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DNAサイズセレクションシステム
過剰な未反応アダプターによる検出器のサチュレーション対策

サマリー
極端に高濃度なDNAバンドを持つサンプルは、検出器のサ
チュレーションによってPippin Prepにトラブルを引き起こ
す場合があります。このサチュレーションが発生するのは、
大量のアダプターを含んだライゲーション反応液を分画す
る時や、特に目立った量のプライマーダイマー等を含んだ
PCR反応液を分画する時です。検出器のサチュレーション
が発生すると、レファレンス・マーカーをしっかりと検出で
きなくなり、DNA回収の失敗や誤ったDNA分画物の回収に
つながります。

高濃度の未反応アダプターによって失敗した例を図1に示し
ました。レファレンス・マーカーを第5レーンにロードし、3
つのアダプターライゲーション反応液を第2～ 4レーンにロ
ードしました。第1レーンにはサンプルをロードしていませ
ん。ライゲーション反応液にはそれぞれ約5μgの未反応ア
ダプターが含まれています。Pippin Prepのソフトウエア
は、最初の2つのレファレンス・マーカー（20bpと50bp）
を正確に検知しました。しかし、第2～ 4レーンの未反応ア
ダプターバンド（50bpから始まるバンドの先端）はシグナ
ルオーバーロードを引き起こしました。このオーバーロード
により、1つのアダプターバンドが複数の分裂バンドとして
表示されてしまいました。さらに深刻なことに、このオーバ
ーロードによってレファレンスレーンまで影響を受け、マー
カーバンドの検出が妨げられております。このような干渉が
生じたのは、アダプターシグナルが、5つの光学検出器すべ
てが周期的に共有しているアナログ/デジタルフィルター回
路をサチュレーション（飽和）状態にしたからです。

対 策
この問題の対策として、Pippin Prepのソフトウエア（バー
ジョン3.32 以降）では、全てのサンプルレーンにおいて蛍
光検出機能をオフにすることができます。プロトコルを設定
する際、スクリーン上にある“Sig Mon”ボタンをクリックす
ることにより蛍光検出のオン/オフ切り替えが可能です
（“Sig Mon”は“Signal Monitor”の略です。図2参照）。プ
ロトコル画面を開いた際の初期設定では、シグナルモニタリ
ングはすべてのレーンでオンの状態になっております（明る
いカラーのボタン表示）。オフに切り替えた場合、ボタンは暗
いカラーになります（このソフトウエアでは、レファレンス
レーンのシグナルモニタリングをオフにすることはできませ
んのでご注意ください）。

シグナルモニタリングを使用するか否かに関わらず、サンプ
ルレーンにおけるプログラミングとワークフローは同じで
す。唯一の違いは、モニタリングがオフになっているレーンか
らは光学データが記録されないことです。

この資料に関する質問は、Sage Scienceのテクニカルサ
ポートにお問い合わせください。この問題を解消したハード
ウエアは2010年末にご利用可能となります。
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図1：過剰な未反応アダプター（第2、第3、第4レーン）によって、ソフトウエアがDNAマーカー（第5レーン）を
       検出できなくなっている様子

図2：プロトコル画面におけるシグナルモニターのon/offスイッチ

シグナルモニターのon/offスイッチ
初期設定ではonになっている


