
© 2012 Illumina, Inc. All rights reserved. 

Illumina, illuminaDx, BaseSpace, BeadArray, BeadXpress, cBot, CSPro, DASL, DesignStudio, Eco, GAIIx, Genetic Energy, Genome Analyzer, GenomeStudio, GoldenGate, HiScan, HiSeq, Infinium, 

iSelect, MiSeq, Nextera, Sentrix, SeqMonitor, Solexa, TruSeq, VeraCode, the pumpkin orange color, and the Genetic Energy streaming bases design are trademarks or registered trademarks of 

Illumina, Inc. All other brands and names contained herein are the property of their respective owners.   

Sequencing By Synthesis (SBS) ケミストリーとは何か？ 

July 10, 2015 

 

渡邊 大 

イルミナ株式会社 

テクニカルアプリケーション サイエンティスト 



2 

Sequencing By Synthesis（SBS）とは何か？ 

全てのイルミナシーケンサーで用いられているシーケンス手法 
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SBSシーケンスの特徴 

キャピラリーシーケンサー 合成→泳動→読み取り 

• １塩基ずつ長さが異なるDNAを合成 

• キャピラリー内で電気泳動により分離しながら読み取り 

• １日で2-3Mbのアウトプット 

 

次世代シーケンサー（イルミナ） 合成→読み取り 

• DNAを合成しながら読み取りを行う（SBS法） 

• 泳動は行わない 

• ３日で1.6Tb以上のスループット 
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イルミナシーケンシングのワークフロー 

1. サンプル調製： 
  シーケンサー解析用のDNAサンプルを作る 

2. クラスター形成： 
  DNAを増幅する 

3. シーケンシング： 
  塩基配列（蛍光）を読み取る 

4. データ解析： 
  イメージデータから塩基配列を得る 
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http://www.illumina.com/library-prep-array-kit-selector.html 

当社サイトからアクセス可能 

アプリケーションごとに最適化された試薬キットの提供 

 

1. サンプル調製： 
  シーケンサー解析用のDNAサンプルを作る 
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DNAライブラリーの調製方法例（TruSeq DNA sample prep kitの場合） 

ゲノムDNA DNAの断片化 

数百bp 
2種類のアダプター添加 

→DNAライブラリー 

1. サンプル調製： 
  シーケンサー解析用のDNAサンプルを作る 



7 

イルミナシーケンサー解析用DNAサンプルの構造 

 
 

 

 

 

 

イルミナシーケンサー専用オリゴヌクレオチドアダプター 

DNA Insert 数百bpに断片化したDNA（解析する配列） 

 P5, P7 フローセルへの結合部位→DNA増幅 

 SP  シーケンスプライマー結合部位→シーケンス 

 Index  複数サンプル解析用のバーコード 

P5 In2 Rd1 SP DNA insert Rd2 SP In1 P7 
5’ 

5’ 

1. サンプル調製： 
  シーケンサー解析用のDNAサンプルを作る 
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Indexの役割とは？ 

DNAライブラリーの端に、識別のためのインデックスが付加されてある 

→それぞれのDNA断片がどのサンプル由来か同定が可能・簡単 

 

→サンプルを混ぜて（pooling)解析して、後でクラスターをそれぞれのサンプルに 

振り分けることが可能（de-multiplex） 
 

→多サンプル解析(multiplex analysis)が可能 

 

P5 In2 Rd1 SP DNA insert Rd2 SP In1 P7 
5’ 

5’ 

1. サンプル調製： 
  シーケンサー解析用のDNAサンプルを作る 
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HiSeqシリーズのHighOutputフローセル 

イルミナシーケンサーでは、クラスター作製は 

「フローセル」と呼ばれるガラス基板上で行われる 

クラスター形成は、調製したDNAライブラリーを 

シーケンスの際に検出可能な充分量に増やす目的で行う増幅工程 

2. クラスター形成： 
  DNAを増幅する 
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無数のオリゴヌクレオチドがフローセル上に林立 

2. クラスター形成： 
  DNAを増幅する 
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1. 変性された一本鎖DNAライブラリーが、フローセル内部のオリゴヌクレオチドと結合 

2. 近傍の別なオリゴヌクレオチドとブリッジPCRすることにより一本鎖DNAが増幅 

3. クラスター形成のために数千分子形成される 

4. P5を根元に含む鎖のみ切断することにより、１方向の鎖のみ得られる 

2. クラスター形成： 
  DNAを増幅する 

1. フローセル表面にDNA結合 2. ブリッジPCRで増幅 3. クラスターの形成 
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HN 

Sequencing By Synthesis (SBS) 法 

可逆的ターミネーターを用いて一塩基ずつシーケンスする 

3’末端に保護基があるためDNA合成が一塩基ずつストップしながら行われる 

1反応に蛍光ラベルされた 4ヌクレオチドを加える（蛍光の種類で塩基を特定） 

高精度で信頼があり、ホモポリマー領域も正確に解析可能 
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  PPP 

N 

O 

O 

切断部位 

蛍光色素 

3’ 

保護基 

①取り込み 

②保護基を除去 

③蛍光色素を除去 

次のサイクルへ 
5’ 

HN 
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  P 

N 

O 

O 

3’ 

5’ 

X 

OH 

(3’) 

3. シーケンシング： 
  塩基配列（蛍光）を読み取る 
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3. シーケンシング： 
  塩基配列（蛍光）を読み取る 
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Region complementary to P5 grafting primer  

P5 primer 

DNA insert 

P7 primer 

P7 grafting primer 

Flow cell surface 

Read1 Sequencing Primer 

P5 grafting primer 

Anneal Read 1 sequencing primer 

Paired-End Dual-Indexing Overview  

Index 2  

Index 1 
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Region complementary to P5 grafting primer  

P5 primer 

DNA insert 

P7 primer 

P7 grafting primer 

Read 1 - Sequencing by Synthesis 

Flow cell surface 

P5 grafting primer 

Sequence Read 1 

Paired-End Dual-Indexing Overview  

Index 2  

Index 1 

Read1 Sequencing Primer 
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Region complementary to P5 grafting primer  

P5 primer 

DNA insert 

P7 primer 

P7 grafting primer 

Flow cell surface 

P5 grafting primer 

Remove read 1 product 

Paired-End Dual-Indexing Overview  

Index 2  

Index 1 
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Region complementary to P5 grafting primer  

P5 primer 

DNA insert 

P7 primer 

P7 grafting primer 

Index 1 Sequencing Primer 

Flow cell surface 

P5 grafting primer 

Anneal Index 1 sequencing primer 

Paired-End Dual-Indexing Overview  

Index 2  

Index 1 
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Region complementary to P5 grafting primer  

P5 primer 

DNA insert 

P7 primer 

P7 grafting primer 

Flow cell surface 

P5 grafting primer 

Index 1 – 8 cycles 

Sequence Index 1 

Paired-End Dual-Indexing Overview  

Index 2  

Index 1 

Index 1 Sequencing Primer 
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Region complementary to P5 grafting primer  

P5 primer 

DNA insert 

P7 primer 

P7 grafting primer 

Flow cell surface 

P5 grafting primer 

Index 1 – 8 cycles 

Remove Index 1 product 

Paired-End Dual-Indexing Overview  

Index 2  

Index 1 

Index 1 Sequencing Primer 
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Flow cell surface 

P5 grafting primer 

Deblock and anneal to P5 grafting primer 

Paired-End Dual-Indexing Overview  
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Flow cell surface 

P5 grafting primer 

Synthesize new strands 

Paired-End Dual-Indexing Overview  
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Original strand New strand 

Flow cell surface 

Denature strands 

Paired-End Dual-Indexing Overview  
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New strand 

Flow cell surface 

Remove original strand and reblock 

P5 

Paired-End Dual-Indexing Overview  
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Flow cell surface 

Anneal Index 2 sequencing primer 

Paired-End Dual-Indexing Overview  

Index 2 Sequencing Primer 
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Flow cell surface 

Sequence Index 2 

Paired-End Dual-Indexing Overview  

Index 2 – 8 cycles 

Index 2 Sequencing Primer 
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Flow cell surface 

Remove Index 2 

Paired-End Dual-Indexing Overview  

Index 2 – 8 cycles 

Index 2 Sequencing Primer 
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Read 2 Sequencing Primer 

Flow cell surface 

Anneal Read 2 sequencing primer 

Paired-End Dual-Indexing Overview  
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Read 2 Sequencing Primer 

Flow cell surface 

Sequence Read 2 

Paired-End Dual-Indexing Overview  

Read 2 – 

Sequencing by Synthesis 
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1回のサイクル終了後のイメージ 

 

100um 

20um 

4. データ解析： 
  イメージデータから塩基配列を得る 
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それぞれのサイクルにおけるFC上の画像から塩基情報が抽出される 

まずクラスターの認識、位置づけ、そしてカウントが行われる 

 

= 28 clusters 

Cycle 1 Cycle 2 Cycle 3 Cycle 4 

4. データ解析： 
  イメージデータから塩基配列を得る 
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各クラスターの蛍光色の順番を記録しベースコールに用いる。 

Quality scores (Q Scores) がすべての塩基に割り当てられる 

 

 

 

 

 

 

Q scores はそれぞれの塩基が不正確にBaseCallされる可能性を示す 

 
Q Score Probability of error 

Q30 1 in 1000  

Q20 1 in 100 

Cycle 1 Cycle 2 Cycle 3 Cycle 4 

= T G C T 

4. データ解析： 
  イメージデータから塩基配列を得る 
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最終的にクラスター位置を座標で表し、そのクラスターに含まれている 

DNAの塩基配列を示したものが出力される 

4. データ解析： 
  イメージデータから塩基配列を得る 

座標 各蛍光強度 座標 塩基 
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DNAライブラリー 

サンプル調製 

1 2 3 7 8 9 4 5 6 

シーケンシングにおけるサイクル 
ベースコール 

T G C T A C G A T … 

本日のまとめ：イルミナシーケンサーのワークフロー 

クラスター形成 

シーケンシング（SBS法による）  
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細胞工学別冊：「次世代シークエンサー 目的アドバンストメソッド」 

  菅野純夫/鈴木穣 監修 

イルミナのホームページから得られる情報 

– http://www.illumina.com/library-prep-array-kit-selector.htmlから 

 （シーケンスサンプル調製キットセレクター。目的のアプリケーションに沿ったキットを選択可能） 

– http://www.illuminakk.co.jp/support/training.ilmn 

 （ウェブトレーニング。英語をお勧めしますが、日本語版もございます） 

– ユーザーガイドのダウンロード、テクニカルアップデートメールの配信が可能。 

    ※メール配信には別途MyIlluminaへの登録が必要 

イルミナシーケンサーの原理について: 

– Bentley et al. (2008) Accurate whole human genome sequencing using reversible terminator 

chemistry. Nature 456: 53-59  

– “Intro to Sequencing by Synthesis: Industry-leading Data Quality” YouTube内動画 

    SBSシーケンスについて説明 

参考文献 

http://www.illumina.com/support/training/sequencing_illumina_technology.ilmn
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本日のセッション終了後のご質問は、
techsupport@illumina.com  

で承ります。 

 

テクニカルサポート直通のフリーダイヤルも 

ご利用くださいませ。 

0800-111-5011  

サポートウェビナーにご参加いただき 

ありがとうございました。 

mailto:techsupport@illumina.com
mailto:techsupport@illumina.com
mailto:techsupport@illumina.com
mailto:techsupport@illumina.com
mailto:techsupport@illumina.com
mailto:techsupport@illumina.com

