
はじめに
TruSeq Custom Amplicon Low Inputライブラリー調製キット
は、10ngのゲノムDNA（gDNA）を使ったターゲットリシーケン
ス用に完全なカスタマイズが可能なアンプリコンベースのアッセ
イです。この拡張性があるアッセイにより、一回の反応で、対象
となる複数のターゲットを同時にキャプチャーして、1つのプール
で 1536までのアンプリコンをシーケンスすることが可能です。
TruSeq Custom Amplicon Low Inputライブラリー調製キット
は、保存された腫瘍組織などのホルマリン固定パラフィン包埋
（FFPE）サンプルに柔軟に対応します。MiSeq® システムや
NextSeq® システム での使用に最適化されたこのアッセイによ
り、低頻度の体細胞変異の検出に必要な高精度と高いカバレッジ
均一性が得られます。一貫した結果が得られる統合されたワーク
フローにより、TruSeqCustom Amplicon Low Inputライブラ
リー調製キットは、ターゲットリシーケンスの実施に信頼性の高い、
迅速で使いやすいソリューションを提供しています。

包括的なソリューション
イルミナが提供するアンプリコンシーケンス用に統合されたワー
クフローでは、デザインから解析までフルサポートのソリュー
ションがご利用いただけます（図 1）。TruSeq Custom Ampli-
con Low Inputライブラリー調製キットは、イルミナのシーケン
サーでお使いいただくようデザインされ最適化されているため、
他の装置での追加作業は必要ありません。ライブラリー調製から
シーケンス、さらにデータ解析までの技術スペシャリストおよび
フィールドスペシャリストによる一貫したサポートに 

TruSeq® Custom Amplicon Low Input  
ライブラリー調製キット
アンプリコンシーケンスのための自在なカスタムソリューションで、少量インプットおよび 
FFPE由来 DNAサンプルから高精度で詳細な結果を取得

特長

• 少量の DNAインプットと FFPEサンプルに対応

わずか 10 ngのゲノム DNAインプット量で、難しい
FFPEサンプルから精確に変異を検出

• 信頼の高品質データ

最適化されたプロトコールにより高い均一性と特異性を
実現

• 迅速なワークフロー

わずか 3時間のハンズオンタイムでライブラリー調製を
6.5時間で完了でき、自動化しやすいワークフロー

• シームレスなワークフローソリューション

簡潔なデータ解析を含む、フルサポートの最適化された
ワークフローソリューション

加え、イルミナサポートチームの総合的な専門知識により、迅速
な問題解決やラボでのダウンタイムの低減が保証されています。
イルミナのコンシェルジュサービスをご利用いただけば、カスタ
ムパネル作成時のプローブデザインや機能評価など、追加のサ
ポートもお受けいただけます。†

少量の DNAインプット
TruSeq Custom Amplicon Low Inputライブラリー調製キット
は、わずか 10ngの gDNAからさまざまな DNAインプット量に
対応しているため、極度に制限のあるサンプルからも確実にデー
タを取得できます。ホルマリン固定パラフィン包埋（FFPE）サン
プルにも対応し、DNAの品質に応じて 10ng~50ngの FFPE由
来 DNAでスタートすることができます。この優れた一貫性のあ
るパフォーマンスを誇るアッセイにより、DNAスタート量の多少
を問わず、安定した結果を得ることができます（図 2）。

確かなアッセイデザイン
TruSeq Custom Amplicon Low Inputオリゴヌクレオチドプロー
ブは、最適化されたカバレッジを提供する、無料で使いやすいオン
ラインツールの Illumina DesignStudio™ ソフトウェアでデザ
インされています（図 3）。DesignStudioは、あらゆる遺伝子
を平均 94%以上の in silicoカバレッジで網羅しながら TruSeq 
Custom Amplicon Low-Inputをデザインしています。最も一
般的な 20の遺伝子で、DesignStudioは、平均 97%以上の in 
silicoカバレッジを実現しています。イルミナのコンシェルジュサー
ビスでは、ターゲットカバレッジ率を上げるための追加のサポート
を提供しています。

図1：アンプリコンシーケンスのシームレスなワークフロー TruSeq Custom 
Amplicon Low Inputライブラリー調製キットは、デザインからデータ解析まで、
統合されたフルサポートのアンプリコンシーケンス用ワークフローを提供してい
ます。本製品の使用目的は研究に限定されます。診断での使用はできません。

*  NextSeq® システムや HiSeq® システムにも対応しています。

†  イルミナのコンシェルジュサービスでは、in silicoデザインでの最適化から 
機能および性能の評価や改良、出荷に至るまで、専門的な支援を提供してい
ます。詳細につきましては、弊社担当営業までお問い合わせください。

‡  最良の結果を得るために、イルミナでは、10ngの DNAインプットを推奨し
ています。
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業界をリードするデータ品質
TruSeq Custom Amplicon Low Inputライブラリー調製キット
は、最も広く利用されているシーケンステクノロジーである 1塩
基合成（SBS）ケミストリーを採用したMiSeqシステム、Next-
Seqシステム、および HiSeqシステムで利用いただけます。 
イルミナのシーケンサーは、ほとんどの塩基配列をQ30§ 以上の
精度でサポートしています。1–5 イルミナのシーケンサーと併用す
れば、TruSeq Custom Amplicon Low-Inputライブラリー調製
キットは、アンプリコン長やプールプレックス数に左右されない高
いカバレッジ均一性と特異性を実現します（図 4）。質の高い結
果が一貫して得られることで、繰り返し領域やGCリッチコンテン
ツなど難しいとされるターゲットを対象とする場合でも、データの
精確性を信頼することができます。6バリアントコールの信頼性
を向上させるために、3つのレプリケートのランが並列的に行え
ます。

図2：（A）さまざまなインプット量設定に基づく一貫した変異検出  TruSeq 
Custom Amplicon Low Inputライブラリー調製キットを使用した10ng、5ng、お
よび1ngの高品質なFFPE由来DNAの変異頻度は、その予測値と測定値に非常に
高い一致がみられます。Horizon Diagnostics HD200から得たDNAの参照サン
プルを、レプリケート4でTruSeq Custom Amplicon Low Inputワークフローに
従ってTruSeq Amplicon-Cancer Panelプライマープールで調製し、MiSeqシス
テムでシーケンスを行いました。MiSeq Reporterソフトウェアによりバリアント
コールを行いました。R2 値を表示しています。（B）5%のマイナーアリル頻度を
検出 TruSeq Custom Amplicon Low Inputライブラリー調製キットは、変異ア
リルの安定した再現性ある検出を行います。10ngのインプット量でHorizon 
Diagnostics FFPEサンプルHD729のわずか5%頻度の6つのSNPをいずれも検
出できました。

図3：カスタムのプローブデザイン DesignStudioを使ってターゲットゲノム領域 
と試行したアンプリコンを可視化して、デザインのカバレッジとスコアを評価し 
ます。 

図4：（A）10ngのインプット量でサイズの異なるパネルでも一貫したパフォー 
マンス アンプリコンの長さやプレックス数に左右されない高い特異性と均一性。
Coriellサンプルから参照DNAを抽出しました。

本製品の使用目的は研究に限定されます。診断での使用はできません。
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FFPEの品質評価
イルミナでは、FFPEサンプルに対応した TruSeq FFPE DNA
ライブラリー調製 QCキットをご用意しています。簡単な qPCR
反応によりDNA品質を評価し、シーケンスパラメーターに関す
る情報を提供します。このステップで、シーケンスの要件を満た
すサンプルのみを選択して調製するため、低品質のサンプルや分
解の進んだサンプルによって生じる無駄なリソースを確実に抑え
られます。QCステップで得られた結果を基に、DNAの推奨イン
プット量が確定します。TruSeq FFPE DNAライブラリー調製
QCキットを TruSeq Custom Amplicon Low Inputライブラ
リー調製キットと併用することで、ラボの予算を最大限に有効利
用することができます。

イルミナのコンシェルジュを利用して機能を拡大
イルミナのコンシェルジュサービスでは、TruSeq Custom Am-
plicon Low Inputライブラリー調製キットのデザインや機能拡大
のための追加的サポートを提供しています。このキットには、ア
リル検出を増進し精度を向上させるため、独自に分子識別子を組
み込むことが可能です。7 独自の分子識別子によって PCRデュプ
リケートを除去することで、個々の分子を検出することが可能に
なります。TruSeq Custom Amplicon Low Inputアッセイは、

図4：（B）胃、直腸、肺の3つの腫瘍⁄正常組織から抽出した分解の進んだFFPE
サンプル50ngのインプット量で、低いプレックス数（125）でも頑健なパフォー
マンス あらゆる低品質の腫瘍⁄正常FFPEサンプルペアで、ユーザーAのパネルが
レプリケート3で示した高い特異性と均一性。

図4：（C）分解の進んだFFPEサンプル50ngのインプット量で、中程度のプレック
ス数（577）でも頑健なパフォーマンス あらゆる低品質の腫瘍⁄正常FFPEサンプ
ルペアで、ユーザーBのパネルが示した高い特異性と均一性。
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本製品の使用目的は研究に限定されます。診断での使用はできません。

二本鎖のシーケンスに対応しており、ホルマリン固定中の脱アミ
ノ化に起因しうる偽陽性率を除くことができます。イルミナのコン
シェルジュでは、100bp以下のより小さなアンプリコンのデザイン
を可能にするサービスも提供しており、断片化された DNAへの
対応を強化しています。イルミナのコンシェルジュサービスの利
用につきましては、弊社担当営業までお問い合わせください。

迅速なワークフロー
効率化された簡便な TruSeq Custom Amplicon Low Input の
ワークフローでは、いくつかの利点を享受いただけます。自動化
しやすいシンプルなビーズベースの精製法を採用しているため
（図 5）、TruSeq Custom Amplicon Low Inputのアッセイは、
わずか3時間のハンズオンタイムにより6.5時間で完了できます。

図5：TruSeq Custom Amplicon Low Inputのワークフロー TruSeq Custom 
Amplicon Low Inputのワークフローは1日足らずで完了。
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簡便化された解析
得られたデータは、イルミナのシーケンサーシステムからゲノム
コンピューター環境であるBaseSpace® に直接転送することが
できます。このプラットフォームでは、専門家が好んで利用する
解析パイプラインを 1つにまとめて使いやすい 1つのインター
フェースに表示するため、タッチパネル操作の BaseSpaceアプ
リを使ったデータ解析が簡単に行えます。TruSeq Amplicon 
Appがカスタムパネルの解析を効率化し、読みやすいフォーマッ
トで結果を表示します（図 6）。VariantStudio Appが、シーケン
スデータから得られた疾患に関連する変異の迅速なフィルタリン
グ、同定、分類を行います。BaseSpaceでデータ例が閲覧でき
るため、ソリューションを実行する前に、イルミナのキットやシス
テムを使って作成したデータを検索し、評価することができます。
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図6：TruSeq Amplicon App TruSeq Amplicon Appはデータ解析を簡便化し
て、直感的なフォーマットで結果を表示します。TruSeq Amplicon-Cancer Panel
によるMiSeqシステムでの代表的なランが示すアンプリコンカバレッジ。

表 1：TruSeq Custom Amplicon Low Inputアッセイ仕様

パラメーター 仕様

搭載された参照ゲノム

ヒト
マウス
ラット
ウシ

その他の生物種
トウモロコシ、イネ、ブタ、イヌ、ダイズ、 
ニワトリ、ヒツジ

カスタムの参照ゲノム
イルミナのコンシェルジュが提供する 
専門知識を利用して、あらゆる生物種での 
カスタムパネルがデザインできます。

アンプリコンサイズ 150bp、175bp、および 250bp

FFPE由来 DNAに推奨 
されるアンプリコンサイズ

150bpまたは 175bp

パネルあたりの 
オリゴプール数

● 標準デザイン：1
● 二本鎖デザイン：2

アンプリコンプレックス数
（1プール）

● 16~1536

標準 gDNAの 
インプット必要量

10ng

FFPE由来 DNAの 
インプット必要量

QC結果に応じて 10ng~50ng

シーケンスデータの品質 90%以上の塩基配列がQ30以上

二本鎖シーケンス DesignStudioでデザイン可

カバレッジ均一性
80%以上の塩基配列を 
平均カバレッジの 20%以上でカバー

特異性 オンターゲットアライメントリード数 70%以上

まとめ
TruSeq Custom Amplicon Low-Inputライブラリー調製キット
は、アンプリコンシーケンス用にシームレスなワークフローソ
リューションを提供しています。TruSeq Custom Amplicon 
Low-Inputライブラリー調製キットは、わずかな DNAインプット
必要量で高品質なデータを産出するため、極度に難しいとされる
サンプルでも安定したシーケンスが行えます。

製品情報

製品名 カタログ番号

TruSeq Custom Amplicon Low Input 
ライブラリー調製キット（96サンプル）

FC-134-2001

TruSeq Custom Amplicon Low Input 
ライブラリー調製キット（16サンプル）

FC-134-2002

TruSeq FFPE DNAライブラリー調製 QCキット FC-121-9999
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