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概要

　遺伝子実験施設では、キャピラリーDNAシーケンサー：3130ジェネティックアナライザ（ABI）によりDNA塩基配列受託解析を行っております。

　本機は4本のキャピラリーを装備したキャピラリータイプのDNAシーケンサーです。シーケンス原理にはダイターミネーター法を使用しており、4種類の蛍光色素で標識されたサンプルを1本のキャピラリーに泳動します。（1本のキャピラリーでの泳動を1サンプルとします。）1サンプルにおいて決定できる塩基配列は、約950塩基です。4本のキャピラリーが装備されているため、1回の泳動で4サンプル解析できます。

　1つのテンプレートにおいて2つのプライマーで読む場合は、2サンプルとなります。1つのテンプレートを2回読む場合も、2サンプルとなります。

利用料

　サンプルは未反応、または反応済みのサンプルを受け付けています。

　泳動装置およびシークエンス反応試薬の関係上、4サンプル（＝1回の泳動）単位で申し込まれた場合、割安な料金にさせて頂きます。

（A）シークエンス反応済みのサンプルの場合

　　　　1ラン4サンプルあたり　……　1,500円（4サンプル未満でも1,500円となります。）
（B）シークエンス反応から施設に依頼したい場合

　　　　1サンプルあたり　　　　………　600円

　　　　1ラン4サンプルあたり　……　2,000円（1サンプル500円）
　料金は遺伝子実験施設利用料とともに集計し、振替にて請求させて頂きます。平成18年度より受託　　研究費および共同研究費、平成19年度より科学研究費補助金からの振替が可能になっています。

利用登録について
機器の利用がない場合は、施設の利用申請は必要ありません。

申し込み方法
　初めて利用される方はメールまたは直接施設にお問い合わせ下さい。申込書、その他必要書類をお渡しします。また、書類はホームページからもダウンロードできます。

http://www.shizuoka.ac.jp/~idenshi/DNAjyutakukaiseki_ABI.html
お問い合わせ先　遺伝子実験施設　派遣職員・木村恭子（内線8656）
メールアドレス　gkkimur@ipc.shizuoka.ac.jp
お渡しする書類：申込書、サンプル一覧表、利用手引き

　２回目からのご利用の際には、上記アドレスに申込書とサンプル一覧表をメールで送信して頂くだけで結構です。

サンプルの受け渡し
受け渡し時間：月曜日〜金曜日　午前9：00〜午後16：00

（A）シークエンス反応済みのサンプルの場合　　

　シークエンス反応キットは、Applied Biosystems　BigDye Terminator v3.1 Sequencing Kitを用いて反応を行ってください。反応済みサンプルを精製、乾燥後、遮光した状態でお持ちください。

（B）シークエンス反応から施設に依頼したい場合

　テンプレートの濃度は「サンプル一覧表」にDNAサイズを入力すると自動的に計算されるようになっています。お持ち頂くテンプレートの濃度はなるべく「サンプル一覧表」の濃度に調製し、1サンプルにつきプラスミド・PCR産物ともに15μlお持ち下さい。「サンプル一覧表」はプラスミド用とPCR産物用がありますので、お間違えのないようにお願いします。

　テンプレートの濃度が低い場合やTotal sizeが大きい場合は条件の検討が必要になったり、解析が困難になったりすることが考えられるため、事前にご相談下さい。

　　M13 forward、M13 reverse、T3、T7 、T7 reverse、SP6プライマーについては施設に用意してあります(配列については本文の最後をご覧下さい)。それ以外のカスタムプライマーの使用を希望される方は、1.6 pmol/μlの濃度のものを1サンプルにつき3μlお持ち下さい。各テンプレートにどのプライマーを使用するのかは、「サンプル一覧表」にご記入下さい。カスタムプライマーの場合はTm値もご記入下さい。プライマー中の不純物はエキストラピークの原因となりますので、HPLCまたはOPCにて精製したプライマーをお勧めします。

　なお、反応条件は試薬キットの｢シーケンス反応プロトコル｣に従うため、アニーリング温度を通常50℃とさせて頂きます。そのためカスタムプライマーのTm値はなるべく55℃以上になるようお願い致します。条件に合わない場合は、アニーリング温度もご記入下さい。

お持ち頂く、テンプレートおよびカスタムプライマーの濃度と量

	
	プラスミド
	PCR産物
	プライマー

	濃度
	サンプル一覧表で
自動計算された濃度　
	サンプル一覧表で
自動計算された濃度
	1.6 pmol/μl

	量
	15μl/1サンプル
	15 μl/1サンプル
	3 μl/1サンプル


· こちらでも濃度測定を行うため、余裕をもって上記の量を頂きます。

テンプレートについて
　テンプレートの純度は結果に大きな影響を及ぼします。プラスミドDNAをシークエンスする場合は、吸光度比A260/280が1.8以上の純度の高いDNAをご準備下さい。これ以下であれば、不純物の混入が考えられるため、精製を行って下さい。通常のアルカリSDS法、ボイル法で精製したものはRNAや反応阻害物質が残存しているため、シークエンス反応がうまくいかないことがあります。PEG沈を行ったり、シークエンスに使用可能なプラスミドDNAを精製できるキットを使用するなどして、純度の高いDNAをご準備下さい。

　PCR産物を直接シークエンスする場合は、過剰に残存するプライマー及びヌクレオチドを除去する必要があります。アガロース電気泳動や簡易カラム等を用いた精製を行って下さい。
結果の受け渡し
　納期は申し込み時にご連絡致します。サンプル数や機器の利用状況にもよりますが、最短で（A）の場合で2日、（B）の場合で3日かかります。サンプル数が多い場合は、納期に多少のお時間を頂きますのでご了承下さい。結果はデータファイルをメールに添付してお送りします。

　データファイルを開くためには、以下のようなシークエンス解析ソフトが必要となります。
Windowsの場合
　　ABI純正のSequence Scanner ソフトウェアを以下よりダウンロードして下さい。
http://www.appliedbiosystems.jp/website/jp//product/modelpage.jsp?BUCD=130&PLCD=128&MODELCD=97746&MODELPGCD=97749
　Macintosh の場合

    4Peaks Version 1.7（mekentosj.com）　http://mekentosj.com/4peaks/
    CodonCode Aligner 3.7.1（Codon Code社） http://www.codoncode.com/aligner/download.htm
注：DNA受託解析サービスをより低価格でご提供するために、基本的には波形データの印刷は行わないことにしましたが、上記ソフトウェアがインストールできない場合やうまく印刷できない場合にはご相談ください。
施設に常備しているプライマー

	プライマー
	配列

	M13 forward
	5’- GTAAA ACGAC GGCCA GT -3’

	M13 reverse
	5’- CAGGA AACAG CTATG AC -3’

	T3 promoter
	5’- ATTAA CCCTC ACTAA AGGGA -3’

	T7 promoter
	5’- TAATA CGACT CACTA TAGGG -3’

	T7 reverse
	5’- TAGTT ATTGC TCAGC GGTGG -3’

	SP6 promoter
	5’- CGATT TAGGT GACAC TATAG -3’


· 注意事項

· DNAサンプルやカスタムプライマーの純度、配列の特殊性によっては配列が決定できない場合がございます。この場合も1サンプルとして基本料金を頂きます。

· 機器のトラブルや停電等により解析できなかった場合には、こちらの責任で再解析いたします。お手数ですが、もう一度サンプルをお送りいただきますので、ご了承ください。

· プライマーより数十baseは、判読不可能な場合がございますがご了承下さい。
