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研究成果の概要（和文）：長鎖型次世代ゲノムシークエンサーの一種であるMinIONを用いて、安価で、ゲノム情
報を入手して、来歴のはっきりしたイネの育種におけるゲノムの変化を解析すること、植物の進化における基本
過程を明らかにしようと考え、研究を進めたが、x10を超える程度のMinIONデータでは、正確にゲノム配列を決
めることが不可能であることが、いろいろな既報ソフトウェアを使った解析から明らかとなった。一方で、イル
ミナの短鎖readと合わせることで、SV等の新規情報を抽出できることが分かったので、コシヒカリのゲノム解析
をして、SVの存在すいる候補を調べ、一部、PCRによるSVが実際に存在することを明らかとした。

研究成果の概要（英文）：Using more than ten times depth data obtained by MinION sequencer, we have 
tried to determine rice genome, but we realizied that it may be difficult due to low accuracy of 
each read. Thus, we were not able to understand the basic principle of plant genome evolution during
 rice breeding using low-cost MinION data.
Instead, we have found dozen of SV in an elite rice cultivar, "Koshihikari" in Japan compared with 
the reference rice genome of Nipponbare. This information may be very useful for future breeding 
process of rice in Japan.  

研究分野：植物分子遺伝学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
MinIONデータが内包する技術的な問題で、MiIONのデータで、安価にイネゲノムの変遷を明らかにすることはで
きなかったので、当初の目的に到達することができなかったが、MinIONデータとイルミナデータを組み合わせる
ことで、イネ品種コシヒカリのゲノム情報において、日本晴とのSV(Structural Variants) のゲノム上の位置を
数十か所見つけることができた。ただし、コシヒカリに存在し、日本晴にない配列情報に関しては、精度に問題
が残る状態である。それでも、現在は、コシヒカリをベースにした育種が主流であるので、これからの育種に役
立つ情報を提供できた。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
当時は、高性能の大型 PCの USBに接続するだけで、安価に長鎖型の DNA配列情報が大量に
入手できるというMinION技術への期待が大きくなっており、その技術を積極的に取り入れて、
この百年間の来歴がしっかり記録されているイネの育種過程におけるゲノムの変遷を明らかに
することが可能になったと考え、本研究を提案した。シークエンサーが消耗品となるという発想
の大転換であり、期待度も大きかったが、readの精度が低く、MinIONデータ単独で信頼でき
るデータを入手することは非常に難しいということを実感した。今後の改善を否定するつもり
はなく、現時点では技術的な限界があるということであり、その点をフォローするために、イル
ミナデータを利用すると、コスト的な有利さがなくなってしまい、SVの特定等の特殊な用途に
限られた使用がしばらくのではと考えられる。 
 
２．研究の目的 
 
MinIONの flow cellは、一サンプルで最大 30Gbの情報が得られ、5万円強であるので、イネ
一品種のゲノムがこのコストで完全解読できる可能性がある。そこで、このシステムを使い、イ
ネゲノムを数多く解析することで、この百年間の記録が残っているイネの来歴とイネの育種に
おけるゲノムの変遷を解析することで、植物の進化をゲノムの変遷というデータで理解するこ
とを目指す。新規変異の集団内の固定や、交配による遺伝子移入（イントログレッション）の詳
細等を育種の地図にマッピングすることで理解することを目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
 
コシヒカリとその兄弟品種の最初のターゲットとして、MinION のデータを入手しようとした。 
 
１） ゲノム DNA の調整の条件検討 
 
一般的に用いられる CTAB 法でのゲノム調整を行い、その DNA で、MinION 用のライブラリ調整を
試みたが、マグネチックビーズで、AMPure による調整時に、コンタミした多糖類のため、十分
な数の read を得ることができなかった。そこで、いくつかのゲノム調整法を検討した結果、（株）
リーゾの DNA すいすいが、AMPure による DNA 精製でも多糖類のコンタミが問題にならないこと
が明らかとなった。 
 
２） MinION が稼働する機器の準備 
 
Dell の Precision Tower を購入し、MinION の稼働に必要なソフトをインストールして、使用し
た。 
  
３） MinION データの解析、リファレンスゲノムとの比較 
 
得られたデータは、以下のソフトウェアを利用して、得られた read の解析を進めた。 
 
品質に問題があった DNA を用いた MinION データを使って、リファレンスゲノムへのマップ率等
を検討した。いろいろと調査した結果、当時、日本で、MinION データをリファレンスにマッピ
ングするために使うソフトウェアは試行錯誤中で、我々は、blastn による長鎖データのゲノム
へのマッピングと、last ソフトウェアを利用してのマッピングの条件検討を行った。 
 

その結果、last を中心にした read をリファ
レンスにマッピングするパイプラインを作成
し、以後、このアルゴリズムで read のマッピ
ングを行った。 
 
その Illumina データでの補正を試みた。 
 
 
その結果、MinION が支持するが、Illimina で
支持されない多型が想定外に多く、MinION で
のコンセンサスづくりと、Illumina データで
の補正という形でのMinIONデータの利用は断
念した。 
 
 



 
 
４） SV 情報の取得 
 
MinION データを last でマップした時の read が split する情報を利用して、日本晴とコシヒカ
リの SV情報を取り出し、Illumina データで確認し、SV 情報を取りまとめた。 
 
４．研究成果 
 
上記のように、MinION の長鎖リードを利用するのに、last によるリファレンスゲノムへのマッ
ピングを行い、コンセンサス配列を獲得したが、Illumina read を Bam-mem と GATK と解析した
結果と比較しても、一致しない多型が多く、MinION からのコンセンサス配列を信頼すことが難
しくなったので、長い INS/DELL、つまり、SVの同定に切り替えて解析を行った。 
 
この解析には、Last split の結果で、read が二か所に分かれてマッピングされるケースを解析
し、その結果を minimap２や、Illimina data の GATK の結果と比較した。一部の結果を、IGV で
調べた結果をここに示す。この結果、コシヒカリの日本晴で、SV の情報を抽出することに成功
した。 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 



 
以下に、IGV での具体例を示す。この例では、last split で、MinION データは、正確に DEL を
予測できているが、minimap2 では、できていない。 
 

 
 
INS のケースを以下に示すが、SV の検出には、MinION データ利用は有効であることが分かった。 
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