
1. は じ め に

今日までに，細菌の生態系や多様性の解明，医療や産

業に利用できる有用酵素や代謝物の探索等を目的にし

て，数千種の細菌が環境中のさまざまな細菌集団（叢）

から分離培養され，千種以上の細菌のゲノム解析等，

個々細菌のもつ性質や機能の研究が行われてきた．しか

し，現場環境を技術的に実験室で再現できないことや，

細菌間の共生関係の実体が不明であるなどの理由から，

これら分離できる細菌は地球に生息する細菌全体の1％

未満と言われている．すなわち，これまで研究されてき

た細菌種の大半は培養可能な菌種に限定され，大部分を

占める難培養性の細菌種に関する知見は皆無に等しいと

言っても過言ではない．そのため，これら難培養性細菌

の同定やその遺伝子解析には，PCRや活性相補実験等

を用いた環境細菌叢DNAからの 16S rDNAや特定遺伝

子の直接クローニング等が行われている．しかしながら，

これらの方法は，既知遺伝子に類似した一部の遺伝子の

単離には効果的だが，細菌叢に存在する多様で膨大未知

な遺伝子全体をカバーすることはできない．また，16S

rDNA配列情報は菌種の同定には有効だが，細菌の性質

や機能の解明には直結しない．

このような難培養性細菌を含む環境細菌叢の全体像を

解明する方法として，培養を経ないで環境細菌叢DNA

のシークエンス情報を直接かつ網羅的に獲得するメタゲ

ノム解析が開発された（たとえば，総説6, 7）．メタゲ

ノム解析によって片寄りのない大量の遺伝子情報が得ら

れるため，99％以上を占める未知細菌の正体とともに，

それらが数種から数万種で構成する自然界細菌叢の生態

や多様性等を解明する糸口となる．そして，これら細菌

叢の大半が未知細菌である理由から，メタゲノム解析に

よって発見が予想される新規な細菌，遺伝子，代謝反応，

代謝物質の数はこれまでの数百倍になることが必然見込

まれる．これらは医療，エネルギー，食糧，環境等の幅

広い産業分野において，これまでの限られた微生物資源

をはるかに凌駕した多種多様なバイオ資源になると期待

できる．

2. メタゲノム解析

メタゲノム解析の基本プロセスは，同一環境下に棲息
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している細菌叢の全DNA（構成細菌種ゲノムの混合物）

の調製，ショットガンライブラリーの作成，ショットガ

ンシークエンス，シークエンスデータの情報学的解析

（遺伝子アノテーション等）からなる（図1）．これによ

って，そこに棲息している各菌の培養性に関係なく，そ

れらがコードする遺伝子などのゲノム情報をバイアスな

く取得できる．これまでに，2004年に発表された鉱山

からの強酸性排水中の細菌叢（18）をはじめとして，

海洋細菌群（14, 19），肥沃な農場土壌細菌叢等（16）

等，現在では 70以上のプロジェクトが世界中で進めら

れている（5）．

3. ヒト腸内細菌叢のメタゲノム解析

著者らは 2005年度より，さまざまな年齢層の成人及

び離乳前後の幼児を含む健康な個人の腸内細菌叢の解析

（遺伝子予測，個々遺伝子の相同性検索による機能注釈，

クラスタリングによる COG（Cluster of Orthologous

Group）解析，個人間や各種環境間の比較メタゲノム等

の解析など）を通して，腸内細菌叢の多様性，個人間相

違，動的変化等について調べてきた．以下に結果の一部

を紹介する．

3. 1. 細菌叢ゲノムDNAのシークエンシング
腸内細菌叢メタゲノムのシークエンシングは，（1）ふ

ん便からの腸内細菌（原核生物）叢の分離，（2）細菌叢

からのゲノムDNAの調製，（3）ショットガンライブラ

リー作製，（4）鋳型DNAの調製とシークエンシングの

工程からなる．高純度の細菌叢の単離は，ふん便を

PBS等のバッファーに懸濁し，ナイロンフィルターを

用いて濾過することによって行う（この操作により夾雑

物として考えられるヒト細胞はほぼ完全に除去できる）．

細菌叢はリゾチーム／ SDS等を用いた方法で溶菌し，

高分子量のゲノムDNAを得る．ショットガンライブラ

リーは，高分子量DNAをハイドロシェアによって断片

化し，3 kb前後のDNAをアガロースゲル電気泳動より

分取し，プラスミドベクターにクローニングすることに

よって得る．鋳型DNAはショットガンライブラリーか

ら任意にピックアップした大腸菌コロニーから，PCR

によってインサートDNAを増幅することによって調製

する．ついで，得られたPCR産物の一部をABIまたは

GE Health社のダイターミネーターシークエンスキット

（サイクルシークエンス法）によってシークエンシング

する．なお，1つの鋳型DNAについてその両端をシー

クエンスする．上記の工程によって，90％以上の成功
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図1. 自然環境細菌叢のメタゲノム解析．



率で細菌由来の配列データを得ている．今回の解析では，

家族を含めた健康人のサンプル（年齢：3ヶ月から40歳

代の成人男女）について，各サンプルあたり8万リード，

トータルで100万リード以上の配列データを生産し，計

約727 Mbのメタ配列データ（phred≥15）を得た．

3. 2. 配列データのアセンブリと遺伝子の同定
配列データを個人ごとに phred-phrap-consedまたは

PCAPソフトウェアを用いてアセンブリを行い，それぞ

れの重複のない配列データを得た．得られるコンティグ

やシングルトン（アセンブリしないリード）の数は，サ

ンプルごとに大きく変動し，サンプルごとの最終的な重

複のない配列データの塩基数は約15 Mbから50 Mbとな

った．これは，各サンプル中の優先菌種の割合を反映し

ているからだと考えられる．つまり，同じゲノムをもつ

菌が優先的にたくさん存在する場合，重複しない配列の

サイズは小さくなる．得られた重複のない配列データか

らの遺伝子同定には，HMMアルゴリズムをベースにし

たMetaGeneというメタゲノム配列用に開発されたソフ

トウェア（12）を用いた．このプログラムによって，

各サンプルあたり 2～ 6.8万個のたんぱく質をコードし

た遺伝子（ORF ≥20残基）を同定した．このサンプル

間の遺伝子数の変動は，上記した重複のない配列データ

のサイズとおおむね比例関係にある．同定された遺伝子

の平均サイズは 535 bpであり，通常の個別細菌ゲノム

から同定される遺伝子の平均サイズ（たとえば，大腸菌

K12株の平均遺伝子サイズは950 bp）よりも短い．シン

グルトンだけから同定された遺伝子の平均サイズが

417 bpであることから，メタデータ中の平均遺伝子サイ

ズが短い理由は，シングルトンに含まれる断片化ORFs

に大きく依っているものと考えられる．またこのことは，

断片化ORFsのいくつかが同じ遺伝子に由来することも

示唆しており，今回同定された遺伝子数は，実際の遺伝

子数よりも多く見積もっている可能性がある．

MetaGeneを用いてサルガッソーのメタデータから遺伝

子を同定したところ，報告されている遺伝子数の約9％

多い数字が得られている．表1にサンプル，シークエン

シング，アセンブリ，遺伝子同定についての結果の一部

を示す．

4. 腸内細菌叢ゲノムの情報学的解析

図2に著者らが確立した基本的な腸内細菌叢遺伝子解

析パイプラインを示す．腸内細菌叢メタデータ中に同定

された遺伝子セットについて，公的データバンク中に登

録されている細菌遺伝子に対する相同性検索（BLASTP

解析）を行った．用いたデータバンク中の細菌ゲノムは，

NCBIによって全遺伝子のCOGが特定されている343個

の細菌ゲノムである．

4. 1. 腸内細菌叢遺伝子の機能注釈
公的データバンクへのBLASTPの結果，腸内細菌叢

の全遺伝子の 48％が有為な相同性をもって 3,268個の

COGに特定された．各サンプルあたりでは，離乳前乳

児では 1,617～ 2,857個のCOGが，大人及び離乳後の子

供では，2,355～2,921個のCOGがそれぞれ特定された．

この結果は，離乳前の腸内細菌叢の遺伝子セットが，大

人／子供に比べて機能的に変動または多様化しており，

一方，大人／子供のそれは互いにある程度似ていること

を示唆している．さらに，各サンプルのCOG数は他の

環境細菌叢であるサルガッソー（5,184 COGs）の海洋

細菌，土壌細菌叢（4,423 COGs）よりも少なく，それぞ

れのシークエンス量の違いはあるものの，腸内環境がこ

れらの他環境に比べて，よりシンプルな生体反応系であ

ることも示唆している．

同定した腸内細菌叢遺伝子と既知遺伝子との間のアミ

ノ 酸 配 列 の 類 似 度 は ，大 腸 菌 ，Bacteroides，

Bifidobacterium等のヒト腸内由来の細菌遺伝子との相

同性はあきらかに高い（大部分は 90％以上）が，これ

ら以外の細菌種（たとえば，Bacillusや Clostridium）

の遺伝子とベストヒットする腸内細菌叢遺伝子の類似度
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表1. サンプル，シークエンシング，遺伝子同定（結果の一部）

サンプル 年齢 リード数 総塩基数（bp） コンティグ数 シングルトン数 決定サイズ（Mb） 遺伝子数

個人 6ヶ月 80617 62792581 1721 8481 14.88 20063

個人 35 84237 55137918 7613 36312 49.55 67740

個人 3ヶ月 80852 56781600 4819 16838 28.07 37652

個人 24 85787 55404826 8935 36524 46.79 63356

家族 37 80772 55926002 7919 38442 47.02 66461

36 79163 54885684 6778 30550 40.97 57213

3 80858 56587120 5032 34252 40.05 57446

1.5 79754 56276047 9159 32461 46.31 64942



は50～70％をピークとした分布を示す（図3）．これら

の結果は，ヒト腸内細菌遺伝子は他環境由来の既知細菌

種とは進化的に別系統の細菌種に由来することを示唆す

る．

4. 2. 個人サンプル間の配列類似度
個人サンプル間の遺伝子セットの配列相同性を調べる

と，上記したCOG解析と一致して，大人／子供は互い

に似た配列をもって1つのグループを形成するが，乳児

間の類似度は大人／子供サンプル間の類似度よりもあき

らかに低いことがわかった．また，この解析からは，家

族内のサンプルが他人とのサンプルに比べてより近い関

係にあるという結果や，男女間で何らかの相違を示す結

果は得られなかった．つまり，同一の食事をともにする

機会の多い家族や遺伝的に近縁の親子／兄弟が，良く似

た腸内細菌叢を大部分において共有するという証拠は得

られなかったことになる．同様に，同一性間での共通性

も見られなかった．これらの知見及び図3に示した結果
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図2. 腸内細菌叢メタゲノムデータの情報学的解析パイプライン．

図3. リストした菌種（右カラム）の遺伝子と腸内細菌叢遺伝子の間のアミノ酸配列類似度分布．



は，腸内フローラの形成機構や由来を解明する上で新た

な視点となる．

4. 3. 腸内細菌叢に特徴的な遺伝子
各個人の腸内細菌叢の全遺伝子セットの特徴を解析す

るために，243個の既知細菌ゲノムの遺伝子セットより

も有意にメタデータ中で頻度高く存在（enrich）してい

る遺伝子（COG）セットの探索を行った．これら243個

のゲノムには，大部分が同じ遺伝子で構成される同種の

異株のゲノム及びあきらかにヒト腸内由来のゲノムは含

まれない．解析の結果，今回解析した全サンプルにおい

て“炭水化物の輸送と代謝”に関係したCOGが 243個

の他環境菌遺伝子セットよりも有為に多く，一方で，

“脂質の輸送と代謝”に関係したCOGが有為に減少して

いることがわかった．“炭水化物の輸送と代謝”が多い

ことはアメリカ人（大人）2名のメタデータの解析と一

致する（4）．また，大人／子供のメタデータでは，“防

御機構”が enrichし，“細胞運動性”，“二次代謝物の生

合成や輸送”，“翻訳後のたんぱく質修飾やシャペロン”

に関係した遺伝子が減少していた．

結果的に，大人／子供の腸内細菌叢で共通してenrich

しているCOGが 237個見いだされた．これらのCOGの

うち188個（約80％）はアメリカ人の腸内細菌叢サンプ

ル（4）においても同様に enrichしていた．一方，これ

らのCOGのうちのわずか 5～ 10％だけが他の環境細菌

叢において enrichしていた．これらのことから，大

人／子供に共通したCOGの大部分はきわめて腸内特異

的に enrichしている遺伝子群であると考えられる．こ

のうち，53 COGs（24％）は“炭水化物の輸送と代謝”

に関係したものである．それらは，植物由来の多糖類や

ヒト宿主の細胞に由来するproteoglycansまたはglycocon-

jugatesを加水分解するglycosyl hydrolases，また，多糖

類の分解によって生成する単糖類や二糖類の代謝に関係

するL-fucose isomerase，L-arabinose isomerase，galac-

tokinaseなどである．このほかに，ある種のペプチダー

ゼも enrichしていた．一方で，脂肪酸代謝に関わる遺

伝子の大部分は減少していた，これらのことは，腸内細

菌叢はもっぱら食物中の未分解多糖類とペプチドをおも

なエネルギー源としていることを示唆する．

ABC-type antimicrobial peptide transport systemや

ABC-type multidrug transport systemのような抗菌性ペ

プチド及び多剤性の薬剤排出ポンプに関係する遺伝子も

enrichしていた．宿主の腸管細胞や多くの細菌は β-

defensinsのような抗菌性ペプチドを生産することが知

られており，これは病原菌などによる外的攻撃からの防

御機構の一つと考えられている．つまり，腸内常在菌は

自身でこれらの排出ポンプを多く備えることによって，

抗菌性ペプチドや薬への耐性を増大させ，腸管内での生

存能力を高めているものと考えられる．

Mismatch repair ATPase（MutS family），DNA pri-

mase，DNA-damage-inducible protein Jなどの“DNA

の修復”プロセスに含まれるCOGも enrichしていた．

これらのことから，腸管には食物由来及びホスト細胞と

腸内細菌によって生成するニトロソ化合物，インドール

などの環状アミン類や二次胆汁酸などのDNAにダメー

ジを与える物質が存在し，腸内細菌のゲノムが予想以上

に変異や切断などのダメージを受けていると考えられ

る．このほかに，大人／子供の腸内細菌叢遺伝子では

flagellaや chemotaxisに関する遺伝子が著しく少ないこ

とがわかった．このことは，腸管では活発な細胞運動性

や走化性等の機能をもった細菌種が他の環境細菌叢に比

べて少ないことを示唆する．

離乳前乳児の腸内細菌叢の遺伝子セットは，大人／子

供のそれらと大きくその組成を異にし，また互いの共通

性も低い．しかし，これら離乳前の乳児間にも共通して

enrichしている136個のCOGが存在する．136個のCOG

のうちの 47個（35％）は“炭水化物の輸送と代謝”に

関係したCOGであり，大人／子供でも enrichしていた

glycosyl hydrolasesが含まれ，さらに植物由来の多糖類

を分解する pullulanase，arabinogalactan endo-1,4-β-

galactosidase，endopolygalacturonase等も enrichして

いた．これらの酵素はおそらく母乳に含まれるオリゴ多

糖類やホスト由来のムチンのようなproteoglycansの分

解に働いているものと考えられる．つまり，離乳前の腸

内細菌叢には，既に食物に多く含まれる多糖類を分解す

る能力がある程度備わっていることになる．

離乳前乳児にもっとも特徴的なことは，さまざまなト

ランスポーターが顕著に enrichしていることである．

とくに phosphotransferase systems（PTSs）はラクト

ースや母乳に含まれるさまざまな低分子糖類の取り込み

に働いていると考えられる．また，29個のCOG（22％）

は，アミノ酸，長鎖脂肪酸，ヌクレオチド，ビタミン等

の母乳に含まれている栄養物質を取り込むトランスポー

ター関係の遺伝子であった．なお，大人／子供でenrich

していた“防御機構”と“DNAの修復”に関係する

COGは離乳前乳児ではenrichしていない．

上述した腸内細菌叢に特異的に enrichしたCOGsに

は，実際の機能がはっきりしないCOG（カテゴリーR

とS）に属するものがかなり含まれている．さらに，既

知のCOGに相同性をもたない，つまり腸内細菌叢の遺

伝子だけで構成される新規な647種類のクラスターがみ

つかった．これらは 1クラスターあたり 5個以上の遺伝
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子からなり，最大のクラスターは 48個の遺伝子で構成

されていた．これらは他環境細菌叢のメタゲノムデータ

（サルガッソーや鯨骨，土壌等）にも存在せず，きわめ

て腸内細菌叢に特異的な遺伝子群と考えられ，今後の腸

内細菌叢の機能を解明する上で重要な解析ターゲットと

なる．

このほか，接合型トランスポゾンに属する遺伝子がす

べてのサンプルで共通して顕著に enrichしていること

を発見した．このような遺伝子セットは報告されている

いくつかのヒト由来細菌ゲノム（たとえば文献3）だけ

にしか存在せず，腸内細菌叢内での外来遺伝子を運ぶベ

クター（運び屋遺伝子群）の役割をもつ機能が含まれる

と考えられる．つまり，高い細菌密度をもつ腸内は「遺

伝子の水平伝播」に適した環境であると考えられてきた

が（9），接合型トランスポゾンの遺伝子セットの増幅

は，腸内が細菌細胞間の接触を介した遺伝子伝搬や交換

の「場」であることを裏打ちしたデータと言える．

5. メタデータから菌種の特定

メタデータ中に同定された遺伝子のアミノ酸配列類似

度を指標としたBLASTPによる属レベルでの菌種組成

の解析を試みた．そのために，GenBankの重複のない

アミノ酸配列データベース（version 26 May 2007）に

47種類の未発表細菌ゲノムからMetaGeneで予測した遺

伝子セットを加えたインハウスの重複のないデータセッ

トを構築した．47種類の細菌ゲノムデータには，おも

にワシントン大学，サンガー研究所と著者らのグループ

で決定されたヒト常在菌が多く含まれる（表 2）．公的

データバンクに登録されている細菌遺伝子の大部分が他

の環境由来であるため，これらヒト由来の常在菌ゲノム

情報を加えることによって菌種同定の精度を上げる意味

がある．

菌種を特定する検索では，検索する腸内細菌叢の各遺

伝子のアミノ酸配列がベストヒットするデータセット中

の遺伝子に由来する菌種をその遺伝子の菌種と定義し

た．アミノ酸配列の類似度の閾値を 90％以上としたと

きの結果を図4に示す．大人／子供の各サンプルにおい

て，全遺伝子の17％～43％が35～65属／個人に特定さ

れ合計121属が特定された．一方，離乳前乳児の各サン

プルでは，それぞれ35～55％の遺伝子が31～61属／個

人に特定され合計84属が特定された．

大 人 ／ 子 供 で は ，Bacteroides，Firmicutes門 の

Eubacterium，Ruminococcus，Clos tridium，

Bifidobacteriumがおもな属となっている．離乳前乳児

では，Bifidobacteriumまたは大腸菌，Raoultella，

Klebsiella等のEnterobacteriaceaeが主な構成菌種とし

て特定された．これらの結果は，これまでの培養法でわ

かっていた菌種組成とおおむね一致する（1）．つまり，

離乳前後において腸内細菌叢の組成が大きく変化し，大

人及び離乳後乳児の組成は個人間で互いに共通する傾向

にあるが，離乳前幼児間の組成は大きく異なる傾向にあ

る．しかしこの解析条件においては，全遺伝子の約1/3

の遺伝子しか属特定ができず，残りの2/3がどの菌種に

由来するのか不明となっている．

メタデータをより精度高く菌種に特定する方法とし

て，各ショットガンリードのDNA配列を細菌ゲノムへ

マッピング（150 bp以上の配列が 95％以上の配列類似

度をもつリードのゲノムへの張り付け）を行った．その

結果，大人／子供では全リードの15％～37％が，離乳

前乳児ではその 42％～70％が既知ゲノムにマップされ

た．離乳前乳児でのマッピングされたリード数の割合が

高い理由は，これらのサンプル中では大腸菌や

Bifidobacterium等の既にシークエンスされた菌種が優

先菌種となっているためである．しかし，上述したアミ

ノ酸配列を指標とした場合と同様に，大人／子供の場合

では全リードの約2/3は特定の菌種にマップされなかっ

た．すなわち，これらの結果はヒト常在菌の大部分が未

だ分離またはシークエンスされていないことを意味す

る．

このショットガンリードのマッピングは，同じ属の異

な っ た 種 へ の 特 定 を 可 能 に す る ．た と え ば ，

Bacteroidesでは現在 8種類の株（種）が（発表済みと

未発表を含めて）ゲノムシークエンスされており，これ

らゲノムに対するショットガンリードをマッピングした

結果の一部を図5に示す．この結果から，個人における

Bacteroides属の種レベルでの組成比，Bacteroidesとい

う 1つ の 属 の ト ー タ ル の 組 成 比 ，個 人 間 で の

Bacteroides属菌種の組成比の違い等を知ることができ

る．また，たとえばBifidobacterium属のゲノムに対し

て，同じマッピングを同時に行うと，Bifidobacterium

における種レベルでの組成比とともに，Bacteroidesと

Bifidobacteriumの異なった属間や種間の組成比を知る

こともできる．この解析方法は，菌種ごとに独立した培

養条件を用いる従来の解析法と異なるし，16Sデータを

ベースにした方法（2）における配列類似度の閾値の取

り方によるあいまいさ（同属または同種の区別をそれぞ

れ 97％，98％，99％の配列類似度で区切ることによっ

て生じる結果の違い）を伴わない．このマッピング解析

では，70種類の細菌に対して有為にショットガンリー

ドがマップされた．また，全リードの0.1％以上がマッ

プされる菌種の数は，大人／子供の各サンプルで 18～

23菌種，離乳前乳児の各サンプルで 8～ 19菌種となっ

腸内細菌学雑誌　21巻3号　2007192



服部正平ほか：ヒト腸内細菌叢のゲノムシークエンス 193

表2. ヒト常在菌を含む未発表ゲノムシークエンス

菌名 ゲノムサイズa

（Mb）
解析機関b データの状況 予測遺伝子数c

Bacteroides WH2 7.12 WUSTL ドラフト 5294

Bacteroides caccae 4.59 WUSTL ドラフト 3631

Bacteroides capillosus 4.25 WUSTL ドラフト 3936

Bacteroides distasonis 5.00 WUSTL ドラフト 4149

Bacteroides ovatus 6.47 WUSTL ドラフト 4832

Bacteroides sp. A01 6.42 HMGJ ドラフト 5167

Bacteroides sp. A03 5.91 HMGJ ドラフト 4862

Bacteroides thetaiotaomicron 3731 7.08 WUSTL ドラフト 5464

Bacteroides thetaiotaomicron 7330 6.77 WUSTL ドラフト 5409

Bacteroides uniformis 4.68 WUSTL ドラフト 3651

Bacteroides vulgatus 5.42 WUSTL ドラフト 4377

Bifidobacterium adolescentis 2.62 WUSTL ドラフト 2496

Bifidobacterium bifidum JCM1255 2.21 HMGJ 完成 1814

Bifidobacterium breve JCM1192 2.28 HMGJ ドラフト 1963

Bifidobacterium catenulatum JCM1194 2.16 HMGJ ドラフト 1808

Citrobacter diversus 4.69 WUSTL ドラフト 4194

Clostridium clostridioforme JCM1291 6.78 HMGJ ドラフト 6075

Clostridium paraputrificum JCM1293 6.06 HMGJ ドラフト 4845

Clostridium ramosum JCM1298 5.20 HMGJ ドラフト 5050

Clostridium symbiosum 4.95 WUSTL ドラフト 4511

Collinsella aerofaciens 2.47 WUSTL ドラフト 2232

Dorea longicatena 2.90 WUSTL ドラフト 2682

Enterobacter sakazakii 4.45 WUSTL ドラフト 4247

Escherichia coli SE11 5.16 HMGJ 完成 4603

Escherichia coli SE15 4.84 HMGJ 完成 4270

Eubacterium eligens 2.82 WUSTL ドラフト 2597

Eubacterium rectale 3.51 WUSTL ドラフト 3290

Eubacterium ventriosum 2.85 WUSTL ドラフト 2519

Finegoldia magna 1.99 HMGJ 完成 1836

Klebsiella oxytoca 5.29 WUSTL ドラフト 5381

Klebsiella pneumoniae 5.69 WUSTL 完成 5187

Kuenenia stuttgartiensis 4.22 Public ドラフト 3258

Lactobacillus fermentum 2.10 HMGJ 完成 2001

Lactobacillus reuteri 2.04 HMGJ 完成 1980

Lactobacillus rhamnosus GG 3.01 HMGJ 完成 2680

Methanobrevibacter smithii 1.91 Public ドラフト 1867

Parabacteroides merdae 4.42 WUSTL ドラフト 3445

Porphyromonas gingivalis 2.35 HMGJ 完成 1781

Raoultella ornithinolytica 5.99 HMGJ ドラフト 5328

Rice Cluster I archaea 3.18 Public 完成 3085

Ruminococcus gnavus 3.51 WUSTL ドラフト 3388

Ruminococcus obeum 3.63 WUSTL ドラフト 3469

Ruminococcus torques 2.74 WUSTL ドラフト 2377

Salmonella enterica serovar Arizonae 4.54 WUSTL ドラフト 4073

Salmonella enterica serovar Diarizonae 4.90 WUSTL ドラフト 4541

Salmonella enterica serovar Paratyphi B 4.79 WUSTL ドラフト 4426

Vibrio harveyi 6.04 WUSTL ドラフト 5543

aドラフト配列のゲノムサイズはコンティグとシングルトンの総サイズの和．b
WUSTL (Washington University

Genome Sequencing Center), Sanger (the Sanger Institute), HMGJ (Human Metagenome Consortium Japan).
c
MetaGeneプログラムでの予測．



た．ただし，この方法はゲノム情報のない未知細菌種に

対しては応用できないこと，細菌叢中に少なくとも

0.1％以上存在する菌種に対してのみ有効であることな

ど，より正確な結果をより多くの細菌種について得るに

は難培養性細菌を含めた多くのヒト常在菌ゲノムの解読

を進める必要がある．その一環として表2に一部リスト

したようなヒト常在菌（ただし培養可能な菌種）のゲノ

ムシークエンスが現在国際的に進められている．
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図4. 腸内細菌叢遺伝子のアミノ酸配列類似度を指標とした菌種組成の解析．

図5. メタデータ（ショットガンリード）の既知8 Bacteroides speciesゲノムへのマッピング．5サンプル（右カ
ラム）について配列類似度≥95％及び相同塩基数≥150 bpで解析した．



6. 腸内細菌叢メタゲノム解析の国際動向

ここに紹介した健康なヒト腸内細菌叢のメタゲノム解

析は，質量ともこれまでになく大規模なものである．今

日までに報告されているヒト腸内細菌叢を対象としたメ

タゲノム解析は 2報ある．1報は 2人の大人サンプルの

解析から，腸内細菌叢では宿主ヒトに欠損するグリカン，

アミノ酸，ビタミンなどの代謝に関わる遺伝子が著しく

enrichしていることを示し，総合的なヒトの代謝機能が

宿主のヒト自身と腸内細菌叢の間の相互扶助的関係で成

り立っていることを報告している（4）．もう1報は肥満

マウスのメタゲノムデータをベースにして肥満が宿主の

遺伝的機能だけでなく腸内細菌叢の代謝機能と関連して

いることを示したものである（17）．いずれの論文も

2006年の Science誌とNature誌に発表されており，ヒ

ト常在菌の生体機能解明をめざした研究の重要性が国際

的に再認識されていることを物語っている．一方，今回

の著者らの解析は，遺伝子／COG組成，菌種組成，個

人間の組成の違い，他環境細菌叢との比較，大人と幼児

間の違いや共通性など，幅広い年齢のサンプルや大量の

メタゲノムデータを用いて，健康なヒト腸内細菌叢の基

盤的で広範囲な実体の解明を成し遂げていると言える．

しかしながら，最近ではフランスやイギリスを中心と

したEU諸国，アメリカ，中国，シンガポールなどがヒ

ト常在菌の研究（健康及び病態のメタゲノム解析，常在

菌の個別ゲノム解析，細菌叢の機能解析等）の国レベル

での推進を公表または具体的に実施しており，本研究分

野の研究競争は国際的に激化の様相を呈して来た．とく

にアメリカでは，「ヒト・動物・環境中の細菌叢ゲノム

解読はヒトゲノム解読と同じように重要である」という

認識のもと，ヒト常在細菌叢を含めたさまざまな環境細

菌叢のメタゲノム解析の重要性が唱えられている（13）．

その中で，ヒト常在菌に関してはHuman Microbiome

Project（HMP）として常在菌と病気の関連解明をゴー

ルとした大規模なメタゲノム解析の開始が2007年5月に

承認された．また，これに先んじて開催されたNHGRI

（NIHヒトゲノム研究所）主催の Human Microbiome

Project Workshop（2007年4月）には，著者らを含めた

日米欧中のおもな研究者が参加し，HMPはヒトゲノム

計画と同様に，参加国の協力体制のもと国際プロジェク

トとして進められることが合意された．

このような環境細菌叢をターゲットとした国際的なゲ

ノム研究の動向には，ここ数年のうちに著しく進歩して

きたシークエンス技術が背景にある．現在，ヒト個人の

ゲノムを 1000ドルで解析できるシークエンス技術の開

発がアメリカを中心に急がれている（8, 11, 15）．この

理由は，ヒトの病気と関連する遺伝子やSNPs（一塩基

多型）などの発見には，個人のゲノムを端から端までシ

ークエンスすることが必要となっているからである．ま

た，そのためには多くの病態や健康人のゲノムをシーク

エンスする必要があり，そのスピードアップと低コスト

化が必須の克服すべきテーマとなっている．

既に現行のキャピラリ型シークエンサー（ABI 3730xl

やMegaBACE4500）とは異なった原理をベースにした

次世代シークエンサーが数タイプ開発されている（表

3）．これらは数十万から数千万の配列データを一度に生

産できる超並列型シークエンサーであり（10），ランあ

たり現行の数百から一千倍の塩基数生産能力を有する．

とくに，Roche-454及び Illumina-Solexaのシークエンサ

ーは既に主なシークエンスセンターでルーチン稼働して

いる．これらのシークエンサーを用いたときのコストは

現行の 1/10から 1/100であり，現行の 1万分の 1が目的

である1000ドルにはまだほど遠いが，数Mbの1個の細

菌ゲノムのシークエンスコストは既に 1000ドル程度に

なっている．また，ここに挙げた次世代型シークエンス

技術には，現行プロセスにある大腸菌へのクローニング

操作を必要とせず，それによって生ずる配列データのバ

イアスがないことも特徴である．
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表3. 現行シークエンサーと次世代シークエンサー

シークエンサー 総塩基数/ラン 塩基数/リード×リード数/ラン

＜現行＞

ABI 3730xl 0.1 Mb 900 bp/リード×96リード

MegaBACE4500 0.3 Mb 800 bp/リード×384リード

＜次世代＞

Roche 454 G20 30 Mb 100 bp/リード×30万リード

Roche 454 FLX 100 Mb 250 bp/リード×40万リード

Illumina-Solexa 1000 Mb 25 bp/リード×4000万リード

ABI SOLiD 1000 Mb 25 bp/リード×4000万リード



7. お わ り に

メタゲノム解析によってこれまで不可能であった知見

を多数得ることができ，概ねこの基本的な進め方／技術

は確立でき，その有効性が証明できたと考えている．し

かしながら，計算機解析のスピードアップなどの技術的

改良点，得られた遺伝子や菌種組成から細菌叢のもつ機

能に関するデータマイニングの手法開発や情報量の不足

など，今後追求すべき基本的な課題が浮かび上がって来

た．たとえば，得られた遺伝子セット（COGs）からそ

の機能を情報学的に的確に推定する（論文情報を活用し

た）データベースの構築が大事になると考えている．

メタゲノムをどういった観点から情報学的に解析し，

どういったフォーマットでその結果をアウトプットし，

得られた結果から何を抽出しどう解釈するのかは研究レ

ベルの高度化に重要である．そのため，充実したコンピ

ュータシステムの装備とともに生物学と情報学の知識と

技術を十分に有するバイオインフォマティクス研究者の

養成または参加が必須である．上述したシークエンス技

術のさらなる進歩を考えると，今後もこれまでとは桁違

いのメタゲノムデータの生産が予想され，バイオインフ

ォマティクスの高度化は将来におけるメタゲノム解析の

推進に大きな鍵を握る．

ヒト腸内細菌叢に関しては，健康で幅広い年齢層サン

プルからの基本的データを得たので，今後は感染症を含

めたさまざまな病態，生活習慣，プロバイオティクスと

の関連など，より有益な成果をめざしたテーマを進める

計画である．さらに，常在菌ゲノムの個別解析を進め，

メタゲノムデータのより効率的で高度な解析結果の取得

に繋げたい．一方で，in vivoでの腸内細菌叢機能の解

明はきわめて初歩的な段階にある．メタゲノム及び個別

の常在菌ゲノム情報を活用するために，よりシステマテ

ィックな機能解析実験系（たとえば，無菌マウスの利用）

の確立は急務であると考える．これらの研究の推進は国

際的なHMPへの日本の貢献と重なる．

最後に，ここで述べた解析結果は著者らを含めた文部

科学省特定領域研究「基盤ゲノム」，「応用ゲノム」，「比

較ゲノム」の班員を中心として構成されているヒト常在

菌叢ゲノム研究コンソーシアム（Human MetaGenome

Consortium Japan ; HMGJ）の成果の一部である．

HMGJメンバーである大島健志朗（北里大学博士課程学

生），藤英博（理研GSC），豊田敦（理研GSC），高見英

人（海洋研究開発機構），森田英利（麻布大学），伊藤喜

久治（東京大学大学院農学生命科学研究科），榊佳之

（理研GSC），Taylor Todd（理研GSC），Sharma Vineet

K.（理研 GSC），Srivastava Tulika P.（理研 GSC），野

口英樹（東京大学大学院新領域創成科学研究科），高木

利久（東京大学大学院新領域創成科学研究科）の各氏は

本研究の共同研究者であることを付記しておく．
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