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約200塩基

1. DNAの抽出
血液検体からゲノムDNAを抽出します。
白血球の核より抽出しますので、血液量および白血球数が少
ない場合は、検査実施には不十分な可能性もあります。

2. DNAの断片化
DNAはエクソン（青い四角）とイントロン（赤線）が組み合わさって
おり、エクソン部分がヒトの体をつくるタンパクをコードしています。
抽出したDNA（全長約3Gbp）を200bp前後に細切れにします。



3. ライブラリの調整
断片化したDNAにアダプターと呼ばれる配列をくっつけて
NGSで解析できる形にします。

4. DNAのキャプチャー
このままでは解析に不要な遺伝子やイントロン部分も含まれるため、
配列に特異的なプローブを用いて疾患に関連する領域を物理的に集める
作業をします。

5. NGSでの解析
ライブラリをロードして解析を開始します。
＊NGSの原理については省略

アダプター

断片化されたDNA
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➢ NGSで解析後、断片化されたDNAの塩基配列情報（緑の丸枠部分）が
出力されます。この１本１本をリードと言います。

6. データ解析（マッピング/アライメント）
得られたリードの塩基配列情報をもとに、
基準となるhg38の参照配列にマッピングして位置を同定します。

Depth

参照配列にマッピングされたリードの数（シーケンスした回数）



ATGCCGTACGTTACGTACTAGCTCTTTCGTATAGCT
参照配列
（hg38）

TTACGTACTAGCTCTTTCGTATAGCT

ACGTTACGTACTAGCTCTTTCGTATAG
GTACGTTACGTACTACCTCTTTCGTAT

CGTTACGTACTACCTCTTTCGTATAGC
CCGTACGTTACGTACTACCTCTT

ATGCCGTACGTTACGTACTAGCT

リード１
リード２
リード３
リード４

リード５
リード６

7. データ解析（バリアントコール）
位置が決まったリードから配列の変異を抽出します。

8. データ解析（可視化）
マッピングされた塩基配列情報をIGVやUCSC GenomeBrowserを
使用することで、データの確認・解釈をします。

➢ 黄色の枠部分が参照配列Gに対して、
データではGとCが半分になっているため、ヘテロの変異が疑われます。
右はIGVでのデータ表示の例です。
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リード７ ACGTACTAGCTCTTTCGTATAGCT・・・
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GTTAAGTCGTCGTCAGTCGTCGTCAGTCGTCGTCAGTCGTCGTCAGTCGTC・・・GTCGTCAGTCGTCGTCAGTCGTCGTCAACCA

GTTAAGTCGTCGTCAGTCGTCGTCAGTCGTCGTC
GTCGTCAGTCGTCGTCAGTCGTCGTCAACCA

AGTCGTCGTCAGTCGTCGTCAGTCGTCGTC
・・・GTCGTCAGTCGTCGTCAGTCGTCGTC

GTCAGTCGTCGTCAGTCGTC・・・GTCGTCA

➢データの解釈が難しいパターン１（繰り返し配列）

➢リード１と２は繰り返し配列以外を認識して、正しくマッピングされますが、
それ以外の配列は、AGTCGTCGTCが繰り返す配列（黄色枠）のため、
正しくマッピングされないことがあります。

リード４、６は同じ配列なのに違う
位置にあるけど、どっちが正解？？

AGTCGTCGTCAGTCGTCGTCAGTCGTCGTC

参照配列
（hg38）

リード１
リード２
リード３
リード４

リード５
リード６

リード７ CGTCGTCAGTCGTC・・・GTCGTCAGTCGTCGTC



GTATGCTCGGTAGGATAAAGTCGTTTGCGATGCATGCATCGACGTCAAGTAGA
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➢エクソン３において、相同領域がある場合、正しい位置に

マッピングされないため、別の領域のリードが混じる可能性があります。

リード３と４で、参照配列Aに対してCが検出されていますが、

これが真のリードか相同領域のリードか区別できない可能性があります。

➢データの解釈が難しいパターン２（相同領域がある場合）

例としてGBAように、相同領域やPseudogeneが
ある遺伝子（Mappabilityが1未満）だと、

正しい位置にマッピングされないことがあります。

GTATGCTCGGTAGGATAAAGTCGTTTGCGATG

TTTGCGATGCATGCATCGACGTCAAGTAGA
TCGGTAGGATAAAGTCGTTTGCGCTGCATGCATCGACGTCA

GGATAAAGTCGTTTGCGCTGCATGCATCGACGTCAAGTAGA
TCGTTTGCGATGCATGCATCGACGTCAAGTAGA

GTATGCTCGGTAGGATAAAGTCGTTTGCGATGCATGCA

参照配列
（hg38）

リード１
リード２
リード３
リード４

リード５
リード６

真のリード
相同領域のリード


