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ゲノムアノテーションウェブサービスMEGANTEの
果樹への応用

第１章　第３節

農業生物資源研究所　　伊藤　剛   ・   沼　寿隆

1）ゲノムアノテーションとは

ゲノム解析を行う上で欠かせないのが，解読されたゲノム配列に付加される

遺伝子構造や機能の情報，近縁生物ゲノムとの比較情報，関連文献等の様々

な生物学的関連情報である．ゲノム配列にこのような注釈情報を付与すること

をゲノムアノテーション（genome annotation）と呼んでいる．なお，アノテ

ーションという用語は注釈情報そのものを指す場合にも使われる．ゲノムアノ

テーションは一般的に，まずコンピュータで自動処理し，次にその結果を専門

家が目で見て確認して，必要に応じて追加や修正を行いながら進めて行く．こ

れらを区別する場合は，コンピュータによる自動処理を自動アノテーション，

専門家による確認や修正をマニュアルアノテーションあるいはキュレーショ

ン（curation）と呼んでいる．人手によるチェックが必要な理由は，自動アノ

テーションには必ずと言って良いほど偽陽性（false positive）や偽陰性（false 

negative）といった間違いが含まれるからである．しかし，ゲノムの総塩基数

が数百Mbになると，専門家がすべてをチェックするのは容易ではない．その

ため，現在ゲノムデータベースとして公開されている遺伝子情報のほとんどは

マニュアルアノテーションがされておらず，コンピュータが自動で付加した注

釈情報のみが提供されている．短時間できわめて大量の塩基配列が解読される

ようになった現在，多くの場合において自動アノテーションが唯一の選択肢で
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あり，マニュアルアノテーションよりも自動化手法の結果精度を高めることの

方が現実的であろう．

自動アノテーションは複数の解析プログラムを組み合わせて行われることが

多い．アノテーションのためのプログラムが多数存在する中，一つだけでは

十分な精度を得ることが難しいとしても，複数のプログラムの解析結果を総合

的に判断してより正確な遺伝子情報等を付加することが可能になる．例えば，

2013年に解読されたスイートオレンジ（Citrus sinensis（L.）Osbeck）のドラフ

トゲノムでは，ゲノム中の遺伝子領域を予測するのに12個の解析プログラムが

使われている（Xu et al.  2013）．複数の解析結果を総合的に判断する処理もま

た，解析プログラムが自動で行うので，大規模なゲノム配列データであっても

まとめて一度に処理することが可能である．ただし，解析プログラムの多くは

LinuxやUnix OS向けに開発されている．普段からそのような環境でコンピュ

ータ解析を行っていない研究者にとっては，そもそもLinuxなどでプログラム

をインストールすること自体ハードルが高い．また，たとえ既存の複数の解析

プログラムを組み合わせるだけであっても，小規模なソフトウェアを自作する

ことが必須である場合も多いため，プログラミングの知識も必要である．

このような状況下，ウェブ上で動作するゲノムアノテーションのサービスと

してRiceGAAS（Sakata et al.  2002）が長らく利用されてきた．しかし基本的

にはイネ（Oryza sativa L. ）向けであるうえ，開発された時期が古いことから，

新たなゲノム研究時代に対応した植物ゲノム自動アノテーションのシステム構

築が待ち望まれていた．

2）MEGANTEとは

MEGANTE（URL1－3－1, Numa et al.  2014）は2013年に農業生物資源研究

所が公開した，自動アノテーションを簡単に行うためのウェブサービスであ

る．ゲノム配列のアップロードから解析結果の可視化まで，すべての工程が

ウェブブラウザ内で完結しているため，利用者が別途解析ソフトウェアやデ

ータベースを用意する必要がない．また，難しいパラメータの設定も必要ない
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ため，手持ちのゲノム配列を投入するだけで非常に簡単に利用することができ

る．2015年 5 月現在，29種のゲノムに対応しており，そのうち果樹は表1－3－1

に示す7種である．この中には全ゲノムが解読されていない種も含まれている

が，MEGANTEは既知のタンパク質配列や発現遺伝子配列断片（Expressed 

Sequence Tag, EST），及び近縁種の遺伝子情報を使って遺伝子予測を行うの

で，そのような種に対してもアノテーションを行うことが可能となっている．

なお，全対応生物種はMEGANTEのウェブサイトで確認できる．

MEGANTEがゲノム配列に付加するアノテーションは遺伝子構造と遺伝子

機能情報である．ここで言う遺伝子構造とはゲノム中の遺伝子の位置やエクソ

ンの並び，翻訳領域（Open Reading Frame, ORF）のことである．また，遺

伝子機能はORFから翻訳されたアミノ酸配列に与える既知のタンパク質との

類似性や機能ドメイン情報のことである．

（1）MEGANTEの解析処理手順

MEGANTEは表1－3－2の解析プログラムやデータベースを使って，以下の

手順に従ってゲノムアノテーションを実行する（図1－3－1）．

①　RepeatMaskerでゲノム配列中の反復配列を検出する．

②　完全長cDNA配列をBLATでゲノム配列にアラインメント（alignment）する．

表 1-3-1　MEGANTEでアノテーション可能な果樹ゲノム
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③　（2）でアラインメントされたゲノム領域を結合して仮想mRNA配列を

作成し，最長ORFを探す．

④　EST配列をPASAでゲノム配列にアラインメントする．

⑤　sim4dbで他生物種の完全長cDNA配列をゲノム配列にアラインメント

する．

表 1-3-2　MEGANTE内部で使用している解析プログラムとデータベース
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⑥　UniProtKBデータベースからダウンロードした植物のタンパク質配列を

ProSplignでゲノム配列にアラインメントする．

⑦　 4つの遺伝子予測プログラム（AUGUSTUS，GeneZilla，GlimmerHMM，

SNAP）で遺伝子領域を予測する．

⑧　JIGSAWで（5）（6）（7）の結果を総合的に判断して遺伝子構造を決める．

⑨　PASAで（4）の結果を使って（8）の遺伝子構造を修正し，より正しい

構造にする．

⑩　（3）と（9）の結果をまとめて最終的な遺伝子座と遺伝子構造を決定する．

⑪　BLASTPで（6）と同様のUniProtKBを検索して，（10）の結果に既知

のタンパク質に対する類似性情報を付加する．

⑫　InterProScanで（10）の結果にタンパク質機能ドメイン情報を付加する．

⑬　すべての解析結果をデータベースに保存し，GBrowseで閲覧できるよ

うにする．また解析結果を一括ダウンロードできるようにZIP形式のフ

ァイルにまとめる．

図1-3-1　MEGANTEのゲノムアノテーション解析処理手順
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反復配列を検出した後，反復配列中の塩基をNまたは小文字に置換するリピ

ートマスク（repeat masking）処理が行われる．この処理を行わないと，アラ

インメントの際に反復配列に一致する領域が大量に出てきてしまったり，ある

いはトランスポゾン（transposon）を遺伝子の一部と予測してしまう．どちら

もアノテーションの精度を下げることにつながるので，リピートマスクは精度

向上のための重要な処理である．果樹のように，あまり多くの完全長cDNAが

登録されていない生物種に対しては（2）の処理は行われない．MEGANTEが

使用している完全長cDNAやEST，タンパク質配列は定期的にアップデートさ

れており，更新日や登録件数はMEGANTEのウェブサイトで確認できる．なお，

より詳しい解析手順は文献（Numa et al.  2014）に記載されている．

（2）果樹への適用

MEGANTEによるアノテーションの正確性を評価するため、公開されて

いるC. sinensisのゲノム情報（Xu et al.  2013）から無作為に計1,000遺伝子を

含む領域を取り出し，MEGANTEで自動アノテーションを行った．表1－3－

3はMEGANTEの遺伝子予測精度を示している．比較のためMEGANTE内

部で使用している 4 つの遺伝子予測プログラムでも同様の評価を行ってい

る．MEGANTEは前述した通り複数の解析プログラムの結果を総合的に判断

して予測を行っているので，他のプログラムよりも予測精度は高い．しかし

それでも，評価に用いた全遺伝子の内，遺伝子単位で少しのミスもなく予測

できたのは 5 割以下である．高等真核生物の遺伝子構造は複雑であるため，

MEGANTEに限らず，公開されているゲノムデータベースの予測遺伝子にも

同様のミスは含まれる．したがって研究者自身も，複数の情報を加味してアノ

テーションの確からしさを総合的に判断する必要がある．例えばゲノムデータ

ベースでは予測遺伝子と共に，既知のタンパク質配列との類似性情報やRNA－

seqによる発現を示すデータ等が提供される場合が多いので，アノテーション

された遺伝子の確からしさを確認するためにそのような情報が活用できる．
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3）MEGANTEを利用するには

MEGANTEを初めて使う場合を例に，使い方や解析結果の見方を概説する．

事前に用意する必要があるのは，インターネット接続，ウェブブラウザ，ゲノ

ム配列，e－mailアドレスである．ウェブブラウザさえ動作すれば良いので高

性能なパソコンは必要ない．

（1）ユーザ登録とログイン

MEGANTEを初めて使う場合にはまずユーザ登録が必要である．トップペ

ージ（https://megante.dna.affrc.go.jp/）にアクセスし（図1－3－2A），「Create 

an account」ボタンをクリックしてユーザ登録画面に進む（図1－3－2B）．そこ

でe－mailアドレスとパスワードを入力し「Sign up」ボタンを押す．すると入

力したe－mailアドレス宛に図1－3－3のようなユーザ登録を完了させるための

メールが届くので，その中に書かれているリンクをクリックする．クリックす

ればユーザ登録は完了である．ユーザ登録が完了すればMEGANTEにログイ

表1-3-3　MEGANTEおよび各遺伝子予測プログラムの遺伝子予測精度
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図1-3-2　MEGANTEトップページとユーザ登録画面

A:　トップページ．B:　ユーザ登録画面

図1-3-3　登録確認メールの例

図1-3-4　ゲノム配列一覧画面

アップロードしたゲノム配列と解析結果を確認できる．①チェックボックス．②ゲノム配列
のID．ゲノム配列をFASTA 形式でアップロードすると，その中に記載されているコメント
行の内容がIDとして表示される．③ゲノム配列アップロード時にメモ欄に記入した内容が表
示される．④ゲノム配列をアップロードした日時．⑤解析状況．⑥アノテーション結果への
リンク．⑦削除アイコン．該当行のゲノム配列および解析結果を削除する．⑧一括削除アイ
コン．チェックボックスがチェック済みのゲノム配列および解析結果をすべて削除する．⑨
再読み込みアイコン．解析状況を更新する．

A B

1 2 3 64 5 7

98
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ンできるようになるので，再びトップページにアクセスし，画面下のログイン

フォームにe－mailアドレスとパスワードを入力し，「Sign in」ボタンを押して

ログインする．

（2）ゲノム配列のアップロード

ログインすると最初に表示される画面は図1－3－4である．ここには過去に入

力したゲノム配列の情報や解析結果へのリンクが表示される．初めてログイン

した時にはまだゲノム配列を投入していないのでそれらは表示されない．配列

を入力するには画面右上の「Upload sequence」ボタンをクリックし，配列入

力画面へと進む（図1－3－5）．ここで配列を直接コピーするか，もしくは「フ

ァイルを選択」のボタンをクリックしてファイルをアップロードする．マルチ

FASTA形式にすれば複数のゲノム配列を一度にアップロードすることが可能

である．なお 1 配列あたりの受け入れ可能な最大長は10 Mbである．また，シ

ステムが保存できる最大配列数はユーザあたり100であるので，アップロードし

図1-3-5　ゲノム配列アップロード画面

①アップロード可能配列数．②ゲノム配列をコピーする．あるいはアップロードしたいゲノ
ム配列ファイルを選択する．③ゲノム配列の生物種を選択する．④チェックすると解析終了
後にメールが届く．⑤メモ欄（任意）．

1
2

3
4
5
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た配列が100に達するとそれ以上は新規にアップロードできなくなる．しかし，

最初の画面に戻って過去にアップロードした配列を削除すれば，新たにアップ

ロードすることが可能になる．次に「Species」メニューから生物種を選択する．

生物種ごとに解析パラメータや使用するデータベースが違うので，入力したゲ

ノム配列と同じもしくは近縁の生物種を選択する．その下のチェックボックス

をオンにすると解析が完了した後にメールで連絡が来るようになる．一番下の

テキストボックスはメモ欄である．ここにアップロードした配列が何であるか

を入力しておけば，たくさんの配列をアップロードした場合にそれぞれを識別

できて便利である．入力が完了したら画面下の「Submit」ボタンを押す．アッ

プロードが成功すれば最初の画面（図1－3－4）に戻る．ゲノム配列はサーバ上に

保存されるので，アップロード後はウェブブラウザを閉じてしまっても構わない．

（3）ゲノム配列一覧

配列がアップロードされると図1－3－4のように解析状況を確認できる．アッ

プロードされた配列は待ち行列に入れられ，順次解析処理が行われる．待ち行

列に入ると「State」列が「Waiting」になり，解析処理が開始されると「Running」

に変わる．解析が完了すると「State」が「Finished」になり，「Annotation」列

が「Unavailable」から 2 つのアイコンに変わる．左のアイコンをクリックする

と解析結果がZIP形式のファイルとしてダウンロードできる．右のアイコンを

クリックするとゲノムブラウザが開き，解析結果を確認できる．これらの見方

は次節で説明する．「Sequence ID」や「Query name」が長いとすべて表示され

ないが，「Sequence ID」をクリックすると行が下に開くので，そこで内容を確

認できる．また，その画面からゲノム配列をダウンロードすることもできる．

データを削除する場合は，「Delete」列のゴミ箱アイコンをクリックする．

確認画面が開くので「Yes」を押せばゲノム配列と解析結果は削除される．複

数の配列を一度に削除する場合は，削除したい配列の一番左のチェックボック

スをクリックしてチェックを入れ，右上のゴミ箱アイコンをクリックする．同

様に確認ウィンドウが開くので「Yes」をクリックすれば選択した配列がすべ
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て削除される．なお一度削除してしまうと元に戻すことはできない．

標準ではアップロードした日時が新しい方から20件表示されるが，左上のメ

ニューから表示件数を変更することが可能である．また，各列のヘッダ部分を

クリックすれば，その項目でソートすることができる．

図1-3-6　ゲノムブラウザによる解析結果の表示

A:　アノテーション表示画面．初期状態では遺伝子座（Gene loci），遺伝子構造（Genes），
反復配列領域（Repeat regions）が表示される．Genesの赤色部分はタンパク質コード
領域，ピンク色は 5′非翻訳領域，肌色は 3′非翻訳領域を表している．Genes全体が
灰色になっているのはタンパク質非コード型RNAである．

B:　表示項目選択画面で，Aに表示する項目を選択できる．ここでは初期状態で表示され
る予測遺伝子に加えて，既知の植物タンパク質配列のアラインメント結果（Protein 
alignments），cDNAおよびESTのアラインメント結果（Transcript alignments），個々の
反復配列（Repeats）が選択できる．「DNA/GC content」を選択すると，アノテーショ
ン画面に塩基配列（ズームイン時）もしくはGC含量（ズームアウト時）が表示される． 

A

B
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（4）解析結果の表示

ゲノム配列一覧（図1－3－4）の「Annotation」列にある右側のアイコンを

クリックすると，図1－3－6Aのようなゲノムブラウザが開く．このブラウザは

ゲノムデータベースでよく利用されているGBrowseを元に作られているので，

それと同様な操作が可能である．ゲノムブラウザには標準で遺伝子座（Gene 

loci），遺伝子構造（Genes），反復配列領域（Repeat regions）が表示される．

それ以外の項目を表示するには，画面上の「Select Tracks」タブをクリック

して表示項目選択画面に切り替え，表示したい情報のチェックボックスにチェ

ックを入れる（図1－3－6B）．

遺伝子構造（Genes）にマウスを合わせればポップアップが開いて遺伝子の

概要が確認できる．クリックすると詳細を表示する画面が新たに開く（図1－3

－7）．ここでは前述の，既知のタンパク質との相同性や機能ドメイン情報が確

認できる．また，遺伝子のエクソン・イントロン構造，ORF配列，アミノ酸

配列も閲覧できる．

（5）解析結果のダウンロード

ゲノム配列一覧（図1－3－4）「Annotation」列の左のアイコンをクリックする

と，解析結果一式がZIP形式のファイルとしてダウンロードできる．解凍する

と表1－3－4に示すファイルが現れる．アノテーション情報はExcelファイルだけ

でなく，GFF 3 形式（Stein, 2015－05－01）でも提供している．GFF3はアノテ

ーションデータの保存形式として幅広く採用されているので，次世代シークエ

ンサデータの表示にもよく利用されているIGV（URL1－2－28, Thorvaldsdóttir 

et al.  2013）などの外部ツールに読み込ませれば図示することが可能である．

（6）アカウント管理

ログイン後は画面右上に表示されているe－mailアドレス（図1－3－4）をク

リックするとメニューが現れるので，そこからログアウト（Sign out）や，e－

mailアドレスおよびパスワードの変更ができる．ユーザのアカウントはユーザ
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図1-3-7　遺伝子詳細画

（A）基本情報．（B）BLASTPの結果（UniProtKBタンパク質に対する相同性情報）．（C）
InterProScanの結果（機能ドメイン情報）．（D）遺伝子構造情報．（E）ORFの塩基配列およ
びアミノ酸配列．

A

B

C

D

E



第１章　ゲノム情報とバイオインフォマティクスツール52 第１章第３節 MEGANTE 53

自身が明示的に削除しない限りサーバ上に保存される．アカウントを削除した

い場合は「Delete account」をクリックするとアカウント削除フォームに進め

るので，そこでアカウントを削除する．一度削除を行うとアカウントに加え

てサーバ上に保存されている配列ファイルや解析結果はその場で削除されるの

で，元に戻すことはできない．

パスワードを忘れてしまった場合にはホームページ（図1－3－2A）の「Forgot 

password?」をクリックしてパスワード再発行フォームに進む．そこで登録し

たe－mailアドレスを入力するとパスワード再発行のための手順がメールで届

くので，それに従ってパスワードを再発行する．

4）応用事例と今後の展望

MEGANTEは遺伝子単離のための補助ツールとして開発されたウェブサー

ビスであり，せいぜい数百kbから 1 Mb程度のゲノム領域に含まれる候補遺伝

子を絞り込む目的で利用されることを想定していた．しかし，サービス公開

後は全ゲノムアノテーションに利用される場合も多く，例えばゲノムサイズが

約540 Mbであるアズキゲノムのアノテーションにも利用されている（Sakai et 

al.  2015）．利用者一人当たり最大 1 Gbのゲノム配列を処理できるので，ゲノ

ムサイズが 1 Gb以下なら全ゲノムアノテーションを一度に実行できる．一方，

表1-3-4　解析結果に含まれるファイル



第１章　ゲノム情報とバイオインフォマティクスツール52 第１章第３節 MEGANTE 53

遺伝子単離が目的の利用者にとっては大量のゲノム配列を処理できることより

も，使いやすさの方が重要であると考えられる．現状MEGANTEは予測した

遺伝子に対して遺伝子機能の予測は行っていない．その理由は一般的にコンピ

ュータ解析だけで正確に遺伝子機能を予測することは困難だからである．しか

し，候補領域にどのような機能の遺伝子があるか一覧できれば有用であると思

われるので，MEGANTEに遺伝子機能予測機能を実装し，その結果をゲノム

ブラウザ上で表示できるよう準備を進めている．
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