
Feature Article

要約
Wizard® MagneSil™ Sequencing Reaction Clean-Up System は、ABI

PRISM® BigDye™ターミネーターでのシークエンシング反応より得ら
れた伸長産物を、MagneSil ™ Paramagnetic Particles (PMPs)を用いて
精製するシステムで、完全に自動化したプロトコールを使用すること
ができます。この手順を用いれば、700 塩基以上のシークエンシング
データを、98%を上回る精度で得ることが可能です。プロメガは、複
数の自動化ワークステーション向けに、標準的な 96 ウェル増幅プレー
トを用いた自動化プロトコールを開発しました。

はじめに
ABI PRISM® BigDye™ターミネーターは、ハイスループットの自動化

DNA シークエンシング法として現在よく用いられています。シークエ
ンスラダーの作成は、蛍光標識した BigDye™鎖ターミネーターヌクレ
オチド(2)を用いてサンガー(Sanger)法(1)により行ないます。BigDye™
ターミネーターは、フルオレセインドナーと 4 種類の d-ローダミンベ
ースのアクセプターのいずれか 1 種類で構成されるエネルギー転移ダ
イを、ジデオキシヌクレオチド三リン酸(ddNTPs)に結合したものです
(3)。自動化シークエンサーは、標識されたシークエンス伸長産物を分
子ふるいマトリクスで分離し、特異的な検出波長を用いてターミナル
ヌクレオチドを同定します。
シークエンシング反応液には、解析前に除去しておかないとデータ
収集の妨げとなる成分が含まれています。塩類は異常な泳動パターン
の原因となり、取り込まれていないダイ標識ターミネーターや類似分
子種は、シークエンシング伸長産物本来のシグナルを干渉する可能性
があります(図 1)。ゲルろ過やエタノール沈殿に基づく従来の精製方法
では、遠心分離や吸引乾燥を繰り返す必要があるため、ハイスループ
ットの自動化アプリケーション用としては問題があります。

プロメガは、プラスミド DNA の精製に最適な、磁気を利用した核酸
精製法を開発しました(4)。Wizard® MagneSil™ Sequencing Reaction
Clean-Up System は、MagneSil™ Paramagnetic Particles (PMPs)を主
成分とする MagneSil™ GREEN を用いて、BigDye™ターミネーターに
よる DNA シークエンシング反応からの多検体DNA精製を行ないます。
このシステムでは自動化したプロトコールを使用しますが、マニュア
ル操作の場合と同等のシークエンス精度を得ることができます。96 ウ
ェル増幅プレートを自動化デッキに一旦設置してしまえば、DNA シー
クエンサーにサンプルがロードされるまでマニュアル操作は一切必要
ありません。

図1. ABI PRISM® 377 DNA シークエンサーにおける精製および未精製の
BigDye™ターミネーターシークエンシング反応のゲル画像

pGEM® -3Zf (+) Vector テンプレートと pUC/M13 (－21) オリゴヌクレオチドプラ
イマーを使用した反応。レーン 0、未精製。レーン 1、ゲルろ過スピンカラムに
よる精製。レーン 2、エタノール沈殿による精製。レーン 3、Wizard®

MagneSil™ Sequencing Reaction Clean-Up System による精製。
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シークエンス精度はマニュアル操作の場合と同等で、
しかも自動化プロトコールの方が
明らかに優れている点があります。

表1. Wizard® MagneSil™ Sequencing Reaction Clean-Up System の特長
および利点

• 複数の自動化ワークステーション向けに、標準的な 96 ウェル増幅プレー
トを用いる自動化プロトコールを開発しています。

• マニュアルや半自動で精製した場合と同等のシークエンス精度が得られま
す。

• マニュアル操作 (遠心分離機や吸引装置への移動など) を行なう必要があり
ません。

• 精製したシークエンシング伸長産物はゲルローディング溶液に溶出するた
め、ゲルへのアプライが容易です。

Wizard® MagneSil™ Sequencing Reaction Clean-Up System
を使用した BigDye™ Terminator シークエンシング反応の自動
精製

By Paul Otto, M.S., and Michael Bjerke, M.S.
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Sequencing Clean-Up System…continued

手順
Wizard® MagneSil™ Sequencing Reaction Clean-Up System は、

BigDye™ターミネーターのサイクルシークエンシング反応からの伸長
産物精製を、標準的な 96 ウェル PCR プレートを使用して自動化ワー
クステーションで行えるように設計されています。図 2 は、3 段階か
ら成る手順を図式化したものです。MagneSil™ PMPs はシークエンシ
ング伸長産物に選択的に結合し、非特異的に吸着した物質はエタノー
ル洗浄で除去されます。また、精製した伸長産物はローディング溶液
に溶出されるため、解析が容易です(図 1 および 3)。プロトコールの詳
細は、Wizard® MagneSil™ Sequencing Reaction Clean-Up System の
Technical Bulletin #TB287 をご覧ください。オンラインで
www.promega.com からご入手いただけます。

プロメガは、MagneSil™ Sequencing Reaction Clean-Up System を
自動化プラットフォームで最適に使用できるようにするため、3 種類の
付属品を設計しました。図 4 に、これらの付属品、Plate Stand (カタロ
グ番号 V8261)、Plate Clamp 96 (カタログ番号 V8251)、MagnaBot® II
Magnetic Separation Device (カタログ番号 V8351)を示します。
マニュアル操作法については本誌13ページをご覧下さい。
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磁石�

Binding Solution はPMPs が選択的にシ
ークエンシング伸長産物に結合するよ
うに最適化されています。PMPs を捕
獲し、ウェルの壁面に寄せるために磁
石が使用されます。Binding Solutionと
結合しないシークエンシング反応成分
は除去されます。�

サンプルを磁石からはずし、非特異的
に結合した物質はエタノール洗浄によ
り除去されます。PMPs はエタノール
洗浄液に再度撹拌し、混合・捕獲され
ます。非特異的に結合したターミネー
ターと残余の塩を含む洗浄液は除去さ

れます。洗浄を2度繰り返した後、サ
ンプルを風乾します。�

シークエンシング伸長産物はゲルローディ
ング溶液中に溶出されます。磁性体粒子
を適当なシークエンシングゲルローディ
ング溶液中に撹拌し、捕獲します。溶出
したサンプルを回収します。このサンプ
ル溶液はすぐに解析できます。　�

図2. Wizard® MagneSil™ Sequencing Reaction Clean-Up System のプロトコール概略図

図3. ABI PRISM® 3700 DNA Sequencer で解析した精製後のシークエンシング反応のエレクトロフェログラム

パネル A : Wizard® MagneSil™ Sequencing Reaction Clean-Up System で精製した反応。パネル B :エタノール沈殿で精製した反応。

A. MagneSil™ PMPs

B. Ethanol Precipitation

32
50

T
A

02
_1

A

Prometech Journal www.promega.co.jp Number 5  2001 5

PJ5(PN78)本文***  01.6.1  5:33 PM  ページ5



シークエンス精度
MagneSil™ Sequencing Reaction Clean-Up System での精製後に得
られるシークエンスデータ精度を、パーセント精度、PHRED 20 解析
長および開始位置で評価しました。PHRED は、各塩基に対するエラー
率を示す Base Calling プログラムです(5,6)。任意の塩基の PHRED 値
が 20 となった場合、その塩基のエラー率が 100 分の 1 であることを
表わします。
プロメガは、MagneSil™ Clean-Up System を使用することにより、

600 塩基のシークエンスを 98%の精度で解析できることを確認してい
ます。図 5 に示すとおり、本システムで精製したシークエンスでは通
常 700 塩基を 98%の精度で解析可能です。
図 6 に、PHRED 値が 20 を上回るシークエンスの長さを示しました。

MagneSil™ Clean-Up System で精製したシークエンシング反応の場
合、PHRED が 20 となる解析長は通常 600 塩基以上です。

Lock-on ポジションについても評価しました。Lock-on ポジションと
は、プライマー 3' 末端から解析可能なシークエンスが得られるまでの
塩基数を指します。そのオリゴヌクレオチドプライマーでは、96 ウェ
ルプレート 1 枚で 19.6 (+/-1.8 S.D.)という平均値が得られています。
Wizard® MagneSil™ Sequencing Reaction Clean-Up System では、
Lock-on ポジションが 25 塩基のシークエンスを得ることが可能となっ
ており、通常はこの値は 20 塩基以下です。つまり、目的シークエンス
の開始点から約 20 塩基手前で終了するプライマーを使用すれば最適な
性能を得ることができます。

結論
Wizard® MagneSil™ Sequencing Reaction Clean-Up System は、真
にハイスループット向けのサンプル精製法です。本システムを使用し
て、さまざまな自動化プラットフォームに応用可能な自動化プロトコ
ールを用いて精製したシークエンシング反応からは、安定した正確な
データを得ることができます。
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製品案内

製品名 サイズ カタログ番号 価格（￥）

Wizard® MagneSil™ Sequencing 1×96回分 A1830 20,000
Reaction Clean-Up System 4×96回分 A1831 35,000

8×96回分 A1832 60,000
MagnaBot® II Magnetic 1セット V8351 96,000
Separation Device
Plate Clamp 96 1セット V8251 50,000
Plate Stand 1セット V8261 50,000

図6. MagneSil™ Sequencing Reaction Clean-Up System 実施後のシークエン
シングデータの解析

本システムを用いて精製した 96 サンプルのシークエンシングデータの PHRED
20 値。
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図5. MagneSil™ Sequencing Reaction Clean-Up System で精製した 96 サン
プルのシークエンシングデータのパーセント精度

サンプルは、96 ウェルプレートを用いて ABI PRISM® 3700 DNA Sequencer で
解析した。精製には Wizard® MagneSil™ Sequencing Reaction Clean-Up System
を使用した。
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図 4. Wizard® MagneSil™ Sequencing Reaction Clean-Up System 用付属品

96 ウェルプレートは、プレートがずれないように Plate Clamp 96 に設置する。組み立てたPlate Clamp をClean-Up 操作中は Plate Stand で固定し、MagneSil ™
PMPs を磁気的に分離する際は MagnaBot ® II Device 上に設置する。
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