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o RNA-seq 解析の概要

o BaseSpaceの

デモデータとRNA-Seq コアアプリ

o TopHatアプリによる解析

o Cufflinks &DEアプリによる解析

o 実験デザインの解析結果への影響

本日の内容
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RNA-seq 解析ワークフロー 概要
->リファレンスゲノムがあるかないか？

Sci China Life Sci. 2011 Dec;54(12):1121-8. Epub 2012 Jan 7.

有り：
マッピングへ進む(本日のお話)

無し：
De novo アセンブリへ進む

Trinityなど
3rd-party ツールへ
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マッピングと発現解析

RNAseq

特定の遺伝子領域にマップされたリードの数

   ＝ 遺伝子転写産物の存在量

       に対応していると考える
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RNA-Seq 典型ワークフロー

アライメント

発現量を測定

リード配列

DE

サンプル毎のリードを
リファレンス配列に対してアライメント

サンプル毎に
リファレンスの遺伝子領域ごとに
マップされたリード数をかぞえる

サンプル群 vs サンプル群で
発現の差異をみる

サンプル毎の配列データ

視覚化、アノテーション他
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取り除きたい余剰配列の処理

rRNA, Mt等

RNA Seq アライメント工程 (例

リファレンスゲノムへのアライメント

既知スプライスジャンクション
を考慮したアライメント

rRNA
除く

アライメント

サンプル毎のリードを
リファレンス配列に対してアライメント
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RNA Seq アライメント
アライメント

サンプル毎のリードを
リファレンス配列に対してアライメント

リファレンス
ゲノム

エクソン

アライメントツールは、スプライスジャンクションを考慮したマッピングが必要
計算量が大きくなるので、ツールによって、それぞれ考慮の仕方の工夫を凝らしている

アライメントされたリード

沢山のツールがあり、また計算量が大きい。
自前でpipelineを構築する場合はしっかりし

た計算機とツール選択やインストールなどの
メンテナンスが必要。

直ぐに無料で
お使い頂けます。
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例) BaseSpace TopHat アプリの結果
既知遺伝子についての発現リストが得られる

発現リスト =>   FPKMリスト

FPKM: Fragments per kilobase per million mappable
(fragments)とは？
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RPKM：Reads Per Kilobase of exon per Million of mapped reads

※ Ali Mortazavi, Brian A Williams, Kenneth McCue, Lorian Schaeffer and Barbara Wold Mapping 
and quantifying mammalian transcriptomes by RNA-Seq Nature Methods, Volume 5, 621 - 628 
(2008)

遺伝子長(全exon長) を1000bpで、リード総塩基数は1M の場合となるように、

数えたリード数を標準化する考え

(対象遺伝子にマップされたリードの塩基数) x 1,000 x 1,000,000

(マップされたリード総塩基数)  x  (対象遺伝子の長さ )
＝

RNA-Seq 発現量の測定と正規化
発現量を測定

RPKM

合わせて10の9乗
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遺伝子発現レベルを比較するための正規化の考え方
①リード総数の影響を考慮する

サンプルA

サンプルB (コントロール)

発現量の計算はそのサンプルがマップされたリード数、総リード数

(read depth) に影響される

depth = 5

depth = 2
サンプル は
コントロールに対し
1/2の遺伝子発現量

(50 Million 総リード)

(10 Million 総リード)

処理サンプル
depth/million reads =
5/50 = 0.1

コントロール
depth/million reads =
2/10 = 0.2
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遺伝子発現レベルを比較するための正規化の考え方
②遺伝子長の影響を考慮する

リードカウント数は遺伝子の長さ(全exonの長さ)にも影響される

長ければ長いほどリードがマップされる数が多くなり易い

< 異なる３つの遺伝子を想定 >

2 Kb 1 Kb 3 Kb

Raw リードカウント 4 4 9

転写産物の長さで正規化後
のリード数

2 4 3
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 リード数を数え、正規化した数値をもとに

  統計検定を行い発現差異をみていく

RNA-Seq 発現差解析 DE

サンプル群 vs サンプル群で
発現の差異をみる

サンプル群Ａ

サンプル群Ｂ

※ 採用統計モデルは使用する
ツールにより様々であり、
開発が続けられている

RNA Seqでも複数アプリを搭載しているので
異なる統計モデルをお試し頂けます
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http://www.illuminakk.co.jp/events/webinar_japan.ilmn?ws=ws

もっと詳しく知りたい！
イルミナウェビナー RNA-Seqをはじめよう！シリーズ

http://www.iu.a.u-tokyo.ac.jp/~kadota/r_seq.html

また演者の門田先生のサイトには, より新しく詳細なフォローアップがあり大変参考になります
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可視化やアノテーション

http://res.illumina.com/documents/products/technotes/technote-basespace-rna-seq.pdf

可視化、アノテーション他
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その他ツールのリストアップ

http://seqanswers.com/wiki/Software/list 

http://seqanswers.com/wiki/RNA-Seq
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様々なサードパーティーツールのご紹介

http://res.illumina.com/documents/products/datasheets/datasheet_rnaseq_analysis.pdf

Open Source Tools

可視化、アノテーション他
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イルミナ RNA-Seqワークフローの例

TruSeq® RNA

NeoPrep
サンプル自動調整

イルミナシーケンサー
リアルタイムモニタリング

イルミナ
コアアプリ

他社製
アプリ

イルミナ
ラボアプリ
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BaseSpaceの
Public Data(公開デモデータ)とアプリ
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BaseSpace 概要

装置からシームレスに接続、
BSでリアルタイムモニタリング可能

逐次アップロードにより、
FASTQ自動生成 開始が

ゼロダウンタイム

指定のワークフロー自動実行
ユーザによるアプリの選択実行

データ保全
データ管理

削除やフォルダ
の追加

共同研究者とのシェア
権限移譲

アプリをブラウザから楽に実行。
解析パラメータやアプリを変更し簡単に
解析を再実行．メール通知を待つだけ．
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http://basespace.com からログイン
初めての方はSign up から簡単に登録いただけます。

ログイン
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公開デモデータ （BaseSpace Cloud のPublic Data にあり）

Projectをインポートして頂きますと、既に終了している
解析結果から、レポート等を見ていただけるとともに、
実際にアプリを実行いただくことも可能です。
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イルミナはBaseSpace 上にRNA Seq 用の
３つのアプリをご提供しています

手法 BaseSpace
アプリ

アイコン 内容

RNA-Seq TopHat アライメ
ント

• 業界標準のTopHat2を使ったRNA-Seqアライメントとカウンティング
• 融合遺伝子のコール(オプショナル)
• ISAAC Variant Callerを使ったcSNPコール
• 結果はCufflinks Assembly & DE Appでさらに解析可能

Cufflinks アセンブ
ル & 遺伝子発現解
析

• 詳細遺伝子発現差解析
• 選択的転写産物のアセンブルと新規転写産物予測

RNAExpress • 迅速な遺伝子発現プロファイルをSTARアライメントとDESeq2で実現
• 遺伝子レベルの遺伝子発現に特化

• リファレンスは現在 hg19, mm10, rn5
• 遺伝子構造は、RefSeqとGENCODEを選択可
• カスタムリファレンスはアップロードできない（2015/10現在)
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アプリの違い：2通りの使い方

then

発現解析(Expression)
をノンストップ
特急 (Express)で！

QC工程を
はさめる！

TopHat Alignment 

Cufflinks Assembly/
Diff. Exp

RNA Express
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機能
TopHat/

Cufflinks RNA Express

シーケンス量のフィルター あり あり

シーケンスアライメント あり あり

変異コール あり なし

融合遺伝子コール あり なし

転写産物アセンブル あり なし

遺伝子量予測 あり なし

転写産物量予測 あり なし

遺伝子発現差の解析 あり あり

アプリの違い： 主要機能面

高機能、詳細解析の実行 かんたん、速い

* RNA ExpressやBaseSpaceの動画による操作感ご紹介につきましては、
サポートウェビナー2014/10/17 RNA Seqをはじめよう！をご参考下さい。
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アライメント,
QC出⼒

(TopHat 2)

融合遺伝⼦
検出

(TopHat-
Fusion)

変異コール
(Isaac)

発現測定
(Cufflinks)

TopHat Alignment

TopHat Alignment + CufflinksAssembly&DE による
              ワークフロー の 内包ツール

新規含めた
転写産物

アセンブル
(Cufflinks)

遺伝⼦/
転写産物
発現測定

(Cuffmerge)

発現差の
２群間⽐較
(Cuffdiff 2)

Cufflink Assembly & DE

使⽤ソフトウェアのバージョン
TopHat2 v2.0.7, Bowtie 0.12.9, Cufflinks 2.1.1, Isaac Variant Caller 2.0.5, Picard tools 1.72



26

BaseSpace TopHat Alignment アプリ
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TopHat Alignment の実⾏
① Project WindowでLaunch Appを選択する

② TopHat Alignmentの選択
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TopHat Alignment の実⾏
設定画⾯

サンプルの選択を⾏う

リファレンスゲノムと
遺伝⼦モデルを選択

オプションの設定

Strandedでサンプル調整
された場合は忘れず
チェック

TopHat Alignment 
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TopHatアプリの実行結果：
genes/transcripts のFPKMリスト

FPKMリスト

☆ 既知のご指定の(RefSeq or GENCODE) genes, transcriptsモデルのみでのカウント集計。
☆ 新規に予測しそれらのカウントなどは、Cufflinks&DEアプリが対応している。

TopHatアプリの発現測定ポイント；

TopHat Alignment 
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TopHat Alignment の実行結果

Summary
アライメント割合、カバレッジの均一性など

Insert Length Distribution
ライブラリーインサートのサイズ分布

Alignment Distribution
Coding Exon. UTR, Intron, Intergenicへのアライメント割合

Transcript Coverage
転写産物の5’末端から3’末端までのカバレッジの分布

TopHat Alignment 
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TopHat Alignment の実⾏結果

Total RNAキットを⽤いた場合には
IntronとIntergenic RegionへAlignment
されるリードの割合が増える

mRNAキットを⽤いた場合には、PolyA
RNAの単離を⾏っている。RNAが分解し
ている場合には5’側のカバレッジが低く
なる

もし問題があればライブラリー調製やRNA抽出の問題が考えられる。
-> 続くCufflinks&DEアプリの解析からは外し、実験へフィードバックするなど。

Alignment Distribution

Transcript Coverage

いわゆる3’ bias

TopHat Alignment 
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TopHat Alignment の実行結果

変異コールの結果

この段階での発現解析結果(FPKM)と変
異解析結果(gVCF)もダウンロード可能

融合遺伝⼦の検出結果

TopHat Alignment 
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TopHatアプリの出力結果：
変異解析の結果

.gvcf
(https://sites.google.com/site/gvcftools/home/about-gvcf)

TopHat Alignment 
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TopHatアプリの出力結果：
TopHat Fusion による融合遺伝子候補のレポート

肺がん細胞を⽤いたPTPN3-ALK融合遺伝⼦の検出

TopHat Alignment 
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TopHat Alignment  App のパイプライン

BCL からの変換

*auto

TopHat 本家マニュアル：
http://tophat.cbcb.umd.edu/manual.shtml

TopHat Alignment 

アライメント

発現量カウンティング
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TopHat Alignment App のパイプライン各工程と出力ファイル形式

アライメント

(リストとblast のtxt, HTML)

変異解析 VCF, gVCF

融合遺伝子候補の検出

発現量カウンティング FPKM
normalization 後の
カウント量情報

BCL からの変換

ジャンクション

カバレッジ

*auto

(BED)

(bedGraph)

FASTQ

BAM

TopHat Alignment 
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BaseSpace Cufflinks &DE アプリ
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Cufflinks によるDEの概要

Cufflinks
(Cuffdiff)

+ アノテーション
遺伝子構造モデル (RefSeq または GENCODE)

バイオロジカルレプリケート推奨 (以下の例では レプリケート数 n=4)

BAM 

Control1 Control2

Control3

Test1 Test2

Test3

遺伝子発現値リスト

形式

それぞれ、TopHatアプリの
アライメント結果のファイル

Cufflinks Assembly/
Diff. Exp

コントロール群 実験群

Control4 Test4

! アライメント結果(bam)を入力として用い、
発現カウンティングは本アプリで独立に実行
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Cufflinks Assembly & DE App のパイプライン

(diff cufflinks独自形式
FPKM比の情報)発現比

GTF

TopHat Alignment 

新規/既知
遺伝子や転写産物の情報

Cufflinks Assembly/
Diff. Exp

ユーザガイドに記載されていない詳細は、
Cufflinks 本家マニュアルをご参考いただけます http://cufflinks.cbcb.umd.edu/manual.html
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Cufflink Assembly & DE
設定画⾯

参照データベースの選択

Stranded キットで調製を⾏った場合

新規転写産物のアセンブルを⾏う場合

! TopHatアプリ実行時の
選択と整合している
必要があります。
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Cufflink Assembly & DE
設定画⾯

i) TruSeq Stranded Total RNA KitのようなPolyA選別していない場合にチェック
を⼊れ最適化。

Control Group
TopHatアプリの結果を選択する

Comparison Group
TopHat アプリの結果を選択する
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Cufflinks アプリ出力結果例
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Cufflink Assembly & DE 実⾏結果

遺伝⼦・トランスリプトのカウント数や
遺伝⼦構造について

発現量の差異が有意にみられた遺伝
⼦・トランスクリプトの数

サンプル間のcorrelation

DE Gene Browser の
スキャッタープロット

発現差のある遺伝⼦ 特定遺伝⼦の表⽰
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Cufflinks アプリ出力結果例
(各サンプル毎 のFPKMリスト)

レポート中 に表示されるリンク→

レプリケート4ずつ

コントロール群

実験群
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Cufflinks アプリ出力 – 遺伝子発現差異リスト

２群間の差異コントロール群 実験群



46

Cufflinks アプリ DEフィルタリング

www.illumina.com/content/dam/illumina-marketing/documents/products/technotes/technote-basespace-rna-seq.pdf

テクニカルノートより

ユーザガイドにも詳細がございます
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Cufflink Assembly & DE 
主要出⼒ファイルまとめ

FPKM File

検体ごとの遺伝⼦とアイソフォームの発
現量 (FPKM)を⽰す

DIFF File

Control GroupとComparison Groupとの発
現量の⽐較

GTF file

追加された
GTFファイル
のトラック

転写産物の構造を⽰すファイル
UCSC Genome Browserを⽤いた表⽰例
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ステップ ・バイ・ ステップの 説明 デモ動画

www.illumina.com/informatics/research/sequencing-data-analysis-
management/rna-seq-data-analysis.html
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さらなる解析のために
解析が具体的にどのように実行されたかは、AnalysisInfoの

Log Filesに記載あり

！ BaseSpaceのインターフェイスにおいては、コマンドラインの利用と比較して、
簡単に最適なオプションを素早く選択できるように、変更可能な解析条件は
絞られ予めプリフィックスされ設計されている。

！しかし実際の使用オプションや詳細な工程の順を把握したい場合は、
ログファイルを追うことである程度これを把握できる。
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さらなる解析のために
解析結果の生ファイルは Output Files の配下にあり

!  全てのoutput項目がpdfレポート表示されているわけではない。
isoform毎の発現リスト等 実行結果の詳細は全てOutputFiles配下に置かれている。

! R/BioConductorなど他のツールで更に解析をすすめたり可視化を行う場合は
このOutput Filesの中から様々なフォーマットのファイルをダウンロードして利用できる。
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ご参考：ファイルのフォーマットについて

OutputFilesフォルダ配下のファイル参照時などに
よろしければご参考下さい。
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詳細は User Guide もご参考ください

RNA-Seq
TopHat

Cufflinks

RNA 
Express
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シーケンシング以前：
実験デザインの解析結果への影響
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biological 
sample

RNA
pool

AAAAA
AAAAA

AAAAA
AAAAA

convert to 
cDNA

Illumina 
sample prep

RNA-Seq シーケンス前

サンプルの知見
劣化状況は ？
準備可能なRNA量は？

どんな RNAを調べたい？
mRNA?
トータルRNA?

ストランド情報を
保持したい？

発現量を数えるのみ？

新規転写産物情報まで解析
したいか

カバレッジは？
PE/SR？
シーケンス長？
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Sequencing 
Application

Scientific Question Recomendation (# reads)

mRNA ***
Differential Expression 10-20M Reads *

Allele Specific Expression 50 – 100M Reads *

Splice variation ** 50 - 100M Reads *

Complete Annotation 100M - 1B Reads *

Transcript Based 
Assembly 

50 – 200M  Reads *

• あくまで目安となります。
• 業界ガイドラインご参考 ENCODE；
https://www.encodeproject.org/about/experiment-guid elines/#guideline

• Based on human sized transcriptomes

**   Also applies to RNA fusion transcripts in cancer

***  Applies to poly A-selected libraries

• Ribo-Zero, high quality RNA libraries:  requires ~ 2X more reads 

• Ribo-Zero, FFPE libraries: requires ~ 4X more reads 

RNA Seq の投入リード数の大まかな目安

76bp～ x PE



56

解析ツール側での入力条件との兼ね合い BaseSpace
TopHat Alignmentの例
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DEにおけるカバレッジの影響

60 million reads/sample

500K reads/sample

5,400 diff genes

740 diff genes
10 million reads/sample

3,800 diff genes

BaseSpaceのCufflinks & DE assemblyアプリを利用
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レプリケーションの検討

テクニカルレプリケーションは

イルミナシーケンサーではほとんど

必用ない

バイオロジカルレプリケーション
は推奨される

Correlation Coefficient 0.92-0.98

High Reproducibility 
with Low Inputs

https://www.encodeproject.org/about/experiment-guid elines/#guideline

実験設計のガイドライン/標準/ベストプラクティス；
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Total RNA

キットの特性からの検討
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mRNA

Total RNA

RNA Access

キット毎のリード分布

※ BaseSpaceのTopHatアプリのレポートからQC結果を抜粋
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キット別の遺伝子上のマップ例
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Upcoming Webinar

"Next generation tools for gene expression profilin g and gene 
fusion detection in FFPE tumor samples”

– Gary P. Schroth Ph.D., Distinguished Scientist, Illumina

10月 13日（火） 13:00～

Register NOW!
– https://illumina.webex.com/illumina/onstage/g.php?MTID=e565122

2f9bc840e5ddbfec22fcb31d25
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ご参考サイト

イルミナ

http://www.illumina.com/landing/basespace-core-apps-for-rna-sequencing/
http://res.illumina.com/documents/products/technotes/technote-basespace-rna-seq.pdf
http://support.illumina.com/help/BaseSpace_App_RNAseq_help/RNAseq_Apps_Help.htm
http://www.illumina.com/applications/sequencing/rna.ilmn

業界フォーラム（英語）

http://seqanswers.com/

https://www.biostars.org/

日本語フォーラムサイト

http://cell-innovation.nig.ac.jp/wiki/tiki-index.php
http://qa.lifesciencedb.jp/

ご参考：RNA-seq 典型プロセス と典型ソフト

http://cell-innovation.nig.ac.jp/wiki2
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