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研究成果の概要（和文）：高ヘテロ接合性を持つ二倍体ゲノムのアセンブルはde bruijnグラフが複雑化するため極め
て困難な課題であるが、非モデル生物ゲノムの配列決定への要求は極めて高い。そこで、contig作成時、scaffold作成
時の双方でヘテロ接合性に起因したグラフ構造の単純化を図る事によりこの問題をクリアした新規Platanusアセンブラ
を開発した。
Platanusアセンブラはシミュレーションデータ、実高ヘテロ接合性サンプルであるベネズエラ糞線虫データ双方に対し
て、既存アセンブラと比べて高い精度で長く繋がった結果を得る事に成功した。

研究成果の概要（英文）：Assembling the highly heterozygous diploid genomes is a big scientific challenge 
due to the increased complexity of the de Bruijn graph structure. To deal with an increasing demand for 
sequencing of non-model and/or wild-type sample, we developed a novel de novo assembler, Platanus, which 
can effectively manage high-throughput data from heterozygous samples. Platanus assembles DNA fragments 
into contigs by constructing de Bruijn graphs, followed by scaffolding of contigs based on paired-end 
information. The complicated graph structures that result from the heterozygosity are simplified during 
not only the contig assembly step but also the scaffolding step.
We evaluated the assembly results on eukaryotic samples with various levels of heterozygosity. Compared 
with other assemblers, the Platanus assembly results have a larger NG50 length without any accompanying 
loss of accuracy in both simulated data and real data including highly heterozygous Strongyloides 
samples.

研究分野：ゲノム情報
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
 Roche社 454、Illumina社 GAなどのい
わゆる「次世代シークエンサ」は 2005-6年
頃に登場した。これらのシークエンサは、
それまで主流であった Sanger 法シークエ
ンサと比べ大規模な並列化が可能であり、
2012 年 当 時 で 一 度 に 650Mb(454 
Titanium+)や、300GB(Illumina 社 Hiseq 
2000)もの塩基配列が得られるようになっ
ていた。特に Illumina社プラットフォーム
では塩基単価が極めて低いため、本来の目
的であるゲノム既知生物に対するマッピン
グ解析に留まらず、新規ゲノム配列決定へ
の試みがなされ始めており、Velvet、ABySS
などのアセンブラ使用により、バクテリア
など小型ゲノムへの適用が、SOAPdenovo、
Allpath-LGなどの登場により、パンダ、ヒ
ト、マウスといった Gb オーダーのゲノム
サイズを持つ真核生物の新規解読への適用
が報告されるようになってきていた。 
 このような現状を踏まえ、申請者らも分
担研究者らと共にベネズエラ糞線虫やヒト
デゲノムの解読を、Illuminaプラットフォ
ームによるシークエンス、既存アセンブラ
の利用により試みた。しかし N50 は
200-800bp にとどまり、ほとんど繋がらな
い結果しか得ることができなかった。様々
な角度から原因究明を試みたところ、扱っ
たゲノムの「ヘテロ接合性」の高さが主な
原因であることが判明してきた。下図は、
得られたシークエンス全 readを 27bpに分
割し、ある 27bpが全 read中に何回出てく
るかを調べ、横軸に出現回数、縦軸に頻度
(27bpの種類数)を取ったものである。 
 

 
 一般的なゲノム解読時には、平均
redundancy を中心とした正規分布様を示
す。しかし、ベネズエラ糞線虫のゲノムで
は下図のように二山が認められ、その peak
はほぼ２倍の出現回数位置に存在する。こ
れは図中の左の山がゲノム中へテロな領域、
右の山がホモな領域由来の27merであるこ
とに起因すると考えられる。実際左の山に
含まれる27merを精査すると1bp違いのペ
アが非常に多数見つかることもこの説を強
力にサポートする。 
 上で示したアセンブラはいずれも計算時

間、使用メモリ量の観点から de bruijnグラ
フアルゴリズムを利用することでアセンブ
ルを可能にしている。しかし、その場合１
塩基の多型が存在してもグラフ構造が分岐
を持ったバブル構造となり、分岐の前後で
アセンブルを切ってしまう。これを既存の
プログラムの利用で解決することはほぼ不
可能であり、新規プログラムの開発が必須
である。ジャガイモゲノム解読に関する論
文においても、栽培に広く用いられている
株にはヘテロ接合性があるため、そのまま
解読することは現時点の技術では無理であ
り、ホモ接合性倍加一倍体を作成、そのゲ
ノムを解読／アセンブルし、その結果上に
ヘテロ接合性二倍体クローン由来のデータ
をマッピングすることで解析がようやく可
能になったと述べられている。また同様に
カキゲノムの解読では、一旦 Fosmid ライ
ブラリを作成し、クローン毎のシークエン
スを実施している。 
 以上示したように、Illuminaプラットフ
ォームの利用による新規ゲノム決定が成功
するケースはモデル生物や近交系が確立さ
れた生物をターゲットにした稀なケースで
あり、野生種など多くの生物を対象とした
ゲノム決定においては、ヘテロ接合性の高
さに起因して極めて困難な状況であった。 
 
２．研究の目的 
 
 研究開始当初の背景で示した通り、ヘテ
ロ接合性の高いゲノムを既存の手法でアセ
ンブルすることは現時点ではほぼ不可能で
ある。まず、アセンブルがうまくいってい
ないデータの特徴／理由をさらに精査する
とともに、その解析結果を踏まえ、de bruijn
グラフに分岐構造を組み込むことにより、
ヘテロ接合性の高いゲノムに適応した
short-read 用新規 denovo ゲノムアセンブ
ラを開発することを第一の目的とする。当
然このアセンブラは接合性の低いゲノムに
も適応可能である。 
 次に、分担研究者である丸山協力の元、
本研究開始の動機に繋がったベネズエラ糞
線虫ゲノムの解読、アセンブル、アノテー
ションを行い、ヘテロ接合性の高い実サン
プルでの解析を実施することを第二の目的
とする。 
 本研究の最大の特徴は、シークエンス費
用の低下に伴って今後益々増加するであろ
う、近交系が確立されていない非モデル生
物や野生種など、ヘテロ接合性の高いゲノ
ムに対応したゲノムアセンブラを広く研究
者に提供できることにある。このようなヘ
テロ接合性の高いゲノムに対して有効なア
センブル手段を提供する手法は世界的に見
ても皆無であり、非常に独創的である。さ
らに本研究では、理想的なシミュレーショ
ンデータではなく、実験研究者と組む事で
ベネズエラ糞線虫の実データから如何に正



しい解析結果を導くかに重点を置いて計画
を立案しているため、幅広く実験研究者の
研究推進に資することが可能であると考え
られる。 
 
３．研究の方法 
 
 ヘテロ接合性が高いゲノム対応のルーチ
ンを組み込むために、まずその基礎となる
short-read を入力としたゲノムアセンブラ
の研究開発を実施した。アセンブラの基本
アルゴリズムには、 overlap-layout- 
consensus, greedy-graph, de bruijn graph
などが存在するが、本研究では最終的なタ
ーゲットとして、ヒトなど数 Gb のゲノムを
持つ生物種を想定しているため、計算時間、
使用メモリ量の観点から、de bruijn graph
を採用した。本アルゴリズムは”An Eulerian 
path approach to DNA fragment assembly”
として発表されたのが最初であり、全 read
を k-mer に分割後、全 k-mer(node)を通る
Euler パス問題へとゲノムアセンブル問題
を置き換えることでアライメントが不必要
となり、効率的にcontig構築が可能となる。 
 また、contig 構築後 short-read のペア情
報に基づいた scaffolding、gap-close を実
現するルーチンも合わせて開発し、contig
構築、scaffold 構築、gap-close の 4 モジ
ュールからなる de bruijn アルゴリズムに
基づいたゲノムアセンブラ開発を行った。 
 一方、ヘテロ接合性が高いことが先行研
究にて示されているベネズエラ糞線虫ゲノ
ムについて、その特徴を事前に取得したデ
ータを基により精査した。具体的には、
illumina による WGS データとは別に、
Fosmid を作成しそれをシークエンスする事
でハプロタイプ別の配列を取得し、Fosmid
由来の配列に対して両染色体由来の WGS デ
ータをマッピングし、k-mer グラフが分岐構
造になる箇所を緻密に調べ上げることで、
アセンブラに組み込むべきグラフの形状／
特徴を調査した。調査の結果を踏まえ、あ
らかじめ開発した de bruijn グラフベース
のゲノムアセンブラに高ヘテロ接合性対策
サブルーチンを組み込む事で目的のアセン
ブラ開発を実施した。 
 アセンブラ開発後は、シミュレーション
データなど解がわかっているデータに対し
てのベンチマークテストを繰り返し行う事
でアルゴリズムの改良を続け、最終的に Pla
公開可能なプログラム開発を実現した。 
 
４．研究成果 
 
 最終的に、コンティグアセンブル、スキ
ャッフォールディング、ギャップクローズ
の3つの工程からなるPlatanusアセンブラ
の開発に成功した。以下にその概要を説明
する。 
 コンティグアセンブルでは、入力リード

から k-mer を節点、k − 1 のオーバーラップ
を辺とした de Bruijn グラフを構築する。 

 
 メモリ使用量を減らすためグラフ中で分
岐のない領域の節点は１つに圧縮され、１
つの節点（straight node）として扱われ、
最終的に、straight node がアセンブルされ
た配列（contig）に対応する。分岐を持つ
節点は junction node と呼ばれ、straight 
node の組において両側の隣接節点が共有さ
れている場合、バブル構造と呼ぶ。この構
造は SNV、small indel、エラー等に起因し
て発生する。グラフの構築後、バブル構造
に含まれない節点から coverage depth の平
均を算出し、この値をホモ領域（両方の相
同染色体に存在する領域）の coverage 
detph と判断する。その値よりも出現回数の
低い k-mer はシークエンスエラーに起因し
た枝構造と判断して除去、さらにはバブル
構造領域がホモ領域の約半分の出現頻度か
ら構成されている場合には、相同染色体の
違いによるものと判断する等に用い、バブ
ル構造を形成する straight node の片側を
一旦除去する事でcontigを長く伸長するこ
とに成功した。 
 また、straight node を contig として出
力する場合、kより長いリピート配列につい
ては解決できないという問題が生じる。そ
のため、kが大きい方がゲノム中のリピート
配列に対応するには適しているが、データ
量が少なく coverage depth が低い場合には
ギャップが多くなる。これは、リード間の k 
より短いオーバーラップを検出できなくな
るためである。Platanus は複数の kの値の
利点を活用し、k0（デフォルト 32）で de 
Bruijn グラフを構築した後、kstep（デフォ
ルト 10）ずつ増加させながらグラフを再構
築していくことでこの問題にも対処してい
る。 
 スキャッフォールディングでは、最初に



contig 上に paired-end または mate-pair
データをマッピングする。これにより
contig の位置情報を特定し、scaffold 配列
を構築するために用いることができる。 
ヘテロ領域については、contig 配列が片方
のハプロタイプに対応するので、もう片方
のハプロタイプ由来のリードは適切にマッ
ピングされない可能性が存在する。そこで、
Contig-assembly の際に除去されたバブル
の配列も合わせて利用する。 

 
 マッピング結果により、リードのペアが
異なるcontigの組にそれぞれマップされる
とき、contig の組がリンクされると判断す
る。各 contig を節点とし、閾値 n以上のリ
ンクを持つ contig の組を辺で結び、
scaffold グラフを構築する。この際に、あ
る contig から繋がる複数の contig がイン
サートサイズを考慮しても衝突する場合が
存在する。節点の衝突が存在したとき、片
方の辺のペアリード数が閾値より少ない場
合、辺はマッピングのミス等に生じたもの
で真ではないとみなして除去する。 
 一方、de Bruijn グラフのバブル構造と同
様に、SNP/small indel さらには構造変異は
バブル構造として表れ、この場合も contig
は衝突するように見える。このようなヘテ
ロ領域では coverage depth が低いと考えら
れ、また、２倍体ゲノムを想定しているた
め、バブルの中にバブルが存在するような
構造は起こりえない。これらの仮定と、ハ
プロタイプ間の相同性の情報を考慮した基
準を考え、scaffold グラフ中のバブルがヘ
テロ領域に対応すると判定された場合、
coverage depth の低い方のパスを除去する
ことで解決を図る。 
 また、ヘテロ領域中にギャップやリピー
ト配列が存在する場合、バブル構造をとら
ず枝構造をとる可能性がある。この場合に
は節点の衝突が起こったとき、衝突してい
る組がともに coverage depth が低く、
Contig-assembly のバブルもマップされな
いとき、片方を除去することで解決を図る。 
 
 ギャップクローズは、scaffold 配列上に

paired-end をマップし、ギャップ付近にマ
ップされるリード配列から de Bruijn グラ
フまたはoverlap-layout- consensusアル
ゴリズムをもちいてギャップ部分の配列を
構築することで実現している。 
 
 続いて、上記アルゴリズム従って開発し
た Platnus アセンブラの性能を他アセンブ
ラと比較したベンチマーク結果を示す。ま
ず始めに、ヘテロ接合性の低い C.elegans
ゲノムを illumina Hiseq2000 でシークエ
ンス(230bp-PE, 420bp-PE, 4660bp-MP)し、
それに対して、計算機上で変異をヘテロ接
合性が 0.1〜2.0%になるようにランダムに
挿入したデータに対する結果を示す。比較
対 象 は 、 Allpaths-LG, SOAPdenovo2, 
Velvet, MaSuRCA である。MaSuRCA は
overlap-layout-consensus アルゴリズムを、
その他のアセンブラは de bruijn アルゴリ
ズムを採用している。各ヘテロ接合性デー
タに対して、アセンブルを実施し得られた
scaffold, contig の Corrected NG50（ミス
アセンブル箇所でアセンブル結果を切断し
たもの）の値を以下のグラフに示す。 

 
グラフよりPlatanus以外の de Bruijnグラ
フに基づくアセンブラ（ALLPATHS-LG、
Velvet、SOAPdenovo2）においてはヘテロ
接合性の増加に従い corrected NG50 が急
激に減少していることが確認できる。
overlap-layout-consensus アルゴリズムを
採 用 し て い る MaSuRCA は 比 較 的
corrected NG50の減少が緩やかであるが、
ミスアセンブリ数はどのデータでも
Platanusの 2倍以上という結果になってい



る。特にヘテロ接合性が高い（≥ 1.0%）デ
ータにおいては、Platanus の scaffold 
corrected NG50は最大、ミスアセンブリ数
は最小となっており、精度と長さを両立で
きていると考えられる。 
 
 続いて、高ヘテロ接合性ベネズエラ糞線
虫ゲノム(58Mb)に対して Hiseq2000 でシ
ー ク エ ン ス し た デ ー タ (200bp-PE, 
450bp-PE, 3.4kb-MP)をアセンブルした結
果を以下に示す。また同時に個別に配列決
定した 8本の fosmid配列(合計 273kb)を用
いたベンチマーク結果も示す。Fosmid配列
を用いた評価では、各 fosmid配列と得られ
たアセンブル結果を nunmerによりアライ
ンし、各 fosmidに対して最も長くアライメ
ントされた配列を選び、その合計長と相同
性の平均を用いている。 
 

 Platanus のアセンブリ結果については、
scaffold NG50、 fosmid 配列に対する
Top-hits-length、identity はともに最大と
なっている。"Contained fosmids"の数が 8
であることは、8本の fosmid配列がいずれ
も全長が構築されたことを意味し、大きな
ミスアセンブリも検出されなかったことを
意味する。これらの結果は、Platanusはシ
ミュレートされた高ヘテロ接合性データだ
けでなく実データに対しても有効であるこ
とのみならず、他のアセンブラに対してよ
り大きな scaffold NG50の優位性を得るこ
とを示唆している。 
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