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研究成果の概要（和文）：　分子バーコードの機能を拡張させ、非コードRNAも測定可能とし、一塩基の違いを
区別して１分子の精度で定量する方法の開発を目的とした。また、本技術の世界的な標準化も目指した。同じバ
ーコード配列を持つターゲット配列は同じ分子から増幅されたということを利用し、多数決の原理でエラーを同
定し、一塩基の精度で配列を同定した。本方法は、核酸を対象にした様々な測定に利用されていくと考えられ
る。

研究成果の概要（英文）：   Our goal was to develop a new digital RNA sequencing which could be 
applied for non-polyA tailed RNA and had single base resolution.  Then, we aim to make a 
standardized high throughput digital RNA sequencing for researcher all over the world.
   In this study, we attached one of many different molecular barcodes to each target molecules 
stochastically, amplified these molecules, and sequenced them.  By counting the number of different 
barcodes, we quantified the original (i.e., before amplification) number of target molecules.  Since
 the sequenced target molecules that have the same barcode sequence are from the same original 
molecules, we identified errors, and finally, we determined target sequences with single base 
resolution.  I think this method will be used for quantification of nucleic acid molecules in many 
measurements.

研究分野： 生物物理、定量ジェノミクス
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１．研究開始当初の背景 
 次世代シークエンサが発展し、RNA シー

クエンシングにより、定量的な網羅的遺伝子

発現解析が行われるようになっていた。その

数年後に申請者らを含めて分子バーコード

法が開発され、より正確に発現量（RNA の

量）を定量できることになった。この方法は、

RNA の絶対量が少ない１細胞解析を行う場

合を含め、世界の多くの研究グループが用い

るようになってきていた。一方で、分子バー

コード法はその扱い方に注意が必要であり、

しっかりと理解して使用しないと、バーコー

ドのデザインや解析法が測定結果に影響し

てしまうことが分かりつつあった。しかしな

がら、バーコードの使用や解析法について、

統一的な見解が得られていなかった。このよ

うな状況の中で、世界の誰もが正確に分子バ

ーコード法を使用できるようになることを

目指して、我々は、分子バーコード法の標準

化を行ってきた。具体的には、より正確な計

測を実現しながらも低コスト化が可能なバ

ーコードのデザイン、そのデザインに応じた

解析法を開発してきた。同時に、これまでに

ない高いダイナミックレンジを実現できる

ことを実験的に示してきた。このように分子

バーコード法を発展させてきたが、さらに新

しい機能を開拓できるポテンシャルがある

と考え、本研究では、その機能の実装とさら

なる標準化を目指した。 

 
２．研究の目的 

 本研究では、分子バーコードの機能をより

拡張させ、非コード RNA も測定可能とする

こと、また、一塩基の違いを区別できる塩基

同定精度を基に、一分子の分解能で定量計測

することを目指した。さらに、これらの定量

測定をハイスループットに行うシステムの

構築も目的とした。また、誰もが使用できる

ようにするため、解析法をパイプライン化し、

世界における標準化の実現を意識した。 

 
３．研究の方法 

（１）デジタルＲＮＡシークエンシング 

ＲＮＡシークエンシングでは、まず逆転写酵

素を用いてＲＮＡと相補的な配列を持つｃ

ＤＮＡを作製する。このｃＤＮＡを増幅し、

増幅産物の数を次世代シークエンサにより

計数する。デジタルＲＮＡシークエンシング

では、増幅前のｃＤＮＡ分子それぞれに異な

る分子バーコード（ＤＮＡ配列）を付加する。

増幅後の分子バーコード付ｃＤＮＡをシー

クエンシングするが、この時、増幅産物の数

を数えるのではなく、分子バーコードの種類

の数を計数する。この方法により、増幅前の

分子の数（絶対値）を定量することができる。

この方法は、最終的な測定値(分子の数）が

各分子の増幅率に依存しないため、測定の再

現性が高く、各遺伝子（ＲＮＡ）間の発現量

を比較できるという利点がある。本研究では

このデジタルＲＮＡシークエンシング法を

用いた。 

 

（２）非コードな短いＲＮＡへの分子バーコ

ードの付加 

通常のＲＮＡシークエンシングの対象は、３

'末端に polyA が付加されたＲＮＡ（主にｍ

ＲＮＡ）が主である。この時、ｃＤＮＡを合

成する際に polyT プライマーが使用される。

本研究では、polyA が付加していないＲＮＡ

（マイクロＲＮＡなどの非コードＲＮＡ）の

定量も実現するために、まずアダプター配列

を 20ヌクレオチド程度のＲＮＡに付加した。

ターゲットとして、購入した合成ＲＮＡを用

い、付加する配列として、３’端にバーコー

ド配列と増幅用の配列を含んだ一本鎖ＤＮ

Ａを用いた。一本鎖のＲＮＡに一本鎖のＤＮ

Ａを付加できる特性をもつＲＮＡリガーゼ

という酵素を用い、酵素反応でバーコード配

列の付加を行った。 

 



（３）一塩基でターゲット配列を同定する方

法 

まず、たくさんの種類のバーコード配列を準

備し、目的の分子（ターゲット配列）に確率

的に付加した。これにより、統計的に、それ

ぞれのターゲット配列は異なるバーコード

配列をもつことになる。増幅後のサンプルの

配列を、次世代シークエンサで同定した。得

られた配列を解析して、一塩基の精度でター

ゲット配列を同定する方法の開発を目指し

た。まず、共同開発したソフトウェアを用い

て、得られた配列をバーコード配列毎にクラ

スター化した。この時、同じクラスターとし

て分けられたターゲット配列は、同じ分子由

来の増幅産物であることを示している。同じ

クラスター内のターゲット配列を、既存のソ

フトウェアを用いてアライメントし、共通の

塩基、また、異なる塩基を同定した。異なる

塩基については、多数決の原理に基づいて、

一番多い塩基が正しい塩基とした。尚、これ

らの解析用にプログラムを作製した。増幅時

のエラーの影響を低減するために、リニア増

幅にもトライした。 

 

４．研究成果 

（１）非コードなマイクロＲＮＡへの分子バ

ーコードの付加 

20 塩基程度の合成ＲＮＡに、バーコード配列

と増幅用のプライマー配列を含む一本鎖Ｄ

ＮＡを付加した。電気泳動法で確認したとこ

ろ、バンドの移動が起きており、およそ 50％

の合成ＲＮＡにバーコード配列を付加する

ことができたと考えられる。50%は高い効率

と言えるが、さらに効率を上げられる可能性

もあるので、条件を検討していく。 

 

（２）一塩基の同定精度 

増幅時のエラーやシークエンシングでのエ

ラーがまったくなければ、増幅後に同じバー

コードを持っているターゲット配列は、まっ

たく同じ配列をもつはずである。しかし、同

じバーコード配列をもつターゲット配列中

にも、異なる配列をもつものがあった（図）。

これはシークエンシング時の配列同定エラ

ーが原因である可能性が高く、そのせいで、

次世代シークエンサでの配列決定精度は、一

般に、サンガ―シークエンシングに比べてか

なり低い。 

 

 ここでは、方法欄に記したように、多数決

の原理を用いてエラーを同定し、そのエラー

を除くことで、増幅前の配列を決定した。こ

れにより、図の例では、左から２番目の配列

は「Ａ」となる（「Ｇ」がエラーと同定され

た）。 

 増幅されるものとして１塩基だけ異なる

配列を用いて試したところ、このバーコード

を利用してエラーを除く方法を用いて、１塩

基の違いを区別できることが分かった。した

がって、次世代シークエンサを用いた場合で

も、バーコード法の利用により、１塩基の精

度で配列を同定し、同時に１分子の分解能で

分子数を定量できた。さらに、この方法を用

いて、高い定量ダイナミックレンジを得るこ

ともできた。 

 これらの実験において、さらに、分子バー

コード法の新しい機能を示すことができた。

通常、異なるサンプルを混ぜてシークエンシ

ングする際には、サンプル毎にインデックス

という配列を付加する。シークエンシング後、

このインデックスの配列毎に同定されたタ

ーゲット配列をより分けて、どの配列がその

サンプル由来かを判断する。今回、バーコー

ド配列を利用することで、インデックスの部

分のシークエンシングエラーも同定し、エラ



ーによるサンプルの混在を避けられる可能

性を示すことができた。この結果は、分子バ

ーコードの利用効果をより高めるものと考

えられる。今後、さらに詳細を解析していく

予定である。 

 こえらの測定では、一度にたくさんの配列

について解析が必要となるため、解析を自動

化するソフトウェアを作製し、前後の解析と

連続的に操作できる予備的なパイプライン

も構築した。 

 よりエラーの影響を少なくするために、リ

ニア増幅をしてから指数関数的に増幅する

方法も試した。モデルサンプルを用いての増

幅はできるようになったが、上記のエラー同

定法でも十分精度が高いと考えている。 

 １分子での定量精度と１塩基での配列同

定精度を持つ測定原理に加えて、解析パイプ

ライン（現在は予備的なもの）も付随させた

本計測システムは、核酸を対象にした様々な

ハイスループット計測で利用されていくと

考えられる。今後は、解析パイプラインを最

適化して実装し、測定システム全体として世

界に広めていきたいと考えている。 
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〔その他〕 

 アウトリーチ活動 

（１）理化学研究所生命システム研究センタ

ーの般公開にてサイエンスカフェに参加し

た。 

（２）理化学研究所生命システム研究センタ

ーのスプリングコースにて、研究の紹介を行

った。また、実習コースとして学生の受け入

れを行った。 
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