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1 はじめに
網羅的に遺伝子発現量を得る方法として，RNA-seq
がある（図 1）．RNA-seq は遺伝子の転写物である
mRNAを大量に読み，既知の遺伝子配列やゲノム配
列と対応（アラインメント）させる．対応する配列の
本数を数える事で遺伝子の発現量を計測する．近年の
シーケンサでは，連続して読める配列（リード）の長
さは 100塩基程度と短いが，1千万を超える本数が容
易に計測可能となったことで，RNA-seqが実現可能と
なった．一方 RNA-seqには欠点もあり，対象種が持
つ複数の遺伝子がほぼ同じ配列を有する場合，リード
がどの遺伝子由来か特定できず，発現量の測定を誤る
可能性がある．
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図 1: RNA-seqの概要

本研究は，この RNA-seqの利点と欠点を上手に利
用することで，異数倍数体における遺伝子発現の定量
を行う．異数倍数体とは，異なる二種が交配し，子が
両親のゲノムを持つ種で，生物の新規機能獲得プロセ
スの解明に有用であると考えられているが，両親のゲ
ノム両方とも働くのか，働くとすれば同程度に働くの
か，など未知の点が多い．本研究では，これらのゲノ
ムに含まれる遺伝子の発現を同定する手法を確立する．
異数倍数体の例として，本研究では Cardamine属の
C.flexuosaを用いる．この種は C.amaraと C.hirsuta
を親種に持つ．親種は，同属で進化的距離が近いため，
互いに数塩基のみが異なる，ほぼ同一遺伝子集合を有
している（図 2）．この種に対し RNA-seqを行うと，
上記に述べた欠点によって，遺伝子の発現を定量化す
ることが困難であるので，この問題点を解決する．

2 手法
RNA-seqでは，リードをアラインメントするゲノム
が必要だが，C.amaraと C.hirsutaのゲノムは未知の
ため，Cardamine属の近縁で，ゲノムや遺伝子が既知
の A.thalianaを利用する．図 2のように，A.thaliana
は遺伝子 X，C.amaraは遺伝子 X’，C.hirsutaは遺伝
子X”，C.flexuosaはX’，X”を持つとすると，X，X’，
X”は互いに類似した配列を持つ．子であるC.flexuosa
の X’，X” 由来のリードを考えると，類似の配列を持
つ C.amaraの X’と C.hirsutaの X”の配列両方に対
応する．RNA-seqでは，このような異なる遺伝子由来
の配列が同一の遺伝子に対応することが問題となるが，
今回は親種間の遺伝子配列に数塩基の違いにがある事
を利用していずれの親由来であるか分離する．
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図 2: 実験対象の種
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図 3: 手法の概要

2.1 変異の種類と求める方法

A.thalianaのゲノムとC.flexuosaのリードの間の変
異には，親種特有の変異，祖先種から親種へ進化する
過程で起きた変異（以下，それぞれ親由来の変異，祖
先由来の変異）の２種類がある．図 2の，C.flexuosaの
X’，X”上のｘ印の，青と赤の x印が前者で，緑の x印
が後者を示す．図 2のX’，X”のリードを，A.thaliana
のXにアラインメントすると図 3のように表せる．x印
は図 2の同じ色のｘ印に相当し，x印の赤はC.hirsuta
由来の X”の変異と同じで，青は C.amara由来，緑は
祖先由来の変異とみなせる．A.thalianaのXと異なる
部分に注目することで，C.flexuosaの X’，X”の変異
が得られる．
図示で色が付けられているが，実データでは変異の場
所と変異の塩基の種類が分かるのみなので，変異が，
親由来か祖先由来かを見分ける方法が必要になる．

2.2 遺伝子発現量の算出

変異の種類に注目すると，リードの組み合わせは２
種類ある．親種特有の変異（赤と青の x印）を見ると，
リードの本数は赤と青で 2本と 2本に，祖先由来の変
異（緑のｘ印）を見ると，緑だけで 4本と 0本となる．
各変異が，どちらに由来するものかは分からないので，
実際には各変異位置での変異の有無の比率がわかるの
みである．祖先由来の変異に関わるリードの本数の比
は 0に近く，親由来の変異に関わるリードの本数の比
は，他の親特有の変異の比に近いと考えられる．この
特徴を用いて，変異が親由来か祖先由来かを見分ける．
ここでは特定の変異に着目して親種の比率を求めたが
1点のみの推定ではシークエンスエラーによる影響も
多く確度が低い．そこで本研究では，リード毎にいず
れの親由来であるかを決定し，その本数を遺伝子全体
にわたって数える事で計算の精度を向上させる．

2.3 アルゴリズム

次の 4つのステップからなる．
ステップ１では，アラインメントを行い，祖先種の遺
伝子配列からの変異を全て抽出する．ステップ２では，
抽出した変異から，親由来の変異を求める．ステップ



３では，各リードを親種別に分ける．ステップ４では，
片親由来と判定されたリード数を数え，両親のリード
数の比と遺伝子の発現量から，親ごとの遺伝子発現量
を求める．以下詳細を述べる．
ステップ１：子のリードを祖先種のゲノムに，いく
つかの変異を許容して全リードをアラインメントす
る．以降，遺伝子ごとに計算する．変異が遺伝子上の
k 箇所にあるとき，変異を有する位置の集合をM =
{M1,M2, ...,Mk}で表す．R1i, R2i を，Mi の位置を
含むリードをMiの塩基の種類ごとに分けたリードの
集合とする．ここでは変異の有無のみを考えるので，2
種類が考えられる．R1i の要素数を |R1i|と表す．
ステップ２：変異Mi に着目した時，この変異は親
由来か祖先由来の 2種類の可能性がある．RNA-seqは
ランダムに配列を選択する手法なので，変異Miの状
態が起こる確率 P (Mi)は，ポアソン分布を用いてモ
デル化できる．ポアソン分布は平均 λ, 確率変数 k の
とき，λke−λ/k!と書ける．λpを親由来の平均，λaを
祖先由来の平均とすると，Miが親由来である確率は，
P (Mi) = λ

|R1i|
p e−λp/|R1i|! ，祖先由来である確率は，

P (Mi) = λ
|R1i|
a e−λa/|R1i|!と表せる．λaは任意の値 t

（t <= 1,実験では0.1）のとき，λa = t×(|R1i|+|R2i|)
で計算する．それぞれの変異は独立な事象であるとす
ると変異Mの尤度 P (M)は P (M1)×P (M2)× · · · ×
P (Mk)で表せるので，この尤度が最大になるように，
すべての変異を親由来か祖先由来かに分ければ良い．
この時，親由来と考えられる変異セットをMP（ ⊆ M
）とする．
予め親種の平均 λpがわかっている場合には，簡単に

MP を決定することができるが，λp は求めたい変数
であり不明である．つまり，P (M)を最大化するには，
最悪全ての考えうるMP及び λpを試さねばならない．
これには膨大な時間を要する上に，現在考えているの
は単一の遺伝子なので，実際にはこの計算を 2万以上
の遺伝子に対して行わなければならない．そこで，現
実的な時間で計算できるよう，以下の工夫を行った．
（１）MPに対して，親由来を表すポアソン分布の平均
λp は，大体MP に属する変異の平均に近いと考えら
れるので，次の方法で計算する．I = {i | Mi ∈ MP}
とすると，k = |R1i|のとき，

λp = (|R1i| + |R2i|) ×
( ∑

i∈I |R1i|∑
i∈I |R1i| +

∑
i∈I |R2i|

)
（２）|R1i|/|R2i|が小さいもの程，λpを小さくする可
能性が高いので，この比率が 1 に近いものから順に
MPに入れて，尤度が最大となる組み合わせを計算し
た．最大尤度を取る I を I’とする．
ステップ３：ステップ 2までで求めた結果を元に，各
リードに親ラベル Aもしくは B を割り当てる．親ラ
ベルは，|R1i|/(|R1i| + |R2i|)が大きい変異 i ∈ I’か
ら順に割り振る．一度親ラベルが決まったリードはラ
ベルを変更せず，次の候補へ移る．候補がなくなるま
で繰り返す．
この割当を初期値とし，リード数の多い i ∈ I’から順
に，割り振ったラベル A,B を反転させ，尤度が大き
くなるかを調べる．これは，ラベルが親種を取り違え
ていないかどうかを確認するための手順である．以上
の手法で，リードごとに由来する親種を特定する．

ステップ４：RNA-seq による遺伝子発現量は
RPKM[1]と呼ばれる．ステップ３で求まった，両親
それぞれのリード数の比と RPKMの積が今回求めた
い両親由来別の遺伝子発現量となる．

3 実データを用いた実験の結果
次世代シーケンサ SOLiD5で観測したC.flexuosaの
リード約 6千万本に対し，本手法を適用した．アライ
ンメント先に A.thaliana（TAIR10）[4]のゲノムを選
び，ゲノム上の反復配列を省くため RepeatMasker[2]
を用い，アラインメントソフトには SHRiMP[3]を用
いた．
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図 4: 遺伝子上の親由来の変異を持つリードの分布

図 4は，一つの遺伝子に対し本手法を適用した結果
を示している．横軸に遺伝子上の位置，縦軸に塩基ご
とのリードの本数を表す．色分けは，リードごとに判
定した親種に対応し，赤と青が片親，緑は由来が不明
のリードである．この遺伝子の両親種ごとの遺伝子発
現量は，それぞれ 5.93, 6.56だった．グラフからは，親
種ごとの発現量を求めるのに使われるリードが，ほぼ
遺伝子の範囲上を覆っていて全体的な変異の傾向から
発現量を求められていることが分かる．

4 まとめ
本研究では，異数倍数体のC.flexuosaの各遺伝子に
ついて，親種を区別して遺伝子発現量を計測する手法
を開発した．本研究では，対象種である異数倍数体と
その親種のゲノムと遺伝子が同定されていない状態で，
近縁種との遺伝子セットが類似しているが完全には一
致しないという特徴を使う事で，親種別の遺伝子発現
量を求める手法を開発した．
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