
Data Sheet: Sequencing

はじめに
Nextera XT DNAサンプル調製キットの登場により、小ゲノム
（細菌、古細菌およびウィルス）、PCRアンプリコン、およ
びプラスミドから、即シーケンス可能なライブラリーを85分
で調製できるようになりました。しかもハンズオンタイムはわ
ずか15分です。MiSeqシステムとNexteraサンプル調製キット
をご使用いただくと、DNAからシーケンスデータ取得まで、
わずか7時間で完了します（図1）。また、インプットDNAが
少量（1ng）であるため、量に限りのある貴重なサンプルの解
析にも適しています。Nexteraサンプル調製キットはイルミナ
の全シーケンサに対応しており、確立された多様なアプリケー
ション1-9 において、シーケンスの全ワークフローにかかる時間
を大幅に短縮できるため、優れたスループットを実現します。

最も迅速・簡便なサンプル調製ワークフロー
タグメンテーション酵素反応により、サンプルDNAの断片化
およびアダプターの付加を同時に行います。最適化された、
サイクル数を押さえたPCRプロトコールにより、アダプター
付加したDNAを増幅し、シーケンスインデックスを付加し

ます（図1）。サンプル調製の開始から終了まで、Nextera 
XTプロトコールは既存のサンプル調製プロトコールに比
べ、80%以上迅速で、必要ハンズオンタイムも最短となって
います。

革新的なサンプルノーマライゼーション
次世代シーケンス用のサンプル調製キットを使用して得られる
ライブラリーの濃度はさまざまです。複数サンプルを等量ずつ
プールし、目的のクラスター密度を得るための定量には時間が
かかることが多く、さらにその後バーコード化されたサンプル
の希釈およびプールを行わなければなりません。Nextera XT
サンプル調製キットでは、ビーズを用いたシンプルなサンプル
ノーマライゼーションステップ（図2）を採用し、サンプルの
プール前およびシーケンス前に必要であったライブラリー定量
が不要となりました。調製されたライブラリーは等濃度である
ため、溶液量を揃えるだけで簡単にプールできます。操作は簡
単で、各ライブラリーを5μlずつプールするだけで済みます。

柔軟なマルチプレックス化
Nextera XTサンプル調製キットは革新的なインデックス法を 
採用しており、1度の実験において最大96サンプルに独自の 
バーコードを付けることができます。各DNA断片に2種類のイ
ンデックスを付加した後、独自のバーコードを付けた最大96
のサンプルをプールし、同時にシーケンスすることができま
す。シーケンス後、2種類のインデックスの独自な組み合わせ
によりデータのジマルチプレックスを行い、リードをそれぞれ
のサンプルに割り当てます。Nextera XTインデックスキット
では、デュアルバーコード方式により、わずか20種類のイン
デックスオリゴで最大96サンプルを処理できるため、スケー
ル変更が自在です。

マルチプレックスを行う実験は、無料のソフトウェアツール
Illumina Experiment Managerで簡単に管理できます。このソ
フトウェアをご使用いただくと、反応溶液のセットアップをプ
レート上で容易に行えます。

Nextera® XT DNAサンプル調製キット
小さなゲノム、PCRアンプリコン、プラスミドのサンプル調製用に最も迅速・簡便なワークフロー　

図1：Nextera XTのサンプル調製ワークフロー

Nextera XTとMiSeqシステムの迅速なシーケンスの組み合わせにより、DNAを用意してからデータの収集までわずか7時間で終わります。

特　長

• 迅速なサンプル調製
 わずか85分でサンプル調製が完了
 ハンズオンタイムは15分だけ

• 最短時間で結果を取得
 MiSeq®システムを使用した場合、DNAを用意してからデータを
 得るまでわずか7時間

• 小さなゲノム、PCRアンプリコン、プラスミドに最適
 1つのキットで多種のアプリケーションに対応

• 革新的なサンプルノーマライゼーション

 サンプルのプーリング前およびシーケンス前のライブラリー 
 定量が不要に

インプットDNAの準備

小さいゲノム、PCRアンプリコン、プラスミド Nextera XTサンプル調製 自動化されたシーケンスおよび変異コール

Nexteraタグメンテーション シーケンスおよび解析
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解析のためのシンプルなユーザーインターフェース
MiSeq Reporterは装置上で小さなゲノムのde novoアセンブ
リまたはリシーケンス、PCRアンプリコン、およびプラスミド
のシーケンスなどの様々なアプリケーションで自動解析を行い
ます。シーケンスの結果および解析は見やすく、分かりやすい
ものになっています。例えば、MiSeq Reporterソフトウェアで
PCR Ampliconワークフローを使用した場合、シーケンスの
データは自動的に「Samples」、「Regions」、「Variants」
のタブに分かれて表示されます（図3）。それぞれのタブでは、
変異スコア、クオリティ（Q）スコア、およびシーケンスのカ
バレッジを1塩基単位で確定することができ、目的とする変異の
解析を容易に行えます。

高カバレッジ、高精度コール
Nextera XTとMiSeqシステムによるPCRアンプリコンシーケ 
ンスのパワーをご覧いただくため、サイズの異なる9種類の
PCRアンプリコンを、異なる2検体のヒトDNAから調製しまし
た。各サンプルから得られたアンプリコンはプールされ、その
内 1ngのDNAを用いてNextera XTキットによりサンプル調製 
を行いました。2つのサンプルプールから調製されたライブラ
リーを混合し、ペアエンド2×150bpのリード長で、MiSeqシ
ステムにてシーケンスしました。その後、MiSeq Reporterソ
フトウェアにてPCRアンプリコンワークフローを用いて解析
を行いました。2サンプルのうち1つについて、各アンプリコ
ンの平均シーケンスカバレッジの概算値およびコールされた変
異数（variant score > 99）を表1に示します。MiSeqシステム
によるアウトプットではこれらのアンプリコンは> 12,000×の 
カバレッジでシークエンスされ、信頼性の高い変異コールを可
能にしています。

このサンプルでコールされた31の変異のうち、94%はdbSNP

Nextera XTサンプル調製キットでは、サンプルのプール前あるいはシーケ
ンス前のライブラリー定量が不要です。ビーズを利用したサンプルノーマ
ライゼーションにより、等濃度のライブラリーが調製できます。操作は簡単
で、5μlのライブラリーをシーケンスするだけで済みます。

MiSeq Reporterは、上記のPCRアンプリコンを含む様々なアプリケーションにおいて、装置上で自動的に解析を行います。「Samples」、「Regions」、「Variants」に
容易にアクセスでき、バリアントスコア、クオリティ（Q）スコア、およびカバレッジのプロット図を1塩基単位で見ることができます。

図2：革新的なサンプルノーマライゼーション

図3：MiSeq ReporterのPCR Ampliconワークフロー

様々な濃度のライブラリー

ビーズを利用したノーマライゼーション ：
結合、洗い、溶出

即シーケンス可能

等濃度のライブラリー
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データベースに存在するものでした。これらの結果は、アンプ
リコンのサイズに関わらず、同等に高いカバレッジを得られ、
変異コールが正確であったことを示します。

長鎖のアンプリコンにおいて均一なカバレッジ
ロングレンジPCRによって増幅された長鎖のアンプリコン 
（> 1kb）からのサンプル調製は、Nextera XTキットを用いて
容易に行うことができ、イルミナの全てのシーケンサでシー
ケンス可能です。図4は、あるアンプリコンの位置とカバレッ
ジの関係と、コールされた変異の位置を示しています。この
アンプリコンは長さ5.1kbで、高頻度で変異が見られる、ヒト 
ゲノムのノンコーディング領域から増幅されたものです。ま
た、この5.1kbのアンプリコンは、ヒトDNAから増幅されたサ 
イズ約300bpから10kbにわたる24アンプリコンをプールし
たものの一部でした。アンプリコンのプールは5つの異なるサ
ンプルから増幅され、各プールから1ngを用いてNextera XT 
ライブラリーが調製されました。ライブラリーはミックスさ
れ、MiSeqにてシングルリード1×150bpサイクルでシーケン 
スされました。解析にはMiSeq ReporterのPCR Ampliconワー 
クフローを用いました。

小さなゲノムの De novoアセンブリ
微生物ゲノムのサンプル調製におけるNextera XTの有用性を
示すため、Escherichia coliのリファレンス株であるMG1655
のゲノムDNA 1ngから、Nextera XTを用いてサンプル調製を
行い、MiSeqシステムにてペアエンド2×150bpのリード長で
シーケンスを行いました。データの解析はMiSeq Reporterの 
Assembly workflowを用いました。このサンプルでは、ラン
後の解析にかかった時間は28分でした。アセンブリの評価指
標の値を表2に示します。質の高いアセンブリが作成され、優
れたN50およびカバレッジが得られました。このアセンブリの 
データセットは、イルミナのクラウドコンピューター環境であ
るBaseSpace™で入手できます10。

図4：長鎖アンプリコンのカバレッジ

パネルA ： 5.1kbのアンプリコンにわたり、高いカバレッジ（>1,000×）
パネルB ： 同じアンプリコンにおいて、パスフィルターの16個の変異（青
で示したSNVsが14個+赤で示したIndelが2個）を、変異スコア（Phred
スコア形式で測定される変異コールの正確性、最大値=99）に対しプロッ
トしました。16の変異のうち、13はdbSNPに存在するものでした。

表1：アンプリコンのカバレッジおよびコールされた変異

アプリコンの  
サイズ （bp）

平均カバレッジ  
（1,000リード）

コールされた変異  
(SNVs/Indels)

953 15.1 4 SNVs

1083 27.4 4 SNVs

1099 22.1 1 SNV

1800 22.4 7 SNVs

1809 17.8 1 SNV

2166 17.6 7 SNVs

3064 12.5 4 SNVs

3064 13.3 1 SNV

3072 14.8 1 SNV + 1 indel

表2：E. Coli の de novoアセンブリ

パラメーター 値

ゲノムカバー率 98%

コーディング数 314

最大コンティング長 221,108

ベースカウント 4,548,900

N50 111,546

平均カバレッジ 184.9
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まとめ
Nextera XT DNAサンプル調製キットは、スピードと簡便性が
最優先される実験に最適です。Nextera XTの極めて迅速かつ簡 
便なワークフローにより、小さなゲノム、PCRアンプリコン、
あるいはプラスミドのシーケンスを素早く行えるようになり 
ます。MiSeqシステムとNextera XTサンプル調製キットを組 
み合わせると、サンプルを用意してからデータを得るまでの操
作が1日で完了します。
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* MiSeqを除くシーケンサは全てシーケンスプライマーキットが必要となります。

Nextera XT DNAサンプル調製キットの仕様

製品情報

仕様 内容

インプット DNA  
の種類 ゲノム DNA、PCRアンプリコン、プラスミド

インプット DNA
量 1ng

インサートサイズ
の中央値 < 300bp

利用可能な 
インデックス 最大 96

対応する 
シーケンサ

HiSeq® システム, HiScanSQ™, 
Genome Analyzer IIx および MiSeq システム

対応する  
リード長

全てのイルミナシーケンサーの
リード長に対応

製品 カタログ 番号

Nextera XT DNA Sample Preparation Kit  
（24 Samples） FC-131-1024

Nextera XT DNA Sample Preparation Kit  
（96 Samples） FC-131-1096

Nextera XT Index Kit  
（24 Indices, 96 Samples） FC-131-1001

Nextera XT Index Kit  
（96 Indices, 384 Samples） FC-131-1002

TruSeq® Dual Index Sequencing Primer 
Kit, Single Read （single-use kit）*  FC-121-1003

TruSeq Dual Index Sequencing Primer 
Kit, Paired-End Read （single-use kit）* PE-121-1003
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