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3.1 はじめに

近年シーケンサーの高速化に伴い数多くの生物種の全

ゲノムの配列情報が公開されている．一方でそこに含ま

れる遺伝子の機能についての情報（アノテーション）は

不足しており，機能が不明とされているものが数多く存

在する．遺伝子の機能を決定するために，関連する変異

体を作成することやコードされているタンパク質を単離

することが行われる．しかしこれらの作業には多くの時

間がかかるため，どの遺伝子が目的とする表現型の発現

に関与しているのかを予測することが必要とされる．

機能が不明な遺伝子の機能を予測するためによく用い

られるのは相同性検索であり，BLASTやFASTAが有

名である［1，2］．これを使うと，機能が既知のある遺伝

子に類似した別の遺伝子を探すことができる．しかしな

がら単に機能が既知の遺伝子と類似のものを検索するだ

けでは，それらと相同性が無く機能が未知の遺伝子に対

応できない．

未知の遺伝子の機能を推定する上で，その遺伝子がど

のような生物種に存在しているかを知ることは大きな助

けになる．言い換えると，ある生物群が特定の表現型を

示している場合，その原因となる遺伝子（群）もそれら

の生物全てに共通して存在する可能性が高い．本章では，

この考えに基づいて筆者らが開発したCCCT（Correla-

tion Coefficient Calculation Tool）による遺伝子の同定

を紹介する．この手法は多くの生物種の全ゲノム情報を

利用できることが前提となっているため，今後さらに精

度は向上すると予想できる．

3.2 解析対象にする生物群の選定

まず始めに未知の遺伝子を持っていることが確実な生

物種をクエリー種として選定する．これは例えば，ある

色素を蓄積するのにその合成に関与する遺伝子が未知で

あるような種である．次にクエリー種に近縁で，未知の

遺伝子を持っていると予想される種と，持っていないと

予想される種を解析対象に選ぶ．

この解析を行うためには準備段階として，解析対象に

する生物群の持つ全遺伝子を総当たりで相同性検索を行

うことが必要となる．筆者らはすでにNCBIにおいて公

開されている真核生物を含む約850種の生物の全遺伝子

に対して総当たりでBlast検索を完了しており，結果の

ファイルを統合データベースプロジェクトの協力を得て

公開する予定である．しかしながら，非公開になってい

る生物種を用いる場合や，Blast以外の相同性検索の結

果を用いてCCCTを用いる場合のために，解析に用いる

相同性一覧の表のフォーマットを示す［表1］．一行目は

解析対象にする生物の名前であり，左端がクエリー種で，

順次ターゲット種を任意の順で並べる．二行目はそれぞ

れの生物が，目的とする未知の遺伝子を持つはず（－180）

なのか，持たないはず(1)なのかを示す．ここでは検索方

法にBlastを採用し相同性の指標としてはE-valueの指
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数部分を用いているので，値が小さいほど類似した遺伝

子を持つことを表している．一列目の三行目以降はクエ

リー種（この場合は Arabidopsis thaliana）の全遺伝子そ

れぞれのアクセッション番号を示す．二列目以降の三行

目以降は，各列の生物種の全遺伝子をターゲットにして，

クエリー種の各遺伝子の相同性を検索したときに最も相

同性が高かった遺伝子の相同性の値である．例えば二列

目の三行目は A. thaliana の遺伝子NP 974945.2をクエ

リーにして A. thaliana の全遺伝子を検索したときにベ

ストヒットした遺伝子の相同性の値である．これは採用

した相同性検索の方法で，各遺伝子と全く同じ遺伝子が

ヒットしたときに表示される相同性の値となる．また，

三列目の三行目は A. thaliana の遺伝子NP 974945.2を

クエリーにして Chlamydomonas reinhardtii の全遺伝

子を検索したときにベストヒットした遺伝子の相同性の

値である．

このように相同性の値を並べると，各行は各遺伝子の

生物間の分布パターンを示すことになる．例えば三列目

のNP 974945.2は C. reinhardtii と E. coli には良く似

ているものは無く，六行目のNP 974807.2は C. reinhar-

dtii には少し似ているものがあるが E. coli には似てい

るものが無いことがわかる．ここで理想とするパターン

（二行目）と各行との相関をとれば，クエリーの持つ全遺

伝子のうちどれが理想とする分布パターンに近いかがわ

かる．また各行のパターンをそれぞれ各行のパターンに

対して相関をとれば，クエリーの持つ全遺伝子をその生

物間分布パターンに基づいて自動的に分類することがで

きる．筆者らはMathematicaを用いてStand-alone
 

Blastの制御，相同性一覧表の作成，および相関係数の算

出を行ったが，統合データベースのホームページ上で

FireFoxにて動作するCCCTのスクリプトを公開予定

である．

この解析で最も重要なのは，解析対象の生物種の選定

と，理想とする分布パターンの設定である．未知の遺伝

子を持つクエリー種に比較的近縁な種で，その遺伝子を

持たないと予想される生物種が存在する場合や，クエ

リー種と遠い種でその遺伝子を持つと予想される種があ

る場合には，候補を絞り込みやすくなる．ここでは筆者

らが特定に成功した光合成関連遺伝子を例にとり，その

手順を示す．

3.3 クロロフィル合成に関する遺伝子

クロロフィルはその合成過程においてジビニル体から

モノビニル体へ変換される．高等植物においてはその反

応に関与する遺伝子（dvr）がすでに同定されているが

［3］，他の多くの光合成生物にはその酵素が無くどのよう

に変換しているのか不明であった．筆者らはCCCTを用

いてシアノバクテリアの持つdvrを特定することがで

きた．

3.4 解析対象の生物種の選定

ほとんどのシアノバクテリアと紅藻は高等植物の持つ

dvrを持たないにも関わらずモノビニル体のクロロフィ

ルを光合成に用いている［表2］．このことは新規のdvr

があることを示している．モノビニル体のクロロフィル

を持つ生物のうち高等植物と類似のdvrを持たない

cyanobacteriaおよび紅藻はすべて未知のdvrを持つと

仮定した．これらの生物のうち Synechocystis  sp.PCC
 

6803は遺伝子操作が可能であり比較的良くアノテー

ションされていることから，これをクエリー種とし他の

生物はターゲット種に加えた．一方でシアノバクテリア

でも Prochlorococcus はジビニル体のクロロフィルを持

ち，高等植物と類似のdvrも持たないことから，未知の

dvrも持たないといえる．これらも全てターゲット種に

加えた．高等植物，緑藻，珪藻は既知のdvrを持つため

解析対象には加えなかった．

3.5 総当たりの相同性検索

Synechocystis  sp.PCC 6803の遺伝子は約3600個あ

遺伝子同定

表1：相同性一覧の例

A. thaliana  A. thaliana  C. reinhardtii  E. coli E22 ．．．

－180 1 －180 ．．．

NP 974945.2 －180 －15.04575749 0.146128036 ．．．

NP 974899.2 －168 －19.15490196 0.491361694 ．．．

NP 974897.2 －17.52287875 0.698970004 0.146128036 ．．．

NP 974807.2 －172 －65 0.681241237 ．．．

．．． ．．． ．．． ．．． ．．．
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る．これらをひとつずつクエリー配列として，各ターゲッ

ト種の全遺伝子を対象にBlastサーチを行い，最も類似

しているターゲット種の遺伝子を抜き出して表1のよう

な類似度（期待値：E-value）の行列を作成した．ただし

クエリー種は Synechocystis  sp.PCC 6803とし，ター

ゲット種は表２に赤および青で示した生物種を用いた．

3.6 相関係数による並べ替え

表2に示した条件をグラフに表した物が図1a）であ

る．縦軸はE-valueを対数表示にしたもので小さいほど

相同性が高い遺伝子を持つことを意味する．このパター

ンとクエリー種の持つ全遺伝子それぞれの分布パターン

との相関をとり，相関の高い順にグラフとして表示した

［図1b～d］．最も相関が高かったのはシアノバクテリア

のアンテナ（フィコビリソーム）をチラコイド膜に接続

するリンカータンパク質であった．ほとんどのシアノバ

クテリアと紅藻はフィコビリソームをアンテナとして用

いるが，Prochlorococcus はフィコビリソームを持たない

ことから，これは予期された結果である．次に相関係数

が高かったのはアノテーションのないslr1923であり，

これは未知のdvrである可能性が高いと考えられた．他

に相関が90％以上の範囲でアノテーションがない遺伝

子はslr1302だけであった．この２つをクエリーにして

NCBIのprotein databaseに対してBlast検索を行っ

たところ，slr1923は Methanococcus のcoenzyme F420
 

hydrogenase/dehydrogenase family proteinと弱い相

同性のあることがわかった．最後に Synechocystis  sp.

PCC 6803でslr1923を破壊した変異体がジビニル型の

クロロフィルを蓄積したことから，slr1923がシアノバク

テリアでモノビニル型のクロロフィルの合成に関与して

いることが確認できた．

3.7 まとめ

本解析方法は単純な原理に基づいており，始めの相同

性検索さえ終わらせてしまえば，相関による並び替えは

数分で完了する．候補を絞り込めるかどうかは解析に用

いる生物種の種類と数にかかっており，十分な生物種を

用いることができれば候補を相当絞り込むことができ

る．実際シアノバクテリアのdvrでは候補が２つに絞り

込まれた．

一方で課題もいくつか存在する．ひとつは，目的の遺

伝子の理想とする分布パターンを設定するには解析に用

いる生物種の特徴をよく知っている必要がある点であ

る．これについては生物の特徴を集めたデータベースの

表2：解析対象の生物群と各生物の持つクロロフィルのタイプ

Synechocystis sp.PCC 6803（クエリー種として使用）

Anabaena variabilis ATCC 29413  Crocosphaera watsonii WH 8501
 

Cyanothece sp.CCY0110  Gloeobacter violaceus PCC 7421
 

Lyngbya sp.PCC 8106  Nodularia spumigena CCY9414
 

Nostoc punctiforme PCC 73102  Nostoc sp.PCC 7120
 

Synechococcus elongatus PCC 6301  Synechococcus elongatus PCC 7942
クロロフィルはモノビニル
高等植物のdvrは無い
未知のdvrを持つはず

Synechococcus sp.JA-2-3B’a(2-13) Synechococcus sp.JA-3-3Ab
 

Synechococcus sp.RCC307  Synechococcus sp.RS9916
 

Synechococcus sp.RS9917  Synechococcus sp.WH 5701
 

Synechococcus sp.WH 7803  Synechococcus sp.WH 7805
 

Thermosynechococcus elongatus BP-1  Trichodesmium erythraeum IMS101
 

Cyanidioschyzon merolae
 

Prochlorococcus marinus str.AS9601  Prochlorococcus marinus str.MIT 9211
 

Prochlorococcus marinus str.MIT 9301  Prochlorococcus marinus str.MIT 9303
 

Prochlorococcus marinus str.MIT 9312  Prochlorococcus marinus str.MIT 9313
クロロフィルはジビニル
高等植物のdvrは無い
未知のdvrも無いはず

Prochlorococcus marinus str.MIT 9515  Prochlorococcus marinus str.NATL1A
 

Prochlorococcus marinus str.NATL2A  Prochlorococcus marinus CCMP1375
 

Prochlorococcus marinus CCMP1986
 

Synechococcus sp.BL107  Synechococcus sp.CC9311
 

Synechococcus sp.CC9605  Synechococcus sp.CC9902
クロロフィルはモノビニル
高等植物のdvrを持つ
未知のdvrを持つかは不明

Synechococcus sp.WH 8102  Arabidopsis thaliana
 

Osterococcus tauri  Thalassiosira pseudonana
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ような物があればそれと連動させることである程度解決

が可能である．もうひとつは，複数のタンパク質が共同

で何かの反応に関わっている場合，それら全てが同じよ

うな生物間分布を示すとは限らないことである．この場

合CCCTでは，異なる生物間で保存性が高いと思われる

鍵となるタンパク質を見つけることはできるが，補う形

で働くタンパク質すべてを検出することはできない可能

性がある．補うタンパク質の分布パターンを複数想定し

組み合わせて解くことは可能ではあるが，計算量がかな

りのものになる．例えば鍵となるタンパク質は共通だが，

補うタンパク質は生物によって２種類の組み合わせがあ

る場合，クエリー種を２つ組み合わせることになるため，

それぞれが3000の遺伝子を持っていた場合3000×3000

通りの比較をすることになり，およそ丸一日計算にかか

る．現時点では見つかった鍵となるタンパク質を手がか

りに分子生物学的手法で相互作用するタンパク質を探す

ことがより容易かもしれない．なお，今回紹介したデー

タおよびツールは非営利目的に限り希望者に提供が可能

である．
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