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II シーケンスのための蛍光標識（Dye Terminator法）

（ 1） 試薬やプライマーの量を調整する（表― 1）。こ

のときプライマーは片方だけである。また，PCR用

のプライマーの濃度ではない。ここで必要なプライマ

ーは PCR用プライマーから 320μl取り出し，滅菌水

を 680μl入れたものである。

（ 2） PCR産物の調整を行ったものを 1μl入れる。

（ 3） サーマルサイクラーで 96℃ 10秒後，96℃ 10

秒，50℃ 5秒（注意：ここはプライマーの Tm値で変

える。ただし，経験上どのプライマーでも 50℃で問

は　じ　め　に

2010年の植物防疫 9月号（三浦，2010）に引き続き，

今回は PCRで得られた DNA産物を直接シーケンスす

る方法と得られたシーケンス結果の簡単な解析方法を紹

介する。

I PCR産物の調整

PCR産物をシーケンスする場合，まず PCRで使った

過剰のプライマーや塩基等を取り除かなければいけな

い。そこで，ミリポア社製マイクロコン― 100カラムを

利用する方法を紹介する。DNAのテンプレートは本誌

第 64巻 9月号（三浦，2010）で紹介した PCR産物 33

μlであるとする。

（ 1） マイクロコン― 100のカラムを組み立てる（図― 1）。

（ 2） PCR産物をカラムに入れる。

（ 3） 遠心機で 500 gで 15分間遠心する（室温）。

（ 4） 廃液が出たチューブを捨てる。

（ 5） 新しいチューブを用意する。

（ 6） カラムを倒置し，遠心機で 1,000 gで 3分間遠

心する（室温）。

（ 7） シーケンスのためのテンプレートとして使える

濃度にする。PCRが終わり電気泳動をした際に DNA

の濃度によってバンドの太さは変わる。例えば図― 2

の 6のような太いバンドが得られたら 10μl以上の滅

菌水を入れる。また，図― 2の 3とか 4のような若干

薄いバンドの場合 5～ 6μlの滅菌水を入れる。その

後，ボルテックスして軽くチビタンで回す。これはあ

くまで経験に基づくものである。これから 1μl取り

出しシーケンス用のテンプレートとする。

（ 8） 正確にするならば，サンプルの量を分光光度計

を利用して測定し必要な濃度に調整する。次の工程で

必要な DNA量は 200～ 500 ngである。この場合は

滅菌水の量が変わる。
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図－1 マイクロコン 100
左：正立状態，右：倒立状態．
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図－2 PCR産物の電気泳動
左からマーカー，6つの PCR産物．
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（10） 新しいサンプルチューブにカラムをセットする。

（11） シーケンスのための蛍光標識を行ったサンプル

を全量入れる。

（12） 遠心機で 730 g，2分間遠心する。

（13） 図― 4のような機械（DNAプチ Vacなど）を利

用して乾燥させる（ドライアップ）。

2 エタノール沈殿（CentriSepスピンカラムを使用
しない場合）

（ 1） シーケンスのための蛍光標識を行ったサンプル

を 1.5 mlまたは 2 mlのチューブに入れる。

（ 2） その中に 95％エタノール 64μlと滅菌水 16μl

入れる。

（ 3） 室温で 15分間放置する。

（ 4） 遠心機で 15,000 rpm 15分間遠心する。

（ 5） 上澄みを残さないように注意深く分注器（ピペ

ットマンなど）で吸い取る。

（ 6） 70％のエタノール 250μlを入れ，ボルテック

ス後，軽くチビタンで回す。

（ 7） 遠心機で 15,000 rpm 10分間遠心する。

（ 8） 上澄みを残さないように注意深く分注器（ピペ

ットマンなど）で吸い取る。

（ 9） 図― 4のような機械を利用して乾燥させる（ド

ライアップ）。

エタノール沈殿は非常に安価であるが，初心者の方に

は CentriSepスピンカラムをお薦めする。ほかに現在で

は BigDyeXTerminatorという試薬を用いる方法もある。

3 シーケンサー用サンプル

（ 1） ドライアップしたチューブに 20μl の Hi ― Di

Formamideを入れる。

題はない）および 60℃ 4分を 25サイクルする。その

後は 4℃で保つか，アルミ箔などで包み－ 20℃で保存

する。

III 精 製

1 CentriSepスピンカラムを利用した方法
（ 1） P C R を行っている間にサンプル精製用の

CentriSepスピンカラムを用意する（図― 3）。

（ 2） CentriSepスピンカラム内へ 800μlの精製水を

入れる。

（ 3） ボルテックスを行い，水和する。

（ 4） カラムに気泡がないことを確認する。

（ 5） 室温で 2時間以上放置する（注意：CentriSep

スピンカラムの説明書には 30 分以上と書かれてい

る）。

（ 6） ウオッシャーチューブに上のキャップ，下のキ

ャップの順で取り外したカラムをセットする。

（ 7） カラム内の滅菌水がゲル表面まで自然落下する

のを待つ。

（ 8） 出てきた水を一度捨てる。再度，カラムをセッ

トする。

（ 9） 遠心機で 730 g，2分間遠心する。

表－1 試薬 1 本文の分量（BigDye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit）

試薬など 量（μl）

Premix
5× Sewuencing Buffer
プライマー
テンプレート DNA（PCR産物）（200～ 500 ng）
滅菌水

4
2
1
1

12

図－3 CentriSepスピンカラム
滅菌水を入れて放置している状態．

図－4 ドライアップするための真空ポンプ内蔵の卓上型
微量濃縮遠心機（WKN ― PV ― 1200 DNAプチ Vac
和研薬株式会社）
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IV 塩基配列の決定

配列の連結（アセンブル assemble）（図― 6）

シーケンサーから取り出した DNAデーターはフォワ

ード側のプライマーから伸びた配列とリバース側のプラ

イマーから伸びた配列が 1つずつになっている。これを

一つに合わせなくてはいけない。ここでは市販の CLC

DNA Workbench5.7を利用した方法を紹介する。

（ 1） CLC DNA Workbench5.7を立ち上げる（図― 7）。

（ 2）「Import」をクリックしフォワード側とリバー

ス側のファイルを選択する。

（ 3）「Toolbox」をクリックしタブを開く。

（ 4）「Sequencing Data Analysis」→「Assemble

Sequence...」と進む（図― 8）。

（ 5） ファイルを選択（図― 9）。

（ 6）「Next」を 3回クリックし「Finish」をクリッ

クする。

（ 7） 指摘があるところは波形を見ながら正しいと考

（ 2） ボルテックス後，軽くチビタンで回す。

（ 3） サーマルサイクラーを 95℃に保ち，サンプル

チューブを 2分間置き加熱する（図― 5）。

（ 4） 加熱後，直ちにサンプルを氷の中に置き急冷する。

（ 5） シーケンス用サンプルが完成する。すぐにシー

ケンサーにかけない場合はアルミ箔などに包んで遮光

して－ 20℃で保管する。

この後，シーケンスサーにかけるか，または外注に出

すことになる。シーケンサーの取り扱い方は同じ会社で

も異なるのでここでは省略することにする。

図－7 CLC DNA Workbench5.7の外観

図－5 サーマルサイクラーの利用
95℃∞に設定．

フォワードのプライマーでのDNAシーケンス結果

リバースのプライマーでのDNAシーケンス結果

図－6 アセンブルのイメージ
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（ 4）「View Result」をクリックする。

（ 5） よく似ているデータが表示される（図― 12）。

VI 系統樹作成（NJ法）

ここまでできたら系統樹を描いて見たくなるものであ

る。そのためにはまず系統的に見て同じ塩基配列を比較

する必要がある。この計算をアライメントと呼ぶ（図― 13）。

ここでは引き続き CLC DNA Workbench5.7を利用する。

（ 1） アセンブルにより連結した塩基配列や GenBank

から取り出した配列を FASTAフォーマットで記述す

る（図― 14）。

（ 2）「Import」で FASTAフォーマットのファイルを

読み込む。

（ 3）「Toolbox」→「Alignments and Trees」→

「Create Alignment」で読み込んだ FASTAフォーマッ

トファイルを開く。

（ 4）「Next」を 2回クリックし「Finish」をクリッ

クする。

（ 5） アライメントされた結果が出る（図― 13）。

（ 6）「File」→「Save as..」でファイルの名前をつけ

保存する。

（ 7）「Toolbox」→「Alignments and Trees」→

「Create Trees..」で先ほどのアライメントしたファイ

ルを指定する。

（ 8）「Next」を 2回クリックして「Finish」をクリ

ックする。

（ 9） 系統樹が表示される（図― 15）。

もちろん，アライメントや系統樹は他の無料のソフト

や web上でできる。例えば，DDBJ（http://clustalw.

ddbj.nig.ac.jp/top-j.html）に FASTAフォーマットで書か

れた配列を入れる（図― 16）と，図― 17のようなアライ

えられる塩基に修正する。

（ 8） 塩基配列をコピーする（図― 10）。

（ 9） コピーした配列は「メモ帳」などのテキストエ

ディターに貼り付ける。

ここから先は目的によって手順が異なってくる。

V 相　同　検　索

上記の手順で決めた配列がどのようなものに似ている

のかを調べたくなる。調べることを相同性（homology）

検索と呼ぶ。GenBankなどに登録されているデータベ

ースから相同性の高い配列を探す。その結果，分子の機

能や構造，分子進化を考えることが可能となる。この相

同性検索のためのツールが BLAST（Basic Local

Alignment Search Tool）である。

（ 1） http://blast.ddbj.nig.ac.jp/top-j.htmlを開く。

（ 2） アセンブルで連結した配列を or COPY & PASTE :

と書かれている下の空欄にペーストする（図― 11）。

（ 3）「入力内容の送信」をクリックする。

図－8 配列の連結の手順

図－9 ファイルの選択
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メント結果が得られる。

NJ法については http://www.appliedbiosystems.jp/

website/jp/biobeat/contents.jsp?TYPE=C&BIOCATEGO

RYCD=6&COLUMNCD=3308で斎藤成也氏による非常

に簡単でわかりやすい説明が掲載されている。是非，一

読されたい。

図－10 配列の連結結果と配列のコピー

図－11 BLASTに配列を挿入
or COPY & PASTEの下の空欄に描かれている塩基配列．

図－12 BLASTによる検索結果
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phrap/usephredphrap.htmおよび http://cse.fra.affrc.go.

jp/ksaitoh/using_consed.htmlに説明されている。アラ

イメントなどの塩基配列の編集は無料ソフト BioEdit

（http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html）があ

る。また，アライメントや系統樹は無料ソフトMEGA

（http://evolgen.biol.metro-u.ac.jp/MEGA/）がある。田

邊晶史氏による http://www.fifthdimension.jp/docu

ments/molphytextbook/は参考になる。

ここで記述した方法は PCR産物を直接 DNAシーケ

ンスするものである。図― 18の右のような重複した波形

が得られた場合（例えば，核とか重複寄生している微生

物）は，複数の種類の PCR産物が混在している場合が

多い。このような場合には，各々のシーケンスを得るた

めに，PCR産物をクローニングし，テンプレートとし

て用いなければいけない。クローニングについては第

65巻（2011年）3月号で紹介する予定である。

ここで紹介した方法の必要な器具などとその価格を

表―
　

2に書き出した。参考になれば幸いである。わかり

にくいことがあればメール（miurak@affrc.go.jp）など

をお送りくだされば幸いである。

引　用　文　献

1）三浦一芸（2010）: 植物防疫 64 : 620～ 625．

お　わ　り　に

ここで紹介した方法は現在我々の研究室で使用してい

るものである。より安価な方法はたくさんある。以下の

サイトを紹介する。

アセンブルの無料のやり方が http://www.kyoto-

be.ne.jp/kumiyama-hs/sqreport/webmanual/phred

図－13 アライメント結果

図－14 FASTAフォーマット
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図－15 系統樹（NJ法）

図－16 DDBJの CLUSTAL Wによるアライメント
Copy & Paste欄に FASTAフォーマットで書かれた配列を入れている．
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図－17 アライメント結果

図－18 シーケンス結果
左：通常，右：波形の重複．

表－2 DNAシーケンスでの主な物品リスト

品名 販売メーカー名 品番 単位 価格（円）

マイクロコン― 100
BigDye 獏 Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit
CentriSepTMスピンカラム
DNAプチ Vac
BigDye 獏 XTerminatorTM

Hi-DiTMFormamide
CLC DNA Workbench5.7

CLC DNA Workbench5.7

日本ミリポア
アプライドバイオシステムズ
アプライドバイオシステムズ
和研薬
アプライドバイオシステムズ
アプライドバイオシステムズ
フィルジェン

フィルジェン

42413
4337455
401762

WKN ― PV ― 1200
4376486
4311320

Cat.#F ―CLC ―DW

Cat.#F ―CLC ―DW

100個
100反応
100個
1台
100反応
25 ml
1固定永久ライセンス
（アカディミック版）
1固定永久ライセンス
（コマーシャル版）

41,000
125,000
38,000

328,000
25,000
5,000

52,500

262,500

◆ 平成 22年度病害虫発生予報第 8号の発表について（10/7）
/syokubo/101007.html

◆「ウメ輪紋ウイルスに関する対策検討会」の開催について
（10/4）

/syokubo/101004.html

農林水産省プレスリリース（22.9.16～ 22.10.15）

農林水産省プレスリリースから，病害虫関連の情報を紹介します。
http://www.maff.go.jp/j/press/syouanの後にそれぞれ該当のアドレスを追加してご覧下さい。
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