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第一章.緒論

家禽および家畜の遺伝資源は、これまで12,000年以上もの間、人類の食料を中心とした

農産物として貢献してきた。特に食肉、乳製品、卵類、繊維、作物への肥料、燃料用の堆

肥、役力を提供してきた(Hammond and Leitch, 1995; FAO,1998a; FAO, 1998b) 。家禽およ

び家畜からの人類に対する食料供給割合は、少なくとも30%を占めている。家禽および家

畜は40種の野生動物種が家畜化され、 4,500-5,000の家禽および家畜の品種が作られてき

た。その遺伝的多様性は家禽および家畜において非常に効率的に利用されている。この品

種の数は全家禽・家畜の遺伝的多様性に関する非常によい指標となっている　FAOでは動

物遺伝資源のデータバンク(DAD-IS: Domestic Animal Div己rsity Information System)を開

発した(FAO, 1996a)　これらのデータから、家禽および家畜は一ケ月間で6品種の割合

で滅び、現在では現存の品種のうち30%が絶滅の危機に瀕している(FAO, 1998a)　家禽

および家畜の遺伝資源は寅に世界的財産で、世界のどの地域においても価値を持つもので

あるため今後とも保存していく必要がある。

動物遺伝資源に見られる多様性は人間の生存と幸福に対していろいろな形で貢献してい

るO　今日の先進国において元来の役畜の仕事であったものをトラクターや自動車がとって

変わってきたが、発展途上国ではいまもなお役畜はその重要な役割を担っている。さらに

重要なことには、人類にとってタンパク質の重要な供給源である家禽および家畜の役割は

いまもなお変わってはいない(FAO, 1998a) 。現在、世界の人口は約61億人で大変な速さ

で増加の途を辿っている。その中で、人類にとって不可欠な資源は食料資源である。ある

地域に偏った人口の増加と食料生産増加の不均衡、干魅等の異常気象、政治不安等による

食料配分体制の不備による飢え、これらのことから今もなお世界の6人に1人の割合で飢

餓にさらされている(FAO,1998a)　発展途上国における急激な人口の増加とそれに伴う

動物タンパク質の需要の増加は、家畜・家禽に対する需要の急激な増加を煽っている。今

後さらに増えつつある世界の人口をいかに養うかは容易ならざる課題である。

人類が利用できる動物遺伝資源の全ての多様性および多様な生産物が作られている結果、

人間は暑く湿潤な熱帯から乾燥した砂漠地帯、非常に寒冷な極地あるいは山岳地帯に至る

広範な環境のもとで生存していくことが可能になっている。家禽・家畜において遺伝的多

様性があることで、家禽・家畜が疾病、寄生虫、飼料と水の得やすさおよびその他の広範

な環境変動に適応することができる。過去数十年の間に重要な家禽・家畜種において、管

理された条件下で生産に関する形質が改良された新品種を作出することに成功してきた。

これらの好条件下で作出された品種は、種々の環境条件に対しても適応が速く、コスト効

率が良いと期待され、世界中に輸出されてきた。しかし、実際には新品種を維持し、高い

生産性をあげるために、生産者は従来の品種よりも多くの飼料を給与せねばならないこと、

他の資材投与を劇的に増やさねばならないことを経験している。したがって、輸入された

新品種は現地に適応してLiる在来家畜・家禽品種のようには飼育することやこれらより高

い生産性を上げることは難しく、期待はずれの結果となっている。以上のことから、世界

各地の環境に適した家禽および家畜の新品種を作出するためにも、その生物多様性を維持

しながら、また遺伝資源あるいは遺伝子資源として保存していく必要がある。

FAO (1996b)は、生物多様性の保存と持続的な利用をするための努力は農業にとって極

めて重要であることから最優先されるべきであることを示した。このため、家禽・家畜に

おける生物多様性を維持するためには、まず家禽および家畜およびそれらの近縁種におけ
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る系統関係および遺伝的類縁関係を明らかにしておくことが必要不可欠であり重要である。

しかしながら、家禽・家畜を中心とした系統関係の解析は現在進行中の課題であり、まだ

明らかにされていないのが現状である。

家禽種の多くは鳥綱キジ目に分類されている。現在の分類体系において、鳥類(鳥綱;

Aves)は、ダチョウ目(Struthioniformes)、シギダチョウ目(Tiramiformes)、キジ目

(Galliformes)、カモ目(Anseriformes)、スズメ目(Passeriformes)、キツツキ目(Piciformes)、

ペンギン目(Sphennisciformes)、タカ冒(Falconiformes)、コウノトリ目(Ciconiiformes)、

アビ目(Gaviiformes)、ペリカン目(Pelecanisciformes)、ツル目(Gruiformes)、チドリ目

(Charadiiformes)、オウム目(Psiitaciformes)、フクロウ目(Strigiformes)、ハト目

(Columbiformes)およびカイツブリ目(Podiaipediformes)の17日に分類されている(Sibley

and Ahlquist, 1990;図1-1),キジ目は、生態・地理学的および生理・形態学的特徴からツ

カツクリ科(Megapodidae)、ホウカンチョウ科(Cracidae)、ホロホロチョウ科(Numididae)、

ハウズラ科(Odontophoridae)およびキジ科(Phasianidae)の5科75属283種(Sibley and Monroe,

1990; Sibley and Ahlquist, 1990;表1-1)に分類されている。一方、 Johnsgard (1973, 1986,

1999)は、キジ日における科(family)はキジ科のみでその中にポロポロチョウ亜科、ハ

ウズラ亜科およびキジ亜科があり、キジ亜科をキジ族(tribe Phasianini)とシャコ族(tribe

perdicini)に分類した(図1-2、図1-3)また、.ツカツクリ科とホウカンチョウ科を別目

に分類した。形態学的な基準に基づいた表系分類では、複数の分類様式があり現在も論議

されている。近年の鳥類系統学の急速な発展にもかかわらず,冒(order)の系統はまだ解

明されていない部分も多い。最近になって、 DNA配列を用いて現存する鳥類の日の関係を

解析した研究成果が発表されてきた(Cracraft, 1988; Sibley and Ahlquist, 1990; Casper et al.,

1997; Mindell et al., 1997, 1999; Harlid et al., 1998; Groth and Barrowclough, 1999; Garcia-

Moreno and Mindell, 2000; van Tuinen et al., 2000),形態とDNA配列を用いた系統解析の結

果から、 (1)現存している鳥類は大きく古口顎類(Paleograthae)と新口顎類(Neograthae)

に分類されること(Cracraft, 1981; Olson, 1985; Cracraft and Mindell, 1989; Sibley and Ahlquist,

1990; Caspers et al., 1997; Groth and Barrowclough, 1999; Garcia-Moreno and Mindell, 2000; van

Tunin et al., 2000)、 (2)キジ日とカモ目は、系統樹上で1つの枝が分岐してでき最近の祖

先を共有するグループであるとされる姉妹関係にあり、キジ目とカモ目で1つのクレイド

(clade)を構成すること(Cracraft, 1981; Cracraft and Mindell,1989; Caspers etal., 1997; Groth

and Barrowclough, 1999; Garcia-Moreno and Mindell, 2000; van Tuinen et al., 2000)、 ( 3)古

口顎類、キジ目とカモ目のクレイド、および残りのグループを含むクレイドの関係は強く

支持されること(Cracraft, 1981; van Tuinen et al., 2000)、 (4)ミズナギドリ目と一部のペ

ンギン目が近縁関係にあること(Cracraft, 1981; Sibley and Ahlquist, 1990)、 (5)アビ目と

ペンギン日が姉妹関係にあること(Cracraft, 1981; Groth and Barrowclough, 1999)が両者の

系統樹間で一致する点として報告されているが、その他の関係はいまだに論議され(由利,

2002)、特にコウノトリ目、ツル冒、タカ目、ペリカン目およびカッコウ目の単系統性に

ついては、盛んに議論されている(Cracraft, 1981, 1982; Olson, 1985; Sibley and Ahlquist,

1990; Sheldon and Bledsoe, 1993; Griffiths, 1994; Hedges and Sibley, 1994; Sibley, 1994; Hackett

et al., 1995, Hedges et al一 1995; Houde, 1997; Mindell et al., 1997; Siegel-Causey, 1997; Hughes

and Baker, 1999; Feduccia, 1999),

キジ目は、世界中に劇的な適応放散し進化してきた。現在、キジ目には283種が分類さ
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れ、それらは世界5大陸に広く分布している(Sibley and Monroe, 1990)　キジ目には、高

地高山に生息するライチョウ、長さ1.5m　にもなる尾羽を持つインドクジャク、大きな塚

を作りその塚の発酵熱で卵を貯化させるツカツクリなど生態学的、形態学的および行動学

的に非常に多様な種が存在している。このような生物多様性は、これまで自然科学、生態

学および進化生物学分野の研究者における研究対象の的となってきた　HammondandLeitch

(1995)によると、鳥類における家禽遺伝資源はニワトリ、シチメンチョウ、アヒル、ガ

チョウ、ポロホロチョウ、バリケン、シャコ、ウズラ、キジ、ハト、ダチョウなどとされ、

その大部分がキジ冒およびカモ目に分類されている鳥種である。その中でニワトリおよび

シチメンテョウに代表されるキジ目家禽は、産肉性、産卵性および呈味性に優れた産業動

物として家禽化されてきた。またこれら.の家禽化された鳥類は、疾患モデルなどの実験モ

デル動物あるいはその卵を利用したワクチンの生産など医療へも貢献している。一方、キ

ジ目に属す種は、 「Game birds」とも称され、狩猟を楽しむために飼育され、放鳥されてき

た。キジ目は5大陸全てに分布している。しかしながら、キジ目の分類には複数の説があ

り(Johnsgard, 1999)、その系統関係は明確ではない。このことは、従来の分類や生物系統

において現生生物や化石などの形態、形質を比較すること、行動様式、あるいは生息壇域

を区分することにより生物を分類してきたことに起因する。生物分類では、まず分類体型

上で同定するステップを踏む。ところがこの同定作業には研究者あるいは分類学者に主観

的な判断が入る余地が多く、どのような基準あるいは形態的な特徴を重んじるかという研

究者の立場によって分類の結論が食い違うことが多い。このため研究者間での論争が生じ、

複数の分類が存在することになった。近年の分子生物学の発展に伴い、 DNA　あるいはタン

パク質解析が進み、 DNA塩基配列およびタンパク質のアミノ酸配列データが急速に蓄積し

てきた。これらの分子データ情報は、生物の系統的な位置を評価するための客観的基準を

与えるものとして、形態データとは独立して用いられるようになってきた。この分子デー

タ情報をもとにした生物系統進化解析を研究するのが分子系統学(Molecular Phylogeny ;

長谷川・岸野,1996;長谷部,1996)である。

分子系統による系統解析

地球上の多様な生物は、すべて基本的な機構が共通であり、しかも共通の遺伝子をもつ

ことから共通祖先から進化してきたことは明らかであり、 1つの大きな系統樹の中に位置

付けることができる。この遺伝子系統樹を用いて生物進化の筋道を逆に辿る(復元する)

ことにより、生物の系統関係を解明することができる。鳥類において、各分類群の正確な

系統関係を解明し、把握することは、このこと自体が1つの学問的興味の対象ともなって

いるが、単にそれだけではなく鳥類の多様性と進化に関するすべての研究の基礎ともなっ

ている。鳥類の行動(噛りや求愛など)、生態(環境適応や食物連鎖など)あるいは形態

(羽装や羽色など)などあらゆる形質の進化に関する考察を行うためには、ある一種の鳥

だけについての観察および考察は不可能であり、分類群間の比較(種間比較)が不可欠に

なる(粕谷, 1995)　この比較の対象となる種および分類群について系統を無視した選択を

行い、実験・研究をした場合、誤った結論を導いてしまうことが多い。正確な分類群間比

較を行うには正確な系統推定を行い、それらの系統関係を知ることが大前提となり、不可

欠な要因である。また、家禽遺伝資源の持続的な利用および家禽近縁野生種を含めた生物

多様性を維持するためには、家禽種およびその近縁野生種の系統関係を明らかにしておく

ことも必要不可欠な要因である。
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一般に、分子系統樹作成法には距離行列法(Distance matrix method)と形質状態法

(Character state method)がある。距離行列法は、比較するすべての　OTU (Operational

TaxonomicUnit)のペアで推定した距離行列を用いるもので、n個のOTUの場合にはn(n-1)/2

個の距離が得られる。距離には、塩基置換数、アミノ酸置換数、集団間の遺伝距離、 DNA

交雑法による塩基差異の割合など様々な進化距離が用いられている。この距離データをも

とにして、 UPGMA法(Unweighted Paird Group Method with Arithmetric Average :非加重結

合法, Socal and Michener, 1958)、 NJ法(Neighbor Joining Method :近隣結合法, Saito andNei,

1987)のほか最小二乗法、距離節約法などを用いて系統樹を作成する。これらの方法は、

系統樹の樹形を各段階で、ある基準をもとに部分的に決定してゆき、何回かの段階を経る

ことによって最終的にすべての樹形を決定することになる。これらの方法では、与えられ

たデータが系統関係を持つという前提があり、段階的探索法(stepwise clustering method)

に分類される。

一方、形質状態法は、塩基やアミノ酸などの形質の状態が長く連なったもの(配列)あ

るいは制限酵素地図における制限サイトの有無配列を用いて系統樹を作成する方法であり、

Mp活(Maximum Parsimony :最大節約法, Felsenstein, 1978; Futuyma, 1998) 、 ML法(Maximum

Likelihood　最尤法, Adachi and Hasegawa, 1996)のほか最大相互適合法などがある。これ

らの方法は、すべて可能な樹形をある基準のもとに片っ端から調べて、最適な樹形を選ぶ

方法であり、網羅的探索法(exhaustive search method)に分類される。樹形ごとに与えら

れたデータをもとに、 MP　の場合には最小必要変化数を、 ML　の場合には尤度などの尺度を

計算し、データに最も合う樹形を選び出す。理想的にはこれらの樹形を網羅的に調べ、そ

の中でデータが最も合う樹形を選びだすこととなる。

現在、分子系統学で広く用いられている解析方法は、 NJ、 MPおよびML法の　3　つであ

る。 NJ法は、距離行列データから簡単なアルゴリズムを用いて段階的に近隣を見出し、最

終的に1個の無限系統樹を得る方法である。この方法は計算が比較的容易であるため、他

の方法に比べて遥かに短い計算時間で系統樹を得ることができる。そのために最もよく利

用されている。また、丁進化速度一定」を仮定していないために、系統によっては進化速

度に違いがあり分子時計が成り立たなくとも、比較的正しい真の系統樹を復元することが

可能である(DeBry, 1992) MP　法は、系統樹上の進化的変化数、たとえば塩基置換やアミ

ノ酸置換などの合計を最大に節約することによって最小化するという最大節約の原理のも

とに系統推定を行う方法である。分子時計が成り立たない場合や多重置換の効果が大きい

場合にはデータがいくら増えても間違った系統樹が選択されることがある(Felsenstein,

1978; Hasegawa et al., 1991)。 ML法は、データの生じてくる背景について仮説を立て、そ

のもとで構造を統計的に推定し、一方で仮説の妥当性を検証していく方法である。仮説を

表す統計モデルはデータの生じる尤度(確率)を未知のパラメータの関数として表現した

尤度関数で表され、この尤度関数を最大にするように未知のパラメータから推定する。 ML

では分子時計が成り立たなくても効率よく真の系統樹を推定することができる(Hasegawa

et al., 1991)　また塩基置換およびアミノ酸置換のモデルが明示的に仮定されているため、

そのモデルが現実の過程をうまく近似していないことが明らかになればモデルを改良して

現実的なものに近づけることが可能である。ただし、 MLの欠点は、計算量が多いために、

計算に時間がかかることである。

現在、分子系統学的解析に　DNA塩基配列およびアミノ酸配列を用いることが最も有効
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である　DNA塩基配列およびアミノ酸配列データは、以下の　4項目にあげるように系統推

定に最も適した特徴を持っている(1)形態形質に比べ、非常に多くの形質情報が容易に

得られる。例えば、 500アミノ酸(1,500塩基対)の配列データを系統解析に使用した場合、

各サイトを1つの形質として取り扱うために　500形質(塩基配列では1,500形質に相当)

を集めて解析したことになる。形態形質やアイソザイムを　500集めることは非常に困難で

あり、形態形質やアイソザイムと比較すると塩基配列やアミノ酸配列は非常に大量の形質

を集めて解析することができる　(2)形質の収集・解析において、種や個体群の知識を特

に必要としない。したがって、形質の収集時に研究者の主観が入り込む余地が少ない(3)

塩基配列やアミノ酸配列は定量化しやすく、統計的解析が容易である　(4)塩基配列やア

ミノ酸配列は、異なる分類群でも同じ尺度を用いて比較することができる。 (5)分子時計

を設定することができる。塩基配列データは形質データあるいはアイソザイムに比べて比

較的中立で、時間に比例して変異を蓄積している。すなわち、分子時計を仮定することが

できる。したがって変異の程度を比較すれば分類群同士がどのくらい前に分化したのか推

定できる場合が多い。このことから化石の記録が乏しい種および分類群の分岐年代を推定

することが可能となる。また、伝統的に利用されてきた形態形質と比較すると、塩基配列

およびアミノ酸配列データには研究者の主観が入り込む余地がなく、収赦進化をより簡単

に排除できるという特徴を有する。さらに塩基配列およびアミノ酸配列データはデータベ

ース化が進み、実際に　DDBJ/EMBL/GenBank　などのデータベースから他の研究者が登録し

たデータを簡単に取り出すことが可能である(高木・金久, 1996)　これによって、塩基

配列およびアミノ酸配列データを使った分子系統学的研究は格段に進展した。

脊椎動物において、生体内における　DNAは、核ゲノム　DNA　と細胞質にあるミトコンド

リア　DNA　とに大別できるO　これまで分子系統学的解析には、ミトコンドリア　DNA　の一部

あるいは全部を用いられることが多かった。これは分子系統学的解析に適したミトコンド

リア　DNA　の特徴によるものであり、このため種々の動物種においてミトコンドリア　DNA

の塩基配列が決定され、 DNAデータバンクに数多く登録されてきた。この登録された塩基

配列を利用することは分子系統学的解析に非常に有効となってきた。

ミトコンドリアDNA

ミトコンドリアはほとんどの真核生物にある細胞内小器官であり、内部に組み込まれた

電子伝達系は酸化的リン酸化反応と共役して生命活動に必要なエネルギーの大部分を供給

している。 DNA　は、核だけではなくこのミトコンドリアというエネルギー産生や呼吸代謝

の役目をもつ特殊な小器官の中にも存在し、特にミトコンドリア　DNA (mtDNA)と呼ば

れる。このmtDNAにはわずか37種類の遺伝子および額域しかない。 Anderson et al. (1981)

はSanger法を用いてヒトmtDNAの全塩基配列を決定し、その長さが16,569塩基対(bp)

であり、12Sと16Sの2つのリボソームRNA(rRNA)と、アミノ酸を運ぶ22個の転移RNA

(tRNA)および電子伝達系構成サブユニットのうち13　個のタンパク質をコードする遺伝

子があることを報告した0　13　個の遺伝子がコードするサブユニットは、複合体I (NADH

-ユビキノン酸化還元酵素)が7個(NDl, ND2, ND3, ND4L, ND4, ND5およびND6)、

複合体Ill (ユビキノールーシトクロームC酸化還元酵素)が1個(Cytb)、複合体IV (シ

トクロームC酸化酵素)が3個(coi, conおよびcom)、複合体V (ATP合成酵素)が

2　個(ATPase6　および　ATPase8)である。これらの遺伝子産物はすべて酸化的リン酸化反
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応に関与している。ヒトのほか、マウス、ウシ、ブタなどの噛乳類でも　mtDNA　の全塩基

配列が決定され、これらのすべての種で遺伝子構成とその構造的配置が同じであり、遺伝

暗号やtRNAの特徴を共有していることが明らかになった。ヒトでは16,569bp　の配列の中

に13個の遺伝子、 22個のtRNAおよび2個のrRNAがあり、約l.lOObpの制御嶺域(コン

トロール領域:D-loop)とよばれる額域を除くと、これらは　mtDNA　上にほとんど隙間な

く並んでいる　D-loop　には遺伝子はないが、 H鎖の複製開始点(OH)、 H鎖と　L鎖の転写

開始点(OL)が存在している(Clayton, 1991),また遺伝子の中には介在配列(イントロ

ン)はまったく存在せず、 rRNAおよび遺伝子の両端はtRNAで区切られている。隣り合

ったtRNA間ではlbpあるいは数bpを共有するところもある,ATPase8とATPas占6とは46bp

を、 ND4L　とND4　とは　7bp　を読み枠として共有している。タンパク質をコードする遺伝子

のうち　NDl, ND2、 ND3、 ND4、 com、 ATPase6およびCytb　は3'末端に完全な終止コド

ンを持たず、 TあるいはTAで終わっている(Anderson et al., 1981),これらの遺伝子では

転写後ポリ　A付加によってはじめて終止コドンUAAを持つ。 tRNAにおいて、アミノ酸を

受容する　3'末端に共通して存在する配列CAAは、 mtDNA上の遺伝子の配列には存在し

ておらず、これも転写後に付加されると考えられている(Anderson et al., 1981),一方、 3

×109塩基あるヒトの核ゲノムではミトコンドリアゲノムとは異なり、その約95%程度が

機能を持たない配列(主にイントロンである)と報告されている(International Human

Genome Sequencing Consortium, 2001)以上のように、 mtDNA　の遺伝子構成はきわめてコ

ンパクトでむだな部分が少ない。鳥類では、ニワトリ　mtDNA　の全塩基配列がもっとも早

くに決定され、その長さが16,775bp　であり、 Cytb　と　ND6　との位置が噛乳類とは逆になっ

ていることが報告されている(Desjardins and Morais, 1990)。ニワトリの　mtDNAでは、そ

の　92.7%が遺伝子等の機能がわかっている鏡域であり、機能の知られていない配列(D-

loop)はわずか7.3% (l,231bp)しかない。このことは核DNA　との大きな違い(ヒトの核

DNAでは約95%程度が機能を持たない配列)である(Desjardins andMorais, 1990),

mtDNAは、系統進化の研究をするのに有効な5つの特徴をもっている。 (1) mtDNAは、

核の染色体　DNA　のようにヒストンで保護されたクロマチン構造ではなく、裸の環状二本

鎖DNAである(2) mtDNAは突然変異を起こしやすく、 DNAの修復も不完全である。そ

のため核DNA　に比べて塩基置換の起こる速度(進化速度)が　10倍速い(Brown et al.,

1979)　ヒトに最も近縁なチンパンジーとヒトとの相同遺伝子の塩基配列を比較すると、

塩基の異なる割合は核DNAでは1%前後であるが、mtDNAでは10%近くになる(Horaietal.,

1987; Horai et al., 1992),これら2種は共通の祖先種から分岐して進化してきたと考えられ

るが、これら　2種に蓄積した塩基置換の量はmtDNAの方が核DNAより10倍くらい多い

ことを示している。このことは生物進化を研究する上で強力な武器となる。この　mtDNA

塩基置換速度が速いという特徴により、比較的短い進化時間の中で生じた　DNA　の変異を

効率よく測ることができる　(3)遺伝様式は、母性遺伝である(Hutchisonetal.,1974;Giles

et al., 1980)　母親の　mtDNA　のみが子供に伝わり、父親の　mtDNA　は次世代にはまったく

関与せず、核　DNA　とは異なった遺伝様式をとる。この特殊な遺伝様式の機構は、受精の

際、卵子が精子よりも遥かに多量の細胞質を提供するため、精子の　mtDNA　は増殖せずに

消失するためと考えられてきたO　しかし、 Kaneda et al. (1995)は受精の際に卵子に入うた

精子のmtDNAが発生の初期の段階で特異的に除去されることを明らかにした。このこと

は父系、母系の入りまじった核　DNA　と異なり、系統関係を復元するのに　mtDNAがきわめ
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て適していることを示している　(4) mtDNA　では遺伝子重複がないために常にオーソロー

ガスな比較ができ、パラローガスな比較をしてしまう危険がないために分子系統学的な目

的には良い材料である　(5) 1個の細胞にミトコンドリアは数百個含まれ、ミトコンドリ

ア1個に対してmtDNAが5、 6個あるため、 1細胞当たりのミトコンドリアは1,000個以

上も存在することとなる。また通常ヒトの個体内では、すべての　mtDNA　が同じ塩基配列

より成り立っていることが報告されている(Potter et al., 1975),このため、極めて少量の

血液や組織から解析に必要なmtDNAを得ることができ、分析しやすいという利点がある。

したがって分子系統学的な解析には格好の材料とされている。

mtDNAを用いた分子系統学的解析

mtDNAを用いた鳥類の分子系統学的解析を行う場合、どの鏡域あるいは遺伝子を解析に

用いるかをまず決めなければならない。以前は入手可能な　PCR　プライマーに限りがあった

が、現在ではmtDNA塩基配列解析のための特異的PCRprimerについての情報(Sorensonet

al.,1999)が報告されているO　種および属の分類では、 D-loopが最も多く利用されているO

これは塩基置換速度がミトコンドリアの13遺伝子、 rRNAおよびtRNAよりも速いこと、

鳥類で広く利用できる　D-loop嶺域の塩基配列情報がデータベースに数多く蓄積されている

ことが原因であるO　続いて、 Cytb、 12SrRNA　の順に用いられているが、これらは系統解析

の対象により使い分けられている(l)D-loopは、ニワトリでl,231bp(DDBJ/EMBL/GenBank

accession number X52392 ; Desjardins and Morais, 1990)の長さの制御嶺域である。 Cytbや

12SrRNA　に比べるとその進化速度は速い。これはD-loopがタンパク質などの遺伝情報をコ

ードしないため、突然変異による塩基置換を容易に固定しているためであるとされている。

D-loop　は、進化速度が速いために、主に種、亜種あるいは個体群レベルの研究に適し、利

用されている(2) Cytb　は、ニワトリでl,143bp (DDBJ/EMBL/GenBank accession number

X52392;Desjardins and Morais, 1990)の長さであり、ミトコンドリア電子伝達系の反応に

関与する酵素タンパク質の一種である　Cytb　の遺伝情報をコードしている。この進化速度

は、 12SrRNA　よりも速く、 D-loop　鏡域よりも遅い。進化速度から属あるいは種レベル、と

きには亜種レベルの解析に利用されており(Kimball et al., 1999)、 D-loop　とともに数多く

の配列が　DNAデータバンクに登録されてきている(Moore and DeFilippis, 1997) (3)

12SrRNAは、 973bp (DDBJ/EMBL/GenBank accession number X52392 ; Desjardins and Morais,

1990)の恵さであり、タンパク質合成に関与する細胞の小器官であるリボゾームの一部を

構成する　RNAの遺伝情報をコードしている。進化速度は、 CytbやD-loopよりも遅いため

に種よりも上の階級である属や科の系統解析に利用されることが多い(Dimcheffetal.,2000,

2002)。 (4)これら以外に鳥類の系統解析に使われている　mtDNAの遺伝子あるいは額域と

して、 ND2 (Zink and Blackwell, 1998; Kimball et al., 1999) 、 ND5(Shen et al., 2001)、 7VD6(Moum

and Johnsen, 1992; Wood and Krajewski, 1996; Jones and Gibbs,1997, Zmk et al., 1997)、

C<9/(Miranda et al., 1997)、 conおよびATPase8(Greenberg et al., 1998)などの遺伝子と、 tRNA

(Krajewski and Wood, 1995; Wood and Krajewski, 1996; Greenberg et al., 1998)がある。こ

れらの遺伝子あるいは嶺域は、 Cytbと同様に種レベルあるい.は種よりも上の階級である属

や科の系統解析に用いられている。

これまでの分子系統学的解析は、主に1つの遺伝子のDNA配列を用いて行われてきた。

近縁種の系統関係を推定する場合には、祖先から引き継がれた多型性、遺伝子の水平転移
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や交雑が原因で遺伝子系統樹が種系統樹と異なることがある(Tajima, 1983; Takahata and

Nei, 1985; Pamilo andNei, 1988; Wu, 1991; Hey and Kliman, 1993),また、用いた1つの遺伝

子が収赦進化を起こしている場合には、それとは知らずに間違った系統樹を結論づけてし

まうこともある　Cao et al. (1994a,b)は、晴乳類のミトコンドリア12　遺伝子(ND6　を除

く)のアミノ酸配列を用いた最尤法による系統樹では、それらの遺伝子ごとに系統樹を作

成したものと、 12　遺伝子全てを　concatenate Lた後に系統樹を作成したものとを比較する

と、 12遺伝子を　concatenate Lた系統樹とそれぞれCOI, NDl　あるいはATPase6遺伝子の

みの系統樹とではその樹形が異ることを報告した。これは各々の遺伝子において塩基置換

の特徴が異なるか、あるいはそれぞれ独立して進化していることによるものである。この

ため、分子系統学的解析を行うためには必ず複数の遺伝子を用いることが必要である(Cao

et al., 1994a,b; Hasegawa and Adachi, 1996),

ミトコンドリアのタンパク質をコードする遺伝子のデータを用いた分子系統学的解析で

は、アミノ酸の3つのコドンが異なった置換速度を持つため、コドンの座位毎に解析を行

う必要があると主張されている(Hasegawa and Adachi, 1996)。トリプレット第3　コドンの

座位は置換してもアミノ酸を変えないことが多い(少なくともトランジション型の置換で

はアミノ酸は変わらない)ために、第1コドンや第　2　コドンの座位よりも置換速度が高く

なる。これによって、コドンの座位により塩基置換速度と進化様式が異なっている。この

ため、第1および第2　コドンと第3　コドンの座位におけるα/β (トランジションとトラ

ンスバージョンの比)は異なることなる。つまり、第　3　コドンの座位ではトランジッショ

ンはすべて同義置換であるためにα/β比が第1 ・第　2　コドンの座位よりも高くなる。と

ころがコドンの座位を考慮せずにα/β比を算出すると、 α/β比は　3　つのコドン座位よ

りも低くなり、非現実的な系統樹を推定することになることが報告されている(Hasegawa

and Adachi, 1996),したがって、分子系統学的解析を行う場合、すべての座位において塩

基置換過程が一様であると仮定することは現実的ではなく、塩基配列データをさらに分割

して、それぞれの重み付け(バイアス)行列を推定することが必要である。

形態分類から分子系統学的解析に

噛乳類において、表形形態および化石形態に基づいた系統仮説ではクジラ目(Cetacea)

は噛乳類の中でもウシ、ブタ、カバなどの偶蹄目との共通祖先から分岐したとされ、偶蹄

目が単系統であるとされてきた。ところが　Graur and Higgins (1994)は、クジラ目、ウシ、

ブタ、ラクダなどの偶蹄目および外群(アウトグループ)にマウス(審歯目)とアザラシ

(食肉日)を用いて、ミトコンドリアのタンパク賃をコードしている遺伝子のデータによ

る分子系統学的解析を行った結果、現存のクジラはウシなどの反窮亜目に最も近いと主張

した。その後、クジラ目と偶蹄目との系統関係の解析が、ミトコンドリアの13遺伝子やtRNA

を用いて　NJ法、 ML法、 MP　法などの分子系統樹作成法を用いて行われ、クジラ目と偶蹄

目とが単系統を形成することが報告された(Irwin and Arnason, 1994; Arnason and Gullberg,

1996; Montgelard et al., 1997; Ursing and Arnason, 1998; Arnason et al., 2000; Ursing et al.,

2000; Eizink et al., 2001; Gatesy and O'Leary, 2001; Waddell et al., 2001; Lin et al., 2001,

Arnason et al., 2002)。反飼亜目の種をウシ、ヒツジ、キリン、シカおよびマメジカと増や

すこと、またクジラとカバに共通の散在性反復配列(SINE)が存在することが判明したこ

と(Shimomura et al., 1996; Nomura et al., 1998)、　以上のことからクジラとカバは共通の祖
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先から進化したことが明らかとなった(Nikaido et aL 1999)。さらに、偶蹄目およびクジラ

目の祖先からまずラクダの仲間が分岐し、次にブタや　イノシシ、さらにウシ、キリンな

どの反額亜目、そしてカバ、クジラの順に分岐していったことが明確に示された(Nikaidoet

al.,1999),したがって、系統において従来の表形分類は日単位で誤っていたことが判明し、

分子生物学の進歩に伴ない分子系統法が導入されてきたことで生物の系統推定がより正確

になった。

キジ目の分子系統学的研究

キジ目に_おける　mtDNA　を用いた分子系統学的研究は、秋篠宮殿下らのグループによる

mtDNA D-loop　によるヤケイからニワトリへの家禽化、キジ目キジ族とシャコ族との分子

系統について解析された報告(Fumihito et al., 1994, 1995, 1996)から本格化してきたO　こ

の研究の中で、 Fumihito et al. (1996)はニワトリがヤケイ属4種のうちセキショクヤケイ

の-亜種のみを起源として家禽化されたと主張したOまた、馬場ら(1999)およびBabaetal.

(2001)はエゾライチョウ(Hazel Grouse;Bonasabonasia)およびライチョウ(JapaneseRock

Ptarmigan; Lagopus mutusjaponicus)のmtDNA D-loopの塩基配列情報を用いて、それらの

遺伝的多様性について報告した。以上のように大部分の研究は　mtDNA D-loop　の塩基配列

データから　NJ法により分子系統樹を作成し、それぞれの　OTU　間の関係を考察したもので

あった。

Kimballのグループは、キジ日39種のmtDNA D-loopおよびCytbの塩基配列を用いて、

キジ目の広範な分子系統学的解析を行った(Kimball et aL 1999)。その結果、これまでの

形態および生態学的分類とは矛盾する結果を得た。また、アフリカに生息する大型のキジ

目はコンゴクジャク(Congo Peafowl; Afropavo congensis)とホロホロチョウ(Helmeted

Guinea fowl; Numida meleagris)のみであるが、この両者の遺伝的関係はコンゴクジャクと

インドに生息するインドクジャク(Indian Peafowl; Pavo cristatus)との関係よりも遠いこ

とがCytbを用いた解析で明らかにされた(Kimball et al., 1997)　しかしながらこれらの解

析は、 1つの遺伝子の塩基配列による解析であり、それから推定した系統樹は遺伝子系統

樹であって、それを種系統樹として用いることには問題がある。また、これらの研究では

コドンの座位における塩基置換速度は考慮されていない　Dimcheffetal. (20QO,2002)は、

12SrRNA　と　ND2　の　2　つの塩基配列を用い、 ND2　では塩基配列をコドン毎に分けてキジ目

の系統関係を解析した。しかしながら遺伝子は〃β2遺伝子1つのみであり、遺伝子系統樹

の問題から脱却していない。したがって本論文における系統解析では、ミトコンドリアの

複数の遺伝子を用い、それぞれの遺伝子についてはコドン座位に分けて系統樹を作成し、

キジ目の系統推定を行った。

本論文では、分子系統学的手法を用いて、家禽を含むキジ目の系統関係を明らかにする

ことを目的とした。特に、キジ目のミトコンドリアゲノム塩基配列情報をもとにして、最

尤法(ML　法)を主に用いて分子系統樹を作成し、キジ目の系統関係の解析を行った。ま

ず第二章では、キジ目の分子系統学的解析を行うためにミトコンドリアゲノム全塩基配列

を正確かつ効率よく決定する方法を確立することを目的として、まず(1)核ゲノムとミ

トコンドリアゲノムとを分離する方法の確立、 (2)効率の良い塩基配列の決定方法の確

立を行った　(1)および(2)を行うために、ニホンウズラ(Japanese Quail; Coturnix

japonica)およびヒメウズラ(Blue-breasted Quail; Coturnix chinensis)のミトコンドリアゲ

ノム全塩基配列を決定したQ　第三章では、キジ冒キジ科における系統関係を明らかにする
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ことを目的とし、第二章で決定した　mtDNA　の全塩基配列からタンパク質をコードする二

遺伝子について、塩基配列をコドン座位に分けてML法により第1、第2　コドンの塩基配

列および第　3　コドンの塩基配列で系統樹を作成し、加えてアミノ酸配列からも系統樹を作

成した。これらの系統樹をもとにキジ冒キジ科の分子系統学的解析を行った。第四章では

キジ目内におけるポロホロチョウ科ホロホロチョウの遺伝学的位置を分子系統学的に解明

することを目的とし、第二章で開発したmtDNA決定法を改良してポロポロチョウのmtDNA

の全塩基配列を決定し、その塩基配列データに基づき　MOLPHY Package (version 2.3b3;

Adachi and Hasegawa, 1996a)を用いた最大(ML)法により分子系統学的解析を行った。

なお系統樹・は、塩基配列をコドン座位に分けて第1、第　2　コドンの塩基配列および第　3　コ

ドンの塩基配列で系統樹を作成し、加えてアミノ酸配列からも系統樹を作成して議論した。

第五章ではヤケイ属におけるニワトリの成立を分子系統学的に解析することを目的として、

ヤケイおよびニワトリの　mtDNA全額域の塩基配列を決定し、その塩基およびアミノ酸配

列データに基づいた分子系統樹を作成し、ヤケイおよびニワトリの系統関係を明らかにし

た。第六章ではヤケイおよび東南アジア在来鶏の類縁関係を分子生態学的なアプローチか

ら解明することを目的とし、 mtDNA　で塩基置換速度が最も速い　D-loop　の全塩基配列を解

析し、その情報より分子系統学的解析を行い、それぞれの類縁関係を推定し、考察した。

-10-
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第二章・ミトコンドリアゲノム全塩基配列決定法の確立

【庸Hi-!】

ヒト(Homosapience)のミトコンドリアDNA(mtDNA)の全塩基配列は、 1981年Sanger

のグループによって、脊嘘動物では世界ではじめて決定されたoそのmtDNA全長は16,569

鹿基対(bp)であった(Anderson et al., 1981),彼らは胎盤から環状mtDNAを分離し、制

限酵素で約Ikbpの大きさに切断したのち、プラスミドpBR322人にクローニングした。

このsingle-strand DNAをexonuclease IIIで処理し、 M13バクテリオファージDNAにクロ

ーニングしたoこのDNAクローンの塩基配列をサンガ一法(Sangeretal., 1977;Sangerand

Coulson, 1978)で決定し、各DNAクローンの塩基配列をアライメントしてmtDNA全長

の塩基配列を決定したo鳥類では、ニワトリmtDNAの全塩基配列が1990年にDesjardinsand

Moraisによって最も早く報告された。彼らは塩化セシウムーエチジウムブロマイド

(CsCl/EtBr)密度勾配法でまずmtDNAの全長を分離した後、 8種の制限酵素により切断

し、プラスミドpBR322およびpUC18にクローニングした。これをサンガ一法で塩基配

列の決定を行ったoその結果、ニワトリのmtDNAの全長は16,775bpであると報告した。

ニワトリmtDNAは、すでにmtDNAの構造が決定されているヒトやウシなどの脊椎動物

と同様であり、 13遺伝子、 2 ribosomal RNA (rRNA)、 22 transfer RNA (tRNA)および1つ

の制御鋸域(D-loop)で構成されている.しかし、脊椎動物においてD-loopに近接した

位置では、 NADH dehydrogenase subunit 5 (ND5)、 ND6、 tRNA-Glu、 cytochrome-b (Cytb)、

tRNA-Thr、 tRNA-ProおよびD-loopの順に遺伝子がならんでいるが、ニワトリではtRNA-

GluとND6がD-loopに近接して位置し、 ND5、 Cytb、 tRNA-Thr、 tRNA-Pro、 ND6、 tRNA-

GluおよびD-loopの順となり、この2つが入れ替わった構造となっていた(Desjardinsand

Morais, 1990; Quinn, 1997; Yamamoto et al., 2000),その後、 PCR法が普及するのに伴って

多く動物種でmtDNAの塩基配列決定が試みられた。ところが、 PCRで容易に増幅できる

産物の大きさ、および容易に塩基配列を決定できる大きさが700-l,000bp以下のサイズ

であったことから、 700-l,000bp以下のmtDNA部分配列が次々に決定され、 DNAデー

タバンクに登録された。このためこのサイズの部分配列が分子系統学的解析に使われるよ

うになった。とくに、 mtDNAのD-loopにおける超可変額域(Hyper-variable region)

(Fumihito et al., 1995)あるいは　mtDNA Cytb遺伝子の一部の嶺域などが主として用い
られるようになった。

分子系統学的解析には、 1つの遺伝子のみの塩基配列を決定し、その塩基配列だけから

推定した系統樹(遺伝子系統樹)を、系統解析する真の系統樹(種系統樹)とすることは

危険である(Pamilo and Nei, 1988; Wu, 1991; Hey and Kliman, 1993),分子系統樹を作る際

には、常に複数の遺伝子を解析し、その複数の遺伝子の情報を統合し、総合的に系統樹を

作って評価する必要がある(Cao et al., 1994; Cummings et al., 1995; Hasegawa and Adachi,
1996)。

ヒトゲノム解析が進むにつめて、核ゲノムにmtDNAの一部が挿入されていることが報

告され、これは「numt (integrated mitochondrial DNA in nuclear genome)」と称されている

(Lopez etal., 1994; Sorenson and Quinn, 1998),ヒトにおけるnumtDNAは、 106-14,654bp

の大きさが報告されている(Mourier et al., 2001)。 mtDNAをPCRで遺伝子あるいは鋸域
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特異的に増幅する場合、血液あるいは組織から抽出した全ゲノム　DNA　を鋳型にすると、

ミトコンドリアにあるmtDNAと核ゲノムにあるnumtDNAがともにPCRによって増幅す

ることがある(Sorenson and Quinn, 1998)。 mtDNA塩基置換様式とnumtDNAの塩基置換

様式とは異なる(Arctander, 1995)。リュウキュウカモ属(genusDendrocygna)の7種でmtDNA

COl遺伝子のアミノ酸配列に、リュウキュウガモ属オオリュウキュウガモ(Wandering

Whistling-Duck ; Dendrocygna arcuata)のmtDNAおよびnumtDNAのCOJのアミノ酸配列

を加えて分子系統樹を作成すると、オオリュウキュウガモのmtDNA　と　numtDNA　とは別

のクラスターに位置する(Sorenson and Quinn, 1998),このことからmtDNAによる分子系

統学的解析にnumtDNA　を誤って用いると正しい系統を推定することができない。したが

って、分子系統学的解析をする場合には、まず核ゲノムとミトコンドリアゲノムとを分離

した上で、ミトコンドリアゲノムのみを鋳型にしたPCRを行う必要である。

mtDNA　の全塩基配列の決定は、当初、 CsCl/Ethidium Bromide　を用いた超遠心法や

phenol/chloroform法(Arnason et al., 1991; Hiendleder et al., 1998; Kumazawaet al., 1998;

Zardoya and Meyer, 1998 ; Saito et al., 2000)でmtDNAだけを分離した後に、 mtDNAを制

限酵素で切断してクローニングし、多数のクローンの塩基配列を決定したものをコンピュ

ータで編集する方法で行われていた(Anderson et al., 1981; Desjardins and Morais, 1990;

Arnason et al., 1996; Harlid et al., 1997; Janke and Amason, 1997; Bjorn and Arnason, 1998),

これらの方法は、多くの量のmtDNAが必要であり、作業も煩雑である　ZardoyaandMeyer

(1997)は、シーラカンスについて核およびミトコンドリアの全DNAをまず抽出し、mtDNA

において脊椎動物で保存されている領域に　24セットの　PCR　プライマーを設計して　PCR

を行い、その後平均　800bp　の増幅産物をアセンブルしてmtDNA全塩基配列を決定した。

しかしながらこの方法では、上述したように核に挿入された　numtDNA　も　PCR増幅され

解析されている可能性が大いに考えられる。その後、 LA-PCR (Long and Accurate PCR)

法が開発され(Cheng et al., 1994)、一般に用いられるようになると、血液あるいは培養細

胞から分離した全DNA (核およびミトコンドリアゲノム　DNA)を鋳型にして2.0-16kbp

の　DNA断片が増幅され、これを超音波でランダムに切断した後に塩基配列を決定する方

紘(ショットガンシークエンス法)でmtDNA全塩基配列が決定された(Yamamoto et al.,

2000),この方法でmtDNAの塩基配列を決定するには、 mtDNAが約17kbpであると仮定

するとその約6倍に当たる100クローン程度の塩基配列を読む必要がある。さらに読み終

えた塩基配列を整列化し、編集することは非常に煩雑となる。また別の方法として、 LA-

PCR産物をまずクローニングし、そのベクターの上にある塩基配列を利用したPCR　プラ

イマーで可能な限り塩基配列を読み、その決定した塩基配列上に新たに　PCRプライマー

を作成して読み進む方法(プライマーウオーキング法)がある。この方法を用いてmtDNA

の全塩基配列を行った報告もある(Kumazawa et al., 1999),この方法は、編集作業は非常

に容易であるが、塩基配列を読むごとにプライマーを設計しなければならず、時間とコス

トがかかってしまう。

本章では、キジ日の分子系統学的解析を行うためにミトコンドリアゲノム全塩基配列を

正確かつ効率よく決定する方法を確立することを目的として、まず(1)核ゲノムとミト

コンドリアゲノムとを分離する方法の確立、 (2)効率の良い塩基配列の決定方法の確立

を行った(1 )および(2)を行うために、二ホンウズラ(JapaneseQuail;Coturnixjaponica)

およびヒメウズラ(Blue-breasted Quail; Coturnix chinensis)のミトコンドリアゲノムから
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mtDNAの全塩基配列の決定を試みた。
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【材料と方法】

ニホンウズラおよびヒメウズラの全ゲノム　DNA　は、広島大学で飼育しているオス個体

の肝臓をIOOmg採取し、 ProtenaseKおよびPhenol・　chrloroform法で抽出した(Sambrook

and Russel, 2000),

numtDNAの混入をさけるため、抽出したゲノムDNAを鋳型にして、まずTaKaRa LA

TaqlM DNA Polymerase (TaKaRa-BIO)を用い、 LA-PCR法でmtDNAの約16,000bpを増幅

した。すでにDNAバンクに登録されているニワトリ(chicken二Gallusgallusvar. domesticus;

DDBJ/EMBL/Genbank accession number : X52392)、アメリカポジハジロ(Redhead: Aythya

americana; AF090337)およびコウノトリ(White stork: Ciconia boyciana; AB026193)の

mtDNA全塩基配列をCLUSTALXVer.1,8 (Thompsonetal. 1997)を用いてアライメントし、

よく保存されていた16S ribosomal RNA (16SrRNA)およびCytochrome b (Cytb)遺伝子の2

カ所に　LA-PCRのプライマーを設計した(図2-1)。設計した　4種のプライマーはそれぞ

れ35bpであった。

LA16SF (forward primer) : 5'- CCT ACG TGA TCT GAG TTC AGA CCG GAG CAA TCC AG

LA16SR (reverse primer) : 5f- TGC ACC ATT AGG TTG TCC TGA TCC AAC ATC GAG GT

LACytbF (forward primer) : 5'-TAC ACG AAT CAG GCT CAA ACA ACC CCC TAG GCA TC

LACytbR (reverse primer) : 5'-AGA TAC AGA TGA AGA AGA ATG AGG CGC CGT TTG CG

LA-PCR反応液は、 TaKaRa LA Taq�"DNA Polymerase　に添付されている10×LA PCR

BufferIIwithMg2+freeを5.Otl-、 MgCl2 (25mM)を5.0#1、 dNTPs (各2.5mM)を8.0/zl、

20pmol///lに希釈調製したプライマーをそれぞれ0.75ul、 200-800jig/mlの濃度に調整

したDNA溶液を2,0〝1、 TaKaRa LA Taq�"DNA Polymerase (5U/〝1)を0.5〃1を加え、

滅菌蒸留水で全量　50^1にした　LA-PCR　には　GeneAmp PCR System 9700 (Applied

Biosystems, Foster, CA, USA)を用い、二本鎖の鋳型DNAを94℃で1分熟変成した後に、94℃

で30秒と68℃で16分を30回交互に繰り返して行った　LA-PCR反応液から未反応のプ

ライマーおよびmtDNAなどの爽雑物を除くために、約16kbのLA-PCR産物を0.6%アガ

ロースゲル電気泳動で分離し、ゲルから切り出した後に、 LA-PCR産物を磁気ビーズ法

(MagExtractor MFX-6000, TOYOBO)で精製した。

LA-PCRプライマー設計と同様の方法を用い、比較的保存された額域に37セットのプ

ライマーを設計した　PCR　プライマーセットの塩基配列情報を表2-1に示した。これらの

PCR　プライマーの設計条件は、以下の4項目に準じて設定した。 (1)鳥類においてすで

に　mtDNAの全塩基配列が解析されているニワトリ(chicken;キジ目キジ科ヤケイ属)、

アメリカホシハジロ(Redhead;カモ目カモ科スズガモ属)およびコウノトリ(Whitestorck ;

コウノトリ目コウノトリ科コウノトリ属)の　mtDNAの塩基配列をアライメントした配列

から比較的保存された額域および塩基配列が各種で変異の少ない　tRNA鋸域を、主として

PCRプライマーの部位として選んだ。 (2) PCR産物の大きさが500-l,200bp　になるよう

に設計した　(3)塩基配列を決定した後に、配列の編集を簡便にするため、 mtDNA　にお

ける各PCR産物が最低IOObpオーバーラップするように設計した(4)各PCRのアニー

リング温度を全てのプライマーセットにおいて58℃となるように設計した。このPCRプ
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ライマ-を用い、精製したLA-PCR産物を鋳型にしてPCRを行った　PCRの反応液量を

全量20〃1とし、 DNA合成酵素にはAmpli-Taq GOLD DNApolymerase (Applied Biosystems)

を用いた　PCR反応液は、 Ampli-Taq GOLD DNApolymeraseに添付されているGeneAmpRIO

xPCRBufferII & MgCl2Solutionを2.0/*:、同様に添付されるdNTPs (各400〝M)を2.0

〟1、 20pmol/〝1に希釈調整したプライマーをそれぞれ0.4〃1ずつ、 200-800〟g/mlの濃

度に調整したLA-PCR産物を0.5fil、 Ampli-Taq GOLD DNA polymerase (2.5U)を0.1/il

を加え、滅菌蒸留水で全量20〝1にした　PCRにはGeneAmp PCR System 9700 (Applied

Biosystems)を用い、 95℃で9分間DNApolymeraseを活性化させた後に、 95℃で1分、 58℃

で30秒および72℃で1分を40回繰り返しDNAを増幅した。

Exonuclease IおよびShrimp Alkaline Phosphatase (Exo-SAP-IT; Reagent pack for use with

Sequence PCR Product Sequence Kit, Amersham Pharmacia biotech)を用いてPCR増幅産物

を精製したのち、 Sequencingの鋳型とした　Sequencing反応には1反応でPCRと同様の

プライマーの一方のみを用い、 Dye Deoxy-terminator法(ABI PRISM�"BigDye Terminator

Cycle Sequencing kit Ver. 1.0あるいはVer. 3.0, Applied Biosystems)でターゲット配列を蛍

光標識した。蛍光標識にもちいたPre-Mix sequence反応液は、メーカー製品マニュアルの

8倍に希釈して調製した。このためPre-Mix sequence反応液と別に作成したSequence反応

バッファー(2.5×sequence buffer; 200mM Tris-HCl, lOmM MgCl2, pH9.0)とを1 : 7の割合

に混合してSequence反応を行った　Sequence反応液は、各反応チューブあたり　Pre-Mix

sequence反応液を1-0jttl、 2・5×sequence bufferを7・0〃1、 20pmol/^1のprimerを0.23fil、

精製したPCR産物を3.0〝1、これらに滅菌蒸留水を加えて全量を20.0〝1とした　Sequence

反応には、 GeneAmp PCR system 9700 (Applied Biosystems)を用い、 95℃で保温したア

ルミブロックにサンプルチューブを乗せ、 95℃で10秒、 50℃で30秒および60℃で4分

を25回繰り返し鋳型のDNAを標識した　Sequence反応の後、蛍光標識したSequence反

応後のDNAをSephadex G-50 Super fine (Amersham Pharmacia Biotech AB)カラムに通

して、未反応蛍光色素および未反応プライマーを除去し、標識したDNA　を精製した。こ

の精製産物を濃縮乾燥システム(VC96N;タイテック社)で乾燥し、FormamideとBluedextran

を5 : 1で混合したLoading Dyeを各サンプル4/zlずつ加えてサンプルを溶解した。この

溶液に95℃、 2分の熱処理を施した後、氷上で急冷し、 DNA　を一本鎖の状態で保った。

この溶液から、 1.7/ilをABI377 Sequencerで電気泳動した。電気泳動は48サンプルずつ

行い、 ABI377 Sequencerのマニュアルにしたがって解析を行った。決定した塩基配列は

AutoAssember Ver.2.1 (Applied Biosystems)を用い、ニワトリ　mtDNA (Desjardins and

Morais, 1990)の塩基配列情報をもとにつなぎ合わせて編集し、 GENETYX program packege

(Ver.10.3; Software development Inc.)を用いて解析した。以上の操作をlつのサンプル

で2回行い、解析の再現性を確認した。
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【結果】

ニホンウズラおよびヒメウズラmtDNAの全塩基配列の決定

ニホンウズラおよびヒメウズラの全DNA　を鋳型にしたmtDNA特異的LA-PCRにおい

て、 LAcytbおよびLA16Sのプライマーセットにより、ともに想定される大きさのLA-PCR

産物が電気泳動によってI明瞭に確認された。このLA-PCR産物のみを分離し、精製した

ものをPCRの鋳型に使った。本研究で設計した37セットのPCR　プライマーを用いてニ

ホンウズラおよびヒメウズラmDNAの全塩基配列を決定した(付表2-1および付表2-2)。

本研究で決定したニホンウズラおよびヒメウズラ　mtDNA　の全塩基配列は　DDBJ

!EMBL/GenBankに登録し,その登録番号はそれぞれAP003195およびAB073301であり、

それぞれの登録時にアノデーションを作成して添付した(付表2-1および付表2-2),

ニホンウズラmtDNAの大きさは16,697bpとニワトリよりも78bp小さかった(表2-2)。

ニホンウズラmtDNAは、ニワトリ　mtDNAの遺伝子セット(Desjardins and Morais, 1990)

と同様であった(表2-2)。ニホンウズラとニワトリとのmtDNA 13遺伝子および2 rRNA

においてその相同性を比較すると、 78.0-89.9%であった。その中で　ATPase subunit 8

(ATPctse8)では78.0%と低く、 NADH dehydrogenase subunit 4 hght-cham (ND4L)では

最も高く、 89.9%であった(表2-2),各遺伝子の塩基組成は、ニホンウズラとニワトリと

の間に差異は認められなかった。ニホンウズラのD-loop、 12SrRNA　および!6SrRNA　は、

ニワトリに比べてそれぞれ72bp、 2bpおよび6bp短かった。また、ウズラのcytochrome

oxidasesubunitI(COI)、ATPase8およびND5は、ニワトリよりもそれぞれ1アミノ酸(3bp)

だけ長かった。その他の遺伝子およびtRNAの大きさは同じであった。

ヒメウズラの全mtDNAの塩基配列は16,687bpであった。ヒメウズラの13遺伝子、

12SrRNA、 16SrRNAおよび22 tRNAの大きさは、ニワトリmtDNA (Desjardin and Morais,

1990)および本研究で決定したニホンウズラ　mtDNA　と比較しながら表2-3　に示した。ヒ

メウズラmtDNAは、ニワトリよりも　88bp小さく、ニホンウズラよりもIObp一小さいもの

であった。ヒメウズラでは、とくに　D-loopおよび16SrRNA　がニワトリおよびニホンウズ

ラよりも小さく、 ND5がニホンウズラよりも　3bp (1アミノ酸)　小さかった。またヒメ

ウズラのATPase8はニワトリよりも　3bp (1アミノ酸)大きかった。その他の遺伝子およ

びtRNA　の大きさはニワトリおよびニホンウズラと同じ大きさであった。ヒメウズラ

mtDNAとニワトリmtDNAおよびニホンウズラmtDNAとの相同性は、 12SrRNA、 16SrRNA

および13遺伝子間で比較すると鳥種間および遺伝子間で異なっていた(表2-3),ヒメウ

ズラとニワトリとの相同性は、 ATPase8が78.0%と最も低く、 12SrRNAが89.6%と最も高

く、その平均相同性は85.2%であった。またヒメウズラとニホンウズラとの相同性は、

ATPaseSが84.5%と最も低く、 ND4が93.5%と最も高かったO　その平均相同性は88.7%で

あった。

ニホンウズラおよびヒメウズラ　mtDNA　はともに、晴乳類で見られる　ND6-Cytb-D-looj?

の構造とは異なり、 Cytb、 tRNA-Thr、 tRNA-Pro、 ND6、 tRNA-GluおよびD-loop　となって

いた(付表2-1および付表2-2)。その他の遺伝子およびtRNAのセットおよびその構造は

晴乳類のmtDNAと同様であった。

ニホンウズラおよびヒメウズラmtDNAのND3遺伝子において1bpのextraonebase (シ

トシン: C)が見られた　COI遺伝子における開始コドンは、 ATG (Met)ではなく、 GTG
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(Val)であったO　その他の遺伝子はATGであった.また、 comおよびND4における終

止コドンは、完全なトリプレットとしてmtDNA塩基配列上には兄いだされず、ともにT

のみであった。

本解析はニホンウズラおよびヒメウズラでそれぞれ2回行ったが、その2回の解析で差

は見られなかった。

-21-



【 <蝣'蝣'"圭】

mtDNAの全塩基配列決定法の確立

本章では、 numtDNA (Lopez et al., 1994; Sorenson and Quinn, 1998)を除くためにまず

LA-PCR法を用いて、 mtDNA　のほぼ全長である16kbp　を増幅して解析に用いたO　この

LA-PCR産物を鋳型に37セットのPCRプライマーを用いて解析したことで、ショットガ

ンシークエンス法を用いるよりも少ないシークエンス回数でmtDNA全塩基配列を決定で

き、さらに2週間以内でほぼ16kbpの塩基配列を決定できた。この塩基配列の解析は2回

行い、 2回の結果を比較すると、塩基配列解析テクニックによる差異は認められなかった。

このことにより、 numtDNA　を排除することができたと考えられた。また決定した塩基配

列を編集すると環状構造となることでmtDNA　の中に核DNAが確認できなかったことか

ら、 LA-PCRに　LA-Taqを用いることでPCRによる間違った塩基の取り込みはなかったも

のと判断された。 LA-Taqは間違った塩基の取り込みが10,000bp　に1bp　以下であり、 Taq

DNApolymeraseに比べ、その取り込みミスは13分の1以下になると報告されている(Barns,

1994),本法は、 1) numtDNAを完全に除去できること、 2) LA-Taqを用いることでPCR

の際の間違った塩基の取り込みを低く抑えることができることから、 mtDNAの全塩基配

列の決定に非常に有用であると結論付けられた。

本章で確立したmtDNA全塩基配列の決定方法では、 37セットのプライマーセットによ

る　PCR産物の塩基配列を決定し、その結果をアセンブルすることでニホンウズラおよび

ヒメウズラmtDNAの全塩基配列をこれまで報告された方法に比べて、 PCR操作およびシ

ークエンスは37サンプルと少なく効率よく決定できた　Miyaetal一 (2003)を耳、 LA-PCR

について7つのプライマーを設計し、 PCR　プライマーを180個用意して、硬骨魚類の

mtDNA全塩基配列を決定した　Miya et al.の方法は、本研究で用いた方法に比べ、プライ

マーの設計に関わるコストおよび塩基配列を決定する作業量から判断すると効率的ではな

い。これは硬骨魚類における多様性が、本研究の対象であるキジ目よりも大きいために、

PCR増幅の成功率が低いことによるものだと思われる。ニホンウズラおよびヒメウズラ

のmtDNAの大きさがそれぞれ約16,697および16,687bpであったことから、 37PCRプラ

イマーセットでは1プライマーあたり約450bp読み進んだことになり、各PCR産物間の

オーバーラップを平均約150bpとすると1プライマーあたり約600bpの解析をしたことに

なる.現在では、 1プライマーセットあたり　800-l,000bp　は解読できるため、 PCRプラ

イマーを再設計し、さらに効率よく塩基配列の決定を行うことも可能であると考えられるD

ニホンウズラおよびヒメウズラmtDNAの全塩基配列

ニホンウズラおよびヒメウズラのmtDNA全塩基配列を決定し、その大きさがそれぞれ

約16,697および16,687bpであった。ニホンウズラおよびヒメウズラのmtDNAの遺伝子

配置は、晴乳類および腫虫類で見られるND5、 ND6、 tRNA-Glu、 Cytb、 tRNA-Thr、 tRNA-

Pro、 D-loopの構造[ヒト{Homosapiens) :Andersonetal, 1981;ウシ(Bos taurus) :Anderson

etal., 1982;ヒツジ(Ovis aries) :Hiendlederetal., 1998;ブタ(Sus scrofa) :Ursing and Arnason,

1998;ク　ジ　ラ(Balaenoptera physalus ) :Arnason et al., 1991;ワ　ニ(Alligator

mississippiensis) :Janke and Amason, 1997:ヘビ(Dinodon semicarinatus) :Kumazawa et al.,

1998:カメ(Pelomedusa subrefa) :Zardoya and Meyer, 1998;トカゲ(Eumeces egregius
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lividus) :Kumazawa andNishida, 1999]とは異なりND5、 Cytb、 tRNA-Thr、 tRNA-Pro、 ND6、

tRNA-GluおよびD-loopの順であった。 (付表2-1および付表2-2),その他の遺伝子およ

びtRNAのセットおよびその構造は同様であった。ニホンウズラおよびヒメウズラの

mtDNAはこれまで報告されている鳥類(ニワトリ(Gallusgallusvar. domesticus) :Desjardins

and Morais, 1990;アメリカホシハジロ(Aythya americana) :Johnson and Sorenson, 1998;コ

ウノトリ(Ciconiaboyciana) :Yamamoto etal., 2000;ダチョウ(Struthiocamelus) :Harlidet

al., 1997;レア(Rhea ameracana) :Harlid et al., 1998)の遺伝子セットおよび遺伝子配置と

同じであった。この遺伝子配置は鳥類のみに特有の配置であることが報告されており

(Quinn, 1997)、本研究の結果もこれと一致するものであった。

ニホンウズラおよびウズラ　mtDNAの塩基構成は、それぞれA　が5200、 Cが5219、 G

が2197、 Tが4081およびAが5175、 Cが5199、 Gが2248、 Tが4065であり、グアニン

(G: guanine)の割合が低かった(付表2-1および付表2-2),この結果は、ニワトリ(Desjardins

and Morais, 1990)をはじめとする鳥類における塩基組成と同じ傾向であった。このグア

ニンの割合が少ないことは、 1)鳥類特有であり塩基組成上のバイアスが生じたため、 2)

塩基の飽和効果(saturation effect)であると説明されており(Kocher et al., 1989)、本研究

の結果もこれと一致した。

ニホンウズラmtDNAの部分配列(4,958bp)はすでに報告され(Desjardins and Morais, 1991;

DDBJ!EMBL/GenBank accession numbers X57245　と　X57246)、本章で決定したニホンウズ

ラのmtDNA　との相同性は、 99%以上であった。 ・本章で決定したニホンウズラ　mtDNA　と

4,958bp　とを比較すると、 33bpで塩基の違いがあった。そのうち　27bpがD-loop頚城であ

り、 12SrRNAで3bp、 ND6で4bpおよびtRNA-Gluでlbpの違いがあった。 D-loopにおけ

る変異は、 D-loop全体の2.16%であった。パンダおよびニワトリにおける　D-loop嶺域の

種内変異は、それぞれ3%および5%と報告されている(Su et al., 2001; Fumihito et al-,

1996)ことから、本章で決定したニホンウズラとX57245およびX57246　とは種内変異レ

ベル以下の変異であったものと推察された。

ニホンウズラおよびウズラmtDNAND3にC (シトシン) 1塩基の挿入を兄いだした(ニ

ホンウズラでは第10,866番塩基、ヒメウズラでは第10,859番塩基;付表2-1および付表

2-2),これは鳥類においてND3遺伝子の塩基配列がすでに登録されているRedhead (Aythya

amencana : AF090337; Johnson and Sorenson, 1998)およびPeregrine falcon(Falco peregrinus :

AF090338 ; Mindell et al., 1999)でも観察されている.このextra baseはアミノ酸翻訳の過

程ではスキップL ND3遺伝子のframe　を維持していると考えられている(Mindell et al.

1998)。ニワトリ(Desjardins and Morais, 1990)およびコウノトリ(Yamamoto etal., 2000)

にはextraonebaseの報告はないが,第5章で決定した数品種のニワトリ(Gallusgallusvar.

domesticus)および4種のヤケイ(Gallus gallus、 Gallus sonneratii、 Gallus lafayetiiおよ

びGallus varius)のND3遺伝子においては1塩基のextra baseが見られた。キジ目および

その近縁の鳥類において、 ND3遺伝子の構造解析が行われれば、このextra one baseの挿

入がいっ起こったのかが解明され、鳥類における系統進化マーカーの1つになるものと思

われる。

両ウズラにおいて　COJ遺伝子における開始コドンのみが、 ATG (Met)ではなく、 GTG

(Val)であった。これはダチョウ(Harlid et al., 1997)、レア(Harlid et al., 1998)、ニワ

トリ(Desjardins and Morais, 1990)およびコウノトリ(Yamamoto et al., 2000)においても
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同様であったが、ダチョウ(Harlid et al., 1997)、レア(Harlid et al., 1998)およびコウノ

トリ(Yamamotoetal.,2000)ではcon遺伝子においてもGTGが開始コドンであったが、

ニホンウズラおよびヒメウズラでおいてはCOI以外の遺伝子における開始コドンは全て

ATGであった。

comおよびND4　における終止コドンは、完全なトリプレットとしてmtDNA塩基配列

上には兄いだされず、ともにTのみであった。 Tのすぐ次には、 tRNA-GlyおよびtRNA-

Hisが続いた.これは、 mtDNAからの転写後Aの付加が起こり、 TAAの終止コドンとし

て翻訳を終了させることが示唆されている(Ojalaetal., 1981),

以上のことから、本研究で開発したmtDNA全塩基配列の決定法を用い、ニホンウズラ

およびヒメウズラの　mtDNA全塩基配列を決定し、本法はmtDNA　の全塩基配列の決定に

は有用であることが示唆された。
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【要約】

キジ目の分子系統学的解析を行うためにミトコンドリアゲノム全塩基配列を正確かつ効率

よく決定する方法を確立することを目的として、(1)核ゲノムとミトコンドリアゲノム

とを分離する方法の確立、(2)効率の良い塩基配列の決定方法を確立をした。この方法

を用いて、ニホンウズラ(JapaneseQuail;Coturnixjaponica)およびヒメウズラ(Blue-breasted

Quail;Coturnixchinensis)のミトコンドリアゲノム全塩基配列を決定したLA-PCR法を

用いて、全ゲノムDNAからmtDNAのほぼ全長である約16kbpをまず増幅して解析に用

いた。解析は2回行い、この2回において塩基配列解析テクニックによる差異がみられな

かった。さらに37プライマーセットによるPCR産物の塩基配列を直接決定し、その結果

をアセンブルすることで.ニホンウズラおよびヒメウズラmtDNAの全塩基配列を決定した。

これまでの方法に比べて正確かつ効率よく決定できた。よって本法はmtDNAの全塩基配

列の決定に非常に有用であると結論付けられた。

決定したニホンウズラおよびヒメウズラmtDNAはともに、鳥類型であるCytb、tRNA-

Thr、tRNA-Pro、ND6、tRNA-GluおよびD-loopであった。ニホンウズラおよびヒメウズ

ラmtDNAの大きさは、それぞれ16,697bpおよび16,687bpであった。ヒメウズラmtDNA

は、ニワトリよりも88bp小さく、ニホンウズラよりもIObp小さいものであった。ヒメウ

ズラでは、とくにD-loopおよび16SrRNAがニワトリおよびニホンウズラよりも小さく、

NDSがニホンウズラよりも3bp(1アミノ酸)小さかった。またヒメウズラのATPase8が

ニワトリよりも3bp大きかった。その他の遺伝子およびtRNAの大きさはニワトリおよび

ニホンウズラと同じ大きさであった。七メウズラmtDNAとニワトリmtDNAおよびニホ

ンウズラmtDNAとの相同性は、HSrRNAおよび16SrRNAを含む13遺伝子間で比較する

と鳥種間および遺伝子間で異なっていた。ヒメウズラとニワトリとの相同性は、ATPase8

が78.0%と最も低く、12SrRNAが89.6%と最も高く、その平均相同性は85.2%であった。

またヒメウズラとニホンウズラとの相同性は、ATPase8が84.5%と最も低く、ND4が93.5%

と最も高かった。その平均相同性は!to/
->-'T。であった。ニホンウズラおよびヒメウズラ

mtDNAのND3遺伝子において1bpのextraonebase(シトシン:C)が見られたCOI遺

伝子における開始コドンが、ATG(Met)ではなく、GTG(Val)であった。その他の遺伝

子はATGであった。また、comおよびND4における終止コドンは、完全なトリプレッ

トとしてmtDNA塩基配列上には兄いだされず、ともにTのみであった。

以上のように、本研究で開発したmtDNA全塩基配列の決定法を用い、ニホンウズラお

よびヒメウズラのmtDNA全塩基配列を決定した結果、本法はmtDNAの全塩基配列の決

定には非常に有用であることが示唆された。
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第三章.ミトコンドリアDNAによるキジ科における分子系統学的解析

【緒論】

キジ目キジ科には45屑177種が分類されている(Sibley and Monroe 1990)。さらにキジ

科の分類では、キジ科の下位にキジ亜科を設け(Peters, 1934 ; Mayr and Amadon, 1951 ;

.Johnsgard, 1973)、さらにキジ亜科を形態形質によりシャコ族とキジ族に分類している

(Johnsgard, 1973, 1986, 1999)　シャコ族(Perdicini; Old World quails, partridges, and

francolins)は、尾羽が翼よりも短く、尾羽が平らで円形をし、羽色には光沢がなく雌雄

差が見られない鳥とされている。また目の周りの広い範囲で皮膚が露出している

(Johnsgard, 1999),一般に小型でウズラ(Coturnix japonicaやCoturnix chinensis)やコジ

ュケイ(Bambusicola thoracica)などが含まれる(黒田・小宮, 1987),一方、キジ族(Phasianim;

pheasants, jungle fowl, and peafowl)は、尾羽が翼よりも長く、尾羽が丸く順に折り重なる

鳥とされている。また雄の羽色は変化に富んだ光沢色で雌とは異なり、目の周辺部分にの

み露出した皮膚をもつ(Johnsgard, 1999)。一般に、大型でヤケイ　{Gallus gallus)やキジ

{Phasianus colchicus)などが含まれる(黒田・小宮, 1987)。以上のように、キジ科にお

ける族(tribe)の分類は形態による表形分類(Phenetic classification)である。しかしな

がら、族の分類がすべての分類モデルに採用されているとは限らない。このことは形態に

よる表形分類の問題点である。

晴乳類において、表形形態および化石形態に基づいた系統仮説ではクジラ目(Cetacea)

は晴乳類の中でもウシ、ブタ、カバなどの偶蹄目との共通祖先から分岐したとされ、偶蹄

目が単系統であるとされてきた　Graur and Higgins(1994)は、クジラ目、ウシ、ブタ、ラ

クダなどの偶蹄目および外群(アウトグループ)にマウスとアザラシを用いて、ミトコン

ドリアのタンパク質をコードしている遺伝子のデータによる分子系統学的解析を行った結

果、現存のクジラはウシなどの反飼亜目に最も近いと主張した。その後、反窮亜目の種を

ウシ、ヒツジ、キリン、シカおよびマメジカと増やすことにより、さらにクジラとカバに

共通の散在性反復配列(SINE)が存在することが判明したことで(Shimomura et al., 1996;

Nomura et al., 1998)、クジラとカバは共通の祖先から進化したことが明らかとなった。さ

らに、偶蹄目およびクジラ目の祖先からまずラクダの仲間が分岐し、次にブタや　イノシ

シ、さらにウシ・キリンなどの反飼亜目、そしてカバ、クジラの順に分岐していったとこ

とが明確に示された。したがって、系統において従来の表形分類は日単位で誤っていたこ

とが判明し、分子生物学の進歩に伴い分子系統法が導入されてきたことで生物の系統推定

がより正確になった。そこで本章では、キジ科におけるこれまでの表形分類を、分子系統

学的解析で再検討することを目的として、ミトコンドリア　DNA (mtDNA)配列による系

統樹を作成し、考察する。本章では、特にキジ目キジ科キジ族およびシャコ族における系

統関係の解析を中心に行った。

キジ目には「ウズラ(quail)」と命名されている鳥が　38　種いる。このうちキジ科

(Phasianidae)には5属14種が属し、その他の24種はキジ冒ハウズラ科(Odontophondae)

で7属に分類されている。また、ツル目ミフウズラ科にミフウズラ(Barred Buttonquail二

Turnix suscitator)がいる。族(tribe)による分類では、キジ科の「ウズラ(quail)」は、

すべてシャコ族(Perdicini)に属している(Johnsgard, 1973; 1999),ウズラは、ヨ一口ッ
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パ、アフリカ、アジア、オーストラリアおよびアメリカ大陸に広く分布している。ニホン

ウズラ(Coturnixjaponica)は、当初ウズラ(Coturnix coturnix)の1亜種であるとされて

いたが、現在では1種として分類され(SibleyandMonroe, 1990;日本鳥学会,2000)、日本、

韓国、中国、モンゴルを中心とした東アジアに生息し、冬季には東南アジアにも渡るとさ

れている(Sibley and Monroe, 1990)。

家禽学的および家禽産業の見地からウズラの代表的なものとして、ニホンウズラ、ヒメ

カズラがある。ニホンウズラは、 E]本に生息する4種のキジ目キジ科の1種であり、日本

国内で肉用および卵用として家禽化された唯一の鳥である(日本烏学会, 2000),ニホン

ウズラは飼育が容易で成熟も早く、ニワトリに比べて体が小さいことが特徴で、ニワトリ

と同じ染色体数(2n-78)を有し、多くの突然変異をもつことから実験動物としても改良

されてきた(Padgett and Ivey, 1959; Reese and Reese, 1962; Lansdown et al., 1970; Cheng and

Kimura, 1990) 。

ヒメウズラ(Blue-breasted quail; Coturnix chinensis, also known as Excalfactoria chinensis)

は、キジ科最小の種でこ　インドから中国南西部、インドネシア、フィリピン、グアムなど

の島峡部からオーストラリア南部まで分布している(Sibley and Monroe, 1990),ヒメウズ

ラは体重がニホンウズラの約半分と小型であり、強健で、世代交代が早く、産卵率が高い。

体形がニホンウズラよりも小さいために取り扱いが容易で、ニワトリやウズラに比べて飼

育面積が小さくてすみ、飼育経費の削減、高い精度の研究を少ない経費で数多く行うこと

が可能となり、ニワトリやニホンウズラの優れたパイロットアニマルとなりうる(Tsudzuki,

1994)　また、ニホンウズラに比べ、羽毛色による雌雄の区別が容易であり、羽毛色のミ

ュータントも報告されている(Tsudzuki, 1995a,b),実験動物として確立するためには、遺

伝的統御および微生物を含む環境的統御が必要である。ヒメウズラを実験モデル動物とす

るためには、生物学的および系統遺伝学的基礎データが必要であるが、ほとんどないのが

現状である。

第二章で決定したニホンウズラおよびヒメウズラのmtDNAの塩基配列を中心に、

DDBJ/EMBL/GenBankに登録されている塩基配列データを用いて分子系統学的解析を行っ

た。 mtDNAを用いた分子系統学的解析の大部分は、主に1つの遺伝子あるいはD-loop嶺

域が用いられている。第-章でも述べたように、 1つの遺伝子ではその遺伝子の変異ある

いは進化の方向に依存した系統樹、つまり遺伝子系統樹が作られることになり、その遺伝

子系統樹では正しい系統解析を行ったことにはならず問題が生じる。あるいは解析に用い

たその1つの遺伝子がたまたま収赦進化を起こしていた場合に、それと気づかずに間違っ

た系統解析の結論を得ることがある。このため複数の遺伝子による分子系統学的解析が必

要となる(Cao et al., 1994; Haswgawa and Adachi, 1996),さらにタンパク質をコードする

遺伝子の塩基配列は全ての座位が同じような確率で置換が起こることはない。第3コドン

の座位で置換が起こったとしてもトランジッション型の置換であることからアミノ酸は変

わらない。このため、第3コドンの座位では第1および第2コドンの座位に比べて塩基置

換が起こりやすく、このために第3コドンの座位では置換速度が速くなっている　Graur

and Higgins (1994)は、コドンを考慮せずに遺伝子全ての座位が同じような確率法則で

置換しているものと仮定して系統解析を行った。この解析に対して、 Hasegawa and Adachi

(1996)は、コドンを考慮せずに遺伝子全ての座位が同じような確率法則で置換している

ものと仮定するような非現実的なモデルが解析に与える影響を検討するために、コドンの
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3つの座位について別々に解析を行い、その結果を用いてGraur and Higgunsの説を修正

して報告した。さらにHasegawa and Adachi (1996)は系統樹を作成する際に、コドンの

各座位のように進化の様式と進化速度の大きく異なる座位を一緒にして取り扱うことはそ

の結果を偏らせ、大変危険であると述べた。

分子系統学的解析では、これまでUPGMA (非加重結合法)ならびにNJ (近隣結合

揺)などの距離行列法が用いらてきた。これらの距離行列法では、進化速度がコドンの座

庇間で不均質であり、多重置換の効果を正確に評価することが難しく、系統樹推定に偏り

が生ずることが考えられている(Hasegawa and Fujiwara, 1993 ; Adachi and Hasegawa,

1995a),また形質状態法による系統樹の1つである　MP (最節約法)は優れた系統樹推定

法ではあるが、これは系統間に進化速度の差があり、しかも多重置換の効果が効いてくる

ような状況では偏った推定が行われることが知られている(Felsenstein, 1987)。一方、 ML

(最尤法)は、とくにミトコンドリア遺伝子を用いた系統樹の推定に対して最適なモデル

が提唱されており(Adachi and Hasegawa, 1996)、特に脊椎動物の系統解析に有効である

とされている。

本章では、キジ目キジ科キジ族およびシャコ族における系統関係を明らかにするために、

第二章で決定したニホンウズラおよびヒメウズラのmtDNAの全塩基配列からタンパク質

をコードする2遺伝子(cytochrome b (Cytb)遺伝子(l,143bp)およびNADH dehydorogenase

subunit 2 (〃∂2)遺伝子(l,041bp))について、塩基配列をコドン座位に分けてML法に

より第1、第2コドンの塩基配列および第3コドンの塩基配列で系統樹を作成し、加えて

アミノ酸配列からも系統樹を作成した。これらの系統樹をもとにキジ目キジ科の分子系統

学的解析を行った。
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【材料と方法】

分子系統学的な解析には、ニホンウズラおよびヒメウズラを含む10種のキジ目キジ科

を用い、外群(アウトグループ)には、カモ目カモ科アメリカホシハジロ(Redhead:Aythya

amehcana)の塩基配列を用いた(表3-1)。用いた烏の分類は、 「Destribution and Taxonomy of

Birds of the World」 (Sibl'ey and Monroe, 1990)によった。また用いた鳥の和名は、 「日本鳥

類目録改訂第6版」 (2000)を用いた。キジ目キジ科では、ソウゲンライチョウ属ホソオ

ライチョウ(Sharped-tailed grouse: Tympanuchus phasianellus)、ヤマウズラ属ヨーロッパヤ

マウズラ(Grey Partridge: Perdixperdix)、キジ屑コウライキジ(Ring-neck pheasant: Phasianus

colchicus)、クジャク属インドクジャク(Indian peafowl: Pavo cristatus)、コジュケイ属コ

ジュケイ(Chinese Bamboo Partridge: Bambusicola thoracica)、ヤケイ属ニワトリ(chicken二

Gallus gallus var. domesticus)およびアオエリヤケイ(Green jungle fowl: Gallus varius)、第

二章でmtDNA全塩基配列を決定したウズラ属ニホンウズラ(Japanese quail: Coturnix

japonica)およびヒメウズラ(Blue-breasted quail: Coturnix chinensis)の塩基配列を用いた。

キジ　目キジ科において　mtDNA　13　遺伝子の　う　ち　DNA　データバンク

(DDBJ/EMBL/GenBank)に最も多くの種において登録されている　cytochrome b (Cytb)

遺伝子(l,143bp)およびその次に多いNADH dehydorogenase subunit 2 (N.∂2)遺伝子

(l,041bp)を解析に用いた(表3-D,解析には、塩基配列データとその塩基配列をアミ

ノ酸配列に翻訳した配列を用いた。塩基配列データは、解析の前にND2およびCytb　の終

止コドン(それぞれTAGとTAA)を塩基配列から除いた。塩基配列のデータは　MOLPHY

program package version　　　2.3　　(Adachi and Hasegawa,　1 996 ;

ftp://ftp.ism.ac.jp/pub/ISMLIB/MOLPHY!)に含まれているmolcodonソフトウェアーを用い、

アミノ酸をコードするそれぞれのトリプレットをまず第1、第2および第3コドンに分け

た。系統解析には、第1コドンおよび第2コドンを　concatenate Lたもの、および第3コ

ドンのみの情報の2とおりで行った。それぞれコドンの座位毎に配列を集め、第1と第2

コドン(l,456bp)、第3コドン(726bp)の配列に編集した。それぞれ編集した第1およ

び第2コドン、第3コドン、およびアミノ酸配列をそれぞれの種ごとにCLUSTALX (Ver.

1.81; Thompson et al., 1997; ftp://iubio.bio.indiana.edu/ molbio/align/clustal)でマルチプルア

ライメントを行った。アライメントした塩基配列およびアミノ酸配列から、 NJ法および

ML法で系統樹を作成した。 ML系統樹は、 MOLPHY program packageを用いて構築した。

塩基配列を用いた系統樹の作成には　NucMLでHKY85Fモデル(Hasegawa et al., 1985)

を用い、アミノ酸配列を用いた系統樹の作成にはProtMLでmtREV24-Fモデル(Adachiand

Hasegawa, 1996)を用いて行った。作成した系統樹は、 TREE-VIEW (Verl.6.2:

紐p:〟taxonomy.羽立1agL由むa£J止血戯」鍔eview.h也止)を用いて作図した。 ML系統樹の局所

的ブートストラップ確率は、 Resampling ofestimatedLog-likelihood of sites (RELL) (Kishino

etal., 1990;HasegavvaandKishino, 1994)を1. 000回の試行を繰り返して行って計算した。
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【結果】

ニホンウズラ(Cjap)、ヒメウズラ(Cchi)およびキジ目に属する7種[ホソオライチ

ョウ(Tpha)、ヨーロッパヤマウズラ(Pper)、コウライキジ(Pcol)、インドクジャク{Peri)、

コジュケイ　{Btho)、ニワトリ(Ggal)およびアオエリヤケイ(Gvar)]とアメリカホシハ

ジロ(Aame)おいてDNAデータベース(DDBJ/EMBL/GenBank)に登録されているND2

およびCytb遺伝子の2,184bpを第1 ・第2コドンおよび第3コドンの2つに分けた塩基

配列(それぞれl,456bpと726bp)およびアミノ酸に翻訳した配列により　ML法を用いて

それぞれ13種の分子系統樹を作成した(図3-D,第1 ・第2コドンの塩基配列およびア

ミノ酸配列データから作成した　ML法による分子系統樹(図3-la　と図3-lc)は、

(((Cjap,Cchi)X({(Ggal,Gvar),Btho),Pcri)X(Pcol,Pper),Tpha))),Aarne)と両者でトポロジーが同

じになった。カモ目アメリカホシハジロをアウトグループに設定すると.T　これらの分子系

統樹からニホンウズラおよびヒメウズラなどのウズラ属が本章で用いたキジ目の中でも早

い時期の分岐となった。ニワトリ、アオエリヤケィ、コジュケイおよびインドクジャクが

単系統となり、またコウライキジ、ヨーロッパヤマウズラおよびホソオライチョウが単系

統を作った。

一方、第3コドンの塩基配列より作成したML法による分子系統樹(図3.1b)では、

(((X.{{Cjap,Cchi),(((Ggal,Gvar),Btho),Pcri)),Pcol),Pper),Tpha)Aame)となり、第1 ・第2コド

ンの塩基配列およびアミノ酸配列より作成した系統樹とトポロジーが異なったo　ホソオラ

イチョウの分岐が早く、またニワトリ、アオエリヤケイおよびコジュケイが局所ブートス

タラップ値1,000で単系統となった。コウライキジ、ヨーロッパヤマウズラは、ニワトリ

を含む単系統の側系統になった。
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iO-圭】

第1 ・第2コドンの塩基配列、第3コドンの塩基配列およびアミノ酸配列の3つに分け

て系統樹を作成した。第1 ・第2コドンの塩基配列およびアミノ酸配列は同じトポロジー

となった(図3-laと図3-lc)が、第3コドンの塩基配列を用いた場合にはそのトポロジ

ーが異なった(図3-lb),'NJ法でも同様に3種類の系統樹を作成したところ、それぞれ系

統樹のトポロジーは同じであった(data not shown),したがって、このトポロジーの違い

は系統樹作成法によるものではないと考えられた。本章では、系統樹のアウトグループに

カモ目アメリカホシハジロを用いて系統樹を作成したが、これをキジ目ホロホロチョウ科

のポロホロチョウ(Helmeted guineafowl: Numida meleagria・DDBJ/EMBL/GenBank accession

number: AF397613 [ND2] and L08383 [Cytb])に変えて系統樹を作成してもそのトポロジー

は変わらなかった。したがって、アウトグループに選ぶ外群種の影響でもないものと考え

られた。

第1 ・第2コドンの塩基配列およびアミノ酸配列データから作成したML法による分子

系統樹(図　3-la　および図　3-lc )は、 (((Cjap,Cchi),{(((Ggal,Gvar),Btho),Pcri),

((Pcol,Pper),Tpha))),Aame)となった。これは、 Cytbのアミノ酸配列をもとにML法で作成

した系統樹およびCytb　の塩基配列をもとに最尤法(MP ; Maximum Parsimony)で作成

した系統樹のトポロジーと同様であり、大きく3つのクラスターを形成した(Kimballetal.,

1999; Dimcheffet al., 2000),

用いた10種のND2およびCyt吊こついて、第1 ・第2コドンの埠基配列、第3コドン

の塩基配列およびアミノ酸配列の3つに分けて、それぞれ種間の相同性を算出した(表

3-2),第1 ・第2コドンおよびアミノ酸は、それぞれ89.2-97.9%および82.5-96.7%で

あったが、第3コドンでは57.3-88.7%とその相同性は低いものであった。このことから

第3コドンの塩基配列では、変異の飽和(mutational saturation)が生じたため系統樹が不

安定になり、一つの局所ブートストラップ値も　50%以下(44.8%)と低くなったものと

考えられた。このため、キジ目内の系統解析には第3コドンの塩基配列による系統樹の信

頼性は、アミノ酸配列あるいは第1 ・第2コドンの塩基配列を用いた系統樹よりも低いも

のと考えられた。第1 ・第2コドンの塩基配列およびアミノ酸配列の分子系統樹から、ニ

ホンウズラおよびヒメウズラなどのウズラ属は、キジ目の中でも早い時期に分化したもの

であろうと推定された(図3-la　と図3-1C)。これはこれまでの結果と一致するものであっ

た(Kimball et al., 1999; Dimcheffet al., 2000),また、これまでの解析は本章の解析とは異

なり　Cytb遺伝子1つのみの解析であるにもかかわらず安定した系統樹が得られているの

は、コドンを座位に分けずにそ.のまま系統解析を行っているためで、こうして作られた系

統樹は第1および第2コドンに依存して第3コドンの不安定さを見えなくしているために

いかにも正しく見える系統樹を作っているものと考えられる。したがって、安定で、かつ

正確に過去を復元する系統樹を作成するためには、コドンの座位毎に分けることに加えて、

より精度の高い系統樹を作るためにはさらに多くの遺伝子の情報を加えて解析する必要が

あることが示唆された。

クジラ(Blue whale ; Balaenoptera musculus)とウシ(bovine : Bos taurus)との類縁関

係についてShort interspersed repetitive elements (SINEs)を用いた分子系統学的解析の結

果、両者が近縁であることが報告された(Nikaido et al. 1999; Nomura and Yasue, 1999),
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mtDNA全塩基配列から作成した分子系統樹においても、クジラとウシとの関係は　SINEs

の挿入解析の結果と矛盾しないことが明らかにされた(Yasue et al., In preparation),　こ

の中で第3コドンの塩基配列をもとに系統樹を作成した際のクジラとウシとの相同性は、

58.5%であったが、 mtDNA　の第3コドンの分子系統樹と　SINEs　の挿入解析の結果が一致

したことから、第3コドンの塩基置換が飽和に達していないものと推察される。このこと

から、本研究では第3コ幸ンの塩基配列におけるそれぞれの相同性は、 62.9%以上あり、

クジラとウシとの相同性よりも高いために、本研究における第3コドンの塩基配列につい

ては塩基置換が飽和には達していないものと考えられる。よって第3コドンの塩基配列よ

り作成した系統樹は信頼性が高いものと判断された。その上で、第1 ・第2コドンの塩基

配列およびアミノ酸配列をもとに作成した系統樹が、第3コドンの塩基配列による系統樹

と異なったことは、系統解析に用いる情報を持つサイト(塩基配列)の数が少なかったも

のと考えられる。このため、キジ目内の系統関係を明らかとするためには、さらに多くの

塩基配列あるいはアミノ酸配列情報が必要である(CaoetaL, 1994)ことが示唆された。

ウズラ属であるニホンウズラとヒメウズラは3つの系統樹に.おいて単系統をつくり、局

所ブートストラップの値も高く(それぞれ1,000、 1,000および991)、遺伝的に近縁であ

ることが明らかとなった(図3-1)。この結果は、形態による表形分類およびDNA-DNA

hybridization　を基にした分子系統の結果(Sibley and Ahlquis, 1990)とも一致するもので

あった　Fumihito et al. (1995)は、 mtDNA D-loop領域の超可変嶺域400bpの塩基配列をキ

ジ目各種で決定し、分子系統樹を作成して系統解析を行ったo　とくに彼らのグループは、

まずキジ族とシャコ族に種を分けて系統解析を行い、シャコ族の系統樹ではウズラとコジ

ュケイが単系統となり、その側系統にヒメウズラが位置し、本章の結果と異なるものであ

った。目レベル内の系統関係の解析にmtDNA D-loop鏡域が適するか否かの検討を行う必

要があると思われる。

ミトコンドリアにおいて安定して変異する12遺伝子(Ⅳ∂古を除く)について、それら

の変異率からキジ目(Galliformes)とカモ目(Anseriformes)との分岐が約9,000万年(8,980

±697万年)と推定された(Tuinen and Hedges, 2001)。本章では、この分岐は外群のアメ

リカホシハジロと内群のキジ目の9種との分岐にあたるが、各日で用いた種の数が少ない

ために、その値を用いてキジ目内の各種間の分岐年代を算出することは困難である。化石

データからニワトリとウズラとの分岐は、 3,300万年前と推定されている(Olson, 1985),

また、ニワトリとウズラとの分岐について、mtDNAの12S ribosomal RNA (12SrRNA)、transfer

RNA- Valine (tRNA-Val)および16SrRNA　の変異から推定した分岐時期が3,610±750万

午(Tuinen et al.,2000; Tuinen and Hedge, 2001)、 DNA-DNA Hybridizationからは4,040万年

と推定され(SibleyandAhlquist, 1990)、トランスフェリンのアイソザイム変異からは3,980

万年と推定された(Ho et al., 1976; Prager and Wilson, 1976; Prager et alリ1976)。これらの

推定された分岐年代を総合して、ニワトリとウズラの分岐は3,880±130万年と評価され、

化石データと比較した推定精度は85.1%と高く(Tuinen and Hedge, 2001)、その信頼性は

高いものであると推定される。本章で算出した塩基置換率およびアミノ酸置換率を、表3-3

に示した。塩基置換率はHKY85-F model (Hasegavva et al., 1985)から算出し、アミノ酸置換

率はmtREV24-F model (Adachi and Hasegawa, 1996b)を用いて算出した。第3コドンの塩

基配列は不安定であろうと推察されたため、第1、第2コドンの塩基配列およびアミノ酸

配列の置換率からそれぞれの分岐年代を算出すると、それぞれ1置換あたり　336万年前お
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よび195万年前となり、例えばニワトリとアオエリヤケイとの分岐は、第1、第2コドン

の塩基配列では324万年前、アミノ酸配列では321万年前とほぼ同じ年代であると算出さ

+!-'二、

分類体系における族(tribe)の分類では、その形態形質でキジ族(tribe Phasianini)と

シャコ族(tribe Perdicini)に分けられている。本章の第1 ・第2コドンの塩基配列および

アミノ酸配列では、ニワトリとコジュケイが単系統となり、またコウライキジとヨーロッ

パヤマウズラが単系統となった。これらはともにキジ族とシャコ族とがともに単系統とな

っていることから、 「族」の分類とは矛盾する結果であった　Kimball et al. (1999)が主

張するキジ族、シャコ族それぞれの単系統を否定する説と一致するものであった。このよ

うにキジ族とシャコ族に分類されている種がともに混在したクラスターを形成することが

明らかとなり、従来の形態形質による分類体系の問題点が示唆された0

本章の結果から、キジ目内の系統関係を解析するためには2つの遺伝子を用い、さらに

塩基配列をコドンの座位ごとに分けて、あるいはアミノ酸配列を用いて系統樹を作成する

ことは非常に有効であった。またウズラ属はキジ目内で早い時期に分岐したことが明らか

となった。キジ科について形態によりキジ族およびシャコ族に分類されているが、これら

両者は単系統にはならないことが明らかとなり、 「族」の分類における問題点が指摘され

た。各系統の分岐におけるブートストラップ値の低いポジションがあり、これを解決する

ためにはmtDNAの13遺伝子全てを用いた解析が必要であると思われる。
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【Wti】

キジ目キジ科における系統関係を明らかにするために、第二章で決定したニホンウズラ

およびヒメウズラ　mtDNAの全塩基配列からタンパク質をコードする2遺伝子について

ML法により分子系統樹を作成し、キジ目キジ科の分子系統学的解析を行った。

ニホンウズラ(Cjap)、.ヒメウズラ(Cchi)およびキジ目に属する7種[ホソオライチ

ョウ(Tpha)、ヨーロッパヤマウズラ(Pper)、コウライキジ(Pcol)、インドクジャク(Peri)、

コジュケイ(Btho)、ニワトリ(Ggal)およびアオエリヤケイ(Gvar)]とアメリカホシハ

ジロ(Aame)おいてDNAデータベース(DDBJ/EMBL/GenBank)に登録されている　ND2

およびCytb遺伝子の2,184bp　を第1 ・第2コドンおよび第3コドンの2つに分けた塩基

配列(それぞれl,456bp　と726bp)およびアミノ酸に翻訳した配列により　ML法を用いて

それぞれ3種の分子系統樹を作成した。第1 ・第2コドンの塩基配列およびアミノ酸配列

デ　ー　タ　か　ら　作　成　し　た　ML　法　に　よ　る　分　子　系　統　樹　は、

(((Cjap,Cchi)X(({Ggal,Gvar),Btho),Pcri)X(Pcol,Pper)Jpha)y),Aame)と両者でトポロジーが同

じになった。カモ目アメリカホシハジロをアウトグループに設定すると、これらの分子系

統樹からニホンウズラおよびヒメウズラなどのウズラ属がキジ目の中でも早い時期の分岐

となった。ニワトリ、アオエリヤケィ、コジュケイおよびインドクジャクが単系統となり、

またコウライキジ、ヨーロッパヤマウズラおよびホソオライチョウが単系統を作った。一

方、第3コドンの塩基配列より作成した　ML　法による分子系統樹では、

{({{((CjapJchi)X{(Ggal,Gvar),Btho),Pcri)),Pcot),Pper),Tpha)Aame)となり、第1 ・第2コド

ンの塩基配列およびアミノ酸配列より作成した系統樹とトポロジーが異なった.ホソオラ

イチョウの分岐が早く、またニワトリ、アオエリヤケイおよびコジュケイが局所ブートス

タラップ値1,000で単系統となった。コウライキジ、ヨーロッパヤマウズラは、ニワトリ

を含む単系統の側系統になった。

分類体系における族(tribe)の分類では、その形態形質でキジ族(tribe Phasianini)と

シャコ族(tribe Perdicini)に分けられている。本章の第1 ・第2コドンの塩基配列および

アミノ酸配列では、ニワトリとコジュケイが単系統となり、またコウライキジとヨーロッ

パヤマウズラが単系統となった。これらはともにキジ族とシャコ族とがともに単系統とな

っていることから、 「族」の分類とは矛盾する結果であった。

本章の結果から、キジ目内の系統関係を解析するためには2つの遺伝子を用い、さらに

塩基配列をコドンの座位ごとに分けて、あるいはアミノ酸配列をもちいて系統樹を作成す

ることは非常に有効であった。またウズラ属はキジ目内で早い時期に分岐したことが明ら

かとなった。キジ科について形態によりキジ族およびシャコ族に分類されているが、分子

系統ではこれら両者は単系統とはならないことが明らかとなり、 「族」の分類は系統学的

には正しくないものと判断された。
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第四章.ホロホロチョウ科のミトコンドリア全塩基配列の決定と

その分子系統学的解析

[&」]

ホロポロチョウ(Guineafowl)は、紀元前(BC) 2,400年ごろの第5　エジプト王朝時代の

壁画に描かれた人の生活の中に描かれ、古くからスーダンや西アフリカを中心に家禽化さ

れていた(Crawford, 1990),ホロポロチョウは、アフリカ原産の種で、サハラ砂漠以南の

東～西アフリカに広く分布している(Sibley and Monroe, 1990) 20世紀中ごろ、ホロホ

ロチョウとコンゴクジャク(Congo peafowl: Afropavo congensis)は解剖学的および免疫学

的解析結果から遺伝的に近縁であると報告された(Verheyen, 1956; Mainardi, 1963)。その

後、形態学的およびDNA-DNA hybridization　をもとにして、ホロポロチョウはキジ目ホロ

ポロチョウ科に分類された(Sibley and Ahlquist, 1990; Sibley and Monroe, 1990),ポロポロ

チョウ科は4属6種に分類されている(表4-1, Sibley and Monroe, 1990)。 Kimball et al.

(1997)は、ミトコンドリアDNA (mtDNA)の制御嶺域(D-loop)あるいはcytochrome-

b (Cytb)の塩基配列を使って、キジ科に分類されているコンゴクジャクを含む「クジャ

ク(Peafowl)」 3　種とホロホロチョウ科に分類されているホロホロチョウ(Helmeted

Guinealfowl ; Numida meleagris)の遺伝学的位置を解析した。その結果、 Sibley and Ahlquist

(1990)およびSibley and Monroe (1990)の説を支持し、 「クジャク」 3種は単系統とな

り、ホロホロチョウは「クジャク」の側系統となった。

ホロポロチョウの育種技術を確立するためには、生物学的および系統遺伝学的基礎デー

タが必要であるが、ほとんどないのが現状であるため、まずホロホロチョウの系統遺伝学

的位置を明らかにする必要がある。ポロホロチョウにおいても　mtDNA　の塩基配列が決定

され、その分子系統学的解析が行われているが、第三章で述べたように解析に用いる塩基

配列数が少ないこと、解析に1つの遺伝子しか用いていないこと、 mtDNA　の塩基配列を

決定する際、核に挿入された塩基配列(numtDNA)を考慮していないことなどの問題点

がある。

本章では、キジ目内におけるホロホロチョウの系統遺伝学的位置を分子系統学的に解明

することを目的とし、第二章で開発した　mtDNA　決定法を改良してホロポロチョウの

mtDNAの全塩基配列を決定した。その塩基配列データに基づきMOLPHYPackage (version

2.3b3; Adachi and Hasegawa, 1996a)を用いた最尤(ML)法により分子系統学的解析を行

ったo　なお系統樹は、塩基配列をコドン座位に分けて第1、第2コドンの塩基配列および

第3コドンの塩基配列で系統樹を作成し、加えてアミノ酸配列からも系統樹を作成して議

論した。
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【材料と方法】

ホロポロチョウの全ゲノム　DNAは、旭川市立旭山動物園で飼育されているオス個体の

血液から分離し、 Protenase KおよびPhenol・chloroform法(Sambrook and Russel, 2000)

を改良したSepaGeneキット(三光純薬)で抽出した。抽出したゲノムDNAを鋳型にし

て、まず、 LA-PCR Kit (甘aKaRa LA-PCR kit, TaKaRa-BIO)を用い、 LA-PCR法でmtDNA

の約16,000bpを増幅したO　第二章と同様に、 16S ribosomal RNA (16SrRNA)およびCytb

鋸域の2カ所に、それぞれLA16SおよびLACytbプライマーセットを設計した。

LA16SF: 5'- CCTACGTGATCTGAGTTCAGACCGGAGCAATCCAG (35塩基対〔bp 〕)

LA16SR: 5'- TGCACCATTAGGTTGTCCTGA TCCAACATC GAGGT (35bp)

LACytBF : 5'-TAC ACGAAT CAGGCT CAA ACA ACC CCCTAGGCA TC (35bp)

LACytBR: 5'-AGA TACAGA TGA AGA AGA ATGAGGCGCCGT TTG CG (35bp)

LA-PCR反応液は、 TaKaRa LA Taq�"DNA Polymerase　に添付されている10×LA PCR

BufferIIwithMg2十freeを5.0//1、 MgCl2 (25mM)を5.Otil、 dNTPs (各2.5mM)を8・0〝1、

20pmol///'.に希釈調整したプライマーをそれぞれ0.75//I、 200-800^g/mlの濃度に調整

したDNA溶液を2.0JJl、 TaKaRa LA Taq�"DNA Polymerase (5U/〟1)を0・5〝1を加え、

滅菌蒸留水で全量　50!⊥1にした。 LA-PCR　には　GeneAmp PCR System 9700 (Applied

Biosystems, Foster, CA, USA)を用い、二本鎖の鋳型DNAを94℃で1分間熱変成した後に、

94℃で30秒と68℃で16分を30回交互に繰り返して行った。約16kbのLA-PCR産物を

0.6%低融点アガロースゲル(Agarose L; Nippon-Gene)電気泳動で分離し、ゲルから切り

出した。ゲルから切り出したアガロースは、 β-agarase I (Nippon Gene)を用い、製品マ

ニュアルに従って消化して精製した。鳥類mtDNAをアライメントした配列を基にして比

較的保存された額域で作成した37セットのプライマー(第二章表2-1)の塩基配列情報

をもとに再設計した24セットプライマーを本章でのPCRプライマーとして用いた(表4-

2)。精製したLA-PCR産物を鋳型にしてPCRを行った。 PCRの反応液量を全量20!Jlと

し、 DNA合成酵素にはAmpli-Taq GOLD DNApolymerase (Applied Biosystems)を用いた。

pcR反応液は、 Ampli-Taq GOLD DNA polymeraseに添付されているGeneAmpKIOxPCR

Buffer II & MgCl2 Solutionを2.0//1、同様に添付されるdNTPs (各400#M)を2.Oui、

20pmol/〟1に希釈調整したプライマーをそれぞれ0・4〝lずつ、 200-800〝g/mlの濃度に

調整したLA-PCR産物を0.5#1、 Ampli-Taq GOLD DNA polymerase (2.5U)を0.1//Iを加

え、滅菌蒸留水で全量20nlにした　PCR　にはGeneAmp PCR System 9700 (Applied

Biosystems, Foster, CA, USA)を用い、 95℃で9分間DNApolymeraseを活性化させた後に、

95℃で1分、58℃で30秒および72℃で1分間を1サイクルとし40サイクル繰り返しDNA

を増幅した　PCR増幅産物をExo-SAP-IT (Amersham Biosciences)を用いて未反応の蛍光

物質およびプライマーを除いて精製したのち、 Sequencingの鋳型とした。 Sequencing反応

には1反応でPCRと同様のプライマーの一方のみを用い、 Dye Deoxy-terminator法(ABI

PRISM�"BigDye Terminator Cycle Sequencing kit Ver. 3.0, Applied Biosystems ; DYEnamicET

Terminator Cycle Sequence Kit, Amersham Biosciences)でターゲット配列を蛍光標識した。

ABI PRISMTM Big Dye Terminator Cycle Sequence Kit (ABI PRISM KIT)を用いた場合には
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以下の方法で行った。蛍光標識にもちいたPre-Mix sequence反応液は、メーカー製品マニ

ュアルの　8倍に希釈して調整した。このため　Pre-Mix sequence　反応液と別に作成した

Sequence反応バッファー(2.5×sequence buffer; 200mM Tris-HCl, lOmM MgCl2, pH9.0)と

を1 :7の割合に混合してSequence反応を行った　Sequence反応液は、各反応チューブあ

たりPre-Mix sequence反応液を1.0//、 2.5×sequence bufferを7.0#1、 20pmol/〝1のprimer

を0.23〝1、精製したPCR産物を3.0#1、これらに滅菌蒸留水を加えて全量を20.0//1と

した。 DYEnamicET Terminator Cycle Sequence Kit (DYEnamicET KIT)を用いた場合には

以下の方法で行った。蛍光標識にもちいたPre-Mix sequence反応液は、メーカー製品マニ

ュアルの'2倍に希釈して調整した.このためPre-Mix sequence反応液とDilution buffer

(DYEnamic ET Terminator Dilution Buffer, US84002, Amersham Biosciences)とを1 : 1の

割合に混合してSequence反応を行った　Sequence反応液は、各反応チューブあたり　Pre-

Mix sequence反応液を4.0^、 Dilution bufferを4.0//1、 20pmol//^lのprimerを0・5〝1、精

製したPCR産物を3.0!Jl、これらに滅菌蒸留水を加えて全量を20.0//1とした。 Sequence

反応の後、 Sephadex�"G-50 Super fine (Amersham Pharmacia Biotech AB)カラムに標識し

た反応液を通して、未反応蛍光色素および未反応プライマーを除去し、精製した。この精

製産物を濃縮乾燥システム(VC96N ;タイテック社)で乾燥し、 FormamideとBluedextran

を5:1で混合したLoading Dyeを各サンプル4〟1ずつ加えてサンプルを解かした。この

溶液に95℃2分間の熱処理を施した後、氷上で急冷し、 DNA　を1本鎖の状態に保った。

この溶液から、 1.7〝1をABI377 Sequencerにアプライした。電気泳動は一回のランで48

サンプルずつ行い、 ABI377 Sequencerのマニュアルに従って解析を行った。決定した塩基

配列はAutoAssemberver.2.1 (Applied Biosystems)を用い、ニワトリmtDNA (Desjardins and

Morais 1990)の塩基配列情報をもとにつなぎ合わせて編集し、 GENETYX program package

(Ver.10.3; Software development Inc,)を用いて解析した。

分子系統学的な解析には、ホロポロチョウを含む10種のキジ目キジ科の鳥を用い、外

群(アウトグループ)には、カモ目カモ科アメリカホシハジロ(Redhead:Aythyaamericana)

の塩基配列を用いた(表4-2),用いた烏の分類は、 「Distribution andTaxonomyofBirdsofthe

World」 (Sibley and Monroe, 1990)によった。また用いた烏の和名は、 「日本鳥類目録改訂

第6版」 (2000)を用いた。キジ目キジ科では、ソウゲンライチョウ属ホソオライチョウ

(Sharped-tailed grouse: Tympanuchus phasianellus)、ヤマウズラ属ヨーロッパヤマウズラ

(Grey Partridge: Perdix perdix) 、キジ属コウライキジ(Ring-neck pheasant: Phasianus

colchicus)、クジャク属インドクジャク(Indian peafowl: Pavo cristatus)、コジュケイ属コ

ジュケイ(Chinese Bamboo Partridge: Bambusicola thoracica)、ヤケイ属ニワトリ(chicken:

Gallus gallus var. domesticus)およびアオエリヤケイ(Green jungle fowl: Gallus varius)、ウ

ズラ属ニホンウズラ(Japanese quail: Coturnix japonica)およびヒメウズラ(Blue-breasted

quail: Coturnix chinensis)の塩基配列を用いた。キジ目キジ科においてmtDNA 13遺伝子

のうち　DNAデータバンク(DDBJ/EMBL/GenBank)に最も多く登録されている　Cytb遺伝

千(l,143bp)およびその次に多いNADHdehydorogenasesubunit2 (ND2)還伝子(l,041bp)

を解析に用いた(表4-3)D　解析には、塩基配列データとその塩基配列をアミノ酸配列に

翻訳した配列を用いたO塩基配列データは、解析の前にND2およびCytbの終止コドン(そ

れぞれTAGとTAA)を塩基配列から除いた。塩基配列のデータは、MOLPHYprogram package

version 2.3 (Adachi and Hasegawa. 1996; ftp://ftp.ism.ac.jp/pub/ISMLIB/MOLPHY/)に含まれて
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いる　molcodon　ソフトウェアーを用い、アミノ酸をコードするそれぞれのトリプレットを

まず第1、第2および第3コドンの塩基配列に分けた、系統解析には、第1コドンおよび

第2コドンの塩基配列をconcatenate Lたもの、および第3コドンの塩基配列のみの情報

の2とおりで行った。それぞれコドンの座位毎に配列を集め、第1と第2コドン(l,456bp)

の塩基配列、第3コドン(726bp)の塩基配列に編集した。それぞれ編集した第1および

第2コドンの塩基配列、麗3コドンの塩基配列、およびアミノ酸配列をそれぞれの種ごと

に　CLUSTAL X (Ver. 1.81; Thompson et al., 1997;免p://iubio.bio.indiana.edu/molbio/align

/clustal)でマルチプルアライメントを行った。アライメントした塩基配列およびアミノ酸

配列から、INJ法およびML法で系統樹を作成した。ML系統樹は、MOLPHYprogram package

を用いて構築した。塩基配列を用いた系統樹の作成には　NucML　で　HKY85Fモデル

(Hasegawa et al, 1985)を用い、アミノ酸配列を用いた系統樹の作成には　ProtML　で

mtREV24-Fモデル(Adachi and Hasegawa, 1996)を用いて行った。作成した系統樹は、

TREE-VIEW (Verl.6.2: http://taxonomy.zoology.gla.ac.uk/ rod/treeview, html)を用いて作図

した。 ML系統樹の局所的ブートストラップ確率は、 Resampling ofestimatedLog-likelihood

of sites (RELL) (Kishino et al. 1990; Hasegavva and Kishino, 1994)を1,000回の試行を繰り

返して行って計算した。
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【結果】

ホロポロチョ　ウの全　mtDNA　の塩基配列を決定し、 DNA database (DDBJ

/EMBL/GenBank)に登録した。その登録番号は、 AP005595であり、それぞれの登録にはア

ノデーションを作成して添付した(付表4-1)。ホロポロチョウmtDNAの遺伝子およびtRNA

のセットおよびその構造はこれまで鳥類で報告されているmtDNAの遺伝子およびtRNA

のセットと同様であった。ホロポロチョウ13遺伝子、 12SrRNAおよび16SrRNAおよび22

transfer RNA (tRNA)の大きさは、 mtDNAの全塩基配列が明らかにされているニワトリ

(Desjardin占and Morais, 1990)およびニホンウズラ(第二章)の結果と比較して表4-4に示

した。ホロホロチョウのmtDNAは、 16,726bpであり、ニワトリ(16,775bp)よりも49bp、

ニホンウズラ(16,697bp)よりも29bp小さいものであったO　これらの大きさの差異は、

主にD-loopおよびNDl　の大きさに起因したO　ホロホロチョウとニワトリおよびニホンウ

ズラとの相同性は、 USrRNAおよび16SrRNAを含む13遺伝子毎に比較すると鳥種間およ

び遺伝子間で異なっていた。ポロホロチョウとニワトリとの間の相同性は、 ATPasesubunit

8 (ATPase8)が77.0%と最も低く、 12SrRNAが88.6%と最も高く、その平均相同性は85.7%

であったo　またホロポロチョウとニホンウズラとの間の相同性は、 ATPase8が76.2%と最

も低く、 12SrRNAが88.4%と最も高かったO　その平均相同性は84.7%であった。

ホロポロチョウ　mtDNAのND3遺伝子において1bp　の　extra one baseが見られたo

CytochromeoxidasesubunitI (COI)遺伝子における開始コドンが、 ATG (Met)ではなく、

GTG (Val)であった。その他の遺伝子はATGであった。また、 comおよびND4におけ

る終止コドンは、完全なトリプレットとしてmtDNA塩基配列上には兄いだされず、とも

にTのみであった。

本章で決定したホロホロチョウ(Nmel)とその他キジ目に属する9種(コジュケイ[Btho]、

ヒメウズラ[Cchi]、ニホンウズラ[Qap]、ニワトリ[Ggal]、アオエリヤケイ[Gvar]、

インドクジャク[Peri]、ヨーロッパヤマウズラ[Pper]、コウライキジ[Pcol]、ホソオラ

イチョウ[Tpha])およびアウトグループにはアメリカホシハジロ(Aame)について、DDBJ

/EMBL/GenBankに登録されているND2およびCytb遺伝子の2,178bp (終止コドンを除く)

およびそれらをアミノ酸に翻訳した配列をもとに最尤法を用いて分子系統樹を作成した。

第1 ・第　2　コド　ン　の　塩　基　配　列　か　ら　作　成　し　た　系　統　樹　は、

((Cjap,Cchi)X{(Pcol,Pper),Tpha)X(,(Ggal,Gvar),Btho),Pcri)),(Nmel,Aarne))となった(図4-la) ,

第3コドンの塩基配列およびアミノ酸配列から作成した系統樹は、それぞれ

(((((Cjap, Cchi),((Tpha,Pper),Pcor),Pcrf),((Ggal, Gvar¥Btho)), (NmeI,Aame))　お　　よ　　び

({Cjap,Cchi),{(({Pcol,Pper),Tpha),Pcri)X(Ggal,Gvar),Btho))),Nmel,Aame)となった(図4-lb　お

よび図4-lc),アメリカホシハジロをアウトグループに置くと、ホロホロチョウ(Nmer)

は3つの系統樹すべてにおいてキジ目の側系統となった。これらの系統樹において、ニホ

ンウズラとヒメウズラ(Cjap/Cchi)、コウライキジ、ヨーロッパヤマウズラとホソオライ

チョウ(PcollPperlTpha)およびニワトリ、アオエリヤケイとコジュケイ(GgallGvarlBtho)

の3つのクラスターを作った。しかしながら、ニホンウズラとヒメウズラの分岐位置はそ

れぞれの系統樹で異なり、第3コドンの塩基配列で系統樹の深い位置になった。また、イ

ンドクジャク　{Peri)の分岐位置はそれぞれの系統樹で一致しなかった。
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【考察】

ホロホロチョウmtDNAの部分配列は、 ND2 (Dimcheffetal., 2000)、 Cytb (Kornegay etal.,

1993)およびD-loop (DNA bankには登録されているが論文はない)についてすでにDNA

database (DDBJ /EMBL/GenBank)に登録されている。 DNA bank　に登録されている　ND2

(DDBJ !EMBL/GenBank accession number: AF222557 and AF394613)と本章で決定した

mtDNAの塩基配列とは完全に一致した.またDNAbankに登録されているCytb (L08383)

と本章で決定したmtDNAの塩基配列とはlbp　の塩基置換が見られたが、アミノ酸配列は

完全に一致した。一方、 D-loopについては複数の塩基配列が登録されている。 412bp　の塩

基配列が登録されている　AF245272　と本章で決定した塩基配列は完全に一致した　498bp

の塩基配列が登録されている　AF013765　と392bp　の塩基配列が登録されている　AF245273

とは完全に一致していたが、本章で決定した塩基配列とは6bp異なっていた。本章で決定

した塩基配列とすでにDNAバンクに登録されている塩基配列の相同性は99.47%-100%

と非常に高く、これからポロホロチョウの遺伝変異性が低い可能性が示唆された。

ポロホロチョウmtDNAのND3遺伝子においてextra one base (1bp)の挿入、 COI遺伝

子における開始コドンの　GTG (Val)への変異、 comおよびND4　における終止コドンの

不完全性(表4-2)は、ニホンウズラおよびヒメウズラ　mtDNAで観察された変異と同様

であった。これらの変異がいつ起こったのか解明されれば、鳥類における系統進化学マー

カーの1つになりうるものと思われる。

第1 ・第2コドンの塩基配列、第3コドンの塩基配列およびアミノ酸配列の3つに分け

て系統樹を作成した。第1 ・第2コドンの塩基配列、第3コドンの塩基配列およびアミノ

酸配列から作成した系統樹のトポロジーはそれぞれ異なった(図4-1)。NJ法(SaitouandNei,

1987)でも同様に3種類の系統樹を作成したところ、それぞれ系統樹のトポロジーはML

系統樹と同じであった(data not shown),したがって、このトポロジーの違いは系統樹作

成法によるものではないと考えられる。それぞれトポロジーは異なったが、ニホンウズラ

とヒメウズラ(CjaplCchi)、コウライキジ、ヨーロッパヤマウズラとホソオライチョウ

{PcollPperlTpha)およびニワトリ、アオエリヤケイとコジュケイ　{GgallGVarlBtho)の3

つの単系統を形成した。トポロジーの違いは、この3つの単系統の分岐パターンの違いに

よるもの、およびインドクジャク　{Peri)の分岐位置の違いに起因する(図4-1),とくに、

第3コドンの塩基配列の系統樹では、これまでの報告(Kimballetal., 1999;Dimcheffetal.

2000)とは異なり、ニホンウズラおよびヒメウズラの分岐が深い位置になった(図4-lb)。

このことから第3コドンの塩基配列では、変異の飽和(mutational saturation)が生じたた

め系統樹が不安定になったものと考えらる。第1 ・第2コドンの塩基配列およびアミノ酸

配列の分子系統樹から、ニホンウズラおよびヒメウズラなどのウズラ属は、ポロポロチョ

ウについでキジ目の中でも早い時期に分化したものであろうと推定された(図4-la　と図

4-lc),これはこれまでの結果と一致するものであった(Kimballetal., 1999;Dimcheffetal.,

2000),

分類体系における族(tribe)の分類では、その形態形質でキジ族(tribe Phasianmi)と

シャコ族(tribe Perdicini)に分けられている。本章で作った3つの系統樹すべてにおいて

コウライキジ、ヨーロッパヤマウズラとホソオライチョウ(Pcol/Pper/Tpha)およびニワ

トリ、アオエリヤケイとコジュケイ　{GgallGvarlBtho)がそれぞれ単系統になった(図4-
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1)。これらはともにキジ族とシャコ族が単系統となっていることから、第三章と同様に

「族」の分類とは明らかに矛盾する　Kimball et al., (1999)が主張するキジ族、シャコ族

それぞれの単系統を否定する説と一致するものであった。このようにキジ族とシャコ族に

分類されている種がともに混在したクラスターを形成することが明らかとなり、従来の形

態形質による分類体系の問題点が示唆された。

第1、第2コドンの塩基配列、第3コドンの塩基配列およびアミノ酸配列の3つの系統

樹では、ポロホロチョウとインドクジャクは別のクラスターとなった。現在ではホロホロ

チョウ科(Numididae)のポロポロチョウとキジ科(Phasianidae)のコンゴクジャクは別

の科に分類されている(Sibley and Monroe, 1990)。さらにD-loopとCytbの塩基配列(Kimball

et al., 1997)およびOvomucoid Intron Gの塩基配列(Armstrong et al., 2001)を用いた分子

系統学的解析により、インドクジャクとコンゴクジャクは近縁であり、インドクジャクお

よびコンゴクジャクの「クジャク」とホロホロチョウとは系統遺伝学的にも区別される。

本章の結果もこれら結果を支持する。しかしながら、アフリカ大陸にはニワトリより大き

なキジ目がホロホロチョウとコンゴクジャクの2種しか生息していないことの理由は明ら

かにされてはいない。さらにポロホロチョウとコンゴクジャクとの系統関係を詳細に解析

するためには、ポロポロチョウ科および「クジャク」における複数の種について解析する

必要がある。

以上の結果から、ホロホロチョウはキジ科のクラスターとは別の遺伝学的位置となり、

またキジ科の成立分化よりもより古くに分岐したことが明らかとなった。
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【要約】

ポロポロチョウ(Helmeted Guinealfowl ; Numida meleagris)はアフリカ原産のキジ目ポロ

ホロチョウ科に属する烏であり、地中海沿岸地域で家禽化され、現在家禽として用いられ

ているが、その系統遺伝学的な位置は明確ではない。キジ目におけるホロポロチョウの系

統遺伝学的な位置を明らかにするために、ポロポロチョウのミトコンドリアゲノム

(mtDNA)の全塩基配列を決定し、系統解析を行った。ポロホロチョウのmtDNAの大き

さは16,726bpであり、キジ目内でmtDNA　の全塩基配列が明らかとなっているニワトリ

(16,775bp)およびニホンウズラ(16,697bp)より小さく、これはD-loopの大きさと対応

していた。一方、ホロポロチョウの!2SrRNAおよびノ6SrRNAの大きさ(それぞれ980bp、

1624bp)は、ニワトリおよびニホンウズラよりも大きかった。ポロホロチョウとニワトリ

およびニホンウズラとの相同性は、 !2SrRNAおよび16SrRNA　と13遺伝子毎に比較すると

その相同性は異なっていたがそれぞれ77.0-88.6%および76.2-88.4%で、その平均相同

性は85.2%および84.7%であった。ポロポロチョウとその他のキジ目に屈する　9種(コ

ジュケイ[Btho]、ヒメウズラ[Cchi]、ニホンウズラ[Cjap]、ニワトリ[Ggal]、アオエ

リヤケイ[Gvar]、インドクジャク[Peri]、ヨーロッパヤマウズラIPper]、コウライキ

ジ[Pcol]、ホソオライチョウ[Tpha])およびアウトグループとしてアメリカホシハジロ

について、 DDBJ/EMBL/GenBankに登録されているND2およびCytb遺伝子の2,178bp (終

止コドンを除く)およびそれらをアミノ酸に翻訳した配列をもとに最尤法を用いて分子系

統樹を作成した。アメリカホシハジロをアウトグループに置くと、ホロポロチョウは3つ

の系統樹すべてにおいてキジ目の側系統となった。これらの系統樹において、ニホンウズ

ラとヒメウズラ(Cj'ap/Cchi)、コウライキジ、ヨーロッパヤマウズラとホソオライチョウ

(Pcol/Pper/Tpha)およびニワトリ、アオエリヤケイとコジュケイ(Ggal/Gvar/Btho)の3

つのクラスターを作ったO　しかしながら、ニホンウズラとヒメウズラの分岐位置はそれぞ

れの系統樹で異なり、第3コドンの塩基配列では系統樹の深い位置になったO　また、イン

ドクジャクの分岐位置はそれぞれの系統樹で一定しなかった。以上の結果から、ホロホロ

チョウはキジ科のクラスターとは別の系統遺伝学的な位置となり、キジ科が分化する以前、

より早くに分岐したことが明らかとなった。
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Table 4-1. Classification of the family Numididae

Genus Scientific name Common name

genus Agelastes

genus Num ida

genus Guttera

genus A eryIlium

Agelastes nigar Black Guinea fowl

Agelastes meleagrides White-breasted Guineafowl

Numida meleagris Helmeted Guineafowl

Guttera plum ifera Plumed Guineafowl

Guttera edouardi Crested Guineafowl

AcりノIlium vulturinwn Vultrine Guineafowl
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第五章.ヤケイおよびニワトリの分子系統学的解析

【緒論】

ニワトリ(Gallus gallus var. domesticus)は、形態学的特徴およびDNA-DNAハイプリグ

イゼ-ションによりキジ'目キジ科ヤケイ属(order Galliformes, family Phasianidae, genus

Gallus)に分類されている(Sibley and Monroe, 1990; Johnsgard, 1999),ヤケイ属は、セキ

ショクヤケイ(Red Junglefowl: RJF; Gallusgallus)、ハイイロヤケイ(GreyJunglefowl: GyJF;

Gallus sonnerati)、セイロンヤケイ(Ceylon Jungle fowl: CJF; Gallus lafayetii)およびアオエ

リヤケイ(Green Jungle fowl: GJF; Gallus varius)の4種に分類されている(Sibley and Monroe,

1990; Johnsgard, 1999),セキショクヤケイは、パキスタン北部のヒマラヤ山脈の麓、イン

ド北部から西部、南アジア東部から南部、東南アジアからインドシナ半島、およびインド

ネシアSumatra島からJava、 BaliおよびSalawesi島およびフィリピンにいたる広範な地域

に分布している(Sibley and Monroe, 1990; Johnsgard, 1999)。さらにセキショクヤケイは地

理的かつ形態学的にGallus gallus gallus; RJFga/, G. g, jabouillei; RJFJab, G. g. spadicius;

RJFspa, G. g.bankiva; RJFbanおよびG. g. murgi; RJFmurの5つの亜種に分類されている

(Johnsgard, 1999)。ハイイロヤケイは、インド半島部、南Rajasthanの北部、 Gujarat、Madhya

Pradesh、Andhra PradeshおよびPolarvaramにかけて生息している(Delacour, 1977; Johnsgard,

1999).アオエリヤケイは、ジャワ島およびその近隣島峡(Madura, Kangean, Bawean, Bali,

Lombok, Sumbawa, Flores,およびAlor)に生息しているが、セイロンヤケイはスリランカ

(セイロン島)のみに生息している。ハイイロヤケィ、アオエリヤケイおよびセイロンヤ

ケイには亜種の報告はない(Sibley and Monroe, 1990),

紀元前6,000年の中国河北(Huber)河南(Henna)省の遺跡からニワトリの遣物が出

土したものが最も古く、紀元前2,500年にパキスタンの　Mohenjo-Daro遺跡からニワトリ

を表した印章や粘土像や骨が発掘されている(West and Zhou, 1988; West and Zhou,

1989)　両遺跡から発掘された骨は現存のニワトリと解剖学的構造が似ており、東南アジ

アから南アジアを中心として生息していた鳥が東南アジアから中国にかけての広範な地域

で家禽化されたものと推定されている。このことは、現在ヤケイの生息域が東南アジアか

ら南アジアにかけての地域であることと矛盾しない。

Darwin (1896)は、世界で最初にニワトリの起源について推察し、ヤケイ属の種間交雑

および形態学的比較を基にしてセキショクヤケイがニワトリの直接の祖先であると述べた。

一方、例えばコ∴チン(Cochin)やブラーマ(Brahma)などのアジア肉用品種に対する

レグホーン(Leghorn)などの欧米の卵用品種のように、ニワトリ品種間における形態は

千差万別であり、大後頭孔の形状がアジア肉用品種とセキショクヤケイで異なること、セ

キショクヤケイ以外のヤケイとニワトリとの交雑で繁殖可能な雑種が出来ることなどを理

由に、 Hutt (1949)はニワトリの家禽化がセキショクヤケイを含む複数の系統から生じた

と提唱した。現在では、ニワトリがセキショクヤケイから作り出されてきたという説が優

勢であるがまだ決着には至っていない。家禽化されたニワトリは、卵生産および肉生産を

目的に選抜が繰り返され、世界中に約500品種が確立され、約70億羽飼育されている(Robin,

1990),

このように家禽化に関する一世紀に及ぶ論争に終止符を打とうと、ヤケイ属の類縁関係
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についてタンパク質多型を用いた　UPGMA　法　(Unweighted Pair-Group Method with

Arithmetic Average Methods)　により系統学的解析が行われ、ニワトリとセキショクヤケ

イが、その他3種のヤケイよりも遺伝的に近縁であるという結果が報告されている

(Hashiguchi et al., 1981; Okada et al., 1984),一方、分子系統学的な解析からもニワトリと

セキショクヤケイが、その他3種のヤケイよりも遺伝的に近縁であるという結果が血液タ

ンパク質のアイソザイム二　血液型、 DNA fingerprinting、 mtDNA D-loopの塩基配列を用い

て示された(Hashiguchi etal., 1981; Ohta et al., 2000; Okadaetal., 1984; Yamashita etal., 1994;

Fumihito et al, 1996),これらの結果はDarwin　の結論を強く支持するものであった。分子

生物学的手法の出現・進展により、近隣結合法(Neighborjoining;NJ; SaitoandNei, 1986)、

最大節約法(Maximum Parsimony; MP)および最尤法(Maximum Likelihood; ML)などDNA

塩基配列を基にした3種の分子系統学的な解析が、数理統計学的な方法を駆使して構築さ

れてきた(Dayhoff et al. 1978; Felsenstein 1981; Saitou and Nei 1987; Kishmo & Hasegawa

1989; Nei and Kumar, 2000),これらの手法を用いて正しい系統解析を行うためには、 1つ

の遺伝子だけから推定された系統樹を用いるのではなく、多くの遺伝子について解析を行

いその結果を総合的に評価する必要がある(Kishmo and Hasegawa, 1989; Cao et al, 1994a,

1994b)。 Mindell et al. (1999)は、鳥類および雁虫類の系統関係を正確に解析するために

mtDNA全塩基配列を決定し、系統樹を作成している。そこで本章では、ヤケイ属におけ

るニワトリの成立を分子系統学的に解析する目的で、ヤケイおよびニワトリの　mtDNA全

額域の塩基配列を決定し、その塩基およびアミノ酸配列データに基づいた分子系統樹を作

成し、ヤケイおよびニワトリの系統関係を明らかにした。
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【材料と方法】

本研究には,ヤケイ属としてセキショクヤケイ(Gallusgallusgallns: RJFgal, G. g. spadicius:

RIFspa,G.g.bankiva:KJFban,) 3亜種、アオエリヤケイ(GJF)、セイロンヤケイ(CJF)、

ハイイロヤケイ(GyJF)を用いた(表5-1)。ニワトリには,ラオス在来鶏(ラオス中央

部(Vientiane Province)で採取　NLAO; Yamamoto et al一, 2000)、広島大学にて維持してい

るホワイトレグホーンCB近交系統(WLCB; Hala, 1986; Nishibori et al., 2000)、広島大学

で血液中IgG量で高低二方向選抜を重ねたホワイトプリマスロックIgG-H選抜系統(WR;

Nishibori et al., 2000)、および埼玉医科大学神吉博士より分与いただいたホワイトレグホ

ーンコ-ネル近交系統(Cornell-P: WLP; Briles et al., 1982)を用いた。とりわけ、ハイイ

ロヤケイは採取地域の異なる2個体を用い、 WLCBは同じ集団内から2個体を用いた。さ

らに広島大学で飼育しているキジ科ウズラ属ニホンウズラ(Japanese quail: JQ; Coturnix

japonica)を解析に加えた(第二章)。キジ目における多くの種はオスが大変美しく、メ

スは地味な羽色をし、オスの方がその羽色から種を正確に同定することが可能である。し

たがって本章では、解析には全てオスのみを用いたo

各個体の血液100′Jlあるいは肝臓を約IOOmg採取し、 Protenase KおよびPhenol

chloroform法でゲノムDNAを抽出した(Sambrook andRussell, 2000),抽出したゲノムDNA

を鋳型にして、まずTakaraLA-Taq�"DNAPolymerase (TaKaRa-BIO)を用い、 LA-PCR法

でミトコンドリアDNAの約16,000塩基対(bp)を増幅した。すでにDNAバンクに登録

されているニワトリ(DDBJ/EMBL/Genbank accession number : X52392)、アメリカホジバ

ジロ(AP090337)およびコウノトリ(AB026193)のmtDNA全塩基配列をCLUSTALXVer.1.8

(Thompson et al. 1997)を用いてアライメントし、比較的保存されていた16S ribosomal

RNA (16SrRNA)およびCytochrome b (Cytb)遺伝子の2カ所にLA-PCRプライマーを

設計した(図2-1)。設計した4種のプライマーはそれぞれ35塩基対(bp)であった。

LA16SF (forward primer) : 5'-CCT ACG TGA TCT GAG TTC AGA CCG GAG CAA TCC AG

LA16SR (reverse primer) : 5--TGC ACC ATT AGG TTG TCC TGA TCC AAC ATC GAG GT

LACytbF (forward primer) : 5'-TAC ACG AAT CAG GCT CAA ACA ACC CCC TAG GCA TC

LACytbR (reverse primer) : 5--AGA TAC AGA TGA AGA AGA ATG AGG CGC CGT TTG CG

LA-PCR反応液は、 TaKaRa LA Taq�"DNA Polymeraseに添付されている10×LA PCR

BufferIIwithMg2+freeを5.0!上1、 MgCl2 (25mM)を5・0/J1、 dNTPs (各2.5mM)を8.0^1、

20pmol///1に希釈調整したプライマーをそれぞれ0.75jtii、 200-800/^g/mlの濃度に調整

したDNA溶液を2.0〝1、 TaKaRa LA Taq�"DNA Polymerase (5U/〟1)を0・5〝1を加え、

滅菌蒸留水で全量50〝1にした。 LA-PCRにはGeneAmp PCR System 9700 (Applied

Biosystems, Foster, CA, USA)を用い、二本鎖の鋳型DNAを94℃で1分間熱変成した後に、

94℃で30秒と68℃で16分を30回交互に繰り返して行った。約16kbのLA-PCR産物を

0.6%アガロースゲル電気泳動で分離し、ゲルから切り出した後に、 LA-PCR産物を磁気

ビーズ法(MagExtractor MFX-6000, TOYOBO)で精製した。

LA-PCRプライマー設計と同様の方法を用い、比較的保存された領域に37セットのプ

ライマーを設計したPCRプライマーセットの塩基配列情報を第二章表2-1に示したPCR
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の反応液量を全量　20^1とし、 DNA　合成酵素には　Ampli-Taq GOLD DNA polymerase

(Applied Biosystems)を用いた　PCR反応液は、 Ampli-Taq GOLD DNA polymerase　に添

付されているGeneAmpRIOxPCR Buffer II & MgCl2 Solutionを2.Onl、同様に添付される

dNTPs (各400〟M)を　2,0〝1、 20pmol/〝1に希釈調整したプライマーをそれぞれ0.4〃1

ずつ、 200-800#g/mlの濃度に調整したLA-PCR産物を0.5n¥、 Ampli-Taq GOLD DNA

polymerase (2.5U)を0.1〟1を加え、滅菌蒸留水で全量20〃1にした　PCRにはGeneAmp

PCR System 9700 (Applied Biosystems)を用い、 95℃で9分間DNA polymeraseを活性化さ

せた後に、 95℃で1分、 58℃で30秒および72℃で1分間を40回繰り返しDNAを増幅し

た。

PCR産物をExonuclease IおよびShrimp Alkaline Phosphatase (Exo-SAP-IT; Reagent pack

for use with Sequence PCR Product Sequence Kit, Amersham Pharmacia biotech)を用いてPCR

増幅産物を精製したのち、 Sequencing　の鋳型とした　Sequencing反応には1反応でPCR

と同様のプライマーの一方のみを用い、 Dye Deoxy-terminator法(ABI PRISM�"BigDye

Terminator Cycle Sequencing kit Ver. 1.0あるいは3.0, Applied Biosystems)でターゲット配

列を蛍光標識した。蛍光標識にもちいたPre-Mix sequence　反応液は、メーカー製品マニュ

アルの8倍に希釈して調整した。このためPre-Mix sequence反応液と別に作成したSequence

反応バッファー(2.5×sequence buffer; 200mM Tns-HCl, lOmM MgCl2, pH9.0)とを1 : 7の

割合に混合してSequence反応を行った　Sequence反応液は、各反応チューブあたり　Pre-

Mix sequence反応液を1.0〟1、 2.5×Sequence bufferを7.0//I、 20pmol//ziのPnmerを0.23

JLl、精製したPCR産物を3.0JJl、これらに滅菌蒸留水を加えて全量を20.0〝1とした。

Sequence反応には、 GeneAmp PCR system 9700　(Applied Biosystems)を用い、 95℃で保

温したアルミブロックにサンプルチューブを乗せ、 95℃で10秒、 50℃で30秒および60℃

で4分間を25回繰り返し鋳型のDNAを標識した　Sequence反応の後、 Sephadex�"G-50

Superfine　(Amersham Pharmacia Biotech AB)カラムに標識した反応液を通して、未反応

蛍光色素および未反応プライマーを除去し、精製したO　この精製産物を濃縮乾燥システム

(VC96N ;タイテック社)で乾燥し、 FormamideとBluedextranを5 : 1で混合したLoading

Dye　を各サンプル4!Jlずつ加えてサンプルを解かした。この溶液に95℃、 2分間の熱処

理を施した後、.氷上で急冷し、 DNAを1本鎖の状態に保った。この溶液から、 1・7IIIを

ABI377Sequencerにアプライした。電気泳動は一回のランで48サンプルずつ行い、 ABI377

Sequencerのマニュアルに従って解析を行ったo　決定した塩基配列はAutoAssember ver.2.1

(Applied Biosystems)を用い、ニワトリ　mtDNA (Desjardins and Morais, 1990)の塩基

配列情報をもとにつなぎ合わせて編集し、 GENETYX program packege (Ver.10.3; Software

development Inc.)を用いて解析した。

解析には、 mtDNAのタンパク質をコードする13遺伝子について塩基配列およびアミノ

酸に翻訳した配列をそれぞれconcatenate Lたものを用いた。なお、アミノ酸配列ではNADH

dehydrogenase subunit 6 (ND6)遺伝子のみがL-strand (L鎖)を読むためにND6を除い

た12遺伝子を用いた　concatenate Lた遺伝子の塩基配列およびアミノ酸配列をCLUSTAL

Xを用いてアライメントし、挿入・欠矢がある場合には挿入・欠失箇所を除いて編集した。

編集した塩基配列のデータは,まずMOLPHY package　に含まれている　molcodon　ソフトウ

ェアーを用い、アミノ酸をコードするそれぞれのトリプレットをまず第1、第2および第

3コドンの3つの座位にに分けた。系統解析には、第1コドンおよび第2コドンの塩基配
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列をconcatenate Lたもの、および第3コドンの塩基配列をconcatenate Lたものの2とお

りで行った。編集した塩基配列およびアミノ酸配列から近隣結合法(NJ)、最大節約法

(MP)および最尤法(ML)により分子系統樹を作成した。 NJ法は, CLUSTALXpackage

(version 1.81; Thompson et al. 1997)にある"BOOTSTRAP N-J TREE'-　を用いて行った。

MP法は、 PHYLIP package (version 3.57c; Felsenstein, 1995)を用い、上述の　concatenate

Lた塩基配列およびアミノ酸配列を嘩って、塩基配列はDNAPARSを、アミノ酸は

PROTPARSprogramを用いて解析を行った。 ML法は、 MOLPHYpackage (version2.3b3;

Adachi and Hasegawa, 1996)を用いて系統樹を構築した。塩基配列を用いた系統樹の作成

には、 NucMLでHKY85Fモデル(Hasegawa et al., 1985)を用い、アミノ酸配列を用いた

系統樹の作成にはProtMLでmtREV24-Fモデル(Adachi and Hasegawa, 1996a)を用いて

行ったo ML系統樹の局所的ブートストラップ確率は、 Resampling of estimated Log-

likelihood of sites (RELL) (Kishino et al. 1990, Hasegawa and Kishino, 1994)を1,000回の

試行を繰り返して行って計算した。 ML法により九度が高かった上位10位までのトボロ

ージーに対して、 PAML package (version 3.0; Yang, 2000)を用いてgamma-parameterを補

正し、再度トポロジーの信頼性を高めた。
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【結果】

mtDNAの構造

ヤケイ4種およびニワトリmtDNAの全塩基配列を決定したo決定したmtDNAの全塩

基配列の登録番号(DDBJ/EMBL/GenBank)を、表5-2に示したOハイイロヤケイおよび

アオエリヤケイが16,783bbで最も小さく、セイロンヤケイが16,841bpで最も大きかった。

ニワトリ(WLCB, WRおよびラオス在来鶏)は16,784-16,788bp、セキショクヤケイ3亜

種は総て16,785bpであったoニワトリとセイロンヤケイおよびニホンウズラ(16,697bp;第

二章表2-3)間の塩基数の差異は主にD-loopの大きさであり、セイロンヤケイはWLCB

よ。 61bp長く、ニホンウズラは76bp短かったoニワトリとヤケイの大きさの差異で特

徴がみられたのは、16SrRNAのNADH dehydrogenase subunit 1 (NDl)側の末端近傍にpoly-C

が見られ、ハイイロヤケイはCが4臥セキショクヤケイおよびラオス在来鶏は5個、

wRは6個、WLは8個であった04種のヤケイおよびニワトリ内のmtDNAの相同性は94%

以上であり、ニワトリとウズラとは85%の相同性であった。解析したWLCB2個体のmtDNA

の塩基配列は、 100%一致した　WLCB、 WLP、 WRおよびラオス在来鶏mtDNAのそれぞ

れの相同性は、 99.96%以上であったo多摩動物公園で飼育され、 1980年に採血されたハ

イイロヤケイと、インドからマレーシアの動物園を経由しラオス動物園にて飼育されてい

た個体を1999年に採血したハイイロヤケイは、地理的に隔たった地域で、かつ採取時期

も大きく異なっている個体にもかかわらず両者のmtDNAは100%一致した　WLCBの

mtDNAの塩基配列は、ハイイロヤケイのmtDNAの塩基配列とD-loop鋸域を除くすべて

の遺伝子および鋳域で-致したが、その他のヤケイのmtDNA塩基配列とは一致しなかっ

た。このことは、ハイイロヤケイがWLCBと遺伝的に近いことを示している。

ヤケイ4種およびニワトリ(WLCB、 WLP、 WRおよびラオス在来鶏)におけるすべて

のND3遺伝子において1bpのextra one baseを兄いだした　cytochrome oxidase subunit I

(COI)遺伝子における開始コドンが、 ATG (Met)ではなく、 GTG (Val)であった。そ

の他の遺伝子は灯Gであったoまた、 comおよびND畑こおける終止コドンは、完全な

トリプレットとしてmtDNA塩基配列上には兄いだされず、ともにTのみであった(表5-
2)0

分子系統樹の作成

ND6遺伝子を除く12遺伝子および13遺伝子をconcatenate Lてアライメントし、 GAP

(挿入・欠失箇所)を取。除いて編集した結果、 WLCBとハイイロヤケイにおいてその配

列は完全に一致した。塩基配列を第1 ・第2コドンの塩基配列と第3コドンの塩基配列に

わけてアライメントを行うと、第1 ・第2コドンの塩基配列およびアミノ酸配列ではハイ

イロヤケィ、 WLCBおよびラオス在来鶏では完全に一致した。決定した全mtDNAの12

遺伝子{ND6遺伝子を除く)のアミノ酸配机13遺伝子の第1 ・第2コドンの塩基配列、

第3コドンの塩基配列データから分子系統樹を作成したoニホンウズラをアウトグループ

(外群)としてNJ、 MPおよびMLの系統樹を作成した。

NJ法において、第1・第2コドンの塩基配列では、

(((((GyJF,NLAO,WLCB>WLP),WR)>((RJF6an,RJFgfl/),RJFfpa),CJF),GJF),JQ)図5-la) ,第1 I

第2コドンの塩基配列はハイイロヤケィ、 WLCBおよびラオス在来鶏で同じであ。、同じ
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クラスターとなったD　これらの分岐における局所ブートストラップ値は1,000であったo

ハイイロヤケィ、 WLCB、 WLPおよびラオス在来鶏はWRと近縁であり、その次にはセ

キショクヤケイのある亜種が位置した。第3コドンの塩基配列では、

(((((((GyJF,WLCB),NLAO),WLP),WR),((RJF6an,RJFgfl/),RJFv).GJF)サCJF),JQ) (図5-lb) ,

ニホンウズラ、アオエリヤケイとセイロンヤケイのグループ、セキショクヤケイのグル

ープ、ハイイロヤケイおよびニワトリの大きく4つのグループに分けられた。その中で、

ハイイロヤケィ、ラオス在来鶏、 WRおよびWLCBで単系統(1つのクラスター)を作

った。アオエリヤケイの分岐およびRIFspaの分岐における　bootstrap　の値は、その他の

bootstrapの値よりも低い傾向にあった。第3コドンの塩基配列から作成した系統樹(図

5-1b)は、第1 ・第2コドンの塩基配列から作った系統樹とはトポロジーが異なった(図

5-la),アオエリヤケイは、ハイイロヤケィ、WLCB、WLP、ラオス在来鶏、WRおよびRJFspa

からなるクラスターにリンクした。 12遺伝子を　concatenate Lて作成したアミノ酸配列で

は、ハイイロヤケィ、 WLCB、 WLP、ラオス在来鶏、 WRおよびRJFspa　を除くセキショ

クヤケイの系統学的位置は、第1 ・第2コドンの塩基配列から作成した系統樹と同じであ

った。第1 ・第2コドンの塩基配列、第3コドンの塩基配列およびアミノ酸配列による系

統樹において、ハイイロヤケィ、 WLCB、 WLP、ラオス在来鶏、 WRおよびセキショクヤ

ケイのクラスターは信意性が高い　RIFspaの位置はそれぞれの系統樹間で不安定であっ

たが、ハイイロヤケイが遺伝学的にニワトリに近いことが高い信頼性を持って示されたO

セイロンヤケイおよびアオエリヤケイの位置は、系統樹間で異なったが(図5-labc)、そ

れぞれニワトリ、ハイイロヤケイおよびセキショクヤケイの側系統となった。

NJ法による結果の信頼性を高めるために、 ML法を用いて系統樹を作成した。第1 ・第

2コドンの塩基配列により　NucML解析では、セイロンヤケイおよびアオエリヤケイの位

置を除いてはNJ系統樹と同じトポロジーであった(図5-2a),セイロンヤケイとアオエ

リヤケイのクラスターは、 NJ法を用いたアミノ酸配列による系統樹のトポロジーと同じ

であった。ハイイロヤケィ、ラオス在来鶏、 WLCB、 WLPおよびWR間の分岐、および

ハイイロヤケィ、ラオス在来鶏、 WLCB、 WLP、 WRおよびRJFspa　間の分岐における局

所ブートストラップの値は、NJ法と同様にきわめて高かった。さらにNJ法と同様にRltspa

の分岐におけるブートストラップ値はその他の値より低いものであった。第3コドンの塩

基配列によるNucML系統樹では∴ラオス在来鶏、ハイイロヤケィ、 WLCB、 WLPおよび

WRの分岐順序は異なるがNJ系統樹と同じトポロジーとなった(図5-2b),高い尤度を持

つNucML候補系統樹に、 NJ系統樹と同じトポロジーのものが含まれた。 NJおよびML

系統樹においてラオス在来鶏、ハイイロヤケィ、 WLCB、 WLPおよびWRの分岐位置の

順序はそれぞれ異なったが、それらの分岐におけるブートストラップ値は有意に高かった。

アミノ酸配列によるProtMLでは、 RIFspaの分岐位置を除いてNJ系統樹と同じであった

(図5-2c),

PAMLによってr (gamma;ガンマ)補正を加えたML系統樹を、塩基配列ではbaseml、

アミノ酸ではcodeml法で作成した(図5-3abc),第1 ・第2コドンの塩基配列の系統樹は、

(((((GyJF,NLAO,WLP,WLCB),WR),(RJF6aォJRJFga/),RJF^a),(GJF,CJF)),JQ)となり、 RJFspa

の分岐位置を除いてNJおよびML系統樹のトポロジーと同じになった(図5-3a),第3

コドンの塩基配列では、

((((((WR;NLAO),WLP),(GyJF,WLCB)),((RJF^aォ,RJFgcr/),RJF^a),GJF),CJF),JQ)となり、ラオ
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ス在来鶏、ハイイロヤケィ、 WLCB、 WLPおよびWRの分岐順序は異なるもののNucML

系統樹と同じトポロジーとなった(図5-3b),アミノ酸配列では、

(((((GyJF,NLAO,WLCB,WLP),WR),(RJFiaォ,RJFga/),RJF5/)a),(CJF,GJF)),JQ)となり、 NJ系統

樹と同じトポロジーであった(図5-3c),

さらにMP系統樹を第1 ・第2コドン、第3コドンの塩基配列およびアミノ酸配列につ

いてそれぞれ作成した(図5-4abc),第1 ・第2コドンの塩基配列では、

(((((GyJF,NLAO,WLCB,WLP),WR),((RJF6an,RJFgaO,RJF^a),CJF),GJF),JQ)となり、 NJ系統

樹におけるアオエリヤケイの分岐位置を除いてはそのトポロジーは同じであった(図5-

4a),第3°コドンの塩基配列では、

((((((((GyJF,WLCB),WR),WLP),NLAO),(RJF6aォ,RJFgaO,RJF^a),GJF),CJF),JQ)となり、ハイ

イロヤケィ、 WLCB、 WLP、 NLAOおよびWRの分岐順序およびCJFの分岐位置を除けば

「補正したML系統樹およびr補正をしない系統樹のトポロジーと一致した(図5-4b),

アミノ酸配列では、

((((((GyJF,NLAO,WLP,WLCB),WR),(RJF6aォ>RJFgaO,RJF^a),CJF),GJF),JQ)となり、 RJFspa

およびCJFの分岐位置を除けばそれらのトポロジーは同様となった(図5-4c),

本章の結果をまとめると以下のようになった。 1)ハイイロヤケィ、ラオス在来鶏、WLCB、

wLPおよびWRは遺伝的に1つのクラスター(単系統)となる　2) RJFbanとRJFgal

は1つのクラスターを作った。 3)セキショクヤケイは、ハイイロヤケィ、ラオス在来鶏、

WLCB、 WLPおよびWRのクラスターと最も近縁であり、アオエリヤケイおよびセイロ

ンヤケイは遺伝的に遠くなった。 4)ニホンウズラはヤケイの外側(側系統)となった。
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【考察】

1896年にDarwinが、ニワトリはヤケイ属のセキショクヤケイが起源であると述べた

(Darwin, 1896),その後、ニワトリの祖先について様々な議論がなされてきた. 1949年

にHuttは、ニワトリには品種の多様性が豊富であることから、ニワトリはセキショクヤ

ケイだけではなく、その他のヤケイを加えて改良され、成立したと述べた。近年、 D-loop

の塩基配列を用いて分子系統学的解析を行い、 Darwinの説を支持する成果が報告されて

いる(Fimihitoetal.,1996),クジラ目と偶蹄目との関係を解析するためにはミトコンドリ

アでは複数の遺伝子でかつ約3,000bp以上の配列データが必要であると統計学的視点から

述べられている(HasegawaandAdachi, 1986),それゆえに本章では、ヤケイ属におけるニ

ワトリの遺伝学的位置を明らかにするために、ヤケイ4種および4品種のニワトリ(WLCB、

WLP、 WRおよびラオス在来鶏)のmtDNA全塩基配列を決定し、 NJ法、 ML法およびMP

法で系統樹を作成した結果、ハイイロヤケイがニワトリと遺伝的に最も近い位置となった。

このことから、ニワトリが現在生息するハイイロヤケイの祖先種に由来するのか、あるい

は現在生息するハイイロヤケイそのものを起源とするのか、という疑問が生じてくる。

本章では、ニワトリとしてWLCB、 WLP、 WRおよびラオス在来鶏について解析した。

WLCBの個体群(集団)から2羽を選び、両者ともにmtDNAの全塩基配列を決定した結

果、決定した16,788bpで塩基置換が全く観察されなかった。ハイイロヤケイについても、

多摩動物公園で飼育されていた個体から1982年にサンプルを採取し保存しておいたもの

と1999年にラオス動物園で飼育されていた個体からサンプルを採取した2つのサンプル

についてmtDNAの全塩基配列を解析した。両者はサンプル採取場所およびサンプル採取

年代が大きく異なるものであるにもかかわらず、これらには塩基置換が全く観察されなか

った。このことからハイイロヤケイの集団の遺伝的変異はほとんどないか、あるいは非常

に小さい可能性が示唆された。しかしながら、このことをより正確に評価するためには、

ハイイロヤケイの個体数をさらに増やして検討した方が良いと考えられる。

Cyt-bとND6遺伝子との間に位置するtransferRNA-Proline (tRNA-Pro)において、ヤ

ケイおよびニワトリの間で1bpの変異が見られた　WLCB、 WRおよびハイイロヤケイ

ではGであったが、セキショクヤケイ3亜種、ラオス在来鶏、アオエリヤケイおよびセ

イロンヤケイではAであった　tRNAは多型性が比較的低いことから、ハイイロヤケイ

の1bpの多型はニワトリの成立にハイイロヤケイが深く関与したことを示唆する。

本章では、 NJ法、 ML法およびMP法を用いて分子系統学的解析を行い、上述した仮

説の検討を行ったが、セイロンヤケィ、アオエリヤケィ、 RJFspaおよびハイイロヤケイ

を含むニワトリの分岐位置がそれぞれの系統樹で一致しなかった。これらの系統樹の精度

を向上させるために、 D-loop、 12SrRNA、 16SrRNAおよび22個あるtRNAをアライメント

し、本章で用いた系統樹と統合して評価する必要があるものと考えられる。セイロンヤケ

イにおいて、 D-loopに61bpの塩基挿入がみられたが、これはセイロンヤケイにのみ見ら

れ、その他のヤケイおよびニワトリ、ニホンウズラには観察されなかった。このことは、

NJ法(図5-1)、 ML法(図5-2、図5-4)およびMP法(図5-3)の第3コドンの塩基配列

による系統樹において、セイロンヤケイが遺伝的にニワトリから最も離れた位置にあるこ

とと一致した。本章では、セキショクヤケイ5亜種のうち3亜種について解析し(RJFga/,

RJFbanおよびRJF'spa)、その他の2亜種(RJFjabとKIFmur)については解析しなかった。

-67-



これはセキショクヤケイの亜種の形態分類が不明瞭であるために解析には用いなかったが、

これら2亜種についてmtDNAを解析を行うとセキショクヤケイのクラスターに入るもの

と考えている。

本章の結果から、ニワトリが現在生息するハイイロヤケイの祖先種に由来する、ある

いは現在生息するハイイロヤケイそのものを起源とする、という仮説が提起できる。この

仮説を明らかにすることたよって、これまで血液タンパク質のアイソザイム(Hashiguchiet

al.,1981)やmtDNAD-loop (Fumihitoetalリ1996)を基にした系統解析による報告、つま

りセキショクヤケイのみがニワトリの起源であるという仮説が否定されるものと思われる。

TuinenAndHedge (2001)は、ニワトリとニホンウズラの分岐が、 mtDNAから3,610

万年前、核DNAから3,980万年前および化石の記録から3,330万年前と推測した。この

ことから、ニワトリ(WLCB)とニホンウズラ(JQ)との分岐が3,610万年前と仮定し、

mtDNAの13遺伝子第3コドンの塩基配列から進化時間を加味した系統樹をPHYLIP

(Felsenstein, 1995)のDNAMLKを用いて作成すると、ハイイロヤケイとラオス在来鶏と

の分岐は約14,000年前と推定できる。またNJ法で第3コドンの塩基配列を用いた場合に

は、 DNAMLの解析結果とほぼ同じ13,000年前に分岐したものと推定され、これらの推

定値ははぼ妥当な値であると評価できるo

本章の結果から、ハイイロヤケイはニワトリと近縁であることが示された。このこと

は、 1)ニワトリの骨が、紀元前2,500年ごろのパキスタンMohenjo-Daro遺跡から発見

されたこと、 2)ハイイロヤケイがMohenjo-Daroに近接している地域に生息しているこ

と、 3)ハイイロヤケイとニワトリとのFl世代は妊性を持っていること(Dan forth,1958)

と矛盾しない。セキショクヤケイとハイイロヤケイとは別種に分類されるが、両者の間に

は完全に妊性があると報告されている。一方、アオエリヤケイおよびセイロンヤケイとの

間には人工授精でFlはとれるがそのFlには生殖能力がないと報告されている(Dan forth,

1958;Johnsgard, 1999),セキショクヤケイとニワトリとは自然状態においても交配してい

ることが観察されている(Johnsgard,1999),これらの報告は、ニワトリのドメステイケ

-ションに対してセキショクヤケイおよびハイイロヤケイが関与した可能性を京唆してお

り、ハイイロヤケイがニワトリの成立に関わっていることに全く矛盾はないと考えられる。

以上のことから、当初ハイイロヤケイがMohenjo-Daro周辺地域でニワトリの成立に関

わった可能性があるものと考えられる。紀元前6,000年の中国河北(Huber)河南(Henna)

省の遺跡からニワトリの遺物が出土しているものが最も古いことから、紀元前6,000年以

前にMohenjo-Daro周辺地域ですでにニワトリが成立しており、そのニワトリがアジア諸

国に持ち込まれて広まっていったとも考えられる。このことは本研究で推定されたハイイ

ロヤケイとニワトリとの分岐年代には矛盾しない。一方、 Crawford (1990)は、現在生息

する4種のヤケイ以外にすでに絶滅した別種の存在を述べており、その絶滅した種がニワ

トリの成立に関わっていた可能性もある。しかしながら、現在ではその証拠はなく、また

その絶滅した種の化石あるいは遺物を発見しない限り系統学的な解析は不可能である.

ニワトリの持続的な育種および新しい品種の作成には、遺伝的多様性の点からニワトリ

の品種の遺伝的な位置付けを明らかにし、各品種集団に対して遺伝的背景の違った集団を

導入することが今後重要になると考えられる。このため、セキショクヤケイをはじめとす

る4種のヤケイおよびラオス在来鶏をはじめとするアジアの在来鶏は、ニワトリの育種に

対して重要な遺伝子資源の候補となりうるものと考えられる。
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【蝣サviミ:) 】

ニワトリ　{Gallusgallusvar. domesticus)は、ヤケイが家禽化されたものとされている.

キジ目キジ科ヤケイ属には、セキショクヤケィ、ハイイロヤケィ、アオエリヤケィ、セイ

ロンヤケイの4種が属し、ニワトリの祖先はセキショクヤケイのみの単一祖先であるとい

う説とセキショクヤケイ以外のヤケイも家禽化に寄与したとする説があり、現在でもその

結論には至っていない。ニワ下りの起源を明らかにすることは、ニワトリの有用遺伝資源

の保全にとって重要であるため、本章ではヤケイ属における全ミトコンドリアDNAの塩

基配列を決定し、ニワトリの起源を分子系統学的に解析、推定した。セキショクヤケイ

(Gallusgallus)、ハイイロヤケイ　{Gallussonnerati)、アオエリヤケイ(Gallusvarius)、

セイロンヤケイ(Galluslafayetii)のヤケイ4種およびニワトリ(Gallusgallusvar.

domesticus　ホワイトレグホーン、ホワイトプリマスロック、ラオス在来鶏)さらにキジ

科ウズラ属のニホンウズラ(Corturnixjaponica)のミトコンドリアゲノム全額域の塩基配

列(16,697-16,841bp)を決定した。それぞれの遺伝子の塩基配列およびアミノ酸配列か

ら最尤法、近隣結合法および最大節約法で分子系統樹を作成し、 Gallus属の系統関係を推

定した。それらの系統樹において、ニホンウズラ、アオエリヤケイとセイロンヤケイのク

ラスター、セキショクヤケイのクラスター、ハイイロヤケイおよびニワトリの大きく4つ

のクラスターに分けられた。その中で、ハイイロヤケィ、　ラオス在来鶏、ホワイトレグ

ホーンおよびホワイトプリマスロックで単系統(1つのクラスター)を作ったO　ニワトリ

の成立は、セキショグヤケイとハイイロヤケイのグループが母系起源となったものと考え

られるO　ニワトリは、セキショクヤケイとともにハイイロヤケイとも近縁であることが明

らかとなり、その成立は比較的新しいものであると推定された。
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第六章・東南アジア在来鶏の分子系統、分子生態学的解析

【緒論】

ニワトリ　{Gallus gallus var. domesticus)は、その肉および卵を人類の食用に供し、経

済的に重要な家禽の1種セあるとともに、人との関わりにおいて特異かつ多様な文化の形

成にも貢献してきた。ニワトリは、東南アジアで約5,000年前にヤケイから家禽化された

ものとされ、その野生原種であるヤケイが今なお生存している種である　Fumihito et al.

(1994, 1996)は、タイ・ラオスおよびベトナムを中心とした東南アジア大陸部が家禽化

の拠点であり、セキショクヤケイの1亜種から家禽化されたと報告した。現在では森林開

発や環境悪化などにより東南アジア-帯でセキショクヤケイの数は減少し、中国ではセキ

ショクヤケイヤケイの保護に乗り出しているのが現状である。本章では、分子系統学的手

法を用い、東南アジアにおいて経済成長が比較的遅いラオス人民民主共和国における在来

鶏について分子生態学的に解析した。

ラオスは外洋と隣接しない内陸国であり、その地理的条件からラオス国内あるいはその

近隣諸国との交易が乏しく、社会交通的に隔離された地域を有している。このことはニワ

トリの成立を解析する上で、社会的に発展著しい近隣諸国に比べて、ラオスがユニークで

あり、かつ重要な国であると考えられるO　しかし、ラオスにおけるニワトリおよびヤケイ

に関する遺伝学的な調査・研究はほとんど行われていない(Bouahom, 2000)。そこで本章

では、ラオスおよびその近隣諸国の在来鶏およびヤケイの遺伝的類縁関係を検討した。一

般に、鳥類におけるミトコンドリアDNA (mtDNA)を用いた分子系統学的解析において、

属あるいは種レベルの解析にはcytochrome b (Cytb)や12S ribosomal RNA (12SrRNA)が

利用されており(Kimball et al., 1999; Dimcheffet al., 2000)、種あるいは亜種以下のレベル

には制御嶺域(D-loop)が利用されている(Fumihiro et al., 1995; 1996)。これは、それぞ

れの遺伝子あるいは遺伝嶺域の進化速度の違いによるものである　Cytb　は100万年あた

り　2.0% (2.0%/MY)、 D-loopは14.8%/MYと報告されおり(西海, 2002)、 D-loopの方

がCytbより約7倍進化速度が速いことになる。よってD-loopの方が遺伝的に近い集団を

解析するには都合がよい。このため本章ではラオス在来鶏を中心としたニワトリとセキシ

ヨクヤケイとの遺伝的かつ分子生態学的解析を行うことから、 D-loop　を用いて解析を行

った。

-84-



【材料と方法】

調査地域および調査個体群

1997年8月、 1997年12月から1998年1月、および1999年9月にラオス6県において

在来鶏およびヤケイの血液を採取した(図6-1),採取した地域と採血数および解析に用

いたサンプル数を表6-1に示した。採取したサンプルの内訳は、ラオス在来鶏がラオス

_6県で162個体、セキショクヤケイがラオス2県で12個体、およびVientianeで飼養され

ているコマーシャル鶏が25個体であった。解析には、表1に示した各個体群から雄2羽

を選んで行った。セキショクヤケイは雄1羽のみを解析に用いた(表6-1),

DNAの抽出およびmtDNAの塩基配列の決定

採取した血液は、 Yamamoto et al. (2000)が報告したように血渠分画と血球分画にわ

けて保存した。解析に供する個体の血球分画より第2章と同様の方法に従って、ゲノムDNA

を抽出した(SambrookandRussel, 2000),抽出したゲノムDNAを鋳型にして、まず、LA-PCR

Kit (TaKaRa LA-PCR kit, TaKaRa-BIO)を用い、 LA-PCR法でミトコンドリアDNAの約

16,000bpを増幅した。第二章と同様に、 16SribosomalRNA (16SrRNA)およびcytochromeb

(Cytb)飯域の2カ所に、それぞれLA16SおよびLAcytbプライマーセットを設計した(図

2-1),

LA16SF:5-- CCT ACG TGA TCT GAG TTC AGA CCG GAG CAA TCC AG　(35塩基対[bp])

LA16SR:5'- TGC ACC ATT AGG TTG TCC TGA TCC AAC ATC GAG GT　(35bp)

LACytBF:5--TAC ACG AAT CAG GCT CAA ACA ACC CCC TAG GCA TC　(35bp)

LACytBR:5--AGA TAC AGA TGA AGA AGA ATG AGG CGC CGT TTG CG　(35bp)

LA-PCR反応液は、 TaKaRa LA TaqlM DNA Polymeraseに添付されている10×LA PCR

BufferIIwithMg2+freeを5.0〝1、 MgCl2 (25mM)を5.0#1、 dNTPs (各2.5mM).を8.0jitl、

20pmol/〝1に希釈調整したプライマーをそれぞれ0.75^1、 200-800^g/mlの濃度に調整

したDNA溶液を2.Oill、 TaKaRa LA Taq�"DNA Polymerase (5U/#1)を0.5//Iを加え、

滅菌蒸留水で全量50〝1にした　LA-PCR　には　GeneAmp PCR System 9700 (Applied

Biosystems, Foster, CA,USA)を用い、二本鎖の鋳型DNAを94℃で1分間熱変成した後に、

94℃で30秒間と68℃で16分間を30回交互に繰り返して行った。約16kbのLA-PCR産

物を0.6%低融点アガロースゲル(Agarose L; Nippon-Gene)電気泳動で分離し、ゲルから

切り出した。ゲルから切り出したアガロースは、 β-agarasel (Nippon Gene)を用い、製

品マニュアルに従って消化して精製した。この精製したLA-PCR産物を鋳型にしてmtDNA

D-loopの全長をPCRにより増幅した　D-loop額域の全長を増幅するために、 D-loopを挟

むPCRプライマーを表4-1より準備した。その塩基配列は、

GallF: 5'-AGG ACT ACG GCT TGA AAA GC-31 (20bp)および

GallR: 5'-CAT CTT GGC ATC TTC AGT GCC-3- (Zlbp)

である　PCRの反応液量を全量20ん亡1とし、 DNA合成酵素にはAmpli-Taq GOLD DNA
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polymerase (Applied Biosystems)を用いたPCR反応液は、 Ampli-Taq GOLD DNApolymerase

に添付されている　GeneAmpRIOxPCR Buffer II & MgCl2 Solutionを2.0/zl、同様に添付

される　dNTPs (各400〝M)を　2.0〃1、 20pmol/〝1に希釈調整したプライマーをそれぞれ

0.4#1ずつ、200-800#g/mlの濃度に調整したLA-PCR産物を0.5 ul、Ampli-Taq GOLD DNA

polymerase (2.5U)を0.1〝1を加え、滅菌蒸留水で全量20〝1にした。 PCRにはGeneAmp

PCR System 9700 (Appli占d Biosystems, Foster, CA, USA)を用い、 95℃で9分間DNA

,polymeraseを活性化させた後に、 95℃で1分、 58℃で30秒および72℃で1分間を1サイ

クルとし　40　サイクル繰り返し　DNA　を増幅した　PCR産物を　Exo-SAP-IT (Amersham

Biosciences)を用いて未反応プライマーを取り除き、 PCR　増幅産物を精製したのち、

Sequencingの鋳型とした。 Sequencing反応には1反応でPCR　と同様のプライマーおよび

PCR増幅産物内部にシークエンス専用のプライマーを設計して行った。その塩基配列は、

Gall-2F: 5'-TGG TTC CTC GGT CAG GCA CAT CC-31  (Z3bp)

Gall-3F: 5'-TGC TTA AGG TTA ATT ACT GCT G-3'　(22bp)

である。

これら4つのプライマーを用い、 Dye Deoxy-terminator　法(ABI PRISM�"BigDye

Terminator Cycle Sequencing kit Ver. 3.0, Applied Biosystems)でターゲット配列を蛍光標識

したO　蛍光標識にもちいたPre-Mix sequence反応液は、メーカー製品マニュアルの　8倍に

希釈して調整した。このため　Pre-Mix sequence反応液と新たに作成したSequence反応バ

ッファー(2.5×sequence buffer; 200mM Tns-HCl, lOmM MgCl2, pH9.0)とを1 : 7の割合に

混合して　Sequence　反応を行った　Sequence　反応液は、各反応チューブあたり　Pre-Mix

sequence反応液を1-Ojtil、 2.5×Sequencebufferを7.Otil、 20pmol///lのPrimerを0.23ul、

精製したPCR産物を3.Otil、これらに滅菌蒸留水を加えて全量を20.0^1とした　Sequence

反応の後、 Sephadex G-50 Super fine (Amersham Pharmacia Biotech AB)カラムに標識し

た反応液を通して、未反応蛍光色素および未反応プライマーを除去し、精製した。この精

製産物を濃縮乾燥システム(VC96N ;タイテック社)で乾燥し、 FormamideとBluedextran

を5:1で混合したLoading Dyeを各サンプル4〟1ずつ加えてサンプルを解かした。この

溶液に95℃ 2分間の熱処理を施した後、氷上で急冷し、 DNAを1本鎖の状態に保ったO

この溶液から、 1.7/上1をABI377 Sequencerにアプライした。その後はABI377 Sequencer

のマニュアルに従って解析を行った。決定した塩基配列はAutoAssember ver.2.1 (Applied

Biosystems)を用いて編集し、 D-loop鏡域の全長塩基配列を決定した。各サンプルにおい

て、塩基配列の解読は複数回行った。解析は、 GENETYX program package (Ver.10.3; Software

developmentInc.)を用いて行った。

分子系統学的解析

決定したmtDNA D-loopの全塩基配列データを、 ClustalX (Thompson et al., 1997)を用

いて多重整列(アライメント)し、解析した各個体間の相同性を検索した。また、本研究

で解析したサンプルと比較検討するために、 DDBJ/GenBank/EMBL　に登録されているヤケ

イおよびニワトリのmtDNA塩基配列を用いたoホワイトレグホーンCB系統{Gallusgallus

var. domesticus; DDBL/GenBank/EMBL accession number APOO3317, 1,231 bp、第五章)、セ

ー86-



キショクヤケイ(インドネシア: Gallus gallus bankiva I APOO3323, 1,232 bp、第五章)、セ

キショクヤケイ(フィリピン　Gallus gallus gallusIAPOO3322, 1,232 bp,第五章)、アオエ

リヤケイ(Gallusvarius/APOO3320, l,228bp,第五章)、タイ在来鶏(AB009443, AB009441,と

もに630bp, Fumihito et al., 1996)およびベトナム在来鶏(AB009449, 641bp, Miyake et al.,

unpublished)における　D-loopの塩基配列を用いた。遺伝距離は、塩基置換数を推定し、

Kimura-2　パラメータ一法(Kimura, 1980)を用いて距離行列を生成し、そこから近隣結合

揺(Neighborjoining ;NJ)法(Saitou and Nei, 1987)により系統樹を作成した。得られた

系統樹の統計的検定にはブートストラップ法を用い、 1,000回の反復を行い検定した。
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【結果】

ラオス在来鶏雄12羽、ラオスコマーシャル鶏雄2羽およびラオスVientianeで捕獲された

セキショクヤケイ雄1羽(表6-1,図6-1)のmtDNAD-loop額域の全塩基配列を決定した。

決定した　D-loop　の長さは、ホワイトレグホーン、ラオスコマーシャル鶏、 Vientiane、

LuangNamthaおよびBolikhamxayの1羽で1,231塩基であり、またBolikhamxayの1羽、

XiengKhouang、 ChampassakおよびBokeoの在来鶏とセキショクヤケイでl,232bpであっ

た。これらの塩基配列を　ClustalX上でアライメントを行った　D-loop　の長さの違いに起

因する塩畠の位置は、 transfer RNA-Glutamine (tRNA-Glu)側に隣接するD-loopの末端

(5'末端)から　859番目であり、それはCの欠失/挿入であった(表6-2). 852番目から

Cの連続配列が見られ、 D-loopの短いグループd,231bp)ではCが7個連続し、 D-loop

の長いグループ(l,232bp)ではCが8個連続していた。

セキショクヤケィ、ラオス在来鶏およびコマーシャル鶏における塩基置換とその位置を

表2　に示した　D-loopの1,232bp中24bpで塩基置換および欠失/挿入が見られた。また

これらの塩基置換は、 297座位および650座位以外の21bpはtransition変異であった。 24

座位中2座位のTransversion変異は、 ChampassakおよびBokeoで採取した在来鶏のみで

見られた。この2つの個体群は他のラオス在来鶏4集団と異なる塩基置換の傾向を示した

(表6-2)。 Vientianeで捕獲されたセキショクヤケイの塩基配列では、 Xiengkhouangの在

来鶏と1bp、 Bolikhamxayの在来鶏と2bpのみの置換であった。

ラオス在来鶏の遺伝的類縁関係を検討するために、ラオス在来鶏、コマーシャル鶏およ

びセキショクヤケイのD-loop全塩基配列をアライメントし、 1bpのギャップ.(859座位)

を除いたl,231bpからNJ法で分子系統樹を作成した(図6-2),アオエリヤケイをアウト

グループに設定すると、 Xiengkhouang、 Bolikhamxay、 Vientiane　の在来鶏およびラオスの

セキショクヤケイが1つの大きなクラスターを作り、ラオスコマーシャル鶏、ホワイトレ

グホーン、インドネシアおよびフィリピンのセキショクヤケイが1つのクラスターを作り、

その外側にChampassakおよびBokeoの在来発が1つのクラスターを作った。しかし各枝

のブートストラップ値が低い分岐が見られた。セキショクヤケイ3個体(ラオス、インド

ネシアおよびフィリピン)間の関係よりもラオスのセキショクヤケイとラオス在来鶏との

方が近縁であった。 ChampassakおよびBokeo　の在来鶏がそれ以外の在来鶏4集団とは別

クラスターを作り、 Bokeo在来鶏は両者に共通して別クラスターに属した。

ラオスコマーシャル鶏は、タモフアン(TamHuang)品種と称される卵肉兼用種であり、

ラオス国内に種卵が供給されている。この鶏は中国由来であり、ラオス在来鶏とは遺伝的

に遠い位置となり、産業家禽化されたホワイトレグホーンと遺伝的に近い位置となった。
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【考察】

ラオス在来鶏雄12羽、ラオスコマーシャル鶏雄2羽およびラオスVientianeで捕獲され

たセキショクヤケイ雄1羽(表6-1,図6-1)のmtDNA D-loop嶺域の全塩基配列を決定し

た結果、 l,231bpとl,232bpの2種類のmtDNA D-loopを兄いだした。決定したD-loopの

長さは、ホワイトレグホ`-ン、ラオスコマーシャル鶏、 Vientiane、 LuangNamthaおよび

Bohkhamxayの1羽でl,231bpであり、またBolikhamxayの1羽、XiengKhouang、Champassak

およびBokeoの在来鶏とセキショクヤケイでl,232bpであった。 852番目からCの連続配

列が見られ、 D-loopの短いグループ(l,231bp)ではCが7個連続し、 D-loopの長いグル

ープ(l,232bp)ではCが8個連続していた。短いD-loopは産業家禽化された個体および

ラオスの都市部で採取した在来鶏に見られ、長い　D-loop　はラオス郊外および辺境部の在

来鶏およびセキショクヤケイに見られ、このことから家禽化にともなってlbpが欠失した

可能性が示唆された。

セキショクヤケィ、ラオス在来鶏およびコマーシャル鶏において、 D-loop　のl,232bp　中

24bp　で塩基置換および欠失/挿入が見られた。ニワトリおよびウズラにおいて5'末端か

ら　550bp　を　DomainI　と称し、ニワトリおよびウズラではこの嶺域に塩基置換が最も多く

見られることが知られている(Baker and Marshall, 1997)。本研究においても塩基置換24

座位中の17座位がDomain Iに集中した。またこれらの塩基置換は、 297座位および650

座位以外の21bpはtransition変異であり、これまでの多くの報告と一致するものであった。

Desjardins and Morais (1990)は、 Domain IIIの　873　座位から　27bp　の保存嶺域(CSB-1

鏡域)があることを報告している。このCSB-1嶺域は種々の鳥類にもみられ、良く保存

されていることが知られている(Marshall and Baker, 1997),解析した総ての個体において

も同様にこの　27bpの嶺域には変異が全く見られず保存されていることが判明した。 24座

位中2座位のTransversion変異は、 ChampassakおよびBokeoで採取した在来鶏のみで見

られたOこの2つの個体群は他のラオス在来鶏4集団と異なる塩基置換の傾向を示した(表

6-2) Vientiane　で捕獲されたセキショクヤケイの塩基配列では、 Xiengkhouangの在来鶏

と1bp、 Bolikhamxayの在来鶏と2bpのみの置換であった。

ラオス在来鶏、コマーシャル鶏およびセキショクヤケイの　D-loop全塩基配列をアライ

メントし、 NJ法で分子系統樹を作成した(図6-2)　アオエリヤケイをアウトグループに

設定すると、 Xiengkhouang、 Bolikhamxay、 Vientiane　の在来鶏およびラオスのセキショク

ヤケイが単系統となり、ラオスコマーシャル鶏、ホワイトレグホーン、インドネシアおよ

びフィリピンのセキショクヤケイが1つのクラスターを作り、その外側に　Champassakお

よびBokeoの在来鶏が単系統となった。塩基置換数が23個と少ないこともあり、各枝の

ブートストラップ値が低い分岐が見られた。セキショクヤケイ　3個体(ラオス、インドネ

シアおよびフィリピン)間の関係よりもラオスのセキショクヤケイとラオス在来鶏との方

が近縁であった。このことから、 1)セキショクヤケイが生息する地域に棲む在来鶏は、

その生息域に棲むセキショクヤケイが飼い慣らされて(家禽化されて)成立した。あるい

は2)生息域を同じにするセキショクヤケイと在来鶏はともに交配して遺伝子交流がある。

つまり在来鶏が飼われている庭先にセキショクヤケイが来て交配し山野に帰る、あるいは

山野からセキショクヤケイの受精卵を農家に持ち帰り、貯化した後しばらく農家で放飼さ

れるが、成長すると飛び立って山野に帰るo　その間に在来鶏と交配して遺伝子交流をして
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いるものと推察できる。

Yamamoto et al. (2000)は、ラオス在来鶏6集団およびセキショクヤケイの血液型お

よびタンパク質座位の遺伝子頻度から遺伝距離を算出し、遺伝的類縁関係を検討した。ラ

オス在来鶏は、 Luang NamthaおよびBokeo　のラオス北西部2集団とそれ以外のラオス在

来鶏4集団にクラスタリングされることを報告した0本研究では、ChampassakおよびBokeo

の在来鶏がそれ以外の在来鶏4集団とは別クラスターを作り、 Bokeo在来鶏は両者に共通

して別クラスターに属した。 Bokeo　の在来鶏はラオスにおいては特異な集団であろうと考

えられ、近隣のミャンマーおよびタイにおける在来鶏を解析することによる詳細な検討が

望まれる。また、ラオス南部のChampassakおよびラオス西部のLuang Namthaについて

は本研究とYamamoto et al. (2000)とにおいて結果が異なっているために、さらに解析個

体数を増やして検討する必要があると思われる。

ラオス在来鶏と近隣諸国の在来鶏との遺伝的類縁関係を検討するために、

DDBJ/GenBank/EMBL　に登録されているタイおよびベトナム在来鶏の塩基配列を含めて系

統解析を行った　DDBJ/GenBank!EMBLの登録されている　D-loopの塩基配列は主として

D-loopのDomain I嶺域を含む630bpであったため、この630bpについてアライメントを

行い、 NJ法で分子系統樹を作成した(図6-3),この系統樹において、用いた塩基配列が

短く変異が少なかったために、各枝の分岐におけるブートストラップ値は小さくなった。

その分子系統樹は図6-2　の分子系統樹にタイおよびベトナム在来鶏をラオス在来鶏および

セキショクヤケイとは別のクラスターにそれぞれそのまま加えたトポロジーとなり、ラオ

スのセキショクヤケイおよびラオス在来鶏を含む基本的なトポロジーは変わらなかったO

図6-3では、図6-2と同様にアオエリヤケイをアウトグループに設定すると、Xiengkhouang、

Bohkhamsai、 Vientianeの在来鶏およびラオスのセキショクヤケイが大きな単系統となり、

ChampassakおよびBokeoの在来鶏が1つのクラスターとなった。ラオスコマーシャル鶏、

ホワイトレグホーン、インドネシアおよびフィリピンのセキショクヤケイで形成されるク

ラスターに、タイ在来鶏およびベトナム在来鶏が加わったクラスターとなった。ラオス在

来鶏のクラスターはラオス由来の個体のみで構成されたことから、ラオス在来鶏への近隣

諸国からの遺伝子移入がなく、遺伝的均一性に富むものと考えられる0

以上のことから、ラオス在来鶏は、系統遺伝学的にラオス都市部およびその郊外と辺境

部との大きく2つの集団となり、そAれぞれが遺伝的に均一性が高い在来の集団であること

が明らかとなった。
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【要約】

ラオスおよびその近隣諸国の在来鶏およびヤケイの遺伝的類縁関係を検討する目的で、

1997年8月、1997年12月から1998年1月、および1999年9月にラオス6地域(Vientiane,

Xiengkhouang, Borikhamxay, Champassack, Luang NamthaおよびBokeo provinces)でラオス

在来鶏、ラオスコマーシャル鶏およびセキショクヤケイの血液を採取した。血液よりDNA

を分離し、ミトコンドリア　DNAD-loop　の塩基配列を決定し、分子系統学的な解析を行っ

た。解析には各集団から雄2羽を選んで行った。ラオスのセキショクヤケイは雄1羽のみ

を解析に点いた　mtDNAD-loopはl,231bpとl,232bpの個体が見られ、ラオスのセキシ

ョクヤケイおよびラオス辺境部(Champassack　とBokeo)では長いグループとなった。分

子系統樹を作成すると、ラオス在来鶏と近隣諸国の在来鶏とが別のクラスターに別れ、近

隣諸国の在来鶏と近隣諸国のセキショクヤケイとが同じクラスターを作った。ラオス

BokeoおよびChampassakの在来鶏は、他の在来鶏4集団と別のクラスターを作った。こ

れらラオス在来鶏4集団は、ラオスのセキショクヤケイと最も近縁であることが判明した。

また、ラオス在来鶏のミトコンドリアDNAを指標として算出した遺伝的距離は小さいも

のと推察された。
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第七章.総合考察

現在、地球上には200万-1億もの生物種が多様性を保ちながら生息していると考えられて

いる。このうち約140万種の生物にのみ命名され(WCMC, 1994)、これらの種はすべてその生息

環境に適応し、形態・生態的にもそれぞれに多様化している。様々な生物種や個体群の関係を正

確に認識するため、人類は昔から生物分類を体系化しようと試みてきた.紀元前300年頃、アリ

ストテレスは、生物を動物と植物の「ニ界」に分け、特に動物に関しては500以上の種を階層的

に分類した1758年、リンネは著書「自然の体系」の中で「種」を基本単位とした分類法を発

表したOリンネはまず学名の命名法に関して、属名+種小名という形式の二名法を提案したo　ま

た現在の分類階層である界、門、綱、目などもリンネが考案した1866年、へツケルは、生物

が進化の結果として現在の様相を示すようになったのであれば過去を遡れば全生物の共通祖先に

行きつくはずだという考えから、生物を大樹の枝分かれに準えて分類しようとした。現在の系統

関係は「古典的な系統樹」と呼ばれている。こうして分類法は、それまで人間の主観に大きく依

存し、分類の構築を目的とした人為的分類であったが、客観的データに基く系統関係を指標した

系統分類へと変遷していった。近年、これまでの生物の形態に基いた系統分類に加え、 DNAの

配列に基いた分子系統学が確立され、生物における系統関係は真実に近い系統樹の推定へと変遷

している。

キジ科における分類では、その形態形質からシャコ族(tribe Perdicini)とキジ族(tribe Phasianini)

とに分けられている(Johnsgard, 1999),シャコ族(Perdicini; Old World quails, partridges, and

丘ancolins)は、尾羽が翼よりも短く、尾羽が平らで円形をし、羽色には光沢がなく雌雄差が見ら

れない鳥とされている。また日の周りの広い範囲で皮膚が露出している。一般に小型でニホンウ

ズラ(Cotumixjaponica)やコジュケイ　{Bambusicola thoracica)などが含まれる。一方、キジ族

(Phasianini; pheasants, junglefowl, and peafowl)は、尾羽が翼よりも長く、尾羽が丸く順に折り重

なる鳥とされている。また雄の羽色は変化に富んだ光沢色で雌とは異なり、目の周辺部分にのみ

雇出した皮膚をもつ。一般に大型でニワトリ　{Gallus gallus var. domesticus)やコウライキジ

{Phasianus colchicus)などが含まれる(Johnsgard, 1999)。第三章において、第1 .・第2コドン

の塩基配列およびアミノ酸配列データから作成したML法による分子系統樹は、 (((ニホンウズラ,

ヒメウズラ),((((ニワトリ,アオエリヤケイ),コジュケイ),インドクジャク),((コウライキジ,ヨーロッ

パヤマウズラ),ホソオライチョウ))),アメリカホシハジロ)であり(図3-laと図3-lc)、第3コド

ンの塩基配列では、 ((((((ニホンウズラ,ヒメウズラ).(((ニワトリ,アオエリヤケイ),コジュケイ),イ

ンドクジャク)),コウライキジ),ヨーロッパヤマウズラ),ホソオライチョウ),アメリカホシハジロ)

となり、第1 ・第2コドンの塩基配列およびアミノ酸配列より作成した系統樹とトポロジーが異

なっていた(図3.1b)。しかしながら、ニワトリとコジュケイが単系統となり、またコウライキ

ジとヨーロッパヤマウズラが単系統となった。さらに第四章においてポロポロチョウを加えた分

子系統樹においても同様な結果となった(図4-1),本研究の結果はともにキジ族とシャコ族とが

1つの同じ単系統の中に含まれていることから、形態形質による「族」の分類とは矛盾する結果

であった。本研究の結果は、 Kimball et al., (1999)がキジ族およびシャコ族はそれぞれ単系統で

はないとする説と一致するものであった。これらのことから、キジ族とシャコ族とはそれぞれの

独立した祖先種を持つのではなく、キジ族およびシャコ族に分類されている種についての共通祖

先種からまず複数の単系統に分岐し、それぞれの単系統内でキジ族およびシャコ族に分類されて

いる種が成立したものと考えられる。それぞれの単系統内にキジ族とシャコ族とが出現したこと
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は、形態分類学上の収赦進化であろうと考えられる。東アフリカの大地溝帯に位置する三大湖、

タンガニイカ湖、マラウイ湖、ヴィクトリア湖にはシクリッドと称されるカワスズメ科魚類が生

息している。これら3つの湖の成立はそれぞれ1,500万年前、 200万年前および12,000年前とさ

れている。それぞれの湖には、お互いに形態学的によく似たカワスズメ科魚類のペアが見られる

(Kocher et al., 1993; Takahashi et al., 2001; Terai et al., 2002; Verheyen et al., 2003)t　またこのよく似

たペアは遺伝学的かつ系統学的に近縁であろうと考えられていた。ところが、分子系統学的な解

析の結果、マラウイ湖の多種多様なカワスズメ科魚類は単系統であることが明らかとなった

(Kocher et al., 1993, 1995)。 Kocher et al. (1995)は、マラウイ湖とタンガニーカ湖のカワスズメ

科魚類のNADH dehydrogenase subunit 2遺伝子の系統樹から、マラウイ湖のPseuditropheusと

Rhamphochromisは、形態的にはそれぞれタンガニーカ湖のTropheusとBathybatensに似てるが、

系統的に近いわけでもなく、形態的には似ていないマラウイ湖の魚同士がむしろ近縁であったと

報告している。この2つの湖で見られる形態的な類似性は、形態レベルで自然淘汰が強く働いた

収欽進化の結果であろうと考えられている。鳥類では、ツバメ(House (Barn) Swallow, Hirundo

rustica)とイワツバメ(House Martin, Delichon urbica)はともに飛んでいる昆虫を飛びながら捕

らえて食べるのに適し、そのために外見上非常によく似ている。しかし、ツバメはスズメ(Tree

Sparrow, Passer montanus)などの鳴禽類に近く、イワツバメはハチドリ(Hummingbird, Amazilia

amabilis)に近縁であるとされている(Sibley and Ahlquist, 1987),以上のことから、形態からの

分類による系統関係は、分子系統による系統関係の解析と異なることがあり、この原因はおもに

収赦進化によるものである。したがって、キジ目における族(tribe)の分類は、生物系統学的立

場からは正しくはないものと判断された。

本研究の結果から、キジ目における系統関係(遺伝的類縁関係)は、主に従来の形態による分

類学的な情報のみから推定することは難しく、分子系統学的手法による分析結果を取り入れた系

統学による新たなキジ目の系統樹を提案した(図7-1)。本研究で構築した分子系統樹から、 1)

キジ族とシャコ族はそれぞれ単系統ではなり。 2)ホソオライチョウ(shaped-tail grouse,

Tympanuchus phasianellus)はライチョウ科に分類されているが分子系統ではキジ科の単系統に含

まれる(図3-1、図4-1). 3)ポロホロチョウはキジ科が分化する以前に分岐した(図4-1)。で

あることが明らかとなった.さらに、 4)シチメンチョウ(turkey; Meleagris gallopavo)はキジ科

の単系統に含まれる(Kimball et al., 1999; Nishibori et al., in preparation),, 5)ツカツクリ科(family

Megapodiidae)およびホウカンチョウ科(family Cracidae)は、キジ目の最も初期に分岐した(Kimball

et al., 1999; Dimcheff et al., 2000)。 6)新大陸に生息するウズラ(New world quail; family

Odontophoridae)はキジ科の分岐以前に分岐していた(Kimball et al., 1999; Dimche打et al., 2000)t

しかし、 family Odontophoridaeの分岐とfamily Numididaeの分岐でどちらが初期に起こったかは、

研究者によってその系統樹は異なっているために統一した見解はなされていない。以上のことを

まとめて、キジ目の系統樹は、図7-1に記したトポロジーであると提案した。

キジ目における産業家禽の代表であるニワトリにおいて、その持続的な育種および新しい品種

の作成には、遺伝的多様性の点からニワトリの品種の遺伝的な位置付けを明らかにし、各品種集

団に対して遺伝的背景の違った集団を導入することも今後重要になると考えられる。第五章では、

ニワトリとヤケイとの遺伝的類縁関係を分子系統学的手法で明らかにした。その結果、これまで

ニワトリはセキショクヤケイの1亜種を家禽化して作出されたとする読(Fumihito et al., 1996)

とは異なり、セキショクヤケイおよびハイイロヤケイも関わっているという結果を得た。このた

めに、ニワトリの多様性が維持されているということに矛盾はない。ただし、セキショクヤケイ
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およびハイイロヤケイに関しては可能な限りサンプルを入手し、さらに解析を加えていく必要は

あると思われる。また第六章では、インドシナ半島、とくにラオスにおける在来鶏とセキショク

ヤケイとの類縁関係をミトコンドリアD-loopの全塩基配列を用いて解析した。その結果、ラオ

スの在来票酎まラオスのセキショクヤケイと同じクラスターを作り、他の国のセキショクヤケイ(フ

ィリピンおよびインドネシア)からは遠くに位置した(図6-3),このことから、地理的分布域が

同じであるセキショクヤゲイと在来鶏は遺伝的に近縁であるといえる。したがって、 1)セキシ

ヨクヤケイが生息する地域に棲む在来鶏は、その生息域に棲むセキショクヤケイが飼い慣らされ

て(家禽化されて)成立した。 2)生息域を同じにするセキショクヤケイと在来鶏はともに交配

して遺伝子交流がある。つまり在来鶏が飼われている庭先にセキショクヤケイが来て交配し山野

に帰る、あるいは山野からセキショクヤケイの受精卵を農家に持ち帰り、貯化した後しばらく農

家で放飼されるが、成長すると飛び立って山野に帰る。その間に在来鶏と交配して遺伝子交流さ

れる。以上の1)、 2)のどちらが事実かを分子系統学的解析では難しい。この間題を解決するた

めにに、分子系統学的アプローチだけではなく、遺伝、形態、行動、生活史および文化人類学な

どの分野の知識が必要となるものと思われる。

ニワトリが家禽化されて6,000年から8,000年と歴史が浅いが、 1)ニワトリの選抜育種の影響

のために人為的に進化速度が加速していること、 2)現在生息しているヤケイの他にも別のヤケ

イが存在して可能性があること(Crawford, 1990)、 3)ヤケイおよびニワトリ間の妊性が高く、

それそれ複雑に交配し選抜を繰り返してニワトリが作られてきた。このようなことから、コマー

シャル鶏などのニワトリにおける類縁関係の解析には、野生動物を対象とした一義的な解析だけ

では正確に過去を復元できず、ネットワーク系統樹(Miretti et al., 2002; Nyakaana et al., 2002)な

どを使った解析が必要となる。以上のような問題を考慮した上で、ヤケイ及びニワトリの系統関

係の解析を行い、それぞれの類縁関係を明らかにすることことによって、セキショクヤケィ、ハ

イイロヤケイをはじめとするヤケイおよびラオス在来鶏をはじめとするアジアの在来鳥がニワト

リの育種に対して重要な遺伝子資源の候補となりうるものと考えられる。

キジ目において、レッドデータブック「日本の絶滅のおそれのある野生動物2鳥類」 (環境省,

2002)には絶滅危倶II類(VU)にライチョウ(Lagopus mutusjaponicus)、準絶滅危倶(NT)に

コシジロヤマドリ(Phasianus soemmerringii ijimae)しその他、エゾライチョウ(Tetrastes bonasia

vicinitas)およびニホンウズラ(Cotumixjaponica)が掲載されている。近年、国内において野生

絶滅に瀕した「トキ(Nipponia nippon)」をはじめ、地球上の遺伝子資源が徐々に失われつつあ

る。遺伝子資源および生物多様性の保全を行うための基礎研究として、キジ目あるいは鳥類の分

子系統学的手法による類縁関係の解析はますます重要になってくると考えられる。今後、我々は、

分子系統学的分類に関する情報を提供することで、遺伝子資源・種の多様性に関する研究の一翼

を担えるものと期待している。
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m

家禽および家畜において、その生物多様性の維持、動物遺伝資源の保存と保全のための基礎的研究

として、家禽および家畜とその近縁種における系統関係および遺伝的類縁関係を明らかにすることは重

要であり、必要不可欠な情報源でもある。本論文では、多くの家禽種が分類されているキジ目において

分子系統学的手法を用いて系統関係を明らかにすることを目的とした。このためキジ目のミトコンドリ

アゲノム全塩基配列を決定し、その塩基配列情報をもとにして、最尤汰(Ml法)を主に用いて分子系

統樹を作成し、キジ目の系統関係の解析を行った。まず第二章では、ミトコンドリアゲノムの全塩基配

列を効率よく決定する方法を確立し、その手法を用いて、第三章および第四章では第二章で決定した複

数のミトコンドリア遺伝子の塩基配列をコドン座位ごとに分け、とくに第三章ではキジ科について、第

四章ではポロホロチョウを中心にしてその分子系統学的解析行い、それらの系統関係を推定し、考察し

た。さらに第五章ではこれらの成果を応用し、ニワトリにおける家禽化の分子系統学的な解析をミトコ

ンドリア13遺伝子を用いて行った。第六章ではヤケイおよび東南アジア在来鶏との類縁関係を分子生

態学的なアプローチから、 D-loopの全塩基配列より分子系統学的解析を行い、それぞれの類縁関係を

推定し、考察した。

第二章では、キジ目の分子系統学的解析を行うためにミトコンドリアゲノム全塩基配列を正確かつ効

率よく決定する方法を確立することを目的として、核ゲノムとミトコンドリアゲノムとを分離する方法

の確立、および効率の良い塩基配列の決定方法の確立を行った。この方法を用いて、ニホンウズラ

(Japanese Quail; Cotumixjaponica)およびヒメウズラ(Blue-breasted Quail; Coturnix chinensis)のミトコ

ンドリアゲノム全塩基配列を決定した　LA-PCR法を用いて、全ゲノムDNAからmtDNAのほぼ全長

である約16kbpをまず増幅し、さらに37プライマーセットによるPCR産物の塩基配列を直接決定した。

その結果をアセンブルすることでニホンウズラおよびヒメウズラmtDNAの全塩基配列を決定した。こ

れまでの方法に比べて正確かつ効率よく決定することが可能となった。

ニホンウズラおよびヒメウズラmtDNAの大きさは、それぞれ16,697bpおよび16,687bpであった。

ヒメウズラmtDNAは、ニワトリよりも88bp小さく、ニホンウズラよりもIObp小さいものであった。

ヒメウズラとニワトリとの平均相同性は85.2%であったO　またヒメウズラとこホンウズラとの平均相同

性は88.7%であった。ニホンヴズラおよびヒメウズラmtDNAのND3遺伝子において1 bpのextra one base

(シトシン: C)が見られた。以上のように、本研究で開発したmtDNA全塩基配列の決定法を用いるこ

とにより、ニホンウズラおよびヒメウズラのmtDNA全塩基配列を決定することができた。したがって、

本法はmtDNAの全塩基配列の決定には非常に有用であることが示された。

第三章では、キジ目キジ科における系統関係を明らかにするために、第二章で決定したニホンウズラ

およびヒメウズラmtDNAの全塩基配列からML法により分子系統樹を作成し、キジ目キジ科の分子系

統学的解析を行ったoニホンウズラ、ヒメウズラおよびキジ目に属する7種(ホソオライチョウ、ヨー

ロッパヤマウズラ、コウライキジ、インドクジャク、コジュケィ、ニワトリおよびアオエリヤケイ)と

アメリカホシハジロおいてDNAデータベースに登録されているND2およびCytb遺伝子の2,184bpを

第1 ・第2コドンおよび第3コドンの2つに分けた塩基配列(それぞれl,456bpと726bp)およびアミ

ノ酸に翻訳した配列によりML法を用いてそれぞれ3種の分子系統樹を作成した。第1 ・第2コドン

の塩基配列およびアミノ酸配列データから作成したML法による分子系統樹は、両者でトポロジーが

同じになった。カモ目アメリカホシハジロをアウトグループに設定すると、これらの分子系統樹からニ

ホンウズラおよびヒメウズラなどのウズラ属がキジ目の中でも早い時期の分岐となった。ニワトリ、ア

オエリヤケィ、コジュケイおよびインドクジャクが単系統となり、またコウライキジ、ヨーロッパヤマ
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ウズラおよびホソオライチョウが単系統を作った。一方、第3コドンの塩基配列より作成したML法

による分子系統樹では、第1 ・第2コドンの塩基配列およびアミノ酸配列より作成した系統樹とトポロ

ジーが異なった。ホソオライチョウの分岐が早く、またニワトリ、アオエリヤケイおよびコジュケイが

単系統となったo　コウライキジ、ヨーロッパヤマウズラは、ニワトリを含む単系統の側系統になった。

分類体系における族(伝be)の分類では、その形態形質でキジ族(tribe Phasianini)とシャコ族(伝be

Perdicini)に分けられているo`本章の第1 ・第2コドンの塩基配列およびアミノ酸配列では、ニワトリ

とコジュケイが単系統となり、またコウライキジとヨーロッパヤマウズラが単系統となった。これらは

ともにキジ族とシャコ族とがともに単系統となっていることから、 「族」の分類とは矛盾する結果であ

った。本車の結果から、キジ目内の系統関係を解析するためには2つの遺伝子を用い、さらに塩基配列

をコドンの座位ごとに分けて、あるいはアミノ酸配列をもちいて系統樹を作成することは非常に有効で

あることが示された。またウズラ属はキジ目内で早い時期に分岐したことが明らかとなった。キジ科に

ついて形態によりキジ族およびシャコ族に分類されているが、分子系統ではこれら両者は単系統はなら

ないことが明らかとなり、 「族」の分類は系統学的には正しくないものと判断された。

第四章では、キジ目におけるポロポロチョウの遺伝系統学的な位置を明らかにするために、ホロポロ

チョウのミトコンドリアゲノム(mtDNA)の全塩基配列を決定し、系統解析を行った。ホロポロチョ

ウのmtDNAの大きさは16,726bpであったOホロポロチョウとニワトリおよびニホンウズラとの相同性

は、 77.0-88.6%および76.2-88.4%で、その平均相同性は85.2%および84.7%であった。ホロホロチ

ョウとその他キジ目に属する9種から最大法を用いて分子系統樹を作成した。アメリカホシハジロをア

ウトグループに置くと、ポロホロチョウはキジ目に対して側系統となった。これらの系統樹において、

ニホンウズラとヒメウズラ(Cjap/Cchi)、コウライキジ,ヨーロッパヤマウズラとホソオライチョウ

(PcollPperlTpha)およびニワトリ,アオエリヤケイとコジュケイ(Ggal/Gvar/Btho)の3つのクラスタ

ーを作ったo以上の結果から、ポロホロチョウはキジ科のクラスターとは別の系統学的な位置となり、

またキジ科が分化する以前、より早くに分岐したことが明らかとなった。

第五章では、ニワトリの起源を明らかにすることを目的として、ヤケイ属における全ミトコンドリア

DNAの塩基配列を決定し、ニワトリの起源を分子系統学的に解析、推定した。セキショクヤケイ(Gallus

gallus)、ハイイロヤケイ(Gallus sonneratii)、アオエリヤケイ(Gallus varius)、セイロンヤケイ(Gallus

la向ノ<etii)のヤケイ4種およびニワトリ　{Gallus gallus var. domesticus　バクショクレグホーン、バクショ

クプリマスロック、ラオス在来鶏)さらにキジ科ウズラ属の日本ウズラ(Corturnixjaponica)のミトコ

ンドリアゲノム全嶺域の塩基配列(16,697-16,841bp)を決定した。それぞれの遺伝子の塩基配列およ

びアミノ酸配列から最尤法、近隣結合法および最節約法で分子系統樹を作成し、 Gallus属の系統関係を

推定した。それらの系統樹において、ニホンウズラ、アオエリヤケイとセイロンヤケイのクラスター、

セキショクヤケイのクラスター、ハイイロヤケイおよびニワトリの大きく4つのクラスターに分けられ

た。その中で、ハイイロヤケィ、ラオス在来鶏、 WRおよびWLCBで単系統を作った。ニワトリの

成立は、セキショクヤケイとハイイロヤケイのグループが母系起源となったものと考えられる。ニワト

リは、セキショクヤケイとともにハイイロヤケイとも近縁であることが明らかとなり、その成立は比較

的新しいものであると推定されたD

第六章では、ラオスおよびその近隣諸国の在来鶏およびヤケイの遺伝的類縁関係を検討する目的で、

ラオス6地域(Vientiane, Xiengkhouang, Borikhamxay, Champassack, Luang NamthaおよびBokeo provinces)

でラオス在来鶏、ラオスコマーシャル鶏およびセキショクヤケイについてミトコンドリアDNAD-loopの

塩基配列を決定し、分子系統学的な解析を行った　mtDNA D-loopはl,231bpとl,232bpの個体が見られ、

ラオスのセキショクヤケイおよびラオス辺境部(ChampassackとBokeo)では長いタイプとなった.分
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子系統樹を作成すると、ラオス在来鶏と近隣諸国の在来鶏とは別のクラスターに別れ、近隣諸国の在来

鶏と近隣諸国のセキショクヤケイとは同じクラスターを作った。ラオスBokeoおよびChampassakの在

来鶏は、他の在来鶏4集団と別のクラスターを作った。これらラオス在来鶏4集団は、ラオスのセキシ

ヨクヤケイと最も近縁であることが判明した。

キジ目における系統関係(遺伝的類縁関係)は、主に従来の形態による分類学的な情報のみから推定

することは難しく、分子系統学的手法による分析結果を取り入れた系統学による新たなキジ目の系統樹

が必要である。そこで本研究の結果からキジ目の新たな系統樹を構築した。本研究で構築した分子系統

樹から、 1)キジ族とシャコ族はそれぞれが単系統ではない。 2)ライチョウはキジ科の単系統に含まれ

る0 3)ホ白ポロチョウはキジ科が分化する以前に分岐した、ことが明らかとなった。

本研究ではセキショクヤケイおよびハイイロヤケイがニワトリの成立に関わっているという結果を

得た。今後、家禽遺伝資源としてセキショクヤケィ、ハイイロヤケイをはじめとするヤケィ、およびラ

オス在来鶏をはじめとするアジアの在来鶏がニワトリの育種に対して重要な遺伝子資源の候補となりう

るものと考えらる。さらに絶滅のおそれのある野生動物などの遺伝子資源および生物多様性の保全を行

うための基礎研究として、キジ目あるいは鳥類の分子系統学的手法による類縁関係の解析はますます重

要になってくると考えられる。また新たに分子系統学的分類に関する情報を提供することで、遺伝子資

源・種の多様性に関する研究の一翼を担えるものと期待している。
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郎　博士、独立行政法人東北区水産研究所　斉藤憲治　博士、北里大学水産学部　林

崎健一　博士にご指導して頂きました。独立行政法人農業生物資源研究所主任研

究官　美川智　博士、同研究員　上西博英　博士、木内幸子　博士をはじめとする安

江上席研究官研究室の皆さんには、分子生物学的実験、その他実験補助など多数

協力していただきました。広島大学名書教授　岡田育穂　博士、山本禎紀　博士、

同大学院生物圏科学研究科助手　島田昌之　博士には、科学者としての哲学につい

て常に有益な示唆を頂き、本論文をまとめる上で大いに刺激を与えていただきま

した。本研究を遂行し、完結するうえで多くのご協力を頂いた上述の皆様に、厚

く御礼申し上げます。

最後に、本研究の遂行時、論文作成の日々において、常に議論と激励、内面お

よび健康面共に支えてくれた妻　奈穂子博士にこの場を借りて感謝の意を表しま

す。
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Appendix 1-1 , abbreviations

ATPase 6, ATPase8: ÅTPase subunit 6, ATPase subunit 8 (ATP合成酵素)

bp: base pairs (塩基対)

coi, con, com: cytochrome c oxidase subuint 1-3 (シトクロームC酸化酵素)

CsCI: cesium chloride (塩化セシウム)

Cytb:cytochromeb　(シトクロームb)

DDBJ:也e DNAdatabase of Japan (日本DNAバンク)

D-loop: displacement loop (制御嶺域)

DNA: deoxyribonucleic acid (デオキシリボ核酸)

EMBL: European molecular biology laboratory ; UK outstation, European Biotechnology institute

EtBr: e血idium bromide (エチジウムブロマイド)

GenBank: National center for Biotechnology information, USA

LA-PCR: long and accurate- PCR

ML: Maximum likelihood (最プ⊂法)

MP: Maximum parshIony (最大節約法)

mtDNA: mitochondrial DNA (ミトコンドリアDNA)

NDl, ND2, ND3, ND4, ND5, ND6: NADH dehy血ogenase subunit 1 - 6 (NADH還元酵素)

NJ: Neighborjoining method (近隣結合法)

NucML: ML for nucleotide sequence

numtDNA: integrated mitochondria! DNA in nuclear genome

OTU: operational taxonomic unit (操作分類単位)

PCR: polymerase chain reaction (PCR増幅反応)

ProtML: ML for amino-acid sequence

RELL: resampling of estimated log-likelihood of sites

rRNA: ribosomal RNA (リボゾームRNA)

Exo-SAP : exonuclease I-shrimp alkaline phosphatase

SINE: short interspersed repwated sequences (短い散在反復配列:サイン)

tRNA: transfer RNA (運搬RNA)

UPGMA: unweighted paird group method with ari血metric average (非加重結合法)
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Appendix 2-1. complete mtDNA annotations and sequence of Coturnicxjaponica (Japanese quail)

LOCUS APOの3195　　　　　　　　16697 bp DNA circular VRT 26-JUL-20のZ

DEFINITION Coturnix japonica mitochondrial DNA, complete genome.

ACCESSION APO03195

VERSION APOの3195.2　GI:1869324の

KEYWORDS

SOURCE mitochondrion Coturnix iaponica (Japanese qucコil)

ORGANISM Coturmxコapomca

REFERENCE

AUTHO RS

TITLE

JO〕RNAL

MEDLINE

PUBMED

REFERENCE

AUTHORS

TITLE

JOURNAL

COMME NT

FEATURES

SOUrCe

D-loop

tRNA

rRNA

tRNA

Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi;

Archoscluna; Aves; Neognathae; Galliformes; Phclsianidae;

Phasiamnae: Coturmx.

1

Nishibori,M., Hayashi,T., Tsudzuki,M., Yamcコmoto,Y. and Yasue.H.

Complete sequence of the Japanese quail (Coturnix j叩oniccO

mitochondria! genorrle and its genetic relationship with related

species

Anim. Genet. 32 (6), 380-385 (2001)

21599056

11736810

2　(bases 1 to 16697)

Nishibori ,M.

Direct Submission

Submitted (15-FEB-2001) Masahide Nishibori, Hiroshima University,

Fac.of Applied Biological Science; Kagamiyama 1-4-4,

Higashi-hiroshima, Hiroshima 739-8528, Japeln

CE-mail :rHshibo@hirosrn.nic】-u.ac.jp, Tel :81-824-24-7992,

FcIX : 81-824-22-7067)

On Feb 15, 2002 this sequence version replaced gi:1520827の.

Locc】tion/Quc】lifiers

l‥16697

/orgamsm- Coturmx japomca'.

/organelle- mitochondrion

/db_xref- tclxon :93934''

/tissue_type-"whole blood''

/dev_stage- adult

l‥1555

/note='control 「egion''

1156‥1222

/product- tRNA-Phe

1223‥ 2196

/product- 12S ribosomal RNA''

2197‥2267
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rRNA

tRNA

gene

Cos

tRNA

tRNA

tRNA

gene

CDS

tRNA

/product-''tRNA-Val "

2268..3882

/product-''16S ribosomal RNA"

3883 ‥3956

/product=''tRNA-Leu…

3965 ‥4939

/gene-''NDl"

3965 ‥ 4939

/gene- NDl

/codon_stcコrt-1

/trcコnsl_table-2

/product-''NADH dehydrogenase subunit 1"

/protein_id="BAB62915. 1"

/db_xref-''GI : 15208271'.

/translation-"MTLSTLTSLMIMTLSYMIPILIAVAFLTLVERKILSYMQARKGP

NIVGPFGLLQPIADGVKLFIKEPIRPSTSSPFLFILTPILALL LALTIWTPLPLPFPM

TDLNLGLLFLLAMSSLTVYSLLWSGWASNSKYALIGALRAVAQTISYEVTLAIILLST

IMLSGNYTLSTLSITQEPMYLIFSSWPLTMMWYISTLAETNRAPFDLTEGESE LVSGF

NVEYAAGPFALFFLAEYANIMLMNTLTITLFLNPSFLSPPSELFSITLATKVLLLSSS

FLWIRASYPRFRYDQLMHLLWKNFLPLTLAMCLWHTSMPISYAGLPPA"

494の..5010

/product-"tRNA-I Le"

complement(5016 ‥ 5086)

/product- tRNA-Gln

5086‥ 5154

/product-" tRNA-Met"

5155‥ 6195

/gene- ND2

5155‥6195

/gene-"NDZ

/codon_start-l

/transl_table-2

/product--'NADH dehydrogenase subunit 2"

/protein_id="BAB62916. 1

/db_xref-"GI : 15208272"

/trc】nslatton-"MNPHAKLISIMS LALGTSITISSNHWILAWTGLEINTLAIIPLI

S KS HH PRAI EAAI KY F LTQSTASAL I L FSSMNNAWSTGQWDITQLNH PTSC LI LTMAI

AIKLGLVPFHFWFPEVLQGSS LITALL LSTLMKLPPMTLLLMTSQSLNPAL LTLLAVS

SALVGGWMGLNQTQTRKILAFSSISHLGWMIVIIIYNPKLTILTFIIYSLMTSTVFLS

LSQIKVLKLSTMLISWTKTPMLNSTIMVTLLSLAGLPPLTGFMPKWL工IQE LTKQEMT

PVATTIAMLSLLGLFFYLRLAYHSTITLPPNSSNHMKLWRINTTPNTPTAILTVLSIS

LLPLSPL工TTLV.'

6194‥ 6269
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tRNA

tRNA

t RNA

tRNA

gene

CDS

tRNA

tRNA

gene

CDS

/product- tRNA-Trp"

comp Lement(6275 ‥ 6343)

/product-''tRNA-Alcコ.I

complement(6346 ‥ 6418)

/product- tRNA-Asnl'

complement(6419 ‥ 6484)

/product- tRNA-Cys''

complement(6484.. 6554)

/product- tRNA-Tyr"

6556‥8106

/gene-'・cor

6556‥81の6

/gene= 'COI"

/note-"AGG stop codon"

/codon_start-l

/trc】nsl_table-2

/product='cytochrome oxidase subunit I''

/protein_id-"BAB62917. 1''

/db_xref-"GI: 15208273"

/translatxon-"MTFINRWLFSTNHKDIGTLYLI FG�"AGMAGTALSLL工RAELGQ

PGTLLGDDQIYNV工VTAHAFVMI FFMVMPIMIGG FGNWLVP LMIGAPDMAF PRMNNMS

FWLLPPSFLLLLASSTVEAGAGTGWTVYPPLAGNLAHAGASVDLAIFSLHLAGVSSIL

GAINFITT工INMKPPALSQYQTPLFVWSVLITAIL LLLSLPVLAAGITMLLTDRNLNT

TFFDPAGGGDPILYQHLFWFFGHPEVYILILPGFGIISHWAYYAGKKEPFGYMG抑ノW

AML SIG F LG FIVWAHHMFTVGMDVDTRAYFTSATMIIAI PTGIKVFSWLATLH 6GTIK

WDPPMLWALGFIFLFTIGGLTGIVLANSSLDIALHDTYYWAHFHYVLSMGAVFAILA

G FTHWFP L FTG FTLH PTWTKAHF GVMFTGVN LTF F PQH F LG LAGMPRRYS DYP DAYTL

WNTLSSIGS LISMTAVIMLMFIVWEAFSAKRKVLQPE LTATNIEWIHGCPPPYHTFEE

PAFVQVQE "

complement(8の96 ‥ 8172)

/product-"tRNA-Ser'.

8175‥ 8243

/product-"tRNA-Asp'.

8245 ‥ 8928

/gene- COII

8245‥ 8928

/gene- COIF

/codon start-l

/trcコnSl_t(】ble-Z

/product- cytochroitie Oxidase submit II''

/protein_id-"BAB62918. 1

/db_xref="GI: 15208274"

/translation="MANHSQLGFQDASSPIMEELVE FHDHALMVALAICS LVLYLLTL

-120-



tRNA

gene

CDS

gene

CDS

gene

CDS

MLTQKLSSNTVDAQEVE Lim"ILPAIVLVLLALPS LQILYMMDEIEEPDLTLKAIGHQ

WYWSYEYTDFKDLSFDSYMTPTTDLPQGHFRLLEVDHRIVIPMESPIRIIITADDVLH

SWAVPTL GVKTDA工PGR LNQTSFITTRPGVFYGQCS E工CGANH SYMPIWE STP L KH F

ETWSSLLSS"

8930. -8997

/product-''tRNA-Lys "

8999 ‥9166

/gene-"ATPase8'

8999 ‥9166

/gene-"ATPase8

/codon_start-l

/trc】nsl_tc】ble-2

/product="ATPase subunit 8 -

/protein_id-"BAB62919. 1'.

/db xref-"GI:15208275'T

/translation''MPQLNPAPWFMIMLmTWFTYSLLIQPKLLSFTSMNTPSNKTTST

TKPTPWTWPWT "

9157‥984の

/gene-"ATPase 6

9157..984の

/gene- ATPGse 6''

/codon_start=l

/transl_table-2

/product- ATPase subumt 6

/protein_id- BAB62920. 1''

/db xref-''GI:15208276"

/translation-"MNLSFFDQFSSPYLMGMPLILPSLLLPTLLFPTPGRRWISNRLS

TLQLWVINLITKQLMTPLNKTGHKWALLLTS LILLLLSINLMGLLPYTFTPTTQLSMN

MALAFPLWLATLLIGLRNQPSAS LAHLLPEGTPTPL工PIL工MIETTS LL工RPLALGVR

LTANLTAGHLL王qL工STATIALLPTMPSISTLTALILLLLTILEVAVAMIQAYVFVLL

LSLYLQENI"

9840..106Z5

/gene="COIII"

9840 ‥ 10625

/gene-'蝣coin "

/note="Protein sequence is in conflict with the conceptual

translation; TGC stop codonn

/codon_start=l

/transl_table=2

/product=''cytochrome oxidase subunit III

/protein_id-"BAB62921. 1"

/db_xref="GI : 15208277"

/translat¥on-"MAHQAHSYHMVDPSPWPIFGAITALLTTSGL工MWFHYNSIALLT
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tRNA

gene

CDS

tRNA

gene

CDS

gene

CDS

AGLLSMLLVMIQWWRDWRESTFQGHHTPTVQKGLRYGMILFITSEAFFFLGFFWAFF

HSS LAPTPELGGQWPPTG工KPLNPLEVPLLNTAILLASGVTVTWAHHS工TEGNRKQAI

HALTLTILLGFYFTALQAMEYHEASFSIADSVYGSTF FVATGFHGLHVIIGSS FLTIC

LLRL工KFHFTSNHHFGFEAAAWYWHFVDI工WLFLYMSMYWWGS "

10625 ‥ 1069Z

/product=MtRNA-G Ly"

join(10693.. 1の865 ,10867‥ 11044;

/gene-''ND3…

ioin(lの693 ‥ 10865, 10867 ‥ ll(〕44)

/gene-.'ND3'-

/note-'extrcl one base at position 1(∋866:reading frame

presumably maintained by translational frameshift or RNA

editing

/codon_start-l

Arc】nsl_table-2

/product- 'NADH dehydrogenase subunit 3

/protein_id-"BAB629Z2. 1"

/db_xref-''GI : 15208278'f

/translation-"MNTLTFMLSASLILSTLLTTVNFWLAQMTPDTEKLSPYECGFDP

LGSARLPFSIRFFLVAILF LLFDLEIALLLPLPWAIQLQSPMTTLTWATTILTLLTLG

LIYEWTQGGLEWAE "

11の46.. 11114

/product= 'tRNA-Arg"

11115..11411

/gene-"ND4L

11115 ‥ 11411

/gene-''ND4L "

/codon_start-l

/transl_table-2

/product-''NADH dehydrogenase subunit 4 L I

/protein_id-''BAB629Z3. 1"

/db xref-"GI:15208279"

/translc托ion-''MSPLHFSFYSAFTFSSLGLAFHRTHLISALLCLESMMLSMFIPL

SIWSVENQTPS FTIVPILMLAFSACEAGTGLAMLVASTRTHGSDHLHNLNLLQC"

114の5 ‥ 12784

/gene-"ND4"

114()5 ‥ 12784

/gene- ND4

/note-"Protein sequence is in conflict with the conceptual

trGnslatxon; TGC stop codon''

/codon_start=l

/transl_table-Z

/product-'NADH dehydrogenase subunit 4"
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t RNA

tRNA

tRNA

gene

CDS

gene

CDS

/protein_id="BAB62924. 2"

/db_xref-''GI : 18693Z41''

/translcコtion= 'MLKIILPTIMLLPTTL LSPTKSMWTNTTTHSLLIAMIS LHWLAP

SYYPLKNLTLWTGNDQISTPLLVLSCWFLPLM工MASQGHLQHEPHVRKQMFITTLIII

QPFIILAFSTTELILFYISFEATLIPTLI LITRWGNQPE RLSAGIYLMFYTLISSLPL

LVTMLFLHSKTGTLHLPILKLSYSNPSTSW汀LLSSLALLLAFMVKAPLYGLHLWLPK

AHVEAPIAGSMLLMLLLKLGGYGIMRVTLLMNPMPNSLYYPFLTLALWGALMTSSIC

LRQTDLKSLIAYSSVSHMGLVIMSMIQTQWSFSGAMILMISHGLTSSLLFCLANTNY

ERTHSRILILTRGLQPLLPLMSLWWLLANLTNMALPPTTNLMAELTIMIALFNWSSPT

IILTGIATLLTASYTLYMLLSTQRGTLPSHITTTMNSNTREHLLMVLHIIPMLALILK

PELISGTPL"

12783‥ 12851

/product-''tRNA-His -'

12853 ‥ 12921

/product-"tRNA-Ser

12923 ‥ 12993

/product-''tRNA-Leu''

12994 ‥ 14814

/gene- 'ND5"

12994.. 14814

/qene-"ND5

/codon_start-l

/transLt(】ble-2

/product-''NADH dehydrogenase subunxt 5'.

/protein_id-"BAB62925. 2"

/db_xref-"G工: 18693242蝣'

/translation-"MEMTLLLNTLTPLTLVILLTPIILPPLLKLKNSPSLISKTVKTA

FMTSLIQTTTFIYSGTDSIITYWEWQFIPNFKIPLTLKMDLYSWFFPIALFVTWSIL

E FATWYMASDPFITKFFTHLLTFL工AMLTLTIANNMFL LFVGWEGVGIMS FLLIGWWQ

GRAEANTMLQAMIYNRIGDIGLILSLAWLASTLNTWEIQQTIHPHQTPTLPLLGLIL

AATGKSAQFG LHPWL PAAMEG PTPVSA L LHS STMVVAGI F L LI RTHP LLASNNTALTA

CLCLGALSTLFAAICALTONDIKKIIAFSTSSOLG LMMVTIGLDLPQLAFLHISTHAF

FKAML FLCSGLI工HSLNGEQDIRKMGCLQKTLPMTTSCLTIGNLALMGTPFLAGFYSK

DLIIENLNTSYINTOALLLTLLATSFTATYSIRMTTLVQTGHNRSPTITP工NENTPLA

ilpiirlafgsimgllisslilptktpp^mplitkhaiiitamgiilale lstat

HTMTPPKQNPLMNFSSSLGYFNPLAHRISPTISLYTGQKIASLLIDMTOYKKMGPEGL

ANLHLIMTKTLTTTHTGLIKSYLGSFALTILATILLIQNKl'

14814.. 15956

/gene-''Cytb''

14814 ‥ 15956

/gene-"Cytb

/codon_stcコrt=l

/transl_table-2
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tRNA

tRNA

gene

CDS

t RNA

/product-''cytochrome b'.

/protexn_id-''BAB62926. 1"

/db_xref-"GI : 152082821'

/trclnslatiOn=r'MAPNIRKSHPLLKMINNS L工dlptppnisawwnfgsllamcl.it

QILTGLLLAMHYTADTSLAFSSVAHTCRNVQYGWLIRNLHANGASFFFICIFLHIGRG

LYYGSYLYKETWNTGVI LL LT LMATAFVGYVLPWGQMS FWGATVITN L F SAVPYIGQT

LVEWAWGGFSVDNPTLTRFFALHFLLPFL工AGITIIHLTFLHESGSNNPLGISSDSDK

工PFHPYYSIKD工LGLTLMLTPFLTLALFSPNFLGDPENFTPANPLVTPPHIKPEWYFL

FAYAILRSISNKLGGVLALAASVLILLLIPFLPKSKQRTMTFRPLSQTLFWLLVANLL

ILTWIGSQPVEHPFIIIGQMASLSYFTIL LILFPM工GMLENKMLNH"

15960 ‥ 16029

/product-"tRNA-Thr "

complement(16032 ‥ 16101J

/product- tRNA-Pro

complement(16107‥ 16628〕

/gene- ND6'.

complement(161の7‥ 16628])

/gene- ND6

/codon_start=l

/trc】nsLtdble-2

/product- 'NADH dehydrogenc】se subunit 6

/protein_id-"BAB62927. 1"

/db_xref-　G工:15208283"

/trcコnsl(コtxorW'MTYFVIFLGVCFMLGTLAVASNPSPYYGWGLVLASVVGCGWLV

N LGVS FVS LVL FMIY LGGMLWFVYSVS LAADPYP EAWG SWRVMGYG LG FVLWCMGM

GLGGFVDFWKIGVTTVDSGGMSFVRLDFGGVMFYSYGVGLFLVAGWGLLLVLFWLE

LVRGLSRGAIRAV"

complement(.16630 ‥ 166973

/product- tRNA-Glu

BASE COUNT　　　5200a　5219c　2197g　4()81t

ORIGIN

l aacc】cttttt ttc】acctclac tcccctactt agtgtcコcccc ccctttcccc cccagggggg

61 gtatclctatg catc】atcgtg catcコC(コttta tattccclC(コt ateコCtatggt accggtcコata

121 tatattat□t acgtactaaa cccattatat gtatacgggc attacatatt gtccccattt

181 ctccccatgt acattagtgc atgctccaag acataaacca tacgttcacc tagtaataga

241 ctttccacta acaggacacc ataactatga atggttgcag gacataagct tactaaatac

301 ttagctcccc atttggttat gctagacgta ccagatggtコt ttattgatcg tacacctcac

361 gagagatcac caacccctgt ctgtaatgct attccgtgac tagcttcagg cCcattcttt

421 ccccctacac ccctcgcccc tcttgctctt ttgcgcctct ggttcctcgg tcaggcacat

481 cccccgcata actcctgaac tttcttactt tttacgaagt catctgtgcg gtatctgccc

541 ctcttcagtc cgtgatcgcg gcatttcctt tcttctctgc tgttggttct tcttctcttt

601 ggggcttctt cacaggttgc ccttcacagt gccgtcgcca gagtcctact caagtgaagc

661 ctggactact cctgcgttgc gtcctatcct agacctctag tgtccctcga tgatacggtt

-124-



721 tgcgtgtatt gggtdtcatt ttgacactga tgcactttgg atcgcattgg gttatggctc

781 ttccaccccc cccgataatg gtgctatata gggaatgctt gccggacata tttttaccaa

841 ttttcacttc ctctattttt etc】acaac】ac tclgggagttt tcccaaattt tttttgttgg

901 tttggttaat tttttttttg ttttttaaaa actコtttttta aaaaactc】aa ttc】catacaa

961 actcacCgca ccコaataccct c<コaaccGcaa aaacgttttc】 Cgtttagtat c托atelcattg

1021 ttQCgtttat ataattatta gagaaactcc actaccgaaa caaacataaa aacaaacaaa

1081 actattccgc ataaacttcc acaaacatat attatttata ttgttaatta caatcaattt

1141 ttattcccct dgC】aagccca catagcttaa cacaaagcclt ggcactgaag cコtgccaagc】C

IZの1 ggtacaccコga ttacctgtgg acaaaag。ct cclgtcctaac cttactattg gtttttgcta

1261 gacatataca tgcaagtatc cgcatccc〔lg tgagclatgcc caコcaaacct ttatcttccc1

1321 aagcaaaagg agcaggtatc (コggcgaコctt taatagttiコg cccaaaacgc cttgttcaag

1381 ccac□ccccc c】cgggtattc agcagtaatt aacattc】age c】cltaagtgta aacttgc】ctt

1441 agccatagca agacccコcagg gttggtaaat cttgtgccag ccc】ccgcggt caccコcaagaa

1501 gcccc】aatcc】 atagccatcc ggcgtaaaga gtggccacat gttcコtcttcc】 ttaactaagc】

1561 tcaaaatgga accaagctgt cataagccca ggatccacct aagcccaacc】 taaaaaccat

1621 cttagccaca tgatcaattt caatccacga aagccagggc acaaactggg attagatacc

1681 ccactatgcc tagccctaaa tctagcコtacc cacatactta tgtatccgcc tgagaactac

1741 gc】gcc】caaac gcttaaaact ctaaggcコctt ggcggtgccc caaacccacc tagclggagcc

1801 tgttctataa ccgc】taatcc acgatctacc caaccacccc ttgccaaCac agcctacdtcl

1861 ccgccgtcgc cagcccacct taatgc】aagc】 acaacagtga gctcaatagc cgccactaat

1921 aagacaggtc aaggtatagc ctatgggatg gaagaaatgg gctacatttt ctaaaataga

1981 acaaacgaaa aaggacatga aacctggtcc ttggaaggag gatttagcag taaaatggga

2041 tcactttgcc cactttaaga tggccctgcコg gcacgtacat accgcccgtc accctcttca

Zlの1 aaagctacta atelccgataa ate柑caccca accattaagc caaagacgag gtaagtcgtcI

2161 c】cclaggtaag tgtcコccggcla ggtgcactta gacccKCGag gcgtagctat aagctccaaa

2221 gcattcagct tacacctgaa agatgccccc aataagggtc gccttgattt gccctacctc

2281 tagcccaacc aacaaatctt caaaaaqtec aaaatcacct cacacGgttt aattaaaaca

2341 tttaatctta tcctagtαta ggcgcコtagaa ccgc】cccgag gcgcc】ate】ga gc】cc(コaccgt

2401 accgtaaggg aaagatgaaa taacaatgaa aaacacaagc aaaaagcagt aaagacaaac

2461 ccttgtacct cttgccコtCClt gatttagcc】a gc】occlacccコa gcaaagcggc】 ctaaagcttg

2521 ccttcccgaa acccaagcga gctacttgcg agcagctaaa attgagcgaa cccgtctctg

2581 tcgcaaaaga gtgggatgac tcgctagtag aggtgaaaag ccaaccgagc tgggtgatag

2641 ctggttacct gccaaacgaa tctaagttcc cccttaatct ctccctaaag gataccacaa

2701 tttaaccccc ttatgtaaag attaagaacc】 attcgc】cgga ggtacagctc catcgaaaaa

2761 gaatacaacc tcccccagcg gataaactaa cactaccttc cctctctccg tgggccttca

2821 ageGgccatc aacaaaagag tgcgtcaaag ctcctctact aaaaatccag atactaattt

2881 gattccctca tCcaaagcag gtcaacctat gacaatagaa gaatcaatgc taaaatgagt

Z941 aacttggaac cttcctctac acagcgtaga cttacatcaa cacattGtta acagacctaa

3001 cttdtactca caccacaacc】 ageコactctコt(コtgtctatgat ctgttagccc aactcaggc】0

3061 cgcccacaag atgattaaaa tCcgcaaaag gaattcggca aaccaaagac ccgactgttt

3121 cccaaaaaca tagccttcag caatcaacaa gtattgaagg tgacgcctgc ccagtgaccc

3181 gcaacgttca acggccgcgg tatcctaacc gtgcaaaggt agcgcaatca attgtcccat

3241 aaatcgagac ttgtatgaat ggctaaacga ggtcttaact gtctcctgca gataatcagt
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3301 gaaattagta tcctcgtgca aaaacgagaa tgtgaccata age】cgagclag accctgtggQ

3361 actttaaaat cacgaccacc cttatqdtta cattcacccc accgggcaca tcccコcactaa

3421 cacccttggt cgacattttt cggttggggc gaccttggag aaaaacaaaa cctccaaact

3481 tacagaccac acctcttaac caagatccac ccatcaaagt cctaacagta actagaccca

3541 atataattga ttaatggacc aagctacccc agggataaca gcgcaatctc ctccaagagc

36の1 ccctatcgac aaggdggttt acgacctcga tgttggatca ggacaGccta atggtgtagc

3661 cgctattaag ggttcgtttg ttcaacgc】tt aacagtccta cgtgatctga gttcagaccg

3721 gagtaatcca ggtcggtttc tatctatgaa cacactcctc ctagtacgaa aggaccggag

3781 aagtagggtc aataccacaa gcacacccta accttccaag caatgaactc aacttaattg

3841 ccaagaagct caccatccac ttacactcct agaaaaggaa cagctagcgt ggcagagctt

3901 ggtc】aatgca aaaggcttaa gccctttatc cclgaggttcc1 0atcctctcc ctagctcccc

3961 aaacatgacc ctatcaaccc taacaagtct cataatcata accctatcct atataattCc

4921 aatccttatt gccgtggcct ttttaaccコct tgtagaacga aaaatcctaa gctacataca

4981 ggcCcgaaag ggcccaaata ttgtgggccc ttttggtcta ctccaaccca ttgcagacgg

4-141 ggtaaaactc tttatcaaag aacccatccg cccatctc】cc tcatccccgt ttctatttat

4201 cctaacccca atcctagcct tactclctagc cctcacctコtc tgcコacccctc tcccactcコcc

4261 tttccccata acagacctaa qcctaggact actattctta ctagctatat ccagcctaac

4321 cgtctactcc ctcctctgcコt cagggtgcコgc ttcaaactca aaatacgccc taatcggtgc

4381 cctacgagct gtcgctcaaa caatctcata tgaagtcacc ctagccatca tcctattatc

4441 tacaatcata ttc】agcggc】a actc】tactct aagcacccta tccatcc】ccc aagaaccclctt

4501 atelccttatc ttctcctcat gacCccttac c】ate】Cltgtga tacatctcca ctctcgccga

4561 claccaaccgt gccccttttg c】tctcclctgc】 aggagclatcg gagcttgttt cc】ggttttc】CI

4621 cgtagaatac gctgccggac cattcgccct attttttcta gctgaatacg ccaacattat

4681 gttaataaat acactclacca tcaccctatt cctclaacccc】 agcttcctga gccccccctc

4741 agaactc】ttc tctattacac tcgca】ctaa agtcctactt ctctcatctt cattcttc】tg

4801 C】atccgtコget tecコtacccc】c gattccgcta tgatcaacta atiコcatcttc tatgclaaaaa

4861 tttcctaccc etclaccctag ccatc托gtct ctgc】catclcc agccltacctc】 tcagctatgc

4921 cggccttccc ccagcttaag gaagcgtgcc tgcコaceコaaag ggccactatg c】taaagtgga

4981 cc】tc】gaggta aaacclaccct ctcgcctcct c】aaccttc】ga aaagtc】ggaa ttgaacctc】C

5041 acgaaagaga tcaaaactct tcatacttcc ctt(コtattcコt tttctagtaa ggtcC】gctaa

5191 tcaagctatc gggcccatac cccgaaaatg atggtttaaa tccttccctc actaatgaat

5161 ccccatgcaa aactaatctc tatcataagc ctagccctag ggaccqgtat cacaatctct

5221 agcaaccatt gaatcttagc ctgaacaggt ctagaaatca ataccctagc catcatccca

5281 ctaatctcaa aatcacc】cca ccctcgagca atcgaagcag caatcaaata cttcctaacc

5341 caatcaaccg catccgccct aatcctcttc tcaagcataa acaacgcctg atctactggt

5481 caatgagc】ca ttacacc】act taacccにccc cコcatcctgcc taatcctclac cコatagccatt

5461 gcaatcaaac taggtctagt tccattccac ttCtgattcc ctgaagtcct tcaaggctcc

5521 tCcctaatca cagcccttct actctctace ctaataaaac tcccCCcaat aacccttctc

5581 ctcataacc】t cccaatccct taaccctgcc ctcctcactc tactagcagt ttcctccgca

5641 ttagttggag gctgaatagg cctaaaccaa acacaaacac gaaaaatcct agccttctca

5701 tccatctccc acctaggatg aataatcgtg attattattt acaacccaaa actcaccatc

5761 ctaaccttca tc(コtctcコetc attaataaca tccactgtat tcctatctct ctcgcc】aatc

5821 aaagtcctaa aactgtcaac aatactcatc tcctgaacaa aaaccccaat actaaattca
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5881 c】ccattatag ttc】ccctcct ctccctagca ggcctcccc】c cc】ctaaccgg tttcatgcca

5941 c】aatgactccl ttatcccコago acttactaaa caagaaataa ccccagtagc tacaaccatt

6001 gcaatattc】t cattacttgg cctattcttc tatctccgcc ttgcatacca ttccコacaatc

6061 acacttccac ctaactcatc taaccatata aaactctgac gaコtcaacac aacaccaaac

61Zl acccccaccg ctatcctaac cgtcctatca atctctttac tccccctctc tcccctaatc

6181 actactttag tttagaaact taggattaat tgcacttaaa ccaaaggcct tcaaagcctt

6241 aaataagagt tgaaccctct tagtttctgc taattaagat ctacagggca ctaacctgta

63の1 tcttctgaat gcaaaccaga cactttaatt aagctaagac ctcccctaga cagatgggct

6361 tcgcコtcccat cコteattctag ttaacagcta gacgccataa cccattagct tctgtctaag

6421 accccggcc】t gctttaqccIt acatcclatga gcttgcaact cc】ccatgcコac ttcaccacag

6481 ggccgataag aagaggaqtt gaacctctgt aaaaaggact <コcagcctaac gccttgacac

6541 tcggccclt:ct tclcctgtgac cttcatcaac cgatgc】etat tttcaactaa ccacc】aagac

6601 attggcactc tttc】tcttat ttttggtaccl tgagcclggca tagccggtac agcacttagc

6661 ttgttaatcc gcgcagaact aggacaacca ggcaccctcc taggagatga ccaaatttac

6721 aatgtaattg tcacagcaca tgccttcgtc ataatcttct ttatagtcat accaattata

6781 attggaggct tcggaaattg actcgtcCca cttataatcg gagccccaga catagcattc

6841 ccacgtatga ataacataag cttctgactc ctcccaccct ccttcctgct gctactagct

6901 tcttccaccg ttgadgctgg tgccggtaca ggatgcコactg tctacccgcc cctagccggc

6961 aacctcgccc acgccggagc atcagtagat ctagccatct tctccctaca tttagcaggt

7021 gtatcatcaa tcctaggagc catcaacttt atcaccacta ttatcaatat aaaaccccct

7081 gcactgtcac aataccaaac acccctattt gtttgatcag tcctcatcac cgctcコtctta

7141 ctcctactct ccctccCagt cctagctgct ggcc托tactc】 t(コcttctaac tgatcgc】aac

7ZOl ctcaacc】eta cattctttga ccctgcaggcl ggaggclgacc cccコtcctgt(コtec】qC(】cttcコ

7261 ttttgattct ttggacaccc agaagtCtac atcctcatcc tcccaggctt cggaatcatc

7321 tcccacgtag tagcctacta cgcagggaaa aaagaaccat tcggctatat aggaatagtg

7381 tgagcaatat tatcaatcgg attcctagga ttcatcgtat gageCcaeca tatattcclc0

7441 gtaggaatag acgtagatac acgagcctac tttacatcag ctacaataat cattgccatc

7501 ccaaccggta tcaaagtttt cagctgacta gcaaccctac acggaggaac aatcaaatga

7561 goltccgccca tactatgagc cctcggc】ttc atcttcctat tec】ccatcgg aggcコctaaca

7621 gggatcgttc ttgccaattc atcacttgac atcgccctcc atgacaccta ttacgtagtc

7681 gcccacttcc actacgtcct atccatagga gcagtctttg ctattttagc aggattc(1cc

7741 cactgattcc cactattcac Gggcttcacc cttcatccta catgaactaa ggcacacttt

7801 ggagtaatgt tcacaggagt caacctaacc ttcttcccac agcacttcct aggcctagct

7861 ggtatacccc gacgatactc agactaccca gatgcctcコca cactttgaaa cacactatcc

7921 tcaatcggct ccttaatctc aataacagcc gtaatcatac taatgtttat tgtatgagaa

7981 gccttctcag caaaacgtaa agttcttcag ccagaattaa ctgctaccaa catcgaatga

8041 atccacggct gcccaccccc ataccacacc ttcgaagaac ctgccttcgt ccaagtacaa

8101 gaaaggaagg aattgaaccc tcacatgctg gtttcaagcc aaccgcatca aaccatttaa

8161 tgcttctttc ttdtgagacg ttagtaaacc aattacatag acctgtcaag actaaatcac

8ZZl aggtaaaact cctgtacatc tcatatggca aaccactccc aactaggatt ccaagatgcc

8Z81 tcatctccca tcatagaaga acttgtagaa tttcatgacc atgccctaat agtagcaCtq

8341 gcaatctgca gcctagtact ctacctgcta accctcatac ttacccaaaa actctcatca

84の1 aacaccgtag atgcccaaga agtagaacta atctgaacaa tcctcccagc tatcgtccta
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8461 gtcctactcg ccctcccatc actccaaatc ctctatataa tagacgaaat tgaagagcca

8521 gaccttaccc taaaagccat tggacatcaa tgatattgat cctacgagta cactgacttc

8581 aaagatctat catttgactc ctatataact ccaacaacgg atctaccaca aggccatttt

8641 cgcctactag aagtagacca ccgcattgta attccaatag aatcccccat ccgaattatc

8701 atcaccgccg atgacgtcct tcactcttga gctgtaccaa ccttaggggt aaaaacagac

8761 gccc】ttccag gacgc】ctaaa ccaaacctcc ttcc】tcacca ctcgc】ccclgg C】gtattctac

8821 gggcagtgct cagaaatctg cggagctaac aコC(コgctcコCCl tacctattgt agtagcコatcc

8881 acccctcttcl aacacttcgcコaacctgatcc tccctcctat catcttaacc gttaagacコgC

8941 tatgaaccag cactiコgcctt ttaagctaga gage】ggggat gccctccccc ttaatgatat

9001 gccacclacta aacccagcac ccコtgattcc】t aattatacta ataacctgat ttacctactc

9061 actcコctccltt ccコacctclaac tactatcatt cclcttccatc】 aacaccccct cgc】acaaaac

91Zl aaccコtcaaca ace】aaacctc】 ccccatgc】ac ctgaccatga acctaagctt ctttgatcc】CZ

9181 ttctcaコgcc cctacctcat aggcコatacccコCtC】atcctcc cctccctcct c】ctccctact

9241 ctcctctttc caacaccc】gg acgccgatgcl atttコgCC柑tc gcctctcaac cctccaactc

9301 tgggtcatta atctaattac aaaaca旧eta ataacccccc taaacaaaac aggecacaaa

9361 tgagccctclc tcICt(コacctc cctcatCctg ctgttactgt ccattaacct aat。ggcctt

9421 ctcccatata ccttcacccc tc】ctacccaa etc】tcaatga ace】tGgcctt cコgccttcccg

9481 ctatgattc】g ccaccctcコct aatcggccta cgaaaccaac catccgcctc cctagctcc】C

9541 cttctcccag aaggaacccc cacaccc】etcコatcccaatct taatcataat tgc】aacaacc

9601 cコgtctc】ctta tccgaccatt agccctcコggCI gtccgcctc】a cagcaaacct c】aceコgctggc

9661 cacctactccコttcaacttat ctcccコcagct cコC(コatcgccc tc】ttaccaac aatacccコtCC

9721 c】tctccaccc ttacagcact catcctactc ctactcacccl tcctagclagt clgcagtagcc

9781 ataatccaag cctatgtatt cgtccttctt ttaagcctat acttacaagcl aaacatctaa

9841 tggcacacca agcc】cactcc taccacatag tcgatccaag cccatgacca attttcggcg

9901 caattacagc cctacttact acctccggcc taattatgtg attccactat aactctattg

9961 ccttc】ctgac agcaggcctc】 ctttccatac tcctagtaat aattcaatga tgacgcgcコCg

1(〕021 tagtccgaga aagcaccttc caaggacacc aceコccccaac cgtgcaaaaa ggactgcgat

lOの81 acggaataat cctttttatt acatcagaag ccttcttctt cttaggcttc ttctgagcat

10141 tcttccactc aagcctagcF ccaacacctg aactcggagg acaatgaccc ccqacaggaa

10201 tcaaaccact aaatcccctc g<コagtacccc tactaaacc】c tgcaatccta ctagcctcc】g

10261 gcgttaccgt aacatgagct caccatagta ttacagaagg aaaccgaaaa caagccattc

10321 acgcactaac ccttaccatc cttctaggat tctacttcac tgccctccaa gcaatagaat

lの381 accc】cgaagc ttcattctca atcgccgc】ta gtgtttacgg ctcccコctttc tttgtcgcca

10441 caggattcca cggtctacac gtaqtcattg ggtcctcctt tctaacaatc tgcttactac

10501 gactaatcaa attccacttt acatccaacc atcacttcgg attcgaagca gcagcttgat

l0561 actggcactt cgtagacatc atctgactct tcctttatat atccatgtqc tgatgaggat

10621 cttgctcttc tagtatatta attacaactg acttccaatc tttaaaatct ggtaataacc

10681 cagelgClagag caatgaacac acttacattt atgttatccg catcccttat tctGagcacc

lの741 ctcctaacaq ctgtaaactt ctgacttgcc caaataaccc cagacacaga aaaactatca

lの801 ccatacgaat gcggatttga tccactagga tcagcccgac ttccattctc aatccgattc

10861 ttcctcagta gccatcctat tcctcctatt cgc】cctagaa atcgccctac tactcccctt

1(∋921 accatgagcc atccaactcc aatcccccat gacaaccctc acctgagcca ccacdatcct

10981 taccctcctc acgctaggcc tcatttacga atgaacccaa ggcggcctag aatgagcaga
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11041 ataacagaaa gttagtctaa ctaagacagc tggtttcggc ccagcaaatt atagccaaca

11101 cctataactt tctcatgtct cccctacact tcagcttctc】 ctcagcattc acattcagca

11161 gcttaggatt agcattccac cgtacGcatc tcatctccgc cctactctgc ctagaaagca

11221 taatactatc catattcatc cccctttcaa tttgatcagt age】aaaccaa actccatcct

11281 tcaccatcgt acctatccta atactagcct tctctgcatg cgaagccggc acaggcctag

11341 caatactagt agcctccaca cgaacacacg gctccgacca tctacataac ctcaacctgt

11401 tace】atgcta aaaattattt.tc】cccacaat c<コtactcleta ccaacaaccc tcctcコtctcc

11461 cacaaaqtec atatgaacta acaccacaac ccatagtctc ctaatcgcca taatcagect

11521 acactgacta gccccatcct actaccccct aaaaaaccta accctctgaa caggaaacga

11581 ccaaCltCtca actccactac tagtcctttc ctgctggttt ctcccactca taatcatggc

11641 cagccaaggc caccttcaac acgaacccca tgtacgaaaa caaatattta tcacaaccct

11781 aattatcatt caaccattta tcatcctagc attctcaaca acagaactca tcttattcta

11761 catctcattt gaagcaaccc tcatcccaac tctaatccta atcacacgat gaggGaacca

11821 accagaacga ttaagcgcag gcqtttacct aatattttat accctaatta qctcactccc

11881 cctgctagta accatactct tccttcactc aaaaaccggcコacccttcatc tacccatcct

11941 aaaactctct tactccaacc cctcaacttc atgaacaacc ctactatcca gcctggccct

lZの01 cctcctagca tttatagtca aagcaccact atatggccta cacctatgat taccaaaagc

12061 ccatgtagaa gcacccatcg ccggctcaat actactagcc gccctacttc ttaaactagg

lZ121 aggctatggc attcコtacgag ttaccttact cコataaaccccl ate】cc(コaatt ccコctttactcl

12181 cccattcctc accctagcct tatgaggtgc tttaataact agctccatct gcttacgcca

12241 aacagaccta aaatccctca ttgcctactc atctgtaagc cacataggcc tagtaattgc

12301 tgccagcata atccaaaccc aatgatcatt ctcaggggca ataattctta tGatctccca

12361 tggacttacc tcctccctcc tattctgttt agcaaacaca aactacgaac gaacacatag

124Zl ccgtatcctc atcctcacac gaggcctaca accactccta cccctaatat ccctatgatg

12481 actcctagcc aacctaacta acatagccct tcccccaaca accaacttaa tagcagaatt

12541 aacaattata atcgccctct tcaactgatc ctcccccaca attatcctaa ccggaattgc

12601 cacactctta accgcctcct acaccctata catactccta tccacccaac gaggcaccct

12661 accatcccac atcacc】acaa ccc】tc】aactc aaacc】C(コCgCl gaacacctcc tcatggtcct

12721 ccatatcatt cccatactcg ccctaatcct aaagccagaa ctaatctcag gaactccttt

12781 atgcaagcat agtttaaccc aaacattaga ttgtgattct aaaaatagga gtttaaatct

12841 ccttgctcgc cgc】ggggagg gcaacccaaa ccagcaagaa ctgctaattc atgcatccga

12901 gcctaaaacc tcggccccct taacttttaa aggataaaag taatccattg gtcttaggaa

12961 ccactcatct tggtgcaaat ccaagtaaaa gtaatggaga taacactact cctaGatacc

13021 ctcacaccat taacacttgt tatcctcctt acccccatta tccttccccc cctacttaaa

13081 ctaaaaaact ccccatcact aatctccaaa accgttaaaa ccgccttcat aactagtctc

13141 atccaaacaa ccaccttcat ttactcaggc acagcコcagca tcattaccta ctgagaatga

132の1 caattcattc caaacttcaa Gatcccacta accctcaaaa tagacttata ttccataata

13261 tttttcccaa tcgcattatt tgtaacatga tcaatcctag aatttgcaac atgatacata

13321 gcctctgc】cc ccコttcatcac gaaattcttt acccc】cctcc tcaccttcct catcgccata

13381 ctaacactca caattgcaaa Caacatattc ctcctcコttcg taggctgagc】 dgg□gtagga

13441 attatatccIt tcctcctcat tggctgatga caaggacgag ccgaagccaa cacagccgcc

135の1 cttcaagcca taatctataa ccgaattgga gacatcggct tgtコtcctaag cctagcatga

13561 ctagcctcta cattaaacac cltgagc】aatc caacaaactcコttcaccccca ccaaacacca
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13621 actcttcccc tccttggcct aatcctagcc gccacaggaa aatcagccca atttggcctg

13681 cacccttgac tccccgcagc aatagaaggc ccGGctccag tatccgccct actccactca

13741 agcacaatag tagtagctgg aatcttcctc ctcatccgaa cccaccccct actagcctca

138の1 aacaataccg ccctaaccgc atgcctc]tgc ttaggagcac tatcaaccct tttcgccgct

13861 atctgtgcac tcacccaaad cgacatcaaa aaaatcatcg ccttctCcac ttcaagtCclg

139Zl ctaggcctca tgatagtcac catcggactt gaccttccac aattagcatt cctcCacatc

13981 tccacccatg ctttctttaa agcaatacta ttcctatgct ccggactaat cattcacagc

14041 ctaaatggcg aacaggacat tcgaaaaata ggatgcctac aaaaaaccct cccaataacc

14101 acctcctgcc taaccqtcgg taacctcgcc ctaataggca cacccttcct agcaggcttt

14161 tactcaaaag acctcatcat tgadaactta aacacctcat acatcaacac ctgagcccta

14221 ctactgacac tcctcgccac atcctttacc gcaacctaca gtatccgcat aaccaccctc

14Z81 gtccaaacag gacacaaccg ctccccaaca atcactccaa tcaacgaaaa cacccctcta

14341 gccattctcc caattatccg actagcattc ggcagcatcg cagcgggcct actaatctca

14401 tccctttコtec tccctacc】aa aacaccccca ate】acttコt(コC CC】cttatcac aaaaaccacc

14461 gccotcatta tcacagccat aggaatcatt ctcgccctag aactctcaac cgcaacccac

14521 accataaccc cacctaaaca aaaccccctc ataaacttct cctcctcatt aggctacttt

14581 aaccccctag cccatcgaat cagccccaca atctcactct acaccggaca aaaaatcgcc

14641 tcacttctaa tcgacataac atggtacada aaaataggcc cagaaggact cgctaaccta

14701 cacctcatca taaccaaaac cctaactaca acccatacag gcttaatcaa atcataccta

14761 ggatcctttg ccctcacaat cctagcaaca atcctactaa tccagaacaa ataatggcac

14821 ccaacattcg caagtcacat cccttactaa aaataatcaa tGactcacta atcgaccttc

14881 ccactccccc aaacatctcc gcctgatgaa acttcggctc cctactagca atatgcctca

14941 tcacccaaat cctcaccggc cttctactag ccatacacta caccgcagac acctccctag

15001 ccttctcttc cgtagcccac acatgtcgaG acgtacagta cggctgactc attcgcaatc

15の61 tccatgcaaa cggcgcatca ttcttcttca tctgcatctt cctccacatc ggacgaggcc

15121 tatattacgg ctcctacctt tacaaagaaa cctgaaacac aggagtaatc ctgcttctca

15181 cactaatagc cactgctttc gtaggatacg tcttaccatg aggccaaata tccttctgag

15Z41 gtgctaccgt catcacaaac ctattctcag ctgtacccta catcggccaa accctagtag

15301 aatgagcctg □ggaggcttt tcagttgaca atcctaccct aacccgattc ttcgccctcc

15361 acttcctcct cccattctta atcgcaggaa tcactatcat ccdcctcaca ttcctacacg

15421 aatcaggctc aaataaccca ttaggaatct catctgactc tgataaaatc ccattccacc

15481 catactactc tatcaaagat atcctaggac taacactgat acttacccca ttcctcaccc

15541 tagccctatt ttcccca叩C tttttaggtg acccagaaaa ctttactcca gccaaccccc

15601 tagtaacccc tccacacatt aaacccgaat ggtacttcct atttgcttac gccatcctac

15661 gctcaatttc aaataagcta ggaggcgtac ttgcccttgc agcctcagta cttatcctcc

15721 ttctaatccc cttcctcccc aaatctaaac aacgaaccat aGcattccgc ccactttccc

15781 Gaaccctatt ctgactteta gtagcaaacc tactaatcct aacctgaatc ggaagccaac

15841 cagtagaaca cccロttcatc atcatcggcc aaatagcatc cctctcCtac ttcactatcc

15901 tactcatcct cttcccCata attggaatac tagaaaacaa aatactaaat cactaaaαtcl

15961 ctctaatagt ttaacacaaa acattggtct tgtaGaccaa aaactgaaga cttcgccctt:

16021 cttagagtaa ctcagaaaga ggggatttaa acccccatcc ccagctccca aagctggtat

16081 ttttaaataa actaccttct gaaaccccta actgcccgaa tcgcaccccg agataacccg

16141 cgcacaagct ccaacacaac aaacaaaacc aacaacaaac cccacccagc tacCaaaaac
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16201 aaccccaccc catatgaatG aaacgctgct accccaccaa aatccaaccg aacaaaagac

16261 atccccccac tatcaactgt agtcacacca atctttcロaa aatcaacaaa cccccctaaa

16321 cccattccca tacaaactac caaaacaaaa cctaacccat accccatcac ccgtcaactt

16381 ccccaagcct ctgggtacgg atccgcagct aaagaaacag aatacacaaa aaccaccaac

16441 atCcccccta aataaatcat aaacaacacc aaagaaacaa aagaaacccc taaattcacc

16501 aaccacccac accctaccac agacgctaac accaacccca ccaccccata atacggcgaa

16561 ggattagacg ctacagccaa agtccccaac atgaaacdaa ctcctaaaaa aatcacaaaa

16621 taagtcatat attcccgctt ggatagaccc caaggactac ggcttgaaaa gccattgttg

16681 ttatcaacta cgggaac
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Appendix 2-2. complete mtDNA annotations and sequence of Coturnicx chinensis (blue-breasted

quail)

LOCUS ABO733の　　　　　　　　　16687 bp DNA circular VRT 25-FEB-2(〕の3

DEFINITION Coturnix chinensis mitochondrial DNA, complete genome.

ACCESSION AB(∋73301

VERSION ABの73301.1　GI:28556848

KEYWORDS

SOURCE mitochondnon Coturmx chinensxs

ORGANISM Coturnix chxnensxs

REFERENCE

AUTHORS

T工TLE

JOURNAL

REFERENCE

AUTHORS

TITLE

JOURNAL

FEATURES

source

D-loop

tRNA

rRNA

tRNA

rRNA

Eukaryota; Metazoa; Chordata; Crantata; Vertebrata; EuteLeostomi;

Archosauria; Aves; Neognathae; Gallxformes; Phasxamdcコe;

Phasicコninele: Coturmx.

1

NishiborijM., Tsudzuki,M., Hayashi,T., Yamamoto,Y. and Yasue,H.

blue-breasted quail complete mitochondnal genome

Unpublished

Z　(bqses 1 to 16687)

Nishibori jM.

Direct Submission

Submitted (18-OCT-2001) Mastコhide Nishibori , Hiroshima University,

Fac.of Applied Biological Science; Kagamiyamaト4-4, ,

Higashi-hiroshima, Hiroshima 739-8528, Japan

(トmail:nishibo@hiroshima-u.ac.jp,

URL : http ://homepage2. nifty. com/nishibo/index. html ,

Tel :81-824-Z4-7992, Fax:81-824-22-7の67)

Location/Qualifiers

l‥16687

/orgamsm- Coturmx chinensis

/organelle- mitochondrion

/db_xref- -taxon :46218

/tissue_type=　Liver

/dev_stage-''adult"

/note-''synonym : Excalfactona chxnensis

l‥1150

/note-"control region

1151..1217

/product-''tRNA-Phe I.

1218..2190

/product=''12S ribosomal RNA

2191‥2262

/product-'TtRNA-Val '.

ZZ63‥3869
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tRNA

gene

CDS

tRNA

tRNA

tRNA

gene

CDS

tRNA

tRNA

/product-"16S ribosomc】1 RNA"

3870 ‥3943

/product-"tRNA-Leu'

3953 ‥4927

/gene-''NDl'.

3953 ‥49Z7

/qene-I"NDl"

/codon_start=l

/transl_tab Le=2

/product- NADH dehydrogenase subumt 1"

/protein_id-"BAC57500. 1''

/db_xref-"GI : 28556849"

/translation- 'ト汀PLTLMNLMIMTLSYIIPILIAVAFLTLVERKILSYMQARKGP

NIVGPFGLLQPIADGVKLFIKEPIRPSTSSPFLFIMTPI LALLLALTIWIPLPLPFPM

ADLNLGLLFLLAMSSLTVYSLLWSGWASNSKYALIGALRAVAQTISYEVTLAIILLST

IMLSGNYTLSTLS工TQEPIYLIFSSWPLA柚IiWYISTLAETNRAPFDLTEGESE LVSGF

NVEYAA6PFALFFLAEYANIMLMNTLTITLFLNPSFLNLPSELFSITLATKVLLLSSS

FLWVRASYPRFRYDQLMHLLWKNFLPLTLALCLWHTSMPISYAGLPPA''

4928 ‥4998

/product-"tRNA-Ile"

complement(5004.. 5075)

/product- tRNA-Gln

5075 ‥ 5143

/product- 'tRNA-Mef'

5144‥ 6184

/gene- NDZ

5144‥ 6184

/gene- ND2

/codon stc】rt-l

/transLtable=2

/product-''NADH dehydrogenase subunit 2''

/protein_id-"BAC57501. 1'.

/db_xref- G工: 28556858..

/trc】nslc】tion-"MNPHAKL工SAMSLTIGTSITISSNHWVLAWfTGLEINTLAIIPLI

SKSHHPRAIEMIKYFLTQSTASALILFSSMNNSWFTGQWDITQLNHPTSCLILTMAI

AIKLG LVPFHFWFPEVLQGSSLTTALLLSTLLKLPPMTLLIMTSQSLNPTLLTLLAIL

SALVGGWMGLNQTQTRKILAFSSISHLGWMIAIISYNPKLTILTFI工YTLMTSTVFLS

LSQTKVLKLSTMLISVmCTPMLNSTIMLTLLSLAG LPPLTG FMPKWLIIQE LTKQELT

PMATIIAMLSLLGLF FYLRLAYHSTITLPPNSSNHMKLWRTYPSPTTSTAILTVLSTS

LLPLSPLIITMI"

6183 ‥ 6Z58

/product- tRNA-Trp"

complement(6265 ‥ 6333)

-133-



tRNA

tRNA

tRNA

gene

CDS

tRNA

tRNA

gene

CDS

/product-"tRNA-Ala"

complement(6336 ‥ 6408)

/product- tRNA-Asn

complement(6411 ‥ 6476)

/product-''tRNA-Cys "

complement(6476 ‥ 6549)

/product=''tRNA-Tyr.'

6548‥ 8098

/gene="CO工''

6548‥8098

/gene- COI"

/codon_st□rt-1

/trc】nsLtable-2

/product- cytochrome oxidase subunit I"

/protein_id-''BAC57502. ll'

/db_xref-"GI : 28556851"

/t ranslation-"MTLINRWLFSTNHKDIGTLYL工FGTWAGMAGTALSLLIRAELGQ

PGTLLGDDQIYNVIVTAHAFVMIFFMVMPIMIGGFGNWLVPLMIGAPDMAFPRMNNMS

FWLLPPS FLLLLASSTVEAGAGTGWTVYPPLAGNLAHAGASVDLAIFSLHLAGVSSIL

GAINF工TTIINMKPPALSQYQTPLFVWSVLITAILLLLSLPVLMGITWLLTDRNLNT

TFFDPAGGGDPVLYQHLFWFFGHPEVYILILPGFGIISHWAYYAGKKEPFGYMGトⅣW

AML S IG F LG FIVWAHHMFTVGMDVDTRAY FTSATMIIAI PTGI KVFSWLATLHGGTI K

WDPPMLWALGFIFLFTIGGLTGIVLANSS LDIALHDTYYWAHFHYVLSMGAVFAILA

G FTHWFPLFTG FTLHPTWTKAHFGVMFTGVNLTFFPQHFLGLAGMPRRYSDYPDAYTL

WNTLSSIGS LISMTAVIMLMFIVWEAFSAKRKVLQPE LTATNIEWIHGCPPPYHTFEE

PAFVQVQE "

complement(8090 ‥ 8164)

/product- tRNA-Ser

8167‥ 8236

/product-''tRNA-Asp''

8238..8921

/gene- COII

8238..8921

/gene-''con'-

/codon_start-l

/transl_table-2

/product= cytochrome oxidase subuntt II"

/protein_id="BAC57503. 1'.

/db xref="GI:28556852"

/translation^'MANHSQLGFQDASSPIMEELVE FHDHALMVALAICS LVLYLLTL

MLTQKLSSNTVDAQEVE LIⅣ「ILPAIVLVLLALPSLQILYMMDEIEEPDLTLKAIGHQ

WYWSYEYTDFKDLSFDSYMTPTTDLPQGHFRLLEVDHRWIPMESPIRMIITADDVLH

SWAVPALGVKTDAIPGRLNQTAFITTRPGVFYGQCSEICGANHSYMPIWESTPLEHF
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tRNA

gene

CDS

gene

CDS

gene

CDS

EAWSSLLSS"

8923 ‥ 899の

/productこ=''tRNA- Lys'.

8992..9159

/gene-''ATPase 8

899Z ‥9159

/gene-''ATPGse

/codon_stc】rt=1

/transl_table-2

/product- ATPase subunit 8"

/protein_id-"BAC57504. 1"

/db_xref-"GI : 28556853-I

/translation="MPQLNPAPWFTIMLMTWLTFSLLIQPKLLSFISTNNPSNKTTAT

TKPTPWTWPWI ''

9150..9833

/gene-''ATPase 6

9150‥9833

/gene- ATPase 6

/codon_stdrt=l

/transl_tc】ble-2

/product-''ATPclse subunit 6''

/protein_id-"BAC57505. 1"

/db_xref-"GI : 28556854"

/translation="MNLSFFDQFSSPYLMGIPLILPSLLLPTLLFPTPGRRWLTNRLS

TLQLWMINLVTKQLMAPLNKAGHKWALLLTSLILMLLSINLMGLLPYTFTPTTQLSMN

MALAFPLWLATLLIGLRNQPSAS LAHLLPEGTPTPLIPILIMIETTSLLIRPLALGVR

LTAN LTAGH L L IQLI STATIALMPMMPSI STLTAL IL LL LT工LEVAVAM工QAYVFVL L

LSLYLQENI"

9833..1の617

/gene- COIII

9833..10617

/gene-"COIII"

/note--TM stop codon is completed by the addition of 3' A

residues to the mRNA

/codon_start-l

/transl_except=(pos : l(∋616.. 10617 , aa :TERM)

/transl_table=2

/product-"cytochrome oxidase subunit III"

/protein_id-''BAC57506. 1"

/db_xref="GI : 28556855"

/translation- 'MAHQAHSYHMVDPSPWPIFGAIAALLTTSGLVMWFHYNSTTLLL

TGLLSMI LVMLQWWRDWRESTFQGHHTPTVQKGLRYGMILFITSEAFFFLGFFWAF F

HSS LAPTPELGGQWPPTGIKPLNPLEVPLLNTAILLASGVTVTWAHHSITEGNRKQAT
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tRNA

gene

CDS

tRNA

gene

CDS

gene

CDS

HALTLT工LLGFYFTALQAMEYHEASFSIADSVYGSTFFVATGFHGLHVIIGSSFLTVC

LLRLIKFHFTSNHHFGFEAMWYWHFVDIIWLFLYMSMYWWGS'.

10618 ‥ 10685

/product- tRNA-Gly"

join(l(〕686‥ 10858, 1086の‥ ll()37)

/gene-I.ND3.I

ioin(l()686‥ 10858, 10860 ‥ 11037^

/gene-I.ND3.'

/note-"extra one base at position lの859:recュding frame

presumably maintained by translational frameshift or RNA

editing

/codon_start-l

/transl_tc】ble-2

/product-"NADH dehydrogenase subunit 3''

/protein_id="BAC57507. 1"

/db_xref-''GI : 28556856"

/translation--'MNTLTFMLSVSFVLSTLLTTINFWLAQMAPDTEKLSPYECGFDP

LGSARLPFSIRFFLVAILFLLFDLEIALLLPLPWAIQLQSPMTTLTKVATTILTLLTLG

LIYEWTQGGLEWAE "

11の39..11107

/product- tRNA-Arg

lllの8.. 11404

/gene-''ND4L ''

11108.. 11404

/gene-"ND4L

/codon_start-l

/tr(コnSLt(コble-2

/product-'NADH dehydrogenase subunit 4 L"

/protein_id- -BAC57508. 1''

/db_xref="GI : 28556857"

/translation-"MSPLHFS FYSAFTFSSLGLAFHRTHLISALLCLESMMLSMFIPL

SMWPVQNQTPS FTITPI LMLAFSAC EAGTGLAM LVASTRTH GS DH LHN LN L LQC "

11398 ‥ 12775

/gene- ND4

11398 ‥ 12775

/gene- 'ND4''

/note-''TAA stop codon is Completed by the addition of 3' A

residues to the mRNA

/codon_start=l

/transl_exCept=(pos : 12775, aa :TERM)

/trc】nsl tc】ble=2

/product-"NADH dehydrogenase subunit 4"

/protein_id-"BAC57509. 1
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tRNA

tRNA

t RNA

gene

CDS

gene

CDS

/db_xref-"GI : 28556858"

/transitコtion=''MLKI工LPTMMLLPTTLLSPTKFMWTNTTTHSLLIAMISLHWLTP

SYYPLKNLTPWTGNDQISTPLLVLSCWFLPLMIMASQGHLQHEPHVRKQMFITTLIVI

QPFIILAFSATELTL FYISFEATLIPTLI L工TRWGNQPERLSAGIYLMFYTL工SSLPL

LVSMLYLHSKTGTLHLPILKLSHPNLTTSWTTLMSSLAL LMAFMVKAPLYGLHLWLPK

AHVEAPIAGSMLLAALLLKLGGYGIMRVTLLMQPVSNLLHYPFLTLALWGALMTSSIC

LRQTDLKSL工AYSSVSHMGLVIAASMIQTQWSFSGAMILMISHGLTSSL LFCLANTNY

E RTHSRILMLTRGLQPLLPLMSVWWLLANLTNMALPPTTNLト仏ELSIMIALFNWSSPT

工ILTGVATLLTASYTLYMLLSTQRG工LPTHITATTNSSTREHLLMTLH工工PLLTL工LK

PELISGTPL'.

1Z776‥ 12844

/product-"tRNA-Hi s

12846 ‥ 12913

/product- tRNA-Ser-I

12916‥ 12986

/product- tRNA-Leu

12987.. 14804

/gene- 'ND5"

12987 ‥ 148()4

/gene-''ND5''

/codon_start-l

/translate】ble-2

/product-"NADH dehydroqenase subunit 5''

/protein_id-"BAC57510. 1'.

/db_xref-"GI : 28556859"

/tr(コnslation-"MEMALLLNTLTPLTLIILLTPILLPLLFKLKNSPLLISKTVKTA

FMISLMQTTAFIYSGTDSIIAYWEWQF工PNFKIPLTLKMDLYSVMFFP工ALFVTOSIL

E FATWYMASDPFITKFFTYLLTFLIAMLTLTIANNMFLLFVGWEGVGIMSFLLIGWWQ

GRAEANTAA,LQAMIYNRIGDIGLILSLAWLASTLNTWEIQQTIHPHQTPTLPLLGLIL

AATGKSAQFGLHPWLPAAMEGPTPVSALLHSSTMWA6IFLLIRTHPLLSSNKTALTT

CLCLGALSTLFAATCALTQNDIKKIIAFSTSSQLGLMMVTIGLDLPQLAFLHISTHAF

FKAMLFLCSGLIIHSLNGEQDIRKMGTLQKTLPMTTSCLTIGNLALMGTPFLAGFYSK

DLIIENLNTSYINTWALLLTLLATSFTATYS LRMTILVQAGYNRTPTITPINENAPLA

ILP工MRLAFGSITAG LLISSLILRTKTPPMTMPR工TKTAAI工VTTLG工工LALE LSNSA

HTTQPKQNPLMNFSSSLGYFNPLAHRINPTLLLHTGQKIASLLIDMrrWYKKMGPEGLA

N LHLINTTKTLTTTHTGLIKSYLGSFALT工LTMILLTLNK'T

148C)4 ‥ 15946

/gene- Cytb

14884 ‥ 15946

/gene= Cytb

/codon stcコrt=l

/transl_table-2

/product= cytochrome b''

-137-



tRNA

tRNA

gene

CDS

tRNA

/protein_id= BAC57511.1"

/db_xref--・GI : 28556860"

/tr(】nslc】tion-''MAPNIRKSHPLLKMINNSL工DLPTPPNISAWWNFGSLLAMCLAT

QILTGLLLAMHYTADTS LAFSSVAHTCRNVQYGWLIRNLHANGASFFFICIFLH工GRG

LYYGSYLYKETWNTGVI L L LTLMATAFVGYVLPWGQMS FWGATVITN L F SAVPYIGQT

LVEWAWGGFSVDNPTLTRFFALHFLLPFLIAGITIIHLTFLHESGSNNPLGISSDPDK

工PFHPYYSIKDILGLTLMLTPFLTLALFSPNFLGDPENFTPANPL"rTPPHIKPEWYF L

FAYA工LRSIPNKLGGVLALMSVLILLL工PF LHKSKQRTLTFRPLSQALFWLLVANLL

ILTWIGSQPVEHPFIIIGQMASLSYFSILLILFPMTAMLENKMLNH"

15950.. 16019

/product="tRNA-Thr"

complement(16022 ‥ 16091)

/product-''tRNA-Pro"

complement(16097 ‥ 16618^

/gene-''ND6'-

complement(16097.. 16618;

/gene- ND6

/codon_st(コrt-1

/tmnSLtable-2

/product-''NADH dehydrogenase subunit 6'T

/protein_id- 'BAC57512. 1"

/db_xref-"GI: 28556861"

/trc】nslatxon="MTYFVIFLGVCFMLGTLAVASNPSPYYGWGLVLASWGCGWLV

N LGVSFISLVLFM工YLGGMLVVFVYSVSLAADPYPEAWGSWRVWYGLGFVLWCVGV

VLGGFVDFWKVGWTVDSGGVSFVRFDFSGVAVFYSCGVGLFLVAGWGLLLVLFWLE

LVRGLSRGAIRAV"

complement(16620.. 16687)

/product-"tRNA-Glu"

BASE COUNT　　5175a　5199c　2248g　4065t

ORIGIN

l aacacttttt ttaacctaac tcccctactt agtgtacccc ccctttcccc cccagggggg

61 gtatactatg tataatcgtg catacatttcコtattccacat atattatggt accggtaata

121 gatattatat acgtclctaaa cccattatat gtatacggcコc attaaagatt tgccccattt

181 ctcccaatgt acattaatgc atgctcctag acattaaact ctctctacca gcccacgatt

241 ctaacccaaa caaggcacca tagacatgaa tggttacagg acatacctct aatacαtact

301 gtcattccac atttggttat gctcgtcgta tcagatggat ttattg(】teg tacacctcac

361 gagagatcag caacccCtgc tcgtaatgtt tatcatgact agcttcaggc ccattctttc

421 cccctac□cc cctcgcccct cttgctcttt tgcgcctctg gttcctcggt caggcacatc

481 acactcataa ctcctgattt cctcactttt cacgaagtca tctgtgcgtt atcctacccc

541 tatttagtcc gtgatcgcgg catttccttt cttctctgct gttggttctt cttctctttg

601 gggcttcttc acaggttgcc cttCacagtg ccgtcgccag agtcctactc aagtgaagcc

661 tggactactc ctgCgttgcg tcctattcta gacctctagt gtccctcaat gatacggttt

721 gcgtgtatgg ggaatcattt tgacqctgat gcactttgga tCgcatttgg ttatggttct
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781 tccacccccc ccggtaaatg gggctatatg gtgaatgctt gtcggacata tttttdctaa

841 tttccqcttc ctctattttt ctaacaaaac taggcgattt accacatttt ttttcgttcg

901 tttgtttaat ttttttttgt tttttaaaaa ccコttttttaa aaaacaaatt aaacacaaac

961 tcaccacaca aaaacCCtea gaccataaaa acgtttatgc ttggtatata tatattgtclt

lの21 taaacaaaat tattagagaa actccactac cgaaactaaa cacaaaaaca aacaaacaag

lの81 acagcataaa tgcccacaaa catgttttat ttatattgtt aattaacata aatttatatt

1141 ccgctataaa gcccatatqg cttaacacaa agcatggcac tgaagatgcC aagacggtac

lZの1 acaaactacc tgtggacaaa agactcagtc ctaaccttac tattggtttt tgctaaacat

1261 atacatgcaa gtatccgcac tccagtgaga atgcccctaa aacttttaca acaaaagcaa

1321 aaggagcagg tatcaggcac actaaacagt tgcccaaaac gccttgctac aagccacacc

1381 cccacgggta ttcagcagta attaacatta agcaataagt gtaaacttga cttagctata

1441 gcaagactag ggttggtaaa tcttgtgcca gccaccgcgg tcatacaaga aacccgaatc

1501 aatagacacc cggcgtaaag agtggtcata cgttatcttc acactaagat taaaatggaa

1561 ctaagctgtc ataagcccaa gatcccctta aacctaactC aaaccatctt agttaaacga

1621 tcaatttcaa cccacgaaag ccaggacaca aactgggatt agatacccca ctatgcctag

1681 ccctaaatct agatacccac acacttactt acgtattcgc ccgagaacta cgagcacaaa

1741 cgcttaaaac tctaaggact tggcggtgcc ccaaacccac ctagaggagc ctgttctata

1801 atcgataatc cacgatctac ccqaccaccc cttgccaata cagcctacat accgccgtcg

1861 ccagcccacc tttaatgaaa gaataacagt gagctcaata gcccccgcta acaagacagg

1921 tcaaggtata gcccatggag tggaagaaat gggctacatt ctctaaaata gagcaaacga

1981 aaaaggacat gaaaccggtc cttggaagga ggcコtttagca gtaaagtggg atcaccctaa

2041 cagcccactt taagacggcc ctgaggcacg tacataccgc ccgtcaccct cttcaaadgc

2101 tatcaacacc aataaataaa cccacccaca aagccaaaga cgaggtaagt cgtaacaagg

2161 taagtgtacc ggaaggtgca cttagacaac caagacgtGg cttattcaat ctaaagcatt

2221 cagcttacac ctgaaagatg ccctttaaat ggaccgcctt gatttgcccc cctctagccc

2281 aaccaactaa cccccaaaca aactaaaaac ccccgcacac cacccaacca aaacatttta

2341 atccgtccca gtataggcga tagaaaagaa gacttaaggc gcaatagagg tcaactgtac

2401 cgtaagggaa agatgaaata ataatgaaac acacaagcaa aaagcagtaa agaccaaccc

2461 ttgtacctct tgcatcatga tttagcaaga acaaccaagc aaagcgtact aGagcttgcc

2521 ttcccgaaac ccaagcgagc tacttgcgag cagctaaaac tgagcgaacc cgtctctgtc

2581 gcaaaagagt gggatgactt gctagtagag gtgaaaagcc aatcgagctg ggtgatagct

2641 ggttacctgc taaacgaatc ttagttcctc cttaatctct cctcaaagga tgccctacta

2701 gaccctctca tgtcaggαtt aagagtaatt cgacggaggt acagctccat cgaaaaagaa

Z761 tacaacctct cCcagcggat ddtaaccttt tttccctacc gtgggccttc aagcagccat

2821 caacaaaaga gtgcgtcaaa gctctccctc taaaaatcca aacacgaatc tgactccctc

2881 Gccctaagca ggtcaaccta tgacaataga agcatcaatg ctaaaatgag taacttgggg

2941 cacccctcta cacagcgtaa acttacatcg acccattgtt aacagactca tacttatacg

3◎01 cacaccacaa caagaacttg tattcaacca atctgttaaa ccaacccagg aacgcccaca

3061 agacgattaa aatctgcaaa aggaactcgg caaacCaaag acccgactgt ttcccaaaaa

3121 catagccttc agcaaccaac aagtattgaa ggtgatgcct gcccagtgac caacgttcaa

3181 cggccgcggt atcctaaccg tgcaaqggta gcgcaatcaa ttgtcccata aattgagact

3241 tgtatgaatg gctaaacgag gtcttgactg tctcctgcag ataatcagtg aaattagtat

3301 cctcgtgcaa aaacgagaat gtgaccataa gacgagaaga cCctgtggaa cttaaaaatc
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3361 acgaccacct tcccaccaac accaccccac cgggcccacc cgtacaaaac ctttggtcga

3421 catttttcgg ttggggcgac cttggagtaa aacaaaccct ccaaatctat agaccacaac

3481 tcttaaccaa gatctactca tcaaagtcct aatagtaacc agaccCaata caattgatca

3541 atggactaag ctaccccagg gataacagcg caatctcctc caagagcccc tatcgacaag

3601 gaggtttacg acctcgatgt tggatcagga caacctaatg gtgtagccgc tattaagggt

3661 tegtttgttc aacgattaac agtcctacgt gatctgagtt cagaccggag caatccaggt

3721 cggtttctat ctatgtatgc actcctccta gtcコcgaaagg accggagaag tagggtcaat

3781 accacaagca caccctaacc ttctaagcaa tgaacccaac tcaattgcca agaagcccac

3841 cacccaccct cactcctaga aaaggaacag ctagcgtggc agagcttggc aaatgcaaGc)

3901 ggcttaagcc ctttactcag aggttcaaat cctctcccta gcccatcaaa acatgacccc

3961 attaacctta ataaacctta taatcataac cctatcttac atcatcccta tccttattgc

4021 cgtggccttt ttaacacttg tagaacgaaa aatcctaagc tacatacagg cccgaaaggg

4(ら81 cccaaatatt gtgggccctt ttggtctact tcagcccatt gcagacgggg taaaactctt

4141 cattaaagc】g cccattcgCc ccltccc】catc ctccccclttc ctgtttataコtaaccccc旧t

4201 cctagccctg cttctagcCc ttaccatctg aatccccctc ccactaccgt tccctc】tggc

4261 agacttaaac ctaggattac tattcctact agccatatcとagtctcaccg tttactccct

43Zl gctctgatccl gggtgc】gctt caaactccコaa atacgcttta atcggcgccc tccgagctgt

4381 cgccCaaaca atetcc】tatg aagtcaccct agccatcatc etcコctctcca caattcltact

4441 cc】gtggc】aat tacaccctaa gcaccctatc catcaccaコa g(コaccaattt acctcatttt

45(〕1 ttcctcatgg cctcttgCaa taatatggta tqtctccacc cttgccgaaa ccaatcgtgc

4561 cccctttgac cttaccgaag gggcコgtCqga acttgtctcc gggtttaacg tagaatatgc

4621 tgctggacca ttcgctttgt tcttcctagc tgcコatacgcc aacatcatat taataaatac

4681 actaaccatc acCctattcc tcaacccaag cttcctaaat ctaccctcag aactattctc

4741 catcclc(】ctt gctaccaaag tcctclcttct ctcgtcctccl ttcctatgc】g tccgc】gcctc

4801 cltacccacga tttcgttacg atcaactaat acacctctta tgaaaaaact tcctaccctt

4861 aaccttagcc ctatgcctct gacc】caccag ccコtgcctatc agctatgccg gtctccctcc

4921 agcttaagga agcgtgcctg aac□taaagg accactatga taaagtggac atagaggtaa

4981 acaaccctct Cgcctcctaa gccttagaaa agtaggaatc gaacctacac gaaagagatc

5041 aaaactcttc atactccctc ctatattatt ttctagtaag gtcagctaat caagctatcg

5101 ggcccatacc ccgaaaatga tggtttaaac ccttccctca etclatgc】ace ccコcatgcaaa

5161 actaatctca gccattコagtc taaccattgg aactagccコtc acaatctcttコgtaaccattg

5ZZl agttctagct tgaacaggcc tagagatcaa caccctagcc attatcccac taatctctaa

5281 atcccatcac ccccgagcaa tcgaggctgc catcaaatat ttccttaccc aatcaaccgc

5341 atctgcctta attctattct caagcatgaa caattcttga tttacaggac aatgagacat

5401 cacacaactc aaccacccca catcctgcct aatcctaaca atagcaattg caatcaaact

5461 aggactagta ccattccact tctgatttcc tgaagtcctc caaggctcat ccctaaccac

5521 tgccctccta ctCtccaccc tattaaaact tcccccaata accctgctta tcataacatc

5581 acaatccctt aaccccacac tacttacact cctagctatt ctatctgcac tggtcggagg

5641 atgaataggc ttaaaccaaa cacaaacacg aaaaatccta gcctttteat etatctctca

5701 cctaggatga ataatcgcaa teattagcta caacccaaaa ctcaccatcc ttacctttat

5761 tatttacaca ctaataacat ccactgtatt cctatcccta tcacaaacca aagtcctaaa

5821 actatcgaca atactcatct cctgaacaaa aacacCccItcz ttaaactcaa Ccatcatact

5881 tc】cc】ctccta tccttcコgcag gtctcccdcc attaaccggg ttcatgcccコa aatgacttat
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5941 cc】ttcaagc】a ctcactaaac c】agaactaac accclatagcc acelatcattg cc】atactatc

6001 actacttgga ctattcttct acctccgtct agcatatcac tcaacaatccl ctctccctcc

6061 aaactccItcc aacccコcatc】a aactctgc】eg cacctc】ccca tcaccaacca cctccactgc

6121 catcctaacc gtcctatcca cctctctact ccccctctcc cccttclatta tcaccataat

6181 ctagaaactt aggattaatc acacccaaac caaaggcctt cc】aagcctta aataagagtt

6241 gaaccctctt agtttctgcc aaattaaggt caacaggaca ttaacctgta tcttctgaat

6301 gcaaaccaga cactttaatt aagctaagac ctcatctc】ga cagatgggct tcgatcccat

6361 ataattctag ttaacagcta gacgccagca cctattggct cctgcctcコaa agaccccggc

6421 (コcgccttaac atgcc】tcaac gc】gcttgccla ctccコtCC】tgcコacttcc】ctac c】gggccgata

6481 agaagaggcla ttgaacctct gtc】aaaagga ctacc】gcctcコacgccttcac cコctcggccat

6541 ctt8cctgtg accctcatcc】 accgatgc托t attctcaact claccacaaag acattggcac

6601 tctttactta attttcggcc】 catgagcagg catagccggc acagccctcc】 gcctattc】clt

6661 ccgtgcagcコa ctaggtcagc cc】ggtaccct ccttggc】gat gaccagc】ttt c】caacgtaat

6721 tgtcaCagcc aコtgccttcg ttataatctt cttcc】tGgtc atacccc】tCCl tC】atcggagg

6781 cttcggclaat tgcコctcgtcc cacttcコt(∃at cggggccccc gc】catagccコt tcccacgcat

6841 aaacaacatiコagcttctgc】C tcctccccコcc ctcgttcctt cttctactcコg catcttccac

6901 tgtagaagct ggcgccggccl cclgggtgc】ac tgtctcコcccc cctttagctg gtaacctagc

6961 caコtgccgga gaコtcagtc】g atctagccat cttttccctt cc】cttggcag gtgtctcatc

7021 aatcctagga gctatcclact ttatcaccc】c cattatcaac cltC】aaacccc ccgcactcコtC

7081 c】caatatcaa actcccctat tcgttコtgatc agtcctcc】tt actgccattc tattattcコCt

7141 ctccctcccc gtcCtagccg ccggcattac aatclctgctc accgclccgaa atcttaacclC

7201 cacattcttc gaccctgcc】g gaggaggclga ccctgtcctc】 t:(コccaacc】cc tgttctgc】tt

7261 cttcggtcac ccagaagtct clc(】tcctcc】t cctcccclggc ttcggcコatta tctcccacgt

7321 agtcコgcctac tc】cgcaggaa aaaaagaacc attcggctac ataggaatc唱tatgcコgcaat

7381 actatcaatt gggttcctag ggtttc】七tgt atgagcccc】t cc】catattcc】 cagtc】ggccコt

7441 ggc】cgtag(コt acccgagcct actttcKate cコgctclcaatc】 atcattgcca ttcccaccgg

7501 catcaaagtt tttagctgac tagaコaccct gcacggaggcl aceコattaaat gc】gacccdcc

7561 tatactcコtgg gccctaggat ttatcttcct ctttaccatc ggaggactca cgggaattgt

7621 cctcgccaac tcatcc】cttg acattgcc】ct ccacgtコcacc tc】ttatgtag ttgcccactt

7681 ccc】ctGtgtc ctctccc】tgg gggcc】gtttt tgccGttctc】 gcc】ggcttttコCtC□ctgc】tt

7741 ccccctattc acaggcttca ccctacaccc tacatgaacc aaagcacatt tcggggtaat

7801 attcacagga gttaacctaa ccttcttccc aceコgcacttc ctaggattc】g ctggaatacc

7861 ccgc】cg(】tac tcagcコCt(コcc cagatgccta cc】cgctttgc】 aatacactclt cctcaatcgg

79Zl ctccctaatc tcaatgacag ctgtaatcclt (コttaatcコttc atcgtatgag c】agctttctc

7981 agcaaaacgt aaagtcctcc aacctgaatt aaccgcccコcc aacatcgaat gc】attcatgg

8041 ctgcccaccc ccataccaca ctttcgaagc】 acctgccttc gtccaagtac cコagaaaggaa

8101 ggaattgaac cctcacotgc tggtttcaag ccaaccgcat caaaccattt aatgcttctt

8161 tcttatgaga cgttagtclaa ccaattacc】t (コgacttgtca aggctaaatc acaggtaaca

8221 c】ctcctgtac atctcatatg gcc】aaccact ctcc】actagg attccaagat gcctcatccc

8281 cccコtcatagcl agaacttgta gaattccatg accatgcttt cコatagtagcc ctagcaatct

8341 gcagcctagt actctacctg ctaaccctaa tactcactca aaaactatca tcaaacdccg

8401 tagatgctCa agaagtagaa Ctaatttgaa caatcctccc agcaatcgtc ctagtcctac

8461 ttgcactccc ctcactacaa atcctctaca taatagacga aattgaagaa cccgacctca
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8521 ccctaa叩gc cattggtcac caatgatact ggtcctatga atacacagac ttcaaagacc

8581 tatcgtttga ctcatatata acccctacaa cagacctccc acaaggtcac ttccgcctac

8641 tagaagtaga ccaccgcgtt gttatcccaa tagaatcgcc cattcgaata atcattaccg

87の1 ctgatgatgt cctccactcc tgagctgtgc cggccctagg ggtaaaaaca gacgctatcc

8761 caggacggct gaacCaaacc gccttcatca ccactcgacC aggagtgttt tacggacaat

88Zl gctcagaaat ttgcggagcc aaccacagct acatacctat tgtagtagaa tccacccccc

8881 ttgaacactt tgaagcctga tcttccctct tatcatctta accgttaaga agctatgaac

8941 cagcactagc cttttaagct agagaaaggg gatatcctcc cccttaatga catgccacaa

9Oの1 ttaaaccctg caccatgatt cacgatcatg cttataacct gactcacttt ctcactcctt

9061 atccaaccta aactactctc atttatctcc acgaacaatc ccコtcg<コacaa aacaacagca

9121 acaacaaaac ccaccccatg aacctgacca tgaatctaag tttctttgat caattctcaa

9181 gcccttacct cataggcatc ccactaatcc tcccctccct attactcccc accctcctct

9241 ttccaacacc aggccgccga tgacttacca accgcctctc caccttacaa ctctggataa

9301 tcaacctagt tacaaaacaa ttgatggccc ccctaaacaa agcaggccac aaatgagccc

9361 ttctattcコac ctcccttcコtt cttatactac tttccc】tt(】a tctcコCltggg'】 ctcctcccat

9421 acacctttac ccctactacc cagctatcaa taaacatggc c-ctcgccttc ccactatgac

9481 tcgctaccct actaattgga ttacgaaacc aaccctccgc ttctctagct cacctacttc

9541 cagaaggtac tcccacccca ctaatcccta tcttaatcat aattgaaaca accagcctac

9601 tcatccgacc attagcccta ggggtccgcc taacagcaaa cctaacagcc ggccacctac

9661 ttattcaact catctcaaca gccacaatcg ccctaatacc aataatacca tccatttcaa

9721 ccctaacagc acttatccta cttctactta ccatcctaga agtcgcagta gccataatcc

9781 aagcctacgt attcgtcctc ctactaagcc tgtacttaca agaaaacatc taatggcaca

9841 ccaagcacac tcctaccata tagttgaccc aagcccatga ccaattttcg gtgcaatcgc

9901 agcattactt actacctctg gcctagtcat atgattccac tacaattcta ctaccttact

9961 gttaacaggc ctacttteta taattttagt tatactacaa tgatgacgtg atgtagtccg

lOOZl agaaagcacc ttccaaggac accacacccc taccgtccaa aaaggactac gatacggaat

lの081 aattctcttc attacatcag aagccttctt cttcttaggt ttcttctgag cattttt亡cc1

10141 ctctagccta gccccaacac cagaacttgg aggacaatga cctccaacag gtattaaacc

10201 attaaaccct cttgaagttc ccctcctaaa caccgcaatc ctcctagctt caggcgtcac

lOZ61 cgttacatgg gcccaccaca gcattacaga aggGaaccga aaacaagcta ctcacgcact

10321 aacccttacc atccttctag gcttctactt cactgccctc caagcaatag aataccacga

10381 agcctcattc tcaatcgctg acagtgttta cggctccact ttctttgtcg ccacaggatt

10441 ccacggccta cacgtaatca ttggatcatc tttccttaca gtttgcttgc tacgactaat

10501 caaattccat tttacatcca accc】ccactt tggcコtttgc】a gcagcagctt gcコtactgc】C(コ

10561 cttcgtagat Gtcatctgac tcttccttta tatgtccatg tactgatgag gatcctgctc

10621 ttctagtata ctaaatacaa ctgccttcca atctttaaaa tctggtataG acccagagaa

18681 gagcaatgaa tacactcdca tttatattat ctgtgtcctt cgtactaagc accctactaa

lの741 caactatcaa tttctgactt gcccaaatag ccccagacac agaaaaacta tcaccatαtg

10801 aatgcggctt tgacccctta ggatcagccc gacttccatt ctcaatccga ttcttcctca

10861 gtagccatct tattcctcct attcgacctg gaaatcgcct tacttctacc ccttccatga

lの921 gccatccaac tacaatcccc tatgacgacc ctcacctgag ccaccactat cctcactctc

l0981 ctcaccctag gcctcαtcta cgaatgaacc caaggaggac tdgaatgagc agaataacag

11041 aaagttagtC taacCaagac agctggtttc gacccagcaa attatagcca acacctataa
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11101 ctttcttatg tctcccttac acttcagctt ctactcagca tttcコccはtea geagect(ュgg

11161 attagcattt catcgcaccc acctaatctc cgccctacta tgtctagaga gcataatact

11221 atctatattt atccccctct caatatggcc agtacaaaac caaaccccat cattcacaat

llZ81 cacacctatc ctaatcコCt(コg ccttctccgc atgcg<コagct ggcaccggcc tagcaatact

11341 ggtdgcctcc (コC(コcgaacclC (コtggctccgc】 CCClcctcコcac clacctccコdcc tattacaatg

11401 ctaaaaatca tcttclccc】ac aataat〔】etc ctaccaaaコa cccttctatc ccccacaaaa

11461 ttcatatgaa cCaacaccac <コactccttagc ctcctaatcg ccataattag cctacactga

11521 etcコaccccat catclctaccc actaaaaaac cttacccCtt gaacaggaaa tgatcaaatc

11581 tcaaccccat tcコttagtcct ctcctgctgg ttcctccaコc ttataatcat agctagccaa

11641 ggccc止ctcc aacatgaacc tcatgtacga aaacclaatat tecコtcacc】ac tttdqttgtc

11701 attcaaccat tcatcc】tcct ggccコttctca gctclcagaac ttc】cactatt ct(コcatttca

11761 ttcgaagcaq ccctaatccc aaccctaatt ctaatcacac gatgaggtaa ccaGcctgaa

11821 cgc】ctaagcg cc】ggcatttc】 cctcatattt tacc】ccctgcコtcagctcc】ct ccccctacta

11881 gtatcaatgc tctc】cttaca ctcclaaaacc ageコaccctcc acctacccat cctaaaactc

11941 tctcacccca accttc】caac ctcatgcコaca acccttコatat cccコgcctagc cctccttata

lZOの1 gcc】ttcatag ttc】aagcacc cコttatc】tgga cttcacctat gattaccaaa agcccacgtc】

1Zの61 gaagcaccca ttgccggctc aatcコCt(コeta gccgccttclc ttctaaaact clggtggatat

12121 ggttコtcatac gc】gttacc】Ct (コCtgGtacaa cccgtatcaa acctattaca etc】CCC(コttC

12181 ttaactctgg ccttatgagg cgctctaatcコacccコgctctc】 tctgtttacg cccコaacagat

12241 ctaaaatccc tCattgccta ctcatccgta agccacatag gactagtaat cgccgcaagc

12301 ate】attcaaa cccaatgatc c托tctcagga gcaataatcc tcatclatctc cccコcggactc

12361 c】cctcctccc tccttttctg ccto】gcaaac acaaactacg clacgaacaca cagccgcotc

12421 ctcatc】ctca cacgcコggcct getコacccctt ttaccattaa tatcagtcコtg atgactccta

12481 gctcコacctaa ccc】atatiコgc tctccctcca ace】accaatt taatagcclgCl actatcaatt

lZ541 ataatcgccc ttttcaactg atcctcccct ace】atccltct taaccggagt cgcGacactc

12601 ttaaccgcct cctacaccct ttacatactt ttatcaaccc aacgaggcat cctaccaacc

lZ661 cacatcacag caaccacaaa ctcaagcaca cgagaacacc tcctaataac ccttcacatt

12721 atccctctat tc】actcttc】t ccttaagcca gcコactc】atct caggaacccc tctatgccコCZg

12781 tatagtttaa cccaaacatt agattgtgat tctaaaaata ggagtttaaa cctccttact

lZ841 cgccaagggg aggcaaccca aaccGgcaag aactgctaat tcatgcaccc gagctttaaa

12901 cctcggtccc cttacacttt tc】aaggataa aagtclatccg ttggtcttag gc旧CCC】ccca

12961 tcttggtgca actccaagta aaagtiコatgg ageコtagcact actcctaaat acccttacac

13021 cattcコacact catcatcctc cttc】ccccca tcctcctccc actcttattt c】aactaaaaa

13081 actctccact c】ctaatctcc aagaccgtta aaactgcctt cataatcc】gc ctaatgcaga

13141 caactgcttt catttactca ggcaaコgaca gcatcatcgc ctattgagaa tgacaattca

13201 tcccaaactt taaaatccca ttaaccctaa aaatagacct atactccgta atattctttc

13261 caattgcatt attcgtaacc tgatcaatcc tagaattcgc aacdtgatac atagcctccg

13321 c】cccatttat cacaaaattc ttcacctacc tcにtC(コcctt cctcatcgcc atactccにCIC

13381 tt<コcc】attgc aaacaacata ttcctcctat ttgtagggtg (コgac】ggagtcコggaattatat

13441 cattcctcct cattggctga tggcaaggac gagctgaagc caacacagca gccctccagg

13501 ccataatcta taaccgclatt ggagacatcg gcctaatcct aagcctc】gcg tgactagcct

13561 ctacattclaa cc】cctgcコgaa atcccコGcaaa cctコtccaccc ccacCaaacc】 cccclccctcc

13621 ctctccttgg cttaatccta gcagccacag gaaaatcagc ccaattcggc ttacacccat
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13681 gactcccagc agcaatggaa ggcccaaccc cagtatccgc cctactccat tcaagcacaa

13741 tagtagtcgc cgggatcttc ctacttatcc gaactcaccc cctactaagc tccaacaaga

13801 ccgccctaac cacatgccta tgcctagggg ccctatcaac cctcttcgct gctacctgtg

13861 ccctcaccca aaacgatatt aaaaaaatca tcgccttetc cacctcaagc caactdggcc

13921 tcatgatagt taccattgga cttgacctcc cacaactagc attccttcac atetccacac

13981 acgccttctt caaagccata ctatttctat gctcaggact aatcattcac agcctaaacg

14041 gagaacaaga tcコtccgaaaa ataggaaccc taccコaaaaqC tctcccaatcl accacctctt

14101 gtctcaccat cggtaacctc gccctaatag gaacgccctt cttagcgggc ttctattcaa

14161 aagacctcat tattgtコaaac ctaaacacct catacatcaa cacctgagcc ctactactca

14221 ccctcctcgc cacatccttc accgcaacct acagccttcg cataaccatt ctagttcaag

14281 caggatacaa ccgcacccca acaatcaccc caatc甲cga aaatgcgcca ttagccatcc

14341 tcccaatcat acgtctagct ttcggaagca tcacagcagg attactaatt tcatccctca

144の1 ttctgcgtac aaaaacaccc ccaataacca taccgcgtat cacaaaaacc gctgccatca

14461 ttgtcacaac cctaggaatt atcctagccc tagaactttc aaactccgca cacacaaccc

14521 aacccaaaca gaaccctctc ataaacttct cctcctcatt 8ggatacttc aaccccttc】g

14581 cccaccgaat caaccctaca cttctccttc acaccggaca aaaaatcgcc tcactcctc】cl

14641 tcgacataac atggtacaaa aagataggcc ccgaaggact cgccaacctg cacctaatca

14701 taaccaaaac cttaaccaca acacacacag gactaatcaa atcatattta ggatcattcg

14761 cccttacaat cctaacaata atcctactca ccctaaacaa ataatggcac ccaacatccg

14821 taaatcacac cccctactaa aaataatcaa caactcctta attgatctcc ccaccccccc

14881 cコaacatctcc gcctgatgaa actttggctc cctactagca atatgtctcg ccacccaaat

14941 cctcactgga ctcctgctag ccatacacta tacagctgac acctctctag ccttctcctc

15001 cgtcgcccac acatgccgaa atgtacagta cggctgactc atccgtaacc tacatgccコQC1

15061 cggcgcctcc ttcttcttca tctgcatctt cctccacatc ggacgaggcc tatactacgg

151Zl ctcttacctg tacaqagaaa cctgaaatac aggagtaatc ctgctcctca cactaatagc

15181 tactgccttc gtaggctatg tcttaccatg aggccaaata tcattttgag gcgccaccgt

15Z41 catcacaaac ctattctcag cagtccccta catcggccaa accttagtag aatgagcとtg

15301 agggggc】ttc teclgttgaccl atccaaccct tc】cccgattc ttcgcccttコC (】ctttctcct

15361 cccattccta atcgcaggaa ttaccatcat tcaccttaca ttcttacacg aatcaggctc

15421 aaacaaccca ctaggaattt catcagaccc agacaaaatt ccattccatc catactactc

15481 catcaaagac atcctaggcc taacactaat acttacacca ttcctaaccc tagccctatt

15541 ctccCcaaac ttcttagggg acccagaaaa tttcactcca gccaaccccc taacaacccc

15681 accccacatc aaaccagaat gatacttcct attcgcctac gccatcctac gttcaatccc

15661 aaacaaacta ggaggcgtac ttgccttagc cgcctcagta ctcatcctcc tactaatccc

15721 ctttctccac aaatccaaac aacgaaccct aacattccga ccactatccc aagccctatt

15781 ttgactccta gtagctaacc ttttaattct gacttgGate ggaagecaac cagtggaaca

15841 cccattcatc atcatcggac aaatagcctc cctctcctac ttcagcattc tacttatcct

15981 cttccctata actgcaatgc tagaaaacqa gatactcaac cactaaaata ctctaatagt

15961 ttaacaaaaa acattggtct tgtaaaccaa aaactgaaga cttcaccctt cttagagtaa

16の21 ctcagaaagg ggggactcga acccccatcc ccagctccca aGgctgggat ttttaaataa

16081 actaccttct gaaaccccta accgcccgcコa tcgcaccccg agacaaccca cgcacaagct

16141 ccaacacaac gaacaaaaca agcaacaaac cccacccagc taccaaaaac aaaccaacac

16201 cacacgaata aaacaccgcc accccqctaa aatcaaaccg aacaaaagat acccctccac
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16Z61 tatcaacagt aaccacaccc acctttcGaa aatcaacaaa Cccacccaaa accaccccca

16321 cacaaaccac taaaacaaaG cctaacccat acaccaccac ccgccaacta cctcaagcct

16381 caggatacgg atccgcagcc aaagatacag aatacacaaa aaccaccaac atccccccta

16441 aataaatcat aaacaacacc aaagaaataa aagaaactcc taaatttact aatcatccgc

16501 accctactac agacgccaac actaacccta ctaccCcata atacggagaa gggttagacg

16561 ctacagccaa agtccccaac ataaaacaaa ctcccagaaa aattacaaaa tatgtcatat

16621 attcccgctt ggatagaccc caaggactac ggcttgaaaa gccattgttg ttctcaactc1

16681 cgggaac
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Appendix 4-1. Complete mtDNA annotations and sequence of Numida meleagris (Helmeted

guineafowl)

COMMON SUBMITTER

REFERENCE

contact Masahide Nishibon

author MeコS(っhide Nishibon

year OOZ

email rushibo@hiroshima-u.ac. 〕P

url http://homepage2. nifty. com/nishibo/index. html

phone　　81-824-24-7992

fc】　　　　81-824-22-7067

institute Hiroshima University

department Graduate school of Biosphere Scieces

country Japan

state Hiroshima

city HigashトHiroshima

street Kagamiyclma 1-4-4,

ZIP

author

author

author

author

year

status

739-8528

title Helmeted guinea fowl complete mitochondrial

genome

M Nishibon

T Hayashi

M Tsudzuki

H Y(コSue

2002

In Prepare】tion

hgf.mt source l‥16726 0rganelle mitochondrion

ff_definition Numida meleagns mitochondria! DNA, complete

genome

organism Numida meleagrts

dev_stclge adult

sequencecLmol DNA

tissue_type whole blood

D-loop l‥1169　note

tRNA l170‥ 1238

rRNA　　　1239‥ 2218

tRNA　　　2219‥ 2291

rRNA　　　2292 ‥3915

tRNA　　　3916 ‥ 399(ら

CDS　　　　3999‥4961

control region

product tRNA-Phe

product 12S ribosomal RNA

product tRNA-Val

product 16S ribosomcコ1 RNA

product tRNA-Leu

gene NDl

codon start

product NADH dehydrogenase subunit 1
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tRNA

tRNA

tRNA

CDS

trc】nsLtable

4962‥5032　　　　product tRNA-Ile

complement(5038‥5108)　product tRNA-Gln

5108‥5176　　　　product tRNA-Met

5177‥ 6217　　　　gene NDZ

codon_start

product NADH dehydrogenase subunit 2

transl_table

tRNA　　6216‥6293　　　　　roduct tRNA-Trp

tRNA complement(63()Z ‥ 637())

tRNA complement(6374 ‥ 6446)

tRNA complementC6448 ‥ 6515)

tRNA complement(6515.. 6585J

CDS　　　6587‥8137　　　　gene

codon_stc】rt

product tRNA-Ala

product tRNA-Asn

product tRNA-Cys

product tRNA-Tyr

CO工

1

product cytochrome oxidase subumt I

transl table

tRNA complement(8129 ‥ 8Z03)　product tRNA-Ser

tRNA　　82()6‥ 8274　　　　　roduct tRNA-Asp

CDS　　　8276‥ 8959　　　　gene COII

codon_stcコrt 1

product cytochrome oxidase subumt II

transl_table

tRNA　　8961..9031　　　product tRNA-Lys

CDS　　　033 ‥ 9197　　　　gene ATPc】se8

codon_stc】rt 1

CDS

CDS

product ATPclse subunit 8

transl table

9188‥9871　　　gene ATPc】se 6

codon start

product ATPase subunit 6

trdnsl_tc】ble

9871.. 10654　　　gene COIII

codon_start

product cytochrome oxidase subumt III

note TAA stop codon is completed by the addition of 3　A

residues to the mRNA

trc】nsLt(コble

transl_except Cpos : 10653 ‥ 10654, aa :TERM)

1()656‥10723　　　product tRNA-Gly

join(10724..10896,10898..11の75)　gene ND3

note extrc】 one base at position lの897:rec】ding frame

presumably maintained by translational frameshift or RNA
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CDS

tRNA

tRNA

tRNA

CDS

CDS

codon_stdrt 1

product NADH dehydrogenase subunit 3

trc】nsl_tc】ble

llO77‥11145　　　product tRNA-Arg

11146 ‥ 11442　　　gene ND4L

codon start

product NADH dehydrogenase subunit 4 L

transl table

11436 ‥ 12813　　　gene ND4

codon_start

product NADH dehydrogenGse subunit 4

note TAA stop codon is completed by the addition of 3' A

residues to the mRNA

transl table

transLexcept Cpos:12812..12813,aa:TERM)

12814‥12882　　　product tRNA-His

12884‥ 12948　　　product tRNA-Ser

12950‥13020　　　　roduct tRNA-Leu

13021.. 14835　　　gene ND5

codon_st(】rt 1

product NADH dehydrogenase subunit 5

transl table

14841.. 15983　　　gene Cytb

codon_start

product cytochrome b

transl table

tRNA　　15986‥ 16054　　　product tRNA-Thr

tRNA complement(16の58‥16127) product tRNA-Pro

CDS

tRNA

complement(16136‥16657) gene ND6

codon_stcコrt 1

product NADH dehydrogenclse subunit 6

transLtcわIe

complement(16659‥16726) product tRNA-Glu

ORIGIN

aactcatttt ttaacctaac tcccctactg agtgtacccc ccctttcccc cccagggggg

gtatactatg tataactgtg catacattta tataccacat acattatggt accggtacta

t(コtClttat(コt CZtgtactaaa cccatatatcコtgtaaacggcl catclaatacc tccaccccat

tcctcccc氾a tgtactagcコa cgtgtaatgc ttccggacc】t aaattataac ccclcccltC(】t

atttgtcccc aacttccaag tcaccatgclc c(コtgac】tggt tactコggacat acccttaaac

tatatgttct tcctcatttg gttatgctag acgtaccaga tggatttatt gatcgtacac

ctcacgagag atcagcaacc cctgcctgta atgtcctata tgactagctt caggcccatt

ctttccccct a甲cccctcg cccctcttgc tcttttgcgc ctctggttcc tcggtcaggg
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ccatcacccg ctttactcct gatttcctca cttttcacga agtcatctgt gaactatttt

cccctcttca gtccgtgatc gcggcatctt ctttcttcat ttgctgttgg ttcctttttt:

ctctggggct tcttcacagg ttgcccttca cagtgccgtc gccagagtcc tactcaagtg

aagcctggac tacacctgcg ttgcgtccta ttctagtcct ctcgtgtccc tcacコtgatac

ggtttgcgtg tatggggaat cattttgaca ctgatgcact ttggatcgca tttggttatg

gctcttccac cctccccggc agcatggtgc tatatagtga atgcttgteg gacatgtttt

tactctコtttt cacttcctct attttcttca caaaaccagc】 aaatttccccl CC】attttc】tt

ttcgtttttt. tttcatttta taaaacgttt tttaaaaaac】 aaattcコttc】C (コaaccコaatca

acaccttaac atccacaaac cataattaaa cgtttgtata atatatatat acatcattac

tttagcccaa attattagag aaacccCcICt accacaacat acatcaaaaa atgaataaac

ataaccctca t<コtaaacccc ccaaaccaat cacc】aactaa catcatttat c】tcatcaaca

aacaaacagc tcaattcacc taccciccagg cccacatage ttaaccatca aagcatggca

ctgc】agatgc caagacggta ctcatattac ctgggggcaa aagacttagt cctaacctta

ttattggctc ttgctagaca tatacatgca agtatccgca ccccagtgaa aatgcccctg

aatcttctca cctcctcaga gqaaaaggag caggcatcag gcacacccgc cagtagccca

agacgccttg ctaagccaca cccccacggg tattcagcag taattaacat taagcaataa

gtgtaaactt gacttagcca tagcaacaac cccagggttg gtaaatcttg tgccagccac

cgcggtcata caagaaaccc aagtcaataa tccatccggc gtaaagagtg gctacatgtt

atcc】aaccaa ctaagatcaa aatgtaacta agetgtccコta agcctcコ0g(コt tcacctaaac

ccaacctcaa aacaatctta gccaccacga ccaatttcaa cccacgaaag ccagggccコCQ

aactgggatt agatacccca ctatgcctag ccctaaatct agatacttca atacctaagt

atccgcctga gaactacgag cacaaacgct taaaactct(コaggacttggc ggtgccccaa

acccacctag aggagcctgt tctataaccg atロatccacg atccacccaa ccacctcttg

ccaacacagc ctacataccg ccgtcgccag cccacctcICC】 tgC旧agcgca acagtgagct

caacagtccc cactaacaqg acaggtcaag gtatagccca tggaggtggG agaaatgggc

racelttttct agcatagaac actcacgaaa aagagcatga aacctgccct tagaaggagg

atttagcagt aaaatgggac catacatctt aagcccattt taagccggct ctggggcacg

tacataccgc ccgtcaccct cttcacaagc cacctccacc gataactaac accctccccg

gcccコaagacg aggtaagtcg t(コacaaggza agtgtc】ccgg aaggtgtcコct tc】gaccacca

agacgtagct ataaactcca aagcattcag cttacacctg aaagatattt ccacaaatga

aatcgtcttg atctgccccc tctagcccaa ccc】actcccc cacatgc】ace】 tc(コacaaacc

taettcctca accaaccaaa acattataac tatatcctag tcコtaggtgat agaaaagaca

ctccggcgca atqgaggtca accgtaccgt aagggaaagg tgaadtaaca gtgaaaacca

aaagcclatag c】cagtaaaga ccaacccttg tacctcttgc atcatgc】ttt agcaagaaca

accaagcaaa gcgtactaaa gtttgcctcc ccgcコaacccC】 agcgagctac ttgcg<コgC(コg

ctaaactコttg agcgaacccg tctctgtcgc aaaagagtgg gatgactcgc tagtagaggt

gaaaagccta ccgc】gctggg tgatagctgg ttcコcctgccc】 aaagaatcta agttctccct

cagcccctcc tactaggaca tcctacCtaa ccgatcaact gcacgatagg gctaagagct

attcgaaggg ggtacagctc cctcgaaaaa gaacacaacc tcccctagcg gataatacaa

actcctcctg ctccgtgggc tttaaagcag ccqtcaacaa aagagtgcgt caaagctcat

tcccattaaa aatctaaaac cccctttgac tcccttacct ctagcaggtt aacctatgac

catclggagaa ttaatgctaG aataagtaac ttgggacccc accccctcta cggcgcgaac

ttacattggt acactattaa caaacccdac taataccgct actaagacaa gaacatgtat
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tcaacctaac ttgttGcgcc aactcaggag cgcccgcaag aagatcGaaa tctgtaaaGg

gaactcggca aacccaatag c】cccgactgt ttcccaaaaa ccコtagccttc agccコqacaac

aagtattgc】a ggtgc】tgcct gcccagtgac tacc】acgttc aacggccgcg gtatccto旧C

cgtgcgaagg tagcgcaatc aattgtctca taaatcgaga cttgtatgaa tggctaaacg

aggtcttcコac tgtctcctac ageltgatcag tgaaattcコgt attcccgtgc aaaaacgc】gCL

atgggaccat aagacgagaa gaccctgtgg aacttcaaaa tcacgaccac cttgacacca

acccaaatCc accggc】Ccc」コcccacacaaa acacctggtc gacatttttc ggttggggcg

accttggaga aaaataaatc ctccaaacca cagaccacaa ctcttcaccg age】ccaaccc

ctctaagtac taacagtaac cagacccaat ataattgatc aatggactaa gctaccccag

ggatcコacagc gcc】atctcct ccaagagccc atatcgacaa ggaggtttac gacctcgcコtg

ttggatcc】gg acaacctaat ggtgcagccg ctattclaggg ttcgtttgtt caacgcコttClCI

cagtcctacg tgc】tctg。gt tcqgClccgga gcaatccagg tcggtttcta tctatgaatcl

cactcctcct agtacgc】aag gcコccggc】g(コa gtggggtcaa tacttコcaagc acaccccccc

cttccaagca atgc】cctcaa ctcaactget aagaagc】ccc ccatcaccca cccclacaatt

cctagaaaag gacaagctag cgtggcagag ctcggtaaat gcc】aaaggct taaacccttt

accccc】gagg ttcaaatcct etcCctagct tcccccコgt(コt gaccltgacat aacctaatta

tatccctatc etcコtgtactc cctatcctaa tcgccgtggc cttcctc柑cc ctcgtcコgage

gaaaaattct cagctc】C(】tg caggcccgga agggcccaaa catcgtgggc ccttttggtc

ttctccaacc tatcgcagac ggagttaaac tattcatcaa agaacctatc cgcccgtccc】

catcctcccc cttcctcttc clCC(コtaaccc aコatcctggc cctcコCt(コCt(コgctctcacca

tctgaatccc cctcccacta ccattcccgc tagctgacct caacCtaggc ctcctattcc

t:(コctagccat gtcaagcctc accgtctc】ct ctctcctctg atcaggc】tgcコgcttcc】aact

caaaGtqtgc cttaatcgga qcclctacgag ccgttgctca gcコcc】atttca tc托gc】agtca

cCctagccat tcコtcctcctcl gccacc】atcc】 tacttcコgcgg caactacacc ctaactcコCCC

tagccgtcac ccaagaaccc c】t(コtClcctaa tcttctcctc c】tggcccctt gco柑taatclt

g(コrace】tttc taccctcgcc g<コgaccaacc gtgcccccコtt cgatctaaca gaaggggaat

ccgc】actcgt ctcagggttt aatgttgagt atgctgcggg gccc】tttgcc ctatttttcc

tqgccgc】ata cgccaacatc c】tactcataa actコcattaac caccatctta ttccttaacc

caagctgcct aagcctatcg tcagagctcコt accc(コattgc tcttgctact aaagtcctcc

tcctctccコtc cacattcctg tgcコatccgc】g cctcatc】ccc acgattccgc tacgclCC(コQC

taatgcclcct cctcコtgClaaa aacttccttc ccctgc】cc】ct agccctc】tgc ctctgacacc】

ctagctコtgcc aatcagctac gccggtctac ctccccコccta aggc】aatgtg cctgaactcコCt

aggcltcactcl tgataaagtg clacatagagg tacaacaacc ctctcatttc ctaaGtctta

gc】aac】gc(コgg aattgcコacct c】caccコagaga gatcclaaact ctccc】tactt cccttatc】tt

attttctclgt agggtcagct aattaagct<コtcgggccaコt accccgaaaa cgc】tggttta

accccttccc ctactc】atgcコacccccacgc c】aaactaatc c】cc(コccctaa gcctcコatcgc

agggcコcaagc atcclC。atct ccagcaaccc】 ctgaatccコta gcatgc】actg gcctagaclCIt

caacacccta gctatCatcc ccctaatctc caaaccccac cacccccgeコg CClattgcコage

agccc】tc(】aa tqcttcctta cccaatcqac tgcc】tcagcc ttaatccttt tctCaagcat

aatcコaacgcc tgacacacag gccaatgagc】 CCItcc】cactコa etclaaccacc cc】acaccctg

ccttgtattg actatagcaa ttgcc】atcaa actaggactg gtcccc】ttcc acttctgatt

cccc】gclagta ctccc】aggc】t catccctc】ac calctgccctg ctactctcaa ccctgataaa

actcccccca atcactctcc tcctaatgac atcacaatca cttcコatccca ccctcコctcac
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ctccctagca atcagctcaa cccttatcgg aggttgacコtg ggcttaaacc aaacacagac

acgaaaaatc ctagccttct catccatttc tcacctaggc tgaataatcg caatcattat

ctacagcccc aaactc】accc tccttc】C(コtt cctcctctc】c actctaatcコa caacc】gctcコt

cttcctatcc ctaaaccaaa tcaaagtcct aaaactatca acaatclctccz tctcdtgaac

aaaaaccccg atacttaacg ccコaccttgc】t actcc】etctc ctctccctcコg caggcctc】CC

acccコctaacc ggcttcatgc ccaaatgact catcattccla gc】gCtcc】ctc】 aacaagaaat

aacaccaaca gccaccコCltCa tcactatgct ttccCtacta ggcctgttct tttacctccg

ccttgcgtac cclctcaac〔】a ttacactccc ccctaactcc tCcaaccaccコtaaaactatg

aceコcactaac aaatcc】teaq acactc】cc(コc cgctatccta atcgccctgt cc】acatcctt

actccccctc tctcctctc】d t(コctctコccat agcctagaaa cttaggatta agcagctacc

caaaccaaag gccttcaaag ccttaaataa giコgttaaact ctcttagttt ctgccataca

ctaaggctaa caggacattc】 acctgtatct tctgclatgca aaccagacac tttcattc】clg

ctaaagcctt aacctaggca gatgggcctc gatcccatcla aattctagtt aacagctaga

tgccataacc acttggcttc tgcctc】cc】aa accctgacac atetttaatg tgcatcaatg

agcttgcaac tcaccatgcコa cttcactaca gggctgataa gc】agaggaat cgaacctctg

taaaaaggac tacagcctcコa cgcctagc】ca ctcagccatc ttclcctgtgc】 ccttcatccコCl

ccgcコtgatta ttctcclaccc】 atcacaaGga ccコttggcact ctttacctaa tctttggcac

atgagcaggc atagtcggca cagcactcag cctgttclate cgcgcagaac taggacaacc

agggclccctt ttaggggacg accaaattta tc】atgtaatc gtcaaコgccc <コtgccttcgt

catc】attttc ttcatagttcl tacccコatcat gatcggcggc ttcggclaact gactagtc】CC

actaataatc ggtgccccgg GcatcコgC(コtt cccc】cgaata aacaacatcコa gcttctgcコCt

cctcccc】ccc tccttcctcc ttctactagc altCCtctcコct gtagaagctg gc唱ctggcac

aggatgaact gtctacccac ccctc】gccag caaccttgcc catgctggcg cctccgtagc】

cttagctc】tc ttctccctcc acctagccコgg tgtctcatcc atcttaggtg etatcaactt

c(】ttacccコcc atcatcaaccl taaaaccccc tgcattaaca caataccaaa cacccttc】tt

cgtatgatca gtcctcatcc】 ccgccgtcct tctcctccta tccctclccgg tcctcgccgc

tggcattc】ca atelctcctca ctgcltcgcコaa cctcaacc】CC acelttcttcg acccagctgg

aggcggagcコc ccagtc】Ct(コt accagcacct attctgattc ttcggcaコcc ctqaagtcta

c(】tcctcatc ctcccaggat tcggcコattat ctcacacgta gtc】gCCltact acgcagggaa

aaaagaacccl ttcggctaca taggaatagt ctgc】gccc】tg ateltccc】teg gattcctagg

cttccコtcgta tgclgcccacc acatcコttcac agtcgggatg gc】cgtagaccコcccgagctta

cttcacatct gccaccataa tcatcgccc】t cccc】accggc atcc】aagtct teclgctgact

agccc】ccctg cc】cggc】ggaa caatcaaatg cコgaccctccc attctc】tgaq ccctgggatt

catcttcctc】 ttcclctatcg g<コggcctaac aggaatcgtc cttgctaact catccctaga

c(コttgccctc cacgatacct actatgttgt tgcccacttc cactqtgtcc tctcaatggg

ggcdgttttt gctclttcrag caggcコtttclc cccコctgattc cccctc】ttcc】 caggtttcac

ccttcacccc tcatgtコacca aagccコcactt tggagttata ttCacaggag ttaacctaac

cttcttcccc】 cagcactttt tclggcctcコgc tggcatgccc cgacgatact ccgactaccc

agacgcctac acactc】tgaa acaccctatc treelatcggc teattaatct caataacclgc

cgtaattcコtg ctaatattca tcgtctgaga agcattctca gctaagcgc】a aagtcctcccコ

accagaacta accgccaccc】 acattgaatg aatccacggc tgcccgcccC catatcclcac

ctttgaagaa ccagcctttg tccaagtaca age】aaggiコag gc】atcgaacc ctcacatgct

ggtttcaagc cc】accgcc】tc aaaccaatta atgcttcttt cttatgagc】c gttagtaaac
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caattacatcl gccttgtcaa gactaacコtCCl caggtgccコag ccccgtcコcat ctcacatggc

aaaccactcc caactc】ggc】t tccadgacgc ctcatccccc cコttatagaag aacttgtcgc】

qttccacgac catgccctaa tagtagcact agcaatctgc agcctagtac tgtaccttct

aaccctaata ctactcgaaa aactatcatc aaat8ccgta gc】cgcccaag aagtcgaact

aatttgaaca attctcCCeg ccatcgtcct aatcctgett gccctccctt ccctccaaat

tttatatata atagacgaaa ttgatgagcc cgaccttacc ctaaaagcca tcggclcaeca

atgatattga tcctacgagt atacagactt caaagatctc tcatttgact cctacatggt

cccaacaact gacctcccca aaggccactt ccgacttcta gaggtcgatc atcgaattgt

gatccccata gaatctccca tccgaataat ccltcaccgcc gacgatgtcc tccattcttg

agccgtcccc accctgggag ttaaaacaga cgccコatccca ggacgacttcl accaaacctc

cttcattc】cc acccgcccag gagtgttcta cgggcagtgc tcagc】aatct gtggggctac】

ccatagctac ataccc】atcg tagtclgC】ate aacccctcta aaacacttcg aagcttgcコtC

ttcactgcta tcatcttaac cattaagaag ctatggacgc c】gcc】ctagcc ttttaagcta

gage】aagagg acacactccc ctccttaatg c】ccltgcctca acre】aaccca aacccctgat

ttaccattct actccttaca tgattctctt tctccttact catcco旧cct aaattactaa

ctttcc】ccac cc】caaacccc ccc】ct(コaatc】 aaacccaacc cコaccc】aacca accccctgaa

cctgaccatg aacctaagct tcttcgcコcca attttcaagc ccatacctcc tagggatccc

actcatccaコttatccctcc tcコttccccコac cttactc】ctg cctコtcaccca acaaccgttg

agt。accclac cgcctctcaa ccctacaact ctgactcgcc cコacctaatca ccaaacaact

tatgactcct etcコaaccコaag ccggtcc】caa atgggccctc ttactaacct cacttatclCt:

cttcctcctc tccattaacc tgtttコggcct actcccgtac accttcc】ccc caaccaccca

gctatcgata aacatagccc tagccgtccc actctgactc gccacactcc taacaggctt

acgaaaccaa ccctccgcct ctctcggtca cctactcccc gaaggaaccc ctacaccact

catcccagcc ctgateatga tcgaaacaac cagtctactc atccgcコccgc tagccctagg

cgtacgccta aCagcc】aacc tec】cagctgg ccacctactc atccaactca tctccacc】gc

taccgtcacc ctcctaccta taataccatc aatctcagcc ctaacagcac ttatcctatt

cctactgact atcttagagg tagcagtagc cataattcaa gcctacgtat tcgtactcct

cctaagctta tacttacaag agaqcatcta atggcacacc c】agcacaCtc ctaccacata

gttgacccaa gcccatg(】cc clatcttcggc gcagctgccg ccctc】ctaac cacctcaggc

ctaatcatat gattccactt taactcctcc ctcttactag caacaggcct cctttcaata

cttctagtccコtaatccclatg gtgacgcコgC】c gtggtccgag agagccコCctt tecコaggccac

cacaccccaa ctgtccaada aggcctacga tatggaataa ttctttttat cacgtcagaa

gccttcttct ttcttggatt cttctgagcc ttcttccact caagcctggc cccaacacca

gaattaggtg gacaatgacc ccctacagga atcaaacccc taaaccccct agaagtcccc

ctactcaatcl cagccc】tcct cctggcatca ggcgtcaccg taacatgagc ccc】ccatagc

atcacagaag gtaaccgtaa acaagccatt cacgcdctaa ccttaaccat tctcctcggg

ttctacttca cagccctcca ageGatagaa taccatgaag cctcattctc aatcgctgac

agcgtttacg gctccacttt cttcgtcgcc acaggattcc atggactcca cgtaatcatt

ggatcctコcct tccttacagt ctgcctctta cg<コctaatCa aattccattt c(コcatcc】g(コC

caccacttcg gattcgaagc agcagcctga tactgacact ttgtagacgt catctgactc

ttcctctaca tgtcaatata ctgatgagga tcctgctctt ctagtatatt aattacaact

gacttccaat ctttaaaatc tggtactaac ccagc】gaagc】 gcaatgc】aca ccctcacatt

cacaatatcc ctctcccttg tcttaagcac agcactagcc accctaaact tctgactggc
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tcaaataact ccagactcag aaaagctate accatacgcコa tgtggttttg atcccctagg

ttcagctcga cttccattct caatccgatt cttcctcagt agccatccta ttcctcctat

tcgacctaga aatcgcctta ctcctccccc tcccatgagc cattcdactc cc】gtcccccc

taacaaccct cacctgcコace actc】cc(】tca tctccttgct aacacttggt ctcatctacg

aatgaactca gggcggccta gcコatgclgcag aataacagc】a agttagtcta actaagacag

ctggtttcga Cccagcaaat tatagccaac acctataact ttctcatgtc acccctacac

t:ttagcttct actccgcatt tacatttagc agcctaggc】c tagcattcccl ccgaacccac

etclatctcag ccctcctatg cctagaaagc ataatactct ccatgtttat tccactatcc】

atctgaccga tcgaaaacca aaccccatca tttacccttg tccccatcct aatattagcg

ttctcagcgt gcgaagctag taccggccta gctatactc】g tagcctccac cコcgaacclC(コt

ggctcagtコcc acctacc】caa cctc】aacctc ctacaatgtt aaaaattatc ctcccaacclcI

ccc】tactcct cccc】gtagCc ctcctgtcac cc】cccaaatt tttc】tggacc aacaccc】C(コg

catacc】gcct cctaattqct ttaatcagcc tacaatgact taccccatcd t(コctacccac

taaaaaccct aaccccctga atatgc〔lccg accaaatctc c】tccccccta etc】gtcttc】七

cctgctgatt cttc】cccctc ate】atelctag caagccaagg ccaccttcaa cacgaacccc

aaacacgaaa acgcatc】ttc atttcaaccc taatcatcGt ccaaccgttc atcatcctclg

cattctcagc tacolgaactc atactc】ttct acatttcatt cgaagccコace ctaatcccccコ

ccctgatcct cattacacgcコtg(コgggaacc aacctgc】acg actcagcgct ggcatttc】cc

tcctattcta tcコccctaatc agctccctac ccctactaat ctcaatcctc tcコcctccc】Ct

caaaaaccgg aaccctacat cttccagttc tcacコactaac ccaccccagc ctaccaacct

catgaaccac actactc】gca accctc】gccc tactclgtcコgc atttatagtc c】aagcclcccc

t:cltacggcct ccacctctga ctacccaagg cccatgtagtコagcc】cctatc gcaggctcc柑

tactactcgc cgctctactq ctaaaactag ggggatatgg tatccはacgc】 ataaccttat

taataggatc aコcatccaat ttcctacact acccgttcct taccctagcc ttatgclggag

ccctaatc】ac tagctctatc tgcctclcgcc aaacagc】cct c】aaatccctt cコtcgcctc】Ct

cctccgtaag ccacatgggc ctagtaatcg ctgcaggtc】t gatccc】aacc cc】ctgatcat

tctcaggggc aatc旧tcctt ateコatctccc acggattcac ctcctcattcl ctattctgcc

tagctaacac daactatgiコg cgaacc】catc】 gccgcatcct cgtcctcaca cgaggcctac

aacccctcct acctctcata agelctatgc】t gactc】ctagc claacctclact aacatagccc

taccacaコac cコaccaacctc atagcagcコat tac】cc】attat c】attgccctt ttcaactgcコt

cttctccaac aattatcttc】 accggqaceコg caacactact cコQCClgccacc tacaccctct

qcatqctcct atccコacccaa cgaggtacgc taccatccca cattc】catca accctgaact

caaacacacg agaacatetc ctcc】taatcc tccc】catcc】t ccctatc】eta gcccttatcc

taaaacccコga cctgc】tctcd gg(コactcctc tatgcaagca tagtttaatc caaacattag

attgtgattc taaaaGtagg agttcaaacc tccttactcg ccgaggggtg gtcgaaccca

gcaagaactg ctaattcctg catccgagct ttc】aacctcg gccccctccコa cttttaaagg

cztaaaagtaa tccactggtc ttaggagcccl ctccコtcttgg tgccコactcc(コagtc】aaagta

atggaaacag ccctactcct caacacctta acatcactta ccctc】attat cctcctclace

cCaatcatcc taccccctat cctgc】aattt aaaaacaccc cctcatccat ctccaagacc

gttclaagccg ccttcctc】ac cagcctclgca ccaatcコacca ttttctCateコttcc】ggC】gta

gclaagcatca ccacctactg c】gC】atgacaa ttcatccaaa acttcaaaat ccccctaacc

ctaaaaatag acctgtaCtc catc】ttattc ttccccc】teg cclCt(】ttcgt aacatgatcc

atcctagcコat ttgcctcatg gtacatc】aac tcagclaccgt c】cattc】caaa attcttccコcc
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ttccttctttコtcttcctc】at tgccatactt acgctcコacca tcgccGacaa catacttctc

ctattcgtag ggtgggaagg cコgtaggaatt atatcattcC tcctcatcgg ctgatgacaa

ggclcgagccg aaaccGacac agctgcatta cclagctcltaa tttataaccg gattggc】gac

atcggcctca tcctgclgcat tコgC(コtgacta gcctcaac〔】c taaacacctg agaaatccaa

caaaccc】ccc acccc】caaat tcctattctt ccccttctag gcttclatcct c】gccgctaca

ggc】aagtcag cccaatttgg actccacccg tgactgcccg cc】gcaatagc】 aggccccc】cc

ccagtctccg ccctcコctcca ctccagcactコatagtcgtag ccggc】atttt cctactaatc

cgcactcacc cCttc】ctctc ctctaacaaa ace】gccctaa cactatgtct atgcctaggc

gcactatcaa cactcttcgc cgctacatgc gccctcc】ccc aaaacgatclt: CGaaaaaatc

attgccttct ctacctcaag ccaactaggc ctcataatc】g tecコcgatcgg cctclgClcctt

ccc】caactag ccttccttcc】 catctcccコcc cacgccttct tec】aagccat gctattcctc

tgctcaggcc ttatcatcccl C(コgcctc】aac ggc】g(コacagg acatccgaaa aataggcコtgC

tt(コcaaaaaa tccttccatc tコacccコcctcC tgcttgacca tcggtaacct tgccctaatc】

ggtaccccct tectagcagg cttctactct aaagclcatta tcatcgc柑aa tttaaacacc

tcttaccltC(コacacctgggc cctactactg acgctclctcg ctacatcatt tactgcaacc

tacagtctcc gaコt(コaccat cctagtccaa acaggatclC(コcccgcactcc accaatcc】Cd

ccaattgcコtg aaaacacclcc ctcagccatc etcコcccatca cacgtctagc ccttggtc】gt

atcc】tagcag gactactaat ctcctccctt c】tcctcコccaa Cg(コaaacccc cccaatddCC

atacctaccc ttclcc柑aaac cgccgctatc atcgtcalC(コg ccctcggact catcctcgcc

ctagaacttt cgcacgcaac ccc】caccctc accc】ccccta aacaaaactc cctcataaac

ttctcatcct cactaggcta cttcc】accca etc相tC】cacc gatccc】gccc c】ate】atcctc

ctactcaacg gacc】aaaaclt tgcctccccK Ctaatcgaca tggcgtggta cc】aaaaaata

ggccctgaag gcctcgcaga cctacaccta acaataagca aaatttccac atcactccac

acaggtctga tcaaagccta cctaggatct ttcgccctca cclatcctaac aatcacctta

ctcacccaaa tc止aaaccccコatggcccccc】 acattcgaaa atctcacccc etc托tgaaaa

taattaacaa ctccctaatc gaccttcctcコ　ccccatcaaa catctctgcc tg<コtggaact

tcggatccct cctagcagtc tgcctcatga cccaaattat caccggccta ctactagctcコ

tacactacac tgcagatacc tccctagcct tctcatccgt agcccacaca tgtcgaaatg

tccaatacgg atgactaatc cgaaacctac atgcaaacgg agcctcattc ttcttcatct

gcatctacct ccacattggc cgcコggcctat actc】cggctc ctacctatat c】CL(】gaaacct

gaaacacagg aataattctc ctcctcGcac taatagcaac cgctttcgta ggctacgttc

ttccatgagg ccaaatatca ttctgagggg ctactgtcat tactaatcta ttctcagctcコ

tcccctc】cc托tggaaコaact ctagtagagt gggcgtgggg agggttttca gtcgclcaacc

ccaccctcac tcgatttttc gccctacact tccttctccc cttcgtcatc gcaggaatcd

caattcコtcca cctcclcattc cttCacgaat cgggctcaaa caaccccctc】 ggcatttccコt

ccaactcagcl C(コaaatcccc】 ttccacccct actc】Ctccat caaagcコcatc etc】ggcctaa

cacttatact aコccccactc etclaccctag ccctattctc cccaaacCta ctaggtgcコCC

ccgaaaactt taccccagcc aacccactag taacacCccc acacatcaaa ccagaatgat

acttcctatt tgcatacgcc atcctccgct caattccaaa ccコaacttgga ggcgtactag

cactagcagc ctccgtactt atcctcctcC taatcccatt cctccacaaa tccaaacaac

gaaccataac attccgccca ttctcccaac ttctattctg actcctagta gccaaccttc

tcattctaac ctgagtgggc agccaacctg tagcコacaccc cttcatcatc atcggacaac

tagcatcc】ct ctcctacttc c】ctaccctcc taatcctctt ccccataatt ggaaccctag
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aaaacaaqat acttaaccac taaatactct aatagtttat gdaaaacatt ggtcttgtqCt

accaaaaact gaagacttca cccttcttag agtdaactcG gaaaaaaagg acttaaacct

ttctctccag ctcccaaagc tggcattttc aaataaacta ttctctgtta aacccctaGcl

ctgcccgaat tgccccccga gacqgcccGc gcacaagctc taacacaaca aacagaacca

acaataaacc ccaccccgcc accaaaaata agcctacacc ccacgagtaa aacactgcaa

ccccactaaa atccaaccgc ataaaagc】ta ttcccccacc atcaacagta acagccccca

cctttcagaa ctcaacaagc ccccctaaaa ctacccccgc acaaactacc cコdCC】C(コaaac

ccaacccata ccccactacc cgccagctcc cccatgcctc aggataagga tcagcagcca

aagacactga ataaacaaaa aceGccaaca taccccccaa ataGatcata aacaacgcca

Gagaaataaa agaaacccct agactcatca accacccaca cccaaccaca gacgctaatiコ

CtGcltcccac caccccataa taaggagaag gattagatgc cacagctaaa gtccccagta

taaagctaac cccaagaaaa atcataaaat aagtcatata ttcccgcttg gctagacccc

aaggcコctacg gcttgaaaag ccattgttgt tctcc】actac gggaac

//
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Appendix 5-1. complete mtDNA annotations of Gallus ga〟〝s var. domestic〟S

(White Leghorn CB line)

whiteleghorn.mt source　1..16788 organelle mitochondnon

organism Gallus gallus

sub_sp e c ie s dome sticus

dev_stage adult

tissuejype whole blood

strain White Leghorn

line CB inbred line

三
言
V
:
/
!

t
s
.
*
・
蝣

f
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0
蝣
:
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蝣
・
:
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蝣
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蝣
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;
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蝣
-
r
^
r
¥

note

l‥1231　note

1232.. 1300

1301‥2276

2277‥ 2349

2350‥3975

3976..4049

4059‥5033

common: chicken

control region

product tRNA-Phe

product 12S nbosomal RNA

product tRNA-Val

product 16S nbosomal RNA

product tRNA-Leu

gene ND 1

codon start

product NADH dehydrogenase subunit 1

transl table

5034‥5105　　　　product tRNA-Ile

complement(5111. 5181)　product tRNA-Gln

5 181‥5249　　　　product tRNA-Met

5250.. 6290　　　　gene ND2

codon start

product NADH dehy血ogenase subunit 2

transl table

tKNA　6289..6364　　　　product tRNA-Trp

tRNA complement(6371‥6439)　product tRNA-Ala

tRNA complement(6443‥6515)　product tRNA-Asn

tRNA complement(6517..6582)　product tRNA-Cys

tRNA complement(6582..6652)　product tRNA-Tyr

CDS　　6654‥ 8204　　　　gene COI

note GTG start codon

product cytochrome oxidase subunit I

transl table

tRNA complement(8196..8270)　product tRNA-Ser

tRNA　8273..8341　　　product tRNA-Asp

CDS　　8343..9026　　　　gene COII

codon start

product cytochrome oxidase subunit II

transl table

tRNA　9028..9095　　　　product tKNA-Lys

CDS　　9097..9261　　　gene ATPase8

codon start

product ATPase subumt 8

transl table

CDS　　9252‥9935　　　　gene ATPase 6

codon start
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product ATPase subunit 6

transl table

CDS　　9935.. 10720　　　gene COIII

codon start

product cytochrome oxidase subunit III

transl table

note TGC stop codon

tRNA I0720日10787　　product tRNA-Gly

CDS join(1 0788‥ 1 0960, 1 0962‥ 1 1 139)　　gene ND3

note extra one base at position 1 0961 :reading frame presumably

maintained by translational frameshift or RNA

codon start

product NADH dehydrogenase subunit 3

transl table

tRNA　11141..11208　　　product tKNA-Arg

CDS　1 1209‥ 1 1 505　　　gene ND4L

codon start

product NADH dehydrogenase subunit 4 L

transl table

CDS　1 1499‥ 12878　　　gene ND4

note TGC stop codon

codon start

product NADH dehydrogenase subunit 4

transl table

tRNA　12877‥12945　　　product tRNA-His

tRNA　12947‥13011　　product tRNA-Ser

tRNA　13013‥ 13083　　　product tKNA-Leu

CDS　13084‥ 1490 1　　gene ND5

codon start

product NADH dehy血ogenase subunit 5

transl table

CDS　14906.. 16048　　　gene Cytb

codon start

product cytochrome b

transl table

tRNA　16052‥16120　　product tRNA-Thr

tRNA complement(16121‥16190) product tRNA-Pro

CDS complement(16197..16718) gene ND6

codon start

product NADH dehydrogenase subunit 6

transl table

tRNA complement(16721..16788) product tRNA-Glu

-157-



Appendix 5-2. complete mtDNA annotations of Galhis gallus var. domesticus

(White Leghorn Cornell-P line)

whiteleghomP.mt source　1..16788 organdie mitochondrion

organism Gallus gallus

sub_sp e cie s dome sticus

dev⊥stage ad山t

tissue_type whole blood

strain White Leghorn

line Cornell-P inbred line

note common: chicken

D-loop　1..1232　note controlregion

tRNA　1233‥1301　　　product tRNA-Phe

rRNA　1302..2277　　　　product 12Snbosomal RNA

tRNA　2278‥2350　　　　product tRNAJVal

rRNA　2351..3975　　　　product 16SnbosomalRNA

tRNA　3976.,4049　　　　product tRNA-Leu

CDS　　4059‥5033　　　　gene ND 1

codon start

product NADH dehy血ogenase subunit 1

transl table

tRNA　5034‥5105　　　　product tRNA-Ile

tRNA complement^111..5181)　product tRNA-Gln

tRNA　5181‥5249　　　　product tRNA-Met

CDS　　5250‥ 6290　　　　gene ND2

codon_start

product NADH dehy血ogenase subunit 2

transl table

tRNA　6289..6364　　　　product tRNA-Trp

tRNA complement(6371..6439)　product tRNA-Ala

tRNA complement(6443..6515)　product tRNA-Asn

tRNA complement(6517..6582)　product tKNA-Cys

tRNA complement(6582日6652)　product tKNA-Tyr

CDS　　665 4.. 8204　　　　gene COI

note GTG start codon

product cytochrome oxidase subunit I

transl table

tRNA complement(8196..8270)　product tRNA-Ser

tRNA　8273日8341　　　product tRNA-Asp

CDS　　8343..9026　　　　gene con

codon start

product cytochrome oxidase subunit II

transl table

tRNA　9028‥9095　　　　product tRNA-Lys

CDS　　9097..9261　　　gene ATPase8

codon start

product ATPase subunit 8

transl table

CDS　　9252‥9935　　　　gene ATPase 6

codon start
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product ATPase subunit 6

transl table

CDS　　9935‥ 10720　　　gene COIII

codon start

product cytochrome oxidase subunit III

transl table

note TGC stop codon

tRNA I0720日10787　　product tRNA-Gly

CDS join(10788‥ 10960,10962‥ 11139)　　gene ND3

note extra one base at position 1 0961 xeadmg frame presumably

maintained by translational frameshift or RNA

codon start

product NADH dehydrogenase subunit 3

transl table

tRNA 11141.. 11208　　　product tRNA-Arg

CDS　11209.. 11505　　　gene ND4L

codon start

product NADH deny血ogenase subumt 4 L

transl table

CDS　1 1499.. 12878　　　gene ND4

note TGC stop codon

codon start

product NADH dehydrogenase subunit 4

transl table

tRNA　12877‥12945　　　product tRNA-His

tRNA　12947..13011　　product tRNA-Ser

tRNA　13013..13083　　　product tRNA-Leu

CDS　13084‥ 1490 1　　gene ND5

codon start

product NADH dehydrogenase subunit 5

transl table

CDS　14906.. 16048　　　gene Cytb

codon start

product cytochrome b

transl table

tRNA　16052‥16120　　product tRNAごnlr

tRNA complement(16121..16190) product tRNA-Pro

CDS complement(16197..16718) gene ND6

codon start

product NADH dehy血ogenase summit 6

transl table

tRNA complement16721‥16788) product tRNA-Glu
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Appendix 5-3. complete mtDNA annotations of GαUus gallus var. domestic.〟S

(White Plymouth Rock)

whiterock. mt

<

k

.

i

-

"

.

.

!

蝣

;

source　1..16785　organelle mitochondrion

organism Gallus gallus

sub_species domesticus

dev_stage adult

tissue_呼pe whole blood

strain White Plymouth Rock

line IgG-H selected line

note common: chicken

1‥1231　note

1232‥ 1300

1301‥2276

2277. ,2349

2350‥3972

3973..4046

4056‥5030

control region

product tRNA-Phe

product 12S nbosomal RNA

product tRNA-Val

product 16S nbosomal RNA

product tRNA-Leu

gene ND 1

codon start

product NADH deny血ogenase subunit 1

transl table

5031_5102　　　　product tRNA-Ile

complement(5 1 08‥5 178)　product tRNA-Gln

5178..5246　　　　product tRNA-Met

5 247. 6287　　　　gene ND2

codon start

product NADH dehy血ogenase subunit 2

transl table

tRNA　6286..6361　　　product tRNA-Trp

tRNA complement(6368日6436)　product tRNA-Ala

tRNA complement(6440-6512)　product tRNA-Asn

tRNA complement(6514..6579)　product tRNA-Cys

tRNA complement(6579..6649)　product tRNA-Tyr

CDS　　665 1‥8201　　　gene COI

note GTG start codon

product cytochrome oxidase subunit I

transl table

tRNA complement(8193..8267)　product tRNA-Ser

tRNA　8270..8338　　　　product tRNA-Asp

CDS　　8340‥ 9023　　　　gene COII

codon start

product cytochrome oxidase subunit II

transl table

tRNA　9025.9092　　　　product tKNA-Lys

CDS　　9094‥ 9258　　　　gene ATPase8

codon start

product ATPase subunit 8

transl table

CDS　　9249..9932　　　　gene ATPase 6

codon start

-160-



product ATPase subunit 6

transl table

CDS　　9932日10717　　　gene COIII

codon_start

product cytochrome oxidase subunit III

transl table

note TGC stop codon

tRNA IO717‥10784　　product tRNA-Gly

CDS join(10785.. 10957,10959.. 11136)　　gene ND3

note extra one base at position 1 0958:reading丘ame presumably

maintained by translational丘ameshift or RNA

codon start

product NADH dehy血ogenase subunit 3

transl table

tRNA　11138..11205　　product tRNA-Arg

CDS　1 1206‥ 11502　　　gene ND4L

codon start

product NADH dehy血ogenase subunit 4 L

transl table

CDS　1 1496.. 12875　　　gene ND4

note TGC stop codon

codon start

product NADH dehy血ogenase subunit 4

transl table

tRNA　12874‥12942　　product tRNA-His

tRNA　12944‥ 13008　　product tRNA-Ser

tRNA　13008..13080　　product tRNA-Leu

CDS　13081 ‥ 14898　　gene ND5

codon start

product NADH dehy血ogenase subunit 5

transl table

CDS　14903‥ 16045　　gene Cytb

codon_start

product cytochrome b

transl table

tRNA　16049.. 16117　　product tRNA-Thr

tRNA complement^6118.-16187) product tRNA-Pro

CDS complement(16194..16715) gene ND6

codon start

product NADH dehy血ogenase subunit 6

transl table

tRNA complement16718‥16785) product tRNA-Glu
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Appendix 5-4. complete mtDNA annotations of Gallus ga血s var. domesticus牡aos native chicken)

native-chick.mt source　1.. 16784 organelle mitochondrion

organism Gallus gallus

sub_sp e cie s dom e sticu s

dev _stage adult

tissue_type whole blood

strain native chicken in Laos

note common : chicken

D-loop　1..1231 note controlregion

tRNA　1232‥ 1300　　　　product tRNA-Phe

rRNA　1301..2276　　　　product 12S ribosomal KNA

tRNA　2277..2349　　　　product tRNA-Val

rRNA　2350..3971　　　product 16S ribosomal RNA

tRNA　3972..4045　　　　product tRNA-Leu

CDS　　4055‥5029　　　　gene ND 1

codon start

product NADH dehydrogenase subunit 1

transl table

tRNA　5030..5101　　　product tRNA-Ile

tRNA complement^107日5177)　product tRNA-Gln

tRNA　5177‥5245　　　　product tRNA-Met

CDS　　5246‥ 6286　　　　gene ND2

codon start

product NADH dehydrogenase subunit 2

transl table

tRNA　6285..6360　　　　product tRNA-Trp

tRNA complement(6367日6435)　product tRNA-Ala

tRNA complement(6439‥6511)　product tRNA-Asn

tRNA complement(6513-6578)　product tRNA-Cys

tKNA complement(6578日6648)　product tRNA-Tyr

CDS　　665 0‥ 8200　　　　gene COI

note GTG start codon

product cytochrome oxidase subunit I

transl table

tRNA complement^192‥8266)　product tRNA-Ser

tRNA　8269‥8337　　　　product tRNA-Asp

CDS　　8339‥ 9022　　　　gene con

codon start

product cytochrome oxidase subunit II

transl table

tRNA　9024..9091　　　product tRNA-Lys

CDS　　9093..9257　　　　gene ATPase8

codon start

product ATPase subunit 8

transl table

CDS　　9248..993 1　　　gene ATPase 6

codon start

product ATPase subunit 6

transl table
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CDS　　993 1‥ 10716　　　gene COIII

codon start

product cytochrome oxidase subunit III

transl table

note TGC stop codon

tRNA I0716‥ 10783　　　product tRNA-Gly

CDS join(10784‥ 10956,10958‥ 11135)　　gene ND3

note extra one base at position 1 0957:reading frame presumably

maintained by translational frameshift or RNA

codon_start

product NADH dehydrogenase subunit 3

transl table

tRNA ll137‥11204　　product tRNA-Arg

CDS　11205‥ 11501　　gene ND4L

codon start

product NADH dehydrogenase subunit 4 L

transl table

CDS　1 1495.. 12874　　　gene ND4

note TGC stop codon

codon start

product NADH dehydrogenase subunit 4

transl table

tRNA　12873‥ 12941　　product tRNA-His

tRNA　12943日13007　　product tRNA-Ser

tRNA　13007‥13079　　product tRNA-Leu

CDS　13080.. 14897　　gene ND5

codon start

product NADH dehy血ogenase subunit 5

transl table

CDS　14902‥ 16044　　　gene Cytb

codon start

product cytochrome b

transl table

tRNA　16048. 16116　　　product tRNA-Thr

tRNA complement(16117..16186) product tRNA-Pro

CDS complement(16.193.. 16714) gene ND6

codon start

product NADH dehydrogenase subunit 6

transl table

tRNA complement(16717.16784) product tRNA-Glu
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Appendix 5-5. complete mtDNA annotations of Gallus sonnerati (Grey junglefowl)

gyjf.mt source　1..16783　organelle mitochondrion

-
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/

organism Gallus sonnerati

dev_stage adult

ti s su e_ty pe liver

note common: Grey Jungle Fowl

1..1231 note control region

1232.. 1300　　　　product tRNA-Phe

1301..2276　　　　product

2277‥ 2349　　　　product

2350..3970　　　　product

397 1 ‥ 4044　　　　product

4054‥ 5028　　　　gene

codon start

12S nbosomal RNA

tRNA-Val

16S nbosomal RNA

tRNA-Leu

rci fn

1

product NADH dehydrogenase subunit 1

transl table

5029‥5100　　　　product tRNA-Ile

complementp106‥5176)　product tRNA-Gln

5176..5244　　　　product tRNA-Met

5245..6285　　　　gene ND2

codon start

product NADH dehy血ogenase subunit 2

transl table

tRNA　6284..6359　　　　product tRNA-Trp

tRNA complement(6366..6434)　product tRNA-Ala

tRNA complement(6438..6510)　product tRNA-Asn

tRNA complement(6512..6577)　product tRNA-Cys

tRNA complement(6577‥6647)　product tRNA-Tyr

CDS　　6649.. 8199　　　　gene COI

note GTG start codon

product cytochrome oxidase subunit I

transl table

tRNA complement(8191..8265)　product tRNA-Ser

tRNA　8268..8336　　　　product tRNA-Asp

CDS　　833 8‥ 902 1　　　gene con

codon start

product cytochrome oxidase subunit II

transl table

tRNA　9023‥9090　　　product tRNA-Lys

CDS　　9092.. 9256　　　　gene ATPase8

CDS

CDS

codon start

product ATPase subunit 8

transl table

9247‥9930　　　　gene ATPase 6

codon start

product ATPase subunit 6

transl table

993 1.. 10715　　　gene COIII

codon start
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product cytochrome oxidase subunit III

transl table

note TGC stop codon

tRNA　10716‥10783　　product tRNA-Gly

CDS join(10785.. 10955,10957.. 11134)　　gene ND3

note extra one base at position 1 0956:reading frame presumably

maintained by translational frameshift or RNA

codon start

product NADH dehydrogenase subunit 3

transl table

tKNA　11136‥11203　　　product tRNA-Arg

CDS 1 1204‥ 1 1500　　　gene ND4L

codon start

product NADH dehydrogenase subunit 4 L

transl table

CDS　1 1494.. 12873　　　gene ND4

note TGC stop codon

codon start

product NADH dehy血ogenase subunit 4

transl table

tRNA　12872..12940　　product tRNA-His

tRNA　12942..13006　　product tRNA-Ser

tRKA　13008‥13078　　product tRNA-Leu

CDS　13079.. 14896　　gene ND5

codon start

product NADH dehy血ogenase subunit 5

transl table

CDS　14901 ‥ 16043　　gene Cytb

codon start

product cytochrome b

transl table

tRNA　16047.. 16115　　　product tRNA-Thr

tRNA complement(16116-16185)　product tRNA-Pro

CDS complement^6192..16713)　gene ND6

codon start

product NADH dehydrogenase subunit 6

transl table

tRNA complement(16716..16783) product tRNA-Glu
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Appendix 5-6. complete mtDNA annotations of Callus ga肋Jx spadicius (Red junglefowl in Laos)

rjfi.mt source H16785 0rganelle mitochondrion

organism Gallus gallus

sub_species spadiceus

dev_stage adult

tissue_type whole blood

note common: Red Jungle Fowl

D-loop　1-1232　note control region

tRNA　1233‥1301　　　product tRNA-Phe

rRJSfA　1302‥2277　　　　product

tRNA　2278‥2350　　　　product

rRNA　2351..3972　　　　product

tRNA　3973‥4046　　　　product

CDS　　4056..5030　　　　gene

codon start

12S nbosomal RNA

tRNA-Va1

1 6S nbosomal RNA

tRNA-Leu

ISI OI

1

product NADH dehy血ogenase subunit 1

transl table

tRNA　5031‥5102　　　　product

tRNA complement^108..5178)

tRNA　5178..5246　　　　product

CDS　　5 247‥ 6287　　　　gene

codon start

2

tRNA-Ile

product tRNA-Gln

tRNA-M et

ND2

1

product NADH dehy血ogenase subunit 2

transl table

tRNA　6286‥6361　　　product tRNA-Trp

tRNA complement(6368..6436)　product tRNA-Ala

tRNA complement(6440..6512)　product tRNA-Asn

tRNA complement(6514‥6579)　product tRNA-Cys

tRNA complement(6579‥6649)　product tRNA-Tyr

CDS　　665 1日8201　　　gene COI

note GTG start codon

product cytochrome oxidase subunit I

transl table

tRNA complement(8193日8267)　product tRNA-Ser

tRNA　8270‥8338　　　　product tRNA-Asp

CDS　　8340‥ 9023　　　　gene con

codon start

product cytochrome oxidase subunit II

transl table

tRNA　9025‥9092　　　　product tRNA-Lys

CDS　　9 094‥ 92 5 8　　　　gene ATPase8

codon start

product ATPase subunit 8

transl table

CDS　　9249‥9932　　　　gene ATPase 6

codon start

product ATPase subunit 6

transl table

CDS　　9932‥ 1071 7　　　gene COIII

-166-



codon start

product cytochTome oxidase subunit III

transl table

note TGC stop codon

tRNA　10717.. 10784　　product tRNA-Gly

CDS join(10785‥ 10957,10959‥ 11136)　　gene ND3

note extra one base at position 1 0958:reading frame presumably

maintained by translational frameshift or RNA

codon start

product NADH dehy血ogenase subunit 3

transl table

tRNA　11138..11205　　　product tRNA-A瑠

CDS　1 1206‥ ll 502　　　gene ND4L

codon start

product NADH dehydrogenase subunit 4 L

transl table

CDS　1 1496.. 12875　　　gene ND4

note TGC stop codon

codon start

product NADH dehydrogenase subunit 4

transl table

tRNA　12874日1 2942　　　product tRNA-His

tRNA　12944‥ 13008　　product tRNA-Ser

tRNA　13010.. 13080　　　product tRNA-Leu

CDS　13081 ‥ 14898　　　gene ND5

codon start

product NADH dehydrogenase subunit 5

transl table

CDS　14903.. 16045　　　gene Cytb

codon start

product cytochrome b

transl table

tRNA　16049.. 16117　　　product tRNA-Thr

tRNA complement(16118..16187) product tRNA-Pro

CDS complement(16194‥16715) gene ND6

codon start

product NADH dehydrogenase subunit 6

transl table

tRNA complement(16718..16785) product tRNA-Glu
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Appendix 3-7. complete mtDNA annotations of Gallus ga血s gallus (Red junglefowl in Phdippines)

rjfp-mt source　　‥ 16785　0rganelle mitochondrion

organism Gallus gallus

sub_sp e c i e s gallus

dev_stage adult

tissue_type whole blood

note common: Red Jungle Fowl

D-loop　1..1232　note controlregion

tRNA　1233‥1301　　　product tRNA-Phe

rRNA　1302‥2277　　　　product 12Sribosomal RNA

tRNA　2278‥2350　　　　product tRNA-Val

rKNA　2351‥3972　　　　product 16SnbosomalRNA

tKNA　3973..4046　　　　product tRNA-Leu

CDS　　4056‥5030　　　　gene ND 1

codon_start

product NADH dehy血ogenase subunit 1

transl table

tRNA　5031日5102　　　　product tRNA-Ile

tRNA complement^108..5178)　product tRNA-Gln

tRNA　5178..5246　　　　product tRNA-Met

CDS　　5247. 6287　　　　gene ND2

codon start

product NADH dehy血ogenase subunit 2

transl table

tRNA　6286..6361　　　product tRNA-Trp

tRNA complement(6368‥6436)　product tRNA-Ala

tKNA complement(6440..6512)　product tRNA-Asn

tRNA complement(6514‥6579)　product tRNA-Cys

tRNA complement(6579‥6649)　product tRNA-Tyr

CDS　　665 1..8201　　　gene COI

note GTG start codon

product cytochrome oxidase subunit I

transl table

tRNA complement^1ら3日8267)　product tRNA-Ser

tKNA　8270..8338　　　　product tRNA-Asp

CDS　　8340‥ 9023　　　　gene COII

codon start

product cytochrome oxidase subunit II

transl table

tRNA　9025日9092　　　　product tRNA-Lys

CDS　　9094‥ 9258　　　　gene ATPase8

codon start

product ATPase subunit 8

transl table

CDS　　9249..9932　　　　gene ATPase 6

codon start

product ATPase subunit 6

transl table

CDS　　9932.. 1071 7　　　gene COIII
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codon start

product cytochrome oxidase subunit III

transl table

note TGC stop codon

tRNA　10717.. 10784　　product tRNA-Gly

CDS join(10785‥ 10957,1 0959‥ 1 1 136)　　gene ND3

note extra one base at position 1 0958:reading斤ame presumably

maintained by translational frameshift or RNA

codon start

product NADH deny血ogenase subunit 3

transl table

tRNA　11138日11205　　　product tRNA-Arg

CDS　11206.. 11502　　　gene ND4L

codon start

product NADH dehydrogenase subunit 4 L

transl table

CDS　1 1496‥ 12875　　　gene ND4

note TGC stop codon

codon start

product NADH dehydrogenase subunit 4

transl table

tKNA　12874.. 12942　　　product tRNA-His

tRNA　12944,.13008　　　product tRNA-Ser

tRNA　13010日13080　　product tRNA-Leu

CDS　13081 ‥ 14898　　　gene ND5

c o don_start

product NADH dehydrogenase subunit 5

transl table

CDS　14903.. 16045　　　gene Cytb

codon start

product cytochrome b

transl table

tRNA　16049‥ 16117　　　product tRNA-Thr

tKNA complement(16118..16187)　product tRNA-Pro

CDS complement(16194..16715) gene ND6

codon start

product NADH dehydrogenase subunit 6

transl table

tRNA complement(16718..16785) product tRNA-Glu
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Appendix 5-8. complete mtDNA annotations of Galhts gall,〟s bankiγa (Red junglefowl in Indonesia)

ijfi.mt source　　‥ 16785　0rganelle mitochondrion

ft'蒜

organism Galhis gallus

sub_sp e c ie s b ankiva

dev_stage adult

tissue_type whole blood

note common: Red Jungle Fowl

1..1232　note control region

1233‥1301

1302‥2277

2278‥2350

235 1‥3972

3973..4046

4056‥5030

product tRNA-Phe

product 12S ribosomal RNA

product tRNA-Val

product 16S ribosomal RNA

product tRNA-Leu

gene ND 1

codon start

product NADH deny血ogenase subunit 1

transl table

tRNA　5031‥5102　　　　product tRNA-Ile

tRNA complement^108‥5178)　product tRNA-Gln

tRNA　5178..5246　　　　product tRNA-Met

CDS　　5 247‥ 6287　　　　gene ND2

codon start

product NADH deny血ogenase subunit 2

transl table

tKNA　6286-.6361　　　product tRNA-Trp

tRNA complement(6368日6436)　product tRNA-Ala

tRNA complement(6440..6512)　product tRNA-Asn

tRNA complement(6514‥6579)　product tRNA-Cys

tRNA complement(6579..6649)　product tRNA-Tyr

CDS　　665 1‥ 8201　　　gene COI

note GTG start codon

product cytochTome oxidase subunit I

transl table

tRNA complement(8193..8267)　product tRNA-Ser

tRNA　8270‥8338　　　　product tRNA-Asp

CDS　　8340‥ 9023　　　　gene COII

codon start

product cytochrome oxidase subunit II

transl table

tRNA　9025‥9092　　　　product tRNA-Lys

CDS　　9094.. 925 8　　　　gene ATPase8

codon start

product ATPase subunit 8

transl table

CDS　　9249..9932　　　　gene ATPase 6

codon start

product ATPase subunit 6

transl table

CDS　　9932‥ 1071 7　　　gene COIII
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codon start

product cytochrome oxidase subunit III

transl table

note TGC stop codon

tRNA　10717..10784　　product tRNA-Gly

CDS join(10785‥ 10957,10959‥ 11136)　　gene ND3

note extra one base at position 1 0958:reading丘ame presumably

maintained by translational frameshift or RNA

codon start

product NADH dehy血ogenase subunit 3

transl table

tKNA　11138..11205　　　product tRNA-Arg

CDS　1 1206.. 11502　　　gene ND4L

codon start

product NADH dehy血ogenase subunit 4 L

transl table

CDS　1 1496.. 12875　　　gene ND4

note TGC stop codon

codon start

product NADH dehydrogenase subunit 4

transl table

tRNA　12874..12942　　product tRNA-His

tRNA　12944.. 13008　　　product tRNA-Ser

tRNA　13010..13080　　product tRNA-Leu

CDS　13081.. 14898　　　gene ND5

codon start

product NADH dehy血ogenase subunit 5

transl table

CDS　14903日16045　　　gene Cytb

codon start

product cytochrome b

transl table

tRNA　16049.. 16117　　　product tRNA-Thr

tRNA complement(16118..16187)　product tRNA-Pro

CDS complement(16194..16715)　gene ND6

codon start

product NADH dehydrogenase subvmit 6

transl table

tRNA complement(16718‥16785) product tRNA-Glu
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Appendix 5-9. complete mtDNA annotations of Gallus vanus (Green junglefowl)

gjf.mt source　　‥16783　0rganelle mitochondrion

㌣言'.:蝣/:U

organism Gallus varius

dev_stage adult

tissue_type whole blood

note common: Green Jungle Fowl

1‥1228　note control region

1229.. 1296

1297..2269

2270‥2342

2343..3964

3965‥4038

4049‥5023

product tRNA-Phe

product 12S nbosomal RNA

product tRNA-Vat

product 16S nbosomal RNA

product tRNA-Leu

gene ND 1

codon start

product NADH deny血ogenase subunit 1

transl table

tRNA　5024‥5095　　　　product tRNA-Il°

tRNA complement^101日5171)　product tRNA-Gln

tRNA　5171‥5239　　　　product tRNA-Met

CDS　　5240‥ 6280　　　　gene ND2

codon start

product NADH deny血ogenase subunit 2

transl table

tRNA　6279..6354　　　product tRNA-Trp

tRNA complement(6362‥6431)　product tRNA-Ala

tRNA complement(6435‥6507)　product tRNA-Asn

tRNA complement(6509..6574)　product tRNA-Cys

tRNA complement(6574-.6644)　product tRNA-Tyr

CDS　　6646..8196　　　　gene COI

note GTG start codon

product cytochrome oxidase subunit I

transl table

tRNA complement(8188..8262)　product tRNA-Ser

tRNA　8265‥8333　　　　product tRNA-Asp

CDS　　8335..90 18　　　　gene COII

codon start

product cytochrome oxidase subunit II

transl table

tRNA　9020‥9087　　　　product tRNA-Lys

CDS　　9089..9253　　　　gene ATPase8

codon start

product ATPase subunit 8

transl table

CDS　　9244‥9927　　　　gene ATPase 6

codon start

product ATPase subunit 6

transl table

CDS　　9927‥ 1071 2　　　gene COIII

codon start
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product cytochrome oxidase subunit III

transl table

note TGC stop codon

tRNA　10712..10779　　product tRNA-Gly

CDS join(10780‥ 10952,10954‥ 11131)　　gene ND3

note extra one base at position 1 0953 :reading丘ame presumably

maintained by translational frameshift or RNA

codon start

product NADH dehydrogenase subunit 3

transl table

tRNA　11133‥ 11200　　　product tRNA-Arg

CDS　11201‥ 11497　　gene ND4L

codon start

product NADH dehydrogenase subunit 4 L

transl table

CDS　11491‥ 12870　　　gene ND4

note TGC stop codon

codon start

product NADH deny血ogenase subunit 4

transl table

tRNA　12869‥ 12937　　product tRNA-His

tRNA　12939‥13004　　product tRNA-Ser

tRNA l〕006‥ 13076　　product tRNA-Leu

CDS　13077‥ 14894　　gene ND5

codon start

product NADH dehy血ogenase subunit 5

transl table

CDS　14899.. 1 604 1　　gene Cytb

codon start

product cytochTome b

transl table

tRNA　16045‥ 16113　　　product tRNAJnlr

tRNA complement(16116-16186)　product tRNA-Pro

CDS complement(16193..16714) gene ND6

codon start

product NADH dehydrogenase subunit 6

transl table

tRNA complement(16716-.16783) product tRNA-Glu
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Appendix 5-10. complete mtDNA annotations of Gallus lafayetii (Ceylon junglefowl)

cjf.mt source　1..16841 organelle mitochondrion

organism Gallus lafayettei

dev_stage adult

tissuejype whole blood

note common: Ceylon Jungle Fowl

∵
二
二
二
蝣
/

.
-
1

1..1292　note control region

1293.. 1359　　　　product tRNA-Phe

1360..2336　　　　product

233 7. 2409　　　　product

24 1 0日4029　　　　product

403 0‥ 4 1 03　　　　product

4113..5087　　　　gene

codon start

12S nbosomal RNA

tRNA-Val

1 6S ribosomal RNA

tKN A-Leu

NDl

1

product NADH dehydrogenase subunit 1

transl table

tRNA　5088.5157　　　　product

tRNA complement^163..5233)

tKNA　5233..5301　　　product

CDS　　5302.. 6342　　　　gene

codon start

2

tRN A-Ile

product tRNA-Gln

tKN A-Met

ND2

1

product NADH dehydrogenase subunit 2

transl table

tRNA　6341..6416　　　　product tRNA-Trp

tKNA complement(6423..6491)　product tRNA-Ala

tKNA complement(6495..6567)　product tKNA-Asn

tRNA complement(6569‥6634)　product tRNA-Cys

tRNA complement(6634‥6704)　product tRNA-Tyr

CDS　　6706.. 8256　　　　gene COI

note GTG start codon

product cytochrome oxidase subunit I

transl table

tRNA complement(8248日8322)　product tRNA-Ser

tRNA　8325‥8393　　　　product tRNA-Asp

CDS　　8395 ‥ 9078　　　　gene con

c o don_start

product cytochrome oxidase subunit II

transl table

tRNA　9080..9147　　　　product tKNA-Lys

CDS　　9 149..93 13　　　　gene ATPase8

codon start

product ATPase subunit 8

transl table

CDS　　9304‥ 9987　　　　gene ATPase 6

codon start

product ATPase subunit 6

transl table

CDS　　9987日1 0772　　　gene COIII

codon start
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product cytochrome oxidase subunit III

transl table

note TGC stop codon

tKNA　10772..10839　　product tKNA-Gly

CDS join(10840日11012,11014.. 11191)　　gene ND3

note extra one base at position 1 1013:reading frame presumably

maintained by translational frameshift or KNA

codon start

product NADH dehy血ogenase subunit 3

transl table

tKNA　11193..11260　　　product tRNA-Arg

CDS　11261‥ 11557　　　gene ND4L

codon start

product NADH dehydrogenase subunit 4 L

transl table

CDS　11551‥ 12930　　　gene ND4

note TGC stop codon

codon start

product NADH dehy血ogenase subunit 4

transl table

tRNA　12929‥12997　　product tRNA-His

tRNA　12999.. 13063　　　product tRNA-Ser

tRNA　13065‥ 13135　　　product tRNA-Leu

CDS　13 136.. 14953　　　gene ND5

codon start

product NADH dehydrogenase subunit 5

transl table

CDS　14958‥ 16100　　　gene Cytb

codon start

product cytochrome b

transl table

tKNA　16104‥ 16172　　　product tRNA-Thr

tRNA complement(16175..16244) product tRNA-Pro

CDS complement^6251..16772) gene ND6

codon start

product NADH dehy血ogenase subunit 6

transl table

tRNA complement(16774..16841) product tRNA-Glu
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