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はじめに
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RNA-seq解析 発現比較 パスウェイ解析

• 一般的なRNA-seq解析のワークフローは発現値を定量し、発現比較により統計的に発現変動を示した遺伝子を抽出する。

• パスウェイ解析は、ほとんどのオミクス研究における実験結果の最終的な生物学的解釈における
重要なステップである。データに含まれる生物学的メカニズムの概要を簡単に把握し、
結果の解釈を大幅に強化し情報を要約することができる。



OmicsBox
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 2つのメジャーなパブリックパスウェイデータベース（Reactome・KEGG）

 シーケンスに関連付けられたパスウェイのテーブル表示

 統計的有意性によるソート

 パスウェイ図の表示

 データベースごとにリンクされたパスウェイやシーケンスの数などの結果を含むレポート

 フィッシャーの統計的手法を使用してパスウェイエンリッチメント解析

 Gene Setエンリッチメント解析

 パスウェイ内に含まれる情報を検索

 高度なヒートマップオプション

OmicsBoxのパスウェイ解析機能



解析ワークフロー
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QC・トリミング

コンティグ作成

コンティグへの
機能情報付与

発現量の定量

発現比較

パスウェイ解析

• NGSより出力された生データが良好か、下流分析に影響する問題がないか確認。
FastQCとTrimmomaticツールを統合

• RNA-seqデータからリファレンスゲノム配列なしでトランスクリプトームを再構成
そのほか完全性評価、配列のクラスタリング、コーディング領域予測機能を搭載。
TrinityとBUSCO、CD-HIT、TransDecoderツールを統合

• 作成したコンティグデータに機能アノテーション情報を付与する。
高速BLAST、InterProScan、
7000件を超える研究引用実績のあるメーカー独自のアノテーション付与メソッドを統合

• 参照ゲノム配列の代わりにコンティグデータを使用して発現値を定量。
RSEMツールを統合

• Differential Expression Analysisによりグループ間で高発現または低発現した遺伝子を同定する。
edgeR、NOISeq、maSigProツールを統合

• 付与されたアノテーション情報とDifferential Expression Analysisの結果を使用して
パスウェイ解析を実行。



QC・トリミング

・データが良好か、下流分析に影響する問題がないか確認
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レポートのアイコンをクリック→さらに詳細な結果を見ることが可能

✔解析が終了するとレポートが作成

正常（PASS）
わずかに異常（WARNING）
異常（FAIL）

シーケンスデータの品質をすばやく評価

トリミング前

トリミング後



• RNA-seqデータからリファレンスゲノム配列なしでトランスクリプトームを再構成RNA-Seq de novo assembly
• 長い連続したシーケンス（コンティグ）を作成する

コンティグ作成

• 計算負荷のかかる解析だがOmicsBoxではメーカサーバ上で安定かつ高速解析される
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contig

完全性評価

• コンティグデータの完全性を評価

• 90％を超える種でsingle-copy orthologを持つグループに対してアセンブルされた
配列の中に存在するか確認

• de novo assemblyで作成されたコンティグデータから類似する配列を取り除く配列のクラスタリング
• 重複したコンティグを除くことで冗長性を減らす

• 転写産物配列内のコーディング領域を検出

コーディング領域予測
• 信頼の高いORFが抽出され、機能を予測するために使用される。

タンパク質配列
CDS配列
ORF座標 fasta形式で保存→発現量の定量で使用する

リストが作成される



コンティグへの機能情報付与

7

• BLAST：クエリセットに類似した配列を検索

• InterProScan：タンパク質のドメイン構造やモチーフを検索

• GO Mapping：GO termを取得

• GO Mappingの結果に対しBLAST2GO Annotationを実行

メーカ開発のBlast2GOアノテーションにより信頼性の高いGO情報を割り当てる

* Computation Unitsは、CloudBlast解析を行うごとにUnitが消費されます。
（InterProScanのCloud解析でも消費）詳細は弊社HP

.box形式で保存→パスウェイ解析で使用する

特にBLASTの解析は解析時間が必要なケースが多く中には数日かかることも
OmicsBoxではメーカクラウド上で高速検索することが可能*

InterProScanの結果をアノテーション結果にマージして最適な機能アノテーション情報を付与できる。

https://filgen.jp/Product/BioScience21-software/BioBam/index.htm


• OmicsBoxはリファレンスゲノムを必要としないトランスクリプト定量パッケージを搭載

発現量の定量

• 参照ゲノム配列の代わりにトランスクリプトシーケンスのセット（コンティグデータ）を使用
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• 発現レベルに関するテーブルが作成される

• OmicsBoxではCount Tableとして保存する。



前項で作成した定量データを使用して、差次的に発現する遺伝子群を特定。

発現比較
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• Pairwise Differential Expression Analysis

• Pairwise Differential Expression Analysis (Without Replicates)

• Time Course Expression Analysis

別途実験条件ファイルを用意
（タブ区切りテキストファイル）

3つの戦略でデータを比較することが可能

➢ ペアワイズ差次的発現解析により、さまざまな実験条件を考慮して差次的に発現する遺伝子を同定。

➢ ペアワイズ差次的発現分析（Replicateなし）は、どの実験条件にもReplicateがない場合に適している。

➢ 経時的RNA-Seq実験で有意な発現プロファイルの違いがある遺伝子を検出する。



アップレギュレート、ダウンレギュレートのタグ付けされたテーブルが作成される。

【結果】

発現比較

Pairwise Differential 
Expression Analysis
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.box形式で保存→パスウェイ解析で使用する

Time Course 
Expression Analysis



パスウェイ解析
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• シーケンス情報（.fasta、.box）、GO / ECアノテーション（.annot、.box）、
またはその両方（.box）を含むファイルを選択。
＝コンティグデータの（.box）ファイル

• 前項で作成したペアワイズやタイムコースなどの
Differential Expressionオブジェクト（.box）を選択
パスウェイオブジェクトに有用な情報が追加される。

➢ 実験計画情報
➢ カウント値
➢ 差次的に発現する特徴

これまで作成したファイルを指定。

• エンリッチメント解析を有効にして、リンクされた配列の数、発現変動した配列、あ
るいはグループの中でパスウェイがより頻繁に関連しているかソートすることができる。



パスウェイ解析
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Reactomeデータベースに関する設定

ヒトの生物学におけるパスウェイと反応の精査されたデータベースだが、他の15の
非ヒト種の推定されるオルソログを含んでいる。

• Reactomeのパスウェイに関連するすべてのUniprotタンパク質の配列を含む
カスタムデータベースに対してBLASTを実行。 *

入力したファイルにGO termsが含まれる場合はその情報を使用し、データベースの
情報と紐づけることができる。

* CloudBlastで高速解析されるためComputation Unitsが消費されます。

• 同じパスウェイだが種固有の異なるバージョンが含まれる。
パスウェイは階層的に構成されている。

→ 結果として出力テーブルに、興味のないエントリが多すぎる可能性がある。
この設定で可能な限り類似したエントリーを破棄する。



パスウェイ解析
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KEGGデータベースに関する設定*

代謝、遺伝子情報処理、細胞プロセス、生物系、病気、および医薬品開発の
ための分子相互作用、反応、および関係ネットワークの知識を含むパスウェイマッ
プのコレクション。

* 本機能はアカデミックユーザー限定機能です。

• 配列（fastaファイル）が与えられた場合EggNOG
アノテーションファイル(.annot or .box)が与えられた場合Enzyme Codesが
KEGGパスウェイを検索するために使用される。

• 対象のカテゴリのみを選択することにより、検出されるパスウェイ数が減る。
これは、エンリッチメント解析で実行される多重検定の修正にプラスの影響を
与える可能性がある。



パスウェイ解析
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• シーケンスに関連付けられたパスウェイが特定されテーブルが開く。

• シーケンスの総数よりも、エンリッチメント解析による統計的有意性によるソートが優先される。

• 重要な結果を見つけるため、結果テーブルのフィルタリングと並べ替えを組み合わせて使用する。
最も差次的に発現する配列を持つパスウェイをソートし、エンリッチメント解析のされたタグTOPまたはBOTTOMのみをフィルタリングする。
これにより、多くの差次的に発現する遺伝子を含む統計的にエンリッチメントされたパスウェイを見つけることが可能。



パスウェイ解析
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パスウェイマップ

• デフォルトのマップビューモードでは、背景色が各用語または反応に割り当てられた単色で表示される。
• サイドバーパネルからパスウェイの表示情報を変更
• 情報パネルからパスウェイの詳細情報や発現データと関連する配列のヒートマップ、表示情報のON、OFFが可能



パスウェイ解析
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表示を切り替えることで・・

• パスウェイ中にサンプル間のヒートマップを反映
• 発現変動を示した遺伝子のみの表示



お問い合わせ先：フィルジェン株式会社

TEL 052-624-4388 (9:00～17：00）

FAX 052-624-4389

E-mail: biosupport@filgen.jp


