
ライブラリー調製が行えますが、大幅に分解の進んだサンプルに
は、効率的なターゲットキャプチャーやライブラリー調製に最適
なサイズ域より小さい RNA断片が含まれることがあります。

はじめに
TruSeq® RNA Accessキットは、ホルマリン固定・パラフィン包
埋（FFPE）組織から分離した RNAのような難しいサンプルに対
応した、エクソンをキャプチャーするRNAシーケンス法です。保
存された FFPEサンプルやそれらに関連する臨床データは、
RNA発現や疾患の病因または予後の研究に有益なリソースとな
ります。

しかし、固定プロセスやその後の組織保存法により核酸が分解
されることが多いため、分子生物学の標準的な技術で FFPE
サンプルを使った研究を行うには、さまざまな課題も起こり得ま
す。1–2 さらに、FFPE組織から poly（A）キャプチャーで分離した
RNA 断片の分布では、3'末端に大きなバイアスもみられます。
これらの問題を回避するため、poly（A）によりFFPEサンプルか
らRNAをキャプチャーする手法に代わり、全トランスクリプトー
ムシーケンスと組み合わせた TruSeq Stranded Total RNAのよ
うなリボソーム RNA（rRNA）除去法などが採用されてきました。
しかし、rRNAを除去した全トランスクリプトーム解析では、ディー
プシーケンスによりコーディングと非コーディングの転写産物
いずれも十分にカバーする必要があるため、高コストにつながり
ます。

TruSeq RNA Accessキットは、poly（A）テールのプルダウンで
はなく、コーディング領域をダイレクトにキャプチャーして、これ
らの課題を解決しています（図 1）。RNA品質が精確に評価され
れば、分解された RNAサンプルから信頼性や再現性のある結果
を得ることが可能です。効率的な RNA品質の評価は、RNAシー
ケンスを成功へ導く重要なステップの一つです。このテクニカル
ノートは、RNAサンプルを精確に評価して高品質のRNAシーケン
ス結果を得るためのガイドラインを記載したものです。

FFPEサンプルの多様性
FFPEサンプルから分離した RNAの品質は、標本間で、または
同一標本からの異なるサンプル内でも大きく異なる可能性があり
ます（図 2）。RNAは、ホルマリン固定中に大幅な化学修飾を受
けます：核酸がタンパク質とクロスリンクすると、RNA転写産物
はさらに小さな断片へと分解されます。ホルマリン固定の手法や
組織サンプルを保存記録する時期が異なると、RNA品質の多様
性 1-2はさらに広がります。TruSeq RNA Accessキットは、配
列特異的なキャプチャープロトコールによりmRNAを分離するこ
とでこれらの課題を克服しているため、リボソーム RNAが低減
され、エクソンの RNA配列が濃縮されます。

TruSeq RNA Accessライブラリー調製キットは、分解された
FFPEサンプルから高品質の RNAシーケンスデータを確保して、
品質の異なるサンプルを網羅的に比較できるよう最適化されまし
た。このキットでは、イルミナの NGSシーケンスがもたらす高
い再現性や広範なダイナミックレンジのアドバンテージを完全に
享受できるものの、ライブラリー調製を行う前には、まず各
FFPEサンプルの品質を評価することが重要です。TruSeq RNA 
Accessキットのプローブセットでは、ほぼすべてのサンプルで

FFPEサンプル由来の RNA品質の評価
TruSeq® RNA Accessライブラリー調製キットで、分解された RNAから高品質の RNAシーケン
ス結果を得るためのガイドライン

TruSeq RNA Accessキットは、RNAサンプルから興味のあるターゲット
領域を分離する簡便で効率化された手法を提供します。

図 1：TruSeq RNA Accessのキャプチャーケミストリー

A. stranded RNA-Seqライブラリーのプール

B. ターゲット領域にビオチン化プローブをハイブリダイズ

ビオチンプローブ

C. ストレプトアビジンビーズを用いてキャプチャー

ストレプトアビジンビーズ

D. ビーズから溶出
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RNA品質を評価
多くの遺伝子発現解析では、RNA 品質の評価にアジレント社の
RNAIntegrity Number（RIN）5が広く利用されていますが（図 2）、
分解された FFPEサンプルで得た RIN値は RNA品質の評価基
準として精度が低いだけでなく、ライブラリー調製の成功の予測
値として信頼性に欠けることが明らかになっています（図 3a）。

代わって、 RNA 断片サイズの中央値が、TruSeq RNA Access 
ライブラリー調製キットにおいて RNA品質を決めるのにより信頼
性の高い因子であることが分かってきました（図 3b）。そこでイ
ルミナは、200ヌクレオチド以上の RNA断片の割合を示す
DV200指標を開発しました（図 5）。DV200に基づいて FFPE由来
の RNA品質を精確に評価するため、良好なライブラリー調製に
必要な RNAの最少インプット量を微調整した実験を行いました
（図 4）。RNAのインプット量を調節することで、低品質の FFPE
サンプルから高品質のライブラリーを調製することが可能になっ
ています（表 2）。表 2は、一定のDV200値域を基準とした推奨ス
タート量を示していますが、イルミナでは、30％以下の DV200で
は RNAサンプルの使用を推奨していません。DV200指標を参照
して必要な RNAインプット量を決定すれば、安定した、再現性
のある結果が確実に得られます。中程度の品質の肺腫瘍 FFPE
サンプルに由来するRNA（DV200値＝50）をテクニカルリプリケー
トで 40ngインプットしたところ、正規化された遺伝子発現量に対
して非常に高い相関（R2=0.99）がみられました（図 4b）。

DV200値は Fragment Analyzerまたは Bioanalyzerトレースか
ら簡単に算出することができます（表 5）。標準精度から高精
度の RNAサンプルに適するようイルミナがカスタム化した
Fragment Analyzerによる FFPE由来 RNAの DV200算出法は、
Advanced Analyticalのホームページwww.aati-us.com/prod-
uct/fragmentanalyzerからダウンロードできます。

まとめ
FFPE保存の組織サンプルに利用される次世代シーケンスの手法
やそれにより得られる臨床的な関連データは、トランスレーショナ
ル研究に極めて貴重なリソースとなります。TruSeq RNA 
Accessキットは、FFPEやその他難しいサンプルを使った NGS
研究を可能にします。

Agilent 社製BioanalyzerによりFFPEから分離したRNAを試験し、
BioanalyzerでのトレースからRNAIntegrityNumbers（RIN）5を算出しま
した。

図 2：FFPEサンプル由来 RNAの品質

Agilent社製 Bioanalyzerにより FFPEから分離した RNAを試験し、
BioanalyzerでのトレースからRNAIntegrityNumbers（RIN）5を算出しま
した。

表 1：RIN and DV200 Values From FFPE Samples

サンプル RIN DV200 *

胸部（乳腺）正常 2.3 77

胸部（乳腺）腫瘍 2.7 71

肺正常 2.9 55

肺腫瘍 3.2 50

結腸正常 N/A 32

結腸腫瘍 N/A 39

胃腫瘍 2.4 30

胃正常 2.6 8

図3a：RIN値は2.3～3.2の範囲となり、 キャプチャー前ライブラリー収量
への相関はみられません。

図3bでは、キャプチャー前ライブラリー収量とDV200との高い相関
（R2=0.91）がみられます。

図 3：RIN versus DV200 and Library Yield
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これらの結果から、Fragment AnalyzerまたはBioanalyzerトレー
スで測定した RNA断片の DV200が示す安定した予測値に基づい
て、TruSeq RNA Accessライブラリー調製キットを用いた
RNAシーケンスを行うことにより、良好なシーケンス結果が得ら
れます。

詳細情報
TruSeq RNA Accessキットの詳細については、http://www.
illuminakk.co.jp/products/truseq-rna-access-kit.ilmnをご覧
ください。

FFPE由来の RNAに関するソリューションについては、http://
www.illuminakk.co.jp/applications/sequencing/rna/low-
quality-ffpe-rna-seq.ilmnをご覧ください。

図 4a：FFPEサンプルから Total RNAを分離して、TruSeq RNA Accessライブラリー調製キットにより調製しました。ターゲットキャプチャー前のライブラリー
収量を Fragment analyzerにより測定しました。

図 4B：正規化された遺伝子発現量は、BaseSpace TopHatアライメントアプリ 4で算出しました。

図 4：信頼性の高い品質予測にはRNA断片のサイズ分布を参照

図 5a：200nt以上の RNA断片の割合（DV200）は、以下に従い Smear 
Analysisを実行して Bioanalyzerトレースから算出が可能です：

1）‘Local’タブから、‘Normal’を‘Advanced’に変更する。2）‘Smear 
Analysis’のチェックボックスにチェックを入れる。3）‘Table’をクリック
して領域を追加し、ポップアップウィンドウに 200–10,000bpを入力する。
4）トレースウィンドウで‘Region Table’タブを選び、結果を表示する。

図 5b：Fragment Analyzerシステムは DV200解析のために効率化された
ソリューションです。Prosize™ ソフトウェアが 200nt以上のスメア解析
パラメーターを自動的に構成し、DV200値を Total％としてデータ表内に
表示します。

図 5：Fragment Analyzer で DV200を算出
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*  ライブラリー調製を確実に完了させるために、逆クロスリンクステップ
や DNase1処理などの RNA分離法が推奨されます（弊社では
Qiagen社製 RNeasy FFPE Kitまたは AllPrep DNA/RNA FFPE Kit
を使用）。

†  FFPE由来 RNA濃度をNanodropで測定しました。
‡  品質分類の上限 /下限に近いサンプルでベストパフォーマンスを得るに
は、推奨インプット量の上限付近を採用します。

表 2：DV200に基づいたRNAの推奨インプット量

品質 *†‡ DV200 推奨インプット量

高 > 70% 20 ng

中 50~70% 20~40 ng

低 30~50% 40~100 ng

過度の分解 < 30% 推奨されない

A

B

1

1

2

3

4
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