
Representative of the Capillary electrophoresis workflow
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サンガー法
実績のあるワークフローで高品質データを取得



結果に裏付けられたサンガー法は、以下のアプリケーションにおけるゴールドスタンダード技術です:

• 疾患関連遺伝子の変異解析

• 1～ 96 サンプルの同時シーケンス
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シンプルかつ迅速な当社のサンガー法ワークフローと、ワークフローの各ステップに関連する製品
をご覧ください。PCR 増幅からデータ解析まで、プロセスを迅速かつ簡単にする高性能ツールと
テクノロジーをご提供いたします。

サンガー法のワークフロー

• 次世代シーケンス(NGS)のバリデーション

• ロングリードシーケンス (最長 1,000 bp)

PCR 増幅

3ページ

PCR
クリーンアップ

4ページ

サイクル
シーケンス

5ページ

シーケンス
クリーンアップ

6ページ

キャピラリ
電気泳動
7ページ

データ解析

8ページ



3

PCR 増幅
AmpliTaq Gold 360 Master Mix
Applied Biosystems™ AmpliTaq Gold™ 360 Master Mix は PCR 増幅に必要な
ツールが含まれています。すべての成分が事前に測定および混合されており、1つ
のご利用しやすいパッケージに入っています。AmpliTaq Gold 360 Master Mix は
さまざまなターゲットを増幅するよう設計されており、以下の特徴を備えています: 

• GC 含量や AT 含量が高く、ホモポリマーなどが含まれる広範囲のターゲット 
(3 kb 未満) を増幅できます

• 収率が非常に高いため、PCR アンプリコンをさらに活用していただけます

• 宿主バックグラウンドを低下させて偽陽性結果を減らすのに役立ちます

Ordering information

製品 サイズ 製品番号

AmpliTaq Gold 360 Master Mix

1 mL 4398876

5 mL 4398881

50 mL 4398886

10 x 5 mL 4398901
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PCR クリーン 
アップ
ExoSAP-IT Express 試薬: 最速の PCR クリーンアップ法 
Applied Biosystems™ ExoSAP-IT™ Express reagent は、
従来の ExoSAP-IT 試薬と同様の優れたクリーンアップを実
現しながら、サンプル処理時間の短縮を可能にします。新し
い ExoSAP-IT 技術により、最小限のステップでサンプルク
リーンアップ時間を大幅に短縮することが可能になり、非常
にシンプルなワークフローが実現します (図 1)。

• 5分プロトコル

• シングルチューブ、ワンステップの PCR クリーンアップ

• PCR 産物を 100% 回収

プロトコル 
PCR 産物 5 µL を 2 µl の ExoSAP-IT Express 試薬で処理
します。37°C で 4分間処理した後、80°C で 1分間インキュ
ベーションして両酵素を不可逆的に不活性化します。酵素の
不活性化が完了したら、PCR 産物はシーケンス (サンガー法/ 
NGS)、フラグメント解析、SNP解析、in vitro 転写、または
一塩基伸長などの下流アプリケーションに使用することがで
きます (図 2)。

図 1. ExoSAP-IT Express 試薬を使用することで、スピンカラム、磁気ビーズ、遠沈、
ろ過、およびゲル精製が不要　5分プロトコルで使用する ExoSAP-IT Express 試薬は、
ピペット操作のミスや汚染が最小限に抑えられた迅速かつ簡単な PCR クリーンアップ
法です。

図 2. ExoSAP-IT Express 試薬を用いた酵素による PCR クリーンアップのワークフ
ロー図

Ordering information

製品 サイズ 製品番号

ExoSAP-IT Express PCR Product 
Cleanup Reagent

100 反応 75001.200.UL

500 反応 75001.1.ML

2,000 反応 75001.4X.1.ML

5,000 反応 75001.10.ML

磁気ビーズ vs. vs. スピンカラム

45分プロトコル

9 ステップ 1 ピペット
ステップ

8 ステップ

5分プロトコル 20分プロトコル

ExoSAP-IT™ 
Express 試薬Express

Step 1
DNAを準備

Step 1
DNAを準備Step 2

結合

Step 3
分離

Step 4
吸引

Step 5
エタノール洗浄

Step 6
Step 5 の
繰り返し

Step 7
溶出 Step 7

溶出
Step 8
収集

Step 8
分離

Step 9
導入

Step 6
導入

Step 2
導入

Step 3
サンプルを
結合

Step 4
洗浄

Step 5
乾燥

37°C で 4分間処理
80°C で 1分間インキュベーション

ExoSAP-IT Express 
試薬を加える

Intact PCR product

ヌクレオシド

無機リン酸塩 (Pi)

ヌクレオシド

プライマー

二本鎖
DNA

SAPExo I
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BigDye Direct Cycle Sequencing Kit
Applied Biosystems™ BigDye™ Direct Cycle Sequencing Kit は、PCR クリーンアッ
プのステップを排除することで効率的なワークフローを実現し、5´ 末端におけるシー
ケンスデータを改善します。さらに、BigDye を用いるダイレクト PCR シーケンスワー
クフローでは 1 つのプレートで反応できるため、ステップ間のサンプルの移動が不要
です。そのためハンズオン時間が短縮し、ピペット操作ミスが減り正確さが向上します。

従来のサイクルシーケンスのワークフローはApplied Biosystems™ POP-6™ 
ポリマー5ステップによるランで最大 8時間

145分

PCR 
クリーンアップPCR 増幅 サイクルシーケンス

サンプル
精製 キャピラリー電気泳動

50分140分 60分 90分

BigDye Direct Cycle Sequencing KitのワークフローはApplied Biosystems™ 
POP-7™ ポリマー4ステップで最大 5時間のラン

PCR 増幅
PCR クリーンアップと
サイクルシーケンス

サンプル
精製

キャピラリー
電気泳動

84分 90分 50分 75分

図 3. BigDye Direct Kit は、標準的なシーケンスと
比べて効率が大幅に向上　従来のシーケンスワークフ
ローでは処理に 8時間以上かかり、完了までに 5つの
ステップが必要です。一方、BigDye Direct のワーク
フローは通常、所要時間が 5時間で必要なステップが
4ステップであるため、シーケンスにかかる時間が最大 
40% 短縮し、ハンズオンタイムも短縮します。 

Ordering information

製品 サイズ 製品番号

BigDye Direct Cycle Sequencing Kit

100 反応 4458687

1,000 反応 4458688

24 反応 4458689

Ordering information

製品 サイズ 製品番号

BigDye Terminator v3.1 
Cycle Sequencing Kit

24 反応 4337454

100 反応 4337455

1,000 反応 4337456

5,000 反応 4337457

25,000 反応 4337458

Ordering information

製品 サイズ 製品番号

BigDye Terminator v1.1 
Cycle Sequencing Kit

24 反応 4337449

100 反応 4337450

1,000 反応 4337451

5,000 反応 4337452

BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit
Applied Biosystems™ BigDye™ Terminator v3.1 Cycle 
Sequencing Kit は、de novo シーケンス、リシーケンス、および 
PCR 産物、プラスミド、フォスミド、および BAC のテンプレート
の使用に適した確実で非常に柔軟なケミストリーを備えています。

BigDye Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit
Applied Biosystems™ BigDye™ Terminator v1.1 Cycle 
Sequencing Kit は、プライマーの近傍で最適なベースコールを
必要とするアプリケーションや、高速電気泳動による短い PCR 産
物テンプレートのシーケンスに適した設計がなされています。

サイクル
シーケンス 
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シーケンス 
クリーンアップ
BigDye XTerminator Purification Kit
シーケンス反応液を適切にクリーンアップすることは、サンガー法のワークフローで欠か
せません。シーケンス反応液のクリーンアップステップが実施されなかったり、適切でな
かったりすると、反応液中に残った色素が標識アンプリコンの代わりにキャピラリーへと
侵入し、シグナル強度の低下やノイズピークの発生により、正確なデータが得られなく
なります。

Applied Biosystems™ BigDye™ XTerminator Purification Kit は、DNA シーケンス反
応のための迅速かつシンプルな精製法で、反応に使用されなかった残存する色素および
塩を除去します。クリーンアップは 40分以内で完了し、通常、人による作業が必要なの
は 10分未満です。

プロトコル 
1ウェルあたり 110 µL の SAM/BigDye XTerminator ビーズ希釈溶液を各サンプルに分
注します。1,800 rpm (Digital Vortex Genie™ 2 を使用する場合) で 30分間ボルテックス
した後、1,000 × g で 2分間遠心分離します。

Ordering information

製品 サイズ 製品番号

BigDye XTerminator Purification Kit

2,500 回分 4376484 

40,000 回分 4376485  

100 回分 4376486  

1,000 回分 4376487  
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Applied Biosystems™ SeqStudio™ 
ジェネティックアナライザ

Applied Biosystems™ 3500 
シリーズジェネティックアナライザ

Applied Biosystems™ 3730 
シリーズジェネティックアナライザ

使いやすい柔軟なシステム バリデーション済み環境やプロセス制御
環境のニーズを満たします

最大限のスループットと拡張性

New

キャピラリー数 4 8 (3500)、24 (3500xL) 48 (3730)、96 (3730xl)

色素の数 6 6 6

キャピラリーアレイ長 (cm) 28 36、50 36、50

RFID あり あり なし

ポリマーの種類 POP-1 POP-6、POP-7、POP-4 POP-6、POP-7

サンプル容量 8連ストリップチューブ×12
96ウェルプレート×1

サンプルプレート (96ウェルまたは 
384ウェル) ×2

サンプルプレート (96ウェルまたは 
384ウェル) ×16

内蔵プレートスタッカー なし なし あり

アプリケーション シーケンス、フラグメント解析 シーケンス、フラグメント解析 シーケンス、フラグメント解析

最短ラン時間 30分 30分 20分

シーケンスリード長 (bp) 600 以上 650 以上 900 以上

最大シーケンススループット
 (塩基リード数/日) 67k 138k (3500)、403k (3500xL) 1.38 M (3730)、2.76 M (3730xL)

最大フラグメントスループット 
(サンプル数/日) 192 384 (3500)、1,152 (3500xL) 3,456 (3730)、6,912 (3730xl)

キャピラリー
電気泳動

装置内蔵の消耗品
適切な Applied Biosystems™ ポリマーを使用することで、ランをやり直す頻度を低下させることができ、再現性のある高品質データ
が得られます。

POP-7™ ポリマー
• 主に、約 1,000 bp 以下のリード長のシーケンスのために BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit と併用されます。

• またフラグメント解析アプリケーションにも使用されます。

SeqStudio カートリッジ 
SeqStudio カートリッジは、キャピラリー、POP-1 ユニバーサルポリマー、バッ
ファー、およびポンプを備えた使いやすい試薬カートリッジです。POP-1 ユニバー
サルポリマーにより、SeqStudio ジェネティックアナライザ で 1つのカートリッジを
使ってサンガー法とフラグメント解析を実施できる柔軟性が得られます。サンプル
をロードして、カートリッジを装着するだけで、解析を始められます。



当社では、サンガー法で得られた結果の表示と解釈のために幅広
いソフトウェアソリューションを取り揃えています。 

Minor Variant Finder Software
Applied Biosystems™ Minor Variant Finder 
Software を用いることで低頻度体細胞バリアン
ト (5% 程度) がコールできるようになります。そ
のため、このソフトウェアを用いることによって
サンガー法はがん研究や病理研究での最適な選
択肢となります。

ソフトウェア機能により可能になること:
• 5% までの検出レベルにおけるマイナーバリアントのコール

• NGS の結果との比較およびベン図での確認

サンガー解析モジュール - 無料のクラウ
ドベースツール
サンガー解析モジュールは、革新的なク
ラウドベースの二次データ解析用ツール
で、複数のデータをクラウド上に保存す
ることができます。この無料のソリューションにより、サンガー法
データの表示、保管、および解析が簡単に行えます。

モジュールの機能:
• NGS データの確認̶お手持ちの NGS バリアントを 1か所で
確認できます

• ゲノム座標上でのバリアントレポート̶リファレンスから計算す
る必要がありません

• 自動データベース検索̶SNP に関するゲノムアノテーションを
自動的にレポートします

• 下流解析のために .vcf 形式で出力̶Ion Reporter™ のアノ
テーションワークフローで複数のデータベースを検索

追加ソフトウェア 
Applied Biosystems™ SeqA™ ソフトウェア: データ解析と品質
管理のために、当社のキャピラリー DNA シーケンス装置からの
データのベースコール、トリミング、表示、編集、および印刷を
行うことができます。

Applied Biosystems™ SeqScape™ ソフトウェア: 変異の検出
と解析、SNP の発見とバリデーション、病原体のサブタイピン
グ、アレル識別、およびシーケンス確認のために設計されたリシー
ケンス用ソフトウェアです。既知のシーケンス群との比較のため
のライブラリ機能および 21 CFR Part 11 コンプライアンスをサ
ポートする機能を備えています。 

Applied Biosystems™ Variant Reporter™ ソフトウェア: 変異
の検出と解析、SNP の発見とバリデーション、およびシーケンス
確認などのリファレンスに基づく解析およびリファレンスを用いな
い解析に適した設計がなされています。SNP、挿入、欠失、お
よびヘテロ接合性の挿入や欠失をコールできます。 

Sequencing Scanner ソフトウェア: 無料の sequencing viewer 
ソフトウェアにより、各種 Applied Biosystems™ ジェネティックア
ナライザを使って生成したシーケンスデータの表示、編集、印刷、
およびエクスポートが可能になります。結果がグラフ表示された
レポートを作成できます。

詳細はこちらをご覧ください 
www.thermofisher.com/sangersoftware

データ解析

詳細はこちらをご覧ください。 www.thermofisher.com/sangerworkflow

サーモフィッシャーサイエンティフィック
ライフテクノロジーズジャパン株式会社

研究用にのみ使用できます。診断目的およびその手続上での使用はできません。 
記載の社名および製品名は、弊社または各社の商標または登録商標です。
© 2018 Thermo Fisher Scientifi c Inc. All rights reserved. All trademarks are the property of Thermo Fisher Scientifi c and its 
subsidiaries unless otherwise specifi ed. Digital Vortex-Genie 2 is a trademark of Scientifi c Industries Inc.
価格、製品の仕様、外観、記載内容は予告なしに変更する場合がありますので予めご了承ください。
標準販売条件はこちらをご覧ください。 www.thermofi sher.com/jp-tc 
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本社：〒108-0023   東京都港区芝浦 4-2-8
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