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プレゼンター
プレゼンテーションのノート
NextSeq 500シリーズ9/16RNA Seq時代到来：NextSeqが実現する簡単、高速、安価なトランスクリプトーム解析ハイスループットの解析を可能にするデスクトップ型システムNextSeqの登場で、RNA Seqがさらに身近に行えるようになりました。NextSeqを使えば、1回のランで複数サンプルを処理でき、サンプルあたりわずか数万円でRNA Seqが可能です。また、RNA Seqは広いダイナミックレンジを誇り、融合遺伝子の検出が行えるなどマイクロアレイと比べて優れた特長を誇り、癌やiPS細胞、その他基礎研究の分野で急速に利用が進んでいます。本ウェビナーでは、ライブラリー調製からシーケンサー、データ解析までの一連のワークフローをご提供することで、RNA Seq解析に不安をお持ちの方も、安心して成果が出せるようなご提案をします。ーーーーーーーーーーNextSeq 500シリーズ 9/30疾患研究にエクソーム解析を実現する高速次世代シーケンサーNextSeq遺伝性疾患の原因探索には、トリオ解析などで実施するエクソームシーケンスが主流となりつつあります。簡単なタッチパネル操作で次世代シーケンサーのランができるNextSeqでは、ランあたり複数サンプルを1度に解析することで、わずか数日でサンプルからデータまでを産出することができるようになりました。本ウェビナーでは、NextSeqでエクソーム解析を行う場合のワークフローを中心に、その操作性、簡便性、コスト効率性についてご紹介いたします。
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研究トレンドはRNA Seqに移行 
 

※ NIHデータベースから新規遺伝子発現解析のグラントがRNA-Seqか発現アレイかを集計 
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急速に広がる RNA Seq 手法 

* NCBI Pubmed を RNA-Seq で検索した結果を年ごとに集計。 
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プレゼンター
プレゼンテーションのノート
pubmed - RNA-Seqyear,count2014,1073 -> 17762013,9772012,5442011,3102010,1312009,222008,6



4 4 

何故RNA-Seqをやるのか 

本日の内容 

今なぜRNA Seq? 
– マイクロアレイの原理と限界 
– RNA Seqの原理と長所 

 

NextSeq 500が実現する簡単、高速、安価なRNA Seq 
– NextSeq 500紹介 
– RNA Seqワークフロー 
– RNA Seqコスト 

 

更に詳しく知りたい方へ 
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マイクロアレイの原理と限界 
http://en.wikipedia.org/wiki/DNA_microarray 
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マイクロアレイの原理と限界 

マイクロアレイ
の 

プローブ 

マイクロアレイ 
• 遺伝子の一部分の配列からプローブを設計 
• サンプルとハイブリダイゼーションさせ発現量を調べる 
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遺伝子の一部 
（プローブ設計部

分） 
しか見ていない 

マイクロアレイの原理と限界 
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他の遺伝子や偽遺伝子に 
同じ配列があると区別できな

い 

マイクロアレイの原理と限界 
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RNA Seqの原理と長所 
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RNA Seqの原理と長所 

スプライス 
アイソ 

フォーム 

エクソン 
スキップ Poly-A付加位置の 

異なる転写産物 

融合遺伝子 



11 11 Wang ET, et al. (2008) Alternative isoform regulation in human tissue transcriptomes. Nature 456:470–476. Fig. 2 を改変 
 

臓器特異的なスプライスアイソフォームの発現 
 

様々なバリエーション 

プレゼンター
プレゼンテーションのノート
MITおよび Whitehead そしてイルミナ本社 R&D から 2008 年に　Nature に報告のあった文献the mitochondrial phosphate transporter gene SLC25A3SRA002355.1.６サンプル 1３００リード　〜　２５００万リード　　８０塩基　片側シーケンス組織特異的な発現をみせる exon の近くには、UGCAUG という配列が多くみられる。この配列はFOX1, FOX2 のターゲットなので FOX1, FOX2 はこれらの制御に関わっているのでは？他にも骨格筋で特異的に発現する exon 付近には、UCUCUC や　CUCUCU 配列がある。これらは　PTBP1 や PTBP2 のターゲットである。他にも ACUAAC という配列がみられた。バインドする転写因子は不明NUGCAUG と　UGCAUGN　は選択的な poly A の付加が行われている付近に多く見られる。- FOX1, FOX2 の binding site と同じ、microRNA に非常によく見られる配列 	AAUAAA は poly A の付加の際にもよく見られる。そして様々な miRNA がこの配列をターゲットとして持つ
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Twine NA, et al., (2011) Whole Transcriptome Sequencing Reveals Gene Expression and Splicing Differences in Brain 
Regions Affected by Alzheimer’s Disease. PLoS ONE 6(1): e16266. ※ Figure 3 の一部を抜粋  

アルツハイマーにおけるスプライスアイソフォーム 
  
 • 患者由来の脳RNA Seq : APOE の解析結果 
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13種類の癌を対象に 293 サンプルを解析 

これまでの課題： 高い配列の類似性のために偽遺伝子と遺伝子の発現
を分けて解析することは困難 

本論文： RNA Seqにより、偽遺伝子を区別して発現を解析 
– 癌種特異的に発現している偽遺伝子の発現を観察 
– 偽遺伝子の発現は転写産物全体に重要な影響を与え、細胞間の違いや癌の

進行に重要な役割を果たしていると考察 

癌において発現する偽遺伝子 

Kalyana-Sundaram S, et al,. Expressed pseudogenes in the transcriptional landscape of human cancers.  
Cell. 2012 Jun 22;149(7):1622-34. 
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癌の融合遺伝子 
COSMICデータベースの Curated Fusions で 208 の登録（2014年9月10日時点） 

http://cancer.sanger.ac.uk/cancergenome/projects/classic 
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RNA Seq で可能なこと 

July 2008 - Vol 5 No 7 
Nature Methods 5 (2008) 
The beginning of the end for microarrays?
  

スプライスバリアントごとの発現解析 

融合遺伝子の検出 

アリルごとの発現解析 

新規転写産物の発見、解析 

Non coding RNA の解析 

超微量からの発現解析 

幅広いダイナミックレンジ 
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何故RNA-Seqをやるのか 

本日の内容 

今なぜRNA Seq? 
– マイクロアレイの原理と限界 
– RNA Seqの原理と長所 

 

NextSeq 500が実現する簡単、高速、安価なRNA Seq 
– NextSeq 500紹介 
– RNA Seqワークフロー 
– RNA Seqコスト 

 

更に詳しく知りたい方へ 
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今後の遺伝子発現解析を大きく変える NextSeq 500 
RNA Seqに最適な次世代シーケンサー 
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プッシュボタンで操作する簡易性 

廃液 
バッファー 

試薬カートリッジ 

フローセル 
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ライブラリー 
調製 

シーケンス 一次解析 二次解析 

サンプルから答えまでのワークフロー 

8 時間  18 時間  
（ 10 分） （ 手動 5.5 時間） 

（ 自動 30 分） 

4 時間 / サンプル 
（ 5 分） 

RNA Seq 
時間 

（ハンズオン時間） 

自動化装置 
近日リリース予定 

NeoPrep NextSeq 500 BaseSpace  PCでデータを 
閲覧 

https://cloud-hoth.illumina.com/analyses/1842850?projectId=789791
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RNA Seq：キットの選択 

ストランド情
報に興味があ

る 

TruSeq RNA Sample Prep Kit v2 

ncRNAにも 
興味がある 

細胞質だけで
なくミトコン
ドリアのrRNA
も除去したい 

TruSeq Stranded mRNA Sample Prep Kit 

TruSeq Stranded Total 
RNA Ribo-Zero H/M/R 

TruSeq Stranded Total 
RNA Ribo-Zero Gold 

Yes 

No 

Yes 

No 

Yes 

No 
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TruSeq RNA Sample Prep Kit ワークフロー 
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Total RNA から poly A を使い mRNA を回
収 

RNA の断片化 

ランダムプライマーを用いた cDNA 合成 

2本鎖 cDNA 合成 

末端修復、リン酸化、Aテイル付加 

インデックス付アダプターのライゲーショ
ン 

ビーズによるサイズ選択 

15サイクルPCR 

1日 

プレゼンター
プレゼンテーションのノート
Provides a high level overview of the TruSeq RNA workflow.  More detail on the next slide about the improvements made to the RNA to cDNA conversion steps.The mRNA is fragmented into small pieces using divalent cations under elevated temperatureスタートのRNA量は 0.1 〜4ug に対応したプロトコルになります。まず初めに、poly T の磁性ビーズを使って、トータルRNAから polyA RNA を回収します。続いて　２価のカチオンを使って熱をかけ、RNAの断片化を行います。その後、ランダムプライマーを使って逆転写を行い cDNA を合成します。DNA Polymerase I と Rnase H を使って２本鎖の cDNA を合成します。末端を修復して、リン酸化を行い、３’末端に　Aを１塩基付加します。インデックス付のY字アダプターのライゲーションを行います。AMPure XP ビーズを用いてサイズ選択を行い１５サイクルのPCRを行います。
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データ解析 : BaseSpace で簡単に！ 

主要アプリケーションを搭載 
• 全ゲノム解析 
• エクソーム解析 
• RNA-Seq解析 
• 腫瘍/正常細胞解析 

https://cloud-hoth.illumina.com/analyses/1842850?projectId=789791
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1. TopHat をラン 

2. TopHat のQCを実施 
– 必要に応じてサンプルを排除 

3. Cufflinks をラン 
– コントロールグループの選択 
– 比較グループの選択 

4. グループ間を視覚化 
– 遺伝子発現の相関性 

 

データ解析： ウェブブラウザをクリックすることで
行なう  
4つのステップで実施 

1 

2 

3 

プレゼンター
プレゼンテーションのノート
The next few slides walk you through how to set up a simple gene expression experiment. 
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結果はエクセルとIGVで閲覧可能 
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TopHat Fusion による融合遺伝子候補のレポート 

 

 

 

 

 RNA Seq による融合遺伝子の検出 

RNA Seqリードの中に cSNP や InDel を検出 

プレゼンター
プレゼンテーションのノート
In addition to Gene expression profiling, the RNA-Seq apps also enable two other important features:Detection of gene fusions: as many of you know, gene fusions are implicated in many diseases, especially different types of cancer. Here we see a fusion between the BCR and ABL oncogenes.Detection of cSNPS in RNA reads. 
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RNA Seq: サンプルあたりのコスト試算 
ライブラリー調製およびシーケンスラン試薬 

解析目的例 必要リード数 
NextSeq 

サンプルあたりのコスト 

遺伝子ごとの発現プロファイル解析 
（発現アレイと同等の解析） 

1000万 ¥ 18,200 

転写産物ごとの発現プロファイル解析 
(mRNA Seq) 2500万 x2 ¥ 36,700 

ncRNAも含んだ発現プロファイル解
析 

(Total RNA Seq) 
5000万 x2 ¥ 70,000 

アレイより安価に 
解析ができるよう

に 
なりました！ 

プレゼンター
プレゼンテーションのノート
TruSeq Rapid SR Cluster Kit – HS (1 Flowcell) 1	140,000TruSeq Rapid SBS Kit – HS (50 Cycle) 1		 82,500= 222,500TruSeq Rapid PE Cluster Kit – HS (1 Flowcell) 1	217,000TruSeq Rapid SBS Kit – HS (50 Cycle) 1		 82500 x 3 = 247,500217000 + 247500 = 464,500TruSeq SR Cluster Kit v3 - cBot - HS (1 Flowcell)	592,000TruSeq SBS Kit v3 - HS (50 Cycle)		347,000TruSeq PE Cluster Kit v3 - cBot - HS (1 Flowcell)	913,000TruSeq SBS Kit v3 - HS (50 Cycle)		347,000 x 3 = 1,041,000= 1,954,000
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高い互換性を示す RNA Seq 結果 
HiSeq vs. NextSeq 500 

プレゼンター
プレゼンテーションのノート
Correlation plots between MiSeq and NextSeqNB – MiSeq yields the highest quality data in our portfolio – newest chemistryFPKM – Fragments Per Kilobase of transcript per Million mapped reads“n”  denotes number of genes with statistically valid comparisons between MiSeq and NextSeq runs
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タカラバイオ社 市販RNAサンプル 3種 （ヒト心臓、心臓疾患、肝
臓） 

Ambion社 市販RNAサンプル   1種 （ヒト脳） 

 

RNA Seq : イルミナ東京ラボでの NextSeq 解析結
果 

BaseSpace プロジェクトとして 
データをシェアしています 

プレゼンター
プレゼンテーションのノート
TaKaRa (http://catalog.takara-bio.co.jp/product/basic_info.php?unitid=U100004824)PNZ6532N:   Human Heart Total RNA      Z6581N:   Human Heart, Diseased Total RNA    Z6531N:   Human Liver Total RNA Ambion (https://www.lifetechnologies.com/order/catalog/product/AM7962?ICID=search-am7962)PNAM7962:　Human Brain Total RNA
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何故RNA-Seqをやるのか 

本日の内容 

今なぜRNA Seq? 
– マイクロアレイの原理と限界 
– RNA Seqの原理と長所 

 

NextSeq 500が実現する簡単、高速、安価なRNA Seq 
– NextSeq 500紹介 
– RNA Seqワークフロー 
– RNA Seqコスト 

 

更に詳しく知りたい方へ 
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イルミナウェビナー 
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参考文献 

マイクロアレイとの比較 

 

 

 

 

RNA Seq の再現性 

Liu, S., Lin, L., Jiang, P., Wang, D. & Xing, Y. A comparison of RNA-Seq and high-density exon array for detecting 
differential gene expression between closely related species. Nucleic Acids Res. 39, 578–588 (2011). 
 
Marioni, J.C., Mason, C.E., Mane, S.M., Stephens, M. & Gilad, Y. RNA-seq: an assessment of technical reproducibility 
and comparison with gene expression arrays. Genome Res. 18, 1509–1517 (2008). 
 
Mortazavi, A., Williams, B.A., McCue, K., Schaeffer, L. & Wold, B. Mapping and quantifying mammalian transcriptomes 
by RNA-Seq. Nat. Methods 5, 621–628 (2008). 

Shi, L. et al. The MicroArray Quality Control (MAQC) project shows inter- and intraplatform reproducibility of gene 
expression measurements. Nat. Biotechnol. 24, 1151–1161 (2006). 
 
SEQC/MAQC-III Consortium. A comprehensive assessment of RNA-seq accuracy, reproducibility and information 
content by the Sequencing Quality Control Consortium. Nat. Biotechnol. doi:10.1038/nbt.2957 (24 August 2014). 
 
't Hoen, P.A. et al. Reproducibility of high-throughput mRNA and small RNA sequencing across laboratories. Nat. 
Biotechnol. 31, 1015–1022 (2013). 
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NextSeq 500システム：実機はラボにて見学可能  
RNA Seq トレーニングも実施中 
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ご清聴ありがとうございました 
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