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

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

他の言語への翻訳を含む）でも複製することはできません。 

 

確認 

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

ミナシーケンサーシステムおよび関連するアッセイでのみ使用できます。 

 

保証 

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

があります。 さらに、適用法で認められる最大限の範囲で、Agilent は、本書および本書に含まれる情

報に関して、明示または黙示を問わず、商品性および特定目的への適合性の黙示の保証を含むがこれ

らに限定されない、すべての保証を否認します。Agilent は、本書または本書に含まれる情報の提供、使

用またはパフォーマンスに関連するエラーまたは偶発的もしくは間接的な損害について責任を負わない

ものとします。Agilent とユーザーが、本書の内容と矛盾する保証条件を別個の契約書として結んでいる

場合は、別個の契約書の保証条件が優先されます。 

 

技術ライセンス 

本書に記載されているハードウェアおよび/またはソフトウェアはライセンスに基づいて提供されており、 

そのようなライセンスの条件に従ってのみ使用またはコピーすることができるとされている場合があります。 

 

制限付き権利の説明文 

米国政府の制限付き権利。連邦政府に付与されたソフトウェアおよび技術データの権利には、エンド 

ユーザーの顧客に通常提供される権利のみが含まれます。Agilent は、FAR 12.211（Technical Data）

および 12.212（Computer Software）に準拠して、また国防総省に対しては DFARS 252.227-7015

（Technical Data - Commercial Items）および DFARS 227.7202-3（Rights in Commercial Computer 

Software or Computer Software Documentation）に準拠して、ソフトウェアおよび技術データにおける

上記通常の商用ライセンスを提供します。 

 

ご購入者への通知 

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

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

6,627,424 および EP Pat. No.1 283 875 81の対象となります。本製品の購入により、ご購入者には、

ご購入頂いた量の本製品および本製品の成分を PCR（ただし、リアルタイム PCRは除く）においては研

究分野（法医学、動物実験、食品検査を含む、すべての応用研究分野を含む）で使用し、またリアルタイ

ム PCR においては診断および予後分野で使用する譲渡不可能な権利が与えられます。本製品を、す
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べての応用研究分野（法医学、動物実験、食品検査を含むがこれらに限定されない）を含む研究分野に

おいてリアルタイム PCRに使用する権利は与えられていません。 

 

 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

こと。 

 
 

 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。CUATION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 

 

 

 

本プロトコルについて 

 

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

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

の際は、必ず英語版プロトコルの Version をお確かめの上、日本語版が古い場合は、使用プロトコルに

ついて、弊社までお問い合わせいただきますようお願い申し上げます。 

 

本日本語プロトコルは、英語版の 

SureSelect XT HS2 RNA System with Pre-Capture Pooling   

Strand-Specific RNA Library Preparation and Target Enrichment for the Illumina Platform Version 

A1, September 2020 [G9993-90000] に対応しています。 

 

このプロトコルでは、アジレント SureSelect XT HS2 RNA Reagents を用い、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ライブラリを調製し、プールした後にトランスクリプト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。SureSelect XT HS2 RNA Reagent Kit と本プロト

コルは、ターゲット領域をキャプチャする前に、分子バーコードが付加されたインデックスライブラリを調
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製する内容で、イルミナプラットフォームでの高感度次世代シーケンス（NGS）を実現しています。 

 

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 RNA システムを使用して、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。 

 

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 RNAの準備と cDNA化 

この章では、RNAサンプルを準備・定量し断片化を行い、cDNAに変換するステップを説明しています。 

 

3．ライブラリ調製 

この章では、ターゲットエンリッチメントする前の、デュアルインデックスと分子バーコードを含む cDNA 

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とキャプチャ 

この章では、調製した cDNAライブラリと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について説明しています。 

 

5．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 

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．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。 

 

Version A1の追加項目 

・シーケンサプラットフォームごとの P5 インデックスの追加とインデックスペアの配列表を更新し、ウェル

位置を修正 

・表 39のサポート情報を更新 

・表 13の融解方法を更新 
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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  本プロトコルに記載されている通りに SureSelect試薬を用いた場合のみ、保証の 

対象となり技術サポートが適用されます点、ご了承ください。   

 

  



1．はじめに 

8                        SureSelect XT HS2 RNA System using Pre-Capture Pooling Protocol 

ワークフロー概要 

 

SureSelect XT HS2 RNAのワークフローを図 1に示します。 

 

図 1 ターゲットエンリッチメント RNAシーケンスサンプル調製のワークフロー 
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操作に関する注意点 

・ 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 RNase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。日常的にコンタミネーションのリスクがある

場所を 10% bleach solutionやその相当品により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。 

・ 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。 

 

安全に関する注意 

 

 
 

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

（白衣、安全眼鏡など）を着用してください。 
CAUTION 

 

 

  



1．はじめに 

10                        SureSelect XT HS2 RNA System using Pre-Capture Pooling Protocol 

実験に必要な試薬・器具 

この章では、SureSelect XT HS2 RNA プロトコルで必要な試薬や器具を表にまとめています。Library 

Preparation Kit と Target Enrichment Kitは表 1を、ターゲットエンリッチメントのプレキャプチャプール

用のキャプチャプローブは表 2 から選択してください。その他に必要な試薬や器具は表 3 から表 6 を

参照にしてください。 

 

表 1 プレキャプチャプールの SureSelect XT HS2 RNA試薬キット 

 

表 2 キャプチャプローブ 
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表 3 必要な試薬 

 

表 4 必要な消耗品・機器 
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 サンプル量が 0.2 mlを超えるステップがあります。選択したサーマルサイクラで使用

できるプラスチック製品が各ウェル 0.25 ml以上入るかご確認ください。 
CAUTION 

 

 

表 5 核酸の QCプラットフォーム －いずれかの装置を選んでください。 
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オプションの消耗品 

表 6 オプションの消耗品 
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2．インプット RNAの準備と cDNA化 

Step 1A. FFPE由来 RNAの準備と質の評価 .............. 16 

Step 1B. 質のいい RNAサンプルの準備と断片化 ....... 18 

Step 2. First strand cDNA合成 ................................. 20 

Step 3. Second strand cDNA合成 ........................... 21 

Step 4. AMPure XPビーズによる cDNA精製 ............ 22 

 

 

この章では、必要に応じて RNA 断片化を含むインプット RNA の準備と、シーケンスライブラリ調製とター

ゲットエンリッチメントの前に断片化 RNA をストランド特異性を保った cDNA へ変換するステップを説明し

ます。 

 

本プロトコルは、新鮮なまたは新鮮凍結のサンプル由来の質のいい RNA に加え、FFPE サンプル由来

の質の低いRNAにも対応しています。FFPE由来RNAは 16 ページの Step 1A. FFPE由来 RNAの

準備と質の評価から開始してください。質のいい RNA サンプルは 18 ページの Step 1B. 質のいい

RNAサンプルの準備と断片化から開始してください。 

 

RNA シーケンシングライブラリの調製には、NGS ワークフローに適した長さの RNA 断片が必要です。

この章では、質のいい RNAサンプルを、金属イオンを含む 2x Priming Bufferを用いて指定の温度で処

理することで化学的に断片化します。FFPE 由来サンプルは、2x Priming Buffer と混合しますが、過剰

な断片化を防ぐために氷上に保ちます。 

 

この章のプロトコルは、質のいい RNAおよび FFPE由来 RNAのどちらも、2 x 100 bpまたは 2 x 150 

bpのリード長のシーケンシングに対応しています。 
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このステップでは表 7 の試薬を使用します。使用前に（Where Used を参照）、各試薬を表 7 に記載の

方法で融解し混合してください。22 ページのステップの使用準備のため、冷蔵保存の AMPure XP ビー

ズを室温に移し、30分以上おきます。AMPure XPビーズは冷凍しないでください。 

 

表 7 このステップで使用する前に融解する試薬 

 

＊First Strand Master Mixはアクチノマイシン Dを含んでおり、特別な準備が必要なく使用できます。 

光の暴露から守るため、提供されている琥珀色のチューブから移し替えないでください。 

 

  

17ページ 

18ページ 

20 ページ

 

21 ページ

 
21 ページ
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Step 1A. FFPE由来 RNAの準備と質の評価 

 

この章は FFPE由来 RNAサンプル向けです。質のいい（FFPE由来ではない）RNAサンプルは、 

18 ページの Step 1B. 質のいい RNAサンプルの準備と断片化を参照してください。 

 

各 FFPE サンプルから RNA を抽出します。ライブラリ調製には、10 ul のヌクレアーゼフリー水に 10 ~ 

200 ngの FFPE由来 total RNAが必要です。 

 

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

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

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

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

なトラブルシューティングに役立ちます。 

 

ライブラリ調製プロトコルを始める前に、ワークフロー中の最適な反応条件を決めるために各サンプルの

初期の質を評価します。以下のステップで各 FFPE由来 total RNAを評価します。 

 

1． 必要量が少量の分光光度計を使用して、サンプルの 260 nm、280 nmおよび 230 nmの吸光度を

測定します。サンプルの RNA濃度、260 / 280および 260 / 230の吸光度比を求めます。 

質の高い RNA サンプルは、両方の比が約 1.8 から 2.0 の値になります。2.0 より極端に値が離れ

ている場合は、有機物または無機物の混入を示しています。その場合には再精製が必要、または

RNA ターゲットエンリッチメントアプリケーションには不向きな場合があります。 

2． 表 8の RNA を評価するシステムのいずれか 1つを使用してスタート RNAサンプルのサンプル分

布を評価します。上記ステップ 1 の RNA 濃度に基づいて、サンプルに適したアッセイを選んでくだ

さい。 

各システムの解析ソフトで、DV200 (サンプルに含まれる 200 nt以上の RNAの割合) を測定しま

す。効率的に cDNA ライブラリへ変換するには、RNA分子は 200 nt以上である必要があります。 

 

表 8 RNAを評価するシステム 

 

 

NOTE  本プロトコルでは、FFPE由来 RNAの質を RNA Integrity Number (RIN)で評価す

ることは推奨されていません。   
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3． 表 9を参照し、サンプルに含まれる 200 nt以上のRNAの割合から各RNAサンプルを評価します。 

 

表 9 RNAサイズに基づいた FFPE由来 RNAの分類 

 

＊最適な結果を得るために、Poor FFPE RNAサンプルは最低でも 50 ngの RNAからライブラリを調製して

ください。10 ~ 50 ngの Poor FFPE RNAサンプルでライブラリ調製を行うと、収量や NGSパフォーマンスに

悪影響が出る可能性があります。 

 

4． 10 ~ 200 ngの FFPE由来 total RNA をヌクレアーゼフリー水で 10 ulに調製し、サーマルサイク

ラに適したストリップチューブか PCRプレートの各ウェルに分注します。 

Poor FFPE RNAサンプルは 50 ng以上の RNAが必要です。 

5． 各サンプルウェルに 10 ulの 2x Priming Bufferを添加します。 

6． 吸引と吐出を 15 ~ 20回繰り返しピペッティングで良く混合するか、シールまたはふたを閉めて高速

のボルテックスで 5 ~ 10 秒混合します。軽くスピンダウンして溶液を集め、RNA サンプルを氷上に

おきます。 

 

NOTE  非常に分解している FFPEサンプルを含め、すべてのサンプルに cDNA合成のた

めのランダムプライマーを含む 2x Priming Buffer を添加する必要があります。FFPE

由来 RNAサンプルはこのバッファで断片化する高い温度でのインキュベーションは

行いません。 

  

 

7． すぐに 20ページの Step 2. First strand cDNA合成に進みます。 

 

  



2．インプット RNAの準備と cDNA化  

18                        SureSelect XT HS2 RNA System using Pre-Capture Pooling Protocol 

Step 1B. 質のいい RNAサンプルの準備と断片化 

この章は、新鮮なサンプルまたは新鮮凍結サンプル由来の質のいい RNA サンプルが対象です。FFPE

由来 RNAサンプルは、16ページの Step 1A. FFPE由来 RNAの準備と質の評価を参照してください。 

 

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

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

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

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

なトラブルシューティングに役立ちます。 

 

このステップで使用する 2x Priming Buffer には断片化に必要な試薬と、続けて行う cDNA 合成のプラ

イマーが含まれています。この章の断片化条件は 2 x 100 bpまたは 2 x 150 bpのリード長のシーケン

シングに対応しています。 

1． 各サンプルから total RNAを抽出します。10 ~ 200 ngの質のいい total RNA をヌクレアーゼフリー

水で 10 ulに調製します。 

必要量が少量の分光光度計と 12ページの 

表 5にある RNAを評価するプラットフォームの 1つを使用して、RNAの濃度と質を評価します。 

2． 表 10 に従い、サーマルサイクラのプログラムを設定します。開始後すぐにプログラムを一時停止し、

サンプルを 19ページのステップ 6でセットするまで停止しておきます。 

 

表 10 質のいい RNAサンプルを断片化するためのサーマルサイクラプログラム※ 

 

※サーマルサイクラの設定に必要な場合、液量は 20 ulに設定します。 

 

NOTE  

SureCycler 8800 (Agilent)を使用する場合は、RNA ライブラリ調製ステップのイン

キュベーションステップは蓋の加熱を On（デフォルト設定）にしておきます。増幅およ

びハイブリダイゼーションステップでは、サーマルサイクラの蓋を加熱しておく必要が

あります。 

 

3． ヌクレアーゼフリー水で 10 ulに調製した 10 ~ 200 ngの total RNAをサーマルサイクラに適した 

ストリップチューブまたは PCRプレートの各ウェルに分注します。 

4． 10 ulの 2x Priming Bufferを各サンプルウェルに加えます。 

5． 吸引と吐出を 15 ~ 20 回繰り返しピペッティングでよく混合するか、シールまたはふたを閉めて高速

のボルテックスで 5 ~ 10秒混合します。軽くスピンダウンして溶液を集めます。 
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6． サンプルをサーマルサイクラにセットし、RNA 断片化のための表 10 のサーマルプログラムを再開

します。 

7． 表 10 のサーマルプログラムが、4 ℃ Hold のステップになったら、断片化された RNA サンプルの

ストリップチューブまたはPCRプレートをサーマルサイクラから取り出し、氷上におきます。すぐに 20

ページの Step 2. First strand cDNA合成に進みます。 

 

  



2．インプット RNAの準備と cDNA化  

20                        SureSelect XT HS2 RNA System using Pre-Capture Pooling Protocol 

Step 2. First strand cDNA合成 

 
 

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

使用前と、他の試薬に混合した後は高速のボルテックスで 5 秒間、徹底的に混合し

ます。この試薬はピペッティングでの混合では不十分です。 

 

First Strand Master Mixはアクチノマイシン Dが含まれております。追加のアクチノ

マイシン Dは必要ありません。 

CAUTION 

 

 

1． 表 11 に従ってサーマルサイクラのプログラムを設定します。開始してすぐに一時停止ボタンを押し、

ステップ 5でサンプルをセットするまで停止します。 

 

表 11 First strand cDNA合成のためのサーマルサイクラプログラム※ 

 

※サーマルサイクラの設定に必要な場合、液量は 28 ulに設定します。 

 

2． 溶液を均一にするために、融解した First Strand Master Mix を高速のボルテックスで 5秒間、徹底

的に混合します。 

3． 各 RNAサンプルウェルに 8.5 ulの First Strand Master Mixを加えます。 

4． 吸引と吐出を 15 ~ 20回繰り返しピペッティングで良く混合するか、シールまたはふたを閉めて高速

のボルテックスで 5 ~ 10秒混合します。軽くスピンダウンして溶液を集めます。 

5． サンプルをサーマルサイクラにセットし、表 11のプログラムを再開します。 
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Step 3. Second strand cDNA合成 

 
 

 このステップで使用する Second Strand Enzyme Mixはとても粘性が高い試薬で

す。使用前と、他の試薬に混合した後は高速のボルテックスで 5秒間、徹底的に混

合します。この試薬はピペッティングでの混合では不十分です。 

CAUTION 

 

 

1. 表 11のサーマルプログラムで 4 ℃ Holdのステップが始まったらサンプルを氷上に移します。 

2. 表 12 のサーマルサイクラプログラムを設定します。開始してすぐに一時停止ボタンを押し、ステップ

7でサンプルをセットするまで停止します。 

 

表 12 Second strand cDNA合成のサーマルサイクラプログラム※ 

 

※サーマルサイクラの設定に必要な場合、液量は 58 ulに設定します。 

 

3. 溶液を均一にするために、融解した Second Strand Enzyme Mix と Second Strand Oligo Mix を

高速のボルテックスで 5秒間混合します。 

4. 各サンプルウェルに 25 ulの Second Strand Enzyme Mixを加え、氷上においておきます。 

5. 各サンプルウェルに 5 ulの Second Strand Oligo Mixを加え、氷上においておきます。反応液の総

量は 58.5 ulになります。 

6. 吸引と吐出を 15 ~ 20回繰り返しピペッティングで良く混合するか、シールまたはふたを閉めて高速

のボルテックスで 5 ~ 10秒混合します。軽くスピンダウンして溶液を集めます。 

7. PCR 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セットし、表 12 のプログラムを再開し

ます。 
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Step 4. AMPure XPビーズによる cDNA精製 

 

1. 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。 

2. ステップ 9で使用する 70%エタノールを、1サンプルあたり 400 ul （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。新鮮な 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）の工程で 1サンプル

あたり計 1.2 ml、ターゲットエンリッチメントのステップではさらに 1サンプルあたり計

0.4 ml必要です。 

 

3. 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。 

4. サンプルの入った PCRプレートまたはストリップチューブを室温に移し、均一にした 105 ulのビーズ

溶液を各サンプルウェルに加えます。 

5. ピペッティングで吸引と吐出を 15 ~ 20回繰り返す、またはふたを閉めて 5 ~ 10秒高速でボルテッ

クスすることで混合します。ビーズがチューブの側面やふたに跳ね上がったら、ビーズがペレット状

にならない程度に軽くスピンダウンします。 

6. サンプルを室温で 5分インキュベートします。 

7. PCR プレートまたはストリップチューブ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）。 

8. PCR プレートまたはストリップチューブ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、ピペットで各ウェルの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。 

9. PCR プレートまたはストリップチューブを磁石スタンドにセットしたまま、各サンプルウェルに新鮮な

70%エタノールを 200 ul加えます。 

10. 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。 

11. ステップ 9 とステップ 10をもう一度繰り返し、計 2回洗浄します。 

12. ストリップキャップでふたをし、残存のエタノールを集めるために軽くスピンダウンします。PCRプレー

トまたはストリップチューブを磁石スタンドに戻し 30 秒待ちます。残存エタノールを P20 のピペットで

取り除きます。 

13. ふたをしないでPCRプレートまたはストリップチューブを、37 ℃に設定したサーマルサイクラにのせ

残存エタノールが蒸発するまで乾かします（最大 2分）。 

 

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。 

 

14. 各サンプルウェルに 52 ulのヌクレアーゼフリー水を加えます。 

15. ストリップキャップでふたをし、PCR プレートまたはストリップチューブを 5 秒間ボルテックスします。
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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、各ウェルの側面にビーズペレット

が残っていないことを確認します。ビーズがペレット状にならない程度に軽くスピンダウンします。 

16. 室温で 2分間インキュベーションします。 

17. PCRプレートまたはストリップチューブを磁石スタンドにセットし、溶液が透明になるまで待ちます（最

大 5分）。 

18. 透明になった 50 ulの溶液を新しい PCRプレートまたはストリップチューブに移し、氷上におきます。

ビーズはこの時点で廃棄します。 

 

Stopping Point 次のステップに進まない場合、ウェルにふたをして 4 ℃で一晩または- 20 ℃で長期保

存します。 
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この章では、イルミナ社のペアエンドプラットフォームでシークエンスするための cDNA ライブラリ調製ス

テップを説明します。シークエンスする各サンプルについて、固有のデュアルインデックスと分子バーコー

ドがついたライブラリを調製します。 

 

この章のステップでは、表 13 に記載の試薬を使用します。使用前に（Where Used を参照）、表 13 に

記載の方法で各試薬を融解し混合します。30 ページの準備のため、冷蔵保存の AMPure XP ビーズを

室温に移し、30分以上おきます。ビーズは凍結しないでください。 

 

複数サンプルを処理するために、各ステップでは cDNA サンプル以外の試薬混合物を余剰を含めて準

備します。例として、24サンプル分の余剰を含めた混合量を各表に記載しています。 
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表 13 このステップで使用前に溶解する試薬 

 

 

 

 

 

  

  

26ページ 

26ページ 

27ページ 

27ページ 

29ページ 
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Step 1. ライゲーションマスターミックスの調製 

 

29 ページのステップで使用する前に、ライゲーションマスターミックスを室温に平衡化します。末端修復・

dA付加の前にこのステップを始めます。この間サンプルは氷上におきます。 

 

1. 溶液を均一にするために、融解した Ligation Bufferを高速のボルテックスで 15秒間混合します。 

 
 

 このステップで使用する Ligation Bufferはとても粘性が高い試薬です。使用前に高

速のボルテックスで 15秒間、徹底的に混合します。他の試薬と混合するときは、混

合液の少なくとも 80％の容量で吸引と吐出を 15 ~ 20回繰り返しピペッティングで良

く混合するか、高速のボルテックスで 10 ~ 20秒混合します。 

 

プロトコルを通して、ストリップチューブまたは PCRプレートをボルテックスするとき

は、ボルテックスミキサの上部が平らなものを使用してください。ボルテックスで試薬

を混合したときは、十分に混合されたことを目視で確認してください。 

CAUTION 

 

 

2. 表 14にある試薬を混合し、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。 

ピペットでLigation Bufferをゆっくりと1.5 mlチューブにとり、全量が吐き出されたことを確認します。

ゆっくりと T4 DNA Ligaseを添加し、添加後はチップ内の酵素をバッファーでリンスします。吸引と吐

出を 15 ~ 20回繰り返しピペッティングするか、チューブにふたをして高速のボルテックスで 10 ~ 20

秒良く混合します。軽くスピンダウンし液を集めます。 

29ページで使用するまで、30 ~ 45分室温におきます。 

 

表 14 ライゲーションマスターミックスの調製 

 

※ 96 反応分のキットのサポートされている最少サンプル数は、1 回当たり 24 サンプルです。各 24 サン

プルを 4回実行するため十分な量の試薬がキットに含まれています。 
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Step 2. cDNA 3’末端の修復と dA付加 

 

1． 表 15 のようにサーマルサイクラのプログラムを設定します。開始してすぐに一時停止ボタンを押し、

ステップ 5でサンプルをセットするまで停止します。 

 

表 15 末端修復と dA付加のためのサーマルサイクラプログラム※ 

 

※サーマルサイクラの設定に必要な場合、液量は 70 ulに設定します。 

 

2． 溶液を均一にするために、融解した End Repair-A Tailing Bufferを高速のボルテックスで 15秒間混

合します。目視で溶液を確認し、固形物が見られたら溶けるまでボルテックスでの混合を続けます。 

 
 

 このステップで使用する End Repair-A Tailing Bufferは、使用前に高速のボルテッ

クスで 15秒間、徹底的に混合します。他の試薬と混合するときは、混合液の少なく

ても 80％の容量で吸引と吐出を 15 ~ 20回繰り返しピペッティングで良く混合する

か、高速のボルテックスで 5 ~ 10秒混合します。 

CAUTION 

 

 

3． 表 16に従って適切な量の dA付加マスターミックスを調製します。 

ゆっくりとピペットで End Repair-A Tailing Bufferを 1.5 mlチューブに分注し、全量吐出されたこと

を確認します。End Repair-A Tailing Enzyme Mixをゆっくりと添加し、添加後はバッファでピペット

チップをリンスします。吸引と吐出を 15 ~ 20 回繰り返しピペッティングで良く混合するか、チューブ

のふたを閉めて高速のボルテックスで 5 ~ 10 秒混合します。軽くスピンダウンして溶液を集め、氷

上においておきます。 

 

表 16 末端修復と dA付加のマスターミックス 
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4． 末端修復と dA付加のマスターミックス 20 ulを、約 50 ulの精製した cDNAが入った各サンプル 

ウェルに加えます。ピペットを 50 ul に設定し吸引と吐出を 15 ~ 20 回繰り返し混合するか、ウェル

にふたをして高速のボルテックスで 5 ~ 10秒混合します。 

5． サンプルを軽くスピンダウンし、すぐに PCR 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

セットし、表 15のサーマルサイクラプログラムを再開します。 
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Step 3. 分子バーコード付きアダプターのライゲーション 

 

1． サーマルサイクラが 4 ℃ Hold のステップになったら、サンプルを氷上に移動し、以下のステップ中

は氷上においておきます。 

2． 表 17 にしたがってサーマルサイクラのプログラムを設定します。開始してすぐに一時停止ボタンを

押し、ステップ 5でサンプルをセットするまで停止しておきます。 

 

表 17 ライゲーションのためのサーマルサイクラプログラム※ 

 

※サーマルサイクラの設定に必要な場合、液量は 100 ul と設定します。 

 

3． 末端修復し dA 付加をした各 DNA サンプル（約 70 ul）に、26 ページで調製し室温においていたライ

ゲーションマスターミックス 25 ul を添加します。70 ulに設定したピペットで吸引と吐出を少なくとも 10

回繰り返し良く混合するか、シールまたはふたを閉めて高速のボルテックスで 5 ~ 10秒混合します。 

4． XT HS2 RNA Adaptor Oligo Mix（緑のキャップのチューブ）を 5 ulずつ各サンプルに加えます。 

ピペットを 70 ul に設定し吸引と吐出を少なくとも 15 ~ 20 回繰り返しピペッティングで良く混合する

か、シールまたはふたを閉めて高速のボルテックスで 5 ~ 10秒混合します。 

 

NOTE  
プロトコル記載のように、必ずライゲーションマスターミックスと XT HS2 RNA 

Adaptor Oligo Mixはその都度サンプルに添加し、添加後は混合してください。 

 

 

5． 軽くスピンダウンし溶液を集め、すぐに PCR 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

セットし、表 17のサーマルサイクラプログラムを再開します。 

 

NOTE  
このステップで、ユニークな分子バーコード配列が各ライブラリの DNA断片の両側

に取り込まれます。 
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Step 4. AMPure XPビーズによるサンプル精製 

 

1. 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。 

2. 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 ul （と余剰分）を調製します。 

3. 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。 

4. 各 cDNAサンプル（約 100 ul）に、均一にした 80 ulのビーズ溶液を各サンプルウェルに加えます。

ピペッティングで吸引と吐出を 15 ~ 20回繰り返す、またはふたを閉めて 5 ~ 10秒高速でボルテッ

クスすることで混合します。 

5. サンプルを室温で 5分間インキュベートします。 

6. PCR プレートまたはストリップチューブ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）。 

7. PCR プレートまたはストリップチューブ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、ピペットで各ウェルの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. PCR プレートまたはストリップチューブを磁石スタンドにセットしたまま、各サンプルウェルに新鮮な

70%エタノールを 200 ul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 とステップ 9をもう一度繰り返します。 

11. ストリップキャップでふたをし、軽くスピンダウンします。PCRプレートまたはストリップチューブを磁石

スタンドに戻し 30秒待ちます。残存エタノールを P20のピペットで取り除きます。 

12. ふたをしないでPCRプレートまたはストリップチューブを、37 ℃に設定したサーマルサイクラにのせ

残存エタノールが蒸発するまで乾かします（約 1 ~ 2分）。 

13. 各サンプルウェルに 35 ulのヌクレアーゼフリー水を加えます。 

14. ストリップキャップでふたをし、PCRプレートまたはストリップチューブをボルテックスでよく混合します。

軽くスピンダウンし溶液を集めます。 

15. 室温で 2分間インキュベーションします。 

16. PCR プレートまたはストリップチューブを磁石スタンドにセットし、溶液が透明になるまで、約 5 分待

ちます。 

17. 透明になった約 34 ul の上澄みを新しい PCR プレートまたはストリップチューブに移し、氷上におき

ます。ビーズはこの時点で廃棄します。 

 

NOTE  

このステップで、上澄み液が 34 ulに満たないこともあります。次のプロセスのために

できるだけ多くの上澄み液を回収してください。透明な上澄み液を最大限回収するた

めに、P20のピペットを 17 ulに設定し、2回に分けて新しいウェルに移します。 
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Step 5. アダプター付加した cDNA ライブラリの増幅 

 

このステップでは表 18の試薬を使用します。開始前に表中の試薬を融解し氷上におきます。 

 

表 18 pre-capture PCR増幅の試薬 

 

*インデックスプライマーペアは 96 ウェルプレートの各ウェルに分注されています。 

 

1． 各サンプルに対するインデックスペアを決めます。このステップで cDNA ライブラリを増幅するため

のプライマーの 8 bpの塩基配列は 65ページの表 47～72ぺージの表 54を参照してください。 

同一レーンでシークエンスするサンプルには、異なるインデックスプライマーペアを使用してください。 

 
 

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

ブラリのクロスコンタミネーションを避けるため、後の実験に残った試薬の再利用はし

ないでください。 

CAUTION 

 

 

2． 表 19のようにサーマルサイクラのプログラムを設定します（蓋の加熱は ONにします）。開始して 

すぐに一時停止ボタンを押し、ステップ 6でサンプルをセットするまで停止します。 

 

表 19 Pre-capture PCRのサーマルサイクラプログラム※ 

 

※サーマルサイクラの設定に必要な場合、液量は 50 ul と設定します。 

 

RNA インプット量に応じた推奨のサイクル数

は表 20 を参照してください。 

表 20 を参照してください。 

32ページ 

32ページ 

32ページ 
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表 20 Pre-capture PCRの推奨サイクル数 

 

 
 

 ライブラリのクロスコンタミネーションを防ぐため、PCR試薬（ライブラリ DNA以外の

すべての構成品）は専用のクリーンエリアか 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 21に従い適切な量の pre-capture PCRマスターミックスを調製し、氷上におきます。 

ボルテックスミキサでよく混合します。 

 

表 21 Pre-capture PCRマスターミックスの調製 

 

4． 各精製 DNA ライブラリサンプル（34 ul）に、表 21で調製した 11 ulの PCRマスターミックスを添加

します。 

5． 各反応液に 5 ulの適切な SureSelect XT HS2 Index Primer Pair を添加します。 

ウェルにふたをして高速のボルテックスで 5秒間混合します。PCRプレートまたはストリップチューブ

を軽くスピンダウンし、液を集め泡をなくします。 

6． サーマルサイクラにセットする前に、表 19 のサーマルサイクラプログラムを開始し、サーマルサイク

ラのブロックが 98 ℃になるまで待ちます。98 ℃に達したらすぐに、PCRプレートまたはストリップ 

チューブをサーマルブロックにセットし蓋を閉めます。 
 

 サーマルサイクラのリッドは熱くなっており、やけどの恐れがあります。蓋付近での 

動作にご注意ください。 
CAUTION 
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Step 6. AMPure XPビーズによる増幅ライブラリの精製 

 

1. 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。 

2. 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 ul （と余剰分）を調製します。 

3. 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。 

4. 約 50 ulの PCR増幅サンプルに、均一にした 50 ulのビーズ溶液を各サンプルウェルに加えます。

ピペッティングで吸引と吐出を 15 ~ 20回繰り返す、またはふたを閉めて 5 ~ 10秒高速でボルテッ

クスすることで混合します。 

5. サンプルを室温で 5分間インキュベートします。 

6. PCR プレートまたはストリップチューブ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）。 

7. PCR プレートまたはストリップチューブ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、ピペットで各ウェルの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. PCR プレートまたはストリップチューブを磁石スタンドにセットしたまま、各サンプルウェルに新鮮な

70%エタノールを 200 ul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 とステップ 9をもう一度繰り返します。 

11. ストリップキャップでふたをし、軽くスピンダウンします。PCRプレートまたはストリップチューブを磁石

スタンドに戻し 30秒待ちます。残存エタノールを P20のピペットで取り除きます。 

12. ふたをしないでPCRプレートまたはストリップチューブを、37 ℃に設定したサーマルサイクラにのせ

残存エタノールが蒸発するまで乾かします（約 1－2分）。 

13. 各サンプルウェルに 15 ulのヌクレアーゼフリー水を加えます。 

14. ストリップキャップでふたをし、PCRプレートまたはストリップチューブをボルテックスでよく混合します。

軽くスピンダウンし溶液を集めます。 

15. 室温で 2分間インキュベーションします。 

16. PCR プレートまたはストリップチューブを磁石スタンドにセットし、溶液が透明になるまで 2 ~ 3 分待

ちます。 

17. 透明になった約 15 ul の上澄みを新しい PCR プレートまたはストリップチューブに移し、氷上におき

ます。ビーズはこの時点で廃棄します。 

 

NOTE  
このステップで、上澄み液が 15 ulに満たないこともあります。次のプロセスのために

できるだけ多くの上澄み液を回収してください。 

 

Stopping Point 次のステップに進まないときは、サンプルウェルにふたをして 4 ℃で一晩、または 

- 20 ℃で長期保存します。 
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Step 7. ライブラリの定量とサイズの確認 

 

各サンプルを表 22のいずれかのプラットフォームで分析します。各プラットフォームのマニュアルは 

弊社サポートサイトをご覧ください。各分析メソッドで得られるエレクトロフェログラムは、サンプル中の断

片サイズの分布を示し DNA サンプルの定量が可能です。断片サイズの分布のガイドラインは表 23 を

参照にしてください。質の高いRNAサンプルまたは FFPE由来RNAサンプルから調製された典型的な

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示しています。 

 

表 22 Pre-capture ライブラリの分析オプション 

 

各アッセイの和文ユーザーマニュアルは、弊社サポートサイトをご覧ください。 

 

表 23 Pre-capture ライブラリの評価ガイドライン 

 

 

予想されるライブラリ断片のピークの他に低分子のピークが観察された場合、ライブラリ中のアダプター

ダイマーの存在を示しています。アダプターダイマーがこの章で例示しているエレクトロフェログラムのよ

うに少ない量なら、ライブラリのターゲットエンリッチメントに進んでかまいません。追加の検討事項は、

75ページのトラブルシューティングを参照してください。 

 

1． ユーザーマニュアルに従い機器のセットアップをします 

2． 分析用にサンプルを準備し、ユーザーマニュアルに従いアッセイをセットアップし、ランを行います。 

3． エレクトロフェログラムで、DNA 断片長が想定されるサイズか確認します（ガイドラインは表 23 を参

照してください）。質の高い RNAサンプル（図 2）、FFPE由来サンプル（図 3）から調製したライブラ

リを TapeStationで泳動した例を示します。 

表 22にある別の泳動装置から得られるエレクトロフェログラムでも同様な断片サイズになります。 

4． ピーク領域の DNA ライブラリの濃度を測定します。正確な定量のために、測定された濃度が 

泳動アッセイの検出範囲に入っていることを確認してください。 
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図 2 質の高い RNAサンプル（Human Reference total RNA）から調製された pre-capture ライブラリ

の D1000 ScreenTapeでの泳動図 

 

図 3 典型的なFFPE由来RNAサンプルから調製されたpre-captureライブラリのD1000 ScreenTape

での泳動図 
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４．ハイブリダイゼーションとキャプチャ 

 

Step 1. Step 1. ハイブリダイゼーションのためのインデックス付

加 cDNAのプール .................................................... 37 

Step 2. cDNA ライブラリとプローブのハイブリダイズ……..….38 

Step 3. ストレプトアビジンビーズの準備 ............................... 42 

Step 4. ストレプトアビジンビーズによるハイブリダイズ DNAのキ

ャプチャ ..................................................................... 43 

 

この章では、インデックス付加した cDNA ライブラリをプールし、ターゲット特異的なプローブキャプチャラ

イブラリとハイブリダイズするステップを説明します。インデックス付加した 8または 16サンプルのプール

は適切なプローブとハイブリダイズし、ターゲット分子はストレプトアビジンビーズにキャプチャされます。 

 

プールするサンプルの推奨の数はキャプチャプローブによって異なります。プールの推奨は表 24 をご

覧ください。 

 

標準的な 1日で操作を行うプロトコルでは、ハイブリダイゼーションステップ（約 90分）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、39ページに記載の簡単な変更で、ハイブリダイ 

ゼーションを一晩行い、キャプチャおよび増幅ステップを翌日に行うことができます。 

 
 

 プローブと cDNA ライブラリの比率はキャプチャの成功にとても重要です。 
CAUTION 
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Step 1. ハイブリダイゼーションのためのインデックス付加 cDNAのプール 

 

このステップでは、インデックス付加した cDNAサンプルをプールし、液量を 12 ulに調節し、

SureSelectまたは ClearSeqプローブキャプチャライブラリとハイブリダイゼーションします。 

 

ハイブリダイゼーションの反応には、8または 16 ライブラリを等量混合した、計 600 ngのインデックス

付加 cDNA ライブラリが必要です。ハイブリダイゼーションに使用するプローブに基づいた、cDNA ライ

ブラリの推奨プール構成は、表 24を参照してください。 

 

表 24 プレキャプチャプールの推奨 

 

 

1． ストリップチューブまたはプレートの各ウェルに、キャプチャ反応プールごとに各インデックス付加

cDNA ライブラリサンプルを適切な量で混合します。 

最終的な各キャプチャ反応プールは、600 ngのインデックス付加 cDNAが含まれている必要があり

ます。 

2． 濃縮遠心機を 45 ℃ 以下に設定し、各ウェルを 12 ul未満にします。 

完全にサンプルを乾燥させないようにします。インデックス付加 cDNA を乾燥しすぎるとターゲットエ

ンリッチメントに悪影響が出ることがあります。 

3． 最終量が 12 ulになるように濃縮した各 cDNAプールに必要量のヌクレアーゼフリー水を加えます。 

4． ウェルにふたをし、ストリップチューブまたはプレートを 30 秒ボルテックスミキサでよく混合します。ス

ピンダウンしてウェルの底に液を集め、39ページで使用するまで氷上におきます。 
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Step 2. cDNA ライブラリとプローブのハイブリダイズ 

 

このステップでは、インデックス付加 cDNA ライブラリのプールとターゲット特異的なプローブキャプチャ

ライブラリをハイブリダイズします。表 25の試薬を使用します。各試薬を表に記載のように溶解し、ボル

テックスして混合し、軽くスピンダウンし溶液を集めます。 

 

表 25 ハイブリダイゼーションに使用する試薬 

 

 

  

39ページ 

40ページ 

41ページ 

41ページ 
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1． サーマルサイクラのプログラムを表 26のように設定します（蓋の加熱は ONにします）。開始して 

すぐに一時停止ボタンを押し、ステップ 3でサンプルをセットするまで停止します。 

 

表 26 ハイブリダイゼーションのためのサーマルサイクラプログラム※ 

 

※サーマルサイクラの設定に必要な場合、液量は 30 ul （セグメント 4 のハイブリダイゼーション反応時

の最終液量）に設定します。 

 

NOTE  

次の変更を加えることで、ハイブリダイゼーション反応を一晩で行うことも可能です。 

・サーマルサイクラプログラム（表 26）のセグメント 5で、65 ℃ Holdステップを 

21 ℃ Holdに変更します。 

・ステップ 1に記載のようにサーマルプログラムを一時停止し、プログラムを再開する

前に、39～41ページのハイブリダイゼーションのセットアップを完了します。 

・ハイブリダイゼーションサンプルは 21 ℃で最大 16時間まで保管できます。42ペ

ージのストレプトアビジンビーズの準備ステップを、43ページのキャプチャステップ

を始める直前に完了させます。各サンプルに洗浄済みのストレプトアビジンビーズを

添加する直前に、ハイブリダイゼーションサンプルを室温に移動します。 

 

2． プールした 12 ulの DNA ライブラリ（600 ngのプールライブラリ）の各ウェルに、5 ulの SureSelect 

XT HS2 Blocker Mix を添加します。ウェルにふたをして高速で 5秒間ボルテックスします。PCRプ

レートまたはストリップチューブを軽くスピンダウンし、溶液を集め泡をなくします。 

 
 

 サーマルサイクラの蓋は熱くなっておりやけどの恐れがあります。蓋付近での動作に

ご注意ください。 
CAUTION 

 

 

3． ふたをした PCR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移し、表 26および 40ペー

ジ表 27のサーマルサイクラプログラムを再開します。 

   重要：セグメント 3 で一時停止し、41 ページのステップ 7 でハイブリダイゼーションウェルに追加の

試薬を加えることにご注意ください。 
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   サーマルプログラムのセグメント 1 と 2 の進行中に、次のステップ 4 およびステップ 5 に記載の追

加の試薬を準備します。場合によっては、セグメント 3 で一時停止したのちに試薬の準備が終わっ

てもかまいません。 

 

表 27 一時停止を含むハイブリダイゼーションのためのサーマルサイクラプログラム 

 

*サーマルサイクラが 65 ℃Holdのステップになったら、43ページのキャプチャステップを開始します。 

 

4． 表 28に従い 25%の SureSelect RNase Block（RNase Block:ヌクレアーゼフリー水=1:3）を準備し

ます。ハイブリダイゼーション反応数に必要な量を余剰分を含め調製し、よく混合して氷上におきます。 

 

表 28 RNase Block溶液の準備 

 

 

NOTE  

40ページに記載のセグメント 3を一時停止する直前に、ステップ 5に記載のように

混合液を準備します。41ページのステップ 7で DNAサンプルに添加するまでの短

い間、混合液は室温におきます。プローブを含む溶液を、必要以上に室温におかな

いでください。 

 

5． ライブラリのデザインサイズに応じてキャプチャライブラリハイブリダイゼーションミックスを準備します。

プローブキャプチャサイズが≥ 3Mbの時は表 29を、< 3Mbの時は表 30を参照してください。 

 

これらの試薬を室温で調製します。高速のボルテックスで 5秒間混合し、軽くスピンダウンします。 

すぐにステップ 6へ進んでください。 

 

 

ここで一時停止 
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表 29 プローブデザインサイズが≥ 3Mbのキャプチャライブラリハイブリダイゼーションミックスの調製 

 

 

表 30 プローブデザインサイズが< 3Mbのキャプチャライブラリハイブリダイゼーションミックスの調製 

 

 

6． サーマルプログラムが表 27 のセグメント 3（1 分 65 ℃）になったら、プログラムを一時停止します。

一時停止し DNA と Blocker の混合サンプルをサーマルサイクラにセットしたまま、ステップ 5 で調製

した室温のキャプチャライブラリハイブリダイゼーションミックスを 13 ulずつ、各ウェルに添加します。 

吸引と吐出を 8 ~ 10回繰り返しピペッティングで良く混合します。 

   ハイブリダイゼーション反応液は約 30 ulになります。 

7． 新しいドーム型のストリップキャップでふたをします。すべてのウェルでふたがしっかりしまっていること

を確認してください。軽くボルテックスし、PCR プレートまたはストリップチューブを軽くスピンダウンす

ることで、各ウェルの底にある泡を除きます。すぐにPCRプレートまたはストリップチューブをサーマル

サイクラに戻します。 

8． サーマルサイクラプログラムを再開し、準備したDNAサンプルとプローブキャプチャライブラリをハイ

ブリダイズします。 

 
 

 蒸発を最小限に抑えるため、ウェルをしっかり密閉する必要があります。蒸発すると

結果に悪影響が出る恐れがあります。 

初めて実験を行う前に、使用予定のプラスチック製品と密閉方法がサーマルサイクラ

に適していることを確認してください。ハイブリダイゼーションの条件下で 4 ul以上の

蒸発がないことを確認してください。 

CAUTION 
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Step 3. ストレプトアビジンビーズの準備 

 

残りのキャプチャステップは、表 31の試薬を使用します。 

41ページのステップ 8のハイブリダイゼーションを開始した約 1時間後に以下のビーズ準備を開始し 

ます。 

 

表 31 キャプチャの試薬 

 

 

1． ストレプトアビジンビーズのバイアルをボルテックスミキサでしっかり混合します。保存中に磁気ビー

ズは沈降しています。 

2． 各ハイブリダイゼーションサンプル用に、50 ulの再懸濁したビーズを新しい PCRプレートまたは 

ストリップチューブの各ウェルに入れます。 

3． 以下のようにビーズを洗浄します。 

a. 200 ulの SureSelect Binding Bufferを添加します。 

b. 吸引と吐出を 20回繰り返しピペッティングで混合するか、ふたを閉めて高速のボルテックスで 

5 ~ 10秒混合し、軽くスピンダウンします。 

c. PCRプレートまたはストリップチューブを磁石スタンドにセットします。 

d. 5分間または溶液が透明になるまで待ち、上澄み液を取り除き廃棄します。 

e. ステップ aからステップ dをさらに 2回繰り返し、計 3回洗浄します。 

4． 200 ulの SureSelect Binding Bufferに再懸濁します。 

 

NOTE  
より大量の磁気ビーズキャプチャが必要な場合は、代わりにマイクロ遠心チューブま

たはコニカルバイアルでストレプトアビジンビーズをまとめて洗浄することができます。 

 

 

 

 

  

42ページ 

42ページ 

43ページ 

43ページ 
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Step 4. ストレプトアビジンビーズによるハイブリダイズ DNAのキャプチャ 

 

1. ストレプトアビジンビーズのすべての準備が終わり、ハイブリダイゼーションのサーマルプログラムが

65 ℃ Holdのステップ（40ページ表 27のセグメント 5）になったら、サンプルを室温に移します。 

2. マルチチャネルピペットを使用して、すぐに全量約 30 ulの各ハイブリダイゼーション混合液を 200 ul

のストレプトアビジンビーズが入ったウェルに加えます。 

吸引と吐出を 5 ~ 8回繰り返しピペッティングで良く混合し新しいキャップでふたをします。 

3. PCR プレートまたはストリップチューブを 96 ウェルプレートミキサーでよく混合しながら（1400 ~ 

1900 rpm）、室温で 30分インキュベートします。 

ウェル中のサンプルがきちんと混合されていることを確認します。 

4. 30分のインキュベーションでキャプチャしている間に、以下の手順で SureSelect Wash Buffer 2を

70 ℃に温めます。 

a. 新しい PCRプレートまたはストリップチューブに SureSelect Wash Buffer 2を 200 ul分

注します。各ハイブリダイゼーション反応あたり 6ウェルの SureSelect Wash Buffer 2が

必要です。 

b. ウェルにふたをし、ステップ 9で使用するまでサーマルサイクラで 70 ℃でインキュベートし

ます。 

5. ステップ 3で開始した 30分のインキュベーションが終了したら、軽くスピンダウンし溶液を集めます。 

6. PCR プレートまたはストリップチューブを、ビーズを集めるために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、上澄み液全てを取り除き廃棄します。 

7. 200 ulの SureSelect Wash Buffer 1にビーズを再懸濁します。ビーズが完全に再懸濁されるまで、

吸引と吐出を 15 ~ 20回繰り返しピペッティングで良く混合します。 

8. PCR プレートまたはストリップチューブを磁石スタンドにセットし、溶液が透明になるまで待ち（約 1

分）、上澄み液全てを取り除き廃棄します。 

 
 

 以下の洗浄操作の間、ビーズ溶液が 70 ℃に保たれていることがキャプチャの特異

性を確保するために重要です。 

使用前に SureSelect Wash Buffer 2が 70 ℃に加温されていることを確認してくだ

さい。 

インキュベーションのステップには、組織培養用インキュベータなど温度の振れ幅が

著しい装置は使用しないでください。 

CAUTION 

 

 

9. PCRプレートまたはストリップチューブを磁石スタンドから外し、室温にあるラックに移します。 

以下の手順でビーズをWash Buffer 2で洗浄します。 

a. ビーズを 200 ul の 70 ℃に加温された Wash Buffer 2 に再懸濁します。ビーズが完全に再懸

濁されるまで吸引と吐出を 15 ~ 20回繰り返しピペッティングします。 

b. 新しいふたでウェルを注意深く密閉し、高速のボルテックスで 8秒間混合します。ビーズが 

ペレット状にならない程度に PCRプレートまたはストリップチューブをスピンダウンします。 

次に進む前にビーズが懸濁されたことを確認します。 
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c. サンプルをサーマルサイクラで 5分間 70 ℃インキュベートします。サーマルサイクラの蓋の 

加熱は ONにします。 

d. PCRプレートまたはストリップチューブを室温で磁石スタンドにセットします。 

e. 溶液が透明になるまで待ち（約 1分）、上澄み液全てを取り除き廃棄します。 

f. ステップ aから eを 5回繰り返し、計 6回洗浄します。 

10. 全ての洗浄バッファが除かれたことを確認し、25 ulの Nuclease Free Waterを各サンプルウェルに

加えます。吸引と吐出を 8回繰り返し、ビーズを再懸濁します。 

  47ページで使用するまで氷上におきます。 

 

NOTE  
キャプチャした DNAはキャプチャ後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。 
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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 

 

Step 1. キャプチャしたライブラリの増幅 ................................. 46 

Step 2. 増幅したキャプチャライブラリの AMPure XPビーズによ

る精製 ......................................................................49  

Step 3. シークエンスライブラリ DNAの定量とサイズ確認 ...... 50 

Step 4. オプション：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 ............................................................... 52 

Step 5. シークエンスサンプルの準備 ..................................... 54 

Step 6. シーケンスの開始とデータ解析 ................................. 56 

 

この章では、キャプチャしたライブラリを増幅、精製、定量とサイズ確認をするステップを説明します。 

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準備し、オプ

ションでポストキャプチャプールをする内容が含まれています。 
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Step 1. キャプチャしたライブラリの増幅 

 

このステップでは、SureSelect でエンリッチされた DNA ライブラリを PCR増幅します。 

表 32 に記載の試薬を使用します。開始前に試薬を解凍し氷上におきます。49 ページで使用する

AMPure XP ビーズを使用する少なくても 30 分前までに、4 ℃から室温に移動します。ビーズは絶対に

凍らせないでください。 

 

表 32 Post-capture PCR増幅のための試薬 

 

ターゲットエンリッチされた、各 DNA ライブラリプールに対して 1増幅反応を実施してください。 

 
 

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

られたクリーンエリアか、UV滅菌灯を備えた PCR フード中にて陽圧の環境下で実施

してください。 

CAUTION 

 

 

  

47ページ 

47ページ 

47ページ 
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1． サーマルサイクラのプログラムを表 33のように設定します（蓋の加熱は ONにします）。開始して 

すぐに一時停止ボタンを押し、ステップ 5でサンプルをセットするまで停止します。 

 

表 33 Post-capture PCRのサーマルサイクラプログラム 

 

 

表 34 Post-capture PCRの推奨サイクル数 

 

 

2． 表 35に従い、適切な量の PCR混合液を氷上で調製します。ボルテックスでよく混合します。  

 

表 35 Post-capture PCRの混合液 

 

3． ターゲットエンリッチされた DNA が結合した 25 ul の各ビーズ溶液（44 ページで調製し氷上におい

たもの）に、表 35で準備した PCR混合液を 25 ul添加します。 

デザインサイズに基づいた推奨サイ

クル数は表 34を参照してください。 
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4． ビーズ溶液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に飛び散らな

いように、このステップではスピンダウンは避けます。 

5． PCR 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セットし、47 ページの表 33 のサーマ

ルサイクラプログラムを開始します。 

6． PCR 増幅プログラムが終了したら、PCR プレートまたはストリップチューブを軽くスピンダウンします。

室温で PCR プレートまたはストリップチューブを磁石スタンドにセットし、ストレプトアビジンビーズを

除去します。溶液が透明になるまで約 2分待ち、約 50 ulの各上澄み液を新しい PCRプレートまた

はストリップチューブに移し替えます。 

ビーズはこのステップで廃棄します。 
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Step 2. 増幅したキャプチャライブラリの AMPure XPビーズによる精製 

 

1. 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。 

2. 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 ul （と余剰分）を調製します。 

3. 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。 

4. 約 50 ulの PCR増幅サンプルに、均一にした 50 ulのビーズ溶液を各サンプルウェルに加えます。

ピペッティングで吸引と吐出を 15 ~ 20回繰り返す、またはふたを閉めて 5 ~ 10秒高速でボルテッ

クスすることで混合します。 

各サンプルウェルでビーズが均一に懸濁されていることを確認します。各ウェルはビーズの層や 

透明な溶液がなく、均一な色をしている必要があります。 

5. サンプルを室温で 5分間インキュベートします。 

6. PCR プレートまたはストリップチューブ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 3 ~ 5分）。 

7. PCR プレートまたはストリップチューブ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、ピペットで各ウェルの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. PCR プレートまたはストリップチューブを磁石スタンドにセットしたまま、各サンプルウェルに新鮮な

70%エタノールを 200 ul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 とステップ 9 をもう一度繰り返し、計 2 回洗浄します。各洗浄ステップでエタノールを完全

に除去します。 

11. ストリップキャップでふたをし、軽くスピンダウンし残ったエタノールを集めます。PCR プレートまたは

ストリップチューブを磁石スタンドに戻し 30秒待ちます。残存エタノールを P20のピペットで取り除き

ます。 

12. ふたをしないでPCRプレートまたはストリップチューブを、37 ℃に設定したサーマルサイクラにのせ

残存エタノールが蒸発するまで乾かします（約 1 ~ 2分）。 

13. 各サンプルウェルに 25 ulの Low TE buffer（10 mM Tris pH 7.5 – 8.0, 0.1mM EDTA）を加えます。 

14. ストリップキャップでふたをし、PCRプレートまたはストリップチューブをボルテックスでよく混合します。

ビーズがペレット状にならない程度に軽くスピンダウンし溶液を集めます。 

15. 室温で 2分間インキュベーションします。 

16. PCR プレートまたはストリップチューブを磁石スタンドにセットし、2 分間または溶液が透明になるま

で待ちます。 

17. 透明になった約 25 ul の上澄みを新しい PCR プレートまたはストリップチューブに移し、氷上におき

ます。ビーズはこの時点で廃棄します。 
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Step 3. シークエンスライブラリ DNAの定量とサイズ確認 

 

各ライブラリを表 36 にあるプラットフォームのいずれかで解析します。各プラットフォームのユーザーマ

ニュアルは弊社サポートサイトをご覧ください。想定される断片サイズのガイドラインは表 37 を参照して

ください。質の高い RNA サンプルまたは FFPE 由来 RNA サンプルから調製された典型的な結果とし

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示しています。 

 

表 36 Post-captureライブラリを評価するプラットフォーム 

 

 

表 37 Post-captureライブラリの評価ガイドライン 

 

 

1. 適切なユーザーマニュアルに従い機器のセットアップをします 

2. 分析用にサンプルを準備し、ユーザーマニュアルに従いアッセイをセットアップし、ランを行います。 

3. エレクトロフェログラムで、DNA 断片長が想定されるサイズか確認します（ガイドラインは表 37 を参

照してください）。質の高い RNAサンプル（図 4）、FFPE由来サンプル（図 5）から調製したライブラ

リを TapeStationで泳動した例を示します。 

表 36にある別の泳動装置から得られるエレクトロフェログラムでも同様な断片サイズになります。 

4. ピーク領域の DNA ライブラリの濃度を測定します。正確な定量のために、測定された濃度が泳動 

アッセイの検出範囲に入っていることを確認してください。 
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図 4 質の高い RNAサンプル（Human Reference total RNA）から調製された Post-capture ライブラ

リの High Sensitivity D1000 ScreenTapeでの泳動図 

   

図 5 典型的な FFPE由来 RNAサンプルから調製された Post-capture ライブラリの High Sensitivity 

D1000 ScreenTapeでの泳動図 

 

Stopping Point 次のステップに進まない場合は、サンプルウェルにふたをして 4 ℃で一晩、－20 ℃で

長期保存します。 
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Step 4. オプション：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 

 

プローブキャプチャライブラリやキャプチャ前のプール方法に基づいて、最終的なキャプチャ DNAサン

プルは 8または 16のインデックス付きライブラリで構成されています。お使いのシーケンスプラットフォ

ームに合わせて、8プレックスまたは 16プレックスサンプルをさらにポストキャプチャプールで混合する

ことができます。 

ポストキャプチャプールを行うかは、1レーンあたりに混合できるインデックス数や使用するプラットフォー

ムの出力仕様、研究デザインで必要なシーケンス量を計算して決定します。ポストキャプチャプールを行

う場合は、以下の手順で混合します。 

ポストキャプチャプールを行わない場合は、54ページに進みます。 

 

以下のガイドラインに沿って、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 

 

表 38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 ulの 10 nM 

DNA濃度にするのに必要な 1X Low TEの例を示します。 
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表 38 10 nMの濃度でトータル 20 ul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。短期保存に限ります。 
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Step 5. シークエンスサンプルの準備 

 

最終的な SureSelect XT HS2 RNA 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

ーとケミストリーでダイレクトシーケンスする状態となっています。図 6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 6  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）はイルミナ paired-endシーケンスエレメンツ（黒）とユニーク

デュアルインデックス（赤および緑）、Duplex 分子バーコード（茶）、ライブラリ PCRプライマ（黄）が付加

されています。 

 

ライブラリはイルミナ社 HiSeq、MiSeq、NextSeq、NovaSeqプラットフォームでシーケンスすることがで

きます。 

使用するランタイプとケミストリーの組み合わせは表 39をご覧ください。 

 

適したイルミナ社 Paired-End Cluster Generation Kitを用いてクラスタ増幅に進んでください。推奨す

るリード長にあったキット仕様は表 39に示されています。 

 

SureSelect XT HS2 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 

39を参照してください。シーディング濃度とクラスタ密度も、ライブラリの DNA断片のサイズレンジや、

求められるアウトプットやデータの質に基づき、最適化が必要な場合もあります。表 39の内容に記載さ

れている範囲の中間のシーディング濃度から最適化を行ってください。 

 

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

イルミナ社の推奨に従ってください。 
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表 39  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 8 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。 
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Step 6. シーケンスの開始とデータ解析 

 

以下のガイドラインは、SureSelect XT HS2 ライブラリのシーケンスのランセットアップと解析の概要です。 

 

・ サンプルレベルインデックスには 8 bpのインデックスリードが必要です。インデックス塩基配列情報

については 65～72ページをご参照ください。 

・ HiSeq・NextSeq・NovaSeq プラットフォームでは、装置のユーザインターフェースからランの 

セットアップを行ないます。57ページのガイドラインに従ってください。 

・ MiSeqプラットフォームでは、lllumina Experiment Manager (IEM)を用いてランのセットアップを行

います。57～59ページに記載されている手順に従い、カスタムサンプルシートを作成します。 

・ Illumina社の bcl2fastq ソフトウェアでデマルチプレックスを行い、デュアルインデックスに基づいた 

ペアエンドリードを作成し、P5および P7の間違ったペアを除きます。 

・ ライブラリフラグメントは各ストランドに分子バーコード（MBC）を含みます（54ページの図 6参照）。

両方のストランドが存在し、ストランド内の MBC を一致させて二重のコンセンサスリードを形成する

DNA とは異なり、一本鎖 RNAは１つのコンセンサスリードが形成されることに注意してください。 

・ MBC 配列と dark base は、リード 1 およびリード 2 両方の 5‘端に含まれます。MBC の抽出やトリ

ミングは Agilent Genomics NextGen Toolkit（AGeNT）を使用してください（詳細は 59 ページをご

覧ください）。ご使用のシーケンス解析パイプラインにMBC解析を含まない場合、60ページのNote

にあるように、アライメント前に各リードの最初の 5塩基をトリミングするかマスクしてください。 

・ リファレンス配列にリードをアライメントする前に、アダプター配列中の MBCを適切に処理できる 

アジレント AGeNT のトリマーモジュールで Illumina アダプター配列をリードから除く必要がありま

す。詳細は 60 ページを参照してください。lllumina Experiment Manager (IEM)のアダプタートリミ

ングのオプションは使用しないでください。シーケンスのラン設定をする際に、IEM のアダプタートリ

ミングオプションのチェックボックスは外れていることを確認してください。 
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【HiSeq/NextSeq/NovaSeqプラットフォームによるシーケンスのセットアップガイドライン】 

 

装置のコントロールソフトウェアの画面から、表 40 に従ってシーケンスのランセットアップを行います。

HiSeqでは、装置のコントロールソフトウェアの画面の Run configurationスクリーンで Dual Index を選

び表 40のサイクル数を入力します。 

 

NextSeqまたは NovaSeqでは、装置のコントロールソフトウェアの画面で Run Setupスクリーンを立ち

上げ表 40 のリード長を入力します。カスタムプライマーセクションでは、すべてのプライマー（Read1, 

Read2, Index1および Index2）のチェックボックスを外します。 

 

表 40 ラン設定 

 

 

【MiSeqプラットフォームによるシーケンスのセットアップガイドライン】 

 

以下の手順に従い、Illumina Experiment Manager (IEM)ソフトウェアを用いてカスタム Sample Sheet 

を作成します。Sample Sheet を作成した後は、インデックス配列を手作業で、使用した各サンプルの

SureSelect XT HS2 インデックスの配列に変更する必要があります。SureSelect XT HS2 インデックス

ペアの塩基配列は、65ページの表 47～72ページの表 54を参照してください。 

 

カスタム Sample Sheetのセットアップ 

1. IEMソフトウェア中で、以下のWorkflowを選択し、MiSeqプラットフォームの Sample Sheetを作成

します。 

・Categoryから Otherを選択 

・Applicationから FASTQ Onlyを選択 

2. Workflow Parameters画面上で、ラン情報を入力し、下図でハイライトしているキーとなるパラメータ

が、下図の内容になっていることを確認します。 

Library Prep Workflow の項目は、TruSeq Nano DNA を選択します。Index Adapters の項目は

TruSeq DNA CD Indexes (96 Indexes)を選択します。アダプタートリミングはアジレント AGeNTで

行う必要があるため、FASTQ Only Workflow-Specific Setting内の adaptor-trimmingチェックボッ

クス（下図赤で囲んだ部分）は両方とも外します（デフォルトでチェックが入っています）。 

もし TruSeq Nano DNAが Sample Prep Kitの項目にない場合は、代わりに TruSeq HT を選択し

ます。 
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3. Sample Sheet Wizard を使用して、シーケンスする各サンプルの必要な情報を入力して、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 HS2 インデックスに変更し

ます。 

同様に、I5 Sequence カラムにも、いずれかの Illuminaの i5インデックスに割り当てます。i5インデッ

クスも後のステップで SureSelect XT HS2 インデックスに入力内容を変更します。 

 

4. Sample sheetセットアップタスクを終了し、sample sheet fileを保存します。 
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SureSelect XT HS2デュアルインデックスを含めるための Sample Sheetの編集 

 

・Sample Sheet ファイルをテキストエディターで開き、それぞれのサンプルについて、カラム 5 ~ 8の i7、

i5 のインデックス情報を変更します（下図、黄色くハイライトされた部分）。SureSelect XT HS2 インデッ

クスの塩基配列は 65ページの表 47～72ページの表 54をご覧ください。 

・5 番目の I7_Index_ID カラムには、各サンプルに割り当てられた SureSelect XT HS2 のインデックス

ペア番号を入力します。6番目の index カラムには、適切な P7インデックス配列を入力します。 

・7 番目の I5_Index_ID カラムには、各サンプルに割り当てられた SureSelect XT HS2 のインデックス

ペア番号を入力します。8番目の index2カラムには、適切な P5インデックス配列を入力します。 

 

 

図 7 SureSelect XT HS2 ライブラリのシーケンスのための Sample Sheet 

 

5. ランを行うために編集した Sample Sheetを適切な場所に保管します。 

 

 

【データ解析リソース】 

以下のガイドラインは、SureSelect XT HS2 RNA ライブラリのデータ解析に適した典型的な NGS解析

パイプラインステップです。お使いの NGS解析パイプラインによって異なります。 

 

Illuminaの bcl2fastqソフトウェアを用いて、デュアルインデックスに基づいてデマルチプレックスを行い、

ペアエントリードを作成し、不正確な P5および P7 インデックスペアの配列を除去します。 

 

デマルチプレックスを行った FASTQデータは、Agilent Genomics NestGen Toolkit (AGeNT)を用いて

前処理し、シーケンシングアダプターの除去および分子バーコード（MBC）配列の抽出を行う必要があり
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ます。AGeNTは Javaベースのソフトウェアモジュールで、MBC処理したアダプタートリミングとデュプリ

ケートリードを認識します。この toolkitは、バイオインフォマティクスのエキスパートの方向けで、インター

ナルな解析パイプラインの構築、統合、メンテナンスおよびトラブルシュートができるようにデザインされ

ています。詳細な情報や toolkit のダウンロードは www.genomics.agilent.com の AGeNT ページをご

覧ください。 

 

NOTE  お使いの解析パイプラインで MBCを除く場合、次の解析ステップに進む前にリード

1およびリード 2の最初の 5塩基をマスキングまたはトリミングすることで除けます。

マスキングでデマルチプレックスをすることで除くには、ベースマスク

N5Y*,I8,I8,N5Y*（*は実際のリード長に置き換えてください。RunInfo.xml ファイルの

リード長です）を含めてください。もしくは最初の 5塩基は、seqtkのような適切な処

理ツールでデマルチプレックスした fastqファイルからトリミングされます。あるいは、

AGeNTのトリミングモジュールでMBCに加えアダプター配列も除去できます。標準

的なアダプタートリマーは、MBCの反対側のアダプター（図 6参照）を除くことができ

ない場合があります。 

  

 

トリミングしたリードはアラインされ、BWA-MEMのような適切なツールでMBC タグがアラインした BAM 

ファイルに付加されます。アライメントとタグ付けが完了すると、AGeNT LocatItモジュールがコンセンサス

リードの生成やデュプリケートのマーク付けまたは除去に使用できます。BAM ファイルはバリアントディス

カバリを含む下流の解析に使用できます。 

 

RNA鎖特異性のガイドライン 

SureSelect XT HS2 RNA シーケンシングライブラリ調製方法は、2ndストランド合成時に dUTP を使用

することで RNA鎖特異性を保持しています。P5端から始まるリード 1の配列は、poly(A) RNA トランス

クリプト鎖の相補鎖です。P7 端から始まるリード 2 の配列は、poly(A)RNA トランスクリプト鎖と一致しま

す。解析時にストランド特異性を決めるには、この情報を含める必要があります。例えば RNA シーケン

シングメトリクスを計算するために Picard ツール（https://broadinstitute.github.io/picard）を使用する場

合 、 ス ト ラ ン ド 特 異 性 の メ ト リ ク ス を 正 確 に 計 算 す る た め に

STRAND_SPECIFICITY=SECOND_READ_TRANSCRIPTION_STRAND というパラメータを含むこ

とが重要です。 
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この章では、構成キットの内容、インデックス配列やトラブルシューティングなどの情報を説明します。 
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キット内容 

 

プレキャプチャプールのプロトコルで使用する SureSelect XT HS2 RNA ターゲットエンリッチメント試薬

キットは、表 41 に示す構成キットを含みます。表 41 にリスト化された複数の構成キットの詳細な内容

は表 42から表 46に示します。 

 

表 41 構成キット 

 

 

表 42 SureSelect cDNA Module (Pre PCR)の内容 

   

*First Strand Master Mixはアクチノマイシン Dを含みます。光の暴露から守るため、 

提供されている琥珀色のチューブから移し替えないでください。 
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表 43 SureSelect XT HS2 RNA Library Preparation Kit for ILM (Pre PCR)の内容 

   

 

表 44 SureSelect XT HS2 Index Primer Pairs for ILM (Pre PCR)の内容 

   

 

表 45 SureSelect Target Enrichment Kit, ILM Hyb Module Box1 (Post PCR)の内容 

   

 

表 46 SureSelect XT HS2 Target Enrichment Kit, ILM Hub 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の情報 

 

SureSelect XT HS2 インデックスプライマーペアは、あらかじめ混合されています。各プライマーペアは

ユニークな 8 bpの P5または P7インデックスを持ち、デュアルインデックスが付加された NGS ライブラ

リが合成されます。各プライマーのインデックス部分の塩基配列は表 47から表 54に示しています。 

8 bpのインデックスを使用したライブラリをシーケンスするランのセットアップは 56ページをご覧ください。 

 

NOTE  P7インデックスは、サポートされているイルミナプラットフォームのいずれでも対応し

ている一方向で示しています。P5インデックスは、異なるプラットフォームごとに二方

向の配列を表示しています。P5配列を参照する際は、表のヘッダーカラムを確認し

てください。 

 

最初の P5インデックスの方向は、NovaSeq 6000 v1.0ケミストリー、MiSeqおよび

HiSeq 2500に対応しています。本ユーザーマニュアルではサポートしていません

が、この方向は HiSeq 2000にも対応しています。 

 

二つ目の P5インデックスの方向は、NovaSeq 6000 v1.5ケミストリー、NextSeq 

500/550、HiSeq 4000および HiSeq 3000に対応しています。本ユーザーマニュア

ルではサポートしていませんが、この方向は iSeq 100、MiniSeqおよび HiSeq Xに

も対応しています。 

  

 

1 つのプライマーペアは、96 ウェルプレート（プレートマップは 73～74 ページ参照）で提供されます。各

ウェルにフォワードとリバースプライマーのペアが、1回分の容量で分注されています。 

 
 

 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 47 SureSelect XT HS2 インデックスプライマーペア 1-48、オレンジ色の 96ウェルプレート 
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表 48  SureSelect XT HS2インデックスプライマーペア 49-96、オレンジ色の 96ウェルプレート 
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表 49  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 50  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 51  SureSelect XT HS2インデックスプライマーペア 193-240、緑色の 96ウェルプレート 
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表 52  SureSelect XT HS2インデックスプライマーペア 241-288、緑色の 96ウェルプレート 
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表 53  SureSelect XT HS2インデックスプライマーペア 289-226、赤い 96ウェルプレート 
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表 54  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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表 55  SureSelect XT HS2 インデックスプライマーペア 1-96（オレンジ色のプレート)のプレートマップ 

 

 

表 56  SureSelect XT HS2 インデックスプライマーペア 97-192（青いプレート)のプレートマップ 
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表 57 SureSelect XT HS2 インデックスプライマーペア 193-288（緑色のプレート)のプレートマップ 

 

 

表 58  SureSelect XT HS2インデックスプライマーペア 289-384（赤いプレート)のプレートマップ 
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トラブルシューティングガイド 

 

キャプチャ前のライブラリ収量が低い 

✓ 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。 

✓ 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（26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。 

✓ 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。 

✓ SPRI 精製ステップでの DNA の溶出が不完全である可能性があります。サンプル溶出の前の

AMPure XP ビーズを過剰に乾燥させないでください。 

 

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。 

 

キャプチャ前のライブラリ断片長が想定と異なる。 

✓ FFPE由来 RNAのプレキャプチャライブラリは、インプット RNA中にターゲットサイズより短い断片

が存在するため、小さい断片サイズになることがあります。 

✓ SPRI 精製で得られる DNA 断片サイズは、サンプルと AMPure XP ビーズの比率に依存します。

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、33

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。 

 

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。35 ページ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。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 29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 XT HS2 RNA 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。 

 

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
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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。 

✓ 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。キャプチャライブラリハイブリダイゼーションミックスは、

41 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、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。 

 

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 精製で得られる DNA 断片サイズは、サンプルと AMPure XP ビーズの比率に依存します。

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 （43ページ参照） 

・ 洗浄中はサンプルが 70 ℃で保たれていること （43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 

（43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 （41 ぺージのステップ 7 と 8）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。 
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Quick Reference Protocol 

 

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 14～52ページを必ずご

覧ください。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

17ページ 
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SureSelect製品に関するお問い合わせ 

Tel: 0120 - 477 - 111 

Mail: email_japan@agilent.com 

電話・メール受付時間 土、日、祝祭日、5/1を除く 

9：00 ~ 12：00、13：00 ~ 17：00 

 

※ SureSelectのプロトコル名とともに、テクニカルな質問と明示してください。 

※ 価格、納期等のご質問は担当営業にご連絡ください。 


