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QIAseq RNA-seq Kitsで得られたデータの一次解析から生物学的解釈までが、わずか 3ステップ
で完了します。バイオインフォマティクスの知識が不要な簡単かつ無償のクラウドベースの解析
システムです。FASTQファイルをアップロードするだけで、パスウェイ解析やバイオマーカー発見
のサポートをします。

QIAseq FastSelect Kits
1ステップで簡便に RNA-seqにおける不要な rRNA および /またはグロビンmRNAを除去
する画期的なキット

 •   わずか 1 回のピペッティング操作と14 分のインキュベーションによる rRNA除去工程†

 •   ヒト・マウス・ラットを含む哺乳類 /バクテリア /植物 /酵母 /魚類 /キイロショウジョウバエ /センチュウ対応の 
専用キットを用意

•   QIAGEN、Illumina、NEB、KAPA RNA stranded library kitを含む様々なライブラリー試薬と一緒に使用可能

•  FFPE など断片化 RNA からも高効率な rRNA除去が可能

†  QIAseq FastSelect –5S/16S/23S Kitはビーズ洗浄工程が必要

QIAseq Stranded RNA Library Kits
全トランスクリプトーム解析に最適なストランド特異的 RNA-seq ライブラリー調製試薬

 •   Actinomycin D や dUTP の処理を行わずに 4 ～ 5 時間で調製可能

•  精製用のQIAseq Beads と便利なデュアルインデックスが付属

•  対応生物種 *：ヒト・マウス・ラット

 •  対象アプリケーション * : rRNA 除去および Stranded RNA-seq、3’ トランスクリプトーム解析、miRNA-seq

*  対応生物種や対象アプリケーションは、今後増えていく予定

RNA-seq Analysis Portal
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QIAseq UPX 3’ Transcriptome Kits
微量の RNA からハイスループット 3’ トランスクリプトーム解析を実現

  •   1～ 100個の細胞または 10 pg～ 10 ngの精製
RNAから開始

 •   LNA 技術を採用して、精度、特異度、感度を向上

  •  分子バーコード（UMI）による増幅バイアスの除去

 •   セル IDとサンプル IDにより、最大 18,432サンプ
ルの転写産物を同時にシークエンス解析可能

  •   GeneGlobeによるクラウドベースのフリーのデータ
解析ツールを提供

QIAseq miRNA Library Kit
次世代シークエンシングを用いた差次的発現解析と新規遺伝子発見のためのゲルフリー 
miRNA Sample to Insightソリューション

  •  1 ng の RNAから調製可能

 •  ゲル抽出不要なワークフロー

 •  分子バーコードによるmiRNAの正確な定量

 •   GeneGlobeによるクラウドベースのフリーのデータ
解析ツールを提供

 •  血清や血漿用にも最適化済み差次的発現解析
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ゲルサイズ選択不要なケミストリー
一般的に、小さいサイズの miRNAライブラリーとアダプターダイマーを分
けるには、手間のかかるゲル抽出が必要である。また、ゲル抽出をしても、
アダプターダイマーやmiRNA以外の RNAのコンタミを完全に除去すること
は困難である。上図は、他社製品と比較して、QIAseq miRNA Library Kit
では、miRNA分子に特異的なライブラリー調製ができていることを示している。

qPCRによるNGSデータのバリデーション
QIAseq miRNA Library Kit は、UMI を付加することで、PCR増幅とシーク
エンシング由来のバイアスを除去可能であり、qPCRと同等の高い定量性を
示すことができた。高い定量性のあるシークエンシング結果は、qPCRとも
高い相関性のあるバリデーション試験を可能にする。

QIAseq UPX 3’ Transcriptome Kitsのワークフロー
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論文紹介
3� トランスクリプトーム解析の利点

RNA-seqによるトランスクリプトーム解析は、遺伝子発現をとらえるための標準的な手法として挙げられるようになりました。特に
RNA-seqによる3�トランスクリプトーム解析は、マイクロアレイに代わる効率的な解析手法として注目されています。本項では、 
断片化RNAでのRNA-seqにおいても正確な遺伝子発現解析を可能とするQIAseq UPX 3� Transcriptome Kitの使用例をご紹介 
します。

断片化 RNAサンプルに対応した RNA-seq手法

FFPE検体におけるトランスクリプトーム解析の可能性を最大化
分解の進んだサンプルからのトランスクリプトーム解析は、サンプル量の確保
や解析結果の評価に課題があり、実験手法の選択が重要とされています。
本論文では、乳がん患者の FFPE検体を用いて、キアゲン製品を含む９つ
の手法で比較検証しました。検証結果より、以下の点が示されています。

•   3� トランスクリプトーム解析を含む RNA-seqは、90%以上の高い成功率で FFPE検体のシークエンスが可能である
と確認された

•   QIAseq UPX3� Transcriptome Kitは、他手法と比較して最小のスタートサンプル量（ 10 ng ）かつ最も安価なコスト
で、有効なデータを取得できた

マイクロアレイや網羅的 RNA-seq法と比較し、3�  トランスクリプトーム解析は、効率的な実験手法であることが示唆されまし
た。
Turnbull, Arran K et al. �Unlocking the transcriptomic potential of formalin-�xed paraf�n embedded clinical tissues: comparison of gene expression pro�ling 
approaches.� BMC bioinformatics vol. 21,1 30. 28 Jan. 2020, doi:10.1186/s12859-020-3365-5

分子バーコードがもたらす qPCRとの高い相関性 

ダニ媒介性脳炎ウイルスが関与する自然免疫経路を検証
Yamada, Shintaro et al. �RIG-I-Like Receptor and Toll-Like Receptor Signaling Pathways Cause Aberrant Production of In�ammatory Cytokines/Chemokines in 
a Severe Fever with Thrombocytopenia Syndrome Virus Infection Mouse Model.� Journal of virology vol. 92,13 e02246-17. 13 Jun. 2018, doi:10.1128/
JVI.02246-17

がん免疫研究での応用例

PD-1欠損メラノーマ特異的ヒトリンパ球の抗腫瘍効果の増強
がん免疫療法の一種であるエフェクター T細胞療法では、がん細胞への攻撃力を強めるために改変した T細胞を養子細胞移
植します。本論文では、PDCD1（Programmed cell death protein 1）を編集した T細胞クローンをCRISPR/Cas9システムで
作成し、その特徴を 3� トランスクリプトーム解析などで把握しました。さらに、PD-L1（programmed death-1のリガント）を
発現するヒトメラノーマ腫瘍を移植したNSGマウスにおいて、PDCD1を編集した T細胞クローンが、野生型 T細胞と比較し
て優れた抗腫瘍活性を示すことを明らかにしました。
Marotte L, Simon S, Vignard V, et al. Increased antitumor efficacy of PD-1-deficient melanoma-specific human lymphocytes. J Immunother Cancer. 
2020;8(1):e000311. doi:10.1136/jitc-2019-000311



  5

 

リキッドバイオプシーにおけるmiRNA解析の検討

昨今、リキッドバイオプシー検体におけるがんバイオマーカーの分析は、低侵襲性コンパニオン診断として注目を集めています。 
特に次世代シークエンスは、高感度、多検体処理の観点からmiRNAのプロファイリングに最適であると注目されています。
本項では、リキッドバイオプシー検体に対する最適なmiRNA解析手法を検討のために、プラットフォーム間およびmiRNA-seq
ライブラリー調製試薬間での比較検証例をご紹介します。

プラットフォーム間での比較

各プラットフォームにおけるmiRNAバイオマーカー検出方法の評価
本論文では、非小細胞性肺がん患者の血漿または小胞由来 miRNAを次世代
シークエンス（QIAseq miRNA Library Kit）、マイクロアレイ、核酸デジタル
カウントといった 3種のハイスループットプラットフォームで分析し、各プラット
フォームの評価をしました。本論文の主な要点は以下になります。

•   QIAseq miRNA Library Kitを用いた次世代シークエンスは、マイクロアレイや核酸デジタルカウントと比較して、
高いmiRNAの検出数を示した

•   QIAseq miRNA Library Kitでは、血漿検体から小細胞性肺がんのバイオマーカー候補になる 4種類のmiRNA（miR-
16-5p, miR-20a-5p, miR-21-5p, miR-125b-5p）を検出した

Babayan A, Neumann M H, Herdean A, et al: Multicenter Evaluation of Independent High-Throughput and RT-qPCR Technologies for the Development of 
Analytical Work�ows for Circulating miRNA Analysis. Cancers. 2020;12(5):1166. doi.10.3390/cancers12051166

4種類のmiRNA-seqライブラリー調製試薬間での比較 

miRNA-seq用ライブラリー調製試薬の比較検証
過去の研究では、マイクロアレイや qPCRとの比較はされておりますが、次世代シークエンスで重要なライブラリー調製キット
の精度、定量性などの評価はあまりされていません。本論文では、ヒト血漿、ヒト血清、マウス脳組織、および約 950の合
成 miRNAを対象にQIAseq miRNA Library Kit を含む 4種類のライブラリー調製キットの評価を行いました。以下が検証の
結果になります。

キットA キットB キットC QIAseq

シークエンスバイアスの軽減 △ △ × △

アダプターダイマーの阻害 〇 〇 〇 〇

miRNAのリード割合 〇 × △ 〇

hY RNAの阻害 × × × 〇

ワークフローの簡便性 〇 △ △ 〇

検証の結果、QIAseq miRNA Library Kitはヒト血漿、ヒト血清、マウス脳組織の miRNA-seqにおいて最適なライブラリー調
製試薬の一つであると示唆されました。
Coenen-Stass A M L, Magen I, Brooks T, et al: Evaluation of methodologies for microRNA biomarker detection by next generation sequencing. RNA Biol. 
2018;15(8):1133-1145. doi: 10.1080/15476286.2018.1514236
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臨床検体におけるmiRNAバイオマーカーの探索
QIAseq miRNA Library Kitは、miRNAバイオマーカーの探索において、定量性・精度が非常に優れていると、前項で示され
ました。本項では、血漿や尿といったリキッドバイオプシー検体を用いて、実際にmiRNAバイオマーカーを探索した臨床研究を
ご紹介します。

血漿検体に対するmiRNA-seq

血漿 miRNA測定による膵管腺がん摘出後の予後予測
膵管腺がんは、発見や治療が難しいとされるがんの一つです。早期段階での腫瘍摘出は、生存率を高める選択肢の一つですが、 
腫瘍摘出をしても生存率の改善が見込めないケースがあります。そのため、予後の術前評価は治療の方向性を決めるのに 
非常に重要となります。本論文では、予後不良に関連するバイオマーカーの同定を目的に、摘出手術前の患者から採取した
血漿中 miRNAの解析を行いました。解析の結果、以下のことが明らかになりました。

•   予後良好患者と不良患者の血漿検体由来 miRNAをQIAseq miRNA Library Kitを用いて次世代シークエンス解析し
たところ、11種のmiRNAがバイオマーカー候補として推測された

•   11種の miRNAをmiRCURY LNA miRNA PCR Assays（qRT-PCR）を用いてバリデーションし、最終的に 3種の
miRNA（miR-99a-5p、miR-365a-3p、miR-200c-3p）をバイオマーカーと同定した

以上の結果から、膵管腺がん摘出手術前に血漿中の miRNAバイオマーカーを解析することで、摘出手術の延命効果を判断
できる可能性を見出しました。臨床診断での実用に向けて、大規模コホート研究の実施が期待されます。
Gablo N, Trachtova K, Prochazka V, et al: Identification and Validation of Circulating Micrornas as Prognostic Biomarkers in Pancreatic Ductal 
Adenocarcinoma Patients Undergoing Surgical Resection. Clin Med. 2020; 9(8), 2440: doi.10.3390/jcm908244

尿検体に対するmiRNA-seq 

尿検体 miRNA-seqによる前立腺がんバイオマーカーの探索
前立腺がんと良性腫瘍を判断するための一般的な方法は、経直腸生検でありますが、本診断法は侵襲的であるために少なか
らず患者にリスクをもたらします。本論文では、前立腺がん患者と良性腫瘍患者から採取した微量な尿中 miRNA/piRNAを
次世代シークエンス解析し、前立腺がんの miRNAバイオマーカーの探索を行いました。その結果、6種類の miRNAと2種
類の piRNAがバイオマーカー候補として特定できました。また、今回見つかったバイオマーカーの候補は、様々ながんと相
互作用することが報告されております。今後、尿検体を用いたがん診断の実装が期待されます。
Markert L, Holdmann J, Klinger C, et al: Small RNAs as biomarkers to differentiate benign and malign prostate diseases: An alternative for transrectal punch 
biopsy of the prostate?. PLoS One. 2021. doi.10.1371/journal.pone.0247930
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感染症におけるmiRNA解析の重要性
SARS-CoV-2をはじめとする感染症を引き起こすウイルスが、感染が有利になるよう宿主のmiRNAを制御していることが指摘
されています。そのため、miRNAの正確な変動を網羅的に解析できる手法に注目が集まっています。特に、感染症の早期診断や
予後のバイオマーカーとして利用できるmiRNAの発見が待ち望まれています。ここでは、miRNAを正確かつ網羅的に解析可能な
QIAseq miRNA Library Kitを用いた、感染症における研究例をご紹介します。

分子バーコード技術による正確なmiRNA-seq

miRNAの発現変動から SARS-CoV-2の感染を明らかにする
COVID-19における宿主側のmiRNAの動態は、未だ十分に解明が進んでいません。本研究では、QIAseq miRNA Library Kit 
を用いて、健常者とCOVID-19患者の血漿検体の解析を行いました。本論文の主な要点は以下になります。

•   QIAseq miRNA Library KitによるmiRNAの発現変動解析は、qPCRの解析結果と高い相関性が認められた
•   COVID-19患者では、感染初期に 55種類の miRNAの変動が認められ、そのうちCOVID-19に特異的に変動がみ
られた miRNAは 3種類であった

•   重症患者においてもmiRNAのプロファイリングに特徴的な変動が認められた

本研究により、miRNAが COVID-19の早期診断や予後のバイオマーカーとなることが示唆されました。

Farr, Ryan J et al. “Altered microRNA expression in COVID-19 patients enables identification of SARS-CoV-2 infection.” PLoS pathogens vol. 17,7 
e1009759. 28 Jul. 2021, doi:10.1371/journal.ppat.1009759

その他の感染症におけるmiRNAの研究例 

結核菌ウイルス
Looney, Monika et al. “Key Macrophage Responses to Infection With Mycobacterium tuberculosis Are Co-Regulated by microRNAs and DNA Methylation.” 
Frontiers in immunology vol. 12 685237. 1 Jun. 2021, doi:10.3389/fimmu.2021.685237

サイトメガロウイルス
Shi, YunZhong et al. “Screening and validation of differentially expressed microRNAs and target genes in hypertensive mice induced by cytomegalovirus 
infection.” Bioscience reports vol. 40,12 (2020): BSR20202387. doi:10.1042/BSR20202387
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感染症における RNA-seqの重要性

SARS-CoV-2をはじめとする感染症において、宿主側の免疫学的な研究や、バイオマーカー探索のための RNA-seqの重要性が 
増しています。本項では、キアゲン製品を用いた RNA-seqにより、遺伝子発現解析の宿主応答やバイオマーカーの探索事例を 
ご紹介ます。

RNA-seqが解明する病原体および宿主応答

感染症における宿主の免疫学的な研究では、宿主側の遺伝子発現を網羅的に解析できる RNA-seqが有効とされています。 
QIAseq FastSelectは、少ステップで既存のワークフローに組み込め、rRNAを高効率に除去できる画期的な製品です。さらに
、宿主および病原体由来 rRNAの同時除去や、FFPE由来の断片化した RNAからの rRNA除去に対応しています。ここでは、
本製品を使用した最先端の研究例をご紹介します。

宿主由来 rRNAの高効率除去 

COVID-19と他の急性呼吸不全（ARDS）を見分ける
COVID-19と他の ARDSを区別するための免疫学的な特徴は、未だ十分に 
理解されていません。本論文は、両者を比較し、COVID-19の免疫学的特徴を 
明らかにしました。本論文の主な要点は以下になります。

•   患者の下気道由来検体から効率的に宿主の遺伝子発現を次世代シークエンス解析するために、QIAseq FastSelectで
ヒト由来の rRNAを除去し、ライブラリー調製を行った

•    COVID-19では、他の ARDSと比較して、「サイトカイン・ストーム」と密接に関わるような炎症性遺伝子の発現が
減少していた

•   一方、免疫応答を調節するとされる PTENシグナルが増加していたものの、炎症や免疫に関わりの 
無い遺伝子発現が上昇しており、宿主の免疫応答がうまく制御されていないことが COVID-19の特徴的であった

Sarma A, Christenson SA, Byrne A, et al. Tracheal aspirate RNA sequencing identifies distinct immunological features of COVID-19 ARDS. Nat Commun. 
2021;12(1):5152. Published 2021 Aug 26. doi:10.1038/s41467-021-25040-5

ワクチンや治療薬開発のための SARS-CoV-2感染モデル生物たち 

アカゲザルとカニクイザル
Salguero FJ, White AD, Slack GS, et al. Comparison of rhesus and cynomolgus macaques as an infection model for COVID-19. Nat Commun. 
2021;12(1):1260. Published 2021 Feb 24. doi:10.1038/s41467-021-21389-9

マウス
Sun J, Zhuang Z, Zheng J, et al. Generation of a Broadly Useful Model for COVID-19 Pathogenesis, Vaccination, and Treatment. Cell. 2020;182(3):734-
743.e5. doi:10.1016/j.cell.2020.06.010
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宿主および病原体由来rRNAの同時除去

多剤耐性結核菌はヒト細胞内増殖の為に特別な能力を
持っている
タイで発見された多剤耐性結核菌株は、宿主であるヒトに適応して 
高い増殖能を有する可能性が示唆されましたが、その増殖メカニズム
は不明でした。本論文では、ヒト感染細胞のRNA-seqから、そのメカニ
ズムに迫りました。本論文の主な要点は以下になります。

•    多剤耐性結核菌株の細胞内増殖には、コレステロール代謝やESX-1分泌系に関わる経路が重要であることが示唆された
•    上記の代謝系は、この新興の多剤耐性結核菌株に対する新しい薬剤を発見するためのターゲットとなる可能性が考え
られた

Aiewsakun P, Prombutara P, Siregar TAP, et al. Transcriptional response to the host cell environment of a multidrug-resistant Mycobacterium tuberculosis clonal 
outbreak Beijing strain reveals its pathogenic features. Sci Rep. 2021;11(1):3199. Published 2021 Feb 4. doi:10.1038/s41598-021-82905-x

FFPE由来の断片化したRNAからのrRNA除去 

脳炎後パーキンソニズムの原因となるウイルス性病原体
脳炎後パーキンソニズムは、未だに病因・病態生理が不明な疾患です。本論文では、FFPE検体のメタゲノム解析とバイオインフォ
マティクス技術により、ウイルスが原因であるという仮説を検証しました。本論文の主な要点は以下になります。

•    RNAウイルスとDNAウイルスの両方を同時に検出するために、cDNAとDNAを混合してQIAseq FX DNA Library Kitで
ライブラリー作製をした

•   脳炎への関与が既知、あるいは未知のウイルスの存在を示す証拠は見つからず、本疾患の原因がウイルス性病原体で
あるという仮説は支持されなかった

Cadar D, Jellinger KA, Riederer P, Strobel S, Monoranu CM, Tappe D. No Metagenomic Evidence of Causative Viral Pathogens in Postencephalitic Parkinso-
nism Following Encephalitis Lethargica. Microorganisms. 2021;9(8):1716. Published 2021 Aug 12. doi:10.3390/microorganisms9081716
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