
はじめに  

　第 8 回は、乳酸菌（Lactobacillus hokkaidonensis LOOC 
260T）ゲノム配列決定論文 1）のデータ解析部分を引き続き
解説する。前回までに PacBio データ（DRR054113）のde 
novo ゲノムアセンブリ結果として、4 つのコンティグが得
られた 2-5）。配列の長い順（2,289,497 bp, 86,892 bp, 45,853 
bp, and 11,372 bp）に sequence1 から sequence4 として
取り扱い、そのうち配列の両末端部分の重複を確認 6-7）し
た sequence3 および sequence2 については、環状のプラ
スミド配列であろうと判断されている。今回は、残りの
sequence1 および sequence4 についての検証を中心に行

い、完全ゲノム配列（complete genome sequences）の一
歩手前までの工程を紹介する。
　第 7 回までの原稿やウェブ資料を理解済みであるとい
う前提で話を進めるが、第 7 回を含む各回終了時点の
ova ファイルを引き続き提供している。これまで実習を
実際にはやっていない（エアーハンズオン）読者は、第
6 回 8）W1-3 で示した「共有フォルダ設定情報を含む ova
ファイルからのインストール手順」を参考にして Bio-
Linux 環境構築にチャレンジしてほしい。本連載の枠組
み以外にも、Bio-Linux 環境構築後の基本的な作業や共有
フォルダの概念などを理解することを目的とした初心者向
け（学部 3 年生程度）の教材を提供している［W1］。これ
らを足がかりとしてもよいだろう。
　第 7 回の後半は、共有フォルダ上で作業を行った。作業
自体はゲスト OS 側で行ったが、共有フォルダ内のファイ
ルの実体はゲスト OS（Bio-Linux）の「~/Desktop/mac_
share」ではなく、ホスト OS（Windows or Macintosh）
の「~/Desktop/share」にある点に注意してもらいたい。
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これは、第 7 回終了時点の ova ファイル中には、共有フォ
ルダ内の情報は含まれていないことを意味する。また、ホ
スト OS の「~/Desktop/share」フォルダの中身が、第 7
回終了時点と異なるヒトも一定数見込まれる。これらの事
情を踏まえ、de novo アセンブリ実行結果ファイル（result.
zip）のダウンロード（第 7 回 W9-3）以降の作業を、ゲ
スト OS（Bio-Linux）の「~/Desktop」上で行う手順とし
て再提示した［W2］。これにより、次項（ゲノムアノテーショ
ン）で用いる LH_hgap.fa の存在場所は、上記作業を改め
て行ったヒトは「~/Desktop/result」に、そうでないヒト
は「~/Desktop/mac_share/result」になる。これ以外の
違いについても、各自の事情に応じて適宜読み替えてもら
いたい。シェルスクリプトの基本形についても示したので、
余裕のあるヒトはスキルアップに努めてほしい［W3］。

ゲノムアノテーション  

　ゲノムのアノテーション（genome annotation）とは、 
ゲノム上のどの位置にどのような遺伝子がコードされて
いるかなどを調べ、注釈づけを行う作業である。バク
テリアの自動アノテーションに関しては、MiGAP 9）や
RAST 10-12）などの様々なウェブサービスが提供されて
おり、手軽に実行可能である。今回は、乳酸菌に特化
したアノテーションパイプライン DFAST（DDBJ Fast 
Annotation and Submission Tool）13）を用いる。本ウェ
ブサービスは、連載第 5 回 14）でも紹介したアノテーショ
ンパイプライン Prokka 15）をベースとして、乳酸菌（主に
Lactobacillus 属およびPediococcus 属）用に整備された参
照データベースを組み合わせたものである。また、アノテー
ションだけでなく、DDBJ 16）への塩基配列登録支援を行う
こともできる（もちろん登録は任意）のが特徴である。典
型的なゲノムサイズ（数 MB 程度）の乳酸菌であれば、5
分ほどで結果が返される。ここでは、アセンブリ結果の検
証の一環として、アセンブリ結果ファイル（LH_hgap.fa）
を入力として DFAST を実行する［W4］。位置づけとし
ては、予備的なアノテーションである。
　オプションとして、Job Title には好きな名称をつけら
れ、DDBJ Pipeline 実行時と同じくジョブ完了通知をメー
ルで受け取ることもできる。“Minimum Contig Length”
オプションは、設定値以下の短い断片配列を除くためのも
のである。今回の入力配列は、全てデフォルトの 200 塩基
以上なので影響はない。属・種名などのオプションは、デ
フォルトのままで構わない。アノテーション結果に影響を
与えることはなく、後で変更することも可能だからであ
る［W4-3］。主なアノテーション結果は、入力ファイル中
の配列の順番通りに、「どの配列（コンティグ）中のどの
座標上にどんな遺伝子が存在するか」という情報である。
ウェブ上の Features タブ経由で見られる情報以外に、拡
張子が .gbk の Genbank 形式や GFF3 形式ファイルがダウ

ンロード可能である。また、CDS や RNA 配列の FASTA
形式ファイルなども提供されている［W4-5］。
　アノテーションされた遺伝子を概観する。大まかな指針
として、hypothetical protein は既知のアミノ酸に対して
相同性が認められなかったものや機能未知のものであるた
め現段階では無視してよい。また、transposase などトラ
ンスポゾン（動く遺伝子；転移因子）関連のものは、自己
複製的にゲノム中に複製されていくため比較的多く見られ
る。数十〜数百コピー以上見られることも特別なことで
はないため、基本的に気にしなくてよい。アセンブリ結
果の検証に資する部分について列挙する。まず sequence2

（86,892 bp）と sequence3（45,853 bp）については、プ
ラスミドの複製に関連する遺伝子（plasmid replication 
protein）［W4-7］や、接合伝達に関わる遺伝子（conjugal 
transfer protein）が見られる［W4-8］。これらの結果は、
第 7 回までで予想していた通り、この 2 つの配列が（環状
の）プラスミドであることを支持している。
　sequence1（2,289,497 bp）については、最初の 30,000
塩基あたりまでに prophage protein などファージ関連
遺 伝 子 が 見 ら れ る［W4-6］。 ま た、sequence4（11,372 
bp） に つ い て は、4,912 番 目 か ら 5,699 番 目 の 領 域 に
transposase がコードされている。この領域については後
で議論するが、アノテーション結果の概観レベルでは見逃
してもよい。後述する BLAST 17）の実行結果と合わせて
総合的に判断する視点が重要である。

BLAST の実行と可視化  

　第 7 回では、sequence3 同士を例として配列内の両末
端部分の重複をドットプロットで大まかに調べ（第 7 回
W14-2）、BLAST で重複領域の詳細なアラインメントを
行った。ドットプロットについては、sequence3 よりも
2 倍程度長い sequence2 同士についても dotter 18）を実行
可能であり、両末端部分の重複が見いだせる［W5-1］。
sequence4 同士のドットプロットは、［1, 500 bp］と［750, 
1350 bp］付近の領域が似ているものの、環状を示唆す
る結果は得られなかった［W5-2］。約 2.3Mb と最も長い
sequence1 同士は、ゲスト OS（Bio-Linux）への割り当て
メモリが 2GB の著者らの PC 環境では、dotter を実行で
きなかった（数分程度では描画できなかった）［W5-3］。
　通常は、sequence1 vs. sequence1 のような同一配列間
の比較以外にも、sequence1 vs. sequence4 のような異な
る配列間の比較も行い、配列類似領域を探索する。合計 4
配列しかないこのアセンブリ結果の場合はそれほどの作業
量でもないが、ペアワイズアラインメントだと一般に組合
せ数が膨大になる。BLAST はこのような局面でも威力を
発揮する。例えば、query 側の配列として sequence1 を、
データベース（DB）側の配列として LH_hgap.fa を指定
すれば、（自分自身を含む）4 通りの比較に相当する［W6］。
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但し、sequence1 は非常に長いため、デフォルト出力形式
の BLAST 実行結果ファイル（sequence1_blast.txt）を眺
めて全体像を把握するのは困難である。
　 も ち ろ ん、BOV 19） や BLASTGrabber 20）［W7-1］ な
ど、BLAST 実行結果の全体像を把握するための可視化
ソフトウェア（ビューワ；viewer）は存在する。ここで
は、BlastViewer を 利 用 す る［W7-2］。BlastViewer は
Windows 用と Macintosh 用のみが提供されているため、
ホスト OS 上でインストールして利用する。XML 形式の
BLAST 実行結果ファイル（sequence1_blast.xml）しか受
け付けないが、DB 側の配列ごとにヒット数（配列類似領
域数；HSP 数）が示されているなど、全体的な操作感が
よい［W7-4］。例えば、sequence1 に対するヒット数が 1,347
個、sequence4 が 2 個、sequence3 と sequence2 がそれぞ
れ 1 個であったことがわかる。また、ヒット数やスコア分
布の全体像を眺めることで、sequence1 にいくつかの重複
領域が存在することや、11,372 bp からなる sequence4 の
大部分の領域が sequence1 と類似していることなどがわ
かる［W8-1］。

sequence4 は sequence1 の一部  

　BlastViewer で sequence4（11,372 bp） に 対 す る
sequence1（2,289,497 bp）のヒット領域を眺める［W8］。
スコアの高いほう（Score＝10,320）の 1 つめの HSP（以
下、HSP1） は、sequence1 の［549494, 555171 bp］ と、
sequence4 の［11372, 5706 bp］の領域から形成されてい

た［W8-3］。また、スコアの低いほう（Score＝8,907）の
2 つめの HSP（以下、HSP2）は、sequence1 の領域［555167, 
560027 bp］と、sequence4 の領域［4852, 1 bp］から形
成されていた［W8-4］。いずれの HSP も、sequence1 が
Plus（+）鎖、sequence4 が Minus（-）鎖でアラインメント
されていた。これは、sequence1 の一続きの領域［549494, 
560027 bp］と、領域［4853, 5705 bp］を除く sequence4
の全長がほぼ一致していることを意味する（図 1a；
W8-5）。
　アラインメントされなかった sequence4 の領域［4853,  
5705 bp］に対するアノテーション結果を眺めると、
transposase がコードされていたことがわかる（図 1b；
W8-5）。 こ れ は、 該 当 領 域 が 挿 入 配 列（insertion 
sequence; IS）であることを示唆する。これはおそらく、
乳酸菌の培養途中で一部の細胞に IS の挿入が起こったた
めであろう。結果として、シークエンスされた細胞集団の
中に IS を含むものと含まないものが混在することになり、
sequence4 が独立したコンティグとして出力されたものと
思われる。sequence4 は全体的にクオリティスコアが低く

（第 7 回 W11-7）、また、後述の Illumina によるシーケン
ス結果には当該部分が確認できなかったことから、IS が
挿入された細胞の存在比率は高くないと考え、sequence4
は除外した。

sequence1 はプロファージ領域を含む環状染色体  

　BlastViewer で sequence1（2,289,497 bp） に 対 す る

図 1． sequence4 は sequence1 の一部
　（a）BLAST 実行結果の模式図。sequence1 の一続きの領域［549494, 560027 bp］
と、領域［4853, 5705 bp］を除く sequence4 の全長がほぼ一致していることがわかる。

（b）DFAST によるアノテーション結果の一部抜粋。sequence4 の領域［4853, 5705 
bp］には、transposase がコードされている。
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sequence1（2,289,497 bp）のヒット領域を眺める［W9］。
最もスコアの高い HSP（HSP1）は sequence1 同士の全
長が 100% 一致のものであるため、2 番目の HSP（HSP2）
以降のアラインメントが精査対象となる。総ヒット数

（1,347 個）が非常に多いため、ここではスコアが 4,000 以
上という条件を満たす HSP1-33 の一致領域をまとめた

［W9-2］。ゲノム配列決定論文 1）中では、結論として下
記の計 4 領域が議論の対象となっているが、どこまでの
HSP を眺め、どのように解釈して結論づけるかは、利用
可能な情報を徹底的に調べ、試行錯誤しながら整理してい
く以外にはないだろう。

・ HSP4（HSP5）の一致領域①［1, 5860 bp］と① ’［37329, 
43187 bp］

・ HSP8（HSP9）の一致領域②［5839, 11509 bp］と② ’
［2283820, 2289497 bp］

　上記以外の HSP のアノテーションとして、HSP10, 14, 
22, 24, 25, 28 の領域には、ribosomal RNA がコードされ
ていた。また、残りの HSP2, 6, 12, 16, 18, 20, 30, 32 は、

［2057850, 2065197 bp］にかけての反復構造を含んだ領域
の中に全て含まれ、この中には 3 つの遺伝子（adhesion 
exoprotein, mucus-binding protein, and hypothetical 
protein）がコードされていた［W9-3］。遺伝子名からは
細胞接着に関わる表層タンパクと推察され、ここに見られ
た反復構造が何らかの働きを持っているのかもしれない。
いずれも sequence1 末端から 10,000 塩基以上離れた領域
であることから、アセンブリ結果の検証という点では無関
係であろう。
　sequence1 末端付近の重複は、HSP8 の一致領域（②と
② ’）に相当する。これに HSP4 の一致領域（①と① ’）を
含めた模式図を示す（図 2a；W10-1）。もし①の領域がな
ければ、sequence2 や 3 と同様に「両末端の重複 → 環状
コンティグ」と結論づけられる。現在利用可能な他の情
報として、アノテーション結果の領域［1, 37328 bp］を
再度眺める。主な視点は、「なぜ①が存在するのか？、②
および（②と① ’ の間の）領域［11510, 37328 bp］にはど
んな遺伝子がコードされているのか？」である。我々は
当時、領域［1, 43187 bp］にファージ関連遺伝子が多く
コードされている事実を突き止め［W10-2］、領域［5839, 
43187 bp］がプロファージ領域であろうと予想した。次
に、ファージの挿入・切出し機構 21）を調べ、実際の染色
体構造（図 2b；W10-3）や、プロファージ領域が染色体
から切り出されて環状化した状態（図 2c；W10-4）の予
想を立て、PCR による確認やプロファージの他の特徴を
満たすかどうかについても検証した［W10-5］。ここまで
の結果を踏まえ、①の領域は環状ファージ DNA がシーク
エンスされた結果として生じたものと考えた［W10-6］。
つまり、実際の染色体上には存在しないということである。

　改めて強調しておきたい点は、配列相同性とアノテー
ションの併用の重要性である。BLAST 結果だけではわか
らないこともある。しかし、どのような遺伝子がコードさ
れているかなど、アノテーション情報と合わせて総合的に
判断すればわかる場合もある。また、シークエンス対象サ
ンプルは均一な集団ではない点も胆に銘じておかねばな
らない。実際、今回の乳酸菌サンプル中には、図 2b で示
すようなプロファージ領域を含む環状染色体だけでなく、
図 2c で示すような（i）プロファージ領域が切り出されて
できた環状ファージ DNA や、（ii）プロファージ領域が切
り出されてなくなった残りの環状染色体も含まれていた。
このあたりが、本稿の冒頭で述べた幅広い知識や合理的な
解釈に相当する。

乳酸菌ゲノム概要配列の作成  

　ここまでde novo アセンブリ結果ファイル（LH_hgap.
fa）を入力として、アノテーションや配列相同性検索を行っ
た。得られた方針は下記の通りである：

sequence1：環状染色体（図 2）。主に①や② ’ の重複部分
を除けばよい。ここでは、W10-4 のアラインメントを参

図 2．sequence1 の構造。
　（a）両末端付近の模式図。BLAST 実行結果の HSP8（②と② ’）
が両末端付近で一致（環状であることを示唆）している。HSP4（①
と① ’）の領域も示されている。（b）実際の染色体構造。アノテー
ション結果と合わせ、②から① ’ の範囲［5839, 43187 bp］がプロ
ファージ領域であると予想した。（c）ファージの機構。ファージ
が染色体に組み込まれる（integration）場合は、矢印の方向に沿っ
て行われる。①の領域は、環状化したファージ DNA がシークエ
ンスされた結果として生じたものであり、実際の染色体上には存
在しないと結論づけた［W10］。
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考にして、領域［5839, 2283819 bp］を抽出する。
sequence2：環状プラスミド［W5-1］。BLAST で重複領
域のアラインメントをとり、領域［2641, 84270 bp］を抽
出する［W11-1］。
sequence3：環状プラスミド。領域［2450, 43422 bp］を
抽出する（第 7 回 W16）。
sequence4：sequence1 の一部なので却下（図 1）。

　この方針に従って重複除去を行い、概要配列（LH_
draft.fa）を作成する［W11-2］。どのレベルを「概要（ド
ラフト）」と呼ぶかはヒトそれぞれであるが、少なくとも
重複除去でおしまいではないため、ここでは重複除去後の
状態を概要と呼ぶ。

概要配列への MiSeq データのマッピング  

　乳酸菌ゲノム配列決定の原著論文 1）では、概要配列（LH_
draft.fa）の元となった PacBio データ（DRR054113）以外に、
paired-end Illumina MiSeq データ（DRR024501）も存在
する。ここでは、第 6 回 W5-4 で得られた（forward 側と
reverse 側それぞれ）297,633 リードからなる MiSeq デー
タを用いてマッピングを行う［W12-1］。目的は、（MiSeq
リードのマップ率云々ではなく）概要配列の検証およびエ
ラー補正である。大まかには、マッピング結果の BAM 形
式ファイルをもとに、リファレンスの概要配列と異なる部
分のみを抽出した VCF（Variant Call Format）と呼ばれ
る形式のファイルを作成・援用し、可視化ソフトで確認し
ながら概要配列を補正するという流れになる。
　代表的なマッピングプログラムである BWA 22）は、Bio-
Linux 6）にプレインストールされているため、マッピング
結果ファイルまでは容易に得ることができる［W12-2］。
しかし DDBJ Pipeline 4）上で実行すれば、VCF ファイル
まで一気に得ることができるので便利である。ここでは、
マップされる側のリファレンス配列（LH_draft.fa）とマッ
プする側のIllumina MiSeqデータファイル（QC.1.trimmed.
fastq.gzとQC.2.trimmed.fastq.gz）をDDBJ Pipelineにアッ
プロードして BWA を実行する。
　多くの読者は、DDBJ Pipeline のアカウント作成（第
6 回 W13）、および（Windows 用の FTP クライアントで
ある WinSCP というソフトウェアを用いた）MiSeq デー
タファイルのアップロードおよび登録（第 6 回 W14）ま
では完了済みであろう。本稿では、新たに Cyberduck と
いう FTP ソフトのインストールと DDBJ Pipeline への
接続手順を示した［W13］。Cyberduck は、Windows 版
と Macintosh 版の両方が提供されている。諸事情により
MiSeq データのアップロードに失敗していたユーザは、是
非 Cyberduck で再挑戦してみてほしい。尚、リファレン
ス配列は FTP 経由ではなく HTTP 経由（DDBJ Pipeline
の画面上から）のアップロードとなる。

　DDBJ Pipeline 上での BWA 実行時のオプションは、基
本的にデフォルト設定のままでよい［W14-5］。補足として、
オプション画面の Step3（ユニーク化処理）は、ペアのリー
ドがともにリファレンス配列の 1 か所にのみマップされた
リード（uniquely mapped read; unique mapper）を残し、
それ以外のリードを除去している。これは、反復配列のよ
うな領域が存在すると、1 つのリードが複数個所にマップ
されて解析結果の解釈が難しくなるからである。変異解析
では、これらのリードは除外して行う場合が多い。
　BWA（ver. 0.6.1-r104）実行結果として、297,633 リー
ド中 281,303 個（94.513%）がマップされた［W15-2］。リ
ファレンス配列（LH_draft.fa）のゲノムサイズは 2,400,584 
bp であるが、そのうち 2,400,552 bp 分がマップされたリー
ドで覆われていた。つまり被覆率（coverage）は、2,400,552 
/ 2,400,584＝99.99867% である。また、マップされたリー
ドの総塩基数（130,565,653 bp）をマップされたリードで
覆われている領域（2,400,552 bp）で割れば、平均してど
れだけの厚み（depth）でマップされているかがわかる。
この場合は、depth＝54.390 である。
　DDBJ Pipeline 上で BWA を実行すると、マッピング結
果の標準形式 23）である SAM（Sequence Alignment/Map
の略；拡張子が .sam）および BAM（SAM のバイナリ版；
拡張子が .bam）ファイルが生成される。また、リファレ
ンスの概要配列と異なる部分のみを抽出した VCF ファイ
ルも生成される。可視化ソフトの入力として用いるのは、
BAM ファイル、BAM のインデックスファイル（後述）、
VCF ファイル、そしてリファレンス配列ファイルである。
ここでは、説明用の 2 つの SAM ファイルを含め、以下に
示す計 5 ファイルを共有フォルダにダウンロードしておく

［W15-3］：

・ 項目「BWA：SAMPE」の out.sam.zip
・ 項目「Uniquify SAM（Remove Multiple Hits）」の uniq 

out.sam.zip
・ 項目「Sort BAM File［For Unique SAM］」の out2.ba 

m.zip
・ 項目「Create BAM Index File［For Unique SAM］」の 

out2.bam.bai.zip
・ 項目「Filter BCF and Convert to VCF File」の out-un 

ique.var.flt.vcf.zip

SAM/BAM ファイル  

　ダウンロードした 2 つの SAM ファイルの関係につい
て述べる。項目「BWA：SAMPE」の out.sam.zip（116.3 
MB）は、マッピング結果の大元のファイルに相当す
る。この中から、ユニーク化処理（上述のオプションの
Step3）を行って複数個所にマップされたリードやマップ
されなかったリードを除去したものが、項目「Uniquify 
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SAM（Remove Multiple Hits）」の uniqout.sam.zip（96.3 
MB）である。out.sam.zip はマップされなかったリード情
報も含むが、マップ率（94.513%）から大まかに 116.3×
0.94513＝110 MB 程度分の情報がマップされたリードに関
するものだと推測可能である。ユニーク化処理後でも 96.3 
MB であったことから、マップされた全リード（約 110 
MB）のうち、ユニークにマップされたリードペアが（96.3 
/ 110＝）87.5% 程度を占めていると解釈できる。
　out.sam（out.sam.zip 解 凍 後 の フ ァ イ ル；371,881,212 
bytes；約 355MB）を用いて、SAM 形式 23）を解説する。
まず、out.sam の行数は 595,270 であり［W16-2］、マッ
プする側の paired-end リードの総数（297,633 リード×2
＝595,266）よりも 4 だけ多い。この余分な 4 行は、SAM
ファイルのヘッダー部分に相当する。ヘッダー部分には、
マップされる側のリファレンス配列の情報（最初の 3 行
分）、および用いたマッピングプログラムの情報（4 行目）
が記載されている［W16-4］。ヘッダー部分の行数はリ
ファレンスの配列数にも依存する。今回用いた LH_draft.
fa は、配列数が全部で 3 個（chromosome, plasmid1, and 
plasmid2）であったことを思い出せば納得できるだろう

［W11-2］。
　ヘッダー行を除いた残り（out.sam の場合は 5 行目以
降）がリードごとのマッピング結果情報である。入力は
paired-end データなので、2 行で 1 つのペアのマッピング
結果を表している。SAM ファイルは、マップする側のリー
ドの塩基配列、クオリティ値、リファレンス配列へのマッ
プの有無、マップされた領域の座標やミスマッチの位置
など、1 行の中にリードごとの全情報を書き込んでいるた
め非常に横長である。このような場合でも、less コマンド
の N や S オプションを駆使することで全体像を把握する
ことが可能である［W16-6］。マップされなかったリード

（unmapped reads）は、3 列目にアスタリスク（＊）がつ
けられている。リファレンス中には存在しない塩基配列情
報を含むため、マップされなかったリードのみを抽出して
別の解析を行うこともある［W16-7］。
　SAM ファイルはタブ区切りテキスト形式であるため、
Excel で眺めてもよい［W17］。例えば、1 番目のリード（ID
が DRR024501.1）は、forward 側・reverse 側ともに 251
塩基の長さで［W17-2］、chromosome 上の 565,592 番目

（forward 側）および 565,460 番目（reverse 側）の位置が
開始点としてマップされ［W17-3］、リード間の距離（イ
ンサート長）が 383 であることがわかる。この値は、マッ
プされた位置の差（565,592－565,460＝132）に、リード長（＝
251）を加えた値として計算されている［W17-4］。このデー
タの場合は、インサート長が 350-400 bp 程度に分布して
いることがわかる。インサート長が極端に異なる数値を示
している箇所は、ミスアセンブリの可能性を検討すること
になる。尚、uniqout.sam.zip は、out.sam の 12 列目に含
まれる XT というタグを目印として、ユニークにマップ

されたリードペアを抽出したものである［W17-5］。BWA
には、3 つのアルゴリズム（BWA-backtrack, BWA-SW, 
and BWA-MEM）が実装されており、DDBJ Pipeline の
デフォルトは BWA-backtrack（ver. 0.6.1-r104; 2016 年 9
月 12 日現在）である。XT タグは BWA-backtrack 利用
時のみ出力される。BWA-SW や BWA-MEM 利用時には
XT タグが出力されないため、これらの方法ではユニーク
化処理を行うことができない。
　SAM/BAM ファイルは、マップされた位置順にソート
し直すのが一般的である。第一義的な理由は、多くの可視
化ソフトがソート後の BAM ファイルを入力の前提として
いるためであるが、ソートした結果を眺めることでイン
サート長が大きく異なる箇所を探しやすいというメリット
もある。項目「Sort BAM File［For Unique SAM］」の
out2.bam.zip がソート後の BAM ファイルに相当し、一般
に「ソート前の SAM ファイル → ソート前の BAM ファ
イル → ソート後の BAM ファイル」の流れで作成される。
out2.bam はバイナリファイルであり直接眺めることはで
きないが、samtools view コマンドで（実質的に SAM ファ
イルに変換したうえでそれを less で）見ることも可能で
ある［W17-6］。尚、BAM インデックスファイルは、可
視化ソフト上で検索を高速に行うためのおまじないのよ
うなものであり、エンドユーザが記述内容を理解する必
要はない。項目「Create BAM Index File［For Unique 
SAM］」の out2.bam.bai に相当する。通常、インデックス
ファイルはソート済み BAM ファイル（out2.bam）と同じ
ディレクトリ内に置いて使用する。

VCF ファイル  

　VCF は、マッピング結果からリファレンスの概要配列
と異なる部分のみを抽出したファイルであり、Variant 
Call Format の略である。エンドユーザにとっては DDBJ 
Pipeline 上で BWA を実行した結果として得られるように
見えるが、実際には BWA 実行結果をもとに VCFtools 24）

というソフトを使用して内部的に計算処理を行うことで
得られている［W15-3］。ダウンロード済みの out-unique.
var.flt.vcf は、55 行からなる［W18-1］。# から始まる最
初の 27 行がヘッダー部分であり、残りの 22 行分が検出
された変異情報である。VCF は 1 つの変異を 1 行で表現
するため、PacBio のアセンブリ結果から得られた概要配
列（LH_draft.fa）中の変異は 22 箇所ということになる。
VCF ファイル中に含まれる genotype には、0/1 と 1/1 の
2 種類が存在する。ここで、0 は概要配列側（VCF ファイ
ル中の REF 列）のアリル、1 は変異側（ALT 列）のアリ
ルである。0/1 は概要側と変異側の両方が存在する（2 倍
体生物における）ヘテロ接合体（heterozygote）を、1/1
は変異塩基が大多数を占めるホモ接合体（homozygote）
を意味する。したがって、後者の 1/1 となっていた、計 5
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箇所が概要側の有力な修正すべき箇所ということになる
［W18-4］。尚、0/0（概要側のみの塩基からなるホモ接合
体）は、マップされたリード中の該当塩基部分がミスマッ
チや indel を含まないことを意味する。つまり、マップさ
れたリード中の該当塩基部分が概要配列と同じである。一
般に興味の対象外であるため、通常 0/0 は存在しない。
　専門用語に不慣れなヒト向けの説明としては、マップさ
れた Illumina リードがリファレンスの概要配列側と異な
る箇所を示しているのが 0/1 や 1/1 である。Illumina リー
ドがマップされた特定の箇所で、リファレンス（REF）
の塩基と同じ塩基のものも一定数あるが、異なる（ALT）
塩基も一定数ある場合は 0/1 と表現される。このような箇
所は、概要側も PacBio のアセンブリ結果として一定の信
頼度を持って決定されたものであるため、単純に「変異側
の塩基であったリード数が概要側の塩基であったリード数
よりも 1 つでも多ければ変異側の塩基を採用」というわけ
にはいかない。その一方で、概要側と異なる変異側の塩
基であったリード数が圧倒的多数派を占めると判断され
た 1/1 の箇所は、出力リード数およびクオリティスコアが

「Illumina >> PacBio」であることも鑑み、次項で述べる
可視化ソフトを用いた確認の後、変異側の塩基を採用する
決断を下す。

Viewer による変異箇所の確認  

　リファレンス配列へのマッピング結果をローカル環境
で可視化する代表的なソフトウェア（Viewer）として
は、Integrative Genomics Viewer 25）や Tablet 26）が挙げ
られる。ここでの目的は、リファレンス配列（LH_draft.
fa）、BAM フ ァ イ ル（out2.bam）、 そ し て VCF フ ァ イ
ル（out-unique.var.flt.vcf）を読み込み、検出された 22 箇
所の変異を目視確認することである。本稿では、Tablet
のインストールからファイル読み込みの基本手順を示し

［W19］、plasmid2 上の 2,569 番目の欠失変異（1/1；反映
すべきと判断；W20-1）、plasmid1 上の 66,609 番目の点
変異（0/1；あえて反映しなくてもよいと判断；W21-2）、
chromosome 上の 1,240,248 番目の挿入変異（1/1；反映す
べきと判断；W22-3）、chromosome 上の 2,058,145 番目の
点変異（1/1；C を T に変更すべきと判断；W22-4）など
を示した。
　合計 22 個の変異箇所を目視確認した結果として、我々
は計 5 箇所（全て 1/1）の変異を概要配列に対して反映さ
せることにした［W24-1］。このうち 4 箇所は、同一塩基
が複数個連続したホモポリマー（homopolymer）領域の
挿入・欠失変異であった。ホモポリマー部分のエラーにつ
いては、他の PacBio データのアセンブリ結果でも議論が
なされており 27）、妥当な結果といえよう［W25］。

変異の反映  

　変異の反映を手作業で行う場合は、他の箇所に影響を及
ぼさないように気をつけて行う。特に反映の順番には気を
付けたほうがよい。以下で示すように、配列ごとに位置を
表す数値が大きいものから順番に行えば、位置のずれに悩
まされることはない。

①  chromosome 上の 2,058,145 番目の C を T に変更
②  chromosome 上の 1,455,552 番目の CAAAA を CAAA 

AA に変更
③  chromosome 上の 1,240,248 番目の GCCCC を GCCCCC

に変更

①  plasmid2 上の 37,805 番目の TAAAAA を TAAAA に
変更

②  plasmid2 上 の 2,569 番 目 の CAAAAA を CAAAA に
変更

　連載第 2 回 28）で紹介した高機能エディタである vi や
emacs を用いれば、簡単に目的の箇所（例：chromosome
上の 2,058,145 番目の塩基）にアクセスして作業を行う
ことができる。基本的な Linux コマンド（head, tail, cut, 
grep -o など）を駆使し、文字列置換のみで変異の反映を
行うことも原理的にはおそらく可能である［W26］。しか
し現実には、ユニークヒットとなる比較的短い領域を見つ
けるのは想像以上に難しいため、上記の基本テクニックを
併用して目的位置周辺の文字列で複数個所のヒットを許容
しつつ検索し、ホスト OS 上で利用可能な高機能エディタ

（Windows の場合は EmEditor など）を用いて変異の反
映を行う［W27］。反映後のファイルサイズ（LH_draft2.
fa; 2,400,619 bytes）は、1 塩基の置換、2 塩基分の欠失、
そして 2 塩基分の挿入であるため、反映前（LH_draft.fa）
と同じである［W28］。

おわりに  

　第 8 回は、PacBio データ（DRR054113）のde novo ゲ
ノムアセンブリ結果ファイル（LH_hgap.fa）をスタート
地点として、DFAST によるゲノムアノテーション結果と
BLAST 実行結果を合わせた、環状染色体の構築を含む概
要配列（LH_draft.fa）の作成を行った。次に、得られた
概要配列に対して Illumina MiSeq データのマッピングを
行い、出力ファイル形式（SAM/BAM と VCF）の解説、
Tablet による可視化（変異状況の確認）および変異の反
映までを述べた。本稿では、DDBJ Pipeline 上で BWA
を実行し、得られた変異の反映を（それほど数が多くな
かったこともあり）手作業で行ったが、Pilon 29）のような
Illumina データと概要配列を入力として自動でエラー補正
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を行う専用のプログラムをまずは実行してみてもいいかも
しれない。次回は、複製開始点の同定、（dnaA 遺伝子の
開始コドンが 1 番目の塩基となるように）環状染色体の回
転、DFAST によるゲノムアノテーションの再実行などを
解説する予定である。
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  Abstract
   Genome finishing still remains a laborious work that includes various validation processes requiring 
both wet and dry knowledge and consideration, although long-read sequencers such as PacBio RSII 
have largely contributed to lighten the burden. We here introduce a procedure of post-assemble 
validation in which draft contigs are circularized into complete chromosome or plasmid sequences. We 
also describe the DFAST annotation web service specialized for lactic acid bacteria, visualization of 
BLAST alignments, and correction of contigs by mapping Illumina reads. Supplementary materials are 
available at our web site, http://www.iu.a.u-tokyo.ac.jp/~kadota/r_seq.html#about_book_JSLAB.
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