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ABSTRACT
Problems in direct optimization method as implemented in the software POY were reviewed. Alignment of 

highly variable regions using POY is problematic because it likely provides artificial maximization of pseudo-

homology within the alignment. If the variable regions are aligned with conserved regions, then the bias could 

be emerged in two ways. When the conserved regions contain only weak phylogenetic signal, then stochastic 

similarities within the variable regions strongly affect to the final alignment. This type of bias can be emerged 

even if the variable regions are aligned independently. As a result, aligned variable sequences may provide 

superior amount of pseudo-signal which could even mask true weak signal contained in the conserved regions. 

When the conserved regions contain significant phylogenetic signal, then the variable regions will play as 

adherents of the conserved data even if the variable regions contain no or even contradicting phylogenetic signal. 

The adherent bias is especially problematic when data set contains heterogeneous sequences by gene 

introgression, recombination, or lineage sorting. Structure- or similarity-based approaches should be used in 

aligning DNA sequences. 
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■　はじめに

「...照見五蘊皆空度一切苦厄...」（般若心経の一節）

　直接最適化法 （direct optimization method） は，塩基配列間の多重配列アライメント（以下単にア

ライメントとする）と，系統樹の推定を同一の認識論的問題として扱うアルゴリズムである．この方

法のもとでは，アライメントの最適化と樹形探索は，1ステップ解析によって，同一の最適化基準に

基づき同時に行われる（図１）．これは通常の系統推定の手順である２ステップ解析（アライメント

をした後，そのアライメント結果に基づいて系統推定する方法）とは大きく異なる．アライメントの

最適化と樹形探索を複数回繰り返す直接最適化法（図１）は，多大なマシンパワーを要求することも

あり （Giribet et al., 2001），この方法を実装したソフトウェア POY （Wheeler et al., 2006）が，系統

解析を行う研究者の間で多くの利用者を得るにはいたっていない．その一方，POY の開発者である 

Ward Wheeler や彼の共同研究者達は，スーパーコンピュータや並列コンピュータを用いて大規模デー

タの解析を行い，活発に POY を用いた論文を発表している．それらの中には，節足動物 （Giribet et 

al., 2001） やナナフシ （Whiting et al., 2003） の系統の論文など， Nature 誌に載った影響力の極め

て大きい論文もある．その他にも，多くの節足動物 （Giribet and Edgecombe, 2006; Wheeler and 

Hayashi, 1998; Wheeler et al., 2001; Terry and Whiting, 2005 など），脊椎動物 （Bertelli and Giannini, 

2005; Frost et al., 2001, 2006; Faivovidh et al., 2010; Giannini and Simmons, 2003 など），軟体動物 

（Giribet et al., 2006 など），環形動物 （Worsaae et al., 2005） などの高次レベルの系統関係に関する

重要な論文が，POY を用いて作り出されている．

　直接最適化法および POY の特徴は，その独特のアライメントの最適化法にある．アライメントソ

フトとしての POY のパフォーマンスに関するテストはこれまでいくつか行われてきた．例えば，

Ogden and Rosenberg (2007) および Simmons et al. (2008a) は，シミュレーションデータを用いること

により，POY のパフォーマンスを他のアライメントソフトと比較している．さらに直接最適化法の

方法論に対しては，「独特なアルゴリズムで無理矢理アライメントを行って，系統解析に利用する」

（上島, 2008），"Problematic data are analyzed with questionable methods"（Wiens, 2007） など，問題視

する意見も多い．しかし，直接最適化法の方法論的問題の具体的な検討は Simmons (2004) を除き，

ほとんどなされてこなかった．本稿では，この直接最適化法の問題点を，Yoshizawa (2010) にそって

議論する．解析の方法について，本稿では大まかな流れを述べるにとどめるので，実験の再現にあ

たっては Yoshizawa (2010) を参照いただきたい．本稿ではそれに加えて，Morgan and Kelchner (2010) 

によってなされた直接最適化法に関する哲学的な問題提起についても紹介する．

　なお筆者が知る限り，これまでに日本語で書かれた直接最適化法への批判として，上島（2008）と

吉澤（2008）がある．このうち上島は，直接最適化法の方法論のみならず，全証拠解析 （total 
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evidence analysis）および missing data を含むデータセットの解析も批判している．混同を避けるため

に念のため付け加えておくが，筆者が本稿および吉澤 （2008）, Yoshizawa (2010) で批判したのは，

直接最適化法それ自身のみであって，分子データと形態データを統合した系統解析（広い意味での全

証拠解析：以下で述べるように直接最適化法の一部としての全証拠解析には重大な問題がある）や，

missing data を含むデータの解析を批判している訳ではない．

■　アライメント

　塩基配列のアライメントは，異なる配列間の塩基座位の相同性の推定にほかならい．これは系統推

定を行うにあたり，最適化基準の選択（最節約，最尤，ベイズ）や塩基置換モデルの選択以上に重要

な過程と言える．なぜなら，非相同な形質同士の比較は全く意味をなさず，そのような比較は，系統

推定に当たってはノイズしかもたらさないからである （De Pinna, 1991）．村上（1998）は「分子情

報の方は実験を失敗しない限り，何時，誰がどこでやっても結果は同じで，厳密さは要求されない」

と述べている．確かに分子データの場合，同一のサンプルの同一の領域を，同じプライマーを用いて 

PCR で増幅しシーケンスすれば，誰が実験しても常に同一の配列が得られることが期待される．し

かし残念ながら，アライメントに関しては，何時，誰がどこでやっても同じ結果が得られるとは期待

できない．

　アライメントが問題となるのは，塩基の挿入欠損が頻繁におこっている場合である．なぜならこの

ような領域では，配列同士の塩基座位間のアライメントが一義的に決定できないからである．一般

に，塩基配列同士のアライメントは，コンピュータソフトウエアを用いて行われる．多くのソフト

ウェアでは，塩基の置換パターン（トランジッション／トランスバージョン）や挿入欠損に異なるコ

ストを与え，そうして与えられたパラメータのもとで，アライメントの良否を判定する．パラメータ

設定はアライメント結果に大きな影響を及ぼすが，それを決定する客観的な基準は存在しない．さら

に，ソフトウェアに組み込まれたアルゴリズムや最適化基準の違いによってもアライメント結果は変

わってくる （Wong et al., 2008）．また，アライメントの信頼性の低い領域の取り扱い（解析に用い

る/除外する）も問題となる．高次レベルの系統解析で頻繁に用いられるリボソーム RNA コード領域

は，挿入欠損をほとんど含まない保存性の高い領域がある一方，挿入欠損を多数含むアライメント困

難な領域も存在する．例えば，挿入欠損を多数含む領域のうち，E23 と呼ばれる領域は hyperbariable 

region と呼ばれ，比較的近縁なグループ間でもアライメントが困難となる．そして，こういった領域

の取り扱い方によって，系統解析の結果は大きく変わってくる．直接最適化法では，こういった領域

もアライメントし，解析に用いる．

■　直接最適化法とその問題点
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　まず直接最適化法の手順を大まかに紹介する（図１）．直接最適化法の第一段階として，入力され

た生データに対して通常のアライメントが行われる．そうやって生成された初期のアライメント結果

に基づいて樹形探索が行われ，そして得られた樹状図の上で，塩基の置換や挿入欠損が最小化される

ようなアライメントが再度生成される．この樹形探索とアライメントの最適化サイクルを，両者が固

定されるまで繰り返すことで，塩基配列のアライメントの最適化と，最適樹の選択が同時に行われ

る．

　複数の遺伝子領域や形態データが解析される場合，すべてのデータが単一のデータセットにまとめ

られ，同時に最適化される．この場合，データセット中の全てのデータが同一の樹形に基づいて最適

化されることになるため，データ全体をとおして系統情報が均質化されるようなアライメントが生成

される （Simmons, 2004）．分子データの場合，配列間の個々の塩基座位の相同性が未確定のまま塩

基配列が得られ，アライメントによってそれらの相同性が推定されるのに対し，形態データの場合，

相同性を推定した後でなければ，形質の比較もコーディングも意味をなさない．つまり形態データ

は，マトリクスを作成した段階で相同性の判断が固定される．このようなデータが結合され，直接最

適化法にかけられると，形態データに含まれる系統情報（直接最適化法を通して固定）が，分子デー

タのアライメント（直接最適化法を通して生成される）に対して強い影響を及ぼし，その結果，分子

データは形態に含まれる系統情報に合わせるようにアライメントされることになる．データセット中

に形態データが含まれない場合でも，蛋白質コード領域のように挿入欠損をほとんど含まない配列

と，リボソーム RNA コード領域のように挿入欠損を多数含んだ配列を直接最適化法にかけた場合に

は，同様の問題が生じる．POY を用いた解析では，形態形質や蛋白質コード領域，RNA の保存性の

高い領域は prealigned data として解析に先立ってアライメントされ，POY での解析を通して相同性の

判断が固定される．一方，挿入欠損を含んだ領域の配列間の相同性は POY での解析を通して決定さ

れるため，それらの領域のアライメント結果は，挿入欠損を含まない配列の影響を強く受けることに

なる．なお直接最適化法に基づく解析でも，prealigned 領域の決定には，アミノ酸配列やRNAの二次

構造の情報が用いられる．しかしこれらの情報はあくまでも計算時間を短縮するために用いられてい

るもので （Giribet et al., 2000; Giribet, 2001），直接最適化法の支持者らが，これらの情報の有用性を

最適化基準に上回るものとして用いているわけではない．

　以上は複数データを統合した解析で生じうる問題点だが，個別のデータセットに対して直接最適化

法を適用することも可能である．しかし，Wheeler and Hayashi (1998) は，複数のデータに基づく解析

では，全てのデータを統合したうえで最適化してこそ，全証拠解析の相補性が最大化されるとして，

直接最適化法は統合したデータに適用されるべきだと述べている．さらに，もし個別にデータを解析

したとしても，そのデータセット中の配列間で組み替えなどがおこっている場合，複数データの解析
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と同様の問題が生じうる （Ohshima and Yoshizawa, 投稿中）．組み替え等を含まない単独のデータで

あっても，挿入欠損を多数含む不安定な領域への直接最適化法の適用には問題が生じるが，これにつ

いてはランダムデータを用いた検討の中で明らかにする．

　なお直接最適化法は，分子データのみではなく，コオロギの音響データ （Robillard et al., 2006） 

やトビムシの刺毛配列の相同性決定 （Agolin and D'Haese, 2009） など，相同性の決定が困難な行動

データや形態データへの適用例もある．例えば後者の場合，通常の形態のコーディングとは異なり，

相同性を固定しないまま，刺毛の形質状態を 0,1.. の配列としてコードし，POY を使って刺毛の相同

性を決定している．また，POY は最節約基準に基づいてアライメントの最適化と最短樹の探索を行

うが，尤度を基準とした直接最適化法の拡張版も開発されている （Liu et al., 2009）．

■　ランダムデータを用いた検討

　本節では，前節で指摘したような問題をランダムデータの解析を通して検討する．まず実際の生物

からとられた，強い系統情報を含む配列（実データ）に，ランダムに生成された系統情報を全く含ま

ない配列を加え，POY を用いて全体を最適化した．なお解析に当たっては，ギャップ：トランジッ

ション：トランスバージョンのコストを 1:1:1 に設定した．あとで述べるが，ここで与えている

ギャップのコストは，通常のアライメントソフトの初期設定値と比べ，極めて低い値となっている．

生成されたランダムデータのアライメント結果のみを用いて解析を行った結果，実データから推定さ

れる系統樹（図２上）と完全に整合性があり，また全ての枝がブーツストラップ確率 100% で支持さ

れる樹状図が得られた（図２下右）．さらに，このデータから計算される一致指数，保持指数 

（CI=0.70, RI=0.64） の値も高く，アライメントされたランダムデータに含まれる情報のこの樹形へ

の整合性が非常に高いことが示される．つまり，POY をとおすことで，もともと系統情報を全く含

まない配列から，非常に強い「偽」の系統情報が生成されたことになる．そして，こうして得られた

偽の系統情報は，実データから得られた樹形との整合性の高さからも分かる通り，実データに含まれ

る系統情報の影響が明らかである．上で指摘したデータの非独立性の問題を顕著に表した結果となっ

ている．なお，ギャップコストを低く設定した場合，Clustal, MAFFT, MUSCLE, T-Coffee 等の累進法

を用いたアライメントソフトでもデータの非独立性の影響が生じうる．なぜなら，これらのソフトで

はアライメントの精度を上げるために，配列の対比較によって生成された guide tree と呼ばれる樹状

図に基づいてアライメントが行われ，また再検討されるが，この guide tree の樹形が最終的なアライ

メント結果にも影響を及ぼしうるからである．しかし，これらのソフトウェアを用いた場合，POY 

のように極めて低いギャップコスト（ギャップコストの影響については後述する）が適用されること

はまずあり得ないことや，個々の遺伝子ごとにアライメントを行うことが一般的であることなどか
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ら，データの非独立性の問題が強く影響するケースは少ないと考えられる （Yoshizawa, 2010）．

　データの非独立性が問題であるならば，各データを単独で解析するとどうなるであろうか？ランダ

ムデータを単独で解析した場合でも先ほどと同様，全ての枝がブーツストラップ確率 100% で支持さ

れる非常に強い偽の系統情報が生成された（図３右）．一致指数，保持指数も高い （CI=0.72, 

RI=0.68）．ランダムデータの単独解析からも強い偽の系統情報が生成された理由は，以下のように

考えられる．直接最適化法は，アライメントと樹形を相互に参照し合うサイクルをとおして両者が最

適化される（図１）．つまり，ランダムな配列単独で解析した場合でも，そこに含まれる偶然の類似

に基づき初期樹が作成され，そしてひとたび樹が作成されると，その樹形を支持するようなアライメ

ントが最適と判断され，結果として非常に強い偽の系統情報が生成されることになる．　

　以上の結果はギャップ：トランジッション：トランスバージョンのコストを 1:1:1 に設定して得ら

れたものである．上でも述べたが，これは他のアライメントソフト初期設定値と比較し，ギャップの

コストが極めて低い設定となっている．一方，ギャップのコストを塩基置換の15倍に設定して POY 

を用いてランダムデータを解析した場合（これは，Clustal の初期設定値にほぼ一致する），結合解

析，単独解析いずれからも上で得られたような強い偽の系統情報は生成されなかった（図２,３下

左）．しかし，直接最適化法では，アライメントのコストを決定する際，データパーティション間の

不一致を定量化した ILD （Mickevich and Farris, 1981）という数値を用い，データパーティション間

の不一致を最小化するコストパラメータを最良なものとして選択する （Wheeler and Hayashi, 

1998）．さらに Grant & Kluge (2003) は，パラメータ設定を客観的に擁護できる唯一の方法は，全て

の変化に対して同じ重み付けをすることであるとも述べ，1:1:1 を推奨している．そのため，この 

1:1:1 コストパラメータは POY の実質的なデフォルト値としてほぼ全ての研究で採用されている 

(Ogden & Rosenberg, 2007) ．しかし，1:1:1 は言わばワイルドカードのような設定値で，ある塩基座位

に好みの塩基の状態やギャップを，同じコストによって与えることができるパラメータとなってい

る．したがって，このパラメータのもとでは，都合の良いアライメントが作成されやすくなるのは当

然で，つまり，直接最適化法はそのアルゴリズムのみならず，パラメータ選択法の点でも，人為的な

偽情報を生成しやすい条件を備えていることになる．

　このように，直接最適化法には，(1) 異なるデータ同士が影響を及ぼし合い，データ間の矛盾を最

小化するアライメントが生成されること，(2) どんな配列からでも，特定の樹形を強く支持する偽の

系統情報が生成されること，といった問題があり，さらに (3) ギャップの挿入に対して非常に低いコ

ストが与えられることにより，(1), (2) の問題がより強化されることになる．

■　実データに基づく検討
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　ここでは，Whiting et al. (2003) によるナナフシの高次系統と Terry and Whiting (2005) による昆虫の

高次系統の研究を通して，実際の生物から得られたデータの解析結果への直接最適化法の影響を検討

する．多様な分類群を専門とする会員を含む動物分類学会の特性も考慮し，昆虫以外の解析可能な

データも探したが，アライメント結果を公開している例が見つからなかった．例えば，Giribet et al. 

(2001) による節足動物の高次系統の解析の例では，アライメントされていない生の配列データと 

POY のバッチファイルのみが公開されている．これらを用いれば彼らのアライメントは再現できる

かもしれないが，一方で彼らの解析は256台の並列コンピュータを用いて行われており，これらの解

析を一台のコンピュータで行った場合，解析を終えるには42年かかると述べられている （Giribet et 

al., 2001）．さらに公開されている生データには，バッチファイルでは解析対象として示されている

一部のデータが含まれておらず，たとえ42年（もちろんパソコンの性能は著しく向上しており，もっ

と短い時間で済むとは思われるが）の時間をかけたとしても，彼らの結果は再現できない．直接最適

化法および POY の支持者たちは，解析にあたっての客観性および再現可能性を非常に強く訴えてい

るにも関わらず （Ogden et al., 2005），研究結果の再現性が全く期待できないこの状態は，彼らの主

張と大きく矛盾しており，また科学研究論文としての要件すら満たしていないお粗末なものと言え

る．

　ここで用いる Whiting et al. (2003) のデータに関しても，アライメント結果は公開されているもの

の，事前にアライメントされ，相同性が固定された領域の指定が行われていないため，実際に POY 

の解析対象となった範囲の特定が出来ない．そこでここでは，Whiting らによってアライメントされ

たデータを，挿入欠損を含まない形質と含む形質に分け，解析を行った．なお，オリジナル論文で含

められていた外群は今回の解析では除外したが，内群のみの解析で得られた樹状図の樹形は，オリジ

ナルの論文で示されたものと矛盾しない．一方，Terry and Whiting (2005) はアライメント結果を公開

しておらず，また論文で示されたサンプルリストには，GenBank Accession Number に間違いが多数含

まれており，データを再構成することが出来ない （Yoshizawa, 2010）．そこで，一部のデータの再

解析結果と，論文で示された結果とを比較することによって，直接最適化法の問題点を検討する．

　図４は，Whiting et al. (2003) が用いたアライメントの一部（リボソームRNAコード領域）を示して

いる．白く抜けている部分がギャップまたは unknown data を示しているが，一見して分かるよう

に，ギャップをほとんど含まない，アライメントの信頼性の高い領域（図の両端の領域）と，多数の

ギャップを含む，アライメントの信頼性が極めて低い領域（図の中央部分）から成っている．この多

数のギャップを含む，アライメントの信頼性が極めて低い領域が，POY によってアライメントされ

た領域に相当する．このデータ全体を最節約法を用いて解析した場合，図５の中央に示した樹が得ら

れる．なお，個々のギャップは第５の形質として解析している（ギャップを missing data とせず，形

質として扱う点も，直接最適化法の特徴である）．*印で示している通り，多くの枝がブーツスト
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ラップ確率 90–100% で支持される，一見非常に解像度の高い樹が得られることが分かる．一方，

ギャップを含む形質を全て解析から取り除いた場合，図５右に示した系統樹が得られる．対応する末

端分類群を結ぶ線を見て分かる通り，右の系統樹は全データから得られた樹とは樹形が全く異なって

いる．さらに，アライメントの安定した領域のみからは，多くの枝のブーツストラップ確率が50%以

下という，解像度の低い系統樹しか得られない．

　逆に，ギャップを含まない，アライメントの信頼性の高い形質を全て取り除き，ギャップを含む，

アライメントの信頼性の低い形質のみで解析を行うと，図５左に示した樹が得られる．グレーの囲み

で示した通り，アライメントの信頼性の低い形質から得られた樹は，全データから得られた樹と完全

に樹形の整合性があり，さらに多くの枝がブーツストラップ確率 90–100% で支持される，非常に解

像度の高いものとなっている．さらに，これらの樹形から計算された一致指数，保持指数を比較する

と，ギャップを含むアライメントが不確かな形質から計算された値 （CI=0.64, RI=0.64） の方が，

ギャップを含まない形質から得られた値 （CI=0.47, RI=0.44） より高く，つまり，後者の形質には，

前者より多くのホモプラシーが含まれていることを示している．そもそも相同性の判断が不明確にな

るほど挿入欠損が頻繁に起こっているデータに含まれるホモプラシーが，ほぼ一義的にアライメント

できるデータに含まれるそれより少ないという結果は通常では考え難い．さらに，ランダムデータを 

POY で解析したアライメント結果に含まれるギャップの割合（58.5–60.0%） や一致指数，保持指数

を比較すると，ギャップを含むアライメントが不確かな形質のそれらの値（ギャップの割合は 47.2–

65.2%）と近似の値を示しており，ギャップを含む領域のアライメント結果は，全く系統情報を含ま

ない配列から得られたアライメント結果と大差ない．

　上記の結果から，全データから推定された樹形は，ギャップを含むアライメントが不確かな領域に

強く依存したものであること，そしてギャップを含む領域に含まれる情報は，本来の系統情報ではな

く，直接最適化法によって人為的に生成された偽の系統情報である可能性が高いことが分かる．つま

り Whiting et al. (2003) に示された樹状図は，偽の情報によって作り出された，全く意味のないもの

である．全く同様の傾向が別のデータセットからも見いだされていることから（Yoshizawa, 2010），

ここで検討したデータは特殊なケースではなく，直接最適化法の普遍的な傾向を示していると考えら

れる．このような偽の系統情報が作り出された原因は，次のように推定できる．挿入欠損の無い形質

は，解析を通してその相同性が固定されていたと考えられる（先に述べたように，Whiting らが公開

したデータには prealigned data の指定が無いため，挿入欠損を含まない形質の中に，一部 POY によ

る解析対象が含まれている可能性は否定できないが）．そしてこれらの形質に含まれている系統情報

は，挿入欠損を含む形質のアライメント結果に影響を及ぼす．実際，挿入欠損の無い形質からブーツ

ストラップ確率90%以上の支持を得た枝は，挿入欠損を含む形質の解析でも全てブーツストラップ確

率100%で支持されており，ランダムデータの節で示したデータの非独立性の影響が強く認められ
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る．一方，挿入欠損の無い形質のみの解析では，特に深い枝の多くのブーツストラップ確率が50%以

下で，これらの形質には深い系統関係に関する明瞭な情報が含まれていないことが分かる．一方で，

挿入欠損を含む形質の独立解析では，深い枝もその多くがブーツストラップ確率90%以上の支持を得

ており，さらにそれらの枝は，挿入欠損無しの形質から推定された枝とは一致しない．これは，初期

アライメントの偶然の類似が強化された結果と考えられる．

　一方，挿入欠損を多数含んだ領域に真の系統情報が含まれていた可能性は否定できない．しかし，

次に示す Terry and Whiting (2005) の例は，他のデータとは矛盾するような系統情報を含んだ配列から

でさえ，データの非独立性の影響により，他のデータに含まれる系統情報と調和するアライメントが

生成されることを示す．上述した通り，彼らのアライメント結果を再構築することは不可能なので，

ここでは昆虫綱絶翅目（ジュズヒゲムシ）の単系統性に問題をしぼって，彼らによって示された結果

を，GenBank に登録されている 18S のデータを二次構造に基づいてアライメントして得られた結果 

（Yoshizawa and Johnson, 2005) と比較することで，データの非独立性の問題を検討する．

　そもそも筆者が POY の決定的な問題点に気づいたのも Terry らの論文がきっかけであった．この

論文では，18S, 28S, Histone 3 の塩基配列および形態データに基づいて，昆虫の高次系統関係が推定

されている．しかし，彼らの利用したジュズヒゲムシの18S塩基配列を再解析した結果，この中に革

翅目（ハサミムシ）の18Sと判断できる配列が混入していることが明らかとなった．図６には，ジュ

ズヒゲムシとハサミムシの18S塩基配列に基づき構築した近隣結合樹を示している．問題の配列は，

Zorotypus_hubbardi_BYU_ACZO001 で，これは同じ種から決定された他の２本の配列

（BYU_ACZORAP および DQ013288）とはわずか 73-76% の類似性しか示さないのみならず（図６の

矢印），他のジュズヒゲムシから得られた７本の配列との類似性も低く，むしろハサミムシの18S塩

基配列と類似していることを示している．二次構造等の詳細な解析結果からも，BYU_ACZO001 は他

のジュズヒゲムシの配列とは大きく異なり，ハサミムシのそれと一致することが示された 

（Yoshizawa, 2010）．一方，BYU_ACZO001 と同一標本から得られたとされる28Sの配列は，

BYU_ACZORAP, DQ013228 と同一の個体から得られた28S塩基配列と99%以上の類似性を示してい

る．以上の結果は，BYU_ACZO001 の18S塩基配列が，ハサミムシのそれの混入であることを示す十

分な証拠と言える．

　このように明らかに別の生物に由来する配列が混入した場合，混入した配列に含まれる系統情報

は，目的の生物に由来する他の遺伝子の配列に含まれる系統情報と矛盾するはずである．Terry ら

は，POY によって得られた結果と同時に，初期設定状態の Clustal で得られたアライメントを 

PAUP* で解析した結果も示している．そして，Clustal でアライメントしたデータの分割崩壊指数 

（partitioned Bremer support value）は，ジュズヒゲムシの単系統性に対して28Sが49，Histone 3 が17，

形態が33といずれも強い支持を与えているのに対し，18S は-25と強い負の値（つまりジュズヒゲム
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シの単系統性を支持しない値）を示している．この結果は，ハサミムシに由来する18S配列の混入を

考えれば極めて妥当な結果である．一方，POY を用いてアライメントしたデータでは，系統的に遠

く離れた生物からの配列の混入があるにも関わらず，ジュズヒゲムシの単系統性に対する18Sの分割

崩壊指数は３と，ジュズヒゲムシの単系統性を支持する値となっている．Terry らの解析では，

Histone 3 および28S, 18S の保存性の高い領域は事前にアライメントされ，解析を通して相同性の判

断は固定されている．したがって，Histone 3 および 28S遺伝子が適切に増幅，シーケンスされていれ

ば，これらの塩基配列の事前にアライメントされた領域は，ジュズヒゲムシの単系統性を支持する強

い系統情報を含んでいると考えられる（実際，上で示した分割崩壊指数はそれを支持する）．さら

に，形態データは目（order）を単位にコードされている．つまり，形態データは目を通して一定であ

るかのようにコードされており，したがって目の単系統性に対して非常に強いシグナルを含んでい

る．このような状況のもと，全てのデータが統合され，POY による解析にかけられれば，ハサミム

シからの混入である18Sの配列のうち，POY の解析対象となる挿入欠損を多数含む領域は，あたかも

それがジュズヒゲムシの18Sと近縁な配列であるかのようにアライメントされる．またナナフシの例

で示した通り，こうしてアライメントされた挿入欠損を多数含んだ領域から生成される偽の系統情報

は，事前にアライメントされた領域に含まれる真の系統情報を圧倒しうる．結果として，ハサミムシ

の配列からでさえ，ジュズヒゲムシの単系統性を支持する偽の系統情報が生成されたものと考えられ

る．

　ここでは人為的に混入した配列の場合を検討したが，自然現象としても遺伝子ごとにその系統的背

景が異なる場合は生じうる（遺伝子浸透，組み替え，lineage sorting など）．これらの現象は，

species-tree を推定する上ではノイズと見なされることもあるが，特に集団レベルでの研究では非常に

重要な情報と見なされる（例えば Ohshima and Yoshizawa, 2010 など）．直接最適化法による最適化

は，このような重要な系統情報をかき消すことにもつながる．

■　Morgan and Kelchner (2010) による哲学的問題の指摘

　以上，直接最適化法によってもたらされるバイアスの問題を Yoshizawa (2010) にそって指摘してき

たが，この論文の出版とほぼ時を同じくして，Morgan and Kelchner (2010) によって直接最適化法の哲

学的問題点も指摘されている．Morgan らが問題としているのは，樹形のみに基づいて相同性の決定

を行う直接最適化法の方法が正当化できるか否かという点である．筆者は Morgan らの主張に強く同

意し，またこれは直接最適化法に対する批判の決定打の一つになりうると考えているので，紹介した

い．

　直接最適化法では，樹形への一致性「のみ」に基づいて，塩基置換や挿入欠損を最小化するアライ
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メントが生成される．このように樹形への一致性に基づいて判定される相同性は，secondary 

homology と呼ばれ，系統推定に先立って類似性等に基づいて推定される相同性（primary homology）

とは区別される （De Pinna, 1991）．そして，直接最適化法では初期アライメントに基づき最短樹が

推定され，その樹の上で塩基の置換や挿入欠損を最小化するように，相同性の判断が変更される．こ

の相同性の判断過程は，dynamic homology approach と呼ばれる （Wheeler et al., 2006）．また，デー

タマトリクス上のそれぞれの列は，相同と判断された「形質」を表しており，そして同一の列に入力

された値 （0,1 とか ACGT-）はその相同な形質の「形質状態」を表している．

　Morgan らが問題とするのは，このような樹形への一致性のみに基づく，「形質」の相同性の判断

の変更である．彼らの示した例にそって，形態形質を例に考えてみる．鳥とコウモリの翼は，四足動

物の前脚という点で相同である．したがって，データマトリクスの作成に際して翼は，前脚という

「形質」の「形質状態」としてコードされる．そして，系統解析により鳥とコウモリが遠縁の生物と

判断され，翼がこれらの生物で独立に起源したことが明らかとなったとしても，この系統樹に基づい

て独立起源（secondary homology としての非相同性）が明らかにされるのは，あくまでも翼という

「形質状態」であり，それらが前脚として「相同」であることには変わりはない．系統樹との不一致

だけをもとに，「形質」の相同性の判断が変更されることはありえない．これは分子の場合でも同様

である．例えばあるアライメントされた塩基配列データの第11番目の塩基の状態が，系統推定の結

果，独立に２回 A から T に変わったことが示されたとする．しかし，独立に生じた T 同士は，依然

としてこの配列の第11番目の塩基座位と言う「形質」として相同であり，系統樹に基づいて独立起源

が示されるのは，あくまでも11番目の塩基座位の「形質状態」である．このように系統樹への一致基

準は，「形質状態」の相同性は検証できる一方，「形質」の相同性に対し，何の手がかりももたらさ

ない．「形質」の相同性の推定は，系統樹への一致性「以外」の基準，つまり primary homology を推

定するための基準を用いて決定されなければならない．

　Primary homology としての相同性をどのように定義し，推定し，検証するかは非常に議論のある所

であるが（この問題は深く追求しないが，興味のある方は，倉谷，1999 が参考となる．一方，

secondary homology としての相同性の客観的検証基準は，上記の通り確立されている），比較生物学

や体系学を実践する上で，類似性が最も重要な相同性の推定基準として用いられてきた．直接最適化

法でも，塩基の個々の状態 （ACGT） の類似性（compositional similarity）は考慮される．しかし，

ACGT が表すのはあくまでも「形質状態」であり，異なる配列間の同一の塩基状態が相同かどうかを

判断するためには，それらの塩基座位 （topographical similarity or topological correspondence） として

の相同性が検討されなければならない．逆に，塩基座位として相同であると判断されれば，配列間で

異なる状態を示す A と T が相同形質となる場合も当然ある．つまり，単なる塩基の状態の一致は，

相同性の推定基準としては適切ではなく（ことに塩基配列の場合，1/4 の確率で同じ形質状態を示
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す），塩基座位としての相同性の判断には，配列のブロック単位での類似や，RNA の二次構造等を

参照する必要がある．個々の「形質状態」の類似と，それらの樹形への一致度のみで相同性の判断を

決定する直接最適化法および dynamic homology という概念は正当化できない．

　では，hypervairable region のように，形質の類似に基づくアライメントが困難な領域はどのように

扱うべきであろうか？Morgan らは，これらの領域は解析から除外すべきであると主張する．それ

は，それらの領域が系統情報を含まないからでも，ノイズしか含まないからでもなく （Lee, 

2001），それらの領域の配列間の相同性を判断する根拠が示せないからである．単に数学的な最適化

のみに基づいてアライメントされた領域からは，生物学的に意味のある情報は得られない．

　以上が，Morgan らの指摘の概要である．一方で Wheeler and Giribet (2009) は"Alignments are not an 

attribute of nature...their role can only be as a heuristic tool in the solution of phylogenetic problem"と述べ，

そもそも真のアライメントは存在しないとの立場を取っている．しかし，変化を伴う由来が現実の自

然現象として存在する以上，相同性も現実の自然現象として存在し，そしてアライメントは配列間の

塩基座位の相同性に関する言明に他ならない．直接最適化法によって生成されたアライメントが，単

に樹長を最小化するという「だけ」の理由で最良と判断されるのであれば，その中には生物学的に正

当化できるような相同性に関する言明は存在しえない．相同形質が持つ系統情報に基づいて推定され

たものではない「樹」は，見た目は似ていたとしても系統樹とは似て非なるものである．相同性が存

在し，そしてそれは発見，認識できるという考えは，比較生物学，進化生物学の中心的概念である 

（Morgan and Kelchner, 2010）．Wheeler らの言明は，その最も重要な概念すら否定するものである．

■　おわりに

"...the safest bet is to simply ignore this study..." (Wiens, 2007)

　以上，Yoshizawa (2010) および Morgan and Kelchner (2010) のレビューを通して，POY によって生成

された系統樹のようなものは，文字通り「ポイ」と捨て去るべきであるとする筆者の考えを示した．

「はじめに」で般若心経の一節を引用したが，POY によって生成された５つの形質（ACGT-）のア

ライメントも，まさに皆空である．本稿が，POY 樹による苦厄から解放される一助になれば幸いで

ある．もちろん以上示してきた筆者の考えには誤りがあるかもしれない．その場合，ぜひ問題点の指

摘や反論等お聞かせ頂きたい．

　参考までに，挿入欠損を多数含む解析を行う際，筆者が用いている方法を紹介したい．まず，リボ

ソーム RNA コード領域などの解析にあたっては，分子のより高次の構造である二次構造の相同性を

利用すべきと考えている．二次構造に基づくアライメント法は，Kjer et al. (2009) によって詳しく紹

介されている．またイントロンなど，分子の高次の構造を利用できない領域の解析にあたっては，

Dialign-TX (http://dialign-tx.gobics.de/) が非常に良好なアライメント結果を出す （Simmons et al., 
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2008a）．Dialign は他の多くのアライメントソフトと次の２点で大きく異なる: (1) 配列全体を通して

アライメントを最適化するのではなく，類似したローカルな配列断片を集積することによりアライメ

ントを行う（断片集積法）．そのため，組み替えが生じているような配列のアライメントにも非常に

高いパフォーマンスを示す （Ohshima and Yoshizawa, 投稿中）; (2) 塩基置換や挿入欠損に対するコス

ト，つまりアライメントのパラメータを設定する必要がない．言うまでもないことだが，いずれの方

法を用いても，二次構造の相同性が確定できた領域や，配列のブロック単位での類似性が相同性に由

来すると推測できる領域のみを解析に用いるべきで，hypervariable region のような領域を解析に含め

るべきでない．

　最後にあらためて強調したいのは，「アライメントと系統推定を同一の認識論的問題として見な

す」とする直接最適化法の大目標が，すでに崩されているということである（Simmons, 2004; 

Morgan and Kelchner, 2010）．この点は，最適化基準として尤度や事後確率を採用するといった微調

整 （Liu et al., 2009）では修正できない．RNA の二次構造なども情報として組み込み，系統樹と相互

に参照しながらアライメントと樹形を「同時推定」するための自動化アルゴリズムは可能だろうし，

そのワークフローは図１と類似したものとなるだろう．しかしこうした「同時推定法」が開発された

としても，大目標が崩されている以上，それは直接最適化法の発展型と見なすべきではなく，Hennig 

(1966) の相互参照法（reciprocal illumination method: checking, correcting, and rechecking: p. 21）を共通祖

先とする，別クレードのアルゴリズムと見なすべきである．
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図の説明

図１．直接最適化法のフローシート．

図２．実データ（上）と，実データと統合した上で POY でアライメントしたランダムデータ（下）

から推定したブーツストラップ合意樹．ランダムデータの解析には，２つのパラメータ設定

を適用した（ギャップ：トランジッション：トランスバージョン = 15:1:1 および 1:1:1）．破

線は，実データの系統樹と矛盾した枝を，*印は枝のブーツストラップ確率を示す

（***=100%, **≥90%, *≥70%, 無印≥50%）．

図３．POY を用いて単独でアライメントしたランダムデータから推定したブーツストラップ合意

樹．詳細は図２の説明を参照．

図４．Whiting et al. (2003) で解析されたデータの一部の鳥瞰図．濃度の違うグレーは異なる塩基の状

態を，白抜きはギャップもしくは missing data を示す．

図５．Whiting et al. (2003) で解析されたデータの全データ（中央），挿入欠損の無い形質（右），お

よぶ挿入欠損を含む形質（左）から推定した再節約樹．*印は図２の説明参照．Xはブーツス

トラップ確率50%以下の枝を示す．

図６．ジュズヒゲムシとハサミムシの18S塩基配列から構築した近隣結合樹．矢印は，同一種 

（Zorotypus hubbardi） としてラベリングされた配列を示す．
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