
Axygen® AxyPrep MAG PCR 
クリンナップキットを用いた効果的な 
DNAフラグメントセレクション
アプリケーションノート

次世代シーケンスのサンプル調製における Axygen 
AxyPrep MAG PCRクリンナップキットの活用
Axygen AxyPrep MAG PCRクリンナップキットを PCR後の不
要なダイマー、Taq DNAポリメラーゼ、金属イオン、その他不
純物の除去に使用する方法はすでに確立され、使用されてい
ます。本製品は磁気ビーズと安定した結合バッファーを用いる
ことで、効果的な DNA精製と濃縮ができる特長があります。
しかし、次世代シーケンス（NGS）を行う前のサンプル調製では、
DNA精製だけでなく目的の長さの DNAフラグメントのみを効
果的かつ効率的に選択、精製できる製品が求められます。そこ
でその要望に応えるために新たなプロトコールを開発しま 
した。従来のプロトコールを最適化することで、100～1,000 
bpに断片化された DNAサンプルから一定サイズのフラグメン
トを効果的に精製できます。サイズセレクションはほとんどの
NGSプラットフォームやその他 DNAアプリケーションで必要
な工程です。

改良プロトコールとサンプル調製
磁気ビーズの表面に結合するDNAフラグメントのサイズとポリ
エチレングリコール（PEG）濃度との間には逆相関があること
が知られています 1,2。PEGの濃度が高いと、あらゆるサイズ
の DNAがビーズに結合し、濃度が低すぎると大きなサイズの
DNAのみが結合します。MAG PCRクリンナップキットバッ
ファーの PEG濃度は 100～1,000 bpの DNAフラグメントか
らサイズセレクションができるよう最適化されています。

この効果を確認するため、Axygen AxyPrep プラスミドキット
を用いて大腸菌からプラスミド DNAを抽出し、サンプルとし
ました。抽出した核酸は、標準的な TEバッファー（10 mM 
Tris, 1 mM EDTA, pH 8.0）に溶出し、Covaris S220 超音波
破砕機を用いて、300、500、800 bpをピークとするフラグメン
トに断片化しました。それらのプラスミド DNAサンプルを混
合し100～1,000 bpの均一なサンプルとしました。

Axygen AxyPrep MAG PCRクリンナップキットを
用いた簡単な DNAフラグメントセレクション方法
詳細なプロトコールは製品に同封されています。まず、100～
1,000 bpに断片化された DNAサンプル 50 µLを使用します。
最終的に 20 µLに溶出しますので、DNAサンプルを濃縮する
ことにもなります。目的サイズに適した分量の PCRクリンナッ
プキット試薬をサンプルに加えます（Table 1）。添加量は、初
期比率に最初のサンプルボリュームを乗じて算出します 3。

 

室温で 5分間静置し、結合が完了後、マグネットラックにサン
プルを設置しビーズをマグネットに吸着させます。（目的サイズ
の DNAフラグメントはこの時点でまだビーズには結合せず上
清に含まれています。ここでビーズと結合しているのは、目的
サイズより大きな DNAフラグメントです。）次に上清を新しい
チューブへ移し、下の式で算出した量の PCRクリンナップキット
試薬を加えます 3。

 

ここで目的サイズのDNAがビーズに結合します。マグネットラッ
クにチューブを設置し、上清を取り除きます。ラックに設置し
たまま、200 µLの 70%エタノールで 2回洗浄し、残った塩と
PEGを取り除きます。最後に、ビーズに結合したDNAを溶出バッ
ファー（Tris-EDTA） もしくは分子生物学研究グレードの水に溶
出します。上記の方法で調整した各サイズレンジの DNAサン
プルを Agilent 2100 Bio-analyzerで分析しました（Figure 1）。
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      添加する PCR 
クリンナップ試薬量=　　（初期比率）×    最初の 

サンプル量

      添加する PCR 
クリンナップ試薬量=｛　　（最終比率）-　　（初期比率）｝×    最初の 

サンプル量
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Table 1.  2ステップ法でのサイズセレクションにおける試薬 
添加量の算出係数

レーン 初期比率 最終比率 セレクションレンジ (bp) ピーク (bp)

1 0.9x 1.1x 220 - 280 232
2 0.8x 1.0x 250 - 320 252
3 0.7x 0.9x 270 - 350 304
4 0.6x 0.8x 300 - 500 352
5 0.5x 0.7x 330 - 700 457
6 0.4x 0.6x 500 - 1,500 1,100

Axygen® AxyPrep MAG PCRクリンナップキットは
DNAフラグメントセレクションに効果的に応用可能
2ステップ法を用いることで、Axygen AxyPrep MAG PCRク
リンナップキットは 100～1,000 bpに断片化された DNAフ
ラグメントサンプルに対して、非常に高いセレクション性能を
を示します。短いフラグメントになるほど狭いレンジでセレク
ションができるうえ、600～1,000 bpの範囲についてもユー
ザーの目的サイズに応じてプロトコールを最適化することが可
能です。その場合、試薬添加の係数を 0.55～ 0.66の間で微
調整することで最適化できます。一般的に、長いフラグメント
ほど回収率が高くなる傾向があるといわれています（≧ 500 
bp）。しかし、この現象は単に不均一な長さの断片化 DNAが
回収されているだけかもしれません。なぜなら Covarisシス
テムはそこまで均一な長さの DNAに断片化するわけではない
からです。

本方法は自動化にも向いているので、ハイスループットのプラッ
トフォームにも簡単に導入することができます。さらに、ビーズ
と結合するときのインキュベーション温度を 50 ℃に設定する
ことや、ビーズロスを極限まで防ぐよう注意すること（ピペッ
ティングを丁寧に行うなど）で回収率が向上します。

また、試薬の初期比率を下げることで 2,000 bpまでのサイズ
セレクションに使用することができます。ただし、１ステップ法
で行う場合、試薬の初期比率は 0.4が限度となります。試薬
の初期比率が低いとDNAフラグメントの回収率も低下します。

Figure 1. サイズセレクション後の DNAサイズレンジを 
Agilent 2100 Bio-analyzerで測定した。

Table１.に示すとおり、PCRクリンナップキット試薬の添加量に応じて各レン
ジのフラグメントが精製されている。最左列：DNAサイズマーカー。使用し
た DNAサンプルは 50～1,500 bp。
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