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研究成果の概要（和文）：環境メタゲノム資源から、連続塩基・アミノ酸組成に基づく一括学習型自己組織化マップ（
BLSOM）を基に、環境中の微生物叢のための生物系統推定ソフトウェア、地球環境改善に役立つ新規微生物ゲノムの検
出手法、ならびに、それらが持つ環境浄化システムに関与する有用遺伝子候補の探索手法を開発した。新規性の高いゲ
ノム断片配列を微生物ゲノム別に再構成するための手法が開発でき、環境が保有する環境浄化システムを構成する微生
物や代謝遺伝子セットの全体像が把握でき、様々な微生物が持つ環境浄化システムの全体像把握に向けた情報学的スク
リーニング法としての活用も期待できる。

研究成果の概要（英文）：Metagenomics studies of uncultivable microorganisms in clinical and environmental 
samples should allow extensive surveys of genes useful in medical and industrial applications. BLSOM is th
e most suitable for phylogenetic assignment of metagenomic sequences because fragmental sequences can be c
lustered according to phylotypes, solely depending on oligonucleotide composition.
We constructed oligonucleotide-BLSOMs for all available sequences from species-known genomes, and by mappi
ng metagenomic sequences on this large-scale BLSOMs, we could predict phylotypes of individual metagenomic
 sequences, revealing a microbial community structure of uncultured microorganisms including viruses. This
 software will be freely available at our website. We also developed another BLSOM strategy for clustering
 metagenomic sequences according to genome, and for function prediction of poorly-characterized protein ge
nes obtained from metagenome analysis.
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１．研究開始当初の背景 
 
我々は、ゲノム配列の 3 連続や 4 連続塩基な
どの連続塩基頻度に着目し、超大量ゲノム配
列から生物種固有の配列特徴を俯瞰的に理
解可能とする一括学習型自己組織化マップ 
(BLSOM) を開発した。BLSOM は生物種名
の情報を計算の途中で一切与えずに、連続塩
基の出現頻度の類似性だけで、ゲノム配列断
片を生物種ごとに高精度に分離(自己組織化)
させる強力なクラスタリング能力を持つ。さ
らに、並列計算に適したアルゴリズムとなっ
ており、地球シミュレータのような高性能計
算機を用いた超大規模解析も可能である。
2008 年以降、次世代シークエンサーの登場
によって、大量のゲノム配列の解読が一度に
可能となった。大規模メタゲノム解析も精力
的に実施され、微生物が持つ環境浄化システ
ムの全体像把握が進められている。環境メタ
ゲノム配列は、混合ゲノム試料をクローン化
した際に短く断片化（泣き別れ）した大量の
ゲノム配列断片である。もとのゲノムへの再
構成が難しいため、環境メタゲノム配列にど
れだけの生物種がどのような割合で混在し
ているのか、代謝系遺伝子セットを単独の微
生物種が保有しているのか等を推定するこ
とが困難である。相同性検索とは全く異なっ
た原理に基づく超大規模データ解析技術の
確立が求められている。 
我々は、連続塩基頻度のみに着目した
BLSOM で、ゲノム配列断片の大半を生物種
により高精度に分類できる知見を基に、メタ
ゲノム配列に対する系統推定が可能なこと
を世界に先駆けて見出した。日本国内の実験
研究者との共同研究を通じて、実験グループ
が解読したメタゲノム配列データを対象に
BLSOM 解析を行い、論文発表を行っている。 
 
２．研究の目的 
 
環境メタゲノム資源から、地球環境改善に役
立つ新規微生物ゲノムや、それらが持つ環境
浄化システムに関与する有用遺伝子候補の
探索手法を開発する。新規性の高いゲノム配
列断片を微生物ゲノム別に再構成するため
のアノテーション手法が開発できれば、環境
が保有する環境浄化システムを構成する微
生物や代謝遺伝子セットの全体像が把握で
きる。既知微生物による浄化に関与する酵素
群をカタログ化することによって、様々な微
生物が持つ環境浄化システムの全体像把握
に向けた情報学的スクリーニング法として
の活用も期待できる。 
 
３．研究の方法 
 
我々が開発してきた連続塩基組成を基にし
た一括学習型自己組織化マップ(BLSOM)を用
いて、環境メタゲノム配列に対する系統推定
法の開発を行ってきたが、本研究では、BLSOM

を活用して、大量メタゲノム配列からの更な
る知識発見を可能とするため、以下の 4点に
ついての研究開発を行う。 
① 生物系統ソフトウェアの開発と公開 
② 短いメタゲノム配列断片に対する系統

推定精度の向上に向けた改良 
③ メタゲノム配列群からの新規微生物ゲ

ノム検出手法の開発 
④ 有用遺伝子探索のためのタンパク質機

能推定システムの開発 
 
新規性の高いゲノム配列断片を微生物ゲノ
ム別に再構成するための検出手法を開発し、
環境が保有する環境浄化システムの構成要
素の全体像の把握を試みる。 
 
４．研究成果 
（１）生物系統推定ソフトウェアの公開 
 
メタゲノム解析により、全地球レベルでの生
物生態系の把握を目標にした大規模解析も
可能になってきた。メタゲノム配列データは
新規性の高い微生物種が優占種となる場合
も多く、既知微生物配列との配列相同性検索
では、新規微生物種の存在を検出することが
困難である。BLSOM を用いて、連続塩基頻度
のみに着目することでゲノム配列断片の大
半を生物種ごとに高精度に分類できる知見
を基に、既知微生物を対象にした BLSOM 解析
結果にメタゲノム配列を照合（マッピング）
することで、生物系統が推定できる手法を開
発してきた。本手法を組み込んだソフトウェ
アとして、PEMS（Phylogenetic Estimation of 
Metagenomic sequence using BLSOM）を公開
した
（http://bioinfo.ie.niigata-u.ac.jp/?PE
MS_Soft）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図1. 生物系統推定ソフトウェアPEMSの概要 
 
本ソフトウェアの概要を図 1に示す。入力画
面にて、マルチ FASTA 形式のメタゲノム配列
を投入し、実行する。その際、STEP2 の
【Threshold】にて、近傍中に含まれる生物
種の割合（デフォルト 40）を変更できる。な
お、プログラムでの最小長は、300 塩基であ
り、300 塩基未満は自動的に除去される。本
プログラムの実行時間は利用する PC の CPU
とメモリ量で大きく変わるため、大量のメタ
ゲノム配列データを投入する場合には、注意



が必要である。実行完了後、【Category View】
をクリックすることで、各配列の推定結果一
覧、各レベルでの BLSOM マップ上でのマッピ
ング結果、各系統レベルでの推定結果の集計
データの取得などができる。また、マッピン
グを行う BLSOM マップを換えることで、真核
生物やウイルス等の他の生物系統について
も推定可能である。国内外の実験グループと
の共同研究により、本ソフトウェアを活用し
て、論文発表も行った（4, 9）。 
 
（２）短いメタゲノム配列断片に対する系統
推定精度の向上に向けた改良 
 
PEMS は、300 塩基以上のメタゲノム配列を想
定した手法であり、次世代シーケンサから産
出される大量の短いメタゲノム配列 (100～
300 塩基程度) に対しては、照合の際の正規
化に伴うエラーが生じやすく、生物系統推定
の精度が低下する。 
短いメタゲノム配列に対する高精度な生物
系統推定法の確立を目指し、ゲノム配列断片
の 4連続塩基頻度計算時に 1塩基や 2連続塩
基組成を考慮した連続塩基配列組成計算法
を開発し、既知生物ゲノムを対象にした
BLSOM マップを作成し、検証を行った。原核
生物完全長ゲノム 808 種を対象に、ゲノム配
列断片の4連続塩基の実測値とゲノム配列中
の1塩基組成から算出された期待値の比を用
いて BLSOM 解析を行うことで、断片化サイズ
2.5kb でも断片化サイズ 5kb と同等以上の分
解能が得られた。照合するための既知生物全
ゲノムのBLSOMマップに用いる断片化サイズ
を短くすることができ、短いメタゲノム配列
に対する生物系統推定の精度向上が可能と
なった。 
さらに、短いメタゲノム配列断片に対する系
統推定を行うための分子マーカーとして、
tRNA 遺伝子に着目した。tRNA 遺伝子は、配
列長が 76～120 塩基程度であり、次世代シー
クエンサーより産出される100塩基程度の短
いゲノム断片配列にも tRNA 遺伝子がコード
されており、既存の方法では困難であった短
い断片配列を対象にした系統推定に有効な
手段の一つとなりえる。tRNA 遺伝子間の系統
保存性を検証したところ、保存性が非常に高
く、系統分子マーカーとして利用可能であっ
た（2, 19）。我々が構築している tRNA 遺伝
子データベース tRNADB-CE に、メタゲノム配
列から探索された tRNA 遺伝子も格納し、既
知生物種由来の tRNA 遺伝子との相同性によ
って、生物系統推定可能な機能を開発し、公
開している。 
 
（３）メタゲノム配列群からの新規微生物ゲ
ノム検出法の開発 
 
次世代シークエンサーから産出される大量
の短いメタゲノム配列データに対して新規
微生物ゲノムごとの検出が非常に困難であ

る。取得されたメタゲノム配列情報のみを使
用し、環境特異的な微生物群集の構造を検出
する手法として、着目するメタゲノム配列と
各配列に対して 1塩基組成や 2連続塩基組成
を保持して作成したランダム配列を混合さ
せた BLSOM 解析を開発した。次世代シークエ
ンサー由来の短いメタゲノム配列データに
も対応できるかを検証するために、既知微生
物 3 種を対象に、BSLOM での解析条件（反映
させる塩基組成やBLSOM実行時に使用する連
続塩基）の検討を行い、断片化サイズ 300bp、
２連続塩基を反映させたランダム配列を加
えた縮退４連続塩基にて、各既知微生物の
80%程度を、生物種情報を用いることなく、
クラスタとして分離することができた。現在、
メタゲノム解析で主に使用される次世代シ
ーケンサのロシュ社 GS FLX Titanium の平均
長（350bp）よりも短い配列を対象にでき、
実際のメタゲノムデータを用いた解析では、
新規性の高い微生物を含むゲノムごとのク
ラスタを検出することができた。本手法によ
って、次世代シーケンサ由来メタゲノム配列
データに対して、効率的な新規微生物ゲノム
の検出が可能である。 
 
（４）有用遺伝子探索のためのタンパク質機
能推定システムの開発 
 
配列相同性検索で機能が推定出来ないタン
パク質の配列が、利用価値が低いままに大量
にデータベースに集積している。配列相同性
検索に依存しない情報学的手法の確立が重
要である。オリゴペプチド頻度を対象にした
BLSOM を用いることで、タンパク質類が機能
を反映した分離を起こすことを見出した。こ
の成果を用いて、植物由来の２次代謝関連酵
素タンパク質の特徴抽出を目的に、公開され
ている全植物と原核生物由来のタンパク質
アミノ酸配列（721,266 配列）を対象に、200
アミノ酸ごとに断片化した配列（配列断片
数：1,752,300）の２連続アミノ酸組成（400
次元）に基づく BLSOM 解析を行った。植物由
来の２次代謝関連酵素タンパク質としてテ
ルペン、アルカノイド、フラボノイド、イソ
フラボノイドに着目し、作成した BLSOM マッ
プへ各々のアミノ酸配列をマップしたとこ
ろ、酵素タンパク質ごとにクラスタが形成さ
れており、機能に特化したアミノ酸配列組成
を持つことが明らかとなった（8）。また、
BLSOM 上でマップされた格子点のばらつきを
見ることで、２次代謝関連酵素の機能として
の多様度を示す指標となることが明らかと
なった。また、機能ごとにクラスタが形成さ
れていた領域には、既知未知な植物由来タン
パク質も多く含まれており、それらが２次代
謝関連酵素としての機能を持つ可能性が高
いと考えられる。 
本手法を用いることで、大量に蓄積されるタ
ンパク質アミノ酸配列群に対し、機能既知タ
ンパク質類の特徴抽出、ならびに、機能未知



タンパク質への機能推定をシステマティッ
クに行うことが可能であり、産業的・医学的
に有用な機能を持つタンパク質類への応用
が可能である。 
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