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癌は、ゲノムにおける多くの変化により引き起こされる疾患です。これまで研究者達はイルミナの Infinium® BeadChip などの

マイクロアレイを使用して、長年にわたり幅広い種類の癌の遺伝子関連性を同定してきました。最近では、腫瘍学遺伝子および

環境共同研究（COGS）においてイルミナの BeadChip が有用な役割を果たし、4つのコンソーシアム* からのコンテンツにより

設計されたイルミナのカスタム iSelect® ジェノタイピングアレイを使用して、乳癌、卵巣癌および前立腺癌の3種類のホルモン

関連固形癌に関連した遺伝的多型（SNP）に関する試験が、25万人の患者を対象にして行われました1。これらのツールは非常

に正確ではありますが、仮説に基づくものであり、広範囲な遺伝子の変化ではなく、単一のSNP情報を得るものです。

ここ数年において、次世代シーケンサー（NGS）はそのコストが大幅に低下し、一方でその使いやすさや操作性は向上して

います。癌研究においても次世代シーケンサーが貴重なツールとして利用されており、癌ゲノムにおける体細胞変異や遺伝子

発現の変化がアレイよりもはるかに高い解像度で検出できるようになりました。また、かつてない優れた精度と費用対効果を 

実現しています。イルミナの Sequencing by Synthesis（一塩基合成法：SBS）ケミストリーをベースとしたHiSeq® および

MiSeq® システムなどの次世代シーケンサーテクノロジーにより、研究者は全ゲノムシーケンス（WGS）あるいはターゲット

シーケンスを使用してゲノムを網羅的に検索し、1回の実験で腫瘍のクローン集団の同定を行うことが可能となっています。 

さらに、遺伝子発現およびエピジェネティクスの変化は、RNA-Seq、ChIP-Seq、バイサルファイトシーケンスあるいは従来の

メチル化アレイのいずれを使用しても解析することが可能で、腫瘍形成におけるこれらの変化の役割に関する情報を得ることが

できます。マイクロアレイおよび次世代シーケンサーを腫瘍研究に使用することで得られる情報は、腫瘍生物学をさらに深く理

解し、より多くの情報に基づいた、より個別化した治療判断の提供につながります（図1）。

*  iCOGSアレイは、乳癌コンソーシアム（BCAC）、卵巣癌コンソーシアム（OCAC）、前立腺癌関連遺伝子変異研究グループ

（PRACTICAL）およびBRCA1/2変異調査コンソーシアム（CIMBA）により使用されました。

次世代シーケンサーとマイクロアレイで 
癌のパズルを解明する

図1：腫瘍の進行経路
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癌は、正常細胞中の特定の遺伝子が変異することで始まります。その結果、無秩序な細胞の増殖が引き起こされます。癌の進行に伴い、細胞はさらに 
体細胞変異を蓄積していき、増殖して新たな癌クローンを形成します。その結果、最も進行した癌には複数のクローンが含まれます。各クローンの治療
に対する反応性および転移のリスクはそれぞれ異なっていることから、これらすべての腫瘍クローンを完全に理解することが重要です。
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DNA配列の解読は、癌をはじめとする生物学研究のほぼ全領域において非常に重要です。多くの研究において、キャピラリー 

電気泳動（CE）をベースとしたサンガーシーケンスから次世代シーケンサーへの移行が進んでいますが、これは、次世代シー

ケンサーのデータ量、拡張性、スピードおよび解像度が、ヒトおよびその他の生物種におけるゲノム、トランスクリプトームそ

してエピゲノムに関する遺伝情報の抽出と、その詳細の理解を可能としているためです。

イルミナの次世代シーケンサー技術の背景となるコンセプトは、キャピラリー電気泳動と類似しています。DNAの小さい断片由

来の塩基は、DNAテンプレート鎖から再合成される際に発光されるシグナルにより、順番に同定されます。イルミナの一塩基合

成法（SBS）ではこの工程が、キャピラリー電気泳動のように1から数個のDNA断片ではなく、数千万から数億個のDNA断片に

おける大量並列工程に拡張されます。このため、ゲノム全体にわたる大きなDNA領域の迅速なシーケンスが可能となり、また研

究に応じて、より標的化したシーケンスを行うことも可能です。イルミナの MiSeq および HiSeq システムは、TruSeq® およ

び Nextera® によるキャプチャーおよびサンプル調製ケミストリーを使用していますので、すべてのレベルのカバレッジにおい

て最も正確なゲノムを提供します。

次世代シーケンサーのデータ品質および精度は、癌研究のなかでも特に診断およびスクリーニング用ツールの開発にとって非常

に重要です。次世代シーケンサーのデータの精度は、特定の位置において塩基が正確にコールされる確率を測定し、指数とし

て表されます。この値は、Phred、あるいはクオリティ（Q）スコアとして知られており、範囲は4～60で、値が高いほど塩基 

コールの品質が高いことを示します。例えば、Q10は、塩基コールが正しくない確率が10分の1であることを示し、Q30はそ

の確率が1000分の1であること、あるいは99.9%の確率でそのコールが正しいことを示しています。イルミナの1塩基合成法と 

TruSeq およびNexteraケミストリーは、エラーフリーのリード率も高く、Q30を超えるベースコールを提供します。

分解したDNAにおける次世代シーケンサー解析用サンプル調製ツール

すべての腫瘍サンプルが高品質に、かつ大量に採取されるというのが理想ではありますが、現実には固形癌のサンプルの大部分

は、理想的な状態からはほど遠い状態のものです。通常、固形癌サンプルはホルマリン固定パラフィン包埋（FFPE）サンプル

として調製され、将来の解析用に保存されます。しかしこの過程においてDNAの分解が生じ、次世代シーケンサーのライブラ 

リー構築が困難となります。研究者が次世代シーケンサーを研究に最大限に活用することが可能となるように、イルミナでは、

以下に示すキットをはじめ、FFPEサンプルに使用することができる数多くのサンプル調製用キットを開発しました。

TruSeq カスタムアンプリコン－数百におよぶゲノム領域をPCR増幅し、合計で650kbまでのゲノム領域をシーケンスすること

ができます。このキットはMiSeqシステムでお使いいただけ、遺伝子変異の発見、検証およびスクリーニングのための幅広いア

プリケーションを、迅速かつ効率的に行えます。

TruSeq 癌パネル－MiSeqシステム用に開発された TruSeq 癌パネルは、高度にマルチプレックス化したターゲットシーケンス用

のキットで、48の癌関連遺伝子をターゲットとしています。このキットでは、頻度が5%以下の体細胞性変異を検出するこ

とが可能です。パネルはイルミナが設計し、ワークフローはTruSeqカスタムアンプリコンと同じ方法を使用しています。 

BRAF、KRASおよびEGFRなどの重要な癌関連遺伝子における、高感度な変異の検出を可能とします。

TruSight® 腫瘍パネル－固形癌サンプルの分子プロファイリングを可能とします。肺癌、大腸癌、皮膚癌、胃癌および卵巣癌用
に選択された、26の癌遺伝子および腫瘍抑制遺伝子をターゲットとしています。最適化されたアンプリコンベースのライブラリー 

構築ができます。

特に生検サンプルを取り扱う場合においては、サンプルの量が少ないことも問題のひとつです。イルミナのサンプル調製キット

では、現在、必要なDNAのスタート量は30ng～3µgです。イルミナでは、さらに少量のサンプルスタートをサポートできる新

製品を常に開発し続けています。

次世代シーケンサー： 
癌研究のための新たなツール
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体細胞変異の検出への 
次世代シーケンサーアプローチ

次世代シーケンサーにより、研究者は包括的なアプローチ（全ゲノム）またはターゲットを設定したアプローチ（ターゲット）

を選択して、体細胞変異検出を実施することができるようになりました。全ゲノムシーケンス（WGS）では、腫瘍内の遺伝変異

についてのゲノム網羅的な完全像が得られますが、十分なカバレッジを確保するためにはハイスループットの大型シーケンサーが

必要です。全ゲノムシーケンスは仮説を必要としないアプローチで、ペアとなる正常サンプルと腫瘍サンプルを比較し、腫瘍にお

ける遺伝変異を明確にします。しかしその包括性の実現には、ターゲットシーケンスよりも高いコストがかかり、さらに大量の 

データが産出されるため、その解析が課題となります。

一方、ターゲットシーケンスでは、研究者が自身の興味とする領域のみにフォーカスをしぼることが可能です。このアプローチは、 

興味のある遺伝子が既知である場合には理想的で、研究者が独自のターゲットを選択することや、さらに確信を得るために検証済み 

のパネルを使用することも可能です。ターゲットシーケンスは、より高いカバレッジおよびより経済的なシーケンスを可能と

し、解釈が比較的容易なデータを産出します。しかし、解析しない領域もあるため、重要な変異を見逃す可能性が存在します。

腫瘍または正常サンプルの全ゲノムシーケンス

全ゲノムシーケンスでは、腫瘍内の異種混在（ヘテロジェネイティ） 

における変異解析を、包括的かつ高解像度に行います。全ゲノム 

では非コード領域内（制御領域、スプライス部位）の変異の

解析でき、またターゲットシーケンスでは実行が困難な構造的変

異およびコピー数変異の解析が可能です。

大部分の原発性腫瘍における生検では、正常細胞が混在する

のみならず、癌細胞のサブクローンが複数存在します。これ

は特に末期癌においてはよく見られる事象で、変異の蓄積に

よりポリクローナルな癌が形成され、薬物治療に対する反応

など、各クローンがそれぞれ異なる特性を示す可能性があります

（図2）。

腫瘍および正常サンプルのシーケンスにより、研究者は腫瘍

ゲノムが、正常ゲノムと比べてどのように異なっているかを究明することができます。複数のクローンや正常細胞が混在する 

サンプルから癌変異を検出するためには、深いシーケンス（ディープシーケンス）が必要です。ディープシーケンスでは、同一

領域を複数回シーケンスするため、正確な変異同定のための高い信頼性が得られます（図3）。

図2：ポリクローナルな腫瘍と癌の再発

ほとんどの腫瘍サンプルには腫瘍細胞と正常細胞の混合物が含まれ 
ます。腫瘍自体も数種類の異なるクローンタイプを含む可能性があり、 
各クローンはそれぞれ異なる治療反応および再発可能性を示します。
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通常は、80～100倍のシーケンスカバレッジにより、腫瘍内の変異を同定するために十分な信頼性が得られます。しかし、必

要とするシーケンスカバレッジは数多くの因子により左右されます。純度が低い腫瘍、高度にポリクローナルな腫瘍、および

高い感度を必要とするアプリケーション（低頻度のクローンの同定）においては、より高いシーケンスのカバレッジが必要です 

（表1）。最高で7000倍までのカバレッジが必要となる例もあります。

腫瘍または正常細胞のシーケンスからは最も包括的なデータセットが産出されますが、データの解析および解釈には高度な専門

知識が必要とされます。使用される変異コール法が、複数の腫瘍サブクローンおよび正常サンプルの混在の複雑性を正しくモ

デルしていることが特に重要です。HiSeqシステムにおいて、イルミナは2種類のオープンソースのソフトウェアを提供してお

り、これらすべての複雑性に対応しています。Illumina Sequence Analysis and Comparison（iSAAC）ソフトウェアは、ア

ライメントに使用することが可能で、Strelka2 は、体細胞変異の同時コールを実行することが可能です。Strelkaは、腫瘍データ

を腫瘍と正常サンプルの混合物としてモデルすることにより、特に不均一な腫瘍サンプルに使用されます。iSAACのアライ 

メントは、イルミナがフルサポートするHiSeq解析ソフトウェアパッケージとしてご利用いただけます。またクラウドベースの 

BaseSpace® でも利用可能で、拡張可能なストレージにより、HiSeqシーケンスデータを世界中の共同研究者と共有することが

可能となります。

表1：シーケンスのカバレッジに影響を与える因子

因子 詳細

腫瘍の純度
腫瘍は通常、正常組織と腫瘍組織の混合物です。50%の正常組織を含む腫瘍において、純度 100%の腫瘍サン
プルの場合と同等の信頼性で変異を検出するためには、シーケンスカバレッジを 2倍にする必要があります。

腫瘍の異種混在 
（ヘテロジェネイティ）

進行癌は多くの場合、ポリクローナルです。各クローン型を正しく表現するためには、より多くの種類の 
クローン型が存在するほど、より深いシーケンスが必要となります。

必要とされる感度  
（すなわち、特定のアリル頻度に 
おいて変異を検出する可能性 
または腫瘍クローンの存在量）

もとの腫瘍に 1%の割合で存在していたクローンが、薬剤耐性再発の過程で主要なクローンとなる可能性も存在
します。腫瘍が正常組織を含まないと仮定しても、1%のクローンは 100倍のカバレッジでは 1度しかコール
されません。

図3：低頻度のクローンを検出するディープシーケンス

観察された変異の信頼性を得るためには、シーケンスのカバレッジが必要です。上段のパネルでは、四角で囲んだシーケンスは、シーケンスエラー 
である可能性があり、また新たな体細胞変異である可能性もあります。下段のパネルにおいては、高いカバレッジから、高い信頼性で変異であること
が確認されています。
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イルミナの全ゲノムシーケンスソリューション－システムおよび受託サービスの選択

HiSeq 2500およびHiSeq 2000シーケンスシステムは、腫瘍または正常細胞のシーケンスを実行するには理想的で、少量のサン 

プルスタート量（サンプル調製キットにより、50ng～1µg）でサンプル調製からデータ解析までの効率的なワークフローを可

能とします。予算に応じて、研究室内でのシーケンス、またはIllumina Genome Network（IGN）の癌受託解析サービスを選択 

していただけます（表2）。いずれの場所でのシーケンスにおいても、HiSeqシステムは常に腫瘍研究を推進させる高品質な 

データを提供します。

高い柔軟性を持つHiSeq 2500システムは、サンプルのローディング、クラスターの形成および自動化ペアエンドシーケンスを

すべて1つのシステムに統合した自動化ソリューションを提供します。HiSeq 2500は、Rapidあるいは高出力モードで操作する 

ことが可能で、1サンプルの全ゲノムシーケンス（2 x 100bpの30xカバレッジ）が約1日で（Rapidモード）、あるいは5サンプル 

の全ゲノムシーケンスがわずか11日で（高出力モード）完了します。費用効率が高く、フレキシブルなHiSeq 2000システムは、 

シンプルなワークフローを実現し、異なるリードカバレッジを必要とするアプリケーションを同時に実行できます。HiSeq 

2000システムでは、8サンプル以上の全ゲノムシーケンス（2 x 100bpの30xカバレッジ）が11.5日で完了します。

システム予算が限られている、あるいは新たにシーケンスを始められた研究者の方々には、IGNの癌解析受託サービスをお薦めし

ます。IGNは、中規模から大規模コホートプロジェクトにおける腫瘍／正常のシーケンス解析実施に費用効率の高いソリューション

をお届けします。すべてのシーケンス受託サービスの中で最も少量のサンプル必要量（3µg）により、IGNの専門家がHiSeqシ

ステムを使用して、正常ゲノムに関しては最低でも平均40xのアライメント後カバレッジを、そして腫瘍ゲノムに関しては最低

でも平均80xのアライメント後カバレッジを提供します。データ解析には、IGNの最適化された同時コール法が含まれ、不均一

な腫瘍サンプルに関して最も正確な体細胞変異コールが確実に実行されます。業界で使用されている標準フォーマットでお渡し

するデータセットは、市販およびオープンソースのサードパーティソフトウェアを使用して可視化および下流解析に使用可能で

す。さらに得られたデータは、ジェノタイピング、RNA-Seqおよびメチル化解析などに組込むことが可能で、癌のメカニズム

のより明確で包括的な理解を得ることができます。

ターゲットシーケンスにより特定の変異に焦点をあてる

ターゲットシーケンスでは、予備知識に基づいて選択されたある特定の遺伝子領域またはアンプリコンに焦点をあてます。既知

の腫瘍関連遺伝子領域のみを使用することにより、より効率的なデータ解析パイプラインを利用して、より費用効率の高いシー

ケンスを行うことが可能となります。

表2：イルミナ全ゲノムシーケンスシーケンス選択肢

オプション システム導入 IGN癌受託サービス

シーケンスシステム HiSeq 2000または HiSeq 2500

キット TruSeq DNA PCR-Freeサンプル調製キット

利点 バイアスの無いゲノムカバレッジ、PCR増幅なし、サンプル調製は半日で完了

DNAスタート量 1µg 3µg

解析ソフトウェア
アライメント用 iSAACソフトウェア * 

同時変異コール用の Strelka

iSAACアライメントおよび Strelkaを使用した 
最適化された体細胞の同時コール 
効率的な解析のために、BAMおよび 

VCFフォーマットで提供されるデータセット

*https://github.com/sequencing/isaac_aligner
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エクソームシーケンス

多くの発癌性変異は、ゲノムの1～2%を構成するエクソン領域またはタンパク質コーディング領域内に見出されます。全エク 

ソームシーケンスは、37Mb（コーディングエクソンのみ）または62Mb（エクソン、UTRおよびmiRNAをコードする領域）を

標的としますが、これらの特定領域をさらに詳細に検討するために（25Mbまでの領域を標的とする）カスタムで行うターゲッ

トシーケンスもあります。エクソームシーケンスには、通常濃縮プロトコールを使います。まず全ゲノムからライブラリーを構

築し、その後、ゲノムから全エクソームあるいはターゲットとするカスタム領域を狙い、ビーズを用いて濃縮します。エクソー

ムシーケンスは、すでに癌の表現型に関連付けられているゲノム領域に焦点をあてたターゲットデータセットが得られるという

利点がありますが、癌ゲノムでよく生じる大きなゲノム再配列や転座は、エクソームシーケンスでは見落とす可能性があります3。

イルミナの Nextera Rapid エクソーム濃縮キットは、シンプルで費用効率が高く、サンプル調製と濃縮に必要な試薬を含む包括

的な濃縮キットで、HiSeqおよびMiSeqシステムでご使用いただけます。高いカバレッジ均一性を有する効率的なワークフロー

（サンプル調製1.5日）により、コーディング変異の同定を迅速かつ高精度に行えます。イルミナではさらに、Nextera Rapid

カスタム濃縮キットをご提供しており、興味対象のエクソームのみを検索することも可能です。

体細胞変異検出のためのターゲットシーケンス用パネル（既製品およびカスタム製品）

癌関連遺伝子のみをターゲットとするパネルは、シーケンスプロジェクトを効率よくすすめ、比較的容易なデータ解析ができ 

ます。ターゲットパネルは、数十から数百種類のターゲット（最高650kb）の選択を可能とし、異なる腫瘍タイプごとに使用で

きます。大規模な研究において既成パネルまたはカスタムパネルを活用することで、疾患の進行、遺伝子プロファイル、環境曝

露またはその他の因子に応じて、層別化を行うことが可能です4-5。

ターゲットシーケンスを容易にするために、イルミナでは性能が保証された既成の癌パネル、および研究者が興味領域を選択す

ることが可能なカスタム化ターゲットシーケンス用のソリューションを提供しています。

TruSight 腫瘍パネルは、マイナーなアリルに関して高い感度を提供し、FFPE組織サンプル由来の固形癌検体の分子プロファ

イリングが可能です。また、すでに同定されている肺癌、大腸癌、皮膚癌、胃癌および卵巣癌との関連性に基づいて選択され

た、26の癌遺伝子および腫瘍抑制遺伝子から、最適化されたアンプリコンベースのライブラリーを作製します。TruSight腫瘍

パネルには、FFPEサンプルのシーケンスへの適応性をチェックするQCプロトコールが付いており、さらに平均7000倍の深い

カバレッジを実施することで、5%以下のアリル頻度の変異の同定および定量が可能です。

TruSeq癌パネルはイルミナで設計した既製品で、48遺伝子を対象に体細胞変異ホットスポットをターゲットとしています。 

このキットは、MiSeqシステム上で使うことを想定してデザインされています。このマルチプレックスのターゲットアッセイ

は、最高96サンプルをプールして同時にランすることができます。TruSeq癌パネルは、FFPEサンプルに使用することが可能

で、重要な癌関連遺伝子内の変異の高感度な検出が行えます。

ターゲットシーケンス研究をカスタム化されることを希望する場合、イルミナではTruSeqカスタムアンプリコンをご提供して

います。このDNAからデータまでの包括的なソリューションには、DesignStudioを使用したプローブのデザインが含まれてい 

ます。DesignStudioはオンラインの無料ソフトウェアツールで、デザインおよび領域カバレッジを最適化するためのダイナ 

ミックなフィードバックを提供します。TruSeqカスタムアンプリコンは、MiSeqシステム上で数百のゲノム領域における迅速

で効率的なシーケンスを可能とし、FFPEサンプルを含めた幅広い種類のサンプルに使用できます。

表3では、イルミナのすべてのターゲットシーケンスおよびサンプル調製キットの早見表を示しています。
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表3：イルミナターゲットシーケンス用サンプル調製キット

オプション
ターゲットシーケンス

既存製品の内容 カスタム製品の内容

キット

Nextera Rapid 
エクソーム／ 
拡張エクソーム 
濃縮キット

TruSeq  
癌パネル

TruSight 
腫瘍パネル

TruSight 
癌パネル

Nextera Rapid  
カスタム濃縮キット

TruSeq  
カスタム 
アンプリコン

特徴

コーディング領域
のエクソーム 

（37Mb；214,405
エクソン）、 

拡張エクソーム
（62Mb；エクソン、 

UTRおよび
miRNA）を 1.5日

で調製

1日以内でのサン
プル調製、FFPE
サンプルの QC、

48腫瘍遺伝子内の
高頻度な 

変異ホットスポット 
をターゲット、 

212のアンプリコン

肺癌、大腸癌、 
メラノーマ 

（皮膚癌）、胃癌 
および卵巣癌との
関連から 
選択された、 

26の癌遺伝子 
および腫瘍抑制遺
伝子をターゲット

ロンドンの癌研究所 
（Institute of Cancer  

Research）との 
共同研究により 
開発；調製および 
エンリッチメント
が 2.5日で完了； 
発癌性に関連した
94の遺伝子および

284の SNPを 
ターゲット

カスタム化； 
0.5～ 25Mbの 
ターゲットシーケン
スが 1.5日で完了

カスタム化；  
16～ 1536アンプ
リコンによる 
4～ 650kbの 
ターゲットシー 
ケンスが 1日以内

で完了

DNA量 50ng
150～ 250ng 

（FFPEで 250ng）
30～ 300ng 
（DNA QC）

50ng 50ng
150～ 250ng 

（FFPEで 250ng）

システム
HiSeq 2500、
HiSeq 2000 
およびMiSeq

MiSeq MiSeq
HiSeq 2500、
HiSeq 2000 
およびMiSeq

HiSeq 2500、
HiSeq 2000 
およびMiSeq

MiSeq

解析ソフト 
ウェア

HiSeq Analysis 
Software

MiSeq Reporter

MiSeq Reporter 
with Somatic  
Variant Caller 
および 

Illumina Amplicon 
Viewer

MiSeq Reporter 
with Somatic  
Variant Caller 
および 

Illumina Amplicon 
Viewer

HiSeq Analysis 
Software

MiSeq Reporter

HiSeq Analysis 
Software

MiSeq Reporter

MiSeq Reporter 
with Somatic  
Variant Caller 
および 

Illumina Amplicon 
Viewer



8

個人の癌発症の素因となる生殖細胞の多型（SNP）の検出には、様々なアプローチがあります。これらの選択肢は、一度に多数

のサンプルを解析することを可能とするマイクロアレイを使用した全ゲノム関連解析（GWAS）から、より解像度の高い解析

を可能とするターゲットシーケンスまで幅広い範囲にわたります。

イルミナではGWAS研究用に、70万から400万超までのマーカーを含む、HumanCore および HumanOmniシリーズの 

BeadChipをご提供しています。特定のSNPに焦点をあてて完全にカスタム化したジェノタイピング研究を行う場合は、3,072～ 

100万のビーズタイプを含むカスタム用 iSelect BeadChip を使用することができます。これらは、iCOGSで使用されたものと

同じカスタム化 iSelect アレイです。解析は、HiScanまたは iScanスキャナーシステムを使用し、イルミナBeadChipのイメー

ジを迅速かつ、高感度に行います。

シーケンスは、癌の素因となるSNPを探索するためにも使用でき、非常に詳細な情報が得られます。研究者は、全ゲノムシー 

ケンス解析により仮説を含まない研究を行うこと（TruSeq DNA PCRフリーサンプル調製キット）や、全エクソームシーケン

ス解析によりゲノムのコーディング部分にのみ焦点をあてること（Nextera Rapidエクソーム）、または興味のある遺伝子に焦

点を当てたターゲット解析を行うこと（TruSight 癌パネル）が可能です。

TruSight 癌パネルは、一般的な変異に関する、癌素因遺伝子の迅速なシーケンスを可能とするために開発されました。標的と 

するのは一般的および稀な癌に関連した94の遺伝子内のSNPのホットスポットで、GWASにより同定された284の癌関連SNP

が含まれています。このパネルは、濃縮・ハイブリダイゼーションプロトコールを用いて興味対象遺伝子の抽出を行います。

カスタム化した興味対象遺伝子のターゲット解析には、Nextera Rapidカスタム濃縮（最高25Mbの領域をターゲット）および 

TruSeqカスタムアンプリコン（最高650kbまでのシーケンスをターゲット）を提供しています。TruSeq、Nexteraおよび 

TruSight シリーズの製品は、MiSeqおよびHiSeqシステムで使用することが可能で、各研究に必要なカバレッジによって、それ 

ぞれ最適なシステムが選択できます。

癌素因の検出
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遺伝子発現およびエピジェネティクス解析

イルミナの最新技術を利用して、トランスクリプトームおよびエピジェノムの変化をモニターすることが可能です。これによ

り、疾患の分類、予後、治療の選択と効果、および疾患の進行の理解に役立つ貴重なデータを得ることができます。腫瘍形成に 

おいては、Small RNAが介在した制御の変化、DNAとタンパク質の相互作用およびDNAメチル化により引き起こされる遺伝子 

発現の変化が重要な役割を果たしており、このような研究は非常に重要視されています。これらの変化を検出するためには、 

シーケンスおよびマイクロアレイの様々な手法が利用できます。

RNAシーケンス

腫瘍は極めて多くの変異を含むため、腫瘍形成ドライバーを同定すること、および治療標的となり得る遺伝子変化を同定するこ

とが重要です。RNAシーケンス（RNA-Seq）を使い、DNA変異の機能的効果をさらに理解することができます。RNA-Seqは

遺伝子機能、新規の転写産物、および異なる癌タイプにおける遺伝子発現プロファイルを予備知識なしで検出します。RNA-Seq 

はダイナミックレンジが広く、発現量が低い場合にも転写物の確実な検出および定量が行えます。このような研究データを使用

して、より効果的な治療を提案し、診断開発をサポートすることが可能です。

RNA-Seqでは、RNAを抽出後、cDNAに変換し、さらにcDNA末端にアダプターを結合させてシーケンスライブラリーを構築し

ます。イルミナのサンプル調製キットは各鎖に特異的な情報を提供するため、以前から癌形成と関連付けられている遺伝子制御 

機構であるアンチセンス発現の検出が可能です。Poly-Aを利用したmRNA解析（TruSeq Stranded mRNAサンプル調製キット） 

を行うことや、mRNAに加えコーディングおよび複数の型のノンコーディングRNA、対象とするRibo-Zero rRNA還元ケミスト

リーによる全トランスクリプトーム解析（TruSeq Stranded Total RNAサンプル調製キット）を実施できます。FFPEを含む低

品質のサンプルにおいても強固な結果を提供することができるのが、TruSeq Stranded Total RNAサンプル調製キットの重要

なポイントです。

ターゲットRNA発現

ターゲットを絞ったRNAターゲットの解析を行うことで、より多数のサンプルを処理することができ、研究をさらに加速し 

ます。TruSeq Targeted RNA Expression キットは、高度なカスタム化が可能な遺伝子発現プロファイリングおよび検証を 

MiSeqシステム上で実現します。このキットは、わずか50ngのRNAをスタートとする迅速でシンプルなワークフローと、装置

上での自動データ解析を提供します。専門家により構築された、p53および乳癌、肺癌、前立腺癌などのパネルをご用意してい

ますが、さらに最適化するために、追加コンテンツを搭載するカスタム化およびフルカスタムのパネル設計も可能で、遺伝子、

アイソフォーム、スプライスジャンクション、遺伝子融合およびcSNPをターゲットとする12～1,000のアッセイのパネルを構

築し、384サンプルのマルチプレックスで実験を進めることができます。

Small RNAの介在による制御

Small RNAまたはmicro RNA（miRNA）は、様々な機構によって遺伝子発現を制御しており、多数の癌と関連付けられています5。

多くのmiRNAは、癌において欠失、あるいは増幅しているゲノム領域に位置しています。miRNAは、その相対量とサイズから

標準のRNA-Seqアッセイと併用して解析することが困難であるため、イルミナではポピュレーション内のすべてのmiRNAを同

定するための Small RNA を対象とした専用試薬キットをご提供しています。

MiSeqシステムによるSmall RNAシーケンスは、極めて高いカバレッジおよび感度におけるmiRNAの発見およびプロファイ 

リングを可能とします（1細胞当たり最低1コピー）。TruSeq Small RNAサンプル調製キットは、MiSeq Reporterソフトウェ 

アのSmall RNAワークフローを使用して、MiSeqによるシステム上でのアライメントおよび解析を実行します。また、最高48 

サンプルまで同時にインデックスおよびプールすることが可能です。
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DNA – タンパク質相互作用

転写因子結合の変化は腫瘍形成における重要な事象であり、タンパク質とDNAがどのように相互作用して遺伝子発現を制御する

かは、癌を完全に理解するためには極めて重要です。クロマチン免疫沈降（ChIP）実験からは、遺伝子発現の活性化または抑

制の機構に関する情報が明らかにされます。ChIP DNAのシーケンス（ChIP-Seq）により、研究者には、対象とするタンパク

質に関連した、ゲノム中のDNA領域の完全な像を捉えることができます。

TruSeq ChIPサンプル調製キットは、遺伝子制御機構を明らかにするための、簡便で費用効率の高いソリューションです。 

TruSeq ChIPサンプル調製キットは、イルミナのすべてのシーケンスシステムに使用でき、ChIPサンプルのインデックス化 

（1回のシーケンスランで最高24サンプルをプールすることが可能および微量スタートに対応しています）MiSeqシステムで

は、転写因子研究など、より少量のタンパク質とDNAの相互作用に焦点をあてたChIP-Seqを効率的に行うことができます。

DNAメチル化

癌の進行速度は、エピジェネティクスの変化による影響を受ける可能性があります。DNAのメチル化状態を評価することによ

り、遺伝子発現変化の制御ドライバーの詳細を知ることが可能となり、癌の進行または治療効果の予想に利用できるバイオマー

カー候補の発見につながります。

イルミナのInfinium アッセイでは、メチル化部位を一塩基の解像度で定量的に解析することができます。HumanMethylation450  

BeadChipは、専門家により選択された包括的なカバレッジで、RefSeq遺伝子の99%、CpGアイランドの96%、およびその他

のカテゴリーを対象としています。これらのコンテンツは癌研究者を含むメチル化の専門家コンソーシアムにより選択され、充

実したコンテンツ、高解像度シーケンスベースのメチル化解析により、研究者はメチル化ゲノムを直接解析することができるよ

うになりました。これによりメチル化のパターンを同定かつ追跡することが可能で、メチル化の特性の変異を一塩基の解像度で

検出することができます。数多くの異なるアプローチが確立されていますので、異なるタイプの研究デザインそれぞれに適し

た、特徴ある利点が提供されます。イルミナのシーケンスシステムを利用したメチル化解析の最新の文献に関しては、イルミナ

のウェブサイト（http://www.illumina.com/science/publications-list.ilmn）をご参照ください。

構造変異検出

多くのタイプの癌が、疾患の病因および予後に関する情報を与える多くの構造的変化（コピー数変異、逆位など）を示すことか

ら、これらの変化を正確かつ効率的に同定する技術を利用することは極めて重要です。イルミナでは、全体的な染色体変化を同

定するために、アレイベースおよびシーケンスベースのアプローチをお届けしています。

コピー数変異（CNV）

従来、研究者は欠失、転移および逆位などの染色体異常のプロファイルを解析するために、細胞遺伝学的解析法を使用してき

ました。イルミナの BeadChip は2005年以来幅広く使用されてきており、 関連解析およびコピー数検出のためにゲノムの最大

カバレッジを可能とするマーカーを取り入れてきました。イルミナのOmniおよびHumanCoreシリーズ、HumanCytoSNP-12 

BeadChipはCNV検出に理想的で、イルミナの GenomeStudio ソフトウェアを使用することにより最高120万のマーカーの可

視化が容易に行えます。またカスタム化が可能な iSelect BeadChip では、1サンプルあたり3,072～100万のマーカーのジェノ

タイピングパネルを設計でき、マーカーの総数に応じて数種類の複数サンプルフォーマットでご提供しています。

遺伝子の増幅および欠失は、腫瘍の進行および薬剤耐性を引き起こす可能性があるため、CNVを迅速に同定することのできる 

次世代シーケンサーのスピードは非常に重要です。近日リリース予定のイルミナの解析ソフトウェアは、シーケンスデータから 

CNV情報を迅速に可視化することを可能とします。
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構造的変異

標準的なイルミナのDNAシーケンス（比較的短いDNA断片）により染色体再配列を検出することが可能ですが、大きなDNA 

断片のシーケンスは、構造変異の切断点を含む確率がより高いため、より効率的です。Nextera Mate Pair サンプル調製キット

は、構造的変異を検出するために特別にデザインされたキットです。DNAは比較的大きな範囲で断片化し、ビオチン化アダプ 

ターを使いタグづけします（タグメンテーション）。これらの断片は、環状化された後、再びさらに断片化され、ビオチン 

ジャンクションが引き出されます。これらのジャンクションをシーケンスすることにより、大きなDNA断片の各末端に特有な 

シーケンス情報が供給され、染色体再配列の迅速な同定ができます。このキットを使うことで構造的変異および染色体切断の最

も包括的な評価を行うことができます。

要約

2003年に初めてBeadChipを導入し、2007年にイルミナ初のシーケンスシステムを発売して以来、イルミナの技術は常

に癌研究をサポートしてきました。今日、イルミナの技術は、多くの研究者に使われており、包括的全ゲノム研究、ター

ゲット遺伝子プロファイリング、遺伝子発現、およびエピジェネティク研究を目覚しい速度で進めています。イルミナの

HiSeq、MiSeq、HiScanおよび iScanプラットフォームにより得られるデータを統合することにより、癌生物学に関する理解

が深まり、診断法開発の加速および癌治療に革新をもたらす新たな治療アプローチへの可能性が広がります。
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