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研究成果の概要（和文）：データベースに登録済みのMAH世界分離株125株分の染色体配列データを対象として遺
伝的集団構造解析や連鎖検出解析などを行い、組換えを頻繁に行う系統と組換えをあまり行わない系統の２系統
が同じ地域に生息し、それらが“交配”していることをゲノム情報学的に明らかにした。さらに組換えのコール
ドスポットに注目することで、環境分離株の迅速な系統予測に利用可能なマーカー遺伝子を発見した。M. avium
がプラスミドDNAを保有している証拠を得、臨床株5株の完全ゲノム配列をエラー補正したのち公開した。プラス
ミドを基本骨格とするベクター作成方法に関するアイデアを記載した総説を発表した。

研究成果の概要（英文）：We revealed population structure of M.avium subsp.hominisuiss (MAH) using 
publicly available genomic data, then detected exchanges of chromosomal fragments between two 
lineages one carrying many recombination footprints and the other carrying little. We found a 
recombination-cold region on the MAH chromosome, wherein the polymorphism can be used as lineage 
markers for genotyping. We released complete genome sequences of 5 MAH strains after polishing 
sequences. We obtained evidence that MAH carry plasmids.

研究分野：遺伝学

キーワード： 抗酸菌　プラスミド

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
抗酸菌の一種Mycobacterium avium (MAC菌) は難治性の肺MAC症の原因菌である。日本で社会問題となっている
M.aviumが組換えを行う菌種であることはゲノム情報から推察されているものの、実験による再現が報告されて
いない。本研究は日本の M.aviumがどのような条件で何の遺伝子を交換しているのか解明することを見据え、そ
れを実現するための実験系構築とデータセット構築を目指したものである。得られる情報は今後のM.aviumを用
いた分子遺伝学実験や細菌GWAS研究に有用な知見を提供すると期待される。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
これまでの細菌種の地域多様化の研究は、特定宿主との共存に特化した菌種が研究対象とされ

てきた。私たちは、病原菌としても知られるが、主に自然環境や浴室に生息している非結核性

抗酸菌の 1 グループ Mycobacterium avium subsp. hominissuis（MAH）のゲノムを初めて集団規模

で比較し、本種が大規模な染色体断片の交換を行っているという証拠を得ていた（Yano et al., 

Genome Biol Evol 2017）。MAH の分子遺伝学的研究例はこれまでになく、本種が染色体間の組

換えをどのような機構で行っているのかは不明であった。同じ抗酸菌でもヒト感染に特化した

結核菌（Mycobacterium tuberculosis）は、４万年前の共通祖先成立後、組換えをほとんど行わず

に世界に広がり地域多様化を遂げたというのが定説で、MAH と対照的である。細菌の DNA 交

換手段として、自然形質転換（細胞外 DNA の取り込み）、プラスミドを介した接合、ウイル

スを介した普遍形質導入が提案されている 。ウイルスが全ての MAH 分離株周辺に存在してい

るとは考えにくく、MAH は形質転換やウイルス以外の手段 (すなわち接合) を用いて長い染色

体断片を交換していると推測された。また、代表者は集団遺伝学的手法を用いて世界に分布す

る MAH の５系統を定義していた。東アジア２系統とそれ以外の系統間で細胞外糖脂質成分の

一つであるトレハロースの合成に関与するオペロンの配列が大きく異なっていること、また、

その領域が集団内で水平伝達されていることを情報科学的に発見していた。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、真核生物の有性生殖に対応する「接合を介したゲノムワイドにおこる組換え」に

よって、MAH が進化しているという仮説の妥当性を実験と集団ゲノム解析により検証するこ

とを目的とする。研究開始当初 (a) MAH の有性生殖の実証 (b) 東アジア型対立遺伝子の機能解

析 (c) 「シャワー水」分離株集団ゲノム解析という独立した３つの課題を設けていた。しか

し、研究開始後 MAH の分子遺伝学実験の困難さに直面したため研究計画を一部変更した。そ

のため課題は(1) 増加したゲノムデータを用いた MAH の遺伝的集団構造の解明 (2) 形質導入

実験が可能なモデル細菌株のスクリーニング (3) ロングリードとショートリードを用いたリフ

ァレンスゲノム作成となっている。浴室分離株集団ゲノム解析と GWASは次回の研究課題に持ち

越された。 

３．研究の方法 

 
• MAH 世界集団の遺伝的集団構造の解析 

2017 年に発表した論文では 35 株のゲノム情報のみが利用可能であったが、2018 年 2月の段階

で 125 株のデータが PATRICデータベースに登録されていた。これらをダウンロードした。

TH135 株の染色体配列（Genbank accession no. AP012556.1）をリファレンスとして、Parsnp 

(Treangen et al., Genome Biol. 2014;15:524) を用いてアライメント作成可能部分の SNP（48,972サ

イト）をリストした。この SNP のアライメントを BAPS (v 6) の mixture analysisおよび

admixture analysis に提供した。さらに TH135 ゲノムの対応するサイトに各株の SNP を埋め込ん

だ仮想ゲノムを 125 株分作成して、それを fastGEAR（Mostowy et al., Mol Biol Evol. 

2017;34:1167–82）による自由交配集団(分集団/Sequence Cluster(SC)）の検出とゲノム連鎖解析
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に基づいた lineageの推定に使⽤した。本解析の最中に、偶然、組換えのコールド領域を発⾒し
た。より定量的な評価をするため、Ordered painting(Yahara et al., Mol Biol Evol. 2014;31:1593–

605)を⽤いて、染⾊体上の多型サイトごとに組換え強度の定量化をした。 種の判別に使われる
16SrRNA遺伝⼦のように、系統マーカーとなる遺伝⼦を探すため、Rパッケージ PopGenome 

(Pfeifer et al., Mol Biol Evol. 2014;31:1929–1936) を利⽤して、組換えのコールド領域にあるコア
遺伝⼦を対象に、遺伝⼦アライメントの Haplotype diversity (H), Nucleotide diversity (pi) を算出
した。コア遺伝⼦の抜き出しは Roary v 3.7.0 （Page et al.,2015;31:3691–3693）、遺伝⼦アライメ
ント作成には PRANK v.150803（Löytynoja A, Goldman N. BMC Bioinformatics. 2010;11:579）を使
⽤した。 

• 形質導入実験が可能なモデル細菌株のスクリーニング 

アルバートアインシュタイン大学から分与していただいたトランスポゾンファージ phAE180 が

感染して効率よくプラークを作成する株を得ようとした。ファージの調整は Mycobacterium 

protocols (Parish and Brown編 Humana Press 2009; ISBN: 978-1-59745-207-6) に記載の方法に倣

い、Mycobacterium smegmatis MC2155 株を溶菌させて得られたファージを使用した。解析対象

は、浴室由来の 45 株および臨床株 2 株である。細菌株のファージ感受性はファージのスポット

テストで評価した。 

 

４．研究成果 

 

• MAH 世界集団の遺伝的集団構造の解析 

細菌の GWAS 研究をする上で、データセットをデザインする際、データセット内にどのような

系統が出現するか予測できた方がよい。代表者が GWAS 研究で設定する問題は、浴室あるいは

人というニッチに関連する細菌ローカス/アレルは何かであるが、その際、データセット内の細

菌株は同じ系統に属していた方が、ニッチ関連する細菌ローカス/アレルをピンポイントで見つ

けやすくなる。そのため、2018 年時点で増加した公開ゲノムを利用して世界の MAH の集団構

造を再び把握しておく必要があった。代表者は、2018 年 2月の段階で PATRICデータベースに

登録されていた 125 株のデータを元にして、コアゲノム上に出現する 48,972サイトの SNP を取

り出し、BAPS(v6)による分集団推定を行った。MAH の世界集団は６つの分集団 

(MahEastAsia1(EA1), MahEastAsia2(EA2), SC1, SC2, SC3, SC4) にわけられた。次に、SNP のポジ

ション情報を利用して、過去に起こった組換えで置き換わった染色体断片の単位（連鎖）を推

定し、２株で共有している染色体断片の割合をもとにゲノムの関連性を評価する fastGEAR 法

により、集団内の系統を定義した（図 1）。この解析の結果 BAPS解析から推定された分集団

に対応する６つの系統が推定された(図 1(a)) 。過去の研究よりもデータセットサイズが増えた

ことで、染色体の 0.8 Mbpポジションあたりでは系統間の組換えが起きる回数は少ない、とい

う特徴が見えてきた (図 1(b))。組換えがおきる頻度が少ないということは、その領域に SNP が

あれば、それらは特定の系統に固定されているということになる。そこで全ゲノムシーケンシ

ングをしなくても菌株の系統推定ができるようなマーカー遺伝子を、染色体アライメントに対

する組換え強度解析 (OrderedPainting)、遺伝⼦アライメントの Haplotype diversity (H)と
Nucleotide diversity (pi)を指標にして探した。その結果、SC2 と SC4 を１つの系統とみなした場

合、TH135株のMAH_0788 (cytochrome P450)の遺伝子のアライメントにおいて、概ね遺伝子配
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列が各系統ごとにユニークになり、かつ 系統内では多様性がほとんどないことがわかった。よ
ってこれらの遺伝⼦を系統マーカー遺伝⼦として提案した（Yano et al., BMC genomics 2019）。 

 
• 形質導入実験が可能なモデル細菌株のスクリーニング 

健常者浴室由来の 45 株、臨床株 2 株、TM4ファージの宿主として知られる M. smegmatis 

MC2155 のプラーク形成実験の結果の例を図 2 に示した。ポジティブコントロールの M. 

smegmatis にスポットした際、プラーク形成が確認できた（図 2左上）。これに対して、MAH

の日本分離株にファージをスポッとした際は、高濃度の TM4ファージをスポッとした場所で

は、MAH の増殖阻害が確認される株もあったが（図 2左下）、ファージのバーストにより形

成されるクリアゾーン(プラーク)形成自体はいずれの株でも確認できなかった。このことか

ら、日本に分布している EA1 系統や EA2 系統に属する MAH は、細胞内での TM4ファージの

増殖を抑制する何らかの機構を有していると推定された。以上の結果から、M. avium の有性生

殖の実証のためには、さらなるモデル細菌株のスクリーニングあるいは、ファージの改変の検

討が必要であることがわかった。 

 
図 1. (a) 菌の系統を表す階層的クラスタリング。(b) M. aviumの染色体上の系統間組み換え

の可視化。断片の色は染色体のドナーとなった系統である。(c) 組換え強度。Hi指標で-2.0

未満の領域を cold領域とみなしている。 (d) よく使用される Genotyping用マーカー遺伝子

の位置。赤：VNTRに使用される座、青: SNPによる菌種/亜種/系統同定に利用可能な座 

(Yano et al., BMC genomics 2019: https://doi.org/10.1186/s12864-019-6078-2) 
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• ロングリードとショートリードを用いたリファレンスゲノム作成 

過去の研究で公開した MAH4 株 (HP17, OCU873s_P7_4s (Yano et al 2017 内の記載は P7 株), 

OCU901s_S2_2s (S2 株), OCU464)のゲノム配列は PacioRSII ロングリードのみを利用した配列で

あり、イルミナリードによるエラー補正がされていなかった。また CAM177 株の登録アッセン

ブリー配列はショートリードのみを利用して得られたアッセンブリーであったので、contig の

数が多かった。すなわち、5 株のうち、いずれのゲノムの登録配列もリファレンスゲノムとし

ては適切とは言えない状態であった。そこで、3 株についてはすでに保有していたロングリー

ドの配列を Flye 2.6 でアッセンブリーし直し、さらにイルミナリードと Pilon 1.23、BWA 0.7.17

を用いてエラーの補正を行った。CAM177 株については受託解析により新たにロングリードを

得た。OCU901s_S2_2s と CAM177 の Pacbio RSIIリードについては Flye 2.6 より canu 1.8 と

circlator 1.5.2 の組み合わせを使用した場合の方が、アッセンブリー結果が良かったので、それ

らに株のゲノム配列については、canu/circlator によるアセンブル結果をイルミナリードで補正

したものを最終版とした。これら 5 株の補正後完全ゲノム配列は NCBI で公開済みである。こ

れにより M.avium が高い確率 (5 株のうち 4 株)でプラスミドを保有していることが判明した。

これらのプラスミドの遺伝子を利用して、MAH に対応したクローニングベクターを作成でき

る可能性がある。そこでプラスミドバイオロジー分野において集積された知見をまとめ、プラ

スミドベクターの作成に必要な知識を総説として発表した（Yano et al. Comput. Struct. 

Biotechnol. J. 17: 70-8. 2019:）。具体的には、集団内で安定なプラスミドベクターを構築するの

であれば、 (1) プラスミドベクターの G+C含量は宿主染色体のそれにマッチしている、(2) プ

ラスミドの分配に関わるサイトが含まれている、(3) multimer resolution に関わるサイトが含ま

れている、などの条件を満たす必要がある。 

 
図 2。TM4ファージ感染実験の結果の例。M. smegmatis MC2155株から調製したファージ溶液 10 ul

をM. aviumを含むソフトアガーにスポットしたのち、プレートを 30oCで 2週間培養した。その後、

プレートをフィルムスキャナーを用いて透過光設定にて撮影した。EA1, EA2は細菌株の属する系

統。4株ともファージのバーストは観察されなかった。 
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