごとに 1本のミトコンドリアDNA会長配列を

それぞれ作成した〈約15刀tbp)。

完全長ミトコンドリアDNAから，ミトコンドリアの

コーディング領域であるATP6・ATP事・COI• COII • 

COIII. ND1・ ND2・ND3・ND4・ND4L.ND5・

ND6・Cytbの13遺伝子と， 2つのリボゾームRNA遺伝

子12SrRNA • 16S rRNAとを然ぎ合わせたものを系統

解析に用いた.得られた総合間列を欧州パイオインフォ

マティクス研究所侶BDが提供しているClustalXプ
ログラムを用いて獲列した.系統解析は.:MEOA5.2.2 

(Tamura et al.， 2011)を用いて道機総合法により作成

した.進化速度推定のためのモデルはMEGAのモデル

選択テストの結果から.TamurルNeiモデル~*薬用した.

信頼度の推定には1000回繰り返しのブートストラップ法

を用いた.

，，' 
6.35批bp

図1 ~ミトコンドリアCNAの繍l篇
Fig. 1 Amplifica.tion of mitochondrial DNA 
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困2 ミトコンドリア聞A配列をもとにした系統樹
系統樹解析には、ミトコンドリアDNAの13遺伝子及び2つのrRNA領域に基づき行われた@国中のOK、Gu阻 l及
びHwaiiはそれぞれ、沖縄、グアム及びハワイで採集したサンプルであることを示し、これら文字の後に付した数値
陪サンプル番号を示す.系統樹に付した数値はブートストラップ値を示す。 E一向uanjiro及びE_ryukyuはそれぞれ
Echinometra sp. A及びCを示す.

Fig.2 Phylogenetic tr回 b幽 edonmi七ochondrialDN A僧 quen回 S
13 ge回目 ofmitochondrial DNA and 2 rRNA are田 wereanalyzed for phylogenetic tree. Letters， Ok， Guam阻 d
Hawaii， depict sit of皿mplingat Okinawa， Guam and Hawaii， respectively， a且dthe number after these letters 
自howsample number. The numeric value on the phylogeneticもree自howbootstrap v叫ue.E_tsumajiro and E_ 
庁uk刊 depictEchinometra sp. A and C， r田pective1y.

結果・考察

32サンプルのうち28サンプルについて，完全長ミトコ

ンドリアDNAを作成することが出来た.残り 4サンプ

ル(ホンナガウニ但'.mathaei)沖縄産No.3.リュウキュ

ウナガウニ (Echinometrasp. C) No.3， No.5，クロナ

ガウニ臼'.obゐ'nga)グアム産No.4)については解説量

が足りず完全に繋ぎ合わせることが出来なかったため，

今回の解析からは除外した.28サンプルのミトコンドリ

アDNA全長は15，687-15， 708 bpで.平均長は15，694bp 

であった(これは，公共のDNAデータベースに登録さ

れているウニ類8種のミトコンRリアDNA全長とほぼ
閉じ長さである).完全長ミトコンドリアDNAから， 13 

のコーディング遺伝子と2つのリボゾームRNA遺伝子

を繋ぎ合わせたところ， 13，874-13，880 bpとなった.こ

れに，ナガウニ類の近縁種であるE.uanbruntiを加えて

系統樹作成を行った(図2)0

系統解析の結果，非常に信頼性の高い結果が得られた.
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4姉妹種はそれぞれ，分岐の統計的な信頼性の指標とな

るブートストラップ値(同じ系統解析を1000回試行した

うちの何回がこの分岐を支持したか)100%で単系統性

が支持された。とのことから， 4姉妹種は遺伝的に分か

れており，..13.つ交雑などの遺伝的交流は起とっていない

と考えられる。

乙の結果に基づくと，ナガウニの4姉妹種のうち，最

初に分岐したのはツマジロナガウニ (Echinometrasp. 

A)であり，次いで残り 3種の中からリュウキュウナガ

ウニ (Echinometrasp. C)が分化し，ホンナガウニ (E.

mathaei)とクロナガウニ (E.oblongα)が最も近撮で

あることがわかった。

また，ハワイ・グアム・沖縄問の分化については，

ホンナガウニ (E.mathaゅではハワイ産と沖縄産

は完全には分かれなかった。一方，クロナガウニ (E.

oblong，α)では，ハワイ産と沖縄産個体群は異なるクラ

スターを形成したが，グアム産の個体がそれぞれのクラ

スターの内群となり， 3地域の個体群が遺伝的に完全に

は種分化していないことがわかった。ハワイと沖縄集団

聞ではグアム集団を介した遺伝的交疏があるが，その

機会はかなり限られていると考えられる。乙のととは，

Landry et al.， (2003)の研究でも支持されていること

である.

沖縄産・グアム産及びハワイ産クロナガウニの交雑実

験においては，沖縄産とグアム産の受精率は， 45% (グ

アム産卵子×沖縄産精子)及び0%(神縄産卵子×グア

ム産精子)であるが，グアム産とハワイ産の受精率はい

ずれの方向においても100%である (Arakaki，2001)0 

とのととは，沖縄産とグアム産が別種であることを示唆

するものであり，本研究の結果と合わせると，沖縄産は，

グアム・ハワイに産する両方のクロナガウニと別種であ

ることが示唆されることとなる。
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