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TruSeq™ カスタムアンプリコン
高速・高マルチプレックス解析を加速化するアンプリコンシーケンスソリューション

図1：TruSeq カスタムアンプリコンのワークフロー

DesignStudioを使用して
カスタムオリゴプローブをデザイン

TruSeq カスタムインデックスによる
インデックスのライブラリーへの付加

自動クラスター形成と
MiSeq システムによるシーケンス

Illumina Amplicon Viewerを
使用してデータを視覚化

TruSeq カスタムアンプリコンアッセイ
によるテンプレートライブラリー作製

ライブラリーを標準化およびプーリング

TruSeq カスタムアンプリコンはオンラインでのプローブデザイン、ま
たアッセイ、シーケンス、自動データ解析と結果を検討するためのオフ
ラインソフトウェアを含むEnd-to-Endの完成されたアンプリコンシー
ケンスソリューションです。

特　長

• アッセイのカスタマイズが最も簡単
　 オンラインのユーザフレンドリーなDesignStudio™ソフト 
ウェアを使用してプロジェクトを作成・管理

• 最速のサンプル処理
　 標準的な実験装置を使用して1プレートあたり最大96サン
プル、サンプルあたり最大384個のアンプリコンを同時に調
製・濃縮

• プロジェクト完了までの時間が最短
　 ゲノムDNAから解析データが得られるまでの所要時間は2日
以内

• 最も簡単な解析
　 MiSeqシステム内蔵のソフトウェアにより自動変異検出／ 
データ解析

はじめに
TruSeq カスタムアンプリコン（TSCA）は数百カ所（最大で
合計96kb）のゲノム領域のシーケンスを可能にします。この
ターゲット特異的なアプローチにより、変異の検出、検証、ス
クリーニングのための幅広いアプリケーションを迅速かつ効率
的に行うことができます。

TSCAに必要なスタートゲノムDNA量はわずか250ngのため、
稀少なサンプルを含む幅広いサンプルにもお使いいただけま
す。サンプルあたり384個のアンプリコンを作製可能で、独自
のインデックスによりMiSeq™の1回のランあたり96サンプル
に対応し、これまでにないレベルでのマルチプレックス解析を
行うことができます。プロジェクト全体はわずか数日で完了
し、MiSeqシステムの長いペアエンドリード数、スピードと高
いデータ品質によりさらに強力なツールとなります。

TSCAはDNAからデータまでが一体化されたソリューション
で、簡単なオンラインでのプローブデザイン、シンプルなプ
ロトコール、自動化されたデータ解析からなります。Illumina 
Amplicon Viewerソフトウェアにより、複数のMiSeqランで検
出された変異などのプロジェクトデータを簡単に検証すること
ができます。

TruSeq カスタムアンプリコンのワークフロー概要
TSCAプロセス全体の所要時間はDNAからデータまでわずか 
2日間で、DesignStudioソフトウェア上でゲノムターゲット領
域を選択することからプロジェクトが開始されます（図1）。
カスタムデザインに従いオリゴヌクレオチドプローブが合
成され、反応あたり最大384個のアンプリコンを可能にする 
Custom Amplicon Tube（CAT）としてプールされます。サ
ンプル固有のインデックスはTruSeq アンプリコンインデックス
キットのプライマーを用いたPCR時にライブリーに付加され
ます。ビーズベースの標準化手順により、シーケンス前の簡
単な容量に基づくライブラリープーリングを可能にし、面倒
な定量の手間はありません。プーリングされたライブラリー
はMiSeqにより自動的にクラスター形成、シーケンスおよび 
データ解析（変異検出を含む）が行われます。シーケンスを 

行った複数サンプルのプロジェクトデータはIllumina Amplicon 
Viewerにより視覚化されます。

簡単なプローブデザイン
使いやすい無料のオンラインソフトウェアツールである 
DesignStudio上で、ユーザーのターゲット領域を最適なカバ
レッジで増幅するオリゴヌクレオチドプローブをデザインする
ことができます（図2）。個別アカウントにログインしてプロ
ジェクト名を決定後、目的のゲノムターゲット領域を選択しま
す。プローブデザインはGC含量、特異性、プローブの向きや
カバレッジなどの幅広い要素を考慮したアルゴリズムにより自
動的に行われます。候補アンプリコンは算出されたサクセスス
コアにより視覚化ならびに評価されます。デザインされたプ 
ローブは、ユーザーの好みに合わせてフィルターをかけることに
よりデザインから除いたり、追加したりすることができます。

カスタムで選択された内容によって異なりますが、一般的な
デザインの成功率は希望される塩基に対して90%以上です 
（表1）。配列の内容（例、相同領域やGC含量（%））に 
よっては、成功率がこれよりも高くなったり、低くなったりす
る場合もあります。DesignStudioをご利用いただくにはイル
ミナ eコマースシステムのアカウントが必要です。

http://icom.illumina.com/Account/Registerでアカウントをリ
クエストしてください。
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Manage TargetsスクリーンではDesignStudioソフトウェアのTarget 
Region Viewを表示します。ターゲットのゲノム領域と目的のアンプリ
コンを簡単に視覚化し、デザインのカバレッジとスコアにより評価でき
ます。デザイン段階でデータをソーティングしやすいように、プロジェ
クト全体の結果の概要がプロジェクト情報およびユーザーが選択したラ
ベルと共に左サイドバーに表示されます。

図2：DesignStudioによるカスタムプローブデザイン

パラメータ プロジェクトA プロジェクトB プロジェクトC プロジェクトD

シーケンスインプット合計（bp） 34,767 69,423 20,984 4,572

アンプリコン数合計 293 264 315 114

デザイナビリティスコア（ベースカバレッジ（%）） 98.3 97.0 91.1 91.3

表1：カスタムアンプリコンのためのDesignStudioのパラメータ

*  各アンプリコンのデザイナビリティスコアはTm、GC含量（%）、長さ、二次構造などの要素に基づいています。詳細についてはDesignStudio
オンラインヘルプをご参照ください。

革新的なアッセイケミストリー
TSCAアッセイは、デザインされた2つのカスタムプローブが
ターゲット領域の上流と下流にハイブリダイゼーションするこ
とから始まります（図3）。各プローブには、ターゲット領域
をキャプチャーするように設計された配列とその後の増幅反応
に使用するアダプター配列が含まれています。イルミナが特許
を保有する伸長‐ライゲーション反応によってターゲット領域
全体を伸長後、2つ個のプローブを結合させるためにライゲー
ションを行います。このようにして新しいテンプレート鎖を作
製するため、アッセイの特異性が向上します。伸長‐ライゲー
ションテンプレートはその後PCRで増幅され、各サンプルに 
2つの独自のインデックスが取り込まれます。最終的に得られ
る反応産物には目的のアンプリコンの他、MiSeqシステムでの
シーケンスに必要なシーケンス用アダプターとインデックスが
含まれます。TruSeq カスタムアンプリコンライブラリーは追
加のプロセシングなしに、そのままMiSeqシステムによる自動
化プロセスに進むことができます。

優れたデータ品質
TSCAアッセイはこれまでにないマルチプレックスをサポー
トし、優れた特異性と均一性をもたらします。図1に記載さ
れたワークフローに従い、TSCAの評価実験を実施しまし
た。MiSeqシステムでTSCAアッセイを5サンプル行ったとき
のカバレッジ均一性、平均シーケンス深度0.１x以上の塩基
の割合を示しています（図4A）。各サンプルの特異性データ 
（シーケンスされた塩基のうち、目的とするターゲット領域に
アライメントされたパスフィルター塩基の割合）を図4Bに示
しています。カバレッジ均一性と特異性は優れており、85%
以上の塩基が平均シーケンスカバレッジ0.2x以上で、ターゲッ
ト上のリードは90%以上でした。これらのデータはMiSeqシ
ステムで高マルチプレックスアンプリコンを行うときの指標と
なります。

図3：TruSeqカスタムアンプリコンのワークフロー

DesignStudioを使用して、ターゲット領域の両側に対応する
カスタムオリゴキャプチャープローブを作製

CAT（Custom Amplicon Tube）

断片化されていないゲノムDNAの目的の上流と
下流領域にCATプローブがハイブリダイズ

カスタムプローブ間のターゲット領域全体を
伸長／ライゲーション

PCRによりインデックスとシーケンスプライマーを付加

固有のインデックスが付加されたアンプリコンライブラリーは
クラスター形成およびシーケンスに直接使用可能

ターゲット領域

インデックス1P7 インデックス2 P5

P5P7 インデックス2インデックス1

カスタム
プローブ1

カスタム
プローブ2

カスタム
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プローブ2

TruSeq カスタムアンプリコンアッセイは、目的とするターゲット領域
をキャプチャー・増幅するためのシンプルで一体化された方法です。
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図4：高いカバレッジ均一性と特異性

A. 均一性はランあたりの全リード中でターゲット領域にマッピングされたリード数として測定され、代表的なターゲットパネルの5サンプルを示していま
す。サンプル全体では、85%以上の塩基が平均カバレッジ0.1x（青色のバー）および0.2x（紫色のバー）でカバーされ、65%以上の塩基が平均カバレッジ
0.5x（緑色のバー）でカバーされています。
B. 特異性はターゲット領域をカバーしたパスフィルタリード数の割合です。リード数の90%以上がターゲット上にありました。

図5：高いアッセイ再現性
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プロジェクトAのリード数の高い再現性（異なる2名のユーザーが実施、
R2 = 0.92）

TSCAアッセイの結果は、Infinium®アッセイにより得られた
ジェノタイピング結果情報とよく一致します（99.4%、27,500/ 
27,654検出、データ未掲載）。図5に示すように、異なるユー
ザー間でのアンプリコンあたりのリード数の再現性は非常に高
く、R2は0.92でした。

MiSeqシステムによるシーケンス後、MiSeq Reporterはデー
タを自動的にアライメントし、Illumina Amplicon Viewerによ
り視覚化されます。図6に示すように、複数のアンプリコンを
含む大きなゲノム領域を表示したり、拡大表示して各アンプリ
コンを個別に見たりすることも可能です。クオリティ値を追跡
し、変異検出を簡単かつ直感的に視覚化できます。ターゲット
とサンプルの統計値はシンプルなドロップダウンメニューで管
理されます。

まとめ
TruSeq カスタムアンプリコンは何百ものゲノムターゲット
を1反応で増幅するこれまでにないマルチプレックスと、1回
のMiSeqランで最大96サンプルのシーケンスを可能にしま
す。TSCAをMiSeqと一緒に用いることにより、研究者はこれ
までの何分の1かの時間とコストでゲノムのターゲット領域を
簡単にシーケンスすることができます。アンプリコンシーケン
スの新時代が始まります。

詳細情報
革新的なパーソナル次世代シーケンサーの詳細については、 
www.illumina.com/miseqをご参照ください。



代理店イルミナ株式会社

　
  

本製品の使用目的は研究に限定されます。

© 2013 Illumina, Inc. All rights reserved.

Illumina, illuminaDx, BaseSpace, BeadArray, BeadXpress, cBot, CSPro, DASL, DesignStudio, Eco, GAIIx, Genetic Energy, Genome Analyzer, 
GenomeStudio, GoldenGate, HiScan, HiSeq, Infinium, iSelect, MiSeq, Nextera, NuPCR, SeqMonitor, Solexa, TruSeq, TruSight, VeraCode, 
the pumpkin orange color, the Genetic Energy streaming bases design は Illumina, Incの商標または登録商標です。
その他の会社名や商品名は、各社の商標または登録商標です。予告なしに仕様を変更する場合があります。

Pub. No. 770-2011-J020  07DEC11

〒108-0014
東京都港区芝5-36-7　三田ベルジュビル22階

　Tel (03)4578-2800　 Fax (03)4578-2810

　www.illuminakk.co.jp

Data Sheet: Sequencing

TruSeq カスタムアンプリコンの仕様

仕様 値

DNAスタート量 250ng

サンプルあたりのアンプリコン数（予定）* 16–384

コンテンツ領域範囲 * 4–96kb

特異性 * > 70%

カバレッジの均一性（平均 0.2x以上）* > 80%

図6：Illumina Amplicon Viewer

Amplicon Viewerの直感的なツールバー。上段ウインドウ：各アンプリコンまたはゲノム領域全体（図ではゲノム領域全体が表示されています）の
カバレッジレベルを視覚化し、クオリティ値と変異コールを中段ウインドウおよび下段ウインドウにそれぞれ表示。左のスクロールバーによりサン
プルとターゲットを選択し、変異を追跡することができます。

* カスタムデザインのためターゲット値は変化します。

製品情報

キット カタログ番号

TruSeq Custom Amplicon Kit (96 Samples) FC-130-1001 

TruSeq Custom Amplicon Index Kit (96 
Indices, 384 Samples)

FC-130-1003

TruSeq Index Plate Fixture Kit FC-130-1005

TruSeq Index Plate Fixture and Collar Kit 
(2 Each)

FC-130-1007

MiSeq Reagent Kit (300-cycles - PE) MS-102-1001


