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研究成果の概要（和文）：蛋白質をコードする塩基配列の解析において、同義置換速度と非同義
置換速度を比較することによってアミノ酸配列レベルに働く自然選択圧を検出する新しい方法
として系統樹ウインドウ解析法を考案し、さらにCpGジヌクレオチドにおける高突然変異率も考
慮できるようにした。また、自然選択圧の検出においてはアミノ酸配列の多重整列をコドンに変
換することは推奨されないことを提唱した。インフルエンザウイルスについては熱帯地域におい
てつねに抗原性を変化させて宿主の免疫から逃避し続けていることを明らかにし、新しい遺伝子
再集合検出法を開発した。 
 
研究成果の概要（英文）：A phylogenetic window analysis method was developed for detecting 
chronological changes in natural selection.  CpG hypermutability was also taken into 
account for detecting natural selection.  It was clarified that converting the alignment 
of amino acid sequences into that of codon sequences causes biased inference of natural 
selection.  Influenza virus appeared to escape from host immune responses continuously 
in the tropical region.  A method for detecting reassortment from a large number of 
genomic sequences was also developed.   
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１．研究開始当初の背景 
（1）任意の蛋白質において、それぞれのア
ミノ酸座位に働いている自然選択圧を検出
することは、アミノ酸座位が担う生物学的機
能を知るためにも、また、機能と自然選択圧

との関係を知るためにもきわめて重要であ
る。研究代表者は、任意の蛋白質をコードす
る遺伝子について複数の塩基配列を系統樹
を用いて比較し、それぞれのコドン座位にお
いて系統樹全体で起こった同義置換数（コー
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ドするアミノ酸を変えない塩基置換数）と非
同義置換数（コードするアミノ酸を変える塩
基置換数）を最大節約法を用いて推定し比較
することによって自然選択圧を検出する方
法（鈴木－五條堀法）を開発し、そのプログ
ラム・パッケージである ADAPTSITE を作成し
てインターネットを通じて無償で配布して
いる。他の研究グループにより、コドン置換
行列を仮定して同義置換速度と非同義置換
速度をベイズ推定にもとづいて比較する方
法（ヤン法）も開発されたが、研究代表者ら
はこれらの方法をコンピューター・シミュレ
ーションと実際の配列解析を用いて比較し、
鈴木―五條堀法がヤン法よりも信頼性が高
いことを示した。また、鈴木―五條堀法の改
良による適用範囲の拡大、コドン置換行列を
取り入れ最尤法を用いて任意の蛋白質にお
けるそれぞれのアミノ酸座位に働いている
自然選択圧を検出する方法の開発、蛋白質の
立体構造上の領域において自然選択圧を検
出する方法の開発を行い、コンピューター・
シミュレーションと実際の配列解析による
信頼性の評価、ADAPTSITE への実装、ウイル
スならびに宿主の蛋白質解析への応用、を行
ってきた。さらに、ウイルス蛋白質の解析に
より、研究代表者らは、一般にワクチンや抗
ウイルス薬の効果が高いウイルスにおいて
はその標的アミノ酸領域には正の自然選択
圧が働いているアミノ酸座位は存在せず、効
果が低いウイルスにおいては標的領域に正
の自然選択圧が検出されることを発見した。
このことから、一般に効果の高いワクチンや
抗ウイルス薬を開発するためには強い負の
自然選択圧が働いているアミノ酸座位を標
的として用いるべきであることなどを提唱
した。 
 
２．研究の目的 
（1）本研究課題においては、「蛋白質の立体
構造を考慮したアミノ酸置換と自然選択圧
の関係の解明」に向けて、まずはゲノム配列
データから自然選択圧を検出する方法の開
発と整備を行う。蛋白質をコードする塩基配
列において、アミノ酸を変化させない塩基置
換（同義置換）の速度とアミノ酸を変化させ
る塩基置換（非同義置換）の速度を比較する
ことによってアミノ酸配列レベルに働く自
然選択圧を検出することができるが、新しい
自然選択圧検出法として、系統樹上で時間の
幅としてウインドウを開き、ウインドウ内で
生じた同義置換数と非同義置換数を比較す
ることによって、自然選択圧の時間的変化や
一時的に働いた自然選択圧を検出できる方
法（系統樹ウインドウ解析法）を開発する。 
 
（2）同義置換速度と非同義置換速度を比較し
て自然選択圧を検出する際には、塩基配列に

おける突然変異のパターンを考慮に入れる必
要がある。脊椎動物や植物のゲノムでは、CpG
ジヌクレオチドにおいて突然変異率が高く、
これを考慮に入れないと同義置換速度と非同
義置換速度の比較が正確になされず、自然選
択圧検出において誤った結果が得られること
がある。そこで、CpGジヌクレオチドにおける
高突然変異率を考慮に入れた新しい自然選択
圧検出法を開発する。 
 
（3）系統樹中の特定の枝において、いくつか
のアミノ酸座位に働いた正の自然選択圧を検
出できる方法として最近頻繁に用いられてい
るbranch-site testは、多くのアミノ酸座位
を正の自然選択圧が働いたとして検出するが
、結果の信頼性についてはあまり評価されて
こなかった。そこで、コンピューター・シミ
ュレーションならびに実際の配列解析からそ
の信頼性を評価する。 
 
（4）同義置換速度と非同義置換速度の比較
を行うためには、蛋白質をコードする塩基配
列間で相同なコドンを多重整列する必要が
あるが、コドンの多重整列はしばしば、アミ
ノ酸を用いて作成された多重整列をコドン
に変換することによって行われてきた。しか
しながら、塩基配列のレベルで挿入・欠失が
起こってもそれがアミノ酸配列の長さを変
えないこともあり、この方法によって作成さ
れたコドンの多重整列を用いて同義置換速
度と非同義置換速度の比較を正確に行うこ
とができるのかはよく分かっていなかった
ため、この方法の信頼性を検証する。 
 
（5）H3N2亜型のインフルエンザA型ウイルス
は、東南アジアや熱帯地域では通年流行が観
察されるが、そこでは抗原性の進化は断続的
に起こり、免疫逃避もそれに伴って断続的に
生じていると考えられてきた。しかしながら
、抗原性の進化は連続的であるという報告も
あり、どちらが真実なのか分かっていない。
そこで、この問題を解決すべく、系統樹上に
おいて熱帯地域での進化と考えられる枝にお
ける自然選択圧の時間的変動を検出する。 
 
（6）インフルエンザウイルスは7-8本の分節
状のゲノムを持つため、同一の細胞に複数の
ウイルスが重感染するとゲノム分節単位での
組換え、すなわち遺伝子再集合が起こること
がある。インフルエンザウイルスは遺伝子再
集合によって抗原性を大きく変化させ、世界
的大流行を起こしてきた。そこで、分節状の
ゲノムを持つウイルスについて、進化の過程
で起こった遺伝子再集合を、大量のゲノム配
列データから効率良く検出するための方法を
開発する。 
 



 

 

３．研究の方法 
 
（1）系統樹ウインドウ解析法として自然選
択圧の時間的変動を検出するためには、系統
樹上で時間の幅としてウインドウを開き、ウ
インドウ内で観察される同義置換数と非同
義置換数を比較する。このためには、まず、
時間に対して比例して増加すると考えられ
る同義置換数を用いて系統樹を作成する。そ
の系統樹において時間の幅としてウインド
ウを開き、それぞれの枝における同義置換数
と非同義置換数を、ウインドウに重なった枝
長に比例させて分配する。それぞれのウイン
ドウについて同義置換速度と非同義置換速
度を比較することにより、自然選択圧を検出
する。 
 
（2）CpGジヌクレオチドにおける高突然変異
率を考慮して同義置換速度と非同義置換速度
を比較するためには、従来は、突然変異率は
塩基座位ごとに独立であると仮定されてきた
が、それぞれの塩基座位の突然変異率は隣の
塩基座位の状態に依存すると仮定する必要が
ある。そのためには、従来は同義置換数と非
同義置換数の算出はコドンを単位とした比較
を行ってきたが、コドンに隣り合う2塩基も含
めた5塩基の比較を行う。 
 
（3）branch-site testにおいては、正の自然
選択圧を検出する対象となる枝以外の枝では
、正の自然選択圧は働かなかったと仮定され
ているが、実際にそのような仮定が満たされ
る保証はない。したがって、仮定が満たされ
ていない場合でも正の自然選択圧検出の信頼
性が低下しないかどうかを中心的な検討課題
として、コンピューター・シミュレーション
を行う。さらに、視物質蛋白質では、進化の
過程で正の自然選択圧が働いたアミノ酸置換
が実験的に明らかにされているので、実験結
果とbranch-site testで得られた結果が合う
かどうかを検証する。 
 
（4）アミノ酸を用いて作成された多重整列
をコドンに変換して得られたコドンの多重
整列を用いて計算された非同義置換速度/同
義置換速度の比を、アミノ酸配列の多重整列
と塩基配列の多重整列の共通部分として抽
出されたコドンの多重整列を用いて計算さ
れた非同義置換速度/同義置換速度の比と比
較することによって、どの程度、非同義置換
速度/同義置換速度の比が前者で過大推定さ
れるのかを検証する。 
 
（5）H3N2亜型のインフルエンザA型ウイルス
のヘマグルチニンの系統樹において、熱帯地
域や東南アジアでの進化と考えられる枝にお
いて、同義置換速度と非同義置換速度を比較

し、正の自然選択圧が時間に対して一定に検
出されるのか、断続的に検出されるのかを検
証する。 
 
（6）インフルエンザウイルスやロタウイルス
などの分節状のゲノムを持つウイルスにおい
て遺伝子再集合を検出する新しい方法として
、全ゲノム分節の塩基配列が決定されている
ウイルス株からランダムに4株をサンプリン
グし、それぞれのゲノム分節において系統樹
を作成し、全ての系統樹の信頼性が高い場合
にゲノム分節間で系統関係を比較することに
よって、その違いとして過去に起こった遺伝
子再集合を検出する。そして、サンプリング
を繰り返すことによって、全ての組合わせの
ゲノム分節間における遺伝子再集合の有無、
遺伝子再集合のパターン、それぞれのパター
ンの遺伝子再集合が起こった進化的な時期の
推定を行う。 
 
４．研究成果 
 
（1）新しい自然選択圧検出法として、系統樹
上で時間の幅としてウインドウを開き、ウイ
ンドウ内で生じた同義置換数と非同義置換数
を比較することによって、自然選択圧の時間
的変化や一時的に働いた自然選択圧を検出で
きる方法（系統樹ウインドウ解析法）を考案
した。この方法を用いて、C型肝炎ウイルスの
感染個体内からサンプリングされた時系列配
列データを解析することにより、C型肝炎ウイ
ルスの中和抗原領域には正の自然選択圧が断
続的に働いていることが示された。 
  
（2）同義置換速度と非同義置換速度を比較す
ることによってアミノ酸配列レベルに働く自
然選択圧を検出できる新しい方法として、CpG
ジヌクレオチドにおける高突然変異率を考慮
に入れることができる方法を考案した。コン
ピューター・シミュレーションにより、新し
い方法は従来の方法に比べて、CpGジヌクレオ
チドで高突然変異がある場合にも正確に正・
負の自然選択圧を検出できることが明らかに
なった。また、プロタミンは従来、哺乳類で
正の自然選択圧が働いている典型的な蛋白質
と考えられてきたが、CpGの含有量がコドン全
体の15%と高く、新しい方法を適用することに
よって、従来の方法で検出されてきた正の自
然選択圧は、CpGの高突然変異率を考慮に入れ
られなかったためのアーティファクトであり
、実際には負の自然選択圧が働いている可能
性が示唆された。 
 
（3）系統樹中の特定の枝において、いくつか
のアミノ酸座位に働いた正の自然選択圧を検
出する方法として最近頻繁に用いられている
branch-site testについて、コンピューター



 

 

・シミュレーションによってその結果の信頼
性を評価したところ、この方法は、理論的に
正の自然選択圧を検出し得ない位少ない塩基
置換しか起こっていない場合でも正の自然選
択圧を検出することがあること、またそれが
起こるのはおもに、枝の両端にあるコドンの
間で複数の非同義置換が起こったことが推測
される場合であることが明らかになった。さ
らに、これまで実験的に正の自然選択圧が働
いたアミノ酸置換が特定されてきている視物
質蛋白質について、branch-site testを用い
て配列解析を行ったところ、この方法で正の
自然選択圧が働いたと推測されるアミノ酸置
換のセットと、実験的に証明されてきた正の
自然選択圧が働いたアミノ酸置換のセットは
、全くオーバーラップしないことが明らかに
なった。 
 
（4）非同義置換速度/同義置換速度の比を求
める際に、コドンの多重整列を、アミノ酸配
列を用いて多重整列を作成してからそれを
コドンに変換することによって作成した場
合と、アミノ酸配列を用いて作成された多重
整列と塩基配列を用いて作成された多重整
列で共通に整列されているコドン座位を抽
出することによって作成した場合では、前者
が後者よりも非同義置換速度/同義置換速度
（dN/dS）の比が大きく推定されることが明
らかになった。これは、アミノ酸配列を用い
て作成された多重整列と塩基配列を用いて
作成された多重整列の間で不整合が起きて
いるコドン座位では、dN/dS 比が大きくなっ
ていることを示している。不整合が起こって
いるコドン座位で観察された大きな dN/dS比
が、アミノ酸の保存度が低いためなのか、多
重整列のエラーによるものなのかを推測す
るために、不整合が起こっているコドン座位
を、ペアワイズの配列比較では不整合が起こ
っていないが他の配列で不整合が起こって
いるコドン座位と、ペアワイズの配列比較で
不整合が起こっているコドン座位に細分し
たところ、前者では同義置換数が整合コドン
座位と同程度であることから、コドンの多重
整列の信頼性は高いと考えられ、後者では同
義置換数が非常に高く、多重整列の信頼性は
低いと考えられた。dN/dS 比は、前者では整
合コドン座位よりも高く、確かに不整合コド
ン座位は整合コドン座位よりもアミノ酸の
保存度が低いと考えられたが、後者では
dN/dS 比が非常に高かった。後者のコドン座
位は多重整列全体の 1-9%であった。後者の
dN/dS 比を前者のそれで推定し、真の比を推
定したところ、多重整列されたアミノ酸配列
をコドン配列に変換することによって、
5-43%程度、dN/dS 比が過大推定されていると
考えられた。 
 

（5）H3N2亜型のインフルエンザA型ウイルス
のヘマグルチニンについて、熱帯地域や東南
アジアでの進化と考えられる枝だけを取り出
し、さらにこれまでの実験で抗原性の変化が
起きたと考えられる枝と起きなかったと考え
られる枝に分類して、それぞれの枝において
自然選択圧の検出を行ったところ、両方の枝
において正の自然選択圧が検出された。この
ことから、H3N2亜型のインフルエンザA型ウイ
ルスのヘマグルチニンは、これまでは抗原性
が変化していないと考えられていた枝でも、
連続的に抗原性を変化させて宿主の免疫応答
から逃避し続けながら進化していることが示
唆された。 
 
（6）分節状のゲノムを持つウイルスについて
、進化の過程で起こった遺伝子再集合を検出
する新しい方法として、全ゲノム分節の塩基
配列が決定されているウイルス株からランダ
ムに4株をサンプリングし、それぞれのゲノム
分節において系統樹を作成し、全ての系統樹
の信頼性が高い場合にゲノム分節間で系統関
係を比較することによって、その違いとして
過去に起こった遺伝子再集合を検出、さらに
サンプリングを繰り返すことによって、全て
の組合わせのゲノム分節間における遺伝子再
集合の有無、遺伝子再集合のパターン、それ
ぞれのパターンの遺伝子再集合が起こった進
化的な時期の推定を行うことができる方法を
開発した。この方法をヒトインフルエンザウ
イルスのゲノム配列に適用することにより、
ヒトにおけるこれまでの進化の過程で全ての
ゲノム分節間で遺伝子再集合が起こったこと
が明らかになった。さらに、いくつかの遺伝
子再集合についてはそれが起こった時期を正
確に推定することができた。 
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