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FFPEサンプルからの次世代シーケンスにおける注意点 
 

– FFPEからの遺伝子解析の問題点 
– 遺伝子解析のための検体およびFFPE処理 
– DNAの品質管理 
– RNAの品質管理（RINとDV200） 

 

FFPEサンプルに対するイルミナターゲットシーケンステクノロジー 
 

– ライゲーションベースアンプリコンによるアーチファクトへの対処 
– マルチプレックスPCRによる少量DNAへの対応 
– FFPEサンプルからのRNAシーケンスの実現による断片化への対応 

内容 
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FFPEとは 
– 生検または手術により採取した組織を、ホルマリンに浸漬して固定した後、

パラフィンに包埋した組織ブロック 
 Formalin Fixation and Paraffin Embedding (FFPE)  
 ホルマリン固定パラフィン包埋 

FFPEの利用目的 
– 病理診断、病理組織標本作成 
– 遺伝子解析 

FFPEの利用価値 
– 室温または低温で長期間保存可能 
– レトロスペクティブ解析に有用 

 
 

FFPEからの遺伝子解析 
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劣化によるDNA断片化 

FFPEからの遺伝子解析の問題点 

ヌクレオチドの損傷 

加水分解反応により脱アミノ化が起こり、
シトシンがウラシルに置換 

→PCR増幅でアーチファクトなC>T変異 

D
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分

解
が
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行

 

プレゼンター
プレゼンテーションのノート
FFPE処理の過程で、DNAの断片化が起こるが、ゲルのイメージでもスメアなパターンとなっている。FFPE処理により、DNAの脱アミノ化が起こり、シトシンがウラシルに置換される。
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検体は、病理用とは別に遺伝子解析用として超低温（－70℃以下）凍結
して、断片化を防ぐ 

検体の固定前処理およびホルマリン固定処理は低温かつ短時間で行う 

組織をあらかじめ適度な厚さ（4～5mm）にして固定時間を短縮 

10%ホルマリンは室温で1時間に1㎜程度の浸透するため、大きい組織で
は固定液が浸透しやすい適度な厚さ（1～2cm）に入割して固定時間を
短縮 
短期保存 長期保存 不適切な検体 対処方法 備考 

4℃～室温で 
長期間可能 

ホルマリン固定 10%中性緩衝ホルマリン使用 
適切な固定時間・温度 
DNA断片の長さを短く設定 

• 固定時間の目安 
－手術材料：室温18～36時間 
－生検材料：室温3～6時間程度 
• 室温もしくは低温（4℃）保存 
• ブロックからの薄片組織切片

委は、RNAの質的劣化は薄片
後10日間まで認められない。 

病変部以外が多く
含まれる 

凍結組織切片作成、 
マイクロダイセクション 

検体の保存と取扱い 
 

参照：遺伝子関連検査検体品質管理マニュアル（MM5-A1）JCCL 
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ホルマリン固定による核酸の低分子化（検出DNA断片長を短く） 

ホルマリン固定によるDNA損傷（アーチファクトへの対応） 

ホルマリン固定条件の不均一性（条件の把握） 

病変細胞以外の混入（マイクロダイセクション利用） 

薄片時の検体間の相互汚染（検体ごとのミクロトーム刃交換） 

少ないDNA量（PCR反応） 

PCR反応による不正確な増幅（品質管理） 

FFPEを遺伝子解析に利用する際の注意点 
 

参照：遺伝子関連検査検体品質管理マニュアル（MM5-A1）JCCL 
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DNA 
– ゲル電気泳動 
– 分光光度計（A260/A280） 
– 既知DNA断片長のPCR増幅 
– リアルタイムPCR 

 

FFPEサンプルから抽出された核酸の品質管理 

RNA 
– ゲル電気泳動 
– RNA Integrity Number (RIN) 
– DV200 

参照：遺伝子関連検査検体品質管理マニュアル（MM5-A1）JCCL 
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RT-PCR 
⊿Cq < X.X 

リアルタイムPCRを使用したDNAの品質管理 

リアルタイムPCRを使用してFFPEサンプルから抽出したDNAがPCR増
幅可能な状態かを測定 

FFPE DNAとコントロールDNAとの増幅能の比較により、Cq値をサン
プルごとに計算し、⊿Cq値を求め、サンプル調製に使用可能かどうかを
判定 

リアルタイムPCRの測定結果に応じて、FFPE DNAの使用量を調整 

FFPE 
サンプル 

コントロール 
サンプル 
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バイオアナライザを使用したRNAの品質管理 

RNA Integrity Number (RIN) 
– バイオアナライザの電気泳動プロファイル上で、RNA の分解を以下で確認 

  (1) 28S/18S ピーク比の減少 
  (2) rRNA ピークと内部標準（lower marker）間シグナルの上昇 

– バイオアナライザのソフトウェアが自動的に rRNA のピーク （18S・
28S） を認識し、28S/18S 比を計算 
 ただし、分解が進んだ RNA 試料の評価を行なう際、rRNA ピークのベースライ

ンをマニュアル操作で調製する必要が生じる場合がある。 
 即ち、RNA の分解度評価に主観が入る場合がある。 

– RIN は泳動プロファイル全体を考慮して算出した 1 ～ 10 の数値により、
RNA を分解度で分類するソフトウェア 
 RIN ソフトウェアにより客観的な分解度評価を行うことができる上、rRNA 比に

比べて再現性が高く、RNA 濃度による影響も受けにくい。 

参照：アジレント社HP RNA Integrity Number (RIN) – RNAの品質の客観的評価 
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RINはRNA品質の優れた判定基準ではあるが、ライブラリー収量予測には不足 

 

RINとライブラリー収量の相関性 

TruSeqRNA Access LibraryPrep Guide , Part # 15049525 Rev. B <Technical Note>  
http://support.illumina.com/content/dam/illumina-support/documents/documentation/chemistry_documentation/samplepreps_truseq/truseqrnaaccess/truseq-rna-
access-library-prep-guide-15049525-b.pdf 

RIN値とライブラリー収量（濃縮前）の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://support.illumina.com/content/dam/illumina-support/documents/documentation/chemistry_documentation/samplepreps_truseq/truseqrnaaccess/truseq-rna-access-library-prep-guide-15049525-b.pdf
http://support.illumina.com/content/dam/illumina-support/documents/documentation/chemistry_documentation/samplepreps_truseq/truseqrnaaccess/truseq-rna-access-library-prep-guide-15049525-b.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 

 

ライブラリー収量と相関性の高い新たな指標 

TruSeqRNA Access LibraryPrep Guide , Part # 15049525 Rev. B <Technical Note>  
http://support.illumina.com/content/dam/illumina-support/documents/documentation/chemistry_documentation/samplepreps_truseq/truseqrnaaccess/truseq-rna-
access-library-prep-guide-15049525-b.pdf 

77％ 

55％ 

30％ 

 8％ 

http://support.illumina.com/content/dam/illumina-support/documents/documentation/chemistry_documentation/samplepreps_truseq/truseqrnaaccess/truseq-rna-access-library-prep-guide-15049525-b.pdf
http://support.illumina.com/content/dam/illumina-support/documents/documentation/chemistry_documentation/samplepreps_truseq/truseqrnaaccess/truseq-rna-access-library-prep-guide-15049525-b.pdf
http://support.illumina.com/content/dam/illumina-support/documents/documentation/chemistry_documentation/samplepreps_truseq/truseqrnaaccess/truseq-rna-access-library-prep-guide-15049525-b.pdf
http://support.illumina.com/content/dam/illumina-support/documents/documentation/chemistry_documentation/samplepreps_truseq/truseqrnaaccess/truseq-rna-access-library-prep-guide-15049525-b.pdf
http://support.illumina.com/content/dam/illumina-support/documents/documentation/chemistry_documentation/samplepreps_truseq/truseqrnaaccess/truseq-rna-access-library-prep-guide-15049525-b.pdf
http://support.illumina.com/content/dam/illumina-support/documents/documentation/chemistry_documentation/samplepreps_truseq/truseqrnaaccess/truseq-rna-access-library-prep-guide-15049525-b.pdf
http://support.illumina.com/content/dam/illumina-support/documents/documentation/chemistry_documentation/samplepreps_truseq/truseqrnaaccess/truseq-rna-access-library-prep-guide-15049525-b.pdf
http://support.illumina.com/content/dam/illumina-support/documents/documentation/chemistry_documentation/samplepreps_truseq/truseqrnaaccess/truseq-rna-access-library-prep-guide-15049525-b.pdf
http://support.illumina.com/content/dam/illumina-support/documents/documentation/chemistry_documentation/samplepreps_truseq/truseqrnaaccess/truseq-rna-access-library-prep-guide-15049525-b.pdf
http://support.illumina.com/content/dam/illumina-support/documents/documentation/chemistry_documentation/samplepreps_truseq/truseqrnaaccess/truseq-rna-access-library-prep-guide-15049525-b.pdf
http://support.illumina.com/content/dam/illumina-support/documents/documentation/chemistry_documentation/samplepreps_truseq/truseqrnaaccess/truseq-rna-access-library-prep-guide-15049525-b.pdf
http://support.illumina.com/content/dam/illumina-support/documents/documentation/chemistry_documentation/samplepreps_truseq/truseqrnaaccess/truseq-rna-access-library-prep-guide-15049525-b.pdf
http://support.illumina.com/content/dam/illumina-support/documents/documentation/chemistry_documentation/samplepreps_truseq/truseqrnaaccess/truseq-rna-access-library-prep-guide-15049525-b.pdf
http://support.illumina.com/content/dam/illumina-support/documents/documentation/chemistry_documentation/samplepreps_truseq/truseqrnaaccess/truseq-rna-access-library-prep-guide-15049525-b.pdf
http://support.illumina.com/content/dam/illumina-support/documents/documentation/chemistry_documentation/samplepreps_truseq/truseqrnaaccess/truseq-rna-access-library-prep-guide-15049525-b.pdf
http://support.illumina.com/content/dam/illumina-support/documents/documentation/chemistry_documentation/samplepreps_truseq/truseqrnaaccess/truseq-rna-access-library-prep-guide-15049525-b.pdf
http://support.illumina.com/content/dam/illumina-support/documents/documentation/chemistry_documentation/samplepreps_truseq/truseqrnaaccess/truseq-rna-access-library-prep-guide-15049525-b.pdf
http://support.illumina.com/content/dam/illumina-support/documents/documentation/chemistry_documentation/samplepreps_truseq/truseqrnaaccess/truseq-rna-access-library-prep-guide-15049525-b.pdf
http://support.illumina.com/content/dam/illumina-support/documents/documentation/chemistry_documentation/samplepreps_truseq/truseqrnaaccess/truseq-rna-access-library-prep-guide-15049525-b.pdf
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高い相関性が見られ、ライブラリー収量予測に有用 

DV200とライブラリー収量の相関性 
 

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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DV200に基づくRNAインプット量の決定 

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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アーチファクト
への対処 

断片化へ
の対応 

少量の
DNA 

FFPEからの遺伝子解析の課題 
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イルミナ癌パネルラインナップ（FFPE対応） 

  TruSight Tumor 
(26 genes) 

TruSight Cancer  
Hotspot Panel 

TruSeq Custom 
Amplicon Low Input 

TruSight Tumor 
(15 genes) 

用途 Somatic mutation detection in 
solid tumors 

Somatic mutational hotspots in 
a broad spectrum of cancers 

Somatic mutational detection 
in a broad spectrum of cancers 

Somatic mutational hotspots 
in specific cancers 

製品番号 FC-130-2001/ TG-130-2001 FC-135-2002, FC-135-2001 (& FC-
121-9999 for FFPE QC) 

FC-134-2001, FC-134-2002 (& FC-
121-9999 for FFPE QC) OP-101-1001, OP-101-1002 

手法 Amplicon (double stranded) Amplicon Amplicon Multiplex PCR 

ターゲットサイズ 21kb (174 amplicons, 26 genes) >35kb (212 amplicons, 48 genes) (16 - 1536 amplicons) 44kb (250 amplicons, 15 genes) 

DNA 量 30 - 300ng 10ng~ 10ng~ 20ng 

FFPE 対応 Yes Yes Yes Yes 

リード長 2x121bp 2x150bp 2x150bp 2x150bp 

カバレッジ At least 1000x per amplicon ~1000x average coverage ~1000x average coverage At least 500x per amplicon 

キットサイズ 48 samples 16, 96 samples 16, 96 samples 24 samples 

対応機種/ 
サンプル数 

MiSeq: 6 samples 
NextSeq: 34 samples /48 samples 
HiSeq: 48 samples 

MiSeq: up to 96 samples  
NextSeq: up to 96 samples  
HiSeq: up to 96 samples  

MiSeq: up to 96 samples  
NextSeq: up to 96 samples  
HiSeq: up to 96 samples  

MiSeq: 8 samples 
 
 

アライメント/ 
バリアントコール 

MiSeq Reporter with Amplicon - DS 
workflow; AmpliconDS for HAS  
AmpliconDS 

MiSeq Reporter with  
Somatic Variant Caller 
BaseSpace App TruSeq Amplicon 

MiSeq Reporter with  
Somatic Variant Caller 
BaseSpace App TruSeq Amplicon 

MiSeq Reporter 
Predifined Report 

フィルタリング/ 
アノテーション 

VariantStudio VariantStudio BaseSpace App / Onsite VariantStudio 

固形腫瘍 腫瘍全般 固形腫瘍 カスタム 

プレゼンター
プレゼンテーションのノート
TruSight Tumor plus TruSight Myeloid provide a portfolio that covers solid and liquid tumors




16 

FFPEサンプルからの次世代シーケンスにおける注意点 
 

– FFPEからの遺伝子解析の問題点 
– 遺伝子解析のための検体およびFFPE処理 
– DNAの品質管理 
– RNAの品質管理（RINとDV200） 

 

FFPEサンプルに対するイルミナターゲットシーケンステクノロジー 
 

– ライゲーションベースアンプリコンによるアーチファクトへの対処 
– マルチプレックスPCRによる少量DNAへの対応 
– FFPEサンプルからのRNAシーケンスの実現による断片化への対応 

内容 
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ライゲーションベースアンプリコンによる 
アーチファクトへの対処 
 
TruSight Tumor (26 genes) 
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特長: 

マイナーアレルを高精度に検出 

FFPEサンプルに最適化 

固形腫瘍に由来するコンテンツで高いカ
バレッジを実現 

TruSight Tumor (26 genes) 
腫瘍の治療応答性と抵抗性に関連する低頻度の体細胞変異を検出 

175ヶ所のエクソン領域に存在する

変異検出が一度に可能になり体細胞
変異解析を高速化 

マイナーアレル頻度5％以下の体細
胞変異の解析が可能な精度を実現 
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特長: 

マイナーアレルを高精度に検出 

FFPEサンプルに最適化 

固形腫瘍に由来するコンテンツで高いカ
バレッジを実現 

TruSight Tumor (26 genes) 
腫瘍の治療応答性と抵抗性に関連する低頻度の体細胞変異を検出 

エクソン領域全体をカバー 
– CAP と NCCNガイドラインと後期臨床

試験から選抜したコンテンツを採用 

 

 

• CAP（College of American Pathologists：米国臨床病
理医協会）臨床検査施設の精度管理面で世界的権威 

• NCCN（National Comprehensive Cancer Network：米
国総合癌センターネットワーク）全米を代表とする 21 
のがんセンターで結成されたガイドライン策定組織 
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特長: 

マイナーアレルを高精度に検出 

FFPEサンプルに最適化 

固形腫瘍に由来するコンテンツで高いカ
バレッジを実現 

TruSight Tumor (26 genes) 
腫瘍の治療応答性と抵抗性に関連する低頻度の体細胞変異を検出 

損傷したサンプルから最少のDNA
スタート量で正確なベースコールを
可能にする優れたサンプル成功率 
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TruSight Tumor (26 genes) 
業界推奨および新規追加コンテンツから構成される26遺伝子 

AKT1 CDH1 FBXW7 GNAS MET PTEN 

ALK CTNNB1 FGFR2 KIT MSH6 SMAD4 
APC EGFR FOXL2 KRAS NRAS SRC 
BRAF ERBB2 GNAQ MAP2K1 PDGFRA STK11 

PIK3CA TP53 

26 遺伝子は固形腫瘍にフォーカス 

コンテンツは医療現場からの情報を元に注意深く選抜 
 

• NCCN と CAP の推奨遺伝子 
• バリアントを含むエクソン全体をカバー 
• エクソンはp53のような癌抑制遺伝子をカバー 

対象とする癌および組織タイプ 
  肺、大腸、メラノーマ、胃、卵巣 
  固形腫瘍（白血病/リンパ腫ではない） 
 
エクソン全体をカバー（特定のバリアント部分だけではない） 
  26 遺伝子に含まれる82 エクソン, 175 アンプリコン 

プレゼンター
プレゼンテーションのノート
Content 
Targets genes implicated in treatment decisions, often with actionable results
NCCN - National Comprehensive Cancer Network
  Guidelines for cancer treatment, including actions around gene mutation 
CAP – college of American Pathologist 

Solid tumors only, not leukemia/lymphoma
Specific Cancer/ Tissue types emphasized
lung, colon, melanoma, gastric, ovarian
Targets genes implicated in treatment decisions, potentially actionable results
High value for customers
Coverage of entire exons, not just specific mutation positions
82 exons from 26 genes, 14kb of reported exonic sequence (vs. 9.5kb in TSACP)
1000x minimum coverage for ALL amplicons
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TruSight Tumor (26 genes) 
組織タイプによってアレンジされた26遺伝子 

肺癌 大腸癌 メラノーマ 胃癌 卵巣癌 

EGFR KRAS KRAS BRAF BRAF KIT KIT PDGFRA 

AKT1 PIK3CA AKT1 PIK3CA GNAQ KRAS AKT1 FGFR2 AKT1 ERBB2 

ALK PTEN APC PTEN MAP2K1 NRAS PIK3CA p53 PTEN p53 

BRAF p53 CTNNB1 SRC PIK3CA PTEN 

CTNNB1 MAP2K1 EGFR p53 

MET NRAS FBXW7 MET 

NRAS 

業
界

ガ
イ
ド

ラ
イ
ン

 
新

規
ま
た
は
臨
床
試
験

  

プレゼンター
プレゼンテーションのノート
Content Carefully Selected from Industry Sources
NCCN and CAP recommended genes
Late phase clinical trials 
Coverage of exonic regions containing variation
Each exon covered in tumor suppressor genes like p53
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ホットスポットだけでなく関連性の高い領域を幅広くカバー 
COSMICデータベースで変異が登録されている領域が含まれるエクソン全体 

E19 E18 E20 E21 EGFR 

  アンプリコン領域 
  エクソン領域 

P53 E2 E1 E3 E4 

KRAS 

PIK3CA 

PTEN 

NRAS 

E5 E6 E7 E8 E9 E10 E11 

E2 E1 E3 E4 E5 E6 E7 E8 E9 

E2 E1 E3 E4 

E2 E1 E3 E4 

E1 E2 E7 E9 E20 

プレゼンター
プレゼンテーションのノート
Look beyond hot spots with 175 amplicons tiled over 82 exons in 26 genes involved in solid tumor progression, prognosis and targeted therapy for a more comprehensive view of molecular variation. 
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ライゲーションベースアンプリコン 

プローブの 
ハイブリダイゼーション 

PCR増幅 

伸長とライゲーション 
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劣化によるDNA断片化 

FFPEからの遺伝子解析の問題点 

ヌクレオチドの損傷 

加水分解反応により脱アミノ化が起こり、
シトシンがウラシルに置換 

→PCR増幅でアーチファクトなC>T変異 

D
N

A
鎖

の
分

解
が

進
行

 

プレゼンター
プレゼンテーションのノート
FFPE処理の過程で、DNAの断片化が起こるが、ゲルのイメージでもスメアなパターンとなっている。FFPE処理により、DNAの脱アミノ化が起こり、シトシンがウラシルに置換される。
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フォワードのみ(脱アミノ塩基) 

フォワード鎖 
ターゲット 

伸長、ライゲーション 

伸長 / ライゲーション 

*C 
P 

A リバース鎖 

5’ 3’ 

フォワード鎖由来のPCR産物 

A 
T 

PCR 増幅 

G 
P 

C 

5’ 3’ 

リバース鎖由来のPCR産物 

G 
C 

リバースのみ (未修飾塩基) 
ターゲット 

アーチファクトへの対処 
二本鎖を別々にアッセイ（Dual stranded Assay） 

ストランド毎にインデックスした 
ライブラリーをプール  

インデックスのデマルチプレックス 
リードのアラインメント 

両方のストランドで体細胞変異をコール 

両方のストランドで見つかったものだけを 
真のバリアントとして採用 

PCR 増幅 

補足  
各サンプル、1ランで２種類のTruSight Tumor Oligo Panel (FPA、およびFPB) で解析を実施する必要がある（1サンプルあたり2ライブラリーを使用）。 
MiSeq Reporterで適切に解析を実施するためには、1サンプル (2ライブラリー) を同じフローセル上で解析する必要がある。 

プレゼンター
プレゼンテーションのノート
CがUに置換されると、伸長反応でA/TのPCR産物ができる。リバースは、Gに対して、G/CのPCR産物ができ、両方のストランドで一致しないので、FFPEによる損傷と判断できる。
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バリアントコールの改善 

リ
バ

ー
ス

鎖
由

来
の

変
異

頻
度

 

フォワード鎖由来の変異頻度 

• 感度を向上 （ 低頻度変異の検出）するには？ → ディープシーケンス 
• 精度を向上 （偽陽性の低減）させるには？   → ストランド別に分けてシーケンスして比較 

10%以上のコールは、
両鎖でほぼ一致 

10%以下では、
未コールを低減 
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遺伝子名 検証済みの変異 参照配列 実際の配列 変異タイプ 頻度 

BRAF V600K AC TT Dinucleotide  76.1% 

BRAF V600E A T SNP 2.9% 

BRAF V600M C T SNP 3.25% 

EGFR E746_A750del  AGGAATTAAGAGAAGC  A Deletion 4.6% 

EGFR L747_S752del_insV GAATTAAGAGAAGCAACATC GT In/Del 18% 

EGFR delE746_S752insV  GAATTAAGAGAAGCAACATC  GT In/Del 60.4% 

EGFR delL747_T751insP  ATTAAGAGAAGCAA  AC In/Del 37.5 

EGFR L858R T G SNP 2.2% 

KIT S501insAY C CTGCCTA Insertion 32.5% 

KIT V559del GGTT G Deletion 27.5% 

KRAS G12D C T SNP 4.9% 

KRAS G13D C T SNP 10.3% 

KRAS D173D A G SNP 16.5% 

PDGFRA D842_D845del   AGACATCATGCAT   A Deletion 36% 

PIK3CA E545K G A SNP 4.2% 

確認されたバリアント 
FFPEサンプル 
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TruSight Tumor (26 genes) ワークフロー 
  1日目 2日目 3日目   

10:00   
  
  

Removal of Unbound  
Oligos 

  10:00 
10:10   

  
  

 MiSeq Run (2x121 
cycles, ~20hr) 

 

10:10 
10:20 10:20 
10:30 10:30 
10:40 10:40 
10:50 10:50 
11:00 

Extension-Ligation  
 

11:00 
11:10 11:10 
11:20 11:20 
11:30 

Incubate for 45 min 
at 37℃ (Air Oven) 

11:30 
11:40 11:40 
11:50 11:50 
12:00 

PCR Amplification 
 

12:00 
12:10 12:10 
12:20 12:20 
12:30 12:30 
12:40 

PCR 

12:40 
12:50 12:50 
13:00 

Start (Lab set up) 

Data Check 

13:00 
13:10 13:10 
13:20 13:20 
13:30 OHS3 試薬の 

解凍 
 

PCR Clean-Up 13:30 
13:40 13:40 
13:50 13:50 
14:00 14:00 
14:10 Library 

Quantification 
 

14:10 
14:20 14:20 
14:30 14:30 
14:40 MiSeq 試薬準備 14:40 
14:50 14:50 
15:00 

Library 
Normalization 

15:00 
15:10 Hybridization of  

Oligo Pool 
  15:10 

15:20   15:20 
15:30   15:30 
15:40   15:40 
15:50 Incubate for 

 14 ~ 18 hr   
 

@95℃->40℃  
(Heat block) 

 

Library Denaturing 
and Pooling 

  15:50 
16:00   16:00 
16:10   16:10 
16:20   16:20 
16:30 

MiSeq Run (2x121 
cycles, ~20hr) 

  16:30 
16:40   16:40 
16:50   16:50 
17:00   17:00 

Pre-PCRエリア
での実験作業 

Post-PCRエリ
アでの実験作業 

反応中あるい
は待ち時間 

←実験の安全なストップポイント 
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製品情報 

カタログ番号 製品名 キット価格（円） サンプルあたり 

FC-130-2001 
 

TruSight Tumor 
(48 Samples) 

 ¥1,130,000 
 

¥23,542 
 

別途、TruSeq Custom Amplicon Index Kit も要購入 
カタログ番号：FC-130-1003 、キット価格：178,000円 

7000xカバレッジ、121PE推奨（175アンプリコン） 1サンプル2ライブラリー必要 
  MiSeq NextSeq 500 HiSeq 2500 
  V3 中出力 高出力 Rapid 
クラスター数 25M 130M 400M 300M 
フローセルあたりのサンプル数 6 34 48 48 

フローセルあたりのコスト ¥401,250 ¥1,081,417 ¥1,850,000 ¥1,784,000 

サンプルあたりのコスト ¥66,875 ¥31,806 ¥38,542 ¥37,167 
*index数に
よる制限 
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キャンペーン情報 

カタログ番号 製品名 キット価格（円） サンプルあたり 

FC-130-2001 
 

TruSight Tumor 
(48 Samples) 

 ¥1,130,000 
 →¥813,600 

    ¥23,542 
→¥16,950 

12/11（金）まで 
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少量のDNAへの対応 
 
TruSight Tumor （15 genes） 
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TruSight Tumor (15 Genes) 

G
a
s
tr
ic

 

15の癌関連遺伝子の関連領域をターゲット   
– NCCN (National Comprehensive Cancer Network), 

ESMO (European Society for Medical Oncology), KOLs, 
トップ製薬企業がコンテンツを決定 

サンプルから結果までをサポート 
– 詳細なQCステップと定型化されたバリアント

レポート 

Oncologyのニーズに合ったワークフロー  
– 少ないFFPEサンプルインプット量 (20ng) と

短いTAT (~36時間) 

高感度、高い信頼性でバリアントを検出 
– 500x 以上のカバレッジで、5%のアリル頻度の

体細胞変異を同定 
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個々の繰り返し試験を置き換えることができるフォーカスした遺伝子コンテンツ 
業界ガイダンス(NCCN, ESMO)、KOL、製薬企業とともに遺伝子コンテンツを決定 
最適化されたワークフローで、サンプルからデータ解析までを包括的にサポート  
固形癌と関連のある体細胞変異を高感度に検出 
分解したFFPE組織サンプルからでも少ないインプット量に最適化済み 

TruSight Tumor Panel (15 Genes) 
遺伝子コンテンツ 

コンテンツ 
AKT1 GNA11 NRAS 

BRAF GNAQ PDGFRA 

EGFR KIT PIK3CA 

ERBB2 KRAS RET 

FOXL2 MET TP53 

特長 
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TruSight Tumor Panel (15 Genes) 
 

パネルサイズ 44 kb  

コンテンツ 250 アンプリコン  

アンプリコンサイズ 平均 ~150–175 bp  

DNA インプット量 20 ng 

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 システム）  

シーケンスラン 151 × 2 bp  

スループット 8 サンプル 

変異頻度 5% 

カバレッジ ≥ 93.5% の塩基が > 500× のカバレッジを実現  

製品仕様 
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少量のDNAへの対応 
FFPEサンプル 

R² = 0.96 

0%

5%

10%

15%

20%

25%

30%

0% 5% 10
%

15
%

20
%

25
%

30
%

O
bs

er
ve

d 
M

A
F 

Expected MAF 

Sample @ 1 ng input 

R² = 0.96 
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Expected MAF 

Sample @ 10 ng input 

FFPEサンプルからの1ngのDNAから5%のバリアント検出 

For Research Use Only. Not for use in diagnostic procedures.  

 

プレゼンター
プレゼンテーションのノート
No drop outs in minor allele frequencies in FFPE samples
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TruSight Tumor Panel (15 Genes) 
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  
 

MSR 

定型レポート 

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 

組織の必要条件 

抽出・DNA定量の
推奨方法 

Sample FFPE  
Specimens 
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結果のレポート 
定型レポートによりバリアントコールを誰でも簡単に 

シンプルかつユーザーフレ
ンドリーなサンプルから結
果までのソリューション 

誰でも簡単に操作できる 
自動のソリューション 

 

効率的な固定化された 
バリアントフィルタリング

と分類 

プレゼンター
プレゼンテーションのノート
Don’t use PRAXIS in final image
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レポートのソリューション 
VariantStudio 

 
• VariantStudioを用いて、既定レポートに追加してフィルタリングの実施が可能 
• VCFファイルからカスタムのレポート作成が可能 

 

ユーザーによるフィルタリング 
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製品情報 

カタログ番号 製品名 キット価格（円） サンプルあたり 

OP-101-1001 
 

TruSight Tumor Kit  
(15 Genes)  

¥749,000 
 

¥31,208 
（トータルコスト） 

OP-101-1002 
 

TruSight Tumor Panel  
(15 Genes)  

¥450,000 
 

18,750円 
(ライブラリーのみ) 

500xカバレッジ、150PE推奨（250アンプリコン） 
  MiSeq 
  V3 
クラスター数 25M 
フローセルあたりのサンプル数 8 

フローセルあたりのコスト ¥249,667 

サンプルあたりのコスト ¥31,208 

日本癌学会学術総会：初日 10/8（木）販売開始 
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イルミナ癌パネルラインナップ（FFPE対応） 

  TruSight Tumor 
(26 genes) 

TruSight Cancer  
Hotspot Panel 

TruSeq Custom 
Amplicon Low Input 

TruSight Tumor 
(15 genes) 

用途 Somatic mutation detection in 
solid tumors 

Somatic mutational hotspots in 
a broad spectrum of cancers 

Somatic mutational detection 
in a broad spectrum of cancers 

Somatic mutational hotspots 
in specific cancers 

製品番号 FC-130-2001/ TG-130-2001 FC-135-2002, FC-135-2001 (& FC-
121-9999 for FFPE QC) 

FC-134-2001, FC-134-2002 (& FC-
121-9999 for FFPE QC) OP-101-1001, OP-101-1002 

手法 Amplicon (double stranded) Amplicon Amplicon Multiplex PCR 

ターゲットサイズ 21kb (174 amplicons, 26 genes) >35kb (212 amplicons, 48 genes) (16 - 1536 amplicons) 44kb (250 amplicons, 15 genes) 

DNA 量 30 - 300ng 10ng~ 10ng~ 20ng 

FFPE 対応 Yes Yes Yes Yes 

リード長 2x121bp 2x150bp 2x150bp 2x150bp 

カバレッジ At least 1000x per amplicon ~1000x average coverage ~1000x average coverage At least 500x per amplicon 

キットサイズ 48 samples 16, 96 samples 16, 96 samples 24 samples 

対応機種/ 
サンプル数 

MiSeq: 6 samples 
NextSeq: 34 samples /48 samples 
HiSeq: 48 samples 

MiSeq: up to 96 samples  
NextSeq: up to 96 samples  
HiSeq: up to 96 samples  

MiSeq: up to 96 samples  
NextSeq: up to 96 samples  
HiSeq: up to 96 samples  

MiSeq: 8 samples 
 
 

アライメント/ 
バリアントコール 

MiSeq Reporter with Amplicon - DS 
workflow; AmpliconDS for HAS  
AmpliconDS 

MiSeq Reporter with  
Somatic Variant Caller 
BaseSpace App TruSeq Amplicon 

MiSeq Reporter with  
Somatic Variant Caller 
BaseSpace App TruSeq Amplicon 

MiSeq Reporter 
Predifined Report 

フィルタリング/ 
アノテーション 

VariantStudio VariantStudio BaseSpace App / Onsite VariantStudio 

固形腫瘍 腫瘍全般 固形腫瘍 カスタム 

プレゼンター
プレゼンテーションのノート
TruSight Tumor plus TruSight Myeloid provide a portfolio that covers solid and liquid tumors
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断片化への対応 
 
TruSeq RNA Access 
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パラフィンブロックの中には莫大な量の価値ある
データが埋もれているが・・・ 

– FFPE由来のDNAは、ホルマリン固定の過程で断片
化されたり化学的に修飾されたりする 

– FFPE由来のRNAも、断片化が進んでおり、一般的
poly Aを利用したキャプチャーによるRNAシーケン
スの手法を用いることができない 

 

 
FFPE Fresh/Frozen 

FFPEからの遺伝子解析の問題点 
 
 

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からのRNAシーケンスの課題 

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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RNAシーケンスの実験デザイン 

サンプルあたりのコスト: 

遺伝子発現 
解析 

 
35bp x 1 
50bp x 1 

 
遺伝子発現差 
解析、 

典型的な遺伝子発現 
プロファイリング解析 

 
75bp x1, 75bp 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 

 
75bp〜125bp x2 

 
アノテーション、 
詳細なトランスリプ
トーム解析、 
新規トランスクリプ
トーム発見、 

1000万 2000万 3000万 4000万 5000万 6000万 ・・・2億  
(リード数) 

FFPE
で、 

新規探索 
 

75bp〜
125bp x2 

 
新規発
見、 

ncRNA、 

MiSeq  
NextSeq 

HiSeq 

TruSeq stranded mRNA,  TruSeq RNA v2 … 

TruSeq stranded Total RNA,  Script Seq Complete … 
キット 

装置 

プレゼンター
プレゼンテーションのノート
少ないリード数 & 低コスト vs. 多いリード数 & 豊富な情報
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
https://my.illumina.com/MyIllumina/Bulletin/w34LqcyMnEu6GKjli8cJUw/considerations-for-rna-seq-read-length-and-coverag





46 

FFPEからのRNAシーケンスの実現 
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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FFPEからのRNAシーケンスの実験デザイン 
サンプルあたりのコスト: 

FFPEから転写産物の解析 
(RNA Accessでコスト効率良く実施) 

 
75bp〜125bp x2 

 
アノテーション、 
詳細なトランスリプトーム解析、 
新規トランスクリプトーム発見、 

3000万 5000万 7000万 9000万 1億 1億5000万 ・・・2億  
(リード数) 

FFPEから新規探索 
(TruSeq Total RNAと多数のリード

数で実施） 
 

75bp〜125bp x2 
 

新規発見、 
ncRNA、 

MiSeq  
NextSeq 

HiSeq 

TruSeq stranded Total RNA,   
Script Seq Complete … キット： 

装置： 

TruSeq RNA Access 非対応 

1億リード未満ではデータ不足 

プレゼンター
プレゼンテーションのノート
少ないリード数 & 低コスト vs. 多いリード数 & 豊富な情報
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
https://my.illumina.com/MyIllumina/Bulletin/w34LqcyMnEu6GKjli8cJUw/considerations-for-rna-seq-read-length-and-coverag
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特長: 

ヒトのトランスクリプトームの内
コーディング領域だけを濃縮する
ことで、シーケンス量をそれほど必
要としない 

 

FFPEサンプルを含む劣化したサン
プルの解析に最適 

 

トータルRNAわずか10ng（FFPEサ
ンプルでは20ng）からスタート 

TruSeq RNA Accessライブラリー調製キット 
FFPEサンプルからの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） 

 



49 

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 
– 通常のStranded Total RNAはRIN値4以上が必要 

 

TruSeq RNA Accessライブラリー調製キット 
FFPEサンプルからのRNA解析に最適 

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 

分解していてもDV200値が十分であれば、 
20ngからライブラリーが調製可能  

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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RNAの分解度と対応ライブリー調製キット 

Stranded mRNA,   
TruSeq RNA v2 

TruSeq stranded Total RNA 対応 
キット 

RIN値： 
0 2 4 8 10 

TruSeq RNA Access 

 TruSeq Stranded mRNA、TruSeq RNA v2は分解度合いの軽い(RIN >8) RNAに対応 

 TruSeq Stranded Total RNAは中程度の分解度合い (RIN >4) のRNAまで対応 

 TruSeq RNA Access*は分解が進んだ (RIN ~2) のRNAまで対応 

*FFPEではない、分解したヒトRNAに対しても利用可能 
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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 

 

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 Rapid 高出力 

TruSeq Total RNA (FFPE) 
mRNA 

& 
ncRNA 

>2億 1 4 3 20 

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

TruSeq RNA Accessのメリット 

各プラットフォームごとのサンプル数 
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RNAライブラリー調製の違いによるデータ比較 

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 

コーディング領域（mRNA） 
だけを効率よくシーケンス 
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広いダイナミックレンジで、定量的にキャプチャー 
Tr

uS
eq

 R
N

A 
A

cc
es

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 

融合遺伝子の検出も可能 

• 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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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 
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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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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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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 

フローセルあたりのサンプル数 1 5 16 12 80 

フローセルあたりのコスト ¥177,125 ¥316,625 ¥900,000 ¥844,500 ¥4,363,000 

サンプルあたりのコスト ¥177,125 ¥63,325 ¥56,250 ¥70,375 ¥54,538 

製品情報 
TruSeq RNA Access  

カタログ番号 製品名 価格 サンプル単価 

RS-301-2001 TruSeq RNA Access Library Prep Kit 
 - Set  A  (48 samples, 12 indexes) ¥1,350,000 ¥28,125 

RS-301-2002 TruSeq RNA Access Library Prep Kit 
- Set B  (48 samples, 12 indexes) ¥1,350,000 ¥28,125 
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キャンペーン情報情報 
TruSeq RNA Access  

カタログ番号 製品名 価格 サンプル単価 

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

¥1,350,000 
→¥972,000 

    ¥28,125 
→¥20,250 

RS-301-2002 TruSeq RNA Access Library Prep Kit 
- Set B  (48 samples, 12 indexes) 

¥1,350,000 
→¥972,000 

 ¥28,125 
→¥20,250 

12/11（金）まで 
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FFPEサンプルからの次世代シーケンスにおける注意点 
 

– FFPEからの遺伝子解析の問題点 
– 遺伝子解析のための検体およびFFPE処理 
– DNAの品質管理 
– RNAの品質管理（RINとDV200） 

 

FFPEサンプルに対するイルミナターゲットシーケンステクノロジー 
 

– ライゲーションベースアンプリコンによるアーチファクトへの対処 
– マルチプレックスPCRによる少量DNAへの対応 
– FFPEサンプルからのRNAシーケンスの実現による断片化への対応 

内容 
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イルミナiSchool 
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www.illuminakk.co.jp/webinar 

 

今回のセッションの録画版 

http://www.illuminakk.co.jp/webinar
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ご参加ありがとうございました。 
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