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はじめに

2000年に入ったころ，『生物工学ハンドブック』に「核
酸配列決定法とその利用」1)をまとめてから15年以上経
ち，その時にはなかった「次世代シーケンサー（NGS）」
が実用現場で使われ始めている今日，再度，DNAシー
ケンスの歴史を振り返ってみるのに良い機会だと思い本
稿の執筆を引き受けた．
筆者はタカラバイオ株式会社のドラゴンジェノミクス

センター（現：バイオメディカルセンター）にてDNAシー
ケンスの受託サービスに関わった．また，次世代シーケ
ンサーに関しては，受託会社としてシーケンサーが出始
めてからそれらを利用する立場から技術を比較，その特
徴に違いから各社のシーケンサーを導入して，研究目的
に応じたシーケンサーの使い分けの提案をしてきた．ア
カデミアやシーケンサーの開発・提供企業と異なり，あ
る程度客観的に利用する立場から公平にお話しができる
かと考えた．

サンガー法とシーケンス

サンガー法（ジデオキシ法）によるシーケンスは現在
も行われているが1970年代に提唱された原理である 2)．
詳細は『生物工学ハンドブック』1)をみていただければ
と考えるが簡単にその原理を述べる．この方法はDNA
ポリメラーゼによるDNA鎖の伸長反応をAGCTのそれ
ぞれのジデオキシヌクレオチドを利用して配列特異的に

停止することでできる長さの異なるDNA断片を電気泳
動することにより配列を決定する方法である．
筆者が研究生で名古屋大学にいた1990年前半には電
気泳動の平板ゲルを自分で作り，その検出感度の問題か
らラジオアイソトープ（RI）を利用してバンドを検出
するといったやり方が主流であり，グラジエントゲルを
作り，いかに長くシーケンスできるか競ったものである．
その後，電気泳動と検出にはDNAシーケンサーが登場
し，電気泳動は平板ゲルからキャピラリー電気泳動法に，
検出はRIから感度が改良された蛍光検出に移り，これ
は現在も完成した域で利用される技術になっている（図
1）．次世代シーケンスが全盛の現在でも結果の検証の
ためにサンガー法を用いたシーケンスは頻繁に行われて
いる．

次世代シーケンサーの始まり

2000年ごろヒトの全ゲノム解析やモデル生物の全ゲ
ノム配列がサンガー法のシーケンサーを並べた大型の解
析センターであいついで発表された（ヒト 3)，シロイヌ
ナズナ 4)など）．このころから全ゲノム配列を利用した
ポストゲノム解析として全遺伝子の発現解析（トランス
クリプトーム解析）や個人医療に向けたヒト遺伝子の一
塩基多型の解析が注目された．このためには短時間で大
量の配列解析が必要となり並列シーケンサーのアイデア
が生まれた．

Lynx社 に よ っ て 開 発 さ れ たMPSS（massively 
parallel signature sequencing）は細胞内で発現している
PolyA RNAをマイクロビーズ上でcDNA化して，マイ
クロビーズをフローセルに敷き詰め，ビーズ上で配列認
識用のアダプターのライゲーションおよび16種類の蛍
光プローブのハイブリダイゼーションを繰り返すことに
より，並列的に配列決定をする技術であった 5)．100万
以上の配列を一度のRunで得られるこれまでとはまっ
たく発想の異なる並列シーケンス法であった．その後，
並列化の部分は，オイル中に存在する各水滴内に断片化
した1分子の1本鎖DNAと1個のビーズが含む状態で
PCR反応を行うエマルジョンPCR法，2種のアダプター
のDNA配列を表面に持つフローセル上で鋳型DNAを
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図1．蛍光検出シーケンサーのデータと表示例．配列解析ソフ
トSequencherによるデータの読み込みと表示例．
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結合させ，ブリッジPCRにより1種類のDNAクラスター
をフローセル上に合成するブリッジPCRの方法が登場
し大幅に進展した．また，蛍光や発光検出のカメラやコ
ンピュータ技術の進展により，今日ある次世代シーケン
サーによる並列シーケンサーの確立につながっている．

次世代シーケンサーの比較と応用

次世代シーケンス（NGS）とよばれる一連のシーケ
ンス技術は2005年ごろから実用的に使われるように
なってきた．エマルジョンPCRの技術とパイロシーケ
ンスの原理 7)で検出の454社のシーケンサー（その後，
ロシュ社に買収，すでに終売）が出始めた2005年くら
いから，筆者らは受託サービス会社の立場で各社の次世
代シーケンサーを利用してきた．

454社のシーケンサーでは，まず，エマルジョンPCR
によってビーズ上に1種類のDNAを増幅する．シーケ
ンサーでは，ビーズをシーケンサーのピコタイタープ
レートの各ウェルに一つずつロードする．次に，4種の
ヌクレオチド（dTTP，dATP，dCTP，dGTP）を順次
添加する．DNAポリメラーゼによる伸長反応により，
dNTPがDNA鎖に取り込まれる際にピロリン酸が放出
され，このピロリン酸を基質としてsulfrylaseにより
ATPを生成，ATPとルシフェリンを基質として
luciferaseによる発光反応を起こし，この発光シグナル
強度をCCDカメラで検出する．次のヌクレオチドが添
加される前に，組込まれなかった塩基はすべてApyrase
により分解する．これを1サイクルとしてシーケンス反
応が完了するまでこの工程を繰り返す．そして発光の有
無とシグナル強度から塩基配列を決定する 7)．

2006年に，フローセル上でブリッジPCRを行い，DNA
増幅する技術を利用したSolexa社のGenomeAnalyzer
が登場した．その後2007年にSolexa社はイルミナ社に
合併，HiSeqにその技術が受け継がれている．このシー
ケンサーでは，まず，ブリッジPCRにより1種類の
DNAクラスターをフローセル上に大量に合成する．シー
ケンサーでは，3'末端に保護基のあるヌクレオチド
（dTTP，dATP，dCTP，dGTP）にそれぞれを検出でき
るように異なる蛍光色素でラベルした可逆的ターミネー
ター（改変ヌクレオチド）が使われる．4種すべての改
変ヌクレオチドを同時にフローセルに添加し，相補的な
塩基を持つヌクレオチド取り込みの後，残りの塩基のも
のは洗い流し，蛍光検出する．その後，保護基，蛍光色
素を除去する．これを1サイクルとしてシーケンス反応
が完了するまでこの工程を繰返す 8)．この方法では一度
に一つのヌクレオチドを取り込ませることになりパイロ

シーケンスの連続した塩基の検出における読み取りエ
ラーの多い欠点を克服している．
その後，エマルジョンPCRとSBH（sequencing by 

hybridaization）による検出のApplied Biosystems社（現
在， 社）のSOLiD（すでに終
売），エマルジョンPCRと Ion半導体による検出の Ion 
Torrent社（現在， 社）の Ion 
PGMやIon Protonなど各社の次世代シーケンサーを導入，
利用してきた．現在もがん遺伝子検査によく用いられる
Ion Torrentのシーケンス技術は，まず，エマルジョン
PCRによってビーズ上に1種類のDNAを増幅する．シー
ケンサーでは，半導体マイクロチップ上の微小なウェル
に一つずつロードされたビーズに，4種のヌクレオチド
（dTTP，dATP，dCTP，dGTP）を順次添加される．
DNAポリメラーゼによる伸長反応によりdNTPがDNA
鎖に取り込まれ水素イオンが放出される．このイオンの
持つ電荷によるpHの変化をイオンセンサーが検出しデ
ジタル信号に変えることになる 9)．蛍光や発光検出する
従来の装置と異なりスキャナやカメラ，光源などを必要
とせず，各塩基の取り込みを数秒で記録できることから，
この装置はより安価で信頼性の高い診断検査の実現を期
待されている．
それぞれのシーケンサーの原理から，その解析結果の
リード数やリード長が異なり，一長一短があり，その適
した用途が変わってくる．主要なシーケンサーの特徴概
要を表1にまとめた．
たとえば，イルミナや Ion Torrentのシーケンサーは
リード長が100 base～250 baseと短いが，大量のリー
ド数が出せるのが特徴である．短いリード長だと新規の
ゲノム配列解析を行う用途には不向きである．なぜなら
ば，生物のゲノムDNA中には少なからず繰り返し（リ
ピート）配列があるからだ．新規のゲノム解析ではアセ
ンブルという手法を用いてリード配列を並べて推定され
るゲノム配列を組み立てていく．ゲノム配列中のリピー

表1．主な次世代シーケンサーの特徴と用途比較

装置 454 GS FLX+
（※終売）

HiSeq 2500 
(Rapid Mode)

Ion PGM  
(Ion 318 chip)

原理 Pyrosequencing Sequencing by 
synthesis

Ion 
semiconductor 
sequencing

リード数 約100万 約2.5億 約400万

リード長 700 base 100/150/250 base ～200 base

用途 ・ 新規ゲノム 
配列解析

・変異解析
・遺伝子発現解析

・ 癌遺伝子の 
変異解析
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ト配列が数百baseを超えると，短いリード情報では，
その並びがどうなっているかがわからない．そのような
場合は長いリード長を出力できるシーケンサーが有利で
ある．そのような用途では約700 baseのリード長を得
ることのできた454社のシーケンサーは多く使われた．
逆に，遺伝子発現解析や変異解析においては大量の

リード数が出力できるシーケンサーが有利である．この
ような解析には，すでにゲノム解析で決められたリファ
レンスとなるゲノム配列が用いられるので，リファレン
スの配列に類似配列を探してマッピングするという手法
ですむからである．

第3世代シーケンサー ～一分子シーケンサー～

新規のゲノム配列解析を行う用途に適した非常に長い
リード長を得ることのできる一分子シーケンサーが
PacBio社から発表された．DNAを1分子単位でPCRに
よる増幅無しでシーケンスできるまったく新しい原理の
シーケンサーであることから第3世代シーケンサーとも
言われている．
このシーケンサーでは，鋳型DNAのアダプター部分

にプライマーとポリメラーゼを結合させSMRT（single 
molecule real time）cellにいれ反応する．SMRT cell上
にはZMW（zero-mode waveguide）と呼ばれる無数の
孔が開いており，このZMWの底面に1分子のDNA-ポ
リメラーゼ複合体が固定される．反応は4種類の異なる
蛍光の付いた塩基が，ZMWの外から入り込み，DNA
鋳型に取り込まれると蛍光が切り離されてZMWの穴の
底で光るのを検出する 10)．
このシーケンサーはリード長平均10 kbaseと非常に

長いことが特徴として上げられる．このため新規ゲノム
解析に幅広く使われ，微生物ゲノム解析においては454
シーケンサーの座を奪う形となった．また，植物などの
未知の大型ゲノム解析においても威力を発揮し，イルミ
ナの短いリード解析と組み合わせることによって，迅速
にゲノム配列を決定することができるようになった．た
とえば，京都大学の安井らは高栄養源の穀物として注目
されているキヌアのゲノム解析結果を発表した 11)．理研
の持田らは多くの漢方薬の原料となっている生薬の甘草
などのゲノム解析結果を発表した 12)．
さらに，最近，USBメモリほどの大きさのコンパク
トで持ち運び可能な一分子シーケンサーとしてOxford 
Nanopore社からナノポアDNAシーケンサー「MinION」
が販売された 13)．非常にコンパクトで場所を問わないこ
とや長いリード長を得られることから，環境調査から
ベッドサイドまで広い分野での展開が考えられる．

実用の時代 ～精密医療や産業への利用～

DNAシーケンスの技術の応用は多岐な分野にわたる．
NGSの進歩に伴い，広い分野に実用的に使われる時代
になった．2017年5月に行われた第5回NGS現場の会
でのポスター発表のカテゴリー別の演題数をみると図2
のようになる．
これまでは基礎研究や技術開発の側面がまだ強かった
のが，一気に実用化の時代に入ってきている．シーケン
サーの技術進歩，変化は激しいが，今後はそれぞれの用
途に応じたシーケンサーとなっていくと考えられる．イ
ルミナ社の短いリード長のシーケンサーもMiSeqのよ
うな卓上型のシーケンサーが登場してきた．また，Ion 
Torrentのシーケンサーもコンパクトで目的の遺伝子の
変異解析をみるためのCancer Panelとともに利用されて
いる．
用途の一つの方向として精密医療の分野がある．遺伝
子変異が原因のがんでは遺伝子変異を調べることにより
分子標的薬がわかる場合がある．このような患者に有効
な治療薬を届けることを目的の一つにSCRUM-Japanプ
ロジェクトが行われている．この際の遺伝子検査には

社の Ion PGMシーケンサーお
よびOncomine cancer research Panelを用いた変異解析
が用いられる．このプロジェクトでは治験のデータベー
ス化も行われており，適した治験があれば紹介できる．
患者が少ないとなかなか製薬会社が手を出せない希少疾
患に対しても医師主導型治験が行われる場合も増えてい
る．たとえば，国立がんセンター東病院の葉らは，RET
遺伝子陽性の肺がん患者に対してRET分子標的治療薬・
バンデタニブ（進行性の甲状腺髄様がんの治療薬，肺が
んでは適用されていない）を投与する医師主導治験を実
施したところ，約半数にがんの縮小効果が認められた

図2．第5回NGS現場の会におけるカテゴリー別の演題数
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14)．
産業分野への次世代シーケンサーの応用も進んでい

る．動植物のジェノタイピングを行う方法として広く行
われているのはRAD-seqと呼ばれる方法である．制限
酵素で切断したゲノムDNA断片の末端配列をNGSで
決定することで，マーカーの探索や比較的低コストで
ジェノタイピングを行うことができる．たとえば，信州
大学の松村らは，ニガウリにおいてRAD-seq法によっ
て見いだしたDNAマーカーのうち雌性型形質と連鎖す
る複数のDNAマーカーを見いだし報告している 15)．
また，基礎研究分野では，効率よく1細胞（シングル
セル）を分取しシーケンス解析に必要なDNA量を得る
ための装置がいくつか販売されるようになったため，シ
ングルセル解析が盛んである（図3）．
シングルセルを分離して細胞ごとの遺伝子発現解析や

ゲノム解析を行うことで，バルク解析ではわからなかっ
た細胞集団内の不均一性の情報を得ることができる．こ
れによって新規な細胞の発見や分化過程での詳細な遺伝
子発現変化を調べることができ，新規なメカニズムの発
見につながることがあると考えられる．たとえば，細胞
が分化する過程では細胞ごとに分化の速度が異なるた
め，シングルセルレベルで解析を行うことで細胞分化に
関わる遺伝子発現の変化をより高解像度に捉えることが
期待できる．Trapnellらは，筋芽細胞（myoblast）から
筋細胞（myocyte），筋間（myotube）へ至る過程をサ
ンプリングし，バルク解析では“平均値”の中に埋もれ
ていた主要調節因子の発現のスイッチ様の変化を発見し
ている 17)．

おわりに

このようにDNAシーケンス技術はその方法を劇的に
発展させ，これまでにアプローチできなかったシングル
セルレベルでの細胞の挙動にまで迫ることができるよう
になってきた．シングルセル解析が可能になった背景に
は超微量のDNAやRNAからのシーケンスの反応に持っ
ていくための前処理のライブラリー作製に使われる試薬
の進歩も忘れてはいけない．シングルセルのRNAから
のライブラリー作製には，SMART-seqが使われること
が多いが，逆転写酵素，アダプター配列付加の工夫 18)，
DNAポリメラーゼの配列バイアスの低減などの技術が
盛り込まれており，ここには従来の生物工学の手法での
酵素の改良などの多くの努力がされている．さらに基礎
研究ばかりでなく，精密医療や効率の良い動植物の育種
などの産業利用も実用的になされるようになってきた．
今後はますますこれらの技術的な効率があがることでコ
ストダウンがおき，産業利用が広がるであろう．
なお，本文中の社名，商品名は各社の商標または登録
商標である．
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図3．NGS用途にシングルセルを分取する装置の例（写真：
ICELL8 MultiSample NanoDispenser16，タカラバイオ株式会
社提供）．


