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本プロトコルについて 

 

プロトコルは予告なく変更になることがあります。プロトコルを日本語化するにあたり、作業時間

が発生するため、日本語プロトコルは英語の最新バージョンに比べて、どうしても遅れが生じます。

製品ご購入の際は、必ず英語版プロトコルの Version をお確かめの上、日本語版が古い場合は、

使用プロトコルについて、弊社までお問い合わせいただきますようお願い申し上げます。 

 

本日本語プロトコルは、英語版の 

Protocol 

HaloPlex
 
Target Enrichment System for Illumina Sequencing 

for Illumina Sequencing 

Version E0, December 2014 

G9900-90001 

に対応しています。 

 

このプロトコルでは、アジレントHaloPlex Target Enrichment Systemを用い、イルミナペアエンド

マルチプレックスシーケンシングプラットフォームに対応したシーケンシングライブラリサンプルを

調製するための操作手順を記述しています。 

 

本プロトコルに関するご質問やご意見などございましたら、下記のメールアドレスにご連絡くださ

い。 

email_japan@agilent.com 

  

mailto:email_japan@agilent.com
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１．はじめに 

この章では、実験をはじめる前に読む必要がある情報（安全上の注意点、必要な試薬や機器

など）について説明しています。必ず実験前にお読みください。 

 

2．サンプル調製 

この章では、HaloPlex ワークフローの各ステップについて説明しています。ターゲット領域を濃

縮した、イルミナプラットフォーム用のシーケンシングライブラリを調製します。 

 

3．リファレンス 

この章では、キットの構成試薬やインデックスの塩基配列に関するリファレンス情報について

説明しています。 
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これまでのバージョンでの変更点 

Ver E0 での変更点 （2014年 12月） 

・Indexing Primer Cassetteの並び順を変更した新しいキットのリリースに伴い、新しい構成の

キット、旧来の構成のキットの 2種類に対応したプロトコルになりました。 

 

Indexing Primer Cassetteが白色キャップのチューブ（16反応キット）、もしくは青色プレート

（48反応キット、96反応キット）に入っている場合（2014年 12月以降に納品されたキット）、キ

ットには A01から H12の 8-bp indexが含まれています。サンプルに Indexをアサインする際

は、p55から p56に記載の Indexing Primer Cassette配置および配列情報を参照してくださ

い。 

 

Indexing Primer Cassette が透明キャップのチューブ（16 反応キット）、もしくは透明プレート

（48反応キット、96 反応キット）に入っている場合（2014 年 11 月以前に納品されたキット）、キ

ットには 1 から 96 の 8-bp index が含まれます。サンプルに Index をアサインする際は、p59

から p65に記載の Indexing Primer Cassette配置および配列情報を参照してください。 

 

・ClearSeq AML Halo リサーチパネルに対応しました。 

・HaloPlex 心筋症リサーチパネルに対応しました。 

・ HaloPlex Cancer リサーチに対応しました。 

・ 酢酸、NaOH のサプライヤー情報を更新し、NaOHの調製方法を変更しました 

・ 実験の所要時間についての情報を追加しました。 

・ FFPEサンプルから抽出された DNAに対応しました。 

・ 制限酵素マスターミックスの調製方法の記述を変更しました。 

・ 解析ソフトウェア SureCallについての情報を追加しました。 

 

Ver D.3 での変更点 （2013年 1月） 

・ ハイブリダイゼーションの時間を決定するための基準を更新し、Certificate of Analysis を参

照する記載に変更しました。 

・ Restiction Enzyme マスターミックスの調製方法を更新しました。 

・ 12反応単位での実験に対応した記述に更新しました。 

・ AMPure ビーズ精製ステップ（38 ページ、9.）で上清を除去する際に使用するピペッターとセ

ットする容量を変更しました。 
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実験をはじめる前に、必要な機器と試薬について必ずご確認ください。 

 

NOTE  HaloPlex Target Enrichment Kitを本プロトコルに記載されている以外の

non-Agilentプロトコルを用いて使用する場合、キットは保証の対象外となり、技術サ

ポートも適用外となります点、ご了承ください。 
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操作に関する注意 

・ 本プロトコルは Agilentの HaloPlex Target Enrichment Systemキットに対応しています。

G9906A, G9906Bの HaloPlex Exome Target Enrichment System には対応していません。 

・ HaloPlexプロトコルでは 200 ngのゲノムDNA（gDNA, 8組の制限酵素反応用に分注）と25 ng

の余剰分で計 225 ngの gDNAからスタートするように最適化されています。本プロトコルに示さ

れているよりも少ない gDNA量で実験を行うと、結果に悪影響を及ぼすことがあります。実験に

使用する gDNAの定量には、PicoGreen染色やQubit蛍光測定法などの蛍光色素によるDNA

定量法を用いてください。 

・ PCR増幅前と PCR増幅後の DNAサンプルは常に離れた作業場所に置くようにしてください。

STEP 7 キャプチャしたターゲット DNAの PCR増幅 のセットアップまでの作業は「増幅前」の

作業場所で行ってください。STEP 8 増幅したライブラリの精製以降は、「増幅後」の作業場所で

のみキャップを開けるようにしてください。 

・ 本プロトコル中の stopping point と表示がある箇所では実験を休止し、サンプルを保存するこ

とが可能です。サンプルは-20°Cで保存し、凍結融解の繰り返しは避けてください。 

・ マスターミックスをサンプルに分注する前に、ピペッティングまたは穏やかなボルテックスで完全

に混合されていることを確認してください。 

・ Biosafety Level 1(BL1) のルールに基づき、実験を行います。 

 

安全に関する注意 

 
 

 実験室で実験を行う際は、各実験室において決められた規則に従い、保護用の用具

（白衣、安全眼鏡など）を着用してください。 
CAUTION 
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実験に必要な試薬 

下記の表は以下のWEB-siteから pdf ファイルをダウンロードいただくことができます。 

http://agilentgenomics.jp 

サポート  ■ 実験前に必要な情報のダウンロードサイト をご参照ください。 

表 1 実験に必要な試薬 

 

 

   # 各キットには、Enrichment Control DNA (ECD)の反応分も含めて 16反応分、48反応分または

96反応分の試薬が含まれます。 

 

※大容量タイプがあるものはご利用いただけます。 

http://agilentgenomics.jp/
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※【試薬・消耗品の保証期間について】 

アジレント製品の保証期間は、箱やチューブの入った小袋あるいはボトルに記載の Expiration 

date(Exp. date)までです。保証期間を過ぎた製品については欠品等があった場合も交換が 

できない場合がありますので、製品が納品されたらすぐに内容物を確認して下さい。 

保証期間を過ぎると性能の保証ができないため、保証期間内に使用するように計画して下さい。 

 

  ※それぞれの試薬について、指定されている温度で保存ください。 
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実験に必要な装置、消耗品類 

下記の表は以下のWEB-siteから pdf ファイルをダウンロードいただくことができます。 

http://agilentgenomics.jp 

サポート  ■ 実験前に必要な情報のダウンロードサイト をご参照ください。 

 

表 2 実験に必要な装置、消耗品類 

 

 

＊サーマルサイクラーは最大反応量が 100 uL以上に設定できるタイプをご使用ください。 

 

http://agilentgenomics.jp/
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サンプル QCに使用する装置、消耗品類 

 

表 3 サンプル QCに使用する装置、消耗品類 

 

 

 

 ＊制限酵素消化の確認目的ではゲル電気泳動も利用可能です。最終のライブラリ産物の確認には 

バイオアナライザまたはテープステーションが必要です。
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STEP9. ターゲットエンリッチメントの確認 42 

STEP10. マルチプレックスシーケンシングのための異なるインデックスを

もつサンプルのプール 47 

 

この章では、アジレントの HaloPlexキットを用いてゲノム DNA (gDNA)からターゲットエンリッチメン

トを行い、イルミナプラットフォームでシーケンス解析を行うことができるライブラリを調製する方法を

説明しています。gDNAサンプル 1つにつき、ターゲット領域が濃縮され、インデックスタグが付加さ

れたライブラリが 1つ調製されます。 

ターゲット領域は 1 kb – 5 Mbの範囲となります。カスタムデザインの場合は、オンラインの

SureDesign（www.chem-agilent.com/contents.php?id=1002284）を使い、カスタム HaloPlexプ

ローブをデザインする必要があります。 

HaloPlex Target Enrichment System では、数千のターゲット DNAが同じ反応液中で増幅され、

その過程でイルミナペアエンドシーケンシングに必要なモチーフも取り込まれます。ハイブリダイゼ

ーションとそれに続く過程で、各サンプルに異なるインデックスタグが付加されるので、シーケンシン

グの 1レーンに 96サンプルまでプールして解析することが可能です。 

HaloPlexを用いた操作の概略は図 1をご覧ください。 
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プロトコルの流れ 

1) gDNAを 8ウェルに分注し、制限酵素消化を行います。 

 

2) 制限酵素消化で断片化した gDNA と、HaloPlex プローブライブラリおよびインデックスプライマーカ

セットをハイブリダイゼーションさせます。ハイブリダイゼーションの結果、ターゲット gDNA 断片と

HaloPlexプローブ、インデックスプライマーカセットは一部にニックの入った環状構造を形成します。 

 

3) HaloPlex プローブはビオチン化されているので、ターゲット DNA と HaloPlex プローブのハイブリッ

ドをストレプトアビジン磁性ビーズでキャプチャできます。ライゲーション反応でニックを閉じた後に、

アルカリ条件下で 1本鎖環状 DNAを溶出します。 

 

4) ターゲット断片を PCR で増幅します。ターゲット領域が濃縮された、シーケンシング可能なライブラリ

が完成します。 

 

図 1 サンプル調製ワークフロー 
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1回あたりのサンプル数の検討 

キットには、Enrichment Control DNA (ECD)の反応も含めて 48反応あるいは 96反応分の試薬が含ま

れます。1回の実験には ECD Controlを 1反応含める必要があります。ECD はキットに含まれていま

す。 

本プロトコルは、1回の実験あたり 12サンプル（11 gDNAサンプル + 1 ECDサンプル）、あるいは 12

の倍数のサンプル数を調製するように構成されています。本プロトコルでは 1回あたり 12サンプルで実

験する場合の試薬量が記載されています。1回あたりのサンプル数を 12から増減させる場合には、試

薬の量を増減してください。Restriction Enzymeマスターミックスについては 2反応分を余剰分として追

加し、そのほかの各マスターミックスは 1反応分を余剰分として追加して計算します。たとえば、24サン

プルの場合は、Restriction Enzymeマスターミックスの調製時には 1反応分の 26倍で計算し、ハイブリ

ダイゼーション以下のステップで用いる各マスターミックスの調製時には1反応分の25倍で計算します。 

96反応キットは 12サンプルずつ 8回、計 96サンプルを処理するためのマスターミックスを調製するの

に十分な試薬を含んでいますが、1回あたり 12サンプルより少ない数でサンプルを処理していくと、一部

の試薬が足りなくなり、96サンプルを処理できませんのでご注意ください。 

48反応キットは 12サンプルずつ 4回、計 48サンプルを処理するためのマスターミックスを調製するの

に十分な試薬を含んでいますが、1回あたり 12サンプルより少ない数でサンプルを処理していくと、一部

の試薬が足りなくなり、48サンプルを処理できませんのでご注意ください。 

16反応キットは 1回で16サンプルを処理するためのマスターミックスを調製するのに十分な試薬を含ん

でいます。1回あたり 16サンプルより少ない数でサンプルを処理していくと、一部の試薬が足りなくなり、

16サンプルを処理できませんのでご注意ください。 

実験の所要時間についての情報 

実験を始める前にキットのBox 1に附属するCertificate of Analysisを参照し、使用するデザインについ

ての適切なハイブリダイゼーションの時間（3時間もしくは 16時間）を確認してください。ほかのステップ

についてもプロトコルを確認し、実験開始時間について計画してください。 

プローブ数 20000未満のデザインでは、3時間のハイブリダイゼーションを行います。最初のステップで

ある制限酵素処理から PCR までを 1日で行うことができます。 

プローブ数 20000以上のデザインでは、16時間のハイブリダイゼーションを行います。制限酵素処理を

午後から開始し、ハイブリダイゼーションをオーバーナイトで行うことができます。
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STEP1. gDNAの制限酵素処理による断片化 

 

このステップでは、gDNAサンプルを 8種類の異なる制限酵素反応液中（それぞれ 2種類の制限酵素を

含む、合計 16種類の制限酵素）で断片化することで、gDNA制限酵素断片ライブラリを作製します。 

 

NOTE  ターゲットエンリッチメントを成功させるためには、高品質で、正確に定量された

gDNAサンプルが必要です。 

実験には、OD260/280の比が 1.8~2.0の間にある高品質の gDNAを使用してくださ

い。ゲル電気泳動で各 gDNAのサイズ分布を確認してください。2.5 kbより小さいサ

イズのスメアが観察される場合、gDNAサンプルが分解している恐れがあります。 

以下のプロトコルでは、反応に必要な 200 ng とピペッティングによるロスを考慮した

25 ngのあわせて 225 ngの gDNAを 8 wellに分注し、それぞれ異なる制限酵素反

応を行います。本プロトコルで 225 ngより少ない gDNAを使用した場合、収量が低

下し、頻度の低いアレルが検出されないことがあります。できるだけ正確に gDNAを

定量するために、Qubit蛍光測定法のような蛍光による DNA定量法を用いてくださ

い。 

 

FFPEサンプルから抽出した DNAを用いて HaloPlex Target Enrichment System

によるライブラリ調製を行う場合は、アジレントの"FFPE-Derived DNA 

Quality Assessment” （文書番号 G9900-90050、

http://www.genomics.agilent.com からダウンロード可能）を参照して、DNAの QC

を行ってください。このガイドに従って PCRにより DNAの断片化度合を評価し、その

結果に応じてHaloPlexのプロトコルを一部変更することで、品質の低いDNA由来の

解析のパフォーマンスが改善されます。 

 

 

 

  

   

1 Qubit dsDNA BR Assay キットまたはPicoGreen染色キットを用いて、gDNAサンプルの濃度を測

定します。 

それぞれのキットのマニュアルにしたがってください。 

2 gDNAサンプルを調製します。1回あたり 12サンプル調製する場合は、gDNAサンプルを 11サン

プルと ECDを 1サンプル準備します。 

a 0.2 mLの PCR チューブに 11の gDNAサンプル 225 ngを nuclease-free waterで 45 µL

の容量になるように調製します。8連チューブを使用すると後のステップでの分注に便利です。

gDNAの最終濃度は 5 ng/µL となります。氷上に置きます。 

http://www.genomics.agilent.com/
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b サンプル DNA と同じ 8連チューブの別のウェルにキット付属の Enrichment Control DNA 

(ECD) を 45 µL分注します。氷上に置きます。 

 

NOTE  本プロトコルでは 12サンプルの調製に対応した容量を記載していますが、96サンプ

ルまでスケールアップすることが可能です。1回の実験あたり、ECD controlを 1 サ

ンプル含める必要があります。試薬量の計算は p15も参照してください。 

  

 

3 Restriction Enzyme Master Mix Stripを調製します。 

gDNAの消化は、各 2種類の制限酵素を含む、8種類の異なる制限酵素反応で行われます。16種

類の制限酵素は、8連チューブ 2本に入った状態でキットに含まれます。2本の 8連チューブは緑

色マーカー、赤色マーカーで区別することが可能です。緑チューブ、赤チューブの対応する制限酵

素同士を合わせることで、8種類の異なる制限酵素マスターミックスを作成します。その後に各

gDNAサンプルと合わせることで制限酵素反応を行います。図 2は 17ページで説明している RE

マスターミックス Stripの調製法の、12サンプルの場合の例を示しています。 
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図 2 Restriction Enzyme マスターミックス Stripの調製（12サンプルの例） 
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a 表に記載の容量の RE Buffer と BSA Solution を 1.5 mLチューブに入れ、混ぜます。 

  

b a で調製したRE Buffer/BSA混合液を 8連ストリップチューブのAからHの各ウェルに、サン

プル(Reaction)数に応じた容量を分注します。以下、このストリップチューブを RE(Restriction 

Enzyme)マスターミックス Stripと呼びます。Aの位置がはっきりわかるように、チューブにマー

クをつけてください。 

CAUTION  REマスターミックスを調製する際に、Green Enzyme Strip, Red Enzyme Stripを

それぞれ正しい向きで使用することが重要です。それぞれの Stripは緑色または赤

色で Aの位置が標識されています。Restriction Enzyme Stripの A-Hの方向を間違

えると、制限酵素切断パターンが変わってしまうため、実験は失敗してしまいます。十

分にご注意ください。 

  

 

c Green Enzyme Stripの緑色のマーカーを REマスターミックス Stripの Aにあわせ、Aから

Hのチューブから各酵素をREマスターミックス Stripの対応する Aから Hのチューブに、マル

チチャンネルピペットを使ってサンプル(Reaction)数に応じた容量を加えます。 Aから Hの向

きを間違えないように注意してください。 

d Red Enzyme Strip の赤色のマーカーを REマスターミックス Stripの Aにあわせ、Aから H

のチューブから各酵素を REマスターミックス Stripの対応する Aから Hのチューブに、マルチ

チャネルピペットを使ってサンプル(Reaction)数に応じた容量を加えます。AからHの向きを間

違えないよう注意してください。 
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e チューブにキャップをして、穏やかなボルテックスで混合し、スピンダウンします。 

f step 4で使用するまで REマスターミックス Stripは氷上に置きます。 

4 REマスターミックスをRestriction Digestion Reaction Plate として使用する 96ウェルプレートに分

注します。12サンプルの場合は1枚、13サンプル以上の場合は2枚以上のプレートを使用します。 

a step 3で調製した REマスターミックス Stripを下図に示すように 8連チューブの Aと 96ウェ

ル PCRプレートの A行が揃うように、プレートの縦方向にそって並べるように置きます。 

 

b マルチチャンネルピペットを使い、5 µLの REマスターミックスを Restriction Digestion 

Reaction Plate の各ウェルに、1-12の方向に注意して分注します。Aのチューブがウェルプレ

ートの Aの位置に来る向きで 分注するように注意してください。 

1回あたり 13サンプル以上で実験する場合は、1枚目のプレートの 1-12に分注した後に、2

枚目のプレートに分注してゆきます。 

プレートに液を分注する時には、ピペットチップに液が等量吸われていることを目視で確認して

ください。 

ここまでの操作で、96ウェルプレートの各行には同じ制限酵素の組み合わせが1ウェルあたり5 µL

含まれることになります。 
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5 DNAサンプルを 96ウェルの Restriction Digestion Reaction Plateに分注します。 

a step 2で調製した 12 DNAサンプル（11 gDNAサンプルと Enrichment Control DNA サンプ

ル）を、下図に示すように Restriction Digestion Reaction Plateに対して横方向に並べます。 

 

 

b 5 µLの gDNAサンプルをRestriction Digestion Reaction Plateの各ウェルに、A-Hの方向に

分注します。このように分注することで、各サンプルが正しい組み合わせの 8組の制限酵素に

よって断片化されます。 

マルチチャンネルピペットを使う場合、プレートに液を入れる時に、ピペットチップに液が等量吸

われていることを目視で確認してください。 

c 粘着性のプラスチックフィルムでプレートを確実にシールしてください。 

6 プレートを注意してボルテックスし、反応液を混ぜます。 

7 プレート遠心機でスピンダウンします。 

 

調製した96ウェルプレートには、10 µLの制限酵素反応液が含まれています。このフォーマットでは、

プレートの各列に含まれる、同一の gDNAに由来するそれぞれのサンプルが 8種類の異なる制限

酵素反応液中で消化されることになります。 

 

 

 

 

gDNA Samples 1-11 
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8 Restriction Digestion Reaction Plateをサーマルサイクラーにセットし、表 4のプログラムを実行し

ます。Hot Top （加熱式の蓋）を使用します。 

 

表 4  HaloPlex制限酵素反応時のサーマルサイクラープログラム 

 

 

 

CAUTION  この段階では 1種類の gDNAサンプルに由来する 8種類の制限酵素消化物をプー

ルしないでください。制限酵素にはまだ活性があり、酵素を失活させる前にDNAサン

プルをプールすると不適切な切断が起きてしまいます。DNAサンプルは 24ページの

ハイブリダイゼーションステップで、1種類の制限酵素のウェルごとにハイブリダイゼ

ーションマスターミックスに直接移して混合して行きます。制限酵素はハイブリダイゼ

ーションマスターミックスと混合されることで失活します。 
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9 反応後の Enrichment Control DNA （ECD）を電気泳動で分析し、制限酵素処理の確認を行いま

す。ECD以外のサンプルは電気泳動を行わないため、その間氷上で保管します。 

a Restriction Digestion Reaction Plate の ECD を反応させた該当箇所のウェルから 4 µLずつ

計 8つの反応液をとり、8連 PCRチューブの A-Hに移します。 

b 8連PCRチューブにキャップをして、4 µLのサンプルをサーマルサイクラーを用いて 80°Cで 5

分間加熱し、制限酵素を失活させます。 

c 2100バイオアナライザ（23ページ参照）、2200 TapeStation （24ページ参照）、またはゲル電

気泳動（25ページ参照）で、調製した ECD サンプルを分析します。 

ECDサンプルには、gDNA と 800 bpの PCR産物が含まれます。この PCR産物は、HaloPlexキット

で使用するすべての制限酵素の切断部位を含んでいます。未消化 DNA コントロールでは 2.5 kbpより

大きな gDNAのバンド及び 800 bpの PCR産物のバンドが観察されます。制限酵素消化された ECD

サンプルでは 100から 2500 bpの間に gDNA由来のスメアバンドが観察され、その上に約 125、225、

および 450 bp付近の 3つの主要なバンドが重なります。これらの 3つのバンドは 800 bpの PCR産物

に由来する制限酵素消化断片に相当し、8種類のREマスターミックスで切断した後の正確なサイズは、

それぞれ異なります。 

 

NOTE  制限酵素消化したECDサンプルのレーンには、約 125、225、および 450 bpの 3つ

の主要なバンド以外にマイナーなバンドが検出されることがあります。 

3つの主要なバンドが見られれば、制限酵素消化は成功しています。図3、図4、図5

に見られる程度の量のマイナーなバンドが見られても、ターゲットエンリッチメントの

結果には影響しません。 

また、Digestion reaction Bで得られるバンドの濃度が A, C-Hよりも薄くなる場合が

ありますが、結果には影響しません。 
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オプション 1： 2100バイオアナライザ解析による確認 

High Sensitivity DNA Kit （p/n 5067-4626）と2100 Expert Software （version B.02.07以上）を使いま

す。バイオアナライザの和文ガイドブックは下記Webサイトからダウンロードいただくことができます。 

 http://Agilentgenomics.jp 

初めてサポートサイトへアクセスされる方は、アクセス方法について、本プロトコル最終ページの問い合

わせ窓口にお問い合わせください。 

1 新しいチューブに0.5 uLのEnrichment Control DNAストック溶液と3.5 uLのnuclease free water

を混ぜ合わせて未消化 ECD コントロールを調製します。 

2 チップ、サンプルおよびラダーをガイドブックに従って調製します。1 µLのECDサンプルを解析に使

用してください。未消化 ECD コントロールにはサイズの大きい gDNAが含まれ、その後のレーンの

結果に影響を与える場合があります。上記で 8倍に希釈して調製した未消化 ECD コントロールは

最後のレーンで泳動を行うことを推奨します。 

3 調製が終わってから 5分以内にチップを 2100 バイオアナライザにセットし、ランを開始してくださ

い。 

にバイオアナライザ電気泳動結果の例を示します。 

 

図 3 2100 バイオアナライザ解析による制限酵素処理の確認。左から DNA ladder、           

 レーン 2–9 ECD切断反応液 A – H、レーン 10：未消化 Enrichment Control DNA。 

 

Stopping Point  次のステップにすぐに進まない場合、-20°C で長期保存ができます。この先、32 ペー

ジの PCR増幅ステップまで stopping pointはありません。   

 

 

 

http://agilentgenomics.jp/
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オプション 2：2200 TapeStation解析による確認 

High Sensitivity D1000 ScreenTape （p/n 5067-5584）と試薬キット（p/n 5067-5585）を使用します。詳

細については、2200 TapeStation User Manual を参照してください。 

または、TapeStation の和文ガイドブックは下記 Web サイトからダウンロードいただくことができます。 

http://Agilentgenomics.jp 

初めてサポートサイトへアクセスされる方は、アクセス方法について、本プロトコル最終ページの問い合

わせ窓口にお問い合わせください。 

1 新しいチューブに 1 uLの Enrichment Control DNA ストック溶液と 1 uLの nuclease free water

を混ぜ合わせて未消化 ECD コントロールを調製します。 （オプション）制限酵素消化した各 ECD

サンプルは Nuclease Free Waterで 4倍に希釈した方が、より正確なサイズで泳動できます。 

2 2200 TapeStation User Manualに示されているようにTapeStationのサンプルを調製します。解析

のための新しいチューブストリップのウェル毎に 2 µL の各 ECD サンプルを入れ、2 µL の High 

Sensitivity D1000 Sample Buffer とよく混合します。 

CAUTION  正確な定量のために、DNA と sample bufferを混ぜたサンプルは、TapeStation付

属ボルテックスミキサでプロトコルに指定の時間、付属のボルテックスをお持ちでな

い場合は最高速度に設定して 10秒 x2回、確実に混合してください。 

  

 

3 2200 TapeStation User Manual に示されているようにサンプルを含むチューブストリップ、High 

Sensitivity D1000 ScreenTape、およびローディングチップを 2200 TapeStationにセットします。 

に TapeStation電気泳動結果の例を示します。 

http://agilentgenomics.jp/
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図 4 2200 TapeStation解析での制限酵素処理の確認。 

レーン 1：TapeStation High-Sensitivity  D1000 Ladder、レーン 2：未消化 Enrichment Control DNA、

レーン 3 – 10：ECD切断反応液 A – H。 

Stopping Point  次のステップにすぐに進まない場合、-20°C で長期保存ができます。この先、32 ペー

ジの PCR増幅ステップまで stopping pointはありません。   
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オプション 3：ゲル電気泳動による確認 

Novex 6% ポリアクリルアミド TBEプレキャストゲルと 1X Novex TBE Running Buffer を使用します。

このステップの詳細については、製造元の提供するマニュアル等をご参照ください。 

 新しいチューブに 2 uLの Enrichment Control DNA ストック溶液と 2 uLの nuclease free water

を混ぜ合わせて未消化 ECD コントロールを調製します。 

 1 µLの Novex Hi-Density TBE Sample Buffer (5X) を 4 µLの ECDサンプルそれぞれに加えま

す。 

 5 µLの各サンプルをゲルにのせます。1つ以上の隣接するレーンに 200 ngの DNA molecular 

weight markerをのせます。 

 210 Vで約 15分間泳動します。 

 3X GelRed Nucleic Acid Stain でゲルを 10分間染色し、UV照射下でバンドを検出します。 

にゲル結果の例を示します。 

 

図 5 ゲル電気泳動での制限酵素処理の確認。 

レーン 1 – 8：ECD切断反応液 A – H、レーン 9：未消化 Enrichment Control DNA、 

レーン 10： 25 bp DNA ladder。 

 

Stopping Point  次のステップにすぐに進まない場合、-20°C で長期保存ができます。この先、32 ペー

ジの PCR増幅ステップまで stopping pointはありません。   
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STEP2. HaloPlexプローブと制限酵素消化済み gDNAのハイブリダイゼーション 

 

このステップでは、制限酵素消化した gDNAを HaloPlexプローブキャプチャライブラリとハイブリダイズ

させます。ハイブリダイゼーションの時間は、デザインのプローブ数によって決まります。キットの Box 1

に入っている Certificate of Analysisにハイブリダイゼーション時間が 3時間または 16時間のどちらが

適用になるか記載されています。Certificate of Analysis にハイブリダイゼーション時間が記載されてい

ない場合は、30ページに記載の情報を参照してください。 

 

ECDサンプルもハイブリダイゼーション以降のステップにも含めることで、HaloPlex実験のポジティブコ

ントロールとすることができます。最後のステップまで ECDを含めてください。 

 

HaloPlexプローブはゲノムのターゲット領域に由来する断片に選択的にハイブリダイズし、そのターゲッ

ト DNA断片を環状化させるように設計されています。ハイブリダイゼーション過程の間に、インデックス

配列を含むイルミナシーケンシングモチーフがターゲット断片に取り込まれます。 

サンプルインデックスプライマーの割り当てについては、51ページ以降のHaloPlex Indexの塩基配列を

参照してください。HaloPlex Target Enrichment Systemで使用するインデックスの塩基配列が列挙され

ています。 

 

1 表 5の試薬を混ぜ合わせてハイブリダイゼーションマスターミックスを調製します。 

ボルテックスでよく撹拌し、スピンダウンします。 

 

表 5 ハイブリダイゼーションマスターミックス 

 

 

2 70 µLのハイブリダイゼーションマスターミックスを 12本(サンプルの数分)の 0.2 mLの PCRチュー

ブ(8連チューブの各ウェルでもかまいません)に分注します。 
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CAUTION  このプロトコルには、Indexing Primer Cassetteについて、2種類の異なるセットに

ついて記載しています。実験を始める前に、必ずお手元のキットの内容を確認し、本

プロトコルに記載のセットに関する情報のうち、適切な方を参照してください。 

 

Indexing Primer Cassette が白色キャップのチューブ（16反応キット）、もしくは青

色プレート（48反応キット、96反応キット）に入っている場合（2014年 12月以降に納

品されたキット）、キットには A01から H12の 8-bp indexが含まれています。サンプ

ルに Indexをアサインする際は、p55から p56に記載の Indexing Primer Cassette

配置および配列情報を参照してください。 

 

Indexing Primer Cassetteが透明キャップのチューブ（16反応キット）、もしくは透

明プレート（48反応キット、96反応キット）に入っている場合（2014年 11月以前に納

品されたキット）、キットには1から96の8-bp indexが含まれます。サンプルに Index

をアサインする際は、p59から p65に記載の Indexing Primer Cassette 配置および

配列情報を参照してください。 

  

 

 

 

3 10 µLの適切な Indexing Primer Cassette を、ハイブリダイゼーションマスターミックスを含むチュ

ーブに加えます。 

それぞれのハイブリダイゼーションチューブには、Indexing Primer Cassetteを 1種類だけいれます。

マルチプレックスで同時にシーケンスするサンプルにはそれぞれ異なる番号の Indexing Primer 

Cassetteを使用してください。チューブに加えた Indexing Primer Cassette の番号と各サンプルの

対応を後のシーケンス解析のために記録しておきます。 

 

この段階でのチューブ 1ウェルあたり内容量は 80 uLになっています。 

 ハイブリダイゼーションマスターミックス 70 uL 

 Index Primer Cassette いずれか 1種 10 uL   

        計     80 uL 
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重要：4以降の作業を開始する前に次の注意書きを必ずお読みください 

 

【注意】 

この時点では、スタート時の gDNAサンプル 1つにつき、異なる組み合わせの酵素で制限酵素消化

反応を行った gDNAサンプルが 8 well分あります。たとえば、サンプル 1については A1-H1の 8

種類の制限酵素消化済み gDNAがあります。これを、1 wellずつ別々に、ハイブリダイゼーションマ

スターミックスを入れたハイブリダイゼーション反応チューブに直接移してゆきます。各制限酵素は

ハイブリダイゼーションマスターミックスと混合することで不活性化します。 そのため、ハイブリダイ

ゼーションマスターミックスに入れる前の段階で、各制限酵素消化物を絶対にプールしないでくださ

い。各制限酵素は活性を保っており、直接プールすると予定外の消化が起こって正しくハイブリダイ

ズできなくなります。 

 

4 96ウェル Restriction Digest Reaction Plate の制限酵素消化 DNAサンプルを、直接 step 3で調

製したハイブリダイゼーション反応チューブに移します。 

 

マルチチャネルピペットを使い、まず A行の制限酵素消化済み DNAサンプルを 10 µL とり、70 µL

のハイブリダイゼーションマスターミックスと 10 µLの Indexing Primer Cassette の入ったハイブリ

ダイゼーション反応チューブに加え、ピペッティングでよく混ぜます。 

 

次に B行のサンプルを 10 µL取り、同様にハイブリダイゼーション反応チューブに加えて混合します。

この操作を H行まで繰り返します。 

 

この段階でのチューブ 1ウェルあたり内容量は ECDサンプルで約 128 uL, サンプルで約 160 uL

になっています。 

      ECD  サンプル 

 ハイブリダイゼーションマスターミックス 70 uL  70 uL 

 Index Primer Cassette いずれか 1種 10 uL    10 uL  

 制限酵素処理サンプル   48 uL  80 uL        

        計      128 uL  160 uL 
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ECDサンプルについては、1 wellずつハイブリダイゼーション反応チューブに移した後で、32 µLの

nuclease free waterを加え、制限酵素消化の確認に使用した量を補います。ECDサンプルにも

gDNAが含まれており、以降の実験でもポジティブコントロールとして用いて実験の成否を確認する

ことができます。ECDサンプルも最後まで実験に含めてください。 

 

最終的に、各ハイブリダイゼーション反応液には、以下のものが含まれます。 

 70 µL Hybridization Master Mix 

 10 µL indexing Primer Cassette 

 合計約 80 µLの制限酵素消化 gDNAサンプル 

 

NOTE  サンプルの一部が蒸発して、各wellからの回収量が10 µLを下回ることがあります。

制限酵素消化した gDNA容量がわずかに足りないだけであれば、ハイブリダイゼー

ションの結果には問題ありません。サンプルが蒸発した分を補う必要はありません。 

  

 

 

5 チューブにキャップをし、ハイブリダイゼーション反応液を短時間のボルテックスにより混合し、スピン

ダウンします。 
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6 ハイブリダイゼーション反応チューブをサーマルサイクラーにセットし、表 6のプログラムを実行しま

す。Hot Topを使用します。プローブ数により、Step 2の時間が異なります。Certificate of Analysis

で Step 2の時間を確認してください。 

のプログラムの実行後に低温で Hold しないようにご注意ください。また、規定のハイブリダイゼーシ

ョン時間（3時間あるいは 16時間）よりも長時間 54℃でインキュベーションしないでください。 

 

表 6  HaloPlexプローブハイブリダイゼーションのサーマルサイクラープログラム* 

 

* 160 µL の反応液量を設定できない場合、設定可能な最大値を入れてください。SureCycler を使用す

る場合は、100 µLに設定します。 

†  デザインサイズが 1-500 kbで、かつ、プローブ数が 20,000未満の場合、54℃で 3時間のハイブリダ

イゼーションを行います。1-500 kbのデザインではプローブ数が 20,000未満になり 3時間のハイブ

リダイゼーションになるのが典型的ですが、必ずキット付属の Certificate of Analysisを参照してく

ださい。終了後は、速やかに次のステップを実行してください。  

‡  デザインサイズが 501 kb – 5 Mb の場合、およびデザインサイズが 1-500 kb でもプローブ数が

20,000 以上の場合は 54℃で 16 時間のハイブリダイゼーションを行います。必ずキット付属の

Certificate of Analysis を参照してください。ハイブリダイゼーション終了後は、速やかに次のステ

ップを実行してください。  

 

CAUTION  このステップで使用するサーマルサイクラーは最大反応液量を100 uL以上に設定で

きる機種をご使用ください。 

本プロトコルの実験条件は容量160 ulのハイブリダイゼーションをSureCycler（反応

容量 10 – 100 µL）を使用して最適化されています。その他の機種については使用前

に最大反応液量をご確認ください。 
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STEP3. ターゲット DNAのキャプチャ 

 

このステップでは、ビオチン化された HaloPlexプローブとターゲット DNAのハイブリッドをストレプトアビ

ジンビーズでキャプチャします。 

1 プロトコルのこの後のステップで使用する試薬を冷蔵庫または冷凍庫から取り出し、室温にしておき

ます。 

 -20°Cの boxから Capture Solution、Wash Solution、Ligation Solution、および

SSC Bufferを取り出します。溶けたら濃度が均一になるように転倒混和します。 

 +4°Cの冷蔵庫から HaloPlex Magnetic Beads を取り出します。 

2 後の PCR反応で使用する 2Mの酢酸をサンプルあたり 0.5 uL （＋余剰分）用意します。2M酢酸

は高品質のものを使い、2M以上の濃度の酢酸から希釈する場合は濃度を間違えないようにご注

意ください。 

 

CAUTION  このステップで使用する 2 M Acetic acidの濃度が正しくないと、50 mM NaOHで溶

出した反応液との中和ができず、PCR反応が阻害される可能性があります。 

実験に必要な試薬リスト中の、2 M Acetic acid (Sigma A8976)の使用を推奨しま

す。 

  

参考情報 ナカライテスク Acetic Acid, Molecular biology grade (08885-45)の場合の希釈計算 

   比重 1.05 g/ml, 純度 99.7%、Acetic Acid 分子量 60.05 より、 

モル濃度は   1000x1.05X0.997/60.05 = 17.43 M   

 

3 33ページのDNA溶出ステップで使用する 50 mM NaOHをサンプルあたり 25 µL（＋余剰分）調製

します。 

50 mM NaOH溶液は、10 M以上の NaOHストック溶液から用時調製してください。 

 

CAUTION  高品質で正しい濃度の NaOH を使用することが、DNAの溶出・回収を適切に行うた

めに非常に重要です。 

・10 Mより低い濃度で保存した NaOHストック溶液を使用しないでください。 

・50 mM NaOH 溶液をいれた容器は使用しない時にはシールし、空気に曝さないよ

うにしてください。とくにサンプル数が多い場合にご注意ください。 
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4 キットに含まれる HaloPlex Magnetic Beads をボルテックスミキサで激しく撹拌します。HaloPlex 

Magnetic Beadsは保管中に沈澱していますので、容器の底に沈殿が残らないようによく撹拌してく

ださい。 

 

5 キャプチャ反応のため、以下の手順でハイブリダイゼーションサンプルあたり 40 µL（＋余剰分）の

HaloPlex Magnetic Beads を調製します。 

a 下表にしたがって、ビーズ懸濁液を 1.5 mLチューブにうつします。 

1回あたりのサンプル数がより多い、または少ない場合、ビーズ懸濁液と Capture Solutionの

容量を調節してください。40 uL x (サンプル(reaction)数 +1) で計算します。 

 

b チューブを 1.5 mLチューブが使える磁石スタンドに 5分間置きます。 

c 溶液が透明になったことを確認したら、ビーズを吸い込まないように注意して、透明な上澄み

液をピペットで取り除きます。 

d 1.5 mLチューブを磁石スタンドから取り出します。1容量（12サンプル/回の場合 520 µL）の

Capture Solution をビーズに加え、ピペッティングで再懸濁させます。 

 

 

6 ハイブリダイゼーション反応溶液をサーマルサイクラーから取り出し、すぐに、40 µLの調製したビ

ーズ懸濁液を 160 µLのハイブリダイゼーション反応液にそれぞれ加えます。この反応液をキャプチ

ャ反応液と呼びます。 

 

NOTE  ビーズをハイブリダイゼーション反応液に加える際、ビーズ懸濁液が均一で、チュー

ブの底に固まったビーズがないことを目で確認してください。もし固まりがあれば、使

用前にボルテックスとピペッティングで完全に再懸濁させてください。 

  

 

7 磁性ビーズを加えた後、100 µLピペットの目盛りを 80 µLにセットし、キャプチャ反応液を 15回ピペ

ッティングで撹拌します。 

8 キャプチャ反応液を室温で 15分間インキュベートします。 

9 スピンダウンした後、チューブを Agencourt SPRIPlate Super Magnet マグネットプレートに移しま
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す。 

 

NOTE  以降の PCRチューブやストリップチューブのサンプルの磁性ビーズを集めるステップ

では、Agencourt SPRIPlate Super Magnetマグネットプレートまたは日本ジェネティ

クス FG-SSMAG2を使用してください。 

  

10 溶液が透明になるまで（約 30秒）待ち、その後ピペットを 200 µLにセットし、上清を取り除きます。 

11 ビーズに結合したサンプルを洗浄します。 

a キャプチャ反応チューブをマグネットプレートから取り出し、100 µLのWash Solution をそれ

ぞれのチューブに加えます。 

b 100 µLのマルチチャンネルピペットを 80 µLにセットしたものを使用し、10回ピペッティングし

てビーズを完全に再懸濁させます。 

c キャプチャ反応チューブにキャップをしてサーマルサイクラーにセットし、46°Cで 10 分インキュ

ベートします。Hot Topは使用します。サーマルサイクラーのプログラムに 10分のインキュベー

ションの後に低温での Holdステップは加えないように注意してください。この間に、次のステッ

プで使用するDNAライゲーションマスターミックスを準備しておきます（次ページをご参照くださ

い）。 

d キャプチャ反応チューブを室温でスピンダウンし、チューブをマグネットプレートに移します。 

e 溶液が透明になるまで（約 30秒）待ち、その後ピペットを 120 µLにセットし、注意して上清を取

り除きます。必要があれば、チューブに残った上清を 20 µL容量のピペットで注意して取り除き

ます。 
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STEP4. キャプチャした環状化ターゲット断片のライゲーション 

 

このステップでは、DNAライゲースをキャプチャ反応液に加え、キャプチャした環状化ターゲットDNAと、

HaloPlex Indexing Primer Cassette のニックを閉じます。 

 

1 下の表 7の試薬を混ぜ合わせてDNAライゲーションマスターミックスを調製します。穏やかなボル

テックスで試薬をよく混ぜ、チューブをスピンダウンします。 

 

表 7  DNA ライゲーションマスターミックスの調製 

 

 

2 キャプチャ反応チューブをマグネットプレートから取り出し、50 µLの DNAライゲーションマスターミ

ックスを各 DNAキャプチャ反応チューブのビーズに加えます。以後、このチューブをライゲーション

反応チューブと呼びます。 

3 100 µLのマルチチャンネルピペットを 40 µLにセットしたものを使用し、ビーズを 15回のピペッティ

ングでよく混ぜます。 

4 ライゲーション反応チューブにキャップをしてサーマルサイクラーにセットし、55°Cで 10分間インキ

ュベートします。Hot Topは使用します。サーマルサイクラーのプログラムに 10分のインキュベーシ

ョンの後に 4°C Holdのステップを加えることもできます。10分間のインキュベーションの間、次のス

テップで使用する PCR マスターミックスを調製しておきます。 
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STEP5. PCRマスターミックスの調製 

 

このステップでは、ページのキャプチャしたターゲット DNA増幅ステップのために PCRマスターミックス

を調製します。 

CAUTION  PCRマスターミックスに指定量の 2M Acetic Acidを含めることで、次のステップで 50 

mM NaOHにより溶出される反応液が中和されます。このため、正確な濃度の 2M 

Acetic Acid を使用することが非常に重要です。 

  

 

1 下の表 8に示す試薬を混ぜ合わせて PCRマスターミックスを調製します。 

 

表 8  PCRマスターミックスの調製 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

＊Herculase II Fusion DNA Polymerase (Agilent p/n 600677 または 600679)に含まれます 

++ キットには含まれません。あらかじめ調製したものを使用します。 

 

2 穏やかにボルテックスすることでマスターミックスを混合し、新しい 0.2 mLのチューブに 30 µLずつ

分注します。8連チューブ、96ウェルプレートのいずれでもかまいません。 

3 チューブは、36ページの「STEP7. 溶出したターゲット DNAの PCR増幅」で使用するまで氷上に

置いておきます。 

 

* 

* 

++ 

* 
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STEP6. キャプチャした DNAの NaOHでの溶出 

 

10 分間のライゲーション反応の時間が終わったら、以下のステップを進めてキャプチャした DNA ライブ

ラリの溶出を行います。 

CAUTION  このステップでは、高品質の NaOH 溶液を使用することが、DNAの溶出・回収率に

非常に重要です。 

・使用する 50 mM NaOHは用時調製してください。 

・50 mM NaOH を用時調製する際に、10N未満の濃度で保存されていたストック溶

液を使用しないでください。 

・50 mM NaOH を入れた容器は、使用しない際はキャップ・シールをし、50 mM 

NaOH を長時間空気にさらさないでください。とくにサンプル数が多い場合にご注意く

ださい。 

  

 

1 ライゲーション反応チューブをスピンダウンし、チューブをマグネットプレートに移します。 

2 溶液が透明になるまで（約 30秒）待ち、その後ピペットを 50 µLにセットしたものを使用し、注意して

上清を取り除きます。 

3 ライゲーション反応チューブをマグネットプレートから取り出します。キットに含まれる 100 µL の

SSC Bufferを各チューブに加えます。 

4 100 µLのマルチチャンネルピペットを 80 µLにセットしたものを使用し、ビーズを 10回のピペッティ

ングで完全に再懸濁させます。 

5 ライゲーション反応チューブをスピンダウンし、マグネットプレートに移します。 

6 30秒待ってビーズを沈澱させ、120 µLにセットしたピペットを使用してSSC Bufferを取り除きます。

必要があれば、残った液体を 20 µL容量のピペットで注意して取り除きます。 

7 マグネットプレートからチューブを取り出し、25 µLの 50 mM NaOH （30ページで用時調製したも

の）を各チューブに加えます。 

8 100 µLのマルチチャンネルピペットを 15 µLにセットしたものを使用し、ビーズを 10回のピペッティ

ングで完全に再懸濁させます。 

9 1分室温でインキュベートし、キャプチャされた DNAを溶出させます。 

10 チューブをスピンダウンし、マグネットプレートに移します。 

次のセクションの PCR増幅にすぐに進んでください。 
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STEP7. 溶出したターゲット DNAの PCR増幅 

 

1 マグネットプレート上の各チューブから上清 20 µL を、Step 5 で調製し氷上に置いてある PCR 

Master Mixに移し、増幅反応を準備します。 

2 PCR反応チューブにキャップをした上で、穏やかにボルテックスして混合し、スピンダウンします。 

3 PCR反応チューブをサーマルサイクラーにセットし、表 9のプログラムを実行します。Hot Topは使

用します。この段階で次に使用する AMPure XP ビーズを室温に戻しておくと共に、使用する分の

70%エタノールと、10 mM Tris-HCl (pH. 8.0)または 10 mM Tris-acetate (pH. 8.0) を準備しておく

と便利です。 

 

最適な増幅サイクル数はカスタム HaloPlex プローブのデザインにより異なります。お使いのカスタ

ムプローブに推奨される PCRサイクル数については、HaloPlex Target Enrichment System Box 

1に付属している Certificate of Analysis に記載されています。デザインによって PCRサイクル数

は異なりますので、この紙を捨てずに保存するようにしてください。 

 

表 9  HaloPlexキャプチャ後 DNA増幅 PCRプログラム 

 

 

Stopping Point  次のステップにすぐに進まない場合、PCR 産物は-20°C で 72 時間または 8°C で一

晩まで保存ができますが、ベストな結果を得るためには、PCR 産物をできるだけ早く

精製してください。 
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STEP8. 増幅したターゲットライブラリの精製 

このステップでは、増幅したターゲット DNAを AMPure XP ビーズを使用して精製します。 

1 使用する少なくとも 30分以上前に、AMPure XPビーズ（4°C保存）を室温に戻しておくようにします 

2 1サンプルあたり 400 µL（＋余剰分）の 70%エタノールを調製します。step 10で使用します。 

3 40 µLの PCR反応サンプルを新しい 0.2 mLチューブに移します。各サンプルの残りは-20°Cで保

存し、トラブルシューティングに使用します。 

4 AMPureビーズ溶液の状態や色が均一になるまで、よく混合します。 

5 別のチューブに、1 サンプルあたり、均一な状態にした AMPure XP ビーズ溶液 100 µL と、

Nuclease-free水 40 uLの混合液を作り、均一な状態になるまでよく混ぜます。 

6 前ステップで調製した AMPure XPビーズと Nuclease-free水の混合液 140 uLを、PCR反応サン

プル 40 µLが入ったチューブに加えます。チューブにキャップをして Vortexでよく攪拌します。この

ビーズとサンプル量の比は、最適な精製結果を得るために重要です。 

7 室温で 5分間インキュベートします。このインキュベーションの間は、Vortexの最高回転数で溶液を

よく撹拌し続けます。 

8 チューブをスピンダウンして溶液を集めてから、マグネットプレートにセットします。溶液が透明にな

るまで待ちます。（約 5分間） 

9 チューブをマグネットプレートにセットしたまま、200 µLピペットを 180 µLにセットしたものを使用し、

ビーズを吸い込まないように注意して、透明な上澄み液を取り除きます。 

10 チューブをマグネットプレートにセットしたまま、70%エタノール溶液をチューブに 200 µLずつ加えま

す。エタノールの濃度が回収率に影響を与えるため、70%エタノールは用時調製します。 

11 溶液が透明になるまで、そのまま 30秒間静置します。その後、200 µLピペットを 200 µLにセットし

たものを使用し、ビーズを吸い込まないように注意してエタノールを取り除きます。 

12 10 と 11のステップをもう一度繰り返します。（計 2回の洗浄） 

13 20 µL容量のピペットで残存エタノールを取り除きます。 

14 チューブの蓋を開け、室温で残存エタノールが完全に蒸発するまで風乾します。 

次のステップに進む前にエタノールが完全になくなったことを確認してください。 

15 マグネットプレートからチューブを取り出し、サンプルに40 µLの10 mM Tris-acetateまたは10 mM 

Tris-HCl buffer (pH 8.0) を加えます。市販の 1 M溶液を購入している場合は、必ず希釈して使用

します。  

 

NOTE  サンプルの溶出には、室温の 10 mM Tris-aceteteまたは 10 mM Tris-HCl bufferを

使用します。   
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16 100 µLピペットを 30 µLにセットしたものを使用し、15回のピペッティングで完全に混ぜます。 

17 室温で 2 分間インキュベートして DNAを溶出させます。 

18 チューブをマグネットプレートにセットして、2 分間静置すると溶液が透明になります。この状態で、

精製された DNAは溶液のほうに移っています。 

19 上澄み（約 40 µL）を新しいチューブに移します。この液には精製された DNAが移っているので、液

を捨てないように注意してください。ビーズはこの時点で廃棄します。 

 

Stopping Point  次のステップにすぐに進まない場合、このサンプルは-20°Cで長期保存（1年まで）で

きます。保存した DNAは、凍結融解を繰り返さないようにしてください。   
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STEP9. ターゲットエンリッチメントの確認 

 

調製したライブラリサンプルをプールし、シーケンスする前にそれぞれのライブラリサンプルの濃縮の確

認と濃度の定量を、2100バイオアナライザ（41ページ参照）または2200 TapeStation （43ページ参照）

を用いて行います。 

 

期待される結果 

調製したライブラリの各アンプリコンは、イルミナプラットフォームで使用するマルチプレックスシーケンシ

ングのために必要なシーケンスモチーフに、ターゲット配列がインサートとして挟まれた形となっています。

アンプリコンは 50から 500 bpのターゲット DNAインサートと 125 bpのシーケンシングモチーフから構

成されています。 

 

図 6 HaloPlexで濃縮したターゲットアンプリコンの構成。 

各アンプリコンは、1 つのターゲットインサート（青）を含み、その両側にイルミナペアエンドシーケンシン

グエレメント（黒）、サンプルインデックス（赤）、およびライブラリブリッジPCRプライマー（黄）があります。 

 

 

アンプリコンのサイズは175 bp から625 bpの範囲となり、大部分のアンプリコンは225 bpから525 bp

の範囲に分布します。定量には、175 bpから625 bpの間のアンプリコンを使います。この範囲をはずれ

るピークが観察されても、定量の対象には含めないでください。
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オプション 1： 2100 バイオアナライザ解析による確認 

High Sensitivity DNA Kit （p/n 5067-4626）と2100 Expert Software （version B.02.07以上）を使いま

す。バイオアナライザの和文ガイドブックは下記Webサイトからダウンロードいただくことができます。 

 http://Agilentgenomics.jp 

初めてサポートサイトへアクセスされる方は、アクセス方法について、本プロトコル最終ページの問い合

わせ窓口にお問い合わせください。 

1 チップ、サンプルおよびラダーをガイドブックに従って調製します。1 µLのライブラリサンプルを解析

に使用してください。 

2 調製が終わってから 5分以内にチップを 2100 バイオアナライザにセットし、ランを開始してくださ

い。 

3 各サンプルのエレクトロフェログラムを解析します。 

 エレクトロフェログラムで、およそ 225から 525 bpの間に断片が分布していることを確認しま

す。 

 エレクトロフェログラムの 175 bp-625 bpのサイズのピークに対してインテグレーション機能を

使って、各ライブラリプールの濃度を算出します。150 bp以下のピークが観察される場合もあ

りますが、定量には含めません。 

 デザインによっては 125 bp付近に大きなピークが出ることがあります。125 bpのピークはアダ

プターダイマーに由来し、クラスターは形成されるもののゲノムにマップできるシークエンスは

得られません。125 bp付近のピークのモル濃度が全体の 10％以上になる場合は、サンプル

をプールした後に再度 Step 8 の AMPureビーズ精製を行います。 

1, 各サンプルで 175 -625 bpのピークの濃度を決定し、この濃度に従って等モルに

なるようにプールします。 

2, プールしたサンプルのうち 40 µLを使用してStep 8のAMPure精製を行います。 

図 7にバイオアナライザ電気泳動結果の例を示します。 

 

図 7 2100バイオアナライザ解析による HaloPlexエンリッチメントの確認 

 

http://agilentgenomics.jp/
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NOTE  バイオアナライザ High Sensitivity DNA Kitで測定した濃度が 10 ng/µLより高い場

合はサンプルを 10倍希釈して再度測定を行います。サンプルの希釈には TEバッフ

ァー(10 mM Tris, 1 mM EDTA)を使用し、2000 rpmの IKA ボルテックスミキサーで

混合します。 
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オプション 2：2200 TapeStation解析による確認 

High Sensitivity D1000 ScreenTape （p/n 5067-5584）と試薬キット（p/n 5067-5585）を使用し、濃縮し

たライブラリサンプルを解析します。詳細については、2200 TapeStation User Manual を参照してくださ

い。 

または、TapeStationの和文ガイドブックは下記Webサイトからダウンロードいただくことができます。 

 http://Agilentgenomics.jp 

初めてサポートサイトへアクセスされる方は、アクセス方法について、本プロトコル最終ページの問い合

わせ窓口にお問い合わせください。 

 

1 2200 TapeStation User Manualに示されているようにTapeStationのサンプルを調製します。解析

のための新しいチューブストリップのウェル毎に 2 µL のライブラリサンプルをそれぞれ入れ、2 µL

の High Sensitivity D1000 Sample Bufferで希釈します。 

 

CAUTION  正確な定量のために、DNA と Sample Bufferを混ぜたサンプルは、TapeStation付

属のボルテックスミキサでプロトコルに指定の時間、付属のボルテックスをお持ちで

ない場合、最高速度に設定して 10秒 x 2回、確実に混合してください。 

  

2 2200 TapeStation User Manual に示されているようにサンプルを含むチューブストリップ、High 

Sensitivity D1000 ScreenTape、およびローディングチップを 2200 TapeStationにセットします。サ

イズをより正確に計算するために、キット付属のラダーも同時に泳動します。 

 

 

  

http://agilentgenomics.jp/
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3 各サンプルのエレクトロフェログラムを解析します。 

 エレクトロフェログラムで、およそ 225 から 525 bp の間に断片が分布していることを確認しま

す。 

 エレクトロフェログラムの 175 bpから 625 bpのピークに対してインテグレーション機能を使っ

て、各ライブラリプールの濃度を算出します。150 bp 以下のピークが観察される場合もありま

すが、定量には含めません。 

 

High Sensitivity D1000の定量範囲は 10 – 1000 pg/uLです。これよりも濃度が高い場合に

は、LowTEで希釈して再度測定してください。 

 

 デザインによっては 125 bp付近に大きなピークが出ることがあります。125 bpのピークはアダ

プターダイマーに由来し、クラスターは形成されるもののゲノムにマップできるシークエンスは

得られません。125 bp付近のピークのモル濃度が全体の 10％以上になる場合は、サンプル

をプールした後に再度 Step 8 の AMPureビーズ精製を行います。 

1, 各サンプルで 175 -625 bpのピークの濃度を決定し、この濃度に従って等モルに

なるようにプールします。 

2, プールしたサンプルのうち 40 µLを使用してStep 8のAMPure精製を行います。 

図 8に TapeStation電気泳動結果の例を示します。 

 

図 8 2200 TapeStation解析での HaloPlexエンリッチメントの確認。 
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STEP10. マルチプレックスシーケンシングのための異なるインデックスをもつサンプルの

プール 

次のガイドラインにしたがってサンプルプールの方法を決めてください。 

 バイオアナライザまたは TapeStationを用いて、175-625 bpの範囲のサイズのライブラリを定量し

た濃度を用い、各サンプルを等モル濃度でプールすることでシーケンシングのキャパシティを最適

化します。 

 完成した HaloPlex エンリッチメントプールは、標準的なイルミナペアエンドプライマーとケミストリー

を使って、イルミナHiSeq、MiSeq、またはGAIIxプラットフォームでのダイレクトシーケンシングに使

用できます。MiSeqプラットフォーム（下）、および HiSeqプラットフォーム（45ページ）についての追

加ガイドラインを参照してください。 

 プローブデザインのときの選択に従い、100 + 100 bpまたは 150 + 150 bpペアエンドシーケンシン

グを使用してください。リード長は、達成できる最大のカバレッジに影響するため、デザインレポート

を確認してプローブデザインで選択したリード長をご確認ください。 

 シーケンシングランは 8-ntインデックスリードで行われるように設定する必要があります。インデック

ス配列の全情報については、51ページ以降の表を参照してください。 

 得られたリードをリファレンスゲノムにアライメントする前に、イルミナのアダプター配列を取り除いて

ください。 

 

 

プールするサンプルは正確に等量を混ぜる必要があります。下記の式により、インデックスバーコ

ードサンプルをプールするための量を計算します。  

      

     V(f) :  プールされたサンプルの最終的な必要量 

     C(f) :  プールに含まれるすべての DNAの最終的な濃度 

           例：イルミナ標準プロトコルでは 10 nM 

     #  :   プールするインデックスバーコードタグの数 

     C(i) :   各インデックスサンプルの初期濃度 

 

     表 10に4つのインデックスタグ（それぞれ異なる初期濃度）の計算例を示します。最終的な容量

（この例では 20uL、10nM の濃度)にするには Low TE を用います。 
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表 10 トータル量 20uLにするためのインデックスタグ付きサンプルの混合例 

 

 最終的に必要な液量になるように調製を行います。 

  ・ プールしたインデックスタグ付きサンプル量の総量が最終的に必要な液量より少ない場合、Low 

TE Buffer を用いて総量が最終的に必要な液量になるように調整します。 

  ・ プールしたインデックスタグ付きサンプル量の総量が最終的に必要な液量より多い場合、濃縮遠

心機を用いて液を蒸発させ、再溶解して最終的に必要な液量とします。 

 

 template の変性とフローセルの調製に進みます。イルミナ社のプロトコルを参照してください。 

 

MiSeqプラットフォームシーケンシングランセットアップガイドライン 

Illumina Experiment Manager (IEM)ソフトウェアを使用して、下記ガイドラインに従ってカスタム

Sample Sheetを作成します。Sample Sheetを作成したら、インデックス配列を HaloPlexのインデック

ス配列にマニュアルで変更する必要があります。HaloPlex のインデックス配列については 51 ページか

らをご参照ください。 

Sample Sheetのセッティング 

1 IEM ソフトウェアで、下記の手順でMiSeqプラットフォームの Sample Sheetを作成します。 

・Categoryから Others を選択 

・Applicationから FASTQ Only を選択 
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2 Workflow Parametersスクリーンで下記スクリーンショットに従いパラメータを選択します。 

 

 

3 Sample Plate Wizardを使用して、各サンプルの情報を入力します。TruSeq LT Assay Plate テー

ブルの Index 1(17)カラムには、各サンプルにイルミナの17インデックスのいずれかを割り当てます。

Indeｘは後のステップで HaloPlexのインデックスに変更します。 

   

 

4 Sample plateセットアップタスクを終了し、sample plate fileを保存します。 

5 Sample Sheet Wizard を使用して、ランに含めるサンプルを選択し、Sample Sheet file を保存し
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ます。 

 

HaloPlexインデックスを含めるための Sample Sheetの編集 

1 Sample Sheet ファイルをテキストエディタで開きます。それぞれのサンプルについて、6 bpのイン

デックス配列（下図でハイライトされた部分）を適切な HaloPlex 8 bp インデックス配列に変更しま

す。 

        

 

2 編集した Sample Sheet ファイルをMiSeqでランを行うために適切な場所に保存します。 
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HiSeqプラットフォームシーケンシングランセットアップガイドライン 

シーケンシングランを表 11 に示す Cycles 設定を使用して 8-nt インデックスリードを行うよう設定してく

ださい。サイクル数設定は、装置コントロールソフトウェアインターフェイスのインデックスタイプ選択ボタ

ンから Custom を選択した後、Run Configurationスクリーンで指定できます。 

 

表 11  HiSeqプラットフォーム Run Configuration スクリーン Cycle Number設定 

 

* 設定は v3.0 SBSケミストリーに適用します。 

 

 

データ解析リソース 

AgilentのSureCallデータ解析ソフトウェアを使用して、HaloPexを用いてターゲットエンリッチメントを行

ったライブラリのシークエンスデータ解析を行うことができます。ソフトウェアは下記ウェブサイトよりダウ

ンロード可能で、無償で使用できます。 

www.agilent.com/genomics/surecall
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3．リファレンス 

 

新しい Index 構成の試薬キット（Index Primer Cassette が青色プレートまた

は白色キャップのチューブに入っているキット）に対応する試薬一覧 53 

HaloPlex Index の塩基配列（青色プレートまたは白色キャップのチューブに

入った Indexing Primer Cassette）54 

旧来の Index構成の試薬キット（Index Primer Cassetteが透明プレートまた

は透明キャップのチューブに入っているキット）に対応する試薬一覧 55 

HaloPlex Index の塩基配列（透明プレートまたは透明キャップのチューブに

入った Indexing Primer Cassette）60 

 

   この章では、キットの構成試薬とインデックス配列を含むリファレンス情報について説明します。 

 

CAUTION  このチャプターでは、Indexing Primer Cassetteについて、2種類の異なるセットに

ついて記載しています。実験を始める前に、必ずお手元のキットの内容を確認し、本

プロトコルに記載のセットに関する情報のうち、適切な方を参照してください。 

 

最初のセクションでは、Indexing Primer Cassetteの並び順を再構成したキット

（2014年 12月以降に納品されたキット）に関する情報を記載しています。Indexing 

Primer Cassetteは A01から H12 となり、48反応キットと 96反応キットについては

青色プレート、16反応キットについては白色キャップのチューブに入っています。詳

細は p55から p56をご参照ください。 

 

次のセクションでは、Indexing Primer Cassetteの並び順が発売当初の順であるも

の（2014年11月以前に納品されたキット）に関する情報を記載しています。Indexing 

Primer Cassetteは 1から 96 となり、48反応キットと 96反応キットについては透明

プレート、16反応キットについては透明キャップのチューブに入っています。詳しくは

p59から p65を参照してください。 
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新しい Index構成の試薬キット（Index Primer Cassetteが青色プレートまたは白色キャッ

プのチューブに入っているキット）に対応する試薬一覧 

 

HaloPlex Target Enrichment System試薬キットは、4°C保存品、-20°C保存品が、それぞれ異なる

Boxに入り、ラベルに保管温度が記載されています。必ず指定温度で保管ください。 

 

お手元のキットの Indexing Primer Cassette が透明プレートまたは透明キャップのチューブに入ってい

る場合は p54を参照してください。  

 

表 12  HaloPlex Target Enrichment Kit構成試薬一覧- 2014年 12月以降に納品された 

      下記の部品番号のキット 

 

 

* 含まれる試薬については、表 13を参照してください。 

† 各サイズのカスタムデザインで、初回オーダーの場合に 5190-8044, 5190-8050, 5190-8046, 

5190-8052, 5190-8048, 5190-8054がキットに含まれます。同一デザインの繰り返しオーダーの場合に

は 5190-8045, 5190-8051, 5190-8047, 5190-8053, 5190-8049, 5190-8055 となります。 
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HaloPlex Target Enrichment System Box #1の構成試薬を下の表に示します。 

 

表 13 HaloPlex Target Enrichment System Box 1 の構成試薬（2014年 12月以降に納品で、表 12

記載の部品番号のキット） 

 

* 表 14のプレートマップを参照してください。 

†  表 15のプレートマップを参照してください。 
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表 14  HaloPlex Indexing Primer Cassette A01から H06のプレートマップ: 48反応キットで青色プレ

ートにはいったもの、7-12列は空ウェル） 

 

 

表 15  HaloPlex Indexing Primer Cassette A01から H12のプレートマップ: 96反応キットで青色プレ

ートにはいったもの） 
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HaloPlex Index の塩基配列（青色プレートまたは白色キャップのチューブに入った

Indexing Primer Cassette） 

 

各HaloPlex Index Primer Cassetteの 8ヌクレオチドのインデックス部分の塩基配列を以下の表に示し

ます。HaloPlex16反応キットには、A01からH02の 16種類のプライマーカセットが入ったチューブが含

まれます。48 反応キットには、A01 から H06 の 48 種類のプライマーカセットが入ったプレートが含まれ

ます。96反応キットには、A01からH12の 96種類のプライマーカセットが入ったプレートが含まれます。 

 

表 16 HaloPlex の Index 配列：青色プレートまたは白色キャップのチューブで供給される Indexing 

Primer Cassetteに対応 
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旧来の Index構成の試薬キット（Index Primer Cassette が透明プレートまたは透明キャ

ップのチューブに入っているキット）に対応する試薬一覧 

 

HaloPlex Target Enrichment System試薬キットは、4°C保存品、-20°C保存品が、それぞれ異なる

Boxに入り、ラベルに保管温度が記載されています。必ず指定温度で保管ください。 

 

お手元のキットの Indexing Primer Cassette が青色プレートまたは白色キャップのチューブに入ってい

る場合は p51を参照してください。  

 

表 17  HaloPlex Target Enrichment Kit構成試薬一覧- 2014年 12月以前の納品で下記の部品番号

のキット 

 

* 含まれる試薬については、表 18を参照してください。 

† 各サイズのカスタムデザインで、初回オーダーの場合に 5190-5972, 5190-5385, 5190-5977, 

5190-5534, 5190-5981, 5190-5536がキットに含まれます。同一デザインの繰り返しオーダーの場合に

は 5190-5974, 5190-5436, 5190-5978, 5190-5538, 5190-5982, 5190-5540 となります。 
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表 18  HaloPlex Target Enrichment System Box 1 の構成試薬（2014年 12月以前に納品で表 17

に記載された部品番号のキット） 

 

* 表 19のプレートマップを参照してください。 

†  表 20のプレートマップを参照してください。 
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表 19  HaloPlex Indexing Primer Cassette 1 から 48のプレートマップ: 48反応キットで透明プレート

にはいったもの、7-12列は空ウェル） 

 

 

 

表 20  HaloPlex Indexing Primer Cassette 1から 96のプレートマップ: 96反応キットで透明プレート

にはいったもの） 
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HaloPlex Index の塩基配列（透明プレートまたは透明キャップのチューブに入った

Indexing Primer Cassette） 

 

各HaloPlex Index Primer Cassetteの 8ヌクレオチドのインデックス部分の塩基配列を以下の表に示し

ます。HaloPlex 16反応キットには、1-16の 16種類のプライマーカセットが入ったチューブが含まれます。

48 反応キットには、1-48 の 48 種類のプライマーカセットが入ったプレートが含まれます。96 反応キット

には、1から 96の 96種類のプライマーカセットが入ったプレートが含まれます。 

 

 

表 21 HaloPlex Index 1-16 
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表 22 HaloPlex Index 17-32 
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表 23 HaloPlex Index 33-48 
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表 24 HaloPlex Index 49-64 
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表 25 HaloPlex Index 65-80 
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表 26 HaloPlex Index 81-96 
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ユーザの誤った操作に起因する機器などの損傷、性能上のトラブル、損害 

本キットの本来の用途以外の使用に起因する機器などの損傷、性能上のトラブル、損害 

本プロトコルに以外の方法または試薬を用いたことによる性能上のトラブル、損害。 

 

分析結果に基づく損失 

本書の内容の一部または全部を無断で複写、転載したり、他の言語に翻訳することは法律で禁止され

ています。複写、転載などの必要が生じた場合は、当社にお問い合わせください。 

本製品パッケージとして提供した本マニュアル、CD-ROM等の媒体は本製品用にだけお使いください。 

 

保証 

本書に記載した内容は、予告なしに変更することがあります。 

Agilent Technologiesは、本品に関していかなる保証も行いません。これには暗黙の保証、または商品

性および特定目的への適合性が含まれますが、それらに限定されません。 

Agilent Technologiesは、本書に含まれている誤植、あるいは本品の性能、または使用に関する偶発的

ないし間接的な損害に関して責任を負いません。 

 

HaloPlexに関するサポートお問い合わせ窓口 

Tel: 0120-477-111 

E-mail: email_japan@agilent.com 

＊HaloPlexに関するテクニカルな質問と明示ください。 

＊価格、納期等のご質問は担当営業にご連絡ください。  

 

mailto:email_japan@agilent.com

