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概要  

 

1865 年にメンデルが形質は遺伝することを、1913 年にモーガンらが染色体上

に遺伝子は存在することを、1953 年にワトソンとクリックが DNA は相補性を持

つ二重螺旋構造であることを発見した。DNA の二重螺旋構造発見以降、ゲノム

DNA が細胞でどのように作用するかの研究が進んだ。ゲノム解析に着目する

と、既知のガン遺伝子の変異を調べる上で、個々の遺伝子に着目した研究が行

われてきたが、1986 年にダルベッコは、ヒトゲノムの塩基配列を全部決定する

ことがブレークスルーに繋がると考え、ゲノム配列の重要性を説いた。これが

契機となり、全ゲノム配列獲得の実現に向けての研究が開始された。この流れ

の中で、1995 年にインフルエンザ菌ゲノムを皮切りに、1998 年に線虫ゲノ

ム、2004 年にヒトゲノムが解読された。植物分野では、2000 年にシロイヌナ

ズナゲノム、2005 年にイネゲノム、2010 年にダイズゲノム、2015 年にダイズ

ゲノム（エンレイ品種）、昆虫分野では、2000 年にショウジョウバエゲノム、

2008 年にカイコゲノムが解読された。 

 

ダイズ研究においては、その遺伝子構造や機能解析であれば、2010 年に解読さ

れたダイズゲノム Williams 82 品種の使用で十分である。しかし、ダイズの育

種では DNA マーカーを使用した育種が行われており、国内での育種は日本産品

種同士の掛け合わせになることが多い。Williams 82 ゲノムと日本産品種ダイ

ズは同じダイズ種ではあるが、系統が離れているため、Williams 82 から得ら

れた DNA マーカーが使用できない場合がある。このため、国産ダイズ品種エン

レイのゲノム構築・解析が必要となった。 

 

昆虫分野のカイコにおいては、ゲノム研究プロジェクトが推進され、プロジェ

クトで得られたゲノム情報や関連する研究の情報をまとめ、効率的に研究に役

立つ情報を取り出す仕組みが必要となった。 

 

本研究では、（１）国産品種ダイズであるエンレイ品種のゲノム配列を解読し

た。エンレイ品種のゲノム配列は、国内の栽培事情に適したダイズの品種改良

のための様々な情報を提供する。（２）カイコゲノム情報を提供する統合カイ

コゲノム統合データベース KAIKObase を開発した。KAIKObase は、鱗翅目の研
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究だけでなく、養蚕の改善や新しい害虫駆除手法研究に向けた、データマイニ

ングとゲノム応用を容易にする。 

 

本論文第一章では、ゲノム研究の動向、ゲノム解読やゲノム情報解析を支える

技術の背景と動向を示した後、本研究の研究目標と研究戦略を述べる。 

 

第二章では、国産ダイズゲノム解析を実施し、栽培品種エンレイのゲノムを解

読した研究について述べる。その研究では、次世代シークエンサを用いて得ら

れた全ゲノム配列を、栽培品種 Williams 82 ゲノムにレファランスマッピング

して、エンレイゲノム配列 約 928Mb の塩基配列を決定した。遺伝子予測ソフ

トウェアで作成した遺伝子モデル 107,423 個からリピート配列、およびトラン

スポゾンを除き、 終的に、60,838 個のスプライスバリアントがない遺伝子モ

デルを得た。系統解析では、エンレイおよび Williams 82 品種双方の系統関

係、および野生ダイズを含む複合体を含む系統関係を考察した。エンレイと

Williams 82 の遺伝子モデルを比較し、アントシアニン・フラボノイド生合成

に関連するパスウェイ、および８番染色体上の CHS 遺伝子クラスタで両品種の

違いを示した。また、登熟期の子葉のプロテオームから全体的なプロファイル

を分析した。配列データは、DAIZUbase に統合化し利用可能とした。これらの

研究成果は、我が国の広範なダイズ品種の比較ゲノミクスに資する包括的な情

報資源と、国内外のダイズ品種の改良のための有効な情報となる。 

 

第三章では、効果的なデータマイニングとゲノム応用のためのカイコゲノム情

報を提供するカイコゲノム統合データベース KAIKObase の開発について述べ

る。KAIKObase に、カイコゲノム配列、ゲノム地図情報および EST データを統

合した。KAIKObase は、塩基配列、遺伝子、スキャフォルド、染色体の各段階

のデータを 4種類の MapViewer（PGmap、UnifiedMap、UTGB、GBrowse）、

GeneViewer、配列検索、キーワード・位置検索で表示する。さらに、プロテオ

ームデータ用の KAIKO2DDB と遺伝子導入およびレポータデータ用の Bombyx 

trap データベースの統合により、KAIKObase の機能をさらに強化した。カイコ

の研究には、包括的なカイコゲノムデータベースが不可欠であり、KAIKObase

は鱗翅目の研究だけでなく、養蚕の改善や新しい害虫駆除法の研究を容易にす

る。 
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第四章では、結言として本研究の成果について纏める。
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第1章 はじめに  

 

1.1. ゲノム研究の動向 

 

「形質は遺伝する」というメンデルが発見した法則(1865 年)は、遺伝子という

概念の基礎となった[1]。その後、モーガンらによるショウジョウバエを使っ

て、遺伝子が染色体上にあること(1913 年)が示され[1]、ワトソンとクリック

が、DNA が相補性を持つ二重螺旋構造であることを発見(1953 年)した[1]。DNA

の二重螺旋構造発見以降、ゲノム DNA が細胞でどのように作用するかの研究が

進み、mRNA、コドンの発見から遺伝子発現の基礎的な仕組み[1]、ヒストンの

メチル化、アセチル化、リン酸化が発現に及ぼす抑制や活性化[2]、トランス

ポゾンや ncRNA などによる発現抑制[3]、組織で異なったゲノム構造の空間的

変化[4]などがわかってきた。 

 

ゲノム解析に着目すると、既知のガン遺伝子の変異を調べる上で、個々の遺伝

子に着目した研究が行われてきたが、ダルベッコは、ヒトゲノムの塩基配列を

全部決定するのがブレークスルーに繋がると考え、ゲノム配列の重要性、これ

を実現するための国家的な予算支援や国際協調による作業、および解析時間短

縮のための技術開発を提言(1986 年)した[1,5,6]。このことが契機となり、全

ゲノム配列獲得の実現に向けての研究が開始された[6]。 

 

ゲノム解析における概略フローは図 1-1 のとおりで、ゲノム配列を小さい断片

に分け、配列を解読し、その配列を組み上げて行く方法が作られ、ヒトゲノム

解読に先立ち 1995 年に、 初のゲノム解析として、インフルエンザ菌のゲノ

ム解読[7]が報告された。 
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図 1-1 ゲノム解析における概略フロー 

 

以降、ゲノム解読の歴史を示したのち、ゲノム解析における概略フローに沿っ

て、シークエンシング、アセンブリング、マッピング、遺伝子モデリング、デ

ータベース開発について述べる。 

Whole Genome Shotgun (WGS)

ゲノムDNA 

断片( x7-x10 )
両端の配列を500-600

塩基対ほど読む

補助的にフォスミド

も同様に読む

アセンブラ
補助的にBACエンド

も同様に読む

コンティグ配列

gap gap
スキャフォールド配列

染色体に載っている

マーカ情報を加える

染色体に載っているマーカがス

キャフォールドに含まれると、染色
体番号とその位置が決定される

ゲノム配列

染色体１番

染色体２番

染色体n番

エクソン イントロン イントロンエクソン エクソン

5’UTR 3’UTR

遺
伝
子

開
発

DNAマーカ
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1.1.1. ゲノム解読の歴史  

 

ゲノム解析は、1995 年にインフルエンザ菌[7]、マイコプラズマ菌[8]のゲノム

解読が行われ、それ以降、様々な生物のゲノムが解読された。表 1-1 に全ゲノ

ムが解読された主な生物を示す。これら生物の中でも、モデル生物と呼ばれる

ものがある。モデル生物は、生物学的現象の範囲を理解するために広範に研究

されているヒト以外の生物であり、遺伝的ツールとしてのそれらの能力に密接

に関連した特定の実験的特徴（短いゲノムサイズ、短い世代交代、高い出生

率、容易な突然変異系統の獲得、遺伝子改変の容易性）を有する。代表例は、

大腸菌、出芽酵母、ショウジョウバエ、線虫、マウス、シロイヌナズナなどで

ある[9]。 
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表 1-1 ゲノム解読された主な生物 

 

論文 

公開

年 

分類 和名 学名 参考

文献 

1995 Bacteria（真正細菌） インフルエン

ザ菌 

Haemophilus 

influenzae 

[7] 

1995 Bacteria（真正細菌） マイコプラズ

マ・ジェニタ

リウム 

Mycoplasma 

genitalium 

[8] 

1997 Bacteria（真正細菌） 大腸菌 Escherichia 

coli 

[10] 

1997 Fungi/Ascomycota/Saccharomycetales

（サッカロミケス目） 

出芽酵母 Saccharomyces 

cerevisiae 

[11] 

1998 Animalia/Nematoda/Rhabditidae（桿

線虫目） 

カエノラブデ

ィティス・エ

レガンス 

Caenorhabditis 

elegans 

[12] 

2004 Animalia/Chordata/Primates（サル

目） 

ホモ・サピエ

ンス 

Homo sapiens [13] 

2002 Animalia/Chordata/Rodentia（ネズミ

目） 

ハツカネズミ Mus musculus [14] 

2000 Animalia / Insecta / Diptera（双

翅目） 

ショウジョウ

バエ 

Drosophila 

melanogaster 

[15] 

2002 Animalia / Insecta / Diptera

（双翅目） 

ハマダラカ Anopheles 

gambiae 

[16] 

2006 Animalia / Insecta / Hymenoptera

（膜翅目） 

ミツバチ Apis mellifera [17] 

2008 Animalia / Insecta / Coleoptera

（鞘翅目) 

コクヌストモ

ドキ 

Tribolium 

castaneum 

[18] 

2008 Animalia / Insecta / Lepidoptera

（鱗翅目） 

カイコ Bombyx mori [19] 
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2000 Plantae/Brassicales（アブラナ目） シロイヌナズ

ナ 

Arabidopsis 

thariana 

[20] 

2005 Plantae/Poales（イネ目） イネ Oryza sativa [21] 

2006 Plantae/Malpigiales（キントラノオ

目） 

ポブラ Populus 

trichocarpa 

[22] 

2007 Plantae/Rhamnales（クロウメモドキ

目） 

ヨーロッパブ

ドウ 

Vitis vinifera [23] 

2008 Plantae/Fabales（マメ目） ミヤコグサ Lotus 

japonicus 

[24] 

2008 Plantae/Brassicales（アブラナ目） 組換えパパイ

ヤ 

Carica papaya [25] 

2009 Plantae/Poales（イネ目） モロコシ Sorghum 

bicolor 

[26] 

2009 Plantae/Poales（イネ目） トウモロコシ Zea mays [27] 

2009 Plantae/Cucurbitales（ウリ目） キュウリ Cucumis 

sativus 

[28] 

2010 Plantae/Fabales（マメ目） ダイズ Glycine max [29] 

2010 Plantae/Malpigiales（キントラノオ

目） 

トウゴマ Ricinus 

communis 

[30] 

2010 Plantae/Rosales（バラ目） リンゴ Malus 

domestica 

[31] 

2011 Plantae/Brassicales（フウチョウソ

ウ目） 

ハクサイ Brassica rapa [32] 

2011 Plantae/Fabales（マメ目） キマメ Cajanus cajan [33] 

2011 Plantae/Rosales（バラ目） イチゴ Fragaria vesca [34] 

2011 Plantae/Malvales（アオイ目） カカオ Theobroma 

cacao 

[35] 

2011 Plantae/Fabales（マメ目） タルウマゴヤ

シ 

Medicago 

truncatula 

[36] 

2011 Plantae/Arecales（ヤシ目） パームヤシ Phoenix 

dactylifera 

[37] 
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2011 Plantae/Solanales（ナス目） ジャガイモ Solanum 

tuberosum 

[38] 

2012 Plantae/Solanales（ナス目） トマト Solanum 

lycopersicum 

[39] 

2012 Plantae/Cucurbitales（ウリ目） メロン Cucumis melo [40] 

2012 Plantae/Zingiberales（ショウガ目） バナナ Musa acuminata [41] 

2013 Plantae/Rosales（バラ目） モモ Prunus persica [42] 

2014/ 

2015 

Plantae/Brassicales（フウチョウソ

ウ目） 

ダイコン Raphnus 

sativus 

[43, 

44] 

2015 Plantae/Fabales（マメ目） ダイズ Glycine max 

cv. enrei 

[45] 
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1.1.2. シークエンシング 

 

ゲノム解析を支える配列解読技術の発展は、1977 年に発表されたサンガー法お

よびマクサム・ギルバート法に基づく DNA シークエンシング[46,47]や、80 年代

に発展したポリメラーゼ連鎖反応（PCR）法[48]がベースにある。PCR は塩基配

列情報さえあれば、プライマを設計し、使用することで、目的領域の DNA 断片を

簡単に増幅することが可能となり、クローニングやシークエンスで利用できる。

さらに、増幅された配列をシークエンサにかけ、シークエンシングで塩基配列を

得ることができる。 

 

サンガー法シークエンサは第一世代に分類され、ラジオアイソトープではなく

蛍光試薬を用いた DNA シークエンサが登場した。1986 年の ABI370[49]を皮切り

に、ガラス板型の電気泳動を用いた ABI377 その後、ガラスキャピラリを用いた

ABI3700、ABI3730 が開発され、より長い配列を高精度で解読する DNA シークエ

ンサが開発された。NGSに分類される第二世代は、Roche社（旧 454 Life Sciences

社）の Pyrosequence 法によるシークエンサ、Illumina 社（旧 Solexa 社）によ

る Sequence by Synthesis 法によるシークエンサ、Life Tech 社による Sequence 

by Ligation 法によるシークエンサが 2005 年から 2007 年にかけ開発・販売され

た。NGS に分類される第三世代は、Pacific Biosciences 社から平均 954bp で

2000bp 以上の配列を 5%含むリードを持つ PacBio RS[50]、Oxford Nanopore 社

から平均リード長 5Kbp を持つ MinION sequencer[51]が開発された。現在まで、

より長い DNA 断片を解読できるように進化している。一方、数 Mbp 以上の DNA 断

片を高精度に一気にロングリードできるシークエンサは未だ現れていない。第

一世代、第二世代、第三世代シークエンサの比較を表 1-2 に示す[52]. 
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表 1-2 第一世代、第二世代、第三世代シークエンサの比較 

 第 1 世代 第 2 世代 第 3 世代 

基本 

技術 

DNA ポリメラーゼに

よる DNA 合成でシー

クエンス、または分

解によって生成され

た特異的末端標識 DN

A 断片のサイズ分離 

DNA 合成のリアルタイ

ム検出、余剰塩基等の

洗い流し、再反応の繰

り返しによるシークエ

ンス 

DNA 分子の直接的な物理

的検査（DNA ポリメラー

ゼによる合成のモニタ

リング、または１本鎖 D

NA のナノポアの通過に

よる塩基検出） 

読取り

精度 

高 高 中 

リード

長 

中（800-1,000bp） 短(33-150bp) 長（1,000bp 以上） 

スルー

プット 

低 高 中 

コスト 高/塩基 

低/稼働 

低/塩基 

高/稼働 

低・中/塩基 

低/稼働 

RNAseq

方法 

cDNA cDNA RNA/cDNA 

シーク

エンス

を得る

までの

時間 

時間 日 時間 

サンプ

ル調製 

中程度に複雑、PCR

増幅は不要の場合あ

り 

複雑、PCR 増幅は要 シークエンサに応じて

複雑なものから非常に

単純なものまで 

データ

解析 

検出した信号のベー

スコール。ルーチン 

大量の画像処理による

ベースコール。複雑、

データ量大、ショート

リードはアセンブリや

DNA 合成の映像からベー

スコール、またはナノ

ポア通過時の電位変化

からベースコール。複

雑、データ量大、新し
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このような配列からゲノムを構築するために、シークエンスされた配列を再

構築し、ゲノムに仕立て上げる方法（アセンブル）が開発された。 

 

1.1.3. アセンブリング 

 

シークエンサから出力される塩基配列長は、数十ベースから数百ベース、長い

配列では、10 キロベースを超えるものもあるが、ゲノム全体の中の断片であ

ることが多い。また、これらの配列には精度情報が付加される。これらの情報

をもとに、全体を再構築する作業が、アセンブルである。アセンブルは、De 

novo アセンブルとレファランスマッピングの２種に大別される。De novo ア

センブルは、新規生物の配列をシークエンスされた配列から構築する方法で

ある。もう一方のレファランスマッピングは、参照配列が既存であり、そこに、

シークエンスされた配列をマップして、新しい配列を生成する方法である。 

 

De novo アセンブラの初期に開発されたアセンブルソフトウェア Phrap[53]、

TIGR[54]は、すでに構築されたアセンブリと矛盾しない限り、 も重複する読

み取りに常に結合する Greedy と呼ばれるアルゴリズム[55]を使用している。

アセンブルソフトウェア Celera[56]、ARACHNE[57]は、十分によくオーバラッ

プする全ての読み取りペアーを特定し、互いにオーバラップする読み取りペ

アー間でグラフを構成する。このグラフ構造は読み取り間のグローバルな関

係を考慮に入れることができ、複雑なアセンブルアルゴリズム開発を可能と

するオーバラップレイアウトコンセンサス（OLC）と呼ばれるアルゴリズム

[55]を使用している。2004 年に Roche のシークエンサ対応で、GS De novo 

Assembler（Newbler）[58]、2007 年に Illumina シークエンサ対応で、リード

から抽出された長さkの正確な部分文字列間の関係をモデル化するDe Bruijn 

graph と呼ばれるアルゴリズム[55]を使用した Velvet[59]、2009 年に

アライメントのアルゴ

リズムが複雑 

いタイプの情報と新し

い信号処理による課題 

出力 QVを持った読出し QVを持った読出し QV、カイネティックス

などの他の塩基情報を

持つ読出し 
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ABySS[60]、2010 年に SOAPdenovo[61]が開発された。これらの多くは異なる種

類のシークエンサ出力（配列）がアセンブルできるハイブリッドアセンブラ

[55]に発展している。 

 

De novo アセンブルのステージは、前述したシークエンスからコンティグを作

るステージ、コンティグをつなぎ合わせて、染色体配列に近づけるステージ

（スキャフォールディング）がある。スキャフォールディングでは、Illumina 

メイトペアー(インサート長10-20Kb)、fosmidエンド(インサート長40Kb)や、

BAC エンド(インサート長 100Kb)のメイトペアー配列が利用され、これらのメ

イトペアー配列でコンティグをホッチキス止めしていくようなイメージであ

る。スキャフォールディングするためのソフトウェアは、2011 年に開発され

た SSPACE[62]などがある。 

 

De novo アセンブリとは別に、レファランスアセンブリは、近縁種のゲノム配

列がすでに存在している場合、シークエンサから出力されるショートリード

配列を BWA[63]などのソフトウェアを使用して、レファランスにするゲノムに

マップして、ゲノムに沿って１塩基ずつ比較を行い、ターゲットの配列を決定

するという方法である。 

 

1.1.4. マッピング  

 

マーカーを染色体上に並べていったものは、連鎖地図、もしくは遺伝的連鎖地

図（リンケージマップ）と呼ばれる。ゲノム構築上、マーカーは、例えば、コ

ンティグやスキャフォールドに DNA マーカーが１つ乗っていれば、そのコン

ティグまたはスキャフォールドがどの染色体に含まれるかわかる。また、コン

ティグやスキャフォールドに２つ以上の DNA マーカーが乗っていれば、染色

体上でのコンティグやスキャフォールドの方向が決定できる。この方法はゲ

ノム配列のアセンブルの際に利用される。 

 

遺伝マーカーとして使用される DNA マーカーは、個体または種を同定するた

めに使用することができ、染色体上の既知の位置を有する遺伝子またはDNA配

列をもとに作られたものである。表 1-3 に DNA マーカーのいくつかの例、制
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限断片長多型(RFLP) [64]、無作為増幅多型（RAPD）[65]、一塩基多型（SNP）

[66]、単純配列反復（SSR）[67,68]、増幅断片長多型（AFLP）[69]、単純配列

反復と EST を組み合わせた（EST-SSR）[70]、SNP-BAC エンド（SNP-BACend）

[71,72]を示す。 

 

表 1-3 DNA マーカーのいくつかの例 

 

マーカー

名称 

和名 英名 説明 参考 

文献 

RFLP 

マーカー 

制限

酵素

断片

長多

型 

Restriction 

Fragment 

Length 

Polymorphism 

Y.W.Kan らにより 1978 年に発表された。

ある特定の DNA 領域について、制限酵素識

別部位の塩基置換や認識部位に挟まれた

部位での欠失や挿入があると、制限酵素に

よって切断された断片のサイズに違い（多

型）が現れるので、電気泳動で区別するこ

とが可能となり、これをマーカーとする。 

[64] 

RAPD 

マーカー 

無作

為増

幅多

型 

Random 

Amplified 

Polymorphic 

DNA 

J.G.Williamsらにより1990年に発表され

た。ゲノム DNA を鋳型として、無作為に合

成したプライマを用いた PCR によって増

幅したとき、DNA の塩基配列に違いがある

とプライマの結合に差異がでるため、増幅

された DNA 短編のサイズや数に違いが現

れ、これをマーカーとする。 

[65] 

SNP 

マーカー 

一塩

基多

型 

Single 

Nucleotide 

Polymorphism 

SNPは 1991年の Ligtenbergの論文で使用

された。ある特定 DNA 領域の塩基配列を比

較することにより、一塩基の違いを見つ

け、PCR などを利用して検出し、マーカー

とする。検出方法には、いくつかの方法が

知られ、より効率・低コスト化を目指して

開発が進んでいる[73]。また、遺伝学的手

法を用いた解析では DNA マーカーは遺伝

子座との連関を示すことが可能となり、形

[66] 
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質を調べる代わりに DNA マーカーを用い

ることで、早期の育種選抜が可能となる

[74]。 

SSR 

マーカー 

単純

配列

反復 

Simple 

Sequence 

Repeat 

縦列型反復配列（short tandem repeat: 

STR ） 、 マ イ ク ロ サ テ ラ イ ト

（microsatellite）とも呼ばれる。これら

のマーカーは 1994 年、Zietkiewicz ら、

A.Utquhart らにより発表された。2から 4

塩基を単位とした縦列反復は、ゲノム上多

数見られ、この反復単位の繰り返し回数に

違いが見られることがある。この違いを

PCR により増幅、電気泳動等でサイズの差

を検出し、これをマーカーとする。 

[67, 

68] 

AFLP 

マーカー 

増幅

断片

長多

型 

Amplified 

Fragment 

Length 

Polymorphism 

1995 年に Pieter Vos らにより発表され

た。制限酵素によって切断した DNA 断片を

PCR で増幅することにより、RFLP の場合の

ように違いが現れた場合、それをマーカー

とする。 

[69] 

EST-SSR

マーカー 

EST-

単純

配列

反復 

EST-Simple 

Sequence 

Repeat 

EST と SSR を組み合わせたマーカーで、

2002 年 Eujayl らにより発表された。EST-

SSR マーカー作成では、自殖系などが使用

され、EST から得られた SSR 配列の解析と

ユニークで非冗長な EST から連鎖解析で、

連鎖群上に EST-SSR マーカーが構築され

る。 

[70] 

EST-

BACend 

マーカー 

 

一塩

基多

型―

BAC

エン

ド 

SNP-BACend 

 

SNPと BACエンドを組み合わせたマーカー

で、2004 年に Weil らにより発表された。

SNP マーカーでは、ゲノム中に豊富にある

ため、構築が簡単である。BAC エンド配列

を用いた SNP マーカー作成では、バックク

ロスなどにより系統が作られ、さらに BAC

エンド配列に含まれる SNP を見つけるた

[71, 

72] 
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めに PCR アンプリコンが使用され、連鎖解

析で連鎖群上に SNP-BAC エンドマーカー

が構築される。SSR を用いた SNP マーカー

では、バッククロスなどが使用され、SSR

に含まれる SNP で、連鎖解析が行われ、連

鎖群上に SNP-SSR マーカーが構築される 

 

1.1.5. 遺伝子モデリング 

 

ゲノム上に存在する遺伝子（機能性タンパク質または RNA 分子の合成に必要な

全 DNA 配列[75]）の配列位置の推定を行う。遺伝子配列推定では、計算による遺

伝子モデル予測、mRNA 配列、もしくは遺伝的特徴を含む様々なソースを使用し、

遺伝子モデル[76]を作成する。 

 

ゲノム構築後、遺伝子モデルにアノテーションを付与するために使用される遺

伝子予測プログラムは、その多くが ORF を予測するプログラムである。得られ

た遺伝子モデルから得られたプライマを用い、シークエンスや逆転写ポリメラ

ーゼ連鎖反応（RT-PCR）を使用することにより実際の配列を得ることができる

[77]。遺伝子モデルを得る方法には、EST、完全長 cDNA や遺伝子とゲノムの相同

性を利用し推定する方法、RNAseq をゲノムにマップし遺伝子モデルを推定する

方法、ゲノム配列から De novo 遺伝子予測プログラムを使用し遺伝子モデルを

作成する方法、RNAseq 配列をアセンブルし遺伝子モデルを作成する方法などが

ある。 

 

EST、完全長cDNAや遺伝子とゲノムの相同性を利用し推定する方法は、BLAST[78]、

Smith-Waterman[79]などの相同性検索ソフトウェアなどを使用して、ゲノム上

の領域を限定し遺伝子モデルを構築する。RNAseq をゲノムにマップし遺伝子モ

デルを推定する方法は、ゲノム上へマップするための Bowtie[80]、スプライス

ジャンクションを予測するための TopHat[81,82]、遺伝子構造予測するための

Cufflinks[83]を用い、遺伝子モデルを構築する。ゲノム配列から De novo 遺伝

子予測プログラムを使用し遺伝子モデルを作成する方法は、隠れマルコフモデ

ル（HMM）のいくつかの変種に基づいて作成されている[77]。Genscan[84]、
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Fgenesh[85]、Augustus[86]などのソフトウェアがあり、遺伝子モデルを構築す

ることができる。RNAseq 配列をアセンブルし遺伝子モデルを作成する方法は、

RNAseq でコンティグを作成する Inchworm プロセス、コンティグをクラスタリン

グし、de Bruijn グラフを作成する Chrysalis プロセス、de Bruijn グラフのコ

ンポーネントからすべての可能性のあるシークエンスを抽出する Butterfly プ

ロセスを持った Trinity により RNAseq から遺伝子モデルを構築する[87,88]。 

 

1.1.6. データベース開発 

 

解析されたゲノム情報を公開する上で、インターネットで利用できる様々な道

具立てが作り出されてきた。その中でも、1995 年に C.elegans の AceDB[89]が

遺伝的地図と物理的地図をもったゲノム情報を表示する道具立てのパイオニア

である。この遺伝的地図と物理地図を表示する方法は、2000 年に INE: 

INtegrated rice genome Explorer[90]、2002 年に NCBI map viewer[91,92]、

2009 年に Cmap[93]などで見ることができる。また、これとは別に、メガベース

単位のゲノム情報を表示する道具立てとして、2002 年に Ensembl genome 

browser (Ensembl contigview)[94,95]、UCSC browser[96]、GBrowse[97]、2008

年に UTGB[98]などが開発された。1）NCBI map viewer は NCBI リソースの中の

一つで、ゲノムアノテーションの簡単なテキストベースの検索を実行して遺伝

子のゲノムテキストの表示、染色体に沿って移動、ズームイン/ズームアウト、

表示されたマップを表示/非表示の切り替えができる機能を持つ。Map viewer は

BLAST などの NCBI の塩基解析ツールにリンクされている[91,92]。NCBI map 

viewer は 2017 年 NCBI genome data viewer(GDV)にアップデートされた[99]。

2) Ensembl genome browser （Ensembl contigview）は大規模なゲノムの配列

を中心とする生物学を構成するためのバイオインフォマティックスのフレーム

ワークを提供する Ensembl データベースプロジェクト[94]から生み出された。

このプロジェクトはシークエンス解析からデータの保存や可視化まで関連する

要件を処理できるポータルシステムを開発するオープンソースの開発プロジェ

クトである。Ensembl サイトはヒトゲノム配列のアノテーションを供給する主要

なサイトの一つであり、国際的なヒトゲノムプロジェクトによる分析の多くを

提供した。Ensembl プロジェクトはこのヒトゲノムアノテーションのデータベー

スが提供されているため、マウス、ラット、ゼブラフィッシュなどの脊椎動物ゲ
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ノム配列を利用した比較ゲノム閲覧システムとしての使用が可能である

[94,95]。3) UCSC browser は、ヒトゲノム用のゲノムブラウザとして開発され、

その後脊椎動物やモデル生物用のゲノムブラウザとして利用されている。UCSC 

browser の特徴は、アノテーションの豊富さ、速度、安定性、拡張性、ユーザイ

ンタフェースの一貫性である[96]。4) GBrowse はショウジョウバエのゲノム配

列のブラウザとして使用された。ゲノムの任意の領域をスクロールやズームす

る機能、ランドマークの検索、全文検索でゲノムの領域に入る機能、トラックを

有効/無効にする機能、相対的な順序と外観を変更する機能などがある。ブラウ

ザソフトウェア機能には、容易に利用できるオープンソースコンポーネント、簡

単なインストール、柔軟な構成などがある[97]。5）UTGB（東京大学ゲノムブラ

ウザ）は、日本のメダカのために開発された[98]。 小限の労力で簡単にシステ

ムをインストールし、ローカルに保存されたデータをブラウスし、個々のニーズ

に合わせた Web インタフェースで迅速なインタラクティブな設計を満たすよう

に設計されている[100]。 

 

配列検索では、BLAST[78]、BLAT[101]、Smith-Waterman[79]などのツール、二次

元電気泳動の結果を表示する ExPASy の The Make2D-DB II Package[102]などが

開発された。また、2005 年に、各ユーザからのクエリーの格納、データの共通

項/和/差などの操作の実行、他の計算ツールへのリンクなどの機能を持つ柔軟

な履歴システム Galaxy[103]が開発された。Galaxy では UCSC browser がゲノム

ブラウザとして使用されている。 

 

1.2. 農業生物ゲノム研究の課題  

 

1.2.1. ゲノム構築・解析  

 

遺伝子を網羅的に獲得し、機能解析をする上で、ゲノム構築は有効な方法であり

[5]、1.1.1 節ゲノム解読の歴史に示したように、多種多様な生物でゲノム構築・

解析が実施されている。農業生物、特に作物に関するゲノム構築・解析は、イネ、

ブドウ、組換えパパイヤ、ソルガム、トウモロコシ、ダイズ、キュウリ、ハクサ

イ、トウゴマ、リンゴ、キマメ、イチゴ、カカオ、タルウマゴヤシ、パームヤシ、

ジャガイモ、モモ、トマト、メロン、バナナ、ダイコンなどがある。 
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世界的な生産量では、ダイズは、イネ、小麦、トウモロコシからなる 3大主要穀

物の次に位置付けられており、食用タンパク質と植物油の主要な供給源で、世界

で も重要なマメ科作物の一つである。ダイズゲノムは、2010 年に米国の努力

により、栽培品種である Williams 82 品種で構築された[29]。大まかな遺伝子

獲得や機能解析であれば、Williams 82 ゲノムの使用で十分である。しかし、日

本のダイズ育種では品種間固有の DNA マーカーを使用した育種（元来、表現系

を指標に、その形質は染色体上の１箇所に起因するものとして遺伝解析をして

いたものを、染色体上の直接の印「DNA マーカー」を使って遺伝解析を行い、目

的の形質を集積した品種を作り上げる育種法。）が行われており、日本での育種

は日本産品種同士の掛け合わせになることが多い。Williams 82 ゲノムと日本ダ

イズは同じダイズ種ではあるが、系統が離れているため[104]、Williams 82 か

ら得られた DNA マーカーが使用できないケースがある。このため、国産ダイズ

品種エンレイのゲノム構築・解析が必要となった。 

 

1.2.2. データベース開発 

 

ゲノム構築・解析を実施した場合、それらのデータを管理・閲覧するためのデー

タベースが必要となる。1.1.6 節で示したように、ゲノム閲覧のためのブラウザ

（NCBI Map viewer、Ensembl genome browser、UCSC browser）は、ヒトを含む

脊椎動物やモデル生物に焦点が当てられ、広範囲なデータリソースで構築され

ている。また、様々な解析ツールのワークフローを構築した後、繰り返し操作を

簡便にする Galaxy、そのゲノムブラウザには UCSC browser が使用されている。

Ensembl も広範囲なデータリソースで構築されている[105]。WormBase[106]や

FlyBase[107]では閲覧システムにGBrowseが使用されている。カイコゲノムは、

BAC エンド配列解析で構築された高密度 SNP 遺伝地図と FPC プログラムを使用

した BAC フィンガプリンティングマップ[108]、様々な組織や異なる発育段階か

ら得られた EST データが集められた SilkBase[109]、様々な組織や異なる発育段

階のプロテオームデータベース[110]、レポータ発現パターンおよび遺伝子トラ

ップ系統やエンハンサトラップ系統のミューテータの挿入された位置を提供す

るための Bombyx trap データベースなどが、カイコゲノムプロジェクト内の個
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別研究やこれと並行した個別研究で作成されており、これらを効率的に統合す

るための GBrowse を中核とした独自のデータベースが必要となった。 

 

1.3. 研究目標と方法 

 

本論文は、ゲノム構築・解析とそれらデータの閲覧システム（データベース）

に亘る一連の流れに沿って、国産ダイズ品種エンレイゲノムの構築・解析[45]

とカイコゲノム構築・解析から得られた情報を統合するためのデータベース開

発[111]を目標とする。前者はゲノム構築・解析に力点を置き、後者は閲覧シ

ステムとその統合（データベース）に力点を置いている。 

 

国産ダイズ品種エンレイゲノムの構築・解析では、エンレイの葉から核を調製

し、DNA 抽出、シークエンス、アセンブル、マーカー情報をもとにスキャフォ

ールド、コンディグをゲノムへ整列させたゲノム（G.max_Enrei1）の構築、

Williams 82 ゲノムへのレファランスマッピングでゲノム構築を実施し、マー

カー情報と De novo アセンブルから作成された G.max_Enrei1 で、レファラン

スマッピングで得られたゲノムを再構築する。得られたゲノム

（G.max_Enrei2）から遺伝子モデルを作成する。解析において、アントシアニ

ン・フラボノイド生合成系で、ゲノム上にある遺伝子を明確化する。加えて、

プロテオーム解析の有用性を示すため、登熟期ダイズ種子の子葉部分のプロテ

オーム解析を実施し、ダイズで重要である貯蔵タンパクがどの染色体に座乗し

ているかを明確にする。さらに、RNAseq をアセンブルし、遺伝子モデルを作成

する。作成された遺伝子モデルとゲノム配列から作成した遺伝子モデルの共通

遺伝子モデルと Williams 82 の遺伝子モデル、シロイヌナズナの遺伝子モデ

ル、シロイヌナズナの一種のミヤマハタザオ等の遺伝子モデルを用い、系統解

析を実施する。 

 

カイコゲノム構築・解析から得られた情報を統合するための閲覧システム・デ

ータベース構築では、カイコゲノムプロジェクトや個別研究で得られたゲノム

情報（スキャフォールド、BAC、BAC エンド配列、Fosmid エンド配列を含

む）、DNA マーカー情報、遺伝子モデル情報、組織別・発育段階別のトランス

クリプトーム情報、組織別・発育段階別のプロテオーム情報、レポータ発現パ
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ターンおよび遺伝子トラップ系統やエンハンサトラップ系統のミューテータの

挿入された位置情報をカイコゲノム統合データベース KAIKObase に統合する。

KAIKObase では、ゲノム配列とマーカー情報を俯瞰するための遺伝地図と物理

地図を併せ持つ PGmap、中程度の遺伝地図と物理地図を併せ持つ UnifiedMap、

詳細なゲノム情報、遺伝子モデル情報、マーカー情報を閲覧できる GBrowse や

UTGB、遺伝子モデルを閲覧するための GeneViewer、組織別・発育段階別のトラ

ンスクリプトーム情報を閲覧できるデータベース、組織別・発育段階別のプロ

テオーム情報を閲覧できるデータベース、レポータ発現パターンおよび遺伝子

トラップ系統やエンハンサトラップ系統のミューテータの挿入された位置情報

を閲覧できるデータベース、配列検索を行う BLAST サーチ、キーワードサーチ

を遺伝子モデル名や塩基配列情報などで統合する。 

 

1.4. 本文の構成  

 

第 1章では、ゲノム研究の動向として、ゲノムは何故必要になったか、どのよ

うなゲノムがいつ頃解読されたか、ゲノム解析を支える塩基配列解読技術はど

のように進歩したのか、ゲノムアセンブルなどで利用できる DNA マーカーの種

類、ゲノムを構築するためのアセンブル技術の種類、得られたゲノムや RNAseq

から遺伝子モデルを構築するための方法、ゲノム情報を閲覧さえるための閲覧

システムを示す。次に、ゲノム構築する上での課題として、ゲノム構築・解析

とデータベース開発を示した後、研究目標と方法、本書の構成へと続く。 

 

第 2 章では、国産ダイズ品種エンレイゲノムの構築・解析を示す。材料と方法

として、ゲノムシークエンシング、アセンブルとレファランスマッピング、遺

伝子モデル、系統解析、アントシアニン・フラボノイド生合成系、プロテオー

ム解析を示す。結果と考察として、ゲノムシークエンシングとレファランスマ

ッピング、一塩基多型、挿入・欠失、遺伝子モデル、系統解析、アントシアニ

ン・フラボノイド生合成系、子葉におけるタンパク質、エンレイゲノムデータ

ベースを示し、 後に結論を示す。 

 

第 3 章では、カイコゲノム構築・解析から得られた情報を統合するための閲覧

システム・データベース開発を示す。データセット内容として、ゲノム配列情
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報、ゲノム配列にマップされる情報、プロテオーム情報、エンハンサトラップ

情報を示す。データベース構成として、KAIKObase に含まれるプロテオームデ

ータベース、Bombyx trap データベース、配列検索システム、キーワード検索

システムを示す。さらに、遺伝地図と物理地図のビューア（PGmap、 

UnifiedMap、UTGB、GBrowse）、遺伝子モデル情報を表示する GeneViewer、

KAIKObase で使用しているソフトウェアを示す。使用方法と考察として、ユー

ザインタフェース、キーワードサーチ、ポジションサーチ、シークエンスサー

チを示し、 後に、結論を示す。 

 

第 4 章では、結言として本研究の成果について纏める。 
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第 2 章 国産ダイズゲノム構築・解析  

 

2.1. 概要 

 

ダイズ（Glycine max）の栽培品種エンレイゲノムを解明した。これは日本の

ダイズ栽培品種の特性評価のための参考情報を提供することができる。次世代

シークエンサを用いて得られた全ゲノム配列を栽培品種 Williams 82 ゲノムに

レファランスマッピングして、エンレイゲノムを決定した。決定されたゲノム

は約 928Mb の塩基と 60,838 の遺伝子モデルを有するデータセットが得られ

た。系統解析では、エンレイおよび Williams 82 品種双方の系統関係、および

野生ダイズを含む複合体からのそれらの相違に一瞥を与えた。遺伝子モデル

は、アントシアニン・フラボノイド生合成に関連する形質およびプロテオーム

の全体的なプロファイルに関連して分析した。配列データは、DAIZUbase で利

用可能となり、日本の広範なダイズ品種の比較ゲノミクスの包括的な情報資源

と、国内外のダイズ品種の改良のための有効な参考情報となる。 

 

2.2. はじめに 

 

ダイズ Glycine max は、食用タンパク質と植物油の主要な供給源として世界で

も重要なマメ科作物の一つである。世界的な生産量では、ダイズは、米、小

麦、トウモロコシなどの主要穀物の次に位置付けられる。また、サポニン、イ

ソフラボン、ファイトステロール、およびトコフェロールなどの生理活性物質

の主要な供給源である。食品としてのダイズの消費量は、主にアジア地域に集

中している。ダイズは日本人の食習慣の一部となっており、発酵食品である味

噌、醤油、納豆などや発酵していない食品である枝豆、きな粉、豆乳、豆腐な

どのダイズやダイズ加工食品が古来より食される。他の主要作物のように、日

本におけるダイズ育種の主なターゲットは、輸入ダイズに打ち勝つための高い

収量、高い品質（種皮亀裂がないこと、へその色や種子の大きさの均一性、お

よび食品加工適性）であり、安定生産のための生物的/非生物的ストレスに対

する抵抗性がある。加えて、タンパク質が多いこと、貯蔵タンパク質の修飾、

リポキシゲナーゼおよびサポニンが無いこと、イソフラボンが多いこと、およ



  21 

びスクロースが多いことなどの種子の化学成分について、多くのダイズ育種プ

ログラムで検討されている[112]。 

 

ツルマメ、つまり野生ダイズ種は、栽培ダイズの祖先であり、中国北部、日

本、韓国、ロシアの東部で見つかっている[113]。考古学の研究において、ダ

イズという単語が、約 3,700 年前の中国の骨碑文に 初に登場し、約 2,600 年

前の殷王朝の遺物から、炭化ダイズ種子が発見された[113]。考古学的な推定

は、9,000-8,600 年前の中国北部で、7,000 年前の日本で、小粒ダイズの初期

の広がりが示された[114]。炭化ダイズ種子の放射性炭素年代測定では、大粒

ダイズ選択が 5,000 年前日本で、3,000 年前の韓国であったことが示された 

[114]。大規模なゲノム解析によるダイズの祖先と野生種ダイズの分化年代

は、0.27Mya[115]もしくは 0.8Mya[116]と推定された。 近の研究で、在来

種、外来種、栽培種、および野生種ダイズの 1,603 種間の遺伝的変異と集団構

造の遺伝的分化が明確にされた[104]。 

 

ゲノムの視点で、ダイズは、根の根粒形成、油糧種子生産、および二次代謝の

点で豆類の比較研究のためのモデル植物として使用される。ダイズは、多くの

品種の遺伝資源が利用できるため、ゲノム研究のための価値のある材料でもあ

る。2010 年米国での大きな努力によって、ダイズ栽培種 Williams 82 の複二倍

体のダイズゲノム配列が公開された（３つのバージョン Gmax109、Gmax189、 

Gmax275 のゲノム配列と遺伝子モデルが存在する）[29]。この品種は 1906 年に

中国、北京から導入された品種 Peking から 1921 年に選抜された供与親 Kingwa

が選抜され、疫病菌 Phytophthora の根腐れ耐性遺伝子座を戻し交配して作ら

れた[117]。 

 

日本では、国内の栽培条件と日本の生産者が持つ様々な用途に合わせてダイズ

品種が開発されてきた。Williams 82 ゲノム配列は、多くの品種間の多様性を

理解するのに有用であるが、日本のダイズ栽培に使用することができるゲノム

リソースを有することが必要である。ここでは、長野県農業試験場桔梗ヶ原分

場（現長野県野菜花き試験場）で 1971 年に開発された農林 2号と東山 6号

（シロメユタカ）を親とする日本のダイズ品種エンレイ[118]のドラフトゲノ

ム、系統解析およびアントシアニン・フラボノイド生合成およびプロテオーム
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プロファイルを含むダイズ育種のための主要な特性に焦点を当て、日本のダイ

ズ品種エンレイのゲノム配列の解析を示す。 

 

2.3. 材料と方法 

 

2.3.1. ゲノムシークエンシング 

 

植物材料は農業生物資源研究所(以降、NIAS と呼ぶ)（現国立研究開発法人農業・

食品産業技術総合研究機構）のジーンバンクより提供された。オルガネラ DNA を

減らした高品質の核 DNA は、BAC DNA ライブラリ作成のゲノム DNA 抽出のために

設計されたプロトコルを変更し使用し、若い葉から抽出した[119]。 

 

配列決定はオペロンバイオテクノロジー社（Eurofins ゲノミクス）で Illumina 

HiSeq2000 を使用して得られた。スタンダードショートリードライブラリと 8 

kbp インサートのメイトペアーライブラリは、配列決定のため TruSeq SBS の V5

を使用して構築された。配列決定の後、ベースコールのため、HiSeq コントロー

ルソフトウェア v.1.4.8 と CASAVA 1.8.1（Illumina）を使用した。GS FLX 

Titanium General Library Preparation Kit and Rapid Library Preparation 

Kit (Roche)を用いて、シングルエンドライブラリと 3 kbp のメイトペアーライ

ブラリを構築した。構築したライブラリは、NIAS の Roche 454 FLX Titanium で

配列を読み出し、Roche 454 FLX Titanium のベースコーラで、配列を決定した。 

 

2.3.2. アセンブルとレファランスマッピング  

 

ゲノムの包括的な分析を容易にするために、De novo ゲノムアセンブリ

（G.max_Enrei1）とレファランスゲノムアセンブリ（G.max_Enrei2）を構築した。

G.max_Enrei1 アセンブリは、Roche 454 FLX Titanium でシークエンスしたシン

グルエンド配列と３kbps のメイトペアー配列、Illumina HiSeq2000 でシークエ

ンスした300bpsのペアードエンド配列と8kbpsのメイトペアー配列、ABI 3730XL

でシークエンスした約 100kbps の BAC エンド配列を Roche Newbler 2.7 を使用

してアセンブルした。 
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G.max_Enrei2 アセンブリは、Roche シークエンサから得られたシングルエンド

配列と Illumina HiSeq2000 シークエンサから得られたペアードエンド配列を

BWA 0.7.5a[120]で Williams 82 のバージョン Gmax275（以降、Gmax275）ゲノム

配列にマップし、SAMtools 0.1.19[121]でインデルを呼び出した後、NIG 

script[122]で、レファランスゲノムを作成した。 

 

DNA マーカーは、Williams 82 ゲノム構築時に使用された SSR マーカー、EST-SSR

マーカーなどの配列、エンレイの SNP-SSR から作成されたマーカー等を使用し

て作成された。 

 

BLASTn[123]を使用して G.max_Enrei2 シュードモレキュルとスキャフォールド

に DNA マーカーをマップし、DNA マーカーの順序を確認した。DNA マーカー配列

はクリアシークエンス領域、ギャップ領域、BAC エンド配列のヒット位置もしく

はヒット位置から推定される領域、De novo アセンブル由来のスキャフォールド

のヒット位置にマップされ、これらの情報を使い、DNA マーカー順を入れ替える

ための切断点が決定され、レファランスマッピングで作られたシュードモレキ

ュルを再構築した。 

 

2.3.3. 遺伝子モデリング 

 

リピート配列をマスクした Gmax275 ゲノムの領域 [１６番染色体、30,000,000–

37,887,014 bps] を使い、Augustus[124]で、Augustus で使用するパラメータフ

ァイルを構築した。RepeatMasker[125]で、G.max_Enrei2 のシュードモレキュル

やスキャフォールドからトランスポゾンを除去した配列を作成し、augustus-

3.0.2[124]で遺伝子モデルを構築した。RepeatMasker[125]で遺伝子モデルから

トランスポゾンを除去し、更に、この遺伝子モデルをクエリーとし、soyTE デー

タベース[126]をデータベースとした BLASTn サーチを行い、ビットスコア 100

以上の遺伝子モデルを除去した。これとは別に、Trinity version 2014-07-

17[87]で、RNAseq (PRJDB3582) をアセンブルし、172,753 の遺伝子モデルを構

築した。この遺伝子モデルは、EMBOSS getorf [127]を使用して、各 長の ORF

を持つものとした。 
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2.3.4. 系統解析 

 

シロイヌナズナ[128]、ミヤマハタザオ[129]、タルウマゴヤシ[36]、およびイネ

[130]の遺伝子モデルのアミノ酸配列と Gmax275 と G.max_Enrei2 の遺伝子モデ

ルのアミノ酸配列を用い、OrthoMCL v2.0.7[131]でクラスタリングした。不完全

な遺伝子モデルを除き、さらに、ゲノムから作られた遺伝子モデルと RNAseq か

ら作られた遺伝子モデルが一致する遺伝子モデルから作られたシングルコピー

遺伝子（オルソログ）のセットを作成した。シングルコピー遺伝子のセットの塩

基（コドンの 3塩基目が、A/T/G/C の何でも同じアミノ酸になる塩基）で構築さ

れた各種の配列を Clustal Omega 1.2.0[132]を使ってアラインした。アライン

された配列を MEGA 6.06[133]を使用して、基礎となる系統樹を作成し、PAML 

4.8a[134]、Multidivtime[135]、および FigTree1.4.2[136]を使用して、系統樹

を作成した。 

 

2.3.5. アントシアニン・フラボノイド生合成系 

 

アントシアニン・フラボノイド生合成に関連した Gmax275 と G.max_Enrei2 の遺

伝子モデルを OrthoMCL[131]でクラスタリングした。これらの遺伝子モデルを

BLASTn で関連付けた。 

 

2.3.6. プロテオーム解析 

 

エンレイ品種のプロテオーム解析は、登熟したダイズ種子を用いた。10 個の種

子子葉を液体窒素中で砕き、標準的な手順[137]を使って相分離で精製した。精

製タンパク質をトリプシンで消化した。質量分析のために、溶出されたペプチド

は、タンパク質同定のために使用した MS スペクトルとナノスプレーLTQ XL 

Orbitrap 質量分析計で分析した。タンパク質の同定は、Williams 82 バージョ

ン Gmax189（以降 Gmax189）のダイズペプチド配列 54,175[29]に対して Mascot

検索エンジンのバージョン2.4.1（Matrix Science, London, UK）およびProteome 

Discoverer のソフトウェアバージョン 1.4.0.288（Thermo Fisher Scientific）

を用いた。 
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Mascot の結果は、ペプチド同定の精度と感度向上のために Mascot Percolator

ソフトウェアを使用してフィルタされた[138]。篠田ら[139]の記載のようにタ

ンパク質の存在量は、emPAI 値を使用して分析した。Gmax275-Gmax189 の遺伝子

対応リスト[29]を使用して、遺伝子モデル Gmax189 で作成された結果を Gmax275

の遺伝子モデルに変換した。OrthoMCL[131]を使って Gmax275と G.max_Enrei2の

遺伝子モデルをクラスタリングした後、クラスタリングされた Gmax275 と

G.max_Enrei2 の遺伝子モデルを BLASTn で関連付けた。 

 

2.4. 結果と考察  

 

2.4.1. ゲノムシークエンシングとレファランスマッピング 

 

シークエンスされた配列情報を De novo アセンブリとレファランスマッピング

で使用した配列を表 2-1 に示す。 

 

   表 2-1 De novo アセンブリとレファランスマッピングで使用した配列 

 

DDBJ BioProject ID PRJDB3582 

 

30.4 倍のカバレッジの配列を用いて、エンレイゲノムの De novo アセンブル配

列 G.max_Enrei1:アクセッション番号 BBNX01000001-BBNX01092182 (92,182 エ

ントリ)が得られた。22.2 倍のカバレッジの配列を用いて、エンレイゲノムの

レファランスマッピング配列が得られた。G.max_Enrei2 に DNA マーカーをマッ

プし、連鎖群との差がある８箇所の部位（補足表 2-1）を得た。ゲノムのギャ
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ップ位置、BAC エンド配列のマップ位置、DNA マーカーのマップ位置、

G.max_Enrei1 のマップ位置を基に決定された切断点を使い、修正されたレファ

ランスマッピング配列 G.max_Enrei2:アクセッション番号 BBNX02000001-

BBNX02108601 (10,8601 エントリ)とシュードモレキュル（表 2-2）を作成し

た。シュードモレキュルと Gmax275 ゲノム（ギャップあり 978,495,272bps、ギ

ャップなし 955,380,172bps）[29]との長さの比較では、シュードモレキュルの

ギャップありでは 501,501bps 短く、ギャップなしでは 27,675,438bps 短かっ

た。また、エンレイゲノムに Gmax275 遺伝子モデル、DNA マーカー、BES エン

ド配列をマップし、表 2-3 エンレイゲノムにマップされた数・割合を得た。 

 

表 2-2 エンレイゲノムアセンブルと遺伝子アノテーション 

 

 

表 2-3 エンレイゲノムにマップされた数・割合 

 

 

2.4.2. 一塩基多型、挿入・欠失 

 

max275 ゲノムに G.max_Enrei2 ゲノム構築で使用したシークエンス配列をマッ

プすることで、合計 1,659,041 の一塩基多型（SNP）と 344,418 の挿入・欠失

（INDEL）を同定した（表 2-4）。Gmax275 と G.max_Enrei2 ゲノム間で、一塩基

多型（SNP）と挿入・欠失（INDEL）は存在し、表 2-4 は二品種のゲノム構造の違

項目 配列数 マップされた数 割合(%) 備考

Gmax275遺伝子モデル 56,264 56,043 99.6

エンレイDNAマーカー 1,860 1,773 98.8 別冊表2-2

エンレイBACエンドペアー配列 92,451 70,551 76.3
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いを示している。主なところは、SNP および INDEL の両方が１８番染色体で多

く、１１番染色体で少なかった。Gmax275 に対する SNP 間の平均距離は、589.8 

bp/SNP、 小距離は１８番染色体の 320.8 bp/SNP、 大距離は５番染色体の

984.9 bp/SNP であった。 

 

表 2-4 エンレイゲノムの一塩基多型と挿入・欠失 

 

 

2.4.3. 遺伝子モデル 

 

Augustus で予測された遺伝子モデル数は、107,423 個となった。この遺伝子モ

デルをRepeatMaskerにかけリピート配列を除いた遺伝子モデル数は、80,519個、

更に、ダイズ固有のトランスポゾンを除くため、soyTE データベースでヒットし

た遺伝子モデルを除き、 終的に、60,838 個のスプライスバリアント（DNA から

3 個以上のエクソンが切り出される場合、mRNA が生成される過程で、エクソン

が選択的に使用されることで、異なる活性、構造を持つタンパクが生成されるこ

と）がない遺伝子モデルを得た（表 2-2）。Gmax275 の遺伝子モデル 56,044 個

[29]（スプライスバリアントなし）との比較では、コーディング平均配列長がエ

ンレイで 1,455bps、Gmax275 で 1,168bps となり、エンレイの方が長く、平均エ

クソン長がエンレイで 323bps、Gmax275 で 231bps となり、エンレイの方が長か

った。平均エクソン数では、Gmax275 で 5 個、エンレイで 4.5 個であり、エンレ

Chr / Scaffold Total SNPs INDELs Gmax275
length (bp)

Ave. distance between
SNPs (bp/SNP)

Chr01 100,579 83,446 17,133 56,831,624 681.1
Chr02 74,948 59,609 15,339 48,577,505 814.9
Chr03 141,828 119,939 21,889 45,779,781 381.7
Chr04 145,472 124,527 20,945 52,389,146 420.7
Chr05 55,513 42,883 12,630 42,234,498 984.9
Chr06 120,485 100,191 20,294 51,416,486 513.2
Chr07 80,162 65,291 14,871 44,630,646 683.6
Chr08 70,402 55,030 15,372 47,837,940 869.3
Chr09 83,562 66,788 16,774 50,189,764 751.5
Chr10 86,648 70,730 15,918 51,566,898 729.1
Chr11 48,787 38,151 10,636 34,766,867 911.3
Chr12 68,258 55,465 12,793 40,091,314 722.8
Chr13 112,150 90,966 21,184 45,874,162 504.3
Chr14 68,399 55,182 13,217 49,042,192 888.7
Chr15 130,143 111,062 19,081 51,756,343 466.0
Chr16 91,740 75,716 16,024 37,887,014 500.4
Chr17 88,611 73,878 14,733 41,641,366 563.7
Chr18 209,015 180,878 28,137 58,018,742 320.8
Chr19 138,041 118,469 19,572 50,746,916 428.4
Chr20 70,129 55,818 14,311 47,904,181 858.2
Scaffolds 18,587 15,022 3,565 29,311,887 1951.3
Total 2,003,459 1,659,041 344,418 978,495,272 589.8
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イの方が少なかった。若葉由来の RNAseq（表 2-5）から作られた も長いオープ

ンリーディングフレーム(ORF)を持つ遺伝子モデルが 172,753 個あり、ゲノムか

ら作られた遺伝子モデルにマップした。50％以上のカバーした遺伝子モデルは

20,542 個、90％以上のカバーした遺伝子モデルは 5,950 個、完全に一致した遺

伝子モデルは 2,269 個であった。 

 

表 2-5 若葉から抽出した cDNA の配列とアセンブル 

 

 

Gmax275 と G.max_Enrei2 間の遺伝子モデルの違いは、二品種間の SNP だけでな

く、遺伝子モデルの構築に使用されるいくつかのパラメータに起因する可能性

があると考えられる。 

 

2.4.4. 系統解析 

 

OrthoMCL[131]で、シロイヌナズナ[128]、シロイヌナズナの近縁種ミヤマハタザ

オ[129]、ダイズ品種 Williams 82[29]、エンレイ、メタルウマゴヤシ[36]、イ

ネ(Os-Nipponbare-Reference-IRGSP-1.0)をクラスタリングし、整列させた。こ

れらの種間の系統関係と分岐年代推定のため、RNAseq から作られた遺伝子モデ

ルと完全一致するエンレイの遺伝子モデルのシングルコピー遺伝子のセットが、

選択された（別冊表 2-3）。 

 

シロイヌナズナとミヤマハタザオの分岐年代は、約 13Mya[140]と推定される。

この値を基準にすると計算されたシロイヌナズナとミヤマハタザオの分岐年代

（95PD： 19.30 から 8.52Mya）、Williams 82 とエンレイの分岐年代は、0.34Mya

（95PD: 0.78 から 0.10Mya）と推定された（図 2-1）。 

 

Library name EW1_ATCACG_L001..EW1_ATCACG_L007
No. of libraries 7
Insert size 300 bp
No. of entries 71,134,481
No. of contigs 754,548
No. of ORFs 395,330
No. of longest ORFs 172,753
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図 2-1 分岐年代。 Gmw:ダイズ Williams 82、Gme:エンレイ、Ath:シロイヌナ

ズナ、Aly:ミヤマハタザオ、Mtr:タルウマゴヤシ、ピンク色のバーは、95％の

確率密度、Mya は百万年の単位である。 

 

また、ダイズ属とタルウマゴヤシの分岐年代は 56.76Mya（95PD：84.54 から

36.99Mya）と推定され、ダイズ/タルウマゴヤシ属とシロイヌナズナ属の分岐年

度は、83.67Mya（95PD：122.51 から 55.57Mya）であった。以前の研究では、ダ

イズ属とタルウマゴヤシの分岐年代が 54Mya と推定される[141]。58Mya 頃発生

した全ゲノム重複（WGD）がタルウマゴヤシを形作る主要な要因である[36]。 

 

ダイズの祖先とダイズの野生種は、0.27Mya[115]もしくは 0.8Mya[116]に も近

い共通祖先から分岐した。分岐が 0.8Mya だとすると、Williams 82 とエンレイ

の分岐年代は 0.34Mya とより新しかった。Li らの指摘にあるように、分岐選択

は、ダイズ種の祖先と野生種ダイズの分化に寄与した可能性がある[116]。異な

る環境への適応としての分岐選択は、 も近い共通祖先から Williams 82 とエ

ンレイ双方の分化に寄与したと考えられる。 

 

2.4.5. アントシアニン・フラボノイド生合成系 

 

ダイズのいくつかのカルコン合成(CHS)遺伝子CHS3 ( P19168 )、CHS1 ( P24826 )、

CHS7 ( P30081 )、CHS4 ( Q6X0N0 )、および CHS8 ( AY237728 )は、種皮の色

素沈着に関連付けられている[142]。これら CHS 遺伝子の物理的位置は、RNA サ

イレンシングに関連付けられている遺伝子座を持つBACアセンブリ[143,144]や
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WGS アセンブリ[29]を使用して決定された。Gmax275 ゲノムアセンブリに対応す

る遺伝子は、以下のとおりである。 

 

CHS1（Glyma.08G109400）、CHS2（Glyma.05G153200）、CHS3（Glyma.08G110300

と Glyma.08G110900）、CHS4（Glyma.08G110500 と Glyma.08G110700）、CHS5

（ Glyma.08G109200、 Glyma.08G109300、および Glyma.08G110400）、 CHS6

（Glyma.09G075200）、CHS7（Glyma.01G228700）、CHS8（Glyma.11G011500、お

よび CHS9（Glyma.08G109500） 

 

このパスウェイにおける大多数の遺伝子は、Williams 82 とエンレイの双方にあ

る（図 2-2）。 
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Enzyme Chr.no. Williams82 gene name (Gmax275) ENREI gene name

PAL 10 Glyma.10G209800 Gmech0010G03487

PAL 20 Glyma.20G180800 Gmech0020G03393

4CL 1 Glyma.01G232400 Gmech0001G04494

4CL 7 Glyma.07G112700

4CL 11 Glyma.11G010500, Glyma.11G091600 Gmech0011G00081, Gmech0011G00767

4CL 13 Glyma.13G095600, Glyma.13G372000 Gmech0013G01703, Gmech0013G04132

4CL 15 Glyma.15G001700 Gmech0015G00022
4CL 17 Glyma.17G064400, Glyma.17G064500, Glyma.17G064600 Gmech0017G00575, Gmech0017G00576, Gmech0017G00577

C4H 2 Glyma.02G236500 Gmech0002G03627

C4H 10 Glyma.10G275600 Gmech0010G04048

C4H 14 Glyma.14G205200 Gmech0014G03800

C4H 20 Glyma.20G114200 Gmech0020G02809

CHS 1 Glyma.01G073600, Glyma.01G091400, Glyma.01G228700 Gmech0001G01135, Gmech0001G02138, Gmech0001G04461

CHS 2 Glyma.02G130400 Gmech0002G01230

CHS 5 Glyma.05G153100, Glyma.05G153200 Gmech0005G02640

CHS 6 Glyma.06G118500, Glyma.06G118600 Gmech0006G00999

CHS 8
Glyma.08G109200, Glyma.08G109300, Glyma.08G109400,
Glyma.08G109500

Gmech0008G00926, Gmech0008G00927, Gmech0008G00928,
Gmech0008G00929

CHS 8
Glyma.08G110300, Glyma.08G110400, Glyma.08G110500,
Glyma.08G110700, Glyma.08G110900

CHS 9 Glyma.09G074900, Glyma.09G075200 Gmech0009G00747, Gmech0009G00751

CHS 11 Glyma.11G011500, Glyma.11G097900 Gmech0011G00090, Gmech0011G00823

CHS 12 Glyma.12G023800 Gmech0012G00205

CHS 13 Glyma.13G034300 Gmech0013G00877

CHS 19 Glyma.19G105100 Gmech0019G02509

CHI 1 Glyma.01G166300 Gmech0001G03908

CHI 2 Glyma.02G048700 Gmech0002G00430

CHI 3 Glyma.03G154600 Gmech0003G02851

CHI 4 Glyma.04G222400 Gmech0004G03876

CHI 6 Glyma.06G143000 Gmech0006G01203

CHI 10 Glyma.10G292200 Gmech0010G04176

CHI 11 Glyma.11G077200 Gmech0011G00642

CHI 13 Glyma.13G262500 Gmech0013G03207

CHI 14 Glyma.14G098100

CHI 15 Glyma.15G242900

CHI 16 Glyma.16G128800 Gmech0016G02252
CHI 17 Glyma.17G226600 Gmech0017G03319
CHI 19 Glyma.19G156900

CHI 20 Glyma.20G241500, Glyma.20G241600, Glyma.20G241700 Gmech0020G03913, Gmech0020G03914, Gmech0020G03915

F3H 1 Glyma.01G166200 Gmech0001G03907

F3H 2 Glyma.02G048400 Gmech0002G00428

F3H 2 Glyma.02G048600 Gmech0002G00429

F3H 16 Glyma.16G128700 Gmech0016G02250

DFR 2 Glyma.02G158700
DFR 13 Glyma.13G203800 Gmech0013G02695

DFR 13 Glyma.13G355600 Gmech0013G03984

DFR 14 Glyma.14G072700

DFR 14 Glyma.14G072800

DFR 14 Glyma.14G072900

DFR 15 Glyma.15G018500
DFR 17 Glyma.17G173200 Gmech0017G01714

DFR 17 Glyma.17G252200 Gmech0017G03547

DFR 17 Glyma.17G252300

ANS 1 Glyma.01G214200 Gmech0001G04339

ANS 11 Glyma.11G027700 Gmech0011G00224

FLS 5 Glyma.05G088100, Glyma.06G 110600 Gmech0005G00932, Gmech0006G00935
FLS 13 Glyma.13G082300 Gmech0013G01540

FLS 14 Glyma.14G163300

Anthocyanidin

Intermediate

L-Phenylalanine

Flavanol

Cinnamic acid

4-Coumaric acid

4-Coumaroyl-CoA

Chalcone

Flavanone

Dihydroflavonol

Flavan-3,4-diol
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図 2-2 アントシアニン・フラボノイド生合成のための主要なパスウェイに関与

する酵素、Gmax275 とエンレイの対応する遺伝子。 PAL (Phenylalanine 

ammonia-lyase)、4CL (4-coumaroyl-CoA-ligase)、C4H (cinnamate-4-

hydroxylase)、CHS (chalcone synthase)、CHI (chalcone reductase)、F3H 

(flavanone 3-hydroxylase)、FLS (flavonol synthase)、DFR 

(dihydroflavonol 4-reductase) and ANS (anthocyanidin synthase). 

 

しかし、７番染色体の一つの 4CL 遺伝子、８番染色体の５つの CHS 遺伝子、１

４番/１５番/１９番染色体の３つの CHI 遺伝子、１４番染色体の一つの FLS 遺

伝子、２番/１４番/１５番/１７番染色体の６つの DFR 遺伝子が、エンレイゲノ

ムでは存在が認められなかった。UniProt（The Universal Protein Resource）

でアノテーションが付けられ位置が決定された両種の CHS 遺伝子以外の遺伝子

は、断片化された配列であったため、エンレイでは存在が認められなかった（図

2-3）。 

 

 
 

図 2-3 ダイズ８番染色体の CHS 遺伝子クラスタの位置を示す領域。 CHS 遺伝

子クラスタによって特徴付けられた Gmax275 の領域[８番染色体: 8.3-8.5 

Mb](a) に対応するエンレイ(b)。上流側の CHS 遺伝子は両者間で関係付けられ

たが、下流側の CHS 遺伝子は断片化配列のためエンレイでは存在が確認できな

かった。 
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これら遺伝子の殆どは、豆の皮色やヘソの色に関するものであり、アントシアニ

ン・フラボノイド生合成パスウェイのエンレイにおけるこれらの欠落は、siRNA

活性[145,146]に関係しているかも知れない。 

 

2.4.6. 子葉におけるタンパク質 

 

種子プロテオームデータに関連する遺伝子モデルを使用して、貯蔵タンパク質、

脂質合成/分解酵素、タンパク質輸送/折り畳み、LEA（Late embryogenesis 

abundant）タンパク質、解糖経路の酵素、プロテアーゼ/プロテアーゼ阻害剤な

どに対応する 164 の子葉におけるタンパク質の遺伝子モデル（別冊表 2-4）が同

定された。 

 

乾燥種子のタンパク質含有量は乾物重の 35%から 42%であり[147,148]、子葉タ

ンパク質の 70％は cupin スーパーファミリ[149]の一部であるβ-コングリシニ

ンに相当する 7S グロブリンとグリシニンに相当する 11S グロブリン

[147,150,151]である。登熟したダイズ種子の関連する子葉タンパク質を同定す

るために、子葉のプロテオーム解析を行い、160 個の Gmax189 のタンパク質遺伝

子モデルは範囲 7.87mol％から 0.03mol％ （別冊表 2-4）のエンレイのタンパク

質遺伝子のモデルに対応する。これらのタンパク質のほとんどは、貯蔵タンパク

質やβ-コングリシニンやグリシニンを含む cupin であり、総 mol％の約 42％、

総重量の約 55％（質量*モルの和）である（表 2-6）。 

 

表 2-6 エンレイにおける貯蔵タンパクおよび cupin 成分 

 

Chromosome Related no.
of gene

Weight %
(mass * mol)

mol %

Chr10 6 19.8 14.27

Chr20 4 15.7 14.58

Chr03 1 6.6 4.31

Chr13 1 4.6 3.06

Chr19 1 2.8 1.88

Chr04 1 2.4 1.99

Chr02 1 2.1 1.36

Chr11 1 1.2 0.85

Chr01 1 0.1 0.07

total 17 55.4 42.4
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種子貯蔵タンパク質の含有量を制御する遺伝子は多く存在する[152,153]。リポ

キシゲナーゼ 1、パーオキシゲナーゼ 2、およびオレオシンファミリータンパク

質遺伝子[154]のような脂質代謝に関連した遺伝子、HSP20 のようなシャペロン、

PDI-like、SNF7 ファミリ、および液胞ソーティング受容体タンパク質のような

ソーティング/折り畳み関連タンパク質、凝集での他のたんぱく質からの保護に

重要であるかも知れない LEA タンパク質遺伝子などが、エンレイゲノムの中で

多く現れた。また、発芽段階で重要な役割を果たし得る解糖パスウェイ、酵素、

およびプロテアーゼ/プロテアーゼ阻害剤に含まれるいくつかの遺伝子が見つ

かった。このプロテオームプロフィールは、栽培条件への適応や品種多様性を理

解するための基盤を提供する。 

 

2.4.7. エンレイゲノムデータベース 

 

ゲノム情報表示には DAIZUbase[155]を用いた。エンレイより BAC ライブラリを

作成し、この BAC エンド配列をサンガー法シークエンサでリードしたエンレイ

BAC エンド配列を Williams 82 ゲノムにマップすることにより BAC エンド配列

の物理的位置を決定し、DAIZUbase で公開した。すべての配列データは日本のダ

イズ品種エンレイに焦点をあてたダイズゲノムのインフォマッティックスリソ

ースとして、DAIZUbase[156]に加えた。このデータベースには、エンレイゲノム

配列とエンレイ BAC クローンとそれに付随するすべての注釈を表示するための

インタラクティブなページ付きの GBrowse[97]を用意した。また、DAIZUbase に

は、遺伝地図とエンレイ品種の物理的地図との関係を示す地図が含まれる。 

 

2.5. 結論  

 

国内栽培に合うダイズの品種改良のための様々な情報を国産ダイズ品種エンレ

イゲノム配列は提供する。ゲノム配列は、日本のダイズゲノム構造解析、農業

的に重要な形質のランドマークとなる DNA マーカーの開発、ダイズにおける重

要な遺伝子の同定のための研究資源の開発、病害および病害虫抵抗性、生産性

および地域適応性のような重要な形質を制御する遺伝子の単離を通じて、効果

的なダイズ育種のための新しい戦略を補完する。特定の形質を制御する遺伝子
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の詳細な知識は、より効果的なダイズの改良を可能にし、研究者に様々な環境

条件に適応する植物型の開発を許容する。 
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第 3 章 カイコゲノム統合データベース開発 

 

3.1. 概要 

 

大規模な絹生産を行うためのカイコ Bombyx mori は、発展途上国で経済的に

も重要な昆虫の 1つである。ゲノムやバイオテクノロジツールの進歩により、

カイコは生物医学的に興味のある様々な組換タンパク質の生産のためのバイオ

リアクタ（生化学反応を行う装置）にもなっている。2004 年にカイコゲノムに

関する 2つのゲノム塩基配列決定プロジェクトが日本および中国のチームによ

って報告された。しかし、両者のゲノムは、明確なゲノムアノテーションに不

可欠な長いゲノムスキャフォールドを構築するにはデータセットが不十分であ

った。2008 年に日中のデータセットが、日中の共同作業によって統合され、カ

イコゲノムが構築された。日本および中国のグループが、カイコホールゲノム

ショットガン配列決定のために準備したデータセットに、新たに日本側から

fosmid エンド配列および BAC エンド配列が加えられた。構築された配列は、昆

虫ゲノムの中で 良の連続性：N50（配列を降順にならべ、全長の 50%のときの

配列長）スキャフォールドサイズで〜3.7Mb、28 本の染色体すべてに対する塩

基カバー率は 88％となった。シュードモレキュル作成では、BAC クローンのフ

ィンガプリンティングによって構築された BAC コンティグの物理マップおよび

BAC エンド配列を用いて構築された SNP リンケージマップを利用した。 

 

並行して、様々な組織および発育段階における二次元ポリアクリルアミドゲル

電気泳動のプロテオームデータを、カイコプロテオームデータベース

KAIKO2DDB にまとめた。 後に、トランスポゾン挿入系統の挿入位置および発

現データを記録するための Bombyx trap データベースを構築した。機能解析研

究におけるゲノム情報の効率的利用のために、ゲノム配列、物理的および遺伝

的地図情報および EST データを KAIKObase に組込んだ。 

 

カイコゲノム統合データベース KIAKObase は、4種類のマップビュア、ジーン

ビュア、および配列、キーワード、位置の検索システムからなり、ゲノム配

列、遺伝子、スキャフォールドおよび染色体レベルで結果およびデータを表示
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する。更に、カイコプロテオームデータベース KAIKO2DDB と Bombyx trap デー

タベースを KAIKObase と統合することにより、包括的で効率的なカイコのゲノ

ムデータベースを構築した。 

 

3.2. はじめに 

 

カイコ Bombyx mori は、クワコ（野生のカイコ）Bombyx mandarina から約

5,000 年前に絹生産のために家畜化された。カイコは飼いならされた唯一の昆

虫であり、カイコの生存と繁殖は人間に完全に依存している。現在、カイコは

多くの開発途上国において大規模な絹生産のために利用され、経済的に も重

要な昆虫の一つである。ゲノムレベルでのクワコとの比較は、家畜化に至る人

工的選択の影響を調べる機会を提供する。更に、カイコは も有害な農業害虫

を含む昆虫の中で 2番目に種類が多い鱗翅目に属する昆虫で、モデル生物でも

ある。バイオテクノロジの発展により、カイコは組換えタンパク質の生産のた

めの重要なバイオリアクタとして使用されるようになった[157,158]。カイコ

のゲノム情報は、養蚕の改善に強い影響を与えるだけでなく、害虫駆除のため

の新しい方法の開発を容易にするものである。 

 

昆虫は地球上で も多様な種であり、それらの特徴的な生物学的現象は基礎科

学および産業にとって重要な資源であるため、昆虫のゲノム解析は近年急速に

進められた。ショウジョウバエ[15]、ハマダラカ[16]、ミツバチ[17]およびコ

キヌモドキ[18]のドラフトゲノム配列が公表されている。2004 年にはカイコの

ホールゲノムショットガン（WGS）配列が日本[159]と中国[160]で報告された

が、これら両者のゲノム情報は、他の種の解析と比較してシークエンス量が少

ないためゲノム配列情報が不十分であった。その後、2つの WGS データセット

に新たに得られた fosmid エンド配列および BAC エンド配列を加え、ゲノムの

再構築が実施された。これらの 2つのゲノムシークエンスは 2つの異なるカイ

コの系統に由来するが、両者の配列比較の結果、塩基レベルでわずか 0.2％の

差しか示さなかった。また、日本の WGS に用いられた p50T 近交系は、中国系

の Dazao 系統と同じ起源に由来していた。RAMEN アセンブラは、高感度領域の

シード文字列のルックアップテーブル生成と、効率的なダイナミックプログラ

ミングによるオーバーラップリードの迅速な検出と高速アライメントが使われ
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ている。さらに、RAMEN には、2つのユニークなサブコンティグに隣接するリ

ピートサブコンティグを 1つのユニークなコンティグに変換するためのリピー

トのもつれを解く方法が含まれているため、カイコゲノムの高密度トランスポ

ゾンに関連する問題を回避することができる。配列決定された農業上重要な昆

虫ゲノムの中で、カイコゲノムアセンブリ（432Mb）は 良の連続性（N50 スキ

ャフォールドサイズで約 3.7Mb）を有し、28 本の染色体すべてに対する塩基カ

バー率は 88％を得た。これは、BAC エンド配列の解析で構築された統合された

高密度 SNP リンケージマップの使用、FPC プログラムを用いた BAC フィンガプ

リンティングで確立されたコンティグの物理マップの統合で可能となった

[108]。関連するプロジェクトでは、SilkBase[109]にさまざまな組織や異なる

発育段階から得られた EST データが集められた。二次元ポリアクリルアミドゲ

ル電気泳動と質量分析[110]から異なる発育段階の異なる組織のプロテオーム

データが得られた。レポータ発現パターンおよび遺伝子トラップ系統やエンハ

ンサトラップ系統[161]のミューテータの挿入された位置を提供するための

Bombyx trap データベースが構築された。 

 

様々な生物のゲノム情報の膨大な蓄積により、データと結果を視覚化するため

の広範なツールが開発された。遺伝地図と物理地図を表示できる AceDB[162]、

INE[90]、NCBI Map Viewer[163]、Cmap[93,164]などのシステムで広く使用さ

れる。続いて、染色体またはスキャフォールドなどの Mb オーダーの広範なゲ

ノム情報を表示する Ensembl[94]、GBrowse[97]、UCSC browser[96]、UTGB[98]

などゲノムブラウザが開発された。 

 

ユーザフレンドリで効率的なカイコのゲノムデータベースを構築するため、ゲ

ノム配列、地図情報、EST、プロテオームデータ、エンハンサトラップの情報

を統合して、データのアクセス性を向上させたカイコゲノム統合データベース

KAIKObase というデータベースを構築した。塩基配列、スキャフォールドおよ

び染色体は、GBrowse および UTGB によって表示される。 

 

3.3. データセット内容 

 

3.3.1. ゲノム配列情報 
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KAIKObase にはスキャフォールド（アクセッション番号 DF090316-DF092116）お

よびコンティグ（アクセッション番号 BABH01000001-BABH01088672）のうち、ス

キャフォールドで使用されていないコンティグを含む合計 43,462 個の配列で、

総ゲノムサイズは 482Mb（403Mb ギャップなし）が含まれる。そのうち 192 のス

キャフォールドが 28 本の染色体にマッピングされた。スキャフォールド間に

500Kb の人為的なギャップを割り当て、全長が 503Mb（ギャップなしで 393Mb）

に相当するシュードモレキュルを作成した。さらに、81,705 個の BAC エンド配

列（アクセッション番号 DE283657-DE378560、DE378561-DE420875）、174,222 の

fosmidエンド配列（アクセッション番号DE143284-DE189151、DE246947-DE248527、

DE420876-DE647768）および 166,757 の EST が含まれる[19]。EST のアクセッシ

ョン番号をもった cDNA ライブラリーリストを別冊表 3-1 に示す。 

 

3.3.2. ゲノム配列にマップされる情報 

 

遺伝地図と物理地図は、カイコゲノムの基本情報を提供する。組み合わされたマ

ップは、16,209 の遺伝子モデル、1,532 の SNP マーカー、770 の形質マーカー、

および 5,419 の FPC コンティグを含む。14,622 の遺伝子モデルは、GLEAN に基

づくアルゴリズム[165]を用いて中国のグループが作成した。さらに、GPCR[19]、

OBP、CSP[19]、キューティクルタンパク質[19]および tRNA 遺伝子を含む 1,587

の遺伝子[19]は、日本のグループが自動注釈および手動注釈によって作成した。

SNP マーカーは、BAC エンド配列から同定された。形質マーカーは、トランスポ

ゾン挿入系統（エンハンサトラップ系統または遺伝子トラップ系統）におけるト

ランスポゾンベクタ（ミューテータ）の位置を表す。FPC コンティグは、BAC フ

ィンガプリンティングによってアセンブルされた BAC コンティグを表す。 

 

3.3.3. プロテオーム情報 

 

カイコムプロテオームに関する情報は KAIKO2DDB[110]によって提供される。異

なる発育段階（例えば、第 4齢および第 5齢幼虫、紡糸および蛹化段階）および

様々な組織（例えば、中腸、脂肪体、中部絹糸線、後部絹糸線、マルピギ細管、

卵巣、および血リンパ）を含む 2次元ポリアクリルアミドゲル電気泳動は 116 の

画像で構成される。2次元ポリアクリルアミドゲル電気泳動のスポットは、分子
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量等電点などの情報を提供する。このスポットに対応する EST および選ばれた

遺伝子モデルもゲル画像上に表示される。 

 

3.3.4. 発現遺伝子可視化情報 

 

新規遺伝子の網羅的な探索と導入遺伝子の人為的な発現制御のため、エンハン

サトラップ系統(補足 3-1 エンハンサトラップ系統参照)[161]が作出された。

作出された系統のプロファイルをまとめるため、Bombyx trap データベースが

構築された。エンハンサトラップ系統における EGFP-reporter 発現とミューテ

ータの挿入部位に関する情報を含む Bombyx trap データベースには、288 個の

トランスポゾン挿入系統、例えばエンハンサトラップ系統および遺伝子トラッ

プ系統の情報、ゲノム配列中の挿入位置、種々の発育段階、器官および組織の

遺伝子発現プロファイル、および関連する写真(遺伝子発現可視化)が含まれ

る。 

 

3.4. データベース KAIKObase の構成 

 

KAIKObaseは、カイコのゲノム情報への入口として、4つの地図ブラウザ（PGmap、

UnifiedMap、GBrowse、UTGB）、遺伝子ビューア（GeneViewer）、2つの独立デー

タベース（KAIKO2DDB と Bombyx trap データベース）、配列検索、位置検索シス

テムを持つ（図 3-1）。PGmap と UnifiedMap は、各染色体の利用可能な情報の全

体像を提供する。UTGB および GBrowse は、同様な情報（染色体毎のスキャフォ

ールドから生成された領域に基づいた塩基レベル）を提供する。GeneViewer は

各染色体上の遺伝子を含む遺伝子モデルの説明を提供する。 
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図 3-1 KAIKObase のフローチャート。 a）KAIKObase のトップページに PGmap

と UnifiedMap へのリンクを設けた；b）キーワードおよび位置検索機能；c）

BLAST を用いた配列検索機能；d）fasta シークエンスおよび設定パラメータの

入力；e）キーワードおよび位置検索の結果；f）配列検索の結果；g）Bombyx 

trap データベースのトップページ；h）Proteome データベースのトップペー

ジ；i）PGmap 遺伝地図と物理地図の画像を示す；j）UnifiedMap 遺伝地図と

様々な選択可能な物理的地図を示す；k）UTGB 様々な選択可能な物理的マップ

機能を示す；l）GBrowse 様々な選択可能な物理的マップ機能を示；m）

GeneViewer 遺伝子プロフィールを示す。 

 

KAIKO2DDB（Proteome データベース）は、カイコの様々な発育段階と組織から生

成されたプロテオームデータで構成される。このシステムは、ExPASyの make2DDB 

II（ver.2.50.1）パッケージ[102,166]を使用して開発した[110]。 

 

Bombyx trap データベースは、トランスポゾン挿入系統（エンハンサトラップ系

統または遺伝子トラップ系統）におけるトランスポゾンベクタ（突然変異体）の
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レポータ発現および位置に関する情報を 2 つのデータマイニングアプローチ、

すなわち「キーワード検索」および「図検索」で提供する。 

 

配列検索機能は、NCBI BLAST ソフトウェア[123]を用いてクエリー配列のゲノム

内での位置情報を提供する。 

 

キーワードおよび位置検索機能は、クエリーキーワードのゲノム配列中の位置

に関する情報およびその範囲を区切るための情報を提供する。 

 

１）PGmap 

 

PGmap は、遺伝地図と物理地図の外観を閲覧できる地図である。これは、SNP マ

ーカー、Bombyx trap データベースで使用する形質マーカー、反復配列のバーチ

ャート、および染色体範囲の遺伝子配列のバーチャートからなる。ゲノム中の領

域または位置を指定することによって、染色体全体または特定の染色体領域の

遺伝的および物理的長さを視覚的に比較することができる。特に、選択された領

域の配列は、GBrowse に連結される。PGmap の Web インタフェースは、Javascript

で記述された通信を使用する（図 3-2）。 

 

 

 

図 3-2 PGmap と UnifiedMap の通信。 青い線は、PGmap と UnifiedMap にアク

セスして染色体番号を選択し、地図の縮尺を変更するときの情報の流れを表
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す。赤い線は、カーソルを配置して UnifiedMap からの詳細情報を選択したと

きの情報の流れを表す。 

 

２）UnifiedMap 

 

UnifiedMap は、遺伝地図と物理地図の概要を提供する PGmap と同様の機能を持

つ中程度の外観を閲覧するための地図である。目的の染色体範囲内のスキャフ

ォールド、コンティグ、FPC コンティグ、BAC エンド、fosmid エンド、SNP マー

カー、および形質マーカーに関する詳細情報を提供する。チェックボックスから

のオン・オフにより、物理的な地図アイテムを表示または非表示にする。4段階

の表示スケーリングを持つ。遺伝地図内のマーカーは物理地図上のマーカーに

リンクされ、物理地図上のマーカーはGBrowseおよび配列情報にリンクされる。

Web インタフェースは、JavaScript で記述された通信を使用する（図 3-2）。

  

 

３）UTGB 

 

UTGB は、PGmap および UnifiedMap によって提供される染色体範囲よりも小さい

が、GBrowse カバレッジよりも大きい中間カバレージを提供する。表示項目は、

FPC コンティグ、BAC エンド、fosmid エンド、および遺伝子モデルである。UTGB

で使用している情報を表示するトラックは、従来のゲノムブラウザの表現力と

拡張性を高めた独立した Web アプリケーションである。 

 

４）GBrowse 

 

GBrowse は、制限酵素部位、FPC コンティグ、6フレーム翻訳、DNA / GC 含量、

コンティグ、EST、転写プロファイル、BAC、BAC エンド、fosmid エンド、遺伝子

モデルおよび遺伝子、SNP マーカーおよび形質マーカー情報をトラックとして提

供する。遺伝子モデルトラックのポップアップバルーンは、1）GBrowse 機能に

よって表示される配列情報、2）各遺伝子の詳細情報を有する GeneViewer、およ

び 3）プロテオームデータベースへのリンクを示す。形質マーカーに関連するポ

ップアップバルーンは、1）GBrowse 機能によって表示される配列情報、および
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2） Bombyx trap データベースへのリンクを示す。さらに、スキャフォールドに

EST をマッピングするために、フィルタオプションのない BLASTn 検索を使用し

た。クエリーは EST、データベースとしてスキャフォールドを使用した。BLAST 

e-value が 0.01 未満で BLAST のトップスコアを持った EST がマップされた。 

 

５）GeneViewer 

 

GeneViewer は遺伝子モデルの全体像を提供する。表示項目は、1）塩基およびス

プライシングされた塩基の画像およびPfamデータベースにおけるドメイン検索

の結果；2）KAIKO2DDB へのリンク；3）染色体番号、エキソンの位置および GC 含

量を含む予測された遺伝子に関する詳細情報；4）BLASTn（上位 3EST）、BLASTp

（上位 10 タンパク質）、HMMER および ProfileScan の配列アラインメントを持

っ た 相 同 性 検 索 の 結 果 ； 5 ） PSORT 、 SOSUI 、 MOTIF お よ び Gene 

ontology(InterProScan 結果から GO へのマップによる)におけるアミノ酸分析

の結果、InterProScan のグラフ表示、および 6）予測遺伝子の塩基配列、スプラ

イシングされた塩基配列および翻訳されたタンパク質配列にリンクする。 

 

６）ソフトウェア 

 

KAIKObase で使用されるソフトウェアはパブリックドメインから入手し、特定の

データに合わせて修正した。2002 年 Stein らによって開発された GBrowse の改

定版は、GMOD（Generic Model Organism Database Project）[167]から利用可能

であり KAIKObase ではこれを利用した。UTGB バージョン 1.0 は、UTGB（UT Genome 

Browser）[168]のゲノムブラウザである。BLAST 検索エンジンは、配列検索のた

めにNCBI BLAST[123]バージョン2.2.17を使用する。データベースエンジンは、

キーワードおよび位置検索で PostgreSQL[169]バージョン 8.2.1 を使用する。

HMMER[170]バージョン 2.1.1、ProfileScan[171]バージョン 2.2、PSORT[172]バ

ージョン6.4、SOSUI[173]バージョン1.0、MOTIF[174]、およびInterProScan[175]

バージョン 4.3.1（データバージョン 14.0）は GeneViewer で使用される。 

 

3.5. 使用方法と考察  
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3.5.1. ユーザインタフェース 

 

データベースの相互運用性を図 3-3 に示す。赤い矢印はユーザインタフェース

を表す。ユーザは、PGmap と UnifiedMap を使用してゲノム領域を指定し、関連

するすべての情報を取得し、GBrowse、UTGB、および GeneViewer へのリンクを介

してデータマイニングを実行することで、詳細な情報を獲得することができる。

ユーザは、Bombyx trap データベースを使用して発現部位、強度および発育段階

を指定することができ、インバース PCR 結果の位置情報は GBrowse にリンクさ

れ、データマイニングを行うことができる。ユーザは、遺伝子モデルおよび関連

遺伝子に対する検索を指定して、プロテオームデータベースから発現サイトや

発育段階の情報を得ることができる。 

 

 

図 3-3 ブラウザ、ビューア、独立したデータベース間のリンク。 大きな赤い

矢印は、ブラウザおよび関連するブラウザとデータベースからマイニングを表

す。大きな青い矢印は、キーワード検索と関連するブラウザとデータベースか

らのマイニングを表す。大きな黄色の矢印は、配列検索および関連するブラウ

ザおよびデータベースからのマイニングを表す。実線、破線、一点鎖線は、1
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つのデータベース、ブラウザ、およびビューアから別のデータベース、ブラウ

ザ、およびビューアへの情報の流れを表している。 

 

3.5.2. キーワードサーチ、ポジションサーチ 

 

キーワードとポジションサーチによるマイニング機能は、図 3-3 の青い矢印で

示される。スキャフォールド、コンティグ、FPC コンティグ、SNP マーカー、形

質マーカー、遺伝子モデル、EST / cDNA、BAC、BAC エンド、fosmid エンド、ス

キャフォールド上の位置などの情報を KAIKObase から直接検索することができ

る。さらに、このシステムは、スキャフォールドまたは染色体上の特定の領域の

検索を提供する。検索結果は、染色体画像に検索された位置がマークされた形で

表示され、4つのブラウザ、1つのビューア、および 2つの独立したデータベー

スに対応するリンクとともにリスト表示される。 

 

3.5.3. シークエンスサーチ 

 

このクラスのデータマイニングへの入力は、図 3-3 の黄色の矢印で示される。

クエリーは、核酸またはアミノ酸配列で、BLAST を使用したツールはスキャフォ

ールドまたは染色体の位置を見出すことを可能にする。検索結果は、4つのブラ

ウザにリンクするためのボタンが付いたビットスコアの降順でソートされたデ

ータとともにリスト表示される。表示結果から更に塩基位置範囲を狭めるもし

くは広げるための開始位置および終了塩基位置入力ボックスを配列検索ページ

の上部に設置した。 

 

3.6. 結論  

 

効果的なデータマイニングと包括的なゲノム応用のためのカイコゲノム情報を

提供するカイコゲノム統合データベース KAIKObase を開発した。KAIKObase

に、カイコゲノム配列、ゲノム地図情報および EST データを統合した。

KAIKObase は、塩基配列、遺伝子、スキャフォルド、染色体の各段階のデータ

を 4種類の MapViewer（PGmap、UnifiedMap、UTGB、GBrowse）、GeneViewer、

配列検索、キーワード・位置検索を表示する。さらに、プロテオームデータ用
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の KAIKO2DDB と遺伝子導入およびレポータデータ用の Bombyx trap データベー

スの統合により、KAIKObase の機能がさらに強化された。カイコの研究には、

包括的なカイコゲノムデータベースが不可欠である。さまざまな 先端の視覚

化ツールやマイニングツールを導入することで、KAIKObase は強力なデータリ

ソースになり、鱗翅目の研究だけでなく、養蚕の改善や新しい害虫駆除の開発

を容易にする。 

  



  48 

第 4章 結言  

 

本論文は、ゲノム構築から解析とそれらのデータの閲覧システムに亘る一連の

流れに沿って、国産ダイズ品種エンレイゲノムの構築・解析とカイコゲノム構

築・解析から得られた情報を統合するためのデータベース構築を行った。 

 

国産ダイズ品種エンレイゲノムの構築・解析では、栽培品種 Williams 82 に基

づく基準ゲノム情報が入手可能であるが、国内品種との系統の違いにより国内

品種の育種および改良に効率的に使用することができない。それゆえ、国内の

ダイズ品種エンレイのゲノム配列を構築・解析し、遺伝子モデルを構築した。

その結果、アントシアニン・フラボノイド生合成系、系統発生解析などので、

Williams 82 およびエンレイの遺伝子モデルの違いからゲノムの違いを明らか

にした。エンレイゲノム配列データはダイズゲノムデータベースである

DAIZUbase に統合し、ゲノム情報を利用したダイズ育種などに利用できるよう

になった。 

 

カイコゲノム構築・解析から得られた情報を統合するための閲覧システム・デ

ータベース開発では、大きく多様なカイコのゲノム情報を効率的に利用するた

めのプラットフォームを構築した。カイコゲノム統合データベース KAIKObase

には、ゲノム配列、遺伝子地図情報、発現配列タグデータ、遺伝子情報、エン

ハンサートラップ系統情報、タンパク質情報が統合されている。BAC と fosmid

エンド、FPC、SNP マーカーと形質マーカー、ゲノムアノテーション、遺伝子モ

デルなどを連鎖地図と物理地図、スキャフォールドとコンティグ、配列とキー

ワード機能表示をまとめてブラウジングできるフレームワークを構築した。 

その結果、様々なゲノミクス情報を統合したゲノムインフラストラクチャーが

開発され、養蚕の改善と新しい害虫駆除法の開発に利用できるようなった。 
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補足 3-1 エンハンサトラップ系統 

 

新規遺伝子の網羅的な探索と導入遺伝子の人為的な発現制御のため、トランス

ポゾンベクタを再可動化することにより、エンハンサトラップ系統が開発され

た。これらの系統は、GAL4 / UAS を使用して、発育段階および器官/組織特異的

な標的導入遺伝子の発現を可視化して調べることに利用することができる。カ

イコエンハンサトラップ系統を構築するために、 初に、トランスポザーゼをコ

ードする効率的なジャンプスタータ系統を開発し、第 2 の piggyBac トランスポ

ゾンベクタ（ミューテータ）を再可動させた。突然変異体トランスポゾンを再可

動させるジャンプスタータ系統の能力は、Bombyx 細胞質アクチン遺伝子（BmA3）

プロモータを有するGAL4構成を保有する突然変異系統と交配することによって

試験された。高い再可動活性を有するジャンプスタータ系統を確立し、突然変異

系統と交配し、F1 子孫を UAS-EGFP（レポータ）系統とハイブリダイズさせるこ

とによってエンハンサトラップ系統の作出に使用した。補足図 3-1 に、GAL4-UAS

によるカイコのエンハンサトラップを同定するための交配スキームを示す。胚、

幼虫、蛹、および成体段階における特徴的な発現パターンを示すいくつかの

BmA3-GAL4 エンハンサトラップ系統が、その後の世代において得られた。 

 

補足図 3-1 GAL4-UAS によるカイコのエンハンサトラップを同定するための

交配スキーム 
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補足表 2-1 連鎖距離順が一致しないマーカーと物理位置 

 
 

Chromo
some

Genetic dist.
(cM)

Genetic marker Hit chr/scaffold
Start position
(bp)

Chr05 62 T000506451l Chr05 8,161,203

Chr05 62.1 T000506933s Chr05 8,645,607

Chr05 63.4 T000515966m Chr05 9,951,801

Chr05 63.4 T000515027l Chr05 10,893,519

Chr05 63.7 T000510174l Chr05 11,852,853

Chr05 63.7 T000509488l Chr05 12,550,191

Chr05 63.7 T000509183s Chr05 12,845,189

Chr05 64.8 s000317639-2 Chr05 14,417,488

Chr05 64.8 s000318623-2 Chr05 15,403,493

Chr05 64.5 T000517293s Chr05 15,988,144

Chr05 63 T000513898l Chr05 17,235,590

Chr05 62.4 T000513220m Chr05 17,903,379

Chr05 62.4 T000511990m Chr05 19,153,689

Chr05 64.2 T000511342s Chr05 19,796,928

Chr05 64 T000510747m Chr05 20,402,455

Chr05 64.8 s000314909-2 Chr05 21,959,100

Chr05 64.8 s000311101-2 Chr05 25,741,073

Chr06 106 s004400621 Chr06 32,962,820

Chr08 107.9 Satt708 Chr06 40,461,455

Chr06 107.8 C06-BARC-029025-06052 Chr06 42,014,619

Chr06 108.4 s025900023 Chr06 42,217,040

Chr10 57.8 s032900010 Chr10 7,236,243

Chr10 59.6 s020900037-2 Chr10 7,394,813

Chr10 58.5 s018300465r Chr10 7,975,136

Chr10 59.2 Sat_221 Chr10 9,932,592

Chr10 59.3 C10-BARC-042707-08378 Chr10 10,258,512

Chr10 59.6 s012201678-2 Chr10 10,293,934

Chr10 59.6 s019800659-2 Chr10 11,902,178

Chr10 106.5 GMES1511 Chr10 43,382,603

Chr10 108.2 s030100090 Chr10 43,531,072

Chr10 107.6 s030100085r Chr10 43,536,136

Chr10 110.3 Satt331 Chr10 44,029,161
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Chr11 71.7 s013701958-2 Chr11 11,055,924

Chr11 71.9 s008000014-2 scaffold_32 12,933

Chr11 74.9 T001111280m scaffold_32 244,735

Chr11 80.1 s008003841-2 scaffold_21 14,824

Chr11 79.6 s008003458-2 scaffold_21 406,930

Chr11 79.6 Satt519 scaffold_21 886,506

Chr11 79.6 s008002161-2 scaffold_21 1,546,311

Chr11 79.6 s008000965-2 scaffold_21 2,877,395

Chr11 77.4 GMES0027 scaffold_21 3,388,081

Chr11 97.9 GMES2944 Chr11 13,718,116

Chr11 98.4 s019400004 Chr11 15,790,291

Chr11 98.4 s010300014 Chr11 15,812,389

Chr11 98.7 s011500007 Chr11 18,581,497

Chr11 99.5 s004503530-2 Chr11 21,603,186

Chr11 99.2 Satt332 Chr11 23,024,614

Chr11 81.8 T001115342m Chr11 24,843,454

Chr11 85 T001115835m Chr11 25,342,287

Chr11 88.6 GMES0675 Chr11 26,277,783

Chr11 90.8 T001116639s Chr11 26,608,321

Chr11 93.8 Sat_348 Chr11 26,863,332

Chr11 94 Satt597 Chr11 27,034,965

Chr11 99.5 s004504766-2 scaffold_22 190,744

Chr11 99.5 s004505064-2 scaffold_22 490,444

Chr11 99.5 s004506014-2 Chr11 25,635,064

Chr11 100 s004507090-2 Chr11 28,009,064

Chr13 0.8 GMES1672 Chr13 888,124

Chr13 0.5 Satt146 Chr13 1,357,493

Chr13 0.5 T001313439l Chr13 1,717,198

Chr13 0.5 T001313681l Chr13 1,980,236

Chr13 0.5 T001314138m Chr13 2,427,311

Chr13 0.5 T001314272m Chr13 2,560,889

Chr13 0.5 T001316370s Chr13 4,895,686

Chr13 0.5 T001317338m Chr13 5,869,323

Chr13 0 T001320046m Chr13 6,769,027

Chr13 0 T001319486m Chr13 7,319,987

Chr13 0 T001319133l Chr13 7,675,235

Chr13 0.3 T001318664l Chr13 8,027,540

Chr13 0.5 Satt325 Chr13 8,587,247

Chr13 1.6 Satt343 Chr13 10,391,811
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Chr14 63 Sat_355 Chr14 13,587,514

Chr14 70.7 T001435717m Chr14 18,889,235

Chr14 63.8 T001418240m Chr14 22,373,532

Chr14 64.9 GMES4127 Chr14 26,042,606

Chr14 64.9 GMES0016 Chr14 28,514,396

Chr14 64.9 GMES5996 Chr14 28,987,541

Chr14 65.2 T001425271l Chr14 29,394,202

Chr14 65.4 s004007100 Chr14/scaffold_522 30,238,512

Chr14 65.4 Satt601 Chr14 31,286,161

Chr14 70.7 s004002046 Chr14 35,344,964

Chr14 70.7 Satt556 Chr14 38,861,141

Chr14 70.7 s003600119 Chr14 39,068,156

Chr18 59.5 s000403406-2 Chr18 9,335,021

Chr18 60.3 GMES0241 Chr18 9,953,214

Chr18 60 Satt394 Chr18 10,003,381

Chr18 61.6 T001811100m Chr18 11,124,085


