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本日のウェビナーの内容

キットのラインナップのご紹介→今回ご案内するキット

TruSeq DNAキット (PCR-free, Nano, ChIP)

TruSeq RNAキット (RNA V2, Stranded mRNA/Total RNA)

TruSeq DNAとTruSeq RNAで共通のポイント

ライブラリーの評価: Bioanalyzerのデータ

弊社ウェブ上のサポートツールのご案内
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TruSeqシリーズ、ラインナップ (2015年3月現在)

TruSeq DNA PCR-Free
TruSeq Nano DNA
TruSeq ChIP
TruSeq Synthetic Long-Reads
TruSeq Custom Amplicon, TruSeq Cancer Panel

TruSeq RNA V2
TruSeq Stranded mRNA
TruSeq Stranded total RNA
TruSeq Small RNA
TruSeq Targeted RNA
TruSeq RNA Access

TruSeq Methylation (旧EpiGnome、販売予定)
TruSeq Ribo-profile (旧ART-seq 、販売予定)

D
N

Aキ
ッ
ト

R
N

Aキ
ッ
ト

そ
の
他

以前のウェビナー参照ください

これまで開催いたしましたウェビナーのご紹介 http://www.illuminakk.co.jp/events/webinar_japan.ilmn
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今回ご案内させていただくTruSeqキット

TruSeq DNA PCR-Free
TruSeq Nano DNA
TruSeq ChIP

TruSeq RNA V2
TruSeq Stranded mRNA
TruSeq Stranded total RNA

D
N

Aキ
ッ
ト

R
N

Aキ
ッ
ト

共通点: 2本鎖DNAに対してY字アダプターを付加させる。

Y字アダプター

Single index (LT) Dual Index (HT)

利点: ライゲーション効率が高い。
アダプターダイマーの形成効率が小さい
必ず両端に異なるアダプターが結合する
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それぞれのキットのワークフロー（一部省略）

End-Repair

A-tailing

Ligation to adapters

PCR amplification

DNA fragmentation

rRNA depletionRNA dT-purification

RNA fragmentation

1st+2nd strand generation (dsDNA)

DNA PCR-free

Nano DNA

Stranded mRNA

RNA V2 Stranded Total RNA

DNA PCR-free library

Other library

共通のワークフロー

ChIP

Size selection
DNA PCR-free

Nano DNA
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TruSeq DNAキット (PCR-free, Nano, ChIP) 
- ワークフロー
- Input DNA
- 断片化
- 最終ライブラリーのサイズ

DNA
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TruSeq DNAキットのワークフローの比較

TruSeq DNA PCR-free TruSeq Nano DNA

CovarisによるDNA断片化

末端修復+リン酸化

SPRIビーズによるサイズ選択

末端のA付加

Y字アダプター付加

PCR増幅

DNA
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キットに用いるDNA (Input DNA)

サンプル調製キット 推奨Input DNA量

TruSeq DNA PCR-Free 1 µg genomic DNA (350bp inserts)
2 µg genomic DNA (550bp inserts)

TruSeq Nano DNA 100 ng genomic DNA (350bp inserts)
200 ng genomic DNA (550bp inserts)

TruSeq ChIP 5-10 ng ChIP DNA

二本鎖DNA(dsDNA)を検出する系で計測ください。
-> Qubit® 2.0 Fluorometer（以降Qubit® と記します）
/PicoGreen/QuantiFluorなど。

UV測定、Nanodropでの定量結果は推奨されません
結果として、低収量やサイズの異なるピークが得られる可能性があります。

ngオーダーから
少量サンプル用

カバレッジ安定

UV計測では、RNA, ssDNA, 塩基など
全てを検出してしまいます。
定量はQubit、クオリティーはNanodropで

品質はA260/280nm: 1.8-2.0(Nanodropなどで)のサンプルを使用。

DNA

Copyright © 2015 Thermo Fisher Scientific Inc. Used under permission.
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Covarisによる断片化

Covarisによる超音波破砕: 再現性高い、均等に切断、サンプルのロスが少ないなどの利点
http://covarisinc.com/products/afa-ultrasonication/

DNA

それぞれの装置にあった設定を守りましょう。
S220, M220, S2/E210
これらの設定は、Covaris社の指定した設定と異なり弊
社で検証したものとなります。

（ポイント）初めは断片化直後のサンプルで
Bioanalyzerでサイズチェックをすることを
お勧めいたします。
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断片化DNAが期待のサイズと違う

長すぎ

断片化直後、良い例

15    100      200    300        500      
850     [bp]

[FU]

100

50

0

Covarisの設定について下記を確認ください。

– 装置に適した設定を使用しているか？

– 気泡が多く入っていないか？

– チューブを置く水浴の水位は適正か？

– 水浴の温度が適正な値を示しているか？
短すぎ

DNA

適正な断片長になっていないと、
低収量や予期しないライブラリーサイズが
得られる可能性がありますので、
コントロールDNAでチェックしてから
実サンプルでお試しください。



15

DNA量が適正に定量できていない。

– DNA量多い⇒断片長長い傾向

– DNA量少ない⇒断片長短い傾向

夾雑物があるとCovarisでの断片化が適正
に行われない可能性があります。

– 右のリストを参照ください。（下記のリンクに
ございます）

– Nanodropなどで下記スコアを確認ください。

 A260/280nm: 1.8-2.0
 A260/230nm: 2.0-2.2

Input DNAの品質
DNA

https://my.illumina.com/MyIllumina/Bulletin/pr9ujrEx7USo794O2k6G4Q/dnarna-isolation-considerations-when-using-truseq
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最終ライブラリーのサイズ- TruSeq Nanoライブラリー

350bpインサートのライブラリー 550bpインサートのライブラリー

Single Index (LTキット)のアダプターは122bp、Dual Index (HTキット)のアダプターは136bpとなるので
最終ライブラリーはインサート長からアダプターの長さだけ長くなる。

500bp前後にピーク 700bp前後にピーク

DNA
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最終ライブラリーのサイズ- TruSeq PCR-freeライブラリー

350bpインサートのライブラリー

550bpインサートのライブラリー

1000bp前後にピーク

700bp前後にピーク

実際に解析される
インサートは350bp前後

実際に解析される
インサートは550bp前後

DNA
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Quiz1

700bp前後にピーク

350bpインサートのライブラリー

500bp前後にピーク

Nano PCR-free

同じインサートサイズなのにTruSeq Nanoライブラリーと
TruSeq PCR-Freeライブラリーではサイズが200bp前後異な
ります。その理由は？

QuizDNA



19

Ans1:最終ライブラリーの形が異なるからです。

Single Index (LTキット)のアダプターは122bp
Dual Index (HTキット)のアダプターは136bpとなる。

Quiz

Nanoライブラリー

350bp(インサート長)+122bp（アダプター長）
=計472bpあたりにピーク得られる。

PCR-freeライブラリーはY字アダプターがついた状態

NanoライブラリーはPCR後の完全なdsDNAとして回収されます。

Y字アダプターは立体障害がありBioanalyzerで高分子側にシフトします。

→解析されるインサート長には影響ありません。

DNA

PCR-freeライブラリー

350bp(インサート長)+
122bp（アダプター長）x2（立体障害分）
=計594bpあたりにピーク得られる。

アダプター長程度の立体障害
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推奨サイクル数は下記の通りになります。

– 長いサイクル数での解析は可能ですが、オーバーラップが見られるReadが増える点ご了
承ください。

どのキットを使用して解析すればいいのか？
（何サイクル解析すればいいのか？）

DNA
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TruSeq RNAキット
(RNA V2, Stranded mRNA/Total RNA) 
- Workflow
- Input material
- Fragmentation

RNA
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TruSeq RNA V2
TruSeq Stranded mRNA

TruSeq Stranded Total RNA

TruSeq RNAキットのワークフローの比較
RNA

dTビーズで
polyA精製

Ribo-Zero
ビーズで
rRNA除去
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R1 for antisense

R2 for sense

RNA
Strand Information: どちらの方向で読まれるか？

https://my.illumina.com/MyIllumina/Bulletin/rqBk3ucWxkusWKOXgFOBdA/which-read-maps-to-which-strand-in-the-truseq-stra

2nd Strandにのみ
cDNAにdUTPが入る

dUTPの入った鎖は
PCR増幅されない

ほぼすべてのライブラリーで同じ方向にアダプターがつく

2nd Strand作製時の
PCR酵素に特徴！
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Strand Information: どちらの方向で読まれるか？

AS p7p5

S p7p5

S p7’p5’

AS p7’p5’

TruSeq RNA V2 library

AS p7p5
S p7’p5’

Stranded mRNA library
Stranded Total RNA library

RNA

Read1

Read2

Read1

Read1

Read2

Read2

出典: Datasheet: Stranded RNA kits

mRNAキット、Total RNAキット共に
98%以上の高いストランド情報を示す。
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Quiz2:
RNA Quiz

分解したRNAに対してライブラリーを作製したい。

– どのキットがお勧めか？

TruSeq RNA V2
TruSeq Stranded mRNA
TruSeq Stranded total RNA
TruSeq Small RNA
TruSeq Targeted RNA
TruSeq RNA Access

R
N

Aキ
ッ
ト
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Ans2: 
RNA Quiz

TruSeq Stranded Total RNAか、TruSeq RNA Accessを使用ください。

TruSeq RNA V2
TruSeq Stranded mRNA
TruSeq Stranded total RNA: 分解RNA (FFPEなど)対応キット
TruSeq Small RNA
TruSeq Targeted RNA : 分解RNA (FFPEなど)対応キット
TruSeq RNA Access: 分解RNA (FFPEなど)専用キット

R
N

Aキ
ッ
ト

分解mRNAを
dTビーズで回収することはできませんが(RNA V2とStranded mRNA)、
rRNAを除去することは可能です(Stranded Total RNA) 。
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キットに用いるRNA (Input RNA)
RNA

サンプル調製キット
推奨Input量
(最適は1 ug) クオリティー

TruSeq Stranded mRNA 0.1 - 4µg total RNA1) 高品質(RIN ≥8)

TruSeq Stranded Total RNA 0.1 - 1µg total RNA 分解したDNAでも可能
（コントロールで検証必要）

TruSeq RNA v2 0.1 - 4µg total RNA1) 高品質(RIN ≥8)

RNA分解を防
ぐための条件

RNA回収を
迅速に行う

RNAサンプ
ルを冷凍保

存

手袋着用

RNAse-free 
の消耗品、

試薬を使用

RNAse-free
の環境作る

フィルター
チップを

使用

定量はQubit/RiboGreenを使用する。

– UV定量、Nanodropはお勧めいたしません

1)それぞれ0.1 - 4µgのTotal RNAから精製し
たmRNAからの作製可能です。

– 細かいプロトコールはユーザーガイドを参照くだ
さい。
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Input RNAのクオリティ:RNA Integrity Number (RIN)

Small 
RNA

18S 
rRNA

28S 
rRNA

Bioanalyzerで18S rRNAと28S 
rRNAのピークをもとに算出する
RNA品質のスコア(10が最高)

必ずRIN8以上のRNAサンプルを使
用する(RNA V2とStranded mRNA)

生物種によっては(植物や昆虫な
ど)RINスコアが計れないものもある
ので注意する。

http://www.mbl.edu/jbpc/files/2014/05/Bioanalyzer_for_NGS_slideshow.pdf

分解が進むと18S/28Sのピークが不明瞭
になり低分子量側にシフトする

良い例
良い例

悪い例

悪い例

RNA



29

RNAの断片化はカチオン存在下で高温(94℃)により行われます。

RNAの断片化について（オプション）
RNA

デフォルトは94℃, 8分で
断片化しますが

熱処理の時間を変えるこ
とが可能です。

熱処理を長くするとライブラリーの平均断片長が短くなります。
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RNA断片化がうまくいかない

最終ライブラリー産物のサイズは260bp程度になります。

– (RNA V2, Stranded mRNA, Total RNAとも)

断片化がうまくいかない⇒クラスター密度（収量）低下などの原因となります。

– Input RNAが多すぎた

– 反応時間、温度のコントロールができていない

RNA

260bp前後にピーク (インサートサイズは130bp)

良いライブラリー

効率的に切断されていない

悪いライブラリー
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TruSeq DNAとTruSeq RNAで共通
- 試薬のハンドリング
- PCR装置周辺
- AMPure beads の取り扱い

共通
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試薬のハンドリングにご注意
共通

注意点:
• PCR Master Mixなどは分注してfreeze-thawを必要最小限に
• それぞれのステップの前に必要な試薬を再チェック！
• 一部の試薬(ATL, LIGなど)は粘性が強いので要注意！

ユーザーガイド、Experienced 
User Cardのそれぞれのス

テップに必要な試薬がリストさ
れている
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注意点:
• PCR装置の温度調節が正しく行われているか確認
• PCR装置などのヒートリッドが100℃になっているのを確認:

• 蓋に蒸発した水分がついてしまう
• 結果、高い塩濃度で反応してしまう
• 酵素活性が落ちてしまう

ヒートブロックの温度調節をもう一度確認！
共通

HeatedNot Heated 

96 well plateの蓋にする
シールも推奨品をご購入下さい

ヒートリッドが十分に熱くなっていないと
蓋に蒸発した水分がついてしまいます
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Size Selection/AMPure Beadsの取り扱い

共通

• 使用前にあらかじめビーズを室温に戻しておく

• ウォッシュに使用する80%EtOH溶液は用事調製準備

• ボルテックスでしっかり懸濁

• 推奨のプレート (96-well PCR/MIDI)および Ambionの マグネティックスタンドを使用する。

• ピペッティングを丁寧に行う。
ハンドリング

• 静電気や風によるビーズのロスを防ぐためプレートをマグネティックスタンドに置いたまま乾
燥する。乾燥

AMPure XP Beads

http://www.beckmancoulter.co.jp/product/product01/AMPure_xp.html

Size Selection Beads

1 2

3 4

1) 透明な状態

2) まだ透明でな
い状態

3) 懸濁状態

4) ビーズがない
状態

お問い合わせ多いです！

TruSeq PCR-free
Nanoキットにはビーズ(SPB)が付
属しています
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ライブラリーの評価: Bioanalyzerのデータ

共通

過去のウェビナーを参照ください
http://www.illuminakk.co.jp/events/webinar_japan/suppor
t_webinar.ilmn
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TruSeq DNAとRNAライブラリーの評価

定量チェックはqPCRで実施

- KAPA社のライブラリー定量キットにはPrimer/Standardが付属しています。

http://www.n-genetics.com/product_detail.html?item_id=4332

定性チェックはBioanalyzerで実施

共通
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良いTruSeq DNAとRNAライブラリーの例

共通

TruSeq DNA

TruSeq RNA

(参考) Nextera DNA

TruSeqライブラリーはNexteraライブラリーに比べてライブラリーのサイズが安定し、
シャープなピークとして見られます。
⇒インサート長が一定に近く均一なリード長が得られます。
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Bioanalyzerのトレースからトラブルの原因を予想

プライマーダイマー(~100bp)はフローセルに結合するがクラスターは形成しない。

– AMPure beads精製ができていない、あるいは増幅前の収量が著しく悪い、など。

アダプターダイマー(~125bp)はシーケンスデータに影響が出る。

– AMPure beads精製ができていない、Input DNA/RNAが少ない・クオリティーが悪い。

– 試薬の保存状況などに利End RepairやA-tailingの効率が悪くなってしまった。

解決策: AMPureビーズでの精製をやり直す。ゲル精製する。

– プライマーダイマーの場合はそのままシーケンスすることも可能。

共通

プライマーダイマー アダプターダイマー

[短いピーク]
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ライブラリーの回収時にビーズが混入すると高分子マーカーにかかるピークが
見られる（＝ビーズのキャリーオーバー）。

– ビーズ精製の際のマグネティックスタンドを変える。

– ピペッティングでしっかり溶出する。

– マグネティックスタンド上でのビーズの回収を適正な時間行う。

解決策: 再度AMPureビーズで精製することにより除去可能。

AMPure
ビーズ精製

共通

Bioanalyzerのトレースからトラブルの原因を予想

[長いピーク]

ビーズのキャリーオーバー
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共通

Bioanalyzerのトレースからトラブルの原因を予想

[長いピーク]

PCRのアーティファクト

適正なライブラリー

適正なPCR反応 サイクル過多

PCR時に過増幅が生じるとプライマーが少なくなりアーティファクトが高分子側にできます。

– Input DNA/RNAの定量が不正確（多すぎる）。

– PCRのサイクル数がユーザーガイドに比べて多い。

– 95℃、5分間再加熱したのち、ヒートブロック中でゆっくり室温にすると消える。

解決策:PCR duplicateの割合が高くなるかもしれませんがシーケンスは可能です。

Input DNA/RNAの定量結果をチェックください。
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共通

Bioanalyzerのトレースからトラブルの原因を予想

[Bioanalyzer由来の症状]

サンプルのオーバーロード 装置のコンタミネーション

マーカーが小さすぎて見えない シャープなピークが多い

Bioanalyzerの取扱説明書に従って測定ください。

– アプライ量が多すぎてマーカーが見えない。

– 装置の状態が悪く変なピークが入ってしまう。

解決策:サンプルのアプライ量を確認ください。装置のウォッシュを適正に実施ください。

– Agilent High Sensitivity DNA: 5-500 pg/μL
– Agilent DNA 1000: 0.1-50 ng/μL
– RNA 6000 Nano Total RNA: 5-500 ng/uL
– RNA 6000 Pico Total RNA: 50- 5000 pg/uL
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 Input DNAをQubitで定量できているか

 最終ライブラリー産物をqPCRと
Bioanalyzerで確認する。

[まとめ] チェックするステップ: TruSeq DNA PCR-Free 
TruSeq Nano DNA

Purified 
Genomic DNA

Fragment 
Genomic DNA Repair Ends Bead-Based 

Size Selection

Adenylate 3’ 
Ends

Ligated Indexed 
Paired-End 
Adapters

Validate Library

 アダプター付加後に熱変性する

 サイズ選択後にサイズと収量をチェック
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[まとめ] チェックするステップ: TruSeq RNA V2
TruSeq Stranded RNA

 分解されていないRNAを使
用する（Total RNAは除く）

 Input RNAを
Bioanalyzerでチェック

 最終ライブラリー産物をqPCRと
Bioanalyzerで確認しているか？

Total RNA Purify and 
Fragment RNA cDNA Synthesis Adenylate 3’ 

Ends

Ligated Indexed 
Paired-End 
Adapters

PCR 
Amplification Validate Library
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弊社ウェブ上のサポートツールのご案内
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それぞれのキットのサポートページを参照ください。
製品のサポートページは下記になります（例）。

– TruSeq PCR-free: http://support.illumina.com/sequencing/sequencing_kits/truseq-dna-pcr-free-lt-kit.html
– TruSeq Nano: http://support.illumina.com/downloads/truseq-nano-dna-library-prep-guide-15041110.html

“Support”プルダウンメニューから”Kit&Reagents”を選ぶ

購入したキットを選択
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キットのサポートページの例

キットの内容物
保存温度

Input DNA/RNA
の量および質

http://support.illumina.com/sequencing/sequencing_kits/truseq-dna-pcr-free-ht-kit.html

関連ソフトウェア
のダウンロード

各種資料

トレーニング動画

FAQ

今後のウェビナー
スケジュール
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2種類の資料をご用意ください

Userguide: 細かい手順をご案内した資料。取扱説明書。

– TruSeq PCR-free: http://support.illumina.com/downloads/truseq-dna-pcr-free-library-prep-guide-15036187.html

– TruSeq Nano : http://support.illumina.com/downloads/nextera_xt_sample_preparation_guide_15031942.html

Experienced User Card: ベンチ横に置くプロトコール

– TruSeq PCR-free (HS): http://support.illumina.com/downloads/truseq-dna-pcr-free-experienced-user-card-hs-
15036191.html

– TruSeq Nano (HS): http://support.illumina.com/downloads/truseq-nano-dna-experienced-user-card-hs-15041112.html

Experienced User CardUserguide
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その他の資料を参照ください

必要な消耗品・装置類のリストは” User-Supplied Consumables and Equipment”として掲載し
ております。

– TruSeq PCR-free: http://support.illumina.com/downloads/truseq-dna-pcr-free-library-prep-user-
supplied-list-from-15036187.html

– TruSeq Nano: http://support.illumina.com/downloads/truseq-nano-dna-library-prep-user-supplied-
list-from-15041110.html
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中断できるステップを確認ください

時計のマークの入っているステップで止める。

保存条件に従う。
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弊社のサポートページには種々の情報が掲載されております。
ご利用ください。

それぞれのキットのデモデータがBaseSpace上にございます。
TruSeq DNA PCR-Free 350 bp library
TruSeq DNA PCR-Free 550 bp library
TruSeq Nano DNA 350 bp library
TruSeq Nano DNA 550 bp library
TruSeq Stranded mRNA Sample Prep data set

Support Bulletins:
DNA/RNA Isolation Considerations When Using TruSeq Library Prep Kits
Sequencing Kits for FFPE samples
Considerations for RNA-Seq Read Length and Coverage
How do I deplete bacterial ribosomal RNA for Illumina RNA sequencing?
Will a TruSeq Stranded Total RNA kit work with my organism?
Sequencing Solutions for Low Inputs of RNA
New Online Troubleshooting Tools for Nextera DNA and TruSeq DNA PCR-Free 
Sample Prep Kits
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ご清聴ありがとうございました。
しばらくご質問を承ります。


