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研究成果の概要（和文）：本研究課題においては、蛋白質の進化の過程で断続的に働いた自然選択を検出できる方法の
アルゴリズム開発、ならびに実際の配列解析への応用としてH3N2亜型ヒトインフルエンザウイルスのヘマグルチニン蛋
白質におけるN-結合型糖鎖付加部位数の変化に働いた自然選択の検出を行った。その結果、H3N2亜型ヒトインフルエン
ザウイルスはヘマグルチニン蛋白質にN-結合型糖鎖を付加することにより免疫から逃避し続けていることが示唆された
。本研究課題で開発された方法は生物の進化機構の解明に広く応用することができ、またインフルエンザウイルスにつ
いて得られた結果は治療法や予防法を考える上で重要な知見と考えられる。

研究成果の概要（英文）：In the present study, a method for detecting natural selection at single amino 
acid substitutions is developed and applied to infer the evolutionary mechanism operating on the change 
in the number of N-liked glycosylation sites in the hemagglutinin protein of H3N2 human influenza A 
virus. Positive selection is detected for the amino acid substitutions generating N-linked glycosylation 
sites, suggesting that N-linked glycans shield antigenic sites from immune responses. The method 
developed in the present study is applicable to a wide variety of evolutionary problems and the results 
obtained from the analysis of influenza A virus are useful for prophylaxis and treatment against 
influenza A virus.

研究分野：分子進化学
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１．研究開始当初の背景 
(1) 蛋白質の進化の過程で働いてきた自然
選択を検出することは、その蛋白質の機能や
進化機構を解明する上で重要である。分子進
化学において蛋白質に働く自然選択は、しば
しばそれをコードする塩基配列に進化の過
程で蓄積されてきた同義置換（アミノ酸を変
えない塩基置換）の数と非同義置換（アミノ
酸を変える塩基置換）の数を統計学的に比較
することで検出される。すなわち、（同義置
換数 > 非同義置換数）ならば負の自然選択、
（同義置換数 < 非同義置換数）ならば正の
自然選択、（同義置換数 = 非同義置換数）な
らば自然選択なしと判定される。特に正の自
然選択は生物個体の生存あるいは生殖を有
利にする突然変異に働くため、それを検出す
ることは生物学的に興味深く、研究代表者は
これまでに様々な方法を開発してきたが、現
行の方法論では非同義置換数が同義置換数
よりも統計学的に多い場合にしか検出され
ないため、ある遺伝子で有利な突然変異が繰
り返し生じてきていない限り正の自然選択
は検出されない。しかしながら生物学的にあ
る遺伝子の進化の過程で有利な突然変異が
繰り返し生じることは稀と考えられ、進化の
過程で一度だけ生じた有利な突然変異に働
いた正の自然選択を検出する方法の開発が
必要である。 
 
２．研究の目的 
(1) 蛋白質の進化の過程で一度だけ生じた
正の自然選択を検出できる方法のアルゴリ
ズム開発 
(2) 実際の配列解析への応用として、イン
フルエンザウイルスのヘマグルチニン蛋白
質における N-結合型糖鎖付加部位数の変化
に働いた自然選択の検出 
 
３．研究の方法 
(1) 新しい方法では、任意の蛋白質の系統
樹におけるある枝で起こったアミノ酸置換
に着目し、そのアミノ酸置換に正の自然選択
が働いたかどうかを統計学的に検定する。そ
のアミノ酸置換が個体の生存や生殖を有利
にしたために正の自然選択が働いて集団中
に固定したとすると、生物集団のその後の進
化において外的な要因が変化しない限り、逆
向きのアミノ酸置換突然変異は個体の生存
あるいは生殖を不利にするため負の自然選
択が働くと考えられ、それを検出することに
より間接的にもとのアミノ酸置換に正の自
然選択が働いたことを示すのである。 
 逆向きのアミノ酸置換突然変異に働いた
負の自然選択を検出するアルゴリズムとし
ては、系統樹中でもとのアミノ酸置換が起こ
った枝より後の枝を解析対象として、それら
の枝において逆向きのアミノ酸置換を生じ
させる非同義置換速度と同義置換速度を比
較し、前者が後者よりも遅いことを示せばよ
いと考えられる。 

(2) H3N2 亜型ヒトインフルエンザウイルス
は 1968 年に自然宿主である水禽からヒトに
種間伝播しヒト集団内で季節性に流行する
ようになってから、ヘマグルチニン蛋白質で
特異的に N-結合型糖鎖の付加部位数が増加
してきたことが知られている。実験的に N-
結合型糖鎖は抗体の抗原領域への結合を阻
害できるだけでなく、ヘマグルチニン蛋白質
のシアル酸受容体への結合も阻害してしま
うため、ヘマグルチニン蛋白質における N-
結合型糖鎖付加座位数の増加は、インフルエ
ンザウイルスの適応度を上げるために正の
自然選択が働いたことによって増加したの
か、ウイルスの生存や複製に有利にも不利に
も働かなかったが突然変異パターンの偏り
によって中立的に増加したのか不明である。
これを検証するために本研究課題で開発さ
れる方法を適用する。 
 国際塩基配列データベースから H3N2 亜型
ヒトインフルエンザウイルスのヘマグルチ
ニン蛋白質をコードする遺伝子の塩基配列
を全て抽出し系統樹を作成して、N-結合型糖
鎖付加部位が増加した枝ならびに増加に寄
与したアミノ酸置換を特定し、その後の進化
において逆方向のアミノ酸置換を生じさせ
る非同義置換速度が同義置換速度よりも遅
くなっているかどうかを統計的に検定する
ことによって、N-結合型糖鎖付加部位の増加
の進化機構を推測する。 
 
４．研究成果 
(1) 平成 26年度においては、任意の蛋白質
をコードする複数の塩基配列をもちいて作
成された系統樹において、特定の枝で起こっ
たと推測されるアミノ酸置換に着目し、その
アミノ酸置換に正の自然選択が働いたかど
うかを統計的に検定する方法を考案した。そ
の方法は、系統樹において目的のアミノ酸置
換よりも後の枝において、逆向きのアミノ酸
置換を生じさせる非同義置換速度と同義置
換速度を統計的に比較し、非同義置換速度が
同義置換速度よりも遅いことを検出するこ
とで逆向きのアミノ酸置換に負の自然選択
が働いていることを示すことにより、間接的
に目的のアミノ酸置換に働いた正の自然選
択を検出するという方法である。研究代表者
らによってこれまでに開発されてきた自然
選択検出法を発展させることによってこの
比較が可能であることが明らかになった。す
なわち、系統樹において各内部結節の祖先配
列を最尤法などをもちいて推定し、対象とし
たアミノ酸座位で適応度を高めたと考えら
れるアミノ酸を祖先に持つ枝に着目する。そ
れらの枝において、逆向きのアミノ酸変異を
起こし得る非同義的な突然変異率（sNR）と
同義的な突然変異率（sS）を 2 parameter 
modelなどの塩基置換モデルを仮定すること
により計算する。ここでは転移型突然変異率
と転換型突然変異率の比を考慮に入れ、突然
変異率の偏りによる影響を排除する。すると、



それらの枝で実際に観察される逆向きの非
同義置換の数（cNR）と同義置換の数（cS）
は、逆向きの非同義置換に正の自然選択が働
いていれば（cNR/sNR > cS/sS）、負の自然選
択が働いていれば（cNR/sNR < cS/sS）、自然
選択が働いていなければ（cNR/sNR = cS/sS）
という関係になると期待されるので、
（cNR/sNR = cS/sS）を帰無仮説とし、統計
的に有意に（cNR/sNR < cS/sS）の関係が支
持されるとき、もとのアミノ酸置換には正の
自然選択が働いたと推測する。C 言語をもち
いてこの方法を実装したコンピューター・プ
ログラムを作成した。従来の正の自然選択検
出法においては、非同義置換数が同義置換数
よりも統計的に多く観察されたときにのみ
正の自然選択が検出されるため正の自然選
択を検出するためには多くの非同義置換が
生じていることが必要であったが、新しい方
法では非同義置換数が同義置換数よりも少
ない場合に正の自然選択が検出されるため
非同義置換数が少なければ少ないほど正の
自然選択を検出しやすくなり、従来の方法よ
りも適用範囲が格段に広がると考えられる。
また、生物学的に極めて興味深い革新的な機
能や構造の創出の多くは進化の過程で一度
あるいは小数回しか生じていないと考えら
れるため、新しい方法によりこれらに働いた
正の自然選択も検出することができるよう
になると期待される。 
(2) 平成 27 年度においては、平成 26 年度
に開発された蛋白質に断続的に働いた正の
自然選択を検出する方法の実際の配列解析
への応用として、H3N2 亜型ヒトインフルエン
ザウイルスのヘマグルチニンにおいて N-結
合型糖鎖付加部位数の変化に働いた自然選
択の検出を試みた。H3N2 亜型ヒトインフルエ
ンザウイルスのヘマグルチニンにおいては
進化の過程で N-結合型糖鎖付加部位数が増
加してきたことが知られている。N-結合型糖
鎖は実験的に抗体のヘマグルチニンへの結
合を阻害することが示されているが、一方で
インフルエンザウイルスのシアル酸受容体
への結合も阻害してしまうことが示されて
おり、N-結合型糖鎖付加部位数の増加がどの
ような進化機構で生じてきたのかは不明で
ある。そこで国際塩基配列データベースに登
録されている H3N2 亜型ヒトインフルエンザ
ウイルスのヘマグルチニンをコードする遺
伝子の塩基配列を2,043本抽出して系統樹を
作成し、系統樹の各内部結節における祖先配
列を最尤法をもちいて推定することにより
N-結合型糖鎖付加部位数が増加した枝を特
定し、63、124、126、133、144、173、248 番
目のアミノ酸座位において N-結合型糖鎖付
加部位数を増加させるアミノ酸置換が生じ
たことが明らかにされた。そこで、系統樹の
その後の枝において N-結合型糖鎖付加部位
数を増加させたアミノ酸置換と逆向きのア
ミノ酸置換を起こす非同義置換速度と同義
置換速度を、転移型塩基置換突然変異率と転

換型塩基置換突然変異率の比の観察値とし
て得られた4.057をもちいることにより突然
変異率の偏りを排除しながら統計的に比較
したところ、それぞれのアミノ酸置換につい
ては逆向きのアミノ酸置換突然変異に自然
選択は検出されなかったが、これらのアミノ
酸座位全体については、逆向きのアミノ酸置
換突然変異に、危険率 0.0477 で負の自然選
択が検出された。このことより、H3N2 亜型ヒ
トインフルエンザウイルスはヘマグルチニ
ンに N-結合型糖鎖を付加することにより免
疫から逃避し続けていることが示唆される。
これらの結果は、H3N2 亜型ヒトインフルエン
ザウイルスの治療や予防を考える上で重要
な知見である。本研究課題で得られた成果は、
分子進化学的にもウイルス学的にも意義深
いと考えられる。 
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