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1.
 はじめに

RNAシークエンシング（RNA sequencing, RNA-Seq）1), 2)

とは，最終的に RNAの配列情報を決定するという意
味で使われている．したがって，RNAの配列情報を
DNAに逆転写し，その DNAの配列を読むことによ
りもとの RNAの配列を決定することも含む．この意
味では，これまでも RNA-Seqは行われてきた．しか
し，一度に大量の DNAの配列を決定できる次世代
シークエンサの登場によって，RNA-Seqが遺伝子発現
解析に多用されるようになり，“RNA-Seq”という言葉
がより広く使われるようになってきている．本解説で
は，次世代シークエンサを用いた RNA-Seqの概要，
課題と改良，さらに遺伝子発現解析とは異なる目的に
利用されている RNA-Seqの発展と今後の可能性につ
いて解説・考察する．

2.
 次世代シークエンサの登場

現在，市販されている次世代シークエンサ 3)の中に
は，1日でヒトの全ゲノム配列を決定できる容量をも
つものもある．これは，最初のヒトゲノムを解読する
際に，21世紀初頭まで 14年間程かかったことを考え
れば，驚異的な技術革新といってよいだろう．
次世代シークエンサでは，容量が大きい装置だと，

一度のランで試料内にある 10
9程度の DNA分子それ

ぞれの配列を決定できる．その際，DNA 1分子を用
いて配列を決定しているわけではなく，各 DNAを
1,000コピー程度に増幅してから配列を読んでいる

（図 1）．次世代シークエンサでシークエンシングでき
るようにするためには，配列を決定したい DNAの両
端に特定の DNA配列を結合させる必要がある．この
特定配列がシークエンシング直前の増幅に利用され，
またシークエンシングの際に必要なプライマーが結合
する部分としても使用される．多数の種類の DNAに
このような特定の DNA配列が付加された試料は“ラ
イブラリ”と呼ばれる．
次世代シークエンサは，主に illumina社，Life Tech-

nologies社，Roche Diagnostic社から市販されているが，
配列決定できる DNAの数や長さ，一回のランにかか
る時間は，それぞれのメーカーや機種によって異な
る．容量が多い装置では，10

9程度の数の DNAを両
端から 150塩基ずつ配列を決定できるが，おおよそ
1週間程度かかる．2日で 10

7程度の DNAの 600塩基
を決定できるもの，また，10

6程度の DNAを 800塩
基決定できるものもある．これらの性能は日々進歩し
ている．

3.
 第三世代シークエンサ

1分子を用いて配列を決定するシークエンサも
Pacifi c Biosciences 社から市販されており，“第三世代”
と呼ばれている．第三世代シークエンサは，数千塩基
という長い DNA配列を連続的にシークエンシングで
きるという長所をもつ．次世代シークエンサが複数の
DNAのコピーから配列を読むときに生じる，各 DNA

の反応の効率の差からくるシグナルの“ずれ”がない
からである．しかし 1つの分子の反応に頼るため，エ
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ラーが多いことが課題である．長い配列を一度に決定
できると，ゲノム DNAの参照情報がなくても，RNA

の配列だけから RNAの全長が推定できる．次世代
シークエンサと併用されることも多く，次世代シーク
エンサで同定された短い配列を統合する際に利用され
ることもある．

4. 次世代シークエンサを用いた RNA-Seqと　
　遺伝子発現の定量化

次世代シークエンサを用いた RNA-Seq（図 1）が誕
生し，2008年には RNA-Seqを用いた多くの報告がさ
れた．たとえば酵母（yeast）のゲノム全体の転写部位
が同定され 4)，また，哺乳細胞の RNAの発現量をゲ
ノムワイドに定量できることが示されている 5)．後者
の例にもあるように，RNA-Seqの誕生により，次世代
シークエンサは配列決定という役割とともに，核酸の
カウンティングという定量計測装置としての役割も担
うようになった．試料中に多数ある DNA 1つ 1つの
配列を決定することは，どの配列をもつ DNAが何個
存在するかを計測することになるからである．網羅的
な RNAの発現量の解析は，遺伝子の発現ネットワー
クの同定，細胞集団を示すマーカー探索，さらには，
分化における細胞の運命を決定づける遺伝子の同定な

どの研究に有効であり，現在，さまざまな分野で
RNA-Seqが行われている 1), 2)．
これらの研究は DNAアレイを用いても行われてき
ているが，主に下記の理由から RNA-Seqにとって代
わってきている．RNA-Seqでは DNAアレイのように
プローブを作製する必要がないので解析するターゲッ
トをあらかじめ決める必要がないこと，一塩基の分解
能で RNAを同定できること，一度に配列を解読でき
る量が多いこと，さらには，DNAアレイのようにサ
ンプル DNAとプローブの非特異的な結合からくるシ
グナルのバックグラウンドがないこと，などである．

5.
 RNA-Seqの課題と改良

RNA-Seqの発展に伴い，いくつかの課題が生じてい
る．重要なものの 1つとして定量の再現性・精度が挙
げられる．RNA-Seqは一般に PCR増幅を伴うが，
PCRの増幅率は基本的に配列に依存するので，増幅
産物の定量により異なる RNAの数を正確に比較する
ことは難しい．さらに，PCRは増幅率が 100%ではな
いので（一回の PCRサイクルですべての DNA分子
が 2倍に増幅されるわけではない），特に少数コピー
から増幅された場合には，増幅後のコピー数の再現性
が悪い 6)（条件によるが，10倍程度の違いは十分にあ
りうる）．そのため，少数コピーの場合は同じ配列を
もつ RNAの試料間の相対比較も難しいし，標準曲線
を用いる絶対数の推定も難しい．また，RNAから
DNAに変換する逆転写反応の際にも，プライマー配
列に依存したバイアスがあると考えられている．近
年，これらの再現性の悪さを解決するためにいくつか
の方法が開発・提案されている．
コンセプトとして最もシンプルだと思われる解決法
は RNAを増幅しないことであり，複数の報告がある．
cDNAを作製せずに RNAを直接シークエンシングす
る方法では，1分子の RNAから配列を決定できるシ
ステムを構築しており，シークエンシングできる長さ
は論文 7)の図から判断すると，シークエンシングした
RNAのうち 50%程度の RNAで 18-20塩基以上となっ
ている．シークエンシング時に用いられる基板上で
RNAを捕捉して逆転写反応を行い，その後，各 cDNA

の配列を決めた報告もある 8)．これらは第三世代の
1分子でシークエンシングする技術を用いている．一
方で，次世代シークエンサを用いた方法も報告されて
いる 9)．ここでは RNAを直接次世代シークエンサの
基板上に流しこみ，基板上で逆転写反応を行う．その
後，基板上で各 cDNAを増幅してシークエンシング

図 1 
次世代シークエンサと第三世代シークエンサを用いた一般的な
RNA-Seq．次世代シークエンサではシークエンシングの直前にも
増幅を行い，シークエンシング自体には約 1000コピーの DNAが
用いられる．この増幅は，メーカーによってシークエンシングす
る際の基板上で行われるものや，装置に導入する前に溶液中で行
われるものがある．第三世代のシークエンサでは，DNA 1分子を
用いて配列が決定される．この図では，点線で囲まれた円 1つに
つき 1つの配列が決定される（ここでは，次世代，第三世代とも
に 6つ）．
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している．ここで得られる 1つの配列は，基板上の
RNA 1つに対応する．シークエンシング自体は市販の
システムを使用しているので安定しているが，逆転写
反応の部分は市販のシークエンサの内部に手を加えて
いるので，ハードウェアを改良する技術が必要である．

6. “バーコード”を用いた 1分子分解能　
　デジタル定量法

筆者らは，先に挙げた課題を，シークエンサシステ
ムに手を加えずにライブラリを準備する段階に改良を
加えて解決する方法を報告した．そこでは“分子バー
コード”という概念を利用している 10)．
ポイントは，同じ配列をもつ DNA分子 1つ 1つを

区別するために，定量したい増幅前の DNA分子それ
ぞれに，異なる DNA配列（バーコード）を付加させ
ることにある．たとえば試料内に同じ配列をもつDNA

分子が 3つあるとしよう（図 2の DNA1）．この分子
をそのまま PCR増幅すると，増幅後の DNAの数を
数えても増幅前の分子数はわからない．既知の個数の
DNA分子を同様に増幅して標準曲線から求める方法
があるが，先に述べたノイズにより測定は不正確とな
る．これを解決するために，多数の種類のバーコード

を用意し，定量したい増幅前の各 DNA分子それぞれ
に確率的に異なるバーコードを結合させる．そして，
増幅後に異なるバーコードの数を数えることにより，
増幅前の DNAの数を 1分子の分解能でデジタル定量
する（図 2を参照）．この概念は 2003年に提案され
ており 11)，次世代シークエンサの普及後，実際に蛋白
質とRNAの相互作用解析に利用され 12)，さらに 1種類
の DNA配列を 2桁のダイナミックレンジで正確に定
量できることが示された 13)．その後，フィンランドと
スウェーデンのグループ 14)，そして筆者ら10)が，ゲ
ノムワイドな遺伝子発現解析に利用可能なことを示し
た．筆者らは，ゲノムワイドに正確に定量できるよう
にするため，下記に示すいくつかの工夫を加えている．
この方法で注意が必要なことは，増幅エラーやシー
クエンシングエラーが起きると，分子数の計測に大き
な影響がでることである．よく使われている，ランダ
ム配列（すべての種類を含む配列）をもつDNAをバー
コードとして用いるとその影響が顕著であり，この場
合はバーコード配列に一塩基のエラーが起きると，基
本的にはバーコード部分にエラーが起きなかった分子
と起きた分子の 2つがもともと存在したと解釈され
る．筆者らはこの問題を解決するために，使用する
バーコード配列を限定し，エラーが起きたときにそれ
をエラーだと同定できるようにした．この時，使用す
る任意のバーコード配列の組み合わせにおいて，同じ
配列になってしまうのに必要なエラー（もしくは変異）
の数が一定値以上になるように設計した．さらに，各
DNAに 2つのバーコード配列を独立に付加させ，145

種類用意したバーコードを用いて，21,025 (=145 × 

145)種類のバーコードの組み合わせを実現し，4桁の
ダイナミックレンジにより絶対定量ができることを示
した 10)．この方法は，準備するバーコード配列の種類
を増やすことによりその組み合わせが 2乗で増加し，
さらに定量したい DNA 1つに 3つ以上のバーコード
配列を付加させて組み合わせの数を増やすことも原理
的には可能なので，ダイナミックレンジは比較的容易
に大きくできる．
このように筆者らは，バーコードを用いてデジタル
定量を行うことで配列に依存したバイアスや増幅ノイ
ズを排除し，これまで難しかったゲノムワイドかつ 1

分子の分解能をもつ定量法を実現した．これまでのゲ
ノムワイドな定量には測定システムに配列依存性があ
ることが多く，異なる遺伝子間の量の比較が難しかっ
た．この方法を用いると，遺伝子間の発現量の正確な
比を得ることができ，それを基に遺伝子発現定量ネッ
トワーク解析が可能となる．また，増幅ノイズは特に

図 2 
1分子バーコード付加によるデジタル計測の概念図．ここでは
3個の DNA1は増幅後 9個になり，2個の DNA2は増幅後 12個に
なっている．これは，増幅率の違いは配列の違いや，各 PCRサイ
クルの増幅の成否が確率的に決まることによる（PCR反応の増幅
率は 100%ではない）．通常の計測により増幅後の数を定量する
と（薄いグレー，濃いグレー），DNA1と DNA2の比は 3:4 (=9:12)
となる．また元のチューブに存在した DNAの絶対量は，既知の
数の DNAを用いて増幅後の数を定量した標準曲線により求める
必要がある．一方で，増幅前に多数のバーコード配列を加え，そ
れぞれの DNAが確率的に異なるバーコードが付加されるように
すると，増幅後にバーコードの種類の数を数えることにより，元
のチューブに存在した DNAの絶対数がわかる．
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低コピーの RNAを同定する際に顕著であるため，こ
こで示したデジタル定量法は，転写因子など，分化な
どに重要な役割を担うが低コピーしか発現していない
遺伝子の発現定量に効果をより発揮する．近年注目さ
れている 1細胞計測においては，RNAの量が限られ
ること，また，各細胞の性質を同定するために細胞間
で平均することが許されないことから，低コピー計測
に効果的な精度の高いデジタル定量法は有効であると
考えられる．尚，この方法はシークエンサの種類に依
存しないので，汎用性も非常に高い．

7.
 　RNA-Seqによる 1細胞全 RNAの網羅的解析

正確な定量法の開発とともに，少量サンプルの定量
法の開発も進んでいる．そのゴールの 1つが 1細胞全
RNAの網羅的解析である．前セクションで少し触れ
たが，1細胞計測の利点は，1分子計測などからも広
く知られているように，1つ 1つの細胞の状態が平均
化されないことにある．細胞がヘテロな集団であって
も 1つ 1つの細胞の特性を記述でき，また，（ほぼ）
均一だと解釈されている細胞集団のバイオマーカーの
探索にも直接つながる．
実際に複数のグループから，次世代シークエンサを

用いた 1細胞 RNA網羅的解析の成果が報告されてい
る．最初のグループは 2009年に報告しており，RNA

の量が多い卵割球の発現解析を行っている 15)．その
後，2011年 16)と 2012年 17)にそれぞれ新しい方法が
報告された．より詳しい記述がある 2011年の報告の
図から判断すると，100コピーの RNAの検出からノ
イズが表面化して再現性が著しく減少している．ここ
では，48個のマウス胚性幹細胞と 44個のマウス胎児
繊維芽細胞それぞれにおいて 1細胞 RNA網羅的解析
が行われたときに，既知のコピー数の RNAがコント
ロールとして加えられている．この時，たとえば10

コピーを加えられたRNAは，合計92 (=48 + 44)回の 1

細胞解析の結果，6-7割の実験で検出されていない．
少量の RNAからスタートする 1細胞解析では，サン
プルのハンドリングが難しいこともあり，ライブラリ
作製時に増幅を積極的に行っているので，再現性が悪
いと考えられる．これらの報告では先に挙げたデジタ
ル定量法は用いられていない．

1細胞全 RNAの網羅的解析は，生物の理解に向け
た有効なツールであることは議論の余地がないといっ
てよいであろう．高い検出効率と再現性をもち，簡便
な方法の開発が期待されている．

8.
 RNA-Seqを用いた他の研究

RNA-Seqは，遺伝子の発現部位や発現量を調べるこ
ととは別の方向にも利用されており，例をいくつか紹
介する（図 3）．
（I） 出芽酵母にて，抗体を用いて RNA ポリメラーゼ

を単離し，一緒に単離された合成中の RNAの 3´

の配列を同定することにより，細胞中で転写中の
RNAポリメラーゼの位置を決定している 18)．こ
れにより，ゲノム上の RNAポリメラーゼの位置
の分布や転写中に高頻度で一時停止をする配列な
どが明らかとなっている．

（II） 出芽酵母にて，リボソームを単離した後にリボ
ソームと直接結合していない RNAを除去し，
残った（リボソームにカバーされていた）RNA

の配列を同定することにより，細胞内におけるリ
ボソームの位置を決めている 19)．リボソームの
RNA上の存在頻度に 3塩基の周期が見られてお
り，これはコドンを示していると考えられてい
る．同じグループによる大腸菌を用いた報告で
は，遺伝子がコードされている部分のシャインダ
ルガノ配列に似た配列でリボソームが高頻度に一
時停止することが示されている 20)．

（III） 酵素を利用して RNAの 2本鎖部分を切断し，切
断された部分を同定することにより，特に構造が
機能発現に重要だと思われている Non-coding 

RNA（蛋白質をコードしていない RNA）の構造
を推定している 21)．

9.
 RNA-Seqの展望

先にも述べたように，1細胞内 RNAの 1分子分解
能による網羅的かつ高感度のコピー数解析が望まれ

図 3 
RNA-Seqの利用．（I）転写中の RNAポリメラーゼの RNA上の位
置の決定．（II）翻訳中のリボソームの RNA上の位置の決定．（III）
RNAの二次構造の推定．
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る．これにより，RNA解析によるバイオマーカー探
しはルーチン作業となる可能性がある．1細胞・高感
度の 1つ手前であるが，少数細胞（10-100）での高精
度の測定を安定して行うことにも意義があると思われ
る．生物研究において，またヒトのサンプルなどを用
いる場合に，多数の細胞を準備できないことが多々あ
るからである．この場合でも低コピー RNAを含めた
再現性のよい定量法は必要であろう．

1細胞または少数細胞において，RNAの定量と同時
に同じサンプルでのゲノムDNAシークエンス解析も望
まれる．現在，ゲノムDNAも 1細胞から増幅して90%

以上のゲノム領域が次世代シークエンサの一度のラン
で検出・解析されているので 22)，近未来に実現するの
ではないだろうか．RNAの発現とDNA変異との相関解
析はがん研究などに強力な威力を発揮するであろう．
第三世代シークエンサのさらなる開発・改良も期待

されているであろう．少ないエラーで長い配列を読む
ことができたら，リピートなどが多くて未だに決定で
きていない部位の配列を決定できる．また，ゲノム
DNAの参照情報が存在しない，環境中にある微生物
などの発現解析等に有効であろう．

1細胞 RNAの網羅的解析が行われている今日，そ
れらの細胞が作り出す分布を見てシステム全体がどの
ように振舞っているかを理解していくことが必要であ
ろう．そのためにはたくさんの細胞を解析する必要が
あるが，現在のシークエンサでは 100を超える細胞を
一度のランで計測することは容易ではない．一方で，
遺伝子の数を絞ってより多くの細胞の解析を行う方向
も有効であろう．1,000や 10,000といった数の細胞を
解析して分布を得ることにより見えてくる生物の新し
いシステムがあるかもしれない．

DNA解析においては，次世代シークエンサを用いて
妊婦の血液に流れている少量の胎児のゲノム DNAの
コピー数を決定した報告がされているなど 23)，診断な
どへの応用も期待されている．フェノタイプを同定で
きる RNA-Seqの診断への応用も同様に期待される．

10.
 さいごに

生物物理学とシークエンシングを用いた研究の親和
性はどうであろうか．たとえばマイクロ流路と次世代
シークエンサを用いて 1細胞の全ゲノムハプロタイピ
ングが行われたように，生物物理的手法を加えたユ
ニークな研究も行われている 24)．また筆者が現所属に
移る前に在籍した研究グループでは，以前にモーター
蛋白質の細胞内ステップを観察していた研究者やRNA

ポリメラーゼの DNA上の動きを光ピンセットを用い
て 1塩基の分解能で観察していた研究者らが，生物物
理学的手法を用いて新しい原理のシークエンサを作り
上げている 25)．さらには先に挙げた例であるが，次世代
シークエンサを用い，サンプルの調製法を工夫して 1

細胞から全ゲノム配列を決定できる方法を開発した研
究者らは生物物理出身といえるだろう 22)．このように，
定量計測に強い生物物理の研究者と，定量計測装置と
して発展しているシークエンサの親和性は高い．筆者
は，シークエンサと生物物理学的な“技”の融合，そし
てその融合による医学研究への貢献に高いポテンシャ
ルを感じている．生物物理からこのような方向性に飛
び込む研究者とともに切磋琢磨できたら幸いである．
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