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 NGSを使った研究状況

解析例

失敗事例と解決法
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Cost per Genome
参考元 : NIH
ゲノムはヒトゲノム基準

4

C
o
st

 p
er

 G
en

o
m

e
(＄

) 
C

o
unt o

f P
aper

Count of Paper
参考元 : PubMed
キーワード「Next Generation 
Sequencing」で検索

NGS普及の急速化
Roche 454

Illumina Genome Analyzer Iix
ABI Solid

NGSのシーケンス価格と関連論文投稿数の推移

Illumina HiSeqX Ten

ゲノム1,000＄時代到来
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断片化
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tag

読む方向

蛍光などの指標で塩基を判別

フラグメント

リード配列

リード



 NGSとサンガー

圧倒的な量のデータ取得できる
この量を生かして多くの研究が行われている
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NGS ※ HiSeq 2000 サンガー ※ Sanger 3730xl

リード長 50 ~ 100 bp 400 ∼ 900bp

クオリティ 98% 99.999%

データ量 600 Gb 1.9~84 Kb

参考元 : Comparison of Next-Generation Sequencing 
Systems（Liu L et al. / 2012 / PubMed ID 22829749 ）

約 7 x 106 倍異なる



 シングルエンドリード

1フラグメントから１リードを得る。

 ペアエンドリード

１フラグメントから複数リードを得る。

一般的にフラグメントの両端から読む。

ゲノムへの張り付き方の計算時に位置関係
を考慮することでクオリティを上げる。

フラグメント
tag

読む方向

tag
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リード リード
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DNA

RNA
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 変異解析

 メチル化解析（バイサルファイト）

 ChIP-Seq解析

 新規ゲノム配列決定

 メタゲノム解析

 遺伝子発現解析
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 概要

既知の配列情報と比較し、異なる配列情報
（変異）を検出する。

 NGSの利点

ゲノム全体が見られる。

シーケンス手法によっては構造変異まで計
算ができる。

 利用される主要分野

遺伝子疾患の研究

育種
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………...AGCAAAAGCAGGGGAAAATAAAAACAACCAAAATGAAGGCAAAACTAC………...

ゲノム

GCAGGGGAACATAAAAACAACCA

GGGAACATAAAAACAACCAAAAT

CAAAAGCAGGGGAACATAリード1

リード2

リード3

 赤枠のゲノム位置では3つアライメントされたうち、
３つのリードが『C』

サンプルでは『C』になっている

ゲノム

リードをマッピング
厚みを得られる

拡大

ロジック
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 ペアリードのマップした位置関係がおかしい

構造が変異している

フラグメント
tag

読む方向

ゲノム

tag

ロジック
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アライメント
リード

塩基カウント
検出変異

 変異率

 遺伝子のアミノ酸変異

結果表示例NGS解析例(1) 変異解析
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 概要

既知の遺伝子位置情報を参照し、遺伝子の
発現量がわかる。

 NGSの利点

ゲノム全体が見られる。

既知の遺伝子だけでなく、未知の遺伝子を
予測することも可能。

 利用される主要分野

代謝など様々
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 データは転写産物のリードのみ

未知の発現領域を同定

ゲノム

リードをマッピング

既知の遺伝子

未知の遺伝子

ロジック



......

遺伝子上の
リード数
カウント

サンプル間比較
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ノーマライズ結果

 遺伝子間比較

 サンプル間比較

結果表示例NGS解析例(2) 発現解析
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 概要（NGSの利点）

環境内のDNAを丸ごとシーケンシングする
ことによって、その環境にいるすべての生
物のゲノムを取得することができる。

 利用される主要分野

水や土壌などの自然環境

生物の腸内や口腔や皮膚



環境のクラスタリングツリー
18

 環境内の生物の割合

 環境間の類似度

......

・・・・・・・・・・

結果表示例
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サンプル調整

シーケンス

データ解析

可視化

つまづきポイント多



•解析ツールはあるが、多くはIT知識を

要する。

専門知識

•データは容量は数TB以上になることも。

•大量計算は通常のPCでは終わらず、

メモリが足らないことも。

•解析ツールが動く環境は多くがLinux。

専用の計算機

•作業に拘束されるため時間。

•知識を身に付ける時間や人員。

人材の確保
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専門的知識

コスト

解析環境の構築



1. クオリティコントロール
クオリティチェックを行い、低クオリティのデータを除去する

2. マッピング作業
シーケンスリードをリファレンスゲノムにマッピングする

3. 重複リード除去
PCR duplicatesリードを取り除き、変異検出の際のバイアスを軽減させる

4. マッピング結果の補正
SNVやInDelの正確な位置を求めるために、マッピング結果の補正を行う
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例 : 変異解析

低マップクオリティの結果が入っている

特につまづくPoint(1)

生物種などのデータの特異性に
左右される工程



5. 変異検出
SNVやInDelを検出する

6. 変異アノテーションの付加
検出された変異に遺伝子への影響や既知の変異の情報を付加する

7. サンプル間比較
共通変異や、特異的変異、世代間の変化などを追う

8. 統計解析
反復データを用いて優位さがあるかどうかを計算
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適した比較ツールがない

計算量が多くて実行できない

特につまづくPoint(2)

一発で実行できる解析ツールが
ない

例 : 変異解析
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データ解析の計画
 フローはあるか、途中の結果は大丈夫か
必要な手段はそろっているか

 研究計画の再確認

 クオリティ、データ量の検討

相談先候補にNGSサービス業界
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 シーケンス
NGSを使ったシーケンス解析を行う。

フラグメントの状態を送付することが多い。

生物種と解析の種類によって、機器や調整手法を選んでくれるところ
もある。

 データ解析
 パッケージ

メニュー化された解析で低コスト。納品物は一定の形式に従う。
フォローサービスは少ない。

 オーダーメイド
研究目的に沿った解析フローから作成。または、依頼フローに

従い解析。フォローサービスが充実。
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シーケンス、データ解析（パッケージ、
オーダーメイド）すべてお取り扱い

シーケンス前の計画段階からご相談可

研究者の方のご都合に合わせたご提案



ご清聴、有難うございました。
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こちらに資料に関するお問い合わせは

pictbio@axiohelix.com

へお願いいたします。



www.pictbio.com

Twitter account : @PictBio

おすすめコンテンツ

解析メモ

ホームページの紹介


