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次世代型DNAシーケンサー（NGS）の登場とその後
の急速な発展により，全ゲノム情報の取得にかかる時間
と費用は大幅に削減された．2014年にNatureに掲載さ
れた「1,000ドルゲノム」の記事 1)によれば，NGSが普
及し始めた2007年以降，シーケンシングにかかる費用
は実に2,000分の1にまで下がってきている．NGSのス
ループット向上は今なお継続中であり，それに伴い生命
科学の幅広い分野で，塩基配列データに基づいた研究が
行われるようになっている．NGSの応用範囲は多岐に
わたっているが，解析にはリファレンスとなるゲノム配
列が存在することを前提としたものが多い．そのため，
すでにゲノムが決定されているモデル生物などを扱って
いる研究者以外の研究者がNGSを利用したいと考えた
場合には，新規に対象生物種のゲノムを決定するところ
から始める必要がある．
本稿では，NGSを用いた新規ゲノムアセンブリの手

順と，ゲノム配列決定後のゲノムアノテーションの手法
について主要な解析ツールとともに紹介する．

新規ゲノムアセンブリ

NGSの配列データから新規（de novo）にゲノムアセ
ンブリを構築する手順は，使用するシーケンサーにより
大きく異なる．ここでは，ショートリード（リード長が
数百bp）のシーケンサーとしてIllumina Hiseq/MiSeqを，
ロングリード（平均10 Kbp以上）ではPacBio RS II/
Sequelを想定したアセンブリ手法について解説する．
ショートリードアセンブリ　　Illumina HiSeq/MiSeq
から得られるリードは長さが最長で300 bpと短いが，
その分リード数は多く，シーケンシングエラーも比較的
少ない．シーケンサーの登場初期はリード長もより短く，
DNAフラグメントの両端配列を決定するペアードエン
ドの手法も確立されていなかったため，de novoゲノム
アセンブリへの適用は微生物のようなゲノムサイズが小
さく反復配列の少ない生物に限られていた．その後リー
ド長も伸び，ペアードエンド（数百bpの短いDNAフラ
グメント）やメイトペア（数Kbpの長いフラグメント）
の手法も確立されたことで，ジャイアントパンダのゲノ

ム決定 2)を皮切りに現在では大型真核生物ゲノムのde 
novoアセンブリにもショートリードのNGSが広く用い
られるようになっている．
ショートリードの場合，十分なデータ量（ゲノムサイ
ズの60～100倍）を確保しようとすると，その分配列リー
ド数は必然的に多くなる．NGS登場以前に一般的に用
いられてきたOverlap-Layout-Consensus（OLC）とい
うアセンブリ手法では，はじめにリードどうしの重なり
を調べる必要があるが，その計算量はリード数の2乗に
比例する．そのため，ショートリードのアセンブリに
OLCを適用することは難しく，もっぱらk-merグラフ
を用いたアセンブリ手法が採用されている（図1）．この
手法の場合，リードはより短い（長さk bpの）k-merに
分解される．k-merの種類数は全部で4k個存在するが，
リード全体の中でどのk-merが何回出現するかをカウン
トしておけば，k-merどうしのつながり（k-1 bpオーバー
ラップするk-mer）を短時間で調べることができる．こ
のようなk-merグラフに基づいたアセンブリツールは，
Velvet3)やAllpaths-LG4)，SOAPdenovo25)，Platanus6)

など数多くが開発され，利用されている．
k-merグラフを利用したアセンブリは，①生データの
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図1．ショートリードのアセンブリ手法
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前処理，②k-merグラフを用いたアセンブリ，③ペアー
ドエンドとメイトペアを用いたスキャフォールディン
グ，④仕上げ（ギャップ埋め）処理，という手順で行わ
れる．
得られたNGSデータはFastQC7)などのツールで品質
を評価できるが，生データの場合，特にリードの3'側の
品質が低かったり，アダプターの配列が混入していたり
することがある．またメイトペアの場合には，リンカー
配列の混入も考えられる．これらの余分な配列をリード
データから除去するのが前処理の目的であり，その後の
計算の効率化や高品質なアセンブリ構築には欠かすこと
ができない．もっとも，前処理自体はde novoアセンブ
リだけでなく，ゲノムリシーケンシングやRNA-seq解
析などNGSを用いた解析全般で必要な処理であり，そ
のためのツールにはFASTX-Toolkit8)やCutadapt9)など
がある．
前処理を行った後は，上述のゲノムアセンブラを用い

ることで最終的なアセンブリ構築までが行える．図2に，
Platanusを例にした実際のツールの使い方を示す．この
例では，ペアードエンドのライブラリが一組（PE），メ
イトペアのライブラリが3 Kbpと5 Kbpの二組（MP3K，
MP5K）あるものと仮定している．また，前処理で生じ
る片エンドのみの配列（SE）も使用している．

k-merグラフを用いたアセンブリにおいて，最終結果
に影響する重要なパラメータの一つがkをいくつに設定
するかであろう．最適なkの値はリード長やデータ量に

依存するだけでなく，ターゲットとなる生物種のヘテロ
接合度や反復配列，遺伝子重複の度合いなどによっても
変わってくる．そのため，最適値を決定するには結局の
ところ実際にいろいろな値を試して調べるしかない．
データ量とのバランスが良い一つの目安は，リード長の
半分の値にkを設定することである．Platanusの場合は，
複数のk-merサイズを用いて自動的に最適なアセンブリ
を構築してくれる．
アセンブリの品質（ここではアセンブリの長さ）にもっ

とも影響を与えるのが，スキャフォールディングのプロ
セス，とりわけペアードエンド・メイトペアライブラリ
作製時のDNAフラグメントの長さ（以下ライブラリ長）
である．k-merベースのアセンブリではリードをより短
いk-merに分解してグラフを構築するが，多くの場合
k-merグラフだけではアセンブリの問題は解けない．図
3にアセンブリ構築で問題となる典型的なk-merグラフ
構造とその主な原因を示した．図3のB，Cはヘテロ接
合やシーケンシングエラーにより生じる構造である．エ
ラーが原因の場合，それにより生じるk-merの出現頻度
は極端に低いため，比較的簡単に正解のパスが分かる．
ヘテロ接合が原因の場合はどちらのパスも正しいため，
任意のパスを選択する必要がある．最近はフェージング
（アリルの組合せを解いて両方の配列を出力）も行われ
る．これらはいずれも解決にペアの情報は必要としない．
しかし図3のAのような，反復配列や遺伝子重複など，
ゲノム中に何度も現れる（k-merより長い）配列が原因

図2．Platanusを用いたショートリードアセンブリ 図3．複雑なグラフ構造とその要因



554 生物工学　第95巻　第9号（2017）

の枝分かれ構造を解くには，反復配列より長いペアード
エンド・メイトペアの情報が必要となる．反復配列や遺
伝子重複は高等真核生物のゲノム中には頻繁に出現する
ため，この解決なしに高品質なアセンブリを得ることは
できない．ライブラリ長は長ければ長いほどより長い反
復配列にまで対応できるが，逆に長すぎるとリード間に
未解決の分岐を抱えることになる．これを避けるには，
さまざまなサイズのライブラリを複数用意する必要があ
る．実際，初期のショートリードアセンブリであるジャ
イアントパンダゲノムの場合も，150 bp，500 bpのペ
アードエンドライブラリと，2 Kbp，5 Kbp，10 Kbpの
メイトペアライブラリを用いてアセンブリを行ってい
る．ペアードエンドだけでアセンブルした段階でのパン
ダゲノムのコンティグN50長は1.5 Kbpしかないが，さ
まざまなサイズのライブラリをすべて用いてスキャ
フォールディングを行うことで，最終アセンブリのコン
ティグN50長は40 Kbp，スキャフォールドN50長は
1.3 Mbpまで伸長している．このように，単純にデータ
量を増やすのではなく，対象の生物種に応じてさまざま
なサイズのライブラリを用意することで，ショートリー
ドであっても高品質なゲノムアセンブリを構築すること
ができる．
ロングリードアセンブリ　　PacBio RS II/Sequelの特

徴は何と言ってもその配列リードの長さである．登場初
期でも平均長が4～5 Kbp，現在では平均20 Kbp近く
まで読めるようになっている．リード長そのものが長い
ため，ショートリードの時のように複数のライブラリを
用意するまでもなく，さまざまなサイズの反復配列に対
応できる．その一方で配列の精度は低く，エラーを
15％前後も含んでいるのが最大の欠点であり，これを
いかに克服するかがPacBioアセンブリの肝となる．
PacBioのアセンブリでは，①リードのエラー補正，②
OLCによるアセンブリ，③構築されたアセンブリを再
度修正，というのが基本的な流れとなる．PacBio用の
アセンブラにもCanu10)やFalcon11)などさまざまなもの
が開発されているが，PacBioが提供するSMRT 
Analysisの中にはHGAP12)というゲノムアセンブリパ
イプラインも含まれており，これを用いることで上記の
一連の作業を自動で行ってくれる．

PacBioリードのエラー補正プロセスは，HGAPでは
プレアセンブリと呼ばれている．ここではまず全リード
の中から一定以上の長さを持つリード（シードリード）
を選び出し，シードリードに対して他のリードをマッピ

ングしてコンセンサス配列を作製することでリードの補
正を行う．また，コンセンサス配列両端のクオリティの
低い配列をトリムすることで，その後のアセンブリス
テップの精度向上を図っている．アセンブリステップで
は補正後のシードリードだけを用いることになる．その
ため，シードリードだけで全ゲノムをカバーできるデー
タ量となるようにシードリード長の下限を設定する必要
がある．
ロングリードのアセンブリ手法には前述のようにOLC

が用いられることが多い．HGAPの場合，HGAP3まで
のバージョンではCelera Assembler13)が，またHGAP4
ではFalconがアセンブリエンジンとして用いられてい
る．Falconは入力データとして2倍体のゲノムを想定し
ており，メインとなるアセンブリ（primary contig）と
ともに別のアリルを含むコンティグ（associate contig）
が出力される．これらの情報をFalcon-unzipに与える
ことで，2対の染色体を区別してアセンブルを行うこと
もできる．
補正後のリードを用いているとはいえ，出来上がった
アセンブリには依然シーケンシングエラーが多く含まれ
ている．特に挿入や欠失は，タンパクのコード領域に存
在するとフレームシフトを引き起こすため，PacBioア
センブリでは最後にもう一度アセンブリの修正を行うこ
とが望ましい．HGAP3まではQuiver，HGAP4では
Arrowというツールがこの修正ステップ（アセンブリポ
リッシング）を担っている．
最終的に得られるPacBioアセンブリのスキャフォー
ルドN50長は，適切に構築されたショートリードのア
センブリと大きく変わらないことが多い．しかしながら，
ショートリードのアセンブリには配列が不定（N）の領
域が多く存在しておりコンティグN50長が短くなる傾
向にあるのに対し，PacBioのアセンブリではNをほと
んど含まない連続した配列が得られる点が魅力である．
ハイブリッドアセンブリ　　ショートリードとロング
リードを組み合わせ，ショートリードの精度の高さとロ
ングリードの長いリードという利点を生かしたアセンブ
リ手法はハイブリッドアセンブリと呼ばれている．ハイ
ブリッドアセンブリの手法は，ロングリードのエラー補
正にショートリードを用いる方法と，ショートリードで
構築したコンティグのスキャフォールディングやギャッ
プ埋めにロングリードを用いる方法とに大別できる．前
者の手法は反復配列への対応が難しいことから主に反復
配列の少ない小規模なゲノムのアセンブリに用いられ
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る．一方，大型真核生物ゲノムのアセンブリには後者の
手法の方が向いており，うまく組み合わせることで精度
が高く連続した長い（Nを含まない）コンティグを構築
することができる．このようなツールにはPBjelly14)が
ある．

ゲノムアノテーション

ゲノムアセンブリが構築できても，当然のことながら
その配列上には遺伝子の位置や構造などの情報は載って
いない．ただACGTの文字が並んでいるだけである．せっ
かく構築したアセンブリを有効に利用するためには，次
にゲノムアノテーションの作業が必要となる（図4）．原
核生物とは異なり真核生物の場合は一つの遺伝子がエキ
ソンとイントロンとに分断されているためアノテーショ
ンの難度も相対的に高くなる．ここでは，NGSによる
RNA-seqデータを用いたアノテーションを中心に，公
共データベース中の既知遺伝子配列を用いた相同性検
索，ゲノム配列と遺伝子統計量に基づいたab-initio遺伝
子予測についても紹介する．
RNA-seq解析　　転写産物の配列を網羅的に決定す

るRNA-seq解析でもNGSが活躍する．ロングリードで
は遺伝子の全長配列や選択的スプライシングによるバリ
アントの配列を容易に決定できるという利点があるが，
発現量の少ない遺伝子まで押さえようとするとまだデー
タ量的に不足がある．ショートリードの場合は得られる
リードの多くが遺伝子の部分配列であるため，ゲノムの
場合と同様にアセンブリ作業が必要となるが，得られる
データ量が多いことと，現在はストランドの方向まで評
価できるようになっていることから，ゲノムアノテー
ションにも広く用いられている．

RNA-seqによるアノテーションは，RNA-seqデータ
だけを用いたde novoアセンブリと，参照ゲノム配列へ
のマッピングを通したアノテーションとに分けられる．
de novoアセンブリの場合は，ゲノムアセンブリ同様
k-merグラフを用いたアセンブリ手法が広く利用されて
おり，Trinity15)をはじめ，Oases16)やTrans-ABySS17)，
SOAPdenovo-Trans18)といったツールが開発されてい
る．RNA-seqアセンブリでは選択的スプライシングに
より複数の「正解パス」がグラフ中に存在している点が
ゲノムアセンブリとは異なる．また，発現量の違いによ
り遺伝子ごと（アイソフォームごと）にデータの厚みが
異なる点も問題を難しくしており，最終的なアセンブリ
にはミスアセンブリも多く含まれる．

参照ゲノム配列へのマッピング情報を利用したアセン
ブリでは，短いリードを，スプライシングを考慮してマッ
ピングするという難しさはあるが，シーケンシングエ
ラーやアリルによる配列の違いを参照ゲノム配列側で吸
収できるため，比較的ミスアセンブリは少なくてすむ．
また，既知遺伝子のアノテーションを利用できるツール
もあり，新規アイソフォームの同定とアイソフォームご
との転写量推定を同時に行ってくれるものも多く開発さ
れている．代表的なツールとしては，Cufflinks19)，
iReckon20)，StringTie21)などのほか，前出のTrinityでも
参照ゲノム配列を利用したアセンブリが行える．
図5に，Trinityを用いたde novoアセンブリ（A）お
よび参照ゲノム配列を利用したアセンブリ（B）のそれ
ぞれについて実際の使用方法を示す．この例では，スト
ランド特異的なRNA-seqのリードが二組（read1，
read2）あるものと仮定している．参照ゲノム配列を用

図4．ゲノムアノテーションの例

図5．Trinityを用いたRNA-seqアセンブリ
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いたアセンブリでは，事前にRNA-seqリードを参照ゲ
ノムにマッピングしておく必要がある．このとき，
bwa22)やbowtie223)のような一般的な（リードの全域を
マッピングする）アライメントツールではなく，スプラ
イシングを考慮してアライメントを行ってくれるツール
を使用しなければならない．このようなツールには，
TopHat24)やGSNAP25)，STAR26)などがある．Trinityでは，
Cufflinksなどの他の参照ゲノムを利用するアセンブリ
手法と異なり，参照ゲノムはリードをグルーピングする
（ゲノム上でオーバーラップする，同一遺伝子由来と思
われるリードを集める）ためにだけ使用し，その後集め
られたリードのみでde novoアセンブリを行う．そうす
ることで，参照ゲノム配列上の変異やエラーによる影響
を回避している．
相同性検索およびab initio予測　　対象生物種やその
近縁種の既知遺伝子配列が利用できる場合は，これらの
配列とゲノム配列とをアライメントすることで遺伝子領
域を特定できる．特に，近縁種の全ゲノム配列が決定さ
れ全遺伝子配列が明らかになっている場合はきわめて有
効な手段である．近縁種の遺伝子は分岐年代に応じて配
列が異なるため，一般的には塩基配列よりもアミノ酸配
列を用いた方が予測の感度は高くなる．スプライシング
を考慮しながらアミノ酸配列をゲノム配列にマッピング
できるツールには，Exonerate27)やGenewise28)がある．
Genewiseでは，マルチプルアライメントから作製した
遺伝子のプロファイルHMMとゲノムとのアライメント
を行うこともでき，より感度の高い予測が行える．

RNA-seqではサンプル中で発現している遺伝子を，
また相同性検索では進化の過程で高度に保存されている
遺伝子を同定することはできるが，発現量が低い（また
は発現していない）遺伝子や保存度の低い遺伝子，その
生物種に特異的な遺伝子などは検出できない．そのよう
な遺伝子まで含めて網羅的に遺伝子予測を行いたい場合
にはab initio遺伝子予測が有効である．ab initio遺伝子
予測ではコード領域に見られる塩基組成の偏りやスプラ
イス部位などの機能領域における出現塩基の偏りを利用
して遺伝子を予測する．これらの遺伝子統計量の学習か
ら遺伝子予測までを行えるツールには，Augustus29)や
SNAP30)などがある．Augustusでは，RNA-seqのデー
タや相同性検索の結果を予測のためのヒントとして用い
ることも可能で，予測精度の向上が期待できる．

最後に

NGSの普及によりゲノムデータの利用は身近なもの
となり，データ解析のためのツールも日々新しいものが
開発され，公開されている．これらを用いれば，誰もが
手軽に最先端の解析を行うことができるが，精度の高い
解析結果を得るには手法の特性を理解することはもちろ
ん，解析に応じたデータセットを用意することも重要で
ある．本稿が，NGSという強力なゲノム解析ツールを
使いこなすための一助となれば幸いである．
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