
特長
迅速で簡単なワークフロー
少ないステップ数と少ない操作でライブラリー調製時間
を短縮
最適化されたライブラリー調製
ノーマライゼーションの必要がなく、ゲノムDNAや血
液、唾液から安定した結果を取得
サンプル調製の統合
さまざまなサンプルに対して、DNA抽出も統合したワー
クフローによる効率性とデータの一貫性を向上
高品質なデータ
機械的断片化法と遜色ないバイアスの少ないシーケンス
データ

はじめに
WGSは、320億塩基のヒトゲノムを調べるうえで最も網羅的な
バイアスのない方法です。1,2シーケンスコストを大幅に抑え、迅
速に大量のデータ出力を可能にするWGSの能力は、ヒトゲノム
研究のためのパワフルなツールとなっています。しかし、多くの
研究室では次世代シーケンス（NGS）ワークフローのライブラ
リー調製段階で問題を抱えています。この問題は、ライブラ
リー調製前後に必要な複数のステップが主な原因です。ライブラ
リー調製前のステップにはDNA抽出、定量、および断片化があ
り、ライブラリー調製後のステップにはライブラリー品質確認、
ライブラリー定量およびノーマライゼーションがあります。

DNAFlex Library Preparation Kitは均一なカバレッジをもたらし、
ヒトWGSアプリケーションのために信頼できる結果を生み出します。

Nextera DNA Flex Library Preparation KitはNextraシリー
ズの中で最新の進化を遂げています。Nextera DNA Flex Library
Preparation Kitは、ライブラリー調製前後の複数のステップを
統合したユニークなケミストリーを特徴としており、

Nextera™ DNA Flex Library Preparation Kit
によるヒト全ゲノムシーケンス
血液、唾液、ゲノムDNAなど、ヒト由来サンプルから柔軟かつ迅速にライブラリーを調製
し、均一なカバレッジのヒト全ゲノムシーケンス（WGS）を実現

-Nextera DNAFlexライブラリー調製は使いやすく、血液や唾液の前処理工程を統合し、シーケンスおよび
データ解析を含むスリム化したワークフローの一部です。

本製品の使用目的は研究に限定されます。診断での使用はできません。

図 1: Nextera DNA Flex Library Prep Kitを用いたヒトWGS-Nextera

図 2: Nextera DNA Flexライブラリー調製ワークフロー

イルミナのライブラリー調製製品ラインナップ中で最も少ないス
テップで最も短時間のワークフローを実現します（図2）。スピ
ードと効率性の向上に加えて、サンプルタイプ、インプット量、
およびヒトWGSを含めた幅広い対応アプリケーションに非常に
優れた柔軟性を提供します（図1）。
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Nextera DNA Flex Library Preparation Kitは、全てのイルミ
ナシーケンサーと互換性があり、世界の90％以上のシーケンス
データを生み出している実証された精度のあるイルミナ
sequencing by synthesis（SBS）ケミストリーによって均
一なゲノムカバレッジをもたらします*。Nextera DNA Flex
Library Preparation Kitは、ライブラリー調製、シーケンスお
よびBaseSpace™ Sequence Hubによる簡単なデータ解析を
含む統合されたNGSワークフローの一部であり（図2）、
Nextera DNA Flex Library Preparation KitはヒトWGSアプ
リケーションにおいて信頼できる結果をもたらします。

最適化されたライブラリー調製
Nextera DNA Flex Library Preparation Kitの主な進歩は、
ビーズ上のタグメンテーションであり、ビーズに結合したトラン
スポソーム（BLT）を用いて、DNA断片化とイルミナシーケン
スプライマーのタグ付けを同時に行います（図 4）。

ビーズ上のタグメンテーションによって、さまざまな重要な利点
が得られます：
幅広いDNAのインプット量（100～500 ng）に対し、ス
タート時のDNAサンプルを正確に定量する必要がなく、時間
の節約およびDNA定量とノーマライゼーションの試薬、キッ
ト、および機器に関連するコストを削減します。
個別のDNA断片化ステップの必要がなく、時間の節約と個別
の周辺機器または酵素系キットに関連するコストを削減しま
す。
幅広いDNAのインプット量（100～500 ng）に対し、プー
ルとシーケンス前の個別のライブラリー定量とノーマライ
ゼーションの必要がありません。

さらに、使いやすいワークフローは操作ステップの数を減らし、
自動ライブラリー調製用の自動液体分注システムをサポートしま
す。これらのワークフローの利点を統合したことで、Nextera
DNA Flexがイルミナのライブラリー調製製品のラインナップ中
で最も迅速で少ないステップのワークフローとなっています（図
3）。

-（A）BLTによ
るタグメンテーション。（B）少ないサイクルのPCRによってシーケンス用
DNA断片を増幅し、インデックスとアダプターを付加します。（C）シーケン
ス用ライブラリーを洗浄しプールします。

*ファイル上で算出されたデータIllumina, Inc., 2015.

-16サンプルをマルチチャネルピペットで一度に処理した場合の時間を算出しています。TWT＝DNA抽出から
ライブラリーノーマライゼーションおよびプールまでの合計ワークフロー時間具体的な方法を想定し計算されたワークフローステップ時間：DNA抽出（QIAamp
DNAMiniKitまたは、Flex Lysis Kit）、DNA定量（Qubit）、DNAの断片化（Covaris）、手作業によるライブラリーのノーマライゼーションとプール
（Bioanalyzer）。所要時間は、使用機器、サンプル数、自動化法、使用者の経験度によって異なる場合があります。グレーで示したワークフローステップは、ライ
ブラリー調製キットのステップに含まれていません。

本製品の使用目的は研究に限定されます。診断での使用はできません。

図 3: Nextera DNA Flexによる最短のワークフロー

図 4: Nexteraのビーズ上のタグメンテーションケミストリー

タグメンテーション
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サンプル調製の統合
Nextera DNA FlexLysis Kitを用いることで、採取したばかり
の血液や唾液サンプルから直接DNAを抽出でき、時間の節約と
コストを削減する一方で、データの一貫性が改善されます。
Nextera DNA FlexFlex Lysis Kitは、Nextera DNA Flex
Library Preparation Kit用に最適化され、実証されています。
溶解プロトコールは、便利なビーズ法を採用した試薬を用いて
行い、必要な操作時間は30分未満であり、Nextera DNA Flexの
タグメンテーション反応に直接用います。

最適化されたNextera DNA Flexライブラリー調製の性能を示す
ために、ヒトの血液および唾液からデュプリケートの8サンプルを
を回収し、4℃で保存し、回収後24時間以内に処理を行いました。
Fragment Analyzerによる品質確認の結果、調製したライブラ
リーの安定したサイズと濃度を示しています（図5および表1）。

-デュプリケートの8サンプル
（合計16サンプル）の全血液成分および唾液から調製したライブラリーを
Fragment Analyzerによって解析します。

表 1: ヒト血液および唾液サンプルに対する定量とライブラリー
断片サイズ

血液 唾液

平均収量（16サンプル）a 9.99 ng/µl 8.96 ng/µl

フラグメントサイズ 324 317

a. 定量はQubit dsDNA HS Kitを用いて実施。

高品質なデータ
Nextera DNA Flex Library Preparation Kitは、TruSeq
Nano DNA LIbrary Preparation Kitに相当するレベルで、バイ
アスを抑えることでヒトゲノムの均一なカバレッジをもたらし
（図 6）、かつシーケンスが困難な領域について他にはないカ
バレッジをもたらします（図7）。Nextera DNA Flex Library
Preparation KitはTruSeq Nano DNA Library Preparation
Kitで用いられる方法のような、機械的断片化法と同程
をもたらします（表2）。さまざまなパラメーターでデータ品質
を更に評価することによって、あらゆるイルミナのシーケンサー
において、複数の異なるサンプルタイプから高品質なライブ
ラリーを作製するNextera DNA Flex Library Preparation
Kitの性能を示しています（表3）。

-Nextera DNAFlex Library
Preparation KitはTruSeq Nano DNALibrary Prep Kitと同等に、ゲノムに
均一なカバレッジをもたらします。

-Nextera DNAFlex Library
Preparation Kitは、TruSeq Nano DNALibrary Prep Kitと同等に、高ATコ
ンテンツおよび高GCコンテンツの領域など、困難なゲノムコンテンツについて
素晴らしいカバレッジをもたらします。高ATおよび高GCは、それぞれ 75%
のATまたはGCコンテンツのある100塩基として定義しています。

本製品の使用目的は研究に限定されます。診断での使用はできません。

図 5: Nextera DNA Flex Librariesの品質確認

図 7: 困難な領域での優れたカバレッジ

図 6: ヒト全ゲノムのカバレッジの均一性

度の結果
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表 2: Nextera DNA FlexおよびTruSeq Nano DNA Library
Prep Kitの性能比較

パラメーターa
Nextera DNA
Flex Library
Prep Kit

TruSeq Nano
DNA Library
Prep Kit

サンプル数 20 20

ラン数 5 4

ペアエンドリードPFの合計数 3.7× 108 3.7× 108

常染色体コール率 96.5% 96.9%

エクソンコール率 98.4% 98.4%

＞10×の常染色体率 98.5% 98.6%

SNVコール率 98.7% 98.7%

SNV精度 99.8% 99.7%

Indelコール率 93.7% 92.9%

Indel精度 97.0% 94.9%

a. データは、それぞれのライブラリー調製キットを用いた平均20サンプルの
ラン。

略語：PF、パスフィルター；SNV、シングルヌクレオチドバリアント；
挿入/欠失

表 3: サンプルタイプによるNextera DNA Flex性能a

NovaSeq
Saliva

95.49

98.20

95.38

98.77

30.79

311

931,648,654

a. データ解析は、BaseSpace Sequence Hub Whole Genome
Sequencing v5.0 Appを用いて実施。

HiSeq X™

gDNA
NovaSeq™

gDNA
NovaSeq
Blood

NovaSeq
Saliva

b. 「PASS」ジェノタイプコールによる非N参照配列位置の割合。コール率
は、ジェノタイプコールを行うために必要な品質パラメーターを通過した
データ内のベースコールの割合。塩基品質、アライメントクオリティ、およ
び最小カバレッジ値は考慮されています。

略語：gDNA、ゲノムDNA；bp、塩基対。

まとめ
Nextera DNA Flex Library Preparation Kitは、DNA抽出、
定量、断片化およびライブラリーのノーマライゼーションを組み
合わせた革新的なワークフローを特徴とし、イルミナのライブラ
リー調製製品のラインナップ中で最短かつ最小ステップ数のワーク
フローを実現します。ビーズ上のタグメンテーションケミストリー
によって、幅広いDNAインプット量、さまざまなサンプルタイ
プ、幅広いアプリケーションに対するサポートが可能になりま
す。 Nextera DNA Flex Library Preparation Kitは、機械的
断片化法と同等の最小バイアスでゲノムシーケンスの結果をも
たらします。 Nextera DNA Flex Library Preparation Kit
は、簡単で使いやすいワークフローで最適化された性能を持ち、
ヒトWGSのための理想的なソリューションです。

製品情報
製品名 カタログ番号

Nextera DNAFlex Library Prep Kit (24 samples) 20018704

Nextera DNAFlex Library Prep Kit (96 samples) 20018705

Flex Lysis Reagent Kit 20018706

Nextera DNACD Indexes (24 indexes,24 samples) 20018707

Nextera DNACD Indexes (96 indexes,96 samples) 20018708

詳細はこちらから
Nextera DNA Flex Library Preparation Kitに関するより詳細
な情報については、 をご覧
ください。
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NovaSeq
Blood

95.40

98.00

95.30

98.56

30.12

310

754,207,938

NovaSeq™

gDNA

95.28

98.20

95.12

98.86

29.92

308

764,427,030

HiSeq X™

gDNA

94.95

97.33

95.12

98.20

29.95

338

732,982,146

常染色体
コール率b

常染色体
エクソンコール率b

15 ×での常染色体
カバレッジ率

15×でのエクソン
カバレッジ率

平均カバレッジ

パスフィルター
リード数

インサートサイズ
（bp）
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