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UCSC genome browser12) から提供されている RNA転写物のアノテーション情報である knownGene.txt，refGene.txt，

ensGene.txt，lincRNAsTranscripts.txtの統合を行い，網羅的な cDNAリファレンス配列を作成した.
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1 はじめに

Next generation sequencing (NGS) における whole
transcriptome sequencing (WTS)では，TopHat10)の
様に cDNA配列をゲノム配列にマッピングする方法と
cDNAリファレンス配列にマッピングする方法がある.
適切な cDNA リファレンス配列を用いれば後者の方
が多くの read がマッピングされ，その後 single nu-
cleotide variation (SNV)や indel等の探索若しくは確
認解析において有効である. また Cufflinks9)による転
写物の発現量解析においても，多くの遺伝子アノテー

ション情報は解析に有利であることが期待される.
そこで世界的に最も利用頻度の高いゲノムデータベー

スの一つであるUCSC genome browser12)のhg19を基
準に，Known Genes6)，RefSeq4)，Ensembl11)，large
intergenic noncoding RNA (lincRNA)2) らの hg19へ
のゲノムマッピング情報をマージすることにより，統合

された cDNAリファレンス配列の作成を行った. また
Cufflinks9) で発現解析を行うにあたっては，gene id，
tss id，p idの情報が必要であり，これらについても統
合を行った.

2 統合に用いたデータ

2.1 RNA annotation情報

統合対象とした遺伝子情報は，hg19のUCSC Known
Genes6)，及びhg19ゲノムにマッピングされたRefSeq4)，

Ensembl11)，lincRNA2)である. Known Genes6)とは，
Swiss-Prot/TrEMB (UniProt) と関連する GenBank
の mRNAデータより自動で構築されているアノテー
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ション情報である. RefSeq4)は，reference sequenceと
して相応しい遺伝子配列を，NCBIのスタッフがGen-
Bank等のデータベースから選別している RNA配列
である. Ensembl gene11)は，EMBL-EBIとWelcome
Trust Sanger Instituteが行っているEnsemblプロジェ
クトにおいて，gene-buildと呼ばれる手続きによって構
築されている. lincRNA catalog2) は，RNA-Seqデー
タを Cufflinks9) と Scripture5) によりアセンブリした

結果を filteringして構築しているデータである.
実際に使用したゲノム上の exon位置情報の集合を

表すGenePred形式のファイルのバージョンと登録数
を表 1に纏めた. RefSeqの予測レコード (IDが XM，
XRで始まる)は除いており，また hg19にマッピング
されたレコード数がオリジナルよりも多いのは複数箇

所にマッピングされたレコードがあるためである.実際
refGene.txtに含まれる重複を除いた ID数は 40,448で
あった.文献 2) で作成された lincRNAデータは 4,662
遺伝子 14,353転写物であったが，UCSCにこれよりも
登録数が多いデータがあったためにこちらを用いるこ

とにした.

2.2 RNA annotation情報の対応表

UCSCではKnown Genes6)に対応するRefSeq4)及び

Ensembl gene11) の転写物単位の対応表を提供してい

る. 本解析では表 2に示した情報を使った. kgXref.txt
には refGene.txtとの対応も 57,173レコード記載され
ているが，knownToRefSeq.txtの方が対応数が多かっ
たためにこちらを用いることにした.

2.3 ゲノム配列

本プロジェクトでは hg19のゲノム配列を用いている
が，他の解析との関係のため 1000 genome3)プロジェ
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表 1 統合に用いた GenePred形式の RNAデータ
Name #original hg19 file name date hg19 #record

Known Genes6) 80,922 knownGene.txt 2012/02/05 80,922
RefSeq4) 40,765 refGene.txt 2012/11/11 43,801
Ensembl11) 205,272 ensGene.txt 2012/10/21 191,891
lincRNA2) 14,353 lincRNAsTranscripts.txt 2011/11/27 21,630

表 2 RNAデータベース間の対応テーブル
Name date #record Contents

kgXref.txt 2012/02/05 80,922 Known Genesの gene symbol
knownToRefSeq.txt 2012/02/05 71,350 Known Genesと RefSeqの対応
knownToEnsembl.txt 2012/10/21 74,020 Known Genesと Ensemblの対応
ensemblToGeneName.txt 2012/10/21 191,891 Ensemblの gene symbol

クトに倣い，haplotype情報 (ファイル名に hapを含
む)を除いた全てのゲノム配列とした. そのため glを
ファイル名に含む配列にマッピングされた情報も使って

いる. 今後は染色体としてアセンブルされている chr1
～chr22，chrX，chrY，chrMをアセンブルドゲノム，
glを配列名に含む配列を contigゲノム，hapを含む配
列を haplotypeゲノムと呼び，解析対象であるアセン
ブルドゲノムと contigゲノムを合わせてターゲットゲ
ノムと呼ぶことにする.

3 統合方法

3.1 統合手続きの概要

リファレンスゲノムをhg19と定めたため，UCSC Known
Genesに対して他のRNA mapping情報 (表 1参照)を
統合することにした. この手順を，

1. 前処理

(a) 各 genePredファイルの clean up

(b) 各種 IDの付与

(c) 重複の削除

2. GenePredファイルのマージ

(a) refGene.txtの knownGene.txtへのマージ
による knownRefGene.txtの作成

(b) ensGene.txtのknownRefGene.txtへのマー
ジによる knownRefEnsGene.txtの作成

(c) lincRNAsTranscripts.txtのknownRefEns-
Gene.txtへのマージによるknownRefEnsLinc-
Gene.txtの作成

3. 後処理

(a) RNA配列が同一となるレコードの削除

(b) Protein codingの UTRの両端の違いによ
るマージ

(c) Noncodingの両端の違いによるマージ

(d) gene idの確認

(e) tss idの付与

(f) p idの付与

とした.次節で各項目の詳細を説明する.

3.2 各統合手続きの説明

ここで各項目の説明で使用する用語を定義する.

1. 転写領域のオーバラップ
同じ strandで転写領域にオーバーラップがある
場合で，必ずしも exonの位置に重なりがある必
要はない.

2. Exonのオーバラップ
同じ strandで exonにオーバーラップがある.

3. Exonの共有
1つ以上の exonの開始位置と終了位置が完全に
一致する.

Exonのオーバラップは本統合手続きでは使用してい
ないが，Ensemblにおいて遺伝子を統合する際に用い
ている 11).

gene idとはCufflinks9)で用いられる IDで，同じ遺
伝子であることを意味する.一方でgene symbol (gene name)

2



はHUGO7)等に登録されている遺伝子名であるが，En-
semblではこれらは必ずしも一致しない. 本統合手続
きでは gene idの統合は行うが gene symbolについて
は元のレコードに記載されたままの記号を残している.

1.(a) 各 genePredファイルの clean up

(1) hg19 hapゲノムへのマッピング情報の削除. known-
Gene.txt，refGene.txt，ensGene.txt，lincRNAs-
Transcripts.txtの内，マッピング先が haplotype
ゲノムとなっているレコードを削除.

(2) 連続する exonの統合. knownGene.txtには長さ 0
の intronが 22 transcripts存在 (exonがゲノム上
で連続している)したため，これを一つの exonに
繋げた.

(3) knownGene.txtに含まれる RefSeq で後に NCBI
によって RefSeqから削られた 4つの transcripts
(uc011kuw.2，uc010qoz.1，uc010vei.1，uc002wvw.2)
を削除した.

(4) ゲノム上の複数箇所にマップされているため同じ
transcript id を持つ複数の RefSeq レコードが合
計 621 transcriptsあり，これらにリビジョン番号
を付加して区別した.

1.(b) 各種 IDの付与

(1) gene idの付与

i. knownGene
kgXref.txtの 5番目のカラム (geneSymbol)を
gene nameと gene idに使用した. ただし 29
transcriptsは symbolではなく geneの説明文
になっていたため，他と重複しない様に，20
文字を超え無い範囲で説明文のスペースを削

除して繋げ-kgXを付与すことで置き換えた.
Gene symbolがunknownとなっている2 tran-
scriptsには，最終カラムであるdescriptionか
ら説明文の場合と同様に独自 IDを付与した.

ii. RefSeq
refGene.txtの 13番目のカラムを gene name
と gene idとして使用した.

iii. Ensembl
ensGene.txtの 13番目のカラムにあるENSG
を gene id，ensemblToGeneName.txt に記載

されている gene symbolを gene nameとして
使用した.

iv. lincRNA
独自 ID(linc+chr#.pos) を付与した. ただし
Exonを共有している transcript 同士は同じ
gene idとした.

(2) 対応表の clean up

i. 転写領域のオーバーラップの確認
knownToRefSeq.txtにば転写領域にオーバー
ラップが無いペアが存在したため，これを削

除した.

ii. 配列相同性の確認
knownToEnsembl.txtにはデフォルトパラメー
ターのBLAST+1)検索でヒットしないペアが

存在したため，これを削除した.

(3) RNA 属性の付与 (protein coding 若しくは non-
coding RNA)

i. knownGene

a) knownGene.txtに coding sequence (CDS)
情報が無い場合は noncoding RNAに変更
した.

b) CDS情報があっても，knownToRefSeq.txt
及びknownToEnsembl.txtで対応する tran-
scriptが全て noncodingであった 563 tran-
scriptsを noncoding RNA に変更した.

c) CDS 長が 70 アミノ酸未満であった 226
transcripts の内，knownToRefSeq.txt 及
びknownToEnsembl.txtにおいて他のRNA
DBと対応が無かった30 transcriptsをnon-
coding RNAに変更した.

ii. RefSeq
NMで始まる転写物は protein coding，NRで
始まる転写物は noncoding RNA.

iii. Ensembl
ensGene.txtにCDS情報がある場合はprotein
coding，無い場合は noncoding RNA.

iv. lincRNA
全て noncoding RNA.

1.(c) 重複の削除

RefSeq には，protein coding と noncoding の区別
が付いていない transcript が NMと NRで 2重に登
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録されていることがある.そこで knownGene.txt，re-
fGene.txt，ensGene.txt，lincRNAsTranscripts.txtの
それぞれ内において，全く同じ位置に全ての exonが
マップされているレコードを削除した.この時，

(1) Protein codingと noncoding RNAの場合は pro-
tein codingを残す

(2) Protein coding 同士，noncoding RNA 同士の場
合で knownToRefSeq.txtやknownToEnsembl.txt
に対応がある場合は他のDBと gene symbolが一
致している方を残す

(3) Protein coding同士で上記で決まらなかった場合，
CDSの長い方を残す

のルールを採用した.knownGene.txtに 24箇所，ref-
Gene.txtに 384箇所，ensGene.txtに 698箇所，lin-
cRNAsTranscripts.txtに 2箇所のゲノム位置に重複が
あった.

2.(a) refGene.txt の knownGene.txt へのマージ
による knownRefGene.txtの作成

(1) knownGene.txt及び refGene.txtを染色体とスト
ランド別にソートした. RNAの転写方向に従い，
plusストランドは昇順に，minusストランドは降
順し，この順序で処理を行った.

(2) refGene.txt 中の knownGene.txt と全く同じマッ
ピング情報の transcriptを削除した.

(3) knownToRefSeq.txtで対応しているとされている
transcriptの gene id をマージした.ただし転写領
域にオーバラップが無い場合やRNA属性が異る場
合は除いた.この時 knownGeneの gene idが説明
文から作成した IDの場合にはRefSeqのgene idに
変更した.また一つのRefSeqが複数の knownGene
と対応しているとされており，且つ knownGeneの
gene idが異る場合は，

i. Gene symbolが一致する

ii. 転写開始点が 5 base以内

iii. 最も相同性 (相同性検索により算出)が高い

の順に gene idにマージした (複数 TSSが一致し
た場合はその中で iii.を適用).

(4) knownGene.txt の exon と同じ exon を持ってい
るレコードには同じ gene id を付与した. ただし

knownGeneのgene idが説明文から作成した IDの
場合にはRefSeqの gene idに変更した.またRNA
の属性が異る場合は gene idの統合から除外した.
この時マージされた refGeneを新たに exon共有の
探索対象とすることはしなかった. knownGene.txt
中の複数の gene idとマッチした場合は，

i. Gene symbolが一致する

ii. 転写開始点が 5 base以内

iii. 異る gene idで転写開始点が 5 base以内で一
致した場合は，最も共通 exon長の長い gene id
にマージし，上記以外はマージしない.

とした.

2.(b) ensGene.txtのknownRefGene.txtへのマー

ジによる knownRefEnsGene.txtの作成

(1) knownRefGene.txt 及び ensGene.txt を染色体と
ストランド別にソートした. RNAの転写方向に従
い，plusストランドは昇順に，minusストランド
は降順し，この順序で処理を行った.

(2) ensGene.txt 中の knownRefGene.txt と全く同じ
マッピング情報の transcript を削除した.

(3) knownToEnsembl.txtで対応しているとされてい
る transcript の gene id をマージした. ただし転
写領域にオーバラップが無い場合やRNA属性が
異る場合は除いた.この時 knownGeneの gene id
が説明文から作成した IDの場合には Ensemblの
gene idに変更した.また一つの Ensemblが複数の
knownGene と対応しているとされており，且つ
knownGeneの gene idが異る場合は，

i. Gene symbolが一致する

ii. 転写開始点が 5 base以内

iii. 最も相同性 (相同性検索により算出)が高い

の順に gene idにマージした (複数 TSSが一致し
た場合はその中で iii.を適用).

(4) knownRefGene.txtの exonと同じ exonを持って
いるレコードに同じ gene id を付与した. ただし
knownGeneの gene idが説明文から作成した ID
の場合には ensGene の gene idに変更した.また
RNAの属性が異る場合は gene idの統合から除外
した.この時マージされた ensGeneを新たに exon
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共有の探索対象とすることはしなかった. known-
RefGene.txt 中の複数の gene id とマッチした場
合は，

i. Gene symbolが一致する

ii. 転写開始点が 5 base以内

iii. 異る gene idで転写開始点が 5 base以内で一
致した場合は，最も共通 exon長の長い gene id
にマージした.最長共通 exon長の候補が複数残
った 8ケースについては，最も短い transcript
を選んだが，この中にやや主観的であるが機

械的な gene symbolで無い候補があった場合
にはこれを優先した.

とした.

2.(c) lincRNAsTranscripts.txt (lRT)の
knownRefEnsGene.txtへのマージによる

knownRefEnsLincGene.txtの作成

(1) knownRefEnsGene.txt及び lRTを染色体とストラ
ンド別にソートした.RNAの転写方向に従い，plus
ストランドは昇順に，minusストランドは降順し，
この順序で処理を行った.

(2) lRT中の knownRefEnsGene.txtと全く同じマッピ
ング情報のレコードを削除した.

(3) knownRefEnsGene.txtの exonと同じ exonを持っ
ている noncoding属性の transcriptに同じ gene id
を付与した.knownRefEnsGene.txt中の複数の
gene idとマッチした場合は，

i. 転写開始点が 5 base以内

ii. 異る gene idで転写開始点が 5 base以内で一
致した場合は，最も共通 exon長の長い gene id
にマージし，上記以外はマージしない.

とした.

3.(a) RNA配列が同一となるレコードの削除

Protein coding，アセンブルドゲノム上のレコードを
優先し，更に knownGene.txtで独自 IDを与えた tran-
scriptは可能な限り選択しない様にした上で known-
Gene.txt，refGene.txt，ensGene.txt，lincRNAsTran-
scripts.txt順に優先して残した.加えて CDS長が長い
順，染色体番号が小さい順，プラスストランド優先，

転写領域の染色体位置が小さい順 (ストランドを考慮
せず)とした.

3.(b) Protein codingのUTRの両端の違いによる

マージ

Protein coding RNA内で最初と最後の exon以外が
全て共通で且つ CDSが同じ場合に，どのペアにおい
ても 5’ UTR及び 3’ UTRが 20塩基以内で一致するク
ラスターが生じた場合 (図 1上図参照)，最も長い tran-
scriptだけを残した.この時 2つのクラスターのどちら
にも入ってしまう transcriptがあった 2ケース (IFT20
のuc002hav.1，NM 001267774，ENST00000585089の
トリオと SLC12A9の uc003uwp.3，NM 020246，
ENST00000354161のトリオ)については，2つのクラ
スターを統合して最も長い transcriptだけを残した.

3.(c) Noncodingの両端の違いによるマージ

Noncoding RNA 内で最初と最後の exon以外が全
て共通の場合に，どのペアにおいても 5’末端と 3’末
端の違いの和が 5 塩基以内で一致するクラスターが
生じた場合 (図 1中央図参照)，最も長い transcriptだ
けを残した.この時 2つのクラスターのどちらにも入
ってしまう transcriptがあった 2ケース (uc002ads.3，
ENST00000562300，TCONS l2 00009507のトリオと
uc002fco.2，ENST00000555721，TCONS l2 00010422
のトリオ)については，2つのクラスターを統合して最
も長い transcriptだけを残した.

3.(d) gene idの確認

gene idの転写領域のオーバーラップの有無を調べ，
オーバーラップが無い場合には gene idにリビジョン
を追加し，異る gene idにした.

3.(e) tss idの付与

knownRefEnsLincGene.txtにおいて，どのペアにお
いても transcript start が 5塩基以内で一致するクラ
スター (図 1 下図参照)に同じ tss idを付与した. この
時 2つのクラスターのどちらにも入ってしまう tran-
scriptがある場合には，2つのクラスターを統合して同
じ tss idを付与した.この結果転写開始点が最大 15塩基
離れている同一 tss idが 3箇所 (TMEM234，MPDU1，
TMEM199と CTB-96E2.3) で発生した.

3.(f) p idの付与

CDSからアミノ酸配列 (stopコドンも含む)に直し，
同じ (stopコドンを含む)アミノ酸配列には異るgene id
でも同じ p id を付与した. ここで refGene.txt 及び
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ensGene.txtにはCDS長が 3の倍数でない transcripts
がそれぞれ 162，16,315 transcripts存在していたため，
stopコドンが最も少なくなるフレームを選択した.
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図 1 上図:クラスタリングするUTR 長の差 (横軸)と作成
されるクラスター数 (左軸)，統合される転写物数 (右軸)の
分布.中央図:クラスタリングする両末端長の和 (横軸) と作
成されるクラスター数 (左軸)，統合される転写物数 (右軸)
の分布.下図:統合する 5’長と tss idの数の分布.

4 統合結果

4.1 データ数

統合作業における transcripts数の変遷を表 3 及び図 2
に，gene id数の変遷を表 4に示した. 表 4の「3.(a)同
一 RNA配列の削除」においてRefSeq由来の gene id
数が増えているのは，Known Genesの transcriptsが

削除された結果，RefSeq 由来の gene id のみが残る
ことがあるためである. 同様のことは Ensembl 由来
gene idでも起っており，実際に最終的な 256,684転写
物に ENSGと付く gene idは 49,438ではなく 49,367
と 71 少なくなっている. Known Genes の構築では
RefSeqデータを参照しているため RefSeq由来のデー
タ数は余り残らなくなる. ただし RefSeqは 2週間に
一度更新されるため，統合に使った Known Genesで
参照したRefSeqとは異るバージョンのRefSeqデータ
をマージしており，ある程度の数は残っている.
表 3及び表 4から，EnsemblにはKnown Genes及び

RefSeqと異る遺伝子，転写物が多く含まれていること
が分かる.ただしKnown Genes及びRefSeqでは gene
symbolを gene idとしたが，Ensemblでは ENSG番
号を使っており，対応表や exon共有等の処理でしか
減らないことに注意されたい (ただし ensemblToGene-
Name.txtに含まれる gene symbolは 50,770種類であ
り，gene id数と大きくは変わらない).

knownGene
refGene

ensGene

35,025
(13.6%)

3,674
(1.4%)

160,784
(62.6%)

4,924
(1.9%)

884
(0.3%)

14,803
(5.8%)

21,043
(8.2%)

図 2 統合結果における knownGene，refGene，ensGene由
来の transcriptの重なり

最終的な 89,981 遺伝子，256,684 転写物における
gene id，tss id，p id毎の転写物数の分布を図 3に示
した.これらはCufflinks 9)を用いた解析で使用される.
また各種 ID毎に転写物の数が多かった遺伝子を表 5
に示した.

4.2 Mappingへの影響

Ensembl GRCh37.60と今回統合したRNA参照配列に
おけるBWA8)による 63サンプルのマッピング割合を
図4に示した.マッピング割合は，UR/URが67.4±3.58
から 70.9 ± 3.58になり，UR/Mが 2.80 ± 0.954から
1.23 ± 0.319になった. Splicing variantや noncoding
RNA等が増えたため UR/URでマッピングされた割

6



表 3 GenePredファイル毎の transcript数の変遷

Procedure Known Genes RefSeq Ensembl lincRNA Total

Initial 80,922 43,801 191,891 21,630 338,244
1.(a) genePredの clean up 77,095 41,576 182,938 21,556 323,165
1.(c) 重複の削除 77,071 40,820 182,237 21,554 321,682
2. GenePredファイルのマージ 77,071 5,845 172,502 16,296 271,714
3.(a) 同一 RNA配列の削除 75,803 5,617 171,818 16,264 269,502
3.(b) Coding UTRによる削除 75,796 4,622 161,726 16,264 258,408
3.(c) Noncoding両端による削除 75,795 4,558 160,784 15,547 256,684

最終産物における割合 0.295 0.0178 0.626 0.0606

表 4 GenePredファイル毎の由来 gene id数 (遺伝子数)の変遷

Procedure Known Genes RefSeq Ensembl lincRNA Total

Initial 27,994 23,681 57,605 15,242 -
1.(a) genePredの clean up 27,973 23,679 55,202 15,168 -
1.(c) 重複の削除 27,973 23,530 55,176 15,168 -
2.(2) 同一レコードの削除 27,973 580 51,543 11,622 91,718
2.(3) 対応表によるマージ 27,974 550 47,539 11,622 87,685
2.(4) Exon共有によるマージ 27,974 464 43,589 9,956 81,983
3.(a) 同一 RNA配列の削除 27,887 465 43,242 9,943 81,537
3.(b) Coding UTRによる削除 27,887 464 43,235 9,943 81,529
3.(c) Noncoding両端による削除 27,887 461 43,208 9,936 81,492
3.(d) gene idの確認 30,100 492 49,438 9,951 89,981

最終産物における割合 0.335 0.00547 0.549 0.111
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図 3 各種 ID毎の transcripts 数の分布.左図:gene id 毎 (左軸:protein coding，右軸:noncoding)，中央図:tss id 毎，右
図:p id毎.

合が増え，soft-clipを伴うことが多いUR/Mの割合は
減ったと考えている.
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表 5 各種 ID毎に転写物数が多かった上位 11遺伝子 (gene id及び gene nameは代表表記)

Coding gene id Nonccoding gene id tss id p id
#tran gene id chr #tran gene id chr #tran gene id chr #tran gene name chr

125 UTY Y 177 U6 1 175 UTY Y 28 TRAC 14
88 CACNA1G 17 139 5S rRNA 1 66 ATXN3 14 22 MORF4L2 X
78 GPR56 16 135 Metazoa SRP 1 55 MUC1 1 22 HIST2H4A 1
73 CREM 10 127 7SK 1 40 PCDH15 10 21 ANAPC11 17
71 NDRG2 14 101 TRNA Pseudo 1 39 IKZF3 17 20 FAM156B X
71 MUC1 1 93 Mir 548 1 39 DISC1 1 19 MRPL55 1
67 PTPN20A 10 90 Y RNA 1 36 MYB 6 18 PLAGL1 6
66 CTNND1 11 63 UTY Y 35 C17orf76-AS1 17 17 ZNF331 19
62 ATXN3 14 63 C17orf76-AS1 17 34 CACNA1G 17 17 CD59 11
61 TCF4 18 58 MEG3 14 33 ATXN3 14 17 BDNF 11
59 SORBS2 4 53 Mir 584 1 32 MEG3 14 17 NREP 5
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図 4 hg19の Ensembl GRCh37.60と統合した cDNA参照配列における BWAのマッピング割合
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