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RNA-Seqデータ解析

Fastq

Bam

de novo トランスクリプトーム

マッピング

発現値定量

発現値定量

群間比較

タイムコース解析

*replicateありに対応

Differential expression 
analysis

生データ QCトリミング

*ショートリードデータ

生データから解析可能 *受託サービスなどで得られた発現量に関するファイルにも対応

マウス操作

高スペックPCは不要

モデル生物
（リファレンスゲノムあり）

モデル生物
（リファレンスゲノムなし）



Differential expression analysis
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群間比較

特定の条件(時点)における発現値の違い

例）遺伝子Aは12hのテスト群で高発現

特定の時点ではなく、発現プロファイルの傾向の違い

例）時間の経過とともに一貫して発現が増加する遺伝子群を含むクラスター1

特定の条件間の発現値をもとにした
統計的差異にフォーカスした解析に適している

遺伝子発現の動的変化や傾向に興味がある場合に適している

タイムコース解析

発現変動のある遺伝子リスト、発現差を視覚化したボル
ケーノプロット、ヒートマップが得られます。

個々の遺伝子変動ではなく、各遺伝子発現パターンリスト、時系
列プロットやクラスター図が得られます。



• 2 つの異なる系統のArabidopsis thaliana（シロイヌナズナ）

病原体Bghに耐性
病原体Bghに感受性

• 各系統には2 つの異なる病原体Bghの分離株 (A6 と K1) を接種

• 植物系統と病原体の組み合わせごとに、4 つの異なるタイムポイント
(6 時間、12 時間、18 時間、24 時間)

• 3回の反復

合計 48 のサンプル

ウェビナーで使用するデータ
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耐性 感受性

A6 K1

6h 24h18h12h

N=3

事前にこれらの情報をエクセルなどの表計算ツール上にまとめた
実験設計データを作成し、タブ区切りテキストファイルとして保存しておく



解析設定画面
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遺伝子フィルタリングは結果の信頼性を確保するために極めて重要
です。一般的に、多くの遺伝子を除外することなく、フィルタリングのしき
い値を可能な限り高く設定することが望ましいです。

今回の分析では、遺伝子フィルタリングしきい値を 2 CPM (Counts Per Million) に設定
し、少なくとも 10 個のサンプルがこのしきい値を満たすことを要求しました。

サンプルしきい値は、最小の実験グループのサイズに対応することを推奨。

今回のデータセットは、このグループサイズは 12 (植物系統と病原体分離株の組み合わせ)
です。堅牢性と包括性のバランスをとるため、しきい値を 10 に設定しました。

発現値定量結果のサイドパネルからDifferential expression analysisをクリックし
Time course expression analysisを選択します。
*発現値テーブルから解析する場合は、Transcriptomics ModuleアイコンをクリックしLoad count tableよりデータをロードする。

遺伝子フィルタリングに関する設定画面



解析設定画面
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事前に作成した実験設計データを入力

「Multiple Series」を選択。

Time factorには実験デザインの
時系列の項目名を指定。
Experimental factorには解析に
考慮したい項目と条件を入力。

*時間条件のみ解析に使用する場合は「single Series」

今回は病原体に耐性か感受性であるかの
条件を含めました。

統計的しきい値、クラスタリング パラ
メータなどを指定。
解析結果を見てクラスター数を増減
させることができます。

今回はデフォルト値のまま実行します。

分析オプション設定画面



解析結果
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経時的に変動が見られた遺伝子がクラスターに分けられタグがつけられます。
また、条件間で遺伝子発現傾向に違いがある場合は、条件タグが追加されます。

まずは、サイドパネルからCharts
を展開し、各種グラフを作成し、
今回の設定が適切であったか評
価していきます。

右クリックで、
個々の遺伝子の発現プロットを作図できます。



解析結果 MDSプロット
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異なる実験条件に従ってMDSプロットを色分けすることで、全体的な遺伝子発現プロファイルへの影響を評価することができます。

時間がサンプル間の変動の主な原因であることが明らかである（図C）。
各時間クラスター内では、異なる植物系統のサンプルが混在しているため、
植物系統が全体的な遺伝子発現に与える影響は少ないようである（図A,C）。

しかし、病原体の分離株は遺伝子発現に影響を与えるようで、この因子によって内部的に分離された時間クラスターもある（図B,C）。

結論として、このデータセットでは、接種後の時間と病原体の分離が2つの主な変動要因であるため、「Experimental Factor」の設定にて 、「病原体」を選択し、タイム
コース解析を再実行することにより、興味深い結果が得られる可能性があります。

A) 植物系統別 B) 病原体別 C) 時間別



解析結果 Expression Profile Plots
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クラスターの数がデータに適しているか評価するこ
とに役立ちます。

明確なクラスタープロファイル: 
各クラスターが明確なプロファイルを示している場
合、クラスターの数が適切であることを示します。

あいまいなクラスター: 
クラスターが明確に定義されていない場合、クラス
ターの数が不十分である可能性があります。

クラスター間の類似したプロファイル: 
クラスターが類似したプロファイルを示している場合、
クラスターの数が多すぎることを示している可能性
があります。

実験全体の発現プロファイルプロットには、各クラスター内の遺伝子のサンプル全体の発現レベルが表示されます。



解析結果の解釈 Summary Expression Profiles
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概要発現プロファイルは、異なる時点にお
ける各クラスター内の遺伝子の発現レベル
の中央値の概要を示します。

クラスター 5,7: 
このクラスター内の遺伝子は、時間の経過とともに一貫して発
現が増加しています。

クラスター 3: 
このクラスター内の遺伝子は、時間の経過とともに発現が減
少しています。

この観察結果は、前ページの実験全体の発現プロファイルプ
ロットで見られるものと一致しています。

これらの結果をさらに解釈するには、特定のクラスターの遺伝子が特定の生物学的機能に関与しているかどうかを評価することが有用です。
これは、OmicsBox のエンリッチメント解析（Fisher’s Exact Test）によって実現できます。

データ内の傾向とパターンを識別するのに
役立ちます。



エンリッチメント解析
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タイムコース解析の結果のサイドパネルから
Fisher’s Exact Testを選択します。
*Functional Analysisモジュールの機能

解析の対象となるクラスターを指定

リファレンスアノテーションを指定
解析結果の遺伝子名と一致する参照アノテーショ
ンデータを別途ダウンロードしておく必要があります。

今回はOmicsBoxに搭載されたBioMartからのデータダウンロード機能を使用し得
たファイルを使用（functional analysis > Load > Load Data from 
BioMart）。



解析結果
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特定のクラスターにどのような機能が含まれているか調べることができます。



まとめ
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弊社HP紹介ページInformation

OmicsBox の経時データRNA-seq

• 生データ、あるいは受託サービスで得られたデータを使用

• 初心者でも解析できるインターフェース

• 7日間無料のデモライセンス→ 詳細(PDF)

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


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
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