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ロングリードを使用したRNA-seq解析

フィルジェン株式会社 バイオインフォマティクス部

(bsupport@filgen.jpb)
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ロングリードを使用したRNA-seqのメリット

exon1 exon3

exon1 exon2 exon3

アイソフォーム1

アイソフォーム2

ショートリードの場合、多くのリードがエクソン内で完結するため、
どっちのアイソフォームに由来するリードか判別不能

→アイソフォームごとに定量することが困難
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ロングリードを使用したRNA-seqのメリット

exon1 exon3

exon1 exon2 exon3

アイソフォーム1

アイソフォーム2

ロングリードの場合、ほとんどのリードが転写産物全長の配列をもつため、
転写産物ごとの定量が容易
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ロングリードを使用したRNA-seqのメリット

exon1 exon3

exon1 exon2 exon3

アイソフォーム1

アイソフォーム2

ロングリードの場合、ほとんどのリードが転写産物全長の配列をもつため、
転写産物ごとの定量や新規転写産物の発見に有利

ただし、ロングリードではショートリードに比べてエラーが多いため、
アーティファクトな転写産物が生じる場合がある。
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ロングリードを使用したRNA-seqのパイプライン

Isoquant

リファレンスゲノム
（fasta）

シーケンスデータ
（fastq）

アノテーションデータ
（gtf）

アノテーションデータ（gtf） 定量データ

SQANTI3

フィルタリング済み
アノテーションデータ（gtf）

Isoquant 定量データ

遺伝子モデル（アノテーション）の構築と定量

アーティファクトな転写産物の除去



6

IsoQuant

リファレンスゲノム（fasta）

シーケンスデータ（fastq）
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アノテーションデータ（gtf）

ショートリードのマッピングデータ
（オプション）

IsoQuant
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シーケンスプラットフォームや検出感度を指定 出力するデータおよび出力先を指定

IsoQuant
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IsoQuantの出力

スプライシングバリアントごとのカウントデータ
transcript_model_counts: IsoQuantで提案された転写産物モデルに準拠
reference_transcript_counts: リファレンスで提供された転写産物モデルに準拠

アノテーションデータ
extended_annotation: IsoQuantで提案された転写産物モデルとリファレンスで提供されたモデル
Transcript_models: : IsoQuantで提案された転写産物モデル
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更新済みアノテーションデータ（gtf）

リファレンスゲノム（fasta）

リファレンスアノテーション（gtf）

SQANTI3
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SQANTI3

ショートリードのマッピングデータを指定
（オプション）

転写開始位置データなどの補足データを指定
（オプション）
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SQANTI3

フィルタリングの閾値等を設定 転写産物のレスキューを行うかどうかを指定
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SQANTI3の出力

転写産物の分類とレポート

results

report

Full Splice Match:
リファレンスとの完全一致

Novel In Catalog:
既知エキソンの新規組み合わせ

Novel Not In Catalog:
新規エキソン

Intergenic:
遺伝子間領域

など
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IsoQuant2（2回目）

フィルタリング済みのアノテーションデータ

SQANTI3で出力されたアノテーションデータを使用し、
再度IsoQuantを実行
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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
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