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イルミナシーケンサーの原理 
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　川島　佑介 
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サンプル調製とDNA分子の増幅（自動化）	

DNA断片	
0.1 ～1µg 

2種類の	
アダプター付加	

フローセルへ
の結合	

クラスターの 
合成	

PCR後、 
濃度調整をして 
フローセルへ	

ゲノムDNAおよびターゲットDNA 
を抽出後、断片化	
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Cycle 2 
! 上記反応の繰り返し	

Cycle 3, 4, 5….. 
! 上記反応の繰り返し	

Cycle 1 
! シーケンス試薬の添加	

! 1塩基伸長反応	
! 未反応試薬の除去	

! 蛍光シグナルの取り込み	

! 保護基と蛍光の除去	
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100um 

画像イメージの取り込み	

20um 

フローセル上に4千万個以上 
のクラスター　	
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画像蛍光シグナルから塩基への変換	

1 

T T T T T T T G T … 

T G C T A C G A T … 

1塩基伸長反応ごとに蛍光イメージをとる	
→　蛍光の色から各塩基を決定する	

2 3 4 5 6 7 8 9 
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リファレンス(既知のゲノム配列)へのマッピングと	
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シングルリード法・ペアエンド法	

シングルエンド	

! DNA断片の片側を100bp読み取り	

ペアエンド	

! DNA断片の両端を100bp読み取り	

! DNA断片の長さにより、さらに2つに区分	
–  200-500bp： ペアエンド法（イルミナシステムのみ）	
–  2-5kb：  メイトペア法	

ペアエンド法	
200-400bp 

メイトペア法	
2-5kb 

・両端を読むことで、データ量が2倍に 	
・アライメント時の効率アップ 	
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読取#1 

FLOWCELL FLOWCELL 

2nd cut 

	
	

読取#2 

FLOWCELL 

ペアエンド（両端読み）とは？	

! 同一のDNA断片の両端を読む	

! 片側を読んだ後、DNA断片をひっくり返してもう一方の端を
読む	
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マルチプレックス	

! 多サンプルをシーケンスしたい	

! 1レーンに複数サンプルを混ぜてシーケンス	

! 現在1レーンあたり最大24サンプル可能、1枚のフローセルでは最大168サンプル        
(1レーンはコントロールに使用) 

1レーンに24サンプル	

DNA抽出	

サンプル 
調製	

一緒に 
シーケンス	

サンプルの振り分け	
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DNA 

１回目の読み取り Index Read ２回目の読み取り 

DNA 
insert 

Index 

Index用	
Sequence　
Primer 

Sequence　
Primer ② 

Sequence 
Primer ① 

マルチプレックスの反応経路 

叹
吗
吮
吖ー

	

叹
吗
吮
吖ー

	

インデックス	
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最近の出来事 
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SBSケミストリーの実績 
イルミナ次世代シーケンサー利用文献数	

http://www.illumina.com/publications/	

2013年10月15日現在	 Sequencing publications	
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http://sra.dbcls.jp/             Sum of “Short Read Archive” entry on NCBI, EBI and DDBJ 	

国際データベースに登録されている次世代シーケンサーのデータ	

2013年8月23日時点	

HiSeq 2000 のデータ 
189496 件	
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国際データベースに登録されているヒト解析データ 
90%以上がイルミナプラットフォームからのデータ	

–  データ取得元 NCBI Sroht Read Archive  http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra 
–  NCBI, EBI, DDBJ に登録された次世代シーケンサーのデータを集計したサイト 

* データ取得元　　http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra 　　　（2013年8月23日取得） 
ILMN検索条件　：　txid9606[Organism:exp] と HiSeq,  Genome Analyzer, MiSeq のいずれか
LT 検索条件  :    txid9606[Organism:exp] と SOLiD, 5500, PGM, Proton のいずれか 

•  登録数    100,837 件 
•  ILMN        93,411 件 (92.6%)	

実験（Run）別に集計*	

ILMN 
92.6 %	

LT 
4.2 %	

Other 
3.2 %	



15 

HiSeq関連の出来事関連の出来事	



16 

HiSeq 2500を発表：　1台のシステムで2つのモード搭載 

マウスでクリック選択 

標準モード 
11日間で600Gb 

Fast Runモード 
1ゲノムを約1日で解析 
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HiSeq2500を発表： 
　1台のシステムで2つのモード搭載 

! 2つのコンフィグを設定 
–  High Outputモード 
–  Fast Runモード 

! Fast Runモード 
–  1日で100bp x2ランを終了 
–  クラスター形成も装置内で自動化 
（※標準モードではcBotが必要） 

–  MiSeqケミストリーによる迅速サイクル 
–  150bp x2も可能に 
（※ Fast Run モードのみ適応） 

–  新フローセルを使用 

 
*Anticipated performance at launch for new HiSeq 2500 
systems.  Official specifications will be set at launch. 

HiSeq 2500 システムパフォーマンス* 

  標準モード Fast Runモード 

リード長  2 x 100 2 x 100 2 x 150 
データ量 (Gb) ~600 ~115-130 ~170-195 
ラン時間  ~11日 ~27時間 ~39時間 
% > Q30 > 80 > 80 > 75 

パスフィルターリード  > 90% > 90% Ø 90% 

フローセル数 2 2 2 

レーン数/フローセル 8 2 2 

クラスター形成 cBot 装置内 
自動化 

装置内 
自動化 



18 

新生児集中治療患者の迅速なシーケンスとアノテーション 
 
 

5ヶ月の乳児  -  
発達遅延、発作など 

サンプル調製後
HiSeq 2500でシーケ

ンス解析 

銅代謝に関連する新
規の変異を同定 

Menkes 症の 
診断を確認 

Courtesy of Stephen Kingsmore, Children’s Mercy Hospital, Kansas City 
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! 発達遅延、低血圧症、発作などを示す5ヶ月の新生児 

! Rapidランによる全ゲノムシーケンス 
–  DNAから変異検出まで50時間以内 
 
変異コール数：     　3.54M 
コーディング領域の変異：    16,180 
影響があると思われる予測変異：        449 
稀な変異：            24 
進化上保存された変異：             5 
表現型で変異されている遺伝子             1 
 

! 新しいヘミザイガスの変異を発見； 銅代謝を妨げる遺伝子 

! メンケス病と診断 

新生児集中治療患者の迅速なシーケンスとアノテーション 

Saunders, et al.  Rapid Whole-Genome Sequencing for Genetic Disease Diagnosis in 
Neonatal Intensive Care Units, Sci. Trans. Med., 2012 

Menkes 

Unrelated 

Unrelated 

Unrelated 
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医療への進展	
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BlueGnome社の買収 (2012年)	
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ダウン症の母体血を用いた生前前診断 (Sequenom社)	

http://www.genomeweb.com/clinical-genomics/sequenom-preliminary-full-year-2012-revenues- 
grow-59-percent-89m	
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イルミナも同様な検査が可能になる技術を持つ会社を買収	

http://www.genomeweb.com/clinical-genomics/illumina-acquire-verinata-450m	
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Verinata社の技術	

http://investor.illumina.com/phoenix.zhtml?
c=121127&p=irol-
newsArticle&ID=1771460&highlight=	

“This agreement with Verinata demonstrates Illumina’s commitment to developing innovative 
diagnostic solutions and providing our partners with the most advanced technologies for 
improved patient care,” said Jay Flatley, President and CEO of Illumina. “Building on the recent 
acquisition ofBlueGnome Ltd. and our expertise in next-generation sequencing, this 
announcement further establishes Illumina as a leader in reproductive health.” 
Available through a physician, the verifi test analyzes cell-free fetal DNA naturally found in a 
pregnant woman’s blood to look for missing or extra copies of chromosomes (referred to as 
aneuploidies). Specifically, the test detects Down syndrome (trisomy 21 or T21), Edwards 
syndrome (trisomy 18 or T18) and Patau syndrome (trisomy 13 or T13). It is the first non-
invasive prenatal test that offers the option to include evaluation of sex chromosome 
aneuploidies, such as Turner syndrome (Monosomy X), Triple X (XXX), Klinefelter syndrome 
(XXY) and Jacobs syndrome (XYY) – the most common fetal sex chromosome abnormalities. 
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MiSeq関連の出来事	
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オリンピックにおける MiSeq （Genome Webの記事より） 
オリンピック期間中、感染症が発生時に病原菌をMiSeqでシーケンス解析 
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米国FDAの選択	

! 2012年9月18日、米国FDAとイルミナは契約を結び、MiSeqシーケンシングシステムと試薬を提
供すると発表した 

! FDAは、これらを用いて食品媒介病原菌検出のための基礎となるデータを収集する 

! 契約は5年間で最大1700万ドルがイルミナに支払われる 

! FDAは既にMiSeqシステムを使用しており、概念実証イニシアチブの一環として、全ゲノム解析の
能力を増強してきた。この契約によりFDAは将来のアウトブレイクに備え、更にリソースを収集す
る計画だ 

! 具体的には、様々な腸内病原菌の検出、分離、同定をFDA傘下のラボで行なう。 

! 全米の農業物由来と農産物を取り巻く環境由来のサルモネラ菌や志賀毒素産生性大腸菌に
MiSeqを用いて全ゲノム解析を行い、高品質のデータを収集、NCBIのデータベースに即時アップ
ロードする。これによりNCBIデータベースの感染ルート追跡における価値が高まると期待される。 
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FDAからの認可	
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MiSeq – Continuous Performance Improvements 
Path towards 15Gb per run; enabling broader range of applications 
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MiSeq – R&D Demonstrated Scalability 
Long read runs in excess of 20Gb 
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遺伝子診断に向けたシーケンスパネル製品	
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! 専門家が選んだコンテンツにより、次世代シーケンサーによる特定疾患におけるテストの開発を
可能に 

–  TruSight Autism: 自閉症に関連する特徴の評価をアシスト 
–  TruSight Cancer: 癌の予測マーカーに関連する遺伝子をターゲット 
–  TruSight Cardiomyopathy: 心筋症の遺伝的要因の同定にフォーカス 
–  TruSight Inherited Disease: 重篤で小児発症の劣性遺伝子にフォーカス 
–  TruSight Exome: 希少疾患に関連すると思われるエクソームを選択 

TruSight 疾患パネル	

For research use only and not intended for diagnostic use; however, labs can leverage this content to develop their own unique targeted tests in accordance with CLIA regulations 
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• Children’s Mercy 
HospitalのDr. 
Stephen 
Kingsmoreグルー
プとの開発 

• 遺伝医学者の検
査ニーズに基づき、

小児発症の重篤で

劣性の疾患に

フォーカス  

• ハーバード大医学
部のDr. Heidi 
Rehmグループと
の開発 

• よりよい治療と家
族スクリーニング

のための心筋症タ

イプの分類  

• Kennedy Krieger 
研究所のDr. 
Jonathan 
Pevsnerグループ
と開発 

• 発達遅延に関与す
る特徴から自閉症

の同定および分類 
 
  
 

• Cancer Research 
研究所のDr. 
Nazneen 
Rahmanグループ
と開発 

• 癌との関連がある
生殖細胞（胚細胞）

の遺伝子変異およ

び癌のGWASから
のSNP 

 

TruSight コンテンツデザイン 

TruSight  
エクソーム 

• Human Genome 
Mutation 
Databaseで同定さ
れた、疾患原因と

なる変異をもつ遺

伝子にフォーカス

してイルミナがデ

ザイン 
• 診断が困難で稀な
遺伝性疾患を含む  

TruSight 癌 TruSight 自閉症 TruSight 心筋症 TruSight 遺伝疾患 

これらの製品は研究目的に限定されます 
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TruSightパネル　ターゲット領域	

パネル ターゲット領域  遺伝子数 100x 
（例）  

Nano 
75bp x2 

Micro 
75bp x2 

標準 
75bp x2 

TruSight Autism　自閉症 328.3 Kb 100 34.8 Mb 

150 Mb 600 Mb 2.25 Gb 

TruSight Cancer　癌 454.1 Kb 94 45.4 Mb 

TruSight Cardiomyopathy　心筋症 243.8 Kb 46 24.3 Mb 

TruSight Exome　エクソーム 7.76 Mb 2,761 776 Mb 

TruSight Inherited Disease　遺伝病 3.78 Mb 552 378 Mb 
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ご清聴ありがとうございました。	


