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シングルセルRNA-Seqデータ解析

Fastq

生データや定量済みファイルから解析可能

マウス操作

高スペックPCは不要

定量済みの
カウントデータ

QCトリミング

定量 フィルタリング 前処理 クラスタリング
細胞種

アノテーション
群間比較

エンリッチメント

解析



• Arabidopsis thaliana（シロイヌナズナ）

• 通常の培地（7サンプル）高スクロース培地（3サンプル）

• シングルセルRNA-SeqライブラリはDrop-seqバージョン3.1を使用

合計 10 のサンプル

ウェビナーで使用するデータ
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scRNA-Seq Quantification

テクノロジーの種類を選択します。

リファレンスゲノムを選択

リファレンスアノテーション
GFFファイルを選択

シーケンスデータを選択
複数サンプルの場合ある場合でも
1サンプルずつ解析する必要があります。
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scRNA-Seq Quantification

プラットフォームを選択します。
その他解析条件に合わせた設定を行います。
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scRNA-Seq Quantification

解析が完了するとマトリクスデータが得られます。
クラスタリングなどの解析はこちらのサイドパネルから実行
します。
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scRNA-Seq Quantification

マトリクスデータの他、定量化プロセスの概要を記載したレポートとUMI Per Cell プロットが得られます。

Y軸にはUMIの総数、X軸にはデータセットで検出されたすべての
Cellバーコードを表しています。灰色の部分はバックグラウンドノイ
ズとみなし緑色の部分の細胞がマトリクスデータに保持されます。
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発現値結果の統合

複数サンプル使用時は各マトリクスデータを作成後、マージを行います。

設定画面では、マージするデータの選択の他、
各データがどのような特徴を持つかメタデータを作成します。

解析後、新たにマトリクスデータが作成され各バーコードの接
頭辞にサンプル名が追加されます。
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フィルタリング

定量プロセスでもフィルタリングが行われますが、さらにここではノイズとなるデータをフィルタリングします。

最小セル数、最小・最大カウント、最小・最大特徴数を
任意に指定することができます。

ミトコンドリア遺伝子、葉緑体遺伝子のリストを指定する
ことで、任意のパーセンテージを超えるミトコンドリア遺伝
子・葉緑体遺伝子を持つ細胞を破棄できます。



10

フィルタリング

フィルタリング後、新たにマトリクスデータが作成されます。
フィルタリング前後のバイオリンプロットを作図し、結果を比較できます。

フィルタリング前のセルあたりのカウントの分布 フィルタリング後のセルあたりのカウントの分布

フィルタリング前のミトコンドリア遺伝子と葉緑体遺伝子の割合の分布 フィルタリング前のミトコンドリア遺伝子と葉緑体遺伝子の割合の分布
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クラスタリング

正規化の実施の有無

ミトコンドリア遺伝子・葉緑体遺伝子のリストに基づく修正

フィルタリング後、クラスタリングに進みます。
クラスタリングの最初のウィザードでは、前処理の
設定を行います。
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クラスタリング

データの統合に用いられる手法を任意に指定します。
このオプションは複数サンプルの場合行い異なるバッチや条件のデータ
セットを統合する際に使用されます。

クラスタリングを行うパラメータを設定します。
Dimensionsは、クラスタの分離と分解能に影響を及ぼします。
Resolutionを増やすとクラスター数が増えます。
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クラスタリング

結果としてマトリクスデータが作成されます。
サイドパネルよりUMAP/t-SNEを表示できます。

UMAP/t-SNEの切り替え、メタデータの切り替えの他、
新規アノテーションの作成、遺伝子発現の視覚化を行うことができます。

Seuratで取得したクラスターによって
色分けされたUMAPとt-SNE

条件（通常の培地と高ショ糖培
地）サンプル（10サンプル）によって

色分けされたUMAP

既知のLateral Root Cap遺伝子マーカーの平
均発現によって色分けされた細胞を含むUMAP
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細胞種アノテーション

クラスタリング後、サイドパネルからCell type Prediction
を行います。

SingleR
公開データベースからダウンロードできる参照データセットと遺伝子発現プロファイル
を比較して、個々の細胞にラベルを付けます。このアプローチでは、遺伝子発現プロ
ファイルの類似性に基づいて各細胞にタイプを割り当てます。

CellKb
キュレーションされた知識ベースに対して、発現の異なる遺伝子を比較することで、
細胞グループにラベルを付けます。このツールでは、外部参照アノテーションは必要
ありません。

CellKbデータベースのみの販売も行っております。
データベースの詳細について

https://filgen.jp/Product/BioScience21-software/Combinatics/index.html


15

細胞種アノテーション

どちらのプログラムを使用した場合でも、
UMAP/t-SNEのメタデータ内に細胞種に関する
情報が追加されます。
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Differential Expression Analysis

細胞種アノテーション後、サイドパネルからDifferential Expression Analysis
を行います。

カウント数の少ない遺伝子を分析から除外するオプション。
最小CPMと遺伝子のCPMがフィルターレベルを超えるセ
ルの最小数を設定します。

Simple Design
1つの実験要因のみを考慮して比較します。

例）クラスター1と残りのクラスターの比較、
クラスター1、2、3 vs クラスター4、5、6の比較など

Multiple Design
2 つの要因を考慮して比較します。
例）
健康グループのクラスター1 vs 疾患グループのクラスター1

など

レプリケート情報を含む要素

結果に干渉する可能性のある別のファク
ターがある場合指定

チェックした場合、コントラストとして選択され
た各クラスターが、リファレンスクラスターに対
してテストされる。
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Differential Expression Analysis

解析結果として発現変動遺伝子のリストや各種チャートが作成されます。

ヒートマップ DE 結果の概要チャート
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エンリッチメント解析

Differential Expression Analysis結果のサイドパネルからエンリッチメン
ト解析を実行できます。

*Functional Analysisモジュールの機能

低発現か高発現遺伝子を指定

テストする条件を指定

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）。
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エンリッチメント解析

エンリッチメント解析の結果のテーブルやチャートを作成できます。
特定の条件（例：クラスターなど）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 のシングルセルRNA-seq

• 生データ、あるいは定量済みデータを使用

• 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)

• Differential Expression Analysisやエンリッチメント解析などの下流分析

• 手動でキュレーションされたCellKBを使用した細胞種アノテーション

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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