
東京工業大学・生命理工学院・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１２６０８

基盤研究(B)（一般）

2021～2019

NGSデータからの相同組換え位置特定アルゴリズムの開発および遺伝情報との関連解析

Development of an algorithm for determining the location of homologous 
recombination sites from NGS data and analysis of the relationship with genetic 
information

９０５０１１０６研究者番号：

伊藤　武彦（Takehiko, Itoh）

研究期間：

１９Ｈ０３２０６

年 月 日現在  ４   ６ １５

円    13,400,000

研究成果の概要（和文）：本研究では、各種真核生物において相同組換えの位置を網羅的に特定し、その結果を
基盤とした相同組換えに関する新たな研究展開を図ることを目的としている。この目的実現のため、Illumina 
pair-end, mate-pairリードおよびPacBio HiFiを入力とした相同組換え位置特定プログラムの開発を実施した。
またこのプログラムを用いて、マウスF1 (B6 x CAST)およびイトマキヒトデのpoolされた精子のゲノムシークエ
ンスデータを解析し、ゲノムワイドな組換え候補位置の抽出を行い、その頻度・分布などの解析を実施した。

研究成果の概要（英文）：The objective of this research is to comprehensively identify the location 
of homologous recombination sites in various eukaryote genomes. To achieve this goal, we developed a
 novel program that detects homologous recombination sites using Illumina pair-end, mate-pair reads 
and PacBio HiFi as input. Using this program, we analyzed genome sequencing data of pooled sperm 
from mouse F1 (B6 x CAST) and from starfish, extracted genome-wide candidate positions for 
recombination, and analyzed their frequency and distribution.

研究分野：ゲノム情報解析

キーワード： ゲノム情報解析　相同組換え

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究を通じて開発されたプログラムの使用により、bulkで取られた精子などのシークエンスデータに基づいて
比較的容易にゲノムワイドな組換え位置、頻度情報が得られることが期待される。ここ1-2年で同様な解析が
Single-Cellベースで行われている事例が報告されているが、そのような方法と比べて圧倒的に簡便かつ網羅性
が高いデータが得られる。今後は、相同組換えに関与するタンパク質の局在情報などと合わせて解析にしていく
ことで、減数分裂時の組換えの理解が一層進むことが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
地球上の多くの生物種は、DNAを遺伝情報の担い手として生存し、そのゲノム DNAは世代間
継承の過程において微小な変異を積み重ね、これが進化の原動力となり種々の生物が誕生した
と考えられている。中でも真核生物においては、減数第一分裂時に引き起こされる相同組換えに
よって二個体のゲノムが交換され、DNA 配列の変動に大きな役割を果たす。このため、対立遺
伝子を用いた連鎖・組換え頻度の研究により、遺伝地図がモーガンらによって 100年以上も昔に
作成されるなどその研究は極めて古い。この数十年では、分子生物学の発展に伴い、メカニズム
を明らかにすべくどのようなタンパク質がどのように働いているのか、相同組換え時のゲノム
DNA／タンパク質複合体の構造はどのようになっているのかといった様々な視点からの研究が
盛んに行なわれている。これにより、Rad51, Dmc1といったタンパク質の関与や二本鎖切断(DSB)
とその修復メカニズムなどが次々と明らかになっている。 
 一方、次世代シークエンサ(NGS)とりわけ HiSeq の登場により、100-250bp 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安価に産出される時代になり、変異解
析、RNA-seqさらには様々な生物種の新規ゲノム配列決定にも適用されている。また、目的タン
パク質に特異的な抗体を利用することで、タンパク質のゲノム上での局在を特定する ChIP-seq
法なども開発・普及し、上述した相同組替えに関わるタンパク質のゲノム上での動態も明らかに
なりつつある。さらには DSBによる非相同末端結合(NHEJ)時に、二本鎖オリゴデオキシヌクレ
オチドを取り込ませて、その取り込む位置を検出する Guide-seqと呼ばれる手法により、DSBの
位置をゲノムワイドに網羅的に明らかにする手法なども開発されている。 
 このような分子生物学の発展に伴い、相同組換えに関与するタンパク質、DSB などの知見が
明らかになりゲノム上での局在情報などは知ることができるようになってきている、また、遺伝
情報そのものであるゲノム DNA配列も解読されているが、ゲノム中のどこで・どれくらいの頻
度で相同組換えを起こしているのか、塩基レベルで網羅的に明らかにすることはほとんどでき
ていない状況であった。 
 
２．研究の目的 
以上の背景を踏まえ本研究では、各種真核生物において相同組換えの位置をシークエンスデー
タから網羅的に特定する手法を新規に開発することが最大の目的となる。この目的が達成でき
れば、その結果を基盤とした相同組換えに関する新たな研究展開を図ることが大いに期待でき
る。具体的には、第一にゲノム上で相同組換えの位置を塩基レベルで網羅的に特定する新規解析
手法の開発、第二に開発した手法を用いたモデル／非モデル生物種における相同組換え位置の
網羅的な特定を進める。これらの目標を達成することで、有性生殖により父方・母方それぞれの
遺伝情報がどのように子孫に引き継がれていくのかを網羅的に解析し、遺伝情報の継承に関す
る全ゲノムにわたる普遍性と組換え抑制によるゲノム領域に依存した特異性とを明らかにする
ことが今後の研究で期待される。 
 本研究の最大の特徴は、配偶子のゲノ
ムをプールした状態でシークエンサに
より解読し、減数分裂時に生じた組換え
位置を直接網羅的に決定することを目
指していることである。従前の研究で
は、ヒトなど特定な種において、膨大な
個体数の対立遺伝子を調べることで連
鎖状況から組換え箇所／頻度を推定し
たり、組換え時に起きる DSB 箇所から
推定したりといった間接的な手法しか取り得なかった。 
 しかし本提案は、全ゲノムショットガンデータから相同染色体を区別したアセンブル結果と
共に、組換え箇所を網羅的に出力する解析プログラムを開発し、Illuminaシークエンサの精度の
高さと相同染色体間の差異を有効に活用することで、塩基レベルでの精度で網羅的に組換え位
置を特定することを可能にすることを目指す、従来の研究とは一線を画すものである。 
 網羅的な塩基レベルでの組換え位置の情報は、組換えに関与するタンパク質、DSB の局在情
報などと比較することで、局在箇所と実組換え位置の関連性などの研究が初めて実現できる。同
様に子孫のゲノム情報と比較することで、網羅的な致死アレルの検出なども可能になる。また組
換え抑制が起きているゲノム領域の特定も可能になり、これらの領域は変異が蓄積されるため
種分化を産み出す原動力となり得ることから、種の進化研究への発展も大いに期待できる。 
 
３．研究の方法 
 本研究ではまず、poolされた配偶子のゲノムを対象とした NGS全ゲノムショットガンデータ
から、網羅的な組換え位置検出プログラムの開発を実施する。今まで開発してきているアセンブ
ラ(Platanus, Platanus_allee)では、Illuminaシークエンサの高いシークエンス精度を活用し、diploid



ゲノムからハプロタイプ別のゲノム配列構築に成功している。これらのプログラムでは、①k-
merと呼ばれる部分文字列をノードとした graph構造を解き、②リードの pairリンク情報を用い
て連鎖を解決することによ
ってハプロタイプごとのゲ
ノム構築アセンブルを実現
している。この際に、プロ
グラム内部では、diploidを
仮定しているため、シーク
エンスカバレッジが一定頻
度よりも低い k-mer, pairリ
ンクはシークエンスエラーに起因するとし、アセンブルには用いられていない。しかし、poolさ
れた配偶子のゲノムをシークエンスした場合、アセンブルアルゴリズム時には用いられていな
いデータとして、組換えにより生じたパスが存在する筈である。この頻度は極めて小さいことが
予想されるが、あらかじめ（組換えを生じていないであろう）大多数のデータにより対立アレル
を検出しておくことで、組換えにより生じることが期待されるリード配列を予測することが可
能となるため、組換え由来のリードとシークエンスエラー由来のリードとの区別が可能となる。
この原理を組み込むことで、減数分裂により生じる頻度の低い組換え由来のリードを抽出し、そ
のデータに基づき、組換え位置、頻度の特定を行うアルゴリズムを開発する。 
 また、頻度高く組換わるホットスポットなどが存在した場合には、poolされた配偶子のゲノム
のみからは、組換わったパスか親が持つパスなのかを明らかにすることはできない。このため、
親の体細胞由来のゲノムが得られる場合には、比較することで、配偶子形成時の減数分裂で生じ
る相同組み換え位置、および頻度を網羅的に出力するプログラムを開発する。最後に上記で開発
したプログラムを実サンプルに適用することで、網羅的な相同組換え情報の取得を実施する。 
 
４．研究成果 
 本研究では、上記方法にて記載した内容に基づき組換え位置同定プログラムを開発し、そのプ
ログラムを pool した配偶子からのシークエンスデータに適用することで、全ゲノム中での組換
え頻度や組換え位置の分布などを導出した。開発した組換え位置同定プログラムでは、poolした
配偶子より得られた DNA からシークエンスされた Illumina pair-end, mate-pair に加え、PacBio 
HiFiリードに対応している。また、親個体のゲノムもしくは親個体同士の SNV情報が得られて
いる場合には、その情報も加えることで可能となっている。これにより、偽陽性が下げられるこ
とが期待される。本章では、①F1マウス(B6 x CAST)の精子、②野生イトマキヒトデの精子から
得られた Illumina pair-endデータを用いて解析した結果を示す。なお①は、Hinch et al. 2019にて
公開されているデータであり、論文中では Single-Cellからの DNA増幅法を開発し、217細胞へ
適用することで細胞ごとの組換え位置の特定を試みている。一方、本研究では同 F1マウスの精
子を pool して Illumina HiSeq2500 でシークエンスしたデータを用いている。②に関しては、野
生イトマキヒトデ 1 個体から採取した精子を pool して Illumina HiSeq2500 でシークエンスした
データを用いている。 
 
1.) F1マウス(B6 x CAST)の解析 
Hinch et al. 2019にて公開されている F1マウス(B6 x CAST)の精子 bulkシークエンシングデータ
(Illumina 150bp pair-end, 合計約 100Gb)を用いて解析を実施した。解析に当たっては参照ゲノム
としてGRCm38 (mm10)を利用し、親個体のゲノム情報としてMGIにて公開されているB6, CAST
間の SNV情報も併せて利用した。 
 
B6 x CAST間で認められる SNV 
まず、Illuminaリードを bwa-memを用いて参照ゲノムにマッピングし、identity, alignment coverage, 
推定 insert sizeなどの情報でフィルタ後、GATK HaplotypeCallerで SMVコールを行なった。この
際にも QV や coverage depth による厳格なフィルタリングを実施した。さらにこのデータでは、
親が持つ SNV 情報によるフィルタリングも実施した。その結果、マッピングのみで 19,106,423
箇所の SNVを、親情報によるフ
ィルタリングで 18,013,608 箇所
のより確実な SNVをコールする
ことができた。得られた SNVの
密度および SNV間距離の分布は
右の通りである。この結果より、
SNV間の距離は Illumina pair-end
データを用いても insert 距離内
にほとんどが収まっていること
が確認できた。 
 



B6 x CAST間で認められる組換え頻度 
次に隣接する SNV 間で(頻度の低いパス)/(頻度の高いパス)を計算することにより、組換えリー
ドの割合を算出し、ゲノムを 10kb, 100kb, 1Mbの windowに分割した上で window内の組換え頻
度の平均、SD、さらに”hotspot”の数を求めた。”hotspot”は、組換えリードの割合が平均+ 2 x SD
を超えている箇所として定義した。その結果、window 10kbにおいては、平均組換え頻度が 0.25%、
hotspot windowが 13,346箇所、window 100kbにおいては、平均組換え頻度が 0.27%、hotspot window
が 1,770箇所、window 1Mbにおいては、平均組換え頻度が 0.25%、hotspot windowが 213箇所と
なった。各 windowサイズにおける組換え頻度の分布は以下の通りである。 

 
windowサイズ 10kb においては組換えが認められない windowが約半数であるのに対し、100kb
とすると認められない windowはほぼ存在せず、おおよそ 100kbに 1箇所程度の組換えは起きて
いることが明らかとなった。 
 
B6 x CAST間で認められる組換え頻度の染色体内での分布 
上記組換え頻度の偏りを、染色体スケールで分布を確認した。以下に例として 7番染色体全体を
Window サイズ 100kb, 1Mb で解析した例を示す。なお灰色で塗られている領域は十分量のデー
タが確保できていない箇所である。 
・window 100kb 

 
・window 1Mb 

 
このように局所的に hotspot様に組換え頻度の高い箇所が存在することが確認できる。また 7番
染色体の左側は、オス染色体にてインプリンティングが起きていることが知られている領域で
ある。もしかするとインプリンティングと組換え頻度の高さは関連しているかもしれない。 
 
2.) 野生イトマキヒトデの解析 
新たに野生 1 個体の精巣から DNA を採取し、bulk でのシークエンス(Illumina pair-end, mate-
pair,PacBio HiFi)を実施した。イトマキヒトデに関しては、参照ゲノム配列が公開されていないた
め、得られたシークエンスデータから Platanus-allee アセンブラにてアセンブルを行い、参照配
列とした。この際相同染色体をできる限り「分けて」アセンブル(phasing)し、両者のゲノムを比
較(minimap2による比較)することで、ハプロタイプ間の SNV検出の精度向上を試みた。なお、
構築されたイトマキヒトデゲノムは総塩基長 968.8Mb、scaffold N50: 23.3Mb、Contig N50 825.9 kb
である。 
 
イトマキヒトデ相同染色体間で認められる SNV 
まず、Illuminaリードを bwa-memを用いて参照ゲノムにマッピングし、identity, alignment coverage, 
推定 insert sizeなどの情報でフィルタ後、GATK HaplotypeCallerで SMVコールを行なった。この
際にもQVや coverage depthに
よる厳格なフィルタリングを
実施した。さらにこのデータ
では、ハプロタイプ別アセン
ブル結果を比較(minimap2 に
よる)で得られた SNV 情報に
よるフィルタリングも実施し
た。その結果、マッピングの



みで 5,498,609 箇所の SNV を、フィルタリングで 5,270,842 箇所のより確実な SNV をコールす
ることができた。得られた SNVの密度および SNV間距離の分布は前ページの通りである。この
結果より、SNV間の距離は Illumina pair-endデータを用いても insert距離内にほとんどが収まっ
ていることが確認できた。また、マウスの結果と比べて SNV密度が全般的に高いとともに、密
度の幅が広いことも確認された。（マウス：平均 0.82%, SD 0.44に対しイトマキヒトデ：平均 1.94%, 
SD:1.07） 
同様の解析を PacBio HiFiリードを用いても実施したが、coverageが低いこともあり検出された
SNVは 2,831,795箇所と Illuminaで得られた SNVの約 54%と少なかったため、以下の結果は全
て Illuminaから得られた結果のみを示す。 
 
イトマキヒトデゲノムで認められる組換え頻度 
次に隣接する SNV 間で(頻度の低いパス)/(頻度の高いパス)を計算することにより、組換えリー
ドの割合を算出し、ゲノムを 10kb, 100kb, 1Mbの windowに分割した上で window内の組換え頻
度の平均、SD、さらに”hotspot”の数を求めた。その結果、window 10kbにおいては、平均組換え
頻度が 0.16%、hotspot windowが 949箇所、window 100kbにおいては、平均組換え頻度が 0.15%、
hotspot windowが 72箇所、window 1Mbにおいては、平均組換え頻度が 0.14%、hotspot window
が 17箇所となった。各 windowサイズにおける組換え頻度の分布は以下の通りである。 

平均組換え頻度はマウスの例と比べて低いが、window サイズ 10kb においてもゲノムの約 90%
領域で組換えが確認された。これは hotspotの数がマウスと比べて大幅に低いこととも整合性の
取れる結果となっている。 
 
イトマキヒトデゲノムで認められる組換え頻度の染色体内での分布 
最後に上記組換え頻度の偏りを、染色体スケールで分布を確認した。以下に例として 6番染色体
全体をWindowサイズ 100kbで解析した例を示す。 

 
この結果からもマウスの例と比べて hotspot様の箇所が少なく、ゲノム全体に渡って比較的満遍
なく低い組換えが起きていることが確認できる。 
 
以上、本研究を通じて開発したプログラムを用いて F1 マウス、イトマキヒトデの poolされた
精子のゲノム解析結果を示した。今回得られた結果には「正解」データが存在しないため、その
精度や感度を求めることができていないことは今後の大きな課題である一方、pool された bulk
の DNAを用いてゲノム全体における組換え箇所・頻度を解析できる手法が得られたことは、大
きな成果であると考えられる。本研究課題がスタートして以降、マウス Hinch et al. (2019)、牛 
Yang et al. (2022)それぞれについて、精子のゲノム解析を用いた組換え位置に関する研究が報告
されている。しかしこれらの論文では single-cell解析に基づいた解析が行われている。Single-cell
解析が実現できれば、その 1 細胞での組換え位置が求められるため非常に有益な情報が得られ
ることは間違いない。しかし、single-cell ゲノム解析には技術的な困難さや、増幅時のバイアス
が避けられないといった問題、ひいてはこれらの点に起因して多くの細胞での実施時の高コス
ト化につながり、様々な種で容易に行うことは現実的ではない。事実、上記論文では 200細胞程
度の実施でゲノムの 60%程度をカバーするに留まっており、hotspotとされている箇所も 10細胞
で見つかった領域を一箇所例示しているのみである。 
 一方本研究による手法は、高精度な相同染色体間に認められる SNV検出に基づいた bulkでの
解析を実現可能にしたものであり、容易にデータが取得可能な方法に基づいていること、さらに
は数万レベルの細胞で起きている組換えイベントを網羅的に捉えることなどのメリットも多い。
今後 DSB-seq などの知見と合わせて解析していくことで、更なる生殖細胞系列での組換えイベ
ントの理解が進むことが期待される。 
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