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緒
王子'A

品開

生物の進化とはどのような過程を経て起きてきたものなのか， 生

物の進化史と進化機構の解明は生物学最大の課題である。 この問題

について， 1 8 5 9年 Charles Darwin14l の進化論が発表された。 この

考えに対して， 激しい論争が引き起こされたが， 進化論も世の中に

受け入れられるようになり， 突然変異によって生じた変異が自然淘

汰によって選択され， それによって生物が進化してきたとの考えは

広く一般化している。

この考え方に基づけば， 生物の形質は徐々に変化したものであり，

多くの形質についてその特徴を細かく比較し 変化の順を追ってな

らべることにより， 生物進化の歴史を解析することができるとの考

えが成り立つ。現存している生物の分類はこの考えに基づき， 王 lこ

形態の比較から分けられたものであり， 化石種を含めた多くの系統

樹が提案されてきている。

しかし， 生物の形態に基づいた評価には主観的な要素が入りやす

く， 分類学者が重視した形質によって異なった結果を与えるため，

真の進化史はどの経路を通ったか， どちらの分類が正しいのか，

争が絶えない。 これには収束進化や平行進化の問題が絡んでおり，

ーとム
印刷

外観から判断する進化解析はこの問題を避けて通ることができない。

収束進化 (convergent evolution)は鳥の翼と昆虫の羽のように起

源の異なる種から外見上類似した構造を生じる進化をいい， この他

にもイルカ， 魚類，旬、竜でヒレの形が非常に類似しているなど数多

くの伊jが存在する。平行進化 (parallel evolution)は独立した 2種

以上の発生系図で同じような傾向を 生じることをいい 白亜期に絶



滅した恐竜類と現存する晴乳動物類がともに同じような形態で生態

系に展開していることなどがあげられる。 また， 同じ晴乳類の中で

も有袋類と有胎盤類で独立して同様な穫を進化させていることが知

られている。 このような進化過程での傾向は生物が環境に適応する

場合， その環境に最も適した形態に進化していった結果であると考

えられる。

例にあげたこれらの種については分岐した年代が非常に古いため，

器官の形態的相違から識別することが可能である。 しかし， より近

い年代に分かれたと考えられる種において判断に迷う例が多い。 ジ

ャイアントパンダは 1 9世紀になってから世界に知られるようにな

った動物であり， 発見当時からその分類学的位置について議論が続

いている。 その要旨 2 7・2 8・.'" )は， 外観からはクマであり， 骨と歯
並びからはレッサーパンダやアライグマの仲間であるというもので

あった。近年になって分子進化的解析が行われ， ジャイアントパン

ダはクマに近い種であるとの結論に達している 28}O

分子進化は D N A の塩基配列や蛋白質のアミノ酸配列の比較から

系統関係を推定するもので， 形態の類似にまどわされないという利

点、がある。 19 6 0年代に蛋白質のアミノ酸配列データが集まりはじめ，

それら配列聞の比較が行われた。 その結果， 同種蛋白質問のアミノ

酸置換数はそれらの種が分化してから経過した時聞にほぼ比例する

という「分子時計」といわ Eれる現象が明かとなった。 この「分子時

計」は蛋白質の種類によって決まる一定の速度を持つこと， 生物の

種の違いに影響されないこと， などから生物の進化を解析する上で

非常に有効な手法であることが示された.3・ 6 8 )。また， 蛋白質のア

、ノ酸配列はだれが分析しても同じ結果を与え， それに基づく系統
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解析は客観的なデータとして扱うことができるようになった。

その後， D N A の塩基配列データにおいても「分子時計」の成立

することが明らかにされ 現在では系統解析のデータとして D N A 

塩基配列が一般的に扱われるようになった。 このように D N A が主

に扱われるようになった理由としては分析方法の容易さとデータの

質の 2つの面がある。 19 70年代までは塩基配列の決定が困難で， ア

ミノ酸配列が用いられていた。 しかし， 最近の DN A解析技術の進

歩により， D N A の塩基配列の決定がはるかに容易に行えるように

なってきた。現在， 分子進化の系統解析にアミノ酸配列と塩基配列

の両者が用いられている。 しかし， ここで用いられているアミノ酸

配列は蛋白質から決定されたアミノ酸配列ではなく c D N Aの塩

基配列から推定されたアミノ酸配列が大部分である。

第 2の点は DN A塩基配列における情報量の多さである。 蛋白質

を構成するアミノ酸は D N A の 3塩基からなるコドンで規定され，

同じ領域でも D N A はアミノ酸配列に比べ 3倍の情報量を持ってい

る。生物の D N Aで蛋白質 lこ翻訳される部位はごく一部であり， I時

乳類では全塩基配列の 5%以下しか蛋白質に翻訳されていないと言

われている。塩基配列の比較ではこの 95%;以上を占める翻訳されな

い領域を用いることも可能である。 また， アミノ酸数に対しコドン

数が多くなるため， 1つのアミノ酸に対し複数のコドンが存在する。

これは突然変異で塩基置換が生じてもアミノ酸の変化が起きない場

合のあることを示しており， 同義置換 (synonymous substitution) 

といわれている。同義置換部位での進化速度はアミノ酸変化を引き

起こす非同義置換 (nonsynonymous substitution)の進化速度と異な

っており， c D N Aの塩基配列から質の異なる 2種の情報を得るこ

ハ
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とができる。

D N Aの塩基配列やアミノ酸配列に「分子時計」が成立する理由

は木村 3 5・ 3 7 )によって提唱された「分子進化の中立説」から説明さ

れる。木村は， 進化的変化の大部分が正の淘汰ではなく， 淘汰に中

立またはほとんど中立な突然変異遺伝子の偶然的な浮動によって起

こると主張している。生物界に存在する遺伝的な変異が正の淘汰に

よるものであるならば， それには何らかの優性的な理由が付随して

いる。 ダーウィンの考えを発展させたネオ・ダーウィニズムによれ

ば， その変異が存在している理由はそれが何らかの優れた形質を持

っているからであると考える。 したがって， 変異は機能に関与して

いる重要な領域に多く， 同義置換部位など機能に関与しない領域で

は少ないことになる。

一方， I中立説」によれば， 存在するほとんどの変異は偶然的な

浮動によるもので， 中立的な変異が大部分を占める。機能に有害な

遺伝的変異は淘汰によって除去され， 後に残る変異は機能に関与し

ない部分に多いことになる。 I中立説」は発表当時ダーウィンの進

化論を否定するものとして激しい批判を浴びたものの， その後多く

の分子データが「中立説」を支持している。多くの遺伝子の塩基-配

列で同義置換部位は変化しやすく， 非同義置換部位は変化が少ない。

また， 蛋白質のアミノ酸配列の比較においても， ヒストンなどの機

能的に重要な蛋白質の変異 t速度は非常に遅く， フィブリノペプチド

のように血液凝固時に切り出され， その後の機能のない蛋白質は変

異速度が大きい。

「中立説」は木村自身が述べているように， 全ての突然変異が厳

密に中立であると主張しているのではなく， 非常に多くの負の淘汰



といくらかの正の淘汰の存在も認めている。負の効果のある突然変

異は淘汰によって速やかに集団中から排除されるので， 観察される

割合は少なし1。 また正の効果のある突然変異は頻度が少ないので同

じく観察される割合は少ない。 したがって， 現在観察される変異は

淘汰に中立な変異であると考えることができる。淘汰に中立な変異

であれば， ある 2つの種が分岐してからの変異は独立に起こり， 2 

種聞の変異数は分岐年代に比例して増加していく。逆に， ある 2種

の配列を比較すればその配列の相違の程度から分岐してからの経過

年数を推定することが可能となる。実際には系統ごとに変異速度に

違いがあり， 単純に分岐年代を推定することは困難である。 しかし，

系統聞の分岐パターンを推定することは可能であり， 年代の明らか

になっている化石データを考慮することにより， かなり正確に分 I[皮

パターンと分岐年代を決定し， 系統樹を作成することができるよう

になった。

この分子進化による解析が効果をあげた例として霊長類の系統解

析をあげることができる。人類の起原は化石の証拠から 2000-3000

万年前であるとされていた。 しかし Sarich and Wilson59)によっ

てヒトとチンパンジーが約 500万年前に分岐したことが示されて以

来， この分岐年代を支持する数々の分子生物学データが出されてき

た。新しい分岐年代の推定はしだいに受け-入れられ， 当時， 人類の

古い化石と考えられていたものは他の霊長類の祖先の化石であると

されるようになってきている 27}0

有蹄類は爪のかわりに蹄を持つようになった動物全体を指し， 地

上を走り， 植物性食物を取るように進化したグループと考えられる。

有蹄類は 60 00-6 5 0 0万年前の暁新世のころ現れ， 奇a%目と偶蹄固に

r
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分かれた後， 温暖な気候のもとに急速な適応放散をしめした。初期

には奇蹄目の分化が進み， 偶蹄目はその後 3800 -2 600万年前の漸新

世の気候変動を境に適応放散をし， 現在では奇蹄目よりも優勢なグ

ループとして存在している 29.52)0

偶蹄目は暁新世と始新世の境界付近の年代でイノシシ亜日が分化

し， さらに残るグループがラクダ亜日とウシ亜日の 2つのグループ

に分かれている。 なかでもウシ亜日は現生の陸上大型補乳類で最も

めざましく， 多様な発展をとげたグループで， 熱帯から砂漠， 山岳

地帯まで広く分布している。 ウシ亜日は約 26 00万年前以後， 地球の

草原化とともに急速に分化をとげたため， 相互に分岐した年代が近

く， 現生する動物種閣の分岐系統関係は明確となっていない。

ウシ， ヤギ， ヒツジなど現在， 家畜として飼われている動物の大

部分は偶蹄目ウシ亜自に属している。 これらにおける系統関係を明

確にすることは人聞が利用している家畜の各種形質の進化を検討し，

改良を加えていく上で重要なことがらである。

例えば， 本研究で分子進化の解析に用いている κ ーカゼインは乳

蛋白質の主要成分であり， そのアミノ酸配列の違いによって乳の性

質は異なってくる。 ウシ， スイギュウ， ヤギ， ヒツジの乳から造ら

れるチーズはそれぞれ異なった特徴を有し， それは乳構成成分の性

質の違いに基づいている。 ウシの乳の場合も κ ー カゼインのアミノ

酸配列多型でチーズの物性に違いが表れてくる。 したがって， ウシ

の乳構成成分の遺伝子を改変し， 新しい性質を付与することはバイ

オテクノロジーの利用として 1つの方向を示すものと考えられる。

しかし， ランダムな変異の導入は蛋白質の機能を阻害する可能性も

持っており， 遺伝子のどの部分に変異を導入するかは重要な問題で



ある。実際， 酵素遺伝子はアミノ酸 1個の 置 換によ って全 く機 能を

消失してしまうことが多くの研究で示されている。 一 方， 生 物 に お

ける進化の歴史はランダムな突然変異と 選 択の結 果 であり， 自 然、 界

での遺伝子組換え実験ともいえる。 このなかで有 害 な遺伝 子 は除 去

され， 生存 lこ有利な遺伝子や中立な遺伝 子 が残 っていると 考 え られ

る。動物の系統関係が明らかになれば， 特定の蛋白質が機能を維持

したまま， どのように変化してきたか明らかになり， また， そ れ ら

の種が生育している環境と蛋白質機能の相互関係も明らかになると

期待される。

ウシ亜日を含む偶蹄類の分子進化についてはいくつかの解析がな

されている。 しかし， その解析においてウシ科とシカ科の位 置， お

よびそれらが単系統であるのか否かについて， 結果が分かれている。

初期に行われた蛋白質のアミノ酸配列の比較で， フィブリノペ プ

チド 2 5 )とリボヌクレアーゼ 7)のデータはウシ科とシカ科が単系統

であることを示しており これは化石データから得られる結果とも

一 致していた。 一 方， 1 9 9 1年に 1r w i nら 3<4 )が発表したミトコンドリ

ア D N A のシトクロム b遺伝子のデータは‘これらの 2科が系統樹の

中で混在し， 系統樹作成の誤差を考慮すると， 単 系統であるのか，

複数の系統であるのか結論を出していない。 また， Gatesyら 2 3 )は

トコンドリアに存在する 12 Sおよび 16StRNA遺伝 子 の部分配列 デー

タからウシ科が単系統ではないことを示唆している。 さらにこの領

域付近について Allardら<4)が 2.7 k bの塩 基 配列を決定し， 比較した

結果， 彼らはウシ科が 単 系統であると考えている。

塩基配列決定の困難さから， 分子進化の解析は 1種類の 遺伝子に

ついて比較される場合が多し、。 これによ っ て 示 される系統樹は遺 伝



子の系統樹であって種の系統樹ではない。 解析に用いた遺伝子の種

類による塩基置換の片寄りも予想され， 種の分岐系統樹を作成する

ためには多くの遺伝子について塩基配列を決定し， その結果から系

統樹を作成することが望ましい。特に動物の系統解析に良く用いら

れているミトコンドリア遺伝子は進化速度が速いため近縁種聞の比

較ができる長所と古い分岐年代で変異が飽和に達する短所とが共存

している。

本研究は家畜種の大部分をしめるウシ亜目の系統関係を明確にす

るため， シトクロム b， κ-カゼイン遺伝子および成長ホルモン遺

伝子プロモータ-領域の塩基配列決定と系統樹の作成を行った。 こ

れらの遺伝子は存在している部位， 機能， 進化速度の異なる遺伝子

である。 また， 対象動物として形態分類から分岐年代が異なってい

ると思われるウシ， サイカ¥ ヤギ， シロイワヤギ， ニホンカモシカ

など偶蹄目のウシ亜目ウシ科ヤギ亜科を中心に 14種の動物を選び，

遺伝子の変異速度と分子系統樹の解析精度， 信頼性の関係を検討し
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第 1章 シトクロム b遺伝子の塩基配列

緒 Eコ

トコンドリアは細胞内に存在する小器官で， 独自の 遺伝子 を保

有し， 真核生物の発生初期に共生関係とな っ た特殊な 原 核細胞を 起

源に持っと考えられている 2)。 ミトコンドリアは比較的容 易 に細胞

分画から分離することができ， その遺伝子の大きさも核 遺伝子 に比

べて小さいため， 分子生物学の研究初期から 集 中的に塩 基 配列の決

定が行われてきた。晴乳動物においてもヒト 5) マウス 8¥ ウシ 6) 

等の全塩基配列が決定されている。また ミトコンドリア DN Aの

変異速度は非常に速く， 近縁種聞においても多くの塩基 置 換が 見 ら

れる IO. 2 7・..9 )。これらの理由からミトコンドリア遺伝 子 は分 子 進

化の研究に最もよく用いられている遺伝子の 1つである。

Polymerase Chain Reaction (P C R) 法 5 6 )の開発は分子 生 物 学

やその応用分野に画期的な進歩をもたらしたが， 分子進化の研究も

その例外ではない。分 子 進化のような研究においては， 対 象とす る

生物種で同じ領域の塩基配列が決定されているか否かが研究の成 否

を左右している。現在では J P C R法を用いて対象領域を増幅し，

さらに増幅された D N A断片の塩基配列を決定することは 容易 であ

る。

分子進 化 研究の手法上で大きな進歩は 1!9 8 9年 Kocherら 3 9 )によ っ

て報告された P C R共通プライマーの概念である。 彼らは 11m乳類，

カエル， ハエのミトコンドリア D N A の塩 基 配列を比較して保 存 性

の高い領域を選び出した。 その領域で共通に保存されている境 基 配

列となるように作成したプライマーは P C R 法で広範囲の動物種か



ら対象領域を増幅することが可能であった。 それまでの考え方によ

れば， プライマー領域の塩基配列の情報は PC Rを行う上で必須の

条件であった。 したがって， 塩基配列の決定されていない遺伝子を

増幅することはできなかった。 しかし， 共通プライマーを使用する

ことにより， 塩基配列が未決定の種からも目的領域を増幅し， 指基

配列を決定できることが明かとなり， その後， 多くの動物グループ

で塩基配列の決定と比較が行われている。 そのなかでもシトクロム

b遺伝子は多くの動物種について塩基配列が決定された遺伝子で，

本研究においても他種との比較上， シトクロム b遺伝子の塩基配列

を決定した。

Kocherら 39 )が決定したシトクロム b遺伝子の配列は 307b p と短

いものであったが， 1 r w i nら 3 4 )はミトコンドリア D N A シトクロム

b遺伝子の前後 lこ存在する tR N A領域にプライマーを設定し， 1 7 

種の晴乳類のシトクロム b遺伝子の全海基配列 1140bpを決定した.

シトクロム b遺伝子の全領域を決定するためには複数の組のプラ

イマーと塩基配列の決定が必要である。 そこで本研究では 1組のプ

ライマーと 1回の塩基配列で決定できる 64 6 b p の領域を対象に 14種

の偶蹄自動物のミトコンドリア D N A について P C R増幅を行い，

塩基配列を決定した。 また， 比較に用いた塩基配列の長さによって

分子進化解析が受ける影響を検討するため， ウシ， スイギュウ， ニ

ホンカモシカ， ニホンジカ， ジャワマメジカのシトクロム b遺伝子

の全域基配列を決定した。
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第 1節 部分塩基配列の決定

1 . 材料および方法

1 )試験材料

塩基配列の決定を行った動物は Jus scrofa (ブタ， イノシシ科)， 

TraguJus java刀 ic u s (ジャワマメジカ， マメジカキヰ)， Cervus 

ρipp 0ρ(ニホンジカ， シカ科)， sos taurus (ウシ， ウシヰヰウシ属) ， 

subaJus bubaJis (スイギュウ， ウシ科スイギュウ属)， Capra 

I!ircus (ヤギ， ウシ科ヤギ属)， Ovis aries (ヒツジ， ウシ科ヒツ

ジ属)， Jajga tatarjca (サイガ， ウシ科サイガ属)， Rupicapra 

rupjcapra (シャモア， ウシ科シャモア属)， Orea/l/刀os a/lJerlCaρus 

(シロイワヤギ， ウシ科シロイワヤギ属)， グθlorl!aedus goraJ (コ。

ラル， ウシ科ゴーラル属)， Capricor刀is suoatreρs i s (シーロ

ウシキヰカモシカ属)， Capricorρis sffiρI!oei (タイワンカモシカ，

ウシ科カモシカ属)， Capricor"is crispus (ニホンカモシカ， ウシ

科カモシカ属)の 14穏である (Fig.l)。

ウシ， ヒツジ， ヤギ， フタ， ニホンカモシカ， ニホンジカ， ジャ

ワマメジカの試料は筋肉を採取し， D N A の抽出を行った。 スイギ

ュウは血液試料から D N A を抽出した。 シャモア， シロイワヤギ，

ゴーラル， シーロー タイワンカモシカの 5種は日本カモシカセン

ターで飼育している個体から採取した毛根を試料とした。 またニホ

ンカモシカについては毛根試料の分析も行った。

-E'ム
-EEム



(Common name) 

(Tri be) 

(Genus) r Japanese serow 
I (nihon kamoshi ka) 

Capr icorn is十Formosanserow 
I (taiwan kamoshika) 
L Serow 
(serow) 

Nelorbaedus--Goral 
(gora 1) 

Orealρos ---Rocky mountain goat 
(shi roi wayagi) 

!?upicapra一一 Chamois
(shamoa) 

Rupicaprini 

(Subfami ly) 

(Order) 

Tragulidae 

r Capra一一一一一 Goat
Caprinae十 Caprini一寸 (yagi) 

L Ovis 一一一一一 Sheep
(hituji) 

Saigini -一一 JaJμ 一一一一 Saiga
(saiga) 

r Bos Cattle 
Bovinae 一Bovini 一寸 (ushi) 

L Bubalus --Water buffalo 
(suigyu) 

Cervus一一一一 Sikadeer 
(nihonjika) 

1ragulus一一一 Lessermouse deer 
(j awa mamej i ka) 

Jus Pig 
(buta) 

(Fami ly) 

Bovidae 
(Suborder) 

Cervidae 

Ruminantia 

Artiodactyla 

Suina一一一一 Suidae

Fig.l Taxa examined in the present study. 

Common names in parenthesis are Japanese names. 

Scientific names of the animals are Capricorρis crispus(Japanese serow). 

Capricorρis Sff inboθi(Formosan serow). ， Capr icorρis sUlatrensis(Serow). 

Nelorbaedus gora I(Goral). !?up icaρra rupicapra(Chamois). ()realf/OS alericaf/Us(Rocky mountain goat). 

Capra bircus(Goat). Ovjs aries(Sheep). Jaiga tatarica(Saiga). Bos taurus(Cattle). 

Bubalus bubaljs(Water buffalo). C，θrvus flIppon(Sika deer). 11・agulusjava刀icus(Lessermouse deer). 

and Jus scro!a(P i g). 
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2 )試験方法

a. D N A試料の調製

筋肉を細切し， 湿重 量 約 50mgの試料に 800μlの 100mM Tris-!lCl(pIl 

9.0)， 100mM NaCl， 5mM EDTA， 1完 SDSを加えた。約 30分間室温でゆ

るやかに摺祥することによって試料の大部分を溶解し， これに等

のフェノール・クロロホルム(1 : 1 )を加えた。約 10分間室温でゆる

やかに撹持した後， 遠心分離し水層を得た。 さらに， この水 層に等

量 のクロロホルム加えて損祥し， 混在するフェノールの除去を行 っ

た。 この水層に 100月 Imlになるように RNase を加え， 3 7 ocで 1時間

R N A の分解を行った. この溶液を等 量 のフェノール・クロロホル

ムで 2回， クロロホルムで 1回処理した後， 2倍 量 のエタノ ー ルを

加え， 遠心分離によって沈澱する DN A分画を得た。

血液からの D N A抽出は Sambrookら 5 8 )に述べられている方法に

準じて白血球層から抽出した。

b. P C R増幅

P C R のプライマーは， ヒト 5)， ウシ 6)，マウス 8)ニワトリ 1 5) 

のミトコンドリア D N A の塩基配列を比較し， シトクロム b遺伝 子

で共通性の高い領域に設定した (Fig.2)。 フォアードプライマ ー

(MI01) の配列は 5.-CAAATCCTCACAGGCCTATTCCTAGC-3.， リパ ースプ

ライマー (MI02) の配列は 5'-TAGGCGAATAGGAAATATCATTCGGGTTTGA T-

3 .である。 これらの位置はウシのミトコンドリア D N A で M1 0 1が

L14643-14668. MI02が H1 5 3 15-1 5 3 4 6の位置に相当する。

P C R は 100μ!の反応液で行い， 10mM Tris-!lCl (pII8. 9)， 1.5mM 

MgC12， 80mM KCl， 500月 Iml BSA， 0.1% コール酸ナトリウム. 0.] % 
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MI03吟 MIOl吟 MI05吟 4・MI02 4・MI04

tRNA(Glu) tRNA(Thr) 

1140 bp 

MIOl: 5'-CAAATCCTCACAGGCCTATTCCTAGC-3' (L14643-14668) 

MI02: 5'-TAGGCGAATAGGAAATATCATTCGGGTTTGAT-3' (H15315-15346) 

MI03: 5'-GACTAATGATATGAAAAACCATCGTTG-3' (L14465-14491) 

MI04: 5'-TTGTTCTTCATCTCTGGTTTACAAGAC-3' (HI5683-15709) 

MI05: 5'-TCCACGAAACAGGATCCAACAACCC-3' (L15112-15136) 

Fig.2 Structure of the mammalian mitochondrial cytochrome b gene and 

the primers for arnplification of the artiodactyl cytochtome b genes. 

Numbers in parentheses are the positions according to the bovine mtDNA 

sequenceO) . 
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Tri tonX-100， プライマ-40 pmole， dNTP200バに Tth DNA ポリメラ

ーゼ (TOYOBO)2ユニットとした。 テンプレートは 500ngの D N A を

用いた。反応は， ZYMOREACTOR (ATTO， AB-1800) を用い， 9 3 ocで 2

分の初期加熱後， 9 3 oC 1分， 6 OOC 1分， 7 2 oC 1分のサイクルを 35回

繰り返した。

毛根試料の P C R は Hi g u c h iら 3 0 )の方法に準じて行った。 1本な

いしは 2本の毛根部分を 10μlの水中で 95 oC 1 0分の加熱を行った。 50 

oCに冷却後 protenase K 溶液を加え， 50 oCで 1時間蛋白質を分解し

た。 95 oC 1 0分の加熱で酵素を失活させた後プライマー， dNTP， Tth 

DNA ポリメラーゼを加え D N A テンプレートと同様の反応液組成

で PC Rを行った。

c . 塩基配列の決定

塩基配列の決定は P C R産物のダイレクトシークエンシングで行

った。 P C R反応液約 90μlを Ultrafree C3-TK (MILLIPORE，分画分

子量 30000)で約 10川に濃縮後. 4完 NuSi eveGTG (FMC)アガロースゲル

電気泳動で分離した。 目的の断片をゲルから切りだした後， 凍結し，

融解後 UltrafreeC3-VV(MILLIPORE， 0.1川)で遠心することによって

アガロースゲルから DN Aフラグメントを含む水層を分離した。 こ

の水層を Ultrafree C3-TK ，こ移し， 10mM Tri s-IICl (pH7. 5)， 0.1mM 

EDTA溶液 300μ!と滅菌水 300μlで遠心・洗浄した。 さらにこの液を 14 

μlに濃縮し， シーケンス反応のテンプレートとする精製 D N A を得

た。 シーケンス反応は ABI社の Dye Terminator Cycle Sequencing 

K i tで行った。 1つの試料から得られた精製 oN A 溶液を 2分し， そ

れぞれ MI01， MI02 をプライマーとするサイクルシーケンス反応を行

r
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った。反応液組成は ABI社のプロトコールにしたがった。反応は ZYM

OREACTOR (ATTO， AB-1800) を用い， 9 6 oC O. 5分， 5 5 oC O. 5分， 6 0 oC 

4分のサイクルで 25回行った。

反応終了後 Bio-Spin 30カラムで 2500 rpm， 2 分の遠心をかけ， 反応

液から未反応物質を除いた。 この液に酢酸ナトリウム溶液とエタノ

ールを加え， -2 0 oCで 30分放置後， 遠心分離によって反応産物を得た。

これを自動 DN A シーケンサ (ABI373A) に.かけ， 境基配列を決定し

た。 フラグメントの両端から決定した約 300-450bpをプログラムで

結合し， 646bp の塩基配列を決定した。



2. 結果と考察

プライマ一 M101とMI02を用いる P C R で 14種の偶蹄 目全てから目

的の領域を増幅することができた。 これは新たに設計したプライマ

一 MI01とM1 0 2が共通プライマーとして偶蹄自動物のシトクロム b遺

伝子増幅に使えることを示している。決定した塩基配列の比較を ri 

g. 3 に， アミノ酸配列の比較を Fi g. 4 に， 個々の動物についての塩

基配列と翻訳アミノ酸配列を Fig.S 1から Fig.S 1 3に示す。塩 基

配列はアミノ酸配列との比較上， 5' 末端の 1 塩基を除いた 6~5bp

を示している。

ウシ 6)， ヒツジ 34)，ヤギ 34)， ブタ 3 .. )のシトクロム b遺伝 子に

ついてはすでに塩基配列が発表されている。本研究で決定した境 基

配列と比較すると， ウシは完全に 一 致し， ヒツジで 7 ヶ所， ヤギで

1 6ヶ所， プタで 2 ヶ所の相違点があった。 ミトコンドリア遺伝子は

変異速度が速いため 同じ種内においても多型現象が認められる。

ヒツジ， ヤギにおいて， 相違箇所は決定した塩基配列の 1.1 %およ

び 2.5%に相当する。制限酵素切断型の違いから計算されたヒツジ，

ヤギの多型割合は 0.5-1.0%および 2.0%であり， これと比べ高い値

ではなかった。 また 塩基置換のうちヒツジの全てとヤギの 14ヶ所

は同義置換でアミノ酸配列に変化を与えなし1。 したがって， これら

発表されている塩基配列との相違は分析に用いた個体または系統に

よる多型であると考えられtた。

ニホンカモシカは筋肉から抽出した DN A試料と毛根試料の両者

について塩基配列を決定した。 その結果， 個体が 異 なるものの両者

の塩基配列は完全に 一 致し， 試料部位の違いによる多型はないもの

と考えられた。
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Cattle 
Water buffalo 
Sheep 
Goat 
Japanese sero¥Y 
ForDlosan serow 
Serow 
Goral 
Chamois 
Rocky D10untain goat 
Saiga 
Sika deer 
Lesser mouse deer 
Pig 
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新規に決定した部分塩基配列は以下の aecession numberで DN A 

データベース(D D B J )に登録した。

タイワンカモシカ D 3 2 1 9 4 (Fig.S 8) 

ンーロー D 3 2 1 9 5 (Fig.S 9) 

コーラル D 3 2 1 9 6 (Fig.S 10  

シャモア D 3 2 1 9 7 (Fig. S 1 

シロイワヤギ D 3 2 198  (Fig.S 12) 

サイガ D 3 2 1 9 9 (Fig.S 13) 

A
q
 

円
J
'u



第 2節 部分塩基配列の特徴

F i g. 3の塩基配列より求めた塩基 置 換数を Table 1から Table 4 

に示す。 コドン全部位の比較では古い時代に分岐し亜 自 の 異 な るブ

タと他のウシ亜自の種との違いが大きく， ヤギ亜科カモシカ 属 の 3

種， ニホンカモシカ， シーロー， タイワンカモシカの間の塩 基置 換

数が最も少なかった。 これは分岐した時期の違いを反映してい る と

考えられ， シトクロム b 遺 伝子で分 子 時計が成立していると 考えら

れた。

コドンの部位別に塩基置換数を見ると， 第 3部位での 置 換が 圧 倒

的 lこ多く， 平均すると全置換数の 79.1 %がコドン第 3部位に 生 じて

いた CTable 2， 3， 4， 5)。 コドンは第 3部位の塩基が変化し

てもアミノ酸の種類が変わらない同義 置 換が多く， 他の遺伝 子で も

第 3部位の変異割合は 高 い。 しかし， 今回の例でも分かるとおり，

シトクロム b遺伝子における第 3部位の変 異 割合は核遺伝 子と 比べ

て非常に高く 何らかの原因によって片 寄 りが 生 じていることが 考

えられた。 また， ミトコンドリア遺伝子では塩基置換速度が速いた

め同じ部位に何度も変異の起こる多重置換や， その結果とし て の塩

基置換の飽和現象が指摘されている 10・ 2 7・ 49)0

アミノ酸配列の比較でみると， 置 換数は境基配列と比べ て 少なく，

シトクロム b遺伝子では非同義置換が少なく， 同義 置 換の多いこ と

を示していた CTable 6)。
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Table 1. Numbers of nucleotide substitutions among the cytochrome b genes in Artiodactyla. 

(All position; 645bp) 

(2) (3) (4) (5) (6) (7) (8) (9) (10) (11) (12) (13) (14) 

Pig (1) 111 133 133 122 111 127 126 118 131 128 119 121 123 

Lesser mouse deer (2) 122 95 108 97 115 120 110 102 120 107 108 113 

Sika deer (3) 97 96 94 84 91 95 100 94 88 93 93 

Cattle (4) 75 100 101 94 94 90 100 91 91 99 

Water buffalo (5) 90 92 98 88 96 97 87 92 101 

Saiga (6) 88 93 82 88 96 86 91 96 

Sheep (7) 69 71 79 90 67 75 79 

Goat (8) 83 88 86 72 83 78 

Rocky mountain goat(9) 82 79 70 77 82 

Chamois (10) 78 69 72 73 

Goral (11) 62 61 68 

Japanese sero¥Y (12) 40 47 

Serow (13) 30 

Formosan sero¥Y ( 14) 



Table 2. Numbers of nucleotide substitutions among artiodactyl cytochrome b genes. 

(First position; 215bp) 

(2) (3) (4) (5) (6) (7) (8) (9) (10) (11) (12) (13) (14) 

Pig (1) 18 21 20 19 19 20 21 20 19 19 17 15 18 

Lesser mouse deer (2) 19 12 18 16 20 18 18 11 18 15 14 15 

Sika deer (3) 17 18 18 17 16 16 17 15 16 15 16 

Cattle (4) 14 20 20 16 19 15 18 13 14 15 

Water buffalo (5) 16 15 17 20 19 19 16 13 16 
Saiga (6) 11 14 15 11 16 15 14 16 

Sheep (7) 10 12 12 10 12 10 13 

Goat (8) 16 14 10 12 10 13 

Rocky mountain goat(9) 12 10 12 12 13 

Chamois (10) 12 10 10 11 

Goral (11) 8 6 9 

Japanese serolY (12) 6 9 

Serow (13) 3 

Formosan serolV (14) 



Table 3. Numbers of nucleotide substitutions among artiodactyl cytochrome b genes. 

(Second position; 215bp) 
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(4) (3) (2) 

Pig (1) 

Lesser mouse deer (2) 

Sika deer (3) 

Cattle (4) 

Water buffalo (5) 

Saiga (6) 

Sheep (7) 

Goat (8) 

Rocky mountain goat(9) 

Chamois (10) 

Goral (11) 

Japanese serow (12) 

Serow (13) 

Formosan serow (14) 



Table 4. Numbers of nucleotide substitutions among artiodactyl cytochrome b genes. 

(Third position; 215bp) 

(2) (3) (4) (5) (6) (7) (8) (9) (10) (11) (12) (13) (14) 

Pig (1) 85 107 108 97 87 103 99 92 107 102 96 99 98 

Lesser mouse deer (2) 98 78 86 74 89 94 86 86 93 88 87 91 

Sika deer (3) 74 73 72 64 72 74 79 71 69 72 71 

Cattle (4) 58 74 76 71 70 71 76 73 73 78 

Water buffalo (5) 69 73 75 64 74 73 67 74 80 

Saiga (6) 76 76 64 75 74 68 73 76 

Sheep (7) 57 57 66 75 53 62 63 

Goat (8) 63 71 69 56 68 60 

Rocky mountain goat(9) 69 64 56 62 66 

Chamois (10) 62 58 60 60 

Goral (11) 49 49 53 

Japanese sero¥Y (12) 31 35 

SerolY (13) 23 

Formosan serolY (14 ) 



Table 5. Third/all positions ratios of substitution sites for the cytochrome b genes 

in Artiodactyla. (先)

(2) (3) (4) (5) (6) (7) (8) (9) (10) (11) (12) (13) (14) 

Pig (1) 76.6 80.5 81.2 79.5 78.4 81.1713.6 78.0 81.7 79.7 80.7 81.8 79.7 

Lesser mouse deer 

Sika deer 

Cattle 

Water buffalo 

Saiga 

Sheep 

Goat 

(2) 

(3) 

(4) 

(5) 

(6) 

(7) 

(8) 

Rocky mountain goat(9) 

Chamois (10) 

Goral (11) 

Japanese serow (12) 

Serow (13) 

Formosan serow (14) 

80.3 82.179.6 76.3 77.4 78.3 78.2 84.3 77.5 82.2 80.6 80.5 

76.3 76.0 76.6 76.2 7B.1 77.9 79.0 75.5 78.4 77.4 76.3 

77.3 74.0 75.2 75.5 74.5 78.9 76.0 80.2 80.2 78.8 

76.7 79.3 76.5 72.7 77.175.3 77.0 80.4 79.2 

86.4 81.7 78.0 85.2 77.179.180.2 79.2 

82.6 80.3 83.5 83.3 79.182.7 79.7 

75.9 80.7 80.2 77.8 77.3 76.9 

84.181.0 80.0 80.5 80.5 

79.5 84.183.3 82.2 

79.0 80.3 77.9 

77.5 74.5 

76.7 



Tab le 6. Numbers of amino acid substitutions among artjlodactyl cytochrome b proteins. 

(215aa) 

(2) (3) (4) (5) (6) (7) (8) (9) (10) (11) (12) (13) (14) 

Pig (1) 20 21 20 21 21 22 23 19 21 22 20 22 23 

Lesser mouse deer (2) 13 12 15 16 18 15 12 11 16 14 15 16 

Sika deer (3) 11 12 13 12 12 11 11 15 11 12 14 

Cattle (4) 8 15 13 12 10 12 13 9 9 13 

Water buffalo (5) 13 11 13 12 14 15 12 13 17 

Saiga (6) 9 12 10 10 15 14 14 17 

Sheep (7) 8 10 10 12 9 9 14 

Goat (8) 9 8 9 7 7 11 

Rocky w.ountain goat(9) 4 8 7 7 9 

Chamois (10) 8 8 7 10 

Goral (11) 8 8 11 

Japanese sero¥Y (12) 6 10 

SerolY (13) 8 

Formosan serow (14) 
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第 3 節 全塩基配列の決定

1 . 材料および方法

1 )試験材料

11・aguJus java刀ic u s (ジャワマメ ジ カ， マメ ジカ キヰ)， Cervus 

ρipp 0ρ(ニホンジカ， シカ科)， sos taurus (ウ シ， ウ シ科ウ シ属) ， 

subaJus bubaJjs (スイギュウ， ウシ科スイギュウ 属 )， 

Capricornis crispus (ニホンカモシカ， ウシ科カモシカ 属 ) の 5穫

について， シトクロム b遺伝子の全塩基配列の決定を行 っ た。

2 )試験方法

P C R の反応 条 件， シーケンス 反 応 塩 基 配列の決定方 法 は 第 1

節の部分塩基配列の決定方法と同様である。 プライマ ー は フ ォ アー

ドプライマーとして MI03(5' -GACTAATGATATGAAAAACCATCGTTG-3')， 

MI01(5'一CAAATCCTCACAGGCCTATTCCTAGC-3')， MI05(5' -TCCACGAAACAG 

GATCCAACAACCC-3' )， リパースプライマーとして MI02 (5' -TAGGCGAA 

TAGGAAATATCATTCGGGTTTGAT-3')， MI 04 (5' -TTGTTCTTCATCTCTGGTTTAC 

AAGAC-3' )を用いた (Fig.2) 0 MI03は tRNA-Gluの領域に設 計 し， M 

1 04 は tRNA-Thrの領域に設計した。 また M1 05は MIOlと M1 0 2の問の飢

域に設計した。 P C Rは MI03/MI04， MI03/MI02， MIOl/MI02， MI05/ 

MI04の組み合わせで行ったら
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2 . 結果と考察

シトクロム b遺伝子の各部分配列を決定し， それらを連結するこ

とによって全塩基配列を決定した。決定したシトクロム b遺伝子の

長さはウシ， スイギュウ， ニホンカモシカ， ニホンジカ， ジャワマ

メジカとも 1140bpであった。

ウシについては全塩基配列 2 J )がすでに発表されており， 本試験で

決定した配列はこの配列と一致していた (Fig.S 1)。

新規に決定した塩基配列は以下の accession numberで D N A デー

タベース(D D B J )に登録した。

スイギ‘ュウ

ニオ、ンカモシカ

ニホンジカ

ジャワマメジカ

D 3 2 1 9 3 

D 3 2 1 9 1 

D 3 2 192  

D 3 248  9 

(Fig.S 2) 

(Fig. S 3) 

(F ig. S 4 ) 

(Fig.S 5) 
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第 4節 第 1章の要約

第 1章においては種の偶蹄自動物， ブタ(イノシシ科)， ジャワ

マメジカ(マメジカ科)， ニホンジカ(シカ科)， ウシ(ウシ科ウ

シ属) ， スイギュウ(ウシ科スイギュウ属)， ヤギ(ウシ科ヤギ属)， 

ヒツジ(ウシ科ヒツジ属) サイカ♂(ウシ科サイカ♂属) ， シャモア

(ウシ科シャモア属)， シロイワヤギ(ウシ科シロイワヤギ属)， 

ゴーラル(ウシ科ゴーラル属)， シーロー(ウシ科カモシカ属)， 

タイワンカモシカ(ウシ科カモシカ属)， ニホンカモシカ(ウシ科

カモシカ属)を試験対象とした。

これらの組織より取り出した D N A をテンプレートとして P C R 

をおこない， ダイレクトシークエンシングの手法で P C R 産物の出

基配列を決定した。

ジャワマメジカ ニホンジカ ウシ スイギ、ュウ ニホンカモシ

カの 5種は全塩基配列 1140bpを決定し， その他の 9種については部

分境基配列 646b p を決定した。
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第 2 章 κ - カゼイン遺伝子の塩基配列

緒 Eコ

乳蛋白質のカゼインは α， β， κ ー カゼインの 3種が存 在 して い

る。乳中では疎水性の α， β ー カゼインを両親媒性の κ ーカゼ イン

が結合することによって水可溶性となり， リン酸カルシウム と とも

にカゼインミセルを構成している。

κ ー カゼインの分子構造は大きく 2 つの部分に分けられる。 キモ

シンによって分離される C端側の水可溶性ペプチドをカゼイン マ ク

ロペプタイド N ~市側をパラカゼ.インと称している。 カゼイン マ ク

ロペプタイドは親水性であることが要求されるものの， その他の分

子 構造的な制約は少なく， 比較的変異の多い領域であると 考 えられ

る.6 )。ウシの κ ー カゼインでは A. B. C. E の 4 程の 遺伝 的 多

型が知られており その部位は全てカゼインマクロペプタイドの飢

域に存在している .5， -1 7， 60)。 また κ ー カゼイン分 子全 体の構 造

も， 動物の子供の栄養となる役割が最も大きく， 酵素などの 蛋白質

と比べ分子構造の自由度は大きし1。 そのため， κ ー カゼインは比較

的アミノ酸置換速度の速い蛋白質の部類にはいり， 最も速いフィブ

リノペプチドの約 1/ 3の速さでアミノ酸 置 換を起こしている 49)0

D N Aの境基配列または蛋白質のアミノ酸配列をもとに分 子 進化

学的解析を行う場合には 遺伝子の 重 複を考慮する必要がある。生

物の遺伝子は初期の祖先遺伝 子 から段々な 重 複と斜1f矢-えを経 て 成 立

したものであると考えられている 6 .. )。 童話Zをおこした造 伝子 は機

能的制約から解除され 変異速度は 急 激に 上昇する。 また， 配列 の

同じ 重 複部分同 士 で組換えを起こす。 そ のため， 系統関係を検 討す
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る動物グループ中で目的遺伝子の重複， 組換えが起きると， ま ち が

った解析結果を与える可能性がある。

カゼイン遺伝子は乳蛋白質の遺伝子であり， 11，日乳郊の成立以後に

機能するようになった遺伝子であることは明かである。 アミノ般配

列の比較から κ ー カゼイン遺伝子は他のカゼイン遺伝子とは起訴が

異なり ， フィブリノーゲン遺伝子ファミリーに属するといわれてい

る 4UO ウシの κ ー カゼインはシングルジーンであることも明らか

にされており 3¥ 他の遺伝子と組換えを起こしている可能性は少な

~\o 

このように， アミノ酸置換速度が速いこと 遺伝子がシングルジ

ー ンで あること， は分子進化学的解析の対象として適した性質であ

る。本研究では系統解析に用いる核遺伝子として κ ー カゼイン泣伝

子を選び， 決定した境基配列をデータとして用いた。



第 1節 エキソン IT， 皿， IVの塩基配列の決定

1 . 材料および方法

1 )試験材料

塩基配列の決定は第 1章 のシトクロム b 遺伝 子の決定に用いた動

物と同じ個体より採取した試料から行 っ た。

動物は Jus scrofa (ブタ イノシシ科 )， Tragu/us java刀 icus

(ジャワマメジカ， マメジカキヰ)， Cθr v u sρ iPPOfl (ニホンジカ， シ

カ科)， 80S taurus (ウシ， ウシ科ウシ属)， 8uba/us buba/is (ス

イギュウ， ウシ科スイギュウ属)， Capra !Jircus (ヤギ， ウシヰヰヤ

ギ属)， Ovis aries (ヒツジ ウシ科ヒツジ属)， Jaiga tatarica 

(サイカ¥ ウシ科サイ力。属)， Rupicapra rupicapra (シャモア， ウ

シ科シャモア属) Oream刀os amθr 1 C a刀us (シロイワヤギ， ウシヰヰシ

ロイワヤギ属)， #emorllaedus gora/ (ゴーラル， ウシ科ゴーラル民)， 

Caρricorflis SUlsatrθ刀si s (シーロー， ウシ科カモシカ属)， 

Capricorflis SJfiρ!Joei (タイワンカモシカ ウシキヰカモシカ属) ， 

Capricorflis crispus (ニホンカモシカ， ウシ科カモシカ属)の 1 ;1 

種である (Table 1)。

ウシ， ヒツジ， ヤギ， ブタ ニホンカモシカ ニ ホンジカ， ジャ

ワマメジカの試料は筋肉を採取し D N A のれ11LUを行 った。 スイギ

ュウは血液試料から D N A を羽11出した。 シャモア， シロイワヤギ，

ゴーラル， シーロ一， タイワンカモシカの 5極は 日本カ モシカセン

ターで飼育している個体から採取した毛根を試料 とした。

2 )試験方法

門，ln〈U



a. D N A試料の調製

試料は第 1章第 1節「部分塩基配列の決定」で作成した D N A を

用いた。毛根試料は第 1章と同じ個体から同時期に採取した毛似を

用いた。

b. プライマーの設計

κーカゼイン cDNAの犠基配列についてはラットバ)， マウス 65¥

モルモット 26¥ ウシ 61)， ヒツジ 22}，ヤギ l Z)，ブタ 4 2 )ですでに

決定されている。 しかし， c D N Aから境基配列を決定するには対象動

物の mRNAを得る必要があり， 本試験の対象動物全ての ml~ N Aを得るこ

とは新鮮組織を要求する m!(N A抽出の手法から困難である。

一方， ゲノム遺伝子の境基配列についてはウシ 3)の配列だけが決

定されているにすぎない。 その配列によれば遺伝子は 5つのエキソ

ンからなり， 全長は 10 k bを超える。 この全ての領域を P C R で増幅

することはできないため， 各エキソンの外側の領域にプライマーを

設計し， エキソン部分だけを増幅することとした(ド ig. 5 ) 0 5つ

のエキソンのうち蛋白質をコードしているエキソンは II， 111 ， IVで

あるので， この 3 つのエキソンの取法配列を解析対象とした。

当該遺伝子の境基配列はウシについてしかわかっていないため，

プライマーは全てウシ κ ー カゼイン遺伝子の配列をJl1いた。
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2A : 5 '-CTAATTGTTTAATTTAATTTAGGTGCA-3 ， (2578-2604) 

28 : 5'-CAAAACTGATTAGATGAAATTAACTC-3' (2664-2689) 

3A : 5'-TCTTGTTTCTGATTCTTTCTCTGAATCTC-3' (8451-8479) 

38 : 5'-GGATTCATATCTCTACTGGAAACAAA口TA-3' (8519-8548) 

4A : 5'-TAATACCATTCTGCATAATTTATTTTTTTACAG-3' (10496-10528) 

48 : 5'-CTGCGTTGTCTTCTTTGATGTCTC-3' ( 11022-11045) 

4C : 5'一CCCACATTTATCATTTATGGCCATTCC-3' (10801-10827) 

40 : 5'-GATTTCTGTTTTATCCTGATTTTTCTTTGG-3' (10829-10858) 

Fig.5. Structure of the bovineκ ←casein gene and the primers for 

arnplification of thc al'tiodactylκ一caseingenes. 

Numbers in parenthcses are the positions according to the bovineκ一casein

gene3) 

n
H
d
 

n《
J
V

1.8kb 

V 

¥ 

¥ 



c . エキソン Hの塩基配列決定

P C Rのプライマーは 2A(5' -CTAATTGTTTAATTTAATTTAGGTGCA-3')を

フォアードフライマー， 2B(5' -CAAAACTGATTAGATGAAATTAACTC-3')を

リパースプライマーとした。

P C R は 50μlの反応液で行い， 10mM Tris-HC1 (pI!8. 9)， l，5mM 

MgClz， 80mM KC1， 500月 Iml BSA， 0.1完コール酸ナトリウム. O. 1 % 

Tri tonX-100， フライマ-20 pmo1e， dNTP200μ門， Tth DNA ポリメラ

ーゼ (TOYOBO)1ユニットとした。 テンプレートは 250n gの D N A を

用いた。反応は， ZYMOREACTOR (ATTO， AB-1800) を用い， 9 3 ocで 2

分の初期加熱後， 9 3 oC 1分， 5 5 oC 1分， 7 2 oC 1分のサイクルを 35 In 

繰り返した。

毛根試料の P C Rは Higuchiら 3 6 )の方法に準じ， 第 1章のシトク

ロム b遺伝子の決定時に行った処理と同様にして D N A を露出させ，

その後の P C R は D N A テンプレートと同様に行った。ただし， 毛

根試料は P C R 産物の量が少ないため， 4% NuSieveGTG(FMC)アカ♂ロ

ースゲル電気泳動で分離， 精製を行った P C R産物の 一 部をテンプ

レートとし， 同じ条件で再度 P C R を行った。

塩基配列は P C R産物のダイレクトシークエンシングで決定したo

P C R 反応液約 40μlを Ultrafree C3-GC (MILLIPORE 分四分子 量 1

0000)で約 10μlに濃縮後 1% NuSieveGTG(FMC)アガ.ロースゲル芯気泳

動で分離した。 目的の断片をゲルから切りだした後， 凍結し， 融向卒

後 Ultrafree C3-YY (MILLIPORE， 0.1川)で遠心することによってア

ガ.ロースゲルから D N A フラグメントを含む水層を分離した。 この

水層を U1trafrce C3-GC に移し， 10mM Tris-I!C1 (pI!7. 5)， 0.1mM ED 

TA溶液 30 0μ! と滅菌水 300川で遠心・洗百f した。 さらにこの波を 11μi
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に濃縮し， シーケンス反応のテンプレ ー ト とする精製 D N A を得た。

シーケンス反応は ABI社の Dye Terminator Cycle Sequencing Kitで

行った。 1つの試料から得られた 精 製 D N A 溶 液を 2 分 し， そ れ ぞ

れ 2A， 2 Bをプライマーとするサイクルシーケンス 反 応を 行った。反

応液組成は ABI社のプロトコールにしたが っ た。反 応は ZYMOREACTOR

(ATTO， AB-1800) を用い， 9 6 oC O. 5分， 5 0 oC O. 5分， 6 0 oC 4分 のサ

イクルで 25回行った。

反応終了後 Bio-Spin 30カラムで 2500rpm，2分の 遠 心をかけ， 反 応液

から未反応物質を除いた。 この液に酢酸ナトリウム溶液と エ タノ ー

ルを加え， -2 0 oCで 30分放 置 後， 遠心分離によって反応 産 物を 得 た。

これを自動 D N A シーケンサ (ABI373A) にかけ， 境 基 配列を決 定 し

Tこ。

d. エキソン血の塩 基 配列決定

P C Rのプライマーは 3A(5' -TCTTGTTTCTGATTCTTTCTCTGAATCTC-3') 

をフォアードプライマー 3B (5' -GGATTCATATCTCTACTGGÂ ACAAACTTA 

-3' )をリパースプライマーとした。

P C Rおよびそれ以後の処理はプライマーの配列を除き エ キソ ン

H と同様の方法で行 っ た。

e . エキソン W の涜 基 配列決定

エキソン IVの配列決 定 は 2段階の P C R で行 っ た。 これは エキ ソ

ン W がウシの配列で 51 7 b p と長 い領域をコードしており， 両立;品か ら

のシーケンシングでは中心部分の邸 基 配列が不 正 確となるた めであ

る。

'
E
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ム
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P C Rのプライマーは 4A(5' -TAATACCATTCTGCATAATTTATTTTTTTACA 

G-3')， 4C(5・一 CCCACATTTATCATTTATGGCCATTCC-3')を フォアードプラ

イマー， 4 B ( 5 '一 CTGCGTTGTCTTCTTTGATGTCTC-3')， 4D(5' -GATTTCTGTT 

TTATCCTGATTTTTCTTTGG-3' )をリパースフライマ ーと した。

第 1段階の P C R は 4A， 4 Bをプライマーとし， 5 0μlの 反応液で行

った。反応液の濃度は 10mM Tris-IICl (pII8. 9)， 1.5mM MgC12， 80mM 

KCl， 500月 Iml I3SA， 0.1% コール酸ナトリウム， O. 1完TritonX-100，

プライマー 20 pmole， dNTP200川， Tth DNA ポリメラーゼ (TOYOBO)1 

ユニソトとした。 テンプレートは 250n gの D N A を用いた。 反 応は，

ZYMOREACTOR (ATTO， AB-1800) を用い， 9 3 ocで 2 分の初期加熱後，

9 30C 1分， 6 0 oC 1分， 7 2 oC 1分のサイクルを 35回繰り返した。

第 2 段階の P C R は第 1段階の P C R 産物を 4% NuSieveGTG(FMC) 

アガ‘ロースゲル 電気 泳動で分離， 精製し， その P C R 産物の一部を

テンプレートとしておこなった。 プライマーは 4A/4D， 4C/4sの 2キ11

の組み合わせで P C Rを行った。反応条件はプライマーの配列を!徐

き第 1段階の P C R と同線である。

毛根試料の P C R は 11i g u c h iら 3 6 }の方法に準じ， エキソン ll， 川

と同様に行 っ た。

塩基配列の決定もエキソン n， nrと同様にしてダイレクトシ ー ク

エンシングで行った。 ただし， シーケンス反応はプライマ ー の追い

から 96 oC O. 5分 5 5 oC O. 5分， 6 0 oC 4 分のサイクルで 25回とした。

n
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2. 結果と考察

a . エキソン E の塩基配列

プライマー ZAと ZBを用いる P C R でブタとジャワマメジカを除く 1Z 

種の試験動物から目的の領域を増幅することができた。増幅した D

N A断片の長さはプライマーを含め 1Z極の動物とも 11Z b p であ った。

本試験に用いた 11種の偶蹄自動物のなかでブタとジャワマメジカは

プライマーに用いたウシから系統的に最も離れている 2極の動物穏

であり， 塩基配列の違いから， P C R増幅ができなかったものと考

えられた。

新規に決定したエキソン Hの塩基配列は以下の accession numbcr 

で D N A データベース D D B J )に登録した。

スイギ‘ュウ D 1 436  8 (Pig. S 1 6) 

ヤギ D 1 437  1 (Pig. S 18) 

ニホンカモシカ D 1 4 3 7 4 (Pig. S 1 9 ) 

タイワンカモシカ D 3 2 171 ( P i g S 2 0 ) 

シーロー D 3 2 174  (Fig. S 21) 

コーラル D 3 2 1 7 7 (ド ig.S 2 2 ) 

シャモア D 3 2 1 8 0 (ド ig. S 2 3 

シロイワヤギ D 3 2 1 8 3 ( F i g S 2 4 

サイガ D 3 2 1 8 6 (ド ig S 2 5 ) 

ニホンジカ D 1 437  7 (Pig.S 26) 
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b. エ牛ソン IIIの塩基配列

プライマ - 31¥と 3Bを用いる P C Rでブタを除く 13種の試験動物から

目的の領域を増幅することができた。増幅した D N A断片の 長 さは

プライマーを含め 13穏の動物とも 98bpであった。 ブタのエキソン1II

が増幅できなかったことはプライマー飢域塩基配列の不 一 致のため

と考えられた。

新規に決定したエキソン皿の境基配列は以下の accession numbcr 

で DN Aデータベース(D D B J )に登録した。

スイギュウ D 1 436  9 (Fig. S 16) 

ヤギ D 1 437  2 (Fig.S 1 8) 

ニホンカモシカ D 1 437  5 (Fig.S 1 9 

タイワンカモシカ D 3 2 172  (Fig. S 2 0) 

γ ーロー D 3 2 175  (Fig. S 2 1 ) 

ゴーラル D 3 2 1 7 8 (F i g. S 2 2 ) 

シャモア D 3 2 181  (Fig. S 2 3 

シロイワヤヰ:・ D 3 2 184  ( F i g S 2 4 ) 

サイガ D 3 2 1 8 7 (Fig.S 25) 

ニホンジカ D 1 4 378  (ド ig S 2 6 

ジャワマメジカ D 1 4 3 8 0 (ド ig.S 2 7 ) 
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c . エキソン W の塩基配列

プライマ-4 Aと4Bを用いる P C Rで 14穫の試験動物全てから目的

の領域を増幅することができた。 また， 4A/4Dおよび 4C/4Bのプライ

マーセットによる第 2段階の P C R においても正常に増幅された。

エキソン W では P C R増幅された D N A断片の長さが動物の極類に

よって異なっていた。 これはヒツジ， ヤギ， シャモア族で 6月¥XUの

挿入があること， サイヵーとブタでは別の個所に 36および 18塩基の押

入があることによっている。 ブタではさらに 3堀基の挿入， 24 t信基

の欠失， 3塩基の挿入が見られた (fig.6 )。

ウシ 61)， ヒツジ 22)， ヤギ 12)， ブタ 4 2 )ではすでに c D N A の出

基配列が決定されている。本研究で決定したエキソン lVの瓜基配列

と比較すると， ブタで 2 ヶ所の塩基置換が認められたが， ウシ， ヒ

ツジ， ヤギの c D N A とエキソン IVの境基配列は完全に 一 致してい

た。本試験ではウシの塩基配列から作成したプライマーを用いて p

C Rを行っている。他の動物ではプライマー領以の頃基配列が決定

されていなし1。 しかし 偶蹄目で最も遺伝的な距離が離れているブ

タでも正常にエキソン IVを増幅することができた。 したがって， ブ

タよりはウシに対する遺伝的な距離の近い他の動物のエキソン lVも

正常に増幅し 塩基配列が決定できたものと考えられた。
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新規に決定したエキソン W の塩基配列は以下の accession number 

で oN A データベース(0 D B J )に登録した。

スイギ.ュウ D 1 437  0 (Fig. S 16) 

ヤギ D 1 437  3 (Fig. S 1 8) 

ニホンカモシカ o 1 437  6 (Fig.S 19 

タイワンカモシカ 032  1 7 3 (Fig. S 2 0 ) 

:/ー- D - 032  1 7 6 (Fig. S 2 1 ) 

コーラル 032  1 7 9 (Fig.S 2 2) 

シャモ 7 D 3 2 1 8 2 (Fig.S 2 3 

シロイワヤギ D 3 2 1 8 5 (Fig. S 2 4 

サイガ 032  1 8 8 (Fig. S 2 5) 

ニホンジカ o 1 437  9 (Fig. S 2 6 

ジャワマメジカ D 1 4 3 8 1 (Fig. S 2 7 ) 
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Fig.7. m̂ino acid sequences deduピedfrom the nucleotide sequences of κ-casein genes. 
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第 2節 塩基配列の特徴

κ ーカゼインの前駆蛋白質は 21アミノ酸からなるシグナルペプチ

ドをつけた状態で翻訳される。乳中にはシグナルペプチドを切断し

た成熟 κ ーカゼインが現れ， これがカゼインミセルを府成している。

シグナルペプチドはエキソン H の全コドンとエキソン IIIの前部 6邸

基にコードされている。 シグナルペプチドは膜を通過するための特

異的な配列を持っており， アミノ酸配列の保存性が高~\。本試験で

供試した動物においてもこの領域の塩基置換は少なく (Fig.6) ，

アミノ酸配列の変化も少ない (Fig.7 )。 また， ジャワマメジカの

エキソン E の塩基配列を決定することができなかったため， 出法[丘

換数の比較は κーカゼインの成熟蛋白質をコードしている侃域につ

いて行った。 ブタについてはエキソン凹も決定できなかったため，

この領域は発表されている c D N A の境基配列を用いた。

成熟 κ ー カゼイン蛋白質をコードしている塩基置換数の比較を Ta

b 1 e 7から Table 1 1 に示した。また アミノ酸置換数の比 l佼を Ta

b 1 e 1 2 に示した。置換数は挿入または欠失で比較できない飢域を

除いた数値で示しである。

κ ー カゼイン遺伝子においてもブタと他のウシ亜目の動物との出

基置換数が多く， 3極のカモシカ属間の塩基置換数が少なかった。

これは穫の分岐した時期の違いを反映しているものと思われ， シ

トクロム b遺伝子と同様に分子時計が成立していると考えられた。

コドンの部位別 lこ塙基置換数を見ると， 第 3部位での直後ーは多い

ものの， 第 3部位での境基置換数は全置換数の 33.5 %であり， 全日

換数の 79.1 %を占めるシトクロム b遺伝 とは別の傾向を示した

(Table 7， 8， 9， 10)。
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アミノ酸配列の比較でもブタと他の動物との問の置換数が多く，

シャモア族問の置換数は少なかった。 したがって κ ー カゼインのア

ミノ酸配列においても分子時計が成り立つものであると考えられた

(Table 12)。



Table 7. Numbers of nucleotide substitutions among the κ-casein genes in Artiodactyla. 

(AII position; 483，510，516bp) 

(2) (3) (4) (5) (6) (7) (8) (9) (10) (11) (12) (13) (14) 

Pig (1) 99 98 105 98 105 94 97 95 95 93 95 94 96 

Lesser mouse deer (2) 78 80 72 77 73 74 67 71 69 70 70 70 

Sika deer (3) 45 36 48 45 44 38 46 39 39 39 38 

Cattle (4) 20 38 36 3~l 32 40 33 33 33 33 

Water buffalo (5) 30 29 30 23 31 24 24 24 24 

Saiga (6) 25 24 20 25 18 19 19 20 

Sheep (7) 13 13 16 11 10 10 13 

Goat (8) 12 15 10 9 9 12 

Rocky mountain goat(9) 9 4 5 3 4 

Chamois (10) 7 10 8 11 

Goral (11) 5 3 4 

Japanese serow (12) 2 5 

Sero¥Y (13) 3 

Formosan sero¥Y ( 14) 



Table 8. Numbers of nucleotide substitutions among the κ-casein genes in Artiodactyla. 

(First position; 161，170，172bp) 

(2) (3) (4) (5) (6) (7) (8) (9) (10) (11) (12) (13) (14) 

Pig (1) 32 33 34 30 33 30 32 31 32 31 31 31 32 

Lesser mouse deer (2) 18 20 16 16 17 1B 14 15 14 14 14 15 

Sika deer (3) 10 6 9 12 11l 8 9 8 8 8 8 

Cattle (4) 6 10 12 1 (~ 9 10 9 9 9 10 

Water buffalo (5) 6 10 5 6 5 5 5 6 

Saiga (6) 9 8 4 5 4 4 4 5 

Sheep (7) 5 6 5 5 5 6 

Goat (8) 4 5 4 4 4 5 

Rocky mountain goat(9) 。。。
Chamois (10) 2 

Goral ( 11) 。。
Japanese serow (12) 。
SerolY (13) 

Formosan serolY ( 14) 



Table 9. Numbers of nucleotide substitutions among the κ-casein genes in Artiodactyl. 

(Second position; 161，170， 172bp) 

(2) (3) (4) (5) (6) (7) (8) (9) (10) (11) (12) (13) (14) 

Pig (1) 32 37 41 38 37 35 35 36 36 35 37 36 37 

Lesser mouse deer (2) 30 31 27 31 27 27 28 29 28 29 29 29 

Sika deer (3) 21 18 22 21 20 20 22 21 21 21 21 

Cattle (4) 9 19 18 17 17 19 18 18 18 18 

Water buffalo (5) 14 15 14 14 16 15 15 15 15 

Saiga (6) 5 4 7 6 5 6 6 7 

Sheep (7) 4 3 2 3 3 4 

Goat (8) 3 2 2 2 3 

Rocky rnountain goat(9) 3 2 3 2 

Chamois (10) 4 2 3 

Goral (11) 3 2 

Japanese sero¥Y (12) 2 3 

Sero¥Y (13) 

Formosan sero¥Y (14) 



Table 10. Numbers of nucleotide substitutions among the κ-casein genes in Artyodactyla. 

(Third position; 161， 170， 172bp) 

(2) (3) (4) (5) (6) (7) (8) (9) (10) (11) (12) (13) (14) 

Pig (1) 36 29 30 30 35 29 30 28 27 27 27 27 27 

Lesser mouse deer (2) 30 29 29 30 29 2~l 25 27 27 27 27 26 

Sika deer (3) 14 12 17 12 1 ~I 10 15 10 10 10 9 

Cattle (4) 5 9 6 9 6 11 6 6 6 5 

Water buffalo (5) 10 4 4 9 4 4 4 3 

Saiga (6) 11 12 9 14 9 9 9 8 

Sheep (7) 5 4 7 4 2 2 3 

Goat (8) 5 8 5 3 3 4 

Rocky mountain goat(9) 5 2 2 2 

Chamois (10) 5 5 5 6 

Gural (11) 2 2 

Japanese serow (12) 。
SerolV (13) 

Formosan serow (14) 
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Table 11. Third/all positions ratios of substitution sites for the κ-casein genes 

in Artiodactyla. (児)
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Table 12. Numbers of amino acid substitutions among artiodactylκ一caseinproteins. 

(160， 169， 171aa) 

(2) (3) (4) (5) (6) (7) (8) (9) (10) (11) (12) (13) (14) 

Pig (1) 63 64 72 66 67 64 65 64 65 64 65 64 66 

Lesser mouse deer (2) 43 47 41 45 43 43 41 42 41 42 42 43 

Sika deer (3) 32 28 34 35 33 30 33 31 31 31 31 

Cattle (4) 15 28 28 28 24 27 25 25 25 26 

Water buffalo (5) 21 25 23 19 22 20 20 20 21 

Saiga (6) 13 11 10 10 8 9 9 11 
Sheep (7) 8 9 9 7 8 8 10 

Goat (8) 7 8 5 6 6 8 

Rocky mountain goat(9) 5 2 3 3 

Chamois (10) 3 6 4 6 

Goral (11 ) 3 3 

Japanese sero¥Y (12) 2 4 

Serow (13) 2 

Formosan sero¥Y (14) 



第 3節 第 2章の要約

第 2章 においても， 第 1章 のシトクロム b遺伝子の解析に用 い た

1 ~種の偶蹄自動物， ブタ(イノシシ科)， ジ ャワマ メ ジカ(マ メ ジ

カキヰ) ， ニホンジカ (シカキヰ) ， ウシ(ウシキヰウシ 属 )， スイギ ュ

ウ(ウシ科スイギュウ属)， ヤギ(ウシ科ヤギ 属 )， ヒツ ジ (ウ シ

科ヒツジ属)， サイガ(ウシ科サイガ属)， シャモア(ウシ科シャ

モア属)， シロイワヤギ(ウシ科シロイワヤギ 属 )， ゴーラル(ウ

シ科ゴーラル属)， シーロー(ウシ科カモシカ 属 )， タイワンカモ

シカ(ウシ科カモシカ属)， ニホンカモシカ(ウシ科カモシカ 属 )

を試験対象とした。

これらの組織から取り出した D N Aをテンプレートとし， エクソ

ン IT， エクソン TII， エクソン W に分けて P C R をおこない， ダイレ

クトシークエンシングの手法で P C R産物の塩基配列を決定した。

ブタのエクソン E とエクソン1lI ジャワマメジカのエクソン IIは

決定できなか っ たものの その他の種と領域の境 基 配列を決 定 した。
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第 3章 成長ホルモンプロモーター領域の塩基配列

緒 Eコ

第 1章では核外遺伝子のミトコンドリア D N A シトクロム b遺伝

子の塩基配列を決定し， 第 2 章では核内遺伝子の κ ー カゼイン遺伝

子の塩基配列を決定した。 これらは蛋白質をコードしている領域の

塩基配列である。

D N A上に存在する遺伝子が m R N A に転写され， 蛋白質に翻訳

されて発現するためには蛋白質に翻訳される領域以外の調節領域の

塩基配列が関与している。 その中でもアミノ酸コード領域の上流に

存在するプロモーター領域は他の調節因子との相互作用により蛋白

質の発現量や発現部位， 発現時期を決定する重要な領域である。調

節領域に生じた変異は生物の生理状態に重大な変化を引き起こし，

調節領域の変異が生物の進化に大きく関与しているのではないかと

の考えもある 49)O

動物の成長ホルモン遺伝子は細胞の分化， 個体の成長に関与する

重要な遺伝子の 1つである。成長ホルモン遺伝子の発現には多くの

転写調節因子が関与している 33， 50， 51・ 5 5・ 6 " )。 これらの転写調節

因子の結合領域に起こした境基置換は CA Tアッセイで遺伝子産物

の転写量を 6--11倍に増加させた 5510

動物の進 化 史で成長ホル 1モンのプロモーター領域に変異の生じた

場合， その影響は非常に大きいものがあると考えられる。第 3 章で

は一部の動物について成長ホルモンのプロモーター領域の掠基配列

を決定し， 比較を行った。
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第 1節 塩基配列の決定

1 . 材料および方法

1 )試験材料

動物は Jus scrofa (ブタ， イノシシ科)， TraguJus java刀 1C U S 

(ジャワマメジカ， マメジカ科)， Cθr v u s 刀/ρpoρ(ニホンジカ， シ

カ科)， 80S taurus (ウシ， ウシ科ウシ属)， 8ubaJus bubaJis (ス

イギュウ， ウシ科スイギュウ属)， Capra !Jircus (ヤギ， ウシ科ヤ

ギ属)， Ovis ariθs (ヒツジ， ウシ科ヒツジ属)， Capricorflis 

crispus (ニホンカモシカ， ウシ科カモシカ属)の 8穏である(T a b 

1 e 1 )。

ウシ， ヒツジ， ヤギ‘， ブタ， ニホンカモシカ， ニホンジカ， ジャ

ワマメジカの試料は筋肉を採取し， D N Aの抽出を行った。 スイギ

ュウは血液試料から D N A を抽出した。

2 )試験方法

a. D N A試料の調製

試料は第 1章第 1節「部分場基配列の決定」で作成した D N 八を

用いた。

b. P C R増幅

P C R のプライマーはウシ 6 2 )の成長ホルモン遺伝子の取法配列か

ら作成した。 フォアードプライマーは GIIPl(5・-TCTCAAGCTGAGACCCTG

TGTGCACA-3' )， リパースプライマーは GIIP2(5' -CGAATGGAGGGGATTTTA 

GCGAGCTTAC-3・)である。 GH P 1は転写開始部位から -215/-220の飢以，

内
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GIIP2はイントロン Iの 5'末端に相当する。

P C R は 50μ!の反応液で行い， 10mM Tris-HCl (pH8. 9)， 1.5mM 

MgC12， 80mM KCl， 500月 /ml BSA， 0.1完コール酸ナトリウム O.1 % 

TritonX-100，プライマ-40 pmole， dNTP200μ門， Tth DNA ポリメラ

ーゼ (TOYOBO)2 ユニットとした。 テンプレートは 37 5 n gの D N A を

用いた。反応は， ZYMOREACTOR (ATTO， AB-1800) を用い， 9 3 ocで 4

分の初期加熱後， 9 3 oc 1分， 6 0 oc 1分， 7 2 oc 1分のサイクルを 35回

繰り返した。

塩基配列の決定をダイプライマ一法(A B 1 )で行ったため， ダイプ

ライマー導入のための 2段階目の P C R を行った。 プライマーとし

てさらに SGHP1(5'一TGTAAAACGACGGCCAGTTCTCAAGCTGAGACCCTG-3')と

SGHP2 (5' -TGTAAAACGACGGCCAGTGGATTTTAGCĜGCTTAC-3・)を作成した。

第 l段階の PC R産物を 1% NuSieveGTG(FMC)アガ.ロースゲル電気泳

動で分離， 精製し， その PC R産物の一部をテンプレートとした。

r C R は SGIIP1/GIIP2とGIIP1/SGIIP2の 2極類の組み合わせで行った。

反応条件はプライマーの配列を|徐き第 1段階の P C R と同様である。

c . 場基配列の決定

塩基配列の決定は P C R産物のダイフライマーサイクルシークエ

ンシングで行った。 P C R反応液約 10μlを U1 l r a f r c e C 3 -T K (M 1 1， 1， 1 

P 0 R E，分画分子量 30000)で約 10μlに波紡後 4% NuSieveGTG(ドMC)ア

ガ.ロースゲル電気泳動で分離した。 目的の断片をゲルから切りだし

た後， 凍結し， 融解後 UltrafreeC3-VV(MILLIPOI<E， 0.1川)で遠心す

ることによってアプfロースゲルから D N A フラグメントを含むノK)呂

を分離した。 この水層を Ultrafree C3-TK に移し， 10mM Tris-IICl 

-64 -



(pI!7.5)， O.lmM EDTA溶液 300μ!と滅菌水 300μl で遠心・洗浄した。

さらにこの液を濃縮し， シーケンス反応のテンプレートとした。

反応条件は Tth DNA ポリメラーゼの使用と伸長反応の潟度を 76 ocに

したことを除き， A s 1社のプロトコールにしたがった。

シーケンス反応産物はエタノール沈澱によって精製し， 自動シー

ケンサ (ABI373A) で塩基配列を決定した。

/ 



2 . 結果と考察

ウシ， ヒツジ， ヤギ， スイギュウ， ニホンカモシカ， ニホンジカ

の塩基配列を決定した (Fig.8)。 ブタ， ジャワマメジカは PC R 

で増幅せず， 塩基配列を決めることができなかった。 ブタ成長ホル

モン遺伝子は境基配列が発表されており 66} ， プロモーター領域の

一部を比較することは可能である。 G11 P 1の領域は決定された部位に

ないため比較することができないが， G 11 P 2の領域でウシ境基配列と

一致していない。 ジャワマメジカの成長ホルモン遺伝子は境基配列

が決定されていないため比較できないが， どちらかのプライマー領

域で不一致があったものと考えられる。

ウシ， ヒツジ， ヤギの境基配列はクローニングしたゲノムから決

定された配列 5 ~ . 6 7・ 3 8 )と一致していた。

新規に決定した境基配列は以下の accession numberで D N Aデー

タベース(D D B J )に登録した。

スイニドュウ

ニホンカモシカ

ニホンジカ

D 1 6 2 9 7 

D 1 6 2 9 8 

D 1 9 2 9 9 
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Cattle 
Sheep 
Goat 
Water buffalo 
Japanese serolY 
Sika deer 

Cattle 
Sheep 
Goat 
Water buffalo 
Japanese serolY 
Sika deer 

Cattle 
Sheep 
Goat 
Water buffalo 
Japanese serow 
Sika deer 

-240 -220 -200 
CTCAAGCTGAGACCCTGTGTGCACACCCCTCTGGCTGGTGGCAGTGGAGACGGGATGAT 

.. A....・小・....A.. .G............. .G........ 
... .T..小... . . A. . . . . .. . . .. ... . . .. G.. . . .. . . 

卜 ..A..................G........ 
( Primer GHP1 )卜.... • A. . . . . .. . . .. ... . . .. G.. . 

. .. . . . AA. . . . .. . . .. . .. . . .. G.. . . .. . . 

-180 -160 -140 
GACAAGCCTGGGGGACATGACCCCAGAGAAGGAACGGGAACAGGATGAGTGAGAGGAGGT 
. . . G. . . 
. .G.... 
-・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ H・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・•• •. .• .• •• .• 

-
a
n
n
 

-
n
u
 

-

-
• 

•• •. 
品
唱
。

•. 
.
 
m
l
A
 

•• •• 
・
円
U

• • -n
u
 

nu
・

-120 -100 -80 
TCTAAATTATCCATTAGCACAGGCTGCCAGTGGTCCTTGCATAAATGTATAGAGCACACA 

. . G. . . . 

-60 -40 -20 
GGTGGGGGGAAAGGGAGAGAGAGAAGAAGCCAGGGTATAAAAATGGCCCAGCAGGGACCA 

. .. . . .G. .. . . .. . .. A 
. . . .G. .. . . . . . . . A. . . 
. .G.......... 

ヨプ...•• •• •••• ••••• .G.... . 
. A. . . . . . . . . . . . . G. . . . . . . . . . .. . . .G. .. . . . . . . . 

Cattle 
Sheep 
Goat 
Water buffalo 
Japanese serow 
Sika deer 

Cattle 
Sheep 
Goat 
Water buffalo 
Japanese serolY 
Sika deer 

S
A
-
-
-

nし
・

-

-

F
し

・

-

-

h
A

ハ

-

-

-

n
a
u

・
-
-

T

I

-

-

nし
・

・

-

-

F

U

-

-

A
Hハ
・

p
u
-
-

』

A
n
-

P
U

・
-

n
h
u
T
l
T
a
-
市

l

・

T
l
nし
円
し
・
円
し
-

n
u
-
-
-

ハ
U
T
A
-

」
斗
円
し
・
・

+
p
u
・...• 

m

i

l

-

-

-

-

F
U
-

F

U

-

-

円

h
u

・

』

A

n

-

-

-

門

し

・

・

.

市

l

i

-

-

nし
・

-
A
n

・

n
u
-
-
-
-

n
u
-
-

.

.
 

1
A
H

・

・

・

・

円

U

・
-

』

A

H

-

-

nし
・

・

p

u

-

-

-

-

P

U

 

A

品
川
・
・

ハ
U
門
し
・

円
/
臼
申

l

i

-

-

-

-

.

・寸

T

I

-

-

-

-

-

円

U
-
-
nし
・

-

a
A
H

・.•. 

門

t
u
-

P
し

-

n
E
U
-

A
ハ
-

n
h
u
-

F
U

・

』

A
n
-

nし
-

n
u
-

F
l
u
-

T
l
a
-

aA
ハ
-

F
U
-

F
U
-

-
l
A
a
n
n

・

十
円
し
・

円

'
U

・

T

I

-

-

-

-

n

し

申

l
l

・

an
ハ
・

+60 +80 
GCT.AT口H仁川Tr.r.AGCTAAGCTCGCTAAAATCCCCTCCATTCG
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( Primer GHP2 ) 

Fig.8. Nucleotide sequences of the GH promoters of cattle， sheep， goat， water 
bUffalo， Japanese serow， and sika deer. 

Dots indicate nucleotides that are identical to bovine nucleotides. Deletions 
are indicated by hatched boxes. Position +1 is the transcription startsite. 
The TATA box is underlined. Coding region is double-underlined. Primer 
regions， GHPl and GHP2， are boxed 
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第 2 節 塩基配列の特徴

F i g. 8 に示したように， 全体的に塩 基 配列のホモロ ジーが高 く，

この領域の重要性を示していた。 しかし， 境 基置 換数 で見ると遺伝

的距離の離れている種ほど塩基置換数 が多 く， プタや ニ ホン ジカは

他のウシ科の動物と比べて遺伝的距離が離れているようで あった

(Table 13)。

これらのデータはプロモーター領域においても分 子 時 計 が成 立 し

ている可能性を示唆するものであると考えられた。



Table 13. Numbers of nucleotide substitutions among 

the growth hormone promoter regions of Artiodactyla. 

(287，288，290bp) 

(2) (3) (4) (5) (6) (7) 

Pig (1) 29* 23本 23* 26本 27本 24*

Sika deer (2) 14 12 17 17 14 

Catt le (3) 4 9 9 6 

Water buffalo (4) 7 7 4 

Sheep (5) 2 3 

Goat (6) 3 

Japanese serow (7) 

本Thelength of pjg sequence is 248bp. 



第 3節 第 3章の要約

第 3章では 8種の偶蹄自動物， ブタ(イノシシ科)， ジャワマメ

ジカ(マメジカ科)， ニホンジカ(シカ科)" ウシ(ウシ科ウシ~) ， 

スイギュウ(ウシ科スイギュウ属)， ヤギ(ウシ科ヤギ属)， ヒツ

ジ(ウシ科ヒツジ属)， ニホンカモシカ(ウシ科カモシカ属)を試

験対象とした。

これらの組織より取り出した D N A をテンフレートとし， P C 1ミ

で成長ホルモン遺伝子のプロモーター領域の増幅を試みた。 PC R 

で増幅できなかったブタとジャワマメジカを除く 5種の動物の堀基

配列をダイプライマーサイクルシーケンス法で決定した。



第 4 章 分子系統樹の作成とその比較

緒 Eコ

生物の進化史を系統樹の形で示すことは生物の研究においてよく

用いられている。通常この系統樹は生物発生時の仮想的祖先程を根

元とし， 現存している穫を枝先とする形で表される。系統制におい

て重要な部分は枝の分岐ノマターンと枝長である。 伎の分岐パターン

は現存種や化石種がどの祖先種から分岐したかを示し， 枝長は分，1皮

してから経過した時間を示す。 しかし 形態学的性質は 一定 速度で

進化 しておらず 2 7 .け¥系統樹は化石穫の出現年代と現存程や化 石

種の形態の比較から決められている。 これには収束進化の問題が つ

きまとい， これまでも特定の形質の解釈のしかたで系統樹に大きな

違いのでてくる場合が見られた。

それに対し， 分子系統樹は「分子進化の中立説 J 3 5・ 3 7 )に基づく

分子時計の考え方を取り入れることができる。分子系統樹は Zucker

kandle 色 Pa u 1 i n g 6 8・ 6 9 )らによるヘモグロビンのアミノ酸配列の比

較研究と分子時計の発見後， 196 7年 Fitch & Margoliash20・ 2 1 )によ

って初めてチトクロム c分子系統樹の作成が行われた。 これによ っ

て示された 20種の生物の分子系統樹はそれまで化石などから打t定さ

れていた系統関係をよ く反映しており， 分子系統学の認知と発展に

大きな影響を与えた 6 3 )。

その後の研究から， アミノ酸や塩基の置換速度の 一 定性は近似的に

しか成り立たず， 生物の系統によっては同じ分子でも進化速度に迩

いのあることが明らかにされてきている~ 9 )。 それでも， 化石デ ー

タなどを考慮 補正を加えることによってかなり j主任な分岐年代を

'
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推定することが可能である。 また各種の分子系統樹の作成方法が開

発され， 必ずしも置換速度の一定性を仮定しなくても分子系統制を

作成できるようになってきている 49.63)O

分子系統樹の作成方法には大きく分けて 2 つのグループがある。

lつは分子データの比較から生物聞の遺伝的な距離を計算し， その

距離をもとに系統樹を作成する方法である。 この中には初期lによく

使われた平均距離法 (UPGMA) があり， その他に最小進化法や近隣結

合法がある。平均距離法 62 )は最も簡単な方法で置換数を距離に換

算し， クラスターを作成していくものである。分岐図が時間判lに対

して示され， 系統図が正しければ分岐時聞を簡単に推定することが

できる。 しかし， この方法は塩基置換速度の一定性を仮定しており，

比較する生物種グループ内でこの仮定が成り立たない場合は分 11皮時

期だけでなく分岐パターンの推定も誤ることがありうる。最小進化

法 11) は， 樹形のなかで全ての枝の進化的な変化の総和が最小とな

るような樹系を選ぶものであるが， 現在ではほとんど使われていな

い。近隣結合法は Saitou 色 Ne i 5 7 ) によって開発された計算方法で，

比較的簡単に最小進化系統樹を得ることができる。

もう 1つのグループは塩基配列またはアミノ酸配列データをその

まま解析に用いるものである。 これには代表的なものとして最大節

約法と最尤法がある。最大節約法 I 6・ I 8・ I 9 )は現存極の頃基配チIJや

アミノ酸配列から祖先種の'配列を推定し， 系統制全体の進化的変化

の数を最小にするように系統樹を作成するものである。最大節約法

は現在でも最もよく用いられている方法の l つである。 しかし， サ

イト当たりの置換数が多く多重置換や復帰置換がある場合には誤っ

た結果を与えるとの批判がある..9 )。 最尤法は想定される全ての系

内
，
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統樹についてそれが成立する確率を計算し， 最良の樹系を選択する

ものである。 コンビュータを用いたモデル計算からかなり良い再現

性のあることが示されている。 しかし 膨大な計算 量が必要なため，

現在においても少数の種からなる系統樹の計算にしか用いることが

できない。

偶蹄目の分子系統樹は ^llard ら~ )の 12 Sと 16 S遺伝子によるものと

1 r w i nら 3 .. )によるシトクロム b遺伝子系統樹が代表的なものである o

^ 1 1 a r wら..)は偶蹄自の種から約 2.7 k b のミ トコン ドリア塩基配列を

決定し， すでに発表されている配列と共にこの分子系統樹を作成し

た。彼らは最節約法で分子系統樹を作成し， これら frl!JaWi目の動物が

地質学的に非常に短い期間 lこ分化したことを示した。彼らの系統制

によればウシ科とシカ科とのグループの分かれ方， すなわちこれら

が単系統であるのか否かについて明確な結果はでなかった。 また，

1 r w i nら 3 .. )もシトクロム b遺伝子の結果から明確な結果を得ること

ができず， 彼らの作成した最節約系統樹および近隣結合系統制とも

これらの種が混在した系統樹を与えた。

この原因として 2つの可能性が考えられる。 1つの可能性は 2科

の動物がそれぞれの系統で単系統ではなく， 系統樹の示すように入

り組んでいること， もう 1つの可能性は系統樹作成に用いた遺伝子

の質の問題である。彼らの用いた遺伝子はともにミトコンドリア泣

伝子であり変異の速さとと'もに変異の片寄りが認められる 34}O 一

方， 系統樹作成方法に関しては最節約法も疋隣結合法も Ir w i nら:l4 ) 

の結果では大差が見られなかった。

通常， 最節約法はミトコンドリア造伝子のように変災速度が泌く

多重置換の起きている場合， より大きな誤差を与える可能性が高い
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.. 9 ) 。 本研究では変異速度の異なる 3 種の遺伝 子から系統樹を作成

し比較を行っているため 系統樹は全て近隣結合法を用いて作成し

た。



第 1節 シトクロム b遺伝子の分子系統樹

1 . 系統樹作成方法

シトクロム b遺伝子の系統樹は部分境 基 配チIj645bp および 全 場 基

配列 1140bpの両者から作成した。部分境 基 配列は本研究 で決定 した

1 4種の偶蹄自動物の塩基配列 (Fig.S l"""'S 1 4) を用いた。全 試I

基配列は本研究で決定したウシ， スイギュウ， ニホンカモシカ， ニ

ホンジカ， ジャワマメジカ (Fig.S l"""'S 5) と， す でに 1r w i nら 3

~ )によって発表されているブタ， ヒツジ， ヤギ， オオ マ メ ジ カ

Tragu!us 刀3ρ u)， キリン (Ciraffa cal/e/oparda!is)， プ ロ ング

ホーン (Aρli!ocapra aoerica刀a)， ダマジカ (/)alla daoa)， ミ ュー ル

ジカ (Odocoi!θus !JelBio刀us)の合計 13種の動物の塩 基 配列を用いた。

また部分配列データの比較は推定アミノ酸配列についても行い， 近

隣結合法 5 6 )による分子系統樹を作成した。

これらの配列データの解析および系統制の作成には国立造 伝学 研

究所で開発した ODENプログラム 3 2 )を用いた。 サイト当たり の 取法

置 換数の推定には 6パラメータ一法 2 4 )を用い， アミノ酸置換数の

推定には木村 3 7 )の方法を用いた。

近隣結合法は塩基 置 換数から遺伝的な距離を 計算 し， 遺伝距離 の

合計が最も少なくなるように極の問でクラ ス ターを作成する。 その

遺伝距離は Table 11， 1'5 に示した居間の配列のホモロジ ー を 反

映した数値となる。

近隣結合法は計算から無根系統樹を 与 える方法 で ある。 しかし，

偶蹄目ではブ夕立E目とウシ亜自の初期の分離が l明らかに さ れ て お り，

ブタをアウトグループとしてウシ亜日の分 子 系統樹を作成した。 判:
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成した系統樹の伎の形の統計的な有意性はブーツストラップ法 1 7 ) 

で検討した。系統樹の枝に書いてある数字は 100 回のブーツストラ

ップ試行でその枝の現れた回数を示している。



Table 14. Homology of nucleotide sequences among the cytochrome b genes in ArtiodactYla.(先)

Pig (1) 

Lesser mouse deer (2) 

Sika deer (3) 

Cattle (4) 

Water buffalo (5) 

Saiga (6) 

Sheep (7) 

Goat (8) 

Rocky mountain goat(9) 

Chamois (10) 

Goral (11) 

Japanese serow (12) 

Serow (13) 

Formosan serow (14) 
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Table 15. Homology of amino acid sequences among the cytochrome b proteins in Artiodactyla. 

Pig 

Lesser mouse deer 

Sika deer 

Catt le 

Water buffalo 

Saiga 

Sheep 

Goat 

(児〉

(2) (3) (4) (5) (6) (7) (8) (9) (10) (11) (12) (13) (14) 

(1) 90.7 90.2 90.2 90.2 90.2 89.8 89.3 91.2 90.2 89.8 90.7 89.8 89.3 

(2) 94.0 94.4 93.0 92.6 91.6 93.0 94.4 94.9 92.6 93.5 93.0 92.6 

(3) 94.9 94.4 94.0 94.4 94.4 94.9 94.9 93.0 94.9 94.4 93.5 

(4) 96.3 93.0 94.0 94.4 95.3 94.4 94.0 95.8 95.8 94.0 

(5) 94.0 94.9 94.0 94.4 93.5 93.0 94.4 94.0 92.1 

(6) 95.8 94.4 95.3 95.3 93.0 93.5 93.5 92.1 

(7) 96.3 95.3 95.3 94.4 95.8 95.8 93.5 

(8) 95.9 96.3 95.8 96.7 96.7 94.9 

Rocky mountain goat(9) 98.196.3 96.7 96.7 95.8 

Charnois (10) 96.3 96.3 96.7 95.3 

Goral (11) 96.3 96.3 94.9 

Japanese serow (12) 97.2 95.3 

Serow (13) 96.3 

Formosan sero¥Y (14 ) 



2. 結果と考察

1 )全指基配列

f.1~ a¥fr自の分子系統制における問題の 1つはウシ科動物とシカ科動

物の由来である。 1r w i nら 3 " )は確定的ではないもののウシ科動物と

シカ科動物の起源が入り組んだ系統樹を作成した。彼らの使用した

塩基配列はシトクロム b 遺伝子の全塩基配列 11~Obp であるので， 本

研究で主に分析した部分境基配列 64 5 b p とは長さが異なっている。

そのため， 系統樹作成に使用した境基配列の長さよる影響が現れる

可能性が考えられた。 ミトコンドリア 16 S リボソーム遺伝 子の 話I~ :L~ 

配列を用いた報告 2 3・")ではその結果に影響が現れ 解析に用いた

境基配列の長さの違いで， 異なった形の系統樹が提示された。 また，

本研究で対象としたシカ科動物はニホンジカ 1穏であり， その他い

くつかの種が 1r w i nら 3 " )の動物種と重ならなし ¥0 ニホンジカは形態

からシカ科の代表的な亜科であるシカ亜科 (Cervinac)に分類されて

いるものの， シカ科内の正確な系統関係は明かでなし1。 そこでニホ

ンジカ， ジャワマメジカ， スイギ.ュウ， ニホンカモシカのシトクロ

ム b遺伝子全塩基配列を決定し， 1 r w i nら 3 " )の決定した境基配列と

ともに系統樹を作成した。

F i g. 9 にシトクロム b遺伝子の全結基配列から作成した近隣結合

法系統樹を示した。 この系統制は本研究で使用した 8fJl (ブタ， ジ

ャワマメジカ， ニホンジカ， ウシ， スイギ.二L ウ， ヒツジ， ヤギ， ニ

ホンカモシカ)と 1r w i nら 3 " )の研究で使用された 5f] (オオマメジ

カ， キリン， フロングホーン， ダマジカ， ミュールジカ)から成る

系統樹である。 ブタ， ウシ， ヒツジ， ヤギは 1r w i nら 3 ~ )の系統制に

も含まれている。
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100 

Pigキ

Japanese serow 

Goatキ

Sheep宇

Water buffalo 

Cattleキ

Black-tailed deerヰ

Sika deer 

Fallow deer宇

Pronghorn宇

Giraffeキ

Lesser mouse deer 

Larger mouse deerキ

Fig. 9. A phylogenetic tree based on the cytochro悶eb genes(1140bp) 

キ. The sequences of cytochrome b. genes were published34) 
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この結果から， マメジカ科 (Tragulidae)の 2種は高いブーツスト

ラップ値で結合し， 他のウシ亜日の動物とは初期に分離している こ

とが明かとなった。 一 方， シカ科に属する動物の位 置は ウシ科の動

物のグループに含まれ， 1つのグループとはならなか っ た。 シカ担

科 (Cervinae)のニホンジカはオジロジカ亜科 (Odocoi1 inae) のミ ュ

ールジカとクラスターを作り， 同じシカ亜科に属するダマジカは プ

ロングホーン科 3 1 )のプロングホーンと高いブーツストラップ値で

クラスターを形成していた。 これらシカ科動物のクラスターと他の

ウシ科動物との位置関係はブーツストラップ値がいずれも低く， 明

確ではない。すなわち， シトクロム b遺伝子の全壊基配列を用いた

系統樹においてニホンジカは他のシカ科動物と同様に正確な位 置付

けが不明であった。 この結果は後で示すシトクロム b部分境 基 配列

からの結果と同様で， シトクロム b遺伝子の塩基配列の長さの違い

は系統樹の形に影響していないと考えられた。

2 )部分塩基配列

Fig.l 0にシトクロム b遺伝子の部分塩基配列 64 5 b p より作成し

た系統樹を示した。 ブーツストラップ値から評価するとタイワンカ

モシカ， シーロ ニホンカモシカのカモシカ属の 3 種の関係は!閃

確である。 タイワンカモシカは台湾だけにヨミ息するニ ホンカモ シ カ

によく似た動物でニホンカ tモシカの亜庖と考えられていた 1 3 )。 し

かし， 分子系統樹はニホンカモシカが初期に分岐し， その後タイワ

ンカモシカとシ ー ローが分岐したことを示している。 これは分子進

化と形態進化の違いを端的に示しており， 分 子 進化解析の効果を刀二

す例である。 また， ゴーラル， シャモアとの関係も比較的 高いブー

-Q
U
 



ツストラ y プ値で示されており シャモア族のように分岐年代の近

い動物問の系統関係を解析するにはシトクロム b遺伝子が適してい

ると考えられた。 一方， シカ科のニホンジカはヤギ， ヒツジとクラ

スターを作り， ウシ科動物のクラスター内に含まれていた。 しかし，

これらクラスターの枝のブーツストラ y プ値は低く， 結果として明

確な位置が不明であった。

3 )アミノ酸配列

トコンドリア遺伝子のように境基置換速度の速い泣伝子には出

基配列の系統樹よりもアミノ酸配列の系統樹が適しているとの考え

がある 1)。そこでシトクロム b遺伝子の部分境基配列領域のアミノ

酸配列から分子系統制を作成した (Pig.l 1 )。 しかし， 各校のブ

ーツストラップ値は低く， この系統制から明確な関係を読みとるこ

とはできなかった。
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一一一 Formosaη serow 

- Serow 

J'apanese serow 

-一一一一 Goral 

Chamois 

Rocky mountain goat 

-一一一 Goat 

Sh eep 

Sika deer 

._- Water buffalo 

-一一一 Ca t tl e 

Saiga 

Lesser mouse deer 

Pig 

Fig. 10. A phylogenetic tree based on the cytochrome b genes(645bp). 
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Formosan serow 

Serow 

-一一 Goral 

Japanese serow 

Goat 

ChamolS 

Rocky mountain goat 

Sheep 

Saiga 

Sika deer 

- Water buffalo 

Cattle 

Lesser mouse deer 

Pig 

Fig. 11. A phylogenetic tree based on t~ e cytochrome b proteins 
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第 2節 κ ーカゼイン遺伝子の分子系統樹

1 . 系統樹作成方法

κ ー カゼイン遺伝子の系統樹はシグナルペプチド部分を除いた κ

ーカゼイン蛋白質コード領域の塩基配チIJ (F i g. S 1 5 ----S 2 8 )か

ら近隣結合法 5 0 )で作成した。塩基配列を解析した動物はシトクロ

ム b遺伝子と同じ 11種の偶蹄自動物である。 また， 塩基配列から推

定したアミノ酸配列についても系統樹を作成した。

配列データの解析， 系統樹の作成には ODENプログラム 3 2 )を用い

た。 サイト当たりの塩基置換数の推定には 6パラメータ一法 2 ~ )を

用い， アミノ酸置換数の推定には木村 3 7 )の方法を用いた。 系統樹

はブタをアウトグループとし， ブーツストラップ法 17 )で有意性を

検討した。

遺伝的距離と関連する各配列間のホモロジーを Table 16， 17  

に示した。



Table 16. Homology of nucleotide sequences among the κ-casein genes in Artiodactyla. 

Pig 

Lesser mouse deer 

Sika deer 

Cattle 

Water buffalo 

Saiga 

Sheep 

Goat 

(見)

(2) (3) (4) (5) (6) (7) (8) (9) (10) (11) (12) (13) (14) 

(1) 79.5 79.7 78.3 79.7 78.3 80.5 79.9 80.3 80.3 80.7 80.3 80.5 80.1 

(2) 84.7 84.3 85.9 84.9 85.7 85.5 86.9 86.186.5 86.3 86.3 86.3 

(3) 91.2 92.9 90.6 91.2 91.4 92.5 91.0 92.4 92.4 92.4 92.5 

(4) 96.192.5 92.9 92.4 93.7 92.2 93.5 93.5 93.5 93.5 

(5) 94.194.3 94.195.5 93.9 95.3 95.3 95.3 95.3 

(6) 95.195.3 96.195.196.5 96.3 96.3 96.1 

(7) 97.5 97.5 96.9 97.9 98.1 98.1 97.5 

(8) 97.7 97.198.198.3 98.3 97.7 

Rocky mountain goat(8) 98.3 99.2 99.0 99.3 99.2 

98.6 98.1 98.4 97.9 

99.0 99.4 99.2 

99.6 99.0 

99.4 

Chamois (10) 

Goral (11) 

Japanese serow (12) 

Serow (13) 

Formosan serolY (14) 
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2 . 結果と考察

1 )境基配列

Fig.l 2に κ ー カゼイン遺伝子の塩基配列から作成した分 子系統

樹を示した。 ブーツストラップ値の高い枝はジャワマメジカ以下の

クラスターとウシ スイギュウのクラスターで， 100 回のサンプリ

ング中 10 0 回ともこの枝が現れたことを示している。

形態分類 2 9・ 3 1 )においてマメジカ科はウシ亜自の中で最も初期に

分岐したとされており， κ ー カゼイン遺伝子の結果はこれを支持す

るものである。 ウシ， スイギュウのクラスターも形態分類と 一致す

るものである。

この系統樹ではニホンジカがブーツストラップ値 75でウシ科のク

ラスターから分岐し， ウシ科とシカ科の混合した系統制とならなか

っ た。 しかし， ヤギ亜科内の系統関係は初期に分 d皮したサイガを除

き， 関係を明確することができなかった。

2 )アミノ酸配列

Fig.13'こ κ ー カゼイン蛋白質のアミノ酸配列から作成した分 子

系統樹を示した。 この系統樹は塩基配列系統制と同様の結果で， ジ

ャワマメジカ ニホンジカ， ウシ亜科， ヤギ亜科の系統関係が 高 い

ブーツストラップ値で示されている。 一 方， ヤギ亜科内の系統関係

はブーツストラッフ値が低'く不明であった。

このように， κ ー カゼイン系統制はミトコンドリア泣伝子と比べ，

比較的古い年代の分岐解析に適しており， 近い年代の解析には迎し

ていないと考えられた。
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第 3 節 成長ホルモンプロモーター領域の分子系統樹

1 . 系統樹作成方法

成長ホルモンプロモーター領域の系統樹はウシ， ヒツジ， ヤギ，

スイギュウ， ニホンカモシカ， ニホンジカの塩基配列 (Fig.8) と

すでに発表されているブタの塩基配列 6 6 )から作成した。

ブタの塩基配列については， 本研究で決定した領域に対し 5' fl!IJ 

3 4塩基が決定されていないため， 決定されている領域についての比

較から遺伝的距離を計算した。

配列データの解析 系統樹の作成には ODENプログラム 3 2 )を J日い

た。 サイト当たりの塩基置換数の推定には 6パラメータ一法 2 4 )を

用いた。 系統樹は近隣結合法 5 7 )でブタをアウトグループとして示

しfこ。

各塩基配列聞のホモロジーを Table 1 8 に示した。



Table 18. Homology of nucleotide sequences among 
the growth hormone promoter regions in Artiodactyla.(幻

(2) (3) (4) (5) (6) (7) 

Pig (1) 88.3 90.7 90.7 89.5 89.1 90.3 

Sika deer (2) 95.2 95.8 94.1 94.1 95.2 

Cattle (3) 98.6 96.9 96.7 97.9 

Water buffalo (4) 97.6 97.6 98.6 

Sheep (5) 99.3 99.0 

Goat (6) 99.0 

Japanese serow (7) 



2. 結果と考察

ドig. 1 4 に成長ホルモンプロモーター領域の塩基配列から作成し

た分子系統樹を示した。 アウトグループとしたブタの梅若配列が 一

部決定されておらず， また， 他の種での塩基置換数が少なかったた

め (Table 13)， ブーツストラップ法による解析は行わなかった。

r i g. 1 4 ではヤギとヒツジがクラスターを形成し， 次にニホンカ

モシカが結合している。 しかし Table 1 :3 と Fi g. 8に見られるよ

うに， これらの種間の境基置換数は少なく， このデータから分 d皮関

係を決定することはできなし1。 ただ， F i g. 8 の境基配列の比較を見

ると， 系統樹の作成には使用していない欠失部位が 3極とも -41 位

置の GAとして共通し， 境基配列全体から見てヤギ， ヒツジ， ニホン

カモシカは 1つのグループと考えられた。

一方， ニホンジカはウシとスイギュウの問の枝として入っていた。

これはアウトグループとしたブタとのホモロジーがニホンジカでは

低く， ウシ， スイギュウの方が高かったことが原因であると考えら

れた (Table 18)。 しかし， 枝の分岐位置は近接しており， 意味

のある分岐ではない。また ブタに関しては比較した領域の長さが

他の極と迷っており 系統樹の作成方法として問題がある。

ブタの配列を除いてを比較すると， ニホンジカとウシ科動物の 1m

のホモロジーは低い値であった。 したがって， より長い領域にわた

り， 成長ホルモンプロモーターのな1基配列を決定し， 比較すること

によって， プロモーター領域での進化の関係が明らかになると考え

られた。
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第 4 節 塩基およびアミノ酸置換速度の比較

海基およびアミノ酸配列の置換速度は遺伝子の種類によって異な

っている 5 0 )。 これらの置換速度は化石資料から分岐年代の明かな

種を選び， その年数と置換数で計算される。境基またはアミノ般の

置換がランダムに起きていると仮定すると， 古い年代に分"皮した障

では同じサイトに複数回の置換の起きる確率が高まる。 このため，

単純に置換数を分岐年数で割ると置換速度を過小評価することにな

る。本研究では塩基置換に対して 6パラメータ一法 24J， アミノ酸

配列に対して木村の方法 3 7 )で補正を行った。

塩基置換の起こる確率は塩基の種類によって違っており， ミトコ

ンゴリアでは転換型よりも転移型の置換が多いことが知られている。

このため転移型と転換型で異なったパラメーターを与え， 出基置換

数の補正が行われる 3 6 ) 0 6 パラメータ一法はこの方法を拡大した

もので， さらに 6つのパラメーターを用いて計算するものである。

アミノ酸配列に対してはあるサイトで置換の起こる確率がポアソ

ン分布によって与えられることから計算する木村の方法 1 7 )を川い

ている。

化石資料からの推定分岐年代は， ヤギとヒツジの 50 0万年前， ウ

シ亜科とヤギ亜科の 2000万年前 ウシ並目とブタヨE目の 6000万年前

を用いている 34.5210

Table 1 9にシトクロム 'b と κ ーカゼインの瓜基置換泌 j立とア

ノ酸置換速度の推定価を示した。 κ ー カゼイン造伝子の取法日換 i主

度は 1.9 - 2.6 X 10-9 /s i te/yearで比較的 一 定の 1l立を示した。 またア

ミノ酸配列においても 1.6 - 5.6x 10-9/sile/yearと一 定の他を示し

た。一方， シトクロム b造伝子についてヤギとヒツジの分岐年代か

p
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ら推測された値は 11.3x 10-9/site/yearと κ ー カゼイン込-伝 子 の 4

倍以上の速さを示したものの， より古い年代で急速に低下し， ウシ，

ブタの分 tl皮年代から推測された値は 1/ 9 となっている。 この傾向

はアミノ酸配列においても同様で， 値は 1/ 4に低下している。

上信基およびアミノ酸置換速度の変化は実際の変異速度が変化した

のではなく， 同じサイトに変異の起こる多重置換現象によるもので

ある。本研究ではこの多重置換現象に対してそれぞれ 6 パラメータ

一法および木村の方法で補正を行っている。 しかし， Table 1 9 の

結果はこの補正で足りないほど多重置換が起きていることを示して

いる。

塩基置換の飽和現象のため ミトコンドリア造伝子を用いた分 11皮

年代の推定は 500-1000万年前を境に信頼度が急激に低下する 9， 101 0

Adachiら 1)はアミノ酸配列を用いることによって飽和現象をあるね

度回避できるとしているが 本研究の結果はアミノ酸配列において

も 2000万年前の時点、で影響が現れていることを示している。
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Table 19. Rates of substitutions for mature κ-casein(κ-CN) and cytochrome b(Cyt.b) 

(x 10-9/site/year) 

Divergence Nucleotides Amino acids 

time(Myr)米 κ-CN Cyt. b κ-CN Cyt. b 

Cattle/Pig 60 2.0(1.7) 1.8( 1.6) 5.6(3.8) 0.83(0.78) 

Cattle/Sheep， Goat 20 1. 9(1. 8) 4.1( 3.8) 4.6(4.1) 1.5 (1.5 ) 

Sheep/Goat 5 2.6(2.5) 11.3(11.0) 4.9(4.7) 3.9 (3.8 ) 

本， Most probable year from fossil records34) 

Date are corrected by the 6-parameter method24) for nucleotide substitution 

and Kimura's method37) for amino acid replacements. 

Numbers in parenthes are the noncorrected rates. 

円

t
f
nU「
υ



第 5節 分子進化から推定される偶蹄目ウシ亜日の系統樹

第 l章の結果はシトクロム b遺伝子が分岐年代の近い種の系統解

析に適していることを示している。第 2章の結果は κ ー カゼイン遺

伝子がより古い年代の系統解析に適していることを示している。 こ

れは第 4 節で述べた塩基置換速度の違いが原因として考えられる。

Table 1 9の結果にみられるように， κ ーカゼイン遺伝子は 60 0 0万

年前まで置換速度が大きく変化せず， ほぼ一定であると考えられる。

そのため， ウシ亜日全体を通した分 11皮年代の推定には κ ーカゼイン

遺伝子の系統図が適していると思われ， 最終的な系統樹の全体的な

枝の長さについては κ ー カゼイン遺伝子のものを用いた (Fig.15) 。

ジャワマメジカは κ ー カゼイン系統樹， シトクロム b 系統制とも

ブタから最初に分岐し， その分岐は高いブーツストラ y プ値で支持

されている。 また形態、からの分類もこの位置を支持している 16)0

ニホンジカの位置について κ ー カゼイン遺伝子とシトクロム b遺

伝子は見解が分かれている。 しかし， シトクロム b遺伝子の系統制

の枝のブーツストラ y プ値は低く， 信頼度は高くなし1。 また， ウシ

亜目の分化は 2300-2800万年以後..1) 急激に起こったと考えられ， こ

の時期には始まっているミトコンドリア遺伝子の飽和現象の影響が

ニホンジカの位置の混乱を引き起こしているものと考えられた。成

長ホルモンプロモータ-領域の系統制は明確な結果を示さなかった

が， 塩基配列はニホンジカ fの分離を示唆していた。 そこで， ニホン

ジカについてはブーツストラ y プ値の高い κ ー カゼイン系統樹の位

置を採用し， ウシ科クラスターの外側とした。

ウシとスイギュウのクラスターは全ての系統制で支持されている。

サイガ、はヤギ亜科のなかで最も異質な穏と 言 われており， 境 Y占配
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列データもそれを示している。 シトクロム b遺伝子の庖基配列系統

樹ではウシ科クラスターの外部に位置づけられている。 しかし， シ

トクロム b 蛋白質， κ ー カゼイン遺伝子， κ ー カゼイン蛋白質とも

ヤギ亜科とすることを支持しており， ブーツストラップ値も高い。

したがって， F i g. 1 5ではヤギ亜科の最外部に位置付けした。

ヤギ亜科内部の分岐について κ ー カゼイン系統制は何の情報も示

していない。 これは分岐年代が比較的最近であるため， 海基置換数

が少なく， 得られる情報量が少ないためである。 このように分岐年

代が近い穫の系統解析にはシトクロム b遺伝子が適している。 この

系統樹でヤギとヒツジのクラスターとシャモア族の分岐はそれほど

明確ではなし1。 しかし， ヤギ， ヒツジのクラスターは κ ーカゼイン

の系統樹でも比較的高いブーツストラップ値で支持されているため，

この 2 種をクラスターとした。

シャモア族の系統関係について明確に示している系統制はシトク

ロム b遺伝子の塩基配列だけであり， これらの系統を示すものとし

てこの系統樹を採用した。 この系統樹によればアメリカに生息する

シロイワヤギが最初に分化し， 次にヨーロソパのシャモア， 次にア

ジア中南部のゴーラルと地理的関係とも 一致 している。 3穫のカモ

シカ属は本研究 lこ用いた穫の中で最後に分化した種と考えられる。

これらを総合して作成した系統樹を Fi g. 1 5 に示した。 この系統

樹は 3種のカモシカ属の系'統関係を除き， 形態からの分類とほぼ 一

致していた。 しかし 分子進化の結果は 3砲のカモシカ属の関係に

ついて新たな系統関係を提示するものであり， その他のヤギ亜科の

動物についても相互の分 tl皮関係を明示することが可能となった。
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第 6節 第 4 章の要約

シトクロム b 遺伝子の塩基配列とアミノ酸配列， κ ーカゼ イン遺

伝子の場基配列とアミノ酸配列， 成長ホルモン遺伝子プロモ ーター

領域の境基配列から， 0 D E Nプログラムを用いてそれぞれの近隣結合

法系統樹を作成した。

ブーツストラップ法による分岐の評価と塩基およびアミノ酸 置 換

速度の解析から， 分岐年代が最近の場合はシトクロム b遺伝子， 分

d皮年代が古い場合は κ ー カゼイン遺伝子が系統解析に適しているこ

とが明かとなった。

これらの系統樹から総合的に作成したウシ亜日の推定系統樹はカ

モシカ属内の 3穫の関係を除いでほぼ形態分類と 一 致していた。

カモシカ属は形態から考えられていたようにタイワンカモシカと

ニホンカモシカが近縁なのではなく， タイワンカモシカはシーロー

により近い穫であることが明かとなった。
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総括

家畜として使用されている動物穫の大部分は仰向i自に属し， 特に

ウシ スイギュウ ヤギ ヒツジ等 ウシ亜日の動物が多し1。ウシ

亜目は反努亜目とも l呼ばれるように摂取した飼料を反~し， そのやj

用性を高めている。

結果を示しており，

この食性はウシ亜目が草食動物として進化した

始新世以後における気候変動と草原の拡大によ

る適応であると考えられる。 この時期にウシ亜日の動物種は急激な

分化を遂げており ， 現在の地球において最も発展した 1m乳類グルー

プの 1 つである。

これらの種は， 進化時間から見て非常に短期間に分化， 拡散して

きているため 人聞にとって重要な動物グループであるにも関わら

ず， 相互の系統関係が明らかにされていない。 このような系統関係

を解析するために分子進化解析の手法は強力な手段となる。分子進

化解析は「分子時計」の考えに立脚しており， 相互の系統関係だけ

でなく， 分tI皮年代を決定することも可能である。 しかし， ミトコン

ドリア DN Aの塩基配列から提出されたウシ亜日の分子系統制は混

乱しており， 特にウシ科とシカ科の扱いで見解が分かれている。

この混乱は分子進化解析に用いられてきた遺伝子の種類がミトコ

ンドリアに存在する遺伝子に片寄っており， 核泣伝子の情報が少な

いことに原因の 1つがある 'と考えられた。 本研究では分 d皮時 Wlが呉

なると予想される 11穏の偶蹄自動物(ブタ， ジャワマメジカ， ニホ

ンジカ ウシ スイギュウ ヒツジ ヤギ サイカd シロイワヤギ，

シャモア， ゴーラル， ニホンカモシカ， タイワンカモシカ， シーロ

- )を対象に， ミトコンドリア遺伝子としてシトクロム b 造伝子，
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常染色体の存在する妓遺伝子として κ - カゼイン遺伝子を選び， こ

れらの頃基配列を決定し， 系統樹を作成した。 また 一 部の動物につ

いて成長ホルモン遺伝子のプロモーター領域の塩基配列を決定し，

比較を行った。

第 I章ではシトクロム b遺伝子の塩基配列の決定を行い， 立~U 配

列の特徴を検討した。

シトクロム b遺伝子は近縁種間でもかなりの塩基置換があり， 境

基配列は明確に極の違いを示していた。 また， 遺伝的距離の離れて

いると思われる種の間で場基置換数が多く， 近縁種間では置換数が

少なく， I分子時計」が成立しているものと考えられた。 しかし，

これらの境基置換はコドンの第 3 部位に偏在しており， 分子進化の

解析に影響を与えていると思われた。

この章ではジャワマメジカ， ニホンジカ， スイギュウ， サイガ，

シロイワヤギ シャモア ゴーラル ニホンカモシカ， タイワンカ

モシカ， シーローのシトクロム b遺伝子を新規に決定し， 場基配列

を D N Aデータベース(D D B J )に登録した。

第 2 章では κ ー カゼイン遺伝子の境基配列の決定を行い， 塩基配

列の特徴を検討した。辺常， 蛋白質をコードしている遺伝子の出法

配列決定は m R N Aから作成した cD N A について行われることが

多い。 またミトコンドリア遺伝子のようにイントロンを含まない ii乙

伝子は PC R産物から決定:することもできる。 しかし， κ ー カゼイ

ン遺伝子は 5 つのエキソンにコードされ， 全遺伝子を P C R 増幅す

ることは不可能である。 m R N A についても新鮮な組織を採取する

必要があり， 本研究で対象とした種から κ ー カゼインの m l~ N 八を

取ることは困難である。 そこで本研究では， 蛋白質をコードしてい
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るエキソン II. I1I. lVの 3つのエキソンそれぞれについて rC R地

幅を行い， ダイレクトシークエンシングで塩基配列を決定した。

κ ー カゼイン遺伝子の塩基配列においても「分子 H与計 」が成り立

ち， 形態分類から考えられている種の遺伝的距離と指基置換数のあ

いだに相関関係が認められた。 コドン部位別の特徴ではシトクロム

b遺伝子と異なり， 第 3 部位への片寄りは認められなかった。

この章ではジャワマメジカ， ニホンジカ， スイギュウ， ヤギ， サ

イ力、. シロイワヤギ シャモア ゴーラル ニホンカモシプ]， タイ

ワンカモシカ シーローの κ カゼイン遺伝子を新規に決定し， 塙

基配列を DN Aデータベース(D D s J )に登録した。

第 3章では成長ホルモン遺伝子プロモータ-領域の取基配列 の決

定を行った。新規に決定したニホンジカ， スイギュウ， ニホンカモ

シカの塩基配列は DN Aデータベース(D D s J )に登録した。

第 4章では 1， 2 ， 3章で決定した塙基配列の分子系統樹を作成

し， ブーツストラップ法でその系統樹の信頼性を検討した。 シトク

ロム b遺伝子の分子系統樹は分岐年代の新しい種間の系統解析に適

しており， 3種のカモシカ属の系統関係を明確に示すことがで き た。

この系統樹によれば， ニホンカモシカの亜陸と考えられていたタイ

ワンカモシカは亜種ではなく シーローの近縁庖で， ニホンカモシ

カはこの 2程よりも前の年代に分岐をしていた。 しかし， シトクロ

ム b遺伝子系統樹の信頼度:は古い分岐年代の解析で低く， ニホンジ

カの位置について明示することはできなか った。 これはシトクロム

b遺伝子における塩基置換の飽和現象によるものであり， アミノ椴

配列系統樹を用いても， 解決できなかった。

κ ー カゼイン遺伝子は偶蹄目の進化史で出法世換速度の変化を起
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こさず， 比較的古い年代の分岐を解析することに適していると考え

られた。 この系統樹によれば， ニホンジカはウシ科のグループの前

に分化し， 化石種の形態から推定されている結果と一致していた。

しかし， 塩基置換数が少ないため， κ ー カゼイン遺伝子系統制はヤ

ギ亜科以下の系統を明確に示すことができなかった。

これらの結果は 系統樹作成に用いる遺伝子の種類によって解析

に適する年代に違いのあることを示している。 そこで， 各系統樹の

枝をブーツストラップ値から総合的に検討し， 研究に用いた 1~程の

動物の推定系統樹を作成した。 この系統樹は形態分類とほぼ 一 致す

るものの， カモシカ属 3 種については形態分類とは別の系統関係を

示すものであった。

本研究で行った κ ー カゼイン遺伝子の塩基配列決定方法は， 染色

体上にエキソンとして散在する遺伝子の蛋白質翻訳領域をダイレク

トに決定した最初の報告である。毛根試料から直接に核遺伝子の配

列を決定することは多くの穫からの配列決定を容易にし， 分子進化

の研究方法として今後さらに利用できるものと思われる。
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資料: 塩基配列と推定アミノ酸配列

1 . シトクロム b遺伝子

本研究で決定したシトクロム b遺伝 子 の栴基配列と批定アミノ酸

配列を示す。
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ATG ACT AAC ATT CGA AAG TCC CAC CCA CTA ATA AAA ATT GTA AAC AAT GCA TTC ATC GAC 60 
M T N 1 R K S H P L M K 1 V N N A F 1 0 

CTT CCA GCC CCA TCA AAC ATT TCA TCA TGA TGA AAT TTC GGT TCC口CCTG GGA ATC TGC 120 
L P A P S N 1 S S W W N F G S L L G 1 C 

CTA ATC CTA CAA ATC CTC ACA GGC CTA TTC CTA GCA ATA CAC TAC ACA TCC GAC ACA ACA 180 
L 1 L Q 1 L T G L F L A M H Y T S 0 T T 

ACA GCA TTC TCC TCT GTT ACC CAT ATC TGC CGA GAC GTG AAC TAC GGC TGA ATC ATC CGA 240 
T A F S S V T H 1 C R 0 V N Y G W 1 1 R 
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GGC TTA TAT TAC GCG TCT TAC ACT TTT CTA CAA ACA TGA AAT ATT GGA GTA ATC CTT CTG 360 
G L Y Y G S Y T F L E T W N 1 G V 1 L L 

CTC ACA CTA ATA GCC ACA GCA TTT ATA GGA TAC GTC CTA CCA TGA GGA CAA ATA TCA TTC 420 
L T V M A T A F M G Y V L P W G Q M S F 

TGA CGA CCA ACA GTC ATC ACC AAC CTC TTA TCA CCA ATC CCA TAC ATC CCC ACA AAT TTA 480 
W G A T V I T N L L S A I P Y I G T N L 

GTC CAA TGA ATC TCA CCC CCA TTC TCA CTA GAC AAA CCA ACC口TACC CGA TTC TTC CCT 540 
V E W I W C C F S V 0 K A T L T R F F A 

TTC CAT TTT ATC CTT CCA TTT ATC ATC ATA CCA ATT CCC ATA訂CCAC CTA CTA TTC CTC 600 
F H F 1 L P F 11M  A 1 A M V H L L F L 

F i g. S 1. Nuc I eot i c!e sequence and deduced am i no ac i d sequence of bov i ne 
cytochrol;le b gene (1140bp). 
Thc nucleotide sequence is identical to the published sequence 
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CAC GAA ACA GGC TCC AAC AAC CCA ACA GGA ATT TCC TCA GAC訂AGAC AAA ATC CCA TTC 660 
H E T G S N N P T G 1 S S 0 V 0 K 1 P F 

CAC CCC TAC TAT ACC ATT AAG GAC ATC TTA GGG GCC CTC TTA CTA ATT CTA GCT CTA ATA 720 
H P Y Y T 1 K 0 1 L G A L L L 1 L A L M 

CTA CTA GTA CTA TTC GCA CCC GAC CTC CTC GGA GAC CCA GAT AAC TAC ACC CCA GCC AAT 780 
L L V L F A P 0 L L G 0 P 0 N Y T P A N 

CCA CTC AAC ACA CCC C口 CACATC AAA CCC GAG TGA TAC TTC TTA TTT GCA TAC GCA ATC 840 
P L N T P P H 1 K P E W Y F L F A Y A 1 

TTA CGA TCA ATC CCC AAC AAA CTA GGA GGA GTA CTA GCC CTA GCC TTC TCT ATC CTA ATT 900 
L R S I P N K L G G V L A L A F S 1 L I 

CTT GCT CTA ATC CCC CTA CTA CAC ACC TCC AAA CAA CGA AGC ATA ATA TTC CGA CCA CTC 960 
L A L 1 P L L H T S K Q R S M M F R P L 

AGC CAA TGC CTA TTC TGA GCC CTA GTA GCA GAC CTA TTG ACA CTC ACA TGA ATT GGA GGA 1020 
S Q C L F W A L V A 0 L L T L T W 1 G G 

CAA CCA GTC CAA CAC CCA TAT ATC ACC ATC CCA CAA CTA CCA TCT GTC CTA TAC TTT CTC 1080 
Q P V E H P Y 1 T I G Q L A S V L Y F L 

CTC ATC CTA CTG CTA ATA CCA ACG CCC CGC ACA ATC GAA AAC AAA TTA CTA AAA TGA ACA 1140 
L I L V L 1'1 P T A G T I E N K L L K W 本

Fig.SI. Continued 
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ー圃a・・‘

ATG ACC AAC ATC CGA AAA TCC CAC CCA CTA ATA AAA ATT CTA AAC AAT GCA TTC ATT GAC 60 
M T N 1 R K S H P L M K 1 L N N A F 1 0 

CTC CCT GCT CCA TCA AAC ATC TCA TCA TGA TGA AAC TTT GGC TCT口CCTA GGC ATC TGA 120 
L P A P S N 1 S S W W N F G S L L G 1 W 

CTA ATC CTG CAA ATC CTC ACC GGC CTA TTC CTA GCA ATA CAC TAC ACA TCC GAC ACA ACA 180 
L 1 L Q I L T G L F L A M H Y T S 0 T T 

ACA GCA TTC TCC TCC GTC GCC CAC ATC TGC CGG GAC GTG AAC TAT GGA TGA ATT ATT CGA 240 
T A F S S V A H 1 C R 0 V N Y G W 11  R 

TAC ATA CAC GCA AAC GGA GCT TCA ATA TTT TTC ATC TGC TTA TAT ATA CAC GTA GGA CGA 300 
Y M H A N G A S M F F 1 C L Y M H V G R 

GGC ATA TAC TAC GGA TCA TAT ACC TTT CTA GAA ACA TGA AAC ATC GGA GTA ATC CTA CTA 360 
G M Y Y G S Y T F L E T W N 1 G V 1 L L 

TTC GCA GTA ATA GCC ACA GCA TTT ATA GGA TAC GTA CTG CCA TGA GGA CAA ATA TCA TTC 420 
F A V M A T A F M G Y V L P W G Q M S F 

TGA GGG GCA ACA CTC ATC ACC AAC CTT CTC TCA GCA ATC CCA TAC ATT CGT ACA AGT CTG 480 
W G A T V 1 T N L. L S A I P Y 1 G T S L 

GTT GAC TGA ATT TCA CCC CCA TTC TCA GTA GAC AAA GCA ACC CTC ACC CGA TTC TTC CCA 540 
V E YI 1 W C C F S V 0 K A T L T R F F A 

TTT CAC 1'T(; ATC CTC CCA TTC ATT ATC CCA CCA CTT CCA ATA GTC CAC CTA TTA TTT CTC 600 
F H F 1 L P F 1 I A A L A M V H L L F し

Fig.S2. Nucleotide sequence and deduced amino acid sequence of water buffalo 
cytochl'omc b gene (1140bp). 
The nucleotide sequence has been submitted to the OOBj with accession 
!日Ir.lbel'032183. 
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CAC GAA ACA GGA TCC AAC AAC CCA ACA GGA ATC TCA TCA GAC ACA GAC AAA ATC CCA TTC 660 
H E T G S N N P T G 1 S S 0 T 0 K 1 P F 

CAC CCC TAT TAC ACC ATT AAA GAC ATC CTA GGC GCC CTA CTA TTA ATC CTA GCC CTA ATA 720 
H P y. Y T 1 K 0 1 L G A L L L 1 L A L M 

CTA TTA GTA CTA TTC CCA CCC GAC CTC CTC GGG GAC CCA GAC AAC TAC ACC CCA GCA AAC 780 
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Fig.S3. Nucleotide sequence and deduced amino acid sequeηce of Japanese sel'OW 
cytochroi:le b gene (1140bp) 
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ATG ACT AAT ATC CGA AAA ACC CAC CCA TTA ATA AAA ATT GTA AAC AAC GCA TTC ATT GAC 60 
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Fig.S4. Nucleotide scquence and deduced amino acid sequence of sika deer 
cytochromc b gene (1140bp). 
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Fig.S5. Nucleotide scquence and deduced amino acid sequence of lesser mouse deer 
cytochrofile b gene (1140bp) 
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CTA CTA CTC ATG CCC CTT CTC CAC ACA TCT AAA CAA CGA AGC ATA ATA TTC CGA CCA ATC 960 

L L L ~I P L L H T S K Q R S M M F R P 1 

AGC CAA TGC CTG TTC TGA CTG CTA GCA GCA GAC CTA TTA ACC CTT ACA TGA ATT GGA GGT 1020 
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Fig.S5. Continued 
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ATA CAC TAT ACA CCT GAC ACA ACA ACA GCA TTC TCC TCT GTA ACC CAC ATT TGC CGA GAC 60 
M H Y T P 0 T T T A F S S V T H 1 C R D 

GTA AAC TAT GGC TGA ATT ATC CGA TAT ATA CAC GCA AAC GGG GCA TCA ATA TTT TTT ATC 120 

V N Y G W 1 1 R Y M H A N G A S M F F 1 

TGC CTA TTT ATG CAT GTA GGA CGA GGC CTA TAT TAT GGA TCA TAT ACC TTC CTA GAA ACA 180 
C L F M H V G R G L Y Y G S Y T F L E T 

TGA AAC ATC GGA GTA ATC CTC CTA TTT GCG ACA ATA GCC ACA GCA TTC ATA GGC TAT GTT 240 
W N 1 G V 1 L L F A T M A T A F M G Y V 

TTA CCA TGA CGA CAA ATA TCA TTC TGA CGA GCA ACA GTT ATT ACC AAC CTC CTT TCA CCA 300 
L P W C Q M S F W C A T V 1 T N L L S A 

ATT CCA TAT ATT GCC ACA AAC CTA CTC CAA TGA ATC TGA CGA CGA TTC TCA GTA GAC AAA 360 

1 P Y 1 G T N L V E W 1 W G G F S V 0 K 

GCT ACC CTC ACC CCA TTT TTC CCC TTT CAC TTT ATT TTC CCA TTC ATC ATC CCA CCC CTC 420 
A T L T R F F A F H F 1 F P F r I A A L 

CCC ATA CTT CAC CTA CTC TTC CTC CAC CAA ACA CCA TCC AAC AAC CCC ACA CCA ATT CCA 480 
A M V H L L F L H E T C S N N P T C I P 

TCG CAC ACA GAT AAA ATT CCC TTC CAC CCT TAT TAC ACC ATT AAA CAC ATC CTA CCT CCT 540 
S 0 T 0 K I P F H P Y Y T I K 0 I L C A 
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Fig.S6. Nucleotide sequence and deduced arnino acid sequence of sheep 

cytochrornc b gene (645bp). 
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ATA CAC TAT ACA TCC GAC ACA ATA ACA∞A TTT CCC TCT GTA ACT CAC ATT TGT CGA GAr 60 
M H Y T S 0 T M T A F P S V T H 1 C R 0 

GTA AAT TAT GGC TGA ATC ATC CGA TAC ATA CAC GCA AAC GGA GCA TCA ATA TTC TTT ATC 120 
V N Y G W 1 1 R Y M H A N G A S M F F 1 

TGC CTA TTC ATA CAT ATC GGA CGA GGT CTA TAT TAT GGA TCA TAT ACC TTT CTA GAA ACA 180 
C L F M H 1 G R G L Y Y G S Y T F L E T 

TGA AAC ATT GGA GTA ATC CTC CTG CTC GCG ACA ATG GCC ACA GCA TTC ATA GGC TAT GTT 240 

W N 1 G Y 1 L L L A T M A T A F M G Y Y 

TTA CCA TGA GGA CAA ATA TCA TTT TGA GGG GCA ACA GTC ATC ACT AAT CTT CTT TCA GCA 300 

L P W G Q M S F W G A T Y 1 T N L L S A 

ATC CCA TAT ATT GGC ACA AAC CTA GTC GAA TGA ATC TGA GGG GGA TTC TCA GTA GAC AAA 360 

1 P Y 1 G T N L Y E W 1 W G G F S V 0 K 

GCC ACT CTC ACC CGA TTC TTC GCC TTC CAC TTT ATC CTC CCA TTC ATC ATC ACA GCC CTC 420 
A T L T R F F A F H F I L P F 11  T A L 

GCC ATA GTC CAC CTG CTC TTC CTC CAC GAA ACA GGA TCG AAC AAC CCC ACA GGA ATT CCA 480 
A M Y H L L F L H E T G S N N P T G I P 

TCA GAC ACA GAT AAA ATC CCA TTT CAC CCT TAC TAC ACC ATT AAA GAT ATC TTA GGC GCC 540 

S 0 T 0 K I P F H P Y Y T I K 0 I L G A 

ATG CTA CTA ATT CTr GTT CTA ATA TTA CTA GTA CTA TTC ACA CCC GAC CTA CTC GGA GAC 600 

M L L I L V L M L L V L F T P 0 L L G 0 

CCA GAC AAC TAT ATC CCA GCA AAT CCA CTC AAT ACA CCC CCT CAC 645 

P 0 N Y I P A N P L N T P P H 

Fig.S7. Nucleoticle sequence and deduced 8mino 8cid sequence of goat 

cytochromc b gene (645bp) 

Different nucleotides from the published sequence 8re underlined. 
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ATA CAC TAT ACA TCC GAC ACA ACG ACA GCA TTT TCT TCT GTA ACA CAC ATT TGC CGA GAJ 60 

M H Y T S 0 T T T A F S S V T H 1 C R 0 

GTA AAC TAT GGC TGA ATT ATC CGA TAC ATA CAC GCA AAC GGA GCA TCA ATA TTT TTT ATC 120 

V N Y G W 1 1 R Y M H A N G A S M F F 1 

TGC CTA TTC ATA CAC GTA GGA CGA GGC CTA TAC TAT GGA TCG CAC ACT TTC TTA GAA ACA 180 

C L F M H V G R G L Y Y G S H T F L E T 

TGA AAC ATT GGA GTA ATT CTC CTA CTC ACA GCG ATA GCC ACA GCA TTC ATA GGC TAT GTC 240 

W N 1 G V 1 L L L T A M A T A F M G Y V 

CTA CCG TGA GGA CAA ATA TCA TTC TGA GGG GGT ACA GTT ATT ACT AAC CTC CTC TCA GCA 300 

L P W G Q M S F W G G T V 1 T N L L S A 

ATC CCA TAT ATT GGC ACA AAC CTA GTC GAA TGA ATC TGA GGA GGA TTC TCC GTA GAC AAA 360 

1 P Y 1 G T N L V E W 1 W G G F S V 0 K 

GCC ACC CTC ACC CGA TTT TTC GCC TTC CAC TTC ATC CTT CCA TTT ATC ATT ACA GCT CTC 420 
A T L T R F F A F H F 1 L P F 11  T A L 

GCC ATG GTA CAC CTA CTT TTC CTC CAC GAA ACA GGA TCC AAC AAT CCC ACA GGA ATC CCA 480 

A M V H L L F L H E T G S N N P T G 1 P 

TCA GAC GCG GAC AAA ATC CCA TTT CAC CCC TAC TAC ACA ATC CAA GAT ATC CTA GGT GCC 540 
S 0 A 0 K 1 P F H P Y Y T 1 Q 01  L G A 
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Fig.S8. Nucleotide sequence and deduced amino acid sequence of FOl'mosan serolY 

cytochrome b gene (645bp). 

The nucleotide sequence has been submitted to the OOBJ with accession 

nUlllbel' 032194 
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ATA CAC TAC ACA TCC GAT ACA ACG ACA GCA TGT TCT TCT GTA ACA CAC ATT TGC CGA GAC 60 

M H Y T S 0 T T T A C S S Y T H 1 C R 0 

GTA AAC TAC GGC TGA ATT ATC CGA TAT ATA CAC GCA AAC GGA GCA TCA ATA TTC TTT ATC 120 

Y N Y G W 1 1 R Y M H A N G A S M F F 1 

TGC CTA TTC ATA CAC GTA GGA CGA GGC口ATAC TAC GGA TCG TAC ACT TTC TTA GAA ACA 180 
C L F M H Y G R G L Y Y G S Y T F L E T 

TGG AAC ATC GGG GTA ATT CTC CTA CTC ACA GCG ATA GCC ACA GCA TTC ATA GGC TAT GTC 240 

W N 1 G Y 1 L L L T A M A T A F M G Y Y 

CTA CCA TGA GGA CAA ATA TCA TTC TGA GGG GCT ACA GTT ATT ACC AAC CTC CTC TCA GCA 300 
L P W G Q M S F W G A T V 1 T N L L S A 

ATC CCA TAC ATT GGC ACA AAC CTA GTC GAA TGA ATC TGA GGA GGA TTC TCC GTA GAC AAA 360 
1 P Y 1 G T N L Y E W 1 W G G F S Y 0 K 
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GCC ATA GTA CAC CTA CTT TTC CTC CAC GAA ACA GGA TCC AAC AAC CCC ACA GGA ATC CCA 480 

A M Y H L L F L H E T G S N N P T G 1 P 

TCA GAC ACA GAC AAA ATC CCA TTC CAC CCC TAC TAC ACA ATC AAA GAT ATC CTA GGC GCC 540 
S 0 T 0 K [ P F H P Y Y T [ K 01  L G A 

ATA CTA TTA ATC CTC ACC CTC ATG CTG CTA GTA CTG TTC ACA CCC GAC CTA CTC GGA GAC 600 
M L L 1 L T L M L L V L F T P 0 L L G 0 

CCA GAC AAC TAC ACT CCA CCA AAC CCA CTC AAT ACA CCC CCT CAC 645 

P 0 N Y T P A N P L N T P P H 

Fig.S9 Nucleotide sequence and deduced amino acid sequence of serow 

cytochrome b gene (645bp) 

The nucleotide sequence has been submitted to the OOBj with accession 
nu:日ber032¥85 
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ATA CAC TAC TCA TCC GAC ACA ACA ACA GCA TTT TCT TCT GTA ACA CAC ATC TGC CGA GAI; 60 
M H Y S S 0 T T T A F S S Y T H 1 C R 0 

GTA AAC TAT GGT TGA ATT ATC CGA TAC ATA CAC GCA AAC GGA GCA TCA ATA TTT TTC ATC 120 

Y N Y G W 1 1 R Y M H A N G A S M F F 1 

TGC CTA TTC ATA CAC GTA GGA CGA GGC CTA TAC TAC GGA TCA TAC ACT TTC TCA GAG ACA 180 
C L F M H V G R G L Y Y G S Y T F S E T 

TGA AAT ATT GGG GTA ATC CTT CTA CTC ACA ACA ATA GCT ACA GCA TTC ATG GGT TAC GTC 240 
W N 1 G V 1 L L L T T M A T A F M G Y V 

CTA CCA TGA GGA CAA ATA TCA TTC TGA GGG GCC ACA GTC ATC ACC AAT CTC CTC TCA GCA 300 
L P W G Q M S F W G A T V 1 T N L L S A 

ATT CCA TAT ATT GGC ĈA AGC CTA GTC GAA TGA ATC TGA GGA GGA TTC TCC GTA GAC AAA 360 
1 P Y 1 G T S L . V E W 1 W G G F S V 0 K 

GCC ACT CTC ACC CCA TTC TTC CCC TTC CAT TTC ATC CTC CCA TTT ATC ATT ACA GCT CTC 420 
A T L T R F F A F H F 1 L P F 1 1 T A L 

GCT ATA GTC CAC CTA CTT TTC CTC CAT CAG ACA GGA TCC AAC AAC CCC ACA GGT ATC CCA 480 
A M V H L L F L H E T G S N N P T G 1 P 

TCA CAC ATA GAC AAA ATC CCA TTT CAC CCT TAT TAT ACA ATC AAA GAT ATT CTA GGC GCT 540 
S 0 M 0 K 1 P F H P Y Y T 1 K 0 1 L G A 
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Fig.SlO. Nucleotide sequence and deduced amino acid sequence of goral 
cytochr'ome b gene (645bp). 

The nucleotide sequence has been submitted to the OOBj with accession 
nUfi1ber 032196 
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ATA CAC TAC ACA TCC GAT ACA GCA ACA GCA TTC TCC TCT GTA ACC CAC ATT TGC CGA GAT 60 
M H Y T S 0 T A T A F S S Y T H 1 C R 0 

GTA AAC TAC GGC TGA ATC ATC CGA TAC ATA CAT GCA AAT GGA∞A TCA ATA TTT TTC ATC 120 
Y N Y G W 1 1 R Y M H A N G A S M F F 1 

TGC CTA TTC ATA CAT GTA GGA CGA GGC CTA TAT TAC GGA TCA TAC ACT TTT CTA GAA ACA 180 
C L F M H V G R G L Y Y G S Y T F L E T 

TGA AAC ATC GGA GTA ATC CTC CTA CTC ACA ACA ATA GCC ACA GCG TTT ATG GGC TAC GTC 240 
W N 1 G V 1 L L L T T M A T A F M G Y V 

CTA CCA TGA GGA CAG ATA TCA TTC TGG GGA GCA ACA GTT ATT ACC AAC CTC CTC TCA GCA 300 
L P W G Q M S F W G A T V 1 T N L L S A 

ATC CCG TAT ATT GGC ACA GAC TTA GTC GAA TGA ATC TGA GGA∞C TTC TCG GTA GAC AAG 360 
1 P Y 1 G T 0 L V E W 1 W G G F S V 0 K 
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GCC CTA GTC CAC CTA CTC TTC CTC CAC GAA ACA GGA TCT AAC AAC CCC ACA GGA ATC CCA 480 
A L V H L L F L H E T G S N N P T G 1 P 

TCA GAT GCG GAC AAA ATC CCA TTT CAC CCC TAT TAT ACC ATC AAA CAC ATT CTG GGC CCC 540 
S 0 A 0 K I P F H P Y Y T I K 01  L G A 

ATA CTA CTA ATC CTC ACC CTC ATA CTA CTA GTA CTA TTC ACA CCT CAC CTA CTC CGA GAC 600 
M L L [ L T L M L L V L F T P 0 L L C 0 

CCA GAT AAT TAC ACC CCA CCC AAC CCA CTC AAC ACA CCC CCT CAC 645 
P 0 N Y T P A N P L N T P P H 

Fig.S11. Nucleotide sequence and deduced amino acid sequence of chamois 
cytochr'o口eb gene (645bp) 

The nucleotide sequence has been submitted to the DDBj with accession 
nur.loer 032197 
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ATA CAC TAC ACA TCC GAC ACA ACA ACA GCA TTC TCC TCT GTA ACA CAC ATC TGT CGA GAC 60 

M H Y T S 0 T T T A F S S V T H 1 C R 0 

GTA AAC TAT GGC TGA ATT ATC CGA TAT ATA CAC GCA AAC GGA GCT TCC ATA TTT TTC ATC 120 

V N Y G W 1 1 R Y M H A N G A S M F F 1 

TGC CTA TTT ATA CAC GTA GGA CGA GGC CTA TAT TAT GGA TCA TAT ACC TTT TTA GAA ACA 180 

C L F M H V G R G L Y Y G S Y T F L E T 

TGA AAC ATT GGA GTA ATC CTC TTA CTT ACA ACA ATA GCC ACc; GCA TTC ATA GGC TAC GTC 240 
W N 1 G Y 1 L L L T T M A T A F M G Y Y 

TTA CCA TGA GGA CAA ATA TCA TTC TGA GGA GCA ACA GTC ATT ACC AAT CTC CTT TCA GCA 300 
L P W .G Q M S F W G A T V 1 T N L L S A 

ATT CCA TAC ATC GGT ACA GAC CTA GTC GAA TGA ATC TGA GGG GGG TTC TCA GTA GAC AAA 360 
1 P Y 1 G T 0 L Y E W 1 W G G F S Y 0 K 

GCT ACC CTC ACC CGA TTT TTC GCC TTC CAC TTC ATT CTC CCA TTT ATC ATC GCA GCC CTC 420 
A T L T R F F A F H F 1 L P F 11  A A L 

GCC ATA GTC CAC TTA CTT TTC CTC CAC GAA ACA GGA TCT AAT AAC CCA ACA GGA ATT TTA 480 
A M V H L L F L H E T G S N N P T G [ L 

TCA GAC GCA GAC Â̂ ATT CCA TTT CAC CCC TAC TAT ACT ATT AAA GAT ATC CTA GGC CCC 540 
S 0 ^ 0 K [ P F 11 P Y Y T I K 0 [ L G A 
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Fig. S12. Nucleotide sequence and deduced amino acid sequence of rockey mountain 

goat cytochrome b gene (645bp) 

The nucleotide sequence has been submitted to the DDBJ wi th accession 

number D32198 
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ATA CAC TAC ACA GCT GAC ACA GCA ACA GCA TTC CAC TCT GTT ACC CAC ATC TGC CGA GAC 60 
M H Y T A 0 T A T A F H S V T H 1 C R 0 

GTC AAC TAT GGC TGA ATT ATC CGA TAC ATA CAT GCA AAC GGA GCA TCC ATA TTC TTT ATC 120 
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Fig.S13. Nucleotide sequence and deduced amino acid sequence of saiga 
cytochroiT1e b gene (G45bp). 

The nucleotide sequence has been submitted to the DDBJ with accession 

nu日Ibe，' 032199， 
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ATA CAT TAC ACA TCA GAC ACA ACA ACA GCT TTC TCA TCA GTT ACA CAC ATT TGT CGA G~C 60 

M H Y T S 0 T T T A F S S V T H 1 C R 0 

GTA AAT TAC GGA TGA GTT ATT CGC TAT口ACAT GCA AAC GGA GCA TCC ATA TTC TTC ATT 120 
Y N Y G W Y 1 R Y L H A N G A S M F F 1 

TGC CTA TTC ATC CAC GTA GGC CGA GGT CTA TAC TAC GGA TCC TAT ATA TTC CTA GAA ACA 180 

C L F 1 H Y G R G L Y Y G S Y M F L E T 

TGA AAC ATT GGA GTA GTC CTA CTA TTT ACC GTT ATA GCA ACA GCC TTC ATA GGC TAC GTC 240 
W N 1 G Y Y L L F T Y M A T A F M G Y Y 

CTG CCC TGA GGA CAA ATA TCA TTC TGA GGA GCT ACG GTC ATC ACA AAT CTA CTA TCA GCT 300 

L P W G Q M S F W G A T Y 1 T N L L S A 

ATC CCT TAT ATC GCA ACA GAC CTC GTA GAA TGA ATC TGA GGG GGC TTT TCC GTC GAC AAA 360 
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GCA GCC GTA CAT CTC CTA TTC CTG CAC GAA ACC GGA TCC AAC AAC CCT ACC GCA ATC TCA 480 
A A V H L L F L H E T C S N N P T G 1 S 

TCA GAC ATA GAC AAA ATT CCA TTT CAC CCA TAC TAC ACT ATT AAA GAC ATT CTA GGA GCC 540 

S 0 M 0 K 1 P F H P Y Y T 1 K 01  L G A 

TTA TTT ATA ATA CTA ATC CTA CTA ATC CTT GTA CTA TTC TCA CCA GAC CTA CTA GGA GAC 600 
L F M M L 1 L L 1 L V L r S P 0 L L G 0 

CCA GAC AAC TAC ACC CCA CCA AAC CCA CTA AAC ACC CCA CCC CAT 645 
P 0 N Y T P A N P L N T P P H 

Fig.S14. Nucleotide sequence and deduced amino acid sequence of pig 
cytochror.le b gene (645bp). 

Different nucleotides from the publ ished sequence are underl ined. 
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2 . κ - カゼイン遺伝子

本研究で決定した κ ー カゼイン 遺伝子 の塩 基 配列 と推 定ア ミノ酸

配列を示す。
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ATG ATG AAG AGT TTT TTC CTA GTT GTG ACT ATC CTG GCA TTA ACC口GCCA TTT TTG GGT 60 
M M K S F F L V V T 1 L A L T L P F L G 

GCC CAG GAG CAA AAC CAA GAA CAA CCA ATA CGC TGT GAG AAA GAT GAA AGA TTC TTC AGT 120 

A Q E Q N Q E Q P 1 R C E K 0 E R F F S 

GAC AAA ATA GCC AAA TAT ATC CCA ATT CAG TAT GTG CTG AGT AGG TAT CCT AGT TAT GGA 180 
o K I A K Y I P 1 Q Y V L S R Y P S Y G 

CTC AAT TAC TAC CAA CAG AAA CCA GTT GCA CTA ATT AAT AAT CAA TTT CTG CCA TAC CCA 240 

L N Y Y Q Q K P V A L 1 N N Q F L P Y P 

TAT TAT GCA AAG CCA GCT GCA GTT AGG TCA CCT GCC CAA ATT口TCAA TGG CAA GTT TTG 300 
Y Y A K P A A V R S P A Q 1 L Q W Q V L 

TCA AAT ACT GTG CCT GCC AAG TCC TGC CAA GCC CAG CCA ACT ACC ATG GCA CGT CAC CCA 360 
S N T V P A K S C Q A Q P T T M A R H P 

CAC CCA CAT TTA TCA TTT ATG GCC ATT CCA CCA AAG AAA AAT CAG GAT AAA ACA GAA ATC 420 
H P H L S F M A I P P K K N Q 0 K T E I 

CCT ACC ATC AAT ACC ATT GCT AGT GGT GAG CCT ACA AGT ACA CCT ACC ACC GAA GCA GTA 480 

P T I N T I A S G E P T S T P T T E A V 

GAG AGC ACT GTA GCT ACT CTA GAA GAT TCT CCA GAA GTT ATT GAG TGC CCA CCT GAG ATC 540 
E S T V A T L E 0 S P E V I E C P P E ! 

AAC ACA GTC CAA GTT ACT TCA ACT GCA CTC TAA 573 
N T V Q V T S T A V ~ 

Fig.SI5. Nucleotide sequence and deduced amino acid sequence of bovine 
κ-casein gene (573bp). 
The nucleotide sequence is identical to the publ ished sequence. 
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ATG ATG AAG AGT TTT TTC CTA GTT GTG ACT ATC CTG GCA TTA ACC口GCCA TTT TTG GGT 60 
M M K S F F L V V T I L A L T L P F L G 

GCC CAG GAG CAA AAC CAA GAA CAA CCA ATA CGC TGT GAG AAA GAG GAA AGA TTC TTC AAT 120 

A Q E Q N Q E Q P I R C E K E E R F F N 
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CTC AAT TAC TAC CAA CAG AAA CCA GTT GCA CTA ATT AAT AAT CAA TTT CTG CCA TAC CCA 240 
L N Y Y Q Q K P V A L I N N Q F L P Y P 

TAT TAT GCA AAG CCA GCT GCA GTT AGG TCA CCT GCC CAA ATT CTT CAA TGG CAA GTT TTG 300 

Y Y A K P A A V R S P A Q I L Q W Q V L 

CCA AAT ACT GTG CCT GCC AAG TCC TGC CAA GCC CAG CCA ACT ACC ATG ACA CGT CAC CCA 360 
P N T Y P A K S C Q A Q P T T M T R H P 

CAC CCA CAT TTA TCA TTT ATG GCC ATT CCA CCA AAG AAA AAT CAG GAT AAA ACA GAA ATC 420 

H P H L S F M A I P P K K N Q 0 K T E I 

CCT ACC ATC AAT ACC ATT GTT AGT GTT GAG CCT ACA AGT ACA CCT ACC ACC GAA GCA ATA 480 
P T I N T I V S V E P T S T P T T E A I 

GAG AAC ACT GTA GCT ACT CTA GAA GCT TCC TCA GAM GTT ATT GAG AGT GTA CCT GAG ACC 540 
E N T Y A T L E A S S E/D Y [ E S V P E T 

AAC ACA GCC CAA GTT ACT TCA ACC GTC GTC TAA 573 
N T A Q Y T S T Y V 米

Fig.S16. Nucleotide sequence and deduced amino acid sequence of watel' buffalo 
κーcaseingene (573bp). 

The nucleotide sequences have been submitted to the DDBJ with accession 

numbers DI~3G8 ， 14369 and 14370. 

A polYr.iorphic site is underl ined. 
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ATG ATG AAG AGT TTT TTC CTA GTT GTG ACT ATC CTG GCA TTA ACC口GCCA TTT TTG GGT 60 
M M K S F F L V V T 1 L A L T L P F L G 

GCC CAG GAG CAA AAC CAG GAA CAA CGA ATA TGC TGT GAG AAA GAT GAA AGA TTC TTC GAT 120 

A Q E Q N Q E Q R 1 C C E K 0 E R F F 0 

GAC AAA ATA GCC AAA TAT ATC CCA ATT CAG TAT GTG CTG AGT AGG TAT CCT AGT TAT GGA 180 
o K 1 A K Y 1 P 1 Q Y V L S R Y P S Y G 

CTC AAT TAC TAC CAA CAG AGA CCA GTT GCA CTA ATT AAT AAT CAA TTT CTG CCA TAC CCA 240 
L N Y Y Q Q R P V A L 1 N N Q F L P Y P 

TAT TAT GCG AAG CCA GTT GCA GTT AGG TCA CCT GCC CAA ACT CTT CAA TGG CAA GTT TTG 300 
Y Y A K P V A V R S P A Q T L Q W Q V L 

CCA AAT GCT GTG CCT GCC AAG TCC TGC CAA GAC CAG CCA ACT GCC ATG GCA CGT CAC CCA 360 
P N A V P A K S C Q 0 Q P T A M A R H P 

CAC CCA CAT TTA TCA TTT ATG GCC ATT CCA CCA AAG AAA GAT CAG GAT AAA ACA GAA ATC 420 

H P H L S F M A 1 P P K K 0 Q 0 K T E I 

CCT GCC ATC ÂT ACC ATT GCT AGT GCT GAG CCT ACA GTA CAC AGT ACA CCT ACC ACC GAA 480 
P A I N T I A S A E P T V H S T P T T E 

GCA GTA GTG AAC GCT GTA GAT AAT CCA GAA CCT TCC TCA CAA TCC ATT CCC ACT CCA CCT 540 

A V V N A V 0 N P E A S S E S I A S A P 

GAG ACC AAC ACA CCC CAA CTT ACT TCA ACC CAG GTC TAA 579 

E T N T A Q V T S T E V * 

Fig.S17. Nucleotide sequence and deduced amino acid sequence of sheep 
κ-casein gene (579bp). 

Different nucleotides from the publ ished sequence are underl ined. 
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ATG ATG AAG AGT TTT TTC CTA GTT GTG ACT ATC CTG GCA TTA ACC口GCCA TTT TTG GGT 60 
M M K S F F L V V T 1 L A L T L P F L G 

GCC CAG GAG CAA AAC CAG GAA CAR CCG ATA TGC TGT GAG AAA GAT GAA AGA TTC TTC GAT 120 

A Q E Q N Q E Q P 1 C C E K 0 E R F F 0 

GAC AAA ATA GCC AAA TAT ATC CCA ATT CAG TAT GTG CTG AGT AGG TAT CCT AGT TAT GGA 180 
o K 1 A K Y 1 P 1 Q Y V L S R Y P S Y G 

CTC AAT TAC TAT CAA CAG AGA CCA GTT GCA CTA ATT AAT AAT CAA TTT CTG CCA TAC CCA 240 
L N Y Y Q Q R P V A L 1 N N Q F L P Y P 

TAT TAT GCA AAG CCA GTT GCA GTT AGG TCA CCT GCC CAA ACT CTT CAA TGG CAA GTT TTG 300 
Y Y A K P V A V R S P A Q T L Q ~ Q V L 

CCA AAT ACT GTG CCT GCC AAG TCC TGC CAA GAC CAG CCA ACT ACC口GGCA CGT CAC CCA 360 
P N T V P A K S C Q 0 Q P T T L A R H P 

CAC CCA CAT TTA TCA TTT ATG GCC ATT CCA CCA AAG AAA GAT CAG GAT AAA ACA GAA GTC 420 
H P H L S F M A 1 P P K K 0 Q 0 K T E V 

CCT GCC ATC AAT ACC ATT GCT AGT GCT GAG CCT ACA GTA CAC AGT ACA CCT ACC ACC GAA 480 
P A 1 N T I A S A E P T V H S T P T T E 

GCA ATA GTG AAC ACT GTA GAT AAT CCA GAA GCT TCC TCA GAA TCG ATT GCG AGT GCA TCT 540 
A I V N T V 0 N P E A S S E S I A S A S 

GAG ACC AAC ACA GCC CAA GTT ACT TCA ACC GAG GTC TAA 579 

E T N T A Q V T S T E V * 

Fig.S18. Nucleotide sequence and deduced amino acid sequence of goat 

κ一caseingene (579bp). 
The nucleotide sequences have been submitted to the DDBJ with accession 

nUfi1bers Dl~371 ， 14372 and 14373. 

A po!ymol'phic site is underl ined. 
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ATG ATG AAG AGT TTT TTC CTA GTT GTG ACT ATC CTG GCA TTA ACC口GCCG TTT TTG GGT 60 
M M K S F F L V V T 1 L A L T L P F L G 

GCC CAG GAG CAA AAC CAG GAA CAA CCA ATA TGC TGT GAG AAA GAT GAA ACA TTC TTC GAT 120 

A Q E Q N Q E Q P 1 C C E K 0 E T F F 0 

GAC AAA ATA GCC AAA TAT ATC CCA ATT CAG TAT GTG CTG AGT AGG TAT CCT AGT TAT GGA 180 
o K 1 A K Y 1 P 1 Q Y V L S R Y P S Y G 

CTC AAT TAC TAC CAA CAG AGA CCA GTT GCA CTA ATT AAT AAT CAA TTT CTG CCA TAC CCA 240 
L N Y Y Q Q R P V A L 1 N N Q F L P Y P 

TAT TAT GCA AAG CCA GTT GCA GTT AGG TCA CCT GCC CAA ACT CTT CAA TGG CAA GTT TTG 300 
Y Y A K P V A V R S P A Q T L Q W Q V L 

CCA AAT ACT GTG CCT GCC AAG TCC TGC CAA GAC CAG CCA ACT ACC ATG GCA CGT CAC CCA 360 

P N T V P A K S C Q 0 Q P T T M A R H P 

CAC CCA CAT TTA TCA TTT ATG GCC ATT CCA CCA AAG AAA GAT CAG GAT AAA ACA GAA ATC 420 

H P H L S F M A 1 P P K K 0 Q 0 K T E 1 

CCT ACC ATC AAT ACC ATT GCT AGT GCT GAG CCT ACA GTA CAC AGT ACA CCT ACC ACC GAA 480 
P T 1 N T 1 A S A E P T Y H S T P T T E 

GCA ATA GTG AAC ACT GTA GAT AAT CCA GAA GCT TCC TCA GAA TCG ATT GTG AGT GCA CCT 540 

A 1 V N T V 0 N P E A S S E S 1 V S A P 

GAG ACC AAC ACA CCC ĈA GTT ACT TCA ACC GAG GTC TAA 579 
E T N T A Q V T S T E V 京

F i g. S 19. Nuc 1 eo t i de sequence and deduced am i no ac i d sequence of japanese serolY 
κ-casein gene (579bp). 

The nucleotide sequences have been submitted to the OOBj with accession 

numbers 01(1374，14375 and 14376. 
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ATG ATG AAG AGT TTT TTC CTA GTT GTG ACT ATC CTG GCA TTA ACC口GCCG TTT TTG GGT 60 
M M K S F F L V V T 1 L A L T L P F L G 

GCC CAG GAG CAA AAC CAG GAA CAA CCA ATA TGC TGT GAG AAA GAT GAA AGA TTC TTC GAT 120 

A Q E Q N Q E Q P 1 C C E K 0 E R F F 0 

GAC AAA ATA GCC AAA TAT ATC CCA ATT CAG TAT GTG CTG AGT AGG TAT CCT AGT TAT GGA 180 
o K 1 A K Y 1 P 1 Q Y V L S R Y P S Y G 

CTC AAT TAC TAC CAA CAG AGA CCA GTT GCA CTA ATT AAT AAT CAA TTT CTG CCA TAC CCA 240 

L N Y Y Q Q R P V A L 1 N N Q F L P Y P 

TAT TAT GCA AAG CCA GTT CCA GTT AGG TCA CCT CCC CAA ACT口TCAA TGG CAA CTT TTG 300 
Y Y A K P V A V R S P A Q T L Q W Q V L 

CCA AAT ACT GCG CCT GCC AAC TCC TGC CAA GAC CAG CCA ACT ACC ATG GCA CGT CAC CCA 360 

P N T A P A K S .C Q 0 Q P T T M A R H P 

CAC CCA CAT TTA TCA TTT ATG CCC ATT CCA CCA AAG AAA GAT CAC GAT AAA ACA CAA ATC 420 
H P H L S F M A 1 P P K K 0 Q 0 K T E 1 

CCT ACC ATC AAT ACC ATT GCT AGT GCT GAG ACT ACA GTA CAC AGT ACA CCT ACC ACC GAA 480 
P T 1 N T 1 A S A E T T V H S T P T T E 

CCA ATA CTC ÂC ACT CTA CAT AAT CGA CAA CCT TCC TCA CAA TCT ATT GTG ACT CCA CCT 540 
A I V N T V 0 N R E A S S E S I V S A P 

GAG ACC AAC ACA CCC CAA CTT ACT TCA ACC CAG CTC TAA 578 
E T N T A Q V T S T E V 米

Fig.S20. Nucleoticle sequence and deduced amino acid sequence of Formosan serol'r' 
κ-casein gene (579bp). 

The nucleotide sequences have been submitted to the DDBJ with accession 
numbers 032171，32172 and 32173. 
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ATG ATG AAG AGT TTT TTC CTA GTT GTG ACT ATC CTG GCA TTA ACC口GCCG TTT TTG GGJ 60 
M M K S F F L V V T 1 L A L T L P F L G 

GCC CAG GAG CAA AAC CAG GAA CAA CCA ATA TGC TGT GAG AAA GAT GAA AGA TTC TTC GAT 120 

A Q E Q N Q E Q P 1 C C E K D E R F F D 

GAC AAA ATA GCC AAA TAT ATC CCA ATT CAG TAT GTG CTG AGT AGG TAT CCT AGT TAT GGA 180 
D K 1 A K Y 1 P 1 Q Y V L S R Y P S Y G 

CTC AAT TAC TAC CAA CAG AGA CCA GTT GCA CTA ATT AAT AAT CAA TTT CTG CCA TAC CCA 240 

L N Y Y Q Q R P V A L 1 N N Q F L P Y P 

TAT TAT GCA AAG CCA GTT GCA GTT AGG TCA C口 GCCCAA ACT CTT CAA TGG CAA GTT TTG 300 
Y Y A K P V A V R S P A Q T L Q W Q V L 

CCA AAT ACT GCG CCT GCC AAG TCC TGC CAA GAC CAG CCA ACT ACC ATG GCA CGT CAC CCA 360 
P N T A P A K S C Q D Q P T T M A R H P 

CAC CCA CAT TTA TCA TTT ATG GCC ATT CCA CCA AAG AAA GAT CAG GAT AAA ACA GAA ATC 420 
H P H L S F M A 1 P P K K D Q D K T E 1 

CCT ACC ATC AAT ACC ATT G口 AGTGCT GAG CCT ACA GTA CAC AGT ACA CCT ACC ACC GAA 480 
P T 1 N T 1 A S A E P T V H S T P T T E 

GCA ATA GTG AAC ACT GTA GAT AAT CCA GAA GCT TCC TCA GAA TCG ATT GTG AGT GCA CCT 540 
A 1 V N T V D N P E A S S E S 1 V S A P 

GAG ACC AAC ACA GCC CAA GTT ACT TCA ACC GAG GTC TAA 579 
E T N T A Q V T S T E V ~ 

Fig.S21. Nucleotide sequence and deduced amino acid sequence of serow 

κ-casein gene (579bp). 

The nucleotide sequences have been submitted to the DDBJ with accession 

numbers D32174，32175 and 32176. 
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ATG ATG AAG AGT TTT TTC CTA GTT GTG ACT ATC CTG GCA TTA ACC口GCCG TTT TTG GGT 60 
M M K S F F L V V T 1 L A L T L P F L G 

GCC CAG GAG CAA AAC CAG GAA CAA CCA ATA TGC TGT GAG AAA GAT GAA AGA TTC TTY GAT 120 
A Q E Q N Q E Q P 1 C C E K 0 E R F ? 0 

GAC AAA ATA GCC AAA TAT ATC CCA ATT CAG TAT GTG CTG AGT AGG TAT CCT AGT TAT GGA 180 
o K 1 A K Y 1 P 1 Q Y V L S R Y P S Y G 

CTC AAT TAC TAC CAA CAG AGA CCA GTT GCA CTA ATT AAT AAT CAA TTT CTG CCA TAC CCA 240 
L N Y Y Q Q R P V A L 1 N N Q F L P Y P 

TAT TAT GCA AAG CCA GTT GCA GTT AGG TCA CCT GCC CAA ACT CTT CAA TGG CAA GTT TTG 300 
Y Y A K P V A V R S P A Q T L Q W Q V L 

CCA AAT ACT GCA CCT GCC AAG TCC TGC CAA GAC CAG CCA ACT ACC ATG GCA CGT CAC CCA 360 
P N T A P A K S C Q 0 Q P T T M A R H P 

CAC CCA CAT TTA TCA TTT ATG GCC ATT CCA CCA AAG AAA GAT CAG GAT AAA ACA GAA ATC 420 
H P H L S F M A 1 P P K K 0 Q 0 K T E 1 

CCT ACC ATC AAT ACC ATT GCT AGT GCT GAG CCT ACA GTA CAC AGT ACA CCT ACC ACC GAA 480 
P T 1 N T 1 A S A E P T V H S T P T T E 

GCA ATA GTG AAC ACT GTA GAT AAT CCA GAA GCT TCC TCA GAA TCT ATT GCG AGT GCA CCT 540 
A I V N T V 0 N P E A S S E S I A S A P 

GAG ACC AAC ACA CCC CAA CTT ACT TCA ACC CAG GTC TAA 579 

E T N T ^ Q V T S T E V 本

Fig.S22. Nucleotide sequence and deduced amino acid sequence of goral 
κ-casein gene (579bp). 

The nucleotide sequences have been submitted to the DDBJ with accession 
numbel's 032177，32178 and 32179 
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ATG ATG AAG AGT TTT TTC CTA GTT GCG ACT ATC CTG GCA TTA ACC口GCCA TTT TTG GGT 60 
M M K S F F L V A T 1 L A L T L P F L G 

GCC CAG GAG CAA AAC CAG GAA CAA TCA ATA TGC TGT GAG AAA GAT GAA AGA TTC TTC GAG 120 

A Q E Q N Q E Q S 1 C C E K 0 E R F F E 
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CTC AAT TAC TAC CAA CAG AGA CCA GTT GCA CTA ATT AAT AAT CAA TTT CTG CCA TAC CCA 240 
L N Y Y Q Q R P V A L 1 N N Q F L P Y P 

TAT TAT GCA AAG CCA GTT GCA GTT AGG TCA CCT GCC CAA ACT口TCAG TGG CAA GTT TTG 300 
Y Y A K P V A V R S P A Q T L Q W Q V L 

CCA AAT ACT GCA CCT GCC AAG TCC TGC CAA GAC CAG CCA ACT ACC ATG GCA CAT CAC CCA 360 

P N T A P A K S C Q 0 Q P T T M A H H P 

CAC CCA CAT TTA TCA TTT ATG CCC ATT CCA CCA AAG AAA GAT CAG GAT AAA ACA GAA ATC 420 
H P H L S F M A 1 P P K K 0 Q 0 K T E 1 

CCT ACC ATC AAT ACC ATT CCT AGT GCT CAG CCT ACA CTA CAC AGT ACA CCT ACC ACT CAA 480 
P T 1 N T [ ^ S A E P T V H S T P T T E 

GCA ATA GTG AAC ACT GTA GAT AAT CCA CAA CCT TCC TCA GAA TCC ATT CCA AGT GCA CCT 540 
A 1 V N T V 0 N P E A S S E S 1 A S A P 

GAG ACC ÂC ACA CCC CAA CTT ACT TCA ACC CAG CTC TAA 579 
E T N T A Q V T S T E V 本

Fig.S23. Nucleotidc sequence and deduced amino acid sequence of chamois 
κ一caseingene (579bp). 

The nucleotiJe sequences have been submitted to the DDBJ with accession 

numbel's 032180，32181 and 32182. 
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ATG ATG AAG AGT TTT TTC CTA GTT GTG ACT ATC CTG GCA TTA ACC口GCCA TTT TTG GGT 60 
M M K S F F L V V T 1 L A L T L P F L G 

GCC CAG GAG CAA AAC CAG GAA CAA CCA ATA TGC TGT GAG AAA GAT GAA AGA TTC TTC GAT 120 

A Q E Q N Q E Q P 1 C C E K 0 E R F F 0 

GAC AAA ATA GCC AAA TAT ATC CCA ATT CAG TAT GTG CTG AGT AGG TAT CCT AGT TAT GGA 180 
o K 1 A K Y 1 P 1 Q Y V L S R Y P S Y G 

CTC AAT TAC TAC CAA CAG AGA CCA GTT GCA CTA ATT AAT AAT CAA TTT CTG CCA TAC CCA 240 
L N Y Y Q Q R P V A L 1 N N Q F L P Y P 

TAT TAT GCA AAG CCA GTT GCA GTT AGG TCA CCT GCC CAA ATT CTT CAG TGG CAA GTT TTG 300 
Y Y A K P V A V R S P A Q 1 L Q W Q V L 

CCA AAT ACT GCG CCT GCC AAG TCC TGC CAA GAC CAG CCA ACT ACC ATG GCA CGT CAC CCA 360 
P N T A P A K S C Q 0 Q P T T M A R H P 

CAC CCA CAT TTA TCA TTT ATG GCC ATT CCA CCA AAG AAA GAT CAG GAT AAA ACA GAA ATC 420 
H P H L S F M A I P P K K 0 Q 0 K T E I 

CCT ACC ATC AAT ACC ATT GCT AGT GCT GAG CCT ACA GTA CAC AGT ACA CCT ACC ACC GAA 480 
P T I N T I A S A E P T V H S T P T T E 

GCA ATA GTG AAC ACT GTA GAT AAT CCA GAA GCT TCC TCA GAA TCT ATT GTG AGT GCA CCT 540 
A I V N T V 0 N P E A S S E S I V S A P 

GAG ACC AAC ACA GCC CAA GTT ACT TCA ACC GAG GTC TAA 579 
E T N T A Q V T S T E V 米

Fig.S24. Nucleotide sequence and deduced amino acid sequence of rocky mountain goat 
κ-casein gene (579bp) 

The nucleotide sequences have been submitted to the OOBJ with accession 
number's 032183.32184 and 32185. 
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ATG ATG AAG AGT TTT TTC CTA GTT GTG ACT ATC CTG GCA TTA ACC口GCCA TTT TTG GAT 
M M K S F F L V V T 1 L A L T L P F L 0 

GCC CAG GAG CGA AAC CAG GAA CAA CCA ATA TGC TGT GAG AAA GAT GAA AGA TTC TTC AAT 

A Q E R N Q E Q P 1 C C E K 0 E R F F N 
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CTC AAT TAC TAC CAA CAG AGA CCA GTT GCA CTA ATT AAT AAT CAA TTT CTG CCA TAC CCA 

L N Y Y Q Q R P V A L 1 N N Q F L P Y P 

TAT TAT GCA AAG CCA GTT GCA GTT AGG TCA CCT GCC CAA ACT CTT CAA TGG CAA GTT TTG 300 

Y Y A K P V A V R S P A Q T L Q W Q V L 

CCA AAT ACT GTG CCT GCT AAG TCC TGC CAA GAC CAG CCA ACT ACC ATG GCA CGT CAC CCA 360 
P N T V P A K S C Q 0 Q P T T M A R H P 

CAT CCA CAT TTA TCG TTT ATG CCC ATT CCA CCA AAG AAA GAT CAC CAT AAA ACA CAA ATC 420 
H P H L S F M A 1 P P K K 0 Q 0 K T E 1 

CCT ACC ATC ÂT ACA CTT CCT ACT CCT CAG CCT GCA AGT ACA CCT ACC ACC CAA CCA ATA 480 
P T 1 N T V A S A E P A S T P T T E A I 

CTG AAC ACT CAA CCA ATA GTC AAC ACC CAC CCA ATA CTC AAC ACT訂AGAT AAT CCA CAA 540 
V N T E A 1 V N T E A I V N T V 0 N P E 

GCT TCC TCA CAA ATT ATT GCC AGT CTC CCT CAC ACC AAC ACA GCC CAA GTT ACT TCA ACT 600 
A S S E II  A S V P E T N T A Q V T S T 

GAA GTC TAA 609 
E V ホ

Fig.S25. Nucleotide sequence and deduced amino acid sequence of saiga 

κ-caseil1 gene (609bp). 

The nucleotide sequences have been submitted to the DDBJ with accession 

numbers D3218G，32187 and 32188. 
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ATG ATG AAG AGT TTT TTC CTA GCT GTG ACT ATC CTG GCA TTA ACC口GCCA TTT TTG GIT 
M M K S F F L A V T 1 L A L T L P F L V 

GCC CAG GAG CAA ATC CAG GAA CAA CCA ACA GGC TGT GAG AAA GAT GAA AGA TTC TTC AAT 

A Q E Q 1 Q E Q P T G C E K 0 E R F F N 

GAC AAA ATA GTC AAA TAT ATC CCA ATT CAG TAT GCG CTG AGT AGG TAT CCT AGT TAT GGA 180 
o K 1 V K Y 1 P 1 Q Y A L S R Y P S Y G 

CTC AAT TAC TAC CAA CAC AGA CCA GTT GCA CTA ATT AAT AAT CAG TTT CTG CCA TAC CCA 240 
L N Y Y Q H R P V A L 1 N N Q F L P Y P 

TAT TAT GTA AAG CCA GGT GCA GTT AGG TCA C口 GCCCAA ATT口CCAA TGG CAA GTC TTG 300 
Y Y V K P G A V R S P A Q 1 L Q W Q V L 

CCA AAC ACC GTG CCT GCC AAG TTC TGC CAA GCC CAG YCA ACT ACC ATG GCA CGT CAC CCA 360 
P N T V P A K F C Q A Q P/S T T M A R H P 

CAC CCA CGT TTA TCA TTT ATG GCC ATT CCG CCA AAG AAA AAT CAG GAT AAA ACA GAC ATC 420 
H P R L S F M A 1 P P K K N Q 0 K T 0 I 
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AAA ACA GAC CAA GTT ACT TCA ACC GTG GTC TAA 573 
K T 0 Q V T S T V V 本

Fig.S2G. Nucleotide sequence and deduced amino acid sequence of sika deer 
κーcaseingenc (573bp). 

The nucleotide sequences have been submitted to the DDBJ with accession 
numbers 014377，14378 and 14379 
A poly morphyic site is underlined 
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GTT GCC CAA GTG CAA TAT CAG GAA CAA CTC ACA GGA TGT GAG AAT GAT GAA AGA TTC TT.C 
V A Q V Q Y Q E Q L T G C E N 0 E R F F 
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GGA CTC AAT TAC TAC CAG CAA AGG CCA CCT GCA CTA ATT AAT AAC CAA TTT CTG CCG TTC 180 
G L N Y Y Q Q R P P A L 1 N N Q F L P F 

TCA TTT TAT GCA AAG CCA ATG GCA GTT AGG TCA CCT GCC CAA ATT口TCAG TGG CAA GTC 240 
S F Y A K P M A V R S P A Q 1 L Q W Q V 

CCG CTG AAT GCT GTG TCT GCC AAG CCC TGC CAA GCC CCG CCA ACT ACT ATG GCA CGT CGC 300 

P L N A V S A K P C Q A P P T T M A R R 

CCA CGC CCA CAT TTA TCA TTT ATG GCC ATT CCA CCA AAG AAA GAT CAG GAT AAA ACA GAC 360 
P R P H L S F M A 1 P P K K 0 Q 0 K T 0 

ACC CCT ACC ATC AAT ACC ATT GTT ACT GTT GAG CCT ACA ACT ACA CCC ACC ACT GAA TCA 420 

T P T 1 N T 1 V T V E P T T T P T T E S 

ATA GTG AAC ACT GTA GCT ACT CTA GAA GCT TCC TCA GAA TCT ATC GCC AGT GCA CCT GAG 480 
1 V N T V A T L E A S S E S 1 A S A P E 

ACT ACC ACA CTC CAA GTT ACT TCA GCT CAG GTT TAA 516 
T T T V 0 V T S A E V 米

Fig.S27. Nucleotide sequcnce and deduced amino acid sequence of lesser mouse deer 
κ一C乱seingcne (516bp). 

The nucleotide sequences have been submitted to the DDBj with accession 

nU ~l bers 014380 and 14381 
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CGC TGT GAG AGT GAT AAA AGA TTG TTC AAT GAA GAA AAA GTC AAA TAT ATC CCA ATT TAT 60 
R C E S 0 K R L F N E E K V K Y 1 P 1 Y 

TAC ATG CTG AAT AGG TTT CCT AGT TAT GGA TTT TTC TAC CAA CAT AGA TCA GCT GTA TCA 120 

Y M L N R F P S Y G F F Y Q H R S A V S 

CCT AAT AGC CAA TTT ATA CCT TAC CCA TAT TAT GCA AGG CCA GTT GTA GCT GGG CCA CAT 180 
P N S Q F 1 P Y P Y Y A R P V V A G P H 

GCT CAA AAA CCT CAA TGG CAA GAC CAG CCA AAT GTC TAC CCA CCT ACA GTG GCA CGT CGC 240 
A Q K P Q W Q 0 Q P N V Y P P T V A R R 

CCA CGC CCA CAT GCA TCA TTT ATT GCC ATT CCC CCA AAG AAA AAT CAG GAT AAA ACG GCC 300 
P R P H A S F 1 A 1 P P K K N Q 0 K T A 

ATC CCT GCT ATC AAT TCC ATT GCT ACT GTT GAG CCT ACA ATT GTA CCT GCC ACT GAA CCA 360 
r P A 1 N S 1 A T V E P T 1 V P A T E P 

ATA GTG AAC GCT GAA CCA ATA GTG AAC GCT GTA GTA ACT CCA GAA GCT TCC TCA GAA TTC 420 
r V N A E P 1 V N A V V T P E A S S E F 

CTC ATC ACA AGC GCA CCT GAG ACC ACC ACT GTC CAA GTC ACT TCA CCC GTG GTC TAA 477 
L 1 T S A P E T T T V Q V T S P V V 末

Fig.S28. Nucleotide sequence and deduced amino acid sequence of pig 
κ-ce1seil1 gene (477bp). 

The nuc I eo t i de scquence i s i den t i ca I to the pub 1 i shed sequence. 
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要 己
目

結論

蛋白質のアミノ酸配列の比較から Zuckerkandle 色 Pauling68. 69)

は「分子時計」が生物種の問で成立することを提 唱 した。 すなわ ち，

アミノ駿置換数はその種が分化してから経過した時間にほぼ比例 す

るというものである。 これは生物の進化を考察するうえで画期的な

発見であった。形態からの推定には収束進化や平行進化の問題があ

り， 主観的な判断の違いから多くの系統樹が提出されている。 しか

し， r分子時計」は形態とは全く独立した性質に 基 づいており， 客

観的なデータから判断をくだすことができる。 I分 子 時 計」 は DN 

A の塩 基 配列でも成立し その原理は木村 35. 3 7 )によ っ て と な えら

れた 「分 子 進化の中立説 」 から説明することができようにな っ た。

ウシ， ヤギ， ヒツジなど現在， 家畜として飼われている動物jの 大

部分は偶蹄 目 ウシ亜自に属し 始新世以後の 草 原化に適応し て急 速

に分化したと考えられている。比較的短期間で多くの短に分化した

ため， ウシ亜日に属する種の分 11皮系統は明確となっていなし1。 ま た，

最近の分子進化の結果でも系統解析の基礎となった遺伝 子 デ ー タの

種類の違いによ っ て， ウシ科とシカ科の位 置 関係について 意 見が分

かれている。

本研究はウシ科ヤギ亜科:の動物を中心に偶蹄 目 ウシヨE自における

進化の道筋を明らかにするため， シトクロム b と κ ー カゼイン泣伝

子の塩基配列を決定し， ブタ(似蹄 目 イノシシ斑 目 イノシシ科 )を

アウトグループとして系統樹の作成を行 っ た。 また， 一 部の動物 に

ついては成長ホルモン造伝子プロモータ - 飢域の梅若配列に つ い て
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も比較を行った。

シトクロム b と κ - カゼイン遺伝子について， 塙基配列の決定と

比較ーを行った動物はブタ(イノシシ科) ジャワマメジカ(マメジ

カ科)， ニホンジカ(シカ科) ウシ(ウシ科ウシ属)， スイギュ

ウ(ウシ科スイギュウ属)， ヤギ(ウシ科ヤギ属) ヒツジ(ウ シ

科ヒツジ属)， サイガ‘(ウシ科サイカ♂属) ， シャモア(ウシ科シャ

モア属)， シロイワヤギ(ウシ科シロイワヤギ属)， ゴーラル(ウ

シ科ゴーラル属)， シーロー(ウシ科カモシカ属)， タイワンカモ

シカ(ウシ科カモシカ属)， ニホンカモシカ(ウシ科カモシカ属)

の 11穏である。成長ホルモンプロモータ-領域についてはニホンジ

カ， ウシ， スイギュウ， ヤギ， ヒツジ， ニホンカモシカの比較を行

っアこ。

第 1章 シトクロム b遺伝子の塩基配列

トコンドリアは原核生物が真核生物の祖先に共生したものであ

るといわれ， 染色体遺伝子とは別に独自の遺伝子系を持っている。

その全遺伝子は約1.6kbと少ない境基数から構成されているため，

塩基配列がいくつかの穫について決定されている。 19 8 9年 Kochcrら

がミトコンドリア遺伝子の保存領域に P C R のプライマーを設定し，

多くの種について容易に出基配列を決定できることを示した。 その

後， 多くの研究者がミトコ'ンドリアのシトクロム b遺伝子の解析を

行った結果， 現在シトクロム b遺伝子は最も多くの種について解析

されている遺伝子の 1つである。

本研究ではすでに発表されているウシ， ヒト， マウス， ニワトリ

のシトクロム b遺伝子の場基配列からフライマ-Ml 01 (5' -CAAATCCT 
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CACAGGCCTATTCCTAGC-3' )と MI02(5' -TAGGCGAATAGGAAATATCATTCGGGTT 

TGAT-3' )を設計し， シトクロム b遺伝子の中央部分 6~ 6 b p の取法配

列を決定した。 PC R増幅のテンプレートにはブタ ジャワマメジ

カ， ウシ， ヤギ， ヒツジ， ニホンジカ ニホンカモシカで筋肉か ら

抽出した D N A， スイギュウで血液から抽出した oN 八， サイプ'/，

シャモア， シロイワヤギ ゴーラル， シーロー， タイワンカモシカ

で毛根を用いた。 PC Rによって増幅したフラグメントはアガ.ロー

スゲル電気泳動と限外涜過フィルター遠心綴過ユニットを用いて精

製し， サイクルシーケンス法で反応後 全自動シーケンサで取法配

列を決定した。

さらに， 遺伝子領域による塩基置換の片寄りの有無を検討するた

め， ウシ， ジャワマメジカ ニオ、ンジカ スイギュウ ニオ、ンカモ

シカについてはシトクロム b遺伝子の全壊基配列 1140bpを決定した。

塩基配列の決定にはプライマ一 MI01，MI02 の他に MI03(5' -GACTAATG 

ATATGAAAAACCATCGTTG-3')， MIO~(5' -TTGTTCTTCATCTCTGGTTTACAAGAC-

3').MI05(5'一TCCACGAAACAGGATCCAACAACCC-3')を用いて p C RK~II隔

を行った。

その結果， ウシ， ジャワマメジカ， ニホンジカ， スイギュウ， ニ

ホンカモシカのシトクロム b遺伝子の全境基配列を決定し， その他

の動物は部分境基配列 6~ 6 b pを決定した。

第 2 章 κ ー カゼイン遺伝子の出基配列

乳中に存在するカゼインミセルは蛋白質として α， β， κ ー カゼ

インをもち， これら分子の複合体として椛成されている。 κ ー カゼ

イン遺伝子はゲノム中にシングルジーンとして存在し， フィブリノ
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ーゲン遺伝子属から進化した後，

いないものと考えられる。 また，

上である程度の制約があるものの，

他の遺伝 子との転移や交差はして

カゼインミセルの構造を保持する

すでに決定されている附乳類の

κ ー カゼイン遺伝子問でかなりの塩 基 配列の 違いが見いだされてい

る。 このため κ ー カゼイン遺伝 子は常染色 体に存在す る「分子 H寺計 」

のよい候補遺伝子と考えられる。

今までに発表されている κ ー カゼイン遺伝 子の塩基 配列は m R N 

A から作成した cD N A の境基配列で， ゲノム D N A の配列はウシ

についてしか決定されていない。 c D N A はそれが発現している新

鮮な組織からしか作成できないため， 場基配列を決定 できる 対象 生

物は限られている。 そこで， 本研究ではゲノム D N A か ら κ ー カゼ

イン遺伝子の塩基配列を直接決定することを試みた。 ゲノム D N 八

を対象にすれば雄からでも塩基配列を決定することができ， また毛

根試料から決定することもできる。

ウシの κ - カゼイン遺伝子はエキソン Iからエキソン V ま での 5

つのエキソンに分かれてコードされており， その全長は 10 k bを超え

ている。 このため ゲノム上の κ ー カゼイン遺伝 子の塙基 配列 全て

を決定することは困難である。 アミノ酸に務!訳される侃域は シグナ

ルペプチド領域を含め， エキソンの rr， 1lI， IVにコ ードされて いる。

本研究ではアミノ酸翻訳領域だけを対象に埠基配列の決定を行い，

その結果から κ ー カゼイン:のアミノ酸配列を推定した。

具体的にはウシの κ ー カゼイン遺伝子の問基配列か らアミ ノ僚制i

訳領域の外側にプライマーを設計して P C R増幅を行い， 各エキソ

ン毎に塩基配チIJを決定した。 エキソン lVについては 2つの飢 1&に分

割し， 配列を決定した。 エキソン rrの増幅はプ ラ イマ -2^(S'-CT̂ ^
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TTGTTTAATTTAATTTAGGTGCA-3')， 28 (5' -CAAAACTGATTAGATGAAATTAACTC 

-3' )， エキソン凹はプライマ-3A (5' -TCTTGTTTCTGATTCTTTCTCTGAAT 

CTC-3')， 38(5' -GGATTCATATCTCTACTGGAAACAAACTTA-3')，エキソン IV

はプライマ-4. A (5・-TAATACCATTCTGCATAATTTATTTTTTTACAG-3・)， ~B(5 

-CTGCGTTGTCTTCTTTGATGTCTC-3')， ~C(5' 一 CCCACATTTATCATTTATGGCCA

TTCC-3')， 4.D(5' -GATTTCTGTTTTATCCTGATTTTTCTTTGG-3')を用いた。

その結果， ブタのエキソン n. IIIとジャワマメジカのエキソンJ[

を除き， 試験対象とした動物全ての κ カゼイン遺伝 子のアミノ酸

翻訳領域の塩基配列を決定することができた。 この方法によって決

定した塩基配列はすでに m R N A から決定されていたブタ， ウシ，

ヤギ， ヒツジの塩基配列と多型と考えられる部分を|徐き 一致してい

た。 これは本研究に用いた方法で 常染色体上に存在する遺伝子の

アミノ酸翻訳領域の境基配列を容易に決定できることを示しており，

複数のエキソンに散在する遺伝子をクローニングすることなしに直

接決定した最初の例である。

第 3 章 成長ホルモンプロモータ-領域の塙基配列

シカ科の分Jl皮位置についてシトクロム b遺伝子と κ ー カゼイン泣

伝子の系統図は異なった結果を示している。分 子進 化の推定は JI1い

た遺伝子の種類による誤 差 を含んでいるため， 政数の ill伝子からの

推定がより正確な結果を与tえる。また 機能が呉なり 進化速度の

違う遺伝子の比較がよい結果を与えると考えられる。

アミノ酸翻訳領域の上流部は R N A ポリメラーゼの結合部位をは

じめ， 多くの転写調節領域を含んでいる。 シカ科がウシ科のLjJに含

まれるのか， 否かを検討するため， ニホンジカ， ウシ， スイギュウ，
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11 ..........................................................  ...  

ヤギ， ヒツジ， ニホンカモシカの成長ホルモンプロモーター領域 29 

o b p の指基配列を決定した。 P C R のプライマーはウシ成長ホルモ

ンの出基配列に基づく GIIP1(5' -TCTCAAGCTGAGACCCTGTGTGCACA-3'). G 

I! P 2 ( 5 '一CGAATGGAGGGGATTTTAGCGAGCTTAC-3')を用いた。

P C R 産物]から決定された塩基配列はウシ ヤギ ヒツジですで

に発表されている境基配列と一致していた。塩基配チIJのホモロジー

を比較すると， ウシに対しウシ科のスイギュウ， ヤギ， ヒツジ， ニ

ホンカモシカはそれぞれ 98.5.97.1.97.1.97.8完のホモロジーを示し，

配列はよく保存されていた。一方， シカ科のニホンジカは 94.9 %の

ホモロジーで これらよりもやや離れた種であることを示していた。

第 4 章 分子系統樹の作成とその比較

シトクロム b遺伝子と κ ー カゼイン遺伝子について頃基配列， ア

、ノ酸配列， 双方の分子系統樹を作成した。系統樹の作成は造伝的

な距離に基づく近隣結合法 57 )を用いた。 また， 系統制の分 11皮パタ

ーンの検定には Fe i s e n s l e i nの開発したブーツストラップ法 1 7 )を丹j

し¥1.こ。

シトクロム b遺伝子は場基置換速度が速いため， 最近になって分

岐した穫の系統を比較するには適していた。 このデータからカモシ

カ属のシーロー， タイワンカモシカ， ニホンカモシカの 3認の系統

関係が明らかになった。 Jf~ 1態的な分類ではタイワンカモシカとニホ

ンカモシカが亜君主ではないかともいわれているが， シトクロム b j立

伝子の配列はシーローとタイワンカモシカの近縁関係を示し， ニホ

ンカモシカはそれ以前に分岐したことが明かとなった。 しかし， ブ

ーツストラソプ値は低いもののニホンジカがウシ科の分岐に含まれ，
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シトクロム b遺伝子の系統樹はウシ科の単系統を支持しなか った。

逆に κ ー カゼイン遺伝子の分子系統樹はヤギ亜科内部の分岐に つ

いてはっきりした結果を示せなかったものの ウシ科の単系統につ

いては高いブーツストラップ値で支持していた。

これら 2 つの系統制の違いは遺伝子の変異速度の速いに起因する

ものと考えられ， 分 d皮500-1000万年前くらいまではシトクロム b造

伝子， それ以前の分岐には κ ー カゼイン遺伝子が解析に迎している

と考えられた。

成長ホルモンプロモーター領域の系統樹はアウトグループとする

ブタの堀基配列が一部未決定なため不十分なものとなった。 しかし，

塩基置換数の比較はニホンジカが他のウシ科の動物のグループから

離れていることを示しており， ウシ科の単系統説を支持すると考え

られた。

これらの結果を総合すると ウシ亜自において分子進化から批定

される系統樹はほぼ現在の分類と 一 致していた。 さらに， 本研究に

よってカモシカ属 3樟の新しい系統関係とヤギヨE科動物のより詳し

い系統関係が明かとなった。
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