
Technology Spotlight: Sequencing

はじめに
イルミナのシーケンステクノロジーでは、クラスター形成と独自
の可逆的ターミネーターを用いた1塩基合成反応で、高速で正
確な大規模シーケンスを行います。この革新的でフレキシブル
なシーケンスシステムは、ゲノム、トランスクリプトーム、エピ
ゲノム解析において幅広いアプリケーションを可能にします。

クラスター形成
まず、独自のフローセル上に調製したゲノムDNAを固定化しま
す（図1）。このフローセルは、酵素がアクセスしやすい一方、
表面に結合したテンプレートの安定性が高く、蛍光標識ヌクレ
オチドの非特異的結合が少なくなる形でDNAが固定化されるよ
うにデザインされています。フローセルの表面固相でブリッジ
増幅（図2～7）により、1個のテンプレート分子からそれぞれ
最大1,000個の同一コピーが近傍（直径1µm以内）に形成され
ます。増幅したDNA集団はクラスターと呼びます。このプロセ
スではフォトリソグラフィー、機械的スポッティング、ウェル
へのビーズの配置といった手法を使わないため、1分子由来の
クラスターが1 cm2あたり約1,000万個の高密度で得られます。

Sequencing by Synthesis
Sequencing by Synthesis（SBS）という1塩基合成テクノロ 
ジーでは、4種類の蛍光標識ヌクレオチドとポリメラーゼ酵
素を用いて、フローセル上の数千万のクラスターを同時並行
にシーケンスします（図8～12）。各サイクルでは1個の標識
dNTPが核酸鎖に追加されます。標識ヌクレオチドには保護基
（ターミネーター）がついており、1回のサイクルで合成反応
は終了します。dNTPが取り込まれた後は、蛍光色素のイメー
ジングを行って塩基を同定します。その後、蛍光標識とターミ
ネーターを除去し、次のサイクルで再度ヌクレオチドを取り込
みます。このように、ターミネーターを使用したり、除去した
りすることを可逆的ターミネーター法といいます。

イルミナのシーケンス反応では、A, T, G, C の4種類すべての
可逆的ターミネーターが結合したdNTPを同時に反応させるた
め、自然な競合条件で1塩基合成が行われます。そのため取り
込みのばらつきが最小限に抑えられます。ベースコールは、そ
れぞれのサイクルで得られる4色のシグナル強度計測により決
定され、他のテクノロジーと比較してエラーレートが大幅に低
くなっています。その結果、1塩基ずつ高精度にシーケンスを
決定することで配列に特異的なエラーを排除し、同一塩基の繰
り返し配列であるホモポリマーを含むゲノム全体の確実なベー
スコールを行うことができます。

解析パイプライン
イルミナのシーケンスワークフローは、大量並行シーケンスを
想定して構築されています。サンプルを深くかつ均一にシーケ
ンスをしてコンセンサス配列を作ることで、遺伝的差異の決定
における高い信頼性を保証します。サンプルを深くシーケンス
することで、従来の方法と同様に重み付き多数決と統計解析を
用い、ホモやヘテロのSNPや変異を同定し、シーケンスエラー

を識別することができます。シーケンサーで産出したそれぞれ
の生リード塩基にはクオリティ値が割り当てられるので、ソフ
トウェアは重み付け係数を適用して差異のコールと信頼スコア
の計算を行うことが可能です。

データの収集、処理、解析
イルミナのデータ解析ソフトウェアでは、リシーケンスアプリケー
ションの場合、リファレンス配列に対してシーケンスのアライメント
（マッピング）を行います（図13）。第一線の研究者と共同開発さ
れたこのソフトウェアには、データの産出から、処理、そして解析を
行うモジュールがすべて含まれ、最小限のユーザー操作でスムー
ズにデータを解析できます。ソフトウェアはオープンフォーマット
なので、シンプルなアプリケーションのプログラムインターフェー
スを用いて、処理・解析のさまざまな段階で容易にデータにアクセ
スすることができます。

データ精度とシンプルなワークフロー
イルミナの次世代シーケンサーで使用するTruSeqファミリーの
試薬は、イルミナのSBSテクノロジーの最新の進歩を象徴するも
のです。サンプル調製からDNAシーケンスまで、TruSeq試薬を用
いることで、幅広いアプリケーションにわたって最高のデータ精度
をもたらします。エラーの無いリードの割合が非常に高く、大半の
ベースコールがQ30以上で産出されるため、データの完全性を強
く信頼して、確実な生物学的結論を導き出すことができます。

高度に自動化されたスムーズなワークフローにより、必要なハン
ズオンタイムは最小限に抑えられています。1回のランで数Gbの

イルミナシーケンステクノロジー
シンプルなワークフローで最高のデータ精度と幅広いアプリケーションを実現します

図1：イルミナのフローセル

HiSeqやGenome Analayzerで使用するフローセルは8レーンで構成
されています。各レーンは複数サンプルをアプライして、同時に解析す
ることができます。
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図2：ゲノムDNAサンプルの調製

図4：ブリッジ増幅の開始

図3：DNAが表面に結合

図5：断片が2本鎖となる

ゲノムDNAをランダムに断片化して、断片の両端にアダプターを付加
します。

フローセルレーンの内側表面に結合したDNA断片は、近隣のプライ 
マーにくっつき、ブリッジを形成します。その後、ヌクレオチドと酵素を
添加して、固相でブリッジ増幅を開始します。

調製した1本鎖DNAの断片をフローセルのレーンの内側表面にランダ
ムに結合させます。

酵素がヌクレオチドを取り込み、固相基質上で2本鎖のDNAブリッジが
形成されます。
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DNAシーケンスを産出できるので、大規模な哺乳類ゲノムでも 
シーケンスに数年かかるようなことはなく、数週間で完了します。
また、1枚のフローセルで多数のサンプルに対応できるので、多様
なアプリケーションの必要性に合わせてランを行うことが可能です。
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図6：2本鎖分子の変性

図8：第1塩基の決定

図7：増幅終了

図9：第1塩基のイメージング

変性により、1本鎖のDNA 2コピーがフローセル表面上に結合した
状態となります。

4種類の可逆的ターミネーター、プライマー、DNAポリメラーゼを添加
し、1塩基合成反応を行います。レーザーで励起してどの色の塩基が取
り込まれたかをイメージで捉えます。

ブリッジ増幅を繰り返すと、フローセルの各レーンに、数百万のDNAの
集合体（クラスター）が高密度に形成されます。

イメージファイルにより各クラスターから放出される蛍光を捕捉して、
第1塩基を同定します。
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追加情報
イルミナのシーケンステクノロジーおよびアプリケーションに
ついての詳しい情報は、弊社ウェブサイトをご覧いただくか、
イルミナ株式会社までお問い合わせください。

図10：第2塩基の決定

図12：複数回の反応サイクルにわたるシーケンス

図11：第2塩基のイメージング

図13：データのアライメント

ターミネーターを除去し、次のサイクルを繰り返して、再び4種類の可逆
的ターミネーター、プライマー、DNAポリメラーゼを反応させます。

シーケンスサイクルを繰り返して、1塩基合成反応をすすめ、各クラス
ターのDNA断片の配列情報を決定します。

レーザー励起により前と同様にイメージングを行い、第2塩基を記録します。

シーケンサーから得られた配列はリファレンス配列にアライメントして
比較し、配列の差異を同定します。
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