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要旨 
⽣物は進化の過程において、ウイルスに繰り返し感染してきたと考えられる。し
かし、ウイルスは物理的化⽯を残すことがないため、先史時代におけるウイルス
感染を研究することは困難であると考えられてきた。⽣物のゲノムには、過去に
感染したウイルスに由来する遺伝⼦配列である内在性ウイルス様エレメント
（Endogenous Viral Elements: EVEs）が存在する。古ウイルス学は、⽣物のゲ
ノムに存在する EVEs を「ウイルスの分⼦化⽯」として解析し、過去のウイルス
の宿主⽣物や存在年代を明らかにすることで、ウイルスの感染の歴史を追究す
る学問である。 

内 在 性 ボ ル ナ ウ イ ル ス 様 エ レ メ ン ト （ Endogenous Bornavirus-Like 
elements: EBLs）は、RNA ウイルスの⼀種であるボルナウイルスに由来する
EVEs であり、さまざまな⽣物ゲノムにおいて同定されている。したがって、
EBLs を⽤いた研究によりボルナウイルス感染の歴史を詳細に追跡することが
できる。本研究では、「ボルナウイルスの分⼦化⽯」である EBLs を 969 種の真
核⽣物のゲノムにおいて網羅的に探索し、遺伝⼦オーソロジー解析により古代
ボルナウイルスの宿主域や感染年代を推定することで、ボルナウイルス感染の
歴史の解明を試みた。 

EBLs の網羅的解析により、1)約 1 億年前の⽩亜紀にはボルナウイルスの感
染がすでに発⽣していたこと、2)その後もボルナウイルスの感染が多様な脊椎
動物において発⽣していたことを明らかにした。これらの結果は、⽩亜紀から現
代に⾄るまで、ボルナウイルスが流⾏を繰り返しながらも脊椎動物と共存して
きたことを⽰している。 

さらに本研究では、霊⻑類の進化過程において、ボルナウイルスの内在化が
何度も繰り返し発⽣してきたことを⾒出した。EBLs を⽤いた系統解析により、
1)霊⻑類の祖先には少なくとも 6 つの異なる系統のボルナウイルスが感染して
きたこと、2)これらのボルナウイルス系統は異なる時代に霊⻑類祖先のゲノム
に挿⼊されたことを明らかにし、霊⻑類の祖先におけるボルナウイルスの流⾏
が時代とともに変化してきたことを⽰唆した。 

⼀⽅で、系統解析により、数千万年にわたって霊⻑類祖先に内在化を繰り返
していたボルナウイルス系統を同定し、これらのボルナウイルスが霊⻑類祖先
と⻑期的な共存関係を築いていた可能性を⽰した。また、霊⻑類祖先と⻑期的に
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共存していたボルナウイルスに由来する EBLs が、複数種のコウモリのゲノム
においても検出されたことから、この系統のボルナウイルスが霊⻑類の祖先だ
けでなく、コウモリの祖先にも感染していたことが⽰された。さらに、祖先⽣物
の⽣息域についてのこれまでの知⾒と本研究で得られたボルナウイルスの内在
化時期を統合的に解析した結果、1)霊⻑類祖先は古代ボルナウイルスと共存し
ていた時代に複数の⼤陸間を移動していたこと、2)この時代におけるコウモリ
祖先の⽣息域は霊⻑類祖先の移住経路と⼤陸レベルで重なっていたことを明ら
かにした。以上より、⻑期的なウイルスと宿主⽣物の共存関係が、ボルナウイル
スの地理的分布の拡⼤、さらにはコウモリへのウイルス伝播に関与した可能性
を⽰した。本研究は、脊椎動物の進化過程におけるボルナウイルス感染の歴史を
再構築し、⽣物進化における RNA ウイルスの流⾏と共存の歴史の理解に貢献し
た。 
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略号表 
本⽂中および図表中で⽤いた略号は、以下のとおりである。 
BLAST  : Basic local alignment search tool 
DNA : Deoxyribonucleic acid 
dsDNA : Double-stranded DNA 
dsRNA : Double-stranded RNA 
EBLG : Endogenous bornavirus-like G element 
EBLL : Endogenous bornavirus-like L element 
EBLM : Endogenous bornavirus-like M element 
EBLN : Endogenous bornavirus-like N element 
EBLP : Endogenous bornavirus-like P element 
EBL : Endogenous bornavirus-like element 
EVE : Endogenous viral element 
G : Glycoprotein 
ICTV : International Committee on Taxonomy of Viruses 
INSD : International Nucleotide Sequence Databases 
kb : Kilo base pairs 
L : RNA-dependent RNA polymerase 
LINE-1 : Long interspersed nuclear element-1 
M : Matrix protein 
mRNA : Messenger RNA 
MSA : Multiple sequence alignment 
MYA : Million years ago 
N : Nucleoprotein 
NCBI : National Center for Biotechnology Information 
ND : Not detected 
ORF : Open reading frame 
P : Phosphoprotein 
PolyA : Polyadenylic acid 
RNA : Ribonucleic acid 
RT : Reverse transcription 
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ssDNA : Single-stranded DNA 
TE : Transposable element 
TSD : Target site duplication 
UCSC : University of California Santa Cruz 
X : X protein 
(+)ssRNA  : Positive-sense single-stranded RNA 
(-)ssRNA  : Negative-sense single-stranded RNA 
% : Percent 
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1-1. 古ウイルス学と内在性ウイルス様エレメント（EVEs） 
古ウイルス学は過去のウイルスの感染を研究する分野である。⽣物は進化の過
程において、ウイルスの脅威に繰り返し晒されてきたと考えられる。しかし、ウ
イルスは物理的な化⽯を残すことなく消失してしまうため、過去のウイルスの
感染を調査することは困難であると考えられてきた。近年、⽣物の化⽯や博物館
に保管されていた標本からのウイルス遺伝⼦配列の検出により、過去のウイル
スの感染調査が可能になりつつある(1-6)。ただし、こうした調査では最⼤でも
数百年前から数千年前に発⽣したウイルスの感染までしか遡ることができず、
それ以前のウイルス感染の歴史については謎に包まれたままとなっていた。 

⽣物のゲノムには、過去に感染したウイルスの遺伝⼦配列に由来する、内在
性ウイルス様エレメント（EVEs）が存在している。EVEs は、ウイルスの遺伝⼦
配列が宿主⽣物の⽣殖細胞ゲノムに挿⼊され、⽣物のゲノムの⼀部として⼦孫
へと受け継がれてきた結果だと考えられている(7)。つまり、EVEs を「ウイルス
の分⼦化⽯」として解析することで、過去のウイルスの存在年代や宿主⽣物を明
らかにし、数千万年から数億年にわたるウイルスの感染の歴史を調査すること
ができる(7-11)。 

ウイルスはゲノム核酸の性状と複製の様式により、DNA ウイルス、RNA ウ
イルス、逆転写 RNA ウイルス、逆転写DNA ウイルスの 4つのグループに分類
される（図 1A）。このうち、RNA ウイルスは RNA のみを介して複製を⾏うの
に対して、他の 3 つのグループに属するウイルスは DNA を中間体とした複製
を⾏う(12)。 

これまでの研究により、前述した 4 つのグループのウイルスに由来する
EVEs が⽣物のゲノムにおいて同定されている（図 1B）(7, 8, 13, 14)。最初に発
⾒された EVEs は、逆転写 RNA ウイルス（レトロウイルス）に由来するもので
ある(15)。レトロウイルスは、⾃⾝がコードする逆転写酵素とインテグラーゼに
より、ウイルスの⼀本鎖 RNA ゲノムを⼆本鎖DNAへと逆転写し、宿主⽣物ゲ
ノムへと挿⼊する。つまり、レトロウイルスは、⾃律的にウイルス配列を宿主⽣
物のゲノムへと挿⼊することができる。そのため、レトロウイルスに由来する
EVEs は⽣物のゲノムの⾼い割合を占めており、ヒトゲノムの約 8%、マウスゲ
ノムの約 10%を構成している(16, 17)。 
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対して、レトロウイルス以外のウイルスは、⾃⾝の遺伝⼦配列を宿主⽣物の
ゲノムに挿⼊する能⼒を持たない。それにもかかわらず、こうしたウイルスに由
来する遺伝⼦配列は⽣物のゲノムにおいて多数同定されている(7, 8, 13, 14)。
DNA ウイルスおよび逆転写DNA ウイルス（ヘパドナウイルス）の場合は、⾮
相同末端結合や相同組換えにより、ウイルスの DNA 配列が宿主⽣物ゲノムに挿
⼊されると考えられている(18-23)。RNA ウイルスの場合は、レトロトランスポ
ゾンがコードする逆転写酵素により、ウイルスの RNA 配列が DNA 配列へと変
換され、宿主⽣物のゲノムに挿⼊されると考えられている(14, 24)。 

レトロトランスポゾンは、⽣物のゲノムに存在する転移因⼦（TEs）の⼀種
であり、⾃⾝の DNA 配列から転写された RNA 配列を、逆転写反応により DNA
にコピーし、このコピー配列を新たなゲノム位置へと挿⼊する(25)。RNA ウイ
ルスの内在化には、いくつかのタイプのレトロトランスポゾンが関与している
と考えられている(26)。なかでも、先⾏研究における配列解析および実験検証の
結果から、long interspersed nuclear element-1（LINE-1）の関与が強く⽰唆さ
れている(7, 8, 14, 27-29)。LINE-1 は RNA結合タンパク質であるORF1 タンパ
ク質と、エンドヌクレアーゼ活性および逆転写酵素活性をもつ ORF2 タンパク
質をコードする(25)。LINE-1 は⾃⾝の RNAだけでなく、他のレトロトランス
ポゾンや細胞由来の mRNA の逆転写および⽣物ゲノムへの挿⼊にも関与する
(30-32)。LINE-1 による逆転写と挿⼊の効率には、RNA の 3'末端に存在する
polyA 配列が⼤きく影響することが報告されている。また、LINE-1 による挿⼊
配列の両側には、標的部位重複（Target Site Duplication: TSD）と呼ばれる短い
リピート配列が形成される。以上より、LINE-1 による挿⼊配列の周囲には polyA
配列およびTSDといった特徴が存在することが知られている。こうした特徴は、
RNA ウイルスに由来する EVEs の挿⼊部位においても観察されている(7, 8, 14, 
27-29)。加えて、RNA ウイルスの⼀種であるボルナウイルスを⽤いた感染実験
の結果、ウイルスの配列が⽣物のゲノムに挿⼊され、さらに挿⼊されたウイルス
配列の周辺には polyA 配列およびTSDといった LINE-1 による挿⼊を⽰唆する
特徴が存在していたことが報告されている(14, 27)。このような結果は、LINE-
1 が RNA ウイルスの内在化に関与している可能性を⽰している。⼀⽅で、RNA
ウイルスの内在化に関わるプロセスの詳細については、未解明な点が多く残さ
れている（詳細は「第三章 考察」に記述する）。 
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図 1. ウイルスの複製、およびウイルス配列の⽣物ゲノムへの挿⼊ 

（A）ウイルスの複製機構の模式図。ウイルスは、ゲノム核酸の性状と複製における逆

転写反応の有無により、DNA ウイルス、RNA ウイルス、逆転写 RNA ウイルス、逆転
写 DNA ウイルスの 4 つのグループに分類される。また、バルティモア分類により、ウ
イルスは以下のように細分化される（I：⼆本鎖 DNA ウイルス、II：⼀本鎖 DNA ウイル
ス、III：⼆本鎖 RNA ウイルス、IV：⼀本鎖プラス鎖 RNA ウイルス、V：⼀本鎖マイナ

ス鎖 RNA ウイルス、VI：⼀本鎖 RNA 逆転写ウイルス、VII：⼆本鎖 DNA 逆転写ウイル
ス）。逆転写 DNA ウイルス（ヘパドナウイルス）は、部分的に⼀本鎖構造をもつ不完
全な⼆本鎖 DNA をゲノムとして持ち、ウイルスゲノムを複製する過程で逆転写反応を
⾏う。（B）ウイルス配列の宿主⽣物ゲノムへの挿⼊機構の模式図。逆転写 RNA ウイル
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ス（レトロウイルス）は、逆転写酵素とインテグラーゼをコードし、⾃律的にウイルス
配列を⽣物のゲノムに挿⼊する。DNA ウイルスおよび逆転写 DNA ウイルス（ヘパドナ
ウイルス）の場合は、⾮相同末端結合や相同組換えを介して、ウイルス配列が⽣物ゲノ
ムへと挿⼊されると考えられている。RNA ウイルスの場合は、レトロトランスポゾン

がコードする逆転写酵素により、ウイルスに由来する RNA 配列が DNA 配列へと変換
され、その後、⽣物ゲノムに挿⼊されると考えられている。図中では、レトロトランス
ポゾンによる逆転写と挿⼊が段階的に進⾏する過程が⽰してあるが、レトロトランスポ
ゾンの種類によっては、逆転写と挿⼊がほぼ同時に起こる。 
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1-2. 内在性ボルナウイルス様エレメント（EBLs） 
現在、多様な⽣物のゲノムが解読され、さまざまなウイルスに由来する EVEs が
同定・報告されている。しかし、ウイルス学の歴史において、RNA ウイルスに
由来する EVEs の存在は、ほとんど研究されてこなかった。この理由は、前項
「1-1. 古ウイルス学と内在性ウイルス様エレメント（EVEs）」で記載したとお
り、RNA ウイルスは複製の過程で DNA を形成せず、通常の RNA ウイルスの
感染において、ウイルスの遺伝⼦配列が⽣物のゲノムに挿⼊されることは起こ
り得ないと考えられていたためである。⼀⽅で、ウイルス感染実験において RNA
ウイルスの遺伝⼦配列が DNA に逆転写されることや、逆転写された DNA が⽣
物のゲノムに挿⼊されることが報告されていた(24, 33, 34)。ただし、こうした
現象は培養細胞または実験動物を⽤いた短期的な実験において観察されたもの
であり、RNA ウイルス配列の挿⼊が体細胞においてのみ起こりうるのか、また
は⽣殖細胞においても発⽣し、さらには RNA ウイルス配列が⼦孫⽣物へと受け
継がれうるのかといった点は不明なままであった。 

こうしたなか、RNA ウイルスの⼀種であるボルナウイルスに由来する EVEs
（内在性ボルナウイルス様エレメント：EBLs）が、ヒトを含むさまざまな哺乳
類のゲノムに存在することが明らかとなった（ボルナウイルスについては、次項
「1-3. ボルナウイルスの基本性状」で詳述する）(14)。その後、⽣物のゲノムに
おける EVEs の網羅的探索に関する研究が相次いで報告され、ボルナウイルス
だけでなく、さまざまなウイルスに由来する EVEs が広く⽣物のゲノムに存在
していることが⽰された（図 2）(7, 8, 14, 27-29)。こうした成果により、過去に
感染した RNA ウイルスの遺伝⼦配列が⽣物のゲノムに内在化し、現代に⾄るま
で⼦孫⽣物へと受け継がれていることが⽰された。 
興味深いことに、前述した EVEs の網羅的探索により、脊椎動物のゲノムに

おいて最も頻繁に検出される「RNA ウイルスの分⼦化⽯」は EBLs であること
が⽰されている（図 2）。つまり「ボルナウイルスの分⼦化⽯」は、脊椎動物の
ゲノムに存在する「RNA ウイルスの分⼦化⽯」のなかで、最もデータ量が多い
ものにあたる。したがって、EBLs を⽤いた研究により、脊椎動物の進化過程に
おけるボルナウイルスの感染を詳細に調査することができるだけでなく、RNA
ウイルスの感染の歴史について、1つのモデルを提供することができると期待さ
れる。 
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図 2. ⽣物のゲノムにおける EVEs の網羅的探索 

本図は、Katzourakis and Gifford., Plos Genetics, 2010 (8)において発表されたデータ

を使⽤して作成した。Y 軸は EVEs の由来となったウイルスを、X 軸は同定された EVE
配列の数を⽰している。棒グラフの⾊は EVE 配列が同定された宿主⽣物を⽰す：哺乳
類（緑）、⿃類（⻩）、昆⾍（紫）。 
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1-3. ボルナウイルスの基本性状 
ボルナウイルスは、⼀本鎖マイナス鎖 RNA をゲノムにもつモノネガウイルス⽬
に属するウイルスである。現在、ボルナウイルス科にはオルソボルナウイルス
属、カルボウイルス属、カルターウイルス属が存在する(35)。2018 年まで、ボ
ルナウイルス科は単⼀のウイルス属（今⽇のオルソボルナウイルス属、旧名はボ
ルナウイルス属）により構成されていた。しかし、新種のボルナウイルスがニシ
キヘビ、およびコイ科の⿂において発⾒されたことにより、カルボウイルス属、
カルターウイルス属が設⽴された(36, 37)。 

ボルナウイルスのゲノムには、少なくとも 6つの open reading frames（ORFs）
が存在し、ヌクレオプロテイン（N）、Xタンパク質（X）、リン酸化タンパク
質（P）、マトリックスタンパク質（M）、糖タンパク質（G）、RNA依存性 RNA
ポリメラーゼ（L）がコードされている（図 3）。オルソボルナウイルスのゲノ
ムでは、これらのウイルス遺伝⼦が 3ʼ末端より N、X、P、M、G、L の順に配置
されているが、カルボウイルス、カルターウイルスのゲノムでは、N、X、P、G、
M、L の順に配置されている。 
それぞれのウイルスタンパク質の機能は、オルソボルナウイルスを⽤いた

研究によって明らかにされてきた(38, 39)。N、P、L はポリメラーゼ複合体を構
成し、ウイルスゲノムの複製と mRNA の転写を制御する。このうち、N はウイ
ルスゲノムに結合する RNA結合タンパク質であり、Pはポリメラーゼである L
の補因⼦として機能する。X はウイルスのポリメラーゼ活性を抑制する機能が
報告されている。Mと Gは構造タンパク質である。Gはウイルスの宿主細胞へ
の吸着や侵⼊に関与するエンベロープタンパク質であり、M はウイルス粒⼦を
裏打ちするタンパク質であると考えられている。これまでの研究により、N、M、
G、L 遺伝⼦に由来する EBLs が同定されており、それぞれ、EBLN、EBLM、
EBLG、EBLL と名付けられている(7, 8, 14, 27-29)。 

ボルナウイルスは多様な脊椎動物に感染することが報告されている(35)。
オルソボルナウイルス属に分類されるウイルスは、哺乳類や⿃類、爬⾍類を宿主
とする。オルソボルナウイルスの⼀種であるボルナ病ウイルスは、神経系組織に
好んで感染し、ウマやヒツジに脳脊髄炎を引き起こすことが知られている。また
近年、ヒトに致死性の脳炎を引き起こす新種のウイルスの発⾒や(40-42)、脳炎
患者におけるボルナ病ウイルスの感染が報告されたことにより(43-46)、オルソ
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ボルナウイルスは新たな⼈獣共通感染症の原因として注視されている。また、オ
ウム⽬やスズメ⽬の⿃類に感染するオルソボルナウイルスは、腺胃拡張症に代
表される消耗性の神経疾患を引き起こす(47)。 
対して、カルボウイルスやカルターウイルスの感染性や病原性はほとんど

明らかになっていない(35)。カルボウイルスの感染は、弛緩性⿇痺や軽度から中
等度の脳炎症状を⽰すニシキヘビ（Morelia spilota）から同定されたが、ウイル
スの感染とこうした臨床症状との因果関係は不明のままとなっている(36)。ま
たカルターウイルスの感染は、中国およびオーストラリアで採取されたコイ科
の⿂（Hemiculter leucisculus およびCyprinus carpio）において同定されている
が、どちらの宿主⽣物も顕著な病状を⽰していなかったと報告されている(37, 
48)。 
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図 3. ボルナウイルスのゲノム構造と転写産物 

本図では、オルソボルナウイルスのゲノム構造と転写産物を⽰す。ボルナウイルスのゲ
ノムには、以下の 6 つウイルスタンパク質をコードする ORFs が存在する：ヌクレオプ
ロテイン（N）、X タンパク質（X）、リン酸化タンパク質（P）、マトリックスタンパ
ク質（M）、糖タンパク質（G）、RNA 依存性 RNA ポリメラーゼ（L）。それぞれのウ

イルスタンパク質は、転写開始シグナル（S1から S3）および転写終⽌シグナル（E1か
ら E5）によって制御されるmRNAから⽣成される。またオルソボルナウイルスは、宿
主⽣物の RNA スプライシング機構により、複数の転写産物アイソフォームを発現する
ことが報告されている(49-52)。図中のmRNA の灰⾊の点線部分はイントロン領域を⽰

す。EBLs は、ボルナウイルスのmRNA がレトロトランスポゾンにより逆転写され、宿
主⽣物のゲノムへと挿⼊された結果であると考えられており、これまでに、N、M、G、
L遺伝⼦に由来する EBLs が同定されている。 
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1-4. 先⾏研究の問題点と本研究の⽬的 
EBLs の同定は、宿主⽣物のゲノムにおいて、現代のボルナウイルスの遺伝⼦配
列に類似した領域を探索することにより⾏われる(7, 26)。これまでに、さまざま
な⽣物のゲノムにおいて EBLs の存在が報告されているが、こうした EBLs はオ
ルソボルナウイルスの配列のみを⽤いた探索により同定されてきた（図 4）(8, 
14, 28)。つまり、先⾏研究ではカルボウイルスやカルターウイルスに類似した
EBLs は検出できておらず、ボルナウイルスの感染の歴史を部分的にしか捉えら
れていなかった可能性が⾼い。実際に、カルボウイルスの遺伝⼦配列を⽤いた探
索により、新たな EBLs が同定されている(36)。 

カルボウイルスとカルターウイルスの発⾒により、これまで⾒過ごされて
きた EBLs の存在が⽰唆された。しかし、これらのウイルスに由来する EBLs を
網羅的に同定・解析した研究はなく、過去のボルナウイルスの感染についての理
解は不⼗分なままとなっている。そこで本研究では、ボルナウイルスの感染の歴
史を再構築することを⽬的とし、3つのボルナウイルス属に由来する EBLs を網
羅的に同定するための⼤規模解析を実施した。はじめに、969 種の真核⽣物のゲ
ノムデータを⽤いて EBLs の探索を⾏った。次に、EBLs の宿主⽣物ゲノムへの
挿⼊年代を推定することで、EBLs の由来となった古代ボルナウイルスの存在年
代と宿主⽣物を明らかにし、ボルナウイルスと宿主⽣物との共進化過程の描出
を試みた。 
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図 4. ボルナウイルス科に分類されるウイルスの系統関係 

本図は、国際ウイルス分類委員会（ICTV）による提案書(53)のデータを改変したもので

ある。（左図）ボルナウイルス科に分類されるウイルスの系統樹。枝の⾊は以下のとお
りである：オルソボルナウイルス（⾚）、カルボウイルス（⻘）、カルターウイルス（緑）、
EBLs（灰）。スケールバーは遺伝的距離（座位あたりの置換数）を⽰す。先⾏研究で同
定された EBLs は、オルソボルナウイルスに類似したものばかりであった。（右図）そ

れぞれのボルナウイルスの代表的な宿主⽣物。EBLs の場合は、これまでに EBLs が同
定された⽣物種の代表例を⽰している。 
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2-1. 真核⽣物ゲノムにおける EBLs の網羅的探索 
EBLs を網羅的に同定するために、969 種の真核⽣物のゲノムデータにおいて、
tBLASTn によりボルナウイルス様配列を探索した（図 5A）。探索には、ボルナ
ウイルス科の 3 つのウイルス属の配列をクエリとして使⽤した。次に、ボルナ
ウイルス様配列の宿主ゲノムにおける位置、および現代のボルナウイルスタン
パク質とのアライメント位置に基づいて、EBL 配列を再構築した。これは、EBLs
の多くが、フレームシフト変異により断⽚化された配列として検出されていた
ためである。 

EBLs の探索と配列の再構築により、1,465 の EBL 配列を 131 種の脊椎動
物において同定した（図 5B）。先⾏研究により、EBLN、EBLM、EBLG、EBLL
の存在は報告されていたが(8, 14, 26)、今回の探索により、新たに 30 の EBLP
配列を発⾒した。 
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図 5. 真核⽣物ゲノムにおける EBLs の探索 

（A）EBLs の探索および配列の再構築の⽅法。まず、真核⽣物のゲノムにおいてボル

ナウイルス様配列を tBLASTn により探索した。次に、ボルナウイルス様配列と現代の
ボルナウイルスのタンパク質との配列アライメントを作成した。最後に、1)ボルナウイ
ルス様配列が検出された宿主ゲノム位置と、2)ウイルスタンパク質とのアライメント位
置に基づいてボルナウイルス様配列を結合し、EBL 配列を再構築した。同じゲノム位置

で複数のボルナウイルス様配列が検出された場合には、tBLASTn において低い E-value
で検出された配列を信頼性の⾼い配列と⾒なし、EBL 配列の再構築に使⽤した。詳細は
「第四章 材料と⽅法」を参照。(B)現代のボルナウイルスのタンパク質と EBLs との配
列アライメントの模式図。それぞれのパネルは、EBLs の由来となったウイルス遺伝⼦

に対応する。X 軸は、配列アライメントにおける位置を表しており、100 アミノ酸ごと
に⽬盛線が打たれている。Y 軸は本研究において検出された EBL 配列の数を⽰してい
る。 
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次に、EBLs の由来となった古代ボルナウイルスをウイルス属レベルに分類
するために、系統解析を⾏った。系統解析に使⽤した EBLs はすべて、現代のウ
イルス属に対応する 3つのクレードに分割された（図 6）。この結果から、今回
同定した EBLs のなかに未知のウイルス属に由来する配列が含まれる可能性は
低いと考えられた。同定した 1,465 EBLs のうち、692 配列は系統解析によりウ
イルス属レベルに分類することができたが、その他の EBLs は配列⻑が短く、系
統解析に使⽤することができなかった。そこで、EBLs と現代のボルナウイルス
との配列類似性を活⽤することで、すべての EBLs をウイルス属レベルに分類
しようと試みた。まず、系統解析による分類との⽐較により、配列類似性による
分類の正確性を検証した。その結果、2つの分類法の⼀致度は EBLNs では 99.7%、
EBLGs では 100%、EBLLs では 100%であった。配列類似性に基づく分類が系
統解析による分類と⾼度に⼀致していることが確認されたため、次に、本研究で
同定したすべての EBLs を現代ボルナウイルスとの配列類似性に基づき 3 つの
ウイルス属に分類した。その結果、同定した EBLs のうち、364 配列はオルソボ
ルナウイルス属、729 配列はカルボウイルス属、372 配列はカルターウイルス属
に由来すると推定された（図 7）。 
注⽬すべきは、同定した 1,465 の EBLs のうち、870 もの配列がカルボウイ

ルスおよびカルターウイルスを⽤いた探索によって初めて検出された点である。
これは、先⾏研究で主に⾏われてきたオルソボルナウイルス配列のみを⽤いた
探索において、多くの EBLs が⾒逃されてきたという本研究の仮説を⽀持する
結果である。 
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図 6. EBLs と現代のボルナウイルスとの系統解析 

これらの系統樹は、EBLs と現代のウイルスタンパク質を⽤いて、最尤法により構築さ

れた。枝の⾊は以下のとおり対応している：EBLs（灰）、現代のオルソボルナウイルス
（⾚）、現代のカルボウイルス（⻘）、現代のカルターウイルス（緑）、現代のニャミ
ウイルス（⿊）。これらの系統樹の根の位置は、現代のニャミウイルスを外群とするこ
とによって決定した。ハイライトの⾊は、現代のボルナウイルスの分類に対応している。

枝の⽀持率(%)はブートストラップ法により算出した。図中では、ウイルス属レベルの
分類に関わる枝の⽀持率のみを⽰している。スケールバーは遺伝的距離（座位あたりの
置換数）を⽰す。 
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図 7. 宿主⽣物種ごとの EBLs の検出数  

X 軸は EBLs が検出された脊椎動物の種を、Y 軸はその⽣物種において検出された EBL
配列の数を⽰す。それぞれのパネルの積み上げ棒グラフは、EBLs の由来となったウイ

ルス遺伝⼦（上図）、またはウイルスの分類（下図）に基づき⾊分けされている。 
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2-2. 約 1 億年にわたるボルナウイルスの感染の歴史 
本研究では、EBLs の由来となった古代ボルナウイルスの遺伝⼦配列がいつごろ
宿主⽣物のゲノムに挿⼊されたかを推定するために、遺伝⼦オーソロジー解析
を実施した(7)。今回は、⼤量の EBL 配列の挿⼊年代を効率的に推定するため
に、配列類似性ネットワークを⽤いたオーソログ決定法を開発した (図 8）。こ
の⽅法では、まず、EBLs の挿⼊部位間の配列類似性（アライメントカバレッジ）
をペアワイズに算出する。次に、配列類似性ネットワークを構築し、コミュニテ
ィ構造を抽出することで、EBL 配列をオーソロググループに分割する。最後に、
オーソログを保有する宿主⽣物の種分岐の年代に基づき、EBLs の挿⼊年代を推
定する。 
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図 8. EBLs の挿⼊年代の推定⽅法 

ここでは、2 つの異なる挿⼊イベントに由来する 5つの EBL 配列を想定する。EBL 配

列の⾊は、由来となった挿⼊イベントを⽰している。はじめに、EBLs の挿⼊部位の配
列類似性を BLASTN によりペアワイズに算出した。ヒートマップの⾏と列は EBL 配列
のインデックスに対応しており、セルの⾊は EBL 挿⼊部位間の配列類似性（アライメ
ントカバレッジ）を⽰している。アライメントカバレッジは、クエリ配列⻑あたりのア

ライメントされたサイトの割合である。次に、EBL 配列をオーソロググループに分割す
るために、1.で作成したヒートマップを⼊⼒とした配列類似性ネットワークを構築し、
コミュニティ構造の抽出を⾏った。ネットワークのノードは EBL 配列のインデックス
に、エッジの⾊は 1.で算出したアライメントカバレッジに対応している。ハイライトは、

コミュニティとして抽出されたグループを⽰しており、本解析ではこれらのコミュニテ
ィをオーソロググループと定義した。最後に、EBLs の挿⼊年代を宿主⽣物の種分岐の
年代に基づき推定した。左側の系統樹は宿主⽣物の進化過程を⽰しており、系統樹上の
⽮頭はオーソログの有無に基づき推定されたそれぞれの挿⼊イベントの発⽣年代を⽰

す。系統樹の右側には、オーソロガスな EBLs の配列アライメントの模式図を⽰してい
る。MYA (million years ago)：百万年前。詳細は「第四章 材料と⽅法」を参照。 
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図 8 に⽰す遺伝⼦オーソロジー解析により、1,465 の EBL 配列を 281 のオ
ーソロググループに分割した。図 9 において、ネットワーク解析により分割さ
れたオーソロググループが EBL 挿⼊部位間の配列類似性を⾼度に反映している
ことが確認された。281 のオーソロググループのうち 113 のグループは、複数
の宿主⽣物において検出された EBLs により構成されていたため、⽣物の種分
岐の年代に基づき挿⼊年代を推測することができた（図 10B「オーソログ検出
(+)」）。⼀⽅で、168 のグループは単⼀の宿主⽣物において検出された EBL 配
列のみで構成されていた（図 10B「オーソログ検出(-)」）。単⼀の宿主⽣物に
おいてしか検出されなかった EBLs に関しては、2 つの可能性が考えられる。1
つ⽬には、これらの EBLs は宿主⽣物が近縁種と分岐した後に挿⼊された遺伝
⼦座である可能性が考えられる。2つ⽬には、近縁種のゲノムが解読されていな
いために、オーソログが検出できなかった可能性がある。今回はこれら 2 つの
可能性を区別することが困難であったため、図 10A ではオーソログが検出され
た 113 のグループの挿⼊年代のみを⽰している。今後、多様な⽣物のゲノムが
解読されることで、EBLs の挿⼊年代の推定精度が向上すると期待される(54, 
55)。 
図 10 の結果から、約 1 億年前の⽩亜紀にはボルナウイルスの感染がすでに

発⽣していたことを明らかにした。先⾏研究では、ボルナウイルスの感染は少な
くとも約 8,300 万年前にアフリカ獣上⽬の祖先で発⽣していたことが報告され
ていた(8, 56)。しかし本研究により、6つの EBL 遺伝⼦座のオーソログが北⽅
真獣類に分類される⽣物のゲノムに存在することが⽰され、ボルナウイルスの
感染が少なくとも約 9,600 万年前に起こっていたことが明らかとなった。つま
り、本解析により最古のボルナウイルスの感染の分⼦化⽯を同定することに成
功した。また、ボルナウイルスの挿⼊は、北⽅真獣類の祖先だけでなく、アフリ
カ獣上⽬、テティス獣類、有袋上⽬、霊⻑⽬、齧⻭⽬、スズメ⽬の祖先において、
計 18回発⽣していたと推定された（図 10A の N1 から N7）。これらの結果は、
⽩亜紀にはすでに、ボルナウイルスがさまざまな脊椎動物に感染を広げていた
ことを⽰唆する。 
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図 9. ネットワーク解析により推定された EBL 配列間のオーソログ関係  

ヒートマップの⾏と列は、本研究で同定した EBL 配列に対応している。ヒートマップ

のセルの⾊は EBL 挿⼊部位間のアライメントカバレッジを⽰しており、⻩⾊は配列類
似性が検出限界以下（not detected: ND）であったことを意味する。⾏の⾊は EBL 配
列が同定された宿主⽣物の分類と対応しており、列の⾊はネットワーク解析により分類
されたオーソロググループを⽰す。⽩⾊の列で⽰されている EBLG2、EBLL2、EBLL35、

EBLL36 は、ネットワーク解析後に再編成されたグループである（詳細は「第四章 材
料と⽅法」を参照）。 
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図 10. 約 1 億年にわたる EBLs の挿⼊の歴史 

（A）脊椎動物の進化過程における EBLs の挿⼊。系統樹は、脊椎動物の進化過程を⽰

す。系統樹上の円グラフの位置は、いつ、どの⽣物の祖先において EBLs の挿⼊が発⽣
したかを⽰している。円グラフの⼤きさと⾊は、その時代における EBLs の挿⼊の数と
EBLs の由来となったボルナウイルスの分類を⽰す。系統樹の内部節における注釈は、
以下の宿主⽣物の共通祖先を⽰す：北⽅真獣類（N1）、アフリカ獣上⽬（N2）、有袋

上⽬（N3）、霊⻑⽬（N4）、齧⻭⽬（N5）、テティス獣類（N6）、スズメ⽬（N7）、
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オーストラリア有袋⼤⽬（N8）、真猿下⽬（N9）、キツネザル上科（N10）、広⿐⼩⽬
（N11）、狭⿐⼩⽬（N12）。系統樹上の灰⾊の点線は、中⽣代と新⽣代の境界（K-Pg
境界）を⽰す。（B）それぞれの宿主⽣物の進化の過程で発⽣した EBLs の挿⼊イベン
トの数。Y 軸は（A）の系統樹における宿主⽣物種と対応しており、X 軸はそれぞれの

⽣物種の進化過程で発⽣した EBLs の挿⼊イベントの数を⽰す。積み上げ棒グラフの⾊
は、（A）と同様、EBLs の由来となったボルナウイルスの分類を表す。ネットワーク解
析により分割されたオーソロググループは以下のとおり分類した。「オーソログ検出
(+)」：複数の宿主⽣物種において検出された EBLs によりオーソロググループが構成

されていた場合、「オーソログ検出（-）」：単⼀の⽣物種から検出された EBL 配列の
みでオーソロググループが構成されていた場合。（A）の系統樹上に⽰されている円グ
ラフは、「オーソログ検出(+)」のグループの EBLs の挿⼊年代のみを⽰している（詳
細は「2-2. 約 1億年にわたるボルナウイルスの感染の歴史」に記述）。 
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2-3. ボルナウイルスは多様な脊椎動物を宿主としてきた 
図 10 の結果から、古代のボルナウイルスは、現代のボルナウイルスが感染する
ことが報告されている宿主⽣物よりも多様な脊椎動物に感染してきたことが⽰
された。例えば、現代におけるオルソボルナウイルスの感染は、ウマやヒツジ、
トガリネズミ、リス、ヒトといった哺乳類(35, 40-46, 57, 58)、オウム⽬やスズ
メ⽬等の⿃類(47)、およびガーターヘビ、ナミヘビ、クサリヘビといった爬⾍類
(59, 60)で報告されている。対して本研究では、齧⻭⽬、アフリカ獣上⽬、有袋
上⽬の進化過程において、オルソボルナウイルスの感染が繰り返し発⽣してき
たことを明らかにした（図 10A）。特に、現代のオルソボルナウイルスの疫学調
査では、マウスにおけるウイルスの感染は確認されていないにもかかわらず(57, 
58)、本研究では、古代のオルソボルナウイルスがマウス祖先に繰り返し感染し
ていたことを⽰した。同様に、現代のカルボウイルスはニシキヘビ(36)、カルタ
ーウイルスはコイ科の⿂のみから検出されているが(37, 48)、これらのウイルス
の祖先は、哺乳類を含む多様な系統の宿主に感染・内在化してきたことが⽰され
た。これらの結果により、ボルナウイルスは、現代のボルナウイルスについての
研究から予想されていたよりも、はるかに広範な⽣物に感染してきたことが⽰
唆された。 
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2-4. 古代ボルナウイルスの地理的分布 
次に、⻑期にわたるボルナウイルスの蔓延状況を描出するために、古代のボルナ
ウイルスの感染が発⽣していた地域の推定を試みた。今回は、ボルナウイルスの
挿⼊が発⽣した時代における宿主⽣物の⽣息地を調査することで、古代ボルナ
ウイルスの地理的分布を推定した。その結果、古代ボルナウイルスの感染が複数
の⼤陸で発⽣していた可能性を⽰した（図 11）。 

まず、中⽣代に発⽣したボルナウイルスの挿⼊を解析した結果、ローラシア
⼤陸とアフリカ⼤陸に⽣息していた祖先⽣物のゲノムにおいてボルナウイルス
の挿⼊が発⽣していたことが⽰された（図 11A-B）。複数の先⾏研究により、北
⽅真獣類および霊⻑⽬の祖先はローラシア⼤陸に(61-64)、アフリカ獣上⽬およ
びテティス獣類の祖先はアフリカ⼤陸に⽣息していたと報告されている(61, 62, 
65)。したがって、⽩亜紀におけるボルナウイルスの感染は、少なくともこれら
2つの⼤陸で発⽣していたと考えられた。加えて、オーストラリア有袋⼤⽬にお
ける EBLs の同定により、ボルナウイルスの感染が南極⼤陸またはオーストラ
リア⼤陸において発⽣していた可能性を⾒出した。現存の有袋類は、南アメリカ
⼤陸およびオーストラリア⼤陸に⽣息しているが、これは有袋類の祖先⽣物が
南アメリカ⼤陸から南極⼤陸を経由し、オーストラリア⼤陸へと移住する過程
で誕⽣した種が、それぞれの⼤陸に定着した結果だと考えられている(66, 67)。
本研究では、オーストラリア有袋⼤⽬のゲノムには存在するが、南アメリカ⼤陸
に⽣息する有袋類のゲノムでは検出されない EBLs を同定した（図 11B）。これ
らの結果から、オーストラリア有袋⼤⽬のゲノムに存在する EBLs は、南極⼤陸
またはオーストラリア⼤陸において発⽣したボルナウイルスの感染に由来する
と考えられた。 
次に、新⽣代に発⽣したボルナウイルスの挿⼊を解析した結果、霊⻑類祖先

におけるボルナウイルスの感染が複数の⼤陸において発⽣していたことを⽰唆
する EBLs を同定した（図 11C）。1つ⽬は、マダガスカルキツネザルのゲノム
において特異的に検出された EBL である。この遺伝⼦座は、アフリカに⽣息す
る姉妹種、ショウガラゴのゲノムでは検出されなかった。したがって、この EBL
の由来となった古代ボルナウイルスの感染は、キツネザルの祖先がマダガスカ
ル島へ移住した後に発⽣したと考えられた。ただし先⾏研究により、マダガスカ
ルキツネザルの祖先がアフリカ⼤陸からマダガスカル島へ移住した時期は、約
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6,000 万年前から 5,000 万年前であったと推定されているのに対して(68)、この
EBL 遺伝⼦座の挿⼊年代は約 5,900 万年前から 3,700 万年前であったと推定さ
れている。したがって、この EBL の挿⼊がアフリカ⼤陸で発⽣し、マダガスカ
ル⼤陸に移住したキツネザル系統のみで固定化した可能性も否定できない。2つ
⽬は、真猿下⽬または広⿐⼩⽬の祖先ゲノムに挿⼊された EBLs である。広⿐⼩
⽬の祖先は、真猿下⽬の祖先から種分岐する過程において、ユーラシア⼤陸から
アフリカ⼤陸を経由し南アメリカ⼤陸へと移住したと考えられている(63, 69, 
70)。したがって、真猿下⽬または広⿐⼩⽬の祖先ゲノムに挿⼊された EBLs は、
霊⻑類祖先がこれら 3 つの⼤陸を移住する間に発⽣したボルナウイルスの感染
に由来すると考えられた。 
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図 11. 古代ボルナウイルスの感染が発⽣していた地域の推定 

下記の時代における祖先⽣物の⽣息域：（A）約 1億年前から 8,300万年前まで、（B）

約 8,300万年前から 6,700万年前まで、（C）約 6,700万年前から 1,900万年前まで。
⽣物地理学についての⽂献(61-70)に基づき、EBLs の挿⼊が発⽣した時代に宿主⽣物
の祖先が⽣息していたと考えられている⼤陸を⽮印で⽰している。注釈は図 10 と対応
しており、以下の⽣物の共通祖先を意味する：北⽅真獣類（N1）、アフリカ獣上⽬（N2）、

霊⻑⽬（N4）、テティス獣類（N6）、オーストラリア有袋⼤⽬（N8）、真猿下⽬（N9）、
キツネザル上科（N10）、広⿐⼩⽬（N11）。ボルナウイルスの感染が発⽣していたと
考えられた⼤陸は、以下のとおり⾊分けした：ローラシア⼤陸またはユーラシア⼤陸
（⻘）、アフリカ⼤陸（緑）、南極⼤陸（薄茶）、オーストラリア⼤陸（濃茶）、南ア

メリカ⼤陸（オレンジ）。それぞれの時代における⼤陸の位置は、Ocean Drilling 
Stratigraphic Network Plate Tectonic Reconstruction Service  
(https://www.odsn.de/odsn/services/paleomap/paleomap.html) から取得した。 
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2-5. 霊⻑類祖先に感染していたボルナウイルス系統の時系

列変化 
興味深いことに、図 10A の結果から、EBLs の挿⼊が霊⻑類の進化過程において
繰り返し発⽣してきたことを⾒出した。そこで、どのような古代ボルナウイルス
が霊⻑類祖先に感染してきたのかを明らかにするために、系統解析を⾏った（図
12）。その結果、霊⻑類のゲノムに存在する EBLNs は、少なくとも 6つの異な
る系統のボルナウイルスに由来していることが⽰された。例えば、カルボウイル
ス属の系統樹において、霊⻑類のゲノムに存在する EBLNs は⼤きく 2つのクレ
ードに分類された（図 12A）。このうち、クレード 1 は約 9,600 万年前に挿⼊
された EBLNs によって、クレード 2 は約 6,700 万年前から 2,900 万年前の間に
挿⼊された EBLNs によって構成されていた。また、オルソボルナウイルス属の
系統樹においても、霊⻑類のゲノムに存在する EBLNs は 3つの異なるクレード
に分類され、それぞれのクレードには異なる時代に挿⼊された EBLNs が含まれ
ていた（図 12B）。これらの結果は、霊⻑類の祖先が時代の移り変わりとともに
異なる系統のボルナウイルスに感染してきたことを⽰唆している。 
次に、霊⻑類の祖先に感染していたボルナウイルスの多様性を評価するた

めに、図 12A-Cの系統樹を⽤いて古代ボルナウイルスの間の遺伝的多様性を算
出した。現代のボルナウイルス種を区別する遺伝的距離を⽐較基準とした解析
により、霊⻑類祖先に感染していたクレード 1 からクレード 6 の古代ボルナウ
イルス系統は、現代のボルナウイルス種よりも遺伝的に多様であったことが⽰
された（図 13）。これらの結果は、異なるボルナウイルス種に相当する、多様
な系統のボルナウイルスが霊⻑類祖先に感染してきたことを⽰唆している。 
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2-6. 霊⻑類祖先とボルナウイルスとの数千万年にわたる共

存 
前項では、図 12 の結果から、霊⻑類の進化過程におけるボルナウイルスの流⾏
の変化を明らかにした。⼀⽅で、図 12 の系統解析により、数千万年にわたって
霊⻑類祖先に内在化を繰り返していたボルナウイルス系統が同定され、これら
のボルナウイルス系統が霊⻑類祖先と⻑期的な共存関係を築いていた可能性を
⾒出した。例えば、クレード 2 系統のカルボウイルスに由来する EBLNs は、約
6,700 万年前から 2,900 万年前までの間で、真猿下⽬および広⿐⼩⽬の祖先ゲノ
ムに計 7回挿⼊されたと推定されている（図 12D）。また、クレード 5 系統の
オルソボルナウイルスに由来する EBLNs も、約 6,700 万年前から 1,900 万年前
までの間で、真猿下⽬および狭⿐⼩⽬の祖先ゲノムに計 7 回挿⼊されている。
こうした結果は、これら 2 つの系統のボルナウイルスが数千万年にわたって霊
⻑類祖先と共存していたことを⽰唆している。したがって、前項「2-5. 霊⻑類
祖先に感染していたボルナウイルス系統の時系列変化」と本項の結果より、霊⻑
類祖先と古代ボルナウイルスの共進化過程は、1）霊⻑類祖先への異なる系統の
ボルナウイルスの感染、および 2）⻑期的なウイルスと宿主⽣物との共存関係の
構築といった異なるイベントにより構成されていたことが明らかとなった。 
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図 12. 霊⻑類祖先に感染していた古代ボルナウイルス 
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（A）カルボウイルス属、（B）オルソボルナウイルス属、（C）カルターウイルス属に
おける古代ボルナウイルスと現代のボルナウイルスの N 遺伝⼦の系統関係。これらの
系統樹は、EBLNs と現代のボルナウイルスの N遺伝⼦のアミノ酸配列を⽤いて最尤法
により構築した。現代のボルナウイルスは⽮印で⽰されている（カルボウイルス：⻘、

オルソボルナウイルス：⾚、カルターウイルス：緑）。古代のボルナウイルスの N遺伝
⼦の配列は、オーソログを⽤いて再構築した（詳細は「第四章 材料と⽅法」を参照）。
ノードの形は、古代ボルナウイルスの N 遺伝⼦の配列をどのようにして再構築したか
を⽰している：本研究で同定したすべてのオーソログを使⽤（四⾓）、本研究で同定し

たオーソログの 50%以上を使⽤（三⾓）、系統解析にオーソログ配列を使⽤できなかっ
たため EBLN 配列そのものを使⽤（丸）。ノードの⾊は EBLNs の挿⼊が起こった宿主
⽣物の分類に対応している。クレード 1からクレード 6 は、霊⻑類祖先に感染していた
ボルナウイルスの系統を⽰す。枝の⽀持率(%)はブートストラップ法により算出した。

スケールバーは遺伝的距離（座位あたりの置換数）を⽰す。（D）霊⻑類の進化過程に
おける EBLNs の挿⼊の歴史。⽮頭はそれぞれの EBLNs の由来となった古代ボルナウ
イルスの挿⼊時期を⽰している。クレード 1からクレード 5は（A-C）で⽰している系
統に対応している。 
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図 13. 古代のボルナウイルス間の遺伝的多様性 

図 12A-C の系統樹における現代のボルナウイルス種間、または霊⻑類祖先に感染して
いた古代のボルナウイルス配列間の遺伝的距離のうち、最も近縁な配列との遺伝的距離
を⽰す（詳細は「第四章 材料と⽅法」を参照）。灰⾊の点線は、現代のボルナウイル
ス種を区別する遺伝的距離を⽰す。霊⻑類祖先に感染していた古代ボルナウイルスにつ

いては、すべてのオーソログを⽤いて再構築された配列のみを解析に⽤いたため、
EBLN7、EBLN8、EBLN9のデータは本図には含まれていない。 
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3-1. EVEs を⽤いた古ウイルス学研究 
近年、ウイルス感染症が相次いで発⽣している状況をかんがみると、私たちの祖
先もまた、ウイルスの脅威に繰り返し晒されてきたのではないかと予想できる。
⼀⽅で、ウイルスは物理的化⽯を残すことがないため、過去のウイルス感染を調
査することは困難であると考えられてきた。しかし、⽣物のゲノムには、過去に
感染したウイルスに由来する遺伝⼦配列（EVEs）が存在することが明らかとな
り、ウイルスの感染を地質学的タイムスケールにおいて調査することが可能と
なった(7)。これまでに、EVEs を⽤いた古ウイルス学研究により、ウイルスの⻑
期的進化や、宿主⽣物との共進化過程が解明されてきた(7-11)。 
シークエンス技術の発展に伴い、さまざまな⽣物種のゲノムデータが次々

と解読・報告されている(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/statistics/)。今後、
⽣物のゲノムデータへのアクセシビリティがさらに向上することで、新たな
EVEs が同定され、太古のウイルスについての理解がより⼀層深まることが期待
される。⼀⽅で、ゲノムデータの解読に伴い、急速に増え続けている「ウイルス
の分⼦化⽯」をいかに効率的に解析するかという点が、古ウイルス学における重
要な課題の 1つとなっている(7, 71)。特に、EVEs の挿⼊年代は、過去のウイル
ス感染の理解に不可⽋な情報であり、これまでにさまざまなアプローチによる
推定⽅法が開発されてきた(7)。しかし、レトロウイルスに由来する EVEs以外
では、数百から数千におよぶ EVE 配列の挿⼊年代を⼀挙に推定することは困難
であった。 

「ボルナウイルスの分⼦化⽯」である EBLs の発⾒により、過去のボルナウ
イルスの感染をスナップショットとして捉えられるようになった(8, 14, 28)。し
かし、⻑期にわたるボルナウイルスの感染の歴史を理解するためには、EBLs の
由来となった古代ボルナウイルスの宿主⽣物・存在年代・多様性を統合的に解析
する必要がある。そこで本研究では、⼤規模なゲノムデータ解析により 131 種
の脊椎動物において 1,400 を超える EBL 配列を同定した（図 7）。さらに、⼤
量の EBL 配列の挿⼊年代を効率的に推定するために、ネットワーク解析に基づ
くオーソログ推定法を新たに開発し、約 1 億年にわたるボルナウイルスの感染
の歴史を再構築した（図 10）。 
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3-2. EBLs を⽤いた研究の限界 
本研究では、EBLs の網羅的解析により地質学的タイムスケールにおけるボルナ
ウイルスの感染の歴史を再構築した（図 10）。⼀⽅で、他のあらゆる化⽯記録
と同様に、EBLs は疎に点在する不完全な化⽯記録であることに留意しなければ
ならない。なぜなら、感染したすべてのボルナウイルスが宿主⽣物のゲノムに挿
⼊されるわけではないためである(7, 14, 26, 71)。特にボルナウイルスは、RNA
配列の逆転写および⽣物ゲノムへの挿⼊を⾃律的に⾏うことができないため、
ボルナウイルスの内在化はまれなイベントであることが予想される。また、ボル
ナウイルスの遺伝⼦配列が⽣物のゲノムに挿⼊されたとしても、⻑期的な進化
の過程においてウイルスに由来する配列が失われる可能性もある。例えば、挿⼊
されたボルナウイルス配列が宿主⽣物集団において固定化されなかった場合や、
宿主⽣物の絶滅に伴い、その⽣物のゲノムに存在していたボルナウイルス配列
も失われてしまう場合が考えられる。したがって、EBLs は⻑期的進化の過程で
発⽣した多様なボルナウイルスのうち、ごく⼀部のウイルスに由来する分⼦化
⽯であることに注意する必要がある。EBLs は過去のボルナウイルスの感染を調
査するために⽋かせない材料であるが、こうした潜在的な限界を前提とした上
で、古代のウイルスの感染について慎重に議論を進める必要がある。 

 

3-3. ボルナウイルスの⻑期的進化の背後にあるメカニズム 
RNA ウイルスの進化に関する先⾏研究では、現代のウイルスを⽤いた系統解析
により、「ボルナウイルスの⻑期的進化は脊椎動物との共分岐により駆動されて
きた」ことを⽰唆している（図 14A）(37)。ウイルスと宿主⽣物との共分岐とは、
宿主⽣物が種分岐する過程で、新たな⽣物種に適応したウイルスが出現し、結果
として、宿主⽣物の進化に呼応するようにウイルスが進化していく現象を指す。 

しかし、本研究により⽰された現代と古代のボルナウイルスの系統関係か
らは、ボルナウイルスの⻑期的進化をウイルスと宿主⽣物との共分岐のみで説
明することは難しいと考えられた。この理由には、1)時代の移り変わりに伴い、
流⾏していたボルナウイルスの系統が変化してきたこと、2)それぞれの時代に
存在したボルナウイルスが多様な宿主⽣物に感染を広げていたことがあげられ
る（図 14B）。まず本研究では、霊⻑類の進化過程において流⾏していたボルナ
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ウイルスの系統が変化してきたことを明らかにした（図 12）。加えて、図 14B
では、霊⻑類祖先に感染していたボルナウイルスに近縁なウイルスが、同じ時代
に他の⽣物にも感染を広げていた可能性を⽰した。例えば、クレード 1 系統の
カルボウイルスに近縁なウイルスは、中⽣代後期（約 8,300 万年前から 6,600 万
年前ごろ）においてアフリカ獣上⽬やテティス獣類の祖先に感染していたよう
である（図 14B の EBLN63、EBLN66、EBLN49、EBLN41）。また、クレード
2 系統のカルボウイルスに近縁なウイルスは、約 5,300 万年前にココウモリの祖
先に感染していたと推定されている（図 14B の EBLN59）。同様の傾向はオル
ソボルナウイルスの系統樹でも観察されている。例えば、現代のオルソボルナウ
イルスは遺伝的に近縁な単⼀のクレードを形成するにもかかわらず、哺乳類、⿃
類、爬⾍類といった多様な宿主⽣物に感染することが報告されている(35)。この
ような結果は、時代の移り変わりとともに流⾏していたボルナウイルスの系統
が変化してきたこと、およびそれぞれの時代に存在したボルナウイルスがさま
ざまな宿主⽣物に感染を広げていたことを⽰唆している。したがって本研究で
は、ボルナウイルスの⻑期的進化は、ウイルスと宿主との共分岐だけでなく、時
代の移り変わりに伴うウイルスの流⾏の変化およびウイルスの異種間伝播によ
って構成されてきた可能性を提唱する。 

ただし前項「3-2. EBLs を⽤いた研究の限界」のとおり、EBLs はすべての
ボルナウイルスの感染を記録しているわけではないため、本研究では捉えきれ
ていないウイルスと宿主⽣物との関係が存在した可能性は否定できない。しか
し、本研究により得られた結果は、現代のボルナウイルスを⽤いた解析からだけ
ではウイルスの⻑期的進化の全容を解明することは困難であることを⽰唆して
いる。したがって今後は、本研究において同定した「ボルナウイルスの分⼦化⽯」
を活⽤することで、ボルナウイルスの⻑期的進化について、さらなる検証を⾏う
必要がある。 
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図 14. ボルナウイルスと脊椎動物との共分岐についての考察 

（A）現代のボルナウイルスの配列のみを⽤いて作成した系統樹。枝の⾊はオルソボル

ナウイルス（⾚）、カルボウイルス（⻘）、カルターウイルス（緑）を⽰す。ブートス
トラップ法により枝の⽀持率(%)を算出した。スケールバーは遺伝的距離（座位あたり
の置換数）を⽰す。系統樹の右側には、それぞれのボルナウイルスの代表的な宿主⽣物
を⽰す。先⾏研究ではこのような系統関係に基づき、「ボルナウイルスは脊椎動物との
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共分岐により進化してきた」ことを⽰唆している(37)。（B）古代のボルナウイルスと
現代のボルナウイルスの N 遺伝⼦のアミノ酸配列を⽤いた系統樹。この系統樹は図
12A-Cを改変したものである。それぞれの外部節には、EBLN遺伝⼦座の名前とその遺
伝⼦座の挿⼊年代が記載してある。本研究により、1)時代の移り変わりとともに、流⾏

していたボルナウイルスの系統が変化してきたこと、2)それぞれの時代に存在したボル
ナウイルスが多様な宿主⽣物に感染を広げていたことを⽰唆した。したがって、ボルナ
ウイルスの⻑期的進化は、ウイルスと脊椎動物との共分岐だけでなく、時代ごとのウイ
ルスの流⾏の変化およびウイルスの異種間伝播によって構成されていた可能性が考え

られた。 
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3-4. ウイルスと宿主との⻑期的共存が感染の拡⼤をもたら

した可能性 
図 12 の結果から、2つの系統のボルナウイルスが霊⻑類祖先と数千万年にわた
って共存していた可能性を⾒出した。さらに本研究では、祖先⽣物の⽣息域につ
いてのこれまでの知⾒と本研究で得られたボルナウイルスの内在化時期を統合
的に解析した結果、霊⻑類祖先と⻑期的に共存していたオルソボルナウイルス
系統の感染が複数の⼤陸において発⽣していたことを⽰唆した。まず、図 12D
に⽰すように、クレード 5 系統のオルソボルナウイルスは、真猿下⽬の祖先お
よび広⿐⼩⽬の祖先において感染と内在化を繰り返していたと推定された。霊
⻑類祖先とクレード 5 系統のボルナウイルスが共存していたと考えられた期間
において、真猿下⽬の祖先はユーラシア⼤陸またはアフリカ⼤陸に⽣息してい
たのに対して、広⿐⼩⽬の祖先は、真猿下⽬から種分岐する過程で、アフリカ⼤
陸から南アメリカ⼤陸へと移住したと考えられている（図 11C）(63, 69, 70)。
したがって、クレード 5 系統のオルソボルナウイルスは、霊⻑類祖先の移住に
伴い、異なる⼤陸に感染を広げた可能性が考えられた。 
加えて、クレード 5 系統のオルソボルナウイルスに由来する EBLNs は、キ

クガシラコウモリ、チスイコウモリ、ユビナガコウモリのゲノムにおいても同定
された（図 15A）。⽣物地理学における先⾏研究により、これらの EBLNs の挿
⼊時期において、キクガシラコウモリの祖先はユーラシア⼤陸に、チスイコウモ
リの祖先は南アメリカ⼤陸に、ユビナガコウモリの祖先は複数の異なる⼤陸に
⽣息していたと推定されている（図 15B）(72)。これらの結果を統合すると、ク
レード 5 系統のオルソボルナウイルスは霊⻑類祖先の移住とともに⼤陸間を移
動し、複数の祖先へと感染を広げた可能性が考えられた。以上より、ウイルスと
宿主⽣物の⻑期的な共存関係が、ウイルスの地理的分布の拡⼤、さらには新たな
⽣物へのウイルス伝播をもたらしたことを⽰唆した。 
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図 15. ウイルスと宿主との⻑期的共存による感染拡⼤についての考察  

（A）コウモリゲノムで同定されたクレード 5 系統に属する EBLs。この系統樹は図 12B

の⼀部を拡⼤したものである。それぞれのノードには、EBLN遺伝⼦座の名前とその遺
伝⼦座の挿⼊年代が記載してある。ノードの⾊は EBLNs の挿⼊が起こった宿主⽣物の
分類を⽰す（真猿下⽬または広⿐⼩⽬：紫、翼⼿⽬：薄緑）。ブートストラップ法によ
り枝の⽀持率(%)を算出した。スケールバーは遺伝的距離（座位あたりの置換数）を⽰

す。この系統樹により、クレード 5 系統のオルソボルナウイルスは、霊⻑類祖先だけで
なくコウモリ祖先にも感染していた可能性が⽰された。（B）クレード 5 系統のオルソ
ボルナウイルスに感染していたと考えられる宿主⽣物の⽣息域。本図では、約 6,700万
年前から 1,900 万年前における真猿下⽬と広⿐⼩⽬の祖先(63, 69, 70)、およびコウモ

リ祖先の⽣息域(72)を⽰す。ユビナガコウモリの祖先は複数の⼤陸に⽣息していたと推
定されていたため、本図には含まれていない。 
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3-5. 宿主⽣物ごとのボルナウイルスの内在化の頻度の違い 
本研究では、脊椎動物の進化過程におけるボルナウイルスの内在化の時期と数
を解析し、これらの傾向が宿主系統によって⼤きく異なっていることを明らか
にした（図 10）。例えば、⿃類や爬⾍類においては、ボルナウイルスの内在化
は⽐較的まれな現象であったことが⽰され、こうした結果は先⾏研究での報告
と⼀致していた(29, 73)。さらに本研究では、ボルナウイルスの内在化の頻度が
哺乳類の系統間においても異なっていることを⽰した。例えば、北⽅真獣類の⼦
孫系統に着⽬すると、霊⻑⽬や翼⼿⽬、齧⻭⽬ではボルナウイルスの内在化が繰
り返し発⽣していたのに対して、翼⼿⽬を除くローラシア獣類ではほとんど発
⽣していなかったことが明らかとなった。 

ボルナウイルスの内在化の頻度は、ウイルスの感染、⽣殖細胞ゲノムへのウ
イルス配列の挿⼊、および挿⼊されたウイルス配列の宿主⼦孫への遺伝といっ
た複数のプロセスによって決定されると考えられる。本研究では、過去に発⽣し
たボルナウイルスの感染について主に議論したが、ボルナウイルス配列の挿⼊
効率や⼦孫⽣物への遺伝についての検証も、⽣物種間におけるボルナウイルス
の内在化の頻度の違いを理解するために不可⽋である。例えば、RNA ウイルス
の遺伝⼦配列を⽣物のゲノムに挿⼊すると考えられているレトロトランスポゾ
ンの活性は、ボルナウイルスの挿⼊効率に影響を与えると予想される(74, 75)。
また、挿⼊されたボルナウイルス配列に対する選択圧や⼦孫⽣物の集団サイズ
の変動は、ウイルス配列の固定化の頻度を変化させうるだろう(76)。⽣物系統ご
との EBLs の内在化の頻度の違いと、ウイルスの感染規模、ウイルス配列の挿⼊
効率、⼦孫⽣物への遺伝の様式といったそれぞれのプロセスとの関連について
は、集団遺伝学に基づくシミュレーション解析等により、さらなる検証が必要で
ある。 
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3-6. EVEs の活⽤によるウイルスの多様性の解明 
EVEs の同定⽅法の改良は、古ウイルス学における重要な課題の 1つである(26, 
71, 77, 78)。EVEs の同定は、現代のウイルスの遺伝⼦配列に類似した領域を⽣
物ゲノムにおいて探索することで⾏われる。したがって、EVEs と現代のウイル
スとの配列類似性は、EVEs の検出感度に⼤きな影響を与える。本研究では、カ
ルボウイルスやカルターウイルスといった新たなボルナウイルスの発⾒をきっ
かけに、EBL 探索に使⽤するクエリ配列を充実させることで、これまでの探索
では⾒逃されていた EBLs を⼤量に同定することに成功した（図 7）。この結果
は、現代のウイルスの多様性の解明が古代のウイルスの多様性の解明に直結し
ていることを意味する。 

同時に、過去のウイルスの遺伝⼦配列である EVEs を、現代のウイルスの多
様性の解明に活⽤することも可能であると考える。なぜなら、現代のウイルス配
列の同定⽅法も、EVEs の探索⽅法と同様に、既知のウイルスとの配列類似性に
依存しているためである(79, 80)。さらに本研究において同定された EBLNs は、
現代のボルナウイルスとは全く異なる系統に属する、多様なボルナウイルスに
由来する配列であることが⽰されている（図 6）。したがって、EBLs の配列情
報を現代のウイルスの探索に利活⽤することで、既知のボルナウイルスとは異
なる系統に属する、新たなボルナウイルスが発⾒される可能性がある。以上よ
り、現代のウイルスと古代のウイルスの配列情報を互いにフィードバックする
ことで、ウイルスの多様性と進化の理解が促されると考える。 
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4-1. 真核⽣物のゲノムデータにおける EBLs の探索 
まず、2019 年 4⽉時点にアメリカ国⽴⽣物化学情報センター（NCBI）が RefSeq 
genomic database(81)として公開していた 969 種の真核⽣物のゲノムデータに
おいて、ボルナウイルスに由来する遺伝⼦配列を tBLASTn (version 2.6.0+) (82)
により探索した。本探索では、ボルナウイルス科に分類されるウイルス配列をク
エリとして使⽤し（表 1）、E-value が 0.01以下で検出された配列を以降の解析
に使⽤した。 

EBLs の多くは、フレームシフト変異により断⽚化された配列として検出さ
れていたため、宿主ゲノムにおける位置、および現代のボルナウイルスタンパク
質との配列アライメントにおける位置に基づいて、ボルナウイルス様配列を結
合し、EBL 配列を再構築した（図 1A）。2つ以上のボルナウイルス様配列が同
じゲノム位置で検出された場合には、tBLASTn においてより低い E-value で検
出された配列を信頼性の⾼い配列とみなし、EBL 配列の再構築に使⽤した。現
代のボルナウイルスのタンパク質と tBLASTn で検出されたボルナウイルス様
配列のアミノ酸配列を⽤いた多重配列アライメント（MSA）はMAFFT（version 
7.427）(83)により構築した。 

さらに、再構築した配列がボルナウイルスに由来する配列であることを確
認するために、NCBI Refseq protein database として公開されていたタンパク質
配列と、再構築した配列との類似性を BLASTP（version 2.9.0+）により算出し
た。再構築した配列が、ボルナウイルス以外のウイルスタンパク質または宿主タ
ンパク質に対して最も⾼い類似性を⽰した場合、その配列はボルナウイルスに
由来するものではないと判定し、以降の解析から除外した。ここまでの解析で得
られた 1,466 配列のうち、1 配列は無脊椎動物のゲノムに存在していた。本研究
では脊椎動物の進化過程におけるボルナウイルスの感染に焦点を当てるため、
この配列を以降の解析から除外した。 
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表 1. EBLs の探索においてクエリとして使⽤したボルナウイルス配列 

INSD 
アクセッション
番号 

ウイルス属 ウイルス名 
ウ イ ル ス
タ ン パ ク
質 

CAC70640.1 オルソボルナウイルス Borna disease virus 1 N 
CAC70641.1 オルソボルナウイルス Borna disease virus 1 X 
CAC70642.1 オルソボルナウイルス Borna disease virus 1 P 
CAC70643.1 オルソボルナウイルス Borna disease virus 1 M 
CAC70644.1 オルソボルナウイルス Borna disease virus 1 G 
CAC70645.1 オルソボルナウイルス Borna disease virus 1 L 
ATY47614.1 カルボウイルス Jungle carpet python virus N 
ATY47617.1 カルボウイルス Jungle carpet python virus X 
ATY47615.1 カルボウイルス Jungle carpet python virus P 
ATY47613.1 カルボウイルス Jungle carpet python virus G 
ATY47616.1 カルボウイルス Jungle carpet python virus M 
ATY47612.1 カルボウイルス Jungle carpet python virus L 
ATY47620.1 カルボウイルス Southwest carpet python virus N 
ATY47623.1 カルボウイルス Southwest carpet python virus X 
ATY47621.1 カルボウイルス Southwest carpet python virus P 
ATY47619.1 カルボウイルス Southwest carpet python virus G 
ATY47622.1 カルボウイルス Southwest carpet python virus M 
ATY47618.1 カルボウイルス Southwest carpet python virus L 
AVM87536.1 カルターウイルス Wuhan sharpbelly bornavirus N 
AVM87537.1 カルターウイルス Wuhan sharpbelly bornavirus X 
AVM87538.1 カルターウイルス Wuhan sharpbelly bornavirus P 
AVM87539.1 カルターウイルス Wuhan sharpbelly bornavirus G 
AVM87540.1 カルターウイルス Wuhan sharpbelly bornavirus M 
AVM87541.1 カルターウイルス Wuhan sharpbelly bornavirus L 
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4-2. EBLs の挿⼊年代の推定 
EBLs の挿⼊年代は、遺伝⼦オーソロジー解析により推定した(7)。本研究では
1,400 を超える EBLs のオーソログ関係を決定するために、EBLs の挿⼊部位の
配列類似性に基づいたネットワーク解析を⾏い、オーソロググループを抽出し
た（図 8）。 

まず、EBLs の挿⼊部位の塩基配列を seqkit (version 1.5.0)(84)により抽出
した。EBLs の挿⼊部位に含まれる反復配列の除去は、RepBase RepeatMakerラ
イブラリ(85)を⽤いて RepeatMasker (version open-4.0.9)により⾏った。挿⼊部
位の配列として、EBLLs の場合は挿⼊部位の上流下流それぞれ 15.0kb、それ以
外の EBLs は上流下流それぞれ 10.0kbを抽出した。EBL 挿⼊部位の配列類似性
を定義するために、BLASTN (version 2.9.0+)によりペアワイズアライメントを
作成し、それぞれの配列間におけるアライメントカバレッジ（クエリ配列⻑あた
りのアライメントされたサイトの割合）を算出した。次に、配列類似性ネットワ
ークを EBL 挿⼊部位間のアライメントカバレッジに基づいて作成し、コミュニ
ティ構造の抽出を⾏った。今回は、アライメントカバレッジが 9.0%以上であっ
た EBL 配列をエッジで結合することによりネットワークを構築した。配列類似
性ネットワークの構築についての条件検討は、次項「4-3. ネットワーク解析に
よる年代推定法の検証」において詳述する。ネットワーク解析には、networkx 
(version 2.4)を⽤い、コミュニティ構造の抽出は Louvain 法により実施した(86)。
最後に、TimeTree データベース(87)が提供する脊椎動物の種分岐の年代に従っ
て、EBLs の挿⼊時期を決定した。 

遺伝⼦オーソロジー解析による EBLs の挿⼊年代の推定結果は、以下のパ
ターンに分類される（図 16）。このうち、挿⼊年代について誤った推定結果を
導く可能性として、オーソロガスな配列が検出できないために挿⼊年代を過⼩
推定する場合（図 16C）と、オーソロガスな関係にない配列のコンタミネーショ
ンにより挿⼊年代を過⼤推定する場合（図 16D）が考えられる。 
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図 16. オーソログの同定と挿⼊年代の推定の関係 

それぞれのパネルにおける系統樹は、宿主⽣物の進化過程を⽰している。本図では、（A）

に⽰されるような、配列 1、2、3がオーソロガスな関係にあり、これらの配列は約 4,000
万年前から 3,000万年前に発⽣した挿⼊イベントに由来するという場合を考える。ネッ
トワーク解析において推定された挿⼊年代と同定されたオーソログの組み合わせによ
り、結果は以下の 4 つに分類される：（A）すべてのオーソログが同定され、挿⼊年代

が正しく推定された、（B）部分的にしかオーソログが同定されなかったが、挿⼊年代
は正しく推定された、（C）部分的にしかオーソログを同定できなかったため、挿⼊年
代を過⼩推定した、（D）オーソロガスでない配列をオーソログと誤認定してしまった
ため、挿⼊年代を過⼤推定した。 

 

 

本研究では、ネットワーク解析による EBLs の挿⼊年代の推定の正確性を
向上させるために、宿主⽣物の系統関係およびアライメントカバレッジを確認
した（図 9）。挿⼊年代の過⼤評価を避けるためには、オーソロガスな関係にな
い配列を同⼀のグループに混同することを防ぐ必要がある（図 16D）。そのた
め、同じ種のゲノムに存在する EBLs では、挿⼊部位間において 9%以上のアラ
イメントカバレッジが認められたとしても、それが 50%以下であった場合は異
なるオーソロググループに分類した。また挿⼊年代の過⼩評価は、より古くに挿
⼊された遺伝⼦座で起こりやすいと考えられる（図 16C）。これは、ウイルス配
列が挿⼊された後の時間経過に伴い、突然変異やゲノムリアレンジメントが発
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⽣することで、挿⼊部位間における配列類似性を検出することが困難になると
予想されるためである。したがって、ネットワーク解析で分離されたグループの
間において低い配列類似性が検出された場合には、こうしたグループに含まれ
る EBLs の配列アライメントを AliTV (version 1.6.0) (88-90)により作成し、こ
れらのグループが同⼀のオーソロググループに属する可能性を検証した（図 17）。
結果、図 9 において⽩⾊列で⽰す 4つのオーソロググループ（EBLG2、EBLL2、
EBLL35、EBLL36）を再編成した。EBLG2、EBLL2、EBLL35 については、ネ
ットワーク解析で別グループに分類されていた配列間において、70%以上の配
列同⼀性が 40%以上の配列⻑で検出されたため、同⼀のオーソロググループに
属すると判定した（図 17）。先⾏研究では、「EBLG2 は約 7,700 万年前にロー
ラシア獣類の祖先ゲノムに挿⼊された遺伝⼦座である」と報告していたが(36)、
本解析により北⽅真獣類の祖先で挿⼊された配列であることが⽰された（図
17A、D）。また EBLL36グループには、特定のゲノム位置にタンデムに存在す
る EBLs が含まれている。本研究では、これらの EBLs が独⽴した挿⼊により発
⽣したのか、挿⼊後の遺伝⼦重複により発⽣したのかを区別することができな
かった。したがって今回は、挿⼊イベント数の過⼤評価を避けるため、これらの
EBLs は同⼀の挿⼊イベントに由来したと判定し、単⼀のオーソロググループに
分類した。 
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図 17. EBLs の挿⼊部位間のアライメントクオリティの確認 

EBLs の挿⼊部位の配列アライメントの模式図：（A）EBLG2、（B）EBLL2、（C）EBLL35。

⻘いラインは EBL 挿⼊部位の配列を⽰し、その中の⽩いラインは EBL 配列の位置を⽰
す。配列間のハイライトの⾊はアライメントにおける配列同⼀性を⽰しており、⾚から
緑のカラーパネルに対応している。（D）EBLG2 のオーソログ配列を⽤いたドットプロ
ット。X 軸はヒトゲノムに存在する EBLG2 の周辺配列を、Y 軸はヒョウゲノムに存在

する EBLG2 の周辺配列を表す。⻘いラインは EBLG2 の周辺配列を⽰し、その中の⽩
いラインは EBLG2 の位置を⽰す。ドットプロットの⾊は（A-C）で⽰している配列同
⼀性のカラーマップに対応しており、灰⾊のラインは 400bp 以下の短い配列がアライ
メントされた領域を⽰す。 
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4-3. ネットワーク解析による年代推定法の検証 
ネットワーク解析による年代推定法の精度を検証するために、ゲノムアライメ
ントデータを⽤いた推定⽅法との⽐較を⾏った。今回は、ヒトゲノムに存在する
TEs の挿⼊年代を推定することで、2 つの⽅法の結果を⽐較した（図 18）。ま
ず、ゲノムアライメントデータを⽤いた⽅法により、ヒトゲノムに存在するすべ
ての TEs の挿⼊年代の推定を⾏った。具体的には、LiftOver (version 372)(91)
を⽤いて、それぞれの TE 遺伝⼦座のオーソログを 17 種の哺乳類ゲノムにおい
て同定し、オーソログの有無に基づき、TEs の挿⼊年代を推定した（図 18A の
⽅法 1）。ヒトゲノムに存在する TEs の挿⼊部位は Repbase Repeatmasker デ
ータベースから取得した。ヒトと 17 種の哺乳類とのゲノムアライメントデータ
は、UCSC Genome Browser において提供されていたものを使⽤した(92)。次
に、ネットワーク解析による推定の精度をそれぞれの時代ごとに検証するため
に、図 18A の⽅法 1 で推定された TEs の挿⼊年代に基づき、図 18Cに⽰す 9つ
のタイムスケールごとに 100 の TE 遺伝⼦座をランダムに抽出したデータセッ
トを作成した。ネットワーク解析による年代推定は、前項「4-2. EBLs の挿⼊年
代の推定」に従い、それぞれのデータセットを⽤いて実施した（図 18A の⽅法
2）。ただし、今回は UCSC Genome Browser によってあらかじめ反復配列がマ
スクされたゲノムデータを⽤いて、TE 挿⼊部位間のアライメントカバレッジを
算出した（http://genome.ucsc.edu/goldenPath/credits.html）。最後に、検出さ
れたオーソログのセット、および推定された挿⼊年代を⽐較することで、2つの
⽅法の⼀致率を算出した（図 18B）。 

また、配列類似性ネットワークの構築条件が年代推定の結果に与える影響
を検証するために、異なるアライメントカバレッジをノードの結合基準として
使⽤した（図 18A の⽅法 2）。その結果、アライメントカバレッジが 9.0%を超
えるノード間を結合したネットワークを⽤いた推定が、ゲノムアライメントに
よる推定と最も⾼い⼀致率を⽰した（図 18D）。このときの 2 つの⽅法の⼀致
率は、新⽣代に挿⼊された TEs において 88.0%から 100.0%、中⽣代に挿⼊さ
れた TEs において 43.0%から 66.0%であった。 
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図 18. ネットワーク解析による年代推定法の検証  

（A）2 つのオーソログ同定⽅法。⽅法 1 では、公共データベースですでに公開されて

いた、ヒトとその他哺乳類とのゲノムアライメントデータを⽤いてオーソログを決定し
た。⽅法 2 では、図 8 に⽰すネットワーク解析によりオーソログを同定した。また、ネ
ットワークの構築条件を検討するために、異なるアライメントカバレッジを基準値とし
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て⽤いた年代推定を⾏った。（B）2 つのオーソログ同定⽅法の結果の⽐較。まず、2 つ
の⽅法で同定されたオーソログのセットが⼀致しているかを確認する。次に、オーソロ
グの有無に基づいて推定された年代が⼀致しているかを確認する（オーソログの同定と
年代推定の関係性については、図 16 にも記述）。（C）オーソログの同定に使⽤した

18 種の哺乳類の系統関係。年代推定の精度をそれぞれの時代ごとに検証するため、aか
ら i の 9つのタイムスケールにおいて 100 の TE遺伝⼦座をランダムに抽出したデータ
セットを作成した。（D）2 つの推定⽅法の⼀致率。結果が⼀致しているかどうかは（B）
に⽰す⽅法で判定した。それぞれのパネルは、左側に⽰すアライメントカバレッジをネ

ットワーク構築の基準として⽤いたときの 2 つの⽅法の⼀致率を⽰している。基準値
としたアライメントカバレッジ以上の配列類似性が TEs の挿⼊部位間において検出さ
れた場合に、それらの配列をエッジで結合することで、ネットワークを構築した。X 軸
は（C）で⽰したタイムスケールに対応しており、Y 軸は 2 つの推定⽅法の⼀致率を⽰

している。本研究において EBLs の挿⼊年代の推定に使⽤した基準値（アライメントカ
バレッジ：9.0%）における 2 つの⽅法の⼀致率を⻘字で⽰している。 
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4-4. 系統解析 
EBLs と現代のウイルスタンパク質を⽤いた系統解析では、アミノ酸の配列⻑が
200 を超える EBLLs、または 100 を超える EBLNs、EBLGs を使⽤した。MSAs
はMAFFTにより構築した。図 6 に⽰す系統樹の構築に使⽤したMSAs は、30%
以上の配列がギャップであるサイトを除去し、全アライメントサイトの 70%未
満の⻑さしかない配列を除去することでトリミングした。また、図 12 A-Cに⽰
す EBLNs の系統樹の構築に使⽤したMSA は、20%以上の配列がギャップであ
るサイトを除去し、全アライメントサイトの 80%未満の⻑さしかない配列を除
去することでトリミングした。図 14A に⽰す系統樹は、現代のボルナウイルス
のゲノム配列をMAFFTでアライメントしたMSA を⽤いて作成した。 

すべての系統樹は、IQ-TREE (version 1.6.12)(93)を⽤いて、最尤法により
構築した。系統樹の構築における置換モデルは、Model Finder(94)により算出さ
れたベイズ情報量規準に基づき、以下のとおり選出した：VT+F+G4 (図 6：
EBLNs)、VT+F+G4 (図 6：EBLGs)、VT+F+R3 (図 6：EBLLs)、JTT+F+G4 
(図 12 A-C)、GTR+F+R4（図 14A）。トポロジーの信頼性は、UFBoot2(95)に
より 1,000 回のリサンプリングにおいて算出されたブートストラップ値に基づ
き評価した。系統樹の図⽰には ggtree（version 2.2.1)(96)、または ETE3（version 
0.3）(97)を使⽤した。系統解析に使⽤した現代のウイルスの配列は表 2 に⽰す。 
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表 2. 系統解析に使⽤した現代のウイルスの配列 

RefSeq アクセッション番号 ウイルス名 
NC_001607.1 Borna disease virus 1 
NC_030692.1 Borna disease virus 2 
NC_030701.1 Variegated squirrel bornavirus 1 
NC_038268.1 Estrildid finch bornavirus 1 
NC_030690.1 Canary bornavirus 1 
NC_027892.1 Canary bornavirus 2 
NC_024296.1 Canary bornavirus 3 
NC_029642.1 Aquatic bird bornavirus 1 
NC_030691.1 Aquatic bird bornavirus 2 
NC_039189.1 Parrot bornavirus 1 
NC_028106.1 Parrot bornavirus 2 
NC_030689.1 Parrot bornavirus 4 
NC_039190.1 Parrot bornavirus 5 
NC_030689.1 Parrot bornavirus 7 
NC_024778.1 Loveridges garter snake virus 1  
NC_039013.1 Jungle carpet python virus 
NC_039014.1 Southwest carpet python virus 
MG599939.1 Wuhan sharpbelly bornavirus  
NC_012702.1 Midway virus 
NC_031275.1 Wenzhou Crab Virus 1 
NC_024376.1 Sierra Nevada virus 
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4-5. EBLs の由来となった古代ボルナウイルスの分類 
同定した 1,465 の EBL 配列のうち 692 配列（624 EBLNs、55 EBLGs、13EBLLs）
は、由来となったウイルス属を系統解析により決定できた（図 6）。系統解析に
使⽤できなかった EBLs をウイルス属レベルに分類するために、EBLs と現代の
ボルナウイルスとの配列類似性の活⽤を試みた。まず配列類似性に基づく分類
の性能を検証するために、系統解析に基づく EBLs の分類との⽐較を⾏った。配
列類似性による分類では、tBLASTn において EBLs を最も低い E-value で検出
した現代のボルナウイルス配列に基づき、EBLs の由来となったウイルス属を定
義した。系統解析と配列類似性による分類の⼀致率は、EBLNs では 99.7%、
EBLGs では 100%、EBLLs では 100%であった。ただし、EBLPs および EBLMs
は系統解析に使⽤できるアライメントサイトの数が少なく、信頼できる系統樹
の作成が困難であったため、これらの EBLs については上記のような分類性能
の検証は⾏っていない。 

 

4-6. 古代ボルナウイルスの遺伝的多様性の評価 
霊⻑類祖先に感染していた古代ボルナウイルスの多様性を推定するために、古
代のボルナウイルスと現代のボルナウイルスの N 遺伝⼦の遺伝的距離を算出・
⽐較した。まず、図 12 A-C で⽰す系統樹においてオーソロググループごとに
EBLNs の祖先配列を推定し、これを由来となった古代ボルナウイルスの N 遺伝
⼦の配列と定義した。オーソログを使⽤した古代ボルナウイルスの N 遺伝⼦の
配列の再構築は、EBLNs が挿⼊された後に蓄積された変異により、遺伝的多様
性を過⼤評価しないために⾏った。次に、古代ボルナウイルスの配列多様性を評
価するための基準として、現代のボルナウイルス種間の遺伝的距離を算出した。
この評価基準を⽤いて、霊⻑類に感染していた古代ボルナウイルス間の遺伝的
距離を評価した（図 13）。系統樹内のノード間における遺伝的距離の算出には
ETE3 を⽤いた。 

ただし、この解析による古代ボルナウイルスの多様性の評価は、N 遺伝⼦
における多様性のみを⽤いた代替的な⽅法であることに留意する必要がある。
ICTV による現代のボルナウイルスの分類では、完全⻑なウイルスゲノムの配列
類似性や宿主域の違いに基づき、ウイルス種を定義している(35)。 
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4-7. データの公開 
本研究に関連するデータ、プログラム、バイオインフォマティクスツールの詳細
は、https://github.com/Junna-Kawasaki/EBL_2020 において公開されている。 
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