
ハイブリダイゼーションキャプチャ法による
SARS-CoV-2ウイルスゲノムの 
シーケンス解析

概要
本アプリケーションノートでは、SARS-CoV-2ウイルスの全ゲノムシーケンスをSureSelect 
XT Low Inputおよびカスタムキャプチャパネルを用いて実施した例を紹介しています。
Bravo NGS自動化システムによりサンプル調製を行い Illumina MiSeqでシーケンスを行っ
たところ、SARS-CoV-2ウイルスゲノムをカバーするリードが得られアルファ株、デルタ株、
オミクロン株ともに検出可能でした。ハイブリダイゼーション法による方法であるため武漢
で発見された SARS-Cov-2レファレンスゲノムから塩基が変異した様々なタイプの変異株
にも同じ手法で検出可能となることが期待されます。
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方法
キャプチャパネルのデザイン
SARS-CoV-2ウイルスの全ゲノム配列
（NCBI Accession: NC_045512.2）に対
し、120 bpのプローブを 20 bpずつずら
しながらタイリングし、6x相当のタイリン
グとしました。アジレント社の SureDesign
に配列をUploadする際に、Optimized 
Performance XT HS/XT HS2/XT LI/
QXT boosting（90 min hyb）オプション
を選択しGC含量によるキャプチャバイア
スを最適化しました。キャプチャパネルの
情報はアジレント社から共有可能です。

cDNA合成と精製
抽出済み RNA 15 µLを用いて、Proto 
Script II First Strand cDNA Synthesis 
Ki t（NEB;  part  number E6560）、
Random Primer（hexadeoxyr ibo 
nucleotide mixture; pd（N）6）（タカラ
バイオ ; part number 3801）によりプロ
トコルの 2.5倍量（Total volume 50 µL）
で 1st strand cDNA合成を行いました。
RNA抽出は外部施設で行われているサン
プルも多いため、RNA重量ではなく
RNA溶液の容量でスタート量を決定しま
した。

続けてNEBNext Ultra II NonDirectional 
RNA Second Strand Synthesis Module
（NEB; part number E6111）により2nd 
strand cDNA を合 成しました。2nd 
strand cDNA合成のプロトコルで 1st 
strand cDNAの持ち込量はプロトコル上
20 µLのところ、50 µLの全量を持ち込み、
Nuclease water 量で調整することで 
80 µL の反応液量としました。2nd 
strand cDNA合成後の反応液 80 µLに
対して 96 µLの Agencourt AMPure XP
（Beckman Coulter ;  part number 
A63880）を用いて精製を行い、8 µLの
Nuclease free waterで溶出しました。
溶出したサンプルの 1 µLを用いてQubit 
4 Fluorometer で Qubit dsDNA HS 
Assayを用いて定量しました。

SureSelect XT Low Inputによる 
ライブラリ調製と 
ターゲットエンリッチメント
精製した 2本鎖 cDNAの全量（7 µL）を
用い、SureSelect XT Low Inputキット
および SureSelect XT HS and XT Low 
Input Enzymatic Fragmentationキット
を用い、プロトコルの Pre Capture PCR
サイクル数を改変しライブラリ調製を行い
ました。PCRサイクル数は Table 1に記
載されています。

ハイブリダイゼーションの条件は
�Util ization of Agilent SureSelect 
Target Enrichment for Whole Genome 
Sequencing of Viruses and Bacteria�
に従い、アダプタ付きライブラリ1000 ng
をインプットとしました。キャプチャプロー
ブを 1：10で希釈して使用し、Post 
Capture PCRは 21サイクルとしました。
SureSelect XT Low Inputによるライブ
ラリ調製とターゲットエンリッチメントのス
テップは、Bravo NGS自動化システムで
行いました。最終ライブラリは Agilent 
4200 TapeStation で High Sensitivity 
D1000 ScreenTapeキットを用いてサイ
ズ分布を分析し、Qubit 4 Fluorometer 
で Qubit dsDNA HS Assayを用いて定
量しました。定量結果により等重量ずつ
混合し、最終濃度を PCRmax Eco 48 
real time PCR system で KAPA Library 
Quant i f icat ion k i ts（Roche,  p/n 
07960140001）を用いて決定し、MiSeq
で 150 bpペアエンドのシーケンスを行い
ました。
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Fig.1　 ハイブリダイゼーション後の最終ライブラリをAgilent 4200 TapeStationでHigh-Sensitivity D1000
キットによりの泳動した例

データ解析
得られた FASTQファイルは AGeNTによ
りアダプタ配列を除去後に BWA-memを
用いてレファレンスゲノム NC_045512.2
にマッピングし、Picardでソート後に
Duplicateを判定しインデックスを作成し
ました。

結果
2本鎖 cDNAおよびライブラリの収量
２本鎖 cDNAの収量は 0.5 ng以下のサン
プルから、200 ng以上のサンプルまで大
きなばらつきがありました。2本鎖 cDNA
はすべてライブラリ調製に用い、cDNA
収量にあわせて PCRサイクル数を増やす
ことにより全サンプルでハイブリダイゼー
ションに必要な 1000 ngを超える収量の
アダプタ付きライブラリが得られました
（Table 1）。ハイブリダイゼーション後、
全サンプルでシーケンスに十分な収量が
得られました。TapeStationによるサイ
ズ確認の一例を Fig.1に示します。

Table 1.　各サンプルの収量および適用した PCRサイクル数

Sample Ct値
cDNA収量 
（ng） Cycle数

アダプタ付き 
ライブラリ収量
（ng）

ハイブリダイゼーション後 
ライブラリ濃度 
（ng/µL）

1 27.6 5.306 16 1932 59.3

2 33.3 1.015 18 2028 61.3

3 26.7 0.742 18 1788 50.1

4 30.7 0.497 18 2052 49.1

5 29.6 3.304 16 1968 49.5

6 23.3 140.7 12 1212 61.5

7 22.6 46.69 12 1416 63

8 26.7 241.5 12 1236 20.2

9 22.6 15.47 16 1368 54.4

10 24.4 12.25 16 1488 51.6
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シーケンス結果
インプットとして用いた cDNAの量や、Ct
値から予想されるウイルス量には広い範
囲のばらつきがありましたが、最終的に
シーケンスを行い得られたリード数は最
大 2.3倍の範囲となりました（Fig.2）。Ct
値が 33.3と10サンプルの中で最も高く、
ウイルス量が最も少ないと予想される
サンプル 2については Duplicate%が高く
（Fig.3）そのため平均カバレッジはほかの
サンプルより低くなりましたが、100x以
上カバーされている領域は 99.8％であり
変異解析には十分なシーケンス量が得ら
れました。On Target %は全サンプルで
95%を超えており、ヒトゲノム DNAが混
入する可能性があるサンプルであっても
ターゲットエンリッチメントを行うことで効
率よくシーケンスを行えることが示されま
した。SARS-CoV-2ゲノムの全域にわたっ
てリードが得られ（Fig.4）、デルタ型の特
徴的な変異 L452Rやアルファ型の特徴
的な変異 N501Yも検出が可能でした
（Fig.5）。

Read counts and average coverage

1400000

1200000

1000000

800000

600000

400000

200000

0
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

0

Re
ad

 c
ou

nt
s

Av
er

ag
e 

co
ve

ra
ge

500

1000

1500

2000

2500

3000

3500

4000

Average coverageRead counts

Sequencing Metrics

100

80

60

40

20

0
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

On Target % Duplicate % 100x cov

Fig.2　 各サンプルのリード数と平均カバレッジ
各サンプルのリード数（左軸）および平均カバレッジ（右軸）

Fig.3　 シーケンスメトリクス
SARS-CoV-2レファレンスゲノムにマップされたリードのパーセンテージ（On Target ％）、Duplicationのパー
センテージ（Duplicate %）、および 100x以上の Depthが得られた塩基のパーセンテージ（100x cov）を
Picardで算出しました。
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ハイスループット化
プレート単位でのサンプル調製を効率化
するために、プレキャプチャPCRのサイ
クル数を 18サイクル、ハイブリダイゼー
ションの持ち込み量は濃度に関わらず 
12 µLで統一、と２つのパラメータを固定
して実施しても安定して同様の結果が得
られています。本プロトコルの確立後、
6000サンプル以上でライブラリ調製を行
い、オミクロン株の同定も可能であること
が確認され、また解析不能サンプルは 10
サンプル未満（いずれもCt値 35前後の
サンプル）でした。

Fig.4　 SARS-CoV-2レファレンスゲノムに対するカバレッジ

Fig.5　 検出された変異の例（A）デルタ型の特徴的な変異 L452R（B）アルファ型の特徴的な変異 N501Y
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結語
本アプリケーションノートで紹介したプロトコルは、広い範囲の Ct値や二本鎖 cDNA収量
のサンプルに対して安定して使用可能であることが示されました。また、プロトコルの自動
化によりハイスループットなウイルスゲノム解析が可能となり、大規模な疫学調査やウイル
スの伝播・ゲノム進化などに関する基礎研究に貢献できるものと期待されます。
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