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概要：昨今ではハイスループットシーケンサーや情報解析技術の急速な進歩と普及により，環境微生物のゲノムも配
列決定されるようになり，それらの数は将来増加すると予想されている．環境微生物などの系統的な位置が不明な生
物に対する系統解析はゲノム配列決定後に実行されることが多い．16S rRNA はこのような系統解析にしばしば用い

られているが，遺伝子重複や水平遺伝子伝播が報告されており，常に信頼できる系統関係が推定できるとは限らない．
この問題を克服するには，複数の遺伝子（またはタンパク質）を使用する必要があるが，系統推定するために必要な
オーソログを手作業で収集するのは困難である．そこで，我々はこの問題を克服するために「Genome Identifier」を開

発した．このパイプラインは新たに配列決定された環境微生物のゲノムデータから遺伝子領域を予測し，その配列情
報を基に近縁種からオーソログを収集し，配列を連結し，種の系統樹を推定できる． 
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1. はじめに   

近年，ハイスループットシークエンサーの普及により，

多くの非モデル生物および環境微生物などの系統関係が未

知な生物についても配列決定されており，全ゲノム配列デ

ータの量は将来も増加すると予想される．一般的に，系統

関係が未知な生物の全ゲノム配列を決定した後には，オー

プンリーディングフレーム（ORF）を推定し，次に配列デ

ータを使用して機能および分類の解析が行われる．たとえ

ば，xBASE2 [1]，RAST [2]，および Prokka [3]は機能解析に，

AMPHORA2 [4]および PhyloPhlAn [5]は分類学的解析に使

用される． 

細菌の系統解析においては，16SrRNA およびいくつかの

保存されたタンパク質がよく用いられる．しかし，16S 

rRNA においても遺伝子水平伝播，遺伝子重複，遺伝子の

欠失が報告されており[6][7]，その系統樹は常に信頼できる

とは限らない[8][9][10][11][12][13][14]．オーソログ配列連

結系統樹はこの矛盾を回避するために開発され，

[15][16][17]，種の系統関係を推定するための一般的な方法

になった[17][18][19]．したがって，サンプル生物種を含む

「種の系統関係」を推定するには，個々のオーソログ系統

樹に基づく推定よりもオーソログ配列連結系統樹に基づく

推定の方が適している．しかし，2 つの困難な点により，

全自動でゲノム配列データから ORF を推定して系統解析

までを行うプログラムは開発されてこなかった．1 つ目は，

系統解析に用いる配列（遺伝子あるいはタンパク質）を適

切に選ばなくてはならないということである．種の数が多

い場合，利用可能なすべての配列を用いると計算時間が長

くなりすぎてしまう．したがって，適切なマーカー配列（系

統解析に用いる，保存性の高いタンパク質）を選択する必

要がある．2 つ目は，系統解析のためにサンプルの近縁種

を選択し，そのホモログ配列データを収集することである．
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一般に，各 ORF のホモログ配列データは BLAST+ [20]など

の相同性検索プログラムによって検出される．しかし，各

ホモログの類似性ランキングリスト内の生物種の順序はク

エリー配列によって異なることがしばしば観察される．し

たがって，研究者は各類似度ランキングリストで生物種の

順序を比較して，系統解析に用いる生物種を手作業で選択

する必要がある．筆者らは上記の 2 点を克服し，ゲノム配

列からマーカータンパク質の配列連結系統樹推定までを全

自動で行う「Genome Identifier」を開発した．このパイプラ

インでは適切な近縁種のグループを自動的に選択し，ほぼ

全ての細菌が共有する 31 個のマーカータンパク質または

ほぼ全ての古細菌が共有する 104 個のマーカータンパク質

のホモログを AMPHORA2 [4]により検出し，それを基に連

結系統樹を推定する．  

2. 方法 

Genome Identifier には BLAST + ver.2.50[20]，HMMER 

ver.3.1b2[21]，Prodigal ver.2.6.3[22]，AMPHORA 2 [4]，MAFFT 

ver.7.307[23]，trimAL ver.1.4 [24]，FastTree 2 ver.2.1.9 [25]が

バンドルされているため，これらはインストール不要であ

るが，Bioperl [26]はあらかじめインストールしておく必要

がある．Genome Identifier は，Linux オペレーティングシス

テムで動作する（動作テストは Ubuntu 16.06 LTS および

18.04 LTS で行った）．プログラムとユーザーガイドは

https://sites.google.com/view/GenomeIdentifier で入手できる．

入力ファイルとしてサンプル生物種ゲノムのヌクレオチド

配列が記載された FASTA 形式のファイルが必要である．

Genome Identifier は，以下のプロセスで構成される．（１）

Prodigal を用いて，サンプル生物種のゲノム配列からタン

パク質コーディング領域を予測し，タンパク質配列に翻訳

する．（２）マーカータンパク質（系統内で高度に保存され

たタンパク質であり，シングルコピー遺伝子によりコード
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される）を，AMPHORA2 を用いて検出する．Genome 

Identifier は 31 個の細菌マーカータンパク質または 104 個

の古細菌マーカータンパク質を使用する．（３）マーカータ

ンパク質をクエリー配列として使用し，BLAST +を用いて

ホモログを検出する． BLAST +のデータベースは事前に構

築され，Genome Identifier に組み込まれている．相同性検索

の E 値の閾値は 10-10である．配列一致率と配列カバレージ

のデフォルトの閾値は，それぞれ 25％と 50％である．（４）

各生物種のマーカータンパク質に対する平均配列一致率を

計算する．平均配列一致率のランキングに基づいて，系統

解析に使用される種を自動的に選択する．デフォルトでは，

平均配列一致率（％）の高い順から 25 種を選択する． （５）

MAFFT を使用して，各タンパク質のマルチプルアライメ

ントを実行する．各タンパク質のアラインメントデータを

連結し，一つの大きなアラインメントデータにする．次に，

非保存領域を trimAl を用いて削除する．（６）連結系統樹

を FastTree 2 を用いて推定する．FastTree2 の全パラメータ

ーはデフォルト値である． 

Genome Identifier の目的は，新たにゲノム配列が決定さ

れた，系統関係が不明な細菌とその近縁種の系統樹を自動

で推定することである．理想的には，推定された系統樹と

正しい種系統樹を比較して，プログラム（または方法）を

検証する必要がある．しかし，正しい種の系統樹を入手す

ることは事実上不可能である．したがって，系統樹比較の

代わりに，推定された系統樹上のサンプル種の系統情報を

確認し，NCBI 分類データベース内の分類情報と比較する

こととした．サンプルデータには MBGD (Microbiol Genome 

Database)[27]で「門ごとに 1 つのゲノムを選択」を使用し

て自動的に選択された 36 種の原核生物を用いた．この 36

種をそれぞれ新しく配列決定された系統未知の細菌のもの

（サンプル生物種）であると仮定し，Genome Identifier を使

用して種の系統的位置を正しく推定できるかどうかを以下

の手順でテストした．まず入力データとなるサンプル生物

種のゲノム配列データをNCBIデータベースから FASTA形

式で取得した．Genome Identifier を使用してサンプル生物

種とその近縁種の連結系統樹を推定した．プログラムの全

てのパラメーターはデフォルト値とした．サンプル生物種

がある系統のクレード（例：目，科，属）に位置する場合，

その種はその系統に属すと推定した．この作業は手作業で

行った．ちなみにこのテスト用のサンプル生物種の全タン

パク質データは，すでにデータベースに登録されている．

したがって系統樹を推定する際，常にサンプル種と最近縁

な種（同一種）としてサンプル生物種の既登録配列が検出

された．したがって，最近縁種を推定する際に，この登録

データを無視した．最後に系統樹から推定したサンプル種

の系統を NCBI 分類学データベースに基づいた分類群と比

較した． 

Genome Identifier はウイルスゲノムにも対応している．

しかし，ウイルスゲノムには広く共有されている遺伝子が

ないため，マーカータンパク質を利用できない．したがっ

て，Genome Identifier は Prodigal を使用してウイルスゲノ

ムから全ての ORF を推定し，アミノ酸配列に変換した後，

BLAST +（閾値 E 値は 10-10）を使用した相同性検索により

近縁ウイルスのホモログを検出する．このホモログを使用

して，その系統樹を推定する． この系統樹推定の結果から，

サンプルのウイルスとその近縁種との系統関係を推定でき

る． 

3. 結果と考察 

36 種の原核生物のうち 35 種の系統樹を推定できたが， 

Nanoarchaeum equitans Kin4-M の系統樹は推定できなかっ

た．Nanoarchaeum equitans Kin4-M は，最小ゲノムを持つ古

細菌として知られ，マーカータンパク質を 11 個も欠いてい

るため，Genome Identifier では系統推定できなかったと考

えられる． 35 種の原核生物のうち 29 種の系統が系統樹か

ら推定された． 29 種の原核生物のうち，7 種が種レベルで

推定できた．さらに属レベルでの 13 種，科レベルで 3 種，

目レベルで 3 種，綱レベルで 2 種，門レベル 1 種，推定で

きた．一方，他の 6 つの原核生物の系統は近縁種を持たな

いため，推定できなかった．Genome Identifier により得られ

た系統樹から推定された全ての種の系統は NCBI 分類デー

タベースの情報と一致しており，各原核生物の系統樹が

Genome Identifierにより正しく推定されたことを示唆した．  

4. おわりに 

Genome Identifier は環境微生物など，系統関係が不明なバ

クテリアのゲノム配列が得られた後，その系統解析を全自

動で行うパイプラインである．本研究では原核生物を網羅

する 36 門から選んだ 36 種を対象にテストし，29 種で系統

樹を推定できた．これらの系統樹は分類情報と矛盾がなく，

信頼できるものと考えられる．したがって，Genome 

Identifier は，原核生物の様々な種において，その近縁種の

系統関係を推測するために広く使用できることが示唆され

た． 
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