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研究成果の概要（和文）：申請者らは、次世代シークエンサを用いて、核酸の数をゲノムワイドかつ高精度でデジタル
定量できる分子バーコーディング法を以前に開発した。本研究では、この方法を発展させ、バーコード配列のデザイン
などを工夫することにより、低コストで高いダイナミックレンジを得ることに成功した。この成果は、本方法の世界標
準化を加速すると考えられる。

研究成果の概要（英文）：We have previously developed the molecular barcoding method which enables one to 
perform accurate digital counting of the copy number of nucleic acid molecules genome-wide using next 
generation sequencer. This time, we developed it further, for example, by optimizing the sequence of 
molecular barcode, and succeeded in obtaining high dynamic range with less cost. These results may push 
to make our molecular barcoding method world-standard.

研究分野：生物物理学　定量オミクス
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１．研究開始当初の背景 

 次世代シークエンサを用いた RNA シ

ークエンシングが、遺伝子発現解析の重

要なツールとなっている。同時に、これ

まで定性的な解析を目的としていたシー

クエンサを定量的な解析装置として用い

る点で、定量精度における課題が生じて

いる。 

 本研究者は、DNA バーコーディング法

（後述）により、一分子の分解能でゲノ

ムワイドに cDNA を絶対定量する方法を

開発した（Shiroguchi et al. PNAS 2012)。

この方法は、ライブラリー調整を工夫し、

シークエンサは既存のものをそのまま使

用するという簡易性も注目されている。 

 この技術を標準法として発展させ、広

くサイエンスや医科学の発展に寄与する

ためには、多くの研究者や臨床の現場な

どでも容易に利用できるようにすること

が重要である。そこで課題となるのが、

定量計測できる分子の最大数を増やすと

コストが増加する点である（詳細は後述）。

この課題が解決されれば、バーコーディ

ング法の普及により、極めて精度の高い

計測をベースとするサイエンスの展開や

新しい診断法の開発などが期待される。

例えば、コピー数が少ないと考えられて

いる、分化に重要な転写因子の計測が可

能となり、分化誘導法の評価などに貢献

できると考えられる。 

 

２．研究の目的 

 本研究では、分子バーコーディング法

の初期コストが高いという難点を克服す

るため、革新的な技術を組み込み、現在

RNA シークエンシングを行っている方々

が、この新しい方法を容易にかつ低コス

トで利用できる方法を開発する。新しい

方法は、世界に広まる標準法になりうる

と考えている。さらには、本方法は、バ

ーコードを結合させることで、蛋白質分

子などの高感度絶対定量計測にも応用で

き、その発展性は極めて高いと考えてい

る。 

 

３．研究の方法 

（１）本研究者らが開発した分子バーコ

ーディング法の原理 

 現在広く行われている RNA シークエ

ンシングでは、RNA を cDNA に変換し、

PCR 増幅した cDNA の個数を次世代シー

クエンサで数えている。この時、PCR 増

幅の過程で大きなノイズが生まれる（例

えば１サイクル後に増幅されたものとさ

れないものを比べると、その時点で２倍

異なり、このノイズが複数サイクルによ

り増幅される）。本研究者らはバーコード

（DNA 配列）を用いてこのノイズを除去

した（図）。 

図：バーコード配列と次世代シークエン

サを用いた網羅的核酸デジタル定量法の

原理： 

左のチューブに２種類の配列をもつ DNA1

と DNA2 が存在し、それぞれコピー数が２、

３だとする。各 DNA にそれぞれ異なるバ

ーコード DNA を結合させ（各 DNA の左側

の部分）、PCR で増幅し、バーコードと DNA

の配列を次世代シークエンサで読む。PCR

増幅時に、配列に依存する増幅効率の差

（バイアス）や増幅効率が 100%ではない

ことに起因するノイズにより、増幅後の

DNA の数の比は増幅前と異なる（図では

DNA1:DNA2 = 9:12 = 3:4）。しかし増幅後

もバーコードの数は DNA1 が３つ、DNA2 が

２つであり、バーコード法により増幅後

の測定から増幅前の DNA の絶対数を高精

度で決定できる。 



 

 この方法で正確に定量するためには、

それぞれの DNA が異なるバーコード配

列を結合する必要がある。したがって、

バーコードの種類の数が、定量できる

DNAの個数の上限を決める。本研究では、

この上限を低コストで高めることにチャ

レンジした。 
 
（２）研究の流れ 

 バーコードとしてランダム配列を用い、

“一種類”のバーコード配列を購入する

費用で足りるようにした。実際には

“NNNNNN.....”という配列を発注する

が、コスト的には一種類の配列として扱

われ、すべての種類の配列を含む DNA が

一本のチューブに入れられて届く（“N”

は A or G or C or T を意味する）。バーコ

ード配列を長くして極めて多くのバーコ

ード配列を準備し、実際に使われたバー

コード配列同士が、（統計的に）より似て

いない配列になるようにした。これによ

り、生じたエラーがどのバーコード配列

から起きたかを同定した。具体的には、

エラー配列を含めてクラスター化し、ク

ラスターの数を増幅前の DNA の数とし

た。この方法で決定した DNA の分子数が、

増幅前の分子数に一致するかを確認した。 
 

（３）バーコード設計による技術的な問

題点 

バーコードを用いたデジタル計測で大

きな問題となるのは、ポリメラーゼによ

る複製反応やシークエンシングで起こる

エラーである。例えばあるターゲット分

子に AAAAAA というバーコードが結合

し、それがエラーを起こして TAAAAA と

いう配列を結果として得ると、もともと

二つの分子が存在したと解釈する。本研

究者らが以前に報告した方法ではバーコ

ード配列を事前に選択した。例えば、

AAAAAAという配列はバーコードとして

用い、TAAAAA という配列は用いていな

いことが既知である。したがって、

TAAAAA はエラーだと同定でき、分子数

としてカウントしないため、エラーが結

果に影響を与えない。 

 本研究では、ランダムバーコード（前

述した“NNNNNN....”）を用いた。6 塩

基を例にすると、46 種類の配列が一つの

チューブ内に存在する。バーコードを選

択する場合には一つ一つの配列を指定し

て多種類の配列を購入するが、ランダム

バーコードを利用すれば、先述したよう

に NNNNNN....という“一つ”の配列を

購入すればよく、劇的な低コスト化が実

現する。ここで問題となるエラー問題を

下記の方針で解決した。 
 

（４）エラー問題の解決方針 

 ランダムバーコードのエラー問題を解

決するため、長いバーコード配列と、ク

ラスター解析法を用いた。例えば、

NNNNN....と 20 塩基つながる配列をバ

ーコードとする。このとき、1012 (～420)

種類のバーコード配列が存在している。

チューブ内に 10 分子の DNA が存在し、

これらにこのバーコード配列を結合させ

たとする。すると、結合したバーコード

配列は、統計的に、同じ、もしくは似て

いる確率は非常に小さい。例えば、結合

し た 一 つ の バ ー コ ー ド 配 列 が 、

AAAAAAAA....とすべてAだったとする。

この時、増幅してシークエンシングをす

ると、TAAAAAAA....というエラーも起こ

りうるし、AGAAAAAA....というエラーも

起こり得る。しかし、これらの配列が、

他に使われたバーコード配列やそのエラ

ー配列と一致する可能性は極めて低い。

したがって、エラーを含めてクラスター

化すると、AAAAAAAA....、TAAAAAAA、



AGAAAAAA....などの似ている配列は一

つのクラスターを形成する。これにより、

クラスターの数がもともと存在した分子

数に一致する。この方法を実験的に、そ

して定量的に評価した。 

 具体的には、ランダムバーコードを設

計し、固定配列とランダムバーコードが

デザインされたオリゴ DNA を複数購入

した。これらの複数のオリゴ DNA を、既

知の数、１つのチューブに入れ、ＰＣＲ

で増幅した。そして、増幅産物の配列を

次世代シークエンサを用いて解読した。

その後、バーコード配列をクラスター化

し、クラスター数をもとめた。 
 
４．研究成果 

 クラスター数は、増幅前にチューブに

加えた分子数とよく一致した。この結果

により、適切にバーコードをデザインし、

適切な解析を行うことで、ランダムバー

コードを用いて核酸の数をデジタル定量

できることが示された。低コストで高い

ダイナミックレンジを得ることができた

という成果を世界に発信することで、こ

の技術の標準化が加速されると考えてい

る。 

 さらに、現在注目されている一細胞シ

ークエンシングにおいても、このデジタ

ル計測法を用いれば、劇的な定量精度の

向上が期待できる。 

 招待講演を含めて複数の学会で成果を

発表した。現在、論文投稿の準備をして

いる。 
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