
AmpliSeq™ for Illumina Custom RNA  
Sequencing Panel
一貫性のある精確な RNA定量を AmpliSeqアンプリコンケミストリーとイルミナのシーケンステクノロ
ジーを組み合わせて、最大 1200のヒト遺伝子ターゲットをマルチプレックスで実施することができます。

表 1：AmpliSeq for Illumina Custom RNA Panelの仕様概要
パラメーター 仕様

核酸タイプ RNA

インプット量 1～ 100 ng（推奨 10 ng）

アッセイ時間 5.5～ 7.5時間

ハンズオン時間 1.5時間未満

作用機序 マルチプレックス PCR

マルチプレックス数 最大 384プレックス

1反応あたりのアンプリコン数 12～ 1200アンプリコン

ターゲットインサートサイズ 150 bp

注文あたりの反応数 1125反応

推奨されるシーケンサー 
システム

iSeq™ 100、MiniSeq™、MiSeq™、
NextSeq™ 550

サンプルタイプ 血液、FFPE組織

テクノロジー シーケンス

手法 アンプリコンシーケンス、ターゲットRNA
シーケンス

生物種 ヒト

はじめに
次世代シーケンス（NGS）の進歩により、RNAシーケンス研究
の速度は加速し、正常および疾患の生理学に関する理解が深まって
います 1。NGSに基づいた全トランスクリプトームシーケンスは
探索用アプリケーションにはパワフルな方法ですが、多くの研究
者はターゲットリシーケンスやカスタムRNAシーケンスなど、ター
ゲットを絞ったアプリケーションを求めるようになっています 2。 
カスタム RNAシーケンスを用いることで、小さなサブセットの 
転写産物についての詳細な研究や、定量的 PCR（qPCR）アッ
セイの代わりにNGSのパワーを集中させ、選択した遺伝子や 
目的の領域をシーケンスします。ターゲットを絞ったアプローチ
によって、発現の低い遺伝子を検出する高い感度 3、短いターン
アラウンドタイム、少ない要件でのデータ解析、シーケンスコスト
の低減が可能になります 5。

これらの NGSの長所を活用していただくために、イルミナは
AmpliSeq for Illumina Custom RNA Panelを提供します。
AmpliSeq Custom RNA Panelは、アンプリコンケミストリーと
イルミナのシーケンス技術を統合し、精確で一貫した RNA発現
プロファイルを行うDNAを産生します（図 1）。PCRに基づく
方法で、目的の領域を増幅し、転写産物アイソフォーム、遺伝子
融合、一塩基多型などの検出を行います。AmpliSeqケミストリー
により、1回の反応で最大1200アンプリコンを増幅し、1回のシー
ケンスランで最大 384サンプルをマルチプレックスでランする 
ことができます。AmpliSeq for Illumina Custom RNAはわずか
1 ngのインプットRNAに対応し、ホルマリン固定パラフィン包埋
（FFPE）サンプルにも対応します。（表 1）。

AmpliSeq for Illumina Custom RNAは、便利なオンラインによる
アッセイデザインと注文、迅速なライブラリー調製、そしてユー
ザーフレンドリーなデータ解析を含めた完全な統合型のソリュー
ションです。

特長

• 一貫性と再現性のある RNA定量

さまざまなサンプルタイプのレプリケート間で高い再現性

• 幅広いダイナミックレンジにわたる高精度な RNA定量

低発現遺伝子に対する転写産物の高いカバレッジ

• 低品質または低インプット量サンプルからの 
高品質なデータ

FFPEサンプルなどさまざまなサンプルタイプにも対応

• 迅速で拡張性のあるワークフロー

シーケンスランあたり384サンプルをサポートする高い
マルチプレックス性能

図 1：AmpliSeq for Illumina Custom RNAライブラリー調製ケミストリー 
高度なマルチプレックス化とPCRに基づくアッセイにより、1回の反応で最大
1200アンプリコンを増幅します。
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関係数が 0.996～ 0.998の間にある一貫性のある再現性の高い
結果を示しました（図 2）。さらに、アンプリコンのリードカウント
は 5桁の幅にわたっており、幅広いダイナミックレンジと高い 
感度を示しています。

高い精度の RNA発現プロファイル
AmpliSeq for Illumina Custom RNA Sequencing Panel の 
高精度な発現プロファイルを示すために、AmpliSeq External 
RNA Controls Consortium（ERCC）RNA Spike-In Mix 
（イルミナ、カタログ番号 20030697）から既知の RNA量を 
含むサンプルについて実験を行いました。ERCCコントロールは、
各転写産物に対して既知のモル濃度で転写産物が事前に混合 
されています。ERCCコントロールはさまざまな発現レベルの 
自然な真核性のmRNAを再現するためにデザインされており、
遺伝子発現実験における標準的なベースライン値を規定する 
ために一般的に用いられます。添加した ERCCの検出と測定は
AmpliSeq ERCC Companion Panel（イルミナ、カタログ番号
20030696）で実施しました。このパネルは ERCC添加分子を
ターゲットにしたプライマーから成る、あらかじめデザインされた
パネルです。

ERCCコントロールライブラリーをプールし、2 × 151 bpのラン
構成でMiSeq™ システムを用いてシーケンスを行いました。
AmpliSeq ERCCライブラリーからのリードカウントと ERCC 
RNA Spike-In Mixの既知のモル濃度を比較しました。これには 
クラウドベースのイルミナのゲノムコンピューティング環境かつ 
ストレージプラットフォームであるBaseSpace™ Sequencing 
Hubの RNA Amplicon Appを用いました（図 3）。データは 
相関係数が 0.99であり、5桁の幅にわたって非常に高い精度と
感度を示しています。

幅広い RNAインプット量と 
RNAサンプル品質からの優れた性能 
AmpliSeq for Illumina Custom RNA Panelは幅広い RNAイン
プット量から高い品質のデータを産生します。さまざまなインプット
量で一貫した性能を示すために、827ターゲットのパネルを
AmpliSeq for Illumina Custom RNAアッセイを用いてデザイン
しました。ライブラリーは Human Brain Reference RNAサン
プルおよび Universal Human Reference RNAサンプルを用い
てトリプリケートで調製しました。1 ng、10 ng、および 100 ng

一貫性と再現性のあるRNA発現プロファイル
AmpliSeq for Illumina Custom RNAアッセイの一貫した再現性
を示すために、Mitogen-Activated Protein Kinase（MAPK）
をターゲットにした 168のカスタム RNA遺伝子発現パネルを 
用いてライブラリーを作成しました。MAPKカスタムパネルは
DesignStudio™ ソフトウェアを用いてデザインしました。この 
カスタムパネルは AmpliSeq Community Panelとしてもデザ
インできます。ライブラリーの調製は、特性の詳細が明らかになっ
ている A549ヒト肺がん細胞（ATCC、CCL-185）、K562ヒト
慢性骨髄性白血病細胞（ATCC、CCL-243）、および HEK293
ヒト胎児腎細胞（ATCC、CRL-1573）から、それぞれ 10 ng
の total RNAを用いました。

ライブラリーは 2 × 151 bpのラン構成で iSeq™ 100システム
でシーケンスを行いました。ライブラリータイプごとに 2つの 
レプリケートを比較した RNA発現プロファイルでは、ピアソン相

図 2：レプリケート間の高い再現性 レプリケート 1のリードカウント（x軸）と 
レプリケート 2のリードカウント（y軸）の比較。（A）A549ヒト肺がん細胞、 
（B）HEK293ヒト胎児腎細胞、（C）K562ヒト慢性骨髄性白血病細胞。ダイナ
ミックレンジはリードカウントの最低値と最高値を示すアンプリコン間の 5桁分の
幅をカバーしています。

図 3：精確な RNA発現プロファイル 既知の ERCC転写産物モル濃度（x軸）
とAmpliSeq for Illumina ERCC RNA Companion Panel（y軸）からのシーケン
スリードカウントの比較。
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のインプットライブラリーから脳とリファレンスの log2比の発現
量の比較により、高い一貫性と高い相関のあるデータが示され 
ます（図 4）。

遺伝子発現プロファイルの研究では、インプット量の少ない、 
または品質の低いサンプルに頼ることがよくあります。がん研究
では、サンプルは貴重な腫瘍検体と正常検体、または FFPE組
織サンプルを用いることがあります。FFPE組織サンプルは豊富
な生物学的情報源となりますが、これらのサンプルは固定と保存
の処理による核酸分解によって、検証が困難である場合があり 
ます 6。AmpliSeq for Illumina Custom RNAアッセイは、ポリ（A）
のキャプチャーを行わずに、転写産物から直接増幅を行うことで
この問題に対処しています *。

デザインからデータ取得までの 
包括的なワークフロー
AmpliSeq for Illumina Custom RNA Panelは、プロセスのすべて
のステップに対するソリューションを含む、デザインからデータ 
取得までの包括的なワークフローの一部です（図 5）。Custom 
RNA Panelは、特異的な遺伝子または目的の領域にインデック
スを付加し、これらをターゲットにしたシーケンス用のライブラ
リーを産生します。わずか 1 ngの total RNAから開始でき、
qPCRのような手法と比べて潜在的なバイアスを最小化し、ワー
クフローステップを削減するため、すべてのターゲットを 
1回の反応で増幅します。パネルのデザインを行った後、ライブ
ラリー調製からデータ解析までわずか 2日で行います。

Design Studio Softwareによる 
簡単なオンラインアッセイデザイン

無料のウェブアッセイデザインツールである、DesignStudioを
用いることで簡単にカスタムコンテンツのデザインと注文が行え
ます。DesignStudio Softwareでは、逐次デザインの状況を 
確認しながらターゲット領域のシーケンスカバレッジを最適化でき
るため、カスタムプロジェクトのデザインに要する時間を短縮で
きます。20,000リファレンスシーケンス遺伝子から選択し、 
12～ 1200アンプリコンの完全なカスタムパネルを作成でき 
ます。DesignStudioツールにアクセスするには、お持ちの
MyIlluminaアカウントにログインしてください。

ライブラリーマルチプレックスによる 
ターゲットとサンプルへの高い適応能力

ライブラリーマルチプレックスは多くのライブラリーを一緒にプー
ルし、同時にシーケンスすることが可能なプロセスです。マルチ
プレックスは、ラン時間やコストを大幅に増やすことなく、1回の
ランで解析するサンプル数を飛躍的に増加させるパワフルな手法
です。AmpliSeq for Illumina Custom RNA Panelは、シーケン
サーシステムの性能とカスタムパネルサイズに応じて、最大 384
のライブラリーを 1回のランでマルチプレックスを実施すること
ができます（表 2）。MiSeqシステムで 2500万リードで行う場合
（ターゲットあたり平均 1,000リードで）1回のランあたり
25,000データポイントを生成することができ、これは 384ウェル
プレート65枚分に相当します。最大 384サンプルをマルチプレッ
クスで処理するには AmpliSeq CD Indexes Sets A-D（イルミナ、
カタログ番号 20031676）が必要です。

図 5：AmpliSeq for Illumina Custom RNAワークフロー AmpliSeq for Illumina Custom RNA Panelは、アンプリコンデザインからデータ解析までの包括的な 
統合型シーケンスソリューションの一部です。

図 4：さまざまなインプット量での優れた性能 Human Brain Reference RNA
とUniversal Human Referenceの（A）100 ng と10 ngの RNAサンプル、（B）
10 ng と1 ngの RNAサンプルから生成したライブラリー間の log2比の発現。
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コンテンツ設計 ライブラリー調製 シーケンス データの解析および 
変異のアノテーション

DesignStudio™ を用いて特定の 
遺伝子または目的の領域に対する 

アンプリコンをデザイン
AmpliSeq™ for Illumina  

Custom RNA Panel

5～ 7時間 17～ 32時間
iSeq™、MiniSeq™、MiSeq™、

NextSeq™ システム
Local Run Manager、 

BaseSpase™ Sequence Hub
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表 2：AmpliSeq for Illumina Custom RNA Panelによる 
マルチプレックス
カスタムRNA 
パネルの内容

実験ごとの
リード a 装置（リード /ラン）

サンプル /
ラン

12遺伝子パネル 50 K

iSeq 100（400万）
MiniSeq HO（2,500万）
MiSeq v3（2,500万）
NextSeq 550 MO 
（2億 6,000万）

80
384
384
384

NF-kB / Cell  
Cycle 
（168ターゲット）

200 K

iSeq 100  
MiniSeq HO  
MiSeq v3 
NextSeq 550 MO
（2億 6,000万）

20
125
125
384

MAPK 
（197ターゲット）

100万

iSeq 100 
MiniSeq HO 
MiSeq v3 
NextSeq 550 MO
（2億 6,000万）

4
25
25

260

Immune Response
（398ターゲット）

100万

iSeq 100 
MiniSeq HO 
MiSeq v3 
NextSeq 550 MO
（2億 6,000万）

4
25
25

260

a. 実験あたり必要となるリード数は、パネルの内容、サンプルタイプによる転写産物 
プロファイル、実験デザインの目的により異なります。

ユーザーフレンドリーなデータ解析

AmpliSeq for Illumina Custom RNAのデータ解析は、高度に
訓練されたバイオインフォマティクスサポートまたは高性能な専
用のコンピューティングインフラストラクチャーを必要としま
せん。ローデータをシーケンサーシステムから直接 BaseSpace 
Sequence Hubに送ることも可能です。リードアライメントおよ
び発現プロファイルを含む二次解析は BaseSpaceの RNA 
Amplicon Appで行うことができます。このアプリにはリードカウン
トおよび差次的遺伝子発現解析のための Differential Expression 
Analysis（DESeq2）が含まれます。

装置上での解析

同一の二次解析ワークフローは Local Run Managerの RNA 
Amplicon Moduleで実施することができます。Local Run 
Managerはランの設定、稼働状況のモニタリング、シーケンス

データの解析を行うための装置に内蔵されたソフトウェアプラット
フォームです。Local Run Managerはシーケンサーシステム
（iSeq™、MiniSeq™、MiSeq™、NextSeq™ システム）の 
装置上で使用できるだけでなく、他のコンピューターにインストー
ルして装置外で使用することもできます。

製品情報

製品名 カタログ番号

AmpliSeq for Illumina Custom RNA Panel 20020496

AmpliSeq for Illumina ERCC RNA Spike-In Mix 20030697

AmpliSeq for Illumina ERCC Companion Panel 20030696

AmpliSeq for Illumina CD Indexes Set A-D  20031676

*  FFPEサンプルでのパフォーマンスはサンプル品質、インプット量、およびパネル 
デザインに応じて異なります。FFPEサンプルを用いた研究にはライブラリー調製の
ために多くの RNAインプット量と高い平均シーケンスカバレッジを必要とすることが
あります。

詳しくはこちらから
AmpliSeq for Illumina Custom RNA Panelの詳細については、
こちらをご覧ください。
www.illumina.com/products/by-type/sequencing-kits/
library-prep-kits/ampliseq-custom-rna-panel.html
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