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実験手順

背 景

● サンプルDNA
生物種 ：大腸菌
ゲノム抽出方法 ：キアゲン社Genomic Tip 20GとBuffer setを使用

 
● ゲノムDNA断片化条件（目標：10kb）
コバリスg-TUBEでシェアリング
遠心機：エッペンドルフ5424
DNA 8000ng/150μLを6000rpm, 2min 遠心

 
● SageELFTMサイズセレクション条件
サンプル泳動量 ：100ng/30μL , 5000ng/30μL　
ゲルカセット ：0.75%ゲルカセット 1-18kb v2
抽出条件 ：size baseモード　well No.5をTarget elution wellに設定
   Target Valueを10kbとした

〈ワークフロー〉 〈SageELFTMにおけるフラクショネーション〉

ゲノム抽出

g-TUBEによるゲノム断片化

SageELFTMで分離回収

AMPureで精製し、TEに懸濁

Bioanalyzerで分画サイズの測定

約10kbにシェアリングしたサンプル

SageELFTM

NGSの進歩によりMate PairライブラリーやPacBio RSIIのSMRTbellライブラリー等の手法が開発され、ゲノムの de novo シークエンスや構
造変異の解析のための長鎖ライブラリー解析が可能となった。しかし、その一方で長鎖DNAの調製は課題が多く、効果的なライブラリー作製
方法の開発が望まれている。
今回、Sage Science 社より発売されたマルチ・フラクショネーション装置SageELFTMを用いて、長鎖DNAサイズセレクションを行い、
SageELFTMの特長と性能の評価を行った。

サンプル泳動量： 5000ng/30μL
 107ng/30μL

 DNAを分離

 目的の断片を回収します。

アガロースゲルカセット内で
DNAを分離します。

メンブレンで仕切られた12列の
ウェルにDNA断片を電気的に
溶出します。
溶出されたDNA断片はピペッ
ティングで回収します。

Qubit dsDNA HS kitでDNA濃度測定
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SageELFTMは、インプット量にかかわらず回収率が安定していることがわかりました。
この装置を使用することでマルチ・フラクショネーションが自動化されMate PairやIso-sequence解析用の
ライブラリが、より簡単に作成できるようになると思います。

【SageELF™での結果】

【DNA断片化結果】

上記のシェアリング後のサンプル5000ng分および107ng分を同じ設定でそれぞれELFで分離し回収した。
SageELFTMは、No.5のwellを10kbに設定し、サンプルを5000ng/30μL、107ng/30μLにあわせ、アプライした。
泳動終了後、すべてのwellを回収し、AMPureで精製した後、14μL（インプット5000ng）、10μL（インプット107ng）のTEに懸濁した。

シェアリングした大腸菌ゲノムをPippin Pulseで泳動
大腸菌DNAは250ng/well でアプライ
1kb Ext.Ladderは200ng/well
8-48kb Ladderは200ng/well

泳動条件
0.75% Seakem Gold Agarose gel
0.5xTBE buffer、16hr泳動
10k-48kbを分離するプログラム使用

結 果

●まとめ
ELFでは、最大ロード量の5000ngの時でも最小ロード量107ngの時でも、トータルで約4割の回収量となった。

ELF 
Well No.

SageELF™ 
設定サイズ (bp)

Agilent
size (bp)

Qubit測定※

濃度 (ng/ul)
Total 
DNA (ng)

1 17857 22351 11.80 165.20
2 15116 17000 46.80 655.20
3 14111 10192 42.80 599.20
4 11981 9124 19.60 274.40
5 10000 7943 11.60 162.40
6 8171 6981 3.50 49.00
7 6603 6180 1.52 21.28
8 5327 5118 1.32 18.48
9 4885 4460 0.398 5.57
10 3914 - 0.136 1.90
11 3044 - - -
12 2368 - - -

ELF 
Well No.

Agilent
size (bp)

Total 
DNA (ng)

1 17857
2 15116
3 14111
4 11981
5 10000
6 8171
7 6603
8 5327
9 4885
10 3914
11 3044
12 2368

断片化後の大腸菌ゲノム（SageELFTMで切り出す前）

※ DNA濃度
　 Qubit dsDNA 
　 HS kitで測定

＊ No.5のwellを
　 10kbに設定

＊ No.5のwellを
　 10kbに設定

※ DNA濃度
 　Qubit dsDNA 
　 HS kitで測定

【回収量の比較】

12639 0.3830 3.830
11312 1.0100 10.100
10380 1.2500 12.500
9218 0.9520 9.520
8081 0.3060 3.060
7026 0.1460 1.460
6580 0.0380 0.380
5660 0.0256 0.256
4830 0.0400 0.400
4027 0.0300 0.300
- - -
- - -

107ngの場合
Start DNA 107ng

Recovered  DNA 41.806ng

Recovery ratio 38.89%

5000ngの場合
Start DNA 5000ng

Recovered  DNA 1952.64ng

Recovery ratio 39.053%

DNA12000kitで測定 High Sensitivity DNA kitで測定

SageELF™ 
設定サイズ (bp)

＊ ＊

5000ngの結果 107ngの結果

Qubit測定※

濃度 (ng/ul)

Pippin Pulse


