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研究成果の概要（和文）：我々は、ヘビからカエルに水平伝播した奇妙なLINE転移因子(以降TE-X)を発見した。
本研究ではこの水平伝播現象について、（1）水平伝播発生地域の解明、（2）水平伝播の系統学的起源、（3）
ベクター生物の特定、を目的とした。世界各地からカエル類29科161種194サンプル、ヘビ類17科125種139サンプ
ル、寄生虫類166サンプルを収集し、各サンプルのTE-XをPCRと次世代シークエンサーを用いて解析した。その結
果、TE-Xの水平伝播は、世界各地で複数回生じており、特にマダガスカルでは様々な寄生虫に仲介されて、現在
進行形で脊椎動物間TE-X水平伝播が生じている可能性が高いことを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We had discovered a unique LINE retrotransposon (hereinafter TE-X) that 
horizontally transferred from snake to frog. In this study, we aimed to elucidate the geographic 
areas and phylogenetic origins of the horizontal transfer (HT) events and identify the vector 
organisms intermediate the HT. We collected 194, 139, and 166 specimens from 29 anuran families, 17 
snake families, and parasite and blood-sacking invertebrate taxa of five animal phyla, respectively.
 We PCR amplified the TE-X from these specimens and analyzed them using PCR and next generation 
sequencer. Finally we performed molecular phylogenetic analyses of the resultant TE-X sequences. As 
the results, we revealed the following matters. The TE-X HTs have occurred many times in various 
parts of the world and the transfer would be mediated by various parasites and blood sacking 
animals. Remarkably, our data seem to show that the TE-X HT is continuing among many vertebrate taxa
 in Madagascar.

研究分野： 分子遺伝学・系統分類学

キーワード： 遺伝子水平伝播　生物系統地理　爬虫両棲類　寄生虫　ベクター生物　マダガスカル　次世代シークエ
ンス　分子系統解析
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１．研究開始当初の背景 
 生物の遺伝情報は DNA の複製と生殖を通
じ、親から子へ伝えられる（垂直伝播）。し
かし、親とは全く別の生物から外来遺伝子が
ゲノムに導入されることがある。これを遺伝
子の水平伝播という。水平伝播は細菌などで
は一般的な現象であるが、多細胞動物におい
ては稀な現象と考えられてきた。 

 我々は、両生類系統分類研究の過程でマダ
ガスカルガエル科の次世代シークエンス
（NGS）解析によって得られたゲノムデータ
から、興味深い転移因子を発見した。（これ
は既知の転移因子であるが、論文出版前であ
るため、本報告書では TE-X と仮称する。）
TE-X は、これまでに、主に爬虫類と哺乳類
ゲノムから報告されていた、およそ 3.2kbp の
大きさの LINE レトロポゾンで、逆転写酵素
と DNA 切断酵素をコードしている。マダガ
スカルガエル類の TE-X は、ヘビ類の TE-X
と酷似しており、最大で 94.4％の塩基配列相
同性を持っていた（アメリカマムシとの約 2 
kbp の部分配列比較）。また、爬虫類では TE-X
は「垂直」伝播しており、爬虫類内ではおよ
そ 70 - 95%の塩基配列多様性があることが知
られていた（Walsh ら 2013 など）。一方、全
ゲノムが解読されているネッタイツメガエ
ル（ピパ科・ムカシガエル亜目）やヒマラヤ
ガエル（ヌマガエル科・カエル亜目）にはTE-X
は存在しないことがわかっていた。これらの
点から、TE-X の水平伝播は、一般のイメー
ジとは逆に「捕食者ヘビから被捕食者カエ
ル」という方向で生じたことが明確であった。
また、この方向性から、本水平伝播は寄生虫
などのベクター（媒介）生物によって生じた
可能性がきわめて高いと予想されていた。 

 近年、高等動物でも水平伝播の証拠が増加
し、水平伝播遺伝子が動物の進化に関与した
例も報告されている（Sasakura ら 2005, Horie
ら 2011 など）。また 2013 年には、LINE の中
でも TE-X を含む RTE というグループが、多
細胞生物間で複数回水平伝播したことが報
告された（爬虫類からカモノハシ目やウシ目
の祖先など; Walsh ら 2013）。しかし、これら
の例を含め、高等動物での水平伝播イベント
の発生年代は、古いか、特定が難しいことが
多いKondoら 2002, Peace ら 2008, Sormacheva
ら 2012 など例外もある）。これに伴い、イベ
ントが起きた地域や、水平伝播を媒介したベ
クター生物の解明は困難である。一方で、水
平伝播の発生年代が比較的最近で、さらに複
数の系統・地域で同様のイベントが生じてい
た場合、「寄生/感染が可能で、分布が重複す
る」という基準でベクターの絞込みが可能と
なる。従って、これらの条件に合致した特徴
を持つ「ヘビ-カエル TE-X 水平伝播系」は、
高等動物水平伝播の進化的起源やメカニズ
ムを解明する上で、絶好の研究対象であると
考えられた。 

 以上の点を踏まえて、本研究では、主に、
以下に記述する❶〜❸の点を明らかにする
研究を行った。 

２．研究の目的 
❶ 水平伝播発生地域の解明：研究当初、ヘ
ビ型の TE-X はマダガスカルガエル科のみで
見つかっていたが、その後、PCR 増幅やドッ
トブロット解析によって、様々な地域のカエ
ルのゲノムにヘビ型の TE-X が分布すること
が示唆されていた。本研究では、より多くの
ヘビ・カエルサンプルを世界他地域から収集
し、それらを解析することで、TE-X の水平
伝播が世界のどの地域で生じたのかを明確
にするとともに、地域ごとに水平伝播頻度に
差があるかなど、この現象の地理学的特異性
を明らかにすることを目的とした。 

❷ 水平伝播の系統・地理上の起源の解明：
研究開始時点では、世界のどの地域で、何回、
どのヘビ系統からどのカエル系統へ水平伝
播が生じたのか、という点はまったく不明で
あった。そこで、多数のヘビ・カエル類から
TE-X の配列を取得し、これら水平伝播の起
源についての疑問を解決することを目的と
した。さらに、水平伝播が生じた（地質的）
年代の解明についても、本研究の目的とした。 

❸ ベクター生物の特定：上述のように、TE-X
の水平伝播は、捕食者から被捕食者へという
奇妙な方向性を持った現象であるため、この
水平伝播は寄生虫などによって仲介された
ことが予想された。そこで、カエル・ヘビ、
その他爬虫類の体表・体内に存在する寄生虫
や吸血性無脊椎動物について TE-X の有無を
調査し、その塩基配列を爬虫類・両生類のも
のと比較し、脊椎動物分類群間の遺伝子水平
伝播を仲介したベクター生物を明らかにす
ることを研究に目的とした。 

３．研究の方法 
材料：本研究では、世界各地から収集された
カエル類 29 科 161 種 194 サンプル、ヘビ類
17 科 125 種 139 サンプル、その他爬虫類 6 サ
ンプルを材料に用いた。さらに、5 つの動物
門に属する寄生虫・吸血性無脊椎動物 166 サ
ンプルを材料とした。 

方法：① サンプルからの全 DNA 抽出：冷凍
または 70 または 100%エタノール中で保存さ
れた各サンプルについて、DNA Easy Blood & 
Tissue Kit (QIAGEN)または DNA すいすい-F 
(株式会社リーゾ) を用い、手順書に従って全
DNA を抽出した。このとき、サイズの小さい
体内寄生虫サンプルでは全組織を用いて抽
出を行ったが、節足動物の場合は、消化管に
残っている可能性がある宿主組織の混入を
避けるため、可能な限り脚の筋組織を用いた。 

② PCR による TE-X の検出：上記で得た全
DNA を鋳型に、Long and Accurate PCR 法によ
り、TE-X の部分配列を増幅した。この PCR



には LA-Taq ポリメラーゼ（Takara）と、既に
作成済みであった TE-X 特異的増幅プライマ
ーを用いた。増幅される部分領域の長さは、
プライマーの組み合わせによって 1.8〜3.2 kb 
であった。ここで、予想される PCR 断片が増
幅されたサンプルを TE-X 陽性サンプルとし
た。増幅された TE-X と思われる DNA 断片を
アガロースゲル電気泳動と、ゲルからの DNA
断片抽出を組み合わせ、次項の NGS 解析サ
ンプルとして生成した。最終的に各 TE-X 陽
性各サンプルあたり、サイズに応じて 120〜
200 ng の PCR 断片を生成した。 

③ NGS による TE-X 配列解析：上記で増幅
された TE-X の部分領域の塩基配列を決定
した。TE-X は転移因子であり、ヘビやカエ
ルのゲノムの中で数十から数十万コピーま
で増加している。このため、PCR 産物は、単
純サンガー法による直接塩基配列決定はで
きない。サブクローニング方の場合は各サン
プルにつき多くのクローンをシークエンス
しないと、そのサンプルのゲノムを代表する
TE-X のコンセンサス配列の推定精度が下が
ってしまう。さらに、次世代シークエンサー
を用いた超並列シークエンスを採用した場
合でも、ショートリードシークエンスでは、
結果として得られる TE-X 配列が複数の異な
る TE-X 座位に由来するキメラな配列となっ
てしまう。そこで、本研究では、リードあた
り 10 kbp 以上のロングリードが可能である
PacBio RSII 次世代シークエンサーを用いて
TE-X 増副産物の塩基配列を決定した。この
際、コスト削減のために、Multiplex-Amplicon
法を適用し、1 Cell の中で、24〜48 のサンプ
ル由来の PCR 産物を同時にシークエンスし
た。サンプル分類のための標識配列は、Pacific 
BioScience 社 か ら 公 表 さ れ て い る 48 
Multiplex 用サンプルタグ配列を用いた。なお、
PacBio RSII シークエンス用の Amplicon ライ
ブラリ作成とシークエンス Run は、トミーデ
ジタル、マクロジェン・ジャパンの 2 社、お
よび、大阪大学医学部 CoMIT ならびに Duke
大学（米）Center for Genomic & Computational 
Biology (DUGCB)に依頼した。 

④ NGS出⼒のフィルタリングによる 3 次解
析用リード選抜：PacBio RS II によるシーク
エンスで得られたリード（PCR 産物 1 分子に
由来する一続きの塩基配列）について、以下
の基準で選別を行った。 
 ●両端に正しくプライマーがあること 
 ●リード長が予想される長さであること 
 ●リードクオリティーが 99 ％以上である 
 ●ハナダカクサリヘビ（Vipera ammodytes）
の TE-X と 70 ％以上の相同性を持つこと 

 以降の解析は、上記 4 つの条件を満たした
リード数が 50 以上あるヘビ・カエル・寄生
虫分類群のみを用いた。なお、これらの条件
をみたしたサンプルは、ヘビ 112・カエル 76・
寄生虫など 72 であった。 

⑤コンタミネーションが疑われる標本の除
外：寄生虫・吸血性動物サンプルの 18S rRNA、
COI の配列決定時の波形データに、複数サン
プルのピーク（各座位に複数の塩基のピーク
が現れる）が見られるものは宿主 DNA が混
入している可能性が高いとみなし、以降の解
析からは除外した。この手順で、当初の PCR
解析における TE-X 陽性サンプルから、宿主
DNA コンタミネーションが明らかとなった
サンプルを除くと、日本産 5 サンプル、マダ
ガスカル産 23 サンプルの寄生・吸血性動物
（線形動物・環形動物・節足動物）が TE-X
をもつ結果となった。 

⑥ 系統解析：④⑤の過程で残った TE-X リー
ドから、各サンプルにつき TE-X のコンセン
サス配列を得た。これらコンセンサス配列と、
DNA データベースから利用可能な既知の爬
虫類・哺乳類 TE-X 配列を用いて近隣結合
法・最尤法・ベイズ法による系統樹構築を行
なった。 

４．研究成果 
❶ 水平伝播発生地域：本研究で、世界各地
域から収集した 29 科 161 種のカエルについ
て TE-X 特異的プライマーを用いて PCR を行
なったところ、およそ 30％に当たる 50 種か
らTE-Xと予想されるDNA断片が増幅された。
世界のどの地域からも TE-X 陽性のカエル種
は見出されたが、その頻度は地域ごとに大き
く異なっていた（表 1）。最も低い地域は南ア
メリカ地域で 3.7%であった。一方、マダガス
カルは極端に高く、検査したカエル種のうち
86.7％が TE-X 陽性であった。 
 この結果は、ヘビからカエルへの水平伝播
は、世界他地域で複数回生じたものだが、派
生頻度は地域ごとに異なり、特にマダガスカ
ルで高いことを示すものであった。 

❷ ⽔平伝播の系統・地理上の起源の解明：
本研究の結果、分類群間でも TE-X 陽性種の
頻度に差があることがわかった。具体的には、
ヒキガエル科やヒメアマガエル科の中のパ
プアヒメアマガエル亜科では、TE-X 陽性種
が多く見られた。なお、分子系統解析の結果、
これらのカエルグループの TE-X はそれぞれ
単系統になることがわかった。このため、ヒ
キガエル科とパプアヒメアマガエル亜科に
ついては、共通祖先の系統で、水平伝播によ
って TE-X が獲得されており、その後垂直伝
播によって、現生の種に至まで TE-X が維持
されてきたと考えられる。特に、ヒキガエル
類の TE-X は、TE-X 系統樹の基部に位置して
おり、有袋類の TE-X と姉妹群となっていた。
このことは、ヒキガエル類の共通祖先で生じ
た TE-X の水平伝播は、本科のカエル類や有
袋類の共通祖先が存在した比較的古い時代
（1.5 億〜7 千万年程度）に生じたことを示唆
した。なお、従来、有袋類の TE-X は、有鱗
類由来であると考えられていたが、我々の結
果は、有鱗類から一度ヒキガエル類に伝播し



た TE-X が、さらに有袋類に伝播した、とい
う複雑な伝播経路が存在した可能性を新た
に与えるものである。 

 マダガスカルにおいては、本島に分布する
無尾類 4 科（マダガスカルガエル科・ヒメア
マガエル科・クサガエル科・アフリカアカガ
エル科）全てに TE-X 陽性種が存在した。こ
れらの科は全てアカガエル上科に属するが、
系統的には離れたグループで（最後の共通祖
先は 1 億年以上前に存在したと思われる）、
直近の祖先を共有した単系統群ではない。ま
た、マダガスカルガエル科の構成種における
TE-X 陽性率は極めて高かったが、系統解析
の結果、本科の TE-X は、属内では単系統に
傾向があるが、属間では単系統にならず、む
しろ、他のマダガスカルの爬虫類と単系統と
なった。この結果は、マダガスカルガエル科
では、多数のカエル系統が、それぞれ異なる
有隣類タクサから、独立して TE-X を受け取
ったことを示している。また、その年代は、
各属の共通祖先の出現年代からより最近の
期間であることが示唆される。この年代は、
およそ 2 千〜1 千万年以降と推定されるため
（Kurabayashi et al. 2008）、マダガスカルでは
かなり最近に、爬虫類から両生類の水平伝播
が頻繁に生じたことが明らかとなった。 

 今回検査したヘビ類では、約 90 %の種で
TE-X の増幅を確認することができた。系統
解析の結果、ヘビ類 TE-X の系統関係は、一
般に支持されているヘビ自体の系統関係と
大筋で一致していた。このため、ヘビ類では
かつてから示唆されていたように、TE-X が
垂直伝播していることが本研究でも改めて
示された。しかし、例外も見られた。まず、
メクラヘビ類の多くからは TE-X が増幅され
ず、増幅された場合でもメクラヘビ類のTE-X
は単系統にならず、むしろ全く異なる科のヘ
ビの TE-X と単系統になった。この観察につ
いては、1）メクラヘビ類の共通祖先で、機
能的な TE-X が消失し、その子孫のゲノムで
は、TE-X の化石化が速やかに進行した。2）
その後、異なるメクラヘビ系統で、別科のヘ
ビから独立に水平伝播によって TE-X が再獲
得された、という仮説によって説明が可能で
ある。この仮説を支持する観察として、マダ
ガスカルニシキヘビの TE-X がある。原始的
なヘビであるニシキヘビ科タクサの TE-X は、
系統樹の基部に近い位置で単系統群を形成
している。しかし、マダガスカルに分布する
2 属のニシキヘビ類の TE-X は、アレチヘビ
科に属するマダガスカルクチキヘビ亜科の
別属種の TE-X とそれぞれクレードを形成す
る。この結果は、TE-X はヘビからカエルだ
けでなく、ヘビからヘビにも水平伝播するこ
とを示している。同時に、少なくともニシキ
ヘビ科のヘビは、もともと起源の古いニシキ
ヘビ科型の TE-X を持っていたが、マダガス
カルのニシキヘビ種は、同所的に分布する別
科のヘビから最近に TE-X を受け取り、その

外来 TE-X が、内在していたニシキヘビ型
TE-X を駆逐したという、興味深いゲノム進
化現象が生じたことを示している。 

 今回の系統解析の結果、爬虫類から両生類
への水平伝播が少なくとも 14 回は生じたこ
とが示唆された。このうちの 1 つは、東南ア
ジアに分布するミズヘビ科タクソンから、同
じく主に東南アジアに分布するコノハガエ
ル類に伝播が生じたものであった。このこと
は、マダガスカルのニシキヘビと荒地ヘビと
同様に、TE-X の水平伝播が同所的に分布す
る動物間で発生することを示す結果であっ
た。本研究から予想される残りの水平伝播の
うちの約半数（7 回）は、マダガスカルの爬
虫類・両生類間で生じたものである。しかも、
これらの水平伝播現象は、全てアレチヘビ科
の TE-X クレードの中のみで生じているため、
このヘビ科の共通祖先の出現後に生じた最
近（2 千万年以降）のイベントであることが
わかった。 

 我々の研究結果から、爬虫類・両生類間の
TE-X 水平伝播は、1）世界他地域で何度も生
じた現象であり、2）発生年代も 1 億年以上
前から最近までと時代をあまり選ばずに生
じ、3）特に最近の水平伝播は、マダガスカ
ルで高頻度に生じている、ということが明ら
かになった。 

❸ ベクター生物の探索：上述のように、TE-X
の水平伝播は、寄生虫や節足動物などのベク
ター生物によって仲介されたことが予想さ
れた。そこで、日本とマダガスカルのカエ
ル・ヘビ、その他爬虫類の体表・体内に存在
する寄生虫や吸血性無脊椎動物を採取し、
TE-X の有無を調査した。 

 収集した 166 の無脊椎動物サンプルについ
て、宿主 DNA の混入を、核・ミトコンドリ
ア遺伝子を用いて、検査した。その結果、日
本産 92 サンプルのうち 59 標本、マダガスカ
ル産 74 サンプルのうち 55 標本については、
宿主 DNA が混入していないと判断できた。 

 これらの標本について TE-X の増幅を行
なったところ、合計 28 標本（線形動物 20、
環形動物 1、節足動物 7）から TE-X の増幅が
見られた。これら 28 の標本のうち、日本産
は 5、マダガスカル産は 23 サンプルであり、
TE-X 陽性サンプルの割合は日本で 8.5%
（5/59）、マダガスカルで 42%（23/55）とな
った。この結果は、マダガスカルでは、日本
より高頻度で寄生・吸血性動物への TE-X の
水平伝播が生じていることを示していた。さ
らに、これらの寄生虫類が、脊椎動物間の
TE-X 水平伝播を仲介しているとすれば、こ
の TE-X 陽性寄生虫類の存在比率の多さが、
マダガスカルにおいて脊椎動物間 TE-X 水平
伝播が高い頻度で発生している原因の一つ
との説明が可能となる。 
 爬虫類・両生類と、寄生虫類の TE-X を全
て合わせて分子系統解析を行なった。その結



果得られた系統樹から、非常に重要な知見が
いくつか得られた。 
 まず、マダガスカルガエル科 Mantidactylus
属のカエルから単離した 2 個体の線虫の
TE-X は、クサガエル科 Heterixalus 属のカエ
ルのクレードに含まれた。この結果は、かつ
て Heterixalus 属のカエルに寄生し、そこで
TE-X を受け取ったセンチュウが、その TE-X
を保持したまま Mantidactylus 属のカエルに
宿主を変更したことを示唆する。この発見は、
この線虫が科を跨いだ両生類に寄生しうる
ことを示すのみならず、異なる生物間でTE-X
を運搬する寄生虫が実際に存在することを
明確に示す証拠である。 
 次に、日本の南西諸島で採集されたリュウ
キュウカジカガエルから単離した線虫の
TE-X は、ナミヘビ科のクレードに含まれ、
統計的信頼性は高くないものの、最も相同性
の高い TE-X を持つ種は日本に生息するアオ
ダイショウ Elaphe climacophora となった。こ
の系統樹上での位置関係から、かつてアオダ
イショウの祖先から TE-X を受け取った線虫
が、リュウキュウカジカガエルに寄生した可
能性が示された。リュウキュウカジカガエル
自身は TE-X 陰性であることから、このカエ
ル種では線虫を介したヘビ型 TE-X の伝播は
起きていない。しかし、この結果は、ヘビか
らカエルへの水平伝播を寄生虫が仲介した
ことを強く支持する情報であることは間違
いない。 
 さらに、今回の調査において、ヘビからカ
エルへの TE-X 水平伝播の仲介者として最も
可能性が高いと考えられた候補生物は、ダニ
類である。特に、マダガスカルガエル科に属
する Blommerisia blommersae の体表から単離
されたツツガムシの 1 種は、マダガスカルク
チキヘビ亜科と高い塩基配列相同性を示す
TE-X 配列をもつことが明らかとなった。つ
まり、このツツガムシはヘビ型の TE-X を保
持し、その状態でカエルに寄生している。こ
の観察は、ヘビからカエルへの TE-X 水平伝
播がツツガムシを介して起こりうることを
示す直接的な証拠である。 
 また、本研究では、ヒトについていたヒル
がマダガスカルガエル型（イロメガエル属
型）の TE-X を持っていた、という結果も得
られた。このことは、1）TE-X の脊椎動物分
類群間の移動は、現在進行形で生じているこ
と、2）TE-X の水平伝播が生じうる脊椎動物
分類群は、これまでに知られている以上に幅
広い可能性、を示唆するものであった。 
 
 
まとめ：本研究では、ヘビからカエルへの
TE-X 水平伝播について、「水平伝播発生地域
の解明」、「水平伝播の系統学的起源の解明」、
「ベクター生物の特定」を目的として研究を
実施した。その結果、上述のように、これら
の目的をほぼ達成することができた。さらに、
本研究は、（1）TE-X 水平伝播は世界各所で

多様な地質年代に生じていたこと、（2）脊椎
動物以外の多くの寄生性無脊椎動物分類群
にも TE-X が伝播しており、これらの寄生虫
を介して現在進行形で脊椎動物間水平伝播
が生じている可能性が高いこと、（3）比較的
最近に挿入された外来核酸因子がゲノムの
0.5％を占めるまでに増殖しうることなどの
点を明らかにした。これらは、①一般に考え
られている以上に高等動物間での水平伝播
は頻繁に生じていること、②高等動物のゲノ
ム構造は外来核酸因子の影響で容易に変化
しうることを明示しているという点で、これ
までの定説を大きく覆す新知見であり、今後、
動物学・進化生物学・遺伝学・ゲノム学・環
境学などの学問分野においてパラダイムシ
フトを起こしうる興味深い発見と位置づけ
られる。 
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