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ゲノム情報解析基礎
～ Rで塩基配列解析 ～

東京大学大学院農学生命科学研究科

アグリバイオインフォマティクス教育研究ユニット

門田 幸二（かどた こうじ）
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講義室後ろにあるUSBメモリ
中のhogeフォルダをデスクトッ
プにコピーしておいてください。

前回のhogeフォルダがデス
クトップに残っているかもし
れないのでご注意ください。



Apr 23 2014

各種ソフトの場所
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ゲノム情報解析
 例：シロイヌナズナ（Arabidopsis thaliana）

 ゲノム配列決定（Chr1-5, ChrC, ChrM）
 1番染色体：Theologis et al., Nature, 408: 816-820, 2000

 2番染色体：Lin et al., Nature, 402: 761-768, 1999

 3番染色体：Salanoubat et al., Nature, 408: 820-822, 2000

 …

 トランスクリプトーム配列（cDNA配列）決定
 アノテーション：Seki et al., Science, 296: 141-145, 2002

 …

 まとめサイト
 The Arabidopsis Information Resource (TAIR)

 Lamesch et al., Nucleic Acids Res., 40(Database issue): D1202-1210, 2011

 http://www.arabidopsis.org/
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Rは論文中に書かれている
ことの一部を再現?!できます



アノテーションファイル?!
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TAIR10のゲノム配列ファイ
ル（TAIR10_chr_all.fas）はこ
こからダウンロードしました



アノテーションファイル?!
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TAIRウェブインターフェース
から取得する際のイメージ
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TAIR10のゲノム配列ファイル
（TAIR10_chr_all.fas）のdescription

行の記述はこんな感じです



アノテーションファイル?!
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TAIR10のアノテーションファイ
ル（TAIR10_GFF3_genes.gff）は
ここからダウンロードしました
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一般的には、Community 
annotationのほうがより情
報量も多くていいらしい

TAIRウェブインターフェース
からアノテーションファイル
（ TAIR10_GFF3_genes.gff ）
を取得する際のイメージ



GFF/GTF形式ファイルの例
GFF3形式ファイルの例（シロイヌナズナ; TAIR10_GFF3_genes.gff）

）：

GTF形式ファイルの例（ゼブラフィッシュ; Danio_rerio.Zv9.75.gtf）

）：
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遺伝子ごとに、どの染色体
のどの座標上に存在するの
かなどの情報を含むタブ区

切りテキストファイル



タブ区切りテキストファイルからの情報抽出
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入力：アノテーションファイル
（annotation.txt）

入力：リストファイル（genelist1.txt）

出力：hoge1.txt

目的：アノテーションファイル（annotation.txt）中
の第1列目に対して、リストファイル
（genelist1.txt）中の文字列と一致する行を抜き
出して、hoge1.txtというファイル名で出力したい
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入力1: annotation.txt 入力2: genelist1.txt

出力: hoge1.txt

デスクトップ上にhogeという名前のフォルダがあり、フォルダ中に
annotation.txtとgenelist1.txtが存在するという前提です。メモ帳で開
くと改行コードが崩れている場合は、ワードパッドなどで開くとよい
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Rの起動

デスクトップにあるhogeフォルダ中のファイルを解析



作業ディレクトリの変更

14Apr 23 2014

① ②
③

④

⑤
⑥

⑦

貸与PCは「iu」

「Windows(C:)」となっている
場合もあるが、気にしない



getwd() と打ち込んで確認
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基本はコピペ
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①一連のコマンド群をコピーして
②R Console画面上でペースト

2013年7月以降のリニューアル

で、コードのコピーがやりずらく
なっています。CTRLとALTキー

を押しながらコードの枠内で左ク
リックすると、全選択できます。



実行結果
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実行前のhogeフォルダ

実行後のhogeフォルダ



18Apr 23 2014

色についての説明
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色についての説明

4列目でキーワード検索したいときは?上記は1列目でキーワード検索する場合
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解答例
1. 目的のキーワードリストを含むファイルを作成し（例：

list.txt）

2. 該当箇所を変更し、R Console画面上でコピペ

一連の作業手順を記述したスクリプトを1つの
ファイルとして保存することをお勧め
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ありがちなミス1

作業ディレクトリの変更を忘れている…
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ありがちなミス2

必要な入力ファイルが作業ディレクトリ中に存在しない…
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ありがちなミス3

出力予定のファイル名と同じものを別のプログラムで開い
ているため最後のwrite.table関数のところでエラーが出る
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ありがちなミス4

実行スクリプトをコピーする際、最後の行のところで改行
を含ませずにR Console画面上でペーストしたため、最後
のコマンドが実行されない（出力ファイルが生成されない）
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改行を入れておいたほうが警告が出ない

list.txtファイル作成時に、membraneと打った後に改行を入れた場合（左）と入
れない場合（右）の挙動の違いを把握し、後学のために警告メッセージの意
味を理解しておくとよい。この場合は結果には影響していないことがわかる。
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読み込み

①in_f1で指定したファイルを読み込め
②読み込むファイルの最初の行はヘッダー部分です
③ファイルの区切り文字はタブです

① ②

③
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行列data

入力ファイルの中身を正しく
読み込めていることがわかる
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オブジェクトdataの行数と列数は11と4。
webpage中の表記が灰色なのは、特に
やらなくてもいいコマンドだから。
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行列の要素へのアクセス

data[行 , 列]

paramには1という数値
が代入されていたから
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やりたかったことをおさらい

論理値ベクトルobjを用いてTRUEの
要素に対応する行を抽出している

genelist1.txt
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論理値ベクトルを理解
genelist1.txt

ここも分かりづらいところではある…
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疑問に思ったら、自分の
理解できるところから試す

論理値ベクトルを理解
genelist1.txt
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1と12は手順が異なるだ
けで実質的に同じです

genelist1.txt
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このコードはヘッダー行
がある場合のものです

入力: annotation.txt

出力: hoge12.txt
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このコードはヘッダー行
がない場合のものです

入力: annotation2.txt

出力: hoge13.txt
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ヘッダー行がない場合

ヘッダー行がある場合



課題1
 シロイヌナズナのGFF3形式ファイル（TAIR10_GFF3_genes.gff）を入力と

して下記の解析結果を示せ。また、3と4の結果の違いについて論ぜよ
1. 染色体数（3列目が"chromosome"となっている行数）

2. mRNAの個数（3列目が"mRNA"となっている行数）

3. 1列目が"Chr1"および"ChrM"となっているトータルの行数

4. 1列目が"chromosome 1"および"ChrM "となっているトータルの行数
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入力ファイルのヘッダー行の有無に気をつけよう

入力ファイルはhoge
フォルダ内にあります



課題1の3.と4.のヒント
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Levelsのところはこのベクトル中に存在する文
字列が表示されている。この場合全部で7種類。

table関数実行結果は文字列ごとの出現回数
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multi-FASTAファイルからの各種情報抽出

multi-FASTAって何?
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multi-FASTAファイルからの各種情報抽出

Rでmulti-FASTAファイルを読み込んで自在に解析できます
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コピー（CTRL+ALT+左クリック）&ペースト

hogeフォルダにhoge1.txtが作成されているはず

①一連のコマンド群をコピーして

②R Console画面上でペースト

①

②
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結果ファイルを眺めて動作確認

出力: hoge1.txt入力: hoge4.fa



N50
 アセンブル結果の評価基準の一つ

 長いコンティグから足していってTotal_lengthの50%

に達したときのコンティグの長さ

 一般に数値が大きいほどよい
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contig_2 (103 bp)
contig_3 (65 bp)

contig_4 (49 bp)

contig_1 (24 bp)

Total_length (241 bp)

Total_length / 2 (120.5 bp)

averageだと外れ値の影響を受けやすく、medianだと
短いコンティグが多くを占める場合に不都合らしい。
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情報抽出手順の一部

width関数を使えば配列長
情報を取り出せるようだ
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情報抽出手順の一部

50 bp以上のコンティグからなる
サブセットの抽出ができそうだ!

上矢印キーを押すと直前に
打ったコマンドが出る。有効に
利用し最小限の労力で打つ。
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コードの中身が分かると応用範囲が拡大

指定した配列長以下のものを抽出
したいときは「<=」とすればよい
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入力：sample1.fasta

出力：hoge1.txt

>kadota
AGTGACGGTCTT

>kadota
TGACGGT
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入力：sample1.fasta

出力：hoge1.txt

>kadota
AGTGACGGTCTT

>kadota
TGACGGT

subseq関数は「塩基配列, start, end」
という形式がデフォルトのようだ
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関数の使用法について

…

・?関数名で使用法を記したウェブページが開く
・ページの下のほうに、大抵の場合使用例が掲載されている
・使用法既知の関数のマニュアルをいくつか読んで慣れておく
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原因既知状態で意図的にエラーを出す

マニュアルの使用例をいくつか試して、ステップアップ

入力：sample1.fasta

出力：hoge1.txt

>kadota
AGTGACGGTCTT

>kadota
TGACGGT
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出力：hog4.txt

>contig_4
CGTGCTGATT
>contig_2
CTGCCT

入力2: list_sub2.txt

入力1: hoge4.fa
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配列ごとのGC含量を計算したいとき
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このコードをテンプレートとすれ
ばゲノム配列を読み込んで、染
色体ごとのGC含量を算出可能

出力: hoge1.txt

入力: hoge4.fa



課題2

1. シロイヌナズナのゲノム配列ファイル（TAIR10_chr_all.fas）
を入力として染色体ごとの%GC含量計算結果を示せ（小
数点2ケタ程度でよい）。

2. 右表はシロイヌナズナゲノム配列決定に関する原著論文
中のGC含量の数値である。発表当時（2000年ごろ）と
2010年ごろのバージョン（TAIR10）の違いを含めて簡単
に考察せよ。
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原著論文の%GC含量

入力ファイルはhoge
フォルダ内にあります
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GC含量

alphabetFrequency関数
を適用すると塩基ごとの
出現頻度が得られます
…が「M, R, W, …」は？

詳細を解説します
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GC含量

alphabetFrequency関数が
どういう出力結果を返すの
か詳細を知りたい場合は
Value のところを読むとよい
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GC含量

M(A/C), R(A/G), W(A/T), 
S(C/G), …, N(A/C/G/T)と
いう事実は常識だから書
かれていないのか?! argument（引数）とは、入力や出

力の形式などを指定するオプ
ションであり、関数ごとに異なる。
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GC含量

相対出現頻度（probability）
にすることも可能です。
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GC含量

「コンティグごとのCとGの出
現頻度の和」は、「行の和」
として得ることができる
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GC含量

出力ファイルの形式やヘッダー行
はどのようにして決めているのか?
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GC含量

同じ要素数からなるベクトル同士
を列（column）方向で結合（bind）
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GC含量

cbind関数適用時に、出力した
い順番に並べているだけです
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GC含量

列（column）の名前（names）を
適当に変更して出力しています



ヒトゲノム中のCpG出現確率は低い
 全部で16通りの2連続塩基の出現頻度分布を調べると、CGとなる確率の

実測値(0.986%)は期待値(4.2%)よりもかなり低い
 期待値

 ゲノム中のGC含量を考慮した場合：約41%(A:0.295, C:0.205, G: 0.205, T:0.295)
なので、0.205×0.205= 4.2%

 ゲノム中のGC含量を考慮しない場合： 50%(A:0.25, C:0.25, G: 0.25, T:0.25)なの
で、0.25×0.25= 6.25%
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Rで調べることができます

Lander et al., Nature, 409: 860-921, 2001
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2連続塩基の出現頻度：基本形

出力：hoge1.txt
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2連続塩基の出現確率：基本形

出力：hoge2.txt
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2連続塩基の出現確率：ヒトゲノム
出力：hoge5.txt

2分強かかります
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様々な生物種のゲノム配列がRのパッケージとして提供されて
います。installed.genomes関数のところで2分程度かかります
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ヒトゲノム(BSgenome.Hsapiens.UCSC.hg19)

の2連続塩基出現頻度計算ができたのは、この

パッケージをインストール済みだからです
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もしゼブラフィッシュゲノム
(BSgenome.Drerio.UCSC.danRer7)

がインストールされていなければ...
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available.genomes() でリストアップさ

れているパッケージ名を指定可能です

ここを参考にして
available.genomes() でリストアップさ

れていない任意のパッケージ名を指定
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multi-FASTAファイルとして保存したい場合

フリーズするので、得られたhoge5.txtを

テキストエディタで開くことはやめましょう

内部的には、
①writeXStringSet関数を用いて、
②fastaオブジェクトを、
③out_fで指定したファイル名で、
④FASTA形式で、
⑤1行あたりの文字数を50文字

にして保存しています。

① ② ③ ④ ⑤

8分程度かかります。
実行はやめましょう。


