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1. はじめに 

 
 

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。 

 

本日本語プロトコルは、英語版の 

 

Protocol 

SureSelect QXT Automated Target Enrichment  

for Illumina Multiplexed Sequencing 

Version C0., November  2015 

G9681-90010 

 

に対応しています。 

 
このプロトコルでは、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 Agilent の SureSelect 

QXT 自動化対応キットを用い、ゲノムの中のターゲット領域を Capture するための操作手順を記述し

ています。本プロトコルは、ビオチン化 RNA オリゴマーライブラリ（Bait）を使って、ターゲットとするゲノ

ム DNA の領域を、リピート配列やターゲット領域以外のシーケンスを除いて濃縮するために開発、最

適化されています。サンプル調製ステップは NGS 自動化システムで多くの部分が自動化されています。 

 

このプロトコルは、イルミナ社マルチプレックスペアエンドシーケンス対応用の SureSelect QXT ターゲ

ットエンリッチメントシステム自動化対応キットを用いて、ライブラリを調製するためのものです。自動化

用ではない SureSelect QXT ターゲットエンリッチメントシステムライブラリ調製キットを使用する場合、

別途、専用プロトコルを参照ください。シングルエンド、マルチプレックスではないペアエンド、メイトペア

シーケンス、その他のライブラリには対応していませんので、ご注意ください。 

 

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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安全性に関する警告表示 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 CAUTION 通知は、正しく実行されないか、注意事項が遵守されない場合、製品

の損害または重要なデータの損失につながる危険性を警告しています。示され

た条件を完全に理解し、その条件が満たされるまでは CAUTION 通知の次のス

テップには進まないでください。 

CAUTION 
 

  

 WARNING 通知は、正しく実行されないか、注意事項が遵守されない場合、怪

我や死亡事故につながる危険性を警告しています。示された条件を完全に理解

し、その条件が満たされるまでは WARNING 通知の次のステップには進まない

でください。 

WARNING 
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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． SureSelect QXT ターゲットエンリッチメントシステムのための Agilent NGS 自動

化システムの使用 

この章では、Agilent NGS 自動化システムの紹介、SureSelect ターゲットエンリッチメントシステ

ムプロトコルの概要、および SureSelectの実験をデザインする際の Agilent NGS 自動化シス

テムを使った自動化プロセスで注意すべきポイントについて説明しています。 

 

３． サンプル調製 

この章では、ターゲット領域の濃縮に用いる gDNAサンプルからライブラリを調製するステップ

について説明しています。 

 

４． ハイブリダイゼーション 

この章では、SureSelectもしくは ClearSeq キャプチャライブラリを用いて、前章で準備した

DNA ライブラリをハイブリダイズし、ターゲット領域を濃縮するステップについて説明しています。 

 

５． Index付加と Multiplexing Sequencingのためのサンプル調製 

この章では、ターゲット領域濃縮後のサンプルの増幅、精製と品質チェックのステップについて

説明しています。Multiplexing Sequencingを行うサンプルの調製方法のガイドラインを掲載し

ています。 

 

６． リファレンス 

この章では、本実験に用いる試薬や消耗品の付加的な注意点と、Index配列について説明して

います。 
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Version C0での変更点 

 NextSeq 500 v2 プラットフォームで使用するカスタムシークエンス用プラ

イマーミックス溶液の内容を更新しました（p.115 表 63、表 64をご参照く

ださい）。 

 BaseSpaceを利用して NextSeq 500 v2プラットフォームでのランを実施

する際の P5 Index配列情報を更新しました（p.124 表 72をご参照くださ

い）。 

 Qubit dsDNA Assay Kit の製品名を更新しました（p.12 表 1、p.38 ス

テップ 4をご参照ください）。 

 SureCycler 8800 PCR プレートの互換性に関する情報を更新しました

（p.34 Caution欄をご参照ください）。 

 Agilent 4200 TapeStationをご利用いただく場合の情報もサポートされて

います（p.15 表 5をご参照ください）。 

 Axygen 社 96 Deep Well プレートの型番情報を改訂しました（p.15 表 

5をご参照ください）。 

 NucleoClean decontamination スプレー溶液の型番情報を改訂しました

（p.15 表 5をご参照ください）。 

 

 

 

Version B1 での変更点 

 ClearSeq Comprehensive Cancer ライブラリを含む ClearSeqキャプチ

ャライブラリの情報をサポートしています（p.14 表 3をご参照ください）。 

 Human All Exon v6 キャプチャライブラリの情報をサポートしています

（p.13 表 2をご参照ください）。 

 HiSeq 2500ラピッドランモードでシークエンスする際に使用する SBSキッ

トの構成品の詳細を更新しました（p.112 表 59をご参照ください）。 

 NextSeq 500 v2を使用したシークエンスをサポートしています（p.115 表 

63をご参照ください）。 

 Qubit dsDNA Assayキットの型番情報を改訂しました（p.12 表 1をご参

照ください）。 
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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。 

 

 

 

 

 

操作に関する注意 

≪重要≫ 

 Agilent SureSelect QXTシステムで最適なパフォーマンスを実現するためには、高品質の DNAサ

 

 本プロトコルは Agilent NGS 自動化システムを用いたサンプル自動調製について説

明します。Agilentの SureSelect QXT Target Enrichment Kit（イルミナマルチプレッ

クスシーケンシグ対応）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（Gの和訳版）を参照ください。 

NOTE 
 

 

 本製品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。 

NOTE 
 

 

 本 SureSelect QXT自動化システム対応キットにつきましては、他のマニュアル操作

の製品と同様に、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サ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。 

NOTE 
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ンプルが必要です。Workflowを始める前に、DNAサンプルの品質を確認してください。DNAの損傷

を防ぐため、希釈した DNA溶液は 4℃で保存し、凍結融解を繰り返さないようにしてください。 

 SureSelect QXTライブラリの調製は、DNAサンプルやキット構成品の反応溶液の量の変動にとて

も影響を受けやすいため、DNAサンプルは p.38に記載の方法で希釈、定量することが重要です。

すべての反応溶液は慎重に定量し、本プロトコルに記載されたとおりに混合してください。溶液の正

確な定量を行うために、定期的なピペットのキャリブレーションを行ってください。 

 SureSelect QXT Enzyme Mixの取扱いに注意してください。–20°Cで保存していたバイアルを使用

する際は、氷上もしくは冷却ブロックに置き、使用後は－20℃で保存してください。 

 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 NGS 自動化シス

テムのごく近くに置き、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 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 21ページの図 2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。 

 Thermo Scientific ReservoirをMiniHubにセットする際は、かならず、切り欠きの部分が MiniHub

の中心側を向くように置いてください。切り欠きをMiniHubの外側に向けないようにしてください。 

 黒アダプターに ABI MicroAmpプレートをセットする場合やシルバーの Nunc DeepWellプレートイン

サートに Nunc DeepWell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。 

 実験スペースは常にクリーンな状態にします。 

 gDNAを含む溶液は、基本的には Vortexで混合しないようにしてください。指でそっとタッピングする

ことで、液を混合するようにしてください。ただしプロトコルで Vortexによる混合が指定されている個

所は、プロトコルにしたがってください。 

 gDNAを含む溶液は、できるだけ凍結融解の繰り返しを避けるようにしてください。本プロコトルに示

されている stopping pointでは、gDNAサンプルを 4°Cで一晩保存できます。24時間以上保存する

場合にはサンプルは-20°Cで保存してください。ただし、サンプルの凍結融解の繰り返しは避けてくだ

さい。 

 凍結しているストック溶液を使用する際には次のステップで行います。 

1. 室温以上の温度で加熱しないように、かつできるだけ速く分注された溶液を融かします。 

2. Vortex Mixerで軽く短時間混ぜ、遠心機で５～１０秒遠心して、チューブの壁やふたについた液

を落とします。 

3. 使用時までオンアイスまたは冷却ブロックの中で保存します。 
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 本バージョンから、アジレントサービス担当者向けの機能として、据え付け時のソフトウェアの動作確

認のため、インキュベーションとミックスの時間をスキップして、プログラムを走らせる機能が付加され

ました。Form画面の一番右下に次の画面があります。 

 

 

 

 

この設定に誤ってチェックを入れると、正

常なインキュベーションとミックスが行われません。 

誤ってチェックを入れたままプログラムをスタートすると、次のメッセージが画面に現れます。 

 

このメッセージが画面に現れたら、プログラムが正常動作しませんので、Pause and Diagnosisの

ボタンをクリックしてください。続けて以下の Schedule Pausedのポップアップ画面が出ますので、

ここで Abort Processをクリックし、Protocolを Abortで止めてから、Advanced Settingの

TESTING ONLYのチェックを外して、再度ランさせてください。 

 

 Biosafety Level 1(BL1)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 

 

  

 

 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  SureSelect QXTターゲットエンリッチメントに必要な試薬 

 

 

 
  

http://agilentgenomics.jp/
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表 2 SureSelectXT自動化キャプチャライブラリ 
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表 3 ClearSeq自動化キャプチャライブラリ 

 

 

オプション試薬 

表 4 SureSelect QXT ターゲットエンリッチメントのオプション試薬 
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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 5 SureSelect QXT ターゲットエンリッチメントに必要な装置、消耗品類 

 
表 5  SureSelect QXTターゲットエンリッチメントに必要な装置、消耗品類 

http://agilentgenomics.jp/
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SureSelect Target Enrichment Procedureの概要 31 

自動化ランを行う上での実験条件の検討 34 

 

 

 

この章では、Agilent NGS自動化システムの紹介、SureSelect QXT Target Enrichmentのプロト

コルの概要、および Agilent 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。 

 
  



2. Agilent NGS 自動化システムを使用した SureSelect QXT Target Enrichment 

 
 

Agilent NGS自動化システムについて 

Agilent NGS 自動化システム 

Agilent NGS 自動化システムは、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。 

 

 

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、0.1 µLから 250 µLまでの液体を正確に分注できます。 

 

 

  

 

 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。Bravo Platform User Guide（G5409-90004）および VWorks 

Software User Guide（G5415-90002）を参照してください。 

CAUTION 
 

Bravo
マイクロプレー
ト用水平型自動
分注機

BenchCel
スタッカー付き

マイクロプレート
用自動ハンドラー

MiniHub
各種マイク
ロプレート
ハブステー
ション

Plate

Loc
自動シー
ラー
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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 

 

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。 

 

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°C）または低温（4°C）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

P.20の表 6のように示されます。 

  

前 

後 
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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。） 

 

 

 

  

 

 

 

 

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。 

 
 
 
 
 
 
  

Bravoデッキの位置 Inheco Multi TEC Control Screenの表示 

4 CPAC 2 1 

6 CPAC 2 2 
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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。 

 
 
 
 
 

 

 

MiniHubについて 

MiniHubにプレートをセットする際には、いつも図 2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。Thermo Scientific ReservoirをMiniHubにセットする際は、

かならず、切り欠きの部分が MiniHubの中心側を向くように置いてください。切り欠きをMiniHubの外

側に向けないようにしてください。 

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。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2 Agilent Labware Minihub プレート配置図 

 

［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
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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、Initilize MiniHubボタンを押してイニシャライズをかけることができる

ようになりました。 

 

 

 

 

 

 

 

 

ただし、この機能は、上記の Initilize 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。 

 

 

Initilize MiniHub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、SureSelectXT 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 ℃から -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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 VWorks Automation Control ソフトウェア 

 

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 SureSelect_XT_Illumina.VWForm 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. Pass word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。  

VWorksソフトウェアはお使いの Agilent SureSelectXT 自動化システムに含まれ、ロボットと周辺機器を

パソコンで制御できます。Agilent SureSelectXT 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。 

 

 このマニュアルは、VWorks software version 11.3.0.1195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。 

NOTE 
 

mailto:email_japan@agilent.com


2. Agilent NGS 自動化システムを使用した SureSelect QXT Target Enrichment 

25 
 

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のためのファイルには、.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。 
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SureSelectQXT_ILM_v1.0.VWFormを使用したランの設定と開始 

VWorks を起動すると、下に示す SureSelectQXT_ILM_v1.0.VWForm が画面に現れます。この画面

上で、各 SureSelect自動化プロトコルまたはランセットの設定および開始を行います。 

 
 
 

 

 

1. デスクトップの SureSelectQXT_ILM_v1.0.VWForm ショートカットを使ってこのフォームを開きます。 

2. 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。 

3. 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

リックします。 

  



2. Agilent NGS 自動化システムを使用した SureSelect QXT Target Enrichment 

27 
 

4. 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。 

 
 

 

 

5. SureSelectXT 自動化システムが正しくセットアップされたことを確認したら、Run Selected Protocol

をクリックしてください。  
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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。必ず下記の指示にしたがって、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 Agilent 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。 

 

 
 

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したがってください。 

 

 

 

 

 

 

 SureSelect_XT_Illumina 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。 

NOTE 
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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 on/offをクリックして、Full Screen offの状態にし

ます。 

 

 

 

2. 画面上部の Control Toll Bar から LogOut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

きされてしまう怖れがあります。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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SureSelect QXT Target Enrichment Procedure の概要 

イルミナ社のペアエンドシーケンスプラットフォームを用いてライブラリを調製する際の SureSelect QXT

ターゲットエンリッチメントのワークフローを図 3で説明します。シーケンスを行うためのサンプルは、まず

それぞれ、個別にライブラリ調製、ハイブリダイゼーション、キャプチャを行います。キャプチャ後のサン

プルを PCR 増幅するときに、あわせて Index（バーコード）シーケンスを各サンプルに付加します。

SureSelectQXT Library Prep kits.に含まれている dual index タグを使用することで、SureSelectでキ

ャプチャするターゲット領域のサイズに応じて、1 レーンあたり最大 96 サンプルまでプールして、マルチ

プレックスシーケンスが行えます。イルミナ社のマルチプレックスシーケンスでは、1 ランに用いる 1 フロ

ーセルのすべてのレーンをマルチプレックスシーケンスにする必要があります（ご使用のバージョンによ

っては、この制限がない場合もあります）。詳細はイルミナ社のプロトコルを参照ください。 

表 7には、SureSelect QXT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される VWorks プロトコルの詳細な説明については、サンプル調製、ハイ

ブリダイゼーション、およびマルチプレックスシーケンスのための Index 付加とサンプル準備の各章を参

照してください。 
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図 3 サンプル調製ワークフロー 
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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 NGS 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。ただし、自動化用の試薬は 24検体単位で使用したときに過不足がないように調整さ

れているので、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。 

 

表 8 カラム数とサンプル数の対応表 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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。 

  

カラム数 総サンプル数 

1 8 

2 16 

3 24 

4 32 

6 48 

12 96 



2. Agilent NGS 自動化システムを使用した SureSelect QXT Target Enrichment 

35 
 

自動化プロセスで 96ウェルプレートに入れる gDNAサンプルの場所について 

 Agilent NGS 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。 

 

 ハイブリダイゼーションのステップ（図 3）では、プレートの各ロウ（Row、行）に異なる種類の

SureSelect Capture Library をセットすることができます。調製したアダプター付き DNA ライブラリ

が適切な SureSelect Capture Library と一致するように実験を計画してください。詳細はハイブリ

ダイゼーションの項目を参照ください。 

 キャプチャ後の増幅ステップ（図 3）では、キャプチャターゲットのサイズの違いによって PCR 増幅

サイクル数が異なることがあります。同じ PCR サイクル数となるターゲットサイズの Capture 

Library を同じプレートで処理するようにしてください。詳細はキャプチャ後の増幅ステップの項目を

参照ください。 

 キャプチャ後の SureSelectライブラリへの dual Indexタグの割り当てと gDNAサンプルの 96ウェ

ルプレート上の位置を対応させておく必要があります。例えば、DNAサンプルプレートの同じロウの

サンプルはすべて同じ P5 index プライマーが割り当てられます。実験を開始する前に p.94 の

「Indexプライマーの割り当ての決定」および p.125 の「dual Indexプライマーの割り当てガイドライ

ン」を参照して、Indexと gDNAサンプルが適切に配置されるように計画することが重要です。 

 

装置の設置について 

 ワークフローのハイブリダイゼーションのステップでは、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 SureSelectXT 自動化システムの近くに設置するようにしてください。  



2. Agilent NGS 自動化システムを使用した SureSelect QXT Target Enrichment 

 
 

PCRプレートのタイプについて 

本自動化プロトコルの中では、サンプルをサーマルサイクラに移す前の準備として、PCRプレートに試

薬やサンプル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リキ

ッドハンドリング作業を行うために、SureSelectQXT_ILM_v1.0.VWForm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、本

システムでサポートされた、下記の何れかの PCRプレートであることを確認して下さい。 

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。 

 

 

 

 

 

表 9 サポートされている PCRプレートの型番情報 

 
 

  

 

 サポートされている各 PCRプレートのベンダーと型番の情報は、表 9に記載されていま

す。様々なタイプのサーマルサイクラが使用可能となっています。 

表 9のプレートのうちいくつかのプレートは使用を推奨している SureCycler 8800サー

マルサイクラに適していません。本自動化プロトコルで SureCycler 8800サーマルサイ

クラを使用する際には 96 Agilent semi-skirted PCR plateを使用してください。 

SureCycler 8800サーマルサイクラ以外のサーマルサイクラをご利用になる際は表 9

のプレートの中から使用予定のサーマルサイクラで使用可能なプレートを選択して下さ

い。 

CAUTION 
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STEP5.  電気泳動による gDNAライブラリのサイズチェックと定量  59 

 

 

この章では、イルミナ社のペアエンドマルチプレックスシーケンスプラットフォームでランするための

DNA ライブラリを、Agilent NGS 自動化システムを用いて調製する方法を説明します。マルチプレ

ックスシーケンスを行うサンプルは、96 ウェルプレートのウェルの中で個別に、ライブラリ調製、ハイ

ブリダイゼーション、およびキャプチャのステップが行われます。キャプチャ後のサンプルを PCR 増

幅するときに、あわせて Index（バーコード）シーケンスを各サンプルに付加します。SureSelect で

キャプチャするターゲット領域のサイズに応じて、SureSelect QXT ターゲットエンリッチメントキット

に含まれるイルミナシーケンサ用の Index タグを使って、1 レーンあたり最大 96 サンプルまでプー

ルして、マルチプレックスシーケンスを行うことができます。 

 

 

 

 

 

  

 

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

できるだけ正確に DNAを定量するために Qubitシステムの使用を強くお勧めします。 
NOTE 
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STEP1 DNAサンプルと試薬の準備 

SureSelect QXT 自動化システムライブラリ調製を開始する前に、実験に必要なものを準備することが

重要です。このステップでは、サンプル gDNA を慎重に定量し、サンプルプレートに入れていきます。調

製や常温に戻すことが必要な試薬もこのステップで準備します。 

 

1. SureSelect QXT Library Prep Kit Box 2 (-20℃保存)から DMSOチューブを取り出します。 

DMSOチューブは p.48で使用するまで室温に置きます。 

 

2. プロトコル p.41および p.55の精製ステップで用いる試薬を準備します。 

a. 使用する分の AMPure XP ビーズを室温に戻します。使用する少なくとも 30分以上前にビ

ーズを室温に出しておく必要があります。保管時も含め、決して凍らせないようにしてくださ

い。 

b. 精製で使用する 70% エタノールを 150 ml調製します。同じ日に実施する別の精製ステッ

プで用いる 70% エタノールをここで調製し、密閉して置いておくことは出来ますが、エタノー

ルの濃度が回収率に影響を与えるため、調整済み 70% エタノールはその日の内に使い切

ることを推奨致します。 

 

3. SureSelect QXT Hyb Module Box 1(常温保存)から SureSelect QXT Stop Solutionを取り出し、

容器のラベルと以下の説明を確認し、本試薬がエタノールを 25 %含むことを確認してください。 

 

容器を開封して最初に使用する前に、4.5 mL の Stop Solution を含む試薬ボトルに 1.5 mL の

100 %エタノールを加え、最終エタノール濃度が 25 %になるように調製します。ボトルの蓋をきっち

りと閉め、ボルテックスミキサでよく攪拌します。エタノールを加えた後は、後で使用する際にエタノ

ール添加済みであることが明確に分かるように、ラベルに印を付けておいてください。 

調製済みの 1x SureSelect QXT Stop Solutionは p.42で使用するまで、蓋をきっちりと閉めて室

温にて保管します。 

 

4. gDNA サンプルを、以下に示すように二段階の手順で、蛍光検出器 Qubit により定量・希釈します。 

a. Qubit dsDNA BR Assayまたは Qubit dsDNA HS Assayを用いて、各 gDNAサンプルの

初期濃度を測定します。Qubitの取り扱い説明書を参照してください。最適な断片化結果の

ためには gDNA を正確に定量し、適切な量を用いる必要があります。そのためにこの二段

階の希釈ステップは、非常に重要です。 

b. DNA の吸着が起きにくい LoBind の 1.5 mL チューブを用いて、Nuclease-free 水で各

gDNAサンプルを 100 ng/uLの濃度に希釈します。 

c. 再度 Qubit dsDNA BRまたは HS Assayを用いて、100 ng/uLに調整した gDNAサンプ

ルの濃度を注意深く正確に測定します。 

d. cで再測定した濃度をもとに、LoBindの 1.5 mLチューブを用いて、Nuclease-free水で各

gDNAサンプルの最終的な濃度を 10 ng/uLに調整してください。 

 

5. Agilent NGS 自動化システムで処理するために、10 ng/ulの gDNAサンプルを 5 ulずつ 96 ウ

ェル Eppendorfプレートのウェルにカラムごとに A1から H1、A2から H2、最後に A12から H12

の順番で移します。 
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6. PlateLoc Thermal Microplate Sealerでプレートをシールします。設定は、165°C、1.0秒です。 

 

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

す。このプレートは p.45で使用するまで氷上に置きます。 

  

 

 Agilent NGS 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。p.34の「自動化ランを行う上で

の実験条件の検討」を参照してください。 

NOTE 
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STEP2 Genomic DNAの断片化とアダプタータグの付加 

このステップでは、自動化システムのランセット LibraryPrep_QXT_ILM_v1.0.rstを用いて、単一の反応

により、gDNA を酵素反応により断片化し、各フラグメントの両端にアダプターを付加します。断片化およ

びアダプター付加後、自動化システムはアダプター付き gDNA ライブラリを AMPure XP ビーズで精製

します。 

 

このステップでは、表 10に示された SureSelect QXT Reagent Kit に含まれる試薬と、p.38から p.39

で準備をした試薬を使用します。 

 

表 10 DNAの断片化とアダプター付加の試薬 

 
 

 

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。チラーの電源は

入れないで OFFのままにして使用してください。 

 

2. NucleoClean decontaminationスプレー溶液をキムワイプなどに含ませて、Labware MiniHub、

Bravoデッキ、および BenchCelをやさしく拭いてください。NucleoClean decontaminationスプレ

ー溶液が、使用する 96プレート類に直接かからないようにご注意ください。 

 

3. Bravoデッキ 4番の温度を Inheco Multi TEC コントロールタッチスクリーンで 52 ℃に設定します

（Bravo デッキヒートブロックの温度設定を参照してください）。Bravo デッキ 4 番は Inheco Multi 

TEC コントロールタッチスクリーンで CPAC 2 1 に相当します。さらに Bravo デッキ 6 番の温度を

Inheco Multi TECコントロールタッチスクリーンで 4 ℃に設定します。Bravoデッキ 6番は Inheco 

Multi TECコントロールタッチスクリーンで CPAC 2 2に相当します。 

 

4. デッキ 9番のチラーを 0 ℃に設定します。チラーリザーバーには少なくとも 300 mlの 25%エタノー

ルが入っていることをご確認ください。 

 

5. 赤いアルミニウムインサートをデッキ 4番と 9番に載せます。 

  



3. サンプルの調製 

41 
 

6. 表 11にしたがってチップボックスを Bench Microplate Handling Workstationにセットします。 

 

表 11 LibraryPrep_QXT_ILM_v1.0.rst用の BenchCelの初期配置 

 

 

7. P.21 の図 2 に示す向きで、表 14 にしたがって Labware MiniHub に空のプレートやチップボック

スなどをセットします。 

 

AMPure beadsによるサンプル精製試薬の準備 

8. AMPure XP ビーズ懸濁液が室温に戻っていることを確認します。凍結保存はしないようにしてくだ

さい。 

9. ビーズ懸濁液の状態や色が均一になるまで、よく混合します。 

10. 均一な状態にした AMPure XPビーズ懸濁液 55 µLを、Nunc DeepWellソースプレートの使用す

る各ウェルに入れます。このソースプレートを MiniHubのカセット 3、shelf 2に置きます。 

11. 15 mLの nuclease-free水を入れた Thermo Scientificリザーバーを準備します。 

このリザーバーをMiniHubのカセット 2、 shelf 2に置きます。 

12. 45 mL の新しく調製した 70%エタノールを入れた Thermo Scientific リザーバーを準備します。リ

ザーバーの側面に nuclease-free水と区別がつくように印をつけることをお勧めします。 

このリザーバーをMiniHubのカセット 2 、shelf 1に置きます。 
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ライブラリ調製マスターミックスと Stop Solution ソースプレートの準備 

13. Eppendorf  twin.tec full-skirted PCRプレートを用いて、Stop Solution ソースプレートを準備しま

す。 

1ウェルあたり 35 µLの 1×SureSelect QXT Stop Solution を使用する各ウェルに入れます。 

このプレートをMiniHubのカセット 4、shelf 4に置きます。 

14. SureSelect QXT bufferと SureSelect QXT Enzyme Mix ILMを高速設定のボルテックスミキサで

よく混合してスピンダウンします。 

これらの試薬は-20℃から取り出した時点で液体であり、使用した後はすぐに-20℃に戻してください。 

 

 

 

15. 表 12にしたがって、適切な量のライブラリ調製マスターミックスを準備します。 

ボルテックスミキサで 20秒間撹拌して反応溶液を完全に混ぜたのち、氷上に置きます。 

 

 

表 12 ライブラリ調製マスターミックスの準備 

 

  

 

 以下のステップでは、使用する試薬の僅かな量のばらつきでも、DNA断片のサイズの

ばらつきをもたらす可能性があります。 

SureSelect QXT Bufferと Enzyme Mixは、極めて粘性が高い溶液です。以下のステッ

プで示されている、分注および混合の方法に沿って実験するようにご注意ください。最善

の結果を得るためには、各試薬および反応溶液を完全に均一に混合することが極めて

重要です。 

CAUTION 
 

SureSelect QXT Reagent

SureSelect QXT Buffer 17 ul 267.8 ul 412.3 ul 556.9 ul 701.5 ul 1054 ul 2108 ul

SureSelect QXT Enzyme

Mix ILM
2 ul 31.5 ul 48.5 ul 65.5 ul 82.5 ul 124 ul 248 ul

Total Volume 19 ul 299.3 ul 460.8 ul 622.4 ul 784 ul 1178 ul 2356 ul

Volume for

1 Library

Volume for

12 Column

Volume for

1 Column

Volume for

2 column

Volume for

3 Column

Volume for

4 Column

Volume for

6 Column
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16. Nunc DeepWell plateを用いて、ステップ 15で準備した溶液を含む Library Prep Master Mix ソ

ースプレートを準備します。 

Library Prep Master Mixを表 13に示すように、Nunc DeepWell プレートのカラム 1の全てのウ

ェルに入れます。 

このマスターミックスは分注する間、氷上に置いてください。このマスターミックスソースプレートは

最終的に図 4のようになります。 

 

表 13 LibraryPrep_QXT_ILM_v1.0rst 用のマスターミックスソースプレートの調製 

 
 
 

 
 

図 4 LibraryPrep_QXT_ILM_v1.0.rst 用マスターミックスソースプレートのマスターミックスの配置 

 

  

Library Prep Master Mix 34.9 ul 55.1 ul 75.3 ul 95.5 ul 135.8 ul 267.1 ul
Column 1

(A1-H1)

Volume of Master Mix added per Well of Nunc Deep Well Source Plate

12-Column

Runs

6-Column

Runs

4-Column

Runs

3-Column

Runs

2-Column

Runs

1-column

Runs

Master Mix Solution
Position on

Source Plate
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17. マスターミックスソースプレートを PlateLoc Thermal Microplate sealer でシールします。設定は

165℃、1.0秒です。 

18. 30秒間スピンダウンすることで、壁やプレートシールに付いた液を落とし、気泡を除きます。 

このマスターミックスソースプレートは氷上に置きます。 

 

 

 
 

Agilent SureSelect QXT 自動化システムのセット 

19. プレートの向きに注意して、表 14にしたがって、MiniHubに試薬をセットします。 

 

表 14 LibraryPrep_QXT_ILM_v1.0.rst 用の MiniHubの初期配置 

 

  

 

 ソースプレートの液中に気泡が入っていると、Bravoによる正しい液量の移動ができませ

ん。自動化システムのランを始める前にソースプレートをシールし、スピンダウンを必ず行っ

てください。 

NOTE 
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20. 表 15にしたがって、Bravo デッキにプレートをセットします。 

 

表 15 LibraryPrep_QXT_ILM_v1.0.rst用の Bravoデッキの初期配置 

 

 

VWorks ランセット LibraryPrep_QXT_ILM_v1.0.rst  の実行 

21. セットアップフォームの SureSelect Protocol to Run の下の LibraryPrep_QXT_ILM_v1.0.rst.を

選択します。 

22. 使用するサンプルのカラム数を選択してください。1、2、3、4、6、または 12 カラムが選択できます。 

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

 

 

24. 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。 

 

25. ミニハブ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。 

 

26. 確認後 Run Selected Protocolをクリックしてください。 
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27. 開始する準備ができたら、下記のウィンドウの OKをクリックしてください。 

 

 

LibraryPrep_QXT_ILM_v1.0.rst  ランセットは約 1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サンプルは Bravoデッキの 7番にあるエッペンドルフプレートに入った状態になります。 
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STEP3 アダプター付き gDNAライブラリの増幅 

このステップでは、Agilent SureSelectXT 自動化システムはプロトコル Pre-Capture 

PCR_QXT_ILM_v1.0.proを用いて、アダプター付き DNAサンプルの増幅のための溶液分注ステップ

を行います。その後、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 16に記載の SureSelect QXT Reagent Kitに含まれる試薬を使用します。 

 

表 16 キャプチャ前ライブラリ増幅の試薬 

 

 

 
 

ワークステーションの準備 

1. チラーの電源を入れ、0 ℃にセットします。Bravo デッキの 9 番が相当します。チラーリザーバー

は少なくとも 300 mLの 25%エタノールを含むことを確認してください。 

2. LibraryPrep_QXT_ILM_v1.0.rst ランで使用した Labware MiniHubのカセット１ shelf１、shelf2

のチップボックスは残し、他のポジションのプレートとチップボックスはすべて片付けてください。 

3. Bravoデッキヒートブロックの温度設定(p.19)を参照し、Inheco Multi TEC Control タッチスクリー

ンを使って Bravoデッキ 6番の温度をあらかじめ 4°Cに設定してください。Bravoデッキ 6番は

Inheco Multi TEC Controlタッチスクリーンで CPAC 2 2に相当します。 

  

 

 ライブラリのクロスコンタミネーションを防ぐために、PCR反応液の調製はラボで決めら

れたクリーンエリアか、UVランプを備えた PCRフード中にて陽圧の環境下で実施してく

ださい。 

CAUTION 
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4. 表 17にしたがって BenchCel Microplate Handling Workstationにチップボックスをセットします。 

 

表 17 Pre-Capture PCR_QXT_ILM_v1.0.pro用の BenchCelの初期配置 

 

 

pre-capture 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準備 

5. 表 18にしたがって pre-capture PCRマスターミックスを適量調製します。ボルテックスでよく攪拌し、

氷上に置いておきます。 

 

表 18 キャプチャ前 PCRマスターミックスの調製 

 
  



3. サンプルの調製 

49 
 

6. LibraryPrep_QXT_ILM_v1.0.rstのランで用いた Nunc DeepWellマスターミックスソースプレート

を使用します。マスターミックスソースプレートのカラム 2のすべてのウェルに、下記の表 19に記載

されている量の PCRマスターミックスを加えます。このマスターミックスソースプレートは最終的に

図 5のようになります。 

 

 

表 19 Pre-Capture PCR_QXT_ILM_v1.0.pro用マスターミックスソースプレートの準備 

 

 

 

  

 

 pre-capture PCRソースプレートを新しい Nunc DeepWellプレートで作成する場合でも、

column 1のウェルはすべて空のまま、column 2のすべてのウェルに PCRマスターミックス

を加えてください。 

NOTE 
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図 5 Pre-Capture PCR_QXT_ILM_v1.0.pro用マスターミックスソースプレートの配置 

 
 
 

7. 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°C、1.0秒です。 

8. 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落とし、気泡を除きます。 

 

  

 

 ソースプレートの溶液に泡があると Bravo液体分注プラットフォームで正確に容量が測れな

いことがあります。必ずソースプレートをランの前にシールし、遠心してください。 
NOTE 
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Agilent NGS自動化システムの実行 

9. 表 20にしたがって Labware MiniHubを準備します。 

 

表 20 Pre-Capture PCR_QXT_ILM_v1.0.pro用のMiniHubの初期配置 

 
*The clean tip box (Cassette 1, Shelf 2) と waste tip box (Cassette 1, Shelf 1) は 

LibraryPrep_QXT_ILM_v1.0.rst のランの後にそのまま残し、再び使用します。 

 

 

 

10. 表 21にしたがって Bravoデッキを準備してください。 

 

表 21 Pre-Capture PCR_QXT_ILM_v1.0.pro用の Bravoデッキの初期配置 

 

 

  

 

 カセット 1の Shelf2に新しいチップボックスを設置する場合はランの前にチップボックスのカ

ラム 1のチップをすべて取り除いてください。カラム 1にチップが入っていると Bravoプラット

フォームのピペットヘッドが適切に作動せず、クラッシュする危険があります。 

NOTE 
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VWorks プロトコル Pre-CapturePCR_QXT_ILM_v1.0.proの実行 

11. SureSelectセットアップフォームの Select Protocol to Runの下の 

Pre-CapturePCR_QXT_ILM_v1.0.proを選択します。 

12. Select PCR plate labware for Thermal Cyclingの下のプルダウンメニューから、Bravoデッキ

の 6番に設置する PCRプレートのタイプを選択します。 

13. 使用するサンプルのカラム数を選択してください。1、2、3、4、6、または 12 カラムが選択できます。 

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

 

15. NGS 自動化システムがフォームの 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。 

 

 

16． ミニハブ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。 

17． 確認後 Run Selected Protocolをクリックしてください。 

 

 

Pre-CapturePCR_QXT_ILM_v1.0.pro プロトコルの実行には約 15 分かかります。完了すると、DNA

サンプルと PCRマスターミックスが混合された PCR-ready サンプルが Bravoデッキ 6番の PCRプレ

ートに入っています。 
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18． 次のメッセージが VWorks画面上に表示されたら、PCRプレートを Bravoデッキの 6番から取り外

し、PlateLoc Thermal Microplate Sealerでシールします。設定は 165℃、3.0秒です。 

 

 

 

19． プレートを 30秒間遠心し、壁に付いている溶液を底に集め、気泡を除きます。 

20． PCRプレートをサーマルサイクラに移し、表 22に記載されている増幅プログラムを実施してくださ

い。 
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表 22 Pre-Capture PCRサイクルプログラム 
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STEP4 AMPure XPビーズによるアダプター付き gDNAライブラリの精製 

このステップでは、Agilent NGS自動化システムで AMPure XPビーズと増幅したアダプター付き gDNA

ライブラリを Nunc DeepWellプレートに移して撹拌し、ビーズに結合した DNAを洗浄、溶出する操作を

実行します。 

 

ワークステーションと試薬の準備 

1. Labware MiniHubと BenchCel上のプレートとチップボックスは、すべて片付けてください。 

2. AMPure XP ビーズが室温であることを確認してください。（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）AMPure XPビーズは冷凍保存し

ないように注意してください。 

3. ビーズ懸濁液の状態や色が均一になるまで、よく混合します。 

4. 均一な状態にした AMPure XPビーズ懸濁液 55 µLを、Nunc DeepWellソースプレートの使用す

る各ウェルに入れます。使用するサンプル数にあわせて、必ず A1から H1に、続いて A2から H2

にという順番で、ビーズを入れるようにしてください。 

5. 20 mLの nuclease-free水を入れた Thermo Scientificリザーバーを準備します。 

6. 45 mLの新しく調製した 70%エタノールを入れた Thermo Scientificリザーバーを準備します。 

7. 増幅した DNAサンプルの入った PCRプレートを 30秒間遠心して壁やプレートシールについた液

を落とします。 
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8. 表 23にしたがって Labware MiniHubに試薬をセットします。ワークステーションの Labware 

MiniHubにプレートをセットする際は p.21の図 2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。 

 

表 23 AMPureXP_QXT_ILM_v1.0.pro:Pre-Capture PCR用の MiniHubの初期配置 

 

 

9. 表 24にしたがって Bravoデッキにプレートをセットします。Bravoデッキ 9番には、赤いアルミニウ

ムインサートを置き、その上にプレートをセットして下さい。 

 

表 24 AMPureXP_QXT_ILM_v1.0.pro:Pre-Capture PCR用の Bravoデッキの初期配置 
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10. 表 25にしたがって BenchCel Microplate Handling Workstationにセットします。 

 

表 25 AMPureXP_QXT_ILM_v1.0.pro:Pre-Capture PCR用の BenchCelの初期配置 

 

 

VWorks プロトコル AMPureXP_QXT_ILM_v1.0.pro：Pre-Capture PCRの実行 

11. セットアップフォームの Select Protocol to Run の下の AMPureXP_QXT_ILM_v1.0.pro：

Pre-Capture PCRを選択します。 

 

 

12. Select PCR plate labware for Thermal Cyclingの下のプルダウンメニューから、Bravoデッ

キの 9番にある、増幅した DNAライブラリの入った PCRプレートのタイプを選択します。 

13. 使用するサンプルのカラム数を選択してください。1、2、3、4、6、または 12 カラムが選択できます。 

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

 
 
 
 
 
  

 

 AMPureXP 精製プロトコルは SureSelect の自動化ワークフローで複数回使用します。プロ

トコルもそれぞれ異なりますので、自動化プロトコルを開始するときには必ず正しいプロトコ

ルを選択するようにしてください。 

NOTE 
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15. NGS自動化システムがフォームの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。 

 

16. ミニハブ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。 

17. 確認後 Run Selected Protocolをクリックしてください。 

 

 

AMPureXP_QXT_ILM_v1.0.pro：Pre-Capture PCR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 DNAサンプルは Bravoデッキの 7番にある Eppendorfのプレートの中に入っています。 
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STEP5 電気泳動による gDNAライブラリのサイズチェックと定量 

精製、増幅したアダプター付き gDNAライブラリのサイズと濃度を、バイオアナライザ DNA1000アッセ

イもしくは TapeStation D1000 Screen Tapeを用いて測定します。 

 

Option 1: Agilent 2100バイオアナライザの DNA 1000 チップと試薬キットを使用する場合 

増幅したライブラリをバイオアナライザの DNA 1000 チップと試薬キットを用いて測定します。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. Agilent 2100 expertソフトウェアを起動し、バイオアナライザ本体とのコミュニケーションを確認しま

す。 

2. PlateLoc Thermal Microplate Sealerでプレートをシールします。設定は、165°C、1.0秒です。 

3. 各ウェルのサンプルを均一にするためプレートを 5 秒ボルテックスした後、30 秒間遠心して壁やプ

レートシールについた液を落とします。 

4. バイオアナライザの試薬ガイドに従い、チップ、サンプル、ラダを調製します。分析には各サンプル

にあたり 1µLずつ使用します。 

5. 調製が終わったチップをバイオアナライザにセットします。チップ調製後、5 分以内にランをスタート

させる必要があります。 

6. 結果をチェックします。図 6のように 245 bpから 325 bpの間にシングルピークのピークトップがあ

ることを確認します。 

 

 

7. 各ライブラリの濃度を測定します。スメアピーク全体の濃度をバイオアナライザの Smear analysis

機能を用いて定量します。正確な定量のために、得られた濃度がバイオアナライザ DNA 1000キッ

トの直線範囲内にあることを確認して下さい。 

 

Stopping Point: 次のステップをすぐに行わない場合、サンプルは 4°Cで一晩保存できます。 

１日より長く保存する場合は-20°Cで保存してください。 

  

 

 gDNA ライブラリのピークトップが 245 bp よりもかなり短い場合、最初の断片化ステップに

持ち込む gDNAサンプル量が 50 ngより少なかった可能性があり、Duplication Rateの高

い Sequencing データとなる可能性があります。逆に DNA ライブラリのピークトップが 325 

bp よりもかなり長い場合、最初の gDNA サンプルの量が 50 ng より多かった可能性があ

り、On Target %の低い Sequencingデータとなる可能性があります。 

NOTE 
 

http://agilentgenomics.jp/
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図 6 キャプチャ前 PCRで増幅されたアダプター付き DNAライブラリの Bioanalyzer 2100 

DNA1000 

アッセイの泳動図 
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Option 2: 4200（もしくは 2200） TapeStation と D1000 Screen Tapeを使用する場合 

TapeStationの D1000 ScreenTape (p/n 5067-5582)と専用試薬キット(p/n 5067-5583)を使用します。

TapeStationの操作マニュアルは下記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． Agilent TapeStation User Manualを参照してサンプルを準備して下さい。増幅された DNAライブ

ラリを 1 uL取り、D1000 sample buffer 3 uLと混合します。 

 

 

２． Agilent TapeStation User Manualを参照して、Step1のサンプルプレートまたはストリップチュー

ブ、D1000 ScreenTapeと Loading tipを TapeStationにセットします。ランを開始します。 

３． 結果をチェックします。図 7の泳動図のような分布が得られ、245 bpから 325 bp付近の位置に、

シングルスメアピークのピークトップがあることを確認します。 

 

 

４． このスメアピーク全体の濃度を Region Table機能を用いて、測定します。断片の分布パターンに

はサンプル間で多少の違いが見られることがあります。得られた濃度がキットの定量範囲内である

ことを確認して下さい。 

 

  

 

 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

最高速度に設定して 10秒 x2回、確実に混合して下さい。 

CAUTION 
 

 

 gDNA ライブラリのピークトップが 245 bp よりもかなり短い場合、最初の断片化ステップに

持ち込む gDNAサンプル量が 50 ngより少なかった可能性があり、Duplication Rateの高

い Sequencing データとなる可能性があります。逆に DNA ライブラリのピークトップが 325 

bp よりもかなり長い場合、最初の gDNA サンプルの量が 50 ng より多かった可能性があ

り、On Target %の低い Sequencingデータとなる可能性があります。 

NOTE 
 

http://agilentgenomics.jp/
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図 7 キャプチャ前 PCRで増幅されたアダプター付き DNAライブラリの 2200 TapeStation 

D1000 ScreenTapeで分析した泳動図  



4. ハイブリダイゼーション 

63 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. ハイブリダイゼーション 

 

 

 

 

 

STEP1. ハイブりダイゼーションを行うアダプター付き gDNAサンプルの準備 64 

STEP2.  gDNAライブラリとキャプチャーライブラリのハイブリダイゼーション 68 

STEP3. ハイブリダイズされた DNAサンプルの回収    82 

 

 

 

この章では、前章で調製したアダプター付き gDNA ライブラリと、アジレント社の SureSelect もしく

は ClearSeqのキャプチャライブラリを、ブロッキング試薬とともにハイブリダイズします。各アダプタ

ー付き gDNA ライブラリサンプルは PCR で Index タグを付加する前に、それぞれ個別にハイブリ

ダイズ、キャプチャを行ってください。 

 

 

 

  

 

 キャプチャライブラリとアダプタ付き cDNAライブラリの比は、高い Capture効率を得

るために極めて重要です。プロトコル記載の量にしたがって、ハイブリダイゼーションを

行ってください。 

CAUTION 
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STEP1 ハイブりダイゼーションを行うアダプター付き gDNAライブラリの準備 

各サンプルのアダプター付き DNAライブラリに対して、個別にハイブリダイゼーションとキャプチャを行

います。この段階ではサンプルをプールしないでください。 

ハイブリダイゼーションに使用するアダプター付き DNAライブラリの量はキャプチャライブラリのサイズ

によって異なります。表 26に示される範囲内で使用可能な最大量を使用してください。 

 

表 26 ハイブリダイゼーションに使用するアダプター付き gDNAライブラリ量 

 

p.59から p.62の手順で決定した各サンプルの DNAライブラリ濃度から、下記の式を用いて、ハイブリ

ダイゼーションに使用する各サンプル量を計算します。 

 

各サンプルの必要量(uL) ＝ 750 ng ／ DNAライブラリ濃度 （ng/ uL） 

もしくは 

各サンプルの必要量(uL) ＝ 1500 ng ／ DNAライブラリ濃度 （ng/ uL） 

 

サンプル量の総量が推奨される使用量より少ない場合は（ClearSeq DNA Kinomeかライブラリのサイ

ズが 3.0 Mb以下の場合では 750 ng、ライブラリサイズが 3.0 Mb以上の場合では 1500 ng）、すべて

の DNAサンプルをハイブリダイゼーションに使用してください。 

Agilent SureSelect QXT自動化プロトコル Aliquot_Libraries_v1.0.proでハイブリダイゼーションに使

用する各 DNAライブラリを新しいサンプルプレートに分注します。自動化プロトコルを実施する前に、必

要なサンプル量を自動化システムに指示するための表を下記の手順にしたがって作成する必要があり

ます。 

  



4. ハイブリダイゼーション 

65 
 

1. 図 8に示すように、ヘッダーをつけた.csv（comma separated value）ファイルを作成します。ヘッ

ダーの文字に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り、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の情報を入力します。 

 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、すべての Rowで同じになります。 

 SourceWell と DestinationWell の列には、プレートでのそれぞれのウェルの位置を入力します。

SourceWellと DestinationWellに書かれた内容は各サンプルについて同じになります。 

 Volumeの列には、ハイブリダイゼーションに使用する DNAサンプル量（µL）をそれぞれ入力し

ます（p.64のガイドラインを参照してください）。図 8に示すように、プレートの空のウェルにはす

べて 0と入力してください。空のウェルの行は削除しないようにしてください。 

 

図 8 カラムラン用のサンプル分取のためのサンプルスプレッドシート 

 
 

 
  

 

 サンプルスプレッドシートは下記のディレクトリにあります。 

C: > VWorks Workspace > NGS Option B > QXT_ILM_v1.0 > Aliquot Library Input 

Files > Aliquot_Libraries_full_plate_template.csv.  

 

Aliquot_Libraries_full_plate_template.csv ファイルをこのフォルダにコピーし、テンプレート

として Aliquot_Libraries_v1.0.pro ランの csv ファイルを作成するために使用できます。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には、96 ウェル分の

列（Volume 欄）はそのまま残し、使用しないウェルの Volume 欄を 0 と入力するように注意

してください。 

NOTE 
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3. VWorks ソフトウェアがインストールされている PC の次のフォルダに.csv ファイルをロードします。 

C: > VWorks Workspace > NGS Option B > QXT_ILM_v1.0 > Aliquot Library Input 

Files 

4. チラーの電源を入れ、0℃ にセットします。Bravo デッキの 9 番が相当します。チラーリザーバー

には少なくとも 300 mLの 25% エタノールが入っていることを確認してください。 

5. 表 27にしたがって Bravoデッキを準備します。 

 

表 27 Aliquot_Libraries_v1.0.pro用の Bravoデッキの初期配置 

 

6. SureSelectセットアップフォームの Select Protocol to Runから Aliquot_Libraries_v1.0.pro

を選択します。 

7. 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。 

 

9. ミニハブ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。 

 

10. 確認後 Run Selected Protocolをクリックしてください。 
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11. 下のダイアログボックスが出たらこのランのソースプレートのために作成した.csv ファイルを指定

し、OKをクリックしてランを開始します。 

 

 
 

この分取プロトコルは 96サンプルで約 1時間かかります。完了時には DNAサンプルが Bravoデッ

キの 5 番にある Eppendorf plateプレートに入った状態になります。 

 

 

12. DNA サンプルのプレートを Bravo デッキからとり、濃縮遠心機で 45°C 以下の温度でサンプル

を乾燥させます。 

13. 乾燥したサンプルそれぞれに 12 µLの nuclease-free水を加えて再溶解します。各ウェルの内壁

に沿ってピペッティングすることでサンプルをよく再溶解させるよう、十分に注意してピペッティング

してください。 

14. PlateLoc Thermal Microplate Sealerでプレートをシールします。設定は、165°C、1.0秒です。 

15. プレートを 30秒間ボルテックスして乾燥させたサンプルを完全に溶解させます。その後 1分間遠

心し、壁やプレートシールについた液をスピンダウンして気泡を除きます。 
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STEP2 gDNAライブラリと SureSelect キャプチャライブラリのハイブリダイゼーシ

ョン 

このステップでは Agilent SureSelect QXT 自動化システムのプロトコル

Hybridization_QXT_v1.0.proを使用してハイブリダイゼーションを準備する際の溶液分注ステップを

実施します。その後、サンプルプレートをサーマルサイクラに移して 65°Cで保温し、DNAサンプルと

SureSelectキャプチャライブラリ、もしくは ClearSeqキャプチャライブラリをハイブリダイズさせます。 

 

このステップでは表 28の SureSelect QXT試薬キットを使用します。各試薬は表中に記載している条

件で解凍してください。その後、各試薬をボルテックスで攪拌し、スピンダウンしてください。 

 

表 28 ハイブリダイゼーションとキャプチャ用試薬 
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サーマルサイクラのプログラム 

1. 下記の表 29にしたがって、ハイブリダイゼーションのワークフローで使用するサーマルサイクラの

プログラムを入力しておきます。 

 

ワークフローの最中にサンプルと試薬を必要な温度に保つため、ハイブリダイゼーションの自動化

システムをスタートする前にサーマルサイクラを準備しておくことが重要です。 

 

表 29 ハイブリダイゼーションで使用するサーマルサイクラプログラム* 

* このサーマルサイクラプログラムをスタートする際、反応ボリュームは 35 uLに設定して下さい(Segment 4でのハ

イブリダイゼーション反応における最終的なボリュームは 35 uLになります)。 

† VWorks softwareにメッセージが表示されたら、この Holdのステップでサンプルを迅速に NGSワークステーショ

ンに移します。 

‡ サンプルは p.82から開始する Capture & Wash automationプロトコルを実施している間、65℃に保たれます。 

 

 

 

  

 

 サーマルサイクラの蓋は熱いため、触ると火傷することがあります。蓋の近くで作業すると

きには気をつけてください。 
CAUTION 
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ワークステーションの準備 

2. Labware MiniHubと BenchCel上のプレートとチップボックスをすべて片付けてください 

3. NucleoClean decontaminationスプレー溶液をキムワイプなどに含ませて、Labware MiniHub、

Bravoデッキ、および BenchCelをやさしく拭いてください。NucleoClean decontaminationスプレ

ー溶液が使用するプレート類に直接かからないようにご注意ください。 

4. チラーの電源を入れ、0°Cにセットします。Bravoデッキの 9番が相当します。チラーリザーバーは

少なくとも 300 mLの 25%エタノールを含むことを確認してください。 

5. Bravoデッキ 4番に赤いアルミニウムインサートを載せます。 

6. Bravoデッキの 6番にシルバーの Nunc DeepWellプレートインサートを置きます。このインサート

はハイブリダイゼーションプロトコルの実施中に DeepWellソースプレートのウェルに熱を伝えやす

くするために必要です。 

7. ワークステーションの MiniHubのカセット４の shelf 2に空のチップボックスを置いて下さい。 

8. 表 30のように BenchCel Microplate Handling Workstationにチップボックスをセットします。 

 

表 30 Hybridization_QXT_v1.0.pro用の BenchCelの初期配置 
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ブロックマスターミックスの調製 

9. 以下の表 31にしたがってブロックマスターミックスを調製します。調製中および分取中には氷上に

おくようにしてください。 

 

表 31 ブロックマスターミックスの準備 

 

 

キャプチャーライブラリーマスターミックスの調製 

10. 各キャプチャライブラリを個別にハイブリダイゼーションするために、表 32から表 35に示されている

ようにキャプチャライブラリハイブリダイゼーション Mixを調製します。高速設定のボルテックスミキサ

で 5秒間よく攪拌し、スピンダウンした後、氷上においておきます。 

 

  

 

 

  

 

 準備した gDNA サンプルプレートの各行は異なるキャプチャライブラリとハイブリダイズする

ことができます。しかしながら、ライブラリのサイズが異なれば、キャプチャ後の増幅サイクル

数が異なります。同じサンプルプレート内では、同程度のサイズのライブラリをハイブリダイ

ズするように実験を計画してください。 

プレートのすべての列で同じキャプチャライブラリを使用する場合は、p.72の Step a (表 32

もしくは表 33) にしたがってマスターミックスを調製してください。 

プレートの各列で異なるキャプチャライブラリを使用する場合は、p.73の Step b (表 34もし

くは表 35) にしたがってそれぞれのマスターミックスを調製してください。 

NOTE 
 

SureSelect QXT

Reagent

Nuclease-free

water
2.5 ul 49 ul 69 ul 91 ul 111 ul 174 ul 348 ul

SureSelect QXT

Fast Blocker Mix

(blue cap)

5 ul 98 ul 138 ul 182 ul 222 ul 348 ul 696 ul

Total Volume 7.5 ul 147 ul 207 ul 273 ul 333 ul 522 ul 1044 ul

Volume for

1 Library

Volume for

1 Column

Volume for

2 column

Volume for

3 Column

Volume for

4 Column

Volume for

6 Column

Volume for

12 Column
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a. プレートのすべての行で同じキャプチャライブラリを使用する場合は、キャプチャライブラリの

サイズによって表 32もしくは表 33にしたがってマスターミックスを調製してください。 

 

 

 

表 32キャプチャライブラリマスターミックスの調製、キャプチャライブラリが 3.0Mb未満の場合、8Row分 

 

表 33キャプチャライブラリマスターミックスの調製、キャプチャライブラリが 3.0Mb以上の場合*、8Row分 

* ClearSeq DNA Kinome XT Library (3.2 Mb)を含む 

 
  

Terget size <3.0Mb

Reagent

Nuclease-free

water
4.5 ul 90 ul 126 ul 162 ul 198 ul 306 ul 612 ul

Rnase Block

(purple cap)
0.5 ul 10 ul 14 ul 18 ul 22 ul 34 ul 68 ul

Capture Library 2.0 ul 40 ul 56 ul 72 ul 88 ul 136 ul 272 ul

Total Volume 7.0 ul 140 ul 196 ul 252 ul 308 ul 476 ul 952 ul

Volume for

12 Column

Volume for

1 Library

Volume for

1 Column

Volume for

2 column

Volume for

3 Column

Volume for

4 Column

Volume for

6 Column

Terget size >3.0Mb

Reagent

Nuclease-free

water
1.5 ul 30 ul 42 ul 54 ul 66 ul 102 ul 204 ul

Rnase Block

(purple cap)
0.5 ul 10 ul 14 ul 18 ul 22 ul 34 ul 68 ul

Capture Library 5.0 ul 100 ul 140 ul 180 ul 220 ul 340 ul 680 ul

Total Volume 7.0 ul 140 ul 196 ul 252 ul 308 ul 476 ul 952 ul

Volume for

6 Column

Volume for

12 Column

Volume for

1 Library

Volume for

1 Column

Volume for

2 column

Volume for

3 Column

Volume for

4 Column
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b. プレートの各行で異なるキャプチャライブラリを使用する場合は、キャプチャライブラリのサイ

ズによって、表 34もしくは表 35にしたがって、各マスターミックスを調製してください。表 34

もしくは表 35はサンプルウェルの 1行分の試薬量を示しています。表中の必要なカラム数

の下に記載されている量にしたがってください。 

 

 

表 34 キャプチャライブラリマスターミックスの調製、キャプチャライブラリが 3.0Mb未満の場合、1Row分 

 

 
 

表 35キャプチャライブラリマスターミックスの調製、キャプチャライブラリが 3.0Mb以上の場合*、1Row分 

 

 
* ClearSeq DNA Kinome XT Library (3.2 Mb)を含む 

 
  

Target Size < 3.0 Mb

Reagent
Volume for

1 library

Volume for

1 column

Volume for

2 column

Volume for

3 column

Volume for

4 column

Volume for

6 column

Volume for

12 column

Nuclease-free water 4.5 ul 11.25 ul 15.75 ul 20.25 ul 24.75 ul 38.25 ul 76.5 ul

Rnase Block

(purple cap)
0.5 ul 1.25 ul 1.75 ul 2.25 ul 2.75 ul 4.25 ul 8.5 ul

Capture Library 2.0 ul 5 ul 7 ul 9 ul 11 ul 17 ul 34 ul

Total Volume 7.0 ul 17.5 ul 24.5 ul 31.5 ul 38.5 ul 59.5 ul 119 ul

Target Size  ≧3.0 Mb

Reagent
Volume for

1 library

Volume for

1 column

Volume for

2 column

Volume for

3 column

Volume for

4 column

Volume for

6 column

Volume for

12 column

Nuclease-free water 1.5 ul 3.75 ul 5.25 ul 6.75 ul 8.25 ul 12.75 ul 25.5 ul

Rnase Block

(purple cap)
0.5 ul 1.25 ul 1.75 ul 2.25 ul 2.75 ul 4.25 ul 8.5 ul

Capture Library 5.0 ul 12.5 ul 17.5 ul 22.5 ul 27.5 ul 42.5 ul 85 ul

Total Volume 7.0 ul 17.5 ul 24.5 ul 31.5 ul 38.5 ul 59.5 ul 119 ul
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Hybridization Bufferマスターミックスの調製 

 表 36にしたがって室温で Hybridization Bufferマスターミックスを調製してください。 

 

表 36 Hybridization Bufferマスターミックスの調製 

 

 

 

マスターミックスソースプレートの準備 

 Step 9から Step11で調製したマスターミックスを Nunc DeepWellプレートに分注して、マスターミ

ックスソースプレートを室温で作成します。表 37に示された量のマスターミックスを Nunc DeepWell

プレートの各カラムの各ウェルにそれぞれ加えます。複数のキャプチャライブラリを使用する場合は、

各キャプチャライブラリマスターミックスは Nunc DeepWellプレートの該当する行に加えます。最終

的にマスターミックスソースプレートは下の図 9のようになります。 

 

表 37 Hybridization_QXT_v1.0.proで使用するマスターミックスソースプレートの準備 

 
 
  

Block Master Mix
Column 1

(A1-H1)
17 ul 24.5 ul 32 ul 39.5 ul 58 ul 107 ul

Capture Library

Master Mix

Column 2

(A2-H2)
16 ul 23 ul 30 ul 37 ul 55 ul 110 ul

Hybridization

Buffer Master Mix

Column 3

(A3-H3)
19.9 ul 29 ul 38 ul 47 ul 65.1 ul 123.8 ul

Master Mix

Solution

Position on

Source Plate

Volume of Master Mix added per Well of Nunc Deep Well Source Plate

1-column

Runs

2-Column

Runs

3-Column

Runs

4-Column

Runs

6-Column

Runs

12-Column

Runs
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図 9 Hybridization_QXT_v1.0.proで使用するマスターミックスソースプレートの配置 

 

 

 

13 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°C、1.0秒です。 

14 プレートを 30秒間、1000 gで遠心し、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。このマスターミックスソースプレートは室温においておきます。 
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Bravoデッキの準備 

15 表 38にしたがって Bravoデッキを準備してください。 

 

表 38 Hybridization_QXT_v1.0.pro用の Bravoデッキの初期配置 

 

 

 

VWorks protocol Hybridization_QXT_v1.0.proの実行 

16 SureSelectセットアップフォームの Select Protocol to Runの下の

Hybridization_QXT_v1.0.proを選択してください。 

17 Select PCR plate labware for Thermal Cyclingの下のプルダウンメニューから、Bravoデッ

キの 4番に乗せる PCRプレートのタイプを選択します。 

18 使用するサンプルのカラム数を選択してください。1、2、3、4、6、または 12 カラムが選択できます。 

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

 

20 NGS自動化システムがフォームの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。 

 

21 ミニハブ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。 
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22 確認後 Run Selected Protocolをクリックしてください。 

 

 

Agilent NGS自動化システムが SureSelectブロックマスターミックスを分注したサンプルプレートのウ

ェル内で gDNAサンプルを混合します。このプロセスの終了後、サンプルプレートをサーマルサイクラ

に移し、ハイブリダイゼーションの前にサンプルの変性とブロッキングを行います。 

 

 

23 VWorksに次のメッセージが出ます。赤いアルミニウムインサートは残したままで、Bravoデッキ 4

番から PCRプレートを外してください。プレートを外した後に Continueをクリックします。 

 

 

24 取り外した PCRプレートは PlateLoc Thermal Microplate Sealerでシールします。設定は

165℃、3.0秒です。 
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25 シールした PCRプレートをサーマルサイクラに移します。p.69の表 29のとおりにあらかじめ設

定したプログラムを起動します。設定しておいたプログラムのうち、サンプルの変性とブロッキング

を行う工程は下記の図 10に示す部分です。 

 

 

図 10ハイブリダイゼーション前のサンプルの変性およびブロッキングを行うためのサーマルサイク

ラのプログラム 

 

 

 

サーマルサイクラでサンプルプレートをインキュベートしている間に、Agilent NGS自動化システムは

キャプチャライブラリマスターミックスと Hybridization Bufferマスターミックスを混合します。 
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26 Agilent NGS自動化システムがキャプチャライブラリマスターミックスと Hybridization Bufferマス

ターミックスの混合を終了すると、VWorks画面に次のメッセージが表示されます。サーマルサイク

ラが 65℃の Holdのステップに達したのを確認した後、Continueをクリックします。PCRプレート

は VWorks画面で通知されるまでサーマルサイクラの中に置いたままにしてください。 

 

 

 

  

 

 Step 25と Step 29は VWorks softwareの実行終了後直ちに、素早く行う必要がありま

す。PCRプレートが Agilent NGS自動化システムからサーマルサイクラに移動する際に

サンプルの温度が約 65℃を維持することが重要です。 

CAUTION 
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27 VWorks画面に次のメッセージが表示されたら、サーマルサイクラから PCRプレートを素早く取り

出し、液がはねないように注意深くプレートからシールをはがします。Bravoデッキの 4番の赤い

アルミニウムインサートの上に PCRプレートを移します。Continueをクリックします。 

 

 

 

 

 

 

 

Agilent NGS自動化システムはキャプチャライブラリマスターミックスと Hybridization Bufferマス

ターミックスを混合した溶液を、gDNAサンプルとブロッキング試薬を混合した溶液が入った PCR

プレートに移します。 

 

  

  

 Bravoデッキ 4番は高温です。 

高温のデッキに接触しているものを扱う際には注意してください。 
WARNING 
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28 VWorks画面に次のメッセージが表示されたら、PCRプレートを Bravoデッキ 4番の上から素早く

取り外します。赤いアルミニウムインサートはそのまま Bravoデッキ上に残しておきます。 

 

 

29 取り外したサンプルプレートは PlateLoc Thermal Microplate Sealer でシールします。設定は

165℃、3.0秒です。 

30 サンプルプレートを素早くサーマルサイクラ（65℃で Holdの状態）に戻します。あらかじめ設定して

おいたサーマルサイクラのプログラムのうち、segment 4 をスタートしてください（p.69 の表 29 参

照）。この段階では、ブロッキングした DNAサンプルをキャプチャライブラリにハイブリダイズします。 

 

31 サーマルサイクラでハイブリダイゼーションを開始後、VWorks 画面上で Continue をクリックしま

す。 

32 VWorks のプロトコルと終了します。Unused Tips と Empty Tip box のダイアログでは

Continueをクリックし、Protocol Completeダイアログでは Yesをクリックしてください。 

 

 

 

  

 

 サーマルサイクラでのプレートの温度は 105°Cの加温式の蓋（heat lid）を用いて、65°

Cで使用します。サーマルサイクラの蓋は熱く、火傷を起こすことがあります。蓋の近くで

作業するときには気をつけてください。 

CAUTION 
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STEP3 ハイブリダイズされた DNAのキャプチャ 

このステップでは SureSelectQXT_Capture&Wash_v1.0.rst to automateプロトコルを使用して、

gDNAとキャプチャライブラリのハイブリッドをストレプトアビジンでコーティングされた磁性ビーズでキャ

プチャします。Capture & Washプロトコル（下記の Step1から p.85の Step16まで）は P.81で開始し

たサーマルサイクラでのハイブリダイゼーションプロトコルを実施している間に完了させる必要がありま

す（ハイブリダイゼーションには約 1.5時間かかります）。 

Capture & Washのランには表 39に記載されている SureSelect QXT Reagent Kitの試薬に加えて、

他社製のストレプトアビジンでコーティングされた磁性ビーズを用います（p.12の表 1参照） 

 

表 39 ハイブリッドキャプチャの試薬 

 

 

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てください。 

2. NucleoClean decontamination スプレー溶液をキムワイプなどに含ませて、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 4番の温度を Inheco Multi TECコントロールタッチスクリーンで 66°Cに設定します（ 

Bravo デッキヒートブロックの温度設定を参照してください）。Bravo デッキ 4 番は Inheco Multi 

TECコントロールタッチスクリーンで CPAC 2 1に相当します。 

4. 赤の PCRプレートインサートを Bravoデッキ 4番にセットします。 

5. Bravoデッキの 6 番にシルバーの Nunc DeepWell プレートインサートを置きます。このインサート

は Capture & Washプロトコルの実施中に DeepWell ソースプレートのウェルに熱を伝えやすくす

るために必要です。ソースプレートをシルバーの DeepWell インサートの上に載せる際には、確実

に熱が伝わるように正しくプレートが載っているか確認してください。 

  



4. ハイブリダイゼーション 

83 
 

Dynabeadsストレプトアビジンビーズの準備 

6. Dynabeads MyOne Streptavidin T1磁性ビーズをボルテックスで激しく攪拌します。磁性ビーズは

保存の間に底に沈んでいます。 

7. ビーズを次の手順で洗浄します。 

a. コニカルチューブに下記の表 40 に記載されている試薬を加えて混合します。この分量はピ

ペットロス分を含んでいます。 

 

表 40 磁性ビーズ洗浄作業で使用する試薬 

 
 

b. ボルテックスで 5秒間ビーズを攪拌します。 

c. ビーズの入ったチューブを Dynal magnetic separatorのような専用の磁石にセットします。 

d. 上澄み液を取り除いて廃棄します。 

e. ステップ aから dまでを計 3回繰り返して、ビーズを洗浄します。一回の洗浄毎に表 40に記

載されている量の新しい SureSelect Binding Bufferを加えて保持されたビーズと混合してく

ださい。 

 

8. ビーズを下記の表 41に記載されている量の SureSelect Binding Bufferで再懸濁します。 

 

表 41 SureSelectQXT_Capture&Wash_v1.0.rstで使用する磁性ビーズの準備 
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9. 洗浄した Dynabeads MyOne Streptavidin T1磁性ビーズを分注した Nunc DeepWell ソースプ

レートを準備します。懸濁したビーズ溶液を Nunc DeepWellプレートの各ウェルに 200 uLずつ

加えます。 

10. Bravoデッキの 5番にビーズ溶液を分注した Nunc DeepWell ソースプレートを置きます。 

 

 

Capture and washwash solutionソースプレートの準備 

11. 15 mLの nuclease-free水を入れた Thermo Scientificリザーバーを準備します。 

12. EppendorfプレートにWash #1 と記入し、各ウェルに 160 uLずつ SureSelect Wash Buffer 1

を加えます。 

13. 新しい Nunc DeepWell ソースプレートに Wash #2 と記入し、各ウェルに 1150 uL ずつ

SureSelect Wash Buffer 2を加えます。 

 

Agilent NGS自動化システムの実行 

14. .21ページの図 2に示すプレートの向きを参考に、表 42にしたがって Labware MiniHubをセット

します。 

 

表 42 SureSelectQXT_Capture&Wash_v1.0.rst用の Labware MiniHubの初期配置 
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15. 下記の表 43にしたがって Bravoデッキを準備します。Bravoデッキ 5番には既に Streptavidin

ビーズの入った Nunc DeepWell ソースプレートがセットされています。 

 

表 43 SureSelectQXT_Capture&Wash_v1.0.rst用の Bravoデッキの初期配置 

 

 

 

16. 下記の表 44にしたがってチップボックスを BenchCel Microplate Handling Workstationにセット

します。 

 

表 44 SureSelectQXT_Capture&Wash_v1.0.rst用の BenchCel初期配置 

 

 

 

VWorksプロトコル SureSelectQXT_Capture&Wash_v1.0.rstの実行 

p.81から開始したハイブリダイゼーション（約 1時間）が終了し、サーマルサイクラのプログラムが

Segment 5.の 65℃で Holdするステップに到達したことを確認した後、VWorks画面から

SureSelectQXT_Capture&Wash_v1.0.rstをスタートさせます。 
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SureSelectQXT_Capture&Wash_v1.0.rstの実行には約 90分かかります。約 90分の自動化プロトコ

ルを実行している間に、オペレーターは NGS自動化システムの傍について、下記の表 45に記載され

ているタイミングで操作をする必要があります。それぞれの操作は VWorksがメッセージを出した時に行

います。 

表 45 

 

17. セットアップフォームの Select Protocol to Runの下の

SureSelectQXT_Capture&Wash_v1.0.rst.を選択します。 

18. Select PCR plate labware for Thermal Cyclingの下のプルダウンメニューから、ハイブリダ

イゼーションに使用した PCR プレートのタイプを選択します。このプレートは VWorks のプロトコ

ル実行中にサーマルサイクラから Bravoデッキの 4番に移されます。 

19. 使用するサンプルのカラム数を選択してください。1、2、3、4、6、または 12 カラムが選択できます。 

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

 

21. NGS 自動化システムがフォームの 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。 

 

22. ミニハブ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。 
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23. 確認後 Run Selected Protocolをクリックしてください。 

 

 

24. ランの準備が完了したら、次のウィンドウの OK をクリックしてください。Bravo デッキの 4 番の温

度がセットされている 66℃に達していない場合、66℃に達するまでプロトコルは待機状態となりま

す。 
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25. Vworks 画面に次のメッセージが表示されたら、PCR プレートをサーマルサイクラから素早く取り

出します。このとき、サーマルサイクラ内の PCR プレートはハイブリダイゼーション反応終了後、

65℃で Hold の状態になっています。サンプル溶液がはねないように注意深くプレートシールをは

がし、素早く Bravoデッキの 4番に設置された赤いアルミニウムインサートの上に移動させます。 

PCRプレートを移動させた後、Continue をクリックします。 

 

 
 
 
 

 
 

  

 

 次の Step24を素早くかつ注意深く行うことが\とても重要です。サンプルの温度が 65℃を

維持するように、サンプルプレートをサーマルサイクラから Bravoデッキに素早く移動させ

てください。サンプル溶液がはねないように、プレートを傾けたり急に持ち上げたりせず注

意深くプレートからシールをはがします。サンプルプレートを Bravoデッキに移動させる前

に、Agilent NGS自動化システムのプラットフォームデッキの温度設定と、チップやプレー

トの設置が完全に完了したことを確認してください。 

CAUTION 
 

  

 Bravoデッキ 4番は高温です。 

高温のデッキに接触しているものを扱う際には注意してください。 WARNING 
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26. Vworks 画面に次のメッセージが表示されたら、赤いアルミニウムインサートは残したままで、

Bravoデッキ 4番から PCR プレートを取りはずします。Continue をクリックし、プロトコルを再開

します。 

 

 

 

 

SureSelectQXT_Capture&Wash_v1.0.rst の実行には約 90 分かかります。プログラムの終了後、

Streptavidin 磁性ビーズにキャプチャされた DNA サンプルは Brovo デッキ 9 番の Eppendorf プレートに

入っています。 

ラン終了後、Brovoデッキ 9番から Eppendorfプレートを取り、PlateLoc Thermal Microplate Sealerでシ

ールします。設定は 165℃、1.0秒です。次の自動化プログラムで使用するまで氷上で保管してください。 

 

  

 

 キャプチャされた DNA ライブラリは、Post-capture PCR による増幅までストレプトアビジン

ビーズ上に保持されています。 
NOTE 
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STEP1. キャプチャライブラリの増幅と Indexバーコードタグの付加 92 

STEP2.  AMPure XPビーズを用いた Index付加ライブラリの精製 101 

STEP3. Indexを付加した DNAサンプルの品質評価 105 

STEP4. 定量 PCR による Index タグ付きキャプチャライブラリの定量（オプション）

 109 

STEP5. マルチプレックスシーケンスのためのサンプルのプール 110 

STEP6. シーケンスサンプルの準備 111 

STEP7. Sequencingランのセットアップと Readからのアダプタートリミング 115 

 

 

 

この章では、増幅過程でインデックスを付加するステップとインデックスを付加したライブラリの精製

とその品質と収量の評価をするステップについて記述します。また、マルチプレックスシーケンシン

グのためのインデックス付加ライブラリのプールの方法とシーケンシングステップにおけるガイドライ

ンを記載します。 
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STEP1   キャプチャライブラリの増幅と Indexタグの付加 

このステップでは、Agilent NGS 自動化システムを用いて SureSelectで濃縮した DNAサンプルに

Indexタグをオンビーズ PCRで付加するステップを実行します。Agilent NGS自動化システムのプロト

コルは「Post-CapturePCR_QXT_ILM_v1.0.pro. 」を使用します。 

PCRプレートを調製した後、増幅のためにプレートをサーマルサイクラに移す必要があります。 

このステップでは、表 46の試薬を使用します。試薬は解凍後、ボルテックスし、氷上に置いてください。 

 

表 46 PCR増幅によるキャプチャ後の Index タグの付加に用いる試薬 

 

 

 

ワークステーションの準備 

1. チラーの電源を入れ、0°C にセットします。Bravo デッキの 9 番が相当します。チラーリザーバーに

は少なくとも 300 mLの 25%エタノールが入っていることを確認してください。 

2. Labware MiniHubと BenchCelのプレートとチップボックスをすべて片付けてください。 

3. Bravoデッキ 4番の温度を Inheco Multi TECコントロールタッチスクリーンで 4 °Cに設定します。

（ 

Bravo デッキヒートブロックの温度設定を参照してください）。Bravo デッキ 4 番は Inheco Multi 

TEC コントロールタッチスクリーンで CPAC 2 1 に相当します。さらに Bravo デッキ 6 番の温度を

Inheco Multi TECコントロールタッチスクリーンで 4 °Cに設定します。Bravoデッキ 6番は Inheco 

Multi TECコントロールタッチスクリーンで CPAC 2 2に相当します。 

4. 赤の PCRプレートインサートを Bravoデッキ 6番にセットします。 
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PCRマスターミックスの調製 

 

 

 

5. 表 47 にしたがって適切な量の PCR マスターミックスを調製してください。ボルテックスミキサで混

合し、氷上におきます。 

 

表 47 Post-CapturePCR_QXT_ILM_v1.0.pro用の PCRマスターミックスの調製 

 

 

6. 表 48 に示された量の PCR マスターミックスを、Hybridization_QXT_v1.0.pro プロトコルで用いた

Nunc DeepWellマスターミックスソースプレートのカラム４のすべてのウェルに加えます。分注後の

プレートは次のステップ（95ページ）で使用するまで氷上においてください。 

 

 

表 48 Post-CapturePCR_QXT_ILM_v1.0.pro用の post-capture PCR ソースプレートの準備 

 

 

  

 

 ライブラリのクロスコンタミネーションを防ぐために、PCR反応液の調製はラボで決められ

たクリーンエリアか、UVランプを備えた PCRフード中で陽圧の環境下で実施してくださ

い。 

CAUTION 
 

 

 post-capture PCR ソースプレートを新しい Deep Wellプレートで作成される場合は、カラム

1、2、3を空にしたまま PCRマスターミックスをカラム 4に加えてください。 
NOTE 
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Indexプライマーの割り当ての決定 

7. 各サンプルに付加する適切な Indexの割り当てを決定します。この DNA ライブラリの増幅ステップ

で用いる P7・P5 プライマーの Index 部分の塩基配列については、本書のリファレンス項を参照し

て下さい。（HiSeq もしくは MiSeq のプラットフォームでシークエンスを行う場合は表 71 と表 72、

NextSeqのプラットフォームの場合は表 71と表 73にしたがってください。） 

dual indexの割り当てについては下記のガイドラインにしたがってください。 

 同じレーンでシークエンスを行う予定のサンプルには、異なる Indexプライマーの組み合わせを採

用してください。 

 ターゲット濃縮 DNAライブラリープレートでは、同じ行のサンプルはすべて同じ P5 Index（P5 i13

から P5 i20）が割り当てられます。これは、自動化プロトコルを使用する場合、P5 Indexプライマー

は source plateの 1つのカラムから PCR indexingプレートのすべてのカラムに分注されるためで

す。各行には、ランに要求されるデータ量やマルチプレックスの必要性を考慮して、同じ、もしくは異

なる P5プライマーを配置します（マスターミックス source plateに P5 Indexプライマーを加える際

の詳細は下の Step 10にしたがってください）。 

 自動化プロトコルでは、P7 indexing プライマー (P7 i1から P7 i12)はターゲット濃縮 DNAライブラ

リープレートのどのサンプルポジションでも配置できます（P7プライマーsource plateのセットアップ

の詳細は下の Step 8、Step 9にしたがってください）。 

 マルチプレックスシーケンスをする場合には、カラーバランスを保つため、P5プライマーおよび P7

プライマー両方の Indexの多様性を最大にすることを推奨しています。例えば、8プレックスで行う

場合では、異なる 8つの P7 Indexプライマーと 2つの P5 Indexプライマーを使用します。詳細は

p.125の表 74にしたがってください。 

 

3カラムランで 8サンプルをマルチプレックスする例 

 
 
  

1 2 3 4 5 6 …

A P5 i13 / P7 i1 P5 i13 / P7 i1 P5 i13 / P7 i1

B P5 i13 / P7 i2 P5 i13 / P7 i2 P5 i13 / P7 i2

C P5 i13 / P7 i3 P5 i13 / P7 i3 P5 i13 / P7 i3

D P5 i13 / P7 i4 P5 i13 / P7 i4 P5 i13 / P7 i4

E P5 i14 / P7 i5 P5 i14 / P7 i5 P5 i14 / P7 i5

F P5 i14 / P7 i6 P5 i14 / P7 i6 P5 i14 / P7 i6

G P5 i14 / P7 i7 P5 i14 / P7 i7 P5 i14 / P7 i7

H P5 i14 / P7 i8 P5 i14 / P7 i8 P5 i14 / P7 i8
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3カラムランで全サンプルに対して異なる組み合わせのインデックスを付ける例 

 

 

8. 各 P7 indexing プライマー (P7 i1から P7 i12)を表 49にしたがって希釈します。下記の容量は計

量のロス分を含んでいます。 

 

表 49 P7 indexing プライマーの希釈溶液の準備 

 

9. 新しい PCR プレートの各 P7 indexing プライマーを配置する予定のウェルに、表 49のとおりに

希釈した P7 indexing プライマーを 5 µLずつ分注します。 

分注したプレートは氷上においてください。 

10. 上の Step 6で準備した、PCRマスターミックスをカラム 4に分注した Nunc DeepWell マスターミ

ックスソースプレートを用意します。各 P5 Indexプライマー（P5 i13から P5 i20）をカラム 4の適

切なウェル中のマスターミックスに加えてください。このとき、ランに使用するサンプルカラム数に

よって、表 50 に記載されている量を加えます。カラム 4 の各ウェルには同じ、もしくは異なる P5 

Index プライマーを加えることができます。マスターミックスソースプレートの最終的な配置は p.97

の図 11にしたがってください。 

分注したソースプレートは氷上においてください。 

  

1 2 3 4 5 6 …

A P5 i13 / P7 i1 P5 i13 / P7 i2 P5 i13 / P7 i3

B P5 i13 / P7 i4 P5 i13 / P7 i5 P5 i13 / P7 i6

C P5 i13 / P7 i7 P5 i13 / P7 i8 P5 i13 / P7 i9

D P5 i14 / P7 i1 P5 i14 / P7 i2 P5 i14 / P7 i3

E P5 i14 / P7 i4 P5 i14 / P7 i5 P5 i14 / P7 i6

F P5 i14 / P7 i7 P5 i14 / P7 i8 P5 i14 / P7 i9

G P5 i15 / P7 i1 P5 i15 / P7 i2 P5 i15 / P7 i3

H P5 i15 / P7 i4 P5 i15 / P7 i5 P5 i15 / P7 i6
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表 50 post-capture PCR ソースプレートに分注する P5 Indexプライマー量 

*カラム 4の各ウェルには、同じ、もしくは異なる P5 Indexプライマーを配置することができます。典

型的な 12カラムのランでは SureSelectQXT P5 dual indexingプライマー (P5 i13から P5 i20)の

8つすべてを使用し、PCR indexingプレートの各行に異なる P5プライマーが配置されます。 
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図 11 Post-CapturePCR_QXT_ILM_v1.0.pro.で用いるマスターミックスソースプレートの配置 

 
 

11. マスターミックスソースプレートを PlateLoc Thermal Microplate Sealerでシールします。設定は、

165°C、1.0秒です。 

12. プレートをボルテックスでよく混合してください。30 秒間遠心して壁やプレートシールについた液を

落とし、気泡を除きます。 
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NGSワークステーションの準備 

13. 表 51にしたがって Labware MiniHubを準備します。プレートの配置は p.21の図 2にしたがって

ください。 

 

表 51 Post-CapturePCR_QXT_ILM_v1.0.pro用の Labware MiniHubの初期配置 

 

14. 表 52にしたがって Bravoデッキを準備してください。 

 

表 52 Post-CapturePCR_QXT_ILM_v1.0.pro用の Bravoデッキの初期配置 
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15. 表 53にしたがってチップボックスを BenchCel Microplate Handling Workstationにセットします。 

 

表 53 Post-CapturePCR_QXT_ILM_v1.0.pro用の BenchCelの初期配置 

 
 

VWorksプロトコル Post-CapturePCR_QXT_ILM_v1.0.proの実行 

16. SureSelectセットアップフォームの Select Protocol to Runの下の 

Post-CapturePCR_QXT_ILM_v1.0.proを選択します。 

17. Select PCR plate labware for Thermal Cyclingの下のプルダウンメニューから、Bravoデッキ

の 6番に乗せる PCRプレートのタイプを選択します。 

18. 使用するサンプルのカラム数を選択してください。1、2、3、4、6、または 12 カラムが選択できます。 

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

 

20. NGS 自動化システムがフォームの 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。 

 

21. ミニハブ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。 
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22. 確認後 Run Selected Protocolをクリックしてください。 

 
 

Post-CapturePCR_QXT_ILM_v1.0.pro の実行には、約 15 分かかります。実行後、キャプチャされた

DNA と PCRマスターミックスを含む PCR-readyサンプルは Bravoデッキの 6番の PCRプレートに準

備されています。 

 
 

次のメッセージが VWorks 画面上に表示されたら、Bravo デッキ 6 番から PCR プレートを取り、

PlateLoc Thermal Microplate Sealerでシールします。設定は、165°C、3.0秒です。 

 

 
 
 

23. PCRプレートは 30秒間遠心して壁やプレートシールについた液を落とし、気泡を除きます。 
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24. PCRプレートをサーマルサイクラに移し、表 54のプログラムで増幅します。 

 

表 54 Post-Capture PCRサイクルプログラム 
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STEP2 AMPure XPビーズを用いた Index付加ライブラリの精製 

このステップでは、Agilent NGS自動化システムを用いて、Indexを付加した DNAサンプルのプレート

に AMPure XPビーズを分注して攪拌し、ビーズに結合した DNAを洗浄、溶出する操作を実行します。 

 

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. NucleoClean decontaminationスプレー溶液をキムワイプなどに含ませて、Labware MiniHub、

Bravoデッキ、および BenchCelをやさしく拭いてください。 

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

AMPure XPビーズは決して冷凍保存しないでください。 

4. ビーズ懸濁液の状態や色が均一になるまで、よく混合します。 

5. 赤の PCRプレートインサートを Bravoデッキ 9番にセットします。 

6. チラー(ThermoCube)の電源を入れ、4℃にセットします。Bravoデッキの 9番が相当します。チラ

ーリザーバーは少なくとも 300 mLの 25%エタノールを含むことを確認してください。 

7. Bravoデッキ 4番の温度を Inheco Multi TECコントロールタッチスクリーンで 45 ℃に設定します

（Bravoデッキヒートブロックの温度設定を参照してください）。Bravoデッキ 4番は Inheco Multi 

TECコントロールタッチスクリーンで CPAC 2 1に相当します。 

8. AMPure XPビーズ懸濁液の入った Nunc DeepWellソースプレートを準備します。均一な状態にし

た AMPure XPビーズ懸濁液 65 µLを、Nunc DeepWellプレートの使用する各ウェルに入れます。 

9. 15 mLの nuclease-free水を入れた Thermo Scientificリザーバーを準備します。 

10. 45 mLの新しく調製した 70%エタノールを入れた Thermo Scientific リザーバーを準備します。リ

ザーバーの側面に nuclease-free水と区別がつくように印をつけることをお勧めします。 

11. PCRプレートは 30秒間遠心して壁やプレートシールについた液を落とします。 

  



5. Index付加とマルチプレックスシーケンスのためのサンプル準備 

103 
 

12. 表 55にしたがって Labware MiniHubを準備します。プレートの配置は p.21の図 2にしたがって

ください。 

 
 

表 55 AMPureXP_QXT_ILM_v1.0.pro:Post-Capture PCR用の Labware MiniHubの初期配置 

 

 
 

13. 表 56にしたがって Bravoデッキを準備してください。 

 

表 56 AMPureXP_QXT_ILM_v1.0.pro:Post-Capture PCR用の Bravoデッキの初期配置 
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14. 表 57にしたがって BenchCel Microplate Handling Workstationを準備してください。 

表 57 AMPureXP_QXT_ILM_v1.0.pro:Post-Capture PCR用の BenchCelの初期配置 

 

 

VWorksプロトコル AMPureXP_QXT_ILM_v1.0.pro:Post-Capture PCRの実行 

15. SureSelectセットアップフォームの Select Protocol to Runの下の 

AMPureXP_QXT_ILM_v1.0.pro:Post-Capture PCRを選択します。 

 

 

 

16. Select PCR plate labware for Thermal Cyclingの下のプルダウンメニューから、Bravoデッキ

の 9番の Index付加したライブラリの入った PCRプレートのタイプを選択します。 

17. 使用するサンプルのカラム数を選択してください。1、2、3、4、6、または 12 カラムが選択できます。 

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

 
 
  

 

 AMPureXP 精製プロトコルは SureSelect の自動化ワークフローで複数回使用します。プロ

トコルもそれぞれ異なりますので、自動化プロトコルを開始するときには必ず正しいプロトコ

ルを選択するようにしてください。 

NOTE 
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19. NGS 自動化システムがフォームの 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。 

 

20. ミニハブ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。 

21. 確認後 Run Selected Protocolをクリックしてください。 

 
 

この精製プロトコルには、約 45 分かかります。実行後、増幅された DNA サンプルは Bravo デッキの

７番のエッペンドルフプレートに準備されています。 

 

 
 

  



5. Index付加とマルチプレックスシーケンスのためのサンプル準備 

 
 

STEP3 Index を付加した DNAサンプルの品質評価  

Option 1: Agilent 2100バイオアナライザによる品質（サイズ）チェック 

精製したキャプチャライブラリの収量とサイズ分布をバイオアナライザの High Sensitivity DNA チップと

試薬キットを用いて測定します。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. Agilent 2100 expertソフトウェアを起動し、バイオアナライザ本体とのコミュニケーションを確認し

ます。 

2. PlateLoc Thermal Microplate Sealerでプレートをシールします。設定は、165°C、1.0秒です。 

3. 各ウェルのサンプルを均一にするためプレートをボルテックスした後、30 秒間遠心して壁やプレ

ートシールについた液を落とします。 

4. バイオアナライザの試薬ガイドに従い、チップ、サンプル、ラダを調製します。分析には各サンプル

にあたり 1 µLずつ使用します。 

 

 

5. 調製が終わったチップをバイオアナライザにセットします。チップ調製後、5 分以内にランをスタート

させる必要があります。 

6. 結果をチェックします。図 12のように 325 bpから 450 bpの間にシングルピークのピークトップが

あることを確認します。 

 

Stopping Point: 次のステップをすぐに行わない場合、サンプルは 4°Cで一晩保存できます。１日より

長く保存する場合は-20°Cで保存してください。  

 

 High Sensitivity DNAアッセイには Version B.02.07 以上の Agilent 2100 Expert ソフトウ

ェアが必要です。 
NOTE 

 

 

 High Sensitivity DNAキットはサンプルの塩濃度が極端に低いとベースライン不安定を引き

起こすことがあります。この時点でのサンプルは水で溶出されているため、測定前にサンプ

ル 1 µLに 1xTEを 9µL加えて 10倍に希釈し、塩を含んだ状態にすることをお勧めしていま

す。付属のボルテックスミキサ（IKA vortex）を用いて 2000 rpmでよく混合した後、その希釈

液から 1 µL とって測定してください。希釈倍率は濃度の計算に必要となりますので、必ず記

録をとってください。 

NOTE 
 

http://agilentgenomics.jp/
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図 12 High Sensitivity DNAキットを用いた Indexを付加した DNAサンプルの泳動結果 
  



5. Index付加とマルチプレックスシーケンスのためのサンプル準備 

 
 

Option 2: Agilent TapeStationによる品質（サイズ）チェック 

TapeStationの High Sensitivity D1000 ScreenTape (p/n 5067-5584)と専用試薬キット(p/n 5067-

5585)を使います。TapeStationの操作マニュアルは下記Webサイトからダウンロードしていただけま

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. PlateLoc Thermal Microplate Sealerでプレートをシールします。設定は、165°C、1.0秒です。 

2. 各ウェルのサンプルを均一にするためプレートを 5秒ボルテックスした後、30秒間遠心して壁や

プレートシールについた液を落とします。 

3. Agilent TapeStationの操作マニュアルに従い、2 uLのアダプター付き増幅 DNAサンプルを、2 

uLの High Sensitivity D1000サンプルバッファで希釈し、よく混ぜます。 

 

 

4. Agilent TapeStation User Manualを参照して、Step3のサンプルプレートかストリップチューブ、

High Sensitivity D1000 ScreenTapeと Loading tipを TapeStationにセットします。ランを開始

します。 

5. 結果をチェックします。図 13 のように 325 bp から 450 bp の間にシングルピークのピークトップ

があることを確認します。 

 

 

Stopping Point: 次のステップをすぐに行わない場合、サンプルは 4°Cで一晩保存できます。１日より

長く保存する場合は-20°Cで保存してください。 

 

  

 

 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最

高速度に設定して 5秒間、確実に混合して下さい。 

CAUTION 
 

http://agilentgenomics.jp/
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図 13 2200TapeStationを用いた Indexを付加した DNAサンプルの泳動結果 
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STEP4 定量 PCRによる Index タグ付きキャプチャライブラリの定量（オプション） 

以下のステップの詳細については、Agilent QPCR NGS Library Quantification Kit (p/n G4880A)の

プロトコルを必ず参照ください。 

 

1. Agilent QPCR NGS Library Quantification Kit (p/n G4880A イルミナ用)を、各 Indexタグ付き

キャプチャライブラリの定量に用います。 

2. G4880Aのキット中の試薬を用い、プロトコルを参照して、検量線用の標準液を調製します。 

3. 各 Indexタグ付きキャプチャライブラリを、検量線の濃度範囲におさまるように適切な濃度に希釈

します。G4880Aに含まれる指定の Dilution Bufferを使用するため、必ず G4880Aのプロトコル

を参照のうえ、調製ください。 

一般的にはキャプチャライブラリを、およそ 1:1,000~1:10,000の比率で希釈することになります。 

4. G4880Aのプロトコルを参照して、イルミナ Adapter-specific PCR Primersの入った QPCR 

master mix溶液を調製します。 

5. 各 PCRチューブ（プレート）に、master mixを分注し、templateを加えます。 

6. MX3005pなどの定量 PCRシステムを用いて、G4880Aのプロトコルに記載されている定量

PCRのプログラムを設定して RUNします。SYBR Green 対応の機器を使用します。 

7. 検量線からそれぞれの Indexタグ付きキャプチャライブラリの濃度を計算します。濃度は nMで

計算します。ここで計算された濃度を元にマルチプレックスシーケンス用にサンプルを正確に等量

でプールします。 
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STEP5 マルチプレックスシーケンスのためのサンプルのプール 

最適なクラスタ密度はお使いのイルミナ社シーケンサの機種や Versionによって異なりますので、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ください。本プロトコルに記された DNAの最終

的な濃度は、イルミナ社のアップデートにより変わることがありますので、事前にご確認ください。 

1. 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、Index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) ：  プールするための最終的な必要量 

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 Indexバーコードタグの数 

C (i)  ：  各 Indexサンプルの初期濃度 

表 58に 4つの Indexタグ（それぞれ異なる初期濃度）の計算例を示します。Low TEを用いて、最終的

な容量(この例では 20 µL、濃度 10 nMの濃度) に調製します。 

表 58 トータル量 20uLにするための Index タグ付きサンプルの混合例 

2. 最終的に必要な液量になるように調整を行います。 

 プールした Index 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 Index 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。 

3. 調製したプールサンプルをすぐにシーケンスしない場合は、Tween20を 0.1% (v/v) の濃度になる

ように加えて-20°Cで短期間保存できます。 

STEP6 シーケンスサンプルの準備 

SureSelect QXT でターゲット濃縮をしたライブラリの最適な Seeding濃度は、HiSeqおよび MiSeq で
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は 8 pMから 12 pMの間、NextSeqでは 1.2 pMから 1.4 pMの間です。Seeding濃度とクラスタ密度

は、ライブラリの DNA 断片サイズ分布や、求める出力内容とデータの質に応じて調整する必要がある

場合があります。Sequencing のクオリティコントロールのために、イルミナ社の推奨に沿って PhiX コン

トロールを添加して下さい。 

 

 

適切なイルミナ社の Paired-End Cluster Generation キットを用いてクラスタ増幅に進んでください。表 

59 のキットの構成品は推奨する Read 長に対応しています。Read 長には SureSelect QXT 8 bp 

dual index に必要な Read 長 (計 16 bp) を加えてください。クラスタ増幅のステップは、次ページ

「SureSelect QXT Read Primerのイルミナ Paired-End Cluster Generationキットと組み合わせて

の使用」に記載の変更点を適用し、且つイルミナ社のマニュアルを参照して下さい。 

 

表 59 イルミナ Cluster Generationキット 選択ガイド 

＊ アプリケーションによって上記以外の Read 長が必要な場合、Read 1 と Read 2 に加えて各 8 bp の

dual 

index  read (計 16 bp)に十分な量の Sequencing試薬があることを確認して下さい。 

† 200 cycleキット 1つではこのフォーマットで Read 1と Read 2に加えて各 8 bpの dual index  read 

(計 16 bp)を実施するのに十分な量の Sequencing試薬が含まれません。200 cycleキットに加えて 

50 cycleキット 1つを組み合わせることも出来ます。 

  

 

 Seeding推奨濃度（8 pMから 12 pM）は 2100 バイオアナライザ、もしくは TapeStation を

使用して定量しています。p.105から p.108を参照してください。 

QPCR など異なる定量方法を実施する場合は、最適なクラスタ密度にするための Seeding

濃度を検討する必要がある場合があります。 

NOTE 
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SureSelect QXT Read Primerのイルミナ Paired-End Cluster Generationキットと組

み合わせての使用 

Illuminaシーケンシングプラットフォームで SureSelect QXTライブラリをシーケンスするには

SureSelect  

QXT Library Prep Kit Box 2に含まれる以下の Custom Sequenicng Primerを使用する必要がありま

す。 

 

 SureSelect QXT Read Primer 1 

 SureSelect QXT Read Primer 2 

 SureSelect QXT Index Read Primer 

 SureSelect QXT Index 2 Read Primer NSQ (NextSeq プラットフォームのみ) 

SureSelect QXT custom sequencing perimerは 100 µMの濃度に調整されており、以下に示す手順

に沿って、適切なイルミナ Primer Solutionで希釈をする必要があります。 

 

HiSeqプラットフォームでは p.114の表 60もしくは表 61に示す通りプライマーを組み合わせて下さい。 

MiSeqプラットフォームでは p.114の表 62に示す通りプライマーを組み合わせて下さい。 

NextSeqプラットフォームでは p.115の表 63もしくは表 64に示す通りプライマーを組み合わせて下さ

い。 

 

  

 

 各プライマーを示された通りの比率で、正確に組み合わせることが重要です。混合液を調製

する際は各試薬チューブのラベルに記載されたボリュームをそのまま採用せず、各溶液を正

確に測り取ってご使用下さい。 

それぞれの混合液をボルテックスで十分に混合し、custom read primerで Index検出が正

しく行われるよう、溶液を完全に均一にして下さい。 

NOTE 
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表 60 HiSeq 2000 と HiSeq 2500 High Outputモードの Custom sequencing primerの調製 

 
 
 
 

表 61 HiSeq 2500 Rapidモードの Custom sequencing primerの調製 

 
 
 
 

表 62 MiSeqプラットフォームの Custom sequencing primerの調製 
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表 63 NextSeq 500 / 550 High-Output v2 Kitの Custom sequencing primerの調製 

 
 
 
 

表 64 NextSeq 500 / 550 Mid-Output v2 Kitの Custom sequencing primerの調製 
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STEP7 Sequencingランのセットアップと Readからのアダプタートリミング 

Custom sequencing primer を使った Sequencing ランのセットアップには、以下の追加ガイドラインと

共にイルミナ社の実験プロトコルを参照してください。 

SureSelect QXT dual indexの配列情報は p.123の表 71にしたがってください。 

 

解析に SureCallを使用する場合 （生物種としてはヒトのみに対応） 

HiSeq もしくは MiSeqプラットフォームから出力された Sequencingデータからアダプター配列をトリミン

グする過程は、その後の Readのアラインメント、変異解析とともに、アジレントの NGSデータ解析ソフト

ウェアである SureCall を用いて実施することが出来ます。無償の SureCall ソフトウェアのダウンロード

は以下より行えます。 

SureCall page at www.genomics.agilent.com 

 

SureCall は HiSeq・MiSeqいずれのプラットフォームから出力された FASTQ ファイルでも解析すること

ができます。SureSelect QXT キットを用いて得られたデータを SureCall で解析するには、まず

Analysis Workflow を選択する必要があります。選択された Analysis Workflow により、ソフトウェアが

ライブラリを SureSelect QXT のライブラリであると認識し、自動でアダプタートリミングを実施します。ト

リミングされた FASTQ ファイルはアラインメントを実施して BAM ファイルを生成するなど、下流の解析

に用いられます。 

 

新規の Analysis Workflow を作成するには、p.117 の図 14 にしたがってください。SureCall を起動し

Analysis Workflowタブをクリックしてください。適切な Analysis Type(single sample/pair analysis/trio 

analysis)を選択し、Import Unaligned Filesボタンをクリックしてください。Select Unaligned Sample 

Filesウィンドウ中で Addボタンを使って read 1と read 2の FASTQファイルを指定してください。画面

下方の Analysis Method メニューから Default SureSelect QXT Methodを選択し、Design メニュー

から適切な SureSelect デザインを選択し、Platform メニューから Illumina を選択します。これ以降の

アラインメントや変異解析ステップは、SureCallの説明書をご参照ください。 

 

アラインメントや下流の解析に他の解析パイプラインを使用する場合、p.117 からのプラットフォームごと

のガイドラインにしたがってください。 

 

  

http://www.genomics.agilent.com/en/NGS-Data-Analysis-Software/SureCall/?cid=AG-PT-154&tabId=AG-PR-1196&Nty=1&Ntx=mode+matchall&Ntk=BasicSearch&N=4294967292+4294967234+4294967294+4294967244&type=baseSearch&No=0&Ntt=surecall
http://www.genomics.agilent.com/en/NGS-Data-Analysis-Software/SureCall/?cid=AG-PT-154&tabId=AG-PR-1196&Nty=1&Ntx=mode+matchall&Ntk=BasicSearch&N=4294967292+4294967234+4294967294+4294967244&type=baseSearch&No=0&Ntt=surecall
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図 14 SureCall の Analysis Workflowの作成 

 

 

 

解析に SureCallを使用しない場合 

 MiSeqプラットフォーム Sequencing run setup とアダプタートリミングガイドライン 

Illumina Experiment Manager(IEM)ソフトウェアを用いて、custom primer Sample Sheetを作成し

てください。Read 1, Read 2, Index の Custom Primerにチェックをいれます。 

IEM Sample Sheet Wizardを用いて、アダプタートリミングを含むランの設定を行ってください。Wizard

で画面に指示が出た際に、Use Adaptor Trimming オプションを選択し、アダプター配列として 

CTGTCTCTTGATCACA と指定してください。これで MiSeq Reporter ソフトウェアがアダプター配列

を認識し、Readからアダプタートリミングを実施します。 

 

 HiSeq、NextSeq 500プラットフォーム Sequencing run setup とアダプタートリミングガイドライ

ン 

表 65を参照して Sequencingランの設定を行ってください。HiSeq でのランでは、Instrument controlソ

フトウェアの Run Configuration 画面で Dual Indexを選択します。QXT Custom Primerは標準的なイ

ルミナ社の Sequencing primerのチューブに添加されています。ランを行う際に QXT Custom Primer

を使用するための特別な設定は不要です。 
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NextSeqでのランでは、サイクル数とカスタムシーケンシングプライマーセッティングを

Instrument controlソフトウェアの Run Configuration画面で設定します。 

 

表 65 Run Configuration画面でのサイクル数の設定 

 

Sequencing ランの終了後、イルミナ社の取り扱い説明にしたがって demultiplex された FASTQデータ

を出力します。解析に SureCall を使用しない場合、AGeNT (アダプタートリミングツール)を用いて

Readからアダプター配列トリミングを実施して下さい。このツールは FASTQ形式のデータを取り込んで

Sequencing Read の端からアダプター配列を除去し、トリミング後の FASTQ ファイルを出力します。無

償の AGeNTとその説明は、以下からダウンロードできます。 

http://www.genomics.agilent.com/en/NGS-Data-Analysis-Software/AGeNT/?cid=AG-PT-

154&tabId=prod2570007 

 

 

  

http://www.genomics.agilent.com/en/NGS-Data-Analysis-Software/AGeNT/?cid=AG-PT-154&tabId=prod2570007
http://www.genomics.agilent.com/en/NGS-Data-Analysis-Software/AGeNT/?cid=AG-PT-154&tabId=prod2570007
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この章では、リファレンス情報としてキットの構成品とサンプル Sequencingステップで利用する情

報について説明します。 
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試薬一覧 

SureSelect QXT試薬キットは、以下の構成品から成ります。各 Boxは必ず指定温度で保管してくださ

い。 

 

表 66 SureSelect QXT試薬キット 構成品一覧 

＊SureSelect QXT Library Prep Kit, ILM, Box 1はこのマニュアルで説明されているワークフローでは

使用しません。 

 
 

表 66の各構成品の内容は以下の表 67、表 68、表 69に記載されています。 
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表 67 SureSelect QXT Library Prep ILM, Box 2の構成品 

 
 
 

表 68 SureSelect QXT Library Prep NSQ, Box 2の構成品 
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表 69 SureSelect QXT Hyb Module Box 1の構成品 

 
 
 

表 70 SureSelect QXT Hyb Module Box 2の構成品 
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SureSelect QXT Dual Index の塩基配列 

SureSelect QXT Indexの塩基配列を次の表に示します。 

SureSelect QXT P5、P7 Indexの Index Numberは、イルミナ社が使用するインデックス配列と類似、

あるいは同じ配列であっても Index Numberが異なるものがあります。 

各 Indexは 8ベースの長さです。8ベースの Indexを用いてライブラリの Sequencingを行う方法につ

いてはイルミナ社の取り扱い説明にしたがってください。 

 

表 71 SureSelect QXT  P7 index (1から 12) 
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表 72 BaseSpace を利用して HiSeq、MiSeq もしくは NextSeq プラットフォームでのランを実施す

る際の SureSelect QXT P5 Index配列情報 (13から 20) 

 
 
 

表 73 BaseSpace を利用せずに NextSeq プラットフォームでのランを実施する際の SureSelect 

QXT P5 Index配列情報 (13から 20)* 

＊BaseSpaceを利用する場合は表 72に記載されている reverse complementな配列を使用してくだ

さい。 
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Dual Index 付加サンプルの Multiplexingに関するガイドライン 

Dual Indexを付加したサンプルのプールに関するガイドラインとして、表 74に記載している Indexの組

み合わせを推奨しています。この組み合わせは、両端の Index Read の際に各サイクルでカラーバラン

スが保たれるように決定されています。少ないサンプルをプールした実験において、Single index もしく

は Dual Index を付加したサンプルとして Demultiplexing する場合に対応しています。Demultiplexing

の際には 1サンプルあたりに得られる Sequencing量が最大になるように、1 bpのミスマッチを許容す

る設定を採用してください。 

 

表 74 96反応キットの Dual Index付加サンプルのプールに関するガイドライン 

 

＊ このマークで示された Indexは、プールされるほかのサンプルと異なる Index配列を持つものであ

れば、P7 i1から P7 i11の中の他の Indexで置き換えることも可能です。 
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 SureSelect QXT自動化システムに関するサポート 

お問い合わせ窓口 

 
TEL: 0120-477-111 
E-mail: email_japan@agilent.com 
 

     ＊SureSelect QXT自動化システム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。 
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