
ライフサイエンス統合データベースセンター (DBCLS) 
内 藤 雄 樹

塩基配列データベースの検索と 
CRISPRターゲット配列設計

Tweet OK 統合データベース!
講習会 ＠ 遺伝研



自己紹介
■ 内藤 雄樹（ないとう ゆうき）!
　 　　　@meso_cacase 
■ ライフサイエンス統合データベース!
　 センター（DBCLS）　特任助教 
■ 過去に RNAi メカニズム等の研究!
　 siRNA設計サイト: siDirect 公開

活性が高く、オフターゲット 
効果の少ないsiRNAを設計



siRNA設計 : siDirect
検索





塩基配列データベースの検索
■ 検索ワードが多様（遺伝子名, ID,!
　 遺伝子機能, タンパクのドメイン名,!
　 疾患, 塩基配列, アミノ酸配列, ....） 
→ 入口が異なる。知らないと探せない 
■ BLAST 等による塩基配列の検索 
→ 検索が遅い

本日のテーマ#1



Googleのように探せれば...



統合遺伝子検索GGRNA
ぐ ぐ る  な

検索



遺伝子名で検索



Accession番号で検索



塩基配列で検索



塩基配列で検索



アミノ酸配列で検索

Schaefer et al. (1999) IV. Wilson’s disease and Menkes disease. 
Am. J. Physiol. Gastrointest. Liver Physiol. 276, G311-G314

←何？



PCRのプライマー
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ヒトのある遺伝子に対して!

RT-PCRをかけようとしたら!

なぜかバンドが2本・・・

増幅遺伝子は何か？!

予想されるバンドのサイズは？

primer-F: 
agctcattactttatcagtgca!

primer-R: 
tgacgtattcactcttctggtt

585

955

341
258

※架空のデータです



マイクロアレイのプローブID

...CCCGGGACAGAAGTGCGGCACCAGGGCAGGAGCTGCAGTAG...!
           AGAAGTGCGGCACCAGGGCAGGAGC!
           AGAAGTGCGGCAGCAGGGCAGGAGC

Affymetrix社GeneChipマイクロアレイ 
1遺伝子につき25塩基 × 11箇所のプローブ 
→「プローブセット」例) 1552311_a_at

mRNA
5′ 3′

× × × × × × ×× × × ×

← PM probe 
← MM probe

これをまとめて 
１つの値にする



マイクロアレイのプローブID



統合遺伝子検索GGRNA
ぐ ぐ る  な

■ 遺伝子をGoogleのように検索 
■ 検索対象はRefSeqの転写産物!
　（mRNA, ncRNA） 
■ さまざまなキーワードに対応 
■ 塩基配列、アミノ酸配列も素早く検索!
　（とくに短い配列の検索が得意）!

Naito & Bono, GGRNA: an ultrafast, transcript-
oriented search engine for genes and transcripts. 
Nucleic Acids Res. 40, W592-6 (2012)



高速配列検索GGGenome
げ げ げ

検索



高速配列検索GGGenome
げ げ げ



GGRNA REST API

GGGenome REST API
http://GGGenome.dbcls.jp/ db / k / sequence [. format ][. download ]

http://GGRNA.dbcls.jp/ spe / query+string [. format ][. download ]

■ 検索結果とURLとが1対1対応 
■ テキスト形式やJSON形式でも出力



表計算ソフトでGGGenome

■ 検索結果とURLとが1対1対応 
■ テキスト形式やJSON形式でも出力



ヒットをゲノムブラウザ上に表示



高速配列検索GGGenome
げ げ げ

■ 塩基配列の検索に特化!
 （1kb 以下、短い配列が得意） 
■ モデル生物種のゲノムおよび転写産物 
■ ミスマッチ・ギャップに対応 
■ REST API が便利!
　 R, Ruby, Galaxy でゲゲゲノム検索



GGRNA/GGGenome!
拡張計画

■ GenBank/EMBL/DDBJ の!
　 国際塩基配列データベース（INSDC）!
　 全体をすばやく検索したい 
■ 非モデル生物ゲノムもどんどん追加 
■ データベース更新についていけるか？ 
■ ランキングの工夫



CRISPRターゲット配列設計
■ NGGに隣接する20塩基を選択 
■ オフターゲットの少ない配列を選択 
→ CRISPRdirect を公開

本日のテーマ#2

Naito, Hino, Bono & Ui-Tei,!
CRISPRdirect: software for designing CRISPR/
Cas guide RNA with reduced off-target sites.!
Bioinformatics, in press (2014)



CRISPRdirect

＋マーモセット、!
　ブタ、カイコ、!
　ソルガム



CRISPRdirect



■ NGGに隣接する20塩基を選択 
■ ゲノムのほかの領域とは塩基配列が!
　 一致せず、標的とする部位とだけ!
　 完全一致する配列を選択 
■ とくにPAM近傍の12merまたは!
　 8merの特異性を重視

CRISPRdirect

Naito, Hino, Bono & Ui-Tei,!
CRISPRdirect: software for designing CRISPR/
Cas guide RNA with reduced off-target sites.!
Bioinformatics, in press (2014)



One more thing ...
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