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第一章 研究の背景と目的 

 

1. リボソームの立体構造と 16S リボソーマル RNA (16S rRNA) 

 リボソームは全ての生物に存在し、DNA から mRNA に写し取られた遺伝情報をポリペプ

チドへと翻訳する役割を担っている。Escherichia coli における 70S リボソームの 3 次元構

造を図 1.1 に示す。バクテリアにおいては、リボソームは 30S と 50S の 2 つのサブユニット

から成り立っている。30S サブユニットは 16S rRNA と 21 のリボソーマルタンパク質から

構成され、50S サブユニットは 5S rRNA と 23S rRNA、36 のリボソーマルタンパク質から構

成されており、それぞれが、rRNA とタンパク質の巨大な複合体である。16S rRNA と 23S 

rRNA はそれぞれ 30S サブユニットと 50S サブユニットの中心骨格を成す分子である。 

mRNA の SD 配列（Shine-Dalgarno 配列）と 30S サブユニットが結合するところから翻訳

は開始される。開始コドンである f-メチオニル tRNA が 30S の P 部位に結合し、f-メチオニ

ル tRNA のアンチコドンが mRNA の開始コドンに対合する。続いて、30S サブユニットの A

部位に、mRNA 上の次のコドンとそれに対応するアミノアシル tRNA が対合すると、16S 

rRNAに構造変化が生じ、そのシグナルが 50Sへと伝わり、EF-TuのGTPが加水分解される。

16S rRNA の暗号解読中心（Decoding Center）は、A 部位のアミノアシル tRNA と mRNA の

アンチコドン領域の対合を厳密に監視する。その後、23S rRNA のペプチド転位反応活性中

心の触媒作用により、P 部位の tRNA からアミノ酸が切り離され、A 部位の tRNA が運んで

きたアミノ酸と結合する。A 部位に結合していた mRNA とアミノアシル tRNA はそのまま

P 部位へとシフトする。この一連の動作を終始コドンを認識するまで繰り返すことで、リボ

ソームは mRNA の情報をポリペプチドへと翻訳する。 

 

2. リボソーマル RNA オペロンの遺伝子構造とコピー数 

 5S rRNA、16S rRNA、23S rRNA の 3 つの rRNA は、リボソーマル RNA オペロン上にコ

ードされており、ほとんどのバクテリアにおいて 5’末端側から 16S rRNA 遺伝子、23S rRNA

遺伝子、5S rRNA 遺伝子という並び順が保存されている(図 1.2)。それぞれの rRNA 遺伝子

の長さは、Escherichia coli において、5S rRNA 遺伝子は 120 塩基、16S rRNA 遺伝子は 1542

塩基、23S rRNA 遺伝子は 2906 塩基である。多くのバクテリアは、リボソーマル RNA オペ

ロンを複数コピー持っており、例えば、Escherichia coli MG1655 はゲノム中に 7 コピーのリ

ボソーマル RNA オペロンを持つ。バクテリアの間でリボソーマル RNA オペロンのコピー

数はまちまちで、例えば、Bacillus subtilis ATCC 23857 は 10 コピーであるが、Helicobacter 

pylori 26695 や Aquifex aeolicus VF5 などは 2 コピーである(Klappenbach et al., 2001)。 
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図 1.1 Escherichia coli のリボソーム 70S サブユニットの 3 次元構造。構造は、30S (PDB id 

2WDK)と 50S (PDB id 2WDL)を合わせて表示した(Voortees et al., 2009)｡青色のリボ

ンは、23S rRNA を表し、赤色のリボンは 16S rRNA を表す。 

 

 

 

 

Escherichia coli MG1655 リボソーマル RNA オペロン B の構造 

 

 

 

 

 

図 1.2 Escherichia coli MG1655 株のリボソーマル RNA オペロン B の構造 

 

3. 多重遺伝子と適応進化 

リボソーマル RNA オペロンに含まれる 16S rRNA 遺伝子、23S rRNA 遺伝子、5S rRNA 遺

伝子のように、ゲノム上に複数コピー存在する遺伝子は多重遺伝子と呼ばれ、適応進化に

おいて重要な役割を果たしていることが知られている(Nei and Rooney, 2005)。リボソーマル

RNA オペロンのほかには、低温ショックタンパク質（CSP）が多重遺伝子の例として知ら

れている。CSP 遺伝子は、70 アミノ酸残基程度の大きさの遺伝子で、大腸菌においては 9

P1 P2 
16S rRNA 遺伝子 23S rRNA 遺伝子 5S rRNA 遺伝子 tRNA-Glu 

t1 t2 
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個（CpsA-CpsI）が存在しており、それぞれに機能が異なっている。例えば、CspA と CspB

は低温環境下において発現し、mRNA 上の余分な二次構造を一本鎖へと解く分子シャペロ

ンとしての機能を有している。この一方で、CspC と CspE は転写アンチターミネーターと

しての機能を有している（Bae et al., 2000）。配列相同性の点においても、大腸菌の 9 個

（CpsA-CpsI）が平均してアミノ酸配列レベルで 67%程度の相同性を有する中で、CspA と

CspB は 80%程度の、CspC と CspE は 84%程度の相同性を有している。 

霊長類においては、Zhang ら(1998)は、旧世界猿が新世界猿から分岐したのちに、EDN 遺

伝子(Eosinophil Derived Neurotoxin gene)が重複して、ECP 遺伝子(Eosinophil Cationic Protein 

gene)に進化したことを報告している。ECP遺伝子の系統では、EDN遺伝子からの重複後に、

アルギニンへの置換が多く生じており、EPC は正に荷電したアルギニンが病原体の細胞膜

に穴をあけることによってバクテリアや寄生虫を殺傷することが知られているため、重複

遺伝子による適応進化の例として考えられている(Young et al., 1986; Rosenberg et al., 1989; 

Nei and Kumar, 2006)。 

また、リボソーマル RNA オペロンの P1、P2 プロモーターは非常に強力で、生体内に存

在する分子は、rRNA とリボソーマルタンパク質が圧倒的に多く、対数増殖期には細胞内の

リボソームは 71,000 分子とも言われている(Bremer and Dennis, 2008)。このように、リボソ

ーマル RNA オペロンの多重化はリボソーマル RNA を大量に発現するための方策である。 

 

4. リボソーマル RNA オペロンごとの役割 

リボソーマル RNA オペロンは、大量に発現していることが一つの特徴であるが、さらに

生育状況に応じて転写量が変化することが知られている。例えば、Escherichia coli の 7 つの

リボソーマル RNA オペロン間では、リボソーマル RNA オペロン E は、他のリボソーマル

RNA オペロンに比べて、最少培地においてプロモーター活性が下がることが知られており、

貧栄養状態での生育速度の調節に関わっていると考えられている(Condon et al., 1992)。また、

リボソーマル RNA オペロン G は、転写調節因子である Fis タンパク質による転写調節を、

他のリボソーマル RNA オペロンに比べて非常に受けにくいため、Fis を介した転写活性の

影響を減少させている(Condon et al., 1992)。このように、リボソーマル RNA オペロンは、

EDN 遺伝子や ECP 遺伝子のように、種分化に沿ってそれぞれが分岐進化している訳ではな

いが、オペロン自身はほぼ相同でありつつも、コピー間の転写量を調節することにより環

境変化に対し応答する仕組みを備えている例である。 

 

5. 同一ゲノム上の 16S rRNA 遺伝子同士の均一化 

重複遺伝子において、染色体の不等乗換えや遺伝子変換、遺伝的組換えによって配列の均

一化が生ずることが哺乳類の Alu 配列の解析などによって知られている（Ohta, 1976, 1985; 

Smith, 1976; Jeffreys, 1979; Slightom et al., 1980）。バクテリアにおいては、調査した限りリボ

ソーマル RNA においてのみ、このような配列の均一化が生じているようだ。同一ゲノム上
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に複数コピー存在するリボソーマル RNA オペロン間の 16S rRNA 遺伝子同士は、ほぼ相同

な配列を有しており（たとえば、Escherichia coli MG1655 では、7 コピーの 16S rRNA 遺伝

子間で平均 99.5%の相同性を有している）、同一ゲノム上の 16S rRNA 遺伝子同士で配列の

均一化が働いていると考えられる（Hashimoto et al., 2003; Acinas et al., 2004）。Hashimoto ら

(2003)によると、Escherichia coli において、リボソーマル RNA オペロン B 上の 16S rRNA 遺

伝子は世代あたり 5 ×10-9程度の頻度で遺伝的組換えにより同一ゲノム上の他の 16S rRNA

遺伝子と均一化されており、Lee ら(2012)によってゲノムワイドに計算された塩基置換の頻

度（世代あたりサイトあたり 2.2 × 10−10）よりも 20 倍ほど高い。 
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6. バクテリアにおける遺伝子の水平伝播 

個体から個体へと遺伝子が伝達されることを遺伝子の水平伝播という。水平伝播の遺伝

学的な仕組みについては、自然形質転換（Griffith, 1928）や接合伝達（Lederberg and Tatum, 

1946）、トランスポゾンを介した DNA の伝播（Grinsted, 1990; Tsuda and Iino, 1987）などが

知られている。 

バクテリアにおいては、遺伝子の水平伝播は普遍的に存在することが知られている。例

えば Escherichia coli のゲノムのおよそ 18%は Salmonella 属と分岐して以降の一億年の間に

水平伝播によって蓄積したものと見積もられている(Lawrence and Ochman, 1997)。また、

Nelson ら(1999)は、Thermotoga maritima においては、ゲノムの 24%がアーキア由来であると

見積もっている。このように、バクテリアにおいて普遍的に観察される水平伝播であるが、

Rivera ら(1997)は、転写、翻訳、複製に関連する遺伝子に加え、GTPases、ATPase、tRNA 合

成酵素などを含む情報系遺伝子と、アミノ酸合成、補因子の生合成、エンベロープ、エネ

ルギー代謝などを担う操作系遺伝子(Operational Gene)の間で水平伝播の頻度は異なると指

摘している。 

Rivera ら(1997)の結果を踏まえ、Jain ら(1999)は、複雑な相互作用の中におかれている情

報系遺伝子は水平伝播を受け入れないという Complexity Hypothesis を提唱している。一例と

して、リボソームを構成する因子間の複雑な相互作用を示した(図 1.3)。この仮説を支持す

る結果は、Wellner と Gophna(2008)、Lercher と Pal(2008)、Cohen ら(2011)などによって得ら

れており、例えば Cohen ら(2011)は、STRING (version 8)データベースに登録されているバク

テリア全種に渡るタンパク質-タンパク質相互作用と、遺伝子ファミリーごとの水平伝播頻

度を解析することによって、タンパク質-タンパク質相互作用が大きい遺伝子ほど水平伝播

の頻度が少ないことを報告している。 
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図 1.3  リボソームの構成成分間の複雑な相互作用。Jain ら(1999)より転載（出版元：米国

科学アカデミー）。矢印の太さは相互作用の強さを表す。Jain ら(1999)によって提

唱された Complexity Hypothesis では、情報系遺伝子はこのように複雑な相互作用の

中におかれているために、水平伝播を受け入れないとされている。 

 

7. 系統解析の指標として用いられてきた 16S rRNA 遺伝子 

16S rRNA 遺伝子は、系統関係の推定や環境中の微生物の多様度の測定、種の同定などに

最も良く用いられてきた遺伝子である (Woese, 1987; Woese et al., 1990; Head, 1998; 

Hugenholtz et al., 1998)。古くは、バクテリアの系統解析を行う上でシトクローム c が優れた

分子時計として考えられ用いられてきた(Errede et al., 1978)。しかし、シトクローム c は、一

部のバクテリアの種において遺伝子サイズが大きく変化しており、バクテリアを通して遺

伝子サイズが似通っている 16S rRNA の方がより分子時計としてふさわしいと考えられる

ようになった（Ambler et al., 1979; Dickerson, 1980; Woese, 1987）。16S rRNA 遺伝子が最も

よく用いられてきた理由の前提としてDNAの配列決定方法が発展したことが挙げられるが、

他の遺伝子に対する優位性はその他にもいくつかあり、主に以下の 3 つである。 

 

1）全生物に共通して保存されている遺伝子である。 

2) 相同性の高い領域と低い領域が存在するため、ユニバーサルプライマーの設計が容易で 

あるうえに、様々な幅の系統群を比較することが可能。 

3) 翻訳に関わる遺伝子(情報系遺伝子)なので、水平伝播の影響を受けない(Complexity 

Hypothesis)。 

 

特に、3)に記したような 16S rRNA 遺伝子の種特異性は幅広く信じられており、過去 30

年にわたって信じられてきた原核生物の系統分類は 16S rRNA 遺伝子を用いて行われてい

る（Woese, 1987; Woese et al., 1990）。また、16S rRNA 遺伝子の相同性から種の判定をする
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基準が報告されている（Stackebrandt と Goebel(1994)によって 97.0%、後に Stackebrandt と

Ebers(2006)によって 98.7-99.0%）。これらの基準は、DNA-DNA 分子交雑法によって交雑形

成率が 70%を超す場合同種と考えるという古典的な分類学の基準を満たす、16S rRNA 遺伝

子の塩基配列相同性である(Wayne et al., 1987)。 

 

8. 16S rRNA 遺伝子の自然界における水平伝播の報告 

この一方で、16S rRNA 遺伝子の自然界における水平伝播の報告も存在する(Mylvaganam 

and Dennis, 1992; Eardly et al., 1996; Wang et al., 1997; Lan and Reeves, 1998; Ueda et al., 1999; 

Yap et al., 1999; Wang and Zhang, 2000; Parker., 2001; Schouls et al., 2003)。これらの報告を表

1.1 にまとめた。これらの報告は主に、(1)16S rRNA 遺伝子の部分的な水平伝播。(2)リボソ

ーマル RNA オペロンが丸ごと水平伝播している例。(3)同一ゲノム上の 16S rRNA 遺伝子同

士の配列の大規模な不一致に大別される。 

部分的な 16S rRNA 遺伝子の水平伝播の例として、例えば、Wang と Zhang (2000)は、目

視による配列比較と系統樹解析によって、Actinobacteria 門、Streptosporangiaceae 科における

16S rRNA 遺伝子の部分的な水平伝播を報告している（Nonomuraea 属と Microtetraspora 属

間、Nonomuraea 属と Streptosporangium 属間、Microtetraspora 属と Streptosporangium 属間）。

Wang と Zhang (2000)は、Jain ら(1999)が提唱した Complexity Hypothesis によって水平伝播し

ない遺伝子であると考えられてきた 16S rRNA 遺伝子の水平伝播について、部分的な構造の

置換ならば許容されうるとする Simplified Complexity Hypothesis という考え方を提唱した。

また、Schouls ら(2003)は、16S rRNA 遺伝子の 1014 残基-1055 残基の領域が Streptococcus 

anginosus 内の系統間で水平伝播していることを、配列の目視による比較と系統樹解析、サ

ザンハイブリダイゼーション法によって報告している。Schouls ら(2003)は、比較した

Streptococcus anginosus の系統の持つ全ての 16S rRNA 遺伝子が組換え体であったことを踏

まえ、部分的な水平伝播により異種由来の断片を持つ 16S rRNA 遺伝子が他の 16S rRNA 遺

伝子を乗っ取り、組換え 16S rRNA 遺伝子のコピー数が変動しうることを報告した。 

リボソーマル RNA オペロンが丸ごと水平伝播している例として、Yap ら(1999)は

Thermomonospora chromogenaのゲノム上に存在する異なる 2タイプのリボソーマル RNAオ

ペロンのうち片方は、Thermomonospora chromogena と同目異亜目に属する Thermobispora 

bispora に対して高い相同性を示し、系統樹解析においても Thermomonospora chromogena の

他のリボソーマル RNA オペロンではなく、Thermobispora bispora のリボソーマル RNA オペ

ロンと近縁であったことなどから、リボソーマル RNA オペロンが丸ごと水平伝播した例で

あるとして報告している。 

同一ゲノム上の 16S rRNA 遺伝子同士の配列の大規模な不一致の例としては、

Thermomonospora chromogena, Thermobispora bispora, Haloarcula marismortui において同一ゲ

ノム上の 16S rRNA 遺伝子や 23S rRNA 遺伝子のコピー間での 10%程度に及ぶ配列の不一致

が報告されており、16S rRNA 遺伝子の水平伝播の存在を示唆する結果として報告されてい
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る(Mylvaganam and Dennis, 1992; Wang et al., 1997; Yap et al., 1999)。 

他方で、水平伝播によってこのような同一ゲノム内での 16S rRNA 遺伝子配列の大規模 

な不一致が生ずる現象は、稀であるとの報告も存在する（Tian et al., 2015）。Tian ら(2015)

は、2,143 個のバクテリアゲノムのうち、16S rRNA 遺伝子におけるゲノム内多型が 2％を超

えるゲノム 28 個について個別に調査し、このうち 15 個のゲノムにおいて同一ゲノム内で

の 16S rRNA 遺伝子配列の大規模な不一致が水平伝播によるものであるとし、水平伝播が生

ずる系統的な範囲は種間、ないし属間のみであるとしている。しかしながら、Tian ら(2015)

の解析には、(1)ゲノム内多型を持つゲノムのみに着目している。(2)水平伝播か否かの判定

に系統樹を用いている。(3)系統樹作成の際の配列選択を、BLAST を通じて行っている。と

言った問題点が存在する。(1)については、ゲノム内多型が見られる 16S rRNA 遺伝子に限定

して解析を行っているため、外来の 16S rRNA 遺伝子によってゲノム内の 16S rRNA 遺伝子

すべてが均一化されたような例を検出することはできない。その上、2%以上のゲノム内多

型に着目しているため、それ以下のゲノム内多型を有するゲノムについては解析の手が及

んでいない。特に、非常に遠い系統からの水平伝播であったとしても、それが部分的であ

れば配列全体の多型は 2%以下に納まることは十分に考えられる。(2)については、系統樹解

析を通じて水平伝播の検出を行う場合、系統樹の系統関係に支配的に作用するほどの変異

量が水平伝播によってもたらされている必要があり、部分的な水平伝播の検出においては

適した解析手法とは言えない。(3)については、組換え体の親候補を選ぶ際に BLAST を用い

ているため、水平伝播が部分的であった場合、必ずしも外来領域と相同性の高い配列が選

ばれてくるとは限らない。以上のように、Tian ら(2015)の解析では、十分に 16S rRNA 遺伝

子の水平伝播の可能性が網羅的に検証されたとは言えない。 

 

 

9. 他の翻訳系遺伝子における水平伝播 

16S rRNA 遺伝子のほかにも翻訳に関わる遺伝子の水平伝播が報告されている。Yuri ら

(1999)は 20 アミノ酸に対応するアミノアシル tRNA 合成酵素の系統解析を 3 界に渡って行

うことにより、アミノアシル tRNA 合成酵素が界を超えて水平伝播していることを報告して

いる。リボソームを構成するタンパク質をコードしている遺伝子の水平伝播についても報

告が存在する。Garcia ら(2002)は、Actinobacteria 門に属する Arthrobacter sp.のリボソーマル

タンパク質 L27 が、異なる門である Firmicutes 門に属する Bacillus と近縁であることを系統

解析により報告しており、リボソーマルタンパク質 L27 が水平伝播していることを報告し

ている。以上のように、水平伝播しないと考えられてきた翻訳系を担う遺伝子であっても

水平伝播が皆無であるということではない。 
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表1.1 これまでに報告された、16S rRNA遺伝子の水平伝播とコピー間での不一致。 

 

 

 

10. 16S rRNA 遺伝子の水平伝播実験 

自然界において 16S rRNA の水平伝播が報告されている一方で、当研究室では、16S rRNA

遺伝子の水平伝播を模した実験にも成功している (Kitahara et al., 2012)。Kitahara ら(2012)は

Escherichia coli との相同性が 80%ほどの、綱レベルで異なる分類群の 16S rRNA 遺伝子でも

Escherichia coli の生育を相補できることを見出し、16S rRNA の機能にとっては配列そのも

のというよりも二次構造の保守性が重要であることを見出した。この結果は、Jain ら(1999)

が提唱した Complexity Hypothesis とは相反する結果で、16S rRNA を異種のものと置換して

も二次構造に大きな変化がなければ、他の成分との相互作用を失わないということを意味

している。一般的に、リボソーマルタンパク質と rRNA 分子は、正の電荷を持ったアミノ酸

残基と RNA 分子のリン酸酸素の間の塩橋を介して作用していることが知られており、核酸

塩基そのものが認識されるわけではない（Conn et al., 1999; Wimberly et al., 1999; Allers et al., 

2001; Brodersen et al., 2002）。Kitahara ら(2012)の報告においても、図 1.4 に示すように二次構

造が大きく変化しない 16S rRNA 遺伝子の水平伝播ならば十分に許容される余地があるこ

とが示された。 
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図 1.4  Escherichia coli の生育を相補した異種由来の 16S rRNA の、h21(helix 21)領域の二

次構造。Kitahara ら(2012)より出版元（米国科学アカデミー）転載。Escherichia coli

の 16S rRNA と同じ二次構造をとる異種由来の 16S rRNA ならば、Escherichia coli

の生育を相補した。二次構造は、Cannone ら(2002)のウェブサイトを参考にした。 

 

11. 系統樹による解析の原理的解析限界 

遺伝子の進化史を明らかにするために一般的用いられる系統樹作成法は、何かしらの生

物学的な原理やモデル、哲学的な思想などを元に系統樹を作成する。例えば、Saitou と Nei 

(1987)によって開発された近隣結合法は、ある配列数から作成されうるすべての樹形におい

て、枝長の総和が最小の樹形が最も優れているという最小進化原理に基づいている（Nei and 

Kumar, 2006）。他方で、最大節約法は、ある過程を説明するのに最良の方法は最小限の仮定

を必要するという William of Ockham の哲学思想（オッカムの剃刀）を理論的根拠としてい

る（Nei and Kumar, 2006）。このほかにも、最尤法、UPGMA 法、最小二乗法などの系統樹作

成方法が開発されているが、いずれの手法においても共通していることは、全ての塩基サ

イトが同じ進化史を辿っており、二分岐型の系統樹で記述可能であるという仮定である。 

理論的には、ある種や遺伝子が分岐する時や遺伝子重複が生じた時は、1 つの塩基配列が

2 つへと分岐するため、進化史を反映した真の系統関係は二分岐型の系統樹で表現可能かも

しれない。しかし、遺伝的組換え、遺伝子変換、遺伝子融合、水平伝播などが生じている

と、塩基サイトの進化史が部分的に異なることとなり、全ての塩基サイトが同じ進化史を
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辿っているという仮定を置いている系統樹作成方法では原理的に進化史を記述できない。 

図 1.5(A)に示す遺伝的組換えを含む仮想的なデータセットから、近隣結合法によって系統

樹を復元する場合について例として考えてみる。図 1.5(A)において、Seq A は 4 配列のうち

で最も初期に分岐した配列(外群)、Seq C は Seq B と Seq D の間の遺伝的組換えによって生

じた配列である。遺伝的組換えが生じた位置はサイト 9 以降なので、Seq C のサイト 8 より

も上流は青色で示す Seq D 由来で、9 サイト以降は赤色で示す Seq B 由来である。したがっ

て、Seq Cのサイト8よりも上流は図1.5(B)に示す系統関係が正しく、サイト9以降は図1.5(C)

に示す系統関係が正しい。このように、遺伝的組換えが生じた配列は、領域ごとに系統関

係が異なる。しかし、図 1.5(D)に示された、このデータセット全長を用いて近隣結合法で作

成した系統樹の系統関係は、サイト 8 よりも上流で作成した系統樹と同様の系統関係しか

示されておらず、サイト 9 以降の系統関係が遺伝的組換えによって異なっているというこ

とは図 1.5(D)の系統樹からは読み取ることができない。 
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(A) 遺伝的組換えを含む仮想的なデータセット 

 

 

(B)サイト 1-8 領域の系統樹     (C)サイト 9-17 領域の系統樹 

 

 

(D)全領域の系統樹 

 

図 1.5  系統樹によって遺伝的組換えを検出できない原理的な理由。(A)組換えによって生

じた配列Seq Cを含む仮想的なデータセット。最も初期に分岐した配列(外群)はSeq A

で、Seq C は、Seq D(青色)のサイト 1-8 領域と Seq B(赤色)のサイト 9-17 領域が合わ

さった組換え体。(B) サイト 1-8 領域を用いて作成された系統樹。(C) サイト 9-17 領

域を用いて作成された系統樹。(D) 全領域を用いて作成された系統樹。全ての系統樹

は近隣結合法を用いて作成し、距離行列の計算には p-距離を用いた。 

1 1 1 1 1 1 1 1

1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 1 2 3 4 5 6 7

Seq A G T A A A A A T A C A T T T A T T

Seq B T C A T A T A A A A A C A A A C G

Seq C T T C T T T C T A A A C A A A C G

Seq D T T C T T T C T G A G C T A G C T
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12. 複数通りの進化史を同時に表現できる系統ネットワーク法 

このように、一つの遺伝子であっても部分的に異なる進化史をたどってきた遺伝子の進

化を記述するためには、「ループ構造」を用いた表現が必要となる（Nei and Kumar, 2006）。

Bandelt (1994)は、ループ構造をとることを許して節約原理に基づく系統樹を作成する手法

「系統ネットワーク法」を考案した。SourdisとNei (1988)は、 (1)配列間の違いが10%以下程

度で、(2)配列間の進化速度がほぼ一定で、(3)調べられる塩基の数が多い場合、真の樹形を

得るために最大節約法は優れていることを報告している。これらを、節約原理に基づく系

統樹作成方法の適用範囲であると考えると、Bandeltの系統ネットワーク法は節約原理に基

づく系統樹の複合体と考えることができるので、配列間の違いが10%以下程度の配列間の比

較に用いることができると考えられる。たとえば、Kitanoら(2012)は、ヒトのABO式血液型

遺伝子の進化史における遺伝的組換えを含む進化史を、Bandeltの系統ネットワーク法を用

いることによって明らかとしている。 

Bandeltの系統ネットワーク法は節約原理に基づく手法であるが、距離行列から系統ネッ

トワークを作成する手法も存在する。BryantとMoulton (2004)は、SaitouとNei (1987)によっ

て開発された近隣結合法を改変することで、Neighbor-Net法を開発した。近隣結合法は以下

のような過程で系統樹を作成する。 

 

(1) 種のクラスターが全く無いと仮定した星状系統樹を仮定する。 

(2) ある2つの配列を結合させたときの樹長の総和を、全ての2配列の組み合わせについて計

算し、最小の樹長の総和を示す2配列を近隣として選ぶ。 

(3) 近隣として選ばれた2配列を合体配列として1つの配列とし、手順2)を二分岐型の系統樹

が得られるまで繰り返す。 

 

Neighbor-Net法は、手続き(2)において近隣として2配列が選ばれた際に、合体種として結

合せずに、すでに近隣として選ばれている配列に2つ目の近隣が見つかるまで探し続ける。

このような、近隣結合法に変更を加えた手続きをとることによって、Neighbor-Net法は系統

ネットワークを作成する。 
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13. 系統ネットワーク法と系統樹について 

近隣結合法や最尤法で作成される一般的な系統樹は二分岐型の樹形を持っており、デー

タセットから一種類の進化経路を推定する手法である。従って、遺伝的組換えや水平伝播

が生じているデータセットのように、領域的に系統関係が大きく食い違うような配列間の

進化史を正確に記述することはできない。系統ネットワーク法は、二分岐型の樹形を仮定

せずに、伝的組換えや水平伝播をループ構造により表現する手法である。以下に、モデル

データを用いて系統樹と系統ネットワーク法の違いについて説明する。 

図 1.6 に示したデータセットを用いて最大節約法により系統樹を復元する場合について

考えてみる。最大節約法は、与えられたデータセットを、最少の塩基置換数で説明できる

二分岐型の系統樹を最も優れた系統樹として選ぶ手法である。したがって、最少の塩基置

換数で説明できる系統樹が何通りか出現することもあり得る。図 1.7 の(A)と(B)は、いずれ

も図 1.6 に示したデータセットを元に最大節約法を用いて作成した系統樹である。系統樹の

各枝に図 1.6 の各サイトで生じた塩基置換を記入した。どちらの系統樹も、図 1.6 のデータ

セットを 9 回の塩基置換で説明できる。赤で示したサイトは、2 回の塩基置換が生じたこと

を想定せざるを得なかったサイトである。 

図 1.7(A)のサイト 8 や、図 1.7 (B)のサイト 2 のように、複数の系統で独立して同じ方向の

塩基置換が同じサイトに生ずる現象を平行進化と言う。平行進化が存在することは、節約

法による系統樹解析においては、ある樹形を想定した時に初めて発見できる。図 1.6 のデー

タセットの場合だと、サイト 2 の塩基置換数を 1 回と考える図 1.7(A)の系統樹に沿って考え

ると、サイト 8 は平行進化と考えられ、サイト 8 の塩基置換を 1 回と考える図 1.7(B)に沿っ

て考えると、サイト 2 は平行進化ということになる。 

Bandelt の系統ネットワーク法 (Bandelt, 1994)は、複数通りの節約系統樹を、ループ構造

を許し組み合わせることによって系統ネットワークを作成する手法である。例えば、図 1.6

のデータセットを用いて、Bandelt の手法により系統ネットワークを作成すると、図 1.8(A)

のようになる。図 1.8(A)には、図 1.6 のデータセットから推定された 2 通りの系統樹を、ル

ープ構造を許すことで含んでおり、図 1.8 (B)で示した赤色の進化経路は、図 1.7(A)の系統樹

によって示唆されたもので、図 1.8(C)で示した緑色の進化経路は、図 1.7(B)の系統樹が示唆

する進化経路である。 
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図 1.6  系統ネットワーク法と系統樹の違いを説明するための 5 本の配列から成る仮想

的なデータセット。上部に各サイトの番号を記した。また、多型が見られた塩

基を赤色でハイライトした。 

 

 

図 1.7 図 1.6 のデータセットを用いて、最大節約法によって作成した系統樹。(A)と(B)に

それぞれ示した 2 通りの樹形が最も節約的な樹形として選ばれた。図 1.6 のデータ

セットの各サイトにおける塩基置換を枝の近くに記した。赤色で示されたサイトは、

各系統樹において平行進化と考えられるサイトである。  
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図 1.8 (A)節約的な方法(Bandelt 1994)を用いて作成した系統ネットワーク。(B)において

赤色でハイライトした経路は、図 1.7 における系統樹(A)の経路で、(C)において緑

色でハイライトした経路は、図 1.7 における系統樹(B)の経路である。このように、

節約的な方法で作成された節約的な系統ネットワークは、あり得る全ての節約経

路を、ループ構造をとることによって含んでいる。 
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14. Bandelt の方法を用いた系統ネットワークの作成方法 

系統ネットワークを作成する手順を、図 1.9 に示したデータセットを例に説明する。サイ

ト 1 と 13 は、同じパターンを示しており、図 1.10(A)に示す系統関係でそれぞれ 1 回の塩基

置換で説明できる。同様に、サイト 2,7,8、サイト 5,12、そして、サイト 9,10 が同じパター

ンを示しており、図 1.10(A)に対して、さらにサイト 2,7,8 を 1 回の塩基置換で説明できる枝

を加えると図 1.10(B)のようになる。平行な辺は同じ分岐を示唆するサイトをあらわす。サ

イト 1,13 は Sequence 1,2,3 / 4, 5 の分岐を示唆し、サイト 2,7,8 は Sequence 1,2,4 / 3, 5 の分岐

を示しており、図 1.10(B)はそれぞれのサイトから示唆される節約的な系統関係をすべて含

んでいる。図 1.10(B)のネットワークにさらに、サイト 5,12 とサイト 9,10 を加えることによ

って、図 1.10(C)の系統ネットワークが得られる。最後に各配列固有のシングルトンを外部

枝として反映させることで、図 1.10(D)に示す系統ネットワークが得られる。 

しかし、系統ネットワークへと反映することが難しいサイトも存在する。図 1.9 のデータ

セットのサイト 14 には 3 種類の塩基が存在しており、このようなサイトのパターンが実現

するためには、最低でも 2 回はそのサイトに塩基置換が生じていなければならない。この

サイトによって、図 1.11 の(A)(B)(C)に示す 3 通りの系統関係が節約的に示唆される。この

ように、節約的に系統関係を確定できないサイトを系統ネットワークに記述するためには、

例えば、図 1.12 のように三角形で示すような方法が存在するが、三角形が存在すると系統

ネットワークは視覚的に極めて複雑になる上に、実際この三角形の情報が進化史の解析に

有効に働くことは少ない。したがって、本研究においては、このように系統関係を節約的

に確定できないサイトは、進化史を推定するにあたり、有用である場合を除いて解析から

取り除いた。進化史を推定するにあたり有用である場合とは、生物学的な理由により進化

史を確定できる場合や、3 通りの系統関係のすべてを吟味することによって進化史を推定で

きる場合である。図 1.10 の系統ネットワークに反映されたサイトのうち、シングルトン以

外のサイトは何らかの系統関係が節約的に示唆されている。これらのように、節約的に系

統関係が確定するサイトは、「節約的に情報を持つサイト」と呼ばれる。 
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図 1.9 5 本の配列から成る、節約的な系統ネットワークの作成方法を説明するための仮想

的なデータセット。各サイトの上部にサイト番号を記した。異なる塩基は赤色でハ

イライトした。 

 

 

(A)                                  (B) 

 

   

  

図 1.10  図 1.9 に示したデータセットから節約的な系統ネットワークを作成する手順。 

       各枝のそばに対応するサイト番号を記した。平行する辺は同じサイトを表す。 

 

 

 

 

 

(C) 
(D) 
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図 1.11 (A)(B)(C): 図 2.5 のデータセットのサイト 14 から考えられる 3 通りの系統樹 

 

 

 

 

図 1.12  図 1.9のデータセットのサイト 14を節約的な系統ネットワークに反映させる方法。

本研究においては、必要のない限り、このような 3 塩基以上の多型を示すサイトは

取り除いた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

(A) (B) 

(C) 
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15. 系統ネットワーク法による水平伝播・遺伝的組換えの検出 

古くから用いられている遺伝子の水平伝播や遺伝的組換えを検出する方法は、系統樹の比

較である。例えば、Feil ら(2001)は、5 つのハウスキーピング遺伝子についてそれぞれ系統

樹を作成し、ある遺伝子を用いて作成した系統樹の系統関係が、他の 4 つの遺伝子から推

定された系統樹の系統関係と異なるかどうかを検証することで、水平伝播を検出した。こ

のように、異なる領域で系統樹を作成し、異なる系統関係が得られた場合、水平伝播や遺

伝的組換えの存在が示唆される。しかし、これらの手法は、解析者が恣意的に遺伝子や領

域を定めて、その間で少なくとも水平伝播が生じているか否かを判定する手法であり、あ

る塩基配列の範囲において水平伝播や遺伝的組換えが生じているのか否かを解析すること

ができるわけではない。 

たとえば、図 1.13 に示された遺伝的組み換えを含む進化史を辿り、長さ n の配列 Sequence 

1-Sequence 4 が進化してきたとする。Sequence 4 は、Sequence 2 の 1…i 領域と Sequence 3 の

i…n 領域間に T1 Million Years Ago (MYA)に生じた遺伝的組み換えによって生成された配列

である。また、各系統樹の枝にそって生じた塩基置換を A-G とし、配列全体に一様に生じ

るものと仮定する。もし、領域 1-i を用いて作成した節約系統樹（図 1.14 (A)）と、領域 i-n

を用いて作成した節約系統樹（図 1.14 (B)）の比較を行ったとしたら、系統関係の対立を発

見し、遺伝的組換えや水平伝播の存在が示唆されるであろう。A 1…iのような表記は、図 1.13

において生じた塩基置換Aのうち、サイト 1-iの間に生じた塩基置換のサイトを表している。

しかし、普通は何の根拠もなく遺伝的組換えが生じた位置を知ることは不可能であり、こ

のような解析が可能な場合はごく限られている。 

これに対して、Bandelt の方法によって作成された系統ネットワークは、全てのサイトの

節約的な分岐情報を含んでいるので、言うなれば、全てのサイト同士を節約的に比較して

いると言える。Sequence 1-Sequence 4 を用いて Bandelt の系統ネットワークを作成すると、

図 1.15(A)に示す系統ネットワークが得られる。図 1.15 の系統ネットワークには、図 1.14

における 2 通りの進化経路が両方とも含まれている。すなわち、図 1.14(A)の進化経路を、

図 1.15(B)で赤色にハイライトした部分に、図 1.14(B)の進化経路を図 1.15(C)に緑色でハイ

ライトした経路に含んでいる。この 2 通りの進化経路は、対立しているため、それぞれが、

系統ネットワークにおいてループ構造の対立する辺を成している。このように、Bandelt の

方法によって作成される系統ネットワークは、恣意的に領域を定めることなく水平伝播や

遺伝的組換えによるキメラ化を発見できる。 
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図 1.13 仮想的な進化史。Sequence 4 は Sequence 2 の 1…i 領域 Sequence 3 の i…n 領域

の組換え体。各枝で生じた塩基置換をアルファベット A – G で表す。 

 

 

 

 

 

図 1.14 図 1.13 の進化史によって生じた配列、Sequence 1-Sequence 4 を用いて、最大節

約法によって作成された系統樹。(A)は遺伝的組換えの前半領域(サイト 1-i)、(B)は

遺伝的組換えによってキメラ化した領域(i-n)を用いて作成されている。A 1…iのよう

な表記は、塩基置換 A のうち、サイト 1-i の間に生じたものであることを意味する。 
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16. Bandelt の方法で作成した系統ネットワークの特徴 

 図 1.15 (A)は以下のような特徴を持っている。 

 

1. 遺伝的組換えが生じた領域と、そうでない領域が対立してループ構造を形成する。 

2. 遺伝的組換えによって生成された組換え体は、外群の対角に位置する。また、組換え体

の親配列は、組換え体を挟むように位置する。 

3. 組換え体のシングルトン（固有の枝）は短い。 

4. 親配列において、遺伝的組換えに関わった領域のシングルトンは、遺伝的組換えが生じ

た後に蓄積しているので、比較的少ない。 

5. 外群には、配列全体に万遍なくシングルトンが見られる。 

 

注意が必要なのは、実践的には、系統ネットワークにおいて遺伝的組換えが示唆された

からと言って、直ちに、最も分岐が古い配列の対角を組換え体であるとは判断できないと

いうことである。たとえば、Sequence 1-4 が図 1.16 のような進化史を辿って生成された配列

であるとすると、Bandelt の系統ネットワークは図 1.17 のようになる。実際に図 1.15(A)で

示されている系統ネットワークと図 1.17 で示されている系統ネットワークは、進化史が異

なるにも関わらず、系統ネットワークの各辺のサイトの分布は同じである。Bandelt の系統

ネットワークを作成して遺伝的組換えの存在が示唆された、という段階ではまだ遺伝的組

換えの親子関係はわからないということである。図 1.15(A)、図 1.17 の系統ネットワークに

おいて共通してみられる特徴は、組換え体のシングルトンは短いということである。従っ

て、遺伝的組換えの存在が示唆され、かつシングルトンが極端に短い配列が存在した場合

は、組換え体であると判断できる（Saitou and Yamamoto, 1997; Kitano et al., 2009, 2012）。 

図 1.15(A)の系統ネットワークと図 1.17 の系統ネットワークで異なる点は、各配列のシン

グルトンの分布である。図 1.15(A)の系統ネットワークにおいては、各配列の進化速度を一

定と仮定すると、Sequence 1 のシングルトンは他の配列のシングルトンよりも長くなる。し

かし、図 1.17 の系統ネットワークにおいては、進化速度が一定であっても遺伝的組換えが

生じたサイト i や遺伝的組換えが生じた時期によっては、Sequence 1 のシングルトンは

Sequence 2 のシングルトンよりも短いかもしれない。このことは、最も分岐が古い配列のシ

ングルトンの長さが他の配列と相違ないような場合は、遺伝的組換えの親子関係を再検証

する必要があるということである。また、最も分岐が古い配列であるにも関わらず、シン

グルトンサイトの分布に偏りが見られた場合も同様にその配列が遺伝的組換えに関わって

いる可能性を検証する必要がある。これらの問題を解決するためには、さらに古い時代に

分岐した配列を加えて解析してみるという方法がある。さらに分岐が古い配列が図 1.15(A)

の Ancestor（Ance）の位置に結節したとしたら、Sequence 1 は組換えに関わっていないと判

断できるし、図 1.18 のように Sequence 1 のシングルトンブランチ上にさらに分岐が古い配

列が結節しなかったとしたら、Sequence 1 は組換えに関わっている可能性があるということ 
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図 1.15 (A)図 1.13 の Sequence 1 – 4 を用いて作成した時に得られる節約的な系統ネット

ワーク。アルファベットは図 1.13 の各枝における塩基置換で、添え字はその塩基

置換サイトが存在する領域をあらわしている。(B)の赤色で示した進化経路は、図

1.13 の(A)に示された系統樹の進化経路を、(C)の緑色で示した進化経路は、図 1.14

の(B)に示された系統樹の進化経路を、それぞれ系統ネットワークが含んでいるこ

とを表している。このように、節約的な系統ネットワークを作成することで、領

域間での系統関係の対立を発見することができる。 
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である。 
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図 1.16 仮想的な進化史。Sequence 4 は Sequence 3 の 1… i 領域と Sequence 1 の i…n

領域のキメラ体。各枝で生じた塩基置換をアルファベット A – H で表す。図 1.13

では、Sequence 2 と Sequence 3 の間の遺伝的組換えによって Sequence 4 が生じ

たが、図 1.16 では、Sequence 1 と Sequence 2 の間の遺伝的組換えによって

Sequence 4 が生じている。 

 

図 1.17 図 1.16 の進化史に従って進化してきた Sequence 1–4 を用いて作成した節約的な

系統ネットワーク。アルファベットは図 1.16 の各枝における塩基置換で、添え字

はその塩基置換サイトが存在する領域をあらわしている。図 1.15 に示された系統

ネットワークとは異なる進化史で得られた系統ネットワークだが、ループ構造を

構成するサイトの分布は同じなので、実際には見分けがつかない場合が多い。 
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図 1.18 図 1.17 の系統ネットワークにさらに分岐が古い外群を導入した時の、ループ構

造の変化。Ance(Ancestor)の位置にさらに古い外群は結節する。Sequence 1 のシ

ングルトン上に Ance が結節しなかったことで、Sequence 1 が遺伝的組換えの親

配列として関わったことが分かる。 
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17. 研究の目的 

 

1)  16S rRNA遺伝子の部分的な水平伝播を系統ネットワーク法によって解析する 

これまでの16S rRNA遺伝子の部分的な報告は、いずれも単純な配列比較によるものであ

る。そのため、キメラ体がどの配列で、親配列の系統がどれであるか、などの具体的な進

化史の記述はなされていない。また、部分的な水平伝播が実際にどの程度の多様性を16S 

rRNA遺伝子にもたらしているかなどの評価もなされていないため、本研究においては、系

統ネットワーク法を用いることによりこれらの点を評価していく。 

 

2) 16S rRNA遺伝子の水平伝播の分類群ごとの頻度を解析する 

これまでの16S rRNA遺伝子の部分的な水平伝播の報告は、いずれも目より下位の分類群

における固有の事例を紹介しているに過ぎず、分類群ごとに16S rRNA遺伝子の水平伝播が

存在するのか否か、現象として稀なことなのか普遍的なことなのかなどが評価されていな

い。本研究において、分類群ごとの16S rRNA遺伝子の水平伝播の頻度を推定する。 

 

3) 16S rRNA遺伝子の水平伝播がどの程度の分類群を超えて生じうるのかを検証する 

これまでの報告によって、少なくとも属内・属間において 16S rRNA 遺伝子の部分的な水

平伝播が生じていることが示唆された。しかしながら、目や綱、門などの属よりも上位の

分類群を飛び越えて水平伝播が生じうるのかどうかについては不明である。本研究におい

て、バクテリアの 16S rRNA 遺伝子の部分的な水平伝播が生じうる範囲を推定する。 

 

4) 16S rRNA 遺伝子を用いた従来の系統解析や種同定の是非について考察する 

Woese (1987)によって、16S rRNA を用いて全生物を 3 つのドメインへと系統分類されて

以降、16S rRNA 遺伝子はバクテリアの系統分類に最も良く用いられる遺伝子である。また、

Jain ら (1999)らによって Complexity Hypothesis が提唱されたことによって、16S rRNA 遺伝

子を用いて作成した系統樹が種の系統関係を表すと考えられている。本研究は、もし 16S 

rRNA 遺伝子が水平伝播する遺伝子なのであれば、16S rRNA 遺伝子を用いた系統樹解析に

よってどの程度の誤りが生じうるのかを評価する。 
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第二章 Escherichia coli、Shigella 集団の 16S rRNA 遺伝子の解析 

 

1. 序論 

 

Escherichia coli と Shigella 属 

 Escherichia coli は Theodor Escherich によって 1885 年に発見された、グラム陰性の桿菌で

通性嫌気性菌に属する、今日において最もよく知られたバクテリアの一種である(Escherich, 

1885)。その 12 年後に志賀潔によって発見され、その名にちなんで Shigella 属と命名された

バクテリアは、当初、形態、生化学、病理学などの観点から Escherichia coli とは別種と考

えられてきた。しかし、DNA-DNA 分子交雑法や、DNA の配列解析技術の向上によって、

Shigella属とEscherichia coliは近縁種であることが分かり、現代では Shigella属はEscherichia 

coli の一系統であると考えられている(Milkman and Bridges., 1993; Gregory and Kim., 2011). 

 

Escherichia coli と Shigella 属の分類と系統関係 

最も初期の、Escherichia coli と Shigella 属が近縁であることの指摘は数本の配列比較によ

る Milkman と Bridges(1993)の報告による。最新の Escherichia coli の分類は、7 つのハウスキ

ーピング遺伝子（adk、fumC、gyrB、icd、mdh、recA、purA）を用いた Wirth ら(2006)によ

るもので、A1、B1、B2、D、E の 5 つの系統群(phylogroup)に分類されている。Wang ら(1997)

は、ハウスキーピング遺伝子（icd）を用いた系統解析から、phylogroup D が最も初期に分

岐したグループであると結論づけている。後の解析では、Escobar ら(2003)や Gregory と

Kim(2011)は、phylogroup B2 が phylogroup D よりも祖先的であるとし、Touchon ら(2009)は、

phylogroup D が最も祖先的で、次に phylogroup B2 が祖先的であると結論付けている。いず

れの報告においても(例えば、Wang ら(1997)、Escobar ら(2003) 、Gregory と Kim(2011) 、

Touchon ら(2009))、phylogroup B2 か D が祖先的であることが示唆されている。 

 

2. 材料と方法 

 

データの取得と整理 

Escherichia coli と Shigella 属の 16S rRNA 遺伝子配列は、2013 年 10 月 2 日に NCBI のアノテ

ーションに従って、全ての Escherichia coli と Shigella 属のゲノム配列から取得した。

Escherichia coli は 55 ゲノム、Shigella 属は 9 ゲノムの計 64 ゲノムから抽出した 16S rRNA

遺伝子を解析に用いた。表 2.1 に、用いた株の phylogroup を記載した。各株の phylogroup

は、Wirth ら(2006)、および Bieleckiet ら(2014)に従って判断した。多重整列は、16S rRNA の

二次構造を元にして多重整列を行うことが可能な、SINA のオンラインバージョン

(http://www.arb-silva.de/aligner/)を利用した(Pruesse et al., 2012)。配列間の相同性の違いの計算、

サイトあたりの塩基置換数の推定には MEGA 6.0 (Tamura et al., 2013)を用いた。 

http://www.arb-silva.de/aligner/
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表 2.1 Escherichia と Shigella の各ゲノムにおける、各 16S rRNA 遺伝子グループの分布。

phylogroup（ハウスキーピング遺伝子による分類）は 1Gregory and Kim 2011, 2Bieleckiet al., 

2014より 

 

 

No. アクセッション番号 株名 phylogroup A B C D E

1 NC_004337.2 Shigella flexneri 2a str. 301 S
1 5 2

2 NC_004741.1 Shigella flexneri 2a str. 2457T S
1 5 2

3 NC_007384.1 Shigella sonnei Ss046 S
1 4 1 1 1

4 NC_007606.1 Shigella dysenteriae Sd197 S
1 7

5 NC_007613.1 Shigella boydii Sb227 S
1 1 6

6 NC_008258.1 Shigella flexneri 5 str. 8401 S
1 7

7 NC_010658.1 Shigella boydii CDC 3083-94 S 7

8 NC_016822.1 Shigella sonnei 53G S 5 2

9 NC_017328.1 Shigella flexneri 2002017 S 4 1 2

10 NC_000913.3 Escherichia coli str. K-12 substr. MG1655 A
1 4 2 1

11 NC_002655.2 Escherichia coli O157:H7 str. EDL933 E
1 2 5

12 NC_002695.1 Escherichia coli O157:H7 str. Sakai E
1 1 6

13 NC_004431.1 Escherichia coli CFT073 B2
2 6 1

14 NC_007779.1 Escherichia coli str. K-12 substr. W3110 A
1 4 2 1

15 NC_007946.1 Escherichia coli UTI89 B2
1 7

16 NC_008253.1 Escherichia coli 536 B2
1 7

17 NC_008563.1 Escherichia coli APEC O1 B2
1 6 1

18 NC_009800.1 Escherichia coli HS A
1 4 1 2

19 NC_009801.1 Escherichia coli E24377A B1
1 1 2 3 1

20 NC_010468.1 Escherichia coli ATCC 8739 A
1 3 1 3

21 NC_010473.1 Escherichia coli str. K-12 substr. DH10B A
1 4 2 1

22 NC_010498.1 Escherichia coli SMS-3-5 D
1 1 6

23 NC_011353.1 Escherichia coli O157:H7 str. EC4115 E
1 1 6

24 NC_011415.1 Escherichia coli SE11 B1
1 4 1 2

25 NC_011601.1 Escherichia coli O127:H6 str. E2348/69 B2
2 7

26 NC_011993.1 Escherichia coli LF82 5 2

27 NC_012759.1 Escherichia coli BW2952 A
2 4 2 1

28 NC_012892.2 Escherichia coli BL21(DE3) A
1 4 3

29 NC_012947.1 Escherichia coli 'BL21-Gold(DE3)pLysS AG' A
1 4 3

30 NC_012967.1 Escherichia coli B str. REL606 A
1 4 3

31 NC_012971.2 Escherichia coli BL21(DE3) A
1 4 3

32 NC_013008.1 Escherichia coli O157:H7 str. TW14359 E
1 1 6

33 NC_013353.1 Escherichia coli O103:H2 str. 12009 B1
1 4 3

34 NC_013361.1 Escherichia coli O26:H11 str. 11368 B1
1 3 2 2

35 NC_013364.1 Escherichia coli O111:H- str. 11128 B1
1 3 3 1

36 NC_013654.1 Escherichia coli SE15 B2
2 7

37 NC_013941.1 Escherichia coli O55:H7 str. CB9615 E
2 1 6

38 NC_016902.1 Escherichia coli KO11FL B1
2 3 1 2 1

39 NC_017625.1 Escherichia coli DH1 A
2 4 2 1

40 NC_017628.1 Escherichia coli IHE3034 B2
2 7

41 NC_017631.1 Escherichia coli ABU 83972 B2
2 7

42 NC_017632.1 Escherichia coli UM146 B2
2 7

43 NC_017633.1 Escherichia coli ETEC H10407 A
2 6 1

44 NC_017634.1 Escherichia coli O83:H1 str. NRG 857C B2
2 5 2

45 NC_017635.1 Escherichia coli W B1
2 3 1 2 1

46 NC_017638.1 Escherichia coli DH1 A
2 4 2 1

47 NC_017641.1 Escherichia coli UMNK88 A
2 7

48 NC_017644.1 Escherichia coli NA114 B2
2 7

49 NC_017646.1 Escherichia coli O7:K1 str. CE10 D
2 7

50 NC_017651.1 Escherichia coli str. 'clone D i2' B2
2 7
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表 2.1 続き 

 

 

＊1 : 各グループを保有するゲノムの割合(%) （Escherichia coli/Shigella/全体) 

＊2 : 各グループを主要なコピーとして保有するゲノムの割合(%) （Escherichia coli/Shigella/

全体)。主要なコピーとは、最もコピー数が多い 16S rRNA遺伝子として、という意味。 

＊3 : 全体の配列数（配列数/割合(%)) 

 

図 2.1 Escherichia coli と Shigella 属の 16S rRNA 遺伝子を用いて、Neighbor-Net 法に

より作成した系統ネットワーク。距離行列は p 距離を用い、5%以上のギャップを含

むサイトは解析から取り除いた。Escherichia coli を黒丸、Shigella 属を青丸で示

した。A-E の 5 つのグループに大きく分かれた。 

51 NC_017652.1 Escherichia coli str. 'clone D i14' B2
2 7

52 NC_017656.1 Escherichia coli O55:H7 str. RM12579 E
2 1 6

53 NC_017660.1 Escherichia coli KO11FL B1
2 3 2 2

54 NC_017663.1 Escherichia coli P12b A
2 1 1 5

55 NC_017664.1 Escherichia coli W B1
2 3 2 1

56 NC_017906.1 Escherichia coli Xuzhou21 E
2 1 6

57 NC_018650.1 Escherichia coli O104:H4 str. 2009EL-2050 6 1

58 NC_018658.1 Escherichia coli O104:H4 str. 2011C-3493 7

59 NC_018661.1 Escherichia coli O104:H4 str. 2009EL-2071 6 1

60 NC_020163.1 Escherichia coli APEC O78 6

61 NC_020518.1 Escherichia coli str. K-12 substr. MDS42 4 2 1

62 NC_022364.1 Escherichia coli LY180 3 3 1

63 NC_022370.1 Escherichia coli PMV-1 7

64 NC_022648.1 Escherichia coli JJ1886 7

85/78/84 38/44/39 9/11/9 16/11/16 62/56/61

69/67/69 7/0/6 0/11/2 5/0/5 24/22/23

229/51 56/13 15/3 18/4 128/29

*1

*2

*3
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系統ネットワーク解析 

 Neighbor-Net 法による系統ネットワークの作成には SplitsTree 4.0 を用いた(Huson and 

Bryant., 2006)。Neighbor-Net 法を用いた際の、距離行列の計算には p 距離を用い、5%以上の

ギャップを含むサイトは解析から削除した。節約的な系統ネットワークは、Bandelt (1994)

や Saitou and Yamamoto (1997)の手法に従って作成した。3 塩基以上の多型が見られるサイト

は解析から取り除いた。 

 

3. 結果と考察 

 

Escherichia coli, Shigella 集団の 5 つの 16S rRNA 遺伝子グループ 

図 2.1 は Escherichia 属と Shigella 属のゲノム配列から抽出した 16S rRNA 遺伝子配列すべ

てを用いて作成した Neighbor-net である。大きく 4 つのグループ、A-E に分かれることがわ

かった。また、Escherichia（黒丸）と Shigella（青丸）の分布は各グループにおいて重複し

ており、16S rRNA 遺伝子配列を Escherichia や Shigella という分類上の属名により特徴づけ

ることは不可能であった。 

 

Escherichia coli, Shigella 集団のゲノム内多型 

Escherichia も Shigella もゲノム中に 7 コピーの 16S rRNA 遺伝子を持つ。各ゲノムの 16S 

rRNA 遺伝子の各グループの分布を表 2.1 に示した。表 2.1 によると、Escherichia、Shigella

の 64 本のゲノムのうち、グループ A-E の 16S rRNA 遺伝子のうち複数を保有しているゲノ

ムの割合は約 70%程度であり、Escherichia や Shigella にとってはゲノム内の 16S rRNA 遺伝

子間で多型が見られることは普遍的なことであると言える。16S rRNA 遺伝子の各グループ

の割合では、グループ A が最も広く分布しており、Escherichia、Shigella のゲノムのうちお

よそ 83%のゲノムに見られた。次いで広く分布しているのが、グループ E (59%)で最も共有

されている割合が少なかったのはグループ C の 8%であった。コピー数においてもグループ

A が 229 コピー (48%)、グループ E が 128 コピー (27%)と多く、グループ C はわずかに 15

コピーが見られたのみであった。グループ A を主要な 16S rRNA 遺伝子として保有している

ゲノムは、Escherichia では 69%、Shigella では 67%と最も高く、グループ E を主要なグルー

プとして保有しているゲノムの割合は、Escherichia で 24%、Shigella で 22%とグループ A に

次いで高かった。コピー数、共有されている割合、主要な 16S rRNA 遺伝子として存在して

いる割合はグループ A が最も高く、次いでグループ E が高いという結果になっており、頻

度から考えると Escherichia、Shigella においてグループ A の 16S rRNA 遺伝子が最も祖先的

なグループであると考えられる。 

 

Escherichia coli, Shigella 集団の系統ネットワーク解析 

 A-E の 16S rRNA 遺伝子の各グループについて詳細な解析を行うべく、Salmonella enterica 
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(グループ A) 

 

 

(グループ B) 

 

(グループ C)                                

 

図 2.2 (次ページへ続く) 
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(グループ D) 

 

(グループ E) 

 

図 2.2 図 2.1 に示した、Neighbor-Net 法によって作成した系統ネットワークにおいて

同定された 5 つのグループ(A-E)ごとの節約的な系統ネットワーク。外群として

Salmonella enterica を導入した。各グループにおいて最も祖先的な配列と判断し

た配列を下線でハイライトした。各辺の数字は、大腸菌の 16S rRNA 遺伝子の残

基番号に対応している。 

 

表 2.2 Phylogroup ごとの、各 16S rRNA 遺伝子グループの保有率。 

 

Phylogroup 16S-A 16S-B 16S-C 16S-D 16S-E

S  (A) 0.52 0.12 0.17 0.02 0.17

E  (E) 0.16 0.00 0.00 0.00 0.84

D  (E) 0.07 0.00 0.00 0.00 0.93

B2  (A) 0.96 0.00 0.00 0.00 0.04

B1  (A) 0.37 0.18 0.11 0.23 0.11

A  (A) 0.50 0.14 0.00 0.02 0.33

16S rRNA遺伝子のグループの頻度



45 

の 16S rRNA 遺伝子配列を外群として用いて、各グループの詳細な系統ネットワーク解析を

行った（図 2.2）。解析に用いた配列は、各グループの Neighbor-Net 法によって作成した系

統ネットワークから万遍なく選択した。16S rRNA 遺伝子グループ A、B、D、E の系統ネッ

トワークにおいてループ構造が見られたため、遺伝的組換えか平行進化が生じていること

がわかった。また、グループ A、C、D において、サイト 80, 89 が変化しており、異なるグ

ループで平行して変化しているので、高頻度に変化しているサイトであるか、水平伝播に

よって他のグループから運ばれてきたサイトであると考えられる。 

 

各 16S rRNA 遺伝子グループの進化史 

各グループから選んだ祖先的な配列を用いて作成した系統ネットワークを図 2.3 に記し

た。表 2.1 に各 phylogroup における A-E の 16S rRNA 遺伝子グループの保有率を示した。最

も祖先的と考えられている phylogroup B2 と phylogroup D においては、16S rRNA 遺伝子グ

ループ A と E しか見られないため、16S rRNA 遺伝子グループ A と E は、グループ B、C、

D に対して祖先的であると考えられる。 

16S rRNA 遺伝子グループ A と E は、Escherichia coli、Shigella グループの祖先の段階から

存在していた可能性がある。実際に、16S rRNA 遺伝子グループ A と E を分けている 1000

番台のサイトの多型は、同様のパターンが Salmonella 属においても見られ、Salmonella 属と

Escherichia 属の共通祖先の段階から存在していた可能性は排除できない(Cilia, 1996)。この

ことから、16S rRNA 遺伝子グループ A と E が Escherichia coli、 Shigella 集団の祖先の段階

にすでに存在していたと仮定し、16S rRNA 遺伝子グループの進化史を図 2.3 の系統ネット

ワークから考えると以下の 2 通りの進化史が推定された。 

 

a)  サイト250,253,270に塩基置換が生ずることによりグループBがグループAから分岐し、

グループ B とグループ E の間の遺伝的組換えか、グループ E のサイト 250,253,270 に平

行進化が生ずることでグループ D が生じた。 

b)  250,253,270 に塩基置換が生ずることによりグループ D がグループ E から分岐し、グル

ープ D とグループ A の間の遺伝的組換えか、グループ A のサイト 250,253,270 に平行

進化が生ずることでグループ B が生じた。 

 

遺伝的組換えか平行進化か 

サイト 253 とサイト 273 は 16S rRNA の二次構造上の helix11 において、塩基対を形成して

おり、Enterobacteriales 目集団において、すべてが A-U か U-A のいずれかの構造をとってい

た。従って、A-U か U-A の塩基対しか認められない箇所であると考えられ、平行進化が生

じやすい箇所であると考えられる。このことから、この 2 サイトを実質的にサイト 1 つぶ

んの多型であると考えると、上記の進化史は、遺伝的組換え 1 回か、平行進化 2 回によっ

てグループBかDが生じたと考えることができる。Escherichia coli、 Shigella集団において、
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16S  

 

図 2.3 各 16S rRNA 遺伝子グループにおいて、最も祖先的と考えられる配列を用いて作成

した節約的な系統ネットワーク。各グループにおいて最も祖先的と判断された配列

を代表として用いた。 
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rRNA 遺伝子同士の平均のサイトあたりの塩基置換数は、Kimura’s 2 parameter を用いて計算

すると約 0.01 となった。最尤法を用いて計算したサイト 250, 253, 270 の相対進化速度は 1

で、全サイトに渡っての平均進化速度と差がないことが分かった(塩基置換モデル：General 

Time Reversible model (Nei and Kumar, 2000))。このことは、これらのサイトに平行進化が生

ずる可能性は大変低いことを意味している。Hashimoto ら(2003)によって推定された、16S 

rRNA 遺伝子同士のゲノム内組換えが生ずる確率(世代あたりコピーあたり 5.7 ×10-9 )が、 

Leeら(2012)によって推定されたEscherichia coliの自然突然変異率(世代あたりサイトあたり

2.2 × 10−10)よりも高いことなども考慮に入れると、平行進化というよりかは、遺伝的組換え

によるものであると考えられる。 

 

16S rRNA 遺伝子グループ C の進化 

16S rRNA 遺伝子グループ C の進化は、はっきりとしなかった。図 2.3 の系統ネットワー

クにおいて、グループCは、サイト 90, 474の 2つの塩基置換をグループDと共有しており、

比較的グループ D の近くに結節していた。グループ C は、1000 番台のサイトへの塩基置換

の蓄積により、他の 16S rRNA 遺伝子グループに対して 5 サイトも異なっていた。もし、1000

番台のサイトを無視して考えると、グループ D へとサイト 76, 93 へと塩基置換が蓄積する

ことによりグループ C は生じたと考えることができる。加えてグループ C の頻度は、

Escherichia coli、Shigella 集団全体で最も低く、phylogroup の S と B1 しかグループ C 型の

16S rRNA 遺伝子を保有していないことなどを考えると、ごく最近に Escherichia coli、Shigella

集団に現れたグループであると考えられる。変異が集中している 1000 番台のサイトは、16S 

rRNA の二次構造上の helix33 にすべて含まれているため、helix33 が異種から水平伝播によ

って運ばれてくることによって、グループ C 型の 16S rRNA 遺伝子は生じた可能性がある。

中には、7 コピーすべてが C 型 16S rRNA 遺伝子である株（NC_007606.1 Shigella dysenteriae 

Sd197）も存在するため、生存に有利な点があるのかもしれない。 

 

遺伝的組換えが生じた場 

また、16S rRNA 遺伝子グループ A、B、D、E を、ゲノム中に保有する株が存在しており、

（NC_007384.1_Shigella sonnei Ss046、NC_009801.1 Escherichia coli E24377A）、祖先の段階

で生じた遺伝的組換えの特徴を今日まで引き継いでいるものと考えられる。このことは、

遺伝的組換えが生じた段階で 16S rRNA 遺伝子グループ A、B、D、E がゲノム中に共存して

いた可能性を示唆し、グループ B かグループ D を生じさせた遺伝的組換えは、水平伝播と

いうよりは、ゲノム内組換えであったと考えるのが妥当である。表 2.1 に示したように、

Escherichia coli、 Shigella 集団においては、ゲノム内の 16S rRNA 遺伝子コピーに複数のグ

ループ由来のものを保有することは普遍的なこととして見られるため、複数系統の 16S 

rRNA 遺伝子の共存状態において、遺伝的組換えが生じ、組換え体を含めた多型が維持され

ることは不思議なことではない。 
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(A) 

 

(B) 

 

図 2.4 グループA, B, D, Eをゲノム中に保有する株の 16S rRNA遺伝子を用いて作成した

節約的な系統ネットワーク。(A) NC_007384.1 Shigella sonnei Ss046 の７コピー

の 16S rRNA 遺伝子を用いて作成した節約的な系統ネットワーク。それぞれグルー

プ A(copy 1)、B(copy 2)、D(copy 3)、E(copy 4,5,6,7)。(B) NC_009801.1 Escherichia 

coli E24377A の 7 コピーの 16S rRNA 遺伝子を用いて作成した節約的な系統ネッ

トワーク。それぞれグループ A(copy 1,2)、B(copy 3)、D(copy 4)、E(copy 5,6,7)。 
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以上のことは、ゲノム内での 16S rRNA 遺伝子の遺伝的組換えが、16S rRNA 遺伝子の多

様度に寄与した可能性を示す。すなわち、図 2.1 や図 2.3 で見られる Escherichia coli、Shigelle

集団全体の 16S rRNA 遺伝子の多様度が、図 2.4 に示した NC_007384.1_Shigella sonnei Ss046

や NC_009801.1 Escherichia coli E24377A といった一本のゲノム中にほぼ収まっているとい

うことである。このことから、16S rRNA 遺伝子の多様性が生み出される原動力の 1 つとし

て、ゲノム内組換えが関わっている可能性が指摘できた。また、今後の解析において、一

見水平伝播によるモザイク化のように見えても、Escherichia coli、 Shigella 集団のように実

はゲノム内組換えによって生み出された多型が維持されているに過ぎないような場合を考

慮せねばならないということが示唆された。 
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第三章 Enterobacteriales 目の 16S rRNA 遺伝子の解析 

 

1. 序論 

 

Enterobacteriales 目とは 

Enterobacteriales 目は、Proteobacteria 門の Gammaproteobacteria 綱に属するバクテリアで、

Enterobacteriacea 科の一科から成り立つ分類群である。Enterobacteriales 目の和名は腸内細菌

目といい、しばしば、腸内に生息しているバクテリアという意味での腸内細菌と混同され

るが、Enterobacteriales 目は分類学上の系統群で、土壌や淡水においても幅広くみられる分

類群である。また、Enterobacteriales 目には、Escherichia coli や Shigella、Salmonella といっ

た食中毒菌が含まれており、ゲノム情報をはじめ、各種データベースが最も充実した分類

群のひとつでもある。 

 

2. 材料と方法 

 

データの取得と整理 

Enterobacteriales 目の 16S rRNA 遺伝子は、NCBI に登録されている Enterobacteriales 目のゲ

ノム配列すべてを 2013 年 10 月 2 日に取得し、NCBI のアノテーションに従って 16S rRNA

遺伝子領域を抽出した。その際、AT リッチで解析が困難であった昆虫の細胞内共生菌であ

る Buchnera 属と Wigglesworthia 属は取り除いた。表 3.1 に Enterobacteriales 目の解析に用い

た各分類群とゲノム数、16S rRNA 遺伝子数のリストを示した。データセットは、属ごとに

重複配列を削除して番号を振りなおし整理した。多重整列は、重複配列を削除後に、MAFFT 

version 7 (Katoh and Standley 2013)を用いて計算し、配列の編集には MEGA 6.0 (Tamura et al., 

2013)を用いた。 

 

系統ネットワーク解析 

Neighbor-Net 法による系統ネットワークの作成には SplitsTree 4.0 を用いた(Huson and 

Bryant, 2006)。Neighbor-Net 法を用いた際の、距離行列の計算には p 距離を用い、5%以上の

ギャップを含むサイトは解析から削除した。節約的な系統ネットワークは、Bandelt (1994)

や Saitou と Yamamoto (1997)の手法に従って作成し、3 塩基以上の多型が見られるサイトは

解析から取り除いた。 

 

属ごとの代表配列の選択 

属ごとに重複配列を削除したのちに、Neighbor-Net 法により属ごとに系統ネットワークを

作成した（図 3.1）。各系統ネットワークから、万遍なく配列を選択し、各属の代表配列と

して解析に用いた。各属から選ばれた配列の番号は、太字でハイライトした (図 3.1)。 



52 

表 3.1 解析に用いた Enterobacteriales 目の 16S rRNA 遺伝子配列 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

属名 ゲノム数 16S rRNA遺伝子数

Escherichia 54 377

Shigella 9 63

Salmonella 35 245

Citrobacter 1 7

Klebsiella 9 63

Enterobacter 9 70

Cronobacter 4 28

Erwinia 7 49

Pantoea 6 41

Sodalis 1 7

Pectobacterium 5 35

Dickeya 4 28

Edwardsiella 4 28

Serratia 12 72

Yersinia 19 123

Providencia 1 7

Proteus 2 14

Photorhabdus 2 14

Xenorhabdus 2 14

計 186 1285
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図 3.1 (1 ページ目 / 3 ページ) 
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図 3.1 (2 ページ目 / 3 ページ) 
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図 3.1 Enterobacteriales 目各属の 16S rRNA 遺伝子を用いて、Neighbor-Net 法によって作成

した系統ネットワーク。距離行列は p 距離を用いて作成し、ギャップが 5%以上含

まれるサイトは解析から除いた。各属から代表として選んだ配列を太字でハイラ

イトした。各配列名は番号となっており、重複配列を削除後、番号を付け直した

ものである。Providencia 属は、配列が全て同じであったため、省略した。Salmonella

属は、多型のパターンが多すぎて代表配列全てを用いて系統ネットワークを作成

することが困難であったため、2 グループ（赤、青）に分けた。 
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3. 結果と考察 

 

属内で 16S rRNA 遺伝子の水平伝播が見られた分類 

a) Escherichia 属 

Escherichia 属の 16S rRNA 遺伝子の代表配列を用いて作成した系統ネットワークを図

3.2(A)に示した。赤色サイト(259 – 282)に対して、青色サイト(1037-1075)、水色サイト

(1056,1057)が対立していた。連続するサイト同士が対立しているため、遺伝的組換えに

よるものである可能性が高いが、第三章でも触れたように、水平伝播ではなく祖先の段

階から多型が維持されている可能性が高い。 

Escherichia 59, 204 と 130, 205 を分けているサイトは、Cannone ら(2002)のウェブサイト

を参考にすると、Escherichia の rrsB の二次構造上において helix33 の位置に相当した。

この領域は、Cannone ら(2002)の二次構造に当てはめると、Escherichia 59, 204 と

Escherichia 130, 205 で二次構造が異なり、Escherichia 59, 204 は 16S rRNA 遺伝子グルー

プ A 型で Escherichia 130, 205 はグループ E 型であった(図 3.2(B))。グループ A とグル

ープ E は、同一ゲノム内に普遍的に共存しているので、どちらも機能的であると考えら

れる。 
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(A) 

 

 

 

 

(B) 

(Escherichia 59)     (Escherichia 130) 

 

図 3.2 (A)図 3.1 のNeighbor-Net解析によって代表として選ばれた、Escherichiaの 16S rRNA

遺伝子を用いて作成した節約的な系統ネットワーク。ループ構造の縦辺は 259, 262, 

282 に固まっており、横辺は 1037 – 1075 の領域に固まっているため、遺伝的組換え

の存在が示唆される。(B)サイト 1037-1057 領域の二次構造。 
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b) Salmonella 属 

Salmonella属 16S rRNA遺伝子の代表配列を用いて作成した系統ネットワークを図 3.3

に示した。Salmonella 属は属内の多様度が著しく高く、代表配列を一つの系統ネットワ

ークに示すことができなかったため、さらに 2 つの集団に分けて解析した。 

青グループ(図 3.3 (A))においては、対立するループの辺同士が短いが、Salmonella 5

と Salmonella 114 を無視して考えると、赤サイト、1024, 1025, 1026, 1041 に対して、青、

紫サイト 1155, 1156, 1153, 1159が対立しており、それぞれのサイトは連続しているため、

一回の水平伝播と 4 回の平行進化で生じうるが、平行進化だけで説明しても平行進化 4

回で説明できるため、水平伝播が生じているかどうかは明確ではない。 

一方で、図 3.3 (B)に示した赤グループのSalmonella属の系統ネットワークにおいては、

複数回の水平伝播が示唆された。同程度に節約的な水平伝播を含む経路は何通りか考え

られ、平行進化が生じていないと仮定すると、どこの配列を起点に進化すると考えても

最少の水平伝播回数は 4 回である。例えば、図 3.3 (B)において、Salmonella-18 を起点に

考えると、緑の枝が塩基置換による経路で、赤の枝(1-4)が 4 回の考えられる水平伝播で

あった。 
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(A) 

 

 

(B) 

 

図 3.3 (1 ページ目 / 2 ページ) 
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図 3.3(A)から Salmonella-126,162 を、図 3.3 (B)から Salmonella-7, 18, 97 をそれぞれ選

んで作成した Salmonella の節約的な系統ネットワークを図 3.3 (C)に示した。Salmonella – 

162 は、シングルトンサイトのほとんどが 1400 番台に集中しており、異なるグループか

らの、サイト 1400 番台を含む領域の水平伝播による可能性があった。したがって、

Salmonella-162 の次にシングルトンが長い Salmonella 97 を起点に考えると、Salmonella-7

は Salmonella-18 の系統に、青色で示したサイト（サイト 468-488）が Salmonella-40 や

126, 162 の系統から水平伝播することにより生じた配列であると考えられる。 
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図 3.3  Salmonella 属の 16S rRNA 遺伝子を用いて作成した、節約的な系統ネットワーク。

(A)は図 3.1 の Salmonella 属の Neighbor net において青色で示された分類群で、(B)

は赤色で示された分類群、 そして(C)は(A)(B)から配列を選んで作成された節約的

な系統ネットワーク。 
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c) Enterobacter 属 

Enterobacter 属の 16S rRNA 遺伝子の代表配列を用いて作成した系統ネットワークを図

3.4 に記した。緑色でハイライトしたサイト 666-893 領域と青色でハイライトした

1004-1239 領域が水平伝播領域と考えられ、2 回の部分的な水平伝播が生じていることが

示唆された。シングルトンの分布が偏っているが、シングルトンを全く持たない

Enterobacter-16, 20 がキメラ体であると考えると、Enterobacter-2 が外群であり、親配列の

系統は Enterobacter-6 と Enterobacter-25 である。Enterobacter-10 は Enterobacter-2 と

Enterobacter-6 の間に位置しているが、Enterobacter-10 によって、Enterobacter-2 と

Enterobacter-6 の間にある塩基置換が、666-893 と 1004-1239 に分けられていた。加えて、

Enterobacter-10 はシングルトンを持っていないことを考えると、Enterobacter-6 の系統に

Enterobacter-2 の 1004-1239 領域が水平伝播するか、Enterobacter-2 へと Enterobacter-6 の

系統の666-893領域が水平伝播することによってEnterobacter-10は生じたものと考えられ

る。 

 

 

 

 

図 3.4 Enterobacter属の 16S rRNA遺伝子の代表配列を用いて作成した節約的な系統ネット

ワーク。 
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d) Klebsiella 属 

Klebsiella 属の 16S rRNA 遺伝子の代表配列を用いて作成した系統ネットワークを図 3.5

に示した。Klebsiella-29 はシングルトンが多く、シングルトンサイトの分布も配列全体に

及んでいるので遺伝的組換えに関わっていない配列であると考えることができる。従っ

て、平行進化を仮定しないで考えると、Klebsiella-44 は Klebsiella-47 と Klebsiella-34 の間

の遺伝的な組換えによって生じた配列であると考えることができる。 

 

図 3.5 Klebsiella の代表配列の 16S rRNA 遺伝子の配列を用いて作成した節約的な系統ネッ 

トワーク。 
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e) Erwinia 属 

Erwinia 属の 16S rRNA 遺伝子の代表配列を用いて作成した系統ネットワークを図 3.6

に示した。シングルトンが最も長く、また最もシングルトンサイトの分布に偏りが見ら

れない Eriwinia-12 が遺伝的組換えに関わっていない配列であると仮定すると、Erwinia-4

は Erwinia-5 と Erwinia-34 の間の組換え体である。Erwinia-1,17 は Erwinia-12 と Erwinia-9

の間の枝の中間に位置しているが、Erwinia-1,17 によって、赤サイト(78 – 100)と黄色サイ

ト (1022,1033,1034,1035)が分けられていた。加えて、シングルトンも存在しないため、

Erwinia-5 の系統に Erwinia-12 の系統のサイト 1022,1033,1034,1035を含む領域が水平伝播

するか、サイト 78,79,80,81,97,99,100 を含む領域が水平伝播することによって生じた配列

であると考えられる。 

 

図 3.6 Erwinia属の 16S rRNA遺伝子の代表配列を用いて作成した節約的な系統ネットワー

ク。 
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f) Dickeya 属 

Dickeya 属の 16S rRNA 遺伝子の代表配列を用いて作成した系統ネットワークを図 3.7 に

示した。赤色で示した 19 サイトに及ぶ領域(70-1293)に対して、青色で示した 8 サイトの

連続領域(839-1152)が対立する形でループ構造が形作られており、水平伝播の存在が強く

示唆された。シングルトンが多く、シングルトンサイトが比較的全域に分布している

Dickeya-16 を遺伝的組換えに関わっていない配列であると考えると、Dickeya-10, 15 の系

統は、Dickeya-7 の系統に Dickeya-1,3 の系統の青色で示したサイト(839-1152)を含む領域

が水平伝播して生じた配列であると考えられる。 

 

図 3.7 Dickeya属の 16S rRNA遺伝子の代表配列を用いて作成した節約的な系統ネットワー

ク。 
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g) Pectobacterium 属 

Pectobacterium 属の 16S rRNA 遺伝子の代表配列を用いて作成した系統ネットワークを

図 3.8に示した。Pectobacteriumの系統ネットワークには 3つのループ構造が見られるが、

これらは図 3.9 (A)に示した一回の部分的な水平伝播を含む進化史で構成されうる。図

3.9(A)のように進化してきたOTU1-OTU4と組換えに関わっていないOUT GROUPを用い

て Bandelt の系統ネットワークを作成すると、図 3.9(B)のようになる。Pectobacterium の

系統ネットワークにおいても、サイト 1006-1044 までを i-j 領域と考えると、図 3.9(B)の

系統ネットワークと同様の形とサイトの分布を示す。加えて、Pectobacterium-25 はシング

ルトンが長く、シングルトンサイトの分布も比較的全域に及んでいるので組換えに関わ

っていない配列であると考えられる。従って、Pectobacterium-21 は、Pectobacterium-22 の

系統へと Pectobacterium-14 のサイト 1006-1044 を含む領域が水平伝播することにより生

じた配列であると考えられる。 
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(A) 

 

(B) 

 

図 3.8 (A)Pectobacterium の 16S rRNA 遺伝子の代表配列を用いて作成した節約的な系統ネ

ットワークと、(B)変異サイトの分布。i-j で示した領域は図 3.9 の進化モデルをあ

てはめた際に考えられる水平伝播領域。 

 

(A)                            (B) 

  

 

図 3.9  (A) OTU1の系統の領域 i-jがOTU2へと水平伝播することによりOTU4が生じたと

いう進化史。各枝のアルファベットはその枝で生じた塩基置換を意味し、配列全

域に生じたものと仮定する。これらの進化史を辿って生じた OTU 1-4 に OUT 

GROUP を加えて作成した節約的な系統ネットワークを(B)に示した。 
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属を跨いで 16S rRNA 遺伝子の水平伝播が見られた分類 

a) Escherichia 属と Salmonella 属、Citrobacter 属 

図 3.10 に Escherichia 属と Salmonella 属の 16S rRNA 遺伝子を用いて作成した系統ネッ

トワークを示した。Enterobacter-6 を外群と考えると、Citrobacter-3, 6 は Salmonella-44 の

系統に、Escherichia 属のサイト 611-764(辺 C, F)を含む領域が水平伝播することにより生

じたものと考えられる。本研究で用いた Citrobacter の 16S rRNA 遺伝子 7 本は、全て同一

のゲノム由来であり、7 本すべてが Escherichia 属と Salmonella 属の間の組換え体であっ

た。このことは、Citrobacter 属において水平伝播によって形作られた 16S rRNA 遺伝子が

主要な 16S rRNA 遺伝子として機能していることを意味しており、ある分類群の 16S 

rRNA 遺伝子がまるごと組換え体であるという場合があり得るということを意味してい

る。 

 

図 3.10 Enterobacter-6 を外群として用いて作成した、Escherichia 属、Salmonella 属、

Citrobacter 属の 16S rRNA 遺伝子を用いて作成した節約的な系統ネットワーク。

Enterobacter-6 を外群と考えると、Citrobacter 属は Escherichia 属、Salmonella 属の

間の組換え体であると考えられる。 
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b) Enterobacter 属と Klebsiella 属 

Enterobacter属とKlebsiella属の 16S rRNA遺伝子を用いて作成した系統ネットワークを

図 3.11 に示した。Klebsiella 属に固有の塩基置換が見られず、全て Enterobacter 属の 16S 

rRNA 遺伝子の多様度内に位置している。このことは、Klebsiella 属と Enterobacter 属の分

類と、16S rRNA 遺伝子の分類が一致していないことを意味しているので、分類群間の水

平伝播という観点がそもそも成り立たない。Klebsiella の配列を固有に議論すると、

Klebsiella-29 と Klebsiella-44 は、A 辺（サイト 829-1222）と D 辺 (サイト 70-220)が対立

してできているループの対角に位置している。このループに焦点を当てるために、

Klebsiella-29, 44 と Enterobacter-2, 20 にさらに遠い外群として Salmonella 属の配列を加え

て系統ネットワーク解析を行った(図 3.12)。その結果、Salmonella-1 は Enterobacter-2 の位

置に結節することが分かった。このことから、Enterobacter-20 は Klebsiella-29 と

Klebsiella-44 の間の組換え体であることがわかる。したがって、Klebsiella 属同士の遺伝的

組換えによって Enterobacter 属の中のある 16S rRNA 遺伝子は成り立っているということ

になる。また、ゲノムNC_015663.1Enterobacter aerogenes KCT 2190 の 8コピーの 16S rRNA

遺伝子のうち、組換え体である Enterobacter-20 の系統の 16S rRNA 遺伝子は 7 コピーで、

組換え体 16S rRNA 遺伝子が主要な 16S rRNA 遺伝子となっている例である。 

 

 

図 3.11 Enterobacter属とKlebsiella属の 16S rRNA遺伝子を用いて作成した節約的な系統ネ

ットワーク。 

 

 



74 

 

図 3.12 Salmonella を加えて作成した、Enterobacter 属と Klebsiella 属の 16S rRNA 遺伝子の

節約的な系統ネットワーク。 
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c) Erwinia 属と Pantoea 属 

Erwinia属とPantoea属の 16S rRNA遺伝子を用いて作成した系統ネットワークを図 3.13

に示した。連続したサイトで構成されている辺A(サイト133-238)や辺C(サイト79-99)が、

辺 B(サイト 96-1380)と対立しているので水平伝播の存在が示唆されている。系統群とし

ての外群は Cronobacter-1 だが、Pantoea-2 のほうがシングルトンは長く、またシングルト

ンサイトも全域に分布しているため、実際に Cronobacter-1 を遺伝的組換えに関わってい

ない配列であると判断ができない。そこで、さらに遠い系統群である Sodalis を加え、図

3.13からループの外側の配列のみを用いて Bandeltの系統ネットワークを作成してみると、

Sodalis-1 は Cronobacter-1 の近傍に結節しなかった(図 3.14)。加えて、Sodalis-1 はシング

ルトンが極めて長く、シングルトンサイトの分布も広くみられるため、遺伝的組換えに

関わっていない配列であると考えられる。このことは、Cronobacteri-1 と Pantoea-15 の間

に生じた水平伝播によって Erwinia-5 が生じたことを意味する。 

 

図 3.13 Pantoea 属と Erwinia 属の 16S rRNA 遺伝子を用いて、外群として Cronobacter の配

列を加えて作成した節約的な系統ネットワーク 

 

 

 

 

 



76 

 

図 3.14 図 3.13の系統ネットワークから網目の外側を構成する配列に外群として Sodalisの

16S rRNA 遺伝子を加えて作成した節約的な系統ネットワーク。 
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d) Pectobacterium 属と Dickeya 属 

Pectobacterium 属と Dickeya 属の 16S rRNA 遺伝子を用いて作成した系統ネットワーク

を図 3.15 に示した。Sodalis-1 はシングルトンが長く、シングルトンサイトの分布も配列

全域に見られるので遺伝的組換えに関わっていない配列であると考えられる。サイト

1008-1154 は連続しており、かつ、サイト 70-1294 と対立してループ構造を示しているの

で水平伝播の存在が示唆される。Sodalis-1 を遺伝的組換えに関わっていない配列である

と考えると、Dickeya-10 は Dickeya-1 と Pectobacterium 属の間の水平伝播によって生じた

配列であると考えられる。 

 

図 3.15 Sodali-1 を外群として作成した、Dickeya 属と Pectobacterium 属の 16S rRNA 遺伝子

の節約的な系統ネットワーク。 
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e) Yersinia 属と Esherichia 属 

ゲノム NC_0154224.1 Yersinia enterocolitica subsp. Palearctica 105.5R(r)のもつ 7 コピーの

16S rRNA 遺伝子のうち 1 コピーは他の 6 コピーとは大きく異なった配列を持っており、

Enterobacteriales 目内において Yersinia 属以外では Escherichia 属に近い。図 3.16 は、

NC_0154224.1 のもつ 7 コピーの 16S rRNA 遺伝子と Escherichia coli MG1655 株の rrsB, 

Providencia の 16S rRNA 遺伝子によって作成した系統ネットワークである。シングルトン

が長く、シングルトンサイトの分布も広くみられる Providencia を遺伝的組換えに関わっ

ていない配列と考えると、Yersinia NC_015224.1 copy1 は Escherichia と Yersinia 

NC_015224.1 copy 2-7 の間の水平伝播によって生じた配列であると考えられる。ループの

大きさが特に大きく、対立する辺同士のサイトの分布も横辺が前半で連続しているのに

対して、縦辺は後半で連続しているため、水平伝播を強力に支持する結果であり、Yersinia 

NC_015224.1の 7コピー中の 1コピーに Escherichiaの 16S rRNA遺伝子が水平伝播したこ

とを意味する。水平伝播によって生じた Yersinia NC_015224.1 copy1 は 7 コピー中 1 コピ

ーに過ぎず、16S rRNA 遺伝子として機能を保っているかは分からないが、16S rRNA 遺

伝子の水平伝播は、このようにして複数コピーの中の 1 コピーを異種由来の 16S rRNA 遺

伝子が乗っ取ることにより始まるのかもしれない。また、Yersinia NC_015224.1 copy1 が、

今後、他のコピーとの間で配列が均一化されてゆく過程で、Escherichia 由来の 16S rRNA

遺伝子が、部分的には Yersinia NC_015224.1 の 7 コピーの間で主要な遺伝型となってゆく

ような狭い領域でのモザイク化が進行してゆくのかもしれない。 

 

 

図 3.16  ゲノムNC_0154224.1 Yersinia enterocolitica subsp. Palearctica 105.5R(r)の 7コピーの

16S rRNA遺伝子に Escherichia coli MG1655 rrsBと外群として Providenciaを加え

て作成した節約的な系統ネットワーク。 
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Enterobacteriales 目において普遍的にみられる 16S rRNA 遺伝子の水平伝播 

図 3.17 に、a-e において推定された水平伝播を、アミノ酸配列を元に最尤法を用いて作成

された系統樹(Gillespie et al. 2011)に対して、矢印で示した。また、属内で水平伝播が観察さ

れた分類群には黒丸で記しを付けた。図 3.17 は、Enterobacteriales 目で 16S rRNA 遺伝子の

水平伝播に約半数の分類群が関わっていることを表しており、過去に固有の事例として議

論されていた 16S rRNA 遺伝子の水平伝播は、すくなくとも Enterobacteriales 目内では広く

みられる現象であることが分かった。 

 

水平伝播によって大きく変化する 16S rRNA 遺伝子 

また、系統ネットワークのループ構造に対して、シングルトンが短いという特徴があっ

た。例えば、翻訳に関わる遺伝子の 1 つであるエロンゲーションファクターG をコードして

いる fus 遺伝子を用いて作成した系統ネットワーク（図 3.18）と比べても、同じ系統群の範

囲で比較した 16S rRNA 遺伝子の場合は（図 3.10）ループ構造の大きさに対してのシングル

トンの長さが比較的短い。また、シングルトンが極めて短い配列がいくつもループ構造の

淵や中に結節しているという特徴も見られる（図 3.3(B)(C)、図 3.11、図 3.13、図 3.15 など）

このことは、16S rRNA 遺伝子の多様度が生み出される過程で、点突然変異と比較して、水

平伝播のほうが受け入れられやすいことを意味しており、16S rRNA が二次構造の変化を受

け入れにくい分子であることを考えると自然である。Cannone ら(2002)による Escherichia 

coli rrsB の二次構造に当てはめて考えると、本研究において推定された水平伝播は、いずれ

も二次構造に大きな変化はなかった。16S rRNA 遺伝子が機能的に点突然変異に対して脆弱

である(Yassin ら, 2005)という結果や、二次構造が大きく変わらない異種の 16S rRNA 遺伝子

ならば、大腸菌の生育を相補可能である(Kitahara ら, 2012)という報告とも合致する結果が得

られた。 
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図 3.17 Enterobacteriales 目において示唆された水平伝播。●がついている分類群は属内で

水平伝播が示唆された分類群。属を跨いだ生じた水平伝播は→で示した。水平伝

播が生じていることは示唆されたが、親子関係が不明であったものについては、

破線の→で示した。系統樹は最尤法を用いて、ゲノム上の全ての各遺伝子のアミ

ノ酸配列を用いて作成されたものである(Gillespie et al., 2011)。 

 

図 3.18  Escherichia, Salmonella, Citrobacter, Enterobacter のエロンゲーションファクターG 

(fus 遺伝子)を用いて作成した節約的な系統ネットワーク。同じ分類群の範囲で比

較している、図 3.10 に比べ、網目の大きさに対してシングルトンの枝の長さが長

い。 
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16S rRNA 遺伝子の水平伝播が与える影響 

 16S rRNA 遺伝子のゲノム内多型についてはこれまで知られている（例えば Mylvaganam

と Dennis (1992)、Wang ら(1997)、 Yap ら(1999)）が、ゲノム内多型が適応度に影響を与え

ているのかどうかについての報告は存在しない。しかし、水平伝播によって作られたキメ

ラ 16S rRNA 遺伝子は、例えば Citrobacter 属の 7 コピーすべてがキメラ体であるように、十

分に機能していると言える。このため、16S rRNA 遺伝子の水平伝播は、少なくとも中立に

生ずることはあるということだ。 

 我々の研究室では、16S rRNA 遺伝子が部分的に水平伝播することによって、2 種類の薬

剤に対して耐性を示す 16S rRNA 遺伝子をメタゲノム由来で取得した（宮崎、未発表）。図

3.19 の系統ネットワークを構成する 4 配列のうち、シングルトンの長さと分布から、Spc1

は Spc6 と G418-4 の間に生じた水平伝播によって生じたキメラ体であった。G418-4 は G418

に対して耐性を示す 16S rRNA 遺伝子で、Spc6 はスペクチノマイシンへと耐性を示す 16S 

rRNA 遺伝子であった。そして、Scp1 は、G418、スペクチノマイシン双方への耐性を示す

ことがわかっている。このことは、水平伝播によって新たな機能が 16S rRNA 遺伝子に付与

されうることを示している。ただし、Spc1 はメタゲノム由来なので、実際にホストの適応

度に対する寄与は不明であり、16S rRNA 遺伝子として機能しているかどうかも不明である。

しかし、16S rRNA 遺伝子の水平伝播が新たな機能や性質をもたらすのではないかという問

いは十分に追及する価値があるということだ。 

加えて、16S rRNA 遺伝子には翻訳以外の機能も存在する。当研究室の Kitahara と Miyazaki 

(2011)は、16S rRNA の構造の一部である helix41 が、ペリプラズム酵素である RNase T2 を

阻害することを発見した。Kitahara と Miyazaki (2011)の報告は、16S rRNA 遺伝子の水平伝

播に対する防衛機構のようにも思われ、16S rRNA 遺伝子の水平伝播を阻む一種の壁である

可能性はあるが、helix41 が部位特異的にこのような性質を持っているということなどから、

16S rRNA の一部に埋め込まれた機能であると考えることもできる。従って、16S rRNA 遺

伝子の部分的な水平伝播によって、このような翻訳外機能がもたらされるようなことがあ

ってもおかしくはない。 
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図 3.19 メタゲノム由来の薬剤耐性 16S rRNA 遺伝子の系統ネットワーク。G418-1、4 は G418

耐性でスクリーニングした 16S rRNA 遺伝子で、Spc-1 と Spc-6 はスペクチノマイ

シン耐性でスクリーニングした 16S rRNA 遺伝子。シングルトンの分布から、Spc1

は G418-4 と Spc-6 の間の遺伝的組換えによって生じた配列であると考えられる。

また、Spc1 は、G418、スペクチノマイシン双方に耐性を示すため、遺伝的組換え

によって親の 16S rRNA 遺伝子の特徴のハイブリッドとなっていると思われる。

16S rRNA 遺伝子の水平伝播によって機能が付与される例である。 
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第四章 網羅的な 16S rRNA 遺伝子の水平伝播の検出 

1. 序論 

 

遺伝的組換えの検出に有益な系統ネットワーク法 

遺伝的組換えを検出するためには、領域間の系統関係の食い違いを検出する必要があり

る。Bandelt の方法によって作成する節約的な系統ネットワークが遺伝的組換えの検出に有

益である理由は、サイトごとの情報を反映させて作成するため、どこの領域と、どこの領

域の系統関係が対立しているかを発見できる点にある（Saitou and Yamamoto 1997; Kitano et 

al., 2012）。 

 

節約ネットワーク法に基づいて遺伝的組換えを検出する PNarec 

PNarec (Saitou と Kitano 2012)は、節約的に情報を持ったサイトのパターンの食い違いを検

出することで遺伝的組換えと組換え体を検出するプログラムである。節約的に情報を持っ

たサイトとは、節約原理に基づいて系統関係を確定することができるサイトの総称である。

PNarec の遺伝的組換え体を検出する原理は、Bandelt の方法で作成される系統ネットワーク

に基づいている。 

PNarec は、データセットに含まれる配列から、全ての 3 配列の組み合わせに外群を加え

て 4 配列のデータとし、4 配列間の節約的に情報を持ったサイトのパターンの食い違いを検

出することで、組換え体を発見する手法を用いている。４配列間の、節約的に情報を持っ

たサイトが示唆する系統関係は、図 4.1 に示した 3 通りだけである。遺伝的組換えが生ずる

と、この節約的に情報を持ったサイトの系統関係は、遺伝的組換えが生じたサイトを境に

切り替わることになるので、系統ネットワークにループ構造が見られる。図 4.2 のモデルデ

ータは、Sequence 2 が組換え体で、Sequence 1 と 3 が親配列、Sequence 4 は外群である。こ

れらの配列を用いて作成した節約的な系統ネットワークはループ構造を示し、 

 

1) 外群の対角に、組換え体が短いシングルトンで結節する。  

2) 組換え体の両側に親配列が結節する。  

3) 系統ネットワークにループ構造が見られ、縦辺と横辺を構成するサイトの分布がそれ

ぞれ領域的に固まっている。 

 

という特徴を持つので、遺伝的組換えの存在が示唆される。そして、節約的に情報を持っ

たサイトの系統関係のパターンは、遺伝的組換えが生じたサイト以前は 1 だが、それ以降

は系統関係 3 を示している。PNarec は、この 4 配列のうち、1 配列は外群として固定した配

列を用い、あとの 3 配列をデータセットから加えて、節約的に情報を持ったサイトごとに

系統関係を見ていき、図 4.2 で示したような途中から系統関係が変化するような配列の組み

合わせを探索することで組換え体を探す。 
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図 4.1 4 本の異なる配列がとりうる 3 種類の系統関係。4 つの異なる配列は、かならずこ

の 3 通りのうちいずれかの系統関係で成り立っている。節約的に情報を持ったサ

イトが示唆する系統関係も、この 3 通りのうちのいずれかである。 

 

図 4.2  系統ネットワークと節約的に情報を持ったサイトを記述した配列の対応関係。

Sequence 2 は Sequence 1 と Sequence 3 の間の遺伝的組換えによって生じた配列で、

Sequence 4 は外群である。節約的に情報を持ったサイトの系統関係を、対応する系

統関係の番号（1,2,3 のいずれか）で 5’末端側から記述すると、1133 という配列が

得られる。この配列は、前半部分と後半部分で系統関係が 1 から 3 へと変化する

ことを意味する。 
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PNarec 法をバクテリア遺伝子に用いることの問題点 

 手法に関する議論においても述べたように、これまでの報告における節約的な系統ネッ

トワークの解釈（Saitou and Yamamoto 1997, Kitano et al., 2009, 2012）をバクテリア遺伝子に

適用すると、組換えの親子関係について間違える恐れがある。すなわち、ある分類群内に

おいて遺伝的組換えが生じている時、その分類群よりも外の分類群（外群）を加えて系統

ネットワークを作成すると、組換え体は外群の対角に位置する。しかし、離れた系統群同

士であっても水平伝播しうるバクテリアにおいては、系統ネットワーク上で、外群の対角

が常に組換え体とは限らない。したがって、外群を固定して解析を行う PNarec は、バクテ

リア遺伝子の解析には適さない手法であると考えられる。 

 

2. 材料と方法 

 

遺伝的組換え体の網羅的な検出方法 

外群を固定せずに解析を行うために、データセットから、全てのあり得る 4 配列の組み

合わせを取り出し、図 4.2 に示したように、節約的に情報を持ったサイトの系統関係を記述

していくプログラムを、Perl スクリプトを用いて作成した。もし、遺伝的組換えが生じてい

るのであれば、節約的に情報を持ったサイトの系統関係は、遺伝的組換えが生じたサイト

の上流と下流で変化するはずである。例えば、図 4.3 に示す 4 配列においては、上流（サイ

ト 709-1126）における系統関係 3 が、下流（サイト 1364-4906）においては系統関係 2 へと

変化している。 

 

遺伝的組換えを判断する検定方法 

 サイトごとの系統関係の食い違いは、平行進化によってももたらされうる。例えば、図

4.3 における系統関係 1 は、先頭に 2 サイト、下流部分に 1 サイトが示されているのみで、

3 回の平行進化によってもたらされうる。平行進化はランダムに生ずると考えられるため、

平行進化によってもたらされたこのようなサイトの分布はランダムになると考えられる。

そこで、本研究においては、4 配列が示しうる 3 つの系統関係の並び順のランダム性を検証

した。ランダム性の検証には、Takahata（1996）の 2 sample runs test に基づいた、Ezawa ら

（2006）の手法を用いた。 

 

2 sample runs test の計算方法 

 2 sample runs test は、α 個の文字 A、β 個の文字 B から成る長さ n（n=α+β）のランダムな

並びの文字列について、’Run’数（Z）が観察値（R）を下回る確率 P（Z≦R）を求める。’Run’

とは、異なる文字同士によって区切られた、同じ文字のブロックと定義され、例えば、

ABAABBA という文字列であれば、 

A | B | AA | BB |A 
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となり、R=5、α=4、β=3 となる。一般的には、ある Run 数 Z が観察される確率 P（Z）は、

α、β、n を用いて、Z=2k が偶数の時には、 

P(Z = 2k) = 2(
𝛼 − 1

𝑘 − 1
) (

𝛽 − 1

𝑘 − 1
)(

𝑛

𝛼
)
−1

 

Z=2k+1 が奇数の時には、 

P(Z = 2k + 1) = 2 {(
𝛼 − 1

𝑘
)(

𝛽 − 1

𝑘 − 1
) + (

𝛼 − 1

𝑘 − 1
)(

𝛽 − 1

𝑘
)} (

𝑛

𝛼
)
−1

 

となる。P（Z≦R）は 2≦Z≦R における P(Z)の総和、 

P(Z ≦ R) = ∑𝑃(𝑍)

𝑅

𝑍=2

 

である。 

 

Ezawa ら（2006）の手法の計算例 

 図 4.3 における系統関係の文字列を用いて実際に計算してみる。2 sample runs test におい

ては、2 種類の文字種から成る文字列について考えたが、節約的に情報を持ったサイトは 4

配列から 3 通り出現しうるため、実際には 3 種類の文字種から成る文字列について考える。

Ezawa ら（2006）の手法は、Takahata（1996）と同様に、ある文字に着目した場合、そのほ

かの文字種については、全て同一の文字種であると見做す。すなわち、例えば、図 4.3 にお

ける系統関係の文字列の系統関係 1 に着目した場合、2 と 3 を同一の文字種と見做すため、

R=4、α=3、β=17 となり、P(Z≦4)=0.07 である。 

11 | 33333333222 | 1 | 222222 

同様に、系統関係 2 に着目した場合は、P(Z≦4)=0.001、系統関係 3 に着目した場合は、P(Z

≦3)=0.0002 である。本研究においては、有意水準を 1%と定めて検定を行った。また、組換

えを示唆する節約的に情報を持ったサイトのうち、90%以上が連続していることを組換えが

生じていると判定する要件とした。なぜならば、2 sample runs test のみでは、配列のランダ

ム性は評価できても、領域的な連続性は評価できないからである。 
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図 4.3 節約的に情報を持ったサイトを 5’末端側から記述した配列と、同じ配列データから 

作成した系統ネットワーク。赤領域で連続して 8 サイトほど系統関係 1 が示唆されて 

おり、後半部分では系統関係 2 が示唆されているため、遺伝的組換えの存在が示唆さ 

れている。 

 

データの取得と整理 

2014 年 11 月 1 日時点で、NCBI に登録されているバクテリアとアーキアのゲノム配列す

べてから 16S rRNA 遺伝子領域を NCBI のアノテーションに従って抽出した。表 4.1 に解析

に用いた分類群と 16S rRNA 遺伝子数を記載した。多重整列には MAFFT (version 7)を用い、

バクテリア全体で 5%以上のギャップを含むサイトは解析から取り除いた。抽出した配列は

門ごとにまとめ、節約的に情報を持ったサイトの記載は、門ごとに行った。 

 

遺伝的組換えが生じている領域の求め方 

遺伝的組換えが生じている領域は、以下の手順で求めた 

 

(1) 全ての 4 配列の組み合わせのうち、節約的に情報を持ったサイトの系統関係のパターン

が 2 sample runs test の結果が 1%水準で有意であった組み合わせを取りだした。 

(2) 組換え体として判断された配列と同じ属に属する異なる配列が同様に組換え体である
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と判断された場合、節約的に情報を持ったサイト量が最も多い 4 配列の組み合わせを代

表として選んだ。 

(3) 異なる 4 配列の組み合わせにおいて、まったく同一のパターンが見られた場合は、同じ

遺伝的組換えによって生じた組換え体であると判断し、1 つを残して解析から除去した。 

(4) 複数領域が遺伝的組換え候補として選ばれた場合は、遺伝的組換えの回数を最少で説明

可能な領域を選択した。 

 

表 4.1 網羅的に遺伝的組換えの検出を試みた分類群と配列数。 

 

分類群(門) N

Actinobacteria 839

Aquificae 27

Armatimonadetes 2

Bacteroidetes 265

Chlorobi 19

Ignavibacteriae 2

Caldiserica 1

Chlamydiae 193

Verrucomicrobia 7

Chloroflexi 34

Chrysiogenetes 3

Cyanobacteria 168

Deferribacteres 7

Deinococcus-Thermus 51

Dictyoglomi 4

Elusimicrobia 1

Acidobacteria 6

Fibrobacteres 6

Firmicutes 3395

Fusobacteria 37

Gemmatimonadetes 1

Nitrospirae 7

Planctomycetes 18

Proteobacteria 4459

Spirochaetes 106

Synergistetes 11

Tenericutes 111

Thermodesulfobacteria 3

Thermotogae 29

Archaea (界) 858

合計 9812
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どの分類群とどの分類群で遺伝的組換えが生じたのかを求める 

 本解析においては、バクテリアの 16S rRNA 遺伝子の遺伝的組換えが、どの水準の分類群

を超えて生じうるのかを以下の手順に従って調べた。 

 

(1) 遺伝的組換えが示唆された 4 配列の組み合わせにおいて、2 sample runs test の値が最も

低い組み合わせを種ごとに選んだ。 

 

(2) 第二章の Bandelt の方法で作成した系統ネットワークの特徴で述べたとおり、4 配列か

ら成る節約的な系統ネットワーク上で、親配列は組換え体を挟む位置に結節する。組換

え体を挟む 2 配列を親配列として選び、両者の分類群を比較し、綱、目、属のどの分類

群の水準で異なっているかを調べた。例えば、綱は同じだが目が異なる場合は、目を飛

び越えて水平伝播が生じているということになり、属レベルでも異ならなかった場合は、

属内で生じた遺伝的組換えであるということになる。 

 

3. 結果と考察 

 

分類群ごとの組換え体の頻度 

 図 4.4 はバクテリアにおいて、20 本以上の 16S rRNA 遺伝子のエントリーが存在する分類

群において検出された組換え体を含む種の割合である。バクテリアにおいては、13 門中 6

門で 16S rRNA 遺伝子の遺伝的組換えが生じていることが分かった。バクテリアとは界が異

なる、アーキアにおいても、調べた 669 種のうち 170 種が組換え体 16S rRNA 遺伝子を保有

していた。これらの結果は、バクテリアのみならず、アーキアにおいても 16S rRNA 遺伝子

の遺伝的組換えが存在することが示唆している。 

 

 

遺伝的組換えと 16S rRNA 遺伝子のコピー数 

 図 4.5 は、遺伝的組換えが検出された分類群それぞれにおける、組換え体 16S rRNA 遺伝

子を保有するゲノムの平均 16S rRNA 遺伝子コピー数である。ゲノム内の 16S rRNA 遺伝子

のコピー数と遺伝的組換えの頻度との間には相関が見られず、16S rRNA 遺伝子のコピー数

に関係なく 16S rRNA 遺伝子の遺伝的組換えは生じていることが分かった。 
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図 4.4 各分類群における、組換え体が検出された種の割合。配列名後のカッコ内に、各門

における種の総数を記載した。 

 

 

図 4.5 組換え体 16S rRNA 遺伝子を保有するゲノムの 16S rRNA 遺伝子のコピー数の、分

類群ごとの平均。 
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遺伝的組換えが生じている領域 

遺伝的組換えが生じている領域を、Proteobacteria 門 （図 4.6）、Cyanobacteria 門 （図 4.7）、

Firmicutes 門 （図 4.8）、Actinobacteria 門（図 4.9）、Bacteroidetes 門 （図 4.10）へとそれぞ

れ示した。記した配列は、2 sample runs test において、属ごとに最も低い P 値を示した代表

配列である。遺伝的組換えによってもたらされたと考えられる領域を、ボックスで囲った。

図横の矢印（515f-806r）は、最も高頻度に種同定に用いられる領域である。 

 

16S rRNA 遺伝子において種固有の領域は存在しない 

Proteobacteria 門と、Actinobacteria 門においては配列全域に渡って、遺伝的組換えの影響

を受けており、種固有の領域は存在しない（図 4.6、図 4.9）。そのほかの門においても、配

列の大部分において遺伝的組換えが観察されており、16S rRNA 遺伝子において種固有の領

域というものを見つけることは困難であることが分かる（図 4.7、図 4.8、図 4.10）。菌叢解

析に良く用いられる領域（515f-806r）も、遺伝的組換えの影響を受ける領域であり、この

領域を用いて正確に種を同定することは不可能である。16S rRNA 遺伝子の一部分のみを用

いて種同定を行うことは、間違った結果をより得やすいということが言える。また、遺伝

的組換えによってもたらされた断片の長さはまちまちで、15 ベース程度のものや、中には、

配列の半分近くが組換えによってもたらされたものである場合もある（Yersinia）（図 4.6）。

非常に短い領域に遺伝的組換えの痕跡が残っている場合については、一度異種より水平伝

播が生じた後に、ゲノム内のホモジェナイゼーションが生ずることによって、極めて短い

領域に遺伝的組換えの痕跡が見られるものと考えられる。 
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水平伝播で飛び越える分類群 

 16S rRNA 遺伝子の水平伝播が超えうる分類群を推定するために、各種内において、2 

sample runs test の結果が最も低い種について、その親配列の分類群を比較した（図 4.11）。

Proteobacteria 門においては、綱、目、属を超えた遺伝的組換えが、それぞれ 5、14、6 本検

出された。この結果は、門以下ならば、分類群の水準を問わずに、同程度の頻度で 16S rRNA

遺伝子の遺伝的組換えは生じうることを示している。種間、属間で生じた遺伝的組換え数

が、目間、綱間よりも少ない理由は、近縁な配列同士の比較となっているため、遺伝的組

換えを検出するにあたっての情報量が少なかったためと考えられる。 

 

綱を超えて生ずる 16S rRNA 遺伝子の水平伝播 

第三章の Escherichia coli・Shigella 集団のように、祖先の段階のゲノム内多型が今日まで

引き継がれることによって領域的な系統関係の矛盾が生じるような場合も存在する。しか

し、綱や目レベルでの祖先の段階から多型が引き継がれ続けるとは考えづらいため、綱、

目レベルで遺伝的組換えが生じているということは、その前段階として水平伝播が生じて

いると考えられる。 

また、16S rRNA 遺伝子のコピー数が 1 や 2 のものも組換え体として検出されている。16S 

rRNA 遺伝子を 1 コピーしか持たない場合、16S rRNA 遺伝子の均一化が生じないため、16S 

rRNA 遺伝子が機能を失うような遺伝的組換えは受け入れらないと考えられるが、実際には

コピー数が 1 でも遺伝的組換えが生ずるということである。 

 

 

図 4.11 Proteobacteria 門において、遺伝的組換えが生じた分類群の範囲。 
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23S rRNA 遺伝子における遺伝的組換え 

 図 4.12 は、Proteobacteria 門の 23S rRNA 遺伝子において検出された遺伝的組換えの領域

を示している。16S rRNA 遺伝子のみならず、23S rRNA 遺伝子にも遺伝的組換えが生じて

いることが示唆された。23S rRNA 遺伝子においては、16S rRNA 遺伝子よりも遺伝的組換

えの領域が長く、よりダイナミックに遺伝的組換えによって 23S rRNA 遺伝子は進化してい

るということが示唆された。このように、バクテリアの rRNA 遺伝子にとって遺伝的組換え、

延いては部分的な水平伝播は普遍的な現象であるということが考えられる。 

 

 

図 4.12 Proteobacteria 門の 23S rRNA 遺伝子において生じている遺伝的組換えの領域（一

部）。 
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平行進化サイト数の期待値と実測値の比較 

 系統ネットワークのループ構造が水平伝播によってもたらされたものなのか、平行進化

によってもたらされたものなのかを検定するためには、水平伝播が生ずる確率と平行進化

が生ずる確率の比較が必要である。しかしながら、現状で水平伝播が生ずる確率は知られ

ていない。しかし、もし遺伝的組換えが生じている場合、遺伝的組換えが生じていいない

場合に比べて見かけの平行進化サイト数は増大するはずである。そこで、本研究では、4 配

列間で見られる見かけの平行進化サイト数と、系統樹から計算した平行進化数の期待値と

の間の比較を行った。 

 

平行進化サイト数の期待値の計算方法 

平行進化サイト数の期待値の計算方法を、図 4.14 の系統樹に沿って説明する。各枝のサイ

トあたりの平均の塩基置換数(p 距離)を b1-b4で示した。平行進化の検定に関係のない枝の値

は省略した。平行進化とは、異なる系統で同じ方向の塩基置換が生ずることを言う。例え

ば、図 4.14 に示したように、Sequence 1 と Sequence 3 の系統において、たまたま同じサイ

トに同じ A→T という塩基置換が生ずるような場合を言う。したがって、Sequence 1 と

Sequence 3 に生じた平行進化数の期待値 r’1,3は、多重進化のうちの平行進化の割合を a、配

列の長さを l と考えると、b1と b3を用いて 

𝑟′1,3 = 𝑙a𝑏1𝑏3・・・・・4.1 式 

で求めることができる。a の値は多重進化のうち平行進化である割合を表すが、この値は、

塩基置換モデルによって決定される値であるため、定数と考えることができる。したがっ

て、r’と𝑏1 × 𝑏3は線形の関係となる。平行進化は、全ての 2 配列の組み合わせに生じうるが、

このうち系統ネットワークに網目構造をもたらすような 2 配列の組み合わせは、Sequence 1

と 3、Sequence 1 と 4、Sequence 2 と 3、Sequence 2 と 4、の組み合わせである。なぜならば、

例えば、Sequence 1 と 2 の系統で平行進化が生じたとしても、そのサイトが示唆する系統関

係は図 4.14 の系統関係と同じだからである。したがって、4.1 式より、全ての観察可能な平

行進化数の期待値 r’を図 4.14 の系統樹にそって計算すると 

r′ = 𝑙a(𝑏1𝑏3 + 𝑏1𝑏4 + 𝑏2𝑏3 + 𝑏2𝑏4) 

= 𝑙𝑎(𝑏1 + 𝑏2)(𝑏3 + 𝑏4)・・・・・4.2 式 

となる。 
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図 4.14  4 配列から成る系統樹。b1-b4は各枝のサイトあたりの塩基置換数（p 距離）を表

す。平行進化数の見積もりに関係のない枝の値は省略した。平行進化の例として、

Sequence 1 と Sequence 3 の系統で独立して同じサイトに生じた同じ方向の塩基置

換（A→T）を示した。 

 

 

実際の r’の計算 

図 4.15 は、Catarrhini 下目のミトコンドリア 12S rRNA 遺伝子と Enterobacteriales 目の 16S 

rRNA 遺伝子について、全ての 4 配列の組み合わせについて 4.2 式を用いて計算した r’と r

の相関図である。Catarrhini 下目とは、狭鼻下目と呼ばれる分類群で、ヒトやニホンザルを

含む旧世界サルと呼ばれる分類群である。r’の値の範囲が Enterobacteriales 目と比較しやす

かったために用いた。Enterobacteriales 目において、本研究で用いた水平伝播判定の基準に

従って、水平伝播が検出された 4 配列のペアから計算した r/r’については緑色で、水平伝播

が検出されなかったペアについては青色で示した。Catarrhini 下目の r/r’の分布は赤色で示し

た。計算の過程で用いた系統樹は近隣結合法を用いて作成し、距離行列は p 距離を用いて

計算した。 

図 4.15 から、12S rRNA 遺伝子（図中赤丸）が比較的線形的に分布しているのに比べて

16S rRNA 遺伝子（図中青、および緑丸）の分布は線形的ではないことが分かる。12S rRNA

遺伝子は、16S rRNA 遺伝子と相同な遺伝子で、Alphaproteobacteria 綱の微生物がオルガネラ

化することに起源をもつと考えられている。水平伝播の影響を受けない遺伝子であるため、

みかけの平行置進化サイト数は全て平行進化によるものである。一方で、Enterobacteriales

目において水平伝播の存在が示唆された 4配列の分布は 12S rRNA遺伝子の分布よりも高め

に分布しており、Enterobacteriales 目内の分布においても、比較的高い値の位置に分布して

いる。このことから、みかけの平行置進化サイトは水平伝播によって多めにもたらされて

いるということが分かった。しかし、水平伝播が生じていると判定が出なかった 4 ペアに

おいても高い r/r’の値を示すものが見られた。これらのペアは、水平伝播以外の要因によっ
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て平行進化が多めにもたらされているか、今回本研究で用いた水平伝播の検出基準によっ

て検出できなかったペアであると考えられる。 

図 4.16 は、高い r/r’値を示すにも関わらず遺伝的組換えの判定が出なかった 2 組の例であ

る。どちらの組み合わせにおいても、遺伝的組換えによってもたらされたと考えることが

できる多型パターンが見られたが、本研究で用いた遺伝的組換えの判定基準は満たしてい

ない。したがって、本研究で用いた遺伝的組換えの判定基準は、精査の余地がある。 

 

 

 

 

図 4.15  Catarrhini 下目（赤）、水平伝播の判定が出なかった Enterobacteriales 目（青）、水

平伝播の判定が出た Enterobacteriales 目（緑）の、平行進化数の期待値(r’)と実際に

観察されたみかけの平行進化数(r)の相関。r’の計算には 2 式を用い、a=1 とした。

Catarrhini 下目（赤）と、水平伝播の判定が出なかった Enterobacteriales 目（青）に

ついていは、それぞれ破線と実線で近似直線を示した。R2は決定係数を意味する。 
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図 4.16 水平伝播の判定が出なかった Enterobacteriales 目のペアにおいて、高い r / r’を示し

たペアの例。シングルトンと 3 塩基以上の多型を示すサイトを除いた配列を示した。

水平伝播していると考えることができるサイトを下線でハイライトした。サイトの

下部に、各サイトが図 4.1 で示した 3 通りの系統関係のいずれを示すかを記した(系

統関係 1；緑、2；青、3；赤)。 
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第五章 結論と展望 

結論 

 

1. 過去の 16S rRNA 遺伝子の水平伝播の報告と本研究の成果の総括 

 

a)16S rRNA 遺伝子の水平伝播は普遍的な現象である 

 表 1.1 にまとめた、自然界における 16S rRNA 遺伝子の部分的な水平伝播の報告同様に、

本研究においてもバクテリアにおいて 16S rRNA 遺伝子の部分的な水平伝播が存在するこ

とが示された。本研究により、自然界においてバクテリアの 16S rRNA 遺伝子の部分的な水

平伝播が存在する証左がより確実に得られた。また、本研究においてバクテリアの門の過

半数において普遍的に 16S rRNA遺伝子の水平伝播が見られたことは、これまでの 16S rRNA

遺伝子の部分的な水平伝播の報告が、単なるレアケースを検出しているに過ぎないわけで

はないことを意味する。 

 

b)ゲノム内組換えと水平伝播による進化モデル 

Yap ら(1999)は 10%以上も配列が異なる同目異亜目のリボソーマル RNA オペロン丸ごと

の水平伝播を報告している。しかし、Yap ら(1999)の報告における異種由来のリボソーマル

RNA オペロンは 6 コピー中 1 コピーであるため、機能的なリボソームを構成できているか

は定かではない。これまでに知られている機能的なリボソームを構成していると思われる

大規模な水平伝播の例は、Lan と Reeves(1998)による Vibrio cholerae 内の極めて近縁な同種

間におけるもののみである。Lan と Reeves(1998)や Yap ら(1999)の報告から考えられること

は、少なくともリボソーマル RNA オペロン単位での大規模な水平伝播が、生き残るかどう

かはともかく、現象としては生じうるということである。 

本研究においても、第二章において、16S rRNA 遺伝子のコピー間に差異が存在すること

は普遍的なことであることが示された。また、Citrobacter の 7 つ全ての 16S rRNA 遺伝子が

Escherichia と Salmonella 間の遺伝的組換えによって生じたものであったように、ゲノム内

組換えが新たな遺伝型を生み出し、生み出された遺伝型は駆逐されずにコピー数を増やし

ているような例が存在することも示された。このことは、遺伝的組換えが、ある座を乗っ

取った異種由来の 16S rRNA 遺伝子と、在来の 16S rRNA 遺伝子との間で生じることによっ

て、異種由来の 16S rRNA 遺伝子の痕跡が断片的に残るようなことがあり得ることを意味す

る(図 6.1)。つまり、水平伝播が生じた当初の段階では Yap ら(1999)の報告にあるように大規

模なゲノム内多型が存在していたとしても、その後に生ずるゲノム内組換えによる均一化

の過程において、異種由来の 16S rRNA 遺伝子の機能相補的な領域は痕跡として残りうるの

ではなかろうか。本研究で用いたデータセットにおいては、プラスミド由来の 16S rRNA 遺

伝子は見つからなかったので、この水平伝播は、現状は自然形質転換によるものと考えら

れる。このように考えると、第五章において検出された、水平伝播単位として考えるには
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あまりにも短く見える数十塩基の領域は、水平伝播後のゲノム内組換えを免れた領域であ

ると考えることもできる。 

 

図 6.1 16S rRNA 遺伝子の水平伝播モデル。(1) 異種由来の 16S r RNA 遺伝子が水平伝播に

よって複数座ある 16S rRNA 遺伝子のうち、一つを乗っ取る。(2) 16S rRNA 遺伝子間

の遺伝的組換えによって、断片的に在来 16S rRNA 遺伝子に取り込まれ異種由来の

16S rRNA 遺伝子と在来 16S rRNA 遺伝子のハイブリッドが形成される。 

 

c)16S rRNA 遺伝子の水平伝播と他の遺伝子の水平伝播の違い  

 このような、水平伝播-ゲノム内組換えによる変異-安定化のプロセスがあると考えると、

16S rRNA 遺伝子の水平伝播は、他の遺伝子よりも、断片的にはかなり受け入れられる余地

はあるように思われる。微生物において、16S rRNA 遺伝子のような重複遺伝子の例は極め

て稀で、ほとんどの遺伝子は単一のコピーしかゲノム上に存在せず、したがって、他の多

くの遺伝子は 16S rRNA 遺伝子のようにゲノム内組換えによって機能相補的な領域のみを

残すようなことはできないと考えられるからだ。すなわち、16S rRNA 遺伝子は、二次構造

の保守が機能相補の重要な要件であるため一次配列の重要性は低く、ゲノム内組換えによ

る断片的な取り込みが可能であるという特徴を持っているため、複雑な相互作用の中にお

かれている遺伝子ではあっても、水平伝播の痕跡が非常に残りやすい遺伝子であると考え

ることができる。 

 

d)水平伝播によって進化しやすい 16S rRNA 遺伝子 

第三章では、Enterobacteriales 目の系統ネットワーク解析の結果から、他の情報系遺伝子

Elongation factor G と比べ 16S rRNA 遺伝子は、点突然変異よりは、むしろ水平伝播によって

より進化しているという結果が示唆された。また、例えば、図 3.3(B)や図 3.11 の系統ネッ

トワークを構成する配列のほとんどが、他の配列同士のキメラで説明できる。これらのこ

とは、点突然変異よりも水平伝播の方がより 16S rRNA 遺伝子に多様度をもたらしている
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ということを意味する。これらの知見は、二次構造が大きく変化しないな変異ならば 20％

程度まで 16S rRNA 遺伝子は受け入れるという Kitahara ら(2012)の結果や、点突然変異に対

して 16S rRNA 遺伝子が脆弱であるという Yassin ら(2005)の報告とも合致する結果である。 

 

e) Complexity Hypothesis を再解釈する 

情報系遺伝子に属する 16S rRNA 遺伝子は、水平伝播を受け入れない遺伝子であると考え

られており、系統群マーカー遺伝子として扱われてきた (Complexith Hypothesis、Jain et al., 

1999)。しかし、Kitahara ら(2012)によって、16S rRNA 遺伝子の機能にとって配列そのもの

と言うよりは二次構造が重要であることが示された段階で、二次構造が大きく変化しなけ

れば、30S サブユニットの中心骨格として機能するということが示されている。このことは、

16S rRNA 遺伝子に生ずる突然変異に対して二次構造を保つような選択圧がかかるであろう

ことを意味しているので、二次構造に大きな変化がないのであれば、16S rRNA 遺伝子が水

平伝播を受け入れたとしても不思議なことではない。確かに、Rivera ら(1998)の結果におい

て、情報系遺伝子は実際に近縁な系統群に対してより近い距離を示したため、操作系遺伝

子に比べて水平伝播の影響は受けていないと考えられる。しかし、これらのほとんどはア

ミノ酸配列であって、実際に一次元の配列の中身が機能や相互作用に影響を与えるものば

かりであった。これに対して、16S rRNA は配列そのものではなく、二次構造が機能的に重

要である。このように考えると、本研究の成果や Kitahara ら(2012)の結果によって 16S rRNA

は水平伝播によって相互作用を失わないことが分かっているのだから、Complexity 

Hypothesis を根拠として 16S rRNA 遺伝子が水平伝播しないと考えることはできない。 

 

2. 16S rRNA 遺伝子の水平伝播について新たに分かったこと 

 

a) 16S rRNA 遺伝子の水平伝播は領域を問わずに生じている 

 本研究によって得られた新たな知見は、16S rRNA 遺伝子の断片的な水平伝播は領域を問

わずに生じているという点である。表 1.1 に上げた、これまでの 16S rRNA 遺伝子の水平伝

播領域の同定は、いずれも目視によるものである。水平伝播の痕跡を発見するためには、

少なくとも組換え体と親配列 2 つの 3 配列がデータセット中に存在しなければならない上

に、目視で親-組換え体の関係を持つ配列を同定可能なデータセットの規模はおのずと限ら

れてくるし、非常に狭い領域で生じている水平伝播しか見つけることはできない。これら

に対して、本研究はデータセットに含まれる配列全ての 4 配列ごとの組み合わせについて

プログラムを作成し検証を行ったため、目視では検出不可能だった大規模な領域に渡る 16S 

rRNA 遺伝子の水平伝播を多く発掘することができた。16S rRNA 遺伝子の断片的な水平伝

播が領域を問わずに生じているということは、16S rRNA 遺伝子に種固有の領域は存在しな

いことを意味する。このことから、16S rRNA 遺伝子は、これまで考えられてきたような種

固有の遺伝子ではなく、少なくとも領域的な互換性は存在する遺伝子であると考えられる。
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このように考えると、むしろ 16S rRNA 遺伝子は系統解析には不向きな遺伝子であるという

ことが分かる。 

 

b) 分類群ごとに水平伝播が高頻度に生じる領域が異なる 

 また、分類群ごとに 16S rRNA 遺伝子の水平伝播が生じやすい領域とそうでない領域が存

在することが分かった。系統群ごとの特性として、16S rRNA 遺伝子に対して高い互換性を

許容する領域とそうでない領域が存在するということであろう。そのような要因としては、

16S rRNA は 30S サブユニットの中心骨格を形成する分子であるということを考えると、リ

ボソームの構造上の特性である可能性が考えられる。我々の研究室においては、Escherichia 

coli の 16S rRNA 遺伝子を異種由来の 16S rRNA 遺伝子と置換することによって、翻訳の傾

向が変化することが確認されている。このような点を加味すると、16S rRNA 遺伝子の互換

によって、翻訳系は何らかの影響を受けうると考えられるため、系統群ごとに水平伝播を

受け入れない 16S rRNA 遺伝子の領域が存在するものと考えられる。 

 

3. 16S rRNA 遺伝子の水平伝播は何かをもたらしているのか？ 

 先行研究と本研究によって、水平伝播-ゲノム内組換えの変異-安定化プロセスが 16S 

rRNA 遺伝子に高い互換性をもたらしている可能性が示唆された。このことは、いったい何

を意味するのか？基本的には、16S rRNA 遺伝子同士のゲノム内組換えは、配列を均一化さ

せることが目的であると考えられる。すなわち、多様度を創成する仕組みというよりは、

多様度を低減する仕組みとして機能することが圧倒的に多い。16S rRNA 遺伝子の領域的な

水平伝播の痕跡は、機能的に有利な点があったからゲノム内組換えを免れているのか、そ

れとも、機能に影響を与えない中立領域で、ある一定の確率で生じる現象が単に観察され

ているだけなのか。第二章において明らかとなった通り、Escherichia と Shigella において

16S rRNA 遺伝子の複数の系統が同一のゲノムに高い割合で保持されている場合が存在する。

従って、ゲノム内の 16S rRNA 遺伝子同士に多型が存在することで何らかの利益がもたらさ

れている場合がありうることも可能性として十分に考えられる。しかし、ゲノム内組換え

で生じた 4 つのグループを現在でも保有している株は 64 株中 2 株のみであった。このこと

は、ゲノム内組換えが生じた祖先の段階では 4 つのグループが存在するのだが、その後、

各株においていずれかのグループが失われていくような Birth and Death モデルで説明する

ことができる。すなわち、確かにゲノム内の 16S rRNA 遺伝子同士の多型は多くの株で保た

れてはいるのだが、方向性としてはあくまで均一化に向かっているということである。こ

のような中において、例えば、第二章でふれたように、Escherichia と Shigella 集団内に存在

する helix33 領域の多型が Escherichia と Enterobacter や Klebsiella の祖先の段階から保たれ

ているなど、積極的に集団に保たれている多型も存在し、16S rRNA 遺伝子の部分的な水平

伝播が機能的に有利な点をもたらしている可能性が示唆される。このように、16S rRNA 遺

伝子の水平伝播がもたらすものについては不明であるが、多型や水平伝播の痕跡が積極的
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に保たれているのか、それともある一定の確率で偶然残っているだけなのかを検証するた

めの統計的な解析や、実験による機能的な変化の同定などを行っていけば明らかとなって

ゆくと思われる。 

 

4. 16S rRNA 遺伝子を用いた種の同定について 

本研究において、16S rRNA 遺伝子の水平伝播は、バクテリア全体で広く見られる現象で、

機能的な 16S rRNA 遺伝子を形成しうることが示された。バクテリアにおいて、16S rRNA

遺伝子の水平伝播は、綱レベルの分類群を超えて生ずることが分かった。ただし、本論文

中では門や界を超えた水平伝播が生じるか否かについては解析していないため、より高次

の系統間での水平伝播の可能性は現時点では不明である。これらのことは、16S rRNA 遺伝

子で作成した系統樹は、16S rRNA 遺伝子の系統樹に過ぎず、種の系統関係を反映するとは

言えないということを意味している。特に、16S rRNA 遺伝子のごく一部の領域を読むこと

で、菌叢を解析するようなやり方は、16S rRNA 遺伝子は領域を問わず水平伝播するので、

間違った種を同定しやすいということが分かった。例えば、イルミナ社のウェブサイトで

も菌叢解析の例として紹介されている、Caporaso ら(2014)の方法では、16S rRNA 遺伝子の

V4 領域 (16S rRNA 遺伝子において、9 つある多様な領域の 4 番目)を、ユニバーサルプライ

マー(515F、806R)を用いて増幅・解析している。しかしながら、図 4.6 – 図 4.10 において示

す 515F、806R プライマーが増幅する領域は、いずれの分類群においても遺伝的組換えが生

じている領域で、特に Proteobacteria 門や Actinobacteria 門では高頻度に遺伝的組換えが生じ

ている。しかし、16S(12S、18S) rRNA 遺伝子は全ての生物が共通して持っている遺伝子で

あり、ユニバーサルプライマーの設計も比較的容易であるため、系統解析において便利な

遺伝子であることは間違いない。本研究の結果から言えることは、16S rRNA 遺伝子を用い

て系統解析や菌叢解析を行うような場合は、分類群ごとに水平伝播が起こりにくい領域を

選択すべきであるということである。 

 

展望 

 

1. 16S rRNA 遺伝子の領域的な水平伝播がもたらす機能的変化の解明 

今後は、16S rRNA 遺伝子の水平伝播の生物学的な意義の解明に興味がもたれる。16S 

rRNA は翻訳の中心的な担い手であり、その遺伝子の変化は細胞全体に影響を与えるはずで

ある。16S rRNA 遺伝子の水平伝播は、個体レベルでの機能を変えるという点で、自然環境

中でも適応度に変化を与えると予想され、微生物の進化において極めて重要な変化をもた

らしているかもしれない。我々のグループでは、16S rRNA 遺伝子に水平伝播が生じた際の

ゲノムの進化に着目した研究がすでに走り出している。 

また、16S rRNA 遺伝子の翻訳以外の機能についても、明らかとしたい。これまでには、

Kitahara と Miyazaki(2011)によって 16S rRNA の helix 41 領域が RNase T2 の阻害活性を有す
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ることが知られている。この機能は、rRNAがRNaseに分解されないための防衛機構であり、

16S rRNA 遺伝子の水平伝播を阻む機構として提案されている。このように、リボソーム以

外の要素との相互作用が 16S rRNA には領域的にもっと埋まっているかもしれない。これら

のような知見が蓄積すれば、16S rRNA 遺伝子において多様度が高く、一見中立的な進化を

しているように思われる領域に生じている水平伝播の意義が解明できるのではなかろうか。 

 

2. 遺伝的組換えを検出する基準の精査 

系統ネットワーク法は、遺伝的組換えを含む進化史をループ構造で表現するが、系統ネ

ットワークにループ構造が見られたからと言って遺伝的組換えが生じているとは直ちに判

断できない。例えば、節約的な系統ネットワーク法である Bandelt(1995)の手法ならば、異

なる系統で同じ方向の塩基置換が生ずる平行進化や、異なる塩基がたまたま同じ塩基へと

異なる系統で変化するよな収斂進化が生じている場合もループ構造を示すし、Neighbor-Net

法などの距離行列から作成される系統ネットワーク法においては、平行進化や収斂進化の

ほかに同じサイトに複数回の塩基置換が生ずるような多重置換によってもループ構造が形

成されうる。したがって、系統ネットワークにループ構造が生じた時、それが遺伝的組換

えによるものなのか、平行進化や収斂進化によるものなのかを判断するための確率論的な

比較が必要である。現状では、水平伝播が生ずる確率は未知であるため、このような確率

の議論は不可能である。打開策として、第四章において、平行進化によって系統ネットワ

ークに構成されうるループ構造の大きさの期待値と、実測値の比較を行った。その結果、

平行進化とは考え難い水平伝播が生じていると考えられる配列ペアを、今回用いた水平伝

播の判定基準ではとり逃してしまっていることが示唆された。また、系統ネットワークの

ループ構造は平行進化以外にも、収斂進化によって構成されうるし、3 塩基以上の多型を示

すサイトは計算結果に含まれていない。実際に、遠い距離を比較すればするほど、収斂進

化や 3 塩基以上の多型を示す多重置換サイトは増えてゆくため、何らかの補正や計算のや

り方の改編を将来的には行ってゆかなければならない。 

 

3. バクテリアにおける水平伝播の親子関係 

本研究はこれまで、系統ネットワーク法を応用することにより遺伝的組換え、および水

平伝播の検出を行ってきた。系統ネットワーク法において（あるいは、他の組換え検出ア

ルゴリズムにおいても）、直接の親となったハプロタイプを推定できるわけではなく、あく

まで親の系統に属するハプロタイプであることが分かるだけであることには留意せねばな

らない。すなわち、遠い種間での水平伝播が生物学的にあり得ないような生物（例えば、

ヒト）においては、直接の親となったハプロタイプについて、少なくともその種程度なら

ば推定が可能であるが、遠縁な種からも水平伝播の影響を受けうるバクテリアにおいては

この限りではない。本研究の第 4 章で示されたような高頻度に生じている 16S rRNA 遺伝子

の部分的な水平伝播は、あくまで、異なる種同士が、本来の系統関係を超えてある 16S rRNA
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遺伝子の領域を‘共有’しているに過ぎないのである。従って、本研究の結果から水平伝

播頻度と生息域の間に関連があるのかどうかを精査することは極めて困難である。これら

の問題を解決するためには、メタゲノムデータ由来のデータのような、生息域ごとにソー

トされたデータセット内・間の比較を行う必要がある。 
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