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今⽇の話の対象となる⼈

• RNAseqってなに︖

• バルクのRNAseqに興味はあるけど解析難しそう

• 解析は得意だけど、毎回のバルクRNAseqの解析に時間がかかってしまう

近年の⽣命科学研究ではなくてはならない技術です。
息を吸うようにRNAseqをしましょう。



息をするようにRNAseqをするには︖

解析に1ヶ⽉もかけてられない

-> ブラウザ上で素早く解析

こういう実験・検体のデータはすでに誰かがやっているかも︖

-> 公共データ解析

※ no codeですべてができるわけではありません
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Agenda

• バルクRNAseqとは︖
• バルクRNAseq解析の実際
• ブラウザを⽤いたバルクRNAseq解析
• iDEP(本⽇のメイン)
• BioJupies
• RaNA-seq

• 実例紹介 （胸腺腫合併重症筋無⼒症の解析）

各サイトへのアクセスは、本会終了後にお願いいたします。



GitHub上に本⽇の資料があります

https://github.com/AJACS-training/AJACS95

こちらも参考に https://github.com/AJACS-training/AJACS84

https://github.com/AJACS-training/AJACS95
https://github.com/AJACS-training/AJACS84/blob/main/01_ono/README.md


Agenda

• バルクRNAseqとは︖
• バルクRNAseq解析の例
• ブラウザを⽤いたバルクRNAseq解析
• iDEP(本⽇のメイン)
• BioJupies
• RaNA-seq

• 実例紹介 （胸腺腫合併重症筋無⼒症の解析）

各サイトへのアクセスは、本会終了後にお願いいたします。



バルクRNAseqとは︖ シングルセル解析とは︖

バルクRNAseqはコスト・解析の容易さよりまだまだ強⼒なツール

多サンプルのプロファイリングが得意、解析も⽐較的簡単

実験計画は慎重に︕ (sc)RNAseqがすべてを解決してくれるわけではないが、
使いこなせると⾮常に強⼒。データ特性をよく理解して研究に活かそう︕



よくある風景 : WetとDryの分離

Single-cellのデータとったんだけど
やっぱり解析してくれない︖

最新の機械学習⼿法でとりあえずツール作ってみた
何に使うかはユーザーよろしく

研究室A 研究室B

XXX細胞︖XXX遺伝⼦︖
わからないけどこんな結果出ました
解釈はそちらでお願いします

Single-cellやったらすべてわかるはず
⾼いからn=1でいいか

有意差でるようにいい感じに検定し直し
てくれない︖



研究室A

良いサイエンスへの理想

こういう現象を解きたい、実験計画はこれでよい︖
ここは検出⼒低そうだからこういうサンプリング、
検体数はどうでしょう︖
こういう解析ができそうです。

釣れてきた遺伝⼦をこの実験に落とし込もうと思う

今⽇の話を通じてWet研究者がDryリテラシーを持つのも⼀つの解決策



Seurat

Scanpy

scVelo
DESeq2WGCNAGSEA

Sckit-learn

Pytorch
IGV



参考図書

本⽇は左の書籍をベースにお話します



関連する統合TV

• iDEP : https://togotv.dbcls.jp/20200118.html
• BioJupies : https://togotv.dbcls.jp/20190730.html
• RaNA-seq : https://togotv.dbcls.jp/en/20210531.html



Agenda

• バルクRNAseqとは︖
• バルクRNAseq解析の実際
• ブラウザを⽤いたバルクRNAseq解析
• iDEP(本⽇のメイン)
• BioJupies
• RaNA-seq

• 実例紹介 （胸腺腫合併重症筋無⼒症の解析）

各サイトへのアクセスは、本会終了後にお願いいたします。



⾃前データと公共データ

DRA

SRA ERA

論⽂で使⽤されたシーケンスデータは、
SRA/ERA/DRAなどのデータベースに登録され、他
の研究者が利⽤できるようになる。

⽬的の遺伝⼦変動を調べるために、RNAseqを⾏う
シークエンスコスト・3’ kitの普及などにより安価
にできるようになりつつある。



公共データへのアクセス
論⽂から辿る

Accession Numberからデータにアクセスできる。
Run Selectorなどを使⽤すると便利に閲覧できる。

データベースからの検索

https://sra.dbcls.jp/

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

http://aoe.dbcls.jp/

Run IDを⽤いてfasterq-dumpやikraからダウンロード、再解析を⾏うことができる。

https://sra.dbcls.jp/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://aoe.dbcls.jp/


バイオインフォマティクス環境

UbuntuなどLinux OS ターミナルを⽤いたCLIによる操作
Shellの操作

プログラミング
ライブラリの使⽤

サーバーやワークステーション内にこれらの環境を構築・管理する必要がある。



⽣配列から遺伝⼦発現量へ

https://nf-co.re/rnaseq/3.9

https://github.com/yyoshiaki/ikra
Quality control, trimming
Fastqc, trim-galore, fastp etc

1 )Alignment-base (RAM > 32Gb)
STAR/Hisat2 + RSEM etc

2) Pseudo(quasi) alignment
Kallisto, Salmon

パイプライン

Webツール
https://ranaseq.eu/home

https://maayanlab.cloud/biojupies/



遺伝⼦発現量はようやく出来たが・・・

発現量テーブルにしたあと、下流解析が必要。

DEG（Differentially expressed genes）は︖

そもそもサンプルはきれいに
分かれる︖

交絡因⼦の影響は︖

特徴的なパスウェイはどう
やって求める︖



標準的な下流解析の流れ （例）

Rなどのプログラミング⾔語 (+ライブラリ)を使⽤し、統計解析、可視化などを⾏う。



Bioconductor

Bioinformatics⽤のRパッケージは、Bioconductorプロジェクトによりまとめて
管理されている。

http://bioconductor.org/

http://bioconductor.org/


標準的な下流解析の流れ （例）

読み込み
• tximport, tximetaなどを⽤いてデータをRに読み込む。

PCA
• PCA plotなどを駆使してデータ構造を理解する。

DEGの検出

• DESeq2, limma, EdgeRなどのライブラリを使⽤し、Differentially 

Expressed Genes（DEGs）を検出する。

Pathway解析
• GSEA, clusterprofilerなどを利⽤してパスウェイ解析を⾏う。

(加えて、パッケージのインストールなど、環境構築はもちろん必要)



DESeq2を⽤いたDEG検出

詳しくは、vignettes(公式チュートリアル)を参照。
https://bioconductor.org/packages/release/bioc/vignettes/DESeq2/inst/doc/DESeq2.html

• DESeq2は遺伝⼦ごとにグループ間の差
の統計量を計算する。

• その際、サイズファクター(サンプルご
とのリード数)や多重検定補正などを考
慮し、正確な検定を⼿軽に⾏ってくれ
る。

Love MI, 2014, Genome Biology.

https://bioconductor.org/packages/release/bioc/vignettes/DESeq2/inst/doc/DESeq2.html


通常のRNA-seq解析は定型解析が多い割に時間がかかる

Plan

Do

Check

Action

⾃動化・省⼒化による
PDCAサイクルの⾼速化

Webツールを⽤いた解析



Agenda

• バルクRNAseqとは︖
• バルクRNAseq解析の実際
• ブラウザを⽤いたバルクRNAseq解析
• iDEP(本⽇のメイン)
• BioJupies
• RaNA-seq

• 実例紹介 （胸腺腫合併重症筋無⼒症の解析）

各サイトへのアクセスは、本会終了後にお願いいたします。



iDEP を⽤いた下流解析

http://bioinformatics.sdstate.edu/idep/

アクセス集中を避けるため、本セクションは会が終了した後お⼿元でお試しください。

iDEPには基本から応⽤まで、⼤体の解析が揃う。
ドキュメント : https://idepsite.wordpress.com/

Steven Xijin Ge et al., 2018, BMC Bioinformatics

論⽂執筆⽤、再現性担保のためにバージョンを記録しておく

http://bioinformatics.sdstate.edu/idep/
https://idepsite.wordpress.com/


Human PBMCから取得したCD4+T細胞のデータを⽤いる

https://doi.org/10.1016/j.immuni.2018.04.008

https://doi.org/10.1016/j.immuni.2018.04.008


ikra v2.0.1 -RNAseq pipeline centered on Salmon-

https://github.com/yyoshiaki/ikra

Hiraoka Yu, Yamada Kohki, Ryuichiro Yamsasaki, YusukeKawasaki, Kitabatake Ryoko, Matsumoto Yasunari, 
Ishikawa Kaito, Umezu Yuto, Hirose Haruka, & Yoshiaki Yasumizu. (2021). yyoshiaki/ikra: ikra v2.0.1 (v2.0.1). 
Zenodo. https://doi.org/10.5281/zenodo.5541399

Ikraを使⽤すると、簡単なcsvファイルにRun IDやfastq fileをまとめるだけで、
今回の実習と同じ発現量テーブルを取得できる。

input.csv

ikra.sh input.csv human

https://github.com/yyoshiaki/ikra
https://doi.org/10.5281/zenodo.5541399


The Integrative Genomics Viewer (IGV)

STARでマッピングを⾏い、IGVで確認することも重要なQC



正規化⽅法

RNA-seqの遺伝⼦発現量は⽣のカウントデータだと遺伝⼦⻑やサンプルごとの
リード量によってばらついてしまうため、以下のような補正を⾏う。

- RPKM/FPKM (reads/fragments per kilobase of transcript per million reads/fragments)  : 古い!
- TPM (Transcripts per kilobase million) : サンプル間⽐較に使⽤される

https://hbctraining.github.io/DGE_workshop/lessons/02_DGE_count_normalization.html

DESeq2は(負の⼆項分布を仮定するため)、カウントデータに相当するデータを使う
必要がある。前項で⽤意したscaledTPM (TPMをリード量で再度補正)はカウント
データより正確なDEG検出が⾏えるとされている。(Soneson et al., 2015.)







データのロード

Browse > ファイル(今回はoutput.rmTCR.tsv)を選択。
data typeはscaledTPMの場合Read countを選択。
uplpadが完了すればPre-Processのタブへ。

Inputのサンプル名はアンダーバー区切りで前がグループ、
後ろがreplicate number。



Pre-Process

基本はデフォルトでOK.

低発現遺伝⼦の⾜切り

Transform⽅法の選択。VST (低発現遺伝⼦の分散を抑える。
機械学習やWGCNAにおすすめ。)
なお、DEGの計算はraw countを使⽤している。

⽋損値の補完⽅法
興味のある遺伝⼦の可視化

右下にprogress barが出
ている時は待ち時間。

transformされた遺伝⼦発現データ
のダウンロード



Pre-Process

サンプル内に⼤きな外れ値がないかをよく確認。



個別遺伝⼦発現の確認

複数遺伝⼦も可能。画像はダウンロードボタンから適宜ダウンロード可能。



ヒートマップによる可視化

Most variable genesについて可視化。



K-Means法によるクラスタリング

KmeansはK個のクラスターにデータ点を分割する古典的なアルゴリズム
https://scikit-learn.org/stable/modules/generated/sklearn.cluster.KMeans.html



K-Means法によるクラスタリング

クラスターごとに集積
したGOパスウェイ



PCA (主成分分析)

PCAとは、データ点のばらつきを最も表現する主成分（PC1）を抽出する。続
いて、PC1に直交しつつデータ点のばらつきを最も表現する主成分PC2、そして
PC3と主成分を取っていく。
PC1, PC2の横の数字は寄与率といい、データ点全体の分散における各PC成分が
表現している分散の割合。
各PCにおける各変数（遺伝⼦）の相関を負荷量という。

https://github.com/JoaoCarabetta/PCA-Explorer

60%

30%



PCA (主成分分析)

• Pathway Analysis of PCA 
rotationより各PCの負荷量
の⼤きな遺伝⼦がどのよう
な特徴を持つか調べられる。



DEG1 (変動遺伝⼦検出)

FDR : 検定を複数回⾏う場合、多重検定補正を⾏う必要がある。今回False Discovery Rate (FDR)を使⽤する。
Fold change : Group間の平均遺伝⼦発現の差の⽐率



変動遺伝⼦の下流解析

Pathwayを選択できる

Volcano plotや、TFモチーフ
エンリッチメント解析

今回は2群だが、複数の群を
扱うこともできる。



Pathway解析

GAGE, PGSEA : 各gene setに含まれる全
遺伝⼦のfold changeを⽤いた検定, 
PGSEAは各サンプルごとに統計量を出
してくれる。
GSEA : 全遺伝⼦の中で各gene setに含ま
れる遺伝⼦の順位に偏りがあるか



Genome

変動遺伝⼦のゲノム上での偏りを調べる。
腫瘍サンプルなどは領域特異性があるこ
とも。



Biclustering

⼤きなサンプルの場合に有⽤。
全サンプルの遺伝⼦発現を⽤いて相
関する遺伝⼦群を定義、その上で各
クラスターに関連する遺伝⼦セット
を検索。



Network (WGCNA)
⼤きなサンプル(n>12程度)の
場合に有⽤。特に臨床検体
など、ヘテロなサンプルの
際に有⽤。

全サンプルの遺伝⼦発現の
パターンより、似た遺伝⼦
発現パターンを呈する遺伝
⼦群（モジュール）を定義。
その上で各クラスターに関
連する遺伝⼦セットを検索。



休憩





Ⅰ.受講申込者の属性

1.職位

凡例
回答人数(人)
割合(%)

※グラフのラベル標記

２．講習会を知ったきっかけ（複数回答）

３．AJACS参加は今回が何回目か？

大学教員（助教/講師/

准教授/教授）

65

32.2%

大学院生(博士後期課程/

四年制博士課程)

26

12.9%学部学生

21

10.4%

研究員（民間企業）

20

9.9%

大学院生(修士課程)

17

8.4%

ポスドク

16

7.9%

研究員（公的機関）

11

5.4%

技術系職員（民間企業）

10

5.0%

技術系職員（公的機関）

8

4.0% その他

8

4.0%

今回が初めて

72.3%

2回目

13.4%

3回目以上

14.4%

講習会を知ったきっかけ（複数回答） 回答数
SNS（Twitterなど） 58
先生・上司・知人(等)に勧められて 41
NBDCウェブサイト 38
NBDCメールマガジン 19
ポスター／チラシ 12
その他ウェブサイト 10
その他メールマガジン 6
DBCLSウェブサイト 5



4．専門分野（複数回答） 5.研究対象（記述式、抜粋）

Ⅰ.受講申込者の属性

専門分野（複数回答） 回答数
生物科学 78
基礎医学 65
基礎生物学 40
臨床医学 36
農学 24
バイオインフォマティクス 21
ゲノム科学 21
情報学 6
複合化学 2
基礎化学 1

研究対象（記述式） 回答数
RNA 60
DNA 40
タンパク質 28
細胞 19
アミノ酸 6
植物 6
がん 5
微生物 4
神経 4
遺伝子 4
細菌 3
免疫 3
幹細胞 2
ショウジョウバエ 2
ゲノム 2
シロイヌナズナ 2
ウイルス 2
ウイルス 2
iPS 2
脂質 1
オミクス 1
核酸 1



解析に必要なコンピューターは︖

RAM >64Gb, ubuntuが望ましい。Memory, HDDは詰めるだけ積む。データ保護も忘れずに。

⾃作PC

BTO

ワークステーション

HPC, クラウド

• ⾼価
• サポートもあり
• カスタム可

• 最も安価
• サポートなし
• カスタム可
• パーツの相性などで無駄な出費
もありえる。

• コンピューターの理解には最適

• 遺伝研サーバー、⼤学
クラスターなど、もし
くはGCP, AWS, Azureなど
のクラウドサービス

• 配列からの処理はHPCで
おこない、可視化を⼿
元のlaptopなどで⾏うの
も⼀つ

• ⽐較的安価
• サポートあり
• カスタム可



その他のQ&A

⾮モデル⽣物の場合は︖
Ikraはマウス・ヒトのみ対応
ゲノム配列 or トランスクリプト配列と遺伝⼦アノテーションを⽤意し、⾃⼒で解
析ツールを回すのがよいか。
iDEPは様々な種に対応。

どのように勉強すれば良い︖
本講習会、⽇本語書籍など参考書が出ています。ただし、解析にあたっては必ず
各ツールの公式サイトも⾒るようにしてください。また、参考⽂献のmethodも参
考にしてください。

セキュリティの問題は︖
iDEPにupするデータはサマリーデータなので、個⼈情報には当たりませんが、機
密情報であることには代わりありません。不安であればsecureな環境で解析してく
ださい。



その他のQ&A

きれいなグラフを描きたい
iDEPはepsで書き出せるため、illustratorで⽂字やレイアウトの修正が可能です。私
は有効な解析をiDEPで確認した後、論⽂で使⽤する場合はRで解析をし直して製図
したりします。

scRNAseqに興味がある
本講習会はバルクRNAseqについてのみです。ただし、single cell解析にあたっては
バルクRNAseqの仕組みは理解しておく必要があります。また、実例紹介ではシン
グルセルとの統合についても簡単にご紹介いたします。

Macを買えば問題ない︖
Intel macはスムーズに解析出来ましたが、Apple silicon Macはツールによっては動き
ません。製図⽤や端末としての使⽤にとどめ、リモートのコンピューターを別途
⽤意するのがよいです。



その他のQ&A

感染症のRNAseq
ヒトに感染するウイルスならVIRTUSというツールをおすすめしています。
https://github.com/yyoshiaki/VIRTUS2

ゲノムデータとの統合（vcf）
eQTL, sQTL解析などが出来ますが、これらはno codeでは出来ません。

Bioinformatics解析はすべて無料で出来て安上がり︖
そんなことはありません。リソースの維持や⼈件費などがかかります。共同研究
先に解析を依頼される場合はこのあたりにご注意ください。

https://github.com/yyoshiaki/VIRTUS2


RaNA-seq https://ranaseq.eu

様々な⽣物種に対応

定量ステップはfastp, salmon
DEGはDESeq2, edgeR, Voom
GO enrichmentなども

iDEPに⼊⼒するときなど、1
⾏⽬の最初にタブを挿⼊、
Ensembl IDの枝番号を削除す
る必要があった。Carlos Prieto, David Barrios, RaNA-Seq: interactive RNA-Seq analysis from FASTQ files to functional 

analysis, Bioinformatics, Volume 36, Issue 6, 15 March 2020, Pages 1955–1956, 
https://doi.org/10.1093/bioinformatics/btz854

https://ranaseq.eu/
https://doi.org/10.1093/bioinformatics/btz854


BioJupies https://maayanlab.cloud/biojupies/

Torre, Denis, Alexander Lachmann, and Avi Ma’ayan. 2018. “BioJupies: Automated 
Generation of Interactive Notebooks for RNA-Seq Data Analysis in the Cloud.” Cell 
Systems 7 (5): 556–61.e3.

Elysiumでalignment

下流解析まで⼀つのプラットフォームで解決
Ma’ayan Lab得意のgene set解析のデータセットの多さやノートブックの拡張性などが特徴
Datasetsからカウントデータをダウンロードすることもできる

https://maayanlab.cloud/biojupies/


ARCHS4による処理済み公共データ

GEOやSRAに登録されたデータセットをElysiumにより解析、公開している。
iDEP, BioJupiesもARCHS4のデータセットを使⽤

https://maayanlab.cloud/archs4/



疾患応⽤ : 重症筋無⼒症合併胸腺腫



バイオインフォマティクスで病態を解く

https://www.nature.com/articles/s41467-022-31951-8

https://www.nature.com/articles/s41467-022-31951-8


重症筋無⼒症

• 神経筋関連たんぱく質に対する⾃⼰抗体
が産⽣されることにより引き起こされる
⾃⼰免疫疾患。

• 全⾝の筋⼒低下を引き起こし、重症化す
ると呼吸筋⿇痺による呼吸困難をきたす
こともある。

• ⽇本では10万⼈あたり23⼈が罹患する。
筋⾁

神経筋接合部

⾃⼰抗体



胸腺腫合併重症筋無⼒症の例

重症筋無⼒症（MG） 胸腺腫

21% (Zhi-Feng Mao et al, 2012)

25% (Kazuya Kond et al, 2005)

MG胸腺腫の中で何がおきている︖

転載不可



胸腺でのT細胞の教育

全⾝の⾃⼰抗原を提⽰し、
反応するT細胞を除去する



TCGA – The Cancer Genome Atlas

Gibbs, R. A. et al. A global reference for human genetic variation. 
Nature 526, 68–74 (2015).

114 thymoma (~30 with MG)のbulk RNAseqが登録されていた。Thymoma検体を再解析した。



MG/non-MGやWHO分類は特徴的なトランスクリプトームを有する

DESeq2を⽤いてPCA解析を⾏った



DESeq2におけるMG-nonMGの変動遺伝⼦の検出

いくつかの遺伝⼦変動は⾒つかったが、WHO分類など交絡要因などの影響は︖
-> より全体の遺伝⼦変動を調べたい

©CC-BY Nature communications, Yasumizu et al.



MGに相関するyellow moduleを同定した

WGCNAを⽤いた遺伝⼦ネットワーク解析
©CC-BY Nature communications, Yasumizu et al.



MG合併胸腺腫で神経関連分⼦の⾼発現

Yellow module のReactome遺伝⼦セット集積探索
(clusterprofiler)

©CC-BY Nature communications, Yasumizu et al.

どの細胞が神経関連分⼦を出している︖



どの細胞が神経関連抗原を発現しているかを調べるためにシングルセル解析をおこなった

⽊下先⽣、村⽥先⽣
（神経内科学）

MG21

MG22

MG03

MG23

サンプル供与︓⼤阪⼤学呼吸器外科学

胸腺腫合併MG患者さんの胸腺腫、末梢⾎を
１細胞ごとに単離、RNAseqを⾏った。

１細胞分離 RNAseq
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©CC-BY Nature communications, Yasumizu et al.



神経抗原を発現するnmTECを同定した

GABA receptor

©CC-BY Nature communications, Yasumizu et al.
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胸腺内での胚中⼼形成、Treg, Th0-Tfhの活性化

©CC-BY Nature communications, Yasumizu et al.

Tfh
Th0

Treg

※濾胞性T細胞(Tfh) : ヘルパーT細胞の⼀種で、肺中⼼に存在し、
B細胞の抗体産⽣やクラススイッチを誘導する。
※制御性T細胞(Treg) : 免疫応答を抑制し、⾃⼰免疫寛容の維持や
過度の免疫応答による組織障害を防ぐ。

胸腺内特異性

CD4+T細胞B細胞

GC B細胞
※ 胚中⼼ (GC) : 免疫応答の場として形成される微⼩構造
で、T細胞や樹状細胞を介したB細胞の成熟が起きる。



細胞間コミュニケーション解析により、CXCL12-CXCR4の重要性が明らかに

©CC-BY Nature communications, Yasumizu et al.

相互作⽤の強さ
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116例胸腺腫bulk RNAseqのデコンボリューションにより、
MGにおけるnmTEC, GC B cell, cDC2の集積が明らかに

©CC-BY Nature communications, Yasumizu et al.※ デコンボリューション:細胞頻度予測

関連の強さ

有
意
性



全細胞種におけるMG特異的発現変化および遺伝要因集積

MG特異的遺伝⼦群

ゲノムワイド
関連解析

©CC-BY Nature communications, Yasumizu et al.

nmTECにMG特異的遺伝⼦群が集積していることがわかった。
TregやB細胞に遺伝的要因が集積していた。※ゲノムワイド関連解析

全ゲノム上で疾患・形質と関連する
座位を網羅的に同定する⼿法。

関連の強さ



組織学的にもnmTECおよび胚中⼼とMG発症の関連があった

©CC-BY Nature communications, Yasumizu et al.

共同研究
病態病理学野島先⽣、⼩原先⽣、森井先⽣

MG胸腺腫 ⾮MG胸腺腫
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ハッサル⼩体

相関係数

重症筋無⼒症

その他の神経免疫疾患

⼿術時の年齢
※MGの原因となる⾃⼰抗体

臨床情報



©CC-BY Nature communications, Yasumizu et al.

今回明らかにした病態



おしまい

• バルクRNAseqとは︖
• バルクRNAseq解析の実際
• ブラウザを⽤いたバルクRNAseq解析
• iDEP(本⽇のメイン)
• BioJupies
• RaNA-seq

• 実例紹介 （胸腺腫合併重症筋無⼒症の解析）

今⽇の話が皆様の研究の⼀助となれば幸いです。


