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研究成果の概要（和文）：新型シークエンサーが解読した DNA配列断片に対応するゲノム配列を

高速に検索し、イントロンの存在を考慮したアラインメントを行うプログラム「Spaln」の開発

を行った。Spaln は他の同類のプログラムより有意に正確でかつ計算速度的にも優れていた。

中－長（>100bp）の cDNA配列を問い合わせとした RAN-Seq法として用いた場合、現在最も広く

普及している方法では対応できない長さや高い誤読率の断片でも、Spaln は高い感度と精度で

マップできることを確かめた。 
 
研究成果の概要（英文）： We focused on middle-to-long DNA reads generated by new generation 
sequencers, and developed a computer program named “Spaln” that maps and spliced-align 
a set of transcripts onto reference genomic sequences. When tested on full length cDNA 
or protein amino acid sequences as the queries, Spaln was proven to be most accurate and 
reasonably fast compared with any other similar tools examined. When Spaln is used as 
a tool for RNA-Seq analysis for middle-to-long (> 100bp) cDNA reads, Spaln is shown to 
be much more sensitive and accurate compared with currently popular RNA-Seq tools. 
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研究開始当初の背景 
(1) 研究開始当初、DNA塩基配列決定法に関
して第三の革新が進行していた。いわゆる次
世代 DNAシークエンサーが一度に解読できる
塩基長が数 10塩基に限られていたのに対し、
一分子測定技術がちょうどその頃開発され、

数千塩基に上る配列決定が可能となりつつ
あった。 
 
(2) DNAシークエンサーから読まれた大量の
断片に対応するゲノム配列上の位置を見つ
ける操作は、通常マッピングと呼ばれる。研
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究開始前１～２年の間に MAQ、SOAP、ZOOM、
Bowtieなど、マッピングのための様々なツー
ルが提案されていた。しかし、これらは、数
10塩基長のDNA断片を解析することに特化し
ていたため、より長い断片への適用が困難で
あった。 
 
１． 研究の目的 
(1) ゲノム配列上のイントロンの存在を考
慮した転写産物とゲノム配列とのアライン
メントはスプライスアラインメントと呼ば
れる。第一の目的は、生物種ごとに特徴のあ
るスプライスシグナルを考慮した、正確なス
プライスアラインメント法の開発である。 
 
(2) さらに、中－長の cDNA断片を参照ゲノ
ム配列にマップ・アラインする高速・高性能
のソフトウェアを開発し、公開することが本
研究課題の主たる目的である。 
 
２． 研究の方法 
(1) 申請者自身がすでに開発していたプロ
グラム「Spaln」は EST, 完全長 cDNA, アミ
ノ酸配列を問い合わせとして、参照ゲノム配
列とのマッピングおよびスプライシングを
考慮したアラインメントを行うためのツー
ルである。まず、EST配列を自身のゲノム配
列にマップ・アラインすることにより、信頼
性の高いエキソン・イントロン境界配列を抽
出した。 
 
(2) 得られた境界配列を集計し、5’および
3’スプライスシグナルやイントロン長など
のスプライシングに関わる統計量を求め、そ
れに基づく種特異的なスプライシングシグ
ナルを取得した。 
 
(3) 上記とは独立に取得した完全長 cDNA配
列を用いてスプライスアラインメント検定
用のベンチマークデータベースを作成した。 
 
(4) 上記ベンチマークデータを用いて様々
なスプライスアラインメントプログラムの
性能を評価した。 
 
(5) より短い DNA、ペプチド断片に対しても
十分な検出感度が得られるように Spalnを改
良し、上記と同様の検定を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 約 60生物種につき、スプライシングに
関わるシグナル強度の種特異性を調べた。脊
椎動物、陸上植物、真菌類などはそれぞれに
固有の特徴を示した。一方、図１に示すよう
に、系統的に遠い生物種のスプライシングシ
グナルがより近い生物種のものより類似し
ている場合も見られなど、スプライシングシ

グナルの複雑な進化過程が示唆された。 
 
図１．スプライシングシグナルの種特異性 
 

(2) 完全長 cDNA、その翻訳領域（CDS）、タン
パク質アミノ酸配列とういう３種類の転写
産物を問い合わせとした時のアラインメン
ト精度を、動物、植物、菌類の代表的な生物
種について検証した。図２にまとめた結果が
示すように、我々の開発した Spalnは検討し
たほとんどすべての条件下で、最高の精度を
示すことが確かめられた。計算速度的にも、
Sim4ccを除く他のプログラムと同等かそれ
以上であった。 
 
図２a．cDNAを問い合わせとした場合の 
アラインメント精度 
語末の Xなどはオプションの違いを表す。 

 
図２b．アミノ酸配列を問い合わせとした場
合のアラインメント精度 
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(3) また、中－長（>100bp）の長さを持つ cDNA
配列を効率よくゲノム配列にマップする
RAN-Seq法の開発も行った。いくつか試した
中で、重なりを許した連続シードを用いる比
較的単純な手法が最も高性能であることが
判明した。これからの普及が見込まれる
PacBioシークエンサーの出力に関し、シミュ
レーションデータと実データを用いた検証
を行った結果、現在最も広く用いられている
RAN-Seq法であるTopHatでは全く対応できな
い長さや高い誤読率を持つリードでも、我々
の方法は高い感度と精度でマップできるこ
とが確かめられた。図３はリード長が 100bp
と 1000bpの場合における、各手法の感度、
精度を表す。特にリード長が長い場合に
Spalnの優位性が顕著であった。 

一方で、Spalnは TopHatや Starなどの接
尾辞配列や Barrows-Wheeler変換を用いる手
法に比べ計算速度で劣るという欠点がある。
並列化によりほぼコア数に比例する高速化
が可能であるが、更なる高速化のために現在
アルゴリズムの改良に取り組んでいる。 
 
図 3．図 3．中-長 DNAリードのシロイヌナズ
ナゲノムへのマッピング感度と精度 
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