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通知 

© Agilent Technologies, Inc. 2023 

 

本マニュアルのいかなる部分も、米国および国際著作権法に準拠する Agilent Technologies, 

Inc.からの事前の合意および書面による同意なしに、いかなる形式または手段（電子的保存お

よび検索または他の言語への翻訳を含む）でも複製することはできません。 

 

確認 

Oligonucleotide sequences © 2006, 2008, and 2011 Illumina, Inc. 無断複写・転載を禁じま

す。イルミナシーケンサーシステムおよび関連するアッセイでのみ使用できます。 

 

保証 

本書に含まれる資料は「現状有姿」で提供され、将来の改版に際しては、予告なしに変更さ

れる可能性があります。 さらに、適用法で認められる最大限の範囲で、Agilent は、本書お

よび本書に含まれる情報に関して、明示または黙示を問わず、商品性および特定目的への適

合性の黙示の保証を含むがこれらに限定されない、すべての保証を否認します。Agilent は、

本書または本書に含まれる情報の提供、使用またはパフォーマンスに関連するエラーまたは

偶発的もしくは間接的な損害について責任を負わないものとします。Agilent とユーザーが、

本書の内容と矛盾する保証条件を別個の契約書として結んでいる場合は、別個の契約書の保

証条件が優先されます。 

 
 

 CAUTION 表示は危険性を示します。正しく実行または遵守されなかった場

合に、製品の損傷や重要なデータの損失につながる可能性のある操作手順や

方法などを示しています。CAUTION 表示の個所は、その条件を完全に理解

し満たすまで、その先に進まないでください。 

CAUTION 

 

 

 
 

 

WARNING 表示は危険性を示します。正しく実行または遵守されなかった場

合に、事故や重大な怪我につながる可能性のある操作手順や方法などを示し

ています。WARNING 表示の個所は、その条件を完全に理解し満たすまで、

その先に進まないでください。 

WARNING 
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本プロトコルについて 

 

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

業時間が発生するため、日本語プロトコルは英語の最新バージョンに比べて、遅れが生じま

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

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

ます。 

 

本日本語プロトコルは、英語版の 

SureSelect XT HS2 DNA Kits  

Library Preparation (+/-MBC) / Fast-Hyb Target Enrichment / Post-capture Pooling 

Workflow 

For Illumina Platform NGS 

Version F0, May 2023 [G9983-90000] に対応しています。 

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

ください。 

email_japan@agilent.com 

 

  

mailto:email_japan@agilent.com
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本資料は、SureSelect XT HS2 DNA Reagent キットを使用して、イルミナ社のターゲット

エンリッチしたペアエンドマルチプレックスシーケンシングライブラリを作製するためのプ

ロトコルです。本資料が提供する具体的なワークフローは、Fast-Hyb ターゲットエンリッチ

メントおよびポストキャプチャライブラリプーリングを用いたライブラリ調製（デュアル分

子バーコードまたは分子バーコードの有無）を含みます。 

 

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．インプット DNA の準備と断片化 

この章では、ライブラリ調製に先立って、ゲノム DNA（gDNA）を酵素あるいは機械を用い

て断片化するステップを説明しています。 

 

3．MBC 付きまたは MBC なしのアダプターを用いたライブラリ調製 

この章では、分子バーコード（MBC）付きアダプターまたは MBC なしのアダプターを用い

て、デュアルインデックスを付加した gDNA シーケンスライブラリを調製する手順について

説明しています。 

 

4．ハイブリダイゼーション、キャプチャおよび増幅 

この章では、調製した DNA ライブラリから SureSelect プローブを用いてターゲット断片を

ハイブリダイズしキャプチャする手順を説明しています。標準の SureSelect XTHS2 試薬を

使用したファストハイブリダイゼーション（2～3 時間）です。ポストキャプチャライブラリ

の増幅から最終的なライブラリ QC ステップまでこの章に含まれます。 

 

5．NGS および解析のガイドライン 

この章では、キャプチャ後サンプルのプーリングと続く NGS サンプル準備から解析までのガ

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 から抽出した gDNA サンプルを使用する場合に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やインデックスの配列などの参照情報を記

載しています。 
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・ 新しい SureSelect XT HS2 ライブラリ調製キット（分子バーコードなし）に対応しまし

た。12 ページの表 2 をご覧ください。キットの構成は 70 ページの表 51 および 71 ペー

ジの表 53、ライブラリ調製手順は 26 ページ以降をご覧ください。NGS サポート関連は

58～63 ページにあります。 

・ 9 ページの図 1 および表 1 をアップデートしました。 

・ SureSelect XT HS2 DNA 試薬キットの使用オプションを 12 ページ表 2 にまとめまし

た。 

・ SureSelect XT HS Clinical Research Exome V4 （13 ページ表 3 および 42 ページ表 

29）に対応しました。 

・ 本ワークフローに対応したプローブリストをアップデートしました（13 ページ表 3）。

表 3 に載っていない SureSelect XT プローブは、推奨されているオーバーナイトハイブ

リダイゼーションの手順（G9956-90000）をご覧ください。 

・ 対応するランサイズに適切な試薬量を明記した 14 ページ表 4 をアップデートしました。 

・ サーマルサイクラの推奨に従い、推奨するチューブキャップストリップをドーム型キャ

ップからフラットまたはドーム型キャップにアップデートしました（14 ページ表 5 およ

び 24 ページ表 14）。 

・ 同時に処理するサンプルに関する注意事項を Note に記載しました（18 ページ）。 

・ 21 ページのコバリスのセットアップ手順をアップデートしました。 

・ 「MBC 付きまたは MBC なしのアダプターを用いたライブラリ調製」の章の書式と文章

を更新しました。いずれの更新も、MBC を含む SureSelect XT HS2 ライブラリすなわち

「MBC 付きの」ライブラリの調製プロトコルの重要な変更に伴うものではありません。 

・ SureSelect MBC-Free Adaptor Oligo Mix を希釈した後、MBC なしの RNA ライブラリ

を調製するための、新しい SureSelect XT HS2 ライブラリ調製キット（分子バーコード

なし）を使用する内容をサポートします（27 ページ）。 

・ 「ハイブリダイゼーション、キャプチャおよび増幅」の章の書式と文章を更新し、キャプ

チャ後 PCR および QC ステップをこの章に含めました。いずれの更新も、SureSelect XT 

HS2 DNA ターゲットエンリッチメントやキャプチャ後増幅のプロトコルの重要な変更

に関連するものではありません。 

・ シーケンス後のサポート情報を更新しました。 

・ 試薬キットの構成品の記載を再編成しました。 

・ AMPure XP 精製ステップでの回収率を最大化する考察を含むトラブルシューティング

の更新をしました。 

・ 8 サンプルまたは 24 サンプル用の試薬混合量を含めるようクイックリファレンスを更新

しました。 

・ 旧バージョンの「キャプチャ後のマルチプレックスシーケンスのためのサンプル調製」

の章に代わる新しい「NGS および解析ガイドライン」の章を含む、新しい表紙及び形式

に変更しました。 
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・ 「通知」を更新しました。 

 

Version D0 までの追加項目 

・通知、保証などを和文プロトコルに記載しました。 

・SureSelect XT HS Human All Exon V8 のリリースに伴い、必要なもののリストやハイブリ

ダイゼーションプログラム、トラブルシュートガイド、クイックリファレンスなどを更新し

ました。 

・DNA やライブラリの解析プラットフォームに FragmentAnalyzer を追加し、ライブラリ評

価のガイドラインを更新しました。 

・Dynabeads、Qubit などの型番を更新しました。 

・FFPE 由来 DNA の断片化処理について補足説明を追加しました。 

・イルミナ社のキット選択ガイドラインを更新しました。 

・シーケンスプラットフォームによる P5 の配列方向について説明を追記し、配列リストを

更新しました。 
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実験を始める前に、この章の内容を確認し必要な機器や試薬をご準備ください。 

 

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シーケンスのマ

ニュアルや他の SureSelect プロトコルと異なるステップがあります。ライ

ブラリ調製時に使用する専用のアダプターオリゴミックスや、ターゲットエ

ンリッチメントで使用する専用のブロッキングやハイブリダイゼーション

の試薬を使用することにご注意ください。 

  

 

NOTE  本プロトコルに記載されている SureSelect 試薬を使用したときのみ、保証

および技術的なサポートの対象となります。   

 

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

囲内の室温で操作してください。特に 20 ℃未満での低温での操作はハイブ

リダイゼーションバッファの析出を招き、結果に悪影響を与える危険性があ

ります。 
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ワークフロー概要 

 

SureSelect XT HS2 DNA のワークフローを図 1 に示します。各ステップに要する時間は  

 

 

 

表 1 にまとめられています。 

 

図 1 ターゲットエンリッチメントシーケンスライブラリ調製のワークフロー 
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表 1 各ステップの所要時間※（16 サンプルまでの場合） 

質の高いインプット DNA 200 ng を用いて 16 サンプル、酵素による DNA 断片化、 
>5 Mb のプローブデザインの場合の想定時間です。変動する可能性があります。 

 

 

 

  

ステップ 時間 

断片化、ライブラリ調製および精製 2.25 時間 

プレキャプチャ増幅および精製、TapeStation による

QC 

1.5 時間 

ハイブリダイゼーションとキャプチャ 2.5 ~ 3.5 時間（2 日間のワーク

フローでは 16 時間オプション） 

キャプチャ後の増幅および精製、TapeStation による

QC 

1.5 時間 
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操作および安全に関する注意 

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

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

付きピペットチップを使用ください。 

・ 実験過程全体を通して、サンプル間での PCR 産物や核酸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下さい。 

2. 実験スペースは常にクリーンな状態にしてください。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。 

・ SureSelect XT HS2 プロトコルで使用する試薬にはとても粘性が高いものがあります。プロ

トコルで示されている方法で混合するようにしてください。 

・ 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。 

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

・ プロトコル中に表記されている Stopping Point でサンプルを 4 ℃または-20 ℃で保存

できます。サンプルの繰り返し凍結融解は避けてください。 

 
 

 
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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SureSelect XT HS2 DNA キットは複数のワークフローに対応した様々なキット構成となって

います。本書では、SureSelect XT HS2 DNA ライブラリの調製（デュアル分子バーコードま

たは分子バーコードの有無）および Fast-Hyb ターゲットエンリッチメントおよびポストプ

ールでのキャプチャライブラリを含むワークフローに最適化したプロトコルです。 

 

実験デザインに必要な試薬を決定するために、表 2 から最適な SureSelect XT HS2 DNA キ

ットを選びます。ライブラリ調製およびターゲットエンリッチメント試薬の両方を含むよう

にしてください。次に、本ワークフローでの使用を推奨された SureSelect XT HS プローブを 

表 3 から選択します。 

表 3 に記載されていない SureSelect XT プローブを用いて SureSelect XT HS2 ライブラリ

のターゲットエンリッチメントを行う場合は、推奨ワークフローG9956-90000 をご覧くださ

い。 

 

表 2  SureSelect XT HS2 DNA キットのオーダー情報 

✓：含まれています。 ×：含まれていません。 

 
*16 反応キットには、1 ランあたりに 8 サンプルを含めた場合の 2 ラン分に相当する量が含まれます。 

†AMpure, Beckman および Beckman Coulter は Beckman Coulter, Inc.の商標または登録商標です。 

‡96 反応のキットには１ランあたりに 24 サンプルを含めた場合の 4 ラン分に相当する量が含まれます。  

14ページの表 4参照 

14ページの表 4参照 

14ページの表 4参照 

14ページの表 4参照 

16ページの 
表 6参照 

16ページの 
表 6参照 

16ページの 
表 6参照 

16ページの 
表 6参照 
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表 3 対応プローブ 

 

 

SureSelect XT HS2 プロトコルを完遂するために追加で必要な試薬・器具は次の項目によっ

て異なります。 

・様々な補足試薬を含む SureSelect XT HS2 DNA 試薬キットの構成品 

・DNA のサンプルタイプ：新鮮/新鮮凍結組織由来の質の高い gDNA または FFPE 由来の

gDNA 

・ワークフロー中の DNA サンプルの断片化方法：機械（コバリス）による切断または酵素に

よる断片化 

 

選択した DNA のサンプルタイプや断片化方法を使用したプロトコルを完遂するために、追加

で必要な試薬・器具は表 4 から表 7 を参照してください。 
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表 4 必要な試薬―すべてのサンプルタイプ・すべての断片化方法 

 
 

 
 

 
サンプル量が 0.2 mL を超えるステップがあります。 

0.25 ｍL 以上入れられるプラスチックウェアと、それに対応したサーマル

サイクラを使用してください（表 5）。 

CAUTION 

 

 

 

表 5 必要な器具・消耗品―すべてのサンプルタイプ・すべての断片化方法 
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16           SureSelect XT HS2 DNA with Library Prep/Fast-Hyb/Post-capture Pooling Workflow 

 

表 6 サンプルタイプや断片化方法に応じて必要な器具及び消耗品 
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表 7 核酸分析プラットフォーム ー いずれかの装置と対応した消耗品を選択 

 

表 8 オプションの器具・試薬 
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この章では、SureSelect XT HS2 キットを用いたライブラリ調製やターゲットエンリッチメ

ントに先立ち、インプット DNA サンプルの準備、定量、質の評価及び断片化処理のステップ

を説明します。DNA の断片化には、機械による方法と酵素による方法の 2 つがあります。 

 

本ライブラリ調製プロトコルは、新鮮もしくは新鮮凍結サンプルからの高品質の gDNA だけ

でなく、FFPE サンプルからの低品質の DNA にもお使いいただけます。FFPE サンプルを使

用する際は、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、65 ページ「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。 

 

NOTE  この段階で、データ解析アプリケーションに、ともに処理するサンプルの要

件があるかどうかを検討します。アジレントの Alissa Reporter アプリケー

ションの要件は 62 ページに概要があります。 
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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、OD 260 / 280 の値が 1.8 ~ 2.0 であり高品質であること

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。 

新鮮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。21 ページの

「 」に進みます。 

 

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。 

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. 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  

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。 
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a. 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キットマニュアルをご参照ください。 

b. サンプルの適切なインプット DNA 量を表 9 にまとめられたΔΔCq 分解度スコアに基づ

くガイドラインに沿って決定します。 

 

ΔΔCq DNA 分解度スコア≦1 のサンプル（分解していない FFPE DNA サンプル）は、すべ

て 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。 

ΔΔCq DNA 分解度スコア＞1 のサンプル（分解している FFPE DNA サンプル）は、全て

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 9 ΔΔCq DNA 分解度スコアに基づく DNA インプット量のガイドライン 

 
  * 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。 

 

オプション 2： Agilent Genomic DNA ScreenTape Assay の DIN を用いる方法 

Agilent TapeStation Genomic DNA ScreenTape Assay は、電気泳動パターンから DNA サン

プルの分解度を解析できます。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 はその値をもとに DNA インプット量を決定します。 

a. 各 DNA サンプルについて、FFPE gDNA 1 μL を分取し、Agilent Genomic DNA 

ScreenTape Assay を用いて分析します。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。 

b. DIN の値をもとに、表 10 の内容を参照して各サンプルのインプット量を決定してくだ

さい。 

 

表 10  DNA Integrity Number (DIN)の値に基づく 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。  
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このステップでは、質の高い gDNA あるいは FFPE 由来 gDNA をそれぞれに適した条件で、

液量で切断します。 

 

ターゲット断片化サイズとそれに対応した断片化条件は NGS のリード長により異なります。

切断時間の推奨は表 11 をご参照ください。詳細な切断条件は以下にあります。 

 

表 11 NGS リード長別のコバリスでの切断時間 

 
* FFPE 由来 DNA は、初期 DNA の断片サイズが切断処理後の断片サイズに影響があり、表に示した

ターゲットサイズより短くなることがあります。すべての FFPE サンプルは、ライブラリ構築に適

した断片末端にするために 240 秒切断する必要があります。FFPE 由来サンプルから調製したライ

ブラリは、最終的なライブラリのサイズ分布に適した NGS リード長で分析する必要があります。 

 

始める前に、製造元の指示に従ってコバリスの装置を立ち上げます。プロトコルを開始する

前に、脱気および恒温槽の冷却のために十分な時間をとってください（通常 30 ~ 60 分）。 

 

NOTE  

本プロトコルは、Covaris model E220 装置と 130 μL Covaris microTUBE

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、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. 断片化を行う 10 ~ 200 ng の gDNA サンプルを 1x Low TE Buffer (10 mM Tris-HCl, 

pH7.5-8.0, 0.1mM EDTA)で 50 μL に調製します。ボルテックスでよく混合し、液を集

めるため軽くスピンダウンします。サンプルは氷上に置いてください。 

 

NOTE  断片化する DNA を水で希釈しないでください。水に溶解したサンプルを断

片化すると、全体のライブラリ調製収量と complexity が下がります。   

 

2. 各 gDNA サンプルを、下記の手順にて断片化します。 

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 の DNA サンプルを Covaris 

microTUBE に移します。 
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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。 

 

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 12

の設定により、gDNA の断片化を行います。 

 

表 12 コバリス E シリーズ装置による断片化設定条件 (SonoLab software v7 以降) 

 

 

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 秒または 60 秒断片化します（表 12）。 

・ 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 秒または 60 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、スリット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 96 ウェルプレートもしくは 8 strip 

tube に移します （この後のステップで、選択したチューブサイズに適合したビーズ分

離用のマグネットが必要となります）。サンプルを氷上に置きます。 



                                                         

SureSelect XT HS2 DNA with Library Prep/Fast-Hyb/Post-capture Pooling Workflow           23 

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。 

 

NOTE  このステップでは、特に少量の DNA サンプルを取り扱う時、インプット DNA

のロスを避けることが重要です。microTUBE の中を見て、すべてのサンプ

ルを移したことを確認してください。もし水滴が残っていたら step g.を繰

り返してください。 

  

 

この 50 μL の断片化 DNA サンプルを用い、末端修復と dA 付加から始まる NGS シーケンス

ライブラリを調製します。2626 ページの「

」に進んでください。 

 

NOTE  このステップは stopping point ではありません。ライブラリ調製前の断片化

サンプルの評価はせずに、このまま末端修復と dA 付加に進んでください。   

 

このステップではアジレントの SureSelect Enzymatic Fragmentation Kit を使用して gDNA

サンプルを断片化します。 

 

1. 使用するサーマルサイクラに対応したチューブあるいは PCR プレートに、最終量 7 μL

になるように 10 ng ~ 200 ng の gDNA を Nuclease free water または 1x Low TE Buffer

で調製します。 

 

もし DNA 濃度が低く、10 ~ 200 ng のインプット DNA を 7 μL に調製できない場合は、

サンプルの液量を適切な濃縮方法で減らしてください。サンプルの希釈についてのプロ

トコル変更は 84 ページのトラブルシュートガイドをご覧ください。 

2. 5X SureSelect Fragmentation Buffer を融解、ボルテックスで混合し氷上に置きます。 

3. サーマルサイクラのサーマルプログラムを表 13 のように設定し、step7 で使用するま

で一時停止しておきます。適切な断片化条件は、ワークフローによって異なります。表 

14 を参照し、サンプルタイプと設定予定の NGS リード長に適した 37 ℃のインキュベ

ーション時間を選択してください。 

 

表 13 酵素による断片化のサーマルサイクルプログラム (液量 10 μL) 
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表 14 サンプルタイプと NGS リード長別の断片化時間 

 
* FFPE 由来 DNA は、初期 DNA の断片サイズが切断処理後の断片サイズに影響があり、表に示した

ターゲットサイズより短くなることがあります。すべての FFPE サンプルは、ライブラリ構築に適

した断片末端にするために 37 ℃で 15 分インキュベートする必要があります。FFPE 由来サンプル

から調製したライブラリは、最終的なライブラリのサイズ分布に適した NGS リード長で分析する

必要があります。 

 

4. 表 15 を参照し、Fragmentation マスターミックスを調製します。 

ピペッティングを 20 回行うか、チューブに蓋をして高速で 5 ~ 10 秒ボルテックスしよ

く混合します。泡を除くために軽くスピンダウンし氷上に置きます。 

 

表 15  Fragmentation マスターミックスの調製 

 
*16 反応キットには、1 ランあたりに 8 サンプルを含めた場合の 2 ラン分に相当する量が含まれます。 

†96 反応のキットには、１ランあたりに 24 サンプルを含めた場合の 4 ラン分に相当する量が含まれ 

ます。 

 

5. Fragmentation マスターミックス 3 μL を 7 μL の DNA が入っている各サンプルウェ

ルに添加します。 

6. ピペッティングを 20 回行うか、チューブに蓋をして高速で 5 ~ 10 秒ボルテックスしよ

く混合します。軽くスピンダウンします。 

7. すぐにサンプルをサーマルサイクラにセットし、スタートボタンを押し表 13 のサーマ

ルプログラムを開始します。 

8. サーマルプログラムが 4 ℃のホールドステップになったら、サンプルをサーマルサイク

ラから取り出し、40 μL の Nuclease free water を各ウェルに添加後氷上におきます。 

この 50 μL の断片化 DNA サンプルを用い、末端修復と dA 付加から始まる NGS シーケンス

ライブラリを調製します。
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NOTE  このステップはワークフロー中の stopping point ではありません。ライブラ

リ調製前の断片化サンプルの評価はせずに、このまま末端修復と dA 付加に

進んでください。 
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この章では、gDNA 断片から NGS ライブラリを調製する方法を説明します。分子バーコード

（MBC）を含む、または含まないアダプターを用いてライブラリを調製します。アダプター

付加後、デュアルインデックスプライマーでライブラリを増幅します。シーケンスする各サ

ンプルについて、個別のデュアルインデックスライブラリが調製されます。 

 

複数サンプルを処理するために、このプロトコルでは余剰を含んだ試薬混合液を準備し、DNA

ライブラリサンプルに分注します。各表には例として、8 または 24 反応分の試薬量が記載さ

れています。 

 

このステップは、機械による切断（21 ページ）あるいは酵素による反応（23 ページ）で断片

化した DNA サンプルを用いて NGS ライブラリを調製するプロトコルです。いずれの方法で

も、10 ~ 200 ng の断片化 DNA が 50 μL に含まれています。 

 

このプロトコルで使用する MBC なしのライブラリ調製キットは、SureSelect XT HS2 RNA

プロトコルに従って調製した cDNA 断片から調整する MBC なしの RNA シーケンスライブラ

リの調製にも使用できます。cDNA ライブラリの調製は、次ページに記載のように MBC なし

のアダプターオリゴミックスを希釈する必要があります。  
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このステップで使用する試薬は表 16 にまとめられています。使用する試薬を冷凍または冷

蔵保管から取り出し、使用前に指示に従って準備します（Where used 欄を参照してくださ

い）。 

 

表 16 使用前に融解する試薬 

 

 
MBC なしの RNA ライブラリ調製のために追加で必要なステップ：MBC なしの RNA ライブ

ラリを cDNA から調製するために、提供された SureSelect MBC-Free Adaptor Oligo Mix を

1X Low TE バッファで使用前に 5 倍希釈します。 

 

96 反応分調製する場合は、100 μL の SureSelect MBC-Free Adaptor Oligo Mix と 400 μL

の 1X Low TE バッファを混合します。ボルテックスで混合し、30 ページの step 3 まで氷上

に置きます。ランごとに SureSelect MBC-Free Adaptor Oligo Mix を新しく希釈してくださ

い。 

 

このアダプター希釈が完了した後に、通常の SureSelect XT HS2 RNA 試薬キットのプロトコ

ルに従い、XT HS2 RNA Adaptor Oligo Mix（緑のキャップ）の代わりに希釈した SureSelect 

MBC-Free Adaptor Oligo Mix を用いて MBC なしの RNA ライブラリを調製します。 
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Step 1. ライゲーションマスターミックスの調製  

 

末端修飾/dA 付加のプロトコルを完了している間に、ライゲーションマスターミックスを調

製し室温にします。この間サンプルは氷上に置いておきます。 

 

 
 

 このステップで使用する Ligation Buffer は粘性が非常に高いです。step 1

と step 2 の方法に従って混合してください。 
CAUTION 

 

 

1． 融解した Ligation Buffer を、使用直前に高速のボルテックスで 15 秒間撹拌します。 

2． 表 17 の試薬を混合して、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。 

Ligation Buffer をピペットでゆっくりと吸い上げ 1.5 mL チューブにいれ、全量が吐き 

出されたことを確認します。T4 DNA Ligase をゆっくりと加えた後、buffer 溶液で数回 

ピペッティングを行い、ピペットチップ内部の酵素をリンスします。ピペッティングを 

ゆっくり 15 ~ 20 回繰り返すか、チューブに蓋をしてボルテックスで 10 ~ 20 秒攪拌し  

よく混合します。チューブを軽く遠心します。 

 

30 ページで使用するまで、30 ~ 45 分間室温に置きます。 

 

表 17 ライゲーションマスターミックスの調製 

 
*16 反応キットでの１回あたりの最少推奨反応数は 8 反応です。キットには 8 サンプルを 

2 回実験する分の量が含まれます。 

†96 反応キットでの１回あたりの最少推奨反応数は 24 反応です。キットには 24 サンプルを 

4 回実験する分の量が含まれます。 

 

 
 

 このステップで使用する End Repair-A Tailing Buffer は粘性が非常に高い

です。29 ページの step 2 と step 3 の方法に従って混合してください。 
CAUTION 
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1． 表 18 のようにサーマルサイクラをプログラムします。step5 で使用するまで一時停止し

ます。 

 

表 18 末端修復/dA 付加のサーマルサイクラプログラム（液量 70 μL） 

 
 

2． 溶解した End Repair-A Tailing Buffer を高速のボルテックスで 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によ

る攪拌を続けます。 

3． 表 19の試薬を混合して、適切な量の末端修復/dA付加のマスターミックスを調製します。 

 

End Repair-A Tailing Buffer をピペットでゆっくり吸い上げ 1.5 mL チューブにいれ、全

量が吐き出されたことを確認します。末端修復および dA 付加のマスターミックスをゆっ

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。混合液の少なくとも 80 ％の液量に設定したピペットでピペッティングをゆっ

くり 15 ~ 20 回繰り返すか、もしくはチューブに蓋をして高速のボルテックスで 5 ~ 10

秒攪拌することにより、よく混合します。チューブを軽く遠心し、氷上に置きます。 

 

表 19 末端修復/dA 付加のマスターミックスの調製 

 
 

4． 50 μL の断片化 DNA の入った各サンプルウェルに 20 μL の末端修復および dA 付加の

マスターミックスを加えます。50 μL に設定したピペットでピペッティングを 15 ~ 20

回繰り返すか、もしくはウェルに蓋をして高速のボルテックスで 5 ~ 10 秒攪拌すること

により、よく混合します。 

5． サンプルを軽く遠心し、すぐにプレートもしくは 8 strip tube をサーマルサイクラにいれ、

表 18 の通り設定したサーマルサイクラのプログラムを開始します。 
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Step 3. アダプターのライゲーション 

1． 表 18 のサーマルサイクラプログラムが 4 ℃ Hold のステップになったら、サンプルを

氷上に移し、表 20 のサーマルプログラムを設定します。Step 4 で使用するまで一時停止

します。 

 

表 20 ライゲーションのサーマルサイクラプログラム（液量 100 μL） 

 
 

2． 末端修復・dA 付加反応済みの各 DNA サンプル（液量 約 70 μL）に、ライゲーションマ

スターミックス （28 ページで調製済み）を 25 μL 加え、室温に置きます。70 μL に設

定したピペットで少なくとも 10 回ピペッティングをするか、もしくはウェルに蓋をして

高速のボルテックスで 5 ~ 10 秒攪拌することにより、混合します。その後、軽く遠心を

行ないます。 

3． 各サンプルに 5 μL の適切な SureSelect Adaptor Oligo Mix を加えます。 

・MBC 付きのライブラリ –  5 μL の XT HS2 Adaptor Oligo Mix （白いキャップ） 

・MBC なしのライブラリ –  5 μL の SureSelect MBC-Free Adaptor Oligo Mix （黒い

キャップ） 

  70 μL に設定したピペットで 15 ~ 20 回ピペッティングをするか、もしくはウェルに蓋 

をして高速のボルテックスで 5 ~ 10 秒攪拌することにより、混合します。 

 

NOTE  上記に記載のように、ライゲーションマスターミックスと Adaptor Oligo 

Mix は必ず別々の工程でサンプルに加え、各ステップで加えた後は、必ず混

合してください。 

 

cDNA サンプルから MBC なし RNA ライブラリを作成する場合は、使用前

に必ず MBC-Free Adaptor Oligo Mix を 5 倍希釈し、続くすべてのステッ

プは SureSelect XT HS2 RNA 試薬キットのプロトコルに従ってください。 

  

 

4． サンプルを軽く遠心し、すぐにプレートまたはストリップチューブをサーマルサイクラに

いれ、表 20 のサーマルサイクラプログラムを再開します。 

 

NOTE  次のステップで使用する AMPure XP ビーズは、使用前に少なくとも 30 分

は室温に置く必要があります。   
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表 20 のサーマルサイクラプログラム 4℃ hold のステップに入ったら、室温にしておいた

AMPure XP ビーズでライブラリを精製します。 

 

精製プロトコルの重要な項目は表 21 をご覧ください。 

 

表 21 アダプターライゲーション後の AMPure XP ビーズ精製項目 

項目 液量 

各サンプルウェルに加える室温の AMPure XP ビーズの

液量 

80 μL 

溶出溶媒と液量 35 μL の nuclease-free water 

新しいウェルに移す溶出サンプル液量 約 34 μL 

 

1. ステップ 8 で使用する 70%エタノールを、1 サンプルあたり 400 μL （と余剰分）を調

製します。 

 

NOTE  調製したエタノールは同じ日に実施する精製ステップで使用可能です。70% 

エタノールは、ライブラリ調製 （ハイブリダイゼーション前まで）の工程

トータルで、1 サンプルあたり 0.8 ml 必要です。 

  

 

2. 室温になった AMPure XP ビーズ溶液の状態や色が均一になるまで、よく混合します。 

3. DNA サンプルをサーマルサイクラから室温に取り出し、各サンプルウェルに 80 μL のビ

ーズ溶液を添加します。 

4. ピペッティングを 15 ~ 20 回程度行うか、もしくはウェルに蓋をして高速のボルテック

スで 5 ~ 10 秒攪拌することにより、液をよく混合します。ビーズが底に集まらないよう

に注意しながら、軽くスピンダウンし液を集めます。 

5. 室温で、5 分間インキュベーションします。 

6. プレートもしくは 8 strip tube を磁石スタンドにセットします。溶液が透明になるまで待

ちます（約 5 ~ 10 分間かかります）。 

7. プレートもしくは 8 strip tube を磁石スタンドにセットしたまま、ビーズを吸い込まない

ように注意して、透明な上澄み液を取り除き、廃棄します。上澄み液を除去するときビー

ズに触れないように注意します。 

8. プレートもしくは 8 strip tube を磁石スタンドにセットしたまま、70%エタノール溶液を

各チューブに 200 μL ずつ加えます。 

9. 溶液が透明になるまで、そのまま 1 分間静置します。その後エタノールを、ビーズを吸い
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込まないように注意して取り除きます。 

10. step 8 と step 9 を繰り返し、計 2 回洗浄します。 

11. キャップをして軽くスピンダウンし、サンプル中に残ったエタノールを集めます。プレー

トもしくは 8 strip tube を再度磁石スタンドにおき、キャップをはずして 30 秒静置しま

す。ビーズを吸い込まないように注意しながら、20 μL の容量のマイクロピペットを用

いて、残ったエタノールを取り除きます。 

 

NOTE  本プロトコルに記載されているビーズの乾燥ステップでは、集積したビーズ

にひび割れが生じるまで乾燥させないようにしてください。ビーズを過度に

乾燥させると、溶出効率が低下する危険性があります。 

  

 

12. 蓋をせずにプレートもしくは 8 strip tube を 37 ℃のサーマルサイクラにセットして、残

存エタノールを完全に取り除きます（最長 2 分）。 

 

または代わりに、蓋をせずにプレートもしくは 8 strip tube を卓上に約 5 分または残存エ

タノールがなくなるまで静置します。 

13. 35 μL の Nuclease-free water を各サンプルウェルに加えることで、ライブラリ DNA を

溶出します。 

14. ピペッティングを 15 ~ 20 回程度行うか、もしくはウェルに蓋をして高速のボルテック

スで 5 ~ 10 秒攪拌することにより、液をよく混合します。すべてのビーズが再懸濁され、

懸濁液にビーズの塊がないことや壁にビーズのペレットが残っていないことを確認しま

す。サンプルが混合されたら、ビーズが底に集まらないように注意しながら、軽くスピン

ダウンし液を集めます。 

15. 室温で 2 分間インキュベーションします。 

16. プレートもしくは 8 strip tube を磁石スタンドにセットします。溶液が透明になるまで待

ちます（最長 5 分）。 

17. 上澄み液 （液量 約 34 μL）を新しい PCR プレートもしくは 8 strip tube に移し、氷上

に置きます。この液に精製 DNA が移っているので、液を捨てないように注意してくださ

い。ビーズはこの時点で廃棄します。 

 

 

1. 各サンプルに割り当てるインデックスペアを決めます。このステップで DNA ライブラリ

の増幅に使用する 8 bp のインデックス部分の配列は 73 ページの表 58 ～80 ぺージの

表 65 を参照してください。 

同じレーンでシーケンスを行う各サンプルには、異なるインデックスプライマーペアを

用いてください。 
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NOTE  Agilent SureSelect XT HS2 のインデックスペアは、全てのプラットフォー

ムとフォーマットで、統一した番号付けを行っています。例えば 96 反応キ

ットのオレンジ色のプレートで提供しているインデクスペア 1～8 は、16 反

応キットの青いストリップチューブの 1～8 および Magnis 自動化システム

の黒いインデックスストリップ（D1）と同等です。マルチプレックスシーケ

ンス用に、異なるキットフォーマットの同じ番号のインデックスペアでイン

デックス付加したサンプルを混合しないでください。 

  

 
 

 SureSelect XT HS2 Index Primer Pairs には 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、残った溶液を繰り返

し実験に使用しないでください。 

CAUTION 

 

 

2. サーマルサイクラを表 22 のように設定します。Step6 で使用するまで一時停止します。 

 

表 22 プレキャプチャ PCR のサーマルサイクラプログラム（液量 50 μL、蓋は加熱） 

 
 

表 23 プレキャプチャ PCR の推奨サイクル数 

* qPCR で決定した DNA 量または DIN の値を基に決定した DNA 量 

 

 

インプット DNA の質と量に基づいて 

8 ~ 14 サイクル（表 23 を参照） 
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 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 反応溶液 （ラ

イブラリ DNA 以外の全ての試薬）の調製は、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 フード内にて陽圧の環境下で実施し

てください。 

CAUTION 

 

 

3. 表 24 の試薬を混合して、適切な量のプレキャプチャ PCR 反応のマスターミックスを氷

上で調製します。ボルテックスミキサでよく混合します。 

 

表 24 プレキャプチャ PCR 反応のマスターミックスの調製 

 
 

4. 表 24 の内容で調製したプレキャプチャ PCR 反応のマスターミックス 11 μL を各精

製 DNA ライブラリサンプル のウェル（液量 約 34 μL）に加えます。 

5. 各反応液に、それぞれ適した SureSelect XT HS2 Index Primer Pair を 5 μL 加えます。 

PCR プレートもしくは 8 strip tube に蓋をし、高速のボルテックスミキサで 5 秒間攪拌

します。その後、軽くスピンダウンし、液体を底に集め泡を除きます。 

6. サンプルをサーマルサイクラに移す前に、表 22 のサーマルプログラムを開始し、ブロ

ックの温度を 98 ℃にします。サーマルサイクラが 98 ℃に到達したら、すぐにサンプル

の入った PCR プレートもしくは 8 strip tube をサーマルサイクラのブロックに入れ、蓋

を閉めます。 

 
 

 サーマルサイクラの蓋の温度が熱く、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。 

CAUTION 

 

 

Stopping 

Point 
 

次のステップに進まない場合は、サンプルウェルに蓋をして 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。 

  

NOTE  次のステップで使用する AMPure XP ビーズは、使用前に少なくとも 30 分

は室温に置く必要があります。   
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表 22 のサーマルサイクラプログラム 4℃ hold のステップに入ったら、室温にしておいた

AMPure XP ビーズでライブラリを精製します。 

 

精製プロトコルの重要な項目は表 25 をご覧ください。 

 

表 25 プレキャプチャ PCR 後の AMPure XP ビーズ精製項目 

項目 液量 

各サンプルウェルに加える室温の AMPure XP ビーズの

液量 

50 μL 

溶出溶媒と液量 15 μL の nuclease-free water 

新しいウェルに移す溶出サンプル液量 約 15 μL 

 

1. ステップ 8 で使用する 70% エタノールを、1 サンプルあたり 400 μL （と余剰分）を

調製します。 

2. 室温になった AMPure XP 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。 

3. ライブラリ DNA サンプルをサーマルサイクラから室温に移し、各サンプルウェルに

AMPure XP ビーズ溶液 50 μL を加えます。 

4. ピペッティングを 15 ~ 20 回程度行うか、もしくはウェルに蓋をして高速のボルテック

スで 5 ~ 10 秒攪拌することにより、液をよく混合します。ビーズが底に集まらないよう

に注意しながら、軽くスピンダウンしサンプルを集めます。 

5. 室温で 5 分間インキュベーションします。 

6. プレートもしくは 8 strip tube を磁石スタンドにセットします。溶液が透明になるまで

待ちます（約 5 分間かかります）。 

7. プレートもしくは 8 strip tube を磁石スタンドにセットしたまま、ビーズを吸い込まな

いように注意して、透明な上澄み液を取り除き、廃棄します。上澄み液を除去するとき

ビーズに触れないように注意します。 

8. プレートもしくは 8 strip tube を磁石スタンドにセットしたまま、70%エタノール溶液

を各サンプルウェルに 200 μL ずつ加えます。 

9. 溶液が透明になるまで、そのまま 1 分間静置します。その後エタノールを、ビーズを吸

い込まないように注意して取り除きます。 

10. ステップ 8 と 9 をもう一度繰り返し、計 2 回洗浄します。 

11. プレートもしくは 8 strip tube を磁石スタンドから外し、蓋をして軽くスピンダウンし、

サンプル中に残ったエタノールを集めます。プレートもしくは 8 strip tube を再度磁石
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スタンドにおき、キャップをはずして 30 秒静置します。ビーズを吸い込まないように注

意しながら、20 μL の容量のマイクロピペットを用いて、残ったエタノールを取り除き

ます。 

 

NOTE  本プロトコルに記載されているビーズの乾燥ステップでは、集積したビーズ

にひび割れが生じるまで乾燥させないようにしてください。ビーズを過度に

乾燥させると、溶出効率が低下する危険性があります。 

  

 

12. 蓋をせずにサンプルチューブを 37 ℃のサーマルサイクラにセットして、37 ℃で乾燥さ

せ、残存エタノールを完全に取り除きます（最長 2 分）。 

または代わりに、蓋をせずにプレートもしくは 8 strip tube を卓上に約 5 分または残存

エタノールがなくなるまで静置します。 

13. 15 μL の Nuclease-free water を各サンプルウェルに加え、ライブラリ DNA を溶出し

ます。 

14. ピペッティングを 10 ~ 15 程度行うか、ウェルに蓋をして高速のボルテックスで 5 秒攪

拌することで混合します。すべてのビーズが再懸濁され、懸濁液にビーズの塊がないこと

や壁にビーズのペレットが残っていないことを確認します。サンプルが混合されたら、ビ

ーズが底に集まらないように注意しながら、軽くスピンダウンし液を集めます。 

15. 室温で 2 分間インキュベーションします。 

16. プレートもしくは 8 strip tube を磁石スタンドにセットし、溶液が透明になるまで静置

します（最長 5 分）。 

17. 透明な上澄み液 （液量 約 15 μL）を新しい PCR プレートもしくは 8 strip tube に移

し、氷上に置きます。ビーズはこの時点で廃棄します。 

 

Stopping 

Point 
 

同じ日にハイブリダイゼーションステップに進まない場合は、サンプルウェ

ルに蓋をして 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（必要に応じて、保存前に QC 用に分注してください）。 

  

 

 

表 26 にあるいずれかのプラットフォームを用いて各サンプルライブラリを分析します。各

プラットフォームの使用方法は、弊社サポートサイトをご覧ください。 
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表 26 プレキャプチャライブラリの分析オプション 

分析オプション 本ステップで使用す

るアッセイ 

分析に使用するライブ

ラリサンプルの液量 

Agilent 4200/4150 TapeStation system D1000 ScreenTape 5 倍希釈し 1 μL 

Agilent 2100 Bioanalyzer system DNA 1000 Kit 5 倍希釈し 1 μL 

Agilent 5200/5300/5400 Fragment 

Analyzer system 

NGS Fragment Kit 

(1-6000 bp) 

5 倍希釈し 2 μL 

 

各分析方法はサンプル中の断片のサイズ分布をエレクトロフェログラムとして表示し、サン

プル中の DNA 濃度を決定するツールがあります。断片のサイズ分布のガイドラインは 

表 27 をご覧ください。典型的な結果として、TapeStation システムで得られる代表的なエレ

クトロフェログラムを図 2～図 4 に示しています。 

 

ピーク全体を積分することで、ライブラリ DNA の濃度を決定します。 

表 27 プレキャプチャライブラリのガイドライン 

 
 

期待されるライブラリ断片のピークに加え低分子のピークが観察された場合は、ライブラリ

にアダプターダイマーが含まれます。図 4 に示すように観察されたアダプターダイマーが少

量であればターゲットエンリッチメントに進むことが可能です。その他については 86 ページ

のトラブルシュートガイドをご覧ください。 
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図 2 断片化された高品質な gDNA サンプルから調製したキャプチャ前ライブラリの泳動図 

（D1000 ScreenTape アッセイ） 

 
図 3 典型的な FFPE gDNA サンプル（機械による断片化）から調製したキャプチャ前ライ

ブラリの泳動図 （D1000 ScreenTape アッセイ） 

 
図 4 低品質 FFPE gDNA サンプル（機械による断片化）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 ScreenTape アッセイ） 
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Stopping 

Point 
 

次のステップに進まない場合は、サンプルウェルに蓋をして 4 ℃で一晩、

さらに長期保存の場合は-20 ℃で保存してください。 
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この章では、前章で調製した gDNA ライブラリをターゲット特異的なプローブとハイブリダ

イゼーションする工程が示されています。ハイブリダイゼーション後、ターゲットの DNA を

ストレプトアビジンビーズでキャプチャします。マルチプレックス NGS に向けプーリングす

る前に、各 DNA サンプルをハイブリダイズ、キャプチャし増幅します。 

 

標準的な 1 日で操作する SureSelect XT HS2 プロトコルは、ハイブリダイゼーションステッ

プ後すぐにキャプチャおよび増幅ステップに進みます。必要であればハイブリダイズサンプ

ルは一晩おくことができ、その場合は 43 ページにある簡単なプロトコル変更を加えることで

キャプチャおよび増幅を次の日に行うことが可能です。 

 

ハイブリダイゼーションの反応には、準備したライブラリを 500 ~ 1000 ng の範囲でなるべ

く最大量を、液量 12 μL で使用します。 
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ハイブリダイゼーションおよびキャプチャのワークフローは表 28 の試薬を使用します。表

にある試薬を冷蔵保存から指定の状態に移し、使用前に準備します（Where Used のカラム

を参照してください）。 

 

表 28 ハイブリダイゼーションおよびキャプチャで使用する試薬 
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1. SureSelect XT HS Human All Exon V8 プローブ（V8 / V8 + UTR / V8 + NCV）および

SureSelect XT HS Clinical Research Exome V4 は表 29、その他の全てのプローブは表 

30 のようにサーマルサイクラをプロブラムします（蓋は加熱）。サンプルを step 4 で入

れるまで一時停止します。 

 

表 29  SureSelect XT HS Human All Exon V8 / V8 + UTR / V8 + NCV および SureSelect 

XT HS Clinical Research Exome V4 プローブのハイブリダイゼーションプログラム （液量

30 μL、蓋は加熱） 

 
 

表 30 その他の全ての SureSelect XT HS プローブのハイブリダイゼーションプログラム＊

（液量 30 μL、蓋は加熱） 

 
＊この表のプログラムは、SureSelect XT HS プローブデザインの Fast Hybridization ワ

ークフローに最適化されています。SureSelect XT プローブデザインは、通常 Overnight 

Hybridization ワークフローを使用することで性能が向上します。 
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NOTE  このプロトコルは、次の変更を加えることで一晩休止して 2 日間のワークフ

ローに変更可能です。 

‧ サーマルプログラム（表 29 または表 30）の最後のセグメントを 65℃

Hold から 21℃ Hold に変更します。 

‧ ハイブリダイズしたサンプルは、21℃で 16 時間までおくことができま

す。一晩の Hold 後、2 日目を 45 ページのキャプチャ準備のステップか

ら始めます。 

  

 

2. 1000 ng の各 DNA ライブラリをハイブリダイゼーション用に準備したプレートもしくは

8 strip tube に入れ、最終容量 12 μL になるように Nuclease-free water を加えます。

1000 ng の DNA ライブラリが得られない場合は、500 ~ 1000 ng の範囲内でなるべく多

い量を使用してください。 

3. 各 DNA ライブラリサンプルに、SureSelect XT HS2 Blocker Mix を 5 μL 加えます。プ

レートもしくはチューブに蓋をし、高速のボルテックスミキサで 5 秒間攪拌し混合しま

す。軽くスピンダウンし液を底に集め泡を除きます。 

 
 

 サーマルサイクラの蓋の温度が熱く、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。 

CAUTION 

 

 

4. 蓋をしたサンプルプレートもしくは 8 strip tube をサーマルサイクラに移し、42 ページ

の表 29 または表 30 の通り設定されたサーマルプログラムを開始します。プログラムの

セグメント 1 および 2 を完了させセグメント 3 Hold に進みます。 

重要：セグメント 3 Hold の間に追加の試薬をサーマルサイクラ中のサンプルウェルに加

えます。セグメント 1 および 2 の間に step 5 および step 6 に従って、追加のハイブリダ

イゼーション試薬を調製します。必要な場合サーマルサイクラのセグメント 3 の 65℃ 

Hold の間に調製してもかまいません。 

5. 表 31 を参照し、SureSelect RNase Block 25%溶液 （RNase Block 1 に対して Nuclease-

free water 3）を調製します。ハイブリダイゼーション反応数 （＋余剰分）に応じて必要

な量を調製してください。よく混合し、氷上に置きます。 

 

表 31  RNase block Solution の調製 
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NOTE  Step 7 でサーマルサイクラプログラム Segment3 Hold の間に DNA サンプ

ルに加える直前に、ステップ 6 の試薬を調製します。調製した試薬を室温に

保つのは、調製ステップの間だけにしてください。プローブを含む溶液を長

時間室温に置かないでください。 

  

 

6. 使用するキャプチャライブラリのターゲットサイズに応じて、Probe Hybridization Mix

を調製します。 

ターゲットサイズ 3 Mb 以上のキャプチャライブラリでは表 32、ターゲットサイズ 3 Mb

未満のキャプチャライブラリでは表 33 の内容に従ってください。カスタムデザインのプ

ローブは、デザインサイズをプローブチューブのラベルでご確認ください。 

表に記載されている溶液を室温で混合します。高速のボルテックスミキサで 5 秒間攪拌

しよく混合したあと、軽くスピンダウンします。すぐに step 7 に進みます。 

 

表 32 ターゲットサイズ 3 Mb 以上のプローブの Probe Hybridization Mix の調製 

 
 

表 33 ターゲットサイズ 3 Mb 未満のプローブの Probe Hybridization Mix の調製 

 
 

7. サーマルプログラムの Segment 3 Hold が始まったら、DNA + Blocker サンプルをサー

マルサイクラにいれたまま、step 6 で調製して室温に置いてある Probe Hybridization Mix 

13 μL を各サンプルウェルに加えます。 

ゆっくり 8 ~ 10 回ピペッティングしよく混合します。 

この時点で、ハイブリダイゼーション反応液の液量は約 30 μL になっています。 

8. プレートもしくは 8 strip tube を新しい domed strip cap で蓋をします。適切なキャッピ

ングツールなどを用いて、全チューブ （well）を確実に密閉します。軽くボルテックスで

混合し、軽くプレートもしくは 8 strip tube を遠心しチューブ底の泡をのぞき、すぐにサ

ーマルサイクラに戻します。 
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9. サーマルサイクラのプログラムを再開し、調製したライブラリ DNA サンプルをプローブ

にハイブリダイズします。 
 

 蒸発を最小限にするためにウェルは確実に密閉されている必要があります。

わずかでも隙間があると液が蒸発し、結果に悪い影響を与えます。 

始めて実験を行う前に、使用するチューブ・プレート・キャップがサーマル

サイクラに合っているかどうかを確認し、さらに使用するハイブリダイゼー

ションの条件で 4 μL 以上の溶液が蒸発しないことを確認してください。 

CAUTION 

 

 

 

NOTE  ハイブリダイゼーションとキャプチャを同じ日に行う場合は、45 ページ

step 9 のハイブリダイゼーション反応を開始した約 1 時間後に、以降のビ

ーズ調製を始めてください。21 ℃ Hold で一晩おきキャプチャを次の日に

行う場合は、キャプチャステップを始める直前に以降のビーズ調製を開始し

ます。 

  

 

1. ボルテックスミキサを用いて、保存中に容器の底にたまったストレプトアビジンビーズを

よく攪拌し再懸濁します。 

2. 新しい PCR プレートもしくは 8 strip tube を用意し、懸濁した磁気ビーズを 1 ハイブリ

ダイゼーションサンプルあたり 50 μL、各チューブ （well）に入れます。 

3. 下記手順に従いビーズを洗浄します。 

a. 200 μL の SureSelect Binding Buffer を加えます。 

b. 20 回ピペッティングするか、もしくは well に蓋をして高速のボルテックスで 5 ~ 10 

秒攪拌することにより、ビーズを混合し、軽くスピンダウンします。 

c. ビーズの入ったプレートもしくは 8 strip tube を磁石スタンドにセットします。 

d. 5 分または溶液が透明になるまで静置し、ビーズを吸い込まないように注意しながら    

上澄み液を取り除いて廃棄します。 

e. step a ~ step d の工程をさらに 2 回繰り返し、トータルで 3 回洗浄を行ないます。 

4. ビーズを 200 μL の SureSelect Binding Buffer に再懸濁します。 

 

NOTE  さらに大容量用の磁石スタンドを持っている場合は、本ステップを

Eppendorf チューブやコニカルバイアルを用いて、まとめて磁気ビーズを洗

浄することも可能です。 
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1. ストレプトアビジンビーズの調製が完了し、ハイブリダイゼーションのサーマルサイクラ

プログラムが最後の Hold ステップ （42 ページ 表 29 または表 30 参照）に到達した

ら、サンプルをサーマルサイクラから室温に移します。 

2. すぐにマルチチャンネルピペットを用いて、各ハイブリダイゼーションサンプルの全量 

（約 30 μL）を、洗浄済みストレプトアビジンビーズ 200 μL の入ったウェルに移しま

す。 

5 ~ 8 回ピペッティングして混合し、プレートもしくは 8 strip tube を新しい domed strip 

cap で蓋をします （必ず新しいキャップを使用してください）。 

3. プレートもしくは 8 strip tube を 96 ウェルプレート用ミキサの上にセットし、1400 ~ 

1900 rpm で攪拌しながら、室温で 30 分間インキュベーションします。 

ビーズがチューブ中を動いて攪拌が行なわれていることを確認してください。 

4. 30 分間のインキュベーション中に、以下の手順で SureSelect Wash Buffer 2 を 70 ℃に

温めます。 

a. 新しい PCR プレートもしくは 8 strip tube を用意し、Wash Buffer 2 を 200 μL ず

つ各チューブ（well）に入れます。１サンプルあたり 6 チューブ準備します。 

b. プレートもしくは 8 strip tube に蓋をし、70 ℃で保温したサーマルサイクラ （蓋を

加熱）で step 9 まで保温して置きます。 

5. step 3 の 30 分間が終了したら、サンプルを軽くスピンダウンし液を底に集めます。 

6. プレートもしくは 8 strip tube を磁石スタンドにセットします。溶液が透明になるまで待

ちます（約 1 ~ 2 分）。ビーズを吸い込まないように注意しながら上澄み液を取り除いて

廃棄します。 

7. ビーズに 200 μL の SureSelect Wash Buffer 1 を加え、15 ~ 20 回ピペッティングを行

い、完全にビーズを再懸濁します。 

8. プレートもしくは 8 strip tube を磁石スタンドにセットします。溶液が透明になるまで待

ちます（約 1 分）。ビーズを吸い込まないように注意しながら上澄み液を取り除いて廃棄

します。 

 
 

 キャプチャの特異性を確保するためには、以降の洗浄工程でビーズ懸濁液を

70 ℃に維持することが重要です。 

SureSelect Wash Buffer 2 が事前に 70 ℃で温められていることを確認し

てください。 

組織培養用のインキュベーターや、その他温度振れ幅の大きい装置は使用し

ないでください。 

CAUTION 
 

 

9. プレートもしくは 8 strip tube を磁石スタンドから外し、室温のチューブラックに移し
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ます。以下の手順に従い、ビーズを Wash Buffer 2 で洗浄します。 

a. 70 ℃で予め温めた Wash Buffer 2 を 200 μL、磁気ビーズに加え、15 ~ 20 回ピペッ

ティングを行い、ビーズを完全に懸濁します。 

b. プレートもしくは 8 strip tube を新しい domed strip cap で蓋をします （必ず新しい

キャップを使用してください）。高速のボルテックスミキサで 8 秒間攪拌し混合します。

ビーズが固まりにならない程度の軽い遠心でスピンダウンし、液を底に集めます。 

以下の工程に進む前に、必ず液が懸濁されていることを確認します。 

c. サンプルをサーマルサイクラで 70 ℃、5 分間インキュベーションします（蓋は加熱）。 

d. プレートもしくは 8 strip tube を室温で磁石スタンドにセットします。 

e. １分間静置し、溶液が透明になるまで待ちます。ビーズを吸い込まないように注意しな

がら上澄み液を取り除いて廃棄します。 

f. step a ~ step e をさらに 5 回繰り返します。トータルで洗浄を 6 回行ないます。 

10. 全ての wash buffer が取り除かれていることを確認し、Nuclease-free water を 25 μL

ずつ、各サンプルに加えます。ピペッティングを 8 回行い、ビーズを再懸濁します。 

11. 以下の PCR 反応で使用するまで氷上に置きます。 

 

NOTE  キャプチャした DNA はポストキャプチャの増幅ステップまで、ストレプト

アビジンビーズに吸着しています。 
  

 
 

 

このステップでは、表 34 の試薬を使用します。表にある試薬を冷蔵保存から指定の状態に

移し、使用前に準備します（Where Used のカラムを参照してください）。 

 

表 34 ポストキャプチャ PCR で使用する試薬 
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1． サーマルサイクラを表 35 のように設定し、step 5 で使用するまで一時停止します。 

 

表 35 ポストキャプチャ PCR のサーマルサイクラプログラム（液量 50 μL、蓋は加熱） 

 
 

表 36 ポストキャプチャ PCR の推奨サイクル数 

 
 

2． 表 37 を参照し、適切な量のキャプチャ後 PCR 反応マスターミックスを調製し、氷上に

置きます。ボルテックスミキサでよく混合します。 

 

表 37 ポストキャプチャ PCR のマスターミックスの調製 

 

3． 表 37 の内容で調製したポストキャプチャ PCR のマスターミックス 25 μL を、ストレ

プトアビジンビーズに吸着したターゲットエンリッチ DNA が 25 μL 入った各サンプル

ウェルに加えます。 

4． PCR 反応ウェルを、ビーズが均一になるまでピペッティングでよく混合します。サンプ

ルがウェルの壁面にはねないようにしてください。このステップでチューブをスピンダウ

ンしないでください。 

10 ~ 16（プローブデザインのサイ

ズに基づく推奨サイクル数は表 36

を参照してください） 
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5． PCR プレートもしくは 8 strip tube に、新しい domed strip cap で蓋をします （必ず新

しいキャップを使用してください）。サーマルサイクラにセットし、表 35 のサーマルサ

イクラのプログラムを開始します。 

6． PCR 増幅反応が完了したら、PCR プレートもしくは 8 strip tube を軽くスピンダウンし

ます。プレートもしくは 8 strip tube を室温で磁石スタンドにセットし、2 分間静置し、

溶液が透明になるまで待ちます。この状態で、精製された DNA は溶液のほうに移ってい

ます。 

7． 上澄み液 （液量 約 50 μL）を新しい PCR プレートもしくは 8 strip tube に移します。

この液に精製 DNA が移っているので、液を捨てないように注意してください。ビーズは

この時点で廃棄します。 

 
 

 

 このステップでは、各サンプルの上清を必ず保持し次のステップに進みます。 
CAUTION 

 

  

 

NOTE  次のステップで使用する AMPure XP ビーズは、使用前に少なくとも 30 分

以上室温に置く必要があります。 
  

 

Stopping 

Point 
 

次のステップに進まない場合は、サンプルウェルに蓋をして 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。 

  

          

 

増幅したライブラリを室温の AMPure XP ビーズを使用して精製します。精製プロトコルの

重要な項目は表 38 をご覧ください。 

 

表 38 ポストキャプチャ PCR の AMPure XP ビーズ精製項目 

 
 

1. ステップ 8 で使用する 70% エタノールを、1 サンプルあたり 400 μL （と余剰分）を

調製します。 

2. 室温になった AMPure XP 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
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サでよく混合します。 

3. AMPure XP ビーズ溶液 50 μL を各ウェルの増幅 DNA サンプル（約 50 μL）に加えま

す。 

4. ピペッティングを 15 ~ 20 回程度行うか、もしくはウェルに蓋をして高速のボルテック

スで 5 ~ 10 秒攪拌することにより、液をよく混合します。ビーズが底に集まらないよう

に注意しながら、軽くスピンダウンしサンプルを集めます。 

5. 室温で 5 分間インキュベーションします。 

6. プレートもしくは 8 strip tube を磁石スタンドにセットします。溶液が透明になるまで

待ちます（約 2～5 分）。 

7. プレートもしくは 8 strip tube を磁石スタンドにセットしたまま、ビーズを吸い込まな

いように注意して、透明な上澄み液を取り除き、廃棄します。上澄み液を除去するとき

ビーズに触れないように注意します。 

8. プレートもしくは 8 strip tube を磁石スタンドにセットしたまま、70%エタノール溶液

を各サンプルウェルに 200 μL ずつ加えます。 

9. 溶液が透明になるまで、そのまま 1 分間静置します。その後エタノールを、ビーズを吸

い込まないように注意して取り除きます。 

10. ステップ 8 と 9 をもう一度繰り返し、計 2 回洗浄します。 

11. プレートもしくは 8 strip tube を磁石スタンドから外し、蓋をして軽くスピンダウンし、

サンプル中に残ったエタノールを集めます。プレートもしくは 8 strip tube を再度磁石

スタンドにおき、キャップをはずして 30 秒静置します。ビーズを吸い込まないように注

意しながら、20 μL の容量のマイクロピペットを用いて、残ったエタノールを取り除き

ます。 

 

NOTE  本プロトコルに記載されているビーズの乾燥ステップでは、集積したビーズ

にひび割れが生じるまで乾燥させないようにしてください。ビーズを過度に

乾燥させると、溶出効率が低下する危険性があります。 

  

 

12. 蓋をせずにサンプルチューブを 37 ℃のサーマルサイクラにセットして、37 ℃で乾燥さ

せ、残存エタノールを完全に取り除きます（最長 2 分）。 

または代わりに、蓋をせずにプレートもしくは 8 strip tube を卓上に約 5 分または残存

エタノールがなくなるまで静置します。 

13. 25 μL の Low TE buffer を各サンプルウェルに加え、ライブラリ DNA を溶出します。 

14. ピペッティングを 10 ~ 15 程度行うか、ウェルに蓋をして高速のボルテックスで 5 秒攪

拌することで混合します。すべてのビーズが再懸濁され、懸濁液にビーズの塊がないこ

とや壁にビーズのペレットが残っていないことを確認します。サンプルが混合されたら、

ビーズが底に集まらないように注意しながら、軽くスピンダウンし液を集めます。 

15. 室温で 2 分間インキュベーションします。 
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16. プレートもしくは 8 strip tube を磁石スタンドにセットし、溶液が透明になるまで静置

します（最長 5 分）。 

17. 透明な上澄み液 （液量 約 25 μL）を新しい PCR プレートもしくは 8 strip tube に移

し、氷上に置きます。ビーズはこの時点で廃棄します。 

 

Stopping 

Point 
 

同じ日に NGS ステップに向けライブラリをプールしない場合は、サンプル

ウェルに蓋をして 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（必要に応じて、保存前に QC 用に分注してください）。 

  

 

表 39 にあるいずれかのプラットフォームを用いて各サンプルライブラリを分析します。各

プラットフォームの使用方法は、弊社サポートサイトをご覧ください。 

 

表 39 ポストキャプチャライブラリの分析オプション 

 
 

各分析方法はサンプル中の断片のサイズ分布をエレクトロフェログラムとして表示し、サン

プル中の DNA 濃度を決定するツールがあります。断片のサイズ分布のガイドラインは表 40

をご覧ください。典型的な結果として、TapeStation システムで得られる代表的なエレクト

ロフェログラムを 
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図 5～図 7 に示しています。 

ピーク全体を積分することで、ライブラリ DNA の濃度を決定します。 

 

表 40 ポストキャプチャライブラリの定量ガイドライン 
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図 5 高品質な gDNA サンプルから調製したキャプチャ後のライブラリ（High Sensitivity 

D1000 ScreenTape アッセイ） 

 
図 6 典型的な FFPE 由来 gDNA サンプルから調製したキャプチャ後のライブラリ（High 

Sensitivity D1000 ScreenTape アッセイ） 
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図 7 低品質な FFPE 由来 gDNA サンプルから調製したキャプチャ後のライブラリ（High 

Sensitivity D1000 ScreenTape アッセイ） 

 

 

Stopping 

Point 
 

次のステップに進まない場合は、サンプルウェルに蓋をして 4 ℃で一晩、

さらに長期保存の場合は-20 ℃で保存してください。 
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5. NGSおよび解析のガイドライン 

 

 56 

 58 

 59 

 60 

 

 

この章は、ワークフロー中の NGS および解析部分のガイドラインです。 
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1 つのシーケンスレーンにマルチプレックスできるインデックスライブラリの数は、研究デ

ザインで必要なシーケンス量と、使用するシーケンサ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。 

 

以下のいずれかの手順に従い、各インデックスライブラリをプール中で等モル量になるよう

に混合します。希釈には、Low TE などシーケンスプロバイダーが指定した希釈液を使用して

ください。 

 

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 41 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 41 10 nM の濃度でとトータル 20 μL に調製する計算例 

 

もしライブラリをシーケンス前に保存する場合は、Tween 20 を 0.1% v/v になるように加え、

- 20 ℃で保存します。またはシーケンスプロバイダーが提示している条件で保存してくださ

い。 
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最終的な SureSelect XT HS2 ライブラリプールは、イルミナ社の標準的な Paired-end プラ

イマーとケミストリでシーケンスする状態となっています。図 8 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、イルミナ社のシーケンサを用

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。 

 

MBC 付きのライブラリ 

 

MBC なしのライブラリ 

 

図 8 SureSelect XT HS2 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）に、イルミナ paired-end シーケンスエレメンツ

（黒）とユニークデュアルインデックス（赤および緑）、ライブラリ PCR プライマー（黄）

およびオプションでデュアル分子バーコード（茶）が付加されています。 

 

 

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。表 42 は、本アプリケーションに適したシーケンサとケミストリの組み合わせのガイ

ドラインです。その他のイルミナ社 NGS プラットフォームについては、キットの構成および

シーディング濃度のガイドラインについてイルミナ社のドキュメントを参照してください。 
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表 42 イルミナ社キットの選択ガイドライン 

 

 

シーディング濃度とクラスタ密度は、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。表 42 またはイルミ

ナ社提供の内容に記載されている範囲の中間のシーディング濃度から最適化を行ってくださ

い。より良好なシーケンス QC のための低濃度のスパイクインによる PhiX コントロールにつ

きましては、イルミナ社の推奨に従ってください。 

 

 

各サンプルの Read1 および Read2 の FASTQ ファイルを得るために、スタンドアローンモー

ドで装置のソフトウェアを使用するか、Local Run Manger（LRM）や Illumina Experiment 

Manager （IEM）、または BaseSpace などのイルミナ社のラン管理ツールを使用して、シー

ケンシングのラン設定を行います。ライブラリのリード長や使用した 8 bp のデュアルインデ

クスリードに適切なサイクル数やリード長を入力します。表 43 は 2 x 150 bp のシーケンシ

ングの設定例です。 

 

表 43 2 x 150 bp のシーケンシングのラン設定 

 
＊イルミナ社の推奨に従い、目的のリード長に 1 サイクル追加します。 
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イルミナの各プラットフォームおよびセットアップソフトウェアオプションに関する説明に

従い、以下の追加セットアップガイドラインを組み込んでください。 

・ 各サンプルレベルインデックス（i7 および i5）は 8-bp インデックスリードが必要です。

インデックスの配列情報は 73 ページ表 58～80 ページ表 65 を参照してください。 

・ SureSelect XT HS2 ライブラリのシーケンシングでは、カスタムプライマーは使用しま

せん。Read 1、Read 2、Index 1 および Index 2 プライマーの Custom Primers オプショ

ンは、ランセットアップ中に全てクリア・設定解除をしておいてください。 

・ MBC 付きのライブラリの場合、イルミナのランセットアップおよびリード処理ソフトウ

ェアアプリケーションに含まれるアダプタートリミングツールはオフにしてください。

アダプターは、アジレントのソフトウェアツールを使用し後のステップでトリミングし

ます。アダプター配列中の MBC を除くことも含め適切なアダプター処理がなされます。 

・ イルミナの LRM、IEM または BaseSpace アプリケーションを用いてセットアップした

ランについて、選択したソフトウェアで custom library prep kit およびインデクスキッ

トを使用してランをセットアップするためのイルミナの説明書およびサポートリソース

を参照してください。これらのアプリケーションを使用する際は、73 ページ表 58～80

ページ表 65 にある SureSelect XT HS2 のインデックス配列を、イルミナ社の各アプリ

ケーションの仕様に従って.tsv/.csv ファイルフォーマットに変換するか、Sample Sheet

にコピーしてください。もし選択したアプリケーションで SureSelect XT HS2 のラン設

定についてサポートが必要な場合は、最終ページにある弊社サポート窓口にお問い合わ

せください。 

 

 

 

SureSelect XT HS2 DNA ライブラリに適した、典型的な NGS リード処理および解析パイプ

ラインのガイドラインです。お客様の解析パイプラインは異なる場合があります。 

・ イルミナの bcl2fastq、BCL Convert または DRAGEN ソフトウェアを用いてデマルチプ

レックスし、デュアルインデックスに基づいたペアエンドの生成や不正確な P5 および

P7 インデックスペアの配列を除去します。MBC 付きのライブラリの場合は、アジレン

トの NGS ソフトウェアツールで適切なアダプター処理と MBC を使用するため、イルミ

ナのデマルチプレックスソフトウェアの MBC/UMI トリミング機能はオフにします。 

・ デマルチプレックスした FASTQ データは、シーケンスアダプターを除去し、もしあれば

MBC 配列を抽出する前処理をする必要があります。後述するアジレントの NGS ソフト

ウェアツールは、どちらも SureSelect XT HS2 DNA ライブラリに適した適切なリード

の前処理ステップを含みます。 

・ アジレントの Alissa Reporter ソフトウェアは、SureSelect でエンリッチしたライブラ
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リの FASTQ ファイルからバリアント探索処理までの完全なプロセスまで、さまざまな

アプリケーションを提供します。詳細は 61 ページをご覧ください。 

・ アジレントの Genomics NextGen Toolkit (AGeNT) ソフトウェアモジュールは、生殖細

胞系または体細胞系のバリアント解析ワークフローに対して、ライブラリリード FASTQ

ファイルを解析可能な BAM ファイルに処理するツールを提供します。詳細は 63 ページ

をご覧ください。 

・ MBC 付きのライブラリを調製し、お持ちのシークエンス解析パイプラインが MBC を除

去し Alissa Reporter や AGeNT ソフトウェアと互換性がない場合、64 ページに記載の

ようにアライメント前に各リードから最初の 5 塩基をトリミングまたはマスクします。 

 

SureSelect XT HS2 DNA NGS ワークフローにおけるアジレント Alissa Reporter

ソフトウェアの使用法 

 

Alissa Reporter ソフトウェアは、アジレントの SureSelect アッセイ用の完全な FASTQ-to-

Report ソリューションを提供し、NGS データを FASTQ フォーマットから VCF フォーマ

ットに処理し、ヒト生殖細胞系列の SNV、InDel、CNV コールを報告します。 

 

NOTE  現時点では、FFPE 由来またはほかの DNA サンプルの体細胞系列のバリア

ントの検出解析は Alissa Reporter ソフトウェアは対応しておりません。体

細胞系列のバリアント解析を含め、サポート対応しているアプリケーション

やワークフローなど、より最新の情報は Alissa Reporter ソフトウェアのサ

イトをご覧ください。 

  

 

Alissa Reporter は、クラウドベースのマルチテナント型 SaaS（Software as a Service）製

品で、SureSelect XT HS2 DNA ライブラリのリードの統合された前処理（アダプタートリミ

ング、MBC 抽出および重複除去）、二次データ解析および内蔵のダッシュボードを使用した

品質管理（QC）分析を提供します。より詳細な情報や購入についてはアジレントの Alissa 

Reporter ソフトウェアのサイトをご覧ください。 

 

Alissa Reporter ソフトウェアでの解析前に、SureSelect XT HS2 DNA アッセイステップに

ついて主に下記の点をご注意ください。 

・ 目的のアプリケーションについて、ともに処理するサンプルの要件を決めてください。

生殖細胞系列アプリケーションの CNV 解析では、次のサンプル要件が求められます。体

細胞アプリケーション（2023 年夏予定）の腫瘍・正常解析では、腫瘍サンプルと

matched/unmatched リファレンス（正常）は、同じランの SureSelect NGS ライブラリ

作製で処理されている必要があります。現在のソフトウェアについては、Alissa Reporter

ソフトウェアの Help をご覧ください。 
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・ Alissa Reporter は、同じラン内の非関連サンプルを共に解析し、ターゲットサンプルに

対する参照シグナルを決定し、生殖細胞系列の CNV コールをします（生殖細胞系のアプ

リケーションでは、特定の参照サンプルは必要ありません）。Alissa Reporter で CNV コ

ールの信頼できる参照シグナルを得るためには、少なくとも 3 サンプルできれば 8 また

はそれ以上の関連性のないサンプルを一緒に解析することが必要です。X および Y 染色

体の CNV 解析には、同じ性別の関連のないサンプルが必要です。ライブラリ調製による

ばらつきを最小限にし最良の結果を得るために、CNV 解析には、同じ SureSelect ライ

ブラリ調製のランおよび同じシーケンスランのサンプルを使用します。 

・ Alissa Reporter v1.1 以降では、デザイン済みまたはカスタム SureSelect プローブでエ

ンリッチしたヒト DNA の生殖細胞系の解析アプリケーションに対応しています。

SureSelect XT HS Human All Exon V7 または V8 プローブでエンリッチされたライブラ

リは、Alissa Reporter 内の Human All Exon V7 Germline または Human All Exon V8 

Germline アプリケーションで解析します。デザイン済みのプローブ含め他のプローブで

エンリッチしたライブラリは、Alissa Reporter の Custom アプリケーションで解析しま

す。Alissa Reporter コンソールは、デザイン済みおよびカスタムプローブデザインの両

方を SureDesign から取り込み、取り込んだ各デザインに対して新しい Custom アプリ

ケーションを設定するツールがあります。 

・ 各サンプルの FASTQ ファイルをアップロードする際に、表 44 にあるようにアダプター

タイプによって Application Chemistry メニューオプションを選択します。 

 

表 44 アダプタータイプに応じた Alissa Reporter の Application Chemistry 

 
* Alissa Reporter v1.2 以降で対応 

 

・ マージされている・されていない FASTQ ファイルのどちらにも対応しています。BAM

ファイルまたは FASTQ 以外のファイル形式のアップロードはサポートしていません。 

・ シーケンスファイルのパラメータ（ファイルサイズやリード数の限界など）を対応した

ソフトウェアのバージョンの Alissa Reporter ソフトウェアの Help またはリリースノー

トから入手します。表 45 は主な FASTQ ファイルのパラメータです。 

 

  

https://www.agilent.com/en/product/next-generation-sequencing/ngs-data-analysis-interpretation/alissa-reporter-4301562#support
https://www.agilent.com/en/product/next-generation-sequencing/ngs-data-analysis-interpretation/alissa-reporter-4301562#support
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表 45  Alissa Reporter ソフトウェア v1.1 の FATSQ ファイルのパラメータ 

 

 

SureSelect XT HS2 DNA NGS ワークフローにおけるアジレントの AGeNT の使用

方法 

 

アジレントの AGeNT ソフトウェアは、Java ベースのツールキットで SureSelect XT HS2 

DNA ライブラリのリード処理ステップに使用します。AGeNT ツールは、バイオインフォマ

ティクスの専門知識を持つユーザーが、内部解析パイプラインの構築・統合・保守・トラブ

ルシューティングを行えるように設計されています。追加の情報やこのツールキットのダウ

ンロードは AGeNT のサイトをご覧ください。 

 

サンプルライブラリの調製に使用する SureSelect XT HS2 のアダプターのタイプによって、

表 46 にまとめたように、サンプルに適したリード前処理ワークフローが決まります。AGeNT

リード処理ツールの使用について、次に簡単まとまっています。詳細については、SureSelect

ライブラリに適したワークフローを網羅した AGeNT Best Practice ドキュメントのセクショ

ンをご覧ください。 

 

表 46 アダプターに基づいた AGeNT のワークフロー選択 

 
 

バリアント検出の前に、デマルチプレックスした SureSelect XT HS2 ライブラリ FASTQ デ

ータの前処理をします。AGeNT Trimmer モジュールを使用しシーケンスアダプターを除去

し、もしあれば MBC 配列を抽出します。 

トリミングしたリードは、BWA-MEM のような適切なツールを使用してアライメントします

（必要に応じてアライメントされた BAM ファイルに MBC を追加します）。 

アライメントとタグ付けが完了したら、AGeNT CReaK (Consensus Read Kit) ツールを使用

してコンセンサスリードを生成し、重複をマークまたは除去します。得られた BAM ファイル
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はバリアント探索を含む下流の解析に使用できます。 

 

NOTE  CReaK は、AGeNT LocatIt tool の代わりに AGeNT version 3.0 で導入され

た重複除去のツールです。LocatIt と CReaK の詳細な比較については

AGeNT のサイトをご覧ください。LocatIt は下位互換性のために利用可能で

すが、CReaK が推奨のツールです。 

  

 

NOTE  MBC 付きのライブラリで手元のシークエンス解析パイプラインが MBC を

除去する場合、下流の解析に進む前に Read1 および Read2 の最初の 5 塩基

をマスキングまたはトリミングすることで除去します。 

bcl2fastq を使用してデマルチプレックスする場合、MBC はベースマスク

N5Y*,I8,I8,N5Y*（*はマスクした 5 塩基を除いた後の実際のリード長に置

き換えてください。例えば、59 ページ表 43 にある 2 x 150 NGS の場合は

N5Y146,I8,I8,N5Y146 とします）を含めることでマスクできます。N と Y

の合計は RunInfo.xml ファイルにあるリード長と一致する必要があります。 

 

BCL Concert でデマルチプレックスする場合、MBC はサンプルシートのヘ

ッ ダ ー に 次 の 文 字 列 を 含 め る こ と で ト リ ミ ン グ で き ま す ：

OverrideCycles,N5Y*;I8;I8;N5Y*（*はマスクした 5 塩基を除いた後の実際

のリード長に置き換えてください。例えば、59 ページ表 43 にある 2 x 150 

NGS の場合は N5Y146,I8,I8,N5Y146 とします）。N と Y の合計は

RunInfo.xml ファイルにあるリード長と一致する必要があります。 

 

または、seqtk のような適切な処理ツールを使用してデマルチプレックスし

た FASTQ ファイルから最初の 5 塩基をトリミングします。AGeNT の

Trimmer モジュールは、アダプター配列のトリミング中に MBC を除くため

にも使用できます。アジレント製以外のアダプタートリミングツールは反対

側のアダプター（図 8 参照）から MBC を除くことができず、アライメント

の質に影響が出る可能性があります。 

  

 
 



 

SureSelect XT HS2 DNA with Library Prep/Fast-Hyb/Post-capture Pooling Workflow       65 

 

 

6．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 66 
FFPE サンプルの品質確認 66 
FFPE サンプルにおけるシーケンスアウトプットの推奨 66 
 

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 サンプルの場合に、プロトコルに変更を加える内容を表 47 に示します。 

 

表 47  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 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 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。 

 

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 サンプルを用いて、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、以下のガイドラインを参考にして FFPE DNA サンプルで必要な追加シーケ

ンスアウトプット量を決定してください。 

表  48
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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 48 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 48 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 49 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 49 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 

 

 



 

 

 

7．リファレンス 
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この章では、Reagent Kit に含まれている試薬、インデックス配列、トラブルシュート情報お

よびプロトコルのクイックリファレンスなどリファレンス情報について記載しています。 
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Reagent Kitに含まれている試薬 

Fast-Hyb およびポストキャプチャプールの SureSelect XT HS2 DNA ライブラリ調製(+/-

MBC)ワークフローでは、MBC 付きのライブラリは表 50、MBC なしのライブラリは表 51

にあるキットを使用します。各キットの詳細な内容は表 52 から表 56 に示します。 

 

表 50 Fast-Hyb/ポストキャプチャプールの MBC 付き SureSelect XT HS2 ライブラリ調

製キット 

 
＊16 反応の SureSelect XT HS2 DNA Starter Kit (G9982A)には含まれています。 

† 96 反応キット G9984A、G9984B、G9984C、G9984D に含まれています。 

‡ 別途購入の必要があります。SureSelect XT HS2 DNA Reagent Kits には含まれていませ

ん。オプションの使用は本プロトコルでサポートされています。 
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表 51 Fast-Hyb/ポストキャプチャプールの MBC なし SureSelect XT HS2 ライブラリ調

製キット 

 
＊別途購入の必要があります。SureSelect XT HS2 DNA Reagent Kits には含まれていませ

ん。オプションの使用は本プロトコルでサポートされています。 

 

 

表 52  SureSelect XT HS2 Library Preparation Kit for ILM（Pre PCR）の内容 
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表 53  SureSelect XT HS2 Library Preparation Kit for ILM、MBC なし（Pre PCR）の内容 

 
 

表 54  SureSelect XT HS2 Index Primer Pairs for ILM (Pre PCR)の内容 

 
*インデックスペアの配列情報は 73～80 ページ、インデックスのプレート位置のマップは 82

ページを参照してください。 

 

表 55  SureSelect Target Enrichment Kit, ILM Hyb Module, Box1 (Post PCR)の内容 

 
 

表 56  SureSelect XT HS2 Target Enrichment Kit, ILM Hyb Module, Box2 (Post PCR)の内

容 
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SureSelect XT HS2 インデックスプライマーペアは混合された状態で提供されます。各プラ

イマーペアはユニークな 8 bp の P5 または P7 インデックスを含み、デュアルインデックス

の NGS ライブラリを作製できます。1 つのプライマーペアは、8 ウェルストリップチューブ

（16 反応キット、マップは 81 ページ参照）または 96 ウェルプレート（96 反応キット、マ

ップは 82～83 ページ参照）の各ウェルで提供されます。各ウェルには、特定のフォワードお

よびリバースプライマーの組み合わせの 1 回使用分が入ってます。 

 

各プライマーのインデックス部分の塩基配列は 73 ページ表 58～80 ページ表 65 を参照して

ください。P7 インデックスは、対応するイルミナプラットフォームに共通なフォワード方向

で記載されています。P5 インデックスは、プラットフォーム、シーケンスランセットアップ

および管理ツール（Local Run Manager や Instrument Run Setup など）に応じて、2 つの方

向で示されています（フォワードおよびリバースの相補鎖）。イルミナのシーケンスプラット

フォームやその P5 シーケンス方向は表 57 をご覧ください。正しい方向で P5 インデックス

をサンプルシートやシーケンスセットアップに入力することが、デマルチプレックスの成功

に重要です。イルミナのサポートドキュメントも併せて参照し、正しい P5 インデックスの方

向を確認してください。 

 

表 57 イルミナのプラットフォームに基づく P5 インデックス配列の方向 

 
＊これらのプラットフォームで使用する一部のランのセットアップツールや管理ツールは、

入力された P5 インデックス配列の逆相補鎖を自動的に生成します。お使いのパイプライン

で使用するプラットフォームとツールの組み合わせについては、必ずイルミナのサポートド

キュメントを参照して、ランのセットアップで入力する正しいインデックスの方向を決定し

てください。 
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表 58  SureSelect XT HS2 インデックスプライマーペア 1~ 48、オレンジの 96 ウェルプ

レートまたはストリップチューブ 

 
 

  



 

74           SureSelect XT HS2 DNA with Library Prep/Fast-Hyb/Post-capture Pooling Workflow 

 

表 59 SureSelect XT HS2 インデックスプライマーペア 49 ~ 96、オレンジの 96 ウェルプ

レート 
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表 60 SureSelect XT HS2 インデックスプライマーペア 97 ~ 144、青い 96 ウェルプレート 
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表 61 SureSelect XT HS2 インデックスプライマーペア 145 ~ 192、青い 96 ウェルプレート 
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表 62 SureSelect XT HS2 インデックスプライマーペア 193 ~ 240、緑の 96 ウェルプレート 
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表 63 SureSelect XT HS2 インデックスプライマーペア 241 ~ 288、緑の 96 ウェルプレート 
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表 64 SureSelect XT HS2 インデックスプライマーペア 289 ~ 336、赤い 96 ウェルプレート 
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表 65 SureSelect XT HS2 インデックスプライマーペア 337 ~ 384、赤い 96 ウェルプレート 
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SureSelect XT HS2 インデックスプライマーペア 1～16（16 反応キットの場合）は下図のよ

うに 8 ウェルストリップチューブで納品されます。 

 
図 9 16 反応キットの SureSelect XT HS2 Index Primer Pairs for ILM (Pre PCR)で提供さ

れるストリップチューブの位置 

 

インデックスプライマーペア 1 ~ 8 は青いストリップチューブで、キャップの端に「1」とあ

る位置に近いウェルに 1 番目のペアが入っています。インデックスプライマーペア 9 ~ 16 は

白いストリップチューブで、キャップの端に「9」とある位置に近いウェルに 9 番目のペアが

入っています。 

 

ライブラリ調製中に、ストリップチューブに入っているインデックスプライマーペアを使用

する時は、溶液をピペッティングする直前に使用するウェルのフォイルシールをピペットチ

ップで突き刺します。操作中に使用しないウェルのフォイルシールが破けた場合は、ストリ

ップチューブについている新しいフォイルシールで未使用のウェルに蓋をしてください。新

付属のフォイルシールは、使用済みウェルの密閉にも使用でき、その後の使用時にインデッ

クスペアの二次汚染を防ぐことができます。 

 

96 反応キットの SureSelect XT HS2 インデックスプライマーペアのプレートマップは表 66

から表 69 をご覧ください。 

 

 

 
SureSelect XT HS2 インデックスプライマーペアは、1 回分の液量を含みま

す。ライブラリのクロスコンタミネーションを防ぐため、各ウェルはライブ

ラリ調製反応 1 回のみ使用してください。残った溶液を繰り返し実験に使用

しないでください。 

CAUTION 
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表 66 SureSelect XT HS2 インデックスプライマーペア 1 ~ 96、オレンジの 96 ウェルプレ

ートのプレートマップ 

 
 

 

表 67 SureSelect XT HS2 インデックスプライマーペア 97 ~ 192、青い 96 ウェルプレー

トのプレートマップ 
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表 68 SureSelect XT HS2 インデックスプライマーペア 193 ~ 288、緑の 96 ウェルプレー

トのプレートマップ 

 
 

 

表 69 SureSelect XT HS2 インデックスプライマーペア 289 ~ 384、赤い 96 ウェルプレー

トのプレートマップ 
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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。 

 

DNA サンプルの濃度が低く、酵素による断片化反応にたりない 

✓ 標準の酵素による断片化プロトコルでは 10 ~ 200 ng の DNA が 7 μL 必要で、最終的な

断片化反応溶液は 10 μL になります。希釈したサンプルの酵素による断片化は次の改変

したプロトコルを使用し 20 μL の反応容量で行います。 

・ プレートまたはストリップウェルに、サンプル DNA10 ~ 200 ng を 1X Low TE を用

いて最終的に 17 μL にします。 

・ 24 ページの表 15 にある Fragmentation マスターミックスを調製します。 

・ 各 DNA サンプルウェルに 3 μL のマスターミックスを加え、24 ページにあるよう

に混合しスピンダウンします。 

・ 23 ページの表 13 にあるサーマルサイクラ―プログラムを、37℃の長さを下記表の

ようにしてランします。 

 
 

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
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実施してください。 

✓ Ligation Master Mix は、使用する前、必ず 30 ~ 45 分間室温に置いてください（28 ペ

ージ参照）。 

✓ 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。 

✓ AMPure XP ビーズの精製ステップからの収量が最適ではない可能性があります。以下の

要因を考慮してください。 

・ プトロコルに記載されているビーズと試薬の取り扱い手順をすべて守ってください。

特にビーズを使用前に少なくとも 30 分室温で平衡化させ、各精製手順で新鮮な 70 %

エタノール（使用当日に調製）を使用してください。 

・ サンプル溶出直前のステップで AMPure XP ビーズが過度に乾燥していないことを

確認してください。ビーズを 37℃2 分で乾燥している場合は、室温 5 分で乾燥する

ことを検討してください。 

・ 溶出のためのインキュベーション時間を延長することで（最長 10 分）、特に長い DNA

断片の収量が改善することがあります。 

 

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。 

 

断片化 DNA の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。 
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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と異なる 

✓ FFPE DNA のキャプチャ前のライブラリには、インプットしたサンプル中のターゲット

断片長より短い DNA の影響により、断片化後のターゲットサイズよりも短いものが含ま

れることがあります。19 ページの DNA の質のガイドラインに従ってください。 

✓ 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、35 ペ

ージのキャプチャ前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。 

 

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。38 ページのサンプル泳動図と同程度

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。アダプターダイマーが多く

存在する場合は、アダプターライゲーションの工程が 30 ページ に記載されている内容

で実施されているかどうか確認してください。特に、Ligation Master Mix をサンプルと

混合してから、その後 Adaptor Oligo Mix を混合する点に注意してください。Ligation 

Master Mix と Adaptor Oligo Mix を同時にサンプルに入れてはいけません。 

✓ MBC なしの RNA シーケンスライブラリを調製する場合、このキットに含まれる MBC-

Free Adaptor Oligo mix は、27 ページにあるように使用前に 5 倍に希釈してください。

希釈せずにアダプター溶液を使用すると、cDNA ライブラリのアダプターによるダイマ

ーが増える可能性があります。 

 

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プローブに要因がある可能性があります。使用して

いるプローブのチューブや 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。Probe 

Hybridization Mix solution は、44 ページの内容にて使用する直前に調製してください。

また、プローブを含む溶液は長時間室温に置かないでください。 

✓ AMPure XP ビーズの精製ステップからの収量が最適ではない可能性があります。以下の

要因を考慮してください。 

・ プトロコルに記載されているビーズと試薬の取り扱い手順をすべて守ってください。

特にビーズを使用前に少なくとも 30 分室温で平衡化させ、各精製手順で新鮮な 70 %

エタノール（使用当日に調製）を使用してください。 

・ サンプル溶出直前のステップで AMPure XP ビーズが過度に乾燥していないことを
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確認してください（50 ページの step 12）。ビーズを 37℃2 分で乾燥している場合

は、室温 5 分で乾燥することを検討してください。 

・ 溶出のためのインキュベーション時間を延長することで（最長 10 分）、特に長い DNA

断片の収量が改善することがあります。 

 

得られたキャプチャ後ライブラリの断片長が想定と異なる 

✓ SPRI 精製における DNA の断片長による選別は、サンプルと AMPure XP ビーズとが正

しい比率で存在している状況で実施されていることに依存しています。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、49 ペ

ージ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後の洗浄の stringency が想定より低いことが考えられます。洗

浄操作は記載されているとおりに実施してください。その際特に、SureSelect Wash 

Buffer 2 による洗浄における下記に示した点にご留意ください。 

・ SureSelect Wash Buffer 2 が 70 ℃に予め温められていることを確認してください（46

ページ参照）。0.2 mL の液量を効率的に熱することのできるブロックに対応したサーマ

ルサイクラを選び、洗浄バッファを入れたプラスチックウェアがサーマルブロックのウ

ェルに完全に収まっていることを確認し、プレウォーム中にブロックの上に見える溶液

が最小限であることを確認してください。 

・ 洗浄中はサンプルが 70 ℃で保たれていること （47 ページ参照） 

・ 洗浄中は、ピペッティングとボルテックスミキサでビーズが均一な状態に混合されてい

ること（47 ページ参照） 

✓ ハイブリダイゼーションの際、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 （44 ページのステップ 8 と 9）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。 

・ SureSelect XT HS Human All Exon V8 プローブまたは SureSelect XT HS Clinical 

Research Exome V4 を使用し（65 ℃ 1 時間のセグメントを含む）42 ページの表 29 の

ハイブリダイゼーションプログラムでターゲットエンリッチしたライブラリは、65 ℃ 1

時間のセグメントを含まずにターゲットエンリッチメントを行ってください。 

・ 他のキャプチャプローブは、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（42 ページ表 30 参照）、再度低い stringency の条件でハイブリダイゼーションを行



 

88           SureSelect XT HS2 DNA with Library Prep/Fast-Hyb/Post-capture Pooling Workflow 

います。 

✓ XT プラットフォームでデザインされたカスタムプローブの場合、SureDesign で、ター

ゲットエンリッチメントプローブを XT HS ブースティングのパラメータで再デザインし

てください。 
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略語を用いたプロトコルステップのまとめを以下に示しました。チェックリストとして等、

適宜ご利用ください。試薬の混合内容や装置設定など、プロトコル全工程の詳細に慣れるま

では 19～54 ページを必ずご覧ください。 
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