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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

9/16
RNA 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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プレゼンター
プレゼンテーションのノート
pubmed - RNA-Seq
year,count
2014,1073 -> 1776
2013,977
2012,544
2011,310
2010,131
2009,22
2008,6
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WIKIPEDIA From Wikipedia, the free encyclopedia

ree Encyclopedia

http://en.wikipedia.org/wiki/DNA_microarray

labelled target (sampla)
fixed probes *

#

i

different features
(e.g. bind different genes)

Fully complementary  Partially complementary
strands bind strongly  strands bind weakly




I4H5A7 LA ORELBR

-
1

A4 a7LA
)
Jo—7J

X407 LA
o BERFO—MHOERINMNDS TO—T ZEE
c GUTNENAT)FAE—L a3V SERBAEZTAND

illumina’



RA4707 LA DRELRRF

BETFO—H
(70— J e
5)
LARTLAEL

7 illumina’



RA4707 LA DRELRRF

DB FPEERFIC

F CECHIMH D &

XAl TE7X

illumina’



RNA Seq®RE & &

L3 o —
- el - I .
e - ——
= = = - — —
- = —

illumina’



RNA Seq®DRE & KT

Poly-Aft INGLE D
RGBS EY

/ menrs

10 illumina’



BREEREMNGRTIARTA YV I+r—LDHE:

— 2

E ot ———

wak 4 e Testes

0
E‘ﬁ 2F . s . Liver
;‘2 %E e _— T —— ———  uwJ— . Skeletal muscle
o %[u../ ol ————— . — il Heart
. e - AKO074759
- . - AK092689

AN AN
sippedexon [l [ | M
- T
Retained intron -:-
=T - -

Alternative 5 spli e = L

mative 5° splice
site (ASSS) !:l-
w

Alternative 3’ splice N
s . .
T

| |
=100 bp chr12:97,511,900-97,516,650 bp

Mutually exclusive -ﬂl;l ﬁ -
exon (MXE) -v -
Altermative first |:|':| ::jﬁ'-
exon (AFE) -= ,w
Alternative last -f\E:] E:'
exon (ALE) e ==

Tandem 3 UTRs | ==—==5"
—

11 Wang ET, et al. (2008) Alternative isoform regulation in human tissue transcriptomes. Nature 456:470-476. Fig. 2 % ”um|na':'


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 SLC25A3

SRA002355.1.

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
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Expressed Pseudogenes
in the Transcriptional Landscape

of Human Cancers

Shanker Kalyana-Sundaram,!26:7 Chandan Kumar-Sinha,"-%7 Sunita Shankar,2 Dan R. Robinson,-2 Yi-Mi Wu,!-2
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Terrence Barrette, -2 Achiraman Shanmugam,® Saravana M. Dhanasekaran, 2 Nallasivam Palanisamy,!:2
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Kalyana-Sundaram S, et al,. Expressed pseudogenes in the transcriptional landscape of human cancers. ” .
13 Cell. 2012 Jun 22;149(7):1622-34. umina



EOMSEET

COSMIC 7— & AN—X D Curated Fusions T 208 D&## (201449 F10 HFF &)

http://cancer.sanger.ac.uk/cancergenome/projects/classic

COSMIC

Catalogue of somatic mutations in cancer

4 k
4 D

Home About Download Publications News Contact Help FAQ

COSMIC Curated Genes & Fusions

COSMIC contains curated somatic mutation data from the scientific literature, the Cancer Genome Project's &7

The first 3 tabs on this page summarise important cancer genes (curated and cancer census genes} and the 4t
links directly to the Gene Overview Page in COSMIC.

Curated Genes W« .. 0T L. T M Census Genes All Genes
Show | All .:3 entries

Genes
ACBDB&/RRP15
ACSL3 ENSTO0000357430/ETV1
ACTB/GLI1
AGPATS/MCPH1
AGTRAP/BRAF
AKAP9 ENSTD0000356239/BRAF
ARFIP1/FHDC1
ARIDIA/MAST2 ENSTO0000361297
ASPSCRI1/TFE3
ATGAC/FBXO38
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nature methods

Sequencing the mammalian transcriptome

W splice isoform discovery

July 2008 - Vol 5 No 7
Nature Methods 5 (2008)
The beginning of the end for microarrays?
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https://cloud-hoth.illumina.com/analyses/1842850?projectId=789791
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TruSeq RNA Sample Prep Kit v2
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TruSeq Stranded mRNA Sample Prep Kit
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TruSeq Stranded Total
RNA Ribo-Zero Gold
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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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https://cloud-hoth.illumina.com/analyses/1842850?projectId=789791
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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. 


HRIITHV I EIGYVTEERRE

tracking_id class_code|nearest_ref gene_id gene_short_ndtss_id locus length coverage |FPEM FPEM_conf_lo | FPEM_conf_hi| FPEM_status
Dox11L1 - - Dox11L1 DDx11L1 TS5514844  |chrl:11873-14408 - - 0053064 00114821 0103339 | OK
WASHIP - - WASHIP WASHIP T557514 chrl:14361-28370 - - 710872 646522 17465 | 0K
FAM138A - - FAM138A  [FAMI3BA |[TS58403 chrl:34610-36081 - - 0 0 00K
DR4F5 - - OR4FS DR4F5 TS5514428 | che1:600890-70008 - - 0 0 00K
LocT2e737 - - LOCT20737 (LOCT29737 [TSS518541  |chrl:134772-140566 - - 573767 5.34678 605713 [OK
LOC1001 32287 - - LOCIBN 322 LOCT001322(TS512303  |chr1:323891-328581 - - 0.718542 0.562572 0877613 | 0K
LOCT00133331 - = LOCI0N 333 LOCT001333(TS512303 | chr1:323891-328581 - - 618633 577207 651047 [OK
OR4F2% - - OR4F2% OR4F2% T554943 chr1:367658-368597 - - 0.024205 0 00606018 QK
OR4F29 = = OR4F29 OR4F29 TS512680 |che1:621095-622034 = = 0.024205 0| 00606018 |0k
LOC100133331 - - LOCTI001333(LOCT001333[TS513053  |chel:661138-665731 = = 654298 6.03721 701381 (0K
LOC100268069 = = LOC1002880 LOC1002820 TSSE704 chrl:700244~714068 = = 747897 614293 TB0318 [OK
LINCOD115 = = LINCO0115 (LINCO0115 [TSS18312  |chel:761585-762002 = = 329842 257808 378791 [OK
LOCE43837 = = LOCE43837 (LOCE43837 [TSS51340.TS che1:762070-704828 = = B.38617 785541 B.B435 | 0K
FAMAIC = = FAMATC FAMATC TS520841  |che1:203450-812182 - - | 122223 0922846 151213 [OK
LOC100130417 - - LOCI00 304 LOCT1001 304 TSS20197  |chr1:852952-854817 - - T 0 0 00K
\;i shadd BMA | | | . o 1000 llad
l"‘ oo R |__ [ R ==
GAPDH Gene CALR Gene
24 llumina
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RNA Seq [Tk ARG EBEEFDOHEH

Homozygous reference 18,612,849
Heterozygous 58,535
Homozygous variant 1,519

SNV 58,672
Indel 1,397
To/Ty 3.00

—’

RNA Seq!) — K@D I cSNP % InDel Z#&H
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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. 


RNA Seq: 4> FILHh-YnaxR FRE
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. o NextSeq
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10005 ¥ 18,200

EREEYCEDRBE TO T 7 A LN

(MRNA Seq) 250058 x2 ¥ 36,700

NCRNAL EARERIRTITOT 7 A LR
Hr 500057 X2 ¥ 70,000
(Total RNA Seq)
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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	140,000
TruSeq Rapid SBS Kit – HS (50 Cycle) 1		 82,500
= 222,500

TruSeq Rapid PE Cluster Kit – HS (1 Flowcell) 1	217,000
TruSeq Rapid SBS Kit – HS (50 Cycle) 1		 82500 x 3 = 247,500
217000 + 247500 = 464,500

TruSeq SR Cluster Kit v3 - cBot - HS (1 Flowcell)	592,000
TruSeq SBS Kit v3 - HS (50 Cycle)		347,000

TruSeq PE Cluster Kit v3 - cBot - HS (1 Flowcell)	913,000
TruSeq SBS Kit v3 - HS (50 Cycle)		347,000 x 3 = 1,041,000
= 1,954,000
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プレゼンター
プレゼンテーションのノート
Correlation plots between MiSeq and NextSeq
NB – MiSeq yields the highest quality data in our portfolio – newest chemistry

FPKM – 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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Dasl re Runs Apps Public Data Help
< Projects . NextSeg RNA-Seq_Demo
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Analyses =] Sample Id Date Created v Read Length Origin Genome Size
Samples I
O  HumanBrain2x125 2 2g

B HumanLiver2x125

Y DoscSpace 7Oy REL
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= HumanLiver
=] HumanHeartDiseased Jun 07 2014 2x1 e .86 GB

=] HumanHeart Jun 07 2014 2x151 NextSeg_RNA-... 2513 GB

=] HumanBrain Jun 07 2014 2x151 NextSeq_RNA-... 1641 GB
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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)

PN
Z6532N:   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)

PN
AM7962:　Human Brain Total RNA
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