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ワークショップA 分子データ解析にかかわるエトセトラ: 偏りのない系統推定を目指して

坂口美亜子 :複数遺伝子を用いた連結分子系統解析
一有孔虫及び有中心粒太陽虫を例として

場合，その辿伝子配列中の情報量が不十分なため，系統解析
から推定された生物聞の近縁関係がはっきりしないこ とがあ
る。その場合，複数の迫伝子配列を連結する ことによ り情報
量を増やし，より解像度の高い分子系統解析を目指すことが
重要となる。しかし，複数遺伝子を含む連結データを使った
解析では，解析| 時に使用 した配列進化モデルによって推定結
果が異なることがある。また，連結データに含まれる特定の
遺伝子が持つシグナルが，連結解析の全体の推定結果につよ
い偏りをもたらすことも考えられる。本稿では，3つの遺伝子
actin，α-tubulin，β tubulin 配列データを用いて有孔虫類
の系統的位置を検討した解析 (T akishita et  al. 2005) につい
て解説する。この連結解析では， 3遺伝子の配列進化的特性
を無視したモデル(C oncatenate モデ、ル) に基づく解析と， 3  
泣伝子の配列進化的特性を考慮したモデル (Separat巴モデ、ル)
に基づく解析を行った。興味深いことに，2つのモデルから推
定された有孔虫類の系統的位置は著しく異なっていた。そこ
で C oncatenate モデルとSeparat巴モデ、ルの違い，モデ、ルの遣
いに起因する縦定結果の違いについて解説し， 複数辿伝子を
!日し 3た連結データ系統解析における問題点について議論する。

細胞骨格関連 3 遺伝子データによる有孔虫類の系統的位
置の探索
今回の解析対象である有孔虫類は，主に石灰質からなる殻を
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図 I 2つのモデルによる辿結分子系統解析 (a)  C oncatenate モ
デルでは，絞数の各逃伝子アラインメントを連結させ，仮想的1Ft一巡
伝子データに対し，1セッ トのパラメーターの推定と対数尤皮 (Inu
gcnc) 計算を行う。(b) S巴parate モデルでは，actlll，α-tublllin， 。-tllblllin 配列毎に lセッ トのパラメーターの推定と対数尤位
(InLA叫 IIlLTba，1  nLTbb) の計算を行い，それぞれの巡伝子の対数尤皮
の総病I (I1lL3明記) が長大となる系統樹を求める。actlll，α-tllblllin，
β-tut孔lIin 系統樹は，タクサ A， B， C， D の|真|係は同じだが，各i立
伝子配列に基づき最適化された校長が異なるはずである。

我々の研究以前に行われた単一分子系統解析の結果では，有
孔虫類とケルコゾアとの近縁関係が示唆されていた (K eeling
2001;  B erney &  P a wlo w ski 2003;  L onget et  al. 2003)。また，
これまで調べられたすべての真核生物のうち，有孔虫類とケル

インサーションをもつことが分かっている。従って，分子系統
解析とポリユビキチンモノマ一間のインサーションは，共通し
て 2つの生物群が進化的姉妹群であることを示唆する。さらに，
小サプユニット (S S U) r R NA  遺伝子解析とactll1 遺伝子解析
とのコンセンサス系統樹から，有孔虫， ケルコゾア，そして太
陽虫類の一部 (D esm othoracida，T axopodida)，放散虫類は，
単系統グループ (Rhizaria) を形成すると提唱された (N ik olaev
et  al. 2004)。我々は有孔虫類 Plal10glabl・ateLla opecularisか
らactJJ1，α tubulin，β tubulin 迫伝子を決定し，G巴n Bank
データベース中の別の有孔虫類 R eticulom yxa filosa の配列
データと合わせて連結分子系統解析を行い，真核生物における
有孔虫類の系統的位置について検討した。

Concatenate モデルと Separate モデル: 今回の解析で
はア ミノ酸配列に基づくベイズ法の解析を行った。ベイズ ・
最尤法により連結データを解析する際， C oncatenate  ( または
Linked) モデルと Separate ( または U nLinked) モデルによ
る解析方法が考えられるが，これらのモデ、ルでは系統解析に
おいて，パラメーターを最適化する方法が異なる。ここでの「パ
ラメーター」とは，配列データから最適化する系統樹の枝長
と置換モデルパラメーター ( 例えばアライメン ト座位聞の置
換速度差をガンマ分布によりモデ、ル化する際のパラメーター)
を指す。ここでは，タクサ A， B， C， D から梢成される 4
taxon tr伐 を考え actJJ1，α-tubulin，β-tubulin 遺伝子が
連結データを構成する と仮定する( 1豆I1)。
C oncat巴nate モデルによるj鉱物T (C oncatenate 鮪H斤) では，
3種類の単一遺伝子アライメン トを連結し，その仮想的単一
遺伝子データをもとに l セッ トのパラメ ーターの最適化と系
統樹の対数尤度の計算を行う( 図 la)。最終的に，探索した
系統樹の中から最大の尤度をもつものを最尤系統樹として選
択する。C oncatenate 解析では，既存の分子系統解析プログ
ラム(例えば P H YLIP，P A UP*) を用いて，最尤系統樹の自発
的推定 (heuristic tr回日arch) が可能である。
S巴parat巴モデルに よる解析 (Separate 解析) では遺伝子

配列を連結せず，系統樹のパラメ ーターを単一泊伝子配列
毎に最適化し対数尤度を計算する(I豆Ilb)。図の例では，そ
れぞれの遺伝子に l セッ トのパラメ ーターを設定する こと に
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ベイズ法による actin + αーtubulin +β-tubulin )ili結データ解析 (a) Concatenateモデルによる解析結果 :ロングプランチである
有孔虫類配列と有1 :1コ心粒太陽虫類配列が1fl系統となったが，ロングブランチアトラクションアーティファク トだと考えられる。(b) S巴parat巴

なる。その系統樹の連結データにも とづく対数尤肢は， 3つ
の単一辿伝子から計算された対数尤度の総和とし，その「総
和」対数尤度が最大となる系統樹を最尤系統樹として選ぶ。
つまり， Separate解析からの最尤系統樹は，連結データに含
まれる複数の単一辿伝子配列から「平均的に」もっとも支持
される樹7 r ; 1となり，各単一辿伝子配列から推定される最尤系
統樹と同一である必要はない。また，同一連結データを解析
しでも， Separat巴モデルからの最尤系統樹と C oncatenat巴モ
デルからの最尤系統制が必ずしも同じにはならない。現在の
最尤法系統解析プログラムには S巴parateモデルをもちいた
自発的樹形探索は実装されていないが，ベイズ法プログラム
M R BAYES ではそれが実装されている。本研究での Separate
モデルに基づく自発的推定には M R BAYES v.3.0 (Ronquist &  
Huelsenbeck 2003) を{児用した。

2 つのモデルを用いた解析 actin，αーtubulin，β-tubulin
遺伝子から構成される iAct +  Tba +  TbbJ データセッ ト(合計

孔虫類は有中心粒太陽虫類 Raphidiophrys contracti/isと!1m妹
群となった( 図 2a)。この推定結果は，これまでの単一遺伝子
配列にもとづく系統解析や 2つのグループに特異的なポリユ
ビキチン配列中のアミノ酸残基のインサーションから推定され

た，有孔虫類ーケルコゾア聞の近縁性と整合性がない。我々は
Rαphidioph.rys ポリユビキチン遺伝子を解析したが，モノマー
聞にアミノ酸インサーションは存在しなかった (Takishita et  a/.  
2005)。また，有中心粒太陽虫類の系統的位置はいまだに不明
であり (Sakaguchiet  al. 2005)，有孔虫類との近縁性はこれま
で積極的にサポー卜されていない。注目すべき点は，有孔虫類
配列と有中心粒太陽虫類の校長である。有孔虫類配列は，解析
した配列のうち最もロングブランチとなった。また有孔虫類配
列と比べると短いが，有中心粒太陽虫類配列もロングブランチ
である。従って，この有孔虫類有中心粒太陽虫類クレードは
L B A アーティファク卜である可能性がある。シミュレーシヨン
解析からの知見では，最尤法( およびベイズ法) で著しい L BA
アーティファク トが観察される場合，モデ、ル不整合が起こ っ
ている可能性が高い。もしこの仮説が正しいとすると，今回の
C oncatenat巴モデルは， Act +  T ba  +  Tbb データセッ ト中の重
要な配列進化特性を十分に記述できなかった可能性が高い。反
対に， C oncatenate 解析でミスモデ、ルされた配列進化特性を考
隠する解析では，L B A アーティファク 卜である有孔虫類一有中
心粒太陽虫類クレードは復元されず， ( 正しいであろう) 有孔虫
類とケルコゾアとの単系統性が復元されるはずである。
Concatenate解析で考慮されていない Act +  Tba +  Tbb  
データセッ ト中の配列進化特性のなかでも，最も重要であ
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図3 A Uテストの結果 Separate解析で得られた樹形をもとに，
可能性のある全ての系統的位置に有孔虫類配列を付け替えた系統
樹 (71個) を作成し. A Uテストを行った。対立仮説のうち. P
値が0.01以上のもの白丸. P値が0.05以上のものは黒丸で系統
樹上に示した。対数尤度は Separateモデルを用いて計算した。

ると考えられるのは actin. α・加bulin.β ーtubulin特異的
な配列進化ノ号ターンである。これら 3つの遺伝子配列が受
ける機能的・構造的制約は本質的に互いに異なる。しかし，
Concatenate解析では 3遺伝子配列全体から 1セットのパ
ラメーターを推定しており，その連結データ全体に平均化さ
れたパラメーターは，遺伝子特異的な進化パターンには十分
フィットしていない。ここに強烈なモデル不整合が発生して
いる可能性があると考え，遺伝子配列毎にパラメーターを最
適化する Separate解析をおこなった。
Separate解析では，有孔虫類は有中心粒太陽虫類とクレー
ドを形成せず，その代わりにケルコゾアと姉妹群となった( 図
2b)。ここで復元された有孔虫類一ケルコゾアクレードは，こ
れまで蓄積されてきた真核生物系統に関する知見とも矛盾し
ない。 Separate解析でも有孔虫類・有中心粒太陽虫類配列は，
ともにロングプランチであるが. Concatenateモデルよりも
Separateモデルと連結データの配列進化パターンとの適合性
が良くなったため，著しいモデル不整合が起こらず. L B Aアー
ティファクトの影響を排除できたと考えられる。
Act +  T ha  +  Thb データセットの 2 つの解析からは，有孔
虫類一ケルコゾア単系統がもっともらしいと考えられるが，よ
り客観的に Separateモデルと Cocatenateモデルとの評価が
できないだろうか。もし，何らかの基準によりどちらか一方の
モデルが他方よりも Act +  T ha  +  T hb データセットの解析に
ふさわしいと判断されれば，より「ふさわしい」モデルに基
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づく推定結果が，より尤もらしいと考えられる。
パラメーター数の異なる統計モデルを使用したとき，そ

のモデルを比較する基準として赤池情報量基準( A k 創ke
information criterion or AIC; A kaike 1974) が使用される。
AIC値は以下の通りに計算できる: A I C  =-2 ( 最大対数尤度)
+  2  ( モデルで推定されるパラメーター数) 。前式に従い比較
すべき複数のモデルに対する A I Cを計算し，最小の AIC値
をもっモデルを「もっとも適切なモデル」として選ぶことが
出来る。今回 Act +  T ha  +  T hb データセットの解析に用いた
Concatenate及び Separateモデルの A I Cの値を計算した結
果，前者では A I C =  38964.75. 後者では A I C =  37989.09 と
なり， Concatenateモデルに対して Separateモデルの優位性
が示された。従って A I C に基づくモデル選択の観点からも，
Separate解析で復元された有孔虫類一ケルコゾア単系統が，
Concatenate解析からの有孔虫類一有中心粒太陽虫類単系統性
よりも尤もらしいと考えられる。

A Uテスト: Separate解析によって有孔虫類一ケルコゾアの
姉妹群が復元された。この Separate解析から推定された系統
樹L 有孔虫類一有中心粒太陽虫類単系統性をふくめて他の可
能性を示唆する系統樹との聞に有意差があるかどうかを確率
値 (p値) で評価するため， A Uテストを行った( 図 3)0 A U  
テストに使用するアライメントサイト毎の対数尤度データは
TRE E -PuZ Z L E  v.5.2 (Schmidt et al. 2002) を使用し計算し
た。この尤度データをもとに C O N C E L v.O.l (Shimodaira &  
Hasegawa 2001) を用いて A Uテストを行った。その結果で
は，対立仮説となる系統樹の P値が P <  0.05であれば 5 %の
有意水準で棄却される。
A Uテストの結果， Separate解析から推定された系統樹に
おける，有孔虫類とケルコゾアの Cercomonas との姉妹群関係
(樹形 No.61 ) に対し，同じケルコゾアの Bigelowiella naωns 
と姉妹群となる可能性( 樹形 No.62) やケルコゾアのクレード
の根元に位置する可能性( 樹形 No. 6 O ) は否定できなかった。
また， Concatenate解析からの推定と同じ有孔虫類が有中心粒
太陽虫類と姉妹群関係となる可能性( 樹形 No.58) も同じく否
定されなかった。従って Act +  T ha  +  T hb データセットは，有
孔虫類と有中心粒太陽虫類との近縁性も否定しない。

まとめ: Act +  T ha  +  T hb データセットを Separate解析し
た場合，有孔虫類とケルコゾアとの近縁性が示された。一方，
同じ連結データを Concatenate解析した場合，有孔虫類と有
中心粒太陽虫類が単系統となった。これまでに蓄積された 3
つの生物群に関する知見， A I C に基づく系統解析モデルの評
価を総合すると， Separate解析による推定結果が尤もらしい
と考えられる。一方， Concatenate解析では，機能・構造が
異なる 3遺伝子の特異的配列進化パターンを無視したために
著しいモデル不整合が発生し，ケルコゾアと近縁であるはず
の有孔虫類が有中心粒太陽虫類と L B Aアーティファクトによ
りグルーピングしてしまったと考えられる。
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連結データ解析の落とし穴
系統樹のより「深い」分岐の解像度を得るために，複数の遺

伝子配列を連結した解析が数多く行われているが，多くの連結
解析では Concatenateモデ、ルが使用されている。その原因の l
つは，連結データの Concatenate解析には単一遺伝子系統解析
の手法をそのまま当てはめることで推定結果を得ることができ
ることであろう。ところが本稿で解説したように， Concatenate 
解析には必ずモデル不整合が発生し， L B Aアーティファクトの
下地を提供することになる。実際 Kolaczkowski & 百lomton
(2004) のシミュレーション解析でも， Concatenate解析の推
定は著しい偏りを示すことが実証されている( 稲垣の稿参照) 。
特に， L B A アーティファクトの強度とデータサイズとは正の比
例関係にあることに注意すべきである( 稲垣のモデル不整合条
件下でのシミュレーション解析参照) 。従って，より頑健な系
統推定を目指しデータサイズを増加させたにも関わらず，モデ
ル不整合が存在する Concatenate解析ではアーティファクトが
プートストラップ解析や A Uテストできわめて強く支持される
ことになる。連結データ解析は「諸刃の刃」であり，きわめて
慎重なモデル選択を行わない限りアーティファクトが高い支持
を受ける可能性がある。
今回の連結データ解析では，有孔虫類と有中心粒太陽虫類

配列が極端なロングプランチであることから，これらの配列
が単系統となる樹形は L B A アーティファクトであることが分
かりやすかった。しかし，系統解析におけるアーティファクト
の原因は L B Aだけではないのは自明である。例えば，配列聞
でのアミノ酸・塩基組成の偏りやコドン使用頻度の平行進化
などから引き起こされるアーティファクトは，必ずしも 2組
のロングブランチを必要としない( 例えば Inag北i &  Roger 
2006)。従って，解析データ組成の慎重なチェックは偏りの少
ない系統推定を行うためには必須で、ある。
最後に，連結データ解析における解析対象とする遺伝子の

選択についてコメントしたい。最近の解析では，巨大連結デー
タから「進化速度の遅い」遺伝子やアライメント座位を選択
的に選ぶ傾向がある( 例えば Hackett et al. 2007)。確かに進
化速度の速い遺伝子・座位は，通常の置換モデルでは対応で、
きない配列進化が蓄積している可能性があり，その影響を排
除することはもっともらしい手法である。しかし，ほとんどの
解析では，進化速度の速い遺伝子・座位の削除した解析に対
する，対照解析( 実験) が行われていない。例えば，高進化
速度の遺伝子・座位のみを解析すれば，これらの遺伝子・座
位からのアーティファクトが高いサポートで再現されるはず
である。また進化速度に関係なしランダムに遺伝子・座位
を削除し，高進化速度の遺伝子・座位の削除とは異なる推定
結果になるかどうか，厳密にチェックするべきである。分子
系統解析は本質的に実験科学であるはずだが，残念なことに
基礎中の基礎である対照実験を行い，本実験の結果との比較・
検討を行っている論文があまりにも少なすぎる印象がある。
このままでは，特定の遺伝子・座位を排除するという連結デー
タの解析手法は，都合の良い結果を得るための意図的な操作

であるとの批判を招きかねない。
分子系統解析は，生物進化の道筋を解明することを目標にし
ている実験科学であり，唯一の真実を目指すための推定手法の
妥当性・客観性は極めて重要である。従って，不適切な解析を
して得た推定は，我々の目指す真実とはほど遠い。また，客観
性に乏しい系統解析の前提・推定手法から得た結果は信用でき
ない。ましてや結果が自分の仮説に適合しない，解析法が理解
できない等の理由で，適切な手法を用いた解析を行わない，あ
るいは認めないという態度は科学者として問題がある。
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