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MAS-Seqを用いた
シングルセル・アイソフォーム
解析

はじめに
碷翄׾ֽׄמ㛡喋䓪نؚخ؅ؓؕ ׆׾׌杼鉮ךٜيّٝ٭
ꄆ釐׵יַֽמ׿׍檛䖱溿狒のַצ׻յ㓹灄溿狒ֽעכ
بն٘׌ך ך取得־׊の䗯㕔ٜي鹦⚥㯸ٝעךغ٭ٛع٭
׷UMIغ٭ؤ٭ف㯸⮆עך䤗软غ٭ٛءյ☽のٞ٤׍׀
꡾מの瞿䈱״ג׾׌⮯閁מCBC؅塜澬غ٭ؤ٭فٜج
槡ֵֿ׌ױ׽նPacBio® HiFiٛ׽׻מغ٭յٜجٜء٤ب
نؚخꝎRNAؓؕ⪑מ⪧כUMIの䗯㕔צ׻ֽغ٭ؤ٭ف ٭
ّの鿥⮛鉮冪؅车 ٭ةٞ؛ؕفٜجٜء٤بյ׀ךֿכ׆ֹ
ն׌ױ׿׈׼ג׵岐ַ湳釤ֿל׮ַםיח־מ

10x Single Cell 3˖ յؕ٤עךMAS-Seq嫎׾؅榫ַعش؞
٭بױױのאג׊のcDNA؅鵽磵ٜجٜء٤ب׾םכعشو
כյ䏼全ךכ׆׾׌䡗⛼؅٭ٛٚهؕٚם耆⺎ء٤ب٤ؙؠ
奂׬ 16⠘の؅عشو٭ٜت得׌ױ׀ךֿכ׆׾նؓؕخ
نؚ 鉮冪ٜجٜء٤بג׊؅縒䜡ّ٭ SMRT® Linkعنخ
✳䣆嫎؅ت٤ؙؠ٭بյ☽の׽׻מ׎؂⺬ײの磝כؘؓؗ
榫عتؤמ׍׎Ⲗ曍の냕ַنؚخ٬ٜؓؕجٜء٤ب ّ٭
鉮冪؅㲔杯׌ױַי׊նSMRT LinkעؘؓؗعنخMAS-
Seqن٤ؚؕ؛ؕف طُ յ└域鉮׽ֽי׊㵚䑴מ鉮冪تؠؔ
冪ךؘؓؗعنخ✳榫⺎耆نؚخؕؓם ء٤بのٜيّٝ٭
ذ٭ظ٬ٜجٜ عُٛ ն׌ױ׊䡗⛼؅تؠ
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樟םる牊類の碷翄 樟םるアイソフォーム
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シングルセル cDNA榟䡗

MAS-Seqライブラリー鐧邮

PacBioシークؙンシング

cDNA 1 cDNA 2 cDNA 3 cDNA 4

リーغセグْンテーシ٘ン
シングルセル・アイソフォーム解析

cDNA 1 cDNA 2 cDNA 3 cDNA 4

㍲ 1. PacBioٞ؅غ٭ٛء٤榫ַنؚخ٬ٜؓؕجٜء٤بג 鉮ّ٭
冪ն٘ب عٛ٭ نؚخؕؓמյ磵冽氳׊؅䩔䨿ײ鹦⚥㯸儕珷のעغ٭ ٭
ّの㛡喋䓪ע釤鷨ׇ׾׿׈նPacBio HiFiٛעغ٭յ٭فٜجٜء٤ب
צ׻ֽغ٭ؤ UMIの䗯㕔؅⛮⪑ّ٭ؚنخؕؓך냕瞿䈱٭ف؜מ
ն׾׌

㍲ 2. MAS-Seqنؚخ٬ٜؓؕجٜء٤ب׾׻מ ٜء٤ب鉮冪նّ٭
のٜج cDNA⮆㯸؅鵽磵י׊յ׽׻㛻כ٭ٛٚهؕٚع٭ئ٤ؕם׀
ؘؗعنخ؅车ַյPacBioء٤ب٤ؙؠ٭بי׊ ն׾׌杼⭚ךؓ

シングルセル RNA解析
ٜجٜء٤ب RNAء٤ب٤ؙؠ٭بscRNA-seqעյ
邾ꥭם磝笝מ榺全׾׌⠕չの碷翄ꝴの鹦⚥㯸氦杯の鷿ַ
؅鍐❫׾׌璡מ孨榫׿׈յٚع ؠت٤ 냕瞿׽׻؅ّ٭عوٛ
䈱מ鉮冪؅כ׆׾׌⺎耆ג׊ױ׊מն

ب٘עך㲔꽦ٜجٜء٤بのל؆כ׮ י׊榫✳؅غ٭ٛع٭
ն了撴؆׎ױ׀ך䩔䨿־׊㯸の儕珷⮆׽׻מյ了撴⴫׽ֽ
⴫ג׿׈鿥⮛鉮冪עךյ氦杯䗯㕔ֿ鹦⚥㯸ٝמٜي꡾㲊
نؚخؕؓםꄆ釐מ榟擻㰢氳嚀耆׷յ檛䖱״ג׾׿׈ ّ٭
の㛡喋䓪ֿ釤鷨ׇ׌ױ׽םמכ׆׾׿׈ն

PacBio HiFiٛ؅غ٭榫ַיז׻מכ׆׾յ⪒Ꝏ RNAؓؕ
نؚخ צ׻ֽغ٭ؤ٭فٜجٜء٤ب؅ّ٭ UMIの䗯㕔כ
㍲׀ך鿥⮛婊㲊מ⪧ 1յךٜيٜٝجٜء٤بのؓؕخ
نؚ ն׌ױ׀ךמ־׼の㛡喋䓪؅伺ّ٭

シングルセル RNA解析における
HiFiシークエンシングの利点

ӳ ⪒Ꝏؓؕنؚخ 䗯㕔の取得ّ٭

ӳ ⭳吾םUMIの塜澬צ׻ֽغ٭ؤ٭فٜج

ӳ ؓٛف ⭳吾ع٤

MAS-Seqを用いた
シングルセル・アイソフォーム解析
Mult iplexed Arrays SequencingMAS-Seq嫎
Al˖ Khafaji et al., 2021עյcDNA⮆㯸؅鵽磵׽׻י׊
Ꝏַ了撴؅عشو٭ٜتךכ׆׾׌מ냕׾״䣆嫎׌ךն鵽
磵ג׊⮆㯸のךء٤ب٤ؙؠ٭ب榟䡗׾׿׈HiFiٛעغ٭յ
ن٤ؚؕ؛ؕف طُ յ⩕の׿׈Ⱏ⮆יַט㓹מتؠؔ cDNA
鿥⮛ֿ䐝⩕׌ױ׿׈նאの磵冽յ׊┕⺸ֿعشو٭ٜتյ
Ⲗ曍عتؤյ״ג׾׌の䑒釐㍑丗ֿ峎㵼ء٤ب٤ؙؠ٭ب
の냕ַّ٭ؚنخ٬ٜؓؕجٜء٤ب鉮冪ֿ㲔杯׌ױ׊ն
䏼全յٜجٜء٤ب Iso-Seq® 嫎شو٭ٜتַ⛥׾ֽׄמ
بյ٘מ״ג؅遨ֹع ׊ױַי׿׈榫✡׵ذ٭ظغ٭ٛع٭
ب٘עךյMAS-Seqֿג ٭ظء٤ب٤ؙؠ٭بغ٭ٛع٭
ն׌ך釐┘עذ

PacBio Single-cell Iso-Seqעך٭ٞنؠ٭٠յ⪒Ꝏ
cDNA 鿥⮛؅⭚杼׊յ⹆拨ؓ٤٘ب٭طؿ❆
GENCODEמ拨י׊׼⮆걉׊յ二釨鹦⚥㯸نؚخؕؓ׷ ٭
ّ؅⺱㲊׌ױ׊ն⭳ⱱעյ└域鉮冪ךؘؓؗعنخ✳榫⺎
耆םյ鹦⚥㯸ٝنؚخؕؓצ׻ֽٜي ع٤ؗ؜のٜيّٝ٭
عُٛ ն׌ױ׿׈啶䡗׼־تؠ

儖MAS-Seqעعش؞յ10x Chromium Next GEM Single 
Cell 3˖ ג׊榟䡗יv3.1؅榫ַعش؞ cDNAמ㵚䑴׊յ
֐15 75 ngの cDNAי׊כعشو؅ؕ٤ ֐3,000 10,000
碷翄のٚؕמ٭ٛٚه✳榫؅כ׆׾׌䘶㲊׌ױַי׊ն
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MAS-Seqライブラリー・ワークフロー
MAS-Seqٚؕ٭ٛٚهのעך٭ٞنؠ٭٠յٜجٜء٤ب
cDNA؅榫ַ׼־כ׆׾㡎׽ױյאの٤ب٤ؙؠ٭بױױ
ն׌ױ׿׈邮⛼ֿ٭ٛٚهMAS-Seqٚؕם耆⺎ء

MAS-Seqバイオインフォマティクス・
ワークフロー
SMRT Link Read Segmentationֽצ׻ Single-cell Iso-
Seqעך٭ٞنؠ٭٠յMAS-Seqٚؕ׼־٭ٛٚه榟䡗׊
ג HiFiٛغ٭の⭚杼׽׻מյ└域ٜجٜء٤ب鉮冪ٜ٭ص
نؚخؕؓצ׻ֽٜي鹦⚥㯸ٝ׾׌㵚䑴מ ؜のٜيّٝ٭
ع٤ؗ عُٛ ㍲׌ױ׿׈䡗⛼ֿتؠ 4ն

㍲ צ׻٤ֽ٘ب٭ط٤ْءجغ٭ٛ .4 Single-cell Iso-Seqنؠ٭٠
MAS-Seq鉮冪նג؅榫ַ٭ٞ

ب٘٭ط٤ْءجغ٭ٛ ٤
)J'J�ٛ ⴫ع٤ْءج⠕չの׌؅辐⮛յ⩕のD%/"�鿥עغ٭
ն׌ױ׿׈Ⱏ⮆מغ٭4ٛغ٭ٛ

⭳�䥩$#�*.�6٭ُؕٚو
յֿٛ׌ױ׿׈⸻ꢜעٜ٭ط�"QPMZכ٭ُؕٚو ��ˑ˖��؅غ٭
�˖ 亠⺸מ鿥⺸׵מ״ג׾׎׈✳榫׌ױ׿׈նٜجٜء٤ب
ն׌ױ׿׈⭳�の䗯㕔ֿ䥩*.6צ׻ֽغ٭ؤ٭ف

塜�6.*�ꄆ邾䪶ꢜ⟢غ٭ؤ٭ف
ַט㓹מعتٛغ٭ؤ٭ف׾׿׈յ◀䘶עغ٭ؤ٭فٜج
⴫のٜجٜء٤ب׾׻מغ٭ؤ٭فٜجն׌ױ׿׈塜⟢י
⭚杼׆׵の׌ױ׿׈םךوشطت碷翄㛙 3/"�の岜⪌ע
鹴ׄ׌ױ׿׼նאの䏲յכغ٭ؤ٭فٜج 6.*� מכ׵؅
ն׌ױ׿のꄆ邾䪶ꢜֿ车؂غ٭ٛ

鬇⫝榤擻⮆걉ء٤مشُ
ꄆ邾䪶ꢜעغ٭ٛג׿׈յ⹆拨׈ء٤مشُמّؿأ
ب٘٭طؿյ鬇⫝榤擻ؓ׿ ٤(&/$0%&לם�מ㵚י׊
⮆걉׌ױ׿׈ն僃䏲מյ└域鉮冪榫מ鹦⚥㯸ٜٝيյ
نؚخؕؓ ٜجٜء٤بのٜيّٝ٭ عُٛ ׿׈ⱱ⭳ֿتؠ
ն׌ױ

指標 パフォーマンス

鐧邮侇ꝴٜو٤ئ 2仼

僿䏨׾׿׈
ثؕئ٭ٛٚهؕٚ ֐11,000 14,000 bp

䘶㲊׾׿׈P1ٞظ٭ ء٤ؔ ֐60% 80%

僿䏨׾׿׈ HiFi⹜ꄈ�4.35�$FMM
���┒)J'Jٛغ٭	4FRVFM�**�**F

���┒)J'J�ٛ 
3FWJP	�غ٭

僿䏨⡁%ٜؕٝؓن ֐85% 92%

僿䏨٤٘ب٭ط٤ْءج׾׿׈
䏲ٛغ٭⹜ꄈ

㍲ 3. MAS-Seqٚؕ٭ٞنؠ٭٬٠٭ٛٚهն

 TSOtemplate-switching׍ױעcDNA⮆㯸ٜجٜء٤ب
oligosؓ ط٭ յי׿׈鵽磵מյ域׿׈⸻ꢜֿعؠؒنؔ
釨⯞氳ֿؕٝؓם䎬䡗׌ױ׿׈նMASؓ٭أؕٚ٭ذور
ب٘ ءյPacBioٞ٤׿׈のֿؓٝؕ忆竊י׬׌յ׽׻מ٤
㍲׌ױ׿׈鿥⮛婊㲊ך٭ئ٤ؙؠ٭بغ٭ٛ 3ն

鸵⮉ך㱭⪒ؕٝؓם䎬䡗כⶇ⮆׽׻מت٤ؙؠ٭بםյ�
4FRVFMl�**�**Fֽ3צ׻FWJP˻ّطتب┕のח�の4.35l�$FMM
ت٤ؙؠ٭ب"/%のD⧠�צ׻ֽ┒����׿ב׿אյ׽גֵ
の⭳ⱱֿ僿䏨׌ױ׿׈ն

辐 1. 䘶㲊׾׿׈MAS-Seqٚ هؕٚ نؚقの٭ٛ ت٤ُ٭
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䧗嘅�
Sequel IIe
PBMC 5k

Sequel IIe
PBMC 10k

Revio 
PBMC 1 

Revio 
PBMC 2 

2,622,891 2,789,502 7,261,030 7,439,608

40,131,832 43,788,133 110,127,016 114,238,613

300–2,500 bp 300–2,500 bp 300–2,500 bp 300–2,500 bp

37,634,585 (94%) 41,369,598 (94%) 105,309,352 (96%) 109,213,167 (96%)

23,883,685 30,903,830 60,421,293 61,831,404

3,966 9,316 8,822 8,815

91.6% 87.84% 94.99% 94.82%

8,708 3,905 11,352 11,762

4,821 2,920 5,861 6,002

704 621 938 957

818 705 1,110 1,130

辐����4FRVFM **�**Fյ3FWJP1#׾׻מ.$の."4�4FRٚؕ٭ٛٚه鉮冪غ٭ٛ׾ֽׄמյ碷翄յ鬇⫝榤擻の礴銶磵冽ն⺨ٚؕ؅٭ٛٚه
��4.35��$FMMت٤ؙؠ٭بךնغ٭٤ٞؗر׼־׆׆עذ٭ظ⺎耆ն

HiFiٛغ٭

غ٭⴫ٛع٤ْءج
Sٛغ٭

Sٛغ٭Ꝏ⮆䄭

僗Ⲗ׀♀غ٭ؤ٭فםSٛغ٭

ꄆ邾䪶ꢜغ٭ٛג׿׈

䫟㲊碷翄丗

碷翄╈のٛغ٭

碷翄ֵ׽גの䇖㏯ٛغ٭丗

碷翄ֵ׽גの6.*丗╈㜆⡁

碷翄ֵ׽גの鹦⚥㯸丗╈㜆⡁

碷翄ֵ׽גの鬇⫝榤擻丗╈㜆⡁
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Classical monocytes

Naive B cells

CD16+ NK cells

Memory B cells
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Non!classical monocytes
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Tem/Effector helper T cells

pDCDC2

Tem/Trm cytotoxic T cells

Regulatory T cells

Plasma cells
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!5
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5
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:2&5D�

㍲����4.35�-JOL�W���鉮冪䏲מ$FMM5ZQJTU׾׻מ� 3FWJP�1#.$�
�の6."1碷翄ؠ ذٛتٚ 磵冽ء٤
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溿狒榫のמײ✳榫׌ױ׀ךն錚了泘氳ֽאצ׻の䣆禈׀┕の✳榫׎ױ׀ךע؆ն�٬ ��Y�$ISPNJVN�/FYU�(&.�4JOHMF�$FMM��˖ W���عش؞
㵚䑴מ�"/%�Dג׊榟䡗ך

"/%�Dعشو����OH�のؕ٤֐���٬
٬ �

���֐��������碷翄のٚؕ׫٭ٛٚهの✳榫؅䘶㲊
٬ꪜ�."4�4FR�嫎מ奂عشو٭ٜتי׬ �ֿ���⠘מ⺸┕
釐┘עذ٭ظء٤ب٤ؙؠ٭بغ٭ٛع٭٘ب٬

MAS-Seqの例：PBMCデータセット
��Y�$ISPNJVN�/FYU�(&.�4JOHMF�$FMM� י؅榫ַعش؞�˖�
榟䡗ג׊� 1#.$儕協轑ⶡ劬碷翄榺全� D%/"؅榫ַי�
."4�4FRٚؕ؅٭ٛٚه⛼邮׊յח׍ח┉מ׿ב׿אの�
4.35 $FMM؅榫ַ׊ء٤ب٤ؙؠ٭بיյ4.35� -JOL�
W�����の� 3FBE� 4FHNFOUBUJPOֽ�4צ׻JOHMF�$FMM� *TP�4FR�
辐�ն⭳ⱱג׊ױ鉮冪؅车ַי؅榫ַ٭ٞنؠ٭٠
磵冽ע└域鉮冪ךٜ٭ص⭚杼׊յ碷翄の牊걉؅⺱㲊ױ׊
㍲��նג׊

MAS-Seqを用いたシングルセル・
アイソフォーム解析：まとめ
��Y�4JOHMF�$FMM��˖ ٜو٤ئյע4�4FR".ג؅榫ַعش؞
鐧邮ن٤ؚؕ؛ؕف׼־ طُ جٜء٤بյךױ鉮冪تؠؔ
٭ٖٛخ٬غ٤ؙ٭صغ鉮冪のؙ٤ّ٭ؚنخؕؓ"/3ٜ
ն׌ױ׊٤؅㲔杯٘ب
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