
Ⅱ．塩基配列解読の基本方針

イネゲノム塩基配列の解読に関して、基本的方針は階層化ショットガン法によって全染

色体を解読し、シーケンシングや編集作業も含めて高精度な解読に努め、未解読部分を限

りなく少なくし、完全解読に近づけるということであった。イネ品種「日本晴」のゲノム

が持つ塩基配列を可能な限り忠実に解読しようとするためのものである。

１．階層化ショットガン法

ゲノムの塩基配列を解読する方法は、 に示すように、ホールゲノムショットガ図５-( )a
ン法と階層化ショットガン法とがある。ホールゲノムショットガン法は１つの生物のゲノ

ム を酵素等で裁断し、全体のゲノムサイズの ～ 倍の 量に相当する断片にDNA 6 10 DNA
ついて塩基配列を解析し、重複部分を目安に高性能コンピュータを用いてつなぎ合わせる

方法であり、ゲノムサイズの小さい生物の全塩基配列を迅速に解析するのに適する方法で

ある。

一方、階層化ショットガン法は、段階を踏んで染色体の位置情報も含めて、核ゲノムの

塩基配列を完全に解読する方法である。まず始めにゲノム を制限酵素によりある程DNA
度長い断片に切断し、 あるいは などに組み込み、ライブラリーを作製し、遺伝PAC BAC
地図上のマーカーを使って断片をつなぎ合わせ、元の染色体を構築する、いわゆる物理地

図を作製する。既知となったこれら を裁断し、 から ほどの小さなサブPAC/BAC 2kb 5kb
クローンを作製し、このサブクローンごとに両端約 塩基を解読する。これらをつなぎ500
合わせ、 の塩基配列を決定する。次に物理地図情報をもとにして をPAC/BAC PAC/BAC
つなぎ合わせ、染色体の塩基配列を再現する。この方法はゲノムサイズの大きな生物の全

塩基配列の解読に適し、より精度の高い解読が可能となる。

は、 において、遺伝地図、発現遺伝子地図、 物理地図を使用して図５-( )b RGP YAC
を整列化し、高精度解読を行った経過について、使用した主要器機類の写真とPAC/BAC

ともに示したものである。

２．高精度解読

解読されたゲノム塩基配列は、最終的には公的データベースに登録され、世界各国の研

究者の研究開発のために使われるので、実際に利用する場合を考えると、正確な解読が必

要である。このためには、いかに精度の高い機器類を使い、高品質の試薬を用いるか、各

クローンについていかに多くのサブクローンを解析し、冗長度を高めるか、連PAC/BAC
続する断片の重なり部分をいかに厳しく判定し誤りを少なくするか、さらにはギャップと

いわれる未解読部分をいかに少なくするか、などを解決し、精度の高い解読結果を得なけ

ればならない。

このプロジェクトでは精度 を基準として解析を進めた。すなわちこの基準は、99.99%
間違いが 塩基に１塩基以下であることを意味する。遺伝子は数百～数万の塩10,000



(a)

( ) 階層化ショットガン法とホールゲノムショットガン法との比較a
階層化ショットガン法では、遺伝地図、発現遺伝子地図、物理地図を事前あるいは並行的に作

製し、これらを参考にして塩基配列を精度高く解読する。なお、参考に示したゲノム塩基配列のもう
１つの解読方法であるホールゲノムショットガン法では、地図は作製せず大量の小断片をコンピュ
ータでつなぎ合わせる方法であり、完全なゲノム全体のつながりや高い精度を得ることは難しい。
( ) 階層化ショットガン法による解読b

階層化ショットガン法では、遺伝地図、発現遺伝子地図、 物理地図、 物理地図YAC PAC/BAC
を使って、 を選抜し、塩基配列を解読していく。PAC/BAC

(b)
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図５．階層化ショットガン法による解読の経過
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基配列を持つため、この精度においては、１個の遺伝子の中にある間違いは１塩基以下で

ある。

また、解析に使用する機器類や薬品類も解読精度に大きく反映する。このプロジェクト

では、シーケンサー、 抽出、分析用ロボットなど主要な機器類は最も精度の高い最DNA
新鋭のものを使い、使用試薬類も解読精度に重点を置いて選定した。

さらに、１つの塩基を何回重複して読むかも精度には大きく影響する。このプロジェク

トでは１つの塩基を平均 回読むことになる 倍の冗長性で読むことにより、精度10 10
の基準達成を目指した。99.99%

３．完全解読

ゲノム全塩基配列を解読するに当たっては、未解読部分、低精度部分を全くなくすこと

は難しく、これらを最小限にすることを目指して、 物理地図の充実および個々PAC/BAC
の のギャップフィリングおよび低精度部分の解読精度向上を進めた。PAC/BAC

１）PAC/BAC物理地図の

精度向上

物理地図は、PAC/BAC
解読に当たって分析試料を

作製する基本となるもので

あり、 に示すように、図６

解読精度を高めるためには

常に充実を図っていかなけ

ればならない。

遺伝地図および発現遺伝

子地図上のマーカーを用い

て を選抜し、物PAC/BAC
理地図を作製していくが、

その領域の がラPAC/BAC
イブラリーには含まれてお

らず、ギャップになる場合

やマーカーの存在しない領

域で の選抜がでPAC/BAC
きずギャップになってしま

う場合などがある。これら

のギャップを埋め、全体的

により正確な塩基配列解読

を目指すことも完全解読に

図６．物理地図の高精度化
物理地図は作製開始以降、新たなライブラリーを加えるPAC/BAC

とともに解読手法を開発、駆使し、高精度化を図ってきた。

－物理地図の高精度化－

1. ESTマーカーによるPCRスクリーニング

第１期イネゲノム研究（1991～1997）

遺伝マーカーを用いたサザンハイブリダイゼーショ

ン法によるスクリーニング

RGP作製によるYACライブラリーを利用

平均挿入長：350kb、クローン数：約7,000

第２期イネゲノム研究（1998～2004）

YACクローンにはキメラになりやすいなどの短所が

あり、塩基配列解析には適さないことが判明した。

６種類のゲノムライブラリーを利用

1.PACライブラリー
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3. Sequence Tagged Connector (STC) 法
ギャップの両側に位置するクローンの配列解読を行い、得られた配列と同じ配列をBAC末端配列デー
タベース中から検索し、そのBACが含まれているフィンガープリントコンティグをギャップに位置付ける。

4. ウォーキング法
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は欠かせないことである。

そこでシーケンスタグコネクター（ ）法やウォーキング法と呼ばれる方法によりギSTC
ャップを埋める。 法では、ギャップの両側に位置するクローンの配列解読を行い、STC
得られた配列と同じ配列を 末端配列データベースの中から検索する。そしてそのBAC

が含まれているフィンガープリントコンティグをギャップに位置づけ、ギャップをBAC
PAC/BAC埋める。ウォーキング法では、両側クローンの配列からプライマーを作製し、

クローンのスクリーニングを行い、ギャップを埋める。

さらに、単一の ライブラリーの 法やウォーキング法だけではギャップフィリDNA STC
ングには限界がある。そこでさらにギャップフィリングを進めていくには、単に１種類の

ライブラリーから解析に用いる クローンをサンプルするだけでなく、多くのライブDNA
ラリーからサンプルし、ギャップフィリングをすることが必要となる。最初 では自RGP
ら作製した のみを用いていたが、その後モンサント社から提供された をPAC/BAC BAC
加え、概要解読終了後はアリゾナ大学が作製したフォスミドライブラリーなどを用いて、

ギャップフィリングを行った。

２）PAC/BACクローンのギャップフィリングと解読精度向上

クローン内のギャップフィリングと配列精度向上は、 で示したフェーズPAC/BAC 図１

。 、１からフェーズ３に段階を上げていくことにより達成される の個々についてPAC/BAC
〔サブライブラリー作製〕－〔シーケンシング〕－〔編集〕の一連の作業を一回実施した

だけの場合は、ほとんどのクローンがフェーズ１かフェーズ２の段階でとどまり、ギャッ

プや解読精度の悪い部分が残る。そこでフェーズを上げるために、再度 からサPAC/BAC
ブクローンを作り、この中からギャップを埋めるブリッジクローンを探しギャップを埋め

。 、 、る また 解読精度の低かった領域のサブクローンについても再度シーケンシングを行い

解読精度を高める。

解読精度が低い領域は、反復配列がある場合が多く、普通のサブクローンの作製方法で

はサブクローンが取れない場合が多い。そこで、このような場合にはトランスポゾンを利

用したサブクローンの作製を行い、均等にサブクローンが取れるよう工夫した。

３）セントロメア、テロメアなど解読困難領域の解読

セントロメアは各染色体の中間部分にあって、細胞分裂の際、新たにできる細胞に染色

体を正確に分配する役目を持っている。また、テロメアは、染色体の両末端部分にあって

染色体の複製や安定化に必要な特殊な構造を持っている。両者とも極めて長い範囲にわた

り反復配列が含まれており、そのために解読は非常に難しいと言われている。

また、機能は不明であるが、セントロメアやテロメア部分以外にも染色体の多くの部分

で反復配列が存在する。反復配列は、サブクローニングしたとき前後の区別や反復回数を

正確に判定することが極めて難しい。したがって、反復配列を正確に解読するためには、

特殊な分析技術や試薬の開発が必要となる場合もある。セントロメアやテロメアは反復配



列部分が著しく長いことから、塩基配列の解読にはそれ相応の技術開発が必要となる。




