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ガイドクラスタリングとネットワーク分割法

を用いた土壌メタゲノムからの新規キシロー

ス代謝酵素の探索 
 

根本賢作 1，Harry A Moesa2，3，千葉啓和 3，4， 
竹山春子 1，藤渕航 1，3，5，6，7 

 
メタゲノム解析は難培養性微生物の遺伝子の収集を可能にしたが遺伝子が由来
するゲノムを判別することは難しい．我々はこの問題を解決するためにクラスタ
ー解析とネットワーク分割アルゴリズムを併用した判別手法を開発した．難培養
性微生物に由来する糖代謝遺伝子 xylA はバイオエタノールの生産効率に寄与し
ている．本手法を適用して土壌メタゲノムから xylA 遺伝子が由来するゲノムを推
定した．今学会でその成果を報告する． 

 

A SEARCH FOR NEW XYLOSE METABOLIC 
ENZYMES IN SOIL METAGENOME BY 
GUIDE CLUSTERING AND NETWORK 

PARTITIONING. 
 

Kensaku Nemoto1，Harry A Moesa2，3，Hirokazu Chiba3，4，
Haruko Takeyama1，Wataru Fujibuchi1，3，5，6，7 

 
Metagenome analysis has provided a gene catalog derived from unculturable 
microorganisms but it is difficult to identify origin of retrieved gene; where do they 
come from? To address this problem, we developed a new method that combines a 
general clustering with a network partitioning algorithm named BRIM. xylA gene 
encoding xylose (glucose) isomerase also contributes in the productivity of bioethanol. 
Using the method, we estimated a genome that contains xylA genes. We will report these 
results in this conference. 

 
 
 
 

1. 緒論  

現在，大腸菌や酵母菌といった様々な微生物が産業や学術研究に広く利用されてい

る．実際，微生物が持つ遺伝子から産業に利用可能な酵素や抗生物質など価値の高い

物質が発見される事例は多い[1]．その一方で人類が単離培養する事が可能な微生物種

は微生物種全体の 0.1％にも満たない事が知られている[2]．難培養性微生物の培養に

は特殊環境や微生物間の相互作用が不可欠である．したがってその酵素は生体内では

易培養性微生物由来の既知の酵素と同機能を示しながら異なる活性条件や物理的性質

を示すと考えられている． 
 環境中に含まれるゲノム(メタゲノム)を網羅的に抽出するメタゲノム解析は培養工

程を含まないという特徴があり培養が困難である微生物でもその遺伝子を収集するこ

とが理論上可能である[3]．実際の解析は２つのアプローチ 1)配列基準，2)活性基準で

実施される．配列基準の手法では標的遺伝子の保存領域からプライマーを設計し，PCR
法を用いてメタゲノム中に潜在する保存領域を包括的に増幅させる．既知配列であれ

ば理論上メタゲノムから包括的に標的遺伝子を収集することが可能である[4]．欠点と

しては標的遺伝子を発現させないために収集された標的遺伝子の機能及び活性が保証

されていない点があげられ，標的遺伝子を収集しても既知の酵素より工業的に劣って

いたケースも存在する．一方，活性基準の手法では 1)メタゲノム DNA を物理的に断

片化，2)プラスミドライブラリーに導入，3)形質転換株の作成，4)栄養源で標的遺伝

子含む形質転換株を選抜．これらの手順を経て標的遺伝子を収集する[5]．この手法で

は酵素活性情報のみを用いて選抜しているので進化的な類縁関係が遠い遺伝子を収集

することが可能である．ただし，使用する形質転換株よって陽性クローンの作成効率

は非常に低いことが問題点としてあげられる．例えば，大腸菌を使用した実験ではア

ミダーゼでは 23,000 クローン中１クローン[6]，抗菌物質では 113,700 クローン中 2 ク

ローン[7]が活性を示す結果となっている．メタゲノム中から収集された遺伝子がどの
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ゲノムに由来するのか？同サンプル中のどの配列の近傍種なのか？この問題を解決す

る手法は非常に限られている．特にゲノムを単離出来ない難培養性微生物の場合は配

列の相同性より判断するために BLAST[8]のデータベース検索ソフトに頼るしか手が

無いのが現状である． 
エネルギー供給における石油燃料の枯渇や地球温暖化の深刻化といった問題の解

決策の一つとして，循環可能であり二酸化炭素の排出の少ないエネルギーが求められ，

バイオエタノールが注目されている．原料である植物バイオマスは光合成により CO2

を吸収して育つために地球温暖化に与える影響が少なく循環可能なエネルギーである．

非可食部である木質を原料とするバイオエタノール生産の研究は以前から行われてい

るが，発酵に使用される酵母は木質の成分ヘミセルロースを構成する五単糖，D-xylose
を代謝出来ない．そのためバイオエタノール生産効率の上昇を目指し，バクテリアに

おける D-xylose 代謝酵素発現遺伝子 xylA を酵母内で発現させる研究が行われている

[9][10]． 
本研究では，土壌メタゲノムから単離株由来の xylA とは活性条件が異なる難培養性

微生物に由来する xylA 遺伝子を取得することを目指した. 配列基準の手法では収集が

難しかった進化的に遠縁の配列を同定する問題を解決するためにクラスタリングとネ

ットワーク分割アルゴリズム（BRIM）を併用した手法を開発した（図 1,2）．さらに

本手法を活用しメタゲノムから取得した遺伝子に関して由来する生物種/郡の推測を

試みた． 
 

2. 実験方法 

2.1 土壌サンプルの採取 
筑波市の山中 2 箇所（T1，T2）及び白樺湖（S1）で土壌サンプルの採取を行った．

いずれも樹木が生育している土壌であり，T1 はブナ，T2 はスギ，S1 はシラカバが生

育する土壌より採取した． 

 

2.2 土壌サンプルからの未知 xylA遺伝子の抽出 
 茨城県筑波市の 3 箇所で採取した土壌から ISOIL(NIPPON GENE)を使用して DNA
を抽出し，約 5kbp の断片にブランティングした 3 種類の土壌 DNA サンプルをテンプ

レートとして PCR を行った．PCR プライマーは xylA 遺伝子の保存領域を元に以下の

2組を設計した( xylA degenerate forword primer1 (20bp) 5'-TGGGGNGGNCGNGARG
GNTA-3'，xylA degenerate reverse primer1 (21bp): 5'-RAAYTSRTCNGTRTCCCARCC-
3'，xylA degenerate forword primer2 (24bp): 5‘-TGTGTTTTGGGGCGGNMKNGANG 
G-3'，xylA degenerate reverse primer2 (21bp): 5‘-ATGGCCCGCCADNKKNKCRTG-3' 

 

 

 
 
 
 
 

図 1．実験フローチャート  
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図 2．クラスター解析及び BRIM アルゴリズムの適用におけるチャート 

A) 配列データのクラスター解析の実行． B) 作成されたクラスター同士の 
taxonomy ID による接続及び BRIM アルゴリズムによるネットワーク分割． 

 

 )．PCR 産物はゲル電気泳動でサイズを確認した後に切り出し精製を行い，pCR-blunt
TOPOⅡベクター(invitrogen)に導入し，ヒートショック法で形質転換を行い SOC 培地

で 37℃，1 時間の復活培養の後抗生物質を含む LB 寒天培地に植菌した．サブクロー

ニングによって得たコロニーを土壌 DNA サンプル毎に 72 個ピックアップし，抗生物

質添加液体 LB 培地で培養した後にグリセロールストックを作成した．採取したサン

プルはプラスミド抽出によってインサートが保持されていることを確認した． 
 

2.3 土壌サンプルからの未知 xlyA遺伝子配列の収集 
 クローニングホスト及びライブラリーには E.coli EC100 (Epicentre) を用いた．LB 液

体培地 (10 g / L Bacto trypton, 5 g / L yeast extract, 5 g / L NaCl , pH 7.0)と抗生物質カ

ナマイシン (12.5μg / mL)で培養した．プラスミドのインサート配列をサンガー法と

Pyrosequencing 法で決定した(本解析は TAKARA BIO にて実施)．次に決定した配列デ

ータが xylAであることを確認するために 3 種類のコドンフレームでアミノ酸に翻訳し，

途中終止コドンを含む配列は疑似遺伝子とみなし取り除いた．最後に classI で報告さ

れている配列モチーフ 1) GREG[YSTA]， 2) [LIVM]EPKPX[EQ]P（[YSTA]は YSTA の

いずれかのアミノ酸，X は任意のアミノ酸を表す）を含む配列を選抜し xylA 遺伝子と

した[11]．また，酵素の分布を土壌サンプル毎に調べるために翻訳後の各配列データ

に対しクラスⅠのキシロース代謝酵素の活性部位(181E，183K，217E，220H，245D，

255D，257D，287D)の有無を確認した． 
 

2.4 データベースからの xylA遺伝子配列の収集 
 NCBI（http://www.ncbi.nlm.nih.gov/）の GenBank データベース（600,752 種，286,73
0,369,256 配列の遺伝子データベース）より既知の xylA 遺伝子のアミノ酸配列情報を

入手した．"xylA"及び"xylose isomerase"をキーワードとして配列情報を検出し，既知

xylA アミノ酸配列 935 本を収集した．次に「DNA データベース (DDBJ/EMBL/GenBa
nk=INSD) 総覧と検索, ダウンロード」（http://lifesciencedb.jp/ddbj/download.cgi）より

各配列情報の固有 ID（Accession ID）と微生物種及び株レベルの固有 ID（taxonomy I
D）の対応データをダウンロードし，NCBI の FTP サーバ由来の微生物種対応表（cat
egories.dmp）と関連付けて，全ての既知 xylA 遺伝子に種の taxonomy ID を付与し，既

知 xylA 遺伝子と定義した． 
 

2.5 土壌サンプルからの 16S rRNA 配列の収集 
 16S rRNA 遺伝子の保存領域から PCR プライマーを設計した( F8 : 16SrRNA forwo
rd primer (20bp) : 5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3'，R357 : 16SrRNA reverse pri
mer (15bp) : 5'-CTGCTGCCTYCCGTA-3' )．作成したプライマーを用いて PCR 法に

より 5kb 長に調整した土壌 DNA サンプルから増幅断片を収集しパイロシークエンサ
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ー（454 シークエンサ―）を用いて塩基配列を同定した．次に収集された配列が 16S 
rRNA 遺伝子であることを確認するため，塩基配列データベース nt に対して BLASTn
を実行し，配列相同性が 80%以下の配列を削除した．配列長を 250 塩基に揃え，トリ

ミングした． 
 
2.6 データベースからの 16S rRNA 配列の収集 
2.4 項と同様に GenBank データベースより，既知の 16S rRNA の塩基配列情報を入

手し，"16S"及び"16S ribosomal"をキーワードとして配列情報を検出し，2.4 項の既知

xylA アミノ酸配列と共通する taxonomy ID を持つ既知 16S rRNA の塩基配列 333 本を

収集した． 
 

2.7 OTU 数の推定 
 97%以上の相同性を確認した 16S rRNA配列は同種由来の 16S rRNAと定義した[12]．
続いて土壌サンプルに含まれる全 16S rRNA に対して，どれほどの割合を採取する事

が出来たのか確認した．97%以上の相同性が確認された土壌由来の 16S rRNA 配列を

一つのグループ（operational taxonomic unit，OTU）に纏め，OTU の数と土壌サンプル

中の微生物の種数を対応付けた．遺伝子解析ソフト mothur（http://www.mothur.org/）
を使用してコマンド rarefaction.single()により土壌由来 16S rRNA の本数より OTU 数を

計算した[13] [14]．また，rarefaction.single()により生成された rarefaction curve のデー

タ及び mothur 付属のコマンド rarefaction(calc=solow, size=2000)（または size=5000，
size=10000）を使用し，16S rRNA が 10,000 本増加した場合の OTU 数の収束を通して

サンプル土壌中に含まれる 16S rRNA 遺伝子の種数の推定を行った． 
 

2.8 クラスタリング 
取得した配列に対し解析ソフト clustalW2（http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/）

を使用して NJ 法によるアラインメントを実行し，アラインメント後の配列を 2.2 項，

2.5 項で使用した PCR プライマーに合わせてトリミングした．次にプログラム mothur
を使用して dist.seqs(fasta=データ名,output=square)を実行した．全対全で配列類似度

(idnetity を採用)を算出し距離行列を出力した[15]． 
距離行列に対し，R 言語のパッケージ stats に含まれる階層的クラスター解析実行関

数 hclust(,method=”average”,...)を適用し群平均法によりクラスタリングを実行した． 
群平均法はクラスタリングの手法の一つであり，二つのクラスター間の距離 d を互

いのクラスターの全要素同士の距離平均とする手法で，数式としては 

 

 
と表される．但し d(x1,x2)はクラスターの要素 x1，x2 間の距離であり，|C|はクラス

ターC 内の要素の個数である． 
 
2.9 クラスター間の接続 
生成された xylA クラスターと 16S rRNA クラスターを系統情報に基づいて関連づけ

るために，既知 xylA と既知 16S rRNAを taxonomy ID を介して行列形式で対応付けた．

具体的には既知 xylA を行に，既知 16S rRNA を列に並べ，互いの taxonomy ID が一致

するセルに含まれる値を 1，一致しないセルに含まれる値を 0 とした行列を作成し，

アルゴリズムへの入力に使用した． 
次に両クラスターに対し BRIM（bipartite recursively induced modules）アルゴリズム

を適用した．BRIM アルゴリズムの原理は以下の通りである． 
頂点と辺より構成されるネットワークの分割において，分割の際の頂点の分け方に

対し，重さ Q（modularity Q）が設定される（図 3）．Q 値は切断される辺の重さの和

であるため，多数の辺を切断する分割程 Q 値が高く，僅かな辺の切断による分割は Q
値が低くなる．Q 値を最小にする分割方法を見つけるのがネットワークの分割問題で

ある．ネットワーク分割の際に任意の頂点 i,j 間の辺が分割されるとすると，Q 値は 
  

    
ji

jiijij ggPA
m

Q
,

,
2
1

δ  

 
と表される[16]．但し m はネットワーク上の頂点の数，Aij はネットワークの頂点

i,j を結ぶ辺の有無を 1 と 0 で示した行列，Pij は各辺の重さを表す補正行列，δ(gi,gj)
は頂点 i，j 間が異なるクラスターに分配された場合は１，同一のクラスターに分配さ

れた場合は 0 を示す． 
最小の Q 値を求めることで，相同性の高い配列で構成されたクラスターをより相同

性の高い二つのクラスターに分割する事が可能であり，既知遺伝子と同じクラスター

に存在する遺伝子は既知遺伝子の近傍種，既知遺伝子の存在しないクラスターに含ま

れる遺伝子を難培養性微生物の遺伝子と推測した． 
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図 3．ネットワークの分割の差による Q 値の高低 

A)辺の切断が少なく Q 値の低い分割 B)辺の切断が多く Q 値の高い分割 
 

3. 結論 

3.1 土壌メタゲノムに潜在する xylA遺伝子 
3 種類の土壌サンプル T1，T2，S1 からサンガーシーケンサーより配列長 200aa の未

知 xylA アミノ酸配列を 140 本，112 本，112 本，454 シークエンサーより配列長 200aa
の未知 xylA アミノ酸配列を 17,524 本，16,000 本，12,512 本を回収した．回収した配

列データを統合し xylA 遺伝子の保存領域を用いたフィルタリングを実行した．その結

果，各々の土壌サンプルより 6,156 本，3,720 本，3,046 本の未知 xylA アミノ酸配列を

得た． 
 

表 1 xylA 遺伝子配列における活性部位数の土壌毎の比較 
  活性部位数(個)   

土壌サンプル 2 3 4 5 6 7 8 計 

T1 91 2711 244 0 0 0 0 3046 

T2 155 86 5674 241 0 0 0 6156 

S1 107 332 273 3308 0 0 0 3720 
 

3.2 土壌メタゲノムサンプルの評価 
 三種類の土壌サンプルから得られた土壌由来 16S rRNA の OTU 数は 354，457，397

だった．Solow’s estimator を使用した予測では 10,000 本の土壌由来 16S rRNA を追加す

ることで，それぞれの OTU 数は 893，944，936 と推測された．またサンプル土壌か

らの 16S rDNA の抽出率は 39.6%，48.4%，42.4%であった． 
 
 

表 2 16S rRNA 遺伝子の OTU 数及び配列追加時の OTU 数の推定 
土壌サンプル 16Sr RNA OTU 数 配列追加時 OTU 抽出率(%) 

T1 1280 354 893 39.6 

T2 1584 457 944 48.4 

S1 2170 397 936 42.4 
 
3.3 未知 xylAの推定の為の土壌中の xylAの同定 
xylA 遺伝子と 16S rRNA 遺伝子をサンプルデータとしてクラスター解析を行った．

その結果，470，837，1225，190，454，819 個の xylA 遺伝子クラスターと 853，858，
859，888，887，888 個の 16S rRNA 遺伝子クラスターが得られた．xylA-16S rRNA 間

の相関がみられたクラスターは 75，72，57，74，68，49 個で，最多で 584 本の配列を

含む xylA 遺伝子サンプルのクラスターが得られた(表 3)． また本実験においては 16S 
rRNA 遺伝子配列のデータベースを利用した解析を行うため 16S rRNA 遺伝子サンプ

ルのクラスターと対応関係を得た xylA 遺伝子サンプルのクラスターを既知 xylA 遺伝

子サンプルのクラスター，対応関係を得られなかった xylA 遺伝子クラスターを未知

xylA 遺伝子サンプルのクラスターとし，解析及び考察を行った．BRIM によって得た

xylA，16S rRNA の各クラスターを遺伝子系統樹，配列データの距離行列，既知配列に

おける taxonomy ID によって対応付け，未知 xylA の近傍種の推定の基準とし，既知 xylA
と同じクラスターに含まれない未知 xylA を難培養性微生物の xylA として 16S rRNA ク

ラスターとの関連付けを行った． 
 

表 3 クラスター解析及び BRIM アルゴリズム適用結果

 
※（）内は 1 本の配列で生成されたクラスターを含めた個数 
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4. 結言 

本研究ではバイオインフォマティックスのアプローチを用いて土壌メタゲノム由

来の配列の xylA 未知/新規遺伝子の探索を試みた．xylA は活性部位に基づいてクラス

Ⅰ（Streptomyces 種），クラスⅡ（Thermotoga 種，Bacillus licheniformis，Eschelichia coli）
の 2 種類に分類される．酵素の分布を土壌サンプル毎に調べるため，翻訳後の各配列

データに対しクラスⅠのキシロース代謝酵素の活性部位(181E，183K，217E，220H，

245D，255D，257D，287D)の有無を確認した[17]．また，クラスⅡでは活性部位に保

存されたアミノ酸が存在しないために選抜基準として採用しなかった． 
クラスター解析からは，土壌サンプルから抽出された xylA 遺伝子は最多で 1,255 グ

ループ，16S rRNA 遺伝子配列は最多 876 グループに分類できることが明らかになった．

また xylA-16S rRNA 間で taxonomy ID によって対応付けられたクラスターは両遺伝子

サンプルのクラスターで最多 75 個得られた．一方で対応付けられなかった xylA 遺伝

子サンプルのクラスターに関しても複数本の xylA 遺伝子サンプルが含まれるクラス

ターが得られた． 
3.2 項の結果の OTU 数より土壌メタゲノム由来の 16S rRNA 遺伝子サンプルは最少

で 354 個，最多で 457 個のクラスターを形成すると考え，それらのデータに既知の 16S 
rRNA 遺伝子サンプル 333 本を加えて，16S rRNA 遺伝子サンプル全体でのクラスター

は 354 個から 790 個の範囲の値になると予想した．結果として予測値以上のクラスタ

ーが得られてしまったが，これは BRIM アルゴリズムによる過分割の結果だと考えら

れる．xylA 遺伝子サンプルに関しては xylA 遺伝子を持たない微生物も存在するため，

得られるクラスターは 16S rRNA のクラスター数より少ないと考えられ，16S rRNA の

予測値と合わせて，90%の配列相同性を基準としてクラスターを生成したデータが

xylA 遺伝子の同定に適していると判断した． 
90%の配列相同性を基準としてクラスターにおいて，複数の配列より構成され，か

つ既知の遺伝子と関係付けられたクラスターはサンプル S1 で 68 個，サンプル T1 で

72 個得られた．これらのクラスターに含まれた未知 xylA 配列を既知微生物の近傍種

の遺伝子だと推定した．また，同様に複数の配列より構成され，かつ既知の遺伝子と

関係付けられなかったクラスターはサンプル S1 で 173 個，サンプル T1 で 308 個得ら

れた．これらのクラスターに含まれる遺伝子を難培養性微生物の遺伝子だと推定した． 
以上よりクラスター解析のアルゴリズムによる xylA 遺伝子サンプル，16S rRNA 遺

伝子サンプルのクラスターの対応付けの試みは現在のところ成功していると言える． 
作成した系統樹や遺伝子サンプルデータの分布から，残った taxonomy ID で対応付

けられないクラスター同士の対応関係の推定を行う事が本研究の今後の目標である． 
研究の結果によってはメタゲノム解析において，本アルゴリズムを使用した遺伝子

の微生物種推定に有用である事が期待される.今後は遺伝子配列の同定結果を元に，実

験株からの採取が難しい難培養性微生物の xylA 遺伝子配列を選出し，酵母のエタノー

ル発酵を利用したバイオエタノール生産技術の研究に利用する予定である． 
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