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研究成果の概要（和文）：本研究で取得したイネデータ（イルミナショートリード、PacBioロングリード）を含
めた全ゲノムシークエンスリードを用いて、酵母、線虫、イネのゲノムアセンブリを構築し、そのエラー特性等
の統計値を計測した。コンティグやリードのアライメント特性についての真・偽アライメント間の尤度比を利用
することにより、アセンブリ中のギャップ領域を高精度で修復するツール（GMcloser）を開発した。そのほかに
アセンブリ中のミスアセンブリを計測するツール（GMvalue）やアセンブリを伸張・再アセンブルするツール
（Exterm）の開発を行った。

研究成果の概要（英文）：I constructed genome assemblies with the whole genome sequencing reads from 
budding yeast, nematoda, and rice, and determined the statistics for the metrics and error 
properties of the assemblies. Using the likelihood ratio of the alignment properties (i.e., 
alignment length, alignment identity, and mapping rate of paired-end short reads) between the true 
and false alignment data, I developed a gap-closing tool, GMcloser, that closes gaps in assemblies 
with high accuracy.  In addition, I developed another too tools, GMvalue and Extrerm. GMvalue 
determines the metrics of misassemblies including the number of misassembles. Extreme reassembles a 
preassembled config set by extending the termini of the contigs followed by assembling the extended 
contigs with overlap-layout-consensus algorithm.

研究分野： ゲノム科学

キーワード： アセンブリ　ゲノム
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
新規ゲノム配列の構築は、近年の次世代シー
クエンシング技術の発達によって、より高速
かつ安価に進めることが可能となっている。
しかし、従来のサンガー法によるシークエン
シング手法に比べて、次世代シーケンシング
リードの de novo アセンブリングによるゲノ
ム構築は、アセンブリのエラーが多く、繋が
りも悪く、ギャップも多い。特に、スキャッ
フォールドにおけるコンティグ連結エラー
は、全スキャッフォールド中の数十％に及ぶ
ことがある。この理由は、次世代シークエン
シング技術では相対的にシークエンシング
エラー率が高くなるためであるが、現在の de 
novo アセンブリング手法の特性から、ゲノム
のリピート配列およびヘテロ接合度合いが
高くなるほどエラー率は高くなる。逆にこの
ような配列特性は、de novo アセンブリング
の配列伸長を停止させ、アセンブリの連結性
を低下させる。このため、複雑度が高くゲノ
ムサイズの大きなゲノムほどアセンブリの
エラー率は高くなり、連結性も低くなる。ミ
スアセンブリングやヘテロな遺伝子型の誤
配置が遺伝子領域内に生じると、実際には存
在しない翻訳産物やキメラ遺伝子が生じる
など、その後の解析に大きな影響を及ぼす結
果となる。 
 このため、解析に資するゲノム配列を得る
為には、アセンブリ配列に存在するエラーと
ギャップを修復することが最重要となる。こ
れらの過程に関わる現在の手法について以
下に解説する。 
① ミスアセンブルの検出・修復 ミスアセ
ンブリの正確な特定は、ミスアセンブリの殆
どないリファレンスゲノムが構築された生
物種でのみ可能である。リファレンスの無い
生物種では、リードをマッピングすることに
よってミスアセンブリの箇所を類推するこ
としかできない。この類推法（ALE, CGAL, 
Reapr 等）では、アセンブリ配列にアライメ
ントされたリードのカバレッジが特に低く
なった領域をミスアセンブリ箇所の候補と
する。しかしこの手法は、リードがゲノム全
域に渡って均一に読まれていることを前提
としており、実際にはエラーのないリファレ
ンスゲノムにリードをアライメントした場
合にもカバレッジの極端に低くなる領域が
多く存在する。さらに、これらのツールをエ
ラー修復したイネアセンブリ配列に適用す
ると、多くの擬陽性（ミスアセンブリでない
箇所をミスアセンブリとして検出する数）を
検出する結果を得ている。 
② ギャップの修復 現在用いられているギ
ャ ッ プ を 埋 め る ツ ー ル （ GapCloser, 
GapFiller 等）は、アセンブリ配列にペアー
ドエンドリードをアライメントし、ギャップ
周辺にアライメントされたリードのアセン
ブリングによってギャップの修復を行う。こ
の手法は効率的であるがエラーが多い。申請
者が現在開発を進めているギャップ修復ツ

ール GMcloser は、コンティグセットとペア
ードエンドリードを用いることで、精度の高
いギャップ修復を可能にしている。 
 ギャップ修復のこの工程は、エラー検出と
カップルしており、ギャップ修復の過程で得
られるアライメントデータから、ミスアセン
ブリ箇所を推定することができる。また、①
②の両工程において最も重要な作業は、
paired-end リードの正確なアライメントデ
ータを得ることである。申請者は、リードの
アライメントデータの質を向上させ DNA 多
型を精度良く検出する手法を開発しており
（文献 1, 2）、本手法を取り入れることによっ
て精度の高いアライメントデータを得るこ
とができる。 
 
＜引用文献＞ 
(1) Abe A. and Kosugi S. et al., Nat. 
Biotechnol. 30, 174-178 (2012) 
(2) Kosugi S. et., PLoS One 8, e75402 
(2013) 
 
２．研究の目的 
本研究では、高等真核生物を含むドラフトレ
ベルのゲノム配列について、エラーの検出と
修復、ギャップの修復、再アセンブリングの
3 工程を互いに連携させながら一連の作業を
繰り返すことで配列を改築する–アセンブリ
配列フィニッシャーパイプライン–を構築す
ることを目的とする。これらの各工程では、
実データの統計解析を基に計算した尤度ス
コアを用いて正確性の判別を行うアルゴリ
ズムが確立される。このようなシステムはこ
れまでに無く、実データの統計解析データを
基にした尤度判定手法を用いて、正確で高効
率のツールを作製することを目標にする。 
 
３．研究の方法 
構築するアセンブリフィニッシャーパイプ
ラインでの各 3 工程（ミスアセンブル箇所の
修復、ギャップの修復、再アセンブル）を効
率良く、精度高く実行するため、尤度に基づ
いた正確性を判定するアルゴリズムを確立
する。このアルゴリズムは、種々のデータセ
ット（HiSeq 及び PacBio リード、RNA-seq
データ、cDNA 配列、アセンブリ配列セット
等）についてのアライメントデータを統計解
析し、各データ項目について計算した尤度比
を基にする。各工程での判別に用いられる尤
度値や関連するデータは、他の工程でも利用
され、複数のデータを統合した判別子を確立
することによって、より精度高く実行するプ
ログラムを開発する。さらに、アセンブリの
質をさらに向上させるため、これら一連の作
業を繰り返すプログラムを構築する。 
構築するパイプラインの各 3 工程について
のアルゴリズムを確立するため、線虫とイネ
をモデルとするデータセットの作製を進め
る。 
 



① 線虫およびイネアセンブリ配列の調製 
ミスアセンブリについての統計データを得
るため、リファレンスゲノムが構築されてい
る線虫（ゲノムサイズ：100 Mb）とイネ（ゲ
ノムサイズ：380 Mb）の次世代シークエンシ
ングリードを取得し、複数のアセンブリング
ツールを用いて異なるアセンブリセットを
調製する。イネゲノムのデータは、そのゲノ
ムサイズとリピート含有率の高さから、多く
の高等真核生物ゲノムのアセンブリ構築の
モデルとなるため、必須のデータとなる。
SOAPdenovo 、 ALLPATHS-LG 、 Newbler
等を用いて、取得したリードセット（PacBio
リードを除く）のアセンブリングを行い、線
虫およびイネの各種アセンブリセットを調
製する。 
 
② 線虫およびイネアセンブリ配列中に存在
するミスアセンブル箇所の特定 
各アセンブリセットを線虫またはイネリフ
ァレンスゲノムにアライメントし、断片的に
異なるリファレンス領域にアライメントさ
れたミスアセンリ配列とそのミスアセンブ
ル部位を特定する。さらに、ミスアセンブル
部位の周辺配列の特性を調査し、リファレン
スと異なる SNP や indel の部位も特定する。
SNP/indel の特定には Coval（研究背景・文
献 2）を用いる。 
 
③ アセンブリ配列へ各種リードおよび
cDNA 配列のマッピング 
アセンブリングに用いたリードセットをア
センブリ配列にアライメントし、リードカバ
レッジやリードペアの整合性についてのデ
ータを得る。PacBio リードは、HiSeq リー
ドを用いてエラー補正後使用する。また、
cDNA配列や近縁種で同定されているタンパ
ク質配列についてもアセンブリ配列へアラ
イメントを行い、遺伝子構造を推定したアラ
イメントデータを取得する。同時にそれぞれ
のリードセットはリファレンスにもアライ
メントを行い、リードのカバレッジ特性を取
得する。アライメントデータは Coval を用い
て精度の改善を行う。 
 
④ アセンブリデータセット間でのアライメ
ント 
アセンブリングに用いるリードセットやツ
ールの違いによって、ミスアセンブリングの
起こる部位が異なる場合がある。このことを
利用して、アセンブリデータセット間でアセ
ンブリ配列のマルチプルアライメントを行
い、アライメントの比較からミスアセンブル
が存在する部位の候補を収集する。 
 
取得した種々のアライメントデータについ
て、尤度に基づいた正確性判定アルゴリズム
を確立し、フィニッシャーツールの作製を行
う。 
⑤ 各種アライメントデータの統計解析 

②~④の工程で取得したデータを基に統計解
析を行う。例えば、ゲノムの GC 含量やリピ
ート配列の存在、マップされたリードのカバ
レッジ、ペアードエンドリード、RNA-seq
リード、PacBio 長鎖リードのマッピング率な
どの頻度分布、またはこれら因子を組み合わ
せた頻度分布をミスアセンブルの存在の有
無に分けて解析を行う。 
 
⑥ 尤度に基づいた正確性判定アルゴリズム
の確立 
上記の頻度分布がミスアセンブルの有無で
差が生じた場合、ミスアセンブルか否かを判
定するための尤度比を得ることができる。申
請者がこれまでに行った１つの例を【図 1】
に挙げる。この例は、シミュレーションリー
ドで作製したイネアセンブリセットにペア
ードエンドリードをマッピングしたとき、特
定の位置を挟んでマップされるペアードエ
ンドリードの頻度分布をグラフにしたもの
である。この特定位置にあたる部位がミスア
センブル部位に相当するとき（黒棒）とそう
でないとき（白棒）では頻度分布に明らかな
差があり、計算した尤度比（灰色線）を基に
ミスアセンブルがその特定部位に存在する
か否かを確率的に判定出来る。このような尤
度比を複数の因子について取得し、それらの
積算をとって融合することにより、より判定
の精度を高めたアルゴリズムを確立する。 

 

【図 1】ミスアセンブルの有無によるイネコンテ
ィグのペアードエンドリードマッピング率の頻度
分布と尤度比 
ミスアセンブル部位を挟んでマッピングされるペ
アードエンドリードのマッピング率の頻度分布
（黒棒）とミスアセンブルを含まないものの頻度
分布（白棒）から計算された尤度比（灰色線）は、
目的の部位がミスアセンブル部位であるか否かを
判定する指標となる（この例の場合、尤度比が低
いほど、ミスアセンブル部位の可能性が高くなる）。 
 
⑦ アセンブリフィニッシャーパイプライン
の作製 
確立したアルゴリズムを基に、ミスアセンブ
ル箇所の特定・修復、ギャップ修復、処理後
のアセンブリセットの再アセンブルを実行
するツールを作製する。これらの過程を単独
で処理出来るツールを作製するとともに、各
工程での判別に用いられる尤度値や関連す
るデータを他の工程でも利用できようにし



た、一連の工程を連携して繰り返し処理する
パイプラインを作製する。 
 
４．研究成果 
① イネアセンブリ配列セットを構築するた
めに、イネ次世代シークエンシングリードを
取得した。リードは、イルミナ HiSeq ペアー
ドエンドリード（インサート長：500 bp）、
メイトペアリード（インサート長：3 Kb、10 
Kb）、および PacBio リードを受託シークエ
ンシング解析サービスを利用して取得した。
イルミナリードに関しては、得られたリード
を用いて SOAPdenovo2、Platanus、FERMI
等を用いてデノボアセンブリを行った。また、
イネのオーバーラップ paired-end リードに
ついては、公共データベース（Sequence Read 
archive）から取得できため、そのリードを用
いて ALLPATHS-LG によるアセンブリを行
った。また、イネ PacBio リードについては、
種々のエラー修正ツール（PacBioToCA、
Proovread、ECtools 等）を用いてエラー修
正を行い、エラー修正効率、精度等を計測し
た。線虫に関しては、イルミナ HiSeq ペア
ードエンドリード （インサート長：500 bp）、
メイトペアリード（インサート長：2 Kb）を
Sequence Read Archive から取得し、イネと
同様にデノボアセンブリを行った。 
 
② 得られたそれぞれのアセンブリ配列セッ
トについて、配列全長や N50 値などの統計値
を計測し、イネのリファレンス配列を用いて
ミスアセンブリ数およびミスアセンブリ部
位の特性やそれらのカテゴリー集計を行っ
た。さらに、各アセンブリセットにイルミナ
ペアードエンドリードをアライメントし、ア
ライメントカバレッジ特性を解析するとと
もに、既存のミスアセンブリ検出ツール
（Reapr、CGAL 等）を用いて、ミスアセン
ブリ部位の推定を行い、ミスアセンブリ部位
についての情報を収集した。 
 
③ 構築したイネゲノムアセンブリデータセ
ットを含め、線虫や酵母等のゲノムアセンブ
リデータを用いて、リファレンス配列に ア
ライメントを行うことにより、ミスアセンブ
リ部位の同定を行った。ミスアセンブルを含
むアセンブリ配列セット（True contig set）
とミスアセンブリを含まないアセンブリ配
列セット（False contig set）に分割し、それ
ぞれのデータセットにおけるコンティグ 間
のアライメントの (1) オーバーラップ配列
長、(2) オーバーラップ配列相同性、および 
(3) paired-end リードのマッピンクグ率
（forward read, reverse read の 2 コンティ
グ間サポートマッピンクグ率）を計測し、統
計解析を行った。これらの 3 つの統計量につ
いて 、True contig set と False contig set 間
で尤度比を算出し、積算したスコアを用いる
ことで、ミスアセンブリを含むコンティグア
ライメントとミスアセンブリ含まないコン

ティグアライメントを精度高く識別するこ
とができた。この尤度を利用したアルゴリス
ズムを用いて、ゲノムアセンブリに存在する
ギャップをコンティグや長鎖リードを用い
て精度高く修復するツール（GMcloser）を開
発した。GMcloser は、既存のギャップ修復
ツールと比較して同等なギャップ修復効率
を維持しながら、5~100 倍高い修復精度を示
した。 さらに、ゲノムアセンブリ中のミス
アセンブリの数、種類、部位について計測す
るツール（GMvalue）を開発した。本ツール
は、アセンブリ配列をリファレンスにアライ
メントすることでミスアセンブリ部位を同
定する手法を取り、既存の同様のツールでは
困難な 300 Mb 以上の大きなサイズのゲノム
にも適用できることや、ミスアセンブリを定
義、同定するための細かな設定変更が出来る
ことが特徴である。 
 
④ これまでに構築したイネ、線虫、酵母の
ゲノムアセンブリデータを用いて、ペアード
エンド短鎖リードをbwaを用いてアライメン
トし、コンティグアセンブリ配列中のミスア
センブリ部位に存在する特性を調査した。各
タイプ (local misassembly, translocation, 
inversion等)のミスアセンブリ領域とミスア
センブリの無い領域間でのリードの (1) カ
バレッジ、(2) discordant リード(元のインサ
ートサイズと大きく異なるリードペアやア
ライメントの方向が forward-reverse になっ
ていないリードペア)の割合、 (3) split
（soft-clipped）リードの割合について統計的
調査を行なった。その結果、(1), (2), (3) いず
れの因子においてもミスアセンブリ領域と 
ミスアセンブリの無い領域間で差が認めら
れた。 近年第 3 世代シークエンシング技術
により得られる長鎖リードを用いたゲノム
アセンブリの構築が盛んに進められており、
短鎖リードを用いたアセンブリに比べて格
段に長いコンティグ配列が取得されている。
しかし、長鎖リードは 15%程度の高いエラー
を含み、このエラーが十分に修正されずにア
センブリ中に残ってしまうことが多い。長鎖
リードのエラー修正効率、修正精度を調べる
ため、イネ 、線虫、酵母の長鎖リード（PacBio
リード）を用いて、既存のエラー修正ツール
のエラー修正精度を調査した。その結果、調
べた全てのツール（特に短鎖リードを用いた
ハイブリッドエラー修正ツール)では、リー
ド中の多くのエラーを十分に修正しきれて
おらず、ゲノムサイズが大きいほどエラー修
正率は低下し、ツールの実行時間が極度に長
くなることが観察された。 
 
⑤ この他に、ドラフトレベルのアセンブリ
を再アセンブルするツール（Exterm）の開
発を行った。Exterm は、各コンティグ末端
領域に paired-end short reads のアライメン
トを行い、得られたアライメント情報を基に
した local assemblyによってコンティグ末端



を伸張させ、末端を伸張させたコンティグ同
士をoverlap-layout-consensusアルゴリズム
を用いて連結する。本過程でミスアセンブリ
を極力低減させるため、以下の処理を行った 
(1) コンティグリピート領域のマスク、(2) ア
ライメントしたリードのフィルタリング、(3)
伸張させたコンティグ配列が他のコンティ
グと end-to-end でアライメントされない場
合、伸張させた配列の除去、(4) コンティグ
同士を連結させたアセンブリ配列に再度
paired-end short reads のアライメントを行
い、不合理なリードペアのアライメントが認
められた際、コンティグの連結を解除する。
これらの処理を行わなかった時と比較する
と、約 95%のミスアセンブリを除去すること
ができた。酵母、線虫、イネの種々のヘテロ
接合度を導入した人工アセンブリセットお
よびリアルアセンブリセットを用いて
Exterm の性能を計測したところ、ミスアセ
ンブリの生成を抑えつつ、最大で13倍のN50
増加を生じた。特に、ヘテロ接合性の高いゲ
ノムのアセンブリはより断片化する傾向に
あるため、本ツールはヘテロ接合性の高いゲ
ノムの構築に有用性を発揮すると期待され
る。 
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