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研究成果の概要：パイロシーケンシングによる細胞内 mRNA 絶対定量を可能にするためのプライ

マー配列（パイロプライマー）を開発するため、（１）「遺伝子」発現定量のための低冗長性を

許した polyA 近郊パイロプライマー、および（２）「スプライシングバリアント」を完全定量す

るエクソン境界近傍パイロプライマーを現実時間内で設計することを目的としそのための方法

論とシステムを開発した。 
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研究分野：生命情報学 
科研費の分科・細目： 
キーワード：遺伝子発現定量、プライマー配列、配列決定法 
 
１．研究開始当初の背景 
PCR プライマーやマイクロアレイプローブの
設計は研究がさかんであるが、これを１細胞
でのパイロシーケンシング技術による網羅
的 mRNA 測定にまで応用したものは論文を調
べた限り、まだ存在していなかった。研究代
表者は本研究の３年前からプライマー、プロ
ーブ設計の研究を目指して、徐々に準備を進
めてきていた。日本バイオインダストリー協
会(JBA)で遺伝子情報解析に係る知的基盤整
備検討準備委員として、国内マイクロアレイ
企業、大学関係者と遺伝子発現データの国内
標準化事業を行っており、特に標準プローブ
の設計を担当していた。 
 

２．研究の目的 
１細胞内 mRNA を網羅的に定量するためのパ
イロシーケンシングプライマーセットを自
動的に提示するシステムの開発を行う。mRNA
とプライマーの結合定数の条件やクロスハ
イブリダイゼーションの起こらない条件を
満たし、数理計画問題として解くための定式
化を行う。具体的には、（１）遺伝子 mRNA の
3’側の polyA 付近から発現量を絶対定量で
きるプライマー、（２）完全長 cDNA からスプ
ライシングバリアントを絶対定量できるエ
クソン 3’境界近傍プライマーの設計を行う。 
 
３．研究の方法 
本プロジェクトの A04 班のパイロシーケンシ
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ング法では、実際に 50~100bp シーケンシン
グを計画しているため、これを最大限に生か
した mRNA 定量を行うためのプライマーを開
発する。特定する mRNA の配列解像度に応じ
て、（１）「遺伝子」の低冗長性を許した polyA
近郊パイロプライマー、および（２）「スプ
ライシングバリアント」を定量するエクソン
境界近傍パイロプライマーを設計する。（１）
では従来よりも「冗長性を許したことにより、
より結合能力の高いプライマー」の設計開発
を行う。さらに、（２）では、パイロシーケ
ンシングによってエクソンジャンクション
配列をシーケンシングすることができるた
め、「ジャンクションを網羅的かつ正確に区
別できるような全エクソン 3’端近傍(<50~
100bp)プライマー」を開発する。これらの設
計思想を数理計画問題として解く方法を用
いて、プライマー配列の候補を提示するため
の方法及びプログラムを開発する。 
 
４．研究成果 
【システム構成】 
高性能プライマーの設計には、大きく分けて
１）候補配列の全cDNAに対するユニーク性検
索、２）プライマーTm値の計算、３）マルチ
プレックスプライマーのクロスハイブリ性検
出の３段階が必要である。 
 
(1)候補配列のユニーク性高速検索 
１ に つ い て は Field Programmable Gate 
Array(FPGA)加速ボードを用いた論理回路を
設計し、全遺伝子cDNAのプライマー配列アラ
イメントの計算を約１０００倍に高速化して
３２CPUで１年かかる計算を約１０日程度に
まで短縮した（図１）。 

 

 

図１：FPGA加速ボードを用いた場合のプライ
マー配列のユニーク性検索に特化した専用回
路（上）とその回路を用いて計算に要する処
理時間を単純法(Naïve)と高速ソフトウェア
(LAST)と比較した結果。前処理を除く時間で
比較すると、単純法に比較してLASTで約２０
０倍、FPGAで約１０００倍の高速化が達成さ
れている。 
 本結果については、情報処理学会研究報告
会(2008-BIO-14)で研究報告を行った。 
 
(2)プライマーのTm値の計算 
Tm値も数週間で計算できる様に既存のプログ
ラムhybrid-minから高速なバイナリーサーチ
法を使ってTm値を絞り込むプログラムを作成
した。さらに、産総研にあるクラスターマシ
ンによる実装を行った。（図２） 
 また、非ターゲット遺伝子に対するクロス
ハイブリダイゼーションを避けるため、ハイ
ブリダイゼーション率を計算し、ターゲット
遺伝子に９９％結合した場合に５％以上の結
合率を有する遺伝子をミス（クロス）ハイブ
リダイゼーションと定義し、このミスハイブ
リダイゼーション遺伝子数を与えられた冗長
性のパラメーター以下になるように検索する
システムを開発した。 

 
図２：ターゲットと非ターゲットとでのクロ
スハイブリダイゼーションの可能性の計算ス
キーム 
 
(3)マルチプレックスプライマー探索 
３は複数のプライマーの条件を同時に探す問
題であり、組み合わせ最適化問題に属するた
め、ギブスサンプリングアルゴリズムを用い
た準最適解を高速に解かせる方法を考案した
。シーケンサーでは一度に加えることのでき
るプライマー数は少ない方がよいと考えられ
るため、与えられたプライマー数の上限値し
か用いることができない場合の組み合わせを
解くことができるようになった。 
 さらに、問題を一般化することに成功し、
ターゲットにしているK個の遺伝子についてC
個以下のプライマーで冗長性を許しながらK
個へのユニーク性を最大化（K個に選択されて



いない遺伝子に対するクロスハイブリダイゼ
ーションとの比を最大化）する問題のプロト
コルを確立した。（図３） 

 
図３：プライマー配列探索システムの計算の
フロー概念図 
 
本システムは特許申請準備中である。 
 
【実験による検証】 
ヒト乳がん由来 MCF-7 細胞及びマウス初期胚
細胞を用いて、発現していると考えられる遺
伝子を数個~１０個程度選択し、予備検証と
して設計したプライマーが実際に機能する
か PCR 実験による検証を行った。その結果、
Tm 値の依存度が大きかったがシステムを用
いて配列の Tm をさらに絞り込み調整するこ
とで検出能力の高いプライマーが得られた。 
 
(4)MCF-7 から乳がん遺伝子産物の検出例 
乳がん細胞で発現していると考えられてい
る遺伝子３種について RT-PCR を行ったとこ
ろ、目的とする mRNA のみが増幅されている
ことが検証された。この例では、５８~６
８℃程度のアニーリング温度の幅で検出で
きている。 

 

図４：ERBB2, ABL1, PR6SKB1 について PCR を
行った結果。目的としているアンプリコンサ
イズがはっきりとバンドで得られた。 
 
(5)マウス初期胚での転写因子産物の検出例 
マウス初期胚で重要と考えられる転写因子
１０種を選定し、このプライマーを設計して
URR(Universal reference RNA)とマウス初期
胚とで検出を比較した。 

 

図５：マウスの初期胚からの RNA と URR でと
同じ転写因子 RNA 産物である Oct3/4, Dax1, 
Rex1 を増幅した結果（左）。同じ位置にバン
ドが得られている。それ以外は URR での結果。 
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〔その他〕 
ホームページ等 
プライマー探索システムの Web インタラクテ
ィブ版のプロトタイプを開発している。（図
６：公開準備中） 

 

 

図６：遺伝子名（複数）と Tm 値を入力する
と FPGA ボードを起動してユニークなプライ
マー配列セット候補のリストを返す Web シス
テム「FPrimer」のプロトタイプ。 
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