
日本大学・歯学部・特任教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３２６６５

挑戦的萌芽研究

2017～2015

連続塩基出現頻度データベースの微生物ゲノム・遺伝子解析への応用

Application of database on frequencies of nucleotide n-gram profiles to genomic 
analyses.

６０１２０４４０研究者番号：

桑田　文幸（KUWATA, Fumiyuki）

研究期間：

１５Ｋ１４４２３

平成 年 月 日現在３０   ６   ５

円     3,000,000

研究成果の概要（和文）：　ゲノム塩基配列の報告されている真正細菌について４～６連続塩基の出現頻度を集
計した。その頻度に基づき距離を計算し、16SrRNA遺伝子配列では系統分類が難しい属について系統解析が可能
になった。菌叢構成種解析については、口腔内細菌の人工的な環境細菌叢試料を作り、５塩基配列の出現頻度に
よる構成種比率を求めたところ精度の高い計算結果が得られた。水平伝播遺伝子解析については、同データベー
スを用いて１クラス・サポートベクターマシンを使って抽出された領域には遺伝子転位に係る遺伝子や転写・翻
訳、移動性因子に関係する遺伝子が際立って多かった。機能がまだ報告されていない遺伝子がおよそ半数に達し
た。

研究成果の概要（英文）：In this study, we demonstrates construction of phylogenetic trees based on 
genome-wide comparisons based on n-gram profiles. n-gram frequency analysis was used to separate 
species that are difficult to distinguish based on 16S rRNA gene sequences. Next, the relative 
abundances of artificial bacterial species mixture were estimated. Frequencies of five continuous 
nucleotides were calculated from the obtained sequences and their proportional compositions were 
estimated by the combinations of frequencies from genomic data and samples. Origins of the fragments
 were determined by BLAST and were compared with the abundances based on nucleotide frequencies. The
 both results were agreed closely and furthermore the similar result obtained from 10 sequences of 
five continuous nucleotides with high entropy values. In addition, horisontal-transfered genes were 
estimated by one-class support vector machine based on continuous nucleotide frequencies within each
 genome.

研究分野： 口腔生化学

キーワード： 菌叢解析　サポートベクターマシン

  ３版



様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	

１．研究開始当初の背景 
 
	 生物種の塩基配列の並び方の組み合わせに

は、それぞれ偏りがある。これまで、連続配列

の出現頻度を利用した解析では、自己組織化

マップと組み合わせたメタゲノム解析などが

報告されてきた［T. Abe, et al. Poler Res. 20: 
103 (2006)］が、自己組織化マップ以外のパタ
ーン認識や機械学習等の手法と組み合わせた

報告がほとんどない。 
本研究では以下の３点に着目することにした。 

 
(1) 細菌の系統解析：系統解析には主に 16S 

rRNA遺伝子配列が利用されているが、近
縁種の識別が難しく、水平伝播によって由

来の異なる配列が混在する可能性などの

問題がある。他の遺伝子を指標とする場合

は、指標遺伝子の選択と評価が容易ではな

い。ゲノム全体の連続塩基配列出現頻度に

よる比較ならば、どの種であっても等しく

同じ指標で比較することが可能となる。 
 

(2) 細菌叢の構成分析：環境由来の試料中の菌
種の割合・分布を分析するためにも、16S 
rRNA 遺伝子配列による解析が行われて
いる。16S rRNA断片の種類と数の集計に
は、一つの菌が複数の 16S rRNA遺伝子を
保有していること、その数が種によって異

なること、水平伝播の可能性などの問題が

つきまとう。これを、連続配列出現頻度に

よって推定する方法が確立すれば、短時間

に多数の試料の菌叢解析が可能になる。 
 

(3) 細菌種間の水平伝播の検出：種ごとに固有
の連続配列出現頻度を持つならば、水平伝

播に由来するゲノム領域は、全体とは異な

る頻度を示すはずである。遺伝子の機能に

依存せず、網羅的に異種由来の領域を抽出

できるはずである。そのためには、１クラ

ス・サポートベクターマシンが適している

と考えた。 
 
２．研究の目的 
 
	 研究の目的も大きく３つある。上記の細菌

系統解析、細菌叢の種構成分析、そして、細菌

ゲノム間の水平伝播の検出である。何れもゲ

ノム中の４〜６塩基の連続配列出現頻度の偏

りを利用することで、これまでの解析方法と

は異なる手法を開発するのが目的である。特

に最初の２つは現在、16S rRNA 配列によっ
て解析がなされているが、それに依存しない

方法を開発できることになる。 
 
３．研究の方法 

 
(1) 細菌系統解析 

	 種ごとの連続塩基配列出現頻度をゲノム配

列が既知の種において集計する。すなわち、

例えば５塩基連続配列であれば、AAAAA、
AAAAC、AAAAG……TTTTTまでの 1024の
組合せとなる。ここで遺伝子の方向による配

列の偏りを排除するために、相補配列を統合

して、例えば AAAAA と TTTTT を同一配列
として集計すれば、512 種の組合せとなる。
これで、一つの種に対して 512項のベクトル
ができる。得られたベクトルの距離、あるい

は角度を、それぞれの種の間の距離として計

算する。その計算は Euclidean 距離と Ward
アルゴリズムで求めた。 
	 比較する 16S rRNA配列に基づく系統樹は
当該遺伝子全長を用いて、Neighbor-joining 
methodにて解析した。 
 

(2) 細菌叢の構成分析 
	 前項のベクトルを並べると、種の数が n、連
続配列の種類がmであるとき、サンプル中の
メタゲノム配列中に含まれるm番目の連続塩
基配列の出現数 b は、上記のように各細菌種
xnの存在比を aとするならば、n番目の種が
全体に占める割合は下記のようになる。 

 
各細菌ゲノム中の連続塩基配列出現頻度行列

を Aとして、各種の構成比を並べたベクトル
を x とするならば、メタゲノム解析結果全体
の連続塩基配列出現数ベクトルを bとすると、 

Ax = b 
という関係が成り立つ。このとき、 

 
 
となっており、この式は、A の一般逆行列を
A–とすれば、 



x = A–b 
という形で解くことができる。この x は細菌
種構成比の最適（近似）解となる。 
	 512 種の連続塩基配列はベクトルの次元が
多過ぎるので、ここで、連続塩基配列がゲノ

ム集団全体を通して出現する頻度を Fiとする

と、連続塩基配列 iがゲノム jに出現するとい
う事象 Ejの確率は fij/Fiとなるので、このと

きのエントロピーHは次で与えられる。 

 
	 本実験で使用した細菌は、以前報告した論

文に記載したとおりの方法で培養し、DNA  
を抽出した［Takeshita, T., Nakano, Y. & 
Yamashita, Y. Oral Microbiol. Immunol. 22, 
419–428 (2007)］。精製した DNAの混合液を
解析業者（北海道システムサイエンス）に委

託してMiSeq法（Paired-end）で 100塩基断
片の配列解析を行った。通常の塩基配列の相

同性による構成比解析では 100塩基では足り
ないが、本法では十分であることを確認した。

各サンプルから 2300万リードの配列を得た。
低精度の配列を除去した。the Fastx-toolkit 
(http://hannonlab.cshl.edu/fastxtoolkit/)  
を用いて、80％以上の配列において quality 
score >20 を示していないものを除去した。
プライマー配列は、cutadap を用いて取り除
いた。 

 
(3) 細菌種間の水平伝播の検出 

	 NCBI の Microbiol Genome Resourcesか
ら古細菌を除いた真正細菌のゲノム配列

2604を得た。全塩基配列から 2k塩基ごとの
断片を 1k刻みで 5’末端から作成し、５塩基配
列出現頻度を集計した。R 3.1.0のライブラリ
kernlab を用いて、One-Class SVM を行い、
平均的５塩基配列出現頻度から離れた 2kb断
片を抽出した。 
	 得られた遺伝子のアミノ酸配列のうち、昨

日の不明な遺伝子を cd-hit を用いて 70％以
上の相同性のあるクラスターにまとめた。100
以上の配列を含むクラスターを抜きだしたと

ころ 95クラスターが得られた。得られたそれ
ぞれの代表配列を、Pfamデータベースに対し
てモチーフ検索を行った。 
	

４．研究成果	

(1) 細菌系統解析	
	 16S	 rRNA 配列での系統解析が難しい E. 
coli/Shigella の解析を本方法にしたがって
行ったところ、図１に示すように、E. coli
と Shigalla 属細菌を分けることができた。	
	 Yersinia 属細菌も 16S rRNA 配列によ
る解析が困難な種として知られている。こ

の属には３つの種が含まれているが、それ

が本方法によりはっきり系統樹上で分け

られた。Y. pestis と Y. pseudotuber-
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図１．Yersinia属細菌の系統樹解析。A: ５塩基連続配列出現頻度に基づく
系統樹 B: 16S rRNA配列に基づく系統樹 



culosis の 16S rRNA 塩基配列はまった
く同一である。したがって、16S rRNA の
配列に基づいた系統解析で両種を解析す

ることはできない。しかし、今回の研究成

果から、これらの種を含む３つの種を５塩

基連続配列の出現頻度に基づく明確に分

けることができた。Y. pestis は 1,500–
20,000 年前に Y. pseudotuberculosis か
ら分岐したと考えられている。このことか

ら、今回の結果は連続塩基配列の解析によ

ってこれら２つの種を明確に識別できた

ことが示されているといえよう。 
	 同様に E. coli と Shigella 属細菌の４
つの種は、16S rRNA 遺伝子の塩基配列の
みでははっきり分けることができない。こ

こでも５塩基連続配列の出現頻度に基づ

く解析で、高ブートストラップ値ではっき

りと識別することができた。図に見られる

３クラスター内で Shigella 属細菌は
35,000–270,000 年前に分かれたと考えら
れている。したがって、大腸菌から

Shigella 属細菌を分けることは、1,500–
20,000 年前に分かれた Y. pestis と Y. 
pseudotuberculosis を識別できた５塩基

配列出現頻度に基づく解析で十分分離で

きるのは意外なことではない。 
	 ５塩基連続配列の組合わせは 512 種類
であるが、もっと計算の負担を軽減するた

めに、もっとも出現頻度の変化が大きくサ

ンプルの特徴を強く反映する５塩基配列

を、方法欄に記したエントロピーの値が最

も高い 10 配列を選び、上記と同様の解析
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図２．E. coliと Shigella属細菌の系統樹解析。A: ５塩基連続配列出現
頻度に基づく系統樹 B: 16S rRNA配列に基づく系統樹 
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図３．図１と手法は同じだが、エントロピ
ー値の高い 10種の配列で解析した系統樹。 



に使用した。その結果、図３に示したよう

に、512種を使ったときと遜色のない解析
結果が得られた。 
	

(2) 細菌叢の構成分析	
	 方法欄に記した方法で５塩基連続配列

の出現頻度に基づき、人工的に調製した混

合菌液の菌叢解析を、構成する菌の割合を

変えて行った。表１に示したように、Blast

解析の結果と極めてよく一致した結果が

得られた。さらに菌種を増やした表２の場

合でも、構成比率を変えて解析してみても、

いずれの場合も良い結果が得られた。この

ことから、５塩基連続配列の出現頻度によ

り菌叢を構成する種の種類と割合が推定

できることが示唆された。16S	rRNA 遺伝子

の配列に依存しないので、増幅による偏り、

rRNA 遺伝子数の違い等の影響を受けない。

また、特定の菌の特定の領域にプライマー

を設計する必要もない。さらに、高エント

ロピー値を示した連続配列のみで解析を

行ったときでも、両表に示したように、512

種を使った結果と遜色のない値が得られ

た。現在、実際の口腔内サンプルを使って、

菌叢構成をどれくらい正確に推定できる

かを検証中である。	

	

(3) 細菌種間の水平伝播の検出	
方法の欄に記した手順に従って、抽出した

2	 kb 断片を Blast 解析した結果、遺伝子

の移動や伝播に関係する遺伝子、RNA 関連

遺伝子、複製・修復に関係する遺伝子等が

多く含まれていることが判った（図４及び

５）。	

	 このうちおよそ半数が機能未知の遺伝

子だった。そこで、その遺伝子をまとめて

cd-hit を用いて相同性に基づくグループ

を作ったところ、100	以上の配列を含むク

ラスターが 95 も得られた。得られたそれ

ぞれの代表配列を、Pfam データベースでモ

チーフ検索した結果が図６である。98配列

のうち、46配列が機能未知のモチーフとヒ

ットした。残り 52 配列は、図６に示すよ

うに、DNA 結合領域や発現制御タンパク等

のモチーフと一致するものが見られるも

のの、特徴的な特性は見出せなかった。	

	 ５塩基連続配列の出現頻度の偏りによ

って水平伝播がもたらした遺伝子を見出

せる可能性が示唆されたが、その領域の解

析は本研究の範囲を越えるものであり、今

後の検討課題としたい。	

	

	 以上、短い連続配列の出現頻度を利用し

た、系統解析、細菌叢構成種の計算、水平

伝播の予測について研究を行い、それぞれ

において、本方法が有効であることが示さ

表１．５連続配列の出現頻度に基づく菌叢

構成種の解析（４種混合） 
 

表２．５連続配列の出現頻度に基づく菌叢構成

種の解析（７種混合） 

図４．OC-SVMによって抽出した領域に含
まれていた遺伝子の Blast検索結果による機
能予測。右は対象のため、COGデータベー
ス全体の機能分布。 



れた。	
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