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通知 
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本マニュアルのいかなる部分も、米国および国際著作権法に

準拠する Agilent Technologies, Inc.からの事前の合意および

書面による同意なしに、いかなる形式または手段（電子的保存

および検索または他の言語への翻訳を含む）でも複製すること

はできません。 

 

確認 

Oligonucleotide sequences © 2006, 2008, and 2011 

Illumina, Inc. 無断複写・転載を禁じます。イルミナシーケンサ

ーシステムおよび関連するアッセイでのみ使用できます。 

 

保証 

本書に含まれる資料は「現状有姿」で提供され、将来の改版に

際しては、予告なしに変更される可能性があります。 さらに、

適用法で認められる最大限の範囲で、Agilent は、本書および

本書に含まれる情報に関して、明示または黙示を問わず、商

品性および特定目的への適合性の黙示の保証を含むがこれ

らに限定されない、すべての保証を否認します。Agilent は、本

書または本書に含まれる情報の提供、使用またはパフォーマ

ンスに関連するエラーまたは偶発的もしくは間接的な損害につ

いて責任を負わないものとします。Agilent とユーザーが、本書

の内容と矛盾する保証条件を別個の契約書として結んでいる

場合は、別個の契約書の保証条件が優先されます。 

 

技術ライセンス 

本書に記載されているハードウェアおよび/またはソフトウェア

はライセンスに基づいて提供されており、そのようなライセンス

の条件に従ってのみ使用またはコピーすることができるとされ

ている場合があります。 

 

 

制限付き権利の説明文 

米国政府の制限付き権利。連邦政府に付与されたソフトウェア

および技術データの権利には、エンドユーザーの顧客に通常

提供される権利のみが含まれます。Agilent は、FAR 12.211

（Technical Data）および 12.212（Computer Software）に準拠

して、また国防総省に対しては DFARS 252.227-7015

（ Technical Data - Commercial Items ） お よ び DFARS 

227.7202-3（Rights in Commercial Computer Software or 

Computer Software Documentation）に準拠して、ソフトウェ

アおよび技術データにおける上記通常の商用ライセンスを提

供します。 

 

安全上の注意 

 

 

CAUTION 表示は危険性を示します。正しく実行または遵守さ

れなかった場合に、製品の損傷や重要なデータの損失につな

がる可能性のある操作手順や方法などを示しています。

CAUTION 表示の個所は、その条件を完全に理解し満たすま

で、その先に進まないでください。 

 

 

WARNING 表示は危険性を示します。正しく実行または遵守さ

れなかった場合に、事故や重大な怪我につながる可能性のあ

る操作手順や方法などを示しています。WARNING 表示の個

所は、その条件を完全に理解し満たすまで、その先に進まない

でください。 

 

 

 

 

 

CAUTION 

WARNING 
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ご購入者への通知 

本製品は、Bio-Rad Laboratories と Agilent Technologies, Inc.との間の契約に基づいて提供されてお

り、本製品の製造、使用、販売または輸入は、Bio-Rad Laboratories 社が所有する U.S. Pat. No. 

6,670,808 の対象となります。本製品の購入により、ご購入者には、ご購入頂いた量の本製品および本

製品の成分を PCR（ただし、リアルタイム PCR は除く）においては研究分野（法医学、動物実験、食品検

査を含む、すべての応用研究分野を含む）で使用し、またリアルタイム PCR においては診断および予後

分野で使用する譲渡不可能な権利が与えられます。本製品を、すべての応用研究分野（法医学、動物

実験、食品検査を含むがこれらに限定されない）を含む研究分野においてリアルタイム PCR に使用する

権利は与えられていません。 

 

限定使用ラベルライセンス：本製品とその使用は、New England Biolabs, Inc.に独占的にライセンスさ

れ、Agilent Technologiesにサブライセンスされた、Max Planck Gesellschaftが所有する 1つ以上の

発行済みおよび/または保留中の米国および外国の特許出願の対象です。Agilent Technologies, 

Inc.、その関連会社またはそれらの正規の販売店もしくは再販業者からの本製品の購入により、ご購入

頂いた量の本製品および本製品の成分を購入者（購入者が学術団体であるか営利団体であるかを問

わない）が実施する研究において使用する譲渡不可能な権利が購入者には与えられます。本製品の購

入は、本製品の製造を目的とした前述の特許または特許出願のクレームに基づくライセンスを付与する

ものではありません。購入者は、本製品またはその成分を第三者に販売またはその他の方法で譲渡し

たり、次の商業目的で本製品を使用したりすることはできません。（1）製造において本製品またはその

成分を使用すること、または（2）ヒトまたは動物における治療または予防目的で本製品またはその成分

を使用すること。 
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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、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 

SureSelect XT HS2 mRNA Library Preparation System Automated using Agilent NGS Workstation 

Option B Poly-A Selection and Strand-Specific mRNA Seq Library Preparation for the Illumina 

Platform Version A1, December 2022 [G9995-90010] に対応しています。 

 

このプロトコルでは、SureSelect XT HS2 mRNA ライブラリ調製キットを用い、Total RNA サンプルから

イルミナペアエンドマルチプレックスシーケンスに対応したmRNA (whole-transcriptome)シーケンス用

のライブラリを調製するために開発・最適化されています。 

 

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 Agilent NGS自動化システムを使用した SureSelect ライブラリ調製 

この章では、Agilent Bravo NGS 自動化システムの紹介、SureSelect XT HS2 mRNA ライブラリ調製の

ワークフローの概要、および Agilent Bravo NGS 自動化システムを用いて SureSelect の実験をデザイ

ンする際に注意すべきポイントについて説明しています。 

3 Total RNAの準備と品質評価 

この章では、RNAの品質確認と、RNAサンプルの調製について説明しています。 

4 AMPure XP Bead Platesの準備 

この章では、ワークフローを通じて必要となる AMPure XP beads を分注したビーズプレートを準備する

方法について説明しています。各ステップで使用するビーズプレートは XT HS2 VWorks Form内の異な

る自動分注プロトコルを用いて作製します。 

5 Poly-A選択と cDNA変換 

この章では、mRNAエンリッチメントと RNAの断片化を含むインプット RNAサンプルの準備と、シーケン

スライブラリ調製に先立ち RNA断片をストランド特異性のある cDNAへ変換するステップを説明します。 

6. ライブラリ調製 

この章では、イルミナペアリードプラットフォームを用いたシーケンスのための cDNA NGS ライブラリの自

動調製の手順について説明しています。 

7 マルチプレックスシーケンスガイドライン 

この章では、インデックスおよび分子バーコード付加がされたサンプルをプールする手順と、マルチプレ

ックスシーケンスのガイドラインについて説明しています。 

8 リファレンス 

この章では、本実験に用いる試薬キットの構成品、インデックス配列やトラブルシューティングガイドなど

の参照情報を記載しています。 
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最新のプロトコルを参照にしてください。 

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  本プロトコルは Agilent Bravo NGS 自動化システム Option Bを用いたサンプ

ル自動調製について説明します。SureSelect XT HS2 mRNA ライブラリ調製キ

ットを用いてマニュアルでサンプルを調製する場合には別途、専用プロトコル

（G9995-90010またはその和訳版）を参照ください。 

  

 

NOTE  SureSelect XT HS2 mRNA ライブラリ調製キット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のでご了承ください。 

  

 

NOTE  本 SureSelect XT HS2 mRNA ライブラリ調製キットにつきましては、誤った使用

法による実験の失敗については、補償の対象外となりますことをご了承ください。

万一、自動化システムもしくは弊社試薬の不具合により、実験がうまくいかなかっ

た場合は、弊社サポート担当にご連絡ください。連絡先はプロトコル末尾に記載さ

れています。 

  

 

NOTE  本プロトコルは、イルミナ社のマルチプレックスペアエンドライブラリ作製プロトコル

と異なる点がありますのでご注意ください。   

 

NOTE  ベックマン・コールター社製の精製ビーズについては、必ずベックマン・コールター

社のユーザーズガイドをあわせて参照ください。   

 

NOTE  本プロトコルでの室温は、20～25℃の範囲となります。できるだけこの範囲内の

室温で、自動化システムを操作ください。特に 20℃未満での低温での操作はハイ

ブリダイゼーションバッファの析出を招き、結果に悪影響を与える危険性がありま

す。 
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操作に関する注意 

<<重要>> 

遠心の際にシールを貼ったプレートについては、特にシールを貼ったままという記載のない限り、

Bravo やミニハブのデッキにプレートを載せる際に、シールを必ずはがしてください。シールをはがす

時に、反動で液がはねないようにご注意ください。 

 

・ このプロトコルの特定の段階では、Bravoデッキとサーマルサイクラの間で、実験者がサンプルプ

レートを素早く移動させる必要があります。ご使用になるサーマルサイクラを Agilent Bravo 

NGS 自動化システム Option B のごく近くに置き、迅速かつ効率的なプレートの移動ができる

ようにしてください。 

・ 各自動化プロトコルのランを始める前にそのステップに詳述されているように Agilent Bravo NGS 

自動化システムを準備してください。ワークステーションの Labware MiniHubにプレートをセット

する際には、いつも 46ページの図 3の向き（A1の位置がMiniHubに正対して手前左の位置

になる）でプレートを置いてください。 

・ 赤いアルミニウムインサートにプレートをセットする場合やシルバーのNunc Deep Wellプレートイ

ンサートに Agilent Deep Wellプレートをセットする場合に、プレートが浮きやすくなります。手で

そっと押し下げて確実にセットするようにしてください。 

・ ヌクレアーゼの試薬への混入を避けるために、操作を行う場合は、必ずパウダーフリーのラボ用

手袋を着用し、適切な溶液、ピペット、ヌクレアーゼフリー エアロゾル防止フィルタ付きピペット

チップを使用ください。 

・ 実験過程全体を通して、サンプル間での PCR 産物のコンタミネーションを防ぐため、以下を実施

することをお勧めします。 

1. PCR 前のサンプルを扱う場所と PCR 後のサンプルを扱うエリアを分け、それぞれのエリアで専用

の機器、消耗品、試薬を使用してください。特に、PCR後のエリアで使用するものを PCR前の過

程で使用するのは避けてください。 

2. 実験スペースは常にクリーンな状態にしてください。PCR 前の過程では作業台を 10% bleach 

solutionやその相当品により、日常的に清潔に保ってください。 

3. PCR 前のエリアで試薬を使用するときは、常にヌクレアーゼフリーのエアロゾル防止フィルタつき

のピペットチップのついた専用のピペットを使用してください。 

4. パウダーフリーの手袋を着用してください。コンタミの可能性があるものの表面に触れた後は必ず

手袋を変えるなど、ラボの衛生を守ってください。 

・ PCRプレートもしくは 8 strip tubeの cap stripを外す必要のある工程では、再びキャップをすると

きには、常に新しい cap stripを使用してください。サーマルサイクラやその他の工程で、capの

変形が起こりえるため、一度使用した cap stripの再利用は、サンプルの蒸発によるロスやコン

タミネーション、インキュベーション中のサンプル温度が不正確になるなどのリスクがあります。 

・ プロコトル中に示されている stopping point でサンプルを-20°C で保存する場合は、サンプルの

繰り返し凍結融解は避けてください。 

・ Biosafety Level 1(BSL1)のルールに基づき、実験を行います。 
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安全に関する注意 

CAUTION  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。   
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実験に必要な試薬・装置・消耗品類 

SureSelect XT HS2 mRNAプロトコルで必要な試薬や器具を表にまとめています。 

表 1から SureSelect XT HS2 mRNA試薬キットを選択してください。その他に必要な試薬や器具は表 

2から表 4を参照にしてください。 

表 1 複数タイプの SureSelect XT HS2 mRNA ライブラリ調製キット 

 

表 2 必要な試薬 

※SureSelect RNA AMPure XP Beads を含んでいる SureSelect XT HS2 mRNA ライブラリ調製キット（G9998A, G9998B, G9998Cあ
るいは G9998D）をご利用の場合は、別途購入する必要はありません。 

 

  

品名 製造 

メーカー 

品番 指定/ 

相当品 

内容量 備考 

SureSelect XT HS2 mRNA 

ライブラリ調製キット、96 反
応 （いずれか 1つ） 

Agilent G9997A 指定 96反応分 マルチプレックス対応 (index 1-96) 

G9997B 指定 96反応分 マルチプレックス対応 (index 97-192) 

G9997C 指定 96反応分 マルチプレックス対応 (index 193-288) 

G9997D 指定 96反応分 マルチプレックス対応 (index 289-384) 

SureSelect XT HS2 mRNA 
ラ イ ブ ラ リ 調 製 キ ッ ト

（ AMPure XP ビ ー ズ 付
属）、96 反応（いずれか 1
つ） 

Agilent G9998A 指定 96反応分 マルチプレックス対応 (index 1-96) 

G9998B 指定 96反応分 マルチプレックス対応 (index 97-192) 

G9998C 指定 96反応分 マルチプレックス対応 (index 193-288) 

G9998D 指定 96反応分 マルチプレックス対応 (index 289-384) 

品名 製造 

メーカー 

品番 指定/ 

相当品 

内容量 備考 

AMPure XP Kit (SPRI 
beads) ※ 

Beckman 
Coulter 
Genomics 

A63880 指定 5 mL 大容量タイプ(60mL [A63881],  
450mL [A63882])もあります。 

1xLow TE Buffer  Thermo 
Fisher 

Scientific 

12090-015 相当 100 mL  

99.5% Ethanol, molecular 

biology grade 

Wako 054-07225 相当 500 mL  

Nuclease-free water (not 

DEPC-treated) 

Thermo 

Fisher 
Scientific 

AM9930 相当 500 mL DEPC処理ではないこと 

QPCR Human Reference 
Total RNA 

Agilent 750500 指定   

Tween 20 Sigma-
Aldrich 

P9416-50ML 相当 50 mL  
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表 3 必要な消耗品 

 

 

品名  製造 

メーカー 

品番 指定/ 

相当品 

備考 

Agilent NGS Work Station Option B Agilent 
G5522A / 
G5574AA 

指定  

Robotic Pipetting Tips (Sterile, Filtered, 
250 µL) 

Agilent 19477-022 指定 1 ケース 96 チップ入り、50 ケース 

サーマルサイクラ 
（96ウェル、0.2 mlブロック） 

  相当 
HotTop使用 
下記のいずれかのプレートに合うサーマルサ

イクラを選択して下さい。 

PCR plate   指定 

以下のプレートに対応しています。 

• 96 ABI PCR half-skirted plates (MicroAmp 
Optical plates), Thermo Fisher Scientific 
p/n N8010560 

• 96 Agilent semi-skirted PCR plate, Agilent 
p/n 401334 
•  96 Eppendorf twin.tec half-skirted PCR 

plates, Eppendorf p/n 951020303 
•  96 Eppendorf twin.tec PCR plates (full-
skirted), Eppendorf p/n 951020401 

•  96 Armadillo PCR plates (full-skirted), 
Thermo Fisher Scientific p/n AB2396 

Eppendorf twin.tec full-skirted 96-well 

PCR plates 
Eppendorf 

9510200040

1 
指定 

Eppenforf p/n 951020619または Armadillo 
PCR plates, 96-wells (full-skirted) 
Thermo Fisher Scientific p/n AB2396でも可 

Agilent Reservoirs, Single cavity, 96 

pyramids base geometry, 19 mm height 
Agilent 201254-100 指定 本文中表記：Agilent Shallow Well Reservoir 

Agilent Reservoirs, Single cavity, 96 
pyramids base geometry, 44 mm height 

Agilent 201244-100 指定 本文中表記：Agilent Deep Well Reservoir 

Agilent Storage/Reaction Microplates, 
96 wells, 2 mL/square well 

Agilent 201244-100 指定 
Thermo Fisher Scientific Nunc DeepWell 
Plates (p/n 260251)でも可 

Agilent Storage/Reaction Microplates, 
96 wells, 2 mL/square well 

Agilent 201240-100 指定 
Axygen p/n P-2ML-SQ-C、E＆K Scientific 
p/n EK-2440 でも可 

Nucleic acid surface decontamination 
wipes 

Thermo 
Scientific 

7008 相当 自動化システムの清掃に使用します。 

DNA LoBind チューブ, 1.5ml PCR clean, 
250 pieces 

Eppendorf 022431021 相当 
核酸の吸着が少ない LoBind タイプを使用く
ださい。 

遠心分離機 Eppendorf 5804 相当 
96 Well Plate 対応タイプ、Deep Well (高さ 
31.35 mm) が入ること、1000 g 以上 

96 ウェルプレートもしくは 8 strip tubes 

遠心機 

KUBOTA 
または 

ワケンビーテ
ック 

 相当 

96 ウェルプレートもしくは 8 strip tubes のス
ピンダウン用 
・ 96 ウ ェ ル プ レ ー ト 用 ： PlateSpin II 

(KUBOTA) 
・8 strip tubes 用：卓上遠心機 プチチェンジ 
（ワケンビーテック） 

ビーズ分離用マグネット 
Thermo 
Fisher 
Scientific 

12331D 相当 

Dyna-Mag-96 (12331D) は 96 well plate・8
連チューブ兼用。 

マグナスタンド [日本ジェネティクス]（p/n  
FG-SSMAG2）も使用可 （8 連チューブ用）。
注意：ウェルの一方に磁気ビーズが集まるタ

イプを必ず選んでください。リング状に磁気ビ
ーズが集まるタイプは使用不可。 

ピペット Pipetman 
P10,P20, 
P200,P1000 

相当  

マルチチャンネルピペット Rainin  相当  

ピペットチップ滅菌、Nuclease-Free、 

エアロゾルブロックフィルター付き 
    

ボルテックスミキサ     

アイスバケツ     

パウダーフリー手袋 

SAFE SKIN グローブ PRE（S, M, L サイ
ズ） 

Kimberly 
Clark 

220 、 330 、

440（S, M, L
サイズ） 

相当  
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表 4 核酸 QCプラットフォーム - いずれかの装置を選択してください 

 

 

 

品名 製造 

メーカー 

品番 指定/ 

相当品 

内容量 備考 

Agilent 4150/4200 TapeStation System 

Agilent 4200/4150 TapeStation 
System 

Agilent 
G2991AA / 
G2992AA 

指定   

96-well sample plate Agilent 5042-8502 指定   

96-well plate foil seals Agilent 5067-5154 指定   

8-well tube strips Agilent 401428 指定   

8-well tube strip caps Agilent 401425 指定   

RNA Screen Tape Agilent 5067-5576 指定 7枚 1枚で最大 16サンプル測定できます。 

RNA サンプルバッファ Agilent 5067-5577  
最 大 112
サンプル分 

 

RNA ラダ Agilent 5067-5578   オプション 

High Sensitivity RNA 
ScreenTape 

Agilent 5067-5579 指定 7枚 1枚で最大 16サンプル測定できます。 

High Sensitivity RNA サンプル
バッファ  

Agilent 5067-5580  
最 大 112
サンプル分 

 

High Sensitivity RNA ラダ Agilent 5067-5581   オプション 

D1000 Screen Tape Agilent 5067-5582 指定 7枚 1枚で最大 16サンプル測定できます。 

D1000 試薬キット Agilent 5067-5583 指定 
最 大 112

サンプル分 
 

Agilent 2100 バイオアナライザシステム 

Agilent 2100 Bioanalyzer Agilent G2939BA 指定  

"DNA の定性または定量に使用すること

ができます。Expert Control Software 
ver B.02.07以降が必要です。 

Agilent RNA 6000 ピコキット Agilent 5067-1513 指定 25 ラン分 
1ランで最大 11サンプルまで流すことが
できます。 

Agilent RNA 6000 ナノキット  5067-1511 指定 25 ラン分 
1ランで最大 12サンプルまで流すことが
できます。 

Agilent DNA 1000 キット Agilent 5067-1504 指定 25 ラン分 
1ランで最大 12サンプルまで流すことが
できます。 

Agilent 5200/5300/5400 Fragment Analyzer System 

Agilent 5200/5300/5400 

Fragment Analyzer  
Agilent 

M5310AA / 
M5311AA / 
M5312AA 

指定   

RNA Kit (15NT) Agilent 
DNF-471-
0500 

指定   

HS RNA Kit (15NT) Agilent 
DNF-472-
0500 

指定   

NGS Fragment Kit (1 - 6000 bp) Agilent 
DNF-473-
0500 

指定   



2 Agilent NGS自動化システムを使用した SureSelect ライブラリ調製 

14 SureSelect XT HS2 mRNA System Protocol using Agilent NGS Workstation 
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自動化ランを行う上での実験条件の検討 .................................. 29 

 

 

 

 

この章では、Agilent Bravo NGS 自動化システムの紹介、SureSelect XT HS2 mRNA ライブラリ調製の

プロトコル概要、および Agilent Bravo NGS 自動化システムを使った SureSelect 実験の計画を立てる

際に考慮すべきことについて説明しています。 
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Agilent Bravo NGS 自動化システム 

Agilent Bravo NGS 自動化システム Option Bは、多目的自動分注機の Bravoプラットフォーム、スタ

ッカー付きマイクロプレート用自動ハンドラーの BenchCel、各種マイクロプレートハブステーションであ

るMiniHub、自動シーラーの PlateLocから構成されています。Bravoプラットフォームのデッキのオプ

ションである Inheco ヒートブロック（4 番、6 番）とチラー（9 番）が Bravo に接続されています。さらに

PlateLoc と BenchCelの動作に使用するエアコンプレッサー（または圧縮空気のライン）がシステムに

接続されています。 

 

 

CAUTION  はじめに、ご使用の Bravo プラットフォームの操作、メンテナンス、および安全上

の注意をよくお読みください。表 5のユーザーガイドのリストを参照してください。   

 

Agilent Bravo NGS 自動化システム Option Bの各コンポーネントの一般的な機能と操作については表 

5 のユーザーガイドを確認してください。SureSelect XT HS2 mRNA ライブラリ調製ワークフローに使用

する手順については、このユーザーガイドで説明しています。 

 

表 5 Agilent Bravo NGS 自動化システムユーザーガイド 
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Bravoプラットフォームについて 

Bravoプラットフォームは、96ウェル、384ウェルおよび 1536ウェルのプレートのハンドリングに適した

9 つのプラットフォームデッキがある多目的自動分注機です。Bravo プラットフォームは VWorks 

Automation Control ソフトウェアでコントロールします。交換可能な 7種類の固定チップまたは使い捨

てチップ用ピペットヘッドが選択でき、0.3 µL から 250 µL までの液体を正確に分注できます。本プロト

コルで使用しているピペットヘッドでは、2 µLから 175 µLまでの液体を正確に分注できます。 

Bravoプラットフォームデッキ 

このプロトコルの以下のセクションでは、Bravo デッキの指定の場所にプレートや試薬リザーバーを設

置するための説明があります。Bravoプラットフォームデッキの番号については、図 1を参照してくださ

い。正しく自動化システムを使用するために、このデッキの位置情報は非常に重要です。 

 

 

図 1 Bravoプラットフォームデッキ 
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BenchCelについて 

BenchCel のハンドラーが動作するスペースに、指定された以外のものを絶対に置かないように、また

動作の邪魔になるものがないように、注意してください。BenchCel のスタッカーに戻されたチップボッ

クスは、使用済みのものなので、ラン終了後、チップボックスを取り除き、中のチップを廃棄するように

してください。 

BenchCelの電源をオフすると、BenchCelのハンドラーは下方のホームポジションまで下がって止まり

ます。指を挟まないように注意してください。 

万一操作ミスなどで、BenchCel のハンドラーのアーム部分が曲がってしまった時には、専任のエンジ

ニアによる位置調整が必要です。それ以上触らずに、本プロトコルの末尾に記載されているサポート

お問い合わせ窓口にご連絡ください。 

MiniHubについて 

MiniHubにプレートをセットする際には、いつも 46ページの図 3の向き（A1の位置がMiniHubに正

対して手前左の位置になる）でプレートを置いてください。 

MiniHub は最初に電源を入れた時には自由に動かすことができますが、一度初期化された後は、手

で向きを変えることができません。無理に動かさないように注意してください。 

[MiniHubのイニシャライズボタン追加] 

MiniHub の横や後ろにスペースがなく、MiniHub にプレートをセットしにくい場合、MiniHub の電源をい

ったん OFF にして、手動で MiniHub を回転させて必要なプレートをセットし、セットが終わった後に

MiniHubの電源を再び ONにして、Initialize MiniHubボタンを押してイニシャライズをかけることができ

ます。 

 

ただし、この機能は、上記の Initialize MiniHubのボタンがついた Formでのみ使用可能です。このボタ

ンがついていない Formを使用している場合、MiniHubの電源を切ってMiniHubを手で回転させないよ

うにしてください。MiniHub の電源を OFF にして位置を変えた場合、必ず、MiniHub のイニシャライズ操

作が必要です。イニシャライズを行わずに動作を進めると、エラーが発生します。 

本ボタンをクリックして、MiniHubのイニシャライズを行うと、終了時に下記の画面が現れます。 

 

OKボタンを押してから、次の操作を行ってください。 

MiniHub の棚の位置は高い精度でセットされています。もし万一無理な力を加えて、棚の位置が変わっ

てしまった場合、専任のエンジニアによる位置調整が必要です。それ以上触らずに、本プロトコルの末尾

に記載されているサポートお問い合わせ窓口にご連絡ください。 
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PlateLocについて 

電源を入れて温度と空気圧が設定値に達するまではエラーの画面が出ます。温度と空気圧が設定値に

達すると、画面の右側に RUN のボタンが出て、動作できるようになります。PlateLoc用のシールは数種

類ありますが、SureSelect XT HS2 自動化システムでは、Clear Peelable Seal を使用しています。この

Clear Peelable Sealでシールしたプレートは、数時間から１日までは 0～-80℃の低温で保存できますが、

それ以上の期間の保存には適していません。１日より長く保存する場合、シールではなく、適切な Strip

キャップなどをはめて密閉した状態で保管ください。 

 

電源オン 

エアコンプレッサー、Bravo, BenchCel, MiniHub, PlateLoc, Inheco ヒートブロックの電源を入れます。チ

ラーはプロトコルを参照し、チラー電源をオンにすると指示されているプロトコルでのみ、電源を入れるよ

うにします。エアコンプレッサーは電源を入れる前に、排気口をクローズの状態にしていることを確認して

ください。Bravo の電源は本体右側面に、BenchCel の電源は本体右背面に、MiniHub の電源は

MiniHubが接続されている電源ボックスの正面にあります。Inhecoヒートブロックの電源は背面に、チラ

ーの電源は左側面にあります。PlateLoc は背面の Air スイッチが ON であることを確認します。最後に

PCの電源を入れ、VWorks ソフトウェアを起動します。 

電源オフ 

VWorksソフトウェアをクローズします。メソッドは変更したり、上書き保存したりしないようにしてください。

その後、Bravo, BenchCel, MiniHub, PlateLoc, Inheco ヒートブロック、チラーの電源を落としていきます。

BenchCelの電源を落とす時には、ハンドラーの下部に指を挟まないように注意してください。 

エアコンプレッサーは電源を落とした後に、排気口を開けて、排気してください。その際、あまり勢いよく

排気口を Open すると、高い圧力で空気と水が飛び出すことがあるのでご注意ください。動作中に内部

にたまった水も同時に排出されますので、排気口にキムタオルなどを置いて水が床に垂れないようにご

注意ください。 

PlateLoc は電源を単純にオフすると、プレートを載せるデッキが外に出た状態のままになります。デッキ

が出ている状態が気にならない場合は、そのままでもかまいませんが、プレートを内部にしまいたい場

合は、エアコンプレッサーの電源をオフにした後、PlateLocの背面の Airスイッチを OFFにしてください。

デッキを手で、内部に押しこむことができます。次に使用するときには、PlateLoc の背面の Air スイッチ

を必ず ONにしてください。 
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Bravoデッキヒートブロックの温度設定 

Bravoデッキ 4番と 6番には Inhecoヒートブロックが設置されており、ランの間に設定した温度でサンプ

ルプレートをインキュベートするために使用しています。高温（85℃）または低温（4℃）でのインキュベー

ションステップを含むランでは、ランを実行する前に使用するヒートブロックの温度をあらかじめ、Inheco 

Multi Tech Control装置本体の画面で設定しておくと、操作時間を短縮できます。 

Bravoデッキヒートブロックの温度は、以下に説明する手順で Inheco Multi TEC Control装置で変更す

ることができます。Bravo のヒートブロック付きデッキの番号は、Inheco Multi TEC Control 装置で表 6

のように示されます。 

 

表 6 Inheco Multi TEC Control タッチスクリーン表示 

 
 

1. 矢印ボタンで適切なデッキ位置（CPAC 2 1または CPAC 2 2）を選択します。 

 

2. 選択したデッキ位置のヒートブロックの温度を設定するには、SETボタンを押します。 

 

3. テンキーパッドで目的とする温度を入力します。入力した温度は画面の左上に表示されます。正しい

温度が表示されたら、その温度表示部分を押すと、その温度が入力されたことになります。（表示さ

れただけでは入力したことにならないので、ご注意ください。） 
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4. Tempボタンを押して、新しく設定した温度が SETボタンに表示されることを確認してください。Temp

ボタンを押すと、Temp ボタンの色が暗くなり、選択したヒートブロックが新しく設定した温度になるよ

うに加熱または冷却されます。このボタンを押さないと、実際に入力した温度にコントロールされない

ので、ご注意ください。 

 

チラーの温度設定 

Bravoデッキの 9番にはチラーが接続されており、必要に応じてデッキを冷却または加熱するようになっ

ています。プロトコルにチラーの温度設定の指定がある場合のみ、チラーはONにします。それ以外では

電源を OFFにしておきます。 

チラーの温度設定は、画面表示を見ながら Up もしくは Down ボタンで、表示温度が指定された温度に

なるようにして、ENTER ボタンでその温度を決定し、さらに START ボタンを押して、指定した温度で温度

コントロールされるようにしてください。温度コントロールが実行されると、画面表示の左端の ＊ マーク

がその時点の循環水の温度から上げる場合は＋（プラス）マークに、温度を下げる場合は－ （マイナス）

マークに変わります。 
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VWorks Automation Control ソフトウェア 

VWorksソフトウェアはお使いの Agilent Bravo NGS自動化システム Option Bに含まれ、ロボットと周

辺機器をパソコンで制御できます。Agilent Bravo NGS自動化システムには、SureSelectシステムで必

要な自動分注プロトコルがすべて入った VWorks ソフトウェアがあらかじめインストールされています。

VWorks ソフトウェアを使い始める際の一般的な取扱い方と含まれるプロトコルについて、以下に説明

します。SureSelect の各ステップの操作で指定された VWorks プロトコルを使用する際に、その

VWorksプロトコルで必要となる設定については、プロトコルの各ステップで説明します。 

 

NOTE  このマニュアルは、VWorks software version 13.1.0.1366に対応しています。 

VWorksのバージョンについてのご質問は、email_japan@agilent.comまでご連

絡ください。 

  

 

VWorksソフトウェアへのログイン 

1. Windowsのデスクトップにある VWorksアイコン、または XT HS2 VWorks Formショートカットをダ

ブルクリックして VWorksソフトウェアを起動してください。 

2. User Authentication ダイアログボックスが現れない場合には、VWorks ウィンドウのツールバーの

Log inをクリックしてください。 

3. User Authenticationダイアログボックスでは、VWorksユーザー名とパスワードを入力し、OKをクリ

ックしてください。（ユーザーアカウントがない場合には、管理者に問い合わせてください。） 

 

 
 

VWorksソフトウェアでの User Authenticationの設定（Administrator権限ユーザーのみ可能） 

1. VWorksソフトウェアの画面で Full Screenを offにしてください。 

2. 画面上部のメニューバーからToolsをクリックし、その下のUser Managementをクリックしてください。 

3. Create New User を選択します。この画面で、適切な User Name と Password を設定してください。

また適切な Security Levelを設定ください。Administratorレベルおよび Technicianレベルは、メソッ

ドの書き換えが可能なので、Administrator 権限者以外の使用はお勧めしません。通常はメソッドの

書き換えができない Operatorレベルでの設定を推奨します。ただし、アクセスできる機能は制限され

ます。 

4. Passwordの適切な有効期間など他の項目を設定し、VWorksの画面に戻ります。 

  

mailto:email_japan@agilent.com
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VWorksプロトコルとランセットファイル 

VWorks ソフトウェアの自動化プログラム実行用のファイルには、.pro（プロトコル）ファイルと.rst（ランセ

ット）ファイルの 2 種類があります。ランセットファイルはワークステーションで複数の自動化プロトコルを

組み合わせて一度に実行するために使用します。 

 

SureSelect XT HS2 RNAを使用したランの設定と開始 

SureSelect XT HS2 VWorks Formを起動すると以下のようなフォームが表示されます。 

 

 

1. デスクトップの XT_HS2_mRNA_ILM_v.Bx.x.x.VWForm ショートカットを使ってこのフォームを開きま

す (x.x.xはバージョン番号を示します)。 

 
2. Processing Plateで正しいプレートタイプが選択されているか確認します。 

Processing plateは Eppendorf twin.tec plate（Eppendorf p/n 951020401または 951020619）ま

たは 96-well Armadillo plate（Thermo Fisher Scientific p/n AB2396）のいずれかを使用できます。 

 

CAUTION  適切なピペッティングと Bravo自動化システムへのダメージを避けるために正しい

processing plate タイプを選択してください。   

 

3. フォームのドロップダウンメニューから、適切な SureSelect ワークフローステップとサンプルのカラム

数を選択します。サンプルのカラム数は１つのカラムが 8サンプルに対応しています。 

2カラムは 16サンプル、3カラムは 24サンプルとなり、最大 12カラムとなります。 

4. このフォームですべてのランのパラメータを決定したら、Display Initial Workstation Setupをクリック
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します。 

 

5. フォーム上の Workstation Setup の部分には、Bravo、BenchCel、MiniHub のそれぞれについて、

決定したランパラメータに応じて必要となる試薬と実験器具をセットする場所が示されます。この指

定場所を間違えると、自動化プロトコルは正常にランされませんので、必ずダブルチェックするように

してください。 

 

6. 自動化システムに正しくセットアップされたことを確認したら、Run Selected Protocol をクリックしま

す。 
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Bravoの初期化 

Bravo の電源を入れて最初に VWorks をスタートしたときには、Bravo の初期化の動作に伴い、必ず画

面に下記のエラーメッセージが 2 回出ます。必ず下記の指示に従って、操作してください。この時点で選

択を間違えると、初期化が正しく行われず、プロトコルをランしている途中にエラーで止まってしまいます。

正しい選択を行うように注意ください。 

1. 最初はグリッパーの初期化に伴う G axisのエラー表示が出ます。 

このエラー表示が出たら、常時 Ignore and Continue, leaving device in current state を選択してく

ださい。 

 

2. 次にW-axisの初期化に伴うエラー表示が出ます。 

このエラー表示が出たら、常時 Retry を選択してください。 
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シミュレーション設定の確認 

VWorks ソフトウェアはシミュレーションモードで実行することもでき、その間はスクリーンで入力したコマ

ンドは Bravo NGS 自動化システムでは実行されません。ランを開始してもワークステーションの装置が

反応しない場合、以下の操作を行い、VWorksでのシミュレーションモードの状態を確認してください。 

1. ステータスインジケータに Simulation is off と表示されていることを確認してください。 

（View > Control Toolbar とクリックするとステータスインジケータが表示されます。） 

 

2. そのインジケータに Simulation is on と表示されていたら、ステータスインジケータのボタンを押して

シミュレーションモードをオフにしてください。 

 

NOTE  XT_HS2_mRNA_ILM VWorks フォームにツールバーが見えない場合、Full 

Screen on/off をクリックしてフルスクリーンモードを終了してください。それ

でもツールバーが見えない場合には、フォーム上で右クリックし、メニュー

から Control Toolbar を選択してください。 

  

 

プロトコルまたはランセットの終了 

下のウィンドウはランが完了すると表示されます。Yesをクリックして BenchCelラックを解放し、次の.pro

または.rst でのランに備えるために使った試薬などを取り除いてください。ただしプロトコルによっては引

き続き使用するプレートやラックもありますので、各ステップでの指示に従ってください。 
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VWorksの終了 

Administrator もしくは Technician モードで VWorks を使用している場合は、VWorks を通常の操作で

Closeできますが、Operatorモードで使用している場合、そのまま VWorksを closeすることができませ

ん。下記の手順で Close してください。 

 

1. VWorksの Formの画面に出ている Full Screenをクリックして、Full Screen offの状態にします。 

 
2. 画面上部の Control Tool Barから Log outのアイコンをクリックします。 

 
もし Control Tool Bar が画面に出ていない場合は、画面上部の View のメニューをクリックし、その

中の Control Toll Barを選択した状態にしてください。 

3. Log outすると、このボタンが Log inに変わります。下記のユーザー名と passwordでログインして

ください。 

User Name:  administrator 

Pass word:  administrator 

 

4. ログイン後ただちに、VWorks を Close してください。ここで万一プロトコルを変更してしまうと、上書

きされてしまうおそれがあります。ログイン後は操作をせずに、ただちに Close してください。 
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ワークフローの概要 

SureSelect XT HS2 mRNAの NGS ライブラリ調製のワークフローを図 2に示します。 

表 7 には、SureSelect のワークフローの中で使われる VWorks のプロトコルがまとめてあります。サン

プルを処理する際に使用する VWorksプロトコルの詳細な説明については各章を参照してください。 

SureSelect XT HS2 mRNA ライブラリ調製プロトコルは Freshおよび Fresh frozenサンプルに対応して

います。 

 
図 2 シーケンスライブラリ調製のワークフロー 
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ワークフローで使用される自動化プロトコル 

表 7 ワークフローで使用される VWorksプロトコルおよびランセットの概要 
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自動化ランを行う上での実験条件の検討 

Agilent SureSelect XT HS2 自動化システムを用いて、Illumina プラットフォームでシーケンスするため

に処理できる gDNAサンプルの数は、1、2、3、4、6、または 12カラム（8、16、24、32、48、または 96ウ

ェルに相当）から選択できます。 

 

表 8 カラム数とサンプル数の対応表 

 

 

購入した試薬で一度のランで処理できる列数およびサンプル数は、実験の計画に依存します。各 96 反

応分のキットは、1 ランあたり 3 カラム（24検体分）の実験を 4回行うために必要な試薬量を含んでいま

す。24 より少ない検体数でランしたときには、試薬が 96 検体分には足りなくなります。できるだけ 24 検

体単位で処理するように、実験計画を立ててください。 

 

自動化プロセスで96ウェルプレートに入れるcDNAサンプルの位置 

・ Agilent SureSelect 自動化システムは、サンプルの処理を常にカラム（Column、列）単位で行い、カラ

ム 1 がスタートポイントとなります。よって、gDNA サンプルは 96 ウェルプレートにカラム単位でセット

し、A1 から H1 へ、次に A2 から H2 へ、最後に A12 から H12 という順番でセットするようにします。

12 サンプルカラムより少ないカラム数でランを行うときには、サンプルカラム間に間を空けず、つねに

左のカラムから隙間のないように、サンプルをセットするようにします。 
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装置の設置について 

・ ワークフローのいくつかのステップでは、Bravo デッキとサーマルサイクラとの間でサンプルプレートを

迅速に動かす必要があります。使用するサーマルサイクラを Agilent NGS 自動化システムのできる

だけ近くに設置し、迅速で効率的なプレート移動ができるようにしてください。 

・ ワークフローのステップの中には、サンプルプレートを PlateLoc サーマルマイクロプレートシーラーで

シールした後、遠心してスピンダウンするステップがあります。効率をよくするために、遠心機を

Agilent NGS自動化システムの近くに設置するようにしてください。 

 

PCRプレートの選択 

自動化プロトコルではサーマルサイクラへ PCRプレートを移動する準備として、PCRプレートに試薬を分

注するステップが複数あります。これらのステップでは、各プレートに応じた正しい分注作業を行うため、

SureSelect XTHS2 フォーム上で使用する PCRプレートの種類を指定する必要があります。自動化プロ

トコルを開始する前に、使用予定の PCRプレートがサポートされているプレートであることを確認してくだ

さい。実験で使用する PCRプレートの種類は以下のメニューで指定します。 

サポートされている PCRプレートの詳細については表 9を参照してください。 

 

 

CAUTION  表 9 に記載されているプレートは様々なサーマルサイクラで使用でき、Agilent 

SureSelect自動化プログラムでの使用がサポートされています。 

お使いのサーマルサイクラに適合したプレートであっても、表 9に記載されていな

いプレートは使用しないでください。 

  

 

表 9 サポートされている PCRプレート 
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3 Total RNAの準備と品質評価 

Step 1. Total RNAの準備と品質の評価 ................................... 35 

Step 2. Total RNAサンプルプレートの準備 .............................. 37 

 

 

 

 

 

 

この章では RNAの品質評価と準備について説明しています。本プロトコルは、新鮮または新鮮凍結サ

ンプル由来の質の高い RNAに適しています。FFPE由来 RNAには推奨しません。 
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Step 1. Total RNAの準備と品質の評価 

開始前に、各 total RNAをヌクレアーゼフリー水に調製します。ライブラリ調製には 10 ng～1 µgの質の

高い total RNAが必要です。次に示すように、RNA integrityが低い RNAは、50 ng以上の RNAが必

要です。 

 

NOTE  本プロトコルは、新鮮あるいは新鮮凍結サンプル由来の質の高い RNAに適してい

ます。FFPE由来 RNAサンプルには推奨しません。 
  

 

アジレントの QPCR Human Reference Total RNA（型番 750500）のような、質の高いコントロール RNA

サンプルのライブラリ調製を並行して行うようにしてください。特に初めて本プロトコルでライブラリ調製を

する場合は、すべてのステップが滞りなく進められたか確認するために使用を強く推奨します。このコン

トロールを使用することで、RNAサンプルに関連するパフォーマンスの問題と他の要因を区別し、必要

なトラブルシューティングに役立ちます。 

 

1． 各 total RNAをヌクレアーゼフリー水に調製します。 

2． 少量で計測できる分光光度計を用いて RNAの濃度を計測します。260/280および 260/230の吸

光度比が両方とも約 1.8から 2.0であることを確認します。2.0より極端に値が乖離している場合

は、NGS ライブラリ調製の前に再精製が必要な場合があります。 

3． 13ページの表 4にある RNAの質を確認するプラットフォームのいずれかを使用して、RNA 

Integrity Number (RIN)または同等の数値で RNAの質を分析します。これらアジレントのプラットフ

ォームで算出される RIN/RINe/RQNスコアは同等に RNAの分解度を示します。上記ステップ 2で

計測した濃度に基づいて、各プラットフォームのアッセイを選択します。 

最適な性能を得るために、total RNAサンプルは RIN > 8が必要です。RIN > 8のサンプルは、ライ

ブラリ調製に 10 ng～1 µgの total RNAを使用します。 

RINが 6～8のサンプルも本プロトコルで使用できますが、50 ng以上の total RNAを使用してくだ

さい。 

RIN < 6のサンプルは本プロトコルには適していません。キャプチャを行う SureSelect XT HS2 RNA 

systemをお勧めします。 
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Step 2. Total RNAサンプルプレートの準備 

NOTE  SureSelect XT HS2 mRNA Library preparationのフォームには 2種類の異なるライ

ブラリ調製ランセットがあります（standard または low-input/low-quality）。RNAのイ

ンプット量と品質によって適切なランセットを選択します。すべてのサンプルが同じラ

イブラリ調製ランセットで処理できるようにすることをお勧めします。詳細は表 10 を

参照してください。 

  

1. 新しい Processing plate（フルスカートタイプの Eppendorf twin.tec または Armadillo plate）の各

Wellに RNAサンプルを分注し、ヌクレアーゼフリー水で 25 µLに希釈します。 

RINを基に決定する RNAインプット量については表 10を参照します 

 

表 10では RIN とインプット量を基にした推奨のライブラリ調製ランセットについても記載されていま

す。ライブラリ調製ステップは 65ページの Step 1. アダプター付加ライブラリの調製で行います。 

 

表 10 RNAインプット量と推奨のライブラリ調製ランセット 

 
2. RNAサンプルプレートを PlateLoc Thermal Microplate Sealer でシールします。設定は 165℃、1

秒です。47ページのステップ 2で使用するまで 4℃で保存します。 

 



4 AMPure XP Bead Platesの準備 

34 SureSelect XT HS2 mRNA System Protocol using Agilent NGS Workstation 

4 AMPure XP Bead Platesの準備 

Step 1. Second-strand cDNA合成用ビーズプレートの準備 .... 35 

Step 2. ライブラリ調製用ビーズプレートの準備 ........................ 37 

Step 3. PCR精製用ビーズプレートの準備 ................................ 42 

 

 

 

 

 

この章では、ワークフロー全体の各精製ステップで使用する AMPure XP ビーズプレートの準備につい

て説明しています。各精製ステップで異なるプロトコルで分注した AMPure XPビーズプレートを使用しま

す。SureSelect XT HS2 mRNAワークフローの概要については 27ページの図 2を参照してください。 

ワークフローの開始時に AMPure XP ビーズのプレートを準備することで、ステップ間の遅延を抑えま

す。ただし、複数日にわたって実行する場合は、その日と翌日に使用する AMPure XP ビーズのプレー

トのみを準備し、必要な日の 1日以上前に準備しないでください。またプレートにはラベルを貼り、区別が

つくようにしてください。 
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Step 1. Second-strand cDNA合成用ビーズプレートの準備 

SecondStrand_XT_HS2_RNA プロトコルでは、各ウェルに 105 µL のビーズが分注されたビーズプレー

トが必要です。AMPureXP_Aliquot (Second-Strand) プロトコルを使用して、ライブラリの準備に必要な

ビーズプレートを準備します。 

AMPureXP_Aliquot (Second-Strand) 用ワークステーションと試薬の準備 

1. Labware MiniHub と BenchCelのプレートとチップボックスをすべて片付けます。 

2. DNA Away decontamination wipeで Labware MiniHub、Bravoデッキ、および BenchCelをやさ

しく拭きます。 

3. AMPure XPビーズが入った Agilent shallow well reservoirを準備します。 

a. AMPure XP ビーズを室温に戻します。 

b. ビーズの懸濁液の状態や色が均一になるまで、よく混合します. 

c. ビーズ懸濁液をボトルからリザーバーへ直接注ぎます。リザーバー内のピラミッドが十分満た

されるまで注ぎます。サンプル数に応じた列分のピラミッドのみ満たされていれば構いません。 

Bravoデッキのセットアップ 

1. 表 11に従い、Bravoデッキにプレートなどをセットします。プレートはデッキの枠内にきちんとおさま

るようにセットします。 

表 11 AMPureXP_Aliquot (Second-Strand) 用 Bravoデッキの初期配置 
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AMPureXP_Aliquot (Second-Strand) の実行 

1. セットアップフォームの「実行するプロトコルを選択」の AMPureXP_Aliquot (Second-Strand) を選

択します。 

2. 「サンプル数（列数）を選択」から使用するカラム数を選択します。1, 2, 3, 4, 6または 12カラムが選

択できます。1カラムが 8サンプル分に相当します。 

3. Display Initial Workstation Setupをクリックします。 

 

4. ワークステーションがフォームの Workstation setup 領域に示されているようにセットアップできて

いるか必ず確認してください。このステップでセットアップ位置をダブルチェックするようにしてくださ

い。 

5. 確認後、Run Selected Protocolをクリックします。 

 

プロトコルの完了に約 5分かかります。このプロトコルで 105 µL の AMPure XP ビーズを Agilent 

shallow well reservoirから Agilent Deep Well plateの各Wellに分注します。 

6. プロトコルが完了したら、AMPure XPビーズが分注された Agilent Deep Well plate を、Bravo デッ

キの 5番から取り出します。 

ビーズプレートを PlateLoc Thermal Microplate Sealerでシールします。設定は 165℃、1秒です。

SecondStrand_XT_HS2_RNA プロトコル（61ページの表 33）で使用するまで 4℃で保存します。プレ

ートは分注後 24時間以内に使用します。 

分注されずに Agilent shallow well reservoirに残った AMPure XP ビーズはボトルに戻します。 
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Step 2. ライブラリ調製用ビーズプレートの準備 

SureSelect XT HS2 mRNA では、LibraryPrep_XT_HS2_ILM と LibraryPrep_LILQ_XT_HS2_ILM の 2

種類の異なるライブラリ調製ランセットが使用可能です。Total RNAサンプルの品質とインプット量に応じ

た推奨のランセットの選択については 33ページの表 10を参照してください。 

どちらのランセットも各ウェルに 80 μL のビーズが分注されたビーズプレートが必要です。

AMPureXP_Aliquot (Library Prep) プロトコルを使用してライブラリの準備に必要なビーズプレートを準

備します。 

LibraryPrep_LILQ_XT_HS2_ILM ランセットの場合には加えて 60 μL のビーズが分注されたビーズプレ

ートが必要です。AMPureXP_Aliquot (Low Input or Quality) プロトコルを使用してライブラリの準備に

必要なビーズプレートを準備します。 

AMPureXP_Aliquot (Library Prep)プロトコルの実行 

このプロトコルでは 80 µLのビーズを各Wellに分注します。どちらのライブラリ調製ランセットを使用する

場合でもこのビーズプレートは必要になります。 

AMPureXP_Aliquot (Library Prep) 用ワークステーションと試薬の準備 

1. Labware MiniHub と BenchCelのプレートとチップボックスをすべて片付けます。 

2. DNA Away decontamination wipeで Labware MiniHub, Bravoデッキ、および BenchCelをやさし

く拭きます。 

3. AMPure XPビーズが入った Agilent shallow well reservoirを準備します。 

a. AMPure XP ビーズを室温に戻します。 

b. ビーズの懸濁液の状態や色が均一になるまで、よく混合します。 

c. ビーズ懸濁液をボトルからリザーバーへ直接注ぎます。リザーバー内のピラミッドが十分満た

されるまで注ぎます。サンプル数に応じた列分のピラミッドのみ満たされていれば構いません。 

Bravoデッキのセットアップ 

4. 表 12に従い、Bravoデッキにプレートなどをセットします。プレートはデッキの枠内にきちんとおさま

るようにセットします。 

表 12 AMPureXP_Aliquot (Library Prep) 用 Bravoデッキの初期配置 
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AMPureXP_Aliquot (Library Prep) の実行 

5. セットアップフォームの「実行するプロトコルを選択」の AMPureXP_Aliquot (Library Prep) を選択

します。 

6. 「サンプル数（列数）を選択」から使用するカラム数を選択します。1, 2, 3, 4, 6または 12カラムが選

択できます。1カラムが 8サンプル分に相当します。 

7. Click Display Initial Workstation Setupをクリックします。 

 

8. ワークステーションがフォームの Workstation setup 領域に示されているようにセットアップできて

いるか必ず確認してください。このステップでセットアップ位置をダブルチェックするようにしてくださ

い。 

9. 確認後、Run Selected Protocolをクリックします。 

 

プロトコルの完了に約 5 分かかります。このプロトコルで 80 µL の AMPure XP ビーズを Agilent 

shallow well reservoirから Agilent Deep Well plateの各Wellに分注します。 

10. プロトコルが完了したら、AMPure XPビーズが分注された Agilent Deep Well plate を、Bravo デッ

キの 5番から取り出します。 

ビーズプレートを PlateLoc Thermal Microplate Sealerでシールします。設定は 165℃、1秒です。ライ

ブラリ調製プロトコル（69ページの表 41を参照）で使用するまで 4℃で保存します。プレートは分注後、

24時間以内に使用します。 

分注されずに Agilent shallow well reservoirに残った AMPure XP ビーズはボトルに戻します 
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AMPureXP_Aliquot (Low Input or Quality) プロトコル（必要に応じて実施） 

このプロトコルでは 60 µL のビーズを各 Well に分注します。インプット量が少ないあるいは品質が悪い

サンプルを使用する場合のライブラリ調製ランセット（LibraryPrep_LILQ_XT_HS2_ILM）で必要となりま

す。LibraryPrep_LILQ_XT_HS2_ILM のライブラリ調製を行わない場合にはこの工程をスキップし、42 ペ

ージの Step 3. PCR精製用ビーズプレートの準備に進んでください。 

 

AMPureXP_Aliquot (Low Input or Quality) 用ワークステーションと試薬の準備 

1. Labware MiniHub と BenchCelのプレートとチップボックスをすべて片付けます。 

2. DNA Away decontamination wipeで Labware MiniHub, Bravoデッキ、および BenchCelをやさし

く拭きます。 

3. AMPure XPビーズが入った Agilent shallow well reservoirを準備します。 

a. AMPure XP ビーズを室温に戻します。 

b. ビーズの懸濁液の状態や色が均一になるまで、よく混合します。 

c. ビーズ懸濁液をボトルからリザーバーへ直接注ぎます。リザーバー内のピラミッドが十分満た

されるまで注ぎます。サンプル数に応じた列分のピラミッドのみ満たされていれば構いません。 

Bravoデッキのセットアップ 

4. 表 13に従い、Bravoデッキにプレートなどをセットします。プレートはデッキの枠内にきちんとおさま

るようにセットします。 

表 13 AMPureXP_Aliquot (Low Input or Quality) 用 Bravoデッキの初期配置 
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AMPureXP_Aliquot (Low Input or Quality) の実行 

5. セットアップフォームの「実行するプロトコルを選択」の AMPureXP_Aliquot (Low Input or Quality) 

を選択します。 

6. 「サンプル数（列数）を選択」から使用するカラム数を選択します。1, 2, 3, 4, 6または 12カラムが選

択できます。1カラムが 8サンプル分に相当します。 

7. Click Display Initial Workstation Setupをクリックします。 

 

8. ワークステーションがフォームの Workstation setup 領域に示されているようにセットアップできて

いるか必ず確認してください。このステップでセットアップ位置をダブルチェックするようにしてくださ

い。 

9. 確認後、Run Selected Protocolをクリックします。 

 

プロトコルの完了に約 5 分かかります。このプロトコルで 60 µL の AMPure XP ビーズを Agilent 

shallow well reservoirから Agilent Deep Well plateの各Wellに分注します。 

10. プロトコルが完了したら、AMPure XPビーズが分注された Agilent Deep Well plate を、Bravo デッ

キの 5番から取り出します。 

ビーズプレートを PlateLoc Thermal Microplate Sealerでシールします。設定は 165℃、1秒です。

ライブラリ調製プロトコル（69ページの 

11. 表 41を参照）で使用するまで 4℃で保存します。プレートは分注後、24時間以内に使用します。 

分注されずに Agilent shallow well reservoirに残った AMPure XP ビーズはボトルに戻します 
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Step 3. PCR精製用ビーズプレートの準備 

AMPureXP_XT_HS2_ILM (PCR) プロトコルは 50 µL のビーズが分注されたプレートを使用します。

AMPureXP_Aliquot (PCR) を使用して PCR精製の為のビーズプレートを準備します。 

AMPureXP_Aliquot (PCR) 用ワークステーションと試薬の準備 

1. Labware MiniHub と BenchCelのプレートとチップボックスをすべて片付けます。 

2. DNA Away decontamination wipeで Labware MiniHub、Bravoデッキ、および BenchCelをやさ

しく拭きます。 

3. AMPure XPビーズが入った Agilent shallow well reservoirを準備します。 

a. AMPure XP ビーズを室温に戻します。 

b. ビーズの懸濁液の状態や色が均一になるまで、よく混合します。 

c. ビーズ懸濁液をボトルからリザーバーへ直接注ぎます。リザーバー内のピラミッドが十分満た

されるまで注ぎます。サンプル数に応じた列分のピラミッドのみ満たされていれば構いません。 

Bravoデッキのセットアップ 

1. 表 14に従い、Bravoデッキにプレートなどをセットします。プレートはデッキの枠内にきちんとおさま

るようにセットします。 

表 14 AMPureXP_Aliquot (PCR) 用 Bravoデッキの初期配置 
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AMPureXP_Aliquot (PCR) の実行 

1. セットアップフォームの「実行するプロトコルを選択」の AMPureXP_Aliquot (PCR) を選択します。 

2. 「サンプル数（列数）を選択」から使用するカラム数を選択します。1, 2, 3, 4, 6または 12カラムが選

択できます。1カラムが 8サンプル分に相当します。 

3. Click Display Initial Workstation Setupをクリックします。 

 

4. ワークステーションがフォームの Workstation setup 領域に示されているようにセットアップできて

いるか必ず確認してください。このステップでセットアップ位置をダブルチェックするようにしてくださ

い。 

5. 確認後、Run Selected Protocolをクリックします。 

 

プロトコルの完了に約 5分かかります。このプロトコルで 50 µLのAMPure XP ビーズをAgilent shallow 

well reservoirから Agilent Deep Well plateの各Wellに分注します。 

6. プロトコルが完了したら、AMPure XPビーズが分注されたAgilent Deep Well plateを、Bravo デッ

キの5番から取り出します。 

7. ビーズプレートをPlateLoc Thermal Microplate Sealerでシールします。設定は165℃、1秒です。

AMPureXP_XT_HS2_ILM（79ページの表 53参照）で使用するまで4℃で保存します。プレートは分

注後24時間以内に使用します。 

分注されずにAgilent shallow well reservoirに残ったAMPure XP ビーズはボトルに戻します。 
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5 Poly-A選択とcDNA変換 

Step 1. Total RNA からの poly-A選択 ..................................... 45 

Step 2. mRNAサンプルの断片化 ............................................. 49 

Step 3. First strand cDNAの合成 ............................................ 54 

Step 4. Second strand cDNA合成と精製 ................................ 59 

 

 

 

 

この章では、mRNAエンリッチメントと RNAの断片化を含むインプット RNAサンプルの準備と、シーケン

スライブラリ調製に先立ち RNA 断片をストランド特異性のある cDNA へ変換するステップを説明してい

ます。 

本プロトコルは、新鮮または新鮮凍結サンプル由来の質の高い RNAに適しています。FFPE由来 RNA

には推奨しません。 

この章に含まれるプロトコルステップでは、44ページの表 15および表 16の試薬を使用します。操作

を始める前に表 15の試薬を室温にし、表 16の試薬を融解して氷上におきます。使用前に各試薬は

指示の通りに混合してください。 

 

表 15 poly-A選択プロトコルで使用する前に室温にする試薬 

 

 

表 16 断片化および cDNA合成ステップで使用する前に融解・氷上におく試薬 

*Fist Strand Master Mixはアクチノマイシン Dを含んでおり、特別な準備が必要なく使用できます。光の暴露から守るため、提供されて

いる琥珀色のチューブから移し替えないでください。 
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Step 1. Total RNA からのpoly-A選択 

このステップでは自動化プロトコル Poly-ASelection_XT_HS2_mRNAを使用し、Bravo NGS自動化シス

テムはオリゴ（dT）磁石ビーズへの結合・洗浄・溶出を 2 サイクル行うことでポリ A 付加された mRNA を

選択的にエンリッチします。 

 

Poly-ASelection_XT_HS2_mRNA用ワークステーションの準備 

1. Labware MiniHub と BenchCelのプレートとチップボックスをすべて片付けます。 

2. DNA Away decontamination wipeで Labware MiniHub、Bravoデッキ、および BenchCelをやさ

しく拭きます。 

3. Inheco Multi TEC Control タッチスクリーンを使ってデッキ 4番の温度をあらかじめ 4℃に設定して

ください。Bravoデッキ 4番はMulti TEC Control タッチスクリーンで CPAC 2 1に相当します。 

4. Inheco Multi TEC Control タッチスクリーンを使ってデッキ 6 番の温度をあらかじめ 85℃に設定し

てください。Bravoデッキ 6番はMulti TEC Control タッチスクリーンで CPAC 2 2に相当します。 

5. Red PCR plate insertを Bravo デッキ 4番と 6番にセットします。 

試薬プレートの準備 

Poly-A 選択自動化プロトコルは複数枚の 96-well plate を Oligo(dT) Microparticles, Bead Binding 

Buffer, bead Washing Bufferおよび Bead Elution Bufferの分注に使用します。 

1. 表 17 の液量を参照し、各試薬を分注したプレートを 4 種類分準備します。ライブラリ調製を行う列

すべてに分注してください。 

Oligo (dT) Microparticles は、分注する前に懸濁液の色が均一になり安定するまで、ボルテックス

ミキサでよく混合します。ボルテックス後もビーズが凝集している場合は、懸濁液が均一になるまで

吸引と吐出を繰り返しピペッティングしてよく混ぜます。 

表 17 Poly-ASelection_XT_HS2_mRNAで使用する液量とプレート 

 

2. 試薬プレートを PlateLoc Thermal Microplate Sealer でシールします。設定は 165℃、1 秒です。

使用するまで室温で保存します。 

3. プレートを軽く遠心し、溶液内の気泡を取り除きます。 

Oligo (dT) Microparticle plateの遠心を行う際には、ビーズが沈殿しない程度に行います。 
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ウェル内に気泡があると、Bravo 自動化システムによる正確な分注ができない場合があります。ラ

ンに使用する前に、プレートを密閉・遠心し、気泡が無いことを確認してください。 

Water reservoirの準備 

1. 30 mLの nuclease-free waterをいれた Agilent shallow well reservoirを準備します。 

リザーバー内の nuclease-free waterに気泡がないことを確認します。気泡がある場合にはピペッ

トチップで取り除きます。 

プロトコルの完了後Water リザーバーは Second-Strand cDNA合成でも使用します。 

ワークステーションの準備 

1. 表 18 に従い、Labware MiniHub にチップボックスをセットします。プレートの向きは図 3 を参照し

ます。 

表 18 Poly-ASelection_XT_HS2_mRNA 用MiniHubの初期配置 

 

 

図 3 Agilent Labware MiniHubプレートの向き 
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2. 表 19に従い、Bravoデッキにプレート等をセットします。 

表 19 Poly-ASelection_XT_HS2_mRNA 用 Bravoデッキの初期配置 

 

3. 表 20に従い、BenchCel Microplate Handling Workstationにチップボックスをセットします。 

表 20 Poly-ASelection_XT_HS2_mRNA 用 BenchCelの初期配置 

 

Poly-ASelection_XT_HS2_mRNAの実行 

1. セットアップフォームの Select set up form for executeから Poly-ASelection_XT_HS2_mRNAを

選択します。 

2. Select the number of columns of samples to be processedから使用するカラム数を選択します。

1, 2, 3, 4, 6または 12カラムが選択できます。1カラムが 8サンプル分に相当します。 

3. Processing Plateでセットした 96 wellプレートが選択されていることを確認します。 

4. Display Initial Workstation Setupをクリックします。 

 

5. ワークステーションがフォームの Workstation Setup 領域に示されているようにセットアップできて

いるか必ず確認してください。このステップでセットアップ位置をダブルチェックするようにしてくださ

い。 

6. MiniHubの電源が入っていることを確認し、イニシャライズします。 

7. 確認後、Run Selected Protocolをクリックします。 
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Poly-ASelection_XT_HS2_mRNAの実行には約 1時間かかります。完了すると、以下のメッセージ

が表示されます。 

 

8. Bravoデッキ 4番から PCRプレートをとり、PlateLoc Thermal Microplate Sealerで 165℃、1秒で

シールします。 

9. プレートを 10秒間ボルテックスし、軽くスピンダウンし気泡を除きます。 

10. Continueをクリックします。 

mRNAサンプルを氷上に保管し、49ページの Step 2. mRNAサンプルの断片化に進みます。 
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Step 2. mRNAサンプルの断片化 

このステップでは Fragmentation_XT_HS2_mRNA自動化プロトコルを使用します。 

mRNAサンプルは cDNA合成の前に断片化が必要です。このステップでは Bravo NGS自動化システム

により断片化反応用プレートを準備します。自動化プロトコルの終了後、準備したプレートをサーマルサ

イクラに移し、94℃でmRNAの断片化を行います。（表 21のサーマルサイクルプログラム参照） 

Fragmentation_XT_HS2_mRNAの準備 

1. Labware MiniHub と BenchCelのプレートとチップボックスをすべて片付けます。 

2. DNA Away decontamination wipeで Labware MiniHub、Bravoデッキ、および BenchCelをやさ

しく拭きます。 

3. チラーの電源を入れ、0℃にセットします。Bravoデッキ 9番が担当します。チラーリザーバーに少な

くとも 300 mLの 25%エタノールがあることを確認してください。 

4. Inheco Multi TEC Control タッチスクリーンを使ってデッキ 4番の温度をあらかじめ 4℃に設定して

ください。Bravoデッキ 4番はMulti TEC Control タッチスクリーンで CPAC 2 1に相当します。 

5. Inheco Multi TEC Control タッチスクリーンを使ってデッキ 6番の温度をあらかじめ 4℃に設定して

ください。Bravoデッキ 6番はMulti TEC Control タッチスクリーンで CPAC 2 2に相当します。 

6. Red PCR plate insertを Bravo デッキ 4番と 6番にセットします。 

サーマルサイクラの準備 

1. 表 21 のプログラムをサーマルサイクラに設定します（蓋は加熱します）。プログラムを開始し、すぐ

に Pauseボタンを押して蓋が設定温度まで加熱されるようにしておきます。 

表 21 RNAサンプルの断片化用サーマルサイクラのプログラム* 

* サーマルサイクラのプログラムでの反応量は 20 μLに設定してください。 
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Fragmentationマスターミックスソースプレートの調製 

1. 表 22に示す容量の 2x Priming Bufferを Agilent Deep Wellプレートのカラム 1の全てのWellに

分注します。分注時には 2x Priming Bufferはできる限り氷上に保ちます。このマスターミックスソー

スプレートの最終的な配置は図 4に示します。 

 

表 22 Fragmentation_XT_HS2_mRNA用マスターミックスソースプレートの調製 

 

 

図 4 Fragmentation_XT_HS2_mRNA用のマスターミックスソースプレートの配置 

2. ソースプレートを PlateLoc Thermal Microplate Sealerで 165℃、1秒でシールします。 

3. プレートを軽く遠心し、壁やプレートシールについた液をスピンダウンし気泡を除きます。 

プレートシールは Bravo デッキにセットする前にはがします。はがす時に反動で液がはねないよう

に注意してください。 
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ワークステーションへのセット 

1. 表 23 に従い、Labware MiniHub にチップボックスをセットします。プレートの向きは図 3 を参照し

ます。 

 

表 23 Fragmenttation_XT_HS2_mRNA用MiniHubの初期配置 

 

2. 表 24に従い、Bravoデッキにプレート等をセットします。 

表 24 Fragmenttation_XT_HS2_mRNA用 Bravoデッキの初期配置 

 

3. 表 25に従い、BenchCel Microplate Handling Workstationにチップボックスをセットします。 

表 25 Fragmenttation_XT_HS2_mRNA用 BenchCelの初期配置 
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Fragmentation_XT_HS2_mRNAの実行 

1. セットアップフォームの「Select protocol to execute」から Fragmenttation_XT_HS2_RNAを選択し

ます。 

2. Select Labware for thermal cyclingから、Bravoデッキ 6番にセットした PCRプレートを選択しま

す。 

3. Select the number of columns of samples to be processedから使用するカラム数を選択します。 

1, 2, 3, 4, 6または 12カラムが選択できます。1カラムが 8サンプル分に相当します。 

4. Processing Plateでセットした 96 wellプレートが選択されていることを確認します。 

5. Display Initial Workstation Setupをクリックします。 

 

6. ワークステーションがフォームの Workstation Setup 領域に示されているようにセットアップできて

いるか確認します。このステップでセットアップ位置をダブルチェックするようにしてください。 

7. MiniHubの電源が入っていることを確認し、イニシャライズします。 

8. 確認後、Run Selected Protocolをクリックします。 

 

Fragmenttation_XT_HS2_mRNAの実行には約 10分かかります。完了すると、断片化反応にかけるサ

ンプルが Bravoデッキ 6番の PCRプレートに入った状態になります。 

9. 以下の指示が表示されたら Bravo デッキ 6 番から PCR プレートをとり、PlateLoc Thermal 

Microplate Sealerで 165℃、1秒でシールします。 
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10. プレートを 10 秒間ボルテックスし、壁やプレートシールについた液をスピンダウンし気泡を除きます。 

11. 表 21のプログラムをセットしたサーマルサイクラにサンプルを移し、プログラムを開始します。 

12. Continueをクリックすると、以下の指示が表示されます。 

 

13. Bravoデッキから Fragmentation Master Mixを分注した Agilent Deep Well plateを取り出します。

同じプレートを 54 ページの First strand cDNA マスターミックスソースプレートの調製でも使用しま

す。 

14. MiniHub の Cassette 1 のチップボックスは FirstStrandcDNA_XT_HS2_mRNA（56 ページのワー

クステーションへのセット）でも使用するため、そのまま残します。 

15. 表 21 のサーマルプログラムが 4℃に達したらサーマルサイクラからプレートを氷上に移動します。

このプレートは first strand cDNA合成の RNAサンプルに使用します。すぐに 54ページの Step 3. 

First strand cDNAの合成に進みます。 
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Step 3. First strand cDNAの合成 

このステップでは FirstStrandcDNA_XT_HS2_mRNAプロトコルを使用します。 

このステップでは Bravo NGS自動化システムによりmRNAサンプルと first cDNA合成用の試薬が入っ

たプレートを準備します。その後、プレートをサーマルサイクラに移し、first strand cDNA 合成反応を行

います。 

 

FirstStrandcDNA_XT_HS2_mRNAの準備 

1. Labware MiniHub と BenchCelのプレートとチップボックスをすべて片付けます。 

2. DNA Away decontamination wipeで Labware MiniHub、Bravoデッキ、および BenchCelをやさ

しく拭きます。 

3. チラーの電源を入れ、0℃にセットします。Bravoデッキ 9番が担当します。チラーリザーバーに少な

くとも 300 mLの 25%エタノールがあることを確認してください。 

4. Inheco Multi TEC Control タッチスクリーンを使ってデッキ 6番の温度をあらかじめ 4℃に設定して

ください。Bravoデッキ 6番はMulti TEC Control タッチスクリーンで CPAC 2 2に相当します。 

5. Red PCR plate insertを Bravo デッキ 4番と 6番にセットします。 

 

First strand cDNA合成用サーマルサイクラの準備 

1. 表 26 のプログラムをサーマルサイクラに設定します（蓋は加熱します）。プログラムを開始し、すぐ

に Pauseボタンをおして蓋が設定温度まで加熱されるようにしておきます。 

表 26 First-strand cDNA合成用サーマルサイクラのプログラム* 

* サーマルサイクラのプログラムでの反応量は 28 μLに設定してください。 

 

First strand cDNAマスターミックスソースプレートの調製 

1. 表 27に示す容量の First Strand Master Mixを Agilent Deep Wellプレートのカラム 2の全てウェ

ルに加えます。このマスターミックスソースプレートの最終的な配置は図 4に示します。 

 

CAUTION  このステップで使用する First Strand Master Mixはとても粘性が高い試薬です。

使用前と、他の試薬に混合した後は高速のボルテックスで 5 秒間、徹底的に混

合します。この試薬はピペッティングでの混合では不十分です。 

First Strand Master Mixにアクチノマイシン Dが含まれています。追加のアクチノ

マイシン Dは必要ありません。 
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表 27 FirstStrandcDNA_XT_HS2_mRNA用マスターミックスソースプレートの調製 

 

 
図 5 FirstStrandcDNA_XT_HS2_mRNA用 Agilent Deep Wellマスターミックスソースプレートの配置 

以前のプロトコルで分注したマスターミックスは灰色で表記しています。 

 

2. ソースプレートを PlateLoc Thermal Microplate Sealerで 165℃、1秒でシールします。 

3. プレートを 30秒間遠心し、壁やプレートシールについた液をスピンダウンし気泡を除きます。 

プレートシールは Bravo デッキにセットする前にはがします。はがす時に反動で液がはねないよう

に注意してください。 
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ワークステーションへのセット 

1. 表 28 に従い、Labware MiniHub にチップボックスをセットします。プレートの向きは図 3 を参照し

ます。 

 

表 28 FirstStrandcDNA_XT_HS2_mRNA用MiniHubの初期配置 

 

2. 表 29に従い、Bravoデッキにプレート等をセットします。 

表 29 FirstStrandcDNA_XT_HS2_mRNA用 Bravoデッキの初期配置 

 

3. 表 30に従い、BenchCel Microplate Handling Workstationにチップボックスをセットします。 

表 30 FirstStrandcDNA_XT_HS2_mRNA用 BenchCelの初期配置 
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FirstStrandcDNA_XT_HS2_mRNAの実行 

1. セットアップフォームの「Select protocol to execute」から FirstStrandcDNA_XT_HS2_mRNAを選

択します。 

2. Select Labware for thermal cyclingから、Bravoデッキ 6番と 7番にセットした PCRプレートを選

択します。 

3. Select the number of columns of samples to be processedから使用するカラム数を選択します。 

1, 2, 3, 4, 6または 12カラムが選択できます。1カラムが 8サンプル分に相当します。 

4. Display Initial Workstation Setupをクリックします。 

 

5. ワークステーションがフォームの Workstation Setup 領域に示されているようにセットアップできて

いるか確認します。このステップでセットアップ位置をダブルチェックするようにしてください。 

6. MiniHubの電源が入っていることを確認し、イニシャライズします。 

7. 確認後、Run Selected Protocolをクリックします。 

 

FirstStrandcDNA_XT_HS2_mRNA の実行には約 10 分かかります。完了すると、PCR にかけるサンプ

ルが Bravoデッキ 6番の PCRプレートに入った状態になります。 

8. 以下の指示が表示されたら Bravo デッキ 6 番から PCR プレートをとり、PlateLoc Thermal 

Microplate Sealerで 165℃、1秒でシールします。 

 

2. プレートを軽く遠心し、壁やプレートシールについた液をスピンダウンし気泡を除きます。 
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9. 表 26のプログラムをセットしたサーマルサイクラにサンプルを移し、プログラムを開始します。 

10. Continueをクリックすると、以下の指示が表示されます。 

 
11. Bravoデッキ 9番から First Strand cDNA Master Mix ソースプレートとして使用した Agilent Deep 

Well plateを取り出します。同じプレートを 59ページの Second strand cDNAマスターミックスソー

スプレートの調製でも使用します。 

12. MiniHubの Cassette 1のチップボックスは SecondStrandcDNA_XT_HS2_mRNA（61ページのワ

ークステーションへのセット）でも使用するため、そのまま残します。 

13. サーマルプログラムが 4℃に達したらサーマルサイクラからプレートを氷上に移動します。このプレ

ートは first strand cDNA合成の RNAサンプルに使用します。すぐに 59ページの Step 4. Second 

strand cDNA合成と精製に進みます。 

  



5 Poly-A選択と cDNA変換 

58 SureSelect XT HS2 mRNA System Protocol using Agilent NGS Workstation 

Step 4. Second strand cDNA合成と精製 

このステップでは SecondStrand_XT_HS2_RNA.の自動化プロトコルを使用し、Bravo NGS 自動化シス

テムによって first strand cDNAを鋳型とした second strand cDNAの合成と精製を行います。精製では

37ページで分注した AMPure XP beadsを使用します。 

 

SecondStrand_XT_HS2_RNA用ワークステーションの準備 

1. Labware MiniHub と BenchCelのプレートとチップボックスをすべて片付けます。 

2. DNA Away decontamination wipeで Labware MiniHub、Bravoデッキ、および BenchCelをやさ

しく拭きます。 

3. チラーの電源を入れ、0℃にセットします。Bravoデッキ 9番が担当します。チラーリザーバーに少な

くとも 300 mLの 25%エタノールがあることを確認してください。 

4. Inheco Multi TEC Control タッチスクリーンを使ってデッキ 4 番の温度をあらかじめ 16℃に設定し

てください。Bravoデッキ 4番はMulti TEC Control タッチスクリーンで CPAC 2 1に相当します。 

5. Inheco Multi TEC Control タッチスクリーンを使ってデッキ 6番の温度をあらかじめ 4℃に設定して

ください。Bravoデッキ 6番はMulti TEC Control タッチスクリーンで CPAC 2 2に相当します。 

6. Red PCR plate insertを Bravo デッキ 4番と 9番にセットします。 

 

Second strand cDNAマスターミックスソースプレートの調製 

1. 表 31に従い、適切な Second strand DNA合成用マスターミックスを調製します。調製時には以下

のリキッドハンドリングステップを参照してください。 

a. 溶かした Second Strand Enzyme Mix を高速のボルテックスミキサで 5秒間ボルテックスしま

す。 

CAUTION  Second Strand Enzyme Mixはとても粘性が高い試薬です。この試薬はピペッテ

ィングでの混合では不十分です。   

 

b. Second Strand Enzyme Mix を 1.5 mL Eppendorf tubeに移します。全量を移せるようゆっく

りとピペッティングします。 

c. Second Strand Oligo Mixを加え、15～20回ピペッティングします（扱う液量が多い場合は、ピ

ペッティングの代わりに 20～30秒間高速でボルテックスします）。スピンダウンし、氷上に保存

します。 

表 31 SecondStrandcDNA_XT_HS2_RNA用マスターミックスの調製 

  
318.7 µL 573.7 µL 828.7 µL 1083.7 µL 
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2. 表 32に示す容量の Second Strand Master Mix を Agilent Deep Wellプレートのカラム 3の全て

のWellに分注します。分注時に Second Strand Master Mixはできる限り氷上に保ちます。このマ

スターミックスソースプレートの最終的な配置は図 6に示します。 

 

表 32 SecondStrandcDNA_XT_HS2_RNA用マスターミックスソースプレートの調製 

 

 

図 6 SecondStrandcDNA_XT_HS2_RNA用 Agilent Deep Wellマスターミックスソースプレートの配置 

以前のプロトコルで分注したマスターミックスは灰色で表記しています。 

 

3. ソースプレートを PlateLoc Thermal Microplate Sealerで 165℃、1秒でシールします。 

4. プレートを軽く遠心し、壁やプレートシールについた液をスピンダウンし気泡を除きます。 

プレートシールは Bravo デッキにセットする前にはがします。はがす時に反動で液がはねないよう

に注意してください。 

 

Second strand 合成用試薬の準備 

1. 30 mLの nuclease-free waterをいれた Agilent shallow well reservoirを準備します。 

リザーバー内の nuclease-free water に気泡がないことを確認します。気泡がある場合にはピペッ

トチップで取り除きます。プロトコル完了後、このリザーバーはライブラリ調製ランセットでも使用しま

す。 

2. 50 mLの 70%エタノールの入った Agilent deep well reservoir を準備します。 
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ワークステーションへのセット 

1. 表 33 に従い、Labware MiniHub にチップボックスをセットします。プレートの向きは図 3 を参照し

ます。 

表 33 SecondStrandcDNA_XT_HS2_RNA用MiniHubの初期配置 

 

2. 表 34に従い、Bravoデッキにプレート等をセットします。 

表 34 SecondStrandcDNA_XT_HS2_RNA用 Bravoデッキの初期配置 

 

  

35 
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3. 表 35に従い、BenchCel Microplate Handling Workstationにチップボックスをセットします。 

表 35 SecondStrandcDNA_XT_HS2_RNA用 BenchCelの初期配置 

 
 

SecondStrand_XT_HS2_RNAの実行 

1. セットアップフォームの「Select protocol to execute」から SecondStrand_XT_HS2_RNAを選択しま

す。 

2. Select Labware for thermal cyclingから、Bravoデッキ 9番にセットした PCRプレートを選択しま

す。 

3. Select the number of columns of samples to be processedから使用するカラム数を選択します。 

1, 2, 3, 4, 6または 12カラムが選択できます。1カラムが 8サンプル分に相当します。 

4. Processing Plateでセットした 96 wellプレートが選択されていることを確認します。 

5. Display Initial Workstation Setupをクリックします。 

 

6. ワークステーションがフォームの Workstation Setup 領域に示されているようにセットアップできて

いるか確認します。このステップでセットアップ位置をダブルチェックするようにしてください。 

7. MiniHubの電源が入っていることを確認し、イニシャライズします。 

8. 確認後、Run Selected Protocolをクリックします。 

 

SecondStrand_XT_HS2_RNAの実行には約 2時間かかります。完了すると精製された cDNAサンプ

ルはライブラリ調製に進むことができます。サンプルは Bravoデッキ 7番のプレートに入った状態になり

ます。cDNAサンプルを Bravoデッキから取り出し、氷上に置きます。この cDNAサンプルはサイドライ

ブラリ調製ランセットを行う際にセットします（LibraryPrep_XT_HS2_ILMまたは

LibraryPrep_LILQ_XT_HS2_ILM）。 

Bravo デッキ 6 番から Second Strand Master Mix ソースプレートとして使用した Agilent Deep Well 

plateを取り出します。同じプレートをライブラリ調製ランセットで使用します。 
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Stopping Point  次のステップに進まない場合は、サンプルプレートをシールし 4℃で一晩、さらに

長期保存の場合は-20℃で保存してください。   
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6. ライブラリ調製 

Step 1. アダプター付加ライブラリの調製 ................................. 65 

Step 2. アダプター付加ライブラリの増幅 ................................. 72 

Step 3. AMPure XP ビーズによる増幅ライブラリの精製 ......... 78 

Step 4. シーケンスライブラリ DNAの定量とサイズ確認 ......... 81 

 

 

 

 

この章では、イルミナペアリードプラットフォームを用いたシーケンスのための cDNA NGS ライブラリの自

動調製の手順について説明しています。SureSelect XT HS2 mRNAワークフローの概要については 27

ページの図 2を参照ください。 

高品質（RIN>8）の total RNAサンプルを使用する場合、10 ng～1 µgの total RNAインプット量を必要

とします。質が低い（RIN6～8）の total RNAの場合は 50 ng～1 µgの total RNAインプット量を必要と

します。最適な結果を得るためには推奨範囲内で使用できる最大量の RNA インプットを使用してくださ

い。少量のサンプル（10～50 ng）の場合分子バーコードを用いた解析を推奨します。 
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Step 1. アダプター付加ライブラリの調製 

このステップでは LibraryPrep_XT_HS2_ILM と LibraryPrep_LILQ_XT_HS2_ILM 2 種類のライブラリ調

製ランセットのうちいずれかを使用します。Total RNAサンプルの品質とインプット量に応じた推奨のラン

セットの選択については 33ページの表 10を参照してください。 

CAUTION  アダプター付加ライブラリを調製する際、ライブラリ調製ランセットによって、手順
の一部が異なります。必ず、選択したランセットに適した手順に従ってください。   

 

また、このステップでは 37 ページで準備した、AMPure XP ビーズが分注されたプレートを使用します。

少量または低品質サンプル用のライブラリ調製ライブラリを行う際には、追加の AMPure XP ビーズプレ

ート（39ページ参照）が必要になります。 

このステップでは、Agilent Bravo NGS自動化システムは SureSelect ライブラリ調製に必要な dA付加、

分子バーコード付加を含む DNA 末端修飾ステップを行います。末端修飾後、Agilent Bravo NGS 自動

化システムは AMPure XPビーズを使用して DNA精製を行います。 

このステップでは表 36に示す試薬を使用します。使用前に表 36に従い各試薬を溶解、混合してくださ

い。自動ランを開始する前に、各ステップの DNAサンプルを除くマスターミックス（余剰分を含む）を調製

する必要があります。1, 2, 3, 4, 6 および 12 カラムに対応した各ランで必要なマスターミックスがそれぞ

れの表に示されています。 

表 36 使用前に溶かしておく試薬 

 

  

66ページ 

67ページ 

66ページ 

67ページ 

67ページ 
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ワークステーションの準備 

1. Labware MiniHub と BenchCelのプレートとチップボックスをすべて片付けます。 

2. Inheco Multi TEC Control タッチスクリーンを使ってデッキ 4 番の温度をあらかじめ 79℃に設定し

ます。Bravoデッキ 4番はMulti TEC Control タッチスクリーンで CPAC 2 1に相当します。 

3. Inheco Multi TEC Control タッチスクリーンを使ってデッキ 6 番の温度をあらかじめ 20℃に設定し

ます。Bravoデッキ 6番はMulti TEC Control タッチスクリーンで CPAC 2 2に相当します。 

4. チラーの電源を入れ、0℃にセットします。Bravoデッキ 9番が担当します。チラーリザーバーに少な

くとも 300 mLの 25%エタノールがあることを確認してください。 

5. Red PCR plate insertを Bravo デッキ 4番にセットします。 

末端修復/dA付加マスターミックスの調製 

1. 表 37 に従い適切な量の末端修復/dA 付加マスターミックスを調製します。試薬の混合やピペッテ

ィング作業は各項目の指示に従ってください。 

a. 溶解した End Repair-A Tailing Buffer を高速のボルテックスミキサで 15 秒間攪拌し均一にしま

す。溶液を目視で確認し、固形物がある場合は完全に溶解するまでボルテックスミキサによる攪

拌を続けます。 

CAUTION  このステップで使用する End Repair-A Tailing Bufferは、分注する前に必ず高速

のボルテックスミキサで均一になるまで攪拌する必要があります。他の溶液と混

合するときは、混合溶液の少なくとも 80%の液量に設定したピペットでピペッティン

グを 15～20回繰り返し、よく混合します。 

  

 

b. End Repair-A Tailing Buffer をピペットでゆっくり吸い上げ、1.5 mL エッペンドルフチューブまた

はコニカルチューブにいれます。その際、全量がピペットより吐き出されていることを確認してくだ

さい。 

c. End Repair-A Tailing Enzyme Mixをゆっくり加えた後、buffer溶液で数回ピペッティングを行い、

ピペットチップ内の酵素をリンスします。ピペッティングをゆっくり 15～20 回繰り返しよく混合しま

す（容量が大きい場合は、均一になるまで 25～30 秒間ボルテックスミキサで攪拌します）。混合

後、チューブを軽く遠心し液を底に集め、氷上に置きます。 

表 37 末端修復/dA付加マスターミックスの調製 
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ライゲーションマスターミックスの調製 

1. 表 38 に従い、適切な量のライゲーションマスターミックスを調製します。試薬の混合やピペッティン

グ作業は各項目の指示に従ってください。 

a. 溶解した Ligation Bufferを高速のボルテックスミキサで 15秒間攪拌し均一にします。 

CAUTION  このステップで使用される Ligation Bufferは粘性が非常に高いです。Master Mix

の調製の前に、高速のボルテックスミキサで15秒間混合します。他の溶液と混合

する際は混合溶液の少なくとも 80%の液量に設定したピペットでピペッティングを

15～20回繰り返し、よく混合してください。 

  

 

b. Ligation Buffer をピペットでゆっくり吸い上げ、1.5 mL エッペンドルフチューブまたはコニカ

ルチューブにいれます。その際、全量がピペットより吐き出されていることを確認してください。 

c. T4 DNA Ligase をゆっくり加えた後 buffer 溶液で数回ピペッティングを行い、ピペットチップ

内の酵素をリンスします。ピペッティングをゆっくり 15～20回繰り返しよく混合します（容量が

大きい場合は、均一になるまで 25～30 秒間ボルテックスミキサで攪拌します）。混合後、チ

ューブを軽く遠心し液を底に集めます。 

表 38 ライゲーションマスターミックスの調製 

 

Adaptor Oligo Mix希釈液の調製 

1. 表 39に従い、Adaptor Oligo Mix希釈液を調製します。ボルテックスミキサでよく混合し、氷上に置

きます。 

表 39 Adaptor Oligo Mix希釈液の調製 

 

 

  

454.2 µL 
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マスターミックスソースプレートの調製 

1. 表 40に示す容量の各マスターミックスを Agilent Deep Wellプレートの各カラムの全てのウェルに

加えます。このマスターミックスソースプレートの最終的な配置は図 7に示します。 

 

表 40 LibraryPrep_XT_HS2_ILM または LibraryPrep_LILQ_XT_HS2_ILM ランセット用マスターミックスソースプレートの

調製 

 
 

 
図 7 LibraryPrep_XT_HS2_ILM または LibraryPrep_LILQ_XT_HS2用 Agilent Deep Wellマスターミックスソースプレー

トの配置 

以前のプロトコルで分注したマスターミックスは灰色で表記しています。 

 

2. マスターミックスソースプレートを PlateLoc Thermal Microplate Sealerでプレートをシールします。

設定は 165℃、1秒です。 

3. プレートを軽く遠心し、壁やプレートシールについた液をスピンダウンし気泡を除きます。マスターミ

ックスソースプレートは氷上に置いておきます。プレートシールは Bravo デッキにセットする前には

がします。はがす時に反動で液がはねないように注意してください。 

NOTE  ソースプレートの溶液に泡があると Bravo で正確に容量が測れないことがあります。

必ずランを始める前にソースプレートをシールしスピンダウンしてください。   
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精製用試薬の準備 

1. 35 mLの水を入れた Agilent shallow well reservoirを用意します。 

SecondStrand_XT_HS2_RNA プロトコルで使用した同様の Reservoir を再利用するか、新しく用意

します。 

リザーバー内の水中に気泡がないことを確認します。気泡がある場合はピペットチップで取り除いて

ください。 

このリザーバーは自動化ランの完了後に AMPureXP_XT_HS2_ILMプロトコルで使用します。 

2. 70%エタノールを入れた、Agilent deep well reservoirを準備します。必要な液量は使用するランセ

ットによって異なります。 

・ LibraryPrep_XT_HS2_ILM ランセットの場合、50 mLの 70%エタノールの入った Agilent deep 

well reservoirを準備します。 

・ LibraryPrep_LILQ_XT_HS2_ILMランセットの場合、100 mLの70%エタノールの入ったAgilent 

deep well reservoir を準備します。 

ワークステーションへのセット 

1. 表 41 に従い、Labware MiniHub にチップボックスをセットします。プレートの向きは図 3 を参照し

ます。 

NOTE  少量または低品質サンプル用の LibraryPrep_LILQ_XT_HS2_ILM ランセットの場合

は cassette 2, shelf 5 に追加のプレートが必要になります。 LibraryPrep_ 

XT_HS2_ILM ランセットでは必要ありません。 

  

 

表 41 LibraryPrep_XT_HS2_ILMまたは LibraryPrep_LILQ_XT_HS2_ILM ランセット用MiniHubの初期配置 

 

37 

39 
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2. 表 42に従い、Bravoデッキにプレートなどをセットします。 

表 42 LibraryPrep_XT_HS2_ILMまたは LibraryPrep_LILQ_XT_HS2_ILM ランセット用 Bravoデッキの初期配置 

 

3. BenchCel Microplate Handling Workstation にチップボックスをセットします。使用するライブラリ

調製ランセットによって変わります。 

・ LibraryPrep_XT_HS2_ILM ランセットの場合、表 43に従ってください。 

・ LibraryPrep_LILQ_XT_HS2_ILMランセットの場合、表 44に従ってください。 

表 43 LibraryPrep_XT_HS2_ILM用 BenchCelの初期配置 

 

表 44 LibraryPrep_LILQ_XT_HS2_ILM用 BenchCelの初期配置 
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LibraryPrep_XT_HS2_ILMまたはLibraryPrep_LILQ_XT_HS2_ILMの実行 

1. セットアップフォームの「Select protocol to execute」から適切なランセットを選択します。 

・ 通常のサンプルの場合は LibraryPrep_XT_HS2_ILMを選択します。 

・ 少量または低品質のサンプルの場合は LibraryPrep_LILQ_XT_HS2_ILMを選択します。 

2. Select the number of columns of samples to be processedから使用するカラム数を選択します。 

1, 2, 3, 4, 6または 12カラムが選択できます。1カラムが 8サンプル分に相当します。 

3. Display Initial Workstation Setupをクリックします。 

 

4. ワークステーションがフォームの Workstation Setup 領域に示されているようにセットアップできて

いるか必ず確認してください。このステップでセットアップ位置をダブルチェックするようにしてくださ

い。 

5. MiniHubの電源が入っていることを確認し、イニシャライズします。 

6. 確認後、Run Selected Protocolをクリックします。 

 

7. ランの準備ができたら、以下のウィンドウの OKをクリックします。 

 

LibraryPrep_XT_HS2_ILMランセットの実行には約 2時間かかります。完了すると精製されたアダプター

付加 DNA ライブラリは Bravoデッキの 7番にある Eppendorfプレートの中に入っています。 
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Step 2. アダプター付加ライブラリの増幅 

このステップでは PCR_XT_HS2_ILMプロトコルを使用します。 

このステップでは Agilent Bravo NGS自動化システムでアダプター付き DNAサンプルの増幅とデュアル

インデックス付加用の試薬の分注・混合を行います。自動化システムが動作を完了したら、PCR プレート

をサーマルサイクラに移し、増幅反応を行います。 

このステップでは表 45 の試薬を使用します。開始前に表に記載されている試薬を溶解し、氷上に置き

ます。各試薬は使用前に表に従って混合してください。 

 

表 45 PCR増幅に使用する試薬 

 

*Index primer pairsは 96-well plateに入っています。 

 

CAUTION  ライブラリのクロスコンタミネーションを防ぐため、PCR マスターミックスはラボで決

められたクリーンエリアもしくは UV滅菌灯を備えた PCRフード内で陽圧の環境下

で調製してください。 

SureSelect XT HS2 Index Primer Pairsは 1回分の液量で提供されています。ラ

イブラリのクロスコンタミネーションを避けるため、後の実験に残った試薬の再利

用はしないでください。 

  

 

ワークステーションの準備 

1. Labware MiniHub と BenchCelのプレートとチップボックスをすべて片付けます。 

2. DNA Away decontamination wipeで Labware MiniHub、Bravoデッキ、および BenchCelをやさ

しく拭いてください。 

3. チラーの電源を入れ、0℃にセットします。Bravoデッキ 9番が担当します。チラーリザーバーに少な

くとも 300 mLの 25%エタノールがあることを確認してください。 

4. Inheco Multi TEC Control タッチスクリーンを使ってデッキ 6番の温度をあらかじめ 4℃に設定しま

す。Bravoデッキ 4番はMulti TEC Control タッチスクリーンで CPAC 2 1に相当します。 

5. Red PCR plate insertを Bravo デッキ 6番にセットします。 

 

  

74ページ 

74ページ 

73ページ 
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サーマルサイクラの準備 

1. 表 46 のプログラムをサーマルサイクラに設定します（蓋は加熱します）。プログラムを開始し、すぐ

に Pauseボタンをおして蓋が設定温度まで加熱されるようにしておきます。 

表 46 PCR増幅用サーマルサイクラのプログラム* 

  

* サーマルサイクラのプログラムでの反応量は 50 μLに設定してください。 

 

表 47 推奨 PCRサイクル数 

 

 

SureSelect XT HS2インデックスプライマーペアの準備 

1. マルチチャネルピペットを用いて 5 µLの SureSelect XT HS2 Index Primer Pairを PCRで使用する

プレートに分注します。同じウェル位置に分注するようにします。PCRプレートは氷上に保管します。

プライマーペアが分注された PCR プレートは 75 ページの step 2 で使用する際に Bravo デッキに

セットします。 
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PCRマスターミックスとマスターミックスソースプレートの調製 

1. 表 48に従い、適切なPCRマスターミックスを調製します。ボルテックスミキサで 15～20秒混合し、

氷上に置きます。 

表 48 PCRマスターミックスの調製 

 

2. 表 49 に示された量の PCR master mix を Processing plate（フルスカートタイプの Eppendorf 

twin.tecまたは Armadillo plate）カラム 1の全てのウェルに加えます。新しいプレートを用意する場

合でも、カラム 2 の全てのウェルに分注します。マスターミックスソースプレートの最終的な配置は

図 8を参照ください。 

表 49 PCR_XT_HS2_ILM用マスターミックスソースプレートの調製 

 

 

図 8 PCR_XT_HS2_ILM用マスターミックスソースプレートの配置 
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3. マスターミックスソースプレートに PlateLoc Thermal Microplate Sealer でシールします。設定は

165℃、1秒です。 

4. プレートを軽く遠心し、壁やプレートシールについた液をスピンダウンし気泡を除きます。マスターミ

ックスソースプレートは氷上に置いておきます。プレートシールは Bravo デッキにセットする前には

がします。はがす時に反動で液がはねないように注意してください。 

NOTE  ソースプレートの溶液に泡があると Bravo で正確に容量が測れないことがあります。

必ずランを始める前にソースプレートをシールしスピンダウンしてください。   

 

ワークステーションへのセット 

1. 表 50に従い Labware MiniHubにチップボックスをセットします。プレートの向きは図 3を参照しま

す。 

表 50 PCR_XT_HS2_ILM 用MiniHubの初期配置 

 

2. 表 51に従い、Bravoデッキにプレートなどをセットします。 

表 51 PCR_XT_HS2_ILM 用 Bravoデッキの初期配置 

 

3. 表 52に従い、BenchCel Microplate Handling Workstationにチップボックスをセットします。 

表 52 PCR_XT_HS2_ILM用 BenchCelの初期配置 
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PCR_XT_HS2_ILMの実行 

1. セットアップフォームの「Select protocol to execute」から PCR_XT_HS2_ILMを選択します。 

2. Select Labware for thermal cyclingから、Bravoデッキ 6番にセットした PCRプレートを選択しま

す。 

3. Select the number of columns of samples to be processedから使用するカラム数を選択します。 

1, 2, 3, 4, 6または 12カラムが選択できます。1カラムが 8サンプル分に相当します。 

4. Processing Plate で適切なプレートタイプが選択されていることを確認します。詳細は 22 ページを

参照ください。 

5. Display Initial Workstation Setupをクリックします。 

 

6. ワークステーションがフォームの Workstation Setup 領域に示されているようにセットアップできて

いるか確認します。このステップでセットアップ位置をダブルチェックするようにしてください。 

7. MiniHubの電源が入っていることを確認し、イニシャライズします。 

8. 確認後、Run Selected Protocolをクリックします。 

 

PCR_XT_HS2_ILM プロトコルの実行には約 15 分かかります。完了すると、PCR にかけるサンプルが

Bravoデッキ 6番の PCRプレートに入った状態になります。 

9. 以下の指示が表示されたら Bravo デッキ 6 番から PCR プレートをとり、PlateLoc Thermal 

Microplate Sealerで 165℃、1秒でシールします。 

 

10. プレートを軽く遠心し、壁やプレートシールについた液をスピンダウンし気泡を除きます。 
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11. プログラムをセットしたサーマルサイクラにサンプルを移す前に、サーマルサイクラの表 46 のプロ

グラムを開始しブロックの温度を98℃にします。98℃に到達したらすぐにサンプルレートをサーマル

サイクラのブロックにセットし蓋を閉めます。 

CAUTION  サーマルサイクラの蓋の温度は高く、やけどをする恐れがあります。蓋の近くで操
作する場合は気をつけて作業してください。   
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Step 3. AMPure XP ビーズによる増幅ライブラリの精製 

このステップでは自動化プロトコル AMPureXP_XT_HS2_ILM (PCR)を使用し、Agilent Bravo NGS自動

化システムによって増幅したライブラリの AMPure XP beadsによる精製を行います。 

また、このステップでは 42ページで準備した、AMPure XP ビーズが分注されたプレートを使用します。 

ワークステーションと試薬の準備 

1. Bravoデッキ 9番に残っている PCR master mixを分注した Eppendorf twin.tec マスターミックス

ソースプレートは、後の TS_D1000 プロトコルで使用します（81 ページの“Option1: Agilent 4200 

TapeStation と D1000 アッセイを使用する場合”を参照）。それ以外の Labware MiniHub と

BenchCelのプレートとチップボックスを片付けます。 

2. DNA Away decontamination wipeで Labware MiniHub、Bravoデッキ、および BenchCelをやさ

しく拭きます。 

3. Inheco Multi TEC Control タッチスクリーンを使ってデッキ 4 番の温度をあらかじめ 45℃に設定し

ます。Bravoデッキ 4番はMulti TEC Control タッチスクリーンで CPAC 2 1に相当します。 

4. Inheco Multi TEC Control タッチスクリーンを使ってデッキ 6番の温度をあらかじめ 4℃に設定しま

す。Bravoデッキ 6番はMulti TEC Control タッチスクリーンで CPAC 2 2に相当します。 

5. Red PCR plate insertを Bravo デッキ 6番にセットします。 

6. 30 mLの 1x TEが入った Agilent shallow well reservoir を用意します。 

リザーバー内の水中に気泡がないことを確認します。気泡がある場合はピペットチップで取り除いて

ください。 

7. 50 mLの 70%エタノールの入った Agilent deep well reservoir を準備します。 
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8. 表 53に従い Labware MiniHubにチップボックスをセットします。プレートの向きは図 4を参照しま

す。 

表 53 AMPureXP_XT_HS2_ILM (PCR) 用MiniHubの初期配置 

 

9. 表 54に従い、Bravoデッキにプレート等をセットします 

表 54 AMPureXP_XT_HS2_ILM (PCR) 用 Bravoデッキの初期配置 

 

10. 表 55に従い、BenchCel Microplate Handling Workstationにセットします。 

表 55 AMPureXP_XT_HS2_ILM (PCR) 用 BenchCelの初期配置 

 

 

  

42 
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AMPureXP_XT_HS2_ILM (PCR) の実行 

1. セットアップフォームの「Select protocol to execute」から AMPureXP_XT_HS2_ILM (PCR) を選択

します 

2. Select Labware for thermal cyclingから、Bravoデッキ 6番にセットした PCRプレートを選択しま

す。 

3. Select the number of columns of samples to be processedから使用するカラム数を選択します。 

1, 2, 3, 4, 6または 12カラムが選択できます。1カラムが 8サンプル分に相当します。 

4. Processing Plate で適切なプレートタイプが選択されていることを確認します。詳細は 22 ページを

参照ください。 

5. Display Initial Workstation Setupをクリックします。 

 

6. ワークステーションがフォームの Workstation Setup 領域に示されているようにセットアップできて

いるか確認します。このステップでセットアップ位置をダブルチェックするようにしてください。 

7. MiniHubの電源が入っていることを確認し、イニシャライズします。 

8. 確認後、Run Selected Protocolをクリックします 

 

精製プロトコルの実行には約 45分かかります。完了すると精製された DNAサンプルは Bravoデッキ 7

番の Eppendorfプレートに入った状態になります。 

9. Bravoデッキ 7の精製された DNAサンプルを取り出し、軽く遠心した後、氷上に置きます。 
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Step 4. シーケンスライブラリDNAの定量とサイズ確認 

サンプル解析は以下のオプションから選択できます。 

•  Option 1:分析用のプレートを自動化システム（ TS_D1000 ）を用いて準備し、Agilent 4200 

TapeStation を用いて分析を行う（81ページの Option1: Agilent 4200 TapeStation と D1000アッセイ

を使用する場合を参照） 

•  Option 2: 手動で分析サンプルを調製し、Agilent 2100 Bioanalyzer, Agilent 4200 / 4150 

TapeStation、または Agilent 5200/5300/5400 Fragment Analyzerで分析を行う（85ページの Option 

2: その他のプラットフォームを用いた解析（マニュアル）を参照） 

Option1: Agilent 4200 TapeStationとD1000アッセイを使用する場合 

ここでは 2 μLの DNAサンプルと 6 μLの D1000 Sample bufferを混合し、D1000アッセイ用サンプル

プレートを、自動化プロトコル TS_D1000 を用いて調製します。調製後、アッセイプレートを 4200 

TapeStationに移し解析を行います。詳細は別途 D1000 Kitのマニュアルをご参照ください。 

TapeStation分析用試薬は 30分以上室温に戻してから使用します。 

ワークステーションと Sample Buffer ソースプレートの準備 

1. Labware MiniHub と BenchCelのプレートとチップボックスを片付けます。 

2. DNA Away decontamination wipeで Labware MiniHub, Bravoデッキ、および BenchCelをやさし

く拭いてください。 

3. Bravoデッキの 9番を室温に戻すためチラーの電源を切ります（20ページ参照）。 

4. Bravoデッキヒートブロックの温度設定を参照し、Inheco Multi TEC Control タッチスクリーンを使っ

て Bravo デッキ 4 番の温度を 4℃に設定してください。Bravo デッキ 4 番は Inheco Multi TEC 

Control タッチスクリーンで CPAC 2 1に相当します。 

5. PCR_XT_HS2_ILMで使用したソースプレート(Eppendorf twin.tecまたは Armadillo plate)と同じプ

レートを用い、Sample Bufferソースプレートを室温で調製します。表 56に従い、カラム 2の各ウェ

ルに D1000 Sample Bufferを加えます。 

表 56 TS_D1000 用 Sample Buffer ソースプレートの調製 

 

 

CAUTION  D1000 Sample Bufferはかならずソースプレートのカラム 2に分注してください。 
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図 9 TS_D1000.用 Eppendorf twin.tecマスターミックスソースプレートの配置 

以前のプロトコルで分注したマスターミックスは灰色で表記しています。 

 

ワークステーションの準備 

6. 図 3 に示すプレートの向きを参照に、表 57 に従い Labware MiniHub にチップボックスをセットし

ます。 

表 57 TS_D1000用MiniHubの初期配置 

 

7. 表 58に従い、Bravoデッキにプレート等をセットします。 

表 58 TS_D1000用 Bravoデッキの初期配置 

 

CAUTION  Agilent 4200 TapeStation と自動化システムへのダメージを避けるため、アッセイ

プレートの調製の自動化には指定の Eppendorf twin.tecプレート（Eppendorf 型

番 951020401または951020619）のみ使用してください。自動化プロトコルで調

製したサンプルプレートを 2200 TapeStationの解析には使用しないでください。 
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8. 表 59に従い、BenchCel Microplate Handling Workstationにチップボックスをセットします。 

表 59 TS_D1000用 BenchCelの初期配置 

 
 

TS_D1000プロトコルの実行 

9. セットアップフォームの「Select protocol to execute」から TS_D1000を選択します。 

10. Select the number of columns of samples to be processedから使用するカラム数を選択します。 

1, 2, 3, 4, 6または 12カラムが選択できます。1カラムが 8サンプル分に相当します。 

11. Display Initial Workstation Setupをクリックします。 

 

12. ワークステーションがフォームの Workstation Setup 領域に示されているようにセットアップできて

いるか確認します。このステップでセットアップ位置をダブルチェックするようにしてください。 

13. MiniHubの電源が入っていることを確認し、イニシャライズします。 

14. 確認後、Run Selected Protocolをクリックします。 

 

TS_D1000の実行には約 15分かかります。解析用のサンプルを分取が完了後、Bravoデッキ 4番にあ

る DNA ライブラリサンプルプレートをシールし氷上に置きます。 

15. 以下の指示が表示されたら、Bravoデッキ 6番にある解析用サンプルが入った Eppendorf twin.tec

プレートを取り出し、Continue をクリックしてください。D1000 アッセイプレートをフォイルシールでシ

ールし、ユーザーガイドに従ってボルテックスミキサで混合してください。 
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CAUTION  4200 TapeStation へのダメージを避けるため、指定の 96-well plate foil seals 

(Agilent 型番 5067-5154) のみを使用してください。 

正確な定量のため、DNA と Sample buffer はボルテックスミキサで 1 分間混合

し、完全に混合されていることを確認してください。その後、液を集めるためスピン

ダウンをしてください。 

  

 

D1000アッセイでの泳動とデータの解析 

16. ユーザーガイドに従い、解析用サンプルプレート、D1000 ScreenTape、Loading tips を装置にセッ

トし、泳動を開始します。 

17. 泳動終了後、エレクトロフェログラムで期待される DNA フラグメントサイズのピークが得られている

か確認します（表 60 のガイドラインを参照ください）。エレクトロフェログラム例は図 10 に示されて

います。 

目的とされるピーク以外に低分子領域にピークが生じている場合、アダプターダイマーの存在が示

唆されます。図 10 と同程度に占められている割合が低い場合は、シーケンシングの工程に進むこ

とができます。その他については 117ページのトラブルシューティングガイドを参照ください。 

表 60 ライブラリの定性ガイドライン 

 

18. 解析ソフトウェアの Region機能を用いて、各ライブラリの濃度を確認します。 

 

図 10 D1000 ScreenTapeで解析した最終mRNA ライブラリ 



6. ライブラリ調製  

84 SureSelect XT HS2 mRNA System Protocol using Agilent NGS Workstation 

 

Stopping Point  次のステップに進まない場合は、サンプルプレートをシールし 4℃で一晩、さらに

長期保存の場合は-20℃で保存してください。   

 

Option 2: その他のプラットフォームを用いた解析（マニュアル） 

マニュアルでのサンプル調製を行い、Agilent 2100 バイオアナライザ、Agilent 5200/5300/5400 

Fragment Analyzer、Agilent 4200/4150 TapeStation を用いて解析を行うことができます。 

得られるエレクトロフェログラムは 4200 TapeStationの同様なフラグメントサイズプロファイルになること

が期待されます。泳動終了後、エレクトロフェログラムで期待される DNA フラグメントサイズのピークが

得られているか確認します（表 60を参照）。分析オプションについて表 61を参照ください。 

表 61 ライブラリの分析オプション 

 

Stopping Point  次のステップに進まない場合は、サンプルプレートをシールし 4℃で一晩、さらに

長期保存の場合は-20℃で保存してください。   
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7 マルチプレックスシーケンスガイドラ

イン 
Step 1. マルチプレックスシーケンス用サンプルのプール 

(optional) ................................................................................ 87 

Step 2. シーケンスサンプルの調製 ........................................ 91 

Step 3. シーケンスの開始とデータ解析 .................................. 93 

 

 

 

 

この章ではインデックスおよび分子バーコード付加がされたサンプルをプールする手順と、マルチプレッ

クスシーケンスのガイドラインについて説明しています。 
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Step 1. マルチプレックスシーケンス用サンプルのプール (optional) 

NOTE  1 つのシーケンスレーンにマルチプレックスできるインデックスライブラリの数は、研

究デザインで必要なシーケンス量と、使用するプラットフォームの仕様により異なりま

す。1 レーンあたりのマルチプレックス数は、使用するプラットフォームのキャパシティ

や、1 サンプルあたりに必要とするシーケンスデータ量により異なりますので、必ずイ

ルミナ社の提供する最新のプロトコルをあわせて参照してください。 

  

 

以下の手順に従い、各インデックスサンプルがプール中で等モル量になるように、ライブラリを混合しま

す。 

方法 1： プールするサンプルそれぞれを、1X Low TEを用いて終濃度が同じになるように希釈します（典

型的な濃度は 4～15 nM、もしくは最も濃度が低いサンプルに合わせます）。その後、全てのサンプルを

同じ容量混合して、最終的なプールを調製します。 

方法 2： プールするサンプルは異なる濃度のまま、それぞれ適切な量を混合して、最終的にプール中で

等モル量になるようにします。その後、プールを 1X Low TEを用いて必要とされる容量にします。以下の

式はプールに加える各インデックスサンプルの量を計算するための式です。 

  

V(f): プールされたサンプルの最終的な必要量 

C(f): プールに含まれる全ての DNAの最終的な濃度 

（典型的な濃度は 4 nM～15 nM、もしくは最も濃度が低いサンプルに合わせます。） 

#: プールするインデックスの数 

C(i): 各インデックスサンプルの初期濃度 
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表 62 に 4 種のインデックスサンプル（それぞれ異なる初期濃度）の量と、最終的に 20 µL の 10 nM 

DNA濃度にするのに必要な 1X Low TEの例を示します。 

表 62 10 nMの濃度でトータル 20 µLに調製する計算例 

 
 

自動化システムを用いたサンプルのプール (方法 2のオプション) 

方法 2 のオプションとして行うことができます。このステップは自動化システムを使わずにマニュアルで

行うことも可能です。 

1. 図 11のヘッダーを参照に.csv (comma separated value) ファイルを作成します。ヘッダーの文字

はスペースを含まないようにしてください。この表はMicrosoftの Excelなどのスプレッドシート作成

アプリケーションを使って作成し、保存する際に.csv フォーマットにすることもできます。このファイル

はプレートの全 96ウェル分の行（rows）を含む必要があります。 

2. 各 DNAサンプルについてヘッダーの項目に関する情報を入力します。 

・ SourceBC の列にはサンプルプレートの内容、またはバーコードを入力します。SourceBC の列は、全

ての rowで同じになります。 

・ SourceWell の列にはサンプルが入っているウェルの位置を入力します。ソースプレートとして

Eppendorf twin.tecプレートを使用してください。 

・ DestinationWellの列には、サンプルをプールするウェルを入力します。 

・Volumeの列には、Source Wellから Destination Wellにうつすサンプルの液量（µL）を入力します。 

・使用しないウェルの行は削除します。 

 

図 11 方法 1および方法 2で使用するサンプルスプレッドシート 
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NOTE  サンプルスプレッドシートは以下のフォルダに保存されています。 

C:¥VWorks Workspace¥NGS Option B¥XT_HS2_mRNA_ILM_v.Bx.x.x¥Aliquot 

Input File Templates¥Aliquot_Captures_Template.csv（x.x.xはバージョン番号） 

Aliquiot_Captures_Template.csv ファイルをコピーし、各 Aliquiot_Water ランの csv

ファイルを作成するためのテンプレートとして使用できます。12 カラム（96 サンプル）

より少ないランのテンプレートとして使用する場合、使用しない Well の情報は削除し

てください。 

  

 

3. VWorksソフトウェアがインストールされているPCの以下のフォルダに.csvファイルをロードします。 

C:¥VWorks Workspace¥NGSOption B¥XT_HS2_ILM_v.Bx.x.x¥Aliquot Input File Templates 

4. チラーの電源を入れ、0℃に設定します。Bravo デッキの 9 番が相当します。チラーリザーバーに少

なくとも 300 mLの 25%エタノールがあることを確認してください。 

5. 表 63に従い、Bravoデッキにプレート等をセットします。 

表 63 Aliquot_mRNA_Libraries用 Bravoデッキの初期配置 

 

6. セットアップフォームの「Select protocol to execute」から Aliquot_mRNA_Librariesを選択します。 

7. Display Initial Workstation Setupをクリックします。 

 

8. 88ページのステップ 1～3で準備した csv ファイルをアップロードします。 

a. Form画面の「Select Aliquot input file」の“…”をクリックします。 

 
b. csv ファイルの保存場所を開き、ファイルを選択して Openをクリックします。 

Windowが閉じたら、Select Aliquot Input Fileに選択したファイルが表示されているか確認し

ます。 

9. ワークステーションがフォームの Workstation Setup 領域に示されているようにセットアップできて

いるか確認します。このステップでセットアップ位置をダブルチェックするようにしてください。 

10. MiniHubの電源が入っていることを確認し、イニシャライズします。 

11. 確認後、Run Selected Protocolをクリックします。 
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Aliquiot_Librariesの実行には 96サンプルで約 1時間かかります。DNAサンプルプレートは Bravo

デッキ 5番のプレートに入った状態になります。 

12. デスティネーションプレートを Bravoデッキから取り出します。 

13. 各Wellにシークエンスを行うのに適切な濃度となるよう、Low TEを加えます。 

もしライブラリをシーケンス前に保存する場合は、Tween 20を 0.1% v/vになるように加え、-20℃で

保存します。短期保存に限ります。 
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Step 2. シーケンスサンプルの調製  

最終的な SureSelect XT HS2 ライブラリプールは、イルミナ社の標準的な Paired-end プライマーとケミ

ストリでダイレクトシーケンスする状態となっています。図 12 に示されるように、調製されたライブラリの

各断片は、1 つのターゲットインサートが、イルミナ社のプラットフォームを用いてマルチプレックスシーケ

ンスするのに必要なシーケンスモチーフにはさまれている状態です。 

 

 
図 12 SureSelect XT HS2シーケンスライブラリの構造 

各断片では、1 つのターゲットインサート（青）はイルミナ paired-end シーケンスエレメンツ（黒）とユニークデュアルインデ

ックス（赤および緑）、Duplex 分子バーコード（茶）、ライブラリブリッジ PCRプライマ（黄）が付加されています。 

ライブラリはイルミナ社 HiSeq, MiSeq, NextSeq, NovaSeqプラットフォームでシーケンスすることができ

ます。使用するランタイプとケミストリの組み合わせは表 64をご覧ください。 

適したイルミナ社 Paired-End Cluster Generation Kitを用いてクラスタ増幅に進んでください。推奨する

リード長にあったキット仕様は表 64に示されています。 

SureSelect ライブラリに最適なシーディング濃度は、使用するシーケンスプラットフォーム、ランタイプ、イ

ルミナ社キットのバージョンにより異なります。ガイドラインについては表 64 を参照してください。シーデ

ィング濃度とクラスタ密度も、ライブラリの DNA 断片のサイズレンジや、求められるアウトプットやデータ

の質に基づき、最適化が必要な場合があります。表 64 の内容に記載されている範囲の中間のシーデ

ィング濃度から最適化を行ってください。 

より良好なシーケンス QC のための低濃度のスパイクインによる PhiX コントロールにつきましては、

イルミナ社の推奨に従ってください。 
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表 64 イルミナ社キット選択ガイドライン 
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Step 3. シーケンスの開始とデータ解析 

以下のガイドラインは、SureSelect XT HS2 ライブラリのシーケンスのランセットアップと解析の概要です。 

・サンプルレベルインデックスには 8 bp のインデックスリードが必要です。インデックス塩基配列情報に

ついては、103ページ 表 72から 110ページ 表 79をご参照ください。 

・ HiSeq・NextSeq・NovaSeq プラットフォームでは、装置のユーザインターフェースから 

ランのセットアップを行ないます。94ページのガイドラインに従ってください。 

・ MiSeqプラットフォームでは、lllumina Experiment Manager (IEM) を用いてランのセット 

アップを行います。94～95 ページに記載されている手順に従い、カスタムサンプルシートを作成します。 

・ Illumina IEM adaptor trimming optionは使用しないでください。シーケンスランをセットする際に IEM 

adaptor trimming optionのチェックボックスが選択されていないことを確認します。アダプターは後述

の Agilent社のソフトウェアを用いてトリミングされ、アダプター配列内の分子バーコード（MBC）が適切

に処理されるようにします。 

・ Illumina 社の bcl2fastq、BCL Convert または DRAGEN ソフトウェアでデマルチプレックスを行い、デ

ュアルインデックスに基づくペアエンドリードを作成し、P5 および P7 の間違ったペアを除きます。

Agilent Genomics NextGen Toolkit (AGeNT) や Alissa Reporter、SureCall ソフトウェアを使用して

FASTQファイルの処理を行う場合には、Illumina社 demultiplexing softwareのMBC/UMI trimming 

optionを使用しないでください。 

・ 分子バーコード（MBC）と dark base は、リード 1 およびリード 2 の 5’端にあります。MBC 除去とトリミ

ングは Agilent Genomics NextGen Toolkit (AGeNT) を使用してください（詳細は 97ページを参照し

てください）。もしお使いのシーケンス解析パイプラインに MBC 解析がなく、AGeNT と互換性がない場

合、97 ページの Note にあるように、アライメント前に各リードの最初の 5 塩基をトリミングするかマス

クしてください。 

・ ライブラリフラグメントは、各ストランドに degenerated 分子バーコードが含まれます（45 ページ図 3

参照）。両方のストランドが存在し、ストランド内の MBC を一致させて二重のコンセンサスリードを形成

する DNA とは異なり、一本鎖 RNA の解析は片方の鎖の分子バーコードを使用したコンセンサスリー

ドの形成に限定されることに注意してください。 

・ 分子バーコード配列と dark baseは、リード 1およびリード 2両方の 5’端に含まれます。分子バーコー

ドの抽出やトリミングは AGeNTの使用を推奨します（詳細は 51ページをご覧ください）。ご使用のシー

ケンス解析パイプラインが分子バーコードを排除し、AGeNT と互換性がない場合、51 ページの Note

にあるように、アライメント前に各リードの最初の 5塩基をトリミングするかマスクしてください。 
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HiSeq/NextSeq/NovaSeq プラットフォームによるシーケンスのランセットアップガイドライン 

装置のコントロールソフトウェアの画面から、表 65 に従ってシーケンスのランセットアップを行います。

HiSeqでは、装置のコントロールソフトウェアの画面の Run configurationスクリーンで Dual Indexを選

び表 65のサイクル数を入力します。 

NextSeq または NovaSeq では、装置のコントロールソフトウェアの画面で Run Setup スクリーンを立ち

上げ、表 65 のリード長を入力します。カスタムプライマーセクションでは、すべてのプライマー（Read1, 

Read2, Index1および Index2）のチェックボックスを外します。 

表 65 ラン設定 

 

MiSeqプラットフォームによるシーケンスのランセットアップガイドライン 

以下の手順に従い、Illumina Experiment Manager (IEM) ソフトウェアを用いてカスタム Sample Sheet 

を作成します。Sample Sheet を作成した後は、インデックス配列を手作業で、使用した各サンプルの

SureSelect XT HS2 インデックスの配列に変更する必要があります。SureSelect XT HS2システムのイ

ンデックス塩基配列は、103～110ページを参照してください。 

カスタム Sample Sheetのセットアップ 

1. IEM ソフトウェア中で、以下の Workflow を選択し、MiSeq プラットフォームの Sample Sheet を作

成します。 

・Categoryから Otherを選択 

・Applicationから FASTQ Only を選択 

2. Workflow Parameters 画面上で、ラン情報を入力し、下図でハイライトしているキーとなるパラメー

タが、下図の内容になっていることを確認します。 

Library Prep Workflow の項目は、TruSeq Nano DNA を選択します。Index Adapters の項目は

TruSeq DNA CD Indexes (96 Indexes) を選択します。アダプタートリミングはアジレント AGeNTで

行う必要があるため、FASTQ Only Workflow-Specific Settingの adaptor-trimmingチェックボック

ス（下図赤で囲んだ部分）は両方とも外します。 

もし TruSeq Nano DNAが Sample Prep Kitの項目にない場合は、代わりに TruSeq HT を選択し

ます。 
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3. Sample Sheet Wizard を使用して、シーケンスする各サンプルの必要な情報を入力して、セットアッ

プします。I7 Sequence カラムには、各サンプルをいずれかの Illumina の i7 インデックスに割り当

てます。インデックスは後のステップで SureSelect XT HS2インデックスに変更します。 

同様に、I5 Sequence カラムにも、いずれかの Illumina の i5 インデックスに割り当てます。I5 イン

デックスも後のステップで SureSelect XT HS2インデックスに入力内容を変更します。 

 

4. Sample Sheetセットアップタスクを終了し、Sample Sheetを保存します。 
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SureSelect XT HS2デュアルインデックスを含めるための Sample Sheetの編集 

・ Sample Sheetファイルをテキストエディターで開き、それぞれのサンプルについて、カラム 5～8の i7、

i5のインデックス情報を変更します（下図、黄色くハイライトされた部分）。SureSelect XT HS2インデッ

クスの塩基配列は 103～110ページをご覧ください。 

・ 5番目の I7_Index_IDカラムには、各サンプルに割り当てられた SureSelect XT HS2のインデックスペ

ア番号を入力します。6番目の indexカラムには、適切な P7インデックス配列を入力します。 

・ 7番目の I5_Index_IDカラムには、各サンプルに割り当てられた SureSelect XT HS2のインデックスペ

ア番号を入力します。8番目の index2カラムには、適切な P5インデックス配列を入力します。 

・ 96 サンプル以上のランを行うときには、SureSelect XT HS2 インデックスペア配列が 6 番目のカラム

（P7インデックス）と 8番目のカラム（P5インデックス）を含むサンプル行を Sample Sheetに追加しま

す。 

 
図 13 SureSelect XT HS2 ライブラリのシーケンス用の Sample Sheet  

 

5. ランを行うために編集した Sample Sheetを適切な場所に保管します。 
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データ解析リソース 

以下のガイドラインは、SureSelect XT HS2 RNA ライブラリのデータ解析に適した典型的な NGS解析パ

イプラインステップです。お使いの NGS解析パイプラインによって異なります。 

 

Illumina の bcl2fastq、BCL Convert または DRAGEN ソフトウェアを用いて、デュアルインデックスに基

づいてデマルチプレックスを行い、ペアエンドリードを作成し、不正確な P5および P7インデックスペアの

配列を除去します。 

 

デマルチプレックスを行った FASTQデータは、Agilent Genomics NestGen Toolkit (AGeNT) を用いて

前処理し、シーケンシングアダプターの除去および分子バーコード（MBC）配列の抽出を行う必要があり

ます。AGeNT は Java ベースのソフトウェアモジュールで、MBC の前処理、アダプターのトリミングやデ

ュプリケートリードの識別を行います。この toolkit は、バイオインフォマティクスのエキスパートの方向け

で、インターナルな解析パイプラインの構築、統合、メンテナンスおよびトラブルシュートができるようにデ

ザインされています。詳細な情報や toolkit のダウンロードは www.genomics.agilent.com の AGeNT

ページをご覧ください。また、XT HS2 RNA ライブラリに適した処理については AGeNT Best Practicesの

ドキュメントをご覧ください。 

 

NOTE  お使いの解析パイプラインでMBC配列を除去する場合、次の解析ステップに進む

前にリード 1およびリード 2の最初の 5塩基をマスキングまたはトリミングすることで

MBC配列を除去することができます。bcl2fastqを使用してデマルチプレックスをす

る場合、ベースマスク N5Y*,I8,I8,N5Y*（*は実際のリード長に置き換えます：

RunInfo.xmlファイルのリード長です）を含めることで、MBC配列をマスキングするこ

とができます。 

BCL Convertを使用してデマルチプレックスをする場合、Sample Sheetのヘッダー

に以下の文字列を含めることでMBC配列を除去することができます：

OverrideCycles,N5Y*;I8;I8;N5Y* （*はトリミング後のリード長に置き換えます。例え

ば 2x150 NGSの場合は、N5Y145;I8;I8;N5Y145 となります。） 

もしくは seqtkのような適切な処理ツールで、デマルチプレックスした FASTQファイル

から各リードの最初の 5塩基をトリミングすることも可能です。あるいは、AGeNTのト

リミングモジュールでMBC配列に加えアダプター配列も除去できます。標準的なアダ

プタートリマーでは、反対側のアダプターの MBC 配列（図 12 参照）を除去すること

ができず、アライメント品質に影響を与える場合があります。 

  

 

トリミングしたリードは、適切な RNA データアライメントツールを用いてアライメントする必要があります。

アライメントが完了したら、AGeNT CReaK (Consensus Read Kit) ツールを使用し、一本鎖コンセンサス

モードでコンセンサスリードの生成やデュプリケートのマークまたは削除することが可能です。出来上が

った BAMファイルは、遺伝子発現解析やバリアントディスカバリを含む下流の解析に使用できます。 

 

NOTE  CReaK は AGeNT version 3.0 内のデデュプリケーションツールであり、従来の

AGeNT LocatIt の代替として含まれています。LocatIt と CReaK の違いについての

詳細は www.agilent.com の Agent 製品ページの FAQ を参照してください。LocatIt

は引き続き使用可能ですが、CReaKの使用を推奨しています。 

  

 

  

https://www.agilent.com/en/product/next-generation-sequencing/hybridization-based-next-generation-sequencing-ngs/ngs-software/agent-232879
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RNA鎖特異性のガイドライン 

SureSelect XT HS2 mRNAシーケンシングライブラリ調製方法は、2ndストランド合成時に dUTPを使用

することで RNA鎖特異性を保持しています。P5端から始まるリード 1の配列は、poly(A) RNA トランス

クリプト鎖の相補鎖です。P7 端から始まるリード 2 の配列は、poly(A)RNA トランスクリプト鎖と一致しま

す。解析時にストランド特異性を決めるには、この情報を含める必要があります。例えば RNA シーケン

シングメトリクスを計算するために Picard ツール（https://broadinstitute.github.io/picard）を使用する

場合、ストランド特異性のメトリクスを正確に計算するために STRAND_SPECIFICITY=SECOND_READ_ 

TRANSCRIPTION_STRAND というパラメータを含めることが重要です。 
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この章では、キットに含まれている試薬内容、インデックス配列、トラブルシュート情報、プロトコルのクイ

ックリファレンスなどリファレンス情報について記載しています。 
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キットの内容 

SureSelect XT HS2 mRNA 試薬キットは表 66 に示す試薬キットを使用します。表 66 で複数のキット

から構成される製品の構成品は、表 67から 

表 70に示します。 

 

表 66 キットの構成品 

 

* 96反応試薬キットの G9998A、 G9998B、G9998C、G9998Dにのみ含まれています。 

 

表 67 SureSelect Poly-A Selection Module (Pre PCR) の内容 

 

  



8 リファレンス 

100 SureSelect XT HS2 mRNA System Protocol using Agilent NGS Workstation 

表 68 SureSelect cDNA Module (Pre PCR) の内容 

 

* First Strand Master Mixはアクチノマイシン Dを含みます。光の暴露から守るため、提供されている琥珀色のチューブ

から移し替えないでください。 

 

表 69 SureSelect XT HS2 RNA Library Preparation Kit for ILM (Pre PCR) の内容 

 

 

表 70 SureSelect XT HS2 Index Primer Pairs for ILM (Pre PCR) の内容 
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SureSelect XT HS2 インデックスプライマーペア情報 

SureSelect XT HS2インデックスプライマーペアは混合された状態で提供されます。各プライマーペアは

ユニークな 8 bpの P5 または P7 インデックスを含み、デュアルインデックスの NGS ライブラリを作成で

きます。各プライマーのインデックス部分の塩基配列は、103 ページ表 72 から 110 ページ表 79 を参

照してください。8 bpインデックスのライブラリをシーケンスするラン設定は、94ページをご覧ください。 

 

各プライマーのインデックス部分の塩基配列は、表 72から表 79に記載されています。P7インデックス

は順方向で示され、サポートされるどのイルミナプラットフォームに適用されます。P5 インデックスは、異

なるプラットフォームやシーケンスランのセットアップおよび管理ツール（例：Local Run Manager および

Instrument Run Setup）で使用するために、2つの方向（順方向および逆方向の補数）で示されています。

イルミナシーケンスプラットフォームとその P5 シーケンスの方向を表 71 に示します。サンプルシートや

シーケンシングランセットアップ時に P5 インデックスの向きを正しく入力することはデマルチプレックスを

成功させるために非常に重要です。イルミナのサポートドキュメントおよびリソースも併せて参照し、アプ

リケーションに適した P5インデックス鎖の向きを決定してください。 

 

表 71 Illuminaプラットフォームと P5 インデックスの方向 

 

*一部のランセットアップ・管理ツールでは入力された P5 インデックスの逆相補配列が自動的に作成されます。必ず Illumina社のサポ

ートドキュメントを参照し、パイプラインで使用するプラットフォームとツールの組み合わせについて確認し、ランセットアップ時に入力する

インデックスの正しい方向を決定してください。 

 

CAUTION  SureSelect XT HS2 インデックスプライマーペアは、1 回分の液量を含みます。ラ

イブラリのクロスコンタミネーションを防ぐため、各ウェルはライブラリ調製反応 1

回のみ使用してください。残った溶液を繰り返し実験に使用しないでください。 
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表 72 SureSelect XT HS2 インデックスプライマーペア配列 1～48 (オレンジ色のプレート) 
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表 73 SureSelect XT HS2 インデックスプライマーペア配列 49～96（オレンジ色のプレート） 
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表 74 SureSelect XT HS2 インデックスプライマーペア配列 97～144（青いプレート） 
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表 75 SureSelect XT HS2 インデックスプライマーペア配列 145～192（青いプレート） 
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表 76 SureSelect XT HS2 インデックスプライマーペア配列 193～240（緑色のプレート） 
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表 77 SureSelect XT HS2 インデックスプライマーペア配列 241～288（緑色のプレート） 
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表 78 SureSelect XT HS2 インデックスプライマーペア配列 289～336（赤いプレート） 
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表 79 SureSelect XT HS2 インデックスプライマーペア配列 337～384（赤いプレート） 
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インデックスプライマーペアのプレートマップ 

SureSelect XT HS2 インデックスプライマーペアのプレートマップは 110ページの表 79～112ページの

表 83をご覧ください。 

表 80 SureSelect XT HS2 インデックスプライマーペア 1～96（オレンジ色のプレート）のプレートマップ 

 

表 81 SureSelect XT HS2 インデックスプライマーペア 97～192（青いプレート）のプレートマップ 
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表 82 SureSelect XT HS2 インデックスプライマーペア 193～288（緑色のプレート）のプレートマップ 

 

表 83 SureSelect XT HS2 インデックスプライマーペア 289～384（赤いプレート）のプレートマップ 
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クイックリファレンス：マスターミックスとソースプレートの液量 

このセクションでは SureSelect XT HS2 mRNA ライブラリ調製自動化プロトコルで使用するマスターミッ

クスの計算とソースプレートの液量に関する表をまとめて再掲載しています。 

 

RNAの断片化 

表 84 Fragmentation_XT_HS2_RNA用 Fragmentationマスターミックスソースプレート（50ページ） 

 

表 85 FirstStrandcDNA_XT_HS2_mRNA用マスターミックスソースプレート（55ページ） 

 

表 86 Second Strand マスターミックスの調製（59ページ） 

 

表 87 SecondStrandcDNA_XT_HS2_RNA 用 Second Strandマスターミックスソースプレート（60ページ） 

 

  

318.7 µL 573.7 µL 828.7 µL 1083.7 µL 
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ライブラリ調製 

表 88 末端修復/dA付加マスターミックスの調製（66ページ） 

 

表 89 ライゲーションマスターミックスの調製（67ページ） 

 
表 90 アダプターOligo Mixの希釈（68ページ） 

 

表 91 LibraryPrep_XT_HS2_ILM または LibraryPrep_LILQ_XT_HS2_ILM ランセット 用マスターミックスソースプレート

の調製（74ページ） 

 

 

  

454.2 µL 
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PCR 

表 92 PCRマスターミックスの調製（74ページ） 

 

表 93 PCR_XT_HS2_ILM用マスターミックスソースプレートの調製（74ページ） 

 

表 94 TS_D1000 用 Sample Buffer ソースプレートの調製（81ページ） 
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クイックリファレンス：その他の試薬の容量 

このセクションでは gDNA インプット量と、XT HS2 インデックスプライマーの液量、および自動化プロトコ

ルで使用するリザーバーに入れる Nuclease-free Water、70%エタノール、AMPure XPビーズの液量を

まとめて掲載しています。 

 

表 95 RNAインプット量と推奨のライブラリ調製ランセット 

 
表 96 XT HS2 プライマープレート上のインデックスプライマーペアの液量 

 

 

表 97 AMPure XP プロトコルで使用する AMPure XP Beads の液量 

 
*AMPure XP Beads を自動化プログラムを用いて分注する際には、リザーバー内のピラミッドが十分満たされるまで注ぎ

ます。サンプル数に応じた列分のピラミッドのみ満たされていれば構いません。 

 

表 98 AMPure XP プロトコルで使用する水とエタノールの液量 
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トラブルシュートガイド 

ライブラリの収量が低い 

✓ ライブラリ調製のプロトコルには、粘性の高いバッファや酵素液について、最適な性能を得るために

推奨とする溶解・温度管理・ピペッティング・混合の特異的な説明が記載されております。反応を行

う際は、プロトコルに記載されているすべての内容に従って実施してください。 

✓ PCRサイクル数は最適化が必要な場合があります。再度、そのサンプルについては PCR反応のサ

イクル数を 1～2サイクル増やし、ライブラリ調製を試してください。 

✓ 固層可逆固定法 （SPRI） による精製ステップに不具合がある可能性があります。精製に用いてい

る AMPure XPビーズの使用期限をご確認ください。ビーズの保存や操作の条件は、製造元推奨の

内容に従ってください。使用前は必ず 30 分以上室温においてください。SPRI の操作では、新しく調

製した 70 %エタノールを使用してください。 

✓ ライブラリ DNA を高感度のアッセイで分析し、濃度を決定してください。お使いのプラットフォームで

の高感度 DNA 解析キットについては、agilent.comの自動電気泳動ページをご覧ください。 

End Repair-A Tailing Buffer中に固形物が確認される 

✓ 溶液を高速のボルテックスミキサにて混合し、固形物を溶解してください。始めに溶解したときに固

形物があっても性能には影響しませんが、その後よく混合して固形物を溶解してからお使いください。 

得られたライブラリの断片長が想定と異なる 

✓ SPRI精製におけるDNAの断片長による選別は、サンプルと AMPure XP ビーズとが正しい比率で

存在している状況で実施されていることに依存しています。ビーズプレートを準備するときは、ビー

ズを均等な色の均一な状態になるまでよく混合してから、shallow well reservoirに注いでください。

ビーズプレートの準備が完了したら、シールをして使用するまで 4℃で保管してください。 

得られたライブラリの QCで低分子量のアダプターダイマーピークが検出される 

✓ 想定されるピーク以外に、低分子量のピークがあることは、ライブラリ中にアダプターダイマーが存

在している可能性を示唆しています。84ページの図 10と同程度にアダプターダイマーの割合が低

い場合は、そのまま進んでも問題ありません。過剰なアダプターダイマーが含まれていると、ライブ

ラリの収量が低下する可能性があります。 
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G230532 

SureSelect製品に関するお問い合わせ 
Tel: 0120 - 477 - 111 

Mail: email_japan@agilent.com 

電話・メール受付時間 土、日、祝祭日、5/1を除く 

9：00～12：00、13：00～17：00 

 

※ SureSelectのプロトコル名とともに、テクニカルな質問と明示してください。 

※ 価格、納期等のご質問は担当営業にご連絡ください。 
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