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RNAシーケンスのご紹介

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。



RNAは生命現象の重要な構成要素の一つ

Image courteous of https://clipartxtras.com

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。



RNAは生命現象の重要な構成要素の一つ

RNA-Seq
次世代シーケンサーによる
RNAの網羅的解析

Image courteous of https://clipartxtras.com

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。



RNA シーケンス
転写解析のための強力なツール

発現プロファイリング

● 単一の条件で遺伝子または転写産物の存在量を定量化する

● 異なる条件間の遺伝子または転写産物の存在量の相対的変化を測定する

転写物解析

● トランスクリプトーム全体をアセンブルします

● 既知または新規のRNA種を検出します 例 スプライスバリアント、融合遺伝子、低分子RNA、非コードRNA、ウイルスRNA

Sequencing 

reads

Possible 

isoforms of 

Gene X

Exonic region Gene X

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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融合遺伝子（Fusion）検出
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© User: A Obeidat / Wikimedia Commons / CC-BY-SA-3.0

• 融合遺伝子は、以前は独立していた2つの遺伝子の組み合
わせです

• 染色体転座、欠失、または逆位が原因で発生する可能性が
あります

• RNA-Seqは、既知の融合と新規の融合の両方を検出するた
めの費用効果の高い方法です。

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。

https://commons.wikimedia.org/
https://creativecommons.org/licenses/by-sa/3.0/


RNAシーケンスのワークフロー
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解析シーケンス（NGS）ライブラリー調製RNA抽出

目的の生物からトータルRNA

を抽出します。

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。



RNAシーケンスのワークフロー
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解析シーケンス（NGS）ライブラリー調製RNA抽出

目的の生物からトータルRNA

を抽出します。

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。



RNA抽出
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サンプル 品質管理

• RNAはRNaseの影響を受けやすいため、収集時にサンプ
ルを安定させ、すぐに凍結または処理することをお勧めしま
す

• DNase処理でDNAコンタミネーションを低減してください

• DNase処理により、サンプルの純度と正確な定量が保証さ
れます

• 特定の組織タイプまたは微生物は、溶解（Lysis）を確実に行
うために別途処理が必要な場合があります

• フラグメント分析法を使用した質的管理 （例： バイオ
アナライザー）

• 蛍光光度法を使用した量的管理 （例： キュービット）

Example of high quality UHR trace from Illumina Stranded mRNA Prep 

Reference Guide showing 18S and 28S rRNA peaks

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。



RIN値 & DV200
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Evaluating RNA Quality from FFPE Samples (illumina.com)

• RNA Integrity Number (RIN):

グラフの下の総面積に対する18Sおよび
28S rRNAピークの下の面積の比率

• DV200:

200ヌクレオチドを超えるRNA断片の割合

Example RNA Input Recommendations from Illumina Stranded Total RNA Prep Reference Guide

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。

https://www.illumina.com/content/dam/illumina-marketing/documents/products/technotes/evaluating-rna-quality-from-ffpe-samples-technical-note-470-2014-001.pdf


RNAシーケンスのワークフロー
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解析シーケンス（NGS）ライブラリー調製RNA抽出

目的の生物からトータルRNA

を抽出します。

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。



そもそもライブラリーとは？
サンプルの前処理

サンプル 核酸
(DNA or RNA)

核酸を適切な
長さに切断
（断片化）

断片の両側に
アダプター配列

を付加

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。



～600bpの目的のDNA断片

マルチプレックスを可能にするための識別可能な固有の配列

シーケンスプライマーが結合するための配列

フローセルに結合するための配列

ライブラリーの構造と役割
全てのイルミナシーケンサーで共通

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。



1レーンに複数サンプル混ぜることができる

異なるindex（バーコード）を付けて、ライ
ブラリー調製を行う

サンプルをまとめる シーケンス

Indexによって、各サンプルを
区別する

• 異なる配列のインデックスを利用することで、1回のランで多サン
プルを同時にシーケンスできる

マルチプレックス法

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。



rRNAs

tRNAs

mRNAs Other RNAs (lncRNAs, 
miRNA, etc.)

TOTAL RNA

Non-coding RNA: what is functional and what is junk? 

(2015) AF Palazzo and ES Leeより改変

RNAライブラリー
哺乳類のRNAの構成

• 大量に存在するrRNAと
tRNAは一般的にはRNA

シーケンシングから除外さ
れます

• mRNAとsmall RNAを一般
的にはターゲットにして解析
を行います

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。



ターゲットとするRNA種を得るために
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Ribosomal RNA 

の除去
Poly A の選択 cDNA 合成 &

ターゲット濃縮

• ｒＲＮＡを標的とするプローブを
使って、サンプルから除去します

• コーディング領域と非コーディング
領域の検出

• オリゴd(T)を使って、ポリAテールを持
つmRNAを選択します

• ポリAテールを持つ転写産物の検出

• RNAからcDNAへの変換

• 特定のプローブを使用して、ター
ゲット領域を選択します

• エクソームパネルなど

1 2 3

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。



RNA シーケンシングソリューション
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トータル RNA mRNA ターゲット濃縮

最大の探索力 コスト効率の高い発現解析 ターゲットを絞った検出と発見

検出対象 コーディング領域と非コーディング領域 ポリAテールを持つ転写産物 ターゲット領域

劣化したサンプル/ FFPE ✓ ✓

適したアプリケーション • グローバルな発現プロファイリング
• ncRNAの発見と特性評価
• 選択的スプライシングの検出
• バイオマーカーの同定

• 差次的発現プロファイリング
• アイソフォームの識別
• 対立遺伝子特異的発現
• 低発現mRNAの検出

• 対立遺伝子特異的発現
• 劣化したサンプル
• バイオマーカースクリーニング

Illumina RNA調製キット
(16 & 96 サンプルキット)

Illumina Stranded Total RNA 

Prep with Ribo-Zero Plus

Illumina Stranded mRNA 

Prep

Illumina RNA Prep with 

Enrichment

Ribosomal RNA 

の除去
Poly A の選択

cDNA 合成 &

ターゲット濃縮

1 2 3

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。



1. キット名： Illumina Stranded Total RNA Prep with Ribo-ZeroTM Plus

mRNAs

TOTAL RNA

lncRNAs

解析対象

iSeqTM MiniSeqTM MiSeqTM NextSeqTM NovaSeqTM

小 大出力（データ量）

㊜ ㊜

Ribo-Zero Plus rRNA除去
etc.

ライブラリー調製
の過程でサイズ依
存で除去

Ribo-Zero Plus

で除去

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。



Illumina Stranded Total RNA Prep ワークフロー
高いライゲーション反応を活用して、高品質でシンプルな調製を提供します
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rRNA 除去 断片化 cDNA 合成 ライゲーション1 & 

増幅

シーケンス

過多な転写産物の除去により、
目的の標的転写産物に焦点を

合わせます

ILMNシーケンスに最適な長さに
断片化されます

逆転写によりRNAをcDNAに
変換します

cDNA試薬はキットに含まれます

ライゲーションによりインデックス
が付加され、出来たライブラリー

をPCRで増幅します

ILMNシステムと完全に適合する
ように設計されています

1. Quant, qual and normalization steps not shown

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。



Illumina Stranded Total RNA Prepのワークフロー
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1. 最大24サンプルを手作業で処理した際の時間で、定量とノーマライゼーションは含まれない。

Illumina Stranded Total RNA Prep
LIGATION WITH RIBO-ZERO PLUS

Total RNA

リボソームRNAの除去

所要時間
7時間1

操作時間
3時間未満1

RNA断片化と変性

First Strand cDNA合成

Second Strand cDNA合成

3’末端のアデニル化

アンカーライゲーション

断片のクリーンアップ

ライブラリー増幅

ライブラリーのクリーンアップ

定量とノーマライゼーション

シーケンス

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。



Ribo-Zero Plus：酵素を用いたrRNA除去法
ロバストな手法により、多様なサンプルを扱うラボの柔軟性が向上
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Total RNA

プローブのハイブ
リダイゼーション

1

rRNA除去2

プローブの除去3

興味のあるRNA Ribo-Zeroプローブ 大量のrRNA

Ribo-Zero Plusにより単一チューブで複数生物種に対応

多様なサンプルを扱うラボでの研究にシームレスな柔軟性

• 細胞質およびミトコンドリアrRNA：ヒト、マウス、ラット

• グロビン転写産物

• バクテリアrRNA（グラム陽性菌/陰性菌）

除去ターゲット ターゲットrRNA

ヒトの細胞質rRNA 28S、18S、5.8S、5S

ヒトのミトコンドリアrRNA 12S、16S

ヒトのβグロビン転写産物 HBA1、HBA2、HBB、HBG1、HBG2

マウスおよびラットのrRNA 16S、28S

グラム陰性菌rRNA 大腸菌：5S、16S、23S

グラム陽性菌rRNA 枯草菌：5S、16S、23S

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。



Illumina Stranded Total RNA Prepのデータ
特に低いインプット量でのワークフローを強化
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SAMPLE PROFILE

Universal Human Reference

SAMPLE INPUT AMOUNT

Total RNAで1ng、
10ng、100ng

SEQUENCER

NextSeq™ 550システム

解析

BaseSpace RNA-Seq 

Alignment v 2.0.1アプリ

1ngおよび100ngのRNAインプット量で優れた性能を発揮
（従来のTruSeqとの比較）

Reads

30Mリードにサブサンプ
リング*

*4MリードにサブサンプリングしてDuplicateの割合を算出

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。



Illumina Stranded Total RNA Prepのデータ
FFPEサンプルから均一で高いトランスクリプトームカバレッジ
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SAMPLE PROFILE

FFPE

DV200 = 55%

SAMPLE INPUT AMOUNT

Total RNAで10ng

および100ng

SEQUENCER

NovaSeq™ 6000システム

解析

BaseSpace RNA-Seq 

Alignment v 2.0.1アプリ

10ngおよび100ngのRNAインプット量で、FFPE RNAで
高いカバレッジ均一性

Reads

50Mリード

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。



2. キット名： Illumina Stranded mRNA Library Prep

mRNAs

TOTAL RNA

lncRNAs

TTTTT

TT
TT
T

TTTTT

TTTTT

AAAAA解析対象

Poly-A tails RNA濃縮

iSeq MiniSeq MiSeq NextSeq NovaSeq

小 大出力（データ量）

㊜ ㊜

Poly-Tビーズ

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。



Illumina Stranded mRNA Prep ワークフロー
高いライゲーション反応を活用して、高品質でシンプルな調製を提供します

24

PolyA選択 断片化 cDNA 合成 ライゲーション1 & 

増幅

シーケンス

mRNAの濃縮により、目的の標
的転写産物に焦点を合わせます

ILMNシーケンスに最適な長さに
断片化されます

逆転写によりRNAをcDNAに
変換します

cDNA試薬はキットに含まれます

ライゲーションによりインデックス
が付加され、出来たライブラリー

をPCRで増幅します

ILMNシステムと完全に適合する
ように設計されています

1. Quant, qual and normalization steps not shown

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。



Illumina Stranded mRNA Prepのワークフロー
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Illumina Stranded mRNA Prep
LIGATION

Total RNA

mRNA精製と断片化

所要時間
6.5時間1

操作時間
3時間未満1

First Strand cDNA合成

Second Strand cDNA合成

3’末端のアデニル化

アンカーライゲーション

断片のクリーンアップ

ライブラリー増幅

ライブラリーのクリーンアップ

定量とノーマライゼーション

シーケンス

1. 最大24サンプルを手作業で処理した際の時間で、定量とノーマライゼーションは含まれない。

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。



ストランド情報/Strandednessとは?
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• ストランドネスは、転写産物がどのDNAストランドに由来
するかを決定します

• アンチセンス発現の検出を可能にして、トランスクリプトア
ノテーションの信頼性を高めます

• 次のアプリケーションにとってストランド情報は重要です：ト
トランスクリプトベースのアセンブリ、完全なアノテーション、
スプライスバリエーション研究

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。



cDNAのセカンドストランド合成ステップで導入されるストランド情報
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• 二本鎖を合成して平滑末端cDNAを生成します

• dUTPはdTTPの代わりにセカンドストランドに組み込まれています

• ポリメラーゼはdUTPを組み込むことができません

• セカンドストランドは増幅ステップ中に抑制されます

*
*

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。



3. キット名： Illumina RNA Prep with Enrichment
Exome Panelを使った場合

mRNAs

TOTAL RNA

解析対象

Exomeパネルで濃縮

iSeq MiniSeq MiSeq NextSeq NovaSeq

㊜ ㊜

ストレプトアビジンビーズ

ビオチン化プローブ
（Illumina Exome Panel）

ライブラリー

ライブラリー調製
の過程で除去

ライブラリー調製
の過程で除去

小 大出力（データ量）

ライブラリー調製
の過程で除去

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。



Illumina RNA Prep with Enrichment ワークフロー
超高速RNA濃縮のためにタグメンテーションケミストリーを活用1

29

1. Quant, qual and normalization steps not shown

cDNA 合成 タグメンテーション ターゲット濃縮 増幅 シーケンス

逆転写によりRNAをcDNAに
変換します

cDNA試薬はキットに含まれます

シングルステップの断片化とイン
デックスの付加

ハイブリッドキャプチャベースの
ターゲット濃縮

出来たライブラリーをPCRで増
幅します

ILMNシステムと完全に適合する
ように設計されています

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。



タグメンテーション
RNA濃縮用に拡張されたビーズ結合トランスポゾン（BLT）

30
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。



ターゲット濃縮
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プローブをハイブリダイズ

プールされたライブラリにキャプチャプローブを追加して、関心領域を標的とします

ライブラリーの濃縮

標的にしたライブラリー断片にハイブリダイズしたマグネットビーズ濃縮プローブ

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。



RNA 濃縮用パネル
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イルミナのテスト済みパネル 現在利用可能なその他のオプション

Illumina Exome
Covers >98% RefSeq Exome including >21k target genes,        

>214k target exonic regions

Illumina Concierge Custom Panels 
Design support available for human and non-human                            

custom RNA enrichment panels

NOTE: no performance guarantee on custom panels

Illumina Respiratory Virus Panel v2
7,800 probes to detect common respiratory viruses,                   

recent flu strains, and SARS-CoV-2

Use with 3rd Party Panels
No known chemistry limitations

No Illumina testing or performance guarantee

Modifications to protocol may be required

Respiratory Pathogen ID/AMR Panel
Detects >280 pathogens contributing to pneumonia

>1200 Antimicrobial Resistance markers

Illumina RNA Prep with Enrichment は様々なパネルに対応します

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。



RNAシーケンスのワークフロー
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解析シーケンス（NGS）ライブラリー調製RNA抽出

目的の生物からトータルRNA

を抽出します。

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。



リード長、リード数とデータ量の関係
サンガーシーケンサー

（1リード/キャピラリー）

次世代シーケンサー
（1リード/クラスター）

リード長

リード数

データ量

1,000 bp x1

96

96 Kb

150 bp x2

10,000,000,000

3 Tb

X                                            X X

II                                             II II

1回で多数のリードを解読

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。



RNA-Seq解析でイルミナシーケンサーを選ぶメリット

一度に解析できるリードの数が多い

解析できるライブラリー分子数が多い

高感度／多検体処理

約12億クラスター

例）NextSeq1000/2000

フローセル

*イメージ図

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。



アプリケーション 遺伝子発現プロファイリング解析
遺伝子発現プロファイリング解析

+
新規転写産物探索

目的例

• 簡単な発現プ
ロファイリング

• より広い遺伝子発現プロ
ファイリング

• アイソフォーム毎の解析
• 融合遺伝子検出

• De novo assembly

• 詳細な遺伝子発現プロ
ファイリング

• FFPE由来の

サンプルから
のDe novo 

assembly

シーケンス条件 SR 35 - 50 bp PE 50 - 75 bp PE 75 - 150 bp PE 75 - 150 bp

クラスター数

目的のアプリケーションによって推奨必要リード数が異なる
例) Guideline from ENCODE2 RNA-seq experiments

1000万 3000万 5000万 1億 2億

安 高サンプルあたりのコスト

Read 1 Read 1
SR (Single read)

1 cluster = 1 read

PE (Paired-end)

1 cluster =
1 read pair 

(2 reads) Read 2

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。



システム iSeq™ 100 MiniSeq™ MiSeq™
NextSeq™

550

NextSeq™
1000

NextSeq™
2000

NovaSeq™
6000

データ量
（最大値）

1.2 Gb 7.5 Gb 15 Gb 120 Gb 120 Gb 360 Gb 3 Tb

クラスター数
（最大値）

400万 2500万 2500万 4億 4億 12億 100億

ラン時間（時間） 19 24 56 29 29 48 44

発売年 2018 2016 2011 2014 2020 2020 2017

2021年10月現在、フローセルごとの値

2020年1月発売2020年11月発売

現在のイルミナ次世代シーケンサーラインナップ

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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新製品、NextSeq 1000/2000
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NextSeq 2000

4,422万円

NextSeq 1000

2,772万円

ウェビナー録画はこちら
P1 Flow Cell

1億クラスター30Gb

最大データ量

P2 Flow Cell

4億クラスター120Gb

最大データ量

P3 Flow Cell

12億クラスター360Gb

最大データ量

P3はNextSeq2000のみで使用可能

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。



例）NextSeq 1000/2000 P2

3-plex

サンプルあたり
~1.3億 clusters/40 Gb

12-plex

~4億クラスター/120 Gb

新規転写産物探索

サンプルあたり
~0.33億 clusters/10 Gb

遺伝子発現プロファイリング解析

１枚のフローセルで期待され
るクラスター数

１枚のフローセルで期待され
る総データ量
[クラスター数 x リード長]

シーケンス試薬利用例
フローセルのデータ量を最大限に利用するマルチプレックス解析

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。



RNA-Seq NextSeq 2000
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NextSeq 2000

P2 試薬
NextSeq 2000

P3 試薬

シングルリード ～4億 ～12億

ペアエンド ～8億 ～24億

アプリケーション: スプライスバリアントの解析

サンプルごとのリード数: 1億リード

リード長: 2 x 50 bp

装置: NextSeq 2000

シーケンシング試薬: P2試薬 100サイクル

全データ量:

2 x 50 bp x 4億リード = 40ギガベース

1ラン当たりのサンプル数: 8サンプル

P2試薬 100サイクル 200サイクル 300サイクル

リード長

2 x 50 bp 2 x 75 bp 2 x 150 bp

1 x 100 bp 2 x 100 bp

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。



RNA-Seqを使用した遺伝子発現プロファイリング（参考リード数）

41

生物種 トランスクリプトームサイズ (推計) 推奨される最低限のシングルリード数*

単細胞生物
(例、バクテリア、酵母)

0.8 – 3.0 Mb 12万 – 45万リード

多細胞無脊椎動物
(例、線虫、ハエ)

10 – 30 Mb 150万 – 450万リード

複雑な多細胞生物
(例、植物、脊椎動物)

30 – 200 Mb 500万 – 1500万リード

* これらは一般的なガイドラインであり、最初に実験を実施する際の参考です。 プロジェクトの統計的要求に満たす十分なカバレッジを得るために最適化を強くお勧めします。

ENCODEプロジェクトには、参考となるRNA-Seqのデータスタンダードがあります。 イルミナでは適
切な実験計画のため、関連分野と生物種について主要文献を参照することをお勧めします。

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。



RNAシーケンスのワークフロー
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解析シーケンス（NGS）ライブラリー調製RNA抽出

目的の生物からトータルRNA

を抽出します。

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。



UCAGGAUCAAGUCAGUCAGUAG

GAUCAAGUCAUCAGUCAGAACC

AGGAUCAAGUCAGAUCAAGGAC
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サンプルから結果に至るまでナビゲート
• イルミナのBaseSpace® Suiteは総合的なソリューションを提供

BaseSpace Clarity LIMS 
サンプル追跡とワークフロー管理でラボの効率性が向上します。

複数のイルミナシーケンサーがシームレスに一体化されるため、ラン設計と性能QCが容易
になります

ライブラリー調製 シーケンス 解析

UCAGGAUCAAGUCAGUCAGUAG

GAUCAAGUCAUCAGUCAGAACC

AGGAUCAAGUCAGAUCAAGGAC

二次解析
BaseSpace Sequence Hubで、DRAGEN 

RNAアプリとDRAGEN RNA Differential 

Expressionアプリを使用してサンプルあ
たりのコストを抑えて、高精度かつ高速

に解析します

三次解析
mRNAの実験では、BaseSpace 

Correlation Engineで、データを大規模
なキュレートナレッジベースと統合す

ることができます

BaseSpace Sequence Hubでデータを安全に格納して直接共有

1 2 3

暗号化データフロー

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。



エンドツーエンドのmRNAシーケンシングワークフロー

BCL-Convert
DRAGEN 

RNA Pipeline

DRAGEN 
RNA 

Differential 
Expression 

Pipeline

Correlation 
Engine, IGV 
visualization

一次解析
(.fastq生成)

二次解析 三次解析

ServerCloud

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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DRAGENTM Bio-IT Platform
超高速でコスト効率の高い、NGS データの二次解析

01

超高速
30Xヒト全ゲノム解析所要時間を約25分に短縮

02

精確
SNPとINDELを高い感度と特異度で検出

03
コスト効率的でスケーラブル
コストを抑えながら、必要に応じた増強が可能

DRAGENの特徴
Dynamic Read Analysis for GENomics

オンサイトサーバーとクラウドを
必要に応じて選べる柔軟性

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。



DRAGEN RNA pipeline とRNA-Seq Alignment解析時間の比較

DRAGENを使うことにより解析時間、解析コストを
圧倒的に削減することが出来る

サンプル条件: ヒトmRNAサンプル４検体
リード数: 9500万リード、11,000万リード、12,000万リード、13,000万リード
リード長: 2 x 75 bp

解析時間 iCredit

RNA-Seq Alignment 4時間 7分 13秒 42.00 iCredit

(約4,956 円)

DRAGEN RNA pipeline 16分 45秒 5.00 iCredit

（約590 円）

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。



一般的な RNA-seq 解析ワークフロー
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発現プロファイリング

発現差異解析
Differential Expression

機能アノテーション

可視化
Visualization

他のデータとの
統合

コア解析 アドバンス解析

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。



RNAサンプルの発現プロファイリング： リードからカウントへ
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.fastq .bam Raw 

counts

Normalized

counts

リファレンスゲノム
例、GRCh38

Gene Annotation (GTF/GFF3)

リファレンスによるマッピング

Gene Annotation 

(GTF/GFF3)

サンプル中の既知の遺伝子または転写産物の発現プロファイリング

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。



DRAGEN RNA

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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発現差異解析
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候補の選択

• 下流解析を行う価値のある候補を絞り込むための指標例

• 2つの条件下でlog2Fold Changeの大きい遺伝子

• False discovery rateで調整されたp値

• 発現シグネチャーまたはサブポピュレーションは、サンプル全体
の遺伝子発現値のクラスタリングから推測できます。

Brain samples

Genes

Universal 

Human 

Reference 

RNA

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。



DRAGEN Differential Expression

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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一般的な RNA-seq 解析ワークフロー
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発現プロファイリング

発現差異解析
Differential Expression

機能アノテーション

可視化
Visualization

他のデータとの
統合

コア解析 アドバンス解析

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。



視覚化
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目的 詳細

• ターゲット遺伝子に関連するイベントを視覚化します。

発現変化、融合遺伝子、スプライシング。

• インプット: .bam ファイルまたは .bigwig ファイル

• ツール: IGV, Sashimiプロット (スプライシング)

• より高度なユースケース：UCSCゲノムブラウザーを使

用したパブリックアノテーションとのオーバーレイ

• 例、 ENCODEデータベースに公開されている細胞株

データセット、GTExデータベースの正常組織データセッ

ト、TCGAデータベースの癌組織データセットの発現や

クロマチンプロファイルとオーバーレイ表示します。

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。



視覚化例
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スプライス
アイソフォーム
の検出

• Sashimi 
Plot

発現変化

• IGV

Brain

UHR

R 

3,115 reads

31,109 reads

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。



視覚化例
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パブリックアノ
テーションとの
オーバーレイ

• UCSC 
Genome 
Browser

融合遺伝子
の検出

• IGV

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。



BaseSpaceコリレーションエンジン （Correlation Engine）
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高品質でキュレートされた公開データ
の大規模なナレッジベース

• 科学者のインタラクティブなクエリに基づいて、
データパターンをリアルタイムで導き出す強
力なツール

• データをアップロードすると、過去の23,000
件の研究に対してメタ分析を行うシステム

• 組織間でさまざまなデータの共有が可能

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。



まとめ：イルミナのRNAシーケンシングソリューション

ライブラリー調製 シーケンス 解析

RNAインプット Illumina RNA Prep リード/サンプル2 サンプル/ラン2 DRAGEN & BaseSpaceオプション3

Total RNA
コーディング領域と非コーディング領域

1-1000ng1
Stranded Total RNA Prep 

with Ribo-Zero Plus
50M

NextSeqTM 550: 2-8 

NextSeq 2000: 8-50

NovaSeq 6000: 16-200

DRAGEN RNA Pipeline 

DRAGEN Differential Expression

mRNA Seq
ポリAテールを持つ転写産物

25-1000ng1 Stranded mRNA Prep 25M

NextSeqTM 550: 5-16

NextSeqTM 2000: 16-40

NovaSeqTM 6000: 32-400

DRAGEN RNA Pipeline 

DRAGEN Differential Expression

Correlation Engine (三次解析)

RNA Enrichment w/Exome
ターゲット領域

最低10ng
RNA Prep with Enrichment 

+ Exome Panel
25M

NextSeqTM 550: 5-16 

NextSeqTM 2000: 16-40

NovaSeqTM 6000: 32-200

DRAGEN RNA Pipeline 

DRAGEN Differential Expression

（RNA Enrichment 

w/Respiratory Virus Panel）
SARS-CoV-2ゲノム+重複感染の検出

最低10ng
RNA Prep with Enrichment 

+ Respiratory Virus Panel
500k

iSeqTM 100: 8

MiSeqTM: 1-50 

MiniSeqTM: 8-50

NextSeqTM 550: 260-384

DRAGEN RNA Pathogen Detection

IDbyDNA Explify RVOP

1. For optimal data quality & FFPE/degraded samples use 10ng minimum

2. Reads per sample can vary based on study goals, number of samples per sequencing run calculated based on 

listed reads per sample and max 384 UDIs

3. Options for data analysis represented, processing may require data modifications 

*

Clarity LIMS FOR TRACKING & W ORKFLOW MANAGEMENT
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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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