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イルミナiSchool 
Oncology Breakthrough： 

ウェビナーシリーズ5 
低品質、微量FFPE 

サンプルへの対処方法： 
TruSeq RNA Access 

を用いた融合遺伝子検出 

2015年12月08日 
 16:00-16:30 

イルミナ株式会社 

時間になりましたら開始しますので、しばらくお待ちください 
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発表者 イルミナ株式会社 シーケンシング・スペシャリスト 

  鈴木 健介 

 

今日の内容： 
Oncology Breakthrough：ウェビナーシリーズ5 
 「低品質、微量FFPEサンプルへの対処方法： 
TruSeq RNA Accessを用いた融合遺伝子検出」 

（現在音声はミュートされています） 
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セッション中の注意 

音声はミュートされています 

ご質問がある場合は、WebEx の Q&A にてご入力ください 

セッションの最後に確認して、回答します 

プレゼンター
プレゼンテーションのノート
三角に隠れている場合あり



6 

本発表には、開発品目の紹介も含まれます。 
開発品目は仕様が変更される場合があります。 
 

イルミナ株式会社が本邦で提供する製品は、研究目的でのみ 
使用できます。診断目的に用いることはできません。 

 

 

Disclaimer 
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TruSeq RNA Accessの特徴 

TruSeq RNA Access の製品詳細 

利用例 

 

本日の内容 
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TruSeq RNA Access の特徴 

FFPEサンプルから抽出した 
微量で分解された Total RNAから 

RNA seqを可能にし 
融合遺伝子の検出も可能にする 

微量 20 ng 

分解 RIN値2 

融合遺伝子 検出可能 
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微量 

分解 

化学的に修飾 

 

 

 

 

FFPE Fresh/Frozen 

FFPEサンプルからのRNA-Seqにおける課題 
 
 

プレゼンター
プレゼンテーションのノート
Experts estimate there are 200 million �to 400 million of these samples worldwide
Many consist of rare tumor and matched �normal tissue and some are very �well annotated
Low quality of recovered DNA, RNA are �rate-limiting for many forms of analysis
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FFPEサンプルからのRNA-Seqにおける課題 
 
 

AAAAAAAA 

AAAAAAAA 

AAAAAAAA 

mRNA Transcript 

Poly-A capture 
Random prime cDNA 

synthesis 
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Total RNA を用いたRNA-Seqにおける rRNAの混入 
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これまでの手法とその課題 

RNAの分解が進んでいる
場合、Poly-Aではキャプ
チャーできない 

トータルRNA 

rRNA除去 mRNAキャプチャー 

シーケンス 

断片化、cDNA作製、アダブター付加 

mRNAを網羅できるが、
ncRNAも拾うため、多大な
シーケンス量が必要となる 

プレゼンター
プレゼンテーションのノート
Illumina’s TruSeq RNA chemistry offers the clearest, most complete view of the transcriptome.  
-highest coverage uniformity
-precise measurement of differential expression
-high dynamic range
-power to discover novel transcripts, coding variant and fusions
-precise strand information
Illumina offers solutions for sequencing coding RNA  or coding + noncoding RNA from a total RNA sample. Both applications utilize the same core chemistry that includes RNA fragmentation, 1st and 2nd strand cDNA generation and adapter ligation. 
-Note that TruSeq RNA chemistry purposely fragments intact RNA to increase coverage uniformity. so Illumina sequencers have no problem sequencing fragmented RNA. 
The issue is, if you want to sequence only the mRNA, poly-A capture won’t work in degraded samples. You will only recover 3’ fragments of the mRNA.
Ribosomal reduction works with degraded samples, but because it’s not selecting for the coding regions, you will produce libraries that include both coding and noncoding transcripts, in various states of splicing (meaning introns will be present).
Because these libraries are very complex, it will require quite a bit of sequencing to cover them with sufficient depth.  
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TruSeq RNA Accessライブラリー調製キット 
トータルRNA 

rRNA除去 mRNAキャプチャー 

シーケンス 

断片化、cDNA作製、アダブター付加 

コード領域キャプチャー 

プレゼンター
プレゼンテーションのノート
Illumina’s TruSeq RNA chemistry offers the clearest, most complete view of the transcriptome.  
-highest coverage uniformity
-precise measurement of differential expression
-high dynamic range
-power to discover novel transcripts, coding variant and fusions
-precise strand information
Illumina offers solutions for sequencing coding RNA  or coding + noncoding RNA from a total RNA sample. Both applications utilize the same core chemistry that includes RNA fragmentation, 1st and 2nd strand cDNA generation and adapter ligation. 
-Note that TruSeq RNA chemistry purposely fragments intact RNA to increase coverage uniformity. so Illumina sequencers have no problem sequencing fragmented RNA. 
The issue is, if you want to sequence only the mRNA, poly-A capture won’t work in degraded samples. You will only recover 3’ fragments of the mRNA.
Ribosomal reduction works with degraded samples, but because it’s not selecting for the coding regions, you will produce libraries that include both coding and noncoding transcripts, in various states of splicing (meaning introns will be present).
Because these libraries are very complex, it will require quite a bit of sequencing to cover them with sufficient depth.  
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コーディング領域（mRNA）だけを効率よくシーケンス 

TruSeq 
Stranded Total 
RNA – 5億リード 
 
 
TruSeq 
Stranded Total 
RNA 
6000万リード 
 
TruSeq RNA 
Access 
5000万リード 
 
ブローブ領域 
 
RefSeq Genes 

TruSeq Stranded Total RNA 

TruSeq RNA Access 

コーディング イントロン 遺伝子間領域 
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コーディング領域（mRNA）だけを効率よくシーケンス 

製品名 対象 リード数 NextSeq 500 HiSeq 2500 

フローセルタイプ 中出力 高出力 ラピッド 
ラン 高出力 

TruSeq Total RNA (FFPE) 
mRNA 

& 
ncRNA 

>2億 1 4 3 20 

TruSeq RNA Access 
(FFPE) mRNA 5,000万 4 16 12 80 

各プラットフォームごとのサンプル数 

• mRNAだけをキャプチャーしてシーケンスするため、効率よく解析ができる 
• トランスクリプトーム解析（mRNA & ncRNA）と比べて、少ないリード量で解析でき、多くのサン

プルを処理できる 
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TruSeq RNA Access の製品詳細 
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TruSeq RNA Access コスト 

カタログ番号 製品名 希望販売 
価格 

RS-301-2001 TruSeq RNA Access Library Prep Kit 
 - Set  A  (48 samples, 12 indexes) 

¥1,350,000 
(\ 28,125 / 検体) 

RS-301-2002 - Set B 

システム別の試薬コスト 

5000万 リード/サンプル  
(75bp x 2) MiSeq NextSeq 500 HiSeq 2500 

フローセルの種類 V3 中出力 高出力 Rapid ラン 高出力 v4 

対象シーケンス試薬 MS-102-3001 FC-404-2001 FC-404-2002 FC-404-4022 FC-401-4002 

ランあたりのサンプル数 1 4 16 12 80 

ラン試薬 ¥153,000 ¥180,000 ¥464,000 ¥521,100 ¥2,269,000 

RNA Accessコスト ¥28,125 \28,125 \28,125 \28,125 \28,125 

サンプルあたりのコスト ¥181,125 ¥73,125 ¥57,125 ¥71,550 ¥56,488 

プレゼンター
プレゼンテーションのノート
濃縮用プローブリスト
http://support.illumina.com/content/dam/illumina-support/documents/documentation/chemistry_documentation/samplepreps_nextera/nexterarapidcapture/nexterarapidcapture_exome_targetedregions_v1.2.txt
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出発材料 
トータルRNA 

Stranded 
RNA-Seq 
ライブラリー 

コーディング 
領域を 

キャプチャー 
（4サンプル同時）  

シーケンス データ解析 

RNA-Seqライブラリー 
200ngを使ってキャプチャー 

Rapidキャプチャー 
ワークフロー 

TruSeq Stranded Total RNA 
ワークフロー 

10 - 100 ng 
スタート 

RNA-Seqコアアプリ 

TruSeq RNA Accessワークフロー 
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受け入れサンプルの確認 :  
FFPEサンプルにおけるクオリティチェック 

RINはRNA品質の信頼性の高い測定基準にはならない 

 

TruSeqRNA Access LibraryPrep Guide , Part # 15049525 Rev. B <Technical Note>  
http://www.illumina.com/content/dam/illumina-marketing/documents/products/technotes/technote-truseq-rna-access.pdf 

RIN値とライブラリー収量（濃縮前）とでは相関が認められなかった 

プレゼンター
プレゼンテーションのノート
Not all FFPE samples are created equal. In fact, they are ALL different. No assay works reliably on all FFPE samples. Some are just to degraded to get any useful information from. This is why a reliable QC metric is critical to avoid wasting time and money. 
Agilent’s Bioanalyzer uses a metric called RIN (RNA Integrity Number) to indicate RNA quality. However, this metric is nearly useless for degraded samples. You can see that all of the degraded samples (left panel) have essentially the same RIN value (around 2-3). However, they perform very differently in our assay (right panel).  

http://www.illumina.com/content/dam/illumina-marketing/documents/products/technotes/technote-truseq-rna-access.pdf
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DV200 = 200塩基以上のフラグメント
の割合(%) 

BioAnalyzer または Fragment 
Analyzerを使って簡単に算出 

受け入れサンプルの確認 : 
信頼性の高い新QCマトリックス 
 200塩基 
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DV200 = 200塩基以上のフラグメントの割合(%) 

BioAnalyzer または Fragment Analyzerを使って簡単に算出 

TruSeq Targeted RNA発現解析キットで導入済み 

受け入れサンプルの確認 : 
信頼性の高い新QCマトリックス 
 

TruSeqRNA Access LibraryPrep Guide , Part # 15049525 Rev. B <Technical Note>  
http://www.illumina.com/content/dam/illumina-marketing/documents/products/technotes/technote-truseq-rna-access.pdf 

DV200とライブラリー収量（濃縮前）には、高い相関が
認められた（R2=0.91） 

RIN値の値に対して、さまざまなDV200が認められた 

プレゼンター
プレゼンテーションのノート
So we developed a new metric for QC of degraded RNA samples for use with RNA Sequencing. It’s based on the distribution of fragment sizes in the sample. We call it DV200 (distribution value-200). It’s simply the percentage of RNA fragments above 200 nt. It’s easily calculated from an Agilent Bioanalyzer or AATI Fragment Analyzer trace. In fact AATI, has incorporated this metric into their software so DV200 is automatically calculated. We first introduced this metric with TREx, where we found it also reliable predicted performance of that assay. 

http://www.illumina.com/content/dam/illumina-marketing/documents/products/technotes/technote-truseq-rna-access.pdf
http://www.illumina.com/content/dam/illumina-marketing/documents/products/technotes/technote-truseq-rna-access.pdf
http://www.illumina.com/content/dam/illumina-marketing/documents/products/technotes/technote-truseq-rna-access.pdf
http://www.illumina.com/content/dam/illumina-marketing/documents/products/technotes/technote-truseq-rna-access.pdf
http://www.illumina.com/content/dam/illumina-marketing/documents/products/technotes/technote-truseq-rna-access.pdf
http://www.illumina.com/content/dam/illumina-marketing/documents/products/technotes/technote-truseq-rna-access.pdf
http://www.illumina.com/content/dam/illumina-marketing/documents/products/technotes/technote-truseq-rna-access.pdf
http://www.illumina.com/content/dam/illumina-marketing/documents/products/technotes/technote-truseq-rna-access.pdf
http://www.illumina.com/content/dam/illumina-marketing/documents/products/technotes/technote-truseq-rna-access.pdf
http://www.illumina.com/content/dam/illumina-marketing/documents/products/technotes/technote-truseq-rna-access.pdf
http://www.illumina.com/content/dam/illumina-marketing/documents/products/technotes/technote-truseq-rna-access.pdf
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受け入れサンプルの確認 
ライブラリー作製に必要なインプット量の計算 

 DV200 (200 nt以上のRNA分子の割合) でQC 
 DV200の値に応じてインプット量を調節 
 RIN値2程度の分解度合いまで解析可能 
     (Stranded Total RNAはRIN値4以上を要求) 

DV200 に基づく推奨インプット量 
各種FFPEサンプルからTruSeq RNA Accessを用いて 
ライブラリーを調製 

TruSeqRNA Access LibraryPrep Guide , Part # 15049525 Rev. B <Technical Note>  
http://www.illumina.com/content/dam/illumina-marketing/documents/products/technotes/technote-truseq-rna-access.pdf 

http://www.illumina.com/content/dam/illumina-marketing/documents/products/technotes/technote-truseq-rna-access.pdf
http://www.illumina.com/content/dam/illumina-marketing/documents/products/technotes/technote-truseq-rna-access.pdf
http://www.illumina.com/content/dam/illumina-marketing/documents/products/technotes/technote-truseq-rna-access.pdf
http://www.illumina.com/content/dam/illumina-marketing/documents/products/technotes/technote-truseq-rna-access.pdf
http://www.illumina.com/content/dam/illumina-marketing/documents/products/technotes/technote-truseq-rna-access.pdf
http://www.illumina.com/content/dam/illumina-marketing/documents/products/technotes/technote-truseq-rna-access.pdf
http://www.illumina.com/content/dam/illumina-marketing/documents/products/technotes/technote-truseq-rna-access.pdf
http://www.illumina.com/content/dam/illumina-marketing/documents/products/technotes/technote-truseq-rna-access.pdf
http://www.illumina.com/content/dam/illumina-marketing/documents/products/technotes/technote-truseq-rna-access.pdf
http://www.illumina.com/content/dam/illumina-marketing/documents/products/technotes/technote-truseq-rna-access.pdf
http://www.illumina.com/content/dam/illumina-marketing/documents/products/technotes/technote-truseq-rna-access.pdf
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ショットガンライブラリー構築の流れ 

RNAの断片化 
cDNA (1st Strand) 

作成 
DNA-RNA複合体 

(中間産物) 
cDNA (2nd Strand) 
作成→ DNA二重鎖 

 
アデニル化 

 

アダプター結合 
→PCR増幅 

 

 QCを終えたRNAを以下の流れで処理し、ショットガンライブラリーを構築した 
 RNAのインプット量、および断片化条件はQC結果に合わせて調節を行った 

インプット量：  
DV200の数値に合わせて調節 
 
断片化条件： 
Quality “Low”、”Too Degraded” については実施無し。 
Quality “High”、 “Medium” については94℃、8 minの断片化をプロトコル通りに実施 
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ショットガンライブラリーの濃縮 

-この後の濃縮反応は、混合したショットガンライブラリーを用いる 
そのため、このステップでは、200 ng ショットガンライブラリーを混合 

混合したライブラリーとビオチン化プローブを混合し、Thermal Cyclerを用いて 
95℃ > 58℃でHybridizationを実施 

ストレプトアビジンビーズを用いて、ビオチン化プローブの回収 

回収したDNAはもう一度、Hybridization・Captureを実施する（計2回）ことによ
り、高い濃縮効率が得られる 
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TruSeq RNA Accessライブラリー調製キット詳細 
FFPEサンプルのRNA解析に最適 

項目 詳細 

キャプチャー領域 コーディングエクソン 

ターゲットエクソン数 214,126 

RefSeq カバレッジ 98.3% 

RNAライブラリー方法 Stranded Coding RNA 

キットサイズ 48 サンプル、12 濃縮反応 

インデックス数 24 

ライブラリー調製時間 2.5 日 

ハンズオンタイム 11 時間 

対応シーケンスシステム イルミナシーケンサー（全て） 

プレゼンター
プレゼンテーションのノート
濃縮用プローブリスト
http://support.illumina.com/content/dam/illumina-support/documents/documentation/chemistry_documentation/samplepreps_nextera/nexterarapidcapture/nexterarapidcapture_exome_targetedregions_v1.2.txt
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出発材料 
トータルRNA 

Stranded 
RNA-Seq 
ライブラリー 

コーディング 
領域を 

キャプチャー 
（4サンプル同時）  

シーケンス データ解析 

RNA-Seqライブラリー 
200ngを使ってキャプチャー 

Rapidキャプチャー 
ワークフロー 

TruSeq Stranded Total RNA 
ワークフロー 

10 - 100 ng 
スタート 

RNA-Seqコアアプリ 

TruSeq RNA Accessワークフロー 
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BaseSpace コアアプリを使えばRNA-Seqの結果が簡単に得られる 

 

既存のRNA-Seq解析パイプラインを利用可能 

相関ヒートマップとデンドログラム 

log2 ratioで発現レベルを絞込 (1), 有意差水準 (2), 
遺伝子名 (3), 絞り込んたリストを.csv形式で出力 

1 

2 

3 

https://cloud-hoth.illumina.com/analyses/1842850?projectId=789791
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イルミナiSchoolもご活用ください！ 

講習会（中級編）；ヒトを対象としたRNA-Seq解析 
 
クラウド解析ソフトウェアBaseSpaceのTopHatとCufflinksを利用し、RNA-Seqデモデータを用いて遺伝子
発現解析、融合遺伝子の検出を実践的に学びます。 
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解析結果 
広いダイナミックレンジの中で、定量的にキャプチャー 

Tr
uS

eq
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N
A 

A
cc
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s 

50
00

万
リ
ー
ド

 

TruSeq Stranded Total RNA 
5億リード 

FFPEサンプル 
肺腫瘍／正常サンプルの発現変化 

FFPE肺癌サンプル（DV200=50）のトータルRNA 40ngからTruSeq RNA Accessライブラリー調
製キットを用いてライブラリーを調製 

 

FFPE癌サンプル 
RNA Accessキットを使ったFPKM 

繰
り
返

し
実
験

 2
 

繰り返し実験 1 

これまでの手法との比較 再現性 
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Total RNA  
2.1億リード 

TruSeq RNA 
Access 
6000万リード 

プローブ領域 

解析結果 : 融合遺伝子の検出 

• 融合遺伝子特異的なプローブをデザインする必要なし 

• 新規融合遺伝子の検出も可能 

プレゼンター
プレゼンテーションのノート
Can detect fusions with RNA Access. 

Remove Ribozero half
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利用例 
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TruSeq RNA Access 
10年前のFFPEサンプルからRNA-Seqにより新規融合遺伝子を検出 

Novel PARP14- TFE3 gene fusion in RCC 
suggested by RNA Seq results. 
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日本国内での解析例 
 
 

Sample がん 
storage  
period 

切片枚数
(≒3cm2)  

切片 
厚み 

RNA  
extraction  

Kit 
RINe DV200 

input  
RNA  
(ng) 

リード 
数 

検出した 
既知 

融合遺伝子 

Junction 
Point  

をカバー 
する 

リード数 

A 肺がん 
7.5 years  

(2008.5.1-) 3 10 um 
RNeasy- 

FFPE 
2 49.2 100 33,322,985 LRIG3-ROS1 20 リード 

プレゼンター
プレゼンテーションのノート
ROS1 : チロシンキナーゼ
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RNA Access まとめ                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                            

FFPEサンプルから抽出した Total RNA 20 ng から RNA-Seq が可能 

RINが2程度の分解したTotal RNAからライブラリー作製可能 

QCの新しい基準DV200を提案 

ライブラリー作製キットの価格はサンプルあたり28,125円 

サンプルあたり5000万リードでのシーケンスを推奨 
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その他 製品予告： TruSight RNA Pan-Cancer                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                             

重要ながんパスウェイと融合遺伝子をカバーした網羅的なパネル 

1,385 のがん関連遺伝子をターゲットとしたRNA濃縮パネル 

少量インプット、FFPEを含むすべてのサンプルタイプに対応 

融合遺伝子検出- 既知・新規融合遺伝子を検出可能 

MiSeqで1ラン8サンプルのRNAシーケンス （サンプルあたり約300万リード） 

BaseSpaceアプリで簡単解析 
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製品の使用目的は研究に限定されます。 
販売条件：www.illuminakk.co.jp/tc 
©2015 Illumina, Inc. All right reserved.  

Oncology Breakthrough 

http://www.illuminakk.co.jp/ 

次回予告 
 

Oncology ウェビナーシリーズ 第6弾：  
予定 : 1月 

「TruSight® RNA Pan-Cancer Panel」 
イルミナ株式会社  
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セッション中の注意 

音声はミュートされています 

ご質問がある場合は、WebEx の Q&A にてご入力ください 

セッションの最後に確認して、回答します 

プレゼンター
プレゼンテーションのノート
三角に隠れている場合あり
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