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! 癌研究と次世代シーケンサー 

! TruSeq Amplicon Cancer Panel 

本日の内容	
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癌研究と次世代シーケンサー	
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癌におけるDriver Mutation（変異）は年々明らかになっている 
	


Pao W, Girard N. New driver mutations in non-small-cell lung cancer. Lancet Oncol 2011; 12(2):175-. 180. 51.	


非小細胞肺がんにおける driver mutations 
のレビュー 
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! 更に明らかになる肺がんの分子メカニズム 
Nature Medicine 2012年3月号 

! News and Views 
–  Chipping away at the lung cancer 

genome - pp349 – 351 

! Brief Communications 
–  KIF5B-RET fusions in lung 

adenocarcinoma - pp375 – 377 
–  RET, ROS1 and ALK fusions in lung 

cancer - pp378 – 381 
–  Identification of new ALK and RET gene 

fusions from colorectal and lung cancer 
biopsies - pp382 - 384 

次世代シーケンサーがこの流れをさらに加速	
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癌研究における次世代シーケンサーの使い分け	


大型 
次世代シーケンサー 

スループット	


解析時間	


デスクトップ型 
次世代シーケンサー 

癌の原因変異 & マーカー探索 
•  融合遺伝子 
•  １塩基変異 
•  コピー数 
•  転座、逆位など 

多検体におけるスクリーニング 
•  癌遺伝子 
•  癌抑制遺伝子 
•  癌関連変異 

原因遺伝子、変異 
を明らかに！	


領域を絞って 
迅速に解析	
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これまでの解析手法と次世代シーケンサーの比較	


項目	
 これまでの解析手法	
 次世代シーケンサー	


スループット	
 低	


1回の解析で1検体の 
1箇所を解析 

（キャピラリーシーケンサー、
MALDI-TOF ベース)	


高 1回の解析で数十箇
所、数十検体を解析 

感度	
 低	
 25%程度の変異を検出 
（キャピラリーシーケンサー）	


高	
 5%未満の変異も検出	


網羅性	
 低	

既知の変異のみ 
（MALDI-TOFベース）	
 高	


既知変異も未知変異
も検出	
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キャピラリーシーケンサーと次世代シーケンサーのスループット比較 
192ターゲット領域を96サンプル解析するには	


鋳型調製, PCR, 精製 

•  96穴プレートを192枚 

テンプレート定量 

•  96穴プレートを192枚 

シーケンス 

•  96穴プレートを192枚 

2-3週	


キ
ャ
ピ
ラ
リ
ー
シ
ー
ケ
ン
サ
ー
	


•  1ウェルで192箇所同時増幅 •  96サンプルを混合 •  1ランで同時解析 

2日	


次
世
代
シ
ー
ケ
ン
サ
ー
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TruSeq Amplicon Cancer Panel	
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TruSeq Amplicon – Cancer Panel 
FFPEサンプル対応、1ウェルで 212 箇所のアンプリコン解析 

! 癌にフォーカスしたコンテンツ 
–  48 遺伝子 
–  212 アンプリコン (合計35kb） 
–  FFPEサンプル対応のプローブデザイン 

! 高精度に変異を検出 
–  低頻度（5%以下）の変異を検出 
–  90%以上の特異性と均一性 

! イルミナトータルソリューション 
–  FFPEサンプル用のQCキット 
–  TruSeq Amplicon Cancer Panel  

§  増幅、インデックスを含んだサンプル調製キット 
§  サンプル混合時のノーマライゼーションキット附属 

–  解析用ソフトウェア 
§  サンプルシート作成：　Illumina Experiment Manager 
§  変異解析：　MiSeq Reporter 
§  データ閲覧：　Illumina Amplicon Viewer 

ABL1 EGFR GNAS MLH1 RET 
AKT1 ERBB2 HNF1A MPL SMAD4 
ALK ERBB4 HRAS NOTCH1 SMARCB1 
APC FBXW7 IDH1 NPM1 SMO 
ATM FGFR1 JAK2 NRAS SRC 

BRAF FGFR2 JAK3 PDGFRA STK11 
CDH1 FGFR3 KDR PIK3CA TP53 

CDKN2A FLT3 KIT PTEN VHL 
CSF1R GNA11 KRAS PTPN11 

CTNNB1 GNAQ MET RB1   
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設計位置の詳細は Manifest ファイルで提供	
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Manifest ファイルの内容 
タブ区切りテキスト形式	


Header部分	


位置情報はプローブ配列	
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シーケンス＆解析 
（自動）	


•  150bp x2 のランで解析 
•  塩基の75%以上がQ30以上 
•  シーケンスラン終了後、自動で

データ解析 
•  Amplicon Viewer（無料）で視覚化	


27時間	


解析ワークフロー	


QCチェック 
（オプション）	


•  FFPEサンプルの場合、クオリ
ティを qPCR で確認 

•  サンプルがアッセイに適してい

るかをチェックすることでランの

成功率を高める	


90分	


アンプリコン 
（サンプル調製含む）	


•  16から96サンプルで処理 
•  1ウェルで 212 アンプリコンを増幅 
•  GoldenGate法で均一な増幅 
•  ノーマライゼーションはビーズで処

理（キットに含む）	


6時間	
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! シンプルな qPCRよるチェック 

! 96サンプルを 90分でスクリーニング 

! QCチェックをパスした80%以上のFFPEサンプルが、TruSeq Amplicon Cancer Panel で仕様を
満たす結果が得られると予測 

 

QCチェック　（FFPEサンプルの場合） 
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QCチェック　（FFPEサンプルの場合） 

鋳型となるDNAが
分解されて 
いない場合 

鋳型となるDNAが 
分解されて 
いる場合 
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! CT値；指数関数的に増幅されている領域にベースラインを引き(Threshold Line)、各
増殖曲線上でこのThresholdの値に相当するサイクル数	


QCチェック：qPCRにおけるCT値（ Threshold Cycle ）	


P
C

R
産
物
	


サイクル数	

Ct値	


FFPE抽出DNA 

FFPEサンプルCt値	


Ct値のデルタ（差）
を目安にサンプ
ルをQC	
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アンプリコンの増幅 
独自テクノロジーで高い特異性での増幅を実現。212箇所を１ウェルで増幅 

伸長とライゲー
ション	


プローブの 
ハイブリダイ
ゼーション	


PCR増幅	


ゲノムDNA	
 各サンプル 
250 ng ゲノムDNA 

212箇所 
を１ウェルで増幅	


ターゲット領域は 
170 ~ 190 塩基 

最大95サンプル 
各サンプル212箇所 
を混合して 

１枚のプレートでサンプル調製	


サンプルごとに 
インデックスのついた 
プライマーで増幅	
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定量ノーマライゼーションはビーズで実施 

濃度が異なるライブラリー 

Index CV for  
20-sample pools 

qPCRのトリプリ
ケートによる 
定量 

希釈の計算 
マニュアル作業
での希釈と 
サンプルプール 

Pool A Pool B 

15.8% 18.2% 

TruSeq Amplicon Cancer Panel では、ビーズを使い 
一括で定量ノーマライゼーションを実施 

簡単なビーズ
ベースのノーマラ
イゼーション 

13.5% 15.5% 

各ライブラリーを5 µlアプライ 
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! DNA結合ビーズを用いてPCR産物の量を調整 

定量ノーマライゼーションはビーズで実施 

ライブラリ調製で少ない鋳型	
   ライブラリ調製で多い鋳型	
  

結合	
   結合	
  
流れて通過	
   流れて通過	
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ランの計画 ： どの程度の depth で解析を行うか	


1サンプルを  
Ultra Deep に 
シーケンス	


数サンプルを  
Deep に 
シーケンス	


多サンプルを  
シーケンス	
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解析デザイン１ 
95サンプルを x1000 で解析	


1ウェル１サンプル 
 

９５サンプル 
＋ 

１コントロール 

TSCAアッセイ 

サンプル調製　２日	


16サンプル  
+ １コントロール MiSeq 1 ラン 

シーケンス　６ラン（８日）	


15 サンプル  
+ １コントロール 
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解析デザイン２ 
95サンプルを x1000 で解析	


1ウェル１サンプル 
 

９５サンプル 
＋ 

１コントロール 

TSCAアッセイ 

95サンプル  
+ １コントロール 

サンプル調製　２日	


MiSeq 6 ラン 

シーケンス　６ラン（８日）	
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Illumina Experiment Manager を用いたサンプルシートの作成	


! 無料のサンプルシート作成用ソフト 

! サンプルとターゲットがわかりやすいようにプレートマットの使用 
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MiSeqでシーケンス	


! カートリッジ式の試薬キット 
–  シーケンスに必要な試薬が全てまとめられている 
–  溶かして、ライブラリーをロードしてセットするだけ 

! RFIDを採用した試薬のトラッキング 

! 簡潔で自動化されたワークフロー 
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Load 

MiSeqでシーケンス 

Go 

! カートリッジ式の試薬キット 
–  シーケンスに必要な試薬が全てまとめられている 
–  溶かして、ライブラリーをロードしてセットするだけ 

! RFIDを採用した試薬のトラッキング 

! 簡潔で自動化されたワークフロー 
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! 150x2 でシーケンスラン 

! 1次解析（ベースコール）はリアルタイムで解析 

! 2次解析（アライメント＆変異コール）はラン終了後に自動でスタート 
–  BAM形式（アライメント） 
–  VCF形式（変異コール） 

 

MiSeq Reporter によるデータ解析 
シーケンスラン終了後にMiSeq Reporter によるデータ解析が自動的に開始 
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MiSeq Reporter: ＭｉＳｅｑ上で動く解析用ソフトウェア 

! MiSeqに搭載のWindows 7にインス
トール 

! アンプリコン解析の場合 
–  サンプルごとの各アンプリコンをアセ
ンブル 

–  変異を検出 
–  グラフとレポートを作成 

§  アンプリコンごとのカバレッジ 
§  クオリティ 
§  変異スコア 
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Illumina Amplicon Viewer：解析結果を表示するソフト 
8kbの連続領域を53個のアンプリコン（タイリング）で行った例 

カバレッジ 

クオリティ値 

変異スコア 
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新登場　イルミナのクラウドソリューション　BaseSpace 
 

お客様サイトのストレージとコンピュータを必要を無くします 

ウェブベースのデータ管理と解析 

共同研究とデータ共有のためのツール 

イルミナのお客様もそうでは無いお客様も利用可能 

イルミナ iCom (新 My Illumina) ログインからスタート 

BaseSpace 
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TruSeq Custome Amplicon Cancer Panel データ	

https://basespace.illumina.com/s/rfTW6T	
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! TruSeq Amplicon Cancer Panel を初
めて使用したサイト 

! 様々な癌種（肺癌、脳腫瘍、大腸癌）より
からのFFPEサンンプル 

! 全てのアンプリコンでリードが得られた 
–  リードがえ得られなかった（ドロップアウ
ト）アンプリコンは無し 

Early Accessでのパフォーマンス　 
優れた特異性、均一性、カバレッジ 

ラン 1 ラン 2 ラン 3 

サンプル数 20 20 1 

MiSeq 
アウトプット 1.8 Gb 2.0 Gb 1.9 Gb 

平均カバレッジ 1,366 1,410 27,019 

特異性* 93.7% 94.5% 90.7% 

均一性** 96.2% 96.2% 94.4% 

アンプリコンド
ロップアウト 0 0 0 

* 特異性：得られたシーケンスのうち、ターゲット領域にマップしたリードの％ 
** 均一性：平均カバレッジ x 0.2 でカバーできたターゲット領域の塩基の割合 

（例　平均カバレッジが1000xの場合、1000 x 0.2 = 200x でカバーできた塩基の割合が X%）	
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! 大腸癌サンプル；6,048x カバレッジで解析 

! BRAF遺伝子の 2.95% の変異（A > T）を検出 – Q40（99.99%）の変異スコア 

5%以下の体細胞変異検出 

2.95%, Q40 
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TruSeqアンプリコン – Cancer パネル 

ターゲット
遺伝子 

ラン1 
変異頻度% 
(カバレッジ) 

ラン2、 
変異頻度% 
 (カバレッジ) 

サンプル1 EGFR 37.1% 
(1387x) 

35.3% 
(1591x) 

サンプル2 EGFR 

40.5% 
(941x) 

42.2% 
(1092x) 

39.8% 
(1810x) 

41.8% 
(2123x) 

サンプル3 cKIT 46.4% 
(1030x) 

44.3% 
(1074x) 

サンプル4 cKIT 44.4% 
(2006x) 

46.3% 
(2080x) 

サンプル5 BRAF 99.8% 
(2706x) 

99.8% 
(3262x) 

サンプル6 BRAF 53.6% 
(5130x) 

53.1% 
(4945x) 

R² = 0.997 

0% 

50% 

100% 

0% 50% 100% 

ラ
ン

2（
変
異
頻
度
）
 

ラン1（変異頻度） 

Early Accessでのパフォーマンス　 
繰り返し実験でも高い再現性を示す 
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パラメーター 詳細 1 ポイント 

DNA スタート量 250ng 限られた貴重なサンプルも解析 

コンテンツ 212 アンプリコン パネルコンテンツは固定 

アンプリコンサイズ 170-190 bp FFPEサンプルにも対応 

アッセイ時間 ７時間以下（2時間のハンズオンタイム） 迅速に結果取得 

インデックスレベル 最大96 1プレートで多くのサンプルを簡単調製 

濃縮特異性 85%以上 ターゲットにフォーカス 

カバレッジ均一性 85%以上が0.2 x以上の平均バレッジ2 均一なアンプリコンパフォーマンス 

平均カバレッジ1,000以上で読ん
だときの結果 リードを得られなかったアンプリコンは無し 全てのターゲット領域のリードを取得 

FFPE QC QCをパスしたサンプルの80%以上が、上記仕様の
結果が得られると予測 適したサンプルをスクリーニングするシンプルな手法 

TruSeq カスタムアンプリコン　Cancer Panel 製品仕様 

1 TSCAと異なる部分は太青字でハイライト 

2 例）100 xでシーケンスしたとき, 20x以上（100 x 0.2）のカバレッジを示す塩基 	
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TruSeq Amplicon Cancer Panel 
イルミナが設計から解析まで提供する癌研究のソリューション 

鋳型増幅から 
シーケンスまで 
自動で実行 

MiSeq 

FFPE用QCキット 
増幅用オリゴ 

TruSeq Amplicon 
Cancer Panel 

TSCA 
実験 

212箇所を 
１ウェルで増幅 
95サンプルを 

1プレートで解析 
ノーマライゼーション 
キットも附属 

MiSeq Reporter 
Amplicon Viewer 

全自動で 
データ解析 
閲覧用ソフト 

Windows 7 で 
GUI を使って 
サンプル情報の 

記入 

サンプルシート作成 
Illumina Experiment 

Manger 
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TruSeq Amplicon Cancer Panel 価格 

FC-130-1005 MS-102-1001 WG-321-1001 FC-130-1008 
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ご清聴ありがとうございました。 


