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 1．はじめに

 現在の地球上には，われわれヒトから細菌類に至るまで，実に多種多様な生物が生息してお

り，その数は3，000万種にも及ぶと推定されている．これまでに調べられた限りでは，これらの

生物の遺伝的な仕組みは基本的にはすべて共通なので，多種多様な生物が，もとをただせば同

じ祖先から由来して進化してきたものであると考えられる．したがって，3，000万種にも及ぶ地

球上のあらゆる生物のそれぞれは，一つの巨大な系統樹のどこかに位置づけられるはずである．

生物を系統樹の上に位置づけることは，現代生物学のなかでも重要な課題であり，進化の機構

を明らかにする上でもまず第一に必要な作業である．さらに，ヒトの生物界における位置づけ

は，人類の思想・’哲学とも深くかかわる問題である．このような分野は，生物系統学と呼ばれ

るが，これまでは主に化石や現生生物の形態学的な比較を通じて行なわれてきた．

 地球の誕生は今から46億年前といわれているが，地球上の最初の生命の誕生はおよそ35億

年前と考えられている．われわれヒトの祖先をたどっていくと，最終的には35億年前の始原生

物にまでさかのぼることになる．このような古い進化の歴史をたどるには，従来行なわれてき

たような形態の比較では不十分である．この時代の生物は，細菌のような単細胞のものであり，

かたちはどれも似たようなものであって，形態学的な研究からは系統に関する情報はほとんど

得られないのである．

 このような困難に立ち向かうべく登場したのが，DNAや蛋白質などの分子をもとにした分

子系統学である．現在の生物がもっているDNAや蛋白質は，それぞれが長い進化の歴史の産物

であり，その塩基配列やアミノ酸配列のなかに生物進化の歴史が刻まれている．従って，DNA

や蛋白質を解読することによって，進化の歴史を明らかにしようというわけである．形態レベ

ルでは，生きた化石といわれるように，環境が変わらなければ長い間ほとんど変化しなかった

生物がいるかと思えば，逆に地質学的には極く短期間に急速な進化を遂げた生物がいるといっ

たふうに，進化速度には一定性がない．ところが，分子レベルの進化では，自然淘汰にとって

良くも悪くもない変化がほとんどであり，進化速度も形態の進化に比べるとはるかに一定に近

いのである（Kimura（1983））．また形態の比較では，研究者の主観的な判断の入る余地が多かつ
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たが，DNAや蛋白質の比較では客観的な基準に基づいた定量的な議論ができる．このように，

進化の歴史を調べるのに，DNAや蛋白質の研究が有望であるという認識が近年になって急速

に広まってきたのである．

 分子系統学において系統樹推定の手掛かりを与えるのは，DNAにおける塩基置換や蛋白質

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，生物種によって配列に違いが見られるわけである．いろいろな

生物の配列を比較することによって，系統樹が推定されるのである．

 ところで，進化において塩基置換やアミノ酸置換が起こるには，2つの段階が必要である．ま

ず，個体レベルで生殖細胞のDNAに突然変異が起こらなければならない．しかしながら，突然

変異が起こっただけでは進化とはいえない．単に変わり者が一個体生じたというだけである．進

化というのは集団レベルの現象であり，そのためには，個体で起こった突然変異遺伝子が，繁

殖を繰り返して世代を重ねるうちに次第に集団全体に広がり，従来あった遺伝子にとって換

わって集団の大部分を占めるようにならなければならない．これを突然変異遺伝子の固定とい

う．これによってはじめてDNAやそれにコードされている蛋白質が進化的な意味で変化した

といえるのである．ここでまず，突然変異は予測不可能なランダムな現象である．また，遺伝

子の固定も，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））．従って，

そのような過程の産物として得られているDNA塩基配列や蛋白質アミノ酸配列などのデータ

から，系統樹を推定するためには，確率モデルに基づいた統計的な方法が必要である．本論文

では，極めて古い時代にまでさかのぼって，遠縁生物種を含む系統樹の推定を行なうが，この

ような問題を扱うには，DNAレベルよりも蛋白質レベルの解析の方が有用である．もちろん，

蛋白質のアミノ酸配列はDNAにコードされていI驍ﾌだから，DNAの塩基配列は蛋白質のア
ミノ酸配列の情報を含むのであるが，蛋白質レベルで扱う方が，DNAレベルよりもより現実的

なモデルを構築しやすいのである．すなわち，アミノ酸置換に関する経験的な遷移確率行列は，

Dayhoff et a1・（1978）やJones gt a1・（1992）によって推定されているため，これらを用いるこ

とにより現実的なモデルの構築が可能となる’が，DNAレベルでの塩基置換に関しては，これら

に匹敵するような経験的遷移確率行列が未だ存在していない．

 われわれは，蛋白質レベルでの系統樹の解析を行なうために，アミノ酸配列データから最尤

法に基づいて分子系統樹を推定するための方法を開発した（Kishino et a1．（1990），Adachi and

Hasegawa（1992b））．本論文では，この方法の概要と「真核生物の初期進化」という生物学的

にも重要な問題への応用例をレヴューする．

 2．研究の背景

 細胞内に核をもつ生物を真核生物といい，動物，植物，菌類（キノコ，カビ，酵母の類）など

の高等なもののほかに，ミドリムシ，ゾウリムシ，アメーバなどの原生生物がこれに含まれる．

一方，細菌のように核をもたない生物を原核生物というが，・原核生物はさらに，大腸菌，枯草

菌，藍藻などの真正細菌と，イオウ細菌，好塩細菌，メタン細菌などの古細菌とに分かれる．現

在では，地球上の生物は全て，これら，真核生物，真正細菌，および古細菌の3つに大別され

るものと考えられている．さらに，種々の遺伝子の比較研究から，真核生物は真正細菌よりも

古細菌に近いことが明らかになってきたくIwabe et a1・（1989）・Miyata et a1・（1991））．

 図1に典型的な真核生物の細胞（真核細胞）の模式図を示した．真核細胞では，DNAは蛋白質

と複合体を作り，染色体として，膜に囲まれた核内に存在している．ミトコンドリアは酸素呼

吸によってエネルギーを得るための器官である．植物細胞には光合成を行なう器官としての葉
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図1．真核細胞の模式図．代表的な細胞内構造のみを示してある．細胞壁および葉緑体は，原
  別として植物細胞のみに存在する．

緑体がある．ゴルジ体は分泌器官である．小胞体は膜系で，その一部にリボソームが配列され

ており，この上でDNAの遺伝情報は蛋白質に翻訳される．リボソームは多くの蛋白質と数種の

RNAの複合体であり，大小2つのサブユニットから構成されている．これらの細胞内小器官

（オルガネラ）のうちで，ミトコンドリアと葉緑体は核のDNAとは異なる独自のDNAをもっ

ており，自己複製をすることができる．ミトコンドリアと葉緑体のDNAにコードされている蛋

白質やRNAの配列はともに真正細菌のものに近いことから，これらのオルガネラは，真正細菌

が真核生物の祖先に細胞内共生することによって生じたものであると考えられている．

 ところが，原生生物のなかには，真核生物であるのにもかかわらずミトコンドリアをもたな

いものが存在する．たとえば，肋勉mOeろα桃広0〃Cα（赤痢アメーバ）やαm肋Zαmmα（ラン

ブル鞭毛虫）の細胞にはミトコンドリアはない．もしミトコンドリアをもたない原生生物のう

ちのあるものが，真核生物の進化のごく初期に他の真核生物に至る系統から分岐したものであ

るとすれば，その生物は，ミトコンドリアの細胞内共生が起こる以前の真核生物の祖先型に近

い生物である，ということになる．一方，ミトコンドリアをもたない原生生物の多くは寄生虫

であるが，それらのうちのあるものがミトコンドリアをもつ原生生物よりも後から分岐したも

のであるとすれば，その生物は寄生生活のなかで一度獲得したミトコンドリアを失ったのだと

の可能性が出てくる．このように，ミトコンドリアをもたない真核生物の系統的位置づけを明

らかにすることは，真核生物の初期進化の過程を理解するうえで重要である（Cava1ier－Smith
（1987．1989．1991））．

 従来，この分野の分子系統学的研究は，小サブユニットリボソームRNA（SrRNA）の塩基配

列比較に基づいて行なわれてきた．Sogin et a1．（1989），Sogin（1991）により距離行列法に基づ

いて推定されたSrRNA系統樹の一部を図2に示す．この図の申でミトコンドリアをもたない

生物種は＊で示してある．ミトコンドリアをもたない3生物種のうちで，真核生物の進化の最

も早い時期にまずαα励αZαmろ肋が，つづいて微胞子虫に属する吻伽m0ゆ肋mCα左炊が分

岐しているのに対し，亙m肋mOeろα”∫云。〃Cαは丁妙αm0∫0mα ろmCeク（トリパノソーマ）や

肋9ZmαgmC燃（ミドリムシ）などのミトコンドリアを有する原生生物の分岐後に分かれた
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SoginらによるSrRNAの系統樹．Sogineta1．（1989）より改変したもの．真核生物の
中で＊で示した生物種は，ミトコンドリアをもたないものである．

ことになっている．もしこの系統樹が正しいとすると，前者はミトコンドリアの共生以前の真

核生物の祖先型に近い生物であり，後者は一度獲得したミトコンドリアを失ったものだという

ことになる．

 しかしながらSrRNAに基づく系統樹には問題点があると考えられる．それは，SrRNAの塩

基組成が，ゲノムDNAの塩基組成の生物種間での偏りの影響を直接受けるため，近縁の生物種

問でも大きく偏ることがある，という点である．表1にいくつかの原生生物および古細菌の

SrRNAのGC含有量を示した．これによると，αm肋Zαm肋αのGC含有量は，74．7％と高
いのに対し，吻〃moゆ肋mcα脇，および亙m肋moeろα〃56o似。αのそれはそれぞれ，37．4％，

38．3％であり，αm肋の約半分という極めて大きな偏りを示している．系統樹推定に際しこの

ような偏りの影響を考慮にいれることは難しいため，SrRNAの系統樹が誤まりを犯している

可能性は高い．たとえば，比較的GC含有量の高い古細菌の影響により見かけ上αm肋が真核

生物の系統樹Iの一番外側にきてしまっている，との可能性は否定できない．

妻1．SrRNAのGC含有量．

種名      GC％
原生生物

  Plα8mo肋mろε妙θ4  37．1

  励施moθうα脇オ。伽㎝  38，3

  Wαεgler｛αg舳e朽   47．7

  此g3e肌αgヅ㏄流3   57，0

  物ρ㎝080mα6rα㏄づ  51．4

  γα加伽。叩んα犯εcαか虹  37．4

  （；三4αr♂6α2αηT〃づα         74．7

古細菌

  3ψoloうω80脚α朽㎝8 61．1
  Mθ｛んαmococcα3〃α肌肌づθ2あ  57．6

  ∬αJ0ろαc｛er6αηT〃02cαη栃    56．9
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 われわれは，こうした点を指摘するとともに，ゲノムGC含有量の顕著な偏りの影響を比較的

受けにくいと考えられる蛋白質アミノ酸配列データを用いて，初期真核生物の分岐の過程を再

検討する必要があるのではないかとの提案を行なった（Hasegawa andHashimoto（1993））．一

方，E1ongationfactor1α（EF1α），DNAdependentRNApo1ymeraseIII，など進化の過程で

保存的な蛋白質のアミノ酸配列データを用いて実際の解析を行なうことにより，SrRNAに基

づくこれまでの解析結果とは異なるいくつかの新しい知見を明らかにした（Hasegawa et aI．

（1992a），Hashimoto et a1．（1992））．さらに，これらの保存的蛋白質のアミノ酸組成がゲノム

DNAの塩基組成の大きな偏りの影響をほとんど受けないことを示し，保存的蛋白質に基づく

解析のほうがSrRNAに基づく解析よりも信頼しうる推定結果を与えるであろうことを示唆
した（Hasegawa et a1．（1992a），Hashimoto et a1．（1992．1994））．

 ところが，原生生物の保存的蛋白質に関するデータは，ミトコンドリアをもたないものを含

め，現在のところあまり多く報告されていない．．そこでわれわれは，昭和大学・組換えDNA実

験室との共同研究の下で，とくにミトコンドリアをもたない原生生物に注目し，遺伝子解析に

より各種保存的蛋白質のアミノ酸配列データを得，それらを分子系統学的解析に供することを

目的として，実験，データ解析両面からの研究を進めてきた．本稿では，EF1αのアミノ酸配列

データに基づいて解析した，αm肋Zαmmαの系統的位置づけに関する最近の研究成果を紹介

する．αm肋Zαmろ肋は，ヒトを含む高等動物の腸管に寄生し，下痢などの症状をもたらす寄

生虫であり，ミトコンドリアをもたないことから，近年，真核生物の祖先型に近い生物ではな

いかとの注目を集めている．いくつかの鞭毛と，全く等価と考えられている2つの核をもつ単

細胞生物であり，虫体は左右対称である（図3）．一方，EFユαは，蛋白質合成におけるペプチド

鎖伸長反応の際に，アミノ酸を結合したtRNAをリボソームに受け渡す役割を担う蛋白質であ

り，全ての生物にその相同蛋白種が存在することと，進化速度が遅く保存的であることから，真

核生物全体にわたる生物種を含めた分子系統学的解析を行なう際には適切な材料であると考え

られている（Hasegawa et a1．（1993））．以下，この生物のEF1αに関する遺伝子解析の経過に

ついて簡単にふれた後，そのデータを含めた分子系統学的解析の結果を紹介する．なお，オリ

ジナルデータは既報である（Hashimoto et aL（1994））．

⑱⑧

          約5μm

          一
図3．αm肋Zαmmα（ランブル鞭毛虫）の模式図．



116 統計数理 第42巻 第1号 1994

 3．α〃批α2α㎜舳αのEF1α遺伝子の構造と推定アミノ酸配列

 α〃肋Zαm肋αPo1ish strainを仔牛血清，ウシ胆汁，L－cysteineを含むDiamond’s培地，

TYI－S－33，にて細胞数が1×106／m1に達するまで培養し，超遠心によりtotal RNAを分離し

た後，mRNAを精製した．さらに，reverse transcriptaseを作用させることにより，mRNA：

cDNA dup1exを合成し，これをPCR（Po1ymerase chain reaction）法による遺伝子増幅の鋳

型とした．PCR法を用いると，鋳型とする微量の核酸（DNA，RNA）をもとにして，2つのオ

リゴヌクレオチドプライマーではさまれた特定の遺伝子領域を大量に増幅することができる．

しかし，ααmαZαmろ肋のEF1α遺伝子の塩基配列は全く未知であるため，特異的なプライ

マーを設計することはできない．そこで，他の真核生物および古細菌のEF1αに関する既知ア

ミノ酸配列を比較し，分子の後半に相当する領域の中から高度に保存されている部分，

PVGRVETGおよびDMRQTVAV（図6参照）を選び，これらのアミノ酸配列に対応する可
能な全ての組み合わせの塩基配列を含む混合オリゴヌクレオチドプライマー，PrimerA1およ

びPrimer A2，を合成し，これらを用いてPCR反応を行なった．幸いある反応条件の下で，こ

れら2つのプライマーではさまれた部分に対する約O．5kb（kb；ki1o basepairs）の遺伝子断

片を増幅することができた（図4（A））．この断片をゲルから切り出して精製し，大腸菌のプラス

ミドDNAに組み込んだ後，そのプラスミドDNAの大量調製を行ない，ジデオキシ法により塩

基配列を決定した．その結果，この増幅断片が確かにEF1αをコードしていることが明らかと

なった．次に分子の先頭に近い領域中の高度保存部分，VIGHVDSGK（図6参照）に対して合

成した混合オリゴヌクレオチド，Primer B1，と既に塩基配列の明らかとなった部分に対して

合成した，Primer B2（図5参照），とではさまれる部分を同様の条件で増幅し，約O．75kbの

断片を得（図4（B）），塩基配列を決定した．こうしてEF1αをコードしている遺伝子（mRNA）

全体の9割以上に及ぶと考えられる全長1，188bpの塩基配列データを得，遺伝暗号表に基づき

396残基のアミノ酸配列を推定した（図5）．推定されたアミノ酸配列は，他の真核生物のEF1α

と高い類似度を示し，増幅遺伝子断片は確かにαm肋のEF1αに対応するものであると考え

られた．図5に示した塩基配列のなかで，アミノ酸に対応する各コドンの3番目については，GC

含有量が99．5％ときわめて高く全396座位中でAおよびTは1箇所ずつ（それぞれ1，089お

よび357番目の塩基）でしか観測されなかった．この値は，配列既知のαm肋の他の蛋白質と

比較しても非常に極端なものである．たとえば，DNA dependent RNA po1ymerase IIIでの

コドン3番目のGC含有量は52．5％，G1ycera1dehyde3－PhosPhate dehydrogenaseでのそれ

＾8

0．5kb．1■〉
く一一■0．75kb

’
図4．PCR法によって増幅された遺伝子断片．（A）PrimerA1およびPrimerA2による増幅
   断片，（B）Primer B1およびPrimer B2による増幅断片．PCR産物をアガロースゲル
   上で電気泳動し，エチジウムブロマイドで染色後写真撮影した．



真核生物の初期進化

  （Va1 工1e G1  H，s Va1 As  Se r G1  L s）

               r1me r

   TCG ACG ⊂TG ACG GGC ⊂AC ⊂TC AT⊂ TAC AAG TGC GGC GGG ATC GAC C＾G CGC A⊂G ATC GへC  60

   Ser Thr Leu Thr G1y H，s Leu工1e Tyr Lys Cys G1y G1y I1e Asp G1n Arg Thr工1e Asp

   舳G TAC舳G AAG CGC GCG ACG GAG＾TG GGC AAG GGC TC⊂π⊂A＾G TAC GCG TGG GTC CTC120
   G1u Tyr G1u Lys Arg A1a T・1r G1u Met G1y Lys G1y Se r Phe Lys Tyr A1a Trp Va1 Leu

   G＾C CAG CTC AAG GAC GへG 〔GC G＾G CGC GGG ATC ACG ATC AAC ATC G⊂G CTC TGC AAG TTC  180

   Asp G1n L6u Lys Asp G1u Arg G1u Arg G1y工1e T11r I1e Asn I1e A1a Leu Trp Lys Phe

   GへG ACG AAG AAG TAC ATC GTC ACG ATC ATC GへC G⊂C CCG GG⊂ CAC CGC GへC TTC AT⊂ AAG  240

   （11u Thr Lys Lys Tyr I1e Va1 Thr 工1e 工1e Asp A1a Pro G1y H15Arg＾sp PIle I1e Lys

   AAC ATG ATC A⊂G GGG AC（；T⊂⊂ CAG GC⊂ GへC GTC GCG AT⊂ CTC GTC GTC G⊂G G⊂G GGC CAG  300

   Asn”et I1e Thr G1y Thr Ser G1rl A1a Asp Va1 A1a工1e Leu Va1 Va1 A1a A1a G1y G1n

   GG⊂GAGπC GAG GCC GGG ATC TCG AAG岨C GGC C＾G＾⊂G CGC GAG⊂AC G⊂G ACC⊂「「GCG360
   G1y G1u P■1e G1u A1a G1y 工1e Ser Lys Asp G1y G1n T11r Arg G1u 出s A1a Thr Leu A1a

   A＾C ACG CTC GGG ATC AAG ACG ATG ATC ATC TGC GT⊂AAC A＾G ATG G＾C G＾C GGC CAG GTC  420

   Asn T■1r Leu G1y 工1e Lys Thr Met I1e I1e Cys Va1 Asn Lys Met Asp Asp G1y G1n Va1

   A＾G TAC TCG AAG GAG CGC TAC GAC G＾G AT⊂ AAG GGC G＾G ATG ATG AAG C＾G ⊂T⊂ AAG ＾＾⊂  480

   Lys Tyr Ser Lys G1u Arg Tyr Asp G1u I1e1－ys G1y G1u Met Met Lys G1n Leu Lys As・1

   ATC GGC TGG舳G AAG GCC GAG GAGπC GAC TAC ATC CCG A⊂G TCC GGC TGC ACC GGG密C540
   I1e G1y Trp Lys Lys A1a G1u G1u Phe Asp Tyr】＝1e Pro T11r Ser G1y Trp T11r G1y Asp

   A＾C ATC ATG GAG AAG T⊂⊂ G＾C＾AG ATG CC〔TGG TAC GAG GG〔 CCG TGC CTG ATC G＾C GCG  600

   Asn I1e ”et G1u Lys Ser Asp Lys Met Pro Trp Tyr G1u G1y Pro Cys Leu 工1e Asp A1a

   AT⊂ G＾C GGG CTC A＾G GCC CCG A＾G CGC C⊂G ACC GへC A＾G CC⊂ ⊂TC CG⊂ ⊂TC C⊂G ATC CAG  660

   工1e Asp G1y Leu Lys A1a Pro Lys Arg Pro Th r Asp Lys Pr◎ Leu Arg Leu Pro I1e G1■1

   G＾⊂ GT⊂ TAC AAG ATC TCG （；GC （1TC CGG ACC GTC⊂⊂C GCG GGC CGC GTC GへG A⊂G GGC GAG  720

   Asp Va1 Tyr Lys 工1e Ser G1y Va1 〔11y Thr Va1 Pro A1a G1y Arg Va1 G1u Thr G1y G1u

                                          （幽y）
                                                    Pr1mer＾1

             Pr1鵬rB2

   CTC GCG C⊂⊂GGG ATG AAG GTC GTCπC G⊂C CCG A⊂G TC⊂CAG GTC TCG岨G GT⊂AAG TCC780
   Leu＾1a Pro C1y”et Lys Va1 Va1 Phe A1a Pro TIlr Ser G1r1Va1 Ser G1u Va1 Lys Ser

   GTC帆G ATG CA⊂CAC舳G GAG CTC AAG A＾G GCC GGG CCC GGG G＾C A＾⊂GTC GGCπC A＾C840
   Va1 G1u Met出s 出s G1u G1u Leu Lys Lys A1a G1y Pro G1y AsP Asn Va1 G1y Phe As11

   GTC CG⊂ GGG CT⊂ GCC GTC AAG GA⊂ ⊂TC AAG AA（1GGC TA⊂ GTC GTC G（1G GへC GTG A⊂（1AAC  g00

   Va1 Arg G1y Leu A1a Va1 Lys Asp Leu Lys Lys G1y Ty r Va1 Va1 G1y Asp Va1 Th r＾5n

   訟C CCG CC⊂GTC GGC TGC AAG AG⊂πC ACC GCC CAG GTC ATC GTC ATG AAC CAC⊂CG A＾G960
   Asp Pro Pro Va1 G1y⊂ys Lys Se r Phe Thr A1a G1n Va1 I1e Va1 Met Asn 出s Pro Lys

   A＾G AT⊂ CAG CCC GG⊂ TAC ACG ⊂CC GTC AT⊂ Gへ⊂TG〔 CへC AC⊂ GCG CAC ATC G⊂G TG⊂ CAG 1020

   Lys 工1e G1n Pro G1y Tyr Th r Pro Va1 工1e Asp Cy5 H1s Th r A1a 帥s I1e A1a Cys G1n

   πCひG CTCπ⊂⊂T⊂CAG AAG CTC GAC A＾G CGC ACG CTC A＾G CC〔GAG ATG GAG＾AC CCG1080
   P■1e G1n Leu PIle Leu G1n Lys Leu Asp Lys Arg Thr Leu Lys Pro G1u Met G1u Asn Pro

   C⊂C Gへ⊂ GCA GGC CG⊂ GGC G＾C T（1⊂ATC AT⊂ GTC AAC ATG GTC C〔C ⊂AG AAG ⊂CC CTG TGC 1140

   Pro Asp A1aI G1y＾rg G1y Asp Cys I1e I1e Va1 Lys Met Va1 Pro G1n Lys Pro Leu Cys

   TG⊂GAG ACGπ⊂AA⊂岨C TAC GCG C⊂⊂CTC GGC CCGπC GCC GTC CGC1188
   Cys G1u TIlr Phe A5n Asp Tyr＾1a Pro Leu G1y Pro P■1e A1a Va1 Arg

                                             （As ”et Ar A5n Th r V三1 A1a Va1）

                                                        r1mer A2

図5．αm肋ZαmmαのEF1α遺伝子（mRNA）の構造と推定アミノ酸配列．アミノ酸の表
      現は3文字表記法によった．PCR反応に用いたプライマーを下線で示してある．（）内

      のアミノ酸配列は，混合オリゴヌクレオチドプライマーの設計のために用いた配列であ

      る．今回配列決定を行なった領域の最も上流の塩基からの番号を右端に示してある．
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統計数理 第42巻 第1号 1994

        10   20   30  40  50  60   70   80   90  100
㎜K一跳TmNlV騒nT㎝L1W㏄GlDKRT1跳F跳E舳E㎜KGSFKWVLDKLK＾㎜ERGmDlSL㎜FETSKYYVTllDAP㎝RDFl
㎜K一眺TmMV騒nT㎝LlWC㏄lDmTlEKFE胴舳E㎜KGSFKY〃VLDKLKA㎜ERGmDlSL㎜FETSKYYVTllDAP㎝RDFl
㎜HHmNlV騒Tm肌1YKCGGlDKRT1脳F眺跳蝸㎜KCSFKY〃VLDKLK畑R㎜CmDlAL㎜FET舳WmlDAP㎝RDFl
－GK一跳m㎜lV騒TTT㎝L1YK㏄GlDKRTlEm弧E＾QE㎜mSFKYAWLDKLKAERERGmDlAL㎜FETAKYYVTllD＾PGHRDFl
㎜HKSH㎜W騒TTT㎝L1W㏄GlDKRT1EmK逼舳肌GKGSFKY舳LDKLK柵RERGlTlDlAL㎜FETPKYQVTVlDAP㎝RDF1
㎜K一跳THVWV鰯鰯STTT㎝LlWCGGlDKRTlEmKE舳ELGmSFKYAWLDKLKAER㎜GmDlAL㎜FETPKYHVTVlDAP㎝RDFl
㎜ト跳丁日WW騒TTT㎝LlW㏄GlDKRT1朋FE畑舳；LGmSFKYA㎜LDKLK畑RERGmDlAL㎜FETPKYWTVlD＾P㎝RDFl

織1辮1鰯綴鶴器需1膿1辮器器織慧11淵器111器器淵1能辮淵1鰐器11
MGHKlHlSlV鰯TTT㎝L1Y肌GGlDXRVlERF跳E舳E㎜KRSFKY舳VLDKLKAERERGlTmlAL㎜FETTKWCTVlDAPGHRDFl
MGK－EKVHlSLV騒TTT㎝L1W㏄GlDmT1眺FEKEASE㎜mSFKYAWLDKLKAER㎜ClTlDlAL㎜FETAKSVFTllDAPGHRDF1
㎜K一跳Tm肌V騒TTT㎝l1肌GGmRRTlEmEKESAE㎜mSFKWVLDKLKAERERGmDlAL㎜FETPRYFFTVlDAP㎝KDFl
MPHKTH1膿V騒TTT㎝L1孤CGGlDQRTlEK閉KES畑mmSFKWVL㎜LKAERERGmDlSL㎜FETSKWFTllDAPCHRDFl
・・・・・・・・・… 宸sLTG肌1YK㏄GlDQRTlDEYEK㎜T㎜GmSFK舳VLDQLKDE朋RGlT川1AL㎜FETKmVTllDAP㎝RDFl
MS一一QKPHLNL1騒TLlGRLL㎜RGFlDEKTVKEAEE舳KKLGmSEKYAFLM㎜LKEERERGVTlNLSF㎜FETRKYFFTVlDAP㎝RDFV
－S－DEQ－HQNLA鱗願STLVGRLLYETGSVPEHVlEQHKEEAEEmK㏄冊FAY㎜NLAEERERGmD1畑QEFSTDTYDFTlVDCPGHRDFV
㎜一KTKPlLWA鱗STTVGR肌D㏄AlDPQLlVRLRKE＾朋KGMGFEFAY㎜）GLKEERERGVT1DVAHKKFPTAKYEVTlVDCP㎝RDFl．
                     榊 ま  ま        き  き ＊ま 淋榊 淋   ＊   ＊ ま林＊

  Pr1mer B1－
                C1                           G2         －C3

       110   120   130  i40  150  160   170   180   190  200
KNMI TGTSQADCAVL I VA＾GVGEFEAG I SKNGQTREHALLAYTLGVKQL－VGVNKMDSTEPPYSQKRYEE I VKEV－STY I KK I GY－NPDTVAFVP I SGWN

KNMl TGTSQADCAVL I VA＾GVGEFEAG I SKNGQTREHALLAYTLGVKQL I VG I NKMDSTEPPYSQKRYEE I VKEV－STY i KK I GY－NPDTVAFVP I SGWN

KNM－TGTSQ＾DCAVQIDAAGTGEFEAG ISKNDQTREHALLAFTLGVKQL IVGVNKMDSSEPPYSEARYEE IKKEV－SSYlKKVGY－NPAAVAFVP I SGWH

KNMI TCTSQ＾DCAVL I VA＾GVGEFEAG I SKNCQTRE畳ALLAYTLGVXQL I VGVNKMDSTEPPFSEARFEE I KKEV－S＾Y i KK I GY一肘PAAV＾FVP I SGWH

KNMI TCTSQ＾DCA l L I I AGGVGEFEAG I SKDGQTREHALLAFTLGVRQL I VAVNKMDS一一VKWDESRFQE I VKET－SNF I XKVGY－NPKTVPFVP I SGWN

KNM I TGTSQ＾DCA I L I I AGGTGEFEAG I SKDGQTREHALLAYTLGVKQL－V＾VNKMDS一一VKWDKNRFEE I l KET－SNFVKKVCY－NPKTVPFVP I SGWN

KNM I TGTSQADCA I L I I AGGTGEFEAG－SKDGQTREHALLAFTLGFRQL I VA！NKMDT一一TKWSQDRYNE I VKEV－SGF I KK－GF－NPl（SVPFVP I SGWH

KNMI TGTSQADCG I L H AAGTGEFEAG I SKDGQTREHALLAFTLGVRQL I VA l NKMDS一一TKWSEQRFNE－I KEV－SGF I KK l GF－NPKSVPFVP l SGWH

KNMITGTSQ＾DCAVL I I DSTTGGFEAG ISKDGQTREHALLAFTLGVKQMI CCCNKMDATTPKYSKARYDE I I KEV－SSYLKKVCY－NPDK I PFVP l SGFE

KNMlTGTSQADCAVL I I DSTTGGFEAG－SKDGQTREHALLAFTLGVKQMI CCCNKMDATTPKYSKARYDE I VKEV－SSYLKKVGy－NPDK I PFVP I SGFE

KNMITGTSQADAAVLVI DSTTGGFEAG ISKDGQTREHALLAYTLGVKQMIVATNKFDDKTVKYSQARYEE I KKEV－SGYLKKVGY－NPEKVPF IP I SGWN

KNMl TGTSQADVALLVVPADVGGFDGAFSKEGQTKEHVLLAFTLGVKQ l VVCVNKMDT一一VKYSEDRYEE I Kl（EV－KDYLKKVGY－QADKVDF I P1SGFE

KNMI TCTSQADVA－L I VAAGTGEFEAG I SKNGQTREH I LLSYTLGVKQM I VCVNKMDA正Q一一Yl（QERYEE I KKE I－SAFLKKTGY－NPDK I PFVP－SGFQ

KNM I TGTSQ＾DVA I LVVAAGQGEFEAG I SKDGQTREHATLANTLG I KTM I I CVNKMDDGQVKYSKERYDE l KGEM－MKQLKN I GWKKAEEFDY I PTSGWT

KNM I TGASQADA＾I LVVSAKKGEYEAGMSAECQTREH I I LSKTMG I NQV I VA I NKMDLADTPYDEKRFKE I VDTV－Sl（FMKSFGF－DMNKVKFVPVVAPD

KNM I TGASQADNAVLVVAADD一一一一一GVQ一一PQTQEHVFLARTLG I GEL－VAVNKMDLVD一一YGESEYKQVVEEV－KDLLTQVRF－DSENAKF I PVSAFE

KNMITGASQADAAVLVVNVDD＾KS一一G IQ一一PQTREHVFLIRTLCVRQLAVAVNKMDTVN一一FSE＾DYNELKKMIGDQLLKMIGF－NPEQI NFVPVASLH

納淋淋＊榊          榊淋 ＊ オ」＊   淋ま
                                                 一G4・

        210  220  230  240 250  260  顯、ヰ 280  290  300
CDWLEPS州㎜岬KGWKVTRK㎜＾SGTTLLEALDClLPPTRPTDKPLRLPLQDVWlGGlG欄姦嚢灘…VLKPGWVTFAPVWTTEVKSVE㎜E
GDWLEPSPN㎜WFKGWKlTRKEGSGSGTTLLEALDClLPPSRPT眺PLRLPLQDVmGClGT磁萎鱗嚢VlKPGWVTFAPVWTTEVKSVE㎜E
G・㎜・・…㎜…GWE・G…G…G1・・・・・…1・…11TD・・・・…Q・W・lGClG・灘議灘・…G・・…A…1・・・・・…㎜・

CD㎜EASDRLPWWGWNlERKEGXADGKTLLDALDAlLPPSRPT跳PLRLPLQDVYKlCGlGT畷鱗灘11KPGM1VTFAPANlTTEVKSVE㎜E
GD㎜EAnMPWKGW跳ETKAGWmKTLLEAlDAlEQPSRPTDKPLRLPLQDWKmlGT畷鱗綴満KPGWVTFAPAGVTTEWSVE㎜E
GD㎜EPSTNCPWWGπEKETKSGKVTG1TLLEAlDAlEPPTRPTDKPLRLPLQDVmGGlGT鰯灘灘11KAG㎜TF舳VmVKSVE㎜E
－GD㎜DESTN㎜WFKGWNKETMGSKTGKTLLEAlDAlEPPVRPSDKPLRLPLQDVYmGGlGT徽綴鰯TlKAGMmF＾PAAVTTEVKSVE㎜HE

GD㎜LEESTN㎜〕WKGWNKETMGAKSGKTLLDAlDAlDPPQRPSDKPLRLPLQDWKmlGT機麟鱗汕A㎝VTFAPAWmVKSVE㎜HE
GD㎜lERSTNLDWm   PTLLEALDQ川EPKRPSDKPLRLPLQDVWlGGlGT欄徽灘M1KP㎝WTFAPTGLTTEVKSVE㎜HE
G㎜lERST肌DWKG一一一一一一一一一一一PTLLEALDQlNEPKRPSDKPLRLPLQDWmGlG欄灘簸舳PGMVVTFGPTGLTTEVKSVE㎜E

GD㎜EASEN㎜WKG   LTLlGAL㎜LEPPKRPSDKPLRLPLQDVYKlGGlGT欄鱗灘汎KPGDWTFAPNNLTTEVKSVE㎜HE
GDNLlEKSDKTPWKG一一一一一一一一一一RTLlEALDTMQPPKRPYDKPLRlPLQGWKlGGm灘萎鰯11LKAGWL岬APSAVVSECKSVE㎜KE

G㎜lEPSTNMPWKG一一一一一一一一一一一一PTL1GALDSVTPPERPVDKPLRLPLQDVYKlSClGT磁鰯灘1LKPGTlVQFAPSGVSSECKS1E㎜HT

GDN㎜KSDK㎜WEG   PCLlDAlDGLKAPKRPTDKPLRLPlQDVmSGVGT鰯綴鰯肌APG㎜VVFAPTSQVSEVKSVEMH肥
G㎜VT肌ST㎜PWWG   PTLE肌DQLElPPKPVDKPLRlPlQEWS1SGVGVV嚢灘鰯灘VLXVGDKlVFMPV㎝lGEVRS1ETHHT

1辮器1辮器 111器1撚辮銑1辮111濡鰯麗辮1111器1辮辮鵬器
＊柵    ま           ＊き 榊‡ま榊ま‡ま榊榊きき ＊ き＊  ま ＊＊
                                                       Pr1mer A1 ．
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    310      320      330      340      350      360      370      380       390      400

ALSEALPGDNVGFNVKNVSVKDVRRGNVAGDSKNDPPMEA＾GFTAQV l I LNHPGQ－SAGY＾PVLDCHTAH I ACKFAELKEK I DRRSCKKLE－DGPKFLKS

ALTEAVPGDNVGF州VKNVSVKDVRRGNV＾GDSKNDPPMEAGSFTAQV l I LNHPGQ I GAGYAPVLDCHTAH I ACKFAELKEK I DRRSGKKLE－DNPKFLKS

＾LQEAVPGDNVGFNVKNVSVKELRRGYVACDSK＾NPPKGAADFTAOV I VLNHPGQ l ANGYTPVLDCHT＾H IACKFAE I LEKVDRRSGKTTE－ENPKF I KS

SLEQ＾SPGDNVGFNVKNVSVKELRRGYV＾SDSKNNP＾RGSQDFFAQV l VLNHPGQ I SNGYTPVLDCHTAH I ACKF＾E I KEKCDRRTGKTTE－AEPKF I KS

QLEQGVPCDNVGFNVKNVSVKEIRRCNVCGDAKNDPPKGCASFNATVIVLNHPGQI SAGYSPVLDCHTAH IACRFDELLEKNDRRSGKKLE－DHPKFLKS
QLAEGVPGDNVGF㎜VKNVSVKE IRRGNVCGDSKNDPPKGCDSFNAQVIVLNHPGQI SAGYSPVLDCHTAH IACKFDTLVEK1DRRTGKKLE－ENPKFVKS
TLTEGLPGDNVGFNVKNVSVKDlRRGNVCSDSKNDP＾KES＾SFTAQVl l LNHPGQ－SAGYAPVLDCHTAH IACKFSEL IEK IDRRSGKKME－DSPKFVKS

QLVEGLPGDNVGFNVKNVSVKD I RRGNVCSDSKNDP＾KE＾GSFTAQV－VLNHPGQ I G＾GYAPVLDCHT＾H l＾CKFAELLEK I DRRSGKKLE－DAPKFVKS

SLLEALPGDNVGFNVXNVAVKDLKRGYVASNSKDDPAKGAANFTSQV I I MNHPGQ I GNGYAPVLDCHTSH I AVKFSE I LTK I DRRSGKE I E－KEPKFLKN

ALQEALPGDNVCFNVKNVAVKDLKRGYVASNSKDDPAKGA＾SFTAQV I1㎜日HPGQ I GNGY＾PVLDCHTSH I AVKFAE I LTK I DRRSCKELE－KEPXFLKN

ALTEAVPGDNVGFNVKNVSVKDIRRGYVASNAKNDPAKEA＾DFTAQVH LNHPGQ－GNGYAPVLDCHTCH IACKFAT I QTK－DRRSGKELE－AEPKF I KS

VLEEARPGDN l GF㎜VKNVSVKE I KRGYV＾SDTKNEPAKGCSKFTAQV I I LNHPGE I KNGYTPLLDCHTSH I SCKFLN I DSK I DKRSGl（VVE－ENPKA I KS

ALAQA I PGDNVCFNVRNLTVK1）I XRGNVASDAKNQPAVGCEDFTAQV l VMNHPGQI RXGYTPVLDCHTSH I ACXFEELLSK I DRRTGXSMEGGEPEY I KN

ELKKAGPG1）NVGFNVRGLAVXDLKKGYVVGDVTNDPPVGCKSFTAQV I VMNHPKK－QPGYTPV三DCHTAH I ACQFQLFLQKLDKRTLKPEM－ENPPDAGR
K I DXAEPGDN l GFNVRGVEKKDVKRGDVAGSVQN－PPTVAD逼FTAQV I V IWHPTAVGVCYTPVLHVHTAS l ACRVSE I TSR I DPKTGKEAE－KNPQF I KA

EVPKAEPGDNVCFNVRGVGKDDIRRGDVCGPADD－PPSVAETFQAQIVVMQHPSVI TEGYTPVFHAHTAQVACTVES IDKK IDPSSGEVAE－ENPDF I QN

QLPSAEPGDN lGFNVRGVGXXDIKRGDVLGHTTN－PPTVATDFTAQlVVLQHPSVLTI）GYTPVFHTHTAQ IACTFAE I QKKLNPATGEVLE－ENPDFLKA
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GD㎜11TLVPSKPLCVEAFSDFPPLGRFAVR鱗帥KSWFKDPT畑VTKAAEKAGKKK－
GD舳LVKFVPSKPMCVEAFSEYPPLGRFAVR鰯V1KSVDmK一舳KVTKAAQKAAKK一一
GD舳WKWPTKPMCVEAmYPPLGRFAVR鰯灘V1KSV跳SDK－ACKVTK蜘K舳KK一一
GDSAlVKWPSKPMCVE＾YTDYPPLGRF＾VR鰯灘V1KAVEmK－AGKVT舳AKASK上一
GDSAlVK㎜PSKPMCVEAYTDYPPLGRFAVR鰯VlKAV跳VDK－AGmKAA舳GEK一一
CDAGWK㎜PTKPWVETFSEYPPLGRFAVR鰯VlKSVDKmPTGAKVTX州KKGAK一一
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淵1辮1；辮111鰐鵜譲臨扁；；；；；111111111111＝：

GDAAWTVRPQXPLSlEPSS厄1PELGSFAlR鰯KVL㎝N醐
GD舳1VKLlPTKPWlESVKElPQLGRFAlR鱗㎜lQVTAKNK
批     ＊    き    榊

                  一pr1mer A2

図6．EF1αアミノ酸配列のアライメント．アミノ酸の表現は1文字表記法によった．アライ
    メント上部にアミノ酸座位の番号を示してある．アライメント内部の一はギャップ
    を，＝は今回のαm物データの未決定部分を示す．アライメント下部の＊印は，その座

    位が全て同一のアミノ酸で占められていることを示す．PCR反応に用いた混合オリゴ
    ヌクレオチドプライマーを設計した領域をアライメント下部に下線で示し，その部分に

    対応するアミノ酸配列には影をつけてある．Gユ～G4は，GTP結合蛋白質ファミリーに

    属する蛋白質で共通に保存されている領域である．アライメント左部分に示した＝の右
    の記号に対応する生物種名は以下のとおりである：［動物］H．s．，Homo∫φm∫（ヒト）；

    X．1．，Xmo〃∫Zm必（アフリカツメガエル）；D，m．，〃。∫oφ〃αmeZmogα∫去e7（ショウ

    ジョウバェ）；A．s、，λ物m加∫o〃mα，［菌類］S．c．，∫αccゐmomツ。e∫cem桃乞αe（酵母）；C．a．，

    Cma肋α肋。伽∫；M．r．，Mmc07mcemo∫m∫；A．g．，〃∫肋。 gZmcα， ［植物コA．t．，

    λm蝪。州∫肋α肋伽；L，e、，ムッ。oφe畑。om e∫c〃em切m（トマト），［原生生物］E．g．，肋g－

    Zemξmc砺∫（ミドリムシ）；P．f．，〃ωmo肋m〃。伽mm（マラリア病原虫）；E．h．，

    肋左舳。伽励sま。妙。α（赤痢アメーバ）；G．1．，G伽肋Zαmろ肋（ランブル鞭毛虫），［古紙

    菌コS．a．，∫m伽Zoろm∫〃aocα肋m∫（イオウ細菌）；H．m．，肋ZoろαcCemm mα7ゐmo物5

    （好塩細菌）；M．v．，Me肋mococcm∫mmmタe肋（メタン細菌）．それぞれのオリジナルデー

    タの文献は，Hashimoto et al．（1994）に示してある．
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は77．5％である．

 次にG伽肋のEF1αアミノ酸配列を他の真核生物13種および古細菌3種の既報EF1α配
列と比較し，アライメント，すなわちアミノ酸座位の対応づけ，を行なった．図6にG伽肋を

含む全17生物種からなるEF1αのアライメントを示した．分類群および種名はキャプション

に示してある．EF1αは，非常に保存的な蛋白質であるため，進化的に遠い生物種，たとえば，

ヒト（Homo∫伽m∫）と古細菌との間でさえも同一アミノ酸座位が50％以上にのぼる．その

ため，挿入もしくは欠失（ギャップ）となる座位も比較的少なく，分子の先頭（N末端側）およ

び終わり（C末端側）の部分を除けばアライメントにはほとんど曖昧さを伴わなかった．とく

に，N末端側に存在するG1からG4までのモチーフは，全ての真核生物，古細菌を通じて高度

に保存されている．この部分は，EF1αがアミノ酸を結合したtRNAをリボソームに受け渡す

際に必要なエネルギーを供給する物質，GTP，が結合する領域であるため，機能的な重要性か

ら高度に保存的になっているものと考えられる（BOume et a1．（1991））．このアライメントか

ら，ギャップの生じている座位を取り除き，合計382座位を以下の分子系統学的解析に用いた．

 4．蛋白質のアミノ酸配列データに基づく分子系統樹の最尤推定

 進化における遺伝子配列の変化やそれに伴なう蛋白質アミノ酸配列の変化には確率過程とし

ての側面が強い．そのため，遺伝子・蛋白質の進化，ひいては生物の系統進化の道すじをたど

るためには，確率モデルに基づいたデータ解析が必要となる．蛋白質のアミノ酸配列データか

ら最尤法によって進化系統樹を推定するための方法は，Kishino et a1．（1990）によって定式化

された．以来われわれのグループは，さまざまな現実的問題に対するデータ解析を通じて，モ

デルの比較，改良，評価を行なってきた（Hasegawa et a1．（1992b），Adachi and Hasegawa

（1992a），Adachi et a1．（1993），Hashimoto et a1．（1993），Hasegawa，et a1．（1993））．

 例として，図7（a）のように1～5の5系統からなる根なし系統樹を考える．現存する5つの

生物種（系統）のある蛋白質に関するアミノ酸配列データから，5つの系統の進化的位置関係

を推定する問題を考える．データとして与えられた現存生物のアミノ酸配列がアミノ酸置換の

ある確率モデルに基づいて実現する確率をパラメータの関数としてみたものを尤度という．

図7（b）に示すように，5つの系統に関して考えうる全ての系統樹のトポロジー（モデル）は15

通りある．これらのそれぞれについて，尤度が最大となるように各枝におけるアミノ酸置換数

（枝の長さ）などのパラメータを推定（最尤推定）する．こうして得られる各系統樹の尤度を比

較して，その値が一番高いものを真の系統樹のもっとも良い候補（最尤系統樹）として選択す
る．

 いま，図7（a）における各枝の長さを未知パラメータとし，

                 θ＝（あ，あ，．．．，彦7）「

とおく．各分岐点から次の分岐点（または枝の先端）への進化は独立に起こるものと仮定する．

時間広の間にアミノ酸ゴからアミノ酸ノに置換が起こる確率（遷移確率）をみ（才）とする可逆

な定常マルコフ過程を考えると，ある座位乃でアミノ酸の観察値が，

               Xゐ＝（κ1乃，κ。わ，κ。ゐ，κ。ゐ，κ。ゐ）τ

となる確率，すなわちある座位乃における尤度は，

   ！（κ。乃，κ。ゐ，κ。ん，κ。ゐ，κ。ゐ1θ）＝Σ。ΣゴΣ肌Rκ、（云1）Rκ、（あ）み（6。）片κ、（あ）

                ×み（云。）P倣、（左。）P鮒、（あ。）  （ク，ノ，ト1，．．．，20）
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図7．（a）5つの系統に対する根なし系統樹．1～5：現存生物種，κ、～為：各座位における現存
   生物種のアミノ酸の観測値，乞，プ，々：祖先生物種のアミノ酸の状態，ち～ち：枝の長さ．

   （b）5つの系統に対する15通りの系統樹のトポロジー．

と表わせる．ここで，珊（チ＝1，．．．，20）は各アミノ酸の組成値である．さらに，各座位が互いに

独立に同一の確率法則（独立同分布）にしたがって進化するものと仮定すると，m個の座位に

対する全尤度工は各尤度の積，すなわち，

                    η                  L＝n！（X一θ）
                    ゐ三1

となる．よって，この対数尤度，

                       η              1ogL＝Z（θlX）＝Σ1og！（X一θ）
                      片＝1

を最大にするようにθを推定すればよいことになる．

 現在われわれは，遷移確率に対するモデルとして以下の6つを仮定し，パラメータ数の異な

るモデル間の比較はAICに基づいて評価している．

 1）Dayhoff et a1、（1978）によって推定された経験的な遷移確率行列を用いる．これは主と

   してヘモグロビンとチトクロム。の配列データから推定されたものである（Kishino et

   a1．（1990），Adachi and Hasegawa（1992b））（Dayhoffモデル）．

 2）解析の対象とするデータセットのアミノ酸組成値によりDayhoffらの遷移確率行列を

   計算し直したものを用いる（Dayhoff（F）モデル）．

 3）Jones et a1．（1992）によってより多くのアミノ酸配列データに基づいて推定された遷移

   確率行列を用いる（JTTモデル）．

 4）解析の対象とするデータセットのアミノ酸組成値によりJOnesらの遷移確率行列を計算

   し直したものを用いる（JTT（F）モデル）．

 5）微小時間励の間にアミノ酸クがアミノ酸ノに置き換わる確率を，馬（捌＝仰励（ただ

   し，mは定数，乃はノの組成値）とおくモデルで，アミノ酸の遷移確率は「行き先」の組

   成値乃のみに依存するものと仮定する（Hasegawa et aL（1992b））（Proportiona1モテ



122 統計数理 第42巻 第1号 1994

   ル）．

6）さらに単純に馬（捌＝m（1／20）雄とおくモデルで，アミノ酸置換の起こりやすさは20

  種のアミノ酸相互間で全て同等であると仮定する（Hasegawa et a1．（1992b））（Poisson

   モデル）．

これらの解析を行なうためのプログラムは，PROTMLという名前でパッケージ化されてお

り（Adachi and Hasegawa（1992b）），広く国内外に配布されている．

 5．EF1αのアミノ酸配列データからみたミトコンドリアをもたない真核生物α〃棚α

   2αm舳αの系統的位置

 EF1αのデータに基づき，G伽肋Zαmろ肋の真核生物内部での系統的位置づけをするため

に，最尤法による解析を行なった．解析に用いた生物種は，図6のアライメントに示した17種

である．全17種に対する可能な系統樹のトポロジーは膨大な数にのぼるため，関係が明らかで

ある種間については，あらかじめその関係を仮定するものとし，最終的に以下の6つの系統に

絞って解析を行なった．すなわち，1）G伽肋Z舳う肋（ランブル鞭毛虫），2）亙mねmoe肋励∫一

元。似ω（赤痢アメーバ），3）PZωmo励mm〃。伽mm（マラリア病原虫），4）肋gZemαgmc炊

（ミドリムシ），5）高等真核生物，および6）古細菌の6系統である．1）～4）は原生生物に属す

る生物種である．5）の高等真核生物については，Hasegawa et a1．（1993）の解析結果に基づ

き，動物と菌類が近いという関係，すなわち（植物，（菌類，動物））を，6）の古細菌内部の関係

については，Miyata et al．（1991）により，（イオウ細菌，（好塩縄菌，メタン細菌））という関

係をそれぞれあらかじめ仮定した．さらに，動物および菌類内部め関係に？いてもHasegawa

et al．（1993）に従った．なお古細菌は，真核生物の系統樹の根もとを決めるために用いたアウ

トグループである．以上6系統に対する可能な系統樹のトポロジーは全部で105通りあり，そ

のそれぞれについて，前述の6つの確率モデルによる校長の最尤推定を行ない，得られた対数

尤度に基づいて系統樹間の比較を行なった．

 105通りの系統樹のうちG伽励αZαm肋αが真核生物の進化の最も早い時期に分岐したとす

る15通りに関する解析結果を表2に示した．最尤系統樹の対数尤度を（）内に示してある．

各系統樹の対数尤度は，最尤系統樹のそれとの差として表現してあり，±はその標準誤差（SE）

である（Kishino andHasegawa（1989））．Rの欄には各系統樹に対するブートストラップ確率

を示してある．これは，解析に用いた382個の座位から382個の標本をランダムに復元抽出し

て仮想的なデータセットを多数回（10，000回）作って最尤推定を繰り返したとき，各系統樹が，

最尤系統樹として選ばれる頻度である．実際に全てを実行すれば，膨大な計算時間が必要とな

るので，ここではRELL法という簡便法（Kishino et aL（1990））によっている．この方法は，

各座位をリサンプリングして最尤推定を繰り返す代わりに，オリジナルデータセットに基づい

て計算された各座位の尤度をリサンプリングしてその都度全体の尤度を計算するという単純な

ものであるが，最尤推定を繰り返す方法の非常に良い近似となっていることが確かめられてい

る（Hasegawa and Kishino（1994））．

 表2の解析結果より，一JTTおよびJTT（F）モデルでは系統樹1が，Dayhoff，Dayhoff（F），

Proportiona1，Poissonの4つのモデルでは系統樹2が最尤系統樹となった．系統樹1は，真核

生物の系統のなかで最も早い時期にまずα〃肋が分岐し，続いてPZo∫m0肋m，亙m切moe肋

の順に分岐が起こったとするものであり，系統樹2は，系統樹1において亙mわmoeろαとPZα∫一

mo肋mの順番を入れ替えたものである．JTT，JTT（F）モデルにおける系統樹2，および



系統樹のトポロジー
1、（G，（P，（E皿，（E11，H））））

2．（G，（E皿，（P，（E11，H））））

3．（G，（（E皿，P），（E11，II）））

4．（G，（E11，（（EK，P），H）））

5．（G，（P，（E11，（E皿，II））））

6。（G，（（E11，（En，P）），H））

7．（G，（En，（（P，E11），H）））

8。（G，（En，（E11，（P，亘））））

9。（G，（P，（（E皿，E11），II）））

1O．（G，（E11，（P，（E皿，亘））））

11．（G，（（P，E11），（EI1，H）））

12．（G，（E皿，（E皿，（P，II））））

13、（G，（（P，（En，E11）），II））

14．（G，（（E皿，E1I），（P，H）））

15．（G，（（En，（P，E皿）），H））

合計

Day止。fモデル

△’…   片

 ＿O．6土 8．2  ．3310

（一6239．4） ．4088

 ＿4．6土 7．O  ．0918

－14．8± 1O．7  ．0111

－15．6土 ：13，6  ．0353

＿15．9土 10，4  ．0014

＿12．8土 7．5  ．0163

＿13．7± 7．1  ．OO12

＿18．9土 12．8  ．OO17

＿23．5± 12．8  ．OO02

＿23．6± 12．8  ．0005

＿29．1± 11．3  ．0000

＿28．8＝』 工工．4  ．0000

－28．8± 11．4  ．OOOO

＿29．4土 11．1  ．0000

表2． 古細菌をアウトグループとしたときの真核生物5系統の関係．

Day止。f（F）モデル    JTTモデル JTT（F）モデル    PIopoItion副モデル

△’｛     片      △’…     P…     △’‘

 一2．4：1＝ 7．5  ．2282

（一6222．4） ．4285

 ＿3．5土 7．4  ．1451

－13．2± 11．2  ．0232

＿18，6± 13．7  ．0261

＿14．5± 10．9  ．0020

－13．8± 8．2  ．0167

＿14．7± 7．7  ．0015

＿22．3土 12．8  ．0014

＿2416± 13．2  ．0006

＿24．7± 13．2  ．0002

－29．5＝』 11．8  ．0000

＿30．0：1＝ 11，7  ．0000

＿30．0± 11．7  ．0000

＿30．1± 11．5  ．0000

（一6232，6） ．4392

 ＿2．1土 8．4  ．3002

 －5．2：』 7．6  ．0838

－12，6± 1O．3  ．0269

－14．2± 9．4  ．0375

＿14，3：1： 1O，1  ．0016

＿15．7＝と 12．0  ．0工04

－16．5＝1： 11．8  ．0008

＿17．2± 8．5  ．0016

＿23．2± 11．6  ．0002

＿23，4：土 11．6  ．0001

－27．8± 11．2  ．0000

＿28．エ± 10．8  ．0001

－28．1± 1O．8  ．0000

－29．二1：士 11．O  ．0000

．8993              ．8735              ．9024

Poissonモデル
貝・     △な     片      △’‘     片

（’6223．5） 。3604

 －O，7± 8．工  ．3237

 ＿3．7± 7．3  ．0974

－11．3土 10．4  ．0333

－15．5± 10．1  ．0318

－13．3＝I＝ 1O．1  ．OO18

＿15．3± 12．0’ ．0093

－16．1± 11．8  ，OO07

＿19．2＝』 9．O  ．0007

－23．3± 12．0  ．0003

－23．6＝』 1王．9  ．CO02

＿27．9± 11．4  ．0000

＿28．9± 1O，9  ．0000

－28．9± 10．9  ．0000

＿29．5± 1王、2  ．0000

一8．8± 10．0  ．1285

（一6676．3） 。6924

＿9，9± 1O．0  ．0946

＿25．O± 14．9  ．0141

＿32．3± 16．5  ．0062

＿27．9± 14．2  ．0000

＿20．4± 9．5  ．0045

－20．6＝1＝ 9．4  ．0021

－34．5土 16．O  ．0009

－39．3土 16．6  ．0005

－40．O士 16．0  ．0001

＿43．9± 工5．6  ．0000

＿43．3土 玉5．5  ．0000

＿43．3土 工5．5  ．OOOO

－45．4± 14．4  ．0000

一8．7± 1016  ．1431

（一6842．3） ．6898

－11．O土 10．1  ．0687

－23．7土 14．7  ．0188

＿27．5± 16．4  ．0140

－26．9± 13．9  ．0001

－18．4± 9．1  ．0064

＿18．4＝』 9．0  ．0054

－29．2一＝ 15，9  ．0040

－35．3± 16．5  ．OO09

－37．0± 15．9  ．0001

－40．6＝1＝ 15．4  ．OOOO

－40．3＝1＝ 15．3  ．0000

－40．3±  15．3  ．0000

－43．1＝1＝ 14．2  ．0000

．8596               ．9439               ．9513

トポロジーの表現に用いた記号は，G，αα棚α；E皿，”舳moεうα；P，Plα3mo舳m；E皿，肋glε例α；およびH，高等真核生物である．

105通りの可能な系統樹の組み合せのうち，αα祓αの分岐が最も早いとするもの15通りのみを示してある．

△～｛は系統樹｛の対数尤度と最尤系統樹のそれとの差，士はその差に対する1SEを表わす．最尤系統樹の対数尤度は（）内に示してある．

ブートストラップ確率（只）は，Ki曲ino et吐（1990）のRELL法に基づき，10，000回のリサンプリングによって推定した、
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Dayhoff，Dayhoff（F）モデルにおける系統樹1の対数尤度は，それぞれの最尤系統樹の対数尤

度とほとんど差がなく，その差も全て1SEの範囲内に入っている．これは，系統樹1および2

に対するブートストラップ確率の値が，それほど大きく異なっていないことに対応している．

Proportiona1，Poissonモデルでは，系統樹1と最尤系統樹（系統樹2）の差はやや大きくなっ

ているが，いずれも1SEの範囲内に収まっている．系統樹3は，αm肋の次に肋肋moeろαと

PZα∫mo肋mの共通祖先が分岐したというものであるが，この対数尤度もPoissOnモデル以外

のモデルにおいては最尤系統樹のそれとの間で1SEを越える差を示していない．これに対し，

表2に示していないものも含めて上記3つ以外の全ての系統樹の対数尤度は，いずれのモデル

においても最尤系統樹のそれと1SEを越える差を示している．これらのことより，上記3つの

系統樹の申に真の系統樹が存在する可能性は高いと考えられる．

 表3には，最尤系統樹に対するAIC値をモデル別に示した．AICの規準でみると，JTTモデ

ルが最も良く，次はDayhoffモデルである．さらに，わずかの差でDayhoff（F），JTT（F）の順
とならている．J↑T（F），DayhOff（F），およびProportiona1モデルでは，解析に用いたデータか

らアミノ酸組成値を推定しているためパラメータ数が19個多くなっている．表2の対数尤度で

みた場合，JTT（F），Dayhoff（F）モデルの方が，JTT，Dayhoffモデルよりも適合が良くなって

いるが，表3のAIC値からみると，パラメータを増やしたことに対するペナルティーを相殺で

きるほどには良くなっていないということになる．おそらくこれは，今回解析に用いたEF1α

のアミノ酸組成値が，JTT，Dayhoffモデルにおける経験的な組成値とそれほど大きく異なっ

ていないことを反映しているのであろう．Proportiona1，Poisson両モデルでは，上記4つのモ

デルよりもはるかに適合が悪い．これは，経験的なアミノ酸置換行列をモデルとする場合に比

べて，モデルが単純すぎるためであると思われる．それにもかかわらず，経験的なモデルと比

べて，表2の各系統樹間での対数尤度の値の動き方に大差はない．’ n統樹のトポロジーの選択

という観点からみて，各種のモデル間でその判断に大差がないという点は重要である．

 一方，表2に示した15通りの系統樹に対するブートストラップ確率の合計は，いずれのモデ

ルにおいても85％を越えている．これは，今回解析に用いた原生生物のなかで，G伽肋が最

も早く分岐したとする可能性の高いことを示唆している．しかし，αm肋の次の分岐が，

肋勉moe肋であるかPZα∫mo肋mであるかについては，系統樹1，2，3相互の対数尤度の差およ

びそれらに対するブートストラップ確率の値からみて全く明らかではない．前述のSoginらの

SrRNAの系統樹（図2）と比較してみると，αm肋の分岐が最も早いことは，SrRNAの解析

結果と今回のEF1αの結果とで同じであるが，肋gZemα2mom∫の位置づけが異なっている．

SrRNAの系統樹では，肋gZemは肋肋moeろαやPZα∫mo肋mよりも先に分岐したことになっ

ている．今回のわれわれの解析でその可能性に対応する系統樹は，表2の系統樹4，10，および

12であるが，これらの系統樹に対するブートストラップ確率の合計はいずれのモデルによる解

析においても，5％未満であり，αm肋の次に肋gZmαが分岐したとの可能性は低い．

 SoginらのSrRNA系統樹にはその信頼性を示す指標が添えられていないため，この食い違

いについてはっきりしたことはいえないが，SrRNAのGC含有量の原生生物種間での極端な

偏り（表1）のことを考慮すると，われわれのEF1αの解析結果の方が信頼しうるものと思わ

れる．図8（a）は，今回の解析で用いた原生生物4種のEF1α382座位の塩基組成値を各コドン

別に示したものである．コドン3番目についてみると，αm肋のGC含有量は非常に高い
（99％）のに対し，肋わmoeろα，肋∫mo励mmのそれは，それぞれ19％，22％と低く，極めて大

きな偏りを示している．遺伝暗号表からも明らかなように，コドン3番目の変異がアミノ酸の

変異をもたらす場合はあまり多くないため，3番目の塩基組成値はゲノムDNAの塩基組成値

の影響を直接受けて大きく偏るものと考えられる．ところが，コドン1番目，2番目の塩基組成
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表3．最尤系統樹に対するモデル別AIC値．

モデル      最尤系統樹

JTT
JTT（F）

Dayhoff

Dayhoff（F）

Proportional

Poisson

系統樹1

系統樹1

系統樹2

系統樹2

系統樹2

系統樹2

AIC        ∠AIC

12，527，2

12，547，1

12，540，9

12，544，9

13，452，5

13，746．6

   0
 一一19．9＝ヒ 21，9

 ＋13．7土39．9

 ＋17．7±42．4

 一←925．3＝ヒ 90．8

→一1，219．4一＝100．8

Base composition

1％l

  ○助gね”a
  x ’佑5π，od他π1

50，O  o EI1箇π10808

  ム o’“d屹

40．O                   己・

一1．■

、 ㌧∵
  Iい 1
10，O

O．O

1％1

12．O

10．O

8．O

6．O

4．O

2．O

O．O

Amim acid composition

l11主1ザ

     ＾■GC A■GC ＾TGC    田MYC亘工9FNRD】≡：PTVSKL＾G
      ■8七         2nd        3rd                        aminO aCid

          （a）                （b）
                （EF1α382align・d・it。・）

図8．原生生物4種のEF1αの（a）塩基組成および（b）アミノ酸組成の分布．多項分布の仮

   定のもとでの平均と2倍の標準誤差を一により幅をつけて示した（Hasegawa and
   Kishino（1989）参照）．

値については，ユ番目のCおよびTを除けば，誤差の範囲内に収まっている．とくにコドン2

番目の偏りは小さい．2番目の変異は物理化学的性質の異なるアミノ酸への変異をもたらすた

め，強い機能的制約がかかり，保存的になっているものと考えられる．このことは，図8（b）に

示した4生物種のEF1α382座位のアミノ酸組成値の分布からも明らかである．全てのアミノ

酸に関して，4生物種の組成値は誤差の範囲内に収まっており，ゲノムDNAの塩基組成値の偏

りは，EF1αのアミノ酸組成値にほとんど影響していない．さらに，DNA dependent RNA

po1ymeraseIII，G1ycera1dehyde3－Phosphatedehydrogenase，E1ongationfactor2などわれ

われがこれまでに解析してきた他の保存的蛋白質についても同様の事実が明らかとなってい

る．これに対し，SrRNAはアミノ酸配列をコードしていないため，おそらくその塩基組成はゲ

ノムDNAの塩基組成の偏りの影響を受けやすいであろう．したがって，保存的蛋白質に基づく

解析の方が，これまでのSrRNAに基づく解析よりも頑健な推定結果を与えるものと考えられ
る．

 以上の解析結果に基づいてJTTモデルにより推定した真核生物全体の系統樹を図9に示し

た．前述のように亙m勉moeろαとPZα5m0肋mの分岐の順番については，はっきりしたことがい

えないため，その部分については多分岐の関係を用いている．もし，ミトコンドリアの細胞内
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図9．EF1αによる真核生物全体の系統樹（JTTモデル）．系統樹の根が，Oと1の間にあるか
  （Miyata et a1．（1991）），0と3の間にあるか（Rivera and Lake（1992））はまだはっき

   りしていない．

共生が，αm肋の分岐の後，すなわち図中の2に至る枝，で起こったものであるとすれば，そ

の後に分岐した亙m勉moeろαは一度獲得したミトコンドリアを失ったものだということにな

る．一方，表2の系統樹2が正しくて，亙m切moe肋の分岐後にミトコンドリアが共生したもの

であるとすれば，αm肋，亙m肋mOeろαはともに，ミトコンドリアの共生以前の真核生物の祖先

型に近い生物である，ということになる．さらに，ミトコンドリアを有するがαm物よりも先

に分岐するような生物の存在が明らかとなれば，αm励仏互m肋mOeろαはともに，寄生生活の中

で一度獲得したミトコンドリアを失ったことになる．残念ながら，現在のところミトコンドリ

アをもたないものを含めて原生生物に関する保存的蛋白質のデータはあまり多くないため，現

時点でこれらのうちどの可能性が高いのかを明らかにすることはできない．今後，E1ongation

factor，RNApo1ymerase，ATPaseなど各種保存的蛋白質のデータの蓄積を待って，この問題

をより総合的に判断する必要があろう．
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Early Divergences of Eukaryotes
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   A partia1region of the mRNA encoding a major part of e1ongation factor1α（EF1α）

from a mitochondria－1acking protozoan，αm泓αZαmろ肋，was amp1i丘ed and sequenced，and

the phy1ogenetic re1ationship among1ower eukaryotes was inferred by the maximum

1ike1ihood（ML）method of protein phylogeny．The ML methods on the basis of six

different stochastic mode1s of amino acid substitutions consistent1y demonstrated that G．

Zαm脇αis the ear1iest offshoot of the eukaryotic tree among the four protozoan species

being ana1yzed．A1though theαm励αEF1αgene showed an extreme旦y high GC content

as compared with those of other protozoa，it was concentrated on1y to the third codon

positions，resu1ting in no remarkab1e differences of amino acid compositions from other

species．This c1ear1y suggests（a）that the amino acid compositions of conservative

proteins are free from the drastic bias of genome GC content which is a serious prob1em

in the wide1y used tree of ribosomaI RNA，and（b）that protein phy1ogeny gives a robust

estimation for the ear1y divergences in the evo1ution of eukaryotes．

Key words：αm励αZαmmα，eukaryotes，mitochondria－lacking protozoa，e1ongation factor1α，

maximum like1ihood，protein phy1ogeny，bias of GC content．


