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研究成果の概要（和文）：次世代シーケンサーリードマッピングプログラム maps の開発をすすめることで、以
下の成果をあげることが出来た。(1) ChIP-seqを高精度化したGef-seqデータ解析の開発に寄与することが出来
た。(2) イルミナ社シーケンサーのエラープロファイルの解析を進めることができた。(3) 植物オルガネラゲノ
ムの一部に起きる相同、あるいは非相同組換変異の解析をすすめることが出来た。(4)酵母のゲノム比較研究を
行った。(1)については論文発表とプログラムの公開をおこない、プロトコルの投稿を準備している。(2)につい
ては学会発表を行った。(3,4)については、論文の作成を進めている。

研究成果の概要（英文）：I have been developing a mapping program "maps" suite for next generation 
sequencing. I was able to achieve the following accomplishment during the 3 years period. (1) I have
 contributed the establishment of Gef-seq (Genome footprint sequence) analysis method, which is an 
improved method of ChIP-seq analysis, by preparing the computational analysis pipeline. (2) I 
continued the error-profile analysis of Illumina Next generation sequencer. (3) I have contributed 
the analysis of homologous/non-homologous rearrangements occuring in a part of organera genomes. (4)
 I contributed a comparative genome analysis of several yeast strains by genome assembling. For (1),
 we published a apaper and made our program public, and preparing another manuscript to describe the
 protocol. For (2), I made a couple of presentations. For (3) and (4), we are preparing for a 
publication.

研究分野：生命情報学
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１．研究開始当初の背景 
 
 10 年ほど前から広く使われるようになっ
たいわゆる「次世代シーケンサー」は 15 年
程前には 3000 億円もの予算と何年もの歳月
をかけて行われたヒトゲノムプロジェクト
に匹敵する質と量のデータを数十万円と数
日のコストで得ることを可能とし、分子生物
学の研究に大きなインパクトを与えた。中で
も米国イルミナ社のシーケンサーは得られ
るデータ量の大きさと、その冗長性により保
証される高い信頼性から次世代シーケンサ
ーのシェアの 75%を占めると言われ、現在、
世界的に最も広く普及している。申請者は独
自にmapsと呼ぶマッピングプログラムを開
発することで、このイルミナ社のシーケンサ
ーの持つエラープロファイルを解析した。
BWAや bowtieなど通常よく使われているマ
ッピングプログラムでは、リード配列を参照
配列上にマッピングする際にギャップを含
めたアラインメントを行う。これに対し、
maps ではギャップアラインメントを行わず
に、参照配列に対して一致する塩基の数が最
も多くなるようにリードの対応する位置の
みを決定する。その結果、イルミナ社のシー
ケンサーによるリードエラーの大きな要因
であるフェーズシフトを含むエラープロフ
ァイルを特定することが出来た。この解析結
果について、Nucleic Acids Resarch 誌に投
稿し、現在までに被引用件数 385件と、大き
な反響を得ることができた。こうした、エラ
ープロファイルの特定を進めることで、エラ
ーが起こりうる箇所の予測を行うことがで
きる。さらにはエラーの補正を行うことで、
高性能な機器の有効性を更に高めることが
可能になる。そこで、より詳細なエラープロ
ファイルの特定を目指すこととした。 
 次世代シーケンサーの利用方法としては、
その高性能な配列読み取りの力を活用して、
本来の用途である、アセンブルやリシーケン
シングなどのゲノム配列の決定という目的
にとどまらず、メッセンジャーRNA の配列
を読み取る RNA-seqや、転写因子等の DNA
結合タンパク質の認識配列を読み取る、
ChIP-seq など、様々な、いわゆる-seq メソ
ッドと呼ばれる新しい利用方法が次々と生
みだされつつある。こうした、新しい次世代
シーケンサーの利用方法の幾つかについて
我々の開発するマッピング手法の特性を活
かしたシーケンシングデータ解析手法の開
発と発展を試みることとした。 
 
２．研究の目的 
 
 本申請研究では先の研究で得た知見をも
とに、次世代シーケンサーにより得られたデ
ータを解析する為のプログラムの開発を継
続しておこない、分子生物学研究の発展に寄
与することを主な目的とする。 
 具体的な方向性としてはまず、先に述べた

イルミナシーケンサーエラープロファイル
の原因となる要素を解明し、エラーの発生箇
所を予測することで、データの補正および
個々のデータについて信頼性の評価を行う
ことを目指した。 
 また、実験を行う研究者との共同により、
次世代シーケンサーを利用する新しい手法
の開発に取り組むこととした。こうした手法
の開発には、実験的な工夫だけでなく、デー
タ解析を行うためのプログラムの整備が必
要不可欠となる。そこで、我々の開発してき
たmapsプログラムの改良を進め、さらにそ
の特性を活かすことで、新しい実験技術の開
発・発展に貢献していくことを目指した。 
 
３．研究の方法 
 
 マッピングプログラム maps の開発を中心
に進めた。Maps は当初バクテリアゲノムへの
イルミナシーケンサーリード（固定長リード）
のマッピングを目的として開発したが、多染
色体への対応、長さの異なるリードの混ざっ
たデータへの対応、等の改良を進めより多様
な解析への利用を可能とした。またマッピン
グ結果の解析を行うプログラムの改良を進
めることで、次世代シーケンサーデータを利
用した新しい実験手法への対応を進めた。ま
た、同時に解析結果を可視化するプログラム
の開発を並行して進めた。 
 使用するデータとしては、SRA/DRA 等の公
開データベースからダウンロードしたシー
ケンシングデータを用いたほか、それぞれの
データ解析手法の開発プロジェクトについ
ては共同研究者により提供されるデータを
使用して解析を行った。 
 プログラムの開発および解析計算の実行
には、本研究費で購入した MacOS および
Linux(Ubuntu)の動作するワークステーショ
ンを利用した。プログラム開発は主に C言語
(gcc)を使用し、一部GUIの開発ではObject-C
を併用した。 
 
４．研究成果 
 
(1) DNA 結合タンパク質の認識配列を特定
する方法として ChIP-seq という手法が
知られている。タンパク質が DNA に結
合した状態でクロスリンクを形成し、
DNA 二本鎖を超音波などによって破砕
し、免疫沈降によりタンパク質を回収し、
同時に得られる DNA の断片の配列を読
むことでタンパク質が認識して結合して
いた塩基配列を知ることができる。この
手法では超音波による切断位置がまちま
ちであり、認識配列のみを含む正確な断
片を得ることが困難であったため、
DNAseI による DNA の切断を行うこと
で、タンパク質の認識配列を高い精度で
特定する Gef-seq と呼ぶ手法が、奈良先
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継続して行っている。
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行われるが、この手法では組換点の特定

行うことが出来ない。
含むリードは、リードの前半と後半で参
照配列上の対応する位置が異なり、この
様なリードをキメラリード、あるいはジ
ャンクションリード、と呼ぶ。通常のマ
ッピングソフトウェアによるデフォルト
のマッピングではこのようなリードデー
タは排除されることが多いが、

を用いて多くのミスマッチを許
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てではなく、ごく一部分の配列に起きて
いる組換をも検出する事ができる。現在、
共同研究者による実験が進行中であり、
我々の開発したプログラムによるデータ
解析を行った上で論文の投稿をおこなう
予定である。  

 
(4) これまで、次世代シーケンサーデータの
マッピングデータを扱う上で蓄積してき
たエラープロファル等に関する知見を活
用して、類似した参照配列が存在しない
場合に行う配列アセンブルについても解
析手法の開発を進めている。特に倍数体
の様に類似した配列が複数系統混在する
場合の解析は困難であるが、まず de 
Bruijn法によりアセンブルしたコンティ
グおよびスキャッフォルドへのペアエン
ドリードデータのマッピングを行うこと
で、組み換えによる遺伝子位置の相違の
特定や、繰り返し回数の特定等の解析を
行うためのプログラム開発を行っている。 
開発手法の具体的な適用対象として、学
内の研究者と協力して雑種２倍体を含む
酵母のゲノム解析を行っており、その結
果について論文の投稿準備を進めている。 
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