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研究成果の概要（和文）：次世代ＤＮＡシークエンサーと呼ばれる高速・安価にＤＮＡ配列を読

み取ることができる装置を用いてゲノム解読を行う場合には、解読・復元されたゲノム配列が

断片化することが多く、各断片がどの染色体上のどの位置に存在するかは分からなかった。そ

こで、次世代ＤＮＡシークエンサーを用いて短期間に比較的少ない手間で遺伝学的地図を構築

するアルゴリズムを開発し、染色体上に解読ゲノム断片配列を整列するシステムを開発した。 

 

研究成果の概要（英文）：Genome sequencing using so-called next-generation DNA 

sequencers often results in rather fragmented sequences, and the positions of the 

fragmented sequences on chromosomes are usually unknown. We developed a 

system/algorithm that constructs a genetic map in a short time with less labor using 

next-generation DNA sequencers. Genetic maps generated by our algorithm can arrange 

fragmented sequences on chromosomes. 

 

交付決定額 

                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
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１．研究開始当初の背景 

 大きなゲノムサイズを持つ生物について、
ゲノム配列を新規に解読する際には全ゲノ
ムショットガン法が事実上の標準として用
いられてきた。特にゲノムサイズが数億塩基
対以上である場合には、クローンバイクロー
ン法などの他の手法では時間・労力・費用の
問題があまりにも大きく、ヒトゲノムやマウ
スゲノムなど産業上の大きなニーズがある
種を除いて全ゲノムショットガン法が唯一
のゲノム解読法といって良い状態であった。 

 全ゲノムショットガン法ではゲノム配列

をランダムに裁断し、裁断された断片配列を
並列にＤＮＡ配列シークエンサーで読んで
いく。ＤＮＡ配列シークエンサーから出力さ
れた配列はゲノム上のランダムな断片配列
に相当し、これらの数百万から数千億本の断
片配列から類似する配列をコンピューター
アルゴリズムによって探し出して結合し、最
終的な「解読配列」を出力する。 

 また、近年のＤＮＡ配列シークエンサーに
おける技術改良は目覚ましい。これまで長ら
く使われてきたサンガー法に基づくＤＮＡ
配列シークエンサーと比べ、Illumina 社の 
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HiSeq2000 などをはじめとする次世代ＤＮ
Ａ配列シークエンサーは数桁高い出力スル
ープットを実現し、ランニングコストも出力
塩基あたりで数桁下がってきていた。 

 このような状況にあって、大きなゲノムを
解読する際に次世代ＤＮＡ配列シークエン
サーを用いた全ゲノムショットガン法を用
いようとするのは必然の流れであると言え
よう。しかし、次世代ＤＮＡ配列シークエン
サーを用いた全ゲノムショットガン法によ
るゲノム解読には様々な問題が山積してい
る。 

 問題のうちの一つはリード長が短いこと
である。サンガー法に基づいた旧来のＤＮＡ
配列シークエンサーは一千塩基対程度の長
さのリード（解読配列）を出力できるのに対
して、研究開始当時の次世代ＤＮＡ配列シー
クエンサーのリード長は（スループットの低
い一部の機種を除いて）数十塩基対程度にと
どまっていた。全ゲノムショットガン法にお
いて、リード長が短い場合には高い信頼性を
持って連続していると考えられるゲノム解
読断片（以降、コンティグと呼ぶ）を長くす
ることが難しく、高度に断片化したバラバラ
のゲノム配列しか解読できなくなる。 

 一般的に、リード長より短い反復配列がゲ
ノム中に存在していてもそれをアルゴリズ
ム的に解決することが可能であるが、数億塩
基対以上のサイズのゲノムを持つ生物では、
ゲノムに桁違いに多くの反復配列が含まれ
ていることがほとんどである。また、そのよ
うな反復配列は短くなればなるほどゲノム
中の出現頻度は指数的に増えることが、幾つ
かのゲノム配列による調査から知られてい
る。 

 すなわち、全ゲノムショットガン法を用い
てゲノムを解読する場合には、ゲノム中に存
在する反復配列を乗り越えて正しい復元配
列を出力することが重要であるが、高いスル
ープットを実現した次世代ＤＮＡ配列シー
クエンサーを用いる場合には、その出力する
リード長が短いために、乗り越えるべき反復
配列の量が指数関数的に「増えて」しまいゲ
ノム配列の復元が難しくなっていた。 

 実際に、次世代ＤＮＡ配列シークエンサー
を用いて大きなゲノム配列を解読する研究
が世界各地で行われていたが、数億塩基対以
上のゲノムサイズを持つ生物に対して長い
コンティグやスキャッフォルド（複数のコン
ティグをギャップにより結合したもの）を得
ることはできていなかった。 

 

２．研究の目的 

 本研究の目的は、数億塩基対以上のゲノム
サイズを持つ生物に対して、次世代ＤＮＡ配
列シークエンサーを用いて短期間でなるべ
く安価に新規のゲノム配列解読を行い、 

高い連続性（コンティグレベル・スキャッフ
ォルドレベル）を持った解読ゲノム配列を得
るために有益な様々なゲノム情報処理アル
ゴリズムを開発することである。 

 

３．研究の方法 

 本研究では、ゲノム解読のためのアルゴリ
ズムとして大きく分けて二種類のアルゴリ
ズム開発を大きな柱として開発を進めた。 

 一つ目の大きな柱は、比較的低い一致率の
ペアワイズアラインメントを高速に発見す
るアルゴリズムの開発である。次世代ＤＮＡ
配 列 シ ー ク エ ン サ ー の な か に は 、
PacificBioscience 社の開発するリアルタイ
ム一分子ＤＮＡ配列シークエンサーなど、将
来的には非常に長いリード長を実現できる
と考えられている製品もあるが、そのような
ＤＮＡ配列シークエンサーは一分子の計測
に基づいているためシグナル／ノイズ比が
小さく、出力する塩基列に高い割合でエラー
が含まれている。出力塩基におけるエラーの
割合は第二世代ＤＮＡ配列シークエンサー
と比べて１０倍以上高く、おおよそ１５％程
度と見積もられている。このように高いエラ
ー率を考慮し、大規模ゲノム解読に使えるほ
どの高速なアラインメントツールは研究開
始当初には存在しなかった。また、このよう
な一分子シークエンサーの出力に含まれる
エラーは従来のエラーと比べて性質が大き
く異なる。Illumina HiSeq 等の出力に含ま
れるエラーは置換エラーが主体であったが、
一分子シークエンサーの出力には特に挿
入・欠失型のエラーが非常に多い。しかし、
従来の高速ペアワイズアラインメントアル
ゴリズムでは置換エラーを主に考慮したエ
ラーモデルを用いており、挿入・欠失型の高
頻度エラーの存在下では急速にパフォーマ
ンスが劣化していた。 

 一分子シークエンサーから出力されるエ
ラー率は高いが長いリードを、Illumina 等
のＤＮＡ配列シークエンサーからアセンブ
リしたコンティグに高速・堅牢にペアワイズ
アラインメントすることができるアルゴリ
ズムを開発すれば長いコンティグ・スキャッ
フォルドの作成に貢献できると考えられた
（下図）。 

 二つ目の開発の柱は、遺伝学的地図を用い
たウルトラコンティグ（あるいはスキャッフ
ォルド）作成支援アルゴリズムである。ゲノ
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ム解読において長いスキャッフォルドを得
るためには、既知のゲノム上距離を持ったリ
ードのペアであるメイトペアを読み、コンテ
ィグを連結する方法が広く活用されてきた。
メイトペアは第二世代以降のＤＮＡ配列シ
ークエンサーでも読むことができるが、長い
距離のメイトペアを数多く得るためには非
常に長いＤＮＡ断片のみを傷つけることな
く大量に精製したり、得られた長いＤＮＡ断
片をアダプター付加ののちに自己環状化し
たりする必要などがあり、そのゲノム解読に
おける効力は限定的であった。特に、５万塩
基対を超える長さのメイトペアを次世代シ
ークエンサーで大量に読むことは、研究開始
当初だけではなく報告書執筆時点において
も実験的に非常に難しく、５万塩基対を超え
る接続性を別の実験的情報から得る必要が
あった。 

 そこで、遺伝学的地図を次世代ＤＮＡ配列
シークエンサーにより高速・安価・簡便に作
成する方法を提案する。提案手法では、以下
に説明する３種類のデータが存在すること
を仮定する。まず、何らかの手法により得ら
れたドラフトゲノム配列が必要である。ドラ
フトゲノム配列は次世代ＤＮＡ配列シーク
エンサーを用いた全ゲノムショットガン法
で得られたコンティグ・スキャッフォルド配
列で良く、連続性（スキャッフォルドの長さ）
は比較的低くて良い。また、対象とする生物
について、掛け合わせが可能な二つの系統が
存在し、その F1 個体（コケ等、一倍体が大
きい生物種の場合）ないし F2 個体（一般的
な二倍体の生物の場合）が２００個体程度得
られることが必要である。 

 これらの各個体から DNA を抽出し、
Illumina シークエンサーを用いて、各個体の
非常に薄い（ゲノムサイズの 0.05 倍程度でよ
い）全ゲノムショットガンシークエンスを行
う。Illumina シークエンサーではインデッ
クスランを用いることで１レーンに最大１
２サンプルを同時にシークエンスすること
ができるため、これを利用して合計３ラン未
満で各個体の薄いショットガンシークエン
スができる計算となる。 

 得られた薄いショットガンリードをすべ
てまとめてドラフトゲノムにアラインメン

トを行い、多型候補サイトを抽出する。また、
両ストランドからのサポート、分離比、アラ
インメントの厚み、両ストランドにおけるア
ラインメント厚み比など、様々な指標を用い
て連鎖解析に耐えうる信頼性の高い多型サ
イトのみを抽出する。 
 その後、ドラフトゲノム上では短い距離
（おおむね５万塩基対未満程度）でアセンブ
リのミスが少ないことを仮定して各多型ロ
ーカスにおけるジェノタイプの欠損値を補
完する。本手法では１個体あたりのショット
ガンリードが非常に薄いため、半分以上のロ
ーカスにおいてジェノタイプが欠損値とな
るために、欠損値補完のステップは非常に重
要となる。 
 最後に、得られた多型サイトをマーカーと
して連鎖解析を行い、マーカーを連鎖群に落
とす。従来の連鎖地図と比べてマーカー数が
２桁程度大きくなるため、高速な連鎖地図の
作成アルゴリズムを開発し対処する。得られ
た連鎖地図を用いて既存のドラフトアセン
ブリにおけるミスアセンブリを修正し、連鎖
群にスキャッフォルドを載せることで長い
連続性を持ったアセンブリを出力すること
を目指す。 
 
４．研究成果 
 １分子ＤＮＡ配列シークエンサー情報を
活用する高速検索アルゴリズムとして、
YASRAT アルゴリズムを開発した。従来のペア
ワイズアラインメントアルゴリズムでは連
続パターン、あるいは非連続な固定パターン
をシードとしてハッシュテーブルを作り、検
索用のインデックスとしていたが、YASRAT で
は挿入・欠失を許した特殊な形の穴あきシー
ド群とソートを組み合わせることで従来の
検索インデックスを用いるより高速・高精度
なシーディングアルゴリズムを開発した。一
般的に使われている次世代ＤＮＡシークエ
ンサー用のアルゴリズムと比べると、データ
ベース配列とクエリー配列の双方を同時に
ソートするため、データベース配列・クエリ
ー配列双方の量がどれだけ増加してもシー
ドヒット数に対してほぼ線形で検索が終了
するのが大きな利点であると考えられる。 
 また、YASRAT アルゴリズムの採用する複数
の穴あきシードセットを用いた場合に、シー
ドの一致率について理論的な下限値保証を
与えられることを示した。このシーディング
アルゴリズムは比較的単純なソートをベー
スとしているため、分散環境でも実装するこ
とができた。 
 また、ソートステップにおける並列化手法
を工夫し、総実行命令数は増えるもののＣＰ
Ｕのキャッシュメモリへのヒット率を上げ
る計算手法を採り入れることによってＣＰ
Ｕソケット間の通信帯域をより有効に利用
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し、更に高速で実用的なアラインメントアル
ゴリズムとして用いることができることを
確認した。 
 遺伝学的地図を次世代ＤＮＡ配列シーク
エンサーを用いることで短期間に作製する
ためのアルゴリズムを開発した。アルゴリズ
ムの性能確認のために実際の実験データを
用いて試験を行った。 
 基礎生物学研究所の長谷部光泰教授およ
び金沢大学の西山智明助教の協力によりヒ
メツリガネゴケの２系統、Gransden と
Villersexel およびそれらを掛け合わせた
分離集団約２００個体の提供を受け、東京大
学の菅野純夫・鈴木穣研究室にて Illumina 
Genome Analyzer によるショットガンシーク
エンシングを実施し、出力リード配列を我々
が解析した。シークエンシングにはインデク
シングランを用いて合計でドラフトゲノム
サイズの 78.7 倍の塩基配列が得られた。シ
ークエンシングに用いていないインデック
スに分類されるリード数は１％未満であり、
インデクシングのミスはほとんど考える必
要がないことを見いだした。 
 また、得られたペアエンドシーケンスを、
以前にＪＧＩにより発表されていたドラフ
トゲノム配列と比較して SNP を検出するパイ
プラインを開発し、連鎖解析に耐えうる頻
度・精度の SNP が検出できる条件を見いだし
た。また、この条件によるフィルター後の SNP
数は５８万となり、ゲノム平均で千塩基対に
１カ所の超高密度マーカーを得ることがで
きた。 
 また、このようにして得られた分離集団個
体のアリルパターンをグラフィカルに表示
するために、東京大学森下研究室で開発され
ているＵＴゲノムブラウザを拡張し、ゲノム
ブラウザ上で分離パターンが見られるよう
なソフトウェアを開発した。この成果はＵＴ
ゲノムブラウザの本家にマージされ、一般に
公開されている。 
 また、各個体におけるジェノタイプ欠損値
を周辺のジェノタイプからノイズを考慮し
ながら推定するアルゴリズムを開発した。ま
た、このアルゴリズムによる推定結果をＵＴ
ゲノムブラウザを用いて表示・検討したとこ
ろ、既存のＪＧＩによるヒメツリガネゴケア
センブリには大域的ミスアセンブリが存在
していることを見いだした。また、ドラフト
ゲノム中に存在する汚染（コンタミネーショ
ン）配列上には１：１に分離するＳＮＰが検
出されないために、ドラフトゲノム中で汚染
配列も発見し取り除くことができることを
見いだした。 
 次に、ドラフトゲノム上における近接マー
カーはほとんど同じジェノタイプを持って
いることを仮定して欠損ジェノタイプの補
完を行うアルゴリズムを作成した。また、マ

ーカー間の組み替え価が非常に高く大域ミ
スアセンブリと思われる領域を切断し、反復
的アルゴリズムにより遺伝的に距離が近い
マーカーを持つスキャッフォルドをまとめ
てウルトラコンティグを形成するアルゴリ
ズムを開発した。 
 この結果、ヒメツリガネゴケのドラフトゲ
ノム中で１００マーカー以上持つスキャッ
フォルドを３３の連鎖群に結合することが
できた。大きな連鎖群から順に２６群を取り
出すとドラフトゲノムの９０％をカバーす
ることができ、ヒメツリガネゴケの染色体数
は２７とされていることと十分に整合性が
高いことが分かった。 
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