
DNAシーケンサー3130を⽤用いたフラグメント解析�

フラグメント解析とは…�
 　PCRや制限酵素による切切断などによって得られたDNA断⽚片を電気泳動により分離離して、その断⽚片⻑⾧長や�
 　ピークサイズを調べることにより、対象とするDNAを特徴づける分析⼿手法のことをいいます。�
 　遺伝⼦子多型の解析や、ゲノム情報が不不⾜足している⽣生物種や個体単離離が難しい⽣生物種の解析などを�
 　⽐比較的安価で簡便便に⾏行行えると⾔言う利利点があります。�

＜ABI  3130  Genetic  Analyzer＞� ＜GeneMapper  ソフトウェア＞� コピー数異異常解析（MLPA法）�

マイクロサテライト解析�

菌叢解析（T-‐‑‒RFLP法）�

SNP解析(SNaPshot法)�

ご紹介した以外にも、様々なアプリケーションがございます�
興味のある⽅方は分⼦子医学部⾨門（内線：6191）までお問い合わせ下さい�

なぜシーケンサーを⽤用いるのか…�
 　DNAシーケンサーは⾼高精度度の電気泳動装置と蛍光検出器でできています。�
 　蛍光標識識したDNA断⽚片をDNAシーケンサーにかける事で、1bp単位でのサイズ解析と、蛍光強度度の�
 　読み取りによる半定量量を⾏行行う事ができます。�

GeneMapperとは…�
 　ABIのシーケンサーでフラグメント解析を⾏行行うためのソフトウェアです。�
 　解析プロトコールを設定する事で、⽬目的のバンドを⾃自動的に判別し、サイズや蛍光強度度を解析して�
 　くれるため、多検体を処理理する実験に⾮非常に有⽤用です。�

メチル化解析（MS-‐‑‒MLPA法）�

制限酵素で�
切切断します�

断⽚片⻑⾧長�

相対量量�
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（3コピー）�
⽋欠失�

（1コピー）�

標的の遺伝⼦子の前後に�
プローブを設計します。�

ライゲースにより�
プローブを繋げます。�

ユニバーサル蛍光プライマーで�
⼀一括PCRを⾏行行い、プローブを�

増幅します。� 電気泳動して蛍光を読み取ります。�
ピークの⾼高さでコピー数を判別できます。�

�

標的遺伝⼦子を複数設計した場合�
サイズ調節配列列によって区別できます。�

SNPの直前にプローブを設計し、ddNTPを⽤用いて1塩基伸⻑⾧長反応を⾏行行います。�
�

ddNTPは塩基ごとに別の⾊色で蛍光標識識されているため、その⾊色でSNPの塩基を⾒見見分けられます。�
�

標的SNP  siteごとにプローブのサイズを変えることで、同時に複数箇所のSNPの解析が可能です。�

メチル化感受性制限酵素で切切断します。��
この酵素はメチル化領領域を切切断できないため�
メチル化された遺伝⼦子のみがPCRで増幅され�

ピークとして検出できます。�

標的の遺伝⼦子の前後に�
プローブを設計し�
ライゲースします。�

（16S  rRNA遺伝⼦子）真核⽣生物、原核⽣生物問わずすべての種に存在し、⾼高い保存性を持っている遺伝⼦子です�
 　 　 　 　 　 　 　 　 　    この遺伝⼦子配列列は種によって微妙に異異なっており、制限酵素処理理を⾏行行うと、その種に特有の�
 　 　 　 　 　 　 　 　 　    異異なる断⽚片⻑⾧長で切切断されます。これによって微⽣生物を同定できます�

環境サンプル�
（細菌叢）�

ゲノムを�
抽出します�

16S  rRNA遺伝⼦子に対する�
蛍光プライマーを⽤用いて�
⼀一括PCRを⾏行行います�

断⽚片⻑⾧長は微⽣生物の種類を、�
ピークの⾼高さはサンプル中に含まれる�
各微⽣生物の割合を反定量量的に反映します�

フラグメント解析のアプリケーション例例�

断⽚片⻑⾧長を⽐比較する事で繰り返し数の差異異を判別できます�
繰り返し数は個体や品種を識識別するマーカーとして使われます�

マイクロサテライト領領域を挟んだ蛍光プライマーでPCRを⾏行行い�
蛍光標識識された配列列を増幅します。�

�

蛍光を複数使⽤用する事で同時に4箇所の解析が可能です。�

メチル化サンプル�

メチル化遺伝⼦子�

⾮非メチル化サンプル�

ユニバーサル蛍光プライマーで�
⼀一括PCRを⾏行行い、プローブを�

増幅します。�
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利利⽤用について�
（利利⽤用料料⾦金金）�
 　 　・DNAシーケンサー3130  …  ¥2500/run（4サンプル）�

 　 　・GeneMapper  …  無料料で利利⽤用できます。�
�

（注意事項） 　 　�
 　 　・GeneMapper  が搭載されているのは  3130-‐‑‒α	
  のみとなります。�
 　 　・シーケンサーを利利⽤用する際は、事務室で予約を⾏行行ってから利利⽤用してください。�
 　 　・GeneMapper  は予約無く利利⽤用することができます。�
 　 　・初めて使われる⽅方は、利利⽤用説明を受けてから利利⽤用してください。�

当部⾨門のDNAシーケンサー  ABI  3130α  には、「GeneMapper」と呼ばれる解析ソフトが�
搭載されており、通常のシークエンス解析以外にもフラグメント解析と呼ばれる様々な解析�
に使⽤用する事ができます。�
�

このポスターでは、利利⽤用者の皆様に当部⾨門の機器をより有効的に活⽤用して頂くために、�
フラグメント解析についてご紹介させて頂きます。�
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＜フラグメント解析データ＞�

標的遺伝⼦子に特異異的に結合するプローブ配列列�
ユニバーサールプライマー配列列（1種類のプライマーで、複数の標的遺伝⼦子を⼀一括して増幅するための配列列）�
サイズ調節配列列（標的遺伝⼦子ごとにサイズを変えて、電気泳動で複数配列列を分離離するための配列列）�
蛍光物質（シーケンサーで検出するため）�


