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長鎖ライブラリー調製 

自動DNA断片ゲル抽出システム BluePippin（BLU0001）
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実験手順

背 景

下記のデータは、一般社団法人　沖縄綜合科学研究所のお客様のご厚意により掲載させて頂きました。

自動DNA断片ゲル抽出システム　BluePippin
長鎖DNA断片のサイズセレクションに最適なパルスフィールド電気泳動が可能です。

 （Pacific Biosciences/トミーデジタルバイオロジー株式会社）

ゲノムDNA

g-Tubeによる断片化

カラム精製

PacBio用ライブラリ調整

BluePippinを使って分画 ≧4 kb と ≧ 7 kb を回収

精製後、シーケンス

PacBio RS II

●サンプルDNA
生物種 ：バクテリアA
精製方法 ：キットによるカラム精製

●ゲノムDNA断片化条件
g-Tube (Covaris社) 

●BluePippinサイズセレクション条件
サンプル泳動量 ：≧ 4 kb → 15 μl / Lane (1.4 μg / Lane)
   ≧ 7 kb → 30 μl / Lane (2.7 μg / Lane)
ゲルカセット ：0.75% DF Marker S1 
抽出条件 ：high-pass 4-10kb vs2　（≧ 4 kbと≧ 7 kbを回収）

●Pippin Pulse 泳動条件 
泳動バッファー ：0.5 x TBE Buffer
アガロース ：0.75% Agarose S
泳動時間  : 15hr

●比較検証方法
ライブラリサイズ ：Fragment Analyzer (Advanced Analytical社)
リード長  : 20kb Library / 180min / 4 cell / P5-C3でシーケンス

〈ワークフロー〉

Pacific Biosciences社のPacBio RS II シーケンサーでは、P5-C3ケミストリーの登場により、シーケンス反応に用いられる酵素の活性持続時
間が大幅に伸び、最大で30 kb、平均で8.5 kbの読取り長 (Polymerase Read)が得られるようになった。
しかし、短いライブラリの割合が大きい場合、全体として得られるインサートのリード長（Subread）が短くなるため、P5-C3による非常に長い
読取り長を最大限に活かすためには、サイズセレクションにより長いライブラリの割合を増やすことが重要となる。
現在、PacBio RS IIにおいては、BluePippinによるサイズセレクションが推奨されており、P5-C3とBluePippinとの組み合わせが標準プロトコ
ールとなっている。そこで今回、BluePippinによるサイズセレクションの評価・検証を行った。
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結 果

BluePippinによるサイズセレクションについて
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短いライブラリを除き、長いライブラリの割合を増やすことが重要

BluePippin 
（自動 DNA断片ゲル抽出装置） 
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Condition：0.5 x TBE Buffer、0.75% Agarose S 、15hr
M1：Quick load 1 kb ladder
M2：M29 ladder

BluePippinによるサイズセレクションにより短いライブラリが除去できる

PippinPulse

• 短いライブラリ：折り返し読まれることになり、ポリメラーゼリード自体は長いリードが得られるが、サブリードとしては短くなる。
• 長いライブラリ：折り返し読まれるものの割合は減少し、ポリメラーゼリード自体のトータルの長さは短いライブラリと変わらないが、
 サブリードとしては長くなる。

＜サイズセレクション結果＞

電気泳動結果
「No Size Selection」および「≧ 4 kb」では、「≧ 
7 kb」と比較して短いライブラリのサイズ分布が
見られる。
「≧ 7 kb」では短いライブラリが除去できている。

フラグメントアナライザーによるサイズ比較
「No Size Selection」では短いライブラリのサイズ分布が見られる。
「≧ 4 kb」では短いライブラリを除去できていることが確認できる。
「≧ 7 kb」ではさらに短いライブラリを除去できている。

●まとめ

※Circular Consensus Sequencing (CCS) リードを得るために、
   敢えて 2kb程度の短いライブラリを調製する場合もある。
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BluePippinによるサイズセレクションによって短いライブラリが除去でき、平均リード長 (Subread) がサイズセレ
クションなしと比べて、≧4kbでは2.6倍、≧7kbでは3.3倍に伸長した。
また、≧7kbのリードの割合は、サイズセレクションなしでは5%、≧4kbでは38%、≧7kbでは51%となり、長いリー
ドの割合が増加した。
さらにセルあたりのデータ量は、サイズセレクションなしと比べて、≧4kbでは1.5倍、≧7kbでは1.9倍に増加した。
これらの結果から、PacBio RS IIの最新標準プロトコールとなっているBluePippinによるサイズセレクションは長
いリードを得るために必須であり、実際に非常に効果的であった。

結 果

BluePippinによるサイズセレクションの効果
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バクテリアA　ゲノムDNA　
• ゲノムサイズ : 2Mb (GC70%)
• 20kb Library / 180min / 4 cell / P5-C3

Subreads  No Size Selection ≧4kb　　　　 ≧7kb　　　　

# cells 4 4 4

# Reads 283,133 72,605 60,510

Total Bases (b) 988,682,713 386,942,346 403,633,307

Max Length (b) 25,888 28,574 27,851

Mean Length (b) 2,060 5,329 6,671

All Bases (b) /10,000reads 34,919,374 53,294,173 66,705,223

Coverage /10,000reads 17 25 32

2.6倍 3.3倍

1.5倍 1.9倍

●P5-C3によるシーケンスのSubreads 
平均長が「No Size Selection」と比べて、「≧4kb」では2.6倍、「≧7kb」では3.3倍に伸長した。

●リードの割合
「No Size Selection」（緑）の短いリードに対し、サイズセレクションする
ことで減少した。
これに伴い、サイズセレクションした「≧ 4 kb」「≧ 7 kb」 (赤、青)では、
長いリードが増加した。

●リードの割合の積み上げ式グラフ
≧7kbのリードの割合は、「No Size Selection」では5%、「≧4kb」では
38%、「≧7kb」では51%であった。

・サイズセレクションによって長いリードの割合が増加し、平均リード長が伸長した。
・サイズセレクションしたことで、セルあたりのデータ量が1.5倍以上増加した。

●まとめ


