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今日の内容	


! サンプル調製キットのまとめ 
–  Standard mRNA-Seq 
–  Strand Specific mRNA-Seq 

 

! 応用事例 
–  遺伝子発現解析アリル特異的遺伝子発現 
–  融合遺伝子探索 
–  スプライスバリアント 
–  De novo アプリケーション	


Standard 
mRNA-Seq	


Strand Specific 
mRNA-Seq	


遺伝子発現解析	


アリル特異的遺伝子発現解析	


融合遺伝子の探索	


スプライスバリアント	


De novo アセンブル	
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mRNA-Seqには主に２つのプロトコールが存在	


Standard	
 Strand Specific	

キット	
 •  TruSeq RNA Sample Prep Kit	
 •  Epicentre ScriptSeq™ Sample 

Prep Kit	

スタート材料	
 •  Total RNA 

•  1ug	

•  Poly A 、あるいは rRNA 除去処
理した RNA 

•  50-250 ng	

ワークフロー	
 •  Poly A およびランダムプライ

マーを使い、2本鎖cDNA を合成	

•  ランダムプライマーとタグ配列を
使い、2本鎖 cDNA を合成 

•  タグ配列でストランドを認識	

利点	
 •  標準的な遺伝子発現解析手法 

•  サンプルあたりのコストが安価	

•  遺伝子発現に加えてストランド
情報を取得 

•  バクテリア、FFPEにも応用可能	




5 

Standard mRNA-Seq のワークフロー 
TruSeq RNA Sample Prep Kit 
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Standard mRNA-Seq のワークフロー 
TruSeq RNA Sample Prep Kit 
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Total RNA から poly A を使い mRNA を回収	


RNA の断片化	


ランダムプライマーを用いた cDNA 合成	


2本鎖 cDNA 合成	


末端修復、リン酸化、Aテイル付加	


インデックス付アダプターのライゲーション	


ビーズによるサイズ選択	


15サイクルPCR	


1日	
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! Clonetech SMARTer Ultra Low RNA Kit 
–  日本国内ではタカラ株式会社で販売およびサポート 

スタート材料が微量の場合に使用できるキット	


Total RNA* (0.1~10ng）スタート	


1本鎖 full length cDNA 合成＆精製	


LD-PCR による2本鎖 cDNA の増幅合成	


増幅 cDNA の精製 & 検証	


増幅 cDNA の断片化（Covaris）	


cDNA QC	


イルミナ DNA Paired End Sampe Prep Kit 
（改変版）	


PCR増幅	


1日	


1日	
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! Clonetech SMARTer Ultra Low RNA Kit 
–  日本国内ではタカラ株式会社で販売およびサポート 

スタート材料が微量の場合に使用できるキット	


Total RNA* (0.1~10ng）スタート	


1本鎖 full length cDNA 合成＆精製	


LD-PCR による2本鎖 cDNA の増幅合成	


増幅 cDNA の精製 & 検証	


増幅 cDNA の断片化（Covaris）	


cDNA QC	


イルミナ DNA Paired End Sampe Prep Kit 
（改変版）	


•  イルミナ iCom からダウン
ロード可能 

•  2 ~ 7 ng の2本鎖 cDNA 
をスタートとする改変プロト
コール 1日	


1日	
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! 通常プロトコール 

! 微量DNAスタートの場合 

 

サンプル調製キットのまとめ; Standard mRNA-Seq	


カタログ番号	
 製品名	
 キット価格	
 サンプル 
あたりの価格	


問い合せ	


RS-122-2001	
 TruSeq RNA Sample Prep Kit v2 - Set A (48 samples)	
 503,000円	
 10,479円	
 イルミナ	


RS-122-2002	
 TruSeq RNA Sample Prep Kit v2 - Set B (48 samples)	
 503,000円	
 10,479円	
 イルミナ	


•  各キット12種類のインデックスを含みます（最大24種類）	


カタログ番号	
 製品名	
 キット価格	
 サンプル 
あたりの価格	


問い合せ	


634935	
 SMARTer™ Ultra Low RNA Kit for Illumina ® Sequencing (10 
Reactions)	


228,000円	
 22,800円	
 タカラバイ
オ	


PE-102-1001	
 Paired End Sample Prep Kit (10 Samples)	
 540,000円	
 54,000円	
 イルミナ	


•  タカラバイオ株式会社　問い合わせ先 077-543-6116	
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mRNA-Seqには主に２つのプロトコールが存在	


Standard	
 Strand Specific	

キット	
 •  TruSeq RNA Sample Prep Kit	
 •  Epicentre ScriptSeq™ Sample 

Prep Kit	

スタート材料	
 •  Total RNA 

•  1ug	

•  Poly A 、あるいは rRNA 除去処
理した RNA 

•  50-250 ng	

ワークフロー	
 •  Poly A およびランダムプライ

マーを使い、2本鎖cDNA を合成	

•  ランダムプライマーとタグ配列を
使い、2本鎖 cDNA を合成 

•  タグ配列でストランドを認識	

利点	
 •  標準的な遺伝子発現解析手法 

•  サンプルあたりのコストが安価	

•  遺伝子発現に加えてストランド
情報を取得 

•  バクテリア、FFPEにも応用可能	
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Strand Specific mRNA-Seq のワークフロー 
Epicentre ScriptSeq RNA Sample Prep Kit 

Poly A RNA あるいは 
 rRNA 除去処理した RNA	


RNA の断片化	


5’ 側にタグ配列を含むランダムプライマーを 
用いて 1本鎖 cDNA 合成	


3’ 末端にタグ配列を含む 
ターミナルオリゴを付加	


両端にタグ配列をもつ 1本鎖 cDNA 合成	


アダプター付のタグ配列を使い低サイクルの
PCR（10-12サイクル）	


精製	


3時間	
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! Epiecntre Ribo-Zero™ rRNA Removable Kit 
–  Total RNA 1~5 ug スタート 

§  ヒトの場合、微量スタートキットもあり： total RNA 0.5~1 ug 
–  rRNA を 99% 除去 
–  複数の生物種に対応したキット 

§  Human/Mouse/Rat 
§  Gram Positive, Negative Bacteria 
§  Plant Leaf, Seed/Root	


rRNA除去に使用できるキット	


Total RNA 抽出	


Ribo-Zero™ rRNA Removable Kit 
1~2 時間	


ScripSeq™ RNA Sample Prep Kit 
3 時間	
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! 通常プロトコール 

 

! rRNA除去用キット 

 

サンプル調製キットのまとめ; Strand Specific mRNA-Seq	


カタログ番号	
 製品名	
 キット価格	
 サンプル 
あたりの価格	


問い合せ	


SS10906	
 ScriptSeq™ mRNA-Seq Library Preparation Kit 6反応	
 240,000円	
 40,000円	
 エアブラウ
ン	
SS10924	
 ScriptSeq™ mRNA-Seq Library Preparation Kit 24反応	
 690,000円	
 28,750円	


RSBC10948	
 RNA-Seq Barcode Primers (Illumina社対応、12 Barcodes) 48反応	
 40,000円	
 833円	


•  エアブラウン株式会社　問い合せ先　03-3545-5720 
•  上記製品は2011年12月末までキャンペーン対象	


カタログ番号	
 製品名	
 キット価格	
 サンプル 
あたりの価格	


問い合せ	


RZH1046	
 Ribo-Zero™ rRNA Removal Kit (Human/Mouse/Rat) 6反応	
 85,000円	
 14,166円	
 エアブラウ
ン	
RZH10424	
 Ribo-Zero™ rRNA Removal Kit (Human/Mouse/Rat) 24反応	
 255,000円	
 10,625円	


RZH1086	
 Ribo-Zero™ rRNA Removal Kit (Human/Mouse/Rat) Low Input 6反応	
 85,000円	
 14,166円	


RZNB1056	
 Ribo-Zero™ rRNA Removal Kit (Gram-Negative Bacteria) 6反応	
 85,000円	
 14,166円	


RZNB1056	
 Ribo-Zero™ rRNA Removal Kit (Gram-Positive Bacteria) 6反応	
 85,000円	
 14,166円	


RZPL11016	
 Ribo-Zero™ rRNA Removal Kit (Plant Leaf) 6反応	
 85,000円	
 14,166円	


RZSR11036	
 Ribo-Zero™ rRNA Removal Kit (Plant Seed/Root) 6反応	
 85,000円	
 14,166円	
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今日の内容	


! サンプル調製キットのまとめ 
–  Standard mRNA-Seq 
–  Strand Specific mRNA-Seq 

 

! 応用事例 
–  遺伝子発現解析 
–  アリル特異的遺伝子発現 
–  融合遺伝子探索 
–  スプライスバリアント 
–  De novo アプリケーション	
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アリル特異的遺伝子発現解析	
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スプライスバリアント	


De novo アセンブル	
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少ないリード数 & 低コスト vs. 多いリード数 & 豊富な情報	


遺伝子発現に
必要な最低
データ量 

 
35bp x1 

 
•  遺伝子の検
出 

•  遺伝子発現
差解析 

•  アイソフォー
ムや低発現
の遺伝子解
析にはクオリ
ティが低め 

	


典型的な遺伝子発現 
プロファイリング解析 

 
50bp x1, 50bp x2 

 
•  選択的スプライシング 
•  融合遺伝子 
•  細胞あたり1コピー以下の遺伝子 

新規転写産物の 
探索 

 
50bp~100bp x2 

 
•  ゲノムのアノテーション 
•  詳細なトランスリプトー
ム解析 

1000万 
リード	


2000万 
リード	


3000万 
リード	


4000万 
リード	


5000万 
リード	


6000万 
リード	


サンプルあたりのコスト	


実際は次世代シーケンサーの1レーンあたりのリード数で決定している場合が多い	
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HiSeq, GA 1レーンでどれぐらいのリード数が得られるか	


! HiSeq 2000, HiSeq 1000 
–  レーンあたり 1億6250万 リード 
–  2サンプル／レーン  約8000万リード／サンプル 
–  4サンプル／レーン  約4000万リード／サンプル 
–  8サンプル／レーン  約2000万リード／サンプル 
–  16サンプル／レーン  約1000万リード／サンプル	


! Genome Analyzer 
–  レーンあたり 4000万 リード 
–  2サンプル／レーン  約2000万リード／サンプル 
–  4サンプル／レーン  約1000万リード／サンプル 
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サンプルあたりのコスト試算例	


! GA で35bp x1 を行うとすると 
–  ランあたり   約64万円 
–  レーンあたり   約8万円 （8レーン／フローセル） 
–  1サンプル／レーン  約8万円  約4000万リード／サンプル 
–  2サンプル／レーン  約4万円  約2000万リード／サンプル 
–  4サンプル／レーン  約2万円  約1000万リード／サンプル 

! Genome Analyzer 
–  レーンあたり 4000万 リード 
–  2サンプル／レーン  約2000万リード／サンプル 
–  4サンプル／レーン  約1000万リード／サンプル 

注）　上記はシーケンスコストのみ。追加でサンプル調製コストが必要。	


•  現在のマイクロアレイ製品
は約2~6万円程度 

•  ほぼ同じ金額でRNA-Seq
ができる	
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アリル特異的遺伝子発現解析	
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マウスにおけるゲノムインプリンティング	


! High Resolution Analysis of 
Parent-of-Origin Allelic Expression 
in the Mouse Brain.  

–  Science, 329: 643- 648, 2010 

! 実験デザイン 
–  Standard mRNA-Seq 
–  35bp x1 
–  約4000万リード／サンプル 

! 解析のながれ 
–  Novoalignでアライメント 

§  ゲノムとトランスクリプトーム 

–  SNPコールからアリルを特定	
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実験デザイン	


! 2種のマウスを掛け合わせ 
–  CAST/EiJ と C57BL/6J を親（父、
母）とするハイブリッド F1 のRNAを
シーケンス 

–  各種のSNP情報から、生まれた子
がどちらの親の遺伝子を発現してい
るかを判明 

CAST	
 C57BL	


hybrid	
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解析のながれ	
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成長に応じて異なるアリル特異的発現を示す	


! 発達期の脳では母親由来のアリルが
遺伝子発現に貢献 

! 成体脳では父親由来のアリルが遺伝
子発現に貢献 

! 組織ごとにアリル特異的な遺伝子発
現のパターンは異なる 

E15: Embryo Day 15 
POA  :  preoptic area 視索前野 
mPFC :  medial prefrontal cortex  内側前頭前皮質 
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同じデータセットを用いて 2報の論文を Science に投稿	
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! Allele-specific expression assays using Solexa. BMC Genomics 2009, 10:422 

! Identification of transcriptome SNPs between Xiphophorus lines and species for 
assessing allele specific gene expression within F(1) interspecies hybrids. Comp 
Biochem Physiol C Toxicol Pharmacol. 2011 Apr 3. 

! Genome-wide identification of allele-specific expression (ASE) in response to 
Mareks disease virus infection using next generation sequencing. BMC Proc. 
2011; 5(Suppl 4): S14.  

アリル特異的遺伝子発現の文献	
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融合遺伝子の探索	
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融合遺伝子探索にはシングル vs. ペアどちらが有利？	


! Chimeric transcript discovery by 
paired-end transcriptome 
sequencing 

–  Proc Natl Acad Sci U S A. 2009 
Jul 28;106(30):12353-8.  

! 実験デザイン 
–  Standard mRNA-Seq 
–  50bp x2 と 100bp x1 の比較 
–  700-5300万リード 

! 解析のながれ 
–  hg18, RefSeqにマッピング
（ELAND） 

–  転写産物、ミトコンドリア、rRNA、コ
ントロールにマップしたリードは排除 

–  キメラ候補、マップできないリードを
解析 
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実験デザイン	


! 4種類のセルライン（前立腺癌、CML、
UHRR、Brain）にて 50bp x2, 100bp 
x1 を行い融合遺伝子の検出 

! リード数	


50bp x2	
 100bp x1	

VCaP	
 1690万	
 700万 
K562	
 2070万	

Human Ref	
 2250万	
 5940万	

Brain	
 2360万	
 5300万	
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解析のながれ	
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ペアエンドの方が既知融合遺伝子を高い感度で検出	
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融合遺伝子の文献	


Cancer 
! MHC class II transactivator CIITA is a recurrent gene fusion partner in lymphoid cancers. 

Nature. 2011 Mar 17;471(7338):377-81. 

! Deep RNA sequencing analysis of readthrough gene fusions in human prostate 
adenocarcinoma and reference samples. BMC Med Genomics. 2011 Jan 24;4:11. 

! N-myc downstream regulated gene 1 (NDRG1) is fused to ERG in prostate cancer. 
Neoplasia. 2009 Aug;11(8):804-11. 

! Transcriptome sequencing to detect gene fusions in cancer. Nature. 2009 Mar 5;458
(7234):97-101. 

! Use of whole-genome sequencing to diagnose a cryptic fusion oncogene. JAMA. 2011 Apr 
20;305(15):1577-84. 

Data Analysis 
! Sensitive gene fusion detection using ambiguously mapping RNA-Seq read pairs. 

Bioinformatics. 2011 Apr 15;27(8):1068-75.  

! ChimerDB 2.0--a knowledgebase for fusion genes updated. Nucleic Acids Res. 2010 Jan;
38 
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トランスクリプトームのアセンブル戦略	
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! 方法は3つ 
–  リファレンス配列を使用（Isoform） 
–  De novo 
–  リファレンス配列とde novoを両用 

! 参考資料： 
Next-generation transcriptome 
assembly 

–  Nature Reviews VOLUME 12 | 
OCTOBER 2011 | 671	


トランスクリプトームを用いたアセンブル戦略	
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リファレンス配列を用いたアプローチ	
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De novo アプローチ	
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リファレンス配列とde novoを用いたアプローチ	
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トランスクリプトームのアセンブル戦略 
スプライスバリアント解析	
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! Alternative isoform regulation in human 
tissue transcriptomes 

–  doi:10.1038/nature07509 

! 実験デザイン 
–  Standard mRNA-Seq 
–  10種類の組織、5種類のセルラインから
合計4億リード（1200-2900万リード／サ
ンプル） 

–  32bp  
–  データ解析のながれ 
–  予測および既知のスプライスジャンクショ
ンにヒットするリードを解析	


スプライスごとの発現比較	
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! RefSeqのうち、94%はマルチエクソンか
ら構成される遺伝子 

! スプライスを起こしている遺伝子の検出 
–  複数回およびマップ地点が異なるリード
を確認 

–  5’と3’のエクソンの組み合わせが異なる 
–  ジャンクションあたり2リード以上ヒットす
る 

! 上記94%のRefSeqについて、アイソ
フォームをもつ割合 

–  10種類の組織では98% 
–  5種類のセルラインを追加するとほぼ

100% 

スプラスバリアントの検出のながれ	
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! 様々な組織由来のサンプルをランすることで、組織特異的なアイソフォームを検出 
–  例）SLC25A3遺伝子では、エクソン3Aと3Bが、相互排他的かつ組織特異的に発現している	


組織特異的なスプライスの例	
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! アイソフォームの発現割合と発現量
（RPKM）による検出力の試算 

! ある遺伝子に対して、複数のアイソフォー
ム（スプライスバリアント）が存在 

–  そのうちの１つのアイソフォームの割合
が5%である場合、RPKMで200カウント
とれれば、8割の確率で検出可能と予測	


どれぐらいの割合で発現しているアイソフォームを検出できるか？	
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! Whole transcriptome sequencing reveals gene expression and splicing differences in brain 
regions affected by Alzheimers disease. PLoS One. 2011 Jan 21;6(1):e16266. 

! Alternative isoform regulation in human tissue transcriptomes. Nature 456, 470-476 (27 
November 2008) 

! Deep surveying of alternative splicing complexity in the human transcriptome by high-
throughput sequencing. Nat Genet. 2008 Dec;40(12):1413-5. 

! Next-generation tag sequencing for cancer gene expression profiling. Genome Res. 2009 
Oct;19(10):1825-35.  

! Dynamic transcriptomes during neural differentiation of human embryonic stem cells 
revealed by short, long, and paired-end sequencing. Proc Natl Acad Sci U S A. 2010 Mar 
16;107(11):5254-9.  

! Characterization of transcriptional complexity during berry development in Vitis vinifera 
using RNA-Seq. Plant Physiol. 2010 Apr;152(4):1787-95.  

! Nuclear-localized tiny RNAs are associated with transcription initiation and splice sites in 
metazoans. Nat Struct Mol Biol. 2010 Aug;17(8):1030-4.  

 

スプライスバリアントの文献 1	
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! Intron retention facilitates splice variant diversity in calcium-activated big potassium 
channel populations. Proc Natl Acad Sci U S A. 2010 Dec 7;107(49):21152-7. 

! RNA-Seq analysis in mutant zebrafish reveals role of U1C protein in alternative splicing 
regulation. EMBO J. 2011 May 18;30(10):1965-76.	


! Transcriptome of embryonic and neonatal mouse cortex by high-throughput RNA 
sequencing. Proc Natl Acad Sci U S A. 2009 Aug 4;106(31):12741-6. 

! Reaching the depth of the Chinese hamster ovary cell transcriptome. Biotechnol Bioeng. 
2010 Apr 1;105(5):1002-9. 

Data Analysis 

! TopHat: discovering splice junctions with RNA-Seq. Bioinformatics. 2009 May 1;25(9):
1105-11. 

! Towards reliable isoform quantification using RNA-SEQ data. BMC Bioinformatics. 2010 
Apr 29;11 

スプライスバリアントの文献 2	
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トランスクリプトームのアセンブル戦略 
de novo アセンブル	
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! Full length transcriptome assembly from 
RNA-Seq data without a reference 
genome 

–  Nature Biotechnology 29, 644–652 
(2011) 

! 実験デザイン 
–  酵母およびマウス 
–  75bp x2 
–  約1億リード 

! データ解析のながれ 
–  3つのステップにわけて解析	


トランスクリプトームを用いたアセンブルツール Trinity	
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! ステップ1 Inchoworm 
–  K-mer を用いてリードをアセンブル 
–  K-mer ごとにコンティグを作成 

! ステップ2 Chrysalis 
–  ステップ1でできたコンティグをプール 

§  (k-1)-mer を共有、あるいはコンティグ
間ジャンクションにリードがまたがる場
合 

–  各プールから de Bruijnグラフを構築 

! ステップ3 Butterfly 
–  ステップ2でできた de Bruijnグラフを使
用しトリムダウンとパスを最小限化 

–  リードを使ってグラフを再構成し、各ス
プライスフォームからひとつの配列を出
力 

データ解析のながれ	
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スプライスバリアントをも識別、マッピングを利用したソフトと同等
の解析結果	


Grabherr MG, Haas BJ,Yassour M et al. (2011) Full-length transcriptome assembly from RNA-Seq data without a reference genome. 
Nat Biotechnol. 2011 May 15	




47 

Trinity アセンブル結果（76bp x2、1億リード）	


分裂酵母 
(5064遺伝子)	


マウス	
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