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特長
l 高感度にバイアスなく転写シグネチャーの特性を把握

高感度かつ高い再現性でシングルセルの遺伝子を検出

l シングルセルRNAシーケンスの包括的なワークフロー
テクノロジーイノベーターとの共同開発による完全にサ
ポートされたワークフロー

l シンプルなデータ解析と一体化した強力な次世代シーケ
ンス
能率的で使いやすい解析ソフトウェアと組み合わせた定
評あるイルミナシーケンス

はじめに
生体システムの複雑さは細胞個々の協調的な働きによりもたらさ
れます。大量のトランスクリプトームデータを得る従来の技術で
は、複雑さをもたらす転写産物の多様性を明らかにすることはで
きませんでした（1）。シングルセルRNAシーケンス（RNA-
Seq）なら細胞機能、疾患の進行および治療効果への洞察をもた
らす遺伝子発現の詳細な解析ができます（2）。しかし、高ス
ループットで使いやすいシングルセル次世代シーケンス（NGS）
ライブラリーを手ごろな価格で何千も作製することが難しいとい
うことに変わりはありません（2）。

シングルセル生物学を加速するために、Illumina Bio-Rad
Single-Cell Sequencing Solutionでは革新的なバイオ・ラッド
のDroplet Digital™ テクノロジー（3）とイルミナNGSライブ
ラリー調製、シーケンスおよび解析テクノロジーを組み合わせて
います。新しいプラットフォームでは、複数のサンプルや処理条
件、タイムポイントによる対照実験が可能なシングルセルRNA-
Seqのための包括的で使いやすいワークフロー（図1）を提供し
ます。共同で開発およびサポートしているIllumina Bio-Rad

Single-Cell Sequencing Solutionでは、1回の実験で何万、何
十万というシングルセルのトランスクリプトーム解析を行うこと
ができます。拡張性に優れ、安定したシングルセルNGS解析ソ
リューションを採用すると、個々の細胞レベルでの課題を、RNA
Seqの感度と精度で解決できるようになります。

拡張性と柔軟性に優れたシングルセルの単離
Bio-Rad ddSEQ Single-Cell Isolator（SCI）では、シングルセ
ルをディスポーザルカートリッジ上でナノリットル以下の液滴に
カプセル化して単離します。各カートリッジに複数のサンプルを
乗せることができる上、複数のカートリッジを順次処理すること
ができるため、1日に何百～何万という細胞の単離が可能です。
個々の液滴内で細胞溶解や細胞のバーコード化が起こるため、
ワークフローを通して個々の細胞を追跡することが可能になりま
す。この液滴をカプセル化して単離する手法では、哺乳類の細胞
の大きさに関わらず、多様な細胞集団のバイアスのないプロファ
イルを得ることができます（図2）。Bio-Rad ddSEQ SCIは5分
以下でサンプルを処理することができます。転写シグネチャーが
変化するような長い実験ワークフローを省くことにより、急な転
写応答の検出や追跡も継時的に行うことができます。

Illumina® Bio-Rad® SureCell™ WTA 3′
Library Prep Kit for the ddSEQ™ System
感度、拡張性、経済性に優れた高スループット次世代シーケンスプラットフォームで遺伝子発
現にかつてない洞察を。

図1：シングルセルRNA-Seqワークフロー このワークフローでは、定評のあるBio-Rad ddSEQ SCIで細胞を単離し、Nexteraテクノロジーを活用した
SureCellWTA3′Library Prep Kitにてライブラリー調製を行い、イルミナ次世代シーケンサーでのシーケンス、さらにBaseSpaceデータ解析を包括して行いま
す。
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図2：バイアスなく細胞サイズにとらわれないRNA-Seq マウス細胞株
（A20、NIH3T3）およびヒト細胞株（HEK、BJ）をSureCellWTA3′
Library Prep Kitを用いて処理しました。一貫して遺伝子検出数が多く、細胞の
大きさに制限されず転写産物が検出されていることを示します。

ライブラリー調製におけるNGSケミストリーの
進歩
シングルセル懸濁液をddSEQ Mカートリッジにロードすると、
ddSEQ Single-Cell Isolatorにより細胞はカプセル化およびバー
コード化されます。溶解およびバーコード化は液滴ごとに行われ
ます。液滴をこわし、2nd strand合成のためcDNAはまとめて
プールされます。Nextera®テクノロジーを活用して直接cDNA
をタグメンテーションしライブラリー調製を行うので、断片化や
増幅の必要がありません（図3）。タグメンテーションに続い
て、3'末端の濃縮とサンプルのインデックス化を行い、わずかな
ハンズオン時間で最大24種類までインデックス化し、シーケンス
可能なライブラリーを調製します。

図3： SureCell™ WTA 3′ Library Prep Kit for the ddSEQ™
Systemの概要 細胞を単離、溶解、バーコード化した後、cDNAを2nd
strand合成のためにまとめてプールします。直接cDNAをタグメンテーション
した後、3'末端の濃縮およびサンプルのインデックス化を行いライブラリーを調
製します。

イルミナNGSシステムによる確かなシーケンス
調製したシングルセルライブラリーは、イルミナのNextSeq®、
HiSeq®シリーズに直接ロードしてシーケンスします。これら
シーケンサーシステムでは、業界をリードする一塩基合成
（SBS）ケミストリーを利用しており、イルミナシーケンサー
は、世界中のNGS全体の90％以上で使用され、2万6千本以上の
学術論文で引用されています。この技術により、すべてのイルミ

ナNGSプラットフォームにおいて一貫した確かなシーケンスデー
タが得られます。NextSeq、HiSeqシリーズは、幅広いアプリ
ケーションに対応する柔軟性と、あらゆる研究規模に対応する拡
張性あるスループットを備えています。

装置制御ソフトウェアは使いやすく、直感的なユーザーインター
フェースによりサンプルローディングからランセットアップに至
るまでを誘導し、完全に自動化されたシーケンスランを装置上で
もリモートからでもリアルタイムにモニタリングすることが可能
です。

シンプルでありながら強力なデータ解析
シングルセルシーケンスデータは、イルミナのクラウド型ゲノミ
クスコンピューティング環境であるBaseSpace Sequence
Hubに瞬時に転送、保存され安全に解析していただくことができ
ます。BaseSpace Sequence Hubでは多数のBaseSpaceア
プリをご利用いただけます。どなたでもご利用いただけるオープ
ンソースツールにより、アライメント、バリアントコールなどよ
く使われるデータ解析ニーズに広く対応しています。これらアプ
リは、バイオインフォマティクスの専門知識がなくても操作でき
るように設計された直感的なタッチパネルによるユーザーイン
ターフェースを備えています。

SureCell RNA Single-Cell AppはIllumina Bio-Rad Single-Cell
Sequencing Solutionのデータ解析に対応するように設計され
ています。SureCell RNA Single-Cell Appは、最大96サンプル
の複数シーケンスランのデータ解析を可能にするほか、次のよう
な機能も備えています：

l シーケンスの品質管理（QC）に役立つパラメーター

l 固有転写産物のシングルセルへの簡単な割当て

l 出力およびダウンロード可能な遺伝子発現マトリクスおよびレ
ポート

l 亜集団および発現差のある遺伝子を同定するためのさまざまな
解析オプション

高品質データ
異なる生物種の混合細胞を用いたin vitro実験を行い、Illumina
Bio-Rad Single-Cell Sequencing Solutionから得られるシング
ルセルRNA-Seqデータの品質について検証しました。ヒト胎児
腎臓 293（HEK293）細胞およびNIH3T3マウス胚性線維芽細
胞を（特記しない限り）1：1の比率で混合し、シングルBio-Rad
ddSEQカートリッジの4つのサンプルチャンバーにロードしま
す。ddSEQ SCIで1,384個のシングルセルをカプセル化および
バーコード化します。バーコード化された転写産物はIllumina
SureCell WTA 3′ Library Prep Kit for the ddSEQ System
で処理した後、NextSeq 550システムでシーケンスを行いま
す。シーケンス結果はIllumina SureCell RNA Single-Cell App
を用いて解析しました。

*ファイル上で算出されたデータIllumina, Inc. 2015.
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異種細胞集団からの確かな遺伝子検出

異種混合サンプルから検出されたヒト（hg19）およびマウス
（mm10）の固有転写産物のデータ解析を行いプロットすると、
両種にマッピングされている転写産物を含む細胞のバーコードの
割合が低いことが分かります（5.8％）（図4A）。これは、シン
グルセルを高純度（99％）で効率よく単離したことを示していま
す。細胞のバーコードに割り当てた遺伝子転写産物の集積率をグ
ラフ化すると、変曲点（赤線）を利用してバーコード化した細胞
の検出数を測定することができます（図4B）。これにより、転写
産物が高い割合でシングルセルに割り当てられていることが分か
ります。

図4：確かなシングルセル転写産物の同定 A.BaseSpaceにより固有分子識
別子（UMI）数をプロット。つまり、各細胞のバーコードに対してマウス
/mm10（赤）およびヒト/hg19（青）ゲノムに割り当てられた転写産物数。
マウスおよびヒトの両方にマッピングされている固有転写産物（紫）はダブレッ
ト細胞を示しています。B.細胞のバーコードに割り当てられた固有転写産物の
集積率（均等目盛）。変曲点（赤線）からシーケンスランにおけるバーコード化
した細胞の検出数が特定できます。

混合サンプルから細胞亜集団を確実に同定

主成分解析（PCA）によりHEK293 / NIH3T3混合物からシー
ケンスしたシングルセルをクラスタリングすると、2つの異なる
細胞集団が示されています（図5A）。ヒトリボソームタンパク質
L13（hg19 RPL13）の遺伝子発現によって色分けされた細胞
はヒトとマウスの細胞で明らかに区別できます（図5B）。

さらにマウスNIH3T3細胞を少量のヒトHEK293細胞でスパイク
して、in vitroにおける異種混合実験を行いました。t-
distributed stochastics neighbor embedding（tSNE）解析
を行ったところ、この混合物から得られたヒト細胞は全細胞集団
の7％を示す明確なクラスターとして同定されました（図6A）。
ヒト RPL13の遺伝子発現により色分けされた細胞がヒト細胞の
亜集団であることが確認できます（図6B）。

図5：細胞集団の確かな同定 A.HEK293およびNIH3T3細胞の1：1の混合
物から選別した1,384個のシングル細胞をシーケンス、SureCell RNA
Single-Cell AppによりPCAを行ったもの。B.ヒト（hg19）RPL13遺伝子
の発現に基づく細胞集団クラスター。

図6：細胞亜集団の確かな同定 A.NIH3T3およびHEK293細胞の混合物を
t-SNEアルゴリズムによりSureCell RNASingle-Cell Appで解析したとこ
ろ、異なる細胞亜集団が確認できます。B. hg19RPL13の遺伝子発現により
色分けされた細胞がヒト細胞の亜集団であることが確認できます。

シングルセル解析で細胞周期相の特定が可能に

細胞周期の各主要相と関連のあるマーカーの遺伝子発現を解析す
ることで細胞周期の正確な解析が可能になります。増殖期の
HEK293細胞を前述同様にソーティング、調製してシーケンスを
行います。細胞周期の各相は、SureCell RNA Single-Cell App
でヒートマップを作成し可視化することができます（図7）。

図7： RNA-Seqによるシングルセルの細胞周期解析    SureCell RNA
Single-Cell Appを用いた細胞周期状態の解析は、細胞周期の各相に関連する遺
伝子の固有転写産物数に基づくもので、各細胞の合計数により正規化します。発
現量は中央値で中心化し、各細胞周期の中央値の絶対偏差によりスケールを調整
しています。

高感度かつ再現性のある結果

HEK293細胞のレプリケートサンプルを前述同様に処理し、
NextSeq 550システムでシーケンスを行いました。シーケンス
リードから2.5万～20万リードの範囲で細胞ごとにあらゆるリー
ドのサブサンプルを調製します。各シーケンス深度で細胞あたり
に検出されたリード数の中央値から、異なる細胞株でのレプリ
ケートにおいても高感度で再現性よく遺伝子が検出されているこ
とが分かります（図8）。各ヒト遺伝子あたりの全遺伝子カウン
トをすべてのHEK293細胞で合計します。ddSEQカートリッジ
で処理した2レプリケート間で全遺伝子カウントの直線回帰が一
致していることから再現性の高さは実証されています（図8C）。

本製品の使用目的は研究に限定されます。診断での使用はできません。
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図8：多様な細胞株における遺伝子検出の感度および再現性    A.ヒト
HEK293細胞の2レプリケートにおいて細胞あたりに検出された遺伝子数の中
央値を、細胞あたり2.5万～20万リードまでのシーケンス深度につきプロット
した。B.マウスNIH3T3細胞における2レプリケートの細胞あたりに検出され
た遺伝子数の中央値。C.2レプリケートサンプルのうちすべてのHEK293細胞
において全遺伝子カウントが50カウント以上のものについてプロットした遺伝
子発現の直線回帰。

まとめ
複雑な生体システムをもたらす転写産物の多様性について理解を
深めるには、何千ものシングルセルNGSライブラリーを調製する
拡張性に優れた、高スループットで使いやすいメソッドが不可欠
です。Illumina Bio-Rad Single-Cell Sequencing Solution
は、ドロップレットによる細胞単離テクノロジーとNGSテクノロ
ジーを活用して共同開発した包括的なワークフローです。これに
より、複数のサンプルを複数の処理条件やタイムポイントで並列
解析できるようになり、これまでにないシングルセルの知見が明
らかになります。SureCell RNA Single-Cell Appのシンプルで
ありながらも強力なデータ解析オプションにより、遺伝子発現プ
ロファイルやデータの可視化ツールを使った多様な細胞集団の細
分化や対象亜集団の特定が可能になります。細胞周期マーカーを
解析すれば、複合組織中の各細胞の細胞周期の解析も可能です。
また、Illumina Bio-Rad Single-Cell Sequencing Solutionが
あれば、1回の実験で何百～何万という細胞のシングルセルトラ
ンスクリプトームを高感度かつ高精度に調べることができます。

製品情報
製品名 カタログ番号
SureCellWTA3′Library Prep Kit(2 cartridge kit) 20014279
SureCellWTA3′Library Prep Kit(6 cartridge kit) 20014280

詳細について
Illumina Bio-Rad Single-Cell Sequencing Solutionについて
の詳細は、

www.illumina.com/surecellをご覧ください。
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