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ねらい

• これからの生命科学において要となるツールである
次世代シークエンサー（NGS）が産生するデータを用
いたバイオインフォマティクス解析を体験する。

• 次世代シークエンサー
– 長所：高速かつ低コスト
– 短所：得られる一本一本の配列が短い

（＝ショートリード） Illumina GAIIx



ゲノム情報ビッグバン

• ゲノムを読むスピードがものすごい勢いで上
がっている。
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ゲノム情報ビッグバン

• ゲノムを読むコストもものすごい勢いで下がっ
ている。



ゲノム情報ビッグバン

• 例：ヒトゲノムの解読
2003年

キャピラリーシークエンサー
13年、3000億円以上

2017年
次世代シークエンサー

10日間、10万円

ABI 3730 Illumina HiSeq 2500



次世代シークエンサー

• 超並列シークエンシング
– Illumina/GA
– Roche/454
– ABI/SOLiD

• 特徴
– リード長が短い。(25〜400塩基)
– 1塩基を読むのに1時間かかる。
– 5000万〜10億個を並列に読む。



性能比較

ABI 
3730xl

Illumina
GAIIx

Illumina
HiSeq 2500

Illumina
HiSeq X

年 2002 2009 2011 2014

平均リード長（塩基） 750 75 100 150

リード数 96 1億 30億 60億

塩基数/ラン 72kb 5Gb 600Gb 1800Gb



次世代シークエンサー

(Metzker 2010)



https://www.youtube.com/watch?v=fCd6B5HRaZ8

https://www.youtube.com/watch?v=fCd6B5HRaZ8


どのようなデータが得られるか？

• ゲノムデータ
• トランスクリプトームデータ
• エピゲノムデータ
• 相互作用データ



解析の流れ –サンプル調製とシークエンシング -

• ペアエンドリード
–断片化されたショートリードの両端を読む

平均インサート長
500bp

ペアエンドリード

Illumina GAIIx
シークエンシング

(アジア株５株)

納豆菌
ゲノム

ゲノム抽出

サンプル調製

断片化

500 bp

ペアエンドリード



解析の流れ - de novo アセンブリ -

• 参照するゲノムがない場合の解析方法

推定ゲノム
（スキャフォルド）

遺伝子
アノテーション

枯草菌

納豆菌
BEST195

アジア株

• オーソログ遺伝子
• リピート領域の解析

ペアエンドリード

（アジア株５株）

アセンブリ
Velvet

[Zerbino et al, 2008]

遺伝子予測
glimmer

[Salzberg et al, 1998]

比較ゲノム
Murasaki

[Popendorf et al, 2010]



ショットガンゲノムアセンブリ

• ゲノムを細切れにしてから解読し、つなぎ合わせて復元する。

①ゲノム抽出

②断片化・シークエンシング

③ゲノムアセンブリ



解析の流れ -変異解析 -

• 参照するゲノムがある場合の解析方法
マッピング
Bowtie2

[Langmead et al, 2012]

多型の同定
GATK

[McKenna et al, 2010]

変異影響度
アノテーション

snpEff
[Cingolani et al, 2012]

BEST195ゲノム BEST195ゲノム

A
A
A
A
A
C

• 同義置換
• 非同義置換
• 非コード領域の置換
• …

• 遺伝子の機能
• 表現型の解析

ペアエンドリード

（アジア株５株）



変異解析

• シークエンサーで読んだリードをリファレンス
ゲノムにマッピングすることによって、どこに
変異が入っているかを網羅的に計測できる。

• 最近はrare variant（<1%）が注目されている。
→ パーソナルゲノム



トランスクリプトーム解析

• RNA-seqという技術で転写物を網羅的に計測
できる。

– mRNAの発現量
–選択的スプライシングの検出
–遺伝子のフュージョン（ガン細胞など）
–新規non-coding RNAの発見



解析の流れ - RNA-Seq -

Illumina GAIIx
シークエンシング

納豆菌
BEST195

total RNA
抽出

サンプル調製

断片化

ショートリード

逆転写

cDNAtotal RNA RNA



解析の流れ - RNA-Seq -

• 異なる条件におけるmRNAの発現量を比較す
る

発現量比較
cuffdiff

[Trapnell et al, 2010]BEST195ゲノム

ねばねばする

培養条件(BN)

マッピング
Bowtie2

[Langmead et al, 2012]

BEST195ゲノム

ねばねばしない

培養条件(PN)

各遺伝子の発現差
があるかないか



RNA-seq

(Wang+ 2009)



RNA-seq

(Wang+ 2009)



今週の課題

• キイロショウジョウバエD. melanogasterのトラン
スクリプトーム解析をGalaxy上で行う。

• [Brooks et al., 2011]において、スプライシング制
御因子であるPasilla遺伝子（ps）をRNAiでノックダ
ウンしたサンプルとコントロールサンプルのRNA-
seqを行なった。

• 本課題ではこの論文のデータを使って、
– 二つの条件で得られたRNA-seqリードを参照ゲノムに
マッピングし、各遺伝子の発現量を推定する。

– 二つの条件の間で発現に差異がある遺伝子を同定
する。

– これらの解析に基づき遺伝子機能解析を行い、二つ
の条件の生物学的な差異を考察する。



元の論文[Brooks et al., 2011]の概要

• 二つの条件でスプライシングがどのように変化する
かを調べ、psに制御されている遺伝子を同定した。

aims to uniquely map mate pairs to ensure
consistency between mappable reads, par-
ticularly when one or both reads align to
splice junctions, and to uniquely place the
pairs in instances where the individual
reads could not be mapped uniquely. SPA
treats each read of the mate pair as a sin-
gle read and aligns them using Bowtie to
the combined genome and splice junc-
tion sequences. All mapping positions for
reads that can be mapped up to 10 possible
locations are reported. SPA then processes
the Bowtie output to identify mate pair
combinations in which both reads map to
the same chromosome, to opposite strands,
are oriented toward one another, and are
<200 kb apart (the size of the largest an-
notated D. melanogaster intron). Out of 47.5
million paired reads, 30.2 million (64%)
were uniquely aligned given all three cri-
teria. Importantly, the distribution of the
distance between mate pairs was consis-
tent with the insert size selected during
the library preparation (Supplemental Fig.
2). The remaining reads were further ana-
lyzed to include cases where one read could be uniquely aligned, but
the other read had no valid alignment. These are most likely in-
stances where the unalignable read had a high error rate. This step
‘‘rescued’’ an additional 9.4 million (20%) reads from the paired-end
sequence data that were treated as single reads. In summary, our
alignment strategy yielded 115.8 million uniquely mapped 37-nt
read sequences from the untreated and ps(RNAi) samples, of which
;5% (5.76/115.8 million) map to splice junctions (Table 1).

Identification of PS-affected splicing events

To identify changes in splicing upon depletion of PS, we used our
JuncBASE (junction based analysis of splicing events), which takes
as input genome coordinates of all annotated exons and all con-
fidently identified splice junctions (including annotated and novel
junctions) to find sets of exons and junctions that can be classified
as one of eight types of alternative splicing events: cassette exons,
alternative 59 splice sites, alternative 39 splice sites, mutually ex-
clusive exons, coordinate cassette exons, alternative first exons,
alternative last exons, and retained introns (see Methods; Fig. 2).
After identifying each splicing event, JuncBASE calculates the sum
of single reads, mate pairs, and splice junction reads that align to

either the inclusion or exclusion isoforms in both the untreated
and ps(RNAi) samples, to determine if a shift in splicing has oc-
curred upon depletion of PS. Mate pairs aligning to an isoform are
treated as one event giving evidence for that isoform, instead of
considering each mate as an independent read. A Fisher’s exact test
was performed on 2 3 2 contingency tables comprised of these
read counts [inclusion vs. exclusion, untreated vs. ps(RNAi)]. This
recapitulates key aspects of the approach described in Wang et al.
(2008) with several distinctions. First, to identify retained intron
events, we found that counting read alignments throughout the
entire intron (as evidence for the inclusion of the intron) was
confounded in cases where additional splice sites reside within the
intron; therefore, only reads spanning the exon–intron boundaries
of the 59 and 39 splice sites were used as evidence for retention of
the intron (red bars with black lines in Fig. 2). Moreover, each end
of the intron was tested separately for intron retention and then
P-values were combined for a final P-value associated with the re-
tained intron event (Supplemental Fig. 6). We also extended the Wang
et al. (2008) method to identify coordinate cassette exons—two
or more exons skipped or included as a group. Finally, we did not
examine tandem 39 untranslated region (UTR) events (alternative
polyadenylation), seeing that there were few reads that gave direct
evidence of a poly(A) site and that there are no exon reads or
junction reads that are specific to the exclusion isoform (Supple-
mental Methods).

From the 2 3 2 tables of counts constructed for each splicing
event, we were able to classify 494 splicing events from 323 genes
that changed significantly in the ps(RNAi) sample (Benjamini-
Hochberg adjusted P-value # 0.05; Supplemental Fig. 7; Supple-
mental Data Sets 1–3). Within each of the eight types of alternative
splicing, we identified a nonredundant set of splicing events with
no overlapping introns. If two events had an overlapping intron,
the event with the lowest P-value was kept. From our nonre-
dundant set, we identified 405 total splicing events affected by
ps(RNAi) (Fig. 2). Semiquantitative RT-PCR experiments validated
all 16 tested splicing events we identified by RNA-seq (Fig. 3;
Supplemental Fig. 8). We did not observe a general decrease in gene

Figure 2. 405 PS-regulated pre-mRNA processing events. (Black boxes) Constitutive regions; (white
boxes) alternative regions. (Red lines) Splice junctions for the inclusion isoform; (blue lines) junctions for
the exclusion isoform. (Red bars) Exonic reads that support the inclusion isoforms; (blue bars) exonic
reads that support the exclusion isoforms; (red bars with a black line) reads that support the inclusion
isoform, but have a shared portion with the exclusion isoform. Thinner portions of the boxes in alter-
native first exons and alternative last exons correspond to UTRs.

Table 1. Summary of sequence data

Untreateda ps(RNAi)a

Total sequenced single reads 32,989,325 37,271,305
Total sequenced paired-end reads 22,805,923 24,730,628
Uniquely aligned single readsb 28,232,489 27,124,008
Uniquely aligned paired-end reads 14,858,720 15,356,992
Distinct annotated splice junctionsc 28,594 28,696
Distinct unannotated splice junctionsc 530 535

aUntreated samples consist of three biological replicates, and ps(RNAi)
consists of four biological replicates.
bIncludes both single-read sequence reads and paired-end reads with an
unalignable mate.
cAll splice junctions have $3 offset alignment positions.

Pasilla regulates alternative splicing

Genome Research 195
www.genome.org

 Cold Spring Harbor Laboratory Press on January 6, 2019 - Published by genome.cshlp.orgDownloaded from 



元の論文[Brooks et al., 2011]の概要

• 哺乳類におけるオーソログ遺伝子であるNOVA1およ
びNOVA2が制御している遺伝子とpsが制御している
遺伝子を比較した。

• その結果、制御因子（NOVA1/2, ps）の配列はよく保
存されているものの、その制御対象に共通する遺伝
子は多くないことがわかった。


