
eArray7.9 ベイト設計ガイド 
SureSelect ターゲットエンリッチメントシステム 

RNAキャプチャカスタムキット 
 

 

2012.10.  version 3.7  

 

概要  p2-10 

 

RNAキャプチャキット p11- 

 eArrayへのログイン p.11 

 Baitのデザイン p.13- 

 Libraryの作成  p24- 

 Quoteの作成  p34 ～ 

  



Slide 2 

本ガイドは、SureSelect RNAキャプチャ 
カスタムキットをデザインするための資料です 

SureSelect DNAキャプチャカスタムキットをデザインする
場合はSureDesignの和文資料をご参照下さい。 

SureSelectカスタム作成ツールには以下の二つがあります 

eArray SureDesign 

用途 
 -SureSelect RNAキャプチャキット作成 

 - カスタムマイクロアレイ作成 

用途 
 -SureSelect DNAキャプチャキット作成 

- HaloPlex カスタムデザイン作成 

http://www.chem-agilent.com/contents.php?id=1002474 



DNAキャプチャキットとRNAキャプチャキット 
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DNAキャプチャ用キット (SureDesign対応) 

キャプチャ対象はゲノムDNAです。最大 24 Mbまでのターゲット領域がキャプチャできます。 

キャプチャしたいゲノムDNA上のエクソンまたは任意の領域にベイトがデザインされます。 

エクソンキャプチャ 

Bait 

キャプチャしたい領域設定 

RNAキャプチャ用キット (eArray対応) 

キャプチャ対象は転写産物です。最大 5.9 Mbまでのターゲットがキャプチャできます。 

キャプチャしたい転写産物の配列に対してベイトがデザインされます。 



インデックス(Index)キット 

• 複数のサンプルを1レーンもしくは1区画に混合してシーケンスする手法です。マ

ルチプレックスシーケンスまたはバーコードシーケンスとも呼ばれます。個々の

サンプルを識別するために、各サンプルのDNAフラグメントには、固有のインデ

ックス（バーコード）配列を付加させます。 
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Adapter1 
Internal 

Adapter 
サンプルの配列 Adapter2 

インデックス（バーコード）配列 

サンプルごとに異なる配列 

異なるバーコード配列を付けた複数のサンプルを 

混合してシーケンス 



SureSelect製品体系 

1. ターゲットとする領域をカバーするキャプチャライブラリ（ベイト）キットを選択 

   ※ベイトはNGSプラットフォームを問わず、共通です。 

 

 

2. 使用するベイトの種類、NGSプラットフォームに適合した試薬キットを選択 

 

 

 

3. 反応数を選択  16反応、96反応、480反応 
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SureSelect ポストプール式 
キャプチャライブラリ(ベイト)キット 

DNAキャプチャライブラリキット 

カタログ製品 

Human All Exon V4キット 

Human All Exon V4+UTRsキット 

Human All Exon 50Mbキット 

Human Methyl-Seqキット 

Human Kinomeキット  

Human Chr Xキット 

新Human Chr Xキット(EA)  

Mouse All Exonキット 

Bovine All Exon キット(EA) 

Canine All Exon キット(EA) 

Zebrafish All Exon キット(EA) 

 

 

DNAキャプチャライブラリキット 

カスタム製品 

 

DNA Custom 1 kb – 499 kb 

DNA Custom 0.5 Mb – 2.9 Mb 

DNA Custom 3 Mb – 5.9 Mb 

DNA Custom 2ELIDs (サイズ約12Mbまで) 

DNA Custom 3ELIDs (サイズ約24Mbまで) 

 

 

RNAキャプチャライブラリキット 

カタログ製品 
Human Kinome RNAキット  

RNAキャプチャライブラリキット 

カスタム製品 
 

RNA Custom 1 kb – 499 kb 

RNA Custom 0.5 Mb – 2.9 Mb 

RNA Custom 3 Mb – 5.9 Mb 

 

カタログ製品 カスタム製品 

このRNAキャプチャカスタムキットの 

デザインにのみ、 

eArrayを使用します 
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SureSelect試薬キット 
 • ベイトの種類 

– DNAキャプチャ 

– RNAキャプチャ 

– Methyl-SEQキャプチャ 

• NGSプラットフォーム 

– イルミナ HiSeq (HSQ) 

– イルミナ MiSeq（MSQ) 

– SOLiD4 (SOLiD5500 近日登場) 

– Roche 454 GS FLX and GS Junior 
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DNAキャプチャ用としてご提供しているXTキットは
RNAキャプチャでは対応する製品がありません。 

ライブラリ調製試薬については別途ご用意下さい。 



SureSelect eArrayのフロー 
ログインからオーダーまで 

April 2009 
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ログイン ターゲットに 

Baitデザイン 

ライブラリ 

作製 

ライブラリ 

の注文 

ユーザー登録無料！ 
 

ご利用約款への同意が必要です。 

Library 
 

Bait Group1 

Bait Group 2 

Bait Group 3 

….. 

eArrayに予めゲノム
情報が入っている生
物種以外は独自デザ
インのBait配列を

Upload 

 

16反応分から 
オーダー可能 

ターゲット領域 

１キットあたり 

RNAキャプチャ用では 

約1kb～5.9 Mb 

Slide 8 



用語と定義 

• Bait: ベイト 

– Transcriptのターゲット領域をキャプチャするための
120baseの長さのシングルオリゴシーケンス 

  釣りの例えからの用語 Transcriptの池（Pond）の中のターゲット 

  領域を釣ってくるためのエサ（Bait） 
 

• Bait Group: ベイトグループ 

– ひとつ、もしくは複数のターゲット領域にデザインされたBait
のグループ 

 

• Library: ライブラリ 

– ひとつ、もしくは複数のBait Groupから成る 

– ひとつのキットとして製造されるオリゴのセット 
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用語と定義 

• ELID （Enrichment Library ID） 

– SureSelectライブラリのID番号です。この番号により、個々のライブラリが認
識されます。eArray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。カスタムライブラリを作製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。 

 

• 1ELIDに入れられる最大ベイト数 

– 57,680です。SureSelectのベイトはまずアレイとして製造され、アレイから切
り離されてビオチン化RNAに転写されます。アレイ１枚に搭載できるスポット
数が、1ELIDのベイト数の上限となります。 

 

•  1キットに入れられる最大ELID数 

– DNAキャプチャの場合、ベイト数が57,680を超えると、ELIDの数が増えてい
きます。DNAキャプチャの場合、ひとつのキットには、3ELID(最大約24Mb)ま
で入れることができます。ですが、RNAキャプチャは１ELIDのみです。 
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• アクセス: https://earray.chem.agilent.com/earray/ 

• はじめてのアクセスの場合 Request for Registrationが必要 

• 参考；登録に関する資料 http://www.chem-agilent.com/pdf/2_Workspace_Toroku_101216.pdf 
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はじめに 
Agilent eArrayへのアクセス 

レジスタには 

e-mailアドレスが 

必要 

登録には多少お時間

をいただきます。 



• Application Type を選択 
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Agilent eArray  
アプリケーションの選択 

Application Typeのプルダウンから 

「SureSelect RNA Enrichment」 

を選択 



eArrayのSureSelect RNAキャプチャアプリケーションで
行うこと 
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Non-codingRNAキャプチャ 

Bait 

gDNA上でキャプチャしたい領域設定 

Target Typeを選択します。Transcript targetsもしくはGenomic Intervals 

Transcript Targetsの場合 

UploadしたGeneBankのIDリストまたはFASTAのシーケンスをもとに、指定したtiling frequencyで 

ベイトがデザインされます。UniGeneに登録されている転写産物をキャプチャしたい場合に用います。 

Genomic Intervalsの場合 

UniGeneに登録されていない配列をキャプチャするために、gDNAの位置情報を指定する場合に 

用います。 



• Baits のページを選択し、Bait Tiling をクリック 

 

 

 

 

 

 

 

 

• Bait Tilingをクリックすると、Baitをデザインする画面に入る 

Bait Groupの作成 
Baitのデザイン 
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Baits をクリック 

Bait Tiling をクリック 



Bait Groupの作成 
Baitのデザイン 
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1. Library CategoryがRNA 

Capture になっている
のを確認します。 

4. Bait Tiling Frequency を入力します。 

Defaultは2xtilingです。 

3. Sequence 

Technology を 

  選択します。 

  iluminaもしくは
AB (SOLiD) 

  Protocolは自動的
に決定されます。 

2.  Job Nameを入れる. 

これがBait Groupの
名前になります。  



Bait Groupの作成 
Bait Tiling Frequency 

baits 

target region 

3x tiling 
overlap: 40bp 

baits 

target region 

2x tiling 
overlap: 60bp 

baits 

target region 

5x tiling 
overlap: 24bp 

baits 

target region 

4x tiling 
overlap: 30bp 

baits 

target region 

1x tiling  
overlap: なし 

※ベイトの重なりがないため、同じベイト数で 

 ターゲットをより広い領域で設定できる。 

 イルミナでは75bp以上の長さで読むことが必要。 

※1xtilingよりもキャプチャ効率が上がるため 

 Defaultの設定として推奨。 

Tiling Frequencyを大きくすると 

ターゲット領域のサイズは 

減少します。 



Bait Groupの作成 
 Baitのデザイン 
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5.生物種を選択。ここに 

目的の生物種がない場合、
NAを選択し、
Transcriptome Fileとシーケ
ンスをUploadしてデザイン
できます。 

6.ターゲットを入力 

GenBanckのAccession番

号のリストを入力するか、
ターゲットの配列を
FASTAフォーマットで
Uploadします。ファイル
はziipファイルの形式であ
ることが必要ですので注意
ください。GeneSymbolは 

使用できません。 
7.Transcriptome Detailsの入力 

5で選択したものと同じ生物種を
選択します。 

8.eArrayでサポートしていない生物種に対
してデザインする場合、Transcriptome

ファイルをUploadします。FASTAフォー
マットをzip化してUploadください。 

Zip化 



Bait Groupの作成 
View Design Details (I) 

Slide 18 

• Bait Group のデザインのサマリを見るには Baits ページのView Design をクリックし
ます。 



RNAEnrichment_tdt ファイルの確認 
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BaitScoreの意味 

1. Not masked and unique in genome. 

2. Not masked but may hit other regions/transcripts of the genome. 

3. Masked but unique 

4. Masked and not unique 
RNAEnrichment_tdtファイルをOpenし 

必ずBaitScoreを確認します。 

BaitScoreが4のBaitがあれば、リピート 

配列である可能性が高いので、デザイン 

から除外することを推奨します。 

(次ページ参照) 

2および3のScoreをライブラリに含めるか 

どうかは、実験の目的に応じて決定します。 



BaitScore4を除外して再デザイン 
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1. RNAEnrichment_tdt をExcelで開き、BaitScore4を除外したファイルを作成します。 

2. さらに、BaitIDとSequenceのカラムを残し、その他のカラムは削除します。 

3. BaitIDをSequenceのカラムのファイルをタブ区切りテキストとして保存します。 



作成したベイトシーケンスファイルのUpload 

Slide 21 

Baits→Upload 

をクリック 

Speciesを 

入力 

Create New Bait 

Groupを選択し 

名前を入力 

File Formatは
MINIMAL,Typeは 

TDTを選択 

デザインに使用し
たTiling Frequency

を入力 

作製したタブ区切
りテキストファイ

ルを選択 



作成したベイトシーケンスファイルのUpload 
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Uploadしたテキストファイ
ルの先頭行にHeaderがある
場合は、ここをクリック Uploadをクリック 



すべての Bait Group のデザインの完了 

• ライブラリの作成に入る前に、ひとつのライブラリに入れる予定のすべてのBait 
Groupのデザインを完了させます。 

• 複数のBait Groupをひとつのライブラリに入れるケースとしては: 

– 異なるターゲット領域に対して、異なるデザイン条件を設定した場合 

– 自分がすでにデザインしていたBait Groupを、新規のBait Groupに加えたい場合 

– ターゲット領域のタイプの違いに合わせて、それぞれ独立したBait Groupを作成したい場
合。 例えば、ChrXのexon領域とキナーゼに関与する領域 など。 
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Libraryの作成 
Libraryに入れるBait Groupの選択 
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1. Bait Groups のページをクリック, 

Browse BaitGroupかSearchをクリッ
クして目的のBaitGroupを表示 

2. ひとつのライブラリの中に入れるBait Groupにチェックマークを 

入れて選択、ベイトの合計数が57680を超えると、エラーとなります
のでベイトを減らす必要があります。 

3. Create Libraryをクリック 



Libraryの作成 
Speciesの選択 
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1. 生物種(species)を 

選択 

2. Next 

をクリック 

現時点では生物種の選択による違いは 

ありません。 

すべてアジレント社内部QC用のコントロール 

が追加されます。 

将来のUpgradeに向けた設定です。 



Libraryの作成 Libraryの定義付け 

Slide 26 

1. ライブラリの名前 

を設定 

2. Baitの長さを選択
（現在は120bpのみ） 

3. 必要に応じて 

Description, Keywords, 

とCommentsを入力 

利用可能なうち 

何％を 

使用しているか 

わかります。 

※後述 

4. ベイトのBoostingを 

選択（次ページ参照） 



Agilent Recommended Boosting 

• Maximize performance – キャプチャ効率が最大になるようにeArrayが相対
的なベイト濃度を自動的に調整します。ベイト濃度が自動的に調整されるため、
複数のベイトグル―プを使ってLibraryを作製するときに、ベイトグループごとに
Replicate Numberを入力することができません。キャプチャ効率は最大になり
ますが、ベイトの数が大幅に増加する場合があるので、注意が必要です。 

• Balanced – eArray7.8までMaximize Performanceで使用されていたベイト
濃度調整方法です。ベイト数がある程度増加しキャプチャ効率も向上しますが、
上記の設定ほどは増加しません。 Replicate Numberは入力できません。 

• Maximize capacity -  複数のベイトグループを使ってLibraryを作成するときに
、入力したReplicate Numberに基づいて、利用できる最大数までベイト数を増
やす機能です。 
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Libraryの作成 
% Occupied before auto replication 
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% Occupied before auto replication 
  デザインしたBaitとアジレント既定のコントロールBait  

  の数が、設計可能な全Baitに占める割合 

  例）デザインしたBaitの数が12,000の場合、コントロールベイト 

    70を含んだ全Bait数が57,750なので 

    12,000 / 57,750 = 20.8 % 

 

 特に繰り返し回数を指定しないときには、最大Bait数まで 

自動的にReplicationされます。 

 



Libraryの作成 
ライブラリの詳細を確認 
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Option. Maximize Capacityを 

選択している場合。 

Replicateの数を入力 

必要であれば、Bait Group の 

繰り返し回数を変更 

（通常は１） 

Base Coverageの確認 

必ずCalculateボタンをクリックして、ライブラリのターゲットサイズを計
算し、確認します。ターゲットサイズにより、製品型番と価格が変わります

のでご注意ください。 

 1-499 kb, 500kb-2.9 Mb, 3 – 5.9 Mb 

Calculateボタンをクリックすると 

下記のようにターゲットサイズが計算されて表示されます。 



Libraryの作成 
ライブラリの詳細を確認した後、Save 
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1. LibraryのStatusを変更 

ライブラリをSubmitしたい場合は、Completeを選択. 

まだ変更する可能性がある場合は、DraftかReviewを選択 

 

 

 

 

 

 

 

2.  Saveをクリック 

Draft：Save後作成 

 者が変更可能です。 

Review:ワークグルー 

 プメンバーは、この 

 ライブラリのVersion 

 を作成できます。 

Complete：save後の 

 変更は不可能ですが 

 Submitはされていな 

い 状態です。 



Libraryの作成 
ライブラリのSubmit 
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1. LibraryのStatusを変更 

ライブラリをSubmitしたい場合は、Completeを選択 

して、Saveします。 

 

 

 

 

 

 

2.  Saveをクリック 



Libraryの作成 
LibraryのSubmitの実行 

Slide 32 

1. 必要なコメントを入力し、Yesをクリック 

2. 必要なコメントを入力し、 Design 

check listをクリック 

3. ライブラリデザインにあたっての重要な
注意事項がまとめられています。必ず
全文をチェックし、OKならチェック
マークを入れて Doneをクリック 

※次ページ参照 

4. ここで Yes をクリックすると、ライブラリ作成が完了し、submitされます。Submitしたライブラリを 

実際にオーダーするためには、次の見積もり請求 （quote）に進みます. 

SubmitしただけではLibraryをオーダーしたことにはなりません。必ず次のquoteのステップが必要です。 



Libraryの作成 
Designにあたっての注意事項 
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現時点では、コントロール 

を設定しても、Baitの 

設計には影響を与えません。 

将来のUpdateのために 

コントロールとして区別したい 

Bait Groupについて 

コントロールの設定をします。 

現時点では、Bait長は 

120merで固定であり 

タイリングは設定に合わせて 

自動的に行われます。 

Bait GroupにReplicate Numberを 

設定したときには、適切な 

繰り返し回数を設定しているかどうか 

再度確認ください。Maximize  

Performanceを選択した場合、Baitの 

相対的な濃度は自動的に 

調節されます。 

使用を予定しているシーケンスの機種 

とプロトコルが設定されていることを 

確認してください。 



Quoteの作成 
見積もり依頼するLibraryの選択 
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1. Libraries のページをクリック 

Search Library をクリック 

2. 見積もり依頼するライブラリを選択、チェックマークを入れて 

Order Libraryをクリック 

2. Library Name(一部でもOK)または 

ELIDで見積もり依頼したいLibraryをサーチ 



Quoteの作成 
Library見積もり依頼の詳細を設定（必ずライブラリ設計者による設定が必
要） 
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1. 注文するライブラリのキットの個数を設定 

5. １キットあたりのサンプル数を選択: 

sample size の 16とは、１種類のライブラリを 

16サンプルの解析に使用することを 

意味します。 

3. シーケンステクノロジの選択 

 （現在RNAキャプチャはイルミナ
HiSeq,MiSeq (GAの場合はどちらの選択

でも可能）とSOLiDに対応） 

6. Nextをクリック 

4. ポストプール式（XT)かプレプール式か(XT2）も
しくは自動化対応か（Automation Kit）を選択。 

カスタムキットのサイズやシーケンステクノロジー
によって、選択できない場合もあります。 

2. デザインしたカスタムキットのBait数と   

 キャプチャターゲットサイズを確認します。   

 ターゲットサイズによりキットの種類と価格   

 が決まるので、変更したい場合はライブラリ 

 を作成しなおします。 



Quoteの作成 
Libraryキット見積もり依頼のreviewとSubmit 
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注文するLibraryの 

内容を再確認して 

Request a Quoteを 

クリック 

前画面の入力により、キットの型番が自動的に決定 

されます。また Library Detailに記載されている 

ELID が、ライブラリキットのID番号となります。 

大変重要な情報ですので、必ず 

この画面のPrintを行い、保管ください。 



Quoteの作成 
Libraryキット見積もり依頼のreviewとSubmit 
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ベイトの数が多く、ELID数が複数となった例です。 

この例では、S0334455が 

キット全体のELIDとなります。 

必ずPrintをクリック
して、画面のプリント
を保管ください。 

注文するLibraryの 

内容を再確認して 

Request a Quoteを 

クリック 



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 
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標準納期は発注後約６~８週間です。 



SureSelectデータ解析時のBuildに関する注意点 

• 次世代シーケンサによるキャプチャDNAのシーケンシングデータを

Reference Genome sequenceにMappingする際は、使用する

Reference Genome SequenceのBuildと、アジレントが提供するキャ

プチャターゲットの位置情報を示すBEDファイルのBuildが一致するよう

に注意してください。 

• eArrayでサポートしているGenomeのBuild情報は、次ページを参照し

てください。 

• 特にHumanの場合、eArrayでは2010年5月1日の時点でhg18からhg19

にBuildが切り替わっています。5月1日以降に入手したBEDファイル用

いる場合、Mappingにはhg19のBuildをお使いください。 

• ライブラリをいつ作成したかわからない場合は、３ページ後の方法で確

認できます。 
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eArrayがサポートしているゲノム 2012年5月時点 1/2 
（Buildにご注意ください！） 
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•ヒト    H. sapiens, UCSC hg19, GRCh37, February 2009  

•マウス   M. musculus, UCSC mm9, NCBI Build 37, July 2007 

•ラット   R. norvegicus, UCSC rn4, HGSC Version 3.4, November 2004 

•イヌ    C. familiaris, UCSC canFam2, v2.0, May 2005 

•ウシ    UCSC bosTau4, Baylor build Btau_4.0, October 2007 

                       もしくは 

        UMD UMD3.1, UMD build UMD_3.1, August 2009 

•ニワトリ  G. gallus, UCSC galGal3, WUSTL v2.1, May 2006 

•ショウジョウバエ  D. melanogaster, UCSC dm3, BDGP Release 5, April 2006 

•線虫    C. elegans, UCSC ce4, WormBase WS170, January 2007 

•出芽酵母  S. cerevisiae, UCSC sacCer2, SGD, June 2008 

•分裂酵母  S. pombe, NCBI Build 1.1, February 2002 



eArrayがサポートしているゲノム 2012年5月時点  2/2 
（Buildにご注意ください！） 
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•アラビドプシス  A. thaliana, TAIR 10, November 2010 

•イネ      O.sativa, IRGSP5, June 2008 

•アカゲザル    M. mulatta, UCSC rheMac2, Dpse_2.0, January 2006 

•マーモセット   C. jacchus, UCSC calJac3, WUGSC 3.2, March 2009 

•メダカ      O. latipes, UCSC oryLat2, NIG/UT MEDAKA1, October 2005 

•ゼブラフィッシュ D. rerio, UCSC danRer7, Sanger Zv9, July 2010 



ライブラリ作成日の確認 
確認したいライブラリのSearch 
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HomeのタブでLibraryのSearch

を選択し、サーチしたいライブラ
リの名前かELIDを入力します。

ELIDは先頭の”0”も入力する 

必要があります。 

Searchをクリック 



ライブラリ作成日の確認 
ライブラリのView 
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内容を確認したいLibraryの 

Viewをクリックします 



ライブラリ作成日の確認 
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Create Date を確認します。 
Humanの場合、2010年4月30日以前なら hg18 

         2010年5月1日以降なら  hg19 



お問い合わせ先 

• eArray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 

 

 SureSelectのeArray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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