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研究成果の概要（和文）：ヤマアカガエルの抗菌ペプチドのコピー数変異のゲノムでの重複の状態を調べるため、フォ
スミドライブラリーを作成し、抗菌ペプチドを含むクローンの配列を十世代シークエンサーでの決定を試みた。次世代
シークエンサーで解読したリードを複数のアセンブラでアセンブルした結果、約40kbpの配列のうち33kbはtemporinを
含まない非コード領域で、残りの配列の中に、temporin-1Ojと1Ocを含む少なくとも3コピーの配列があることが明らか
になった。今回得られたコンティグの情報では、temporin-1O遺伝子の詳細のゲノム上の位置を断定することはできな
かった。

研究成果の概要（英文）：Our previous study indicated that anti peptide, Temporin-1 in Rana ornativentirs s
hows copy-number variations. In order to determine DNA sequences in the regions including temporin-1, we c
reated fosmid library and chose the clone libraries including temporin-1. Then we tried to determine these
 DNA sequences  using the next generation sequencer (Ion PGM). The results showed that among about 40kbp D
NA region, those in 33kbp were non-coding regions. The rest of the sequences contained at least three copi
es of temporin-1, including temporin-1Oj and temproin-1OC. This suggests that these copies of temporin mig
ht be tenderly repeated. At the present study, we could not determine complete sequences of these regions.
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１．研究開始当初の背景 
 生態学や進化生物学において、近年の生態
ゲノミクスの分野の進展により、生態的に重
要な性質に関わる遺伝的変異が検出される
ようになってきた。これらの研究で扱われて
いる遺伝的変異のほとんどは、DNA の配列の
違いや欠失･挿入で生じる遺伝子座内の対立
遺伝子多型である。しかし、近年、ヒトの研
究において、遺伝子数の個体間での変異がゲ
ノム全体にわたって大きな割合で存在し、そ
れらが病気やその他の機能的な違いに関係
していることが明らかになってきた。しかし、
生態学や分子生態学においては、野外の生物
における遺伝子コピー数変異は全く考慮さ
れてこなかった。それは、生態学的性質と関
係しているコピー数多型がみつかっていな
いことと、多くの個体を調べてコピー数多型
を検出するのは、特にゲノム配列の解読され
ていない生物では技術的困難であることが
起因していると思われる。しかし、コピー数
変異は、野外の生物にとって、集団の維持な
どに直結する遺伝的変異である可能性があ
る。 
 抗菌ペプチドは、幅広い生物において感染
抵抗性を担う自然免疫系で機能するタンパ
ク質である。抗菌ペプチドはアミノ酸配列に
よって抗菌性に違いがあり、種間・種内での
抗菌ペプチドの多様性は、病原体に対する抵
抗性の多様性と関係すると考えられている。
ヤマアカガエル(Rana ornativentris)では、
これまでに 16 種類の抗菌ペプチドの発現が
確認され、そのうち 7種類は Temporin1 ファ
ミリーに分類されている。しかし、抗菌ペプ
チドをコードするゲノムDNAの多様性につい
ては不明であった。申請者らは、1 個体に存
在するTemporin1の多様性を調べ、その結果、
ヤマアカガエルのTemporin1ファミリーは多
様な種類をコードする複数の遺伝子座から
構成されており、個体間に遺伝子コピー数の
多型が存在することが示唆された。 これら
抗菌ペプチドのコピー数変異を多数の個体
を調べて集団内あるいは集団間の変異を調
べることが、技術的･コスト的に容易になれ
ば、コピー数変異と個体および集団の病気へ
の抵抗性との関係、病気や有害遺伝子と集団
の脆弱性や頑健性を明らかにする疾病生態
学(Disease Ecology)への貢献へ繋がる。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究では、ヤマアカガエルの抗菌ペプチ
ド(Temporin1)の遺伝子コピー数変異を、次
世代シークエンサーを使って低コストで調
べる技術を確立する。そのために、Temporin
配列がゲノム上で、どのように存在している
かをあきらかにするために、Temporin 配列を
含むゲノム領域の配列を解読する。配列が解
読されれば、sureselect などの方法で遺伝子
コピー数を同定することができる。それを応
用して、個体の間の遺伝子コピー数の違いが

細菌への抵抗の違いに関係しているかどう
か、遺伝子コピー数変異に集団間変異がある
か、集団のサイズや隔離の程度は遺伝子コピ
ー数の変異の大きさと関係しているかどう
か、などを明らかにする。 
 
３．研究の方法 
16 種類の抗菌ペプチドのうち Temporin-1Ｏ
を対象とした(図 1)。これまでに、ヤマアカ
ガエルのTemporin1ファミリーは多様な種類
をコードする複数の遺伝子座から構成され
ており、個体間に遺伝子コピー数の多型が存
在することが示唆されている(図 2)。
temporin-1O 遺伝子がゲノム中にどのように
存在しているのかを明らかにするために、ヤ
マアカガエル（Rana ornativentris）１個体
を用いて DNA を抽出し、フォスミドライブラ
リの作製およびtemporin-1O遺伝子を含むフ
ォスミドクローンのスクリーニングをタカ
ラバイオ株式会社に委託した。スクリーニン
グのプローブには複数タイプ存在する 
temporin-1O 遺伝子に広く保存された領域の
塩基配列を用いた。 
 
 

図１. Rana ornativentiris の分泌物から確認さ
れた 16 種類の抗菌ペプチドと Temporin-の構造 
(Ohnuma et al. 2010). 
 
 
スクリーニングの結果、temporin-1O 遺伝子
を含むと思われるフォスミドクローンが合
計 3 つ得られ、それぞれをフォスミド A、B、
C とした。得られた陽性フォスミドクローン
は、断片化後、次世代シーケンサーIon PGM
によってシーケンスを行い、De-novo アセン
ブリによる配列決定を行った。フォスミド B 
 

図 2. 異なる Rana ornativentiris の個体を用い
た temporin-1O のサザンハイブリダイゼーション
のバンド。個体によって、4-9 本のバンドが確認
され、コピー数多型である可能性が示された。 



については納品サンプルの DNA 濃度が低く、
Ion PGMによるシーケンスを実施しなかった。 
フォスミド A、C の両陽性フォスミドクロー
ンについてライブラリサイズ200bpのシーケ
ンスを複数回行った。しかしシーケンスによ
り得られた塩基配列を用いてDe-novoアセン
ブラ SOAPdenovo によるアセンブリを行った
結果、temporin-1O 遺伝子を含むと思われる
コンティグは数十〜数百塩基と非常に短く、
長いコンティグはライブラリ作製の際に混
入する宿主大腸菌のゲノムの塩基配列ばか
りであった。このことは目的とする
temporin-1O 遺伝子ならびにフォスミドベク
ターの配列を含む断片のカバレッジが低い、
または宿主大腸菌ゲノムが予想以上に多く
混入していることが原因として考えられた。
しかし改善のため宿主大腸菌ゲノムの除去
ならびにシーケンスの追加を行ったところ、
アセンブリの結果に大きな変化は無かった。
これらの状況を受け根本的なアセンブリの
向上をはかり、ライブラリサイズ 400bp へ移
行し、異なる複数のアセンブラを使用するこ
とにした。また陽性フォスミドクローンの適
切な De-novo アセンブリ手法の確立のため、
先立ってフォスミドCのシーケンスを集中的
に行うことにした。 
 
４．研究成果 
 フォスミド Cを Iron PGM によりアセンブラ
を行った。アセンブラには、複数のアセンブ
ラの方法をもちいた(表 1)。 
 

 
 
  アセンブラにより結果が大きく変動する
ことから、適切なアセンブラの選択が配列決
定に重要となることがわかった。今回用いた
アセンブラはそのアルゴリズムから大きく
de Bruijn graphと Overlap Layout Concensus 
( OLC ) に分けられるが、今回のアセンブル
においては OLC アセンブラである Newbler、
Mira の方がより優れていることがわかった。
またde Bruijn graphの中でSPAdes、Platanus
に関しては長いコンティグを作り出し、良い
結果が得られた。 
 アセンブルの総合に評価した結果
temporin-1Oj 遺伝子全長を含むコンティグ
（5111 bp）を最長とする、temporin-1O 遺伝
子を含むと考えられる複数のコンティグが
得られた。これらのコンティグには
temporin-1Oj 遺伝子の他に temporin-1Oc 遺

伝子を含むコンティグもあり、このことから
フォスミド C のインサート中に複数の
temporin-1O 遺伝子が存在していることが示
唆された(図 3）。また複数回行ったすべての
アセンブルのうち最長のコンティグは約
33kbp であり、temporin-1O 遺伝子を含む抗
菌ペプチド遺伝子を含まない非コーディン
グ領域であることがわかった。フォスミドベ
クターのインサート配列の長さが約40kbpで
あることを考えると、フォスミド Cにおける
インサートの多くの領域は非コーディング
領域で構成されている可能性がある。 
 
 

図 3. Temporin-1Oj, temporin-1Oc を含む最も長
いコンティグ 
 
 
 今回得られたコンティグの情報では、
temporin-1O 遺伝子がゲノムにタンデムに存
在しているかどうかを断定することはでき
なかった。しかしフォスミド Cにおけるイン
サート配列の非コーディング領域を除いた、
限られた領域中にtemporin-1O遺伝子の異な
るタイプが位置している可能性が高いこと
がわかった。また、temporin が存在している
領域は、リピート配列が多いなど、次世代シ
ークエンサーでの解読が困難な領域であっ
たと推測された。 
 今後、異なる次世代シークエンサーを使っ
て、ペアエンドで配列を読み、アセンブルを
することで、全配列を決定する予定である。 
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