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エクソームシーケンス解析 概要

BaseSpace のエクソーム解析 アプリ

BaseSpace 実行例

– BaseSpaceでNetera Rapid Captureエクソームのデモデータを取り込む

– BaseSpaceでEnrichmentアプリの実行結果をみる

– BaseSpaceでEnrichmentアプリを実行する

本本本本日の内容日の内容日の内容日の内容
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BCL からの変換

アライメント

変異解析

FASTQ

BAM

VCF

DNA リシーケンシング、エクソームリシーケンシング、エクソームリシーケンシング、エクソームリシーケンシング、エクソーム 解析解析解析解析

典型的な解析ワークフロー典型的な解析ワークフロー典型的な解析ワークフロー典型的な解析ワークフロー

アノテーションやフィ

ルタリングによる

結果の絞込み

表形式ファイル表形式ファイル表形式ファイル表形式ファイルやややや

ややややpdf等一般レポートの形等一般レポートの形等一般レポートの形等一般レポートの形

＜データフォーマット＞
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アライメントアライメントアライメントアライメント

通常 genomic DNA サンプル ( 全ゲノム, 濃縮系, アンプリコン 等 )

リファレンスゲノム配列に対して,リードをアライメント(マップ)
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変異変異変異変異コールコールコールコール

Bam files

VCF file

*

• サンプルとリファレンス

間の違いについて検出す

るための統計的検定

• 主要な検討材料;
• Quality score
• Frequency
• Depth
• Strand bias

• 結果をVCF出力

gVCF file

VCF, genomeVCF(gvcf) につきましては、

サポートウェビナー 2013/11/01
MiSeq Reporter アップデートアップデートアップデートアップデート をご参考いただけます。

http://www.illuminakk.co.jp/events/webinar_japan.ilmn
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全ゲノム (WGS) と エクソーム？

* *

ターゲット A ターゲット B

Exome・・・設計したエクソン領域(ターゲット領域)を解析対象としている
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全ゲノム (WGS) と エクソーム？

* *

ターゲット A ターゲット B
設計した

ターゲット領域

について記した

ファイルを、

マニフェストマニフェストマニフェストマニフェスト

ファイルファイルファイルファイルと呼ぶ

上流工程のEnrichmentサンプル調整のご説明は、

前回サポートウェビナーウェット編 2015/04/24 をご参考下さい。

http://www.illuminakk.co.jp/events/webinar_japan.ilmn

Exome・・・設計したエクソン領域(ターゲット領域)を解析対象としている
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– ターゲットとして設計した配列領域を指定したポジションファイル

– Enrichment ワークフローではマニフェストファイルにどのExon セット(Exome)を解

析対象とするかを定義している

– タブ区切りテキスト形式ファイルのため、notepadなどで開くことができる

– “マニフェストファイル”は総称で、ワークフローによりフォーマットの違いがある

– Enrichmentワークフローの場合, イルミナから提供されるファイルの拡張子は .txt

– ユーザがユーザがユーザがユーザが独自独自独自独自にににに設計設計設計設計したターゲットしたターゲットしたターゲットしたターゲット領域領域領域領域のポジションファイルはのポジションファイルはのポジションファイルはのポジションファイルは、、、、

    カスタムマニフェストカスタムマニフェストカスタムマニフェストカスタムマニフェスト、、、、とととと呼呼呼呼ぶぶぶぶ。。。。

                                                ※※※※BaseSpace Enrichment App v2 よりよりよりより解析解析解析解析対応対応対応対応

マニフェストファイル

解析を行う領域の指定、Enrichment がどの程度できたか(濃縮効率)など

計算の要となるのがこのファイル
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ターゲットサイズターゲットサイズターゲットサイズターゲットサイズ ~37 Mb ~62 Mb

コンテンツコンテンツコンテンツコンテンツ

エクソン

エクソン, UTRs, 
miRNA

必要なシーケンス必要なシーケンス必要なシーケンス必要なシーケンス >4 Gb >8 Gb

濃縮時のプーリング濃縮時のプーリング濃縮時のプーリング濃縮時のプーリング 12 plex

ゲノムゲノムゲノムゲノムDNAスタート量スタート量スタート量スタート量 50 ng

ハンズオン時間ハンズオン時間ハンズオン時間ハンズオン時間 1.5 日 (5 時間)

バッチサイズバッチサイズバッチサイズバッチサイズ 〜96 エクソーム

Nextera Rapid Capture 
Expanded Exome

Nextera Rapid Capture 
Exome

製品によりターゲットは異なる

※Manfest v1.1

このほか、TruSightパネル製品などにも

それぞれのターゲットに応じたマニフェストがある
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エクソームシーケンシングの資料エクソームシーケンシングの資料エクソームシーケンシングの資料エクソームシーケンシングの資料

テクニカルノート、Appノートやデータシート

– Exome Sequencing with NextSeq 500 System Data Sheet

– Read Length Optimization for NRC Exome Data Tech No te ☆解析☆解析☆解析☆解析

http://www.illumina.com/content/dam/illumina-marketing/documents/products/technotes/technote-nrc-exome-read-length.pdf
http://www.illumina.com/content/dam/illumina-marketing/documents/products/appnotes/appnote-nextseq-exome.pdf
http://www.illumina.com/documents/products/datasheets/datasheet_nextera_rapid_capture_exome.pdf
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エクソームシーケンス解析 概要

BaseSpace のエクソーム解析 アプリ

BaseSpace 実行例 （デモ）

– BaseSpaceでNetera Rapid Captureエクソームのデモデータを取り込む

– BaseSpaceでEnrichmentアプリの実行結果を読む

– BaseSpaceでEnrichmentアプリを実行する

本本本本日の内容日の内容日の内容日の内容
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BaseSpace によるによるによるによる エクソーム解析エクソーム解析エクソーム解析エクソーム解析

Enrichmentアプリを使用。

VariantStudioアプリで

更なる解析ができる

Isaac 
Enrichment

BWA
Enrichment

Variant
Studio

VariantStudio による

アノテーションと

変異の絞込み、

定型レポート出力

本日
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Biological 
Application

App Name App Icon App Description

Exome BWA Enrichment • BWA によるアライメントとGATK による変異コール

業界での使用実績の累積がある

• Nextera Rapid Capture 製品と TruSight パネル※向け

• v2からカスタムマニフェストに対応

• 濃縮に関するメトリクスの計算

• カバレッジデプスやフラグメント長等

• SNPやsmall Indelsの検出とその内訳

Isaac Enrichment 
(アイザック)

• ISAAC(イルミナ製のプログラム)によるアライメントと変異コール

bwa/gatk と同程度の感度と特異度で５倍程度速い

• Nextera Rapid Capture 製品と TruSight パネル※向け

• v2からカスタムマニフェストに対応

• 濃縮に関するメトリクスの計算

• カバレッジデプスやフラグメント長等

• SNPやsmall Indelsの検出とその内訳

BaseSpace Enrichment アプリアプリアプリアプリ

・２種類をどちらもフリーで何回でも使用可能

・hg19のみ対応

※一部他の専用アプリを使用するものもございます
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エクソーム解析のワークフローエクソーム解析のワークフローエクソーム解析のワークフローエクソーム解析のワークフロー
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BaseSpace エクソーム解析エクソーム解析エクソーム解析エクソーム解析

入力 – FASTQ

@HWI-BRUNOP20X:994:B809UWABXX:1:1101:13501:2240 1:N:0:CTTGTA
TGAAACCAGTGTTCTTAATTGGCATTTTACACACACACACACAGAATTTAAAAAAAAAATCAAAGG
+
=55>7;?::BDADDD@EE88DCD?DFFEFFECBE6666BB=B;<;<-34:;<CB51>=BBEE>EE?
@HWI-BRUNOP20X:994:B809UWABXX:1:1101:13660:2247 1:N:0:CTTGTA
CCAAACATTAAGTAACTCTTAAAATGGCACACAGGTTTTAAAGCTATTGGTTTTTCCTTCCTAACT
+
FFEDFBGEGGGGDFGEFFFFGGDF=FBFFFGGGE7CEEDEFBFBFGEEGF@FCDDFDFFEGFEAGF
@HWI-BRUNOP20X:994:B809UWABXX:1:1101:13966:2183 1:N:0:CTTGTA
TTGGGTAACTTGAATATAACATGGCTCCCTTGCTGTAAGCAAATGTTTTAGAGCTGAATTTTTCCT
+
HHHHHEHHHHHHFHHHHHHHHHHHHHHHHHHHGGFHHHHHHHHHHFHHHFHEHHFHEHHHHFHHHF

Isaac 
Enrichment

BWA
Enrichment
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BaseSpace エクソーム解析エクソーム解析エクソーム解析エクソーム解析

解析工程 – アライメント

reference

reads

Isaac 
Enrichment

BWA
Enrichment
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BaseSpace エクソーム解析エクソーム解析エクソーム解析エクソーム解析

結果 – アライメント – BAMファイル

BAM

アライメント結果ファイル

IGVでアライメント結果bamファイルを可視化

Isaac 
Enrichment

BWA
Enrichment
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BaseSpace エクソーム解析エクソーム解析エクソーム解析エクソーム解析

解析工程 – 変異コール

* *
Target A Target B

Isaac 
Enrichment

BWA
Enrichment
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BaseSpace エクソーム解析エクソーム解析エクソーム解析エクソーム解析

結果 – 変異コール – VCF

* *
Target A Target B

Isaac 
Enrichment

BWA
Enrichment
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BaseSpace エクソーム解析エクソーム解析エクソーム解析エクソーム解析

結果 –変異コール – VCF

BAM

VCF

* *
Target A Target B

Isaac 
Enrichment

BWA
Enrichment
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BaseSpace エクソーム解析エクソーム解析エクソーム解析エクソーム解析

結果 – 変異コール – VCF

BAM

VCF

* *
Target A Target B

Isaac 
Enrichment

BWA
Enrichment
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BaseSpace エクソーム解析エクソーム解析エクソーム解析エクソーム解析

結果 – Biological サマリ レポート
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BaseSpace エクソーム解析エクソーム解析エクソーム解析エクソーム解析

結果 – Enrichment レポート
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BaseSpace エクソーム解析エクソーム解析エクソーム解析エクソーム解析

結果ファイル – PDF レポート
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エクソームシーケンス解析 概要

BaseSpace のエクソーム解析 アプリ

BaseSpace 実行例 （デモ）

– BaseSpaceでNetera Rapid Captureエクソームのデモデータを取り込む

– BaseSpaceでEnrichmentアプリの実行結果を読む

– BaseSpaceでEnrichmentアプリを実行する

本本本本日の内容日の内容日の内容日の内容
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本日のデモデータ本日のデモデータ本日のデモデータ本日のデモデータ: Public Data からからからから

Nextera Rapid Capture Exome のデータ解析結果をみるのデータ解析結果をみるのデータ解析結果をみるのデータ解析結果をみる

あるいは以下シェアリンクURLからImport
https://basespace.illumina.com/s/xs2HUjmXiRCk 
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本日のデモデータ本日のデモデータ本日のデモデータ本日のデモデータ: BaseSpace にあるにあるにあるにある CEPH Trio(母父子母父子母父子母父子)
データによるエクソーム解析データによるエクソーム解析データによるエクソーム解析データによるエクソーム解析

デモデータ情報:

• Nextera rapid capture エクソーム

を使用

• 各4レプリケート

• 150bp のペアードエンド

• HiSeq 2500でシーケンス

Coriell catalog.coriell.org/0/sections/Collections/NIGMS/CEPHResources.aspx
HapMap www.hapmap.org
1Kゲノム www.1000genomes.org
プラチナゲノム www.illumina.com/platinumgenomes
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デモ (動画からご参考下さい）

BaseSpaceでNetera Rapid Captureエクソームのデモデータを取込む

BaseSpaceでEnrichmentアプリの実行結果を読む

BaseSpaceでEnrichmentアプリを実行する

https://www.youtube.com/watch?v=twYrwlLXHzw
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BaseSpace App によるエクソーム解析によるエクソーム解析によるエクソーム解析によるエクソーム解析

BWA 
Enrichment

Isaac
Enrichment
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BaseSpace によるによるによるによる エクソームエクソームエクソームエクソーム 解析解析解析解析

Enrichmentアプリを使用．

VariantStudioアプリで

更なる解析ができる

Isaac 
Enrichment

BWA
Enrichment

Variant
Studio

VariantStudio による

アノテーションと

変異の絞込み、

定型レポート出力
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BaseSpace によるによるによるによる エクソームエクソームエクソームエクソーム解析解析解析解析

Variant
Studio

VariantStudio による

アノテーションと

変異の絞込み、

定型レポート出力

VariantStudioによる疾患関連DBを含むアノテーション付けと

絞り込み使用方法につきましては、

サポートウェビナー 2014/12/19 をご参考下さい。

http://www.illuminakk.co.jp/events/webinar_japan.ilmn
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詳細は各アプリの詳細は各アプリの詳細は各アプリの詳細は各アプリの Instruction ガイドをご確認頂けますガイドをご確認頂けますガイドをご確認頂けますガイドをご確認頂けます

BWA
Enrichment

VariantStudio
Isaac

Enrichment

http://support.illumina.com/downloads/basespace_core_apps_user_guides.html
http://support.illumina.com/sequencing/sequencing_software/variantstudio.html

Appendix.
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エクソームシーケンシングエクソームシーケンシングエクソームシーケンシングエクソームシーケンシング web ページページページページ

http://www.illumina.com/applications/sequencing/dna_sequencing/exome-sequencing.html

Appendix.
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ご清聴ありがとうございました

本日セッション終了後のご質問は、

techsupport@illumina.comにお問い合わせください


