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第1章 序論

本章では、遺伝子水平伝播という現象が大腸菌の進化に果たして来た役割
を概観する。外来性遺伝子が宿主の遺伝子発現調節機構に組み込まれていく
過程では、システムの安定性を維持するための何らかのメカニズムが必要で
あることに触れ、H-NSと呼ばれるタンパク質がその役割を担ってきたのでは
ないかという、近年提案された仮説について説明する。本研究の目的はその
仮説の実証である。最後に目的を達成するための要件をまとめ、本研究の構
成を述べる。

1.1 本論文の背景

1.1.1 細菌の進化における遺伝子水平伝播の役割

細菌は、海底熱水噴出口 (Jannasch and Mottl 1985)から土壌 (Torsvik et al.

1990)、ヒト腸内 (Ley et al. 2006)にいたるまで、地球上のおよそありとあらゆ
る環境に生息し、多彩な代謝反応によって地球上の物質循環の根幹を担うととも
に (Falkowski et al. 2008)、様々な高等生物を宿主とする共生関係によって宿主の
健康や行動に密接に関わるなど (McFall-Ngai et al. 2013)、きわめて多様な代謝特
性、細胞構造、および生理学的特徴を有した系統群である。このような細菌系統
群の莫大な多様性は、それらのゲノムにおける点突然変異の蓄積のみによっては
生み出され得ない。実際、ヒト腸内に共生する大腸菌と、ヒトに対して病原性を
持つサルモネラ菌のゲノムを比較すると、それら共生菌と病原菌を区別するいか
なる生理学的特徴も、両者の共通遺伝子に蓄積した突然変異には帰属させられな
い (Lawrence and Ochman 1998)。したがって、細菌が進化の過程で新たな環境に
急速に適応し、その結果として細菌系統群の爆発的な多様化が実現された大きな
要因は、遺伝子水平伝播（Horizontal gene transfer: HGT）と呼ばれる細菌系統群
に特徴的な進化のメカニズムが、細菌の進化において支配的であったためだと考
えられている (Ochman et al. 2000, Doolittle 2000)。
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第 1 章 序論 1.1本論文の背景

　細菌の進化における HGTの重要性が最初に認識されたのは 20世紀半ば、En-

terobacteriaceae に属する細菌群において、ペニシリンへの耐性がプラスミドを介
したHGTによって急速に広がっていることの報告に端を発する (Datta and Kon-

tomichalou 1965)。その後、HGTは特定の薬剤耐性や病原性の獲得のみならず、細
菌ゲノムの全域にわたって頻繁に生じていることが明らかとなった (Ochman et al.

2000)。細菌は、外界から積極的に遺伝子を取り込み、その遺伝子を自らのゲノム
に組み込むことで、遺伝的多様性を獲得している。外来性遺伝子の水平伝播によ
る遺伝的多様性の獲得は、細菌が環境条件の急激な変化に適応し、新たなニッチ
を獲得する手段として非常に重要である。
　HGTによって獲得される遺伝子の多くは、ファージやプラスミド、トランスポゾ
ンなどの可動性遺伝因子であるが、それら以外では特に、細胞表面構造に関わるタ
ンパク質や、転写制御因子として機能するDNA結合タンパク質、病原性に関わる
遺伝子群がHGTによって伝播しやすいと考えられている (Nakamura et al. 2004)。
HGTのもうひとつの重要な例は、CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short

Palindromic Repeats) システムの伝播である。CRISPRは、リピート配列と、ス
ペーサーと呼ばれるファージなどに由来する外来性配列が交互に並んだ構造を持っ
た配列であり、それらのスペーサーと相補的なDNA配列を有するファージの感染
を防御する、細菌における獲得免疫システムである (Hatoum-Aslan and Marraffini

2014)。CRISPRは細菌系統群に広く存在するが、CRISPR関連遺伝子群の進化系
統関係が細菌系統群の進化と一致しないことや、コドン使用頻度のバイアス、GC

含量の違いなどから、CRISPRは多くの細菌においてHGTによって獲得されたと
考えられている (Horvath and Barrangou 2010)。CRISPRの獲得は、スペーサー
に含まれる配列に関連したファージ群からの防御を一度に獲得することを意味す
るため、CRISPR伝播の適応的意義はきわめて大きいと考えられる。
　HGTによって、遺伝子を供与した細菌と遺伝子を受容した細菌が同じ遺伝子を
共有することになるとはいえ、必ずしもそれらの細菌のニッチが重なることにつ
ながるとは限らない (Cohan and Koeppel 2008)。例として、腸管毒素原性大腸菌
（ETEC）のクラス 5線毛が挙げられる。クラス 5線毛は宿主細胞への接着に重要
な定着因子の一種であり、ETECはクラス 5線毛を介して小腸上皮細胞上でコロ
ニーを形成する。ETECは、比較的近年のHGTによってクラス 5線毛を獲得した
ことが知られ (Chattopadhyay et al. 2012)、同じくクラス 5線毛を共有しているの

2



第 1 章 序論 1.1本論文の背景

は、嚢胞性繊維症患者における肺疾患の原因として知られるBurkholderia cepacia

であり、これらの種間での HGTが議論されている (Anantha et al. 2004)。すな
わち、同じ定着因子を共有しながらも、ETECは小腸上皮への定着にそれを利用
し、B.cepaciaは呼吸上皮への定着にそれを利用している。したがって、HGTは必
ずしもニッチの収束を意味するのではなく、HGTによって獲得された遺伝子は、
それを受容した細菌特有のニッチの文脈で評価され、新たなニッチの開拓に寄与
したり、あるいは現在のニッチにおいてさらに優位性を拡大するために利用され
る (Cohan and Koeppel 2008, Wiedenbeck and Cohan 2011)。
　 HGTは、大腸菌の進化において特に重要な役割を果たしてきたと考えられて
いる (Ahmed et al. 2008)。大腸菌は、ヒト腸内に共生するものから、病原性を示
すものまで、非常に多様な生理学的特徴を有した多数の株によって構成される系
統群である (Touchon et al. 2009)。大腸菌ゲノムの比較解析研究によって、それ
ぞれの株のゲノムは、大腸菌株間で保存された共有ゲノム領域と、株特異的な領
域によって構成されていることが明らかとなっている (Touchon et al. 2009)。病
原性大腸菌の持つ遺伝子のうち、30%ほどは、比較的近年のHGTによって獲得さ
れたものである (Koonin and Wolf 2008)。また、ヒト腸内共生菌の一種である大
腸菌 SE11株のゲノム解読の結果からは、実験室株の大腸菌K-12株のゲノムと比
較して、およそ 1,000個の遺伝子が SE11株に固有であり、それらのHGT遺伝子
によって SE11株は、腸管細胞上における定着の安定化という機能的優位性を得て
いることが明らかとなった (Oshima et al. 2008)。このように、大腸菌はHGTに
よってゲノムの進化、種の多様化を果たし、新たなニッチを獲得してきたと考え
られている。
　HGTによる遺伝子獲得には、以下の３つのステップが必要である (Ochman et al.

2000, Furuya and Lowy 2006)。第一に、接合、ファージの感染、あるいは DNA

分子の直接的な取り込みのいずれかによって、外来の DNA分子を菌体内に取り
入れる必要がある。第二に、取り入れた DNA分子をゲノムに組み込む必要があ
る。第三に、ゲノムに組み込まれた外来性遺伝子の発現を適切にコントロールす
るための発現調節機構を確立する必要がある。三番目のステップは、特に重要で
ある (Dorman 2007)。なぜなら、外来性遺伝子群がゲノムに取り込まれることで、
これまでにない機能が獲得され、より環境に適した生存戦略を実現することがで
きる一方で、外来性遺伝子の無作為な取り込みや、取り込まれた遺伝子の無作為
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な発現は、高度に制御された生命システムの秩序を乱し、もはや生存を困難にす
る可能性もあるためである (Dorman 2007, Wiedenbeck and Cohan 2011)。HGT

を考慮に入れた進化モデルの中には、遺伝子の取り込みと同時に即座に、増殖に
有利な形質を細菌が獲得することを仮定したモデルがあるが (Niehus et al. 2015)、
この仮定は多くの場合に適切ではない。細菌は外来性遺伝子の獲得以前に、それ
自体として安定したゲノム構造と転写制御ネットワークを保持していたはずであ
り、既存のシステムの制御下にない“異物”としての外来性遺伝子の存在は、既
存のシステムに擾乱を引き起こし、生存にとって大きなコストとなりうる。した
がって、HGTによって外来性遺伝子を積極的に取り込み、多様性を増大させてい
る細菌群は、取り込んだ遺伝子の発現をコントロールして生命システムの安定性
を維持する何らかのメカニズムを有している必要がある。
　獲得した外来性遺伝子の有害な効果を低減させるいくつかのメカニズムが考え
られる。ひとつは補償的変異と呼ばれるもので、獲得した外来性遺伝子そのもの
に変異を導入して有害性を低減させるのではなく、その遺伝子と相互作用する既
存の遺伝子が、外来性遺伝子の有害性に補償的に作用するように進化するプロセ
スである (Levin and Bergstrom 2000, Levin et al. 2000)。この現象は抗生物質耐
性菌において観察されている。抗生物質がターゲットとする遺伝子は多くの場合
転写や翻訳に関わるタンパク質であるが、抗生物質非存在下においてこれらの抗
生物質耐性遺伝子はコストとなり、適応度を大きく下げてしまう。ストレプトマ
イシン耐性大腸菌のストレプトマイシン非存在下における進化実験では、抗生物
質耐性であるリボソームタンパク質が抗生物質感受性のリボソームタンパク質に
戻ってしまうのではなく、別のリボソームタンパク質に変異が導入されることに
よって、適応度低下を回避していることが明らかとなった (Levin et al. 2000)。
　外来性遺伝子を既存のシステムに統合するためには、その有害性を低減させる
だけでなく、転写量を適切に調整しなければならない。ひとつの方向性は、遺伝
子重複などのメカニズムによって外来性遺伝子そのものの量を変化させることで、
転写量を調整する方法である。遺伝子重複は新規に獲得された外来性遺伝子にお
いて特に生じやすく、それによって転写量を調整している可能性を示した研究があ
る (Hooper and Berg 2003)。一方で、細菌系統群の進化においては遺伝子重複は
大きな役割は果たしてこなかったという報告もある (Treangen et al. 2011)。また、
外来性遺伝子は多くの場合、既存の染色体上の塩基組成やコドン使用頻度とはか
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け離れた配列的特徴を有しており、転写量の適切な調節のために、このような塩基
組成やコドン使用頻度を既存のシステムに合わせて最適化するプロセス（“Ame-

lioration”と呼ばれる）も観察されている (Lawrence and Ochman 1997)。いずれ
にしても、以上のような外来性遺伝子の最適化プロセスには進化のスケールで非
常に長い時間が必要となる。その間、わずかにでも適応的なコストのかかる外来
性遺伝子は、余計な遺伝子を排除する強力な選択圧によって、ゲノム上から喪失
してしまう (Koskiniemi et al. 2012)。したがって、細菌がHGTによって多様性を
獲得するためには、外来性遺伝子を単に獲得するだけではなく、獲得の初期段階
において外来性遺伝子を特異的に認識して、その発現を抑制することによって有
害な効果を低減し、またそれによって新規に獲得した遺伝子の喪失を防ぎながら、
既存のシステムとの統合にいたる進化を生じさせるシステムの存在がきわめて重
要となるのである。

1.1.2 核様体タンパク質H-NSと遺伝子水平伝播との関係性

　近年、大腸菌をはじめとした腸内細菌では、H-NSというDNA結合タンパク
質がこの役割の一端を担っていることが明らかとされつつある。H-NSは、大腸菌
およびサルモネラ菌の持つ核様体タンパク質群の一種であり、核様体とよばれる
細菌ゲノム高次構造の構成要素である。H-NSは、DNA結合ドメインを持つと共
に、ホモ多量体形成ドメインも持ち、細胞内では多量体を形成して (Ceschini et al.

2000, Smyth et al. 2000, Kotlajich et al. 2015)、特定の遺伝子のプロモーター領
域に結合することによって (Spurio et al. 1997, Ueguchi et al. 1997, Rimsky 2004,

Dame et al. 2005)、それらの遺伝子の発現を抑制していると考えられている。こ
れまで、H-NSのゲノム上局在化領域の解析によって、H-NSは大腸菌やサルモネ
ラ菌のゲノム上の数百か所に結合することが明らかにされてきた (Grainger et al.

2006, Lucchini et al. 2006, Navarre et al. 2006, Oshima et al. 2006, Kahramanoglou

et al. 2011)。H-NS結合配列の比較から、H-NSはA(Adenine)およびT(Thymine)

を多く含むDNA配列（AT-rich配列）に結合しやすい傾向があることが見出され
ている (Grainger et al. 2006, Lucchini et al. 2006, Navarre et al. 2006, Oshima

et al. 2006, Kahramanoglou et al. 2011)。さらに、AT-rich配列中のTA、たとえば
ATATAといった配列が、H-NSに認識されやすい、高親和性のDNA配列だとい
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うことが明らかにされている (Lang et al. 2007, Sette et al. 2009, Kahramanoglou

et al. 2011, Gordon et al. 2011)。また、H-NSはこれらの高親和性配列を最初に認
識して結合し、そこをコアとして H-NS多量体を形成して周囲に広がっていくと
いう、「核形成・伝播」モデルが提案されている (Lang et al. 2007)。
　H-NSは、AT-richなDNA配列に結合し、遺伝子の発現を抑制するという機能を
持つ。一方、大腸菌やサルモネラ菌のゲノム配列全体のAT含量はおよそ 50%であ
り、これらの細菌にとっての外来性遺伝子は、AT-richであることが多い。そのた
めH-NSは、HGTによって新規に獲得された遺伝子の発現によって生じる問題を
回避するための重要な因子であると考えられている (Lucchini et al. 2006, Navarre

et al. 2006, Oshima et al. 2006, Dorman 2007, Navarre et al. 2007)。
　大腸菌の進化過程における H-NSの役割として、以下のようなモデルが提案さ
れている。外来性遺伝子が大腸菌ゲノムに組み込まれた時、それらが含むAT-rich

なDNA配列をH-NSが認識し、多量体を形成することで外来性遺伝子領域を覆っ
てしまい、それらの遺伝子の発現を抑制する。それによって、既存のシステムを
撹乱することなく、外来性遺伝子が安全にゲノム内に保持される。その後、環境
条件の変化によって外来性遺伝子の発現が必要となったときには、H-NSの結合と
競合する転写調節因子によって、それらの遺伝子の発現が活性化される。したがっ
て、H-NSが外来性遺伝子の獲得時に発現を抑制してしまうことの意義は、それら
の遺伝子を安全に保持しながら、いずれ適切に“使いこなす”ことができるよう
に、転写調節システムを進化させるための時間的猶予を与えることにある。H-NS

による発現抑制から遺伝子を“解き放つ”ための転写調節システムを構築するた
めには、次のいずれかの方法を取らなければならない (Dorman 2007)。

1. 外来性遺伝子のプロモーター領域に、たまたま宿主の持つ転写活性化因子の
結合領域が存在している。

2. 宿主の持つ転写活性化因子が、外来性遺伝子の発現を活性化させられるよう
に適切に進化する。

3. 外来性遺伝子のプロモーター領域が、宿主の持つ転写活性化因子によって認
識されるように進化する。

　一つめの可能性、すなわち外来性遺伝子がゲノムに組み込まれた段階ですでに、
その遺伝子を適切に制御できるシステムが整っているという可能性は、獲得した
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遺伝子が系統的に非常に近縁な細菌由来のものでない限り、きわめて低い。さら
に、適切な制御のためには、獲得遺伝子上に転写活性化因子の結合領域が存在し
ているだけでは不十分であり、転写調節因子による活性化がH-NSによる転写抑制
と競合するような、転写調節因子間の適切な関係性が構築されなければならない。
また、二つめの進化経路は、細菌のようにコンパクトなゲノムを持った生物種に
とってはコストの大きい戦略である。ゲノム上の数百個の外来性遺伝子はそれぞ
れ独自の配列を有しており、個別に最適化された転写調節因子を生み出していく
場合、獲得遺伝子の数の増加に応じて必要とされる転写調節因子の数が増大して
いってしまう。最節約的に進化を考えた場合、最も可能性として高いのは三つめの
進化経路である。なぜなら、この進化戦略であれば、比較的狭い領域の配列の変
異によって、既存の転写調節ネットワークと新規獲得遺伝子との統合が達成され
得るためである。実際、大腸菌とサルモネラ菌の系統において、外来性遺伝子の
網羅的な分子進化解析を行った研究では、新規に獲得された外来性遺伝子は、大
腸菌およびサルモネラ菌のコア遺伝子と比較した場合に、より少数の転写調節因
子に制御されており、さらに、外来性遺伝子の獲得年代が古くなるにしたがって
制御される転写調節因子の数が増大していることが示唆されている (Lercher and

Pál 2008)。この結果は、外来性遺伝子がゲノムに組み込まれ、ゲノムに“馴染ん
で”いく過程で、転写調節領域の微調整が行われ、既存の転写調節ネットワーク
とのリンクが増大していくことを意味している。本論文で、実際の大腸菌ゲノム
データから実証を試みるのは、この三つめの進化仮説、すなわち、このような進
化過程にH-NSが積極的役割を果たしているという仮説である。
　 H-NSはこのように、外来性遺伝子の転写調節システムを適切に構築するため
の時間的猶予を宿主に与える役割があると考えられている。H-NSによる外来性遺
伝子の発現抑制機能によって大腸菌は、外来性遺伝子を獲得して遺伝子プールの
多様性を保持しつつ、様々な環境条件に適応する機会を得ている可能性がある。

1.2 本論文の目的と構成

1.2.1 明らかにすべきこと

　H-NSは、大腸菌が進化し、多様性を獲得していく過程に深く関わってきたと
考えられる。分子進化解析に基づいた研究により、外来性遺伝子が宿主の転写調節
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ネットワークに統合される過程において、転写調節領域に変異を蓄積させること
によって、その発現様式が微調整されてきたことが示唆されている (Lercher and

Pál 2008)。また、これまでに大腸菌、サルモネラ菌などいくつかの種において、
Chip-chip解析およびChip-seq解析によって、H-NSの局在化領域が明らかにされ
てきた (Grainger et al. 2006, Oshima et al. 2006, Kahramanoglou et al. 2011)。
これらの研究では、大腸菌ゲノムにおいて、外来性遺伝子が組み込まれた領域に
H-NSが結合しやすい傾向があることを指摘しているが、外来性遺伝子が組み込ま
れて“以降”のその領域の進化過程が、コア遺伝子の進化過程とどのように異なる
のか、そしてそれが H-NSの結合とどのように関係しているのかについては検討
していない。遺伝子水平伝播は、けっして外来性遺伝子の染色体への組み込みの
みによって完結する現象ではない。既存の転写調節ネットワークとの統合および
発現様式の微調整が必須であること (Dorman 2007, Wiedenbeck and Cohan 2011)

を考えると、細菌の爆発的多様化を支えてきた遺伝子水平伝播という現象を包括
的に理解するためには、大腸菌系統内の詳細な分子進化解析と、ゲノム上のH-NS

結合領域の解析とを結びつける研究が必須である。本論文では以下に挙げる 3つ
の問題点について、比較ゲノム解析、データ可視化、分子進化解析、多変量解析
などの情報解析手法を用いて取り組み、H-NSの本質的な役割の理解を目指す。

H-NSの結合は進化の過程で保存されるのか？

大腸菌のゲノムは、遺伝子水平伝播を介してダイナミックかつ可塑的な進化を
遂げてきたが (Hayashi et al. 2001)、その過程でゲノム上のH-NSの結合がどのよ
うに変化してきたのか、あるいは維持されてきたのかは、明らかになっていない。
これまでの研究のような単一の種の H-NS結合位置情報だけから、ゲノムと核様
体構造の協調的な進化・多様化の過程を類推する事は困難である。H-NSがゲノム
の多様性創出にどのように関わってきたのかを理解するためには、複数種間のゲ
ノム上 H-NS結合位置の保存性・多様性について、ゲノム構造の進化的な観点に
立脚した比較解析を行う必要がある。そこで本研究では、新型シーケンサーを用
いて、異なった系統群に属する３株の大腸菌、実験室株のK-12株 (Hayashi et al.

2006)、ヒト腸内共生細菌の SE11株 (Oshima et al. 2008)、同じくヒト腸内共生細
菌だがK-12株や SE11株とは系統的に遠い SE15株 (Toh et al. 2010)のゲノム上
のH-NS結合領域を決定し、それらの分布を比較する。３株のゲノム上のH-NS結
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合領域を比較するための情報解析パイプラインを開発し、H-NS結合領域の進化的
保存性・多様性を調べる。

H-NS結合領域下のDNA配列はどのような進化的特徴を持っているのか？

H-NSの結合が大腸菌ゲノムの多様化に影響を及ぼしてきたのであれば、H-NS

結合領域下のDNA配列と、H-NSが結合していないDNA配列それぞれで分子進
化解析を実行し、その結果を比較することで、H-NS結合DNA配列に特異的な何
らかの進化的特徴が観察できるはずである。前節で述べた H-NSの役割に関する
Dormanの仮説 (Dorman 2007)が真実であるならば、H-NS結合DNA配列では、
それぞれの大腸菌の生息環境条件に応じた最適化がなされており、したがって、配
列多様性が増大していることが予想される。また、その進化の特徴を詳細に分析
することによって、配列多様性が H-NS結合による積極的な変異の導入によって
もたらされたのか、あるいは H-NSによる転写抑制の間接的な影響によって生じ
たものなのかを区別することができる。しかし、大腸菌はゲノム構造として多様
であるとはいえ、進化系統的には非常に近縁な種から構成される系統群であるた
め、先述の 3株のみの分子進化解析から得られる結果では、H-NSが進化に及ぼす
影響を観察するにあたって解像度として不十分である。そこで本研究では、公共
データベースに登録されている 44株の大腸菌ゲノム情報を収集し、それらについ
て徹底的な比較ゲノム解析を実施することによって、高解像度の分子進化解析お
よびH-NS結合領域分布との比較解析を実行する。

H-NS結合領域下のDNA配列はどのような配列的特徴を持っているのか？

H-NSが外来性遺伝子に結合し、変異が蓄積して、その結果としてただちにH-NS

の結合が失われたとしたら、Dormanの仮説 (Dorman 2007)が提唱するような、
外来性遺伝子が宿主の転写調節ネットワークに組み込まれるまでの時間的猶予を
稼ぐというH-NSの役割は実現できない。H-NSがそのような役割を果たすために
は、H-NSが配列上の厳密な結合モチーフに基づいて染色体に結合するのではな
く、ある程度の変異を許容するような、柔軟な結合モチーフに基づいて結合して
いる必要がある。さらに、H-NS結合の「核形成・伝播」モデル (Lang et al. 2007)

にみられるように H-NSの結合はダイナミックであること、および、競合する転
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写活性化因子 (Dorman 2007, Fang and Rimsky 2008)あるいは浸透圧や酸性スト
レスなどの環境シグナルによってH-NSの結合が解かれ得る (Atlung and Ingmer

1997, Hommais et al. 2001, Dorman 2004)ことを考えると、H-NSのゲノム上結合
“強度”は、その配列上のH-NS結合モチーフの存在、あるいは結合モチーフの変
化の度合いを反映していると考えることができる。本研究では、H-NSの結合強度
パターンを混合ガウス分布モデルで近似することによって、H-NS結合の“核”と
なりうる領域を抽出し、さらに、それらの領域に含まれる配列の k-mer特徴量の
データからH-NS結合強度を予測するための回帰モデルを構築することによって、
H-NSの結合に本質的に寄与していると推定される配列的特徴の特定を試みる。

1.2.2 本論文の構成

本論文の構成は次の通りである。第 2 章では、本論文のすべての基礎となる
ChAP-seq解析の手法について説明し、H-NS結合領域情報を取得するために開
発した解析パイプラインおよび比較ChAP-seq解析手法の詳細について述べる。ま
た、その結果得られたデータから、H-NS結合領域の進化的な保存性・多様性を議
論する。第 3章では、進化解析の対象とする大腸菌株を 44株に増やし、高精度の
分子進化解析を行うことによって、H-NS結合遺伝子およびH-NS結合遺伝子間領
域において、特徴的な進化が生じていることを見る。その結果から、H-NSの役割
として提唱されている仮説が観察される現象をよく説明していることを議論する。
第 4章では、H-NS結合領域の配列的特徴について詳細に検討する。H-NS結合配
列に見られる特異的な配列パターンの発見を試みる。第 5章では、以上の結果を
総合し、今後の展望について述べる。

10



第2章 H-NS結合領域の保存性

本章では、異なる大腸菌株間のH-NS結合の保存性について検討する。H-

NS結合領域を高精度に決定する ChIP-seq法について詳述し、その結果得ら
れたデータを比較ゲノム解析と組み合わせることによって、異なるゲノム間
の DNA結合領域情報を比較するための比較 ChIP-seq解析の手法を述べる。
データ可視化、統計情報抽出の結果から、大腸菌の進化過程におけるH-NS結
合の保存性を議論する。

2.1 緒言
これまで、大腸菌やサルモネラ菌などいくつかの種について、ChIP-chip法や

ChIP-seq法などの、DNA結合タンパク質のゲノム上結合位置を高精度に決定す
る実験手法に基づき、ゲノムレベルのH-NS結合分布が調べられてきた (Grainger

et al. 2006, Oshima et al. 2006, Kahramanoglou et al. 2011)。それらの研究結果
から H-NSの結合領域は、染色体上でも特に、水平伝播によって獲得されたと推
定される外来性遺伝子がコードされている領域周辺に偏って存在していることが
明らかにされてきた。しかし、異なる菌株間での比較解析に基づいて、ゲノム上
のH-NS結合領域の保存性・多様性を検討する研究はこれまで行われていない。大
腸菌はとりわけ、ゲノム構造の可塑性、ゲノム配列の多様性が高い系統群である。
染色体サイズだけを考えても、たとえば大腸菌O157株とK-12株を比較した場合、
O157株は 25%ほど染色体サイズが大きい (Hayashi et al. 2001)。一方で、染色体
の基本骨格と考えられる領域は配列としてきわめて安定であることが知られてお
り、菌株特異的配列はこの基本骨格に様々なサイズで挿入された外来性DNA配列
であると考えられている (Hayashi et al. 2001, Ogura et al. 2009)。したがって、
H-NSの結合が大腸菌ゲノムの進化の過程でどのように変化してきたのか、あるい
は維持されてきたのかを明らかにするためには、まず大腸菌複数株間の比較ゲノ
ム解析を行い、その結果得られたゲノム構造自体の保存性・多様性の情報をベー
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スとして、それぞれの株のH-NS結合領域を比較しなければならない。
　本研究では、比較対象の大腸菌株として、実験室株の K-12株（A群大腸菌）
(Hayashi et al. 2006)、ヒト腸内共生細菌の SE11株（B1群大腸菌） (Oshima et al.

2008)、同じくヒト腸内共生細菌だがK-12株や SE11株とは系統的に遠い SE15株
（B2群大腸菌） (Toh et al. 2010)を用いる。本章で決定するそれぞれの株のH-NS

結合領域の情報は、本研究全体のベースとなる重要なデータであり、可能な限り実
験ノイズの影響が除去された、精度の高い結合領域情報を取得しなければならな
い。本研究では、H-NS結合領域を特定する手法として、DNA結合タンパク質と
共沈降するDNA断片を新型シーケンサーで網羅的に読み取り、ゲノム上の広範囲
に及ぶ結合領域の特徴を決定することのできるChIP-seq法を用いた。またH-NS

は、ゲノム上の特定の位置に結合する際、単一のタンパク質として結合するのでは
なく、H-NS多量体を形成して結合し、高次のH-NS-DNA複合体を形成する。そ
のため、ChIP-seqのデータを解析することによって得られるH-NSの結合位置は、
単に結合強度波形のピーク位置を求めるのではなく、H-NS結合のゲノム上の広が
りを勘案した“H-NS結合領域”として決定する必要がある。H-NSはゲノム上の数
百か所に結合し (Grainger et al. 2006, Oshima et al. 2006, Kahramanoglou et al.

2011)、それぞれのH-NS結合領域の長さは、数百塩基から数万塩基にいたるまで、
大きく異なる。そこで本研究ではまず、ChIP-seq データを解析して、H-NSが結
合していると考えられるゲノム上の範囲を取得する手法を開発し、統計的に有意
な H-NS 結合領域を高精度に同定する手法を開発した。
　前述のように、3株の大腸菌は異なったゲノム構造を持つことから、それらのゲ
ノム上のH-NS結合領域を直接に比較することはできない。そこで、H-NS結合領
域の比較に先立って、3株の大腸菌が共有する“Common”ゲノム領域と、各株の
ゲノムに固有の“ Specific”ゲノム領域を特定することを目的として、まず 3株の
ゲノムについて、全ゲノムアラインメントを行った。シンテニーの保存を加味し
て、“Common”ゲノム領域を慎重に特定したことで、このゲノム領域は、少なく
とも 3株の大腸菌が種分岐する直前には確立されていたゲノム領域だと考えられ
る。また、“ Specific”領域は、3株でそれぞれ、比較的近年に獲得された外来性因
子によって構成されたゲノム領域であると考えられる。“ Common”ゲノム領域
と、それ以外の、3株中 2株で共有されている“ Shared”ゲノム領域、および、各
株が固有に保持している“ Specific”ゲノム領域上のH-NS結合領域の分布を比較
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することによって、先行研究が示唆しているように、H-NSの結合は近年獲得され
た外来性遺伝子領域に限られるのか、あるいは、H-NSの結合が長期的に維持され
る場合があるのかを検討した。
　本章の構成は次の通りである。2.2節では、本研究で対象とした大腸菌株の情
報、ChIP-seq法、ChIP-seqデータの情報解析による結合領域の特定方法、比較ゲ
ノム解析の手法について述べる。2.3節では、これらの手法に基づいて行われた
比較ChIP-seq解析の結果をまとめる。ここでは特に、“ Common”、“ Shared”、
“ Specific”それぞれの染色体領域にみられるH-NS結合パターンについて詳細に
検討する。2.4節では、結合パターンの比較結果から、大腸菌の進化過程における
H-NS結合の保存性について議論する。

2.2 材料と手法
以下、実験操作（第 2.2.1節から第 2.2.2節）に関しては共同研究者が実施した。
情報解析（第 2.2.3節から第 2.2.5節）は筆者が単独で行った。

2.2.1 大腸菌株

本研究で用いた大腸菌株は、実験室株のK-12株（A群大腸菌）、ヒト腸内共生
細菌の SE11株（B1群大腸菌）、同じくヒト腸内共生細菌だがK-12株や SE11株
とは系統的に遠い SE15株（B2群大腸菌）の 3株である（図 2.1）。3株はいずれ
も大腸菌の一種であるが、図 2.1からわかるように、SE15株は進化系統的に SE11

株、K-12株とは離れた株であり、それらの間の進化距離は、現時点で大腸菌系統
群に属することがわかっている細菌種間の進化距離の中でも最大に近い。したがっ
て、SE15株と他の 2株のゲノム情報、H-NS結合情報を比較することにより、大腸
菌系統群全体で生じている多様性をおおよそ見積もることが可能だと考えられる。
また SE11株は、K-12株と進化的に近縁であるが、約 1,000個の遺伝子を固有に持
ち、腸管細胞上における定着の安定化など、K-12株とは異なった生理学的特徴を
有していることが知られている (Oshima et al. 2008)。この 3株を比較対象とする
ことで、大腸菌という種の成立時点から現在にいたるまで、幅広い進化スケール
におけるH-NS結合の安定性を議論することが可能となる。なお、3株はいずれも
hns遺伝子を保持し、H-NSタンパク質のアミノ酸配列は完全に一致している。
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図 2.1: 公共データベースに登録されている大腸菌 44株のゲノム情報を用いて作
成した進化系統樹。緑色の下線が SE15株、水色の下線が SE11株、紫色の下線が
K-12株を示す。系統樹は第 3章で述べる手順によって推定した。
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本研究では、H-NSのゲノム上結合位置を高精度に特定するために、ChIP法（ク
ロマチン免疫沈降法）を改良したChAP法（クロマチンアフィニティ沈降法）を
行った (Ishikawa et al. 2007, Park 2009)。これは、DNA結合タンパク質と共沈降
するDNA断片を、DNA結合タンパク質の抗体で捕捉するのではなく、Hisタグを
付加したDNA結合タンパク質を発現させることによって、DNA断片の回収効率
を大きく高めた手法である。C末端にHis12タグ (12 x Histidine)を付加したH-NS

を発現する大腸菌は、以下の方法で構築した。
　K-12(W3110)H-NS-His12株を構築するために、まず、His12タグを 3 ’末端に
付加した hns遺伝子のDNA断片を、one-step gene inactivation method (Datsenko

and Wanner 2000)を改良した手法を用いて大腸菌BW25113株に導入した。His12

タグとカナマイシン耐性遺伝子を含んだ配列は、TOP705および TOP706プライ
マー（表 2.1）を使用して、pSTV28-C-12HisをテンプレートとしたPCRによって
増幅した。pSTV28-C-12Hisは、pKD4由来のプラスミドであり、12個の連続した
Histidine配列と、それに隣接したカナマイシン耐性遺伝子を持っている (Datsenko

and Wanner 2000)。BW25113 H-NS-His12株の構築後、P1トランスダクションに
よってH-NS-His12をK-12(W3110)株に導入した。
　H-NS-His12の SE11株、SE15 株への導入は、pDEXプラスミドを用いた gene

doctoring method (Lee et al. 2009)を利用した。pSTV28-C-12His上のH-NS-His12

とカナマイシン耐性遺伝子を含んだDNA断片を増幅するために、SE11株において
は hns-His12-H1と hns-His12-H2-1プライマーを、SE15株においては hns-His12-

H1と hns-His12-H2-2プライマーを用い（表 2.1）、GXL DNA polymerase(Takara

Bio, Japan)を用いて PCRを行った。増幅したDNA断片は pDEXプラスミドの
EcoRV siteに挿入した。SE11株、SE15株をそれぞれ、pACBSRと pDEXの二つ
のプラスミドで同時形質転換した。形質転換体は、0.2%アラビノースと 25µg/ml

クロラムフェニコールを含んだ LB培地で数時間培養した。その後、5%スクロー
スを含んだ LB培地、30℃でさらに二時間培養し、50µg/mlカナマイシンと 5%ス
クロースを含んだ LB プレートで、カナマイシン耐性かつスクロース耐性のコロ
ニーを選択した。すべての形質転換体について、H-NS-His12の発現は、抗Hisタ
グ抗体 (MBL, JAPAN)を用いたウェスタンブロッティングによって確認した。ま
た、すべての形質転換体について、H-NS-His12の導入が好気条件下の LB培地に
おける細胞増殖に影響を与えないことを確認した。
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2.2.2 ChAP-seq実験

ChAP(Chromatin Affinity Precipitation)は、好気条件下、37℃、50 mlのLB培
地で大腸菌を培養した大腸菌を用いて、オリジナルの手法に則って行った (Ishikawa

et al. 2007)。簡潔には以下の通りである。なお、前節で構築したH-NS-12Hisを発現
するK-12株、SE11株、SE15株それぞれの形質転換体について、以下のChAP-seq

実験をそれぞれ二度ずつ実施した。
　 OD600 ≈ 0.4の培養液に、終濃度 1.0%のホルムアルデヒドを加えてタンパク
質ー DNA 複合体を固定し、室温で 20分間静置した。その後、3M Glycine溶液
を加えて (終濃度 90 mM) 5分間静置した。固定後、遠心分離によって菌体を回収
し、TBSバッファで洗浄して-80℃で保存した。氷上にて、3 mL UTバッファ(100

mM HEPES, 50 mM imidazole, 8 M urea, 0.5 M NaCl, 1% Triton X-100, 10 mM

β-mercaptoethanol, 1 mM PMSF, pH 7.4)内で超音波処理を施し、その後、細胞
片を取り除くために 14,000 rpmで 10分間遠心分離を行った。上清のうち 100ー
200 µlをWCE(whole cell extract)画分として分離し、残った上清を、Dynabeads

Talon (Invitrogen, Norway) 50 µl と混合した。混合溶液は、4℃で一晩回転させ
た。Talon はUTバッファで 5回洗浄し、タンパク質ーDNA 複合体は、溶出バッ
ファ(100 mM Tris-HCl, pH 7.5, 0.5 M imidazole, 1% SDS, 10 mM DTT) 400 µlを
用いて溶出させた。溶出液を Microcon-100 (Millipore, Ireland)に通して、非特異
的に結合しており架橋されていない 100 kDa以下のタンパク質を取り除いた。膜上
に保持されたタンパク質ーDNA 複合体を 3回、洗浄バッファ(100 mM Tris-HCl,

pH 7.5, 1% SDS, 10 mM DTT)を用いて洗浄し、50 µl のバッファを加えることで
回収した (ChAP 画分)。ChAP 画分、WCE 画分それぞれにおける、DNAとタン
パク質間の架橋は、65℃で一晩加熱することによって分離した。DNAは Qiaquick

(QIAGEN, Germany)を用いて精製した。H-NS-His12の回収効率は、抗His タグ
抗体を用いたウェスタンブロッティングによって確認した。
　シーケンシングは、Illumina GA (Illumina, USA)を用いて行った。SE11, SE15,

K-12の 3株それぞれのChAP画分、WCE画分 (Whole Cell Extract : H-NS の結
合の有無と無関係に回収したゲノムDNA断片であり、コントロールとして用いら
れる)、また、各株の再現性実験を含めた計 6サンプルについて、36 bpのシングル
エンド法でシーケンシングを行った。ライブラリの構築とPCR増幅は Illuminaの
プロトコルに従った。1回目の実験からは、各サンプルそれぞれ約 800万から 1100
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万本のリードを、2回目の実験からは、各サンプルそれぞれ約 500万から 1000万
本のリードを得た。

2.2.3 シーケンシングリードのマッピングおよびデータの正規化

Illumina GAから得られた36 bpのリードを、各株のリファレンスゲノム配列にマ
ッピングした。使用したツールは、アラインメントツールのBLAT (Kent 2002)で、

1. アラインメント中にギャップを含まない

2. ミスマッチは 2 bpまで

の 2条件のもと、マッピングを行った。複数箇所にヒットしたリードは扱わず、1

箇所にユニークにヒットしたリードのみを以下の解析に用いた。また、大腸菌には
rRNAオペロンが 7コピー存在するため、36 bpという短いリードが本来 7領域の
どこにあったのか、区別してマッピングすることは難しいことを考慮して、rRNA

オペロン上の結合強度はゼロと定義し、以後の解析ではこの領域の値を無視した。
　 IlluminaシーケンシングにかけるDNAライブラリは長さ 200 bpのDNA断片
であるため、BLATで報告されたマッピング位置から、リードは 3 ’側へ 200 bp

延長してマッピングした。ゲノム上の平均リードカバレッジは、WCEサンプルで
x 96から x 243、ChAPサンプルで x 52から x 249であった。
　 3株およびそれぞれの再現性実験で得られたデータを比較するため、各サンプ
ルの結合強度データにグローバルスケーリングによる正規化処理を施した。3株
のChAP、WCE、およびそれぞれの再現性実験の計 12サンプルに関して、ゲノム
上 1塩基ごとに、「その塩基位置でマッピングされたリードカバレッジを、そのサ
ンプルにおけるゲノム全体のリードカバレッジの中央値で割り算した値」を各サ
ンプルの正規化結合強度として割り当てた。その後、ゲノム上のある塩基位置の
H-NS結合強度を、「その位置における正規化ChAP結合強度を、同じ位置におけ
る正規化WCE結合強度で割った値」として決定した。もし、ある位置における正
規化ChAP結合強度あるいは正規化WCE結合強度のどちらかがゼロ (たとえばゲ
ノム上で重複した領域など)だったならば、その位置のH-NS結合強度はゼロとし
た。結合強度の値は 0から約 8,000の広い範囲に分布していたため、以下の解析で
は 10を底とした対数をとった値を結合強度として用いた。図 2.2は、各サンプル
における処理のフローチャートである。
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図 2.2: (A)大腸菌 3株のChAPサンプル、WCEサンプル、およびそれぞれの株の
再現性実験によって得られた、計 12サンプルに対する処理内容。これによって、大
腸菌 3株それぞれで 2種類ずつ（1st experiment, 2nd experiment）の「暫定H-NS

結合領域」が決定される。(B) 各株について、2実験の「暫定H-NS結合領域」か
ら、「真のH-NS結合領域」を決定する。
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正規化処理を施した結果、株間で、相同な位置がほぼ同じ結合強度の値をとって
いるかを確認するために、次節で定義する“Common”領域上で 200 bpのウィン
ドウを 100 bpステップでスライドさせ、各ウィンドウ内の平均結合強度をプロッ
トした (図 2.3A)。相関係数の値は、いずれの株ペアでも非常に高かった (pearson’s

r ＞ 0.69)。また、各株のゲノム上の同一の位置で、再現性実験の結果がほぼ同じ
結合強度の値をとっているかを確認するため、各株の全ゲノム上で、同一の方法
で 2実験間の結合強度を比較した (図 2.3B)。いずれの株でも、2実験間で相関係数
は 0.8以上となった。2実験間でH-NS結合強度が完全に一致するほどの再現性は
得られなかったが、この結果に関しては以下の２点に留意する必要がある。まず、
2回目の実験では 1回目の実験と比較して得られたリード数が少ないことにより、
1回目の実験で高い結合強度が観測された領域において、2回目の実験では結合強
度が低く観測されている可能性がある。また、図 2.3Bはゲノム全域における結合
強度の比較であるため、次節で定義する「ノイズ」と見なされ得る領域、すなわち
結合強度値の変動が実験的な誤差と見なされ得る領域も含まれた比較となってい
る。これらの要因があるにも関わらず、2実験間の正規化結合強度値は非常に高く
相関していた。したがって、ChAP-seq実験の再現性の高さが示されるとともに、
上記の処理によってデータの正規化が正しくなされていると判断し、以下の解析
にはこの正規化H-NS結合強度を使用した。

2.2.4 H-NS結合領域の決定

H-NS結合強度の分布は、値 1.0を中心としてほぼ正規分布する“ノイズ”成分
と、10.0から 8000.0の広い範囲に分布する“シグナル”成分からなる、二峰性の
分布を示していた。ノイズ成分の分布は、平均値µを分布の最頻値とし、標準偏差
σを 0.2とした正規分布によって近似できる（図 2.4）。H-NS結合領域を決定する
にあたって、ノイズ成分を取り除くために、µを各サンプルの分布の最頻値、σを
0.2として、Z = µ+ 3σを閾値として設定した。まず、「暫定H-NS結合領域」を
以下の 3ステップで決定した。(各株におけるH-NS 結合領域同定のフローチャー
トは図 2.2B)

1. 各サンプル (SE11, SE15, K-12 の 3株のそれぞれ 2実験、計 6サンプル) に
おいて、閾値以上の値を示しているゲノム上の位置を検出する。
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図 2.3: (A)“Common”ゲノム領域における、大腸菌 3株およびそれぞれの再現
性実験（1st experiment, 2nd experiment）の正規化結合強度の比較　 (B) 全ゲノ
ム上における、各株の 2実験の正規化H-NS結合強度の比較
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2. 閾値以上の値をとっている 2つの領域の間の、閾値以下の領域の長さが 200

bp以下の場合、この 2つのH-NS結合領域は連結し、その間の閾値以下の領
域もH-NS結合領域とみなす。

3. 上記 2ステップを終えた段階で、長さが 200 bp以下のH-NS結合領域は、偽
陽性のH-NS結合領域として、結合領域のリストから取り除く。

　この 3ステップによって、6サンプルそれぞれで、「暫定H-NS結合領域」が決
定される。最後に、同一株の 2実験を比較し、ゲノム上でオーバーラップしてい
るH-NS結合領域を「真の H-NS 結合領域」として決定した。以上の手順 によっ
て、3種の大腸菌のゲノム上H-NS結合領域を決定した。以下、「結合領域」とい
う場合、この手順によって得られた「真のH-NS結合領域」を指すこととする。

本研究のChAP-seq実験によって取得したリードは 36bpのシングルエンドリー
ドであり、配列の短さに起因する問題のために、リファレンスゲノムへのBLATを
用いたマッピングが正確に行われなかったリードが多く含まれてしまっている可能
性はある。上記の手順によって決定したH-NS結合領域の正確性を検証するため、
異なるショートリードマッピングツールを用いて決定した H-NS結合領域との比
較を行った。検証用のマッピングツールとしてBowtie 2 (Langmead and Salzberg

2012)を使用した。マッピング後、H-NS結合領域を決定するまでの解析は同様に
行った。BLATを用いたマッピングによって決定したH-NS結合領域と、Bowtie 2

を用いたマッピングによって決定した H-NS結合領域を比較した結果、いずれの
株においてもそれらの H-NS結合領域は 97%以上オーバーラップしていた。した
がって、上記の手順で決定されたH-NS結合領域は、マッピングツールによらず再
現性が高いことを確認した。以後の解析では、BLATによってマッピングした結
果に基づくH-NS結合領域を用いる。

2.2.5 大腸菌3株のゲノム上の“Common”領域の決定

本研究で対象とした大腸菌は、異なった系統群に属する 3種の大腸菌であるた
め、それぞれゲノム構造が異なる。本研究では、各株ゲノム上のH-NS結合領域を
比較解析することを目的としているため、それに先立って、全ゲノムアラインメン
トによるゲノム構造の比較を行った。全ゲノムアラインメントは、アラインメント
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図 2.4: 横軸はH-NS結合強度（正規化ChAP/正規化WCE）について 10を底とし
た対数をとった値、縦軸はそれらのゲノム上頻度。大腸菌 3株それぞれの 2実験、
計 6サンプルについて、黒色の線は、ゲノム上の密度推定曲線を示している。結
合強度は、値ゼロを中心とした“ノイズ”成分と、広い値に分布する“シグナル”
成分からなる。密度推定曲線の最頻値を平均値（µ）とし、0.2を標準偏差（σ）と
した正規分布は、各サンプルの“ノイズ”成分とよく一致する。そこで、µ + 3σ

を各サンプルの閾値として設定し、ノイズを除去した。

ツールのMauve 2.3.1(Darling et al. 2004, 2010)を用いて行い、Progressive Mauve

algorithmをデフォルトのパラメータ設定で使用して、SE11株、SE15株、K-12株
のゲノム配列の全ゲノムアラインメントを得た（図 2.5）。各株のゲノム配列およ
び遺伝子アノテーション情報は、NCBIのGenBankデータベースからダウンロー
ドした (SE11 : AP009240.1, SE15 : AP009378.1, K-12(W3110) : AP009048.1)。

全ゲノムアラインメントの結果から、大腸菌 3株が共通して保持しているゲノ
ム領域を、“ Common”領域として決定した。“ Common”領域は、
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図 2.5: K-12株のゲノムにおいて約 800 kbpのゲノムリアレンジメントが生じてい
た。この逆位領域の配列を手動で補正し、再度Mauveにかけることによって、3

株の全ゲノムアラインメントを得た。

1. 3株のゲノム配列がすべてアラインされている

2. シンテニーが保存されている

ことを条件とした。シンテニーの保存を条件としているため、この結果得られた
“Common”領域は、3株の大腸菌が分岐する以前の祖先種のときから維持され続
けたゲノム領域と考えることができる。
　Mauveプログラムは、.backboneファイルとして、全ゲノムアラインメント結果
を、株間のDNA配列保存度合いによって領域として区分けし出力する。.backbone
ファイルの情報に従って、各株のゲノム配列について、

1. 3株すべてが保持している“ Common”領域

2. 3株中 2株に存在し、1株には存在しない“ Shared”領域

3. 他の株と相同ではない、1株が特異的に保持している“ Specific”領域
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を決定した。最後に、各株のゲノム配列上の“ Common”領域を連結して、仮想
的な“Common”染色体を構築した。この“Common”染色体は、3,888,365 bpの
長さとなった。実際には、全ゲノムアラインメントの結果、それぞれの株のゲノ
ム配列にはわずかなギャップが挿入されるので、各株の“ Common”領域の長さ
は、これよりわずかに短くなる (SE11 : 3,886,369 bp, SE15 : 3,886,157 bp, K-12

: 3,886,242 bp)。全ゲノムアラインメントの際、K-12 株のゲノム配列に、約 800

kbpの長い領域の逆位が見出された (2つの rRNA オペロンに挟まれた 3,423,096 -

4,216,800 bpの領域に起きたゲノムリアレンジメント)。この領域は他の 2株と相
同な領域を多く含むが、“シンテニー保存”の条件を満たさないため、上記の手順
では“Common”領域からは除かれてしまう。それを回避するため、アラインメン
トに先立って、K-12 株のこの領域は手動で逆転させ、その上で上記の手順を行っ
た（図 2.5）。この他に報告された逆位や転座の領域は、それが 3株すべてで相同な
領域であっても、“ Common”領域に含めなかった。ここで定義した“ Common”
領域は以上の条件を満たしているため、3株の種分岐以前からそれぞれのゲノム上
に保持され続け、その後に生じた相同組換えや水平伝播の影響からは免れている
領域であると考えられる。

2.3 結果

2.3.1 ChAP-seq解析による大腸菌3株のH-NS結合領域の比較
大腸菌 3株 (SE11株、SE15株、K-12株)について、それぞれ 2回ずつ独立に

ChAP-seq解析を行い、各株のゲノム上におけるH-NS結合領域を決定した。各株
2回の実験の再現性は高く、各株ゲノム上のH-NS結合領域分布は安定しているこ
とを確認した（図 2.6）。
　 3株のH-NS結合領域は、これら 2回の実験でオーバーラップしている領域とし
て決定した。H-NS結合領域はそれぞれ、SE11株ゲノム上の 822,561 bp、SE15株
ゲノム上の 642,859 bp、K-12株ゲノム上の 697,762 bpをカバーしていた（表 2.2）。
これらの H-NS結合領域はそれぞれの株のゲノム全体のうち、13 - 17%に相当す
る。
　先行研究によって、H-NSは水平伝播によって獲得された領域に優先的に結合
し、それらの領域上に存在する外来性遺伝子の発現を抑制することが知られてい
る (Lucchini et al. 2006, Navarre et al. 2006, Oshima et al. 2006, Navarre et al.

2007, Doyle et al. 2007, Dorman 2007)。そこで、アラインメントツールのMauve
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図 2.6: 上から SE11株 (350Kbp - 400Kbp)、SE15株 (300Kbp - 350Kbp)、K-12株
(300Kbp - 350Kbp)のゲノム上H-NS結合領域分布の一部を示している。上向きの
棒グラフで示しているのが 1回目のChAP-seq実験によって得られたH-NS結合強
度であり、下向きの棒グラフで示しているのが 2回目のChAP-seq実験で得られた
H-NS結合強度である。黒色が“シグナル”として検出された結合強度であり、灰
色が“ノイズ”として検出された結合強度を示している。

によって決定された、各株の“ Common”領域 (3株すべてが共通して保持してい
る領域)、“Shared”領域 (3株中 2株が保持している領域)、“Specific”領域 (それぞ
れの株にユニークな領域)上のH-NS結合領域の分布を調べた。ゲノム構成は 3株
とも類似しており、ゲノムの 80 - 84%が“ Common”領域、それぞれのゲノムの
9%(SE11), 3%(SE15), 10% (K-12)が、“ Shared”領域、11%(SE11), 15%(SE15),

6%(K-12)が“ Specific”領域であった（表 2.2）。各領域における H-NS結合領域
の割合を調べた結果、いずれの株においても、“ Shared”または“ Specific”領域
は、その領域内の 30 - 38%がH-NS結合領域に覆われていることがわかった。一
方、“Common”領域は 10 - 11%程度がH-NS結合領域に覆われていた（表 2.2太
字の項目）。3株における“ Shared”領域、“ Specific”領域上のH-NS結合領域割
合それぞれについて、“Common”領域上のH-NS結合領域割合との独立性をカイ
二乗検定によって検定した結果、いずれにおいても「割合に差がない」という帰
無仮説は棄却された（p-value < 0.001）。
　したがって、各株のゲノム上で多様化している“ Shared”領域や“ Specific”領
域は、株間で共有されている“Common”領域よりも、H-NS に覆われやすい傾向
を持つことが示された。
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表 2.2: 各株のH-NS結合領域のサイズ

SE11 SE15 K-12

ゲノムサイズ (bp) 4,887,515 4,717,338 4,646,332

“ Common”領域の長さ (bp) 3,886,369 3,886,157 3,886,242

ゲノム中の“ Common”領域の割合（％） 79.52 82.38 83.64

“ Shared”領域の長さ (bp) 444,371 139,887 479,569

ゲノム中の“ Shared”領域の割合（％） 9.09 2.97 10.32

“ Specific”領域の長さ (bp) 556,775 691,294 280,521

ゲノム中の“ Specific”領域の割合（％） 11.39 14.65 6.04

H-NS結合領域の長さ (bp) 802,561 642,859 697,762

ゲノム中のH-NS結合領域の割合（％） 16.4 13.6 15.0

H-NS結合領域の数 506 510 436

H-NS結合領域の長さの平均値 (bp) 1611 1514 1789

“ Common”領域中のH-NS結合領域 (bp) 451,643 383,226 427,731

”Common”領域中の割合（％） 11.6 9.9 11.0

“ Shared”領域中のH-NS結合領域 (bp) 170,778 50,917 181,704

“ Shared”領域中の割合（％） 38.4 36.4 37.9

“ Specific”領域中のH-NS結合領域 (bp) 180,140 208,716 88,327

“ Specific”領域中の割合（％） 32.4 30.2 31.5

2.3.2 “Common”領域上のH-NS結合は株間できわめて精確に
保存されている

“ Shared”や“ Specific”領域は、“ Common”領域と比較して、より H-NSに
覆われやすいという傾向が見られたものの、H-NS 結合領域の 50%以上は、 3株
が共通して保持する“ Common”領域上に存在していた（表 2.2）。“ Common”
領域上のH-NS結合領域の長さは、3株で類似している (SE11: 451,643 bp, SE15:

383,226 bp, K-12: 427,731 bp)。これは、“ Common”領域内におけるH-NSの結
合が高度に保存されていることを示唆している。図 2.7に、“ Common”領域上の
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図 2.7: 上から SE11株 (A)、SE15株 (B)、K-12株 (C)の“ Common”領域の一部
を示している。各株で挿入・欠失している“ Shared”領域や“ Specific”領域は、
“Common”領域である 3株の水平ラインのそれぞれから、三角形に伸びた領域と
して図示されている。それぞれの株の H-NS結合強度波形について、色のついた
部分がH-NS結合領域、灰色の部分が閾値以下のノイズを示している。“Overlap”
のライン (D)は、“ Common”領域において、3株すべてのH-NS結合領域がオー
バーラップしている部分を、赤いボックスで示している。

3株のH-NS結合分布の一部を示す。図 2.7から、“ Shared”や“ Specific”領域 (図
2.7で、“ Common”ゲノムとしてアラインされている水平のライン上の所々に、
各株で挿入されている三角形の領域)でH-NSの結合分布が多様化している一方、
“ Common”領域上ではH-NSの結合が非常に高度 に保存されていることがわか
る。
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図 2.8: (A)“ Common”領域におけるH-NS結合領域のオーバーラップ
(B)“ Shared”領域におけるH-NS結合領域のオーバーラップ

そこで、“Common”領域上H-NS結合領域が株間でどの程度の長さオーバーラッ
プしているかを調べた。その結果、各株の“ Common”領域上 H-NS結合領域の
うち、76.2%(SE11), 89.8%(SE15), 80.4%(K-12)もの割合が、3株でオーバーラッ
プしており、各株がユニークに持つ“ Common”領域上 H-NS結合領域はわずか
3.4 - 7.7%であった（図 2.8）。したがって、“ Common”領域上のH-NSの結合は、
3株で高度に保存されていることが明らかとなった。これは、H-NSが近年の水平
伝播に関わるだけではなく、3株の種分岐以前から存在するゲノム領域上において
も、長期的にH-NSの結合が維持される場合があるということを意味している。ま
た、“ Shared”領域に関して、株間のH-NS結合領域オーバーラップを調べた結果、
“ Shared”領域に関してもH-NSの結合が非常に高度に保存されていることが明ら
かとなった (85.0 - 94.7%, 図 2.8)。

2.3.3 H-NS結合領域の局所的保存性

ゲノム構造の変化と、H-NS結合領域の変化との関係性をより詳細に検討するた
めに、ドットマトリクス法を利用した配列解析を行った。その結果、各株のH-NS

結合領域は、局所的に見ても一致しているだけでなく、それぞれの領域の長さも、
株間でよく保存されていることがわかった（図 2.9A）。さらに、H-NS結合領域は、
その周辺のゲノム配列に逆位が生じたとしても、大きくは変化しないことが明ら
かとなった（図 2.9B、赤い矢印で示した領域）。
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図 2.9: (A) SE11株とK-12株の比較 (B) SE15株とK-12株の比較。一部に配列
逆位領域を含んでいるが、その領域上の H-NSの結合位置（赤矢印）が一致して
いる。
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2.4 考察
大腸菌 3株のゲノムの“Common”領域、“Shared”領域、“Specific”領域それぞれ
におけるH-NS結合領域の分布を調べた結果、H-NSに覆われる割合は、“ Shared”
領域および“Specific”領域において高いことがわかった。“Shared”や“Specific”
領域は、3株の種分岐後、比較的最近の組み換えや水平伝播によって、獲得・欠失
された領域であると考えられるため、この結果は、H-NSが外来性遺伝子の発現を
抑制するために、外来性の配列に結合しやすい傾向があるという仮説を支持して
いる。
　一方、3株が長期的に保持していると考えられる“ Common”領域においても、
H-NSの結合領域は多数存在し、それらのH-NS結合領域はきわめて精確に保存さ
れていることがわかった。大腸菌 3株の“Common”領域におけるH-NS結合領域
の 80%以上はオーバーラップしていた。各株の結合強度閾値の設定によって、い
くつか弱い H-NS結合領域が解析対象から除外されているので、実際にはこの値
はさらに高い可能性がある。また、“ Common”領域におけるH-NS結合領域の長
さが株間でわずかに異なる点も、多くの場合、領域周辺をどこまで H-NS結合領
域として含めるか、各株による結合強度閾値の設定による影響と考えられる。し
たがって、“ Common”領域上のほとんどすべてのH-NS結合領域で、H-NSの結
合がきわめて高度に保存されていると結論できる。
　また、3株中 2株で共通して保持する“ Shared”領域においても、その領域内
のH-NSの結合が高度に保存されていることが見出された。大腸菌 3株の系統関係
(図 2.1)から、“ Shared”領域は、

1. 3株の共通祖先種の時代から存在するが、いずれか 1株で欠失した領域

2. 3株の共通祖先種から SE15株が分岐後、SE11株とK-12株の祖先種で水平
伝播によって獲得された領域

3. 3株中 2株で独立に、相同なDNA配列の水平伝播が生じて獲得された領域

のいずれかである。1であれば、“Common”領域の場合と同様に、H-NS結合の長
期的な維持を意味し、2または 3であれば、水平伝播によって獲得されたゲノム領
域における H-NSの結合分布が、大腸菌株間で高度に一致していることを示して
いる。
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　特筆すべきは、これらのH-NSの結合維持において、それぞれの結合領域の長さ
も維持されているという点にある。H-NS結合領域は平均して 1,500 - 1,800 bpの
長さであるが、領域ごとに数百塩基から数万塩基にいたるまで多様である。様々
な長さのH-NS結合領域が、“Common”領域上では、その長さを保ったまま、維
持されている (図 2.9A)。さらに、H-NS 結合領域周辺で、配列の挿入・欠失や逆
位が起きたとしても、局所的な H-NS 結合領域はその周辺の変化の影響を受けず、
維持されている (図 2.7, 図 2.9B)。
　以上の結果から、H-NSは決してゲノム上にランダムに結合するのではなく、
また、周辺の H-NS結合領域との距離や分布の間隔など、ゲノム上のマクロな関
係性で維持されるわけではないことがわかった。したがって、本章で観察された
“Common”領域および“ Shared”領域におけるH-NS結合の維持は明らかに、局
所的なDNAの一次配列が保存されることによって達成されている。そしてこのよ
うなDNA配列は、H-NSの結合領域に特異的であると共に、それぞれのH-NS結
合領域の長さをも特徴づける何らかのパターンを有しており、さらに、それらの
配列が大腸菌 3株の“Common”領域上において進化的なバイアスを受け、長期的
に維持されていると考えられる。
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本章では、H-NS結合領域下のDNA配列について大腸菌系統群における分
子進化解析を行うことにより、Dormanが提唱した仮説の実証を試みる。比
較する大腸菌株を 44株に広げ、オーソログ遺伝子、および本研究で新たに定
義する相同遺伝子間領域の進化距離の比較から、H-NS結合領域では進化が加
速していることをみる。さらに、相同遺伝子間領域について遺伝子の転写方
向を考慮した分類をすることによって、そのような進化の加速が、H-NSによ
る転写抑制を介した間接的な影響、すなわち DNA配列にかかる選択圧の緩
和によって生じていることを示す。

3.1 緒言
前章での解析の結果、大腸菌 3株の“Common”ゲノム領域上で、H-NSの結合
位置・結合強度・結合の広がりが高度に維持され、それは基本的に、DNA配列の
保存によって達成されていることが示唆された。なんらかの特徴が生物間で共有
され、進化の乱雑さに抗って維持されているとき、特にそれが大腸菌など世代時
間の短い生物種で生じているときには、そこに生物学的な必然性を仮定するのは
自然である。H-NSの結合はなぜ長期的に維持されているのか。次の 2つの可能性
が考えられる。

1. H-NSがある位置で結合しているという情報が、ゲノムの高次構造形成にとっ
て重要である

2. H-NSがある位置で結合しているという情報が、その位置にコードされてい
る情報の管理にとって重要である

前者は構造的条件であり、後者は指示的条件である。
　構造的条件については、細菌ゲノムの高次構造が従来考えられていたよりも精
緻に組織化されていること、また、H-NSをはじめとした核様体タンパク質群の結
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合が、DNAにそれぞれ特有の屈曲構造をもたらすことによってそのような組織化
に寄与している可能性があることなどにより、近年盛んに議論されている (Dame

2005, Maurer et al. 2009, Dame et al. 2011, Wang et al. 2011, Dorman 2013)。だ
が、本研究ではH-NSの結合がもたらすゲノムの高次構造については深く議論しな
い。前章でみたように、H-NSの結合は数十 bpの解像度で高度に維持されていた。
そのような結合領域の維持が、染色体のマクロな立体構造の維持のためになされて
いるとは思えない。たしかに細菌のゲノムには、Ori-Ter対称性や gene strand bias,

GC skewをはじめとした、大局的な構造ルールが存在する (Rocha 2004, Dorman

2013)。しかし、図 2.7を見てもわかるように、大腸菌のゲノムには数千 bpサイズ
のDNA配列の挿入・欠失が頻繁に生じている。挿入・欠失によって、H-NS結合
領域間の相対的な位置関係は大きく変化する。このように（相対的位置関係とし
ては）変動し得る領域がゲノムのマクロな高次構造に直接的かつ決定的な影響を
与えているとは考えにくい。一方でH-NSが、ゲノムに屈曲を導入するための、だ
いたいの位置の目安としてのみを目的として結合しているのであれば、これほど
精確に結合位置が保存される必要はない。したがって、構造的条件というよりも、
H-NS結合領域下に存在する情報（遺伝子配列、遺伝子制御配列）に影響を与える
ことにこそ、H-NS結合の維持の意味があるはずである。
　前章で、これまでの報告通り (Lucchini et al. 2006, Navarre et al. 2006, Oshima

et al. 2006, Dorman 2007, Navarre et al. 2007)、H-NSはやはり、外来性配列とみな
しうる領域に結合しやすい傾向があることが示された。3株の“Common”ゲノム
領域でも多くのH-NS結合が観察されたが、それらもやはり、3株の分岐以前の段
階ですでに獲得されていた外来性配列に由来する領域である可能性が高い。実際、
本章で決定する大腸菌オーソログのうち、H-NSが結合しているものを、複数の論
文で提案されている「外来性遺伝子」 (Lawrence and Ochman 1998, Garcia-Vallve

et al. 2003, Nakamura et al. 2004)と比較した結果、H-NS結合オーソログは統計的
に有意に外来性遺伝子とオーバーラップしていた（p-value < 0.001; フィッシャー
正確確率検定）。さらに、公表されている大腸菌のRNA-seqのデータ (Taniguchi

et al. 2010)を用いて、本研究で定義したH-NS結合遺伝子と、H-NS非結合遺伝子
の発現量の分布を比較した結果、H-NS結合遺伝子は有意に発現量が低いことがわ
かった（図 3.1）。以上から、先行研究の報告通り、

1. 外来性遺伝子配列に結合する傾向がある

34



第 3 章 H-NS結合配列の多様化 3.1緒言

図 3.1: 先行研究 (Taniguchi et al. 2010)のRNA-seqに基づいた大腸菌K-12株遺
伝子発現量データに関する、H-NS結合遺伝子（赤）、H-NS非結合遺伝子（灰）の
分布の比較　**p-value < 0.001, wilcoxon rank sum test

2. 結合遺伝子の転写抑制を引き起こす

の二点が、H-NSの大きな特徴であることを確認した。H-NS結合領域が維持され
ていることの意味は、これらの状況を踏まえたうえで考える必要がある。
　Dormanが提唱した仮説 (Dorman 2007)によれば、H-NS結合の意味は、悪影
響を及ぼし得る外来性遺伝子の転写を抑え、配列の多様化と、その結果として既
存の転写調節ネットワークへの統合を促すためであると言われている。この仮説
が正しいならば、以下の 2点が、実際のデータから観察されるはずである。

1. H-NS結合領域の配列多様性は、H-NS非結合領域の配列多様性と比較して
大きい

2. 配列多様性が増大した結果、H-NS結合遺伝子をより“巧く”使いこなして
いる

　そこで本章では、上記 2点を実データから観察することによって、仮説の実証
を目指す。大腸菌系統群の配列多様性は、分子進化解析によって評価する。分子
進化解析にあたっては、前章で扱った 3株のみに限定した解析では、解像度とし
て非常に低い。大腸菌系統群は多様なゲノム構造を持っているとはいえ、進化的
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には互いに非常に近縁であり、その中でのわずかな配列多様性の差異を検出しな
ければならない。そのため本章では解析対象を、公共データベースに完全ゲノム
情報および遺伝子アノテーション情報が登録されている大腸菌 44株に広げ、それ
らについて、オーソログ遺伝子（44株の分岐以前に共通祖先が有していたと考え
られる遺伝子）、および、相同遺伝子間領域（共通祖先が有していた遺伝子“間”
領域）を定義する。それぞれについて分子進化解析を実行することで、前者につ
いては遺伝子配列そのものの多様性（機能多様性）を、後者については遺伝子制
御領域の配列多様性（制御多様性）を評価することができる。
　本章の構成は次の通りである。3.2節では、本研究で対象とした大腸菌株の情報、
オーソログの検出と進化距離計算、相同遺伝子間領域の検出と進化距離計算、そ
れぞれの手法について述べる。3.3節では、これらの結果をまとめる。3.4節では
分子進化解析の結果が、仮説から予想される結果とよく整合していることを示し、
とくに H-NSによる転写抑制の効果がこれらの結果に決定的な影響を及ぼしてい
ることを議論する。

3.2 材料と手法

3.2.1 大腸菌株

解析に使用する大腸菌は表 3.1の 44株である。すべての株のゲノム情報およ
び遺伝子アノテーション情報は RefSeqデータベース（NCBI Refrence sequence

database）より取得した。
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表 3.1: 分子進化解析に使用する大腸菌 44株

Chromosome ID #ORFs Strain name

NC 017626 4800 Escherichia coli 042 uid161985

NC 008253 4619 Escherichia coli 536 uid58531

NC 011748 4759 Escherichia coli 55989 uid59383

NC 017631 4793 Escherichia coli ABU 83972 uid161975

NC 008563 4430 Escherichia coli APEC O1 uid58623

NC 010468 4199 Escherichia coli ATCC 8739 uid58783

NC 012892 4204 Escherichia coli BL21 DE3 uid161949

NC 012967 4204 Escherichia coli B REL606 uid58803

NC 012759 4084 Escherichia coli BW2952 uid59391

NC 004431 5369 Escherichia coli CFT073 uid57915

NC 017638 4259 Escherichia coli DH1 uid162051

NC 009801 4749 Escherichia coli E24377A uid58395

NC 011745 4915 Escherichia coli ED1a uid59379

NC 017633 4697 Escherichia coli ETEC H10407 uid161993

NC 009800 4377 Escherichia coli HS uid58393

NC 011741 4349 Escherichia coli IAI1 uid59377

NC 011750 4730 Escherichia coli IAI39 uid59381

NC 017628 4757 Escherichia coli IHE3034 uid162007

NC 007779 4227 Escherichia coli K 12 substr W3110 uid16351

NC 017660 4697 Escherichia coli KO11FL uid162099

NC 011993 4376 Escherichia coli LF82 uid161965

NC 017644 4873 Escherichia coli NA114 uid162139

NC 013353 5054 Escherichia coli O103 H2 12009 uid41013

NC 013364 4972 Escherichia coli O111 H 11128 uid41023

NC 011601 4552 Escherichia coli O127 H6 E2348 69 uid59343

NC 011353 5315 Escherichia coli O157 H7 EC4115 uid59091

NC 002655 5298 Escherichia coli O157 H7 EDL933 uid57831

NC 002695 5230 Escherichia coli O157 H7 Sakai uid57781

NC 013008 5255 Escherichia coli O157 H7 TW14359 uid59235

NC 013361 5364 Escherichia coli O26 H11 11368 uid41021

NC 017656 4912 Escherichia coli O55 H7 RM12579 uid162153

NC 017646 5009 Escherichia coli O7 K1 CE10 uid162115

NC 017634 4429 Escherichia coli O83 H1 NRG 857C uid161987

NC 017663 4393 Escherichia coli P12b uid162061

table continued on next page
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continued from previous page

Chromosome ID #ORFs Strain name

NC 011742 4692 Escherichia coli S88 uid62979

NC 011415 4675 Escherichia coli SE11 uid59425

NC 013654 4338 Escherichia coli SE15 uid161939

NC 010498 4742 Escherichia coli SMS 3 5 uid58919

NC 017632 4650 Escherichia coli UM146 uid162043

NC 011751 4823 Escherichia coli UMN026 uid62981

NC 017641 5117 Escherichia coli UMNK88 uid161991

NC 007946 5017 Escherichia coli UTI89 uid58541

NC 017664 4608 Escherichia coli W uid162101

NC 017906 5039 Escherichia coli Xuzhou21 uid163995

3.2.2 大腸菌オーソログ遺伝子の決定

オーソログ遺伝子を特定するために、まず 44株すべての遺伝子のアミノ酸配列
について、All to AllのBLASTP相同性検索を行った。その後、BLAST結果を入
力として、似た遺伝子のグループを抽出するツールである、OrthoMCL (Li et al.

2003)を用いて、オーソログ候補のクラスタリングを行った。OrthoMCLは、ノー
ドをそれぞれのアミノ酸配列、エッジを配列間の BLASTスコアとしたグラフ構
造を考え、そのグラフ上でのランダムウォークを実行して、サブグラフでの滞留
時間をもとにしてグラフをクラスタへと分割する、マルコフクラスタリングとい
うアルゴリズムに基づくプログラムである。
　大腸菌系統群のオーソログ遺伝子、すなわち大腸菌が様々な株に分岐する以前
の共通祖先が持っていた遺伝子を推定するにあたっては、いくつか気をつけなけれ
ばならない点がある。まず第一に、水平伝播で獲得された遺伝子が含まれてはな
らない。ある株で祖先系統から保持し続け変異を蓄積している遺伝子が、別の株
では水平伝播で獲得されていると、その間の進化距離を過剰に、あるいは過小に
見積もってしまう。そのため本研究では、すべてのアミノ酸配列を、ファージ関連
遺伝子のデータベースであるACLAME (Leplae et al. 2004)、および IS(insertion

sequence)のデータベースである ISFinder (Siguier et al. 2006)のデータセットに
対してBLASTP検索し、ヒットした配列が含まれているオーソログ候補クラスタ
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図 3.2: Ortholog, Paralog, Hidden paralogの概念図。ParalogおよびHidden par-

alogは相同な遺伝子クラスタに含まれるが、それらの間の進化距離は、系統間の
真の進化距離を反映しない。

をオーソログから除外した。また、進化距離推定の際のバイアスは、Paralog、さ
らにHidden Paralogと呼ばれる関係性の遺伝子間で進化距離計算を行ってしまう
ことによっても生じる（図 3.2）。Hidden paralogは、共通祖先で遺伝子重複が生
じていた遺伝子セットがあった場合、分岐後にそれぞれの系統で独立に、どちら
かの遺伝子が喪失した結果として現れる (Kuraku 2013)。これらをオーソログで
あるとみなして進化距離計算を行ってしまうと、共通祖先の時点ですでにで蓄積
していた変異のぶん、系統間の実際の距離よりも過大に進化距離を見積もってし
まう。このようなバイアスを避けるために、いずれかの株で 2コピー以上保持さ
れていた遺伝子（遺伝子重複が生じていた可能性のある遺伝子）を含むオーソロ
グ候補クラスタはオーソログから除外した。
　 44株すべてに保存されている遺伝子は計 2,135個であったが、オーソログをこ
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図 3.3: オーソログ候補遺伝子の大腸菌 44株保存性

れらの遺伝子に限定してしまうと、典型的には 4,000 - 5,000個の遺伝子を持つ大
腸菌という種の、半分以下の遺伝子の進化を扱うことになってしまう。そこで本
研究では、44株のうちの 90%以上（40株以上）、かつ、K-12株、SE11株、SE15

株の 3株すべてに存在する遺伝子のみを抽出し、3,107個のオーソログ遺伝子セッ
トを構築した（図 3.3）。
　また、そのうちの 405個では、それぞれに含まれる配列のうち少なくとも 1配
列で、正常ではないコドン構造としてアノテーションされている遺伝子が含まれ
ていた（DNA配列長が 3の倍数になっていない、など）。これらは偽遺伝子であ
る可能性があるが、このような配列が含まれていると進化距離が精確に推定でき
なくなるため、この 405個はオーソログからは除外した。
　以上の操作によって、最終的に 2,702個のオーソログ遺伝子セットを構築した。
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3.2.3 オーソログ遺伝子の分子進化解析

　それぞれのオーソログ遺伝子のアミノ酸配列についてMAFFT (Katoh and

Toh 2008)のG-INS-iアルゴリズムを用いてマルチプルアラインメントを計算し、
そのアラインメント構造を維持したまま、それぞれの遺伝子のDNA配列に変換し
た。これは、近縁な配列間ではアミノ酸配列レベルでほとんど差異が見いだされな
いため、DNA配列レベルでのわずかな変異を検出するために必要な操作である。
その後、アラインメント中のギャップ位置や、進化距離推定に不適切なほど多様化
してしまっている位置を除去する目的で、それぞれのオーソログ遺伝子のアライ
ンメントに対して、GBLOCKs (Castresana 2000)の codon modelを適用した。
　オーソログ遺伝子セットの精度評価のため、これらの中からランダムに 100個の
遺伝子を選び、それぞれのアラインメントを結合してひとつの巨大なアラインメ
ントを構築し、その結合アラインメントを用いて、最尤推定法によって 44株の大
腸菌の系統樹トポロジーと枝長の同時推定を行った。使用したツールおよび進化モ
デルは、PhyML (Guindon and Gascuel 2003)のHKY85モデル (Hasegawa et al.

1985)である。得られた系統樹（図 2.1）は、先行研究 (Ogura et al. 2009)で報告
されている大腸菌株間の系統関係をよく再現しており、これらのオーソログ遺伝
子セットの信頼性は高いと考えられる。
　すべてのオーソログ遺伝子セットについて、非同義座位の進化距離（Non-synonymous

substitution rate; dN）と、同義座位の進化距離（Synonymous substitution rate;

dS）を、PAMLパッケージ (Yang 1997)の Codemlを用いて推定した（Codeml

のパラメータ設定は以下：tree=ML gene tree from PhyML, CodonFreq=F3X4,

clock=0, kappa=estimated by ML, omega=estimated by ML, alpha=0, rho=0）。
ひとつのオーソログ遺伝子についての大腸菌系統群内非同義座位多様性および同
義座位多様性は、各株ペアで計算された dNと dSをそれぞれ、すべての株ペアで
平均することによって算出した。

3.2.4 H-NS結合オーソログ遺伝子の定義の妥当性

　 H-NS結合によって遺伝子の進化になんらかの影響があるかを調べるために
は、“ H-NSが結合しているオーソログ遺伝子”を定義しなければならない。本研
究では、前章で見た H-NS結合位置の株間での高度の保存性を考慮し、そのオー
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ソログ遺伝子に対応するK-12株、SE11株、SE15株の遺伝子配列上、少なくとも
1株でH-NSの結合が見られた場合、そのオーソログ遺伝子はH-NS結合遺伝子で
あるとみなす。全株でH-NS結合が見られない状況は、いずれかの株で結合強度の
上昇が見られるものの閾値に達していない場合がほとんどであるので、この定義
は問題にならないと考えている。“ H-NS結合遺伝子”の定義をどのように扱うか
については、結果の節でさらに詳しく検討する。
　一方で、いくつかのオーソログ遺伝子においては、K-12株、SE11株、SE15株
のいずれかに特異的な配列の挿入・欠失があったために、特定の株にのみH-NSの
結合が観察された。その典型的な例は、図 3.4である。この領域では、ytfIという
遺伝子が、K-12株に特異的に挿入されており、それによってその周辺にH-NSの
結合が広がっている。K-12株と近縁な SE11株では、ytfIが存在せず、H-NS結合
領域も存在していない。したがってこのH-NS結合領域は、K-12株あるいはK-12

株にきわめて近縁な大腸菌系統群の祖先株における挿入・欠失イベントに付随し
て生じたものと推測される。すべての H-NS結合オーソログ遺伝子について、こ
のような「株特異的な挿入・欠失イベントに付随したH-NS結合領域」が見られる
かどうかを精査した結果、全体で 42個のオーソログ遺伝子が該当した（表 3.2）。
これらのオーソログ遺伝子周辺に挿入された配列はごく最近のHGTによって獲得
された遺伝子であると考えられ、外来性遺伝子取り込みの初期段階におけるH-NS

の役割を知る上で興味深い事例と考えられる。しかし本研究の目的は、H-NSの長
期的な結合によるオーソログ遺伝子の進化への影響であるため、これらを「大腸
菌 44株でH-NSの結合が保存されているH-NS結合オーソログ遺伝子」として扱
うことは適切ではない。したがって以下の解析では、これらの 42個のオーソログ
遺伝子をH-NS非結合遺伝子として扱った。
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図 3.4: 株特異的な配列の挿入によるH-NSの結合

表 3.2: 株特異的な挿入・欠失に付随するH-NS結合遺伝子

Ortholog name K-12 insertion SE11 insertion SE15 insertion

nhaR insA, insB ECSE 0018 - ECSE 0020 ECSF 0022 - ECSF 0023

yafK yafQ, dinJ ECSE 0246 - ECSE 0247 None

yafL yafQ, dinJ ECSE 0246 - ECSE 0248 None

yajR None ECSE 0450 - ECSE 0452 None

cusS None ECSE 0626 - ECSE 0633 None

uspG ybdR ECSE 0676 None

ybgA rhsC - ybfD ECSE 0761 - ECSE 0765 None

phr rhsC - ybfD ECSE 0761 - ECSE 0765 None

trpA yciE - yciG ECSE 1306 - ECSE 1308 None

rluB None None ECSF 1248 - ECSF 1249

btuR None None ECSF 1248 - ECSF 1249

cedA ydjO ECSE 1899 - ECSE 1901 None

table continued on next page
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continued from previous page

Ortholog name K-12 insertion SE11 insertion SE15 insertion

yegK yegJ None None

vacJ ytdF ECSE 2654 None

yfeD None None None

ygaT intA - yqaD ECSE 2904 - ECSE 2911 None

ygiC None None ECSF 2880 - ECSF 2882

exuR None ECSE 3375 - ECSE 3378 None

kbl htrL ECSE 3901 None

pstS None ECSE 4015 - ECSE 4018 None

aceK arpA ECSE 4302 None

iclR arpA ECSE 4302 None

yjbB None None ECSF 3869

malM yjbI ECSE 4329 - ECSE 4330 None

yjbN yjbL, yjbM ECSE 4339 - ECSE 4341 None

cysQ ytfI None None

rpsT insA, insB ECSE 0018 - ECSE 0020 ECSF 0022 - ECSF 0023

tauA yaiO - yaiS ECSE 0383 - ECSE 0386 None

eamA None ECSE 1623 - ECSE 1628 None

flhE yecT ECSE 2112 None

cobU insH - yeeW None ECSF 1852 - ECSF 1896

yibL None ECSE 3883 - ECSE 3884 ECSF 3436 - ECSF 3438

ilvN None None ECSF 3517

yjfY None ECSE 4497 None

cpdB ytfI None None

tsr None ECSE 4620 - ECSE 4630 None

ytfK ytfI None None

ybfA rhsC - ybfD ECSE 0761 - ECSE 0765 None

ymgE ycgY ECSE 1244 ECSF 1141 - ECSF 1146

yfgJ None None ECSF 2351 - ECSF 2353

agaI yraH - yraK ECSE 3428 - ECSE 3431 None

potE ybfP - ybfH None None
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3.2.5 Tree split compatibilityによる樹形比較

　本章では、H-NS結合オーソログ遺伝子配列とH-NS非結合オーソログ遺伝子
配列の大腸菌 44株における進化速度を比較する。この計算の前提となるのは、ど
ちらの遺伝子群も大腸菌系統群の共通祖先においてすでにゲノム中に存在してお
り、それらは大腸菌が様々な株に分岐していく過程で垂直的な進化を遂げてきた
という仮定である。もしいずれかの遺伝子群でこの仮定が成り立たない場合、そ
れらの遺伝子群の間で配列の多様性を比較したとしても、そのような多様性の差
異が進化速度の差異によって生じたという解釈はできなくなる。オーソログ遺伝
子を選別する段階で、大腸菌系統群の多数の株に保存されていること、可動性遺
伝因子ではないこと、遺伝子重複が生じていないこと、などの厳しい基準によっ
てオーソログ遺伝子を定義したが、依然として、以下に挙げるような進化パター
ンをたどった遺伝子が含まれている可能性がある。

1. 大腸菌の分岐後に様々な株で独立に獲得された結果、大腸菌系統群の多くの
株で保持されるようになった

2. ある大腸菌が外来性遺伝子を獲得し、その遺伝子が大腸菌系統群の中で二次
的に伝播していった

　以後、このような現象を大腸菌種内HGTと呼ぶ。大腸菌種内HGTによって多
数の株に保持されるようになった遺伝子の配列を用いて推定される進化系統は、大
腸菌の本来の進化系統を反映しない。なぜなら、進化的に離れた大腸菌株間で配
列の類似性が非常に高くなりうるためである。したがって、もしもどちらかの遺
伝子群で大腸菌種内HGTが頻繁に生じていたならば、それらの遺伝子群間での多
様性の差異は進化速度の差異を意味しない。とりわけ、H-NS結合遺伝子は外来性
遺伝子であることが多いため、H-NS結合オーソログ遺伝子群において、大腸菌種
内HGTが生じてしまっている蓋然性は否定できない。本研究では遺伝子配列の多
様性の比較から進化速度の差異を議論するため、本章で定義したオーソログ遺伝
子がH-NS結合の有無によらず、大腸菌系統群共通祖先の遺伝子であり、かつ、垂
直的に受け継がれてきた遺伝子であることを確認することがきわめて重要である。
　もしオーソログ遺伝子がすべて大腸菌系統群で垂直的に進化してきたものであ
るならば、それぞれの遺伝子配列によって推定される系統樹はすべて、同じ樹形
となるはずである。遺伝子にかかる選択圧によってそれぞれの進化速度が異なる
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としても、その結果は推定された系統樹の枝長の差として観察され、樹形には影
響しない。したがって、H-NS結合オーソログ遺伝子群のそれぞれで推定された大
腸菌系統群の系統樹と、H-NS非結合オーソログ遺伝子群のそれぞれで推定された
系統樹の樹形を比較し、それらが一致していれば、H-NS結合オーソログ遺伝子群
において大腸菌種内HGTが生じていたことを否定できる。だが、大腸菌系統群は
進化的にきわめて近縁であるため、それぞれの遺伝子の長さや多重置換の影響に
より、多くの場合、垂直的な進化をしてきた遺伝子同士であっても系統樹の樹形
は完全には一致しない。そこで本研究では、樹形の一致よりも緩和された条件と
して、Split compatibilityを評価する (Nelson-Sathi et al. 2014, Ku et al. 2015)。
　 Splitとは、系統樹に含まれる系統群の二分割のことである（以下、Splitの具体
例は Holder (2015)による）。系統樹に含まれる枝のそれぞれが、ひとつの Splitを
表現している。あらゆる樹形の系統樹は Splitの集合として表現ができ、逆に Split

の集合が情報として与えられると、系統樹の樹形が再構成できる。例として、1か
ら 6の数字でラベルされた 6つの種からなる系統樹を考える。ありうる Splitのひ
とつは、たとえば {1, 6}|{2, 3, 4, 5}である。このとき、系統樹は無根系統樹である
ことを前提としている。したがって、同一の Splitについて {2, 3, 4, 5}|{1, 6}とい
う表現も可能である。ここで、この SplitをAとおき、Splitのそれぞれのグルー
プに含まれるラベルの集合を、A1 = {1, 6}、A2 = {2, 3, 4, 5}のように定義する。
　異なる 2つの Splitは、もしもそれらが同一の系統樹に情報として含まれている
ならば、“ compatible”であると定義される。厳密には、異なる 2つの Split、Aと
Bがあるとき、それぞれの Splitで定義されるラベルの集合、A1, A2, B1, B2に関
して、以下の 4つの論理積を考え、

A1 ∩B1 (3.1)

A1 ∩B2 (3.2)

A2 ∩B1 (3.3)

A2 ∩B2 (3.4)

上記 4つの論理積のうち少なくともひとつが空集合 ∅であるならば、Split AとB

は compatibleである。
　たとえば、3つの Split、 A = {1, 6}|{2, 3, 4, 5}、B = {2, 3, 4, 6}|{1, 5}、C =
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{1, 4, 5, 6}|{2, 3}について考える。AとBは compatibleではない。なぜなら、

A1 ∩B1 = {6} (3.5)

A1 ∩B2 = {1} (3.6)

A2 ∩B1 = {2, 3, 4} (3.7)

A2 ∩B2 = {5} (3.8)

となるためである。一方、CとAは compatibleであり (A1∩C2 = {1, 6}∩{2, 3} =

∅)、CとBも compatibleである (B2 ∩ C2 = {1, 5} ∩ {2, 3} = ∅)。
　以上のように、Split compatibilityを計算することで、ある系統樹で観察される
二分岐が別の系統樹においても観察されるか否かを検証することができる。これ
は、ブートストラップ値として知られる、系統樹の各節点における支持度の計算手
法のひとつでもある (Yang 2006)。本研究では、垂直的進化の検証手法として近年
提案された Split compatibilityを用いた計算手法に倣い (Nelson-Sathi et al. 2014,

Ku et al. 2015)、ある系統樹のすべての Splitのうちの何%が、別の系統樹のいず
れかの Splitと compatibleであるかを計算する、Tree split compatibilityを系統樹
の一致性のスコアとして使用した。
　Tree split compatibilityによってH-NS結合オーソログ遺伝子群の系統樹と、H-

NS非結合オーソログ遺伝子群の系統樹を比較し、それらの樹形が有意に異なるか
どうかを検証した。H-NS結合オーソログ遺伝子は 519個検出され、H-NS非結合
オーソログ遺伝子は 2,183個検出されたため、グループを構成する系統樹の数に偏
りがある。サンプルサイズバイアスに起因する問題を回避するため、本研究では先
行研究 (Nelson-Sathi et al. 2014)に倣い、以下の 5つの系統樹セットを構築した。

1. Set A: H-NS非結合オーソログ遺伝子の系統樹（N = 2,183）

2. Set B: H-NS結合オーソログ遺伝子の系統樹（N = 519）

3. Set C: Set Aの系統樹のダウンサンプリング系統樹（N = 519, 非復元抽出）

4. Set D: Set Bの系統樹のそれぞれについてHGTイベントのシミュレーショ
ン（ランダムに選択した枝の、ランダムに選択した枝への“接ぎ木”）を導
入した系統樹（N = 519）
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5. Set E: Set Bの系統樹のそれぞれについて 2回のHGTシミュレーションを
導入した系統樹（N = 519）

　 Set Aはリファレンスとなる系統樹セットである。Set Bは H-NS結合オーソ
ログ遺伝子の系統樹セット、Set CはH-NS非結合オーソログ遺伝子の系統樹セッ
トであり、どちらも同数の系統樹から構成される。Set Bの Set Aに対する Tree

split compatibilityスコアの分布を、Set Cの Set Aに対するスコアの分布と比較
し、それらの分布が十分に近いものであるかどうかを検証する。Set Cは Set Aの
サブセットであるため、Set Cはいわば、Set Bの垂直性進化を検証するためのポ
ジティブコントロールとして用いられる。一方、Set Dおよび Set Eは、大腸菌種
間系統樹に大腸菌種内HGTをそれぞれ 1回および 2回、強制的に導入した系統樹
のセットであり、垂直性進化検証のためのネガティブコントロールとして用いら
れる。したがって、ここで検証するのは、Set B（H-NS結合）の系統樹が Set C

（H-NS非結合）の系統樹と同程度に近く、わずかにでもHGTが生じた Set D, Set

Eの系統樹とはまったく異なっている、という結果が観察されるか否かである。こ
の観察が成り立つのであれば、H-NS結合オーソログ遺伝子群において特に大腸菌
種内HGTが頻繁に生じているという仮説は否定できる。Tree split compatibility

スコアの分布の比較は、二群のスコア分布が同一のスコア分布からのサンプルで
あるという仮定を帰無仮説として、Kolmogorov-Smirnov検定によって検討した。

3.2.6 大腸菌オーソログ遺伝子のプロテオバクテリア門における保
存性

　本章で決定した大腸菌オーソログ遺伝子は、少なくとも大腸菌系統群の分岐
以降は垂直的に進化してきた遺伝子群であると推測されるが、それよりもさらに
以前のHGTによって獲得された遺伝子である可能性はある。そこで、対象とする
系統群の範囲を大腸菌 44株からさらに広げ、プロテオバクテリア門に属する細菌
について、大腸菌から進化系統的に離れるに従って、大腸菌オーソログ遺伝子の
保存性がどのように減衰していくのかを調べた。本節ではプロテオバクテリア門
に属する 48の細菌株のゲノム情報から、MBGD (the Microbial Genome Database

for Comparative Analysis) (Uchiyama 2003, 2007, Uchiyama et al. 2010, 2015)を
デフォルトのパラメータで利用してオーソログ遺伝子テーブルを構築した。対象
とした 48の細菌株のうち、ひとつは大腸菌K-12 MG1655株、25株は大腸菌と同
じ「科」に属するが異なる「属」に属する細菌（腸内細菌科 Enterobacteriaceae）、
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14株は大腸菌と同じ「綱」に属するが異なる「科」に属する細菌（ガンマプロテ
オバクテリア綱 Gamma proteobacteria）、8株は大腸菌と同じ「門」に属するが異
なる「綱」に属する細菌（プロテオバクテリア門 Proteobacteria）である。使用し
た細菌株を表 3.3に示す。

表 3.3: 遺伝子保存性解析に使用した細菌株

Strains (Taxonomic code in MBGD)

Same species with Escherichia coli

Escherichia coli K-12 MG1655(eco)

Same family but different genus (family Enterobacteriaceae)

Buchnera aphidicola APS (buc)

Citrobacter koseri ATCC BAA-895 (cko)

Enterobacter sakazakii ATCC BAA-894 (esa)

Dickeya zeae Ech1591 (dze)

Edwardsiella ictaluri 93-146 (eic)

Enterobacter sp. 638 (ent)

Erwinia tasmaniensis Et1/99 (eta)

Klebsiella pneumoniae ATCC 700721; MGH 78578 (kpn)

Kosakonia sacchari SP1 (gm03453)

Morganella morganii subsp. morganii KT (mmk)

Pantoea sp. At-9b (pao)

Erwinia carotovora SCRI1043 (eca)

Photorhabdus luminescens TTO1 (plu)

Proteus mirabilis HI4320 (pmr)

Providencia stuartii MRSN 2154 (psi)

Rahnella sp. Y9602 (rah)

Raoultella ornithinolytica B6 ror)

Salmonella typhimurium LT2; SGSC 1412; ATCC 700720 (stm)

Serratia proteamaculans 568 (spe)

Shigella flexneri 301 (sfl)

Escherichia blattae DSM 4481 (ebt)

Sodalis glossinidius morsitans (sgl)

Wigglesworthia glossinidia (wbr)

Xenorhabdus nematophila ATCC 19061 (xne)

Yersinia pestis CO92 (ype)

table continued on next page
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continued from previous page

Strains (Taxonomic code in MBGD)

Same class but different family (class Gammaproteobacteria)

Acidithiobacillus ferrooxidans ATCC 53993 (afe)

Aeromonas hydrophila subsp. hydrophila ATCC 7966 (aha)

Shewanella oneidensis MR-1 (son)

Dichelobacter nodosus VCS1703A (dno)

Allochromatium vinosum DSM 180 (alv)

Legionella pneumophila Philadelphia 1 (lpn)

Methylococcus capsulatus Bath (mca)

Carsonella ruddii PV (crp)

Gilliamella apicola wkB1 (gap)

Haemophilus influenzae Rd KW20 (hin)

Pseudomonas aeruginosa PAO1 (pae)

Francisella tularensis Schu 4 (ftu)

Vibrio cholerae N16961 (vch)

Xanthomonas axonopodis 306 (xac)

Same phylum but different class (phylum Proteobacteria)

Acetobacter pasteurianus IFO 3283-01 (apt)

Rickettsia prowazekii Madrid E (rpr)

Burkholderia pseudomallei K96243 (bps)

Neisseria meningitidis MC58 (nme)

Desulfovibrio vulgarish Hildenborough (dvu)

Geobacter sulfurreducens PCA (gsu)

Campylobacter jejuni NCTC 11168 (cje)

Helicobacter pylori 26695 (hpy)

3.2.7 大腸菌相同遺伝子間領域の決定

　転写制御領域の大腸菌系統群内多様性を調べるために、本研究では特に、遺
伝子間領域（2つの遺伝子にはさまれたNon-coding領域）に着目する。そのため、
大腸菌系統群の共通祖先が有していた遺伝子間領域（これを以後、相同遺伝子間
領域と呼ぶ）を特定したい。しかし、以下に挙げる理由により、相同遺伝子間領
域の特定はオーソログ遺伝子の特定以上に注意して行わなければならない。
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1. 遺伝子間領域内で相同組換えが生じた可能性がある

2. 配列の挿入・欠失が頻繁に生じている可能性がある

3. 単に遺伝子のアノテーションが適切になされていないためにNon-codingと
みなされている可能性がある

　 1の問題は、遺伝的に不均質なそれぞれ別個の領域によってひとつの領域が構
成されてしまうことで、多様性を過大に評価してしまうことにある。2について、
遺伝子間領域はコーディング領域と比較して配列の挿入・欠失が生じやすいと考
えられるが、ある領域で挿入・欠失の頻度が高い場合、ギャップ位置前後のアライ
ンメントが難しいという問題により (Lunter et al. 2008)、その領域の多様性をや
はり過大に評価してしまう可能性がある。また、3の場合は、遺伝子間領域の進化
を観察していたつもりが、コーディング領域の進化を見ていたことになってしま
うため、このような可能性がある領域は避ける必要がある。以上の理由から、本
研究では相同遺伝子間領域の採択基準として、以下の 3つを採用する。

1. 前後に存在する 2つの遺伝子が共に、前節で定義した、大腸菌全 44株で保
存されているオーソログ遺伝子であり、かつオーソログ遺伝子の並び方もす
べての株で等しい

2. その領域を共有している大腸菌株の配列セットの中で、最短の配列と最長の
配列の長さが 10%以上異ならない

3. 配列の長さがすべての株で 10bp以上、300bp以下である

　それぞれの基準の番号が上で述べた問題点に対応している。1の基準より、前後
がオーソログ遺伝子であることから、その間の遺伝子間領域は染色体の相同組換
えの影響からは免れていると考えることができる。2と 3は一見似ている基準であ
るが、それぞれが主張していることは異なる。2は、いずれか 1株でも、DNA配
列の挿入・欠失によって領域が大きく変化してしまっている場合は、進化距離計
算が妥当でなくなる可能性があるため、その領域は相同遺伝子間領域に含めない
ことを意味する。3は、進化距離推定に不適当なほど短すぎる領域、そして、アノ
テーションされていないコーディング領域が含まれ得るような長い領域を取り除
くための基準である。大腸菌の遺伝子の平均長はおよそ 1,000bpであるので、上
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記の範囲は妥当であると考えられる。
　これらの基準によって、712個の相同遺伝子間領域が抽出された。

3.2.8 相同遺伝子間領域の分子進化解析

　相同遺伝子間領域のそれぞれについて、オーソログ遺伝子の進化解析と同
様、MAFFT（G-INS-iアルゴリズム） (Katoh and Toh 2008)によるマルチプ
ルアラインメントと、PAMLパッケージ (Yang 1997)の Basemlプログラムによ
る進化距離推定を行った（Basemlのパラメータ設定は以下：tree=ML tree from

PhyML, model=7, clock=0, kappa=2.5(starting value), fix kappa=0(ML estima-

tion of kappa), alpha=0, fix alpha=1(fixed value), rho=0, fix rho=1(fixed value),

npark=0, nhome=0, Mgene=0.）。遺伝子間領域の進化モデルはGTR（Generalized

Time-Reversible） (Tavaré 1986)を用いた。進化距離計算の結果、9個の領域で、
少なくとも 1つの株ペアの進化距離が 1.0を超える値となってしまった。これらの
領域は、何らかの問題で不適切な配列が含まれてしまっているか、あまりに多様
化しているために精確なアラインメントができていない可能性のある領域である。
したがってこれらの領域は相同遺伝子間領域セットから取り除き、最終的に、703

個の相同遺伝子間領域セットを構築した。
　相同遺伝子間領域のそれぞれについて、“ H-NSが結合している”か否かの基準
は、オーソログ遺伝子の場合と同様、いずれか 1株で H-NS結合が見られた場合
に、H-NS結合相同遺伝子間領域であるとした。
　遺伝子間領域にかかる選択圧は、その領域内にプロモータ配列をはじめとした遺
伝子転写制御領域が存在するか否かによって異なると考えられる。そこで、大腸菌
K-12株におけるこれらの相同遺伝子間領域内のプロモータ配列の情報を、Regulon
DB (Salgado et al. 2013)より取得した。遺伝子間領域内のプロモータ配列の有無
に基づいて、それらの間の相同遺伝子間領域の多様性を比較した。
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図 3.5: H-NS結合オーソログ遺伝子（赤色、N=519）とH-NS非結合オーソログ
遺伝子（灰色、N=2,183）の (A)非同義座位および (B)同義座位における多様性
**p-value < 0.001, ns; not significant (Wilcoxon rank sum test)

3.3 結果

3.3.1 H-NS結合オーソログ遺伝子の多様化

大腸菌 44株のオーソログ遺伝子を、「H-NS結合」と「H-NS非結合」に分類し、
非同義座位（Non-synonymous）多様性と同義座位（Synonymous）多様性を比較
した結果を、図 3.5に示す。

　図 3.5Aと図 3.5Bの縦軸のスケールは 10倍異なり、非同義座位と比較して同
義座位の多様性は大きいことがわかる。これは、コーディング領域において一般
的に見られる特徴であり (Sharp 1991)、変異が即、指定するアミノ酸の変化を引
き起こす非同義座位に対して、同義座位では変異が指定するアミノ酸の変化を伴
わないため、変異の蓄積速度が速い傾向にある。
　大腸菌 44株のオーソログ遺伝子では、同義座位において、H-NS結合、非結合
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の多様性の分布に統計的に有意な差は見られなかった（図 3.5B）。一方、非同義
座位においては、H-NS結合オーソログ遺伝子は、H-NS非結合オーソログ遺伝子
と比較して、配列多様性が有意に増大していた（p-value < 0.001, ウィルコクソン
順位和検定）。
　同義座位の多様性にほとんど違いが見られず、非同義座位において H-NS結合
オーソログ遺伝子に選択的に変異が蓄積していることから推測されるのは、H-NS

結合領域に見られる多様性の増大は、H-NSの結合による物理的な影響によって生
じているのではないという可能性である。もしH-NSが、結合しているDNA配列
に物理的に変異を導入するような役割を果たしているのであれば、同義座位、非
同義座位といった、コードされている情報に依存した分布の差は生じえない。つ
まり、多様性の増大は遺伝子機能にかかる選択圧の緩和によって生じているのか
もしれない。これは、H-NSによる転写抑制が、その遺伝子の進化に影響をおよぼ
している可能性を示唆している。

3.3.2 進化解析の妥当性検証1：H-NS結合の定義

　ここで、“H-NSが結合している”とした際の定義に問題があったかもしれない。
ここでの定義は、H-NSが遺伝子のどの場所に結合しているかは斟酌せず、ORF

内を 1bpでもH-NSが覆っていたら「H-NS結合」としていた。H-NSがどのよう
なメカニズムで転写を抑制するのか、完全に明らかになっているわけではないが、
H-NSがプロモータ領域周辺に結合してRNAポリメラーゼの結合を物理的に阻害
するか (Oshima et al. 2006)、H-NSがDNA結合ドメインと多量体形成ドメイン
を持つために生じるDNA-H-NS-DNAブリッジの形成によって、プロモータ領域
周辺にDNAのループ構造を形成し、RNAポリメラーゼをその中にトラップして
しまう (Dame et al. 2005, 2006)モデルが提案されている。H-NSのDNAへの結
合定数はそれほど大きくないことが知られており、遺伝子の 3’側にわずかに結合
している程度ならば、RNAポリメラーゼがH-NSを解離させながら進行し、転写
を問題なく完遂するかもしれない。もしそのような結合パターンの遺伝子が、上
で定義した“H-NS結合オーソログ遺伝子”に含まれていたならば、非同義座位の
多様性を H-NSによる転写抑制に関連づける上記のような議論は適切ではない可
能性がある。
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　そこで、H-NSがORFの 3’側に結合し、かつ、その遺伝子を覆っているH-NS

結合領域がORFの長さの 10%以下であった場合は、“H-NS非結合遺伝子”として
分類し直した場合の多様性の分布を計算した（図 3.6A）。結果は、図 3.5と変わ
らず、そのような可能性を考慮しても依然として、非同義座位の多様性に有意な
差が見られた。
　また、細菌は、複数の遺伝子がひとつのプロモータによって制御され、ひとつ
の転写単位として同時に転写される、オペロンとして知られるシステムを持って
いる。そのため、転写抑制の影響を議論するならば、H-NSが直接結合している遺
伝子だけでなく、その遺伝子自体に H-NSが結合していなくとも、その遺伝子の
発現に影響を及ぼすプロモータ領域にH-NSが結合しているならば、“ H-NS結合
遺伝子”とみなすべきだという考え方もあり得る。そこで、大腸菌の転写単位お
よびプロモータ領域の情報をRegulonDB (Salgado et al. 2013)より取得し、H-NS

がプロモータ領域に結合していた場合は、そのプロモータによって制御される転
写単位に含まれるすべての遺伝子を“ H-NS結合遺伝子”として分類し、H-NSが
オペロンの途中に結合していた場合は、そのオペロンに含まれ、かつ、H-NS結合
よりも下流に位置する遺伝子を“H-NS結合遺伝子”として分類して、多様性の分
布をそれ以外の H-NS非結合遺伝子と比較した（図 3.6B）。この場合も、“ H-NS

結合遺伝子”における非同義座位の多様性の増大が見られた。一方で、同義座位
に関してはこれまでと結果が異なり、非同義座位ほどの顕著な差ではないものの、
統計的に有意に H-NS結合遺伝子において多様性が増大していた。同義座位にお
ける多様性の増大に関しては考察で議論する。
　以上より、H-NS結合オーソログ遺伝子における非同義座位多様性の増大は、“H-

NS結合遺伝子”の定義をより厳しく、あるいは、定義を緩和しても観察された。

3.3.3 進化解析の妥当性検証2：アラインメントの信頼性

　配列アラインメント中にギャップが含まれると、その周辺でのアラインメン
トの精度が下がり、結果として多様性を過大に見積もってしまう危険性が知られ
ている (Lunter et al. 2008)。H-NS結合オーソログ遺伝子で非同義座位多様性が
増大していたのは、単に H-NS結合オーソログ遺伝子のアラインメントにおいて
ギャップが多く含まれていたためであるかもしれない。そこで、オーソログ遺伝子
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図 3.6: (A)3’側 10%以内のH-NS結合を無視した場合の、H-NS結合オーソログ遺
伝子（赤色, N=474）とH-NS非結合オーソログ遺伝子（灰色, N=2,228）の多様
性 (B)転写単位を考慮した場合の、H-NS結合オーソログ遺伝子（赤色, N=752）
とH-NS非結合オーソログ遺伝子（灰色, N=1,950）の多様性 **p-value < 0.001,

ns; not significant (Wilcoxon rank sum test)

のアラインメントをすべて検証し、その中にギャップが含まれていないオーソログ
遺伝子のみを抽出して、同様に H-NS結合の有無における多様性の比較を行った
（図 3.7）。アラインメントにギャップが含まれないオーソログ遺伝子のみで比較し
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図 3.7: ギャップなしアラインメントのみのオーソログ遺伝子の多様性　 H-NS

結合オーソログ遺伝子（赤色, N=159）と H-NS非結合オーソログ遺伝子（灰色,

N=940）の (A)非同義座位および (B)同義座位における多様性 *p-value < 0.05,

ns; not significant (Wilcoxon rank sum test)

ても、H-NS結合遺伝子では非同義座位の多様性がH-NS非結合遺伝子と比べて有
意に増大していた。したがって、H-NS結合遺伝子における多様性増大は、ミスア
ラインメントによって生じたものではないことがわかった。

3.3.4 進化解析の妥当性検証 3：H-NS結合遺伝子の大腸菌種内
HGTの可能性

　H-NS結合オーソログ遺伝子で観察される多様性の増大を、進化速度の増大と
解釈するためには、H-NS結合・非結合のオーソログ遺伝子群がどちらも大腸菌系
統群内で垂直的に進化してきたものであることを確認しなければならない。H-NS

結合遺伝子は外来性遺伝子であることが多く、それぞれの株で独立に獲得された
遺伝子であったり、大腸菌系統群内での組み換えの頻度が高い遺伝子の可能性があ
るため、この点は特に注意を要する。H-NS結合・非結合に関わらず、どちらの遺
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伝子群も大腸菌系統群の共通祖先においてすでに存在していた遺伝子であること
を確認するため、それぞれの遺伝子群に含まれる各遺伝子で推定された系統樹の
樹形の安定性をTree split compatibilityで検討した。リファレンスとなるH-NS非
結合オーソログ遺伝子とのTree split compatibilityスコアの比較によって、H-NS

結合オーソログ遺伝子において大腸菌種内HGTが頻繁に生じているかを検証でき
る。結果を図 3.8に示す。
　両側Kolmogorov-Smirnov検定の結果、H-NS非結合オーソログ遺伝子の系統樹
セットと、H-NS結合オーソログ遺伝子の系統樹セットで、それらのスコアが同
一の分布からサンプリングされたものであるという帰無仮説は棄却できなかった
（p-value = 0.16）。一方で、ほんのわずかでも系統樹に変更（一回のHGTシミュ
レーション）を加えると、帰無仮説は強く棄却された（p-value < 0.001）。した
がって、H-NS非結合オーソログ遺伝子と比較してH-NS結合オーソログ遺伝子で
大腸菌種内HGTが頻繁に生じているとは言えない、という結果が得られた。
　スコアの分布は、H-NSの結合の有無に関わらず、小さい値に集中している。こ
れは、スコアとしてMinimal tree split compatibility (Nelson-Sathi et al. 2014)を
使用しているためである。Minimal tree split compatibilityは、系統樹のすべての
splitの中で、リファレンス系統樹セットと一致する割合が最も小さいものを、そ
の系統樹のスコアとする手法である。したがって、系統樹の一致性のスコアとし
ては厳しい基準となる。また、大腸菌系統群はお互いに進化的に近縁であるため、
多くの遺伝子で系統樹に進化的な情報がほとんど含まれない（大腸菌系統群を再
現するのに十分な塩基置換が遺伝子内に生じていない）ことがスコアに影響して
いる可能性がある。とはいえ、一本の枝の付け替えというわずかな操作（HGTシ
ミュレーション）によって系統樹の一致性は大きく損なわれることから、H-NS結
合オーソログ遺伝子と H-NS非結合オーソログ遺伝子で系統樹の樹形の分布に大
きな差はないといえる。
　以上より、オーソログ遺伝子のそれぞれの系統樹の樹形がすべて一致している
とは言えないものの、少なくとも H-NSの結合の有無で樹形に大きな偏りは見ら
れず、H-NS結合オーソログ遺伝子で大腸菌種内HGTが頻繁に生じているとはい
えない、という結論が得られた。
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図 3.8: Minimal tree split compatibilityの累積分布　黒点：Set C(H-NS非結合)の
スコアの分布　赤点：Set B(H-NS結合)のスコアの分布　青点：Set D(H-NS結合
オーソログ遺伝子に 1回のHGTシミュレーションを加えた系統樹)のスコアの分
布　緑点：Set E(2回のHGTシミュレーションを加えた系統樹)　 p-valueは Set

C(H-NS非結合)との両側Kolmogorov-Smirnov検定による

3.3.5 進化解析の妥当性検証4：外来性遺伝子の特徴によるものか？

　 H-NSは外来性遺伝子に結合しやすいことが知られているため、このような
H-NS結合オーソログ遺伝子に見られる進化の加速は、単に外来性遺伝子の特徴
を反映しているだけかもしれない。先行研究によって、Bacillus cereus (Hao and

Golding 2006)および大腸菌系統群 (Davids and Zhang 2008)において、近年獲得
された外来性遺伝子が急速に変異を蓄積している傾向が確認されている。先行研
究で報告されているこれらの遺伝子においてもこれまでの議論と同様にH-NSや、
H-NSに似た「外来性遺伝子を抑制する」機能を持つタンパク質によって抑制され
ているために進化が加速している可能性はあるが、H-NSとは独立に、外来性遺伝
子の特徴としてこのような進化が生じている可能性は否定できない。外来性遺伝
子がゲノムへ組み込まれたあと、それ自体として急速に変異を蓄積させる特徴を
持つならば、H-NSによる抑制は必ずしも外来性遺伝子の進化に必要ではないかも
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図 3.9: 外来性オーソログ（HTGs, 赤色：H-NS結合 N=230, 灰色：H-NS非結合
N=271）とコアオーソログ（Core, 赤色：H-NS結合 N=289, 灰色：H-NS非結合
N=1,912）の非同義座位多様性（A）および同義座位多様性（B）**p-value < 0.001,

*p-value < 0.05, ns; not significant(Wilcoxon rank sum test)

しれない。外来性遺伝子は宿主のゲノムとは異なった塩基組成やコドン使用頻度
である場合が多いため、それを宿主のゲノムに適応させるAmeliorationと呼ばれ
る進化プロセスなどがその背景のメカニズムとなりうる。
　そこで本節ではこれまでに扱ってきたオーソログ遺伝子を「外来性オーソログ」
と「コアオーソログ」に分け、それぞれで、これまでに見たようなH-NSの結合に
よる多様性の差が観察できるかどうかを検討する。外来性オーソログは、過去の 3

つの先行研究 (Lawrence and Ochman 1998, Garcia-Vallve et al. 2003, Nakamura

et al. 2004)で「外来性遺伝子」であると見なされた大腸菌遺伝子であり、コアオー
ソログはそれ以外の大腸菌遺伝子とした。これらの 3つの先行研究では、塩基組成
やコドン使用頻度の偏りから大腸菌系統群内の外来性遺伝子を特定している。本
研究では外来性とコアを大腸菌オーソログ遺伝子について定義するため、外来性
とはいっても、少なくとも大腸菌系統群が分岐する以前に獲得されたものである
と仮定していることには注意が必要である。
　外来性オーソログとコアオーソログの非同義座位多様性、同義座位多様性を比較
したのが図 3.9である。　まず、一般的な傾向として、外来性オーソログ（HTGs）
の非同義座位多様性は H-NS結合の有無に関わらずコアオーソログ（Core）と比
較して大きかった (図 3.9A、HTGsと Coreの比較)。これは先行研究 (Hao and
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Golding 2006, Davids and Zhang 2008)によって報告された外来性遺伝子の多様性
増大傾向と一致している。本研究ではさらに、コアオーソログにおいて、H-NSが結
合している場合に多様性が統計的に有意に増大している傾向が観察された（図 3.9A

　 p-value < 0.001、Coreの中でH-NS結合（赤色）とH-NS非結合（灰色）の比
較）。コアオーソログにおけるこのような傾向は、外来性遺伝子が急速に変異を
蓄積するという仮説のみによっては説明できない。また、コアオーソログについ
ては同義座位においても、H-NSの結合による多様性の差が観察された（図 3.9B、
Core）。したがって、H-NS結合オーソログ遺伝子における多様性の増大は単に近
年獲得された外来性遺伝子の進化の傾向のみによって生じているのではなく、コ
アオーソログについても、非同義座位、同義座位のそれぞれで H-NSの結合に依
存した進化の加速が生じていることがわかった。
　一方、外来性オーソログの中では、H-NSの結合の有無による多様性の統計的
な差は見いだされなかった（図 3.9A, Bの HTGs）。しかし、集団の分散の等質
性を検定するルビーン検定によって、外来性オーソログに関して H-NS結合の有
無で非同義座位多様性の分散に差があるか否かを検定した結果、統計的に有意に
H-NS結合外来性オーソログで分散が大きいことがわかった（図 3.9A, ルビーン検
定 p-value = 0.010, 赤色（H-NS結合）の箱の上側のエッジ＝上側四分位数が、灰
色（H-NS非結合）の上側四分位数と比較して大きい）。したがって、統計的に有
意な差があるとまでは言えないものの、外来性オーソログにおいても、H-NSが結
合することによってある程度の割合の遺伝子の多様性が増大していることがわかっ
た。
　コアオーソログにおいてH-NS結合による進化の加速が観察されたが、コアオー
ソログはいったいどのような遺伝子なのだろうか？H-NSが基本的に外来性遺伝子
に結合すること、さらに、第 2章の結果より、H-NSの結合が長期的に維持される
ことから考えると、おそらくH-NSが結合しているコアオーソログは、外来性オー
ソログよりもさらに古い時代に大腸菌の祖先系統で獲得された、「古代の外来性遺
伝子」であると考えられる。この仮説を検討するために、進化解析の対象とする
細菌群の系統範囲をさらに広げ、大腸菌が属するプロテオバクテリア門において、
上記 4つのカテゴリの大腸菌オーソログ遺伝子（H-NS結合 HTGs, H-NS非結合
HTGs, H-NS結合 Core, H-NS非結合 Core）の保存性が大腸菌からの進化距離が
遠くなるにしたがってどのように減衰していくのかを比較した。対象としたのは、
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図 3.10: プロテオバクテリア門における大腸菌オーソログの保存性　各列がそれ
ぞれ 4つのカテゴリの大腸菌オーソログ遺伝子、各行が解析に使用したプロテオ
バクテリア門の株を表している。黒色は、そのオーソログ遺伝子がその株のゲノ
ムに存在していることを示し、白色はゲノム上に存在していないことを示してい
る。左端のデンドログラムは、DnaKタンパク質配列を用いて推定したプロテオ
バクテリア門細菌の進化系統樹である

大腸菌K-12 MG1655株、大腸菌と同じ「科」に属するが異なる「属」に属する細
菌 25株（腸内細菌科 Enterobacteriaceae）、大腸菌と同じ「綱」に属するが異なる
「科」に属する細菌 14株（ガンマプロテオバクテリア綱 Gamma proteobacteria）、
大腸菌と同じ「門」に属するが異なる「綱」に属する細菌 8株（プロテオバクテ
リア門 Proteobacteria）の合計 48株である（表 3.3）。MBGDを利用してすべての
株のオーソログ遺伝子を決定し、本章で決定した大腸菌オーソログ遺伝子 2,702個
と一致するMBGDオーソログを抽出して、4つのカテゴリに属する遺伝子群をそ
れぞれの株が持っているのか、あるいは欠失しているのかを調べた（図 3.10）。　
対応するオーソログ遺伝子の、各株のゲノム上における有無を観察すると、4つの
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図 3.11: 大腸菌オーソログ保存性の減衰　大腸菌オーソログの保存率を、Family

Enterobacteriaceae、Class Gamma proteobacteria、Phylum Proteobacteriaのそれ
ぞれで平均化した。赤色実線：H-NS結合外来性オーソログ、灰色実線：H-NS非
結合外来性オーソログ、赤色点線：H-NS結合コアオーソログ、灰色点線：H-NS非
結合コアオーソログ

カテゴリ（H-NS結合HTGs、H-NS非結合HTGs, H-NS結合 Core, H-NS非結合
Core）間で、保存性の減衰の度合いが異なるように見える。
　そこで、4つのカテゴリのオーソログ遺伝子について、同じ「科」だが異なる
「属」の系統群、同じ「綱」だが異なる「科」の系統群、そして同じ「門」だが異
なる「綱」の系統群のそれぞれにおける平均保存率を比較した（図 3.11）。　保
存率の減衰は、H-NS結合外来性オーソログ（図 3.11 赤色実線）が最も速かった。
これは、H-NS結合外来性オーソログが比較的近年に大腸菌系統群の共通祖先で獲
得された遺伝子であることを示唆している。また、それとは逆にH-NS非結合コア
オーソログ（図 3.11 灰色点線）は保存率の減衰が遅く、プロテオバクテリア門の
広い細菌で保存されていた。この遺伝子群には必須遺伝子をはじめとして細菌に
広く保存されている遺伝子が多く含まれるので、これらは大腸菌系統群共通祖先
のずっと以前から維持されてきた遺伝子であるのかもしれない。興味深いことに、
H-NS結合コアオーソログ（赤色点線）はそれらの中間的な保存率であり、H-NS
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図 3.12: 先行研究 (Taniguchi et al. 2010)の RNA-seq に基づいた 4種類の大腸
菌オーソログ遺伝子の発現量分布の比較　 HTGs: 外来性オーソログ、Core:コア
オーソログ、赤色:H-NS 結合遺伝子、灰色:H-NS 非結合遺伝子 **p-value < 0.001,

wilcoxon rank sum test

結合外来性オーソログよりは減衰が遅いが、H-NS非結合コアオーソログよりか減
衰が速かった。したがって、H-NS結合コアオーソログは、H-NS結合外来性オー
ソログよりも古い時代に獲得された「古代の外来性遺伝子」である可能性が高い。
　H-NSは外来性遺伝子の転写を抑制する。それは、外来性遺伝子がゲノムに取り
込まれた初期段階において、その発現が宿主にとって有害である場合が多いため
である。さらに本章の解析で、H-NSが結合した遺伝子は、近年の水平伝播で獲得
された遺伝子だけでなく、はるか以前に獲得された遺伝子においても、多様性が増
大している傾向が示された。このような変異の蓄積が適応的な意義を持っている
か否かは、それらの遺伝子の転写量を比較することによって評価することができ
る。4つのカテゴリの遺伝子群について、RNA-seqデータ (Taniguchi et al. 2010)

をもとに大腸菌K-12株における発現強度を比較したのが図 3.12である。
　発現量の比較によって、H-NS結合の有無に関わらず、コアオーソログは外来
性オーソログと比較して統計的に有意に発現量が高いことがわかった（図 3.12

p-value < 0.001）。すなわち、H-NS結合コアオーソログは、外来性オーソログと
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比較してより宿主のシステムに適応していると考えられる。一方で、おそらくH-NS

が結合している影響によって、H-NS結合コアオーソログはH-NS非結合コアオー
ソログよりも発現量は低かった（図 3.12 Core genesの比較　 p-value < 0.001）。
4つのカテゴリの遺伝子群の発現量は、4つのカテゴリの非同義座位多様性の傾向
と反比例している。すなわち発現量が低い遺伝子ほど、非同義座位の多様性が高
い傾向が見られる。
　本節の解析結果をまとめる。まず、H-NS結合遺伝子ではH-NS非結合遺伝子と
比較して、コアオーソログにおいては統計的に有意に、外来性オーソログにおい
てはわずかに、非同義座位多様性が増大している傾向が観察された。H-NS結合外
来性オーソログは比較的近年の遺伝子水平伝播によって、H-NS結合コアオーソロ
グはそれよりも以前の遺伝子水平伝播によって獲得された遺伝子であることが推
定された。H-NS結合コアオーソログでは外来性オーソログと比較して発現量が上
昇していた。以上の結果は、H-NS結合コアオーソログがはるか以前に大腸菌系統
群共通祖先において獲得され、H-NSが結合して発現を抑制することによって徐々
に変異を蓄積し、少しずつ宿主のシステムに統合されて発現量が上がっていった、
というプロセスによって説明できる。H-NSの結合が長期的に維持されていること
と考え合わせると、おそらく H-NS結合コアオーソログにおいて進化が加速して
いる要因は、H-NSによる転写抑制の効果で有害な変異による悪影響を回避し、進
化の過程でこれらの遺伝子がより“自由に”変異を蓄積して宿主のゲノムに適応
しているためだと考えられる。
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図 3.13: H-NS結合相同遺伝子間領域（赤色, N=94）とH-NS非結合相同遺伝子間
領域（灰色, N=609）の多様性 **p-value < 0.001 (Wilcoxon rank sum test)

3.3.6 H-NS結合相同遺伝子間領域の多様化

次に、大腸菌 44株の相同遺伝子間領域を「H-NS結合」と「H-NS非結合」に分
類し、多様性を比較した結果を図 3.13に示す。

　ここでも、オーソログ遺伝子の非同義座位の場合と同様の観察が得られ、H-NS
が結合している相同遺伝子間領域の多様性は、H-NSが結合しない相同遺伝子間領
域の多様性と比較して、有意に増大しており、およそ 2倍の値を示していた。
　相同遺伝子間領域においては特に、配列の挿入・欠失によって、アラインメン
ト内にギャップが生じやすくなると考えられるため、相同遺伝子間領域に関しても
アラインメント中にギャップを含まない相同遺伝子間領域のみで、H-NS結合の有
無による多様性の差を検定した（図 3.14）。アラインメントにギャップを含まない
相同遺伝子間領域のみを用いても H-NSが結合している領域における多様性の増
大が観察された。したがって、領域中に生じる配列の挿入・欠失のみの影響でこ
のような差が生じているのではなく、実際に領域内において塩基置換頻度が増大
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図 3.14: アラインメント中にギャップを含まない相同遺伝子間領域を抽出した場合
の H-NS結合相同遺伝子間領域（赤色, N=56）と H-NS非結合相同遺伝子間領域
（灰色, N=458）の多様性 *p-value < 0.05 (Wilcoxon rank sum test)

していることが確認できた。

　オーソログ遺伝子の場合と同様、この結果を遺伝子の転写調節と関連させて
議論したい。つまり、H-NS結合相同遺伝子間領域では、H-NS非結合の領域と比
較して、転写調節に関わるような領域の配列が多様化している一方で、そうでな
い領域における変異の蓄積速度は H-NSの有無によらず一定である、といった観
察を得ることが可能だろうか。残念ながら、1bpごとの情報の冗長性を評価でき
るコーディング領域と異なり、遺伝子間領域（Non-coding領域）ではどの位置が
どれほどの情報を担っているのかはそれほど明確ではない。プロモータ領域に関
して言えば、σ因子が結合する配列など、制御に重要な配列要素のいくつかは明ら
かになっているが、多様な転写調節因子の結合配列のすべてが明らかになってい
るわけではない。そのため、遺伝子間領域の中で、どの配列が制御の多様化に必
須であり、どの配列はある程度の多様性が許容されうるのかを分類して評価する
のは困難である。
　そこで本研究では、より簡単な分類方法として、「転写制御配列が存在し得るか

67



第 3 章 H-NS結合配列の多様化 3.3結果

図 3.15: (A)相同遺伝子間領域の分類。挟まれている 2つの遺伝子の転写方向によっ
て、class I, class IIの 2つに領域を分類した　 (B)class I相同遺伝子間領域（左,

N=92）と class II相同遺伝子間領域（右, N=611）の多様性 **p-value < 0.001

(Wilcoxon rank sum test)

否か」を軸として遺伝子間領域を分類する（図 3.15A）。

　遺伝子間領域は、その前後に位置する 2つの遺伝子の転写方向によって、tail

to tail, tail to head, head to headの 3パターンに分類できる（図 3.15A）。head to

headは 2つの遺伝子の転写開始点が共に含まれているような領域である。この領
域は、制御に必要な情報の密度が最も高い（領域中の配列のうち、制御配列の占
める割合が大きい）と考えられる。tail to headは、プロモータ配列が存在する場
合と、存在しない場合の 2つの可能性が考えられる。前後の遺伝子が異なる転写単
位として制御されるのであれば、プロモータ配列を含む制御領域はこの領域に存
在することになる。この領域と前後の遺伝子が共にひとつのオペロンとして転写
されるのであれば、この転写単位の制御領域はもっと上流に存在する可能性が考
えられる。特徴的だと思われるのは、tail to tailの遺伝子間領域である。この領域
は、双方の遺伝子にとっての転写終結点であり、転写開始点はほとんどの場合存在
し得ない。近年、Pervasive transcriptionとして、通常の機能遺伝子のプロモータ
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配列とは別に、Open reading frame内、あるいは遺伝子の転写終結点にプロモー
タ配列が存在し、アンチセンスRNAが転写されて相補的な遺伝子のmRNAと結
合することで転写制御に密接に関わっている例がいくつか知られているが (Wade

and Grainger 2014)、それがどれほど普遍的な現象であるかは明らかになっておら
ず、基本的には tail to tailの領域内には転写制御領域はほとんど存在しないと思
われる。したがって、すべての相同遺伝子間領域を、tail to head, head to headが
含まれる class IIと、tail to tailからなる class Iに分類すると、前者はプロモータ
配列などの制御領域が存在し得る遺伝子間領域であり、後者は転写調節に関わる
制御領域がほぼ存在しない遺伝子間領域として分類することができる。
　この分類に基づいて、それぞれの相同遺伝子間領域の多様性を比較した結果、
class IIでは大腸菌株間の多様性が低く抑えられている一方、class IIと比較して
class Iは有意に多様化していることがわかった（図 3.15B）。class I遺伝子間領域
は、制御領域を含まないが、2つの遺伝子の転写を終結させるターミネータ配列は
存在し得る領域である。ターミネータ配列は、ρ因子依存性のターミネータであ
るか、内在性のターミネータであるかによっても異なり、コンセンサス配列が明
らかにされているわけではないものの、GC-richである、あるいはT-tract（T塩
基の連続性）が必要であると考えられている (Peters et al. 2011)。だが、ターミ
ネータ配列は、厳密な制御が必要とされる遺伝子の転写開始点と比べて、とにか
くRNAポリメラーゼの進行を止めれば良いので、ある程度の配列多様性は許容さ
れるのではないかと思われる。そのため、図 3.15Bのように、制御領域が含まれ
得る class II遺伝子間領域では多様性が低く、その一方、class I遺伝子間領域では
多様性が高い傾向が見られたのだと考えられる。
　以上より、class Iと class IIの分類を用いることによって、オーソログ遺伝子の
場合の「変異が遺伝子機能に直接影響を及ぼし得る非同義座位」「変異が必ずしも
遺伝子機能に影響を与えない同義座位」という対応関係と類似した関係性が、相
同遺伝子間領域の場合、「変異が転写制御に直接影響を及ぼし得る class II遺伝子
間領域」「変異が必ずしも転写制御に影響を与えない class I遺伝子間領域」という
対応関係として得られる。
　この分類に基づいて、それぞれの classで、H-NSが結合している相同遺伝子間
領域と H-NS非結合の相同遺伝子間領域にさらに分類し、多様性の分布を比較し
てみる。その結果が、図 3.16である。
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図 3.16: class I相同遺伝子間領域（赤色：H-NS結合 N=14, 灰色：H-NS非結合
N=78）と class II相同遺伝子間領域（赤色：H-NS結合 N=80, 灰色：H-NS非結
合 N=531）の配列多様性の分布 **p-value < 0.001, ns; not significant (Wilcoxon

rank sum test)

　 class I相同遺伝子間領域においては、H-NSの結合の有無によって、多様性の
分布に差は見られなかった（図 3.16）。一方で、class II相同遺伝子間領域において
は、H-NSが結合している場合、多様性は有意に増大していた（p-value < 0.001,

ウィルコクソン順位和検定）。これは、オーソログ遺伝子の解析で議論した解釈と、
ほぼ同様の解釈ができる結果である。すなわち、制御領域の存在しない class I遺
伝子間領域では、H-NSの結合があってもなくても、多様性の分布に差が見られな
いことから、H-NSの結合が直接に変異の導入に関わっているわけではない。一方
で、様々な制御配列が存在する可能性のある class IIではH-NSの結合によって多
様性が増大している。これは、H-NSの結合によって生じたその遺伝子の発現抑制
の影響によって、その領域に存在する制御配列、たとえば転写調節因子の結合位
置、プロモータ配列、attenuation site、pausing siteなどの配列の多様化が許容さ
れているという解釈が可能である。
　相同遺伝子間領域においてもオーソログ遺伝子の議論と同様、HGTによって前
後の遺伝子とともに取り込まれた遺伝子間領域が、Ameliorationなどの作用で進
化速度が速く見えてしまっている可能性を検討する必要がある。H-NS結合遺伝子
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図 3.17: 外来性遺伝子間領域（HTG-intergenic,赤色：H-NS結合 N=24,灰色：H-NS
非結合 N=16）とコア遺伝子間領域（Core-intergenic,赤色：H-NS結合 N=28,灰色：
H-NS非結合 N=411）の多様性　**p-value < 0.001, *p-value < 0.05 (Wilcoxon

rank sum test)

間領域における多様性の増大が、その領域が比較的近年のHGTで獲得された外来
性配列であることに起因しているのか、それともH-NSが結合することで選択圧が
緩和されて変異が蓄積しているのかを区別するため、ここでは本章で定義した相
同遺伝子間領域を、「外来性遺伝子間領域」と「コア遺伝子間領域」に分類し、そ
れぞれの領域におけるH-NSの作用を比較する。なお、転写制御領域に蓄積する多
様性を観察するために、以下の解析では class II相同遺伝子間領域のみを扱う。外
来性遺伝子間領域は、先行研究 (Lawrence and Ochman 1998, Garcia-Vallve et al.

2003, Nakamura et al. 2004)と本章の解析によって特定された「外来性オーソロ
グ遺伝子」に挟まれている領域である。コア遺伝子間領域は、その前後に位置す
るオーソログ遺伝子がどちらもコアオーソログ遺伝子である領域である。前後の
オーソログ遺伝子の一方が外来性オーソログ遺伝子であり、もう一方がコアオー
ソログ遺伝子であるような遺伝子間領域は、その領域内で組み換えが生じた可能
性があるため、解析対象から除外した。外来性遺伝子間領域とコア遺伝子間領域
の配列多様性比較の結果を図 3.17に示す。
　 H-NS結合外来性遺伝子間領域における配列多様性は、H-NS非結合外来性遺
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図 3.18: プロモータ配列の有無による class II遺伝子間領域の多様性比較　+known

promoter: プロモータ配列あり（赤色：H-NS 結合 N=50, 灰色：H-NS 非結合
N=267）、-known promoter:プロモータ配列なし（赤色：H-NS結合 N=30, 灰色：
H-NS非結合 N=264） **p-value < 0.001, *p-value < 0.05 (Wilcoxon rank sum

test)

伝子間領域の配列多様性と比較して有意に増大していた（図 3.17 HTG-intergenic,

p-value < 0.05）。さらに、コア遺伝子間領域においても、H-NSが結合すること
で有意に配列多様性が増大している傾向が観察された（図 3.17 Core-intergenic,

p-value < 0.001）。したがって、相同遺伝子間領域におけるH-NSが結合している
場合の進化の加速は、HGTによって獲得された配列が急速にゲノムに適応してい
く過程のみによっては説明ができないことがわかった。遺伝子間領域においては
たしかに、H-NS結合領域に限定して進化が加速していた。
　 class II遺伝子間領域には、転写制御領域を含み転写開始点として機能する場合
と、オペロンの途中に位置して転写制御領域を含まない場合の 2通りがありうる。
H-NSによって多様化している領域がすべて後者であったならば、そのような多様
性獲得の適応的意義は小さい。H-NSの結合が転写制御領域の存在する遺伝子間領
域において生じていることを確認するために、RegulonDB (Salgado et al. 2013)

から取得した大腸菌K-12株のプロモータ配列位置情報を参照し、class II相同遺
伝子間領域を、プロモータ配列あり、およびプロモータ配列なし、の 2種類に分
類した。その 2つのカテゴリのそれぞれで、H-NS結合の有無による配列多様性を
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比較した。結果を図 3.18に示す。
　解析の結果、H-NS結合の有無による配列多様性の差異は、むしろプロモータ配
列が存在する遺伝子間領域でさらに大きくなっていることがわかった。したがっ
て、多様性の増大はジャンクDNAにおいてのみ生じているのではなく、H-NSが
結合している場合には、制御領域が存在する遺伝子間領域でかえって進化が加速
している傾向が観察された。

3.4 考察
本章では、大腸菌系統群のオーソログ遺伝子と相同遺伝子間領域における分子
進化解析から、大腸菌の様々な株が分岐する以前、共通祖先が有していたと思わ
れる遺伝子および転写調節領域において、H-NSが結合している場合、多様性が大
きい傾向にあることを明らかにした。同義座位の多様性の分布はH-NS結合の有無
によって大きな差は見られず、H-NS結合の定義として転写単位を考慮した場合、
およびH-NS結合コアオーソログに関して、多様性がわずかに高かった。一方、非
同義座位における多様性は、H-NS結合オーソログ遺伝子で大きく増加していた。
相同遺伝子間領域においては、転写制御配列が存在しない遺伝子間領域（tail to

tail）の多様性の分布はH-NS結合の有無によって差が見られず、制御配列が存在
する（head to head）、あるいはオペロンとして前後の遺伝子と共に転写される可
能性のある遺伝子間領域（tail to head）ではH-NSが結合している場合に多様性
が増加していた。これらの結果からわかるのは、オーソログ遺伝子、相同遺伝子間
領域が共に、多様性の分布について共通のパターンを示していることである。す
なわち、

1. 同義座位、class I遺伝子間領域など、表現型に与える影響が少ない領域では、
H-NS結合の有無で多様性の分布の差は小さい

2. 非同義座位、転写制御領域など、表現型に直接的に影響を与え得る領域では、
H-NSが結合している場合に多様化する傾向がある

の 2点である。
　 1から、H-NSのDNA配列への結合が、なんらかの物理化学的理由によって直
接的に、その結合領域下のDNA配列に変異を導入する可能性は低い。もしH-NS
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が積極的に変異の蓄積を促すのであれば、その結合 DNA配列のコードする意味
内容（同義座位か非同義座位か、ジャンク DNAか制御配列であるか）に関わら
ず、H-NS結合配列において多様性が増加しているはずである。実際は、同義座位、
class I遺伝子間領域では多様性にほとんど差が見られなかった。
　多様性に差が見られるのは、非同義座位、制御領域など、大腸菌の生存に直接的
に影響を与え得る領域だった。非同義座位では、塩基置換が即、指定するアミノ酸
の変化を引き起こし、それは結果として、遺伝子がコードしているタンパク質の性
質を変化させることに繋がる可能性がある。制御領域における塩基置換は、転写
調節因子やRNAポリメラーゼのDNAへの結合のしやすさに変化をもたらし、そ
の結果、遺伝子の発現量が大きく変化する可能性がある。つまり、非同義座位や制
御領域における塩基置換は、大腸菌の表現型に与える影響が比較的大きい。H-NS

結合の有無によって多様性の差が生み出されるのは、このような領域である。
　通常、遺伝子機能や転写制御などに密接に関わるDNA配列は、中立的に変異し
得る領域と比較して、多様性が低く保たれている。これは、有害突然変異を排除
する「純化選択」が働くためである。コーディング領域の非同義座位では、塩基の
置換が直接的にコードしているタンパク質の機能の変化を引き起こし、そのよう
な変化は生存にとって有害である可能性が高い。その結果、純化選択の効果によ
り、非同義座位の多様性は低く抑えられる (Sharp 1991)。実際に、非同義座位と同
義座位における多様性の分布の平均値には、10倍もの開きがあった（図 3.5A,B、
H-NS非結合遺伝子の比較）。同様の傾向は遺伝子間領域についても当てはまり、
class I領域（tail to tail）の多様性は、class II領域（tail to head, head to head）と
比較して有意に大きい（図 3.16、H-NS非結合遺伝子間領域の比較）。これは先行
研究でも報告されている傾向であり (Molina and van Nimwegen 2008, Tsoy et al.

2012)、class II領域の多様性が低いのは、遺伝子の転写制御に関わる配列に生じた
純化選択の結果として解釈できる。
　ある情報に対する純化選択は、その情報が「評価される」ことがなければ、効果
を発揮し得ない。ある個体で、ある遺伝子に変化が生じた場合、その遺伝子が発
現し、生育に悪影響を与える、あるいは致死的であってはじめて、純化選択によっ
てその新しい遺伝子は排除される。その新しい遺伝子が発現することがなければ、
純化選択の網にかかることはない。進化というプロセスにおいて、実は「自然選
択」の効果は限定的であり、必ずしもすべての情報が自然選択の効果を受けるわ
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けではない。厳しく自然選択の効果に従うのは、「評価される」情報のみである。
これは中立理論の骨子であり (Kimura 1984)、現代進化論のすべての基礎である。
　本章の解析の結果、純化選択の効果によって多様性が低く抑えられているはずの
領域において、H-NSが結合している場合、多様性が増大する傾向がみられた。こ
れは、H-NSの結合が純化選択の効果を減少させていることを強く示唆している。
つまり、H-NSが結合し、遺伝子の転写を抑制することによって、本来「評価され
るべき領域」が「評価されない領域＝中立的な領域」のように振る舞い、その結
果、その領域にかかるべき純化選択が働かなくなり、多様性が増大していること
を意味している。
　この仮説は、転写単位を考慮して“H-NS結合遺伝子”を定義した際の多様性比
較の結果によっても支持される（図 3.6B）。転写単位を考慮したH-NS結合遺伝子
の定義では、ある遺伝子のコーディング領域内にH-NSが結合していなくても、そ
の遺伝子を含むオペロンの制御領域、あるいはオペロンの上流側にH-NSが結合し
ていた場合は、H-NSによって転写抑制を受けている遺伝子であると考え、“H-NS

結合遺伝子”として扱っている。そのため、H-NSの結合による直接的・物理的影
響を受けていない遺伝子が、転写単位を考慮した“ H-NS結合遺伝子”には多く
含まれているが、その場合においても非同義座位多様性に大きな差が観察された
（図 3.6A）。したがって、やはり非同義座位の多様性はH-NSの結合によって直接
もたらされるのではなく、遺伝子の発現を抑制するという間接的な効果によって
もたらされている可能性が高い。
　転写活性の高い遺伝子では進化が遅く、一方、転写活性の低い遺伝子が多様化
しやすい傾向は以前から知られており (Drummond et al. 2005)、そのような傾向
が見られる理由として、以下の仮説が提案されている。

1. タンパク質の機能的制約による純化選択（上記と同様の議論）

2. 転写とカップリングした変異修復機構の存在

3. mRNAの構造や安定性にかかる選択

4. 翻訳効率にかかる選択

5. 翻訳ロバストネスにかかる選択
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　 2、および 3の仮説は、本章の結果から考えると、たとえ影響があったとしても
その効果はそれほど大きくないと考えられる。転写時に変異を修復するシステム
や、mRNAの安定性などは、同義座位、非同義座位といったDNA配列の意味的
な区分とは無関係であり、もし転写活性の高い遺伝子における配列の保存性がそ
れのみによって規定されているのだとしたら、図 3.5A, Bに見られるような、同
義座位・非同義座位間の多様性の差が説明できない。
　 4の翻訳効率にかかる選択とは、発現の高い遺伝子は同義座位も含めて使われ
やすいコドンを使っており、それに合わせるために、非同義座位の変異にも制約
がかかるという仮説である。たとえ同じアミノ酸を指定している場合でも、それ
ぞれの種によって使われやすいコドンと使われにくいコドンが存在し、そのよう
なコドン使用頻度の違いは、遺伝子の翻訳効率に影響する (Sharp et al. 1988)。し
たがって、転写活性の高い遺伝子では翻訳効率を高く維持する選択がかかり、多
様性が低く抑えられることが予想される (Akashi 2003)。5の翻訳ロバストネスと
は、Drummondらによって提案され (Drummond et al. 2005)、維持されるのは翻
訳効率ではなく、あるアミノ酸が別のアミノ酸に置き換わってしまったとしても、
本来のタンパク質と同じ立体構造を取り得るようなロバストな配列が、高発現の
遺伝子には望まれる傾向にあるという仮説である。4および 5の仮説は、タンパク
質の機能に対する純化選択でないが、翻訳効率、翻訳ロバストネスなど、広い意味
での遺伝子の性質に対する純化選択である。転写単位を考慮したH-NS結合遺伝子
（図 3.6）、およびH-NS結合コアオーソログ（図 3.9）では、わずかではあるが統
計的に有意に、同義座位においても多様性が増加していた。H-NS結合遺伝子にお
ける同義座位多様性の増大は、このような自然選択からの回避によって、生じて
いたのかもしれない。いずれにしても、4および 5によって高発現遺伝子の多様性
が低く抑えられているという仮説は、本章で示した結果と矛盾するものではない。
重要な点は、H-NSが結合した非同義座位において、このような選択の影響から逃
れ、多様性が増大していることであり（図 3.5A）、さらに、H-NS結合領域の多様
性増大が、遺伝子配列のみならず、遺伝子間領域についても同様に観察され、それ
がやはり、転写制御に意味を持つ配列に限定して生じている点である（図 3.16）。
　また本章ではオーソログ遺伝子を、比較的近年にHGTによって獲得された「外
来性オーソログ」と、それ以外の「コアオーソログ」に分類し、H-NS結合コアオー
ソログは H-NS非結合コアオーソログと比較して多様性が高いことを明らかにし
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た（図 3.9）。さらに、H-NS結合コアオーソログはおそらく、外来性オーソログ
よりも以前にHGTによって獲得された「古代の外来性遺伝子」であることが推測
された（図 3.11）。一方で、H-NS結合コアオーソログは、H-NSが結合している
にも関わらず、外来性オーソログと比べて発現量が高い傾向にあった（図 3.12）。
H-NS結合コアオーソログは、H-NSによる長期的な転写抑制の結果、多様性が増
大し、おそらくH-NSと競合する転写活性化因子の獲得などによって、発現量の最
適化に成功したのだと考えられる。
　以上は、H-NSによる転写抑制を軸とした外来性遺伝子の「純化選択の緩和」
と「宿主のシステムへの適応」によって、統一的に解釈されうる。本章の結果は、
Dormanの提唱した仮説 (Dorman 2007)に基づいたH-NSの役割を、強く支持す
るものであるといえる。
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本章では、H-NS結合領域下のDNA配列を詳細に解析することによって、
第 2章で観察したH-NS結合領域およびH-NS結合強度の高度な保存性が、ど
のような配列要素の保存によって達成されているのかを調べる。多変量解析
の結果から、H-NS結合領域の位置および結合強度を維持しつつも、第 3章で
見られたような配列の多様化が許容されるメカニズムの解明を目指す。

4.1 緒言
第 2章の解析の結果、大腸菌 3株の“Common”ゲノム領域上で、H-NSの結合
が高度に維持され、それらはDNA配列の保存によって達成されていることが示唆
された。すなわち、ゲノム上で H-NSが結合する位置と領域の長さを規定する何
らかのDNA配列要素が存在し、3株の“Common”領域ではそのような配列が保
存されていると考えられる。一方で第 3章の解析の結果、H-NS結合領域において
は、コーディング領域、遺伝子間領域によらず、大腸菌系統群の中でDNA配列が
多様化している傾向が見いだされた。これら 2つの観察結果は、一見矛盾している
ように感じられる。ゲノム上の同じ領域について、前者はDNA配列の強固な維持
を、後者はDNA配列の多様性の増大を意味しているためである。DNA結合タン
パク質は通常、ゲノム上の何らかの結合モチーフ（A, T, C, Gの 4文字から構成
される何らかの文字列、あるいは文字列の組み合わせ）を認識してDNAに結合す
るが、上記 2点の矛盾を解消するためには、H-NSはそのような単純な配列モチー
フに基づいて結合するのではない、と結論せざるを得ない。そうではなく、DNA

の 4文字配列としては多様化を許容しつつも、認識に必要とされる情報は維持さ
れるような、何らかの配列パターンを、H-NSは認識していると考えられる。
　 H-NSが結合するために必要な DNA配列要素について、これまで多数の研究
がなされてきた。H-NSは DNA配列のminor grooveに結合すると考えられてお
り、さらには、intrinsically bent DNA（DNA結合タンパク質などの外的な作用
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の影響ではなく、DNA配列そのものの文字列の並び方の影響で屈曲している二本
鎖DNA）におけるminor grooveに結合しやすいと考えられている (Spurio et al.

1997)。だが、H-NS結合配列としてコンセンサスの得られている配列モチーフはこ
れまで存在していない。先行研究では、以下のような配列要素が提案されている。

1. AT含量（AdenineおよびThymine塩基が含まれる割合）の高い領域 (Luc-

chini et al. 2006, Navarre et al. 2006)

2. A-tract配列（AnTm, n+mが 4以上で TpAを含まない） (Crothers et al.

1990, Zuber et al. 1994, Oshima et al. 2006)

3. ATATAなど、AT含量の高い配列の中に存在するTpA配列 (Kahramanoglou

et al. 2011, Gordon et al. 2011)

　 1は、H-NSの結合が、DNA配列に含まれるAあるいはT塩基の割合が高い領
域に見いだされる傾向が強い、という主張である。だが、「AT含量」という指標
は結合配列要素として明確ではない。分母の取り方（10 bpなのか 1 kbpなのか）
によって、つまり、局所的AT含量なのか、あるいは、ある程度の広さの領域中の
AT含量なのかによって、「AT含量」の値は大きく変動し得る。2および 3は、同
様にA/Tに関連した配列であるが、配列の要素により強い制限がある。A-tract配
列は、もともと intrinsically bent DNAの代表的な例として、DNA二本鎖の立体
構造の観点から研究され (Crothers et al. 1990)、後に、ゲノム上のA-tract配列存
在領域が、H-NS結合領域と良く相関することが見いだされた (Zuber et al. 1994,

Oshima et al. 2006)。A-tractは、Aが 4bp以上、あるいはTが 4bp以上並んだ配
列であり、かつ、その途中にTpAステップ（Tの直後にAが続く 2塩基）を含ま
ない配列である。AT塩基対の構造、および、DNAが塩基対のスタッキングを揃
えることにより構造を安定化させる働きにより、AA（TT）あるいはATの 2連続
塩基がある程度以上の長さで連続している領域では、DNA構造が物理的に屈曲す
る（図 4.1）。
　一方、3のTpA配列は、2のA-tractとは対立する仮説である。Kahramanoglou

ら (Kahramanoglou et al. 2011)は、H-NS結合領域に共通して存在する配列モチー
フとして、ATATAを報告している。Gordonらによる研究 (Gordon et al. 2011)で
は合成DNA配列断片を用いた in vitro実験により、H-NSに高親和性を持つDNA

配列はA-tract配列ではなく、A-tract配列を含まないAT-rich配列（TpAステップ

79



第 4 章 H-NS結合配列の k-mer特徴 4.1緒言

図 4.1: A-tract配列によってDNA二本鎖構造が屈曲する理由の模式図。N5が任
意の 5bp、A5がA-tractの条件を満たす 5bpである。文献 (Crothers et al. 1990)

より引用。

が多く存在する）であり、同程度のAT含量ならば、A-tractの存在はむしろH-NS

の結合にネガティブに働く、と報告している。
　いずれにしても現時点では、H-NSがAT含量の高いDNA配列に結合しやすい
ことは確かであるものの、H-NSが実際に何を認識して結合しているのかについて
はコンセンサスが得られていない。in vivoにおけるH-NS認識配列の特定が難し
い理由として、H-NSが多量体化することによってDNAへの結合を安定化させて
いること、また、おそらくH-NSは高親和性配列を最初に認識して結合し、そこを
コアとして H-NS 多量体を形成して周囲に広がっていくこと（「核形成・伝播」モ
デル (Lang et al. 2007)）などにより、H-NSの結合領域と、高親和性配列の存在位
置が必ずしも対応していないことが挙げられる。また、そもそもH-NSの結合領域
は（おそらく、外来性遺伝子であることによって）本質的にAT-richであるため、
単純に「H-NS結合領域」と「H-NS非結合領域」のDNA配列を比較し、H-NS結
合領域に頻出する配列を特定する方法（Kahramanoglouら (Kahramanoglou et al.

2011)はそのようにしてATATA配列を得ている）では、AT-richな領域に確率的
に現れやすい配列が炙り出されてしまい、H-NS結合領域「内」の「高親和性配列」
と「多量体化することで弱く結合を保っている領域」とを区別することができな
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い。
　本章では、以上の問題点を解決し、H-NSの高親和性DNA配列を特定するため
に以下の 2つの戦略をとる。

1. H-NS結合「強度」情報を積極的に利用し、H-NS結合領域内の高親和性領域
を特定する

2. 1 bpから 6 bpの可能なすべての配列に対して、H-NS結合強度の回帰モデル
を構築し、モデル比較によって高親和性配列を特定する

　 1について、ChIP-seq法の利点は、DNAタンパク質の結合領域と非結合領域と
の区別ができること以上に、局所的な「結合強度」について定量的なデータが得ら
れる点にある。以下、H-NS「結合強度」という単語を、ChIP-seq実験の結果得ら
れた共沈降配列断片のゲノム上のエンリッチメントを意味する単語として使用す
る。結合強度、すなわちChIP-seq実験で得られる波形の強度は、化学的な「結合
親和性」や「結合定数」とは異なった、独自の情報を有する量である。同じくシー
ケンス情報をベースとしたRNA-seqの場合は、cDNA配列のリファレンスゲノム
へのマッピングの結果得られる波形強度が、それぞれの遺伝子の「発現量」の良
い近似値として利用される。同様に ChIP-seqの場合は、DNA結合タンパク質と
共沈降したDNA断片の、リファレンスゲノムへのマッピングの結果得られる波形
強度は、実験に用いた細胞集団の中で、DNA結合タンパク質が特定のゲノム領域
に結合している細胞がどれほどの割合で存在しているのか、という情報を反映し
ている。つまり、全細胞でDNA結合タンパク質の結合が生じているようなゲノム
領域では結合強度は高く、逆に、ある領域でDNA結合タンパク質が結合していた
り、結合していなかったりする、言い換えれば、DNA結合タンパク質が「剥がれ
やすい」領域では、結合強度は弱くなるはずである。ChIP-seq法のこのような特
徴は、特にH-NS結合領域の解析において、有用である。なぜなら、第 2章で見た
ように、本質的にH-NSが結合しないような領域ではノイズレベルの結合強度変動
が観察されるが、その一方で、H-NS結合領域では非常に広いスケールの結合強度
が観察されたためである（図 2.4）。これらは、ゲノム上の各位置における、H-NS

の「剥がれやすさ」を意味する情報だと考えることができる。また、H-NS結合強
度波形に見られるパターンとして、各領域の広さ（H-NS結合の広がり）は領域ご
とに多様であったが、広い結合領域であっても、その全域にわたって特定の結合
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強度でべったりと結合しているのではなく、ピーク位置と、その両脇でなだらか
に減衰する結合、というパターンがいくつか連続し、その重ね合わせの結果とし
て広い結合領域が形成されているように観察できる点が特徴的である（図 2.7）。
つまり、長く広がったH-NS結合領域についても、その内部の結合ピーク位置を特
定し、その位置のDNA配列を解析することによって、高親和性配列を特定するこ
とが可能であるかもしれない。さらに重要な点は、このようなピーク位置のそれ
ぞれの相対的な結合強度が、独立に行った再現性実験の間で、あるいは複数株の
実験においてさえ、強く相関していた点である（図 2.3）。これは、相対的な結合
強度の値が、実験時のランダムな変動ではなく、何らかの生物学的な特性を反映
していることを強く示唆している。以上より、H-NS結合配列の解析においては、
結合強度情報を明示的に取り扱うことが重要であると考える。
　 2について、本研究では、そのような結合強度を応答変数として、DNA配列を
説明変数とした回帰モデルを導入する。本研究で仮定していることは、1)H-NS結
合強度の変動は本質的にDNA配列によって規定されており、2)結合強度の高い位
置では高親和性配列が密集し、低い位置では高親和性配列が少ない、という 2点
である。高親和性配列としては、H-NSが二本鎖DNAのminor grooveに結合する
ことが知られているため、二本鎖DNAの 1ピッチ（10.5 bp）よりも短い 1 bpか
ら 6 bpとして考える。ATGC文字列の 1 bpから 6 bpすべての並び方について、
「一般化線形モデル」の枠組でH-NS結合強度の回帰分析を行い、それぞれの文字
列の係数パラメータを比較することで、文字列の結合強度に対する寄与の度合い
を調べる。また、1 bpから 6 bpのどの長さが、結合強度を最も良く説明するの
かを、情報量基準に基づいたモデル選択を行うことで判断する。以上の方法では、
6 bpまでの長さのあらゆる配列に関して、高親和性配列であるか否かの判断が理
論的には可能であるが、一方で、ATGC文字列として表現が不可能な「AT含量」
のような配列特徴を検出することはできない。仮に高親和性配列はAとTのどち
らであっても良く、ある領域ではAの連続塩基が、また別の領域ではTの連続塩
基が H-NSの結合強度に寄与していた場合、モデル推定の結果からは、それらの
配列の両方が単一の領域に配置されていることが必要なのか、あるいはどちらで
あっても良いのかを区別することができない。そこで本研究では、「AT含量」の
ような特徴を配列として表現するために、回帰分析に先立って、4文字（ATGC）
でコードされているDNA配列を、2文字でコードされた配列に変換した学習セッ
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図 4.2: WS配列によるドットマトリクス

トを用意し、それらを用いたモデルについても計算する。この変換では、配列上
のAまたはTの文字はW（weak pairs）の 1文字に変換され、GまたはCの文字
は S（strong pairs）の 1文字に変換される。この変換によって、たとえば「AT含
量」という特徴量は、WS配列の 1 bp変数として、モデル化することが可能とな
る。
　このような変換の必要性は、第 2章で導入したドットマトリクス法によるH-NS

結合領域の観察によっても支持される。たとえば、図 4.2は、事前にそれぞれの
DNA配列をWS二文字配列に変換してから計算したドットマトリクスであるが、
それぞれの株のH-NS結合領域で、WS二文字配列のなんらかの要素が頻出してい
ることが見て取れる。さらに、このような特徴は、DNA4文字配列としての保存
性が失われている領域においても観察された（図 4.3）。したがって、H-NS結合領
域の配列をモデル化する際には、DNAの 4文字配列だけでなく、WSの 2文字配
列についてもモデルを構築し、それらの間でもっとも H-NS結合強度の説明能力
が高いモデルはどれか、比較検討しなければならない。
　本章の構成は次の通りである。4.2節では、H-NS結合領域中の結合ピーク位置
を検出する手法、一般化線形モデルによる回帰分析の手法、モデル選択の手法、そ
れぞれについて述べる。4.3節では、これらの結果をまとめる。4.4節では、以上の
結果と、第 2章、第 3章で得られた結果を統合し、H-NS結合領域が保存されなが
らも、H-NS結合配列が多様化していく背景にあるメカニズムについて議論する。
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図 4.3: DNA配列とWS配列によるドットマトリクスの比較　 (A)DNA4文字配
列で計算されたドットマトリクス。H-NS結合領域下で配列の保存性が失われてい
る。 (B)同じ領域についてWS2文字配列で計算されたドットマトリクス。DNA

配列で保存性が失われていた領域内でなんらかのWS文字要素が頻出している

4.2 手法

4.2.1 H-NS結合ピーク位置の検出

H-NS結合領域のいくつかは、領域中で結合強度が最大値をとる結合ピーク位置
と、そこを中心としてほぼ対称に、なだらかに減衰する結合強度から構成された、
長さが 1 kbpほどの単峰型のパターンとなっている（図 2.7）。また、数 kbpの
長さに広がった結合領域についても、そのような単峰型の分布がいくつか連続し、
重ね合わさったもののように見える。本研究では、単峰型の結合強度パターンが、
ピーク位置を中心とした正規分布に従っていると仮定する。また、多峰型の広い
結合領域の結合強度については、様々な中心と分散を持ったいくつかの正規分布
の重ね合わせ、すなわち混合正規分布に従った確率変数であると仮定する。
　 SE11株のH-NS結合領域は 506個、SE15株のH-NS結合領域は 510個、K-12

株のH-NS結合領域は 436個、それぞれのゲノム上に存在した（表 2.2）。それぞ
れの領域について個別に、混合正規分布モデルのパラメータフィッティングを行っ
た。パラメータは、混合される各正規分布の平均（µ）と分散（σ）である。各正
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規分布の平均パラメータが、領域内の結合強度ピーク位置を意味する。ピーク位
置の検出のみを目的とするのであれば、推定するパラメータは正規分布の平均パ
ラメータのみとし、分散パラメータは単独の H-NS結合領域から推定した特定の
値に固定する方がいいかもしれない。しかし本研究に関しては、以下の理由から
分散パラメータの固定は妥当ではないと考える。H-NS結合領域のすそ野の広がり
には、テクニカルな影響とバイオロジカルな影響の 2つがある。テクニカルな面に
関しては、本研究の ChIP-seq実験においてシーケンスのライブラリを 200 bpに
調整しているために、H-NS結合の前後の領域でマッピングされるシーケンスのカ
バレッジになだらかなすそ野が生じる点が考えられる。しかし、単独のH-NS結合
領域であっても、実際に観測されるすそ野の広がりには領域ごとにばらつきがあ
る。これにはおそらくバイオロジカルな原因が影響しており、H-NSはまず親和性
の高い配列に結合し、その両端でH-NS多量体を形成しながら広がっていくと考え
られているため、結合領域の「中心」と「端」には結合の安定性に差がある可能
性が考えらる。つまり、安定性の高い領域が広い場合はすそ野の広がりが大きく、
安定性の高い領域が狭い場合は結合が鋭いピークとして観察されることが推測さ
れる。したがって、正規分布の分散パラメータは特定の値に固定するのではなく、
領域ごとに適応的に決定する必要がある。
　パラメータは、混合正規分布モデルの最適化に一般的に用いられる EMアルゴ
リズムによって最適化を行い推定した。混合正規分布モデルの最適化計算では、混
合数（いくつの正規分布を混合させるか）は、データから推定することはできず、
事前に与えなければならない。しかし、それぞれの結合領域がいくつの正規分布
の混合から構成されているのか（それぞれの結合領域にいくつの結合ピーク位置
が含まれているのか）は未知である。そこで、各領域の混合数を 1から 20と設定
して、それぞれの尤度を計算し、その値と、混合正規分布のパラメータ数、およ
びサンプル数（ここでは領域内の結合強度の和とする）から、ベイズ情報量基準
（Bayesian information criterion; BIC） (Schwarz et al. 1978)を計算した。BICは、
AIC（Akaike’s information criterion; 赤池情報量基準）と類似した情報量基準の一
種であり、統計モデルの選択に用いられる指標である。BICは以下で定義される。

BIC = −2 ln L̂+ k lnn (4.1)
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ここで、kはモデルに含まれる自由パラメータの数、nはサンプル数、L̂は、パラ
メータ θを持つモデルMのもとで、尤度関数L = p(x|θ,M)を最大化するパラメー
タ θ̂を特定した際の尤度関数の値である（L̂ = p(x|θ̂,M)）。AICと同様、BICは、
モデルの尤度と共にモデルのパラメータ数を考慮することによって、学習セット
への当てはまりの良さだけを評価するのではなく、モデルの複雑さを適切に制御
し、汎化能力の高いモデルを選択する。BICは情報理論に基づいたモデル選択基
準である「最小記述長」（Minimum description length; MDL）と数学的に等価で
あり、AICと比較して、パラメータ数の増加に対してのペナルティが大きいこと
を特徴とする。それぞれの混合数におけるBICを比較し、BICが最小となる混合
数を、その領域の混合数パラメータとして採用した。最終的に、その混合数で各
正規分布の平均パラメータおよび分散パラメータの最適化を行い、平均パラメー
タの位置をその領域のピーク位置として決定した。最適化のための EMアルゴリ
ズム、BICの計算には、Python言語で実装された機械学習の統合パッケージであ
る scikit-learn (Pedregosa et al. 2011)の sklearn.mixture.GMMを用いた。

4.2.2 ガンマ一般化線形モデルによるモデル化

前項の操作で取得したピーク位置のそれぞれについて、前後 100 bp、計 200 bp

の長さの配列と、その位置における H-NS結合強度の情報を取得した。本項の解
析の目的は、あるDNA配列が与えられたときに、その配列上の平均H-NS結合強
度を予測する統計モデルを構築することである。本項で用いる記号を表 4.1にま
とめる。
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表 4.1: 本項で用いる記号

記号 説明
y H-NS結合強度
i データセット（ピーク位置周辺配列）の添字
n データセットの総数
k 特定の k-mer文字列の添字
xk 特定の k-mer文字列
x k-mer文字列集合
f(xk) 特定の k-mer文字列の出現回数/出現期待値
wk 特定の k-mer文字列の重み係数
σ2 正規分布の分散パラメータ
a ガンマ分布の形状パラメータ
b ガンマ分布の尺度パラメータ
Wa ガンマ分布の aパラメータを決定する各 k-merの重みベクトル
Wb ガンマ分布の bパラメータを決定する各 k-merの重みベクトル

　上述の全ピーク位置周辺配列について、学習セットを次のように構築した。

1. 応答変数：200 bp内平均H-NS結合強度

2. 説明変数：200 bpのDNA配列に含まれるk-mer（k連続塩基、k ∈ {1, 2, 3, 4, 5, 6}）
の出現回数／出現期待値

　たとえば、ATGCの 4文字配列における 1-mer予測モデルの場合、説明変数は、
配列に含まれるA, T, G, Cそれぞれの文字をカウントし、期待値（それぞれが等
確率で出現すると仮定する。200 bp配列中の出現期待値はそれぞれ 50回ずつ）で
割った値となる。
　また、緒言で述べたようにDNAのATGC4文字配列は、H-NS結合領域の説明
変数としては適切ではない可能性がある（「AT含量」といった特徴を表現できな
い）ため、ここではさらに、200bpのWS配列（AおよびTをWの 1文字に、G

およびCを Sの 1文字に変換した配列）に関する k-mer（k ∈ {1, 2, 3, 4, 5, 6}）を
説明変数としたモデルについても比較する。
　一般的な線形重回帰分析の場合、説明変数と応答変数の変換には恒等リンク関
数を設定し、応答変数の従う分布は正規分布としたモデルを考える。つまり、xを
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k-merの文字列集合、yを応答変数（平均H-NS結合強度）とし、f(x)を各 k-mer

文字列の出現回数／出現期待値、wを各 k-mer文字列の係数パラメータ、Cを切
片の定数パラメータとすると、

y =
∑
k

wkf(xk) + C + ϵ (4.2)

ϵ ∼ N(0, σ2) (4.3)

となる。ただしNは平均 0、分散 σ2の正規分布とする。定数パラメータを説明変
数の中にまとめてしまうと、結局これは、応答変数 yが、平均を

∑
iwif(xi)、分

散を σ2とする正規分布に従うことになるので、yの確率密度関数を p(y|x,w, σ)と
書くと、

p(y|x,w, σ) = N(
∑
k

wkf(xk), σ
2) (4.4)

であり、学習セット 1 ～ nについて対数尤度は、

n∑
i=1

log(p(yi|x,w, σ)) (4.5)

となる。したがって、求める係数パラメータ ŵは、

ŵ = arg max
w

(
n∑

i=1

log(p(yi|x,w, σ))

)
(4.6)

となる。
　リンク関数に恒等写像、応答変数の確率分布に正規分布を仮定する線形重回帰
モデルは、非常に制約の強いモデルであり、次の 2点が要求される。

1. 応答変数と説明変数の関係性が線形である

2. 応答変数が正規分布に従って分布する、すなわち応答変数が負の値をとり
うる

　だが、本研究で扱うデータについて、これらの制約は不自然である。まず 1につ
いて、説明変数と応答変数間の線形性は自明ではない。むしろ、説明変数の取り
得る値の範囲が限定されている（200 bp内のカウントに依存する）一方で、応答
変数の取り得る値の範囲が大きい（数十から数千）ことを考えると、それらの間
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に線形性は仮定できないと考える方が自然である。また 2に関しては、本研究で
扱うデータの統計モデルとして不適切である。本研究では、応答変数は平均H-NS

結合強度であるため非負値であるが、正規分布は−∞から∞の範囲の確率変数上
に定義される確率分布である。つまり、以上のモデルは、負の値を予測分布に含む
ことになり、予測モデルとして適当なものとはなり得ない。さらに、上記の線形
重回帰モデルでは、結合強度値のすべての範囲において誤差が等分散正規分布に
従うことを仮定しているが、これも自明ではなく、おそらく適切な仮定ではない。
　そこで本研究では、応答変数の誤差の分布がガンマ分布にしたがうと仮定した、
ガンマ一般化線形モデルを構築する。ガンマ分布は連続値確率分布の一種であり、
台は正の実数である。つまり確率変数はゼロ未満の値をとらない。ガンマ分布の
確率密度関数は 2つのパラメータ aと bを用いて、

p(y) = ya−1 e−y/b

Γ(a)ba
(4.7)

と定義される。ここで Γ()はガンマ関数である。a、bはそれぞれガンマ分布の形
状パラメータと尺度パラメータであり、正の値をとる。ガンマ分布の平均と分散
はパラメータ a,bを用いてそれぞれ、E(y) = ab, V (y) = ab2となる。ガンマ分布
の確率密度関数のパラメータ a、bに対する依存性を図 4.4に示す。パラメータ a,b

どちらも分布の平均値に影響を及ぼすが、パラメータ bは分布の分散に及ぼす影
響が大きいことが特徴である。
　ここで、それぞれの観測値（H-NS結合強度）の k-merへの依存性を表現する
ために、観測値 yiがしたがうガンマ分布のパラメータ a(i), b(i)を次のように定義
する。

a(i) = exp(W T
a f(xi)) (4.8)

b(i) = exp(W T
b f(xi)) (4.9)

ただし、f(xi)は観測値 yiに対応する配列の k-mer特徴量、Waはパラメータ aに
対する k-mer特徴量の重みベクトル、Wbはパラメータ bに対する k-mer特徴量の
重みベクトルである。すなわち、一般化線形モデルのリンク関数として対数リン
ク関数を採用する。ガンマ分布のパラメータ a, bは正の実数であるが、特徴量を
指数の肩に乗せることでこの制約は満たされている。
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図 4.4: ガンマ分布は a、bの 2つのパラメータで特徴付けられる。上はパラメー
タ bを固定し aを変化させたときの確率密度関数の形状の変化、下はパラメータ a

を固定し bを変化させたときの形状の変化である。

　観測値全体にわたる尤度関数は、

n∏
i=1

p(yi|Wa,Wb) (4.10)

となり、対数尤度関数は、

n∑
i=1

log(p(yi|Wa,Wb))

=
n∑

i=1

((a(i)− 1)log(yi)− log(Γ(a(i)))− a(i)log(b(i))− yi
b
) (4.11)

となる。この対数尤度関数が最大となるように、特徴量の重みベクトルWaおよび
Wbを決定する。本研究におけるガンマ一般化線形モデルではパラメータが高次元
（数十から数百次元）であるため、勾配法に基づく数値最適化では局所最適解に陥
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りやすい。したがって、本研究ではパラメータ空間を、Metropolis-Hastingsアル
ゴリズム（M-H法）に基づくマルコフ連鎖モンテカルロ法（Markov chain Monte

Carlo methods; MCMC）によって確率的に探索するプログラムを実装した。各パ
ラメータについて正規分布に基づくランダムウォークを繰り返し、各ステップで上
記の尤度関数を評価し、その比をM-H法の採択確率として扱う。なお、パラメー
タについて L2正則化を導入する。これは、本節のモデルをベイズモデルと見た場
合、それぞれのパラメータの事前分布がゼロを中心とする正規分布であると仮定
していることに対応する。
　ATGC4文字配列の k-merモデル（k ∈ {1, 2, 3, 4, 5, 6}）およびWS2文字配列の
k-merモデル（k ∈ {1, 2, 3, 4, 5, 6}）についてそれぞれ、ガンマ一般化線形モデル
のパラメータ最適化計算をMCMCによって行った。MCMCの収束を確認した上
で、最終的に得られたパラメータセットに基づく尤度関数を計算し、モデルのベ
イズ情報量基準を計算した。もっとも汎化能力の高いモデルは、ベイズ情報量基
準が最小となるモデルとして決定した。最後に、得られたモデルのパラメータを
比較することによって、H-NS結合領域の安定性にもっとも寄与している配列要素
を明らかにした。

4.3 結果

4.3.1 混合正規分布モデルによるH-NS結合領域のモデル化およ
びピーク位置検出

3株のH-NS結合領域それぞれについて、混合正規分布モデルによってモデル化
し、正規分布の平均パラメータの座標としてH-NS結合ピーク位置を検出した。正
規分布の混合数に関して各領域で 1から 20個のモデルの最適化計算を行い、BIC

が最小になるモデルを決定した。結果、SE11株については 2,231、SE15株につい
ては 2,286、K-12株については 2,151の H-NS結合ピーク位置を検出した。H-NS

結合領域の混合正規分布によるモデル化の例を図 4.5に示す。
　いくつか、H-NS結合強度の波形が正規分布から逸脱した形状の場合に、正規
分布によるモデル化が適切でないように思われる領域があるが、多くの領域でお
おむね、直感的なピーク位置と正規分布の平均パラメータの座標が一致している。
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図 4.5: 混合正規分布によるH-NS結合領域のモデル化　上側 3枚が SE11株、中
央 3枚が SE15株、下側 3枚がK-12株における推定結果の例。いずれも、灰色の
線がChAP-seq実験によって得られたH-NS結合強度波形、異なる色で描かれてい
る線がそれぞれ推定された正規分布を示している

　検出されたピーク位置について、前後 100bpの配列を切り出し、ガンマ一般化線
形モデルの学習セットを構築するが、もしピーク位置のH-NS結合強度に染色体上
の位置依存的な傾向が見られたならば、H-NS結合強度が本質的にDNA配列に依
存すると仮定している本章のモデル化が妥当ではない可能性がある。したがって、
ガンマ一般化線形モデルによる学習に先立って、H-NS結合ピーク位置の染色体上
の位置と、その位置におけるH-NS結合強度の関係を調べた。まず、それぞれの株
の染色体のOriドメイン（複製開始領域）をDoriCデータベース (Gao and Zhang

2007, Gao et al. 2013)より取得した。それぞれの株の Terドメイン（複製終結領
域）は、Oriドメインから染色体上の位置でちょうど反対に位置する領域（角度座
標では πラジアン）として推定した。その後、それぞれの H-NS結合ピーク位置
をOriからのTerへの角度座標に変換して、Oriからの角度とH-NS結合強度の関
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図 4.6: 染色体上のH-NS結合強度の分布　各プロットが推定されたH-NS結合ピー
クを示している。x軸が染色体上の位置（左端がOri、右端がTerとしたときの染
色体上の角度座標）、y軸が対応するピークのH-NS結合強度を示している。さら
に、水色が染色体の Left macrodomain, 紫色が染色体のRight macrodomain上の
ピークである。上が SE11株、中央が SE15株、下がK-12株における H-NS結合
ピーク位置の分布を示している

係を調べた。結果を図 4.6に示す。
　H-NS結合ピーク位置は 3株のいずれにおいても、染色体上のOriドメイン（複
製開始領域）からTerドメイン（複製終結領域）まで広く分布し、それらの間で特
にH-NS結合強度の偏りは見られなかった。また、染色体上の左マクロドメイン、
右マクロドメイン間での H-NS結合強度の偏りも見られなかった。以上の結果か
ら、染色体上の領域依存的なH-NS結合強度の偏りは見られず、H-NS結合強度は
結合領域下のDNA配列に依存して決定されると仮定した本章のモデルは妥当であ
ると考えられる。
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4.3.2 ガンマ一般化線形モデルによるH-NS結合強度のモデル化

　抽出された H-NS 結合ピーク位置情報を用いて、それぞれのピーク位置の
前後 100bpの配列を切り出し、それぞれの配列について、ATGC4文字配列の k-

mer（k ∈ {1, 2, 3, 4, 5, 6}）および、WS2文字配列に変換した場合の k-mer（k ∈

{1, 2, 3, 4, 5, 6}）の存在量を特徴量とする特徴ベクトルを構成して、それぞれの領
域の平均 H-NS結合強度を応答変数とするガンマ一般化線形モデルの学習を行っ
た。ATGC4文字配列について 1-merから 6-merの 6つのモデル、WS2文字配列
について 1-merから 6-merの 6つのモデル、計 12個のモデルのパラメータをそれ
ぞれMCMCで最適化して決定し、得られた 12個のモデルをベイズ情報量基準に
よって比較した。結果を図 4.7に示す。
　ベイズ情報量基準がもっとも小さいモデルが、モデルの複雑さとデータへの適
合度がもっともバランスのとれた、汎化能力の高いモデルである。3株すべてで同
じ結果が得られ、ベイズ情報量基準が最小となったのは、WS2文字配列の 5-mer

（5連続塩基）を説明変数とするモデルであった（図 4.7）。これらの 3株はそれぞ
れ独立な学習データセットを構築して独立にモデルの学習を行ったので、3株でベ
イズ情報量基準が最小となるモデルが一致していることは、これらの学習結果が
データセットの違いに対してロバストであることを意味している。
　WS 5-merのモデルで学習されたパラメータによって予測されたH-NS結合強度
と、実際の観測値との比較を図 4.8に示す。
　決定係数はそれぞれ、0.24（SE11株）、0.25（SE15株）、0.26（K-12株）で
あった。プロットをよく見ると、特にH-NS結合強度が本来高い領域に関して予測
精度が低く、結合強度を過小に予測している。H-NS結合強度の高い領域は、実験
に用いた個体の多くで結合が見られる、安定した H-NS結合領域である。このよ
うな領域では、多量体形成による安定化効果、あるいは H-NSのパラログである
StpA (Uyar et al. 2009)や、一部の結合領域で H-NS/StpAとヘテロダイマーを
形成し、H-NSの結合の安定性に寄与していると考えられているHhaおよびYdgT

など (Ueda et al. 2013)のタンパク質との協調効果によって、H-NS結合強度が配
列によって規定される以上に高くなっているのかもしれない。
　最後に、ベイズ情報量基準最小となったWS2文字配列 5-merモデルについて、
学習された各 5-merの重みパラメータの値を調べた。ガンマ分布はパラメータ a

および bの値がそれぞれ大きいほど確率変数が大きな値を中心として分布するた
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図 4.7: ベイズ情報量基準によるモデル比較　上から SE11株、SE15株、K-12株
の結果。緑色のプロットはATGC4文字配列によるモデルの BICを、オレンジ色
のプロットはWS2文字配列によるモデルのBICを示している
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図 4.8: モデルの予測値と観測値の比較　左から SE11株、SE15株、K-12株の結
果を示す。x軸はモデルによって予測された H-NS結合強度、y軸は実際の H-NS

結合強度。

め、パラメータ aおよび bに指数的に作用する重みベクトルWa,Wbの値が大きい
ほど、その k-merの存在量が H-NS結合強度を大きくする方向に作用していると
みなすことができる。結果を図 4.9に示す。なお、バイアスパラメータの重みは省
略している。
　いずれの株においても、学習された重み係数の値はほぼ同じパターンとなった。
まず、パラメータ a（形状パラメータ）に関わる重み係数Waは、各WS 5-merで
大きな差はなかった。パラメータ b（尺度パラメータ）に関わる重み係数Wbの値
は各WS 5-merで大きな差があり、いずれの株においても、WWWWW（W=Aま
たは Tの 5連続配列要素）が最も大きな係数となっていた（図 4.9 右端）。した
がって、H-NS結合領域内においては、WWWWWという 5連続の配列要素が多
く存在するほど H-NS結合強度が大きくなる、という学習結果が得られた。係数
の値としてはWWWWWがきわだって大きいが、次に大きな係数の値をとってい
たのは、5-merのうちの 4つがWで占められる配列要素（SWWWW, WSWWW,

WWSWW, WWWSW, WWWWS）であった。
　 k-mer特徴量にかかる重み係数は、特定の k-merの H-NS結合強度に対する相
対的な「貢献度合い」と解釈することができる。重みの大きな k-merは、その k-

merの存在量がガンマ分布パラメータの増加に大きく寄与するが、重みの小さな
k-merは、配列上の存在量の多寡がガンマ分布パラメータにほとんど影響を与えな
い。ガンマ分布の平均と分散は 2つのパラメータ a, bによって表され、それぞれ
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図 4.9: WS 5-merモデルで学習された重みベクトルの係数　上からSE11株、SE15
株、K-12株の結果を示す。x軸は各WS 5-mer配列要素、y軸はそれぞれの重み係
数の値、赤線はWaの各値を、青線はWbの各値を示している
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E(y) = ab, V (y) = ab2となる。したがって、パラメータ bはガンマ分布からサン
プルされる値のばらつきへの影響がより大きい。パラメータ aに関わる重み係数
Waに関して k-mer間で差が見られなかった一方、パラメータ bに関わる重み係数
Wbで k-merごとの差が見られたことから、パラメータ bがH-NS結合領域ごとに
大きく変化する学習結果が得られた。この結果は、「配列上の k-mer特徴の影響で
H-NS結合強度が高く観測され得る領域では、実際の観測値は大きくばらつく傾向
があり、H-NS結合強度が低いはずの領域では、安定して低い」モデルが学習され
たことを意味している。H-NS結合強度分布のこのようなパターンは実際の観測値
においても見られ（図 2.3B）、再現性実験間の両対数グラフにおいて、直線的なプ
ロットの広がりがすべてのスケールでほぼ同一であることは、H-NS結合強度が高
い領域で大きくばらつきやすいことを示している。したがって、パラメータ bに
影響する重みに関して k-merごとの差が大きくなったことは、H-NS結合強度のこ
のような特徴を学習した結果であると考えられる。
　以上の結果から、ゲノム上の特定の領域において、W（AまたはT）が局所的に
連続した配列要素がある程度の長さの範囲内で密集していることが、H-NSの結合
を安定化させるために必要であり、そのような配列パターンは、その領域のH-NS

結合強度を予測するのに十分な情報を持っていることがわかった。
　一方で、W連続配列を構成するATGC4文字配列が、特定の配列（たとえばATA

など）に限定されている可能性はある。ベイズ情報量基準によるモデル比較の結
果（図 4.7）、ATGC4文字配列の 3-merモデルについて、WS 5-merモデルと同程
度に小さなベイズ情報量基準となっていた。そこで、ATGC 3-merのモデルで学
習された重み係数について調べてみると（図 4.10）、K-12株においては“ ATA”
が大きな係数として得られているが、結果は株間で安定せず、SE11株においては
“TTT”、“AAA”、“ATA”、“TAT”、“TAA”が同程度に、SE15株においては
“ ATA”と“ TTT”が同程度に大きな係数となっていた。きわだって寄与の大き
い特定のATGC配列要素は存在せず、同程度の大きさの係数でいくつかの配列要
素にばらけていることから、それら単独での H-NS結合強度の予測能力はそれほ
ど大きくなく、やはりAまたはTを区別しないWの連続配列要素の存在量によっ
てH-NS結合強度が規定されている可能性が高いと考えられる。
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図 4.10: ATGC 3-merモデルで学習された重みベクトルの係数　上から SE11株、
SE15株、K-12株の結果を示す。x軸は各ATGC 3-mer配列要素、y軸はそれぞれ
の重み係数の値、赤線はWaの各値を、青線はWbの各値を示している
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4.4 考察
本章では、H-NS結合ピーク位置の抽出と、その周辺配列における配列要素（k-

mer）を説明変数としたH-NS結合強度のガンマ一般化線形モデル構築によって、
以下の 2点を明らかにした。

1. H-NS結合強度は、A,T,G,Cの 4文字配列ではなく、AおよびTをWに、G

およびCを Sに変換したWS2文字配列の 5-mer配列要素によってもっとも
よく説明される

2. WS 5-mer配列要素の中では、W5連続配列（WWWWW）の結合強度への
寄与がもっとも大きい

　この結果は、これまで指摘されてきた「AT含量の高さ」によってH-NSの結合
を説明するモデルと矛盾するものではないが、意味するところはわずかに異なる。
実際、「AT含量の高さ」でH-NS結合強度が規定されるモデルは、本章で扱った
モデルの中ではWS 1-merモデルがそれに該当するが、その結合強度予測能力は
高くなかった（図 4.7）。WS 5-merモデルの重み係数比較の結果から、H-NSの結
合にもっとも寄与する配列要素はW5連続配列であることがわかり、したがって
結果的に、H-NS結合強度が高い領域において配列中のAT含量（W含量）が高く
観測されるが、おそらくAT含量の高さ以上に、「Wが連続している配列」が密集
していることがH-NS結合の安定化において重要なのだと考えられる。
　一方で、そのような特徴が保持されてさえいれば、その領域上で変異が蓄積し
て、ATGC4文字配列としてのパターンが失われたとしても、H-NSの結合が維持
できるのかもしれない。実際に、DNA配列の相同性が失われても、WS2文字配列
の密集という特徴が保たれている領域が存在し（図 4.3）、また、A,T,G,C4文字配
列で学習された 3-merのガンマ一般化線形モデルでは、きわだって大きな重み係
数の値を持つ配列要素は存在しなかった。H-NS結合領域はこのような特徴を持つ
ことによって、第 3章で見たように多様性が非常に高い領域であったとしても、第
2章で見たように結合領域を長期的に維持し続けることが可能なのかもしれない。
　先行研究によって、H-NS の結合を導く高親和性配列として、AT含量 (Luc-

chini et al. 2006, Navarre et al. 2006)、A-tract配列 (Crothers et al. 1990, Zuber

et al. 1994, Oshima et al. 2006)、AT含量の高い配列における TpA2連続塩基の
存在 (Kahramanoglou et al. 2011, Gordon et al. 2011)が提案されている。これら
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は本章で示した結果と矛盾するものではない。多くの先行研究では、H-NS結合配
列とH-NS非結合配列との比較によってH-NSの結合を安定化する配列の特定を試
みているが、H-NS結合配列が本来AT含量が高い傾向にあることから、そのよう
な比較によっては、単に AT含量の高い領域で確率的に出現しやすい配列を特定
してしまうことになりかねない。本研究では、H-NS結合領域のみを対象としてモ
デルを構築し、さらにChAP-seq解析によって得られたH-NS結合強度情報を積極
的に利用することによって、H-NSの結合を安定化している配列要素を特定した。
ChAP-seq解析によって得られる結合強度情報は、細菌集団中のDNAタンパク質
の結合の安定性を反映した定量的な情報である。さらにH-NSは、スーパーコイル
の変化や (Tobe et al. 1995)、H-NSの部分的なパラログであるタンパク質とのヘテ
ロダイマー形成によるH-NS多量体形成の不安定化 (Williamson and Free 2005)、
温度や浸透圧による抑制解除 (Prosseda et al. 2004)など、他の様々な要素と相互
作用しながら転写制御を行い (Stoebel et al. 2008)、またそれらの要素は結合領域
によってそれぞれ異なっている。つまり、H-NSは「結合しているか否か」という
デジタルなシグナルを用いて転写制御を行っているのではなく、H-NSがいかに安
定的に結合しているかというアナログな結合強度情報を用いて、つまり連続的に
変化する量を連続量として解釈することによって複雑な転写制御メカニズムを実
現している。したがって、H-NSの結合が特定の領域でいかに安定化しているか、
すなわち H-NS結合強度が特定の領域でどれほどの値を示しているかという情報
は、in vivoにおけるH-NSの安定化のメカニズムを知る上で重要だと考えられる。
本章の手法はそのような結合強度情報を、結合領域下のDNA配列情報に回帰させ
る目的で利用した。回帰モデルでは、いくつかの領域、特にH-NS結合強度が非常
に高い領域において予測精度が低く、結合強度が過小に推定されていた。予測か
ら逸脱した領域は興味深い研究対象であり、そこではDNA配列によって規定され
得ない、in vivoで結合安定性を高めているなんらかの要因が見いだされるかもし
れない。
　WSドットマトリクスによる観察（図 4.2、図 4.3）およびガンマ一般化線形モ
デルによる学習結果から、H-NS結合領域では、その他の領域と明瞭に区別される
配列パターンが存在し、短い AT-rich配列がある程度の広い範囲で高度に密集し
ているという環境の維持が、H-NSの結合安定性を高めるために不可欠であること
が示唆された。この結果はまた、H-NSが広範囲に結合する際に、まず高親和性配
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列に結合して核形成を行い、その後、H-NS多量体を形成しながら周辺に広がって
いくという、H-NS結合の核形成・伝播モデル (Lang et al. 2007)とも一致してい
る。短いAT-rich配列の密集は、H-NSがDNAと周期的に相互作用し、それらの
領域で核形成を行って、その後より大きなH-NS-DNA複合体を形成する際の足場
を提供するために利用されていると考えられる (Arold et al. 2010)。短いAT-rich

配列の密集というH-NSの結合条件の緩さから、H-NSとDNAとの間の相互作用
は非常に柔軟であるといえる。このような柔軟性によって、H-NS結合領域上で親
和性配列の獲得・欠失が生じながらも、H-NSの結合を維持し続けることが可能と
なり、また、H-NSがそのような領域上の遺伝子の転写を抑えることで、変異の蓄
積によって生じうるネガティブな効果を回避しつつ、遺伝子の機能・制御の多様
性を高めることができるのだと考えられる。したがって、H-NS結合領域上に観察
されるこのような配列的特徴もまた、Dormanの提唱した仮説 (Dorman 2007)に
基づいた役割をH-NSが担うために必要な要素であるのかもしれない。
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本章ではここまでの結果をまとめ、本研究の結論を述べる。それを踏まえ、
細菌の進化における H-NSの役割を考察する。また、いくつかの未解決問題
に触れ、今後の展望を述べる。

5.1 本論文のまとめ
本研究では、進化系統的に近い大腸菌K-12株と SE11株、およびそれらとは進
化系統的に離れた大腸菌 SE15株のゲノム上に結合する H-NSタンパク質の比較
ChAP-seq解析を行い、その結果を比較ゲノム解析、分子進化解析、そして多変量
解析と結びつけることによって、大腸菌の進化における H-NSの役割を議論して
きた。
　遺伝子水平伝播（HGT）は、細菌、特に大腸菌が様々な環境に適応する上で非
常に重要な進化のメカニズムであるが、外来性遺伝子は既存のシステムに擾乱を
引き起こし、生存にとって大きなコストとなりうる。したがってHGTによって多
様性を獲得している細菌は、外来性遺伝子の獲得初期段階においてそれらの発現
を抑制し、安定的にゲノムへと取り込む何らかのシステムを有しているはずであ
る。近年、H-NSと呼ばれるタンパク質がその役割の一端を担っていることが明ら
かとなった。H-NSは大腸菌ゲノムの高次構造形成に関わる核様体タンパク質の一
種として特定されたDNA結合タンパク質であるが、外来性遺伝子を特異的に認識
し、その転写を抑制することで外来性遺伝子の発現による有害な効果を低減する
機能を持つことが示された。しかし、HGTはけっして外来性遺伝子の宿主ゲノム
への組み込みによって完結する現象ではなく、HGTの完遂には異物である外来性
遺伝子を宿主の転写調節ネットワークに適応させていくために、進化のスケール
で非常に長い時間が必要となる。外来性遺伝子はいかにして宿主のシステムに組
み込まれるのか？外来性遺伝子の適応プロセスに、H-NSはどのように関わってき
たのか？大腸菌の進化の観点で、H-NSが外来性遺伝子の進化、多様化、および宿

103



第 5 章 総括 5.1本論文のまとめ

主ゲノムへの適応にどのような役割を果たしてきたのか？これらの問題はこれま
でほとんど明らかにされていない。
　本研究では、大腸菌株間のH-NSの結合、配列の多様性、および配列パターンを
徹底的に比較することによって、上記の問題の解決に取り組んだ。ここで、序論
で挙げた 3つの問題点に対応させるかたちで、各章の結果をまとめる。

5.1.1 結果のまとめ

H-NSの結合は進化の過程で保存されるのか？

　第 2章では、大腸菌 3株のゲノム上H-NS結合領域を網羅的に取得するChAP-

seq解析と、3株の比較ゲノム解析の結果を組み合わせることによって、3株で共
有されている“Common”ゲノム領域においてH-NSの結合領域が高度に維持され
ていることを明らかにした。“ Shared”領域や“ Specific”領域など、比較的近年
のHGTで獲得されたと考えられる外来性のゲノム領域において、先行研究で報告
されているようにH-NSの結合が頻繁に見られたが、“Common”領域においても
H-NSの結合は多数見られ、それらの結合パターンはきわめて精確に保存されてい
た。また、本研究で用いた大腸菌K-12株および SE11株と大腸菌 SE15株は大腸菌
系統群の中で進化的に遠く、それらの共有ゲノム領域はおそらく大腸菌系統群の
共通祖先で保持されていたゲノム領域と考えられるため、少なくとも大腸菌系統
群の多様化以降、H-NSの結合がそれぞれの株で維持されてきたことを示唆した。

H-NS結合領域下のDNA配列はどのような進化的特徴を持っているのか？

　第 3章では、大腸菌 44株の分子進化解析によって大腸菌系統群のオーソログ
遺伝子、および相同遺伝子間領域を特定し、それらをH-NS結合・非結合に分類す
ることによって、H-NS結合領域に見られる進化的なパターンを見いだした。大腸
菌の様々な株が分岐する以前、共通祖先が有していたと思われる遺伝子および転
写調節領域において、H-NSが結合している場合、多様性が大きい傾向にあった。
そのような多様性の増加は、オーソログ遺伝子の非同義座位と、転写制御領域を
含む相同遺伝子間領域に限定して観察された。すなわち、純化選択の効果によっ
て多様性が低く抑えられているはずの領域において、H-NSが結合している場合に
多様性が増大する傾向がみられた。この結果から、H-NS結合領域下では、H-NS
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の結合によって純化選択の効果が減少することで、多様性が生み出されている可
能性を示唆した。

H-NS結合領域下のDNA配列はどのような配列的特徴を持っているのか？

　第 4章では、H-NS結合ピーク位置の抽出手法と、H-NS結合強度にもっとも
寄与している配列特徴を特定するための手法を開発した。構築した回帰モデルの
機械学習結果から、H-NS結合強度、すなわちそれぞれのH-NS結合領域の安定性
を高めるためには、これまでに提案されてきたAT含量、A-tract配列というより
もむしろ、AあるいはTが局所的に連続するW5連続配列が密集していることが
条件となっている可能性を示唆した。このような柔軟な配列要素によってH-NSの
結合が規定されることによって、第 2章で得られた結果と第 3章で得られた結果
が矛盾なく共存し、H-NS結合領域上で配列の多様性を高めながらも、H-NSの結
合を維持し続けることが可能となるのだと考えられる。

5.1.2 H-NSによる転写抑制の進化的意義

　以上の結果から、H-NSの結合による利点は、外来性遺伝子の取り込み初期に
それらの発現を抑制して宿主に対する有害な効果を抑え込むことのみにあるので
はなく、外来性遺伝子を長期的に保持し、転写抑制を介してそれらに蓄積する変
異によって生じる有害な効果を抑えながら、それらが「仮想的に中立に」進化す
ることを促し、適切に宿主のシステムに組み込まれるための環境を整えることに
あると考えられる。
　 H-NS結合領域下で多様性が高い遺伝子は、宿主のシステムに適応しているの
ではなく、単に遺伝子としての機能が壊れた偽遺伝子となっている可能性はある
か？第 3章の解析結果から、その可能性は否定できると考える。偽遺伝子は、かつ
て遺伝子機能を担っていたDNA配列が機能を失い、自由に変異が蓄積するように
なったゲノム領域のことである。そのような領域では非同義座位、同義座位といっ
た遺伝子機能に関わるDNA配列の意味的区分が失われ、どちらも同じ程度の進化
速度で変異を蓄積する (Kimura 1984)。H-NS結合遺伝子では、H-NS非結合遺伝
子と比較して非同義座位多様性が有意に上昇しているとはいえ、それらは同義座
位の多様性に比べて小さな値の中での差であった（図 3.5）。したがって、H-NS結
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合遺伝子であっても、それらの非同義座位は完全に中立的に進化しているわけで
はなく、自然選択が作用していると思われる。実際、大腸菌においてH-NS結合遺
伝子のすべてがいっさい発現していないのではなく、通常の培養条件であっても、
いくつかのH-NS結合遺伝子の発現は見られる（図 3.12）。しかも、H-NS結合の
影響下にありながら発現が上昇している遺伝子の多くは、大腸菌系統群の分岐の
はるか以前に獲得したと推測される「太古の外来性遺伝子」であった。以上の結
果からわかるのは、H-NSの結合は、外来性遺伝子の発現を抑え込むことによって
外来性遺伝子の偽遺伝子化を導くのではなく、長期的な保持とその間の進化の結
果、外来性遺伝子の宿主システムへの適応という結果を導くということである。
　 H-NSによる転写抑制効果の影響を受けている外来性遺伝子はなぜ、大腸菌の
ゲノムから失われないのか？生存にとって有害な遺伝子がゲノムから失われる詳
細な分子生物学的メカニズムは明らかになっていないが、余計な遺伝子を排除す
る選択圧は非常に強力で、わずかにでも適応的コストのかかる遺伝子は急速に失
われていくという例が、サルモネラ菌において報告されている (Koskiniemi et al.

2012)。一方、同様にサルモネラ菌において、hns遺伝子を欠失させた変異体を用
いた進化実験によって、野性型ではゲノム中に安定的に保持されているサルモネラ
菌の III型分泌装置に関連した遺伝子が、hns変異体では急速に失われていくこと
が報告された (Ali et al. 2014)。したがって、H-NSの役割はむしろ、H-NSが存在
しない場合には失われてしまう外来性遺伝子を、ゲノム中に保持し続けることに
あると考えられる。同様の役割は、H-NSのパラログである Sfhタンパク質におい
て知られており、保持に適応的コストがかかるために通常はすぐに排除されてし
まうプラスミドが、そのプラスミド上にコードされた Sfhによる“ステルス効果”
によって菌体内に保持され得るという例が報告されている (Doyle et al. 2007)。外
来性遺伝子は H-NSによる転写抑制を受けているために、ゲノムから失われるこ
となく適応していくのである。
　HGTによる外来性遺伝子の獲得は、もしそれが単に、ある細菌の何らかの形質
を別の細菌が獲得することのみを意味するのであれば、必ずしも細菌系統群の形
質の多様化や様々な環境への適応を導くメカニズムとはなり得ない。HGTが細菌
の膨大な多様性を生み出しているのであれば、HGTによる遺伝子交換に加えて、
それぞれの細菌がその遺伝子をいつ使うか、いかに使うかといった、遺伝子制御の
多様性を生み出す進化メカニズムが同時に存在しなければならない。大腸菌にお
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いては、「遺伝子発現の多様性」が、大腸菌株間の表現型の多様性に大きく寄与し
ていることが知られている。たとえば、コロニー形成に関わるMat線毛に関連し
た遺伝子群は大腸菌系統群で広く保存されているが、A群大腸菌およびB1群大腸
菌では通常発現しないような温度、pHなどの環境条件において、B2群大腸菌で
はMat関連遺伝子群を発現する (Lehti et al. 2013)。このようなMat関連遺伝子
の発現制御の多様性は、遺伝子のプロモータ領域に生じた配列多様性によっても
たらされており、しかもMat遺伝子群のプロモータ領域はH-NSに覆われ、H-NS

による発現抑制を受けているのである (Lehti et al. 2013)。このような遺伝子発現
の多様性は、HGTによって獲得される遺伝子セットの多様性とともに、細菌がそ
れぞれの環境に適応する上で非常に重要である。H-NSは、大腸菌が様々な生息環
境に適応する過程において、外来性遺伝子の獲得と、それら遺伝子の発現を最適
化するプロセスに大きく関わってきたと考えられる。
　大腸菌の進化における H-NSの役割を、最適化問題の解法とのアナロジーで考
えることも可能である。最適化問題とは、ある集合上で定義された目的関数が最
大値をとる元を求める問題である。局所最適解が大域的最適解と一致している場
合は、各点における勾配ベクトルが求められれば最適化は簡単である。だが目的
関数が多峰性の場合は（おそらく遺伝子型を定義域とした表現型の「適応度関数」
は非常に強い多峰性である (Kauffman and Weinberger 1989)）、最適化は簡単では
ない。そのような非線形・非凸・微分不可能な目的関数の最適化にはしばしば遺伝
的アルゴリズムをはじめとした進化計算が使われる。進化計算では、多数のパー
ティクルを目的関数の定義域にばらまき、それぞれのパーティクルが個別に関数
値や解の実行可能性を「評価」して、その評価に応じてパーティクルの自然選択
が行われ、次の世代では生き残ったパーティクルの周辺をより重点的に探索する、
というプロセスをとる。進化計算では、集団サイズや、それらの「多様性」をい
かに制御するかが、アルゴリズムの性能を大きく左右する。多峰性の目的関数に
おける最適解探索では、しばしば集団が特定の局所最適解周辺に縮退してしまう。
それを避けるためには、各ステップで集団の多様性が維持できているか、すなわ
ち関数定義域の広い範囲を探索できているかが重要となる (Kita and Yamamura

1999, Kobayashi 2009)。それぞれのパーティクルの「評価」をすべて厳密に取り
扱い、低い評価値のパーティクルをすべて排除してしまうと、大域的最適解にた
どり着く前に局所最適解に収束してしまう。したがって、多峰性の目的関数の最
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適解探索では、ある程度の期間、それぞれのパーティクルの評価を保留し、十分に
多様性を確保することが重要となる。これと同じ状況が、大腸菌の外来性遺伝子
発現の最適化においてもおそらく生じている。外来性遺伝子の発現を生息環境に
応じて「大域的最適化」する過程で、そこに至るまでの経路に存在する遺伝子型
には、生存にとって有害な影響をもたらすものが無数にあると思われる。したがっ
て、外来性遺伝子を取り込んですぐにその遺伝子を「評価」する、あるいは取り込
み後の初期段階で評価してしまうと、そのような有害な遺伝子を持った個体は死
滅し、HGTによる多様性獲得の機会は失われる。一方、H-NSによる転写抑制に
よって外来性遺伝子の評価を保留するならば、その外来性遺伝子を持った個体が
集団中で増殖し、それぞれで配列に変異を蓄積して、多様性が十分に高まった状
態で、外来性遺伝子の評価が可能となる。HGTの頻度はそれほど高くなく、世代
あたり遺伝子あたり 10−6から 10−4と考えられており (Niehus et al. 2015)、すぐ
に有害な外来性遺伝子を排除してしまっては、その最適解探索を試みることもな
く、多様性獲得の機会が失われてしまう。H-NSによる外来性遺伝子の転写抑制は、
最適解を探索する時間を稼ぐための重要な意義があると考えられる。また、遺伝
子型の最適化問題解法としてのH-NSの役割に関しては、焼き鈍し法（Simulated

annealing）とのアナロジーも見いだされる。焼き鈍し法では、探索空間内の多様
性を十分に確保したあと、徐々にパーティクルの評価と選別を厳しくし、探索領
域を狭めていく。H-NSによる転写抑制は、温度や浸透圧の変化などの環境ストレ
スによって解除されることが知られており (Prosseda et al. 2004)、ある程度集団
中の配列多様性が大きくなった後に、外来性遺伝子がそれぞれの生息環境で評価
されることで適応を遂げているのかもしれない。
　高等生物においては、多様性はおもに遺伝子重複によって獲得されてきたと考
えられている (Ohno 1970, Taylor and Raes 2004)。同じ機能を持つ遺伝子が２つ
存在することで、一方の遺伝子の正常な機能を維持しながら、もう一方の遺伝子
に自由な変異を蓄積することが可能となる。すなわち、重複遺伝子において選択
圧が緩和される。これにより新たな遺伝子機能の獲得など、多様性が獲得される
可能性を高めることができる。一方、細菌においてはタンパク質ファミリーの拡大
に遺伝子重複がほとんど寄与してこなかったことが明らかにされている (Treangen

et al. 2011)。細菌系統群はいかにして、現在地球上で観察される莫大な多様性を
獲得するに至ったのか？本研究の結果から、少なくとも大腸菌においては、HGT
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による外来性遺伝子の獲得と、H-NSによる転写抑制を介した外来性遺伝子進化の
選択圧の緩和が、多様性の獲得に大きな役割を担ってきたと考えられる。

5.2 今後の研究課題
最後に、本研究で未解決の問題、本研究からさらに発展させていくべき問題に
関して、今後の研究課題として触れる。

H-NS結合領域配列多様化の直接的なメカニズムはなにか？

本研究では、H-NS結合領域のDNA配列が、非結合領域の配列と比較して多様
性が高い傾向にあることを明らかにしたが、それが実際にどのような生物学的メ
カニズムでなされているのか、十分に明らかにはなっていない。本研究ではH-NS

による転写抑制の間接的な効果として外来性遺伝子の選択圧が緩和され、進化速
度が（見かけ上）増大する、という解釈をとった。この解釈は、同義座位および制
御領域の存在しない遺伝子間領域において、H-NSの結合の有無によって多様性に
ほとんど差が見られないことを根拠としている。だが、何らかの未知のメカニズ
ムによって、H-NSがその結合領域下のDNA配列に直接的に変異を導入している
可能性は排除しきれていない。H-NS結合領域下の進化の加速が、H-NSの結合に
よる直接的な効果によって生じているのか、転写抑制による間接的な効果によって
生じているのか明らかにするためには、in vitroの進化実験、特に、野性型と hns

変異体の進化を実験室内進化によって比較することが必要である。hns変異体の進
化実験はサルモネラ菌などにおいて行われているが (Ali et al. 2014)、先行研究で
は H-NS結合領域と非結合領域で多型の生じ方にどのような差があるかの比較検
討は行っていない。H-NS結合・非結合領域の変異頻度を野性型と hns変異体で比
較することによって、H-NSが進化の加速に直接的な影響を及ぼしているのかどう
かを明らかにすることができると考えられる。

H-NS非結合遺伝子で多様性が増大していた原因はなにか？

本研究では、外来性オーソログに関して、H-NSが結合していない場合にも多様
性が大きく増大していることが観察された（図 3.9）。H-NS非結合外来性オーソ

109



第 5 章 総括 5.2今後の研究課題

ログは、H-NS結合外来性オーソログと同程度に多様性が増大している。これらの
遺伝子はなぜ、どのようにして大腸菌系統群内の大きな多様性を獲得したのか？
遺伝子の発現量の比較では、H-NS非結合外来性オーソログは、H-NS結合外来性
オーソログと同じく、発現量が低かった（図 3.12）。これらの遺伝子に関しては
H-NSの結合が見られないが、H-NSと似たなんらかの転写抑制因子が結合するこ
とによって、H-NSの場合と同様のメカニズムで多様性が増大している可能性があ
る。この仮説を検証するためには、これらの H-NS非結合外来性オーソログ遺伝
子について、それらの転写を制御している転写調節因子を特定することが必要で
ある。

HGTシミュレーションの拡張

これまで、HGTをモデル化したシミュレーション研究によって (Niehus et al.

2015)、集団をスイープするのが遺伝子かゲノムか、すなわち、有利な形質を持っ
た外来性遺伝子が集団中を二次的に水平伝播することによってそのような形質が
集団中に固定されるのか、あるいは外来性遺伝子を獲得した個体が増殖すること
によって形質が集団中に固定されるのかが議論されている (Cohan and Koeppel

2008, Wiedenbeck and Cohan 2011)。HGTの頻度は非常に低いので、集団をス
イープするのは常にゲノムであるはずだが、Niehusらによるシミュレーション研
究では、外界から集団への個体の移入・移出が特定の条件を満たすと、遺伝子によ
るスイープが生じることが報告されている (Niehus et al. 2015)。しかし HGTの
効果を考慮した生態学シミュレーション研究の多くでは、外来性遺伝子が獲得と
同時に宿主にとって有利な形質をもたらすことを前提としたモデル化をしており、
外来性遺伝子獲得初期の有害な効果や、H-NSによる転写抑制による効果を組み込
んだモデルは存在していない。H-NSによって外来性遺伝子の転写が抑制されるこ
とで、外来性遺伝子を取り込んだゲノムによる集団のスイープが必ずしも生じな
いかもしれない。微生物群集レベルの進化・多様化に関して、HGTが果たして来
た役割を明らかにするためのシミュレーション研究を遂行する上で、H-NSの効果
を取り入れたシミュレーションモデルの構築は大きな意義を持つと考える。
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どれほど普遍的な現象か？

ゲノムの多様性を増加させ、それぞれの種が様々な環境条件に適応する上で、
H-NSのような機能を持つタンパク質の保持は非常に優れた手段となっていると考
えられる。したがって、大腸菌以外の多くの細菌のゲノムにおいても、このような
性質を持つ転写抑制タンパク質が存在し、ゲノム上に分散したAT-rich領域など、
なんらかの配列的な特徴を持った局所領域をランドマークとして結合して、種の
多様性を高めていることが予想される。H-NSのようなタンパク質の存在は、外来
性遺伝子を積極的に導入して種の多様性を高めている細菌における、普遍的な進
化システムなのではないか。事実、結核菌の持つ Lsr2という転写抑制タンパク質
はH-NSと配列的な相同性はないものの、ゲノム平均と比較して高いAT含量の領
域に結合するなど、H-NSと似た性質を有し (Gordon et al. 2011)、結核菌の進化
過程において同様の役割を果たして来た可能性がある。細菌は地球上で最も多様
性の高い生物である。この爆発的な多様性を獲得するために、H-NSを持たないほ
かの多くの細菌においても、H-NSと似た機能を持つ未知の転写抑制タンパク質が
進化に寄与してきたのかもしれない。この仮説を検証するためには、今後より多
くの細菌種に対して比較解析を実行し、そのような転写抑制タンパク質を見いだ
していくことが必要である。
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Levin, Bruce R, Véronique Perrot, and Nina Walker. 2000. Compensatory muta-

tions, antibiotic resistance and the population genetics of adaptive evolution in

bacteria. Genetics 154:985–997.

Ley, Ruth E, Daniel A Peterson, and Jeffrey I Gordon. 2006. Ecological and

evolutionary forces shaping microbial diversity in the human intestine. Cell

124:837–848.

Li, Li, Christian J Stoeckert, and David S Roos. 2003. OrthoMCL: identification

of ortholog groups for eukaryotic genomes. Genome research 13:2178–2189.

Lucchini, Sacha, Gary Rowley, Martin D Goldberg, Douglas Hurd, Marcus Harri-

son, and Jay CD Hinton. 2006. H-NS mediates the silencing of laterally acquired

genes in bacteria. PLoS Pathogens 2:e81.

Lunter, Gerton, Andrea Rocco, Naila Mimouni, Andreas Heger, Alexandre

Caldeira, and Jotun Hein. 2008. Uncertainty in homology inferences: assess-

ing and improving genomic sequence alignment. Genome research 18:298–309.

Maurer, Sebastian, Jürgen Fritz, and Georgi Muskhelishvili. 2009. A systematic In

Vitro study of nucleoprotein complexes formed by bacterial nucleoid-associated

proteins revealing novel types of DNA organization. Journal of molecular biology

387:1261–1276.

119



McFall-Ngai, Margaret, Michael G Hadfield, Thomas CG Bosch, Hannah V Carey,
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