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要 旨

複数の遺伝子のもつ情報を結合して最尤法により分子進化系統樹に関する推測を行うための
方法論の概略を述べ，真核生物の大系統の問題に関するデータ解析の実例を示した．
結合のための統計モデルとして，単に個々の遺伝子（もしくは全データセットを構成する個々

の ‘区分’）の連結データに対して 1セットの枝長を推定する「連結モデル」，個別の遺伝子（区
分）それぞれについて独立に枝長の推定を行う「分離モデル」，枝長が遺伝子（区分）間で比例し
ているという仮定を置く「比例モデル」の 3つのモデルを取り上げ，真核生物 29種からなる
53個のリボソームタンパク質全 5,842座位のデータに適用した．枝長の推定法とデータの分割
法に関して，異なる 6種類のモデルによる解析を AICにより比較した結果，リボソームの大小
サブユニット区分による分離モデルの AIC値が最も低く，このモデルの適合が最も良いことが
明らかとなった．遺伝子区分による分離モデルの AIC値は最も高く，パラメータが過剰である
と考えられた．このことから，53個のリボソームタンパク質間で進化パターンが比較的均質で
ある可能性が示唆された．系統樹の樹型の選択という観点からは，6種類の解析結果に大差は
なく，今回のリボソームタンパク質による解析結果は頑健なものと考えられた．

キーワード： 分子系統樹の推測，最尤法，複数遺伝子による解析，真核生物，大系
統，リボソームタンパク質．

1. はじめに

遺伝子やゲノム解析技術の飛躍的な進歩と広範な生物学研究者への浸透を背景として，多様
な生物種にわたる膨大な配列データが蓄積されつつある．これらのデータは個別の生物種の生
化学的・遺伝学的・分子生物学的研究を展開するための基礎データとして必須であるばかりで
なく，これらのデータをもとに生物種間での比較解析を行うことにより，生物の進化の歴史に
関する推測が可能となるという点においても非常に重要である．配列データに基づいて生物の
進化系統樹に関する推測を行う研究分野は分子系統学とよばれるが，近年のデータ増大に伴い
その重要性が認識されてきている．分子系統学において系統樹推測の手掛かりを与えるのは，
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DNAや RNAにおける塩基置換やタンパク質におけるアミノ酸置換である．共通の祖先から
分かれた後のそれぞれの系統における進化の過程で独立に置換が起こるので，複数の配列をア
ライメントして座位を揃えて比較すると，生物種によって配列に違いが見られる．こうした違
いを異なる生物種間で比較することによって，系統樹の樹形と枝の長さ（座位当たりの置換数
を単位とする）が推定されるのである．進化の過程は，ランダムな確率過程としてとらえるこ
とが妥当である（Kimura, 1983）ため，そのような過程の産物として得られている配列データか
ら，系統樹の推測を行うためには，確率モデルに基づいた統計的な方法が必要である．その方
法を最初に最尤法の枠組みで定式化したのは，Felsenstein（Felsenstein, 1981），実際のデータ解
析を通じて最尤法を分子系統学の分野に広めるとともに，更なる方法論の開発・改良を行って
きたのは長谷川・岸野（長谷川・岸野, 1996）のグループである．

Felsensteinは 1980年代から，最尤法のプログラムを PHYLIPパッケージの中に整備してい
たが，最尤法による解析は最尤系統樹の探索に膨大な計算時間を必要とするため，当時の計算
機環境の下ではあまり実際問題に適用されなかった．しかしながら，計算機の性能の向上を背
景にシミュレーション研究が進み，最尤法の望ましい性質，すなわち，「系統間での進化速度
の一定性が成り立たないような場合にも頑健な推測を与える」という性質が広く知られるよう
になるにつれて，最尤法による解析の成果が公表されるようになっていった．また，更なる計
算機の性能の向上や新しいアルゴリズムの開発・改良に伴い，最尤法でのデータ解析を高速に
扱える多くのプログラムが開発されるに至った．たとえば最近，通常の長さ（1,500塩基や 500

アミノ酸）をもつ数百タクサもの配列データに対して，ヒューリスティックな探索を行い最良
な尤度をもつ系統樹を探すのに，普通のパソコンで 1日以上かからないようなプログラムが開
発されている（たとえば，RAxML HPC（Stamatakis et al., 2005; Stamatakis, 2006））．こうし
た良好な計算環境のもと，現在，最尤法によるデータ解析は分子系統学の研究分野に広く浸透
している．
一方，分子系統学研究の現場では，系統マーカーとして複数の遺伝子を用いると，遺伝子間

で矛盾した解析結果が得られるという状況の多いことが明らかとなった．その矛盾が統計的誤
差の範囲を超えているという場合も少なからず存在することも判明した．しかしこのような状
況が生ずるのは当然の帰結とも考えられた．個々の遺伝子にはそれぞれの歴史があり，固有の
進化パターンがあるのにもかかわらず，それらを同一の，しかも極めて不十分な進化モデルの
もとで比較しているという状況を鑑みれば，誤差自体が過少推定であることは疑う余地はない．
また，遺伝子間で統計的誤差の範囲内の矛盾が生ずることは頻繁であるため，一般に 1つの遺
伝子に含まれている，系統に関する情報のうち真の系統を反映するシグナルの総和がそれほど
大きくないことも明らかである．こうした状況下，シグナルの増強のために複数の遺伝子の情
報を結合して系統の推測を行うという試みがなされるようになってきた．そして現在，大規模
データの蓄積や計算環境の飛躍的改善と相俟って，複数遺伝子の結合データ解析は日常的なア
プローチとして頻繁に行われている．
地球上の生物は，真核生物（Eukarya），真正細菌（Bacteria），古細菌（Archaea）のいずれかの

大きな系統的グループに属すると考えられており，これら 3つのグループを三大超生物界とい
う．真核生物は細胞内に核膜で囲まれた核をもつ生物群で，我々の日常生活に卑近なものとし
ては，後生動物，菌類（カビ・キノコなど），陸上植物などが含まれる．しかしながら，真核生
物超生物界の系統的多様性の大部分は原生生物（プロティスト）と総称される単細胞の真核微生
物によって占められている．真核生物がどのようにして原核生物から進化し，現状の系統的多
様性をもつに至ったのかという真核生物の初期進化の問題は進化生物学上，最も重要な問題で
あるが，研究はあまり進んでおらず未解決な部分が多い．それを解明するためには原生生物の
系統的多様性と進化過程を解明する必要がある．かつて，原生生物の遺伝子のデータはほとん
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図 1. リボソームの構成成分．Sは沈降係数を表す．リボソームタンパク質の番号の表示体系
は真正細菌と哺乳類とで異なっており（表 1），原則として同一番号のものは相同タンパ
ク質ではない．

ど報告されていなかったが，近年の遺伝子解析技術の発展に伴い，さまざまな原生生物に関す
る遺伝子解析が行われ，配列データが蓄積されつつある．これらをもとに，原生生物の系統進
化を探るとともに，真核生物の初期進化における高次の系統群の分岐の過程をたどることが可
能となりつつある．
本稿では，最尤法の枠組みにおいて結合データ解析を扱う方法の概略を説明し，真核生物の

大系統の解析への適用例について紹介する．さらに，結合データ解析の現状の問題点を指摘す
る．とくに，細胞質のタンパク質合成装置―リボソーム―を構成する複数のタンパク質の遺伝
子データをさまざまな真核生物（大多数は原生生物）間で比較解析し，最尤法により系統樹の推
測を行う．リボソームは全ての生物に普遍的に存在し，構成タンパク質や RNAの配列がよく
保存されており進化速度が遅いため，真核生物超生物界全体を通した系統樹の解析のために適
切な材料であると考えられる（図 1）．

2. 複数遺伝子結合データ解析の統計モデル

最尤法による分子系統樹解析においては，与えられた系統樹の樹型（トポロジー）と置換確率
モデルのもとで，解析の対象とするデータ行列の全座位に対する尤度を最大にするように枝の
長さなどのパラメータを推定する（Felsenstein, 1981; 長谷川・岸野, 1996）．以下，Pupko et al.

（2002）に準じて，最尤法の枠組みにおいて頻繁に用いられる結合データ解析の概略を説明する．
n種からなる系統樹のある樹型 T における枝（branch）は 2n − 3個あるので，それらそれぞ

れの長さを，t1, . . . , t2n−3 とおく．また，枝長以外のパラメータを θ とおく．θ には，置換確
率モデルに含まれるパラメータ，塩基やアミノ酸の組成値（π），座位間の進化速度の不均質性
をモデル化するための Γ 分布の αパラメータなどが含まれる．いま n 種それぞれに対してm
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個に区分（たとえば，遺伝子m 個）されたデータがあるとする．このとき一番単純な解析法は，
n 種それぞれについて，m 個分のデータを単純に連結したデータ行列を作り，それに対して
t1, . . . , t2n−3 と θ を推定するという方法である．このモデルを「連結モデル」といい，その同
時確率は，

P (data 1& · · ·&data m|t1, . . . , t2n−3, θ,T )

= P (data 1|t1, . . . , t2n−3, θ,T ) × ·· · × P (data m|t1, . . . , t2n−3, θ,T )

という形で表現できる．このモデルでは，全ての区分（遺伝子）で同一の枝長と θをもつことが
仮定されている．一方，各々の区分（遺伝子）で枝長や θは独立であるという仮定をおくことも
できる．すなわち，m 個の区分（遺伝子）のデータを個別に解析するという方法である．このモ
デルを「分離モデル」といい，同時確率は，

P (data 1& · · ·&data m|t(1)1 , . . . , t2n−3
(1), . . . , t

(m)
1 , . . . , t2n−3

(m), θ(1), . . . , θ(m),T )

=P (data 1|t(1)1 , . . . , t2n−3
(1), θ(1),T ) × ·· · × P (data m|t(m)

1 , . . . , t2n−3
(m), θ(m),T )

と表せる．さらに，枝長は区分（遺伝子）間で比例しているとの仮定を置くこともできる．すな
わち，ある区分（遺伝子）の枝長が t1, . . . , t2n−3 のとき別の区分（遺伝子）の枝長は rt1, . . . , rt2n−3

と表せるというものである（Yang, 1996）．このモデルでは個々の枝の長さ（進化速度）の比が区
分（遺伝子）間で一定であることを仮定している．θを区分（遺伝子）ごとに推定するものとする
と，同時確率は，

P (data 1& · · ·&data m|t1, . . . , t2n−3, r1, . . . , rm, θ(1), . . . , θ(m),T )

= P (data 1|t1, . . . , t2n−3, r1, θ
(1),T ) × ·· · × P (data m|t1, . . . , t2n−3, rmθ(m),T )

という形になる．
枝長に関するパラメータ数は，連結モデルでは 2n− 3，分離モデルでは m(2n− 3)，上記の形

の比例モデルでは，2n − 3 + (m− 1) = 2n + m− 4 となり，分離，比例，連結の順にパラメータ
数が多い．今，アミノ酸レベルの解析を行うものとし，経験的なアミノ酸置換確率（PAMモデ
ル（Dayhoff et al., 1978），JTTモデル（Jones et al., 1992），WAGモデル（Whelan and Goldman,

2001）など）を用い，アミノ酸組成をデータから推定するものとし，連結モデルの解析では連結
データに対して 1つの α（Γ 分布のパラメータ）を，分離，比例モデルでは遺伝子ごとに α を
推定するものとすると，各モデルのパラメータ数は以下のようになる．
すなわち，連結モデル：

(2n − 3) + (20 − 1) + 1= 2n + 17,

　分離モデル：
m(2n − 3) + m(20 − 1) + m =m(2n + 17),

　比例モデル：
(2n + m − 4) + m(20 − 1) + m= 2n + 21m − 4.

これらパラメータ数の異なるモデル間での適合の良さを比較するためには，赤池情報量規準
（Akaike Information Criterion, AIC）（Akaike, 1974）を用いる．AICは，

AIC =−2 ×対数尤度 + 2 ×パラメータ数
により定義される量であり，異なるモデル間で AICの値を比較し，AICが最も小さいモデル
を最良のモデルとして選択する．
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3. データ解析例：リボソームタンパク質遺伝子に基づく真核生物系統樹の推測

3.1 対象と方法
真核生物の高次の系統群のうち以下の 1）∼10）のグループにおける括弧内の生物種（俗名）に

ついて，データベース検索により全てのリボソームタンパク質遺伝子の配列データを収集した：
1）オピストコント（後生動物：ヒト，ハエ，線虫；菌類：クリプトコッカス，分裂酵母，出芽酵
母）；2）アメーボゾア（細胞性粘菌，赤痢アメーバ）；3）緑色植物（シロイヌナズナ，クラミドモ
ナス，オステレオコッカス）；4）紅色植物（シアニディオシゾン，ガルディエリア，オゴノリ）；
5）ストラメノパイル（ブラストシスチス，珪藻，卵菌）；6）アルベオラータ（繊毛虫：テトラヒ
メナ，ゾウリムシ；アピコンプレックス：クリプトスポリディウム，トキソプラズマ，タイレ
リア，マラリア原虫）；7）ユーグレノゾア（ユーグレナ，リューシュマニア，トリパノソーマ）；
8）ヘテロロボサ（ナエグレリア）；9）ディプロモナス（ランブル鞭毛虫）；10）パラバサリア（トリ
コモナス）．全リボソームタンパク質についてデータベースを精査した結果，現時点で上記 29

生物種のデータが全て揃うものは 53個あり，それらを表 1に示した．そのそれぞれについて，
Clustal Wプログラム（Thompson et al., 1994）を用いてマルチプルアライメントを作成し，マ
ニュアルでそれを修正した．53個それぞれのタンパク質アライメントから，アライメントに曖
昧さを伴わない座位を選択して系統樹推測のためのデータ行列とした．全 53タンパク質での
総計は 5,842アミノ酸座位となった（表 1）．
分子系統樹の推測のための解析プログラムとしては，ヒューリスティックな系統樹探索のため

には，RAxMLプログラム（Stamatakis et al., 2005; Stamatakis, 2006），ユーザー treeによる解析
には，PAMLプログラム（Yang, 1997）を用いた．また，一部，対数尤度の集計のためにMOLPHY

プログラム（Adachi and Hasegawa, 1996）も併用した．RAxMLの解析では 100個のブートスト
ラップサンプル（Felsenstein, 1985）を用いて内部枝の信頼度を評価した．RAxMLの解析以外の
解析においては，RELLブートストラップ法（Kishino et al., 1990）により近似的なブートスト
ラップ値を算出した．複数の系統樹の間で対数尤度の差を比較するためには，CONSELプログ
ラム（Shimodaira and Hasegawa, 2001）の中の Approximately Unbiased（AU）検定（Shimodaira,

2002; 下平, 2002）を用いた．

3.2 予備的解析
最初に，29生物種について 53個のタンパク質のアミノ酸配列データを単純に繋ぎ合わせた

データ（連結モデル）をもとに，ヒューリスティックな系統樹探索を行った．RAxMLプログラ
ムにより，アミノ酸置換モデルとして JTTを用い，アミノ酸組成をデータから推定（Fオプショ
ン）し，座位間の進化速度の不均一性を離散 Γ 分布で近似して解析した結果，図 2に示す系統
樹が最良な系統樹として選択された．さらに，100個のブートストラップサンプルについても
同様に解析し，図 2の各内部枝に記したブートストラップ値を得た．
図 2の系統樹では，アメーボゾアを除いて，既に確立された高次系統群それぞれの単系統

性が高いブートストラップ値をもって復元されている．すなわち，ユーグレノゾア +ヘテロ
ロボサ（ディスキクリスタータ），アルベオラータ，ストラメノパイル，緑色植物，紅色植物，
およびオピストコントの単系統性である．近年広く認識されている，ランブル鞭毛虫（ディプ
ロモナス）とトリコモナス（パラバサリア）の近縁性（Baldauf et al., 2000; Arisue et al., 2005;

Simpson et al., 2006）についても 100％のブートストラップ値で復元されている．さらにこれ
ら高次系統群同士の関係を見てみると，緑色植物と紅色植物の単系統性（Moreira et al., 2000;

Rodriguez-Ezpeleta et al., 2005）およびアルベオラータとストラメノパイルの単系統性（Arisue

et al., 2002; Rodriguez-Ezpeleta et al., 2005, 2007）が復元されており，これらも近年広く受け
入れられている仮説である．ただしブートストラップ値の支持はいずれも低い．一方，アメー
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表 1. 解析に用いたリボソーム蛋白質一覧．

ボゾアの単系統性は復元されておらず，赤痢アメーバがディプロモナス＋パラバサリアの姉
妹群のところに高いブートストラップ値（88％）で位置づけられている．この原因は定かではな
いが，比較的枝の長い赤痢アメーバと顕著に枝の長い，ランブル鞭毛虫＋トリコモナスの間
で，長い枝同士が間違えて結合し易いという Long Branch Attraction（LBA）のアーテファクト
（Felsenstein, 1978; Philippe and Laurent, 1998; 橋本 他, 2002）が起こっているという可能性が
考えられる．アメーボゾア，ディプロモナス，パラバサリアのいずれのグループもタクソンサ
ンプリングが不十分であるということがLBAをもたらした要因かもしれない．一方，細胞性粘
菌と赤痢アメーバが共通祖先をもつ（アメーボゾア単系統）とし，その枝をオピストコントの共
通祖先のところに移動させた系統樹（図 2の矢印）は，現時点の系統進化学の知見からみて，お
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図 2. リボソームタンパク質による真核生物全体の系統樹．RAxML プログラムによる解析
結果．29 生物種 5842 座位の連結データ（連結モデル）をもとに 10 個の初期系統樹（最
大節約系統樹）を出発点として，ヒューリスティック探索により到達した系統樹のうち
で尤度最大（lnL=−194268.6）のものを示した．アミノ酸置換モデルとして JTT＋ Γ
を用い，アミノ酸の組成値はデータから推定した．Γ 分布パラメータは，α =0.8092．
枝の長さは推定アミノ酸置換数を表す．内部枝上の数値はブートストラップ値（％）で，
100 回のリサンプリングデータに基づく結果を示した．赤痢アメーバと細胞性粘菌が共
通祖先をもつとして，その祖先を点線の矢印の位置に移動させたときの系統樹とこの系
統樹を比較する AU 検定（本文参照）の p 値を示した．

そらく ‘正しい’系統樹である．すなわち，基本的な細胞の体制が 1本鞭毛である，オピストコ
ントとアメーボゾアが近縁（ユニコント）で，それ以外の 2本鞭毛を基本体制とする生物群（バイ
コント）から区別しうる（Stechmann and Cavalier-Smith, 2003）という系統樹であり，複数遺伝
子による分子系統樹解析によっても支持されている（Bapteste et al., 2002; Rodriguez-Ezpeleta

et al., 2005, 2007）．この‘正しい’系統樹の対数尤度ともとの系統樹の対数尤度の差は有意で
はない（p > 0.05，AU検定）ため，図 2の系統樹が最良なものであったとしても，必ずしもこの
解析で尤もらしい結果が得られなかったということにはならない．
次に，前述の解析と同様に連結モデルを用いて，あらかじめ与えた系統樹に対する網羅的探

索を行った．まず，図 2の結果とこれまでに確立されている知見をもとに， 1©アメーボゾア＋
オピストコント（ユニコント）， 2©緑色植物＋紅色植物， 3©アルベオラータ， 4©ストラメノパイ
ル， 5©ディプロモナス＋パラバサリア，6©ディスキクリスタータの単系統性をあらかじめ仮定
し，これら 6つの系統に対して可能な全 105通りの系統樹を網羅的に探索した（解析 I）．各高
次系統群内部の関係としては図 2の系統樹の関係を用いた．PAMLパッケージの中の codeml

プログラムを用い，ヒューリスティック探索の際と同様に JTT（F）＋ Γ モデルにより解析し
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図 3. 対立仮説として検討した 5系統樹の樹型．表 2の各系統樹の樹型を描いた．5つの系統
（本文参照）に対する全 15 通りの系統樹の網羅的解析の結果，いずれのモデルの解析に
おいても，最尤系統樹は Tree A，第 2位，第 3位の系統樹はそれぞれ Tree B，Tree C
となった．Tree D，Tree E は 15 通りに含まれないが，対立仮説として検討した系統
樹（本文参照）．Tree A∼Cの内部枝上の数値はRELLブートストラップ値（％）で，分
離モデル LS/連結モデル/分離モデル 遺伝子の順に示し，他のモデルによる結果は省
略した．*は 15 通りの解析であらかじめ制約を置いた関係である．

た．さらに，上述の 6つの系統のうちの 2© 3© 4©を， 2©緑色植物， 3©紅色植物， 4©アルベオラー
タ＋ストラメノパイルのように置き換えた解析を行った（解析 II）．その結果，I，IIいずれの解
析も，ディスキクリスタータとディプロモナス＋パラバサリアが近縁で，緑色植物＋紅色植物
とアルベオラータ＋ストラメノパイルが近縁であるとする系統樹（図 3の Tree A）を最尤系統樹
として選択した．

3.3 5つの大系統群間の系統関係の解析
予備解析の結果をもとに，考慮の対象とする大系統群を 5つに絞り， 1©アメーボゾア＋オピ

ストコント（ユニコント）， 2©緑色植物＋紅色植物， 3©アルベオラータ＋ストラメノパイル，4©
ディプロモナス＋パラバサリア， 5©ディスキクリスタータとした．これら 5つの系統に対する
15通りの系統樹について，連結の方法に対するさまざまな統計モデルを仮定して，網羅的探索
を行った．まず，連結モデルの解析は上述の連結データをもとに行った．次に 53個のタンパ
ク質を大サブユニット（LSU）タンパク質と小サブユニット（SSU）タンパク質とに二分し（図 1），
LSUと SSUの区分に対して，比例モデルと分離モデルの解析を行った．また，53個のタンパ
ク質を，進化的保存の程度の別，すなわち Eukarya（真核生物），Archaea（古細菌），Bacteria
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表 2. 対立仮説として検討した 5 系統樹のモデル別比較．

（真正細菌）の三大超生物界に共通に存在するもの（EAB），Eukarya と Archaea に共通に存在す
るもの（EA），および Eukarya だけに存在するもの（E）の 3つに分け（表 1），比例モデルと分離
モデルの解析を行った．さらに，53個のタンパク質それぞれを別々に扱うという分離モデルの
解析も行った．
これら 6つのモデルに基づく解析のいずれも，図 3および表 2の Tree Aを最尤系統樹とし

て選択した．表 2には，6つのモデルいずれにおいても同様に 2番目，3番目の対数尤度値を示
した Tree Bおよび Tree Cの解析結果を併記した．さらに，15通りの中に含まれない対立仮説
として，緑色植物と紅色植物の単系統性に対立する仮説として提唱されている Tree D（Nozaki

et al., 2003, 2007），および α-チューブリンを含む解析において頻繁に高い可能性をもって復元
される Tree E（Arisue et al., 2005; Simpson et al., 2006）を取り上げ，それらの解析結果も併記
した．Tree Dの関係は，バイコント生物群のなかで最初に分岐したのは紅色植物であるという
仮説である．Tree Eでは，オピストコントとディプロモナス＋パラバサリアが近縁となってお
り，ユニコントがまとまっていない．これら 5つの系統樹に対する対数尤度値の順位は 6つの
モデルにおいて同一であり，系統樹の選択という観点からモデル間の差は認められなかった．
すなわち，いずれのモデルも Tree B∼Dを棄却できず，Tree Eを有意水準 5％で棄却した．一
方，アミノ酸置換モデルとして，JTT（F）＋ Γ モデルの代わりにWAG（F）＋ Γ モデル，PAM

（F）＋ Γ モデルを用いて同様の解析を行った（データ不表示）．全般的に JTT（F）＋ Γ モデル
に比べて PAM（F）＋ Γ モデルはやや高い対数尤度の値を与え，WAG（F）＋ Γ モデルはさら
に高い対数尤度の値を与えた．しかしながら，系統樹の選択という観点では，いずれのモデル
による結果も JTT（F）＋ Γ モデルによる結果と全く同様であった．このように，置換モデル
を変えても結合データ解析のモデルを変えても推測の結果に大差がないということから，リボ
ソームタンパク質による今回のデータ解析の結果は非常に頑健なものであると考えられた．

Tree A∼Cは，網羅的に探索した 15通りの系統樹のうち， 4©ディプロモナス＋パラバサリ
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アと 5©ディスキクリスタータを近縁であるとする系統樹で，この関係に対する RELLブートス
トラップ値は，いずれのモデルにおいても 95％以上にのぼった．この関係は，エクスカベート
というグループの一部が単系統であるという関係に相当する．エクスカベートは形態学から単
系統性が示唆されている鞭毛虫のグループで，その多くは細胞の腹側に大きな捕食口をもつと
いう特徴をもつ．エクスカベートが単系統か否かということは現在の真核生物の系統進化学上
の非常に大きな問題である．今回の解析では，エクスカベートとして位置づけられている系統
群の半数以上のグループのデータを含めることができなかったため，現時点でエクスカベート
の単系統性をきちんと論じることはできないが，ディプロモナス＋パラバサリアとディスキク
リスタータの単系統性が復元されたことは注目に値する．一方，エクスカベート（ディプロモ
ナス＋パラバサリア＋ディスキクリスタータ）と緑色植物＋紅色植物およびアルベオラータ＋
ストラメノパイルの 3者の間の関係は，Tree A∼Cの対数尤度差，p 値，BP値にみられるよう
に，今回の解析からは明確にできなかった．
緑色植物と紅色植物が単系統でないとする説は，これまで複数のグループから提案されてき

たが（Stiller et al., 2001; Stiller and Hall, 2002; Nozaki et al., 2003），近年行われた大規模な複
数遺伝子解析によって完全に否定された（Rodriguez-Ezpeleta et al., 2005）．ところが 2007年に
再びこの説が別の複数遺伝子解析の結果をもとに提唱され（Nozaki et al., 2007），論議を呼んで
いる．今回の解析の Tree Dは Nozakiらの説に相当するが，いずれのモデルの解析もこの系統
樹を有意に棄却せず，少なくとも今回のリボソームタンパク質のデータからはこの問題に決着
をつけることはできなかった．一方，ディプロモナス＋パラバサリアとオピストコントが近縁
であるという Tree Eは今回の解析では否定され，リボソームタンパク質のデータセットは，α-

チューブリンに顕著に存在するシグナルをもたないことが明らかとなった．

3.4 モデル間の比較
パラメータ数の異なる 6つのモデルのデータへの適合の良さを比較するために，Tree Aに対

する各モデルの AIC値を表 2に示した．
最小の AIC値を与えたモデルすなわち最も適合の良いモデルは分離モデル LS区分であっ

た．表 3には，Tree Aに対する各モデルの AIC値の，分離モデル LS区分における最小 AIC値
からの差（∆AIC）を示した．さらに，対数尤度の差の標準誤差の算出式（Kishino and Hasegawa,

1989）にしたがって，∆AIC の標準誤差を併記した．AICの意味で 2番目に良いモデルは「連
結モデル」であった．3番目以降は，分離モデル EAB区分，比例モデル LS区分，比例モデ
ル EAB区分と続き，AIC最大のモデルは，分離モデル 遺伝子区分であった．分離モデル LS

区分以外のいずれのモデルも分離モデル LS区分との比較において標準誤差をはるかに超える
∆AIC 値を示した．とくに，分離モデル 遺伝子区分においては ∆AIC 値が 2474.6 ± 370.0と
なり，最小 AIC値との顕著な差を示した．一方，表 2において Tree Aに対する対数尤度の値
をモデル間で比較すると，分離モデル 遺伝子区分の対数尤度が最も高い値であり，2番目の分

表 3. 最尤系統樹（Tree A）の AIC 値のモデル間比較．
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離モデル LS区分との間で ∆l = 2585.9 もの大差を示している．3番目は分離モデル EAB区
分で，以後比例モデル EAB区分，連結モデル，比例モデル LS区分の順となっている．分離
モデル 遺伝子区分では，遺伝子ごとに枝長，アミノ酸組成，Γ 分布の αパラメータを推定す
るので，他のモデルよりデータへの適合が良く対数尤度が大きくなるのは当然である．しかし
ながらパラメータ数が膨大なもの（3,975）となるため，そのペナルティを考慮して AICで比較
すると，最も適合の良くないモデルということになってしまうのである．すなわち，膨大なパ
ラメータを使ったのにもかかわらず，パラメータ数の少ないモデル，たとえば連結モデルに比
べて，パラメータ数の増加に見合うほど充分に適合が改善されてないということになる．この
結果は，これまでに主として哺乳類の系統に関してミトコンドリアコードタンパク質や核コー
ドタンパク質のデータ解析によって得られた知見とは異なっている．これらの解析では，いず
れも分離モデル 遺伝子区分の方が連結モデルよりも良い適合を与えている（たとえば，Cao et

al., 2000a, 2000b; Pupko et al., 2002）．最近，哺乳類の解析において膨大な数の核コード遺伝
子の結合データ解析が行われた（Nishihara et al., 2007）が，その解析においても分離モデル 遺
伝子区分の方が連結モデルよりも低い AIC値を与えた．この解析では 2,789 個もの遺伝子を
用いているため，分離モデル 遺伝子区分のパラメータ数は膨大なものとなるが，その適合は
結合モデルに比べて，パラメータ数のペナルティを相殺しさらに相殺分を上回るほどに改善さ
れたという結果となった．このように，複数遺伝子の結合データ解析では，一般に異なる遺伝
子間での進化パターンの不均質性が顕著な場合が多いため，分離モデル 遺伝子区分の方が連
結モデルよりも低い AIC値を与える場合が多いのである．一方，リボソームは多くのタンパ
ク質と RNAの分子複合体，すなわち超分子システムである（図 1）．その結果，その構成要素
である個々のタンパク質や RNAの進化は協調的に起こっている可能性があり，ミトコンドリ
アコードタンパク質や核コードの他のタンパク質に比べると，異なるタンパク質間での進化パ
ターンは均質になっているものと考えられる．今回のリボソームタンパク質遺伝子の結合デー
タ解析では，各遺伝子間での進化パターンの不均質性があまり大きくなかったため，連結モデ
ルの方に低い AIC値が与えられたのであろう．その意味で，リボソームタンパク質は全体で 1

つの大きなタンパク質とみなすことができよう．
次に表 2の Tree Aにおいて，LS区分について比例モデルと分離モデルを比較してみると，

比例モデルのほうのAIC値は分離モデルのそれに比べて，232.4 ± 40.6 大きい（データ不表示）
ことがわかり，このことから，分離モデルの方の適合が良いと結論できる．LS区分の比例モデ
ルに基づく系統樹の L区分に相当する Tree Aを図 4Aに示した．L区分の総枝長は 10.6であ
り，L区分の枝長を 1とすると S区分の枝長に対する比例定数は 0.887となった．一方，分離
モデルにおいて，L区分，S区分それぞれのデータに基づく Tree Aを図 4の B，Cにそれぞれ
示した．総枝長はそれぞれ，10.5, 9.6，S区分／L区分の比は 0.914となり，比例モデルに基づ
く値とほぼ同様の結果が得られた．このことから，小サブユニットタンパク質（S区分）の方が
大サブユニットタンパク質よりも平均的に進化速度が若干遅いということが明らかとなった．
分離モデルの 2つの系統樹，図 4Bと図 4Cを比べてみると，各枝のほとんどにおいて，枝長の
長さのパターンはほぼ同様の傾向を示したが，ランブル鞭毛虫（Gin）とトリコモナス（Tva）の組
とガルディエリア（Gsu）とオゴノリ（Gch）の組に関しては，L区分と S区分とで外部枝の長さ
が逆転している．すなわち，トリコモナスとオゴノリでは L区分の進化速度が大きく，逆に，
ランブル鞭毛虫とガルディエラでは S区分の進化速度が大きくなっている．分離モデルではこ
のことが考慮されるが，比例モデルでは枝長の配分比は L区分と S区分とで一律に決まってし
まうので，区分間でのこのようなパターンの違いは考慮されない．この点が比例モデルの適合
を分離モデルのそれより悪くしている原因であると考えられる．
さらに，EAB区分について比例モデルと分離モデルを比較してみると（表 2），比例モデル EAB
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図 4. 大小サブユニット（LS）区分の解析による Tree A の樹型．A，比例モデルによる L 区
分の系統樹．L 区分の枝長：S 区分の枝長=1：0.887．Γ 分布のパラメータは，L区分
の α =0.795，S 区分の α = 0.782．B，分離モデルによる L 区分の系統樹で 3,164 座
位による解析結果．Γ 分布のパラメータは，α = 0.801．C，分離モデルによる S 区分
の系統樹で 2,678座位による解析結果．Γ 分布のパラメータは，α = 0.770．パネル B，
Cにおいて，大小サブユニット（LS）間で外部枝の長さ（進化速度）のパターンが異なっ
ている部分に影をつけて示した．

区分の AIC値は，分離モデル EAB区分の AIC値に対して 30.4 ± 34.0 大きく（データ不表示）
なっている．しかしながら，この差の絶対値は標準誤差の範囲内に収まっているので，顕著な
ものとは考えられない．すなわち，2つのモデルの適合度に大差はなさそうである．図 5には
比例モデルの EAB区分に対する Tree Aをパネル Aに，分離モデルの EAB区分，EA区分，
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図 5. 進化的保存度（EAB，EA，E）区分の解析による Tree Aの樹型．A，比例モデルによる
EAB 区分の系統樹．EAB 区分の枝長：EA 区分の枝長：E 区分の枝長＝ 1：1.010：
1.225．Γ 分布の α パラメータは，EAB区分の α = 0.750，EA区分の α =0.827，E
区分の α = 1.044．B，分離モデルによる EAB区分の系統樹で 3,787座位による解析結
果．Γ 分布の α パラメータは，α =0.749．C，分離モデルによる EA区分の系統樹で
1,661座位による解析結果．Γ 分布の αパラメータは，α =0.826．D，分離モデルによ
る E区分の系統樹で 394 座位による解析結果．Γ 分布の αパラメータは，α = 1.024．

E区分それぞれに対応する Tree Aをそれぞれ，パネル B，C，Dに示した．比例モデル EAB

区分の総枝長は 10.0，EA区分，E区分に対する枝長の比はそれぞれ 1.01，1.23であった．一
方分離モデルによる各区分の総枝長はそれぞれ 10.0，10.1，12.4であり，比例モデルでの解析
結果とほぼ同様の傾向を示した．分離モデルの 3つの系統樹を比較すると，区分間で各枝長の
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パターンはほぼ同様であったが，E区分では全体的に枝長が長くなっていた．これらのことか
ら，三大生物界に共通に存在するタンパク質（EAB）と真核生物と古細菌に共通に存在するタン
パク質（EA）では，それらの進化速度がほぼ同様の傾向にあるのに対し，真核生物にのみ存在
するタンパク質（E）ではその進化速度が増加していることが示唆された．適合度についてみれ
ば，E区分における進化速度比以外に 3区分間での進化パターンに大きな差がなかったため，
比例モデルと分離モデルの AIC値に顕著な差が見られなかったものと考えられる．しかしな
がら，今回の解析では E区分に属するタンパク質のデータは少なく，5,842座位中たった 394

座位にすぎない．今後，この座位数をさらに増やして E区分の進化速度に関する再検討を行う
必要がある．
今回，分離・比例モデルの解析においてデータの分割に用いた区分は，LS区分，EAB区分，

遺伝子区分（分離モデルのみ）であり，分離モデル LS区分が最良という結果となったが，LS区
分よりもデータへの適合を良くしうるような区分法が存在するであろうことは明白である．す
なわち，すべてのリボソームタンパク質を何らかの方法で，類似した進化パターンをもつ複数
のグループに区分できれば，そのような区分による分離もしくは比例モデルの解析はデータへ
の適合を向上させるであろう．そのためには個々のタンパク質の進化パターンに対する詳細な
予備的解析が必須であるとともに，構造や機能に関する広範な分子情報の蓄積も不可欠である．

4. 複数遺伝子結合データ解析の問題点

近年，配列データの急速な蓄積と相俟って，分子系統学の多くの研究分野において，複数遺
伝子の結合データ解析が行われるようになった．今回取り上げた問題，すなわち，真核生物の
初期進化の過程で，大きな系統群が分岐する順番を推測するという問題に関しても，これまで
に数多くの結合データ解析が行われてきている．しかしながら，結合データ解析の結果が必ず
しも真核生物の大系統に関して一貫した結論を与えてきたというわけではない．用いる生物種
（タクサ）や遺伝子の組み合わせが異なっている場合，統計的誤差の範囲を超えて相反する結論
が導かれたという場合も存在しており，非常に混乱が生じている．たとえば，2007年 8月号の
Molecular Biology and Evolution 誌には，Nozaki et al.（2007）と Hackett et al.（2007）という 2

つの論文が掲載されている．前者では，進化速度が遅いと判断される 19個の核コードタンパ
ク質（うち 10個はリボソームタンパク質）から選択した 5,216座位が用いられ，紅色植物は緑色
植物とは単系統群を形成せず，バイコント生物群の根もとから分岐する可能性が高い（図 3の
Tree D）との主張がなされている．後者では，前者の解析と同じもの 5個を含む 16個の核コー
ドタンパク質（リボソームタンパク質はなし）から選択した 6,735座位を用いて，一次共生に由
来する葉緑体をもつ植物，すなわち，紅色植物，緑色植物，および灰色植物が単系統群を形成
するという可能性が高いことが示されている．両者の解析で用いられた遺伝子，タクサは大幅
に異なっているため，これらを一概に比較してどちらか一方が信頼しうる結果であるという判
断を下すことは困難である．おそらくこの程度の数の遺伝子の解析では，ある遺伝子の組み合
わせでは真の系統に関するシグナルが増強されてくるが，別の遺伝子の組み合わせではノイズ
の方が増強されてシグナルが隠されてしまうという状況なのであろう．したがって，こうした
論文の結論はあくまでも解析に用いたデータセットに依存した結論であるということを十分承
知しておくことが必要である．遺伝子の数を増加させていくにつれて，ある特定の系統関係が
復元される可能性が徐々に高まっていくという結果がある程度の頑健性を伴って示されない限
り，その関係が真の系統であるとの判断を下すことはできないであろう．
一方，結合データ解析の方法論に応じて結論が変わりうるという点にも注意が必要である．

前述のように，異なる遺伝子の結合データ解析の際には，分離モデルの方が連結モデルよりも
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データにより良く適合する場合が多い．また，連結モデルの解析によって強く支持された結論
が，より適合の良い分離モデルの解析ではあまり支持されないという場合も見受けられる．こ
のようなときには，分離モデルの結果を尊重してあまり強い主張をすべきではない（たとえば，
Cao et al., 2000a; Iida et al., 2007）．また，分離モデルと連結モデルによる推測結果が明らかに
異なる場合も観測されている（Takishita et al., 2005）．ところが，一般的に分離モデルによる解
析は手間がかかるため，連結モデルによる解析結果だけをもとに結論が下されてしまう場合が
多い．前述の膨大な量のデータ（約 100万座位）を使った哺乳類の解析（Nishihara et al., 2007）
においても，ヌクレオチドレベルの解析では連結モデルと分離モデルで最尤系統樹として選ば
れる系統樹が異なっており，結合データ解析のモデルの相違が解析結果に大きく影響しうるこ
とを示している．このデータはほぼ全ゲノムの配列が決定されている生物種間を対象に，系統
樹の推測のために比較可能な遺伝子を全て取り込んだ解析であり，取得可能な全遺伝子のデー
タに基づく解析であるといえる．そのような膨大なデータ量を用いているのにも関わらずモデ
ル依存的に解析結果が変わるというのが現実である．その意味で，より現実的な進化モデルの
開発をたゆまなく追及すると同時に，さまざまなモデル間の相互比較・評価に関わる方法論を
現実のデータ解析に即して確立していくことが，今後の分子系統学における結合データ解析に
とって非常に重要であると考えられる．

5. 真核生物の初期進化：現時点でわかっていること

最後に，真核生物超生物界を構成する高次の系統群相互の系統関係について，分子系統学的
研究により現時点までに広く認められていることを図 6に示した．
まず，真核生物の起源については諸説があるが（Embley and Martin, 2006），図 6では核・細

胞質系が古細菌由来であると仮定している．ミトコンドリアの細胞内共生は，現存の全ての真
核生物の共通祖先の段階で起こったものと考えられる．色素体の一次共生は，植物（緑色，紅
色，灰色）の共通祖先のところで起こったと考えられ，アルベオラータ，ストラメノパイルや
ユーグレノゾアなどに存在する色素体は，一度色素体を獲得した単細胞真核藻類が他の生物種
に二次的に共生することによって生じたものとみなされている．
近年，複数遺伝子の結合データ解析の成果と系統分類学的知見の蓄積により，真核生物はい

くつかの非常に大きなグループから構成されると考えられるようになった．それらはスーパー
グループと呼ばれ，図 6 に太線で示したオピストコント，アメーボゾア，リザリア，プラン
テ，クロムアルベオラータ，エクスカベートの 6つが相当する．これらのうち，リザリア，ク
ロムアルベオラータ，エクスカベートそれぞれの単系統性については複数遺伝子の結合データ
解析からは支持されていない．また，プランテについても図 6には単系統群として示してある
が，前述のように紅色植物の分岐は緑色植物の分岐よりも早いという仮説もある（Nozaki et al.,

2003, 2007）．紅色植物由来の二次共生色素体をもつアルベオラータとストラメノパイルの近縁
性（Arisue et al., 2002; Harper et al., 2005）は以前から指摘されていたが，近年，同じく紅色植
物由来の二次共生色素体をもつハプト植物とクリプト植物の近縁性も明確に示された（Patron

et al., 2007; Hackett et al., 2007）．これら 4つがクロムアルベオラータとして単系統となる可
能性は，現時点ではあまり高くない．むしろそれに反する解析結果も提出されている（Hackett

et al., 2007; Burki et al., 2007）．エクスカベートについてみると，1©ユーグレノゾアとヘテロロ
ボサのディスキクリスタータとしての単系統性，さらにその姉妹群としてのヤコバの位置づけ，
2©フォルニケータの単系統性とその姉妹群としてのパラバサリアの位置づけ，および 3©トリマ
スティクスとオキシモナスの単系統性はいずれも明確に示されているが，エクスカベート全体
の単系統性は未だに支持されるに至っていない．一方，有中心粒類太陽虫やアプソゾアなど未
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図 6. 真核生物の初期進化に関する現在の知見．現在までに支持されている高次系統群の関係
を示した．複数遺伝子の結合データ解析によって単系統性が明確に示されていないスー
パーグループ名には？をつけて示した（本文参照）．

だ位置づけの明らかでないグループも存在する（Sakaguchi et al., 2007; Moreira et al., 2007）．
図 6に多分岐として示した部分の分岐順を明らかにするとともに，真核生物系統樹の根もとを
決めることが今後の課題であるが，それを実現するためには多くの遺伝子・タクサによる洗練
された結合データ解析が必須である．
本稿では，リボソームタンパク質の結合データが真核生物の大系統の解析の素材として有用

である可能性を示した．近年，さまざまな真核生物種において，細胞で発現している mRNA

の網羅的配列解析が行われるようになってきている．高い発現レベルをもつリボソームタンパ
ク質の配列データはこうした解析から容易に得られるデータである．その意味で，リボソーム
タンパク質は今後の大規模結合データ解析のための素材の一部として重要である．
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A maximum likelihood method for phylogenetic inference based on combined analysis
of multiple genes is briefly introduced and applied to data analysis of higher-order eukary-
otic phylogeny. Three models of branch length estimation are considered assuming that all
genes (or partitions for the full data set)have the same branch length (concatenate model),
each gene (partition) has a separate set of branch lengths (separate model), and branch
lengths are proportional among genes (partitions) (proportional model). Fifty-three ribo-
somal protein genes from 29 eukaryotic species were used for the analysis. The data set
consisted of 5, 842 amino acid positions. Six different models with different methods for
estimating branch lengths and for partitioning the data set were compared by Akaike In-
formation Criterion (AIC). Comparison of the AIC values for the maximum likelihood tree
demonstrated that a separate model with a partition between large- and small-subunit
ribosomal proteins showed the lowest AIC value, while a separate model with a partition
among individual genes had the highest AIC value, suggesting that the former model best
approximated the data set and the latter model was over-parameterized. It was suggested
also that the tempo and mode of sequence evolution was relatively uniform across differ-
ent ribosomal protein genes. Since no incongruence was observed among the six models
for the selection of alternative trees, the present analysis was considered to be robust.

Key words: Phylogenetic inference, maximum likelihood method, combined analysis of multiple genes,
eukaryotes, higher-order phylogeny, ribosomal protein.


