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研究成果の概要（和文）：次世代シーケンサーを用いたハイスループットなミトコンドリアゲノ

ミクスの手法の開発を行った。まずミトゲノム配列既知の個体を用いて、この方法の効率性と

正確性を証明し、ヤモリ下目の様々な系統を代表する約４０種から新たにミトゲノム全塩基配

列を決定した。遺伝子配置の変動の事例を４例発見するとともに、ヤモリ下目の７科間の系統

関係等について従来の形態データに基づく仮説とは異なる結果を示した。	 

 
 
研究成果の概要（英文）：We	 established	 a	 method	 to	 sequence	 multiple	 complete	 mitochondrial	 

genomes	 in	 parallel	 with	 the	 high-throughput	 sequencer.	 The	 efficiency	 and	 accuracy	 in	 

the	 sequencing	 was	 confirmed	 using	 several	 reptilian	 individuals	 that	 had	 been	 sequenced	 

for	 their	 mitogenomes	 manually.	 We	 have	 obtained	 dozens	 of	 complete	 or	 nearly	 complete	 

mitogenomes	 to	 find	 new	 examples	 of	 gene	 rearrangements,	 as	 well	 as	 phylogenetic	 

relationships	 of	 geckos. 
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１．研究開始当初の背景 

ヤモリ下目は有鱗目トカゲ亜目の一

系統であり、１１００種（１００属）余り

の現生種を含む大きなグループである。ヤ

モリ下目の科レベルあるいは科内の亜

科・属レベルの系統関係は、形態情報を用
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いて精力的に研究されてきたが、まだ不明

な点が多く、各グループが持つ形態的特徴

の進化過程がよく解明されていない。形態

情報から独立した分子系統学のアプロー

チが期待されているが、ミトコンドリアゲ

ノム（ミトゲノム）や核ゲノムにコードさ

れる１個ないしは数個の遺伝子を用いた

過去の分子研究は、いくつかの属内におけ

る系統関係の構築には寄与したものの、主

要な属を網羅してヤモリ類の系統関係の

全体を見渡そうとするような試みにおい

ては、その解像力の不足を示した。 
申請者らは、有鱗類ミトゲノムの構造

決定とそれに基づく分子系統解析（ミトコ

ンドリアゲノミクス）に、世界に先駆けて

取り組んできた。これまで約５０種の有鱗

類からミトゲノムの完全長又はほぼ完全

長の塩基配列を決定し、その分子進化様式

を解明するとともに、ミトゲノムから得ら

れる大量の分子情報に基づいて、有鱗類の

高次系統関係と歴史生物地理の解明を進

めてきた。今後は極めて多様性に富んだグ

ループ（例えばヤモリ類）の中位分類群（亜

科や属程度）以下の系統問題にどのように

アプローチするかが焦点となっており、ミ

トコンドリアゲノミクスの実験・解析手法

の更なるハイスループット（高速大量処

理）化が求められている。 
次世代シーケンシング技術は、従来の

サンガー法（ジデオキシ塩基を用いた伸長

鎖停止法）を用いずに、大量の塩基配列を

並列的に解読する新技術である。最近急速

に技術開発が進み、製品化されたゲノムシ

ーケンサーはメガ塩基対からギガ塩基対

といった巨大ゲノムのショットガンシー

ケンシングに利用され始めている。脊椎動

物のミトゲノムサイズは約１７キロ塩基

対であり、次世代シーケンシング技術を効

果的に適用するには短すぎると一般に考

えられてきた。しかし最近になって、サン

プルの種類ごとに（本研究では種ごとに）

異なるタグ配列をサンプル DNA の末端に
付加することで、多検体の解析を並列的に

実施できるマルチプレックス化の技術が

開発された。申請者は、この方法を応用す

れば、複数のミトゲノム塩基配列を参照塩

基配列なしで並列解読できる可能性が高

いと考えたため、本研究を提案した。 
 

２．研究の目的 
本研究では、次世代シーケンシング技

術を用いたハイスループットなミトゲノム

全塩基配列決定法を確立し、ヤモリ類の主

要なグループからサンプリングした代表種

について、そのミトゲノム全塩基配列を決

定する。ヤモリ類ミトゲノムの構造的特徴

（遺伝子配置の変動、tRNA遺伝子の構造異
常など）を明らかにするとともに、大量の

分子情報を用いてヤモリ類全体を見渡せる

ような信頼できる系統的枠組みを構築する。

それに基づきヤモリ類の分類の再検討、形

態形質の進化の過程の解明、歴史生物地理

に関する仮説の提案などを行う。 
 
３．研究の方法 

ヤモリ下目は、最新の分類によれば、

ヤモリ科（Gekkonidae）、カワリオヤモリ
科（Carphodactylidae）、イシヤモリ科
（ Diplodactylidae）、トカゲモドキ科
（Eublepharidae）、ユビワレヤモリ科
（ Phyllodactylidae ）、 チ ビ ヤ モ リ 科
（Sphaerodactylidae）、ヒレアシトカゲ科
（Pygopodidae）の７科を包含する。かつて
はメクラトカゲ科（Dibamidae）もヤモリ
類と近縁であるとの見解があったが、現在

は別グループであると考えられている。本

研究では、これらの科を代表する種の標本

を多数収集した。国内外での採集活動に加

え、ペットショップ等からの生体の購入や

死体の寄贈などにより標本を集めた。本研

究でミトゲノム解読に用いた個体は、原則

として証拠標本を手元に残し、論文発表さ

れたものから名古屋市立大学システム自然

科学研究科標本庫に順次預け入れる予定で

ある。 
ミトゲノム全塩基配列の決定の手順を

図１に示す。各標本から DNA を抽出し、
Long PCR によって、ミトゲノムのほぼ全
長をカバーする領域の増幅を行った。この

PCR産物を超音波によって平均 800bp程度
のサイズに細断し、末端修復を行った後、

回文構造を持つ 20bp の識別タグ配列を両
末端に付加した。この産物を正確に定量後、

種ごとに等モル比で混合し、タグ配列の中

央を制限酵素 SrfIで切断した。１０－４０種
のサンプルを混合して、この段階で 1μg以
上の収量が得られるように実験系を組んだ。 

この DNA 標品から出発し、図１の手



 

 

順により、次世代シーケンサー解析を行っ

た。平均断片長約 350bpの readを、Roche 
GS FLX Titanium 型ゲノムシーケンサー

によって大量取得し、識別タグ配列に基づ

いて read を仕分けしたのち、GS de novo 
assemblerによる readのアセンブルを行っ
た。塩基配列のギャップは、当該領域をま

たぐ PCR 増幅を行い、この PCR 産物をマ
ニュアルで塩基配列決定して埋めた。 

得られたミトゲノム全塩基配列におい

て、コードされる遺伝子のアノテーション

を行い、各遺伝子ごとにアラインメントを

作成した。この作業には DOGMA等の公開
されたソフトウエアに加え、研究協力者の

Pierre Jonniaux によって独自に開発され
た Getmitogenome（仮称）という Script
を用いた。アノテーションとアラインメン

トの作業を半自動化することで、ミトゲノ

ム全塩基配列を用いた迅速かつ正確な系統

解析が可能となった。ミトゲノムにコード

される３７遺伝子の塩基配列（タンパク質

遺伝子のコドン３文字目を除く）を用いて、

ベイズ法などで分子系統樹を作成した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
	 
４．研究成果	 
（１）ミトゲノム配列決定の正確性と効率性	 

科研費の期間中にヤモリ類を主体とす

る様々な爬虫類のミトゲノム全塩基配列を

次世代シーケンサーを用いて決定した。ま

ず最初に、図１の手法によって正確なミト

ゲノム全塩基配列の決定が行えることを確

認するために、既に従来法によって当研究

室で配列を決定済みのミトゲノム配列を数

例用いて再現実験を行った。その結果、1000 
reads 程度以上の contig から復元されたミ
トゲノム配列は、ほぼエラーなしの正確な

塩基配列であることが示された。この条件

は、１サイトあたりを平均 X20 reads以上
の冗長度でカバーすることに概ね相当する。

ただし、いろいろ検証を進めていく過程で、

X10 程度の冗長度しか得られないデータで
あっても、カバー率の低い領域を個別にマ

ニュアルシーケンスしてチェックすれば、

ミトゲノム全塩基配列の解読に十分利用で

きることも示された。 
表１に、この方法を用いて１０種のヤ

モリ類のミトゲノム全塩基配列を並列解読

したときのデータを示す。この実験例のよ

うに、丁寧にサンプル調製と濃度の定量を

行えば、得られた read数は各々の種にほぼ
均等に振り分けられ、結果的に全ての種の

ミトゲノム全塩基配列を効率的に決定でき

ることが示された。以後、並列解読の種数

を増して何度か実験を繰り返し、結果的に

約４０種のヤモリ類についてミトゲノム配

列を取得することができた。 
従来、我々は爬虫類指向性共通プライ

マー（Kumazawa and Endo, 2004）を用い
たPCR増幅とマニュアルシーケンスによっ
て爬虫類のミトゲノミクスを研究していた

が、この共通プライマーのマッチングが悪

い種では、ミトゲノムの配列決定に手間取

る例も見られた。次世代シーケンスを導入

することで、この問題点は解決され、種特

異的プライマーの合成による Primer 
Walking の必要性が大幅に低下した。従来
よりも安価かつ迅速に爬虫類のミトコンド

リアゲノミクスを行えるようになった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

（２）ヤモリ類ミトゲノムの分子進化 
 ヤモリ類ミトゲノムの遺伝子配置に

おいて、典型的な脊椎動物の配置からの変

動を４例発見した。キタアフリカカワラヤ

モリのミトゲノムでは、trnR、ND4L、ND4
の３遺伝子を含む約3.7kbpの領域がタンデ
ム重複を起こしていた（図２）。ND4L と
ND4遺伝子では、重複コピーの一方が偽遺
伝子化していると思われたが、アルギニン

tRNA遺伝子の重複コピーの１つは、アンチ
コドン領域の１塩基変異を伴って、グルタ

ミン tRNA 遺伝子に再指定を受けているこ
とが判明した。すなわちキタアフリカカワ

ラヤモリのミトゲノムには、コードされる

鎖が異なる２つのグルタミン tRNA 遺伝子
が存在する。脊椎動物のミトコンドリア

tRNA 遺伝子の分子進化でこうした再指定
の事例は殆ど知られておらず、興味深い。 

マダガスカルヘラオヤモリとエベノ

ーヘラオヤモリのミトゲノム配列を決定し

たところ、ND6遺伝子と cytb遺伝子の間に
位置しているはずのグルタミン酸 tRNA 遺
伝子が欠損していることを発見した。ミト

ゲノムのどの領域を探索しても、この遺伝

子を発見できず、かつタンパク質コード領

域にはグルタミン酸のコドンが大量に存在

することから、恐らく核ゲノムにコードさ

れるグルタミン酸 tRNA 遺伝子の産物がサ
イトソルからミトコンドリアに移入されて

いる可能性が示された。このグルタミン酸

tRNA遺伝子の欠落は、ヘラオヤモリ属の初
期系統において起きた事も示唆された。他

にも２つのヤモリ類の系統において、tRNA
遺伝子の欠落と配置変動の事例がそれぞれ

発見された。 
 
 
 
 
 
 
（３）系統解析 

我々が取得したミトゲノム塩基配列と

データベースから取得した塩基配列とを併

せて、合計 9818サイトを用いた分子系統解
析を行った。その結果、オーストラレシア

に分布するイシヤモリ科、カワリオヤモリ

科、ヒレアシトカゲ科の３科が最も初期に

分岐し、続いてトカゲモドキ科が分岐する

系統関係が強く支持された。残りのグルー

プ内では、スキンクヤモリ属を含むチビヤ

モリ科が最外側の単系統群として認識され

た。 
ギャンブルら(2008)は、５コの核遺伝

子の部分配列に基づく系統解析から、環大

西洋グループであるユビワレヤモリ科を提

唱している。しかし我々のミトゲノムデー

タに基づく解析結果では、本科に属すると

される種が単系統群を構成せず、残りのヤ

モリ科のグループ内に包含されるという系

統関係を示唆した。現在、この解析結果を

さらに注意深く検証する作業を進めている。 
従来のヤモリ類の系統仮説（例えば形

態データに基づく Kluge 1987）によれば、
ヤモリ下目の中でトカゲモドキ科が最も初

期に枝分かれしたと考えられていた。この

ため、トカゲモドキ科が持つ可動性の瞼や

趾下薄板の欠落といった特徴は原始的な形

態形質であると解釈されていた。しかし、

前述のような系統関係が明らかとなったこ

とで、Jonniaux and Kumazawa (2008)で
は、これらの形態形質が二次的に進化した

ものである可能性を示唆した（図３）。最近

になってトカゲモドキ科のなかで最も原始

的な種とされるオマキトカゲモドキに趾下

薄板の存在が示されたことで、トカゲモド

キ科の他の種において趾下薄板が二次的に

消失した可能性がさらに裏付けられること

となった。	 

	 

	 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（４）展望 

本研究では、ヤモリ類を題材としてミ

トコンドリアゲノミクスをハイスループッ

ト化する技術を実用レベルまで高めること



 

 

ができた。マイヤーら(2007)が報告したミト
ゲノムの resequencingではなく、新規ミト
ゲノムの並列解読を参照配列なしで実現で

きることを示せたのは、将来的に意義深い。 
最近、タグ付けを行わずに複数種のミ

トゲノムを混合して並列解読できたとの論

文も報告された。しかし近縁種のミトゲノ

ムをタグなしで混合した場合に DNA 塩基
配列のコンタミネーションが起きる危険は

合理的に排除されておらず、まだ実用性が

低い手法であると考えられる。我々は今後

も本研究の手法をさらに改良し、系統解析

の成果を発信していきたいと考える。 
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