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1. 用語と定義 
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• HaloPlex HS / HaloPlex  Probe 
 ・ ゲノムDNAの制限酵素処理によって生じる断片のうち、 

                    ターゲット領域に当たる断片の両端20数base  に対して相補的
  な配列を持つシングルオリゴヌクレオチド 

 

 

制限酵素で消化した 
gDNA フラグメント 

HaloPlex  

インデックスプラ
イマーカセット 

HaloPlex HS   

制限酵素で消化した 
gDNA フラグメント 

インデックスプラ
イマーカセット 
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• Design：デザイン 
• HaloPlex HS / HaloPlex  Probe のあつまり 

• ひとつのキットとして製造されるオリゴのセット 

 

 

• Design ID 
• HaloPlex HS / HaloPlex  デザインのID番号です。この番号により、 

     個々のデザインが認識されます。SureDesign から情報を得るときや、 

     オーダーの際に必要となる番号で重要な情報です。 

  HaloPlex HS / HaloPlex  カスタムデザインを作成してオーダー 

     する際は、必ずこの番号を記録しておくようにします。 

1. 用語と定義 
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• 一つのDesign でキャプチャ対象とするターゲット領域について 
Capture Size やプローブ数によってイルミナ対応キットではTier 1-3、Ion PGM
対応キットではTier 1-2に区分され、価格が変ります。Tier1については、 

    サイズの上限に達しなくてもプローブ数が20,000 個以上になる場合は
Tier2となります。Tier 2, 3のプローブ数上限は200,000 個です。 

 

イルミナ対応キット 

• Tier1; 1 - 499 Kbp  

   （プローブ数20,000 未満）  

• Tier2; 0.5 - 2.499 Mbp  

   （プローブ数200,000 未満） 

• Tier3; 2.5 - 5 Mbp 

   （プローブ数200,000 未満）  

Ion PGM対応キット 
・Tier 1; 3-2.49 kb 
   （プローブ数20,000 未満） 
・Tier 2; 250 kb - 2.5 Mb 
   （プローブ数200,000 未満） 

1. 用語と定義 
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2. カスタムデザイン作成開始の前に 
スタンダードウィザードとアドバンスドウィザード 

SureDesign には2つのカスタム作成ウィザードがあります。 
 スタンダードウィザード （”アドバンスドオプションの表示”がチェックされていない状態） 
 ・標準的な条件でプローブを設計 
 ・1つのプロープグループからデザインを作成 
  → 本資料をご覧ください  

 
 アドバンスドウィザード （”アドバンスドオプションの表示”がチェックされている状態） 

 ・条件を変更してプローブを設計 

 ・複数のプロープグループからデザインを作成 
 ・独自のプローブをUpload してデザインを作成 
  → 別資料「HaloPlex HS  / HaloPlex  アドバンスドオプションによるカスタムデザイン作成ガイド」を    
              ご覧ください。     
             http://www.chem-agilent.com/contents.php?id=1002474 
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2. カスタムデザイン作成開始の前に 
HaloPlex HS   

SureDesign 3.0から追加されたHaloPlex HS は、従来のHaloPlex をベースに、DNA ライブラリに
分子バーコードを導入することでPCR の Duplication を効果的に排除し、従来の NGS で用いら

れてきた手法と比較して、低頻度の変異を高い信頼性で検出することを目的とした製品です。
HaloPlex HS と従来のHaloPlex ではプローブの構造や実験プロトコル等が異なり、 

互換性がありません。必ずカスタムデザイン作成前に、どちらを使用する予定か確認してから
デザイン作成を開始して下さい。 

HaloPlex HS は、より最適な結果を得る 
ために、SureDesign のアドバンスド 
オプションを用いて”FFPEサンプルに最適

化”オプションを利用することをお勧めして
います。初めてHaloPlex HS デザインを 
作成される場合は、別資料「HaloPlex HS / 
HaloPlex   アドバンスドオプションによる 
カスタムデザイン作成ガイド」 
をご覧ください。  
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3-1. HaloPlex HS / HaloPlex  カスタムデザイン作成の流れ 
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【アドバンスドオプション】からチェックが外れている状態で、【ホーム】タブのHaloPlex 、 
 もしくは【デザイン作成】タブのHaloPlex  をクリックしてウィザードを開始します。 

カスタムデザイン作成の流れ 
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3-2. デザインの定義 

8 

HaloPlex HS または HaloPlex  を選択します 
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3-2. デザインの定義 
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デザイン名を入力します。 
 
生物種はH. sapiensのみ選択できます。 
 
 
これから作成するデザインを入れる 

フォルダを選択します。【選択】をクリックして、
新しくフォルダを作ることもできます。 
 
 
NGSプラットフォームを選択します。 
 
イルミナの場合のみ、リード長を 
100 bp, 150 bp, 250bpから選択。 
Ion Torrent対応デザインはリード長は 
NAで固定。 
 

NGSプラットフォーム選択 リード長選択（イルミナ） 
ここで選択するリード長は実際に 
シーケンシングする際のリード長です。 
 

使用予定の機種・試薬にあわせて
リード長を選択します。デザインと
シーケンスのリード長が異なると、 
期待されるカバー率が得られなく 
なりますのでご注意ください。 
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3-3. デザインの定義 
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ターゲットとする遺伝子または 
領域を、ここに示されたいずれ 
かの形式で入力します。 
・GeneID (推奨） 
・GeneSymbol, AccessionID 
・位置情報 
・アノテーション付き位置情報 
 
複数のターゲットを入力する 
場合は、ファイルをUpload 
することも可能です。 

参照データベースを選択します。 
 
どの領域をターゲットとするのかを 
選択します。 
 
その領域の両側をどれだけ拡張して 
キャプチャするかを選択します。 
 
Synonym を許容するかどうか選択します。 

※詳細は次ページ以降を参照 
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3-3.デザインの定義 
遺伝子名、アクセッションIDでの入力 
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遺伝子の指定方法 
  （例） 
・Gene ID                             4089               
・Gene Symbol SMAD4 
・RefSeq  NM_005359 
・Ensemble   ENST00000342988 
・CCDS  CCDS11950 
・VEGA  OTTHUMT00000255993 
・Gencode  ENST00000342988  
・SNP      RS3740345 
  
   形式が混在していてもかまいません。  
         Gene IDを利用すると、選択したデータベースに 
   登録されているIsoform を網羅し、かつ 
   Synonym の影響を避けることができます。  

    Allow Synonym 
ここにチェックを入れると、Synonym も 
含めたデザインになります。 
不要な遺伝子も入ってしまう可能性もあることに 
ご注意ください。 

500 以上の遺伝子を入力する場合は次ページからを 
参照してテキストファイルのアップロードにより 
入力してください。 
 

HaloPlex HS / HaloPlex  カスタムデザイン作成ガイド       



3-3.デザインの定義 
遺伝子名、アクセッションIDのアップロード 
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テキストファイルをUploadする場合 
     の入力例（GeneSymbol）  

 

それぞれのGeneSymbolが異なる 

行に記載されている必要があります。 

ファイルはタブ区切りテキスト 

ファイルとして保存してください。 

カンマなどの記号は使用できません。 

まずアップロードをクリックし,続けて 参照
をクリックして  アップロードするファイルを
選択します 

HaloPlex HS / HaloPlex  カスタムデザイン作成ガイド       



3-3.デザインの定義 
データベースの選択 
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入力したGene ID, GeneSymbol や 
Accession ID に対して 
検索を行うデータベースを 
選択します。 
 
複数のデータベースを選択 
した場合、この例では 
選択したRefSeq およびCCDS 
に登録されているCoding Exons  
の位置情報をサーチして 
両方の情報を反映する結果が 
出力されます。 
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3-3.デザインの定義 
SNPデータベースの選択 
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SNP IDをキャプチャのターゲット 
として入力できます。 
入力したSNP IDの位置情報を中心に、 
指定した隣接領域の長さが足された領域が 
ターゲット領域として設定されます。 
その領域に対して、指定した条件でプローブが 
設計されます。 
例えば3’、5’側にそれぞれ 
10bp の隣接領域を設定した場合、SNP 位置 
をはさんで計21bp の領域がターゲットとなります。 
 
(Repeat Masker との重なりにより、ターゲット領域の 
サイズは若干変わる場合があります。) 

 
なおSNPのrs IDは頻繁にUpdateされているため、 
Not Foundになる場合があります。 
その場合は、SNP位置から±10bp程度の 
幅をもたせたターゲット位置情報を入力ください。 
(後述参照) 
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3-3.デザインの定義 
キャプチャしたい領域のパラメータ設定 
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キャプチャしたい領域 
 
入力した遺伝子について選択したデータベースに登録 
されている位置情報をサーチします。 
コーディングエクソンのみ 
コーディングエクソン＋5’UTR、3’UTR 
全転写領域のいずれかが選択できます。 
 
コーディングエクソン+ UTRs  
 ・5' UTR, 3' UTRのそれぞれで含めるかどうかを設定 
できます。 
 
全転写領域 
・Codings Exon, Intron, UTRをすべて含んだ領域の位置 
情報をサーチします。 
 
＊Non Coding RNA  を検索する場合はコーディングエクソン
+UTRsまたは全転写領域を選択してください。 

隣接領域を含む： 
指定した領域からの延長分を0, 10, 25, 50 bp から選択
できます。Coding Exons またはCoding Exons + UTRs  を 
選択したときのみ有効です。 
 

Allow Synonym 
Synonym を許容するかどうかを選択します。 

不要な遺伝子も入ってしまう可能性もあることにご注意く
ださい。 
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3-3.デザインの定義 
ターゲットの位置情報の入力 
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位置情報のフォーマット 
 
下記A またはB のいずれかのフォーマットで入力します。 

フォーマットから、塩基の数え方が判断されます。フォーマットが異なる
と、意図した領域と1 bp ずれが生じますのでご注意ください。 

A、Browser format 
染色体の最初の塩基を「1番目」として、 
何番目の塩基までという指定方法(one-based, closed) 
タブまたはスペースで区切って領域にIDをつけることができます。 
いくつかの領域に同じID をつけることも可能です。 
 
下記フォーマットに従い、1行に1 interval 記載します。 
chr18:48573407-48573675    MyGene1 
chr18:48575046-48575240    MyGene1 

  
B、Bed format 
染色体の最初の塩基を「0番目」として扱い、終わりのポジションを 
1つ次の番号で指定(zero-based, half open)。 
タブまたはスペースで区切って4番目のカラムに領域のID を入力する 
ことができます。いくつかの領域に同じID をつけることも可能です。 
 
下記フォーマットに従い、1行に1 interval記載します。 
chr18      48573406              48573675              MyGene2 
chr18      48575045              48575240              MyGene2 

キャプチャしたい領域 
位置情報で入力した場合、データベース, 

キャプチャしたい領域のパラメータは 
反映されません。 
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3-3.デザインの定義 
ターゲットの位置情報のUpload 
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ターゲットの位置情報を含んだファイルを 
Upload 
 
前ページを参照し、Browser format またはBed format で
ターゲットの位置情報（Genomic interval）を含んだ 
ファイルを作成します。 
 
それぞれのinterval は異なる行に記載されている必要が
あります。ファイルはテキストファイルとして 
保存してください。カンマなどの記号は使用できません。 
アップロードできる領域数は最大80,000個です。 
 

 Browser formatの場合の例 

まずアップロードをクリックし,続けて 参照
をクリックしてアップロードするファイルを 

選択します。 

 

Database, Regions of interestの 
パラメータは反映されません。 
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3-3.デザインの定義 
ターゲット遺伝子・位置情報を混在させるケース 
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Uploadを複数回行い 
GeneSymbolやAccession IDと 
位置情報を、両方とも一度に 
入れることができるように 
なりました。 
 
<<重要>> 
ただし、この場合、この設定では 
遺伝子名で入力したものに対しては 
Coding Exons に10bp ずつFlanking 
したものがターゲット領域となり 
位置情報の入力については 
その位置情報そのものが 
ターゲット領域となります。 
 
（位置情報内部のCoding Exons 
  は検索しません。位置情報に 
  ついては、flanking 設定も  
  反映されません。） 
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3-3. Define Targets 
設定の完了 
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設定が完了したら 
次へをクリックします。 
設定条件によるサーチが 
開始されます。 
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3-3. Define Targets 
ターゲット領域が上限を超えた場合 
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入力したターゲット領域の合計が5 Mb を超えると、エラーメッセージが表示され、Close すると再び入力 
画面に戻ります。ターゲットを削る、Flanking を減らすなどを行った上で、再度Next をクリックします。 
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3-4. Review Targets 
Not foundになったターゲットの確認 
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Not Foundになっているターゲットの有無をターゲットサマリで確認し、 
具体的にどのTarget ID がNot Found であるかをDetails の画面で確認してください。 
 
Not Found になっているターゲットについては、他の名前に変更する必要があります。 
戻るで元の画面に戻り、UCSCのBrowserでサーチできるGeneSymbol  もしくはAccession ID に 
ターゲット名を変更して再度デザインしてください。 
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3-4. Review Targets 
ターゲット領域の確認 
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見つからないターゲットが0  
になったことを確認します。 

トータルのサイズが 
自分の予想と大きく 
異なっていないかを 
確認します。大きく 
異なっている場合 
設定を間違えている 
可能性があるので 
“戻る”で戻り、設定を 
再確認します。 
 

ターゲット領域の情報をダウンロードして 
内容を確認します。 
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3-4. Review Targets 
Downloadしたファイルによるターゲット領域の確認 
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name_Regions.bed name_Report.txt name_Targets.txt 

ターゲット領域をbedファイルの 
形式で出力したものです。 
UCSCのBrowserなどで確認 
することができます。 

ターゲット領域をサーチする条件や 
サーチ結果をまとめた 
サマリレポートです。 

入力したターゲットの 
一覧です。ターゲットを 

再確認することができます。 
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3-4. Review Targets 
ターゲット確認の完了、プローブデザインの開始 
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ターゲット領域の確認が完了したら 
プローブ選択の開始をクリックします。 
プローブデザインの画面に進みます。 
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3-4. Review Targets 
プローブデザインの開始 

25 

プローブデザインにはある程度の時間がかかります。 
プローブデザインが完了すると、SureDesign  に登録されている 
メールアドレスに、メールで完了のお知らせがきます。 
もし別のメールアドレスにお知らせがほしい場合には 
ここでメールアドレスを入力します。 

email@address. 
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3-4. Review Targets 
プローブデザインの開始  

26 

Close Design Wizardを 
クリックして、この画面を 
閉じます。 
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3-5. プローブデザインの確認 
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プローブデザインが完了すると、下記のメールが登録されたメールアドレスに 
届きます。 

添付レポートでデザインの結果を 
確認した後に、再度SureDesign に 
ログインして、次のステップに進みます。 
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3-5. プローブデザインの確認 
プローブ数が上限を超えた場合 

28 

HaloPlex HS / HaloPlex で1つのデザインに含めることのできるプローブ数は最大200,000個です。 
入力したターゲット領域に対してデザインされるプローブ数が200,000を超えると、 
下記のメールが届きます。 

Design_name.  

ターゲット領域を減らして再度デザインしてください。 
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3-5. Reportによるプローブデザインの確認 

29 

Not Foundになっているターゲットがないことを確認します。 

トータルのプローブの数とサイズを確認します。 

設定パラメータを確認します。 

推奨シーケンス量を確認します。 

TIerを確認します。 

リード長が使用予定のシーケンサ・試薬に適合していること確認します。 
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3-5. Reportによるプローブデザインの確認 

30 

遺伝子ごと、領域ごとにDesign Coverageが 
表示されます。 
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3-5. プローブデザイン終了後 
次のステップに進む 

31 

Home画面のIn Progress中の 
デザインでContinueボタンを 
クリックして、次のステップに 
進みます。 
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3-6. Finalize 

32 

レポートおよび左記のデザインサマリにて 
プローブデザインを再確認します。 
特にPrice Tier（サイズとプローブ数によって価格帯が変わります）は 
予期した価格帯のサイズになっているかどうか、必ず再確認ください。 
 
デザインを再度変更したい場合はModify Design を 
このまま最終確定する場合は Finalize Design をクリックします。 
Finalize すると、このデザイン情報はアジレントの製造部に 
送られますが、実際にオーダーするまでは製造は開始されません。 
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3-6. Finalize  
デザインファイルのダウンロード 

33 

Finalize/Modify Design前に 
デザインファイルをダウンロード 
できます。 
7ファイルをダウンロードして 
確認します。 
各ファイルの詳細は次ページで 
説明します。 
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各ファイルの内容は下記のとおりです。 

<Design ID>_Amplicon.bed <Design ID>_Covered.bed 

Designに含まれる
Ampliconの位置情報を 
記載したbed ファイル 

Designでカバーされる 

領域の位置情報を記載
したbedファイル 

3-6. Finalize Design 
デザインの最終確認 

34 

<Design ID>_Regions.bed 

最初にInputしたターゲット 

領域の位置情報を記載した
bedファイル 

<Design ID>_AllTracks.bed 

Amplicon, Covered, Regionsの 
3トラックの情報を含む 
bed ファイル 
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Target Regions ターゲット領域の位置情報、 [Design ID]_Regions.bed に記載 
Amplicons   実際に増幅されるアンプリコンの位置情報 [Design ID]_Regions.bed に記載 
Sequenceable Regions  Ampliconの位置情報とリード長から計算された、実際にシーケンスされる領域 
  この領域の合計が、Report.pdf ファイルの"Total Sequenceable Design Size" となります。 
Covered Regions Sequenceable Region の両端を5 bpずつ削った領域。両端 5 bpは制限酵素認識サイトで 
  あるため、バイアスがかかる可能性があり、解析可能領域からは除外しています。 
  [Design ID]_Covered.bed に記載 
Missed Regions 解析できない領域  [Design ID]_AllTracks.bed の中のトラックとして記載 
Analyzable Regions Target RegionのうちCoveredに入っている領域。 
  この領域の合計が、Report.pdf ファイルの"Total Target Bases Analyzable となります。 

3-6. Finalize Design 
デザインの最終確認 
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3-6. Finalize Design 
デザインの最終確認 
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各ファイルの内容は下記のとおりです。 

<Design ID>_Report.txt 

Designのサマリーを記載
したテキストファイル 

<Design ID>_Report.pdf 

Designのサマリーを記載
したPDFファイル 

メールで到着するものと
同じ内容 

<Design ID>_targets.txt 

最初にInputしたターゲット
の内容 
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3-6. Modify Design 
デザインの変更 
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Modify Designを選択すると 
デザインされたプローブは 
削除され、ターゲットのリスト 
の画面に戻ります。 
また全てのパラメータはDefault 
設定に戻りますので、ご注意 
ください。 
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3-6. Finalize Design 
デザインのファイナライズ 
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デザインの内容を確認したら 
Finalize Designをクリックします。 
 
ご発注前に必ずファイナライズが 
必要です。 
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3-6. Finalize Design 
デザインの最終確認 
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Finalizeしたデザインを確認します。 
 
 
Design詳細をDownloadボタンから取得 
できます。Finalize前のファイルと同じ 
内容になります。 
 
Add to favoriteボタンを押すと、Homeタブ
のDesign Recent and Favorites欄に表示 
されます。  
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3-7. デザインサービス 
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ターゲットとする遺伝子、ゲノム領域のリストをお預かりして 
HaloPlex HS /HaloPlex  のデザインを代行するデザインサービス（無料）もご用意
しています。 
 
下記のような複雑な条件設定が必要な際などにご利用ください。 
 
 ・遺伝子によって、Coding Exon のみ、UTR  ありなどの条件を変更したい 
  
 ・Synonym を除いて設計したい 
 
 ・Non coding RNA も設計に含めたい 
 

ターゲット遺伝子、領域のリストを次ページからをご参照の上、ご用意いただき
まして、担当営業あてにお問い合わせください。 
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3-7. デザインサービス 
お知らせいただく内容 
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デザインの概要 
・プラットフォーム （Illumina またはIon PGM ） 
・リード長 （Illumina の場合のみ、100 bp, 150 bp, 250 bp から選択。実際のシーケンシング時のリード長と 
  なります） 
 

ターゲット領域の情報  遺伝子リストの場合 
・遺伝子リスト 
 Gene Symbol またはGene ID またはAccession Number のリスト 
 Synonym を避けるためには、Gene ID で指定いただくのが最も確実です。 
 
・データベースの選択  
 RefSeq, Ensemble, CCDS, Gencode, VEGA  
 上記から1つ以上選択してください。 
 
・ターゲット領域の条件 
 Coding Exons 
 Coding Exons + UTRs (3' , 5' それぞれ指定可能） 
 Entire Trnscribed Region (イントロン込み） 
 上記から1つ選択してください。 
 
・Flanking Base  
 0. 10. 25. 50 bpから選択してください。 
  
  

HaloPlex HS / HaloPlex  カスタムデザイン作成ガイド       



3-7. デザインサービス 
お知らせいただく内容 

42 

ターゲット領域の情報  ゲノム位置情報の場合 
 
  
  

下記AまたはBのいずれかのフォーマットのリストをご用意ください。 
フォーマットから、塩基の数え方が判断されます。フォーマットが異なると、意図した領域と 
1 bp ずれが生じますのでご注意ください。 
A、Browser format 
染色体の最初の塩基を「1番目」として、 
何番目の塩基までという指定方法( one-based, closed ) 
タブまたはスペースで区切って領域にIDをつけることができます。いくつかの領域に同じIDを
つけることも可能です。 
 
下記フォーマットに従い、1行に1 interval 記載します。 
chr18:48573407-48573675    MyGene1 
chr18:48575046-48575240    MyGene1 
  
B、Bed format 
染色体の最初の塩基を「0番目」として扱い、終わりのポジションを1つ次の番号で指定(zero-
based, half open)。 
タブまたはスペースで区切って4番目のカラムに領域のIDを入力することができます。いくつ
かの領域に同じIDをつけることも可能です。 
 
下記フォーマットに従い、1行に1 interval 記載します。 
chr18      48573406              48573675              MyGene2 
chr18      48575045              48575240              MyGene2 
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4. Order/Quote(見積もり依頼) 
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これ以降の操作につきましては 
購入方法の資料もご参考ください。 
 
SureDesign日本語資料サイト内「購入方法」 
http://www.chem-agilent.com/contents.php?id=1002474  
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4. Order/Quote(見積もり依頼) 
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1)見積もり画面に進むには、3つの方法があります。下記方法A,B,Cいずれかで見積もり画面に入り
ます。 

方法A；前項Step 4の続き画面から手配する方法場合、
Order ボタンをクリックします。 
 

方法B；HomeタブのDesigns; Recent and Favorites の 
中から該当するデザインのOrderボタンをクリックします。 

方法C；Fine DesignsタブのMy Design タブ（もしくは
Collaboration タブ）の中の該当するデザインのAction
欄にあるOrder ボタンをクリックします。 
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Quantity; 注文するライブラリのキットの個数を設定 
(例えば96 reaction 反応の試薬を２セット頼む場合、ここは 
 2 を入力します） 
 

Sequencing Platform; デザイン開始時に選択したプラット
フォームが記載されています。 

この段階での変更はできません。 

 

 

Sample Size; キットの１キットあたりのサンプル数を選択: 
 
Sample size の 48とは、1種類のライブラリを 
48反応分の解析に使用することを意味します。 

2) 見積もり内容を設定します。 
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3) Request Quote ボタンを押してください。 
 
*Add to Cart ボタンは日本ではご利用いただけません。 
 
 

4) Request quote successful のボックスが表示 
されますのでClose ボタンで閉じてください。 

× 
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差出人；Agilent Sure Design 
[suredesign_noreply@agilent.com] 
 
タイトル； Sure Design: Request for quote for 
HaloPlex HS  kit received 
 
内容；デザイン情報および見積もり依頼で設定 
いただいた内容 

47 

4) 見積もり請求が送信された旨、メールが到着します。 
 
 
 

5) アジレント社担当営業もしくは取り扱い販売店から 
見積もり金額の提示 → 発注へ 
＊発注の際の注意事項は別紙ご参考ください。 

標準納期は発注後
約6~8週間です。 

HaloPlex HS / HaloPlex  カスタムデザイン作成ガイド       



5. お問い合わせ先 
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• SureDesign に関するサポートお問い合わせ窓口 

  

 TEL:       0120-477-111 

   E-mail : email_japan@agilent.com 

 

 SureDesign に関する質問と明示ください。 

 価格、納期等のご質問は、担当営業にご連絡ください。 
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