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RNA-seq 解析例 
清水顕史 

 
高速シーケンサー(NGS)を用いると、膨大な塩基配列（リードという）を一度に得ること

ができ、コストパフォーマンスも随分下がってきました。NGSの解析対象はゲノム DNAだけ

ではなく、RNA由来の二本鎖 cDNAも解読できます。NGSで解読される転写産物の配列は、

RNA-seq と呼ぶことがあります。 

 RNA-seq は、ライブラリー作製の手間をかけずに cDNA クローン毎の EST 配列を大量

に取得できるトランスクリプトーム解析技術です。ゲノムや完全長 cDNAなどの既知情報（レ

ファレンス）へのアライメント（リード・マッピングとも）を行うことにより転写産物別

の遺伝子発現行列を得られるだけでなく、de novo アセンブルによって新規の転写産物を見

つけられるため、非モデル生物でもトランスクリプトームが解析できます。 
ここではサンプルデータによる RNA-seq のレファレンスへのマッピングと可視化を体験

してみましょう。実際の NGS リードの解析を進めるめには、数十 G バイトの RAM メモリを

搭載した 64 ビット Unix系 OSが必要です。 

 

1.テストデータのダウンロード 

 実際の NGS データは、NCBI の SRA からダウンロードできます。これらは１つのファイル

が数 G バイト以上にもなる巨大なファイルのため、本講義では、公開されている NGS デー

タ（ Mizuno ら 2010 BMC Genomics 11:683 より）を 100 分の 1 以下に削減したイネの

RiceRNAseq.fastq(zipファイルを解凍)を用いることにします（～54K×36bpシングルリー

ド）。 

 

2.FASTQフォーマット 

 ショート・リードは FASTQ フォーマットで記述されており、例えば下のように 1 つのリ

ードを 4行で表わします。まず 1行目は'@'で始まり配列識別子とオプション記述、(FASTA

形式のタイトル行）で、2行目は塩基配列の生データ、3行目は'+'で始まる配列識別子（1

行目と同じ）で、4行目は 2行目の塩基配列にそれぞれ対応するクオリティを示す文字です。

FASTQフォーマットではこの 4行単位で配列情報が繰返し記述されます。 

 

http://trace.ncbi.nlm.nih.gov/Traces/sra/sra.cgi?
http://www.eonet.ne.jp/%7Evor-dem-gesetz/RiceRNAseq.zip
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 FASTQファイルのクオリティの統計を診るのに便利なソフトウェアに FastQCがあります。 

3参照配列の準備 

 RNA-seqは転写産物のせいぜい数百 bp程度の短い配列情報で、転写産物完全長（～数 Kbp）

の一部です。RNA-seq から遺伝子発現行列を得るには、ゲノムや完全長 cDNA の既知情報

を参照配列としてRNA-seq データを由来する転写産物別にまとめる作業が必要になります。

そのためのレファレンスは、ゲノム・データベースや UniGene データベースなどから得る

ことができます。 
 テスト用の参照配列データをダウンロードしてみましょう。これはイネの発現遺伝子の

うち選抜した 344 個の配列を、FASTA 形式でまとめたものです。 

 

 

 

4 解析ソフトの準備 

 Bowtieダウンロード (リードをレファレンスにアライメントする) 
Samtools ダウンロード (アライメント結果の整理) 

 Artemis ダウンロード (アライメント結果の表示用) 
 Bowtie と Samtools は圧縮ファイルを解凍します。 

 

5 操作準備 

Bowtie と Samtools は、コマンドプロンプトで操作します。その作業の便宜上、解凍してでき

たフォルダはそれぞれ bowtie および samtools と名前を変更し、C ドライブ直下に作成した

RNAseqフォルダに移動しておきます。また、テストデータおよび参照配列データも RNAseqフォ

ルダに移動しておきます。 

コマンドプロンプトは、コマンド入力により PCを操作するツールです。スタートメニューなど

から起動すると、下図のような黒背景に白文字のウィンドウが開きます。普段の Windowsの操作

http://www.bioinformatics.bbsrc.ac.uk/projects/fastqc/
http://www.eonet.ne.jp/%7Evor-dem-gesetz/rap_sel.fasta
http://sourceforge.net/projects/bowtie-bio/files/bowtie/0.12.7/bowtie-0.12.7-win32.zip/download
http://sourceforge.net/projects/samtools/files/samtools/0.1.7/samtools-0.1.7_i386-win32.tar.bz2/download
http://www.sanger.ac.uk/resources/software/artemis/
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と異なり、コマンドプロンプトでは全ての操作をコマンド入力で行います。>の右側の点滅して

いるアンダーバーは、カーソルといってキーボードから入力した文字情報はこの位置に出力され

ます。 

 

 

 

 コマンドプロンプトでファイルを指定するとき、その位置情報（Pathという）が重要です。

上の図で、>の左側の文字列 C:\Users\Shimizuは現在のパスを表しており、C:はドライブ名を、

\はルートと呼びパスの区切りを表しており、\Users\Shimizuは Usersフォルダの Shimizuフォ

ルダにいることを表しています。コマンドプロンプトではフォルダをディレクトリと呼びます。 

ファイルは Cドライブの RNAseqフォルダに置いているので、cd \RNAseq と入力して Enter

キーを押して RNAseqフォルダに移動します。cd は change directoryの意味です。 

 

 

 

カーソルの左側の現在位置の表示が RNAseqに変わります。この状態で dir と入力して Enterキ

ーを押してみると、このフォルダの中にあるファイルおよびフォルダが表示されます。 

 

 

 

 予め作成しておいた 2個のファイルとおよび 2個のフォルダが確認できます（ちなみに.はカ

レントディレクトリを、..はその１つ上の階層にある親ディレクトリを表します）。 
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コマンドプロンプトの操作は、Unixの操作に似ています(dir コマンドは Unixでは ls コマン

ドになるなど、違いもある)。 

 

6 解析手順 

6.1 Bowtieによるマッピング 

C:\RNAseq>cd .\bowtie 

と入力し、カレントディレクトリ（ここでは C:\RNAseq）の下にある bowtie フォルダに移動し

ましておきます。次に、 

 

>bowtie-build \RNAseq\rap_sel.fasta rap_sel 

 

と入力し、参照配列を bowtie で使用できるようにフォーマットします。すると 6 つのファ

イル(～.1.ebwt, ～.2.ebwt, ～.3.ebwt, ～.4.ebwt, ～.rev1.ebwt, ～.rev2.ebwt)、が

作成できていれば OKです。 

例データを参照配列にアライメントするには、次のようにします。 

 

>bowtie -S rap_sel \RNAseq\RiceRNAseq.fastq RiceEST.sam 

 

 
 

6.2 Samtoolsによるファイル変換 

アライメントの結果を閲覧するのに Samtools を使います。sam 形式のファイルはヒトが

読めるようにまとめられていて便利ですが、ファイルサイズを圧縮した方が扱いやすいの

で bam形式に変換しておきます。 

 

一つ上の階層にある samtoolsフォルダに移動するため、 

 C:\RNAseq\bowtie>cd ..\samtools 

と入力します。その後、 

   
>samtools faidx \RNAseq\rap_sel.fasta 

>samtools import \RNAseq\rap_sel.fasta.fai \RNAseq\bowtie\RiceEST.sam RiceEST.bam 

>samtools sort RiceEST.bam RiceEST_sorted 

>samtools index RiceEST_sorted.bam 
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と入力し、出力される RiceEST_sorted.bam が閲覧可能なアライメント結果になります。 

6.3 ソート済み bam ファイルの閲覧 

ソート済みの bamファイルを閲覧できるソフトウェアは複数ありますが、ここでは手軽な JAVA

ソフト Artemis を使ってみます。 

artemis.jar をクリックしソフトウェアを起動します。Fileメニューから[Open…]を選び、レ

ファレンス配列（FASTA形式）を指定します。エントリー編集画面に切り替わりレファレンス配

列が表示されたら、File メニューから[Read BAM/VCF…]を選び、ソート済みの BAM ファイルを

指定します。 

 

 
 
6.4 sam ファイルの中身 
 Bowtie が出力する sam ファイルを Excel で開いてみると、下の様になります。 
 まず、A 列の 2 行目から参照配列のリストが表示され（@SQ で始まる行、例データの場

合 344 個ある）、 
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 その後の@PG 行以下に、各リード毎のアライメントの結果が出力されています。例とし

て用いたリードは、シングル・リードなので、結果は以下のようになります。 
  

 

  
課題 6-1 例データから得られた SAM ファイル(RiceEST.sam)から、各参照配列にマップ

されたリード数を表にまとめなさい。マッチング状況が 36M になったリードをマップされ

たリードとみなします。 
 
 マップされたリード数から、参照配列の発現量を見積もる場合には、参照配列の長さ当た

りに換算する方がよいはずです（長い遺伝子の方が、発現している量が低くても断片配列

が読まれ易くなるため）。例データのような、シングル・リードをマッピングして遺伝子発

現量を見積もる指標としては RPKM(read per kilobase / million)があります。これはマッ

プされた参照配列の長さ当たりのリード数を、100 万リード当たりに換算したものです。 
 
課題 6-2 課題 6-1 から得られた情報より、参照配列 1bp 当たりのリード数が最も高い、つ

まり最も発現している遺伝子を同定しなさい。 


