
プラスミド抽出に関する指針と推奨事項の詳細は、 
当社の抽出プロトコールライブラリをご覧ください： 
nanoporetech.com/docs/prepare/extraction_protocols

96-plex rapid barcoding kit の詳細： 
store.nanoporetech.com/rapid-barcoding-kit-1

抽出： 
高分子量DNAを取得

ライブラリ調製： 
サンプルのマルチプレックス

ナノポアシークエンスとEPI2METMワーク
フローによる迅速なプラスミド解析
新規タンパク質を合成しようとする研究者の根幹となる能力は、対象タンパク質をコードする遺伝子と、
発現や遺伝的特徴を制御して任意の選択圧をかける補助的要素を含むプラスミドを構築する能力です。
プラスミド構築により精巧な制御が可能になりますが、実験を成功させるにはすべての機能が存在し、
正確であることを確認することがきわめて重要です。

ナノポアシークエンスではインハウスで完全長プラスミドの高精度で柔軟かつ安定した解析を数時間で実施
できます。これにより構築したプラスミドを評価のために外部へ送付する必要がなくなります。1 回の実験で
完全なシークエンスデータを取得することにより、複数の技術を用いて構築したプラスミドの正確性を確認
する必要もなくなります。

ここでは、シークエンス機器 MinION または GridIONTM 解析プラットフォーム EPI2ME で MinIONTM Flow 
Cell を用いてプラスミド構築物のシークエンスアセンブリを行うための柔軟かつ迅速なワークフローを紹介
します。

夾雑物（洗浄剤、変性剤、キレート化剤、高塩濃度溶液など）を効果的に
除去する抽出法を選択することにより、不純物のない高品質な DNA サンプル
からライブラリ調製を行うことができます。

そのために VWR Plasmid Miniprep Kit II など、プラスミドのミニプレップ
キットの使用をおすすめします。最大 200 サンプルを一晩培養して信頼性の
高い量の高純度 DNA を抽出できます。その後、サンプル毎に 400 ng の
プラスミド DNA からサンプル調製を行います。DNA の正確な定量には
Qubit fluorometer の使用をおすすめします。

Rapid Barcoding Kit のワークフローシークエンスとダウンストリーム解析用にライブラリを準備するには、12
または 96 プレックスの Rapid Barcoding Kit を選択することができます。
この PCR フリーのキットでは、シークエンスアダプターを付加する前に、
バーコードを断片化してプラスミド DNA に付着させるトランスポザーゼを
使用します。

シークエンスパフォーマンスを向上させるため、Agencourt AMPure XP
などの溶液により、ビーズを用いたライブラリの洗浄を実施することも
可能です。必須ではありませんが、洗浄によりシークエンスの効率が
向上し、より短時間で多くのデータを得ることができます。

1 枚の MinION Flow Cell で多くのサンプルのマルチプレックスを行うことに
より、サンプル当たりのコストを大幅に下げることができます。96 種類の
バーコードをすべて使用した場合、サンプル当たりわずか 13ドルでデータ
を生成できます。

ワークフロー ： プラスミドのシークエンスとアセンブリ

バーコード付きライブラリの
プーリングとシークエンシング

アダプターの付加

5分間

25～55分間

ローディング

バーコード付き
トランスポゾン複合体

切断とバーコード付き
トランスポゼース
アダプターの付加

プラスミドDNA

サンプル数 12 個のプラスミド 96 個のプラスミド

サンプル当たりの価格 84ドル 13ドル
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プラスミドライブラリは MinION Flow Cell でシークエンスすることを
おすすめします。これは、ポータブル機器の MinIONと MinION Mk1C で
使用でき、ルーチンのシークエンスを容易に実施することができます。
多くのサンプルを定期的に解析する場合、ベンチトップ型機器の GridION
により、一度に最大 5 枚のフローセルでオンデマンドシークエンスを
行えます。

クローンバリデーション解析ワークフローでは、迅速、高精度または
非常に高精度なベースコールモデルからプラスミドのコンセンサス配列
を作成することができます。きわめて高い 1 塩基当たりの精度が要求
される実験では、非常に高精度なベースコールモデルと GridION 機器
の使用をおすすめします。

ランタイムはサンプル数とプラスミド長によりますが、信頼性の高い
結果を得るのに必要なリードはプラスミド当たりわずか2,500前後です。
約 5 kb のプラスミドを 96 プレックスで解析する場合、2 時間未満で
作成可能です。Flow Cell Wash Kit を用いれば、ライブラリの除去後
にフローセルを再利用することができ、さらにコストを削減できます。

MinION の詳細： 
nanoporetech.com/products/minion

EPI2ME Labs のチュートリアルの詳細： 
labs.epi2me.io/nbindex

シークエンス：必要な読取りカバレッジに
達するまで実施

解析：EPI2MEを使用 
Clone Validationワークフロー

プラスミドのアセンブリとアノテーションは、EPI2ME（当社の安全な
クラウドベースの解析プラットフォーム）または EPI2ME Labs（ローカル
機器上で作動するチュートリアルベースの解析プラットフォーム）で、
Clone Validation ワークフローを用いて行います。Clone Validation
ワークフローは、Canu1（プラスミドのアセンブリ）、Trycycler2（アセンブリ
の環状化と精製）、Medaka3（シークエンスのポリッシング）、pLannotate4

（アノテーション。Swiss-Prot5 や Addgene6 などのデータベースのデータ
を使用）など、プラスミドのアセンブリとアノテーション用の多くのベスト
プラクティスツールを使いやすい解析パイプラインに組み込んだものです。

このワークフローにより作成されるレポートには、同定されたプロモーター、
オペレーター、タンパク質コード遺伝子などの情報が、同定に使用された
データベース毎に色分けされて表示されます。

各機能に関する補足情報は
外部リンク先で確認できます。
各プラスミドの完全な FASTA
シークエンスをダウンロード
して、他のダウンストリーム
解析に使用することも可能
です。

ナノポアシークエンスプラットフォームの詳細と比較：nanoporetech.com/products/comparison

ナノポアシークエンス製品の一覧：store.nanoporetech.com


