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研究成果の概要（和文）：本研究では、実験／情報解析双方を用いた新規RNA-seq解析法を開発した。前者で
は、cDNAの5'を固定後Exo3処理を行うことで、5'は同一かつ3'は様々な配列を持つcDNAを取得し、これらを
Illuminaにてシークエンスすることで5'配列をタグとして利用する実験手法を開発した。しかし、インサートが
1000bp前後のライブラリ構築に失敗した。後者では前者の実験データを対象にしたアセンブルプログラムを開発
することができた。初期の目的は達成できなかったが、本手法は同一cDNAの5'側3'側contigを同時に取得が可能
なため、従来手法と組み合わせることで、効果的な遺伝子構造取得が可能になる。

研究成果の概要（英文）：In this research program, we have constructed a novel gene structure 
annotation protocol using both experimental and computational analyses. In the experimental 
analysis, the 5′ end of cDNA was protected. Then, the digestion reaction from the 3′ end was 
performed using Exo3. Finally, from the 5′ end, one sample was obtained, while from the 3′ end 
various samples were obtained. Next, we constructed an Illumina library from these samples, but we 
were not successful in the preparation of samples ranging from around 1,000 bp, even using various 
protocols. In the computational analysis, we succeeded in constructing a novel cDNA assembly program
 for the abovementioned data, and the performance of the simulation data was satisfactory. We did 
not succeed in achieving the initial target, but we could obtain 5′ and 3′ end contigs from the 
same cDNA; this information is very useful for gene identification. Hence, this program can be 
applied to improve the accuracy of gene identification.

研究分野： バイオインフォマティクス

キーワード： 遺伝子構造予測　RNA-seq
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１．研究開始当初の背景 
 
 本研究を開始した 2017 年当時においては、
次世代シークエンサとりわけ Hiseq の登場・
普及により、100-150bp 程度の短い配列では
あるものの、一度の稼働で数百 Gb にも及ぶ
塩基配列が産出される時代になっており、塩
基単価も極めて安いため、次世代シークエン
サから出力される断片配列を用いて新規ゲ
ノム配列を決定しようとする研究も数多く
行われるようになっていた。特にAllpath-LG、 
SOAPdenovo といった denovo アセンブラプ
ログラムの登場により、Gb オーダーの真核
生物ゲノムの新規解読への適用も報告され
るようになっていた。 
 このように次世代シークエンサを用いた
ゲノム解読は比較的容易になりつつあった
が、ゲノム解読後に必要となる遺伝子領域の
網羅的な同定は、ゲノムアセンブルほど容易
ではなく相変わらず困難であり、その状況は
一昔前から変わっていない。 
 一般的には RNA-seq を実施し、その結果
から遺伝子配列を求める手法がよく用いら
れているが、RNA-seq をアセンブルする方法
(Trinity/ SOAPdenovo-trans)、ゲノムにマッ
ピングしてから遺伝子構造を明らかにする
方法(TopHat/Cufflinks)どちらの結果も偽陽
性の多さや、網羅性の低さの点から不十分で
ある。これらの結果を補完するように、完全
なコンピュータ予測である ab initio 法や近
縁種の遺伝子情報に基づいたホモロジーベ
ースの予測手法なども用いられているが、精
度、感度は低いと言わざるを得ない。 
 このため遺伝子配列の網羅的な取得には、
その生物種の RNA-seq からの遺伝子構築が
一番適していると考えられるが、上述の通り
既存手法のみでは十分な結果が得られない
状況が続いていた。 
 
 
２．研究の目的 
 
 次世代シークエンサを用いた新規ゲノム
配列決定は、大型真核生物においても比較的
容易に行える時代になっており、種々の研究
を展開するにあたり、どのような研究におい
ても必要となる情報の一つに遺伝子情報が
ある。ゲノム解読後にコードされている遺伝
子領域を網羅的に明らかにすることは、避け
て通ることのできない基本的な解析である
が、真核生物においてこの問題は、広く用い
られている RNA-seq 解析によっても容易に
は解決できない現状がある。 
 そこで本研究では、遺伝子構造の再構築に
適した新規 RNA-seq 実験手法の提案、およ
び、その実験手法に応じた RNA-seq データ
のアセンブル手法、さらにはゲノム配列から
構築した k-mer de bruijn グラフ上において
RNA-seq からアセンブルした contig と合わ
せてアセンブルすることによる精度が高く

網羅性の高い遺伝子構造抽出システムの完
成を目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
 
 本研究は、新規RNA-seq実験手法の開発と、
得られたRNA-seq情報解析手法の開発の大き
く二つからなる。前者は、RNA より逆転写さ
れた cDNA 配列に対して ND 法を応用し、様々
な長さの断片配列を生成、その両端をシーク
エンスすることで、得られた配列がどの cDNA
由来かを区別することを可能にする実験手
法である。 
 既存の RNA-seq実験手法はいずれも発現量
解析をターゲットとしており、遺伝子構造解
析を狙ったものではない。遺伝子構造解析を
高精度に実現するためには、遺伝子間で共通
に持つ配列の影響を抑えるために個々の遺
伝子ごとにシークエンスを実施し、個別にア
センブルすることが好ましい。 
 しかし、Illumina など次世代シークエンサ
の利用時に遺伝子ごとにライブラリ調整す
ることは、非現実的である。そこで、以下の
様な手法を適用することで、擬似的に遺伝子
ごとにタグ付けされた配列の取得を試みる。 
 まず、RNA に対して逆転写により cDNA を構
築する。得られた各 cDNA の 5’末端を修飾保
護し、3’側から Exo3 を用いた消化反応を実
施する。サンプルを一定時間ごとに回収する
ことで、少しずつ 3’側が削られた様々な長
さの cDNA 断片が得られる。これらの cDNA 断
片に対して、両端をIlluminaによりpair-end
シークエンスすると、5’端より得られる配
列は各々の cDNA に対して全て同じ配列とな
る。これを「タグ」として read を分類する
ことで、遺伝子ごとに read をクラスタ化す
ることが可能となる。クラスタ内には同一遺
伝子の 3’側から少しずつ削られた配列群が
分類されており、遺伝子ごとの配列データが
取得できるという手法である。 
 
 後者は前者で得られたデータに特化した
アセンブル部とゲノムを「ガイド」として利
用する de brujin グラフベースの RNA-seq ア
センブル部からなり、どちらも新規に開発さ
れる。この際には、当研究室で開発された高
ヘテロ接合性に対応したゲノムアセンブラ
Platanus のアルゴリズムを基盤とする。 
 まず開発された実験手法に基づいて得ら
れたRNA-seqデータに対するアセンブル法を
開発する。得られた pair-end データを 5’側
の配列データに基づいてクラスタリングし、
Illumina データを遺伝子ごとに分類するア
ルゴリズムを開発し、続いて、各クラスタ内
に含まれる 3’側の配列データをアセンブル
するアルゴリズムを開発する。3’側データ
は Exo3 による消化時間に応じて、少しずつ
ずれた配列群からなっているため、Illumina
データで一般的に用いられている de bruijn



グラフベースではなく、Overlap Layout 
Consensus アルゴリズムの適用が適している
と考えられる。この実現により、各クラスタ
から数本程度にまではアセンブルにより繋
がった、RNA-seq contig が得られると期待さ
れる。 
 続いて、予測対象となるゲノムデータを一
旦k-merからなるグラフに分解し、そのk-mer
グラフ上にある程度の長さにアセンブルさ
れた RNA-seq contig から得られる k-mer グ
ラフを配置して行くことで、ゲノムを「ガイ
ド」として利用した RNA-seq アセンブルアル
ゴリズムを開発する。 
 これらの実現により、本研究の目的である 
高等真核生物を対象とした新規遺伝子構造
抽出手法の開発を行う。 
 
 
４．研究成果 
 
 まず、前者の実験手法についての成果を示
す。RNA-seq からの遺伝子構造構築にあたり、
問題を難しくしているのは、どのシークエン
スデータが同一の cDNA 由来の配列であるの
かを判断する方法がないことが大きな要因
である。その問題を解決するために本手法で
は、各 cDNA に対して 5’側を修飾保護し、3’
側を Exo3 で削り込む事により、5’端は揃っ
た上で3’側が様々な長さのcDNA断片を作成
し、その両端をシークエンスする事で、5’
側の配列を cDNA 毎にユニークなタグ情報と
して利用する手法を採用している（下図）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 この実験系がうまく働くかを検証する目
的で、初めに S.pombe ゲノムを EcoRI, 
HindIII で断片化した二種類の DNA 断片に対
してそれぞれExo3ヌクレアーゼ処理を行い、
一定時間毎にサンプルを回収する事で、5’
側は各制限酵素サイトで固定され、3’側が
回収時間に応じて削り込まれているサンプ
ルの作成を行なった。サンプルの取得に当た
っては、MiSeq による 300bp のシークエンス
を行うことを念頭に、200bp ほど削り込みが
進む時間をターゲットとした実験を繰り返
して間隔の時間を決定した。 
 次に、これらの DNA に対して、Illumina の
mate-pair ライブラリ作成プロトコルに従い、
ライブラリ調整を実施後、Illumina MiSeq に

よる 300bp x 2 のペアエンドシークエンスを
行なった。得られた配列データからアダプタ
除去などを行なった結果を S.pombeのゲノム
へとマッピングを実施、そのインサート長を
測定した。その結果は以下のグラフに示す通
りである。(bin size は 500bp) 
 
 EcoRI 
 

HindIII 

 
 
 グラフからも明らかなように EcoRI, 
HindIII どちらで処理したサンプルに対して
も、様々な長さの DNA 断片が得られているこ
とが確認できた。しかしながら、0-500bp の
分画から得られるデータが非常に少ないこ
とも同時に明らかとなった。 
 
 次の手順として、得られた断片配列に対し
て、総当たりの blastn 解析を実施し、その
結果を用いたクラスタリング解析を実施し
た(99% identity, 50% coverage 条件)。この
5’断片配列によるクラスタリングにより、
同一制限酵素区画と思われる配列を回収す
ることに成功した。続いてクラスタ毎に回収
した配列を overlap-layout–consensus アル
ゴリズムに基づいてアセンブルを実施した。
この解析によって得られた結果をゲノム配
列にアライメントを取ることで、完成度を評
価した。 
 その結果の概要を以下のグラフで示す。グ
ラフは左より、構築率 100%の contig、構築
率 90%以上の contig、各制限酵素断片領域か
ら抽出した構築率のもっとも高い contig の
内の総塩基数が占める割合を示したもので
ある。 
 
 EcoRI 

 HindIII 

 
図より全体の EcoRI, HindIII どちらの場合
も 80%前後のゲノム領域が再構築できている
ことが確認できる。 



 ここまでの成果から、当初の目的である
DNA の 5’を修飾保護し、3’端を Exo3 ヌク
レアーゼで処理することにより、5’が揃っ
た様々な長さの DNA 断片の作成できること、
両端を mate-pair 法でシークエンスし、得ら
れた配列を配列相同性に基づいたクラスタ
リングにより、同一 DNA 断片由来の配列を回
収することができること、クラスタ内の配列
を overlap-layout-consensus 法でアセンブ
ルすることで 80-90%程度の被覆率でゲノム
配列を再構築できることが確認できた。
500bp 未満の配列が取得できないことに関し
ては、ライブラリ調整の段階で DNA を長さに
より二つに分画し、長い分画を mate-pair ラ
イブラリ、短い分画は pair-end ライブラリ
構築によりシークエンスすることで問題は
解決できると考えられた。 
 
 そこでこれらの成果を踏まえ、続いて
S.pombe の RNA から作成した cDNA を用いた
解析を実施した。比較対象として通常のプロ
トコルによる RNA-seq 解析も実施した。
RNA-seq を trinity でアセンブルした結果で
は 12,125 本が得られたのに対し、本手法で
はまず、クラスタリングした段階で 8,200 ク
ラスタに収束した結果が得られた。S.pombe
の遺伝子は 5,100 程度であるため、本手法の
方がより正解に近い形での遺伝子情報再構
築が実現できたと考えられる。 
 し かし、 ク ラスタ リ ング単 位 で の
overlap-layout–consensus 解析結果では、1
クラスタあたり1アセンブル結果とはなかな
か集約することができなかった。ゲノム DNA
を用いた時の結果を踏まえ、pair-end, 
mate-pair 双方でライブラリ調整を行い、合
わせてのアセンブルを実施したが、1 本の
cDNA を再構成できるケースはあまり多くな
い結果となった。このため、得られたシーク
エンスデータからインサートサイズの分布
を調べてみると、以下のような結果が得られ
た。 
 

 
 薄 いグレ ー で示さ れ ている 分 布 が
pair-end ライブラリから得られた結果であ
り、濃いグレーで示されている分布が
mate-pair ライブラリから得られた結果であ
る。図からわかるように 1,000bp 付近のイン
サートサイズを持つシークエンス量がどち
らのライブラリからも得ることが困難であ
り、これがクラスタ内でのアセンブル結果を
1 本にまとめることの困難さにつながってい
ると考えられる。 
 
 最後に、得られたシークエンスデータに基
づいたアセンブル手法の開発について結果

を示すこととする。上述した内容も含め、ア
センブル手法としては、得られたシークエン
スデータから 5’側配列をタグ配列と見立て
て、クラスタリングする工程、クラスタ毎に 
3’側配列をoverlap-layout-consensusアル
ゴリズムに基づいてアセンブルする工程、予
測対象となるゲノムデータを一旦k-merから
なるグラフに分解し、その k-mer グラフ上に
以上の工程によりある程度の長さにアセン
ブルされた RNA-seq contig から得られる
k-mer グラフを配置して行くことで、ゲノム
を「ガイド」として利用した RNA-seq アセン
ブルを行う工程からなっている。ここでは
k-mer グラフ上での遺伝子予測を行う工程の
成果について述べる。 
 RNA-seq アセンブル時の大きな問題として、
発現量が低い遺伝子由来のk-merとシークエ
ンスエラー由来k-merの判別がつかないこと、
発現量が乏しい(＝シークエンスできていな
い箇所)の適切な処理が必要なことが挙げら
れる。 
 前者の問題に対しては、ゲノムを「ガイド」
として利用することで、エラー配列に起因し
た k-mer はゲノム配列に存在しないため、こ
の情報活用によりエラー除去により、予測精
度の向上に成功した。 
 後者に関しては、以前に開発した denovo
遺伝子予測プログラムMetaGeneAnnotatorの 
アルゴリズムを応用し、ゲノムから構築され
る k-mer de bruijn グラフ上にゲノム配列情
報から取得できるコーディングポテンシャ
ルやスプライスサイトらしさを落とし込ん
だ遺伝子予測を実施することで遺伝子構築
を実現するプロトタイプシステムの開発に
成功した。また、スプライスサイト周りの
k-mer はゲノム中に存在しないため、イント
ロン由来 k-mer とスプライスサイト周辺
k-merの間で長さの大きく異なったbubble構
造を作ることになる。この bubble 構造を de 
brujin グラフ内に許容しながらアセンブル
するアルゴリズムに関しては、従来開発した
高ヘテロ接合性生物種向けゲノムアセンブ
ラ Platanus 開発時に組み込んだ、ゲノムヘ
テロ領域に起因した bubble 構造を考慮でき
るk-merグラフ作成のアルゴリズムを応用す
ることで解決することに成功した。（下図） 
 

 
 しかしながら、これらの開発したプログラ
ムはクラスタ毎に1本ないし数本程度にまで
つながった配列を入力を前提として動作す
るように設計されており、その部分において
研究期間内に当初見込んでいた性能を達成
することができなかったため、全体を通して
の、高精度な遺伝子予測システムの実現には
至ることができなかった。 
 
 



 以上を通じ、期初に立てた、高等真核生物
ゲノムを対象とし、完全長遺伝子配列の再構
成を実験的手法および情報学的手法の双方
を組み合わせるという目的を完全には達成
することができなかったと言わざるを得な
い。しかし、本研究手法で開発した実験手法
を用いることで、同一遺伝子の 5'側配列と
3'側配列情報の同時取得が可能となる。これ
らの情報をゲノム配列上にマッピングする
ことで、各遺伝子のゲノム上での 5’3’両境
界を決定することが可能となり、これらの情
報を通常のRNA-seqデータからに基づいたマ
ッピング解析手法や ab initio 法と組み合わ
せることによる遺伝子予測精度の向上が十
分に期待できると考えられる。特に、ab 
initio に基づく遺伝子予測精度が低い主な
原因はゲノム配列上での binning すなわち、
境界領域が不明なことによる原因が極めて
大きく、人為的に境界情報を与えた場合のベ
ンチマークテストでは劇的に予測精度が向
上することが知られている。そのため、本実
験手法を応用することで、遺伝子の境界情報
を与えられることの期待度は極めて大きい。 
 また、情報解析手法の開発において、de 
bruijn グラフに基づいたアセンブルアルゴ
リズムに、長さの大きく異なった bubble 構
造を許容することが可能となった。このルー
チンは、ゲノム配列アセンブルにおいて問題
となっている相同染色体間での比較的長い
挿入欠失を取り扱う際にも有用であり、これ
らのルーチンを組み込むことで、開発してい
るゲノムアセンブラの精度向上にも大きく
貢献するなどの一定の成果につながったこ
とも成果の一つとして挙げておきたい。 
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