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研究成果の概要（和文）：非モデル生物において、複合適応形質を特定出来るようにするため、ゲノム解析、トランス
クリプトーム解析、アノテーション、遺伝子発現比較の手法を開発した。新規ゲノム解析において、大インサート長の
メイトペアライブラリー作成技術を確立しMbレベルのスキャフォールドが得られるようになり、長リードデータを出力
する単一分子シーケンサーの出力のエラー補正を行って100kb以上のContig長が得られるようになった。また、遺伝子
発現比較のため新規の計数正規化法を開発してRパッケージTCCとして公開し普及させた。

研究成果の概要（英文）：Genome and transcriptome sequencing, assembly, and annotation methods and 
expression profile analysis methods were developed to facilitate identification of genes responsible for 
complex adaptive traits in non-model organisms. Long mate-pair library construction enabled over Mb 
scaffolds and assembly utilizing long reads with single molecule real-time sequencing technology by 
Pacificbiosciences enabled over 100-kb contigs in multiple species. A novel robust normalization method 
for digital gene expression analyses were implemented and distributed in the R package TCC.

研究分野： ゲノム進化学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
  複合適応形質進化の研究はダーウィン
以来、国内外において多数の研究例があり、
現在も多くの研究が行われている。しかし、
それらのほとんどは現象の記載、数理モデル
により既存の理論で現象を説明する研究が
ほとんどであった。一方、複合適応形質の進
化を遺伝子のレベルにまで還元した研究は
技術的問題からほとんどできなかった。本研
究領域では、多様な進化研究材料（昆虫、脊
椎動物、植物、菌根菌、細菌）を用い、複合
適応表現型の遺伝子基盤を明らかにする事
を目的としている。このため、遺伝学的分子
生物学的研究リソースが十分でない非モデ
ル生物において、次世代シーケンサーを活用
して、ゲノムを解析し、複合適応形質を制御
する遺伝子を特定する方法を開発する事が
必要であった。 
 
２．研究の目的 
このため下記４項目の開発を行う。［１］配
列多型マッピングを組み合わせた全ゲノム
アセンブリー法の開発：１分子超並列シーケ
ンサーを含む次世代シークエンサーを用い
て概要ゲノムおよび分離集団の遺伝学的地
図を作成するシステムを構築する。すでに概
要ゲノム配列が得られているカイコについ
ては、少ないシーケンス量で効率的に配列多
型マッピングを行う方法を開発する。［２］
非モデル生物トランスクリプトーム解析の
ためのライブラリ調製法の開発：以下のよう
な非モデル生物特有のトランスクリプトー
ム解析の課題を克服するためのRNA-Seqラ
イブラリの調製法を開発する。１）微量RNA 
からのライブラリ調製２）共生系：宿主真核
生物と共生細菌両方のmRNA を同時定量す
るためのライブラリ調製。［３］大量mRNA シ
ークエンスにもとづくアノテーションと発
現プロファイリング法の開発：ゲノムのアノ
テーションはSOLiD などの短いリード配列
情報から遺伝子の構造決定と網羅的な発現
量の測定を同時に行うシステムを構築する。
[４] 発現プロファイルからの比較トランス
クリプトーム解析法の開発：網羅的発現プロ
ファイリングから得られた測定値を解析し
て、意味のある違いを高感度で正確に抽出す
る方法を開発する。 
 
３．研究の方法 
［１］配列多型マッピングを組み合わせた全
ゲノムアセンブリー法の開発 
 ヒメツリガネゴケを代表例として配列多
型マッピングによる遺伝子地図の作成を行
った。Gransden 系統と Villersexel 系統の交
配に由来する分離集団について、Illumina 
によるシーケンシングを行ったデータを用
いて、遺伝学的地図の作成法の検討を行った。
ヒメツリガネゴケの分離集団の Illumina に
よるペアエンドシーケンスを参照ゲノム配
列にマッピングしSNPを検出した情報から、

信頼性の高い SNP を選択し、scaffold と比較
することにより、reference scaffold の誤りを
検出できることができた。この観察にもとづ
き、ゲノムワイドに、誤り点で scaffold を切
断した上で並べ替えるプログラムを開発し
た。 
 3kb 以上の長鎖 DNA 配列を連続的に取得可
能な PacBio RS という新型のシーケンサーか
ら出力されるデータを用いて効果的なゲノ
ムアセンブリーを行う方法を検討する。この
ため、Illumina のデータと PacBio のデータ
を両方利用する ALLPATHS-LG の利用及び、新
規に PacBio のデータを PacBio のデータのみ
によってエラー訂正するプログラムspraiを
開発して、エラー訂正済み PacBio データを
用いて Cerella assembler でアセンブリーを
行う方法を検討した。また、Illumina 等の短
リードのデータによって得られた scaffold
のコンティグを PacBio のリードで繋ぐ方法
について検討した。 
 ゲノム DNAが微量しか用意できない材料に
ついて PacBio での解析を可能にするため、
全ゲノム増幅について検討した。このため
Phi29 DNA ポリメラーゼを利用した DNA 増幅
キット REPLI-G, Genomify で微量 DNA を増幅
してPacBioで解読しアセンブリーを試みた。 
 短いリード長のシーケンサーで長いスキ
ャッフォールドを得るために重要なのは長
いインサート長をもつメイトペアライブラ
リーを作製する事である。トランスポゾンを
利用する Nextera Matepair library prep kit
の標準プロトコールより供するDNA量を増や
すことによりインサート長の大きいライブ
ラリを安定して作る事ができるか検討した。 
［２］ 非モデル生物トランスクリプトーム
解析のためのライブラリ調製法の開発 
市販の RNAseq ライブラリの調製キットの
プロトコルはリファレンスゲノムが明らか
になっているモデル生物の発現定量解析を
想定して作製されている。しかし、本領域で
は非モデル生物を対象とした de novo 
assembly を行うアプリケーション多い。こ
のため、Illumina TruSeq RNAseq library 
preparation kit の標準プロトコルを改変し
た。主な改変点は以下のとおり。１）RNA-seq 
de novo assembly に有利な長めのインサー
ト長を実現するために RNA 断片化条件を最
適化した。２）PCR バイアスを最小限にする
ために PCR サイクル数を標準プロトコルよ
り少なめに設定した。 
 微量 RNA からのライブラリー調製実験と
してアブラムシ Acyrthosiphon pisum の
germarium をレーザーマイクロダイセクシ
ョンによって切り出した。複数の germarium
から精製した RNA のうち 4.6 ng を、SPIA
法(NuGEN 社)によって増幅し、Illumina シ
ーケンシングライブラリーを調製した。 
 宿主真核生物と共生細菌両方の mRNA を
同時定量するためのライブラリ調製の実験
として、細胞内共生細菌ブフネラを格納する



アブラムシの共生器官から得られた total 
RNAをSPIA法によって増幅しHiSeqシークエ
ンスを行い両種のリファレンスにマッピン
グ解析した。 
 non-coding RNA が発生、形態形成に関わ
っている例が知られており、新奇形態形質の
獲得にも関与している可能性があるので、そ
の解析技術を検討した。このため rRNA の選
択的除去によるライブラリ調整を試みた。同
じ RNA 試料から rRNA の選択的除去によるラ
イブラリーとpolyA精製によるライブラリー
を構築してシーケンシング・比較した。 
［３］大量 mRNA シークエンスにもとづくア
ノテーションと発現プロファイリング法の
開発 
 参照ゲノム配列がない生物のトランスク
リプトーム解析のため、Trinity を用いて
mRNA のアセンブリーを行い、bowtie によっ
て元リードをマッピングして RSEM で定量す
るパイプラインを構築した。 
 新規に決定したゲノムのアノテーション
法を検討した。RepeatModeler による種特異
的 反 復 配 列 デ ー タ ベ ー ス の 構 築 と
RepeatMasker による反復配列の検出。
Webapollo を用いて Cufflinks transcript を
もとに仮正解データセットを作り Augustus
の種特異的パラメータの学習、RNA-seq を使
ってintron情報、RNA-seqのリード厚み情報、
exonerate による他種配列との類似性など各
種のヒントを組み合わせて遺伝子モデルセ
ットを構築した。 
[４] 発現プロファイルからの比較トランス
クリプトーム解析法の開発 
総リード数による補正だと高発現の発現変
動遺伝子数の偏りによって結果が歪むので、
新たな正規化法の開発を行った。発現変動遺
伝子の割合を定数として取り入れた新手法
と既存の TMM 法（Robinson and Oshlack, 
Genome Biol., 2010）を「発現変動遺伝子数
の割合を 5%、偏りを 4:1」としたシミュレー
ションデータにおいて比較し、新手法のほう
が真の正規化係数により近い値を返すこと
を確認した。 
 比較トランスクリプトーム解析を行うため
の新規正規化法 TbT の開発を行った。最近示
された実際のデータの特徴（発現レベルが低
いほどバラツキが大きい）をできるだけ模倣
したシミュレーションデータの作成を行い、
解析を行ったどのシミュレーション条件に
おいても、これまでに提案された二群間比較
解析手法（R パッケージ名：edgeR, DESeq, 
baySeq, and NBPSeq）中で採用されている
正規化法と比較した。 
 
４．研究成果 
[1] 配列多型マッピングを組み合わせる例
としてヒメツリガネゴケの分離集団シーケ
ン ス データ か らの遺 伝 学的地 図 作 成
scaffold 訂正と super scaffolding を進めた
結果、26 本の連鎖群に並べることができた。

これは、従来染色体が 27 本であるとされて
いたことと一致しない。ヒメツリガネゴケの
染色体を再観察して検証を進めている。 
 Illuminaと単分子シーケンサーのデータを
組み合わせたゲノムアセンブリー法では、
Burkhorderia sp. についてはAllpaths-LGを
用いて24 Scaffoldまでにする事ができた。 
 また、ネムリユスリカについて短リードで
構築したScaffoldのGapをPacBioのデータで
埋める解析を行った。フクロユキノシタに置
いてはspraiでエラー補正したPacBioのデー
タでGapを埋める解析を行った。 
PacBioデータを用いたアセンブリについて、
笠原らが開発したspraiを用いてPacBio read
を補正する方法により、バクテリアではほぼ
染色体サイズのアセンブリーが得られるよう
になった。真核生物のコモウセンゴケゲノム
(0.3 Gb)においてもContig N50 80 kbに至っ
ている。 
 長距離の scaffolding をする 10 kb 程度ま
でのインサートメイトペアライブラリを実
現した。これを用いたフグ 2種、カブトムシ、
ヤマトシロアリ、マイマイカブリのゲノム解
析においては、それぞれ scaffold N50 1Mb 
以上 の高品質なアセンブリー結果を得た。 
 また、PacBio を用いたゲノム解読では、必
要なゲノムDNA量が10マイクログラム以上
と多いという問題があったが、増幅を行うこ
とにより 10 ng 程度で解読する手法を実現し
た。 
[2] レーザーマイクロダイセクションによっ
て得られた微小組織サンプルの RNA-seq に
成功した。アブラムシ Acyrthosiphon pisum
の germarium をレーザーマイクロダイセク
シ ョ ン に よ っ て 切 り 出 し た 。 複 数 の
germarium から精製した RNA を増幅し
Illumina シークエンスした結果、リードの約
50%をゲノムにマップする事ができた。 
細胞内共生細菌ブフネラを格納するアブラム
シの共生器官から得られたtotal RNAをSPIA
法によって増幅しHiSeqシークエンスを行い、
宿主真核細胞と共生原核細胞の同時RNA-seq
に成功した。両者のRibosomal RNAの混入は約
50％であった。これは、真核細胞と原核細胞
を含む共生・寄生系のトランスクリプトーム
解析に広く応用できる。 
 同じ RNA 試料から rRNA の選択的除去によ
るライブラリーとpolyA精製によるライブラ
リーを構築してシーケンシング・比較した結
果において snoRNA などの non-coding RNA が
濃縮されていることを確認した。 
 
[3] ト ラ ン ス ク リ プ ト ー ム  de novo 
assembly から転写産物量を推定するため、
Trinity-bowtie-RSEM の解析フローによっ
て転写産物量を推定できるようになった。 
特にTrinityのGraphFromFastaステップの
メモリ使用量を抑制し、大量の入力データで
も現実的なメモリ使用量でアセンブリーを
行う事が可能になった。 



 RNA-seq の de novo アセンブルによって
コンティグを構築しアノテーションを行な
うパイプラインを構築した。さらにそのアノ
テーション情報を web インターフェイスで
閲覧・検索可能なサーバーを構築するフレー
ムワークを開発した。コンティグや ORF の
配列情報のほか、BLAST 検索結果、モチー
フ検索結果、オーソログ同定結果、組織間発
現比較データなどを扱うことが出来る。カブ
トムシ、キスゲ、シロアリ、アブラムシの
RNA-seq データに適用し、班員に活発に利用
さた。 
 領域内でアセンブリに成功した新規ゲノ
ムが複数ある。RepeatModeler による種特異
的 反 復 配 列 デ ー タ ベ ー ス の 構 築 と
RepeatMasker による反復配列の検出。
Webapollo を用いて Cufflinks transcript を
もとに仮正解データセットを作り Augustus
の種特異的パラメータの学習、RNA-seq を使
ってintron情報、RNA-seqのリード厚み情報、
exonerate による他種配列との類似性など各
種のヒントを組み合わせて遺伝子モデルセ
ットを構築する実例をつくり領域内で共有
した。 
[4] 総リード数による補正だと高発現の発現
変動遺伝子数の偏りによって結果が歪むの
で、新たな正規化法の開発を行った。発現変
動遺伝子の割合を定数として取り入れた新
手法と既存の TMM 法（Robinson and 
Oshlack, Genome Biol., 2010）を「発現変動
遺伝子数の割合を 5%、偏りを 4:1」としたシ
ミュレーションデータにおいて比較し、新手
法のほうが真の正規化係数により近い値を
返すことを確認した。 
 比較トランスクリプトーム解析を行うため
の新規正規化法 TbT の開発を行った。実際の
RNA-seq カウントデータの特徴（発現レベル
が低いほどバラツキが大きい）をできるだけ
模倣したシミュレーションデータの作成を
行い、解析を行ったどのシミュレーション条
件においても、これまでに提案された二群間
比較解析手法（R パッケージ名：edgeR, 
DESeq, baySeq, and NBPSeq）中で採用さ
れている正規化法以上の性能を示すことを
確認した。 
 23年度に開発したタグカウントデータ正規
化法（TbT法）は、正規化時に「発現変動遺伝
子（DEG）検出・排除」のステップを組み込ん
だ頑健な正規化法であるが、計算コストがか
かるという問題が残されていた。ここで提唱
した正規化戦略（DEG elimination strategy; 
DEGES）を一般化し、DEG検出法をパラメトリ
ックな方法に切り替えた正規化法の開発を行
った。TbT法とほぼ同精度かつ100倍程度高速
なDEGESに基づく複数の正規化法をRパッケー
ジTCCに実装した。 
 上記比較トランスクリプトーム解析パイプ
ラインを実装した R パッケージ TCC (ver. 
1.2.0)を Bioconductor 上で公開し、論文発表
を行った（Sun, Nishiyama et al., BMC 

Bioinformatics, 2013）。また、解析可能な実
験デザインの拡張（2群間比較用のみから3, 4
群間用まで対応）を行った。さらに、R パッ
ケージTCCで利用可能な実験デザインの拡張
を行った。具体的には対のデータ(paired 
data)への対応を可能にした。また、多群間
比較（特に 3群間比較）における性能評価を
行い、複製ありの場合には内部的に edgeR を
用いた手順が良く、複製なしの場合には内部
的に DESeq2 を用いた手順が良いことを確認
した。 
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