
トランスクリプトームアセンブリーにおいて、 
三分の一のコストで同等の高品質を達成
NovaSeq 6000 SP Reagent Kit（500 Cycles）とHiSeq Rapid Kit v2（500 Cycles）の比較

はじめに
次世代シーケンサーは、生物種を問わずゲノム、トランスクリプトーム
解析を実施するために必須のツールとなっている。イルミナ次世代シー
ケンサーに使われている SBSテクノロジーは、今日に至るまで様々 
な改良がなされ、最新の NovaSeq 6000システム（カタログ番号
20012850）は、1ランで最大 60億塩基（6 Tb）にもおよぶデータ
出力を可能にし、飛躍的にGbあたりのコストを削減した。またデータ量、
リード長の両方で豊富な試薬ラインナップで目的にあったスループット
を実現する。

今回、理化学研究所 生命機能科学研究センター 分子配列比較 
解析チーム（工樂樹洋チームリーダー）の西村理先生らのご協力の 
もと、NovaSeq 6000システム対応試薬として新たにリリース 
されたNovaSeq 6000 SP Reagent Kit（500 Cycles）（カタログ番号
20029137）の、多様な生物種での de novoトランスクリプトームアセン
ブリーにおける有用性の検証を行った。また本キットの性能が実績ある
HiSeqシステムより遜色ないことを確認するため、2機種を用いて同一
ライブラリーから塩基配列情報を取得し、比較した。

実験方法

4種の脊椎動物（図 1）から抽出された Total RNAを、TruSeq Stranded 
mRNA Library Prep kit（カタログ番号 20020594および 20020595）
を用いて調製した。de novoアセンブリーに有利な長いインサートを持
つライブラリーを作製するために最適化した条件を用いて断片化を実施
した 1。また西村先生が独自に開発した iMaster、iLikeツールを用いて、
マルチプレックスにおけるインデックス配列の塩基組成、及びユニーク
さが確認された 2。ライブラリーのサイズ分布を確認した後、HiSeq 
1500システムおよびNovaSeq 6000システムの両方で、251 bp × 2
の条件でシーケンスを実施した。得られた NovaSeqからのリードを
Trinityプログラムを用いてアセンブルし 3、Corsetを用いてクラスタリン
グを行った後、網羅性評価のためのウェブサーバ gVolanteを用いて一
般に種間で保存されているオーソログのカバー率を比較した（図 2）。
最後にNovaSeqとHiSeqそれぞれの 10 Mリードペアを de novoア
センブリーによって得られたコンティグにマッピングし、結果を比較した。

結果

• ライブラリーのインサート長とリード長
今回、TruSeq Stranded mRNA Library Prep kitの標準プロトコー
ルに基づいて調製した場合より長い約 400 bpのインサートを持つ、
トータル DNA分子長約 500 bpのライブラリーを調製した（図 3）。
ペアエンドリードのピークの配列長はHiSeq、NovaSeq共に 318 bp
であり、長いインサートを持つライブラリの特徴を反映していること、
HiSeqとNovaSeqで相違がないことが確認された。

図 1：生物種の一例。左：ソメワケササクレヤモリ、右：イヌザメ。

図 2：解析ワークフロー
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図 3： Agilent TapeStationによるライブラリーのサイズ分布の 
確認結果例（サンプルＢ）
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お客様の声
今回、リード長とライブラリのインサート長との調和、マルチプレックスにおける堅牢性、そして、アセンブリ結果の多角的な評
価を意識することにより、期待されるクオリティのトランスクリプトームアセンブリを得ることができた。トランスクリプトームの 
de novo アセンブリの手段は既に定着し、改善の余地はほとんどないように思われているかもしれないが、すでに実績のあるハ
イスループットなショートリード取得を、従来のシーケンサーを用いた場合よりも、さらに格段に安価で実施できることは大きな魅
力である。このアドバンテージは、多検体のメタバ―コーディングや高速 SNP取得、そして、他のプラットフォームと組み合わ
せることにより全ゲノムシークエンス等の多様な NGS解析の敷居を下げることになるだろう。

• NovaSeqの塩基ごとのQuality Value（QV値）
FastQCによるQuality Value（QV値）の評価では、
長いリード長条件下でのシーケンスでも、NovaSeq
のデータはシークエンス後半のクオリティの低下が少
なく、4サンプル共通して良好な結果を示した（図 4）。

• アセンブリー結果と遺伝子網羅性の確認
de novoアセンブリー後クラスタリングを行った結果、
期待される平均コンティグ長、およびN50長を持つ
コンティグ配列群が得られた。またどの脊椎動物にも
単一コピー存在すると期待されるオーソログの網羅性
を基準としてこれらのアセンブリーの完成度を評価し
た結果 3、いずれのライブラリーでも検出されなかっ
た遺伝子の数が非常に少なく、網羅性の高いアセン
ブリーが得られている事が確認できた（表 1）。

• HiSeqとNovaSeqの比較
低クオリティ領域とアダプター配列を除去した 10 M
リードペアをCorsetプログラムで処理した後のコン
ティグにマッピングした。両者共、高いマップ率を示
したが、いずれのライブラリーでもHiSeqのマップ率
がわずかに高く（表 2）、機種によるシーケンスのクオ
リティ算出方法の差 4が反映されていると考えられる。
コストについては、NovaSeq 6000 SP Reagent Kit
（500 Cycles）を用いた場合 Gbあたりの費用が約
2300円、HiSeqを用いた場合約 7400円であり、
約三分の一のコストで同量のデータ量が得られる。

表 2：NovaSeqとHiSeqでのマップ率の比較

マップ率（%）
サンプル A サンプル B サンプル C サンプル D

NovaSeq 91.52 92.84 93.68 90.85
HiSeq 92.74 93.97 94.40 91.39

表 1：gVolanteによる 4サンプルの遺伝子網羅性確認結果

サンプル パイプ 
ライン

オーソログ 
セット

ほぼ完全長が 
検出されたオーソ 
ログの割合（%）

全体の一部のみが
検出されたオーソ 
ログの割合（%）

検出されなかった
オーソログの割合

（%）

A
CEGMA CVG 97.0 99.1 0.9
BUSCO2 BUSCO Vertebrate 96.3 97.8 2.2

B
CEGMA CVG 95.3 97.9 2.1
BUSCO2 BUSCO Vertebrate 95.9 97.8 2.2

C
CEGMA CVG 98.7 99.6 0.4
BUSCO2 BUSCO Vertebrate 97.3 98.6 1.4

D
CEGMA CVG 94.0 100.0 0.0
BUSCO2 BUSCO Vertebrate 95.8 99.4 0.6

図 4： FastQCによる塩基ごとのQuality Value（QV値）の確認結果例
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