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TruSeq Custom Amplicon (TSCA) Low Inputの概要・特長 

 

プロトコル 

 

 

 

 

 

本日のOutline 
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TruSeq Custom Amplicon (TSCA) Low Input Kit 概要 

http://jp.support.illumina.com/content/dam/illumina-marketing/apac/japan/documents/pdf/datasheet_tru_seq_custom_amplicon_low_input.pdf 
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TruSeq Custom Amplicon (TSCA) Low Input Kit 概要 
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TruSeq Custom Amplicon (TSCA) Low Input Kitの特長 

 
包括的なソリューション 

  アンプリコンのデザインからライブラリー調製、シーケンス、 

   さらにデータ解析までイルミナのソリューションで対応可能。 

イルミナiSchool 初級編  

DesignStudioを用いたプローブデザインの方法と最適化のヒント 

http://jp.illumina.com/events/webinar.html 

techsupport@illumina.com 
ダウンロード： 

mailto:techsupport@illumina.com
mailto:techsupport@illumina.com
mailto:techsupport@illumina.com
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TruSeq Custom Amplicon (TSCA) Low Input Kitの特長 

少量のinput DNA量、固定パラフィン包埋（FFPE）組織の 

DNAサンプルにも対応 

    ● input DNA量: 10 -100ng 

     ● FFPEサンプルに対応したQCキットをご用意。シーケンス要件を 

     満たすサンプルのみを選択して調製可能。 

     

 
<ポイント> 
- input DNA量が多い方がライブラリー収量が
多くなり、また特異性(aligned read%)等の
シーケンスメトリクスが改善されます。 

- FFPEサンプルの場合、Dual strandの方が
精度が高くなるためおすすめ 
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TruSeq Custom Amplicon (TSCA) Low Inputの概要・特長 

プロトコル 

 

 

 

 

 

本日のOutline 
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プローブデザインから解析までのワークフロー 

 

2016年1月22日 

イルミナiSchool 初級編  

「DesignStudioを用いたプローブデザインの方法 

  と最適化のヒント」  

http://jp.illumina.com/events/webinar.html 

techsupport@illumina.com 

2016年3月11日 

イルミナiSchool 初級編  

「TruSeq Custom Amplicon Low Input Kitを 

用いたターゲットリシーケンス – ドライ編–」  

http://jp.illumina.com/events/ilmn_support_program/

ilmn-ischool.html 
登録： ダウンロード： 

mailto:techsupport@illumina.com
mailto:techsupport@illumina.com
mailto:techsupport@illumina.com
http://jp.illumina.com/events/ilmn_support_program/ilmn-ischool.html
http://jp.illumina.com/events/ilmn_support_program/ilmn-ischool.html
http://jp.illumina.com/events/ilmn_support_program/ilmn-ischool.html
http://jp.illumina.com/events/ilmn_support_program/ilmn-ischool.html


9 

消耗品・装置 

ユーザーガイド Consumables and Equipment をご確認ください。 

http://support.illumina.com/downloads/truseq-custom-amplicon-low-input-library-prep-reference-guide-1000000002191.html 

 

http://support.illumina.com/downloads/truseq-custom-amplicon-low-input-library-prep-reference-guide-1000000002191.html
http://support.illumina.com/downloads/truseq-custom-amplicon-low-input-library-prep-reference-guide-1000000002191.html
http://support.illumina.com/downloads/truseq-custom-amplicon-low-input-library-prep-reference-guide-1000000002191.html
http://support.illumina.com/downloads/truseq-custom-amplicon-low-input-library-prep-reference-guide-1000000002191.html
http://support.illumina.com/downloads/truseq-custom-amplicon-low-input-library-prep-reference-guide-1000000002191.html
http://support.illumina.com/downloads/truseq-custom-amplicon-low-input-library-prep-reference-guide-1000000002191.html
http://support.illumina.com/downloads/truseq-custom-amplicon-low-input-library-prep-reference-guide-1000000002191.html
http://support.illumina.com/downloads/truseq-custom-amplicon-low-input-library-prep-reference-guide-1000000002191.html
http://support.illumina.com/downloads/truseq-custom-amplicon-low-input-library-prep-reference-guide-1000000002191.html
http://support.illumina.com/downloads/truseq-custom-amplicon-low-input-library-prep-reference-guide-1000000002191.html
http://support.illumina.com/downloads/truseq-custom-amplicon-low-input-library-prep-reference-guide-1000000002191.html
http://support.illumina.com/downloads/truseq-custom-amplicon-low-input-library-prep-reference-guide-1000000002191.html
http://support.illumina.com/downloads/truseq-custom-amplicon-low-input-library-prep-reference-guide-1000000002191.html
http://support.illumina.com/downloads/truseq-custom-amplicon-low-input-library-prep-reference-guide-1000000002191.html
http://support.illumina.com/downloads/truseq-custom-amplicon-low-input-library-prep-reference-guide-1000000002191.html
http://support.illumina.com/downloads/truseq-custom-amplicon-low-input-library-prep-reference-guide-1000000002191.html
http://support.illumina.com/downloads/truseq-custom-amplicon-low-input-library-prep-reference-guide-1000000002191.html
http://support.illumina.com/downloads/truseq-custom-amplicon-low-input-library-prep-reference-guide-1000000002191.html
http://support.illumina.com/downloads/truseq-custom-amplicon-low-input-library-prep-reference-guide-1000000002191.html
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消耗品・装置 

Thermal Cyclers 



11 

消耗品・装置 

磁気スタンド 

Plate Shaker 
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ワークフロー  

<ポイント> 
FFPEサンプルの場合、
Dual strandの方が精度
が高くなるためおすすめ 

1 

2 

3 

4 
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ワークフロー  
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ステップ1  input DNAの定量と希釈 

クオリティ確認 

TruSeq FFPE DNA Library Prep QC Kitを用いて、FFPEサンプルのクオリティと 

input DNA量を決定する。  

 

 

 

 

          ※ TruSeq FFPE DNA Library Prep QC Reference Guideを元に実施 

 

定量、希釈 

二本鎖DNA (dsDNA) に固有の蛍光定量ベースの方法を使用してDNA量を測定 

 - 同じ蛍光定量ベースの測定装置を使用して、希釈したinput DNA量を再測定 

-    希釈したInput DNAをRS1、SS1と混合 

定量と希釈 

試薬 容量 

10-25 ng/ul input DNA 1 ul  

RS1 3 ul (input DNA量に合わせる) 

SS1 (x5) 1 ul 

<ポイント> 

Input DNA量が多い方が 

ライブラリー収量が多くなり、 

また特異性(aligned read%) 

等のシーケンスメトリクスが 

改善されます。 
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ステップ２ オリゴプールのハイブリダイズ 

プローブ、コントロールDNAの希釈 

LoBindチューブに2.5 uLのCAT (Custom Amplicon Oligo Tube)と2.5 uLのRS1を加えて、 

よく撹拌後、スピンダウンする。サンプル数分調製する。 

LoBindチューブに2.5 uLのACP3と2.5 uLのRS1を加えて、よく撹拌後、スピンダウンする 

LoBindチューブに2 uLの2800M、2 uLのRS1、および2 uLのSS1を加えて、よく撹拌後、 

スピンダウンする 

 

サンプル、プローブを96ウェルプレートへ分注 

96 ウェルプレートの1ウェルに5 uLの希釈した2800Mを加える 

続けて、希釈した2800Mの入ったウェルに5 uLの希釈済みACP3を加えてアッセイコントロール
とする 

1ウェルに5 uLのRS1を加えてno templateコントロールとする 

残っているウェルに5 uLの希釈したinput DNAを加えていく 

2800M以外のウェルに5 uLの希釈済みCATを加える 

定量と希釈 
オリゴプールの 
ハイブリダイズ 
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ステップ２ オリゴプールのハイブリダイズ  

各ウェルに15 uLのOHS2を加える 

もし泡が入った場合には、100 xgで20秒遠心する 

 

ハイブリダイズ 

サーマルサイクラーにプレートをセットし、下記のプログラムを実行する 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

定量と希釈 
オリゴプールの 
ハイブリダイズ 

<Best Practice> 

- ゆっくりピペッティングして混合する 

- 20 uLのピペットを使用する 

1) ヒートリッドオプションを100℃に設定  

2) 95℃ for 1分間  

3) 90℃ for 30秒間 

   これを0.5℃ずつ下げて60.5℃まで各温度で行う 

  1秒あたり0.1℃のrumpを設定する 

4) 60℃ for 1分間 

   これを0.5℃ずつ下げて50.5℃まで各温度で行う 

  1秒あたり0.1℃のrumpを設定する 

5) 50℃ for 2分間 

   これを1℃ずつ下げて41℃まで各温度で行う 

  1秒あたり0.1℃のrumpを設定する 

6) 40℃ for 10分間 

   1秒あたり0.1℃のrumpを設定する 
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ステップ３ 未結合オリゴの除去 

ELE/ELBの調製 

サーマルサイクラーでオリゴプールをハイブリダイズさせている間に、 

ELEとELBを以下の通りに混合する 

 

 

 

あとの工程「Extend-Ligate Bound Oligos」で使用するまで氷上に置いておく 

 

 

 

未結合オリゴ 
の除去 

16サンプルの場合 18 uLのELEをELB tubeに加える。 

96サンプルの場合 137 uLのELEをELB tubeに加える。 

未結合オリゴの除去 

ハイブリダイズが完了したあと、96ウェルプレートをサーマルサイクラーから取り出す 

各ウェルに 25 uLのSample Purification Beads (SPB)を加える。ゆっくりピペッティグし
て混合する。 

室温で5分間インキュベート 

 

 

 

定量と希釈 
オリゴプールの 
ハイブリダイズ 

 ※ボルテックスはしない。転倒混和によって混合すること 
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磁気スタンド上に2分間 (または、溶液が濁っている場合は透明になるまで)置く 

上清を捨てる 

ビーズを洗浄するために以下の操作を3回繰り返す 

  -  80 uLのSW1を各ウェルに加える 

  -  室温で30秒間インキュベート 

  -  上清を捨てる 

20 uLのピペットを使用して残っているSW1を取り除く 

80 uLの60%エタノールを各ウェルに加える 

室温で30秒間インキュベート 

上清を捨てる 

20 uLのピペットを使用して残っている60%エタノールを取り除く 

最大で5分間風乾させる 

 

 

 

 

 

               

未結合オリゴ 
の除去 

定量と希釈 
オリゴプールの 
ハイブリダイズ 

<Best Practice> 

- 次のステップへすぐに進む 

ステップ３ 未結合オリゴの除去   
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ステップ4 Extension-Ligation反応 

Extension-Ligation 

各ウェルに22 uLのELE/ELM混合液を加えたあと、20 uLのピペットで混合する。 

 

 

 

 

もし泡が入った場合には、100 xgで20秒遠心する 

サーマルサイクラーにプレートをセットし、下記のプログラムを実行する  

 

 

 

            

未結合オリゴ 
の除去 

定量と希釈 
オリゴプールの 
ハイブリダイズ 

Extension-Ligation 
反応 

<Best Practice> 

- 20 uLのピペットを使用して混合する（100 uLまたは200 uLのピペットは、 

混合液を調製する際にのみ使用する） 
- ピペットにビーズが残っていないことを確認する 

1) ヒートリッドオプションを100℃に設定  

2) 37℃ for 45分間  

3) 70℃ for 20分間 

4) Hold at 4℃ 
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ステップ4 Extension-Ligation反応    

EDP/EMMの調製 

この間にEDPとEMMの混合液を以下のようにLoBindチューブを用いて調製する 

 

 

 

 

次のPCRステップで使用するまで氷上に置く 

        

未結合オリゴ 
の除去 

定量と希釈 
オリゴプールの 
ハイブリダイズ 

Extension-Ligation 
反応 

サンプル数 EDP  EMM  

1サンプル 1.1 uL 21 uL 

16サンプル 17.6 uL 334 uL 

96サンプル 106 uL 2006 uL 
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ステップ5 PCR 

PCR反応液の調製 

使用するIndex1、Index2それぞれのインデックスプライマーを 

TruSeq Index Plate Fixtureに配置する 

22 uLのサンプルDNAにPCRの試薬を加える。氷上で行う。 

 

 

 

 

 

ピペットで混合する 

280 xgで20秒遠心した後、氷上に置く 

 

 

 

未結合オリゴ 
の除去 

定量と希釈 
オリゴプールの 
ハイブリダイズ 

Extension-Ligation 
反応 

PCR 

試薬 容量 

DNA 22 uL 

Index1 Primer 4 uL 

Index2 Primer 4 uL 

EDP/EMM 20 uL 

TruSeq Index Plate Fixture 
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ステップ5 PCR  

PCR 

サーマルサイクラーにプレートをセットし、下記のPCRプログラムを実行する 

 

 

 

 

 

 

   ※FFPEサンプルの場合、1サイクル追加  

   ※input DNAが10 ng以下の場合、1サイクル追加 

   ※アンプリコンのサイズが大きく、アンプリコン数が多い場合には、 

  サイクル数を減らしても良い 

 

       

未結合オリゴ 
の除去 

定量と希釈 
オリゴプールの 
ハイブリダイズ 

Extension-Ligation 
反応 

1) ヒートリッドオプションを100℃に設定  

2) 95℃ for 3分間  

3) X cyclse of:   

         98℃ for 20秒間 

         67℃ for 20秒間 

         72℃ for 40秒間 

4) 72℃ for 1分間 

5) Hold at 10℃ 

 

PCR 

Safe stopping point  

 プレートにシールをした後、2～8 ℃で2日間まで保存可。 

 あるいはサーマルサイクラーにオーバーナイトで置いておく。 
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ステップ6 精製 

精製 

PCRプレートをサーマルサイクラーより取り出し、280 xgで1分間遠心 

45 uLのサンプル溶液をプレートより取り出し、新しい96ウェルMIDIプレートに移す 

よく懸濁したSample Purification Beads (SPB)を36 uL添加 

1800 rpmで2分間プレートを撹拌 

室温で5分間インキュベート 

280 xgで1分間遠心 

磁気スタンド上にプレートを2分間(または、溶液が濁っている場合は透明になるまで) 置く 

上清を捨てる 

以下の洗浄操作を2回繰り返す 

  -  200 uLの80% EtOHを各ウェルに加える 

  -  室温で30秒間インキュベート 

  -  上清を捨てる 

 

 

未結合オリゴ 
の除去 

定量と希釈 
オリゴプールの 
ハイブリダイズ 

Extension-Ligation 
反応 

PCR 精製 

MIDIプレート:  

96ウェル0.8 ml深底プレート 
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ステップ6 精製 続き 

20 uLのピペットを用いて各ウェﾙに残っているEtOHを取り除く 

磁気スタンド上からプレートをはずし、室温で5分間風乾する 

続けて25 uLのRSBを各ウェルに加える 

1800 rpmで2分間プレートを撹拌。必要ならピペットでさらに撹拌を行う。 

室温で2分間インキュベート 

280 xgで1分間遠心 

磁気スタンド上にプレートを2分間(または、溶液が濁っている場合は透明になるまで) 置く 

精製されたライブラリーが完成 

20 uLの精製されたライブラリーを新しい96ウェルプレートに移す 

 

 

 

 

未結合オリゴ 
の除去 

定量と希釈 
オリゴプールの 
ハイブリダイズ 

Extension-Ligation 
反応 

PCR 精製 

Safe stopping point  

 プレートにシールをした後、-25℃～-15℃で6ヵ月間保存可能。  
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ステップ6 精製 続き 

ライブラリーの定性確認 

PCR産物の予想サイズは、以下の通り 

 

 

 

 

以下のいずれかの方法で残存溶液からライブラリーとコントロールサンプルの定性を確認する 

    1) 4%アガロースゲルに5 uLのサンプルを泳動 

    2) 6サンプルまでの場合、DNA 1000 chipを用いて1 uLのサンプルをBioanalyzerで測定 

    3) 16-96サンプルの場合、Standard Sensitivity NGS Fragment Analysisを用いて 

      2 uLのサンプルをAdvanced Analytical Fragment Analyzerで測定 

    4) 2-96サンプルの場合、D1000 ScreenTape assayを用いて1 uLのサンプルを 

       TapeStation用いて測定 

 

 

    

 

 

 

 

 

未結合オリゴ 
の除去 

定量と希釈 
オリゴプールの 
ハイブリダイズ 

Extension-Ligation 
反応 

PCR 精製 
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ステップ6 精製 続き 

未結合オリゴ 
の除去 

定量と希釈 
オリゴプールの 
ハイブリダイズ 

Extension-Ligation 
反応 

PCR 精製 
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ステップ7 Normalization 

LNA1/LNB1の調製 

1ライブラリーあたり44 uLのLNA1を15 mLコニカルチューブに加える 

続けて1000 uLのピペットを使用して1ライブラリーあたり8 uLのLNB1を加える。転倒混和する。 

 

Normalization 

45 uLのLNA1/LNB1溶液を各ウェルに加える 

1800 rpmで30分間プレートを撹拌 

  ※ 30分間以外の条件の場合、ライブラリーの表現型と 

          クラスター密度に影響する可能性あり 

磁気スタンド上にプレートを2分間 

(または、溶液が濁っている場合は透明になるまで) 置く 

上清を捨てる 

磁気スタンドからプレートを取り外す 

 

 

 

Normalization PCR 精製 

<Best Practice> 

- LNA1とLNB1の調製は 

1000 uLのピペットを使用する 

- 混合は全体的に撹拌されてい
ることを確認しながら実施する 
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ステップ7 Normalization 続き 

以下の洗浄操作を2回繰り返す 

  -  45 uLのLNW1を各ウェルに加える 

  -  1800 rpmで5分間プレートを撹拌 

  - 磁気スタンド上にプレートを2分間(または、溶液が濁っている場合は透明になるまで) 置く 

  -  上清を捨てる 

20 uLのピペットを用いて残存しているLNW1を各ウェルから取り除く 

直前に調製した0.1 N NaOHを30 uL加える 

1800 rpmで5分間プレートを撹拌 

もし撹拌が不十分な場合は、ピペットで混合した後、続けて1800 rpmで5分間プレートを撹拌 

磁気スタンド上にプレートを2分間(または、溶液が濁っている場合は透明になるまで) 置く 

30 uLのLNS2を新しい96ウェルプレートに加える 

磁気スタンドに置いたプレートから上清30 uLを取り、 LNS2が入ったプレートに加える 

1000 xgで1分間遠心 

Normalization PCR 精製 

Safe stopping point  

 プレートにシールをした後、-25℃～-15℃で30日間保存可。 
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ステップ8 ライブラリーのプール 

ライブラリーのプール 

プレートを1000 xgで1分間遠心 

5 uLのライブラリーを8連チューブに移す。 

 

 

 

1つのエッペンドルフチューブに上記ライブラリーを移す。ピペッティングして混合する。 

プールしたライブラリーが完成 

プールしたライブラリーをランに用いる。 

Normalization PCR 精製 
ライブラリーの 

プール 

Safe stopping point  

 プレートにシールをした後、-25℃～-15℃で7日間保存可。 
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プールしたライブラリーとHT1を混合する 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

System User Guideにしたがって、シーケンスを行う 

MiSeqランのセットアップ ライブラリーのロード 

ライブラリーの 
ロード 

MiSeq 

NextSeq 

http://support.illumina.com/downloads/nextseq-500-denaturing-diluting-libraries-15048776.html 

http://support.illumina.com/downloads/prepare_libraries_for_sequencing_miseq_15039740.html 
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TSCA Low Input Kit Training動画 

 Training 
https://support.illumina.com/sequencing/sequencing_kits/truseq-custom-amplicon-

low-input/training.html 

https://support.illumina.com/sequencing/sequencing_kits/truseq-custom-amplicon-low-input/training.html
https://support.illumina.com/sequencing/sequencing_kits/truseq-custom-amplicon-low-input/training.html
https://support.illumina.com/sequencing/sequencing_kits/truseq-custom-amplicon-low-input/training.html
https://support.illumina.com/sequencing/sequencing_kits/truseq-custom-amplicon-low-input/training.html
https://support.illumina.com/sequencing/sequencing_kits/truseq-custom-amplicon-low-input/training.html
https://support.illumina.com/sequencing/sequencing_kits/truseq-custom-amplicon-low-input/training.html
https://support.illumina.com/sequencing/sequencing_kits/truseq-custom-amplicon-low-input/training.html
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まとめ 

 TSCA Low Input kitは、アンプリコンのデザインから解析まで包括的なイル
ミナソリューションで実施可能 

 Input DNA品質によっては最小10 ngから実施可能。 

FFPEサンプルにも対応。 

 

参考データベース 

 TruSeq Custom Amplicon Low Input Kit 
http://jp.illumina.com/products/truseq-custom-amplicon-low-input.html 

 DataSheet 
http://jp.support.illumina.com/content/dam/illumina-

marketing/apac/japan/documents/pdf/datasheet_tru_seq_custom_amplicon_low_input.pdf 

 Training 
https://support.illumina.com/sequencing/sequencing_kits/truseq-custom-amplicon-low-

input/training.html 

 User Guide 
https://support.illumina.com/downloads/truseq-custom-amplicon-low-input-library-prep-

reference-guide-1000000002191.html 
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ご清聴ありがとうございました  

本日セッション終了後のご質問は、 

techsupport@illumina.comにお問い合わせください 

mailto:techsupport@illumina.com

