
イルミナ 2色法 SBSシーケンステクノロジー
迅速なデータ産出と高いデータ品質を実現

はじめに
イルミナのシーケンスプラットフォームは、高精度でロバストな
1塩基合成（SBS：Sequencing by Synthesis）テクノロジー
を採用しています。このテクノロジーは、世界で最も成功を収め
ている次世代シーケンサープラットフォームです。イルミナの
SBSテクノロジーは、DNA鎖が伸長する時に取り込まれるヌク
レオチドを 1塩基単位で検出する独自の可逆的ターミネーター
法により、大量並列シーケンスを可能にします。

HiSeqとMiSeqシステムの基盤となっているイルミナの SBS
ケミストリーは、4色のチャンネルを使用して各塩基を検出しま
す。新しい NextSeq 500システムでは、この SBSテクノロジー
をさらに進化させた 2色のチャンネルを採用することで、SBS
サイクルおよびデータ処理の時間を短縮しました。これにより、
NextSeq 500システムはハイスループットのアプリケーションを
可能にする初めてのデスクトップ型システムとなりました。

SBSテクノロジー
イルミナの SBSシーケンステクノロジーは 2色法、または 4色
法のどちらでも、フローセルの表面上に形成された数億以上の
クラスターに、蛍光標識されたヌクレオチドを使ってシーケンス
を行います。シーケンスサイクル毎に、標識されたデオキシリボ
核酸（dNTP）が 1塩基単位で DNA鎖に追加されます。ヌクレ
オチドの標識は、ポリメラーゼ反応を阻害するターミネーターと
しての役割をもつため、次の反応へ連続して進まないようになっ
ています。dNTPが取り込まれた後に、検出された蛍光色素を

4色チャンネルの SBSでは、塩基ごとに異なる蛍光色素を捉えるため、
4つのイメージが必要です。対照的に、2色チャンネルの SBSでは、2つ
のイメージだけで 4つの塩基を決定することができます。

NextSeq 500システムでは、赤と緑のバンドパスフィルターで捉えた
2つのイメージのみを使い、4つの DNA塩基の検出を迅速化しています。
両方のイメージで得られる塩基（黄色のクラスター）は Aとして認識され、
Cは赤のみで、Tは緑のみで表示されます。Gは色がないイメージとして
取得されます。

図 1：  4色および 2色チャンネルを使った 
SBSテクノロジーのイメージ検出と塩基決定

図 2：2色チャンネルにおけるSBSイメージ処理
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イメージ処理することで塩基を同定します。その後、蛍光色素と
ターミネーターを化学的に遊離させることで、次のヌクレオチド
の取り込みが可能になります。この一連の反応下では、可逆的
ターミネーターをもつ全ての dNTP（A、C、T、G）は独立した
分子として存在するため、競合が自然に発生する結果、取り込
みのバイアスを最小限に抑えます。塩基の決定は各サイクルの
シグナル強度測定から直接行われるため、他のテクノロジーと比
べて生データのエラーレートは大きく低減されています。SBS
テクノロジーについては、こちらのビデオをご参照ください。  
www.illuminakk.co.jp/systems/nextseq-sequencer/technology.ilmn

4色チャンネルの SBSシーケンスプロセス
4色チャンネルの SBSの場合、4つの異なるイメージを取得す
るので、あるクラスターにおいて、サイクルごとにどの色素が取
り込まれたかを観察します。クラスターを検出するソフトウェア
アルゴリズムは、クラスターごとに塩基を決定するためのイメー
ジ処理を行います。4色チャンネルのシーケンスでは、全部で 4つ
のイメージを使い、DNAシーケンスを行う必要があります。

2色チャンネルの SBSシーケンスプロセス
2色チャンネルの SBSシーケンスでは、わずか 2つのイメージ
だけで 4つの塩基を決定する革新的なデータ処理アプローチで、
ヌクレオチド検出を簡素化します。この処理は、塩基ごとに異な
る色素を使うのではなく、色素を混ぜて使用します（図 2）。

各クラスターは、赤と緑のバンドパスフィルターを通したイメー
ジとして取得されます。イメージ取得を半減させることで、シー
ケンス時間を短縮し、シーケンス処理を迅速化することができま
す。赤と緑のイメージで得られるクラスターは、それぞれCと T
として認識されます。赤と緑のイメージ両方で観察されるクラス

*Q30 = 1 error in 1,000 base calls or an accuracy of 99.9%
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ターは、Aとして認識されます（図 2では黄色のクラスターとし
て表示）。また、標識されていないクラスターは、Gとして認識
されます。テンプレート形成のための標準化処理は、5サイクル
にわたって実施されます。例えば Gで始まるクラスターの場合
は、それ以降に続くサイクルで得られるA、C、あるいは Tの塩
基で検出します。

SBSの精度とシステム互換性
イルミナの SBSをもとにしたシーケンスシステムは、どのカバ
レッジにおいても、またシーケンスが難しいゲノム領域において
も、最も高精度なデータをもたらし、エラーの無いリードを多く
産出し、Q30*以上をもつ塩基の率が最も高い結果を手にするこ
とができます（図 3）。この高いデータ品質により、偽陽性およ
び偽陰性の低い結果が得られるため、大規模な下流検証の必要
性を低減します。研究者は信頼性の高いデータを用いて、ゲノム、
エクソーム、トランスクリプトーム、そしてその他の研究を遂行
することができます。

イルミナのシーケンサーはすべて SBSテクノロジーを採用して
いるため、研究者は安心してあるシステムから別のシステムに変
更することができ、継続して業界で最も高品質なデータを取得
できます（図 4）。データが 4色、あるいは 2色の SBSシステ
ムで産出されたとしても、イルミナのゲノム解析環境である
BaseSpaceや、幅広いサードパーティ解析ツールを使って比較
し、解析することができます。

同じ原理のシーケンスケミストリーを使うように設計されているため、
NextSeqおよびHiSeqシステムではシーケンスが難しいゲノム領域でも、
ロバストなパフォーマンスを示しています。

NextSeqシステムの 2色チャンネル SBSケミストリーは、150bp x2
において、シーケンス精度が Q30以上のクオリティをもつ塩基の割合
が 75%を超える高品質なデータを産出します。

図 3：シーケンスが難しい領域のカバレッジ 図 4：塩基決定の精度とパフォーマンス
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まとめ
イルミナの SBSテクノロジーは、最も高精度な次世代シーケン
サーのデータを産出し、塩基ごとの正確なシーケンスとゲノム全
域にわたって安定したパフォーマンスをもたらします。この革新
的なテクノロジーの最新の進化は、NextSeq 500システムに採
用されており、データ産出時間を画期的に短縮し、ハイスルー
プットのシーケンスアプリケーションを日々の研究ツールとして
利用できます。
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