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CLC Genomics Workbenchを用いた
バイサルファイトシークエンス解析

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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バイサルファイトシーケンス

ピークの検出
↓

転写因子結合箇所・ヒストン修飾箇所の同定
・サンプル間での比較

ATGCGCGTAGCGATGACGACA ATGCGTGTAGCGATGACGATA

非メチル化シトシンをチミンに変換

断片化してシーケンスリファレンスへのマッピング

：メチル基
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シーケンスデータのインポート

Import

クオリティチェック

QC for Sequencing Reads
Trim Reads

リファレンスへのマッピング

Map Bisulfite Reads to Reference

メチル化の検出

Call Methylation Levels

手順
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CLC Genomics Workbenchでは、シークエンサー機種やに合わせたインポートメニューを利用可能

ToolbarのImportアイコンから表示されるインポーターから選択して、インポートを実行

リードのインポート
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シークエンサー機種などに合わせてインポーターを選択し、シークエンスデータファイルを選択

ペアエンドシークエンスデータのインポートにも対応

リードのインポート
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シークエンスデータがインポートされ、各種解析に使用できるようになる

各リードの塩基配列やクオリティスコアなどを確認できる

リードのインポート
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QC for Sequencing Reads
インポートしたシークエンスデータのクオリティやPCR Duplicate 
の状況などを確認するためのレポートを作成

Trim Reads
アダプターの除去、クオリティスコアによる除去、長さを指定した
除去などを選択・組み合わせて、リードのトリミングを実行

インポートしたシークエンスデータに対して、クオリティチェックレポートの作成や、
低クオリティリードの除去などを行う

その他、重複リードの除去や、マルチプレックスシークエンス時のサンプルバーコード
のソートなどの、各種データ前処理用ツールなども利用が可能

リードのQCとトリミング
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QC for Sequencing Readsでは、シークエンスデータのクオリティ情報をまとめた
  レポートが作成される

GC含量やクオリティスコア分布などのグラフデータや数値データを確認が可能

リードのQCとトリミング
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バイサルファイト処理済み配列のQCチェックの解釈には注意が必要

リードのQCとトリミング

GC含量

一般的なリード

バイサルファイト
処理済みリード

ポジション別ATGC割合

一般的なリード

バイサルファイト
処理済みリード

バイサルファイト処理済みリードでGC含量が低い バイサルファイト処理済みリードでTの割合が著し
く高く、Cの割合が著しく低い
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Trim Readsの使用により、各リード
の低クオリティ部分がカットされる

アダプター配列の除去なども可能

リードのQCとトリミング
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シーケンスデータのインポート

Import

クオリティチェック

QC for Sequencing Reads
Trim Reads

リファレンスへのマッピング

Map Bisulfite Reads to Reference

メチル化の検出

Call Methylation Levels

手順
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参照ゲノム上にバイサルファイト処理済みリードのマッピングを行う

コントロール（Input）のデータがある場合は、それについてもマッピングを行う

Map Bisulfite Reads to Reference
参照ゲノム配列に対して、バイサルファイト処
理済みリードのマッピングを行う

リファレンスへのリードのマッピング
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Map Reads to Referenceでは、実行時のオプションパラメータで、任意の参照ゲノム配列データ
を選択可能

ヒト、マウス、ラットなどのモデル生物の参照ゲノム配列データは、ソフトウェア標準搭載のダウ
ンロードツールから取得でき、その他NCBIに登録されている参照ゲノム配列データや、ユーザー
カスタム作成の配列データを使用することも可能

リファレンスへのリードのマッピング
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ゲノム配列（染色体）ごとに、カバレッジグラフが表示される

カバレッジグラフを拡大していくと、各リードの塩基配列が確認できる

リファレンスへのリードのマッピング
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シーケンスデータのインポート
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マッピングデータ上のC→Tの変換が生じている箇所をたよりに、メチル化部位の検出を行う。

メチル化の検出

Call Methylation Levels
マッピングデータからメチル化部位を検出
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メチル化の検出

メチル化の検出に使用するリードのフィルターおよび検出したいメチル化のコンテキスト
を設定する

検出するメチル化の種類（コンテキスト）を選択

Standard
・CpGのみ
・CpG + CHG + CHH
* H = A/C/T

NOMe-seq
・GCH + HCG
・GCH + HCG + GCG

Exhaustive（コンテキストに依らず検出）
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メチル化の検出

サンプル間比較を行う場合は、Statistic testにて計算手法とP-valueの閾値、さらに
コントロールサンプルのマッピングデータの指定を行う
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メチル化の検出

レポートには、参照ゲノムにマッピングされたリード配列の各種カウントデータや、
メチル化のバイアスが発生している部位などの情報が含まれる
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メチル化の検出

Differential methylationデータ

サンプルごとのMethylation levelsデータ
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マッピング結果や、ピークの位置の遺伝子の位置関係を目視で確認できる

ブラウザ表示
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ブラウザ表示

Methylation levelsの表とリンクさせることも可能

methylated coverage
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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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