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Abstract

Massive sequencing of mRNA using next generation sequencers have become
popular methods to analyze a non-model organism whose genome is not open. In
order to identify genes expressed in the sample cell, it is necessary to assemble
the short reads obtained by next generation sequencers and various methods and
softwares have been proposed recently. In this study, we compared the sizes and
numbers of assembled contig sequences using three different platforms and also
evaluated data size to obtain gene sequnce efficently.
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Background
Recently, rapid development of massively parallel short read sequencers allows us

to analyze whole transcriptome. However, algorithms to assemble those short read

fragments are still under development. In this study, we compared three assem-

ble softwares, Trinity[1], OASES[2], and SOAP-denovo-trans[3] developed for ap-

plication of RNA-seq methods to understand advantage and disadvantage of each

algorithms.

Another important parameter of RNA-seq analysis is the size of read samples.

Though it is clear that more reads are required to assemble genes more correctly,

we have to need to estimate appropriate size of read samples to save experimental

costs. We evaluated the effect of data size on the assembled contig sizes and numbers

by using randomly sampled read data.

Methods
The total mRNA of Euglena gracilis was sampled after 2 day cultivation and se-

quenced by illumina Hiseq 2000 as 100 bp paired-end library. The whole reads over

80M pairs were accumulated as a total read pool. To evaluate data size, paired reads

were randomly sampled from the total read pool by 1M, 10M, 20M, 30M 40M, 50M,

60M, 70M, and 80M read pairs.

Results
The numbers and length of assembled contigs using each softwares were shown

in Table 1. The number of contigs assembled by Trinity were the largest, while

SOAP-denovo assembled the longest contig. Figure 1 showed how the assemble

results depended on the data size. The largest contig length, N50 length and mean

length saturate together around 40M read pairs, which is about 60 fold of the
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estimated genome size of E. gracilis. On the other hand, the number of contigs are

still increasing even at 80M read pairs. This result implies that too large sample

size does not contribute to assemble of full length genes but increase diverse short

fragments. Further analysis of variation of assembled sequences will provide useful

information to optimize the method of RNA-seq.

Table 1 Comparison of assemble softwares

software Trinity Oases SOAP
# of contigs 210,234 162,632 183,799
Longest contig len. 12,367 4,752 13,879
N50 1,226 550 887
mean len. 809 402 363
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ゲノム配列が未決定でかつ近縁種にモデル生物が存在し
ない生物において，mRNA配列を網羅的に再構成するde 
novoトランスクリプトームアセンブリは，遺伝子発現解
析や二次代謝機構の解明につながる重要な技術である．
選択的スプライシングや遺伝子発現量のばらつきを持つ
トランスクリプトームにおいては，これまで培われてき
たゲノム配列のアセンブリ技術を応用するのは容易では
ない．近年様々なアルゴリズムや機能を用いたアセンブ
ルをするソフトウェアが多数開発され，複雑なアセンブ
リが可能になる一方で，単一の指標を用いて結果を評価
するのが非常に難しいという問題が生じている．今回
我々は，ミドリムシEuglena gracilisのRNA-Seqにおける
de novoトランスクリプトームアセンブリにおいて，サン
プルのデータサイズやアセンブラの種類を変化させたと
きの結果を評価し，配列の統計指標や既知遺伝子との対
応付けから，遺伝子発現解析などの二次解析に最適なア
センブル結果を総合的に推定した．

Trinity Oases SOAP
denovo-Trans

# of contigs 210,234 162,632 183,799

Total size of
contigs 170,119,076 65,365,187 66,719,816

# of contigs
> 1,000 bp 57,958 9,549 10,970

Longest 
contig 12,367 4,752 13,879

N50 1,226 550 887

Mean 
contig 809 402 363

RNA-Seqに最適なトランスクリプトーム
アセンブラを決定し，各実験サンプルの　
データサイズの妥当性を検討する

・評価方法2 RNA-Seqのデータサイズの評価

・評価方法1 アセンブラごとの性能評価

・次世代シーケンサで得られたRNA-Seqデータ
NGSプラットフォーム
• illumina Hiseq 2000　
• 100 bp ペアエンドライブラリ
実験サンプル
•ミドリムシE. gracilis   野生株/葉緑体欠損株
•培養期間 2日/4日・嫌気状態の有無

・評価結果1  どのアセンブラの結果が一番良いのか？

・評価結果2  RNA-Seqのデータ量は多い方がいいのか？
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アセンブラの種類
• Trinity [1]

• 2011, Broad Institute
• Oases [2]

• 2010, EMBL-EBI
• SOAPdenovo-Trans
• 2011, BGI

複数種のアセンブラによるアセンブル結果をもとに，ア
センブルされたコンティグの統計指標を算出し比較す
る．またE. gracilisにおいて配列が解読されている既知遺
伝子の中から，今回の研究において特に注目する幾つか
の遺伝配列とハウスキーピング遺伝子の配列に対して
BLASTXを用いた相同性検索を行い，E-value 1×10-6以下
の相同性および配列長の90%以上をアセンブルできたか
という条件で既知遺伝配列の有無を確認する．

統計指標
•コンティグの総数
•コンティグの総塩基長
•最大コンティグ長
•平均コンティグ長
• N50　
•既知遺伝子配列の有無

各アセンブラにおいて，サンプルのRNA-Seqデータサイ
ズ (20M×2) が十分であるかを評価する．そのために， 
RNA-Seqで得られた4サンプルの配列データの合計
80M×2からランダムサンプリングにより10M×2ごとの擬
似的な配列データを生成し，アセンブルをおこなった後
に評価1と同様にコンティグの統計指標を算出する．

今回の実験で得られたNGSのデータから擬似的にRNA-Seqのデータ量を変えてアセンブルを実行し，
本来のRNA-Seqデータサイズ (20M×2)が十分であるかどうかを評価した．横軸にデータサイズ(ペア
エンドの片側の配列数)，縦軸に各統計指標をプロットした図を以下に示した．その結果，コンティグ
の総数やコンティグの総塩基長はサンプルサイズの増加にともなって増加したが，最大コンティグ長
やN50，平均コンティグ長においては，データサイズ40M×2付近で飽和傾向を示した．
(データサイズ40M×2は，推定ゲノムサイズの約60~70倍)

合計8サンプル・各20M×2のショートリード

課題

(* 単位はbp)

*

*

*

*

de novoトランスクリプトームアセンブラの性能評価
• Trinityがコンティグの統計指標および既知遺伝子との対応付けにおいてもっとも良い結果を示した
•今後の二次解析以降はTrinityによるアセンブル結果の配列を使用するのが妥当であると判断した

RNA-Seqのデータサイズの評価
•コンティグ数や総コンティグ長はRNA-Seqのデータ量増加にともなって増加傾向を示したが，最大
コンティグ長やN50などは一定のデータ量で飽和傾向を示した

•これはFrancis, W. R.らの無脊椎動物を対象にした既存研究[3]の傾向とも一致した
•各サンプル量である20M×2は，N50や既知遺伝子との対応付けなどから妥当であると判断した
今後の研究について
•ゲノムやトランスクリプトームの総量と比較して実験サンプルのサイズが適切かどうか？
•トランスクリプトームの発現量の違いを考慮に入れて必要な実験サンプルサイズを推定できるか？

[1] Grabherr, M. G. et al. Full-length transcriptome assembly from RNA-Seq data without a reference genome. Nat. Biotechnol. 29, 644–652 (2011).
[2] Schulz, M. H., Zerbino, D. R., Vingron, M. & Birney, E. Oases: robust de novo RNA-seq assembly across the dynamic range of expression levels. Bioinformatics 28, 1086–1092 (2012).
[3] Francis, W. R. et al. A comparison across non-model animals suggests an optimal sequencing depth for de novo transcriptome assembly. BMC Genomics 14, 167 (2013).

(横軸：アセンブルに用いたデータサイズ    縦軸：それぞれの統計指標の値)

e.g. 約20M×2のアセンブル結果
Trinity, Oases, SOAPdenovo-Transの3つのde 
novoトランスクリプトームアセンブラによって
得られたコンティグの各統計指標を右に示し，
最も結果が良かったものを色つきの太字で表し
た．最大コンティグ長はSOAPdenovo-Transが
最も大きい値を示した．一方で，コンティグの
総数やコンティグの総塩基長，N50，平均コン
ティグ長の指標においては，Trinityがもっとも
良い結果を示した．
アセンブル結果に含まれる既知遺伝子の有無を
BLASTXを用いた相同性検索によって求めた結
果を右に示し，閾値以上の相同性および配列長
のものを色つきの太字で表した．Trinityは全て
の既知遺伝子において高い相同性でアセンブル
ができていることがわかった．一方で，Oases
およびSOAPdenovo-Transは一部の既知遺伝子
しか確認することができなかった．

{okuda.yuki.om4, nono}@is.naist.jp

(E-value 1×10-6以下の相同性および配列長の90%以上)

o Trinity
o Oases

o SOAPdenovo-Trans

本研究の概要

方法

結果

まとめ

参考文献

TrinityTrinity OasesOases SOAPdenovo-TransSOAPdenovo-Trans

E-value length(%) E-value length(%) E-value length(%)

MCM 0 100 1E-72 15 0 75

PNO 0 100 1E-138 30 0 91
PDH 0 100 2E-91 63 0 77

TER 0 95 6E-65 41 0 54

β-Actin 0 100 1E-107 23 0 100
GAPHD 0 100 1E-62 88 1E-151 57

他の非モデル生物種においても同様の評価実験を解析中である

Figure 1 Evaluation of data size. Number of contigs and length as functions of number of sample
reads. Blue, yellow, and red lines represent Trinity, OASES, and SOAP-denovo-trans, respectively.
The results of Trinity were the longest and largest in almost all cases. The longest contig length
and N50 were saturated around 40M pair reads, while the number of contigs still increases.
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