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バイオインフォマティクス技術を活用した
DNAマーカー開発

第１章　第４節

農研機構果樹研究所  品種育成・病害虫研究領域　　奈島 賢児

1）DNAマーカー

DNAマーカーは，品種・系統・個体間で観察されるゲノムDNA配列上での

多型性を利用した分子マーカーである．DNAマーカーを用いることで，塩基

配列パターンが異なる品種・系統・個体を識別できる．犯罪捜査の場面では，

従来の指紋や血液鑑定に代わる新しい個人識別の方法としてDNAマーカーを

用いたDNA鑑定が利用されている．DNA鑑定は人の犯罪捜査に限られず，果

樹においても品種の識別，親子関係の判定，遺伝的な類縁関係の解明などに用

いられる．果樹の育種を行う際，新品種に導入したい形質によって適切な交雑

親を選定する必要がある．交雑親となる品種・系統は，有する形質や来歴情報

を参考に選定するが，偶発実生に由来する品種ではその来歴は不明であり，ま

た文献等に来歴が記載されている品種においても，その交雑組合せでは説明

できない表現型（phenotype）や遺伝子型（genotype）が報告される例がある

（Yamamoto et al.  2003; Sawamura et al.  2008）．DNAマーカーを用いた品種

識別や親子鑑定を行うことで，交雑品種の親子関係を特定でき，また枝変わり

品種（bud mutant），同名異品種や異名同品種の判定ができる．

DNAマーカーは有用形質に対する育種選抜においても利用される．有用形

質を支配する遺伝子座に連鎖するDNAマーカーを用いたDNAマーカー選抜

（marker assisted selection，MAS）では，幼苗の段階でDNAマーカーの遺伝
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子型による選抜・淘汰を行う．果樹は個体サイズが大きく，播種から開花・結

実まで数年の期間を要するため，栽培には労力と広い圃場面積を必要とする．

そのため幼苗段階で不要な個体を淘汰し，有望個体のみを圃場に定植できる

MASは，個体の維持管理に必要な労力・圃場・費用の大幅な削減ができると

いう利点がある．MASに利用可能な，有用形質を支配する遺伝子座に連鎖し

たDNAマーカーの選定には連鎖地図（linkage map）の作成が有効である．形

質が分離する交雑集団についてDNAマーカー解析を行うことで，DNAマー

カー間の組換え価（recombination value）に基づいた連鎖地図の作成が可能

であり，各DNAマーカーの位置関係を明らかにすることができる．さらに量

的形質遺伝子座（quantitative trait loci, QTL）解析の適用により，量的形質

を支配する遺伝子座の位置と，QTLに連鎖するDNAマーカーを推定できる．

QTL解析では，各個体のDNAマーカーの遺伝子型および調査対象形質の表現

型値を合わせて解析する．

果樹の品種識別や，MASを実施するためにはDNAマーカーが必要である．

DNAマーカーは後述する単純反復配列（simple sequence repeat，SSR）や，

レトロトランスポゾン（retrotransposon）の挿入多型，一塩基多型（single 

nucleotide polymorphism，SNP）など，品種・系統・個体間で多型のある塩

基配列領域について設計するため，配列データからこれらの領域を見出す必

要がある．本項においては，公開ゲノム配列や，次世代シークエンサ（next 

generation sequencer, NGS）解析データなど，大規模配列データからのDNA

マーカー設計法について紹介する．

2）DNAマーカー設計を行う配列の取得

DNAマーカー設計を行うためには基になる塩基配列が必要である．塩基配

列取得の方法として，公共データベースに登録されている配列の利用およびシ

ークエンス解析の実施の二通りが挙げられる．
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　a．公共データベースからの配列取得

個別の配列情報については公共データベースであるNational Center for 

Biotechnology Information （NCBI, URL1－4－1）や DNA Data Bank of Japan 

（DDBJ） （URL1－4－2），European Molecular Biology Laboratory （EMBL） 

（URL1－4－3）に登録されている．これらのデータベース間ではデータの同期

が行われているのでどのデータベースを利用しても良い．

目的の樹種について，ゲノム配列が公開されている場合には塩基配列をダ

ウンロードして利用できる．また樹種によっては，塩基配列情報に加えて転

写領域や反復配列など各種配列アノテーション（annotation）をウェブブラウ

ザ上で閲覧できるGeneric Genome Browser （GBrowse, URL1－4－4, Stein et 

al.  2002）が整備されている．果樹ではリンゴ（Malus domestica Borkh.）・モモ

（Prunus persica （L.）Batsch），セイヨウナシ（Pyrus communis L.）のゲノム配

列が Genome Database for Rosaceae （GDR, URL1－1－4－4, Jung et al.  2014）

において，ヨーロッパブドウ（Vitis vinifera L.）のゲノム配列がVitis vinifera 

Genome Data Base（VvGDB, URL1－4－5, Duvick et al.  2008）において，カン

キツのスイートオレンジ（Citrus sinensis（L.）Osbeck）およびクレメンティン

（Citrus clementina hort. ex Tannaka）のゲノム配列が Citrus Genome Database

（URL1－4－6）においてGBrowse上で参照可能である．さらにGBrowse上では

目的とする遺伝子やその近傍領域の塩基配列をFASTA形式のテキストデータ

ファイルとして出力することができる（図1－4－1）．出力した塩基配列につい

てDNAマーカー設計を行うことで，目的遺伝子や領域と強く連鎖したDNA

マーカーが設計できる．また，GBrowseは整備されていない場合でも，ウェ

ブサイト内で配列が公開されている樹種もある．チュウゴクナシにおいては

Pear Genome Project （URL1－1－3）内で配列が公開されている．このような

場合，相同性検索プログラムであるbasic local alignment search tool （BLAST, 

Altschul et al.  1990）検索を用いて目的とする遺伝子が座乗している配列を見

出し，その配列についてDNAマーカー設計を行うことも有効である．

NGS解析で得られたデータについても公共データベース内に登録されてい
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る．NGS解析データは，NCBI内のSequence Read Archive （SRA）データベ

ース（URL1－4－7）や，DDBJ内のDDBJ Sequence Read Archive （DRA）デ

ータベース（URL1－4－8），European Nucleotide Archive （ENA）データベー

ス（URL1－4－9）のいずれかから入手できる．これらのデータベース間ではデ

ータの同期が行われているのでどのデータベースを利用しても良いが，DRA

では日本語で操作できる利点がある．NGS解析は，塩基配列あたりのコストは

低いものの，一度の解析で数十万円以上と多額の費用がかかるため，利用可能

な解析データがあれば大幅なコスト削減となる．

　b．次世代シークエンス解析の実施による配列取得

樹種によっては，先行研究が乏しく公共データベースに目的とする配列が登

図 1-4-1　GDRにおけるGBrowse

FILE > Export as… > …FASTA sequence file で任意の領域をFASTA 形式で出力することが可能
（GDRから引用，https://www.rosaceae.org/, D）
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録されていないケースもあり得る．その場合にはDNAマーカー設計の基とな

る配列を得るため，シークエンス解析の実施が必要となる．近年発達したNGS 

では一度に大量のシークエンスを得ることができるため，DNAマーカー設計

に適している．表1－4－1に代表的なNGSの特徴をまとめたが，使用する機種に

より得られる配列のデータ量，リード長，リード数が異なるので，目的に適し

た機種を選択する必要がある． 

GS FLX+/GS Junior（Roche

社）および PacBio（Pacific 

biosciences社）は，得られる

リード長が500 b以上と，他

のシークエンサに比較して長

いことが利点である．得られ

るリード長が長いため，短い

配列断片から元の長い塩基配

列を再構築する作業であるア

センブル（assemble）を行

わなくてもSSRマーカー（詳細は後述する）やレトロトランスポゾン挿入多型

マーカー（詳細は後述する）が設計できる利点がある．しかし， 1リードのみ

でマーカーを作成すると，シークエンシングエラーを評価できないことが不利

な点として挙げられる．

HiSeq/MiSeq（Illumina社）は,データ量がHiSeqで120 Gb，MiSeqで15 Gb

と他のシークエンサと比較して多いことが特徴である．データ量が多く得られ

るため，参照配列（reference）へ個別のリードを対応させることで一つのアラ

インメント（alignment）を作成するマッピングを行うのに適している．アラ

インメントを構成するリードの厚み（depth）が大きいとシークエンシングエ

ラーを評価できる利点がある．またマーカー設計時にマッピングデータが必要

なSNPマーカーの設計に適している（詳細は後述する）．

Ion Proton/Ion PGM（Thermo fisher社）は，リード長はGS FLX+/GS 

表 1-4-1　代表的なNGSの機種．数値は各社のウェブ
サイトに記載されていた代表値を記載
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Junior，リード数はHiSeq/MiSeqには及ばないものの，ランニングコストが低

く，ラン時間が短いことが利点である．Ion PGMはリード長が長いため，SSR

マーカー設計やレトロトランスポゾン挿入多型マーカーの設計に適しており，

Ion Protonではリード数が多いためSNPマーカーの設計に適している．

3）バイオインフォマティクス技術を活用したDNAマーカー開発

NGS解析データや公開ゲノム配列からDNAマーカーを設計する際，扱う配

列数が数十万個以上になる場合や，塩基長が数百Mbに達する場合など，デー

タ量が膨大となることがある．そのためDNAマーカー設計を行う際には，一

度に大量のデータを扱うことのできる各種のソフトウェアを用いる必要があ

る．本項ではSSRマーカー，レトロトランスポゾン挿入多型マーカーおよび

SNPマーカー開発について紹介する．

（1）　SSRマーカー

　a．SSRおよび SSRマーカー

SSRとは単純反復配列のことで，特に数塩基の単位配列の反復からなる反復

配列である．SSRは「（AG）n」のように表記され，（ ）内に反復の単位配列で

あるモチーフが，モチーフの後ろのnにはモチーフの反復回数が記載される．

SSRはゲノム中の他の領域と比較して変異速度が増大しており，反復回数の変

異が起こりやすい（Kalia et al.  2011）．SSRマーカーはSSRの多型をDNAマー

カー化したもので，近傍に設計したPCRプライマーを用いてSSRを含む領域を

増幅し，SSRの反復回数の違いをPCR産物長の違いとして検出する共優性（co

－dominant）マーカーである（図1－4－2）．SSRマーカーは一塩基から十数塩

基程度の僅かな増幅産物長の違いを検出する必要があるため，DNAシークエ

ンサを用いてPCR産物長を検出するフラグメント解析（fragment analysis）が

行われる（図1－4－3）．SSRマーカーは連鎖地図の作成や，品種識別に広く利

用されている（Kalia et al.  2011）．
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図 1-4-2　SSRマーカーによる多型検出法の模式図

SSR（上記の場合は AGモチーフの反復）を挟むように PCRプライマー（矢印）を設計し
PCRを行う事で，反復回数の異なるアリルから長さが異なる増幅産物が得られる．増幅産物
の長さを検出し，ジェノタイピングを行う．

図 1-4-3　DNAシークエンサを用いたSSRマーカーのフラグメント解析例

横軸はフラグメントサイズ，縦軸はシグナル強度を表す．SSRの反復回数の違いが，矢印で
示したピークのフラグメントサイズの違いとして検出される．
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　b．SSRの同定および SSRマーカー設計

SSRの同定およびSSRマーカー設計は，農業生物資源研究所において公開

されているGalaxy/NIAS（URL1－1－26）を用いて行う（図1－4－4）．Galaxy 

/NIASの基本的な使用方法については，Galaxy/NIASのウェブサイトで紹介さ

れている．Galaxy（URL1－1－25; Goecks et al.  2010）はゲノムなどのデータに

対して様々なバイオインフォマティクス解析を行うことができるウェブベース

のアプリケーションである．SSR同定およびSSRマーカー設計はGalaxy/NIAS

内に導入されているソフトウェアを用いて行い，SSR同定にはmicrosatellite 

identification tool（MISA，URL1－4－10）を，SSRマーカー設計にはPrimer3

（Untergrasser et al.  2012）を用いる． 

必要なファイルは二つであり，一つはマーカー設計対象配列のマルチ

FASTAファイル，もう一つはSSRプライマーが目的とする領域のみ結合する

かどうかを調べるための参照配列（全ゲノム配列等）のマルチFASTAファイ

ルである（図1－4－5a）．マーカー設計対象配列のマルチFASTAファイルと参

照配列のマルチFASTAファイルは同一でも実行できる．

Galaxy/NIASにおけるSSRマーカー設計の手順を以下に示した．

図 1-4-4　Galaxy/NIAS の操作画面

画面左部には各種バイオインフォマティクス解析用ツールが，画面右部には解析の履歴や
閲覧可能なデータが表示されている．SSR マーカー設計作業で用いる，画面左部の「Get 
Data」，画面上部メニューの「Workflow」および「Shared Data」について矢印で示した．
（Galaxy/NIAS より引用，http://galaxy.dna.affrc.go.jp/, S）
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①　画面左部メニュー内の「NGS DATA ANALYSIS」－「Get Data」－ 

「Upload File from your computer」を選択し，マーカー設計対象配列

のマルチFASTAファイルおよび参照配列のマルチFASTAファイルを

選択後，Executeボタンを選択しファイルをアップロードする．

②　画面上部メニュー内の「Shared Data－Published Workflows」を選択す

る．続けて「SSR MISA+Primer 3 」を選択し，「Import」を選択する．

③　画面上部メニュー内の「Workflow」を選択し，「imported : SSR MISA+ 

Primer 3 」を選択し，さらに「Edit」を選択する．「SSR MISA+Primer 3」

のworkflowが表示される（図1－4－5b）．

④　「Parse BLAST」ボックス内の「merge_out（tabular）」の 右部にある

印を選択する．選択した項目については，解析後に解析結果を記載した

ファイルが作成される．必要に応じて他の項目，「MISA」ボックス内

の「misa_statistics （tabular）」（配列内に検出されたSSR数をモチーフ・

反復回数ごとにカウントしたデータ）等を選択する（図1－4－5b）．

⑤　「Workflow Canvas」右上の設定ボタンをクリックし，「Save」を選択

する．続けて設定ボタンの中から「RUN」を選択する．

⑥　各項目の設定を行う．「Step 1 : Input dataset」の「Input Dataset」で

はマーカー設計対象配列のマルチFASTAファイルを，「Step 2 : Input 

dataset」の「Reference for BLAST」では参照配列を選択する．

⑦　「Step 3 :MISA」では，検出するSSRのモチーフの塩基数（definition

（unit_size））と，その最低反復回数（definition（min_repeats））を定義する．

⑧　「Step 5 :Run primer 3 」では，プライマー設計のパラメータ（PCR産

物長，プライマー長，Tm値）を設定する．

⑨　最下部の「Run workflow」をクリックし，解析を始める．

　　解析終了後，画面右部のHistory内に，設計されたプライマー配列が記

載された「Merged hitlist information」が生成される（図1－4－5c）ので，

データをダウンロードする．ダウンロードしたデータはテキストエディ

タやExcelで閲覧・編集が可能である．
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図 1-4-5　Galaxy/NIAS 内の「MISA+Primer 3」のワークフロー（https://galaxy.dna.affrc.go.jp/
nias/）を用いた SSRマーカー設計

A : SSRマーカーを設計する対象配列．ファイルはマルチFASTA形式でアップロードする．
B :「MISA + Primer 3」のワークフロー．ファイルとして出力したい場合は＊にチェックを
入れる．図中では，「MISA」の「misa statistics（txt）」，「Parse BLAST」の「mergeout 
（tabular）」および「Primer stat」の「ssr_primer_stat（txt）」にチェックを入れている．

C :「MISA + Primer 3」ワークフロー内「Parse BLAST」の「mergeout （tabular）」より
出力される結果の一部．「mergeout （tabular）」には SSR の位置，モチーフおよび
反復回数，プライマーの配列等が記載されている．（Galaxy/NIAS より引用，http://
galaxy.dna.affrc.go.jp/）（Galaxy/NIAS より引用，http://galaxy.dna.affrc.go.jp/）

A

B

C
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設計されたSSRマーカーから，目的に沿ったマーカーを選定することでより

望ましい結果が得られると期待される．連鎖地図を作成する目的ではアリル数

や多型程度が高い特徴がある（Merritt et al.  2015） 2 塩基モチーフが適して

いる．また 2塩基モチーフの中でも（AT）nモチーフや（GC）nモチーフはGC

含量の極端な偏りがあるためPCRでの増幅安定性に欠けるため,（AG）nおよび

（AC）nモチーフを優先的に選定すると良い．一方，品種識別を行う目的では，

スタッターバンドが発生しにくく（Guichoux et al.  2011）誤判定が起こり難い

3塩基以上の多塩基モチーフが適している．

　c．EST－SSRの特徴

SSRマーカーは設計する基となる配列により，トランスクリプトームシ

ークエンスを基にしたEST－SSRマーカーとゲノムシークエンスを基にした

genomic－SSRマーカーに大別される．EST－SSRは遺伝子の転写領域に存在す

るSSRであり，genomic－SSRは全ゲノムDNA上に存在する全てのSSRに由来

する．EST－SSRはSSR全体のうち 5 %以内程度である．SSR全体では 2塩基モ

チーフが最も多く観察されるが，転写領域上に存在するSSRでは 3塩基モチー

フが最も多く見られる．転写領域はコーディング領域（coding region）と非

翻訳領域（untranslated region, UTR）とに分けられるが，コーディング領域

上に存在するSSRは大半が 3塩基モチーフである（Varshney et al.  2005）．コ

ーディング領域に 3塩基モチーフが多い理由として，反復回数に変化が起こっ

てもフレームシフト（frameshift）を起こさないためと考えられている（Metzgar 

et al. , 2000）．一方，UTR上に存在するSSRは大半が 2塩基モチーフである．

一般に転写領域，特にエキソンはその他の領域に比較して配列保存性が高

いことが知られているが，その配列保存性の高さから，ある生物種のEST－

SSRマーカーが近縁種において利用できることがある．例えばアンズ（Prunus 

armeniaca）のESTより開発されたEST－SSRマーカーが，同科異属であるナシ

やリンゴにおいて利用されている（Decroocq et al.  2003）．そのため近縁種に

おける利用を目的とする場合にはコーディング領域上のEST－SSRを選択する

のが適している．一方で，その配列保存性の高さから，他の領域上のSSRに比
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較して多型程度が低い（Varshney et al.  2005）点には注意が必要である．一方，

UTR上のSSRはコーディング領域上のSSRよりも多型が多い傾向がある（Scott 

et al.  2000）．そのため，連鎖地図作成を目的とする場合にはUTR上のSSRを選

択するのが適していると考えられる． 

d．果樹で実施されたNGS解析データからの SSRマーカー設計

NGS解析データ中からのSSRマーカー設計例は多く，果樹においてはマンゴ

ー（Mangifera indica L.）（Ravishankar et al. 2015），バナナ（Musa acuminate 

Colla）（Passos et al. 2013），ウメ（Prunus mume Sieb. et Zucc.）（San et al. 2013）

などが報告されている．

（2）レトロトランスポゾン挿入多型マーカー

a．レトロトランスポゾン

レトロトランスポゾンは，真核生物（eukaryote）のゲノム内に存在

し，複製型転移（replicative transposition）を行う可動遺伝因子（movable 

genetic element）である．自身をRNAに転写した後，逆転写酵素（reverse 

transcriptase）によりDNAに逆転写され，その後インテグラ－ゼ（integrase）

の働きにより異なるゲノムDNA領域へ組み込まれる，すなわちコピー アン

ド ペースト型の複製を行う．レトロトランスポゾンは 5′および 3 ′の両末端

に100 bp程度から数千bp程度の長さのlong terminal repeat （LTR）と呼ばれ

る反復配列を有するLTR型レトロトランスポゾンと，LTRを有さない非LTR

型レトロトランスポゾンに類別される．LTR型レトロトランスポゾンにおい

ては，両末端のLTRは互いに高い配列相同性を示し，またコピー アンド ペ

ーストにより増えた，由来の同じレトロトランスポゾン間では，別々のコピ

ーであってもLTRは高い配列相同性を示す．しかし由来の異なるレトロトラ

ンスポゾン間においては，LTRの配列相同性は低い性質がある．LTR型レト

ロトランスポゾンの特徴として，5′LTRの下流にはtRNAの相補配列である

primer binding site（PBS）と呼ばれる転写開始点が存在し，3′LTRの上流

にはpolypurine tract（PPT）と呼ばれる，逆転写反応の開始点が存在するこ
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とが知られている（図1－4－6）．LTR型レトロトランスポゾンはPBSからPPT

の間に位置する配列により，さらにTy1－copia型，Ty3－gypsy型，Trim型，

LARD型に分類される（Kumar et al.  1999）（図1－4－6）．

b．レトロトランスポゾン挿入多型マーカーの種類

レトロトランスポゾンの挿入多型を利用したDNAマーカーはいくつか知

られており，二つのレトロトランスポゾンとその挿入間を増幅するinter－

retrotransposon amplification polymorphism（IRAP），レトロトランスポゾン

とその近傍に存在するSSRとの間を増幅する retrotransposon microsatellite 

amplification polymorphism（REMAP），レトロトランスポゾンとその近傍に

図 1-4-6　LTR型レトロトランスポゾンの種類とその構造

LTR型レトロトランスポゾンは両端に相同性の高い配列である long terminal repeat（LTR）
を有しており，5′側 LTRの下流には転写開始点となる primer binding site（PBS）が，3′側
LTRの上流に polypurine tract（PPT）が存在する．Ty1−copia，Ty−3−gypsy，TRIM および
LARDは，PBSから PPTの間の構造により分類される．Ty−1−copia および Ty−3−gypsy は
内部に capsid proteins（GAG）， protease（PR），integrase（IN），reverse transcriptase（RT），
RNase H（RH）をコードしている．LARDはコード領域が長鎖の非コード領域に置き換わ
っており，TRIMではほとんどの部分を失っている． 
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存在する制限酵素（restriction enzyme）認識配列との間を増幅するsequence－

specific amplified polymorphism （S－SAP） などが知られている（Kalendar et 

al.  2006, Schulman et al 2007）．これらの手法では，PCRプライマーの片側を

LTR配列上に設計し，もう片側についてLTR，SSR，制限酵素サイトなどゲノ

ム上に多数存在する配列上に設計する．PCRを行うことで数十から数百のレト

ロトランスポゾン挿入－近傍配列間が増幅されるので，増幅産物のパターンを

アガロースゲル電気泳動等で検出する．

単一の増幅産物が得られ，またランダムショットガンシークエンスや公開ゲ

ノム配列から設計可能なDNAマーカーとして，レトロトランスポゾン挿入多

型（retrotransposon based insertion polymorphism, RBIP）マーカーが挙げら

れる．RBIPマーカーは，LTRおよび隣接するゲノム領域にプライマーを設計

し，PCR増幅することで，レトロトランスポゾン挿入アリルを検出する（図1

－4－7, 8）．本項ではRBIPマーカー設計について解説する．

c．LTR_FINDERを用いた LTR の同定

RBIPマーカーの設計には，レトロトランスポゾン挿入のされたゲノム領

図 1-4-7　RBIP マーカーの模式図

LTRと隣接するゲノム領域にプライマー（矢印）を設計することで，レトロトランスポゾン
が挿入されている場合アリル特異的に増幅される．挿入がない場合は増幅しない．このマー
カーは優性マーカーであるため，レトロトランスポゾン挿入アリルをホモで有しているかヘ
テロで有しているかは判定できない．
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域およびLTR配列の同定が必要である．ゲノム配列が公開されている，あ

るいはゲノムDNAの高精度なアセンブルデータを所持しているのであれば，

LTR_FINDER（URL1－4－11, Xu et al.  2007, 図1－4－9a）を用いることでLTR

を含む全長レトロトランスポゾン配列が同定できる．LTR_FINDERは 5 ′LTR

と 3′LTRが高い相同性を示す性質を利用し，指定した長さのLTR配列（初期

値:100～3500 bp）のペアが，指定した長さ（初期値:1000～20000 bp）の間に

存在するかどうかを検索することで，5′LTRおよび 3′LTR配列の長さや位置

を同定する（図1－4－9b）．LTR配列およびその位置が同定されることで，同時

に隣接するゲノム領域が判明する．LTRとゲノム領域にプライマーを設計する

ことでRBIPマーカーとなる．5′LTRから 3′LTRまで，レトロトランスポゾ

図 1-4-8　RBIP マーカーの電気泳動図

白い矢印はポジティブコントロール（クロロプラストゲノムコード遺伝子の rbcL），黒い矢
印はRBIP マーカーによる増幅産物．

図 1-4-9　LTR_FINDER

A : LTR_Finder のウェブサイト．上記インターフェイスから，50 Mb までの塩基配列を入
力することができる．また，検索する LTR長，LTR間の距離等を設定できる．

B : LTR_FINDER 処理で出力されるファイル．配列中における LTR 型レトロトランス
ポゾン全長， 5 ′LTR, 3 ′LTR，PBS および PPT の位置と長さが記載されている．
（LTR_FINDERより引用，http://tlife.fudan.edu.cn/ltr_finder/, S）

A B
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ンの全長が一つの配列内に存在するような，長い配列を用いることができる場

合にLTR_FINDERは有用であるが，NGS解析データをそのまま使用するなど

対象配列が充分に長くない場合は，LTR_FINDERによるLTRの同定は困難で

ある．

d．ランダムショットガンシークエンスからの LTRの同定

LTR_FINDERによるLTR同定には高精度なアセンブル済みの配列データ

や，公開ゲノム配列が必要であるが，ゲノムDNAのランダムショットガンシ

ークエンスデータがあればLTRが同定できる．この方法は， 1．各レトロト

ランスポゾンの 5 ′LTRと 3 ′LTRは高い配列相同性を示す． 2．レトロトラ

ンスポゾンの 5′LTRの下流にはPBSが存在する． 3．異なるレトロトランス

ポゾンのLTR配列間では配列相同性が低い． 4．コピー＆ペーストにより増

えた由来の同じレトロトランスポゾンでは，別々のコピーであってもLTRは

高い配列相同性を示す，という性質を利用したものである（図1－4－10）．下記

方法により，奈島ら（2015）はパインアップルのRBIPマーカー設計を実施し，

約700個のRBIPマーカー候補配列を得た．

①　全シークエンス中よりPBS配列を有するシークエンスを抽出し，さらに

PBSより上流の配列についてマルチFASTA形式の配列リストを作成す

る（Excel，Perlプログラム等）．作成した配列リストはPBSの上流に存

在する 5′LTR配列のリストと推定する．

＊植物のレトロトランスポゾンでは，PBS配列として開始メチオニンの

tRNAの相補配列（ 5′－TGGTATCAGAGC－ 3 ′）が広く用いられて

いる（Monden et al.  2014, 2015）

②　①で作成した 5′LTR配列リストについて，BLASTclust （URL1－4－12）

を用いて，相同性の高い配列を集約する処理であるクラスタリングを行

う．コピー数が多いレトロトランスポゾンのLTRである場合には，ク

ラスターを構成する配列数が多くなる．BLASTclust処理により，各レ

トロトランスポゾンファミリーのLTR配列が得られる．
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③　各クラスターを代表する配列をクエリに，全シークエンス配列をデータ

ベースに指定してBLAST検索を行う．ヒットした配列には， 3′LTR

と 5′LTRの両方の 3′末端部が含まれる．

図 1-4-10　ゲノムDNAのショットガンシークエンスからのRBIP マーカー設計の模式図
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＊任意の配列をデータベースとしたBLAST検索は，Galaxy/NIASや

CLC MainWorkbench（Qiagen社）などで実行できる．また大学共同

利用機関法人 情報・システム研究機構のライフサイエンス統合デー

タベースセンターが作成しているウェブサイトである統合TV（URL1

－1－18）では自己のコンピュータ上にBLAST実行環境を構築し，実

行する方法が解説されている．

④　ヒットした配列について，CLC MainWorkbench等を用いてアライン

メントを作成する．作成されるアラインメントは 2 種類に大別される．

5′LTRを含む配列はPBS配列およびその下流のレトロトランスポゾ

ンのコード領域を含むため，配列間の相同性が極めて高い（図1－4－

11A）．一方 3′LTRを含む配列では，LTR配列は配列間相同性が高いが，

LTR配列の下流では配列間相同性が見られなくなる（図1－4－11B）．配

列間相同性が見られない領域は，レトロトランスポゾンに隣接するゲノ

ム領域であると考えられる．

⑤　得られたレトロトランスポゾン挿入箇所の配列について，BLASTclustを用

5′LTR領域 PBS領域 コード領域

3′LTR領域 ゲノム領域

図 1-4-11　 5′LTRおよび 3′LTRのアラインメント（奈島ら，2015 から引用）

A : 5 ′LTR由来のシークエンスアラインメント．
B : 3 ′LTR由来のシークエンスアラインメント．

A

B
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いてクラスタリングを行い，重複する配列を削除する．得られたユニークな

ゲノム挿入領域と，LTR領域でプライマーを設計し，RBIPマーカーとする．

e．果樹で実施されたNGS解析データからのRBIP マーカー設計

これまでに果樹においての実施例は少なく，ニホンナシ（Pyrus pyrifolia 

Nakai）（Kim et al.  2012），およびパインアップル（Ananas comosus （L.） Merr.）

（奈島ら 2015）において設計されている．

（3）SNPマーカー

　a．SNPおよび SNPマーカー

一塩基多型（single nucleotide polymorphism, SNP）はアリル間でDNA配

列上のひとつの塩基が異なっている多型を指す．SNPはゲノムDNA上に最も

多く存在する多型であり，数百塩基に一つ程度存在する．SSRやレトロトラン

スポゾン挿入と比較して数が多いため，SNPをマーカー化することで高密度な

連鎖地図が作成できる．

個別のSNPについてDNAマーカー化する方法は複数開発されている．ア

ガロースゲルで検出可能な方法としては，cleaved amplified polymorphic 

sequence （CAPS）法（Konieczny et al.  1993），derived amplified polymorphic 

sequence （dCAPS）法（Neff et al.  1998），allele－specific PCR法などが知ら

れている．CAPS法はSNPを含む領域についてPCRを行い，その後特定の制

限酵素サイトによる切断の可否でアリルを区別する手法である（図1－4－12）．

CAPS法ではSNPが制限酵素の認識配列上に存在する必要がある．dCAPS法は

SNPが制限酵素の認識配列に含まれない場合に用い，片方のプライマーをSNP

に隣接させて制限酵素の認識配列に組み込む手法である．Allele－specific PCR

法は，対象アリルのみ増幅するよう 3′末端部にSNPが含まれるPCRプライマ

ーを設計し，PCRを行い識別する方法である．

キャピラリー電気泳動によるフラグメント解析により識別する方法として，

SNaPshot（Applied biosystems社）が知られている．SNapShot法はプライマ

ーをSNP直前に設計し，一塩基のみ伸長させて取り込んだ塩基の種類を判別す
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ることでSNPを識別する手法である．

リアルタイムPCRを利用する方法として，TaqMan（Applied biosystems

社），Tm－Shift PCR（Garmer et al.  1999），HybProbe （Roche 社），High 

Resolution Melt （HRM）解析（Vossen et al.  2009）などが知られている．

TaqManは，SNPの存在する領域に，相補的に結合する，すなわちハイブリ

ダイズ（hybridize）するプローブを用いる．このプローブにはレポーター色素

と消光分子（quencher, クエンチャ）が結合しており，SNPにプローブがハイ

ブリダイズしていた場合にはPCRの進行時にプローブが分解を受け，レポー

ター色素が放出される．放出された蛍光を検出することで，SNPアリルが判

定される．Tm－Shift PCRでは，それぞれのアリル特異的プライマーに異なる

長さの配列を付加して増幅産物の融解温度（Tm）の差異を拡大し，リアルタ

イムPCR装置を用いて遺伝子型を判定する手法である（Garmer et al.  1999）．

HybProbeでは， 2 本の配列特異的なプローブが目的配列にハイブリダイズし

た際に，それぞれのプローブに結合されたドナー色素とアクセプター色素が

近接し，蛍光共鳴エネルギー転移（fluorescence resonance energy transfer，

図 1-4-12　CAPS法の模式図

SNPサイトを挟む PCRプライマーを設計し，PCRを行った後 SNPサイトに特異的な制限
酵素で切断する．本図の場合では Aアリルに存在する AAGCTT を認識する制限酵素HindIII
処理を行い，HindIII による切断の有無でジェノタイピングを行う．



第１章第４節 インフォマティクスによるマーカー開発 75

FRET）が起こる．その際発生する蛍光を検出することでSNPアリルを識別する．

HRM解析は，温度上昇にともなう 2本鎖DNAの 1本鎖DNAへの解離度をモニ

タリングする融解曲線分析を行い，その解離パターンの違いからSNPアリルを

識別する．

遺伝子型を決定する作業であるジェノタイピング（genotyping）を多数の

SNPについて行うには，SNPアレイやMassARRAY（Agena bioscience社），

genotyping by sequencing （GBS）法を利用する．Infinium （Illumina社），

Axiom （Affymetrix社）などのSNPアレイにおいては，各アリルに特異的にハ

イブリダイズするオリゴDNAを用い，ハイブリダイズした場合のみ蛍光が検

出される手法が用いられている．SNPアレイはInfiniumで3,000以上，Axiom

で1,500以上のSNPを一度に解析するシステムであり，数十から数百SNP程度

の中規模のSNPジェノタイピングには不向きであること，多くの果樹ではSNP

アレイが設計されていないため，カスタムSNPアレイの設計を行う必要があ

る点は注意が必要である．MassARRAYにおいては，SNPサイトの1塩基手前

までのプライマーを用い，一塩基の伸長反応を行った後，伸長された塩基を

MALDI－TOF－MSを用いて検出・特定する手法が用いられている．SNPアレ

イと比較して小規模の解析（数個～数十個のSNP，48以上のサンプル）を行う

ことができることが利点である．GBSは，シークエンシングによるジェノタイ

ピング手法であり，NGSを用いたSNP検出を各個体について行うことで直接ジ

ェノタイピングを行う（Elshire et al.  2011）．GBSはシークエンシングライブ

ラリの調製方法によって検出するSNP数を調節することができることが利点と

して挙げられる．

b．SNPの検出

SNPの検出では全ゲノム配列やアセンブル後の配列などの参照配列に対して

NGSなどから得られた配列のマッピングを実施した後，マッピングデータ中か

らSNPが存在している箇所を探索する．Galaxy/NIASのワークフローを利用

することでSNPが検出できる．ワークフロー内では，マッピングにBWA （URL1

－4－13, Li et al.  2009a）, SNP 検出にSAMtools （URL1－4－14, Li et al.  2009b）
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を使用している．

①　NGS解析で得られたシークエンスおよび参照配列について「BWA 

mapping Illumina」を実施する．「BWA mapping Illumina」ワークフ

ローを「Published workflow」からインポートする．「BWA mapping 

Illumina」についてEditを選択後，「Mark duplicate read」中の「out_file

（bam）」にチェックを入れ，「Save」する．マルチFASTA形式の参照

配列と，FASTQ形式（図1－4－13a）のNGSシークエンスを指定し，実

行する．実行後，マッピング情報が記載されたBAMファイルが作成さ

れる．

②　①で得られたBAMファイルについて，「SNP/INDEL Calling」を実施

する．「Published workflow」からインポート，Editを選択後に，「Unity 

VCF of GATK－SAMtools」の「com_vcf_file（vcf）」にチェックを入れ，

図 1-4-13　Galaxy/NIAS 内「BWA mapping Illumina」，「SNP/INDEL Calling」および「SNP 
Marker」ワークフローを用いたSNP検出に必要なファイルと出力されるファイル

A : NGS解析で得られた FASTQ形式のファイル．1行目は@から始まる配列名，2行目に
塩基配列，3行目は文字「+」，4行目に 2行目に記載した配列のクオリティ値が記載さ
れている．

B : gff 形式の（GDRより引用）．左から，「配列名」「配列のタイプを決めたプログラム」「配
列のタイプ」「開始位置」「終了位置」「スコア」「ストランド」「フレーム」「グループ」
が記載されている．

C : 「SNP marker」ワークフロー内「Marker selection」の「output_vcf（vcf）」の vcf 形式
のファイル．左から「CHROM（染色体番号）」「POS（位置）」「ID（ID）」「REF（リフ
ァレンス塩基）」「ALT（代替塩基）」「QUAL（クオリティ値）」「FILTER（フィルター）」「INFO
（付加情報）」が記載されている．（Galaxy/NIASより引用､http://galaxy.dna.affrc.go.jp/, S）
HindIII による切断の有無でジェノタイピングを行う．

A

B

C
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セーブする．実行時に①で得られたBAMファイルと①で使用したリフ

ァレンスを指定後，実行する．SNP情報が記載されたvcfファイルが作

成される．

③　②で得られたvcfファイルについて「SNP Marker」ワークフローを実

施する．「SNP Marker」ワークフローでは，SNPマーカーの設計位置

として適しているかどうか（ 1．検出されたSNPの周辺に別のSNPがな

い． 2．検出されたSNPの確からしさを示す指標であるvariant quality 

scoreが一定値（default=20）以上である． 3．SNPサイトにおける配列

の厚みが一定値（default= 5 ）以上である 4．参照配列中に1箇所のみ存

在する，ユニークな配列である．）が判定される．手順としては，「Published 

workflow」から「SNP Marker」ワークフローをインポート，Editを選

択後に，「Marker selection」の「output_vcf（vcf）」にチェックを入れる．

本ワークフロー中では，リファレンスに対応したアノテーション情報が

記載されたGFFファイル（図1－4－13b）が必要であるので，GFFファイ

ルがある場合にはアップロードする．GFFファイルがない場合，「Search 

for GFF」を削除し，「Marker BLAST」内の「megablastinfo_out（vcf）」

と「Marker selection」内の「Add marker format VCF」を繋げ，セー

ブする．実行時に②で得られたvcfファイルと，リファレンスを指定する．

またGFFファイルがある場合には「Step12 :Search for GFF」で指定し

たfeatureを有する領域をSNPマーカー選抜のターゲットとして指定する

ことができる．解析後，作成されるvcfファイルにSNPマーカーとして適

しているSNPが記載されている（図1－4－13c）．

なおSNP検出では，見出されるSNPの確からしさの保証のためには配列の厚

みの確保が重要である．参照配列へNGSシークエンスをマッピングした際に，

マップされた配列の厚みが少ない領域では，仮にSNP候補が見出されたとし

ても，それがシークエンスエラーなのか，実際にSNPなのかを判断をすること

が困難である（図1－4－14）．そのためGalaxy/NIASの「SNP marker」ワーク

フローにおいては，SNPサイトにおける配列の厚みが5以上あることが，SNP
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マーカー設計に適したSNPであると判断される条件の一つとなっている.また，

Illumina社の公表しているテクニカルノート「Calling Sequencing SNPs」にお

いては,推定したSNPの99%以上が実際のSNPであることを保証するためには配

列の厚みが30x以上，95%以上ならば約20x以上が必要であるとされている．

SNPは数百塩基対に一つ程度とゲノム中に多数存在するため，全SNPを対象と

してSNPマーカーの設計やジェノタイピングをするのは過剰である場合がある．

そのような場合にはシークエンスを行う領域を絞ってSNPを探索する手法が用い

られる．代表的な手法として，restriction site associated DNA sequence （RAD－

seq） （Davey et al. 2010）が挙げられる．RAD－seqは制限酵素処理を利用し，制

限酵素認識配列近傍のごく一部の配列のみをNGSで解読する手法である．ゲノム

上の限られた領域に絞ってシークエンスを行うことができるので，全ゲノムで

の解析に比較して低コストで一定量の配列の厚みが確保できることが利点ある．

c．果樹において実施された SNPマーカー解析

ニホンナシ（Terakami et al.  2014），モモ（Martínez－García et al.  2013）

およびリンゴ（Bianco et al.  2014）においてはNGS解析データからSNPアレ

イ開発，さらにジェノタイピングによる連鎖地図作成が実施されている．ま

図 1-4-14　SNP検出における配列の厚みの重要性

A : 配列の厚みが少ない場合．塩基に違いがあるが，配列の厚みが少なく，シークエンスエ
ラーなのかSNPなのか判別が困難である．

B : 配列の厚みが充分ある SNP領域．T/C の存在比（コールレート）から T/C の SNPがあ
る領域だと推定される．

C : 配列の厚みが充分あるシークエンスエラー領域．T/C のコールレートから Tから Cへの
シークエンスエラーであると推定される．

A

B C
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たブドウにおいてはMyles et al.（2010）が，カンキツにおいてはFujii et al.

（2013）がSNPアレイを作成している．またナツメ（Ziziphus Mill.）（Zhao et 

al.  2014），カンキツ（Guo et al.  2015），モモ（Bielenberg et al.  2015）ブドウ（Chen 

et al.  2015）においては，Rad－seqによるGBSが実施されている．

4）今後の展望

かつてDNAマーカーの開発に要する費用と手間が大きく，DNAマーカーが

十分に開発されていた植物種は限られていた．現在はNGSの出現およびバイオ

インフォマティクス技術の発展により，DNAマーカー開発は格段に安価かつ

簡易になり，多くの植物種でDNAマーカー開発が実施されている．今後，各

樹種においてDNAマーカー開発が進み，連鎖地図作成やQTL解析が実施され

ることが期待される．
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