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優秀修士論文推薦のことば

 本論文ではバクテ リアの複製終結点 を予測するソフ トウエアを開発 し、それ を用 い

て数多 くのバクテ リアゲ ノムを対象に、網羅的な複製終結点の予測 を世界 に先駆 けて

行 った。 これまで謎の多かったゲ ノム対称性に対する新たな考察 と議論の展開は、今

後 の分子 生物学のみな らず、合成生物学やバイオテクノロジーへの貢献な どに重要な

意義があると考え られ る。

 そ のため、本論文を優秀修士論文として推薦 します。

慶應義塾大学

環境情報学部教授

    冨田 勝
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修士論文2009年 度(平 成21年 度)

[題 目]

高精度な複製終結点予測アルゴリズムによるバクテリアゲノム対称性の解析

[論文要旨]

 多 くのバ クテリアは真核生物 とは違い環状の染色体を持ってお り,そ の環状ゲノム内には様 々な対

称性が維持されている.例 えば,リ ーディング鎖 とラギング鎖における遺伝子の偏 りや,オ リゴ配列の

方向性,さ らには塩基組成バイアスな どが挙げられ,様 々な種類の対称性を観察す る事ができる.そ

の中で も最 も代表的な例の1つが複製開始 ・終結点の対称性である.環 状ゲノムを持つバ クテ リアは複

製開始 ・終結点をそれぞれ一対だけ持ってお り,ほ ぼすべての生物で これ らは対称に位置 している.現

在複製開始 ・終結点の決定はin silicoによる予測がde factoスタンダー ドとなっており,こ れらが実験的

に同定されている生物種は少ない.こ の予測にはリーディング鎖 とラギング鎖の複製機構の違いか ら生

じる,グ アニンとシ トシンの塩基組成バイアスが用いられている.し かしながら,複 製の産物 として得

られた塩基組成バイアスが対称的に維持されている謎はこれまで明確 に解明されてきていない.さ ら

に,こ の塩基組成バイアスは全ての種で正確に保存 されているわけではな く,い くつかの種では極端に

対称性が崩れていることが確認 されてお り,そ の揺 らぎが何によってもたらされているかも明 らかでは

ない.一 方で,近 年塩基組成バイアスに加えて複製終結点を特定す るための新たな因子 として4dif配列が

注 目を集め始めた.4ヴ 配列 とは28塩 基の配列であ り,複 製終結時に二量体DNAを2つ の娘DNAに 分割

するチロシンリコンビナーゼの標的配列 となっている.そ のため,こ の4dif配列こそが生物学的な根拠

に基づいた複製終結点であると考えられるようになってきた.と ころが4dif配列は未だすべての種で同定

されておらず 数種で解明されている程度である.

 そ こで,本 研究では塩基組成バイアスの対称性の揺 らぎの原因,及 び,そ の塩基組成バイアスと複

製 プロセスの関係を解明すべ く,全 バクテリアゲノムを対象 とした網羅的ゲノム解析を行なった.ま ず

第2章 にて塩基組成バイアスの対称性の揺 らぎの原因を探 るべ く,水 平伝播 と塩基組成の関係 を解析 し

た.そ の結果,水 平伝播 と対称性のゆらぎに強い相関関係はないとい う結果が得 られ,さ らに挿入 さ

れた領域の長さや位置,遺 伝子の数な どにも対称性のゆらぎは依存 していない事が解明された.そ の

ため,こ の対称性のゆらぎは何か別の因子によって引 き起 こされている可能性を示唆することができ

た.次 に第3章 では塩基組成バイアスと複製終結点の関係を解明すべ く,dif配 列予測を網羅的に行い,

その得 られたdif配列の位置 と塩基組成の関係を解析 した.こ のためには再帰的隠れマルコフモデ リン

グとい う手法を開発 し,前 提解析 として網羅的にdif配列の予測を行った.そ の上で,予 測によって得ら

れたdif配列 と塩基組成バイアスの示す終結点 との位置関係 を比較解析 した.そ の結果641種 ・714染色

体でのdif配列を予測する事に成功 し, dif配列 と塩基組成バイアスはほぼ同じ場所に位置 している事が

判明 した.塩 基組成の示す終結点 とは,複 製が行われるにつれて蓄積 されてきた塩基バイアスの痕跡 と

言えるため,バ クテリアの複製は恒常的にdif配列近傍で複製を終結 してきてお り,環 状ゲノムに維持さ

れている塩基組成バイアスのゆらぎはその結果であるとい う事が示唆された.

[キーワー ド]

環状染色体,ゲ ノム対称性,水 平伝播,dif配 列,隠 れ マル コ フモ デル

慶應義塾大学大学院 政策 ・メディア研究科

河野 暢明
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            Abstract of Master's Thesis Academic Year 2009 

[Title] 
Comparative study of compositional symmetry in bacterial genomes using a novel 

prediction algorithm for replication terminus. 

[Summary] 
Many bacteria have circular chromosomes unlike eukaryotes, exhibiting various symmetries and polarities 

including the strand preference of genes between the leading and lagging strands, oligonucleotide orientation, and 

base compositional bias. These symmetries are all defined by a symmetrically located pair of finite replication 

origin and terminus. However, experimental evidence of replication origin and terminus are still limited, and 

majority of the discussions currently rely on in silico predictions using compositional bias of guanine and cytosine 

formed by the difference in the replication mechanisms between the leading and lagging strands. Such prediction 

sometimes results in highly asymmetric pairs of replication origin and terminus, and thus a comprehensive study 

for the cause of compositional symmetry in bacteria is still lacking. On the other hand, a conserved 28bp sequence 

element targeted by a tyrosine recombinase upon the resolution of malformed chromosome dimers during cell 

division, named the  dif sequence, is recently suggested as a new marker of the replication terminus. The dif 

sequences, however, are identified only in a limited number of organisms. 

  In light of these backgrounds, this thesis discusses the selectional and mutational forces of replication 

machinery driving the order and disorder of compositional symmetry in bacterial chromosomes, through 

comprehensive genome analyses. Firstly, the effects of genomic insertions through horizontal gene transfer in 

disrupting the symmetry of base compositional bias is studied in chapter 2. As a result for this chapter, genomic 

compositional symmetry is shown to be highly robust to horizontal gene transfer events, regardless of the inserted 

segment lengths, positions and the number of genes. Secondly, in chapter 3, accurate and comprehensive 

prediction of dif sequences is discussed, which is further utilized to study the order between the symmetry in base 

composition bias and the pair of replication origin and terminus. A novel algorithm named the Recursive Hidden 

Markov Modeling is discussed for this purpose. Using this novel method, dif sequences are identified in 714 

chromosomes harbored by 641 organisms, and their positions are shown to be strongly correlated with the skew 

shift point of base compositional bias. Since the replication terminus represented by the skew shift point of base 

compositional bias is presumably the result of cumulative mutational bias in replication, replication in bacteria is 

suggested to be coordinately terminated around the dif sequence for effective cell division.

[Keywords] 
Circular chromosome, Genome polarity, Horizontal gene transfer, dif sequence, Hidden Markov modeling 

                  Keio University Graduate School of Media and Governance 

                                                 Nobuaki Kono 
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第 1章
序論

1.1複 製

 2000年 に ヒ トの全 ゲノムが解 読(Venter et al.2000)さ れてか ら10年 経 った現在,次 世代 シーケ ンサー

(Shendure and Ji 2008;Medvedev et al.2009)な どの新 たなシーケ ンシ ング技術 に より, 11OO種 もの ゲノム

が解読 されて いる(Liolios et al.2010).そ の結果,ポ ス トゲノム時代 の到来 と共 に計算機 に よるバ イオイ

ンフォマティ クスが生物 学に必要不可欠 となって きてお り,遺 伝子機能や近縁種 間の進化傾 向,そ して

代 謝経路 な ど生物 の様々 な機構 が比較 ゲノムやin silico解析 によって解明 され る ようになって きた(Kono

et al.2006;Ellegren 2008;Jiang 2008;Kono et al.2009).こ の ように飛躍 的 な進歩 を遂 げて いる分 子生物学

は,ヒ トゲノムが解読 され る半世紀 前の1953年 の,遺 伝 物質で あるDNAの 構 造解明(Watson and Crick

l953)に 端 を発 してい る.そ して二重螺旋構造 の発 見者 の1人 で あるCrickは その後 に,セ ン トラル ドグ

マ とい う概念 を提 唱 したが(Crick 1970),遺 伝情報 の伝達 や発現を担 う複製,転 写,そ して翻 訳 とい う3

つ の プロセ ス を含 む この全 ての 生物 に共通 す る中心原理 の 中で も,特 にその根 源 に位置 す る機 構が

DNA複 製で ある.

 複製 はDNAを 半保 存的 に複製 し,ゲ ノム情 報 を後世へ伝 達す るた めに必要不可 欠な機 構 で ある.こ

の複製 は複 製開始,DNA合 成 そ して複製 終結の3つ のステ ップに よって構成 されてい る.ま ず複製 関連

酵素 で ある,ヘ リカーゼやDNAポ リメ ラーゼ な どが複製 開始点で複製 フォークを形成 し, DNAの 合成

が 開始 され る.DNA合 成 は プライ マーゼ と呼 ばれ るDNAプ ライマ ーゼ によって作 られ たRNAプ ライ

マー(Frick and Richardson 2001)を 起点 として,真 核生物 ではPCNA(Proliferating Cell Nuclear Antigen),

原核生物 で は(β)Sliding clampと い う共 に環 状の タンパ ク と共 にDNAポ リメ ラーゼが5'→3'方 向に進 めて

い く(Johnson and O'Donnell 2005;Kelly and Brown 2000;Stukenberg et al.1991). DNAポ リメ ラーゼ は校
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正機能 に よって,自 身が合成 す る塩基 よ り手前 の塩基 が鋳型 鎖 に対 して正 し く合成 されてい るか,を 確

認 しな ければ次のDNA合 成 作業 に入 る事が できない(McCulloch and Kunkel 2008).そ のためDNA合 成

地点 の手前 にDNAプ ライマーゼ がRNAプ ライマーを生成 す る こ とで, DNAポ リメラーゼは そのRNAプ

ライマ ーを起 点 としてDNA合 成 を行 な う事が で きる.ま た このDNA合 成 は リー ディ ング鎖 で は連続 的

に行 われ るが,ラ ギ ング鎖 では不連続複製が行 われ る.そ の原因 として リーディング鎖 に対 して ラギン

グ鎖 の塩 基が逆方 向であ るこ とが挙 げられ る.DNAポ リメ ラーゼはデオ キシ リボースの3'水 酸 基 にヌク

レオチ ドの リン酸基 を結合 させ る事で5'→3'方 向へ と進行 す るた め,そ の塩基 配列が逆方 向であ る ラギ

ング鎖で は リーディング鎖 の ように合成 を進 め るこ とがで きない.そ こで ラギ ング鎖 で はRNAプ ライ

マー を数 カ所 に形成 し,そ れ らRNAプ ライマーを起 点 として岡崎 フラグメ ン ト(Okazaki et al.1968;

Ogawa and Okazaki l 980)と 呼 ばれ る短 い断 片を次 にあ るRNAプ ライ マー に出会 うまで断続 的 に合成 し

な けれ ばな らない(Stukenberg et al.1994;Li and Marians 2000)(図1-1).

 この様 な機構 はすべ ての生物 にお いて共通 してい るが,細 かいい くつかの 点で は真核 生物 と原核生

物の間 で違 いが見 られ る.ま ず真核 生物 は複製 開始 点 を潜 在的 に多 く持 って お り,こ れ ら異 な る場所

か ら複 製 を開始 す る.そ れ に対 してバ クテ リアは1箇 所 の複 製 開始点 か ら両 方 向に複製 を進 行 してい

く.そ れ に伴 な い,複 製の終結 にもバ クテ リア と真核生物 の間で違 いが生 じる。真核 生物 の場合,数

カ所 で開始 された複製 は,隣 接 す る箇所 か ら同 じよ うに始 まった複 製の進行 と出逢 うか,染 色体 末端

のテロメ アにた ど り着 くこ とでその終結 を迎 え るのに対 し,原 核生 物の複製 は両方 向に進行 した複 製

フォー クが概 ね開始 点か ら対 称の位置 で衝突 す るこ とで終 結す る.バ クテ リアの細 かい複製 機構 に関

しては次節 にて詳細 を述べ る.

1.2 バ クテ リア の複 製 と対 称 性

 Escherichia Coliを例 に挙 げ る と,ま ず約245bpの 複 製開始領域 に存在す る3つ の13-merリ ピー トのAT

リッチ領域 と,5っ のDnaA-boxと 呼ばれ る9塩 基の配列(5'-TTATCCACA-3')(Schaper and Messer 1995;

Messer 2002)にDnaAタ ンパ クが結合 し,近 接 のArリ ッチな領域 の二本鎖DNAを ほ ど く.ほ どかれ た一

本鎖DNAにDnaBヘ リカーゼ やDnaGプ ライマーゼ,さ らにはDNA Pol IIIな どといった多 くの酵 素が結合

し,複 製 フォークが形成 され る(Schaeffer et al.2005).複 製 フォー クは複製開始点 を起点 として,反 対

方向 にそれぞれのReplichoreのDNA二 本 鎖 をほ どきなが ら複製 を進 めてい く.ま た複製 の終結 は実際 に

は単 に逆方 向に進行 した複製 フォー ク同士の偶然 の衝突 に よって引 き起 こされ るわ けで はな く,複 製

方 向 とは逆 向 きに備 え られてい るTer配 列 に結 合 したTusタ ンパ クによって複製 フォー クの進 行が 妨げ ら

れ(Bussiere and Bastia l 999;Neylon et al.2005),開 始点 とはほぼ正反 対の約5%の 領域で終結 す る と考 え

られて きた(de Massy et al.1987).

 以上 の事 か ら,実 際 に環状 ゲノムの複製 開始点 と終結点 は多 くの種 で対称 に位 置 してい る事が解明

されて い るが(Rocha 2008),複 製開始 ・終結点の他 に もバ クテ リアゲノム には様々 な対称性 が備 わって

お り(Rocha 2004),中 で も複製機構 と関 わ りが深 い とされてい る対称性 として塩基組成 があ る.そ のた

め,こ れまで の複製 開始 ・終結点予測 は主 に この塩基組成 に基づ いて行 われて来 た(Woming et al-2006;

Frank and Lobry 2000).特 に複製 開始点 は塩基組成のみ な らずDnaA-boxやrRNAな ど関連 遺伝子 か らほ

ぼ同定 す る事 がで きるが(Hansen et al.2006),一 方で複製終結 点予測 は塩基組成バ イ アス に依存 してい
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る事が多 い(Hendrickson and Lawrence 2006).こ の塩 基組成バ イアス は(GーC)/(G+C)と い う式で表 さ

れ,GC skewと 呼ばれて お り(Lobry l 996a;Lobry l 996b),特 に第三 コ ドンに強 く見 られ る事 が知 られて

いる(McLean et al.1998).現 在 複製開始 ・終結点予測 を行 うツール のde factoス タンダー ドとな ってい る

Oriloc(Frank and Lobry 2000)も このGC skewを 基盤 とした ソフ トウェアの1つ であ る.

 塩基 組成 のバ イアスが 引 き起 こされ る原 因 として,2っ の仮説が これ まで議論 されて きてい る.ま ず

1っ 目は,塩 基 の自発 的な脱 ア ミノ化 に よる変異が原因で あ るとい う,シ トシン脱 ア ミノ化 説 で ある.

ゲノム複製 プロセ スの最 中,DNAポ リメラーゼ の進行 方向 に起因 して,リ ーディ ング鎖で は複 製が連続

的 に行 われ るのに対 し,ラ ギ ング鎖 で は断続 的 に複 製 が行 われ る.そ のた め,ラ ギ ング鎖 に比 べ て

リーディング鎖 の方が一本 鎖 の状態 で存在 す る時間 が長 くなって しま う.す ると一本鎖DNAの 状態 で

は塩基 が 自発 的 な脱 ア ミノ化 を起 こ して しまい,CとAがTとGに 変 異 して しまう (Lobry and Sueoka

2002).さ らに,複 製 プロセ スに よって 引 き起 こされ る この変異 の蓄積 は,複 製開始 点の方 が終結 点に

比べ て一本鎖 の状態 が長 く続 くた め,よ り変 異が起 こ り易 く,グ アニ ン とシ トシ ンの比 率 に大 きな差

が生 じて くる.実 際 に,GC skewを 描 くとグアニ ン とシ トシ ンの比率が極端 に変化 して い る2つ のシ フ

トポイ ン トを観 察 す る事 が で き るた め,こ の2点 が 複製 開始 ・終 結 点で あ る と考 え られ,既 述 のGC

skewに よる予測 は このシ フ トポイ ン トを用 いてい る.し か しなが ら,こ の塩 基組成バ イ アスの対称 性

は全ての種で共通 して保 存 されてい る訳で はな く,い くつか の種 では極端 に この対称性 が維 持 されてい

ない.も う1つ の仮 説 は複製 プロセ スで はな く,転 写 プロセ スでの修 復機構 に よる変異で あ る.転 写 プ

ロセス の最 中 に起 こるTranscription-coupled repairは アンチセ ンス鎖 にあ るピリミジ ンニ 量体 を優先 的に

修復す ることが解 明 されて お り(Hanawalt l 991;Mellon and Hanawalt l989),実 際 にセ ンス ・ア ンチセ ン

ス鎖の塩基変 異を比較 す る と,相 補的 なC,G→T, A移 行が見 られ る(Francino et al.1996;Francino and

Ochman l997).転 写 プロセスは リーディング鎖 とラギング鎖の区別 はせず 遺伝子 方向の偏 りに依 存す

る と考 え られてい るため,こ の仮説 は次 に述べ る遺伝子の偏 りとの関係が 深い と思 われ る.

 ゲノムの対称性 は以上 の塩基組成 だ けでな く,リ ーディ ング鎖 とラギ ング鎖 にお け る遺伝 子 の偏 り

に も見 られ る.こ れ は複 製や転写 が行 われ るに あた って,DNAポ リメ ラーゼ とRNAポ リメ ラーゼ の衝

突 を最 小 限 に抑 えるた めに,遺 伝 子 の方 向が偏 るよ うに分 配 されて い る と考 え られて い る(Brewer

l988).さ らに塩基 組成や遺 伝子の方 向性 の他 に も,ゲ ノム中で は配列 方向 にも対称 的な傾 向が維 持 さ

れてい る事が知 られている(Salzberg et al.1998).中 で も複製方 向に強 い傾 向を示すRAG配 列が 注 目され

(Corre and Louarn 2002;Capiaux et al.2001),そ の配列 はFtsKの 方 向性 を示 す機能 が解 明 された こ とか ら

FtsK-orienting polar sequence(KOPS)と された(Bigot et al.2005;Bigot et al.2004).さ らに,こ のKOPSの

様 に タ ンパ ク を複 製 終 結 点方 向 に動か す 可能性 の あ る配 列 と してAIMS(Architecture IMparting

Sequences)が バ クテ リア に広 く観察 されてい る(Hendrickson and Lawrence 2006).

 これ ら全 ての対称性 は複 製機 構 に基づ いて形成 されて いる もので あ り,増 殖速度 の速 いバ クテ リア

において複製 が生活環 の ほぼ全て を占めて いる事実 を合 わせ て考 える と,複 製機構が ゲノム構 造 に強い

影響 を及 ぼ してい る事が伺 える(図1-2).
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図1ー1:複 製 機 構

バ ク テ リ ア は複 製 開 始 点(Replication origin)を1つ だ け持 ち,真 核 生 物 は複 製 開 始 点 を 複 数 箇 所 に 持 って い る.複 製 開 始

点 に 複 製 フ ォ ー ク(Replication fork)が 結 合 す る事 で 複 製 が 開 始 され,ヘ リカ ー ゼ(Helicase)に よ っ て ほ どか れ た1本 鎖

DNAを 鋳 型 にDNAポ リメ ラ ー ゼ(DNA polymerase)に よ ってDNAが 合 成 さ れ る.リ ー デ ィ ン グ 鎖 で は1カ 所 のRNAプ ライ

マ ー(RNA primer)か ら5'→3'方 向 にDNAポ リメ ラ ー ゼ がSliding clampと 共 に 進 行 して い くの に 対 し,ラ ギ ン グ鎖 で は 数 カ

所 に 付 け られ たRNAプ ラ イ マ ー か ら 岡 崎 フ ラ グ メ ン ト(Okazaki fragment)を 生 成 し な が らDNAを 断 続 的 に合 成 して 行 く.

(Alberts et al.2008よ り改 変)
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図1-2:ゲ ノ ム 対 称 性

図 中 の 青 い 線 は リ ー デ ィ ン グ 鎖(Leading strands)を,黄 色 い 線 が ラ ギ ン グ鎖(Lagging strands)を 表 わ して い る.多 くの バ

ク テ リ ア の 環 状 ゲ ノ ム に は 複 製 開 始 点(ori)と 複 製 終 結 点(ter)の 対 称 性 を は じ め, KOPSの 様 に複 製 方 向 を 向 い た 配 列 対

称 性(01igomer skew),リ ー デ ィ ン グ鎖 に 偏 っ た 遺 伝 子 の 対 称 性(Gene strand bias)が 内 在 して い る.

(Rocha 2008よ り改 変)

1.3 染 色 体 分 裂

 こ の 様 に塩 基 組 成 やTer/Tusシ ス テ ム が 複 製 終 結 点 と密接 に関 連 して い る と考 え られ て 来 た が,近 年

この 複 製 の 終 結 は 染 色 体 分 裂 機 構 の た め に備 わ って い るdif配 列 とい う28塩 基 の 配 列 が 適 して い る の で

は な い か と注 目 され 始 め た(Hendrickson and Lawrence 2007;Higgins 2007). dif配列 は 染色 体 分 裂 に不 可

欠 な 配 列 で あ り,E. coliやBacillus subtilisで 発 見 され て い る(Blakely and Sherratt l 996;Sciochetti et al.

2001).複 製 プロ セ ス の 最 中,複 製 フ ォ ー ク進 行 の 阻 害 が原 因 とな り,相 同 組換 え に よ る複 製 フ ォ ー ク

の修 復 ・再 開 が 起 こ る(Horiuchi et al.1994).こ の 相 同 組 換 えが 奇 数 回起 こ る と娘DNAは2っ に分 割 され

ず1っ の 二 量 体DNAを 形 成 して し ま う.そ こで この二 量体DNAを2つ の 一 量 体 娘DNAへ と切 り離iす た

め に,dif配列 に チ ロ シ ン リコ ン ビナ ー ゼ で あ るXerCDが 結 合 して 複 合 体 を 形 成 し, FtsKが き っ か け と

な って 染 色 体 分 裂(Chromosome Dimer Resolution:CDR;図1ー3)を 起 こす(Blakely et al。1993;

P駻als et al.2001;Li et al.2003;Bigot et al.2007;Strick and Quessada-Via12006;Yates et al.2006).

 FtsKは リ ング状 の構 造 を取 り, KOPS配 列 を 読 み な が らDNA上 を 移 動 して い るDNAト ラ ン ス ロ カ ー

ゼ で あ り(Aussel et al.2002;Strick and Quessada-Vial 2006;Bigot et al.2007),膜 貫 通 ヘ リッ ク ス で あ るお

よそ200残 基 のN末 端 ドメイ ン(FtsKN;Dorazi and Dewar 2000),プ ロ リン とグル タ ミンが豊 富 な リ ンカ ー

領 域,そ してArPに 依 存 す るDNAト ラ ンス ロ カ ー ゼ で あ る約500残 基 のC末 端 ドメ イ ン(FtsKC)で 構 成 さ
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れて お り(B童got et al.2004),特 にFtsKNが 細 胞 分 裂 に 関 わ って い る とい う報 告 が されて い る(Draper et al.

1998;Wang and Lutkenhaus l 998;YU et al.1998).こ の うちFtsKNが 細 胞 分 裂 中 に形 成 され る隔 膜 と相 互 作

用 し,FtsKのC末 端 残 基(FtsKγ)がKOPS配 列 を認 識 しな が ら進 行 してdf配 列 に 到着 す る(Ptacin et al.

2006;Sivanathan et a1.2006;L�e et al.2008;Dubarry et a1.2009).4dif配列 に は2つ の ドメ イ ンが 存 在 して お

り,そ れ ぞれXerCとXerDの 標 的 ドメ イ ン とな って い る(Val et a1.2008). difサ イ トに 到 着 したFtsKの γサ

ブユ ニ ッ トが,結 合 したXerDのC末 端 と相 互 作 用 し(Yates et al.2006),二 量 体 分 裂 が 開 始 さ れ る

(Kuempel et al.1991).こ のFtsKやXerCDは バ クテ リ アに広 く保 存 され て お り,実 際 にCDRはE. coliやB.

subtilisの 他 に もHaemophilus influenzae, Xantho〃zonas campestris, Caulobacter crescentus,そ してVibrio

choleraeな ど で確 認 されて お り(Neilson et al.1999;Yen et al.2002;Jensen 2006;Val et al.2008;Recchia and

Sherratt l 999),プ ラ ス ミ ドで も観 察 さ れて い る(Trigueros et al.2009).

 以 上 の よ うにCDRは 複 製 の 際 にDNAが 二 量体 に な って し ま うこ とを避 け る機 構 で あ るた め, dif配 列

の 欠損 が増 殖 効 率 を下 げて しま う事 が これ まで確 認 されて い る(Comet et al.1996).そ の た め このCDR

を 効 率 良 く機 能 させ る為 に も,環 状 ゲノム の複 製 は4dif配列 付 近 で終 結 す る事 が望 ま しい.こ れ まで のdif

配 列 を 予測 す る研 究 に よ って,頃 酒己列 は 複 製 開 始 点 とほ ぼ反 対 に位 置 して お り,一 部 が パ リ ン ドmム

構 造 を 取 って い る事 が 確 認 され た が(Camoy and Roten 2009),現 状 と して このdf配 列 は実 験 的 にE. coli

やB.subtilisに て 決 定 され て い る程 度 で あ る.
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(丿 一一 ゆ
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図1-3:Chromosome Dimer Resolution

環 状 ゲ ノ ム が 複 製 さ れ る 際 に 奇 数 回 相 同 組 換 え が 起 こ る と,娘DNAに 分 割 さ れ ず に 二 量 体 のDNAを 形 成 して し ま う.そ

こで,dif配列 でXerCDやFtsKがHolliday junctionを 形 成 して 二 量 体DNAを 分 割 し,2つ の 娘DNAが 生 成 さ れ る.
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1.4本 研 究 の ね らい

 複製 プロセスから塩基組成にバイアスがかかることによってゲノム上で塩基組成の対称性が観察さ

れるが,全 ての種で この対称性が明確に観察 されている訳ではない.い くつかの種では,GC skewの2

つのシフ トポイ ントが近傍に現れ,ま た,そ もそもこのシフ トポイン トを一切確認する事ができない

種 も存在する.こ のような対称性の乱れは,水 平伝播 によって挿入 された塩基配列の影響で塩基組成

にゆらぎが生 じ,そ の結果GC skewの シフトポイントに大 きな変化 をもたらした可能性があるため,本

論文ではまず塩基組成バイアスの対称性のゆらぎの原因を探 るべ く水平伝播 との関係 を議論する(第2

章).

 また,こ れまで一般的にはTer/Tusシステムによって,複 製 はTer領域で終結するとされて来たが,近

年上述の様 にdif配列という28塩基の配列がよ り正確 な複製終結点なのではないか と言われる様 になっ

た.こ のように,新 たに複製終結点 として注目を集め出 したdif配列はゲノムの対称性 を議論するうえで

必要不可欠であ り,dif配 列 と対称性の関係を解析す ることで,対 称性維持機構の解明につなが ると考

えられる.そ こで,第3章 では塩基組成の対称性 と複製機構の関係を解明する為に,ま ず網羅的にdf配

列を予測 し,そ の位置とこれまで複製終結点の予測に用いられてきた塩基組成バイアスであるGC skew

のシフ トポイン トの位置を比較解析により議論する.

 これら2つの解析によって,塩 基組成バイアス対称性のゆらぎの原因を探 ることができ,さ らにその

対称性を導きだしている複製が何を標的 として終結を迎えているか という問題を解明する.
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第2章
     水平伝播 による対称性秩序への影響

2.1背 景

 バ クテ リアの環状 ゲノムには複製 開始 点 と終結点の対称性 を筆頭 に(Rocha 2008),塩 基組成 や配列方

向 とい った様 々 な対称性 が維 持 されて お り,そ れ ら対称性 は複 製 プロセ スや転 写 プロセ ス と密接 に関

わってい る(Rocha 2004).ま ず その1つ 目の例 として,リ ーディング鎖 とラギ ング鎖 における遺 伝子 の対

称 性が 挙 げ られ る.こ の遺 伝子 の対 称性 は複 製や転 写 が行 われ るにあた って,DNAポ リメ ラーゼ と

RNAポ リメ ラーゼの衝 突を最 小限 に抑 えるた めに獲得 した ものだ と考 え られてい る(Brewer l988).実

際 に遺伝 子 は リーディング鎖 に多 く存在 してい るが,も しこの配分 が リー ディ ング鎖 とラギ ング鎖で均

等 であった場合,複 製 と転 写が恒常的 に行 なわれて いるバ クテ リアにお いて,そ れぞれで機 能 してい る

DNAポ リメ ラーゼ とRNAポ リメ ラーゼ が衝 突 して しまい,ど ち らか の プロセ スに支障が 生 じる可能性

が あ る.そ こで遺伝子 を リーディング鎖 に偏 って配置す る事で その衝 突 を最小限 に抑 える事 がで き,こ

の配 置が その生物 の進 化 にお いて有利 に機能 して きた と考 え られ る.ま た対称性 の他 の例 として,ゲ ノ

ム中のオ リゴ配列の方 向性 に関 す る対称性 が報 告 されて いる(Salzberg et al.1998).オ リゴ配列 の方 向性

もリーディング鎖 とラギング鎖の分配 に よって観察す る事 がで き,例 えばあ るオ リゴ配列が リーディン

グ鎖 に極端 に多 く存在 して いた 場合,こ のオ リゴ配列 は方向性 があ る と見 な され る.そ の よ うな配列

の 中で,E-coliに て特 に複製 方 向 に強 い方 向性 を示 す配 列 として最 初 に注 目 を集 めた 配 列 が,5'-

RRNAGGGS-3'と い う組成か ら成 るRAG配 列 であ る(Capiaux et a1.2001;Corre and Louam 2002).こ の

RAG配 列 は後 にDNAト ラ ンス ロ カー ゼ で あ るFtsKの 進 行 方 向 を決 定 す る配 列 で あ る事 が 解 明 さ

れ,KOPS(FtsK-Orienting Polar Sequence)配 列 と命名 された(Bigot et al.2004;Bigot et al.2005).さ らに

このKOPSがE. coliにて観察 され た配列で あるのに対 して,他 の多 くのバ クテ リアで も同 じ様 に方向性
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を持 つ配列 としてAIMS(Architecture IMparting Sequences:Hendrickson and Lawrence 2006)と 呼 ばれ る配

列が確認 され る様 になった.

 ゲノムの対 称性 の 中で も,以 上の他 に注 目を集 めてい る対称性 の1つ が塩基組成 バイ アス の対称性で

あ り,広 く一 般 に(G-C)/(G+C)と い う式で表 され,GC skewと 呼ばれてい る(Lobry 1996a;Lobry

l996b)-こ の塩 基組成 のバ イアスが引 き起 こされ る原因 と して,こ れ まで に2つ の仮 説が議 論 されて き

てい る.ま ず1つ 目にシ トシ ン脱 ア ミノ化説 が挙 げ られ る.こ れ は,ゲ ノム複 製 プロセ スの最 中に リー

ディ ング鎖 の方 が一本 鎖の状態 で存在 す る時間が長 くな り,塩 基が 自発 的に脱 ア ミノ化 を起 こして しま

い,CとAがTとGに 変 異 して しま うとい う説で あ る(Lobry and Sueoka 2002).そ して もう1つ の仮説 は複

製 プロセ スで は な く,転 写 プロセ スで の修 復機 構 に よ る変 異で あ る.転 写 プロセス の最 中 に起 こる

Transcription-coupled repairは ア ンチセ ンス鎖 にあ るピ リミジンニ量体 を優先的 に修復 す るこ とが解明 さ

れてお り(Hanawalt l 991;Mellon and Hanawalt l 989),実 際 にセ ンス ・アンチセ ンス鎖 の塩基 変異 を比較

す る と,相 補 的なC,G→T, A移 行が見 られ る(Francino et al.1996;Francino and Ochman 1997).以 上 の

2つ の仮説 に よ り,GC skewを 描 くとグアニ ン とシ トシ ンの比率が極端 に変化 してい る場所 に2つ のシ フ

トポイ ン トが観察 され る(図2-3).

 この ように環状 ゲノム を持つバ クテ リアの多 くは,塩 基組成バ イアスに よってGC skewの シ フ トポイ

ン トが対称 の位置 に維持 されて い るが,い くつかの種 で はその限 りで はな い.例 え ば,同 じ属 同士 の

Shige〃a dysenteriae Sd197(NC -007606)とShigella flexneri 2a str.2457T(NC-004741)を 比較 しただけで

も,そ れぞれのGC skewの シ フ トポイ ン トは127.41。 と175.84。 となってお り,大 きな違 いを示 してい る

(図2-1).そ もそ もこのGC skewは 先 に示 した式(GーC)/(G+C)の 通 り,塩 基配列 の並 びに完全 に依存 して

いるため,な ん らかの影 響 によって大規模 に塩基配列組成 が変化 した場 合,こ のGC skewは 大 き く変化

す る と考 えられ る"そ の影響 の可能性 として考 えられ る要 因の1つ にGenomic Islands(GIs)が 挙 げられ

る.GIsは 外 来 の塩 基配 列 が水平 伝播 な どに よって挿 入 された10～200Kbp程 の領 域 と考 え られて お り

(Lawrence and Hendrickson 2003;Gogarten and Townsend 2005),10Kbp未 満 の領域 はGlsで はな くGenomic

isletsと呼 ばれてい る(Hacker and Kaper 2000).ま たGIsは 属 を越 えて様 々な種 に挿 入 されてい る事 が知 ら

れてお り(Vernikos and Parkhill 2008),こ れ は進化 の過程 において,独 立 して複数 回GIsが 移 動 を繰 り返

してい る事 を示唆 して いる(Juhas et al.2007).さ らに,こ のGIsは 様 々な特徴 的な ファ ミリー に よって構

成 されてい る と報 告 されてい る(Juhas et al.2009).例 えば,増 殖 に影響 を及ぼ している と考 え られ る様

な表現型 を持 つGIsはPAIs(Pathogenicity islands)と 呼 ばれてお り, GIsの 数多 くのフ ァイ ミリー の中で最

初 に着 目された特徴 で ある(Hacker et al.1990).ま た他 に も,代 謝関連 遺伝子を持っMetabolic islands

(Gaillard et al.2006)や,水 銀耐性 な どを持っResistance islands(Larbig et al.2002)な どの フア ミリーが知

られてい る.さ らに,他 種で オー ソログ遺伝子 を持た ない遺伝子 を持つGlsも 知 られてお り(Hsiao et al.

2005),こ のGIsは 進化 の過程で,独 自の機能 を獲得 す るた めに適応 して きた と考 え られてい る.こ の よ

うに,様 々な機能 に よって特徴づ け られた フア ミリー に よって構成 されて いるGIsだ が,生 物界 レベル

で観 察 した場 合で も,バ クテ リア とアーキ アによってGIsの 機 能 に偏 りがあ る事が近 年解明 されて きて

い る.例 えばバ クテ リアのGlsに は細胞 内輸送や 細胞運動,防 御 機構 関連 の遺 伝子が多 いの に対 して,

アーキアの場合 は膜 タンパ クや二次代 謝関連 の遺伝子が多 く,さ らに翻訳,リ ボ ソーム構 造 そ して生合

成 関連 の遺伝 子 はバ クテ リア とアーキ アの どち らで もあま り多 くはな い(Merkl 2006).以 上 の事 か

ら,GIsは バ クテ リア に広 く保持 されて お り,宿 主 ゲノムの比較 的 多 くの領 域 を 占めて い る事が わか

る.そ こで本研究 で はGIs領 域 を取 り除 くこ とに よって,変 異前 の塩基組成 観察 を試 み, GC skewの 対

称性の ゆ らぎの原 因解明を 目指 した.先 に述べた通 りGC skewは 複製 に よって引 き起 こされ た塩 基変異
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が蓄積された結果であるが,外 来か ら挿入されたGIsは 宿主ゲノムに比べて複製による変異が蓄積 され

ていない可能性がある.そ のため,こ の挿入 されたGls領 域がGC skewの 対称性 を乱 している可能性が

あると考 える事ができる.な お本研究は,慶 應義塾大学環境情報学部4年 池上慶太氏,同2年 長谷部百

合子氏 らと共に行った研究であり,ソ フ トウェアの調査 に関 しては同氏 らの協力によるものである.

図2-1:Shigella dysenteriaeとShigellaJlexneriのGC skewシ フ トポ イ ン トの 図(Genome Projector:Arakawa et al.2009b)

環 状 ゲ ノ ム を 横 断 し,中 心 を 経 由 して 描 か れ て い る 黄 色 い 線 が そ れ ぞ れGC skewの シ フ トポ イ ン トの位 置 を 示 して お り,

(A)がShigella dysenteriaeを,(B)がShigella Jlexneriを 示 して い る.こ の 様 に 比 較 す る と(A)のGC skewシ フ トポ イ ン トは(B)

に 比 べ て 対 称 の 位 置 に 存 在 して い な い 事 が 解 る.

2.2 対 象 と手 法

 本 研 究 の 解 析 に はG-language Genome Analysis Environment(Arakawa et al.2003;Arakawa and Tomita

2006;Arakawa et al.2008)を 用 い, GIsの デ ー タ は 以 下 の そ れ ぞ れ の ソ フ ト ウ ェ ア を 用 い た(表2-1).

・ゲノムデー タ

 対象 生物 には以下のGIs予 測 ソフ トウェアが予測 対象 として いるバ クテ リア全283種 を対象 とし,ゲ

ノムデー タはGenBankよ り利用 した.

・GIs予 測 ソフ トウェア

 Glsを 予 測 す るに当 た り,現 在 次 の3つ の手法 が 一般 的 に用 い られて い る.ま ず1つ 目がIslander

(Mantri et al.2004)と い うソフ トウェアに用 い られてい る, tRNA領 域 を考慮 に入れ た探索 法で あ る,水

平伝播 に よる配列 の多 くは,tRNAを 標 的 とす る酵 素 によってゲノム に挿入 され る.こ れ はtRNAの 発現

量が高 い こ とに起 因 してお り,GIsが 挿入 された後 に宿主 ゲノムで よ り多 く発 現で きる様 にな るた め と

考 えられて いる(Ou et al.2006),2つ 目は塩基 組成 の変化 を解析 す る手法 であ り,代 表的な ソ フ トウェ

ア としてlslandPath-DIMOB(Hsiao et al.2003)が 挙 げられ る.ゲ ノム中の塩基組成 をあ るウイ ン ドウ毎 に
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観察 し,ゲ ノム全体 の塩 基組成 とか け離 れた組成 を持つ領域 をGIsと 推定 す る.さ らに,遺 伝子領 域 に

限定 して観察 す る こ とで,そ の コ ドン使 用頻 度 な どか ら外 来 の配列 で あ る と推定 す るこ とも出来 る

(Karlin 2001).3つ 目は近縁種 問の比較ゲノムによ る予測 であ り,こ の手法 を用 いた ソフ トウェア として

SIGI-HMM(Merkl et al.2004;Waack et al.2006)が ある.こ の手法 は近縁種 間の配 列をマルチ プルアライ

メ ン トな どに よって比較 し,他 種 に はな い領域 を特 定 す る こ とでGIsの 検 出 を行 う(Langille et al.

2008).そ こで本研 究 で はそれぞれの手法 にお ける代表 的な3つ の ソフ トウェア と,そ れ らを統 合 した

データベースで あ るIslandViewer(Langille et al-2009)の データを用 いた。

表2-1:用 い たGIs予 測 ソ フ トウ ェ ア

ソフ トウェア リファレンス 予測手法 対象生物数

IslandViewer

SIGI-HMM

Islander

IslandPath-DIMOB

Langille et al.2009

Merkl et al.2004;Waack et al.2006

Mantri et al.2004

Hsiao et al.2003

t

種間比較

tRNA

塩基組成

84

191

55

219

†:IslandViewerはSIGI-HMM, Islanderそ してlslandPath-DIMOBの 結 果 を ま と め た デ ー タ ベ ー ス で あ り,独 自 の 予 測 手 法 は

用 い て い な い.

・In silico変 異 体 の 作成

 こ れ ら4つ の ソ フ トウ ェ ア そ れ ぞれ に よ って 予 測 され たGIsの 領 域 を 対 象 の ゲ ノム か ら取 り除 き, in

silicoで の 変 異 体 を作 成 した.例 え ばE-coli 536(NC ■008253)の 場 合, IslandPath-DIMOBに よ って 予 測 さ

れ たGIs領 域 は3948Kbp～4025Kbp間 の 約76Kbpの 領 域 で あ っ た た め, E. coli 536の ゲ ノム か ら3948Kbp～

4025Kbp間 の 塩 基 配 列 を取 り除 き, NC ■008253-DIMOB株 と い う変 異体 を 作 成 した.同 様 にSIGI-HMM

で は2504Kbp～2513Kbp問 の 約9Kbpの 領 域 を予 測 した た め,同 領 域 を取 り除 い てNC -008253_SIGI株 と

い う変 異 株 を 生成 した(図2-2).

・GC skew

 GC skewの 計 算 はG-language GAEに 含 まれて い るfind-ori」er関 数 を用 いて,シ フ トポ イ ン トを 算 出 し

た.find ■ori-ter関 数 は 入 力 され た ゲノム配 列 を元 にGC skewをlbpず つ 計 算 し,2つ の シ フ トポ イ ン トを

算 出す る(図2-3).

・ゲノム角度

 本研 究 で は環状 ゲノムを持 つバ クテ リア全種 を対象 と して い るた め,塩 基 長 を扱 う際 に それぞれの

ゲノム長 に依存 して変化 して しま う.そ こで,塩 基 の長 さや位置 を表 す ときは全 て角度 での表 現 を採用

した.例 えばゲノムの長 さが3600bpで, GC skewの シ フ トポイ ン トが600Kbpと2700Kbpの 位置 にあ るバ

クテ リアの場合,そ の位置 をGC skewの 角度 は150。とな る(図2-4).
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図2-2:in silico変 異 株

図 はE.coli 536のGIs領 域 を 表 して い る, IslandPath-DIMOBの 示 すGls領 域 は3948Kbp～4025Kbpの 領 域 で あ り, IslandPath-

DIMOBの 変 異 株 をin silicoで 作 成 す る為 に 同 領 域 を 取 り除 い た(NC ー008253ーDIMOB).同 様 に, SIGIーHMMの 示 すGIs領 域

が2504Kbp～2513Kbpの 領 域 で あ っ た た め,こ の領 域 を 取 り除 い たNC O08253 SIGI株 を 作 成 した .
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図2-3:GC skewの シ フ ト ポ イ ン ト

Gーlanguage GAEのgcskew関 数 に よ っ て 描 画 さ れ たEscherichia coli Kー12のGC skew -左 図 のGC skewの ウ イ ン ドウ 毎 に足 し

合 わ せ る事 で,右 図 の 累 積GC skewが 描 画 さ れ る.黒 い 矢 印 で 示 さ れ て い る通 り,累 積GC skew(Grigoriev l 998)の 方 が

シ フ トポ イ ン トを 明 確 に観 察 す る事 が で き る.ウ イ ン ドウ サ イ ズ,ス テ ッ プ幅 は共 に10Kbp .
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図2-4:ゲ ノム角度

図の中心 に描かれている黄色い折れ線 はGC skewを 表 している.角 度(e=150。)は 「0=(360。/ゲ ノムの長 さ)・ 領域の長

さ」にて計算されてお り,図 の通 り,領 域の長 さはGC skewの シ フトポイン ト間の距離を示す なおこの時 のシ フ トポイ

ント問の距離は短い方 を用 いる.

2.3結 果

2.3.1 GIsの シ フ トポ イ ン トへ の 影 響

 用 いた4つ のGIsデ ー タか ら対象 とす る生物 それ ぞれのin silico変異株 を生成 し,野 生株 のGC skewの

シ フ トポイ ン トか らの変化量 を算 出 した.そ の結果,い くつ かの種 では30°～60°の変化 を示 して いた

が,ほ ぼ全 ての種で シフ トポイ ン トの変化量 は1°～3°程度 に収 まってお り,シ フ トポイ ン トの変化 をほ

とん ど観察す る ことがで きなか った(図2-5).

2.3.2 Gls長 及 び 位 置 との 関 係

 GC skewの 変化 に寄与 してい る可能性 の あ る因子 と して挙 げ られ るのがGIsの 長 さ とその位 置で あ

る.野 生株か ら削除 する配列長 が長 ければ長 い ほ どGC skewへ の影響 は強 い と考 え られ,ま た その位置

も重要 な意 味を持 つ と思 われ る.つ ま り,野 生株 のGC skewの シ フ トポイ ン トが0。と90。の位 置 に存在

して いた場合,取 り除 くGIsが00～90。 の領域 とそれ以外 の領域 に同 じ長 さだ けあれ ば,そ のGC skewの

シ フ トポイ ン トの変化量 は限 りな く小 さ くな り,逆 に0。～90。の領域 のみ にGIsが 存在 して いれ ばその変

化量 は大 き くな る可能性 があ る.そ こで,GIsの 長 さ とGIsの 位置 それぞれ とシ フ トポイン トの変化量 と

の相関係数 を算 出 した(図2-6).そ の結果,順 位相 関係数 が0.238～0582で あったた め,あ る程度の相関

関係 を見 いだす ことがで きた.そ こで次 に,GIsの 長 さや位置で はな くGIs内 に含 まれ る遺伝 子数 との関

係 を解析 した.
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図2-5:GIsを 取 り除 い た 際 のGC skewシ フ トポ イ ン トの 変 化
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SIGI-HMM, IslandPath-DIMOB, Islanderそ してIslandViewerそ れ ぞれが予測 したGIs領 域 をゲノムか ら取 り除 き, GC skew

の シ フトポイン トが取 り除 く前のゲノムに対 して どれ ほど変化 したか を計算 した結果X軸 がその角度の変化量で,Y軸

が 生物種の数を表 してお り,nは 対 象 とした全生物種数である. SIGI-HMMとIslandPath-DIMOBの グ ラフ内にある小 さな

グラフは,角 度の変化(X軸)を30。 ～70。に限定 した拡大図である.

2.3.3 Gls内 遺 伝 子 数 との 関 係

 GIsの 長 さや位置 にあ る程度 相関が あ る とい うこ とか ら,次 に宿主 ゲノム にGIsの 塩基 組成 が どれ ほ

ど順 応 して きてい るか を考慮 に入れ た解析 を行 った.水 平伝播 に よって挿入 されたGls領 域 には宿 主ゲ

ノム とは違 う塩基組成 が保持 されて いるが,も しそのGIs領 域 に遺伝子 が多 く含 まれていれ ば,そ の外

来 の塩基組成 は宿主 ゲノムの塩基組成 と似 た変 異が多 く入 って来 てい るか もしれ ない.そ こでGIs内 に

含 まれて い るCDS領 域 の数 とGC skewシ フ トポイン トの変化量 との相関係数 を算出 した.と ころが積率

及 び順位相関係数が0.001～0.298で あったため,相 関関係 を見いだす こ とがで きなか った(図2-7).
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図2-6:GIsの 長 さ とGIsの 位 置 の 関 係

SIGI-HMM, IslandPath-DIMOB, Islanderそ してlslandViewerそ れ ぞ れ が 予 測 したGls領 域 の 長 さ,あ る い は 位 置 とGC skew

の シ フ トポ イ ン トの 変 化 量 の 相 関 図.左 図 のX軸 に はGIsの 長 さ(Glsの 長 さ/ゲ ノ ム 全 長),右 の 図 のX軸 に はGIsの 位 置

(Longer replichoreに あ るGIsの 長 さ/GIsの 長 さ)が 示 され て お り,そ れ ぞ れ のY軸 に はGC skewシ フ トポ イ ン トの 変 化 量 が

示 さ れ て い る.r値 は ピ ア ソ ン の 積 率 相 関 係 数,ρ 値 は ス ピ ア マ ン の 順 位 相 関 係 数.
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図2-7:Glsに 含 まれ るCDSの 割 合 とGC skewシ フ トポイン トの変化量の関係

SIGI-HMM, IslandPath-DIMOB, Islanderそ してIslandViewerそ れ ぞれが予測 したGIs領 域 に含 まれているCDSの 割 合をX軸

に,GC skewの シ フ トポイン トの変化量をY軸 に置いた相関図. GIs内 のCDSの 割合 はGIs内 のCDS数/ゲ ノム中のCDS数

に よって導 きだされた.r値 は ピアソンの積率相関係数,ρ 値 はスピアマンの順位相関係数
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2.4考 察

 図2-5よ り,GIsを 取 り除いた時のGC skewシ フ トポイ ン トの変化 量はあ ま り高 くなか った とい う結果

が得 られた.ま たその対称性の変化量 は図2-6の 通 り,全 ての ソフ トウェアで予測 されたGIsの 長 さ,及

びその位置 に対 してあ る程度相 関関係 を見 いだす こ とが で きたが,一 方 でGIsに 含 まれてい るCDS数 と

の相 関関係 は検 出され なかった(図2-7).す なわち これ は,取 り除 くGIsが 長 ければ長 い ほ ど,ま た長 い

Replichoreに 多 く存在 して いれ ばいるほ ど対 称性 に影響 を与 える,と い う当然 の結果 であ る と言 え, Gls

の塩 基組成 や機能 な どは対称性 にあ ま り影 響 を与 えていな い とい う ことで あ る.以 上の事 か ら水 平伝

播 はGC skewの シフ トポイン トに影 響 を及 ぼ さな い とい う事が示唆 され た.

 そ こでその原 因 として次 の2点 が考 えられ る.ま ず1つ 目がGIs領 域 が宿主 ゲノムの塩基組 成 に順応 し

て しまってい る とい う可能性 で ある.そ もそ もバ クテ リアは長 い歴史 の中で数 多 くの水平 伝 播 イベ ン

トによってGIsを 獲 得 してい るが,そ の イベ ン トはゲノムが解読 され るよ り数年前 に起 こっ た訳で は な

く,数 万年 以上前 に獲得 してい る と考 えられ る.そ のた め数万年 以上前 に獲得 したGIsは,現 在 に至 る

まで に幾度 も繰 り返 されて きた複 製イベ ン トによって引き起 こされた変異 によって,本 来 の塩基組成 か

ら宿主 ゲノムの塩 基組成 に近づ いて来た と考 える事 もで き る.そ の結 果,GIsが 様 々 な種 の ゲノムに数

多 く観察 されてい るに も関 わ らず 塩 基組成バ イアスの対称性 に影響 を あま りもた らさない可能性 が あ

る.し か しなが らこの仮説 は本研 究で用 いたGls予 測 ソフ トウェアの予測 アル ゴ リズ ムを考慮 す るこ と

で反証 され る.用 いた予測 ソフ トウェアの内,表2-1の 通 りSIGI-HMMやlslandPath-DIMOBは 宿主 ゲノム

の塩 基組成 と異 な る塩 基組成 を示す領域 をGlsと 推定 してい る.そ のた め,宿 主 ゲノムに順 応 して し

まった領 域 をGIsと して用 い るこ とはせ ず 純 粋 に塩基組成 に変化 を与 えてい る と思 われ る領 域 だ けが

GIsと して採用 されてい る.

 そ して もう1つ の可能性 として塩基 組成 バ イアスの対称性 の偏 りの原 因には また別の因子 が関 わって

いる とい うもので ある.本 章 の冒頭 で塩基組成 バイ アスの対称性の偏 りは,宿 主 ゲノム とは異 なった塩

基組成 を持 つ配列 の挿入 に よって引 き起 こされた ものだ と仮 定 した.し か しなが ら,実 は この偏 りは

宿主 ゲノム 自体 に本来備 わって いる構造 であ る可能性 が ある.塩 基組成バ イアスは繰 り返 し行 なわれ る

複製 プロセス によって形成 されてお り,複 製開始 ・終結 点の位置 と密接 に関係 してい る.そ のた めそ も

そ もこの複 製開始 ・終結点が対称 ではな く,あ る程度偏 って存在 していた とすれば,こ の対称性 の偏 り

は乱 れで はな く,維 持 されてい る偏 りで ある と考 えるこ とが出来 る.
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第3章
維持されている複製終結点

3.1背 景

 近 年 複 製 が 終結 す る地 点 は塩 基 組 成 か ら導 きだ され るGC skewの シ フ トポ イ ン トや, Ter配 列 な どの

配 列 方 向 性 で は な くdit配 列 とい う28塩 基 の 配 列 が よ り適 して い る の で は な い か と注 目 さ れ 始 め た

(Hendrickson and Lawrence 2007;Higgins 2007).6dif配列 は染 色 体 分 裂 に不 可 欠 な 配 列 で あ り, E. coliやB.

subtilisで 発 見 され て い る(Blakely and Shenatt 1996;Sciochetti et a1.2001).複 製 フ ォ ー ク進 行 の 阻 害 が 原

因 とな っ て相 同組 換 え に よ る複 製 フ ォー クの 修 復 ・再 開 が 起 こ り(Horiuchi et al。1994),こ の 相 同組 換 え

が 奇 数 回 起 こ る と娘DNAは2つ に分 裂 され ず,1つ の 二 量 体DNAを 形 成 して し ま う.そ こで この 二 量 体

DNAを2つ の 一 量 体 娘DNAへ と切 り離 す た め に, dif配 列 に チ ロシ ン リコ ン ビ ナ ーゼ で あ るXerCDが 結 合

して 複 合 体 を形 成 し,FtsKが き っか け とな って 染 色体 分 裂(Chromosome Dimer Resolution:CDR)を 起 こ

す と考 え られて い る(Blakely et al,1993;P駻als et al.2001;Li et al.2003;strick and Quessada-vial 2006;

Yates et al.2006;Bigot et al.2007). FtsKは リ ング状 の構 造 を取 り,複 製 方 向 に従 って配 置 され て い る

KOPS配 列 に沿 ってDNA上 を 移 動 して い るDNAト ラ ン ス ロカ ー ゼ で あ る(Aussel et al.2002;Strick and

Quessada-Via12006;Bigot et al.2007).そ して このFtsKの 目 標 とな って い るdf配 列 に は2つ の ドメ イ ンが存

在 して お り,そ れ ぞれXerCとXerDの 標 的 ドメイ ン とな って い る(Val et alー2008). dif配 列 に到 着 したFtsK

の γサ ブユ ニ ッ トが,結 合 したXerDのC末 端 と相 互 作用 し(Yates et al.2006),二 量 体 分 裂(CDR)が 開 始

され る(Kuempel et al.1991).ま た このCDR機 構 はE. coliやB. subtilisの 他 に もプ ラス ミ ドを は じめ とす る

数 多 くの種 で確 認 されて い る(Neilson et al.1999;Recchia and Sherratt 1999;Yen et al.2002;Jensen 2006;

Val et al.2008;Trigueros et al.2009).こ の 様 にCDRは 複 製 の 際 にDNAが 二 量 体 にな って しま う こ とを避
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る機 構 で あ るた め,dif配 列 の 欠 損 が 増 殖 効 率 を 下 げ て しま う事 が 確 認 され て い る(Cornet et al-

1996).

 しか しな が ら,現 状 と して この4dif配列 は 実験 的 にE.coliやB-subtilisに て 決 定 さ れて い る程 度 で あ る.

そ こで,近 年in silicoに よ る4dif配列 予 測 が い くつ か行 わ れ る よ うに な っ た.ま ずLe Bourgeoisら が2007

年 にFirmicutesを 対 象 と したdj配 列 予 測 を行 った.彼 らはB, subtilisのdif配 列 を クエ リ と して, Megablast

(Zhang et al.2000)を 用 いて22種 のdf配 列 を報 告 して い る(Le Bourgeois et al.2007).ま たProteobacteriaを

対 象 と したValら は2008年 に,γ-Proteobacteria27種 のdif配列 を 元 に プ ロ フ ァイ ル 隠 れ マ ル コ フモ デ ル を 作

成 し,β-と α-ProteobacteriaでHMMER 2(Eddy l 998)に よ って84種 のdf配 列 を予 測 した(Val et al.2008).

さ ら に2009年 に は,Camoyら が 同 じ くProteobacteriaを 対 象 と してE. coliやB. subtilisのd納 己列 を クエ リ と

し,BLAST(Basic Local Alignment Search Tool;Altschul et al.1990;Altschul et al,1997)やYASS DNA

pairwise alignment tool(Noe and Kucherov 2005)と し・っ た解 析 ッー ル を用 いて156種 の4酒 己列 予 測 に成 功

した(Camoy and Roten 2009).こ れ らの 予 測 に よ り, dif配 列 は複 製 開 始 点 とほぼ 反 対 に 位 置 して お

り,XerCDの 結 合 ドメ イ ンが パ リ ン ドロー ム 構 造 を取 って い る事 が確 認 され た が,こ れ まで のdif配 列 予

測 はProteobacteriaやFirmicutesな ど限 られ た 門 の域 を 出 ず 網 羅 的 にバ クテ リア全 種 でdif配 列 の 予 測 は

行 われ て い な い.さ らに,配 列 相 同性 に頼 っ た 予測 手 法 が 主 で あ り,dif配 列 がXerCDの 結 合 サ イ トで あ

る事 や,保 存 傾 向 な どを考 慮 した予 測 は行 な わ れて い な い.

 そ こ で 本 研 究 で は,再 帰 的 にHMMERを 用 い るRHMM(Recursive Hidden Markov Modeling)と い う手

法 を 開 発 し,dif配列 を標 的 とす るXerCDの 保 存 性 を 参 考 に 予 測 を行 っ た.さ らに,バ クテ リ アの 進 化

の過 程 で 幾 度 とな く行 わ れて きた 複 製 の歴 史 が深 く刻 まれて い る と考 え られ るGC skewの シ フ トポ イ ン

トを比 較 す る事 で,環 状 ゲノム の対 称 性 と複 製 機 構 の 関 係 を議 論 す る.

3.2 対 象 と手 法

 以 下 に 本 解 析 で用 い た ゲノム デ ー タ と各 手 法 について 記 述 す る.な お プ ロ グ ラム はPerl言 語 で 作 成 し

て お り,主 な モ ジ ュー ル と して,ゲ ノム の統 合 解析 環 境 で あ るG-language Genome Analysis Environment

(Arakawa et al-2003;Arakawa and Tomita 2006;Arakawa et aL 2008)を 用 いた.

3.2.1 dif配 列 予 測

 dif配列 はXerCDの 結合標 的配列 であ るた め, XerCDの 構 造 に依存 してdif配列 は変化 して い る可能性

があ る.と ころが,XerCDは 保存 されてい るすべての種で高い配列相 同性 を示す訳 ではない(Val et al.

2008).そ こで,ま ず はじめにKEGG(Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes)Orthologyデ ー タベース

(Kanehisa et al.2009)を 用 いて, XerCDが 保存 されてい るバ クテ リアの選定 を行 ない,さ らにその保 存性

を観察 した.そ の結果,XerCDが 門毎 にあ る程度保 存 されて いる事が観察 され たため, dif配列の予測 は

門毎 に行な った.こ の際,独 自の手法 であ るRHMMを 開発 し,門 毎 の予測 を行 った(図3-1).以 下 にdif

配列予測 におけるデー タ と手法 を述べ る.
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・ゲノムデー タ

 ゲノムデー タはGenBankか ら取得 して お り,2009年ll月 の時点 で解 読 されてい る全 ゲノムの 内,環 状

ゲノム とXerCDを 共 に持つ655種 ・731染 色体 を対象 とした.

・既 知 のdif配列

 プ ロ フ ァイ ル隠 れ マル コ フモ デル を作成 す る に あた り,利 用 したdif配列 は以 下 の 通 りで あ る.

E.coli   5'-GGTGCGCATAATGTATATTATGTTAAAT-3'   (Blakely and Sherratt 1994)

B.subtilis  5'-ACTTCCTAGAATATATATTATGTAAACT-3'    (Sciochetti et al.2001)

Frankia alni 5'-CACGCCGATAATGCACATTATGTCAAGT-3'  (Hendrickson and Lawrence 2007)

・XerCDの 類 似 性

 KEGG Orthology(KO)databaseよ りXerCDを 持 つ バ クテ リア を抽 出 し,こ の抽 出 され た種 のXerCDの

ア ミノ酸 配 列 の系 統 的距 離 を 解析 した.ま ず4預 己列 が 解 明 されて い るE.coli(Proteobacteria), B. subtiiis

(Firmicutes),そ してF. alni(Actinobacteria)の ア ミノ酸 配 列 それ ぞれ に対 して, KO databaseよ り抽 出 した

全 種 のXerCDの ア ミ ノ酸 配 列 をCLUSTALW(Thompson et al.1994)に よ って ア ラ イメ ン トし,そ れ ぞれ

の 系 統 学 的距 離 を計 算 した.次 にXerCの ア ミノ酸 配 列 の 距 離 とXerDの ア ミ ノ酸 配 列 の距 離 とを足 し合

わ せ,対 象 の 生 物 が 持 つXerCDがE. coli(Proteobacteria), B. subtilis(Firmicutes)あ る い はF. alni

(Actinobacteria)の ど の門 に類 似 して い るか を観 察 した(図3-2).
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図3-1:予 測 ス ト ラ テ ジ ー

1)あ る 門 に 対 して 既 知 の ゴ頒 己列 が あれ ば(Known dif sequence),そ の 配 列 を 元 に 同 じ属 のdif配 列 を ま ず は じ め に 曖 昧 検 索

(Fuzzy matching)に よ って 検 出 す る(Fuzzy matching for the same genus).そ して 検 出 さ れ た4dif配列 と既 知 のdif配 列 を 統 合 し

て プ ロ フ ァイ ル 隠 れ マ ル コ フ モ デ ル を生 成 す る(Profile hidden Markov model).生 成 さ れ た プ ロ フ ァ イ ル 隠 れ マ ル コ フ モ デ

ル を 用 い て,他 の 属 に 対 してXerCDの 類 似 性 に 基 づ い た 再 帰 的 隠 れ マ ル コ フ モ デ リ ン グ に よ って 予 測 す る(Recursive

Hidden Markov Modeling-RHMM).2)一 方 で 既 知 のdif配 列 が な い 門 の 場 合, RHMM法 に よ っ て 作 成 され た 他 の い くつ か

の 門 の プ ロ フ ア イ ル 隠 れ マ ル コ フ モ デ ル を用 い て 予 測 を 行 う(RHMM using other phylum dif profile).3)最 後 に,他 の 門 の

プ ロ フ ア イ ル 隠 れ マ ル コ フ モ デ ル を 用 い て も予 測 す る事 が で きな か っ た 種 に 関 して は総 当 た り予 測(Best-subset selection

prediction:詳 細 は 「総 当 た り予 測 」)を 行 な っ た.以 上(1)～(3)が4dif配列 予 測 に お け る 概 括 的 な3つ の 手 法 で あ る.
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図3-2:XerCDの 類 似 性

あ る生 物(Organism A)のXerCの ア ミ ノ 酸 配 列 に対 してEscherichia coli(Proteobacterai)とBacillus subtils(Firmicutes)そ れ ぞ

れ のXerCの ア ミ ノ酸 配 列 を ア ラ イ メ ン ト し,そ の 距 離(Similarity)を 算 出 す る.さ ら に, XerDで も 同 様 に 算 出 した 距 離

を足 し合 わ せ,Organism AのXerCDの 距 離 とす る-そ して そ の 結 果 を 右 図 の 様 にX軸 にFirmicutes, Y軸 にProteobacteriaを

取 っ た グ ラ フ に プ ロ ッ ト して い く.

・Recursive Hidden Markov Modeling(RHMM)

 dif配列 の予測 に はHMMER2に よる隠れ マル コフモデル を再帰 的に用 いた.ま ず プロ フアイル隠れ

マル コフを生成す るために,E. coli K l 2の 頃酒己列を元 に他 のEscherichia属28種 の4〃配 列をPer1モ ジュー

ルのString::Approxを 用 いた曖昧検 索 によって予測 を行 なった.こ の時のパ ラメー タは報 告 されてい るE.

co〃のdif配列 のゆ らぎに基 づ き(Blakely and Sherr飢1994),欠 損 と挿 入 は共 に0と し,変 異 は8塩 基の み

とした.そ れ によって得 られた全29種 の4dif配列を用 いて,Proteobacteriaの プロ フアイル隠れ マル コフモ

デル を作成 した.同 様 にB.subtilisの4dif配列 か らBaci〃us属24種 のof配 列 を, F. alniのdif配 列か らFrankia

2種 のdiJ配 列 を予測 し,そ れぞれFirmicutesとActinobacteriaの プロ フアイル隠れ マル コフモデル を作成 し

た.そ して,そ れ ぞれの門毎 に作成 された プロフ アイル隠れマル コフモ デル を用 いて,XerCDの ア ミノ

酸配 列の系統学的距離 に元つ いてHMMERに よる再帰 的手法 を用 いてdif配 列の予測 を行 った.

 は じめにProteobacteriaの プロフアイル隠れマル コフモデル を用 いてE. coliのXerCDに 最 も類 似 してい

た属(こ の場合Shigella)の4dif配列 予測 を行 なった,そ の結果予測 されたdf配 列 を プロフアイル隠れマル

コフモデルに加 え,Shigellaの 次 にEscherichiaに 似て いる属(こ の場合Salmonella)の 予測 を行 った.こ の

様 にして,XerCDの 類似度 の高い種 か ら順 にdij配列 を再帰 的に予測 した.こ の際,プ ロフ アイル隠れマ

ル コフモデル に4dif配列を加 えるか どうか を以下 の3つ の方法で検証 した.1つ 目はHMMERのScoreとE-

value,そ して候補 数の閾値 で ある.こ の値 に満 たない候補 は明 らか に4〃配 列 とは違 う配列 で ある事 が

既知 のdi,f配列 を予測 した際 に確認 した為, Scoreは 〉=ioそ してE-valueは く1.Oe-04と い う閾値 を設 けた.

そ して候補数 とは,先 の閾値 によって得 られ たdif配列候補が い くつ あるか とい う事 だが,今 回 は この候

補が1つ のみで あった場合 のみ を採用 した.2っ 目に,予 測 された結 果 で クロスバ リデーシ ョンを行 な

い,予 測 の再 現性 を確 認 した.3つ 目はdif配列 のパ リン ドローム構 造 を観 察 した. di,配列 にはXerCと

XerDが 結合 す る為 に2つ の結合 ドメイ ンを持 って お り,そ の領域付近(7～12塩 基 目 と17～22塩 基 目)が パ

リン ドロームの様 な構 造 を とってい る事 が知 られて いる(E-coli"-一(---((((((-0-))))))-ー-)ー-").そ こで,

我 々はパ リン ドロームの様 な構 造が とられてい るdf配 列 を採用 した(図3-3).
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・綱毎 の予測

 RHMMで は門毎の予測 を基本 的に行 うが,図3-6の 通 りXerCDは 完全 に門毎 に保存 されてい る とは言

い切れ ない.そ こで,門 毎 の予測精度 があ ま り高 くない種 に関 しては さらに観察領域 を狭 め,綱 毎の予

測 に切 り替 えた.こ の際 の プロフ ァイ ル隠れマル コフモデル には,予 測で きた同 じ綱 の4頑 己列 を用 い

た.実 際に この手法で予測 した種 は複数染色体 を持つProteobacteria60種 ・130染 色体だ けで ある.

・総 当た り予測

 門毎 に予測 を行 ってい くと,プ ロ フ アイル隠れ マル コフモ デル を生成 す る際 に参考 に した生 物種 の

XerCDの 配列か ら,遠 く離 れた種 を予測 しなけれ ばな らない場合 があ る、 この時本来 その種 のXerCD配

列 は,比 較的他 の門の生物 のXerCD配 列 と類似 してい る可能性 があ るに も関わ らず それ を考慮 して予

測 す るこ とがで きない.そ こでその生物のXerCD配 列 に対 して, dif配列 の予測 が成 功 して い る他 の生物

(531種)す べ てのXerCD配 列 との距離 をCLUSTALWで 計算 した.そ の結果 その生物 のXerCD配 列 との

類 似 性が 得 られ るた め,そ の 内上 位3種 のdi,配 列 を用 いて プロ フ アイル 隠 れマル コ フモ デ ル を作成

し,HMMERに よって その生物 の4dif配列予測 を行 った(図3-4).

[Target]
Escherichia 280rganisms_... _.

ゆ

HMM

P⑩ 側e

哩 駆 ・
Profile

図3ー3=再 帰 的隠れマルコフモデ リング

Proteobacteriaで の再帰的隠れマル コフモデリング(RHMM法)の 例. Escherichia co1'K-12の 既 知のゴdif配列をクエ リとして

同じ属のEscherichia28種 を対象に曖昧検索 を行ない,全29種 のdiJ配列 を検 出 し,プ ロフアイル隠れマル コフモデルを作

成す る-こ のプロフアイル隠れマルコフモデルを用 いてEscherichia coliのXerCDの ア ミノ酸配列 と配列類似性が最 も高い

種(Shige〃 の のddif配列を予測する.予 測 された4循 己列が闘値(Threshold)に 収 まっていた場合,そ のddif配列は正 しい と見

な して元のプロフアイル隠れマルコフモデルに組み込 む.次 に,EscherichiaとShigellaのdif配 列 が組 み込 まれたプロフア

イル隠れマル コフモデルを用 いて,Shigellaの 次 にEscherichiaのXerCDの ア ミノ酸配列 と配列類似性が高い種(Salmonella)

のdif配列 予測 を行 う-
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XerCD alignment
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図3-4:総 当 た り予 測 の 図

対 象 の 生 物(Bacteroides vulgatus ATCC 8482)のXerCDに 対 して,こ れ ま でdij配 列 の 予 測 に 成 功 して い る全 種 のXerCDを

CLUSTALWに よ っ て ア ラ イ メ ン ト し,そ の 結 果 の 中 で 配 列 距 離 が 最 も 近 か っ た3種, Chlorobaculu〃1 parvum

(0.585),Chlorobaculu〃7 phaeobacteroides(0598),そ してChlorobaculum phaeohacteroides(0.604)の 頃酒 己列 を用 い て プ ロ

フ ァ イ ル 隠 れ マ ル コ フ モ デ ル を 作 成 し,Bacteroides vulgatusのdif配列 予 測 を 行 な っ た-

・他 の門の予測

 Proteobacteria, Firmicutesそ してActinobacteria以 外 の門 は既知 のdif配 列 が一切解 明 されて いない た

め,プ ロ フ ァイ ル 隠 れ マ ル コ フ モ デ ル が 生 成 で き な い.そ こで,RHMMに よ って 得 ら れ た

Proteobacteria, Firmicutesそ してActinobacteriaのdif配 列 をプ ロフ ァイル隠れ マル コフモデル として用

い,dif配列 の予測 を行 った .そ の際予測精 度の検証 に は再帰 的予測 時の3っ の方法 に加 えて,ゲ ノム対

称性 を観察 した.

 本研究 で用 いてい るゲノムはすべて環状 ゲノムであ るた め,ゲ ノム中の各 位置 を角度 で表 す こ とが で

きる.そ こで まずGC skewの シ フ トポイ ン トによって導 き出された複製終結 点 と,予 測 され た4循 己列

の位置の差 を角度 で表現 した.こ のよ うに角度 で表す こ とによって,塩 基長 とは違 い,ゲ ノムの長 さに

影響 されず に他種 間比較 を行 うことがで きる.今 回考慮 したゲノム対称性 とは,こ の角度が100。以上 で

あ った場 合 はdif配 列の候補 か ら外 す とい うもので あ る.ほ ぼすべての種 において,複 製開 始点 と終結

点 は対称 に近 い場所 に位置 してい るため,GC skewの シフ トポイ ン トと4dif配列の位置 の差 が100。程 あ る

場合,dif配 列 の位置 は複 製開始 点の近 くに存在 す る ことにな る.そ こで ゲノム対称 性 とい う指標 には

100。とい う閾値 を用 いた.

3.2.24dif配列 とGC skewの 比 較 解 析

・ゲノムデータ

 ゲノムデー タ はGenBankか ら取得 してお り,dif配列 を予測 す る事が で きた環 状 ゲノムバ クテ リアの

内,予 測時 にゲノム対称性 を考慮 した25種 と,GCSI(GC Skew Index:後 述)が0.05未 満 の71種 を除いた

種 を対象 とした.
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・GC skew

 GC skewの 計 算 はG-language GAEに 含 まれて い るfind-on ter関 数 を用 い,シ フ トポ イ ン トを明 確 に確

認 す るた め に 累積GC skew(Grigoriev l 998)を 算 出 した.そ の 際 の ス テ ッ プ幅 はlbpで 計 算 を行 った.ま

た,GC skewは 広 くバ ク テ リア で形 成 され て い るが,全 ての バ クテ リ アで 同 等 に観 察 で き る訳 で は な い

(Arakawa et al.2007;Arakawa and Tomita 2007).そ こ でArakawaら はGC skewの シ フ トポ イ ン トが 明 確iに

現 れ るか ど うか を示 す た め にGCSIと い う指標 を 開発 した(Arakawa et al.2009a). GC skewは あ る一 定 の

周 波 数 で 表 され る た め,GC skewの グ ラ フを フー リエ 変換 す る こ とでGC skewの ス ペ ク トル 強 度 を算 出

した.そ の結 果,GCSIが0.05以 上 で あれ ばGC skewの シ フ トポ イ ン トが 明確 で あ る とい う手掛 か りを得

る こ とが で き た(図3ー5).
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図3-5:GCSI

4種 のGC skewの 図.上 段 二 つ はGCSI値 が0.05未 満 のGC skewの 例 と してGloeobacter violaceus PCC 7421(GCSI=0.OlO)と

Mycoplas〃sa hyopneu〃:oniae 232(GCSI=0.019)を 示 して い る,そ して 下 段 の2つ の 図 はGCSI値 が0.05以 上 のGC skewの 例 と

してGeobacter sulfurreducens PCA(GCSIニ0.054)とClostridium perfringens str.13(GCSI=0,629)を 示 す

・ゲノム角度

 本研 究で は環状 ゲノム を持 っバ クテ リア全種 を対象 として いるため,塩 基 長 を扱 う際 に それ ぞれの

ゲノム長 に依存 して変化 して しま う.特 に,GC skewの シフ トポイン トとdf配 列 の位置 の距 離 を議論 す

る際 は重要 であ る.そ こで,塩 基 の長 さや位 置 を表 す ときは全 て角度 での表現 を採用 した.例 えば,

ゲノム長 さが3.6Mbpの バ クテ リアの場合, GC skewの シ フ トポイ ン トがL8Mbp,げdif配列 が2,0Mbpの 位

置 にある と,そ の差 は0.2Mbpで ある事か ら差 を20。と表現 した.
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3.3結 果

3.3.1　 dif配 列 の予 測 結 果 概 要

 XerCDの 系統 学 的距 離iを計算 した結果,配 列相 同性 の高 いXerCDは 門毎 に保存 されて る事が分 か っ

た(図3-6).こ の結 果か ら,今 後 のdif配列予測 は門毎 に行 う事 となった.
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図3-6:XerCDの 系 統 学 的 距 離

任 意 の あ る生 物 の 持 つXerCDの ア ミ ノ 酸 配 列 と,dif配列 が 既 知 のEscherichia coli K-12, Bacillus subtilis 168そ してFrankia

alai ACN14aそ れ ぞ れ のXerCDの ア ミ ノ 酸 配 列 と の ア ラ イ メ ン ト結 果 の 図.(A)は 任 意 の 生 物 のXerCDに 対 し

て,Escherichia coli K-12とBacillus subtilis 168そ れ ぞ れ のXerCDの ア ミ ノ酸 配 列 を ア ライ メ ン ト した 時 の 類 似 性 を 示 して

お り,同 様 に(B)はEscherichia coli K-12とFrankia alni ACN 14a,(C)はBacillus subtilis 168とFrankia alni ACN 14aに 対 して の

類 似 性 で あ る.青 い プ ロ ッ トはProteobacteira,緑 の プ ロ ッ ト はFirmicutesそ して 黄 色 の プ ロ ッ トはActinobacteriaに 属 す る

種 を 表 して お り,灰 色 の プ ロ ッ ト は そ れ 以 外 の 種 で あ る.そ こか らわ か る 通 り,そ れ ぞ れ の 門 が 持 つXerCDの ア ミ ノ酸

配 列 は あ る 程 度 独 立 して い る.
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 XerCDの 保存性(図3-6)の 結果 に基 づ いた予測 によって599種 を対象 に予測 を行 った結果,588種 のdif

配列予測 に成 功 した(詳 細デー タ:表S1).さ らに,複 数ゲノム を持つバ クテ リア66種 ・142染 色体 に対 し

て も同様 の予測 を行 った ところ,63種 ・137染 色体の予測 に成功 した(表3-1).

表3-1:dif配 列 の予測結果

Single Chromosome Organism  Prediction success %

Proteobacteria

Firmicutes

Actinobacteria

Bacteroidetes

Chlamydiae

Chlorobi

Acidobacteria

Verrucomicrobia

Chloroflexi

Gemmatimonadetes

Nitrospirae

Elusimicrobia

Tenericutes

Spirochaetes

Cyanobacteria

Planctomycetes

Total

9

0

6

9

4

1

3

3

3

1

1

1

1

1

5

1

5

0

1O

l

l

1

3

1

7

7

6

9

4

1

3

3

3

1

1

1

1

1

0

0

气
ゾ

Q
ノ

!0

1

1

1

3 99.44

97.00

100.00

100.00

100日00

ioo.00

100.00

100.00

100.00

100.00

100.00

ioo.00

100.00

ioo.00

 0,00

 0.00

589 578 98.13

Multiple Chromosome Organism(chrt) Success(chr)  %(chr%)

Proteobacteria

Spirochaetes

Total

60(130)

 6(12)

57(125)  95.00(96.15)

 6(12) 100.00(100.00)

66(142) 63(137)  94.45(96.48)

1':chromosome

3.3.2 門 毎 の 予 測 結 果

 Proteobacteria, Firmicutesそ してActinobacteriaに 対 して, ChrolobiやChlamydiaeな ど の門 で とっ た 予測

手 法 は異 な るた め,本 節 で は 門 毎 の 予 測 結 果 を述 べ る.

Proteobacteria

 Proteobacteriaに 属す るE. coli K-12(NCー000913)のdif配 列 が既 知で あったた め,ま ず は じめ に このdif

配列(5'-GGTGCGCAエAATGTATATTATGTTAAATー3':Blakely and Sherratt 1994)を 元 にEscherichiaの プロ

フ ァイル隠れマル コフモデルを作成 した-曖 昧検 索 によってE.coli K12(NC -000913)の4dif配列 をクエ リ

として検 索 を行 った ところ,28種 すべて にお いてdf配 列が検 出 された(表S2;図3-7).

 検 出 されたdif配 列 に既知 の4dif配列 も含 めたEscherichia29種 のdif配 列 を用 いて プロフ ァイル隠れ マル

コ フモ デル を作成 し,RHMMに よってEscherichia以 外 のProteobacteria全 種(390種 ・460染 色 体)の 予測 を

行 った ところ,306種 ・306染 色 体 の頃酒己列予 測 に成 功 した.予 測 されたdif配 列 はすべ てHMMERの

Score>10か つE-value<1.OE-4の 閾値 に収 ま り,か つ唯一の候 補 として検 出された.さ らに,ク ロスバ

リデーシ ョンの結果 は0～3塩基 の誤差範囲 に収 まった.次 に,RHMMの みで は予測 で きなか った84種 ・

54染 色体 に関 して,綱 毎の予測 を行 った.そ の結果,69種 ・137染 色体 にてdif配列 の予測 が成功 した.

この場合 も上記 と同様 の閾値や クロスバ リデー シ ョンの結果 が得 られ た.最 後 に門や綱毎 のRHMMに

                      29



よっ て予 測 で きな か っ た 種 に 関 して,総 当 た り予 測 を行 っ た.そ の結 果10種 ・10染 色 体 の4dif配列 の 予 測

が成 功 し,こ の結 果 も同様 に 閾値 や ク ロスバ リデ ー シ ョンで 確 か ら しさが 得 られ た.

 以 上 の結 果,Proteobacteriaで は 新 規 の4dif配列 を413種 ・482染 色 体 発 見 す る こ とが で きた(表3-1).し

か し な が ら,5種 ・7染 色 体,ε-Proteobacteria のSulfurimonas denitrificans DSM l251

(NC-007575), Nitratiruptor sp. SB155-2(NC-009662), R-ProteobacteriaのBurkholderia phytofirmans PsJN l

番 染 色 体(NC -O l O681), Burkholderia sp.3831・3番 染 色 体(NC_007510, NC_007509), a-Proteobacteriaの

Paracoccus denitrificans PD I 2221・2番 染 色 体(NC -008686, NC_008687),の4預 己列 を予 測 す る こ とは で

きな か った.

Firmicutes

 Firmicutesに 属 して い るB. subtilisの4礪 己列 が 既 知 で あ っ た た め, B. subtilisのdiJ配 列(5'-

ACTTCCTAGAATATATATTATGTAAACT-3':Sciochetti et al.2001)を 元 に まずBacillusの プ ロ フ アイ ル 隠 れ

マ ル コ フモ デ ル を作 成 した.曖 昧検 索 に よってB-subtilis SiT'.168(NC -000964)の4dif配列 を クエ リ と して

検 索 を 行 った と ころ,17種 す べ て に お いてdif配列 が検 出 され た(表S3;図3-8).

 B.subtilis str.168の 既 知 の4預 己列 に加 えて,検 出 され たBacillus 17種 のdif配列 を用 いて プ ロ フ アイ ル 隠

れ マ ル コ フモ デ ル を 作成 し,RHMMに よ ってBacillus以 外 のFirxnicutes全 種(82種 ・82染 色 体)の 予 測 を

行 った とこ ろ,79種 ・79染 色 体 のdf配 列 予 測 に成 功 した(表S1),予 測 され たdiJ配 列 はすべ てHMMERの

Score>10か つE-value<1.OE-4の 閾 値 に収 ま り,か つ 唯 一 の 候 補 と して検 出 され た.さ ら に,ク ロス バ

リデ ー シ ョ ンの結 果 は0～3塩 基 の誤 差 範 囲 に収 ま った.

 予 測 で き なか っ た3種 ・3染 色 体 に 対 してProteobacteriaと 同 様 に綱 毎 の 予 測 や 総 当 た り予 測 を行 っ た

が,ClostridiaのClostridium perfringens str.13(NC _003366), Clostridiu〃1 beijerinck�CIMB 8052

(NC_009617), LactobacillalesのLactobacillus helveticus DPC 4571(NC-O l OO80)の4dif配列 を予 測 す る事 は で

きな か った.

Actinobacteria

 Actinobacteriaに 属 して い る種 の 中で,実 験 的 にdif配 列 が証 明 され て い る種 は い なか っ た が,先 行 研

究 でF.alniのdif配 列 は5'-CACGCCGATAATGCACATTATGTCAAGT-3'な の で は な いか と予 測 され て い た

(Hendrickson and Lawrence 2007).そ こで このF. alniの4dif配列 を クエ リ と して, F. alniのXerCD配 列 と最 も

類 似 性 が 高 か った/》ocαπ加 ルzc'η'co IFM l O l 52(NC ー006361)とMycobacterium avium subsp. paratuberculosis

K-10(NC -002944)のdf配 列 を 曖 昧検 索 に よって検 出 した.そ の結 果,両 方 の種 で相 同性 の 高 いdf配 列

を得 る事 が で きた た め,こ れ らをActinobacteriaの プ ロ フ アイ ル隠 れ マル コ フモ デル と して 用 い た(表S4;

図3-9).

 ProteobacteriaやFirmicutesと 同 様 に上 記 の プ ロ フ アイ ル 隠 れ マ ル コフ モ デ ル を用 い て, RHMMに よ っ

てActinobacteria全 種(63種 ・63染 色 体)の 予 測 を行 っ た とこ ろ,全 種 で4dif配列 の予 測 に成 功 した(表

S1).予 測 され た ぼdif配列は すべ てHMMERのScore>10か つE-value<1.OE-4の 閾 値 に収 ま り,か つ 唯 一 の

候 補 と して 検 出 さ れ た.さ らに,ク ロ スバ リデー シ ョン の結 果 は100%一 致 した 。
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図3-7:Escherichia属 の 頃 酒 己列 シ ー ケ ン ス ロ ゴ

WebLogo(Crooks et al.2004)に よ っ て 作 成 さ れ たEscherichia属28種(Escherichia coli K-12 substr. W3110,0157:H7

EDL933,0157:H7 str. Sakai, CFTO73, UTI89,536, APEC O1, HS, E24377A, ATCC 8739, K-12 substr.

DH10B, SECEC  SMS-3-5,0157:H7  str.  EC4115, SEII,0127:H6  str.

E2348/69, IAII,588, ED I a,55989, IAI39, UMNO26, LF82, BW2952, BL21, BL21(DE3), REL606,0157:H7 str.

TW 14359, Escherichiaferguson魵TCC 35469)の 全4預 己列 シ ー ケ ン ス ロ ゴ.
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図3-8:Bacillus属 のdif配列 シ ー ケ ン ス ロ ゴ

Bacillus属17種(Bacillus anthracis Ames, Steme, Ames Ancestor, CDC 684, AO248, Bacillus cereus ArCC l O987, ATCC

14579,E33L, AH187, B4264, Q 1,03BB102, Bacillus cytotoxicus cytotoxis NVH 391-98, Bacillus halodurans

C-125,Bacillus thuringiensis serovar konkukian str.97-27, Bacillus thuringiensis Al Hakam, Bacillus weihenstephanensis

KBAB4)の 全dif配列 シ ー ケ ン ス ロ ゴ.

         塾T CC ATAA C ACATTAT蟻T AA.T
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図3ー9:Frankia alni近 縁 種 のdif配列 シ ー ケ ン ス ロ ゴ

Frankia alni近 縁 の2種(Nocardiafarcinica, Mycobacterium avium)の4dif配列 シ ー ケ ン ス ロ ゴ.
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Ch[orobi

 ChlorobiのXerCD配 列 はProteobacteria, Firmicutes, Actinobacteriaら と 同様 に 門毎 に独 立 して い た

が,Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteriaら の 様 に既 知 のdif配 列 を もっ て い な い た め,ま ず は じ め

に プ ロ フ ア イ ル 隠 れ マ ル コ フ モ デ ル を 作 成 す る 上 で 必 要 と な る 数 種 のdif配 列 を

Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteriaそ れ ぞれ の プ ロ フ アイ ル を用 いて 予 測 した(表3-2).そ の 結 果

全8種 ・8染 色 体 の 内,Chlorobaculum parvum NCIB 8327(NC -O l 1027)お よ びProsthecochloris aestuarii

DSM 271(NC -O l lO59)の2種 でFirmicutesの プ ロ フ アイ ル を用 いた 場 合 の予 測 結 果 が特 に 高 く(表 中 太 文

字 表 記),閾 値 に収 ま って い る とい う結 果 が得 られ た(表3ー3).

表3-2Chlorobiに 対 す る 予 測 結 果

 Profile

Organism

Proteobacteria Firmicutes Actinobacteria

Score E-value Sco-e E-va量ue Score E-value

C〃o厂oわ 伽 ψ 肋 θoわactero'des DSM 266

Prosthecoc〃o厂'5 v'ゐ厂'⑳rη 露DSM 265

Chlorobium limicola DSM 245

Chlorobium phaeobacteroides BSl

Chloroherpeton thalassium ATCC 35110

Chlorobaculum parvum NCIB 8327

Prosthecochloris aestuarii DSM 27]

Pelodた リノoηρ加 θoo1α ∫乃厂abforme BU-1

16.7

14.9

19.3

15.6

14.O

is.z

18.2

7.5

1.80E-OS

6.80E-OS

3.00E-06

4.10E-OS

5.70E-OS

6.70E-06

6.70E-06

5.00E-04

14.8

18.2

16.9

17.2

17.9

19.8

22.8

11.3

2.10E-OS

6.40E-06

1.60E-OS

1.30E-OS

8.00E-06

2畳20E-06

2.80E-07

1.60E-04

6.3

4.2

6.8

6.2

7.1

8.8

14.9

6.2

5.70E-04

1.40E-03

3.40E-04

6.30E-04

7.30E-04

4日20E-04

3.50E-OS

1.00E一 〇3

表3-3:Chlorobiの プ ロ フ ァ イ ル 隠 れ マ ル コ フ モ デ ル に用 い るdif配 列

Accession Genus Species difsequence Palindrome

NCO11027

NCO11059

Chlorobaculum

Prosthecochloris

parvum

aestuarii

"GTTGTATAATATAAATTATGTAAA
・一((一 一((((( 一()一 )))))一 一))一

・GTTGTATAATATAAATTATGTAAA
・一((一 一((((( 一()一 )))))一 一))一

 そこで この2種 を用 いてChlorobiの プロフアイル隠れ マルコフモデル を生成 し(表3-4), RHMMに よっ

て残 り9種 のdif配 列 予測 を行 った.そ の結果,全 ての種で閾値 に収 まって い る とい う結果 が得 られた

(表3-5).

表3-4Chlorobiの プ ロファイル隠れマル コフモデルを用 いた予測結果

Organism Score E-va璽ue

Chlorobium phaeobacteroides DSM 266

Prosthecochloris vibrioformis DSM 265

Chlorobium limicola DSM 245

Chlorobium phaeobacteroides BSl

Chloroherpeton thalassium ATCC 35110

Pelodictyon phaeoclathratiforme BU-1

Chlorobium chlorochromat鮏aD3

Chlorobium tepidum TLS

Chlorobium luteolum DSM 273

15.0

18.5

za.s

25.6

19.8

21.1

21.6

27.9

29.1

4.80E-08

1.50E-07

3.40E-07

1.50E-09

1.20E-08

8.80E-07

6.40E-07

7.80E-09

3.50E-09
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表3ー5:予 測 さ れ たChlorobiのdif配 列

Accession Genus Species difsequence Palindrome

NC OO2932  Chlorobium

NC 007512  pθ'odiのoη

NC OO7514  Chlorobium

NC OO8639  Chlorobium

NC OO9337  Chlorobium

NC OIO803  c〃o励 励

NC O 10831  Chlorohium

NC O 11026  Chloroherpeton

NC O I l 027  c〃orobaculum

NC O 11059  Prosthecochloris

NC O 11060  Pelodicryon

'ep'ぬ 切

1〃θ01μ加

chlorochromatii

助 αθoわoc'eroides

助 αθo励 厂'o漉3

1imicola

phaeobacteroides

疏α1α∬'um

parvum

aestuarii

丁TGTTGTATAATATAAATTATGTAAAGT  ---((- 一((((( -()- )))))一 一))一 一-

TTGTTGTATAATATAAATTATGTAAAGC  -一 一((一 一((((( 一()一 )))))一 一))一 一一

TTGTTGTATAATATATATTATGTAAACT  -一 一((一 一((((( (()) )))))一 一))一 一一

丁TGTTGTATAATATAAATTATGTAAAGT  -一 ー((一 -((((( -()一 )))))一 一))---

ATGTTGTATAATATAAATTATGTAAAGC  -一 一((一 一((((( 一()一 )))))一 一))一 一一

TTGTTGTATAATATAAATTATGTAAAGC  -一 一((一 一((((( 一()一 )))))一 一))一 一一

TTGTTGTATAATATAAATTATGTAAAGC  -一 一((一 一((((( 一()一 )))))一 一))一 一一

AAGTTTTATAATATAAATTA丁GTAAAGT  (--((一 ー((((( 一()一 )))))一 一))一-)

TTGTTGTATAATATAAATTATGTAAAGT  -一一((一 一((((( 一()一 )))))一 一))一 一一

ATGTTGTATAATATAAATTATGTAAAGT  (一 一((一 一((((( 一()一 )))))一 一))一 一)

phaeoclathratiノ�me TTGTTGTATAA丁ATTAGTTATGTAAAGT  ---((ー -((((一 -一 一- 一))))一 一))一 一一

Chlamydiae

 Chlamydiaeに 含 まれ る14種 ・14染 色 体 す べ て に お いて これ までdif配 列 は同 定 さ れて い な い た め,プ

ロ フ アイ ル 隠 れ マル コ フモ デ ル を生 成 す る こ とが で きな い .さ らに,Chlorobiの 様 にXerCDが 独 立 して

い る訳 で は なか っ た た め,Chlamydiae独 自 の プ ロ フ ァイ ル 隠 れ マ ル コ フモ デル は生 成 せ ず こ れ ま で に

本 研 究 で得 られ たdf配 列 の デ ー タ(Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria)を 用 いた 予 測 の み を行 っ

た.そ の 結 果,Firmicutesの プ ロ フ アイ ル を用 い た予 測 結 果 が 最 も高 いScoreを 示 して お り,ク ロ スバ リ

デ ー シ ョ ンで も100%の 精 度 が 得 られ た(表3-6).

 しか しな が ら この2種,Chlamydophila pneumoniae CWLO29(NC-000922), Protochla〃rydia amoebophila

UWE25(NC -005861),はScoreやE-valueが 閾 値 未 満 で あ っ た た め,パ リ ン ドロ ー ム構 造 とゲ ノム 対 称性

を観 察 した.そ の結 果GC skewの シ フ トポ イ ン トと4dif配列 の場 所 が0.Ol～1.48。 程 度 しか ず れ て い な い 事

か ら,正 し く予測 されて い る と考 え られ た(表3-7).

 こ の2種 の4〃 配 列 をChlamydiaeの プ ロ フ アイ ル隠 れ マ ル コフ モ デ ル と して 残 りの12種 ・12染 色 体 のdif

配 列 をRHMMに よ って 予 測 した.そ の 結 果ScoreやE-valueが 閾 値 を 満 た し,か つ パ リン ドロ ー ム構 造 を

確 認 で きた(表3-8).

表3ー7:C.pneumoniaeとP. amoebophilaの 予 測 さ れ たdiJ配 列 の 位 置

Accession Genus Species difangle GC angle GCSI  e  difposition  GC%

NC _000922  Chlamydophila  pneumoniae
NC _005861 Protochlamydia  amoebophila

5.27

17.28

5.28   0.24   0.02    208353

15.79   0.14   1.49   1091346

40.58

34.72

difangle:dif配 列 の 位 置(。)

GC angle:GC skewの 示 す シ フ トポ イ ン トの 位 置(。)

△:difangleとGC angleの 差

difposition:bp
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表3ー6:Chlamydiaeに 対 す る予 測 結 果

 Profile

Organism

Proteobacteria Firmicutes Actinobacteria

Score E-value Score E-value Score E-value

Chlamydophila pneumoniae CWLO29

Protochlamydia amoebophila UWE25

Chlamydia trachomatis D/LJW-3/CX

Chlamydophila pneumoniae AR39

Chlamydophila pneumoniae J138

Chlamydophilafelis Fe/C-56

Chlamydophila pneumoniae TW-183

Chlamydophila caviae GPIC

C〃amアaゴa mu厂idarum Nigg

Chlamydia trachomatis A/HAR-13

Chlamydia trachomatis L2b/LTCH-1/proctitis

Chlamydia trachomatis 434Bu

Chlamydia trachomatis

Cん1α"3ツ 砌)hilaα δo〃us S26/3

9

7

1

3

3

2

0

1

1

7

0

0

0

6

3

7

4

7

7

2

8

5

6

6

7

7

7

7

 

 

1

 

 
 
 
 1

 
 
 
1

 
1

 
 1

 
1

 
 1

 
 1

 
 1

8.90E-04

3.40E-04

3.90E-OS

4.00E-04

3.40E-04

7.70E-OS

3.60E-04

5.70E-OS

2.90E-OS

1.90E-OS

1日50E-05

1.50E-OS

1.60E-OS

1.00E-OS

7

2

4

5

5

2

6

6

4

8

6

6

6

4

8

9

1

2

2

3

3

4

0

1

2

2

2

3

 

 

1

1

1

1

1

1

2

2

2

2

2

2

1.80E-04

3.90E-04

9日10E-05

1.00E-04

6.40E-OS

7.30E-OS

4.80E-OS

8.30E-OS

1.50E-06

5.50E-07

3.10E-07

3.10E-07

3.10E-07

1.80E-07

0

9

4

6

6

6

5

7

0

0

7

7

7

9

6

5

4

3

3

2

3

7

1

3

4

4

4

2

 

 

 

1

 
1

 
 1

 
 1

 
 
 
1

 
1

 
1

 
1

 
 1

 
 1

3.80E-04

8.80E-04

8.20E-04

1.00E-04

9.20E-OS

1.10E-04

4.30E-OS

4.90E-04

9.10E-OS

1.30E-04

7.70E-OS

3.40E-OS

7.70E-OS

9.10E-OS

表3-8:予 測 され たChlamydiaeのdif配 列

Accession Genus Species difsequence Palindrome

NC OO5861

NC OO2620

NC O 12686

NC OO7429

NC OOO117

NC O10280

NCO10287

NC OO3361

NC OO7899

NC OO4552

NC OO2179

NC OO5043

NC OOO922

NC OO2491

Protochlamydia

Chlamydia

Chlamydia

Chlamydia

Chlamydia

c〃 σ耀y4如

C〃 α溜アゴごα

C〃oη り249ρん10

Chlamydophila

Chlamydophila

Chlamydophila

Chlamydophila

c〃 αη竃yの助"a

C〃 σ曜y49ρ ん'1α

amoebophila

muridarum

trachomatis

trachomatis

trachomatis

ご厂acho〃20"∫

trachomatis

caviae

felis

αわor跏 ∫

pneumoniae

pneumoniae

pneumomae

pneumoniae

ACGTCTGATAACATATGTTATGTTTCTT  (一(一 一一 一((((( (()) )))))一 一一一)一)

AGGTCTGATAATATTTATTATGTTGAAT  (一一一一一 一((((( (一 一) )))))一 一一一一一)

AGGTCTGATAATATTTATTATGTTGAAT  (一一一一一 一((((( (一 一) )))))一 一一一一一)

AGGTCTGATAATATTTATTATGTTGAAT  (一一一一一 一((((( (一 一) )))))一 一一一一一)

AGGTCTGATAATATTTATTATGTTGAAT  (一一一一一 一((((( (一 一) )))))一 一一一一一)

AGGTCTGATAATATTTATTATGTTGAAT  (一一一一一 一((((( (一 一) )))))一 一一一一一)

AGGTCTGATAATATTTATTATGTTGAAT  (一一一一一 一((((( (一 一) )))))一 一一一一一)

TGGTCTGATAATATGTATTATGTTGCAT  -一(一 一一 一((((( (一 一) )))))一 一一一)一一

AGGTCTGATAATATTCATTATGTTGCAT  (一(一 一一 一((((( 一一一一 )))))一 一一一)一)

ACGTCTGATAATATGTATTATGTTGAAT  (一一一一一 一((((( (一 一) )))))一 一一一一一)

AAGTCTGATAATTGTTATTATGTTGCAT  (一(一 一一 一((((( 一一一一 )))))一 一一一)一)

AAGTCTGATAATTGTTATTATGTTGCAT  (一(一 一一 一((((( 一一一一 )))))一 一一一)一)

AAGTCTGATAATTGTTATTATGTTGCAT  (一(一 一一 一((((( 一一一一 )))))一 一一一)一)

AAGTCTGATAATTGTTATTATGTTGCAT  (一(一 一一 一((((( 一一一一 )))))一 一一一)一)

Acidobacteria

  Acidobacteriaに 含 ま れ る全3種 の どの種 の4dif配列 も, Chlorobiら と 同様 に これ まで に 同定 さ れ て きて

は い な い.そ の た め本 研 究 で はAcidobacteriaに 含 まれ る全 生 物 種 に 対 して,上 記 の 予 測 に よって 得 られ

たProteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria, Chlorobiそ してChlamydiaeの 予 測 され た げdif配列を 元 に予 測

を行 っ た.そ の 結 果,Firmicutesの プ ロ フ アイ ル を用 い た 予 測 精 度 が 最 も よ く(太 文 字 表 記),か つ そ の

dif配 列 に はパ リン ドロー ム構 造 が確 認 され た(表3-9).ま たAcidobacterium capsulatum ATCC 51196

(NC_012483)は 最 も予 測 結 果 が 悪 か った が, Firmicutes, Chlamydiaeそ してChrolobiの プ ロ フ アイ ル が す

べ て 同 じdif配 列 を示 して お り,配 列 自体 に もパ リ ン ドロ ー ム構 造 が 確 認 で き た(表3-10).
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表3-9Acidobacteriaに 対 す る予 測 結 果

 Profile

Organism

Proteobacteria Firmicutes Actinobacteria Chlorobi Chlamydiae

Score E-value Score E-value Score E-value Score E-value Score E-value

Acidobacteria bacterium Ellin345

Solibacter usitatus Ellin6076

Acidobacte吻m capsula'um ATCC

11.2

16.5

-3.1

8.40E-OS

1.50E-OS

5.30E-03

21.3 7.60E-07   17.6

24.7 7.50E-08   22.5

-3.3 5.70E-03   1.4

1.00E-OS

3.40E-07

3.00E-03

5.5 2.00E-03  24.5 8.20E-08

8.7 8.90E-04  24.1 1.10E-07

2.5 8.70E-03   0.0 2.00E-03

表3-10:予 測 され たAcidobacteriaのd頑 己列

Accession Genus Species difsequence Palindrome

NC O 12483  Acidobacterium

NC OO8536  Solibacter

NC OO8009  Acidobacteria

capsulatum

usitatus

bacterium

ACGTCTGATAATGAATATTCTGCATTTC

ACTTCCGATAACGAATATTATGTCAACT

ATGTCCGATAACAGATATTATGTTAACT

    一C-CCC-一 一一)))一)-

C-CC-一 一〇〇〇C-一 一一一 一))))一 一一))一)

C-C-一 一 一〇〇〇C-C-一)一))))一 一一一)一)

絶7γ μoorπ1c'oゐ'α

 Acidobacteria同 様, Verrucomicrobiaの3種 も これ までdif配列 が一 切確 認 されて い な い た め,上 記 同様

に 本研 究 で 得 られ たdif配列 デー タ を用 いた 予 測 を行 った(表3-11).

  最 も高 いScoreを 出 したMethylacidiphilum infernorum V4(NC一 〇10794)はProteobacteira, Firmicutesそ し

てChlorobiの プ ロ フ アイ ルす べ て に お いて 同 じ配 列 が 得 られ た(表3-12).さ ら に, Opitutus terrae PB90-1

(NC-010571)とAkkermansia muciniphila ATCC BAA-835(NC■010655)もProteobacteriaとFirmicutesで 同 じ

配 列 を 得 る こ とが で き た.ま た これ らす べ て に お い て,ク ロス バ リデ ー シ ョ ンで100%の 結 果 が 得 ら

れ,ゲ ノム対 称 性 検 証 や パ リ ン ドロー ム構 造 で も確 か ら しさ が得 られ た(表3-13).

表3-11Verrucomicrobiaに 対 す る 予 測 結 果

 Profile

Organism

Proteobacteria Firmicutes Actinobacteria Chlorobi Chlamydiae

Score E-value Score E-value Score E-value Score E-value Score E-value

Opitutus terrae PB90-1

Akkermansia muciniphila ATCC

ル勧 妙lacidiphilum'nfernorz〃n V4

2.4

5.9

ao. i

2.80E-03

5.90E-04

1.80E-06

一〇.2 8.90E-03   4.9

9.7 2.50E-04   5.5

23.3 1.90E-07   6.3

2.50E-03

4.10E-04

1.30E-03

2.0 9.30E-03

5.8 1.50E-03

17.4 1.20E-OS

4.3 3.70E-03

7.4 7.90E-04

7.7 1.00E-03

表3-12:予 測 され たVerrucomicrobiaの41酒 己列

Accession Genus Species difsequence Palindrome

NC O 10655  Akkermansia

NC O 10794  Methylacidiphilu

NC O 10571  0puurus

muciniphila

infernorum

te厂rae

ACTTCGCATAATATATGTAATGCCAAAT

ACTTCGCACAATATATGTTATGTAAAAT

ACTCCGCATCATGCATGTGATGCGAACA

(-((-((((一(-(o)-)ー))))ー))-)

C-CC--CC-CC-CO)一))一))一 一))一)

一一C-CC CCCCC-一 一一一 一)))))))一)一 一
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表3-13:A.muciniphila, M. infernorum, O. terraeの 予 測 さ れ たdiJ配 列 の 位 置

Accession Genus Species difangle GC angle GCSI A  difposition  GC%

NCO10655

NCO10794

NCO10571

Akkermansia  muciniphila

Methylacidiphilum infernorum

の ガ'躍〃5      terrae

3.03

2.38

31.37

3.66   0.22

6.86   0.19

15.58   0.16

0.63

4.48

15.80

2312983

1128462

3459633

55.76

45.48

65.34

difangle:arj配 列 の 位 置(。)

GC angle:GC skewの 示 す シ フ トポ イ ン トの 位 置(。)

△:difangleとGC angleの 差

difposition:bp

ChloroJlexi

  Acidobacteriaら と 同 様, Chloroflexi3種 ・3染 色 体 で も こ れ ま で に 作 成 し た

Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria, Chlorobiそ してChlamydiaeの プ ロ フ アイ ル を用 い てdf配 列 予

測 を行 った(表3ー14).

表3-14Chloroflexiに 対 す る 予 測 結 果

 Profile

Organism

Proteobacteria Firmicutes Actinobacte-18 Chlorobi Chlamydiae

Score E-value Score E-value Score E-value Score E-value Score E-value

Dehalococcoides ethenogenes 195

Dehalococcoides sp. CBDB l

Dehalococcoides sp. BAV 1

4.7

6.8

ii.o

8.40E-04   3.8

4.20E-04   7.1

2.40E-04  15.9

7.90E-04

6.10E-04

2.60E-OS

14.0 4.40E-OS

5.7 9.20E-04

9.7 1.20E-04

6.0 1.50E-03   8.1 3.10E-04

12.9 9.00E-OS   8.0 3.20E-04

15.7 3.70E-OS  16.1 2.80E-OS

  そ の 結 果,Dehalococcoides sp. BAV1(NC-009455)とDehalococcoides sp. CBDB I(NC-007356)は

Chlorobi, Dehalococcoides ethenogenes l 95(NC _002936)はActinobacteriaに よ って予 測 され たScoreが 高

く,そ れ ぞ れ 閾値 や クロ スバ リデ ー シ ョ ン,パ リ ン ドロ ー ム構 造 が確 認 され た(表3-15).さ ら にdif配 列

をGC skewの 示 す シ フ トポ イ ン ト近 くに観 察 す る事 が で きた(表3-16).

表3ー15:予 測 さ れ たChloroflexiの 改酒己列

Accession Genus Species difsequence Pa且ind-ome

NC OO7356

NCO10794

NCO10571

Dehalococcoides

Dehalococcoides

Dehalococcoides

sp.

sp.

ethenogenes

T「 「AA丁TCTGTAAATTATTTAA(-( (((一(- (()) -)-))) )一)

TATAATTCTATAAATTATTTAA(一 一 (((一 一( 一()一 )一 一))) 一一)

TITfATTCTATAAACTATTTAA ,((一 一((一 一( 一()一 )一 一))一 一))

表3-16:ChloroflexiのdiJ配 列 の 位 置

Accession Genus Species difangle GC angle GCSI A  difposition  GC%

NC OO7356

NC OO9455

NC OO2936

Dehalococcoides

Dehalococcoides

Dehalococcoides

sp.

sp.

ethenogenes

7.37

21.25

8.51

2.65   0.14

31.67   0.11

3.94   0.13

4.72

10.43

4.56

671037

750139

771319

47.03

47.17

48.85

difangle:dif配 列 の 位 置(。)

GC angle:GC skewの 示 す シ フ トポ イ ン トの 位 置(。)

△difangleとGC angleの 差

difposition:bp
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Bacteroidetes

  Bacteroidetesl9種 ・19染 色 体 で もAcidobacteriaら と 同 様 に,こ れ ま で に 作 成 し た

Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria, Chlorobi, Chlamydiaeの プ ロ フ アイ ル を用 い て4dif配列 予 測 を

行 っ た(表3-17).

  表3-17よ り14種-14染 色 体 で は,Proteobacteriaに よ る予 測 のScoreとE-valueが 閾 値 に収 ま り,か つパ

リ ン ドロ ー ム構 造 を取 って い る事 が 確 認 で きた.そ こで 次 に,残 りの5種 ・5染 色 体 に 対 して 総 当 た り予

測 を行 っ た.そ の 結 果,Bacteroidetesで は 新 規 のdif配 列 を19種-19染 色 体 発 見 す る こ とが で き(表

3-18),ま た その 配 列 はGC skewの シ フ トポ イ ン ト付 近 に位 置 して い た(表3-19).

表3-17Bacteroidetesに 対 す る予 測 結 果

 Profile

Organism

Proteobacteria Firmicutes Actinobacteria Chlorobi Chlamydiae

Score E-value Score E-value Score E-value Score E-value Score E-value

Porphyromonas gingivalis ATCC

33277

Porphyromo砌s gingivalis W83

Bacteroides thetaiotaomicron

VPI-5482

Azobacteroides

pseudotrichonymphae genomovar.

CFP2

Amoebophilus asiaticus Sat

Parabacteroides distasonis ATCC

8503

Gramellaノ�setii KTO803

Bacteroidesfragilis NCTC 9343

Cytophaga hutchinson魵TCC

33406

Pedobacter heparinus DSM 2366

Bacteroides vulgates ATCC 8482

Capnocytophaga ochracea DSM

7271

1加dobacterfermentans DSM

18053

Flavobacteriumjohnsoniae UW 101

Bacteroidesfragiiis YCH46

Chitinophaga pinensis DSM 2588

Flavobacterium psychrophilum

JIPO2/86

Robiginitalea biformata HTCC2501

Flavobacteriaceae bacterium

3519-10

11.1 1.60E-04

5.7 7.40E-04

7.9 3.10E-04

5.0 8.60E-04

16-7 1日90E-05

11.8 9.50E-05

14.7 7.70E-OS

10.0 1.80E-04

14.6 4.50E-OS

l9.7 2日30E-06

16.8 1.70E-OS

16.5 2.10E-OS

20.0 1.90E-06

20.5 1.30E-06

12日6 1.20E-04

17.7 9.50E-06

13.4 5.90E-OS

22.8 2.70E-07

22.6 3.30E-07

3.7 1.40E-03  14.1 5.20E-OS

6.2 2.60E-04   6.2 6.30E-04

9.1 2.10E-04  11.7 1.70E-04

9.4 1.70E-04

9.8 3.50E-04

10.7 1.30E-04

10.7 3.30E-04

13.0 1.50E-04

13.3 4.00E-OS

14.4 5.40E-OS

14.8 2.60E-05

14.9 6.60E-OS

15.5 4.40E-05

17.4 1.20E-OS

17.9 8.00E-06

18.4 5.70E-06

18.5 5.30E-06

21.9 5.30E-07

22.9 2.60E-07

8.6 5.30E-04

6.6 8.60E-04

7.6 8.50E-04

8.5 6.80E-04

8.1 3.70E-04

7.9 3.80E-04

8.0 6.50E-04

12.4 1.20E-04

15.9 3.20E-OS

11.1 3.20E-04

11.6 4.10E-04

11.4 1.30E-04

13.2 6.00E-OS

lO.6 1日70E-04

17日2 1-30E-05

16.0 3.10E-OS

18.1 7.10E-06   7.4 1.20E-03

7.0 7.40E-04   7.2 5.30E-04

9.2 9.20Eー04  15.2 5日50Eー05

9.6 5.50E-04

12.7 1.40E-04

10.8 2.10E-04

11.5 1.80E-04

10.5 5.50E-04

11.7 4.00E-04

9.7 5.10E-04

10.8 3.10E-04

9.5 9.90E-04

7.9 1.10E-03

11.2 2.50E-04

20.2 1.60E-06

11.9 4.20E-04

11.8 2.00E-04

6.5 1.50E-03

9.3 9.90E-04

6.8 6.80E-04

13日1 1-90E-04

10.0 2.60E-04

14.2 7.90E-OS

11.9 1.20E-04

8.3 5.50E-04

16.1 2.90E-OS

14.9 5.50E-OS

13.6 8.90E-OS

16.3 2.50E-OS

18.9 4.20E-06

16.6 1.90E-OS

20.3 1.50E日06

21.3 7.80E-07

21.7 5.80E-07

24.9 6.50E-08
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表3-18:予 測 さ れ たBacteroidetesのdiJ配 列

Accession Genus Species difsequence Palindrome

NC OO9614

NC OO4663

NC OO3228

NC OO6347

NCO11565

NCO10830

NCO13162

NCO13132

NC OO8255

NCO13037

NCO13062

NC OO9613

NC OO9441

NC OO8571

NC OO9615

NCO13061

NC OO2950

NCO10729

NCO13222

Bacteroides

Bacteroides

Bacteroides

Bacteroides

Azobacteroides

Amoebophilus

Cゆ ηo(ツtophaga

cん'加 〔ワ 海09α

Cytophaga

Dyadobacter

F～irvobacter'αC砌e

Flavobacterium

Flavobacterium

Gramella

Parabacteroides

Pα わわQC12Y

Porphyromonas

Porph,ア π)用0η05

Robiginitalea

vulgatus         GTGACGGATAATGA(二TATTATGTAAACT

thetaiotaomicron    AATTCTTAGGATTTAGGTTATATCATAT

丿`ragilis          AT1-「CGTATAAATTAGTTTATGTCATAT

ノ'ragilis          ATTTCGTATAAAT■ 「AGTTTATGTCATAT

pseudotrichonymphae AATTCATAGAAATAATGTGCTGTCATAT

asiaticus

och厂acea

prnensrs

hutchinson�

ノ診r〃7Cp-ai7S

bacterium

psychrophilum

johnsoniae

forsetii

distasonis

heparinus

gingivalis

gingivalis

bijormata

TAGTTATATAATTTATATTATGTTAAAT

AATGGTTATAATGTATATTATGTCAAAT

AATACTTATAATTTATATTATGTTAAAT

TTGTTATATAATTTACATTATGTTAAAT

TTGTTGTATAATTTATATTATGTTAAAT

AAGTCCTATAATTTATATTATGTTAAAT

ACGAACTATAATTTATATTATGTAAAAT

TTGACCTATAATTTATATTATGTAAAAT

TTGTACTATAATTTATATTATGTAAAAT

TCTTGCCATAATGAATATCATGTTATGT

TAGTCACATAATTAATATTATGTTAAGT

AATTCGCAGATTTTATATCATGTTATGT

TAATCCCATATCGTATATACTGTTATAT

TTGTCCTATAATTTATATTATGTTAAAT

     一〇〇〇CC -一 一一 )))))-

C--C-- CC--C- -O- 一)一一)) 一一)一一)

CC-C-一 一〇〇〇CC -O- )))))一 一一)一))

CC-C-一 一〇〇〇CC -O- ))〉))一 一一)一))

C--C-C -CC-C- 一一一一 一)一))一 )一)一 一)

一一一C-C -000CC -O- )))))一 )一)一 一一

C-C-C- -CCCCC -O- )))))一 一)一)一)

C-C-一 一 一〇〇〇CC -O- )))))一 一一一)一)

-C-C-C -CCCCC -O- )))))一 )一)一)一

一C-C-一 一〇〇〇CC -O- )))))一 一一)一)一

(一 一C-一 一〇〇〇CC -O- )))))一 一一)一一)

(     一((((( -()- )))))-     )

-C-一 一一 一〇〇〇CC -O- )))))一 一一一一)一

一C-C-一 一〇〇〇CC -O- )))))一 一一)一)一

一(一(一一 (((-(( ---- ))-))) --)-)-

一一一C-C CCCCCC -一一一 )))))) )一)一 一一

C--C-- CC-一 一C -O- )一 一一)) 一一)一一)

一一CC-- CC-一 一一 一〇 一 一一一一)) 一一))一 一

一C-C-一 一〇〇〇CC -O- )))))一 一一)一)一

表3-19:Bacteroidetesの4dif配列 の 位 置

Accession Genus Species difangle GC angle GCSI e difposition GC%

NC OO9614

NC OO4663

NC OO3228

NC OO6347

NCO11565

NCO10830

NCO13162

NCO13132

NC OO8255

NC O13037

NCO13062

NC OO9613

NC OO9441

NC OO8571

NC OO9615

NCO13061

NC OO2950

NC O10729

NCO13222

Bacteroides

Bacteroides

Bacteroides

Bacteroides

∠4zobacterり ゴ∂駸

Amoebophilus

Capnocytophaga

Chitinophaga

qソ'(～ρ肋9α

ρyα∂bわoc'θ厂

vulgates

〃～e'Q'0∫ α0η21Cハ 匚

加9'〃S

加9漉 ∫

pseudotrichony

astattcus

ochracea

ptnensts

hutchinsonii

fermentans

Flavobacteriaceae bacterium

Flavobacterium

Flavobacterium

G厂 α〃ie〃 α

Parabacteroides

Pedobacter

Porphyromonas

Porphyromonas

Robiginitalea

psychrophilum

johnsoniae

ノ�setii

distasonis

heparinus

gingivalis

gingivalis

biformata

138.38

59.40

13.34

 2.87

13.50

 5.29

17.21

20.26

11.42

 4-48

  ;..

40.81

20.03

 5.48

28.59

 6.49

56.50

109.28

 938

8

9

2

9

0

9

8

4

1

8

9

5

9

8

4

8

3

0

1

8

2

9

4

9

2

1

1

5

7

4

5

3

4

9

7

7

0

3

2

1

8

1

3

5

3

8

0

5

8

4

6

5

4

0

0

0

9

 

1

 

2

2

2

1

 

6

1

 

 

1

5

0

2

1

5

4

8

3

3

8

8

2

2

6

2

6

6

6

6

2

2

2

2

2

1

0

1

1

0

0

1

1

1

2

1

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

135.50

48日11

 4.42

  1.38

10.40

 0.00

 5.98

 7.88

 0.92

  1.30

  'II

23.74

 3.65

 0.00

23.65

 5.71

55.77

99.28

 0.07

2136810

6132660

2795474

2680696

892745

1317733

2330633

5077355

1965461

1212803

1452762

1096230

3387721

1648336

822255

2490571

1544496

284425

2517214

0

4

9

7

6

5

9

3

5

4

9

4

1

1

6

5

9

6

9

2

8

1

2

6

0

5

2

8

5

6

5

1

6

0

0

2

3

2

2

2

3

3

2

5

9

5

8

1

2

2

4

6

5

2

8

8

5

4

4

4

4

3

3

3

4

3

5

4

3

3

3

4

4

4

4

5

difangle:4麺 己列 の 位 置(。)

GC angle:GC skewの 示 す シ フ トポ イ ン トの 位 置(。)

△difangleとGC angleの 差

difposition:bp
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Cyanobacteria

 こ れ まで 同様 に,Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria, Chlorobiそ してChlamydiaeの プ ロ フ アイ

ル 隠 れ マ ル コ フモ デル を用 い てCyanobacteria5種 ・5染 色 体 の予 測 を行 っ た.し か しな が ら, Scoreは ど

れ も低 く,パ リ ン ドロー ム構 造 や ゲノム対 称 性 な どの 検 証 で も芳 しい結 果 は得 られ な か っ た(表3-20).

表3-20:Cyanobacteriaに 対 す る予 測 結 果

Profi璽e

Organism

Proteobacteria Firmicutes Actinobacteria  Chlorobi Chlamydiae

Score E-value Score E-value Score E-value Score E-value Score E-value

Gloeobacter violaceus PCC 7421

Synechococcus sp. JA-3-3Ab

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

Acaryochloris marina MBIC11017

Synechococcus sp. PCC 7002

5.8 3.40E-04

-1.9 4.70E-03

6.9 4.60E-04

6.5 9.20E-04

7.6 5.90E-04

6.2 7.10E-04   6.0

2.6 1.70E-03   1.2

1.4 2.30E-03   1.4

6.7 4.40E-04   9.4

2.8 2.30E-03   6.5

6.80E-04   6.2 2.00E-03   6.6

3.20E-03   5.3 3.50E-03   0.6

3.20E-03   5日0 4.40E-03   0.3

3.10E-04  10.5 5.60E-04   4.9

1.10E-03  12.5 1.20E-04   3.9

5.70E-04

2.50E-03

5.00E-03

1.70E-03

1.80E-03

Other

 Gemmatimonadetes(1種 ・1染 色 体:Gemmatimonas aurantiaca T-27)で

Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria, Chlorobiそ してChlamydiaeの プ ロ フ アイ ル 隠 れ マ ル コ フ モ デ

ル を用 い て予 測 した とこ ろ,Firmicutesに よ る予 測 結 果 が 最 も高 く,パ リン ドロー ム 構 造"(( ((((一(--)

一))))一-一-)-)"や ゲ ノム 対称 性 な どか ら も検 証 で き た(AATGCGTATAATACATGTTATGTAAACT) .さ ら

に,ProteobacteriaやChlorobiに よ る予測 結 果 と も一 致 して い た(表3-21).

表3ー21Gemmatimonadetesに 対 す る 予 測 結 果

Proteobacteria Firmicutes Actinobacteria Chlorobi Chlamydiae

Score E-value    Score E-value   Score E-value   Score E-value    Score E-value

8.5  1.90E-04 2Ω』 1鋤 7.3  1.50E-04 11.3  2.60E-04 0.9  1.30E-02

difang且e GC angle GCSI e Position GC(%)

Firmicutes result

30.139 30.128 0.on o.oii 1930284 64.274

太 文 字 下 線:Scoreが 高 く,E-valueが 低 か っ た プ ロ フ ア イ ル

ム:difangleとGC angleの 差

 Nitrospirae(1種 ・1染 色 体:Thermodesulfovibrio ye〃owstonii DSM ll347)で

Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria, Chlorobiそ してChlamydiaeの プ ロ フ ァイル 隠 れ マ ル コ フモ デ

ル を用 い て予 測 した と こ ろ,Actinobacteria以 外 は すべ て 閾 値 に お さ ま り,か っProteobacteria, Firmicutes

そ してChlamydiaeは 全 て 同 じ配 列 を予 測 した(ATGTCTGATAATGTATATTATGTTAAAT).ま た,パ リ ン

ドロ ー ム構 造"((-(---(((((-0-)))))---)-))"や ゲ ノム 対 称性 な どか ら も検 証 で きた(表3-22).
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表3ー22:Nitrospiraeに 対 す る 予 測 結 果

Proteobacteria Firmicutes Actinobacteria Chlorobi Chlamydiae

Score E-value   Score E-value  Score E-value   Score E-value  Score E-value

LEZ 4.20E-OS 1Ω」4 "I I 7.6  8.90E-OS 10.7  3.00E-04 12矗 幽

Proteobacteria,

Firmicutes,

Chlamydiae

  result

dif ang旦e GC angle GCSI e Position GC(%)

2.814 15.403 0.104 12.588 1017567 34.129

太 文 字 下 線:Scoreが 高 く,E-valueが 低 か っ た プ ロ フ ア イ ル

ムdifangleとGC angleの 差

 Elusimicrobia(1種 ・1染 色 体:Elusimicrobium〃iinutum Pei191)で

Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria, Chlorobiそ してChlamydiaeの プ ロ フ アイ ル 隠 れ マ ル コ フ モ デ

ル を用 い て 予 測 した と こ ろ,全 体 的 にScoreは 高 く,な か で もFirmicutesとChlamydiaeは 同 じ配 列 を予 測

して お り(ACTAACGATAATTTTTATTATGTCAATT),こ の 配 列 は パ リン ドmム 構 造 を取 って い た"(-

(----(((((-一--)))))一--一)-)".さ ら に,ゲ ノム 対称 性 もGC skewの シ フ トポイ ン トとの差 は約18。 程 度 で あ っ

た(表3-23).

表3ー23Elusimicrobiaに 対 す る 予 測 結 果

Proteobacteria Firmicutes Actinobacteria Chlorobi Chlamydiae

Score E-value   Score E-value   Score E-value   Score E-value   Score E-value

8.7 3.40E-04 21 」皿 Ω4 10.6  2.50E-04 11.5  1.10E-04 D ヱ.40E-OS

Firmicutes,

Chlamydiae

 result

difangle GC angle GCSI e Position GC(%)

20.894 2.001 0.178 18.893 917173 39.952

太 文 字 下 線:Scoreが 高 く,E-valueが 低 か っ た プ ロ フ ァイ ル

ム:difangleとGC angleの 差

 Tenericutes (1種 ・1染 色 体: Acholeplasma laidlawii PG-8A) で

Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria, Chlorobiそ してChlamydiaeの プ ロ フ アイル 隠 れ マ ル コ フモ デ

ル を用 い て 予 測 した と こ ろ,全 て の プ ロ フ ァイ ル に お い てScoreが 高 く,そ の 中 で もFirmicutesと

Chlamydiaeの プ ロ フ ァイ ル は 同 じ配 列 を 予 測 し(AGTGCCTATAATGTATATTATGTTAACC),か つ パ リン

ドロ ー ム構 造"一((----((((((-0-))))))-一 一一))一"を取 って い た(表3-24).
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表3ー24:Tenericutesに 対 す る 予 測 結 果

Proteobacteria Firmicutes Actinobacteria Chlorobi Chlamydiae

Score E-value   Score E-value  Score E-value   Score E-value   Score E-value

18.5 5.30E-06 22 4.70E_07 15.7  3.60E-OS 12.5  2.10E-04 麺 6.30E_07

Firmicutes,

Chlamydiae

 result

吻 厂ang且e GC angle GCSI e Position GC(%)

7.680 7,718 0.256 0.038 716560    31.928

太 文 字 下 線:Scoreが 高 く,E-valueが 低 か っ た プ ロ フ ァイ ル

ム:difangleとGC angleの 差

 Spirochaetes(1種 ・1染 色 体:Brachyspira hyodysenteriae WAI)で

Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria, Chlorobiそ してChlamydiaeの プ ロ フ アイル 隠 れ マ ル コ フモ デ

ル を用 い て 予 測 した と こ ろ,Tenericutesと 同 じ く全 て のScoreが 高 か っ た.中 で もFirmicutesと

Chlamydiaeは 同 じ配 列 を示 し(TATTCCGA.[AATGTGTATTATGTTAACT),か つ パ リン ドロ ー ム構 造"-ー

((---((((← 一--)))))-一-))ーー"を 取 って い た(表3-25).

 さ ら にSpirochaetesで は6種 ・12染 色 体 の ゲ ノム が 読 まれ て い る た め, B-hydysenteriae同 様 にFirmicutes

の プ ロ フ アイ ル 隠 れ マ ル コ フモ デ ル を用 い て 予 測 を行 っ た と こ ろ,全 種 でScoreは 閾 値 に 収 ま っ て お

り,パ リン ドロー ム構 造 もあ る程 度確 認 され た(表Sl).

表3ー25:Spirochaetesに 対 す る 予 測 結 果

Proteobacteria Firmicutes Actinobacteria Chlorobi Chlamydiae

Score E-value  Score E-value   Score E-value   Score E-value   Score E-value

21.3 7.80E-07 19-_4 1.40E-06 18.8  4.30E-06 13.8  1.30E-04 22.5 齟

Firmicutes,

Chlamydiae

 result

difangle GC angle GCSI e Position GC(%)

14.695 3.753 0.i66 10.941 497170    27.063

太 文 字 下 線:Scoreが 高 く,E-valueが 低 か っ た プ ロ フ アイ ル

ムdifangleとGC angleの 差

 Planctomycetes(1種 ・1染 色 体:Rhodopire〃ula baltica SH 1)で も 同 様 に

Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria, Chlorobiそ してChlamydiaeの プ ロ フ アイル 隠 れ マ ル コ フモ デ

ル を用 い て 予 測 した が,ScoreとE-valueが 閾 値 に 収 ま る候 補 は検 出 されず どの 配 列 もパ リ ン ドロ ー ム

構 造 を取 って い な か った.ま た,総 当 た り予 測 を行 っ た結 果 も芳 し くな か っ た(表3-26).
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表3-26:Planctomycetesに 対 す る予 測 結 果

Proteobacteria Firmicutes Actinobacteria Chlorobi Chlamydiae

Score E-value   Score E-value   Score E-value   Score E-value   Score E-value

2.4  1.50E-03 一〇.2  1.90E-03 10.2 9.60E-OS 4.5  4.30E-03 6.2  5.10E-04

3.3.3 dif配 列 とGC skewの 位 置 関 係

 GC skewの シ フ トポ イ ン ト とdif配列 の 位 置 を比 較 した と ころ, ProteobacteriaやFirmicutesで 強 い相 関

が 見 られ,そ の他 の 門 で も あ る程 度 の相 関 を観 察 す る事 が で きた(図3-10).
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図3ー10:dif配 列 とGC skewシ フ トポ イ ン トの 関 係

X軸 にdif配 列 の 位 置, Y軸 にGC skewシ フ トポ イ ン トの 位 置 を 示 して い る.対 象 生 物 はdif配 列 が 予 測 さ れ,か つGCSIが

0.05以 上 の 種 で,左 図 か らBacteria全 種(517染 色 体), Proteobacteria(438染 色 体), Firmicutes(97染 色 体)と な っ て い る.な

お 図 中 の ρは順 位 相 関 係 数 を 意 味 す る.

 またGC skewの シフ トポイン トとdf配 列の位置の差の ヒス トグラムを作成 した所,ほ ぼ全 てが0。～5。

付近で あったが,10。 近 い差が い くつ かの種 で観察 され た(図3-1l).さ らに,こ の差 が何 に よって もた

らされて いるのか を解 明すべ く,GCSIと の相関 を計算 した(図3-12).そ の結 果,ど の門にお いて も相関

を見いだす こ とがで きなか った.
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図3-12:GCSIとGC skewシ フ トポイン トの関係

GCSI値 に対 してGC skewシ フ トポイ ン トとdif配列 の位置 との差 の相関を表 した図. X軸 にGC skewの 強 さを表 すGCSI

値,Y軸 に6頒 己列 とGC skewシ フ トポイ ントの差 を示す.な お図中のρは順位相関係数 を意味す る.
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3.4 考 察

 XerCDの 門毎 の保 存 はRHMMを 用 いる ときの有用 な指標 となった. dif配列 を標 的 とす るXerCDの 類

似性 はdif配 列の類似性 につ なが る可能性 があ り, RHMMは 予測 した配 列 を元 に再帰 的 に次 の予測 を行

うため,特 に配列 の似 た集 団で予 測す る際 に効果 を発揮 す る.

 HMMERに よって予 測 された4グ配列 の 中でScoreが10以 下, E-valueが1.OE-4以 上 の配列 は構 造や 位

置,組 成 がお よそ正 しい とは思 えない配列が多 く,ま た この閾値 でdif配 列 は2っ 以上検 出 されず 次 の

候 補 はScoreやE-valueが 閾値 に及 ぼなか った,し か しなが ら実 際の予測 において,閾 値 に収 まるdif候 補

が ひ とつ も検 出 され なか った ケース もあ る.そ の場合 はあ る程度 ヒ ユー リステ ィ ックな手 法 を用 い

た.dif配 列は完璧 ではな いが,7-12番 目 と17-22番 目付近 にパ リン ドローム構 造 を持 ってお り,予 測 に

成功 した4〃配 列 のほぼすべてで観察 され た.そ のた め,閾 値 に達 して いない候補(と はいえScore>=

7～9)の 中か らパ リン ドロー ム構造が観察 で きた配 列 を予 測 されたdif配列 とした.

 さらに,RHMMに よって予測 されたdf配 列の位置 はGC skewの シ フ トポイン トと似 た位 置 に存在 し

て い る傾 向が強 か った.そ れだ けで な く,dif-XerCDシ ス テムを考慮 す る と,機 能 して いるdif配 列 が複

製開始点付近 にあ る場合,そ の生物 に とって増殖効率 を著 し く低 下 させて しま う可能性が あ る(Comet

et al.1996).そ のため,極 端 に複製 開始点 に近 い位置(例 えばioo。以上)に い る候補 はた とえパ リン ド

ローム構 造 を持 っていて も候 補か らはず すよ うに した.な おGC skewとdif配 列 の位 置 を議 論す る うえ

で,こ の恣意 的なバ イアスがかか ってい る種の考察 は避 けた.

 以上 の結 果,ヒ ユー リスティ ックな部分 も含 め,本 研 究で は上 記の根拠 に よ り妥 当であ る と考 え ら

れ るdif配列 を新規 に648種 ・722染 色体予測 す るこ とに成 功 した.な お我 々は これ ら予測 され たdif配 列

のデー タ と,dif配 列 の位 置 を環状 染色 体 上 にマ ッピ ング した画像 をデ ー タペ ース と して公 開 して お

り,http://www.g-language.org/data/repter/に て 自由に利用 す る事がで きる(図3-13).

3.4.1 dif配 列 予 測

 対象 とした ほぼ全 ての種 に置 いてdif配 列 を新規 に得 るこ とが で きた結果 は,ほ ぼ全 てのXerCDを 持

つ種 でdif-XerCDシ ステムが進化 的 に強 く保 存 されて きてい る ことを示 唆 した .さ らに同 じ生物 で あっ

て も,複 数 の 染 色 体 を持 つ 場 合,染 色 体 ご とにdif配 列 は若 干 の違 い を見 せ て い た.こ の違 い は

Escherichia属 間で のdif配列 の違 い よ り大 きか った(図3-14).そ のた め染色体 を2つ 以上 もつ生物 におけ

る染色体毎 の変異バイ アスに は差が あるのか もしれない.

 さらに予測 された全てのdif配列 を観察 した所,特 にFimlicutesのdif配 列が広 く保存 されて い る ことが

示 唆 され た.既 知 のdif配 列 がな い門で は,プ ロフ ァイル隠 れマル コフモデル を作成 す る こ とが で きな

いため,そ の門 での予測 はProteobacteriaな どdif配列 が すで に解 明 されて い る門の プロ ファイ ル を用 い

た.そ の結 果Chlorobi, Acidobacteria, Gemmatimonadetes, Nitrospirae, Elusimicrobia, Tenericutesそ して

Spirochaetesら でFirmicutesの プロ ファイル隠 れマル コ フモデル によ る予測 が最 も高 いScoreを 示 して い

た.

 しか しなが ら一 方 で,以 下 の種の様 にXerCDを 持 って い るに も関 わ らずdif配 列 を予測 で きなか っ

た種 も存在す る.Proteobacteiraで 予測 で きなか った種 は全5種 ・7染 色体 で あ り,単 染 色体 の種 で は
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Nitratiruptor sp. SB I 55-2(NC _009662)及 び, S. denitrificans DSM 1251(NC -007575)で あ り,共 にεー

Proteobacteriaだ っ た.他 の ε一Proteobacteriaで は 見 つ か っ て い る こ とか ら まだ 定 か で は な い が,ε-

Proteobacteriaで はXerCDと は 違 うCDR機 構 が保 存 され て い る可能 性 が 示 唆 され て い るた め(Camoy and

Roten 2009),そ れ に 起 因 す る 可 能 性 が あ る .ま た 複 合 染 色 体 の 種 で 予 測 で き な か っ た 種 はP.

denitrificans PD 12221番 染 色 体(NC -008686), P. denitriftcans PD 12222番 染 色体(NC -008687), B.

phytofirmans PsJN 1番 染 色 体(NC -010681), Burkholderia sp.3831番 染 色 体(NC -007510)そ して

Burkholderia sp.3833番 染 色 体(NC -007509)で あ っ た.こ の 内B. phytofirmans PsJN 1番 染 色 体

(NC_010681), Burkholderia sp.3831番 染 色 体(NC -007510)そ してBurkholderia sp.3833番 染 色 体

(NC-007509)の 他 の染 色 体 で はdiJ配 列 が 発 見 さ れて い るた め,通 常 は 同種 内 の 染色 体 で あ る こ とか ら,

配 列 の 相 同検 索 に よって 類 似 した 配 列 を見 つ け られ る可 能 性 が あ る と考 え られ る.し か しな が ら図3-14

か ら も,同 種 内 の 染 色 体 同 士 のdif配 列 は類 似 して い な い とい う結 果 が 得 られて お リ,ま た 実 際 に検 索

を行 っ た とこ ろ,特 に類 似 した配 列 を検 出 す る こ とはで き なか っ た .

 ま た,Firmicutesで はL. helveticus DPC 4571(NC-O l OO80), C. perfringens str.13(NCー003366)そ してC.

beijerinckii NCIMB 8052(NC -009617)のdif配 列 を予 測 す る事 が で きな か った.こ の 内L. helveticus DPC

4571はXerCDの 他 にXerSを 持 って お り,先 行 研 究 でXerSを も つ 種 はdif-XerCDシ ス テ ム とは違 う特 殊 な

CDR機 構 を 持 っ て い る可 能 性 が 示 唆 さ れ て い る た め,そ れ に 起 因 す る と考 え られ る .一 方 でC.

perfringens str.13とC.δ の θ7'ηc妨で はGC含 有 量 が低 い とい う傾 向が 見 られ た(28.57%,29.86%).こ の 特

徴 も他 の種 のGC含 有 量 に 対 して 顕 著 に低 い とい う訳 で は な い が,4dif配列 がATリ ッ チ で あ る こ とか ら,

こ の様 な 生物 はRHMMで は 予 測 しに くい可 能 性 が あ る.

 こ れ ら門 の 一 部 の種 でdif配 列 を予 測 す る事 が 出 来 なか っ た 種 に対 して, Cyanobacteriaで は 全 くdif配

列 を予 測 す る事 が で き なか っ た.そ の 原 因 と して考 え られ る仮 説 と して マル チ コピー 染 色 体 の存 在 が 考

え られ る.Cyanobacteriaの 中 で もSynecho(.ystis sp. PCC 6803(NC _000911)は1つ の 細 胞 中 に,12コ ピ ー の

染 色 体 が あ る事 が確 認 され て い る(Labane et a1.1989).そ の た め複 数 の コ ピー が 既 に存 在 して い る事 か

ら,CDR機 構 を 持 って い な か った と して もそ の 種 の増 殖 効 率 に劇 的 な 影 響 が 出 る可 能 性 は低 く,そ れ

に よ りdif-XerCDシ ス テ ム を保 存 す る進 化 的 な 圧 力 が 比 較 的低 くな った 可 能 性 が あ る .

 本 研 究 で はXerCDを 持 って い る種 を 予 測 対 象 と した が, XerCDが な い 種 な どで はdif-XerCDシ ス テ ム

以 外 に よ ってCDRが 機 能 して い る可 能 性 が あ る. Le Bourgeoisら の 先 行 研 究 に よ る と, Streptococciや

Lactococciで はXerCDの 代 わ りにXerSがCDRの 機 能 に 携 わ っ て お り,独 自 のdif配 列 が 観 察 さ れ て い る

(Le Bourgeois et aL 2007).ま た 同様 に, Camoyら もε-Proteobacteriaで はXerHと 彼 らが 名 付 け たXerCDや

XerS以 外 の 酵 素 が 存 在 して い る可 能 性 を示 唆 して お り,そ れ らは特 有 のdif配 列 を持 って い るの で はな い

か と議 論 して い る(Camoy and Roten 2009).そ の た めXerHの 存 在 を確 認 す る と共 に,新 た にCDR機 構 に

携 わ る酵 素 の 存 在 の 可 能 性 を念 頭 に 置 い た上 で,XerCDを 持 た な い種 で のdif配 列 予 測 を行 な う必 要 が

あ るだ ろ う.
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図3-13:デ ー タベースイ ンターフェイス

公開 しているデータベースの概略図.(A)検 索 ボックスに種名を入力するとインクリメンタルサーチによってOrganism list

に対 象の種 名が表示 され る.そ して表示 されてい る種名 を選択す る と,リ ス トの右側 に対象の環状 マップが描 画 され

る.環 状マップ上 には種名や塩基座標 の他に,GC skew(赤 い線),リ ー ディング鎖上の遺伝子(青),ラ ギ ング鎖上の遺伝

子(オ レンジ),そ して予測 されたdif配列 の位置(赤 いピン)が 示 されている.(B)種 を選択す るとこのサ ブウイン ドウが

開 き,そ のウイ ン ドウにはアクセ ッシ ョン番号,門 名,綱 名,dif配列,dif配 列 のパ リンドローム構造,dif配列 の位置,

ゲノムサイズ,そ してゴ預己列の位置 とGC skewの 示 す複製終結点の位置の差が載せ られている.

The difsequence similarity between chromosomes in the same organism
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図3-14 複 数 染色体の配列距離 とEscherichia属 同士の配列距離

0日4 0.5

各 種 の1番 染色体 のゴヴ配 列 と2番 染色体の4ヴ配 列の距離 をCLUSTALWに よって求めた ヒス トグ ラム.青 色 のグ ラフは

Escherichia属 同士 のdif配列 の距離を示 してお り,全 体的 にEscherichia属 同 士のdif配列 に比べて,複 数染色体 のdif配 列 の

方がdif配列 に多 くの変異が見 られた-
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3.4.2 複製 終結 点 とdif配列 の関係

 本研究 の結果 よ り,GC skewの シ フ トポイ ン トと頃酒己列 はほぼ同 じ場所 に位置 してい る事 が解明 さ

れ,ま た比較的GC skewが 正確 に観察 され る種で のdif配列予測精度が高か った ことか らGC skewと 関係

深い事が推察 され る(図3-15).

GCSIと 予測精度の関係
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図3-IS:GCSIと 予 測精度の関係

X軸 にGCSI値, Y軸 にEーvalueを取 ったグラフ. GCSI値 が 高 くな るにつれてE-valueが 低 くなっている. GCSI値 が0.1以 上 の

全ての種では,今 回設 けた閾値(E-value値1.00E-04)に 収 まっている(赤 線).

 GC skewは 複製 の歴 史を表 現 してい る とい う事か ら,複 製 の終結 に関す る以下の2つ の仮説 を立 てる

ことがで きる.ま ず1つ 目は,複 製 の終 結 は単純 に複製 フォー クの衝突 に よるもの であ り,あ る程度先

行研 究 に よって複 製開始 点 と対称 の領域 付近 に絞 られて きた が,ほ ぼ ランダムで ある とい う仮説 で あ

る.前 述 の通 り複製 が繰 り返 され る事で塩基 に変異が 蓄積 され,グ アニ ン とシ トシ ンの組成 に偏 りが

生 じ,GC skewの ような塩基バ イ アスが観察 され る と考 えられて いる.そ のた め,塩 基バ イ アスが強 く

観 察 され る種 は複 製が 同 じ様 な場所 で終 結 を迎 えて い る と推測 で きる.ま たそ の塩 基バ イ アスはGC

skewで 表 す事が で き,そ の強 さはGCSIと い う指標で定量 的に求 める事 がで きる.一 方で,複 製 の終結

が ランダムに引 き起 こされて い ると仮定 す る と,中 心極 限定理 に よ りあ る程 度 その終結点の平 均 的な位

置 が次第 に確 定 して くる と考 えられ る.す る と,複 製が繰 り返 されれ ば繰 り返 され るほ どGC skewの シ

フ トポイ ン トとdif配列 の位 置の差 は小 さ くな り,複 製が あま り繰 り返 されてい ない種 ではGC skewの シ

フ トポイ ン トとdif配列 の位 置の差が大 き くな ってい くはずで ある.つ ま りこの仮説 は,GC skewの シ フ

トポイ ン トとdif配列の位置 の差 は, GCSIと 相 関関係 にあ る とい う命題 と同義で あ る と考 え るこ とがで

きる.し か しなが ら図3-12の 通 りその関係 に相関 を見 いだす ことがで きなかったため,こ の命題 は偽 で

あ り,同 時に複製 はランダム に終結 して いる訳で はない と言え るだろ う.

 もう1つ 考 えられ る仮説 は先 の もの とは対照的で,複 製 はdif配列付近で終結 してい る とい う仮説 であ

る.環 状 ゲノムを持 つバ クテ リアは複製 時 に二量体DNAを 避 ける為 にCDR機 構 を持 ってお り, CDRに

関わ るdif配 列の欠損 が増 殖効率 を下 げて しまう事や,こ のCDRを 効率良 く機能 させ る為 に も複 製 はdif

配 列付近 で終結 す る事が望 ま しい と考 え られ る.こ れ まで の研 究 で具体的 な議 論 は されて きて いない

が,GC skewシ フ トポイ ン トが複 製開始点 と対称 に位置 してい る事は言われて来て いた.し か しなが ら
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この現象 は複製 開始点 と対称 を 目指 して複製 が終結 して来て いた とい うよ り,dif配列 が対称 の位 置 に

あ る事 を示 していただ けなのか も しれ ない。それ は これ まで網 羅的 にバ クテ リアのdif配列 予測 が行 な

われてい なか ったた め検 証で きなか ったた め とも考 えられ る,実 際,本 論文で初 めて網羅 的 なdif配列

予測 を行 ない得 られた デー タを用 いた解析 に よ り,df配 列 とGC skewの シフ トポイン トの相 関関係 を見

いだす事 に成功 した.以 上 の こ とか ら,本 論文 で はバ クテ リアの長 い歴 史の中で幾 度 と繰 り返 されて

い る複製 は,dif-XerCDシ ステムでCDRを 行 うため に,恒 常 的 にdif配列 周辺 で複 製 を終結 して きた可能

性 が示唆で きた.
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第4章

議論

4.1 GC skewの ゆ ら ぎ

 第2章 で はバ クテ リア環 状ゲノムに現 れ る,塩 基組成バ イアスの対称性 のゆ らぎの原因解 明 を 目的 と

した解析 を行 った.外 来の塩基 組成 を原因 として仮定 し,水 平伝播 によって挿入 された領域 を取 り除い

たGC skewな どを,バ クテ リア300種 近 くで観察 した結果,水 平伝播 はGC skewに 影響 を与 えていない事

が確 認 された.こ の際塩基組 成 に影響 を与 えてい るGIsと して,含 むCDSの 数 とGC skewシ フ トポイ ン

トの変 化量 との関係 も解析 したが,そ れ らに相 関関係 を見 いだす ことはで きなか った.し か しなが ら

この解析 で はCDSの 数 しか考 慮 して いないた め,例 えば コ ドン使用頻度 か ら導 きだ され るCAI(Codon

Adaptation Index:Sharp and Li 1987)値 や発現量デー タを用 い る事で,宿 主ゲノム とか け離れ た塩 基組成

を持つGlsの 重 み付 けがで きるだ ろ う.ま た水平 伝播 に よって移動 して来 た時期 を系統学 的 に クラス タ

リングす るこ とで,同 じ由来のGlsを 持 つ生物 をカテ ゴライズす るこ とがで きる(Gogarten et al.2002).

そのた め,カ テ ゴ ライズ され た生物 を属 毎 に観察 し,バ クテ リア全 体で の傾 向で はな く,種 ご とに対

称性 の変化量 を観察 す るこ とで,よ り局所 的なケースス タディを議論す る事 が可能 とな るだ ろ う.

 また一方 で このゆ らぎの原 因 として もう1つ,逆 位変 異 とい う要素が考 え られ る.逆 位変 異イベ ン ト

はバ クテ リァの進化 において度 々起 こってお り,in vitroでの逆位実験 で増 殖効率 との関係が数 多 く示唆

されて いる(Segall et al.1988;Rebollo et al.1988;Campo et al.2004;Lester1in et al.2005;Kuroki et a1.

2008).ま た近 年 この逆位 変異 と増殖効 率 の関係 は,環 状 ゲノム上 のマ クロ ドメイ ン(MacroDomain:

MD)と い う領 域 と関係 してい る事 が示 唆 され る様 になつた(Esnault et al.2007).例 えばE. coliの染色体

は複製 開始 点を含むOri MD, Replichoreそ れ ぞれ に存在す るTer領 域 を含 むRightとLeft,そ して複 製終結

点を含 むTer MDと い う4つ のマ クロ ドメイン領域 に分割 す る事 がで き(Niki et al.2000;Valens et al.
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2004),こ の マ クロ ドメイ ンを跨 い だ逆 位変 異 が特 に増 殖 効率 に影響 を与 えてい る と言 わ れて い る

(Esnault et al.2007).こ のた め,バ クテ リアはあ る程度 自然発生的 に逆位変異が引 き起 こされた として

も,増 殖効 率 に影響 が出 る事か ら選択的 な進化圧 によって淘 汰 されてい るはずで あ る.つ ま りGIsと は

違 い,逆 位変 異 は塩基組成 の変化 以外 にあ ま り影響 を与 えて いない可能性 が ある.そ こで 同種 の株 同

士で ドッ トプロ ッ ト法 を用 いて逆位 変異領 域 を推 定 し,そ の領域 を取 り除 いたin silico変 異株 を生成

し,そ の変異株 のGC skewの シフ トポイ ン トを野生株 と比較 して どれ程 の変化量が現 れ るか を解析す る

事がで きるだ ろ う.ま た これ はE.coliやSalmonella entericaの 様 に同種株のゲノムが読 まれてい る種 は現

在30種 以上 い るた め,検 証す る上 で必要 なだ けの解析 を行 な う事 は可能 で ある と思われ る.こ の解析

によ り,塩 基組成 の揺 らぎの原因 として逆位変 異であ る とい う結 論 を示唆で きる可能性が あ り,ま た反

対 に原 因で ない とすれ ば,後 に記述 す る塩基組成 の揺 らぎはdif配 列 に完全 に依存 して い る とい う考察

の裏 付 けにもなるだろ う.

4.2ア ー キ ア に お け るdif配 列

 第3章 では塩基組成 の対称性 と複製機構 の関係 を解明す る事 を目的 として,ま ず網 羅的 に4〃配列 を予

測 し,そ の位置 と塩基組成 バ イアスで あるGC skewの シ フ トポイ ン トの位置 を比較解析 した.そ の結

果,XerCDを 持つ ほぼ全 ての環状 ゲノムを持 つバ クテ リアで未知 の4預 己列予測 に成功 し,複 製 がdif配 列

付近 で終結 して来て いる事 を示 唆で きた.

 本研究 での4dif配列予測 では,バ クテ リアだ けで な くアー キアで あ るCrenarchaeotaやElusimicrobiaで も

数種 発見 す る ことがで きた.こ れ らdif配列が発見 され たアーキアのGCSIは0-04～0.9と 分散が 高 く,発 見

された41酒己列 の位 置はGC skewの シフ トポイ ン トに近 いわけではなかった.っ ま り,特 徴 として はバ ク

テ リア と酷 似 してい る訳 で はないが,特 別 な組成 で あった とい う訳 で もない.し か しなが ら,パ リン

ドロー ム構 造やScoreがdif配 列 であ る確 か ら しさを示 していた.ア ー キアはバ クテ リア,真 核 生物 と並

ぶ ドメイ ンの1つ で あるが(Woese et al.1990),複 製機構 に関 して は,真 核 生物 に似た酵素や バ クテ リア

に似 た酵 素 を持 ってお り(Lind龝 et al.2008;Samson et al.2008),そ の具体 的な機構 は明確 に解 明 されて

いない(Vas and Leatherwood 2000) .そ のため, df配 列に似 た配列が本研究で得 られ た事 は,ア ー キアの

染色体分離機 構 の存在 を発見す る手が か りにな るか もしれない.

4.3総 括

 本論文 で は塩基組成 バ イ アス のゆ らぎ と複製 終結 点 とdif配列 の関係 とい う主 に2つ のテ ー マを議論

して きた,第2章 に よって,塩 基組成バ イ アス の対称 性 のゆ らぎは水平伝播 に よって挿入 され た と考 え

られてい るGIsと はあ ま り関係 がない とい う結果が得 られ た. GIsの 長 さや その位置 との相関 を見 いだす

ことはで きたが,そ れ は塩基組成 に影響 を与 えた結 果で はな く,単 純 にゲノムの長 さや位置 の問題で あ

る と考 えられ る.一 方で塩基組成 に影響 を与 えてい る可能性 の あるGlsと して,含 まれ るCDSの 数 を考

慮 に入 れて相関関係 を解析 したが,対 称性 の ゆ らぎ との相 関関係 を見いだす こ とはで きず さ らにそ も

そ もGIsを 取 り除いた時のGC skewシ フ トポイ ン トの変化量 はあ ま り高 くなか った とい う結 果 が得 られ

た.そ の結果第2章 では この塩基組成バ イ アスの ゆ らぎは水平 伝播 によ るもので はな く,あ るい は何か
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別 の因子 に よるものであ る とい う可能 性が示唆 された.第2章 の解析 は ここで終 わったが,こ の可能性

の答 え として考 えられ る説が後の解析(第3章)に よって もた らされ る事 となった.

 第3章 の解析 で網羅 的 に予測 された4dif配列の位 置 と,塩 基組成バ イアス を表すGC skewシ フ トポイ ン

トの関係 を解析 した ところ,両 者 間に強い相関 を観察す る事がで きた.こ れは複 製 の終結 点 は ほぼdif

配列 付近 を 目指 している可能性 を示 唆す る結果であ る と言 え,っ ま りGC skewの シ フ トポイ ン トはdif配

列 の位 置に依存 して形成 され る事 と同義であ る と言 える.実 際 に,GC skewの シフ トポイン トが極端 に

偏 って観察 され たGeobacter sp. FRC-32(NC -O l l 979)やHaemophilus parasuis SHO 165(NC-O l l 852)のGC

skewシ フ トポイン トが77。672。とll8.368。であったの に対 して, dif配列の位置 は77.105。 とll8.850。 となっ

てお り,ほ ぼ 同 じ位置で4グ配列が予測 されていた.し たが って,GC skewの シ フ トポイ ン トに揺 らぎが

生 じた場合,そ れ は外来のDNAに よる影響 と考 えるので はな く,4預 己列 の位 置の ゆ らぎに影響 を受 け

てい る と考 えるこ とがで き,第2章 の結果 は この ような考 えを支持す る ことにな るだろ う.

 以上 第2章 と第3章 の解析か ら導 き出 された結果 よ り,以 下 のモデル を提 唱す る.環 状 ゲノム を持 つ

バ クテ リアは複製 を終 結 させ る際 に は複 製開始 点 と対 称 の位置 を 目標 として い る訳 で はな く,実 は

CDR機 構 を よ り効率 良 く行 うた めにdif配 列付近 を 目標 としてお り,塩 基 組成 の対称性 のゆ らぎは この

4循 己列 と複製 プロセス によって蓄積 された結果 であ る.
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Ignicoccus 
Staphylothetmus

tuberculosis 
tuberculosis 
tuberculosis 
ulcerans 
urealyticum 
vanbaalenii 
viridis 
whipplei 
whipplei 
asiaticus 
bacterium 
biformata 
distasonis 

fermentans 
jorsetii 
f nsgilis 
fragilis 
gingivalis 
gingivalis 
hepariour 
hutchinsonii 

johnsoniae 
ochracea 

pinensis 
pseudouichonymphae
psychsophilum 
thetaiotaomicron 
vulgates 
obortus 
amoebophila 
caviae 

fells 
muridarum 
pneumoniae 
pneumoniae 
pneumoniae 
pneumoniae 
trachomatis 
trachomatis 
trachomatis 
trachomatis 
trachomatis 
aestuarii 
chlorochromatii 
limicola 
luteolum 

parvum 
phaeobactetvides 
phaeobactetvides 
phaeoclathratiforme 
phneovibrioides 
tepidum 
thalassium 
ethenogenes 
sp. 
sp. 
acidocnldarius 
butylicus 
hospitalis 
marinus

HsiRv 

KZN 1435 

Fl 

Agygg 

DSM 7109 

PYR-l 

DSM 43017 

TWO8/27 

str. Twist 

asiaticus 5a2 

3519-10 

HTCC2sol 

ATCC 8503 

DSM 18053 

KTo8os 

NCTC 9343 

YCH46 

W83 

ATCC 33277 

DSM 2366 

ATCC 33406 

UWiol 

DSM 7271 

DSM 2588 

pseudotrichonymphae genomovar. CFP2 
JIPo2/86 

VPI-s482 

ATCC 8482 

S26/3 

amoebophila UWE2s 

GPIC 

Fe/C-s6 

Nigg 

ARsg 

TW-l8s 

CWLo2g 

Jls8 

B/Jali2o/OT 

A/HAR-ls 

D/UW-s/CX 

L2b/LICH-l/proctitis 

434/Bu 

DSM 271 

CaDs 

DSM 245 

DSM 273 

NCIB 8327 

DSM 266 

BS I 

BU-l 

DSM 265 

TLS 

ATCC 35110 

195 

CBDBI 

BAVI 

DSM 639 

DSM 5456 

KJN4/1 

FI

dif Palindrome



Accession

NC _000854 
NC _009440 

 NC_002754 

NC _003106 
NC _009925 

NC_010475 

NC _007776 
NC _007775 

NC_005125 

NC _010644 

NC _009637 

NC_009975 

NC _013216 
NC_013205 

NC _006814 
NC _009725 

NC _003997 
NC _007530 
NC _012659 

NC _005945 
NC _012581 

NC _010424 

NC_007793 

NC _010079 
NC _007622 

NC_002952 

NC _002951 

NC _003923 

NC_002745 

NC _002953 

NC _007795 

NC_009782 

NC _002758 

NC _009641 

NC_009487 

NC _009632 

NC_009617 

NC_010723 

NC _010674 

NC _012658 
NC _009495 
NC _012491 

NC_008497 

NC _012121 
NC _010999 

NC _008526 
NC _011999 
NC _011772 

NC 004722 

NC _011725 

NC 006274 

NC_011773 

NC_012472 

NC _011969 
NC _003909 
NC _011658 

NC_010471 

NC _006582 
NC _009674 

NC 008529

Phylum

+ Crenarchaeota 

+ Crenarchaeota 

+ Crenarchaeota 

1 Crenarchaeota 

Cyanobacteria 

Cyanobacteria 

Cyanobacteria 

Cyanobacteria 

Cyanobacteria 

Elusimicrobia 

+ Euryarchaeota 

0 Euryarchaeota 

Firmicutes 

Firmicutes 

Firmicutes 

Firmicutes 

Firmicutes 

Firmicutes 

Firmcutes 

Fomicutes 

Firmicutes 

Firmicutes 

Firmicutes 

Firmicutes 

Firmicutes 

Firmicutes 

Firmicutes 

Firmicutes 

Firmicutes 

Firmicutes 

Firmicutes 

Firmicutes 

Firmicutes 

Firmicutes 

Firmicutes 

Firmicutes 

Firmicutes 

Firmicutes 

Firmicutes 

Fimsicutes 

Firmicutes 

Firmicutes 

Fornicates 

Firmicutes 

Firmicutes 

Firmicutes 

Firmicutes 

Firmicutes 

Firmicutes 

Firmicutes 

Firmicutes 

Firmicutes 

Fornicates 

FirTnicules 

Firmicutes 

Firmicutes 

Firmicutes 

Firmicutes 

Firmicutes 

Firmicutes

Class

Thermoprotei 
Thermoprotei 
Thermoprotei 
Thermoprotei 
Acaryochloris 
Chroococcales 
Chroococcales 
Chroococcales 
Gloeobacteria 
Elusimicrobia (class) 
Methanococci 
Methanococci 
Clostridia 
Bacillales 
Lactobacillales 
Bacillales 
Bacillales 
Bacillales 
Bacillales 
Bacillales 
Bacillales 
Clostridia 
Bacillales 
Bacillales 
Bacillales 
Bacillales 
Bacillales 
Bacillales 
Bacillales 
Bacillales 
Bacillales 
Bacillales 
Bacillales 
Bacillales 
Bacillales 
Bacillales 
Clostridia 
Clostridia 
Clostridia 
Clostridia 
Clostridia 
Bacioales 
Lactobacillales 
Bacillales 
Lactobacillales 
Lactobacillales 
Bacillales 
Bacillales 
Bacillales 
Bacillales 
Bacillales 
Bacillales 
Bacillales 
Bacillales 
Bacillales 
Bacillales 
Lactobacillales 
Bacillales 
Bacioales 
Lactobacillales

Genus

Aeropyrum 
Metallosphaera 
Sulfolobus 
Sulfolobus 
Acaryochloris 
Synechococcus 
Synechococcus 
Synechococcus 
Gloeobacter 
Elusimicrobium 
Methanococcus 
Methanococcus 
Desulfotomaculum 
Alicyclobacillus 
Lactobacillus 
Bacillus 
Bacillus 
Bacillus 
Bacillus 
Bacillus 
Bacillus 
Desulforudis 
Staphylococcus 
Staphylococcus 
Staphylococcus 
Staphylococcus 
Staphylococcus 
Staphylococcus 
Staphylococcus 
Staphylococcus 
Staphylococcus 
Staphylococcus 
Staphylococcus 
Staphylococcus 
Staphylococcus 
Staphylococcus 
Clostridium 
Clostridium 
Clostridium 
Clostridium 
Clostridium 
Brevibacillus 
Lactobacillus 
Staphylococcus 
Lactobacillus 
Lactobacillus 
Macrococcus 
Bacillus 
Bacillus 
Bacillus 
Bacillus 
Bacillus 
Bacillus 
Bacillus 
Bacillus 
Bacillus 
Leuconostoc 
Bacillus 
Bacillus 
Lactobacillus

Species

perms 
sedula 
solfataricus 
tokodaii 
manna 
sp. 
sp. 
SP. 
violaceus 
minutum 
maripaludis 
maripaludis 
acetoxidans 
acidocaldarius 
acidophilus 
amyloliguefaciens 
anthraces 
anthraces 
anthraces 
anthraces 
anthraces 
audaxviator 
awe= 
aureus 
aureus 
aureus 
aureus 
aureus 

aureus 
aureus 
aureus 
aureus 
aureus 
aureus 
aureus 
beiterinckii 
botulinum 
botulinum 
botulinum 
botulinum 
breves 
breves 
carnosus 
casei 
easel 
caseolyticus 
cereus 
cereus 
cereus 
cereus 
cereus 
cereus 
cereus 
cereus 
cereus 
citreum 
clausie 
cytotoxicus 
delbrueckii

Strain

Kl 
DSM 5348 
P2 
sir. 7 
MBIClioli 
PCC 7002 
JA-2-s8'a(2-13) 
JA-s-sAb 
PCC 7421 
pet 191 
C7 
C6 
DSM 771 
subsp. acidocaldarius DSM 446 
NCFM 
FZB42 
str. Ames 
str. 'Ames Ancestor' 
str. Ao248 
str. Sterne 
str. CDC 684 
audaxviator MPIO4C 
subsp. aureus USAsoo 
subsp. aureus USAsoo_TCHlsl6 
RFl22 
subsp. aureus MRSA2s2 
subsp. aureus COL 
subsp. aureus MW2 
subsp. aureus Nsls 
subsp. aureus MSSA4i6 
subsp. aureus NCTC 8325 
subsp. aureus Mu3 
subsp. aureus Muse 
subsp. aureus str. Newman 
subsp. aureus Jllg 
subsp. aureus Jilt 
NCIMB 8052 
E3 str. Alaska E43 
B str. Eklund 17B 
Ba4 str. 657 
A str. ATCC 3502 
NBRC 100599 
ATCC 367 
subsp. camosus TMsoo 
BL2s 
ATCC 334 
JCSCs4o2 
Gg842 
ATCC 14579 
B4264 
EssL 
AH82o 
0388102 
Qt 
ATCC 10987 
AHl8i 
KM2o 
KSM-Kl6 
NVH 391-98 
subsp. bulgaricus ATCC BAA-s6s

dif Palindrome

ATATTGTATMMTTCTATATATACAGC 

ATATAGTATACGATAGATTATGTCAAAT 

ATCTTTTATAATATTCATTATGTAAAAT 

AT GTTGTACACTA TTC TTTAAGTAAATT

ACTAACGATMTTTTTATTATGTCMTT 

ACAATCCATMTGTATATTTTGTMCCT 

ACAATCCATAATATATATTCTGTMCCT 

AGTTCCGATMTAAGTATTATGTAMCI 

ACGTCCGATMTCGATATTATGTCAAGT 

TCTGCGCATMTTTGTATTATGTMAGT 

ACTTCCTAGAATATATATTATGTAMCT 

ACTGCCTATAATATATATTATGTTAACT 
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ACTTCCTATAATATATATTATGTMACT 
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GTTTTCTATMTACCTATTAAGTCATCT 

ATTTTCTATMTACCTATTMGTMTCT 

AGTTTCTATGTTATATATTAAGTMTCT 

AGTTTCTATATTATATATTAAGTMTCT 

GAGTCCGATMTATATATTATGTAMCT 

ACTTTCGATMTATATATTATGTA AGT 

ACTTCCTATMTATATATTATGTAAACT 

ACTT CGCATMTATATATTATGTAMCT 

ACTTCGCATMTATATATTATGTAMCT 

ACTTCCGATMTATATATTATGTAMCT 

ACTACCTATAATATATATTATGTTMCT 
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NC _002976 

NC_004668 

NC _011567 
NC _008530 

NC_007160 

NC _007907 
NC _011830 

NC _002570 
NC _010080 
NC _007503 

NC_004193 

NC _003212 

NC _005362 

NC_006510 

NC _006270 
NC _006322 

NC_008531 

NC _010337 

NC _003210 
NC _002973 
NC _012488 

NC_011660 

NC _008528 
NC _008525 

NC_003366 

NC_004567 

NC _012984 

NC_009848 

NC _009253 
NC _013198 

NC_013199 

NC _007576 
NC _007929 

NC_007350 

NC _010556 

NC _012673 

NC_012793 

NC _010382 

NC _000964 

NC_007644 

NC _009328 

NC _012034 

NC_006177 

NC _010718 
NC _009454 
NC _005957 
NC 008600 

NC _010184 
NC _008555 
NC _008346 

NC _012489 

NC 011296 

NC_005027 

NC_007759 

NC _010002 

NC _008463 
NC _011770 
NC 009656
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Firmicutes 

Firmicutes 
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Firmicutes 
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Firmicutes 
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F 

F 

F 

F 

F 

F 

F
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irmicutes 
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irmicutes 

irmicutes 

irmicutes 

irmicutes

Firmicutes 

Firmicutes 

Firmicutes 

Firmicutes 

Firmicutes 

Firmicutes 

Firmicutes 

Firmicutes 

Firmicutes 

Gemmatimonadetes

Nitrospime 

Planctomycetes 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira

Class

Lactobacillales 

Bacillales 

Bacillales 

Lactobacillales 

Bacillales 

Lactobacillales 

Bacillales 

Clostridia 

Clostridia 

Bacillales 

Lactobacillales 

Clostridia 

Bacillales 

Bacillales 

Lactobacillales 

Bacillales 

Bacillales 

Bacioales 

Lactobacillales 

Clostridia 

Bacillales 

Bacillales 

Bacillales 

Bacillales 

Lactobacillales 

Lactobacillales 

Clostridia 

Lactobacillales 

Lactobacillales 

Bacillales 

Clostridia 

Lactobacillales 

Lactobacillales 

Lactobacillales 

Lactobacillales 

Bacioales 

Bacioales 

Bacillales 

Bacillales 

Bacillales 

Bacillales 

Clostridia 

Bacilales 

Clostridia 

Clostridia 

Clostridia 

Clostridia 

Bacillales 

Bacillales 

Bacillales 

Bacillales 

Clostridia 

Gemmatimonadales 

Nitrospirales 

Planctomycetacia 

Deltaproteobacteria 

Betaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria

Genus

Lactobacillus 
Staphylococcus 
Staphylococcus 
Enters coccus 
Anoxybacillus 
Lactobacillus 
Staphylococcus 
Desulfitobacterium 
Desulfitobacterium 
Bacillus 
Lactobacillus 
Carboxydothermus 
Oceanobacillus 
Listeria 
Lactobacillus 
Geobacillus 
Bacillus 
Bacillus 
Leuconostoc 
Heliobacterium 
Listeria 
Listeria 
Listeria 
Listeria 
Oenococcus 
Pediococcus 
Clostridium 
Lactobacillus 
Lactobacillus 
Bacillus 
Desulfotomaculum 
Lactobacillus 
Lactobacillus 
Lactobacillus 
Lactobacillus 
Staphylococcus 
Exiguobacterium 
Exiguobacterium 
Geobacillus 
Lysinibacillus 
Bacillus 
Moorella 
Geobacillus 
Anaerocellum 
Svmbiobacterium 
Natranaerobius 
Pelotomaculum 
Bacillus 
Bacillus 
Bacillus 
Listeria 
Svntrophomonas 
Gemmatimonas 
Thermodesulfovibrie
Rhodopirellula 
Svnnrophus 
Delftia 
Pseudomonas 
Pseudomonas 
Pseudomonas

Species

delbrueckii 
epidermidis 
epidermidis 

faecalis 
flavithermus 
gasseri 
haemolytic= 
hafniense 
hafriense 
halodurans 
helveticus 
hydrrogenoformans 
iheyensis 
innocua 

johnsonii 
kaustophilus 
licheniformis 
licheniformis 
mesenteroides 
modesticaldum 
monocytogenes 
monocytogenes 
monocytogenes 
monocytogenes 
Deal 
pentosaceus 
perfringens 
plantarum 
plantarum 
pumilus 
reducens 
rhamnosus 
rhamnosus 
sakei 
salivarius 
saprophytic= 
sibiricum 
sp. 
sp. 
sphaericus 
subtilis 
thermoacetica 
thermodenitrifrcans 
thermophilum 
thermophilum 
thermophilus 
thermopropionicum 
thuringiensis 
thuringiensis 
weihenstephanensis 
welshimeri 
wolfei 
aurantiaca 

yellowstonii 
baltica 
aciditrophicus 
acidovorans 
aeruginosa 
aeruginosa 
aeruginosa

Strain

subsp. bulgaricus ATCC 11842 

ATCC 12228 

RP62A 

Vs8s 

WKl 

ATCC 33323 

JCSCI4ss 

Y51 

DCB-2 

C-l2s 

DPC 4571 

Z-2gol 

HTE8sl 

Clipll262 

NCC 533 

HTA426 

ATCC 14580 

ATCC 14580 

subsp. mesenteroides ATCC 8293 

Ice! 

EGG, 

str. 4b F2s6s 

Clip8o4sg 

HCC2s 

PSU-l 

ATCC 25745 

Se. 13 

WCFSl 

lDMl 

SAFR-os2 

MI-I 

GG 

Lc 705 

subsp. sakei 23K 

UCCIl8 

subsp. saprophyticus ATCC 15305 

255-15 

ATlb 

WCHio 

Cs-4l 

subsp. subtilis sr. 168 

ATCC 39073 

NG8o-2 

DSM 6725 

IAM 14863 

JW/NM-WN-LF 

SI 

serovar konkukiao str. 97-27 

so. AI Hakam 

KBAB4 

serovar 6b str. SLCCsss4 

subsp. wolfei str. Goettingeo 

T-2i 

DSM 11347 

SH 1 

SB 

SPH-l 

UCBPP-PAl4 

LESBs8 

PA7

dif Palindrome
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AC TTCCGAGMTATATATTATGTAMCT 

ACTTTCGATMTATATATTATGTTMCT 
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Accession

NC _002516 

NC_012633 

 NC_009881 

NC _008048 

NC_011768 

NC _008700 

NC _012913 

NC_008740 

NC _007204 
NC_007290 

NC _007794 
NC _006513 

NC _009138 
NC _012985 
NC _012%2 

NC _008228 
NC _004547 

NC _012691 

NC_012108 

NC _009720 
NC _010645 

NC_003919 

NC _008783 
NC _005363 
NC _013173 
NC _012982 

NC_009997 

NC_009052 

NC _009665 

NC _011663 

NC_009085 

NC _010611 

NC_011595 

NC _010400 
NC _011586 

NC_010410 

NC_009883 
NC _007940 

NC_011146 

NC _008343 

NC_008260 

NC_007613 

NC_010658 

NC_002927 

NC_007508 
NC_007086 

NC_010688 

NC_003902 
NC_009879 

NC_007354 

NC_002977 

NC_007498 

NC_011386 

NC_012917 

NC_009937 

NC_010162 
NC_011420 

NC_007799 

NC_007645 

NC 011757

Phylum

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira

Class

Gammaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Deltaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Betaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Betaproteobacteria 

Betaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Deltaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Betaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Deltaproteobacteria 

Deltaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Deltaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Betaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Garnmaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Deltaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Deltaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Alphaproteobacteria

Genus 

Pseudomonas 
Rickettsia 
Rickettsia 
Sphingopyxis 
Desufjatibacillum 
Shewanella 
Aggregatibacter 
Marinobacter 
Psvchrnbacter 
Dechlommonas 
Novosphingobium 
Aromatoleum 
Herminiimonas 
Liberibacter 
Photorhabdus 
Pseudoalteromonas 
Pectobacterium 
Tolumonas 
Desulfobacterium 
Xanthobacter 
Bordetella 
Xanthomonas 
Bartonella 
Bdellovibrio 
Desuljomicrobium 
Hirschia 
Shewanella 
Shewanella 
Shewanella 
Shewanella 
Acinetobacter 
Acinetobacter 
Acinetobacter 
Acinetobacter 
Acinetobacter 
Acinetobacter 
Rickettsia 
Rickettsia 
Geobacter 
Granulibacter 
Alcanivarax 
Shigella 
Shigella 
Bordetella 
Xanthomonas 
Xanthomonas 
Xanthomonas 
Xanthomonas 
Rickettsia 
Ehrlichia 
Methylococcus 
Pelobacter 
Oligotropha 
Pectobacterium 
Azorhizobium 
Sarangium 
Rhodospirillum 
Ehrlichia 
Hahella 
Methylobacterium

Species

aeruginosa 
africae 
akari 
alaskensis 
alkenivorans 
amazonensis 
aphrophi!us 
aquaeolei 
arcticus 
aromatics 
aromaticivorans 
aromaticum 
arsenicoxydans 
asiaticus 
asymbiotica 
atlantica 
atrosepticum 
auensis 
autotrophicum 
autotrophicas 
alum 
axonopodis 
bnci!liformis 
bacteriovorus 
baculatum 
baltica 
baltica 
baltica 
baltica 
baltica
baumann 

baumann 

baumann 

baumann 

baumann 

baumann 

belhi 

belfa

bemidjiensis 
bethesdensis 
borkumensis 
boydii 
boydii 
bronchiseptica 
campestris 
campestris 
campestris 
campestris 
canadensis 
cans 
capsulatus 
carbine/icus 
carboxidovorans 
carntovorum 
caulinodans 
cellulosum 
centertum 
chaffeensis 
chejuensis 
chlaromethanicum

Strain

PAOI 

ESF-s 

str. Hartford 

RB22s6 

AK-el 

SB2B 

Nl8ioo 

VT8 

273-4 

RCB 

DSM 12444 

EbNI

asiaticus str. psy62

T6c 

SCRlio4s 

DSM 9187 

HRM2 

Py2 

lgiN 

pv. citri str. 306 

KCs8s 

HDioo 

DSM 4028 

ATCC 49814 

oSlgs 

oSlss 

OS 185 

05223 

ATCC 17978 

ACICU 

ABsoi-o2g4 

SDF 

ABoosi 

AYE 

OSU 85-389 

RMLs6g-C 

Bern 

CGDNIH I 

SK2 

Sb22i 

CDC 3083-94 

RBso 

pv. vesicatoria str. 85-10 

pv. campestris str. 8004 

pv. campestris 

pv. campestris str. ATCC 33913 

str. McKie) 

str. Jake 

str. Bath 

DSM 2380 

0M5 

subsp. carotovorum PCI 

ORS 571 

So cc 56' 

SW 

str. Arkansas 

KCTC 2396 

CM4

dif Palindrome

GATTCGCATMTGTATATTATGTTAMT --((--

GTTCTATMTCTATATTATGGAMATM .(- -C. 

UCTATMTCTATATTATGGOSAOTCAA CC --'C 

ATTTGATMTATATATTATGTTAAATAC -(-C--ATGToooATMTATATATTATGTAMCT

 (--C--AAToooCACAATGTATATTATGTTAMT

 (-(---

ACTToooATAACGTATATTATGTTAMT (-((--

ACToooCATAATGTATATTATGTTAAAT C-C---

TTTTCGCATAATGTATATTATGTTAMT -((C--

AACGCGCATAATITGCATTATGTTAMT C----- 

TATTTACATAATGATTATTATCAATCCT ----C-ATATCTCACAATTTATATTTGoooMAT

 ((-C'-

ATTTCGTATMTTTATATTATGTCAMT C(CC'-

GTCGCATAATMGTATTATGGMUTTT ------ 

AGTGCGCCTMTGTATATTATGTTAMT (-(---

TATTCGTATAATGTATATTATGTTAAAT --((--

GGTTCGCATAATGTATATTATGTTAMT --((--

ATTTCGCATAATGTATATTATGTTMAT ((((--

TTCGATMTATATATTATGTAMCTTTT ----- 

GMTCGCAGAAGAGATATTATGGMCTC (C C--MTAoooATAATGMTATTATGTMAGT 

C-C---

ATTTCGCATMTGTATATTATGTCAMT (((C--

ATTGCATMTATATATTATGGMCTTTT ----- 

TCTGATMGTTATATTATGTMCGGTM ----- 

TTGACACATAATGAAMTTATGTTAACT -----C 

AACGCATMTCTACATTATGTGCMTTT ((----

GCTGoooAGMTGTATATTATGTTAMT --(---

GCTGCGCACMTGTATATTATGTTAAAT --(---

GCTGCGCACMTGTATATTATGTTAAAT --(---

GCToooCACAATGTATATTATGTTAAAT --(---

TGTTCGTATMTGTATATTATGTTAkAT --((--

TGTTCGTATMTGTATATTATGTTMAT --((--

TGTTCGTATAATGTATATTATGTTMAT --((--

TGTTCG(ATMTGTATATTATGTTAMT --((--

GCTTCGTATAATGTATMTATGfTAMT --(C--

ACTTCGTATMTGTATATTATGTTA AT (-((--

GTTCTATMCMATArTATGGAAAATM -(--( 

GrTCTATAATTATTATTATGGAAAATM -(--(-

ACGToooATAAGATATATTATGTCMGT (C-C--

GTCGTATAAGATATATTATGGAAACTM -C-((-

ACTACGCATAATGTATATTATGTTAATA --(---

GGToooCATAATGTATATTATGTTMAT --(---

GGTGCGCATAATGTATATTATGTTAAAT --(---

MTTCGCATAATGTATATTATGTAMGT (-((--

ATTTCGCATMTGTATATTATGTMMT (((C--

ATTTCGCATMTGTATATTATGT(AGGA ---(--

ATTToooATMTGTATATTATGTCAGM -(-(--

ATTTCGcATMTGTATATTATGTCAGGA ---(--

TTCTATMTCCATATTATGGAMATMT -(---C 

ATTACATMTATATATTATGGAAMTAC -(----

TATGoooATAATGTATATTATGTTAAAT --(---

GGGToooATAAGATATATTATGTAAACC ((-(--

GATTCG(ATMGGTATATTATGGMTAT ---(--

GGTToooATAATGTATATTATGTTAMT --((--

GATSCGTAGAAGATATATTATGGAACCT ------ 

GGATCGCATAAGAAACATTATGTGMCT -(-C--

MGTCCGATAATAATGATTATGGAAAAT (--(-( 

ATTACATMTTATTATTATGGA MTM _(---- 

AGrGCGCATAATATATATTATGTTAAAT (-C---

TTCGCATMGATATATTATGGMCATGA -----



Accession Phylum

NC _010524 

NC_008752 

NC_002655 

NC _004431 

NC _010498 

NC_013008 

NC _008253 

 NC _011353 

NC_002695 

NC _008563 
NC_011601 

NC_007946 

NC _009801 

NC_011750 

NC _011748 
NC _011742 

NC_011993 

NC _011751 

NC _011745 

NC_012967 

NC _010473 
NC _000913 

NC_012759 

NC _011741 
NC _011415 
AC _000091 
NC _009800 

NC _012892 

NC_012947 

NC _010468 

NC_003103 

NC _011916 
NC _002696 

NC_007520 

NC _007969 
NC _009484 

NC_012880 

NC _011891 
NC _007760 

NC_008209 

NC _007954 
NC _007575 

NC_007404 

NC _007519 

NC_011883 

NC_011365 

NC _010125 

NC_012988 

NC _002940 
NC _007606 

NC_008340 

NC _008786 
NC _006833 
NC _010981 

NC _002978 

NC _010067 

NC_004631 

NC _011149 

NC_011083 

NC 003198

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira

Class

Betaproteobacteria 

Betaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Deltaproteobacteria 

Deltaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Epsilonproteobacteria 

Betaproteobacteria 

Deltaproteobacteria 

Deltaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Betaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria

Genus

Leptothrix 
Acidovorat 
Escherichia 
Escherichia 
Escherichia 
Escherichia 
Escherichia 
Escherichia 
Escherichia 
Escherichia 
Escherichia 
Escherichia 
Escherichia 
Escherichia 
Escherichia 
Escherichia 
Escherichia 
Escherichia 
Escherichia 
Escherichia 
Escherichia 
Escherichia 
Escherichia 
Escherichia 
Escherichia 
Escherichia 
Escherichia 
Escherichia 
Escherichia 
Escherichia 
Rickettsia 
Caulobacter 
Caulobacter 
Thiomicrospira 
Psvchrobacter 
Acidiphilium 
Dickeva 
Anaervmyxobacter 
Anaervmyxobacter 
Roseobacter 
Shereanella 
Sulfurimonas 
Thiobacillus 
Desulfovibrio 
Desulfovibrio 
Gluconacetobacter 
Gluconacetobacter 
Methylobacterium 
Haemophilus 
Shigella 
Alkalilimnicola 
Verminephrobarter 
Wolbachia 
Wolbachia 
Wolbachia 
Salmonella 
Salmonella 
Salmonella 
Salmonella 
Salmonella

Species

cholodnii 
citrulli 
coll 
colt 
call 
colt 
colt 
coll 
colt 
colt 
colt 
colt 
colt 
colt 
colt 
colt 
colt 
coll 
tall 
toll 
coll 
colt 
coll 
colt 
colt 
colt 
colt 
colt 
colt 
toll 
conorii 
crescentus 
crescentus 
crunogena 
cryohalolentis 
cryptum 
dadantii 
dehalogenans 
dehalogenans 
denitrificans 
denitrifrcans 
denitrdfcans 
denitrifrcans 
desulfuricans 
desulfuricans 
diazohvphicus 
diazotrophicus 
dichloromethanicum 
ducreyi 
dysenteriae 
ehrlichii 
eiseniae 
endosymbiont 
endosymbiont 
endosymbiont 
enterica 
enterica 
enterica 
enterica 
enterica

Strain

SP-6 

AAOoo-l 

0157:H7 EDLgss 

CFTois 

SECEC SMS-s-s 

0157:H7 str. TWl4ssg 

536 

0157:17 str. EC4lls 

0157:H7 str. Sakai 

APEC 01 

0127:H6 str. E2s48/69 

UTl8g 

E24siiA 

lAlsg 

55989 

S88 

LF82 

UMNO26 

EDIa 

B str. REL6o6 

str. K-l2 substr. DHIOB 

MGl6ss 

BW2gs2 

IAII 

SEIl 

str. K-l2 substr. Wslio 

HS 

BL2 I 

BL2I(DE3) 

ATCC 8739 

str. Malish 7 

NA 1000 

CBls 

XCL-2 

K5 

IF-s 

Echios 

2CP-l 

2CP-C 

OCh 114 

05217 

DSM 1251 

ATCC 25259 

subsp. desulfuricans str. G20 

subsp. desulfuricans str. ATCC 27774 

PA! 5 

PA! 5

ssoooHP 

Sdlgi 

MLHE-l 

EFOI-2 

stain TRS of Borgia malayi 

of Culex quinquefasciatus pet 

of Drosophila melanogaster 

subsp. arizonae serovar 62:z4,z23:--

subsp. enterica serovar Typhi str. Ty2 

subsp. enterica serovar Agona str. SL48s 

subsp. enterica serovar Heidelberg str. SL4i6 

subsp. enterica serovar Typhi str. CTl8

dif Palindrome

ATGCGTGACGATGAATATTATGTCAACT 

AGTAGACACGATGTATATTATGTCAMT 

GGTGCGCATAATGTATATTATGTTAAAT 

GGTGCGCATAATGTATATTATGTTAAAT 

GGTGCGCATAATGTATATTATGTTAAAT 

GGTGCGCATAATGTATATTATGTTAAAT 

GGTGCGCATAATGTATATTATGTTAAAT 

GGTGCGCATAATGTATATTATGTTAAAT 

GGTGCGCATAATGTATATTATGTTAAAT 

GGTGCGCATAATGTATATTATGTTAAAT 

GGTGCGCATAATGTATATTATGTSAMG 

GGTGCGCATAATGTATATTATGTTAAAT 

AGTGCGCATAATGTATATTATGTTAMT 

GGTGCGCATAATGTATATTATGTTAAAT 

GGTGCGCATAATGTATATTATGTTAAAT 

GGTGCGCATAATGTATATTATGTTAAAT 

GGTGCGCATAATGTATATTATGTTAAAT 

GGTGCGCATAATGTATATTATGTTAAAT 

GATGCGCATMTGTATATTATGTTAMT 

AGTGCGCATMTGTATATTATGTTAMT 

GGTGCGCATAATGTATATTATGTTAAAT 

GGTGCGCATAATGTATATTATGTTAAAT 

GGTGCGCATAATGTATATTATGTTAAAT 

GATGCGCATAATGTATATTATGTTAMT 

GGTGCGCATAATGTATATTATGTTAAAT 

GGTGCGCATAATGTATATTATGTTAAAT 

GGTGCGCATAATGTATATTATGTTAAAT 

AGTGCGCATAATGTATATTATGTTAMT 

AGTGCGCATAATGTATATrATGTAAAT 

AGTGCGCATMTGTATATTATGTTMAT 

GTTCTATMTCTATATTATGGMMTAA 

AGT TCGTC TMGATATATTATCA W AGA 

AGT TCGTCTMooTATATTATCA W AGA 

TGTTCGCATAATGTATATTATGTrAAAT 

TTTTCGCATAATGTATATTATGTTAMC 

ATGTCGCAGAAGAMTATrATGGAACCT 

GGTTCGCATAATGTATA»ATGTTAAAT 

ACGTCCGATMTATGGATTATGGTAACT 

ACGTCCGATMTATGGATTATGGTMCT 

TATTTATMTCMCAI TATGTTAMTM 

GATGCGCACAATGTATATTATGTTAAAT

ACTTCGCATMTGTATATTATGTTMAT 

GTCTCATAATGTAMTTATGTTMCTTT 

GTCCCATMTGATAATTATGTAMCm 

ATCGTATMTATATATTATGCCAACAAG 

ATCGTATAATATATATTATGCCAACMG 

TTCGCATAAGATATATTATGGAACGTGG 

ACTTCGCATMTAATGATTATGTTAMT 

GGTGCGCATAATGTATATTATGTTAAAT 

ACTGCGCATAATGTATATTATGTTAMT 

GAGACATACGATGTATATTATGTTAAAT 

TTACATMTATATATrATGGAAMTAAA 

ATTACATAATGTATATTATGGAAMTAT 

TTCCATMTGTATATTATGTMTTTTCG 

AGTGCGTATAATGTATATTATGTTAAAT 

GGAGCGCATAATGTATATTATGTTAAAT 

AGTGCGCATMTGTATATTATGTTAMT 

GGTGCGCATAATGTATATTATGTTAAAT 

GGAGCGCATAATGTATATTATGTTAAAT

C__C_ 

(-(-C( 
--(--- 

-C-- 

--C---

  C__ 

C-( 

C-C--- 

--(--- 

(_C___ 

C_C___ 

C_C___ 

 (--C-

   (CC-

 (CC-

  ((-- 

C_CC__ 

(--(-C 

C- -C -C 

(--CC-
_ C -

(-(C-

 (-(C- 

C-((--
-C___ 

C-C-------

C 

CC ---C 

(C----

C_ 

C -C 

    C-C 

- --



Accession

NC _010102 
NC _006905 

 NC _012125 

NC _006511 
NC _011294 
NC _011094 

NC_011205 

NC _011147 
NC _011274 

NC _011080 
NC _003197 

NC _008800 

NC_008027 

NC _007761 

NC 010994 

NC_004757 

NC _008344 

NC _010172 

NC_012808 

NC 010577 

NC _004556 
NC _010513 
NC _002488 

NC _007109 

NC_011740 

NC _007908 

NC_011761 

NC _011206 
NC _007947 

NC_004337 

NC _004741 
NC _008258 

NC_012660 

NC _007492 

NC _004129 

NC_008345 

NC _008554 

NC _007712 

NC_011035 

NC _002946 

NCol2846 

NC _010334 
NC _008789 

NC_007964 

NC _005956 
NC_004917 

NC_008570 

NC _012779 
NC _010581 

NC_009566 
NC _000907 
NC_007146 

NC_008709 

NC_008011 

NC_004463 

NC_010995 

NC _013166 

NC_009792 
NC_009719 
NC 012850

Phylum

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira

Class

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Betaproteobacteria 

Betaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Betaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Betaproteubacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Deltaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Betaproteobacteria 

Betaproteobacteria 

Alpbaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Epsilonproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Deltaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Alphaproteobacteria

Genus

Salmonella 
Salmonella 
Salmonella 
Salmonella 
Salmonella 
Salmonella 
Salmonella 
Salmonella 
Salmonella 
Salmonella 
Salmonella 
Yersinia 
Pseudomonas 
Rhizobium 
Rhizobium 
Nitmsomonas 
Niarosomonas 
Methylobacterium 
Methylobacterium 
Xylella 
Xylella 
Xylella 
Xylella 
Rickettsia 
Escherichia 
Rhodoferax 
Acidithiobacillus 
Acidithiobacillus 
Methylobacillus 
Shigella 
Shigella 
Shigella 
Pseudomonas 
Pseudomonas 
Pseudomonas 
Shewanella 
Svnaophobacter 
Sodalis 
Neisseria 
Neisseria 
Bartonella 
Shewanella 
Halorhodospira 
Niarobacter 
Bartonella 
Helicobacter 
Aet omonas 
Edwardsiella 
Beijerinckia 
Haemophilus 
Haemophilus 
Haemophilus 
Psvchrnmonas 
Lawsonia 
Bradvrhizobium 
Celivibrio 
Kangiella 
Ciarobacter 
Parvibaculum 
Rhizobium

Species

enterica 
enterica 
enterica 
enterica 
enterica 
enterica 
enterica 
enterica 
enterica 
enterica 
enterica 
enterocolitica 
entomophila 
etli 
etli 
eumpaea 
eutropha 
extorquens 
extorquens 
fastidiosa 
fastidiosa 
fastidiosa 
fastidiosa 
fells 
fergusonii 
ferrireducens 
fenrooxidans 
fermoxidans 
flagellates 
flexneri 
flexneri 
flexneri 
fluorescens 
fluorescens 
fluorescens 
frigidimarina 
fumaroxidans 
glossinidius 
gonorrhoeae 
gonorrhoeae 
grahamii 
halifaxensis 
halophila 
hamburgensis 
henselae 
hepatic as 
hydrophila 
ictaluri 
indica 
influenzae 
influenzae 
influenzae 
ingrahamii 
intracellularis 

japonicum 
japonicas 
koreensis 
koseri 
lavamentivorans 
leguminosarum

Strain

subsp. enterica serovar Paratyphi B str. SPBi 

subsp. enterica serovar Choleraesuis str. SC-B6i 

subsp. enterica serovar Paratyphi C strain RKS4sg4 

subsp. enterica serovar Paratyphi A str. ATCC 9150 

subsp. enterica serovar Enteritidis str. Pl2siog 

subsp. enterica serovar Schwarzengrund str. CVMlg6ss 

subsp. enterica serovar Dublin str. CT_02021853 

subsp. enterica serovar Paratyphi A str. AKU 12601 

subsp. enterica serovar Gallinae un str. 287/91 

subsp. enterica serovar Newport str. SL2s4 

subsp. enterica serovar Typhimurium str. LT2 

subsp. enterocohtica 8081 

L48 

CFN 42 

CIAT 652 

ATCC 19718 

C91 

PAI 

AMI 

M23 

Temecula] 

M12 

gasc 

URRWXCaI2 

ATCC 35469 

Ti i8 

ATCC 23270 

ATCC 53993 

KT 

2a str. 301 

2a str. 24siT 

5 str. 8401 

SBW2s 

pie-l 

pf-s 

NCIMB 400 

MPOB 

str.'morsitans' 

NCCPIlg4s 

FA 1090 

as4aup 

HAW-EB4 

SL1 

X14 

str. Houston-l 

ATCC 51449 

subsp. hydrophila ATCC 7966 

93-146 

subsp. indica ATCC 9039 

PittEE 

Rd KW2o 

86-o28NP 

37 

PHE/MN 1-00 

USDA 110 

Uedaioi 

DSM 16069 

ATCC BAA-8gs 

DS-l 

bv. trifolii WSMls2s

dif Palindrome
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Proteobacteira 
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Proteobacteira 
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Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobactera 

Proteobacteira 

Proteobacteira

Class

Alphaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Deltaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Deltaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Betaproteobacteria 

Betaproteobacteria 

Betaproteobacteria 

Betaproteobacteria 

Betaproteobacteria 

Deltaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Betaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Betaproteobacteria 

Betaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Deltaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gatnmaproteobacterea 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Betaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Betaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria

Genus

Rhizobium 
Rhizobium 
Ervthrobacter 
Shewanella 
Idiomarina 
Mesorhizobium 
Geobacter 
Photorhabdus 
Alteromonas 
Magnetospirillum 
Desuljovibrie 
Stenotrophomonas 
Stenotrophomonas 
Anaplasma 
Anaplasma 
Maricaulis 
Rickettsia 
Sinorhizobium 
Sinorhizobium 
Pseudomonas 
Neisseria 
Neisseria 
Neisseria 
Neisseria 
Neisseria 
Geobacter 
Proteus 
Methylotenera 
Zymomonas 
Pasteuretla 
Palaromanas 
Polynucleobacter 
Hyphomonas 
Dichelobacter 
Methylobacterium 
Francisella 
Ninosococcus 
Desullfococcus 
Shewanella 
Xanthomonas 
Xanthomonas 
Xanthomonas 
Gluconobacter 
Rhodopseudomonas 
Rhodopseudomonas 
Rhodopseudomonas 
Rhodopseudomonas 
Rhodopseudomonas 
Rhodopseudomonas
Bordetella 

Haemophilus 

Acetobacter 

Rickettsia 

Shewanella 

Bordetella 

Yersinia 

Yersinia 

Yersinia 

Yersinia 

Yersinia

Species

leguminosar nm 

leguminosarum 

Iitoralis 

loihica 

loihiensis 

loci 

lovleyi 

luminescens 

macleodii 

magnetiGum 

magnetiGus 

maltophilia 

maltophilia 

marginate 

marginate 

marls 

massiliae 

medicae 

meliloti 

mendocina 

meningitides 

meningitides 

meningitides 

meningitidis 

meningitidis 

metallireducens 

mirabilis 

mobilis 

mobilis 

multocida 

naphthalenivorans 

necessarius 

neptunium 

nodosus 

nodulans 

novicida 

oceani 

oleovorans 

oneidensis 

oryzae 

oryzae 

oryzae 

osydans 

palustris 

palustris 

palustris 

palustris 

palustris 

palustris 

parapertussis 

parasols 

pasteurianus 

peacockii 

pealeana 

pertussis 

pestis 

pestis 

pestis 

pestis 

pestis

Strain

by viciae 3841 

by. tri(olii WSM2so4 

HTCC2sg4 

PV-4 

L2TR 

MAFFsosogg 

SZ 

subsp. laumondii TTOI 

Deep ecotype' 

AMB-l 

RS-l 

Rssl-s 

K2iga 

str. St. Manes 

str. Florida 

MCS I O 

MTUs 

WSM4lg 

1021 

ymp 
MCs8 

FAM 18 

53442 

Z24gl 

alpha 14 

GS-ls 

Hl4s2o 

.ll-W8 

subsp. mobiles ZM4 

subsp. multocida str. Pmio 

CJ2 

subsp. necessarius STIR! 

ATCC 15444 

VCSliosA 

ORS 2060 

Ull2 

ATCC 19707 

Hxds 

MR-l 

pv. oryzae PXOggA 

pv. oryzae KACCiossl 

pv. oryzae MAFF 311018 

62lH 

BisAss 

BisBs 

TIE-l 

BesB 18 

CGAoog 

HaA2 

12822 

SHol6s 

IFO 3283-0! 

str. Rustic 

ATCC 700345 

Tohama 1 

NepalsI6 

Angola 

Cog2 

KIM 

Pestoides F

dif Palindrome
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NC_010505 
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NC_010263 
NC_009882 
NC_013009 
NC_007643 
NC_005295 
NC_006832 
NC_006831 
NC_009778 
NC_007963 
NC_012081 
NC_009348 
NC_009031 
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NC_009952 
NC_011666 
NC_003295 
NC_008309 
NC_010519 
NC_007384 
NC_008782 
NC Jiosg66 
NC_009675 
NC_011145 
NC_008702 
NC_009485 
NC_009445 
NC 010338 
NC 008254
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Proteobacteira 
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Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteira 

Proteobacteire

Class

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Betaproteobacteria 

Betaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Betaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Epsilonproteobacteria 

Deltaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Deltaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Deltaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Betaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Betaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Deltaproteobacteria 

Deltaproteobacteria 

Betaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Alphaproteobacteria

Genus

Yersinia 
Yersinia 
Bordelella 
Methylibium 
Anaplasma 
Francisella 
Accumulibacter 
Shewanella 
Actinobacillus 
Actinobacillus 
Actinobacillus 
Klebsiella 
Klebsiella 
Klebsiella 
Ruegeria 
Methytobacterium 
Nautilia 
Pelobacter 
Serratia 
Rickettsia 
Yersinia 
Yersinia 
Yersinia 
Yersinia 
Pseudomonas 
Pseudomonas 
Pseudomonas 
Pseudomonas 
Shewanella 
Bartonella 
Methylobacterium 
Desulfohalobium 
Rickettsia 
Rickettsia 
Neorickettsia 
Rhodospirillum 
Ehrlichia 
Ehrlichia 
Ehrlichia 
Cronobacter 
Chromohalobacter 
Desulfovibrio 
Aeromonas 
Shewanella 
Neorickettsia 
Dinoroseobacter 
Methylocella 
Ralstonia 
Haemophilus 
Haemophilus 
Shigella 
Acidovorax 
Acinetobacter 
Anaernmysobarter 
Anaeromysobacter 
Azoarcus 
Bradvrhizobium 
Bradvrhizobium 
Caulobacter 
Che/ativorans

Species

pestis 
pestis 
petrii 
petroleiphilum 
phagocytophilum 
philomiragia 
phosphatis 
piezotolerans 
pleuropneumoniae 
pleuropneumoniae 
pleuropneumoniae 
oneumor iae 
pneumoniae 
pneumoniae 
pomeroyi 
populi 
profundicola 
propionicus 
proteamaculans 
prowazekii 
pseudotuberculosis 
pseudotuberculosis 
pseudotuberculosis 
pseudotuberculosis 
panda 
panda 
putida 
putida 
putrefaciens 
quintana 
radiotolerans 
retbaense 
rickettsia 
rickettsii 
risticii 
rubrum 
ruminantium 
ruminantium 
ruminantium 
sakozakti 
salexigens 
salexigens 
salmonicida 
sediminis 
sennetsu 
shibae 
silvestris 
solanacearum 
somnus 
somnus 
sonnet 
sp. 
sp. 
sp. 
sp. 
sp. 
sp. 
sp. 
sp. 
sp.

Strain

biovar Microtus str. 91001 

Antigua 

DSM 12804 

PMI 

HZ 

subsp. philomiragia ATCC 25017 

phosphatis Glade IIA str. UW-l 
WP3 

serovar 7 str. APi6 

serovar 3 str. JLos 

L20 

342 

subsp. pneumoniae MGH 78578 

NTUH-K2o44 

DSS-s 

BJool 

AmH 

DSM 2379 

568 

str. Madrid E 

PBll+ 

YPIII 

IP 31758 

IP 32953 

W6lg 

KT244o 

F1 

GB-l 

CN-s2 

str. Toulouse 

ICM 2831 

DSM 5692 

str. Iowa 

str. 'Sheila Smith' 

str. Illinois 

ATCC 11170 

str. Welgevonden 

str. Welgevonden 

str. Garde! 

ATCC BAA-8g4 

DSM 3043 

DSM 2638 

subsp. salmonicida A44g 

HAW-EBs 

sU. Miyayama 

DFL 12 

BL2 

GMIiooo 

l2gPT 

2336 

Sso46 

JS42 

ADPI 

Fwiog-s 

K 

BHi2 

BTAiI 

ORS2i8 

K31 

BNCI

dif Palindrome

GGTGCACATAATGTATATTATGTTAAAT 

GGTGCACATAATGTATATTATGTTMAT 

ATTGCGCATMTGTATATTATGTAAAGT 

AACCGCGCCAATGTATATTATGTCMCT 

AAUGTAATATCTATTATGG MATAG 

AATTCGCATMTATATATTATGTTMAT 

AGTACGCATAATTTGTATTATGTAAAGT 

AATGCGCACMTGTATATTATGTTAMT 

ACTTCGCATAAGATAGATTATGTTMAT 

ACTTCGCATMGATAGATTATGTTMAT 

ACTTCGUTMGATAGATTATGTTMAT 

AGTGCGCATAATGTATATTATGTTMAT 

AGTACGCATMTGTATATTATGTTAMT 

AGTGCGCATMTGTATATTATGTTMAT 

TTCTTATAATCGGTATTATGTATTATM 

TGTTCGCATMGATATATTATGGMCCA 

TTAGAGMTATACATTATGTTMCTAM 

ATCGCCCATAAGATATATTATGTCAAGT 

GGTGCGCATAATGTATATTATGTTAAAT 

TTCTATAATATGTATTATGGAMATMA 

GGTGCGCATMTGTATATTATGTTMAT 

GGTGCGCATAATGTATATTATGTTMAT 

GGTGCGCATMTGTATATTATGTTMAT 

GGTGCGCATMTGTATATTATGTTAMT 

GGTGCGCATAATGCATATTATGTTAAAT 

GGTGCTCATMTGCATATTATGTTAMT 

GTTATGCATAATGCGTATTATGTTAAAT 

GTTACTCATAATGCATATTATGTTAAAT 

ACTGCGCACMTGTATATTATGTTAAAT 

ATCGCATMTATATATTATGGAATTTTT 

TGTTCGCATMGATATATTATGGMTGC 

TTGTCTCATMTGTATATTATGTAAACT 

GTTCTATAATCTATATTATGGAAAATM 

GTTCTATAATCTATATTATGGAAAATM 

ACACATAATITTGCTTATGGUMTAM 

TTGTCGCATAATGTATATTATGGATAGA 

TTACATMTGTATATTATGGAAAATTu 

TTACATMTGTATATTATGGMMTTAA 

TTACATMTGTATATTATGGAAMTTM 

GGTGCG(aTMTGTATATTATGTTMAT 

GGTTCGCATAATATATATTATGTTAMT 

TTGTCTCATAATGTAAATTATGTAAACT 

ACTGCGCATMTGTATATTATGTTAAAT 

TGTGCGCACAATGTATATTATGTTAAAT 

ACACATMTTT IGCITATGooAAATAAA 

ATTTCTCATAATCAGTATTATGTAAATA 

GATTCG(ATMTTTATAITATGGAACAT 

CCATCGCATMTTTATCTTATGTTAMT 

ATTTCATATMTGTATATTATGTTAMT 

ATTACTCATMTGTATATTATGTTAMT 

TGTGCGCATMTGTATATTATGTTAMT 

ACTAGATACGATGTATATTATGTTAMT 

GATTCGTATAATGTATATTATGTTAAAT 

GAGrCCGATMTGTAGATTATGGTMCT 

ACGTCCGATMTATGGATTATGGTMCT 

TACTGCCATMllTGTATTATGTMACT 

MTTCGCATMGGTATATTATGGMTAT 

MTTCGCATMGGTATATtATGGMTAT 

TATTCGCCTMGTAATATTATCAGCAGC 

GGATTGCATMGATAGATTATGGAACTT
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Spirochaetes 

Tenericutes 

Verrucomicrobia 

Vemuomicrobia 

Verrucomicrobia

Class

Betaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Deltaproteobacteria 

Deltaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Betaproteobacteria 

Magnetococcus. 

Alphaproteobacteria 

Betaproteobacteria 

Epsiloaproteobacteria 

Betaproteobacteria 

Betaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Epsilonproteobacteria 

Betaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Deltaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Deltaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Betaproteobacteria 

Deltaproteobacteria 

Deltaproteobacteria 

Deltaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Deltaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Spirochaetales 

Mollicutes

unclassified Verrucomicrobia 

Verrucomicrobiae 

Opitutae

Genus

Diaphorobacter 
Enterobacter 
Geobacter 
Geobacter 
Jannaschia 
^anthinobacterium 
Magnetococcus 
Methylobaeterium 
Methylovorus 
Nitratintptor 
Po(aromonas 
Polynucleobacter 
Psvch,Vbacter 
Rhizobium 
Ruegeria 
Shewanella 
Shewanella 
Shewanella 
Sulfmvvum 
Thauera 
Thioalkalivibria 
Wolbachia 
Rhodobacter 
Pseudomonas 
Mannheimia 
Actinobacillus 
Geobacter 
Pseudomonas 
Pseudomonas 
Pseudomonas 
Erwinia 
Bartonella 
Orientia 
Orientia 
Francisella 
Francisella 
Francisella 
Francisella 
Francisella 
Francisella 
Francisella 
Rickettsia 
Geobacter 
Azotobacter 
Chromobacterium 
Desulfovibrio 
Desu(fovibrio 
Desulfovibrio 
Nitre barter 
Sphingomonas 
Shewanella 

Mvxococcus 
Dickeva 
Phenylobacterium 
Brachyspira 
Acholeplasma 
Methylacidiphilum 
Akkermansia 
Opitutus

Species

sp. 
sp. 
sp. 
sp. 
sp. 
sp. 
sp. 
sp. 
sp. 
sp. 
sp. 
sp. 
sp. 
sp. 
sp. 
sp. 
sp. 
sp. 
sp. 
sp. 
sp. 
sp. 
sphaeroides 
stutzeri 
succiniciproducens 
succinogenes 
sulfurreducens 
syringae 
syringae 
syringae 
tasmaniensis 
tribocorum 
tsutsugamushi 
tsutsugamushi 
tularensis 
tularensis 
tularensis 
tularensis 
tularensis 
tularensis 
tularensis 
typhi 
uraniireducens 
vinelandii 
violaceum 
vulgaris 
vulgaris 
vulgaris 
winogradskyi 
wittichii 
woodyi 
xanthus 
zeae 
zucineum 
hyodysenteriae 
laidlawii 
infernorum 
muciniphila 
tense

Strain

TPSY 
638 
FRC-s2 
M21 
CCS 1 
Marseille 
MC-l 
4-46 
SIPs-4 
SBlss-2 
JS666 

QLW-PlDMWA-l 
PRwf-l 
NGR2s4 
TM 1040 
Ws-l8-l 
MR-i 
MR-4 
NBCsi-l 
MZIT 
HL-EbGRi 
wRi 
ATCC 17025 
Alsol 
MBELssE 
lsoZ 
PCA 
pv. phaseolicola l448A 
pv. tomato str. DCsooo 
pv. syringae Bi28a 
Ell /99 
CIP 105476 
str. Ikeda 
str. Boryong 
subsp. holarctica 
subsp. holarctica OSUI8 
subsp. holarctica FTNFoo2-oo 
subsp. mediasiatica FSCl4i 
subsp. tularensis SCHU S4 
subsp. tularensis FSC 198 
subsp. tularensis WYg6-s4l8 
str. Wilmington 
Rf4 
DJ 
ATCC 12472 
DP4 
str. Hildenborough 
ste.'Miyazaki F' 
Nb-2ss 
RW1 
ATCC 51908 
DK 1622 
Echlsgl 
HLKl 
WAI 
PG-8A 
V4 
ATCC BAA-8ss 
PBgo-l

all Palindrome

ACTAGATACGATGTATATTATGTTMAT 

AGTGCGCATAATGTATATTATGTTAMT 

GCGTCCGATAAGATATATTATGTAMGT 

ACGTCCCATMGATATATTATGTCAAGT 

GGCCAGTMTCATGATTATGTTMG IM 

AGTTCGCATAATTTATATTATGTCAAAT 

ATGTCGCATMGATGTATTATGTTMAT 

GATTCGCATAAGGMGATTATGGAACTG 

ACTGCGCATAATGTATATTATGTTAAAT

C-C 

CC-C--

_(__(( _O_ ))__)_ 

((CC(( -O- )))))) 
-(C((- CO) .))))-

((CCC- (0) -))))) 

C___( ____ )_._)_ 

(CC((( -O- )))))) 

((CC(- (--) ))))) 

((CCC- ---- -))))) 

((((C( -O- ))))))

)--)_)

ATATTCCACGATGTATATTATGTTAMT 

TTTGCGTATAATCATTATTATGTCAAAC 

TTTTCGCATMTGTATATTATGTTAMC 

MATCGCATAAGATAGATTATGGAACTA 

ATCCCATMTCAGTATTATGTMMTAT 

ACTGCGCACAATGTATATTATGTTAAAT 

ACTGCGCACAATGTATATTATGTTMAT 

ACTGCGCACAATGTATATTATGTTMAT 

TCGGACAAGATCTATTATGTCAMMGA 

TCTACATACAAAATAGATTTTAGCAAAT 

AGTTCGCATAATGTATATTATGTTMAT 

TTACATAATATACATTATGGAMATAM 

GATTCTGATAATCMCGTTATGTAATAT 

AT TCGCATMTRATATTATGTTAMT 

ATTTCGCATMTGTATATTATGTTAMT 

ATTTCGCATMTGTATATTATGTTAMT 

ACGTCCCATMGATATATTATGTAMGT 

GGTACGCATMTGTATATTATGTTMAT 

GTTACGCATMTGTATATTATGTTAAAT 

GTTACGCATMTGTATATTATGTTAAAT 

GGTGCGTATAATGTATATTATGTTAAAT 

ATCGCATMTATATATTATGGMCTTTT 

GTTATATMTTMTATTATGG MATAG 

GTTATATMTTMTATTATGGAAMTAG 

CATTCGTATMTATATATTATGTTMAT 

CATTCGTATAATATATATTATGTTAMT 

CATTCGTATAATATATATTATGTTAAAT 

CATTCGTATMTATATATTATGTTAAAT 

CATTCGTATMTATATATTATGTTAMT 

CATTCGTATMTATATATTATGTTAMT 

CATTCGTATMTATATATTATGTTAAAT 

GTTCTATMTATGTATTATGGMMTM 

ACGTCCGATMGATGTATTATGTCAAGT 

ACTTCGCATAATGTATATTATGTTAAAT 

TATTCGCATMTCTATATTATGTCAMT 

ATGTCCCATAATGTAMTTATGTTMCT 

ATGTCCCATAATGTMATTATGTTMCT 

ATGTCTCATAATGTAAATTATGTTMCT 

MTTCGCATAAGGTATATTATGGMTAT 

GTCCGATMTATATATTATGTTAAATCA 

TATGCGTACMTGTATATTATGTTAAAT 

AGGTCCGATAACATGCGTTATGTAMCT 

GGTTCGCATMTGTATATTATGTTAAAT 

TTATCGCCTAAGCAAGATTATCGGA AT 

TATTCCGATMTGTGTATTATGTTMCT 

AGTGCCTATAATGTATATTATGTTMCC 

ACTTCGCACAATATATGTTATGTAAMT 

ACTTCGCATAATATATGTMTGCCAMT 

GCTCCGCATCATGCATGTGATGCGAACA

C-CC--

CC_(_.

CC-C-- 

-CCC--

-(-(-- 

(-C---

C_C___ 

C (---

C(____ 

C-C(__ 

CC ___C 

(((C__ 

CCCC--

CC-C-- 

(C___ 

(C 
-C-- 

( C-

 (_.(_ 

 (C 

 CC_ 

 ((--

  (C__ 

CC__ 

C(_C__ 

(-CC-- 

 CC 

C--C--

C__C__ 

C--C--



Accession

 NC _012441 
NC_012442 

NC_003317 

NC_003318 
NC_004310 

NC_004311 

NC_006932 
NC_006933 

NC_007493 

NC_007494 
NC_007618 

NC_907624 

NC _008686 
NC _008687 

NC_009049 

NC _009050 

NC_009505 

NC _009504 
NC _009667 
NC_009668 

NC _010103 
NC _010104 

NC_010169 

NC _010167 

NC _010742 

NC_010740 

NC _011963 

NC_011958 

NC_011985 

NC _011983 
NC_011989 

NC _011988 
NC _013119 
NC _013118 
NC _002505 
NC _002506 

NC _004459 

NC_004460 

NC _004603 

NC_004605 

NC_005139 

NC_005140 

NC_006370 

NC_006371 
NC_006840 

NC_006841 

NC_007481 
NC_007482 

NC_009456 

NC_009457 
NC_009783 

NC_009784 

NC _011184 
NC _0 11186 
NC _011312 
NC _011313 

NC_0/ 1744 

NC _011753 
NC 012578

Phylum

Proteobacteria 

Proteobacteria 

Proteobacteria 

Proteobacteria 

Proteobacteria 

Proteobacteria 

Proteobacteria 

Proteobacteria 

Proteobacteria 

Proteobacteria 

Proteobacteria 

Proteobacteria 

Proteobacteria 

Proteobacteria 

Proteobacteria 

Proteobacteria 

Proteobacteria 

Proteobacteria 

Proteobacteria 

Proteobacteria 

Proteobacteria 

Proteobacteria 

Proteobacteria 

Proteobacteria 

Proteobacteria 

Proteobacteria 

Proteobacteria 

Proteobacteria 

Proteobacteria 

Proteobacteria 

Proteobacteria 

Proteobacteria 

Proteobacteria 

Proteobacteria 

Proteobacteria 

Proteobacteria 

Proteobacteria 

Proteobacteria 

Proteobacteria 

Proteobacteria 

Proteobacteria 

Proteobacteria 

Proteobacteria 

Proteobacteria 

Proteobacteria 

Proteobacteria 

Proteobacteria 

Proteobacteria 

Proteobacteria 

Proteobacteria 

Proteobacteria 

Proteobacteria 

Proteobacteria 

Proteobacteria 

Proteobacteria 

Proteobacteria 

Proteobacteria 

Proteobacteria 

Proteobacteria

Class

Alphaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Alphaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Ganmtaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Garmaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria

Genus

Brucella 

Brucella 

Brucella 

Brucella 

Brucella 

Brucella 

Brucella 

Brucella 

Rhodobacter 

Rhodobacter 

Brucella 

Brucella 

Paracoccus 

Paracoccus 

Rhodobacter 

Rhodobacter 

Brucella 

Brucella 

Ochrobactrum 

Ochrobactrum 

Bruce/la 

Brucella 

Brucella 

Brucella 

Brucella 

Brucella 

Rhodobacter 

Rhodobacter 

Agrobacterium 

Agrobacterium 

Agrobacterium 

Agrobacterium 

Brucella 

Brucella 

V/bric 

V/bric 

Vibrio 

V/bric 

Vibrio 

Vibrio 

V/bric 

V/bric 

Photo bacterium 

Photobacterium 

!/bric 

V/bric

Pseudoalteromonas 

Pseudoalteromonas 

Vibrio 

Vibrio 

Vibrio 

V/bric 

Vibrio 

Vibrio 

Aliivibrio 

Alavrbrio 

Vibrio 

Vibrio 

!bric

Species

melitensis 
melitensis 
melitensis 
melitensis 
suis 
suis 
abort us 
abort us 
sphaeroides 
sphaeroides 
melitensis 
melitensis 
denitriftcans 
denitriftcans 
sphaeroides 
sphaeroides 
ovis
ovs 

anthropi 

anthropi

 MILS

sues 
suis 
abortus 
abortus 
sphaeroides 
sphaeroides 
radiobacter 
radiobacter 
vitis 
vats 
micron 
micron 
cholerae 
cholerae 
vulnificus 
vuln f cus

parahaemolyticus 

parahaemolyticus

vuln f cus 
vulniftcus 
profundum 
profundum 
fischeri 
fischeri 
haloplanktis 
haloplanktis 
cholerae 
cholerae 
harveyi 
harveyi 

fischeri 
fischeri 
salmonicida 
salmonicida 
splendidus 
splendidus 
cholerae

Strain

ATCC 23457 

ATCC 23457 

by. I str. 16M 

by. I str. 16M 

1330 

1330 

by. 1 str. 9-941 

by. I str. 9-941 

2.4.1 

2.4.1 

biovar Abortus 2308 

biovar Abortus 2308 

PDl222 

PDl222 

ATCC 17029 

ATCC 17029 

ATCC 25840 

ATCC 25840 

ATCC 49188 

ATCC 49188 

ATCC 23365 

ATCC 23365 

ATCC 23445 

ATCC 23445 

Sig 

Sig 

KDlsl 

KDIs I 

K84 

K84 

S4 

54 

CCM 4915 

CCM 4915 

01 biovar El Tor str. Nl6g6l 

01 biovar El Tor str. Nl6g6l 

CMCP6 

CMCP6 

RIMD 2210633 

RIMD 2210633 

YJOl6 

YJol6 

559 

SS9 

ESll4 

ESll4 

TACl2s 

TACl2s 

0395 

0395 

ATCC BAA-lll6 

ATCC BAA-lll6 

MJII 

MJII 

LFIl2s8 

LFIl2s8 

LGPs2 

LGPs2 

M66-2

Chromosome

11 

I 

II 

II 

I 

11 

I 

Il 

11 

B 

11 

11 

II 

II 

1 

II 

II 

1 

II 

II 

11 

I 

11 

II 

11 

II 

11 

1 

11 

11 

II 

B 

1 

11 

II 

II 

II

dif Palindrome

TAATCGCATMWTAGATTATGGMACTG -(-(--

AAATCAGATAATATGTATTATGGIACAT (--(--

TAATCGCATAAGATAGATTATGGAACTG -(-C--

AAATCAGATMTATGTATTATGGAA(AT (--(--

TMTCGCATAAGATAGATTATGGMCrG -(-(--

AMTCAGATAATATGTATrATGGMCAT(--(--

TAAToooaTMGATAGATTATGGMCTG -(-C--

AMTCAGATAATATGTATTATGGAACAT (--C--

AGMTACATAATACAGATTATccGucrC ------ 

TTATCTGATAAGCAAGATTATGTAATCA (-CC--

TMTCGCATMGATAGATrATGGAACTG -(-(--

AMTCAGATMTATGTATTATGGAACAT ( --C-- 

ATAATACATMTACAGATrATCCGACTC ------ 

TTATCCGATMGCAAGATTATGTMTCA (-((--

TMToooATMGATAGATTATGGAACTG -(-(--

AMTCAGATMTATGTATTATGGAACAT (--(--

CGATCACATAAGATAGATTATGGAACCA -(-(--

A ATCAGATAATATGTATTATGGAACM ---(--

TAAToooATMGATAGATTATGGAACTG-(-(--

AMTCAGATAATATGTATTATGGAACAT(--(--

TMTCGCATMGATAGATTATGGMCTG-C-(--

AMTCAGATAATATGTATTATGGMCAT(--C--TMToooATAAGATAGATTATGGMCTG-

(-(--

AMTCAGATAATATGTATTATGGAACAT(--(--

ATMTACATMTACAGATrATCGGAooo ------ 

TrATCCGATMGCAAGATTATGTMTAG -(CC--

MGTCACATAAGATAGATTATGGMCTA -(((--

MGTTACATMGGTTTATTATGGMCCA --(C(-

AAGTTAGATMGATAGATrATGGMCTA -(((C-

AAMTTGATMTGMCATrATGGAACTA-(--(-

TAATCG(ATAAGATAGATTATGGMCTG -(-(--

AMTCAGATMTATGTATTATGGMCAT(--C--AGTGcGTATTATGiATGTTATGTTAMT 

C-C---
MTGCGCATTACGTGCGTTATGTTAAAT (_(--- 

AGTGCGCATTATGTATATTATGTTAAAT(-(---

GGToooCATTATGTACGTTATGTTAMT --(---

AGTGoooATTATGTATATTATGTTAMT (-(---

AGToooTATrATATGTGTrATGTTAAAT(-(---

AGToooCATTATGTATATTATGTTAAAT (-C---AGToooCATTATGTACGTTATGTTAMT 

(-C---AGToooCATTATGTATATTATGTTAMT 

(-C---AGToooCATTATGTACCTTATGTTAMT 

(-(---

AGTGoooATTATGTATATTATGTrAMT (-C---AGTGoooATrATATATCTTATGTTAMT 

C-C---
AGUCCTATMTTTATATTATGTTAAAT 

ACAGCCCATAMTTACGTTATGTTAMT ----- 

AGTGCGTATrACGTGCGTTATGTTAMT C-C---

AGTGCGTATTACGTGCGCrATGTTAMT (_C--- 

AGTGCGCATTATATGTGTTATGTTAAAT(-(---

AGTGCGCATTATGTATATTATGTTAAAT (-(---

AGTGCGCATTATGTATATTATGTTAMT (-C---AGTGoooATTATATATCTTATGTTAMT 

(-C---

AGTGCGTATTATATATCTTATGTTAMT (-(---

AGTGoooATTATGTATATTATGTTAMT (-(---

ACTGCGTATTATGTGcGTTATGTTAAAT (-C---

AGTGCGCATrATGTATATTATGTTAMT C-C---AGToooCATTATGTATGTTATGrTAAAT 

(-C---



Accession

 NC_012580 

NC _012668 

NC _012667 

NC_010551 

NC _010552 

NC _010557 

NC _007347 
NC _007348 
NC _007973 

NC_007974 

NC _012856 
NC _012857 

NC_010682 

NC _010678 
NC _012791 

NC_012792 

NC _008060 

NC _008061 

NC_008062 

NC _008542 

NC _008543 

NC_008544 

NC _011000 

NC _011001 

NC_011002 

NC _010508 
NC _010515 

NC_010512 

NC _008390 
NC _008391 

NC_008392 

NC _012724 

NC _012721 

NC_006348 

NC _006349 
NC _008836 

NC_008835 

NC _009080 

NC _009079 

NC_008785 

NC_008784 

NC _010804 

NC_010805 

NC _010801 
NC _010622 

NC_010623 

NC _010681 
NC _010676 

NC_009076 

NC _009078 
NC 007434 

NC _007435 

NC _009074 

NC _009075 

NC_006350 

NC _006351 
NC _007510 

NC_007511 

NC 007509

Phylum

Proteobacteria 

Proleobacteria 

Proteobacteria 

Proleobacteria 

Proteobacteria 

Proteobacteria 

Proteobacteria 

Proteobacteria 

Proteobacteria 

Proteobacteria 

Proteobacteria 

Proteobacteria 

Proteobacteria 

Proteobacteria 

Proteobacteria 

Proteobacteria 

Proteobacteria 

Proteobacteria 

Proteobacteria 

Proteobacteria 

Proleobacteria 

Proleobacteria 

Proteobacteria 

Proteobacteria 

Proteobacteria 

Proteobacteria 

Proteobacteria 

Proteobacteria 

Proteobacteria 

Proteobacteria 

Proteobacteria 

Proteobacteria 

Proteobacteria 

Proteobacteria 

Proteobacteria 

Proteobacteria 

Proteobacteria 

Proteobacteria 

Proteobacteria 

Proteobacteria 

Proteobacteria 

Proteobacteria 

Proteobacteria 

Proteobacteria 

Proteobacteria 

Proteobacteria 

Proteobacteria 

Proteobacteria 

Proteobacteria 

Proteobacteria 

Proteobacteria 

Proteobacteria 

Proteobacteria 

Proteobacteria 

Proteobacteria 

Proteobacteria 

Proteobacteria 

Proteobacteria 

Proteobacteria

Class

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria 

Gammaproteobacteria

Betaproteobacteria 

Betaproteobacteria 

Betaproteobacteria 

Betaproteobacteria 

Betaproteobacteria 

Betaproteobacteria 

Betaproteobacteria 

Betaproteobacteria 

Betaproteobacteria 

Betaproteobacteria 

Betaproteobacteria 

Betaproteobacteria 

Betaproteobacteria 

Betaproteobacteria 

Betaproteobacteria 

Betaproteobacteria 

Betaproteobacteria 

Betaproteobacteria 

Betaproteobacteria 

Betaproteobacteria 

Betaproteobacteria 

Betaproteobacteria 

Betaproteobacteria 

Betaproteobacteria 

Betaproteobacteria 

Betaproteobacteria 

Betaproteobacteria 

Betaproteobacteria 

Betaproteobacteria 

Betaproteobacteria 

Betaproteobacteria 

Betaproteobacteria 

Betaproteobacteria 

Betaproteobacteria 

Betaproteobacteria 

Betaproteobacteria 

Betaproteobacteria 

Betaproteobacteria 

Betaproteobacteria 

Betaproteobacteria 

Betaproteobacteria 

Betaproteobacteria 

Betaproteobacteria 

Betaproteobacteria 

Betaproteobacteria 

Betaproteobacteria 

Betaproteobacteria 

Betaproteobacteria 

Betaproteobacteria 

Betaproteobacteria 

Betaproteobacteria 

Betaproteobacteria 

Betaproteobacteria 

Betaproteobacteria 

Betaproteobacteria 

Betaproteobacteria

Genus

1 ibrio 

t ,bric 

Gibrio 

Burkholderia 

Burkholderia 

Burkholderia 

Ralstonia 

Ralstonia 

Ralstonia 

Ralstonia 

Ra/stonia 

Ralstonia 

Ralstonia 

Ralstonia 

Variovorax 

6ariovorac 

Burkholderia 

Burkholderia 

Burkholderia 

Burkholderia 

Burkholderia 

Burkholderia 

Burkholderia 

Burkholderia 

Burkholderia 

Burkholderia 

Burkholderia 

Burkholderia 

Burkholderia 

Burkholderia 

Burkholderia 

Burkholderia 

Burkholderia 

Burkholderia 

Burkholderia 

Burkholderia 

Burkholderia 

Burkholderia 

Burkholderia 

Burkholderia 

Burkholderia 

Burkholderia 

Burkholderia 

Burkholderia 

Burkholderia 

Burkholderia 

Burkholderia 

Burkholderia 

Burkholderia 

Burkholderia 

Burkholderia 

Burkholderia 

Burkholderia 

Burkholderia 

Burkholderia 

Burkholderia 

Burkholderia 

Burkholderia 

Burkholderia

Species

cholerae 
cholerae 
cholerae 
ambifaria 
ambifaria 
ambifaria 
eunropha 
eunropha 
metallidurans 
metallidurans 

pickettii 
pickettii 
pickettii 
pickettii 
paradoxus 
paradoxus 
cenocepacia 
cenocepacia 
cenocepacia 
cenocepacia 
cenocepacia 
cenocepacia 
cenocepacia 
cenocepacia 
cenocepacia 
cenocepacia 
cenocepacia 
cenocepacia 
ambifaria 
ambifaria 
ambifaria 

glumae 
glumae 
mallet 
mallet 
mallet 
mallet 
mat/el 
maflei 
mallet 
mallet 
muftivorom 
multivorans 
multivorans 
phymatum 
phymatum 
phytofrrmans 
phytafirmans 
pseudomaflei 
pseudomaflei 
pseudomaflei 
pseudomaflei 
pseudomaflei 
pseudomaflei 
pseudomaflei 
pseudomaflei 
sp. 
sp. 
sp.

M66-2 

MJ-l2s6 

MJ-l2s6 

MC4o-6 

MC4o-6 

MC4o-6 

JMPls4 

IMP 134 

CHs4 

CHs4 

12D 

I 2D 

127 

122 

SILO 

5110 

AU 1054 

AU 1054 

AU 1054 

1-112424 

HI2424 

HI2424 

12315 

32315 

12315 

MCO-s 

MCO-s 

MCO-s 

AMMD 

AMMD 

AMMD 

BGRI 

BGRI 

ATCC 23344 

ATCC 23344 

NCTC 10229 

NCTC 10229 

NCTC 10247 

NCTC 10247 

SAVPI 

SAVPI 

ATCC 17616 

ATCC 17616 

ATCC 17616 

STM8Is 

STM8ls 

POJN 

POJN 

I io6a 

lio6a 

17105 

17105 

668 

668 

Kg624s 

Kg624s 

383 

383 

383

Strain Chromosome

11 

II 

11 

111 

II 

1 

II 

1 

II 

1 

II 

11 

II 

111 

1 

11 

Ill 

1 

II 

III 

II 

III 

II 

III 

1 

11 

II 

11 

1 

11 

1 

11 

II 

III 

1 

11 

II 

1 

II 

11 

ll 

II 

II 

m

diif

AATGCGUTTACGTGCGTTATGTTAAAT 

AGTGUTATTATGTATGTTATGTTAAAT 

AGTGCGTATTACGTGCGTTATGTTAAAT 

AATGTCGATAATTATGATTATGTCAMT 

AATGTTGATAATTCACGTTATGTCAACT 

AAATTCGATCATCAGCATTATGTAAAGT 

TGTCCGCATAATGCGTATTArGTTAMT 

TTTCCGUTAATCGGTCTTATGTTAMT 

AATACCAATAATCTATCTTATGTTAAAT 

AATACATATAATGTATATTATGTTAMT 

ATTTCTCATAAmGCATTATGTTAMT 

ATGACGCAG AmGTGTTATGTTMAT 

GmCGCATMTCATCATTATGTAAAAT 

MTTCGGATAAmGTGTTATGTTAAAT 

AAGGMUCAATGTGCATTATGITAMT 

AGCMATACAATGTATGTTATGTT&&AT 

AATGTCGATAATGTTGATTATGTCAATT 

MGGTCGATAATTUCGTTATGTAAAAT 

MTGTCGATAurcocco TATGTCAAAT 

MTGTCGATMTGTTGArTATGTCAMT 

MGGTCUTMTTCACGTTAIGTMMT 

MTGTCGAT&&TCAGUTATGTCAATT 

ACTGTCGATAATTATGATTATGTCA&&T 

ACTGTCGATMTTCACGTTATGTAAAAT 

mGGCGATMTUGCATTATGTA&&AT 

&&TATCGATMTTCACCTTATGTCAAAT 

&&TATCGATMTTCACGTTATGTMAAT 

&&TATCGATAATCCGCATTATGTC&&TC 

MCTTCGATMTTATGATTATGTCAAAT 

AATGtTGATAATTCACGTTATGTAAAAT 

TCGGTTGATMmACCTTATGTAMAT 

MGTTCGATAATTCATATTATGTMAGT 

AMGTCGATMTTTACCTTATGTCAMT 

AATGTCGATMTTGATATTATGTCAMT 

AATGTCGATAAmGCGTTATGTUMT 

&&TGTCGATMTTGATATTATGTCAMT 

MTGTCGATAAmGCGTTATGTCAAAT 

&&TGTCGAT&&TTGATATTATGTCAAAT 

AATGTCGATMTTTGCGTTATGTCAMT 

&&TGTCGATMTTGATATTATGTCAMT 

AATGTCGATMmGCGTTAIGTCAMT 

mGTCGATMTTGTGATTATGTUMT 

TTTGTCGATMTTCACCTTATGTCAAAT 

TATTTTGATMTGTTMTTATGTAAAAT 

AACGTTGATAATTTGTATTATGTCMAT 

AATGTTGATMmATGTTATGTCAATT

AGGGGTGATMmATATTATGTCAAAT 

MTGTCGATAATTGATATTATGTCAAAT 

MTGTCGATMmACCTTATGTCMAT 

AATGTCGATMTTGATATTATGTCMAT 

MTGTCGATAAmACCTTATGTCMAT 

MTGTCUTMTTGATATTATGTCAMT 

MTGTCGATMTTTACCTTATGTCAMT 

MTGTCGATAATTGATATTATGTCAMT 

AATGTCGATAAmACCTTATGTCAMT

ATTGTCGATAATTCACGTTATGTMMT
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xenovorans 
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eaaropha 
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borgpetersenii 
borgpetersenii 
borgpetersenii 
borgpetersenii 
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besa 
biflexa

E264 

E264 

G4 

G4 

G4 

LB4oo 

LB4oo 

LB4oo

H16 
H16 
serovar Lat str. 56601 
serovar Lat str. 56601 
serovar Copenhageni sir. Fiocruz LI-lso 
serovar Copenhagen str. Fiocruz L 1-130 
serovar Hardjo-bovis Lsso 
serovar Hardjo-bovis Lsso 
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serovar Patoc strain 'Patoc 1 (Ames)'
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 3.686 
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 3.432 
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248391 
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34,981 
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40.428 
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 S2 Escherich is 0) diJfi'LlJ

Accession genus species strain dif sequence

 

ACoooogl 

NC_002655 

NC _002695 
NC _004431 

NC _007946 

NC _008253 

NCoo8s6s 

NC _009800 

NC _009801 
NCoio468 

NC _010473 
NCoio4g8 

NC _011353 

NColl4ls 

NC 011601 

NColli4o 

NC _011741 

NC _011742 

NC _011745 

NC _011748 

NC _011750 

NCollisl 

NCollggs 

NCol2isg 

NC _012892 

NC _012947 

NC _012967 

NC 013008

Escherichia 

Escherichia 

Escherichia 

Escherichia 

Escherichia 

Escherichia 

Escherichia 

Escherichia 

Escherichia 

Escherichia 

Escherichia 

Escherichia 

Escherichia 

Escherichia 

Escherichia 

Escherichia 

Escherichia 

Escherichia 

Escherichia 

Escherichia 

Escherichia 

Escherichia 

Escherichia 

Escherichia 

Escherichia 

Escherichia 

Escherichia 

Escherichia

coll 

coll 

coll 

coll 

coll 

coll 

coll 

coll 

coll 

coll 

coll 

coll 

coll 

coll 

coll 

fergusonii 

coll 

coll 

coll 

coll 

coll 

coll 

coll 

coll 

coll 

coll 

coll 

coll

K-l2 substr. Wslio 

0157:H7 EDLgss 

0157:H7 str. Sakai 

CFTois 

UTI8g 

536 

APEC 01 

HS 

E24siiA 

ATCC 8739 

K-l2 substr. DHioB 

SECEC SMS-s-s 

0157:H7 str. EC4lls 

SEll 

0127:H6 str. E2s48/69 

ATCC 35469 

IAIl 

S88 

EDla 

55989 

IAlsg 

UMNO26 

LF82 

BW2gs2 

BL2I 

BL2l(DE3) 

REL6o6 

0157:H7 str. TW 14359

GGTGCGCATAATGTATATTATGTTAAAT 

GGTGCGCATAATGTATATTATGTTAAAT 

GGTGCGCATAATGTATATTATGTTAAAT 

GGTGCGCATAATGTATATTATGTTAAAT 

GGTGCGCATAATGTATATTATGTTAAAT 

GGTGCGCATAATGTATATTATGTTAAAT 

GGTGCGCATAATGTATATTATGTTAAAT 

GGTGCGCATAATGTATATTATGTTAAAT 

AGTGCGCATAATGTATATTATGTTAAAT 

AGTGCGCATAATGTATATTATGTTAAAT 

GGTGCGCATAATGTATATTATGTTAAAT 

GGTGCGCATAATGTATATTATGTTAAAT 

GGTGCGCATAATGTATATTATGTTAAAT 

GGTGCGCATAATGTATATTATGTTAAAT 

GGTGCGCATAATGTATATTATGTTAAAG 

AGTGCGCATAATGTATATTATGTTAAAT 

GATGCGCATAATGTATATTATGTTAAAT 

GGTGCGCATAATGTATATTATGTTAAAT 

GATGCGCATAATGTATATTATGTTAAAT 

GGTGCGCATAATGTATATTATGTTAAAT 

GGTGCGCATAATGTATATTATGTTAAAT 

GGTGCGCATAATGTATATTATGTTAAAT 

GGTGCGCATAATGTATATTATGTTAAAT 

GGTGCGCATAATGTATATTATGTTAAAT 

AGTGCGCATAATGTATATTATGTTAAAT 

AGTGCGCATAATGTATATTATGTTAAAT 

AGTGCGCATAATGTATATTATGTTAAAT 

GGTGCGCATAATGTATATTATGTTAAAT

Consensus sequence RRTGCGCATAATGTATATTATGTTAAAK

PS3 : Bacillus 0)di EN

Accession genus species strain dif sequence

NCoo2sio 

NC _003909 

NCoosggi 

NCoo4i22 

NC _005945 

NCoosgsi 

NC _006274 

NC _007530 

NC _008600 

NC _009674 

NC_010184 

NC _011658 

NColli2s 

NC _011969 

NCol24i2 

NC _012581 

NC 012659

Bacillus 

Bacillus 

Bacillus 

Bacillus 

Bacillus 

Bacillus 

Bacillus 

Bacillus 

Bacillus 

Bacillus 

Bacillus 

Bacillus 

Bacillus 

Bacillus 

Bacillus 

Bacillus 

Bacillus

halodurans 

cereus 

anthracis 

cereus 

anthracis 

thuringiensis 

cereus 

anthracis 

thuringiensis 

cytotoxicus 

weihenstephanensis 

cereus 

cereus 

cereus 

cereus 

anthracis 

anthracis

C-l2s 

ATCC 10987 

Ames 

ATCC 14579 

Sterne 

serovar konkukian str. 97-27 

EssL 

Ames Ancestor 

Al Hakam 

cytotoxis NVH 391-98 

KBAB4 

AH 187 

B4264 

QI 

osBB 102 

CDC 684 

Ao248

GGTTCCTATAATATATATTATGTAAACT 

ACTGCCTATAATATATATTATGTTAACT 

ACTGCCTATAATATATATTATGTTAACT 

ACTACCTATAATATATATTATGTTAACT 

ACTGCCTATAATATATATTATGTTAACT 

ACTGCCTATAATATATATTATGTTAACT 

ACTGCCTATAATATATATTATGTTAACT 

ACTGCCTATAATATATATTATGTTAACT 

ACTGCCTATAATATATATTATGTTAACT 

ACTACCTATAATATATATTATGTTAACT 

ACTTCGTATAATATATATTATGTTAACT 

ACTGCCTATAATATATATTATGTTAACT 

ACTGCCTATAATATATATTATGTTAACT 

ACTGCCTATAATATATATTATGTTAACT 

ACTGCCTATAATATATATTATGTTAACT 

ACTGCCTATAATATATATTATGTTAACT 

ACTGCCTATAATATATATTATGTTAACT

Consensus sequence RCTDCSTATAATATATATTATGTWAACT

PS4 : N. farcinica a M. aviumQ)diflE 1.1

Accession genus species strain dif sequence

NC 

NC

006361 

002944

Nocardia 

Mycobacterium

farcinica 
avium

IFM 10152 

paratuberculosis K-lo

TACGCCGATAATCTACATTATGTTAAGT 

TCTACCGATAAGCGACATTATGTCAAGT

Consensus sequence TMYRCCGATAAKCKACATTATGTYAAGT
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