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第 1 章 序論 

1.1 ゲノム配列決定の歴史 

 ゲノムとはある生き物のすべての遺伝情報のことで、具体的には DNA の４つの塩基、

アデニン(A) 、シトシン(C)、グアニン(G)、チミン(T)の配列として遺伝情報は格納され

ている。ある生き物のゲノム配列を決定することは、その生物の特徴や進化の過程を調

べるために重要であるため、様々なシーケンス(ゲノム配列決定)技術が開発され、多種

多様な生物種のゲノム配列が決定されてきた。 
初期のシーケンス技術としては、1977 年に Maxam-Gilbert 法[1]、Sanger 法[2]が発表

されている。どちらも、決定したいゲノム配列の特定の塩基で終わる部分配列を準備し、

電気泳動により長さ順に部分配列を並べることで塩基配列を決定するもので、初期のゲ

ノム配列決定に使用された。しかし手動による作業が多く、時間がかかるため、読むこ

とができる塩基配列長は少なかった。その後、Sanger 法は改良され、蛍光検出法[3–5]や
キャピラリー電気泳動[6–8]などにより、処理の高速化、並列化、自動化が可能になり、

1987 年には Applied Biosystems 社により世界初の自動 DNA シーケンサーABI 370 が発

売された。このような技術革新により、1995 年には生物として初めてインフルエンザ

桿菌[9]が、1996 年には真核生物として初めて酵母[10]の全ゲノム配列が決定された。そ

の後、1990 年にはヒトの全ゲノム配列の解読を目標としたヒトゲノム計画(Human 
Genome Project: HGP)[11]がスタートし、2001 年には国際コンソーシアムとセレラ社に

よりヒトのドラフトゲノム配列(ゲノム全体の約 90%を解読した状態)の論文が発表され

た[12,13]。両者は、それぞれ別の方法でヒトゲノムを決定しており、前者は階層的ショ

ットガン法、後者は全ゲノムショットガン法を用いている。階層的ショットガン法とは、

ゲノムの一部を BAC やフォスミドなどを用いてクローニングし、その配列を決定した

後、遺伝地図や物理地図の情報をもとにその配列を並べることでゲノム配列を決定する

方法である。一度に決定するゲノム領域を絞ることにより、ミスアセンブルの可能性は

低く、得られた配列の精度は高いが、遺伝地図や物理地図が必要なため非常にコストが

かかる。一方、全ゲノムショットガン法(Whole Genome Shotgun: WGS)は、全ゲノムをラ

ンダムに断片化し、その断片の配列を決定した後に、得られた大量の断片配列(リード)
をオーバーラップ情報などをもとに繋ぎ合わせることでゲノム配列を決定する方法で

ある。WGS は階層的ショットガン法に比べコストは安いが、ゲノム配列上の繰り返し

配列(リピート配列)などでリードを間違えて繋がないよう高度なアルゴリズムが求め

られる。シーケンサーのスループットの向上により、大量のリードデータを安価に入手

できるようになってきたことや大量のリードデータを扱うための効率的なアルゴリズ

ムの開発が進んだことにより、WGS がゲノム配列決定に使用されるようになっていっ

た。 
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 2000 年代に入り、次世代シーケンサーと呼ばれる Sanger 法とは原理が異なるハイス

ループットなシーケンサーが登場した[14]。代表的なものとしては、454 社(Roche 社)、
Illumina 社製がある。これにより、１塩基当たりのシーケンスコストが大幅に下がり、

大量のシーケンスデータが取得可能になった。これらのシーケンサーが出力するリード

は、高精度であるが、リード長は数百 bp と短いため、ショートリードと呼ばれている。

また、これらのシーケンサーには、ライブラリを構成する DNA 断片の両端から配列を

取得できるという特徴がある。この特徴を利用し、直線状の DNA 断片の両端から配列

を決定する Paired-End シーケンスや、あらかじめ環状化された DNA 断片の両端から配

列を決定する Mate-Pair シーケンスが開発され、リードのペア間のより長い距離（Paired-
End リード：300–500 bp、Mate-Pair：2–30 kb）の情報がゲノム配列決定に使用された。

ショートリードは、発表された当初はリード長が短いことからゲノム配列決定へ使用さ

れることは少なかったが、2010 年にジャイアントパンダのゲノム配列決定[15]に使用さ

れその有用性が示されて以降、様々な生物のゲノム配列決定に使用されるようになった。

しかし、ショートリードはリード長が短いため、ゲノム上の長いリピート配列を構築す

るには課題があった。 
 このようなショートリードの課題を克服するため、ロングリード技術が開発された。

代表的なものとして、Pacific Biosciences社のPacBioリード(continuous long read、CLR)[16]
や Oxford Nanopore Technologies 社の ONT リード[17]がある。PacBio リードでは、ポリ

メラーゼがヌクレオチドを伸長させる際に取り込む蛍光標識したヌクレオチドをセン

サーにより読むことで塩基配列を決定する。ONT リードでは、ナノメートルサイズの

小さな穴(ポア)を 1 本鎖 DNA 分子が通過する際のイオンの流れのパターンから塩基配

列を決定する。これらのロングリード技術は、数十〜数百 kb の長いリードを生成する

ため、ショートリードでは構築が難しかったリピート配列の問題を低減することができ

る。しかし、ロングリードにはエラー率が高いといった課題がある。 
 2019 年には、エラー率が低い高精度なロングリードとして PacBio 社から high fidelity 
read (HiFi リード)が発表された[18]。同じゲノム領域を繰り返し読み、そのコンセンサ

スを取ることにより、リード長：約 20 kb、精度：99%以上を達成している。これによ

り、様々な生物の高品質なゲノム配列決定が可能になった。しかし、HiFi リードを用い

てもセントロメア領域などに代表される数百 kb 以上の長いリピート配列を解決するこ

とは難しい。 
 そこで、近年 Hi-C 法[19]という手法がゲノム配列決定に応用されている。Hi-C(High-
throughput Chromosome Conformation Capture)法とは染色体の高次構造解析のために開発

された手法の一つで、次世代シーケンサーを用いて空間的に近接しているゲノム領域の

情報を網羅的に取得することができる(図 1)。Hi-C 法では、まずホルムアルデヒドで細

胞内のタンパク質と DNA を架橋させ染色体の立体構造を固定した後、DNA 鎖を制限

酵素で切断する。次に切断された DNA末端をビオチンで標識した後、ライゲーション
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を行い空間的に近接している DNA 末端同士を結合させる。最後に DNA を断片化し、

ビオチンで標識されているライゲーションされた DNA 断片のみを Paired-End シーケン

スで配列を決定する。得られた Hi-C リードのペアは、それぞれライゲーションされた

異なるゲノム領域由来の配列であり、空間的に近接しているほどライゲーションされる

確率が高くなるため、ゲノム領域間の距離が近いほど、得られる Hi-C リードペアは多

くなる傾向がある。そのため、マッピングされる Hi-C リードペア数の大小から、ゲノ

ム領域間の距離情報を得ることができる。Hi-C 法では、Mate-Pair シーケンスなどと比

較して数Mb離れた遠距離のゲノム間の距離情報を得ることができるため、その情報を

ゲノム配列決定に使用することで長いリピート配列を解決することができる。実際、Hi-
C リードは多くのゲノム配列決定プロジェクトで用いられ、近年では染色体レベルで繋

がったゲノムを構築するために利用されている(ヤギ[20]、水牛[21]、蚊[22]など)。 
 

 

図 1 Hi-C 法の模式図 
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1.2 ゲノム配列決定の方法 

 未知のゲノム配列を新規に決定することは、de novo assembly(新規ゲノム配列構築)と
呼ばれ、一般的に以下の手順で行われる(図 2)。 
 

 
図 2 de novo assembly の流れ 

 
 はじめに、対象の生物から抽出した DNA をシーケンサーで読み取り、リードと呼ば

れる断片を得る。しかし、シーケンサーが一続きで読める配列の長さには制限があるた

め、リードは断片化してしまう。 
 そこで、次に contig assembly という過程で、リード間のオーバーラップ情報をもとに

リードを繋ぎ合わせ contig と呼ばれる配列を生成する。Contig assembly のアルゴリズム

は大きく分けて Overlap-Layout-Consensus(OLC)と de Bruijn Graph(DBG)の二つに分ける

ことができる(図 3)。OLC は、リード間のオーバーラップ情報をもとにリードを伸長さ

せていく方法である。この方法は、高精度で長い Sanger 配列を処理するために開発さ

れた手法で CELERA[23]や MIRA[24]といったツールで使用されている。しかし、OLC
は全リード間のオーバーラップを計算するため計算コストが高く、大量のリードを処理

するのには向いていないため、ハイスループットなショートリードを用いたアセンブリ

にはあまり用いられない。そこで、DBG が開発された。この方法では、まずリードを k
文字の部分文字列(k-mer)に分割し、k-mer をノード、k-1 文字のノード間のオーバラップ

をエッジとしたグラフを作成する。その後、このグラフの各経路を 1回だけ通るパス(オ
イラーパス)を探索することで contig を作成する。オイラーパス探索は効率的なアルゴ

リズムが知られており、高速に大量のリードを処理することができる。そのため、DBG
は多くのショートリード用のアセンブルツールで使用されている (ABySS[25]、
VELVET[26]、SOAPdenovo[27]、ALLPATHS-LG[28]、SPAdes[29]など)。しかし、DBG は

contig assembly

read

contig

scaffolding

scaffold
gap

Mate-Pair情報など
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k-1 文字の完全一致によりエッジを作成しているため、エラーの多い CLR リードや ONT
リードのアセンブリには向いていない。そこでエラーの多いロングリードを用いたアセ

ンブルツールでは、OLC を用いているものが多い(Canu[30]、Flye[31]、FALCON[32]、
Wtdbg2[33]など)。また、高精度なロングリードである HiFi リードのアセンブリには、

OLC を使用したもの(hifiasm[34]、HiCanu[35]など)、DBG を使用したもの(MBG[36]、
LJA[37]など)どちらも開発されている。 
 

 
図 3 contig assembly の方法の比較 

 
しかし、リード長より長いリピート領域を解決することは難しいため、contig assembly

のみで染色体レベルで繋がったゲノム配列を構築することは難しい。 
 そこで、次に scaffolding という処理を行い、contig同士の向きと並びを推定し gap を

含めて繋ぐことで scaffold と呼ばれる配列を生成する。Scaffolding では、contig 同士を

繋ぐために追加の情報が必要であり、Mate-Pair、Fosmid、BAC、Optical map、Genetic map
といった情報が scaffolding に用いられてきた[38]。Scaffolding に使用される情報の特徴

を表 1 にまとめる。 
 Mate-Pair は、ゲノム配列を長い DNA 断片(2–30 kb)に分割し、その両端をシーケンス

することで、距離が既知のリードのペアを得る方法である。この技術は、SSPACE[39]、
Platanus[40]などの scaffolding ツールで使用されており、リードペア間の距離情報が

scaffolding に使用される。しかし、Mate-Pair ではリードペア間の距離が最大でも 30 kb
で、それ以上離れた距離の情報を得ることはできない。 
 Fosmid は、F-プラスミドの複製起点と分割メカニズムを利用して、長い DNA 断片の

genome

ATGATCCTAGATCTGACG
read

ATGATC
AGATCT

CTGACG
TCCTAG

Overlap-Layout-Consensus
ATGATC

AGATCT
CTGACG

TCCTAG ATGATCCTAGATCTGACG

de Bruijn Graph

ATGATCCTAGATCTGACG

3-merのde Bruijn Graph作成

ATGATC
AGATCT

CTGACG
TCCTAG

CTG

ATG
TGA

GATAGA

GAC

ATC

ACG

TCC

TCT

CCTCTA TAG

ATG TGA GAT ATC

AGA GAT ATC TCT

TCC CCT CTA TAG

CTG TGA GAC ACG

各リードから3-merを取得 オイラーパス探索

k = 3の例
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クローニングを可能にした DNA ベクターを用いる方法で、最長 40 kb の長い DNA 配

列を得ることができる。BAC は、さらに長い DNA 断片のクローリングを可能にするた

めに開発されたバクテリア人工染色体という DNA ベクターを用いる方法で、最長 200 
kb の DNA 配列を得ることが可能である。しかし、Fosmid、BAC ともに作成にはコスト

がかかるという欠点がある。 
 Optical map を用いた方法では、制限酵素マップの情報をもとに scaffolding を行う。制

限酵素マップとは、制限酵素サイト(制限酵素が認識し切断する特定の塩基配列)のゲノ

ム上の位置を地図にしたもので、長いゲノム DNA をガラス基盤上に固定したのち、制

限酵素で DNA を切断、蛍光により切断断片の長さを測定することで作成される。Contig
内の制限酵素サイトの位置と制限酵素マップを照らし合わせることで scaffolding は行

われる。Optical map を用いた方法では、長い gap を超えて contig を接続できるが、ゲノ

ムサイズが大きい生物の十分な制限酵素マップ作成は非常にコストが高い。 
 Genetic map とは、同一染色体上の距離が近い遺伝子ほど、共に遺伝する確率が高い

という遺伝子連鎖の考えを基に、染色体上の相対位置を決定して作られた遺伝子の位置

を表す地図である。Genetic map は、染色体全体にわたる情報を得ることができるが、

構築に高いコストがかかるため、ヒトなどのモデル生物に適用が限定されている。 
 このように、Mate-Pair、Fosmid、BAC を用いても、200 kb以上のリピート領域を跨い

で contig を接続することは困難であり、セントロメア領域など長いリピート領域を解決

することは難しい。また、Optical map、Genetic map は長距離の scaffolding に有効ではあ

るが、コストが非常に高く、非モデル生物で使用することは難しい。 
 そこで、近年 Hi-C 法が scaffolding に応用されている。Hi-C 法では、Mate-Pair などと

は異なり insert 長(リードペア間の距離)がゲノムの空間的距離に依存して幅広いため、

1 kb~数 Mb の幅広い距離の情報を得ることができる。また、Hi-C ライブラリー作製に

は特殊な機器は不要で、実験コストは比較的低く、非モデル生物でも作成可能である。

このように Hi-C 法は低コストで遠距離のゲノム領域間の情報が得られるため、様々な

生物のゲノムアセンブル時の scaffolding に適用可能な強力な技術といえる。 
 

表 1 Scaffolding 方法の比較 

Scaffolding 方法 距離 コスト スループット 

Mate-Pair 2–30 kb 低 高 
Fosmid 40 kb 中 低 
BAC 40–200 kb 高 低 
Optical map 20–500 kb 高 高 
Genetic map 染色体レベル 非現実的 非常に低い 
Hi-C 1 kb–20 Mb 低 高 

Xu & Dixon, 2019 [38] Table1 より引用し、一部改変 
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1.3 Hi-Cデータを活用した既存の scaffolding手法 

Hi-C データを活用した scaffolding では、Hi-C データの以下の二つの特徴を利用して

いる。一つ目の特徴は、Hi-C接触頻度(Hi-C リードペア数)は、同一染色体内ではるかに

多く、染色体間で少ない傾向があることである。これは、各染色体は核内で空間的に異

なる領域に配置されており染色体間の空間的距離は遠いため、異なる染色体間がライゲ

ーションされる確率は低くなるからである。この特徴により、マッピングされる Hi-C
リードペア数から二つの contig が同じ染色体由来かどうか判定することができる。二つ

目の特徴は、同一染色体内で比較した場合、ゲノム配列上の距離が近いほど、Hi-C接触
頻度が多い傾向があることである。これはゲノム配列(1 次元)上の距離が近いほど空間

的な距離も近くなり、ライゲーションされる確率が上がるためである。この特徴により、

マッピングされる Hi-C リードペア数の大小から、二つの contig 間の距離を推測するこ

とができる。Hi-C Scaffolding では、これらの特徴と contigへの Hi-C リードのマッピン

グ結果を用いて、contig の最適な順番と向きを決定する。 
Hi-C データを活用した scaffolding を行う計算プログラムは様々開発されている。こ

れらのプログラムは大別して二つの方法に分類することができる。1 つ目は、確率モデ

ルを使用した方法である。この方法では、まず contig の順番と向きをランダムに決定し、

その contig の順番、向きで、Hi-C のリードが観察される尤度を計算する。そして尤度が

最大になるように、contig の順番、向きを変えていくことで scaffolding を行う。DNA 
triangulation[41]、GRAAL[42]、instaGRAAL[43]などのツールがこの確率モデルを使用し

た戦略を採用している。２つ目は、グラフベースの方法である。この方法では、まず contig
をノード、contig 間を架橋する Hi-C リードをエッジとしてグラフを作成する。そして

グラフ上で最適なパスを探索し、contig の順番、向きを決定することで scaffolding を行

う。LACHESIS[44]、3D-DNA[22]、SALSA[45]、SALSA2[46]などのツールでこのグラフ

ベースの戦略が使用されている。ツールによって、グラフの作成方法、最終的なパスの

決定方法が異なる。 
これらの Hi-C Scaffoldingツールの中でも 3D-DNA、SALSA2 は、Hi-C Scaffolding に

一般的に用いられているプログラムであり、以下にそれぞれのアルゴリズムや特徴を示

す。 
3D-DNA では、まず scaffolding する前に入力 contig内のミスを Hi-C の接触頻度パタ

ーンの変化を用いて検出し、修正を行う。次に、contigペア間にマッピングされる Hi-C
リードペアを集計し、contig をノード、contig 間を架橋する Hi-C リードをエッジとした

グラフを作成する。エッジの重みには、contig 長で割ることで正規化した Hi-C リード

ペア数を使用している。そして、エッジの重みが最良のノード同士、すなわち架橋する

Hi-C リード数が多い contig のペアを繋いでいくことで scaffolding を行う。 
 SALSA2 でも、3D-DNA と同様にはじめに入力 contig内のミス修正を行った後、グラ
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フの作成、エッジの重みが最良ノード同士の接続を行うことで scaffolding を行う。3D-
DNA との違いとしては、SALSA2 では Hi-C リードの physical coverage を用いてミスを

検出している点が挙げられる。Physical coverage とは、その領域を跨ぐ Hi-C リードペア

数のことで、ミスの箇所ではその両側間を架橋する Hi-C リードペア数は少なくなるた

め、physical coverage は低下する傾向がある。そこで physical coverage の低下する領域を

SALSA2 ではミスとして検出し修正している。また SALSA2 では、エッジの重みの正規

化に contig の長さではなく制限酵素サイト数を用いている点も 3D-DNA とは異なる。

さらに SALSA2 には、入力に contig assembly 時のグラフの情報を使用でき、scaffolding
を補助する機能がある。 

3D-DNA や SALSA2 は、多くの生物種のゲノム決定プロジェクトで Hi-C Scaffolding
ツールとして使用されており、染色体レベルで繋がったゲノム配列構築に有用であるが、

これらの既存ツールの結果には誤って異なる染色体やゲノム領域を繋ぐミスがあり、最

終的に手動による修正が必要な場合が多いという欠点がある。そのため、多くのゲノム

プロジェクトでは、Hi-C Scaffolding 結果を目視で確認し手動で修正する工程が行われ

ている。実際、3D-DNA を用いている DNA ZOO project (DNA ZOO, https://www.dnazoo.org) 
でも、最後の工程で Hi-C コンタクトマップを目視で確認し、ミスを修正している。特

に短い contig の向きや順番の決定は、mapping される Hi-C リードの数が少ないため困

難で、短い contig の向きや順番は間違って出力されることが多い。 
 

1.4 ハプロタイプ phasing 

ヒトのような二倍体生物の染色体は、各親から引き継いだ２つの相同な染色体で構成

されている。相同染色体のうちどちらか一方の染色体の塩基配列をハプロタイプと呼び、

父方、母方由来のハプロタイプを分けてゲノム配列を決定することを phasing と呼ぶ。

Phasing された高品質なハプロタイプリファレンスゲノム配列は、農業[47]や医学[48,49]、
その他の多くの生物学分野において重要なリソースであり[50]、全染色体の完全長のハ

プロタイプのセットを構築することはゲノムアセンブリにおける最終目標と言える。 
近交系のモデル生物を対象とした初期のゲノムプロジェクトでは、ハプロタイプ間の

違いが少ないサンプルを用いていたため、ハプロタイプ間の違いを考慮する必要性は低

かった。その後、野生個体などハプロタイプ間の違いが大きいサンプルのゲノム配列決

定も行われるようになったが、技術的な制約からハプロタイプ間の違いを無視し、父方

由来と母方由来の配列をモザイク状に繋ぎ合わせた擬似的な”一倍体”ゲノム配列(コン

センサス配列)が構築されていた。しかし、近年ハプロタイプ間で違いが大きいゲノム

領域が表現型に関連する事例が報告されており、ハプロタイプ間の違いを考慮し、それ

ぞれのハプロタイプを分けて構築することが重要であることがわかってきている。 
そこで、父方、母方由来のハプロタイプを分けてゲノム配列を構築する phasing が行
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われるようになり、様々な phasing 手法が開発された。既存の phasing 手法は統計ベー

ス手法と実験ベース手法に大きく分けることができる。 
 統計ベース手法では、集団遺伝情報セットを用いて phasing を行う(図 4)。この手法

では、連鎖不平衡（集団内で複数の遺伝子座の変異の特定の組合せの頻度が高くなる現

象）を利用して、ハプロタイプを決定していく。この手法は局所的には非常に正確にハ

プロタイプを決定できるが、組換えホットスポットでスイッチエラー（ハプロタイプが

切り替わるエラー）が多い、個体特有の変異の phasing ができないといった欠点がある。

また、大規模な集団遺伝情報セットが必要で、ヒトなどのモデル生物でしか使用できな

い。 
 

 

図 4 統計ベース⼿法 
 
 実験ベース手法では、シーケンサーにより得られたリード情報を基に phasing を行う。

この手法は、統計ベース手法では phasing できない個体特有の変異も phasing すること

ができるという利点がある。実験ベースの手法としては、トリオデータを使用する方法、

アライメントベースの方法とアセンブリベースの方法などがある。以下に各方法の概要

と特徴を述べる。 
 
・トリオデータを使用する方法 
 両親のデータを用いて、父親固有、母親固有な k-mer を同定し、ハプロタイプ固有

のマーカーとして使用することでハプロタイプを構築する。TrioCanu[51]では、ロン

グリードを親固有の k-mer を用いて二つの独立したハプロタイプに分割し、２つのリ

ードセットを独立にアセンブルすることでハプロタイプを構築する(図 5)。Hifiasm 
trio mode[34]では、アセンブルグラフから片親ハプロタイプ由来のリードを除去する

ことで phasing された contig を作成する。トリオデータ(子供と両親のデータ)を使用

する方法は、非常に精度の高いハプロタイプを構築できるが、両親のデータが必要で

あるため、野生個体など親のデータが手に入りにくいサンプルには使用できないとい

う制限がある。 

reference
mapping
hetero variant call

read
Population Phase Info

called variant
Phasing結果
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図 5 トリオデータを使⽤する⽅法 
 
・アライメントベースの方法 
アセンブリに用いたリードをリファレンスゲノムまたは構築したコンセンサス配

列にアライメントし、ハプロタイプ間の変異をコール、その後隣接する変異をペアリ

ングすることでハプロタイプを決定する。ショートリードはリード長が短く複数の変

異をカバーすることが少ないため、ペアリングできる変異が限られる。そこで、Mate-
Pair、ロングリード、Linked read が phasing に用いられている。しかし、これらの手法

を用いても、長いホモ領域やセントロメアを超えた phasing をすることは困難である。 
そのため、近年では Hi-C 法を phasing に用いるプログラムも登場している

(HapCUT[52]、HapCUT2[53]など) 。Hi-C リードはリードペアが染色体全長に及ぶの

で、この問題を克服することができる。重要なことに、Hi-C リードペアは、同じハプ

ロタイプ間を架橋している可能性が高く、phasing に使えることが示されている[54]。 
しかし、アライメントベース手法は、高品質なリファレンス配列が必要で、マッピ

ングベースの変異のコールに依存しているため、精度が悪いことが問題点として挙げ

られる。特に、ヘテロ接合度が高い(ハプロタイプ間の違いが大きい)領域や構造変異

は、リードのマッピングにより変異をコールすることは難しく、ハプロタイプ構築に

失敗することがある。 
 

 
図 6 アライメントベースの⽅法 
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・アセンブリベースの方法 
 ハプロタイプを区別した de novo assembly を行うことで、phasing を行う。アライメ

ントベースの方法が、小さい変異のみを対象にしているのに対し、アセンブリベース

の方法は、大規模な挿入や逆位など大きい構造変異も phasing することができるとい

う利点がある。 
二倍体ゲノムのアセンブルグラフでは、ハプロタイプ間で変異のある領域によるバ

ブルと呼ばれる枝分かれ構造ができる。アセンブリベースの方法では、バブル間を架

橋するロングリードや Mate-Pair の情報から、バブル構造を解決することで phasing を

行う (Platanus-allee[55]、FALCON-Unzip[32]など)。しかし、ロングリードや Mate-Pair
では、数Mb以上の長いホモ領域を超えてバブル構造を解決することはできない。 

 
図 7 アセンブリベースの⽅法 

 
上記のようにこれまで様々な phasing 手法が開発されてきたが、それぞれの手法に

は課題や制限があった。統計ベース手法は集団遺伝情報のあるモデル生物でしか使用

できず、個体特有の変異を phasing できない。トリオデータを用いる方法は、両親デ

ータが必要で使用できるサンプルが制限される。アライメントベースの方法は高品質

なリファレンスゲノムが必要で構造変異の phasing は困難である。アセンブリベース

の方法は、構造変異も phasing することができるが、ロングリードや Mate-Pair では長

いホモ領域を超えて phasing をすることはできない。 
それゆえ、Hi-C データを用いたアセンブリベースの phasing 手法が開発されている

（FALCON-Phase[56]、ALLHiC[57]、hifiasm Hi-C mode[58]）。Hi-C データでは、同じ

ハプロタイプ間を架橋する Hi-C リードペアが多い傾向にあり、リードペア間の距離

は最大数Mb と長距離の情報を得ることができるため、Hi-C データをアセンブリベー

スの phasing 手法に応用することで長いホモ領域を超えた染色体レベルのハプロタイ

プを構築できることが期待される。 
 

1.5 Hi-Cデータを活用した既存の phasing手法 

 Hi-C データを活用した既存のアセンブリベースの phasing 手法のアルゴリズム、特徴

を以下に述べる。 
FALCON-Phase は、FALCON-Unzip の結果を入力に、Hi-C データ用いて phasing を行

うツールで、同じハプロタイプを架橋する Hi-C リード数が多くなるように、バブル構

assembly

Paired-End Phasing結果

read
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造を解決していくことでハプロタイプを決定する。FALCON-Phase には、Hi-C データに

よる scaffolding機能はないが、他の Hi-C Scaffoldingツールと組み合わせることで染色

体レベルのハプロタイプを構築できる。しかし、FALCON-Phase で作成された染色体レ

ベルのハプロタイプアセンブリは精度が悪く、大きいスイッチエラー(scaffold の途中で

ハプロタイプが切り替わるエラー)が多いことが報告されている[59]。 
ALLHiC は、多倍体ゲノム用に開発された Hi-C Scaffolding、Phasingツールである。

はじめに、染色体レベルにつながった近縁種ゲノムの遺伝子情報を利用して、異なるハ

プロタイプ間の Hi-C リンクを除去する。続いて階層的クラスタリングにより、染色体

ごとに contig をわけ、最後に遺伝的アルゴリズムにより contig の順番、向きを決定す

る。ALLHiC は、異なるハプロタイプ間の Hi-C のリンクの除去することで、正確な

scaffolding、phasing を可能にしている。しかし、染色体レベルにつながった近縁種ゲノ

ムの遺伝子情報や染色体の本数の情報が必要という欠点がある。 
Hifiasm Hi-C mode は、HiFi 用のアセンブラである hifiasm に Hi-C データ用の機能を

組み込んだもので、HiFi リードを基に作成したアセンブルグラフを Hi-C データにより

phasing を行う。しかし、FALCON-Phase同様、Hi-C データによる scaffolding機能はな

く、染色体レベルで繋がったハプロタイプを構築することは難しい。 
このように、Hi-C データを活用した既存のアセンブリベースの phasing 手法は、近縁

種の染色体レベルアセンブリが必要であったり、Hi-C データによる scaffolding 機能が

なかったりするため、染色体レベルのハプロタイプ配列を高精度に構築できるツールは

乏しいのが現状である。 
 

1.6本研究の目的 

 以上、前節までで述べたように、Hi-C 法は scaffolding や phasing に応用されており、

染色体レベルのハプロタイプゲノム配列の構築に使われている事例も存在する。しかし、

既存のHi-C Scaffoldingツールは、最終的にマニュアルによる修正が必要な場合が多く、

短い contig の向き、順序のミスが多いなどの課題がある。また、既存のアセンブリベー

スの Hi-C Phasing 手法は、近縁種の染色体レベルアセンブリが必要であったり、Hi-C 
Scaffolding機能がなかったりと制限があり、染色体レベルのハプロタイプ配列を高精度

に構築できるツールは乏しい。 
 そこで、Hi-C データを用いて染色体レベルのハプロタイプ配列を構築できるツール

の開発を目的として本研究を実施した。Hi-C データを用いた scaffolding、phasing ツー

ル GreenHill を新規に開発し、様々な生物種のデータを用いたベンチマークでその有用

性を確かめた。 
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1.7本論文の構成 

 本論文は、Hi-C 法を用いて染色体レベルのハプロタイプ配列を構築できるツールの

開発を目的としており、第２章にて開発した GreenHill のアルゴリズムについて詳細に

説明する。第３章では、以下に示す様々なデータに対して GreenHill を適用することで

その有用性を示す。 
 
・線虫のシミュレーションデータ 
 線虫(Caenorhabditis elegans)の CLR、Hi-C シミュレーションデータに GreenHill を
適用し、結果をリファレンス配列と比較することで、詳細な精度の評価を行った。

GreenHill が既存ツールと比較して連続性、精度の両方で優れた結果が得られること

を確認した。 
 
・ショウジョウバエデータ 
 ショウジョウバエ(Drosophila melanogaster)の HiFi実データ、Hi-C シミュレーショ

ンデータを用いて評価を行い、GreenHill が HiFi データに対しても優れた性能を発揮

することを確認した。 
 
・ウシデータ 
 ウシ(Bos indicus×Bos taurus)の実データに対してベンチマークを行い、ゲノムサイ

ズが大きいゲノムの実データに対しても GreenHill が既存ツールを上回る性能を発揮

することを示した。 
 
・キンカチョウデータ 
 ヘテロ接合度の高いキンカチョウ(Taeniopygia guttata)の実データに GreenHill を適

用し、ヘテロ接合度が高いサンプルでも、染色体レベルのハプロタイプ配列を構築で

きることを示した。 
 
・他生物種データ 
 セキセイインコ(Melopsittacus undulatus)、クロサイ(Diceros bicornis)、コチョウザメ

(Acipenser ruthenus)の実データでベンチマークを行い、GreenHill が生物種に対して高

い汎用性を持つことを確かめた。 
 
最後に第４章で以上の総括として全体のまとめと展望を述べる。 
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第 2 章 Hi-C Scaffolding、Phasing 手法 GreenHill の開発 
 本研究では、Hi-C データを用いて染色体レベルのハプロタイプゲノムを構築するこ

とを目的とし、Hi-C Scaffolding、Phasingツール GreenHill を新規に開発した[60]。この

ツールは、様々なアセンブラの結果と Hi-C データを入力として、染色体レベルのハプ

ロタイプゲノムを両親データなしで構築することができるよう設計されている。特徴的

な機能として、Hi-C のコンタクトマップを利用した独自のミス修正機能や、Hi-C デー

タ以外のリードデータも同時に用いて精度を高める機能が実装されている。ソースコー

ドについては、筆者が C++言語で実装し、オープンソースとして Github リポジトリ

(https://github.com/ShunOuchi/GreenHill) 、 Zenodo デ ー タ リ ポ ジ ト リ

(https://doi.org/10.5281/zenodo.8041374)にて公開している。なお、以後の節で説明するア

ルゴリズムはバージョン 1.1.0 のものである。 
 

2.1 GreenHillのアルゴリズムの概要 

 GreenHill のアルゴリズムの全体像を図 8 に示す。GreenHill は、他のアセンブラから

構築された contig に加えて、Hi-C およびロングリードを入力として受け取り、scaffolding、
phasing を行う。入力の contig は、(ⅰ) Paired-haplotype style、(ⅱ) Pseudo-haplotype style、
(ⅲ) Haplotype-ignorant style など、どのような形式の contig でも用いることができるよう

になっている(図 8 a)。GreenHill では、はじめに入力 contig から、相同染色体の同一

Locus由来の contig を対応づけ、各ペアを一つの”consensus contig”としてマージする(図 
8 b)。次に、consensus contig をロングリードや Hi-C を用いて scaffolding を行い、染色体

レベルで繋がった consensus 状態の配列を構築する(図 8 c, d）。最後に、ロングリード、

Hi-C を用いて phasing を行い、二つのハプロタイプを構築する(図 8 e)。 
 次節以降で、これらのアルゴリズムの詳細を述べる。 
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図 8 GreenHill の全体像 

 
 

2.2 Input assembly 

 GreenHill では、他のアセンブラで構築された contig を入力として用いており、以下

のすべての形式の contig を入力として用いることができる(図 8 a)。 
 

ⅰ. Paired-haplotype style 
この形式では、ハプロタイプ間で差異が大きいヘテロな領域の contig とハプロタイ

プ間で差異が少ないホモな領域の contig が分けて出力される。ヘテロな contig は、相

b. Merge Haplotype セルフアライメント

切断

マージ マージ

セルフアライメント

切断

マージ

✂ ✂

a. Input Assembly
Pseudo-haplotype style input
primary contig

alternative contig

Paired-haplotype style input

ホモなcontig

ヘテロなcontigのペア

Haplotype-ignorant style input

c. Consensus Scaffolding by Long reads

d. Consensus Scaffolding by Hi-C
Hi-C read

e. Phasing Hi-C read
Final output

入力でヘテロなcontigは
既に対応づいているため
セルフアライメント、切断

は行わない

Long read
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同染色体間で同一 Locus 由来のヘテロな contig と bubble として対応づけられ、塩基

配列長が長い方を”primary bubble”、短い方を”secondary bubble”として出力される。

Platanus-allee[55]などの結果がこの形式に当たる。 
 

ⅱ. Pseudo-haplotype style 
 この形式では、primary contig と alternative contig の 2 種類の contig が出力される。

Primary contig とは、ヘテロな領域とホモな領域をスイッチエラー(ハプロタイプが切

り替わるエラー)を許容しながら可能な限り長く繋げた contig である。一方、alternative 
contig とは、primary contig に含まれなかった残りのヘテロな領域の contig である。一

般的に、primary contig と alternative contig の対応関係の情報は残念ながら出力されな

い。FALCON-Unzip[32]などの結果がこの形式に当たる。 
 
ⅲ. Haplotype-ignorant style 
 ハプロタイプに関する情報を出力しない形式を指す。Canu[30]、Flye[31]など多くの

アセンブラの結果がこの形式に当たる。これらのツールは、ハプロタイプ間の違いを

無視した consensus 状態の配列の構築を前提としているが、ヘテロ接合度の高いサン

プルや実行時のオプションによっては、ハプロタイプ間の違いを考慮してヘテロな領

域の一部をハプロタイプ別に出力し、推定ゲノムサイズの 1.x〜2 倍のゲノムを構築

することがある。GreenHill は、このような部分的にハプロタイプ別で構築されている

アセンブル結果も入力として用いることができる。 
 

 
 

2.3 Merge haplotype 

 Merge haplotype では、入力 contig中のヘテロな領域を検出し、マージを行い consensus
状態の配列”consensus contig”を作成する。 
入力の形式が、Pseudo-haplotype styleまたは Haplotype-ignorant style の場合、ヘテロな

contig同士は対立するアリルとして対応づいていないため、はじめにセルフアライメン

トを行うことで対応づけを行い、入力の形式を Paired-haplotype style に変換する(図 9 a)。
以下に詳細な手順を述べる。 
 
ⅰ.  入力 contig のセルフアライメントを計算する。ツールは minimap2[61]、オプショ

ンは -D –secondary=no -c を用いて入力 contig同士のアライメントを計算し、Identity
が 80%未満のアライメント結果は除去する。 
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ⅱ. 各 contig について、最も長くアライメントが取れる contig を”opposite contig”とし

計算する。 
 
ⅲ. アライメントが長い順に、contig を opposite contig と対応づける。ただし、contig 
u の opposite contig v が既に別の contig w と対応づいており、u と v 間のアライメント

と w と v 間のアライメントが重複している場合、contig u は冗長な配列と判断し除去

される。 
 
ⅳ. ⅲで対応づけた情報をもとに入力 contig を切断し、contig をホモな領域とヘテロな

領域に分ける。 
 
ⅴ. 各 contig のハプロタイプの情報と coverage 情報をヘッダーに保存する。対応づけ

られたヘテロな contig のペアは bubble として保存され、対応つかなかった contig は

ホモな contig として保存される。各 contig の coverage は、ヘテロな contig は𝐶、ホモ
な contig は𝐶 × 2として保存される(閾値𝐶：デフォルトでは 40)。 
 

 入力形式が、Paired-haplotype style の場合、以下の手順で、ヘテロな contig のマージを

行う(図 9 b)。 
 
はじめに、入力のヘッダーからハプロタイプ情報と coverage 情報を読み取る。ハプロ

タイプ情報を用いて、対応する primary bubble と secondary bubble の contig をマージし、

consensus contig を作成する。Bubble を形成していない contig (nonBubbleOther)について

は、coverage が𝐶!"#"$% × 𝑟 未満の場合はヘテロな contig、𝐶!"#"$% × 𝑟 以上の場合はホモ

な contig と分類される。ここで、𝑟は定数で default では 1.75、𝐶!"#"$%はヘテロな contig
の平均 coverage で Platanus-allee[55]と同様な方法を用いて計算する。マージ結果は、要

素数 2 の配列 T に保存される。Primary bubble contig u と secondary bubble contig v をマー

ジして作成した consensus contig は[u, v]として、bubble を形成していないヘテロな contig 
u は[u, -]として、bubble を形成していないホモな contig u は[u, u]として保存される。 
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図 9 Merge haplotype 
 

2.4 Consensus scaffolding by long reads 

Consensus scaffolding の第一ステップでは、2.3 Merge haplotype でマージした consensus 
contig を、ロングリード(と Pair-End リード)を用いて scaffolding をする。この処理は、

Platanus-allee[55]の scaffolding 処理と類似したアルゴリズムとなっている。GreenHill独
自の機能として、Hi-C を用いたエラーエッジの除去を実装している。ロングリードに

よる Consensus scaffolding の模式図を図 10 に示す。以下各機能の詳細を述べる。 

a. 入力形式の変換

b. merge haplotype
Paired-haplotype style input

primaryBubble1

secondaryBubble1

nonBubbleOther1 nonBubbleOther2

coverage ≦ Chetero× r upper-threshold coverage ＞ Chetero× r upper-threshold 

マージ

nonBubbleOther1
nonBubbleOther1

primaryBubble1
secondaryBubble1

nonBubbleOther2T [0]
[1] -

Paired-haplotype style input

Pseudo-haplotype style input

セルフアライメント

ヘテロ領域の対応づけ

切断

✂

除去
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図 10 Consensus scaffolding by long reads 

 

リードのマッピング 
 ショートリード(Paired-End リードまたは 10X リード)、Hi-C は、k-mer を用いてマッ

ピングを行う(図 11)。以下に詳細な手順を述べる。 
 

ⅰ. Contig中の k-mer をキーとし、contig中の位置を値としたハッシュテーブルを作成

する。 
 
ⅱ. リード配列から重複なしで、k-mer を取り出す。 
 
ⅲ. ユニークな k-mer により、マッピング位置を決定する。ここで、ユニークな k-mer

枝分かれのないノードの接続

エラーエッジの除去

Scaffold構築

Scaffoldグラフの構築

接続

×

除去

Long read

リードのマッピング
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とは、全 contig中に一つだけ含まれる k-mer である。 
 
ⅳ. ユニークな k-merがないため、ⅲでマッピング位置を決定できなかった場合、bubble
ユニークな k-mer を用いて、マッピング位置を決定する。ここで bubbleユニークな k-
merとは、全 contig中で出現回数が 2回であり、同じ bubbleを構成する primaryBubble、
secondaryBubble にそれぞれ 1 回ずつ含まれている k-mer である。この方法では、

primaryBubble、secondaryBubble のどちらにマッピングすべきかはわからないため、

primaryBubble のみにマッピングし、”consensus link”として保存する。 
 
この方法はユニークな k-mer を用いているため、リピート配列によるマッピングミス

を防ぐことができる。また、bubble ユニークな k-mer を用いることで、対応する

primaryBubble、secondaryBubble 間で相同な領域にも、マッピングすることができる。

Consensus link は、Consensus scaffolding 時のみに使用し、phasing の際は用いない。 
 

 
図 11 ショートリードのマッピング 

ショートリードのマッピングの模式図。k = 3 の例。Read1 は、ユニークな k-mer により、

seecondaryBubble1 と nonBubbleOther1 にマッピングされる。Read2 は、ユニークな k-mer
がなかったため、bubble ユニークな k-mer を用いて primaryBubble1 にマッピングされ

る。 
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nonBubbleOther1
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GCCATAGACTAGCAAGA

AATCAGATGGGTACTG

ハッシュテーブル

： ：
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ロングリードは、以下の手順でマッピングを行う(図 12)。 
 

ⅰ. Minimap2 でロングリードを contig にマッピングする。オプションは-c を使用し、

塩基レベルのアライメントを計算する。 
 
ⅱ. 重複するアライメントのフィルタリングを行う。複数のアライメント結果でリー

ド上の位置が重なっていた場合、Identity が高い方を残し、低い方を除去する。なお、

Identity は塩基の一致数をアライメント長で割ることで計算する。 
 

 
図 12 ロングリードのマッピング 

 
Scaffold グラフの構築 
 Paired-End リードのペアまたはロングリードが異なる consensus contig にマップされ

る場合、consensus contig 間にリンクがあるとする。各 consensus contig をノードとして、

リンクを閾値 n以上持つ consensus contig 間にエッジを作成し、scaffold グラフを作成す

る(図 13)。各エッジは、リンク数と consensus contig 間の距離情報を保持する。Consensus 
contig 間の各リンクから計算した距離の平均をとることで、consensus contig 間の距離は

計算する。 

 
図 13 scaffold グラフの構築 

エッジ作成のために必要なリンク数の下限(n)が 2 の場合の例。”link”はエッジを支持す

るリンク数、”dist”は consensus contig 間の距離。 

Long read

contig

minimap2でmapping Long read

contig1

contig2

contig3
Identity: 0.80

Identity: 0.75

重なっている場合
Identityが低い方を除去

Long read

contig1 contig3

consensus contig2 consensus contig3

consensus contig1

consensus contig5

consensus contig4

node2 node3

node1

node5

node4

link:3
dist:7 link:2

dist:4
link:2
dist:5

scaffoldグラフ
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枝分かれのないノードの接続 
 以下の二つの条件を満たすとき、ノード u、w を接続する(図 14)。 
・ノード u、w を接続するエッジの link数 ≧ minLink (default = 3) 
・ノード u、w 間に枝分かれ（他のノードへの link）がない 

 
図 14 枝分かれのないノードの接続 

node1、node2：ノード間を接続するエッジの link数≧3 かつ枝分かれなし → 接続 
node3、node4：枝分かれあり → 接続しない 
node6、node7：接続するエッジの link数 < 3 → 接続しない 
 
Hi-C によるエラーエッジの除去 
 二つのノード間を接続するエッジを Hi-C のコンタクトマップにより正しいか確認し、

誤りと判定された場合、そのエッジを除去する。コンタクトマップとは、縦軸横軸とも

にゲノム上のポジションとして、交差する点にマッピングされた Hi-C リードペア数を

表すヒートマップである。ゲノムをある一定のサイズの bin に区切り、bin 間を架橋す

る(Hi-C リードのペアがそれぞれの bin にマッピングされる)Hi-C リード数を計算する

ことで、コンタクトマップは作成される。Hi-C 法では二つの特徴（ⅰ. 染色体内の Hi-C
接触頻度は、染色体間の Hi-C接触頻度より高い、ⅱ. 同一染色体内で比較した場合、ゲ

ノム上の距離が近いほど、Hi-C 染色頻度が高い）があるため、Hi-C コンタクトマップ

では、対角線に近いほど Hi-C 架橋数が多くなる傾向がある。この性質を利用してエラ

ーエッジを検出し、除去を行う。以下に手順を示す(図 15)。 
 
ⅰ. エッジが接続する２つのノードを並べ、一定のサイズ(default: 100 kb)に区切り、Hi-
C のコンタクトマップを作成する。各ピクセル値𝑀&.(は、i 番目、j 番目の bin を架橋

する Hi-C リードペア数に対応する。ノードの長さが 200 kb未満の場合、短すぎて Hi-
C コンタクトマップによるエラーエッジの判定ができないため、エラーエッジの除去

は行わない。 
 
 

接続

newNodenode1 node2link:3

node3 node4link:3

node5 link:1

node6 node7link:1

接続しない

×
×
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ⅱ. 以下の式で定義される分離度 S、R を計算する。 

𝑆 = 	*
𝑁&),+𝑁,-.,+(𝜇&),+ − 𝜇,-.,+)/

(𝑁&),+ +𝑁,-.,+)/+

 

𝑅 =	
∑ 𝐿,-.,++
∑ 𝑁,-.,++

 

𝑁&),+：対角線から k離れた染色体内のピクセル数 
𝑁,-.,+：対角線から k離れた染色体外のピクセル数 
𝜇&),+：対角線から k離れた染色体内のピクセルの Hi-C架橋数の平均 
𝜇,-.,+：対角線から k離れた染色体外のピクセルの Hi-C架橋数の平均 
𝐿,-.,+：対角線から k離れた染色体外で、𝜇&),+より Hi-C架橋数が低いピクセル数 
染色体内：コンタクトマップを二つのノードの境界で区切った際の内側の領域 
染色体外：コンタクトマップを二つのノードの境界で区切った際の外側の領域 
 
分離度 S は、染色体内、染色体外の領域を二つのクラスとみなした際のクラス間

分散を表している。これは大津の二値化法[62]のアイデアを応用しており、染色体

内と染色体外間で Hi-C 架橋数に差が大きいほど大きくなるようになっている。分

離度 R は、架橋数が平均未満の染色体外のビンの割合を示しており、Hi-C 架橋数
が全体的に低いスパースな Hi-C コンタクトマップで、誤ってミスと判定してしま

わないように使用している。分離度 S、R の値はどちらも、染色体内と染色体外の

Hi-C架橋数の差が大きいほど大きくなる値で、2 つのノードの境界の上側、下側の

両方で計算し、それぞれを Supper、 Slower、Rupper、Rlowerと表記する。 
 

ⅲ. 以下の二つの条件を共に満たすとき、エラーエッジとみなし除去する。 
・𝑺𝐮𝐩𝐩𝐞𝐫 𝑺𝐮𝐩𝐩𝐞𝐫,𝟎 +	⁄ 𝑺𝐥𝐨𝐰𝐞𝐫 𝑺𝐥𝐨𝐰𝐞𝐫,𝟎	⁄ 	≥ 	𝒔	(𝐜𝐨𝐧𝐬𝐭𝐚𝐧𝐭	𝐯𝐚𝐥𝐮𝐞; 	𝐝𝐞𝐟𝐚𝐮𝐥𝐭 = 𝟏. 𝟎) 
・𝑹𝐮𝐩𝐩𝐞𝐫 + 𝑹𝐥𝐨𝐰𝐞𝐫 	≥ 𝒓	(𝐜𝐨𝐧𝐬𝐭𝐚𝐧𝐭	𝐯𝐚𝐥𝐮𝐞; 	𝐝𝐞𝐟𝐚𝐮𝐥𝐭 = 𝟏. 𝟔) 
ただし、S0は染色体外の架橋を 0 として計算した分離度 S 
 

 エラーエッジの場合、ノードの境界を跨ぐ Hi-C リードペア数は少なくなるため、

Hi-C コンタクトマップでは染色体外の架橋数が少なくなる。そのため、エラーエ

ッジの場合、染色体内と染色体外の Hi-C 架橋数の差が大きくなると考えられるた

め、分離度 S と R が閾値を超えた場合にエッジを除去するようにしている。 
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図 15 Hi-C コンタクトマップによるエラーエッジの除去 

ノード u と v を接続するエッジ e がエラーかどうか判定する例。コンタクトマップ

のノードの境界部分に赤線を入れている。コンタクトマップでは、対角線に近いほ

ど Hi-C架橋数が多い傾向がある。エラーエッジの場合、染色体内(図中の inside)と
染色体外(図中の outside)の領域の Hi-C架橋数の差が大きくなるため、分離度 S、R
の値が大きくなる。分離度 S、R を用いてエッジ e がエラーか判定する。 

 
Scaffold グラフのノードの衝突の判定 
 Scaffold グラフ中で、ノード u、w がノード v に接続している場合を考える。v を基

準とした u と w の位置から、u と w の位置のオーバーラップを計算し、オーバラップ

の長さが閾値(default：ロングリードの平均長× 0.05)以上の場合、u と w は衝突してい

ると判定する(図 16)。 

 
図 16 scaffold グラフのノードの衝突の判定 

ノード v からのエッジを持つノード u と w の衝突判定の模式図。ノード v を基準とし

た位置関係からノード u と w のオーバラップ長は 3 と計算され、オーバラップ長が閾

値以上の場合、ノード u と w は衝突していると判定される。 
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Scaffold 構築 
 Platanus-allee と同様の手法で、scaffold を構築する。以下に scaffold構築の手順を述べ

る(図 17)。ただし、𝑉$"8"9#を衝突する隣接ノードを持つノードの集合、𝑉:;"<をすでに

scaffold構築に使われたノードの集合とする。 
 

ⅰ. 𝑣= ∉ 	𝑉$"8"9#  and 𝑣= ∉ 	𝑉:;"<を満たすノード𝑣=をランダムに選び、ノード集合

𝑉;>9??%@<を{𝑣=}として初期化する。また、𝑣=を𝑉:;"<に追加する。 
 
ⅱ. 𝑢 ∈ 	𝑉;>9??%@< and 𝑢 ∉ 	𝑉$"8"9# and  𝑤 ∉	𝑉;>9??%@<を満たすエッジ(𝑢, 𝑤)を探し、ノー

ド𝑤が𝑉;>9??%@<の要素と衝突しないとき、𝑤を𝑉;>9??%@<と𝑉:;"<に追加する。𝑤の候補が複

数ある場合、𝑣=からのグラフ上の距離が小さいものを優先的に選択する。 
 
ⅲ. 追加できるノードがなくなるまで、ⅱを繰り返す。 
 
ⅳ. 𝑉;>9??%@<を scaffold 配列として保存する。 
 
ⅴ. ⅰ〜ⅳを𝑣=となるノードの候補がなくなるまで繰り返す。 
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図 17 scaffold構築 
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2.5 Consensus scaffolding by Hi-C 

 Consensus scaffolding の第二ステップでは、Hi-C による scaffolding を行い、染色体レ

ベルで繋がった consensus scaffold を構築する。以下に手順を述べる(図 18)。 
 

ⅰ. Hi-C のコンタクトマップ、ロングリード(および Pair-End リード)を使用して、入力

の consensus scaffold 内のミスアセンブリを検出し、修正を行う(詳細は Consensus 
scaffold内のミスアセンブリの修正の節を参照)。 
 
ⅱ. Consensus scaffold の 5’末端、3’末端をノード、scaffold端間の Hi-C の link をエッジ

としたグラフを作成する。エッジの重みは、入力の scaffold の端から距離 L の領域間

を架橋するHi-Cリードペアの数として計算する。重みが閾値（default: 50 [L < 100 kb]、
100 [L ≧ 100 kb]）以下のエッジは除去する。 
 
ⅲ. 重みが最大のエッジ e を検出する。 
 
ⅳ. エッジ e がエラーエッジでないかを確認する。Hi-C のコンタクトマップによる確

認(詳細は Hi-C によるエラーエッジ除去の節を参照)とロングリードによる確認(詳細
は Long read によるエッジの確認の節を参照)の両方を行い、その論理和をとることで

エッジがエラーでないかを判定する。 
 
ⅴ. ⅳでエッジ e がエラーと判定された場合、エッジ e を除去する。正しいと判定され

た場合、エッジ e の始点と終点のノードを接続する。 
 
ⅵ. ⅲ〜ⅴをグラフが変化しなくなるまで繰り返す。 
 
ⅶ. ⅱ〜ⅵを、L を徐々に増やしながら、繰り返す。10 kb〜100 kbまでは 10 kb刻み、

100 kb〜1 Mbまでは 100 kb刻みで L を増加させる。L を徐々に増やしながら scaffold
を繋ぎ、段階的に長い scaffold を構築していくことで、局所的な Hi-C の link と全体

的な Hi-C の link を両方とも考慮できるようにしている。 
 
ⅷ. ⅳでのロングリードによるエッジの確認はなしで、ⅱ〜ⅶをもう一度行う。これは 
scaffold 間にロングリードでは超えられないような長いリピート領域が存在しても、 
scaffold を繋げられるようにするために行う。 
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図 18 Consensus scaffolding by Hi-C 
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ⅰ. 平均のコンタクトマップを作成 
 長さが 300 kb 以上の scaffold を用いて、平均のコンタクトマップを作成する。 
Scaffold を bin-size = 100 kb で区切り、bin 間を架橋する Hi-C リードペア数を計算し、

bin 間の距離ごとに平均 Hi-C架橋数を算出する。 
 
ⅱ. 実際のコンタクトマップを作成 
 対象の scaffold のコンタクトマップを bin-size = 100 kb で作成する。 
 
ⅲ. Mis-assembly score の計算 (図 19a) 
 平均と実際のコンタクトマップの差を mis-assembly score として計算する。ミスア

センブリの箇所では、その両側間を架橋する Hi-C リードペア数が少なくなるため、

コンタクトマップでは対角線付近の架橋数が少なくなる傾向がある。そこで、対角線

の右下の三角形の領域(10×10)で平均と実際のコンタクトマップの差を計算し、mis-
assembly score とする。以下の式を用いて mis-assembly score は計算する。 

score = 	*
(𝜇.ABCD.,+ − 𝜇AEE,+)/

𝜇AEE,+

F=

+GF

 

 𝜇.ABCD.,+：対角線から距離 k のピクセルの実際のコンタクトマップの平均架橋数 
𝜇AEE,+：対角線から距離 k のピクセルの平均のコンタクトマップの平均架橋数 
 
ただし、平均架橋数を算出する際は、架橋数が閾値 th (default = 10000)より多い場

合、架橋数を th として計算する。これはリピート領域などにより Hi-C の架橋数が異

常に多い領域が原因で平均架橋数が多くなる影響を低減するためである。 
 

ⅳ. Mis-assembly score のピークを検出 
ⅲで計算した mis-assembly score のピークを検出する。 
 

ⅴ. ピークの閾値 P の決定 (図 19b) 
 Mis-assembly score が大きい箇所はミスアセンブリの箇所と考えられる。しかし、

mis-assembly score のピーク値がいくつ以上ならミスアセンブリと判定するか閾値を

決定する必要がある。既存ツールの 3D-DNA では、この閾値に固定値を用いており、

それが原因で Hi-C のデータ量が少ない場合にミスでない領域もミスと判定し切断し

てしまうという問題が発生している。そこで、本ツールではピークの閾値 P を自動で

決定することでその問題に対処している。ⅳで検出したピークのうち、閾値 P以上の

ピークの位置で scaffold を分け、各位置で分離度 S を計算する。閾値 P を 0 からピー

クの最大値まで変化させ、分離度 S の平均が最大になるように、閾値 P を決定する。 
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ⅵ. 切断するかの判定 
 ⅴで決定した閾値以上の各ピークについて、分離度 S、R を計算し、Hi-C によるエ

ラーエッジ除去の節のⅲの条件を満たすとき、ミスアセンブリと判定する。 
 
ⅶ. breakpoint の決定、scaffold切断 
 コンタクトマップは bin-size = 100 kb で作成しているため、切る場所(breakpoint)の
正確な位置を決定することはできない。そこで、ⅵで検出したミスアセンブリ箇所の

200 kb の領域でロングリードの coverage 計算し、coverage が最小となる位置を

breakpoint として決定する。最後に、決定した breakpoint の位置で scaffold を切断す

る。 

 

図 19 ミス修正 
a. Mis-assembly score の計算の模式図。平均と実際のコンタクトマップの差を mis-
assembly score として計算する。b. 閾値 P の決定の模式図。図の例では、閾値 P = 150
のとき、分離度 S の平均は 70、閾値 P = 90 のとき、分離度 S の平均は 40 となってい

る。分離度 S の平均が最大になるよう閾値 P を決定するため、この例では P = 150 が

採用される。 
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Long read によるエッジの確認 
 二つのノード u、w を接続するエッジ e を、ロングリード(および Pair-End リード)を
用いて以下の手順でエラーでないかを確認する(図 20)。 
 

ⅰ. ロングリード(と Pair-End リード)の link を確認 
ノード u、w 間のロングリード(および Pair-End リード)の link 数が閾値 minLink 

(default = 0)より多い場合、エッジ e は正しいと判定し、確認を終了する。 
 

ⅱ. 他の向きでロングリード(と Pair-End リード)の link を確認 
 他の向き、すなわちノード u、w’、ノード u’、w、ノード u’、w’間のロングリード

(および Pair-End リード)の link数を計算する。ただし、ノード u’、w’とはそれぞれノ

ード u、w の scaffold の反対側の端を表すノードのことである。他の向きのノードペ

ア間の link数が minLink より多い場合、その二つのノードを繋ぐエッジを、エッジ e
の代わりに採用し、Hi-C Scaffolding 時に用いる。条件を満たす向きが複数ある場合、

link数が最大の向きを採用する。 
 
ⅲ. Scaffold端のミス検出 
 Scaffold の端 300 kb の領域で、ミスアセンブリがないかロングリード(および Pair-
End リード)のマッピング情報をもとに確認し、ミスアセンブリがある場合ミスを修

正する。Scaffold の端はミスアセンブリがあることが多く、それが原因で scaffold 間

に link がない問題に対処するためにこの処理を行う。 
 はじめに、マッピング情報をもとにミス候補領域の特定を行う。Paired-End リード

については、各リードで start位置(リードがマッピングされた位置)と end位置(start位
置 + insert 長 tolerance)を計算する。ただし、insert 長 tolerance は 

	𝑡𝑜𝑙𝑒𝑟𝑎𝑛𝑐𝑒 = 𝑎 + 3	 × 	𝑑 
で計算する。ここで、𝑎はライブラリの insert 長の平均、𝑑は、ライブラリの insert 長
の標準偏差である。ロングリードについては、start位置は scaffoldへのアライメント

領域の端として計算する。End 位置は start 位置に scaffold へのアライメント領域と、

他の scaffoldへのアライメント領域との間の距離を足して計算する。ミスアセンブリ

は、start位置と end位置の間に位置すると考えられるため、start位置と end位置の間

の領域をミス候補領域として検出する。 
 次に、ミスアセンブリ候補領域内で breakpoint を決定する。ミスアセンブリ位置で

は coverage が低下する傾向があるため、各ミスアセンブリ候補領域内で coverage が

最小の位置を breakpoint として決定し、scaffold を切断する。 
 ミスアセンブリが確認された場合、ミスを修正しエッジ e を正しいと判定する。ミ

スアセンブリを確認できなかった場合、エッジ e はエラーエッジと判定する。 
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図 20 Long read によるエッジの確認 
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2.6 Phasing 

 Phasing では、Consensus scaffolding の結果をハプロタイプブロックに分割し、ロング

リード(および Pair-End リード)、Hi-C を用いて phasing を行う。Consensus scaffolding結
果の各 scaffold に対して、以下の処理を行う（図 21）。 
 

ⅰ. ヘテロブロックの特定 
 2.3 Merge haplotype で保存した情報を用いて、Consensus scaffolding の結果をハプロ

タイプブロックに分割する。各ハプロタイプブロックは、対応するハプロタイプの

contig のペア(Haplotype0、Haplotype1)で構成されている。Haplotype0 = Haplotype1 の

ブロックをホモブロック、Haplotype0 ≠ Haplotype1 のブロックをヘテロブロックとし

て特定する。 
 
ⅱ. 全てのヘテロブロック間の link数を集計 
 ⅰで特定した全ヘテロブロック間のロングリード(および Pair-End リード)と Hi-C の

link 数の合計を Parallel-Path、Cross-Path で別々に集計する。ここで、i 番目のヘテロ

ブロックの Haplotype0 をHaplotype&0、Haplotype1 をHaplotype&1とすると、i番目のヘ

テロブロックと j 番目のヘテロブロック間の Parallel-Path を支持する link 数は、

Haplotype&0とHaplotype(0、Haplotype&1とHaplotype(1間の link数の合計、Cross-Path
を支持する link数は、Haplotype&0とHaplotype(1、Haplotype&1とHaplotype(0間の link
数の合計で計算する。 
 
ⅲ. Parallel-Path と Cross-Path の link数の差が大きいペアから順に解決 
 Parallel-Path と Cross-Path を支持する link 数の差が最大のヘテロブロックのペアを

結合する。Cross-Path の方が支持する link 数が多い場合、片方のヘテロブロックの

Haplotype0 と Haplotype1 を入れ替えた後結合する。 
 
ⅳ. ⅲを Parallel-Path と Cross-Path を支持する link数の差が 1以上のペアがなくなるま

で繰り返す。 
 
ⅴ. Phasing の後処理 
 ⅲで結合できなかったヘテロブロックとヘテロブロック間で scaffold を切断する。

ただし、ヘテロブロック内に未結合のヘテロブロックがある場合、その未結合のヘテ

ロブロックの位置での切断は行わない。 
 
ⅵ. Phasing結果をもとに、2 つのハプロタイプ配列を構築し、結果を出力する。 
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図 21 Phasing 
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第 3 章 ベンチマーク 
 本章では、前章で説明したアルゴリズムに基づき開発された GreenHill の性能を評価

するため、様々な生物種のシミュレーションおよび実データで行ったベンチマークの結

果を示す。 
 

3.1 ベンチマーク方法 

3.1.1 使用データ 

 ベンチマークに用いた生物種は以下の通りである。 
 
・Caenorhabditis elegans 
 モデル生物として広く用いられている線虫のデータ。２つの系統の株を用いて擬似

的な二倍体のシミュレーションデータを作成し、ベンチマークに用いた。 
 
・Drosophila melanogaster 
 モデル生物として広く用いられているキイロショウジョウバエのデータ。Hi-C シ

ミュレーションデータ、ロングリード実データを用いてゲノムを構築し、完成度の高

いリファレンス配列で結果を評価した。 
 
・Bos indicus×Bos taurus (Cow) 
 Bos indicus(コブウシ)と Bos taurus(ウシ)の交雑種のデータ。先行研究[51]で使用さ

れている実データを使用しベンチマークを行った。評価には両親のショートリードデ

ータを用いた。 
 
・Taeniopygia guttata (Zebra finch) 
 鳥類の一種であるキンカチョウのデータ。脊椎動物ゲノムプロジェクト(Vertebrate 
Genomes Project、VGP[63])でゲノムが決定され、公開されている実データを使用した。

評価には両親のショートリードデータを用いた。 
 
・Melopsittacus undulatus (budgerigar) 
 鳥類の一種であるセキセイインコのデータ。VGP でゲノムが決定され、公開され

ている実データを使用した。評価には両親のショートリードデータを用いた。 
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・Diceros bicornis (black rhinoceros) 
哺乳類の一種であるクロサイのデータ。VGP でゲノムが決定され、公開されている

実データを使用した。評価には両親のショートリードデータを用いた。 
 
・Acipenser ruthenus (sterlet) 
 魚類の一種であるコチョウザメのデータ。VGP でゲノムが決定され、公開されて

いる実データを使用した。評価には両親のショートリードデータを用いた。 
 
 使用したシーケンスデータの詳細を表 2 に示す。 
 

表 2 シーケンス情報 

生物種 ライブラリ 
平均リード長 

(bp) 
合計サイズ (bp) 

推定 

coverage (×) 

線虫 

Paired-End 250 7,943,225,500 80 

PacBio CLR 10,482 8,028,062,739 80 

Hi-C 150 5,999,999,890 60 

ショウジョウバエ 

PacBio CLR 17,140 30,001,763,138 200 

PacBio HiFi 24,429 5,995,780,057 40 

Hi-C 150 8,399,986,576 56 

ウシ 

Paired-End 150 234,044,926,410 86 

PacBio CLR 3,562 275,464,947,718 100 

Hi-C 80 32,534,720,960 12 

キンカチョウ 

10X 102 107,638,065,920 105 

PacBio CLR 9,025 102,219,439,023 100 

PacBio HiFi 11,421 39,367,893,111 39 

Hi-C 150 95,764,922,700 94 

セキセイインコ 

10X 150 97,167,010,234 87 

PacBio CLR 18,291 75,354,296,130 67 

Hi-C 150 104,410,326,300 93 

クロサイ 
PacBio HiFi 14,737 96,526,923,246 32 

Hi-C 150 226,606,277,700 76 

コチョウザメ 
PacBio HiFi 13,546 111,606,998,728 63 

Hi-C 150 259,186,416,132 147 

推定 coverage は、k-mer 出現頻度分布による解析から推定したゲノムサイズを用いて

算出した。 
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 各生物種のゲノムの特徴を把握するために、k-mer 出現頻度分布による解析を行った。

k-mer 出現頻度分布とは、k 文字の部分文字列(k-mer)を各リード配列から 1 bpずつずら

しながら取得し、全リード配列中の k-mer の種類数と出現回数を集計し、ヒストグラム

にしたものである。k が十分大きければ、ほとんどの k-mer は、ゲノム中の１カ所に由

来し、その出現回数はリードの coverage と一致するため、k-mer 出現分布では平均

coverage にピークを持つ分布が観察される。二倍体生物でヘテロ接合度の高いゲノムの

場合、相同染色体間で変異のあるヘテロな領域から 2 種類の k-mer が得られ、それらの

出現回数はリードの coverage の半分程度になるため、k-mer 出現分布は平均 coverage の

半分の値にもピークを持つ 2 峰性の形をとる。これらの特徴により、ゲノムサイズは、

リード中のエラーに由来する出現頻度が低い k-mer を除いた全 k-mer 数 / ホモなピー

ク値を求めることで、推定することができる。また、ヘテロ接合度は、ヘテロな領域の

ピーク値とホモな領域のピーク値を比較することで推定可能である。 
 リード中の k-mer の出現回数のカウントは、jellyfish[64]を用いて行い(k = 21)、ゲノム

サイズ、ヘテロ接合度の推定は Genomescope[65]を用いて行った。結果を表 3、図 22 に

示す。入力のリードには、線虫、ウシは、Paired-End リード、ショウジョウバエ、キン

カチョウ、クロサイ、コチョウザメは、PacBio HiFi リード、セキセイインコは 10X リ

ードを用いた。ウシのゲノムサイズとヘテロ接合度の推定値については、Genomescope
によるモデルのフィッテイングがデータと大きく異なり信頼性が低かったため、先行研

究[56]による推定値を代わりに用いた。 
 

表 3 推定ゲノムサイズとヘテロ接合度 

生物種 入力データ 

推定 

ゲノムサイ

ズ 

推定 

ヘテロ接合度 (%) 

線虫 Paired-End 99.3 Mb 0.31 

ショウジョウバエ PacBio HiFi 139 Mb 0.74 

ウシ Paired-End 2.74 Gb 0.69–0.93 

キンカチョウ PacBio HiFi 1.01 Gb 1.47 

セキセイインコ 10X 1.12 Gb 1.04 

クロサイ PacBio HiFi 2.98 Gb 0.21 

コチョウザメ PacBio HiFi 1.76 Gb 0.58 

 Genomescope により、各生物種の推定ゲノムサイズ、ヘテロ接合度を計算。ただし、

ウシは先行研究による推定値を代わりに用いた。 
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図 22 Genomescope による解析結果 

各生物種の Genomescope による解析結果。横軸が k-mer の出現回数(coverage)、縦軸
が k-mer の種類数を表す。青色の棒グラフが実際に観察された k-mer のヒストグラム、

黒線が Genomescope によりフィッティングされたモデル、黄線がユニークと推定さ

れたもの、赤線がリードのエラー由来と推定されたもの、黒い縦点線は、推定された

k-mer のピークを示している。 
 
 
 

a. 線虫 b. ショウジョウバエ c. ウシ

d. キンカチョウ e. セキセイインコ f. クロサイ

g. コチョウザメ
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3.1.2 入力 contigの作成 

 様々な入力に対する GreenHill の性能を評価するため、Paired-haplotype style の入力と

して Platanus-allee によるアセンブル結果、Pseudo-haplotype style の入力として FALCON-
Unzip によるアセンブル結果、Haplotype-ignorant style の入力として Canu によるアセン

ブル結果を入力 contig として用いた。また、HiFi リードが入力の場合、HiCanu、hifiasm
によるアセンブル結果を入力 contig として用いた。各ツールの実行方法を以下に示す。 
 
・Platanus-allee 
 Platanus-allee[55] v2.2.2 の scaffolding 機能を Hi-C データを扱えるように改良し、

v2.2.2-modifed version として実装したもの(https://github.com/ShunOuchi/GreenHill でコ

ードは公開している)を使用した。v2.2.2 との主な変更点は、ヘテロ領域由来のクロス

構造を解く処理に Hi-C データも使用するようにした点である。Hi-C データも使用す

ることでより連続性の高い contig を構築できるようになっている。 
 入力ファイル、マルチスレッドのパラメータ以外はデフォルトのパラメータで実行

した。Platanus-alee では、”assemble”コマンドで contig assembly、”divide”コマンドで

contig内のミスの検出・切断、”phase”コマンドでハプロタイプを考慮した scaffolding
を行うが、”assemble”、”divide”コマンドの入力には、Paired-End リード、”phase”コマ
ンドの入力には、Paired-End リード、PacBio ロングリード、Hi-C リードを用いた。た

だし、キンカチョウのベンチマークでは、Paired-Endリードが入手できなかったため、

10X リードを Paired-End リードの代わりに使用した。 
 
・FALCON-Unzip 
 FALCON-Unzip[32] (v1.2.0)を以下のパラメータで実行した。 

“length_cutoff = -1; length_cutoff_pr = 5000; pa_daligner_option = -e0.76 -l1200 -k18 -h70 
-w8 -s100; ovlp_daligner_option = -k24 -h1024 -e.95 -l1800 -s100; 
pa_HPCdaligner_option = -v -B128 -M24; ovlp_HPCdaligner_option = -v -B128 -M24; 
pa_HPCTANmask_option = -k18 -h480 -w8 -e.8 -s100; pa_HPCREPmask_option = -k18 -
h480 -w8 -e.8 -s100; pa_DBsplit_option = -x500 -s400; ovlp_DBsplit_option = -s400; 
falcon_sense_option = --output-multi --min-idt 0.70 --min-cov 3 --max-n-read 400 --n-core 
24; overlap_filtering_setting = --max-diff 100 --max-cov 150 --min-cov 3 --n-core 24” 

 ウシとキンカチョウについては FALCON-Unzip によるアセンブル結果を NCBI デ

ータベースからダウンロードして使用した（ウシ： GCA_012069665.1 、

GCA_012070425.1、キンカチョウ：GCA_012069585.1、GCA_012069535.1）。ただし、

キンカチョウの結果は、primary contig 中のハプロタイプ重複を除去するために、

FALCON-Unzip結果に purge haplotig[66]を実行した結果である。 

https://github.com/ShunOuchi/GreenHill
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・Canu 
 Canu[30] (v2.1.1)を以下のオプションを使用して実行した。 

“corOutCoverage = 200 batOptions = -dg 3 -db 3 -dr 1 -ca 500 -cp 50"  
corOutCoverage オプションは、エラー修正したリードの coverage の上限値を指定す

るオプションで、デフォルトでは実行時間を短縮するため 40 に設定されているが、

より正確にゲノムを構築するために 200 に設定した。また、” batOptions = -dg 3 -db 3 
-dr 1 -ca 500 -cp 50”は、リード間のオーバラップ検出の基準をより厳密にするために

設定した。このオプションは、高ヘテロ接合度のゲノムで使用が推奨されているオプ

ションで、ヘテロな領域を潰しハプロタイプ間の違いを無視した配列ができるのを避

け、２つのハプロタイプをそれぞれ別々に構築できるようにするため使用した。 
 
・HiCanu 
 HiCanu[35](v2.1.1)を、入力ファイル、マルチスレッドのパラメータ以外はデフォル

トのパラメータを使用して実行した。 
 
・Hifiasm 

Hifiasm [34](v0.16.1)を、入力ファイル、マルチスレッドのパラメータ以外はデフォ

ルトのパラメータを使用して実行した。 
 

 作成した入力 contig の統計値を表 4 に示す。 
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表 4 入力 contig の統計値 

生物種 使用ツール 全長 (bp) 最大長 (bp) N50 (bp) QV 
スイッチ 

エラー率 

線虫 

Platanus-allee 201,915,293 2,357,661 480,746 37.26 1.08 

FALCON-Unzip 189,700,890 4,713,319 441,947 31.33 2.16 

Canu 133,218,907 2,976,042 608,865 30.12 4.14 

ショウジョウバエ 

Canu 296,228,027 12,908,400 680,260 35.12 4.16 

HiCanu 327,107,205 25,974,267 9,646,753 67.95 0.04 

Hifiasm (p_utg) 329,314,953 12,900,022 1,808,138 64.55 0.03 

ウシ 
Platanus-allee 5,716,453,794 4,343,604 446,852 31.82 6.01 

FALCON-Unzip 5,121,908,670 99,126,329 4,551,535 41.84 0.18 

キンカチョウ 

Platanus-allee 2,169,120,089 5,688,294 470,572 35.94 0.50 

FALCON-Unzip 1,976,041,882 20,242,265 931,146 35.59 0.81 

Canu 1,928,989,367 5,546,997 392,153 35.34 2.09 

Hifiasm (p_utg) 2,184,967,032 23,325,922 3,035,032 50.33 0.01 

セキセイインコ FALCON-Unzip 2,056,688,110 49,947,430 4,453,551 40.22 0.30 

クロサイ Hifiasm (p_utg) 6,314,336,883 9,538,517 582,028 66.65 0.02 

コチョウザメ Hifiasm (p_utg) 3,861,485,552 10,699,564 1,682,164 60.74 0.02 

全長、N50 は、長さ≧500bp の配列について計算した。全長は各ツールにより生成され

た contig の合計長を表す。QV、スイッチエラー率は Merqury で計算した。 
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3.1.3 既存ツールの実行方法 

 GreenHill の性能を、FALCON-Phase[56]、hifiasm Hi-C mode[58]と比較した。 
 
FALCON-Phase には Hi-C による scaffolding機能はないため、他の Hi-C Scaffoldingツ

ールと組み合わせた結果を比較として用いた。FALCON-Phase 論文[56]で使用されてい

る方法を参考に、以下の手順で実行した(図 23)。 
 

ⅰ. パージ 
FALCON-Phase は、FALCON-Unzip 結果の形式しか入力として使用できないため、

入力 contig が FALCON-Unzip によるアセンブル結果以外の場合、以下の方法で形式

を変換した。はじめに、Purge_dups[67](v1.2.5)を用いて、入力 contig をパージし、purged 
primary contigとpurged haplotigの二つの配列に分けた。Purge_dupsで使用する coverage
の閾値は、coverage のヒストグラムから手動で設定した。次に、各 haplotig を minimap2
で primary contig にマッピングし、haplotig の対応する領域の primary contig を特定し

た。最後に、primary contig、haplotig のヘッダーの名前を、FALCON-Unzip形式(primary 
contig と haplotig の位置関係を示す名前)に自作のスクリプトを用いて変更した。 

 
ⅱ. FALCON-Phase round 1 
 入力 contig を FALCON-Phase(v1.2.0)を用いて、以下のパラメータで phasing した。 

“min_aln_len = 3000, iterations = 1000000, output_format = pseudohap” 
 制限酵素認識サイトのパラメータは、入力の Hi-C ライブラリに対応する認識サイ

トを設定した（線虫、ショウジョウバエ：”AAGCTT”、ウシ、コチョウザメ：”GATC ”、
キンカチョウ、セキセイインコ：” GATC, GAATC, GATTC, GAGTC, GACTC”、クロサ

イ：” GATC, GAATC, GATTC, GAGTC, GACTC, CTAAG, CTTAG, CTGAG, CTCAG, 
TTAA”）。 
 ウシとキンカチョウの FALCON-Unzip + FALCON-Phase の結果については、NCBI
データベースからダウンロードして使用した（ウシ：GCA_012070465.1、
GCA_012070445.1、キンカチョウ：GCA_012069615.1、GCA_012069575.1）。 
 FALCON-Phase の結果として 2 つのハプロタイプ”phased.0”と”phased.1”が作成され

た。このステップは、FALCON-Phase を contig に対して実行し、phasing された contig
を作成することで、次の Hi-C Scaffolding の精度を高めるために行った。 
 
ⅲ. Hi-C Scaffolding 
 FALCON-Phase の結果のうち ”phased.0”を、Hi-C Scaffolding ツールを用いて

scaffolding した。Hi-C Scaffoldingツールとしては、3D-DNA[22]と SALSA2[46]を用い
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た。 
 
・3D-DNA による Hi-C Scaffolding 
 はじめに Juicer[68] (v1.5.6)を用いて contig に Hi-C リードをマッピングした。パ

ラメータは全てデフォルトのパラメータを使用し、内部のマッピングツールは

Burrows–Wheeler Alignment (BWA) (v0.7.17-r1188)[69]を使用して実行した。Juicer が
必要とする制限酵素サイトファイルは、”generate_site_positions.py”スクリプトを用

いて作成した。複数の制限酵素を用いて作成された Hi-C ライブラリが入力の場合

は、”digest_genome2.py”スクリプトを用いて BED ファイルを作成し[70]、”hic-
pro2juicer.py”スクリプトを用いて BED ファイルを Juicer 用の制限酵素サイトファ

イルに変換した[70]。最後に、Juicer による Hi-C マッピング結果を元に 3D-
DNA(v180922)で Hi-C Scaffolding を行った。3D-DNA は全てデフォルトのパラメー

タで実行した。 
 
・SALSA2 による Hi-C Scaffolding 
 はじめに、Arima mapping pipeline (v100617)[71]に従い、contig に Hi-C リードをマ

ッピングした。BWA で Hi-C リードをマッピングし、SAMtools(v1.3.1)[72]でマッピ

ング結果を処理し、Picard(v1.141)[73]で PCR 重複の除去を行った。BAM形式のマ

ッピング結果は、BEDTools(v2.27.1)[74]の bamToBed コマンドで、SALSA2 の入力

に必要な BED ファイルへ変換した。最後に、Arima mapping pipeline による Hi-Cマ
ッピング結果を元に SALSA2 で Hi-C Scaffolding を行った。SALSA2 は全てデフォ

ルトのパラメータで実行した。 
 
ⅳ. FALCON-Phase round 2 

Round 1 の FALCON-Phase の結果の”phased.1”と Hi-C Scaffolding結果のペアを入力

として再度 FALCON-Phase を実行した。FALCON-Phase は、FALCON-Unzip形式しか

入力として使用できないため、”phased.1”と Hi-C Scaffolding結果の形式を以下の方法

で変換した。はじめに、各”phased.1”の contig を minimap2 で Hi-C Scaffolding結果に

マッピングし、”phased.1” contig の対応する領域の Hi-C Scaffolding結果を特定した。

その後、“phased.1”と Hi-C Scaffolding結果のヘッダーの名前を、FALCON-Unzip形式
(Hi-C Scaffolding 結果と”phased.1”の位置関係を示す名前)に自作のスクリプトを用い

て変更した。 
FALCON-Phase の実行時のパラメータは、FALCON-Phase round 1 と同じパラメータ

を用いた。 
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図 23 FALCON-Phase と Hi-C Scaffoldingツールの実行方法 
 
 HiFi データを使用したベンチマークでは、hifiasm Hi-C mode[58]も比較対象として用

いた。Hifiasm Hi-C mode は全てデフォルトのパラメータで実行した。 

a. Input Assembly
Canu / HiCanu Hifiasm (p_utg)

primary contigs

alternative contigs

FALCON-Unzip

b. Purge
入力contigは既に
primary contig or haplotigに分類
されているため、purgeはしない

Purged primary contigs

Purged haplotigs

Purged primary contigs

Purged haplotigs

c. FALCON-Phase round 1

切断

phasing

Primary contig

Haplotig 1 Haplotig 2 Haplotig 3

Hi-C read

Phased contigs
Phased.0

Phased.1

d. Hi-C Scaffolding (3D-DNA / SALSA2)

Phased.0
Hi-C read

Hi-C Scaffolding
Phased.0 scaffolded

e. FALCON-Phase round 2

Phasing
Final output (Phase0)

Final output (Phase1)

Phased.0 scaffolded

Phased.1

Hi-C read
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3.1.4 評価方法 

 ゲノムアセンブル結果は、連続性、精度の２点で評価した。 
 

連続性の評価 
 ゲノムアセンブル結果の連続性を、N50 を用いて評価した。N50 とは、scaffold 長の

加重平均のことで、scaffold を長い順に並べ足していった際に scaffold 合計長の半分に

達する scaffold 長のことである。N50 が大きいほど、長く連続した scaffold を構築でき

ていることを表す。 
 

 
図 24 N50 の説明 

 

精度の評価 
 ゲノムアセンブル結果の精度は、リファレンス配列にアライメントする⽅法または k-
mer ベースによる⽅法を⽤いて評価した。 

 
・リファレンス配列による評価 
信頼性の高いリファレンス配列がある場合、リファレンス配列にアセンブル結果を

アライメントすることで精度を評価した。以下に詳細な手順を述べる(図 25)。 
 
ⅰ. Scaffold を固定長 (10 kb)の断片に区切る。 
 
ⅱ. 断片をリファレンス配列にアライメントする。 
アライメントは、minimap2 を用いて計算した。アライメント結果のうち、ベスト

ヒット、Identity > 95%、cover率 > 90%の結果のみを次の処理に用いた。 
 

ⅲ.ミスアセンブリ数、スイッチエラー数を計算する。 
 ミスアセンブリ数は scaffold内で距離が近い断片がリファレンス配列で離れた位

アセンブル結果の
scaffoldを長い順に
並べる

200 150 110 90

合計350

合計460

合計550

N50 = 90Mb

scaffold合計長：1000Mb
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置にアライメントされる箇所をカウントして計算した。以下の二つの条件のうち、

いずれかを満たすとき、ミスアセンブリと判定した。 
 
・同じ scaffold内の２つの断片が、リファレンス配列で異なる染色体にアライメ

ントされる 

・|𝑑1 − 𝑑2| > HIJ(LF,L/)
/

	 

 ただし、d1：scaffold内の２つの断片の距離 
     d2：リファレンス配列内の２つの断片の距離 
 

 スイッチエラー数は、scaffold 内で隣なり合う断片が異なるリファレンス配列に

アライメントされる箇所をカウントした。ただし、ベストヒットが複数存在する場

合はスイッチエラー検出には使用しなかった。 
 

 
図 25 リファレンス配列による精度評価 

 
 
 
 

(1) scaffoldを断片に区切る

10 kb

scaffold

(2) リファレンス配列にアライメント
reference1

reference2

scaffold

ベストヒットが複数ある場合
スイッチエラー検出には用いない(3) ミスアセンブリ数、スイッチエラー数を計算

scaffold

スイッチエラー スイッチエラー

scaffold

ミスアセンブリ
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・k-merベースによる評価 
 リファレンス配列がない場合、k-mer ベースの方法により、アセンブル結果を評

価した(図 26)。以下の３つの指標を評価に用いた。 
 
・Quality Value(QV) 
 アセンブル結果の塩基レベルの正確度(Quality Value、QV)を Merqury[75]を用いて

計算した。Merqury ではまずアセンブル結果のみに存在しリードセットには存在し

ない k-mer をエラーと見なして、エラー率 E を以下の式で計算する。 

𝐸 = 1 − (1 −
𝐾ANO
𝐾.,.AE

)
F
+ 

ただし、𝐾ANO：アセンブル結果のみに存在する k-mer の数 
  𝐾.,.AE：アセンブル結果に存在する全 k-mer数 

 そして、エラー率 E を元に広く使用されている Phred[76] quality score を QV と

して計算する。 
𝑄𝑉 =	−10 logF= 𝐸 

 QV が大きいほど、塩基レベルの精度が高いことを示す。 
 
・スイッチエラー率 
 Merqury でスイッチエラー率を計算した。Merqury ではハプロタイプ固有の k-mer 
(hap-mer)を用いてスイッチエラー率を計算している。まず、両親のショートリード

から k-mer をカウントし、母方固有の k-mer (hap-mer)、父方固有の k-mer (hap-mer)
を計算する。そして、同じ scaffold内で隣り合う hap-mer が異なる親由来である割

合をスイッチエラー率として計算する。 
 
・Phasing 精度 
 Merqury で特定した hap-mer を用いて、以下の式で Phasing 精度を計算した。 

Phasing精度 =
𝐻OA(,B
𝐻.,.AE

 

       ただし、𝐻OA(,B：scaffold で多数派の親由来の hap-mer の数の合計 
      𝐻.,.AE：scaffold に存在する全 hap-mer数の合計 

 これは scaffold内の多数派の親由来の hap-mer の割合を示している。この値が高

いほど、母方由来、父方由来のハプロタイプを分けて構築できており、phasing 精

度が高いことを示す。注意すべきは、Phasing 精度とスイッチエラー率に相関はな

い点で、scaffold の中央に一つスイッチエラーがあるだけで、Phasing 精度は大幅に

減少する。スイッチエラー率が局所的な phasing性能を評価するのに対して、Phasing
精度は大域的な phasing 性能を評価するために用いた。 
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図 26 k-merベースによる精度評価 
k-merベースによる精度評価の模式図。k = 3 の時の例。実際は k-mer は 1 文字ずら

しで計算するが、図では簡略化のため 3 文字ずらしで描いている。青色が父方由来

の hap-mer、赤色が母方由来の hap-mer、灰色がリードセットには存在しない k-mer
を表す。 

 
・Hap-mer blob plot 
 アセンブル結果の phasing 精度を可視化するために、Merqury を用いて hap-mer 
blob plot を作成した。Hap-mer blob plot とは、各 scaffold にそれぞれの親由来の hap-
mer がどれだけ存在するかを散布図でプロットしたものである。各円が一つの

scaffoldを示しており、円の大きさは scaffold長を表す。X軸、Y軸はそれぞれ scaffold
内の父方、母方由来の hap-mer数に対応する。Scaffold内にスイッチエラーがあり、

父方由来、母方由来のハプロタイプのモザイクになっていた場合、hap-mer blob plot
では対角線付近に配置される。一方、scaffold 内にスイッチエラーがなく片親由来

のハプロタイプのみで構成されている場合、hap-mer blob plot では軸に沿って配置

される。したがって、hap-mer blob plot では各円(scaffold)が両軸の近くに配置され

るほど phasing 精度が高いことを示す。 
 
 
 
 
 

 

TGC ATG GAT AAA GTA GAA AGA CTA TGG CGT ATAscaffold

k-mer：父方由来のhap-mer
k-mer：母方由来のhap-mer
k-mer：リードセットには存在しないk-mer

スイッチエラー

全k-mer数 = 11
リードにないk-mer数 = 1
QV = −10 log!" 1 − 1 − !

!!

!
" ≒ 15

隣り合うhap-merのペア数 = 4
スイッチエラー数 = 2
スイッチエラー率 = 2 / 4 = 0.50

全hap-mer数 = 5
多数派hap-mer数 = max(4,1) = 4
Phasing精度 = 4 / 5 = 0.80
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図 27 hap-mer blob plot の説明 
Hap-mer blob plot の模式図。k = 3 の時の例。実際は k-mer は 1 文字ずらしで計算す

るが、図では簡略化のため 3 文字ずらしで描いている。青色が父方由来の hap-mer、
赤色が母方由来の hap-mer を表す。Scaffold1 は内部にスイッチエラーがあるため父

方由来、母方由来のハプロタイプのモザイクになっており、hap-mer blob plot では

対角線付近に配置される。Scaffold2、Scaffold3 は、片親由来のハプロタイプのみで

構成されており、hap-mer blob plot では軸に沿って配置される。 
  

母方由来のhap-mer数

父
方
由
来
の
ha
p-
m
er
数

アセンブリ結果
Scaffold1: TGC ATG GAT AAA GTA GAA AGA CTA TGG TTT AGT

0 3

3

Scaffold2: TGA ATT TTT AGG GAG

Scaffold3: AGT ATA TTC CTA GAC 

Hap-mer blob plot

k-mer：父方由来のhap-mer
k-mer：母方由来のhap-mer

2

2

Total k-mers (size)

11
5
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3.2 ベンチマーク結果 

3.2.1 線虫シミュレーションデータによるベンチマーク結果 

 線虫のシミュレーションデータを作成しベンチマークを行った。 
線虫（Caenorhabditis elegans）の N2株と CB4856株のリードセットを合わせて擬似二

倍体のゲノムのリードとして使用した。NCBI データベースよりダウンロードした 2株
のリファレンス配列をシミュレーションデータ作成に使用した。(N2：GCF_000002985.6、
CB4856：GCA_000975215.1)。Paired-End リードは、ART[77]を用いて coverage 80x のデ

ータを作成した。PacBio の CLR リードは、それぞれの株の実データを DDBJ データベ

ースよりダウンロードした(N2：DRR142774、CB4856：DRR142768)。CLR リードに実

データを用いた理由は、FALCON-Unzip の入力としてシーケンサーから出力される

BAM ファイルが必要だったが、シミュレーションツールでは作成できなかったためで

ある。ダウンロードした CLR リードは、coverage 80x にダウンサンプリングしてベンチ

マークに使用した。Hi-C リードは、sim3C[78]を用いて coverage 60x のデータを作成し

た。Sim3C はデフォルトでは環状ゲノムの Hi-C データをシミュレーションするため、

liner オプションを使用して線状ゲノムの Hi-C シミュレーションデータを作成した。使

用したリードデータの統計値は表 2 に示す。 
 様々なタイプの入力に対する GreenHill の性能を評価するため、3 種類のタイプの

contig を入力として使用した。Paired-haplotype style の入力として Platanus-allee、Pseudo-
haplotype style の入力として FALCON-Unzip、Haplotype-ignorant style の入力として Canu
によるアセンブル結果を使用した。入力 contig の統計値は表 4 に示す。 
 このベンチマークは、シミュレーションリードを用いてゲノムを構築しリファレンス

配列と比較することで詳細な精度評価を行うために実施した。また、Hi-C のシミュレ

ーションデータを用いることで、topology associating domain (TAD)など局所的な染色体

立体構造の影響のない理想的な条件下での基本的な Hi-C Scaffolding、Phasing機能の性

能を調査した。ミスアセンブリ数とスイッチエラー数はリファレンス配列を用いて計算

した。 
 アセンブル結果の統計量を表 5 に示す。FALCON-Unzip を入力とした結果では、

FALCON-Unzip + GreenHill結果の N50 は約 17.1Mb と最大の値を示しており連続性の高

いハプロタイプを構築することができた。一方、FALCON-Unzip + FALCON-Phase + 
SALSA2結果の N50 は約 9.5Mb とより断片化していた。精度面では、FALCON-Unzip + 
GreenHill 結果のスイッチエラー数が最も少なく、ミスアセンブリ数は SALSA2 に次い

で少なかった。Canu を入力とした結果では、Canu + GreenHill結果が最も大きな N50値
を示し、ミスアセンブリ数、スイッチエラー数が最も少なかった。さらに、Platanus-allee 
+ GreenHill結果は、N50 は約 17.1Mb と連続性が高く、スイッチエラー数は全結果で最
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も少ない結果だった。これらの結果から、GreenHill は様々なタイプの入力で連続性の高

く高精度なハプロタイプを構築することができ、その汎用性が示唆される。 
 

表 5 線虫データのベンチマーク結果 

使用ツール 全長 (bp) 最大長 (bp) N50 (bp) 
ミス 

アセンブリ数 

スイッチ

エラー数 

Platanus-allee + GreenHill 208,814,372 20,808,020 17,065,040 105 1,657 

FALCON-Unzip + GreenHill 204,407,441 20,723,971 17,142,644 108 2,121 

FALCON-Unzip + 

FALCON-Phase + 3D-DNA 
226,102,670 22,381,602 16,567,875 286 2,444 

FALCON-Unzip + 

FALCON-Phase + SALSA2 
216,393,292 13,113,712 9,455,592 104 2,244 

Canu + GreenHill 195,748,221 19,835,919 16,219,706 182 1,742 

Canu +  

FALCON-Phase+ 3D-DNA 
223,116,127 21,318,404 14,712,650 665 2,165 

Canu +  

FALCON-Phase+SALSA2 
209,942,443 15,218,531 6,564,248 315 1,989 

全長、N50、ミスアセンブリ数、スイッチエラー数は、長さ≧500bp の配列について計算

した。全長は各ツールにより生成された scaffold の合計長を表す。ミスアセンブリ数と

スイッチエラー数は、リファレンス配列に基づく方法で計算した。太字の値は、各入力

アセンブリに対して最良の結果を示す。 
 

3.2.2 ショウジョウバエデータによるベンチマーク結果 

 ショウジョウバエのロングリードの実データ、Hi-C リードのシミュレーションデー

タを使用してベンチマークを行った。 
 サンプルはキイロショウジョウバエ（Drosophila melanogaster）の ISO1株と A4株を

かけ合わせた雑種第一代(F1)個体を使用した。リファレンス配列は、NCBI データベー

スよりダウンロードしてベンチマークに使用した(ISO1：GCF_000001215.4、A4：
GCA_003401745.1)。CLR リード、HiFi リードは、先行研究[35]で使用されていた実デー

タをダウンロードした(https://obj.umiacs.umd.edu/marbl_publications/hicanu/index.html)。
Hi-C リードは、sim3C を用いて linear オプションで coverage 56x のシミュレーションデ

ータを作成した。使用したリードデータの統計値は表 2 に示す。 
 入力の contig として、HiFi リードについては HiCanu と hifiasm、CLR リードについ

ては Canu によるアセンブル結果を使用した。入力 contig の統計値は表 4 に示す。 

https://obj.umiacs.umd.edu/marbl_publications/hicanu/index.html
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 このベンチマークは、精度の高いロングリードである HiFi リードでの GreenHill の性

能を評価するために行った。CLR リードも使用し、HiFi リードと結果を比較した。ミス

アセンブリ数とスイッチエラー数はリファレンス配列を用いて計算した。 
 アセンブル結果の統計値を表 6 に示す。連続性を比較すると、GreenHill 結果の N50
値は全てのケースで既存ツールの結果を上回り、連続性の高いハプロタイプを構築した。

また、精度を比較すると、GreenHill結果はほぼ全てのケースでミスアセンブリ数、スイ

ッチエラー数が最小であった(スイッチエラー数は HiCanu を入力とした際に SALSA2
より多いが差はほぼない)。全てのケースで GreenHill結果のミスアセンブリ数は既存ツ

ール結果の約半分であり、GreenHill がより高精度にゲノムを構築できていることを示

唆する。これらの結果から、GreenHill は HiFi リード、CLR リードどちらも入力でき汎

用性が高いことが示された。 
 

表 6 ショウジョウバエデータのベンチマーク結果 

使用ツール 
Input for 

contigs 
全長 (bp) 最大長 (bp) N50 (bp) 

ミス 

アセンブリ数 

スイッチエ

ラー数 

Canu + GreenHill 

CLR 

298,393,407 32,550,496 25,267,681 515 2,316 

Canu +  

FALCON-Phase+3D-DNA 
377,404,855 14,057,924 637,829 1,095 2,604 

Canu + 

FALCON-Phase+ SALSA2 
318,193,525 23,535,552 12,777,832 661 2,409 

HiCanu + GreenHill 

HiFi 

321,609,584 33,217,621 24,975,482 930 686 

HiCanu + 

FALCON-Phase+3D-DNA 
351,304,469 21,680,562 2,482,127 1,631 688 

HiCanu +  

FALCON-Phase+SALSA2 
297,968,925 28,602,144 24,843,359 1,435 646 

Hifiasm + GreenHill 

HiFi 

307,145,492 27,892,039 24,570,326 742 480 

Hifiasm +  

FALCON-Phase+3D-DNA 
371,012,458 33,126,928 1,795,858 2,546 752 

Hifiasm +  

FALCON-Phase+SALSA2 
327,819,782 25,140,693 9,592,386 2,330 735 

Hifiasm Hi-C mode 308,439,591 26,052,400 21,522,312 1,346 637 

全長、N50、ミスアセンブリ数、スイッチエラー数は、長さ≧500bp の配列について計算

した。全長は各ツールにより生成された scaffold の合計長を表す。ミスアセンブリ数と

スイッチエラー数は、リファレンス配列に基づく方法で計算した。太字の値は、各入力

アセンブリに対して最良の結果を示す。 
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3.2.3 ウシ実データによるベンチマーク結果 

 ウシの実データを用いてベンチマークを行った。 
 サンプルには、コブウシ(Bos indicus)とウシ(Bos taurus)の交雑種を使用した。NCBI デ
ータベースより Paired-End リード、CLR リード、Hi-C リードをダウンロードしてベン

チマークに使用した(Paired-End：SRR6691721–SRR6691727、SRR6691748、SRR6691951–
SRR6691953、SRR6691961、 CLR：SRR8224240–SRR8224250、SRR8695274、SRR6691737、
SRR6691756–SRR6691758、 SRR6691760、SRR6691761、SRR6691781、SRR6691805、
SRR6691818、SRR6691819、 SRR6691839、SRR6691844、SRR6691846、SRR6691858、
SRR6691885、SRR6691887–SRR6691898、SRR6691900、SRR6691916、SRR6691919–
SRR6691929、SRR6691945、 SRR6691972、SRR6691973、SRR6691976–SRR6691983、
SRR8872908–SRR8872920、 Hi-C：SRR6691720)。また、NCBI データベースより両親の

Paired-End リードをダウンロードし、評価に使用した (B. indicus：SRR6691719、
SRR6691880 、 SRR6691881 、 SRR6691906 、 B. taurus： SRR6691901–SRR6691903 、

SRR6691907)。使用したリードデータの統計値は表 2 に示す。 
 入力の contig としては、FALCON-Unzip によるアセンブル結果のみを使用した。他の

アセンブラとして Canu も試したが、計算が１ヶ月以上終わらなかったため入力として

使用しなかった。また、Platanus-allee によるアセンブル結果はスイッチエラー率が 6%
以上と高く精度が悪かったため使用しなかった。これは、入力として用いた Paired-End
リードが NextSeq500 の 2-channel SBS 技術によるもので品質が低かったためと考えられ

る。一方、FALCON-Unzip の結果は、スイッチエラー率は 0.18%と低く、N50 は 4.6Mb
と連続性が高いことから、高品質で下流の解析に適していると考えられる(表 4)。 
 このサンプルの推定ゲノムサイズは約 3Gb(表 3)と大きく、比較的ゲノムサイズが大

きいゲノムの実データでの GreenHill の性能をこのベンチマークでは調査した。 
 アセンブル結果の統計値を表 7 に示す。FALCON-Unzip + GreenHill 結果は、最大の

N50 値 (89.8Mb)を達成し、既存ツールの結果を上回る連続性を示した。さらに、

FALCON-Unzip + GreenHill結果は既存ツールよりも高精度で、QV が最も高く、スイッ

チエラー率が最も低く、Phasing 精度が最も高かった。 
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表 7 ウシデータのベンチマーク結果 

使用ツール 全長 (bp) 最大長 (bp) N50 (bp) QV 
スイッチ 

エラー率 

Phasing 

精度 

FALCON-Unzip + GreenHill 5,265,512,220 156,630,926 89,758,138 42.40 0.18 0.949 

FALCON-Unzip +  

FALCON-Phase + 3D-DNA 
5,649,125,145 156,722,321 77,197,018 41.15 0.23 0.826 

FALCON-Unzip +  

FALCON-Phase + SALSA2 
5,479,993,517 139,927,026 68,805,579 41.25 0.22 0.856 

全長、N50 は、長さ≧500bp の配列について計算した。全長は各ツールにより生成され

た scaffold の合計長を表す。QV、スイッチエラー率は Merqury で計算した。Phasing 精

度は、scaffold 内の多数派のハプロタイプの割合を表し、この指標の値が高いほど、全

域的な phasing の性能が高いことを表す。太字の値は、各入力アセンブリに対して最良

の結果を示す。 
 
アセンブル結果の phasing 精度を可視化するため、Merqury を用いて hap-mer blob plot

を作成した(図 28)。Hap-mer blob plot では、各 scaffold は円で表され、その大きさは

scaffold の長さを示している。X軸と Y軸には、それぞれ scaffold内の母親と父親由来

の hap-mer 数が示されている。Phasing 精度が高いほど、もう一方のハプロタイプから

の hap-mer の数は少なくなるため、円は軸に近い位置に配置される。FALCON-Unzip + 
GreenHill結果の hap-mer blob plot の円は、FALCON-Phaseベースのアプローチよりも軸

に近い位置に配置されており、FALCON-Unzip + GreenHill 結果が FALCON-Phase ベー

スのアプローチよりも phasing 精度が優れていることを示している。 
 

 

図 28 hap-mer blob plot結果 (ウシデータ) 
 

 
 

a. FALCON-Unzip + GreenHill

0

2,000,000

4,000,000

0 2,000,000 4,000,000
B.indicus.hapmer

B
.ta

ur
us

.h
ap

m
er

Total k-mers (size)

0
10,000,000
20,000,000
30,000,000

Assembly

phased

0

2,000,000

4,000,000

0 2,000,000 4,000,000
B.indicus.hapmer

B
.ta

ur
us

.h
ap

m
er

Total k-mers (size)

0
10,000,000
20,000,000
30,000,000

Assembly

phased

0

2,000,000

4,000,000

0 2,000,000 4,000,000
B.indicus.hapmer

B
.ta

ur
us

.h
ap

m
er

Total k-mers (size)

0
10,000,000
20,000,000
30,000,000

Assembly

out_afterPhase

b. FALCON-Unzip +
FALCON-Phase + 3D-DNA

c. FALCON-Unzip +
FALCON-Phase + SALSA2



 
 

58 

染色体レベルでゲノムが構築できているかを確認するため、アライメントドットプロ

ット図の作成を行った。作成には MUMer[79]パッケージの nucmer、delta-filter、
mummerplot を使用した。以下に手順を述べる。 
 

ⅰ. アセンブル結果の scaffold をリファレンス配列にアライメントした。リファレンス

配列には、TrioCanu[51]結果を元に構築したゲノム配列を NCBI データベースよりダ

ウンロードして使用した(GCA_003369685.2、GCA_003369695.2)。Nucmer を用いてア

センブル結果とリファレンス配列のアライメントを行い、アライメント結果を delta-
filter によりフィルタリングした。 
 
ⅱ. アセンブル結果の scaffold をリファレンス配列にマッピングし、scaffold のリファ

レンス配列上の位置(染色体番号、領域)を決定した。マッピングには、minimap2 を使

用し、オプションには”-c -k19”を用いた。マッピング結果のうち、同じ向きで同じ染

色体にマッピングされる結果を chaining し一つにまとめた。マッピング結果のうちア

ライメントスコアが最大の位置をその scaffold の位置として決定した。アライメント

スコアは、minimap2 の結果の PAF ファイルの AS タグから計算した。 
 
ⅲ. Mummerplot 改良版を使用し、アライメントドットプロットを作成した。ⅱの scaffold
の位置情報とⅰのアライメント情報を用いて、1 番染色体の scaffolds とリファレンス

のアライメントドットプロットを作成した。 
 

1 番染色体のアラインメントドットプロットの結果を図 29 に示す。横軸がリファレ

ンス配列、縦軸がアセンブル結果となっており、両者で相同な領域にドットがプロット

されている。ドットの色により、リファレンス配列とアセンブル結果の配列の類似性

(Identity)の高さが表されている。また、黒い横点線は、scaffold の切れ目を表している。

FALCON-Phaseベースのアプローチでは、2 つのハプロタイプ間で大きなハプロタイプ

ブロックを入れ替える大きなスイッチエラーがあり、FALCON-Unzip + FALCON-Phase 
+ 3D-DNA結果では逆位のミスアセンブリがあった。一方、FALCON-Unzip + GreenHill
結果では、大きなスイッチエラーやミスアセンブリは見られなかった。また、連続性に

ついては、FALCON-Unzip + FALCON-Phase + SALSA2結果は１番染色体の各ハプロタ

イプが複数の scaffold（> 1 Mb）に分かれており断片化していたが、FALCON-Unzip + 
GreenHill結果では、1番染色体の各ハプロタイプをそれぞれ一つの scaffold (>1Mb)で構
築した。この結果から、GreenHill は染色体レベルで繋がったハプロタイプ配列を構築で

きることが示唆される。 
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図 29 １番染色体のドットプロット図 (ウシデータ) 
 

3.2.4 キンカチョウ実データによるベンチマーク結果 

 キンカチョウの実データを用いてベンチマークを行った。 
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場合よりもスイッチエラー率が高く、Phasing 精度が低かった。このことは、Canu のよ

うなハプロタイプを無視したスタイルの入力 contig は、phasing において比較的扱いに

くいことを示唆している。それにもかかわらず、GreenHill は各入力 contig セットで最

高の精度を示し、入力 contig に対する汎用性を裏付けている。Hifiasm を入力として使

用した結果は、hifiasm + GreenHill 結果が最大の N50 値(62.8 Mb)を持つ連続性の高い

scaffold を生成したのに対し、他のツールはより断片的な scaffold(N50 < 12 Mb)を生成し

た。Hifiasm の Hi-Cモードは、QV、スイッチエラー率、Phasing 精度の点で最も正確な

結果を生成したが、結果は hifiasm + GreeHill結果よりも断片化していた。 
 

表 8 キンカチョウデータのベンチマーク結果 

使用ツール 
Input for 

contigs 
全長 (bp) 最大長 (bp) N50 (bp) QV 

スイッチ

エラー率 

Phasing 

精度 

Platanus-allee + GreenHill 
10X, 

CLR 
2,309,934,319 152,477,488 61,881,567 35.55 0.57 0.953 

FALCON-Unzip + GreenHill 

CLR 

2,025,894,925 150,748,938 70,617,212 35.97 0.79 0.886 

FALCON-Unzip + 

FALCON-Phase+ 3D-DNA 
2,165,277,869 153,652,046 73,366,558 35.29 0.87 0.639 

FALCON-Unzip + 

FALCON-Phase+ SALSA2 
2,153,682,369 67,065,260 14,220,490 35.35 0.87 0.717 

Canu + GreenHill 

CLR 

1,995,878,168 148,688,728 70,920,789 35.98 2.28 0.849 

Canu +  

FALCON-Phase + 3D-DNA 
2,283,995,575 163,319,697 74,641,957 35.57 2.22 0.589 

Canu +  

FALCON-Phase + SALSA2 
2,263,303,629 27,304,387 6,544,809 35.61 2.22 0.658 

Hifiasm + GreenHill 

HiFi 

2,139,611,083 152,614,629 62,848,794 49.40 0.02 0.914 

Hifiasm +  

FALCON-Phase + 3D-DNA 
2,667,759,650 77,682,004 1,858,283 49.83 0.02 0.929 

Hifiasm +  

FALCON-Phase + SALSA2 
2,352,582,037 64,427,564 11,305,740 49.84 0.02 0.784 

Hifiasm Hi-C mode 2,172,318,724 33,557,543 7,896,913 50.51 0.01 0.997 

全長、N50 は、長さ≧500bp の配列について計算した。全長は各ツールにより生成され

た scaffold の合計長を表す。QV、スイッチエラー率は Merqury で計算した。Phasing 精

度は、scaffold 内の多数派のハプロタイプの割合を表し、この指標の値が高いほど、全

域的な phasing の性能が高いことを表す。太字の値は、各入力アセンブリに対して最良

の結果を示す。 
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 アセンブル結果の phasing 精度を可視化するため、Merqury で hap-mer blob plot を作成

した(図 30)。FALCON-Phaseベースのアセンブル結果は、hap-mer blob plot で対角線付
近に配置される scaffold が多いことから、父方と母方由来のハプロタイプが混ざって構

築されている scaffold が多く phasing 精度が悪いことがわかる。また、scaffold内の父方

由来、母方由来の hap-mer数が少なく原点近くに scaffold が多く配置されていること、

円の大きさ(scaffold 長を表す)が比較的小さいものが多いことから、FALCON-Phaseベー

スのアセンブル結果は連続性が低い傾向があることがわかる。一方、GreenHillベースの

アセンブル結果は、より軸に沿って scaffold が配置されていることから、父方と母方由

来のハプロタイプの混同は少なく phasing 精度は既存ツールより高いことがわかる。ま

た、原点から遠く円の大きさが大きい scaffold があることから連続性の高い scaffold を

構築できていることがわかる。Hifiasm Hi-C mode の結果は、ほぼ全ての scaffold が軸に

沿って配置されていることから、phasing 精度は最も高いことがわかる。しかし、scaffold
は断片化しており、原点付近に多くの scaffold が配置され円の大きさも小さい。これら

の結果から、GreenHill は他ツールと比較して、連続性、正確性を併せ持つハプロタイプ

を構築することができることが示唆される。 
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図 30 hap-mer blob plot結果(キンカチョウデータ) 
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さらに染色体レベルでの phasing 精度を検証するために、hap-mer を用いて scaffold を

由来するハプロタイプに基づいて色分けした。以下に詳しい方法を述べる。 
ⅰ. 500 kb以上の scaffold を overlap なしで固定長(100 kb)の断片に切断した。500 kb未
満の短い scaffold はこの解析には使用しなかった。 
 
ⅱ. 各断片がどちらの親由来のハプロタイプ由来かを決定した。まず、Merqury の hap-

mer の情報により、各断片内の父方由来、母方由来の hap-mer数をそれぞれ計算した。

そして断片内の hap-mer数が多い親のハプロタイプを断片のハプロタイプとして決定

した。もし、父方由来、母方由来の hap-mer数が同数の場合、その断片はホモな領域

と判定した。各断片を決定されたハプロタイプの情報をもとに色付けした（母方由来

は赤色、父方由来は青色、ホモ領域は灰色）。 
 
ⅲ. scaffold をリファレンス配列にマッピングし、scaffold のリファレンス配列上の位

置(染色体番号、領域)を決定した。マッピングには、minimap2 を使用し、オプション

には”-c -k19”を用いた。マッピング結果のうち、同じ向きで同じ染色体にマッピング

される結果を chaining し一つにまとめた。マッピング結果のうちアライメントスコア

が最大の位置をその scaffold の位置として決定した。アライメントスコアは、minimap2
の結果の PAF ファイルの AS タグから計算した。リファレンス配列には、TrioCanu結
果を元に構築したゲノム配列を GenomeArk データベースよりダウンロードして使用

した(https://vgp.github.io/genomeark/Taeniopygia_guttata)。 
 
ⅳ. 各断片を、ⅲで決定したリファレンス配列上の位置に従い並べ、ⅱで決定した色で

表示した。各 scaffold の境界は縦の黒点線により表示した。 
 
 ３番染色体のハプロタイプ構造を図 31 に示す。FALCON-Phaseベースのアセンブル

結果は、途中で父方由来（青色）と母方由来（赤色）のハプロタイプが入れ替わってお

り、大きなスイッチエラーが起きていることが観察された。また、SALSA2 を使用した

結果や hifiasm + 3D-DNA の結果では、縦の黒点線が複数本あることから、3番染色体が

複数の scaffold に断片化していることがわかる。一方、GreenHillベースのアセンブル結

果は、大きなスイッチエラーはほぼなく、高精度に 3番染色体のハプロタイプを構築す

ることができた。また、hifiasm + GreenHill以外は、GreenHill の結果では縦の黒点線が

なく、3番染色体の各ハプロタイプを単一の scaffold (>1Mb)として構築することができ

た。Hifiasm Hi-C mode の結果は、大きなスイッチエラーはほぼなく高精度にハプロタイ

プを構築することができているが、断片化しており 3番染色体の各ハプロタイプが複数

の scaffold に分かれてしまっていた。これらの結果から、GreenHill は 3番染色体のハプ

ロタイプ配列を高精度に染色体レベルで構築できたと言える。 

https://vgp.github.io/genomeark/Taeniopygia_guttata
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図 31 ３番染色体のハプロタイプ構造 (キンカチョウデータ) 
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3.2.5 他生物種データによるベンチマーク結果 

GreenHill の生物種に対する汎用性を調べるために、セキセイインコ、クロサイ、コチ

ョウザメの実データによるベンチマークを行った。 
サンプルは、VGP によりゲノム構築、公開されているセキセイインコ(Melopsittacus 

undulatus)、クロサイ（Diceros bicornis）、コチョウザメ（Acipenser ruthenus）のトリオ

データ(子供と両親のデータ)を使用した。GenomeArk データベースより、子供の CLR
リードまたは HiFi リード、Hi-C リード、両親の Paired-End リードをダウンロードした

(セキセイインコ：https://vgp.github.io/genomeark/Melopsittacus_undulatus、クロサイ：

https://vgp.github.io/genomeark/Diceros_bicornis、コチョウザメ：

https://vgp.github.io/genomeark/Acipenser_ruthenus)。両親の Paired-End リードは評価にの

み使用した。使用したリードデータの統計値は表 2 に示す。 
入力の contig には、CLR リードについては FALCON-Unzip によるアセンブル結果、

HiFi リードについて hifiasm によるアセンブル結果を使用した。入力 contig の統計値は

表 4 に示す。 
k-mer 出現頻度分布による解析によりヘテロ接合度はそれぞれセキセイインコ：

1.04%、クロサイ：0.21%、コチョウザメ：0.58%で、ゲノムサイズはそれぞれセキセ

イインコ：1.12Gb、クロサイ：2.98Gb、コチョウザメ：1.76Gb と推定された(表 3)。
ヘテロ接合度やゲノムサイズが異なる様々な生物種でベンチマークを行い、生物種に

対する汎用性を検証した。 
アセンブル結果の統計値を表 9 に示す。GreenHill は、他のツールと比較して、N50
値が同等（セキセイインコ：88.1Mb）またはそれ以上（クロサイ：52.2Mb、コチョウ

ザメ：25.8Mb）の scaffold を生成した。Hifiasm Hi-C mode は最も正確な結果を生成し

たが、Hi-C Scaffolding機能がないため、GreenHill よりも N50値は低く断片化してい

た。FALCON-Phaseベースの方法と比較すると、FALCON-Phaseベースの結果の N50
が非常に低い(< 4Mb)場合を除き、GreenHill は、スイッチエラー率、Phasing 精度の点

で FALCON-Phaseベースの方法より正確なハプロタイプ配列を構築した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

https://vgp.github.io/genomeark/Melopsittacus_undulatus
https://vgp.github.io/genomeark/Diceros_bicornis
https://vgp.github.io/genomeark/Acipenser_ruthenus
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表 9 他生物種データのベンチマーク結果 

生物種 使用ツール 

Input 

for 

contigs 

全長 (bp) 最大長 (bp) N50 (bp) QV 
スイッチ

エラー率 

Phasing 

精度 

セキセイ

インコ 

FALCON-Unzip + 

GreenHill 

CLR 

2,273,118,342 140,405,933 88,135,996 40.78 0.28 0.896 

FALCON-Unzip + 

FALCON-Phase +  

3D-DNA 

2,620,388,952 159,155,647 90,074,506 39.20 0.36 0.701 

FALCON-Unzip+ 

FALCON-Phase + 

SALSA2 

2,437,415,698 95,254,517 34,574,245 39.31 0.34 0.741 

クロサイ 

Hifiasm + GreenHill 

HiFi 

5,325,705,542 101,752,101 52,259,952 58.44 0.05 0.982 

Hifiasm + 

FALCON-Phase +  

3D-DNA 

6,523,963,142 136,733,613 48,162,421 55.16 0.09 0.615 

Hifiasm +  

FALCON-Phase + 

SALSA2 

6,206,904,826 40,586,421 3,069,332 55.53 0.05 0.785 

Hifiasm Hi-C mode 6,047,793,056 94,248,160 30,503,132 67.13 0.06 0.995 

コチョウ

ザメ 

Hifiasm + GreenHill 

HiFi 

3,712,891,508 83,435,872 25,813,405 58.82 0.03 0.849 

Hifiasm +  

FALCON-Phase + 

3D-DNA 

3,882,750,516 14,958,612 1,019,399 54.98 0.04 0.889 

Hifiasm +  

FALCON-Phase + 

SALSA2 

3,474,135,770 47,228,216 7,128,235 55.15 0.04 0.751 

Hifiasm Hi-C mode 3,748,196,843 55,271,118 9,593,284 60.99 0.02 0.975 

全長、N50 は、長さ≧500bp の配列について計算した。全長は各ツールにより生成され

た scaffold の合計長を表す。QV、スイッチエラー率は Merqury で計算した。Phasing 精

度は、scaffold 内の多数派のハプロタイプの割合を表し、この指標の値が高いほど、全

域的な phasing の性能が高いことを表す。太字の値は、各入力アセンブリに対して最良

の結果を示す。 
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さらに phasing 精度を hap-mer blob plot により可視化して評価した(図 32、図 33、図 
34)。GreenHillベースのアセンブル結果の phasing 精度は、hifiasm Hi-C mode のアセン

ブル結果よりわずかに低いが、FALCON-Phaseベースのアセンブル結果より高いこと

が観察された。これらの結果は、GreenHill が様々な生物種で使用できる汎用性の高さ

を示している。 

 

図 32 hap-mer blob plot結果 (セキセイインコデータ) 
 

 
図 33 hap-mer blob plot結果(クロサイデータ) 
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図 34 hap-mer blob plot結果(コチョウザメデータ) 

 
 

3.2.6 ノックアウトテスト 

 GreenHill の特徴的な機能が実際に連続性、精度等に寄与しているかを調べるため、そ

れぞれの機能を無効化(ノックアウト、KO)したベンチマークを行った。ここで対象とし

た機能は、ロングリードを Hi-C と同時に使用する機能と、Hi-C のコンタクトマップに

よるミス検出機能である。ミスアセンブリ数はリファレンス配列にアライメントするこ

とで計算した。ウシ、キンカチョウは TrioCanu ベースで構築したゲノムをリファレン

ス配列として使用した。また、スイッチエラー数、Phasing 精度は両親の Paired-End リ

ードを用いて Merqury で計算した。 
 ノックアウトテストの結果を表 10 に示す。ロングリードを Hi-C と同時に使用する

機能を無効化(simultaneous LR-use KO)すると、ほぼすべての結果で N50値が下がり、ミ
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で N50値は増加し、Phasing 精度は低下した。N50値が増加したのは、Hi-C のコンタク

トマップによるミス検出機能を無効化したことで異なる染色体の scaffold同士を接続し

てしまったのが原因と考えられる。そのため、アセンブリ結果の最大長がリファレンス

配列の最大の染色体の長さより長くなっている。この結果から、Hi-C のコンタクトマ

ップによるミス検出機能が異なる染色体同士を接続するのを防いでいることが示唆さ

れる。 
 
 
 
 

表 10 ノックアウトテストの結果 

生物種 入力 ノックアウト(KO) 最大長 (bp) N50 (bp) 

ミスア

センブ

リ数 

スイッ

チエラ

ー率 

Phasing 

精度 

線虫 

Platanus-

allee 

default 20,808,020 17,065,040 105 1.16  0.867 

simultaneous LR-use KO 18,821,896 13,775,982 170 1.05  0.881 

Hi-C-based correction KO 53,974,611 53,973,479 90 1.17  0.825 

FALCON

-Unzip 

default 20,723,971 17,142,644 108 2.15  0.801 

simultaneous LR-use KO 14,847,431 8,543,164 338 2.11  0.877 

Hi-C-based correction KO 35,694,521 17,454,434 135 2.16  0.799 

Canu 

default 19,835,919 16,219,706 182 3.04  0.883 

simultaneous LR-use KO 3,504,707 209,411 272 3.31  0.959 

Hi-C-based correction KO 65,498,193 65,498,172 209 3.01  0.887 

ショウジョ

ウバエ 

Canu 

default 32,550,496 25,267,681 515 4.42  0.803 

simultaneous LR-use KO 30,328,540 23,320,938 652 4.48  0.828 

Hi-C-based correction KO 52,685,516 32,655,313 543 4.45  0.809 

HiCanu 

default 33,217,621 24,975,482 930 0.03  0.930 

simultaneous LR-use KO 27,085,171 22,450,516 944 0.03  0.927 

Hi-C-based correction KO 111,531,930 111,531,912 931 0.03  0.917 

Hifiasm 

default 27,892,039 24,570,326 742 0.03  0.920 

simultaneous LR-use KO 27,007,628 22,427,718 738 0.03  0.923 

Hi-C-based correction KO 49,556,982 23,155,838 766 0.03  0.928 

ウシ 
FALCON

-Unzip 

default 156,630,926 89,758,138 7,570 0.18  0.949 

simultaneous LR-use KO 146,308,271 65,105,278 9,863 0.17  0.971 

Hi-C-based correction KO 242,373,730 103,567,514 7,697 0.18  0.907 
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生物種 入力 ノックアウト(KO) 最大長 (bp) N50 (bp) 

ミスア

センブ

リ数 

スイッ

チエラ

ー率 

Phasing 

精度 

キンカチョ

ウ 

Platanus-

allee 

default 152,477,488 61,881,567 1,332 0.57  0.953 

simultaneous LR-use KO 88,255,425 33,070,620 2,096 0.50  0.957 

Hi-C-based correction KO 289,099,635 93,668,539 1,285 0.57  0.782 

FALCON

-Unzip 

default 150,748,938 70,617,212 1,543 0.79  0.886 

simultaneous LR-use KO 131,927,695 54,233,580 2,959 0.79  0.912 

Hi-C-based correction KO 393,590,674 222,441,212 1,615 0.78  0.669 

Canu 

default 148,688,728 70,920,789 2,741 2.28  0.849 

simultaneous LR-use KO 92,763,168 14,409,374 3,972 2.34  0.900 

Hi-C-based correction KO 453,243,742 262,346,933 2,921 2.29  0.614 

N50 は、長さ≧500bp の配列について計算した。ミスアセンブリ数は、リファレンス配

列に基づく方法で計算した。ウシ、キンカチョウは TrioCanu ベースの結果をリファレ

ンス配列として用いた。スイッチエラー率は Merqury で計算した。Phasing 精度は、

scaffold 内の多数派のハプロタイプの割合を表し、この指標の値が高いほど、全域的な

phasing の性能が高いことを表す。太字の値は、各入力アセンブリに対して最良の結果

を示す。 
 
 
 
 
 
 
 

3.2.7 実行時間、メモリ使用量についてのベンチマーク結果 

 ３つのツールの実行時間とメモリ使用量をすべてのベンチマークで評価した。

GreenHill は、入力 contig のヘテロ領域の対応づけ、Hi-C リードのマッピング、Hi-C 
Scaffolding、Hi-C Phasing をすべてツール内で行う。そのため、既存ツールの実行時間

は、Purge_dups、Hi-C リードのマッピング(Juicerまたは Arima mapping pipeline)、Hi-C 
Scaffolding (3D-DNAまたは SALSA2)、Hi-C Phasing (FALCON-Phase)の実行時間を加算

して計算した。ツールの CPU 時間、実時間、最大メモリ使用量は、Intel(R) Xeon(R) Gold 
6342 CPU（2.80GHz クロック、デュアル 24 コア）と 512GB の RAM を搭載したコンピ

ュータ上で GNU time コマンドを使用して測定した。各プロセスのスレッド数は、設定

可能であれば 48 とした。 
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 実行時間とメモリ使用量の測定結果を表 11 に示す。GreenHill の実行時間は他のツー

ルと同等かそれ以下だった。ゲノムサイズが小さいデータ（<500Mb、線虫、ショウジ

ョウバエ）では約 1 時間以内、ゲノムサイズが大きいデータ（>2Gb、クロサイ）では 2
日以内に GreenHill はハプロタイプを構築した。FALCON-Phase + 3D-DNA、FALCON-
Phase + SALSA2 は、特にゲノムサイズが大きい場合に時間がかなりかかった（クロサ

イのデータでは約 10日以上）。これは、Hi-C Scaffoldingツール、Hi-C Phasingツールを

実行するたびに Hi-C リードのマッピングを行うためと考えられる。GreenHill の最大メ

モリ使用量は、他ツールよりも多かったが、ゲノムサイズが大きいデータ(>2Gb、クロ

サイ)でも 206Gb以下だった。 
 
 
 

表 11 実行時間、メモリ使用量 

生物種 入力 contig 使用ツール 
CPU 

time(h) 

Real 

time (h) 

Max 

memory 

(GB) 

線虫 

Platanus-allee GreenHill 13.81 0.53 23.54 

FALCON-Unzip 

GreenHill 16.67 0.74 23.18 

FALCON-Phase + 3D-DNA 10.01 1.63 17.56 

FALCON-Phase + SALSA2 10.90 2.03 18.48 

Canu 

GreenHill 20.90 1.03 24.21 

FALCON-Phase + 3D-DNA 9.83 1.50 17.55 

FALCON-Phase + SALSA2 10.90 2.08 18.55 

ショウジョウ

バエ 

Canu 

GreenHill 22.73 1.02 35.41 

FALCON-Phase + 3D-DNA 26.87 2.94 18.24 

FALCON-Phase + SALSA2 27.41 3.29 18.80 

HiCanu 

GreenHill 9.20 0.44 44.94 

FALCON-Phase + 3D-DNA 26.90 3.68 18.25 

FALCON-Phase + SALSA2 27.25 3.52 19.32 

Hifiasm 

GreenHill 11.49 0.45 37.04 

FALCON-Phase + 3D-DNA 26.84 3.26 18.17 

FALCON-Phase + SALSA2 28.03 3.50 19.03 

ウシ FALCON-Unzip 

GreenHill 337.00 15.36 192.03 

FALCON-Phase + 3D-DNA* 309.37 18.72 96.36 

FALCON-Phase + SALSA2* 285.16 13.73 97.10 
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生物種 入力 contig 使用ツール 
CPU 

time(h) 

Real 

time (h) 

Max 

memory 

(GB) 

キンカチョウ 

Platanus-allee GreenHill 323.32 18.04 108.19 

FALCON-Unzip 

GreenHill 296.51 19.41 92.06 

FALCON-Phase + 3D-DNA* 123.25 16.37 76.32 

FALCON-Phase + SALSA2* 127.30 20.50 39.46 

Canu 

GreenHill 446.53 26.00 101.89 

FALCON-Phase + 3D-DNA 201.05 22.49 154.58 

FALCON-Phase + SALSA2 205.86 23.77 37.09 

Hifiasm 

GreenHill 102.24 7.45 89.60 

FALCON-Phase + 3D-DNA 229.99 25.52 156.29 

FALCON-Phase + SALSA2 209.47 24.44 50.37 

セキセイイン

コ 
FALCON-Unzip 

GreenHill 255.34 31.30 90.52 

FALCON-Phase + 3D-DNA 240.95 41.59 108.85 

FALCON-Phase + SALSA2 201.35 27.58 50.53 

クロサイ Hifiasm 

GreenHill 579.32 26.80 206.37 

FALCON-Phase + 3D-DNA 9,535.56 277.73 98.92 

FALCON-Phase + SALSA2 8,543.02 238.56 65.96 

コチョウザメ Hifiasm 

GreenHill 569.34 29.55 128.75 

FALCON-Phase + 3D-DNA 1,300.94 71.28 80.00 

FALCON-Phase + SALSA2 1,242.32 79.40 65.96 

実行時間とメモリ使用量の概要。太字は各入力アセンブリに対して最良の結果を示す。

※ウシとキンカチョウの FALCON-Unzip + FALCON-Phase + Hi-C Scaffolding tools の結
果は、FALCON-Unzip + FALCON-Phase の結果をダウンロードして使用しているため、

実行時間に FALCON-Phase round 1 の時間は含まれていない。 
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3.3 考察 

 本ベンチマークでは、様々なタイプの入力 contig と多くの生物種のデータを用いて、

GreenHill の性能と汎用性を検証した。第一のベンチマーク(線虫)、第二のベンチマーク

(ショウジョウバエ)では、Hi-C のシミュレーションデータを用いてテストを行い、染色

体の局所的な立体構造の影響がない理想的な条件下で、GreenHill の基本性能を確認し

た。Hi-C 法は、本来染色体の立体構造解析のために開発された手法であり、立体的に距

離が近いゲノム間で架橋数が多くなるよう設計されている。Hi-C Scaffolding では、その

性質を利用し、ゲノム配列上の 1次元の距離が近ければ立体的距離も近いため Hi-C の

架橋数が多いことを前提として行われている。しかし、実際は TAD や A/B コンパート

メントなど染色体の局所的な立体構造により、配列上の 1次元の距離と立体的距離は必

ずしも比例しない。そのため、Hi-C の実データを用いた Hi-C Scaffolding は、染色体の

局所的な立体構造の影響を受けより難しいと考えられる。第一、第二のベンチマークで

は、そのような影響のない理想的なシミュレーションデータで基本的な性能を評価して

おり、線虫のデータでは CLR、ショウジョウバエのデータでは HiFi を使用した際の基

本的な性能を確認した。線虫、ショウジョウバエのデータの両方で、GreenHill は既存ツ
ールより N50 値が大きく、ミスアセンブリ数、スイッチエラー数が少ないハプロタイ

プ配列を作成し、GreenHill が高精度で連続性の高いハプロタイプ配列を構築できる高

い性能があることが示された。 
 第三のベンチマーク(ウシ)、第四のベンチマーク(キンカチョウ)、第五のベンチマー

ク(セキセイインコ、クロサイ、コチョウザメ)では、Hi-C の実データを用いてテストを

行い、実データでの GreenHill の実際の性能を評価した。サンプルとして、両親と子供

のデータのあるトリオデータを使用し、子供のデータのみでゲノム構築し、両親データ

を用いて phasing 性能を評価した。これらのベンチマークテストでは、ゲノムサイズが

大きいゲノム（ウシ、クロサイ）やヘテロ接合度が高いゲノム（キンカチョウ）、様々

な生物種（哺乳類、鳥類、魚類）を用いたテストを行うことで、サンプルに対する汎用

性を検証した。GreenHill はすべてのサンプルで、既存ツールと同等または上回る連続性

及び 0.849〜0.982 の高い Phasing 精度を示し、高い汎用性が示唆された。精度の面では、

GreenHillは、hifiasm Hi-C modeに少し劣るが、hifiasm Hi-C modeはHi-Cによる scaffolding
性能がないため連続性が低いことを考慮すると、GreenHill は既存ツールより高い連続

性、精度でハプロタイプを構築できたと言える。さらには、GreenHill は、1本の染色体

のほぼ全長を phasing した scaffold を構築しており、全染色体の完全長のハプロタイプ

を de novo でアセンブルするという目標に近い結果を達成することができた。 
 本ベンチマークでは、0.21〜1.47%まで様々なヘテロ接合度の生物種のデータを用い

て GreenHill の性能を評価した(表 3)。ヘテロ接合度は、ゲノムアセンブリの品質に大き

な影響を与えることが想定される。ヘテロ接合度が高い場合、アセンブルグラフが複雑
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になることで断片化やミスアセンブリを引き起こしやすい。一方、ヘテロ接合度が低い

場合、ハプロタイプ間で違いのあるヘテロな領域が少なく、ヘテロ領域間を架橋するリ

ードペアが少なくなるため、phasing が困難になる。サンプルのヘテロ接合度により、

N50、スイッチエラー率、Phasing 精度がどのように変化するかを図 35、図 36 に示す。

入力 contig の条件を同じにするため、FALCON-Unzip、hifiasm を入力として使用したベ

ンチマーク結果を図にまとめた。 
まず、N50 については、ヘテロ接合度が高くなると、FALCON-Phase + 3D-DNA の結果

では hifiasm が入力の場合、N50 が大幅に下がり断片化した。一方、GreenHill の結果で

はヘテロ接合度によらず、既存ツールと同等または大きい N50 値を示しており、連続

性の高いハプロタイプを構築することができていることが確認できる。次にスイッチエ

ラー率については、FALCON-Unzip のアセンブル結果が入力の場合、ツール間であまり

差はなく入力の contig とほぼ同じエラー率だった。これは、FALCON-Unzip はエラーの

多い CLR リードを元に phasing を行うためスイッチエラー率が高く、最終結果までスイ

ッチエラーが残ってしまったためと考えられる。Hifiasm のアセンブル結果が入力の場

合、ヘテロ接合度が低いほどスイッチエラー率が高い傾向があった。GreenHill はヘテロ

接合度が低い場合(クロサイ：0.21)でも、スイッチエラー率は FALCON-Phase + SALSA2
の結果に次いで少なく、高精度に phasing をすることができていた。Phasing 精度につい

ては、ヘテロ接合度とあまり相関は見られなかった。FALCON-Phase + 3D-DNA の結果

は、ヘテロ接合度が高くなると Phasing 精度が上がっているが、これは N50 が低下して

断片化していることが理由と考えられる。GreenHill はヘテロ接合度によらず、FALCON-
Unzip のアセンブル結果の入力でも 0.80以上の Phasing 精度でハプロタイプを構築して

いた。これらの結果から、GreenHill のヘテロ接合度に対する汎用性の高さが示唆されて

いる。 
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図 35 ヘテロ接合度と連続性の関係 

 

 
図 36 ヘテロ接合度と精度の関係 
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 入力データについては、GreenHill は様々なタイプのアセンブラから出力される contig
を使用でき、完全または部分的に phasing された contig も使用することが可能である。

さらに、contig が primary contig と alternative contig に分類されず取り扱いが困難だった

Canu などの Haplotype-ignorant style の contig でもハプロタイプを構築することができて

おり、GreenHill は入力に対して高い汎用性を持っていることが確認できる。入力とする

ロングリードについても、エラー率が高い(10–15%)PacBio CLR リードとエラー率が低

い(<1%)HiFi リード[18]の両方をベンチマークに使用しており、CLR + Hi-C データ、HiFi 
+ Hi-C データを使用したベンチマークの結果、GreenHill は CLR リード、HiFi リードの

どちらでも良好な結果を示した。HiFi リードは、CLR リードよりも高精度のため phasing
に有効と考えられる。しかし HiFi のライブラリ作成にはより多くの DNA 量が必要とい

う課題もある。CLR リードの DNA抽出プロトコルでは、すべての長い断片(例えば>15 
kb)を利用できるのに対して、HiFi リードの DNA抽出プロトコルでは、限られた範囲の

長さの断片(例えば 15–18 kb)しか利用できない[18]。したがって、HiFi リードは、より

多くの DNA 量が必要で DNA 抽出が難しいサンプルには適用しにくい可能性があり、

CLR の方が多くのサンプルに適用できると言える。本ベンチマーク結果は、エラー率が

高くより難易度の高い CLR が入力のケースでも、GreenHill は高い性能を示しており、

様々な二倍体生物のゲノム構築への実用性が示唆される。 
 GreenHill のアルゴリズムに関してユニークな機能としては、ロングリードと Hi-C を

同時に使用する機能や、分散ベースの閾値選択[62]を用いた Hi-C コンタクトマップに

よるエラー修正機能が挙げられる。ロングリードと Hi-C の両方を使用する既存のパイ

プライン([56]、[59])やプロトコル([63])も存在するが、それぞれのリードを別々に使用

しており、同時に考慮することはない。GreenHill は、Hi-C の全域的な情報とロングリ

ードの局所的な情報を同時に考慮することで精度良くハプロタイプ配列を構築するこ

とが可能である。また、Hi-C コンタクトマップによるエラー修正も、既存ツール（[22]、
[80]）で行われているが、それらのツールでは、あらかじめ設定された閾値を用いて実

行されており、その値はサンプルやゲノム領域によらず同じである。そのため、Hi-C の

coverage が低い場合やリピート領域が多く Hi-C の mapping 率が低い領域などを誤って

ミスと判定し scaffold を切断するケースが存在する。GreenHill は、分散ベースの閾値選

択によりサンプル、領域ごとに最適な閾値を決定するため、誤ってミスと判定しにくく

なり、連続性高くハプロタイプ配列を構築することができる。これらの機能を無効化し

たノックアウトテストでも、これらのユニークな機能の有効性を確認することができた。 
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第 4 章 総括 
 本研究は、Hi-C 法を用いて染色体レベルのハプロタイプゲノム配列を構築するツー

ルの開発を目的として行われ、Hi-C データを用いて scaffolding、phasing を行い染色体

レベルのハプロタイプ配列を構築するツール GreenHill の新規開発に成功した。

GreenHill の性能を評価するため、様々な生物種、ヘテロ接合度、入力 contig、入力ロン

グリードのデータを用いてベンチマークを行い、GreenHill がいずれのサンプルでも優

れた性能を発揮し、高精度で連続性の高いハプロタイプを構築できることを示した。こ

れらの結果から、GreenHill は高い汎用性を持ち、様々な二倍体生物のゲノムアセンブリ

プロジェクトに使用できると考えられる。 
多数の生物種の全ゲノム配列解読を目標とした大規模ゲノムプロジェクトは 2023 年

時点で複数進行している。昆虫 5000 種のゲノム配列解読を目指す i5K[81]、鳥類 10500
種のゲノム配列解読を目指す Bird 10K[82]、全脊椎動物約 7万種のゲノム配列解読を目

指す Vertebrate Genome Project(VGP)[63]、地球上の全真核生物 150万種のゲノム配列解

読を目指す Earth BioGenome Project(EBP)[83]などが挙げられる。これらの計画では、多

くの種の高品質な染色体レベルのゲノム構築を目標としており、そのためには高精度な

染色体レベルのゲノム構築の自動化、効率化が必要とされる。しかし、これらのプロジ

ェクトで使用されている既存の Hi-C Scaffolding ツールの結果には、異なる染色体やゲ

ノム領域間を繋ぐミスが残っており、Juicebox[84]などのツールを用いて可視化した Hi-
C コンタクトマップを目視で確認し、ミスアセンブリを修正するマニュアルキュレーシ

ョンが必要なケースが多い。GreenHill は独自の Hi-C コンタクトマップによるミス修正

機能があるため、異なる染色体やゲノム領域間を繋ぐミスを減らすことができ、このよ

うなマニュアルキュレーションの負担を軽減できることが見込まれる。ゲノム構築に

GreenHill が活用されることにより、より多くの生物種の染色体レベルのゲノムをより

簡便に構築できるようになることが期待される。 
染色体レベルのハプロタイプゲノムリファレンスは多くの生物学分野で、リソースと

して重要である[50]。しかし、既存の de novo ハプロタイプ構築手法は、精度や連続性

が低かったり、トリオデータや近縁種のリファレンス配列が必要であったりと制限があ

った。GreenHill は、リファレンスゲノムやトリオデータなどの追加情報なしで、Hi-C デ

ータを用いて高精度な染色体レベルのハプロタイプを構築できる。これにより、非モデ

ル生物を含む様々な生物の染色体レベルのハプロタイプ配列が構築できるようになれ

ば、二倍体ゲノムの完全な情報を含むリソースとして様々な分野での活用が期待される。 
本研究で主に扱った CLR リード、HiFi リードの他に注目すべきロングリード技術と

して、Oxford Nanopore Technology(ONT リード)がある。本研究では、ONT リードを用

いたベンチマークは行っておらず GreenHill が ONT リード入力に対して有効かは判断

できないが、GreenHill はエラーの多い CLR リードに対応しているため、同じくエラー
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の多いロングリードである ONT リードに対してもある程度有効であると考えられる。

また、新規な技術として、最大で数 Mb の長いリードが得られる ONT ultra-long 
read(UL)[85]がある。UL リードは、エラー率は高いがリード長が長いためリピート領域

を超えてゲノムを構築しやすいという利点がある。例えば、UL リードを使用すること

で、ヒトの Y 染色体のセントロメアの構築[86]や X 染色体の染色体の端から端まで

(Telomere-to-Telomere、T2T)の構築[87]が可能になった。さらに、HiFi リードと UL リー

ドを組み合わせることでヒトの全染色体をT2Tで構築[88]を可能にした。ULリードは、

コストが高くまだ多くの生物種のゲノムアセンブリには使用されていないが、今後注目

すべき技術の一つと言える。 
最後に本研究の課題と今後の展望について述べる。課題としては以下の二つが挙げら

れる。一つ目は、GreenHill は入力 contig のスイッチエラーを検出、修正する機能がない

ため、GreenHill が構築したハプロタイプのスイッチエラー率は、入力 contig となるデ

ータを構築したアセンブラの精度に依存する点である。リードを contig にマッピングし

てスイッチエラーを検出し修正するなどの対策が必要であるが、この問題は今後 HiFi
リードを入力とした contig assembly の精度が改善するにしたがい解消されると考えら

れる。二つ目は、GreenHill は二倍体ゲノム用に設計されているため、多倍体ゲノムを扱

うことができない点である。多くの高等真核生物は二倍体であるが、植物など多倍体の

生物も存在する。今後の研究では、ハプロタイプの対応付けを 1対 1 ではなく複数で対

応づけられるようにするなど GreenHill の機能を多倍体用に拡張する必要があると考え

られる。 
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