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研究成果の概要（和文）：本研究は，これまで系統学的な取り扱いが困難であった巨大クレード 
(単系統性は明白だが定義の曖昧な少数の高次分類群に分けられる千から数千もの種を含むグ
ループ) の進化史解明の新たな方法論をコイ目魚類で確立し，それを進化的起源 (海水 vs. 淡
水) も生物学的特性 (分布・生態) も大きく異なる二つの巨大クレード (ハゼ亜目と骨鰾類) に
対して実際に適用するために行った．この方法論の土台となるのが，申請者が考案したミトゲ
ノム超行列と呼ばれるもので，自ら決定する数百のミトゲノム全長配列に，さまざまな遺伝子
から得られた数千の部分配列 (データベースからダウンロード) を整列させた混合行列である．
コイ目のミトゲノム全長配列 59種に基づく論文 (Saitoh et al. 2006) から始まった本研究は，最
終的に 602種のミトゲノム全長配列からなる大規模行列へと発展し，コイ目魚類の大系統の概
要を示すことができた (Miya et al. 2011)．この大規模行列から推定された大系統を系統推定の
枠組み (constraint) として用い，データベースからダウンロードした部分配列 1,073種と合わせ
て解析したところ (計 1,675 種)，約 4,000 種を含むコイ目の大系統をかつてない規模で示すこ
とができた (Miya et al. 2011)．また，コイ目の一員であるフナ属にこの超行列法を適用して解
析を行ったところ，世界に広く分布するフナ属の起源を明瞭に示すことに成功した (Takada et 
al. 2010)．さらに，これと並行してハゼ目 152種とコイ目を含む骨鰾類 120種のミトゲノム全
長配列を決定し，これら二つのグループにおける大系統の概要を得ることができた．後者に関
しては Nakatani et al. (2011) でその成果の一端を発表した．コイ目で明瞭に示されたミトゲノ
ム超行列の有用性を，今後両グループで示すことが今後の大きな課題となる．  
 
研究成果の概要（英文）：Resolution of phylogenetic relationships among members of a species-rich 
clade is inherently difficult because it requires longer sequences from a large number of taxa. Freshwater 
fishes of the order Cypriniformes represent one of such species-rich clades, with over 4,000 species 
currently recognized that have been placed in 6+ families, each with poorly defined subfamilies and/or 
tribes. This study attempted comprehensive resolution of the cypriniform phylogenies by combining a 
mitogenomic tree as a backbone constraint for the robust higher-level relationships and numerous partial 
sequences downloaded from GenBank for the reconstruction of lower-level relationships within the 
constrained clades. Also this supermatrix approaches were applied to fishes of Gobioidei and Otophysi, 
both including numerous species (ca. 2,000 spp. and 8,000 spp, respectively) and exhibiting different 
habitat preferences (principally marine vs. freshwater). The mitogenomic tree of the Cypriniformes was 
based on 602 sequences (including 6 outgroups) and the resulting best-scoring ML tree is congruent 
with the previous molecular phylogenies based on both mitogenomes and nuclear genes. A total of 
17,057 partial sequences from cypriniforms were available from GenBank and they were sorted into 9 
mitochondrial genes from 1,073 species, of which 1,039 species were those from the cyt b gene alone. 
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The supermatrix was constructed by combining 602 mitogenomic and 1,073 partial sequences and it was 
subjected to partitioned ML analysis using the mitogenomic tree as a backbone constraint. The 
best-scoring ML tree derived from 24 runs using a fast bootstrap (BS) option in RAxML places all 
species from the partial sequences (1,073 spp.) in reasonable positions, with 62.2% of the internal 
branches being supported by ≥80% BS probabilities. In addition whole mitogenome sequences from 152 
gobioid and 120 otophysan were assembled to provide robust phylogenies for these groups of fishes and 
the trees will be used in the subsequent supermatrix analyses. 
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１．研究開始当初の背景 
 
申請者が進めてきたミトゲノム分析に基

づく一連の研究 (Inoue et al. 2003; Ishiguro et 
al. 2003; Miya et al. 2003; Saitoh et al. 2003) に
より，魚類の中でも最大の分類群である条鰭
類 (42 目 431 科 4070 属 23,680 種) の大系統
研究は大きな転換期を迎えた．これら一連の
研究は著名なレビュー誌で特集され 
(Ramsden et al. 2003)，進化学の世界からも大
きな注目を集めることになった． 
こうした中で，Assembling Tree of Life 

(AToL)と Barcode of Life (BOL)という，それ
ぞれ特定生物群の系統解明と分子同定 (種分
類のツール開発) を一気に進めることを目的
とした大規模プロジェクトが立ち上がった．
AToL では魚類からコイ目 (CToL) が，BOL
でも魚類が採択され (Fish-BOL)，申請者はそ
れぞれのプロジェクトで大きな役割を果た
してきた (Miya et al. 2006; Saitoh et al. 2006
など)． 
巨大クレードは，1) 形態に顕著な分化が見

られず，2) 高次分類群の数が極端に少なくそ
の定義 (範囲) も曖昧であるという共通の特
徴をもつ．したがって，その系統解析は (ど
のような形質を用いても) 本質的に困難で，
大量の分子データを用いた包括的なアプロ
ーチが望まれていた  (Hodkinson & Parnell 
2007)．今回の申請で取り上げたコイ目魚類 
(6科 321属 3268種) もそのような巨大クレー
ドの一つであり，申請者はその大系統を約
15,000塩基対×53分類群からなるデータ行列
で取り組むことにより，問題解決の糸口を得
てきた (Saitoh et al. 2006)． 
 

２．研究の目的 
 
本研究は，これまで系統学的な取り扱いが

困難であった巨大クレード (単系統性は明白
だが定義の曖昧な少数の高次分類群に分け
られる千から数千もの種を含むグループ) の
進化史解明の新たな方法論をコイ目魚類で
確立し，それを進化的起源 (海水 vs. 淡水) 
も生物学的特性 (分布・生態) も大きく異な
る二つの巨大クレード (ハゼ亜目とコイ目を
含む骨鰾類) に対して実際に適用するもので
ある． 
この方法論の土台となるのが，申請者が考

案したミトゲノム超行列と呼ばれるもので，
自ら決定する多数のミトゲノム全長配列に，
さまざまな遺伝子から得られた数千の部分
配列 (データベースからダウンロード) を整
列させた混合行列である．実際には，ミトゲ
ノム全長配列に基づき頑健な高次系統を推
定し，それをミトゲノム超行列による系統推
定の際の「枠組み」(constraint) として用いる
ことにより，部分配列の系統パフォーマンス
の低さを補うと同時に，種の網羅性を飛躍的
に向上させる． 
このアプローチにより，これまで別個に進

展してきた Assembling Tree of Life (系統)と 
Barcode of Life (分子同定) の二つのプロジ
ェクトを統合することが可能となり，生物多
様性の包括的な進化史解明に向けた新たな
突破口となることが期待された． 
 
３．研究の方法 
 
1) 方法論の確立：精選した全長配列 602種と
部分配列 1,073種に基づきミトゲノム超行列



を作成した．進化速度が著しく速く塩基置換
が飽和するコドンの第三座位については，ト
ランスバージョンのみを用いる RYコーディ
ングを適用した．コンピュータ 4台 (計 32
個の CPUを搭載) を使って上記ミトゲノム
超行列の RAxMLによる大規模最尤解析を行
った．この際，全長配列から得られたミトゲ
ノム系統樹を「枠組み」(–r option) として用
い，解像力で劣る部分配列がこの系統的枠組
みに収まるようにした．RAxMLで提供され
る二種類のアルゴリズム (–f aと–f r options) 
を用いて最尤解析を行った． 
2) 組織標本の収集：自ら行う標本収集に加え
て国際的なネットワークを通じた標本の収
集を行った．コイ目については既に十分な標
本を収集しているが補足的な収集も行った．
ハゼ亜目と骨鰾類については，海外研究者と
の協力で多様性を網羅した． 
3) ミトゲノム全長配列決定：申請者が開発し
たロング PCRと汎用プライマーを利用した
ショート PCRを組み合わせた手法 (Miya & 
Nishida 1999) によりミトゲノム全長配列を
決定した． 
4) 最尤法による系統解析：ミトゲノム全長配
列の数が種多様性のおよそ 2%を超えた段階 
(コイ目とハゼ亜目では終了) で最尤法によ
る予備的系統解析を行った．ミトゲノム全長
配列の数が種多様性のおよそ 10%を超えた
段階で，ミトゲノム超行列法における「枠組
み」として用いる系統を RAxML によって推
定した． 
5) ミトゲノム超行列を用いた系統解析：ミト
ゲノム超行列 (全長配列＋部分配列) を作成
するため，DNAデータベースからスクリプト 
を用いて対象分類群の部分配列をダウンロ
ードした．これらの部分配列については，未
発表の配列を除くだけでなく，発表済みのも
のについても原著論文と照合することによ
り素性が疑わしい配列は除外した．以上でで
きた遺伝子ごとの整列済み配列を再び合体
させてミトゲノム超行列ができた．この巨大
行列に基づき RAxMLを用いた大規模推定を
行った．  
 
４．研究成果 
 
コイ目ではミトゲノム全長配列 602種に基

づく頑健な系統が推定された．この系統は各
遺伝子から得られた系統  (Chen & Mayden 
2011) と整合的であり種系統樹を示している
と考えられた．新たに決定した配列が 500種
を超え，また欠失データがまったくないこれ
ほど大規模のデータ解析は世界でも最初の
事例であり，学会発表では大きな注目を集め
た (Miya et al. 2011)．その成果のイメージを
下図に示す．左に示したのがミトゲノム全長
配列に基づき推定された系統樹で，右が部分

配列を足してつくられた超行列を解析して
得られた系統樹である．右の系統樹で赤い枝
が部分配列からのもので，系統樹全体にまん
べんなく分布していることがわかる． 
 

 
 
実際にこの超行列法をつかって解析され

たのが以下の世界のフナ属魚類の系統樹で
ある．入手が困難な中東や西アジア地区の水
域から得られたデータを解析に含めること
が可能になり，世界のフナ属の由来を確かめ
ることができた． 
 

 



 
また，Nakatani et al. (2011) においては，ミ

トゲノム全長配列に基づく系統解析に加え
て分岐年代を推定しており，コイ目魚類を含
む骨鰾類の進化史に時間軸を入れることに
成功した (下図参照)．超行列分析と分岐年代
分析を組み合わせることにより，より大規模
な進化史の再構築が可能になる． 
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