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! TruSeqカスタムアンプリコンの概要 

! ワークフロー 
–  DesignStudioによるカスタムアンプリコンの設計 
–  実験に必要な準備品、ワークフロー 
–  シーケンス後のデータ解析用ソフトウェア 

! TruSeqカスタムアンプリコンのパフォーマンス 

本日の内容	
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TruSeq カスタムアンプリコンの概要	
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イルミナの提供するターゲット領域ソリューション 
目的に適した手法を選択	


~3kb ~15kb 
 
 

100~500kb 
 
 

700Kb~15Mb 
 
 

62Mb 
全エクソーム 

 

3Gb 
全ゲノム	


ターゲット 
領域	


Tailed PCR	
 Long PCR 
& Nextera	


TruSeq 
カスタム 
アンプリコン	


TruSeq 
カスタム濃縮	


TruSeq 
エクソーム濃縮	
手法	


MiSeq	


HiSeq	




5 

TruSeqカスタムアンプリコンの特長 
独自テクノロジーで高い特異性での増幅を実現, 最大384箇所を1ウェルで増幅 

ゲノムDNA	
 各サンプル 
250ng ゲノムDNA 

伸長& 
ライゲーション	


最大384箇所を１ウェルで増幅	


プローブの 
ハイブリダイ
ゼーション	


ターゲット領域は250~275塩基 
設計ツールDesignStudioを提供	


最大96サンプル 
各サンプル384箇所を混合して 
1枚のプレートでサンプル調製	


PCR増幅	


サンプルごとに 
インデックスのついた 
プライマーで増幅	
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TruSeqカスタムアンプリコンの特長 
プローブ設計からデータ解析まで全てイルミナ製品で完結 

オリゴ 
共通試薬 

プレート単位の 
簡便なアッセイ 

自動化された 
シーケンス解析 

TSCA TSCA 
デュアルインデックス 

MiSeq MiSeq Reporter 
Amplicon Viewer 

全自動のデータ解析 
と視角化 

プローブ 
設計 

DesignStudio 
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! ヒトゲノムに対応(hg19) 

! 48~384 のアンプリコン 

! 最小受注サンプル数は96 
–  ただし実験は分注を行い16サンプルごとで実施可能 

! 96サンプルに異なるインデックスをつけて 
MiSeqの1ランで同時に解析可能 

! アンプリコンのサイズは250~275塩基 

! ポジティブコントロールを含む 

 

 

TruSeq カスタムアンプリコンの仕様 

エクソンなど間隔が空いた領域の解析に有効	
  

95検体など多検体の迅速な解析に有効	
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サンガー法シーケンスとの比較 
192ターゲット領域を96サンプル解析するには	


鋳型調製, PCR, 精製 

•  96穴プレートを192枚 

テンプレート定量 

•  96穴プレートを192枚 

シーケンス 

•  96穴プレートを192枚 

2-3週	


キ
ャ
ピ
ラ
リ
ー
シ
ー
ケ
ン
サ
ー
	


•  1ウェルで192箇所同時増幅 •  96サンプルを混合 •  1ランで同時解析 

2日	


Tr
uS

eq
カ
ス
タ
ム
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! 解析対象：　 
–  遺伝子数   8  (約12kbの領域)  
–  アンプリコン数  96 
–  解析サンプル数  95 
 

TruSeq カスタムアンプリコン(TSCA)が有効な事例 
数遺伝子程度のエクソン領域を95サンプル解析する場合	


項目	
 TSCA + MiSeq キャピラリーシーケンサー	


カバレッジ	
 平均 1700x 2x (両端解析) 

ラン数	
 1	
 192 

解析日数	
 2 16 

コスト	
 ¥ 1,661,500 ¥5,472,000 

※ TSCA + MiSeq のコスト試算にはMiSeqのランに必要な試薬代を含む 
※ キャピラリーシーケンサーのコスト試算は１反応300円、１ターゲットを両側から解析した場合の金額を記載 
※ キャピラリーシーケンサーの解析日数は１日あたり12枚のシーケンスを行ったとして試算	
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実験ワークフロー	
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プローブ
設計	


実験	

データ	
  
解析	


TruSeqカスタムアンプリコンのワークフロー	
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プローブ
設計	


実験	

データ	
  
解析	


TruSeqカスタムアンプリコンのワークフロー	
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! 無料のソフトウェア 
–  イルミナウェブサイトにて提供 

! hg19配列に対して設計 

! ターゲットの指定方法は2種類 
–  遺伝子名による指定 
–  染色体上の位置で指定 

! 設計パラメータを自由に設定 
–  エクソン領域に限定するか否か 
–  エクソン領域の前後何塩基をター
ゲットに加えるか 

–  最初のエクソンの前と最後のエクソン
の後を何塩基をターゲットとするか 

–  各アンプリコンの設計を捨てるか保
持するか 

DesignStudioによるTruSeqカスタムアンプリコン(TSCA)の設計 

DesignStudio上で課金が 
発生することはありません。	
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MyIllumina (iCom)へのログインまたは登録を行う 
DesignStudioの利用には登録（無料）が必須	


米国 Illumina Webサイトにアクセス 
http://www.illumina.com/	


MyIllumina をクリック	


MyIllumina登録済みの人は 
ログインする	


MyIllumina未登録の人は登録する 
“REGISTER NOW” をクリック	
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MyIllumina (iCom)への登録手順	


必要事項を記入したら 
最後に “REGISTER” ボタンをクリック	


Customer number 
•  すでに試薬などお届けしている場合は
送付状などに記載があるので、そちらか
らご確認いただけます 

•  不明な場合は記入の必要はありません 

必要事項を記入	


確認メールを送付； 
届いたURLをクリックして登録を確認	
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DesignStudioを開きTSCAプロジェクトを作成	


Tools プルダウンから 
DesignStuidoをクリック	


DesignStudioが開く	


TruSeq Custom Enrichment 
カスタム濃縮用のデザイン 
（今回は使用しない）	


TruSeq Custom Amplicon 
カスタムアンプリコン用のデザイン 

“CREATE NEW” をクリック	
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TSCAプロジェクトの名前と詳細を入力	


プロジェクト名を記入 
（プロジェクト名は任意 
自分で決めて良い） 

設計対象の選択 
注意：現在は 

SPECIES=“Homo Sapiens” 
SOURCE=“UCSC” 

BUILD=“hg19” 
しか選択できない。	


NEXT をクリック	




18 

設計対象を染色体上の位置で選ぶ	


Coordinate タブを選択 

TARGET REGION NAME 
設計対象領域ごとに名前をつける	


染色体番号と位置で領域を指定	


EXONS ONLY (エクソン領域だけ) か 
FULL REGION (全塩基）を対象にするかを選択 

EXONS ONLY の場合はエクソン領域をイントロン側に何塩
基まで解析するかを RADDING PER EXONで指定 

条件が決まったらADD REGION をクリック 

下半分に加えた設計対象が表示される	
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設計対象を遺伝子名で選ぶ	

Geneタブを選択 

GENE NAME を入力する 
•  GENE NAME は UCSC 等で使われているGene 

symbol を記入 

最初のエクソンの前の何塩基、最後のエクソンの後の何塩
基を設計対象とするかを入力	


EXONS ONLY (エクソン領域だけ) か 
FULL REGION (全塩基）を対象にするか選択 

EXONS ONLY の場合はエクソン領域をイントロン側に何
塩基まで解析するかを RADDING PER EXONで指定 

条件が決まったらADD GENE をクリック 

下半分に加えた設計対象が表示される	
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遺伝子名あるいは染色体位置を指定したファイルを使う	


File タブを選択 

ファイルを選択	
 ファイルフォーマット例をダウンロードして編集可能 
• 遺伝子で指定するファイル（Gene Template) 
• 位置を指定するファイル（Coordinates Template） 

遺伝子で指定するファイル	


染色体上の位置で指定するファイル	


ファイルがしっかりと読み込まれ、内容に 
問題が無ければCONFIRMをクリック	
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ターゲット領域がリストアップされる	


設計対象に問題が無ければ 
START DESIGNをクリック	


リストアップされた設計対象を確認	


Est Amplicons の数からだいたいのコスト試算が可能	
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設計を開始； 数時間から一晩かかる（遺伝子数による）	


 
 
•  左端にチェックを入れ、右側にメールアドレスを記入 
•  設計完了時に自動でメールのお知らせが届く 

 
 
 
 

•  このプロジェクトをコピーして別名保存するかどうか 
•  好みに応じて選択 
 
	


•  START DESIGN をクリックしてからデ
ザイン終了まで時間がかかる 

•  サーバー側で設計を行っているので、
ブラウザーやPCの電源を落としても設
計は継続される	
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設計時に良くでる WARNING	


START DESIGN を押せばOK 

近接したターゲットをまとめて1つとして	
  
設計して良いですかという確認	
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設計時に良くでる Error – 遺伝子の重複	


「エラーのあるターゲットを	
  
リストから削除してください」	


Return to Manage Targets をクリックして 
ターゲット選択画面に戻る 

•  遺伝子名が重複しているというエラーが多い	
  
•  どちらかを削除する	
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設計が完了するとメールが届く	


•  リンクをクリックするとDesignStudioが開く 
•  MyIllumina にログインしていない場合はユーザ名と 
パスワードを入力すればDesignStudioのページが開く 
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設計の一例； 
ターゲット領域、アンプリコンの詳細情報を確認できる	


ターゲット領域の情報	


ストランド情報	


SNP情報	


プローブスコア	


デザインのサマリー	


DESIGN WARNING [?] の? をクリックすると 
 
 
 
 
と表示されるので learn more をクリックすると 
ヘルプが表示される 

UCSCへリンク	


•  HELPをクリックするとヘルプが開く 
•  ? マークは直接項目のヘルプが開く 

設計できなかった	
  
アンプリコン	
  

設計できた	
  
アンプリコン	
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不明な記載は、ヘルプの閲覧が可能	


例えば Error Codes を選択すると設計結果の INFO に表示されていたエラーメッセージの詳細を説明 
 
•  ”D”  :   Duplicate -- 同じ名前の遺伝子を2回以上重複して設計している。1つ消すことが必要。 
•  ”LS” ：  Low Score -- 設計がうまくできなかった（GCリッチな領域、類似配列の存在する領域などの 

 原因が考えられる）。設計対象を個別にずらすことで改善する場合もある 
•  ”TP” :  Target Proximity -- 近接するターゲット領域を1つにして設計する。大きな問題では無い。 
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設計結果のスコアについてもヘルプに詳細を記載	


SCORE： 
独自評価プログラムにより、個別のアンプリコンが
どの程度の割合で成功するか判定した結果 

90%以下の場合、黄色で表示 
増幅が失敗するかもしれない領域 
 

設計基準を満たすアンプリコンがない場合 
LS: Low Score 

COVERAGE： 
設計対象塩基をどの程度カバーできたか 



29 

最終的なプローブを整理（不要なプローブは削除）	


Amplicons をクリックして 
プローブごとの表示に変更 

不要なプローブにチェックを入れると 
REMOVE FROM DESIGN ボタンがクリックで
きるので、一括して削除が可能 

SCORE が黄色や赤色になっているアンプリコ
ンは、失敗する可能性がある 
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設計に失敗した箇所はターゲット領域を再指定して再設計	


再設計したい場合Manage Target をクリック 
（設計前の状態に戻る） 

現在の設計結果を出力 

現在の設計結果を別名で保存したい場合 

Return to Manage Targets をクリックすれば 
設計前の状態に戻る 
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プローブデザインが確定したらデザインの確定作業を行う	


START ORDER PROCESS　をクリックする 
と見積り対象の設計セットを確定 

 
確定作業を行った後に、見積り依頼が可能となります 
（以下の項目を弊社担当営業または販売店までご連絡ください） 
	

•  アカウント名 (MyIllumina へのログインID） 
•  プロジェクトID (URLの末尾に記載されている数字） 
•  最終的に確定したアンプリコンの数 (Orderable Amplicons) 
•  サンプル数 

URLを確認する　http://designstudio.illumina.com/truseqca/project/5856#finaldesign	


発注対象のアンプリコン 
Orderable Amplicons 

プロジェクトID 
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確定作業後(START ORDER PROCESSクリック後)は、ホームに戻る	


特に作業完了等のメッセージは出ませんのでご注意ください。 
前ページの内容を弊社担当営業にお伝えいただければ御見積作成をさせていただきます。	
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プローブ	


設計	

実験	


データ	


解析	


TruSeqカスタムアンプリコンのワークフロー	
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実験に必要な準備品の確認	


! TSCAに関する情報は www.illumina.com の TSCA のページにまとめられている	
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確認いただきたい資料	


Documentation & Literature の 
「TruSeq Custom Amplicon Library Preparation 
Guide」 

 
 
 
 
 
 
と表示された場合、ログインされたアカウントにマニュアル
を見る権限がありません。イルミナまでご連絡ください。 

Training の 
「Sample Preparation: TruSeq Custom Amplicon 
(TSCA)」  
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確認いただきたい資料	


! TSCA サンプル調製ガイド 
–  TruSeq Custom Amplicon Library 

Preparation Guide	


! オンライントレーニング 
–  Sample Preparation: TruSeq 

Custom Amplicon (TSCA)	
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実験に必要な準備品の確認	
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実験に必要な準備品の確認	


! TSCA サンプル調製ガイド 
–  TruSeq Custom Amplicon Library 

Preparation Guide	
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実験のワークフロー	


PCR産物の精製	


ノーマライゼーション 

ライブラリーのプール	


MiSeqでのシーケンス	


データ解析	


DNAとオリゴプールの 
ハイブリダイゼーション	


未結合オリゴの除去	


結合オリゴの伸長 
ライゲーション反応	


PCR 増幅	


ハンズオン  15分 

インキュベーション  80分	


ハンズオン  20分 

ハンズオン   5分 

インキュベーション  45分	


ハンズオン  30分 

PCR  90分	


PCR前 PCR後	


ハンズオン  20分 

処理時間　30分	


ハンズオン  30分 

処理時間　50分	


ハンズオン  10分 

ハンズオン  15分 

ハンズオン  0分 
自動実行 

ハンズオン合計 145分,     処理時間と合わせた総合計 440分　 
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! シンプルなマルチプレックス 
–  20チューブで96インデックスを可能に 
–  8種類 x 12種類　= 96 インデックス 
–  レーンあたり最大96サンプル処理可能 

! 特異性の高いマルチプレックス 
–  2種類のインデックスでサンプルを同定 
–  ソフトウェアでレーンあたり96サンプルの
マルチプレックス解除をサポート 

! シンプルなアッセイ準備 
–  Illumina Experiment Managerでサンプ
ルシートの作成 

–  プレートフィクサーで反応準備を簡単に 

デュアルインデックス: PCR時にインデックスを付加 
96マルチプレックスを可能にする強固なインデックステクノロジー 
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! DNA結合ビーズを用いてPCR産物の量を調整 

ノーマライゼーションも含んだキット	
  
ライブラリの定量は不要	
  

ライブラリ調製で少ない鋳型	
   ライブラリ調製で多い鋳型	
  

結合	
   結合	
  
流れて通過	
   流れて通過	
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! 無料のサンプルシート作成用ソフト 

! サンプルとターゲットがわかりやすいようにプレートマットの使用 

Illumina Experiment Manager 
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! サンプルシートは MiSeq 上の指定されたフォルダーに保存 
–  C:\Illumina\MiSeq Control Software\SampleSheets 

! またはUSBメモリからMiSeqにUSBキーを挿して認識させる 

 

サンプルシート（テキストファイル）を配置する 

[Header]
Investigator	
  Name Demo
Project	
  Name Demo
Experiment	
  Name Demo
Date 5/31/2011
Workflow Resequencing

[Reads]
151
151

[Manifests]
A ManifestNameHere

[Settings]
FilterPCRDuplicates 0

[Data]
Sample_ID Sample_Name GenomeFolder
PhiX PhiX PhiX

SampleSheet	
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MiSeqでシーケンス	


! カートリッジ式の試薬キット 
–  シーケンスに必要な試薬が全てまとめられている 
–  溶かして、ライブラリーをロードしてセットするだけ 

! RFIDを採用した試薬のトラッキング 

! 簡潔で自動化されたワークフロー 
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Load 

MiSeqでシーケンス 

Go 

! カートリッジ式の試薬キット 
–  シーケンスに必要な試薬が全てまとめられている 
–  溶かして、ライブラリーをロードしてセットするだけ 

! RFIDを採用した試薬のトラッキング 

! 簡潔で自動化されたワークフロー 
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プローブ	


設計	

実験	


データ	


解析	


TruSeqカスタムアンプリコンのワークフロー	
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! 解析用のPCはMiSeqに内蔵 

! 主要アプリケーションの2次解析は自動で対応 

! 標準ファイルでのデータ出力 
–  FASTQ 
–  BAM 
–  VCF 
–  TXT 

搭載のコンピューターで全自動データ解析 

リシーケンス	
アンプリコン	
 16S	
 de novo	
 Small RNA	
 ライブラリー 
QC	


イメージ解析	


ベースコール	
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データ解析をサポートするソフトウェア群 
 

! Illumina Experiment Manager 
–  サンプルシート作成用ソフト 
–  ウィザード形式でサンプルシートを作成 

! MiSeq Reporter 
–  MiSeq内蔵のソフトウェア 
–  サンプルのインデックスを分割 
–  リードのアライメント 
–  検出した変異のレポート 
–  他のWindows7のPCでも利用可能 

! Illumina Amplicon Viewer 
–  解析結果の視覚化ツール 
–  複数サンプルの解析結果を同時に表示 
–  他のWindows7のPCで利用可能 
–  結果をExcel読み取り可能形式で出力 MiSeq をご購入いただいたお客様には 

これらのソフトは無料でご提供しています 
他のWindows7のPCで利用可能	
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MiSeq Reporter 
MiSeq上で自動で行う変異解析 

! MiSeq本体にインストール済み 

! 他のWindows7のPCにもインストー
ル可能 

! TSCA解析に対応 
–  TSCA納品時にターゲット領域の情
報を記載した ”manifest” ファイルを
指定場所に配置する。 

–  各リードを参照配列に対してマッピン
グする。 

–  変異を検出 
–  グラフとレポートを作成 

§  アンプリコンごとのカバレッジ 
§  クオリティスコア 
§  変異スコア 
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Illumina Amplicon Viewer；  
8kbの連続領域を53個のアンプリコン（タイリング）で行った例 

カバレッジ	
  

クオリティ値	
  

変異スコア	
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パフォーマンス	
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項目 詳細 ポイント 
DNAスタート量 250ng •  希少なサンプルでも解析を可能に 

コンテンツ 最大384ターゲットまで •  複数箇所を同時に処理 

アンプリコンサイズ 250-275bp •  ほとんどのエクソンをターゲットにすること
が可能 

アッセイの設計 >90% •  興味のあるターゲットを効率よく設計 

アッセイ時間 約2時間のハンズオン 
8時間以内に終了 •  迅速なアッセイで解析までの時間を短縮 

インデックス 最大96まで •  1プレートで多数のサンプルを簡単に準備 

濃縮特異性 >70% •  興味のあるターゲット領域にフォーカス 

カバレッジ均一性 >80% at >0.2X mean •  シーケンス必要量を最適化 

ジェノタイピング整合性 ≥ 99% •  高精度なデータ 

納期 6-8週間 •  迅速なプロジェクトの実施 

アッセイ詳細情報 
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設計パフォーマンス；>90%で設計が可能 

項目 Panel 1A Panel 1B Panel 2 Panel 3 Panel 4 

ターゲット領域数 334 284 114 74 

提出された総塩基数 67,085 20,984 4,572 22,743 

アンプリコン数 288 256 318 159 172 

パフォーマンス 

アッセイの設計 94% 91% 91% 98% 

ドロップアウト（リードなし） 3 (1%) 0 1 (0.3%) 1 (0.6%) 3 (2%) 

特異性 83% 94% 85% 95% 97% 

均一性 87% 91% 87% 96% 87% 
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http://www.illumina.com/systems/miseq/webinars/miseq_broad_institute/index.ilmn	


Broad Institute からの報告	
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http://www.illumina.com/systems/miseq/webinars/miseq_broad_institute/index.ilmn	


Broad Institute からの報告	
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ご清聴ありがとうございました。	



