
次世代シーケンサー向けライブラリー調製キット 
DNA編

DNAライブラリー作製のためのライブラリー調製キットとして、イルミナでは 2つのタイプのキットを提供してい
ます。Covarisを用いて機械的にDNAを断片化する TruSeqシリーズと、タグメンテーション酵素反応により断
片化とアダプターの付加を同時に行うNexteraシリーズです。

1  TruSeqシリーズ
TruSeq PCRフリー DNAサンプル調製キット
PCRフリーの本キットは、GCリッチな領域、プロモーター領域といった解析が困難なコンテンツにおいても優れたカバレッジが得
られます。さらに、サイズ選択をビーズで行うことで、ワークフローが効率化され、わずか 5時間でライブラリー作製が可能です。

微生物からヒト全ゲノムまで幅広い生物種を PCRバイアスなくシーケンスすることが可能で、さらには全てのイルミナのシー
ケンサーでご利用いただけます。

TruSeq Nano DNAサンプル調製キット
本キットは、わずか 100ngのスタート量でシーケンスが可能なため、腫瘍サンプルなど限られたサンプルに適しています。アッ
セイワークフローは、TruSeq PCRフリー DNAサンプル調製キットと同様で、最後に 8サイクルの PCRステップが含まれます。

TruSeq DNA 
PCR-Free LTキット

TruSeq DNA 
PCR-Free HTキット

TruSeq Nano DNA 
LTキット

TruSeq Nano DNA 
HTキット

カタログ番号 FC-121-3001（SetA）
FC-121-3002（SetB）

FC-121-3003
FC-121-4001（SetA）
FC-121-4002（SetB）

FC-121-4003

サンプル数 24サンプル 96サンプル 24サンプル 96サンプル

利用可能なインデックス数 24種類（SetAとBの組み合わせ） 96種類 24種類（SetAとBの組み合わせ） 96種類

インサート長 350bp or 550bp 350bp or 550bp

インプットDNA量 1-2μg 100-200ng

TruSeqシリーズアッセイワークフロー

TruSeqサンプル調製キット アッセイワークフロー
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100-200ng ゲノムDNAを断片化

精製用ビーズで、特定の長さのインサートを選択（350bpまたは550bp）

塩基の付加

アダプターのDNA断片へのライゲーション、クラスター形成用の最終産物

PCR 8サイクル （TruSeq Nano DNA キットのみ）

DNA断片の末端を平滑化
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2  Nexteraシリーズ
Nextera DNAサンプル調製キット
わずか 50ngの DNA量からスタートし、独自の酵素反応により、90分でライブラリー作製が終了する簡単なワークフローです。
別途インデックスキットをご購入いただくことで、最大 96サンプルをプーリングし、シングルレーンで同時シーケンスが可能です。

Nextera XT DNAサンプル調製キット
1ngの超微量 DNA量からスタートできる本キットは、微生物や細菌、ウィルスなどの小さなゲノム、PCRアンプリコン、プラ
スミドに最適化されたキットです。別途インデックスキットをご購入いただくことで、最大 384サンプルまでのマルチプレックス
化が可能になりました。また、ビーズを用いたサンプルのノーマライゼーションステップの採用により、サンプルプール前およ
びシーケンス前のライブラリー定量が不要です。

Nextera DNAキット Nextera XT DNAキット

カタログ番号
FC-121-1030 （24 Samples）
FC-121-1031 （96 Samples）

*インデックスキット別売

FC-131-1024（24 Samples）
FC-131-1096 （96 Samples）

*インデックスキット別売

サンプル数 24/96サンプル 24/96サンプル

利用可能なインデックス数 最大 96 最大 384

一般的なインサート長 250bp 300bp

インプットDNA量 50ng 1ng

DNAサンプルタイプ
ゲノムDNA 

PCRアンプリコン
ゲノムDNA（≦20Mb） 

PCRアンプリコン、プラスミド

ビーズノーマライゼーション 不可 可

Nexteraサンプル調製キット アッセイワークフロー

クラスター形成用の最終産物

タグメンテーション
（トランスポゾンによる断片化）

PCR増幅
（Nextera 5サイクル、Nextera XT 12サイクル）

Nextera改変型トランスポゾン
ゲノムDNA
（Nextera 50ng, Nextera XT 1ng）

~ 300 塩基

P5配列

P7配列

インデックス配列1

インデックス配列2

p5 Index1 Rd1 SP p7Index2Rd2 SP
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3  Nexteraメイトペア
De novoアセンブル、ゲノムフィニッシュを効率よく行いたいときには、Nexteraメイトペアサンプル調製キットをご利用ください。
このキットは、NexteraタグメンテーションによるDNA断片化とTruSeqサンプル調製キットによるライブラリー作製を組み合
わせています。

Nexteraメイトペアサンプル調製キット
ゲルフリーのプロトコールでは、1μgの微量 DNA量からスタートでき、Nexteraタグメンテーションで 2-15kbインサートサイ
ズを作製し、TruSeq DNAサンプル調製キットでライブラリーを作製します。オプションのゲルありのプロトコールでは、正確
なインサートサイズの選択も可能です（DNAスタート量 4μg）。

Nexteraメイトペアサンプル調製キット アッセイワークフロー
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メイトペアタグメント酵素によりゲノムDNA（青色）をタグメンテーションします。
このとき、タグメンテーションされたDNA分子の両端にはビオチン化ジャンクション
アダプター（緑色）が付加されます。

タグメンテーションされたDNA分子を環状化します。ゲノムDNAフラグメントの両端
が、2コピーのビオチン化ジャンクションアダプターでつながれます。
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環状のDNA分子を再度断片化し、短いフラグメントにします。ジャンクションアダプ
ターに存在するビオチンタグ（B）を介し、元のジャンクション部分を含むサブフラグ
メントを集めます。

末端修復およびAテイル付加の後、TruSeq DNAアダプター（灰色および紫色）がライ
ゲーションされ、増幅およびシーケンスが可能になります。

DNAスタート量 カタログ番号 サンプル数

ゲルフリー 1μg FC-132-1001 48

ゲルあり 4μg FC-132-1001 12

Nexteraメイトペアライブラリーの多様性

調製方法 DNAスタート量 フラグメントサイズ 多様性 *

Nexteraメイトペアゲルフリー 1µg 約 2～ 15Kb 8億 6000万

Nexteraメイトペアゲルあり 4µg 約 2～ 4Kb 5億 6800万

Nexteraメイトペアゲルあり 4µg 約 5～ 7Kb 3億 9600万

Nexteraメイトペアゲルあり 4µg 約 6～ 10Kb 1億 200万

この表は、重複しないフラグメント数で示される多様性の値を例として示しています。Nexteraメイトペアキットを使用して実際に得られる多様性は、スタートDNA量、DNAの品質、
プロトコール実施の精確さなど複数の要素によって変化します。
*ライブラリーの多様性は、データセット中のユニークなリードペア数を Lander-Watermanの方程式に基づく方法で算出しました。



4  TruSeq Synthetic Long-Readライブラリー調製キット
モデル生物や非モデル生物のドラフト配列決定、ヒト全ゲノムフェージングアプリケーションに対応した TruSeq Synthetic Long-

Readライブラリー調製キットは、TruSeqとNexteraケミストリーを組み合わせて約 10kbの合成ロングリードを構築すること
ができます。イルミナの既存システム（HiSeq）でシーケンス後、データ解析は、BaseSpace Cloud専用アプリで行います。

TruSeq Synthetic Long-ReadによるDNAライブラリー調製ワークフロー

D

調製したライブラリーのシーケンスを行い、BaseSpace 専用アプリ
により、ショートリードからロングリードを構築します。

B

DNA断片を384ウェル内で、クローン増幅します。

A

ゲノムDNAを約10kbの長さに断片化した後、アダプターをDNA断片
にライゲーションします。

C

増幅されたDNA断片は、さらにタグメント化され、PCR反応により
独自のインデックスが付加されます。その後、384のすべてのウェル
由来のインデックス化されたDNA断片をプールし、精製後にサイズ
選択を行います。

TruSeq Synthetic Long-ReadとNexteraメイトペアの違い

TruSeq Synthetic Long-Read Nexteraメイトペア

特徴
ショートリードを合成してロングフラグメントの配列を
構築。ロングリード全般に対して高精度の塩基情報が
得られる。現在はHiSeqのみに対応。

環状化したロングフラグメントの末端のみを読み取る。
すべてのイルミナNGSシステムで利用可能。

原理

•   DNAを約 10Kbに断片化（ロングフラグメント）した後、
さらにNexteraでタグメンテーション

•   もとのロングフラグメントすべてを、ショートリードで読み
取り、アセンブルして合成ロングリードを構築

•   DNAを約 5～ 8Kbに断片化（ロングフラグメント）した後、
環状化

•   環状化した接点を抽出しシーケンス（ロングフラグメントの
末端配列のみを解析）

目安となるゲノム 40Mbサイズ以上のゲノム 主に微生物でよく使われる

DNAスタート量 500ng
ゲルフリー　1µg
ゲルあり　　4µg

リードの長さ 約 10Kbをアセンブル 5～ 8Kb離れた DNA断片の両端のみシーケンス

インデックス なし（1サンプルあたり必要なシーケンス量が多いため） 1ランあたり12サンプルまで対応化

ライブラリー作製に
かかる時間 3日 1.5日

ライブラリーコスト 高 安

対応システム HiSeq HiSeq、NextSeq、MiSeq、GA

シーケンス量の目安
1サンプルあたり（384ウェルプレートあたり） およそ HiSeq 
1レーン分。ただし生物種のゲノムサイズに応じて、
ウェルプレートおよびシーケンス量を適宜調整。

生物種ゲノムサイズの 30～ 60xカバレッジを目安とする

解析 BaseSpace専用アプリ メイトペアリード解析が可能なソフトウェア

Pub. No. DNAライブラリー調製 28JAN2015
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