
大規模配列決定の新技術：Pyrosequencing を中心として 
 
 ヒトゲノム配列の完全解読を見るまでもなく、いまや全ゲノム配列の解読は

日常的な研究と化している。しかしながらその膨大なコストのため、ゲノムの

読まれる真核生物種は興味の対象のごく一部であり、モデル生物の他は、経済

効果の大きな病原生物や家畜に大きく偏っている。このため、コストの安い配

列解読技術の進歩が待たれるのは言うまでもない。と同時にゲノム解読計画が

配列決定の技術を飛躍的に進歩させてきたのもまた事実である。現在の塩基配

列決定の主役はサンガー法であり、また、キャピラリーシーケンシングである。

サンガー法の詳細な説明は多くの教科書で記載されているのを参照してもらい

たい。簡単に言うとサンガー法では、塩基のアナログを標識し、その DNA 合成

に伴う取り込みを見ることで配列を決定する。かつては RI によって標識し、ゲ

ルで泳動するのが一般的だったが、最近では、蛍光物質で標識し、細いキャピ

ラリーにポリマーを充填した中を泳動して検出するのが一般的である。しかし、

この手法では、DNA が長くなるにつれて泳動の際の移動度の違いが小さくなる

ため、一度に読める長さには限界がある。現在の手法では、99％以上の精度で

700bp 程度を読むのが限界である。また、一度に読める DNA の数はキャピラリ

ーの数によって制限されるため、ゲノム解読のような大量のDNAを扱う際には、

多数のシーケンサーが必要となってくる。これらのことから、新しい技術革新

が期待されていたが、既に一部実用化され普及が待たれる手法の一つが

Pyrosequencing と呼ばれる手法である。 
 Pyrosequencingでは、DNA合成において塩基が取り込まれる際に放出されるピ

ロリン酸（Pyrophosphate）を検出する。Pyrosequencingの原理と問題点はRonaghi 
(2001) に 詳 し い 。 dNTP が DNA に 取 り 込 ま れ る 際 に は 、

DNA(n)+dNTP->DNA(n+1)+PPiの反応が起こり、ヌクレオチドがDNAに結合する

と同時にピロリン酸(PPi)を放出する。ピロリン酸は２つのリン酸が結合した化

合物で高いエネルギーを持つ。それぞれのdNTPを個別に反応液に加えた際に放

出されるピロリン酸を検出することで配列を決定しようというのが

Pyrosequencingの原理である。実際には、ATP sulfurylaseによりピロリン酸と

Adenosine 5’phosphosulfate (APS、アデニン-リボース-リン酸基-硫酸基の結合した

化合物)からATP(+SO4
2-)を合成し、このATPとルシフェリンを混ぜてルシフェラ

ーゼによって発光させる。この光を検出するのである。反応を終了させてから

検出を行なうサンガー法と異なり、Pyrosequencingでは、反応と検出を同時に行

なう。そのためには、それぞれのヌクレオシド 3 リン酸（dATP, dCTP, dTTP, dGTP）
を別々に与えなければならない。また、反応後に残ったヌクレオシド３リン酸

及びATPを確実に取り除かなければならない。そのために２種類の方法が開発さ



れている。一つは、物理的に洗浄によって取り除く方法、もう一つは、酵素反

応的に取り除く方法である。後者では、ApyraseというdNTPやATPを分解する

（dNTP->dNMP+2Pi, ATP->AMP+2Pi）酵素を用いる。ここでは、リン酸基はひ

とつずつ取り除かれるためピロリン酸は合成されない。物理的な洗浄よりも酵

素による分解の方が取り扱いは簡単だが、分解産物が残ることと活性が衰える

ことが問題である。 
 Pyrosequencing では、配列はそれぞれのヌクレオチドを加えた際の光の強さと

して得られる。これは Pyrogram と呼ばれる。DNA 合成で次に付加されるべきヌ

クレオチドが反応液に加えられたときにはヌクレオチドがDNAに取り込まれピ

ロリン酸が出て最終的に光が検出される。違うヌクレオチドが加えられたとき

には発光しない。AAA のように同じ塩基が連続するときにはそれだけ大量のピ

ロリン酸が放出されるので光の強度が高くなる。ところがあまり長く同じ塩基

が連続する場合には、時間内に DNA 合成が終わらないものが出てくるため後ろ

の DNA 合成が不均一になり、配列が読めなくなってしまう。5 から 6 個同じ塩

基が続く場合にこのようなことが起こる。これは Pyrosequencing の大きな問題点

の一つである。 
 Margulies らは Pyrosequencing に in vitro の DNA 増幅を組み合わせることで大

量の配列を短時間で得る手法を開発した（Margulies et al. 2005）。彼らは、まず、

ビーズに DNA を結合させ、そのビーズと PCR の反応液をエマルジョンの形で

包み込んだ。断片ビーズに１分子の DNA だけを最初に結合させることができれ

ば、全く同じ配列を持った DNA 断片が PCR によって増幅され、ビーズに結合

する。DNA 断片の増幅後、ビーズを洗浄し、光ファイバーで作ったプレートの

ウェルに入れる。この際、ウェル当たり 1 つのビーズだけが入るように最適化

する。ウェルの大きさは、直径 44μm、深さ 55μm、容積は 75pl で、ビーズの大

きさは直径 28μm なので大抵は１つのビーズだけがウェルに入ることになる。酵

素の結合したビーズを加えた上で ATGC それぞれのヌクレオチドを加えて反応

させる。後は Pyrosequencing の手法の通りである。 
 Margulies らの手法の最大のメリットはシーケンスの前過程のサブクローニン

グの大幅な省略が可能となることであろう。通常、DNA 断片をプラスミドに挿

入したライブラリーを構築し、大腸菌にトランスフォーメーションしてプラス

ミドを増やした上で PCR によって DNA 断片を増幅する（あるいはプラスミド

を精製する）という面倒な過程が必要となる。これを小液量での PCR 反応で代

用することで時間と費用が節約できる。また、スケールが下がったことにより

大量のシーケンスが一度に決定可能である。１回４時間のランで 25Mb の配列が

得られる。これは、キャピラリを使用したサンガー法の場合の約 100 倍の量で

ある。一方で問題点も提起された。彼らは Mycoplasma genitalium のゲノムシー



ケンスを行ない、公表されている配列と比較した。その結果、配列の精度は 96％
とサンガー法の 99.4％に比べてかなり低く、一つの DNA 断片からは 110bp 程度

しか読めていない。精度の低さは、一回の作業で 100 倍の量のシーケンスが得

られることで補うことができる。おそらく問題となるのは得られる DNA 配列の

短さであろう。80bp 程度の長さの反復配列が存在すると、配列をアセンブルす

ることは不可能になってしまう。従来の方法ならは 700bp 程度の長さが得られ

るのでこの違いは大きい。現在の技術では、反復配列の多い真核生物のゲノム

を読むことは不可能であるが、反復配列の少ない原核生物のゲノムシーケンス

や、組織ごとの発現カタログ作成のための EST などには現時点で使用可能であ

る。尤も、得られる配列の長さは技術の進歩によっておそらく急速に改善され

るであろうから悲観するには当たらない。 
 Pyrosequencing には専用の機械が必要になる。一方、Shendure らは研究室に普

及している機械を使って低価格で配列決定する手法を考案した（Shendure et al. 
2005）。この手法はなんと蛍光顕微鏡で配列決定するというものである。DNA の

配列決定には様々な目的があるが、Shendure らはその中で Resequencing に特化

した手法を考えた。Resequencing とは既にわかっている配列にごく近縁な配列を

読み直すことで、バクテリアの株間の違いや変異体でどのような置換が入って

いるのかを知るために行なわれる。この場合、わかっているゲノム配列のどの

領域と一致するのかがわかれば良いため、長い配列を得ることは重要ではない。 
 Shendure らはまず、制限酵素とローリングサークル型の DNA 複製酵素を利用

して、２つの 17～18bp のゲノム由来の配列が、共通する３つの配列にはさまれ

た DNA 断片を増幅した。この２つのゲノム由来断片は最初にゲノムを切断した

際の DNA の両末端の領域に由来する。すなわち、タグを付けた DNA 断片の両

末端 17～18bp を残して、中央部を特定の配列に入れ替えたことになる。この

DNA 断片をビーズに結合し、アクリルアミドゲルで固めたスライド（アレイ）

を作成した。配列決定は様々な方法を試したが、Degenerate ligation 法が適して

いたらしい。共通配列部分に相補的なオリゴ DNA（アンカープライマー）をま

ず、ビーズ上の配列に結合させる。そののち、 NNNNANNNN-Cy5 、

NNNNGNNNN-Cy3、NNNNCNNNN-TexasRed、NNNNTNNNN-FRETの4種類の、

中央の塩基だけを固定しそれぞれの 3’末端に異なる蛍光標識を付けた縮重オリ

ゴ DNA（縮重 9mer）をハイブリダイゼーションさせる。N はランダムな塩基で

ある。配列が 100％相補する場合だけ縮重 9mer とアンカープライマーがリガー

ゼによって結合される。洗浄後に励起光を当て蛍光顕微鏡で写真を撮り、画像

解析によってそれぞれのビーズにおける蛍光を識別することで中央の塩基を決

定する。これをアンカープライマーを変えて繰り返すことで一つの DNA 断片に

つき 26bp の配列を決定した。１サイクルは 135 分と非常に長いが、１視野に含



まれる全てのビーズを同時に観測できるので、秒当たり 140 bp の速度で配列決

定できる計算になる。と同時にビーズを密に配置できれば、それだけで配列決

定の速度が向上するという利点もある。配列の間違いは 100 万塩基に 1 個程度

であった。また、コストは従来の９分の１程度まで下げることができた。 
 Margulies らの手法と Shendure らの手法はどちらも短い配列を大量に得ること

に特徴がある。また、in vitro での DNA 増幅技術であるエマルジョン PCR など、

小液量で DNA を増幅する手法を用いることで、サブクローニングやトランスフ

ォーメーションなどの過程を省略し、時間を短縮すると同時にスケールダウン

に成功している。スケールダウンはコストダウンに加えて配列決定の速度を加

速する。これらはキャピラリーでの電気泳動では実現できない利点である。そ

の一方で配列の精度や一度に読める長さは従来の方法に劣っている。目的に合

わせていくつかの配列決定技術を併用していく時代が訪れているのかもしれな

い。 
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