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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、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、

最新の英語版を参照くださる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 

Protocol 

SureSelect
QXT 

Whole Genome Library Prep 

for Illumina Multiplexed Sequencing 

Version B.1, July 2014 

G9682-90000 

に対応しています。 

 

このプロトコルでは、イルミナペアエンドマルチプレックスシーケンスに対応したアジレント

SureSelect
QXT

 System を用いて、全ゲノムシーケンスのライブラリ調製をするための操作手順を

記述しています。SureSelect
QXT ターゲットエンリッチメントシステムを用いて、ゲノム中のターゲッ

ト領域をキャプチャする場合、本プロトコルではなく、G9681-90000 に相当する和文プロトコルを

ご参照下さい。 

 

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

キットを用いて、ライブラリを調製するためのものです。シングルエンド、マルチプレックスではな

いペアエンド、メイトペアシーケンス、その他のライブラリには対応していませんので、ご注意くだ

さい。 

 

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

い。 

email_japan@agilent.com  

mailto:email_japan@agilent.com
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１．はじめに 

この章では、実験をはじめる前に読む必要がある情報（安全上の注意点、必要な試薬や機器

など）について説明しています。必ず実験前にお読みください。 

 

2．サンプルの調製 

この章では、gDNAサンプルからのdual-indexを付加したライブラリを調製するステップについ

て説明しています。 

 

3．リファレンス 

この章では、本実験に用いる試薬や消耗品の付加的な注意点について説明しています。 
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これまでのバージョンでの変更点 

Ver B1 での変更点 

 ・シーケンス試薬に関する情報を更新しました。 
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１．はじめに 

 

最新のプロトコルを参照してください。 

実験をはじめる前に、必要な機器と試薬について必ずご確認ください。 

 

NOTE  本製品を本プロトコルに記載されている以外の non-Agilentプロトコルを用いて使用

する場合、キットは保証の対象外となり、技術サポートも適用外となります点、ご了承

ください。SureSelect試薬は納品後 1年以内にご使用頂きますようお願いします。 

  

 

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

のユーザーズガイドをあわせて参照ください。   



１．はじめに 

SureSelect
 QXT

 Whole Genome Library Prep for Illumina Multiplexed Sequencing 

7 
 

操作に関する注意 

・ SureSelect
QXTシステムでは、最良の結果を得るためには高品質のDNAサンプルが必要です。

実験を開始する前に、DNAの品質を確認して下さい。凍結融解の繰り返しは DNAの品質を下

げるため、希釈されたDNAは4℃で保管し、凍結を避けることが理想的です。gDNAを含む溶液

は、Vortexで混合しないようにしてください。指でそっとタッピングすることで、液を混合するよう

にしてください。 

・ SureSelect
QXTによるライブラリ調製プロトコルのパフォーマンスは、DNAサンプルとその他の試

薬成分の量のばらつきによって影響を受けます。本プロトコル p.13に記載してあるように、DNA

サンプルを正確に定量し、希釈をすることが重要です。全ての反応試薬は注意深く測り取り、p14.

に記載してあるように混合して下さい。正確な量を測り取るために、定期的なピペットのキャリブレ

ーションなど、正確な Liquid Handlingを心がけて下さい。 

・ SureSelect
QXTキットに含まれている酵素のマスターミックスは、注意して取り扱って下さい。チュ

ーブを-20℃保管から取り出した後、使用中は氷上もしくはコールドブロック中に置いて下さい。使

用後はすぐに-20℃のフリーザーに戻してください。 

・ チューブのストリップキャップを外す必要があるステップでは、再度キャップをする際には新しいス

トリップキャップを使用して下さい。キャップはサーマルサイクラの Heated Lidに触れる、その他

の実験操作などにより変形することがあります。ストリップキャップを再利用することでサンプルを

ロスしたり、サンプルのコンタミネーションを招いたり、サーマルサイクラでのインキュベーション中

にサンプル温度が不正確になったりする可能性があります。 

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

することをお勧めします。 

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

アで専用の機器、消耗品と試薬を使用します。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ます。PCR前の過程ではコンタミネーションのリス

クが高いため、10%漂白液で日常的に実験デスクなどを拭き清めて下さい。 

3. PCR前の溶液専用のピペッタには、ヌクレアーゼフリーのエアロゾル防止フィルタ付きピペ

ットチップを使用します。 

4. パウダーフリーのラボ用手袋を着用し、表面がコンタミネーションする可能性のあるものに

接触したら必ず新しい手袋に替えてください。 

・ サンプルを-20℃で保管可能なStopping Pointは、プロトコルに記載されています。保管の際は、

何回にも渡る凍結融解を繰り返さないようにご注意下さい。 

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

手袋を着用し、適切な溶液、ピペット、ヌクレアーゼフリー エアロゾル防止フィルタ付きピペットチ
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ップを使用ください。 

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

 

 

安全に関する注意 

 
 

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

（白衣、安全眼鏡など）を着用してください。 
CAUTION 
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実験に必要な試薬 

下記の表は以下のウェブサイトから pdf ファイルをダウンロードすることができます。 

http://agilentgenomics.jp 

サポート  ■ 実験前に必要な情報のダウンロードサイト をご参照ください。 

 

表 1  実験に必要な試薬 

 

  ※大容量タイプがあるものはご利用いただけます。 

 

※【試薬・消耗品の保証期間について】 

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

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

い場合がありますので、製品が納品されたらすぐに内容物を確認して下さい。 

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

 

 

  ※それぞれの試薬について、指定されている温度で保存してください。 

※試薬はそれぞれの反応数分がはいっています。 

   

http://agilentgenomics.jp/
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実験に必要な装置、消耗品類 

 

表 2  実験に必要な装置、消耗品類 
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２．サンプルの調製 

 

 

この章では、イルミナプラットフォームでSequencingを行うためのゲノムDNA(gDNA)のSequencingラ

イブラリを調製する方法を記載しています。 

 

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

できるだけ正確に DNAを定量するために、Qubitシステムの使用をお勧めします。   
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STEP1.  Genomic DNAの断片化とアダプタータグの付加 

 

このステップでは、単一の反応により、gDNAを酵素反応により断片化し、各フラグメントの両端にアダプ

ターを付加します。このステップでは、表 3に示された SureSelect
QXT試薬キットに含まれる試薬と、そ

の他のベンダーの試薬(表 1参照)を使用します。 

 

表 3 DNAの断片化とアダプター付加の試薬 

 

以下のステップを開始する前に、SureSelect QXT Enzyme Mix ILM と SureSelect QXT Bufferの

チューブを、保管してある-20℃のフリーザーから取り出し氷上に置いて下さい。各試薬は使用前に

ボルテックスでしっかりと攪拌して下さい。AMPure XPビーズを 4℃から出し、室温に置いて下さ

い。 

 

NOTE  本ステップで使用する試薬を準備すると同時に、SureSelect QXT Library Prep Kit 

Box 2に含まれる DMSOのチューブも、-20℃から出しておいて下さい。DMSOのチ

ューブは p.18で使用するまで、室温にて保管して下さい。 

  

 

シーケンスを行うgDNAサンプルごとに、1ライブラリを調製します。12サンプルをシーケンスする場合は、

12 ライブラリを調製することになります。 

1. SureSelect QXT Stop Solutionの容器のラベルと以下の説明を確認し、本試薬がエタノールを

25 %含むことを確認して下さい。 

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

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

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

にエタノール添加済みであることが明確に分かるように、ラベルに印を付けておいて下さい。 

調製済みの1x SureSelect QXT Stop Solutionはp.14で使用するまで、蓋をきっちりと閉めて室温

にて保管します。 

    

2. p.16 と p.20の精製ステップのための試薬を準備します。 

p. 12 

p. 14 

p. 14 
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a. 使用する分の AMPure XPビーズを室温に戻します。使用する少なくとも 30分以上前に、ビー

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

b. 精製で使用する 70%エタノールを、1サンプルにつき 800 uL (+余剰分)、用時調製します。同

じ日に実施する別のステップの精製のための70%エタノールを、ここで一緒に調製してきっちり

密封して置いておくことは出来ますが、エタノールの濃度が回収率に影響を与えるため、調製

済み 70%エタノールはその日の内に使い切ることを推奨します。 

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

a. Qubit dsDNA BR Assayを用いて、各 gDNAサンプルの初期濃度を測定します。Qubitの取り

扱い説明書を参照して下さい。最適な断片化結果を得るためには gDNAを正確に定量し、適

切な量を用いる必要があります。そのためにこの二段階の希釈ステップは、非常に重要です。 

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

サンプルを 50 ng/uLの濃度に希釈します。 

c. 再度 Qubit dsDNA BR Assayを用いて、50 ng/uLに調整した gDNAサンプルの濃度を注意

深く正確に測定します。 

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

gDNAサンプルの最終的な濃度を 25 ng/uLに調整して下さい。 

 
 

 最適な結果を得るためには、DNA断片化の時間と温度を正確にコントロールする必

要があります。断片化反応の準備を開始する前に、サーマルサイクラが次のステップ

4に記載の通り設定されていることを確認して下さい。表 4に記載されている通り、

45℃では 10分を超過しないようにご注意下さい。 

CAUTION 

 

 

4. SureCycler 8800サーマルサイクラ、もしくは相当するサーマルサイクラで、表 4に示すプログラム

を設定します。Heated Lidは Onにします。プログラムをスタートさせて直後に Pauseを押し、断片

化反応の準備をしている間に Heated Lidが指定の温度に達するようにします。 

 

表 4 DNA断片化のサーマルサイクラプログラム 

 

5. 氷上にある SureSelect QXT Buffer と SureSelect QXT Enzyme Mix ILMを高速設定のボルテッ

クスミキサでよく混合してスピンダウンした後、氷上に置きます。SureSelect QXT Bufferは極めて
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粘性が高いため、完全に且つしっかりと混合することが、最適な断片化のためには極めて重要で

す。 

これらの試薬は-20℃から取り出した時点で液体であり、次のステップ 6で使用した後はすぐに

-20℃に戻して下さい。 

 
 

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

のばらつきをもたらす可能性があります。 

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

テップで示されている、分注および混合の方法に沿って実験するようにご注意下さ

い。最善の結果を得るためには、各試薬および反応溶液を完全に均一に混合するこ

とが極めて重要です。 

CAUTION 

 

 

6. 96ウェル PCRプレートか 8連ストリップチューブを用いて、氷上で断片化反応溶液を調製します。

反応液を構成する各試薬は、以下に示す通りの順序で加える必要があります。SureSelect QXT 

Buffer と Enzyme Mixはプレミックスにしないで下さい。 

a. 各サンプルウェルに、17 uLの SureSelect QXT Bufferを加えます。 

b. SureSelect QXT Bufferを入れた各ウェルに、ステップ 3で 25 ng/uLに調整した各 gDNAサ

ンプル 2 uLを加えます。DNAを分注する際、ピペットチップをウェルの底につけて DNAを吐

出するように、注意して下さい。 

c. 1 uLの SureSelect QXT Enzyme Mix, ILMを各サンプルウェルに加えます。Enzyme Mixを

分注する際、ピペットチップをウェルの底につけて試薬を吐出するように、注意して下さい。1 

uLの Enzyme Mixを吐出した後、8-10回ピペッティングで溶液のアップダウンを行い、粘性の

高い試薬溶液がピペットチップに残らず、完全にウェル内に移されるようにして下さい。この時

点でウェル内の溶液の合計量は 20 uLになります。 

7. ウェルを新しいキャップでしっかり密封し、ストリップチューブまたはプレートごと高速設定のボルテ

ックスミキサで 20秒間攪拌し、反応溶液が完全に混ざるようにします。 

8. サンプルをスピンダウンし、すぐにストリップチューブまたはプレートを Pause してある SureCycler 

8800 などのサーマルサイクラにセットします。Play ボタンを押し、Pause させていた表 4 のサーマ

ルサイクリングプログラムを再開させて下さい。 

9. サーマルサイクラ中で 10分間サンプルをインキュベーションしている間に、p.16で使用する

AMPure XPビーズをボルテックスミキサでしっかり攪拌し、均一にして下さい。 

10. サーマルサイクラが 4℃ 1分間のインキュベーションを完了したらすぐサンプルを氷上に移し、速や

かに下のステップ 11に進んでください。 

11. 32 uLの1X SureSelect QXT Stop Solution(25%のエタノールを含む状態)をそれぞれの断片化反

応液に加えます。ウェルを新しいキャップでしっかり密封し、高速設定のボルテックスミキサで 5秒
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間混合します。軽くスピンダウンして液をウェルの底に集めます。 

サンプルを室温で 1分間インキュベーションします。すぐに p.16の精製プロトコルに進んで下さい。 
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STEP2.  AMPure XPビーズによるアダプター付加 gDNAライブラリの精製 

 

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

サーマルサイクラを 37℃に設定しておきます。 

下のステップ 6で使用する 70%エタノールが必要量あることを確認します。 

 

1. 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。決して凍らせないようにしてください。 

2. 均一な状態にした AMPure XPビーズ溶液 52 uLを、52 uLの DNAサンプルが入った各ウェルに

加えます。ウェルを新しいキャップでしっかり密封し、ストリップチューブまたはプレートを 5秒間ボル

テックスでよく混合し、軽くスピンダウンします。ビーズを底に集積させずに飛び散った液体だけをウ

ェルの底に集めるようにします。 

ビーズ溶液の状態や色がサンプルウェル内で均一であることを確認して下さい。ビーズの層や透明

な液体のみの箇所が存在せず、均一な色である必要があります。 

3. サンプルを 5分間、室温でインキュベーションします。 

4. チューブまたはプレート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（3-5分間程

度）。 

5. チューブまたはプレート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ます。この際、ピペットの先でビーズに触れないように注意します。 

6. チューブまたはプレート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ウェルに 200 uL

ずつ加えます。エタノールの濃度が回収率に影響を与えるため、70%エタノールは用時調製して下

さい。 

7. 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 70%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、廃棄します。 

8. 6 と 7のステップをもう一度繰り返し、計 2回Washを行います。各Washステップで、確実にエタノ

ールが取り除かれるようにして下さい。 

9. 37℃にセットしたサーマルサイクラ上で、サンプルを 1-3分間乾燥させます。サーマルサイクラのふ

たは開けたままにしておきます。過度の乾燥は避けるようにします。 

10. 11 uLの Nuclease-free水を各ウェルに加えます。 

11. ウェルを新しいキャップでしっかり密封し、ボルテックスミキサでよく攪拌した後、軽くスピンダウンし

ます。ビーズを底に集積させずに飛び散った液体だけをウェルの底に集めるようにします。 

12. その後室温で 2 分間インキュベーションします。 

13. チューブまたはプレートを磁石スタンドにセットして、溶液が透明になるまで 2分間程度静置します。

この状態で、精製された DNAは溶液のほうに移っています。 

14. 上澄み液 約 10 uLを新しいウェルに移し、氷上に置きます。この液に精製 DNAが移っているので、
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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。 
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STEP3.  アダプター付加 gDNAライブラリの増幅とインデックス付加 

このステップでは、アダプター付加された gDNAライブラリを、適切な組み合わせの Dual Indexプライ

マーを用いて PCR増幅します。 
 

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

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

してください。 

CAUTION 

 

 

以下の表にある試薬を溶解し、ボルテックスミキサでよく混合した後、DMSO以外を氷上に置きます。

DMSOは引き続き室温に置きます。 

 

表 5 PCR増幅とインデックス付加に使用する試薬 

 

1つの gDNA ライブラリに対して、1つのウェルでインデックス付加 PCR増幅反応を行います。 

1. 各サンプルに付加する適切なインデックスの割り当てを決定します。この DNA ライブラリの増幅ス

テップで用いる P7・P5プライマーのインデックス部分の塩基配列については、本書のリファレンス

の項に掲載されている表 16 と表 17を参照して下さい。 

同一レーン上で Sequencing を行うサンプル同士には、異なるインデックスプライマーの組み合わ

せを使って下さい。 

 

NOTE  シーケンサによる読み取り時のカラーバランスを保つため、サンプルのプールに際し

ては P7および P5プライマーのインデックス部分の塩基の多様性を最大に保つこと

を推奨します。例えば、8-plexの場合は 8種類の異なるP7インデックスプライマーを

用い、2種類の異なるP5インデックスプライマーを用います。さらに詳細は p.34の表 

18 と表 19を参照して下さい。 

  

 

表 6に従って、サンプル数に応じた PCR反応液を氷上で調製します。表の 16ライブラリ分の量は 1

ライブラリあたり約 1.06倍の量で計算されています。 

2. ボルテックスで、溶液をよく混合します。  

p.18  

p.18  

p.18  

p.18  

p.18  p. 12  
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表 6 PCR反応Mixの調製 

 

 

3.  ステップ 2で調製した 36 uLの PCR反応 Mixを、各ウェルに入った精製された gDNA ライブラリ 

10 uLに加えます。 

4. 各 PCR反応ウェルに、2 uLの適切な P7 dual indexing プライマー(96反応キット：P7 i1から P7 

i12のいずれか、16反応キット：P7 i1から i8のいずれか)を加えます。各ウェルには、12種類のプ

ライマーのうち 1種類だけを加えます。 

5. 各 PCR反応ウェルに、2 uLの適切な P5 dual indexing プライマー(96反応キット：P5 i13から P5 

i20のいずれか、16反応キット：P5 i13-i14のいずれか)を加えます。各ウェルには、8種類のプライ

マーのうち 1種類だけを加えます。 

6. ウェルを新しいキャップでしっかり密封し、ボルテックスミキサで 5秒間攪拌した後、スピンダウンし

ます。プレートもしくは 8連チューブをサーマルサイクラに移して表 7の PCRプログラムに従って、

増幅を行います。この時点で PCR終了後の精製に用いる AMPure XPビーズを、室温に戻してお

き、70%エタノールを準備しておくと便利です。 

 

表 7 PCRプログラム 

 

  

4 
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STEP4. Agencourt AMPure XPビーズによるサンプルの精製 

 

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

サーマルサイクラを 37℃に設定しておきます。 

下のステップ 6で使用する 70%エタノールが必要量あることを確認します。 

 

1. 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。決して凍らせないようにしてください。 

2. 精製された DNAサンプルを室温に移し、均一な状態にした AMPure XPビーズ溶液 35 uLを、50 

uLの DNAサンプルが入った各ウェルに加えます。ウェルを新しいキャップでしっかり密封し、ストリ

ップチューブまたはプレートを 5秒間ボルテックスでよく混合し、軽くスピンダウンします。ビーズを底

に集積させずに飛び散った液体だけをウェルの底に集めるようにします。 

ビーズ溶液の状態や色がサンプルウェル内で均一であることを確認して下さい。ビーズの層や透明

な液体のみの箇所が存在せず、均一な色である必要があります。 

3. サンプルを 5分間、室温でインキュベーションします。 

4. チューブまたはプレート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（3-5分間程

度）。 

5. チューブまたはプレート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ます。この際、ピペットの先でビーズに触れないように注意します。 

6. チューブまたはプレート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ウェルに 200 uL

ずつ加えます。エタノールの濃度が回収率に影響を与えるため、70%エタノールはできるだけ用時

調製することを推奨します。 

7. 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 70%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、廃棄します。 

8. 6 と 7のステップをもう一度繰り返し、計 2回Washを行います。各Washステップで、確実にエタノ

ールが取り除かれるようにして下さい。 

9. 37℃にセットしたサーマルサイクラ上で、サンプルを 1-3分間乾燥させます。サーマルサイクラのふ

たは開けたままにしておきます。過度の乾燥は避けるようにします。 

10. 30 uLの Nuclease-free水を各ウェルに加えます。 

11. ウェルを新しいキャップでしっかり密封し、ボルテックスミキサでよく攪拌した後、軽くスピンダウンし

ます。ビーズを底に集積させずに飛び散った液体だけをウェルの底に集めるようにします。 

12. その後室温で 2 分間インキュベーションします。 

13. チューブまたはプレートを磁石スタンドにセットして、溶液が透明になるまで 2分間程度静置します。

この状態で、精製された DNAは溶液のほうに移っています。 

14. 上澄み液 約 29 uLを新しい 1.5mLの LoBindチューブに移し、氷上に置きます。この液に精製
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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。 

15. 次のステップで電気泳動するために、それぞれの増幅されたライブラリから 1 uLを取り分けます。

分析の前に、取り分けた 1 uLのサンプルを 1x Low TE 9 uLで 10倍に希釈します。 

 

Stopping Point  次のステップにすぐに進まない場合、このサンプルは 4℃で短期間保存できます。長

期保管する場合は、-20 ℃で保管することができます。   
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STEP5. Agilent 2100バイオアナライザ 高感度 DNAキットによる gDNAライブラリの定

量とサイズ確認 

 

精製した gDNA ライブラリの収量とサイズ分布をバイオアナライザの High Sensitivity DNA チップと試

薬キットを用いて測定します。 

 

NOTE  Agilentバイオアナライザ DNA 1000キットは、全ゲノムライブラリには使用しないで

下さい。全ゲノムライブラリのフラグメントサイズの分布は、DNA 1000キットの分析

範囲に適合しません。エレクトロフェログラム例として図 1を確認して下さい。 

 

磁性ビーズがサンプルに混入していると、バイオアナライザの測定結果に悪影響を

与える可能性があります。サンプルへのビーズのコンタミネーションが疑われる場

合、サンプルの入ったプレートやチューブを磁石スタンドにセットし、磁性ビーズを吸

わないように上澄を 1 uL取ってバイオアナライザで分析して下さい。 

  

 

1. バイオアナライザの電極を洗浄します。正確に定量を行うため、電極クリーナーチップに入れて電

極を洗浄する水 350uLは、複数回の測定を同日中に行う場合も、測定の度に交換して下さい。必

要に応じて、バイオアナライザのガイドブックに従い十分な洗浄を行ってください。 

2. Agilent 2100 expertソフトウェア(version B.02.07 もしくはそれ以上) を起動し、バイオアナライザ

本体とのコミュニケーションを確認します。 

3. バイオアナライザの試薬ガイドに従い、チップ、サンプル、ラダを調製します。サンプルは、前ページ

のステップ 15で 10倍に希釈したものを用います。 

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

させる必要があります。 

5. バイオアナライザの assayのメニューから、適切な assayを選択します。 

6. ランをスタートさせます。データファイルへのリンクをクリックして、サンプル名およびコメントを書き込

みます。 

7. 結果をチェックします。 

 以下の泳動図のように、典型的な全ゲノムライブラリのエレクトロフェログラムは広いサイズ

分布の DNA断片を含みます。 

 バイオアナライザのRegion Tableに表示されるDNA断片の平均サイズを確認して下さい。

実際には広範囲に渡る平均断片サイズのライブラリで、Sequencingデータの取得が可能で

す。しかしながら、このプロトコルは、約 600 bp – 1000 bpの範囲に平均 DNA断片長があ

る全ゲノムライブラリを作製するように最適化されており、その範囲から外れる場合以下の

ような注意が必要です。 
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NOTE  gDNA ライブラリの平均断片サイズが 600 bpよりもかなり短い場合、最初の断片化

ステップに持ち込む gDNAサンプル量が 50 ngより少なかった可能性があり、

Duplication Rateの高いSequencingデータとなる可能性があります。逆に gDNAラ

イブラリの平均断片サイズが異常に長い場合、最初の gDNAサンプルの量が 50 ng

より多かった可能性があり、Sequencing反応の際に最適なクラスタ密度を得るため

には通常より高いライブラリ濃度が必要になる場合があります。 

  

 

8. このピーク全体の濃度をバイオアナライザの Region table機能を用いて、測定します。正確な定量

のためには、得られた濃度がキットの定量範囲内であることを確認して下さい。 

  

図 1 High Sensitivity DNAキットを用いた増幅後の gDNA ライブラリの泳動結果 

 

Stopping Point  次のステップにすぐに進まない場合、このサンプルは 4℃で一晩保存できます。それ

以上置く場合は、-20 ℃で保管することができます。   
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STEP6. 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 

 

シーケンサの 1レーンでプールして解析するインデックス付加したライブラリの数は、使用するシーケン

サ装置の出力スペックと、各研究で必要となる目的のSequencingデータ量によって決定します。シーケ

ンサのスペックと、1サンプルあたり必要になる Sequencingデータ量を元に、1レーンでプールするイン

デックス付加ライブラリの数を計算して下さい。 

 

最適なクラスタ密度はお使いのイルミナ社シーケンサの機種やVersionによって異なりますので、必ずイ

ルミナ社の提供する最新のプロトコルをあわせて参照ください。本プロトコルに記された DNAの最終的

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

 

SureSelect QXT dual index を用いてMultiplexing を実施する場合の indexの最適な組み合わせのガ

イドラインは表 18 と表 19をご参照下さい。 

1. プールするサンプルは正確に等量を混ぜる必要があります。下記の式により、インデックス付加サ

ンプルをプールするための量を計算します。  

      

     V(f) :  プールされたサンプルの最終的な必要量 

     C(f) :  プールに含まれるすべての DNAの最終的な濃度 

           例：イルミナ標準プロトコルでは 10 nM 

     #  :   プールするインデックス付加サンプルの数 

     C(i) :   各インデックス付加サンプルの初期濃度 

 

表 8 に 4 つのインデックスタグ（それぞれ異なる初期濃度）の計算例を示します。最終的な容量（この例

では 20uL、10nMの濃度)にするには Low TE を用います。 

  



２．サンプルの調製 

SureSelect
 QXT

 Whole Genome Library Prep for Illumina Multiplexed Sequencing 

25 
 

 

表 8 トータル量 20uLにするためのインデックスタグ付きサンプルの混合例 

 

2. 最終的に必要な液量になるように調製を行います。 

  ・ プールしたインデックス付加サンプル量の総量が最終的に必要な液量より少ない場合、Low TE 

Bufferを用いて総量が最終的に必要な液量になるように調整します。 

  ・ プールしたインデックスタグ付きサンプル量の総量が最終的に必要な液量より多い場合、濃縮遠

心機を用いて液を蒸発させ、再溶解して最終的に必要な液量とします。 

 

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

うに加えて-20℃で短期間保存できます。 
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STEP7. クラスタ増幅のためのサンプル調製 

 

SureSelect QXTキットで調製した全ゲノムライブラリの最適な Seeding濃度は、14 pMから 20 pMの

間で、必要なデータ量とデータの質に応じて決定して下さい。Seeding濃度とクラスタ密度は、ライブラリ

の DNA断片サイズ分布によっても調整する必要がある場合があります。Sequencing結果の QCのた

めに、イルミナ社の推奨に沿って PhiX コントロールを添加して下さい。 

 

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

れぞれ必要な長さのペアエンドの Read (Read 1 と Read 2)と SureSelect QXTの 8 bp dual indexの

Readに使用可能な試薬キットの構成は表 9をご覧下さい。クラスタ増幅のステップは、次ページ

「SureSelect 
QXT

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

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

 

表 9 イルミナ Cluster Generationキット 選択ガイド 

 

＊ 目的によって上記以外の Read長が必要な場合、Read 1 と Read 2に加えて各 8 bpの dual  

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

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

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

50 cycleキット 1つを組み合わせることも出来ます。 
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SureSelect QXT Read Primerのイルミナ Paired-End Cluster Generationキットと組み

合わせての使用 

 

HiSeqもしくはMiSeqプラットフォームでSureSelect QXTライブラリをシーケンスするには、SureSelect 

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

ます。 

 SureSelect QXT Read Primer 1 

 SureSelect QXT Read Primer 2 

 SureSelect QXT Index Read Primer 

 

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

に沿って、適切なイルミナ Primer Solutionで 1:200に希釈をする必要があります。 

 

1. HiSeqプラットフォームでは表 10 もしくは表 11に示す通りプライマーを組み合わせて下さい。 

 

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

を調製する際は各試薬チューブのラベルに記載されたボリュームをそのまま採用せ

ず、各溶液を正確に測り取ってご使用下さい。 

それぞれの混合液をボルテックスで激しく混合し、custom read primerでインデック

ス検出が正しく行われるよう、溶液を完全に均一にして下さい。 

  

 

表 10 HiSeq 2000 と HiSeq 2500 High Outputモードの Custom sequencing primerの調製 

 

＊イルミナのCluster Generation Protocolの記載に従って、これらの混合液はHP6もしくはHP10、HP8

もしくは HP12、HP7もしくは HP11 として使用して下さい。 
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表 11 HiSeq 2500 Rapidtモードの Custom sequencing primerの調製 

 

＊イルミナの Cluster Generation Protocolの記載に従って、これらの混合液は HP10、HP12、HP11 と

して使用して下さい。 

 

 

2. MiSeqプラットフォームでは表 12を参照し、以下の手順でプライマーを組み合わせて下さい。 

 

表 12 MiSeqプラットフォームの Custom sequencing primerの調製 

 

 

a. イルミナのMiSeq試薬カートリッジの#12, #13, #14, #18, #19, #20のウェルに新しい1000 uL

用ピペットチップで穴をあけます。 

b. 3本の新しい 1.5 mLチューブを出し、「Read 1」「Read 2」「Index」と蓋に記入します。 

c. #12のウェルから 600 uLの HP10をピペッタで正確に測り取り、「Read 1」と記入した 1.5 mL

チューブに移します。その後そこから 3 uLを除き、代わりに 3 uLの SureSelect QXT Read 

Primer 1を加え、ボルテックスミキサでよく混合し、スピンダウンします。 

d. #13のウェルから 600 uLのHP12をピペッタで正確に測り取り、「Index」と記入した 1.5 mLチ

ューブに移します。その後そこから 3 uLを除き、代わりに 3 uLの SureSelect QXT index 

Read Primerを加え、ボルテックスミキサでよく混合し、スピンダウンします。 
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e. #14のウェルから 600 uLの HP11をピペッタで正確に測り取り、「Read 2」と記入した 1.5 mL

チューブに移します。その後そこから 3 uLを除き、代わりに 3 uLの SureSelect QXT Read 

Primer 2を加え、ボルテックスミキサでよく混合し、スピンダウンします。 

f. SureSelect QXT Primerを混合した後の 600 uLの各溶液を、MiSeq試薬カートリッジの以下

のウェルに移します。 

 「Read 1」と記入した 1.5 mLチューブに入っている、SureSelect QXT Read Primer 1を

含む Custom Primer Read 1 を#18へ移す 

 「Index」と記入した 1.5 mLチューブに入っている、SureSelect QXT index Read Primer

を含む Custom index Primerを#19へ移す 

 「Read 2」と記入した 1.5 mLチューブに入っている、SureSelect QXT Read Primer 2を

含む Custom Primer Read 2 を#20へ移す 

 

図 8 MiSeq試薬カートリッジ。各色の丸は溶液を抜き取るウェルを、四角は Custom Sequenicng 

Primerを加えた後に溶液を移すウェルを示します。 

 

g. これ以降の Sampleのロードについては、MiSeqの取り扱い説明書をご覧下さい。 
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STEP7. Sequencing Runのセットアップと Readからのアダプタートリミング 

 

Custome sequencing primerを使用したSequencing Runのセットアップには、以下の追加ガイドライン

と共にイルミナ社の実験プロトコルを参照して下さい。 

 

SureSelect QXTdual indexの配列情報は表 16 と表 17を参照して下さい。 

 

Readを Reference Genomeにアラインメントする前に、SureSelect QXTアダプター配列を Readから

除去する必要があります。以下のプラットフォームごとのガイドラインを参照して下さい。 

 

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

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

下さい。 

IEM Sample Sheet Wizard を用いて、アダプタートリミングを含む Runの設定を行って下さい。Wizard

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

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

認識し、Readからアダプタートリミングを実施します。 

 

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

Dual Index設定を用いてSequencing Runの設定を行って下さい。QXT Custom Primerは標準的なイ

ルミナの Sequencing primerのチューブに添加されているため、Runの中で Custom Primerを使用す

るために更なる特別な設定は不要です。 

Sequencing Runの完了後、CASAVAを用いて demultiplex された FASTQデータを出力し、Agilent’s 

Read Trimmer ツールを用いて Read からアダプター配列トリミングを実施して下さい。このツールは

FASTQ形式のデータを取り込んでSequencing Readの端からアダプター配列を除去し、トリミング後の

FASTQ ファイルを出力します。無償の Read Trimmer ツールとその説明は、以下からダウンロードでき

ます。 

http://download.chem.agilent.com/software/ngs_readtrimmer   

 

 

  

http://download.chem.agilent.com/software/ngs_readtrimmer
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３．リファレンス 

 

 

   この章では、キットの構成品、下流のサンプル Sequencingステップで利用する情報などのリファレ

ンス情報について説明します。 
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試薬一覧 

 

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

 

表 13 SureSelect
QXT

 Library Prepキット 構成品一覧 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

表 13の各構成品の内容は以下の表に記載されています。 

表 14 SureSelect QXT Library Prep ILM, Box 1の内容 

 

 

表 15 SureSelect QXT Library Prep ILM, Box 2の内容 
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SureSelect QXT Dual Indexの塩基配列 

 

SureSelect
QXT

 インデックスの塩基配列を次の表に示します。各インデックスは 8 ベースの長さです。8

ベースのインデックスを用いてライブラリの Sequencing を行う方法についてはイルミナの取り扱い説明

に従ってください。 

 

表 16    SureSelect
QXT

  P7 index 1から 12 

Index Number  Sequence 

P7 Index 1 (P7 i1)  TAAGGCGA 

P7 Index 2 (P7 i2)  CGTACTAG 

P7 Index 3 (P7 i3)  AGGCAGAA 

P7 Index 4 (P7 i4)  TCCTGAGC 

P7 Index 5 (P7 i5)  GTAGAGGA 

P7 Index 6 (P7 i6)  TAGGCATG 

P7 Index 7 (P7 i7)  CTCTCTAC 

P7 Index 8 (P7 i8)  CAGAGAGG 

P7 Index 9 (P7 i9)  GCTACGCT 

P7 Index 10 (P7 i10)  CGAGGCTG 

P7 Index 11 (P7 i11)  AAGAGGCA 

P7 Index 12 (P7 i12)  GGACTCCT 

 

表 17    SureSelect
QXT

  P5 index 13から 20 

Index Number  Sequence 

P5 Index 13 (P5 i13)  TAGATCGC 

P5 Index 14 (P5 i14)  CTCTCTAT 

P5 Index 15 (P5 i15)  TATCCTCT 

P5 Index 16 (P5 i16)  AGAGTAGA 

P5 Index 17 (P5 i17)  GTAAGGAG 

P5 Index 18 (P5 i18)  ACTGCATA 

P5 Index 19 (P5 i19)  AAGGAGTA 

P5 Index 20 (P5 i20)  CTAAGCCT 
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Dual Index付加サンプルの Multiplexingに関するガイドライン 

Dual Indexを付加したサンプルのプールに関するガイドラインとして、16反応キットは表 18に、96反応

キットは表 19 にそれぞれ推奨するインデックスの組み合わせが記載されています。この推奨は、両端

の Index Read の際に各サイクルでカラーバランスが保たれるように組み合わせが決定されています。

Low-plexityの実験の際には Single indexとしてもDual IndexとしてもDemultiplexingができる柔軟性

があります。Demultiplexingの際には1サンプルあたりに得られるSequencing量が最大になるように、

1 bpのミスマッチを許容する設定を採用して下さい。 

 

表 18 16反応キットの Dual Index付加サンプルのプールに関するガイドライン 
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表 19 96反応キットの Dual Index付加サンプルのプールに関するガイドライン 

 
＊ このマークで示されたインデックスは、プールされるほかのサンプルと異なるインデックス配列を持つ

ものであれば、P7 i1から P7 i11の中の他のインデックスで置き換えることも可能です。  
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