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研究成果の概要（和文）：ロングリードを用いてゲノム構造変異（SV）を効率的かつ高精度に検出するソフトウ
ェア（LRsv）を開発した。ロングリードを用いて検出されるヒトSVの約半数は、タンデムリピート(TR)領域で検
出される挿入と欠失であり、それらの多くがTRのリピートユニットのコピー数の増減を伴うコピー数変異であっ
た。LRsvは従来のロングリー ドを用いたSV検出ツールと異なり、TR領域で検出されるコピー数変異とそれ以外
の領域で検出されるSVを区別して検出する。さらにLRsvは、検出された挿入や重複についてのリピート特性やレ
トロエレメントの相同性解析も併せて行うため、従来のツールには無いSVの特性を明らかに出来る。

研究成果の概要（英文）：We have developed software (LRsv) to efficiently and accurately detect 
genomic structural variation (SV) using long reads. We found that about half of the human SVs 
detected using long reads were insertions and deletions detected in the tandem repeat (TR) region, 
and many of these were copy number mutations involving an increase or decrease in the copy number of
 the TR repeat unit. LRsv differs from conventional long-read SV detection tools in that it 
distinguishes between copy number mutations detected in the TR region and SVs detected in other 
regions. Furthermore, LRsv also performs repeat and retroelement homology analysis of detected 
insertions and duplications, thus revealing SV characteristics not found in conventional tools.

研究分野：ゲノム構造

キーワード： ゲノムシークエンシング　ロングリード　構造変異　タンデムリピート

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ゲノム構造変異（SV）は、個人間のゲノムの違いのうち50塩基対以上の長さの変異のことで、さまざまなヒト疾
患の要因になると考えられている。近年比較的安価に利用できるようになったロングリードシークエンシングを
用いてSVを検出するためのソフトウェア（LRsv）を開発した。LRsvの特徴は、タンデムリピート領域に存在する
リピートコピー数変異とそれ以外の領域のSVを区別して検出することにある。このため、本ツールは従来のツー
ルでは不可能であったゲノム構造の網羅的な解析を可能にし、ヒト疾患を含めた生物形質の原因となるSVやタン
デムリピート変異の同定に役立つことが期待される。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
ゲノム構造変異（SV: structural variation）は、50 bp以上のサイズを持つ欠失、挿入、重複等の変
異の総称であり、ヒトゲノム個人当たり少なくとも 2万以上の構造変異（リファレンス配列と異
なる多型）を有することが知られている。一塩基多型（SNP）や indel と比較すると数的には少
ないが、遺伝子機能に与える影響度が大きいため、神経系疾患や癌を始めとする多くのヒト疾患
の原因変異となることが報告されている。 
 ゲノム構造変異の検出にはアレイベースの解析手法（array CGHや SNP array）がしばしば用い
られており、プローブのシグナルの強度から該当するゲノム領域のコピー数を推定する。このた
め、本手法で検出される欠失や重複はコピー数多型（CNV）とも呼ばれている。しかし、この手
法は検出感度（感受性）が低く（特に数 Kb以下の短い CNVを検出するのが困難）、挿入、逆位
や転座などの SVを検出できない欠点を有する。現在これに代わる手法として、次世代シークエ
ンシング（NGS）データを用いた情報解析による検出手法が多く報告されている。NGS データ
を用いた手法は、あらゆるタイプの SV を検出することが可能であるが、SV を検知するショー
トリードの間接的なアライメントシグナルを用いているため、検出正確性が低いことが難点で
ある。これを補う観点から第３世代１分子シークエンシングデータ（PacBioおよび Nanoporeロ
ングリード）を用いて SVを検出する方法が注目されている。ロングリードを用いた SV検出で
は、ショートリードでは困難であった挿入配列を同定できるため、複雑な形態の構造変異を同定
することが可能となる。 
 第３世代シークエンシング技術により産出されるロングリードは、研究開始当初ではリード
のエラー率が約 15%と高く、そのままでは SVの検出や de novo assemblingに用いることは困難
であった。さらに、研究開始当初ではロングリードシークエンシングの出力が低く、費用も高価
であり、高等生物のロングリード全ゲノムシークエンシングを高いカバレッジで取得すること
は費用面での課題があった。ところが最近になり、シークエンシングが飛躍的に増加し、PacBio 
HiFi シークエンシング技術の進展によって 99.9%の精度を示すロングリードデータの作出が可
能となった。また、Nanopore ロングリードにおいても、シークエンシングケミストリーの改善
やベースコール技術の進展によって、99%以上の精度を示すロングリードデータの作出が可能と
なっている。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、ロングリードを用いて、ヒトの多サンプルデータに対応可能なゲノム構造変異を検
出するシステムを開発することを目的とする。研究当初では、高いエラー率を示すロングロード
をショートリード等を用いてエラー修正し、SVの検出に用いる計画であったが、高い精度のロ
ングリードを比較的安価に取得できるようになった現在、ロングリードを多くのコンピュータ
ー資源と時間をかけてエラー修正するのは時代遅れとなってきている。このため、本研究では途
中で軌道修正し、PacBio HiFiや Nanoporeロングリードを用いて高感度、高精度に SVを検出す
るソフトウェアを開発することを目的とする。本研究を進める過程で、ロングリードデータを用
いて検出される SVの半数以上はタンデムリピート（TR）領域で検出される SVであることがわ
かり、その挿入配列の解析から、挿入配列の多くが TRリピートユニットのコピー数増加による
ものであることが明らかとなった。TRのコピー数増加は、神経発達障害などの多くの疾患の原
因となることが知られており、TRのコピー数多型は多くの遺伝子の発現レベルと相関している
ことが明らかになっている。そこで本研究では、TR 領域で検出される TR コピー数多型とそれ
以外の領域で検出される SVを区別して検出するツールを開発することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
(1) ロングリード全ゲノムシークエンシングデータ 

138 サンプルのヒト培養細胞由来 PacBio HiFi ロングロードシークエンスリードデータ、お
よび 32サンプルの PacBio CLR ロングリードと Nanoporeロングリードデータは、HGSVC、
HPRC、GIAB 等の公共データベースから取得した。これらのロングリードデータはおよそ
30x のゲノムカバレッジを持つ。それぞれのサンプルのリードデータは Minimap2 を用いて
GRCh37リファレンスにアライメントを行い、bamファイルを得た。 

(2) TRデータ 
TRデータ（simpleRepeat.txt.gz）は、UCSCから取得され、オーバーラップを除いた 20-10,000 
bpのリピート領域を持つリピートが抽出され、解析に用いた。 

(3) ロングリードを用いて SVを検出する既存のツール 
TRコピー数多型を検出するツールとして、tandem-genotypes（文献 1）、Straglr（文献 2）が
用いられた。それ以外の一般的な SV 検出ツールとして、cuteSV、dysgu、Nanovar、pbsv、
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Sniffles、SVDSS、SVIMが用いられた。これらのツールでは NA12878および HG002の HiFi
および Nanoporeリードの bamファイルを用いて SVを検出した。 

(4) SVの検出精度の検証 
TR領域以外で検出された SVの検証には、NA12878 HiFiと HG002 HiFiデータを用いて行っ
た。上記 7つの SV検出ツールと本研究で開発された LRsvを加えた 8ツール間で 4つ以上
のツールで共有される SV を抽出し、Haplotype assemblies を基に検出された NA12878 と
HG002の SVデータ（文献 3）を合わせてリファレンス SVデータとし、SV精度検証に用い
た。リファレンス SVデータとマッチしなかった偽陽性 SVは、さらに IGV-viewerを用いた
目視での SV確認作業によって真の偽陽性を判定した。TR領域のコピー数変異の検証では、
2 つのデータ間で同じ TR 領域で検出された挿入、欠失の長さが 0.5 倍以上 2 倍以下である
場合をマッチとした。データ間でマッチしなかった変異は、IGV-viewerを用いた目視での確
認作業によって陽性、偽陽性が判定された。 

(5) SV検出ツール LRsvのアルゴリズム 
入力ファイルはロングリードの bamファイルとリファレンス fastaファイルとした。ロング
リードアライメント中に検出された挿入、欠失は、指定された TRデータを基に TR領域 SV
と非 TR領域 SVに振り分けられた。TR領域の挿入は、その配列を Tandem Repeat Finder等
の外部ツールを用いて、リピートのコピー数が見積もられ、挿入配列の長さの半分以上がコ
ピー数増幅となっていた場合のみ、当該 TR領域のコピー数増幅変異とみなした。そうで無
い場合は通常の挿入とみなされ、挿入配列がレトロエレメントの挿入に由来するものかどう
かが調べられた。同一 TR領域内で複数の SVが認められた場合、それらが同一リードに由
来する場合には、それらの SVはマージされた。TR領域外で検出された SVに関しては、リ
ードの soft-clippedリードのアライメント情報を取り入れ、欠失、挿入、重複、逆位、転座、
置換の各タイプの SVを検出可能にした。Nanoporeや PacBio CLRリードのようなエラー率
が高いリードデータに対応した LRsv バージョンも併せて開発し、機械学習を用いた SV 検
出機能を組み入れた。機械学習は、10サンプルの PacBio HiFiロングリードデータを 用いて
検出した high confidence SVを正解データとして学習し、XGBoost(勾配ブースティング)を用
いて行なった。TR 領域外で検出された挿入は、その配列を精査して周辺ゲノム配列からの
重複に由来するものか、レトロエレメントの挿入によるものかを調べ、そのアノテーション
情報を最終 vcfファイルに付加した。 

 
【文献】(1) Mitsuhashi et al., Genome Biol. 20, 58 (2019) 

(2) Chiu et al., Genome Biol 22, 224 (2021) 
(3) Ebert et al., Science 372, eabf7117 (2021) 

 
４．研究成果 
 
(1) TRコピー数多型を検出する上での問題点 
これまでに報告されているロングリードを用いた SV検出ツールで検出される挿入や欠失は、
TR 領域内に存在するものを含むため、それらの挿入や欠失配列を基に TR コピー数多型を
見積もることが可能と考えられるが、ここに２つの大きな問題が存在する。１つは、同一の
TR 領域内で複数の挿入や欠失をコールしてしまうことである【図 1A】。同一の TR 領域内
の複数の SVは、異なるアリルを表す場合もあるが、多くは同一のロングリードに存在する
同一のアリルに由来するものであった。このような同一のアリルに由来する複数の SV は、
アライメントツールの特性によるものであるが【図 1B】、同一の TR領域内の複数の挿入配
列の 95%以上は、TRモチーフユニットのコピー数増加によるものであった。したがって、
このような同一 TR領域内に複数ある分断された挿入・欠失の多くは、マージしてコピー数
多型を表現すべきであると考えられる。もう１つの問題点は、TR 領域内に観察される挿入
配列が、レトロエレメントの挿入などの当該 TR モチーフとは無関係な配列である場合が、
約 5%の割合で存在することであった。これらのことから、TR領域内で検出される特に挿入
に関しては、その配列を注意深くチェックする必要があり、本研究で開発された LRsvでは
挿入配列のリピート検索や相同性検索の機能を取り入れて SVの検出、アノテーションを行
うアルゴリズムとした。 
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(2) LRsvを用いて検出された SV 
開発した LRsvを用いて、NA12878 PacBio HiFiロングリード全ゲノムシークエンスデータか
ら TR コピー数多型を含む SV を検出した。同様に、既存のロングリード TR コピー数多型
検出ツール（tandem-genotypes、Straglr）を用いて TRコピー数多型の検出を行った。TRコピ
ー数多型について LRsvとの比較を行ったところ、tandem-genotypesや Straglr で検出された
TR コピー数多型の 80%以上が LRsv で検出された TR コピー数多型と共有されていたが、
tandem-genotype 特異的なものの 80%以上が偽陽性であった【図 2AB】。一方、LRsv 特異的
な TRコピー数多型で観察された偽陽性は 0%であった。これらの結果から、LRsvは既存の
ロングリード TRコピー数変異検出ツールよりも多くの TRコピー数多型を高い精度できる
ことが示される。 
 同様に、既存のロングリード SV 検出ツール（cuteSV、dysgu、Nanovar、pbsv、Sniffles、
SVDSS、SVIM）についても LRsv を用いて TR 領域外で検出された SV との比較を行った。
その結果、殆どのツールで 99%以上の高い検出精度を示したが、LRsv は最も多くの SV を
検出し、TR領域外においても LRsvの高い SV検出性能が示された【図 2C】。 

【図 1】同一 TR領域に検出される複数の挿入 
A: ロングリードを用いて SV を検出する 7 つの既存ツールによって検出された TR 領域の挿
入（TR-INS）。検出挿入数は、同一の TR領域で検出された挿入の数（1、 2、および 3以上）
によって分類された。B: ロングリードアライメントツールによる同一 TR 領域挿入検出数の
違い。表示されたロングリードアライメントツールを用いて作成したロングリードアライメ
ンデータから、TR 領域で検出される挿入を計測した。検出挿入数は、同一の TR 領域で検出
された挿入の数（1および 2以上）によって分類された。A, B共に、NA12878 PacBio HiFi ロ
ングリード全ゲノムシークエンスデータが用いられた。 

【図 2】LRsvと既存ツールで検出された SVの比較 
A: LRsvと tandem-genotypesによって検出された TRコピー数多型。TR-INS: TRコピー数増幅、
TR-DEL: TRコピー数減少、TG: tandem-genotypes  B: LRsvと Straglrによって検出された TRコ
ピー数多型。ツール間で共有される多型は青、各ツールに特異的な多型はオレンジで示される。
各ツールに特異的な多型の精度（%）は上部の数字で示される。C: LRsvと既存のロングリード
SV検出ツールによって TR領域外で検出された真陽性 SV。挿入（INS）はオレンジ、欠失（DEL）
は青で示される。A-C共に、NA12878 PacBio HiFi ロングリード全ゲノムシークエンスデータが
用いられた。 
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 また、5x、10x、30xゲノムカバレッジの NA12878 PacBio HiFiロングリード全ゲノムシー
クエンスデータを用いて、LRsv が低カバレッジデータでどの程度 SV を検出出来るかを調
べたところ、5xおよび 10x ではそれぞれ 30x の 73%および 93%の SV を検出できることが
示され、LRsv が低カバレッジロングリードデータにおいても高い検出能を有することが実
証された【表 1】。 
 
【表 1】 低―高カバレッジ NA12878 PacBio HiFiロングリード全ゲノムシークエンスデータ
から LRsvを用いて検出された SV数 

Coverage (fold) All TR-CNV INS DEL DUP INV 
5 17,432 10,962 3,587 2,768 75 40 

10 22,209 13,842 4,592 3,545 174 56 
30 23,960 14,621 5,034 3,978 263 64 

 
(3) 170ロングリードデータを用いて検出された SV 
公共データベースより多くのヒト集団からの 138の PacBio HiFiデータを含む 170のロング
リード全ゲノムシークエンスデータを入手し、LRsv を用いて SV を検出した【表 2】。総計
164,421の SVが検出され、その内 66,034（40%）が TR領域のコピー数多型であった。個人
当たりでは、25,111の SVが検出され、その内 15,086（60%）が TRコピー数多型であった。
個人当たりの TRコピー数多型数が全 TRコピー数多型数の 1.5倍高いことは、TRコピー数
多型の頻度が高いことを示している。また、TR 領域外で検出された挿入の内の半数がレト
ロエレメント由来の挿入であった。検出された TRコピー数多型は、整数の倍数にピークを
示す頻度分布を示すことから【図 3】、LRsv が精度高く TR コピー数多型を検出しているこ
とが示唆された。 
 
【表 2】 LRsvを用いて 170ロングリード全ゲノムシュークエンスデータから検出された SV
数 

SV (≧ 50 bp) All TR-INS TR-DEL INS DEL DUP INV 
Total number 164,421 41,241 24,793 55,390 36,943 5,418 636 
Num per sample 25,111 9,279 5,807 5,092 4,439 424 70 

TR-INS: TRコピー数増幅、TR-DEL: TRコピー数減少、INS: 挿入、DEL: 欠失、DUP: 重複、
INV: 逆位 

 

 
現在、得られた TRコピー数多型情報を用い、ゲノムのどのような領域に TRコピー数多型が多
く見られるか、コピー数多型を持つ TR はどのような特徴が見られるかなどの解析や、RNAseq
データを用いて TR コピー数が遺伝子発現レベルと相関する eQTL を検出する解析を進めてい
る。 

【図 3】LRsvによって検出された TRコピー数多型のコピー数分布 
170 のロングリード全ゲノムシークエンスデータから LRsv を用いて TR 領域で検出された挿入
（TR-INS）配列について、それぞれ TRモチーフユニットのコピー数が見積もられた（小数点一
位まで）。図はコピー数ごとの TR-INSの頻度を TRの２つのユニットサイズ範囲に分けて示す（左
図：TRユニットサイズ 11-50、右図：TRユニットサイズ 51-100）。 
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