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研究成果の概要（和文）：大量 DNA シーケンシング体制構築のために、シーケンシング全ステッ

プを見直し、コストダウンを図り、年間 600 万リード（サンガー法）を可能にした。この結果、

16 の生物種の 92 種の組織・発生段階の cDNA ライブラリーについて 340 万リードの EST 解析を

支援、野生由来マウス、ギボシムシ、クマムシ、立襟鞭毛虫、細胞性粘菌など 7種の全ゲノム

ショットガンシーケンス 1940 万リードを支援、その他合計 2400 万リードを支援した。ゲノム

finishing 用ワークベンチの開発、WGS リードより多型を探索するシステム、ビューアを構築し

た。次世代型シーケンサー解析システム構築を進め、情報セキュリティ体制の必要な個人ゲノ

ム対応のためのシステムも含めたコンピュータシステムを整えて、様々な試行を行った。ショ

ートリードより多型を探索するシステム・ビューア、SOLEXA multiplexing データ解析システ

ムの開発、cDNA 全長シーケンスアセンブルシステムを開発した。 
 
研究成果の概要（英文）：We established a large-scale (Sanger) DNA sequencing system 
through the review, improvement and cost reduction of the sequencing process step by step, 
leading to allow us to obtain 6 million (Sanger) reads per year. Based on the requests from 
the researchers in the grant group, we produced 3.4 million EST reads for 92 cDNA 
libraries from 16 organisms. We also produced 19.4 million reads for whole genome shotgun 
sequencing of 7 organisms including wild-derived mouse, a hemichordata, water bears, the 
choanoflagellate Monosiga ovata. Altogether 24 million reads were produced during the 
project period. To analyze the reads more closely, we developed a work-bench for genome 
finishing and a viewer for polymorphism identification. For the next generation DNA 
sequencing system, we set up a computer system with a security system that is essential 
for personal genomics and performed various DNA sequencing. Furthermore, we developed 
a viewer system for polymorphism identification and a system for cDNA full sequencing. 
Solexa multiplexing data analysis was also tested. 
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１．研究開始当初の背景 
学術分野におけるゲノム研究をさらに発

展させるために、これまでの特定領域研究等
によって整備された施設・設備を有効活用し
スケールメリットがありかつゲノム研究に
必須のデータ取得を推進することが求めら
れていた。 

 
 

２．研究の目的 
本支援班は平成 16 年度で終了した特定領

域「統合ゲノム」で設置された DNA シーケン
シング施設を活用し、より高効率のシーケン
シング体制を構築し、他 3領域特に「比較ゲ
ノム」領域との連携のもとにそれぞれの課題
におけるゲノム／EST シーケンシングを集中
的におこなうことを目的とした。コストや効
率の改良を図り、進化の観点から重要な生物
種のゲノムや EST の集中的な解析に応用し、
配列・発現比較などから生命システムの解明
をめざすものである。 

 
 

３．研究の方法 
①大量シーケンシング体制の構築・改良 
現有施設を活用して、より高効率のシーケン
シング体制を構築する。 
・シーケンシングの全ステップを見直し、一
層の低コスト化をはかる（これまでの1/2.5
をめざす）。 
・whole genome shotgun（WGS）法を最適化
するために、偏りの少ないショットガンライ
ブラリー構築、長鎖データ産出の効率的方法
を検討する。 
・ライブラリー管理からシーケンスアッセン
ブリ、アノテーション、公開まで一貫した情
報処理体制を構築し、処理の高速化と間違い
の最小化を図る。この部分では本領域支援班
「情報解析と成果公開のための支援活動」と
の連携をはかる。 
 
②大量シーケンシング支援 
・他3領域と連携し、それぞれの課題におけ
るゲノム／ESTシーケンシングを集中的にお
こなう。 
・限られた能力を最大限有効に利用するため
に、総括班DNAシーケンシングセンター委員
会において支援内容（配列決定の対象、順番
など）を決定する。 
 
③リソース管理 
・シーケンスをしたクローンは研究者コミュ
ニティで共有する必要がある。これは個々の
依頼研究室には大変な手間であるので、集中
的にクローン維持配布に応じる体制を構築
する。 

４．研究成果 

１）従来型シーケンサによる支援 
①大量シーケンシング体制の構築・改良 
従来型サンガーシーケンサについて、シーケ
ンシングの全ステップを見直し、一層の低コ
スト化をはかり、2年目までにコストダウン
の目標をおおむね達成した。これを用いて次
表の通り、毎年おおよそ600万リード程度の
大量シーケンシング支援を進めた。この結果、
メダカドラフトの完成、日本産野生由来マウ
スなど我が国の特色を生かした研究の支援
ができた。基本的には直ちにDDBJに登録し、
ESTではコムギなど最大のコレクションが得
られ、各分野の基盤構築に寄与した。 
 
②大量シーケンシング支援の実績 
■EST 

生物種 依頼者 
ライ
ブラ
リ数 EST 数 

タマーワラビー
情報研・藤
山/理研・黒
木 3  268,835 

ポリプテルス 
東京慈恵医
大・岡部 1  45,206 

ベニモンアゲハ 東大・藤原 4  204,764 
カイコ 東大・嶋田 7  169,145 

アンドンクラゲ
大阪市大・
小柳 1  63,446 

ギボシムシ 
広島大・田
川 15  327,203 

ユウレイボヤ 京大・佐藤 5  141,694 
近縁線虫 
(Diploscapter)

遺伝研・小
原 3  193,080 

線虫 
遺伝研・小
原 2  792,454 

コムギ 
横浜市大・
荻原 25  440,798 

シャジクモ 
金沢大・西
山 5  177,968 

ヒメツリガネゴ
ケ 

基生研・長
谷部 4  77,985 

ゼニゴケ 京大・福澤 4  255,032 
クラミドモナス 京大・福澤 5  107,970 
細胞性粘菌 
(Acytostelinm)

筑波大・漆
原/桑山 5  82,502 

アピコンプレク
サ原虫 

東大・渡辺 
3  63,559 

16 種 小計 92  3,411,641 

■WGS(全ゲノム
ショットガン)  リード数 
野生由来マウス
MSM 系統 

遺伝研・城
石 10,249,629 

ギボシムシ 
京大・佐藤/
広島大・田
川 4,340,832 

近縁線虫 
(Diploscapter)

遺伝研・小
原 1,357,824 

ヨコヅナクマム
シ 

東大・國枝 
 847,872 

立襟鞭毛虫 情報研・藤 2,110,426 



山 

細胞性粘菌 
(Acytostelinm) 

筑波大・漆
原 482,780 

ヌクレオモルフ 
筑波大・石
田 18,432 

7 種 小計 19,407,795 

本数 
■BAC, fosmid 小計 32 146,688 

■SAGE tag 
ヒメツリガネゴ
ケ 

基生研・長
谷部 160,536 

ショウジョウバ
エ 

都立大・相
垣 32,256 

メダカ 東大・武田 120,192 
3 種 小計 312,984 

■fosmid end 

カイコ 東大・嶋田 253,440 
クワコ 東大・嶋田 153,216 
細胞性粘菌 
(Acytostelinm) 

筑波大・漆
原 13,824 

クラミドモナス 京大・福澤 39,168 
ヨコヅナクマム
シ 

東大・國枝 
60,672 

近縁線虫 
(Diploscapter) 

遺伝研・小
原 807,840 

6 種 小計 1,328,160 
■その他 
メダカ PCR 
product 

東大・武田 
6,912 

メダカ PCR 
product 

基生研・成
瀬 13,248 

ゼブラフィッシ
ュ PCR product 

遺伝研・川
上 192 

カイコ small 
RNA 

東大・嶋田 
21,120 

マウスメチル化
領域 

群馬大・畑
田 192 
小計 41,664 

総合計 24,648,932 

（2009 年 12 月までのまとめ） 
 
上記の支援推進に伴い種々の関連開発も進
めた。 
i) ゲノム finishing 用ワークベンチの開発 
 ゲノム配列解析プロジェクトにおいては、
配列決定を以って終了することは稀で、配列
はその後遺伝子予測などのアノテーション
に供されることになる。したがって、素材と
してのゲノム配列自体の完成度の高さ、すな
わち、大きなscaffoldが得られていること、
コンティグ中に誤りが少ないことが要求さ
れる。全ゲノムショットガン法ではコンティ
グ/scaffold 構築の大部分をアセンブラによ
り自動実行するのが常であるが、最終ステッ
プでは、人手による編集作業、および、個別
実験によるギャップ結合が必要である。しか
しながら、これらの編集作業を共同で行い、
かつ、追加情報を一元管理するワークベンチ
はこれまで存在しなかった。 そこで、「情

報解析と成果公開の支援活動」の支援を得て、
ゲノム finishing作業をサポートするプラッ
トフォームを構築した。 
 本システムは、複数のメダカ BAC クローン
のアセンブリに対して試用し、その有用性が
検証された。 

 

ii) WGSリードより多型を探索するシステム、
ビューア  
キャピラリシーケンサより得られる研究

対象サンプルの WGS（Whole Genome Shotgun）
リードを、比較対象となるリファレンスゲノ
ムにマップし、そのアライメント結果からリ
ファレンスとサンプルのゲノム配列間に存
在する多型情報（DNA 塩基配列）を網羅的に
算出するシステムを構築した（図 2 参照）。 
本システムを使用し、日本産野生由来の近交
系マウスである MSM系統についてマップ処理、
多型解析を行った。MSM 系統の WGS 配列につ
いて、ゲノム配列が決定されている標準系マ
ウス C57BL/6J 系統のゲノム配列に対しマッ
プ処理を行い、これら系統間に存在する多型
を算出した。MSM系統WGSリード配列、およ び
BAC end 配列の 9,881,203 リードのデータに
ついてマッピング処理を行い、リピート領域
を除外したゲノム上領域の 78％、ゲノムカバ
レッジ 2.45x のマップ結果を得た。これらマ
ップ配列情報から、9,735,746 箇所の多型候
補サイトを抽出した。 
 これら MSM 系統 WGS 配列を C57BL/6J 系統
ゲノムにマップした結果は MSM ゲノム DB と
して現在外部に公開している。 
<http://molossinus.lab.nig.ac.jp/msmd

b/index.jsp> 

 

２)次世代型シーケンサー解析システム構築 

「比較ゲノム」支援班と協力して 2008 年度
から次世代型シーケンサの試行と解析パイ
プラインの構築を進めた。また、情報セキュ
リティ体制の必要な個人ゲノム対応のため
のシステムも含めたコンピュータシステム
（図 3参照）を整えた。 
i)SOLEXA 解析結果管理 WWW サーバ 
サーバ上に保管された SOLEXA 解析結果

を Web インターフェースから閲覧およびダ
ウンロード可能なシステムを開発した（図 4
参照）。 

なお、本システムの運用を開始した 2008
年 6 月から 2009 年 12 月までの間で、68 ラ
ンのデータを登録し、総データ容量は 2.7TB
となっている。 
 
ii)ショートリードより多型を探索するシス
テム・ビューア  
次世代シーケンサは多量の配列解析が可

能な一方、これから得られる配列データは、



配列長が短く、多量の read 配列件数からな
っている。これら多量の short read 配列の
re-sequencing による情報の抽出には、現在
までのキャピラリシーケンサより得られる
配列に対する解析処理とは異なる、低信頼性
だが多量のデータに対応した解析処理が必
要となっている。このためこれら short read
配列のリファレンスゲノムへのマップ結果
から SNP、Insertion/Deletion などの多型情
報を算出することを目的とした、多型情報の
算出システムを構築した（図 5参照）。 

本システムを使用し、「比較ゲノム」支援
班との協同により、ヒト培養細胞（GM18940）
の染色体 21 番の solexa データについて、ゲ
ノム配列へのマップ処理、多型判定処理を行
った。染色体 21 番の solexa データ総リード
数 209,139,326 read について、NCBI Build37
ゲノムに対しマップ処理を行った結果、カバ
ー領域長 35,084,772bp（GAP を除いたゲノム
長の 99.9%）、重複度 93.9x のマップ結果を得
た。これらマップ結果について、多型判定を
行い、染色体 21 番上に 52,344 サイトの候補
サイトを得た。またこれら多型候補の影響を
受ける遺伝子（CDS 領域）について探索し、
214 の CDS 領域に多型候補が含まれる、また
３CDS について exon-intron junction 上の
変異、２CDS について多型候補により STOP 変
異が挿入されるという結果を得た。 
 
iii) SOLEXA multiplexing データ解析シス
テムの開発 
 
iv)cDNA 全長シーケンスアセンブルシステム  
リソース管理 

本支援班で解析した DNAクローンはオリジ
ナルの他にレプリカを 3セット作成し、支援
先の要望に応じて支援班においてクローン
の研究コミュニティへの配布を代行してき
た。ホヤ及び細胞性粘菌については、期間途
中でナショナルバイオリソースプロジェク
トに採択されたために全クローンをそちら
に移管した。 
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