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緒緒言

地球上には多種多様な生物が様々な環境に生息しており、地球という限られた空間に

も関わらず多くの生物が共存している。これは地球誕生以来の長い時間をかけて繰り返

されてきた生物の適応放散の結果であると言える。つまり、適応放散の機構を解明する

ことは、地球上の生物多様性の創出機構の解明でもある。生物の適応放散の解明は、進

化生物学研究における最重要課題の一つとして、古くから多くの研究者を魅了してきた

が、その解決には至っていない。適応放散は異所的な分断や生殖隔離による種分化が引

き起こす「種」の多様化と、多種多様な生息環境への進出によって生じる「生態学的ニ

ッチ」の多様化から構成される（ ）。すなわち、種分化が引き起こされる機

構と新規ニッチへの拡大や進出が生じる機構の解明は、生物の適応放散を理解する上で

重要な課題である。本研究では、様々な生物群間でみられる相互作用である「共生」に

着目し、生物群間の共進化や相互作用を通じて、種と生態学的ニッチの多様化が生じる

メカニズムの解明を目指した。

共生は互いに利益のある相利共生から寄生などの片利共生、さらには被食－捕食の関

係性にまで至り、その関係性や程度は多岐にわたる（ ）。昆虫

は地球上で最も多様な分類群であり（ ）、その中でも最大の分類群

である甲虫目は地球上の既知の生物種数の 分の を占める（ ）。この

ような甲虫目の多様性を創出した背景には、植食性甲虫の急速な適応放散が挙げられ、

被食－捕食の関係にある植物と植食性甲虫の種間相互作用の結果として高い種多様性

が創出されてきたと思われる（ ）。特に多くの植食性甲虫は微生物と

共生関係を築くことにより、多くの動物にとって代謝が困難な植物組織の代謝能の獲得

や二次代謝産物などの防御物質に対する克服、あるいは必須アミノ酸などの栄養の合成

を可能とし、微生物との共生関係は宿主甲虫の生態学的なニッチの多様化を促進した要

因であると考えられる（ ）。このことから植食性甲虫の高い種多



様性は餌資源となる植物および共生微生物との相互作用の結果として創出されたと思

われ、植食性甲虫の適応放散のメカニズムに迫るためには、それらの個々の生物間相互

作用を紐解く必要がある。

本研究では植食性甲虫の中でも枯死木を摂食するクワガタムシ科に注目した。クワガ

タムシ類は樹木の放散によって引き起こされた枯死木の腐朽型の多様化にともなって、

適応放散を遂げたと考えられる（ ）。そこで本研究では日本のクワガタムシ

科を取り巻く共生系からクワガタムシ類の適応放散機構の解明を試みた。日本のクワガ

タムシ相の大きな特徴としては、クワガタムシ科の祖先的なグループから比較的新しい

グループまでを網羅する分類群が分布する点が挙げられる（ ）。こ

のような背景には、日本列島が生物地理学的に旧北区、東洋区、新北区の境界に位置す

ることや、亜寒帯から亜熱帯に至る気候帯を跨ぎ、クワガタムシの生息環境である森林

植生帯が多様であることが挙げられる（荒谷 ）。さらには複雑な地史を背景にも

つ日本列島のクワガタムシ類の特徴は山地あるいは島嶼ごとに遺伝的に分化している

点である（ 荒谷 ）。以上のことから、クワガタムシ科の多様性

進化を解明する上で、日本列島は最適なフィールドであるといえる。また、クワガタム

シの雌成虫は菌嚢に共生酵母を保持しており、共生酵母は幼虫が食べる枯死木の代謝の

補助を担うと考えられる（

）。そこで、本論文では日本列島のクワガタムシ科を網羅する共生酵母

の系統関係を解明し、共生酵母との共進化が宿主の生態学的ニッチの多様化に及ぼした

影響を究明する。また、共生酵母とクワガタムシの両者の系統関係を比較することで、

共生酵母の多様な獲得プロセスに迫る。さらには、被食－捕食の関係にある樹木との歴

史的な相互作用からクワガタムシの遺伝的分化の創出機構を究明する。これらの結果か

ら、クワガタムシ－酵母－宿主樹木の共生系を紐解くことでクワガタムシの適応放散メ

カニズムの解明を目的とする。



第 章
クワガタムシ科の適応放散と共生酵母との共進化



背景

生物の適応放散は種と生態学的ニッチの多様化から成り立つ（ ）。種の

多様化を引き起こす種分化のメカニズムについては解明されつつあるものの（

）、生態学的ニッチが多様化する要因については未解明な点が多い（

）。地球上の既知の生物種数の 分の１を占める甲虫目の多様性の背景には、植物

の多様化にともなう植食性甲虫の適応放散が挙げられる（

）。微生物との共生関係は昆虫の多様化を促進したと考えられ（

）、特に植食性甲虫と共生微生物の間には、植物組織の消

化吸収の補助を担う消化共生や、必須アミノ酸をはじめとした栄養分の生合成を担う栄

養共生などの多様な共生関係が認められる（ ）。植食性甲虫の生

態学的ニッチの拡大や多様化の解明には、宿主の分類群を網羅する共生微生物との共進

化プロセスの解明が重要である（ ）。

木材を摂食する昆虫は、多くの動物種にとって消化が困難な高分子化合物であるセル

ロース、ヘミセルロースおよびリグニンを代謝可能な微生物と共生する（

）。木材摂食性昆虫と共生する多くの真菌類

は、好気性であり、腸内あるいは外部の器官に共生する（

）。特に真菌類と共生する養菌性キクイムシ類、

コメツキモドキ科、ツツシンクイムシ科、キバチの仲間およびオトシブミ科などの昆虫

は、菌嚢と呼ばれる共生真菌類を運搬するための特殊な器官を保持する（

）。一方で、木材食性の甲虫を対象に宿主甲

虫の分類群を網羅する共生微生物の系統関係を解明した研究は、葉食性甲虫の共生微生

物研究と比較して非常に乏しく（キクイムシ類 ）、木材食性の甲

虫の生態学的ニッチの多様化プロセスの解明に至っていない。

本研究で対象とするクワガタムシ科は世界に 種以上が知られており、その幼虫



は枯死木を摂食する（ ）。クワガタ

ムシ類の幼虫が利用する枯死木は、枯死木に作用する腐朽菌の種類に対応して白色腐朽、

褐色腐朽および軟腐朽の つに区分される（図 ）。白色腐朽を引き起こ

す白色腐朽菌は木材の構成成分であるセルロース、ヘミセルロースおよびリグニンを全

て分解する（ ）。白色腐朽は広葉樹に多く発生し、多くのクワガタム

シの属（オオクワガタ属 ノコギリクワガタ属

ミヤマクワガタ属 オニクワガタ属

チビクワガタ属 ツノヒョウタ

ンクワガタ属 ルリクワガタ属 ）が白

色腐朽材食性を示す（図 ）。一方で、褐色腐朽を引き起こす褐色腐朽菌

はセルロースとヘミセルロースを選択的に分解するものの、リグニンをほとんど分解す

ることができない（ ）。褐色腐朽は比較的冷涼な環境の針葉樹に多く

発生する傾向があり（ ）、クワガタムシ科では祖先的なグループであるマ

ダラクワガタ属 やツヤハダクワガタ属 が

褐色腐朽材食性を示す（図 ）。白色腐朽と褐色腐朽は、主に担子菌類に

よって引き起こされるのに対して、軟腐朽は主に子嚢菌類により引き起こされる

（ ）。軟腐朽の枯死木は白色腐朽と同様にセルロース、ヘミセルロース

およびリグニンが分解されるものの、その発生環境は高湿度下の木材で発生する（

）。ルリクワガタ属の一部の種やマグソクワガタ属 が

軟腐朽食性を示す（図 ）。さらにクワガタムシ科の中には、以上の つ

の食性以外にも枯死木起源の腐植質を利用するグループがいる。このような腐植質は枯

死木がシロアリなど他の木材摂食性昆虫などの関与を経て長い時間をかけて分解され

たものであり、窒素含有量の高い餌資源である（ ）。ネブトクワガ

タ属 やマルバネクワガタ属 、ミヤマクワ



ガタ属の一部の種が、枯死木由来のこのような腐植質を利用している（図

）。

クワガタムシ科の雌成虫は、腹部先端背側の第 節と第 節の間の節間膜の一部から

なる菌嚢を持ち、これまでに調べられたクワガタムシ科の北半球の 属（ネブトクワ

ガタ属 オオクワガタ属 ノコギリクワガタ属 ミヤマクワガタ属 マルバネクワガタ

属 オニクワガタ属 チビクワガタ属 ツノヒョウタンクワガタ属 ルリクワガタ属

マダラクワガタ属 マグソクワガタ属 ツヤハダクワガタ属 イッカククワガタ属

）および南半球の 属（オニシカクワガタ属

）において菌嚢が確認されている（

）。これらの菌嚢内からは共生酵母が検出されており、白

色腐朽材食性を示すクワガタムシ類は、キシロース発酵性酵母である

や に近縁な共生酵母を保持することが知られている

（ ）。一方で、褐色腐朽材食

性のオニシカクワガタ は、セロビオース発酵性酵母である

に近縁な共生酵母を保持している（

）。また、菌嚢から検出される酵母のほとんどが幼虫の腸内からも認められること

から（ ）、これらの共生酵母は雌成虫か

ら幼虫へと垂直伝播されている（ ）。キシロースはヘミセルロースの

主成分であり、セロビオースはセルロースの主成分であることから、共生酵母はクワガ

タムシ類の幼虫の腸内において木材成分の代謝の補助を担うと推測される（

）。クワガタムシ科を網羅する属の雌成虫が菌嚢をもつことから、クワガタムシ

類の系統進化において共生酵母との共進化は、種および生態学的なニッチの多様化と密

接に関係していると考えられる。しかしながら、クワガタムシ科全体を網羅する共生酵

母の種類や系統関係は把握されておらず、クワガタムシ科の食性の適応放散と共生酵母



との共進化の関係ついては未解明である。また、宿主クワガタムシ類の生態において共

生酵母の果たす役割や相互作用に関しては検証されていない（ ）。

 （ ）では、日本列島のルリクワガタ属とその共生酵母の系統関係を分

子系統地理学的手法により解明したところ、両者の系統関係は完全ではないものの、互

いに共種分化してきたことが支持された。この結果は、共生酵母は基本的には雌成虫か

ら幼虫へと共生酵母が垂直伝播されていることを示唆する。一方で、歴史的な分布域や

選好する環境が重複するクワガタムシの種間では、別属どうしにおいても稀に共生酵母

の水平伝播が生じるとともに、宿主種内において新規に獲得した共生酵母への置換も示

唆されている（ ）。さらに、クワガタムシ類の温度耐性は酵母の系統ごと

に異なり、特にルリクワガタ属においては共生酵母の温度耐性が宿主の分布標高からマ

イクロハビタットに至るスケールで生息域を制限している可能性、あるいは宿主の選好

する環境条件が共生酵母の温度耐性に影響を及ぼす可能性が示唆された（

）。クワガタムシ科では同属近縁種間においても、生息する標高や植生帯には違い

が認められ、種ごとに生息環境に対する選好性が異なる（ ）。宿主クワガタ

ムシ類の生息環境と共生酵母の温度耐性には密接な関係性が示唆されることから、共生

酵母との共進化はクワガタムシ類の食性の多様化のみならず生息環境の放散にも関係

することが推測される。

第 章では日本のクワガタムシ類に着目し、共生酵母との系統関係を解明した。日本

列島には、クワガタムシ科高次系統において祖先的な分類群から派生的な分類群を網羅

する主要な分類群が生息している（ ）。さらに、亜寒帯から亜熱帯

に至る気候帯を跨ぐ日本列島に分布するクワガタムシ類の生息環境は冷温帯林から亜

熱帯林にまで至り、日本のクワガタムシ類の種、およびその生息環境には高い多様性が

認められる。そこで、日本のクワガタムシ科と共生酵母の分子系統解析を実施し、（ ）

クワガタムシ科の幼虫食性の進化プロセス、（ ）宿主の食性進化と共生酵母の系統進化



の関係性、および（ ）宿主の生息環境と共生酵母の系統進化の関係について検討する。

これらの結果から、共生酵母との共進化にともなうクワガタムシ科の生態学的ニッチの

多様化について究明する。

方法

研究材料

本研究では日本列島の冷温帯から亜熱帯に至る 地点から、日本のクワガタムシ科

全属を網羅する 属 種の 個体（雌成虫 個体、幼虫 個体）を採取した。本

研究におけるクワガタムシ類の採集地点を表 および図 に示す。また本研究で用

いた各個体の情報および単離培養された酵母株を表 に示す。マダラクワガタ

、マメクワガタ およびネブトクワガタ

は幼虫しか採取できなかったため、幼虫の腸から共生酵母を単離培養した。また、ノコ

ギリクワガタ 、コクワガタ およびアカアシクワガ

タ は雌成虫の菌嚢および幼虫の腸から共生酵母を単離培養した。

それ以外の種は全て雌成虫の菌嚢から共生酵母を単離培養した。採集した幼虫は、野外

で生息していた枯死木と同じものを用いて実験室で飼育した。

雌成虫および幼虫からの共生酵母の単離培養

リン酸緩衝生理食塩水（ ）中で各雌成虫から菌嚢および幼虫の腸を先行研究と同

様の手法にて解剖および摘出した（ ）。摘出した菌嚢および腸を

のプラスチックチューブ内でペレットペストルを用いて 中ですり潰し、均質化

した菌嚢溶液を作成した。均質化した菌嚢溶液を基に 倍希釈系列の菌嚢溶液（菌嚢の

、 、 、 、 に相当）を作成した。各種クワガタムシの個体サイズに応じ



て適当な濃度の菌嚢溶液を選択し、 リファンピシンを含む 培地プレート上

に塗布した（ ： ）。この

プレートを で 日間培養し、酵母コロニーが出芽したプレートを基に、菌嚢あた

りのコロニー形成数（ を算出した。また、 が 以下だ

った個体は酵母コロニーの検出がないものとして扱った。

共生酵母の遺伝子解析

各宿主個体についてランダムに ～ コロニーを選択し、その後の 解析のため

に新しい 培地プレートに移植した。各酵母コロニーの一部を摘出し、 の

溶液（ ）を用いて酵母の懸

濁溶液を作成した。酵母の懸濁溶液を で 時間インキュベートした後、（

）に従い酵母から全ゲノム を抽出・精製し、 バッファー（

）に溶解した。

この全ゲノム を鋳型に核遺伝子 領域と 領域の配列を 法によって

増幅した。各領域の 条件は、 ℃で 分間のプレヒート後、 ℃で 秒間の熱変

性、 で 秒間のアニーリング、そして で 領域では 分 秒間、 領

域では 分 秒間の伸長反応を サイクルとする反応を サイクル行った後、 で

分間のファイナルエクステンションを行い、 で保存した。 産物の精製には

（ 、 、 ） を用いた。シーケンス反応に

おいては （ 、

、 、 ）を用いて蛍光ラベリングを行い、これらの反応には

サーマルサイクラー （ 、 ） を用いた。これらの

法およびシーケンス反応で使用したプライマー情報を表 に示す。この後，

（ 、 ） を用いて塩基配列を解析した。シーケ



ンス後の塩基配列については、ソフトウェア （ 名古

屋） を用いてアセンブリを実施し、解析サンプル間の塩基配列のアライメントには

（ ）を用いた。

各宿主個体内の共生酵母の系統学的位置づけを明らかにするため、 領域全体（塩

基の欠損および挿入を含む 、 および をカバーする約 ）の

配列を決定した。また 領域は酵母株レベルの遺伝的な差異を検出するのに適して

いるものの、遺伝的変異が多いため本研究で用いたプライマーでは、 属

の酵母の塩基配列のみが増幅できる。加えて、 領域においてはデータベース登録配

列の分類学的網羅率が不十分である。そこで、 領域による系統解析の結果、

属に位置付けられる共生酵母を保持するクワガタムシを対象に、宿主雌

成虫 個体当たり ～ コロニーの 領域の塩基配列（塩基の欠損および挿入を含む

約 ）を決定した。得られた塩基配列は、 属内の共生酵母の詳細

な遺伝的変異の検出、および系統関係の推定に使用した。

宿主クワガタムシの遺伝子解析

宿主虫体を実体顕微鏡下で解剖し、胸部あるいは脚部筋肉の一部を摘出し、全ゲノム

を抽出・精製した。全ゲノム 抽出および精製に関しては、

（ 、 、 ） を用いて製品プロトコルに準じて行った。こ

の全ゲノム を鋳型に 領域と の 領域、

領域および 領域の部分配列を表 に示したプライマーを用いて 法によ

って増幅した。 領域の 条件は、 で 分 秒間のプレヒート後、

で 分間の熱変性、 で 分間のアニーリング、 で 分間の伸長を サイクルと

する反応を サイクル行った後、 で 分間のファイナルエクステンションを行い、

で保存した。 領域の 条件は、 で 分間のプレヒート後、 で



秒間の熱変性、 で 秒間のアニーリング、 で 分間の伸長を サイクルと

する反応を サイクル行った後、 で 分間のファイナルエクステンションを行い、

で保存した。 領域は、 法あるいは 法により増幅

した。 法は で 分 秒間のプレヒート後、 で 秒間の熱変

性、最初の サイクル目 ℃とし サイクルごとに ℃ずつ下げる 分間のアニーリン

グ、 で 分間の伸長を サイクルとする反応を サイクル行った後、 で 秒

間の熱変性、 で 分間のアニーリング、 で 分間の伸長を サイクルとする反

応を サイクル行い、 で 分間のファイナルエクステンションを行い、 で保存

した。 法は で 分３０秒間のプレヒート後、 で 秒間の熱変性、

で 秒間のアニーリングおよび伸長を サイクルとする反応を サイクル行っ

た後、 で 分間のファイナルエクステンションを行い、 で保存した。 領

域の 条件は で 分間のプレヒート後、 で 分間の熱変性、 で 分間

のアニーリング、 で 分間の伸長を サイクルとする反応を サイクル行った後、

で 分間のファイナルエクステンション行い、 で保存した。その後の 産物

の精製、シーケンス反応および塩基配列の決定とアセンブリ、アライメントの手法は酵

母の遺伝子解析と同様である。

分子系統解析

（ ）を用いて、共生酵母の 領域と 領域、およ

び宿主クワガタムシの 領域、 領域、 領域および 領

域のハプロタイプ行列を構築した。整理したハプロタイプ配列および先行研究で単離さ

れたクワガタムシ類の共生酵母株の 登録配列を用いて、最尤法およびベイズ

推定法に基づく系統樹を構築した。先行研究で単離された酵母株および使用した

の登録配列の情報を表 に示す。また、宿主クワガタムシにおいては、 領



域の部分配列の結合データセットを用いて、クワガタムシ科と同じくコガネムシ上科に

属する別の科を外群指定し系統解析を実施した。各系統解析の塩基置換モデルの選択に

はソフトウェア （ ）を用い、 （

（ ）） により最適モデルの選択を行った。また、宿主クワガタムシの系統

解析の塩基置換モデルの選択は、領域ごと、および 領域についてはコドン位置

ごとに最適モデルの選択を実施した。最尤系統樹は、 （ ）

を用いて構築した。各ノードにおける信頼度は、 回のブートストラップ複製を用

いて評価した。ベイズ系統樹は、 （ ）を用い

て構築した。共生酵母の 領域に基づくベイズ推定は 解析を 世代

繰り返し、 回毎にサンプリングを行った。共生酵母の 領域に基づくベイズ推

定は 解析を 世代繰り返し、 回毎にサンプリングを行った。宿主ク

ワガタムシのベイズ推定は 解析を 世代繰り返し、 回毎にサンプリ

ングを行った。 （ ）を用いて各推定パラメーターの要約統

計量を確認した後に、最初の の世代を定常状態に達していない世代と仮定して解析

から取り除いた。作成した系統樹は、 （ ）を用いて可視化

および編集した。

宿主クワガタムシの分岐年代推定および幼虫食性の祖先形質復元

宿主クワガタムシの分岐年代を推定するために、 領域の部分配列の結合データセッ

トを基に、 を用いて 解析を実行した

（ ） 。分岐年代の較正には、 （ ）における汎世界

的なクワガタムシ科の高次系統の分岐年代推定に従って、以下のクワガタムシ科の つ

の化石記録を使用した。また、各化石記録の年代は （ ）に従

った。ジュラ紀中期からジュラ紀後期の境界の地層（ ）から記載された



（ ）をクワガタムシ科全体の共通祖先の較正に使用

した（図 、分岐 ）。加えて、白亜紀前期の地層（ ）から記載された

（ ）を、マダラクワガタ属を除くクワガタムシ類の共

通祖先として年代較正を実施した（図 、分岐 ）。また、始新世の地層（ ）

から記載された （ ）を 属全体の共通祖先とし

て年代較正した（図 、分岐 ）。各分岐の較正は、化石記録の年代を上限および下限

とする正規分布を仮定した。 （ ）を用いて、適合モデルの選択を

領域ごと、および 領域についてはコドン位置ごとに行った。 解

析を 世代繰り返し、 回毎にサンプリングを実施した。以上の

解析を独立に 回試行した。 （ ）を用いて各推定

パラメーターの要約統計量、および独立に試行した 回の 解析が同じ

局所最適解に収束しているかどうかを確認した。最初の の世代を定常状態に達して

いない世代と仮定して解析から取り除いた。作成した系統樹は、

（ ）を用いて可視化および編集した。

クワガタムシ科の幼虫の食性の祖先形質を を用いて

法 （ ）により推定した（ ）。解析は による分岐年代

推定出力された多数決合意樹を基に実行した。各クワガタムシの幼虫の食性は表 に示

す。独立した つの 解析を 世代繰り返し、 回毎にサンプリングを

実施した後、最初の の世代を定常状態に達していない世代と仮定して解析から取り

除いた。

結果

雌成虫および幼虫からの共生酵母の単離培養



採取したクワガタムシ各種の雌成虫の菌嚢および幼虫の腸から単離された共生酵母

のコロニー形成数を表 に示す。対象としたクワガタムシ科の内、 属 種の計

個体（雌成虫 個体、幼虫 個体）において共生酵母のコロニーが認められた。各種

の雌成虫および幼虫の腸 個体あたりのコロニー形成数は、最小がアマミシカクワガタ

の × で、最大はアカアシクワガタの × であった。一方で、

ミクラミヤマクワガタ の雌成虫の菌嚢からは共生酵母のコロニーが

検出されなかった。また、ネブトクワガタの幼虫の腸においても共生酵母のコロニーは

確認されなかった。さらに、ノコギリクワガタにおいては雌成虫の菌嚢からは共生酵母

のコロニーが検出されなかったものの、幼虫の腸からは多くの共生酵母コロニーが認め

られた。 

核遺伝子 領域に基づく共生酵母の系統学的位置付け

核遺伝子 領域に基づく分子系統解析の結果、日本のクワガタムシ科の共生酵母に

おいて大きく つのクレードが認められた（図 ）。白色腐朽材食性を示す 属 種

（オオクワガタ属 種、ノコギリクワガタ属 種、シカクワガタ属 種、ミヤマクワガ

タ属 種、オニクワガタ属 種、チビクワガタ属 種）、および白色腐朽材食性あるい

は軟腐朽材食性を示すルリクワガタ属 種の共生酵母は、キシロース発酵性酵母である

と単系統を構成した。このキシロース発酵性酵母のクレードには

先行研究で調べられたヨーロッパのクワガタムシ類 属（ 、

）および韓国のルリクワガタ属（ ）から単離された

共生酵母も含まれた。さらに、このキシロース発酵性酵母のクレード内において、チビ

クワガタ属 種の共生酵母から構成されるサブクレードが認められた。一方で、褐色腐

朽材食性を示すマダラクワガタおよびツヤハダクワガタ から単離

された共生酵母は、セロビオース発酵性酵母である と単系



統を構成した。このセロビオース発酵性酵母のクレードには、アフリカのオニシカクワ

ガタから単離された共生酵母も含まれた。

また、マルバネクワガタ属、マグソクワガタ属およびツノヒョウタンクワガタ属にお

ける共生酵母は、上述した 系統とは大きく異なる系統学的な位置づけを示した。アマ

ミマルバネクワガタ の雌成虫の菌嚢から単離された共生酵母

は、キシロース発酵性酵母である （ ）に近縁な共生酵母で

あった。マグソクワガタ の雌成虫の菌嚢から単離された共生酵母は、

ヨーロッパに生息するイッカククワガタ の雌成虫の菌嚢から

単離された主要な共生酵母と単系統を構成した。しかしながら、マグソクワガタの共生

酵母は既知の 配列が取得されているサッカロミケス亜門の酵母では近縁な種が

見当たらないことから、新規の酵母の系統であることが示唆される。ルイスツノヒョウ

タンクワガタ の雌成虫の菌嚢から単離された共生酵母は、 属の

共生酵母と単系統を構成した。しかしながら、既知の 属酵母とは遺伝的に大き

く分化しており、マグソクワガタの共生酵母と同様に新規の共生酵母の系統であると思

われる。一方で、ルイスツノヒョウタンクワガタの共生酵母はアフリカのオニシカクワ

ガタの雌成虫の菌嚢のみから単離された共生酵母と単系統を形成した。

核遺伝子 領域に基づく共生酵母の系統学的位置付け

核遺伝子 領域に基づく 属共生酵母の分子系統解析の結果、 領

域による系統解析の結果と同様にキシロース発酵性酵母とセロビオース発酵性酵母の

大きく 系統に分化した（図 ）。また日本のクワガタムシ科の共生酵母は宿主クワガ

タムシの種あるいは属に特異的な傾向を示す のクレードに分化した。

キシロース発酵性酵母の系統内において、クレード からクレード は一つの大き

な系統を構成し、冷温帯林を生息環境とするクワガタムシ類の共生酵母の単系統性が支



持された。クレード は、主に日本のルリクワガタ属 種と韓国のルリクワガタ属

から単離された共生酵母から構成される。一方で、クレード

には対馬のキンオニクワガタ 個体（ ）と韓国のキンオニ

クワガタ 個体から単離された全ての共生酵母のコロニー、および対馬のキンオニクワ

ガタ 個体（ ）から得られた共生酵母の一部のコロニーも含まれた。クレード

は、日本のオニクワガタ属のみの共生酵母から構成される。クレード は、主にアカア

シクワガタの共生酵母から構成されるものの、オニクワガタ

個体（ 、 ）から得られた共生酵母の一部のコロニーも含まれた。クレード

はスジクワガタ の共生酵母のみから構成され、クレード はヒメオ

オクワガタ の共生酵母のみから構成された。また、クレード の

共生酵母は、タマムシ類 （ ） か

ら初めて単離された酵母 （ ）と

単系統になることが明らかになった。

クレード は主にミヤマクワガタ の共生酵母から構成され

るものの、ノコギリクワガタの幼虫 個体（ 、 、 ）から単離された

共生酵母のコロニーの一部も含まれた。クレード は主にコクワガタの共生酵母から

構成されるが、ノコギリクワガタ 個体（ ）、チビクワガタ 個

体（ ）およびマメクワガタ 個体（ 、 ）から得られた一部の共生酵母コ

ロニーも含まれた。またクレード には、スジクワガタの 個体（ ）から得られ

た全ての共生酵母、および別の個体（ ）から得られた共生酵母コロニーの一部も

含まれた。クレード はアマミコクワガタ の共生酵母のみから構成

される。クレード は主にオオクワガタ の共生酵母から構成されるが、ノ

コギリクワガタ 個体（ ）から得られた共生酵母コロニーの一部も含まれた。ク

レード は主にヒラタクワガタ とスジブトヒラタクワガタ



の共生酵母から構成されるものの、ノコギリクワガタ 個体から得られた

一部の共生酵母コロニーとアマミシカクワガタの共生酵母も含まれた。クレード は

チビクワガタ属 種の共生酵母のみから構成される系統であった。

セロビオース発酵性酵母の系統内において、クレード はツヤハダクワガタの共生

酵母のみから構成された。一方で、クレード はマダラクワガタの共生酵母のみで構

成される、また、クレード はツヤハダクワガタ 個体（ 、 ）から得られ

た共生酵母の全て、および別のツヤハダクワガタ 個体（ 、 ）およびマダ

ラクワガタ 個体（ ）から単離された共生酵母コロニーの一部から構成された。

宿主クワガタムシの系統関係

宿主クワガタムシの 領域および 領域、 領

域、 領域の４領域の部分配列の結合データセットに基づく分子系統解析の結果

（図 ）、本研究で使用した日本のクワガタムシ 属は単系統性を示し、コガネムシ

上科におけるクワガタムシ科の単系統性が支持された。日本のクワガタムシ科において

は、マダラクワガタ属、ツヤハダクワガタ属およびマグソクワガタ属の 属から構成さ

れるクレード と、それ以外の 属（オオクワガタ属、ノコギリクワガタ属、シカク

ワガタ属、ミヤマクワガタ属、オニクワガタ属、ネブトクワガタ属、マルバネクワガタ

属、ツノヒョウタンクワガタ属、チビクワガタ属、ルリクワガタ属）から構成されるク

レード に大きく分化した。各クレード内におけるクワガタムシ各種および各属の単系

統性は強く支持された。クレード においてツヤハダクワガタ属とマダラクワガタ属

は単系統を示したが、最尤法のブートストラップ値およびベイズ法の事後確率の値が低

くいため、クレード 内における 属の系統関係は不明であった。クレード において

は、ルリクワガタ属から構成される系統とそれ以外の 属から構成される系統に分化

し、ルリクワガタ属はクレード の中でも最初期に分岐した祖先的な分類群であること



が示唆された。次にツノヒョウタンクワガタ属とチビクワガタ属からなる系統の分岐が

支持された。また、ノコギリクワガタ属とシカクワガタ属の 属からなる系統、および

ミヤマクワガタ属とオニクワガタ属の２属からなる系統のそれぞれの単系統性が支持

された。オオクワガタ属内においては、コクワガタ、アマミコクワガタ、オオクワガタ

の 種から構成される系統の単系統性が支持された。また、ヒラタクワガタとスジブト

ヒラタクワガタは分類学的研究においては 属としてまとめて扱われること

が多く（ ）、分子系統解析からもこの 種が単系統になることが

明らかになった。

宿主クワガタムシの分岐年代推定および幼虫食性の祖先形質復元

宿主クワガタムシの化石記録に基づく分岐年代推定の結果、クワガタムシ科全体の共

通祖先はジュラ紀中期から後期の約 （ ）に出現したこ

とが推定された（図 ）。次にマダラクワガタ属を除く の属の共通祖先は白亜紀前

期の約 （ ）に出現したことが推定された。また、クワ

ガタムシ科の分子系統解析（図 ）において支持されたクレード （オオクワガタ属、

ノコギリクワガタ属、シカクワガタ属、ミヤマクワガタ属、オニクワガタ属、ネブトク

ワガタ属、マルバネクワガタ属、ツノヒョウタンクワガタ属、チビクワガタ属、ルリク

ワガタ属）の共通祖先は、約 （ ）に出現したことが推

定された。本研究で使用した現生のクワガタムシ類 属は、古代三紀の始新世から漸

新世ごろには出現していたことが推定された。 解析によるクワガタムシ科におけ

る幼虫食性の祖先形質を復元したところ、クワガタムシ科全体の共通祖先は褐色腐朽材

食性であったことが推定された。その後、白亜紀前期から白亜紀後期ごろの間に白色腐

朽材食性および軟腐朽材食性を示す共通祖先の出現が推定された。また、分子系統解析

において支持されたクレード （図 ）において、ルリクワガタ属を除く 属から構成



される系統の共通祖先は、白色腐朽材食性であったことが推定された。腐植質を利用す

る分類群（ネブトクワガタ属、マルバネクワガタ属、ミクラミヤマクワガタ）は、白色

腐朽材食性を示す系統の一部から少なくとも 回は独立に出現したと思われる。

考察

クワガタムシ科の食性進化と共生酵母の代謝機能の関係

共生酵母の核遺伝子 領域の分子系統解析の結果、白色腐朽材食性を示すクワガタ

ムシ類の大部分の属がキシロース発酵性酵母である と近縁な共

生酵母を保持していた（図 ）。キシロー

スはヘミセルロースの主成分であり、白色腐朽材中に多く残存する糖類である（

）。また、枯死木を摂食する多くの昆虫類の腸内などからもこのようなキシロース

発酵性酵母が認められる（ ）。このことから、キシロース発酵性の共生酵

母は白色腐朽材食性のクワガタムシ類の幼虫の腸内において、キシロース代謝の補助を

担うことが推測される（ ）。一方で、褐色腐朽材食性を示すマダラク

ワガタ属とツヤハダクワガタ属はセロビオース発酵性酵母である

と近縁な共生酵母を保持していた（図 ）。また、

アフリカのクワガタムシ類であるオニシカクワガタも褐色腐朽材を摂食し（

）、これらのセロビオース発酵性の共生酵母を保持している（

）。セロビオースはセルロースの主成分であり、褐色腐朽材中に多く残存する糖類

である（ ）。このことから、褐色腐朽材食性のクワガタムシ類の幼虫の腸

内では、これらのセロビオース発酵性の共生酵母がセロビオースの代謝を補助している

と推測される。また、褐色腐朽材中には多量のリグニンが残存している。しかし、褐色

腐朽材食性のツヤハダクワガタ幼虫において、摂食前の腐朽材中と摂食後の糞中のリグ



ニン量に変化がみられなかったことから、ツヤハダクワガタ幼虫はリグニンを消化でき

ないことが示唆されている（ ）。

宿主クワガタムシ類の 領域および 領域、

領域、 領域の４領域の部分配列の結合データセットに基づく分子系統解析の結

果から、日本のクワガタムシはマダラクワガタ属、ツヤハダクワガタ属およびマグソク

ワガタ属の 属から構成されるクレードと、それ以外の 属から構成されるクレード

に大きく分化することが明らかになった（図 ）。世界のクワガタムシ科の主要な分類

群を網羅した分子系統解析の結果および化石記録からマダラクワガタ属、ツヤハダクワ

ガタ属およびマグソクワガタ属はクワガタムシ科の中でも祖先的な分類群であること

が示唆されている（ ）。またクワガタムシ科の分岐年代推定および幼

虫食性の祖先形質復元の結果から、クワガタムシ科の出現はジュラ紀中期ごろであり、

クワガタムシ科の共通祖先は褐色腐朽材食性であったことが示唆された。また白亜紀後

期ごろから白色腐朽材食性の新しいグループが出現したことが推定された（図 ）。こ

のことはクワガタムシ科の系統進化の過程において、褐色腐朽材から白色腐朽材への生

態学的ニッチの多様化が生じたことを示唆する。

褐色腐朽は針葉樹に多く発生する一方で、白色腐朽は広葉樹に多く発生する（

）。木本植物のうち、広葉樹が属する被子植物の出現は、針葉樹が属する裸

子植物の出現よりもはるかに新しく白亜紀に入ってからであり、その後急速な放散を遂

げ、現在では最も多様な植物のグループになったと考えられる（ ）。

また、現生の主要な広葉樹の目の出現は約 であり（ ）、

これは本研究で推定されたクワガタムシ科における白色腐朽材食性を獲得した時期と

合致する（図 ）。さらに、このような広葉樹の放散にともない白色腐朽を発生させる

白色腐朽菌も約 から急速に多様化し（ ）、クワガタムシ類の餌と

なる白色腐朽材の資源量も増加したと考えられる。実際に野外では白色腐朽の方が褐色



腐朽に比べて資源量が多い（ ）。加えて、白色腐朽材は褐色腐朽材よりも栄

養面でもクワガタムシにとって優れている（ ）。さらにクワガタムシ科にお

いて、白色腐朽食性の幼虫は褐色腐朽材も利用することができる一方で、褐色腐朽食性

の幼虫は白色腐朽材を利用することができない（ ）。これに対して （ ）

は、白色腐朽材に多く残存するキシロースが褐色腐朽材食性の成長阻害物質である可能

性を示唆しており、キシロース代謝機能の獲得によりクワガタムシ科の白色腐朽材の利

用を可能にしたことを推測している。本研究の結果は、クワガタムシ科においてキシロ

ース発酵性酵母の獲得は幼虫の白色腐朽材の代謝を可能とし、生態学的ニッチの多様化

を促進したことが支持するものである。また、 と近縁なキシロー

ス発酵性酵母はセロビオースを発酵能が認められない（ ）。一方で、

と近縁なセロビオース発酵性酵母はキシロースを発酵する

ことができない（ ）。白色腐朽菌はセルロースを分解後、すぐに吸収する

ため白色腐朽材中にはセロビオースが残存しないものの、褐色腐朽菌は吸収を上回る木

材成分の過剰な分解が行われるため、セロビオースを主としてキシロースなどの糖類も

残存する（ ）。すなわち、キシロース発酵性の酵母と共生する進化的に新

しいグループの白色腐朽食性のクワガタムシは褐色腐朽材も利用可能であるのに対し、

セロビオース発酵性の酵母と共生する祖先的な褐色腐朽食性のクワガタムシは白色腐

朽材を利用できないという生理学的な生態を支持する結果が得られた。一方で、

はキシロースのみならずセロビオース培地あるいはヘミセルロースの一種であ

るキシラン培地でも生育が可能である（ ）。このことから に

近縁なキシロース発酵性酵母と共生するクワガタムシは白色腐朽材だけでなく、褐色腐

朽材も代謝が可能であることに加えて、分解があまり進んでいない枯死木も利用できる

可能性が示唆される。現生のクワガタムシ科の中でも大多数の種が含まれ、大型かつ性

的二型が発達する種の多いオオクワガタ亜科 は（ ）、主と



して白色腐朽材を利用する種群である（図 、クレード ）（ ）。このことか

ら、クワガタムシ科におけるキシロース発酵性の共生酵母の獲得は、幼虫の利用可能な

生態学的ニッチの拡大をもたらし、急速な放散を促進した原動力であったと考えられる。

特殊な環境の枯死木を利用するクワガタムシの共生酵母

腐植質を摂食する分類群は、白色腐朽材食性のクワガタムシの系統の一部から独立に

出現したことが明らかになった（図 ）。また、腐植質を幼虫が摂食するネブトクワガ

タおよびミクラミヤマクワガタからは、共生酵母が確認されなかった（表 ）。ネブト

クワガタ属やマルバネクワガタ属の幼虫が摂食する枯死木由来の腐植質は、シロアリな

どの他の木材利用昆虫による関与を経ているため代謝が困難な木材成分がほとんど分

解されているだけでなく、窒素含有量が高く栄養にも富む（ ）。このことか

ら、腐植質を利用するネブトクワガタ属やミクラミヤマクワガタにおいては、白色腐朽

材から腐植質へと進出した過程において独立に共生酵母を喪失したことが示唆される。

一方で、アマミマルバネクワガタの菌嚢からは に近縁な共生酵母が検

出された（図 ）。興味深いことに 属の酵母において、

は数少ないキシロース発酵性の酵母である（ ）。枯死木を摂食するクロツ

ヤムシ科 （ ） の腸内からも が得られていること

から、この共生酵母が木材成分の代謝の補助を担うことが示唆されている（

）。これらの腐植質食性のクワガタムシ類の幼虫は著しく肥大し

た腹部を持ち、代謝のシステムが褐色腐朽食性や白色腐朽食性のクワガタムシ類とは大

きく異なることが予想される（ ）。また、マルバネクワガタ類の幼虫の腸内

微生物叢は、白色腐朽食性のコクワガタのそれと比較して多様であることに加えて、コ

クワガタでは認められない独自のバクテリアを保持している（荒谷 ）。これらの結

果から、腐植質食性のクワガタムシ類は白色腐朽材から腐植質へと進出した過程におい



て独立に共生酵母を喪失したことに加えて、新規の共生酵母や共生バクテリアを獲得し、

腐植質を利用するための独自の代謝システムを保持していることが示唆される。

マグソクワガタから単離された共生酵母は、既知のサッカロミケス亜門の酵母とは近

縁な種がおらず、未記載の酵母の 種であることが示唆された（図 ）。一方で、イッ

カククワガタの菌嚢から単離された共生酵母と単系統を構成した（

）。イッカククワガタの共生酵母はキシロースやセロビオースに対する発酵性を示

すことから、これらの共生酵母は各クワガタムシの幼虫の枯死木の代謝の補助を担う可

能性が支持される（ ）。興味深いことに、クワガタムシ科におい

てマグソクワガタ属とイッカククワガタ属はともに祖先的な系統に位置づけられてお

り、この 属は支持率が低いものの単系統を示す（ ）。本研究におい

てマグソクワガタ属は、白亜紀に白色腐朽および軟腐朽食性のクワガタムシが出現した

最初期に分岐したグループと推定された（図 ）。このことから、マグソクワガタ属と

イッカククワガタ属は広葉樹が出現した初期のクワガタムシ類が獲得した共生酵母を

保持していることが示唆される。また、ルイスツノヒョウタンクワガタの共生酵母は、

属の酵母と単系統を構成するものの遺伝的に大きく分化しており、マグソクワ

ガタの共生酵母と同様未記載の酵母 種と思われる（図 ）。興味深いことに、この共

生酵母は南アフリカに分布するオニシカクワガタの菌嚢から単離された酵母と非常に

近縁であった（ ）。褐色腐朽材を利用するオニシカクワガタの幼

虫はセロビオース発酵性の酵母も保持している。 （ ）は、同一種

内において共生酵母の多型が認められる生態学的意義の一つとして、機能の異なる複数

種類の酵母と共生することで、栄養状態などの条件が異なる多様な枯死木の利用可能性

の向上を挙げている。ルイスツノヒョウタンクワガタは亜熱帯から温帯の沿岸部の森林

に生息し、黒潮による南方から北方への海流分散が示唆されている（ ）。また

本種の利用する枯死木は含水率が高いことから（ ）、塩分濃度が高



い枯死木を利用できたために海流による分散が可能であったと予想される。また、マグ

ソクワガタは河川沿いに生息し、幼虫は砂に埋没した含水率の高い軟腐朽の流木を利用

する（ ）。いずれの種も 属の酵母と共生する他の

クワガタムシ類とは大きく異なる環境に生息することから、特殊な幼虫食性の進化と新

規の共生酵母の獲得の進化的な関連性が考えられる。今後はこれらのクワガタムシにお

ける種内の共生酵母の多型および共生酵母の耐水性や塩分耐性の機能を明らかにし、宿

主の生態学的な進化との共生酵母の関係性について解明する必要がある。

宿主クワガタムシと共生酵母の系統関係の不一致

領域に基づく 属の共生酵母の分子系統解析の結果から、クワガタ

ムシ科の共生酵母は宿主クワガタムシの種あるいは属などの分類群に特異的な系統に

分化する傾向が認められた（図 ）。ルリクワガタ属における共生酵母の系統関係から

も宿主と共生酵母の共種分化が支持されている（

）。このような宿主クワガタムシ類の種と共生酵母の系統の間の一対一の関係

は、甲虫目の多くの分類群に加えて半翅目、膜翅目および双翅目とそれらの共生微生物

の間で認められる絶対共生と同様に垂直伝播を支持する結果である

）。加えて、本研究にお

いてコクワガタとアカアシクワガタにおいて、雌成虫の菌嚢から単離された共生酵母と

幼虫から腸から単離された共生酵母の系統が同じであったことからも、クワガタムシ科

では共生酵母が基本的には垂直伝播で受け渡されることが考えられる。

垂直伝播により共生微生物を伝達する甲虫において、両者の系統関係には共種分化が

認められる（ネクイハムシ亜科 カメノコハムシ亜科 ）。

しかしながら、 領域に基づく共生酵母の系統関係は、宿主クワガタムシ科の系統分

化とは一致しなかった（図 ）。クワガタムシ科の系統解析から単系統性が支持された



オオクワガタ属の 種の共生酵母は、単系統が支持されなかった。一方で、オオクワガ

タ属の中でも冷温帯林に生息するアカアシクワガタ、スジクワガタおよびヒメオオクワ

ガタの共生酵母の系統（クレード ）は、同じく冷温帯林に生息するルリクワガタ属

の共生酵母（クレード ）およびオニクワガタ属の共生酵母（クレード ）と単系統に

なることが明らかになった。また、共生酵母の各クレードの詳細な構成に着目すると、

クレード は主にルリクワガタ属の共生酵母から構成されるものの、キンオニクワガ

タの共生酵母の一部も含まれていた（ ）。クワガタムシ

類における共生酵母の置換は、共生酵母の水平伝播により生じると考えられる（

）。 （ ）は、オニクワガタ属とルリクワガタ属の共生酵母の系統関

係および宿主クワガタムシの過去から現在の潜在的な生息適地の推定に基づき、歴史的

な分布域および選好する生息環境が重複する宿主間においては、別属のクワガタムシの

種間でも共生酵母の水平伝播が生じた可能性を示唆している。本研究において、主にア

カアシクワガタの共生酵母からなるクレード には、オニクワガタの共生酵母の一部

も含まれていた。実際に野外においてはアカアシクワガタとオニクワガタが冷温帯林内

の同一の枯死木に共棲みすることが明らかになっている（ ）。加えて、クワ

ガタムシが穿孔する枯死木において、幼虫の糞で満たされたトンネル状の食痕からは

（図 ）、その幼虫の共生酵母が優占して検出される（ ）。すな

わち、同じ枯死木を利用するアカアシクワガタとオニクワガタでは、アカアシクワガタ

の幼虫の糞をオニクワガタが摂食した際に宿主間の共生酵母の水平伝播が生じ得るこ

とが推測される。同様に、主にコクワガタの共生酵母から構成されるクレード から

は、チビクワガタ属 種の共生酵母の一部も含まれた（図 ）。我々の観察において、

暖温帯林の白色腐朽材からはコクワガタとチビクワガタ属がしばしば同じ枯死木内か

ら観察された。このことから、同じ枯死木を利用するクワガタムシ種間では、共生酵母

の水平伝播が生じる得ることも考えられる。環境中から水平伝播による共生微生物の獲



得は、甲虫目の複数の分類群においても知られており機能的に有益な微生物のみが垂直伝

播されていることが示唆されている（ゾウムシ類 ハムシ類

）。このように水平伝播による共生微生物の獲得は、餌資源に対する代謝能の

革新の源として認識されつつある（ ）。しかしながら、共生酵母の水平伝播

は同じ枯死木に生息するクワガタムシ種間において必ずしも認められるわけではない

ことから、クワガタムシ科の中でも共生酵母の伝達経路は分類群ごとに異なると考えら

れる（ ）。

興味深いことに、白色腐朽材を利用するノコギリクワガタの雌成虫は菌嚢内に共生酵

母を保持しないにも関わらず、その幼虫の腸からキシロース発酵性の共生酵母が検出さ

れた（表 図 ）。加えて、多くのクワガタムシは各分類群に特異的な共生酵母の

系統が認められた一方で、ノコギリクワガタに特異的な共生酵母の系統は認められなか

った（図 ）。ノコギリクワガタは、ミヤマクワガタ、コクワガタ、オオクワガタおよ

びヒラタクワガタのそれぞれの種に特異的な系統の共生酵母を保持していた。ノコギリ

クワガタの幼虫を採取した暖温帯林に位置する地点（ ）には、筆者らの観察から

同所的にコクワガタ、スジクワガタ、オオクワガタ、ヒラタクワガタ、ミヤマクワガタ

の生息が認められている。ノコギリクワガタ、ヒラタクワガタおよびミヤマクワガタの

種の幼虫は、白色腐朽の立ち枯れの根部を頻繁に利用している（ ）。

また、筆者らは野外において、コクワガタとノコギリクワガタを同一の枯死木から確認

している。このことから、ノコギリクワガタの幼虫は雌成虫からの垂直伝播ではなく、

同所的に生息する他のクワガタムシ由来の共生酵母を水平伝播により世代ごとに獲得

することが示唆される。同様にホソヘリカメムシ においても、環境中

から共生微生物を毎世代獲得していることが知られている（ ）。

本研究におけるクワガタムシ類と共生酵母の系統関係の不一致と同様に、半翅目の共

生微生物は複数の独立した起源が認められ（カメムシ類 セミ類



）、その多くが水平伝播による共生微生物の置換に由来すると推定さ

れる（ ）。特に最適な共生微生物が大きく変動する環境下において、

水平伝播による共生微生物の獲得が選択されることが示唆されている（

）。

宿主クワガタムシの分布する気候帯や植生帯と共生酵母の系統の関係

クワガタムシ科の共生酵母は系統ごとに異なる高温耐性を示し、宿主の生息する標高

や微生息環境と強く関係していることが示唆されている（ ）。冷温帯林に

生息するクワガタムシの共生酵母（クレード ）と比較して、暖温帯林や亜熱帯林に

生息するクワガタムシの共生酵母（クレード 、 ）は高温環境に対する優れた耐性

を示す（ ）。このような共生酵母の各系統の温度耐性は、宿主クワガタム

シの生息する植生帯とよく対応していた。

特に冷温帯から亜熱帯に至る多様な環境に生息するオオクワガタ属においては、宿主

の系統分化と共生酵母の系統関係に大きな不一致が認められた（図 ）。このことは、

オオクワガタ属内において共生酵母の置換が生じたことを示唆する。このような共生酵

母の置換は、宿主の生息環境にも影響を及ぼし、今日のオオクワガタ属における多様な

生息環境に関係したと思われる。あるいは宿主の生息環境に対応して共生酵母の高温耐

性が変化することで水平伝播が生じた可能性も考えられる（ ）。加えて、

幅広い植生帯に生息するスジクワガタからは、冷温帯林のクワガタムシの共生酵母の系

統に属するスジクワガタ特異的なクレード と主にコクワガタの共生酵母からなるク

レード が検出され、種内における共生酵母の多型が認められた（図 ）。この結果

から、スジクワガタが元来共生関係にあった酵母はクレード であり、本種の本来の

生息環境は冷温帯林であることが予想される。そして、より高温耐性の高い共生酵母を

コクワガタから水平伝播により獲得したことで暖温帯林へと進出できた、あるいは進出



の途上であることが考えられる。

共生酵母との共進化にともなうクワガタムシ科の生態学的ニッチの多様化

これまでの木材利用昆虫における共生酵母の研究は、昆虫の腸や菌嚢などの器官にお

いて検出された酵母が宿主の食生をはじめとした生態学的特性と関連するであろうと

いう仮定の下で、検出された酵母の記載に留まっていた（

）。一方で、木材利用昆虫の系統進化と生態学的ニッチの放散に対して、共生酵

母との共進化の関係性を議論した研究は乏しい。本研究によりクワガタムシ科の共生酵

母の系統分化は、まず宿主の幼虫の食性に対応し、次に宿主の生息する環境、最後に宿

主の系統分化に対応することが明らかになった。さらに新規共生酵母の獲得は宿主の新

規ニッチへの拡大を促進したことが示唆された。また、より栄養価の高い餌資源である

腐植質への進出にともないクワガタムシ科において独立に共生酵母を喪失あるいは異

なる共生酵母を獲得したことが解明された。一方で、これらの共生酵母が、宿主クワガ

タムシ類の栄養生理や幼虫の成長などの生態学的な面から実際にどのような役割を担

うのかは不明である（ ）。また、クワガタムシの菌嚢からは共生酵母以

外にも多様なバクテリアが確認されており（ ）、共生酵母との相互作

用など不明な点が多い。今後、共生酵母の除去および移植実験から共生酵母の生態学的

な機能について迫るとともに、メタゲノム解析による菌嚢内における共生微生物群集の

構造および相互作用の解明が期待される。本研究の結果は、クワガタムシ科において初

めて共生酵母との共進化が宿主の生態学的ニッチの多様化に関連してきたことを示唆

し、植食性甲虫の適応放散の解明、特に木材食性甲虫の多様化プロセスの理解に貢献す

る成果である。



表 試料のサンプリング地点.
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; (
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亜
熱
帯
林



表  系統解析に用いた 登録配列.
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    ssp. kanadai  Kubota, Kubota et Otobe, 2008 YW58.1(2) (LC438714)***
YW59.1(2) (LC438715)***
YW87.1(8) (LC438716)***

  Platycerus akitaorum Imura, 2007 YW14.9(3) (LC438717)***
YW16.1(2) (LC438718)***

  Platycerus sugitai Okuda et Fujita, 1987 YW44.1(2) (LC438719)***
YW83.3(4) (LC438720)***
YW81.3(4) (LC438721)***
YW84.3(4) (LC438722)***

  Platycerus urushiyamai Imura, 2007 YW48.1(2) (LC438723)***
YW49.2(2) (LC438724)***
YW50.1(2) (LC438725)***

  Platycerus sue Imura, 2007 YW45.1(2) (LC438726)***
YW80.3(4) (LC438727)***

  Platycerus hongwonpyoi Imura et Choe, 1989 YW36.1(1) YW36.1(7) (LC133288)** (LC133299)**
                         (from South Korea) YW34.8(1) YW34.8(5) (LC133289)** (LC133300)**

YW34.2a(1) YW34.2a(3) (LC133290)** (LC133301)**
YW33.8(3) YW33.8(8) (LC133291)** (LC133302)**
YW5.8(1) YW05.8(8) (LC133292)** (LC133303)**
YW24.1(1) YW24.1(4) (LC133293)** (LC133304)**
YW37.8(1) YW37.8(8) (LC133294)** (LC133305)**
YW35.8(1) YW35.8(8) (LC133295)** (LC133306)**

Genus Xiphodontus
  Xiphodontus antilope  Westwood, 1838 (MT277139)****
                         (from Africa) (MT277146)****

(MT277387)****
Genus Prismognathus
  Prismognathus anguralis  Waterhouse, 1874 YW25.8(3) YW25.8(8) (LC133298)** (LC133309)**

YC21.5(1) (LC492886)*****
  Prismognathus dauricus  Motschulsky, 1860 YC19.1(1) (LC492885)*****
Genus Lucanus
  Lucanus cervus  (Linnaeus, 1758) (LC120355)*
                         (from Europe)
  Lucanus maculifemoratus Motsulsky, 1861 (LC120354)*
Genus Dorcus
  Dorcus parallelipipedus (Linnaeus, 1758) (LC120356)*
                         (from Europe)
  Dorcus rectus   (Motchulsky, 1857) (LC120353)*
(Yeast Species)
Sheffersomyces segobiensis (LC133310)
Sheffersomyces stipitis (CP000497)
Sheffersomyces coipomoensis (LC120359)
Sheffersomyces lignosus (LC120360)
Sheffersomyces shehatae (LC120361)
Sheffersomyces insectosa (LC120362)
Scheffersomyces queiroziae (HM566445)
Scheffersomyces amazonensis (JF826438)

Scheffersomyces ergatensis
(HQ652046)
+(HQ999950)c

Candida lignicola
(HQ652074)
+(HQ652029)c

Candida quercitrusa (AM158924)
Candida tunisiensis (JQ612155)

Candida incommunis
(EU343837)
+(FN428859)c

Candida tropicalis
(EU589208)
+(EU589206)c

Candida albicans
(HQ876043)
+(HQ876051)c

Candida mycetangii
(FJ381699)
+(FJ381706)c

Candida hispaniensis (MK394173)
Candida maltosa (MK394118)
Arxula adeninivorans (Z50840)
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Candida hispaniensis (MK394173)
Candida maltosa (MK394118)
Arxula adeninivorans (Z50840)

Sugiyamaella americana
(HM208606)
+(HM208605)
+(HM208604)c

Sugiyamaella valdiviana
(NG062125)
+(NR111544)
+(U45835)c

Sugiyamaella lignohabitans
(HM208609)
+(HM208608)
+(HM208607)c

Sugiyamaella novakii (LC120357)
Yarrowia deformans (MK394171)
Yarrowia lipolytica (MH545931)
Yarrowia osloensis (MK394172)

Yarrowia alimentaria
(KY101920)
+(KY106282)c

Yarrowia hollandica
(KY102134)
+(KY106500)c

Yarrowia galli
(KY102097)
+(KY106459)c

Yarrowia divulgata
(KY105964)
+(KY110178)c

Yarrowia keelungensis
(EF621566)
+(EF621561)c

Yarrowia yakushimensis
(KY106000)
+(KY110210)c

Hanseniaspora vineae
(KY103580)
+(KY107860)c

Wickerhamomyces anomalus (LC120363)
Kurtzmaniella quercitrusa (MK394107)
Tortispora caseinolytica (KC681892)

Debaryomyces hansenii var. hansenii (AHBE01000021)

(Outgroup)
Schizosaccharomyces pombe (Z19578)

Trichosporon porosum
(JN939405)
+(JN943732)
+(JN939465)c

*, Tanahashi and  Hawes (2016)の登録配列. **, Tanahashi et al.  (2017)の登録配列. ***, Kubota et al. (2020)の登録配列.
****, Roets and Oberlander (2020)の登録配列. *****, Zhu et al. (2020)の登録配列.
c, 複数のデータセットに基づくコンセンサス配列.



表 本研究で使用したプライマー情報

シーケンス反応.



表  各種の雌成虫の菌嚢および幼虫の腸あたりのコロニー形成数（



図 クワガタムシ科の幼虫の食性。）白色腐朽材を食べるヒメオオクワガタ、 ）褐
色腐朽材を食べるツヤハダクワガタ、 ）軟腐朽材を食べるコルリクワガタ、 ）腐植質
を食べるネブトクワガタ。



図 本研究におけるサンプリング地点。地点番号は表 と対応。





図 領域に基づくクワガタムシの共生酵母と酵母種のベイズ系統樹。ノードの数
字はベイズ（ ）の事後確率（ ） 最尤法（ ）のブートストラップ確率（ ）
を示す。 、 、 に続く数字は雌の個体番号と酵母のコロニー番号を示す（表
、表 参照）。破線枠は宿主クワガタムシの複数種に共通する ハプロタイプを

示す。 により （ ）と （ ）
が最適置換モデルとして選択され、 と の系統樹は周辺枝を除いて同一であった。





図 領域に基づくクワガタムシの共生酵母と酵母種のベイズ系統樹。ノードの数
字はベイズ（ ）の事後確率（ ） 最尤法（ ）のブートストラップ確率（ ）
を示す。 、 、 に続く数字は雌の個体番号と酵母のコロニー番号を示す（表
、表 参照）。破線枠は宿主クワガタムシの複数種に共通する ハプロタイプを

示す。 により （ ）と
（ ）が最適置換モデルとして選択され、 と の系統樹は周辺枝を除いて同一で
あった。



図 領域と 領域、 領域および 領
域の結合配列データセットに基づくクワガタムシのベイズ系統樹。ノードの数字はベイ
ズ（ ）の事後確率（ ） 最尤法（ ）のブートストラップ確率（ ）を示
す。 に続く数字は雌の個体番号を示す（表 参照）。 により において

では 、 では 、
では 、 では 第一、第三コドンが

、第二コドンが が最適置換モデルとして選択された。 に
おいては全ての領域で が最適置換モデルとして選択され、 と
の系統樹は周辺枝を除いて同一であった。





図 領域と 領域、 領域および 領
域の結合配列データセットに基づくクワガタムシの分岐年代推定と幼虫食性の祖先形
質の復元解析。円グラフは各ノードにおける幼虫の食性の形質の割合を示す（左上の凡
例参照）。主要なクレードにおける太字の数字とバーは推定分岐年代および 信頼区
間を示す。 に続く数字は雌の個体番号を示す（表 参照）。 により に
おいて では 、 では

、 では 、 では 第一、第三コドンが
、第二コドンが が最適置換モデルとして選択された。



第 章
オニクワガタ属とルリクワガタ属における

共生酵母の水平伝播



背景

昆虫と菌類の共生関係において、共生微生物の伝播様式は両者間の依存関係や共生系

の進化に密接に関わっている（ ）。昆虫と菌類の共生系では一般的に垂

直伝播、すなわち親から子へと共生微生物が伝播されるが、生息環境が隣接あるいは重

複する宿主間では共生微生物の水平伝播が生じることが知られている（

）。一般的に、共生する菌類を保持するための器官を宿主昆虫が有することは、

宿主と共生微生物との絶対的な依存関係を示唆し、宿主種内における共生菌類の遺伝的

な均質性を促進する（ ）。一方で、昆虫と菌類の共生

系において水平伝播は、共生菌類の多様性を増加させるものの、絶対共生関係の進化は

ほとんど生じないと考えられる（ ）。

本研究で対象とするクワガタムシ科の幼虫は枯死木を摂食する（

）。その雌成虫は共生酵母を運搬するための菌嚢と呼ばれ

る器官を保持しており、その共生酵母はキシロース発酵性酵母である

や に近縁である（

）。さらに共生酵母は、ルリクワガタ属 、オニ

クワガタ属 、オオクワガタ属 およびミヤマクワガタ属

をはじめとした白色腐朽材を摂食するクワガタムシ類の雌成虫の菌嚢から普遍的に得

られている（ ）。これらの共生酵母は、宿主

クワガタムシにおいて重要な役割を果たしていると思われるものの、共生酵母の正確な

機能や役割について未解明である（ ）。

 （ ）はルリクワガタ属とその共生酵母の分子系統地理学的解析に基づ

き、両者間の共進化関係を明らかにした。また雌成虫 個体あたりから単離される全て

の共生酵母コロニー間では遺伝的変異をほとんど示さず、同一の集団に由来する個体同

士の共生酵母は互いに近縁であった（ ）。しかし



ながら、宿主クワガタムシと共生酵母の系統関係は、完全には一致しないためクワガタ

ムシ集団間や種間での共生酵母の水平伝播や置換が生じていることが示唆される

（ ）。 属の酵母は他の木材穿孔性甲虫の幼虫腸内からも

一時的に検出される（ ）。しかし、筆

者らの観察および （ ）の結果から、枯死木内においてクワガタム

シの幼虫の食痕である糞からは共生酵母が検出されるものの、それ以外の非摂食部位か

らは発見されなかった。一方で、 や およびその近縁種である

属の酵母は、多くのクワガタムシ類の菌嚢や幼虫の腸内から検出される。

すなわち、これらの 属の酵母グループは、基本的にはクワガタムシ類と

ともに遺伝的に分化してきたと思われる（ ）。

第 章では、日本と韓国のルリクワガタ属 およびオニクワガタ属

の共生酵母に着目した。ルリクワガタ属は、韓国からは

の 種のみが知られているが、日本には単系統群を構

成する 種が生息している（ ）。またオニクワガタ属は、

韓国においてはキンオニクワガタ （ ）の 種

のみが生息しているのに対し、日本にはオニクワガタ

、ヤクシマオニクワガタ およびキンオニクワ

ガタの 種が生息している。これらの内、ヤクシマオニクワガタはオニクワガタの亜種

として扱われることも多い（ ）。またキンオニクワガタは日本国内では日本

列島と朝鮮半島の境界に位置する島である対馬にのみ分布する。これらのルリクワガタ

属およびオニクワガタ属の多くの種は冷温帯落葉広葉樹林に生息しているが、キンオニ

クワガタなど一部の種は、暖温帯の常緑広葉樹林にも生息している。

 （ ）、 （ ）、 （ ）で実施された分子系

統解析の結果から、日本と韓国のルリクワガタ属およびオニクワガタ属の共生酵母の核



遺伝子 領域の配列は、同一あるいはほとんど変異が見られないことが明らかになっ

た。また系統レベルの遺伝的な差異を検出するのに適した核遺伝子 領域に基づく

分子系統解析の結果、これらのクワガタムシ類の共生酵母は大きく 系統に分化した

（ ）。特に、韓国の とキンオニク

ワガタの共生酵母と西日本の中国地方から九州北部にかけて生息するニシコルリクワ

ガタ の大多数の共生酵母は単系統を構成した

（ ）。これら結果は、日本と韓国が陸橋により接続し

ていた際に、これらの種間で共生酵母の水平伝播が比較的最近生じたことを示唆してい

る（ ）。また系統的に大きく離れたルリクワガタ属とオニクワガタ属の

種間が同系統の酵母を共有していることが初めて判明した（ ）。

クワガタムシ類と共生酵母の共進化関係は、両者の絶対的な依存関係を示唆している

（ ）。そのような中、日本列島と朝鮮半島の間におけるルリクワガタ属

とオニクワガタ属の酵母との共生関係は、稀な水平伝播の過程を推定する機会を提供す

ると思われる（ ）。日本列島と朝鮮半島の境界に位置する対馬にはキン

オニクワガタが生息するものの、ルリクワガタ属は分布しない。しかし、対馬のキンオ

ニクワガタの共生酵母の系統学的位置づけは未解明である。そこで第 章では、対馬の

キンオニクワガタの共生酵母の系統学的位置づけを解明し、ルリクワガタ属とオニクワ

ガタ属の間で、共生酵母の水平伝播あるいは祖先多型に由来する不完全系統仕分けの可

能性について検討した。また、属間および種間での共生酵母の伝播経路について考察し

た。

方法

研究材料



本研究および先行研究における宿主クワガタムシ類の採集地点を表 および図

に示す。また本研究と先行研究で単離培養された酵母株を表 に示す。キンオニクワ

ガタは対馬の 地点（ 、 ）で成虫を採取した。またオニクワガタは、九州

の 地点（ 、 ）で枯死木から幼虫を採取した。これらの幼虫は、野外で生

息していたのと同じ木材を用いて成虫まで個別に飼育した。これらの日本国内の 地点

で採集したオニクワガタ属の雌成虫 頭から共生酵母を単離培養した。

雌成虫からの共生酵母の単離培養

リン酸緩衝生理食塩水（ ）中で各雌成虫から菌嚢を先行研究と同様の手法にて解

剖および摘出した（ ）。摘出した菌嚢を のプラスチックチュ

ーブ内でペレットペストルを用いて 中ですり潰し、均質化した菌嚢溶液を作成し

た。均質化した菌嚢溶液を基に 倍希釈系列の菌嚢溶液（菌嚢の 、 、 、 、

に相当）を作成し、それぞれを リファンピシンを含む 培地プレート上

に塗布した（ ： ）。この

プレートを で 日間培養し、十分な数の酵母コロニー（通常 ～ ）が出芽した

プレートを基に、菌嚢あたりのコロニー形成数（ を算出した。

共生酵母の遺伝子解析

各プレート上に出芽した酵母コロニー間に形態的な差異は認められなかったため、各

宿主個体についてランダムに コロニーを選択し、その後の 解析のために新しい

培地プレートに移植した。各酵母コロニーの一部を摘出し、 の 溶液

（ ）を用いて酵母の懸濁溶

液を作成した。酵母の懸濁溶液を で 時間インキュベートした後、（

）に従い酵母から全ゲノム を抽出・精製し、 バッファー（



）に溶解した。

この全ゲノム を鋳型に核遺伝子 領域と 領域の配列を 法によって

増幅した。各領域の 条件は、 ℃で 分間のプレヒート後、 ℃で 秒間の熱変

性、 で 秒間のアニーリング、そして で 領域では 分 秒間、 領

域では 分 秒間の伸長反応を サイクルとする反応を サイクル行った後， で

分間のファイナルエクステンションを行い、 で保存した。 産物の精製には

（ 、 、 ） を用いた。シーケンス反応に

おいては （ 、

、 、 ）を用いて蛍光ラベリングを行い、これらの反応には

サーマルサイクラー （ 、 ） を用いた。これらの

法およびシーケンス反応で使用したプライマー情報を表 に示す。この後，

（ 、 ） を用いて塩基配列を解析した。シーケ

ンス後の塩基配列については、ソフトウェア （ 名古

屋） を用いてアセンブリを実施し、解析サンプル間の塩基配列のアライメントには

（ ）を用いた。

各宿主個体内における共生酵母の微細な遺伝的変異を検出するため、まず宿主雌成虫

個体当たり ～ コロニーの 領域の塩基配列（約 ）を決定した。また 領

域は酵母株レベルの遺伝的な差異を検出するのに適しているものの、遺伝的変異が多い

ことに加え、データベース登録配列の分類学的網羅率が不十分であるため、より高次分

類での種の同定や系統解析には利用されていない。そこで、共生酵母の種同定および系

統解析を目的として 領域全体（ 、 および を含む約 ）の配

列を決定した。

宿主クワガタムシの遺伝子解析



宿主虫体を実体顕微鏡下で解剖し、胸部あるいは脚部筋肉の一部を摘出し、全ゲノム

を抽出・精製した。全ゲノム 抽出および精製に関しては、

（ 、 、 ） を用いて製品プロトコルに準じて行った。こ

の全ゲノム を鋳型に 領域の部分配列を表 に示したプライマーを

用いて、 で 分間のプレヒート後、 で 分間の熱変性、 で 分間のアニー

リング、 で 分間の伸長を サイクルとする反応を サイクル行った後、 で

分間のファイナルエクステンションの 法によって増幅し、 で保存した。その

後の 産物の精製、シーケンス反応および塩基配列の決定とアセンブリ、アライメ

ントの手法は酵母の遺伝子解析と同様である。

分子系統解析

（ ）を用いて、共生酵母の 領域と 領域、およ

び宿主クワガタムシの 領域のハプロタイプ行列を構築した。整理したハプロタイ

プ配列を用いて、最尤法およびベイズ推定法に基づく系統樹を構築した。各系統解析の

塩基置換モデルの選択にはソフトウェア （ ）を用い、

（ ） により最適モデルの選択を行った。最尤系

統樹は、 （ ）を用いて構築した。各ノードにおける信頼

度は、 回のブートストラップ複製を用いて評価した。ベイズ系統樹は、

（ ）を用いて構築した。 解析を 世

代繰り返し、 回毎にサンプリングを行い、 （ ）を用

いて各推定パラメーターの要約統計量を確認した後に、最初の の世代を定常状態に

達していない世代と仮定して解析から取り除いた。作成した系統樹は、

（ ）を用いて可視化および編集した。



結果

雌成虫からの共生酵母の単離

採集した全ての 属雌成虫の菌嚢から共生酵母のコロニーを得ることが

できた。 培地上のコロニーの形状は白色かつ円形で突起があり、縁は滑らかで表

面はつや消しを示し、コロニー間で均質であった。酵母の 値は

と で から の範囲であった。

核遺伝子 領域に基づく共生酵母の系統学的位置付け

九州にて採集したオニクワガタ 個体から得られた共生酵母の 配列はいずれも

遺伝的変異を示さなかった（ の一部配列、 、 、 、

の一部配列を含む ）。これらの配列は、先行研究においてオニクワガタ 個

体から得られた共生酵母の配列と完全に一致した（ ）。

また、対馬で採集されたキンオニクワガタ 個体（ 、 、 ）の共生酵母の

配列もオニクワガタの共生酵母と同一配列（ ）であった。一方、対馬で得られ

たキンオニクワガタの内１個体（ ）に由来する共生酵母の つの配列（ ）は、

オニクワガタの共生酵母の配列と比較して 塩基置換と 塩基挿入の遺伝的変異が認

められた。これらの遺伝的変異が認められた 配列は、韓国のキンオニクワガタ 個

体（ ）および韓国と日本のルリクワガタ属（

）と同一配列であった。さらに、対馬で採取したキンオニクワガタ 個体（ ）

から単離した 個の酵母コロニーの 配列には、 個の酵母コロニーが前者のオニク

ワガタと同一配列、残りの 個の酵母コロニーが後者のルリクワガタ属および韓国のキ

ンオニクワガタと同一であり、本個体（ ）の共生酵母は両方のハプロタイプを含

んでいた。これらのオニクワガタ属とルリクワガタ属の共生酵母の配列は、タマムシ類



（ ） から初めて単離された酵母

の配列と類似していた（ ）。ま

た、 配列に基づく系統解析の結果、オニクワガタ属とルリクワガタ属の共生酵母は、

既知の環境中から得られた 属酵母を含む他のすべてのクワガタムシ類

の共生酵母の系統とは別系統を構成していた（図 、表 ）。クワガタムシ類の共生

酵母と 属酵母の間では、合計 の塩基置換と 塩基の挿入が確認さ

れた。

核遺伝子 領域に基づく共生酵母の系統学的位置付け

オニクワガタとキンオニクワガタについて、 配列（ の一部配列、 、

、 および の一部配列を含む 、 ）を決定した。

その結果、 配列には の塩基置換と の挿入が確認された。オニクワガタでは、

雌成虫 個体から単離した コロニーの 配列は、用いた 個体（ 、 ）に

ついて － 塩基の置換と つの挿入を示し、単一雌個体の菌嚢内の共生酵母の間に遺

伝的変異が認められた。キンオニクワガタでは、雌成虫 個体から分離された つのコ

ロニーの 配列は、 と の 個体については同一であったものの、

と の 個体については 塩基置換と つの挿入が見られた。例外的に、キンオニ

クワガタの雌 個体（ ）から単離した つの酵母コロニーでは、 塩基置換と

の挿入を含む つの大きく異なる 配列が認められた。

領域に基づく系統解析の結果、ルリクワガタ属全種、対馬のキンオニクワガタ

個体、韓国のキンオニクワガタ 個体から単離された全ての共生酵母のコロニー、およ

び対馬のキンオニクワガタ雌 個体から得られた共生酵母の一部のコロニーが単系統

を構成した（図 ）。また、この系統内には、 つの主要なサブクレードが認められた。

クレード は、日本のルリクワガタ属の共生酵母のみから構成された。一方で、クレー



ド は西日本の中国地方から九州北部にかけて生息するニシコルリクワガタのほとん

どの集団から得られた共生酵母と韓国の の全集団から得られた共生酵

母、および対馬のキンオニクワガタ 個体と韓国のキンオニクワガタ 個体の共生酵母

から構成されていた。また、日本のオニクワガタから得られた全ての共生酵母および対

馬のキンオニクワガタ 個体の共生酵母は、別の単系統（クレード ）を構成した。

クレード の共生酵母（ 、 ）およびクレード の共生酵母（ 、 、 、

）は、対馬のキンオニクワガタから単離された。また はクレード およびクレ

ード の両系統の共生酵母が単離された唯一の雌個体であった（図 表 ）。

宿主クワガタムシの系統、および共生酵母の系統との比較

宿主クワガタムシ類の 領域を基に系統樹を構築し（図 ）、共生酵母の 領

域に基づく系統樹と比較した。その結果、宿主の系統と共生体の系統は一致せず、オニ

クワガタ属とルリクワガタ属の進化の過程では、宿主と共生酵母の厳密な共種分化は成

立していないことが示唆された。オニクワガタ属とルリクワガタ属は、大きく異なる独

立した単系統群を示した。さらに、キンオニクワガタはオニクワガタとは異なる系統を

構成した。一方で、日本産のルリクワガタ属 種は生殖器などの形態的特徴により明

確に識別されるものの（ ）、トウカイコルリクワガタ など

一部の種間では浸透交雑が生じている（図 ）。このようなルリク

ワガタ属の種の共生酵母は 領域において普遍的にクレード に含まれていた。ま

たニシコルリクワガタは明確な単系統を形成した（図 ）。

考察

宿主クワガタムシと共生酵母の系統関係の不一致



ルリクワガタ属とその共生酵母は共進化してきたと思われるものの、分子系統解析の

結果から両者の系統関係は完全には一致しなかった（ ）。この結果は、

属共生酵母の水平伝播あるいは置換は稀ではあるものの、ルリクワガタ

属の進化史の過程で繰り返し生じてきたことを示唆するものである（ ）。

領域の系統解析の結果から、日本と韓国のルリクワガタ属とオニクワガタ属の共

生酵母は単系統を構成することが強く示唆された（クレード 図 ）。一般的

にクワガタムシ類の共生酵母の系統は種あるいは属に特異的であるため、ルリクワガタ

属とオニクワガタ属の共生酵母の系統は、既知の東アジアの他のクワガタムシ類（ネブ

トクワガタ属 、オオクワガタ属 、ノコギリクワガタ属 、ミ

ヤマクワガタ属 、マルバネクワガタ属 、チビクワガタ属 、

ツノヒョウタンクワガタ属 、マダラクワガタ属 、マグソクワガタ属

、ツヤハダクワガタ属 ）の共生酵母とは異なる系統である（

）。すなわち、クワガタムシの分類群間で

の共生酵母の水平伝播は稀であることを示唆する。日本のルリクワガタ属全種の祖先は、

を含むアジアの大陸のルリクワガタ属の共通祖先から約 ごろに分

化したと思われる（ ）。その分岐と比較して、ルリクワガタ属とオニクワ

ガタ属は よりも以前に分化していた（図 ）。日本のニシコルリクワガタの生息

範囲を網羅する個体から得られた共生酵母は（ 、 、 、 表 ）、単系統を

構成し、クレード において韓国の種の共生酵母よりも派生的な系統学的位置づけを

示した（図 ）。一方で、他の日本のルリクワガタ属の共生酵母はクレード に含まれ

た（図 ）。したがって、クレード 内における酵母の 配列間の変異が小さいこ

とから、クワガタムシと共生酵母の系統関係の不一致を祖先多型に由来する不完全系統

仕分けにより説明するには不十分であると思われる。このことから、共生酵母は韓国の

あるいはキンオニクワガタからニシコルリクワガタへと水平伝播され



たことが示唆された。

本研究により、クワガタムシの集団内、さらには雌の個体内において起源の異なる

系統の共生酵母を保持していることが新たに判明した（図 、図 ）。集団および個

体レベル（ ）での共生酵母の 領域の系統解析の結果、対馬のキンオニクワガ

タはクレード とクレード の異なる 系統の酵母を保持していた。これらの内、ク

レード の共生酵母は日本のオニクワガタに由来していた（図 ）。これらのオニク

ワガタ属 種は よりも早い時期に分化していると思われることから（図 ）、ク

レード の共生酵母は日本のオニクワガタから対馬のキンオニクワガタへと水平伝播

したと思われる。

オニクワガタ属とルリクワガタ属の共生酵母の水平伝播

属共生酵母は、宿主の共生器官外でも生存が可能であり、培養も可能

である。我々の観察の結果、これらの酵母はクワガタムシが生息する枯死木内でも幼虫

の食痕において普遍的に存在しており、単離が可能であった。 属酵母は

キシロース発酵に関与することから、クワガタムシの木質の摂食に関係している可能性

が高い（ ）。また、共生酵母の系統関係は宿主ク

ワガタムシ類の種あるいは属などの分類群と概ね対応していた（図 、図 ）。この

ような宿主と共生酵母の系統の相同性は、クワガタムシ類で一般的に観察される菌嚢を

介した垂直伝播の結果によるものであると考えられる（ ）。我々の野

外での観察から、ルリクワガタ属とオニクワガタ属の種は共通して温帯性の落葉広葉樹

林を生息地に選好してことに加えて、同じ枯死木から得られることが多い。実際に、日

本と韓国ではこの 属の成虫および幼虫が同じ枯死木から得られることが多く、これら

の分類群間での共生酵母の水平伝播が生じている可能性がある（ ）。一

方で、オニクワガタ属とルリクワガタ属以外の分類群のクワガタムシは、本研究で認め



られた共生酵母のクレード 、 および とは異なる独自の系統の酵母を保持すること

から、同所的に生息する他のクワガタムシ類からオニクワガタ属やルリクワガタ属へと

共生酵母が水平伝播した可能性は低いと思われる（

）。クワガタムシ科以外の昆虫類は一時的にクワガタムシ類の共生酵母を保有、あ

るいは運搬している可能性もある。そのように他の昆虫を介したクワガタムシ個体間の

酵母の水平伝播が生じたとしても、それはクワガタムシからクワガタムシへの伝播と同

義であると考えることが可能である（ ）。

日本と韓国の種間で共生酵母の伝播が生じたとすれば、過去に同所的に生息していた

種間で起きた可能性が高い。しかしながら、現在日本ではニシコルリクワガタとオニク

ワガタが、韓国では とキンオニクワガタがそれぞれ側所的に分布して

いる。したがって、これらの種の過去の分布域を推定することは、酵母の伝播経路を議

論する上で非常に重要である。ルリクワガタ属とオニクワガタ属は分散能力が乏しく、

地理的な遺伝的分化を示すことから海峡を越えて分散するとは考えにくい（図

）。対馬を陸橋として介した日本列島と朝鮮半島の接

続は、約 ごろ消失した（ ）。そこで、最終間氷期

（ 約 - ）における対象種の分布域の推定は、 種の最後の同所的な生息の

可能性を推定している（ ）。

 （ ）における生態ニッチモデル解析の結果、ニシコルリクワガタと

は現在および においても潜在的な生息域の重複は認められなかった。

また、この 種が選好する気候環境についても重複が認められなかった。すなわち、

とニシコルリクワガタの種間での共生酵母の水平伝播の可能性は非常に低

いと考えられる。一方で、キンオニクワガタとニシコルリクワガタは潜在的な分布域の

重複が支持されており、特に において九州内での広範囲の重複が示唆されている。

におけるキンオニクワガタの生息範囲は九州にまで及ぶと推定されたものの、ニシ



コルリクワガタの生息範囲は対馬や韓国にまで及ばないと推定された。さらに、これら

の 種の選好する気候環境には大きな重複が認められた。これらの結果から、日本では

キンオニクワガタとニシコルリクワガタの種間の共生酵母の水平伝播が生じた可能性

が示唆される。また、キンオニクワガタはオニクワガタ、ニシコルリクワガタおよび

よりも幅広い生態学的なニッチの範囲を利用できることが示唆されている

（ ）。

加えて、 においてオニクワガタは日本から対馬にかけて生息していた可能性が支

持されており、キンオニクワガタとオニクワガタの生息範囲の重複が示唆された（

）。これらの 種は同属近縁種であることから、両者の間には種間競争や生殖

干渉にともなう相互排除が生じると予測される。仮にそのような関係性であれば、この

種は現在の分布の境界に近い対馬から九州にかけて接触していた可能性が高い。この

ことから、 クレード の共生酵母はオニクワガタとキンオニクワガタの種間におい

て水平伝播された可能性が高い。本研究における共生酵母の系統解析の結果と

（ ）の生息適地推定の結果から、 ごろに九州ではキンオニクワガタからニシ

コルリクワガタに共生酵母クレード が伝播し、対馬から九州北部においてオニクワ

ガタからキンオニクワガタへと共生酵母クレード が伝播したと思われる。また、対

馬のキンオニクワガタの共生酵母は、クレード からクレード へと置換が進行中で

ある可能性がある。

しかしながら、オニクワガタおよびニシコルリクワガタを含む 種の日本のルリク

ワガタ属は日本では広範囲において同所的に生息するものの、クレード の酵母を保

持するルリクワガタ属はおらず（ ）、クレード あるいはクレード の酵母を保持

するオニクワガタ（ ）はいない（

）。このことはルリクワガタ属とオニクワガタの間で酵母の水平伝播が起きる

可能性が極めて低いことを示唆する。加えて、ニシコルリクワガタはルリクワガタ



と同所的に、キュウシュウニセコルリクワガタ やトウカイコ

ルリクワガタ と側所的に分布している。しかしながら、ニシコルリクワ

ガタ以外の日本のルリクワガタ属は、ニシコルリクワガタと同一の枯死木から得られた

場合でも普遍的にクレード の共生酵母を保持している。対象的に、日本の一部のルリ

クワガタ属においては、別種にもかかわらず同一系統の酵母を保持している種も認めら

れる（ ）。このことは、近縁種であっても酵母の伝播の有無や伝達経路

は多様であることを示唆している。しかしながら、宿主クワガタムシにとって共生酵母

の置換がどのような利益をもたらすのかは不明である。韓国においてキンオニクワガタ

やチョウセンルリクワガタは標高 程度の低山地にも多く生息している。同様に日

本列島のルリクワガタ属の中でもニシコルリクワガタは比較的低標高（標高 ）

に多く生息している（ ）。これらのクワガタムシ類の共生酵母の系統

（図 クレード ）は高温に対して他のルリクワガタ属の共生酵母の系統（図

クレード ）よりも高い耐性を示す（ ）。このことから、水平伝播は共生

酵母の温度耐性による宿主の生息環境への影響が示唆される（ ）。本研究

により示唆される共生微生物の多様な伝播経路の解明は、昆虫と微生物共生系の進化動

態、特に共進化関係の理解に貢献するものと思われる。



表 本研究におけるサンプリング地点



表 本研究および先行研究で単離された酵母株
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P. viridicuprus  Kubota, Kubota et Otobe, 2008 16 W75 YW75.3(4) (LC438708)***

16 W76 YW76.3(4) (LC438709)***

17 W04 YW04.1(3) (LC438710)***

17 W15 YW15.1(2) YW15.1(2) (LC438652)*** (LC438711)***

18 W78 YW78.3(4) (LC438712)***

18 W79 YW79.3(4) (LC438713)***

  ssp. kanadai  Kubota, Kubota et Otobe, 2008 24 W58 YW58.1(2) (LC438714)***

24 W59 YW59.1(2) (LC438715)***

26 W87 YW87.1(8) (LC438716)*** (LC438744)***

P. akitaorum  Imura, 2007 14 W14 YW14.9(3) (LC438717)***

14 W16 YW16.1(2) YW16.1(2) (LC438653)*** (LC438718)***

P. sugitai  Okuda et Fujita, 1987 20 W44 YW44.1(2) YW44.1(2) (LC438654)*** (LC438719)***

20 W83 YW83.3(4) (LC438720)***

22 W81 YW81.3(4) (LC438721)***

22 W84 YW84.3(4) (LC438722)***

P. urushiyamai  Imura, 2007 25 W48 YW48.1(2) (LC438723)*** (AB427045)**

32 W49 YW49.2(2) (LC438724)*** (LC438745)***

33 W50 YW50.1(1) YW50.1(2) (LC438655)*** (LC438725)*** (AB609567)**

P. sue  Imura, 2007 23 W45 YW45.1(2) YW45.1(2) (LC438656)*** (LC438726)***

23 W80 YW80.3(2) YW80.3(4) (LC438657)*** (LC438727)***

P. hongwonpyoi  Imura et Choe, 1989 36 W36 YW36.1(1) YW36.1(7) (LC133288)* (LC133299)* (LC133280)*

                         (from South Korea) YW34.8(1) YW34.8(5) (LC133289)* (LC133300)*

YW34.2a(1) YW34.2a(3) (LC133290)* (LC133301)*

38 W33 YW33.8(3) YW33.8(8) (LC133291)* (LC133302)* (LC133282)*

W05 YW05.8(1) YW05.8(8) (LC133292)* (LC133303)*

W24 YW24.1(1) YW24.1(4) (LC133293)* (LC133304)*

40 W37 YW37.8(1) YW37.8(8) (LC133294)* (LC133305)* (LC133284)*

41 W35 YW35.8(1) YW35.8(8) (LC133295)* (LC133306)* (LC133285)*

Lucanus cervus  (Linnaeus, 1758) (LC120355)

L. maculifemoratus Motsulsky, 1861 W28 YW28.1(2) (LC438658)***

W31 YW31.1(2) (LC438659)***

Dorcus parallelipipedus (Linnaeus, 1758) (LC120356)

D. striatipennis  (Motchulsky, 1861) W29 YW29.2(2) (LC438660)***

W40 YW40.1(2) (LC438661)***

D. rubrofemoratus  (Vollenhoven, 1865) W27 YW27.1(2) (LC438662)***

W41 YW41.1(2) (LC438663)***

D. rectus  (Motchulsky, 1857) W01 YW01.2(2) (LC438664)***

D. montivagus  (Lewis, 1883) W26 YW26.1(2) (LC438665)***

D. hopei binodulosus  Waterhouse, 1874 W42 YW42.1(2) (LC438666)***

D. titanus pilifer  Vollenhoven, 1861 W63 YW63.1(2) (LC438667)***

Figulus binodulus Waterhouse, 1873 W71 YW71.1(2) (LC438668)***

(Yeast Species)

Sheffersomyces segobiensis  (Santa Maria & C. Garcia) JCM10740 (LC120358) (LC133310)

S. stipitis  (Pignal) CBS6054 (CP000497)

S. coipomensis  (Ramirez & Gonzalez) JCM8916 (LC120359)

S. lignosus (Kurtzman) JCM9837 (LC120360)

S. shehatae (H.R. Buckley & van Uden) JCM9840 (LC120361)

S. insectosa (Kurtzman) JCM9842 (LC120362)

Candida quercitrusa S. A. Meyer & Phaff (AM158924)

Debaryomyces hansenii var. hansenii  (Zopf) Lodder &
Kreger-van Rij

MTCC_234 (AHBE01000021)

Accession numbers in parentheses have already been published in previous studies. *, from Tanahashi et al.  (2017). **, from Kubota et al.  (2010); Kubota & Kubota (2011); Kubota et
al. (2011). ***, from Kubota et al. (2020). ****, from Zhu et al. (2020).

(AB609531)**

(AB427032)**

(AB427035)**

(AB588794)**

(AB588806)**

(AB588778)**

37

39

W34 (LC133281)*

(LC133283)*

(AB427017)**

(LC438743)***



Name Sequence (5'-3') Strand direction Usage* Reference

NS7 GAGGCAATAACAGGTCTGTGATGC Forward P, S White et al. (1990)

ITS5 GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG Forward S White et al. (1990)

NL4 GGTCCGTGTTTCAAGACGG Reverse P White et al. (1990)

IGS1 GCCTTGTTGTTACGATCTGC Forward P, S Tanahashi et al.  (2017)

IGS2 ACCGTTTCCCGTCCGATCAAC Reverse S Tanahashi et al.  (2017)

IGS3 TCCCACTACACTACTCGGTC Forward S Tanahashi et al.  (2017)

IGS4 GAGACAAGCATATGACTAC Reverse P, S Tanahashi et al.  (2017)

IGS7i GAAGAGAGTTTAATGGTGAAC Forward S Tanahashi et al.  (2017)

IGS8i GTTCACCATTAAACTCTCTCC Reverse S Tanahashi et al.  (2017)

CAACATTTATTTTGATTTTTTGG Forward P, S Simon et al. (1994)

L2-N-3014 TCCAATGCACTAATCTGCCATATTA Reverse P, S Simon et al. (1994)

*: P, PCR; S, sequencing analysis.

表  本研究で使用したプライマー



図 本研究で使用した試料のサンプリング地点（
のサンプルを含む）。



図 配列に基づくルリクワガタ属 、オニクワガタ属 お
よびその他のクワガタムシの共生酵母と一部の酵母種のベイズ系統樹。ノードの数字は
ベイズ（ ）の事後確率（ ） 最尤法（ ）のブートストラップ確率（ ）
を示す。 、 、 に続く数字は雌の個体番号と酵母のコロニー番号を示す（表
参照）。破線枠は宿主クワガタムシの複数種に共通する ハプロタイプを示す。

は本研究で決定した配列を示す。 により （ ）と
（ ）が最適置換モデルとして選択され、 と の系統樹は周辺枝

を除いて同一であった。



図 配列に基づくルリクワガタ属 、オニクワガタ属 の
共生酵母のベイズ系統樹。ノードの数字はベイズ（ ）の事後確率（ ） 最尤法
（ ）のブートストラップ確率（ ）を示す。 、 、 に続く数字は雌の
個体番号と酵母のコロニー番号を示す（表 参照）。破線枠は宿主クワガタムシの複
数個体に共通する ハプロタイプを示す。は本研究で決定した配列を示す。
により （ ）と （ ）が最適置換モデル
として選択され、 と の系統樹は周辺枝を除いて同一であった。



図 配列に基づくルリクワガタ属 、オニクワガタ属 の
ベイズ系統樹。ノードの数字はベイズ（ ）の事後確率（ ） 最尤法（ ）のブ
ートストラップ確率（ ）を示す。 、 、 に続く数字は雌の個体番号を示す（表
参照）。破線枠は宿主クワガタムシの複数個体に共通する ハプロタイプを示す。

は本研究で決定した配列を示す。 により （ ）
と （ ）が最適置換モデルとして選択され、 と の系統樹は
周辺枝を除いて同一であった。



第 章
ヒメオオクワガタの分子系統地理と
寄主樹木ブナの分布変遷との関係



背景

日本列島の生物相は高い種多様性と固有性をもち、生物の種多様性における「世界的

ホットスポット」として扱われている（ ）。このような日

本列島における生物多様性の高さの背景の一つとして、亜寒帯から亜熱帯に至る気候帯

と、それにともなう多様な植生帯の存在が挙げられる。特に多様な植生帯を有する日本

列島において中核を成す植生が、最も広域に分布する冷温帯落葉広葉樹林である

（ ）。日本列島における冷温帯落葉広葉樹林の分布は、更新世の氷期‒間氷

期サイクルにより形成されてきた（ ）。寒冷な氷期には現在よりも南方

もしくは海岸沿いの低標高域へと分布域を移動させた一方で、温暖な間氷期には北方へ

と拡大するとともに高標高域へと分布域を移動させてきた（ ）。この

ように更新世における気候変動は冷温帯林を構成する樹種の分布を変動させ、種内の遺

伝的多様性と集団遺伝構造に強く影響を及ぼしてきたことが示唆されている（

）。樹木と被食‒捕食の関係にある植食性

昆虫も気候変動の影響を寄主樹木とともに受け、同様の分布変遷を辿ったと考えられる

（ ）。冷温帯落葉広葉樹林に生

息する植食性昆虫の遺伝構造が寄種樹木との相互作用により形成された過程を解明す

ることは、日本列島の生物種群の遺伝的多様性の創出機構を理解する上でも重要である。

ブナ は、日本の冷温帯落葉広葉樹林において優占する樹種であり

（ ）、ブナを主体に構成される森林はブナ林と呼ばれる。日本列島のブナ

林の分布の中心は、北海道南部から中部地方までの日本海側であり，人工的な土地利用

により分布域が分断・縮小されてはいるものの、現在においても標高 の範

囲に広域かつ連続的に分布している。一方で、中部地方の太平洋側から四国、九州地方

にかけてのブナ林の多くは各山岳域の標高 以上に隔離分布している（

）。花粉化石分析から最終氷期最寒



冷期には、ブナ林は北緯 度より南の海岸に沿って日本海側と太平洋側に分断された

レフュジアに退避していた（ ）。その後の気候の温暖化と湿潤化に

ともないブナ林は東北日本ではより北進し、西南日本ではより高標高地域へと隔離分布

し、現在の分布を形成するに至った。このようなブナ林の分布変遷はブナの遺伝的変異

や遺伝構造の地理的傾向に強く影響を及ぼしてきた（

）。

更新世の気候変動にともなうブナ林の歴史的な分布変遷はブナの遺伝構造だけでな

く、ブナ林を選好する生物種群の遺伝的多様性や集団遺伝構造にも影響を及ぼしてきた

ことが予想される。植食性昆虫をはじめとした哺乳類や鳥類など幅広い分類群において、

ブナ林に依存あるいはブナ林を主な生息地として選好する種が確認されている（

）。これまでの研究において、これらのブナ林棲生物種を対象とした分子系統

地理学的研究が実施されてきたものの（

）、ブナ林に強く依存する生物種を対象としていなかった。そのため、

日本列島の冷温帯林を代表する樹木であるにもかかわらず、ブナとの歴史的な相互作用

がブナ依存の生物種の分子系統地理学的構造に及ぼした影響の解明には至っていない。

ヒメオオクワガタ は、ブナを専食する日本固有のクワガタムシで

ある。本種の雌成虫は、白色腐朽菌によって朽ちたブナ大径木の枯死木に好んで産卵し、

孵化した幼虫はブナ枯死木を摂食し、枯死木内で成虫に変態する（

）。ブナ枯死木を専食するという典型的な狭食性を示す本種の分布は、ブナ林のほ

ぼ南限に位置する熊本県の白髪岳を分布の南限とし、本州、四国、そして北海道の渡島

半島にかけて日本列島におけるブナ林の分布と概ね一致するように棲息する（

）。このことから、本種の移動分散スケールはブナ林の分布に強く制限されて

きたと考えられる（上木・東城 ）。



第 章では、ミトコンドリア遺伝子およびゲノムワイドな一塩基多型（ ）を用

いて、ヒメオオクワガタの分布域を網羅する種内の系統分化、遺伝的変異の地理的パタ

ーンおよび集団動態を解明した。そして、ヒメオオクワガタの系統地理学的構造と既知

のブナの遺伝的変異の地理的構造と比較した。さらに、両者の現在から中期完新世まで

の複数の時間断面の潜在的な生息適地を推定した。これらの結果から、ヒメオオクワガ

タは宿主であるブナと同じように更新世の気候変動の影響に受けて、地理的な遺伝構造

や遺伝的分化が形成されてきた過程について究明する。

方法

研究材料および試料からのゲノム 抽出

年から 年の期間において、日本全国のブナ林をほぼ網羅するサンプリング

を行い、 地点より 個体のヒメオオクワガタを採集した。サンプリング地点およ

びその詳細を図 、表 に示す。また、系統解析の外群として用いるために同属近

縁種のアカアシクワガタ とコクワガタ を採取した

（ ）。採集したサンプルは で固定した

後、胸部あるいは脚部筋肉の一部を摘出し、全ゲノム を抽出・精製した。全ゲノ

ム 抽出および精製に関しては、 （ ） を

用い、製品プロトコルに準じて行った。

の遺伝子解析

得られた全ゲノム を鋳型に （ ）領域と

領域の配列を表 に示したプライマーを 法によって増幅した。

の 領域と 領域の プロトコルは先行研究に従って、以下の方法を実



行した（ ）。 領域の では、 ℃で 分間のプ

レヒート後、 で 分間の熱変性、 で 分間のアニーリング、 で 分間の伸

長を サイクルとする反応を サイクル行った後、 で 分間のファイナルエクス

テンションを行い、 で保存した。 領域の は、 で 分 秒間のプ

レヒート後、 で 分間の熱変性、 で 分間のアニーリング、 で 分間の伸

長を サイクルとする反応を サイクル行った後、 で 分間のファイナルエクス

テンションを行い、 で保存した。

産物の精製には （ ） を用い、シー

ケンス反応においては （

）を用いて蛍光ラベリングを行った。これらの反応には，

サーマルサイクラー （ ） を用いた。この後、

（ ） を用いて塩基配列を解析した。

シーケンス後の塩基配列については、 （ ）と

（ ）を用いてアセンブリとアライメント作業を行っ

た。解析サンプル間の塩基配列のアライメントには （

）を用いた。

ゲノムワイドな一塩基多型（ ）の遺伝子解析

 ヒメオオクワガタの分布域を網羅する 地点 個体の全ゲノム を用いて、

トヨタ自動車株式会社（愛知、日本）が開発した 法（

特許 ）によるジェノタ

イピング解析を実施した。ライブラリー調整および塩基配列の決定は、ライセンス契約

に基づき株式会社ジーンベイが実施した。 （ ）に従って のランダムプラ

イマーによる 増幅、および により実施した。個体ごとに増幅されたすべ



てのアンプリコンは、次世代シーケンサー を用いて配列を決定した。

データは、 （ ）を用いてクオリティチェックをした

後に、 （ ）によりリードの長さを にトリミングした。処理

したショートリードは、 （ ）に実装された アセン

ブリパイプラインを用いて解析し、全個体に共通する遺伝子座を を用いて抽出

した。共通する遺伝子座同士をまとめる際の塩基置換に基づく最大許容距離を に

指定し、それ以外は既定の設定により の手順に従ってリードを解析した。また、

パイプラインの最後のプログラムでは、全サンプルに共有する を含むよう

にフィルタリングした。加えて、 および に基づく分子系統解析により明

確に区別される つのクレード（クレード 北海道、本州全域および四国の集団から

構成される クレード 九州の集団のみから構成される）のそれぞれにおいても、同

様の設定で アセンブリパイプラインを用いて、それぞれのクレード内の全個体

に共通する遺伝子座を を用いて抽出した。

の分子系統解析および分岐年代推定

（ ）を用いて、 の各領域のハプロタイプ行列を

構築した。整理したハプロタイプ配列を用いて、最尤法およびベイズ推定法に基づく系

統樹を構築した。各系統解析の塩基置換モデルの選択にはソフトウェア

（ ）を用い、 （ ）に

より最適モデルの選択を行った。最尤系統樹は、 （ ）を

用いて構築した。各ノードにおける信頼度は、 回のブートストラップ複製を用い

て評価した。ベイズ系統樹は、 （ ）を用いて

構築した。 解析を 世代繰り返し、 回毎にサンプリングを行い、

（ ）を用いて各推定パラメーターの要約統計量を確認した



後に、最初の の世代を定常状態に達していない世代と仮定して解析から取り除い

た。作成した系統樹は、 （ ）を用いて可視化および編集し

た。

ヒメオオクワガタのクレード間の分岐年代を推定するために、 領域および

領域の結合配列を基に、 を用いて

解析を実行した（ ） 。分岐年代の較正には、

（ ）により算出された以下の甲虫目の分子時計を用いた。 領域は 万年あ

たり の塩基置換率を仮定し、 領域は 万年あたり の塩基置換率

を仮定して分岐年代を推定した。 （ ）を用いて、最適モデルの選

択を行った後に、 解析を 回毎にサンプリングを行い

世代繰り返し実行した。 （ ）を用いて各推定パラメーター

の要約統計量を確認した後に、最初の の世代を定常状態に達していない世代と仮定

して解析から取り除いた。作成した系統樹は、 （ ）を用い

て可視化および編集した。

の分子系統解析および集団遺伝構造解析

ジェノタイピング解析を実施した全サンプルで共有されていた遺伝子座に含まれる

（ ）の内の を スクリプトを用いて除去し

（ ）、得られた を基に最尤法およびベイズ推定法に基づく系統樹

を構築した。各系統解析の塩基置換モデルの選択には、 （

）を用いて、 （ ）によ

り最適モデルの選択を行った。最尤系統樹は、 （ ）を

用いて構築した。各ノードにおける信頼度は、 回のブートストラップ複製を用い

て評価した。ベイズ系統樹は、 （ ）を用いて



構築した。 解析を 世代繰り返し、 回毎にサンプリングを行い、

（ ）を用いて各推定パラメーターの要約統計量を確認した

後に、最初の の世代を定常状態に達していない世代と仮定して解析から取り除い

た。作成した系統樹は、 （ ）を用いて可視化および編集し

た。 データセットを基に （ ）を用いて、ヒメオ

オクワガタの集団遺伝構造の解析を実施し、得られた結果を （

）を用いて視覚化した。ジェノタイピング解析を実施した全サンプルで共有さ

れていた遺伝子座に含まれる に加えて、それぞれのクレード内の全サンプルで共

有される遺伝子座に含まれる に基づいて 解析を実施した。

解析は集団を から の間で遺伝的にクラスタリングし、最適な

を により求めた。最小の を示した際の を

解析における最適な遺伝的クラスタリング数とした。

遺伝的多様性および空間的遺伝構造の解析

分子系統解析により検出された各系統について、 および の遺伝的多様

性を算出した。 に基づく各系統のハプロタイプ数 （ ）、ハプロタイプ多様度

（ ） およびヌクレオチド多様度 （ ） は、 （ ）を

用いて算出した。また空間的な遺伝的変異を視覚化するために、

（ ）を用いて 領域のヌクレオチド多様

度に基づくヒートマップを作成した。北海道、本州全域および四国の集団から構成され

るクレード については、 （ ）により定義された日本のブナ林の植

物社会学的な群集区分に基づいて、ブナ林以北の集団も含むブナ－チシマザサ群集、ブ

ナ－クロモジ群集、ブナ－スズタケ群集、ブナ－ヤマボウシ群集およびブナ－シラキ群

集（九州を除く）の５つの地理的まとまりを示すグループに区分し（図 ）、各グルー



プにおける遺伝的多様性も算出した。 （ ）を用

いて の 領域と 領域に基づく ハプロタイプネット

ワークを構築した。また、 に基づく各地理的グループのアリル数（ ）、有効ア

リル数（ ）、観察されたヘテロ接合度（ ）、集団内のヘテロ接合度（ ）を

（ ）を用いて算出した。

全個体で共通する遺伝子座に含まれる および各個体の地点情報に基づいて、距

離による隔離の帰無モデルの下で集団間の遺伝的な類似度が期待よりも早く減衰する

地域を推定する手法である （

）により遺伝子流動と遺伝的多様性の空間的パターン視覚化した。 に実装さ

れた により各個体間の遺伝的非類似度を算出した。生息域を のデームグ

リッドに等分し（デームの密度パラメータ ）、各個体を最も近接するデー

ムグリッドにグループ化した。 は つの独立した 解析により実行し、

回の間引き間隔で 回繰り返し、バーンインを とした。

に実装された を用いて、 つの 解析が同じ局所最適解に収束して

いるか確認し、地理的な有効移入率（ ）と有効多様性（ ）を可視化した。

集団動態解析

の配列を基に、中立性の検定を行い、過去の集団サイズの変化と中立性の乖

離を解明した。各クレードについて （ ）を用い

て、過去に生じた集団動態を示す統計値である （ ）と （

）を算出した。同様にクレード 内の つの地理的なグループについても以上の

つの統計値を算出した。クレード 内の つのグループとクレード における、有効集

団サイズ（ ）の歴史的な集団動態を推定するために （

）を用いて、 解析を実行した。 解析は、



の 領域と 領域の結合配列に基づいて実行した。塩基置換率の仮

定には、分岐年代推定で用いたものと同じ分子時計を用いた（ ）。

解析を、クレード のブナ－チシマザサ群集およびブナ－スズタケ群

集では、 回毎のサンプリングで 世代、ブナ－クロモジ群集および

ブナ－シラキ群集では、 回毎のサンプリングで 世代、ブナ－ヤマボウ

シ群集では、 回毎のサンプリングで 世代繰り返し実行した。クレード

では 回毎にサンプリングを行い 世代繰り返し実行した。

（ ）を用いて各推定パラメーターの要約統計量を確認した。

生息適地推定と分布変遷が集団間の遺伝的分化に及ぼす影響の検定

現在のヒメオオクワガタとブナの地点情報に基づいて および の

気候モデルから、現在、中期完新世（約 ）、最終氷期最寒冷期（ 約 ）お

よび最終間氷期（ 約 ）における気候的に適した潜在的な生息適地をソフトウ

ェア ）を用いて推定した。ヒメオオクワガタの

分布地点情報は、自身が採集したサンプルの地点を使用した。ブナの分布地点情報は、

環境省が実施した自然環境保全調査第 回植生調査を基に全国のブナ林を抽出した

。それぞれの地点情報は、

半径 の範囲に複数地点が含まないように間引き、解析に用いる分布情報の地理的

な偏りをなくした。環境データとしては、 における 個の「 」

を用いて、最初に現在の分布域を予測し、 の貢献度を推定した。最終

的な解析にはモデル推定への貢献度が高く、互いに相関が少ない つのパラメーター

（ 、 、

、 ＝ 、

）を用いて複数時間断面における潜在分布域を推定した。 回のブ



ートストラップ解析による平均値を採用し、その他はデフォルトの設定で解析し、最終

的な解析結果において両種とも高い 値（ヒメオオクワガタ 、ブナ

）が得られたため、本解析結果として採用した。

ヒメオオクワガタの集団間の遺伝的分化に対する、距離による隔離（

）および生息適地あるいはブナ林の接続性の抵抗（

）が及ぼす影響を検定した。まず、 領域に基づく集団

間の遺伝的分化の程度（ ）を、 （ ）を用いて

算出した。また、全個体で共通する データセット（ ）に基づく集団間の

遺伝的分化の程度（ ）を、 （ ）を用いて算出した。

集団間の地理的な距離は、 （ ）により計算した。生

息適地などの景観的要素における面的な広がりは、歴史的に大きく変化するため、遺伝

子流動に対する抵抗性は時間断面によって変異に富む。そこで、集団間の景観的要素に

おける歴史的な抵抗性を以下の方法により算出した。まず、それぞれの種において複数

の時間断面の潜在生息適地を示すマップを （

）を用いて合成した。合成する際の各時間断面の重み付けは、現

在を 、中期完新世を （ 、 ）、 を （

、 ）、 を とした。次に、得られた合成マップを基に、

（ ）を使用して、ヒメオオクワガタの集団間における生息適地お

よびブナ林の接続性の程度を数値化した。これらの接続性の程度は、抵抗値として算出

され、集団間の生息適地あるいはブナ林が連続している場合の抵抗値は小さい値を示す。

一方で、集団間の生息適地あるいはブナ林が不連続である場合の抵抗値はより大きな値

を示す。そして、ヒメオオクワガタ集団間の遺伝的分化と 要因の値（地理的距離、生

息適地の接続性、およびブナ林の接続性）の間に相関があるかどうかを回帰分析により

検定した。



結果

に基づく分子系統解析と分岐年代推定

個体から 領域（ ）に基づく ハプロタイプを検出した。ま

た、 個体から 領域（ ）に基づく ハプロタイプを検出した

（表 ）。 と の塩基配列を組み合わせたデータセットに基づくベイズ推

定と最尤法による系統解析の結果、ヒメオオクワガタ種内には大きく異なる つの系統

が認められた（図 ）。クレード は北海道、本州全域および四国の集団からなり、ク

レード は九州の集団のみから構成された。クレード 内には、主に日本海側の集団か

ら構成されるサブクレード と主に太平洋側の集団から構成されるサブクレード

に系統分化した（図 ）。サブクレード は、北海道、東北地方、中部地方日本海側

および紀伊半島の全集団、中国地方のほとんどの個体、中部地方太平洋側の一部の個体、

四国地方東部（ ）の集団から構成された。サブクレード は、中部地方の太平洋

側の個体、四国地方西部（ 、 ）の集団、中国地方の 個体から構成された（図

）。

ヒメオオクワガタの の配列に基づく分岐年代推定の結果を図 に示す。ク

レード とクレード の分岐年代は、 （ ）と推定され

た。また、サブクレード とサブクレード が分岐した年代は （

）と推定された。クレード 内における遺伝的分化は （

）と推定された。これらの結果に基づき、ヒメオオクワガタの各系統内に

おける遺伝的多様化は約 以降に生じたと思われる。

の分子系統解析および集団遺伝構造解析



解析によりヒメオオクワガタ全個体に共通する遺伝子座を抽出した結果、

を含む 遺伝子座を取得した。また、クレード の全個体に共通する遺伝

子座を抽出した結果、 を含む 遺伝子座を取得した。一方で、クレード

の全個体に共通する遺伝子座を抽出した結果、 を含む 遺伝子座を取

得した。得られた に基づく分子系統解析の結果、 の分子系統解析の結果

と同様に、北海道、本州全域および四国の集団から構成されるクレード と九州の集団

のみから構成されるクレード のそれぞれの単系統性が強く支持された（図 ）。ま

た、クレード 内には最尤法による支持率が低いものの、以下の つのサブクレードが

認められた。サブクレード は北海道、東北および中部地方の日本海側の集団から構

成された。サブクレード は中部地方および四国の集団から構成された。サブクレー

ド は中国地方の集団から構成された。また、サブクレード は紀伊半島の集団か

ら構成された。

 全個体に共通する遺伝子座に含まれる に基づく 解析の結

果、 のときに分子系統解析の結果と同じく北海道、本州全域および四国の集団から

なる遺伝的クラスター（クレード ）と九州の集団のみからなる遺伝的クラスター（ク

レード ）が明確に区別された（図 ）。クレード の全個体に共通する遺伝子座に

含まれる に基づく 解析の結果、 のときに日本海側と太平

洋側の集団間で地理的な遺伝的分化が認められた（図 ）。また、日本海側の集団に

おいては、中部地方以南の集団において太平洋側の遺伝的クラスターの割合が増加する

地理的なクラインが認められた（図 ）。また、クレード の 解析にお

いて、 が最適な遺伝的クラスタリングであった（図 ）。 のとき、クレード

内の日本海側の集団においては、北海道から東北の集団からなる遺伝的クラスターと中

国地方の集団からなる遺伝的クラスターが認められた。一方で、クレード 内の太平洋

側の集団においては、中部地方西部と四国の集団からなる遺伝的クラスター、中部地方



東部の集団からなる遺伝的クラスター、および紀伊半島の集団からなる遺伝的クラスタ

ーが認められた。また、中部地方の日本海側の集団においては、日本海側と太平洋側の

遺伝的クラスターの混合が認められた（図 、 ）。一方で、クレード の全個体

に共通する遺伝子座に含まれる に基づく 解析の結果、最適な

遺伝的クラスタリングは のときであり（図 ）、九州北部と九州南部の集団間で

地理的な遺伝的分化が認められた（図 ）。また、九州中部の集団においては つの

遺伝的クラスターの混合が認められた（図 ）。

遺伝的多様性および空間的遺伝構造

における各系統およびクレード 内の つの地理的なグループの遺伝的多様

性は、 領域よりも 領域の方が高かった（表 ）。サブクレード の遺

伝的多様性は、サブクレード およびクレード よりも低い傾向を示した。クレード

内において、ブナ林以北およびブナ－チシマザサ群集に分布する集団から構成される

グループ（ ）は、最も多くの個体を含むにも関わらず、遺伝的多様性が最も低い値

を示した（表 ）。また、 領域のヌクレオチド多様度に基づくヒートマップの結果、

遺伝的多様性には地理的な勾配がみられ、東北日本では低いものの、西南日本では高か

った（図 ）。一方で、西南日本においても、紀伊半島および九州北部など一部の集団

においてヌクレオチド多様度が低かった。 に基づくハプロタイプネットワーク

解析の結果、東北地方以北の多くの集団は少数のハプロタイプに由来した（図 、図

）。また 領域に基づくハプロタイプネットワークから、東北以北の集団は主要な

ハプロタイプ（ 、 ）から一塩基置換で派生する少数のハプロタイプから構成され

た（図 ）。また、 領域における主要ハプロタイプ は東北地方、中部地方およ

び中国地方の集団間で、主要ハプロタイプ は東北地方と北海道の集団間でそれぞれ

共有されていた（図 ）。一方で、中部地方以南の集団では、地域特異的なハプロタイ



プが多数検出された。加えて、中部地方以南の太平洋側の集団では、仮想ハプロタイプ

を介したループ構造を示す多数のハプロタイプが地域的なまとまりを示した（図 ）。

 に基づく遺伝的多様性は、 のそれと同様に東北日本では低く、西

南日本で高くなる傾向が認められた（表 、図 ）。有効アリル数（ ）、観

察されたヘテロ接合度（ ）および集団内のヘテロ接合度（ ）は、ブナ林以北の集団

およびブナ－チシマザサ群集に分布する集団から構成される地理的グループ（ ）で

最も低く、ブナ－ヤマボウシ群集に分布する集団から構成される地理的グループ（ ）

で最も高い値を示した（表 ）。 の結果、日本海側と太平洋側の集団間の有効移

入率（ ）が負の値を示した（図 ）。このことは、日本海側の集団と太平洋側の集

団の間における遺伝子流動の障壁の存在を示唆する。また、西南日本においては集団の

地理的まとまりの間においても、有効移入率が負の値を示した（ 中部地方太平洋側

と紀伊半島の間、紀伊半島と四国の間）。同様に九州内においても、集団間の移入率が

負の値を示した（図 ）。一方で、東北以北の集団においては広範な遺伝子流動が推

定された。 による空間的な遺伝的多様性（ ）は、 と同様に西南日本では

高いものの、東北日本では低くなる傾向が認められた（図 ）。また、西南日本でも

中国地方では遺伝的多様性が低かった。

集団動態解析

に基づく各クレードの中立性検定の結果、サブクレード は 領域

の 、および 領域と 領域の において有意な負の値を示し

た（ 表 ）。一方で、サブクレード は 領域と 領域の

のみが有意な負の値を示した（ ）。同様に、クレード も 領域と 領

域の のみが有意な負の値を示した（ ）。クレード

内の地理的まとまりを示す つのグループにおける中立性検定の結果、ブナ林以北の集



団およびブナ－チシマザサ群集に分布する集団から構成されるグループ（ ）のみが、

（ 領域 ）と （ 領域 ）がともに有意な負の値を示

した（表 ）。また、ブナ－ヤマボウシ群集に分布する集団から構成されるグループ（

）とブナ－シラキ群集に分布する集団から構成されるグループ（ クレード の

九州の集団を除く）は、 （ ）において有意な負の値

を示した。 解析の結果、ブナ林以北の集団およびブナ－チシマザサ

群集に分布する集団から構成されるグループのみが、約 からの急速な集団拡大

が支持された（図 ）。また、ブナ‒ヤマボウシ群集に分布する集団からなるグルー

プ、ブナ－シラキ群集に分布する集団からなるグループ、および九州の集団からなるク

レード は、約 からの緩やかな集団拡大が支持された（図 ）。一方で、

ブナ－クロモジ群集に分布する集団からなるグループとブナ－スズタケ群集に分布す

る集団からなるグループは、顕著な集団拡大を示さなかった（図 ‒ ）。

生息適地推定と分布変遷が集団間の遺伝的分化に及ぼす影響の検定

 潜在的な生息適地推定の結果、ブナ林の生息適地の範囲内にヒメオオクワガタの生息

適地が含まれ、両者の複数時間断面における生息適地が概ね合致した（図 、図

）。また、現在、中期完新世（ ）、および最終間氷期（ ）の温暖な期間

においては、両者とも北海道南部まで分布を北上させるとともに、日本列島の内陸部や

山地への分布拡大が認められた（図 、図 、図 、図 ）。一方で、

最終氷期最寒冷期（ ）においては、両者ともに生息適地が北緯 度以南に

後退し、本州および四国では日本海側と太平洋側の沿岸部へと分布が分断されたことが

示唆された（図 、図 ）。また、九州を中心とした西南日本では、東北日本と

比較して歴史的な分布域の変動が小さいことが認められた。

 領域に基づく集団間の遺伝的分化（ ）と地理的距離、および集団間の



遺伝的分化と生息適地あるいはブナ林の接続性の抵抗のペアワイズ空間遺伝図を図

に示す。クレード および はともに、集団間の遺伝的分化と地理的な距離の間に

相関が認められた（ 図 ）。クレード においては集団間の遺伝的分化と

生息適地の接続性の抵抗値の間には、％有意水準の場合に相関が認められた（図 ）。

一方で、クレード においては集団間の遺伝的分化と生息適地の接続性の抵抗値の間

には、 有意水準での相関が認められた（図 ）。また、両クレードともに、集団

間の遺伝的分化とブナ林の接続性の抵抗の間には、有意な相関が認められた（

図 ‒ ）。 に基づく集団間の遺伝的分化（ ）と地理的距離、および集団間の

遺伝的分化と生息適地あるいはブナ林の接続性の抵抗のペアワイズ空間遺伝図を図

に示す。クレード では、集団間の遺伝的分化と地理的距離、および集団間の遺伝的

分化と生息適地あるいはブナ林の接続性の抵抗の間に相関関係が認められた（

図 、図 、図 ）。一方で、クレード においては、集団間の遺伝的分化と

地理的距離、および集団間の遺伝的分化とブナ林の接続性の抵抗の間には、 有意水

準での相関関係が認められた（図 、図 ）。しかしながら、集団間の遺伝的分

化と生息適地の接続性の抵抗の間には、相関関係が認められなかった（図 ）。

考察

ヒメオオクワガタの分子系統地理

本研究における と の分子系統解析の結果から、ヒメオオクワガタは北

海道、本州全域および四国の集団から構成されるクレード と九州の集団のみから構成

されるクレード の 系統群に大きく分化していることが明らかになった（図 、図

）。ヒメオオクワガタの九州に分布する集団は、北海道、本州および四国に分布する

集団よりも体型が太短く、体表がより艶消しを帯びる形態的特徴の違いから亜種キュウ



シュウヒメオオクワガタ として区別されている（ ）。

クレード とクレード は約 ごろに系統分化し（図 ）、その後クレード は

九州内陸の山地に隔離されたことで中国地方や四国の集団と二次的に接触することな

く、遺伝的かつ形態的に大きく分化したと考えられる。同様に他のブナ林棲クワガタム

シ類（ ）に加えて、山地棲サンショウウオ類

（ ）や温帯林を構成する樹木（ ）など多くの分類群

において九州の集団とそれ以外の地域集団との遺伝的分化が知られている。このような

山地棲生物種群に共通する系統分化パターンは海峡やその他の地理的障壁の形成によ

る地史的隔離に起因すると考えられる。加えて、九州内陸の山地は更新世の気候変動下

において山地棲生物種群にとって隔離された主要なレフュジアであったことが示唆さ

れた。

ヒメオオクワガタの遺伝的多様度は、中部地方以南の集団においては高い多様度を示

すものの、東北地方以北の地域集団では急激に多様度が減少する（図 、図 ；表

、表 ）。またハプロタイプネットワーク解析から東北地方以北の集団では、中核

をなすハプロタイプとこのハプロタイプから数塩基置換までのハプロタイプで構成さ

れている（図 、図 ）。このようなネットワークは、東北地方以北の集団は比較的

短い時間の中で集団サイズが大きくなり、限られたハプロタイプから派生した分化の浅

いハプロタイプのみから構成されている集団であることを示唆する。一方で、中部地方

以南の集団からは東北地方の集団と比較して多様なハプロタイプが検出されるととも

に、ループ構造を示すネットワークを構築した（図 ）。このようなネットワークは、

中部地方以南の集団が歴史的に長期間安定していることを示唆する。中立性テストから

サブクレード やブナ－チシマザサ群集以北に分布する集団など主に中部地方以北

の集団における近年の集団拡大が支持されている（表 ）。加えて、

においてもブナ－チシマザサ群集以北に分布する集団における約 万年前から



の急激な集団拡大が支持されている（図 ）。このことからヒメオオクワガタは氷期

後の北方の温暖化と湿潤化にともない、中部地方以南のレフュジアから北東日本へと集

団拡大したことが示唆された。一般に温帯地域の生物種群では、温暖な地域が氷期のレ

フュジアであったため、温暖な地域は寒冷な地域よりも遺伝的多様性が高い傾向が認め

られる（ ）。遺伝的多様性が東北日本では低く、西南日本では高くなる

という遺伝的変異の地理的な勾配は、日本列島の温帯地域に棲息する様々な生物種群で

知られており（

）、ヒメオオクワガタも典型的な温帯棲生物種群の遺伝的

特性を備えていることが明らかになった。

ヒメオオクワガタの日本海側集団と太平洋側の遺伝的分化は約 から始まった

と推定され（図 ）、 周期だった氷期‒間氷期サイクルが 周期へと変化

し、寒冷化と温暖化がより顕著になった更新世中期遷移と合致する（ ）。

中期更新世以降の氷期には、冷温帯落葉樹林は日本海側と太平洋側の沿岸部のレフュジ

アへと退避した（ ）。約 の更新世中期遷移以降は温暖かつ湿潤

な環境を好む冷温帯林が日本海側と太平洋側の沿岸部にそれまでよりも長い期間分断

され、ヒメオオクワガタの遺伝的分化も促進されたと思われる。また、 による集

団遺伝学的解析の結果からも、クレード における日本海側と太平洋側の集団の地理的

な遺伝的分化および遺伝子流動の障壁が認められた（図 、図 ）。このようなヒ

メオオクワガタの日本海側集団と太平洋側集団の遺伝的分化の要因は、更新世中期以降

の氷期‒間氷期サイクルの変化にともなう冷温帯林の分断が引き起こした遺伝子流動の

制限に由来すると思われる。

における分子系統解析および集団遺伝学的解析から、中部地方を中心とした日

本海側と太平洋側の遺伝的分化に加えて、中国地方および紀伊半島の集団が他の集団か

ら遺伝的に分化し、地理的まとまりを示した（図 、図 ）。また の潜在的な



生息適地の推定結果から、西南日本におけるヒメオオクワガタの分布域は中部地方の日

本海側や太平洋側、中国地方や紀伊半島などの複数の地理的まとまりに分断されている

ことが示唆された（図 ）。加えて、 解析の結果から、西南日本におけるこれ

らの地理的まとまりの間には、遺伝子流動の障壁があることが支持された（図 ）。

このことはヒメオオクワガタにとって の主要なレフュジアであったと思われる西

南日本の内部においても、地理的なまとまりを示す独立した複数のレフュジアが存在し

た 理論（ ）を示唆するものである。九州の集団

を含めた西南日本の地域集団は遺伝的多様性が、東北日本の集団と比較して高いことに

加えて（表 、表 ）、比較的長い時間をかけての集団サイズの緩やかな拡大が示唆

される地域もあるものの、 以降の急激な集団拡大は認められなかった（図 ）。

西南日本のブナ林は、後氷期の温暖化にともない、より冷涼な環境を求めて内陸の高標

高地域へと移動しただけで、中部地方以北のブナ林のように北東へと分布拡大しなかっ

たと考えられている（ ）。このことから西南日本においては、氷期と間

氷期を通じて安定したサイズの集団が長期間維持されてきたと思われる。特に九州など

の標高の高い山地が少ない地域では、後氷期の温暖化の過程において高標高域へと退避

できなかったブナ林の局所的な消失が生じた結果、現在の九州のブナ林は中央部から南

部へと跨る脊梁山地にはまとまって大きな規模で分布するのに対して、九州北部では小

さな山地ごとに孤立分布すると思われる。そのためクレード のハプロタイプネット

ワークは、局所集団の消失を示唆するミッシングハプロタイプを介したネットワーク構

造が形成されたと考えられる（図 、図 ）。

ブナの地理的な遺伝構造との比較



ヒメオオクワガタと寄主植物であるブナとの歴史的な相互作用の影響を評価するた

めに、本研究で明らかになったヒメオオクワガタの系統地理学的構造とブナの地理的遺

伝構造（ ）を比較した。

加えて、本研究における両者の歴史的な生息適地推定の結果と花粉化石分析から推定さ

れるブナ林の におけるレフュジアとその後の移住ルート（ ）

から両者の分布変遷を検討した。ブナのアロザイムと の集団内変異（

）は、日本海側の集団において南西から北東に向かって低

下し、ヒメオオクワガタの遺伝的多様性の地理的勾配と合致する（表 、表 ；図

、 ）。さらに、生息適地推定の結果、両者ともに には北緯 度以南のレフ

ュジアに分布が後退していたが、後氷期には北方へと急速に分布を拡大させたことが示

唆された（図 、図 ）。これらの結果から、両者の北東地域の集団における遺伝

的変異の減少は、日本海側において 以後の気候の温暖化および湿潤化にともなう

ブナ林の北方への急速な分布拡大が引き起こした創始者効果が考えられる。加えて、最

終氷期には北限のレフュジアほど寒冷かつ乾燥化が厳しかったためブナ林の生育環境

が悪く、それにともないヒメオオクワガタの集団サイズも減少したことで遺伝的浮動の

影響が強くなったためであると考えられる（戸丸 ）。加えて、ヒメオオクワガタの

中部地方以北の日本海側集団においては東北日本への 以降の急速な集団拡大が支

持されている（図 ）。またブナの葉緑体遺伝子（ ）およびヒメオオ

クワガタのクレード において、東北地方から中国地方にかけた日本海側の集団から検

出される共有ハプロタイプは（図 、図 ）、日本海側のレフュジアに由来する特定

の集団の近年の北方への分布拡大を反映していると考えると上手く説明が可能である。

一方で、西南日本においては、ヒメオオクワガタの遺伝構造は地域ごとに分化し、地理

的まとまりを示す（図 、図 ）。同様にブナの葉緑体遺伝子でも西南日本の集団に

おける地域的なハプロタイプのまとまりをもつ（ ）。このことから氷期に



は太平洋側を中心とした西南日本において、地域ごとに複数のブナ林のレフュジアの存

在が示唆され、ヒメオオクワガタも各レフュジアへと退避したと思われる。加えて、ほ

とんどのハプロタイプが各地域固有であったことから、西南日本のブナ林では後氷期に

は内陸の山地へ移動するのみで北方への分布拡大をしなかったという推定とも合致す

る（ ）。

ブナの地理的な遺伝構造の大きな特徴は、日本海側の系統と太平洋側の系統の大きく

つの系統に分化する点である（

）。ヒメオオクワガタでは、 においては完全ではないものの日本海側と太平

洋側の集団の遺伝的分化が認められた（図 ）。また、 では日本海側と太平洋側

の集団間で遺伝的分化が認められたことに加えて、日本海側の集団においても中部地方

以南の西南日本においては太平洋側の遺伝的クラスターの割合が増加する地理的クラ

インが認められた（図 ）。ブナの に基づく結果からも、日本海側と太平洋側の

遺伝的分化のみならず、ヒメオオクワガタと同様の日本海側の集団における遺伝的クラ

スターの地理的クラインが認められている（ ）。これらの結果か

ら、ヒメオオクワガタの地理的な遺伝的分化は、ブナのそれと強く合致することが明ら

かになった。さらに、ヒメオオクワガタとブナの歴史的な生息適地推定の結果から、両

者は現在のような温暖な期間には北海道南部まで分布を北上させるとともに、内陸部へ

と分布を拡大させた一方で、 には北緯 度以南へと後退し、日本海側と太平洋側

の沿岸部へと分布が分断されことが推定された（図 、図 ）。これらの結果から、

寄主樹木であるブナに同調したヒメオオクワガタの分布変遷が示唆された。また、花粉

化石分析に基づく （ ）の における植生図では、ブナを含む冷温帯落

葉広葉樹林が北緯 度以南の日本海側と太平洋側の沿岸部に分断分布したことが推測

されており、本研究における生息適地の推定結果と概ね合致する。 に基づく

解析の結果、中部地方の日本海側集団では遺伝的クラスターの混合が認



められた（図 ）。同様にブナの の結果においても、日本海側と太平洋側の集団

を分断するような地理的障壁がない中部地方では遺伝的クラスターの混合がみられる

（小山 ）。生息適地推定の結果から、ヒメオオクワガタはブナとともに 以降

に日本海側と太平洋側の沿岸部のレフュジアから中部地方内陸部への分布拡大し、集団

間の遺伝子流動が生じたと思われる（図 、図 ）。

ヒメオオクワガタの遺伝的分化の創出機構

ヒメオオクワガタの集団間の遺伝的分化と地理的距離、および集団間の遺伝的分化と

生息適地あるいはブナ林の接続性の抵抗の間には基本的に正の相関関係が認められた

（図 、図 ）。これらの結果は、ヒメオオクワガタの集団間の遺伝子流動の頻度

は、地理的距離が遠くなるにつれて減少するのみならず、集団間の生息適地あるいはブ

ナ林が歴史的に不連続になるにつれて、遺伝子流動の頻度も減少することを示す。西南

日本では、氷期－間氷期の気候変動サイクル下においても生息適地およびブナ林の分布

域の変動は小さく、安定していたものの、地域や山塊ごとに隔離分布していたと推測さ

れる（図 、図 ）。このことから、西南日本では集団間のブナ林が歴史的に不連

続であったために、地理的に近い集団間でも遺伝的に分化したと考えられる。一方で、

東北日本においては、氷期－間氷期の気候変動サイクル下における生息適地およびブナ

林の分布域の変動が大きかったと推測された（図 、図 ）。特に において

は、東北以北のヒメオオクワガタ集団もブナ林の後退にともなって、北緯 度付近の

レフュジアへと逃避したと思われる。このことから、東北日本では集団間のブナ林が歴

史的に連続していたため、集団間の遺伝子流動の頻度も高かったと考えられる。

ブナとヒメオオクワガタの系統地理学的構造の一致およびヒメオオクワガタの集団

間の遺伝的分化の程度とブナ林の歴史的な分布様式との相関関係は、寄主樹木の分布変

遷は木材穿孔性昆虫も移動分散を制限し、その遺伝的多様性の地理的構造にも強く影響



を及ぼしてきたことを示唆する。また、ブナと同様に降水量の多い地域を好むスギ

も氷期には日本海側と太平洋側の沿岸部のレフュジアに分断分布

し（ ）、日本海側と太平洋側の集団の間で遺伝的な分化が認められること

に加えて（ ）、スギの木材穿孔甲虫であるスギカミキリ

の遺伝的変異も宿主スギの遺伝的分化と対応関係がある（ ）。

このことから冷涼かつ湿潤な環境を好む日本列島の樹木は、寒冷かつ乾燥化が卓越する

氷期には日本海側と太平洋側の沿岸部のレフュジアへと分断分布し、植食性昆虫も寄主

樹木に同調した分布変遷を経てきたという共通性の高い進化史が推測される。本研究の

結果は、温帯域の生物種群における、系統地理学的構造の創出プロセス、特に更新世の

気候変動にともなうハビタットの縮小や拡大が集団間の遺伝子流動に及ぼす影響の理

解に貢献する成果と思われる。
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表 に基づく遺伝的多様性

ブナ群集は図 と対応 ブナ－チシマザサ群集 ブナ－クロモジ群集 ブナ－
スズタケ群集 ブナ－ヤマボウシ群集 ブナ－シラキ群集



図 ヒメオオクワガタのサンプリング地点およびブナ林の分布。地点番号は表 と
対応する。ブナ林の分布は環境省が実施した自然環境保全調査第 回植生調査に基づく
（ ）。ブナ林の群集構造は、

（ ）に従った。





図 領域と 領域の結合配列に基づくベイズ系統樹（ ）。各ノードの●
はベイズの事後確率（ ）、○はベイズの事後確率（ ）を示す。 によ
り が最適置換モデルとして選択された。系統樹の下の
折れ線グラフは、酸素同位体比曲線を示し、酸素同位体比の値が大きいほど氷期が卓越
したことを示す（ を一部改変）。主要なクレードにおける太字の
数字とバーは推定分岐年代および 信頼区間を示す。主要な各クレードの地理的な分
布を示す（ ）。





図 全サンプルが共有する遺伝子座に含まれる の内の を除
く に基づくベイズ系統樹。ノードの括弧内の数字はベイズ（ ）の事後確率
（ ） 最尤法（ ）のブートストラップ確率（ ）を示す。 に
より （ ）と （ ）が最適置換モデ
ルとして選択された。



図 に基づく 解析の結果。 ）全サンプルが共有する遺伝子座に含
まれる に基づく 解析の結果（ ）。日本海型と太平洋型のブナ
林を区分は （ ）に従った。 ）クレード 内の全サンプルが共有す
る遺伝子座に含まれる 、および ）クレード 内の全サンプルが共有する遺
伝子座に含まれる に基づく 解析の結果（ ）。 各クレード
における最適な遺伝的クラスター数を支持する 。



図 ）各クレードにおいて 解析の結果が のときの遺伝的クラス
ターの地理的分布。破線は日本海型と太平洋型のブナ林を区分する植生学的な境界
（ ）。 ）各クレードにおいて 解析の結果が最適な
のときの遺伝的クラスターの地理的分布（クレード 、クレード ）。



図 における各クレードの 解析の 。



図 の 領域に基づくヌクレオチド多様度のヒートマップ。ヌクレオチ
ド多様度が高い地域は暖色系、低い地域は寒色系で示す。



図 領域に基づく ハプロタイプから構成される ネットワーク
図。黒丸はミッシングハプロタイプを示す。ハプロタイプ間のバーは塩基置換数を示す。
各ハプロタイプの円の大きさはサンプルサイズを示し、ハプロタイプの色は図 のブ
ナ林群集と対応する。



図 領域に基づく ハプロタイプから構成される ネットワ
ーク図。黒丸はミッシングハプロタイプを示す。ハプロタイプ間のバーは塩基置換数を
示す。各ハプロタイプの円の大きさはサンプルサイズを示し、ハプロタイプの色は図
のブナ林群集と対応する。



図 に基づく 解析による遺伝子流動（ ）と遺伝的多様性（ ）の
空間的パターン。有効移入率（ ）は、遺伝子流動の頻度が多い地域を青色、遺伝子流
動の障壁となる地域を茶色で示す。有効多様性（ ）は、遺伝的多様性の高い地域を暖
色系、遺伝的多様性の低い地域を寒色系で示す。



図 領域と 領域の結合配列に基づく各地理的なグループの
解析の結果。 により が

最適置換モデルとして選択された。



図 ヒメオオクワガタの潜在的な生息適地推定の結果。分布確率の高い地域は暖色
系、分布確率の低い地域を寒色系で示す。（ ）現在、（ ）中期完新世（ ）、（ ）最終
氷期最寒冷期（ ）、（ ）最終間氷期（ ）。



図 ブナ林の潜在的な生息適地推定の結果。分布確率の高い地域は暖色系、分布確
率の低い地域を寒色系で示す。（ ）現在、（ ）中期完新世（ ）、（ ）最終氷期最寒冷
期（ ）、（ ）最終間氷期（ ）。



図 領域に基づく主要 クレードにおける集団間の遺伝的分化（ ）と地理
的距離（ ）、および集団間の遺伝的分化と生息適地（ ）あるいはブナ林（ ）の
接続性の抵抗のペアワイズ空間遺伝図。生息適地とブナ林の接続性の抵抗は、値が小
さいほど集団間の生息適地およびブナ林が連続していることを示し、値が大きいほど
集団間の生息適地およびブナ林が不連続であることを示す。



図 に基づく主要 クレードにおける集団間の遺伝的分化（ ）と地理
的距離（ ）、および集団間の遺伝的分化と生息適地（ ）あるいはブナ林（ ）の
接続性の抵抗のペアワイズ空間遺伝図。生息適地とブナ林の接続性の抵抗は、値が小
さいほど集団間の生息適地およびブナ林が連続していることを示し、値が大きいほど
集団間の生息適地およびブナ林が不連続であることを示す。



総総合考察

緒言および第 章の背景でも述べたように、生物の適応放散は種分化により生じる種

の多様化と様々なハビタットへの進出や拡大による生態学的ニッチの多様化から成り

立つ（ ）。本研究はクワガタムシを取り巻く共生系に着目することで、共生

酵母との共進化にともなう生態学的なニッチの多様化と寄主樹木との歴史的な相互作

用による種分化プロセスの解明を試みた。

 第 章では、日本列島のクワガタムシ類を用いて、クワガタムシ科における褐色腐朽

食性の祖先的なグループから白色腐朽食性の新しいグループまでを網羅した共生酵母

の系統関係を世界で初めて明らかにした。この結果、褐色腐朽食性のクワガタムシ類は

セロビオース発酵性酵母を保持していた一方で、白色腐朽食性のクワガタムシ類はキシ

ロース発酵性酵母を保持していた。すなわち、クワガタムシ類は摂食する枯死木の腐朽

型に対応した代謝機能をもつ酵母と共生していることを解明した。加えて、特殊な環境

の枯死木を利用するクワガタムシ類からは、既知の共生酵母とは全く異なる系統や未記

載と思われる酵母を発見した。これらの結果から、クワガタムシ科における幼虫食性の

多様化の背景には新規共生酵母の獲得が関係することが示唆された。このような幼虫食

生と対応した共生酵母の系統は、クワガタムシ類の枯死木の代謝などの生理生態におい

て共生酵母が消化共生などの重要な役割を果たしていることを示唆する（

）。しかしながら、宿主クワガタムシの生存や成長において共生酵母がどの程度重

要なのかは不明である（ ）。今後は共生酵母を人為的に除去する操作実

験により、クワガタムシ類の成長や生存における酵母の役割を検討する必要がある。

また、クワガタムシ類は基本的には種あるいは属などのグループに特異的な共生酵母

の系統を保持しており、クワガタムシと共生酵母の一対一の系統関係が明らかになった。

このことは、基本的には共生酵母が雌成虫から幼虫へと垂直伝播されており、両者の依

存的な共生関係を示唆する（ ）。一方で、共生酵母の系統関係は宿主ク



ワガタムシの系統関係とは一致せず、宿主の生息する標高帯に対応していた。すなわち、

系統的には遠縁なクワガタムシ属同士にもかかわらず、同所的に生息するクワガタムシ

種間では近縁な系統の共生酵母を保持していた。このようなクワガタムシと共生酵母の

系統関係の不一致に注目し、第 章ではルリクワガタ属とオニクワガタ属の共生酵母

の水平伝播プロセスを解明した。その結果、ルリクワガタ属における共生酵母との系統

関係の不一致は、全く異なるグループであるオニクワガタ属を介した水平伝播により生

じたことが明らかになった。さらに、現在の分布域は重複しないものの、歴史的に分布

域が重複した種間において共生酵母の水平伝播が生じたこと、および地域集団内におい

て新規に獲得した共生酵母への置換が現在進行形であることが示唆された（

）。これらの結果から、第 章で認められた宿主クワガタムシと共生酵母の系統関

係の不一致が、同所的に生息するクワガタムシ種間での歴史的な共生酵母の水平伝播に

由来すること示唆された（ ）。また、比較的標高の高い冷温帯林に生息す

るクワガタムシ類の共生酵母は高温への耐性が低いのに対して、標高の低い暖温帯や亜

熱帯の森林に生息するクワガタムシ類の共生酵母は高温への耐性は高いことが明らか

になっている（ ）。クワガタムシと共生酵母が互いに依存的な関係性をも

つのであれば、共生酵母の温度耐性は宿主の分布を制限する要因の一つになり得ると思

われる（ ）。特に冷温帯林に生息するクワガタムシ類は西南日本では山地

帯上部に分布が制限されるため、西南日本を中心とした集団間の遺伝的分化が認められ

る（ ）。このような冷温帯林のクワガタムシ類の遺伝

的分化の背景には、共生微生物の温度耐性による宿主クワガタムシの分布域の制限も考

えられる。すなわち共生酵母との共進化にともなう宿主クワガタムシの種分化が示唆さ

れる。さらに共生酵母の水平伝播は宿主クワガタムシ種内の共生酵母の置換および新規

共生酵母獲得を引き起こし、宿主の新規ハビタットへの拡大を促進する要因となること

が示唆される。中でも冷温帯林から亜熱帯に至るまで多様な環境に生息するオオクワガ



タ属は、宿主と共生酵母の系統関係に大きな乖離が認められた。このことから、オオク

ワガタ属では過去に同所的に生息する他の分類群のクワガタムシからの共生酵母の水

平伝播が生じた結果、属内でも種ごとに生息する森林帯に対応した共生酵母の系統を保

持していると思われる。オオクワガタ属における共生酵母の水平伝播と生息する森林帯

の多様化の関係の解明には、日本に生息する種と同種や姉妹種などの近縁種が多数生息

するアジアを中心としたオオクワガタ属を網羅する共生酵母の系統関係の解明が期待

される。

クワガタムシ雌成虫の菌嚢からは共生酵母以外にも多様なバクテリアが確認されて

いる（ ）。また、クワガタムシ類幼虫の腸内には共生酵母のみならず

セルロースやキシラン分解性のルミノコッカス科に代表される偏性嫌気性細菌類や窒

素固定細菌などの共生微生物が報告されている（三島 ）。本研究のように培地を用

いた共生微生物の培養は、好気性かつ優占する酵母のみが検出されてしまい、真の共生

微生物叢を把握することが困難である（ ）。クワガタムシ類の食性の

多様化を紐解くには共生微生物間の相互作用を明らかにする必要がある。今後は雌成虫

の菌嚢および幼虫の腸内の微生物細菌叢をメタゲノムシーケンスにより解明し、共生微

生物種間の相互作用を明らかにする必要がある。加えて、抗生物質を用いた共生バクテ

リアの除去実験によって、クワガタムシ類幼虫の成長における共生バクテリア類の栄養

生理的な機能についても解明することが重要である。

第 章では、日本列島を代表する樹木であるブナに依存するヒメオオクワガタの系

統地理学的構造を明らかにした。その結果、両者はともに日本海側と太平洋側の遺伝的

分化が認められた。また、寄種であるブナの分布変遷にともなってヒメオオクワガタも

分布域を変動させ、その遺伝子流動の頻度は生息環境であるブナ林の歴史的な分布様式

に制限されてきたことを明らかにした。これらの結果は、更新世の気候変動下における

寄主樹木の分布域の変化がクワガタムシの遺伝的分化を創出する過程、すなわち種分化



が生じる機構の解明に貢献するものと思われる。ヒメオオクワガタは日本のオオクワガ

タ属の中でも、比較的標高が高い地域にのみ生息する種である。また、その共生酵母の

高温への耐性も他のオオクワガタ属に比べて低いことが示唆されている（

）。このことからヒメオオクワガタが冷涼な生息環境であるブナ林に依存する背景

には、共生酵母の温度耐性による分布域の制限も関与している可能性が考えられる。し

かしながら、本種がブナの枯死木に依存する栄養生理的な理由は不明であることから、

共生微生物をはじめとしたヒメオオクワガタ幼虫の代謝機能を明らかにすることで本

種がブナ特異的な食性を獲得した背景を究明する必要がある。

第 章で明らかになったようにクワガタムシは、幼虫が食べる枯死木の腐朽型に応じ

て、残存する木材成分を代謝可能な酵母と共生している。しかしながら、同じ白色腐朽

を選好するクワガタムシ類でも、種ごとに枯死木の状態や部位、あるいは樹種に対する

好みが異なる（ ）。例えば、暖温帯林に生息する白色腐朽食性のクワガタム

シに着目すると、オオクワガタは比較的乾燥した立ち枯れの上部を好むが、ヒラタクワ

ガタやノコギリクワガタは立ち枯れの根部や土中に埋まった枯死木を好む。キシロース

発酵性酵母の系統内でも宿主クワガタムシごとに特異的な系統の共生酵母に系統分化

する。加えて、クワガタムシ類の中でもヒメオオクワガタのように樹種に対する寄主特

異性を示すクワガタムシは稀である。今後は各クワガタムシの共生酵母の代謝機能や栄

養合成経路を明らかにし、共生酵母の系統間で比較する。またヒメオオクワガタのよう

に樹種に対する特異性を示す種とそうでない種の共生酵母の系統や代謝機能を比較す

ることにより、本研究では未解明である枯死木の部位や樹種などのマイクロハビタット

スケールでのクワガタムシの生態学的ニッチの多様化プロセスに迫る。

クワガタムシの適応放散の解明には上述したようないくつかの課題に取り組む必要

がある。一方、これまでのクワガタムシと共生酵母の共進化的関係はルリクワガタ属で

示されているものの（ ）、本論文のようにクワガタムシ科を網羅する分



類群を対象として、両者の共進化を明らかにし、宿主の生態学的ニッチの多様化を示唆

した研究は世界でも初めてである。緒言でも述べたように葉食性の甲虫は共生微生物と

の共進化が引き起こした植物との相互作用の結果として適応放散を遂げてきたと思わ

れる（ ）。そのような中、枯死木食性のクワガタム

シと共生酵母の共進化を明らかにした本論文では、樹木に加えて腐朽菌も含めた種間相

互作用、すなわち既知の葉食性甲虫とは異なる相互作用を通じてクワガタムシが適応放

散を遂げてきたことが明らかになった。また、クワガタムシの種と寄主樹木との共進化

的関係からクワガタムシの種分化プロセスを解明した研究も他に例をみない新知見で

ある。本論文においてクワガタムシ－共生酵母－寄主樹木の共生系からクワガタムシの

適応放散の一端を解明したということは、甲虫の多様性創出機構の理解に大きく貢献す

るものである。
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氏、河内理子氏、井上恵輔氏、富澤亮太氏には、実験手法や解析手法について、そして

サンプリングなど多くのご指導、ご助力をいただきました。また、鈴木啓久氏、吉田匠

氏、田頭春乃氏、野田聖氏をはじめとした信州大学東城研究室の方々には、日々の研究

活動を行う上でご協力、ご助力いただきました。学生生活を続ける上で不可欠な支援を

してくださった家族には多くの助力をいただき、研究活動をスムーズに行うことができ

ました。これまで私に関わってくださった全ての方々にも、この場を借りて深くお礼申

し上げます。
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