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研究成果の概要（和文）：  
我々は、先行研究において日本人 1 個体のゲノムシークエンスより 3.4Mbp の非標準ゲノム配
列を得た。非標準ゲノム配列の特性と多型性をさらに調査するため、複数個体の日本人の全ゲ
ノムシークエンスより、標準ゲノム配列にマッピングされなかったリード配列を集めて de 
novo アセンブリを行った。その結果、約 4Mbp 程度の非標準ゲノム配列を得た。また、遺伝
的多様性を検出する手法の開発を行った。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We previously performed whole genome sequence of a Japanese individual and identified 
non-reference genome sequences from unmapped reads. To characterize non-reference 
genome sequences, we gathered unmapped read sequences from additional multiple 
Japanese individuals, and conducted de novo assembly. Approximately 4Mbp 
none-reference genome sequences were obtained. 
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１．研究開始当初の背景 
近年の著しいシークエンス技術の発展によ

り、個人ゲノムシークエンスが可能となった。

超並列シークエンサーの発展は著しく、現在

では 600Gbp（ヒトゲノムの約 200 倍）の塩

基配列データが約 2 週間で得られている。全

ゲノムシークエンスは世界中で活発に行わ

れており、全ゲノムシークエンスは疾患研究

において、極めて重要な役割を担っていくと

考えられる。 
 超並列シークエンサーは、シークエンスの
対象となる DNA を細かく断片化し、同時に
数千万〜数億配列を解読する。一般的に、次

世代シークエンサーで決定できる長さは、
100bp 程度であるため、そのままでは研究に
用いることができない。シークエンスを行っ
た後で、得られた塩基配列（リード配列）を
標準ゲノム配列に計算機でマッピングしゲ
ノム上の位置決めを行うか、de novo アセンブ
リを行うことでシークエンスされたリード
配列から長い配列の再構成を行う。 
 我々は全ゲノムシークエンスデータ解析
手法の確立を目的として、世界で初めて日本
人の全ゲノムシークエンスを決定し、包括的
な遺伝的多型解析を行った（Fujimoto et al 
Nature Genetics (2010)）。 
 国際ハップマッププロジェクトで解析さ

機関番号：８２４０１ 

研究種目：若手研究(B) 

研究期間：2011～2012 

課題番号：２３７９０３８９ 

研究課題名（和文） 全ゲノムシークエンスデータ解析による新規配列の網羅的同定と解析 

                     

研究課題名（英文） Analysis of non-reference genome sequence in the human population

 

研究代表者 

藤本 明洋（FUJIMOTO AKIHIRO） 

独立行政法人理化学研究所・情報解析研究チーム・上級研究員 

 研究者番号：３０５２５８５３ 



 

 

れた日本人男性 1 人の全ゲノムを、イルミナ
社 Genome Analyzer II を使用してシークエン
スを行い、全部で約 1200 億塩基対（ヒトゲ
ノムの 40 倍）のデータを得た。得られたリ
ード配列を Short-read mapping プログラムの
BWA と blast を用いて標準ゲノム配列にマッ
ピングした結果、99.1%のリード配列がマッ
ピングされた。さらに、マッピングされたリ
ード配列をもとに、高い精度で一塩基置換
（SNV）やコピー数変化（CNV）を検出する
アルゴリズムを開発し、実験的検証を行った。 
 我々は引き続き、マッピングされなかった
リード配列の de novo アセンブルを行い、標
準ゲノム配列に存在しない新規配列の検出
を試みた。3 種類のアセンブラ（ABySS、
SOAPdenovo、Velvet）を用いた結果、それぞ
れ 6,535 個、4,826 個、6,617 個の 100bp 以上
のコンティグが得られ、長さの合計は
3-3.4Mbp であった。3 つのソフトウエアが出
す 結 果 は 互 い 共 通 性 が 高 く 、 特 に
SOAPdenovo から得られた配列は全体の
90.7%をカバーしていた。PCR 法で 186 コン
ティグの検証を行ったところ、181 コンティ
グが期待通りの増幅長を示した。また、サン
ガーシークエンス解析で 90%以上のコンテ
ィグが予測配列と高い相同性（>90%）を示す
ことが分かった。これらの結果より、我々の
アプローチは高い精度で新規配列を検出し
ていると考えられる。 
 これらのコンティグを NCBI のゲノムデー
タベースに対して相同性検索を行ったとこ
ろ、約 90%が標準ゲノム配列以外のヒトゲノ
ム配列にマッピングされた他、霊長類に相同
性の高い配列や、Human Herpesvirus 4 (細胞株
作成に用いられたウイルス)の配列も検出さ
れた。 
 我々が行った日本人ゲノムの解析は、一人
当たり約 3Mbp 程度の新規配列を持つことを
示唆している。それらの新規配列は、ヒトゲ
ノム計画に用いられたサンプルには存在し
なかった（欠失していた）可能性が高く、新
規配列の有無は極めて個人差や人種差が大
きいと考えられた。 
 
２．研究の目的 
全ゲノムシークエンスデータの解析から新
規配列の同定を行い、新規配列の有無の個人
差、新規配列上の配列の違い（SNP、挿入・
欠失）の同定、新規配列上の未知遺伝子探索
を行うことで、これまで全く明らかにされて
こなかった人類集団の多様性を解明するこ
とを目的として本研究を行った。 
 
３．研究の方法 
複数個体の全ゲノムシークエンスより、標準
ゲノム配列にマッピングされないリード配
列を選出して de novo アセンブリを行った。

また、一塩基多型、コピー数多型、構造多型
の検出法を構築した。 
 
４．研究成果 
非標準ゲノム配列の検出と de novo アセンブ
リ 
複数個体の日本人の全ゲノムシークエンス
データより、標準ゲノム配列にマッピングさ
れないリード配列を検出した。先行研究では、
short read 配列マッピング用のプログラム
（BWA）を用いてマッピングした後、マッピ
ングされなかった配列をさらに blastで標準
ゲノム配列にマッピングした。しかし、blast
は感度は高いものの、計算時間が長くメモリ
使用量も多いため、複数サンプルの解析には
不向きである。そこで、blast を BWA-SW プロ
グラムに置き換えることにより解析を高速
化した。 
 De novo アセンブリを、個体ごとに行う方
法と、全個体のマッピングされない配列を合
わせて行う方法で行い比較した。今回の解析
の主たる目的は、日本人集団全体における新
規配列の検出であるため、後者の方法で de 
novo アセンブリを行うこととした。 
 De novo アセンブリはパラメーターによっ
て結果が大きく異なる。結果の評価を行うた
めに、BWA を用いて de novo アセンブリによ
り構築された配列にリード配列の再マッピ
ングを行いマッピングされた配列の総数、リ
ードペア間の向きが異常でないペア数、N50、
コンティグの全体の長さを総合的に用いて
評価を行い、適切と思われる kmerサイズと、
オプションを決定した。この解析を複数の日
本人個体に対して行い、約 4Mbp の新規配列
が検出した。 
 新規配列の特徴を調べるため、新規配列上
のリピートを tandem repeat finder ソフト
ウエアで検出した。その結果、約 13%がリピ
ート配列であることが示唆された。さらに、
blast を用いて、標準ゲノム意外のヒトゲノ
ム配列に対して、マッピングを行ったところ、
（マッピングできたとする基準にも依存す
るが）、約 70%が Human alternative assembly、
GRCh37.p9 に約 15%がマッピングされ、他の
ヒトゲノムにマッピングされない配列は約
20％程度であった。非標準ゲノム配列にマッ
ピングされる配列も挿入や欠失を含んでい
ることが分かり、新規配列の有無に加えて、
新規配列内の複数個体間差異の存在も示唆
された。 
 
構造異常の検出 
ゲノムの構造異常（逆位、転座、挿入、欠失）
は構造を大きく変え、周辺の遺伝子の発現量
や構造に大きな影響を及ぼしうる。第２世代
シークエンサーでは、読み取り長が短いため、
マッピングエラー等により、偽陽性を生じる



 

 

可能性が高い。申請者らは、がんサンプルの
全ゲノムシークエンスデータを用いて構造
異常検出アルゴリズムの構築と改良を行っ
た。 
 先行研究における構造異常の偽陽性の原
因を調査したところ、ほとんどの偽陽性がマ
ッピングエラーであることが判明した。また、
偽陽性を生じたリード配列は blast等のより
感度が高いアラインメントプログラムを用
いて、マッピングを行うことで除きうること
が分かった。これらの結果を基に、構造異常
を偽陽性率 10%以下で検出する解析プログラ
ムを開発した。 
 また、このプログラムを日本人の全ゲノム
シークエンスデータに対して適用し、構造多
型の検出を行い、日本人集団で頻度の高い構
造多型を検出した。 
 
一塩基多型の検出 
一塩基多型は最も数が多く、疾患遺伝子検出
のため一般的に用いられているマーカーで
あり、精度の良い検出法の開発は重要な課題
である。我々は、先行研究において、複数の
一塩基多型検出法（カウント法、頻度法、尤
度比較法）の比較を行い、頻度法と尤度比較
法の精度が高いことを見いだした。 
 そこで、尤度比較法をさらに改良し、感度
と特異度を既存の SNP 検出ソフトウエア
（ samtools, GATK ） と 比 較 し た 。 SNP 
genotyping アレイの結果を正解データとし
たところ、感度は 99.98%、特異度は 99.99%
であった。また、既存のソフトウエアと比べ、
感度と特異度が優れていた。ソースコードを
C 言語に置き換えることで高速化、省メモリ
化を実現した。このプログラムは解析ツール
として公開している（投稿中）。 
 
挿入・欠失の検出 
挿入欠失の検出を行うため、頻度法を用いて
挿入欠失の検出を行った。一塩基多型と異な
り、挿入欠失は十分な量の正解データが存在
しない。そのため、検出パラメーターを極め
て緩く設定して挿入欠失を検出し、サンガー
法で確認実験を行った。その結果より偽陽性
を除き、真の挿入欠失を除かないようにパラ
メーターを決定した。その結果、偽陽性率 5%
以内で挿入欠失を検出することができた。こ
の手法を用いた結果、日本人１個体より約 50
万の挿入欠失（遺伝子領域内に約 300 個）を
検出した。 
 
コピー数多型の検出 
コピー数多型は、シークエンス深度を解析し
て検出することができる。しかし、シークエ
ンス深度は、GC 含量や配列のユニークさの影
響を受け、絶対コピー数の検出は困難である。
我々は、複数個体のシークエンス深度の比較

と、全体の平均深度からの推定絶対コピー数
を組み合わせることで絶対コピー数の正確
な定量手法を開発した。この手法については、
先行研究と比較を行い、精度の確認およびア
ルゴリズムの改良を行っている。 
 
B 肝炎ウイルス関連肝がんへの適用 
B 肝炎ウイルス（HBV）は、DNA ウイルスであ
り、炎症や宿主ゲノムへの挿入を介して発が
んの原因となることが知られている。HBV ゲ
ノムは肝臓がんのゲノムシークエンスより
検出されることが期待されるため、HBV 関連
肝がんの全ゲノムシークエンスデータを用
いて、新規配列検出法の精度確認を行った。
HBV 関連肝がんのゲノム配列より、標準ゲノ
ム配列にマッピングされない配列を収集し、
上記手法で解析を行った。その結果、HBV ゲ
ノムに高い相同性を示す配列が確認された。 
 
新規配列の多様性 
以上の多型検出手法と検出された新規配列
を総合的に評価することで、ゲノム上の新規
配列の位置の特定、新規配列のコピー数、新
規配列上の一塩基多型および挿入欠失の検
出を行った。また、この研究を通して、日本
人集団における非標準ゲノム配列の遺伝的
多様性の一端を明らかにした。 
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