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多数試料のDNA配列を連続自動で解析する
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DNA塩基配列の決定とその応用分野

すべての生物の遺伝情報は,DNAの塩基配列で決定される｡DNAの塩基配列を大量に解析し,病気の診断や治療などに役立てようとする時代

が到来している｡

1980年代の巾ごろに,遺伝情報を担うDNA(デオキシ

リボ核酸)の塩基配列を自動的に解析するDNAシーケン

サが登場してから,DNAの塩基配列決定量は飛躍的に増

大した｡現在では,生物学など学術卜重安な知見を得る

ことはもちろんのこと,将来の遺伝一子レベルでの病気診

断･治療や医薬品開発などに向けて,さまざまな生物で

それらのDNAのすべての塩基配列を決定するという計

痢が進行中である｡このr‾いでは,DNAの大量解析のため

に,短時間に多量の試料を解析する｢烏スループット+

で,かつ,試料注入などで人手のかからない｢全自動+

の装置の尖二呪が強く望まれている｡

｢川二製作所は,これらの要求にこたえるDNAシーケン

サとして,従来の｢平板ゲル方式+に代えて,独自の｢マ

ルチキヤピラリーゲル方式+のDNAシーケンサ｢CS-

1000形+を開発した｡この装置は,1I叫で48試料の解析

が同時にでき,連続して5阿分の試料を自垂加勺に注入す

るオートサンプラを持っている｡朝と夕方に2阿試料を

セッティングし,それぞれの昼夜の連続運転を行えば,

1口で最大48n試料のDNAの塩基配列解析が可能と

なる｡
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はじめに

親から子へ,子から孫へと受け継がれるすべての遺伝

情報は,細胞の核の部分に存在するDNA(デオキシリボ

核酸)という物質の構造に担われている｡さらに詳しく

は,DNAを構成するアデニン,チミン,グアニンおよび

シトシンと呼ばれる4種類の塩基が,どのような配列構

造をしているのかが遺伝情報の源泉となっている｡

1980年代の中ごろ,Applied BiosystemsInc.がDNA

の塩基配列を解析する装置を発表した1)｡続いて,ほかの

メーカー数社からもDNAシーケンサが発売された｡これ

らはいずれも｢平板ゲル方式+と呼ばれるDNAシーケン

サである｡当時,塩基配列の解析は手作業で数日から1

週間をかけて行われていたので,一連の作業を1Rのう

ちにほとんど自動でできるこれらの装置は広く普及する

に至った｡現在は,より効率的に塩基配列の解析ができ

るようになり,例えばとトゲノム解析のように,DNAの

塩基配列を大規模に解析する研究が進められるようにな

つている｡

研究の場でDNAの塩基配列解析がより大規模に,ま

た,より日常的に行われるようになるにしたがって,新

しい機能や性能を持つ｢新世代+のDNAシーケンサヘの

期待がますます高まっている｡その中でも,より多数の

試料をより短時間で解析する高スループット化や,ユー

ザーがゲル作業や試料の注入を行う必要のない全自動化

が強く望まれている｡

日立製作所は,これらの要求にこたえるために,マル

チキャピラリーDNAシーケンサ｢CS-1000形+を開発し

た｡CS-1000形では,従来の平板ゲル方式に代えて,独自

に開発した｢マルチキャピラリーゲル方式+を採用し

た2)｡

ここでは,｢CS-1000形+の装置構成と特徴について述

べる｡

平板ゲル方式のDNAシーケンサ

従来の平根ゲル方式のDNAシーケンサの概念を図=

に示す｡DNAの塩基配列を決定する処理ステップでは,

前処理によって試料を1塩基ずつ長さの異なるDNA断

片混合物としたものを準備する｡このDNA断片には,4

種類の塩基ごとに蛍光波長の異なる色素が結合してい

る｡このDNA断片混合物をDNAシーケンサで解析する｡

DNAシーケンサでは,｢電気泳動法+と呼ばれる方法で

DNA断片をその長さによって分離する｡電気泳動法と
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図1 平板ゲル方式のDNAシーケンサの概念

従来のDNAシーケンサでは,2枚のガラス板のすきまに,分離用

のゲルを充てんして用いていた｡

は,寒天状の構造を持つ分離ゲルの一端にDNA断片混合

物を注入し,分離ゲルの両端に高電圧を印加することに

よってDNA断片を分離する方法である｡分離ゲルの終端

でレーザ光を照射し,発生する蛍光を検出する｡塩基の

種類と検出波長があらかじめ対応づけられるので,検出

波長で4種の塩基を識別できる｡波長ごとに得られた信

号ピークを読み取ることにより,配列を決定する｡

これまでは,分離ゲルを保持する方法としては,平板

ゲルと呼ばれる方法が用いられてきた｡これは,幅20cm

程度,長さ40cm程度のガうス板2枚をすきま0.3mm程

度に設置し,このすきまに分離用ゲルを充てん,作製し

て用いる｡分析のたびにガラス板のi先浄から始めている

ので,ゲルを作製し終えるのに約3時間の手作業を要す

る｡また,泳動時のサンプリングにも,細いすきまを脆

(ぜい)弱なゲルと水屑の界面をねらって,10l⊥L程度の

微量な試料を注入しなければならないので,ここでは熟

練と慎重さが要求される｡分析量が増大して頻度が高く

なるにしたがって,これらの作業が大きな負担になって

いた｡

CS一川00形の概要

3.1構 成

CS-1000形の分離検山部の機能構成を図2に示す｡ゲ

ルを‾支持する方法として,平板ゲルに代えて,内径0.1

mm以‾Fの｢キヤピラリー+と呼ぶ細いガラス管を用い
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注:略語説明 CCD(ChargeCoupledDevice;電荷結合素子)

図2 CS一川00形の分離検出部の機能構成

サンプルトレー中の試料をキヤピラリーに自動的に導入する｡

キヤピラリーで分離し,上部の検出セルで蛍光検出する｡

る｡これを多数本(48本)まとめた｢マルチキャピラリー

カセット+を構成して使用する｡

あらかじめ反応調製したDNAシーケンシング用試料

をサンプルトレーに注入し,オートサンプラに置く｡オ

ートサンプラが自動的に動き,試料をキヤピラリーに自

重加勺に導入する｡48試料の注入,分離が,すべて同時に

行われる｡

キャピラリー中で電気泳動,分離されたDNA断片は,

検出セルに到達する｡検出セルにレーザ光を月鯛寸し,発

生する蛍光を検出する｡検出部では,新たに開発したマ

ルチシースフロー技術2)を採用し,これを二次元のCCD

で検仙する｡検出信号は,データ処理装置に送られて処

:哩される｡

各構成部分の詳細について以下に述べる｡

3.2 ゲル充てん済みマルチキャピラリーカセット

専用のマルチキヤピラリーカセットにはあらかじめ分

離媒体を充てんしており,ユーザーはゲルを作製するこ

となく,直ちに使用できる｡このカセットは,消耗品と

してメーカーから供給される｡したがって,従来の平板

ゲルのように,使うたびごとに2,3時間かけてゲルを

作製する必要がない｡48本のキヤピラリーを1個のカセ

ットとして扱えるので,交換などの取り扱いも簡単であ

る｡また,分離ゲル自体には,実績のある従来の平板ゲ

ルと同じ架橋型ポリアクリルアミドを用いて,高い分離

性能を保っている｡

3.3 自動試料注入のための電極一体サンプルトレー

ニの装置では,専用のサンプルトレーを採用している｡

微量な試料でもまちがいなく試料導入が行われるよう

に,電極を底面に設けた｡最少必要量4ドLでも,エラー

なく電極が試料液に接触する｡試料をサンプルトレーの

各ウエルに注入した後,トレーを試料移動台(オートサン

プラ)に載せるだけの操作で,移動台がキヤピラリー位置

に自動的に移動し,試料を電気的にキャピラリーに注入

する｡

装置には,5回の測定分のサンプルトレーを載せるこ

とができる｡自動測定を設定するだけで,最大5PIの測

定が無人で連続して行われる｡測定中の操作が不要なの

で,特に夜間時の運転に有効となる｡これは,従来法か

ら改良された大きなメリットである｡

3.4 マルチシースフローによる48本キャピラリーの同

時レーザ照射

高感度検出を実三呪するには,48本のキャピラリーを同

時にレーザ照射するのが有効である｡このため,この装

置では,新開発の｢マルチシースフロー方式+を採用し

た｡マルチシースフロー方式の概念を図3(a)に示す｡キヤ

レザモ.ピ慧セル

瀾因闘闘闘シ‾スフロ‾
キヤピラリ‾

○
(a)マルチシースフロー方式

レーザ光

..＼

光散乱

キャピラリー

(b)レーザ直接照射方式

図3 レーザ光照射方式の比較

CS-1080形で採用している｢マルチシースフロー方式+ では,多

数本のキヤピラリーからの試料を同時に照射できる｡直接照射で

は,均等に照射できない｡
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シースフローセル中の各試料の発光は,二次元CCD面上に結像す

る｡各キヤピラリーの位置ごとに,4種の塩基に対応した色のスポッ

トが検出される｡

ピラリーをフローセル中に押入した位置に吊き,これを

包み込むようにフローセル内に一志速度の流れ(シース

フロー)を作る｡キヤピラリーからしみ.■l■.たDNA断汁は,

この流れに乗って,広がらずに進む｡レーザ光は,キヤ

ピラリーの先端から離れた位置,すなわちキャビラリー

の外側で一り絹寸される｡したがって,キャピラリーにレー

ザを直接照射した場イナ〔同図(1〕)〕に妨害となる,キヤピ

ラリー壁からの反射,散乱の影響から逃れることができ

る｡このため,一一列に配置した48本分の試料を,光強度

の損失なく,同時に照射することができる｡

3.5 二次元検出との組合せによる高感度蛍光検出

マルチシースフローとあわせて,高感度検出のため,

蛍光波長とキヤピラリー位置に対応する二次元の情報を

l祁寺検出する方式を採用した(図4参照)｡検知器とLて

二次元CCDを使用しているので,高感度検刑が可能となる｡

検出感度が高いことにより,試料調製で使用する試薬

の量を少なくでき,ランニングコストの何で人きなメ

リットとなる｡

3.6 特徴のまとめ

CS-1nOO形の特徴をまとめると,以下のとおりである｡

(1)分離ゲルをあらかじめ充てんしたキヤピラリーカセ

ットを提供し,ゲル作製を不要にした｡従来法に比べて,

1分析当たり約3時間の省力化となる｡

(2)電極一体サンプルトレーを採用L,試料注入を今日

動化Lプこ｡1川の試料セットで最大240試料の分析を日勤

運転で行い,夜間の運転も容妨にした｡

(3)新開発のマルチシースフロー方式を採別した高感度

検出により,武井使用量を低減することができる｡
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おわりに

ここでは,多数試料のDNA配列を連続自動で解析す

る,新開ヲ芭のマルチキヤピラリーDNAシーケンサ｢CS-

1000形+について述べた｡

CS-1000形では,大量の試料を解析するユーザーが要

求する高スループット性と,試料注入からデータ解析ま

での完全自動化を実現することができた｡この装置は,

ゲノム解析などの研究現場で役立つことが期待できる｡

今後,DNAシーケンサは研究JIJの装置からルーチン分

析J‾LJの装置へ発展するものと予想する｡臨床検査などの

ルーチン分析では,前処理操作から解析結果のレポーテ

ィングまでを連続させたトータルシステムの自動化が必

要となる｡CS-1000形で開発した技術を,このような将来

技術につなげていく考えである｡

参考文献

1)C.R.Conne11,et al.:Automated DNA Sequence

Anal)rSis,BioTechniques,5,342-348(1987)

2)rL Kambara,etal∴Multiple-SheathflowCapillary

ArrayDNAAnalyzer,Nature,361,565-566(1993)

執筆者紹介

態

宗

沖ふ

嵐宅

息

細

′弓jゾ一J∫王

虹

今井一成

198()く卜‖ウニち望作p斤人祉‥汁iRlほさ〕1i業部環塙システム設.言‾1

部叶械

ち川∴ nNAシーケンサの開発に子拉11i

lりこ1塩Jjこ化一IiJニ全会土Lll本分J'ノ=勿･､;ごこ公会土1

E-Illai】:inlai¢■cnl.Ilatくa.hitachi.c().jp

高橋 智

19日:i叶-1】小二与川ミリ斤人手L計測Z詩-,1i業-たlいヾイオメディカル

センタ 巾属

ぢ川ミ,DNAシーケンサのl碍1先に手近-j-i

11本分析化･'r:全会亡と,l】本分/ノ†二物･'iと仝全土t
E-mail:talくahashi_St桓!cTll.11aka.hjtachj.c().JP

釜堀政男

l粥5く卜【1中二整川棚人ヰLllり七研究所メディカルシステム部

叶拭

呪力∴l)NAシーケンサの研究開発に従｢1t

‖本化一､jキ全会呈1,l】本分析化･､r:公会Ll,】I本屯忘も泳軌･､ご:全

会主1,11イく′ト化､r:全会£‾i
E-1Ⅵail二lくanlah()ri(占■cl‾l.hitachi.c(〉.JP

小原賢信

1994咋【川二魁作仲人祉,小火研究怖 メディカルシステム

邦I叶蟻

巧ユ/仁,DNAシーケンサの研究問碓に従小

‖本分′ノ仁物･､戸全会乙と

E-nl三IiI:)▼-k()hara(を■crl.hjt三IClli.c().jp




