
Nextera® メイトペアサンプル調製キット
De novoシーケンスおよび構造変異検出を可能にする、インサートサイズの長いライブラリー
作製に最適なサンプル調製キット

特　長

• 迅速かつ簡便なメイトペアサンプル調製
 DNAからライブラリー作製まで2日以内、簡便なタグメンテー 
 ション反応の利用と少ないDNAスタート量

• 2つのプロトコールをサポート
 ゲルフリーおよびゲルありのプロトコールにより、de novo  
 アセンブリおよび構造変異検出を含む幅広いアプリケーション 
 に対応

• 優れたデータ品質
 多様性に富むライブラリーで、最大のデータ量を産出

• メイトペアのトータルソリューション
 使いやすくまとめられたキットには、効率良くメイトペアを 
 調製するための試薬およびインデックスをパッケージ

はじめに
メイトペアシーケンスでは、インサートの長いペアエンドライ
ブラリーが必要です。Nexteraメイトペアサンプル調製キット
はゲルフリーおよびゲルありのプロトコールを用意しており、
多様なアプリケーションおよびDNAスタート量に対応できま
す。少ないDNAスタート量でできるゲルフリーの頑健なプロ
トコールは、多様性に富んだライブラリーの作製と、より深い
カバレッジのシーケンスが可能になります。サイズ選択のス 
テップを含むゲルありのプロトコールは、サイズ分布が狭いフ
ラグメントを生成できるので、構造変異検出に向いています。
ゲルありのプロトコールで調製したライブラリーでは、より長
いリピート領域のシーケンス情報を得ることができ、de novo
ゲノムアセンブリを可能にします。

簡便なメイトペアワークフロー
Nexteraメイトペアのプロトコールは、簡便なワークフロー
（図1）で、シーケンス可能なライブラリーを2日以内で調製 
できます。キットに含まれているTruSeq DNAサンプル調製の 
試薬はマスターミックスになっているため、アッセイのステップ 
数が減り、結果としてハンズオンタイムはわずか3時間に短縮
されました。Nexteraの「タグメンテーション」反応は、特別
に開発されたトランスポソームであるメイトペアタグメント 
酵素を用い、サンプルDNAの断片化およびタグ付けを同時
に行います。簡素化されたこの手法では、断片化が起こった
DNAの部位のみがビオチン化され、問題となる内側領域のビ
オチン化は起こりません。

2つのプロトコールをサポート
Nexteraメイトペアサンプル調製は、2つの異なるサイズ選択
オプションがあります（表1）。

ゲルフリーのプロトコールのDNAスタート量はわずか1µgで、
広範なサイズのフラグメントを有する、多様性に富んだメイト 
ペアライブラリーを作製できます（図2A）。このプロトコール
は、ゲノムサイズの小さい微生物ゲノムのルーチンなde novo 
アセンブリ、またはDNA量に限りのあるサンプルから安定した 
メイトペアデータを作製するのに最適です。ゲルフリーのプロト 
コールは、より迅速で簡潔なオプションを提供し、必要とする
スタート量が少ないため、メイトペア解析を効率的におこなえ 
ます。ゲルありのプロトコールは必要とするスタート量が4µg 
で、汎用的なアガロースゲルまたはSAGE社のPippin Prepゲル1 

が必要ですが、より厳密なサイズ選択が可能です。ゲルありの
プロトコールで調製したライブラリーは、サイズ分布が狭いた
め、構造変異の検出を容易にします（図2Bおよび3）。フラグ
メントのサイズをより厳密にコントロールできる点から、複雑
なゲノムのde novoアセンブリおよび構造変異検出といった、
より高度なメイトペアアプリケーションに最適です。

図1：Nextera メイトペアワークフロー
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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。

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。

Nexteraメイトペアサンプル調製キットの簡便なワークフローは、ライ
ブラリー調製を2日以内に行うことができ、2～15Kbのフラグメントを
作製できます。
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多様性に富んだライブラリー
Nexteraのタグメンテーション反応では、多様性に富むライブ
ラリー（表2）を作製し、作製されたライブラリーはイルミナ
の全シーケンサーで使用できます。ライブラリーの多様性は、
あるライブラリー中に存在する重複しないフラグメントの数と
して定義されます。Nexteraのメイトペアプロトコールでは、
何百万もの重複しないフラグメントを作製することができるた
め、ライブラリーの多様性を高まり、その結果重複している 
リードを減らし、データ産出量を増やします。

また、Nexteraメイトペアサンプル調製キットでは、識別可能
なジャンクション配列でフラグメントの末端を標識しているた
め、バイオインフォマティクスにおける解析が大幅に軽減され
ます。検出可能なジャンクション配列が存在することで、フラ
グメントを正確に検出でき、より長いリード長のシーケンスが
可能になります。これは、メイトペアのジャンクションを精確
に同定し、トリミングできるためです。

メイトペア調製のソリューション
Nexteraメイトペアサンプル調製キットには、Nexteraメイト
ペア試薬に加え、TruSeq DNAサンプル調製試薬およびイン 
デックスの全ての試薬が含まれています。Nexteraメイトペア
のタグメンテーションおよび環状化の後、ビーズ上でTruSeq
の反応を行い（図1）、精製のワークフローを簡略化するとと
もにサンプルのロスを低減しています。このように統合された
ソリューションにより、サンプル調製のワークフローが効率化
され、1レーン当たりのサンプル数を増やしてシーケンス効率
の向上、ゲノムサイズの小さい生物種のマルチプレックスシー 
ケンスを可能にします。Nexteraメイトペアサンプル調製キット 
は大規模な実験が可能なように、TruSeq DNAサンプル調製の 
アダプターインデックスを採用して、1キットあたり12イン 
デックスをサポートしています。必要な試薬全てが、使いや
すくコスト効率のよいセットになっているNexteraメイトペア 
サンプル調製キットは、より迅速かつ簡便なメイトペア調製の
ためのオールインワンソリューションです。

図2：2つのプロトコールにおけるフラグメントサイズの分布の比較

図3：フラグメントのサイズ分布

パネルAは、Nexteraメイトペアプロトコール（ゲルフリー）を用いて調製した大腸菌メイトペアライブラリーのフラグメントサイズ分布です。サイズが広
範囲に広がっています。パネルBは、ゲルありのプロトコールで自動化装置Pippin Prepによるサイズ選択を行って調製した大腸菌メイトペアライブラリー
のフラグメントサイズ分布です。
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上の図は、同一のタグメンテーション反応液から調製した、3つの大腸
菌メイトペアライブラリー（3Kb、5Kb、および8Kb）におけるフラグ
メントサイズ分布を示します。これらのライブラリーは、Nexeteraメイ
トペアプロトコール（ゲルあり）で、アガロースゲルによるサイズ選択
を行い調製しました。
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表1：Nextera メイトペアプロトコール

表2：Nextera メイトペアライブラリーの多様性＊

製品情報

＊ 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2。

本キットには、Nexteraメイトペア試薬およびTruSeq試薬とインデックス 
が含まれます。

まとめ
迅速かつ簡便なワークフローにより、Nexteraメイトペアサン
プル調製キットは、高品質なシーケンスライブラリーを2日以
内で調製できます。ゲルフリーおよびゲルありのオプションに 
よって、多様なアプリケーションに対応する柔軟性を有しま
す。トランスポソームによるタグメンテーション、識別可能な
ジャンクション配列、インデックス対応により、Nexteraメイ
トペアサンプル調製は、メイトペアアプリケーションにおける
最も簡便な製品となっています。
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