
Data Sheet: Sequencing

はじめに
TruSeq PCRフリーDNAサンプル調製キットは、業界で最も 
広く採用されているサンプル調製ワークフローを全面的に改良 
した製品であり、全ゲノムシーケンスアプリケーション向けに
最適化された、包括的なサンプル調製キットです。PCR増幅
のステップをなくした、PCRフリーのプロトコールは、PCR
に起因する典型的なバイアスを大幅に低減し、実績ある
TruSeqのワークフローをより効率化しました。その結果、従
来解読が困難だったゲノム領域においても、優れた品質のデー
タおよび詳細なシーケンス情報が得られるようになりました。
様々な研究デザインに対応するため2種類のキットを用意し
ており、24サンプル分試薬を含む低スループット研究向けの 
キットと、96サンプルに対応した高スループット向けのキット 
から選択できます（図1）。

サンプル調製を迅速化
PCRステップの削減と、サイズ選択をゲルからビーズに変更
することにより、実績あるTruSeq DNAサンプル調製ワークフ
ローがさらに効率化されました（図2）。本キットはかつてな
い柔軟性を実現しており、ロング（550bp）またはショート
（350bp）の2種類のインサート作製用のプロトコールで様々 
なアプリケーションのサポートが可能です。また、MiSeq®や
HiSeq® 2500システムのようにリード長が伸び続けているシス
テムにも対応可能です。マスターミックスに調製された試薬、
キットに付属のサンプル精製用ビーズ、および最適化された 
プロトコールによりライブラリー調製ワークフローが簡素化 
され、最小限のハンズオンタイムおよびわずかな洗浄ステップ
で多数のサンプルを処理することができます。TruSeq PCRフ
リーDNAサンプル調製キットは、ライブラリー調製に要する
時間を短縮し、細菌ゲノムのシーケンスからヒト全ゲノムシー
ケンスまでアプリケーションをより強力なものにします1。

TruSeq® PCRフリーDNAサンプル調製キット
バイアスのないデータと最高のカバレッジを提供する新たなスタンダード

特　長

• より迅速なサンプル調製
  PCRフリーのプロトコールにより、最も広く採用されている 
ケミストリーを使った迅速なサンプル調製

• 卓越したカバレッジ
  ライブラリーのバイアスおよびギャップが顕著に低減され、
より広いゲノム領域をカバー

• かつてない柔軟性
  2種類のリード長およびアプリケーションに対応できるよう
に最適化

• 実験を効率化するインデックス
  信頼性の高い96種類のインデックスにより最大限の 
実験効率を提供

図1：TruSeq PCRフリーDNAサンプル調製キット

革新的なサンプル調製ケミストリー
TruSeq PCRフリーDNAサンプル調製キットはシングル、ペア
エンド、およびインデックスシーケンス用のDNAライブラリー 
を調製できます。本プロトコールはCovarisを用いた超音波に
よる断片化を行い、平均インサートサイズが350bpの場合は
1µgのDNAスタート量、平均インサートサイズが550bpの場
合は2µgが必要になります。ライブラリーの調製は断片化し
たgDNAからスタートします（図2A）。フィルイン反応およ
びエキソヌクレアーゼ活性によりDNA断片の末端を平滑化し 
（図2B）、キットに付属のサンプル精製用ビーズによりサイ
ズ選択を行います（図2C）。両方のDNA鎖の平滑末端にA塩
基を付加した後、インデックスを含むアダプターとライゲー
ションさせます（図2D）。アダプターにはT塩基が1塩基余分
に付加されており、Aが付加されたDNA断片とライゲーション 
します。これらのアダプターには、シングルリード、ペアエン 
ドリードおよびインデックスリード用のシーケンスプライマー 
がハイブリダイズする相補的な配列全てが含まれていま
す。PCR増幅反応なしで、シングルインデックスまたはデュ
アルインデックスアダプターがDNA断片に結合し、クラス 
ター形成用のサンプルが調製されます（図2E）。

卓越したカバレッジ
TruSeq PCRフリーDNAサンプル調製キットは高品質なシー 
ケンスデータを産出し、解読が困難なゲノム領域においても深
い知見を得られます。PCRフリーのサンプル調製はライブラ
リーにおけるバイアスおよびギャップを低減し（図3）、卓越
したデータ品質をもたらします。TruSeqのワークフローから
PCR増幅をなくすことで、増幅バイアスが低減し、全ゲノム
に対するカバレッジ均一性が向上します（図4）。

TruSeq PCRフリーDNAキットはサンプルのライブラリー調製とインデッ 
クス化キットを含む効率的なソリューションです。低スループット研究
向けのTruSeq DNA PCRフリー LT キットは、（Set AとSet B合わせて） 
最大24種類のインデックスを用意しています。一方、高スループット研究
向けのTruSeq DNA PCRフリー HT キットは、96種類のデュアルイン
デックスを用意しています。
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*TruSeq DNA PCRフリーサンプル調製キット（LT）の場合、インデッ
クスはシングルインデックスのアダプターです。

TruSeq PCRフリーDNAで調製したライブラリーでは、ギャップの数と 
領域の合計が顕著に低減しています。ギャップの定義は、リード深度
が5x以下で、UCSCのmapabilityトラックにおいてアライメント可能性 
（alignability）が高いとされている、20bp以上の領域です。PCRフリー 
調製で相対カバレッジが低下している理由は、より少ないデータ量でよ
り高いゲノムカバレッジが得られることを示しています。

図2： PCRフリーでシーケンンス用のコンストラクトを 
アダプターとのライゲーションで生成

図3： ライブラリーのバイアスとギャップを低減

図4： より均一なカバレッジ

A

P

P

B

DNA インサート

DNA インサー

リード 1SP

リード 1SP

P5

P7

インデックス 2

インデックス 2

インデックス 2

インデックス 1

インデックス 1

インデックス 1

リード 2SP

リード 2SP

+
P

A
T

P
A

P

E

P5 P7

5’ 5’

P

P

A
A

P

P

D

C

ゲノムDNAを断片化します。

サンプル精製用ビーズを用い、特定の長さのインサートサイズを選択します。

A塩基を付加します。

デュアルインデックスのアダプターがDNA断片* にライゲーションされ、
クラスター形成用の最終産物が得られます。

DNA断片の末端を平滑化します。
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TruSeq PCRフリーDNAで調製したライブラリーはより狭い範囲で分布 
しており、ゲノム全体に対して優れたカバレッジ均一性を有することを
示します。

PCRフリーの本キットは、GCリッチな領域、プロモーター領
域、およびリピート領域といった、これまで解析が困難であっ
たゲノムコンテンツにおいても優れたカバレッジが得られるた
め（図5）、シーケンス1ランからより多くのゲノム情報が得
られます（図6）。

効率的なサンプルのマルチプレックス
TruSeq PCRフリーDNAサンプル調製キットは、サンプルの 
マルチプレックス化に革新をもたらしました。本キットのイン
デックスは、PCRを介さないシンプルな方法でサンプルDNA
断片に付加されます。実験を効化するために、一義的にイン 
デックス化された最大96サンプル分をプールしたプレートで
提供します。これにより、イルミナの全てのシーケンサーにお
いて、フローセルの1レーン中で同時に複数のサンプルのシー
ケンスが可能になります。
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TruSeq DNAサンプル調製キットのようにPCRベースのワークフローで調製したライブラリーと比較した場合、PCRフリーのライブラリーはゲノムの解読 
困難な領域のカバレッジを改善します。これらの領域はUCSCゲノムブラウザのRefSeq遺伝子で定義されている、既知のヒトタンパク質コーディング 
およびノンコーディング、エクソンおよび遺伝子を含みます。AT 2塩基は、30塩基のAT 2塩基繰り返し配列として定義。High GCはGC含量 ≥ 75%の 
100塩基として定義。Gリッチ領域はG含量 ≥ 80%の30塩基として定義。Huge GCは、GC含量 ≥ 85%の100塩基として定義。  
「解読困難」プロモーターは、Broad Instituteによる経験的な定義で、ゲノムカバー率が不十分な100ヶ所のプロモーター領域と定義します。

図5： 解読困難な領域のカバレッジが向上

図6： PCRフリーのプロトコールにより、 
GCリッチ領域のカバレッジギャップを解消

カバレッジが向上したTruSeq PCRフリーDNAのライブラリーでは、結
果としてカバレッジのギャップが減少します。ここではRNPEPL1プロ
モーター（A）およびCREBBPプロモーター（B）のGCリッチなコー
ディング領域を例として示しています。PCRフリーのシーケンス情報は 
AおよびB各図の上半分に、TruSeqサンプル調製（PCR有り）のシーケンス 
情報は下半分に示してあります。
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シーケンス後、インデックスを利用してデータの振り分けを
行うデマルチプレックスを行い、各リードをプール中の適切な 
サンプルに正確に割り当てます。TruSeq DNA PCRフリー LT
キットは、デマルチプレックスにシングルインデックスを使用
します。一方、TruSeq DNA PCRフリー HTキットではデュア
ルインデックスを採用しており、2種のインデックスのユニー
クな組み合わせを用いてデマルチプレックスを行います。LT
キットは2種類の12インデックスのセットで最大24インデック
スが利用できます。HTキットは96インデックスを提供し、効
率的な実験デザインを可能にします。

多サンプルの実験を手軽に管理するには、無償のソフトウエ
アツールであるIllumina Experiment Managerをご利用くださ
い。プレート形式になっているので反応のセットアップを簡単
に行うことができます。本ツールはまた、シーケンスランのた
めのインデックスサンプルシート（サンプルマルチプレックス
のマトリックス）を素早く設定でき、またデマルチプレックス
も自動的に行うことができます。

シンプルなソリューション
サンプル調製用試薬、サンプル精製用ビーズ、およびマルチプ
レックスサンプルのための強固なTruSeqバーコードを含み、
イルミナの全シーケンサーにおいて最高のパフォーマンスを得
るために最適化された、完全なサンプル調製法を提供する包括
的なソリューションです。TruSeq PCRフリーDNAサンプル調
製キットは、24サンプルおよび96サンプルの2種のオプション 
があり、実験のスケールに対応したアプローチが可能です。簡
素化されたワークフローとマルチプレックスのオプションによ
り、TruSeq PCRフリーDNAのプロトコールは、最速のライブ 
ラリー調製法と最高品質のシーケンスデータを提供します。
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製品情報

仕様

製品名 カタログ番号

TruSeq DNA PCR-Free LT Sample 
Preparation Kit, Set A (24 samples)

FC-121-3001

TruSeq DNA PCR-Free LT Sample 
Preparation Kit, Set B (24 samples)

FC-121-3002

TruSeq DNA PCR-Free HT Sample 
Preparation Kit (96 samples)

FC-121-3003

仕様 TruSeq DNA  
PCR-Free LT Kit

TruSeq DNA  
PCR-Free HT Kit

キット当たりの 
サンプル数

24サンプル 96サンプル

利用可能な 
インデックス

シングルインデックス
による 24種

デュアルインデックス
の組み合わせによる

96種

インデックスの 
包装形態

個別のチューブ
96ウェルプレートに

セット済み

インプットDNA 1～ 2µg

アッセイ時間 約 5時間

ハンズオン 
タイム

約 4時間

対応するイルミナ
シーケンサー

HiSeq、HiScanSQ™、 
Genome AnalyzerIIx、およびMiSeqシステム

まとめ
TruSeq PCRフリーDNAサンプル調製キットは、TruSeqの 
ワークフローを最適化した結果、あらゆる生物種のサンプル調
製を迅速に行えるようになりました。選択可能なプロトコール
オプションの存在により、より高い柔軟性を有し、多様なアプ
リケーションおよびゲノム研究に対応します。また、PCRフ
リーキットはPCR由来のバイアスを排除し、精細で正確なゲ 
ノム情報をもたらします。TruSeq PCRフリーDNAサンプル
調製キットの迅速なワークフローおよび卓越したデータ品質を
活用することで、高品質なゲノムデータを素早く得られます。
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