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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。 

 

本日本語プロトコルは、英語版の 

Protocol 

SureSelectXT Low Input Automated Target Enrichment 

for Illumina Paired-End Multiplexed Sequencing 

Version B0., January 2018 

G9703-90010 

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 

XT Low Inputキットを用い、ゲノムの中のターゲット領域をキャプチャ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 SureSelect XT Low Input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、SureSelect 新製品体系の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 XT Low Input キットを用いて、ライブラリを調製するためのものです。その他の

SureSelect キットを使用する場合やマニュアルで調製する場合は、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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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 SureSelect XT Low Input 自動化システムを使用した SureSelect Target 

Enrichment 

この章では、Agilent SureSelect XT Low Input自動化システムの紹介、SureSelect Target Enrichment

のプロトコルの概要、および SureSelectの実験をデザインする際の Agilent SureSelect XT Low Input

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 サンプルの調製 

この章では、ターゲット領域の濃縮に用いるライブラリの調製法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、調製した DNA ライブラリに SureSelectや ClearSeqオリゴキャプチャライブラリをハイブリ

ダイゼーションし、キャプチャする手順ついて説明しています。 

 

5 マルチプレックスシーケンスのためのキャプチャ後サンプル調製 

この章では、キャプチャ後のサンプル増幅工程とシーケンスするサンプル調製のガイドラインについて説

明しています。 

 

6 Appendix: FFPE由来 DNAサンプルの使用 

この章では、FFPE由来DNAサンプルに対する推奨するプロトコルの変更内容について説明しています。 

 

7 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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Version B0での変更点 

・ LibraryPrep_XT_LI_ILM_v.B1.0.1.rst の Bravo 初期配置について、シルバーインサートなしで

Nunc DeepWell ソースプレートを配置するよう修正しました（p. 47 表 20）。 

・ 6または 12カラムでランする場合のMaster Mixソースプレートの容量をアップデートしました（p. 44 

表 18、p.53 表 26）。 

・ Bravo デッキ 9 を室温に戻すため、チラーの電源を切るステップを追加しました（p. 62、p. 105 の 

step 3）。 
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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の SureSelect XT Low Input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 XT Low Input 

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（G9730-90000

の和訳版）を参照ください。 

  

 

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

トコルを用いて使用する場合、キットは保証の対象外となり、技術サポートも適用

外となりますのでご了承ください。 

  

 

NOTE  本 SureSelect XT Low Input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。   
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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。 

  

 

 

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 SureSelect XT 

Low Input 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 SureSelect XT 

Low Input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 p. 46の図 4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。 

 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

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。 
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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 必要な試薬（全サンプルタイプ） 

 

 

  

http://agilentgenomics.jp/
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表 2 必要な試薬（FFPE DNAサンプルのみ） 

 

 

 

表 3 ライブラリ QC用 

 

※大容量または小容量タイプがあるものはご利用いただけます。 
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実験に必要な装置、消耗品類 

 

表 4 実験に必要な装置、消耗品類 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

gDNA をロスなく再現欲、かつ確実に 150-200 bp の長さに断片化するために、Covaris の使用が指定

されています。Covarisの詳細については、エムエス機器株式会社にお問い合わせください。 

 

34、表 10 
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実験に必要な装置、消耗品類オプション 

 

表 5 その他オプションの試薬・装置 

 

 

 

※【試薬・消耗品の保証期間について】 

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

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

場合がありますので、製品が納品されたらすぐに内容物を確認して下さい。 

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

 

※それぞれの試薬について、指定されている温度で保存ください。 

 

※SureSelect オリゴキャプチャライブラリ(Bait)のカスタムデザインを SureDesign/eArray で行った場合

は、デザイン ID(ELID)が、SureDesign/eArrayでデザインし、オーダーしたものと同一であることを確

認してください。オリゴキャプチャライブラリのデザイン ID は、チューブラベルおよびチューブの入った

箱のラベルに記載されています。 

 

※自動化システムが使用する消耗品については、必ず指定の製品をご利用ください。指定の消耗品の

使用を前提として、1 mm 以下の精度でプロトコルが組まれています。指定以外の製品を利用すると

実験がうまくいかなくなる危険性があります。 
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この章では、Agilent SureSelect XT Low Input 自動化システムの紹介、SureSelect XT Low Input 

Target Enrichmentのプロトコル概要、および Agilent SureSelect XT Low Input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。 

 

Agilent SureSelect XT Low Input自動化システム 

Agilent SureSelect XT Low Input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。 
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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 6のユーザーガイドのリストを参照してください。  

 

表 6 Agilent SureSelect XT Low Input自動化システム ユーザーガイド 

 

 

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。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 p. 46の図 4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。 

 

［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。 
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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。 

 

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 Low Input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。 
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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。 

 

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装置で表 

7のように示されます。 

 

表 7 Inheco Multi TEC Control タッチスクリーン表示 

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

4 CPAC 2 1 

6 CPAC 2 2 

 

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。 
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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。 
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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。 
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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 SureSelect XT Low Input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 SureSelect XT Low Input 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 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。 

  

 

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_LI_ILM_vB1.0.1.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。 

 

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。 

 

 

SureSelect XT_LI_ILM_vB1.0.1.VWFormを使用したランの設定と開始 

SureSelect XT_LI_ILM_vB1.0.1 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_LI_ILM_vB1.0.1.VWFrom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。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。 
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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。 

 

 

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。 

 

4. SureSelect XT Low Input 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 SureSelect XT Low Input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。 

・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。） 

 

 

・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_LI_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。 

 

 

 

 

 

 

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。 
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2. 画面上部の Control Toll 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 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 Low 

Input ターゲットエンリッチメントのワークフローを図 2に示します。 

 

表 8 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、ハイブリダイゼーション後の増幅の各章を参照してください。 
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図 2  サンプル調製ワークフロー 

 

  

SureSelect XT Low Input 

NGS Target Enrichment 

Workflow 
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表 8  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 Low Input 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 9  カラム数とサンプル数の対応表 

カラム数 総サンプル数 

1 8 

2 16 

3 24 

4 32 

6 48 

12 96 

 

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。 
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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 SureSelect XT Low Input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。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

・ サンプルインデックスはキャプチャ前の増幅時に付加されます（図 2 参照）。実験を計画する際、それ

ぞれのサンプルに適切なインデックスを割り当て、適切な番号のインデックスプライマーを適切なウェ

ル（サンプル）に割り当てるようにしてください。インデックスプライマーのプレート上の位置は p. 129

の表 82 と表 83を参照ください。 

・ キャプチャ前の増幅ステップ（図 2参照）では、インプット DNAの種類および量によって PCR増幅サ

イクル数が異なることがあります。同じ PCR サイクル数となるインプット DNA の種類および量を同じ

プレートで処理するようにしてください。詳細はキャプチャ前の増幅ステップ ｐ.52の表 24を参照くだ

さい。 

・ ハイブリダイゼーションのステップ（図 2 参照）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 2 参照）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 p. 97 の表 

58を参照ください。 

 

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 SureSelect XT 

Low Input 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。 
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・ 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 SureSelect XT Low Input 自動化システムの近くに設置するようにしてください。 
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PCRプレートについて 

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 XT LI_ILM_vB1.01.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 10をご参照ください。 

 

 

 

 

 

 

CAUTION  表 10 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。 

いくつかのプレートは本プロトコルで推奨しているSureCycler 8800サーマルサイ

クラに適していません。SureCycler 8800 を使用する場合は、96 Agilent semi-

skirted PCR plate を使用してください。 

SureCycler 8800 以外のサーマルサイクラを使用する場合は、表 10 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ください。 

  

 

 

表 10  サポートされている PCRプレート 
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 サンプルの調製 

 

STEP1. ゲノム DNAサンプルの調製と品質確認  36 

STEP2. DNAの断片化  39 

STEP3. アダプター付加ライブラリの調製  41 

STEP4. アダプター付き DNA ライブラリの増幅  50 

STEP5. AMPure XPビーズによる増幅した DNAの精製  58 

STEP6. ライブラリ DNAのサイズチェックと定量  62 

 

 

SureSelect XT Low Input ターゲットエンリッチメントのワークフローの概要は p. 29の図 2をご参照くだ

さい。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 SureSelect XT Low Input自動化システムを用いて調製する方法を説明しま

す。各サンプルにそれぞれのインデックスと分子バーコードを付加します。 

 

ライブラリ調製プロトコルは、fresh もしくは fresh frozen サンプルからの高品質の gDNA だけではなく、

FFPEサンプルからの低品質の DNAにも対応しています。FFPEサンプルを使用する場合は、プロトコル

全工程において、一部条件を変更する必要があります。FFPE サンプルを使用する際の変更内容のまと

めは p. 123の「6. Appendix: FFPE由来 DNAサンプルの使用」をご覧ください。 

 

プロトコルでは、10 ng～200 ngのインプット DNAが必要であり、FFPEサンプルの場合、DNAインプット

量や定量方法の調整が必要です。最適なシーケンス結果を得るために、推奨範囲内で、可能な限り最大

量のインプット DNAを使用してください。 
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STEP1. ゲノム DNAサンプルの調製と品質確認 

 

Freshなサンプルからの高品質 gDNAの調製 

1. キアゲン社の QIAamp DNA Mini Kitなど適した方法を用いて、製造元が提供しているプロトコルに従

い、高品質の gDNAを調製します。 

 

NOTE  gDNA サンプルが高品質であるには、OD260/280 の値が 1.8～2.0 であることを確

認してください。   

 

2. Qubit BR dsDNA Assay Kitを使用して、各 DNAサンプルの濃度を測定します。Qubit装置および試

薬の使用法につきましては製造元が提供しているプロトコルをご確認ください。 

3. ライブラリ調製のために、各 DNAサンプルを 1X Low TE Bufferにて 10 ng～200 ngを 50 μLの容

量になるよう調製します。ボルテックスミキサでよく混合し、軽く遠心し液をチューブの底にあつめます。

サンプルは氷上に置きます。 

 

Fresh なサンプルから調製した DNA は、その後更なる品質確認操作は不要です。p. 39 の 「STEP2. 

DNAの断片化」に進みます。 

 

 

FFPEサンプルからの gDNAの調製と品質確認 

1. キアゲン社の QIAamp DNA FFPE Tissue Kit と、キアゲン社の Deparaffinization Solution を用い

て、製造元が提供しているプロトコルに従い、FFPE 組織片サンプルから gDNA を調製します。最後

のステップで、Mini Elute カラムにて、30 μL の Buffer ATEで gDNAを溶出します （2回）。最終的な

溶出液の容量は 60 μLになります。 

 

NOTE  Proteinase K での 1 時間の分解反応後、組織の溶解が不十分な場合は、さらに

Proteinase K を 10 μL加え、時々混合しながら、56℃で継続してインキュベーション

します（最大 3時間まで）。 

  

 

同じ日にライブラリ調製を行う場合は、精製後の gDNAは氷上に置きます。 

ライブラリ調製が後日になる場合は、-20℃に保存します。 
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2. 以下に示す方法のいずれかを用いて、各 FFPE DNAサンプルの品質（分解度）を確認します。 

 

オプション 1： Agilent NGS FFPE DNA QC Kitを用いる方法 （推奨） 

 

Agilent NGS FFPE DNA QC Kitでは、qPCRベースのアッセイにより DNAの分解度を調べます。結果

として、ΔΔCq DNA分解度スコアと、サンプル中の増幅可能な DNAの濃度が得られます。その結果を用

いて各サンプルの DNA インプット量を決めることができます。ΔΔCq 分解度スコアに基づく DNA インプッ

ト量の推奨内容は表 11をご覧ください。 

 

a. Qubit BR dsDNA Assay Kit を用いて各 gDNAサンプルの濃度を測定します。測定方法は製造元が

提供するプロトコルをご参照ください。 

b. 各 DNAサンプルについて、FFPE gDNA 1 μLを、Agilent NGS FFPE DNA QC Kit測定用に分注し

ます。キットの使用方法は別途弊社ウェブページをご参照ください。 

c. ΔΔCq DNA分解度スコア≦1のサンプルは、すべて step aでの Qubitに基づく濃度を用いて、インプ

ット DNAの量を決定してください。 

d. ΔΔCq DNA分解度スコア＞1のサンプルは、すべて Agilent NGS FFPE DNA QC Kitより得られる

qPCRに基づく濃度を用いて、インプット DNAの量を決定してください。 

 

表 11  ΔΔCq DNA分解度スコアに基づく SureSelect XT HSにおける DNAインプット量の決定 

* ΔΔCqが 1以下の FFPEサンプルの場合、FFPEではないサンプルと同様に DNA インプット量を決定してください。 

10～200 ngに必要な容量を計算するには qPCRによる DNA濃度ではなく、Qubitで測定した濃度を使用します。 
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オプション 2： Agilent Genomic DNA ScreenTape Assayから得られる DINを用いる方法 

 

Agilent 4200 TapeStation もしくは 2200 TapeStationを用いて Genomic DNA ScreenTape Assayを行

い、電気泳動パターンから DNA サンプルの分解度を調べます。このアッセイでは、各サンプルについて

DNA Integrity Number (DIN)の値が出力され、低品質 DNA の場合はその値をもとに DNA インプット量

を決定します。 

 

a. Qubit BR dsDNA Assay Kit を用いて各 gDNAサンプルの濃度を測定します。測定方法は製造元が

提供するプロトコルをご参照ください。 

b. 各 DNAサンプルについて、FFPE gDNA 1 μLを Agilent Genomic DNA ScreenTape Assay用に分

注します。キットの使用方法は別途弊社ウェブページをご参照ください。 

c. DINの値をもとに、表 12の内容を参照にして各サンプルのインプット量を決定してください。 

 

表 12  DNA Integrity Number (DIN)の値に基づく、SureSelect XT HSにおける DNAインプット量の決定 

* DINが 8より大きい FFPEサンプルの場合、FFPEではないサンプルと同様に DNA インプット量を決定してください。 

 

3. ライブラリ調製のために、各 DNAサンプルを 1X Low TE Bufferにて適したインプット量を 50 μLの容

量になるよう調製します。DNAの分解度に基づいて、表 11 と表 12 に記載されている FFPE サンプ

ル用のインプット量推奨内容を参照してください。 

ボルテックスミキサでよく混合し、軽く遠心し液をチューブの底にあつめます。 

サンプルは氷上に置きます。 
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STEP2. DNAの断片化 

 

このステップでは、50 μL の gDNA サンプルを、高品質もしくは FFPE の DNA のいずれかに最適化され

た条件により断片化します。断片化後の DNAのターゲットサイズは 150～200 bpです。 

 

NOTE  本プロトコルは Covaris model E220 装置と 130 μL Covaris microtube （p/n 

520045）により条件が最適化されています。他の Covaris 装置やサンプルホルダー

を用いる場合は、ターゲットサイズの DNA 断片が得られる条件について装置取り扱

い会社にお問い合わせください。 

  

 

1. コバリス E220を起動します。 

a. 製造元の推奨に従い、使用する機器モデル、サンプルチューブまたはプレートでの最適なレベルま

で脱イオン水をコバリスのタンクに注ぎます。 

b. チューブのガラス部分が水で覆われているか確認してください。 

c. コントロールパネル上で、Degas （脱ガス）ボタンを押します。最低 30分以上脱ガスを行います（製

造元の推奨に従ってください）。 

d. コバリスのウォーターバス内の水温が 5℃程度になるように、外部循環冷却装置の水温を 2℃～

5℃の間に設定し、循環水の温度の表示が 5℃以下になっているのを確認します。 

e. （オプション）外部循環冷却装置内の循環冷媒に、エチレングリコールを 20% [v/v]程度添加すると、

冷媒が凍結するのを防止することができます。 

コバリスの操作の詳細は、コバリス社のユーザーズガイドを参照ください。 

 

2. 各 gDNAサンプルを、下記の手順にて断片化します。 

高品質 DNAサンプルもしくは FFPE DNAサンプルは、50 μLの 1X Low TE Bufferに 10～200 ng 

gDNAが含まれている必要があります（必要量は DNAの分解度により決定します）。 

 

a. 先がテーパー状になったピペットチップを用い、コバリスの microTUBEのキャップ上面にあるスリッ

トにチップの先を差し込んで、50 μL DNAサンプルを Covaris microTUBEに移します。 

b. microTUBE を 30 秒遠心し、液を底に集め、底部にある泡を取り除きます。microTUBE 内に泡が

残らないように注意してください（泡は超音波による gDNAの断片化を阻害します）。 

【microTUBEの遠心操作】 

卓上遠心機の PCR チューブ用のアタッチメントにセットして軽くスピンダウンしま

す。その際は右図の黄色の位置に microTUBEをセットします（1.5 mLチューブ用

のアタッチメントにはセットすることができません）。外側にセットした場合、遠心力が強すぎチューブが飛ぶ恐れがあ

ります。 
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c. サンプルを入れたmicroTUBE を、コバリスのチューブフォルダにセットします。表 13の設定により、

gDNAの断片化を行います。 

 

表 13  Covaris E-series 装置による断片化設定条件（SonoLab software v7以降） 

設定 高品質 DNA FFPE DNA 

Duty Factor 10% 10% 

Peak Power 175 175 

Cycles / Burst 200 200 

Treatment時間 2x120 sec 240 sec 

温度 2°Cから 8°C 2°Cから 8°C 

 

高品質 DNAのみ、下記の手順にて 2段階で断片化を実施してください。 

・ 120秒断片化します。 

・ microTUBEを 10秒間遠心します。 

・ microTUBEを高速のボルテックスミキサにより 5秒間攪拌します。 

・ microTUBEを 10秒間遠心します。 

・ さらに 120秒断片化します。 

・ microTUBEを 10秒間遠心します。 

・ microTUBEを高速のボルテックスミキサにより 5秒間攪拌します。 

・ microTUBEを 10秒間遠心します。 

 

d. 断片化が終了したら、microTUBE を microTUBE フォルダから取り出し、ローディングステーション

の上に載せます。 

e. microTUBE の蓋をしたままの状態で、セプタからピペットチップの先を差し込み、サンプル全量を、

ピペットを用いてゆっくり吸引します。 

f. 断片化されたサンプル全量 （約 50 μL）を、新しい Eppendorf twin.tec 96-well plateに移しますサ

ンプルを氷上に置きます。 

g. DNAサンプルを移した後、microTUBEを遠心し残存したサンプルを集めます。チューブ内に残った

サンプルをできるだけ回収し、step fのチューブに移します。 
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STEP3. アダプター付加ライブラリの調製 

 

このステップでは、Agilent 自動化システムは SureSelect ターゲットエンリッチメントに必要な末端修復、

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、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 14に示す試薬を使用します。使用前に表 14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。 

 

また、このステップでは Agencort AMPure XPビーズも使用します。p. 45で使用する前に室温に戻してお

きます。 

 

表 14  使用前に溶かしておく試薬 

 

 

  

p. 42 

p. 43 

p. 42 

p. 43 

p. 43 
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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. Bravoデッキヒートブロックの温度設定を参照に 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 77℃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。 

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。 

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。 

 

末端修復/dA付加マスターミックスの調製 

5. 表 15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 15-30 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 15  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 

6. 表 16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 15-30 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 16  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 

7. 表 17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、氷上に起き

ます。 

 

表 17  Adaptor Oligo Mix希釈液の調製 
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マスターミックスソースプレートの調製 

8. Nunc DeepWellプレートにステップ 5から 7で調製したマスターミックスを含むマスターミックスソース

プレートを調製します。表 18に示す容量の各マスターミックスを Nunc DeepWell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 3に示します。 

 

表 18  LibraryPrep_XT_LI_ILM_v.B1.0.1.rstのためのマスターミックスソースプレートの調製 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3  LibraryPrep_XT_LI_ILM_v.B1.0.1.rst用のマスターミックスソースプレートの配置 
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9. 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。 

10. 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。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。   

 

精製用試薬の準備 

11. AMPure XPビーズが室温であることを確認してください。AMPure XPビーズは冷凍保存しないよう注

意してください。 

12. ビーズの懸濁液の状態や色が均一になるまで、よく混合してください。 

13. 均一な状態にした AMPure XPビーズ 140 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にと言う順番でビ

ーズを入れるようにしてください。 

 

NOTE  このステップで分注した 140 μLの AMPure XPビーズは

LibraryPrep_XT_LI_ILM_v.B1.0.1.rst とその後の

AMPureXP_XT_LI_ILM_v.B1.0.1.proの精製ステップ両方で使用します。 

ライブラリ調製ランセットと精製プロトコルを同じ日に行わない場合は、AMPure XPビ

ーズソースプレートを確実にシールで蓋をして、4℃で保存してください。 

  

 

14. 15 mLの Nuclease-free waterを入れた Thermo Scientific リザーバーを準備します。 

15. 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。 
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ワークステーションの準備 

16. 表 19 にしたがって Labware MiniHub にプレート等をセットします。セットする際のプレートの向きは図 

4に示すとおり、A1の位置が MiniHubに正対して手前左の位置になるようにプレートを置きます。 

 

表 19  LibraryPrep_XT_LI_ILM_v.B1.0.1.rst用のMiniHubの初期配置 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4  Agilent Labware MiniHubプレートの向き。ThermoScientific リザーバーの場合は、切

り欠きのある角が MiniHubの中央に向くように置きます。 

Nuclease-free water 
reservoir from  
step 14 

70% ethanol reservoir 

from step 15 

AMPure XP beads 
in Nunc DeepWell 
plate from step 13 
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17. 表 20 にしたがって Bravo デッキにプレート等をセットします。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 20  LibraryPrep_XT_LI_ILM_v.B1.0.1.rst用の Bravoデッキの初期配置 

 

 

18. 表 21にしたがって BenchCel Microplate Handling Workstationにセットします。 

 

表 21  LibraryPrep_XT_LI_ILM_v.B1.0.1.rst用の BenchCelの初期配置 

 

 

LibraryPrep_XT_LI_ILM_v.B1.0.1.rstの実行 

19. セットアップフォームの「実行するプロトコルを選択」の LibraryPrep_XT_LI_ILM_v.B1.0.1.rst

を選択します。 
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20. 「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。 

 

 

 

 

 

 

 

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

 

 

 

 

22. 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。 

 

 

 

 

 

 

23. 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。 

 

 

 

24. 確認後、Run Protocol をクリックしてください。 

 

 

 

25. ランの準備ができましたら、以下のウィンドウの OKをクリックしてください。 
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LibraryPrep_XT_LI_ILM_v.B1.0.1.rst 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。 

 

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。MiniHub の Shelf2 のカセット 3 か

ら AMPure XP ビーズが入った Nunc DeepWell ソースプレート取り出し、シール

をして 4℃で保存してください。 
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STEP4. アダプター付き DNAライブラリの増幅 

このステップでは自動化システムでアダプター付 DNA サンプルの増幅とインデックス付加を行います。自

動化システムのプロトコルが完了後、サーマルサイクラへ PCR プレートを移しライブラリの増幅を行いま

す。 

 

このステップでは表 22 に示し試薬を使用します。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 22  キャプチャ前 PCR増幅に使用する試薬 

 
* インデックスプライマーは 96 ウェルプレートで、1-96（黄、Index Plate1）もしくは 97-192（赤、Index Plate2）がキットに

含まれています。 

 

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。 

  

 

 

  

p. 52 

p. 52 

p. 52 

p. 52 

p. 52 



    

3. サンプル調製 

 

SureSelect XT Low Input Automated Target Enrichment System 
 

51 

 

ワークステーションの準備 

1. Labware MiniHub Shelf2のカセット 3に残っている AMPure XPビーズが入った Nunc DeepWellプ

レートは後の精製プロトコルで使用します。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

拭いてください。 

3. 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。 

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 6番の温度を 4℃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。 

 

サーマルサイクラの準備 

5. 表 23 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 23  キャプチャ前 PCR増幅のためのサーマルサイクラのプログラム* 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

 

 

 

 

 

 

 

インプット DNA の品質と量に基づいた

サイクル数の推奨については 

表 24 をご参照ください。 
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表 24  推奨キャプチャ前 PCRサイクル数 

* qPCRで決定した DNA量または DINの値を基にした DNA量 

 

キャプチャ前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 

6. 表 25に従い、適切なキャプチャ前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よく混合

し、氷上に置きます。 

 

表 25  キャプチャ前 PCRマスターミックスの調製 

 

 

7. LibraryPrep_XT_LI_LIM_v.B1.0.1.rst ランで使用したものと同じ Nunc DeepWell マスターミックスソ

ースプレートに表 26に示された量をカラム 4の全てのウェルに加えます。マスターミックスソースプレ

ートの最終的な配置は図 5を参照ください。 
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表 26  Pre-CapPCR_XT_LI_ILM_v.B1.0.1.pro用マスターミックスソースプレートの調製 

 

 

NOTE  新しい Nunc DeepWellプレートを使用する場合は、カラム 1-3は空のままにし 

カラム 4に PCRマスターミックスを入れてください。   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 5  Pre-CapPCR_XT_LI_ILM_v.B1.0.1.pro用マスターミックスソースプレートの配置 

 

8. 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。 

9. 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。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。 
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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。   

 

キャプチャ前PCRインデックスプライマープレートの調製 

10. 自動化プロトコルでの増幅用 PCRプレートに SureSelect XT Low Inputインデックスプライマーを調

製します。PCR プレートのそれぞれのウェルに 2 μL の各サンプルに割り当てられたインデックスプラ

イマーと 3 μLの Nuclease-free waterを加えます。プレートは氷上に置きます。 

 

ワークステーションの準備 

11. 図 4に示すプレートの向きを参照に、表 27に従い Labware MiniHubにチップボックスをセットします。 

 

表 27  Pre-CapPCR_XT_LI_ILM_v.B1.0.1.pro用の MiniHubの初期配置 

 

 

12. 表 28に従い、Bravoデッキにプレート等をセットします。 

 

表 28  Pre-CapPCR_XT_LI_ILM_v.B1.0.1.pro用の Bravoデッキの初期配置 
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13. 表 29に従い、BenchCel Microplate Handling Workstationにチップボックスをセットします。 

 

表 29  Pre-CapPCR_XT_LI_ILM_v.B1.0.1.pro用の BenchCelの初期配置 

 

 

Pre-CapPCR_XT_LI_ILM_v.B1.0.1.proの実行 

14. セットアップフォームの「実行するプロトコルを選択」の Pre-CapPCR_XT_LI_ILM_v.B1.0.1.pro を選

択します。 

 

 

 

 

 

 

 

15. 「サーマルサイクラーで使用する PCR プレートタイプを選択」で Bravo デッキ 6 番にセットした PCR

プレートを選択してください。 
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16. 「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。 

 

 

 

 

 

 

 

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

 

 

 

 

18. 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。 

 

 

 

 

 

19. 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。 

 

 

 

20. 確認後、Run Protocol をクリックしてください。 

 

 

 

 

Pre-CapPCR_XT_LI_ILM_v.B1.0.1.proの実行には約 15分かかります。完了すると調製された DNA と

PCRマスターミックスを含み、PCRにかけるサンプルは Bravoデッキ 6番の PCRプレートに入った状態

になります。 
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21. 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℃、3秒でシールします。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

22. 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。 

23. 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 Play ボタンを押し、

表 23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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STEP5. AMPure XPビーズによる増幅した DNAの精製 

 

このステップでは自動化システムで AMPure XPビーズと増幅した DNAを Nunc DeepWellプレートに移

し、ビーズに結合した DNAを集め洗浄する操作を実行します。 

 

ワークステーションの準備 

1. Labware MiniHubの Shelf2、カセット 3に残っている AMPure XPビーズが入った Nunc DeepWell

プレートはこのプロトコルで使用します。 

それ以外の Labware MiniHub と BenchCelにあるプレートやチップボックスを全て片付けます。 

 

CAUTION  ワークステーションへのダメージを避けるため、Nunc DeepWellプレートはランを実

施する前に必ずシールを剥がしていることを確認してください。   

 

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 45℃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。 

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. 15 mLの Nuclease-free water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. 図 4に示すプレートの向きを参照に、表 30に従い Labware MiniHubにプレート等をセットします。 

 

表 30  AMPureXP_XT_LI_ILM_v.B1.0.1.pro:Pre-Capture PCR用の MiniHubの初期配置 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nuclease-free water 

reservoir from step 5 

step 6 
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8. 表 31に従い、Bravoデッキにプレート等をセットします。 

 

表 31  AMPureXP_XT_LI_ILM_v.B1.0.1.pro:Pre-Capture PCR用の Bravoデッキの初期配置 

 

 

9. 表 32に従い、BenchCel Microplate Handling Workstationにチップボックスをセットします。 

 

表 32  AMPureXP_XT_LI_ILM_v.B1.0.1.pro:Pre-Capture PCR用の BenchCelの初期配置 
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AMPureXP_XT_LI_ILM_v.B1.0.1.pro:Pre-Capture PCRの実行 

10. 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_XT_LI_ILM_v.B1.0.1.pro:Pre-

Capture PCRを選択します。 

 

 

 

 

 

 

 

NOTE  AMPure XP精製プロトコルは、SureSelect自動化システムの複数のステップで使用

します。自動化プロトコルを開始する際に正しいワークフローのステップを選択してい

るか確認してください。 

  

 

11. 「サーマルサイクラーで使用する PCR プレートタイプを選択」で Bravo デッキ 9 番にセットした PCR

プレートを選択してください。 

 

 

 

 

 

12. 「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。 

 

 

 

 

 

 

 

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

 

 

 

 

 

15. 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。 

 

 

 

16. 確認後、Run Protocol をクリックしてください。 

 

 

 

 

 

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。 
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STEP6. ライブラリ DNAのサイズチェックと定量 

 

サンプル解析は自動化サンプル調製プログラムを使用して Agilent 4200 TapeStation で行うか、手作業

でサンプル調製を行い 2100バイオアナライザで行います。 

 

どの装置を使用する解析においても試薬類を使用前に室温に 30分置き、完全に室温に戻してください。 

 

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_v.B1.0.1.pro 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。 

 

NOTE  必要に応じて、手作業でアッセイ用サンプルプレートを調製することができます。その

際はガイドに従い、1 μLの DNAサンプルと 3 μLの Sample buffer を混合します。

Electropherogramの解析は p. 66のガイドラインをご参照ください。 

  

 

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（p21参照）。 

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. 新しい Eppendorf twin.tec プレートを使用し、Sample Buffer ソースプレートを室温で調製します。表 

33に従い、カラム１の各ウェルに D1000 Sample Bufferを加えます。 

 

表 33  TS_D1000_v.B1.0.1.pro用の Sample Buffer ソースプレートの調製 
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ワークステーションの準備 

6. 図 4に示すプレートの向きを参照に、表 34に従い Labware MiniHubにチップボックスをセットします。 

 

表 34  TS_D1000_v.B1.0.1.pro用の MiniHubの初期配置 

 

 

7. 表 35に従い、Bravoデッキにプレート等をセットします。 

 

表 35  TS_D1000_v.B1.0.1.pro用の 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 p/n 

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 36に従い、BenchCel Microplate Handling Workstationにチップボックスをセットします。 

 

表 36  TS_D1000_v.B1.0.1.pro用の BenchCelの初期配置 

 

 

TS_D1000_v.B1.0.1.proの実行 

9. セットアップフォームの「実行するプロトコルを選択」の TS_D1000_v.B1.0.1.proを選択します。 

 

 

 

 

 

 

 

10. 「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。 

 

 

 

 

 

 

 

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

 

 

 

 

 

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 Protocol をクリックしてください。 

 

 

 

 

TS_D1000_v.B1.0.1.pro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、p. 72 のハイブリダイゼーションのセットアッ

プで使用するまで氷上に置きます。 

 

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 Foil Seal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。 

 

 

 

 

 

 

 

 

CAUTION  4200 TapeStation へのダメージを避けるため、指定の 96-well plate foil seals 

(Agilent p/n 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。 
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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

してください。泳動を開始します。 

17. 解析終了後、電気泳動図（electropherogram）により、高品質の DNA の場合は約 300-400 bp、

FFPE DNAの場合は約 200-400 bpの間にDNA断片のピークがあることを確認します。電気泳動図

の例は図 6（高品質DNAから調製したライブラリ）、図 7（中程度の品質の FFPE DNAから調製した

ライブラリ）、図 8（低品質の FFPE DNAから調製したライブラリ）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

されてます。p. 66- p. 67 図 6、図 7、図 8、と同程度に占められている割合が低い場合は、そのラ

イブラリサンプルを用いてターゲットエンリッチメントの工程に進むことができます。その他については  

p. 132のトラブルシューティング情報をご参照ください。 

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。 

ハイブリダイゼーション反応には調製したライブラリが 500-1000 ng必要です（液量 12 μL）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 6  高品質 gDNAサンプルから調製したキャプチャ前のライブラリの電気泳動図（D1000アッセイ） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 7  典型的な FFPE gDNAサンプルから調製したキャプチャ前のライブラリ電気泳動図 

（D1000アッセイ） 
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図 8  低品質 FFPE gDNAサンプルから調製したキャプチャ前のライブラリの電気泳動図 

（D1000アッセイ） 

 

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-20℃で保存してくだ

さい。   
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Option2: Agilent 2100バイオアナライザとDNA1000アッセイを使用する場合 

DNA1000試薬キットとDNAチップを使用します。詳細は別途 DNA1000 Kitのマニュアルをご参照ください。 

1. Kitのマニュアルに従い、2100バイオアナライザをセットアップします。 

2. Kitのマニュアルに従い、チップ、サンプルラダを調製します。各サンプル 1 μLをアッセイに用います。

チップ調製後 5分以内に装置にセットし、泳動を開始してください。 

3. 解析終了後、電気泳動図（electropherogram）により、高品質の DNA の場合は約 300-400 bp、

FFPE DNAの場合は約 200-400 bpの間にDNA断片のピークがあることを確認します。電気泳動図

の例は図 9（高品質 DNAから調製したライブラリ）、図 10（中程度の品質の FFPE DNAから調製し

たライブラリ）、図 11（低品質の FFPE DNAから調製したライブラリ）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

されてます。p. 68-p. 69 図 9、図 10、図 11 と同程度に占められている割合が低い場合は、そのラ

イブラリサンプルを用いてターゲットエンリッチメントの工程に進むことができます。その他については

p. 132のトラブルシューティング情報をご参照ください。  

4. 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。より高精度に定量する

ために、濃度が解析試薬の定量範囲内であることを確認してください。 

ハイブリダイゼーション反応には調製したライブラリが 500-1000 ng必要です（液量 12 μL）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 9  高品質 gDNAサンプルから調製したキャプチャ前のライブラリの電気泳動図（DNA1000アッセイ） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 10  典型的な FFPE gDNAサンプルから調製したキャプチャ前のライブラリ電気泳動図 

（DNA1000アッセイ） 
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図 11  低品質 FFPE gDNAサンプルから調製したキャプチャ前のライブラリの電気泳動図 

（DNA1000アッセイ） 

 

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-20℃で保存してくだ

さい。   
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 ハイブリダイゼーション 

 

STEP1. ハイブリダイゼーションのための調製済み

DNAサンプルの分取  71 

STEP2. DNA ライブラリとキャプチャライブラリのハ

イブリダイゼーション  75 

STEP3. ハイブリダイズした DNAのキャプチャと洗浄  88 

 

 

この章では SureSelect または ClearSeq キャプチャライブラリを用いたハイブリダイゼーションとキャプチ

ャの工程が示されています。それぞれの DNA ライブラリサンプルは別々にハイブリダイズしてキャプチャ

する必要があります。 

 

CAUTION  キャプチャライブラリと調製した DNA ライブラリの比率は、高いキャプチャ効率を得

るために極めて重要です。プロトコルに記載されている量に従い、ハイブリダイゼー

ションを行ってください。 

  

 

CAUTION  ハイブリダイゼーション中に液の蒸発があると結果に悪い影響を与えます。最初の

実験を始める前に、使用するハイブリダイゼーションの条件で 4 μL 以上の溶液の

蒸発がないか確認してください。 

  

 

CAUTION  キャプチャの特異性を確保するためには、ハイブリダイゼーションの反応液を 65℃

に維持することが非常に重要です。プロトコルの各ステップの指示に従い、反応液

の温度をなるべく下げないよう注意してください。 
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STEP1. ハイブリダイゼーションのための調製済み DNAサンプルの分取 

 

各サンプルは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反応には調製したライブラリが 500-1000 ng 必要です（液量 12 μL）。この範囲で

なるべく多くの量をハイブリダイゼーションに使用してください。 

 

p. 66-p.69 で計算したサンプルの濃度を用いて、ハイブリダイゼーションに使用する液量を以下の式で計

算します。 

 Volume (μL) = 1000 ng/concentration (ng/μL) 

 

推奨の 1000 ngに満たないサンプルがあった場合、残りの DNAサンプルを全量（約 10-12 μL、少なくと

も 500 ngを含むこと）をハイブリダイゼーションのステップで使用してください。 

 

自動化プロトコルAliquot_Libraries_v.B1.0.1.proを実行し、ハイブリダイゼーションに使用する各DNAサ

ンプルの適切な量を新しいプレートに分取することができます。自動化プロトコルを実行する前に、各サン

プルの分取する液量を自動化システムに指示するための表を以下のステップに従い作成する必要があり

ます。 

 

1. 図 12に示すヘッダーをつけた.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、

全ての 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、それぞれのサンプルのハイブリダイゼーションに使用する液量（μL）を入力しま

す。プレート上の空のウェルは図 12に示すように全て 0を入力してください。 

使用しないウェルの行は消さないでください。 
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図 12  サンプルスプレッドシート（1カラムラン用） 

 

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_LI_ILM_v.B1.0.1>Aliquot Library 

Input Files>Aliquiot_Libraries_template.csv 

Aliquiot_Libraries_template.csv ファイルをコピーし、 

各 Aliquiot_Libraries_v.B1.0.1pro のランの 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、96 ウェル分の行があること、使用しないウェルの Volume の列は 0

が入力されていることを確認してください。 

  

 

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>NGS Option B>XT_LI_ILM_v.B1.0.1>Aliquot Library Input Files 

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 37に従い、Bravoデッキにプレート等をセットします。 

 

表 37  Aliquiot_Libraries_v.B1.0.1pro用の Bravoデッキの初期配置 
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6. セットアップフォームの「実行するプロトコルを選択」の Aliquiot_Libraries_v.B1.0.1pro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。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. 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。 

 

 

 

10. 確認後、Run Protocol をクリックしてください。 

 

 

 

11. 以下のダイアログボックスが表示されたら、このランのために step 3で作成した.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。 

 

 

 

 

 

  



 

4. ハイブリダイゼーション 

  

74 SureSelect XT Low Input Automated Target Enrichment System 
 

 

Aliquiot_Libraries_v.B1.0.1pro 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. Bravoデッキからサンプルプレートを取り、濃縮遠心機で 45℃以下の温度でサンプルを乾燥させます。 

13. 乾燥した各サンプルに 12 μLの Nuclease-free waterを加えます。各ウェルの内壁に沿ってサンプル

を再溶解させるよう、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℃、1秒です。 

15. プレートを 30 秒間ボルテックスミキサで混合し完全に溶解させた後、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ます。 
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STEP2. DNAライブラリとキャプチャライブラリのハイブリダイゼーション 

 

このステップでは自動化プロトコル Hyb_XT_LI_ILM_v.B1.0.1.pro を使用して、ハイブリダイゼーション反

応のセットアップを行います。その後、サーマルサイクラにサンプルプレートを移動し、65℃で保温して

SureSelect または ClearSeq キャプチャライブラリへの DNA サンプルのハイブリダイゼーションを行いま

す。 

 

このステップでは表 38に示す試薬を使用します。使用前に表 38の指示に従い各試薬を溶解し、ボルテ

ックスミキサで混合、スピンダウンをして液を集めてください。 

 

表 38  ハイブリダイゼーションで使用する試薬 

 

 

サーマルサイクラの準備 

1. 表 39 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。 

必要なサンプルと試薬の温度を維持するために、ハイブリダイゼーションの自動化プログラムを始め

る前にサーマルサイクラのプログラムを事前に設定しておくことが重要です。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

p. 77 

p. 79 

p. 77 

p. 79 
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表 39  ハイブリダイゼーションのためのサーマルサイクラのプログラム* 

* サーマルサイクラのプログラムでの反応量は 30 μL に設定してください（Segment4 のサイクルでのハ

イブリダイゼーション反応の最終液量）。 

† 
VWorks ソフトウェアで指示が表示された後、サンプルを Hold ステップの間にワークステーションに移し

ます。 

‡ ハイブリダイゼーションの温度（Segment4 と 5）を 60℃に下げることで AT-rich の領域のカバレッジが

向上する可能性があります。 

** p. 88で始まるキャプチャと洗浄自動化プロトコルまでサンプルは 65℃で維持します。 

 

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。   

 

 

ワークステーションの準備 

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

3. 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。 

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. 赤いアルミニウムインサートを Bravoデッキ 4番と 6番に置きます。 

6. 空のチップボックスをMiniHub shelf2のカセット 4にセットします。 

7. 表 40に従い、BenchCel Microplate Handling Workstationにチップボックスをセットします。 
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表 40  Hyb_XT_LIILM_v.B1.0.1.pro用の BenchCelの初期配置 

 

Blockマスターミックスの調製 

8. 表 41に従い、適切な Blockマスターミックスを氷上で調製します。 

 

表 41  Blockマスターミックスの調製 

 

Hybridization Bufferマスターミックスの調製 

9. 表 42に従い、適切な Hybridization Bufferマスターミックスを室温で調製します。 

 

表 42  Hybridization Bufferマスターミックスの調製 
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1つまたは複数のCapture Libraryマスターミックスの調製 

10. 表 43～表 46に従い、ハイブリダイゼーションに使用する各キャプチャライブラリにおいて適切な量を

調製します。高速のボルテックスミキサで完全に混合し、スピンダウンをして氷上に置いておきます。 

 

NOTE  調製した DNA サンプルプレートのそれぞれの Row（行）に異なるキャプチャライブラ

リをハイブリダイズすることができます。しかし、キャプチャライブラリのサイズが異な

るとキャプチャ後増幅でのサイクル数が異なります。同じプレートには同じ PCR サイ

クル数となるターゲットサイズのライブラリをハイブリダイズさせるように実験計画を

立ててください。プレートの全ての Rowで 1種類のキャプチャライブラリを使用するラ

ンの場合、p.79の step a （表 43または表 44）に従ってマスターミックスを調製して

ください。 

個々のRowで異なるキャプチャライブラリを使用するランの場合、p. 80の step b (表 

45または表 46)に従ってマスターミックスを調製してください。 
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a. 全ての rowで 1つのキャプチャライブラリを使用するランの場合、キャプチャライブラリのサイズに応じ

て表 43または表 44に従って Capture Libraryマスターミックスを調製してください。 

 

表 43  ターゲットサイズ 3 Mb未満のキャプチャライブラリの場合の Capture Libraryマスターミックス、8 

rows分 

 

表 44  ターゲットサイズ 3 Mb以上のキャプチャライブラリの場合の Capture Libraryマスターミックス、8 

rows分 
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b. 個々の rowで異なるキャプチャライブラリを使用するランの場合、キャプチャライブラリのサイズに応じ

て表 45 または表 46 に従って Capture Library マスターミックスを調製してください。表 45 と表 46

に示す液量はサンプルウェル 1row 分です。複数の row で同じキャプチャライブラリをハイブリダイズ

する場合は、下表に示す量に使用する予定の row 数をかけてください。ピペット操作のロス分も考慮

してください。 

 

表 45  ターゲットサイズ 3 Mb未満のキャプチャライブラリの場合の Capture Libraryマスターミックス、1 

row分 

 

 

表 46  ターゲットサイズ 3 Mb以上のキャプチャライブラリの場合の Capture Libraryマスターミックス、1 

row分 
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マスターミックスのソースプレートの調製 

11. step 8 から step 10 で調製したマスターミックスを Eppendorf twin.tec プレートにいれハイブリダイ

ゼーションマスターミックスソースプレートを室温で調製します。表 47 に従い、各マスターミックスを指

定された Eppendorf twin.tecプレートのカラムの各ウェルに加えます。 

1 回のランで複数のキャプチャライブラリを使用する場合は、Capture Library マスターミックスを

Eppendorf twin.tec プレートの適切な row に加えてください。マスターミックスソースプレートは最終

的な配置を図 13に示します。 

 

表 47  Hyb_XT_LI_ILM_v.B1.0.1.pro用のマスターミックスソースプレートの調製 
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図 13  Hyb_XT_LI_ILM_v.B1.0.1用のマスターミックスソースプレートの配置 

Column2には各 rowに異なるキャプチャライブラリを入れることができます。 

 

12. 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。 

13. 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プレートシール

をはがします。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。Bravo デッキのセットアップに

すぐに進んでください。マスターミックスプレートを室温に置く時間をできるだけ短くするようにしてくださ

い。 
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Bravoデッキのセットアップ 

14. 表 48に従って Bravoデッキにプレート等をセットします。 

 

表 48  Hyb_XT_LI_ILM_v.B1.0.1.pro用の Bravoデッキの初期配置 

 

Hyb_XT_LI_ILM_v.B1.0.1.proの実行 

15. セットアップフォームの「実行するプロトコルを選択」の Hyb_XT_LI_ILM_v.B1.0.1.pro を選択します。 

 

 

 

 

 

 

 

16. 「サーマルサイクラーで使用する PCR プレートタイプを選択」で Bravo デッキ 4 番にセットした PCR

プレートを選択してください。 
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17. 「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。 

 

 

 

 

 

 

 

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

 

 

 

 

19. 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。 

 

 

 

 

 

20. 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。 

 

 

 

21. 確認後、Run Protocol をクリックしてください。 

 

 

 

自動化システムは調製した DNA ライブラリと分注した Block マスターミックスを混合します。作業が完了

すると、ハイブリダイゼーション前のサンプルの熱変性とブロッキングのためにプレートをサーマルサイク

ラに移すようメッセージが表示されます。 
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22. VWorks で以下に示すメッセージが表示されたら、PCR プレートを Bravo デッキ 4 番から赤いアルミ

ニウムインサートは残したままで取り出します。サンプルプレートを取りだした後、Continue をクリック

してください。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

23. サンプルプレートを PlateLoc Thermal Microplate Sealerでプレートをシールします。設定は 165℃、

3秒です。 

24. シールしたプレートをサーマルサイクラに移し、p76、表 39 で示した反応を開始します。熱変性とブロ

ッキングの segmentは図 14を参照にしてください。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 14 ハイブリダイゼーション前のサンプル熱変性とブロッキングのプログラム 

 

サーマルサイクラでサンプルをインキュベートしている間、自動化プログラムは Capture Library 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。 

 

CAUTION  以下の step 25から step 29は迅速に、Vworks ソフトウェアの指示が表示されたら

すぐに実施しなければなりません。自動化システムのそばを離れないようにしてくだ

さい。自動化システムとサーマルサイクラの間で移動をする際、サンプルの温度が

65℃に保たれることが非常に重要です。 
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25. ワークステーションが Capture Library と Hybridization Buffer マスターミックスの分取が完了すると

VWorks に以下の指示が表示されます。サーマルサイクラが 65℃、Hold のステップになっていること

を確認し（まだ Hold になっていなかったら、Hold になるまで待ってから）Continue をクリックします。

プレートを動かすように指示があるまでは、サーマルサイクラにサンプルプレートを入れておいてくださ

い。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

26. VWorks に以下の指示が表示されたら、迅速にサンプルプレートをサーマルサイクルから取り出し、

Bravo デッキ 4 番の赤いアルミニウムインサートの上に載せてください。溶液が飛び散らないようにシ

ールを剥がし、Continue をクリックします。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

WARNING  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。  

 

自動化システムは DNA サンプルとブロッキング試薬の混合液を含む PCR プレートのウェルに、キャプチ

ャライブラリとハイブリダイゼーションバッファの混合液を移します。 
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27. VWorks に以下の指示が表示されたら、迅速に Bravo デッキ４番から PCR サンプルプレートを赤い

アルミニウムインサートは残したままで取り出します。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

28. サンプルプレートを PlateLoc Thermal Microplate Sealerでプレートをシールします。設定は 165℃、

3秒です。 

29. すぐにプレートをサーマルサイクラに戻し、65℃で保温します。Play ボタンを押し、設定したプログラム

のハイブリダイゼーション segment (p76、表 39の segment4)を開始します。このステップで、調製し

た DNAサンプルはキャプチャライブラリにハイブリダイズします。 

 

CAUTION  サーマルサイクラのプレートの温度は 105℃の加温式の蓋 (heat lid)を用いて 65℃

で使用します。サーマルサイクラの蓋の温度は高く、やけど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。 

 

 

30. サーマルサイクラでハイブリダイゼーションを開始したら、VWorks スクリーンの Continue をクリックしま

す。 

31. VWorks プロトコルを終了させるため、Unused Tips と Empty Tip box ダイアログボックスの

Continueをクリックし、その後 Protocol Completeダイアログボックスの Yesをクリックします。 
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STEP3. ハイブリダイズした DNAのキャプチャと洗浄 

このステップでは自動化システムの SSELCapture&Wash_XT_LI_ILM_v.B1.0.1.rst ランセットを使用し、

ストレプトアビジン結合ビーズを使って DNA とキャプチャライブラリのハイブリッドをキャプチャします。キャ

プチャと洗浄のプロトコルのセットアップ（以下の step1から p. 91の step16まで）は p. 87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のためのインキュベーションの間（約 1.5 時間）に完了してくだ

さい。 

 

キャプチャと洗浄のランセットでは表 49に示す試薬を使用します。 

 

表 49  キャプチャに使用する試薬 

 

 

ワークステーションの準備 

1. Labware MiniHub と BenchCelにあるプレートやチップボックスを全て片付けます。 

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. 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 66℃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。 

4. 赤いアルミニウムインサートを Bravoデッキ 4番におきます。 

5. Bravoデッキ 6番に Nunc DeepWell プレート用のシルバーインサートをおきます。このインサートは

キャプチャと洗浄の間 DeepWell ソースプレートへ熱伝導を促進するために必要です。シルバーイン

サートにソースプレートをセットする際には、適切に熱が伝わるようプレートが正しくセットされているか

確認してください。 

  

p. 89 

p. 90 

p. 90 

p. 89 
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Dynabeads streptavidinビーズの準備 

6. 保存中に容器の底にたまった Dynabeads MyOne Streptavidin T1磁気ビーズをボルテックスミキサ

でよく攪拌し再懸濁します。 

7. 磁気ビーズを以下の手順で洗浄します。 

a. コニカルチューブに表 50に示す試薬を混合します。液量は余剰分を含みます。  

 

表 50  磁気ビーズ洗浄に使用する試薬 

 

 

b. ボルテックスミキサで 5秒攪拌します。 

c. Dynal magnetic separator (Invitrogen Dynamag-15または-50)等のマグネットにチューブをセ

ットします。 

d. 上清を取り除き廃棄します。 

e. step aから dまでの洗浄を合計 3回繰り返します。（各洗浄ではビーズを残し、表に示した量の

SureSelect Binding Bufferを新しく分注し混合します。） 

 

8. 表 51に従い、SureSelect Binding Bufferにビーズを再懸濁します。 

 

表 51  SSELCapture&Wash_XT_LI_ILM_v.B1.0.1.rst用の磁気ビーズの調製 

 

 

9. 洗浄したストレプトアビジンビーズを Nunc DeepWell ソースプレートに分注します。Nunc DeepWell

プレートの使用する各ウェルに 200 μL の均一なビーズ懸濁液を加えます。使用するサンプル数に合

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てください。 

 

10. ストレプトアビジンビーズが入ったソースプレートを Bravoデッキ 5番におきます。 
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キャプチャと洗浄溶液ソースプレートの調製 

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

12. Wash #1 と書いた Eppendorf twin.tec ソースプレートを準備します。使用する各ウェルに 160 μLの

SureSelect Wash Buffer 1 を加えます。 

13. Wash #2 と書いた Nunc DeepWell ソースプレートを準備します。使用する各ウェルに 1150 μL の

SureSelect Wash Buffer 2 を加えます。 

 

ワークステーションの準備 

14. 図 4に示すプレートの向きを参照に、表 52に従い Labware MiniHubにプレート等をセットします。 

 

表 52  SSELCapture&Wash_XT_LI_ILM_v.B1.0.1.rst用の MiniHubの初期配置 

 

 

15. 表 53に従い Bravoデッキにプレート等をセットします（デッキ 5番には既にセットされています）。 

 

表 53  SSELCapture&Wash_XT_LI_ILM_v.B1.0.1.rst用の Bravoデッキの初期配置 
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16. 表 54に従い、BenchCel Microplate Handling Workstationにチップボックスをセットします。 

 

表 54  SSELCapture&Wash_XT_LI_ILM_v.B1.0.1.rst用の BenchCel初期配置 

 

 

 

SSELCapture&Wash_XT_LI_ILM_v.B1.0.1.rstの実行 

サーマルサイクラのプログラムが segment5の 65℃ Holdステップに到達している状態、p. 87でスター

トしたハイブリダイゼーションのインキュベートが完了後（約 1時間）、

SSELCapture&Wash_XT_LI_ILM_v.B1.0.1.rst ランセットをスタートします。 

 

SSELCapture&Wash_XT_LI_ILM_v.B1.0.1.rst ランセットの実行には約 2 時間かかります。オペレータ

ーは下表に示す 2 つの作業をランセットの間に行う必要があります。表の時間は目安です。各作業はラン

セット中の適切なときに VWorksから指示が表示されるので、その時点で行ってください。 

 

表 55 

 

 

 

 

 

17. セットアップフォームの「実行するプロトコルを選択」の

SSELCapture&Wash_XT_LI_ILM_v.B1.0.1.rstを選択します。 
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18. 「サーマルサイクラーで使用する PCR プレートタイプを選択」でハイブリダイゼーションに使用した

PCR プレートを選択してください。このプレートは VWorks に指示が表示されたら、サーマルサイクラ

から Bravoデッキ 4番にセットしします。 

 

 

 

 

 

19. 「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。 

 

 

 

 

 

 

 

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

 

 

 

 

21. 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。 

 

 

 

 

 

22. 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。 

 

 

 

23. 確認後、Run Protocol をクリックしてください。 
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24. ランを開始する準備が整ったら以下に示すウィンドウの OK をクリックします。Bravo デッキ 4 番の温

度が 66℃に事前にセットしてない場合は、デッキ 4 番がその温度に達しないとランは開始されません。

数分後に操作が必要なので、自動化システムのそばを離れないようにしてください。 

 

 

 

 

 

 

 

 

CAUTION  次の step 25 を迅速かつ注意深く行うことが重要です。サンプルプレートの温度を

65℃に保ったまま素早く Bravo に移します。プレートのシールをはがす際にサンプ

ルが飛び散るのを防ぐため、傾けたり急に動かしたりしないでください。サンプルプ

レートを Bravo デッキに移す前にデッキの温度と試薬の位置が正しくセットされ、自

動化システムの準備が完了していることを確認してください。 

  

 

25. 以下に示す指示が VWorks に表示されたら、65℃に維持されているハイブリダイゼーション反応液が

入った PCR プレートをサーマルサイクルから取り出し、素早く Bravo デッキ 4 番の赤いアルミニウム

インサートにセットします。溶液が飛び散らないように注意してシールを剥がし、ランセットを再開させ

るために Continueをクリックします。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

WARNING  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。  
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26. 以下に示す指示が VWorksに表示されたら、Bravoデッキ 4番から PCRプレートを取り除きます。赤

いアルミニウムインサートは載せたままにしておきます。完了したらランセットを再開させるため、

Continueをクリックします。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

SSELCapture&Wash_XT_LI_ILM_v.B1.0.1.rstランセットの残りの工程は約 1.5-2時間かかります。ラン

セットが完了後、キャプチャされビーズに結合した DNA サンプルは Bravo デッキ 9 番に Eppendorf プレ

ートに入った状態になります。 

ランセットが完了したら PlateLoc Thermal Microplate Sealerでプレートにシールします。設定は 165℃、

1秒です。プレートは次の自動化プロトコルのセットまで氷上に置いておきます。 

 

NOTE  キャプチャされたDNAはキャプチャ後の増幅ステップの間、ストレプトアビジンビーズ

に吸着しています。   
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 マルチプレックスシーケンスのための

キャプチャ後サンプル調製 
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この章では、キャプチャしたライブラリを増幅、精製、品質確認と定量を行う工程を示しています。マルチ

プレックスシーケンスのために、インデックスと分子バーコードが含まれるサンプルをプールする内容も

含まれています。 
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STEP1. キャプチャライブラリの増幅 

このステップでは、自動化システムは SureSelectで濃縮されたDNAサンプルの PCR増幅のための調

製を行います。PCR プレートをワークステーションで準備後、増幅のためにサーマルサイクラにプレート

を移す必要があります。 

 

キャプチャライブラリのサイズにより、増幅のサイクル数が異なります。同じプレートには同じようなサイ

ズのキャプチャライブラリを使用しサンプルの増幅を行えるよう、実験計画を立ててください。推奨のサイ

クル数は p97 の表 58を参照にしてください。 

 

このステップでは表 56 に示す試薬を使用します。実験を始める前に表に記載されている試薬を溶解し

氷上におきます。各試薬は使用前に表に従って混合してください。 

 

表 56  キャプチャ後 PCR増幅で使用する試薬 

 

 

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。 

 

 

 

ワークステーションの準備 

1. Labware MiniHub と BenchCelにあるプレートやチップボックスを全て片付けます。 

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。 

  

p. 98 

p. 98 

p. 98 

p. 98 
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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番と 6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、デッキ 6番は CPAC 2 2に相当します。 

 

サーマルサイクラの準備 

5. 表 57 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 57  キャプチャ後 PCR増幅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 58  キャプチャ後 PCRサイクル数の推奨 

 

  

キャプチャライブラリサイズに基づいた

推奨のサイクル数については 

表 58をご覧ください 
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キャプチャ後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 

6. 表 59 に従い、適切な量のキャプチャ後 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

よく混合し氷上に置いておきます。 

 

表 59  キャプチャ後 PCRマスターミックスの調製 

 

 

7. 表 60 に示す容量の PCR マスターミックスを新しい Nunc DeepWell プレートのカラム 1 の全ての

ウェルに加え、マスターミックスソースプレートを調製します。 

 

表 60  Post-CapPCR_XT_LI_ILM_v.B1.0.1.pro用のマスターミックスソースプレートの調製 

 

 

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

設定は 165℃、1秒です。 

9. 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。 
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ワークステーションの準備 

10. 図 4に示すプレートの向きを参照に、表 61に従い Labware MiniHubにチップボックスをセットします。 

 

表 61  Post-CapPCR_XT_LI_ILM_v.B1.0.1.pro用の MiniHubの初期配置 

 

 

11. 表 62に従い Bravoデッキにプレート等をセットします。 

 

表 62  Post-CapPCR_XT_LI_ILM_v.B1.0.1.pro用の Bravoデッキの初期配置 

 

 

12. 表 63に従い BenchCel Microplate Handling Workstationにチップボックスをセットします。 

 

表 63  Post-CapPCR_XT_LI_ILM_v.B1.0.1.pro用の BenchCelの初期配置 
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Post-CapPCR_XT_LI_ILM_v.B1.0.1.proの実行 

13. セットアップフォームの「実行するプロトコルを選択」の Post-CapPCR_XT_LI_ILM_v.B1.0.1.pro

を選択します。 

 

 

 

 

 

 

14. 「サーマルサイクラーで使用する PCRプレートタイプを選択」で Bravoデッキ 6番にセットした PCR

プレートを選択してください。 

 

 

 

 

 

15. 「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。 

 

 

 

 

 

 

 

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

 

 

 

 

17. 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。 
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18. 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。 

 

 

 

19. 確認後、Run Protocol をクリックしてください。 

 

 

 

 

Post-CapPCR_XT_LI_ILM_v.B1.0.1.proの実行には約 15分かかります。完了するとキャプチャされた

DNAと PCRマスターミックスを含み、PCRにかけるサンプルは Bravoデッキ 6番の PCRプレートに入

った状態になります。 

 

20. 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℃、3秒でシールします。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

21. プレートをサーマルサイクラに移し、Playボタンを押し、p97、表 57のプログラムをスタートします。 

22. PCR増幅プログラムが完了したら、プレートをスピンダウンし氷上に置きます。 

 

次のステップで Agencort AMPure XPビーズを使用するので、使用前に室温に戻しておきます。 

  



 
5. マルチプレックスシーケンスのためのキャプチャ後サンプル調製 

  

102 SureSelect XT Low Input Automated Target Enrichment System 
 

 

STEP2. AMPure XPビーズによる増幅したキャプチャ後ライブラリの精製 

このステップでは自動化システムで AMPure XP ビーズと増幅した DNA を Nunc DeepWell プレートに

移し、ビーズに結合した DNAを集め洗浄する操作を実行します。 

 

ワークステーションの準備 

1. Labware MiniHub と BenchCelにあるプレートやチップボックスを全て片付けます。 

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. 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 45℃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。 

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. 使用する少なくとも 30分以上前に AMPure XP ビーズを室温に戻しておくようにします。決して凍ら

せないようにしてください。 

6. ビーズ溶液の状態や色が均一になるまで、ボルテックスミキサでよく混合します。 

7. 均一にした状態にした AMPure XP ビーズ懸濁液 55 μLを Nunc DeepWell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合わせて、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。 

8. 15 mLの Nuclease-free waterを入れた Thermo Scientific リザーバーを準備します。  

9. 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。 

10. 図 4に示すプレートの向きを参照に、表 64に従い Labware MiniHubにプレート等をセットします。 

 

表 64  AMPureXP_XT_LI_ILM_v.B1.0.1.pro:Post-Capture PCR用の MiniHubの初期配置 

 

 

Nuclease-free water 
reservoir from  
step 7 

70% ethanol reservoir 

from step 8 

AMPure XP beads 
in Nunc DeepWell 
plate from step 6 
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11. 表 65に従って Bravoデッキにプレート等をセットします。  

 

表 65  AMPureXP_XT_LI_ILM_v.B1.0.1.pro:Post-Capture PCR用の Bravoデッキの初期配置 

 

 

12. 表 66に従って BenchCel Microplate Handling Workstationにセットします。  

 

表 66  AMPureXP_XT_LI_ILM_v.B1.0.1.pro:Post-Capture PCR用の BenchCelの初期配置 

 

 

 

AMPureXP_XT_LI_ILM_v.B1.0.1.pro:Post-Capture PCRの実行 

13. 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_XT_LI_ILM_v.B1.0.1.pro:Post-Capture PCR を選択します。 

 

 

 

 

 

 

 

NOTE  AMPure XP精製プロトコルは、SureSelect自動化システムの複数のステップで使用

します。自動化プロトコルを開始する際に正しいワークフローのステップを選択してい

るか確認してください。 
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14. 「サーマルサイクラーで使用する PCRプレートタイプを選択」で Bravoデッキ 9番にセットした PCR

プレートを選択してください。 

 

 

 

 

 

15. 「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。 

 

 

 

 

 

 

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

 

 

 

 

17. 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。 

 

 

 

 

 

18. 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。 

 

 

 

19. 確認後、Run Protocol をクリックしてください。 

 

 

 

 

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。  
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STEP3. シーケンスライブラリ DNAの定量とサイズ確認 

サンプル解析は自動化サンプル調製プログラムを使用して Agilent 4200 TapeStationで行うか、手作業

でサンプル調製を行い 2100バイオアナライザで行います。 

 

どの装置を使用する解析においても試薬類を使用前に室温に30分置き、完全に室温に戻してください。 

 

Option1: Agilent 4200 TapeStationとHigh Sensitivity 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 2 μL の High Sensitivity D1000 Sample buffer を混合し、High 

Sensitivity D1000 アッセイ用サンプルプレートを自動化プロトコル TS_High Sensitivity D1000_ 

v.B1.0.1.pro 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 High Sensitivity D1000 Kitのマニュアルをご参照ください。 

 

NOTE  必要に応じて、手作業でアッセイ用サンプルプレートを調製することができます。その

際はガイドに従ってください。Electropherogramの解析は p. 109のガイドラインをご

参照ください。 

  

 

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（p. 21参照）。 

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. Hyb_XT_LI_ILM_v.B1.0.1.pro のランに使用した Eppendorf twin.tec プレートを使用し、Sample 

Buffer ソースプレートを室温で調製します。表 67 に従い、カラム 4 の各ウェルに High Sensitivity 

D1000 Sample Bufferを加えます。Sample Buffer ソースプレートの最終的な配置は図 15に示し

ます。 

 

表 67  TS_High Sensitivity D1000_v.B1.0.1.pro用の Sample Bufferプレートの調製 
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図 15  TS_High Sensitivity D1000_v.B1.0.1.pro用の Sample Buffer ソースプレートの配置。 

1-3のカラムはハイブリダイゼーションのプロトコルのマスターミックスで使用されています。 

 

ワークステーションの準備 

6. 図 4に示すプレートの向きを参照に、表 68に従い Labware MiniHubにチップボックスをセットします。 

 

表 68  TS_High Sensitivity D1000_v.B1.0.1.pro用の MiniHubの初期配置 
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7. 表 69に従い、Bravoデッキにプレート等をセットします。 

 

表 69  TS_High Sensitivity D1000_v.B1.0.1.pro用の Bravoデッキ初期配置 

 

 

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 p/n 

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。 

  

 

8. 表 70に従い、BenchCel Microplate Handling Workstationにチップボックスをセットします。 

 

表 70  TS_High Sensitivity D1000_v.B1.0.1.pro用の BenchCel初期配置 

 

  



 
5. マルチプレックスシーケンスのためのキャプチャ後サンプル調製 

  

108 SureSelect XT Low Input Automated Target Enrichment System 
 

 

TS_High Sensitivity D1000_v.B1.0.1.proの実行 

9. セットアップフォームの「実行するプロトコルを選択」の TS_High Sensitivity D1000_v.B1.0.1.pro

を選択します。 

 

 

 

 

 

 

 

10. 「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。 

 

 

 

 

 

 

 

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。 

 

 

 

 

 

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。 
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14. 確認後、Run Protocol をクリックしてください。 

 

 

 

TS_High Sensitivity D1000_v.B1.0.1.pro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、p. 114のシーケンスのた

めサンプルをプールするまで氷上に置きます。 

 

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。High Sensitivity D1000 アッセイプレートを

Foil Seal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。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CAUTION  4200 TapeStation へのダメージを避けるため、指定の 96-well plate foil seals 

(Agilent p/n 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。 

  

 

 

High Sensitivity 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、High Sensitivity D1000 ScreenTape、Loading 

tipsを装置にセットしてください。泳動を開始します。 

17. 解析終了後、電気泳動図（electropherogram）により、約 200-400 bpの間に DNA断片のピークが

あることを確認します。電気泳動図の例は図 16（高品質 DNA から調製したライブラリ）、図 17（中

程度の品質の FFPE DNA から調製したライブラリ）、図 18（低品質の FFPE DNA から調製したラ

イブラリ）に示されています。  

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。 
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図 16  高品質 gDNA サンプルから調製したキャプチャ後ライブラリの電気泳動図

（High Sensitivity D1000アッセイ） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 17  典型的な FFPE gDNA サンプルから調製したキャプチャ後ライブラリの電気泳動図

（High Sensitivity D1000アッセイ） 

 



 
5. マルチプレックスシーケンスのためのキャプチャ後サンプル調製 

 

SureSelect XT Low Input Automated Target Enrichment System 
 

111 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 18  低品質な FFPE gDNA サンプルから調製したキャプチャ後ライブラリの電気泳動図

（High Sensitivity D1000アッセイ） 

 

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-20℃で保存してくだ

さい。   
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Option2: Agilent 2100バイオアナライザとHigh Sensitivity DNA1000アッセイを使用する場合 

High Sensitivity DNA1000 試薬キットと High Sensitivity DNA チップを使用します。詳細は別途 High 

Sensitivity DNA1000 Kitのマニュアルをご参照ください。 

1. Kitのマニュアルに従い、2100バイオアナライザをセットアップします。 

2. Kitのマニュアルに従い、チップ、サンプル、ラダを調製します。各サンプル 1 μLをアッセイに用います。 

3. チップ調製後 5分以内に装置にセットし、泳動を開始してください。 

4. 解析終了後、電気泳動図（electropherogram）により、約 200-400 bp の間に DNA 断片のピークがあ

ることを確認します。電気泳動図の例は図 19（高品質 DNA から調製したライブラリ）、図 20（中程度

の品質の FFPE DNAから調製したライブラリ）、図 21（低品質の FFPE DNAから調製したライブラリ）

に示されています。 

5. 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。より高精度に定量するた

めに、濃度が解析試薬の定量範囲内であることを確認してください。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 19  高品質 gDNA サンプルから調製したキャプチャ後ライブラリの電気泳動図

（High Sensitivity DNAアッセイ） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 20  典型的な FFPE gDNA サンプルから調製したキャプチャ後ライブラリの電気泳動図

（High Sensitivity D1000アッセイ） 
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図 21  低品質な gDNA サンプルから調製したキャプチャ後ライブラリの電気泳動図

（High Sensitivity D1000アッセイ） 

 

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-20℃で保存してくだ

さい。   
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STEP4. 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 

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や、研究デザインで必要な

シーケンス量は、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 nM-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 71 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 71  10 nMの濃度でトータル 20 μLに調製する計算例 

 

 

  

1X Low TE 



 
5. マルチプレックスシーケンスのためのキャプチャ後サンプル調製 

  

116 SureSelect XT Low Input Automated Target Enrichment System 
 

 

STEP5. シーケンスサンプルの調製 

 

最終的な SureSelect XT Low Input ライブラリプールは、イルミナ社の標準的な Pair-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 22 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 22  SureSelect XT Low Inputシーケンスライブラリの構造。 

各断片は 1 つのターゲットインサート（青）はイルミナ pair-end シーケンスエレメンツ（黒）とサン

プルインデックス（赤）、分子バーコード（緑）、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 72をご覧ください。 

 

CAUTION  SureSelect XT Low Input ライブラリを HiSeq2500で high-output runモード（v4 

ケミストリ）でシーケンスした場合、分子バーコードの質が低くなることを確認してい

ます。Q score が低くなるとカバレッジやバリアントコールの感度に影響することが

あります。特に頻度 10%以下の変異に対して顕著です。詳細は Agilent Technical 

Supportにお問い合わせください。 

  

 

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 72に示されています。 

 

SureSelect XT Low Input ターゲットエンリッチ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 72 を参照してください。シーディング濃度とクラスタ濃度も、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もあります。 

 

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 72 イルミナ社キット選択ガイドライン 

 

* 1つの 200 cycle kitでは 8 bpの i7 と 10 bpの i5、Read1 と 2を完全にシーケンスする十分量の試薬が

含まれません。必要に応じて 1つの 200 cycle kit と 50 cycle kit を使用しリードを追加してください。 

† HiSeq2500で high-output runモード（v4 ケミストリ）でシーケンスした場合、分子バーコードの Q scoreが

低くなることが確認されています。詳細は Agilent Technical Supportにお問い合わせください。 
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STEP6. シーケンスの開始とデータ解析 

 

以下のガイドラインに従い SureSelect XT Low Inputライブラリのシーケンスセットアップと解析を実施し

てください。 

 

サンプルレベルインデックス （i7）には 8 bp のインデックスリードが必要です。i7 のインデックス塩基配

列情報については、p. 130の表 84 と表 85をご参照ください。 

 

CAUTION  SureSelect XT Low Input Index Primer 1-96 と 97-192の 8 bpのインデックス塩

基配列は、Agilent SureSelect XTシステムのインデックスプライマー A01-H12の

8 bpインデックス塩基配列とは異なります。 

  

 

‧ 分子バーコード（ i5）には 10 bp のインデックスリードが必要です。すべてのサンプルの i5 

degenerate molecular barcodeの項目に NNNNNNNNNN を入力してください。 

‧ HiSeq と NextSeq 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。p. 119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、Illumina Experiment Manager (IEM)を用いてランのセットアップを行

ないます。p. 120-p. 121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。 

‧ リードをリファレンスゲノムに対してアラインメントする前に、リードからイルミナ社アダプター配列を

除去する必要があります。Agilent の SureCall ソフトウェアでその作業を行なうことができます。そ

の情報については p. 122をご参照ください。 
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【HiSeq・NextSeq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シーケンスのランセットアップを行ないます。以下は、HiSeq

プラットフォームでの 100+100 bpのペアエンドシーケンスのランセットアップの例です。 

 

 

NextSeq プラットフォームをお使いの場合は、Run Setup スクリーンで同じパラメータを確認し、上記の

HiSeq の例に示された内容を設定してください。現在 BaseSpace では分子バーコードをインデックスリ

ードとしてシーケンスすることをサポートしておりません。スタンドアローンモードで NextSeq のランを設

定してください。 

 

bcl2fastq ソフトウェアを使用して FASTQ ファイルを作成するには、mask-short-adaptor-reads の値

を 0に設定して following base maskを Y*, I8, Y10, Y*に設定する必要があります。 

 

 

【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 Low Inputインデックスの配列に変更する必要があります。SureSelect XT Low Inputシ

ステムのインデックス塩基配列につきましては、p. 130-p. 131の表 84 と表 85を参照してください。 
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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。 

Cycles Read 1 と Cycles Read 2は、リード長 100 bpの場合は 101を入力します。FASTQ Only 

Workflow-Specific Setting チェックボックスは全てはずします。「Use Adapter Trimming」「Use 

Adapter Trimming Reads 2」の両方のアダプタートリミングチェックボックス（下図、赤で囲まれてい

る部分）ははずします（デフォルトではチェックされています）。 

 

 

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、New 

Plate を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 Low Input 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。インデックスは後のステップで分子バーコードとして入力内容を変更します。 
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4. Sample sheetセットアップタスクを終了し、sample sheet fileを保存します。 

 

SureSelect XT Low Inputのインデックスと分子バーコードを含めるためのSample Sheetの編集 

1. Sample sheet ファイルをテキストエディターで開き、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）。 

‧ 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 Low Inputのイン

デックス名を入力します。6番目の indexカラムには、適切な SureSelect XT Low Inputのインデ

ックス配列を入力します。SureSelect XT Low Inputのインデックスの A01から H12の塩基配列に

ついて、p. 130- p. 131の表 84 と表 85をご覧ください。 

‧ 7番目の I5_Index_IDのカラムには、すべてのサンプルに対して「MolBC」と入力します。8番目の

index2カラムには、すべてのサンプルに対して、10塩基の分子バーコードとして

「NNNNNNNNNN」を入力します。 

 

図 23  SureSelect XT Low Input ライブラリサンプルのシーケンスのための Sample sheet例 

 

2. 編集した Sample SheetをMiSeqでランを行うために適切な場所に保存します。 
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MiSeqプラットフォームのシーケンスのランに必要な追加設定事項 

初めてMiSeqにて SureSelect XT Low Input ライブラリのシーケンスをランする前に、MiSeq Reporter

の設定をインデックスリードの FASTQ ファイルを出力する設定にしてください。一度変更すると、その設

定は保存されますので、次のランでは再設定する必要はありません。 

 

この設定を変更するには、MiSeq Reporter.exe.config ファイルを開き、<appSetting>タグの下に、

<add key=”CreateFastqForIndexReads” value=”1”/>という 1文を追加します。この変更を反映す

るために、装置を再起動してください。 

 

NOTE  MiSeqDx プラットフォームをご使用の場合、MiSeq Reporter の設定を変更するた

めに、装置を research モードに変更してご使用ください。もし、research モードへ

の変更が可能でない装置の場合、dual boot configuration に対応したシステムへ

アップグレードが必要な可能性があります。 

  

 

 

【データ解析リソース】 

 

Agilentの SureCall NGSデータ解析ソフトウェアは、SureSelect XT Low Input ライブラリから得られた

シーケンスデータ解析を行うことができます （アダプタートリミング、リードのアラインメント、バリアントコ

ール）。ソフトウェアは下記ウェブサイトよりダウンロード可能で、無償で使用できます。 

www.agilent.com/genomics/surecall 

 

もし他のアラインメントやダウンストリームの解析のパイプラインをお使いの場合、アジレントから Agilent 

Genomics NextGen Toolkit (AGeNT)を提供しています。これは、フレキシブルなコマンドラインインター

フェースによる、Agilent SureCall の機能を有しており、今お使いのバイオインフォマティクスパイプライ

ンと合わせてお使いいただけます。AGeNTは Javaベースのソフトウェアモジュールで、HS もしくは HS

以外のデータについて、アダプターや低クオリティ塩基のトリミングと、duplicate リードの排除の機能を

持ちます。このツールは、インハウスのバイオインフォマティクスのエキスパートの方向けで、さらにこの

モジュールは、特に十分なコンピュータインフラ環境下で、AGeNT のアルゴリズムには関係ない様々な

問題を解決するための IT サポートをお持ちの方へご使用をお願いしております。アジレントからは

AGeNTに関するサポートは限られていますので、Agilent SureCall ソフトウェアのご使用がお勧めです。

アジレントは、AGeNT と組み合わせたアップストリーム/ダウンストリームのサードパーティーの解析ツー

ルは保証しておりません。このツールにつきまして、詳細は www.genomics.agilent.com上、AGeNTの

ページをご覧ください。 

  

http://www.agilent.com/genomics/surecall
http://www.genomics.agilent.com/
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 Appendix: FFPE由来DNAサンプルの使用 

 

FFPE由来 DNAサンプルのためのプロトコル変更  124 

FFPEサンプルの品質確認  124 

FFPEサンプルにおけるシーケンスアウトプットの推奨  125 

 

 

 

この章では、FFPEサンプルからの DNAを用いる際、その分解度に基づいてプロトコルを一部変更する

内容をまとめています。 
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FFPE由来 DNAサンプルのためのプロトコル変更 

 

FFPEサンプルをお使いの際に、プロトコルに変更を加える内容を表 73に示します。 

 

表 73  FFPEサンプルのためのプロトコル変更内容一覧 

 

 

FFPEサンプルの品質確認  

 

DNAの分解度は Agilent NGS FFPE QC Kit もしくは Agilent 4200 TapeStation/2200 TapeStationシ

ステムと Genomic DNA ScreenTapeを用い確認できます。 

 

Agilent NGS FFPE QC Kitは、qPCRベースのアッセイにより DNAサンプルの分解度を確認します。こ

のキットを用いて確認することにより、結果として、サンプル中の増幅可能な DNA の量を正確に測定す

ることができ、インプット DNAの量を調整することができます。また、得られた ΔΔCq DNA分解スコアを

元に、他のプロトコル変更内容を決定します。 

 

Agilent 4200 TapeStation/2200 TapeStationシステムでは、Genomic DNA ScreenTapeアッセイと組

み合わせて、電気泳動により DNA Integrity Number (DIN) の値を算出することができ、インプット DNA

量やその他のプロトコル上の変更内容を決定します。 

  

p. 36 

p. 40 

（p. 37の表 11 と p. 38の表 12を     

ご覧ください。） 

 

p. 37 

p. 52 

p. 125 

（p. 125の表 74 と表 75をご覧ください。） 
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FFPEサンプルにおけるシーケンスアウトプットの推奨 

 

分解していない DNA サンプルを用いた場合、研究目的にあった必要なシーケンスアウトプット量を決定

した後、FFPE DNA サンプルを用いる場合には、以下のガイドラインを参考にさらに追加で必要なシー

ケンスアウトプット量を確認してください。 

 

ΔΔCqで品質を確認したサンプルの場合： 

ΔΔCq DNA 分解スコアで品質を確認している場合は、表 74 のガイドラインをご参照ください。例えば、

ワークフローにおいて必要とされるカバレッジを得るためには、分解していない DNAサンプルで 100 Mb

のアウトプットが必要な場合、ΔΔCq DNA が 1 の FFPE サンプルで、同程度のカバレッジを得るために

は、200-400 Mbのシーケンスアウトプットが必要となります。 

 

表 74  FFPE由来の DNAサンプルに関する推奨シーケンスアウトプット 

 

 

DINで品質を確認したサンプルの場合： 

Genomic DNA ScreenTapeアッセイの DINの値で品質を確認している場合は、表 75のガイドラインを

ご参照ください。例えば、ワークフローにおいて必要とされるカバレッジを得るためには、分解していない

DNAサンプルで 100 Mbのアウトプットが必要な場合、DINが 4の FFPEサンプルで、同程度のカバレ

ッジを得るためには、200-400 Mbのシーケンスアウトプットが必要となります。 

 

表 75  FFPE由来の DNAサンプルに関する推奨シーケンスアウトプット 
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 リファレンス 

クリファレンス、などリファレンス情報について記載されております。 

 

キット内容  126 

SureSelect XT Low Inputインデックスの塩基配列  130 

トラブルシュートガイド  132 

 

 

 

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されております。 

 

キット内容 

SureSelect XT Low Input Reagentsには以下の内容が含まれています。 

 

表 76  SureSelect XT Low Input Reagents [G9703A] (96反応) 

 

 

表 77  SureSelect XT HS Reagents [G9703B] (96反応) 
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表 76 と表 77の内容物の試薬コンテンツを以下に示します。 

 

表 78  SureSelect XT Low Input Library Preparation Kit (Pre PCR) の内容 

 

 

表 79  SureSelect XT Low Input Index Primers Kit (Pre PCR) の内容 

 

* インデックス配列については、p. 130の表 84をご覧ください。 

† インデックス配列については、p. 131の表 85をご覧ください。 

 

CAUTION  SureSelect XT Low Input Index Primerは 1回分ずつが含まれています。ライブラリ

のクロスコンタミネーションを防ぐために、1 つのライブラリ調製反応に使用した後の各

バイアルは廃棄してください。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 80  Target Enrichment Kit, ILM Hyb Module Box 1 (Post PCR) の内容 

 

 

表 81  SureSelect XT Low Input Target Enrichment Kit, ILM Hyb Module box 2 (Post PCR) の内容 
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表 82  SureSelect XT Low Input Index Primers 1-96（黄色プレート、Index Plate1）の

プレート上の位置 

 

 

表 83  SureSelect XT Low Input Index Primers 97-192（赤色プレート、Index Plate2）の

プレート上の位置 
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SureSelect XT Low Input インデックスの塩基配列 

 

各インデックスは 8 塩基です。8 塩基のインデックスを用いたライブラリのシーケンスのランセットアップに必

要な内容につきましては、p. 118をご覧ください。 

 

表 84  SureSelect XT Low Input Index Primers 1-96（黄色プレート、Index Plate1）の配列情報 
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表 85  SureSelect XT Low Input Index Primers 97-192（赤色プレート、Index Plate2）の配列情報 
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トラブルシュートガイド 

サンプルからDNA精製する時にDNAの収量が少ない 

✓ gDNA の精製の際、サンプルを過剰に加えると収量が低くなるときがあります。gDNA 精製プロトコル

での、各組織種の推奨量に従って調製してください。 

✓ 組織サンプルの溶解がgDNA精製の間に最適な条件でなされていない可能性があります。56℃で の

Proteinase K による分解反応中、20-30 分ごとに分解反応溶液を静かにピペッティングしながら、溶

液中の組織の塊の存在を確認しながらサンプルの溶解の状況を調べます。もし 56℃ 1 時間のインキ

ュベーション後にも組織の塊が存在する場合、Proteinase K 10 μL をさらに追加し定期的な攪拌を行

い溶解の状況を確認しながら、56℃のインキュベーションを続けます（追加分、2 時間まで）。サンプル

中に組織の塊が見られなくなりましたら、サンプルを室温にうつし、その他のサンプルの溶解がおわる

まで室温においておきます。ただし、過剰な分解反応は避けてください。室温に戻した後、各サンプル

は、2 時間以内にプロトコルの次のステップに進んでください。また、56℃のインキュベーションを 3 時

間以上行わないでください。 

 

キャプチャ前の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キャプチャ前

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。ただし、収量の低い

サンプルについて、電気泳動図 （electropherogram）中に高分子量のピーク （>500 bp）が確認され

る場合、その DNAは増幅過多である可能性が示唆されます。そのサンプルについては、キャプチャ前

PCRのサイクル数を 1～3サイクル減らしてください。 

✓ FFPE組織サンプルを含む、分解しているサンプルから調製した DNAは、過度に分解している場合や、

ライブラリ調製を阻害するような修飾をうけている場合があります。Agilent NGS FFPE QC Kit を使用

して、サンプル中の増幅可能な DNA の量を精密に測定してインプットする DNA の量を調整してくださ

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。 

 

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。 
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得られたキャプチャ前ライブラリの断片長が想定より長い 

✓ 断片化の条件が最適ではない可能性があります。分解していない高品質の DNA については、必ずプ

ロトコルに記載されているとおり、遠心・ボルテックスミキサ含めて 2段階で断片化を実施してください。 

✓ microTUBEフィラメント中に泡が入っていると断片化が不完全になることがあります。最初の断片化工

程の前に必ずmicroTUBEを 30秒遠心して、泡が入っていないことを確認してください。 

 

得られたキャプチャ前ライブラリの断片長が想定より異なる 

✓ FFPE DNA のキャプチャ前のライブラリには、インプット DNA 中のターゲット断片長より短い DNA の

影響により、短いサイズのものが含まれることがあります。 

✓ 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。精製ステップでビーズを分注するときは、ビ

ーズを均等な色の均一な状態になるまでよく混合し、p. 45のライブラリ調製時とキャプチャ前の精製ス

テップで示されている容量を必ず分注してください。ライブラリ調製のランセットとキャプチャ前精製プロ

トコルを同じ日に行わない場合は、AMPure XPビーズはしっかりシールをし、4℃で保存してください。 

 

得られたキャプチャ前ライブラリの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。p. 66 - p. 69の図と同程度にアダプターダイマーの割合が低い場合

は、次のターゲットエンリッチのステップに進んでも問題ありません。それ以上にアダプターダイマーが

含まれている場合は、キャプチャ前のライブラリの収量を低下させる可能性があります。 

✓ 全ゲノムシーケンス（本プロトコルを含めサポート外）のためには、アダプターダイマーピークが存在す

るサンプルは、追加で SPRI精製の実施を推奨します。その際は、サンプルを Nuclease-free waterで

50 μLに希釈して、AMPureXP_XT_LI_ILM_v.B1.0.1.pro:Pre-Capture PCRを実行してください。 

 

キャプチャ後ライブラリの収量が低い 

✓ PCRのサイクル数の最適化が必要な場合があります。キャプチャ後PCRサイクル数を 1～2サイクル

増やし、ライブラリ調製とターゲットエンリッチを再度実施してください。 

✓ ハイブリダイゼーションに使用した RNA キャプチャライブラリに要因がある可能性があります。使用し

ているキャプチャライブラリのチューブや Certificate of Analysisに記載されている使用期限を確認して

ください。保存および取り扱いについては、推奨される内容に従ってください。p. 78 に示すように

Capture Library Hybridization Mixはマスターミクスソースプレートに分注するまで氷上においてくださ

い。また、キャプチャライブラリを含む溶液は長時間室温に置かないでください。 
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得られたキャプチャ後ライブラリの断片長が想定より異なる 

✓ 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。精製ステップでビーズを分注するときは、ビ

ーズを均等な色の均一な状態になるまでよく混合し、p. 102のキャプチャ後の精製ステップで推奨され

ている容量を必ず分注してください。 

 

シーケンスの結果でon-target%が低い 

✓ ハイブリダイゼーションでは、ハイブリダイゼーション反応液を室温に晒す時間を最小にしてください。

混合して戻すステップ （p. 87の step 29）でサンプルの温度を 65℃に保てるように、ボルテックスとチ

ューブやプレートのスピンダウンのための遠心装置は、極力サーマルサイクラの近くにおいてください。 

 

シーケンスの結果でAT-ドロップアウトが高くuniformity of coverage が低い 

✓ AT-ドロップアウトが高いことは、ハイブリダイゼーションの条件が厳し過ぎて、AT-rich なターゲットを求

められるカバレッジレベルが得られなかったことが考えられます。ハイブリダイゼーションでのサーマル

サイクラプログラムについて、Segment 4 と 5のハイブリ温度を 65℃から 62.5℃もしくは 60℃に下げ

て （p. 76、表 39参照）、再度低い stringencyの条件でハイブリダイゼーションを行います。 
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