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● 本資料で紹介しているイルミナ試薬の価格は、2018年4月改定
版の試薬消耗品価格表を参照しています。

● 本プレゼンテーションはのちほど録画とスライドをイルミナ
HPで公表します。

● 本スライドで紹介する試薬は、研究用試薬となります。

プレゼンテーションを始める前に
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イルミナウェビナー「イルミナでAmpliSeqパネル
解析をはじめよう」シリーズのご案内

4月25日

• AmpliSeq製品
群の紹介の他、
ライブラリー調
製を成功させる
ためのワークフ
ローと実験時の
Tipsをお伝えし
ます。

5月30日

• AmpliSeqの
情報解析の流
れから出力結
果まで、がん
パネルを例に
紹介します。

6月27日

• AmpliSeqの
カスタムデザ
インの手順を、
実際に遺伝子
やホットス
ポットなどを
例に紹介しま
す。

AmpliSeqの製品紹介
ライブラリー調製

AmpliSeqの
情報解析

AmpliSeqの
カスタムデザイン

イルミナの過去ウェビナーは以下で動画とスライドを公開しています
https://jp.illumina.com/events/webinar.html
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今回のセッションの流れ

● DesignStudio概要
- DesignStudioとは
- DesignStudioへのアクセス
- DesignStudioでデザイン可能なカスタムパネル製品
- Ampliconデザイン (HotSpot、Gene design)

● DesignStudio使用手順
- 設計対象生物種
- ゲノム位置情報の変換
- ターゲットの指定
- Target upload file（template）の使用方法
- デザイン完了の通知

● カスタムパネルデザインの評価
- Review Design、Designの評価（UCSC Genome Browser）、デザインの修正
- コストにかかわる項目
- カスタムパネルのオーダー
- デザインの管理（コピー、転送、 削除、Manifest File）

● AmpliSeqカスタムパネルを用いた実験デザイン
- 常染色体バリアント検出パネルデザインの例
- 体細胞変異検出パネルデザインの例
- 特定のCosmic IDおよびexon領域の確認方法

製品の使用目的は研究に限定されます。診断での使用はできません。
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DesignStudio概要
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DesignStudioとは

製品の使用目的は研究に限定されます。診断での使用はできません。

DesignStudioは

誰でも無料でデザイン可能な、カスタムパネル
設計用オンラインツール

AmpliSeq for Illumina Custom Panel では、

サーモフィッシャーサイエンティフィック株式
会社と同じ設計アルゴリズムを使用
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DesignStudioへのアクセス

製品の使用目的は研究に限定されます。診断での使用はできません。

● （１）DesignStudioのwebsite

https://designstudio.illumina.com/

にアクセスし、MyIllumina accountでSign in

● （２）BaseSpace Sequence Hub

からアクセス

MyIllumina account （無料）をお持ちでない場合は、
上記のリンク先から
“Don’t have an account?” をクリックしていただき、
MyIllumina account （無料）の作成をお願いいたします。

1

2

https://designstudio.illumina.com/
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DesignStudioでデザイン可能なカスタムパネル製品

製品の使用目的は研究に限定されます。診断での使用はできません。

AmpliSeq for Illumina Gene

• 遺伝子のコーディング領域全長や、特定のエクソンな
ど、複数のアンプリコンで領域をカバーするデザイン
に向いている

• その他の特徴はHotSpotと同様

AmpliSeq for Illumina

HotSpot

• PCRベースのアンプリコンデザイン
• SNPなどの小さな標的のデザインに向いている
• 最大で total 5Mb の領域まで指定可能
• ヒトゲノム参照配列は、hg19 と GRCh38 から選択可能

その他に対応している生物種あり（Extended Species）

DNA

Nextera Rapid Capture

• ターゲットキャプチャーベースの製品
• 対象領域が広い場合（500kb-25Mb）に向いている
• 対象生物種はヒト（hg19）

Coming Soon!

AmpliSeq for Illumina Custom RNA 

Panel

• 2018年の後半販売開始予定

TruSeq Targeted RNA

• Gene expression profiling assay 用のカスタム製品
• 設計済みのProbeから、最大1000ターゲット選択可能
• 対象生物種は、ヒト（hg19）、マウス（mm10）、

ラット（m4）

RNA
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Ampliconのデザイン

製品の使用目的は研究に限定されます。診断での使用はできません。

Target (SNPs) Target 1 Target 2

HotSpot Gene

Pool 1

Pool 2

・AmpliSeqでは、PCRでTarget領域の増幅を行う
・サンプルあたり最大12,000 アンプリコンまで設計可能

• SNPsといった小さい標的を対象
• アンプリコン同士はオーバーラップしない
• 1 pool design で設計

• 遺伝子全体や、特定のエクソン領域などを対象
• アンプリコン同士をオーバーラップさせる設計
• 誤ったPCR産物の増幅を防ぐため、オーバーラップさ

せる領域は、Pool 1とPool 2 のようにPrimer mixを分
け、別々にPCRにかける

• Default は2 pool design

HotSpot と Gene の2種類のタイプのパネルデザインが選択可能
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DesignStudio使用手順

製品の使用目的は研究に限定されます。診断での使用はできません。
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デザインの作成

製品の使用目的は研究に限定されます。診断での使用はできません。

START DESIGNのタブを選択し、デザインを開始 Assay Type
DNAかRNAを選択

Assay Technology
GeneかHotSpotを選択

Gene: 特定の遺伝子や領域を対象
2 pool デザイン (default)

HotSpot: 主にSNPsを対象
1 pool デザイン

Description

コメントがなければ、記入の必要なし

Design Name
20文字の文字数制限あり

Design Nameは「1806-Custom panel-1」のように
[4桁の日付-パネルの名前-通し番号（再デザインの度に数字を増やす）] と名付けておくと、
デザインの条件検討の時に便利

0627-Custom panel-1

Species
ヒトゲノム参照配列は
hg19 と GRCh38 から選択可

その他の生物種も
Extended Species のリストから
選択可能
※対象領域はCoordinateでゲノム上の
位置情報を指定する必要あり
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設計対象生物種

現在の設計対象生物種（12種）
ヒト、マウス、ウシ、ブタ、ニ
ワトリ、ヒツジ、イヌ、チンパ
ンジー、ダイズ、トウモロコシ、
トマト、イネ
上記以外のカスタムゲノムは、
2018年後半から対応予定

ここで選択した参照配列は、この後変更できません。
そのため、後続の情報解析データベースに考慮してご選択下さい。
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ゲノム位置情報の変換

IGV、UCSC Genome Browser、COSMIC等でデータを確認する場合、
ゲノム参照配列のバージョンを合わせる事が重要

デザイン完成後に、参照配列（hg19/GRCh37とGRCh38）の変更する場合には、
BaseSpace Sequence Hubの CrossMap appや、UCSC Genome Browser の LiftOver

(https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgLiftOver) 等のソフトウェアで位置情報を変換する必要あり

hg19 ⇔ hg38 間の位置情報を変換
様々な拡張子のファイルに対応
.bed, .vcf, .bigwig, .gff, .gtf, .wiggle, .bedGraph など

https://basespace.illumina.com/apps/2047045/CrossMap?preferredversion

弊社 VariantStudio v3.0 変異解析ソフトウェアをご使用いただく場合には、
ゲノム参照配列をhg19に合わせる必要があります。
VariantStudio の使用方法はウェビナーをご参照下さい。

バージョンアップしたデスクトップ版VariantStudio v3.0変異解析ソフトウェアの徹底活用法【イ
ルミナiSchool 中級】
https://jp.illumina.com/events/webinar/2017/webinar_170524_j.html

https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgLiftOver
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アンプリコンサイズの指定

製品の使用目的は研究に限定されます。診断での使用はできません。

サンプルの種類によって推奨のアンプリコンサイズは異なる
※最少アンプリコンサイズはいずれの設定でも125bp

Regular

Regular:

品質のよいDNA

140, 175, 275 or 375bp

最大アンプリコンサイズ

FFPE

FFPE:

140 or 175bp

※FFPE由来のDNAは断

片化が進んでいるので、
短いアンプリコンを推奨

cfDNA

cfDNA:

140bp

※現状、Unique 

molecular identifier (UMI) 

には非対応
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Primerの配列特異性（Stringency）

製品の使用目的は研究に限定されます。診断での使用はできません。

Stringency:

HighからLowの間で選択
On-target率とCoverageは
トレードオフの関係

Stringency で、Primer設計時の配列特異性が指定可能 (defaultはhigh)

“Learn more about stringency”

にカーソルを合わせると、詳細な説明が表示
Stringencyを下げると
Coverageは向上するが、

オフターゲットが増加する可能
性あり

最初のデザインでは、
“high”での設計がお勧め

デザイン完成後、条件検討時に
Stringencyを変更してデザイン
内容を検討すると良い
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ターゲットの指定（Gene & HotSpot）

製品の使用目的は研究に限定されます。診断での使用はできません。

Gene Design

Add Targetsの
Gene、Coordinate、File

のいずれかのタブから、
ターゲットの指定方法を選択

HotSpot Design

Add Targetsの
Variant、Coordinate、File

のいずれかのタブから、
ターゲットの指定方法を選択

Gene Design

HotSpot Design
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ターゲットの指定 – Gene Design

CDKN2A①

Gene Name の指定には gene symbol を使用
“Target entered contains errors. Please correct and submit again. Gene not found”

のエラーが出た場合には、以下の3点をお試し下さい
1) alternate gene symbol を使用
2) HGNC (http://www.genenames.org/) で gene symbol を確認
3) Coordinateでゲノム上の位置情報を指定（後述）

①

Gene Nameに遺伝子名を入力する際には、Optionsで
CDS OnlyかExon Onlyのどちらか（default は CDS）にチェックを入れてからAdd Geneをクリック
Exon = CDS + 5’UTR + 3’UTR

②

②

Exon Paddingは、CDS OnlyまたはExon Only選択時のみ反映される項目
Exon領域の上流と下流を追加で何塩基ターゲットに含めるかを指定
Splice site mutation の検出を目的とする場合には、Padding 25 bpでの設定をお勧め

③

③

http://www.genenames.org/
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ターゲットの指定 – Gene Design

製品の使用目的は研究に限定されます。診断での使用はできません。

chr12

Coordinateでゲノムの位置情報を指定すれば
特定のゲノム領域や、Hot spotやSNPなどの小さな領域を加える事が可能
※Gene Designでは、 COSMIC IDやrsIDで直接領域を指定できないことに注意

Coordinateタブでは、coordinateでゲノム上の特定の領域を指定可能

25398279 25398289 KRAS G12D

Fileタブでは、templateを使用することでターゲットを一括で指定可能
templeteの使用方法については後のスライドで説明
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ターゲットの指定 – Hotspot Design

製品の使用目的は研究に限定されます。診断での使用はできません。

Variantタブでは、SNPやCOSMICを、rsIDおよびCOSMIC の mutation IDを用いて指定可能

COSM521

TargetをCoordinateで入力する際には、
目的の塩基の位置から上流下流5bpずつ加えた領域で指定するのがお勧め

Coordinateタブでは、Coordinateでゲノム上の特定の領域を指定可能

chr12 25398279 25398289 KRAS G12D

Fileタブでは、templateを使用することでターゲットを一括で指定可能
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Target upload file（template）の使用方法

製品の使用目的は研究に限定されます。診断での使用はできません。

Templateの入手方法
Template（.csvまたは.bed）は、”Download file templates: .csv .bed”から
拡張子名をクリックする事で入手可（CDSやExonを指定できるcsv形式がお勧め）

template の入手

1

Templateのupload方法
Select a File（雲のアイコン）をクリックし、作成したtemplateを選択

2

upload

“Upload File”の右にファイル名が反映されたら、”Upload File”をクリック

3
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Target upload file（csv形式）の例

製品の使用目的は研究に限定されます。診断での使用はできません。

Gene Design

Hotspot

必ず.csv形式で保存する必要あり

CDS Only

Type: GENE_CDS

Name: 遺伝子名

Exon Only

Type: GENE_EXONS

Name: 遺伝子名

Coordinate

Type: REGION

＋ゲノム上の位置

COSMIC

Type: Snp

Name: COSMIC ID

SNP

Type: Snp

Name: rs number

Coordinate

Type: REGION

＋ゲノム上の位置

ゲノム上での位置情報

ゲノム上での位置情報
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デザインのSubmit

製品の使用目的は研究に限定されます。診断での使用はできません。

スタート直前の画像

目的のターゲットが下のリストに反映されたら
“Submit Design”をクリック

1

その後の画面で、
Emailアドレスを入力し、
Terms and Conditionsにチェックを入れ
“Submit Design”をクリック

デザインが完了しますと
こちらで入力したEmailアドレス宛てに
通知が届きます。
デザイン完了までにかかる時間は、
おおよそ数十分から（最大）48時間で
す

※ブラウザは閉じていただいて問題ご
ざいません（サーバー上で設計）

2
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デザイン完了の通知

製品の使用目的は研究に限定されます。診断での使用はできません。

DesignStudio上でデザインが完了い

たしますと、ご指定いただいた
Emailアドレス宛てに、
このようなEmailの通知が届きます。

Email中の”View Design”をクリック

していただきますと、該当のデザイ
ンに移動します。
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カスタムパネルデザインの評価

製品の使用目的は研究に限定されます。診断での使用はできません。
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Review Design

製品の使用目的は研究に限定されます。診断での使用はできません。

Review Designの画面、
および
TableのRegionタブでは、
デザインの詳細が確認可能

• Type
ターゲット指定時の形式
(Gene/Variant/Coordinate)

• Name
遺伝子名、またはuploadファイ
ルで指定した名前

• Chr, Start, Stop
ゲノム上の位置情報

• #Amplicons
各Regionのアンプリコン数

• Total
ターゲットの総塩基数

• Covered
ターゲットの中でカバーできた
塩基数

• Missed
ターゲットの中でカバーできな
かった塩基数

• Coverage
各ターゲットに対するカバー率

確認していただきたい項目
① Coverage（in silico）でどのくらいカバーできたかを確認
②Total、および各遺伝子 (region) におけるアンプリコン数
※アンプリコン数で、カスタムパネルの価格が決まる
アンプリコン数が多すぎる場合には、領域を削るのも有効

③設計できなかった領域
※遺伝子によっては、特定のExon等が設計出来にくい事がある事に注意

①

② ③

②
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Review Design

製品の使用目的は研究に限定されます。診断での使用はできません。

TableのAmpliconタブでは、
アンプリコンの設計された位置や、
各アンプリコンの増幅に用いる
PrimerセットがどのPoolに割り当
てられているか確認可能

Ampliconタブ

Gapタブ

Gapタブでは、
ターゲットの中でカバーできな
かった領域を確認する事が可能

ゲノム上での位置情報

ゲノム上での位置情報
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レポート

Tableで表示された情報は、
Download Resultsから
入手できるファイルからも確認可能

製品の使用目的は研究に限定されます。診断での使用はできません。
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デザインの評価（UCSC Genome Browser）

製品の使用目的は研究に限定されます。診断での使用はできません。

Coverage横のアイコンを
クリックすると
UCSC Genome Browser

へ移動し、

アンプリコンの位置を具体的
に目視で確認する事が可能
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デザインの評価（UCSC Genome Browser）

製品の使用目的は研究に限定されます。診断での使用はできません。

Annotation

Tracks 標的領域

アンプリコン

遺伝子情報

Trackが多くて見辛い場合
不要なTrackは
Track上で右クリックし
hideを選択で
除外する事が可能

Gap
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デザインの評価（UCSC Genome Browser）

製品の使用目的は研究に限定されます。診断での使用はできません。

Annotation Tracksには、GC Percent、COSMIC Regions、RepeatMasker の追加がお勧め
各項目にチェックを入れ、refreshをクリックすると、Genome Browser上に反映される

設計が難しいと考えられる領域

GC%が極端に高いまた
は低い（20%-80%を外

れる）領域や、繰り返し
配列上では、Primerの設
計が難しい

ClinVarやCOSMICのアノ

テーション情報を表示さ
せることも可能

有益な情報（ClinVar、COSMIC）が得られるトラック
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デザインの評価（UCSC Genome Browser）

製品の使用目的は研究に限定されます。診断での使用はできません。

標的領域

アンプリコン

遺伝子情報

GC %

COSMIC

RepeatMasker

Gap

デザイン結果を視覚的に確認することが可能
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デザインの評価（UCSC Genome Browser）

製品の使用目的は研究に限定されます。診断での使用はできません。

近隣に繰り返し配列がある場合、GC%が極端に高いまたは低い（20%-80%を外れる）場合、
また、配列の特異性が低い領域では、Primerの設計が困難になります。

繰り返し配列のため設計できない

デザインが出来なかった場所（Gap）の確認も可能

GC %

COSMIC

RepeatMasker

標的領域

アンプリコン

遺伝子情報

Gap
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デザインの修正

製品の使用目的は研究に限定されます。診断での使用はできません。

Modify Designの画面では、
Maximize number of design pools for best 

coverage にチェックをいれて Modify Design に
進んだ場合、デザインに応じて自動的にPool 数
が調整され、再デザインが行われます。
多くの場合、4 pool 以内で増加します。

Designに問題がある場合には、Modify Designから再デザインが可能

Modify Designでは、以下の修正が可能
① Project Nameの変更（必須）

※後から修正の条件が分かるように、通し番
号を付けていただくのがお勧め

② Stringencyの変更 （配列特異性の調節）
③ Pool数の変更
④ Paddingの塩基数の変更
⑤ Targetの追加、削除

①

②

③

Webinar-3
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コストにかかわる項目

製品の使用目的は研究に限定されます。診断での使用はできません。

特にチェックしていただきたい項目（アンプリコン数とPool数がコストを増加させる要因となる）

• Number of Amplicons: 1アンプリコンあたり 1,080円
• Number of Pools: 

1-2 poolでは、AmpliSeq Library PLUS for Illumina を1 reaction分使用: サンプルあたり15,500円
3 poolでは、1.5 reaction分使用: サンプルあたり 23,250円
4 poolでは、2 reaction分使用: サンプルあたり 31,000円
※ Cat# 20019101 AmpliSeq Library PLUS for illumina (24 Reactions) キットを使用した場合

コストを抑えるためには、不要な遺伝子を除いたり、HotSpotに絞ってデザインする事が有効
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カスタムパネルのオーダー

製品の使用目的は研究に限定されます。診断での使用はできません。

デザイン完了後、
Get Pricingをクリック

” Finalize Design & Get Pricing”をクリック
デザインステータスがFinalizedに変わる

デザインステータスがFinalizedになりましたら、
見積り依頼が可能となります
以下の項目を弊社担当営業または販売店までご連絡下さい
1. アカウント名（MyIlluminaへのログインID）
2. デザイン名（今回の例では Webinar）
3. Project ID（今回の例では 145990）
4. 最終的に確定したアンプリコンの数（今回の例では 39）
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デザインの管理（コピー、転送、削除）

製品の使用目的は研究に限定されます。診断での使用はできません。

Transfer
自分のMyIlluminaアカウントにあるデザインを、他のMyilluminaアカウントにTransfer

Transferした場合には、相手に「DesignStudio Project Transfer Confirmation」という件名のメールが届く
相手がメール中のAccept Transferをクリックした時点で、転送が完了

※Transfer後、Acceptが完了するまでに24時間の時間制限あり。24時間を過ぎた場合は、再度Transferが必要
※Transferした場合には、手元からデザインがなくなるため、Transferするデザインはあらかじめコピーして
手元に保存しておくことを推奨

作成したデザインは、
コピー、他のアカウントへの転送、
および削除が可能

Copy
新しい名前を付けて、デザインを複製

Delete

デザインの削除
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カスタムパネルのManifest Fileは
DesignStudioよりダウンロードが可能
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AmpliSeqカスタムパネルを用いた実験デザイン



39

常染色体バリアント検出パネルデザインの例

製品の使用目的は研究に限定されます。診断での使用はできません。

常染色体潜性遺伝性疾患である
嚢胞性線維症（Cystic Fibrosis）を例としてカスタムパネルをデザイン

対象遺伝子
CFTR, SPINK1, PRSS1, PRSS2, CTRC, CASR

の6遺伝子*の coding region を対象

* Tomaiuolo, A.C., Sofia, V.M., Surace, C., Majo, F., Genovese, S., Petrocchi, S., Grotta, S., Alghisi, F., Lucidi, V.

and Angioni, A. (2015). Relationship between CFTR and CTRC variants and the clinical phenotype in late-onset cystic

fibrosis disease with chronic pancreatitis. J Mol Diagn 17, 171-178.

Configure Design

✓ Species: Human GRCh38 (hg19, GRCh38.p2から選択)

✓ Amplicon Size: 275 bp (140, 175, 275,375 bpから選択、FFPEでは140, 175 bpを推奨)

※末梢血由来等の品質の良いgDNAが得られると想定
✓ Stringency: High (High, Medium High, Medium, Medium Low, Lowから選択)

✓ Padding は25 bp で指定（splice site mutationも確認）

デザイン条件
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Target の指定手順

製品の使用目的は研究に限定されます。診断での使用はできません。

入力を終えたらSubmit Designをクリック

1. ゲノム参照配列に GRCh38 を指定
※後続の解析パイプライにあわせてご指定下さい

2. Max Amplicon Lengthでは 275bp を指定
※品質の良いgDNAをご使用の場合には、アンプリコンの数を抑えるため275bp以上がお勧め

3. Stringencyは highを指定
※条件検討の最初のデザインでは、配列特異性の高いデザインをお勧めします

4. Gene Nameの項目で、ターゲットの遺伝子を指定（CDS OnlyかExon Onlyかも選択）
※ターゲットが遺伝子全体の場合には、upload fileを用意するよりも直接入力する方が簡単

5. Splice site mutationを検出するため、Paddingを25bp で指定

CFTR

遺伝子名で直接指定
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デザイン結果

製品の使用目的は研究に限定されます。診断での使用はできません。

このデザインでは
Coverage 99.02%

アンプリコン数: 106

Pool数: 2

デザイン完成までに
かかった時間はおよそ40分
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コスト試算例（24サンプル）

プロトコル

AmpliSeq Panel
プール

/サンプル

Library PLUS

試薬反応数
/サンプル

Panel 1 kitあたりのサンプル数

AmpliSeq Custom DNA Panel for Illumina

(Cystic Fibrosis 2 pool design)
2 1

750 (<96 amplicons)

3000 (>96 amplicons)

カタログ番号 製品名
希望販売価格

（円）
24サンプル実施に
必要なキット数

サンプルあたり
の価格（円）

20020495

AmpliSeq Custom DNA Panel for 

Illumina

※106 アンプリコン x 1,080円
114,480 1 39

20019101
AmpliSeq Library PLUS for Illumina 

(24 Reactions)
372,000 1 15,500

20019105
AmpliSeq CD Indexes Set A for 

Illumina (96 Indexes, 96 Samples)
80,700 1 841

MS-103-1001

MiSeq Reagent Nano Kit v2 

(300 Cycles)

※サンプルあたりx250で読むと仮定
52,200 1 2,175

キットの総額 619,380円
サンプルあたりの価格（合計） 18,555 円

製品の使用目的は研究に限定されます。診断での使用はできません。

常染色体バリアントの場合は、x250のカバレッジで読むと仮定
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デザイン改善例

製品の使用目的は研究に限定されます。診断での使用はできません。

配列特異性を緩和したデザイン
（Stringency を highからMediumに変更）

Pool数増加デザイン

Coverage: 99.02%（カバー率向上せず）
Amplicon数: 107（コスト増加）
Pool数:2

サンプルあたり、18,555 円

Coverage: 99.97%（カバー率増加）
Amplicon数: 107（コスト増加）
Pool数: 3（コスト増加）
サンプルあたり、26,305 円

オリジナルのデザインでは
Coverage 99.02%、アンプリコン数: 106、Pool数: 2

サンプルあたりの価格（合計） 18,555 円
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体細胞変異検出パネルデザインの例

製品の使用目的は研究に限定されます。診断での使用はできません。

がんを対象としてカスタムパネルをデザイン

標的遺伝子・領域
• TP53 (All Coding Exon)

• EGFR (Exon 18 - 23)

• KRAS (G12D, G13D & Q61K)

• PIK3CA (E542K, E545K & H1047L)

• BRAF (G469A, Y472C, L597V & V600E))

• NRAS (G12D & Q61K)

• PTEN (R233*)

Configure Design

✓ Species: Human hg19 (hg19, GRCh38.p2から選択)

✓ Amplicon Size: 175 bp (140, 175, 275,375 bpから選択、FFPEでは140, 175 bpを推奨)

※断片化の進んだFFPE由来の gDNA を想定
✓ Stringency: High (High, Medium High, Medium, Medium Low, Lowから選択)

✓ Padding は0 bp で指定（splice site mutation は考慮しない）

デザイン条件

このデザインでは、
特定の領域を多く指定するため
Upload file を使用する
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Target の指定手順

製品の使用目的は研究に限定されます。診断での使用はできません。

入力を終えたら
Submit Designをクリック

1. ゲノム参照配列に hg19 を指定
※後続の解析パイプライにあわせてご指定下さい

2. Max Amplicon Lengthでは 175bp を指定
※分解の進んだgDNAをご使用の場合には、175bp以下がお勧め

3. Stringencyは highを指定
※条件検討の最初のデザインでは、配列特異性の高いデザインをお勧めします

4. Upload fileを使用して、ターゲットの遺伝子を指定
※特定の領域やCOSMIC mutation IDを指定する場合には、upload fileを使用する方が簡単

5. Splice site mutation はターゲットとしないため、Paddingを0bp で指定

このデザインでは、
.csv形式の upload fileを使用

Upload fileのtemplateは
ここから入手
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Upload file (.csv) の中身

製品の使用目的は研究に限定されます。診断での使用はできません。

COSMIC IDや特定のExon領域のゲノム上の位置の確認方法は次のスライドで説明

Upload fileには、以下のファイルを用意
Hotspot designではないため、COSMIC IDで直接指定することはできない

TP53では
CDS領域全体を指定
Type: GENE_CDS

Name: 遺伝子名

ゲノム上での位置情報

特定のHotSpotを指定
Type: REGION

＋ターゲット名（オプション）
＋ゲノム上の位置

EGFRでは
特定のExon領域に絞って指定
Type: REGION

＋ターゲット名（オプション）
＋ゲノム上の位置
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Cosmic IDの確認方法

製品の使用目的は研究に限定されます。診断での使用はできません。

COSMIC (Catalogue Of Somatic Mutation In Cancer)

https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic

Genome Versionから
GRCh37か38を選択

目的のHotSpot

例）KRAS G12D

（またはKRAS G12）
などと入力し
Search をクリック

1

2 3
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Cosmic IDの確認方法

製品の使用目的は研究に限定されます。診断での使用はできません。
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Cosmic IDの確認方法

製品の使用目的は研究に限定されます。診断での使用はできません。

位置情報

ID
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特定のexon領域の確認方法

製品の使用目的は研究に限定されます。診断での使用はできません。

UCSC Genome Brower

https://genome.ucsc.edu/index.html

Genomes Tab をクリックし
目的のゲノム参照配列を選択

1

2
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特定のexon領域の確認方法

製品の使用目的は研究に限定されます。診断での使用はできません。

目的の遺伝子の位置に
移動

遺伝子名を入れ、goを
クリック1

2

興味のある領域を拡大

①上部（網掛け部）を左ク
リックしたままドラッグ
②Shiftキーを押しながら範囲
選択
で目的の領域（Exon）を拡大
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特定のexon領域の確認方法

製品の使用目的は研究に限定されます。診断での使用はできません。

EGFR Exon18を拡大した時の例

Exon18

HotSpot (COSMIC)

遺伝子情報
（ transcript variants）
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特定のexon領域の確認方法

製品の使用目的は研究に限定されます。診断での使用はできません。

ゲノム上の位置の確認

さらに目的の領域を絞り込む事
で、目的の領域の具体的な位置
の確認が可能

Coordinate形式でターゲットを
指定する場合には、paddingの
設定が反映されないため、
CDSの両端に余裕を持って指定
する事をお勧めします
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デザイン結果

製品の使用目的は研究に限定されます。診断での使用はできません。

このデザインでは
Coverage 98.55%

アンプリコン数: 46

Pool数: 2

デザイン完成までに
かかった時間はおよそ10分
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プロトコル

AmpliSeq Panel
プール

/サンプル

Library PLUS

試薬反応数
/サンプル

Panel 1 kitあたりのサンプル数

AmpliSeq Custom DNA Panel for Illumina

(Webinar-cancer 2 pool design)
2 1

750 (<96 amplicons)

3000 (>96 amplicons)

コスト試算例（24サンプル）

カタログ番号 製品名
希望販売
価格
（円）

24サンプル実施に
必要なキット数

サンプルあたり
の価格（円）

20020495

AmpliSeq Custom DNA Panel for 

Illumina

※46 アンプリコン x 1,080円
49,680 1 67

20019101
AmpliSeq Library PLUS for Illumina 

(24 Reactions)
372,000 1 15,500

20019105
AmpliSeq CD Indexes Set A for 

Illumina (96 Indexes, 96 Samples)
80,700 1 841

MS-103-1002

MiSeq Reagent Micro Kit v2 

(300 Cycles)

※サンプルあたりx2500で読むと仮定
78,700 1 3,280

キットの総額 581,080円
サンプルあたりの価格（合計） 19,688 円

体細胞変異の場合は、x2500のカバレッジで読むと仮定
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デザイン改善例

製品の使用目的は研究に限定されます。診断での使用はできません。

配列特異性を緩和したデザイン
（Stringency を highからMediumに変更）

Pool数増加デザイン

Coverage: 99.55%（カバー率向上せず）
Amplicon数: 46

Pool数:2

サンプルあたり、19,688 円

Coverage: 100%（カバー率増加）
Amplicon数: 47（コスト増加）
Pool数: 3（コスト増加）
サンプルあたり、 27,439円（コスト増加）

オリジナルのデザインでは
Coverage 98.55%、アンプリコン数: 46、Pool数: 2

サンプルあたりの価格（合計） 19,688 円
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まとめ

● カスタムパネル設計用オンラインツールDesignStudioを用いて、
AmpliSeq カスタムパネルのカスタムパネルデザインが可能

● AmpliSeqカスタムパネルを用いることにより、標的遺伝子全域、特定
のSNPや機能ドメイン、ホットスポット（COSMIC）など、興味のあ
る領域を効率よくシーケンスすることが可能

● UCSC Genome Browserを用いることにより、視覚的にデザインの内
容を確認する事が可能

● カスタムパネルのデザインを改善するためには、Primerの配列特異性
（Stringency）の調節や、Pool数の増加が有効。
しかしながら、オフターゲットの増加やコスト増加のデメリットもあ
ることに注意

● Coverageはあくまでもin silico上での数値。実際にPrimerがワークする
かはシーケンスしなければわからないことに注意


