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1. 7 」」  

A n d e r s s o n, H. a n d A. v a n d e n B e r g ( 2 0 0 3 ). ‘ Mi c r o fl ui di c d e vi c e s f o r c ell o mi c s: a r e vi e w. ’ 

S e n s o r s a n d A ct u at o r s B: C h e mi c al 9 2 ( 3 ): 3 1 5 - 3 2 5.  

B all a nt y n e,  K.  N.,  R.  A.  v a n  O o r s c h ot,  R.  J.  Mit c h ell  a n d  I.  K o u k o ul a s  ( 2 0 0 6 ). 

‘ M ol e c ul a r c r o w di n g i n c r e a s e s t h e a m p li fi c ati o n s u c c e s s o f m ulti pl e di s pl a c e m e nt 

a m pli fi c ati o n a n d s h o rt t a n d e m r e p e at g e n ot y pi n g. ’ A n al Bi o c h e m 3 5 5 ( 2 ): 2 9 8 - 3 0 3.  

B a n k e vi c h, A., S. N u r k, D. A nti p o v, A. A. G u r e vi c h, M. D v o r ki n, A. S. K uli k o v, V. M. 

L e si n, S. I. Ni k ol e n k o, S. P h a m, A. D. P rji b el s ki, A. V. P y s h ki n, A. V. Si r ot ki n, N. 

V y a h h i ,   G .   T e s l e r,   M .   A .   A l e k s e y e v   a n d   P.   A .   P e v z n e r   ( 2 0 1 2 ) .  ‘ S P A d e s:  a  n e w 

g e n o m e  a s s e m bl y  al g o rit h m  a n d  it s  a p pli c ati o n s  t o  si n gl e - c ell  s e q u e n ci n g. ’ J 

C o m p ut Bi ol 1 9 ( 5 ): 4 5 5 - 4 7 7.  

B a r et, J. C., O. J. Mill e r, V. T al y,  M. R y c k el y n c k, A. El - H a r r a k, L. F r e n z, C. Ri c k, M. L. 

S a m u el s, J. B. H ut c hi s o n, J. J. A g r e sti, D. R. Li n k, D. A. W eit z a n d A. D. G ri ffit h s 

( 2 0 0 9 ). ‘ Fl u o r e s c e n c e - a cti v at e d d r o pl et s o rti n g ( F A D S ): e ffi ci e nt mi c r o fl ui di c c ell 

s o rti n g b a s e d o n e n z y m ati c a cti v it y.’ L a b C hi p 9 ( 1 3 ): 1 8 5 0 - 1 8 5 8.  

B ej a, O., M. T. S u z u ki, E. V. K o o ni n, L. A r a vi n d, A. H a d d, L. P. N g u y e n, R. Vill a c o rt a, 

M. A mj a di, C. G a r ri g u e s, S. B. J o v a n o vi c h, R. A. F el d m a n a n d E. F. D e L o n g ( 2 0 0 0 ). 

‘ C o n st r u cti o n  a n d  a n al y si s  o f  b a ct e ri al  a rti fi ci al  c h r o m o s o m e  li b r a ri e s  f r o m  a 

m a ri n e mi c r o bi al a s s e m bl a g e. ’ E n vi r o n Mi c r o bi ol 2 ( 5 ): 5 1 6 - 5 2 9.  

B e r d y, J. ( 2 0 0 5 ). ‘ Bi o a cti v e mi c r o bi al m et a b olit e s. ’ J A nti bi ot ( T o k y o ) 5 8 ( 1 ): 1 - 2 6.  

Bl a g o d at s ki k h, K. A., V. M. K r a m a r o v, E. V. B a r s o v a, A. V. G a r k o v e n k o, D. S. S h c h e r b o, 

A. A. S h el e n k o v, V. V. U sti n o v a, M. R. T o k a r e n k o, S. C. B a k e r, T. V. K r a m a r o v a 

a n d K. B. I g n at o v ( 2 0 1 7 ). ‘ I m p r o v e d D O P - P C R (i D O P - P C R ): A r o b u st a n d si m pl e 

W G A m et h o d f o r e ffi ci e nt a m pli fi c ati o n o f l o w c o p y n u m b e r g e n o mi c D N A. ’ P L o S 

O n e 1 2 ( 9 ): e 0 1 8 4 5 0 7 . 

Bl ai n e y, P. C. ( 2 0 1 3 ). ‘ T h e f ut u r e i s n o w: si n gl e - c ell g e n o mi c s o f b a ct e ri a a n d a r c h a e a. ’ 

F E M S Mi c r o bi ol R e v 3 7 ( 3 ): 4 0 7 - 4 2 7.  

Bl ai n e y, P. C. a n d S. R. Q u a k e ( 2 0 1 1 ). ‘ Di git al M D A f o r e n u m e r ati o n o f t ot al n u cl ei c 

a ci d c o nt a mi n ati o n. ’ N u cl ei c A ci d s R e s 3 9 ( 4 ) : e 1 9. 

B o e di c k e r, J. Q., L. Li, T. R. Kli n e a n d R. F. I s m a gil o v ( 2 0 0 8 ). ‘ D et e cti n g b a ct e ri a a n d 

d et e r mi ni n g  t h ei r  s u s c e pti bilit y  t o  a nti bi oti c s  b y  st o c h a sti c  c o n fi n e m e nt  i n 

n a n olit e r d r o pl et s u si n g pl u g - b a s e d mi c r o fl ui di c s. ’ L a b C hi p 8 ( 8 ): 1 2 6 5 - 1 2 7 2.  
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B r e d e l, M., C. B r e d el, D. J u ri c, Y. Ki m, H. V o g el, G. R. H a r s h, L. D. R e c ht, J. R. P oll a c k 

a n d B. I. Si ki c ( 2 0 0 5 ). ‘ A m pli fi c ati o n o f w h ol e t u m o r g e n o m e s a n d g e n e - b y - g e n e 

m a p pi n g o f g e n o mi c a b e r r ati o n s f r o m li mit e d s o u r c e s o f f r e s h - f r o z e n a n d p a r a ffi n -

e m b e d d e d D N A. ’ J M ol Di a g n 7 ( 2 ): 1 7 1 - 1 8 2.  

C h ai p a n,  C.,  A.  P r y s zl a k,  H.  D e a n,  P.  P oi g n a r d,  V.  B e n e s,  A.  D.  G ri ffit h s  a n d  C.  A. 

M e rt e n  ( 2 0 1 7 ). ‘ Si n gl e - Vi r u s  D r o pl et  Mi c r o fl ui di c s  f o r  Hi g h - T h r o u g h p ut 

S c r e e ni n g o f N e ut r ali zi n g E pit o p e s o n H I V P a rti cl e s. ’ C ell C h e m Bi ol 2 4 ( 6 ): 7 5 1 -

7 5 7 e 7 5 3.  

C h o k k ali n g a m, V., J. T el, F. Wi m m e r s, X. Li u, S. S e m e n o v, J. T hi el e, C. G. Fi g d o r a n d 

W.  T.  H u c k  ( 2 0 1 3 ). ‘ P r o bi n g c ell ul a r h et e r o g e n eit y i n c yt o ki n e - s e c r eti n g i m m u n e 

c ell s u si n g d r o pl et - b a s e d mi c r o fl ui di c s. ’ L a b C hi p 1 3 ( 2 4 ): 4 7 4 0 - 4 7 4 4.  

C r y a n, J. F. a n d S. M. O ’ M a h o n y ( 2 0 1 1 ). ‘ T h e mi c r o bi o m e - g ut - b r ai n a xi s: f r o m b o w el 

t o b e h a vi o r.’ N e u r o g a st r o e nt e r ol M otil 2 3 ( 3 ): 1 8 7 - 1 9 2.  

d e  B o u r c y,  C.  F.,  I.  D e Vl a mi n c k,  J.  N.  K a n b a r,  J. W a n g,  C.  G a w a d  a n d  S.  R.  Q u a k e 

( 2 0 1 4 ). ‘ A  q u a ntit ati v e  c o m p a ri s o n  o f  si n gl e - c ell  w h ol e  g e n o m e  a m pli fi c ati o n 

m et h o d s. ’ P L o S O n e 9 ( 8 ): e 1 0 5 5 8 5.  

Ei d, J., A. F e h r, J. G r a y, K. L u o n g, J. L yl e, G. Ott o, P. P el u s o, D. R a n k, P. B a y b a y a n, B. 

B ett m a n, A. Bi bill o, K. Bj o r n s o n, B. C h a u d h u ri, F. C h ri sti a n s, R. Ci c e r o, S. Cl a r k, 

R. D al al, A. D e wi nt e r, J. Di x o n, M. F o q u et, A. G a e rt n e r, P. H a r d e n b ol, C. H ei n e r, 

K. H e st e r, D. H ol d e n, G. K e a r n s, X. K o n g, R. K u s e, Y. L a c r oi x,  S. Li n, P. L u n d q ui st, 

C. M a, P. M a r k s, M. M a x h a m, D. M u r p h y, I. P a r k, T. P h a m, M. P hilli p s, J. R o y, R. 

S e b r a,  G.  S h e n,  J.  S o r e n s o n, A.  T o m a n e y,  K.  Tr a v e r s,  M.  Tr ul s o n,  J.  Vi e c eli,  J. 

W e g e n e r, D. W u, A. Y a n g, D. Z a c c a ri n, P. Z h a o, F. Z h o n g, J. K o rl a c h a n d S. T u r n e r 

( 2 0 0 9 ). ‘ R e al - ti m e D N A s e q u e n ci n g f r o m si n gl e p ol y m e r a s e m ol e c ul e s. ’ S ci e n c e 

3 2 3 ( 5 9 1 0 ): 1 3 3 - 1 3 8.  

Fi s c h b a c h, M. A. a n d C. T. W al s h ( 2 0 0 9 ). ‘ A nti bi oti c s f o r e m e r gi n g p at h o g e n s. ’ S ci e n c e 

3 2 5 ( 5 9 4 4 ): 1 0 8 9 - 1 0 9 3.  

G ol e,  J., A.  G o r e, A.  Ri c h a r d s, Y.  J.  C h i u,  H.  L.  F u n g,  D.  B u s h m a n,  H.  I.  C hi a n g,  J. 

C h u n, Y. H. L o a n d K. Z h a n g ( 2 0 1 3 ). ‘ M a s si v el y p a r all el p ol y m e r a s e cl o ni n g a n d 

g e n o m e  s e q u e n ci n g  o f  si n gl e  c ell s  u si n g  n a n olit e r  mi c r o w ell s. ’ N at  Bi ot e c h n ol 

3 1 ( 1 2 ): 1 1 2 6 - 1 1 3 2.  

G u r e vi c h, A., V. S a v eli e v, N. V y a h h i a n d G. T e sl e r ( 2 0 1 3 ). ‘ Q U A S T: q u alit y a s s e s s m e nt 
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t o ol f o r g e n o m e a s s e m bli e s.’ Bi oi n f o r m ati c s 2 9 ( 8 ): 1 0 7 2 - 1 0 7 5.  

H u e b n e r, A., D. B r att o n, G. W h yt e, M. Y a n g, A. J. D e m ell o, C. A b ell a n d F. H oll f el d e r 

( 2 0 0 9 ). ‘ St ati c  mi c r o d r o pl et  a r r a y s:  a  mi c r o fl ui di c  d e vi c e  f o r  d r o pl et  t r a p pi n g, 

i n c u b ati o n a n d r el e a s e f o r e n z y m ati c a n d c ell - b a s e d a s s a y s. ’ L a b C hi p 9 ( 5 ): 6 9 2 -

6 9 8.  

J ai n,  M.,  I.  T.  Fi d d e s,  K.  H.  Mi g a,  H.  E.  Ol s e n,  B.  P at e n  a n d  M.  A k e s o n  ( 2 0 1 5 ). 

‘ I m p r o v e d d at a a n al y si s f o r t h e Mi n I O N n a n o p o r e s e q u e n c e r. ’ N at M et h o d s 1 2 ( 4 ): 

3 5 1 - 3 5 6.  

J a n s s e n, P. H., P. S. Y at e s, B. E. G ri nt o n, P. M. T a yl o r a n d M. S ait ( 2 0 0 2 ). ‘ I m p r o v e d 

C ult u r a bilit y o f S oil B a ct e ri a a n d I s ol ati o n i n P u r e C ult u r e o f N o v el M e m b e r s o f 

t h e Di vi si o n s A ci d o b a ct e ri a, A cti n o b a ct e ri a, P r ot e o b a ct e ri a, a n d V e r r u c o mi c r o bi a. ’ 

A p pli e d a n d E n vi r o n m e nt al Mi c r o bi ol o g y 6 8 ( 5 ): 2 3 9 1 - 2 3 9 6.  
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A U T O C A D 1 0 0 μ m

1 7 μ m 8. 5 , 1 7 , 3 4 μ m

 

P ol y ( di m et h yl sil o x a n e ) 0 P D M S; S yl g a r d 1 8 4: D o w C o r ni n g C o r p. 1

1 0 : 1 0 w/ w 1

P D M S 7 0 ° C 1

P D M S P D M S

0. 7 5  m m 0 W o rl d  P r e ci si o n  I n st r u m e nt s 1

Pl a s m a 

Cl e a n e r P D G - 3 2 G 0 H a r ri c k S ci e nti fi c 1 P D M S 々

7 0 ° C 3 0 0 P P G 

I n d u st ri e s 1
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C , D!

C E D!

0 B 1 !

0 L 1 !



  

 2 9  

2. 2. 2  

A G W

0 C h u k o h C h e mi c al I n d u st ri e s 1

0 K D S S ci e nti fi c 1 0 P - p u m p, 

D ol o mit e 1 9

Pi c o - s u r f 1 0 D ol o mit e 1 2 5 N o v e c 7 5 0 0 0 D ol o mit e 1

A W G 2

F H S - 3 3

0 Fl o v el 1 ・ A W G

0 Fi g. 2. 1 B 1

μ 0 i bi di  G m b H1

B X 5 10 Ol y m p u s 1 D P - 7 30 Ol y m p u s 1

I m a g e J 0 htt p:// r s b.i n f o. ni h. g o v/ij 1  

 

2. 2. 3  1 D N A  

ill u st r a  G e n o mi P hi  D N A  A m pli fi c ati o n  Kit 0 G E 

h e alt h c a r e 1 1 1 0  μ L 0 T a bl e 

2. 1 1 5 0  μ m

ill u st r a G e n o mi P hi D N A A m pli fi c ati o n Kit

D N A ） S a m pl e  B u ff e r

9 5 ° C 3 ： D N A

N u cl e a s e  f r e e 

w at e r 0 0. 5 μ L 1 2 0 × E v a G r e e n 0 C o s m o Bi o. C o r p. 1 0 0. 5 μ L 1

P C R V e r i t i   ®   t h e r  m a l   c y c l e r 0 A p pli e d 

Bi o s y st e m s 1 0 3 0 ° C, 4 h 1 D N A

λ  D N A 0 T a k a r a 1 λ D N A 0

: 4 8 5 0 2 b p1 1 c o p y/ d r o p

0 5 3 a g/ d r o pl et 1  5 c o pi e s/ d r o p 0 2 6 5 a g/ d r o pl et 1

3 0 ° C 2 0

 



  

 3 0  

 

T a bl e 2. 1 c d - M D A  

 

 

 

 

 

 

 

  

A m pli fi c a ti o n Ki t  S ol u ti o n  V ol u m e ( μ L )  

ill u st r a G e n o mi P hi 
D N A A m pli fi c ati o n Kit  

N u cl e a s e f r e e w at e r  
( wit h D N A o r s o rt e d c ell )  

1. 9 ( 1. 4 )  

S a m pl e B u ff e r  2. 9  
R e a cti o n B u ff e r  3. 8  

E n z y m e Mi x  0. 4 0  
1 0 % T w e e n - 2 0  1. 0  
2 0 ×  E v a G r e e n  ( 0. 5 0 )  

 T ot al  1 0. 0  

D N A 0. 5 μ L n u cl e a s e - f r e e w at e r  

2 0 × E v a G r e e n  



  

 3 1  

I m a g e  J

 

 

2. 2. 4  D N A  

F A C S A ri a  I I 0 B D Bi o S ci e n c e s 1 L B

0 E s c h e ri c hi a c oli  K 1 2 A T C C 1 0 7 9 8, : 4. 6 M b p1

S Y T O 9 0 T h e r m o Fi s h e r S ci e nti fi c 1 D N A S Y T O 9

1 1 0 9 6 0 n = 3 1

1 0 μ L M D A

 0 3 0 ° C, 4 h 1

0 c d - M D A 0 C o m p a rt m e nt e d d r o pl et M D A 1 1

1 0 μ L M D A 0

I n - t u b e M D A 1  

1 H, 1 H, 2 H, 2 H - p e r fl u o r o o ct a n ol 0 Si g m a - Al d ri c h 1

D N A

D N A Q u bit ® 3. 0 0 T h e r m o Fi s h e r 

S ci e nti fi c 1 1 0 U/ r e a cti o n S 1 n u cl e a s e 0 T a k a r a 1 2 3 ° C

1 5 2 D N A ％ 0. 5  M  E D T A 0 T h e r m o 

Fi s h e r  S ci e nti fi c 1 D N A  Cl e a n  a n d  C o n c e nt r at o r - 2 5

0 Z y m o  R e s e a r c h 1 D N A D N A

D N A 1 0  n g/ μ L

q u a ntit ati v e  P C R 0 q P C R 1 0

1 1 1 0

P ri m e r P r o b e 0 R a g h u n at h a n et al., 2 0 0 5 1 0 T a bl e 2. 2 1

q P C R q P C R D N A 0 1 0 n g/ u L 1

N e xt e r a X T D N A Li b r a r y P r e p Kit 0 Ill u mi n a 1

1 n g D N A Mi s e q 0 Ill u mi n a 1

Mi s e q  R e a g e nt  Kit  v 3 0 Ill u mi n a 1

3 0 0 b p

0 1 B W A 0 Li a n d D u r bi n, 2 0 0 9 1

N C _ 0 0 9 1 3 0 E. c oli  s u b st r ai n M G 1 6 5 5 1  



  

 3 2  

 

T a bl e 2. 2 M D A q P C R  

 

 

 

 

  

L o c u s  P r o b e s e q u e n c e ( 5 ’ - 3 ’ )  P ri m e r s e q u e n c e ( 5 ’ - 3 ’ )  

P c n B  A C A G G C G T G C C G G T G G G A T A  
F, T A G C C C G C T T G T A G C A G T T T  
R, G C G T T A T C C G T C T G A T T G G T  

H ol A  C A A A C A A C G C A C G C A G T G G C  
F, C T G C C A T A C C C G A T G C T T A T  
R, C A G C G A A C C G G T T A T T T T G T  

O m p A  C C C A G G C T C A G C A T G C C G T T  
F, T G A C C G A A A C G G T A G G A A A C  
R, T G A G T A C G C G A T C A C T C C T G  

T o p A  T G C C A C C T G G T C G A G G C T G T  
F, T C G A T C A T T T C G A C C A T T C A  
R, C C C T C T T C C G G A T C T T T T T C  

Nt h  A G G G C T T C A A G C G C A G C A C G  
F, C G C C T T T T G A A T T G C T G A T T  
R, A C G T T G G C T G T T T T A C G A C C  

E ut C  A T  C  C T  G  C T  G  G T  G  G  G  C  G  A  A  C  G  
F, A T A C G T T T C G C C A A A T C C A C  
R, C G C G T G A A G A T T G A A G A T C A  

E x o  C G C A T T C A T G C C G T T C A G G G  
F, C G T G G C T G T T C A T T T G C T T A  
R, T C T G G T A A A C G C T G A T G A C G  

E x u R  C C T C A A G G C G C T G A T T C G C A  
F, A A A A T G T G G A C C C A G C G T A G  
R, A T A G A T A G C G G T C G G C A T T G  

Gl y S  G A C G C A G C G C A A A C G G G T C T  
F, A T A C A G A C G C A C C G C T T C T T  
R, T G A A T G A G C A G T A T C A G C C G  

C a d A  G G C C A C C G C T C A T A C C G C A T  
F, G T G A G T G G A C T G G G T T T C G T  
R, C A G C A C G C T A C C A T T G C T A A  

q P C R T a q m a n M G B/ F A M 	   

M D A D N A

1 0, 1, 0. 1, 0. 0 1 n g/ μ L 	  



  

 3 3  

S A Mt o ol s0 Li et al., 2 0 0 9 1 d e n o v o  

a s s e m bl y S P A d e s 0 B a n k e vi c h  et  al.,  2 0 1 2 1

Q U A S T 0 G u r e vi c h et al., 2 0 1 3 1

D N A D at a B a n k o f J a p a n 0 D D B J 1

0 A c c e s si o n n u m b e r: D R A 0 0 3 5 7 9 1   



  

 3 4  

2. 3   

2. 3. 1   

0 Fi g. 2. 2 A 1

0 Fi g. 2. 2 B 1

8. 5 μ m 0 Fi g. 2. 2 C - 1 1 1 7 μ m

0 Fi g. 2. 2 C - 2, 3 1 3 4 μ m 0 Fi g. 2. 2 C - 4 1

: = 2: 4, 3: 3, 3: 1, 6: 1 

μ L/ mi n

3 0 - 1 4 0 μ m 0 1 4 p L - 1. 4 n L 1 ー 9

3 μ L/ mi n

5 0. 4 ± 1. 3 μ m 0 : 6 7 p L1

7 0 0 d r o pl et s/ s e c 9

1 0  μ L M D A 5 0  μ m

2 0 0 1. 5  ×  1 0 5 9  

 

2. 3. 2   

λ D N A M D A

3 0 ° C

λ D N A E v a G r e e n

・ 0 Fi g. 2. 3 A 1 λ D N A 1 c o p y/ d r o pl et 5 c o pi e s/ d r o pl et

6 0

・ 1 5 0 0 Fi g. 

2. 3 B 1 6 3 % , 9 9 5

・ 2

D N A 0 5 c o pi e s/ d r o pl et 1

・ 5 

c o pi e s/ d r o pl et

D N A

λ D N A

1 D N A  
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Fi g. 2. 3 λ D N A  

  ( A )  λ D N A 5 c o pi e s/ d r o pl et  

( B )   

( A ) ( B ) 

I m a g e J

1 0 0 	  

Fi g. 2 . 3 w a s r e f e r r e d f r o m t h e a rti cl e:  

Ni s hi k a w a, Y., H o s o k a w a, M. & T a k e y a m a, H. et al. ( 2 0 1 5 ) . Pl o S o n e, 1 0 ( 9 ), e 0 1 3 8 7 3 3. 



  

 3 7  

M D A 9

D N A

D N A

λ D N A M D A

0. 0 8 - 0. 3 3 % 0 n = 3 1

0 1

1 0  μ L D N A 

1 3 0 - 4 9 2 c o pi e s/ 1 0 μ L 0 : 2 0 0 c o pi e s/ 1 0 μ L1

M D A

D N A 0 : 1 8 5 c o pi e s/ 1 0 μ L1 0 Bl ai n e y a n d 

Q u a k e,  2 0 1 1 1

D N A 9

D N A

9  

 

2. 3. 3 D N A  

F A C S D N A

D N A I n - t u b e  M D A

0 Fi g. 2. 4 1 0 N o 

t e m pl at e c o nt r ol0 N T C 1 1 D N A ・ D N A

0 2. 1  μ g 1 M D A

0 c d - M D A 1

1. 4 n g 0 N T C 1 , 4 7 n g 0 1 1 , 3 5 0 n g 0 1 0 1

・

D N A

1 0 6 D N A

N T C I n - t u b e M D A

1 ,4 0 0 1

D N A 1 0  μ L

D N A

c d - M D A D N A .  
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Fi g. 2. 4 I n - t u b e M D A c d - M D A  

D N A  

 

 

 

  

I n - t u b e  M D A c d - M D A 1 0  μ L

M D A 	  

c d - M D A  

Fi g. 2 . 4 w a s r e f e r r e d f r o m t h e a rti cl e:  

Ni s hi k a w a, Y., H o s o k a w a, M. & T a k e y a m a, H. et al. ( 2 0 1 5 ).  Pl o S o n e, 1 0 ( 9 ), e 0 1 3 8 7 3 3.  
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1 6 7  p L 9 D N A D N A

1

1 3 - 2 3 p g

D N A D N A

D N A

・

D N A

N T C

D N A

1 9 7. 5 - 1 3 p g 0 1 3 - 2 3 p g / d r o pl et1

・ N T C

N T C D N A

8 - 3 3 p L0 1 0 p L 1 9  I n - t u b e M D A

1, 0 0 0 1 D N A 0 1 ,4 0 0

1 1 ・  

 

2. 3. 4  N T C   

0 N T C 1

C o nti g 0 ≧ 5 0 0 b p 1

C o nti g c d - M D A 0 3 4 

c o nti g s, 6 8 k b p 1 , I n - t u b e M D A0 5 8 4 c o nit g s, 1 M b p 1 I n - t u b e M D A

D N A

0 T a bl e 2. 3 1 C o nti g B L A S T

H o m o  s a pi e n s , A ci d o v o r a x , 

P s e u d o m o n a s ・

D N A 0 W o y k e et al., 2 0 1 1 1

. D N A

D N A

D N A  
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2. 3. 5 q P C R  

1 1 0 q P C R

q P C R

9 D N A

1  n g I n - t u b e 

M D A 1. 2 × 1 0 3  c o pi e s/ n g 9 c d - M D A 1. 2 × 1 0 5  

c o pi e s/ n g I n - t u b e  M D A 1  n g D N A

c d - M D A 1 0 0 1

D N A

c d - M D A I n - t u b e  M D A

・ 0 Fi g.  2. 5 1 0 n = 3 1

P C R

0 H o ri et al., 2 0 0 7 1 M D A

D N A

0 M a r c y et al., 2 0 0 7 1 c d - M D A

・  

 

2. 3. 6   

ill u mi n a Mi s e q

B W A

6 0 0 S e q u e n c e e ff o rt : 6 0 × 1

0 C o v e r a g e 1

0 Fi g. 2. 6 A 1

q P C R c d - M D A ・

 C o v e r a g e c d -  M D A

4 8 ± 4 8 I n - t u b e M D A 1 7 ± 2 5  
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Fi g. 2. 5 q P C R 1 0  

 

 

 

 

  

Fi g. 2 . 5 w a s r e f e r r e d f r o m t h e a rti cl e:  

Ni s hi k a w a, Y., H o s o k a w a, M. & T a k e y a m a, H. et al. ( 2 0 1 5 ) . Pl o S o n e, 1 0 ( 9 ), e 0 1 3 8 7 3 3. 

c d - M D A  ( n = 3)  ( n = 3 )  
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Fi g. 2. 6 c d - M D A  

 

 

 

 

  

Fi g. 2 . 8 w a s r e f e r r e d f r o m t h e a rti cl e:  

Ni s hi k a w a, Y., H o s o k a w a, M. & T a k e y a m a, H. et al. ( 2 0 1 5 ) . Pl o S o n e, 1 0 ( 9 ), e 0 1 3 8 7 3 3. 

1 c ell c d - M D A  1 0 c ell s c d - M D A  
( A )  

( B )  

( A ) C o v e r a g e  

( B ) c d - M D A I n - t u b e M D A C o v e r a g e  
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C o v e r a g e I n - t u b e  M D A C o v e r a g e

0 C o v e r a g e = 0 1

0 Fi g. 2 .6 B 1 c d - M D A

C o v e r a g e 9 1 0

c d - M D A C o v e r a g e 5 1 ± 2 0 1

9 0 Fi g. 

2. 6 A 1 1 0 D N A

1 0

9

・ 0 Fit z si m o n s  et al., 2 0 1 3 1

 

2

 0 G e n o m e r e c o v e r y 1 c d - M D A I n - t u b e M D A

0 Fi g. 2. 7 A 1 F i g. 2.7 A

0 C o v e r a g e 1 × 1 0 C o v e r a g e 1 0 × 1

1 1 0

S e q u e n c e e ff o rt 0 × 1

S e q u e n c e  e ff o rt 6 0 ×

0 4. 6  M b p 1 6 0

S e q u e n c e e ff o rt 6 0 × c d -

M D A 9 0 5 0 1 × 1 I n - t u b e M D A 2 0 5

S e q u e n c e e ff o rt 6 0 × I n - t u b e M D A 

c d - M D A 0 1 0 × 1 4 2 5 , 8 3 %

4 0 % 1

M D A 4 0 - 6 7 % 9

0 M a r c y et al., 2 0 0 7 1 0 d e B o u r c y et al., 2 0 1 4 1 I n - t u b e M D A

c d - M D A

c d -

M D A S e q u e n c e  e ff o rt

・ c d - M D A  
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Fi g. 2. 7 ( A ) ( B ) C o nti g  

 

 

Fi g. 2 . 7 w a s r e f e r r e d f r o m t h e a rti cl e:  

Ni s hi k a w a, Y., H o s o k a w a, M. & T a k e y a m a, H. et al. ( 2 0 1 5 ) . Pl o S o n e, 1 0 ( 9 ), e 0 1 3 8 7 3 3.  

( A )  ( B )  

0 C o v e r a g e 1 ×, 1 0 × 1
1 1 0  
S e q u e n c e e ff o rt 0 × 1 S e q u e n c e e ff o rt 6 0 ×

0 4. 6  M b p 1
6 0  
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・  

C o nti g

c d - M D A 8 8 - 9 1 % I n - t u b e M D A

3 0 5 0 S e q u e n c e e ff o rt : 6 0 × 1 0 Fi g. 2. 7 B 1 1 0

c d - M D A 9 8 %

1 c d - M D A

D N A .

1 0

D N A 1 0 D N A

1

 

C o nti g c d - M D A 0. 7 7 M b p 9

I n - t u b e  M D A 3. 4  M b p I n - t u b e  M D A

I n - t u b e  M D A

D N A

9 c d - M D A

D N A

9

c d - M D A

 

Q U A S T C o nti g I n - t u b e M D A

c d - M D A C o nti g

C o nti g 0 4. 6  M b 1

0 T a bl e  2. 4 1 C o nti g N 5 0

c d - M D A 1 1 ,2 8 7 ± 2 ,7 5 7 b p 9 I n - t u b e M D A

3 ,6 6 4 ± 2 1 0  b p c d - M D A C o nti g

1 0 c d - M D A

C o nti g N 5 0 1 2 3 ,8 0 6 ± 7 ,5 8 8  b p  
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C o nti g 9 Mi s a s s e m bl e d  c o nti g s , F ull y  u n ali g n e d  c o nti g s , 

Mi s m at c h e s , I n d el s c d - M D A I n -

t u b e M D A c d - M D A

M D A D N A

1 D N A

D N A

0 L a s k e n a n d St o c k w ell , 2 0 0 71 c d - M D A D N A

. D N A

1 0  μ L M D A

1 1 0

D N A 1 0 c d - M D A D N A

c d - M D A

M D A

9

D N A 0 c o p y/ d r o pl et 1

D N A

9  

c d - M D A D N A

c d - M D A D N A

9  
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2. 4  

 0

1 D N A

D N A 1 D N A 9

1

D N A 0 c d - M D A 1

D N A q P C R

c d - M D A D N A

μ L D N A

1, 4 0 0 1

D N A

0 Si d o r e et al., 2 0 1 5 1 0 R h e e 

et al., 2 0 1 6 1

9  

1 D N A

9

9

9

9

9 c d - M D A

1 0

9

9   



  

 5 0  

2. 5 」」  

B a n k e vi c h, A., S. N u r k, D. A nti p o v, A. A. G u r e vi c h, M. D v o r ki n, A. S. K uli k o v, V. M. 

L e si n, S. I. Ni k ol e n k o, S. P h a m, A. D. P rji b el s ki, A. V. P y s h ki n, A. V. Si r ot ki n, 

N. V y a h hi, G. T e sl e r, M. A. Al e k s e y e v, a n d P. A. P e v z n e r. 2 0 1 2. ‘ S P A d e s: a n e w 

g e n o m e a s s e m bl y al g o rit h m a n d it s a p pli c ati o n s t o si n gl e - c ell s e q u e n ci n g ’ , J 

C o m p ut Bi ol, 1 9: 4 5 5 - 7 7.  

Bl ai n e y, P. C. 2 0 1 3. ‘ T h e f ut u r e i s n o w: si n gl e - c ell g e n o mi c s o f b a ct e ri a a n d a r c h a e a ’ , 

F E M S Mi c r o bi ol R e v, 3 7: 4 0 7 - 2 7.  

Bl ai n e y, P. C., a n d S. R. Q u a k e. 2 0 1 1. ‘ Di gi t al M D A f o r e n u m e r ati o n o f t ot al n u cl ei c 

a ci d c o nt a mi n ati o n ’ , N u cl ei c A ci d s R e s, 3 9: e 1 9. 

B r e d el, M., C. B r e d el, D. J u ri c, Y. Ki m, H. V o g el, G. R. H a r s h, L. D. R e c ht, J. R. 

P oll a c k, a n d B. I. Si ki c. 2 0 0 5. ‘ A m pli fi c ati o n o f w h ol e t u m o r g e n o m e s a n d g e n e -

b y - g e n e m a p pi n g o f g e n o mi c a b e r r ati o n s f r o m li mit e d s o u r c e s o f f r e s h - f r o z e n a n d 

p a r a ffi n - e m b e d d e d D N A ’ , J M ol Di a g n, 7: 1 7 1- 8 2.  

d e B o u r c y, C. F., I. D e Vl a mi n c k, J. N. K a n b a r, J. W a n g, C. G a w a d, a n d S. R. Q u a k e. 

2 0 1 4. ‘ A q u a ntit ati v e c o m p a ri s o n o f si n gl e - c ell w h ol e g e n o m e a m pli fi c ati o n 

m et h o d s ’ , P L o S O n e, 9: e 1 0 5 5 8 5. 

G u r e vi c h, A., V. S a v eli e v, N. V y a h hi, a n d G. T e sl e r. 2 0 1 3. ‘ Q U A S T: q u alit y a s s e s s m e nt 

t o ol f o r g e n o m e a s s e m bli e s’ , Bi oi n f o r m ati c s, 2 9: 1 0 7 2- 5.  

L a s k e n, R. S. 2 0 0 7. ‘ Si n gl e - c ell g e n o mi c s e q u e n ci n g u s i n g M ulti pl e Di s pl a c e m e nt 

A m pli fi c ati o n ’ , C u r r O pi n Mi c r o bi ol, 1 0: 5 1 0- 6.  

L a s k e n, R. S., a n d T. B. St o c k w ell. 2 0 0 7. ‘ M e c h a ni s m o f c hi m e r a f o r m ati o n d u ri n g t h e 

M ulti pl e Di s pl a c e m e nt A m pli fi c ati o n r e a cti o n ’ , B M C Bi ot e c h n ol, 7: 1 9. 

Li, H., a n d R. D u r bi n. 2 0 0 9. ‘ F a st a n d a c c u r at e s h o rt r e a d ali g n m e nt wit h B u r r o w s -

W h e el e r t r a n s f o r m ’ , Bi oi n f o r m ati c s, 2 5: 1 7 5 4- 6 0.  

Li, H., B. H a n d s a k e r, A. W y s o k e r, T. F e n n ell, J. R u a n, N. H o m e r, G. M a rt h, G. 

A b e c a si s, R. D u r bi n, a n d S u b g r o u p G e n o m e P r oj e c t D at a P r o c e s si n g. 2 0 0 9. ‘ T h e 

S e q u e n c e Ali g n m e nt/ M a p f o r m at a n d S A Mt o ol s ’ , Bi oi n f o r m ati c s, 2 5: 2 0 7 8- 9.  

M a r c y, Y., T. I s h o e y, R. S. L a s k e n, T. B. St o c k w ell, B. P. W al e n z, A. L. H al p e r n, K. Y. 

B e e s o n, S. M. G ol d b e r g, a n d S. R. Q u a k e. 2 0 0 7. ‘ N a n olit e r r e a ct o r s i m p r o v e 

m ulti pl e di s pl a c e m e nt a m pli fi c ati o n o f g e n o m e s f r o m si n gl e c ell s ’ , P L o S G e n et, 

3: 1 7 0 2 - 8.  



  

 5 1  

M a z uti s, L., J. Gil b e rt, W. L. U n g, D. A. W eit z, A. D. G ri ffit h s, a n d J. A. H e y m a n. 

2 0 1 3. ‘ Si n gl e - c ell a n al y si s a n d s o rti n g u si n g d r o pl et - b a s e d mi c r o fl ui di c s ’ , N at 

P r ot o c, 8: 8 7 0 - 9 1.  

Fit z si m o n s, M. S., M. N o v ot n y, C. C. L o, A. E. Di c h o s a, J. L. Y e e - G r e e n b a u m, J. P. 

S n o o k, W. G u, O. C h e rt k o v, K. W. D a v e n p o rt, K. M c M u r r y, K. G. R eit e n g a, A. R. 

D a u g ht o n, J. H e, S. L. J o h n s o n, C. D. Gl e a s n e r, P. L. Will s, B. P a r s o n - Q ui nt a n a, 

P.   S .   C h a i n ,   J .   C .   D e t t e r,   R .   S .   L a s k e n ,   a n d   C .   S .   H a n .   2 0 1 3 .  ‘ N e a rl y fi ni s h e d 

g e n o m e s p r o d u c e d u si n g g el mi c r o d r o pl et c ult u ri n g r e v e al s u b st a nti al 

i nt r a s p e ci e s g e n o mi c di v e r sit y wit hi n t h e h u m a n mi c r o bi o m e ’ , G e n o m e R e s, 2 3: 

8 7 8 - 8 8.  

R a g h u n at h a n, A., H. R. F e r g u s o n, J r., C. J. B o r n a rt h, W. S o n g, M. D ri s c oll, a n d R. S. 

L a s k e n. 2 0 0 5. ‘ G e n o mi c D N A a m pli fi c ati o n f r o m a si n gl e b a ct e ri u m ’ , A p pl 

E n vi r o n Mi c r o bi ol, 7 1: 3 3 4 2 - 7.  

S u z u ki, M. T., a n d S. J. Gi o v a n n o ni. 1 9 9 6. ‘ Bi a s c a u s e d b y t e m pl at e a n n e ali n g  i n t h e 

a m pli fi c ati o n o f mi xt u r e s o f 1 6 S r R N A g e n e s b y P C R ’ , A p pl E n vi r o n Mi c r o bi ol, 

6 2: 6 2 5 - 3 0.  

W o y k e, T., A. S c z y r b a, J. L e e, C. Ri n k e, D. Ti g h e, S. Cli n g e n p e el, R. M al m st r o m, R. 

St e p a n a u s k a s, a n d J. F. C h e n g. 2 0 1 1. ‘ D e c o nt a mi n ati o n o f M D A r e a g e nt s f o r 

s i n gl e c ell w h ol e g e n o m e a m pli fi c ati o n’ , P L o S O n e, 6: e 2 6 1 6 1. 
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3

 

M . H o s o k a w a,  Y.  Ni s hi k a w a,  M.  K o g a w a  a n d  H.  T a k e y a m a  ( 2 0 1 7 ) , 

‘ M a s si v el y p a r all el w h ol e g e n o m e a m pli fi c ati o n f o r si n gl e - c ell s e q u e n ci n g u si n g d r o pl et 

mi c r o fl ui di c s. ’ S ci R e p 7 ( 1 ): 5 1 9 9.  

 

3. 1  

F A C S

9

5

9 9 0 Ri n k e et al., 2 0 1 3 1

D N A 9 0 Z h a n g et 

al., 2 0 0 6 1  

2 D N A

D N A

0 c d -

M D A 1 0 Ni s hi k a w a et al., 2 0 1 5 1 c d - M D A

D N A

9

9

9 9

1

0 Si n gl e  d r o pl et  M D A 0 s d - M D A 1 1

9 9

1

1 0 5
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	 D N A

	  

9 M E M S

0 M a z uti s et al., 2 0 0 9 1 0 B a r et et 

al., 2 0 0 9 1

0 Ki nt s e s et al., 2 0 1 0 1 	

2

0 Fi e r e r  a n d 

J a c k s o n, 2 0 0 6 1 . （ 

0 Mill e r et al., 1 9 9 9 1

9
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3. 2  

3. 2. 1   

0 E s c h e ri c hi a  c oli  K 1 2  A T C C 1 0 7 9 8 1 L y s o g e n y  B r ot h 0 L B 1 0 1. 0 % 

B a ct o - t r y pt o n e,  0. 5 %  y e a st  e xt r a ct,  1. 0 %  N a Cl,  p H  7. 0 1 1 6  h

D ul b e c c o ’s p h o s p h at e - b u ff e r e d s ali n e 0 D P B S 1 0 T h e r m o Fi s h e r S ci e nti fi c 1 3

P r o pi ni u m I o di d e 0 P I 1 0 T h e r m o Fi s h e r S ci e nti fi c 1

D P B S

1. 5 × 1 0 4  c ell s/ μ L

5 0  μ m 1  c ell/ d r o pl et

 

 

3. 2. 2  

 

9 A U T O C A D 2

6 2

9 2

6

0 Fi g 3. 1 A 1 2

2

7 2

9 0 Fi g 3. 1 B 1 1 9

1

3

3

0 Fi g  3. 1 B １ 1

2

0 Fi g 3. 1 B ２ 1

2 0 Fi g  3. 1 B 1  
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0 M a z uti s, et al., 2 0 0 9 1

0 M a z uti s, et al., 2 0 1 3 1

A U T O C A D 1 0 0  μ m

0 Fi g 3. 1 B 1 2 0 0 μ m  

2. 2. 1

P - p u m p

0 D ol o mit e 1 A G W 0 C h u k o h  C h e mi c al  I n d u st ri e s 1

9 Pi c o - s u r f 1 0 D ol o mit e 1 2 5 N o v e c 7 5 0 0 0 D ol o mit e 1

N o v e c 7 5 0 0

0 D ol o mit e 1 F C - 4 0 0 D ol o mit e 1 Pi c o - s u r f 1 0 - 3 %

F H S - 3 3 0 Fl o v el 1

2 2

5 m M D P B S 0 T h e r m o Fi s h e r S ci e nti fi c 1  

 

3. 2. 3   

R E P L I - g Si n gl e C ell Kit 0 Qi a g e n 1

D P B S 0 T a bl e  3. 1 A 1 0 B u ff e r 

D 2 1 0 T a bl e  3. 1 B 1 A G W Fi g  3. 1 A 2

2

・ A G W

0 4 0 μ m 1

6 5 ° C 1 0

D N A 1  

D N A

1 1 × E v a G r e e n 0 C O S M O B I O C O., L T D. 1  
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T a bl e 3. 1  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

A m pli fi c a ti o n Ki t  S ol u ti o n  V ol u m e ( μ L )   

R E P L I - g Si n gl e  
C ell Kit  

C ell s u s p e n d e d D P B S  1 5. 5  A  
1 M D T T  1. 2  

B  B u ff e r D L B  1 3  
N u cl e a s e f r e e w at e r  1. 3  

R e a cti o n B u ff e r  2 9  

C  

St o p s ol uti o n  2. 0  
E n z y m e s ol uti o n  2. 0  

N u cl e a s e f r e e w at e r  3. 2  
2 0 ×  E v a G r e e n  1. 0  
1 0 % T w e e n - 2 0  5. 0  

R E P L I - g Si n gl e  
C ell Kit  

C oll e ct e d d r o pl et  -  

D  

D P B S  0. 8  
1 M D T T  0. 0 5  

B u ff e r D L B  0. 5 5  
N u cl e a s e f r e e w at e r  0. 8 ( 0. 3 )  

R e a cti o n B u ff e r  5. 8  
St o p s ol uti o n  0. 6  

E n z y m e s ol uti o n  0. 4  
2 0 ×  E v a G r e e n  0 ( 0. 5 )  
1 0 % T w e e n - 2 0  1. 0  

 

1  

2  

1 0. 5 μ L

N u cl e a s e f r e e w at e r 2 0 ×  E v a G r e e n  
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2 1. 5 μ L 0 T a bl e  3. 1 C 1 A G W

D N A

2. 0 % 0 v/ v 1 Pi c o - S u r f 1 F C - 4 0

A G W P - p u m p

D N A

7 3 μ m

D N A

2

0 7 7  μ m 1 A G W

P C R

2. 0 % 0 v/ v 1 Pi c o - S u r f 1 H F E 7 5 0 0 3 0 ° C

0 s d - M D A

1 0 Fi g. 3. 2 1

0 E s c h e ri c hi a c oli  K 1 2 A T C C 1 0 7 9 8 1

2 0

0 , 0. 0 2 , 0. 1 , 0. 5 c ell/ d r o pl et

 

0 K O K E N - L T D. 1

0 D r u m m o n d  S ci e nti fi c 1

E v a G r e e n

P C R

D N A 7

M D A R E P L I - g Si n gl e C ell Kit 1 1 0 μ L

0 T a bl e  3. 1 D 1 St e p O n e Pl u s  R e al - Ti m e  P C R  S y st e m

0 T h e r m o  Fi s h e r  S ci e nti fi c 1

D N A

Ct 1

9 D N A S 1 0 0 0 P C R S y st e m0 Bi o - R a d L a b o r at o ri e s 1

0 1,  2 , 3 , 8 1 D N A Q u bit ®  
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Fi g. 3. 2 Si n gl e d r o pl et M D A ( s d - M D A )   

 

 

 

  

F i g. 3. 2 w a s r e f e r r e d f r o m t h e a rti cl e:  

M. H o s o k a w a, Y. Ni s hi k a w a, M. K o g a w a a n d H. T a k e y a m a ( 2 0 1 7 ). S ci R e p 7 ( 1 ): 5 1 9 9.  
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3. 0 0 T h e r m o  Fi s h e r  S ci e nti fi c 1 7

D N A  

 

3. 2. 4   

0 E s c h e ri c hi a c oli  K 1 2 A T C C 1 0 7 9 8 4. 6 

M b p 1 0 B a cill u s s u btili s A T  C  C  6 6 3 3 4. 0 M b p 1

L B B r ai n  H e a rt  I n f u si o n 0 A T  C  C   m e d i u  m   4 4 ,   T h e r  m o  

Fi s h e r S ci e nti fi c 1 D P B S 3

2

6. 0 × 1 0 4  c ell s/ μ L 0 3 . 0 × 1 04  c ell s/ μ L 1 3. 2. 3

s d - M D A

0 0. 1  c ell/ d r o pl et 1

E v a G r e e n

P C R 2  

2 1 6 S r R N A P C R

0 T a bl e  3. 2 1 Ill u mi n a  Mi s e q  s y st e m  f o r  1 6 S  m et a g e n o mi c s  s e q u e n ci n g  li b r a r y 

p r e p a r ati o n V 3 - V 4 P C R

0 F a s m a c C o., Lt d. 1 N e xt e r a X T D N A s a m pl e 

p r e p kit 0 Ill u mi n a 1 Q I A S e q F X D N A Li b r a r y kit 0 Q I A G E N 1

2. 2. 5

S e q u e n c e e ff o rt 1 × , 5 × , 1 0 × , 2 0 × , 4 0 × , 6 0 ×

N C _ 0 0 9 1 3 0 E. 

c oli  s u b st r ai n M G 1 6 5 5 1 N C _ 0 1 4 4 7 9 0 B. s u btili s  s u b s p. s pi zi z e nii st r. W 2 3 1

D N A 0 I 1 I n - t u b e 

M D A 1 0 I I 1 c d - M D A 1

0 I I I 1 s d - M D A 1 0 I V 1

S e q u e n c e e ff o rt 6 0 × D N A

0 Z o n g et al., 2 0 1 2 1 S P A d e s 0 B a n k e vi c h 

et al., 2 0 1 2 1 d e n o v o  a s s e m bl y C o nti g

Q U A S T 0 G u r e vi c h et al., 2 0 1 3 1 C o nti g

C o nti g D N A 0 C o nt a mi n ati o n 1 C h e c k M  
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T a bl e 3. 2 1 6 S r R N A P C R  

 

 

 

 

 

 

   

S ol u ti o n  V ol u m e ( μ L )  

P ri m e st a r M a x 0 T a k a r a 1  6. 2 5  

1 0 μ M P ri m e r f o r w a r d  0. 5  
1 0 μ M P ri m e r r e v e r s e  0. 5  

D N A s ol uti o n  0. 5  
D. W.  3. 7 5  
T ot al  1 2. 5  

T e m p e r a t u r e ( ° C )  Ti m e  C y cl e  
9 8  5 mi n   
9 8  1 0 s e c  

2 7  5 1  1 5 s e c  
7 2  5 s e c  
7 2  5 mi n   

4  4   

P ri m e r  S e q u e n c e ( 5 ’ → 3 ’ )  
V 3 V 4 f o r w a r d  T C G T C G G C A G C G T C A G A T G T G T A T A A G A G A C A G C C T A C G G G N G G C W G C A G  

V 3 V 4 r e v e r s e  G T C T C G T G G G C T C G G A G A T G T G T A T A A G A G A C A G G A C T A C H V G G G T A T C T A A T C C  
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0 P a r k s et al., 2 0 1 5 1

D N A  D at a  B a n k  o f 

J a p a n 0 D D B J 1 0 A c c e s si o n n u m b e r: D R A 0 0 5 3 2 6 1  

 

3. 2. 5   

1 2 0 - 5

I S O I L 0 Ni p p o n G e n e 1

1. 5 g Ill u mi n a 1 6 S 

M et a g e n o mi c S e q u e n ci n g Li b r a r y

U P A R S E0 E d g a r, 2 0 1 3 1 O T U0 O p e r ati o n al t a x o n o mi c u nit 1

9 7 % O T U

R D P cl a s si fi e r 0 W a n g et al., 2 0 0 7 1 O T U

 

1 5  m L

0 Ni p p o n G e n eti c s 1 1. 5 g 3 m L D P B S

5 2 0 0 × g 5

3 5  μ m

0 C o r ni n g 1 1 3, 0 0 0  × g 2 0

D P B S 2

3. 2. 3 s d - M D A 3. 2. 4

D N A 1 6 S  r R N A P C R

2. 2. 4

2 ,0 0 0 b p C o nti g A M P H O R A 0 W u 

a n d S c ott, 2 0 1 2 1 C h e c k M

0 C o m pl et n e s s 1 D N A

0 C o nt a mi n ati o n 1

D N A  D at a  B a n k  o f  J a p a n 0 D D B J 1

0 A c c e s si o n n u m b e r: D R A 0 0 5 3 2 7 1  
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3. 3  

3. 3. 1   

P r o pi di u m I o di d e0 P I 1

1  c ell/ d r o pl et

0 P < 0. 0 5 10 Fi g. 3 .3 A, B 1

9

9  

 

3. 3. 2  

Fi g. 3. 1 A D P B S

D P B S 2

7 2 4 

μ L/ h 3 6 0  μ L/ h

2

・ 4 0 ± 0. 7 5 

μ m 0 3 4 p L 1 2 1, 0 0 0 d r o pl et s/ mi n

3 0

1 0 5

 

9

2

2 4

2
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Fi g. 3 .3  

  

0 c ell/ d r o p  

1 c ell/ d r o p  

2 c ell s/ d r o p  

0

1 0

2 0

3 0

4 0

5 0

6 0

0 1 2 3 4

Dr
o
pl

et
 
p
er

c
e
nt

a
g
e 

(
%)

C ell n u m b er ( c ell s/ dr o pl et)

T h e or eti c al v al u e

M e a s ur e d v al u e

( A )  

( B )  

( A )   

( B )  
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2

0 Fi g 3. 4 1 」  

3

」

N o v e c 7 5 0 0

2 % 0 Fi g 3. 4 A - Ⅰ, B - Ⅰ 1 F C - 4 0

2 6 % 0 Fi g  3. 4 A - Ⅱ, B -

Ⅱ 1

・ 1 0

0 Fi g 3. 4 A - Ⅲ, B - Ⅲ 1

9 5 5 0 Fi g 3. 4 A - Ⅳ, B - Ⅳ 1

2

1 2, 0 0 0 d r o pl et/ mi n 0 Fi g 

3. 4 C 1  

7 7 ± 2. 9 4 μ m 0 2 4 0 p L 1 9 5 %

9 2 3 5

9 0 Fi g 3. 5 A 1

2 9  

 

3. 3. 3  s d - M D A  

0. 1  c ell/ d r o pl et

2 D N A E v a g r e e n

・ D N A  
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Fi g. 3. 5 s d - M D A  

  

F i g. 3. 5 w a s r e f e r r e d f r o m t h e a rti cl e:  

M. H o s o k a w a, Y. Ni s hi k a w a, M. K o g a w a a n d H. T a k e y a m a ( 2 0 1 7 ). S ci R e p 7 ( 1 ): 5 1 9 9.  

( A ) ( B ) 

( C ) ( D ) 

( A )  

( B ) S c al e: 1 0 0 μ m  

( C )  

( D )   
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・ 0 Fi g 3 . 5B 1

1 8 0 0 Fi g  3. 5 C 1

0 , 0. 0 2 , 0. 1 , 0. 5 c ell/ d r o pl et

0 P < 0. 0 5 1 0 Fi g 3. 5 D 1

s d - M D A

9

s d - M D A

0. 0 1 % D N A

・ 0 Bl ai n e y, 2 0 1 3 1 3. 2. 2

1

0. 1 c ell/ d r o pl et

4 0  μ L M D A

5 × 1 0 5 0. 1 c ell/ d r o p

5 × 1 0 4

F A C S

9 0 M c L e e n  et  al.,  2 0 1 3 1

、 1 0 3  

w ell s 0 c ell s 1 9 0 L e u n g et al., 2 0 1 6 1

0 Fl ui di g m C 1 1

9 6 9. 5

9 0 1 0 si n gl e - c ell s/ h 1 s d - M D A

9

9

9 s d - M D A 4 8 4, 0 0 0

9 0 2 1, 0 0 0  si n gl e - c ell s/ h 1 1 9

0. 0 2 .

s d - M D A 9

0 T a bl e 3. 3 1  
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3. 3. 4   

s d - M D A 1  
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0. 1 c ell/ d r o pl e t
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D N A

1 9 D N A 1 0 9 ± 2 6. 8 p g 0 n = 6 1 0 4 5 0 
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1 0 9 D N A

2

D N A 3 n g E v a g r e e n

D N A

9 .

D N A

 

 



! !

!Y 9 !

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

Q/ 5G! DG J 8 # = B !

!

! !

� � � � � � � � � � � � � �



  

 7 2  

3. 3. 5  00

11  

0. 1  c ell/ d r o pl et

s d - M D A 7 6

P C R 2 0 3 0 ° C 2 h 1

P C R 1 6 S  r R N A

7 6 6 0 0 7 9 % 1 2 D N A ・

5 6 0 7 4 % 1 P C R ・

P C R 1 6 S r R N A

7 6 1 6 D N A

・ ・ 8

P C R ・

2 D N A ・ 0 1 6 1 P C R

0 4 1

3 0, 0 0 0 B L A S T

・

 

P C R ・

9 1 6

0 3 2 1 1

9

3 2

9 4 %

0 Fi g 3. 7 A 1 0 T a bl e 3. 4 1

1 6 S  r R N A P C R

D N A

B L A S T s d - M D A
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Fi g. 3. 7  

 

 

 

 

 

 

 

  

F i g. 3. 7 w a s r e f e r r e d f r o m t h e a rti cl e:  

M. H o s o k a w a, Y. Ni s hi k a w a, M. K o g a w a a n d H. T a k e y a m a ( 2 0 1 7 ). S ci R e p 7 ( 1 ): 5 1 9 9.  

( A )  s d - M D A  

( B ) B L A S T  

E. c oli B. s u btili s P C R 	  

( A )  

( B )  
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T a bl e 3. 4 s d - M D A  

 

 

 

  

S a m pl e 

N a m e  

1 6 S r R N A 

s e q u e n c e  

# R a w  

r e a d s  

M a p pi n g 

t o  

E. c oli  ( % )  

M a p pi n g t o  

B. s u btili s  

( % )  

C o v e r a g e o f  

E. c oli  

g e n o m e  

C o v e r a g e o f  

B. s u btili s  

g e n o m e  

P e r c e nt 

c hi m e r a  

o n E. c oli  ( % )  

P e r c e nt 

c hi m e r a  

o n B. s u btili s  

( % )  

e 1  E. c oli  1 2 6 1 9 6 6  9 4. 3 2  1. 2 7  6 3. 7 3  -  7. 1 2  -  

e 2  E. c oli  1 1 6 2 9 2 2  9 8. 5 5  1. 1 7  8 1. 0 0  -  7. 1 1  -  

e 3 *  E. c oli  1 1 4 4 1 4 6  9 2. 7 5  1. 2 3  4 0. 9 4  -  7. 2 4  -  

e 4  E. c oli  1 0 6 7 2 6 1  9 2. 5 5  0. 9 2  6 7. 6 0  -  5. 9 5  -  

e 5  E. c oli  1 3 1 0 4 2 4  9 3. 5 9  4. 1 9  8 0. 6 1  -  6. 6 0  -  

e 6  E. c oli  7 6 9 2 6 0  9 7. 7 0  1. 2 3  6 9. 7 6  -  7. 6 6  -  

e 7 *  E. c oli  1 4 5 6 0 3 7  9 7. 0 6  1. 1 3  4 4. 3 8  -  6. 8 9  -  

e 8 *  E. c oli  3 3 6 8 9 5  9 8. 9 0  4. 0 9  4 9. 2 3  -  7. 2 0  -  

e A  E. c oli  9 9 2 2 1 8  9 7. 5 3  1. 6 5  8 5. 5 3  -  8. 8 5  -  

e B  E. c oli  1 0 4 6 3 9 3  9 7. 0 3  3. 0 1  7 8. 9 8  -  9. 9 0  -  

e C  E. c oli  1 0 3 8 9 3 5  9 8. 4 3  1. 0 3  8 4. 1 3  -  9. 3 3  -  

e D  E. c oli  1 1 8 7 7 9 6  9 7. 1 0  3. 8 8  7 3. 3 9  -  9. 2 2  -  

e E  E. c oli  9 6 1 1 3 9  9 9. 2 1  1. 1 8  8 5. 0 5  -  9. 9 6  -  

e F  E. c oli  1 2 6 3 0 8 3  9 9. 1 3  2. 1 0  8 0. 4 5  -  9. 8 8  -  

e G  E. c oli  1 3 3 7 2 7 2  9 4. 7 4  2. 8 0  7 5. 8 6  -  9. 5 5  -  

e H  E. c oli  1 1 6 4 4 8 7  9 5. 6 4  2. 1 0  6 5. 4 0  -  1 0. 8 7  -  

b 1  B. s u btili s  1 1 5 4 0 2 1  1. 8 4  9 8. 6 4  -  9 0. 8 8  -  8. 3 5  

b 2  B. s u btili s  9 9 1 7 9 1  2. 0 3  9 9. 7 5  -  9 9. 1 2  -  8. 1 4  

b 3  B. s u btili s  9 9 4 1 2 8  2. 6 2  9 9. 5 4  -  8 3. 6 6  -  7. 0 6  

b 4 *  B. s u btili s  8 3 6 8 7 5  1. 9 3  9 9. 6 2  -  4 1. 3 9  -  8. 2 0  

b 5  B. s u btili s  1 1 7 6 5 2 0  1. 8 9  9 9. 7 8  -  9 1. 6 9  -  9. 1 6  

b 6  B. s u btili s  1 1 5 4 5 4 0  1. 9 9  9 9. 8 2  -  8 8. 1 4  -  9. 3 2  

b 7  B. s u btili s  1 2 4 7 3 6 8  2. 0 4  9 9. 7 9  -  8 8. 0 2  -  9. 0 3  

b 8  B. s u btili s  1 2 2 4 7 7 3  1. 9 1  9 9. 7 3  -  9 2. 0 6  -  9. 4 3  

b 9  B. s u btili s  1 0 3 2 8 1 7  1. 8 0  9 9. 7 7  -  7 5. 9 7  -  7. 5 9  

b 1 0 *  B. s u btili s  1 0 8 1 9 0 0  0. 7 7  9 9. 7 9  -  1 5. 5 3  -  6. 4 9  

b 1 1  B. s u btili s  1 0 6 3 8 4 7  2. 1 5  9 9. 8 0  -  9 0. 4 8  -  7. 1 2  

b 1 2  B. s u btili s  1 1 5 7 9 3 6  2. 0 3  9 9. 8 4  -  8 0. 4 5  -  8. 0 9  

b A  B. s u btili s  1 0 6 1 9 0 5  1. 8 4  9 9. 7 8  -  8 9. 9 6  -  7. 0 3  

b B  B. s u btili s  1 0 9 0 9 5 0  1. 4 9  9 9. 7 5  -  8 8. 2 8  -  7. 2 6  

b C  B. s u btili s  9 9 3 2 3 0  1. 9 6  9 9. 7 5  -  9 0. 8 8  -  7. 0 9  

b D  B. s u btili s  1 0 1 6 1 5 9  1. 9 1  9 9. 7 8  -  8 8. 3 3  -  7. 8 1  

E. c oli  

g D N A  
E. c oli  2 1 1 8 5 7 6  9 3. 7 5  1. 9 4  9 9. 8 0  -  0. 1 6  -  

I n - t u b e 

M D A 1  
E. c oli  1 1 9 6 4 5 0  6 3. 7 4  2. 1 0  9 0. 5 6  -  1 0. 6 5  -  

I n - t u b e 

M D A 2  
E. c oli  1 0 7 9 8 8 4  4 9. 7 2  1. 8 7  7 2. 6 1  -  9. 5 7  -  

I n - t u b e 

M D A 3  
E. c oli  1 5 4 9 7 4 2  4 8. 4 2  1. 4 1  7 3. 4 8  -  1 1. 8 6  -  

 c d - M D A 1  E. c oli  1 3 6 7 9 0 6  9 1. 2 8  0. 5 9  9 4. 8 4  -  1. 9 8  -  

 c d - M D A 2  E. c oli  1 4 3 8 8 6 7  9 1. 8 3  0. 5 4  9 6. 8 3  -  1. 8 5  -  

 c d - M D A 3  E. c oli  1 6 5 3 6 0 9  8 8. 7 1  0. 2 4  9 7. 6 6  -  1. 5 6  -  

T a bl e 3. 4  w a s r e f e r r e d f r o m t h e a rti cl e:  

M. H o s o k a w a, Y. Ni s hi k a w a, M. K o g a w a a n d H. T a k e y a m a ( 2 0 1 7 ). S ci R e p 7 ( 1 ): 5 1 9 9.  
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s d - M D A D N A

1. 0 % 0. 6 %

3. 7 % E. c oli  K - 1 2

f 9 0 I n - t u b e M D A1

D N A 4 7. 3 % 2 c d - M D A

D N A 6. 0 % 0 Fi g 

3. 7 B 1 c d - M D A 1 0 L D N A

s d - M D A

D N A s d - M D A

D N A 9

I n - t u b e M D A

9

s d - M D A

9  

S e q u e n c e e ff o rt

6 0 × s d - M D A

7 0. 4 ± 1 4. 0 % 8 0. 9 ± 2 1. 0 %

0 Fi g. 3. 8 1

G C 5 0 G C %: 5 0. 8 %,  4. 6 

M b p 1 0 G C %: 4 3. 9 %, 4. 0 M b p 1 1 6

・

0 T a bl e 3. 4 , * 1

0 Di c h o s a  et  al.,  2 0 1 2 1

0 L e u n g et al., 2 0 1 5 1 s d - M D A D P B S

F A C S .

2

D N A ・ P C R
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Fi g. 3. 8 s d - M D A  

 

 

 

  

F i g. 3. 8 w a s r e f e r r e d f r o m t h e a rti cl e:  

M. H o s o k a w a, Y. Ni s hi k a w a, M. K o g a w a a n d H. T a k e y a m a ( 2 0 1 7 ). S ci R e p 7 ( 1 ): 5 1 9 9.  
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Fi g. 3. 9  

 

 

  

F i g. 3. 9 w a s r e f e r r e d f r o m t h e a rti cl e:  

M. H o s o k a w a, Y. Ni s hi k a w a, M. K o g a w a a n d H. T a k e y a m a ( 2 0 1 7 ). S ci R e p 7 ( 1 ): 5 1 9 9.  
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（ 9
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3. 3. 6   

s d - M D A c d - M D A I n - t u b e  M D A

0 Fi g.  3. 9 1

0 1

1 s d - M D A 0 1 0. 8 0 ± 0. 0 6 4 s d -

M D A 0 1 0. 7 0 ± 0. 0 9 6 c d - M D A 0 1 0. 4 9 ± 0. 2 6 I n - t u b e M D A0

1 0. 7 6 ± 0. 1 2 」

9

0 M a r c y et al., 2 0 0 7 1 s d - M D A I n -

t u b e M D A s d - M D A

0 8. 3 ± 1. 5 % 1 I n - t u b e M D A 0 1 0. 7 ± 0. 9 4 % 1

0 T a bl e 3. 4 1 2 c d - M D A

I n - t u b e M D A s d - M D A

s d - M D A

P C R

2 1 9

D N A 1 0 0 p g 9 P C R

P C R 2 9

0 L a n et al., 2 0 1 7 1

 

 

3. 3. 7  d e  n o v o  a s s e m bl y

00 C o n ti g 11  

0 S A G s S i n g l e  a m p l i f i e d 

g e n o m e s 1 d e n o v o  a s s e m bl y C o nti g

s d - M D A
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6 3 % c d - M D A 0 9 0 % 1

s d - M D A

6 S A G

d e  n o v o  a s s e m bl y 0 Fi g.  3. 1 0 A 1

0 Cli n g e n p e el  et  al.,  2 0 1 5 1 P C R

d e  n o v o  a s s e m bl y

3 S A G s 9 0 %

0 Fi g. 3. 1 0 B 1 Q U A S T

C h e c k M s d - M D A C o nt a mi n ati o n 0. 4 2 % F ull y 

u n ali g n e d c o nti g s 4. 2 3 % c d - M D A 0 3. 2 % 3 9. 8 % 1

I n - t u b e M D A0 2 8 % 7 2 % 1

0 Fi g.  3. 1 1 1 0 T a bl e  3. 5 1 s d - M D A

D N A

9  

 

3. 3. 8   

 s d - M D A

4 8 2 4 8 3 7

0 7 7 % 1 D N A ・

・ 1 6 S r R N A

P C R 1 1 ・ 1 7

1 6 S r R N A ・

9 P C R ・

B L A S T 1 6 S r R N A

・ ・ 1 1

（ 9 1 6 S r R N A

1 6 S r R N A

1 8 S r R N A

P C R 1 7  
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Fi g. 3. 1 0  0 S A G a s s e m bli n g 1  

  

F i g. 3. 1 0 w a s r e f e r r e d f r o m t h e a rti cl e:  

M. H o s o k a w a, Y. Ni s hi k a w a, M. K o g a w a a n d H. T a k e y a m a ( 2 0 1 7 ). S ci R e p 7 ( 1 ): 5 1 9 9.  

( A ) S A G a s s e m bli n g  

( B ) S A G s  

( A )  ( B )  
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Fi g. 3. 1 1 C o nti g B L A S T  

  

0

5 0

1 0 0

Fr
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z
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(
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E. c oli

B. s u btili s

Pl a s mi d s fr o m E. c oli

H u m a n

Ot h er s

s d- M D A s d- M D A

E. c oli B. s u btili s

c d- M D A

i n-t u b e
M D A

g D N A

F i g. 3. 1 1 w a s r e f e r r e d f r o m t h e a rti cl e:  

M. H o s o k a w a, Y. Ni s hi k a w a, M. K o g a w a a n d H. T a k e y a m a ( 2 0 1 7 ). S ci R e p 7 ( 1 ): 5 1 9 9.  
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T a bl e 3. 5 Q U A S T C h e c k M C o nti g  

 

 

  

 s d - M D A  ( E. c oli )  c d - M D A  I n - t u b e M D A 

# C o nti g ( ≥ 5 0 0 b p )  8 3 5 ± 1 2 7  1 1 9 4 ± 1 6 0  4 0 8 2 ± 2 8 0  

T ot al l e n gt h ( k b p )  3 0 6 4 ± 5 8 0  4 9 0 3 ± 8 1  7 5 8 4 ± 4 4 1  

N 5 0  1 3 0 0 0 ± 1 9 9 3  1 3 2 0 5 ± 2 9 8 2  3 8 3 3 ± 1 3 7  

St ati sti c s wit h r e f e r e n c e g e n o m e     

G e n o m e r e c o v e r y ( % )  6 3 ± 1 2  9 0 ± 1  6 6 ± 9  

F ull y u n ali g n e d c o nti g ( % )  4. 2 3 ± 1. 2 9  3 9. 8 ± 1. 9 5  7 2. 2 ± 3. 0 5  

C o nt a mi n ati o n ( % )  0. 4 2 ± 0. 2 8  3. 2 ± 0. 5 5  2 8 ± 4. 4  

T a bl e 3. 5  w a s r e f e r r e d f r o m t h e a rti cl e:  

M. H o s o k a w a, Y. Ni s hi k a w a, M. K o g a w a a n d H. T a k e y a m a ( 2 0 1 7 ). S ci R e p 7 ( 1 ): 5 1 9 9.  
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3. 5 」」  

B all a nt y n e, K. N., R. A. v a n O o r s c h ot, R. J. Mit c h ell, a n d I. K o u k o ul a s. 2 0 0 6. 

‘ M ol e c ul a r c r o w di n g i n c r e a s e s t h e a m pli fi c ati o n s u c c e s s o f m ulti pl e di s pl a c e m e nt 

a m pli fi c ati o n a n d s h o rt t a n d e m r e p e at g e n ot y pi n g ’ , A n al Bi o c h e m , 3 5 5: 2 9 8- 3 0 3.  

B a n k e vi c h, A., S. N u r k, D. A nti p o v, A. A. G u r e vi c h, M. D v o r ki n, A. S. K uli k o v, V. M. 

L e si n, S. I. Ni k ol e n k o, S. P h a m, A. D. P rji b el s ki, A. V. P y s h ki n, A. V. Si r ot ki n, 

N. V y a h hi, G. T e sl e r, M. A. Al e k s e y e v, a n d P. A.  P e v z n e r. 2 0 1 2. ‘ S P A d e s: a n e w 

g e n o m e a s s e m bl y al g o rit h m a n d it s a p pli c ati o n s t o si n gl e - c ell s e q u e n ci n g ’ , J 

C o m p ut Bi ol , 1 9: 4 5 5- 7 7.  

B a r et, J. C., O. J. Mill e r, V. T al y, M. R y c k el y n c k, A. El - H a r r a k, L. F r e n z, C. Ri c k, M. 

L. S a m u el s, J. B. H ut c hi s o n, J. J. A g r e sti, D. R. Li n k, D. A. W eit z, a n d A. D. 

G ri ffit h s. 2 0 0 9. ‘ Fl u o r e s c e n c e - a cti v at e d d r o pl et s o rti n g ( F A D S ): e ffi ci e nt 

mi c r o fl ui di c c ell s o rti n g b a s e d o n e n z y m ati c a cti vit y ’ , L a b C hi p , 9: 1 8 5 0- 8.  

Bl ai n e y, P. C. 2 0 1 3. ‘ T h e f ut u r e i s n o w: si n gl e - c ell g e n o mi c s o f b a ct e ri a a n d a r c h a e a ’ , 

F E M S Mi c r o bi ol R e v , 3 7: 4 0 7- 2 7.  

Cli n g e n p e el, S., A. Cl u m, P. S c h wi e nt e k, C. Ri n k e, a n d T. W o y k e. 2 0 1 4. 

‘ R e c o n st r u cti n g e a c h c ell ’s g e n o m e wit hi n c o m pl e x mi c r o bi al c o m m u niti e s - d r e a m 

o r r e alit y ? ’ , F r o nt Mi c r o bi ol , 5: 7 7 1. 

Di c h o s a, A. E., M. S. Fit z si m o n s, C. C. L o, L. L. W e st o n, L. G. P r et e s k a, J. P. S n o o k, 

X. Z h a n g, W. G u, K. M c M u r r y, L. D. G r e e n, P. S. C h ai n, J. C. D ett e r, a n d C. S. 

H a n. 2 0 1 2. ‘ A rti fi ci al p ol y pl oi d y i m p r o v e s b a ct e ri al si n gl e c ell g e n o m e 

r e c o v e r y ’ , P L o S O n e , 7: e 3 7 3 8 7. 

Fi e r e r, N., a n d R. B. J a c k s o n. 2 0 0 6. ‘ T h e di v e r sit y a n d bi o g e o g r a p h y o f s oil b a ct e ri al 

c o m m u niti e s ’ , P r o c N atl A c a d S ci U S A , 1 0 3: 6 2 6- 3 1.  

G u r e vi c h, A., V. S a v eli e v, N. V y a h hi, a n d G. T e sl e r. 2 0 1 3. ‘ Q U A S T: q u alit y a s s e s s m e nt 

t o ol f o r g e n o m e a s s e m bli e s ’ , Bi oi nf o r m ati c s , 2 9: 1 0 7 2- 5.  

H o s o k a w a, M., Y. Ni s hi k a w a, M. K o g a w a, a n d H. T a k e y a m a. 2 0 1 7. ‘ M a s si v el y p a r all el 

w h ol e g e n o m e a m pli fi c ati o n f o r si n gl e - c ell s e q u e n ci n g u si n g d r o pl et 

mi c r o fl ui di c s ’ , S ci R e p , 7: 5 1 9 9. 

L a n, F., B. D e m a r e e, N. A h m e d, a n d A. R. A b at e. 2 0 1 7. ‘ Si n gl e - c ell g e n o m e 

s e q u e n ci n g at ult r a - hi g h - t h r o u g h p ut wit h mi c r o fl ui di c d r o pl et b a r c o di n g ’ , N at 

Bi ot e c h n ol , 3 5: 6 4 0- 4 6.  
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L e u n g, K., A. Kl a u s, B. K. Li n, E. L a k s, J. Bi el e, D. L ai, A. B a s h a s h ati, Y. F. H u a n g, 

R. A ni b a, M. M o k s a, A. S t ei f, A. M. M e s- M a s s o n, M. Hi r st, S. P. S h a h, S. 

A p a ri ci o, a n d C. L. H a n s e n. 2 0 1 6. ‘ R o b u st hi g h - p e r f o r m a n c e n a n olit e r - v ol u m e 

si n gl e - c ell m ulti pl e di s pl a c e m e nt a m pli fi c ati o n o n pl a n a r s u b st r at e s ’ , P r o c N atl 

A c a d S ci U S A , 1 1 3: 8 4 8 4- 9.  

L e u n g, M. L., Y. W a n g , J. W at e r s, a n d N. E. N a vi n. 2 0 1 5. ‘ S N E S: si n gl e n u cl e u s e x o m e 

s e q u e n ci n g ’ , G e n o m e Bi ol , 1 6: 5 5. 

M a r c y, Y., T. I s h o e y, R. S. L a s k e n, T. B. St o c k w ell, B. P. W al e n z, A. L. H al p e r n, K. Y. 

B e e s o n, S. M. G ol d b e r g, a n d S. R. Q u a k e. 2 0 0 7. ‘ N a n olit e r r e a ct o r s i m p r o v e 

m ulti pl e di s pl a c e m e nt a m pli fi c ati o n o f g e n o m e s f r o m si n gl e c ell s ’ , P L o S G e n et , 

3: 1 7 0 2 - 8.  

M a z uti s, L., J. C. B a r et, a n d A. D. G ri ffit h s. 2 0 0 9. ‘ A f a st a n d e ffi ci e nt mi c r o fl ui di c 

s y st e m f o r hi g hl y s el e cti v e o n e - t o- o n e d r o pl et f u si o n ’ , L a b C hi p , 9: 2 6 6 5- 7 2.  

M a z uti s, L., J. Gil b e rt, W. L. U n g, D. A. W eit z, A. D. G ri ffit h s, a n d J. A. H e y m a n. 

2 0 1 3. ‘ Si n gl e - c ell a n al y si s a n d s o rti n g u si n g d r o pl et - b a s e d mi c r o fl ui di c s ’ , N at 

P r ot o c , 8: 8 7 0- 9 1.  

M c L e a n, J. S., M. J. L o m b a r d o, J. H. B a d g e r, A. E dl u n d, M. N o v ot n y, J. Y e e -

G r e e n b a u m, N. V y a h hi, A. P. H all, Y. Y a n g, C. L. D u p o nt, M. G. Zi e gl e r, H. 

C hit s a z, A. E. All e n, S. Y o o s e p h, G. T e sl e r, P. A. P e v z n e r, R. M. F ri e d m a n, K. H. 

N e al s o n, J. C. V e nt e r, a n d R. S. L a s k e n. 2 0 1 3. ‘ C a n di d at e p h yl u m T M 6 g e n o m e 

r e c o v e r e d f r o m a h o s pit al si n k bi o fil m p r o vi d e s g e n o mi c i n si g ht s i nt o t hi s 

u n c ulti v at e d p h yl u m ’ , P r o c N atl A c a d S ci U S A , 1 1 0: E 2 3 9 0- 9.  

Mill e r, D. N., J. E. B r y a nt, E. L. M a d s e n, a n d W. C. G hi o r s e. 1 9 9 9.  ‘ E v al u ati o n a n d 

o pti mi z ati o n o f D N A e xt r a cti o n a n d p u ri fi c ati o n p r o c e d u r e s f o r s oil a n d s e di m e nt 

s a m pl e s ’ , A p pl E n vi r o n Mi c r o bi ol , 6 5: 4 7 1 5- 2 4.  

Ni s hi k a w a, Y., M. H o s o k a w a, T. M a r u y a m a, K. Y a m a gi s hi, T. M o ri, a n d H. T a k e y a m a. 

2 0 1 5. ‘ M o n o di s p e r s e Pi c olit e r D r o pl et s f o r L o w - Bi a s a n d C o nt a mi n ati o n - F r e e 

R e a cti o n s i n Si n gl e - C ell W h ol e G e n o m e A m pli fi c ati o n ’ , P L o S O n e , 1 0: 

e 0 1 3 8 7 3 3.  

P a r k s, D. H., M. I m el f o rt, C. T. S k e n n e rt o n, P. H u g e n h olt z, a n d G. W. T y s o n. 2 0 1 5. 

‘ C h e c k M: a s s e s si n g t h e q u alit y o f mi c r o bi al g e n o m e s r e c o v e r e d f r o m i s ol at e s, 

si n gl e c ell s, a n d m et a g e n o m e s ’ , G e n o m e R e s , 2 5: 1 0 4 3- 5 5.  
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Ri n k e, C., J. L e e, N. N at h, D. G o u d e a u, B. T h o m p s o n, N. P o ult o n, E. D mit ri e ff, R. 

M al m st r o m, R. St e p a n a u s k a s, a n d T. W o y k e. 2 0 1 4. ‘ O bt ai ni n g g e n o m e s f r o m 
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