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はじめに
次世代シーケンサー（NGS）により、サイエンティストがゲノムを解読
し、より深く生物学を理解することが可能となっています。実績のあ
るイルミナSequence by Synthesis（SBS）ケミストリーと受賞歴
のあるDRAGEN

TM
二次解析との組み合わせから、非常に高い精度

で全ゲノムシーケンス（WGS）データが生み出されます。1 それでも
なお、非常にわずかなゲノム領域では、より長いリード長を活用する
ことで、これら困難な領域のより精確な解析とマッピングを行うこと
ができます。しかし、多くのロングリード対応シーケンスソリューショ
ンは複雑なワークフローであり、多量のDNAインプット量を必要と
し、結果がばらつくことがあります。2-5 

Illumina Complete Long Readなら、ゲノム研究においてロング
リードシーケンスをより利用しやすく、効率化できるようになります。
Illumina Complete Long Read Prep, Humanは、この新しいロン
グリードケミストリーに基づいた初めての製品です。標準NGSワー
クフローを用いるWGS用の高性能アッセイが、NovaSeq

TM
 6000

システムおよびNovaSeq Xシリーズ上で連続的ロングリードシーケ
ンスを生成します（図1）。効率的かつ所要時間1日のライブラリー調
製プロトコールは、ハイスループット研究に対応して簡単にスケール
アップでき、わずか10 ngのDNAインプットしか必要とせず、特別な
抽出、断片化、サイズ選択は不要です。

本テクニカルノートでは、幅広い範囲のインプットDNA量、DNA
品質およびサンプルタイプを用いた場合も、Illumina Complete 
Long Read Prep, Humanが生殖細胞バリアント解析のための高精
度かつ包括的なWGSにおいて、優れた性能を持つことを示します。 

メソッド
標準サンプルのHG002/NA24385は、精製済みゲノムDNA
（gDNA）としてGenome in a Bottleコンソーシアム（GIAB）から
入手しました。これとは別に、血液と唾液サンプルを入手し、市販の
標準的分子量用または高分子量用抽出キットのいずれかを用いて、
メーカーの指示に従ってgDNAを抽出しました。

ライブラリー調製
Illumina Complete Long Read Prep, Human（Illumina、カタロ
グ番号：20089108）を用いてさまざまな量のインプットgDNAか
ら目印付きのライブラリーを調製しました。概要としては、長い単一
分子のDNA断片に、酵素的に固有のパターン（目印、ランドマーク）
を付けます。目印のないライブラリーは、元の単一分子断片を表す
長い連続リードを生成するデータ解析ステップで使用するために、
Illumina DNA PCR-Free Prep, Tagmentation（Illumina、カタロ
グ番号：20041794）を用いて調製しました。

シーケンス
目印付きと目印なしのライブラリーは、150 bp × 2のリード長を用い
てNovaSeq 6000システムで別々にシーケンスしました。

データ解析
目印付きのリードのアセンブリとレンダリングはBaseSpaceTM 

Sequence HubのIllumina Complete Long Read WGSアプ
リを使って実施しました。データ解析と視覚化にはInteractive 
Genomics Viewer（IGV）を使用しました。

図1：Illumina Complete Long Read Prep, Humanワークフロー：Illumina Complete Long Read Prep, Humanは、DNA抽出、ライブラリー調製、シーケ
ンスおよびデータ解析の4つの手順からなる効率的なワークフローを提供します。

a. 最少インプットは10 ngですが、50 ngのDNAを推奨します
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困難な領域での高品質データ
Illumina Complete Long Read Prep, Humanはショートリード
では明確にマッピングできない領域のカバレッジを可能にします。
これにより、STRC（図2A）、SEMG1（図2B）およびSULTIA1（図
2C）などのショートリードのみでのマッピングに問題を生じること
が知られている疾患関連遺伝子と偽遺伝子の連続的なシーケンス
が実現します。 
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図2：包括的なカバレッジによって困難な領域で複数のバリアントタイプを精
確に検出することが可能：Illumina Complete Long Read Prep, Human
では（A）STRC、（B）SEMG1、（C）SULTIA1などの困難なゲノム領域にある疾
患関連遺伝子の精確なシーケンスが可能です。

さらに、Illumina Complete Long Read Prep, Humanは一般的
な遺伝子サイズよりも非常に大きなフェーズブロックを提供します。
これにより、高い配列相同性、数多くの偽遺伝子、高い変異性、お
よび数多くのアリルを含む高度な多型性を示す領域である、ヒト白
血球抗原（HLA）座位全体を均一にカバーできます。精確にシーケ
ンスすることが困難であっても、Illumina Complete Long Read 
Prep, HumanはHLA領域全体の均一なカバレッジを生み出し、ゲノ
ムフェージングを行い、母系と父系の染色体間のアリルを明確に視
覚化し、識別できます（図3）。 
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図3：均一なカバレッジにより明確なハプロタイプフェージングが実現：
Illumina Complete Long Read Prep, Humanは、HLA領域の包括的
なカバレッジを提供し、HLA領域内のアリルの明確かつ精確なフェージン
グが可能になります。

バリアントコール精度をより包括的に評価するために、
PrecisionFDA Truth Challenge V2でIllumina Long Read 
Prep, Humanについて他社のロングリードプラットフォームとイ
ルミナショートリードとの比較を行いました。このチャレンジは、
PrecisionFDA、GIABおよび米国立標準技術研究所（NIST）が主
催しており、マッピング困難領域に重点を置き、共通のフレームで小
さなバリアントコールパイプラインの性能を評価するために始まり
ました。このデータセットを用いた場合、Illumina Complete Long 
Read Prep, Humanは非常に高い精度を示し、F1スコアが99.90%
という他のロングリードプラットフォームをしのぐ結果を示します
（図4）。

  

  

  

  



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。4   |  M-GL-01421 v2.0-JPN

ILLUMINA COMPLETE LONG READ PREP, HUMAN

 

精
度

図4：精度における新基準：Illumina Complete Long Read Prep, Human
は、F1スコア（%）（WGSの精度とコール率を反映する値）によって判断され
るバリアントコールに対して非常に高い精度を生み出します。1

さまざまなDNAインプット量での 
ロバストな性能
Illumina Complete Long Read Prep, HumanをさまざまなDNA
インプット量で評価しました。ライブラリーは5、10、25、50、100、
600および1,200 ngのDNAからトリプリケートで調製しました。
シーケンス結果より、わずか5 ngのインプット量から調製したライブ
ラリーでも、N50とフェージングブロックN50を含む高品質なメトリ
クスを示したことが明らかになりました（図5）。イルミナでは50 ng
のDNAインプット量を推奨していますが、さらに少量のインプットも
使用することができます。

DNA品質のばらつきにも対応
損傷したDNAをシミュレーションするために、Covaris超音波破砕
装置を使用して1秒または3秒間、高品質gDNAを断片化しました。
DNA品質はFragment Analyzerを用いて評価しました（図6）。ライ
ブラリーは断片化したgDNAインプットとIllumina Complete Long 
Read Prep, Humanを用いて調製しました。シーケンス結果より、1
秒間断片化されたDNAは高品質なデータを生成し、精度の高いバリ
アントコールが可能でした（図7）。さらに、凍結融解サイクルを増や
したインプットgDNAを用いた場合も、高品質なデータを生成しまし
た（図8）。
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図5：幅広いDNAインプット量における高品質な性能：Illumina Complete 
Long Read Prep, Humanは5 ng～1,200 ngのDNAインプットから（トリ
プリケートで）調製した高品質ライブラリーを生成し、N50およびフェーズブ
ロックN50について同様のデータ品質を生成します。N50はアセンブリの合
計長の半分となる時の最も短いコンティグの配列長として定義され、フェーズ
ブロックの基準としても使用することができます。
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図6：断片化DNA品質：Fragment AnalyzerでのDNA解析より、断片化
時間を増やすと品質が低下することが示されます。DNAサンプルを1秒間
または3秒間、Covarisによって断片化し、品質はFragment Analyzerを
用いて測定しました。
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図7：断片化DNAシーケンスメトリクス：1秒間または3秒間断片化したDNA
をIllumina Complete Long Read Prep, Humanのインプットに使用しま
した。得られたライブラリーは、N50とフェーズブロックN50の判定の通り、
高品質なロングリードシーケンスデータを生成しました。

 

凍結融解サイクル数

コントロール1 3

フ
ェ
ー
ズ
ブ
ロ
ッ
ク

N
50

N
50

105

150K

100K

50K

3000

1000
2000

4000
5000
6000

200K

図8：凍結融解されたDNAのシーケンスメトリクス：凍結融解サイクル
を1、3、5、10回行ったDNAをIllumina Complete Long Read Prep, 
Humanのインプットに使用しました。得られたライブラリーは、N50と
フェーズブロックN50の判定の通り、高品質なロングリードシーケンス
データを生成しました。

さまざまなサンプルタイプに 
柔軟に対応
Illumina Complete Long Read Prep, Humanは血液および唾液
を含むさまざまな種類のサンプルに対応します。標準的な分子量ま
たは高分子量（HMW）用キットのいずれかを用いてDNAを抽出した
後、DNA品質はFragment Analyzerを用いて評価しました（図9）。
シーケンス結果より、血液および唾液からのDNAは高品質データを
生成したことが示されました（図10）。注目すべきは、標準的な分子
量用キットとHMW用キットで抽出したDNA間に性能の違いは認め
られなかったことです（図10）。
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図9：血液と唾液のDNA品質：血液（HMW、ミニ）または唾液から抽出した
DNAはFragment Analyzerで解析しました。
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図10：異なる種類のサンプルを用いた高品質な性能：血液（HMW、ミニ）お
よび唾液から生成したIllumina Complete Long Read Prep, Humanライ
ブラリーは、N50とフェーズブロックN50の判定に見られる通り、高品質な
データを生成しました。
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まとめ
ロングリードシーケンスケミストリーは、ショートリードNGSで解
析することが困難なゲノム領域に対してさらなる情報を提供します。
Illumina Complete Long Readを用いることで、サイエンティス
トはゲノム研究においてロングリードシーケンスにもアクセスしや
すくなり、効率化できるようになります。新しいケミストリーに基づ
いて構築された初の製品である、Illumina Complete Long Read
Prep, Humanは、効率的で馴染みのあるワークフローと、実績ある
イルミナSBSケミストリーとDRAGEN解析による相乗効果を提供
します。この非常に革新的なケミストリーによって、1台の装置上で
ショートリードとロングリードシーケンスを実施することが可能とな
り、ゲノム研究においてロングリードNGSにアクセスしやすくなりま
す。Illumina Complete Long Read Prep, Humanは異なるサンプ
ルソースからのさまざまな量と品質のDNAにロバストな性能を示し
ます。その結果は高い拡張性があり、精度の高いヒトWGSソリュー
ションです。

詳細はこちら
Illumina Complete Long Read Prep, Human
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