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研究成果の概要（和文）：本研究では、カメ類の代表種からミトコンドリアゲノム全塩基配列と核遺伝子に関す
るオーソロガスcDNA塩基配列データセットを取得し、以下の諸点を明らかにした。１）カメ類の様々な系統で、
ミトコンドリアタンパク質遺伝子の読み枠に新しい翻訳フレームシフトを発見し、フレームシフト部位における
mRNA構造上の特徴を示した。２）カメ類の分子進化速度はカメ類全体で一様に低下しておらず、カメ類の系統ご
とに異なる。３）系統的有用度の極大値を示す年代域に関して、多くの核遺伝子はミトコンドリア遺伝子よりも
大幅に古い。４）カメ類の高次系統解析に適した単一コピー核遺伝子の候補を50個以上見出した。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we determined complete mitochondrial DNA sequences and
 obtained datasets of orthologous cDNA sequences from representative turtle species. We found some 
new translational frameshifts in the turtle mitochondrial protein-coding genes and showed mRNA 
structural features at and around the frameshift site. We showed that molecular evolutionary rates 
are not homogeneous among turtle lineages. Most nuclear genes had much older optima in the 
phylogenetic informativeness profile than mitochondrial genes. We proposed more than 50 candidate 
single-copy nuclear genes that may be suitable for deep-branch phylogenetic analyses in turtles.

研究分野：分子系統進化学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、様々なカメ類からミトコンドリアゲノムと核ゲノムにコードされる遺伝情報を迅速に決定して系統
解析に利用する方法を探求した。分岐年代が7千万年前を超えるような高次の系統解析には、ミトコンドリア遺
伝子よりも核遺伝子の方が概して有用性が高いことを示し、今後の研究で利用可能な核遺伝子の候補をいくつか
提案した。核遺伝子の情報を網羅的に取得するには特定臓器を用いたRNAシーケンシングの手法が優れているこ
とも示した。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
脊椎動物の遺伝情報は核ゲノムとミトコンドリアゲノムによって担われているが、両ゲノ

ムはそのサイズ・形状・細胞内のコピー数・遺伝様式・コードする遺伝子の機能などで大きく
異なっている。様々な核遺伝子やミトコンドリア遺伝子が配列決定され分子系統解析に用いら
れてきたが、各々の遺伝子の分子進化特性はまだ十分理解されていない。 
第一に、各遺伝子がどの程度の時間スケールにおいて、優れた系統学的特性を発揮するの

かがよく分かっていない。塩基置換速度が高いミトコンドリア遺伝子の場合、平行置換による
非相同同形がノイズとして蓄積し、系統推定の確度や精度が低下する危険が指摘されている。
また遠縁タクソン間の分子距離を過小評価することで、内群の分岐年代が過大推定されるとい
う危険も指摘されている。では、どの時間スケールであればミトコンドリア遺伝子は優れた系
統学的特性を発揮しうるのだろうか？こうした問題にはまだ十分な検討が行われていない。一
方、核遺伝子はタンパク質をコードするものだけでもゲノム中に 2-3 万個も存在し、それらの
多くは多重遺伝子族の一員である。パラログをゲノム上に持つ核遺伝子も多く、実際にどのよ
うな核遺伝子が系統解析に有効であるのかはまだよく分かっていない。 
第二に、鳥類やカメ類のような一部の動物群のミトコンドリアゲノムにコードされるタン

パク質遺伝子には、翻訳コドンフレームのずれが生じていることが知られている。これまでに
カメ類では ND3 遺伝子や ND4L 遺伝子などで翻訳フレームシフトが見つかっているが、この現象
の分子メカニズム（翻訳レベルのコドンフレームシフトを生じさせる mRNA 等の構造上の特徴）
や分子進化様式（特定の系統で生じた稀な現象か複数系統で独立して生じたのか）などは依然
として不明である。 
カメ目（爬虫綱）は、甲という極めて特異な形態を進化させた脊椎動物の１群で、340 種

余り（14 科、94属）の現生種を含む。Avise ら(1992, MBE 67:682-695)は、カメ類の分子進化
速度が哺乳類などよりも数倍遅いことを示し、カメ類の代謝率の低さや世代時間の長さが分子
進化速度の低下と関係しているとの仮説を提唱した。しかし、カメ類は陸棲から海棲・半水棲
まで様々な生活様式を持つ種を含み、世代時間も 10-50 年と幅広い。カメ類全体について分子
進化速度が減少しているのかどうかはさらに検証を加える必要がある。 
以上のことから、我々はカメ類を題材として取り上げ、ミトコンドリア遺伝子と核遺伝子

の塩基配列を次世代シーケンシングの手法を用いて新たに決定するとともに、それらの分子進
化特性を調べることにした。 
 
２．研究の目的 
本研究では、次世代シーケンス技術を用いたハイスループットな方法（図１）により、カ

メ類の代表種からミトコンドリアゲノム全塩基配列と核遺伝子に関するオーソロガス cDNA 塩
基配列データセットを取得する。これらに基づいてカメ類の系統関係を構築し、それに立脚し
てミトコンドリア遺伝子と核遺伝子の分子進化特性の比較を行う。その際、以下の諸点に特に
注目する。１）各遺伝子がどの時間スケールにおいて最も優れた系統推定能力を有するのか。
２）カメ類の高次系統解析に適した核遺伝子はどれか。３）カメ類のミトコンドリア遺伝子に
存在する翻訳フレームシフトの分子機構と分子進化様式。４）カメ類の分子進化速度はカメ類
全体で一様に低下しているのか。 
 
３．研究の方法 
カメ目の主要なグループの代表種でミトコンドリアゲノム全塩基配列を決定した。図１に

示すように、まずミトコンドリアゲノムのほぼ全周を増幅するロング PCR を行い、この増幅産
物を細断したのち、マルチプレックス化した次世代シーケンシングにより 100-200bp のショー
トリードを多数読み取った。これらを種ごとにアセンブルしてミトコンドリアゲノム全塩基配
列を復元した。一方、核遺伝子由来の cDNA 塩基配列データも図１に示す方法で取得した。カメ
類の新鮮な肝臓から mRNA 画分を調製し、これを重金属と熱により細断後、逆転写の過程を含む
手順により RNA シーケンシングのライブラリーを構築した。このライブラリーの両方向から
100-150bp の塩基配列をランダムに読み取ったのち、Trinity を用いたアセンブルを行い、多数
のコンティグおよび同一遺伝子座由来のコンティグを統合したアイソグループを取得した。ゲ
ノムデータベースに存在する他種のデータも含めて、Transdecoder を用いたアミノ酸配列への
翻訳、Orthofinder を用いた orthogroup の同定を行なった。 
決定されたミトコンドリアゲノム塩基配列に存在する 37 遺伝子を同定し、アノテーショ

ンを行なった。タンパク質をコードする遺伝子の塩基配列とその予想翻訳産物を他種の相同配
列と比較し、翻訳フレームシフトが存在するかどうかを調べた。翻訳フレームシフトが認めら
れた場合は、フレームシフト部位およびその周辺の塩基配列に共通の特徴が見られるかを調べ
た。カメ類の各系統における分子進化速度の比較は、ミトコンドリアタンパク質遺伝子の塩基
配列を用い、multidistribute を用いた relaxed-clock ベイズ解析により行なった。ミトコン
ドリア遺伝子と核遺伝子での系統推定能力の比較は、両者で同一のタクソンサンプリングに基
づき行なった。PhyDesign を用いて Phylogenetic Informativeness（系統的有用度）(Townsend 
2007, Syst Biol 56:222-231)を求め、それぞれの遺伝子が系統解析に最も適した時間スケール
を推定した。 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
４．研究成果 
(1)ミトコンドリアゲノムのシーケンシングと翻訳フレームシフト解析 
本研究では 20 種のカメ類からミトコンドリアゲノムのシーケンシングを行い、それらの

ゲノムにコードされる遺伝子のアノテーションを行なった。コードされる遺伝子の配置は、ヒ
トなどで見られるいわゆる典型的な脊椎動物型の配置と同一であった。これらのカメ類には既
知のものや未知のものを含め様々な翻訳フレームシフトが見つかった。このうち Cytb-493 はナ
ンベイヨコクビガメ科のオオアタマヨコクビガメのみに見られる新規フレームシフトであった。
また N4L-234 はヌマガメ科の一部に、N3-135 と N4L-99 と N4L-262 はアフリカヨコクビガメ科
の一部にのみ見られた。鳥類にも見られる N3-174 は、ヌマガメ科、オサガメ科、ヘビクビガメ
科などに属する一部の種だけで存在していた。カメ類の系統関係をもとにこれらの翻訳フレー
ムシフトの出現時期を最節約的に推定したところ、N3-174 は複数のカメ類系統で何度も繰り返
し出現した一方で、残りの翻訳フレームシフトは特定の系統で１回だけ出現したことが示唆さ
れた。フレームシフト部位周辺の塩基配列には高い共通性が認められた。Cytb-493 を除く全て
のフレームシフトは、ロイシンをコードする CTN コドンに続く Aの位置で起きており、これに
続く塩基は Gであった。ただし Cytb-493 だけはグリシンをコードする GGG コドンに続く Aの位
置でフレームにずれが生じていることが分かった。従ってこれらの翻訳フレームシフトの分子
機構は非常に共通性の高いものと思われるが、必ずしも単一の機構によるものとは断定できな
い結果が得られた。 
 
(2)分子進化速度の多様性 
ミトコンドリアゲノムにコードされるタンパク質遺伝子の塩基配列を用いて、カメ類の種

間の系統関係を構築し、これに基づきそれぞれの枝での分子進化速度を推定したところ、ヨコ
クビガメ類の２科やドロガメ科において有意な進化速度の上昇が見られたのに対し、ウミガメ
科等では進化速度の低下が認められた。この結果は、カメ類において一様に分子進化速度が低
下していることを示唆した Avise ら(1992, MBE 67:682-695)の結論とは異なり、カメ類のなか
でも分子進化速度に多様性があることを示唆している。ただし、分子進化速度と体重、代謝率、
寿命などの要因との間に単純な相関は見出されておらず、今後さらに詳しい解析が必要である。 
 
(3) 系統的有用度を用いた遺伝子間の分子進化特性の比較 
ニホンイシガメおよびニホンスッポンから肝臓由来の RNA シーケンシングを行い、それぞ

れ約 4千万 read の塩基配列を取得した。ここからそれぞれ約 8万個と 11万個のアイソグルー
プ塩基配列を取得し、これらの中に存在するコード領域のアミノ酸配列を同定して取得した。
カミツキガメ、カロリナハコガメ、キスイガメ、ミシシッピニオイガメ、クリイロハコヨコク
ビガメのデータとあわせて Orthofinder を用いた orthogroup の同定を行なったところ、パラロ
グが存在しない単一コピー遺伝子に相当すると考えられるオーソログ系列を 114 個同定できた。
このなかでアライン後のアミノ酸配列が 200 アミノ酸残基長を超えるもの 55個につき、系統的
有用度を推定した。一方、同一のタクソンサンプリングにおけるミトコンドリアタンパク質遺
伝子のアミノ酸配列（アミノ酸残基長が比較的長い 10 遺伝子の翻訳産物）についても同様に系
統的有用度を推定した。 
図２に得られた結果の一部を示す（核遺伝子については 55 遺伝子からランダムに選んだ

10 遺伝子の結果のみ示す）。ほとんどの核遺伝子が 8千万年前以前（平均 1億 2千 7百万年前）
に系統的有用度の極大値を持つのに対し、ミトコンドリア遺伝子は 2千万年前から 7千万年前
（平均 5千百万年前）に極大値を持っていた。従ってミトコンドリア遺伝子は、アミノ酸配列
を用いて系統解析を行なったとしても、7千万年前を超えるような深い分岐を対象とする系統 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
関係や分岐年代の推定には適さないことが示唆された。一方、RNA シーケンシングで得られた
上記 55個の核遺伝子のアミノ酸配列は、カメ類の高次系統推定に適した遺伝子の候補であると
考えられる。通常の PCR を含んだ実験手法では、それらの遺伝子のイントロン領域まで増幅さ
れてしまうため、効率的にコード領域の塩基配列決定を行うことが難しい。本研究で行なった
ような特定臓器（肝臓）由来の RNA シーケンシングを用いればそれが容易であり、我々は RNA
シーケンシングによる系統推定法の有効性を示す研究を行えたものと考えている。 
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