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研究成果の概要（和文）：微生物ゲノム間でオーソログを対応づけたデータベース(MBGD)に基づいて、原核生物
における水平移動遺伝子の網羅的解析を行った。同一種内の株間で保存されていない「非コア遺伝子」を水平移
動の候補とし、それらの並び順が保存された構造を水平移動の痕跡「ゲノミックアイランド」として抽出した。
また、種内の遺伝子レパートリー全体（パンゲノム）を種間で対応づけることにより、非コア遺伝子が遠縁種に
またがって出現するケースを抽出した。これらの結果に、以前から用いられている水平移動の指標や既知の可動
因子の知見を加えて、水平移動の全体像を推定したデータベースを構築した。

研究成果の概要（英文）：Using a microbial comparative genome database (MBGD), we have conducted 
comprehensive analysis of horizontal gene transfer among prokaryotic genomes. We considered “
non-core genes,” i.e. genes that are not conserved among the genomes of the same species, as 
candidates of horizontally transferred genes, and constructed a structure consisting of non-core 
genes with conserved gene order. Moreover, we identified orthologous relationships among the entire 
gene repertoire of species (pan-genome) and extracted non-core genes that appear in distantly 
related organisms. In addition to these results, we added conventional indices of horizontal gene 
transfer and knowledge of known mobile genetic elements and constructed a database of comprehensive 
prediction of horizontally transferred genes among prokaryotes.

研究分野： ゲノム情報科学

キーワード： 水平遺伝子移動　微生物ゲノム　ゲノム進化
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研究成果の学術的意義や社会的意義
原核生物（細菌、古細菌）は、自然環境や生物体内など地球上の至る所に存在し、その生態を理解することは環
境や健康など身近な問題を解決する上で重要である。原核生物がコンパクトなゲノムを持ちつつ多様な環境に素
早く適応できる理由として、ゲノム間で遺伝子群が「水平移動」することが挙げられる。本研究は、ゲノム比較
により水平移動を推定する独自のアプローチを開発し、これを大規模なゲノムデータに適用することで、原核生
物における水平移動の全体像を示すデータベースを構築した。本成果は、自然界で現在進行中の現象でもある原
核生物のゲノム進化を解明する上で、重要な基盤データになると期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 
原核生物はコンパクトなゲノムを持ち、生体内や土壌、海洋など、極めて多様な環境に生息し

ている。コンパクトなゲノムサイズは、素早く増殖して生存競争を勝ち抜く上で有利にはたらく
一方、ゲノム内の遺伝子の多様性は限定される。遺伝子の水平伝搬(Horizontal Gene Transfer; 
HGT)はそうした点を克服し、種内や集団内における遺伝子の多様性を維持し、様々な環境変化に
素早く適応することを可能にする仕組みと考えられ、原核生物の進化において重要である。 
我々はこれまでに、種内でシンテニー（遺伝子の並び順）が共通に保存されている構造を「コ

アゲノム」として、これを種の共通祖先から垂直的に伝搬して維持されている構造として抽出す
ることを提唱し、ゲノムコア構造抽出プログラム CoreAligner の開発を行ってきた(Uchiyama 
2008)。そして、我々が独自に構築しているオーソログ解析に立脚した微生物比較ゲノムデータ
ベース MBGD(Uchiyama 2003)において、様々な系統群ごとにコア構造を抽出し、そのデータ
ベース化を行ってきた(Uchiyama 2013)。一方、シーケンス技術の進展によって、様々な種で多
数の個別株ゲノムが決定されるようになり、多くの種においてコアゲノム以外の「非コア」遺伝
子が大量に存在することから、原核生物における種内ゲノム多様性の大きさが改めて浮き彫り
となった。そこで本研究では、これらのデータベース中の非コア遺伝子に着目した網羅的な解析
を行うことにより、原核生物における HGT によるゲノム進化の全体像に迫ることができるので
はないかと考えた。 
先行研究として、Helicobacter pylori の非コア遺伝子について、比較ゲノム解析ツール

RECOG(Uchiyama 2017)を用いて、遺伝子のあるなし（系統パターン）と遺伝子の近傍関係の
保存性を組み合わせたクラスタリングによって、ゲノミックアイランドを抽出する研究を行な
っており（Uchiyama et al. 2016）、本研究ではこれをよりシステマティックに行うゲノミック
アイランド抽出手法を開発して多様な生物種に適用し、これを核として研究を進めることを計
画した。 
 
 
２．研究の目的 

本研究では、種内の遺伝子レパートリー全体（パンゲノム）のうち、コアゲノムに属さない
「非コア遺伝子」に着目し、HGT に関与している可能性を評価する。特に、従来あまり追求さ
れてこなかった比較ゲノム解析的アプローチに基づく HGT の推定手法を開発し、これを従来用
いられてきた HGT 指標と比較し、統合することを目指す。具体的には、以下の観点から研究を
行う。(1) 非コア遺伝子の並び順を比較して、並び順が保存された構造をゲノミックアイランド
の候補として抽出する手法を開発する。(2) 種内、属内、全体比較と、階層的にオーソログ解析
を進めていく手続きによって、非コア遺伝子を含む種パンゲノムを、近縁および遠縁の種間で比
較できるようにする。(3)従来からある塩基組成ベースおよび配列類似性ベースの HGT 指標を
計算し、非コア遺伝子に基づく本研究の開発手法と組み合わせて評価する。(4)既知の可動遺伝
因子(MGE)のデータベースや予測プログラムを用いて MGE を同定し、予測されたゲノミック
アイランドとの対応を調べる。(5)これらの成果をまとめてデータベース化し、適切なインター
フィスを通して HGT 遺伝子の全体像を見られるようなシステムを構築する。 
 
 
３．研究の方法 

本研究は、我々が開発し公開している微生物比較ゲノムデータベースMBGDを用いて行う。
MBGD では微生物全体にわたるオーソロググループに加えて、系統群ごとのオーソロググルー
プも定義しており、このうち本研究では種ごとのオーソロググループ（その全体がパンゲノムに
相当する）と、それをもとに CoreAligner を用いて定義されたコアゲノムを出発点として用い
る。 
 
(1) ゲノミックアイランド(GI)抽出手法の開発 

種内オーソロググループの中からコアゲノムに含まれるものを除き、残った非コア遺伝子の
間で、ゲノム上の近傍関係が複数の株で保存されている遺伝子セットを GI候補として抽出する。
アルゴリズムは、シンテニーの保存性に基づいてコアゲノムを定義する CoreAligner アルゴリ
ズムを基に開発する。 
 
(2) 階層的オーソロググループの定義 

種パンゲノム全体に対するオーソロググループを定義するため、種レベルのオーソロググル
ープから始めて、階層的にオーソロググループを構成する手続きを作成する。 
 
(3) 既存 HGT 指標および MGE との対応による評価 

開発した非コア遺伝子に基づく HGT 推定手法を評価するため、従来用いられている HGT 評価
指標として、塩基組成（k-mer 頻度）の異常性に基づく指標と、配列類似性の異常性に基づく指
標を遺伝子ごとに計算して比較する。また、ファージや IS などの MGE を、既存データベースや
検出プログラムを用いて同定し、比較する。 



 
(4) データベースの構築 

以上の結果をデータベースに格納した。MBGD を格納している MySQL 上にデータベースを構築
し、MBGD と連携して検索できるようにする。 
 
 
４．研究成果 
(1) ゲノミックアイランド(GI)抽出手法の開発 

CoreAligner プログラムを拡張し
て、非コア遺伝子の並び順の保存性か
ら GI 候補を抽出する FindIsland プロ
グラムを作成した。CoreAligner は、オ
ーソロググループ内の各遺伝子の近傍
関係に基づいて近傍グラフを作成し、
そこからなるべく長い直線的な構造
を、コンセンサスの並びとして抽出す
る。FindIsland は、種内オーソロググ
ループ全体（パンゲノム）からコア遺
伝子を除いた非コア遺伝子についてこ
のアルゴリズムを適用し、並び順が保
存された構造を抽出する。ただし、GI
では遺伝子、およびその並びの保存性
はコアゲノムほど高くないので、保存
性の条件は緩く設定した。また、先行
研究であるFindMobileプログラム(Uchiyama et al. 2016)に準じて、抽出されたアイランドを、
各ゲノムにおけるコアゲノムとの位置関係の保存性から、Mobile, Semi-Mobile, Stable の３つ
に分けてゲノム上の可動性を評価した。 

本手法を H. pylori パンゲノムに適用して抽出されたアイランドの例を図１に示す。この図
は、CoreAligner で用いられているのと同様の可視化手法を用いて、縦軸方向に株、横軸方向に
コンセンサスの並び順に並べられた遺伝子（オ
ーソロググループ）を配置した図の一部（スク
リーンショット）である。 

本手法を、MBGD 2018 年版に登録された原核
生物の種パンゲノムのうち、６株以上を含んで
いる 143 種(計 3077 株)に適用した。図２は、
パンゲノム中におけるコア遺伝子（core 青）、
アイランド遺伝子（island 赤）、それ以外の非
コア遺伝子（non-core 黄色）の割合を、パンゲ
ノムサイズの大きさ上位 25 種、および全体（円
グラフ）において調べた結果を表している。パ
ンゲノム中のコア遺伝子やアイランド遺伝子の
割合は種によって違いがあるが、平均的にはパ
ンゲノム中のアイランドの割合は 16%程度であ
り、パンゲノムサイズが大きい場合には 20-30%
に達していた。 

 
(2) 階層的オーソロググループの定義 

MBGDのデータ更新プロトコルを修正して、
種レベル、属レベル、全体と３段階で階層的
に オ ー ソ ロ グ 解 析 を行 う よ う に し た
(Uchiyama et al. 2019)。具体的に、種レベ
ルのオーソロググループから代表配列を一つ
抽出したものを「種パンゲノム」とし、これ
を入力として属レベルのオーソロググループ
を作成して、同様に「属パンゲノム」を作成
し、これを入力として全体のオーソロググル
ープを作成する、という手続きにより階層的
にオーソロググループを作成するようにした
（図３）。代表配列は、ドメイン融合や分裂が
起きていないこと、他のメンバー配列と比べ
て類似性が顕著に低くないこと、などの条件
によって選定した。 

本データは、MBGD の 2018 年版としてすでに公開されている。従来の属あたり１つの代表
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図２ パンゲノム中のコア／アイランドの割合 

図３ 階層的オーソロググループ 

図１ 抽出されたアイランドの可視化 



ゲノムを選定してオーソログ解析を行う方法と比べて、パンゲノムを対象にすることによって
トップレベルのオーソログ解析には 1.24 倍の遺伝子が解析に取り込まれ、結果としてできるオ
ーソロググループ数は 1.56 倍になった。 
 
(3) 既存 HGT 指標および MGE との対応による評価 
組成ベースの指標としては、個々の遺伝子の k-

mer(k=4)頻度に対して、あらかじめ計算した各ゲノム
（パンゲノム）全体の k-mer 頻度を比較して、自身の
ゲノムが最も近いゲノムであるかどうかで評価した。
計算は、PSTk プログラム(Dalevi et al. 2006)を本
目的に改変したものを用いて行った。配列類似性ベー
スの指標としては、配列類似性検索結果から、同一種
に対するヒットを除いた上位のヒットの系統群が、自
身の系統群と比べてタキソノミーツリー上で離れて
いるかどうかで評価した。これらの結果を、上述の
core, island, non-core の３つのクラスの遺伝子ごとに整理した結果を図４に示す。期待通り、
core 遺伝子は k-mer 頻度でも類似性検索でも HGT と推定されないケースが多く、特に両方の指
標で HGT と推定されるケースは非常に少なかった。逆に非コア遺伝子については、いずれかの指
標で HGT と推定されるケースが多く、両方で HGT と推定されるケースも多く見られた。その程度
は、アイランドを形成しているものとそうでないものとを比べると、後者の方がより HGT と推定
される遺伝子の割合が大きかった。 
一方、既知 MGE として、ファージ（VirSorter; 

Roux et al. 2015）、IS（ISESearch; Xie et 
al. 2017）、ICE（Iceberg; Liu, et al. 2018）
に加えて、防御関連のアイランドに見られる
CRISPR-Cas(CRISPRCasFinder; Couvin et al. 
2018)と制限修飾系遺伝子(REBASE)、さらに塩
基組成などに基づく一般的な GI 予 測 
(IslandViewer; Bertell et cl. 2017)を行い
（以上、カッコ内は推定に用いたプログラムま
たはデータベース）、推定結果を遺伝子ごとに
アサインして、本研究で抽出されたアイランド
と比較した。結果を図５に示す。抽出されたア
イランドは、３つの可動性クラス Mobile, 
Semi-mobile, Stable に分類し、さらに長さ(遺
伝子数)によって分けて評価した。従来法で推
定された GI との比較で見ると、長さが 10を超える場合はよく一致するが、それ以下のものにつ
いては一定程度違いが見られた。Mobile, Semi-mobileについては半数以上が一致したが、Stable
についてはより大きな違いが見られた。既知 MGE との対応で見ると、ファージの割合が最も大き
く、短いものでは ISも一定の割合を占めた。 
 
(4) データベースの構築 
以上の結果を MySQL データベースに登

録してSQLを用いて検索できるようにし
た。パンゲノム中の各遺伝子は、MBGD の
taxon specific ortholog table からオ
ーソロググループあたり１つずつ選ば
れており、taxonomy ID と cluster ID の
組で表現されている。このそれぞれにつ
いて、コア、非コア、アイランドの別（シ
ンテニーブロックへの帰属）や、k-mer お
よび配列類似性に基づく HGT 指標、既知
MGE の推定結果などの情報を格納し、さ
らに階層的オーソロググループの情報
を使って、MBGD に含まれる個々の遺伝子情報や、上位のオーソログテーブルの情報とも合わせ
て検索できるようにした（図６）。上述の結果は、本データベースの検索から導かれた結果の一
部である。今後は、本データベースを MBGD と統合して行った解析結果を、Web を介して検索、
表示できるようにシステムを拡張して、公開する予定である。 
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species: Rhodobacter sphaeroides, taxon_by_similarity: Rhodobacteraceae (family)
taxid clusterid class mobility length kmer_rank top_kmer_tax normal_sim taxonomy_of_tophits rank lca_rank

1063 1 noncore 141 58 mox no Bacteria superkingdom superkingdom
1063 2 core CORE 2859 1 tax1063 yes Rhodobacteraceae family family
1063 3 core CORE 633 1 tax1063 yes Rhodobacteraceae family family
1063 4 noncore 300 1 tax1063 no Alphaproteobacteria class class

1063 5 noncore 432 18 sme yes Rhodobacteraceae family family
1063 6 core CORE 822 1 tax1063 yes Rhodobacteraceae family family
1063 7 core CORE 1584 55 hne no Alphaproteobacteria class class
1063 8 core CORE 1848 1 tax1063 yes Rhodobacteraceae family family

1063 4993 noncore 306 31 sth no Proteobacteria phylum phylum
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1063 4995 noncore 183 85 hne no
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1063 4998 island SEMI_STABLE 1218 1 tax1063 no Proteobacteria phylum phylum

1063 4999 island SEMI_STABLE 198 387 cgl no
1063 5000 island SEMI_STABLE 186 120 bja no

図６ MBGD-HGT テーブル検索例 
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