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研究成果の概要（和文）：本研究では、魚類の大規模系統研究に有用なミトコンドリア全ゲノム（ミトゲノム）分析を
、超並列次世代シーケンス技術を活用して、質の良くないDNA試料も含めた多数の試料で効率的に進める方法の確立を
目指した。質の良いDNA試料については、ロングPCR産物にParallel tagged sequencing法によるタグ付加を行い、多数
の試料を同時分析できた。質の良くないDNA試料には、Capture-on-beads 法で、ミトゲノム全領域を万遍なくキャプチ
ャーすることに成功した。以上により、超並列シーケンシング法による本格的な大量ミトゲノム分析を実施する基盤が
完成した。

研究成果の概要（英文）：Whole mitochondrial genome (mitogenome) sequences are extremely useful for resolvi
ng phylogenies of animals including fishes. This study aims to establish efficient procedures to obtain mi
togenome data from many samples including degraded ones by using "next-generation" massively parallel sequ
encing technologies. For samples in good condition, long-PCR amplification/purification and parallel tagge
d sequencing successfully provided mitogenome data from many samples simultaneously, suggesting that this 
is a rather easier method for such samples.  For degraded samples, many segments from mitogenome were succ
essfully captured by using the capture-on-beads method with double indexing.  Thus, we conclude that effic
ient procedures have been established to have large mitogenome data from many samples including degraded o
nes by using next-generation sequencing technologies.
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１．研究開始当初の背景 
(1) 生物多様性理解の基礎としての高密度系
統樹の必要性 
 地球の生命界を理解する上で基本となる
生物多様性は進化的に形成されてきたもの
なので、その理解のためには系統学的解析が
不可欠である。ことに、多様化のパターンを
見出すには、多くの種・分類群（できれば全
ての現生種）を解析に含めた高密度系統樹が
必要である。近年、分子系統解析が活発にな
り、種々の生物グループの系統関係の解明が
進んでいるが、大きな分類群を対象に上述の
ような高密度系統樹の構築にまで到達した
研究はまだない。 
 
(2) ミトゲノム分析に基づく魚類の大規模系
統解析の進展と次なる課題 
 我々はミトゲノム分析による大規模系統
研究を開拓・推進してきた。既に 1000 以上
のミトゲノム決定（世界全体の約 9 割）を行
って魚類の多様性進化の解明に多くの貢献
をし、魚類の包括的系統枠の概要を確立する
ことに成功するなど、当該分野で世界をリー
ドする成果をあげてきた。このことは、我々
の成果を報じた 66 編の主要原著論文の被引
用件数が 2000 件を上回っている（2117 件：
2010 年 4 月 22 日現在）ことや、いくつも
の国際的教科書（例えば、Avise 2004）に取
り上げられていることからも明らかである。
一方、この研究の過程で、多様化の理解を飛
躍的に高めるために、分析種数を格段に多く
して系統樹の密度を高め、分化パターンを詳
細に解析することの必要性が明瞭に認識さ
れるに至った。このためには、魚類には 3 万
種に届かんとする多数の種が存在すること
に鑑み、シーケンス速度を飛躍的に高めねば
ならない。 
 
２．研究の目的 
 幸い、近年、高速の超並列型次世代シーケ
ンス技術が実用化された。我々はその活用の
検討を進めてきたが、とくに質の良くない多
数のDNA 試料に次世代シーケンサーを効率的
に活用するにはまだ大きな困難がある。そこ
で本研究では、この困難を、主としてサンプ
ルへの適切なタグ付加法を検討することを通
じて突破し、超並列次世代シーケンス技術に
より魚類の大規模系統研究の飛躍的高密度化
（第二期）への道を切り拓くことを目指す（図
１）。 
 
３．研究の方法 
(1) ロングPCR によるミトゲノムの増幅・濃
縮：質の良いDNA試料については、既存の2〜4 
セットのプライマーを用いたロングPCR によ
り、ミトゲノムの長い断片を増幅した。 
 
(2) Parallel tagged sequencing（PTS）法
（Meyer et al.,2008）によるタグ付加および
次世代シーケンサーによる配列決定：ロング 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図１．（a）申請者らによる魚類ミトゲノム
全周配列決定の過去 10 年余（第一期）の実
績、および（b）本研究による魚類ミトゲノ
ム全周配列決定の中期展望（第二期の開拓）． 
 
 
PCRによってミトゲノムの増幅・濃縮に成功し
た各サンプルについて、増幅産物を丁寧に等
分子ずつ混合し、断片化酵素を用いて約
500-1000bpに断片化した。各サンプルの識別
のためにPTSタグを付加した後、パーソナル次
世代シーケンサー1ランにつき、およそ50-90 
サンプル程度を混合し、超並列塩基配列解析
を行った。解析機器には、ロシュ社のGS 
Juniorを用いた。 
 
(3）Double indexing法によるタグ付加および
Capture-on-beads 法によるミトゲノム断片
の濃縮：質の良くないDNA試料については、各
サンプルのDNAを約500bpに断片化した後、
Double indexing法（Kicher et al., 2011）
により各サンプルにタグ付加を行った。ミト
ゲノムの濃縮には、化石霊長類のDNA試料から
ミトゲノム濃縮の報告がある
Capture-on-beads 法（Maricic et al., 2010）
を適用した。タグが付加された各サンプルを
混合したライブラリーを、ミトゲノムプロー
ブとハイブリダイゼーションすることにより
ミトゲノムを濃縮し、ロシュ社のGS Junior
により超並列塩基配列解析を行った。 
 
(4) データ解析のパイプラインの構築：超並
列塩基配列解析により得られた大量データを
解析するために，パイプラインを構築した。
PTS法ならびにDouble indexing法により付加



したタグを目印に、塩基配列データをサンプ
ル毎に選別するスクリプトを作成した。選別
された塩基配列について、サンガー法による
リファレンス配列がある種については、マッ
ピングを行い、リファレンス配列がない種に
ついてはデノボ・アッセンブルを行った。 
 
(5) サンガー法による塩基配列解析と集
団・系統解析： 並行してサンガー法による
塩基配列解析も進め、申請者らの研究グルー
プで既にデータの蓄積がある魚類グループ
について集団・系統解析を進め、その成果を
順次公表した。 
 
４．研究成果 
(1) 質の良い DNA試料については、ロング PCR
によるミトゲノム濃縮を行い、サンプルのタ
グ付加に PTS法(Meyer et al., 2008)を適用
した。課題とした「アユの高精度集団構造」
の解析のために、アユならびに亜種リュウキ
ュウアユの分布域である、日本、奄美大島、
朝鮮半島ならびに中国からのサンプル合計
90 サンプルについて、2分割のロング PCR に
よりミトゲノムを濃縮した。全個体試料をプ
ールし、パーソナル型次世代シーケンサー
（ロシュ社の GS Junior）にて塩基配列決定
を行った結果、各サンプルからは約 450 bp
の塩基配列が、約 270～2500 リード得られた
（図 2）。各個体について、リファレンス配列
へのマッピングを行ったところ、アユのミト
ゲノム決定に十分なカバレッジを有してお
り、1ランで 90個体のミトゲノムを決定でき
た（図 2）。 

図 2．アユの各サンプルから得られたリード
数ならびにリファレンス配列へのマッピン

グ結果の例 
 
(2) またこの方法により、他にアゴハゼの 82
個体、ウキゴリ類の 53 個体、モロコ類の 48
個体、スゴモロコ類の 48個体など、合計 458
個体のミトゲノムを決定できた。ウキゴリ類
やスゴモロコ類の分析では、同属別種のサン
プルを多く含んでおり、「近縁種間の比較分
析」にも有効であることが分かった。 
 
(3) 質の良くない DNA試料のミトゲノム断片
の濃縮には、Capture-on-beads 法（Maricic 
et al., 2010）を適用し、サンプルのタグ付
加には、Double indexing法（Kicher et al., 
2011）を導入した。実際に、質の良くないア
ユの DNA 試料 8 サンプルについて、ミトゲノ
ム濃縮ライブラリーを作成し、次世代シーケ
ンシングを行ったところ、アユのミトゲノム
全領域を万遍なくキャプチャーすることに
成功した（図 3）。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図 3．アユ 8 個体から得られたリードのリフ
ァレンス配列へのマッピング結果 
 
 
(4) 以上のように、2つの実験系の検討から、
PTS 法とパーソナル型次世代シーケンサーを
利用した場合の 1 ランあたりのサンプル数、
Capture-on-beads 法を利用した場合のハイ
ブリダイゼーションの最適条件など、主要な
実験条件がほぼ明確となり、超並列シーケン
シング法によって本格的な大量ミトゲノム
分析を実施する基盤が完成した。 
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