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今年度、日本人標準ゲノム3500人分のシークエンスを実施中



鈴木絢子准教授
（CBMS,東大新領域）

肺がんTranscriptomeのLong read解析

がんのスプライス異常がネオ抗原の母地になっている可能性

NMDのおこらないガンで多い？

肺がんゲノムのLong read解析

構造多型は時として非常に複雑：従来のシークエンサーでは検出困難

Sakamoto et al Genome Res 2020 Oka et al Genome Biol 2021

岡実穂 DSTEP博士課程学生
（小野薬品工業/CBMS,東大新領域）

独自にも進める技術開発



Oka et al Genome Biol 2021

がんで多く検出されるTranscriptのLong read解析

Aberrant splicing in cancers as a possible source of NeoAntigens
NMDのおこらないガンで多い？

※これも肺腺がん
（NCCE中面先生/FIOC坂本先生との共同研究）

実はいくつか患者TILでELISPOTを試したペプチドはあんまり抗原性高くなさそう・・・（残念・・・）

GENCODE+GTexで引き算



Long read Methylation Analysis using nanoEM-seq

CpG island

ERBB2

Chr17:39,684,824-39,732,764

Unmethylated CpG

Methylated CpG

47 kb

nanoEM

Nanopolish

WGBS

EMseq

0.0 0.4 0.6 1.0Methylation frequency

Ave.= 5kg long/read

“Nanopore” EM-seq

Sakamoto et al. NAR 2021

エピゲノム（DNAメチル化）の長鎖解析

関真秀DSTEP特任准教授
（CBMS, 東大新領域）

Requiring amount of DNA: 10- 50 ng



カメラ
撮影

Sequencing by synthesis (SBS法）

フローセル上

ブリッジPCR

蛍光

３‘ブロック

蛍光
ブロック除去

次の蛍光dNTP取り込み

150bp

次世代シーケンサー

原理（ショートリード）



ヒトでもプラチナゲノムの作成が始まる
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電流変化

dsDNAをほどく
モーター蛋白質

Nanopore

膜

dsDNA

ベースコール

次世代シーケンサーの原理（ロングリード）

-平均20~30kb

シークエンス統計
-PromethION: 50-100 Gb 
→ 25万円
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読み取り精度に劣るが・・・・



Telomere to Telomre (T2T)： 染色体を1本の配列で



11和牛ゲノムデータベース、RNAseq

１）短鎖シークエンス（NovaSeq6000データ）
サンプル数： 64
・bwaでマッピング -> GATKでvariation call
・その他、De novo assembleのpolishing等に使用

２）長鎖シークエンス（PromethIONデータ）
サンプル数： 64
・minimap2でマッピングと集計
・NGMLRとSnifflesを用いてSV call

３） De novo assembly
（和牛ゲノムを新規に作成）
１）、２）のデータを使用

４） RNA-seqデータ
edgeR、StringTieで処理

５） 統合ゲノムブラウザ
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和牛のゲノム研究ネットワーク
北海道 青森県 岩手県 宮城県
岐阜県 兵庫県 島根県 鳥取県
広島県 岡山県 大分県 熊本県
宮崎県 鹿児島県 沖縄県 事業団

岡山大 東農大 北里大
NOSAI岩手 NOSAI山形 民間牧場

動物遺伝研究所
･研究統括、デザイン、管理
･シークエンス分析

東京大学大学院新領域創成科学科

鈴木研

シークエンスチーム

農林水産業･食品産業科学技術研究推進事業
(H27-H29)
和牛の遺伝子多様体データベースの構築による
子牛生産阻害因子の迅速な解明
（研究統括：杉本喜憲）

東大：国内におけるゲノム研究拠点

全国育種施設の強力なバックアップ

・委託研究（鹿児島県）
・共同研究契約（動物遺伝研）

平成29年5月２６日
於：鹿児島県肉用牛改良研究所

農研機構生研支援センター
「イノベーション創出強化研究推進事業」

JRA
「黒毛和種の強化ゲノム情報の改善・活用事業」
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PromethION (N=64) Novaseq 6000 (N=64)

Number of reads 12,394,985 920,828,388

Max length (bp) 796,770 (150 x2)

Average length 7,212 (150 x2)

% mapped 78 97

Total read length 86,316,187,095 58,933,016,834

X Depth 32.84 52.90

和牛ゲノムシークエンス

PromethIONの読み取り長

平均長7.2kb



De novo assembling
(HGC スパコン 250GBメモリ/5CPU/2～3週間)

①. PromethION配列を使ってwtdbg2とwtpoa-cnsで1st contig
を生成

②. PromethION配列を使ってminimap2で1st contigにマップ
ポリッシュ。Wtpoa-cnsで2nd contigを生成

③. NovaSeq配列を使ってbwa mem のゆるいgap ペナル
ティーで2nd contigにマップポリッシュを行いwtpoa-cnsで3rd 
contigを生成

④. NovaSeq配列を使って bwa mem (default parameter)で3rd 
contigにマップポリッシュを行いwtpoa-cnsで4th contigを生成
し、完成contig配列とした



ARS-UCD1.2  (1 sample) WGDB_de novo (64 sample)

Assembly GCA_002263795.2 WG_1

Constructer USDA ARS University of Tokyo

Genome coverage 80.0x 85.74x (平均)

Total sequence length
2,715,853,792

(chr1-29, X: 2,628,411,261)
2,548,196,231

Total assembly gap length 28,162bp (30Kbp弱) 9.5Mbp (推定) (chr1~chr29)

Gaps between scaffolds 0
テロメア領域に加え、各染色体に平
均1か所程度のギャップがある

Number of contigs 2,597 5,531

Contig N50 25,896,116 10,454,269

Contig L50 32 93

SNP （1塩基多型） - 15,934,570

indel - 12,916 ~ 19,910

Other SV （構造多型） - 344 ~ 1,477

和牛の新規ゲノムアセンブリ
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より大規模での多型

参照ゲノム

和
牛
ゲ
ノ
ム

和牛ゲノム解析から見出された参照ゲノムとの相違（２）
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胎齢19日齢 ♀ - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 1 1

胎齢30日齢 ♀ - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 1 1

胎齢60日齢 ♀ - - - 1 1 - 1 1 1 1 1 - - 1 1 1 1 1 1 - - 1 - - - - 1 1 1 - - - - -

胎齢91日齢 ♂ - - - 1 1 - 1 1 1 1 - 1 - 1 1 1 1 1 1 - 1 1 - - - - 1 - - 1 - 1 - -

10日齢 ♀ 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 - - - - - - - - - - -

17日齢 ♂ - - - 1 1 - 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 - 1 - - - - - - - 1 1 - - -

23日齢 ♀ 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 - - - - - - - - - - -

159日齢 ♂ - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 1 - - - -

168日齢 ♂ - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 1 - - - -

171日齢 ♂ - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 1 - - - -

25.9月齢 ♀ 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 - - 1 1 1 1 1 - - - - - - -

25.9月齢 ♀ 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 - - 1 1 - - - - - - - - - -

60.7月齢 ♀ 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 - - 1 1 1 1 1 - - - - - - -

RNA解析用の黒毛和種サンプル（鹿児島県）

胎子（胎齢19、30、60、91日）

子牛（10、17、23日）

成牛（25.9、25.9、60月）

去勢牛_精巣（159、168、171日）

合計179サンプル
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平均長1.3kb



19和牛ゲノム解析から見出された参照ゲノムとの相違（１）



20
組織特異的発現(タグカウント)



21
選択的スプライシング(全長)



22データの統合とデータベース構築



１．Exomeデータ (short read: 100bp)：518サンプル
1-1. 参照ゲノム(ARS-UCD1.2)へのマッピング結果(bam, bigWig)
1-2. Variationコール結果 (SNP, (short) indel)
1-3. Beagleによるimputation & phasing結果(IBD/HBD, Phased SNPs)

２．NovaSeq WGSデータ (short read: 150bp x2)：64サンプル
2-1. マッピング結果(bam, bigWig)
2-2. Variationコール結果 (SNP, (short) indel)

３．PromethION WGSデータ(long read)：64サンプル
3-1. マッピング結果(bam, bigWig)
3-2. SnifflesによるSV(Structural variation) call結果
3-3. NovaSeqデータと共にredbeanでのde novo assemble結果
3-4. NovaSeqデータと共にwhatshapでのphasing結果

---
４．RNA-seqデータの再処理：edgeR、StringTieで処理した結果

可視化サンプルについて



ゲノムブラウザの使い方

表示トラック

トラック選択画面

Exome解析
の統合

Short 
read

Long
read

構造
変異

De novo 
assemble



ゲノムブラウザの使い方 (各トラック)
右クリックでトラックの設定ができます

Read depthとマッピング結果表示・拡大するとindel/塩基置換が確認できます

Phasing 領域とPhaseパターン 構造変異(SV)と発現量、exon/intron junction
※SVについては別途ブラウザを開発中

拡大



SNPの可視化例
chr1:56,088,000-56,090,500 領域

$ tabix ARS-UCD1_2_all_mapped_all.snp.filtered.snpeff.only_wgs.cut_filter.vcf.gz chr1:56088000-56090500

可視化

VCFファイル

ゲノムブラウザ



2828和牛のカスタムゲノムブラウザ

ロングリードを用いたフェージング



ゲノムブラウザの使い方(フェーズパターンとHBD;
homozygosity-by-descent
)

青が相手。
赤が自分。
ここの場合、
s44p100_3の下側の
フェーズパターン
と、s44p100_123の
上側のフェーズパ
ターンが一致

一番下の
s44p100_237は自分
相手ともに下側の
フェーズパターン
が一致。(つまり赤
青が重なって青色
になっています)

http://allie.dbcls.jp/pair/HBD;homozygosity-by-descent.html


ゲノムブラウザの使い方(西洋種ゲノムとの比較)

Referenceの表示領域にヒットす
るcontigの位置。赤がalignmentを
表示しているcontig

Reference chr13:10,388,384-13,391,335 vs s44p100_3 contigs:

ReferenceとcontigのAlignment

alignされたcontigの領域情
報

ズームするとreference genomeとde 
novo contigの塩基レベルのアライ
ンメントまで確認することができ
ます。

ズーム
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PromethION

Novaseq

Snifflesで検出

31和牛のカスタムゲノムブラウザ

重複
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参照配列

和牛_1_配列

逆位

32和牛のカスタムゲノムブラウザ

転座



胎齢60日齢_腎臓

refseq
（遺伝子モデル）

SLC12A1 (chr10:62,072,445-62,204,512)

生後26月齢_腎臓

Splicing junction

BCO2 (chr15:22,547,554-22,564,488)

refseq
（遺伝子モデル）

Alternative splice_1
Alternative splice_2
Alternative splice_3

和牛の遺伝子発現のカタログ化（RNAseq）



和牛のカスタムゲノムブラウザ
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さらに30年後の畜産ゲノム研究へ
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エピゲノム
ゲノム配列変異によらない表現型の変化

クロマチン構造

DNA修飾（メチル化）～＞クローズクロマチン



.Direct Methylation Sequencing

• Distinguishing C<->mC, Judging from the electric signal

DNA methylation analysis of PromethION



末梢血

凍結精子

末梢血

凍結精子



>10M reads/chip
$1000/chip

No initial cost needed
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Nature 7 May, 2015
幅広い用途が・・・・

”オンサイト“シークエンスへ



市中病院 郡部病院

遺伝子検査する現地医師 必要な試薬

インドネシア（メナド市）でのDNA解析

ビール

シークエンサー

検査キット



GMA-> Naturally-Occuring
“Better” Plant

Fertile and Barren 
Soils

作物の品種改良、土壌改良



とまらない技術革新
（ロンドンでの学会にて）

血液、糞便、土壌、水・・・

DNA

シークエンス

さらなる小型化、簡便化へ：
～国際連携/開発競争の開始

https://londoncallingconf.co.uk/lc18/venue#image31971864
https://londoncallingconf.co.uk/lc18/venue#image31971864


実際上、全ての個体の家系情報アリ

さらに総合的な視点からの
品質向上へ

和牛ゲノムデータ基盤の完成

飼育環境
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