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RNA-Seq 概要

BaseSpace のRNA Seqアプリ

BaseSpace 実行例

– BaseSpaceでアプリを起動

– BaseSpaceでデモデータを取り込む

– BaseSpaceでRNA Express Appを実行

本日の内容
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本回では、RNA Seqのうち、mRNA-Seq のことをRNA Seqと呼称します

また既知のリファレンスがあることを前提としております

スコープ

メイン
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 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

     ととらえ、解析をしています

RNA-Seq による発現量の測定
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RNA-Seq シーケンス前

<Brief review of RNA-Seq>
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RNA-Seq シーケンス後

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

解析ソフトウェアで配列データを処理

サンプル毎の配列データ
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取り除きたい余剰配列の処理

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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 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 シリーズ

正規化,DE詳しい回

Update!

Update!
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RNA-Seq 概要

BaseSpace のRNA Seqアプリ

BaseSpace 実行例

– BaseSpaceでアプリを起動

– BaseSpaceでデモデータを取り込む

– BaseSpaceでRNA Express Appを実行

本日の内容
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イルミナはBaseSpace 上にRNA Seq 用の
３つのフリー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

* 2014/10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
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アプリの違い：(内包するツールからもう少し詳しく)

Alignment 
(TopHat 2)

Fusion calling 
(TopHat-
Fusion)

Variant 
calling
(Isaac)

Abundance 
estimation 
(Cufflinks)

Transcript 
assembly 
(Cufflinks)

Merge 
assemblies 
(Cuffmerge)

Differential 
expression 
(Cuffdiff 2)

Alignment 
(STAR)

Read 
counting

Differential 
expression 
(DESeq)

Abundance estimation (genes and transcripts), fusion detection, and variant calling workflow.

Creating and merging assemblies and differential expression calculation. 

Fast Alignment and differential expression calculation of genes

1a.

2.

1b.
TopHat Alignment 

Cufflinks Assembly/
Diff. Exp

RNA Express
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RNA-Seq App 解析実行・閲覧 デモ

BaseSpace デモデータと
RNA Express App
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アライメント結果を可視化して確認したい

カバレッジの結果ファイル

アライメントの結果ファイル

IGVなどで可視化可能

他にもDE解析中間ファイル等、解析途中データ、解析結果データ、Rスクリプト、描画画像など
がOutput Files の配下に置かれます。

http://www.broadinstitute.org/igv/
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詳細は User Guide をご確認いただけます

TopHat
Cufflinks

RNA 
Express

本日ご紹介の
アプリ
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ユーザーガイドのご提供場所
http://support.illumina.com/sequencing/sequencing_software/basespace/documentation.ilmn
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オンラインヘルプ（User Guideと基本的に同じ内容）
http://support.illumina.com/help/BaseSpace_App_enr_BWA_help/BWAEnrichmentHelp.htm
http://support.illumina.com/help/BaseSpace_App_enr_Isaac_help/IsaacEnrichmentHelp.htm 
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ご参考文献
イルミナシーケンシング

– Accurate whole human genome sequencing using reversible terminator chemistry. 
Nature 456: 53-59       [PMID: 18987734]

RNA-Seq, RPKM
– Mapping and quantifying mammalian transcriptomes by RNA-Seq

Nature Methods, Volume 5, 621 – 628    [PMID: 18516045] 

BaseSpace RNA-Seq アプリ
– TopHat: discovering splice junctions with RNA-Seq.

Bioinformatics. 2009 May 1;25(9):1105-11   [PMID: 19289445]

– Cufflinks/Cuffdiff
Transcript assembly and quantification by RNA-Seq reveals unannotated transcripts and isoform   
switching during cell differentiation. Nat Biotechnol. 2010 May;28(5):511-5   [PMID: 20436464] 

– Cuffdiff2 Differential analysis of gene regulation at transcript resolution with RNA-seq
Nature Biotechnology 31, 46–53 (2013) [PMID: 23222703]

– TopHat-Fusion: an algorithm for discovery of novel fusion transcripts.
Genome Biol. 2011 Aug 11;12(8):R72. [PMID: 21835007]

– STAR: ultrafast universal RNA-seq aligner.
Bioinformatics. 2013 Jan 1;29(1):15-21.          [PMID: 23104886]

– DESeq
Differential expression analysis for sequence count data.
Genome Biol. 2010;11(10):R106.  [PMID: 20979621]
DESeq2: www.bioconductor.org/packages/2.13/bioc/html/DESeq2.html

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed
からPMIDをご入力いただくとアクセスが簡便です
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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/
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サポートウェビナーにご参加いただき
ありがとうございました！

本日のセッション終了後のご質問は、
techsupport@illumina.com
で承ります。


