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研究成果の概要（和文）：細菌の進化におけるリコンビネーションの特性と頻度を明らかにするため、近縁の2株の土
壌細菌を混合して滅菌土壌に接種した。およそ1年間のインキュベーション後に、細菌株を回収し、イルミナシーケン
サーにより解析し、多数のリードデータを得た。リードデータを作成したソフトウエア(http://www.ige.tohoku.ac.jp
/joho/gf/index.phpにて公開)により解析したが、リコンビネーションが起きたことを示すデータは得られなかった。
当該サンプルについては将来の解析のためインキュベーションを継続している。他方、マルチジーンファミリー遺伝子
の協奏進化を示す結果を得た。

研究成果の概要（英文）：To clarify features and frequencies of bacterial recombinational events, two close
ly related bacterial strains were mixed and incubated in a sterile soil sample. After a long period of inc
ubation cells were recovered on a solid medium, and subjected to illumina sequencing. The illumina sequenc
ing reads were analyzed by developing and using a computational tool named 'ShortReadManager', which is no
w released at http://www.ige.tohoku.ac.jp/joho/gf/index.php, and I found no evidence that indicates recomb
ination between the two strains. 
On the other hand, mutated DNA fragment of 16S ribosomal RNA gene was inserted into a genome of a soil bac
teria, in which 5 copies of rRNA gene are present. The mutated fragment was expected to be replaced by the
 wild-type copy.  By quantitative PCR analysis, we found a evidence that suggests concerted evolution of m
ulti gene family.
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１．研究開始当初の背景 
 
近年微生物のゲノム情報が急速に蓄積しつ
つあり、微生物進化についての重要な知見が
比較ゲノム解析により得られつつある。比較
的近縁関係にある細菌ゲノムにコードされ
た複数の遺伝子について個別に系統樹を作
成すると、得られた系統樹形がお互いに一致
せず大多数によって支持される樹形は存在
しないことはよく知られている。系統樹形の
不一致問題は、保存されたシンテニー内に存
在する遺伝子に着目して解析を行った場合
も同様に観察されることから、従来考えられ
ていたような外来遺伝子獲得様式、すなわち
プラスミドにより遺伝子がゲノムにもたら
される様式、あるいは、遺伝子を載せたアイ
ランド様 DNA がゲノムに挿入されることに
よりゲノムにもたらされる様式、では説明が
付かない。系統樹形の不一致問題をうまく説
明する説として、recombination 説がある。
この説では、微生物ゲノムは数 kb 程度の比
較的小さい DNA 断片を、細胞内に取り込ん
だ後に、その DNA 断片と相同なゲノム中の
部位を相同組み換えによって置換すると説
明する。この置換現象の頻度に関して、既知
のゲノム配列に基づいて配列の相同性が低
下すると指数関数的に減少することが提唱
されている。しかしながら recombinationが
実際にどの程度の頻度で生じうるかは、細菌
の種を定義する上でも極めて重要な問題で
あるにも関わらず、実験的検証はなされてい
なかった。この頻度およびこの現象の特性を
明らかにすることで、微生物の進化、微生物
の種の概念について極めて重要な知見をも
たらすと期待された。 
 
２．研究の目的 
 
細菌の「種」の構成原理については未解明な
点が多い。近年、細菌は数 kb 程度の比較的
小さい外来の DNA を細胞内に取り込み、そ
の DNA 断片と相同なゲノム中の部位を相同
組換えによって置換する活性を持ち
（recombination現象）、この活性が「種」の
形成に強く関与しているとする説が提唱さ
れている。本研究では、全ゲノム配列が明ら
かで、類縁性の高い複数の Burkholderia 属
細菌株を混合培養し、これら細菌株のゲノム
配列の動態を詳細に追跡することで、
recombination 現象が細菌の「種」の形成に
どの程度寄与しているかを実験的に検証す
ることを目的とする。またこれに付随して必
要となるソフトウエアの開発を目的とする。 
 
３．研究の方法 
 
全ゲノム配列が既知の 2 種の細菌種
(Burkholderia multivorans ATCC 17616 、
Burkholderia sp. 383)それぞれに、後に別々
に回収が可能なように薬剤選択マーカーを

付与した。これらを培養後、一定の割合で混
合し、滅菌した土壌に接種した。接種後、長
期間の incubation を経た後に、土壌から菌
体画分を得て個体寒天培地に塗布した。付与
しておいた選択マーカーによりこれら株を
選別した後に、全 DNA を回収し、次世代シー
ケンサーによる配列決定に供した。得られた
配列データーを、混合した 2種細菌株の配列
と比較することでrecombinationの頻度と特
性について検討した。またこの解析のための
ソフトウエアを作成した。またこれらと平行
して、リコンビネーションを理解する上で重
要であるゲノム内の遺伝子配列の均質化の
程度を検討するためのモデル実験系を作成
した。 
 
４．研究成果 
 
Burkholderia multivorans ATCC 17616 株と
Burkholderia sp. 383 を滅菌土壌中で混合し
て 1 年間培養したサンプルについて、17616
株由来である株を選択培地で選択すること
で回収した。そのうち 5株についてイルミナ
シーケンサーによりリードデータを取得し、
ゲノム情報が混ざり合っているかどうかに
ついて解析を行った。またこの解析を効率良
くすすめるため、あらたなソフトウエアの機
能の作成を行った。本機能は、ゲノム配列情
報、あるいはリードデーターから、k-mer (k
は 31以下の整数)のレパートリーと登場回数
を調べる機能をその主たる機能とし、特徴的
な点は、2 つのそのようなデータセット間の
相互比較を可能(一方のみに含まれる k-mer、
両方に含まれる k-mer)を抽出できる。すなわ
ち、17616 株のゲノムデータから作成した
k-mer データーと、383 株のゲノムデータか
ら作成した k-mer について、383 株に特異的
な k-mer を算出し、ついで、これを次世代シ
ーケンサー由来のリードデーターから作成
した k-mer データと比較を行い、共通するも
のを見言い出した。すなわち、このアルゴリ
ズムによりゲノム情報が混ざり合わなけれ
ば検出されるはずのないk-merを調べ出すこ
とができる。本機能を使用し、回収した株か
ら 383 株に特徴的な k-mer を抽出し、アッセ
ンブルを行ったところ、383 株に特徴的な配
列を見出した。しかしながらイルミナシーケ
ンサーによる配列の読み取りエラーによっ
て383株由来のように見えているにすぎない
という可能性について、関連するリードを抽
出し、アセンブルすることで検討したところ、
383 株型の配列はいずれも読み取りエラーに
よるものであると結論された。リコンビネー
ションが起こるにはさらなる時間経過が必
要である可能性もあり、現在もインキュベー
ションを継続している。 
一方、17616 株由来の 16S ribosomal RNA 遺
伝子の一部について、383 株中の対応する配
列(3 塩基の違いを含む)を 17616 株ゲノムに
1 コピーで導入して滅菌土壌に接種し、一定



期間後、DNA を回収して、383 株型の配列が
17616 株型の配列に変化しているかどうかに
ついて定量 PCR により解析を行った。その結
果、ごく僅かではあるが、17616 株型の配列
への変化を検出した。この現象については、
細胞間の現象であるリコンビネーションに
よるものである可能性と、細胞内の遺伝子置
換によるものである可能性の両方が考えら
れる。今後、この現象を追求 Suppression する
ことで、細菌進化についての重要な知見につ
ながることが期待される。 
今回作成したソフトウエアは、2 つのリード
データを比較する機能も付与しており、今後
細菌の遺伝子の発現解析、真核生物であれば
テロメア長、セントロメア長の変化などを解
析するための有用なツールとなることも期
待される。 
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