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第１章 緒論 

 

 ゲノム(genome)という語は、遺伝子 ”gene” ＋染色体 “chromosome” あるいは ”gene” + 総体

“-ome”を併せて造られた生物学用語であり、1920 年にドイツのハンブルク大学の植物学者 Hans 

Winkler に定義された。当時は、このゲノムという言葉は、卵と精子に含まれる染色体の 1 組と

いう意味で使用されていたが、DNA という分子が遺伝情報の本体であることが明らかになった

今日においては、生物が持つ全染色体を構成する全塩基配列および全遺伝子セットという定義が

されている。真核生物においては、各細胞内に、核と呼ばれる小器官が存在し、生命活動を司る

遺伝情報は、この核の中に存在する染色体に保存されている。染色体には、遺伝情報の本体であ

る DNA（deoxyribonucleic acid; デオキシリボ核酸）が存在し、４種類の塩基 A（アデニン）、 T

（チミン）、G（グアニン）、C（シトシン）から構成されている。DNA は、A と T、G と C が相

補的なペアとなっており、この１ペアを１塩基対と呼ぶ。1990 年代に塩基配列決定の自動化技術

が確立すると、ゲノム科学は急速に発展し、90 年代半ばには様々な生物種においてゲノム塩基配

列決定プロジェクトが進行した。同じ時期に、コンピュータを用いて大量データから生物学的知

識の発見を行うバイオインフォマティクスという研究領域が生まれ、ゲノム科学の発展との関係

は密接である。植物のゲノム塩基配列決定プロジェクトについては、2000 年に顕花植物として初

めてシロイヌナズナのゲノム塩基配列が決定され、2013 年 12 月現在、40 種以上の植物のゲノム

塩基配列が公表されている。このようなゲノム解読の目的は生物の持つ遺伝情報の有限性を認識

することにあり、その有限性すなわち全体を理解し、「なぜ環境耐性を示すのか」、「なぜ特定の化

合物を高生産するのか」といった様々な生命現象を明らかにするために、A、T、G、C という文

字の羅列ともいえるゲノム配列の解析を行う。例えば、RNA 転写領域、翻訳産物(タンパク質)の

予測、同定を行い、遺伝子概観を把握する。この解析で得られる情報をゲノム注釈またはゲノム

アノテーションと呼び、ゲノム研究のみならず、広く利用されるため、ゲノム注釈は高品質であ

ることが求められる。植物の基礎科学の領域においては、環境応答性の転写因子、プロモータの

同定などといった RNA 転写メカニズムの理解にゲノム研究の成果が強く関与している。農業分

野では、薬剤や病害耐性に富む植物種、系統の探索、収量などの量的表現形質形質と DNA 多型

との関連解析、遺伝子組換え作物の研究や実証実験が活発に行われており、また環境・材料分野
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では、アブラヤシやキャッサバ、ヤトロファ（ナンヨウアブラギリ）などの作物のゲノム研究が

推進され、生産性の向上や生育に不適と考えられる環境での適応性を示す系統の開発による緑地

化など様々な応用研究が取り組まれている。 

 ゲノム研究から得られる多様な遺伝情報は、現代の生命科学研究にとって必須である。生物種

間でゲノムを比較することにより、生物種間における共通性や生物種固有の表現形質との関係性、

進化過程の理解が可能になる。したがって、医療、創薬、育種、環境保全、物質生産など様々な

応用研究の推進においても、ゲノム情報基盤の構築は有効な手法の 1 つといえる。 

 

モデル植物シロイヌナズナとゲノム研究 

 シロイヌナズナは、草丈が約 20cm 程度と小さく、生活環も 2 か月程度である上に、形質転換

技術が確立していることなどから、植物研究において最も幅広く使用されている生物種の 1 つで

ある(Meinke et al., 1998)。シロイヌナズナの染色体数は 5 本で、ゲノムサイズは約 1 億 3000 万

塩基対であり、顕花植物としては最小の部類である。この特性から、日本、ヨーロッパ、アメリ

カの研究機関による国際ゲノム配列決定プロジェクトが発足し、2000 年 12 月に顕花植物として

初めて、全ゲノム塩基配列が決定された(Arabidopsis Genome Initiative, 2000)。 

 その後、シロイヌナズナの包括的研究が盛んに推進され、公共データバンク DNA data bank of 

Japan)(DDBJ)(Ogasawara et al., 2013)、GenBank (Benson et al., 2013)、現 European 

Nucleotide Archive(ENA)のEuropean Molecular Biology Laboratory (EMBL) (Cochrane et al., 

2013)へ登録される cDNA 等の配列データは増大し、シロイヌナズナのモデル植物としての地位

が確立された。ゲノム概観の獲得、遺伝子機能、構造の理解に有効である発現配列タグ(expressed 

sequence tag; EST)の収集に関しては、フランス、アメリカ、日本による大規模な EST 収集プロ

ジェクトが実施され(Cooke et al., 1996; Meinke et al., 1998; Asamizu et al., 2000)、DDBJ など

の公共データバンクでのシロイヌナズナ EST の登録数は 2002 年時点で 20 万配列に達した。し

かし、これらプロジェクトで収集された cDNA の多くは完全長ではなく、5’末端側のタンパク質

コード領域などの配列情報が欠けているため、転写領域の予測などのゲノム注釈情報に不正確な

情報を含むことが懸念されていた。そこで、遺伝子の転写制御領域や詳細な遺伝子構造の理解を

推進するため、発現遺伝子の完全長 cDNA の大規模収集および配列決定が行われた(Seki et al., 
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2002)。このシロイヌナズナ完全長 cDNA の配列情報を活用することで、シロイヌナズナのゲノ

ムワイドな選択的スプライシング解析や転写因子ファミリータンパク質の識別といった研究が推

進された(Iida et al., 2004, 2005)。 

 プロモータ中には、転写制御に重要な数々の DNA 配列モチーフが含まれており、転写調節メ

カニズムの解明にはプロモータの同定が重要である。この点において、完全長 cDNA 配列を基に

転写開始点を決定する手法は、正確な転写開始点を同定することに適している。また、形質転換

体の作出や合成されるタンパク質の機能や構造解析に関する研究においても、完全長 cDNA は、

タンパク質を合成するための設計情報をすべて有し、タンパク質そのものを合成することができ

ることから有用な研究基盤といえる。 

 ゲノム塩基配列の決定、完全長 cDNA の大規模収集およびその配列決定により、遺伝子領域が

同定されると研究フェーズは遺伝子機能の同定に移る。Ds トランスポゾンや T-DNA の挿入によ

る遺伝子破壊系統の作出は、遺伝子機能同定のための逆遺伝学的なアプローチであり、大規模な

シロイヌナズナ変異体系統の開発に基づく研究プロジェクトが推進され、作製された各々のタグ

挿入変異体のゲノム上のタグ挿入位置が同定された(Martienssen, 1998; Ito et al., 2002; Alonso 

et al., 2003; Kuromori et al., 2004)。これらのシロイヌナズナ変異体資源を活用することで、遺

伝子機能の同定や遺伝子と表現形質との関係性に関する様々な解析が推進された(Kuromori et 

al., 2006; Myouga et al., 2010)。 

 上述のように、シロイヌナズナの cDNA やタグ挿入変異体といった研究資源は、大規模かつ急

速に整備されていった。これらの研究資源やその研究から生産された情報は、シロイヌナズナ情

報 資 源 デ ー タ ベ ー ス (The Arabidopsis Information Resource; TAIR 

http://arabidopsis.org/)(Lamesch et al., 2012)などのようなインターネットを通じて閲覧できる

オンラインデータベースとして編纂されていった。収録されているシロイヌナズナ遺伝子 ID な

どのゲノム注釈情報をキーとして、推定される遺伝子機能、DNA 多型などの関連情報が構成さ

れているが、cDNA などの生物遺伝資源への関連付けについては十分とはいえない。転写開始位

置や転写制御領域解析などの包括的なシロイヌナズナ研究のより一層の推進のためには、これら

の更なる注釈付けが重要である。ゲノム注釈情報の品質に関しても、高品質な完全長 cDNA 配列

データなどの活用による改善が肝要である。また、機能ゲノム研究の推進においては、画一的な
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品質かつ大量なタグ挿入変異体の情報を用いた解析が有効であり、特にタグ挿入位置の同定のた

めにはタグ挿入位置近傍ゲノム塩基配列データを獲得できることが必須である。しかし、これら

集積された遺伝子破壊系統変異体の情報を検索する手段はゲノム上の物理位置情報によるもので

しかないため、タグ挿入位置やゲノム注釈情報を活用した検索機能をもつデータベース構築は、

シロイヌナズナの機能ゲノム研究の推進に有意義と考えられる。また、米国科学財団によるデー

タベース TAIR の運営助成の打ち切りが発表されており、研究目的に応じたデータベースの構築、

分散化について議論されている。したがって、この問題への対応する意味でもデータベース構築

は重要といえる。 

 

有用植物の完全長 cDNA 収集と草本植物シロイヌナズナとの比較解析 

 モデル植物シロイヌナズナの研究成果を活用し、環境保全や持続可能な炭素資源としての利用

が期待される樹木、デンプンやタンパク質源として食用とされる作物などの他の有用植物の研究

の加速化を図ることが重要である。例えば、森林は地表面のおよそ 30%を覆い、生物多様性の維

持に貢献している。また、大気や水の浄化、木材、繊維、燃料といった人類にとっての利益を提

供し、全世界の産業における供給原料の 25%は森林資源と深く関係している (Food and 

Agricultural Organization of the United Nations, 2003)。体高が大きく、長い生活環を示す樹木

は、一年生草本植物とは異なる選択圧の下で進化し、特有の表現形質を得るに至った。樹木の持

つ有用な生物学的特徴を理解することは、植物の分子機構のさらなる解明につながると期待され

ている。化石資源の枯渇、および環境悪化の深刻化などから、樹木の利用は重要性を増している。

いくつかの樹木で、その生物的特徴理解のための研究が進められているが、他の樹木に比べゲノ

ムサイズが小さい(約 4 億 8 千万塩基対)ことから、樹木のモデル植物として、ポプラ(genus 

Populus; ハコヤナギ属)のゲノム研究資源の整備が推進されている。例えば、国際連携研究プロ

ジェクトによって、ポプラ(Populus trichocarpa; コットンウッド)の全ゲノム塩基配列が決定さ

れた(Tuskan et al., 2006)。樹木であるポプラの生殖期間は長く、交雑に基づく遺伝学的な研究方

法には適さないため、機能ゲノム研究に基づく逆遺伝学的アプローチを欠くことはできない。そ

こで、ポプラの遺伝子概観の獲得や機能ゲノム研究を推進するための重要なツールとして、cDNA

の収集およびその配列決定が行われ(Sterky et al., 1998; Hertzberg et al., 2001; Wullschleger et 
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al., 2002; Sterky et al., 2004; Ralph et al., 2006)、現在では 30 万以上の EST が利用可能になっ

た。 

 同様にデンプン作物については、キャッサバのゲノム研究を取り上げる。熱帯性低木キャッサ

バ(Manihot esculenta Crantz)は、熱帯地域における重要作物の一つであり(Cock, 1982)、年間 2

億トン以上ものキャッサバが収穫され、5 億もの人々のカロリー源となっている(Food and 

Agricultural Organization of the United Nations, 2010)。キャッサバの根から抽出されるデンプ

ンは、食品加工、製紙、繊維、合板などの原料として活用され(Tonukari, 2004)、キャッサバを

原料としたデンプン生産は他のデンプン作物と比較しても安価であることから注目を集めている

(Amutha and Gunasekaran, 2001)。またキャッサバは、高温、多湿、貧栄養、酸性土壌といっ

た過酷な環境下での栽培が可能であり、度々干ばつが生じるような降水量が非常に少ない地域で

もキャッサバ栽培が行われている(El-Sharkawy and Cadavid, 2002)。このような様々な環境に

対する高い適応力を示すことに加え、キャッサバはイネやトウモロコシなど他のデンプン作物に

比べて栽培が容易であり、デンプンを貯蔵する根塊は土中で最低 2 年間は保持することができる

ため、飢饉への対応にも優れる一面も持つ(Raheem and Chukwuma, 2001)。上記のような悪条

件での生育が可能であるが、最適環境下における生育時に比べ生産性は低下し不安定になること

や、細菌またはウイルスによる病気による被害も問題になっており、克服すべき課題といえる。

また高デンプン含量を示すキャッサバ有用系統の多くは、食用するにあたって有毒であるシアン

化合物を多く含む(Andersen et al., 2000)。以前より行われてきた育種方法により、収量などの幾

つかの問題点の改善に成功したが、多くのキャッサバ系統が持つ遺伝的ヘテロ接合性や長い生活

環のため、従来法による育種の進展は遅い(Fauquet and Tohme, 2004)。遺伝子地図の作成と量

的表現形質遺伝子座の同定に関する研究の報告があるが、より詳細なマッピングや遺伝子同定を

行うためには、より多くのゲノムまたは転写産物の配列情報が必要になる。キャッサバの遺伝子

概観の獲得や機能ゲノム研究の推進のための重要なツールの 1つとして cDNAの収集およびその

配列決定がある。しかし、その重要性にもかかわらず、公共データバンク GenBank などから利

用できるキャッサバの cDNA 配列データは、3 万程度に過ぎない。 

 cDNA 配列は、ゲノム研究推進に重要な情報資源であるが、上述のように、ポプラの EST は

30 万、キャッサバにいたっては 3 万に過ぎず、他の有用植物トウモロコシの 300 万配列データ、
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イネの 200 万配列データなどに比べ、あまりにも小規模といえる（2008 年現在）。また、2012

年に公開されたキャッサバゲノム概要塩基配列は、想定されるゲノムの 60%程度の解読であり

(Prochnik et al., 2012)、EST の質、量ともに不十分であるため、RNA 転写領域予測も、不正確

な領域定義を多く含むことが考えられる。様々な生物種において EST は着々と増加していったが、

そのほとんどは部分長 cDNA 由来の配列データであるため、これらによる遺伝子機能の同定は十

分とは言えず、ゲノム塩基配列からの RNA 転写領域予測に際しても、不正確な領域定義を少な

からず含む可能性がある。 

 完全長 cDNA は、転写産物の機能解析だけでなく、転写開始位置の把握やゲノム塩基配列の修

正、遺伝子領域の同定に非常に有効である。5’末端のキャップ構造までの全長メッセンジャーRNA

を優先的に単離するための様々な方法が開発され(Kristiansen and Pandey, 2002)、これらの完全

長 cDNA 単離法は、ヒト、マウス、ショウジョウバエ、シロイヌナズナ、イネ、ヒメツリガネゴ

ケ(Konno et al., 2001; Seki et al., 2002; Stapleton et al., 2002; Suzuki et al., 2002; Kikuchi et 

al., 2003; Nishiyama et al., 2003)といった様々な完全長 cDNA 大規模収集プロジェクトで活用

された。本研究においても、高効率に全長 RNA を収集することができるビオチン化キャップト

ラッパー法(Carninci et al., 2000)を用いて、ポプラおよびキャッサバの完全長 cDNA ライブラリ

を作製した。完全長 cDNA 収集はゲノム注釈情報の品質向上に有効な手段の 1 つであり、このポ

プラとキャッサバの cDNA 配列データと、既に公開されているポプラとキャッサバ各々の概要ゲ

ノム塩基配列由来の遺伝子予測情報との比較により、新規転写単位(遺伝子)および遺伝子モデル

(転写産物)の同定などのゲノム注釈情報の改善を図った。複合的な遺伝子機能予測や適切な遺伝

子機能情報の確認による遺伝子機能注釈は、実際の分子機能の理解に不可欠である。したがって、

様々なタンパク質データセットや生物種間共通遺伝子 (オルソログ )、遺伝子オントロジ

(Ashburner et al., 2000)を用い、収集したポプラおよびキャッサバの完全長 cDNA および改善し

た予測転写物に注釈付けを行い、またシロイヌナズナの遺伝子情報と比較することで、各生物種

固有の遺伝子を推定し、その遺伝子機能の傾向把握を試みた。 

 

熱帯作物キャッサバの DNA 多型解析 ～ 集積したゲノム情報の活用 ～ 

 ゲノム塩基配列や EST などのゲノム情報が豊富になることで実現することの 1 つとして、生
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物種内における比較解析がある。例えば、個体間、系統間における DNA 多型を検出することが

可能になり、個体、系統を識別する分子マーカーの整備が推進される。検出した DNA 多型と各

個体、系統の表現形質との間の関係性の研究は従来から行われているが、高密度かつゲノムワイ

ドな分子マーカーの整備が可能になることで、より詳細な DNA 多型と表現形質との関連解析が

行われるようになる。ゲノム情報を活用することで開発される分子マーカーは、ヒトの病気の原

因、投薬効果の傾向の把握や有用作物の品種改良などの研究に直結する。 

 近年、植物の核酸配列データの蓄積は、遺伝子探索の効果的な研究手法として推進されている

(Mochida and Shinozaki, 2010)。実際、幾つかの植物種に対して行われた cDNA 収集とその配

列決定は、機能ゲノム研究の推進に貢献した(Kikuchi et al., 2003; Nanjo et al., 2007; Taji et al., 

2008; Umezawa et al., 2008; Soderlund et al., 2009)。熱帯性デンプン作物キャッサバにおいて

も、幾つかの研究グループによって cDNA 収集が行われ(Anderson et al., 2004; Lopez et al., 

2004; Lokko et al., 2007; Sakurai et al., 2007)、その成果は網羅的な発現遺伝子を実装したマイ

クロアレイ設計に活用され、トランスクリプトーム研究を実現させた(Sojikul et al., 2010; An et 

al., 2012; Utsumi et al., 2012)。現在、キャッサバのゲノム概要塩基配列が公開され、推定ゲノ

ムサイズ 770Mbp の 54%に相当する 419.5Mbp のゲノム塩基配列データが利用可能であり、この

キャッサバゲノム概要塩基配列から 30,666 のタンパク質コード遺伝子が予測されている

(Prochnik et al., 2012)。 

 上述したように、分子マーカー開発は育種研究推進に有用であり、マーカー支援選抜

(marker-assisted selection; MAS)を通じ、個体選抜の効率化に活用されている。植物遺伝学研究

において、DNA 多型の検出は、集団構造解析、進化関連研究に応用され、モデル植物シロイヌ

ナズナでは、ゲノムワイドな遺伝構造解析が行われている(Cao et al., 2011)。特に近年、一塩基

多型(single nucleotide polymorphism; SNP)マーカーは注目されており、動物やヒトのゲノム解

析において、何万もの SNP マーカーを用いたハプロタイプ解析が行われている(International 

HapMap Consortium et al., 2007)。このような SNP 解析は、作物の品種改良においてもその応

用が期待され、植物育種コミュニティでの関心が高まっている。 

 キャッサバの遺伝子マッピングや分子マーカーの整備が進められ (Akano et al., 2002; 

Okogbenin and Fregene, 2002; Rabbi et al., 2012)、単純反復配列(simple sequence repeat; SSR)
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の検出による分子マーカー整備やそれを用いた量的形質遺伝子座マッピング(quantitative trait 

loci mapping; QTL mapping)についての報告がされている(Raji et al., 2009; Sraphet et al., 

2011)。さらに遺伝学研究と育種を推進するためには、SNP マーカーのようなより高密度なマー

カー整備が求められる。SNP やゲノム挿入/欠損(insertion and deletion; InDel)は、集団内で生

じる突然変異であり、キャッサバでもこれらに関して報告されている(Lopez et al., 2005; 

Ferguson et al., 2012)。また、SNP やゲノム挿入/欠損によって生じた DNA 多型と遺伝子機能と

の関係性についても報告されており、分子育種の推進だけでなくゲノム構造や遺伝子機能の理解

にも重要である(Yamaguchi-Kabata et al., 2008)。 

 

情報資源の活用とデータベース構築 

 ゲノムや cDNA の大量な配列データが収集され、比較ゲノム解析などの研究に使用されること

で DNA 多型などの詳細なゲノム注釈情報が生産されている。これらのゲノム情報は統合され、

インターネット上に公開されることにより、効率的な研究推進に活用されている。例えば、The 

Arabidopsis Information Resource (TAIR) (Lamesch et al., 2012)は、シロイヌナズナ情報のポ

ータルデータベースであり、シロイヌナズナ研究者を始め多くの植物研究者に利用されている。

同様に Gramene は、単子葉植物の比較ゲノム研究に関する情報を提供している(Liang et al., 

2008)。ムギ類やトウモロコシなどのその他の植物についても情報を統合した有用なデータベー

スが整備されつつある。したがって、各種ゲノム解析などによって新たに生産された大量の情報

をデータベースとして統合し、インターネットに公開することは、更なる植物研究の促進に貢献

すると考えられる。 

 

本研究について 

 以上のようにゲノム科学は、対象生物のゲノム塩基配列解読および転写領域の予測等のゲノム

注釈付けによる遺伝情報の有限性の確保を起点に、遺伝子機能の理解からヒトの病気の原因や投

薬効果の傾向の把握や有用作物の品種改良など広範囲に応用されている研究領域である。その研

究推進に有用である完全長 cDNA の収集とその配列データの生産は、対象生物種のゲノム注釈情

報を改善し、生物種間や生物種内でのゲノム比較解析による生物種固有の遺伝子機能の解明や
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DNA 多型の検出などを可能にする。また、収集した完全長 cDNA 自体が形質転換体の作出等の

生物遺伝資源としての価値を持つ。 

 本研究では、双子葉草本モデル植物シロイヌナズナの完全長 cDNA 配列を用いたゲノム注釈情

報の改善および遺伝子機能解析に有用な Ds トランスポゾン挿入変異体の注釈付けを行い、解析

に使用した完全長 cDNA と Ds トランスポゾン挿入変異体を主としたシロイヌナズナの遺伝子機

能情報の統合データベースを構築した。また、樹木ポプラとデンプン作物キャッサバの完全長

cDNA を収集し、cDNA 配列データを獲得した。モデル植物シロイヌナズナでのゲノム注釈改善

の手法を活用し、ポプラとキャッサバの cDNA 配列データを用い、各々のゲノム注釈の改善を行

った。モデル植物シロイヌナズナのゲノム情報との比較解析を行うことで、各対象生物種とシロ

イヌナズナとの共通性、対象生物種固有の遺伝子機能の抽出等ゲノム概観の把握を行った。さら

に、大規模に収集したキャッサバの cDNA 配列データおよびキャッサバのゲノム概要塩基配列を

用い、系統間における DNA 多型の探索および DNA 多型と遺伝子機能との関係性について解析

を行った。また、DNA 多型の同定にとどまらず、各 DNA 多型を検出するための PCR プライマ

ーペア配列を設計するなど、分子マーカー開発を支援し、育種研究の推進に貢献した。これらキ

ャッサバのゲノム解析の結果を編纂し、データベースとしてインターネット上に公開することで

周辺研究の推進に貢献した。 

このように、モデル植物のゲノム研究に始まり、その成果を活用した樹木や作物の完全長 cDNA

収集および配列解析、集積したゲノム情報を用いた DNA 多型の同定といった一連のゲノム研究

を行った。さらに、これらの研究成果を編纂し、データベースを構築するといった情報基盤整備

を行った。本研究の詳細について次章より述べる。 
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第２章 植物の完全長 cDNA解析とその情報基盤整備 

 

（１）シロイヌナズナのゲノム注釈情報の改善とデータベース RARGE の構築 

 

【序論】 

 シロイヌナズナは、草丈が約 20cm 程度と小さく、生活環も 2 か月程度である上に、形質転換

技術が確立していることなどから、植物研究において最も幅広く使用されている生物種の 1 つで

ある(Meinke et al., 1998)。ゲノムサイズは約 1 億 3000 万塩基対であり、顕花植物としては最小

の部類であることから、日本、ヨーロッパ、アメリカの研究機関による国際ゲノム配列決定プロ

ジェクトが発足し、2000 年 12 月に顕花植物として初めて、全ゲノム塩基配列が決定された

(Arabidopsis Genome Initiative, 2000)。その後、シロイヌナズナの包括的研究が盛んに推進さ

れ、公共データバンク DNA data bank of Japan)(DDBJ)(Ogasawara et al., 2013)、GenBank 

(Benson et al., 2013)、現 European Nucleotide Archive(ENA)の European Molecular Biology 

Laboratory (EMBL) (Cochrane et al., 2013)へ登録される DNA 等の配列データは増大した。ゲ

ノム概観の獲得、遺伝子機能、構造の理解に有効である発現配列タグ(expressed sequence tag; 

EST)の収集に関しては、フランス、アメリカ、日本による大規模な EST 収集プロジェクトが実

施され(Cooke et al., 1996; Meinke et al., 1998; Asamizu et al., 2000)、GenBank での EST 情報

の登録数は 2002年時点でも 20万配列に達した。しかし、これらプロジェクトで収集された cDNA

の多くは完全長ではなく、タンパク質コード領域などの配列情報が欠けていた。そこで、遺伝子

の転写制御領域や詳細な遺伝子構造の理解を推進するため、発現遺伝子の完全長 cDNA の大規模

収集および配列決定が行われた(Seki et al., 2002)。このシロイヌナズナ完全長 cDNA の配列情報

を活用することで、シロイヌナズナのゲノムワイドな選択的スプライシング解析や転写因子ファ

ミリータンパク質の識別といった研究が推進された(Iida et al., 2004, 2005)。 

 Ds トランスポゾンや T-DNA の挿入による遺伝子破壊系統の開発は、遺伝子機能同定のための

効果的なアプローチの 1 つであり、シロイヌナズナ研究において、cDNA 収集と同様に大規模な

変異体系統の開発に基づく遺伝子機能解析プロジェクトが推進され、多くのタグ挿入変異体が作

出された。(Martienssen, 1998; Ito et al., 2002; Alonso et al., 2003; Kuromori et al., 2004)。こ
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れらのシロイヌナズナ変異体資源を活用することで、遺伝子機能の同定、遺伝子と表現形質との

関係性に関する様々な解析が推進された(Kuromori et al., 2006; Myouga et al., 2010)。 

 上述のようにシロイヌナズナの cDNA やタグ挿入変異体といった研究資源は、大規模かつ急速

に整備されていった。それら資源やその研究から生産された情報は、シロイヌナズナ情報資源デ

ータベース(The Arabidopsis Information Resource; TAIR http://arabidopsis.org/) (Lamesch et 

al., 2012)などのようなインターネットを通じて閲覧できるオンラインデータベースとして編纂

されている。2000 年 12 月に解読されたシロイヌナズナの全ゲノム塩基配列データは、ゲノム配

列決定が一般的になった今日においても高い品質といわれている。このゲノム塩基配列データに

加え、シロイヌナズナの cDNA 配列データは、2012 年 9 月現在でも 200 万配列に達しようとし

ており、これら cDNA 配列データを使用したゲノム注釈情報は、植物ゲノムの内で最高水準とい

える。しかし、転写領域の同定に使用した cDNA 配列データは、完全長 cDNA 由来または部分長

cDNA 由来であるのかを正しく編纂せずに行われており、不正確なゲノム注釈を含むことが考え

られる。また、このシロイヌナズナ情報資源データベース TAIR は、収録されているゲノム注釈

情報をキーとして、推定される遺伝子機能、DNA 多型などの関連情報が構成されているが、cDNA

などの生物資源への関連付けについては十分とはいえない。RNA 転写開始位置や転写制御領域解

析といったトランスクリプトーム研究などの包括的な研究の一層の推進のためには、これら情報

の更なる対応付けが必要である。同様に、多くのタグ挿入変異体が作出されたにもかかわらず、

各変異体におけるゲノム上のタグ挿入位置など注釈情報の整備は限定的であるため、これらタグ

挿入変異体に関する情報整備は機能ゲノム研究の推進に有意義である。したがって、cDNA 情報

としては特に重要である完全長 cDNA の関連情報、および画一的な品質かつ大量にタグ挿入位置

が同定されている理化学研究所作製の Ds トランスポゾンタグ挿入変異体を対象とし、各生物資

源についてのゲノム解析、注釈情報生産結果を編纂したシロイヌナズナのゲノム統合情報データ

ベース RARGE (RIKEN Arabidopsis Genome Encyclopedia)を構築し、インターネット上に公開

した(http://rarge.psc.riken.jp/)。 
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【方法】 

シロイヌナズナ完全長 cDNA データの獲得 

 理化学研究所の研究チームが作製した完全長 cDNA の配列データを解析対象とした。該当のシ

ロイヌナズナ完全長 cDNA 収集(Seki et al., 2002)、および全ゲノム選択的スプライシング解析

(Iida et al., 2004)で用いられた完全長 cDNA 配列データを公共データバンク GenBank (Benson 

et al., 2012)より獲得した。 

 

シロイヌナズナ完全長 cDNA 配列データの物理的位置の把握とクラスタリング 

 獲得した完全長 cDNA 配列データの冗長性を排除するため、配列類似性に基づきシロイヌナズ

ナのゲノム塩基配列に対して整列させた。シロイヌナズナのゲノム塩基配列はシロイヌナズナ情

報ウェブサイト TAIR (Lamesch et al., 2012)より獲得し、はじめに、核酸配列類似性検索ソフト

ウェア BLASTN (Altschul et al., 1997)を用いて、完全長 cDNA 配列が対応するおおよそのゲノ

ム領域の塩基配列データを獲得した。続いて、cDNA 配列整列ソフトウェア SIM4 (Florea et al., 

1998)を用いて、完全長 cDNA 配列が対応する正確なゲノム位置、転写方向、遺伝子構造 (エク

ソン/イントロン構造) を得た。各完全長 cDNA のゲノム上における物理的位置に基づき、クラス

タリングを行った。完全長 cDNA クラスタについては、タンパク質配列類似性検索ソフトウェア

BLASTP を用い、米国国立生物工学情報センター (National Center for Biotechnology 

Information; NCBI) (Sayers et al., 2012)提供のタンパク質データセット (Non-Redundant 

protein sequence dataset; nr) に対する検索を行い、遺伝子機能の注釈付けを行った。BLASTP

は、期待値が 10-5未満(-e 1e-5)、単純配列のマスキング不使用(-F F)の条件で行った。 

 

シロイヌナズナ完全長 cDNA 転写開始位置に基づくプロモータ領域配列の獲得とシス因子の検

索 

 上述の解析で得られた 5’末端読みおよび全長読み完全長 cDNA配列の物理的位置と転写方向情

報に基づきプロモータ領域を得た。本解析では、転写開始位置からその上流 1,000 塩基の領域を

プロモータ領域と定義した。定義したプロモータ配列中のシス因子(cis-element)をシス因子検索

ツール PLACE (Higo et al., 1998)を用いて検出した。 
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シロイヌナズナ Ds トランスポゾンタグ挿入変異体のタグ近傍ゲノム DNA 配列データの獲得と

物理的位置の把握 

 理化学研究所の研究チームが作製したシロイヌナズナ Ds トランスポゾンタグ挿入変異体を解

析対象とした(Ito et al., 2002; Kuromori et al., 2004; Kuromori et al., 2006)。核酸配列類似性検

索ソフトウェア BLASTN (Altschul et al., 1997)を用いて、Ds トランスポゾンタグ挿入変異体の

ゲノム近傍配列データを、シロイヌナズナのゲノム塩基配列へ整列させることで、ゲノム上にお

ける Ds トランスポゾンタグの物理的挿入位置を計算した。BLASTN は、期待値が 10-15未満(-e 

1e-15)、単純配列のマスキング不使用(-F F)の条件で行った。続いて、シロイヌナズナのゲノム注

釈情報とDs トランスポゾンタグの物理的挿入位置との対応付けを独自に作成した Perl プログラ

ムを用いて行い、Ds トランスポゾンタグ挿入位置と Ds トランスポゾンタグ挿入位置近傍に存在

する遺伝子との距離(塩基数)を同定した。 

 

シロイヌナズナ完全長 cDNA、Ds トランスポゾンタグ挿入変異体の情報統合とデータベース

RARGE の構築 

 本解析で得られたシロイヌナズナ完全長 cDNA および Ds トランスポゾンタグ挿入変異体の情

報をレコード化し、データベースとして統合した。データベース構築に際しては、レコード間の

共通項目の関係モデルに基づく、関係型 (リレーショナル )データベースエンジンである

PostgreSQL を採用した。 

 シロイヌナズナ完全長 cDNA データについては、cDNA 名を主キーとし、関連するシロイヌナ

ズナ遺伝子モデル名(AGI gene model ID)との関係を構築した。同様に Ds トランスポゾンタグ挿

入変異体についても、変異体名を主キーとしたレコード化を行い、変異体が関連するシロイヌナ

ズナ遺伝子モデル名を関連させた。完全長 cDNA と Ds トランスポゾンタグ挿入のゲノム上の物

理的位置情報については、独自に開発したゲノムビューアを用いて統合した。同様に、シロイヌ

ナズナ遺伝子モデル名によって、完全長 cDNA と Ds トランスポゾンタグ挿入変異体の情報を結

び付けた。 

 データベース構築の対象とした完全長 cDNA および Ds トランスポゾンタグ挿入変異体に関係
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する研究成果の統合や外部データベースとのリンクを実装し、シロイヌナズナ完全長 cDNA を用

いた全ゲノム選択的スプライシング解析(Iida et al., 2004)、Ds トランスポゾンタグ挿入変異体の

表現形質解析(Kuromori et al., 2006)、核コードの葉緑体関連遺伝子解析 (Myouga et al., 2010) 

を対象データとした。また、シロイヌナズナ転写因子の同定を行ったデータベース RARTF (Iida 

et al., 2005)とのリンクも実装した。 

 

 



15 

 

【結果と考察】 

シロイヌナズナ完全長 cDNA データのクラスタリング、新規転写領域の探索 

 公共データバンク GenBank から理化学研究所が作製したシロイヌナズナ完全長 cDNA の末端

読み(EST)および全長読み配列データをそれぞれ、265,107 配列、20,683 配列獲得した(表 2-1-1)。 

 獲得した完全長 cDNA 配列データのクラスタリング、注釈付けとレコード化についての流れを

図 2-1-1 に示す。シロイヌナズナゲノム塩基配列(TAIR10)へマップしたところ、獲得した完全長

cDNA 配列データの 98.7%がマップし、ゲノム上の位置情報を獲得できた(表 2-1-1)。ゲノム配列

へマップできた各完全長 cDNA 配列データの位置情報に基づき、既知の遺伝子注釈情報(AGI 

gene)へ対応させたところ、シロイヌナズナの核ゲノムにコードされている遺伝子の 62.2%である

16,911 のシロイヌナズナ遺伝子に対応した。既知の転写領域と対応しなかった 1,502 配列を対象

にゲノム上の位置情報に基づくクラスタリングを行ったところ、503 クラスタを得た。この 503

クラスタは、新規シロイヌナズナ遺伝子の候補とみなせる。また、ゲノム注釈情報と対応した配

列についても精査したところ、4,119 のシロイヌナズナ遺伝子が既存のゲノム注釈による転写領

域を 500 塩基以上延長できる新規な遺伝子モデルを持つ可能性を示した。これらの配列データに

関して、NCBI タンパク質データセット(nr)との配列類似性検索を行い遺伝子機能に関する注釈

情報を付加した。最後に、上記のフローで生産したデータについて、データベース構築に際する

レコード化を行った。以上のように、大量のシロイヌナズナ完全長 cDNA の配列データのクラス

タリングと体系的な注釈付けを行い、レコード化することにより、完全長 cDNA 資源についての

円滑な情報参照が可能になった。 

 

シロイヌナズナ完全長 cDNA 転写開始位置に基づくプロモータ領域配列の獲得とシス因子の検

索 

 完全長 cDNA の全長読みおよび 5’末端読み配列のゲノム上の物理的位置情報を用い、プロモー

タ領域配列を獲得した。本研究では、転写開始位置から上流 1,000 塩基をプロモータ領域と定義

し、転写開始点各々の該当領域のゲノム塩基配列を獲得した。続いて、シス因子検索ツール

PLACE (Higo et al., 1998)を用いて、獲得したプロモータ配列中のシス因子を検出し、レコード

化した。 
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シロイヌナズナ Ds トランスポゾンタグ挿入変異体のタグ近傍ゲノム DNA 配列データの獲得と

物理的位置の把握 

 理化学研究所の研究チームが作製したシロイヌナズナ Ds トランスポゾンタグ挿入変異体(Ito 

et al., 2002; Kuromori et al., 2004; Kuromori et al., 2006)の 17,671 系統について、挿入された

Ds トランスポゾンタグの近傍ゲノム塩基配列を得た。この配列データをゲノム塩基配列へマップ

することで、ゲノム上における Ds トランスポゾンタグ挿入位置を計算した。続いて、同定した

各々のDsトランスポゾン挿入位置情報に基づき、既知の遺伝子注釈情報(AGI gene)へ対応させ、

プロモータ領域、タンパク質コード領域、5’側非翻訳領域、3’側非翻訳領域、非翻訳性 RNA、遺

伝子間領域に分類した結果を表 2-1-2 に示す。本解析では、プロモータ領域を転写開始位置から

上流 1,000 塩基と定義した。タグ挿入位置が転写領域内であった変異体は 11,570、遺伝子モデル

は 9,524 存在し、これらは該当遺伝子モデルの転写を阻害している可能性が高いと思われる。以

上のように、大量の Ds トランスポゾンタグ挿入変異体について、タグ挿入位置の推算、関連遺

伝子の同定などの体系的な注釈付けを行い、レコード化することにより、変異体についての円滑

な情報参照を可能にし、該当遺伝子の機能解析を支援する情報資源を整備した。 

 

シロイヌナズナゲノム情報データベース RARGE の構築 

 上述の解析で生産した情報は、データベース RARGE として統合し、インターネット上に公開

した(http://rarge.psc.riken.jp/)。各完全長 cDNA と Ds トランスポゾンタグ挿入変異体の詳細情

報ページを作成するだけでなく、膨大な収録データの円滑な閲覧を可能にするため、各種検索機

能を実装した。完全長 cDNA については、cDNA 名、AGI シロイヌナズナ遺伝子名、キーワード

による検索が可能であり(図 2-1-2)、検索結果から該当する cDNA の詳細情報ページに遷移するこ

とができる(図 2-1-3)。cDNA 配列データやゲノムビューアによる物理的位置情報の閲覧、TAIR

や GenBank といった外部のデータベースへのリンクも備える。同様に、Ds トランスポゾンタグ

挿入変異体についても、キーワード、変異体名、シロイヌナズナ遺伝子名(AGI 遺伝子 ID)による

検索機能を実装し(図 2-1-4)、検索結果から該当する Ds トランスポゾンタグ挿入変異体の詳細情

報ページに遷移することができる(図 2-1-5)。 
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 本研究と同様に、理化学研究所が提供する完全長 cDNA 配列情報を用いて行われたシロイヌナ

ズナ全ゲノム選択的スプライシング解析(Iida et al., 2004)の結果を共通する完全長 cDNA 名で統

合し、遺伝子構造を含むシロイヌナズナのゲノム情報を実装した(図 2-1-6)。Ds トランスポゾン

タグ挿入変異体を用いた表現形質解析(Kuromori et al., 2006)、核コードの葉緑体関連遺伝子解析

(Myouga et al., 2010) の 結 果 を 収 録 し た デ ー タ ベ ー ス RAPID 

(http://rarge.psc.riken.jp/phenome/) と 葉 緑 体 タ ン パ ク 質 デ ー タ ベ ー ス 

(http://rarge.psc.riken.jp/chloroplast/) 、さらにシロイヌナズナ転写因子データベース RARTF 

(http://rarge.psc.riken.jp/rartf/) へのリンクを備え、関連する有用な情報の閲覧性を向上させた。

また、実験リソースの請求に関する利便性も考慮し、本データベース RARGE に収録している生

物資源の提供を行っている理化学研究所バイオリソースセンターのリソースカタログページ 

(http://www.brc.riken.jp/lab/epd/Eng/species/arabidopsis.shtml) へのリンクも備えた。 

 以上のように、完全長 cDNA 配列データを用いた転写開始位置、新規転写領域の同定、Ds ト

ランスポゾンタグ挿入変異体のタグ挿入位置の推算とタグ挿入位置と転写領域との関係の獲得を

行うことで、ゲノム注釈情報を改善し、シロイヌナズナのゲノム研究の推進に貢献した。また、

解析結果および関連情報をデータベース RARGE として統合し、シロイヌナズナゲノムに関する

円滑な情報参照環境を提供した。 
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【図表】 

 

表 2-1-1 データベース構築に用いたシロイヌナズナ完全長 cDNA 配列情報 

 

  末端読み 全長読み 全て 

獲得配列数 265,107 20,683 285,790 

ゲノムへマップした配列数 261,322 20,645 281,967 

遺伝子に対応した配列数 260,064 20,401 280,465 

遺伝子に対応しなかった配列数 1,258 244 1,502 

cDNA が対応した遺伝子数 16,216 14,821 16,911 

 

 核ゲノムにコードされているシロイヌナズナ遺伝子は、TAIR10 ゲノム注釈情報によると

27,206 個である。したがって、本研究の対象とした完全長 cDNA によって、約 60%の遺伝子が

単離されていることになる。 
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表 2-1-2 データベース構築に用いた Ds トランスポゾンタグ挿入変異体タグ挿入位置の分類 

 

Ds タグ推定挿入位置 系統数 遺伝子モデル数 

プロモータ領域 6,802 6,966 

タンパク質コード領域 8,997 7,236 

5'側非翻訳領域 1,940 2,142 

3'側非翻訳領域 1,076 1,251 

非翻訳性 RNA 641 465 

遺伝子間領域 3,160 4,172 

合計 17,671 15,876 

 

 タグ挿入位置をゲノム上の 1 か所に同定できない、または 1 つのタグ挿入位置が複数の項目を

満たすため、合計は変異体系統総数を上回る。 
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図 2-1-1 シロイヌナズナ完全長 cDNA 配列データの解析処理の流れ 

 

 獲得した完全長 cDNA の配列データは、ゲノム塩基配列へのマッピングを経て、クラスタリン

グされ、16,420 のシロイヌナズナ遺伝子(転写単位)に対応した。既知のシロイヌナズナ遺伝子と

対応しなかった 2,195 配列をクラスタリングし、新規遺伝子候補である 987 クラスタを得た。 

 

 

Genbankから完全長cDNA配列データを獲得

ゲノムへマップした完全長cDNA配列データ

既知遺伝子
への対応

遺伝子IDを獲得

ゲノム上の位置情報
に基づくクラスタリング

注釈付け (NCBIタンパク質データセットとの類似性検索)

データベース構築のためのレコード化

新規遺伝子候補

Yes No

BLASTN、sim4によるマッピング
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図 2-1-2 完全長 cDNA の検索画面 

 

 cDNA 名、AGI シロイヌナズナ遺伝子名、キーワードによる検索が可能。 

 



22 

 

 

 

図 2-1-3 完全長 cDNA の詳細画面 

 

 配列タイプ(全長読み、末端読み)、対応 AGI シロイヌナズナ遺伝子名、遺伝子機能注釈、ゲノ

ム上の物理的位置を閲覧できる。 
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図 2-1-4 Ds トランスポゾンタグ挿入変異体の検索画面 

 

 キーワード、変異体名、シロイヌナズナ AGI 遺伝子名による検索が可能。 
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図 2-1-5 Ds トランスポゾンタグ挿入変異体の詳細画面 

 

 対応 AGI シロイヌナズナ遺伝子名、その距離(塩基数)、遺伝子機能注釈、ゲノム上の物理的位

置を閲覧できる。 
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図 2-1-6 シロイヌナズナ選択的スプライシング検出結果の一例 

 

 このスクリーンショットは、第 2 エクソンをスキップするタイプの選択的スプライシングの例。

それぞれ、全長読み cDNA 配列（青）、5’-EST（赤）、3'-EST（緑）を示す。 
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（２）ポプラ完全長 cDNA の収集とその配列解析 

 

【序論】 

 森林は地表面のおよそ 30%を覆い、生物多様性の維持に貢献している。また、大気と水の浄化、

木材、繊維、燃料といった人類にとっての利益を提供し、全世界の産業における供給原料の 25%

は森林資源と深く関係している(Food and Agricultural Organization of the United Nations, 

2003)。体高が大きく、長い生活環を示す樹木は、一年生草本植物とは異なる選択圧の下で進化

している。樹木の持つ有用な生物学的特徴を理解することは、植物の分子機構の解明に大きく貢

献すると期待されている。化石資源の枯渇、および環境の維持といった面から、持続可能な炭素

資源としての樹木の利用は重要性を増している。いくつかの樹木において、その生物学的特徴の

理解のために研究が進められているが、他の樹木に比べゲノムサイズが小さい(およそ 4 億 8 千万

塩基対)ことから、モデル樹木として、ポプラ(genus Populus; ハコヤナギ属)のゲノム研究資源の

整備が推進されている。例えば、国際連携研究プロジェクトによって、ポプラ (Populus 

trichocarpa; コットンウッド)の全ゲノム塩基配列が決定された(Tuskan et al., 2006)。樹木であ

るポプラの生殖期間は長く、交雑に基づく遺伝学的な研究方法には適さないため、機能ゲノム研

究に基づく逆遺伝学的アプローチを欠くことはできない。そこで、ポプラの遺伝子概観の獲得や

機能ゲノム研究を推進するための重要なツールとして、cDNA の収集およびその配列決定が行わ

れ(Sterky et al., 1998; Hertzberg et al., 2001; Wullschleger et al., 2002; Sterky et al., 2004; 

Ralph et al., 2006)、現在では 30 万以上の EST が利用可能になった。 

 完全長 cDNA は、転写産物の機能解析だけでなく、転写開始位置の把握やゲノム塩基配列の修

正、遺伝子領域の同定に有効である。5’末端のキャップ構造までの全長メッセンジャーRNA を優

先的に単離するための様々な方法が開発され(Kristiansen and Pandey, 2002)、これらの完全長

cDNA 単離法は、ヒト、マウス、ショウジョウバエ、シロイヌナズナ、イネ、ヒメツリガネゴケ

(Konno et al., 2001; Seki et al., 2002; Stapleton et al., 2002; Suzuki et al., 2002; Kikuchi et al., 

2003; Nishiyama et al., 2003)といった様々な完全長 cDNA 大規模収集プロジェクトで活用され

た。先に述べたように、ポプラの EST は着々と増加していったが、そのほとんどは部分長 cDNA

由来の配列データであるため、これらによる遺伝子の同定等のゲノム注釈情報は十分とは言えず、
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ゲノム塩基配列からの RNA 転写領域予測に際しても、不正確な定義を含む可能性がある。 

 この状況を改善するため、今回、高効率に全長 RNA を収集することができるビオチン化キャ

ップトラッパー法(Carninci et al., 2000)を用いて、ポプラ完全長 cDNA ライブラリを作製した。

収集した cDNA配列データとポプラのゲノム塩基配列由来の予測遺伝子との比較を行うことによ

り、新規転写単位(遺伝子座)および遺伝子モデル(転写産物)を同定した。遺伝子機能予測や遺伝子

機能情報の確認によるゲノム注釈の改善だけでなく、様々なタンパク質データセットや生物種間

共通遺伝子(オルソログ)、遺伝子オントロジ(Ashburner et al., 2000)を用い、収集したポプラ完

全長 cDNA に注釈付けを行った。また、シロイヌナズナの遺伝子情報と比較することで、ポプラ

固有の遺伝子を分類し、その遺伝子機能の傾向を把握した。 
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【方法】 

植物材料とストレス処理 

 葉芽、花芽、小枝を成熟したポプラ(Populus nigra ver. italica)の雌株から採取した。採取した

サンプルは、直径 90mm、高さ 130mm のバイオポット(渡辺泰株式会社、大阪)を用い、無菌環

境下で外植した。外植体は、McCown 木本基礎塩類混合粉末(Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, 

MO)、2%(w/v)ショ糖、2%(w/v)活性炭、0.3%(w/v)ゲランガムを含む培地で育成し、クリーンル

ーム温度は 25±1℃、光量は白色蛍光灯の使用下で 40～60μmol m-2s-1、明期 16 時間、暗期 8

時間とした。 

 バイオポットで 2 か月間の育成後、植物体をサンプリングし、根を蒸留水で洗浄し、一連のス

トレス処理を行った。乾燥、低温、高温、および塩、アブシジン酸、サリチル酸、ジャスモン酸、

過酸化水素曝露の 8 種類のストレス処理を行い、各ストレス処理後、1、2、5、10、24 時間にサ

ンプリングを行った。乾燥処理については、直径 90mm、高さ 20mm のペトリ皿に葉を乗せ、弱

光、室温 25℃、湿度 50%の条件下で行った。低温と高温処理については、湿らせたペーパータ

オルを敷いたペトリ皿上で、暗所、4℃(低温処理)、および 34℃(高温処理)の条件下で行った。そ

れ以外の処理については、葉を 50ml の溶液に浸し、各々の濃度は 400mM 塩化ナトリウム、100

μM アブシジン酸、100μM サリチル酸、100μM ジャスモン酸、200mM 過酸化水素を用い、

弱光、室温 25℃の条件下で行った。すべてのサンプルは、RNA 抽出のため、液体窒素で凍結さ

せた。 

 

RNA 単離と完全長 cDNA ライブラリの構築 

 トータル RNA はフェノール-グアニジン・イソチオシアン酸溶液(TRIzol®、Invitrogen 社、カ

リフォルニア)を用いて抽出した。上記のすべてのサンプルに由来するトータル RNAの混合物は、

μMACS mRNA 単離キット(Miltenyi Biotec 社、ドイツ)を用いて、さらに精製した。ポリアデ

ニン鎖(poly A tail)が付いた RNA を選択し、cDNA ライブラリ作製に使用した。完全長 cDNA ラ

イブラリは、トレハロース熱活性逆転写酵素を用いたビオチン化キャップトラッパー法(Carninci 

et al., 2000)によって作製した。 
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完全長 cDNA の末端読み配列決定 

 各 cDNA クローンの挿入 DNA に関しては、TempliPhi DNA 増幅キット(GE Healthcare 社、

英国)を使用した RCA 法(Dean et al., 2001)により増幅し、384 ウェルプレートで調製した。末端

読み配列決定は、AB3700 DNA 解析装置(Applied Biosystems 社、カリフォルニア)により行い、

5’末端読み配列決定には、M13-21 プライマー(5'-TGTAAAACGACGGCCAGT-3')、3’末端読み配

列決定には、1233 プライマー(5'-AGCGGATAACAATTTCACACAGGA-3')を用いた。 

 

配列データの調整と配列アセンブリ作成 

 シークエンサから出力された波形データは、ソフトウェア phred (Ewing et al., 1998)を用いて

ベースコールした。配列両端の低品質部については、スコア 20 以上の塩基が 20 塩基以上続くよ

うになるまで除去した。併せて、配列マスクソフトウェア cross_match (Ewing et al., 1998)を使

用してベクター配列部を除去した。低品質、不要部の除去処理後に残った塩基配列長が 100 未満

の配列は除外した。さらに、大腸菌ゲノム塩基配列に対し、塩基配列類似性検索ソフトウェア

BLASTN を実行し、10-100未満の期待値(E value)を示す配列データを除外した。上記の調整を行

った EST を日本 DNA データバンク(DNA Data Bank of Japan; DDBJ) (Kodama et al., 2012)

へ登録し、以降のゲノム解析における基本データとした。 

 調整済みの cDNA配列データを配列連結(アセンブル)ソフトウェアCAP3 (Huang and Madan, 

1999)を用いてアセンブルし、配列アセンブリを得た。アセンブルにより、配列の一致、整列に

よって連結されたコンティグ配列(contiguous sequence)を得ることができる。CAP3 は、初期設

定パラメータにて実行した。 

 

スキャフォルドの構築 

 非冗長な cDNA 配列セットを得るため、上記 EST のアセンブリ配列をクローン名に基づきク

ラスタリングした。CAP3 が出力するファイルの 1 つである ace ファイルは、投入された配列の

連結結果を記す。この ace ファイルを分析することで、コンティグ配列を構成する cDNA クロー

ンの組み合わせを解釈し、転写産物毎のスキャフォルド(scaffold)を構築した。スキャフォルドを

構成する両末端の配列(コンティグ配列または cDNA 端読み配列)は 20 文字の’N’で連結した。以
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降の解析で配列類似性検索ソフトウェア BLASTN (Altschul et al., 1997)を使用するが、

BLASTN が検索時に使用する検索範囲は 11 塩基であるため、スキャフォルド内の 20 文字の’N’

が配列検索を妨げることはない。 

 

完全長 cDNA ライブラリの品質 

 本研究では、両末端読み配列データを持つ cDNA を対象に完全長 cDNA 率を算出した。3’末端

読み配列にポリアデニン鎖が確認でき、既知タンパク質の配列データセット NCBI-nr(Sayers et 

al., 2012)との配列類似性検索において、10-30未満の期待値(E value)、正方向の翻訳枠、かつメ

チオニン(M)から整列する cDNA クローンを完全長 cDNA と見なした。 

 

代謝パスウェイマッピング 

 収集した完全長 cDNA の代謝パスウェイへのマッピングには、分子間ネットワークデータベー

ス KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) (Kanehisa et al., 2012)を用いた。ポプ

ラ cDNA 配列データを問い合わせ配列とし、KEGG 自動注釈付けサービス KAAS(Moriya et al., 

2007)へ投入した。対象データセットとして Ath(シロイヌナズナ)を、対応付け方法に SBH 

(single-directional best hit)法を選択して実行した。 

 

完全長 cDNA 配列のゲノムマッピングと新規遺伝子領域の探索 

 ポプラのゲノム塩基配列は植物ゲノム情報ウェブサイト Phytozome (Goodstein et al., 2012)

より獲得し、はじめに、核酸配列類似性検索ソフトウェア BLASTN (Altschul et al., 1997)を用

いて、完全長 cDNA配列が対応するおおよそのゲノム領域の塩基配列データを獲得した。続いて、

cDNA 配列整列ソフトウェア SIM4 (Florea et al., 1998)を用いて、完全長 cDNA 配列が対応する

正確なゲノム位置、転写方向、遺伝子構造 (エクソン/イントロン構造) を得た。 

 得られた完全長 cDNA のゲノム上における物理的位置情報を Phytozome より獲得した既知の

ポプラゲノム注釈情報(転写単位、遺伝子モデル)と対比させ、新規転写単位(transcription unit、

遺伝子座)、遺伝子モデル(gene model、mRNA)を同定した。末端読み配列のどちらか一方が、既

知のゲノム注釈情報の転写単位領域より外側に伸長するように対応した場合を新規遺伝子モデル
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とし、末両端読み配列が既知のゲノム注釈情報と対応しなかった場合を新規転写単位とした。 

 

全代表転写物配列データの準備 

 真核細胞では選択的スプライシングより、同一転写領域から複数種の転写産物（スプライスバ

リアント）が生産されることがある。遺伝子機能などの比較解析に際しては、スプライスバリア

ントにより統計の偏りを防ぐため、転写領域につき 1 つの代表転写産物を選抜したデータセット

を用いた。ポプラのゲノム注釈情報由来の各転写領域から選抜された代表転写産物配列データに

上記解析で検出した新規転写領域のスキャフォルドを加えた配列データセットをポプラの全代表

転写物配列と定義した。以降、この配列のことをポプラ代表転写物配列と表現する。 

 

比較ゲノム解析 

 ポプラ代表転写物配列データをシロイヌナズナタンパク質との類似性の有無による 2 つのグル

ープに分類し、比較解析を行った。分類方法を次に述べる。ポプラ代表転写物配列データセット

を問い合わせ配列とし、シロイヌナズナ情報ウェブサイト TAIR(Lamesch et al., 2012)よりダウ

ンロードしたシロイヌナズナタンパク質配列データセット (TAIR10_pep_20101214) に対して、

BLASTX 検索を行った。BLASTX は、期待値が 10-10未満(実行時オプション -e 1e-10)、単純配

列のマスキング不使用(実行時オプション -F F)の条件で行った。本解析では、BLASTX 検索結果

にしたがい、期待値が 10-10未満であったポプラ代表転写物配列をシロイヌナズナと類似すると判

定した。逆に期待値が 10-10 以上、または類似対象シロイヌナズナタンパク質が無かった(結果が

No hits found であった)ポプラ代表転写物配列をシロイヌナズナと類似せずとした。 

 

遺伝子機能解析 

 ポプラの遺伝子機能概観を獲得するため、生物種間共通遺伝子(オルソログ)クラスタ COG 

(Tatusov et al., 2000)と遺伝子オントロジ (Ashburner et al., 2000)を使用した。COG のタンパ

ク質配列データセットは、NCBI の FTP サーバ(ftp://ftp.ncbi.nih.gov/pub/COG/)より獲得し、真

核生物のオルソログタンパク質配列データセット KOG の 2003 年 3 月公開版を使用した。ポプ

ラ代表転写物配列データを問い合わせ配列とし、KOGに対するBLASTX検索を行った。BLASTX
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は、期待値が 10-5未満(-e 1e-5)、単純配列のマスキング不使用(-F F)の条件で実行した。その配列

類似性検索の結果から、最高スコアのタンパク質 ID を獲得し、そのタンパク質 ID と KOG ID

および KOG 遺伝子機能分類 ID とを対応付けた。 

 同様に遺伝子オントロジへの対応付けについても、はじめに、ポプラ代表転写物配列を問い合

わせ配列とし、欧州バイオインフォマティクス研究所(European Bioinformatics Institute; EBI)

提供のタンパク質配列データセット UniProt/TrEMBL (Dimmer et al., 2012)に対する BLASTX

検索を行った。BLASTX は、期待値が 10-5未満(-e 1e-5)、単純配列のマスキング不使用(-F F)の

条件で実行した。その配列類似性検索の結果から、最高スコアのタンパク質 ID を獲得し、遺伝

子オントロジウェブサイト(http://www.geneontology.org/)からダウンロードしたタンパク質 ID

－遺伝子オントロジ ID 対応付けデータファイル gp_association.goa_uniprot を用い、タンパク

質 ID と遺伝子オントロジ ID とを対応付けた。さらに、同じく遺伝子オントロジウェブサイト

(http://www.geneontology.org/)からダウンロードした遺伝子オントロジ ID グループ化データフ

ァイル goslim_plant.obo を用い、対応付けた遺伝子オントロジ ID を集約した。 

 

統計解析 

 ポプラとシロイヌナズナの遺伝子機能分類結果、シロイヌナズナと類似－非類似ポプラ代表転

写産物グループの遺伝子オントロジ解析結果についての統計解析に際し、その 2 群の独立性を確

認するため、ピアソンのカイ二乗検定(Pearson chi-square test)と併せて、調整済み標準化残差分

析(adjusted standardized residual analysis) (Bewick et al., 2004)を行った。この統計解析手法

は、2 群間の独立系の検定後、群を構成する各項目についての残差(観測値－期待値)に基づき、そ

の項目に関して 2 群間における差異を検定するものである。式を次に示す。 
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O: 観測値 

E: 期待値 

e: 標準化残差 

v: 残差分散 

ni.: 行周辺度数(行周辺和) 

n.j: 列周辺度数(列周辺和) 

d: 調整済み標準化残差 

 

標準化残差は、近似的に平均 0、分散 1 の標準正規分布に則る。したがって、この標準化残差は

標準正規分布における Z スコアと見なせる。 
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【結果と考察】 

cDNAクローンの両末端読み配列の決定と配列アセンブリ 

 ポプラ(Populus nigra)の花芽、葉芽、根および各種ストレス処理を施した葉を出発材料とし、

ビオチン化キャップトラッパー法を用いて完全長 cDNA ライブラリを作製した。作製した完全長

cDNA ライブラリから cDNA を単離し、両末端からの端読み配列を決定した。各配列データから

低品質部、ベクター部を削除、大腸菌配列を除外し、89,572 配列(5’末端読み:46,000、3’末端読み

配列:43,572配列)を得た(表 2-2-1)。この配列データセットを以降のゲノム解析の基本データとし、

公共データベース DDBJ へ登録した(登録番号 BP921855～BP929692、BP929693～BP937111、

DB874873～DB910976)。cDNA クローンは、理化学研究所バイオリソースセンターに寄託した。 

 既知のタンパク質配列に対して高い類似性を示す 5’および 3’末端読み配列を持つ cDNAクロー

ンについて、完全長 cDNA 比(完全長 cDNA 数/対象 cDNA 数)を計算したところ、0.86 であった。

これらの cDNA クローンが完全なタンパク質コード領域を含んでいることを意味し、遺伝子機能

や遺伝子構造の解析への使用について十分な完全長 cDNA ライブラリ品質であることを示した。 

 低品質部などを除去し、得られたポプラ cDNA 配列データを、配列連結ソフトウェア CAP3 を

用いてアセンブルし、14,912 のコンティグと 10,451 のシングレットを得た。さらに、独立した

転写産物(mRNA)を単位とする配列セットを作成するため、この CAP3 によるアセンブル結果と

cDNA 配列情報から 17,838 スキャフォルドを構築した(表 2-2-1)。このスキャフォルド構築結果

から、スキャフォルドを構成する cDNA クローン数を確認したところ、スキャフォルドの 54%

が 1 つの cDNA クローンで、80%以上のスキャフォルドは 3 つ以下の cDNA クローンで構成さ

れており、cDNA 重複が少なく、効率的に多様な cDNA の収集が行われたことが確認された (図

2-2-1)。 

 

収集した cDNAの網羅性、および新規転写領域の探索 

 分子間ネットワークデータベース KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) を用

いて、ポプラ cDNA 配列データを代謝パスウェイにマップしたところ、123 代謝経路図上の 2,090

個の酵素に対応した(表 2-2-2)。シロイヌナズナタンパク質は、2,564 個の酵素に対応しており、

本研究において、シロイヌナズナの酵素遺伝子の 82%に相当するポプラ完全長 cDNA を収集した
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ことを示した(表 2-2-2)。 

 ポプラゲノム塩基配列上における転写領域を探索するため、本研究で収集したポプラ完全長

cDNA の配列データをポプラゲノム塩基配列へマップしたところ、96.6%に相当する 84,758 配列

がマップされ、ゲノム上の物理的位置情報が得られた(表 2-2-3)。獲得できた各完全長 cDNA 配列

データの位置情報に基づき、ポプラのゲノム注釈情報(Phytozome v8.0 annotation)へ対応させた

ところ、ポプラゲノムにコードされている遺伝子の 34.9%である 14,208 のポプラ遺伝子に対応

した。ポプラ遺伝子と対応しなかった 3,009 配列を対象にゲノム上の位置情報に基づくクラスタ

リングを行ったところ、452 個の新規転写領域を検出した。ポプラゲノム塩基配列にマップしな

かった cDNA 配列を精査したところ、492 個のスキャフォルドが対応し、これらも新規遺伝子領

域の候補と考えられる。以上の結果から本研究によって、15,000 個以上の転写単位に対応するポ

プラ cDNA を収集できたと考えられた。また、ポプラのゲノム注釈情報と対応した配列について

精査したところ、1,087 個の新規遺伝子モデルを検出した。以上より、本研究で収集した完全長

cDNA によって、新規転写単位および遺伝子モデルが検出されたことによって、既存のゲノム注

釈情報を改善することができた。既存のゲノム注釈情報由来の 40,668 配列に、この解析で検出

できた 944 の新規遺伝子の配列データを加えた配列データセット(41,612配列)をポプラゲノム中

の全転写領域の代表配列と定義した。以降、ポプラ代表転写物配列と表現し、配列解析で使用し

た。 

 

遺伝子機能解析 

 ポプラの遺伝子機能概観を把握するため、上述の解析で得たポプラ代表転写物配列データを問

い合わせ配列として、生物種間共通遺伝子(オルソログ)クラスタ COG の真核生物オルソログタン

パク質配列データセット KOG に対する BLASTX 配列類似性検索を行い、その検索結果にしたが

って、遺伝子機能を分類した。KOG は、3 動物種(センチュウ、ショウジョウバエ、ヒト)、1 植

物種(シロイヌナズナ)、2 真菌種(パン酵母、分裂酵母)、1 微胞子虫種(Encephalitozoon cuniculi)

のタンパク質配列データで構成されている。本研究で定義したポプラ代表転写物配列 41,612 の

内、22,852(54.9%)が KOG に対応し、ポプラ遺伝子の機能分類を得た(図 2-2-2)。草本双子葉モ

デル植物シロイヌナズナとの比較解析を行うため、シロイヌナズナについても同様の遺伝子機能
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分類を行った結果、シロイヌナズナ代表転写物配列 27,206 の内、15,347（56.4%）が KOG に対

応した。ポプラとシロイヌナズナの遺伝子機能分類について、各植物での分類の割合の比較を図

2-2-3 に示す。ポプラとシロイヌナズナの遺伝子機能分類結果の独立性を確認するため、ピアソ

ンのカイ二乗検定を行ったところ、p 値は 6.78×10-29を示し、ポプラとシロイヌナズナの間で遺

伝子機能の分類割合に有意な差があることが示唆された。続いて差がある分類項目を検定するた

め、調整済み標準化残差分析を行ったところ、”Transcription”、” Replication, recombination and 

repair”、”Cell cycle control, cell division, chromosome partitioning”、”Signal transduction 

mechanisms” 、 ”Cytoskeleton” 、 ”Intracellular trafficking, secretion, and vesicular 

transport”、”Posttranslational modification, protein turnover, chaperones”、” Secondary 

metabolites biosynthesis, transport and catabolism”の 8 個の分類項目について有意差が認めら

れた(p<0.05)。 

 ポプラが持つ遺伝子機能をより詳細に把握するため、ポプラ代表転写物配列データセットを問

い合わせ配列とし、シロイヌナズナタンパク質配列データセット (TAIR10_pep_20101214) に対

する BLASTX 検索を行った。その結果、期待値が 10-10未満であった 34,149 ポプラ代表転写物

配列をシロイヌナズナと類似すると判定した。この配列群をシロイヌナズナ類似配列と表す。期

待値が 10-10 以上、または類似対象シロイヌナズナタンパク質が無かった(結果が No hits found

であった) 7,463 ポプラ代表転写物配列をシロイヌナズナと類似せずと分類した。この配列群をシ

ロイヌナズナ非類似配列とした。 

 図 2-2-4 は、遺伝子オントロジの生物学的プロセス(biological process)へ対応した配列の割合

を示す。シロイヌナズナ類似/非類似配列群の対応遺伝子オントロジの割合の独立性を確認するた

め、ピアソンのカイ二乗検定を行ったところ p 値は 1.58×10-89を示し、シロイヌナズナ類似配列

と非類似配列との間での遺伝子オントロジ対応の割合に有意な差があることが示された。遺伝子

オントロジ項目毎の有意差を検定するため、調整済み標準化残差分析を行ったところ、"DNA 

metabolic process"、 "biosynthetic process"、 "nucleobase-containing compound metabolic 

process"、"response to stress"、"protein metabolic process"、"cell death"、"photosynthesis"、

"generation of precursor metabolites and energy"、"response to biotic stimulus"の 9 個の遺伝

子オントロジ項目が、シロイヌナズナ非類似配列で優位に高い割合を示すことが確認できた
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(p<0.01)。遺伝子オントロジ"biosynthetic process"については、配下にリグニン、リグナン、ノ

ルリグナン等のフェニルプロパノイド生合成に関連する遺伝子オントロジが存在する。先のKOG

による機能解析においても、” Secondary metabolites biosynthesis, transport and catabolism”

の割合がポプラ転写物配列で優位に高かった(図 2-2-3)。このことから、ポプラ特有または多様性

に富む生合成関連遺伝子の存在が示唆された。遺伝子オントロジ"response to stress"や KOG 機

能分類の”Signal transduction mechanisms”についても、ポプラでの割合が優位に大きく、シロ

イヌナズナにはないストレス応答性遺伝子またはメカニズムの多様化の可能性が示唆された。遺

伝子オントロジ”cellular process”、”metabolic process”、” cellular protein modification process”

などの汎用的な遺伝子機能については、シロイヌナズナ類似配列での分類割合が高かった。この

結果から、これらの遺伝子機能ついては、シロイヌナズナとポプラとで共通していると考えられ

る。 

 図 2-2-5 は、遺伝子オントロジの細胞構成要素 (cellular component)へ対応した配列の割合を

示す。シロイヌナズナ類似/非類似配列群の遺伝子オントロジ対応結果について、ピアソンのカイ

二乗検定を行ったところ p 値は 9.57×10-42を示し、シロイヌナズナ類似配列と非類似配列との間

での遺伝子オントロジ対応の割合に有意な差があることが示された。遺伝子オントロジ項目毎の

有意差を検定するため、調整済み標準化残差分析を行ったところ、" plastid"、" nucleus"、" 

thylakoid "、" membrane"の 4 個の遺伝子オントロジ項目に有意差を確認した (p<0.01)。非類似

配列群で色素体やチラコイドについての割合が高いことから、ポプラ特有の関連遺伝子機能また

はメカニズムの多様化の可能性が示唆された。 

 図 2-2-6 は、遺伝子オントロジの分子機能(molecular function)へ対応した配列の割合を示す。

シロイヌナズナ類似/非類似配列群の遺伝子オントロジ対応結果について、ピアソンのカイ二乗検

定を行ったところ p 値は 0.0 を示し、シロイヌナズナ類似配列と非類似配列との間での遺伝子オ

ントロジ対応の割合に有意な差があることが示された。遺伝子オントロジ項目毎の有意差を検定

するため、調整済み標準化残差分析を行ったところ、17 個の遺伝子オントロジ項目に有意差を確

認した(p<0.01)。特に” nucleotide binding”、"catalytic activity"、"kinase activity"、"transporter 

activity"の 4 個の遺伝子オントロジ項目が、シロイヌナズナ類似配列で高い割合を示した。この

結果から、これらの遺伝子機能については、シロイヌナズナとポプラとで共通していると考えら
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れる。また、核酸結合タンパク質に関する遺伝子オントロジ項目が、シロイヌナズナ非類似配列

で高い割合を示し、転写調節、シグナル伝達などに関連するポプラ特有のメカニズムの多様化の

可能性を示した。 
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【図表】 

 

表 2-2-1 完全長 cDNA の収集と配列アセンブリの内訳 

 

クローン数 47,137 

端読み配列数 (5'/3'末端読み) 89,572 (46,000/43,572) 

コンティグ数 14,912 

シングレット数 10,451 

スキャフォルド数 17,838 
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表 2-2-2 各代謝パスウェイに対応するポプラ cDNA とシロイヌナズナの酵素遺伝子数の比較 

 

  KEGG Pathway Poplar Arabidopsis Pathway Coverage 

03010 Ribosome 105 109 0.96 

03040 Spliceosome 77 101 0.76 

04141 Protein processing in endoplasmic reticulum 70 74 0.95 

03013 RNA transport 66 91 0.73 

00190 Oxidative phosphorylation 57 67 0.85 

00230 Purine metabolism 56 81 0.69 

04120 Ubiquitin mediated proteolysis 46 56 0.82 

00240 Pyrimidine metabolism 45 70 0.64 

04075 Plant hormone signal transduction 40 43 0.93 

03015 mRNA surveillance pathway 39 47 0.83 

03008 Ribosome biogenesis in eukaryotes 38 56 0.68 

00520 Amino sugar and nucleotide sugar metabolism 36 37 0.97 

03018 RNA degradation 36 48 0.75 

04146 Peroxisome 33 33 1.00 

03050 Proteasome 33 35 0.94 

04144 Endocytosis 32 35 0.91 

00330 Arginine and proline metabolism 31 34 0.91 

00500 Starch and sucrose metabolism 30 32 0.94 

00270 Cysteine and methionine metabolism 28 29 0.97 

00010 Glycolysis / Gluconeogenesis 27 29 0.93 
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00260 Glycine, serine and threonine metabolism 27 30 0.90 

00860 Porphyrin and chlorophyll metabolism 27 30 0.90 

00564 Glycerophospholipid metabolism 27 32 0.84 

00195 Photosynthesis 26 26 1.00 

00620 Pyruvate metabolism 26 29 0.90 

04626 Plant-pathogen interaction 26 37 0.70 

04145 Phagosome 25 26 0.96 

00710 Carbon fixation in photosynthetic organisms 24 24 1.00 

00970 Aminoacyl-tRNA biosynthesis 24 25 0.96 

00250 Alanine, aspartate and glutamate metabolism 24 26 0.92 

03060 Protein export 23 26 0.88 

00630 Glyoxylate and dicarboxylate metabolism 22 23 0.96 

04712 Circadian rhythm – plant 22 27 0.81 

00900 Terpenoid backbone biosynthesis 22 29 0.76 

00510 N-Glycan biosynthesis 22 32 0.69 

00561 Glycerolipid metabolism 21 22 0.95 

03022 Basal transcription factors 20 31 0.65 

00020 Citrate cycle (TCA cycle) 19 19 1.00 

03420 Nucleotide excision repair 19 37 0.51 

00940 Phenylpropanoid biosynthesis 18 21 0.86 

00051 Fructose and mannose metabolism 17 17 1.00 

00350 Tyrosine metabolism 17 17 1.00 

00562 Inositol phosphate metabolism 16 18 0.89 

00280 Valine, leucine and isoleucine degradation 16 19 0.84 
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00400 Phenylalanine, tyrosine and tryptophan biosynthesis 16 23 0.70 

00030 Pentose phosphate pathway 15 15 1.00 

00052 Galactose metabolism 15 15 1.00 

00640 Propanoate metabolism 15 16 0.94 

00100 Steroid biosynthesis 15 16 0.94 

00480 Glutathione metabolism 15 16 0.94 

04130 SNARE interactions in vesicular transport 15 17 0.88 

00410 beta-Alanine metabolism 14 14 1.00 

00360 Phenylalanine metabolism 14 15 0.93 

00380 Tryptophan metabolism 14 16 0.88 

04070 Phosphatidylinositol signaling system 14 16 0.88 

00906 Carotenoid biosynthesis 14 17 0.82 

03020 RNA polymerase 14 27 0.52 

03030 DNA replication 14 32 0.44 

00053 Ascorbate and aldarate metabolism 13 14 0.93 

00770 Pantothenate and CoA biosynthesis 13 16 0.81 

00910 Nitrogen metabolism 13 17 0.76 

00563 Glycosylphosphatidylinositol(GPI)-anchor biosynthesis 13 21 0.62 

00196 Photosynthesis - antenna proteins 12 12 1.00 

00941 Flavonoid biosynthesis 12 12 1.00 

00040 Pentose and glucuronate interconversions 12 13 0.92 

00061 Fatty acid biosynthesis 12 13 0.92 

00592 alpha-Linolenic acid metabolism 12 14 0.86 

00130 Ubiquinone and other terpenoid-quinone biosynthesis 12 18 0.67 
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00920 Sulfur metabolism 11 11 1.00 

00600 Sphingolipid metabolism 11 12 0.92 

01040 Biosynthesis of unsaturated fatty acids 11 13 0.85 

00071 Fatty acid metabolism 10 10 1.00 

00340 Histidine metabolism 10 11 0.91 

00290 Valine, leucine and isoleucine biosynthesis 10 12 0.83 

03410 Base excision repair 10 27 0.37 

00300 Lysine biosynthesis 9 9 1.00 

00450 Selenocompound metabolism 9 9 1.00 

00650 Butanoate metabolism 9 10 0.90 

00760 Nicotinate and nicotinamide metabolism 9 11 0.82 

03430 Mismatch repair 9 21 0.43 

03440 Homologous recombination 9 27 0.33 

00960 Tropane, piperidine and pyridine alkaloid biosynthesis 8 8 1.00 

00790 Folate biosynthesis 8 10 0.80 

00460 Cyanoamino acid metabolism 8 11 0.73 

00310 Lysine degradation 7 7 1.00 

00950 Isoquinoline alkaloid biosynthesis 7 7 1.00 

00511 Other glycan degradation 7 8 0.88 

00670 One carbon pool by folate 7 10 0.70 

04140 Regulation of autophagy 7 10 0.70 

00062 Fatty acid elongation 6 7 0.86 

00565 Ether lipid metabolism 6 7 0.86 

00905 Brassinosteroid biosynthesis 6 8 0.75 



44 

 

04122 Sulfur relay system 6 9 0.67 

00073 Cutin, suberine and wax biosynthesis 6 10 0.60 

00966 Glucosinolate biosynthesis 6 12 0.50 

00909 Sesquiterpenoid and triterpenoid biosynthesis 6 16 0.38 

00945 Stilbenoid, diarylheptanoid and gingerol biosynthesis 5 5 1.00 

00590 Arachidonic acid metabolism 5 6 0.83 

00904 Diterpenoid biosynthesis 5 7 0.71 

00750 Vitamin B6 metabolism 4 5 0.80 

00908 Zeatin biosynthesis 4 5 0.80 

04710 Circadian rhythm – mammal 4 5 0.80 

00740 Riboflavin metabolism 4 6 0.67 

00730 Thiamine metabolism 4 7 0.57 

00072 Synthesis and degradation of ketone bodies 3 3 1.00 

00430 Taurine and hypotaurine metabolism 3 3 1.00 

00603 Glycosphingolipid biosynthesis - globo series 3 3 1.00 

04650 Natural killer cell mediated cytotoxicity 3 3 1.00 

00660 C5-Branched dibasic acid metabolism 3 4 0.75 

00591 Linoleic acid metabolism 3 4 0.75 

00531 Glycosaminoglycan degradation 3 4 0.75 

00902 Monoterpenoid biosynthesis 3 4 0.75 

00903 Limonene and pinene degradation 3 4 0.75 

00944 Flavone and flavonol biosynthesis 3 4 0.75 

03450 Non-homologous end-joining 3 8 0.38 

00514 Other types of O-glycan biosynthesis 2 2 1.00 
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00604 Glycosphingolipid biosynthesis - ganglio series 2 2 1.00 

00232 Caffeine metabolism 2 2 1.00 

00942 Anthocyanin biosynthesis 1 1 1.00 

00785 Lipoic acid metabolism 1 2 0.50 

00901 Indole alkaloid biosynthesis 1 2 0.50 

02010 ABC transporters 1 2 0.50 

00780 Biotin metabolism 1 3 0.33 

  Total 2090 2564 0.82 

 

 シロイヌナズナが持つ酵素遺伝子を基準とするとき、ポプラ cDNA の収集率(Pathway Coverage)は、ポプラ cDNA が対応した代謝パスウェイマ

ップ上の遺伝子数 / シロイヌナズナタンパク質が対応した代謝パスウェイマップ上の遺伝子数 = 2,090 / 2,564 = 0.82 となる。 
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表 2-2-3 完全長 cDNA の末端読み配列とゲノム塩基配列へのマッピング結果 

 

cDNA 末端読み配列数 89,572 

ゲノムへマップした配列数 87,767 

遺伝子に対応した配列数 84,758 

遺伝子に対応しなかった配列数 3,009 

cDNA が対応した遺伝子数 14,208 
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図 2-2-1 cDNA 配列アセンブリから構築したスキャフォルドを構成する cDNA クローン 

 

 スキャフォルドの 54%が 1 つの cDNA クローンで、80%は 3 つ以下の cDNA クローンで構成

されており、cDNA 重複が少なく、効率的に多様な cDNA の収集が行われたことを表す。 
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図 2-2-2 ポプラ転写物配列を用いた遺伝子機能分類 

 

 真核生物オルソログタンパク質配列データセット KOG を用いて、ポプラ転写物配列の遺伝子

機能分類を行った。ポプラ代表転写物配列 41,612 の内、22,852 遺伝子(54.9%)が KOG に対応し、

ポプラ遺伝子の機能分類を得た。分類項目については、以下に列挙する。A, RNA processing and 

modification; B, chromatin structure and dynamics; C, energy production and conversion; D, 

cell cycle control and mitosis; E, amino acid transport and metabolism; F, nucleotide 
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transport and metabolism; G, carbohydrate transport and metabolism; H, coenzyme 

transport and metabolism; I, lipid transport and metabolism; J, translation, ribosomal 

structure, and biogenesis; K, transcription; L, replication and repair; M, cell 

wall/membrane/envelope biogenesis; O, posttranslational modification, protein turnover, and 

chaperone functions; P, inorganic ion transport and metabolism; Q, secondary metabolite 

biosynthesis, transport, and catabolism; T, signal transduction; U, intracellular trafficking, 

secretion, and vesicular transport; V, defense mechanisms; W, extracellular structures; Y, 

nuclear structure; Z, cytoskeleton; R, general functional prediction only; S, function unknown。 
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図 2-2-3 ポプラとシロイヌナズナの遺伝子機能分類の比較 

 

 ポプラとシロイヌナズナの遺伝子機能分類結果の独立性を確認するため、ピアソンのカイ二乗

検定を行ったところ、p 値は 6.78×10-29を示し、ポプラとシロイヌナズナの間で遺伝子機能の分

類割合に有意な差があることが示唆された。さらに、有意差がある分類項目を検定するため、調

整済み標準化残差分析を行い、8個の分類項目に有意差が認められた(*がついている項目; p<0.05)。 
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図 2-2-4 シロイヌナズナ類似配列と非類似配列の遺伝子オントロジ生物学的プロセス(biological process)への対応割合の比較 
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 ピアソンのカイ二乗検定を行ったところ、シロイヌナズナ類似配列と非類似配列との間での遺伝子オントロジ対応の割合に有意な差があること

が示された(p=1.58×10-39)。調整済み標準化残差分析の結果、有意差が認められた遺伝子オントロジ項目を示す(p<0.01)。"DNA metabolic process"、

"biosynthetic process"、"nucleobase-containing compound metabolic process"、"response to stress"、"protein metabolic process"、"cell death"、

"photosynthesis"、"generation of precursor metabolites and energy"、"response to biotic stimulus"の 9 個の遺伝子オントロジ項目が、シロイヌ

ナズナ非類似配列で優位に高い割合を示した。 
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図 2-2-5 シロイヌナズナ類似配列と非類似配列の遺伝子オントロジ細胞構成要素 (cellular component)への対応割合の比較 

 

 ピアソンのカイ二乗検定を行ったところ p 値は 9.57×10-42を示し、シロイヌナズナ類似配列と非類似配列との間での遺伝子オントロジ対応の割

合に有意な差があることが示された。遺伝子オントロジ項目毎の有意差を検定するため、調整済み標準化残差分析を行ったところ、" plastid"、" 

nucleus"、" thylakoid "、" membrane"の 4 個の遺伝子オントロジ項目に有意差を確認した (p<0.01)。 
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図 2-2-6 シロイヌナズナ類似配列と非類似配列の遺伝子オントロジ分子機能 (molecular function)への対応割合の比較 

 

 ピアソンのカイ二乗検定を行ったところ p 値は 0.0 を示し、シロイヌナズナ類似配列と非類似配列との間での遺伝子オントロジ対応の割合に有
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意な差があることが示された。遺伝子オントロジ項目毎の有意差を検定するため、調整済み標準化残差分析を行ったところ、17 個の遺伝子オント

ロジ項目に有意差を確認した(p<0.01)。
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（３）キャッサバ完全長 cDNA の収集とその配列解析 

 

【序論】 

 キャッサバ(Manihot esculenta Crantz)は、熱帯地域における重要作物の一つであり(Cock, 

1982)、年間 2 億トン以上ものキャッサバが収穫され、5 億もの人々の主食として使われている

(Food and Agricultural Organization of the United Nations, 2010)。また、キャッサバの根から

抽出されるデンプンは、食品、製紙、繊維、合板などの原料として活用されて(Tonukari, 2004)、

キャッサバを原料としたデンプン生産は他のデンプン作物と比較しても安価であることから注目

を集めている(Amutha and Gunasekaran, 2001)。またキャッサバは、環境に対する適応性が高

く、高温、多湿、貧栄養、酸性といった過酷な土壌での栽培が可能であり、度々干ばつが生じる

ような降水量が非常に少ない地域でもキャッサバ栽培が行われている (El-Sharkawy and 

Cadavid, 2002)。また、デンプンを貯蔵する根塊は土中で最低 2 年間は保持することができるた

め、飢饉への対応にも優れる一面も持つ(Raheem and Chukwuma, 2001)。上記のような悪条件

での生育が可能であるが、最適環境下における生育時に比べ生産性は低下し、細菌またはウイル

スによる被害も問題になっている。またキャッサバは、高いデンプン含量と対照的に、食用する

にあたって有毒であるシアン化合物を含む(Andersen et al., 2000)。 

 以前より行われてきた育種方法により、収量などに関する幾つかの問題点の改善が行なわれた。

しかし、多くのキャッサバ系統が持つ遺伝的ヘテロ接合性や長い生活環のため、従来法による育

種の進展は遅い(Fauquet and Tohme, 2004)。遺伝子地図の作成と量的表現形質遺伝子座の同定

に関する研究報告はあるが、より詳細なマッピングや遺伝子同定を実現するためには、ゲノム塩

基配列の決定を含む大きなコストが必要となる。したがって、機能ゲノム研究に基づく逆遺伝学

的アプローチを欠かすことはできない。キャッサバの遺伝子概観の獲得や機能ゲノム研究の推進

のための重要なツールの 1 つとして cDNA の収集およびその配列決定がある。しかし、その重要

性にもかかわらず、キャッサバの cDNA 配列データの公共データバンクへの登録数は、3 万程度

に過ぎず、トウモロコシの 300 万、イネの 200 万に比べ、あまりにも小規模といえる。2012 年

に公開されたキャッサバゲノム概要塩基配列は、想定されるゲノムサイズの 60%程度の解読であ
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り(Prochnik et al., 2012)、ゲノム注釈付けに必要な EST の質、量ともに不十分であるため、RNA

転写領域予測にも不正確な領域定義が多く含まれると考えられる。 

 完全長 cDNA は、転写産物の機能解析だけでなく、転写開始位置の把握やゲノム塩基配列の修

正、遺伝子領域の同定にも有効である。したがって本研究では、ビオチン化キャップトラッパー

法(Carninci et al., 2000)を用いて、キャッサバ完全長 cDNAライブラリを作製し、収集した cDNA

配列データとキャッサバのゲノム塩基配列由来の予測遺伝子との比較を行うことにより、新規転

写単位(遺伝子座)および遺伝子モデル(転写産物)を同定した。遺伝子機能予測や遺伝子機能情報の

確認によるゲノム注釈の改善だけでなく、様々なタンパク質データセットや生物種間共通遺伝子

(オルソログ)、遺伝子オントロジ(Ashburner et al., 2000)を用い、収集したキャッサバ完全長

cDNA に注釈付けを行った。また、シロイヌナズナの遺伝子情報と比較することで、キャッサバ

固有の遺伝子を分類し、その遺伝子機能の傾向を把握した。 
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【方法】 

植物材料とストレス処理 

 通常環境下で生育または様々なストレス処理を行ったキャッサバ(Manihot esculenta 系統

MTAI16)から葉と根を採取した(表 2-3-1)。葉の採取に用いた植物体は、７～12 週齢まで温室内

でプラスティック鉢に植えて育成した。根の採取には、圃場植えの 9 月齢の植物体を使用した。 

 高アルミニウム濃度－低 pH 処理については、pH4.2、200μM AlCl3と 200μM CaCl2溶液を

使った。高温処理については、植物体を 42℃で保温した。乾燥ストレス処理については、植物体

をポットから取り出し、蒸留水で洗浄後、水気を除き、28℃で放置した。キャッサバの根塊部は、

収穫すると品質の劣化が始まる（収穫後の生理的変敗）。この品質変化中における RNA を獲得す

るため、9 月齢植物体の根を収穫し、切断部をプラスティックシートで覆い、28℃で放置した。 

 各ストレス処理後の葉のサンプリングは、3、6、24、72 時間で行った。高アルミニウム濃度

－低 pH 処理の根のサンプリングは、6、24、48 時間で、収穫後の生理的変敗処理の根は、24、

48、120 時間で行った。すべてのサンプルは、RNA 抽出のため、液体窒素で凍結させた。 

 

RNA 単離と完全長 cDNA ライブラリの構築 

 トータル RNA はフェノール-グアニジン・イソチオシアン酸溶液(TRIzol®、Invitrogen 社、カ

リフォルニア)を用いて抽出した。上記のすべてのサンプルに由来するトータル RNAの混合物は、

μMACS mRNA 単離キット(Miltenyi Biotec 社、ドイツ)を用いて、さらに精製し、ポリアデニ

ン鎖(poly A tail)が付いた RNA を cDNA ライブラリ作製に使用した。完全長 cDNA ライブラリ

は、トレハロース熱活性逆転写酵素を用いたビオチン化キャップトラッパー法(Carninci et al., 

2000)によって作製した。 

 

完全長 cDNA の末端読み配列決定 

 各 cDNA クローンの DNA は、TempliPhi DNA 増幅キット(GE Healthcare 社、英国)を使用し

た RCA 法(Dean et al., 2001)により増幅し、384 ウェルプレートで準備した。末端読み配列決定

は、AB3700 DNA 解析装置(Applied Biosystems 社、カリフォルニア)により行い、5’末端読み配
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列決定には、M13-21 プライマー(5'-TGTAAAACGACGGCCAGT-3')、3’末端読み配列決定には、

1233 プライマー(5'-AGCGGATAACAATTTCACACAGGA-3')を用いた。 

 

配列データの調整と配列アセンブリ作成 

 シークエンサから出力された波形データは、ソフトウェア phred (Ewing et al., 1998)を用いて

ベースコールした。配列両端の低品質部については、スコア 20 以上の塩基が 20 塩基以上続くよ

うになるまで除去した。併せて、配列マスクソフトウェア cross_match (Ewing et al., 1998)を使

用してベクター配列部を除去した。低品質、不要部の除去処理後に残った塩基配列長が 100 未満

の配列は除外した。さらに、大腸菌ゲノム塩基配列に対し、塩基配列類似性検索ソフトウェア

BLASTN を実行し、10-100未満の期待値(E value)を満たす配列データを除外した。上記の調整を

行った EST を日本 DNA データバンク(DNA Data Bank of Japan; DDBJ) (Kodama et al., 2012)

へ登録し、以降のゲノム解析における基本データとした。 

 調整済みの cDNA配列データを配列連結(アセンブル)ソフトウェアCAP3 (Huang and Madan, 

1999)を用いてアセンブルし、配列アセンブリを得た。アセンブルにより、配列の一致、整列に

よって連結されたコンティグ配列(contiguous sequence)を得ることができる。CAP3 は、初期設

定パラメータにて実行した。 

 

スキャフォルドの構築 

 非冗長な cDNA 配列セットを得るため、上記 EST のアセンブリ配列をクローン名に基づきク

ラスタリングした。CAP3 が出力するファイルの 1 つである ace ファイルは、投入された配列の

連結結果を記す。この ace ファイルを分析することで、コンティグ配列を構成する cDNA クロー

ンの組み合わせを解釈し、転写産物毎のスキャフォルド(scaffold)を構築した。スキャフォルドを

構成する両末端の配列(コンティグ配列または cDNA 端読み配列)は 20 文字の’N’で連結した。以

降の解析で塩基配列類似性検索ソフトウェア BLASTN (Altschul et al., 1997)を使用するが、

BLASTN が検索時に使用する検索範囲は 11 塩基であるため、スキャフォルド内の 20 文字の’N’

が配列検索を妨げることはない。 
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完全長 cDNA ライブラリの品質 

 本研究では、両末端読み配列データを持つ cDNA を対象に完全長 cDNA 率を算出した。3’末端

読み配列にポリアデニン鎖が確認でき、既知タンパク質の配列データセット NCBI-nr(Sayers et 

al., 2012)との配列類似性検索において、10-30未満の期待値(E value)、正方向の翻訳枠、かつメ

チオニン(M)から整列する cDNA クローンを完全長 cDNA と見なした。 

 

代謝パスウェイマッピング 

 収集した完全長 cDNA の代謝パスウェイへのマッピングには、分子間ネットワークデータベー

ス KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) (Kanehisa et al., 2012)を用いた。キャ

ッサバ cDNA 配列データを問い合わせ配列とし、KEGG 自動注釈付けサービス KAAS(Moriya et 

al., 2007)へ投入した。対象データセットに Ath(シロイヌナズナ)を、対応付け方法に SBH 

(single-directional best hit)法を選択して実行した。 

 

完全長 cDNA 配列のゲノムマッピングと新規遺伝子領域の探索 

 キャッサバのゲノム塩基配列は植物ゲノム情報ウェブサイト Phytozome (Goodstein et al., 

2012)より獲得し、はじめに核酸配列類似性検索ソフトウェア BLASTN (Altschul et al., 1997)

を用いて、完全長 cDNA 配列が対応するおおよそのゲノム領域の塩基配列データを獲得した。続

いて、cDNA 配列整列ソフトウェア SIM4 (Florea et al., 1998)を用いて、完全長 cDNA 配列が対

応する正確なゲノム位置、転写方向、遺伝子構造 (エクソン/イントロン構造) を得た。 

 得られた完全長 cDNA のゲノム上における物理的位置情報を Phytozome より獲得した既知の

キャッサバゲノム注釈情報(転写単位、遺伝子モデル)と対比させ、新規転写単位(transcription 

unit、遺伝子座)、遺伝子モデル(gene model、mRNA)を探索した。末端読み配列のどちらか一方

が、既知のゲノム注釈情報の転写単位領域より外側に伸長するように対応した場合を新規遺伝子

モデルとし、両末端読み配列が既知のゲノム注釈情報と対応しなかった場合を新規転写単位とし

た。 
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全代表転写物配列データの準備 

 キャッサバのゲノム注釈情報由来の代表タンパク質コード配列データ(Coding sequence; CDS)

に上記解析で検出した新規転写領域のスキャフォルドを加えた配列データセットをキャッサバの

全代表転写物配列と定義した。以降、この配列のことをキャッサバ代表転写物配列と表現する。 

 

比較ゲノム解析 

 キャッサバ代表転写物配列データをシロイヌナズナタンパク質との類似性の有無による 2 つの

グループに分類し、比較解析を行った。分類方法を次に述べる。キャッサバ代表転写物配列デー

タセットを問い合わせ配列とし、シロイヌナズナ情報ウェブサイト TAIR(Lamesch et al., 2012)

よりダウンロードしたシロイヌナズナタンパク質配列データセット (TAIR10_pep_20101214) 

に対して、BLASTX 検索を行った。BLASTX は、期待値が 10-10未満(-e 1e-10)、単純配列のマス

キング不使用(-F F)の条件で行った。本解析では、BLASTX 検索結果にしたがい、期待値が 10-10

未満であったキャッサバ代表転写物配列をシロイヌナズナと類似すると判定した。逆に期待値が

10-10以上、または類似対象シロイヌナズナタンパク質が無かった(結果がNo hits foundであった)

キャッサバ代表転写物配列をシロイヌナズナと類似せずとした。 

 

遺伝子機能解析 

 キャッサバの遺伝子機能概観を獲得するため、生物種間共通遺伝子(オルソログ)クラスタ COG 

(Tatusov et al., 2000)と遺伝子オントロジ (Ashburner et al., 2000)を使用した。COG のタンパ

ク質配列データセットは、NCBI の FTP サーバ(ftp://ftp.ncbi.nih.gov/pub/COG/)より獲得し、真

核生物のオルソログタンパク質配列データセット KOG の 2003 年 3 月公開版を使用した。キャ

ッサバ代表転写物配列データを問い合わせ配列とし、KOG に対する BLASTX 検索を行った。

BLASTX は、期待値が 10-5未満(-e 1e-5)、単純配列のマスキング不使用(-F F)の条件で実行した。

その配列類似性検索の結果から、最高スコアのタンパク質 ID を獲得し、そのタンパク質 ID と

KOG ID および KOG 遺伝子機能分類 ID とを対応付けた。 



62 

 

 同様に遺伝子オントロジへの対応付けについても、はじめにキャッサバ代表転写物配列データ

を問い合わせ配列とし、欧州バイオインフォマティクス研究所 (European Bioinformatics 

Institute; EBI)提供のタンパク質配列データセット UniProt/TrEMBL (Dimmer et al., 2012)に

対する BLASTX 検索を行った。BLASTX は、期待値が 10-5未満(-e 1e-5)、単純配列のマスキン

グ不使用(-F F)の条件で実行した。その配列類似性検索の結果から、最高スコアのタンパク質 ID

を獲得し、遺伝子オントロジウェブサイト(http://www.geneontology.org/)からダウンロードした

タンパク質 ID－遺伝子オントロジ ID 対応付けデータファイルgp_association.goa_uniprotを用

い、タンパク質 ID と遺伝子オントロジ ID とを対応付けた。さらに、同じく遺伝子オントロジウ

ェブサイト(http://www.geneontology.org/)からダウンロードした遺伝子オントロジ ID グループ

化データファイル goslim_plant.obo を用い、対応付けた遺伝子オントロジ ID を集約した。 

 

統計解析 

 キャッサバとシロイヌナズナの遺伝子機能分類結果、シロイヌナズナと類似－非類似キャッサ

バ代表転写産物グループの遺伝子オントロジ解析結果についての統計解析に際し、その 2 群の独

立性を確認するため、ピアソンのカイ二乗検定(Pearson chi-square test)と併せて、調整済み標準

化残差分析(adjusted standardized residual analysis) (Bewick et al., 2004)を行った。この統計

解析手法は、2 群間の独立系の検定後、群を構成する各項目についての残差(観測値－期待値)に基

づき、その項目に関して 2 群間における差異を検定するものである。式を次に示す。 
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O: 観測値 

E: 期待値 

e: 標準化残差 

v: 残差分散 

ni.: 行周辺度数(行周辺和) 

n.j: 列周辺度数(列周辺和) 

d: 調整済み標準化残差 

 

標準化残差は、近似的に平均 0、分散 1 の標準正規分布に則る。したがって、この標準化残差は

標準正規分布における Z スコアと見なせる。 
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【結果と考察】 

cDNAクローンの両末端読み配列の決定と配列アセンブリ 

 キャッサバ(Manihot esculenta)の各種ストレス処理を施した植物体の葉と根を出発材料とし、

ビオチン化キャップトラッパー法を用いて完全長 cDNA ライブラリを作製した。作製した cDNA

ライブラリから cDNA を単離し、両末端からの端読み配列を決定した。各配列データから低品質

部、ベクター部を削除、大腸菌の混入配列を除外し、35,400 配列(5’末端読み:18,790、3’末端読み

配列:16,610配列)を得た(表 2-3-2)。この配列データセットを以降のゲノム解析の基本データとし、

公共データベース DDBJ へ登録した(登録番号 DB920056～DB955455)。cDNA クローンは、理

化学研究所バイオリソースセンターに寄託した。 

 既知のタンパク質配列に対して高い類似性を示す 5’および 3’末端読み配列を持つ cDNAクロー

ンについて、完全長 cDNA 比(完全長 cDNA 数/対象 cDNA 数)を計算したところ、0.84 であった。

これらのクローンが完全なタンパク質コード領域を含んでいることを意味し、遺伝子機能や遺伝

子構造の解析への使用について十分な完全長 cDNA ライブラリ品質であることを示した。 

 低品質部などを削除し得られたキャッサバ cDNA 配列データを、配列連結ソフトウェア CAP3

を用いてアセンブルし、6,355 のコンティグと 9,026 のシングレットを得た。さらに、独立した

転写産物(mRNA)を単位とする配列セットを作成するため、この CAP3 によるアセンブル結果と

cDNA 配列情報から 10,363 スキャフォルドを構築した(表 2-3-2)。このスキャフォルド構築結果

から、スキャフォルドを構成する cDNA クローン数を確認したところ、スキャフォルドの 67%

が 1 つの cDNA クローンで、90%以上のスキャフォルドは 3 つ以下の cDNA クローンで構成さ

れており、cDNA 重複が少なく、効率的に多様な cDNA の収集が行われたことが確認できた (図

2-3-1)。 

 

収集した cDNAの網羅性、および新規転写領域の探索 

 分子間ネットワークデータベース KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) を用

いて、キャッサバ cDNA 配列データを代謝パスウェイにマップしたところ、123 代謝経路図上の

1,711 個の酵素に対応した(表 2-3-3)。シロイヌナズナタンパク質は、2,564 個の酵素に対応して
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おり、本研究において、シロイヌナズナの酵素遺伝子の 67%に相当するキャッサバ完全長 cDNA

を収集したことを示した(表 2-3-3)。 

 キャッサバゲノム塩基配列上における新規転写領域の探索のため、今回収集したキャッサバ完

全長 cDNA の配列データをキャッサバゲノム塩基配列へマップしたところ、97.2%に相当する

34,432 配列がマップされ、ゲノム上の位置情報を獲得できた(表 2-3-4)。獲得できた各完全長

cDNA 配列データの位置情報に基づき、キャッサバのゲノム注釈情報 (Phytozome v8.0 

annotation)へ対応させたところ、キャッサバゲノムにコードされている遺伝子の 25.4%である

7,785 のキャッサバ遺伝子に対応した。キャッサバ遺伝子と対応しなかった 2,992 配列を対象に

ゲノム上の位置情報に基づくクラスタリングを行ったところ、672 個の新規遺伝子領域を検出し

た。キャッサバゲノム塩基配列にマップしなかった cDNA 配列を精査したところ、302 個のスキ

ャフォルドが対応し、これらも新規遺伝子領域の候補と考えられる。以上の結果から本研究によ

って、約 9,000 個の転写単位に対応するキャッサバ cDNA が収集されたことが示された。また、

キャッサバのゲノム注釈情報と対応した配列について精査したところ、751 個の新規遺伝子モデ

ルを検出した。本研究で収集した完全長 cDNA を解析することで新規転写単位および新規遺伝子

モデルが検出された。これによって、既存のゲノム注釈情報を改善することができた。既存のゲ

ノム注釈情報由来の 30,666 配列に、この解析で検出できた 974 の新規遺伝子の配列データを加

えた配列データセット(31,640 配列)をキャッサバゲノム中の全転写領域の代表配列と定義した。

以降、キャッサバ代表転写物配列と表現し、配列解析で使用した。 

 

遺伝子機能解析 

 キャッサバの遺伝子機能概観を把握するため、上述の解析で得たキャッサバ代表転写物配列デ

ータを問い合わせ配列として、生物種間共通遺伝子(オルソログ)クラスタ COG の真核生物オルソ

ログタンパク質配列データセット KOG に対する BLASTX 配列類似性検索を行い、その検索結果

にしたがって、遺伝子機能を分類した。KOG は、3 動物種(センチュウ、ショウジョウバエ、ヒ

ト)、1 植物種(シロイヌナズナ)、2 真菌種(パン酵母、分裂酵母)、1 微胞子虫種(Encephalitozoon 

cuniculi)のタンパク質配列データで構成されている。本研究で定義したキャッサバ代表転写物配
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列 31,640 の内、18,187 遺伝子(57.5%)が KOG に対応し、キャッサバ遺伝子の機能分類を得た(図

2-3-2)。草本双子葉モデル植物シロイヌナズナとの比較解析を行うため、シロイヌナズナについ

ても同様の遺伝子機能分類を行った。キャッサバとシロイヌナズナの遺伝子機能分類について、

各植物での分類の割合の比較を図 2-3-3 に示す。キャッサバとシロイヌナズナの遺伝子機能分類

結果の独立性を確認するため、ピアソンのカイ二乗検定を行ったところ、p 値は 2.45×10-9を示

し、キャッサバとシロイヌナズナの間で遺伝子機能の分類割合に有意な差があることが示唆され

た。続いて差がある分類項目を検定するため、調整済み標準化残差分析を行ったところ、

"Chromatin structure and dynamics" 、 "Cell cycle control, cell division, chromosome 

partitioning"、"Signal transduction mechanisms"、"Cytoskeleton"、"Energy production and 

conversion"の 5 個の分類項目について有意差が認められた(p<0.05)。 

 キャッサバが持つ遺伝子機能をより詳細に把握するため、キャッサバ代表転写物配列データセ

ッ ト を 問 い 合 わ せ 配 列 と し 、 シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ タ ン パ ク 質 配 列 デ ー タ セ ッ ト 

(TAIR10_pep_20101214) に対する BLASTX 検索を行った。その結果、期待値が 10-10未満であ

った 27,915 キャッサバ代表転写物配列をシロイヌナズナと類似すると判定した。この配列群を

シロイヌナズナ類似配列と表す。期待値が 10-10以上、または類似対象シロイヌナズナタンパク質

が無かった(結果がNo hits foundであった) 3,725キャッサバ代表転写物配列をシロイヌナズナと

類似せずと分類した。この配列群をシロイヌナズナ非類似配列とした。 

 図 2-3-4 は、遺伝子オントロジの生物学的プロセス(biological process)へ対応した配列の割合

を示す。シロイヌナズナ類似/非類似配列群の対応遺伝子オントロジの割合の独立性を確認するた

め、ピアソンのカイ二乗検定を行ったところ p 値は 0.0 を示し、シロイヌナズナ類似配列と非類

似配列との間での遺伝子オントロジ対応の割合に有意な差があることが示された。遺伝子オント

ロジ項目毎の有意差を検定するため、調整済み標準化残差分析を行ったところ、"DNA metabolic 

process" 、 "biosynthetic process" 、 "transport" 、 "protein metabolic process" 、

"nucleobase-containing compound metabolic process"、"cell death"、"response to stress"、

"photosynthesis"の 8 個の遺伝子オントロジ項目が、シロイヌナズナ非類似配列で優位に高い割

合を示し(p<0.01)、キャッサバ特有または多様化の可能性が示唆された。遺伝子オントロ
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ジ”cellular process”、”metabolic process”、” cellular protein modification process”などの汎用

的な遺伝子機能については、シロイヌナズナ類似配列での分類割合が高かった。この結果から、

これらの遺伝子機能については、シロイヌナズナとキャッサバとで共通していると考えられる。 

 図 2-3-5 は、遺伝子オントロジの細胞構成要素 (cellular component)へ対応した配列の割合を

示す。シロイヌナズナ類似/非類似配列群の遺伝子オントロジ対応結果について、ピアソンのカイ

二乗検定を行ったところ p 値は 6.01×10-61を示し、シロイヌナズナ類似配列と非類似配列との間

での遺伝子オントロジ対応の割合に有意な差があることが示された。遺伝子オントロジ項目毎の

有意差を検定するため、調整済み標準化残差分析を行ったところ、" plastid"、"intracellular"、" 

thylakoid "、"endoplasmic reticulum"、" plasma membrane"、" membrane"の 6 個の遺伝子オ

ントロジ項目に有意差を確認した (p<0.01)。非類似配列群で色素体やチラコイドについての割合

が高いことから、光合成、デンプン貯蔵などのキャッサバ特有の関連遺伝子機能またはメカニズ

ムの多様化の可能性が示唆された。 

 図 2-3-6 は、遺伝子オントロジの分子機能(molecular function)へ対応した配列の割合を示す。

シロイヌナズナ類似/非類似配列群の遺伝子オントロジ対応結果について、ピアソンのカイ二乗検

定を行ったところ p 値は 0.0 を示し、シロイヌナズナ類似配列と非類似配列との間での遺伝子オ

ントロジ対応の割合に有意な差があることが示された。遺伝子オントロジ項目毎の有意差を検定

するため、調整済み標準化残差分析を行ったところ、21 個の遺伝子オントロジ項目に有意差を確

認した(p<0.01)。特に” nucleotide binding”、"catalytic activity"、"kinase activity"、"transporter 

activity"の 4 個の遺伝子オントロジ項目が、シロイヌナズナ類似配列で高い割合を示した。この

結果から、これらの遺伝子機能については、シロイヌナズナとキャッサバとで共通していると考

えられる。また、核酸結合タンパク質に関する遺伝子オントロジ項目が、シロイヌナズナ非類似

配列で高い割合を示し、転写調節、シグナル伝達などに関連するキャッサバ特有のメカニズムの

多様化の可能性が示された。 
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【図表】 

 

表 2-3-1 RNA 抽出に使用した組織、処理条件 

 

処理 生育期間 部位 処理後サンプリング時間 

無処理 9、11、12 週間 葉 - 

無処理 9 か月間 根 - 

乾燥 7 週間 葉 3、6、24、72時間 

高温 9 週間 葉 3、6、24、72時間 

収穫後生理的変敗 9 か月間 根 24、48、120時間 

高アルミニウム濃度－低 pH 9 週間 葉 3、6、24、72時間 

高アルミニウム濃度－低 pH 9 か月間 根 6、24、48 時間 
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表 2-3-2 完全長 cDNA の収集と配列アセンブリの内訳 

 

クローン数 19,450 

端読み配列数 (5'/3'末端読み) 35,400 (18,790/16,610) 

コンティグ数 6,355 

シングレット数 9,026 

スキャフォルド数 10,363 
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表 2-3-3 各代謝パスウェイに対応するキャッサバ cDNA とシロイヌナズナの酵素遺伝子数の比較 

 

  KEGG Pathway Cassava cDNA Arabidopsis genes Pathway Coverage 

03010 Ribosome 104 109 0.95 

03040 Spliceosome 65 101 0.64 

00190 Oxidative phosphorylation 58 67 0.87 

04141 Protein processing in endoplasmic reticulum 57 74 0.77 

03013 RNA transport 46 91 0.51 

00230 Purine metabolism 40 81 0.49 

04120 Ubiquitin mediated proteolysis 39 56 0.70 

00240 Pyrimidine metabolism 34 70 0.49 

04075 Plant hormone signal transduction 32 43 0.74 

03015 mRNA surveillance pathway 30 47 0.64 

00010 Glycolysis / Gluconeogenesis 29 29 1.00 

03050 Proteasome 28 35 0.80 

00520 Amino sugar and nucleotide sugar metabolism 26 37 0.70 

00270 Cysteine and methionine metabolism 25 29 0.86 

00500 Starch and sucrose metabolism 25 32 0.78 

03018 RNA degradation 25 48 0.52 

00710 Carbon fixation in photosynthetic organisms 24 24 1.00 

00195 Photosynthesis 24 26 0.92 

00620 Pyruvate metabolism 24 29 0.83 

00260 Glycine, serine and threonine metabolism 24 30 0.80 
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04144 Endocytosis 24 35 0.69 

04626 Plant-pathogen interaction 24 37 0.65 

04145 Phagosome 23 26 0.88 

00510 N-Glycan biosynthesis 23 32 0.72 

04146 Peroxisome 23 33 0.70 

00860 Porphyrin and chlorophyll metabolism 22 30 0.73 

00330 Arginine and proline metabolism 22 34 0.65 

00250 Alanine, aspartate and glutamate metabolism 21 26 0.81 

00564 Glycerophospholipid metabolism 21 32 0.66 

00630 Glyoxylate and dicarboxylate metabolism 20 23 0.87 

00970 Aminoacyl-tRNA biosynthesis 20 25 0.80 

03008 Ribosome biogenesis in eukaryotes 20 56 0.36 

00020 Citrate cycle (TCA cycle) 19 19 1.00 

03060 Protein export 19 26 0.73 

00561 Glycerolipid metabolism 18 22 0.82 

00900 Terpenoid backbone biosynthesis 17 29 0.59 

03420 Nucleotide excision repair 17 37 0.46 

00400 Phenylalanine, tyrosine and tryptophan biosynthesis 16 23 0.70 

04712 Circadian rhythm - plant 16 27 0.59 

00940 Phenylpropanoid biosynthesis 15 21 0.71 

00030 Pentose phosphate pathway 14 15 0.93 

00350 Tyrosine metabolism 14 17 0.82 

03022 Basal transcription factors 14 31 0.45 

00053 Ascorbate and aldarate metabolism 13 14 0.93 
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00640 Propanoate metabolism 13 16 0.81 

00051 Fructose and mannose metabolism 13 17 0.76 

04130 SNARE interactions in vesicular transport 13 17 0.76 

03020 RNA polymerase 13 27 0.48 

00196 Photosynthesis - antenna proteins 12 12 1.00 

00052 Galactose metabolism 12 15 0.80 

00360 Phenylalanine metabolism 12 15 0.80 

00480 Glutathione metabolism 12 16 0.75 

00562 Inositol phosphate metabolism 12 18 0.67 

00280 Valine, leucine and isoleucine degradation 12 19 0.63 

00941 Flavonoid biosynthesis 11 12 0.92 

00061 Fatty acid biosynthesis 11 13 0.85 

00592 alpha-Linolenic acid metabolism 11 14 0.79 

00040 Pentose and glucuronate interconversions 10 13 0.77 

00410 beta-Alanine metabolism 10 14 0.71 

04070 Phosphatidylinositol signaling system 10 16 0.63 

00910 Nitrogen metabolism 10 17 0.59 

00071 Fatty acid metabolism 9 10 0.90 

00670 One carbon pool by folate 9 10 0.90 

00920 Sulfur metabolism 9 11 0.82 

01040 Biosynthesis of unsaturated fatty acids 9 13 0.69 

00906 Carotenoid biosynthesis 9 17 0.53 

03410 Base excision repair 9 27 0.33 

00290 Valine, leucine and isoleucine biosynthesis 8 12 0.67 
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00100 Steroid biosynthesis 8 16 0.50 

00380 Tryptophan metabolism 8 16 0.50 

00130 Ubiquinone and other terpenoid-quinone biosynthesis 8 18 0.44 

03030 DNA replication 8 32 0.25 

00565 Ether lipid metabolism 7 7 1.00 

00960 Tropane, piperidine and pyridine alkaloid biosynthesis 7 8 0.88 

00300 Lysine biosynthesis 7 9 0.78 

04122 Sulfur relay system 7 9 0.78 

00340 Histidine metabolism 7 11 0.64 

00600 Sphingolipid metabolism 7 12 0.58 

00770 Pantothenate and CoA biosynthesis 7 16 0.44 

03440 Homologous recombination 7 27 0.26 

00950 Isoquinoline alkaloid biosynthesis 6 7 0.86 

00450 Selenocompound metabolism 6 9 0.67 

00650 Butanoate metabolism 6 10 0.60 

00460 Cyanoamino acid metabolism 6 11 0.55 

00760 Nicotinate and nicotinamide metabolism 6 11 0.55 

00909 Sesquiterpenoid and triterpenoid biosynthesis 6 16 0.38 

00563 Glycosylphosphatidylinositol(GPI)-anchor biosynthesis 6 21 0.29 

03430 Mismatch repair 6 21 0.29 

00945 Stilbenoid, diarylheptanoid and gingerol biosynthesis 5 5 1.00 

00590 Arachidonic acid metabolism 5 6 0.83 

00740 Riboflavin metabolism 5 6 0.83 

00310 Lysine degradation 5 7 0.71 
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00511 Other glycan degradation 5 8 0.63 

00790 Folate biosynthesis 5 10 0.50 

04140 Regulation of autophagy 5 10 0.50 

00591 Linoleic acid metabolism 4 4 1.00 

00750 Vitamin B6 metabolism 4 5 0.80 

04710 Circadian rhythm - mammal 4 5 0.80 

00062 Fatty acid elongation 4 7 0.57 

00730 Thiamine metabolism 4 7 0.57 

00073 Cutin, suberine and wax biosynthesis 4 10 0.40 

04650 Natural killer cell mediated cytotoxicity 3 3 1.00 

00660 C5-Branched dibasic acid metabolism 3 4 0.75 

00531 Glycosaminoglycan degradation 3 4 0.75 

00902 Monoterpenoid biosynthesis 3 4 0.75 

00944 Flavone and flavonol biosynthesis 3 4 0.75 

00908 Zeatin biosynthesis 3 5 0.60 

00904 Diterpenoid biosynthesis 3 7 0.43 

00905 Brassinosteroid biosynthesis 3 8 0.38 

03450 Non-homologous end-joining 3 8 0.38 

00901 Indole alkaloid biosynthesis 2 2 1.00 

00430 Taurine and hypotaurine metabolism 2 3 0.67 

00903 Limonene and pinene degradation 2 4 0.50 

00966 Glucosinolate biosynthesis 2 12 0.17 

00942 Anthocyanin biosynthesis 1 1 1.00 

00514 Other types of O-glycan biosynthesis 1 2 0.50 
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00604 Glycosphingolipid biosynthesis - ganglio series 1 2 0.50 

00232 Caffeine metabolism 1 2 0.50 

02010 ABC transporters 1 2 0.50 

00072 Synthesis and degradation of ketone bodies 1 3 0.33 

00603 Glycosphingolipid biosynthesis - globo series 1 3 0.33 

00780 Biotin metabolism 1 3 0.33 

00785 Lipoic acid metabolism 0 2 0.00 

  Total 1711 2564 0.67 

 

 シロイヌナズナが持つ酵素遺伝子を基準とするとき、キャッサバ cDNA の収集率(Pathway Coverage)は、キャッサバ cDNA が対応した代謝パス

ウェイマップ上の遺伝子数 / シロイヌナズナタンパク質が対応した代謝パスウェイマップ上の遺伝子数 = 1,711 / 2,564 = 0.67 となる。 
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表 2-3-4 完全長 cDNA の末端読み配列とゲノム塩基配列へのマッピング結果 

 

cDNA 末端読み配列数 35,400 

ゲノムへマップした配列数 34,432 

遺伝子に対応した配列数 31,440 

遺伝子に対応しなかった配列数 2,992 

cDNA が対応した遺伝子数 7,785 
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図 2-3-1 cDNA 配列アセンブリから構築したスキャフォルドを構成する cDNA クローン 

 

 スキャフォルドの 67%が 1 つの cDNA クローンで、90%は 3 つ以下の cDNA クローンで構成

されており、cDNA 重複が少なく、効率的に多様な cDNA の収集が行われたことを表す。 
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図 2-3-2 キャッサバ転写物配列を用いた遺伝子機能分類 

 

 真核生物オルソログタンパク質配列データセット KOG を用いて、キャッサバ転写物配列の遺

伝子機能分類を行った。キャッサバ代表転写物配列 31,640 の内、18,187 遺伝子(57.5%)が KOG

に対応し、キャッサバ遺伝子の機能分類を得た。分類項目については、以下に列挙する。A, RNA 

processing and modification; B, chromatin structure and dynamics; C, energy production and 

conversion; D, cell cycle control and mitosis; E, amino acid transport and metabolism; F, 

J, 2.4% A, 1.9%

K, 4.0%

L, 1.1% B, 0.6%

D, 1.0%

Y, 0.1%
V, 0.5%

T, 7.4%
M, 0.5%

N, 0.0%

Z, 1.0%

W, 0.1%

U, 2.5%

O, 6.1%

C, 1.9%
G, 2.7%

E, 1.9%

F, 0.6%

H, 0.5%I, 
2.0%P, 1.6%

Q, 2.3%R, 11.7%

S, 
3.2%

N/A, 42.5%
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nucleotide transport and metabolism; G, carbohydrate transport and metabolism; H, 

coenzyme transport and metabolism; I, lipid transport and metabolism; J, translation, 

ribosomal structure, and biogenesis; K, transcription; L, replication and repair; M, cell 

wall/membrane/envelope biogenesis; O, posttranslational modification, protein turnover, and 

chaperone functions; P, inorganic ion transport and metabolism; Q, secondary metabolite 

biosynthesis, transport, and catabolism; T, signal transduction; U, intracellular trafficking, 

secretion, and vesicular transport; V, defense mechanisms; W, extracellular structures; Y, 

nuclear structure; Z, cytoskeleton; R, general functional prediction only; S, function unknown。 
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図 2-3-3 キャッサバとシロイヌナズナの遺伝子機能分類の比較 

 

 キャッサバとシロイヌナズナの遺伝子機能分類結果の独立性を確認するため、ピアソンのカイ

二乗検定を行ったところ、p 値は 2.45×10-9を示し、キャッサバとシロイヌナズナの間で遺伝子

機能の分類割合に有意な差があることが示唆された。さらに、有意差がある分類項目を検定する

ため、調整済み標準化残差分析を行い、5 個の分類項目に有意差が認められた(*がついている項

目; p<0.05)。 
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図 2-3-4 シロイヌナズナ類似配列と非類似配列の遺伝子オントロジ生物学的プロセス(biological process)への対応割合の比較 
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metabolic process

cellular process
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signal transduction

translation
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multicellular organismal development

cellular homeostasis

post-embryonic development

photosynthesis
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cell death

nucleobase-containing compound metabolic process

protein metabolic process

transport

biosynthetic process

DNA metabolic process
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 ピアソンのカイ二乗検定を行ったところ、シロイヌナズナ類似配列と非類似配列との間での遺伝子オントロジ対応の割合に有意な差があること

が示された(p=0.0)。調整済み標準化残差分析の結果、有意差が認められた遺伝子オントロジ項目を示す(p<0.01)。"DNA metabolic process"、

"biosynthetic process"、"transport"、"protein metabolic process"、"nucleobase-containing compound metabolic process"、"cell death"、"response 

to stress"、"photosynthesis"の 8 個の遺伝子オントロジ項目が、シロイヌナズナ非類似配列で優位に高い割合を示した。 
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図 2-3-5 シロイヌナズナ類似配列と非類似配列の遺伝子オントロジ細胞構成要素 (cellular component)への対応割合の比較 

 

 ピアソンのカイ二乗検定を行ったところ p 値は 6.01×10-61を示し、シロイヌナズナ類似配列と非類似配列との間での遺伝子オントロジ対応の割

合に有意な差があることが示された。遺伝子オントロジ項目毎の有意差を検定するため、調整済み標準化残差分析を行ったところ、" plastid"、

"intracellular"、" thylakoid "、"endoplasmic reticulum"、" plasma membrane"、" membrane"の 6 個の遺伝子オントロジ項目に有意差を確認した 

(p<0.01)。 
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図 2-3-6 シロイヌナズナ類似配列と非類似配列の遺伝子オントロジ分子機能 (molecular function)への対応割合の比較 
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 ピアソンのカイ二乗検定を行ったところ p 値は 0.0 を示し、シロイヌナズナ類似配列と非類似配列との間での遺伝子オントロジ対応の割合に有

意な差があることが示された。遺伝子オントロジ項目毎の有意差を検定するため、調整済み標準化残差分析を行ったところ、21 個の遺伝子オント

ロジ項目に有意差を確認した(p<0.01)。
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第３章 ゲノム情報を活用した有用作物キャッサバの DNA 多型探索および

DNA多型と遺伝子機能の関連性の解析 

 

【序論】 

 前章でも取り上げたように、キャッサバ(Manihot esculenta Crantz)は、熱帯地域における重

要作物の一つであり(Cock, 1982)、年間 2 億トン以上ものキャッサバが収穫され、5 億もの人々

の主食として使われている(Food and Agricultural Organization of the United Nations, 2010)。

また、キャッサバの根から抽出されるデンプンは、食品、製紙、繊維、合板などの原料として活

用されている(Tonukari, 2004)。キャッサバは、環境適応性が高く、高温、多湿、貧栄養、酸性

といった耕作不適地での栽培が可能であることから、気候の変化、耕地の酷使、塩害などによる

耕地減少に対応する作物としても注目されつつある。 

 近年、遺伝子探索の効果的な研究手法として、核酸配列データが盛んに収集されている

(Mochida and Shinozaki, 2010)。実際、幾つかの植物種に対して行われた cDNA 収集とその配

列決定は、機能ゲノム研究の推進に貢献した(Kikuchi et al., 2003; Nanjo et al., 2007; Taji et al., 

2008; Umezawa et al., 2008; Soderlund et al., 2009)。キャッサバにおいても、幾つかの研究グ

ループによって cDNA 収集が行われ(Anderson et al., 2004; Lopez et al., 2004; Lokko et al., 

2007; Sakurai et al., 2007)、その成果は網羅的な発現遺伝子を実装したマイクロアレイ設計に活

用され、トランスクリプトーム研究を推進した(Sojikul et al., 2010; An et al., 2012; Utsumi et 

al., 2012)。現在、キャッサバのゲノム概要塩基配列が公開され、推定ゲノムサイズ 770Mbp の

54%に相当する 419.5Mbp のゲノム塩基配列データが利用可能であり、このキャッサバゲノム概

要塩基配列から 30,666 のタンパク質コード遺伝子が予測されている(Prochnik et al., 2012)。 

 分子マーカーは、ゲノム研究だけでなく育種研究にも重要であり、マーカー支援選抜

(marker-assisted selection; MAS)を通じ、個体選抜の効率化に活用されている。植物遺伝学研究

において、分子マーカーは集団構造解析、進化関連研究で活用され、モデル植物シロイヌナズナ

では全ゲノムレベルでの遺伝構造解析が行われている(Cao et al., 2011)。さらに近年、一塩基多

型(single nucleotide polymorphism; SNP)マーカーが注目され、動物やヒトのゲノム解析におい
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て何千何万もの SNP マーカーを用いたハプロタイプ解析が行われており (International 

HapMap Consortium et al., 2007)、植物育種コミュニティにおいても関心が高まっている。 

 キャッサバにおいても遺伝子マッピングや分子マーカーの整備が進められ(Akano et al., 2002; 

Okogbenin and Fregene, 2002; Rabbi et al., 2012)、単純反復配列(simple sequence repeat; SSR)

の検出による分子マーカー整備やそれを用いた量的形質遺伝子座マッピング(quantitative trait 

loci mapping; QTL mapping)について報告されている(Raji et al., 2009; Sraphet et al., 2011)。

さらに遺伝学研究と育種を推進するためには、SNP マーカーの様なより高密度なマーカー整備が

求められる。SNP やゲノム挿入/欠損(insertion and deletion; InDel)は、集団内で生じる突然変

異であり、キャッサバでもこれらに関する研究が報告されている(Lopez et al., 2005; Ferguson et 

al., 2012)。これら DNA 多型の検出は、分子育種の推進だけでなく、遺伝子機能の理解にも重要

である(Yamaguchi-Kabata et al., 2008)。 

 主要植物のゲノム情報は統合され、インターネットを介して円滑な閲覧が可能になり、研究推

進に活用されている。遺伝マーカーと対応するゲノムまたは転写産物の配列データの統合化は、

ゲノムワイドな遺伝学的研究を支援している。The Arabidopsis Information Resource (TAIR) 

(Lamesch et al., 2012)は、シロイヌナズナ研究者を始め多くの植物研究者に利用されている。同

様に Gramene は、単子葉植物の比較ゲノム研究に関する情報を提供している(Liang et al., 2008)。

ムギ類やトウモロコシなどのその他の植物についても情報を統合した有用なデータベースが整備

されつつある。したがって、キャッサバ研究に関する情報を統合し、更なる研究促進を図るため、

キャッサバ DNA 多型と関連遺伝子情報を編纂した新たなデータベースを構築した。 

 本章では、キャッサバの様々な系統由来の EST を活用することで同定した 10,000 ヶ所を超え

る DNA 多型とその DNA 多型と遺伝子機能、遺伝子重複との関係性について述べる。また、そ

れら解析結果や関連する遺伝子注釈などを統合し、インターネット上に公開したデータベース

Cassava Online Archive(http://cassava.psc.riken.jp/)についても述べる。 
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【方法】 

キャッサバ転写産物配列データの獲得と系統毎の分類 

 キャッサバの DNA 多型を検出するための材料として、cDNA の部分配列データ(EST)を使用し

た。EST は、公共配列データバンク GenBank(Benson et al., 2012)より獲得した。獲得した配列

データは、配列マスクソフトウェア SeqClean(http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/software/)を

用いて、低品質配列や不適切な単純繰り返し配列を除去した。残存するベクター部配列は、NCBI

のUniVecデータベース (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/VecScreen/UniVec.html)の 2011年 11月

22 日公開版を比較対象配列として、配列マスクソフトウェア cross_match (Ewing et al., 1998)

を用いて検出し除去した。大腸菌の混入配列は、大腸菌ゲノム塩基配列(U00096) を比較対象配

列として、配列類似性検索ソフトウェア BLASTN を用いて検出した。BLASTN 検索結果から期

待値が 10-100未満の配列データを除外した。 

 続いて、上記の処理を経たキャッサバ EST を各 EST の GenBank 形式ファイルに記述されて

いる系統情報により分類した。一部のキャッサバ系統については、EST 登録者へ連絡して系統名

を確認した。また、キャッサバゲノム概要塩基配列(系統 AM560-2)から予測されたタンパク質お

よび転写産物配列データ (JGI annotation v4.1) を植物ゲノム情報ウェブサイト

Phytozome(Goodstein et al., 2012)より獲得した。 

 

DNA 多型の同定と PCR プライマーの設計 

 上記で調整したキャッサバ EST とゲノム塩基配列から予測した転写産物配列データを配列整

列化ソフトウェア CAP3(Huang and Madan, 1999)を用いてアセンブルした。CAP3 の実行は、

初期設定条件で行った。本解析では、次の 4 つの条件を満たすものを DNA 多型と見なした。(1)

コンティグ配列がキャッサバゲノム概要塩基配列にマップされる。(2)DNA 多型の塩基が’N’(不

明)ではない。(3)SNP は検出された系統間での対立塩基数は 2 である。(4)低品質配列による誤検

出を防ぐため、周辺 5 塩基以内に他の SNP が存在しない。 

 各 DNA 多型について、キャッサバゲノムスキャフォルド上における物理的位置を独自のプロ

グラムを用い、ゲノム注釈情報から推算した。DNA 多型周辺のゲノム DNA 増幅用の PCR 用プ
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ライマーペア配列をプライマー設計ソフトウェア Primer3(Rozen and Skaletsky, 2000)を用いて

設計した。プライマー配列の設計に際しては、プライマー配列長が 18～25 塩基、増幅 DNA 長

が 150～200 塩基、GC 含量が 45～65%、融解温度が 58～72℃を満たすプライマーペア配列を選

別した。 

 

検出した SNP の検証 

 ファーガソンらの以前の報告において、キャッサバの SNP の検出とその検証が行われている

(Ferguson et al., 2012)。この論文の検証結果と本研究で得た SNP 情報を対照させることで、本

研究で同定した SNP およびその同定方法の検証を行った。比較対象のファーガソンらの論文よ

り、SNP 情報をダウンロードし、彼らの SNP 同定時に使用された SNP 周辺配列データをキャ

ッサバゲノム配列データに整列させることで、SNP の物理的な位置と SNP アリルを獲得した。

その検証済み SNP データと本研究で同定した SNP の物理的な位置と SNP アリルの一致を確認

した。 

 

DNA 多型と遺伝子機能解析 

 検出した SNP について、トランジション置換(プリン塩基から別のプリン塩基、またはピリミ

ジン塩基が別のピリミジン塩基へ変わる置換)－トランスバージョン置換(プリン塩基からピリミ

ジン塩基、またはピリミジン塩基からプリン塩基へ変わる置換) 、非同義置換(SNP によって翻訳

されるアミノ酸が変わる)－同義置換(SNP によって翻訳されるアミノ酸が変わらない)、ナンセン

ス置換 (premature stop substitution; アミノ酸が終止コドンに置換 )－読み過ごし置換

(read-through substitution; 終止コドンがアミノ酸に置換)を上記配列アセンブリとゲノム注釈

情報を用いて解析した。ゲノム注釈情報に基づくキャッサバ遺伝子モデル(転写産物)の範囲内の

SNP に関しては、独自のプログラムによって、5’側、3’側非翻訳領域(un-translated region; UTR)、

タンパク質コード領域(protein coding region; CDS)の 3 つに分類した。SNP が CDS 中にある場

合は、さらに翻訳されるアミノ酸が非同義もしくは同義置換かを確認した。同様に、ナンセンス

置換と読み過ごし置換についても確認した。キャッサバ遺伝子モデルのタンパク質ドメイン情報
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については、Phytozome 提供のタンパク質ドメインデータベース Pfam(Punta et al., 2012)との

対応情報 (Mesculenta_147_annotation_info.txt) を使用した。 

 

統計解析 

 キャッサバの重複遺伝子－非重複遺伝子、SNP によるアミノ酸変異－非変異といった 2 群間に

おける比較解析に際し、その 2 群の独立性を確認するため、ピアソンのカイ二乗検定(Pearson 

chi-square test)と併せて、調整済み標準化残差分析(adjusted standardized residual analysis) 

(Bewick et al., 2004)を行った。この統計解析手法は、2 群間の独立系の検定後、群を構成する各

項目についての残差(観測値－期待値)に基づき、その項目に関して 2 群間における差異を検定す

るものである。式を次に示す。 
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O: 観測値 

E: 期待値 

e: 標準化残差 

v: 残差分散 

ni.: 行周辺度数(行周辺和) 

n.j: 列周辺度数(列周辺和) 
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d: 調整済み標準化残差 

 

標準化残差は、近似的に平均 0、分散 1 の標準正規分布に則る。したがって、この標準化残差は

標準正規分布における Z スコアと見なせる。 
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【結果と考察】 

キャッサバ転写産物配列データの系統毎分類と DNA 多型探索 

 キャッサバの DNA 多型を検出するための材料として、cDNA の部分配列データ(expressed 

sequence tag; EST)を使用した。キャッサバの EST80,631 配列を公共配列データバンク

GenBank(Benson et al., 2012)より獲得し、混入する大腸菌やベクター部の配列を除去した結果、

有効な配列データとして 80,523 配列を得た。獲得した EST の配列長の分布を図 3-1 に示す。

GenBank 形式記述中の系統情報(cultivar tag)および配列情報登録者への確認により、16 系統ま

たは cDNA ライブラリ(CAS36.01、CAS36.04、CM21772、CM523-7、MCol22、IAC 12.829、

KU50/MTAI16、MBra685、MCol1522、MNga2、MPer183、Mirassol、SG107-35、‘Sauti, Gomani, 

Mbundumali, TME 1, and Mkondezi’、‘TMS30572 and CM2177-2’、不明)に由来することが明

らかになった。この EST 配列データにキャッサバゲノム概要塩基配列(系統 AM560-2)由来の予

測転写産物配列データを加えた 17 系統、114,674 配列を使用して以降の解析を行った(表 3-1)。 

 上記配列データを配列整列化ソフトウェア CAP3(Huang and Madan, 1999)を使用してアセン

ブルした結果、16,363 コンティグと 17,789 シングレットを得た。このアセンブリには、96,885

配列が使用され(表 3-1)、コンティグを構成する配列数の分布は 2 から 707 であり、コンティグ

を構成する平均配列数は 5.9 であった(図 3-2)。この配列アセンブリを 1 塩基ずつ精査し、方法で

示した条件を満たす、10,546 ヶ所の SNP と 674 ヶ所の InDel を同定した。配列数が少なかった

系統 MNga2、’TMS30572 and CM2177-2’からは DNA 多型が検出されなかった。コンティグを

構成する配列数毎の DNA 多型検出数とコンティグあたりの平均 DNA 多型検出数を図 3-3 に示

す。コンティグあたりの平均 DNA 多型検出数は 3.8 で、2.6 から 6.2 の範囲にあった。この結果

は、コンティグを構成する配列数と同定される DNA 多型数に特に偏りがなかったことを示し、

解析に用いた配列のシークエンスエラーによる誤った DNA 多型の同定ではないことを示す。検

出した 10,546 ヶ所の SNP の内、8,794 ヶ所について、SNP 周辺ゲノム領域を増幅させるための

PCR プライマーペア配列を設計することができた。また、SNP が検出されたキャッサバ遺伝子

モデルは、3,252 個であり、SNP 頻度は、1 遺伝子モデルあたり 3.2 ヶ所、1,072.5 塩基に 1 ヶ所

であった(表 3-2)。同様に、検出した 674 ヶ所の InDel の内 522 ヶ所について、InDel 周辺ゲノ
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ム領域を増幅させるための PCR プライマーペア配列を設計することができた。また、InDel が検

出されたキャッサバ遺伝子モデルは、583 個であり、InDel 頻度は、1 遺伝子モデルあたり 1.2

ヶ所、3,291.4 塩基に 1 ヶ所であった(表 3-2)。キャッサバは 3 万個以上の遺伝子を持つと考えら

れていることから(Prochnik et al., 2012)、この結果は、10 万以上の SNP と 4 万以上の InDel

が見つかる可能性を示唆した。過去にキャッサバの DNA 多型検出について 2 件の報告があり、

その検出数はそれぞれ、186 と 2,954 であった(Lopez et al., 2005; Ferguson et al., 2012)。本研

究では、その同定数を大きく上回り、キャッサバにおいて最大規模であった。 

 

検出した SNP の検証 

 ファーガソンらの以前の報告において、SNPの検出とその検証が行われている(Ferguson et al., 

2012)。この論文の検証結果と本研究で得た SNP 情報を対照させることで、本研究で同定した

SNP およびその同定方法の検証を行った。比較対象のファーガソンらの論文のオンラインサプリ

メントファイルより、彼らが同定した 1,190 ヶ所の SNP の周辺ゲノム塩基配列と各 SNP 周辺ゲ

ノム塩基配列における SNP、アリル情報を獲得した。この SNP 周辺ゲノム塩基配列データをキ

ャッサバのゲノム概要塩基配列に整列させ、ゲノム概要塩基配列における SNP 位置情報を獲得

した。この内の 103 個は、本研究で同定した SNP と位置情報が一致し、そのすべての SNP のア

リルに齟齬は生じなかった(表 3-3)。したがって、この結果は本研究の同定方法が有効であること

を示した。 

 

キャッサバ系統間で多様性を示す遺伝子と SNP の特徴 

 SNP について、置換が起こり得る 6 種類の塩基組み合わせについての分類を行った結果を表

3-4 に示す。C/T、G/A、A/C、A/T、C/G、T/G の組み合わせになる SNP は、それぞれ 2,893、

2,952、1,108、1,285、996、1,312 ヶ所であった。トランジション置換(C/T または G/A)とトラ

ンスバージョン置換(C/G、A/T、C/A または T/G) は、それぞれ 5,845 と 4,701 ヶ所であった。

トランジション置換－トランスバージョン置換比は、1.24 であり、以前に報告された 1.27(Lopez 

et al., 2005; Ferguson et al., 2012)と非常に近い値であった。他の植物のトランジション置換－
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トランスバージョン置換比は、シロイヌナズナとイネで報告があり、それぞれ 1.5、2.1 であった。 

 500 配列以上の EST を獲得することができた 8 系統(AM560-2、CM523-7、MCol22、KU50、

MBra685、MCol1522、MPer183、SG107-35)について、SNP が検出された遺伝子モデルに対し

て、各々2 系統間において SNP アリルが検出された遺伝子モデルとの比(該当 2 系統間で SNP ア

リルが存在した遺伝子モデル数/SNP 検出に該当 2 系統の EST が関与した遺伝子モデル数)を確

認した(表 3-5)。この値は、キャッサバの系統間における遺伝子の違いを示しており、遺伝学的研

究または育種に有意義である。例えば、遺伝地図作成や QTL 解析におけるマッピング集団作製

に際して効果的な系統選択を補助するものである。 

  

SNP による非同義－同義塩基置換とタンパク質機能 

 上述のように、10,546 ヶ所の SNP と 674 ヶ所の InDel を検出した(表 3-2)。検出した SNP の

6,613 ヶ所(62.7%)は、タンパク質コード領域(protein coding region; CDS)に位置していた(表 3-6)。

シロイヌナズナは 78.0% (Cao et al., 2011)、イネは 73.4% (McNally et al., 2009)の SNP が CDS

中に位置し、キャッサバよりも大きな割合であった。これは、本解析で使用した配列データの多

くが部分長 cDNA 由来の EST で構成されており、5’末端側よりの配列データの割合が小さく、

その結果、CDS 中から検出される SNP の割合が減少したものと考えられる。CDS 中に位置した

InDel の割合は 20.0%と SNP の割合よりも非常に小さかった。これは、CDS 中の InDel がタン

パク質翻訳時のフレームシフトを生じさせ、InDel により変異が生じた翻訳産物は SNP よりも、

細胞内活動に大きな影響を与えやすく、変異が後代に保存されにくいためと考えられる。 

 CDS内で検出されたSNPのアミノ酸翻訳フレーム内の位置を確認したところ、コドンの第 1、

第 2，第 3 塩基目の SNP 数は、それぞれ 1,638、1,240、3,735 であった。基本的に CDS におけ

る塩基置換は、非同義置換になる頻度が同義置換よりも小さく、さらに、コドンの同義アミノ酸

の冗長性は主に第 3 塩基目に見られる。したがって、第 3 塩基目の SNP が多く検出された結果

を説明できる。 

 どの程度の同義または非同義置換が、タンパク質機能に影響を及ぼすのか明らかにするため、

タンパク質コード領域における SNP に注目し、さらなる解析を進めた。まず、CDS 内で SNP
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が検出されたタンパク質配列を、非同義置換が生じたキャッサバタンパク質配列と同義置換であ

ったタンパク質配列の 2 つに分類した。その結果、非同義置換を生じさせた SNP は 46.8%であ

った(表 3-6)。この割合は、シロイヌナズナ (45.3%) (Clark et al., 2007)、トマト(46.3%) 

(Jimenez-Gomez and Maloof, 2009)と似ており、イネ(56.2%) (Xu et al., 2012)よりも小さかった。

SNP による非同義－同義置換とタンパク質ドメインとの関係性を確かめるため、タンパク質ドメ

インデータベース Pfam (Punta et al., 2012)に基づき、SNP による非同義－同義置換で分類した

タンパク質の対応付けを行った。ユビキチンファミリーや ATP 合成酵素を含むタンパク質では、

アミノ酸が変化しない同義置換が生じる割合が多く、対照的に、NB-ARC ドメインやロイシンリ

ッチリピートを含むタンパク質では、SNP によって非同義置換が生じたタンパク質で大きかった

(図 3-4)。NB-ARC ドメインやロイシンリッチリピートといったドメインは、植物の病害応答性

遺伝子に存在し、この高い非同義－同義置換比を示した結果は、病原菌感染応答性遺伝子の多様

化と一致する(Bakker et al., 2006; Tameling et al., 2006; Clark et al., 2007)。 

  

SNP によるナンセンス置換－読み過ごし置換とタンパク質機能および遺伝子重複との関係 

 CDS 内の SNP から 38 ヶ所のナンセンス置換(premature stop substitution; アミノ酸が終止

コドンに置換)と 24 か所の読み過ごし置換(read-through substitution; 終止コドンがアミノ酸に

置換)を同定し、これらの置換を検出したタンパク質配列を 2 群に分類した。ナンセンス置換、読

み過ごし置換を検出したタンパク質を以降、それぞれナンセンス置換タンパク質、読み過ごし置

換タンパク質と表現する。この 2 群のタンパク質配列を遺伝子オントロジの生物学的プロセスに

対応させた(図 3-5)。ナンセンス置換と読み過ごし置換タンパク質の遺伝子機能分類結果の独立性

を確認するため、ピアソンのカイ二乗検定を行ったところ、p 値は 1.85×10-3を示し、ナンセン

ス置換－読み過ごし置換タンパク質間で遺伝子機能の分類割合に有意な差があることが示唆され

た。続いて差がある分類項目を検定するため、調整済み標準化残差分析を行ったところ、

“response to abiotic or biotic stimulus”、“response to stress”、“cell organization”の 3 項目つ

いて、2 群間における有意差を確認した (p<0.05)。ストレス応答に関して、読み過ごし置換タン

パク質群で優位に割合が高かった。この結果から、ストレスへの適応などの有用な形質の獲得と
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タンパク質の伸長との関連性が示された。 

 30,666 の遺伝子が、キャッサバゲノム概要塩基配列から予測され、配列類似性に基づき、遺伝

子重複を確認したところ、その 43.3%が重複遺伝子であることが示され、ナンセンス置換タンパ

ク質の 58.3%が重複遺伝子であることが明らかになった。フィッシャーの正確確率検定により

p<0.05 を示し、有意にナンセンス置換タンパク質で遺伝子重複が見られることが示された。これ

は、遺伝子が重複していることにより、ナンセンス置換が許容される確率が高まったためである

と考えられる。一方、読み過ごし置換タンパク質の 27.8%で遺伝子重複があらわれ、全遺伝子よ

りも低い割合を示した。読み過ごし置換は、タンパク質の伸長を生じさせ、新規遺伝子の獲得に

関係したと考えられる。 

 

データベース Cassava Online Archive の構築 

 本研究によって 1 万を超えるキャッサバの DNA 多型が検出され、大量な関連情報が生産され

た。これらの解析結果をデータベース Cassava Online Archive(http://cassava.psc.riken.jp/)とし

て構築、インターネット上に公開した。このデータベース構築によって、円滑なキャッサバゲノ

ム情報の閲覧が可能になった。データベース Cassava Online Archive では、SNP や InDel の情

報を閲覧するために、キーワード、DNA 多型 ID、遺伝子モデル ID、キャッサバ系統名による検

索が可能であり、ゲノムブラウザも実装している(図 3-6)。各 DNA 多型の詳細ページには、キャ

ッサバゲノムスキャフォルド上の物理的位置情報、関連する遺伝子モデル、系統毎の対立塩基を

含む。同定された DNA 多型周辺のゲノム DNA 増幅のためのプライマーペア配列や想定増幅ゲ

ノム塩基配列も詳細ページ上で提供する(図 3-7)。キャッサバゲノム、遺伝子の注釈情報、独自の

遺伝子機能注釈など本研究で同定された DNA 多型情報と多岐にわたる有用情報を提供するデー

タベースはこれまでには存在せず、キャッサバ研究における世界標準のデータベースを構築した

と考えられる。 
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【図表】 

 

表 3-1 使用したキャッサバ転写産物配列 

 

キャッサバ系統またはcDNA

ライブラリ 

公共データベースか

ら獲得した配列数 

不適切なものを除去

した配列数 

コンティグ作成に使用

された配列数 

AM560-2 
a
 34,151  34,151  22,589  

CAS36.01 254  254  249  

CAS36.04 488  488  488  

CM21772 95  95  89  

CM523-7 3,608  3,581  3,495  

MCol22 4,764  4,764  4,604  

IAC 12.829 63  63  63  

KU50 (MTAI16) 35,572  35,500  32,984  

MBra685 2,506  2,506  2,355  

MCol1522 1,979  1,975  1,854  

MNga2 40  40  33  

MPer183 3,391  3,388  3,206  

Mirassol 210  210  208  

SG107-35 720  720  651  

Sauti, Gomani, Mbundumali, 

TME 1 and Mkondezi 
5,046  5,046  4,607  

TMS30572 and CM2177-2 7  7  5  

Unknown 21,888  21,886  19,405  

Total 114,782  114,674  96,885  

 

* AM560-2 は、ゲノム概要塩基配列由来の予測転写産物配列。 
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表 3-2 検出した DNA 多型の概観 

 

DNA多型タイプ SNP InDel 合計 

検出できた DNA多型数 10,546  674  11,220  

設計できたプライマーペア配列数 8,794  522  9,316  

DNA多型が検出された遺伝子モデル数 3,252  583  3,402  

遺伝子モデルあたりの DNA多型数 3.2  1.2  3.3  

DNA多型の検出頻度(エクソン領域のみ) 337.7  1,012.0  378.2  

DNA多型の検出頻度(含イントロン領域) 1,072.5  3,291.4  1,205.8  
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表 3-3 検出した SNP の検証 

 

SNP ID (本研究) SNP ID (Ferguson et al., 2012) 遺伝子モデル ID ゲノムスキャフォルド ID 
ゲノムスキャフォルド上

の位置 
アリル 

R_MesP_000279m.01 Me.MEF.c.2744 cassava4.1_000279m scaffold10222 23384 A/T 

R_MesP_001567m.03 Me.MEF.c.3206 cassava4.1_001567m scaffold01701 524265 A/T 

R_MesP_001640m.02 Me.MEF.c.2663 cassava4.1_001640m scaffold05219 124972 C/T 

R_MesP_002375m.08 Me.MEF.c.2473 cassava4.1_002375m scaffold00271 73027 C/T 

R_MesP_002648m.00 Me.MEF.c.3245 cassava4.1_002648m scaffold08265 12105 A/T 

R_MesP_002747m.00 Me.MEF.c.3176 cassava4.1_002747m scaffold11243 96145 A/T 

R_MesP_003090m.05 Me.MEF.c.3339 cassava4.1_003090m scaffold05421 111112 A/G 

R_MesP_003144m.00 Me.MEF.c.2755 cassava4.1_003144m scaffold04274 213187 A/G 

R_MesP_003321m.01 Me.MEF.c.1794 cassava4.1_003321m scaffold02431 174176 A/C 

R_MesP_003427m.01 Me.MEF.c.2363 cassava4.1_003427m scaffold09294 205067 A/G 

R_MesP_004227m.01 Me.MEF.c.3056 cassava4.1_004227m scaffold12585 11918 A/G 

R_MesP_004227m.02 Me.MEF.c.3057 cassava4.1_004227m scaffold12585 12038 A/G 

R_MesP_004630m.01 Me.MEF.c.3345 cassava4.1_004630m scaffold03264 203508 A/G 

R_MesP_004975m.00 Me.MEF.c.3066 cassava4.1_004975m scaffold08265 4313944 A/G 

R_MesP_005040m.12 Me.MEF.c.3336 cassava4.1_005040m scaffold04285 281079 A/G 

R_MesP_006632m.00 Me.MEF.c.3217 cassava4.1_006632m scaffold04043 804524 A/G 

R_MesP_007404m.01 Me.MEF.c.2570 cassava4.1_007404m scaffold11495 796742 A/G 

R_MesP_007552m.00 Me.MEF.c.3199 cassava4.1_007552m scaffold03049 867704 A/G 

R_MesP_007560m.00 Me.MEF.c.1958 cassava4.1_007560m scaffold06582 904165 C/G 

R_MesP_008478m.01 Me.MEF.c.3361 cassava4.1_008478m scaffold04457 1003339 C/T 

R_MesP_008791m.00 Me.MEF.c.2962 cassava4.1_008791m scaffold10305 629767 A/G 



100 

 

R_MesP_008822m.00 Me.MEF.c.1127 cassava4.1_008822m scaffold02717 237099 G/T 

R_MesP_008965m.01 Me.MEF.c.2384 cassava4.1_008965m scaffold12262 132277 A/T 

R_MesP_009150m.04 Me.MEF.c.1459 cassava4.1_009150m scaffold08265 2078665 A/C 

R_MesP_009532m.02 Me.MEF.c.1982 cassava4.1_009532m scaffold08380 34042 G/T 

R_MesP_009764m.00 Me.MEF.c.0774 cassava4.1_009764m scaffold07238 149170 C/G 

R_MesP_010236m.02 Me.MEF.c.1049 cassava4.1_010236m scaffold04587 95636 A/C 

R_MesP_010383m.02 Me.MEF.c.1268 cassava4.1_010383m scaffold00847 2075370 C/T 

R_MesP_010832m.02 Me.MEF.c.1071 cassava4.1_010832m scaffold02870 5127 C/T 

R_MesP_010884m.03 Me.MEF.c.2344 cassava4.1_010884m scaffold12088 25866 G/T 

R_MesP_010884m.06 Me.MEF.c.2346 cassava4.1_010884m scaffold12088 30223 C/G 

R_MesP_011879m.05 Me.MEF.c.2979 cassava4.1_011879m scaffold06656 794006 C/G 

R_MesP_011947m.03 Me.MEF.c.2248 cassava4.1_011947m scaffold01551 2841586 C/T 

R_MesP_012068m.01 Me.MEF.c.2001 cassava4.1_012068m scaffold08265 61457 C/G 

R_MesP_012375m.00 Me.MEF.c.2402 cassava4.1_012375m scaffold08265 1858135 A/C 

R_MesP_012582m.01 Me.MEF.c.2454 cassava4.1_012582m scaffold08085 36479 A/G 

R_MesP_012703m.01 Me.MEF.c.2119 cassava4.1_012703m scaffold12498 309545 A/T 

R_MesP_012776m.01 Me.MEF.c.3152 cassava4.1_012776m scaffold00321 179660 A/G 

R_MesP_012882m.01 Me.MEF.c.0670 cassava4.1_012882m scaffold11110 92729 A/C 

R_MesP_012882m.02 Me.MEF.c.0671 cassava4.1_012882m scaffold11110 92855 A/C 

R_MesP_013010m.00 Me.MEF.c.0996 cassava4.1_013010m scaffold07233 29151 A/T 

R_MesP_013452m.00 Me.MEF.c.2177 cassava4.1_013452m scaffold02431 443087 A/C 

R_MesP_013631m.00 Me.MEF.c.0744 cassava4.1_013631m scaffold07478 34782 C/T 

R_MesP_013795m.02 Me.MEF.c.2927 cassava4.1_013795m scaffold09294 87456 A/T 

R_MesP_013999m.00 Me.MEF.c.1284 cassava4.1_013999m scaffold03237 157721 C/G 

R_MesP_014216m.00 Me.MEF.c.0963 cassava4.1_014216m scaffold11960 73682 A/G 

R_MesP_014405m.06 Me.MEF.c.0240 cassava4.1_014405m scaffold06598 425721 A/G 
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R_MesP_014693m.00 Me.MEF.c.2428 cassava4.1_014693m scaffold06407 370274 A/G 

R_MesP_015054m.01 Me.MEF.c.1671 cassava4.1_015054m scaffold12794 25269 A/G 

R_MesP_015068m.03 Me.MEF.c.2698 cassava4.1_015068m scaffold05363 196220 A/T 

R_MesP_015093m.01 Me.MEF.c.3044 cassava4.1_015093m scaffold12455 220233 C/T 

R_MesP_015119m.02 Me.MEF.c.0458 cassava4.1_015119m scaffold10504 17877 C/T 

R_MesP_015358m.01 Me.MEF.c.0262 cassava4.1_015358m scaffold06407 113040 C/T 

R_MesP_015358m.02 Me.MEF.c.0263 cassava4.1_015358m scaffold06407 113448 A/T 

R_MesP_015786m.00 Me.MEF.c.0114 cassava4.1_015786m scaffold11661 293210 C/T 

R_MesP_015850m.01 Me.MEF.c.1874 cassava4.1_015850m scaffold06278 142397 G/T 

R_MesP_015958m.00 Me.MEF.c.3229 cassava4.1_015958m scaffold10045 438228 A/G 

R_MesP_015972m.01 Me.MEF.c.3209 cassava4.1_015972m scaffold05859 584798 C/T 

R_MesP_016045m.00 Me.MEF.c.2928 cassava4.1_016045m scaffold09631 95044 A/T 

R_MesP_016262m.01 Me.MEF.c.2655 cassava4.1_016262m scaffold05875 845674 G/T 

R_MesP_016312m.00 Me.MEF.c.2236 cassava4.1_016312m scaffold06916 1353707 A/T 

R_MesP_016339m.06 Me.MEF.c.1052 cassava4.1_016339m scaffold05875 1512655 A/T 

R_MesP_016344m.05 Me.MEF.c.2554 cassava4.1_016344m scaffold01514 54209 C/G 

R_MesP_016364m.01 Me.MEF.c.0795 cassava4.1_016364m scaffold02421 475471 A/G 

R_MesP_016411m.00 Me.MEF.c.3310 cassava4.1_016411m scaffold01551 1608759 C/T 

R_MesP_016484m.01 Me.MEF.c.3379 cassava4.1_016484m scaffold08799 183769 G/T 

R_MesP_016917m.11 Me.MEF.c.1658 cassava4.1_016917m scaffold07520 1722908 A/C 

R_MesP_016917m.16 Me.MEF.c.1664 cassava4.1_016917m scaffold07520 1724876 A/T 

R_MesP_017270m.00 Me.MEF.c.0570 cassava4.1_017270m scaffold00847 1732669 A/G 

R_MesP_017713m.00 Me.MEF.c.0859 cassava4.1_017713m scaffold02264 132995 C/T 

R_MesP_017738m.00 Me.MEF.c.2873 cassava4.1_017738m scaffold11110 232152 C/G 

R_MesP_017755m.04 Me.MEF.c.3002 cassava4.1_017755m scaffold12946 396504 C/T 

R_MesP_018048m.00 Me.MEF.c.1986 cassava4.1_018048m scaffold07027 61508 C/T 



102 

 

R_MesP_018091m.00 Me.MEF.c.2562 cassava4.1_018091m scaffold03735 83703 A/G 

R_MesP_018095m.00 Me.MEF.c.0381 cassava4.1_018095m scaffold06005 225219 C/T 

R_MesP_018102m.01 Me.MEF.c.1279 cassava4.1_018102m scaffold03168 55619 A/T 

R_MesP_018355m.00 Me.MEF.c.2297 cassava4.1_018355m scaffold05859 590922 A/G 

R_MesP_018401m.03 Me.MEF.c.1597 cassava4.1_018401m scaffold03150 159657 C/T 

R_MesP_018439m.00 Me.MEF.c.2128 cassava4.1_018439m scaffold03614 493353 C/G 

R_MesP_018524m.00 Me.MEF.c.2747 cassava4.1_018524m scaffold12794 504065 A/G 

R_MesP_018548m.04 Me.MEF.c.0767 cassava4.1_018548m scaffold09458 13818 A/C 

R_MesP_018555m.02 Me.MEF.c.1617 cassava4.1_018555m scaffold11279 197763 C/T 

R_MesP_018724m.00 Me.MEF.c.1393 cassava4.1_018724m scaffold01551 2804872 G/T 

R_MesP_018755m.00 Me.MEF.c.2448 cassava4.1_018755m scaffold12742 63374 G/T 

R_MesP_018881m.00 Me.MEF.c.0768 cassava4.1_018881m scaffold02477 376181 C/T 

R_MesP_018897m.02 Me.MEF.c.0951 cassava4.1_018897m scaffold05703 60839 G/T 

R_MesP_018900m.00 Me.MEF.c.1382 cassava4.1_018900m scaffold10222 26834 C/T 

R_MesP_018952m.00 Me.MEF.c.0829 cassava4.1_018952m scaffold10524 7426 C/T 

R_MesP_018955m.03 Me.MEF.c.2759 cassava4.1_018955m scaffold02421 61392 A/C 

R_MesP_019054m.00 Me.MEF.c.1454 cassava4.1_019054m scaffold00847 305160 A/G 

R_MesP_019054m.01 Me.MEF.c.1455 cassava4.1_019054m scaffold00847 305643 A/T 

R_MesP_019293m.04 Me.MEF.c.2124 cassava4.1_019293m scaffold07238 193443 A/G 

R_MesP_019641m.02 Me.MEF.c.2953 cassava4.1_019641m scaffold09151 975576 A/T 

R_MesP_020084m.00 Me.MEF.c.3324 cassava4.1_020084m scaffold01796 17779 A/G 

R_MesP_020289m.00 Me.MEF.c.1729 cassava4.1_020289m scaffold04538 100541 C/T 

R_MesP_020722m.01 Me.MEF.c.2714 cassava4.1_020722m scaffold10173 959438 C/G 

R_MesP_020733m.00 Me.MEF.c.3139 cassava4.1_020733m scaffold04209 542273 C/T 

R_MesP_024632m.00 Me.MEF.c.0677 cassava4.1_024632m scaffold03237 297465 C/G 

R_MesP_026456m.00 Me.MEF.c.2401 cassava4.1_026456m scaffold06158 303583 A/G 
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R_MesP_027198m.00 Me.MEF.c.1902 cassava4.1_027198m scaffold06512 1446290 A/T 

R_MesP_027526m.14 Me.MEF.c.0724 cassava4.1_027526m scaffold11837 111409 C/T 

R_MesP_032608m.00 Me.MEF.c.1382 cassava4.1_032608m scaffold01645 30975 C/T 

R_MesP_034057m.00 Me.MEF.c.1235 cassava4.1_034057m scaffold08265 4464846 A/G 

 

本研究で同定した SNP の内 103 個は、Ferguson ら(2012)が検証を行った SNP と位置情報が一致した。そのすべての SNP のアリルに齟齬は生

じなかった。したがって、この結果は本研究の同定方法が有効であることを示した。 
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表 3-4 トランジション置換とトランスバージョン変異の内訳 

 

トランジション置換 

C/T 2,893 

G/A 2,952 

合計 5,845 

  

トランスバージョン置換 

A/C 1,108 

A/T 1,285 

C/G 996 

G/T 1,312 

合計 4,701 

 

 トランジション置換(C/T またはG/A)とトランスバージョン置換(C/G、A/T、C/Aまたは T/G) は、

それぞれ 5,845 と 4,701 ヶ所であった。トランジション置換－トランスバージョン置換比は、1.24

であった。 
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表 3-5 2 系統間における対立 SNP 遺伝子比 

 

  AM560-2 CM523-7 MCol22 KU50 MBra685 MCol1522 MPer183 

CM523-7 0.67        

MCol22 0.85  0.74       

KU50 0.82  0.54  0.66      

MBra685 0.40  0.52  0.67  0.58     

MCol1522 0.40  0.50  0.65  0.59  0.41    

MPer183 0.73  0.61  0.64  0.65  0.61  0.39   

SG107-35 0.72  0.50  0.40  0.50  0.50  0.45  0.71  

 

 500 以上の EST が獲得できた系統のみを対象とした。SNP が検出された遺伝子に対して、各々

2系統間において対立 SNPが検出された遺伝子との比(該当 2系統間で対立 SNPが存在した遺伝

子数/SNP 検出に該当 2 系統の EST が関与した遺伝子数)を確認した。 
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表 3-6 ゲノム注釈情報に基づく SNP 位置の分類 

 

  SNP InDel 

CDS 

(非同義/同義

置換) 

6,613   (3,095/3,518) 123 

5' UTR 1,466 188 

3' UTR 2,467 363 

合計 10,546 674 
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図 3-1 獲得した EST の配列長の分布 
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図 3-2 コンティグを構成する EST の配列数の分布 

 

 コンティグを構成する配列数の分布は 2 から 707 であり、コンティグを構成する平均配列数は

5.9 であった。 
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図 3-3 コンティグを構成する EST の配列数と検出された DNA 多型数の分布 

 

 コンティグあたりの平均 DNA多型検出数は 3.8 で、2.6 から 6.2 の範囲にあった。この結果は、

コンティグを構成する配列数と同定される DNA 多型数に特に偏りがなかったことを示し、解析

に用いた配列のシークエンスエラーによる誤った DNA 多型の同定ではないことを示す。 
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図 3-4 非同義および同義塩基置換 SNP の概観 

 

 1,196 の非同義塩基置換タンパク質と 1,232 同義塩基置換タンパク質から、30 以上の SNP が

対応した Pfam ドメインについて表した。ユビキチンファミリーや ATP 合成酵素などは、低い非

同義－同義塩基置換比を示した。一方、NB-ARC ドメインやロイシンリッチリピートなどは、高

い非同義－同義塩基置換比を示した。 
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図 3-5 ナンセンス置換と読み過ごし置換タンパク質の遺伝子オントロジ生物学的プロセス

(biological process)への対応割合の比較 

 

 ピアソンのカイ二乗検定を行ったところ、p 値は 1.85×10-3を示し、ナンセンス置換－読み過

ごし置換タンパク質間で遺伝子機能の分類割合に有意な差があることが示唆された。続いて差が

ある分類項目を検定するため、調整済み標準化残差分析を行ったところ、“response to abiotic or 

biotic stimulus”、“response to stress”、“cell organization”の 3 項目ついて、2 群間における有

意差を確認した (*p<0.05)。
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A

C

B

図 3-6 データベース Cassava Online Archive の検索機能 

 

 (A)利用者は、DNA 多型を多型 ID だけでなく、キーワー

ド、遺伝子モデル、キャッサバ系統から検索可能である。(B)

検索結果画面。(C)ゲノムブラウザにより、視覚的に DNA 多

型を確認することが可能である。 
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A

B C

D 図 3-7 DNA 多型情報の詳細画面 

 

 (A)物理的位置情報。(B)プライマーペア配列情報。

(C)系統毎の対立塩基。(D)DNA 多型検出における整

列化配列。 
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第４章 結論 

 

（１）シロイヌナズナのゲノム解析とゲノム統合データベース RARGE の構築 

 

 シロイヌナズナのゲノム注釈情報は、大規模 cDNA 収集プロジェクトによる豊かな配列データ

から転写領域、遺伝子構造の解析が行われ、他の植物よりも高品質なゲノム注釈情報が提供され

てきた。本研究では、完全長 cDNA の配列情報を活用して、新規の転写領域および遺伝子モデル

を同定し、さらなるゲノム注釈情報の改善を図った。また、本解析に使用した完全長 cDNA の配

列データに遺伝子機能などの注釈情報を付加した。遺伝子機能同定のための研究基盤として開発

された Ds トランスポゾン挿入遺伝子破壊系統の情報についても、各々のタグ挿入変異体のゲノ

ム上のタグ挿入位置を同定し、タグ挿入位置周辺の遺伝子や遺伝子構造上のタグ挿入位置の分類

を行った。この解析により、タグ挿入変異体が関与する遺伝子の情報が整備された。シロイヌナ

ズナの機能ゲノム研究のさらなる推進を目的として、上記の解析により生産した情報をゲノム統

合データベース RARGE(http://rarge.psc.riken.jp/)として編纂し、インターネット上に公開した。 

 

シロイヌナズナのゲノム注釈情報の改善、新規転写領域の同定 

 シロイヌナズナのゲノム研究成果は、主にシロイヌナズナ情報資源データベース (The 

Arabidopsis Information Resource; TAIR http://arabidopsis.org/) (Lamesch et al., 2012)に統合

され、インターネットを通じて閲覧できるオンラインデータベースとして編纂されている。2000

年 12 月に解読されたシロイヌナズナの全ゲノム塩基配列データは、ゲノム配列決定が一般的に

なった今日においても高い品質といわれている。このゲノム塩基配列データに加え、シロイヌナ

ズナのcDNA配列データも、2012年9月現在でも200万配列に達しようとしており、これらcDNA

配列データを使用したゲノム注釈情報は、植物ゲノムの内で最高水準といえる。しかし、転写領

域、遺伝子機能および研究リソースについては改善の余地があるため、本研究を行った。 

 使用する配列データの品質を考慮し、理化学研究所が作製したシロイヌナズナ完全長 cDNA 由

来のデータのみを扱うこととし、公共データバンク GenBank から該当のシロイヌナズナ完全長
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cDNA の末端読み(EST)および全長読み配列データを獲得した。この配列データを使用した解析

の結果、完全長 cDNA 配列データの 98.7%がマップされた。既知のシロイヌナズナゲノム注釈情

報と対応しなかった 1,502 配列を対象にゲノム上の位置情報に基づくクラスタリングを行ったと

ころ、503 クラスタを得た。この 503 クラスタは、新規シロイヌナズナ遺伝子の候補とみなせる。

また、ゲノム注釈情報と対応した配列についても精査したところ、4,119 のシロイヌナズナ遺伝

子が既存のゲノム注釈による転写領域を 500塩基以上延長できる新規な遺伝子モデルを持つ可能

性を示した。以上のように、シロイヌナズナのゲノム注釈情報を改善した。既知遺伝子モデルを

含むゲノム注釈情報へ cDNA リソースを対応させることで、バイオリソースを必要とする関連研

究の推進にも貢献すると思われる。 

 

シロイヌナズナ Ds トランスポゾンタグ挿入変異体のタグ近傍ゲノム DNA 配列データの獲得と

物理的位置の把握 

 Ds トランスポゾンや T-DNA の挿入による遺伝子破壊系統の開発は、遺伝子機能同定のための

効果的なアプローチの 1 つであり、シロイヌナズナの機能ゲノム研究において、cDNA 収集と同

様に大規模な変異体系統の開発に基づく遺伝子機能解析プロジェクトが推進され、多くのタグ挿

入変異体が作出された。しかし、各変異体におけるゲノム上のタグ挿入位置など注釈情報の整備

は限定的であるため、これらタグ挿入変異体に関する情報整備を行った。理化学研究所の研究チ

ームが作製したシロイヌナズナ Ds トランスポゾンタグ挿入変異体(Ito et al., 2002; Kuromori et 

al., 2004; Kuromori et al., 2006)の 17,671 系統について、挿入された Ds トランスポゾンタグの

近傍ゲノム塩基配列を獲得し、この配列データをゲノム塩基配列へマップすることで、ゲノム上

における Ds トランスポゾンタグ挿入位置を計算した。さらに、推算できた各々の Ds トランスポ

ゾン挿入位置情報に基づき、既知の遺伝子注釈情報(AGI gene)へ対応させ、プロモータ領域、タ

ンパク質コード領域、5’側非翻訳領域、3’側非翻訳領域、遺伝子間領域に分類した。大量な Ds ト

ランスポゾンタグ挿入変異体について、タグ挿入位置の推算、関連遺伝子の同定などの体系的な

注釈付けが行われたことはこれまでにはほとんどなかったが、本研究によりタグ挿入位置による

変異体探索の効率化が図られ、変異体についての円滑な情報参照が可能になった。 
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シロイヌナズナゲノム情報データベース RARGE の構築 

 上述の解析で生産した情報は、データベース RARGE として統合し、インターネット上に公開

した(http://rarge.psc.riken.jp/)。各完全長 cDNA と Ds トランスポゾンタグ挿入変異体の詳細情

報ページを作成するだけでなく、膨大な収録データの円滑な閲覧を可能にするため、各種検索機

能を実装した。完全長 cDNA に特化した配列データとその注釈情報が整備された情報資源は他に

は見られないため、転写開始点に基づく数々の RNA 転写関連の研究で活用された(Yamamoto et 

al., 2007; Schindler et al., 2008; Ramirez and Basu, 2009; Iida et al., 2011; Shahriari et al., 

2011; Gruber et al., 2012; Herberth et al., 2012; Maruyama et al., 2012)。また、特定の遺伝子

ファミリーの同定などの解析では高品質かつ均一な配列情報が有効であり、これらの解析におい

ても本データベースが活用された(Iida et al., 2005)。Ds トランスポゾンタグ挿入変異体について

は、キーワード、変異体名、シロイヌナズナ遺伝子名(AGI 遺伝子 ID)による検索機能を実装し、

検索結果から該当する Ds トランスポゾンタグ挿入変異体の詳細情報ページに遷移することがで

きる。シロイヌナズナ情報資源データベース TAIR や SALK 研究所のシロイヌナズナデータベー

ス T-DNA Express (http://signal.salk.edu/cgi-bin/tdnaexpress) でもタグ挿入変異体の情報を参

照できるが、上述のようなタグ挿入関連遺伝子による検索機能を有しておらず、本データベース

が利便性に優れる面を持つ。 

 本研究と同じように理化学研究所が提供する完全長 cDNA配列情報を用いて行われたシロイヌ

ナズナ全ゲノム選択的スプライシング解析(Iida et al., 2004)の結果を共通する完全長 cDNA 名で

統合し、遺伝子構造を含むシロイヌナズナのゲノム情報を実装した。Ds トランスポゾンタグ挿入

変異体を用いた表現形質解析(Kuromori et al., 2006)、核コードの葉緑体関連遺伝子解析(Myouga 

et al., 2010) の結果を収録したデータベース RAPID (http://rarge.psc.riken.jp/phenome/) と葉

緑体タンパク質データベース (http://rarge.psc.riken.jp/chloroplast/) 、さらにシロイヌナズナ転

写因子データベース RARTF (http://rarge.psc.riken.jp/rartf/) へのリンクを備え、関連する有用

な情報についての閲覧性を向上させた。また、実験リソースの請求に関する利便性も考慮し、本

データベースRARGEに収録している生物資源の提供を行っている理化学研究所バイオリソース
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セ ン タ ー の リ ソ ー ス カ タ ロ グ ペ ー ジ 

(http://www.brc.riken.jp/lab/epd/Eng/species/arabidopsis.shtml) へのリンクも備えた。この点

に関して、数々の論文が本データベースを引用しており、本データベースによる研究効率の促進

が評価された結果と思われる。 

 以上のように、完全長 cDNA 配列データを用いた転写開始位置、新規転写領域の同定、Ds ト

ランスポゾンタグ挿入変異体のタグ挿入位置の推算とタグ挿入位置と転写領域との関係の獲得を

行うことで、ゲノム注釈情報を改善し、シロイヌナズナのゲノム研究の推進に貢献できたと考え

られる。今後は、タグ挿入変異体や形質転換体の表現形質情報の整備、編纂を行うことで、シロ

イヌナズナ遺伝子機能の解析のさらなる推進に貢献したい。 
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（２）有用植物の完全長 cDNA 収集と草本植物シロイヌナズナとの比較解析 

 

 モデル生物は、分子生物学とその周辺の研究分野において、普遍的な生命現象の研究に用いら

れる生物のことである。シロイヌナズナは、草丈が約 20cm 程度と小さく、生活環も 2 か月程度

である上に簡便な形質転換技術が確立していることなどから、植物研究において最も幅広く使用

されている生物種の 1 つであり、ゲノム研究においても顕花植物として初めて全ゲノム塩基配列

が解読され、モデル植物として盛んに研究が行われてきた。シロイヌナズナの研究成果を他の植

物研究に活用し、遺伝子領域、機能の比較などの対象植物種のゲノム研究の推進がより加速され

ることが期待できるようになった。そこで本研究では、樹木ポプラと熱帯作物キャッサバの完全

長 cDNA を収集、解析することで各々の植物種の遺伝子概観を獲得するとともに、シロイヌナズ

ナとの比較解析を行うことで、各植物種の分子生物学的特性の解明を試みた。 

 

完全長 cDNAクローンの収集と両末端読み配列の決定および配列アセンブリ 

 cDNA 配列は、ゲノム研究推進に重要な情報資源であるが、ポプラの EST は 30 万、キャッサ

バにいたっては 3 万に過ぎず、他の有用植物トウモロコシの 300 万配列データやイネの 200 万配

列データなどに比べ、あまりにも小規模といえる。また、2012 年に公開されたキャッサバゲノム

概要塩基配列は、想定されるゲノムサイズの 60%程度の解読であり(Prochnik et al., 2012)、EST

の質、量ともに不十分であるため、不正確な転写領域定義を多く含むことが考えられる。ポプラ

のゲノム注釈情報についてもそれが当てはまる。そこで本研究では、高効率に全長 RNA を収集

することができるビオチン化キャップトラッパー法(Carninci et al., 2000)を用いて、ポプラおよ

びキャッサバの完全長 cDNA ライブラリを作製し、収集した完全長 cDNA クローンの両末端から

の塩基配列決定を行った。本研究で決定されたポプラとキャッサバの EST はそれぞれ、89,572

と 35,400 であった。これは、ポプラ EST 数を 1.3 倍増、キャッサバ EST 数を 2.2 倍増させるも

のであり、関連する包括的解析などで必要となる情報基盤の整備に関する大きな貢献といえる。

本研究で収集した cDNA の完全長率は、いずれも 85%前後と推算され、転写開始点の把握、タン

パク質合成等の研究に活用し得ると思われる。また、生物遺伝資源の整備という面においても有
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意義と考えられる。 

 

新規転写領域の探索と遺伝子機能解析 

 ポプラとキャッサバの完全長 cDNA 配列を各々のゲノム塩基配列に整列させたところ、それぞ

れ、ポプラで 944 ヶ所、キャッサバで 974 ヶ所の新規転写領域を検出した。また、新規遺伝子モ

デルについても、ポプラで 1,087 個、キャッサバで 751 個を検出するなど、本研究の完全長 cDNA

配列データの有用性が示された。 

 ゲノム注釈情報の各々のゲノム配列から予測した複合的な遺伝子機能予測や適切な遺伝子機能

情報の確認による遺伝子機能注釈は、注釈情報生産の達成だけでなく、実際の分子機能の理解に

不可欠であるため、様々なタンパク質データセットや生物種間共通遺伝子(オルソログ)、遺伝子

オントロジ(Ashburner et al., 2000)を用い、収集したポプラおよびキャッサバの完全長 cDNA に

注釈付けを行った。また、シロイヌナズナの遺伝子情報と比較することで、各生物種固有の遺伝

子を推定し、その遺伝子機能の傾向の把握を試みた。その結果、ポプラとキャッサバにおい

て、”Signal transduction mechanisms” と ” Secondary metabolites biosynthesis, transport 

and catabolism” に割り当てられた遺伝子の割合が、シロイヌナズナよりも顕著に多かった(調整

済み標準化残差分析 p<0.05)。これは、ポプラ、キャッサバといった木本植物の形質と分子機構

の関係性を示すものと考えられる。また、遺伝子オントロジを使用することで、より詳細な遺伝

子機能分類結果を比較解析することで、"response to stress"、"response to biotic stimulus"、

"biosynthetic process"などでシロイヌナズナよりも顕著に高い割合を示した。これらの遺伝子機

能比較解析により、木本植物と草本植物の間での差異を示すことができた。 
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（３）有用植物の DNA 多型解析と分子育種基盤整備の推進 

 

 ゲノム情報の集積により、遺伝子構造と機能の解析が推進され、生物種間の比較解析はますま

す加速してゲノム情報はより充実すると思われる。ゲノム情報が豊富になることで実現すること

の 1 つとして、生物種内における比較解析がある。例えば、個体間、系統間におけるゲノムの違

い、すなわち DNA 多型を検出することが可能になり、個体、品種を識別する分子マーカーの整

備が推進される。第 2 章で述べたように、本研究によって大規模にキャッサバ完全長 cDNA 配列

データが収集された。その配列情報資源を活用し、キャッサバの DNA 多型の探索を行った。さ

らに、検出した各 DNA 多型周辺ゲノム領域を増幅するための PCR プライマーペア配列を設計す

ることで、分子育種基盤の整備に貢献した。また、DNA 多型が検出された遺伝子機能やキャッ

サバゲノムにおける遺伝子重複を精査することで、キャッサバの DNA 多型の意義と傾向を把握

した。 

 

キャッサバ転写産物配列データの系統毎分類と DNA 多型探索 

 キャッサバの EST を公共配列データバンク GenBank(Benson et al., 2012)より獲得し、混入

する大腸菌やベクター部の配列を除去した結果、有効な配列データとして 80,523 配列を得た。

GenBank 形式記述中の系統情報(cultivar tag)および配列情報登録者への確認により、16 系統ま

たは cDNA ライブラリに分類した。この EST 配列データにキャッサバゲノム概要塩基配列(系統

AM560-2)由来の予測転写産物配列データを加えた 17 系統、114,674 配列を使用して DNA 多型

を探索したところ、10,546 ヶ所の SNP と 674 ヶ所の InDel を検出できた。過去にキャッサバの

DNA 多型検出について 2 件の報告があり、その検出数はそれぞれ、186 と 2,954 であった(Lopez 

et al., 2005; Ferguson et al., 2012)。本研究では、その検出数を大きく上回り、キャッサバにお

いて最大規模である。 

 

SNP による非同義－同義塩基置換とタンパク質機能 

 検出した SNP の内、CDS に位置するものは、6,613 ヶ所(62.7%)であった。CDS 内に SNP が
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生じることにより、非同義塩基置換が生じるタンパク質と同義塩基置換であるタンパク質との機

能について精査し、比較解析した結果、ユビキチンファミリーや ATP 合成酵素をコードするタン

パク質は、顕著に同義塩基置換が生じたタンパク質で大きな割合を示した。対照的に、NB-ARC

ドメインやロイシンリッチリピートをコードするタンパク質の割合が、SNP によって非同義塩基

置換が生じたタンパク質で顕著に大きかった。この結果は、DNA 多型とキャッサバ系統間での

形質の違いに関係すると考えられる。また、タンパク質機能による SNP 傾向と SNP を許容でき

るタンパク質機能を示唆した。 

 

SNP によるナンセンス置換－読み過ごし置換とタンパク質機能および遺伝子重複との関係性 

 CDS 内の SNP から 38 ヶ所のナンセンス置換(premature stop substitution; アミノ酸が終止

コドンに置換)と 24 か所の読み過ごし置換(read-through substitution; 終止コドンがアミノ酸に

置換)を同定し、これらの置換を検出したタンパク質配列を 2 群に分類した。ナンセンス置換、読

み過ごし置換を検出したタンパク質を以降、それぞれナンセンス置換タンパク質、読み過ごし置

換タンパク質と表現する。この 2 群のタンパク質の機能分類結果を比較解析した結果、“response 

to abiotic or biotic stimulus”、“response to stress”といったストレス応答に関して、読み過ごし

置換タンパク質群で優位に割合が多く、細胞組織化(cell organization)に関しては、ナンセンス置

換タンパク質群で割合が多かった。ストレスへの適応などの有用な形質の獲得とタンパク質の伸

長が連関し、逆に一般的な細胞組織化に関連するタンパク質のナンセンス置換による縮退は許容

されることが示された。 

 配列類似性に基づき、キャッサバ遺伝子の重複を確認したところ、その 43.3%が重複遺伝子で

あることが示された。また、ナンセンス置換タンパク質の 58.3%が重複遺伝子であることが明ら

かになった。ナンセンス置換タンパク質で遺伝子重複が顕著に多く見られた(フィッシャーの正確

確率検定 p<0.05)一方、読み過ごし置換タンパク質での重複遺伝子は 27.8%であり、全遺伝子よ

りも低い頻度を示した。この解析結果は、ナンセンス置換が生じても遺伝子が重複しているため、

残った遺伝子が機能することで機能上不利になるタンパク質の縮退を許容できるためと考えられ

る。読み過ごし置換は、タンパク質を伸長させ、新規機能の獲得に関係したと考えられる。 
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データベース Cassava Online Archive の構築 

 本研究によって 1 万を超えるキャッサバの DNA 多型が検出され、大量な関連情報が生産され

た。これらの解析結果をデータベース Cassava Online Archive(http://cassava.psc.riken.jp/)とし

て構築し、インターネット上に公開した。このデータベース構築によって、円滑なキャッサバゲ

ノム情報の閲覧が可能になった。データベース Cassava  Online Archive では、SNP や InDel

の情報を閲覧するために、キーワード、DNA 多型 ID、遺伝子モデル ID、キャッサバ系統による

多様な検索機能を有し、ゲノムブラウザも実装している。各 DNA 多型の詳細ページには、キャ

ッサバゲノムスキャフォルド上の物理的位置情報、関連する遺伝子モデル、系統毎の対立塩基を

含み、同定された DNA 多型周辺のゲノム DNA 増幅のためのプライマーペア配列や想定増幅ゲ

ノム塩基配列も提供するなど、分子マーカー整備の推進に貢献するものである。 

 本データベースは、キャッサバゲノム、遺伝子の注釈情報、独自の遺伝子機能注釈、本研究で

同定された DNA 多型情報など、キャッサバに関する多岐にわたる有用情報を提供している。こ

れまでにはこのような総合的データベースは存在していないことから、キャッサバ研究における

世界標準のデータベースが構築されたと考えられる。 
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（４）まとめ 

 

 このように本研究は、モデル植物シロイヌナズナの完全長 cDNA 配列データを使用したゲノム

解析とタグ挿入変異体を含むゲノム情報の編纂を行い、ポプラとキャッサバの完全長 cDNA 収集

とその配列によるゲノム解析およびモデル植物シロイヌナズナとの比較ゲノム解析を行った。さ

らに、その研究過程で生産した配列データを利用し、キャッサバの DNA 多型解析を行った。す

なわち、ゲノム研究におけるモデル生物の研究、それを利用した有用生物種との比較ゲノム研究、

さらに有用生物種内の比較ゲノム研究を網羅したものである。 

 また、本研究で得られた植物のゲノムおよび作物の分子育種研究に関する情報をデータベース

として編纂し、インターネット上に公開した。高速シークエンサの普及と共に、大量データに基

づく研究が展開されることが予想され、本研究で得られた知見と構築されたデータベースは、今

後のゲノム研究、分子育種の推進に役立つと期待される。 
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