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研究成果の概要（和文）：ホンモンジゴケのゲノム塩基配列解読に先立ち、培養原糸体を用い、核DNAのPI染色
によるフローサイトメトリー法によるゲノムサイズの見積もりを行った結果、1億1千万から1億3千万塩基と推定
された。長鎖読み取り型シークエンサPacBio RSIIを使用して、ゲノム塩基配列データを獲得し、およそ1億4千
万塩基のドラフトゲノム塩基配列データを作成した。
　得られたドラフトゲノム塩基配列データおよび各種生育条件下のコケ植物体から得たRNAサンプルによる
RNA-seqデータを使用して、遺伝子領域予測を行った結果、およそ1万9千個の遺伝子領域が同定され、予測され
た転写産物数は、およそ2万5千であった。

研究成果の概要（英文）：We estimated the genome size of Scopelophila cataractae by flow cytometry 
with propidium iodide staining of nuclear DNA using the cultured protonema. As a result, the genome 
size was calculated to be 110 to 130 million bp. The genomic DNA sequences were generated by using 
PacBio RSII sequencer and we constructed the draft genome sequence set of S. cataractae. The 
assembly size was approximately 140 million bp.
Subsequently, we performed gene region prediction using the constructed draft genome sequence set 
and the RNA-seq data from RNA samples obtained from S. cataractae under various growth conditions, 
and predicted approximately 25, 000 transcripts in approximately 19, 000 gene regions.

研究分野： ゲノム情報科学
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１．研究開始当初の背景 
近年、重金属類等の有害物質による環境汚

染が増加しており、土壌、水汚染による健康
被害拡大の懸念や汚染防止、浄化対策の確立
への社会的要請が強まっている。わが国では
平成 15 年 2 月に、土壌汚染対策法を施行さ
れ、有害物質による汚染が疑われる工場跡地
等に対する土壌調査や汚染対策の実施が義
務付けられるなど規制が強化されており、有
害金属の分析調査の必要性の高まりととも
に重金属汚染浄化技術の開発が急がれてい
る。 
このように、重金属汚染の低減、浄化技術

の開発が急がれる中、低コストと低環境負荷
を満たす浄化技術の実現が期待できる対象
の 1 つとして植物の活用がある。植物は様々
な無機物を吸収し、それらを栄養分として自
身の生育に利用する。その過程で重金属など
の汚染物質も一緒に吸収してしまうため、一
般的に植物は高汚染物質濃度の環境下では
生育できない。しかし、植物の中には汚染物
質、特に金属類が多く含まれる場所に好んで
生育し、さらに汚染物質を高いレベルで吸
収・蓄積できる種（金属高集積植物）が存在
する。例えば、シダ植物のヘビノネコザは、
カドミウム、亜鉛、鉛、銅、銀を蓄積し、コ
ケ植物では、ホンモンジゴケが銅に耐性を示
し、高蓄積することが知られている。高等植
物では、モデル植物シロイヌナズナと同属の
ハクサンハタザオは、カドミウム、亜鉛を高
蓄積することが報告されている 1,2,3。 
今日では、真核藻類、陸上植物種のゲノム

塩基配列が決定（概要ゲノム塩基配列の決定
を含む）され、インターネット上に公開され
ている。これらの成果は、各植物種の遺伝子
機能概観の把握、比較解析、有用形質の理解
等のための研究資源として活用され、生物機
能研究の重要な情報基盤となっている。 
 
＜引用文献＞ 
1. Van et al. 2006, Soil Science & Plant 

Nutrition 
2. Hanikenne et al. 2008, Nature 
3. Nomura et al. 2011, J Plant Res. 
 
 
２．研究の目的 
本研究は、有用な特性が認められているに

もかかわらず研究基盤の整備がされていな
い金属元素耐性コケ植物（主にホンモンジゴ
ケ）について、包括的研究基盤の整備および
非金属元素耐性植物との比較解析による有
用形質に関わる遺伝子の同定を目指すもの
である。上述のように、モデル植物、樹木、
作物等の様々な植物において、ゲノム塩基配
列決定が報告されているが、金属高集積コケ
植物のゲノム塩基配列決定は本研究が初め
てである。具体的には、対象コケ植物のゲノ
ムサイズ見積もりをはじめ、高速 DNA シー

クエンサを使用し、対象コケ植物のゲノム塩
基配列決定を行い、高品質なドラフトゲノム
塩基配列データを作成する。ドラフトゲノム
塩基配列データを精査することで、対象コケ
植物の遺伝子機能概観を獲得する。ゲノム解
析に加え、通常および高金属濃度環境下等の
各種生育条件下における転写産物の発現解
析（RNA-Seq）により、コケ植物が持つ金属
耐性、蓄積に関与する遺伝子を抽出する。こ
れらの網羅的解析に加え、ヒメツリガネゴケ
をはじめとする利用可能な様々な植物のゲ
ノム情報と比較することで、種特異的遺伝子
群についての機能解析を行い、より詳細な生
物機能を把握する。 
 
３．研究の方法 
(1)ゲノムサイズの見積もり 
上述のように、金属元素耐性コケ植物のゲ

ノム配列解読は初めてであることから、対象
コケ植物のゲノムサイズの見積もりを行う。
生物学上の知見という意味だけでなく、ゲノ
ムドラフト塩基配列の作成時の品質向上に
も関係する。ゲノムサイズの見積もり手法に
ついては、核 DNA のヨウ化プロピジウム染色
によるフローサイトメトリー法と短鎖型読
み取り型高速DNAシークエンサ由来の配列デ
ータを用いた k-mer 頻度解析の 2通りの方法
を実施する。 
 
 
(2)ドラフトゲノム塩基配列データの作成 
課題実施者らは、既に長鎖読み取り型シー

クエンサ PacBio RSII 由来のゲノム DNA 配列
データを有していたが、高品質なドラフトゲ
ノム塩基配列の作成にはデータ量が不足し
ている。したがって、ゲノム DNA 配列決定を
追加して行い、既存の配列データと併せて配
列のアセンブル工程を行う。 
(3)ドラフトゲノム塩基配列データのアノテ
ーション 
 作成したドラフトゲノム塩基配列データ
を用い、遺伝子領域の同定、他生物種の既存
データとの比較解析を行うことで、対象のコ
ケ植物の遺伝子概観を獲得する。 
 

 
４．研究成果 
(1)ゲノムサイズの見積もり 
 ホンモンジゴケの培養原糸体を用い、核
DNA のヨウ化プロピジウム染色によるフロー
サイトメトリー法によるゲノムサイズの見
積もりを行った。対照として、シロイヌナズ
ナ(エコタイプ Col-0)を使用し、そのゲノム
サイズを 1億 3千万塩基として、ホンモンジ
ゴケのゲノムサイズを算出したところ、1 億
1 千万から 1 億 3 千万塩基と推定された。こ
れは、これまでに研究コミュニティで考えら
れていた2億塩基よりもだいぶ小さい値とい
える。 



 短鎖型読み取り型高速 DNA シークエンサ
illumina 社 Hiseq を使用し、ホンモンジゴケ
のゲノム DNA 配列データを得た。k-mer 頻度
解 析 ツ ー ル jellyfish2 、 kmergenie 、
GenomeScope を使用し、上述の短鎖配列デー
タを用いたk-mer頻度解析によるゲノムサイ
ズ見積もりを実施したところ、最適 k-mer=61
のとき、およそ 1億 3千万塩基と算出された
(図 1)。先のフローサイトメトリー法による
結果とk-mer頻度解析の結果が近いことから、
本研究では、ホンモンジゴケのゲノムサイズ
を 1億 3千万塩基とした。 
 

図 1 k-mer 頻度解析 
 
(2)ドラフトゲノム塩基配列データの作成 
 配列アセンブルソフトウェア canu を使用
して初期ゲノムアセンブリを作成後、Quiver、
finisherSC を使用して、アセンブリの品質改
善を行ったところ、約 1億 4千万塩基のドラ
フトゲノム塩基配列データを得ることがで
きた。この結果は、先の推定ゲノムサイズを
上回ることから、ゲノム塩基配列データとし
ての冗長性が残っている可能性が示唆され
た。アセンブル工程での実行パラメータの変
更、アセンブリ改善工程の改善により、品質
向上を図る必要があると考える。 
 
(3) ドラフトゲノム塩基配列データのアノ
テーション 
 得られたドラフトゲノム塩基配列データ
および各種生育条件下のコケ植物体から得
た RNAサンプルによる RNA-seq データと遺伝
子領域予測パイプラインMaker-Pを使用して、
遺伝子領域予測を行った。RNA-seq データの
90%以上が得られたゲノム塩基配列データに
アラインし、その結果からおよそ 1万 9千個
の遺伝子領域が同定され、予測された転写産
物数は、およそ 2万 5千であった。 
 同定した遺伝子領域の遺伝子機能アノテ
ーションを進めるとともに、RNA サンプルの
各実験区の間において、RNA の転写レベルが
顕著に異なる遺伝子群をフィルターした。現
在、生育環境の相違と遺伝子発現レベルとの
関係性を精査している。 
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