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• 製品概要とコンセプト 

• 実験時の注意点とポイント 

• 解析ツールのご紹介とポイント 

 

 

本日のトピック 
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TruSight Tumor 15 
サンプルから結果までのワークフローソリューション  

ライブラリー調製だけでなく、トータルソリューションの提供が可能に  
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TruSight Tumor 15 標的遺伝子リスト 

Gene content: 業界ガイドライン (NCCN, CAP)、オピニオンリーダー、製薬企業の意見等に沿って選定 

Relevance: 最もがん研究で着目されることの多い遺伝子を対象とした解析 

Focused: 対象領域を絞った解析で検体からデータ取得までを迅速に実現 

製品コンセプト 

Gene Associated Cancers Target 
AKT1 Breast E17K 

BRAF Melanoma*, Colon* Lung VK600E/K/R/M 

EGFR Lung* Exon 19, 20, 21(L858R), G719A/X, S7681, T790M, L861Q 

ERBB2 Breast, Lung A775_G776insYVMA 

FOXL2 Ovary C134W 

GNA11 Melanoma Q209L 

GNAQ Melanoma Q209L 

KIT Gastric, Melanoma* Exons 8, 9, 10, 11, 13, 14, 17, 18 

KRAS Colon*, Gastric, Lung* Codons 12, 13, 59, 61, 117, 146 

MET Lung*, Colon, Gastric Focal Amplification 

NRAS Colon* Codons 12, 13, 59, 61, 117, 146 

PDGFRA Gastric, Melanoma Exons 12, 14, 18 

PIK3CA Lung, Breast, Prostate Exons 9, 20 

RET Lung* M918T 

TP53 Lung, Melanoma, Ovary, Colon Full CDS  
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TruSight Tumor 15 の特徴 

簡便さ 

微量 

DNA 低コスト 
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TruSight Tumor 15 
製品概要 

TruSight Tumor 15 バンドル 

カタログ番号 OP-101-1001 

定価 749,000円 

1 Library Prep (24サンプル分) 

& 3 MiSeq v3 600 Cycle Kits (3キット) 

ライブラリー調製とシーケンス合わせて31,209円 

/ サンプル 

 

Total “All-In” = サンプル単価 31,209円 

Option #1 (MiSeqユーザー向け) Option #2 (全装置ユーザー向け) 

TruSight Tumor 15 ライブラリー調製のみ 

カタログ番号 OP-101-1002 

定価 450,000円 

1 Library Prep (24サンプル分) 

ライブラリー調製のみで 

18,750円 / サンプル 
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TruSight Tumor 15 
製品仕様 

パラメーター DETAIL 

DNAインプット量 20 ng 

パネルサイズ 

（標的領域全長） 44 kb  

アンプリコンサイズ 

（＊アダプターサイズ部分は含まない） ~150–175 bp  

コンテンツ ~250 アンプリコン  

ライブラリー調製時間 7 時間, 3.5  時間ハンズオンタイム 

シーケンスラン時間 27 時間（MiSeq、MiniSeq システム）  

シーケンスラン 151 × 2 bp  

スループット 8 検体を1ランで解析（MiSeq v3試薬) 

想定しているバリアントの検出感度 5% まで 

カバレッジ > 97% の塩基が > 500× でシーケンスされること 

少量インプット (20 ng) から、 

5%以上の頻度のバリアントを、 

8検体同時にスクリーニング 
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実験ワークフローとポイント 
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TruSight Tumor 15  
ライブラリー調製ワークフロー 

Mix A Mix B 

5ステップで簡単に調製 

①標的領域に対するマルチプレックスPCR 

(~3時間) 

②PCRでアダプターとインデックス付加 (~1時間) 

③磁気ビーズで精製 (~ 30分間) 

④ライブラリーの品質チェック (~ 30分間) 

 

⑤シーケンスの準備 (~ 30分間) 
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0. インプットDNAの準備 

• AllPrep DNA/RNA FFPE Kit (QIAGEN)  

• QIAamp DSP DNA FFPE Tissue Kit (QIAGEN) 

• ReliaPrep FFPE gDNA Miniprep System (Promega) 

 FFPE検体の場合は推奨キットでDNAを抽出 

 （溶出はヌクレアーゼフリー水を勧める） 

FFPE検体の準備 

• ミクロトームでの薄切後、≥ 140 mm2 を利用 (非メラノーマ組織) 

• 腫瘍部を30%以上含むこと 

DNAの定量と準備 

• 抽出後のDNA濃度を二重鎖DNA特異的な蛍光定量法(AccuClear、Qubit、Picogreenなど)で測定 

• 2 ng/µL以上の濃度が確保できること   ＊濃度調整はヌクレアーゼフリー水で行う 

• 体積10 μl以上 (2ng/μlで10 μl、計20 ng以上) を準備 
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TruSight Tumor 15 
マルチプレックスPCR 

＊プライマー、酵素は全てキットに同梱 
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1. Amplify and tag targets 

①標的領域に対するマルチプレックスPCR (~3時間) 
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TruSight Tumor 15 
マルチプレックスPCR 

1サンプルにつき2ライブラリーを作製： Pool A & Pool B 
(専用データ解析ワークフローが結果を統合) 

Mix A Mix B 

TPA: 135アンプリコン TPB：118アンプリコン 
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1. Amplify and tag targets 

2種類のプライマー (Mix A、およびMix B)で 

標的遺伝子を増幅 

利用試薬(Box 1): 

• TruSight Tumor Targeting Mix (TTM) : PCRバッファー 

• TruSight Tumor Targeting Enzyme (TTE) ：酵素 

• TruSight Tumor Primer Mix A (TPA) ： プライマーミックスA 

• TruSight Tumor Primer Mix B (TPB) ： プライマーミックスB 

標的遺伝子領域 

Mix A 

Mix B 

＊Mix AとBで増幅領域は異なる 

＊Mix A、Bを両方合わせて 

製品仕様の全領域をカバー 
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1. Amplify and tag targets 

！！注意！！ 

サーマルサイクラーの温度設定が特殊なので、ユーザーガイドに沿って設定する 

通常利用時よりもかなり遅い温度変化速度（所要時間 ~ 3時間） 
 

Down:  
70℃ for 1 min  -> 54℃ for 3 min 
 

Up:  
54℃ for 3 min  -> 72℃ for 15 seconds 
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2. Index Targets 

②PCRでアダプターとインデックス付加 (~1時間) 
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2. Index Targets 

• 増幅したPCR産物にイルミナシーケンサー用
のアダプターを付加  

• 精製操作を挟まず、PCR産物に試薬を追加
するだけ 

• アダプターにはサンプル区別のためのバー
コード（インデックス）も含まれる 

利用試薬 (Box 2：-20℃、一番大きい箱) 

• Tumor Amplification Mix (TAM) : PCRマスターミックス 

• Index 1 (i7) +オレンジキャップ ：インデックスプライマー  (黄色) 

• Index 2 (i5) +白色キャップ: インデックスプライマー  (透明) 

 

（別途準備) 

TruSeq Index Plate Fixture 
特殊な設定は無いので、通

常通りPCRを実施 
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3. Clean Up Libraries 

③磁気ビーズで精製 (~ 30分間) 
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3. Clean Up Libraries 

未反応分子、および酵素 

• 酵素 

• プライマー 

• 鋳型DNA 

シーケンス用ライブラリー 

プライマーダイマー 

酵素 

除去 

回収 

 反応溶液中の不要な分子を除去 

 ライブラリーのみ回収 
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4. Check libraries 

 

④ライブラリーの品質チェック (~ 30分間) 
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4. Check libraries 

  評価項目はライブラリー濃度と品質の2種類 

ライブラリー濃度 
• 推奨されたライブラリー濃度 (20 ng/ul) 

を越えているか 

• 二重鎖DNAに特異性のある蛍光定量法

（AccuClear、Qubit、Picogreenなど) 

で測定 

• Mix A、B共に20 ng/ulを越えれば基準を

満たす 

ライブラリー品質 
• サイズとアーティファクト残留の有無 

•目標サイズ (~350-bp)でライブラリーが得ら

れたか 

•プライマーダイマー (~150bp)が過剰に形成さ

れていないか 
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4. Check libraries 

 

A: Targeted Amplicons        B: Primer dimer 

~350-bp付近に増幅産物が見られることを確認する 

（2%アガロースゲル or BioAnalyzer相当品 )  

Non-Template Control (ネガティブコントロール）では 

プライマーダイマーのみ顕著に見られる 

ライブラリー収量が20 ng/µlを下回ったライブラリーは 

シーケンス対象にしないことを勧める。 
• シーケンスを希望する場合は、アダプターダイマーのみでないことを確認し

てから実施 

理想的な 

ライブラリー 
DNAラダー プライマー 

ダイマーのみ 

シーケンス可能だが、 

要検討 
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5. Prepare Libraries for Sequencing 

⑤シーケンスの準備 (~ 30分間) 
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5. Prepare Libraries for Sequencing 

 取得ライブラリーの濃度を一律 5 ng/ulに希釈 

 ライブラリー濃度が100 ng未満の場合はプレート (NLPプレート)、 

   100 ng/ulを超えた場合は1.5 mlチューブ (NLPチューブ) での希釈を推奨 

PLPプレート 

NLPチューブ 

NLPプレート 

PLPプレート 

一律 8 μl 

一律 8 μl 

＜濃度100 ng/ul 未満＞ 

＜濃度100 ng/ul 以上＞ 
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1. 計算式 C1V1 = C2V2 に各数値を入力してV2の数値を計算 

 
 C1:  ライブラリー定量値 

 V1:  希釈に利用するライブラリー体積 →  8 μlで固定 

 C2: 希釈後のライブラリー濃度 → 5 ng/ μlで固定 

 V2: 希釈後のライブラリー体積 

 

2. (V2 – 8 μl) を計算する → 希釈に必要なバッファー量の見積もり 

 

3. (V2 – 8 μl)の希釈バッファーを希釈用のプレート、あるいはチューブに分注 

 

4. ライブラリー8 μlを希釈バッファーと混合 

5. Prepare Libraries for Sequencing 

 取得ライブラリーの濃度を一律 5 ng/ulに希釈 

 ライブラリーごとに以下の流れに沿って操作： 

Ex. 定量値 50ng/ulのライブラリーの場合： 
 

1. C1V1 = C2V2を計算 

  50 x 8 = 5 x V2 ⇒ V2 = 80 μl 

 

2.(V2 - 8 μl) を計算 

 80 μl – 8 μl = 72 μl   

  

3. 72 μlの希釈バッファーを希釈用のプレートに分注 

4. ライブラリー8 μlを希釈バッファーと混合 
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5. Prepare Libraries for Sequencing 

シーケンス実施 (2x151ペアエンド) 

使用するシーケンス装置の利用手順に沿って希釈・変性 

PNLチューブの中身9 μlをDNLチューブに移し、   

RSBバッファー 41 μlと混合 

シーケンス予定のライブラリーを一律 4 μlずつ         

PNLチューブに入れる 

ライブラリー濃度を一律 5 ng/ulに調整 

PNLチューブ  

(5 ng/ul、ライブラリープール) 

NLPプレート 

(5 ng/ul、 

ライブラリーごとに分かれている) 

DNLチューブ  

[0.9 ng/ul (~4 nM) 、ライブラリープール] 
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TruSight Tumor 15 

品質チェック (QC)方法 のまとめ 

ステップ QC手法 QC項目 

FFPE検体の準備 ミクロトームでの薄切 

≥ 140 mm2 (非メラノーマ組織)を利
用 

腫瘍部を30%以上含むこと 

DNAの抽出と準備 
抽出後のDNA濃度を二重鎖DNA特異的な
蛍光定量法で測定 

2 ng/µL以上の濃度が確保できるこ
と 

ライブラリー調製 

最終ライブラリー収量を二重鎖DNA特異的
な蛍光定量法で測定 

20 ng/µL以上の収量が得られてい
ること 

ライブラリーのサイズ確認(ネガティブコント
ロール以外) 

~350bpのサイズの断片が確認でき
ること 

シーケンス結果 レポートの確認 
97%以上の塩基が x500以上のカ
バレッジで読まれていること 
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データ解析オプション 
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TruSight Tumor  15 解析ワークフロー 

Variant 

Studio 
SAV TST15 

MiniSeq 

(2x 151bp) 

ライブラリ調製 シーケンス QC 
アライメント 

変異コール 

アノテー 

ション 

TruSight 

Tumor15 

MiSeq 

(2x 151bp) 

ヒトのhg19リファレンスゲノムに 

アライメントし、バリアントを 

コール 

遺伝様式や生物学的知識から、 

疾患原因の候補となる変異や遺伝子 

の絞り込みが可能。 

SAV:  Sequencing Analysis Viewer 

TST15:  TruSight Tumor 15 Workfolw / App 
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TruSight Tumor 15 解析オプション 
(#1: ローカル解析) 

 

Variant 

Studio 
SAV TST15 

ワークフロー 

MiniSeq 

(2x 151bp) 

ライブラリ調製 シーケンス QC 
アライメント 

変異コール 

アノテー 

ション 

TruSight Tumor 

15 

MiSeq 

(2x 151bp) 

MiSeq Reporter (MiSeq) 

Local Run Mager (MiniSeq) 

Windows OS 64-bit版 

(7, 8, Server 2008以降) 
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TruSight Tumor 15 解析オプション 
(#2: BaseSpace Cloud) 

 

データQC以降の解析を全て 

クラウド環境で実施 

Variant 

Studio App 
SAV TST15 

App 
MiniSeq 

(2x 151bp) 

ライブラリ調製 シーケンス QC 
アライメント 

変異コール 

アノテー 

ション 

TruSight Tumor 

15 

MiSeq 

(2x 151bp) 
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解析オプション#1:  

ローカル解析 

MiSeq Reporter / Local Run Manager 
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MiSeq Reporter / Local Run Manager 
解析の流れ 

ライブラリー作製 シーケンス 

ライブラリー 

ごとの結果 

サンプル 

ごとの結果 

サンプル 

ごとのレポート 

統合 

• FASTQ 

• BAM 

• VCF 

• gVCF • VCF 

• PDFレポート 

• テキストレポート 

 シーケンス以降、レポート作成まで自動で実施 
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MiSeq Reporter / Local Run Manager 
ワークフローレポートの確認 

TST15ワークフロー特有の出力ファイル 

Run Metrics Report 

Sample Metrics Report 

Filtered gVCF File Report 

• 1サンプル1ファイル 
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MiSeq Reporter / Local Run Manager 
ワークフローレポートの確認 

ファイル1:  RunMetricsReport.txt 

シーケンス情報を記載 

• 日付 

• 装置シリアル 

• ソフトウェアバージョン 

• パスフィルター後のリード数 

• リードごとのQ30 

データ利用に当たっての推奨値を記載 

Note: 

あくまで推奨値であり、記載値は 

スペックとは異なる 
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MiSeq Reporter / Local Run Manager 
ワークフローレポートの確認 

レポートファイル2:  SampleMetricsReport.txt 

• 1ランにつき1ファイル 

• 全てのサンプル分の情報を含む 

• 製品スペックとの比較情報を含む 

プライマーミックス AとBに分けて記載 

• 500x以上のカバレッジを持つ塩基の割合% (Coverage) 

• 標的にアライメントされた塩基の割合 

  （On Target) 

Coverage On Target 

数値が97以上で 

スペックイン 
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MiSeq Reporter / Local Run Manager 
ワークフローレポートの確認 

レポートファイル3:  Sample_Report.pdf 

• サンプルごとにPDFのレポートが出力  

• 809ヶ所の登録バリアントに該当する結果があれば表示 

• 解析基準に満たないバリアントは No Calls として扱う 

• 809ヶ所のバリアントは編集（追加・削除) 不可 

• 解析結果はレポート(PDF or TXT) 、もしくはVCFファ
イルから同一の内容が確認できる 

以下の解析基準に満たないバリアントは No Calls とし
て扱う 

• カバレッジ 500x 未満 

• バリアント頻度2.6%未満 
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MiSeq Reporter / Local Run Manager 

主な出力ファイルのまとめ 

ファイル名 内容 

AmpliconCoverage_M1.tsv アンプリコンごとのカバレッジ情報 (Mix Aライブラリー) 

AmpliconCoverage_M2.tsv アンプリコンごとのカバレッジ情報 (Mix Bライブラリー) 

Sample.genome.vcf 全バリアント情報を記載したデータファイル 

Sample_report.vcf 登録809バリアントに該当する結果のみを記載したデータファイル 

ReportDefinitionsUsed.txt 登録809バリアントの定義に関する情報 

RunMetricsReport.txt シーケンスの品質に関するレポート 

aggregate.summary.csv 個々のサンプルのアライメントまでの解析結果をまとめたレポート 

SampleMetricsReport.txt カバレッジ、オンターゲット率などがスペックを満たしたかを記載したファイル 

Sample_Report.pdf 登録809バリアントとの比較結果をまとめたレポート 
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解析オプション#2:  

BaseSpace Cloud 
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TruSight Tumor 15 解析オプション 

(#2: BaseSpace Cloud) 

 

データQC以降の解析を全て 

クラウド環境で実施 

Variant 

Studio App 
SAV TST15 

App 
MiniSeq 

(2x 151bp) 

ライブラリ調製 シーケンス QC 
アライメント 

変異コール 

アノテー 

ション 

TruSight Tumor 

15 

MiSeq 

(2x 151bp) 
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提供アプリ一覧 

「Apps」をクリック 
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TruSight Tumor 15 アプリの検索 

「TruSight」でカテゴ
リーを選択 
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BaseSpaceから簡単操作 

①保存先を選択 

②サンプルペアを 

選択 ③実行 
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TruSight Tumor 15アプリの解析結果の確認 
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各サンプルごとに解析結果のPDFを出力 

各サンプルの 

解析結果 
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TST15 レポート結果  
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全サンプルの解析結果 

「Analysis 

Summary」を 

クリック 数値が97以上で 

スペックイン 
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アプリ解析後の出力データの確認とダウンロード 

 

クリック 
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BaseSpace Cloud (TruSight Tumor 15 App) 
主な出力ファイルのまとめ 

ファイル名 内容 

Sample.genome.vcf 検出された全バリアント情報を記載したデータファイル 

Sample_Report.pdf 
登録809バリアントとの比較結果をまとめたレポート (pdf) 

Sample_Report.txt 
登録809バリアントとの比較結果をまとめたレポート  (テキス
ト) 

Sample_Report.vcf 
登録809バリアントに該当する一致するバリアントのみを記載
したデータファイル 
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GENESIS™ジーンエディティ

ングテクノロジーを用いて開発
した同質遺伝子細胞株から
DNA標準サンプルを作製 

HDxの変異導入済み細胞株

は全て、十分に特徴付けされ
た親株から作製し、共通の遺
伝的バックグラウンドを有する 

Horizon HD-C749について 

https://www.horizondiscovery.com/quantitative-

multiplex-reference-standard-hd-c749 



51 

アノテーションアプリ 

VariantStudioも使ってみよう 
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TruSight Tumor 15 解析ワークフロー 

遺伝様式や生物学的知識から、 

疾患原因の候補となる変異や遺伝子 

の絞り込みが可能。 

Variant 

Studio 
SAV TST15 

MiniSeq 

(2x 151bp) 

ライブラリ調製 シーケンス QC 
アライメント 

変異コール 

アノテー 

ション 

TruSight Tumor 

15 

MiSeq 

(2x 151bp) 
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アノテーション情報 

変異タイプ：シノニマス、フレームシフ
ト、ミスセンス等 

機能的影響 ：PolyPhen または 

SIFT の推定 

人種ごとのアリル頻度 ：1000 

Genomes、dbSNP 等 

疾患関連情報：ClinVar、OMIM、 

COSMIC 

科学文献 ：PubMed、Google 

Scholar 

生物学的情報のアノテーションを用いた絞り込み 
 

NHLBI 

Exome Variant Server 
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イルミナ VariantStudioの流れ 
データを入力、生物学的知識を出力  

VCF または gVCF ファイルの入力 

イルミナ VariantStudio デスクトップ版 

解釈した変異をレポートとして出力 

VariantStudio  

アノテーションデータベース 
NHLBI Exome Variant Server 

dbSNP 

RefSeq 
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VariantStudioによる解析例 

VariantStudio 

TruSight Tumor 15 

ワークフロー 

（809バリアントとの比較） 

genome.vcf 

Report.vcf 

検出されたバリアントはgenome.vcfに収納 

TruSight Tumor 15ワークフローは、登録 

809バリアントを解析・レポート出力の対象に 

(Report.vcf) 

登録外のバリアントのアノテーションには 

別なツールが必要 

→ VariantStudio 

ファイル名 内容 

genome.vcf 
検出された全バリアント情報を記載した データ
ファイル 

Report.vcf 
登録809バリアントに該当する一致する  バリ
アントのみを記載したデータファイル 
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VariantStudioによる解析例 
(BaseSpaceパブリックデータ 「HD-C749:Rep8」genome.vcfより) 

BaseSpaceからVariantStudio起動 

gVCFファイルの読み込み 

クオリティパスフィルタ 

アノテーション 

COSMICを用いた絞り込み 

131 バリアント 

14 バリアント 

73 バリアント 
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クオリティが良いバリアントの絞り込み 

131 => 73 バリアント 

「Pass Filter」をチェック。 

フィルタをパスしている 

バリアントの絞り込み 

「Variant」セクション 

「Apply Filters」ボタンをクリック 
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バリアントへのアノテーション（注釈） 
 

「All variants of current sample」を選択し、
連携データベースの情報を取得 
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バリアントへのアノテーション（注釈） 
 

CosmicやClinVarのアノテーションを確認 
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COSMICデータベースへの参照 
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Horizon HD-C749 変異アレル頻度(Rep 8)と 

TruSight Tumor 15で検出された変異アレル頻度の比較 

Chromosome Gene Variant 
Horizon 
アレル頻度 

TruSight Tumor 15 
検出アレル頻度 

7q34 BRAF V600E 10.50% 12.2% 

4q11-q12 cKIT D816V 10.00% 11.4% 

7p12 EGFR ΔE746 - A750 2.00% 1.7% 

7p12 EGFR L858R 3.00% 2.5% 

7p12 EGFR T790M 1.00% ND 

7p12 EGFR G719S 24.50% 26.5% 

12p12.1 KRAS G13D 15.00% 14.7% 

12p12.1 KRAS G12D 6.00% 7.2% 

1p13.2 NRAS Q61K 12.50% 10.3% 

3q26.3 PI3KCA H1047R 17.50% 19.6% 

3q26.3 PI3KCA E545K 9.00% 8.0% 
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Illumina VariantStudio 2.2 BaseSpace VariantStudio 2.2 

特徴 デスクトップ版 クラウド版 

ソフトウェア起
動 

ローカルPCより起動 BaseSpaceより起動 

VCF 

読み込み 

ローカルPCに保存された 

VCFファイル 

BaseSpaceにアップロード/共有/イ
ンポートされたVCFファイル 

プロジェクト保
存 

ローカルPCに保存 ローカルPCに保存 

取得方法 TruSightシリーズ製品の購入 BaseSpaceから利用可能 

デスクトップ版とクラウド版VariantStudio 
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Illumina VariantStudio デスクトップ版 
製品の入手方法 

VariantStudio デスクトップ版はTruSight 製品の注文と同時に提
供します。 

– 1年間ライセンスを無償提供キャンペーン実施中 

– TruSightキャンペーンと合わせてご検討ください 
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TruSight Tumor 15 キット まとめ 

マルチプレックスPCRで簡便にがん関連の15遺伝子を解析 

ポイントを押さえた実験で微量DNAから低コストな研究を提供 

装置内蔵、あるいはBaseSpaceのツールでレポート形式で結果を取得 

VariantStudioの併用で効率的な結果の解釈を後押し 

 

MSR / 

BaseSpace 

既定のレポート 

Variant Studio 

Analysis 

MiSeq V3 

最適化済みシーケ
ンスパラメーター 

Sequencing 

FFPEに最適化 

マルチプレックス
PCR 

ライブラリーQC   

基準 

Library 

Prep 



65 

 

 

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 

mailto:techsupport@illumina.com

