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次世代モデル植物 ゼニゴケ
Marchantia polymorpha (liverwort, ゼニゴケ)
220 Mb genome, ���� 8 � ����� 1 �
������
����������������

��	���

~2017 ver3.1 genome. 
Illumina, 454 などのNGSで解読したドラフトゲノム (2,957 contigs)
ゲノム解析論文 John Bowman et al. Cell 171(2) 287-304, 2017

2018~ ver4 genome. 
PacBio、HiCなどを使って構築した chromosome-level assembly

ゼニゴケゲノムDB
MarpolBaseを開発
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DDBJ   DNA Data Bank of Japan

INSDC (International Nucleotide Sequence Database Collaboration) の
一員として、塩基配列データを収集・公開。

NCBI (米) および ENA/EBI (欧) との間でデータの共有。

生命科学における研究基盤としてスーパーコンピュータシステムを提供。

データ登録業務に従事するアノテータ16名 + システム運用のSE約20名
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国際塩基配列DBのための計算基盤・ライフサイエンスのための共同計算基盤

Thin計算ノード
204台 合計約11,000 CPUコア

コアあたり8GB
Medium計算ノード

10台・80 CPUコア 3TBメモリ
Fat計算ノード

1台・144 CPUコア 12TBメモリ
一般計算用ストレージ 13.6PB
DB用ストレージ 30PB

個人ゲノム解析区画

2019.3 リプレイス

2000以上の解析ツールの singularity コンテナ

無償で利用可能(一部課金サービスあり)
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微生物ゲノムのde novoアッセンブリ手法

ゲノムアノテーションおよびその表現方法

公共配列データベースの現状と諸問題
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微生物ゲノムのde novo アセンブリ手法
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������������ 2014.08.07 https://slidesplayer.net/slide/11110723/
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@M00705:362:000000000-AL4WW:1:1101:20555:1000 1:N:0:3
NGAAAGCACTACTATTAACGGCTTAGGCATTAAGGCGGTGTTTAATGGCCAGCAGGTGCTCGTCGGCAACGAACTGCT...
+
#8ACCFC@EAG9DEGGGCG;FF:@8C,;6C,,C<9<FD6@,@,CC,,<E,;,@E@,;C8EFGGGGG@+@FF7,>,AC=...
@M00705:362:000000000-AL4WW:1:1101:17816:1001 1:N:0:3
GAACATATATGAAATATTTAAGACAAAAAATCTGACTCCGATAGAATATCGAAATCAGATTCTTAATCAGTAGTATAA...
+
#8BCCFGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGFFFFFFFFFFFFGGGGGGGGFEFEGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGFFGGG...
@M00705:362:000000000-AL4WW:1:1101:19096:1001 1:N:0:3
GATTCATATGAAGTTACGGCAAATTGACGATGGGACGATCACCATTGCCAATGTACCAGGACTGACTGAGAGTGAATT...
+
#8ABCGGGFGAFDC@@E7,@@CFD<CFFEGG8@@@EEGCFGGFGFG9<EFEE@,CFGF,CFGCEGG9@CA<ECFEFGG...
@M00705:362:000000000-AL4WW:1:1101:16996:1001 1:N:0:3
CAATTGGTCCGCAATTTCCACTTTATGTGAAATATTTGTTCGCAATTTTAACAAAATTTAAAAAGGCCAAAAGTCACA...
+
A8ACCGGGGGGGGGGGGGGGFEFEGGGGGGFfFGGFEFGGGGGGGGFCFGGFCFGGGFGGFDEEGGGGGGGGFGGGGG...
@M00705:362:000000000-AL4WW:1:1101:15425:1001 1:N:0:3
NTTCTTCAGGGTCGGTTTCTGGTACCTCTTGATGGTAGTCAGCCAACAATTCTTTACCATCGAGGCCGACAATTTGTG...
+
C8CCCGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGEFGFGGGGGGGGFEFEGGGGGGFFFGGFEFGGGGGGGGGGG...
@M00705:362:000000000-AL4WW:1:1101:9600:1001 1:N:0:3
NTGCGAGCCCAATTGTTCAGTTGAACCACCTAACGGCATAATGCCGCCGCCGCGATGAGCAGCAATATTAGCTAAAAC...
+
A88CBF:CCFCFEFGGF<FAFF<FGGG<@CEFFFFGGG>FFGCFFECBEBE+:7@+@FEC,C,<,?FFGCGGGGGFFF...

����!�����	

&,ID →
- &,→

�����→

�������%0-40�����(�"'�#)�
�	�(“G”�38, “#”�2)
20 → 99%�*� (10-2���$)    40 → 99.99%�*� (10-4���$)
.+� https://ja.wikipedia.org/wiki/Fastq
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>scaffold_01
TGGTAATATTACTGTTGATTCATCAACGAGTAGCCCCATAGGGGCAATGGCAAAAGCATAAAGGTATCTA
TTAATTCGGATGTATAAATATTAAGTCGAATAAAAGGTATCTAGGAAAACTTGTGAGTACGTGAAGCTTA
AAAACGTCTGCTCGCGCTAAACGTCCTTGCTCTTTTTAAATGAAAAAGAGCCAAAGTCCATAAGGAGGTG
TTAATGGAACCAAAACGTGAAGCTTAGTTATGAAATTACGTACATCATTCGTCCTGACATGGATGAAGCT
ACAGCGCTTGTTGAACGATTTGACAAGATTGTGGCGCTAAACGTCAGATAATGGTGCTACGATCGTTGAT
GACTGGTCTACTCGTCGATTTGCTTATGAAATTGTGAAGCTTAGGTGATTACAACGAAGGTACTTACCAT
AATATCACAGCAAACGATGATGTAGCGCTAAACGAATTTGATCGTTTAGCTAAGTTTAGTGCGCTAAACG
ATCTTGCGTCACATGATTGTTAAGCGTGAAGCTTAATCACATGATTGTTCTAATCAATTTAAAGTTAAGA
TTAGAATCAAACGTGCTCGGATTATGGGTCTGCTACCATTCGTTGCAGAAGACTAATTTGGAAGACTGAC
TCCATATTGTATCTCTCGAGCCAATTAAATCAATTTTTGTGTTCTTAGGAAACTGCCAGAGGAGGGAAAT
CTCAACAAAGAANNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNTGTTTTGTGTTCTCACATGATTGTTTGTTTTATTAGTGCTATCG
AAACACGTTCACATCACATCACATGATTGTTAGGCGTTAAAATAATACATCGATTACAAAGATACTGATT
CGTTTTATTTCTGAACGCGGTAAGATTTTACCACGTCG...
>scaffold_02
AATATCACAGCAAACGATGATGTAGCGCTAAACGAATTTGATCGTTTAGCTAAGTTTAGTGCGCTAAACG
GACTGGTCTACTCGTCGATTTGCTTATGAAATTGTGAAGCTTAGGTGATTACAACGAAGGTACTTACCAT
GGATTATGGGTCTGCT...

アッセンブルされたゲノムは通常FASTA形式で表す
60~100&(�$�
����#��$�	��������
'*�!������� ��)�,% N �"������	+���
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de novo アッセンブリアルゴリズムの二大潮流
Overlap Layout Concensus (OLC)

de Bruijn graph (DBG)

図. 野口, 生物工学 95(9), 2017

ロングリードの時代になり再評価

ショートリードのアセンブリに最適

（例）
CAP
PHRAP

Celera Assembler

（例）
EULER
Velvet
Trinity
Platanus
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GCCGTAGCTACCTTTACAATA

GCCG

CCGT

CGTA

GTAG

TAGC

AGCT GCTA

CTAC

TACC

ACCT

CCTT

CTTT TTTA

TTAC

TACA

ACAA

CAAT

AATA

de Bruijn グラフによるアッセンブルの考え方
ゲノム配列

GCCGTAGCT AGCTACC GCTACCTTT CCTTTAC CTTTACAATA リード配列
GCCG
CCGT
CGTA
GTAG
TAGC
AGCT

AGCT
GCTA
CTAC
TACC

CTTT
TTTA
TTAC
TACA
ACAA
CAAT
AATA

GCTA
CTAC
TACC
ACCT
CCTT
CTTT

CCTT
CTTT
TTTA
TTAC

K-mer に分解
（K=4）

各K-mer を頂点
K-1のオーバラップを利用し、
K-mer 間のつながりを辺で表す

TACCTTTAC
TACAATA

再構築されたコンティグ
GCCGTAGCTAC
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グラフを複雑にさせる要因
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K-mer解析からゲノムアセンブルの難易度が予想できる
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(x, y)=(160, 37000)
160+0,
�K-mer�1�37,000-��	��/�

3)#���27�'4�2�����������!$5�2�#���<(
(rRNA�Plasmid?)

�������
K-mer��������� (K-mer����) 
��	

%� CAACGAAACGAT
CAACG
AACGA
ACGCA
CGCAA
..... 

Kmer�9*

K-mer ����
CAACG 20

AACGA 42

ACGCA 23

CGCAA 19

….. …..
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出現回数が低いK-merを除くことでエラーの影響を減らせる

������ CAACGAAACGAT
CAACG
AACGA
ACGCA
CGCAA
..... 

Kmer���

K-mer ����
CAACG 20

AACGA 42

ACGCA 23

ACGTA 1

….. …..

CAACGTAACGAT
CAACG
AACGT
ACGTA
CGTAA
..... 

�����
����
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エラーを含んだ K-mer の出現回数は少ない
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ショートリードのアセンブルでは反復配列の部分で分断される

完全長のバクテリア環状染色体配列（内側）に、Illuminaショートリードから
得られたコンティグ（外側）をマッピングした結果

rRNAや挿入配列の部分はアセンブル
できていないが、それ以外の遺伝子領
域は再現できている。
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ヘテロ性が高いゲノムのアセンブリは難しい（真核生物の場合）

���
���K-mer����
��	�
���K-mer����

推定ゲノムサイズ: 62Mbp
スキャフォールド数: 8,991本 N50: 16kbp

推定ゲノムサイズ: 33Mbp
スキャフォールド数: 1,388本 N50: 96kbp

ヘテロ性が低いゲノム ヘテロ性が高いゲノム

CAACGAAACGAT...GTTGCAGAAGCC
CAACGAAACGAT...GTAGCAGAAGGC

������
��	�


������

���
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N50：ドラフトゲノムの完成度を評価する指標

図. M. Schatz  http://schatz-lab.org/appliedgenomics2018/lectures/03.GenomeAssembly.pdf

配列を長いものから順に足していったときに、全長の50%に達した時の配列の長さ
（配列長を考慮した加重平均）
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ロングリードのアセンブルへの利用

PacBio
最大リード長 150kb以上
過半数は 50kb以上
エラー率 15%前後

Oxford Nanopore
最大リード長 2Mb以上

(2018.5)
エラー率 15%前後

Illumina

エラー率を下げるための補正が必要

rRNA領域の長さを十分に超えるリード長

Nanoporeから得られたゲノムの例

frameshiftが多すぎるという注釈付
がされている

リード長 100~300 bp
エラー率 ~0.1% (Q30)
データ量 ~6000Gb

MinION

Sequel II

ロングリードシークエンサー ショートリードシークエンサー

NovaSeq 6000
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ロングリードを利用したアセンブル方法
����� ��(���
)
�� �(-��(����(�	�� ���
(��� ��� �� ���� �����
• )�����2�1� 	 �����: %C,)+A!> 9'g!> 9.<7;#�1= .eC#A
P@6@45Ih.b,

• 
���2�1� 	 1= eCa(:����: > 9./6@:?#P@802.FB
• (�3��3��� )�10��03. 	 b*-AP@802'> 9.d<7;#�"*'1= eC

� (�03 �� 1� ��
��� ��
���	 ���#��

この他にも Canu, Falcon, miniASM など多くのツールが利用可能になっている

HGAP 法ではQS=60 (99.9999%の信頼性) のアセンブルが可能
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まとめ：ゲノムアセンブリ

���	�
�������

() ������ �	��;p )iP"TZ

����7ijyf08!.v^yf0lh0<@eadNbi
� C>Ad<?BE,�:O�(:tr0a`N/* +N34gh,#+ 9

����
�������

��)��	� �	���� 
���)���� P"TZ

C>Ad<?BE,�:O�I0eco/*.B9&-6]'AN. 

=c�[s����������/89dnug"_R' 
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ゲノムアノテーションおよびその表現方法



>Chromosome
TGGTAATATTACTGTTGATTCATCAACGAGTAGCCCCATAGGGGCAATGGCAAAAGCATACTCCCGTTAATTCGGATGT
ATAAATATTAAGTCGAATAAAAGGTATCTAGGAAAACTTGTGAGTACACGTGAAAAACGTCTGCTCTCCTTGCTCTTTT
TAAATGAAAAAGAGCCAAAGTCCATAAGGAGGTGTAACAGTTAATGGAACCAAAACGTTATGAAATTACGTACATCATT
CGTCCTGACATGGATGAAGCTGCTAAAACAGCGCTTGTTGAACGATTTGACAAGATTGTGTCAGATAATGGTGCTACGA
TCGTTGATTCGAAAGACTGGTCTACTCGTCGATTTGCTTATGAAATTGGTGATTACAACGAAGGTACTTACCATATCGT
TAATATCACAGCAAACGATGATGTAGCGCTAAACGAATTTGATCGTTTAGCTAAGTTTAGTGACGATATCTTGCGTCAC
ATGATTGTTAAGCGTGAAGCTTAATCTAATCAATTTAAAGTTAAGAAAGGAGTATTAGAATCAAACGTGCTCGGATTAT
GGGTCTGCTACCATTCGTTGCAGAAGACTAATTTGAAATTGTCCATATTGTATCTCTCGAGCCAATTAAATCAATTAGG
AAACTGCCAGAGGAGGGAAATTCAATGGCTCAACAAAGAAGAGGCGGACATCGTCGCCGTAAGGTTGACTTTATTGCCG
TTCACAGATTTAAGACACATACTTTTTGTTTTGTGTTCTTGTTTTATTAGTGCTATCGTGTTATAATTTTTGCTTACCG
AAAAACACGTTCACATCACATAGGCGTTAAAATAATACATCGATTACAAAGATACTGATTTACTAAAACGTTTTATTTC
TGAACGCGGTAAGATTTTACCACGTCGATTTAATGTAAATGTTTATTTAAATCCTAATTATGCCATGATTGTGGTGTGA
TTAGGTCTCGTCCCGTAAGGTAAGAACATTAACAATATCACCCACTATATGATTAATCGTACAATTCTTGTTGGACGCT
TAACTAGAGATCCTGAGTTGCGATACACAACTAGTGGAGCTGCTGTAGCAACGTTTACCGTTGCTGTCAATCGGCAGTT
TACCAATCAACAGGGTGAACGGGAAGCTGATTTTATTAGCTGCGTCATTTGGCGTAAAGCTGCTGAAAATTTTTCCAAT
TTCACTCATAAGGGTTCTTTGGTTGGGGTTGATGGCCGCATTCAAACGCGAAATTATGAAAATCAACAGGGTCAACGTG
TTTATGTAACGGAAGTAGTAGTTGAAAACTTCTCGTTACTAGAAACGAAAGCCCAAAGTCAAAACCATAATAATGGTGC
CCCAAGCTTTGACAATAATCAACAAGCCAATGCTCCTCAATCATCATCAGCAAATGATAATCCGTTTGGTAATGCTAAT
GACAATGCAAATGCGGGAAGTAGTAGTGCTAACAGCAATGCTAACGATCCATTCGCTAATAATGGCGAACCAATCGACA
TTTCAGATGACGATTTGCCGTTCTAACAAAGTTAGTGGAACAAGTGCTAAAAACCAGCGTCGTTTAACAATTGCAATCA
AACGTGCTCGGATTATGGGTCTGCTACCATTCGTTGCAGAAGACTAATTTGAAATTGTTTTAAT...

ゲノムアノテーションとは
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>Chromosome
TGGTAATATTACTGTTGATTCATCAACGAGTAGCCCCATAGGGGCAATGGCAAAAGCATACTCCCGTTAATTCGGATGT
ATAAATATTAAGTCGAATAAAAGGTATCTAGGAAAACTTGTGAGTACACGTGAAAAACGTCTGCTCTCCTTGCTCTTTT
TAAATGAAAAAGAGCCAAAGTCCATAAGGAGGTGTAACAGTTAATGGAACCAAAACGTTATGAAATTACGTACATCATT
CGTCCTGACATGGATGAAGCTGCTAAAACAGCGCTTGTTGAACGATTTGACAAGATTGTGTCAGATAATGGTGCTACGA
TCGTTGATTCGAAAGACTGGTCTACTCGTCGATTTGCTTATGAAATTGGTGATTACAACGAAGGTACTTACCATATCGT
TAATATCACAGCAAACGATGATGTAGCGCTAAACGAATTTGATCGTTTAGCTAAGTTTAGTGACGATATCTTGCGTCAC
ATGATTGTTAAGCGTGAAGCTTAATCTAATCAATTTAAAGTTAAGAAAGGAGTATTAGAATCAAACGTGCTCGGATTAT
GGGTCTGCTACCATTCGTTGCAGAAGACTAATTTGAAATTGTCCATATTGTATCTCTCGAGCCAATTAAATCAATTAGG
AAACTGCCAGAGGAGGGAAATTCAATGGCTCAACAAAGAAGAGGCGGACATCGTCGCCGTAAGGTTGACTTTATTGCCG
TTCACAGATTTAAGACACATACTTTTTGTTTTGTGTTCTTGTTTTATTAGTGCTATCGTGTTATAATTTTTGCTTACCG
AAAAACACGTTCACATCACATAGGCGTTAAAATAATACATCGATTACAAAGATACTGATTTACTAAAACGTTTTATTTC
TGAACGCGGTAAGATTTTACCACGTCGATTTAATGTAAATGTTTATTTAAATCCTAATTATGCCATGATTGTGGTGTGA
TTAGGTCTCGTCCCGTAAGGTAAGAACATTAACAATATCACCCACTATATGATTAATCGTACAATTCTTGTTGGACGCT
TAACTAGAGATCCTGAGTTGCGATACACAACTAGTGGAGCTGCTGTAGCAACGTTTACCGTTGCTGTCAATCGGCAGTT
TACCAATCAACAGGGTGAACGGGAAGCTGATTTTATTAGCTGCGTCATTTGGCGTAAAGCTGCTGAAAATTTTTCCAAT
TTCACTCATAAGGGTTCTTTGGTTGGGGTTGATGGCCGCATTCAAACGCGAAATTATGAAAATCAACAGGGTCAACGTG
TTTATGTAACGGAAGTAGTAGTTGAAAACTTCTCGTTACTAGAAACGAAAGCCCAAAGTCAAAACCATAATAATGGTGC
CCCAAGCTTTGACAATAATCAACAAGCCAATGCTCCTCAATCATCATCAGCAAATGATAATCCGTTTGGTAATGCTAAT
GACAATGCAAATGCGGGAAGTAGTAGTGCTAACAGCAATGCTAACGATCCATTCGCTAATAATGGCGAACCAATCGACA
TTTCAGATGACGATTTGCCGTTCTAACAAAGTTAGTGGAACAAGTGCTAAAAACCAGCGTCGTTTAACAATTGCAATCA
AACGTGCTCGGATTATGGGTCTGCTACCATTCGTTGCAGAAGACTAATTTGAAATTGTTTTAAT...

Gene XXX
Function for xxxxxx

Gene YYY with ZZZ domain
Similar to xxx of yyy (zz.z%)

ゲノムアノテーションとは
�������	
 � ������	

(��������) (�������)
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/+26L

EB-���D,
�M9�EB-A@�>J�0F�0F8;
�5H�

ATG TAA ATG TAG
EB- EB-

-.<�!$ ATG �<���=<�!$ (TAA, TAG, TGA) �=��
-%���G4

TGGTAATATTACTGTTGATTCATCAACGAGTAGCCCCATAGGGGCAATGGCAAAAGCATACTCCCGTTATTTCGGATGT
ATAAATATTAAGTCGAATAAAAGGTAACTAGGAAAACTTGTGAGTACACGTGAAAAACGTCTGCTCTCCTTGCTCTTTT
TAAATGAAAAAGAGCCAAAGTCCATAAGGAGGTGTAACAGTTAATGGAACCAAAACGTTATGAAATTACGTACATCATT
CGTCCTGACATGGATGAAGCTGCTAAAACAGCGCTTGTTGAACGATTTGACAAGATTGTGTCAGATAATGGTGCTACGA
TCGTTGATTCGAAAGACTGGTCTACTCGTCGATTTGCTTATGAAATTGGTGATTACAACGAAGGTACTTACCATATCGT
TAATATCACAGCAAACGATGATGTAGCGCTAAACGAATTTGATCGTTTAGCTAAGTTTAGTGACGATATCTTGCGTCAC
ATGATTGTTAAGCGTGAAGCTTAATCTAATCAATTTAAAGTTAAGAAAGGAGTATTAGAATCAAACGTGCTCGGATTAT
GGGTCTGCTACCATTCGTTGCAGAAGACTAATTTGAAATTGTCCATATTGTATCTCTCGAGCCAATTAAATCAATTAGG
AAACTGCCAGAGGAGGGAAATTCAATGGCT

TGGTAATATTACTGTTGATTCATCAACGAGTAGCCCCATAGGGGCAATGGCAAAAGCATACTCCCGTTATTTCGGATGT
ATAAATATTAAGTCGAATAAAAGGTAACTAGGAAAACTTGTGAGTACACGTGAAAAACGTCTGCTCTCCTTGCTCTTTT
TAAATGAAAAAGAGCCAAAGTCCATAAGGAGGTGTAACAGTTAATGGAACCAAAACGTTATGAAATTACGTACATCATT
CGTCCTGACATGGATGAAGCTGCTAAAACAGCGCTTGTTGAACGATTTGACAAGATTGTGTCAGATAATGGTGCTACGA
TCGTTGATTCGAAAGACTGGTCTACTCGTCGATTTGCTTATGAAATTGGTGATTACAACGAAGGTACTTACCATATCGT
TAATATCACAGCAAACGATGATGTAGCGCTAAACGAATTTGATCGTTTAGCTAAGTTTAGTGACGATATCTTGCGTCAC
ATGATTGTTAAGCGTGAAGCTTAATCTAATCAATTTAAAGTTAAGAAAGGAGTATTAGAATCAAACGTGCTCGGATTAT
GGGTCTGCTACCATTCGTTGCAGAAGACTAATTTGAAATTGTCCATATTGTATCTCTCGAGCCAATTAAATCAATTAGG
AAACTGCCAGAGGAGGGAAATTCAATGGCT

3��EB-��	������)'��?1���
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InterPro: �������	����������������
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��
�	�������������� (GenBank��)

GenBankに登録された大腸菌 K-12株染色体のエントリー
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�	�������������� (GenBank��)

GenBankに登録された大腸菌 K-12株染色体のエントリー（続き）
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GenBank��� Entry – Feature – Qualifier �����

Genome

Entry

Feature

Location  xxx…yyy
Qualifier /key=value
Qualifier /key=value
Qualifier /key=value

Feature
Location  xxx…yyy
Qualifier /key=value
Qualifier /key=value

Feature
Location  xxx…yyy
Qualifier /key=value

Entry

Feature
Location  xxx…yyy
Qualifier /key=value

Feature
Location  xxx…yyy
Qualifier /key=value
Qualifier /key=value

Entry
Feature

Location  xxx…yyy
Qualifier /key=value

Feature
Location  xxx…yyy
Qualifier /key=value

��������������+%�"� ���&$	����"� ���������
��"� ���!� �"�)(# or ������'*�&$
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����������GenBank�	
��������

source [0:4641652](+)
organism ['Escherichia coli str. K-12 substr. MG1655']
mol_type ['genomic DNA']
strain ['K-12']
sub_strain ['MG1655']
db_xref ['taxon:511145']

gene [189:255](+)
gene ['thrL']
locus_tag ['b0001']
gene_synonym ['ECK0001']
db_xref ['ASAP:ABE-0000006', 'ECOCYC:EG11277', 'EcoGene:EG11277']

CDS [189:255](+)
gene ['thrL']
locus_tag ['b0001']
gene_synonym ['ECK0001']
codon_start ['1']
transl_table ['11']
product ['thr operon leader peptide']
protein_id ['AAC73112.1']
db_xref ['UniProtKB/Swiss-Prot:P0AD86', 'ASAP:ABE-0000006', 'ECOCYC:EG11277’, …
translation ['MKRISTTITTTITITTGNGAG']

gene [336:2799](+)
gene ['thrA’] 
… 

from Bio import SeqIO

for entry in SeqIO.parse(file_name, "genbank"):
for feature in entry.features:

print(feature.type, feature.location)
for key, value in feature.qualifiers.items():

print(" t", key, value)

Biopythonを使った例
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DDBJ ��������� Entry – Feature – Qualifier ��	


Entry Feature Location Qualifier Key Qualifier Value
contig01 source 1..2038844 organism Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis

strain DSM 20072
mol_type genomic DNA
submitter_seqid @@[entry]@@

ff_definition @@[organism]@@ @@[strain]@@ DNA, 
@@[submitter_seqid]@@

culture_collection DSM:20072

CDS complement(30..
1622) product asparagine synthase

transl_table 11
codon_start 1
locus_tag LDL20072_00010
gene asnB
inference similar to AA sequence:INSD:ADQ60884.1

tRNA 2156..2230 product tRNA-Asn
locus_tag LDL20072_t00010

inference COORDINATES:profile:Aragorn:1.2.38

contig02 CDS 4470..5972 product ABC transporter substrate-binding protein
transl_table 11
codon_start 1
locus_tag LDL20072_00020

tRNA 7221..7345 product tRNA-Asn

locus_tag LDL20072_t00100
inference COORDINATES:profile:Aragorn:1.2.38

contig03 CDS 1280..2900 product hypothetical protein
transl_table 11
codon_start 1
locus_tag LDL20072_00660

DDBJ-MSS (大規模登録システム）用の登録ファイル
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GFF���������	
�����

#gff-format3
chr1 feature gene 825832 830976 . - . ID=MP076;Name=MP076
chr1 feature mRNA 825832 830976 . - . ID=MP076.1;Name=MPALOM;Parent=MP076
chr1 feature CDS 830806 830976 . - 0 Parent=MP076.1
chr1 feature CDS 826928 827188 . - 0 Parent=MP076.1
chr1 feature three_prime_UTR 826846 826927 . - . Parent=MP076.1
chr1 feature three_prime_UTR 825832 826334 . - . Parent=MP076.1
chr1 feature exon 830806 830976 . - . Parent=MP076.1
chr1 feature exon 826846 827188 . - . Parent=MP076.1
chr1 feature exon 825832 826334 . - . Parent=MP076.1
##
chr1 feature gene 833612 837015 . - . ID=MP077;Name=MPkDE
chr1 feature mRNA 833613 837015 . - . ID=MP077.1;Name=MPkDE.1;Parent=MP077
chr1 feature five_prime_UTR 835166 837015 . - . Parent=MP077.1
chr1 feature CDS 834852 835165 . - 0 Parent=MP077.1
chr1 feature CDS 834016 834118 . - 0 Parent=MP077.1
chr1 feature three_prime_UTR 833613 834015 . - . Parent=MP077.1
chr1 feature exon 834852 837015 . - . Parent=MP077.1
chr1 feature exon 833613 834118 . - . Parent=MP077.1
chr1 feature mRNA 833612 837015 . - . ID=MP077.2;Name=MPkDE.2;Parent=MP077
chr1 feature five_prime_UTR 835598 837015 . - . Parent=MP077.2
chr1 feature five_prime_UTR 835166 835318 . - . Parent=MP077.2
chr1 feature CDS 834785 835165 . - 0 Parent=MP077.2
chr1 feature three_prime_UTR 833612 834784 . - . Parent=MP077.2
chr1 feature exon 835598 837015 . - . Parent=MP077.2
chr1 feature exon 833612 835318 . - . Parent=MP077.2
##
chr1 feature gene 841118 841351 . - . ID=MP078;Name=MP078
chr1 feature mRNA 841118 841351 . - . ID=MP078.1;1;Name=MP078.1;Parent=MP078
chr1 feature CDS 841118 841351 . - 0 Parent=MP078.1
chr1 feature exon 841118 841351 . - . Parent=MP078.1

ID ‒ Parent を使って階層構造を表現 真核生物ゲノムの例
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Prokka

RAST

PGAP

DFAST

http://rast.theseed.org

https://dfast.nig.ac.jp

コマンドラインツール、軽量・高速 GenBankの登録システムに統合化

ウェブツール。SEEDというゲノムア
ノテーション・比較ゲノムのプラット
フォームをベースにしている ウェブ/コマンドライン。DDBJの登録

ファイルを自動生成可能
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大腸菌 O26:H11 (accession no: GCF_000091005.1) の例

Ribosomal slippage によるコドン読み枠のずれ

35

CDS            2026249..2029296
/gene="fdnG"
/note="codon on position 196 is selenocysteine opal codon"
/transl_except=(pos:2026834..2026836,aa:Sec)
/product="formate dehydrogenase-N, alpha subunit,
nitrate-inducible"
/translation="MDVSRRQFFKICAGGMAGTTVAALGFAPKQALAQARNYKLLRAK
EIRNTCTYCSVGCGLLMYSLGDGAKNAREAIYHIEGDPDHPVSRGALCPKGA...

アミノ酸への翻訳ルールの例外
(UGA -> セレノシステイン、UAG -> ピロリジン）

CDS             join(266..13468,13468..21555)
/gene="ORF1ab"
/ribosomal_slippage
/note="pp1ab; translated by -1 ribosomal frameshift"
/product="ORF1ab polyprotein"
/translation="MESLVPGFNEKTHVQLSLPVLQVRDVLVRGFGDSVEEVLSEARQ
HLKDGTCGLVEVEKGVLPQLEQPYVFIKRSDARTAPHGHVMVELVAELE...

SARS-Cov-2 reference genome (accession no: NC_045512.2) の例



	���������
��

複雑なエクソン・イントロン構造
アイソフォーム
（同一遺伝子座からスプライシングパターンの異なる複数の転写産物）

RNA-seqなどの発現データを組み合わせて遺伝子領域の予測を行う
36



Prokaryotic genome annotation

What’s DFAST?

DDBJ Fast Annotation and Submission Tool

Data submission to DDBJ

Fast, flexible, and powerful
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Friendly for both beginners and experts
Graphical user interface for beginners

Command operations for experts

https://dfast.nig.ac.jp

Stand-alone version available for download 

dfast --genome your_genome.fna
--config sample.cfg

Sample usage

Create DDBJ submission file
using online editor
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How does it work?
Genomic FASTA file

CDS rRNA tRNAassembly
gap

Output 
(GenBank, GFF, DDBJ-MSS...)

Collect features

Resolve overlap

Functional Annotation

Structural annotation phase
de facto standard gene prediction tools
parallel processing

Functional annotation phase
Ultrafast homology search using GHOSTX

Small, but well-curated references 

- 10 times faster

- Default database constructed
from 120 representative genomes

- Optional organism-specific database

Pseudogene detection

(Suzuki et al. 2014)

Flexible and customizable40



Coding region with its flanking regions

How to annotate pseudogenes

Reference protein sequence

Aligned using LAST
(Frith et al. 2017)

flanking regions

genome

coding region *

Pseudogene:  Premature stop codon / frameshift mutation

/note="Partial hit; WP_003643223.1 gluconate permease                     
(Lactobacillus plantarum WCFS1) [pid:71.3%, q_cov:100.0%,                     
s_cov:44.8%, Eval:6.5e-78]"
/note="frameshifted; deletion at around 14464"                     
/product="hypothetical protein"

REF AQKMVPDAFTGKPHLPLSSNKRQFKVSEAPGFGLSVLTALFPVILMTITTVY-ELVVDHGVTPKNPSTLDQII
QUERY  ARKFAPAAFERKGNLSSIGEVKQFTPEESPSFGLSVLTALFPVLLLSIATIY/QMTVNGGVDPKNPSVLDSII

Example) Lactobacillus parakefiri JCM 8573, gluconate transporter 

Description

coding region flanking region

reference protein

41



Translational exceptions
Under special conditions,

UGA → selenocysteine (U),   UAG → pyrrolysine (O)

Figure from http://genomics.unl.edu/RBC_EDU/sp.html

/inference="DESCRIPTION:similar to AA                     
sequence:RefSeq:NP_310105.1"                     
/transl_except=(pos:2026834..2026836,aa:Sec) 
/note="codon on position 196 is selenocysteine opal codon."                     
/note="NP_310105.1 nitrate-inducible formate
dehydrogenase-N alpha subunit (Escherichia coli O157:H7
str. Sakai) [pid:99.8%, q_cov:100.0%, s_cov:100.0%, Eval:0.0e+00]"

SBJCT  TGMLCASGASNETGMLTQKFARSLGMLAVDNQARVUHGPTVASLAPTFGRGAMTNHWVDIKNANVVMV
QUERY  TGMLCASGASNETGMLTQKFARSLGMLAVDNQARV*HGPTVASLAPTFGRGAMTNHWVDIKNANVVMV

Example) Escherichia coli O26, formate dehydrogenase alpha subunit

Description 

42



まとめ：ゲノムアノテーション
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公共配列データベースの現状と諸問題



INSDC: International Nucleotide Sequence Database Collaboration
����  ����� ���
�	���������������

%2�3/��������#�*)���

Data type DDBJ Center EMBL-EBI NCBI
Next generation 
reads

Sequence Read 
Archive

European 
Nucleotide Archive 
(ENA)

Sequence Read 
Archive

Sequence Read 
Archive Trace Archive Trace Archive

Annotated 
sequence DDBJ GenBank

Samples BioSample BioSample
Studies BioProject BioProject

3/������� ���6�7��	�98+
!�,(

DDBJ������
��	

-.�&5��"�$0���
��������
14�'����

45

https://www.ddbj.nig.ac.jp/dra/index.html
https://www.ebi.ac.uk/ena
https://trace.ncbi.nlm.nih.gov/Traces/sra/sra.cgi?
https://www.ddbj.nig.ac.jp/dta/index.html
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Traces/trace.cgi?
https://www.ddbj.nig.ac.jp/ddbj/index.html
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/
https://www.ddbj.nig.ac.jp/biosample/index.html
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/biosample/
https://www.ddbj.nig.ac.jp/bioproject/index.html
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/
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���������
DDBJ

DRA

BioProject
BioSample

DDBJNI���AQ�7O
��F�Genomic Expression Archive (GEA)
5H@M<��,"+/���9K"+. %)�'�JS
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�$�!4%�>�����
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INSDC���
- 1960-70�! Margaret Dayhoff

Atlas of Protein Sequence and Structure
�� Protein Information Resource (1984, ��������#%DB)

- 1987� DDBJ�('" )

- 1982� (1) EMBL data library '" )
- 1982� (�) �������-.#	Walter Goad�

�	GenBank (NCBI, 1992) �����5&,3������%�

- 1984� 2/-��DDBJ�$�����)
�(0��+*4�

�� ���30"��� ���!����$&����
https://www.ddbj.nig.ac.jp/files/pdf/30th/shinbun_all.pdf

��)
DDBJ30"��
	
https://www.ddbj.nig.ac.jp/ddbj30th/timeline.html
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3��� (2016)
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Primary�������Secondary������

2018.1 AJACS ���� DDBJ
����	���

RefSeq � NCBI �	
1'�-+��
��7)06*,������
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DDBJ (INSDC) �������

データ量の増大

問題のある登録情報

生物種名の誤り

予算・人員の不足

誤った注釈情報の伝播

低品質な配列・コンタミネーション
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GenBank: 415,770,027,949�
WGS: 7,788,133,221,338�

GenBank
WGS (draft genome)

41,060,300,530,887,542�
(4�1060��41�
)

(2019�����27�
)

GenBank���
����� Sequence read archive ���
�����

2018.3 の DDBJ スパコンのリプレイスでは、
データベースストレージ 5.6PB → 30 PB に増強

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/statistics/��� https://trace.ncbi.nlm.nih.gov/Traces/sra/�	

GenBankデータベースは1982年以来、18ヶ月で約2倍のペース
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actin-related protein → similar to actin-related protein
→ similar to similar to actin-related protein

	���������
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2004�����Excel ��

2004年 Zeeberg et al. 2016年 Zeeberg et al.

日付データに変換されてしまう
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誤った登録情報が間違った結果につながった例

→ Lactobacillus parakeriは L. kefiriと同じ種である

→ Lactobacillus parakeriは Lactobacillus の中で最大のゲノムサイズを持つ

A Genomic View of Lactobacilli and Pediococci Demonstrates 
that Phylogeny Matches Ecology and Physiology

Zheng, et al. Appl Environ Microbiol. (2015)

Expanding the biotechnology potential of lactobacilli through 
comparative genomics of 213 strains and associated genera.

Sun, et al. Nat Commun. (2015)

L. senioris DSM 24302T (GCA_001436555.1)

L. parafarraginis DSM 18390T (GCA_001435895.1)

L. farraginis DSM 18382T (GCA_001435875.1)

L. hilgardii DSM 20176T (GCA_001434655.1)

L. diolivorans DSM 14421T (GCA_001434255.1)

L. parabuchneri DSM 5707T (GCA_001435315.1)

L. otakiensis DSM 19908T (GCA_001434145.1)

L. buchneri DSM 20057T (GCA_001434735.1)

L. parakefiri JCM 8573T (this study, BDGB01)

L. kefiri JCM 5818T (GCA_001311745.1)

L. sunkii DSM 19904T (GCA_001435575.1)

L. rapi DSM 19907T (GCA_001436255.1)

L. kisonensis DSM 19906T (GCA_001434135.1)

L. curieae CCTCCM 2011381T (GCA_000785105.1)

L. brevis ATCC 14869T (GCA_000469365.1)

100

100

100

100

100

100

100

100

100

98

100

100

Genomic characterization reconfirms the taxonomic status of Lactobacillus parakefiri.
Tanizawa, et al. BMFH. (2017)

実際には解析に用いたゲノムにコンタミネーションが含まれていたことが原因
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生物種やクオリティのチェック方法
ANI (average nucleotide identity)

single copy orthologous 遺伝子を用いたクオリティチェック

ANI > 95% : �� ANI < 95% : ��

(2005 Konstantinidis et al., 2007 Goris et al.) 

Query genome

Subject genome

Fragmented

Aligned

CheckM (Parks et al. 2015)

ゲノムデータに基づく系統分類の標準的な指標になっている

BUSCO  (Simão et al. 2015)

completeness, contamination を計算

真核生物にも対象
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Chun et al. 2018 IJSEM

Ciufo et al. 2018 IJSEM

系統分類学でもゲノムデータの利用が広まる
◀ 系統分類におけるゲノムデータの利用
に関するガイドライン

ANI やクオリティチェックの利用が推奨
されている。

NCBI でも ANI を利用した系統名の
チェックが行われているようになる

▶
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NCBIでのクオリティチェックの例
Lactobacillus parakefiri のゲノムには ”Anomalous assembly” 
というラベルがつけられている
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1,421件の乳酸菌ゲノムを独自にチェック

�8��5�������������8����3���38��
!�5 �����5� 5�����-"�
����)

����3���������3�1������
1�8��	(���5� 5��38�

�4N.A5% ����/ �	( 
� 2M3#2('-*CA)+I ���/ �
����) 

Taxonomy and quality assessment

(2016)

DFAST Archive of Genome Annotation (DAGAとして公開)
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L. casei 78.2% 78.4% 79.2%

L. paracasei
subsp. paracasei

78.6% 98.2% 77.3%

L. paracasei
subsp. tolerans

78.4% 98.2% 77.3%

L. rhamnosus 79.2% 77.2% 77.3%

Lactobacillus caseiの多くは ‘paracasei’

乳酸菌シロタ株も paracasei

約10年間、 ’L. paracasei’ の菌株が L. caseiの基準株として用いられていた。

16S rRNAの配列では判定が難しいが、ANI を用いれば判定は容易

L.caseiとその近縁種の間でのANIの値
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約1400件の乳酸菌ゲノムの間で ANI を計算した結果

Average Nucleotide Identity (%)

Pe
rc

en
ta

ge
 o

f a
lig

ne
d 

re
gi

on
(%

) ●

● 同種間
異なる種間

データベースから見つかった新種の乳酸菌

同種であるにも関わらず、種内
ANI の値が95%未満のものが存在
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新種乳酸菌 Lactobacillus paragasseri の提唱

LG21 may become LP21?

UPGMA tree based on ANI values within
L. gasseri and related species

L. gasseri はANIによって２つのグループ
に分かれる。

(Tanizawa et al. IJSEM, 2018)
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２グループ間でバクテリオシンの産生に関
わる遺伝子の有無に違いがある
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まとめ：配列データベース
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