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II. 成果の概要（総括研究報告） 
 

和文 
  本課題では、超微量 RNA-seq 法の開発と支援を実施した。本課題では 3 つの研究開発

を行った。まず、高精度・高再現性を誇る 1 細胞 RNA-sequencing 法である Quartrz-Seq 
(Sasagawa Y. and Nikaido I. et al. 2013)を用いて支援を実施した。支援を実施する上で、実

験の再現性とスループットをより向上させるために、96 ウェルプレートフォーマットで

の実験、分注ロボットによる分注や DNA 精製の自動化、96 ウェルフォーマットでの cDNA、

DNA ライブラリのクオリティチェック装置などを導入した。また、DNA シーケンスライ

ブラリを簡便に作製するため、Tn5 トランスポゼースを利用したライブラリ作製法を導入

した。その結果、Quartz-Seq の性能を保ったまま、スループットが向上し Quartz-Seq Next
の開発に成功した。これを用いて数十の支援を実施した。 
  高度化では、1 細胞由来 RNA を漏れなく cDNA に変換し、検出できる遺伝子数をさら

に向上させるため、新しい逆転写・核酸増幅法 RT-RamDA 法を開発した(WO2016052619, 
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Hayashi T. et al. submitted)。この方法を応用し、新しい 1 細胞 RNA-sequencing 法である

RamDA-seq の開発を行った(Hayashi T. and Ozaki H. et al. submitted)。その結果、Quartz-Seq
を含む、既存のどの 1 細胞 RNA-sequencing 法と比較しても、検出できる遺伝子数の大幅

な向上を達成した。また、ほかの方法と比較し、RNA 全長にリードが被覆することを確

認できた。また非ポリ A RNA の検出にも成功した。この RamDA-seq 法を 96 ウェルプレ

ートフォーマットで実施できるようにし、一部のステップを自動分注ロボットにより自動

化した。これにより、350 細胞を 3-4 日程度で実施できるようになった。RamDA-seq が計

画より早く完成したため、計画を前倒しし、RamDA-seq を用いて、6 件程度の支援を実施

した。 
  Quartz-Seq Next や RamDA-seq のデータを解析するために、データ解析パイプラインを

実装した。このデータパイプラインは、ウェブブラウザ上から実行できるよう Galaxy 上

に実装した。これらが誰でも簡単に、パソコンやクラウドコンピュータで実行できるよう

に仮想計算機イメージとして実装し、公開した(Bayes Linux)。さらに、遺伝子セット解析、

1細胞RNA-seqデータからの転写制御ネットワーク予測などの新しいデータ解析アルゴリ

ズムやデータベースを実装した(Tsuyuzaki K. et al. 2015, Matumoto T. et al. 2017)。 
 
 
英文 
The project aimed to develop and providing a novel single-cell RNA-sequencing method. We set 
three research targets for this program. First one is an improvement of Quartz-Seq which highly 
reproducible and sensitive single-cell RNA-sequencing method (Sasagawa Y. and Nikaido I. et al. 
2013). To increase the throughput of single-cell RNA-sequencing, we used 96 well plate, and auto 
liquid handling robots to carry out whole transcript amplification using Quartz-Seq, so-called 
Quartz-Seq Next. Besides, we adopted a simplistic approach which makes DNA sequencing 
library from cDNA using Tn5 transposase. We finally provided experiments of Quartz-Seq Next to 
over ten research groups in this program. 
 
To reduce a loss of capturing RNA molecules and improve a number of detected genes in 
single-cell RNA-sequencing, we developed a novel method for reverse transcription and 
amplification of cDNA, so-called RT-RamDA (WO2016052619, Hayashi T. et al. submitted). We 
adopted RT-RamDA to a novel single-cell RNA-sequencing. As a result, the novel single-cell 
RNA-sequencing method, so-called RamDA-seq outperforms other single-cell RNA-sequencing 
method including Quartz-Seq (Hayashi T. and Ozaki H. et al. submitted). In particular, the method 
remarkably improves a number of detected genes and read coverage in each transcript. We 
demonstrated that RamDA-seq could detect non-polyA RNAs. We also implemented the method 
to provide various research group in the program. The method can provide 350 cells per 3-4 days 
using 96 well plate and auto liquid handling robot. In this program, we provided experiment of a 
novel single-cell RNA-sequencing to six research groups. 
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To carry out reproducible data analysis of single-cell RNA-sequencing, we implemented Bayes 
Linux which include data analysis pipeline of RNA-sequencing and data pipeline management 
system (Galaxy). Bayes Linux can be easily run any personal computer and cloud computer 
system. The data analysis pipeline for single-cell RNA-sequencing can be performed on general 
Web browser without a knowledge of command line operations. The Bayes Linux is opened to the 
public via the web (http://bit.riken.jp/software/bayes-linux). 
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