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１．はじめに 
 
１）背景 
	
 シロイヌナズナ、イネ等、モデル植物では発現遺伝子情報の蓄積により、マ

イクロアレイによる遺伝子発現変動の網羅的な解析が可能となった。しかし、

農作物をはじめとする多くの生物種では発現遺伝子情報の整備がほとんど進ん

でおらず、網羅的なアレイプローブの設計ができないため、マイクロアレイに

よる網羅的な遺伝子発現解析は不可能である。 
	
 Sereal Analysis of Gene Expression (SAGE)法は、遺伝子の発現量を発現遺
伝子を代表する「発現タグ（以下タグ）」のカウント数により評価する手法であ

る（Velculescu et al., 1995）。SAGE法は前もって発現遺伝子配列の情報を必要
としないため、農作物のような生物種においても網羅的な遺伝子発現解析が可

能である。しかし、従来のサンガー法に基づく塩基配列解読によるタグ配列取

得には、多大な時間・労力・コストを要するという問題があった。近年、次世

代シークエンサーの登場により塩基配列解読技術が飛躍的に進歩し、SAGE 法
にもその応用が試みられた結果、タグ取得の効率が大幅に向上した。しかし、

従来法では取得できるタグの塩基長は最大でも 21塩基にとどまるため、取得し
たタグ配列には複数の発現遺伝子に由来するタグが縮重している可能性があり、

遺伝子発現変動の厳密な生理学的解釈は困難であった。 
	
 SuperSAGE 法は、タグの生成に制限酵素 EcoP15I を用いることにより、よ
り長鎖のタグ配列（最大 27 塩基）を取得することができる SAGE 法の改良法
である（Matsumura et al., 2003）。独立行政法人農業・食品産業技術総合研究
機構野菜茶業研究所では、SuperSAGE法と高速塩基配列解読技術を融合させる
ことにより、タグ配列と発現遺伝子との厳格な対応付けを可能とする新たな網

羅的遺伝子発現解析手法を開発した。本マニュアルでは、「高速塩基配列解読技

術を SuperSAGE 法に活用した網羅的遺伝子発現解析法」のための発現タグラ
イブラリーの構築方法と、遺伝子発現変動の解析方法を解説する。 
 
２）本解析法の特徴 
（１）発現遺伝子の配列情報が不必要 
	
 マイクロアレイ解析はプローブ設計の為に網羅的な発現遺伝子の配列情報が

必要であるが、本解析法を利用することにより、農作物等、発現遺伝子情報の
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整備が進んでいない生物種でも網羅的な遺伝子発現解析が可能である。 
（２）次世代シークエンサーを利用した超高速な発現タグ取得 
	
 従来の SAGE解析ではサンガー法により発現タグを取得するため、多大な時
間・労力・コストを要した。本解析法ではイルミナ社次世代シークエンサー

Genome Analyzer II（GAII）を利用することにより、一度の解析で 400万を超
える発現タグの取得が可能である。 
（３）24塩基長のタグ配列の取得が可能 
	
 従来法では最大 21塩基しかタグ配列を取得できなかったが、SuperSAGE法
を応用することにより最大 27塩基（通常 24塩基で解析を行う）のタグ配列の
取得が可能である。これにより、タグ配列と発現遺伝子との厳格な対応付けが

可能になるとともに、RACE PCRによるcDNAのクローニングが容易になった。 
 
３）本解析法の概略 
	
 本解析法のフローチャートを図1-1に示した。
植物組織から調製したmRNAより cDNAを合
成し、2つの制限酵素 NlaIII、EcoP15Iを利用
して発現遺伝子に固有の発現タグを切り出し、

イルミナ社次世代シークエンサーGenome 
Analyzer II（GAII）で解析可能な発現タグラ
イブラリーを構築する（図 1-2）。GAIIによる
発現タグライブラリーの解読塩基配列結果か

ら、発現タグを抽出し、ライブラリー識別配列

による分類後、処理区ごとに発現タグ種の出現

頻度をカウントする。各発現タグ種の各処理区

におけるカウント数は、対応する発現遺伝子の

発現量の大小を反映しており、カウント数の処

理区間差を統計的に検定することにより、発現

量の変動を検出することができる。webベース
のプログラム等を使用することにより、発現タ

グのデータセットから、網羅的に発現変動遺伝

子群を抽出することも可能である。また cDNA 配列等、参照できる発現遺伝子
情報があれば、タグ配列を実際の発現遺伝子と対応づけることができ、遺伝子

図 1-1	
 本解析法のフローチャート	
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発現変動の生理学的な解釈を行うことができる。本解析法では、24塩基という
長鎖のタグ配列を取得するため、興味深い発現変動を示す遺伝子を RACE PCR
により直接クローニングすることも可能である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1-2	
 発現タグライブラリー構築の概略図	
 
植物組織から抽出した mRNA からビオチン化オリゴ dT プライマーを用いて cDNA を合成
し、NlaIII で切断する。ストレプトアビジンマグネティックビーズを用いて cDNA の 3'
断片を精製し、アダプター1 を結合させる。EcoP15I で切断後、アダプター２を結合し、
アダプター-タグ断片を精製した後に GEX	
 PCR プライマーにより PCR 増幅する。増幅産
物を PAGE 精製し、GAII による塩基配列解読に供試する。	
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２．発現タグライブラリー作製に必要な試薬および消耗品	
 

	
 

１）必要な試薬および消耗品	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

２）バッファー類	
 

LoTE	
 	
 3mM	
 Tris-HCl	
 pH7.5,	
 0.2mM	
 EDTA	
 

2x	
 B&W	
 	
 10mM	
 Tris-HCl	
 pH7.5,	
 1mM	
 EDTA,	
 2M	
 NaCl	
 

10M	
 酢酸アンモニウム	
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３．本解析法で使用するオリゴヌクレオチドの調製	
 

	
 

１）合成オリゴヌクレオチド	
 

・本手法で用いるプライマー配列はイルミナ社によって権利保護されており、

その使用についてはイルミナ社が定める条件に従う必要がある。詳細について

はイルミナ社にお問い合わせください。	
 

・合成オリゴヌクレオチドは PAGE 精製等により高度に精製されたものを使用す

る。	
 

	
 

２）プライマーおよびアダプター配列	
 

○ビオチン化アダプターオリゴ dT プライマー	
 

ビオチン-5'-CTGATCTAGAGGTACCGGATCCCAGCAGTTTTTTTTTTTTTTTTT-3'	
 

	
 

○アダプター1	
 

アダプター1_XX_A は無標識オリゴヌクレオチド、アダプター1_XX_B はリン酸化

オリゴヌクレオチドを用いる。青字の XX はライブラリー識別配列を示し、混合

解析を行う場合はライブラリーごとに異なる配列にする。	
 

	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 EcoP15I 認識配列	
 

アダプター1_XX_A	
 	
 5'-ACAGGTTCAGAGTTCTACAGTCCGACATGXXCAGCAGCATG-3'	
 

アダプター1_XX_B	
 	
 3'-	
 	
 	
 	
 CAAGTCTCAAGATGTCAGGCTGTACXXGTCGTC-P-3'	
 

	
 

○アダプター2	
 

アダプター2_A は無標識プライマー、アダプター2_B はリン酸化プライマーを用

いる。	
 

アダプター2_A	
 	
 5'-CAAGCAGAAGACGGCATACGA-3'	
 

アダプター2_B	
 	
 3'-GTTCGTCTTCTGCCGTATGCTNN-P	
 5'	
 

	
 

○GEX	
 PCR プライマー	
 

GEX	
 PCR プライマー1	
 	
 5'-CAAGCAGAAGACGGCATACGA-3'	
 

GEX	
 PCR プライマー2	
 	
 5'-AATGATACGGCGACCACCGACAGGTTCAGAGTTCTACAGTCCGA-3'	
 

	
 

○GEX シークエンスプライマー	
 	
 5'-CCGACAGGTTCAGAGTTCTACAGTCCGACATG-3'	
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３）アダプターの調製	
 

○アダプター1_XX（200ng/µL）	
 

200µL チューブに以下の試薬を加えよく混ぜる。	
 

	
 アダプター1_GT_A(1µg/µL)	
 1µL	
 

	
 アダプター1_GT_B(1µg/µL)	
 1µL	
 

	
 滅菌水	
 8µL	
 

	
 	
 合計	
 	
 10µL	
 

95℃で 2分間インキュベートした後、室温で 20 分間静置する。	
 

	
 

○アダプター2（1µg/µL）	
 

200µL チューブに以下の試薬を加えよく混ぜる	
 

	
 アダプター2_A(2µg/µL)	
 	
 5µL	
 

	
 アダプター2_B(2µg/µL)	
 	
 5µL	
 

	
 	
 合計	
 	
 10µL	
 

95℃で 2分間インキュベートした後、室温で 20 分間静置する。	
 

	
 

○アダプター1_XX、アダプター2のセルフライゲーションチェック	
 

以下の反応液を調整する	
 

	
 上記で調製したアダプター1_XX 溶液	
 

	
 	
 またはアダプター2溶液	
 1µL	
 

	
 2x	
 Rapid	
 Ligation	
 Buffer	
 5µL	
 

	
 滅菌水	
 3µL	
 	
 

	
 T4	
 DNA	
 ligase(2u/µL)	
 (Promega)	
 1µL	
 

	
 	
 合計	
 	
 10µL	
 

16℃で一晩インキュベートする。	
 

反応液を TAE-8%アクリルアミドゲル電気泳動で分離し、確実にセルフライゲー

ションされているかチェックする。	
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４．発現タグライブラリーの作製プロトコール	
 

	
 

１）mRNA の精製	
 

組織より TRIzol 法（Invitrogen）等により total	
 RNA を抽出する。	
 

1mg の total	
 RNA を 1mg/mL となるように nuclease	
 free	
 water に溶かし、mRNA	
 

purification	
 kit（GE ヘルスケアバイオサイエンス）を用いて poly(A)+	
 RNAを

精製する。	
 

	
 

２）cDNA 合成	
 

cDNA 合成は、ビオチン化アダプターオリゴ dT プライマー、SuperScript	
 2本鎖

DNA 合成キット（Invitrogen）を用いて行う。	
 

	
 

◯1st	
 strand	
 cDNA 合成	
 

1.5mL チューブに以下の反応液を調整する。	
 

	
 5x	
 first	
 strand	
 buffer	
 4µL	
 

	
 10mM	
 dNTP	
 1µL	
 

	
 ビオチン化オリゴ dT プライマー(5µg/µL)	
 1µL	
 

	
 0.1M	
 DTT	
 2µL	
 

	
 poly(A)+	
 RNA(5µg)	
 7µL	
 

	
 SuperScript	
 II	
 RTase	
 5µL	
 

	
 	
 合計	
 	
 20µL	
 

37℃で 1時間インキュベートする。	
 

	
 

◯2nd	
 strand	
 cDNA 合成	
 

	
 1st	
 strand	
 cDNA 反応液	
 20µL	
 

	
 5x	
 2nd	
 strand	
 reaction	
 buffer	
 30µL	
 

	
 10mM	
 dNTP	
 3µL	
 

	
 E.coli	
 ligase(10U/µL)	
 1µL	
 

	
 E.coli	
 DNA	
 Polymerase(10U/µL)	
 4µL	
 

	
 E.coli	
 RNaseH(2U/µL)	
 1µL	
 

	
 	
 合計	
 	
 150µL	
 

16℃で 2時間インキュベートする。	
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◯フェノール/クロロホルム抽出	
 

反応液と等量のフェノール/クロロホルムを加え、30 秒ほどボルテックスする。

14,000rpm、4ºC で、5分間遠心し、上清を新しい 1.5mL チューブに移す。	
 

反応液と等量のクロロホルムを加え、30 秒ほどボルテックスする。14,000rpm、

4℃で、5分間遠心し、上清を新しい 1.5mL チューブに移す。	
 

以下フェノール/クロロホルム抽出は同様に行う。	
 

	
 

◯エタノール沈殿	
 

	
 cDNA 溶液	
 400µL	
 

	
 10M	
 Ammonium	
 Acetate	
 100µL	
 

	
 20mg/mL	
 分子生物学用グリコーゲン(Roche)	
 3µL	
 

	
 エタノール	
 1000µL	
 

	
 	
 合計	
 	
 1503µL	
 

を加え混ぜる。	
 

-80ºC、1 時間	
 

14,000rpm、30 分遠心	
 

70%	
 EtOH で 2 回洗い、乾燥後、20µL の LoTE に溶かす。	
 

	
 

◯cDNA 合成の確認	
 

cDNA 合成後アガロースゲル電気泳動（0.7%	
 TAE アガロースゲル）により cDNA

の合成を確認する（5µL	
 1st	
 strand	
 cDNA、10µL	
 2nd	
 strand	
 cDNAを泳動後、EtBr

染色により確認）。	
 

	
 

３）NlaIII による cDNA の切断	
 

◯NlaIII 切断	
 

以下の反応液を調整する。	
 

	
 cDNA	
 20µL	
 

	
 100xBSA	
 2µL	
 

	
 LoTE	
 153µL	
 

	
 10xNEB	
 buffer4	
 20µL	
 

	
 NlaIII(10U/µL)	
 5µL	
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 合計	
 	
 200µL	
 

37ºC、1.5 時間インキュベートする。	
 

	
 

◯フェノール/クロロホルム抽出	
 

◯エタノール沈殿	
 

	
 反応液	
 200µL	
 

	
 10M	
 NH4OAc	
 100µL	
 

	
 グリコーゲン	
 3µL	
 

	
 エタノール	
 700µL	
 

	
 	
 合計	
 	
 200µL	
 

-80ºC、1 時間	
 

14,000rpm、40 分間遠心	
 

70%エタノールで洗う。	
 

	
 

４）cDNA 断片のマグネットビーズへの結合	
 

◯マグネットビーズの調整	
 

懸濁した 1mL のストレプトアビジンマグネティックビーズ(Streptavidin	
 

MagneSphere®	
 Paramagnetic	
 particles、プロメガ)を 1.5mL チューブにとり、

マグネットスタンドにチューブを 1分間静置し、上清を捨てる。	
 

チューブに 200µL の 1x	
 B&Wを加え、マグネットスタンドから取り外し、マグネ

ットビーズをよく懸濁させた後、再度マグネットスタンドに 1 分間静置し上清

を捨てる。以下のマグネットビーズを洗う操作も同様にして行う。	
 

	
 

1.5mL チューブに以下の溶液を調整する	
 

	
 cDNA 溶液	
 20µL	
 

	
 2x	
 B&W	
 100µL	
 

	
 滅菌水	
 80µL	
 

	
 	
 合計	
 	
 200µL	
 

200µLのcDNA溶液をビーズに加え、よく混ぜ、室温で30分インキュベートする。	
 

400µL の 1x	
 B&W で 3 回マグネットビーズを洗う。	
 

400µL の LoTE で 3 回マグネットビーズを洗う。	
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５）cDNA 断片とアダプター1との結合	
 

各処理区由来のcDNA断片とライブラリー識別配列で区別されたアダプター1_XX

と対応を付け、別々のチューブ内で、cDNA 断片とアダプター1_XX をライゲーシ

ョンさせる。	
 

1.5mL チューブ内の cDNA を結合したマグネットビーズに以下の試薬を加え反応

液を調製する（他の処理区についても同様に反応液を調整する）。	
 

	
 LoTE	
 19µL	
 

	
 5xligase	
 buffer	
 6µL	
 

	
 アダプター1_XX	
 (200ng/µL)	
 3µL	
 

	
 	
 合計	
 	
 28µL	
 

よく混ぜた後、50℃で 2分間、その後室温で 15 分間インキュベートする。	
 

T4	
 DNA	
 ligase(5U/µL)（Invitrogen）を 2µL 加えて混ぜる。	
 

16℃、2時間インキュベートする。	
 

	
 

マグネットビーズをそれぞれ 400µL の 1x	
 B&Wで 4 回、LoTE で 3 回、滅菌水で 1

回洗う。	
 

	
 

６）cDNA 断片の EcoP15I による切断	
 

1.5mL チューブ内の cDNA を結合したマグネットビーズに、以下の試薬を加え混

ぜる。	
 

	
 10x	
 NEBuffer	
 3	
 10µL	
 

	
 10x	
 ATP	
 10µL	
 

	
 100x	
 BSA	
 1µL	
 

	
 EcoP15I(10u/µL)(NEB)	
 10µL	
 

	
 滅菌水	
 69µL	
 

	
 	
 合計	
 	
 100µL	
 

37ºC、2 時間インキュベートする。	
 

	
 

７）アダプター・タグ断片の精製	
 

EcoP15I 切断後、反応液の入った 1.5mL チューブをマグネットスタンド上に 1分

間静置し、上清を回収する（上清にアダプター・タグ断片が含まれる）。	
 

マグネットビーズの入ったチューブに 100µL の LoTE を加え懸濁後、再度上清を
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回収し先の上清と合せる（合計 200µL）。	
 

	
 

８）アダプター・タグ断片の脱リン酸化	
 

以下の反応液を調整する。	
 

	
 アダプター・タグ溶液	
 200µL	
 

	
 添付の 10x	
 反応バッファー	
 25µL	
 

	
 滅菌水	
 24µL	
 

	
 アルカリフォスファターゼ(Biodynamics)(2.5U/µL)	
 1µL	
 

	
 	
 合計	
 	
 250µL	
 

60ºC、30 分間インキュベートする。	
 

	
 

フェノール/クロロホルム抽出	
 

エタノール沈殿	
 

	
 反応液	
 250µL	
 

	
 10M	
 NH4OAc	
 125µL	
 

	
 glycogen	
 3µL	
 

	
 エタノール	
 875µL	
 

	
 	
 合計	
 	
 	
 1253µL	
 

-80ºC、1 時間	
 

14,000rpm、40 分間遠心	
 

70%エタノールで洗う。	
 

	
 

乾燥後 6µL の LoTE に溶解する。	
 

	
 

９）アダプター2との結合	
 

以下の反応液を調整する。	
 

	
 アダプター・タグ溶液	
 6µL	
 

	
 アダプター2(1µg/µL)	
 4µL	
 

	
 Ligation	
 High	
 mixture（東洋紡）	
 10µL	
 

	
 	
 合計	
 	
 20µL	
 

16ºC で 4 時間から一晩インキュベートする	
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１０）アダプター・タグ断片の PCR 増幅	
 

◯PCR 反応	
 

ライゲーション反応液の希釈系列（x5,x10,x20,x100,x200）をつくり、それぞ

れについて下記の条件で PCR を行う。	
 

	
 10x	
 KOD	
 plus バッファー	
 5µL	
 

	
 25mM	
 MgSO4	
 2µL	
 

	
 2mM	
 dNTP	
 mix	
 5µL	
 

	
 35ng/µL	
 GEX	
 PCR プライマー1	
 2µL	
 

	
 35ng/µL	
 GEX	
 PCR プライマー2	
 2µL	
 

	
 アダプター・タグ希釈液	
 2.5µL	
 

	
 KOD	
 plus	
 1µL	
 

	
 滅菌水	
 30.5µL	
 

	
 	
 合計	
 	
 50µL	
 

	
 

温度サイクル	
 

98ºC	
 0:30	
 

↓	
 

15 サイクル	
 

98ºC	
 0:10	
 

60ºC	
 0:30	
 

68ºC	
 0:15	
 

↓	
 

68ºC	
 10:00	
 

↓	
 

4ºC	
 

	
 

◯PAGE による PCR 反応産物の確認	
 

PCR 反応液を 5µLとり、6%の TAE-ポリアクリルアミドゲルで電気泳動する(200V、

30～35 分間)。	
 

SIBR	
 green で染色後、セーフイメージャー(Invitrogen)で可視化を行い、アダ

プター・タグ由来のバンド（≈104bp）が良く増幅されており、かつ他のバンド

(≈47bp：アダプター1のダイマー由来産物等)の増幅が少ない条件（アダプター・
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タグ溶液の希釈倍率）を選択する。	
 

	
 

１１）PAGE によるアダプター・タグ増幅断片の精製	
 

増幅効率の良かった希釈倍率の残りの PCR反応液を 6%の TAE-ポリアクリルアミ

ドゲルで電気泳動する(200V、30～35 分間)。	
 

SIBR	
 greenで染色、セーフイメージャー(Invitrogen)で可視化を行い、～104bp

のバンドを切り出す。	
 

0.5mL チューブの底に注射針で穴を開け、ゲル片を入れる	
 

ゲルの入った 0.5mL チューブを 2mL チューブに入れ 14,000rpm で 2 分間遠心す

る。ゲルはチューブの穴を通過する過程で細かく粉砕される。	
 

粉砕されたゲルに 300µL の LoTE を加え 37ºC で 2 時間振とうする。	
 

ゲルと LoTE を Spin-X カラム（Costar）に移し 14,000rpm で 2 分間遠心する。	
 

	
 

濾液をフェノール/クロロホルム抽出する。	
 

	
 

エタノール沈殿	
 

	
 反応液	
 300µL	
 

	
 10M	
 NH4OAc	
 150µL	
 

	
 グリコーゲン	
 3µL	
 

	
 エタノール	
 1050µL	
 

	
 	
 合計	
 	
 1503µL	
 

-80ºC、1 時間	
 

14,000rpm、40 分間遠心	
 

70%エタノールで洗う。	
 

	
 

乾燥後、10µL の LoTE に懸濁し発現タグライブラリー溶液とする。	
 

	
 

１２）ライブラリーの評価	
 

◯TA クローニングによるアダプター・タグ構造の確認	
 

以下の反応液を調整する。	
 

	
 pGEM-T	
 Easy	
 vector	
 (50ng/µL)(Promega)	
 1µL	
 

	
 ライブラリー溶液	
 1µL	
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 2x	
 Rapid	
 Ligation	
 Buffer(Promega)	
 5µL	
 

	
 滅菌水	
 1µL	
 

	
 T4	
 DNA	
 ligase(2u/µL)	
 (Promega)	
 1µL	
 

	
 	
 合計	
 	
 10µL	
 

16℃で一晩インキュベートする。	
 

	
 

大腸菌を形質転換後プラスミドを調製、インサート断片をシークエンスし、イ

ンサート断片が、	
 

「アダプター1	
 -	
 NlaIII	
 認識配列-	
 25～27 塩基長のタグ	
 -	
 アダプター2」	
 

となっていることを確認する。	
 

	
 

◯ライブラリーの濃度および純度の確認	
 

Agilent	
 2100	
 bioanalyzer、DNA	
 1000	
 Assay(Agilent)、等を用いて、ライブラ

リーの DNA 濃度及び純度を確認する。	
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５．塩基配列解読結果からの発現タグの抽出 
 
１）GAII による発現タグライブラリーの解読配列からの低品質配列の除外	
 

	
 GAII による発現タグライブラリーの解析により、1 リード 36 塩基、合計 400

万以上の解読配列が得られるが、全解読配列には品質の低い配列が含まれてい

る可能性がある。全解読配列から、Nを含むもの、クオリティーが低い配列を含

むものは除外する必要がある。解読配列の品質管理は、GAII の基本解析ソフト

ウェア Analysis	
 Pipeline によって行うことができる。GAII による塩基配列解

読解析を委託する場合は、納品データの品質管理について事前に打ち合わせて

おく必要がある。	
 

	
 

２）解読配列の構造とタグ配列の抽出	
 

	
 解読配列の例を図 5-1 に示す。解読配列は、「ライブラリー識別配列	
 -	
 EcoP15I

認識配列	
 -	
 NlaIII 認識配列	
 -	
 タグ配列」の構造を持つ。この構造に合致する

解読配列を選抜し、24 塩基のタグ配列をライブラリー識別配列とともに抽出す

る。	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

GTCAGCAGCATGCAAGCTGGCTAATTTAACTGTGTC 

ACCAGCAGCATGTATCTTTAACTCACCGCGTCCATC 

CTCAGCAGCATGTGGCCATAAAACTTTTTTTATGTC 

 

図 5-1	
 発現タグライブラリーの解読配列の構造	
 

	
 

３）ライブラリー識別配列による分類と各タグ種の出現回数の計数	
 

	
 複数種のライブラリーを混合解読した場合は、タグ配列をライブラリー識別

配列によりライブラリーごとに分類する。ライブラリー別に、各タグ種の出現

回数をカウントする。	
 

	
 

４）収集したタグ配列には出現頻度の低いタグ種が多数含まれるため、総タグ

24 塩基のタグ配列	
 

2 塩基のライブラリー識別配列	
 
EcoP15I 認識配列	
 
NlaIII 認識配列	
 

アダプター1	
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種数は予想される総遺伝子数よりも多くなる（表 5-1、図 5-2 の解析例を参照）。

これらの低頻度のタグ配列には、塩基配列解読の誤りに由来するものが多く含

まれていると考えられる。これらの信頼性の低いタグ種を除外するために、解

析対象とする最小のカウント数を設定し、以後解析を行うタグ種を選抜する。

最小のカウント数は、高等植物の総遺伝子数が 3~4万であることから、総タグ

種数が 3万程度となるように設定することが目安となる（解析例では、4つの処

理区での出現回数の合計を 10 とした）。	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

図 5-2	
 抽出したタグ種のカウント数の分布例	
 
抽出したタグにはカウント数の少ないタグ種が多数含まれている。これらの信
頼性の低いタグ種は解析対象から除外する。解析例では 10 回以上カウントされ
たタグ種を解析対象として選抜した。破線はカウント数 10 の閾値を示す。	
 

無処理および 0.1µM の CdCl2 で 3 時間、1 日、3 日処理したスズメナスビ
（Solanum	
 torvum	
 Sw.）の根から mRNA を精製し、4 種の発現タグライブラリ
ーを作製した。混合ライブラリーの GAII 解析により得られた 573 万の配列か
らタグ配列を抽出した。4 種のライブラリーで合計 10 回以上カウントされた
タグ 34,269 種（合計 285 万タグ）を解析対象として選抜した。	
 

表 5-1	
 発現タグ収集の解析例	
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６．カウント数差の比較による遺伝子発現の変動解析	
 

	
 

１）ライブラリー間のカウント数差の比較	
 

	
 図 6-1 にライブラリー間の各タグ種のカウント数の比較例を示す。各タグ種

のカウント数の大小は対応する遺伝子の発現量を反映していると考えられる。	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

２）カウント数のライブラリー間差の有意性検定	
 

	
 各タグ種のカウント数のライブラリー間差の有意性を統計学的に検定するこ

とにより、各処理区間の遺伝子発現変動を検出することができる。有意差の検

定法には、SAGEbetaBin 法（Bêncio	
 et	
 al.,	
 2004）、Audic と Claverie の方法

（Audic	
 and	
 Claverie,	
 1997）、Fisher の正確確立検定法、等がある。web 上で

これらの検定を行えるサイトがあるので以下に URL を紹介しておく。	
 

	
 

黒色：無処理̶３時間処理	
 
赤色：無処理̶１日処理	
 
緑色：無処理̶３日処理	
 

無処理区のカウント数（標準化後）	
 

図 6-1	
 ライブラリー間のカウント数の比較例	
 
スズメナスビ（Solanum	
 torvum	
 Sw.）の根における、無処理区とカドミウム処
理区の間のカウント数を比較した。無処理区に対するカドミウム処理区（３時
間：黒色、１日：赤色、３日：緑色）のカウント数の分布を示す。	
 
	
 

カ
ド
ミ
ウ
ム
処
理
区
の
カ
ウ
ン
ト
数
协
標
準
化
後
卐	
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・SAGEbetaBin 法	
 

http://bioinfo.lbhc.hcancer.org.br/sage/betabin//en/index.php	
 

	
 

・IDEG6（Audic と Claverie の方法、Fisher の正確確立検定法、カイ 2 乗検定

等、6種の検定法）	
 

http://telethon.bio.unipd.it/bioinfo/IDEG6_form/	
 

	
 

	
 表 6-1 に、SAGEbetaBin 法により網羅的に発現変動遺伝子を抽出した例を示し

た（Bayes	
 error	
 rate	
 =	
 0.05）。	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 無処理とカドミウム処理区（3 時間、1 日、3 日処理）の
間でカウント数が有意に変動していたタグ種を選抜した。
有意差検定は SAGEbetaBin 法により行った（Bayes	
 error	
 
rate	
 =	
 0.05）。	
 

表 6-1	
 網羅的な発現変動遺伝子の抽出例	
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７．タグ配列の発現遺伝子への対応付け	
 

	
 

１）参照配列への対応付け	
 

	
 本解析法で取得するタグ配列は 24 塩基長を有するため、EST 配列等参照とな

る発現遺伝子の情報があれば、発現遺伝子と厳格に対応付けすることができる。	
 

	
 

２）RACE	
 PCR による cDNA のクローニング	
 

	
 タグ配列から PCR プライマーを設計し、RACE	
 PCR法により直接 cDNA をクロー

ニングすることが可能である。	
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