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Rでゲノム・トランス
クリプトーム解析

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プログラム

門田幸二（かどた こうじ）
kadota@iu.a.u-tokyo.ac.jp

http://www.iu.a.u-tokyo.ac.jp/~kadota/

実習用PCのデスクトップ上に、hoge
フォルダがあります。この中に解析
に必要な入力ファイルがあります。
ネットワーク不具合時（そうでなくて
も）はローカル環境でhtmlファイルを
起動して各自対応してください。



自己紹介
 学歴および職歴

 2002年3月 東京大学・大学院農学生命科学研究科 博士課程修了
 2002年4月 産業技術総合研究所・CBRC

 2003年11月 放射線医学総合研究所・先端遺伝子発現研究センター
 2005年2月~  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人材養成プログラム（科学技術振興調整費: 2004/10-2009/3）
アグリバイオインフォマティクス教育研究プログラム（特別教育研究経費: 2009/4~2014/3）

 アグリバイオインフォマティクス教育研究プログラム
 他大学の学生や社会人も受講できる、希少なバイオインフォ教育プログラム
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年度 2004200520062007200820092010 2011201220132014

修士課程 12 65 73 83 68 72 107 100 121 124 108

博士課程 3 7 11 13 6 8 12 21 16 19 24

社会人 5 3 8 4 1 0 11 19 32 26 55

合計 20 75 92 100 75 80 130 140 169 169 187

開講科目数 9 15 15 15 15 12 15 15 14 15 13

常勤教員数 6 6 7 7 7 3 4 4 3 2 2

少数のスタッフで行っているアグリ
バイオの活動のみで基本的に手一
杯ですが、平成27年度もやります！

1科目以上
の合格者数



自己紹介（基本スタンス）
 分からないヒトの立場にたち、わかりやすいハンズオン講義を追求
 詳細かつ丁寧な講義・講演資料をPDFで無条件公開
 主にフリーソフトウェアRを用いたデータ解析の手順をウェブ上で公開
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自習可能な学習教材作成が使命。
Rのバージョンアップに伴う不具合
対応に忙殺され、カナリお疲れ気味。
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イントロダクション
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ここでは、Rを中心として、本務の大
学院講義(90分×18コマ=27時間分)
スライドを含め、2013年秋以降のPDF
ファイルを簡単な解説つきで公開。



イントロダクション
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これはLinux系の教材。日本乳
酸菌学会誌の連載。第3回分
は2015年3-4月ごろ公開予定。



イントロダクション
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2014年4月刊行のR本。トランスクリプ
トーム解析全般の基礎知識的なとこ
ろは、この本の第1章をご覧ください。



イントロダクション

8Mar 5-6 2015, HPCI講習会

さらに1ページ分ほど下に移動すると、
「講習会、講義、講演資料」のPDFが
見られる。時系列順にリストアップ。



イントロダクション
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これは、2013年度HPCI講習会で
のリクエスト（Rコードの中身の詳
細な説明が欲しい、マイクロアレ
イ解析も教えて）に応えたもの。



イントロダクション
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Rを中心としたアグリバイオ大学院講
義資料(門田分のみ)の平成26年度
分は、2014.04.09から2014.07.02です。
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イントロダクション

科目名：ゲノム情報解析基礎
内容：Rの基礎。GC含量計算や
CpG解析、上流配列解析、Rの
バージョンの違いなど。
実施日：2014.04.09、2014.04.23、
2014.04.30

科目名：機能ゲノム学
内容：データ取得、正規化、クラ
スタリング、発現変動解析、多重
比較問題、機能解析など。
実施日：2014.05.14、2014.05.21、
2014.05.28、2014.06.04

科目名：農学生命情報科学特論I
内容：公共DB、チェックサム、QC、
前処理、k-mer、アセンブリ、マッ
ピング、RPKM、発現変動など。
実施日：2014.06.18、2014.06.25、
2014.07.02

これら3科目の講義資料
を順番にみていくとよい
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イントロダクション
たとえば「ゲノム情報解
析基礎」はこれらを参照。

科目名：ゲノム情報解析基礎
内容：Rの基礎。GC含量計算や
CpG解析、上流配列解析、Rの
バージョンの違いなど。
実施日：2014.04.09、2014.04.23、
2014.04.30

科目名：機能ゲノム学
内容：データ取得、正規化、クラ
スタリング、発現変動解析、多重
比較問題、機能解析など。
実施日：2014.05.14、2014.05.21、
2014.05.28、2014.06.04

科目名：農学生命情報科学特論I
内容：公共DB、チェックサム、QC、
前処理、k-mer、アセンブリ、マッ
ピング、RPKM、発現変動など。
実施日：2014.06.18、2014.06.25、
2014.07.02



イントロダクション
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2014年9月1-12日に開催
された「NGS速習コース」
にもR関連項目あり。



イントロダクション
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全部で10日間のうち、R関連
項目は2日分。講義映像も
Youtubeから公開されている。



イントロダクション
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全部で10日間のうち、R関連項目は
2日分。統計部分を含まないので、
基礎的な部分をみっちり勉強したい
場合はこちらの視聴をおすすめ。



イントロダクション
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講義資料PDFもページ下部に移
動することで取得可能ではある。
見づらいことは承知してますが、
見栄えよりも情報量重視。ペー
ジ内検索などで、どうにか欲し
い情報にたどり着いてください。



教育は大衆迎合型であるべし
 平成25年度(2014年3月)HPCI講習会受講生の要望

 マイクロアレイやコードの中身についての詳細情報を詳しく知りたい

→ 2014年10月の「中級者向けバイオインフォマティクス入門講習会(HPCI主催)」

 2日間くらい（平成25年度は1日のみ）使ってもっとガッツリやってほしい

→ 平成26年度は2日間に倍増

 2014年9月の「NGS速習コース」受講生の要望
 統計解析（発現変動解析）についてもやってほしい。作図も。

→ HPCI講習会で例年統計解析の基本的な考え方を含めて行っている。平成26年度
HPCI講習会(2015年3月)で需要を満たせると思っていたが。。。
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求められていることに対応
しきれなくなっています。ご
新規様の講演や執筆依頼
はお控えくださいますよう
お願い申し上げます。

2013年
7月

2014年 2015年4月

R本執筆

9月

NGS連載
第1回執筆

NGS連載
第2回執筆

NGS速習
コース

NGS連載
第3回執筆

NAISTワー
クショップ

Illumina 
webinar HPCI中級者

向け講習会
HPCI講習会

よく分かるNGS
ワークショップ

1年半ぶりに1.5か月
ほど投稿論文に費
やせる時間を確保!

校正



イントロダクション
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実習用PC環境は、必要なパッケー
ジのインストールが完了している状
態です。自分のPCで復習したい場
合はこちらを参考にしてください。
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塩基配列解析基礎（その1）
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塩基配列を入力として、その翻訳
されたアミノ酸配列を取得すること
ができます。（2014年9月のNGS

速習コース 3-2とほぼ同内容）
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hogeフォルダの作成
デスクトップにあるhogeフォ
ルダ中のファイルを解析す
るやり方として説明します
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解析したいファイルsample1.fasta
をhogeフォルダ中に保存(本当は
既にhogeフォルダ中に存在する
が一般論として説明)

①

②

③

④
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ときどき拡張子が*.txtなどと勝手
に変わっていることがあるのでフ
ァイルの種類欄に注意すべし



作業ディレクトリの変更
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① ②
③

④

⑤
⑥

⑦

②「Windows(C:)」となってい
る場合もあるが、気にしな
い。④はヒトによって違う。



getwd()と打ち込んで確認
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当たり前ですが、解析したいディレ
クトリ（またはフォルダ）を正しく指定
できていなければエラーに遭遇しま
す。また、解析したいファイルが存
在しない状態でもエラーが出ます。



実際のhogeフォルダとR操作画面の関係
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ファイル保存前 ファイル保存後

character(0)は何もないという意味



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。
Windowsのヒトは、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。
Macintoshはよくわかりません。

①

②



基本はコピペ
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エラーなく実行できた場合の全貌



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

出力ファイル名として指定
したhoge1.fastaが生成さ
れていることが分かります



実行結果
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入力：塩基配列ファイル（sample1.fasta） 出力：アミノ酸配列ファイル（hoge1.fasta）

入力ファイル中の塩基配列は、3
の倍数の12塩基長、ACGTのみ
からなるので何のエラーも出ない



コドン表
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http://ja.wikipedia.org/wiki/%E3%82%B3%E3%83%89%E3%83%B3



塩基配列解析基礎（その2）
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multi-FASTAファイルの場合も基本
形は同じ。基本形のみではエラー
が出る場合を示し、対処法を学ぶ。
入力ファイル(sample4.fasta)をダウ
ンロードして実行してみよう。（2014

年9月のNGS速習コース 3-2とほ
ぼ同じ内容）



塩基配列解析基礎（その2）
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①入力ファイルのダウンロード

②コピペで実行。実行時にエ
ラーメッセージの有無を確認
③出力ファイルを眺める



実行結果
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入力：sample4.fasta 出力：hoge2.fasta

各項目の例題は1つとは限りません。例えば2.は出力
ファイルを盲目的に信じてはいけない、という典型例。
目的は翻訳配列の取得で、得られた結果は塩基配列。
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エラーの原因は、gene_4の17番目
のポジションがNであることに由来。



塩基配列解析基礎（その2）
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2.のエラー対策の一つは、Nを
含む配列を除くこと。3.はそれを
実現したコードです。



塩基配列解析基礎（その2）
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全選択はCTRLとALTキーを押し
ながらコードの枠内で左クリック。



38Mar 5-6 2015, HPCI講習会

2と3の違いは、3のコード中の
黒枠部分が追加されただけ。
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このウェブページでは、条件判
定を行って得られた論理値ベク
トルをobjというオブジェクト名で
統一的に取り扱っています。
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ACGTのみからなるサブセット
に対して、translate関数を適用
しているのでエラーが出ない。



実行結果
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入力：sample4.fasta 出力：hoge3.fasta

エラーの原因であった17番目のポ
ジションにNを含むgene_4が除か
れて、うまく翻訳配列を出力できて
いることが分かる。尚、アスタリス
ク(*)は終止コドンを表すようです。



塩基配列解析基礎（その2）
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サブセット(ACGTのみからなる配
列)の抽出の中身を説明します。



塩基配列解析基礎（その2）
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fastaオブジェクトの中身
が変遷している点に注意。



塩基配列解析基礎（その2）
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入力ファイル読み込み直後の
fastaオブジェクトの中身を表示



塩基配列解析基礎（その2）
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alphabetFrequency関数は塩基
ごとの出現頻度を返す。gene_4

の配列中にNが1つ存在すること
は出力結果からもわかる。



塩基配列解析基礎（その2）
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dim関数は行列の行数と列数を返
す。alphabetFrequency関数出力
結果は5行×18列からなることが分

かる。キーボードの上下キーを上手
に利用して最小限の労力でキータ
イプ（あるいはコピペ）すべし！



塩基配列解析基礎（その2）
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任意のサブセットを取得可能。2:3

やc(1,4)などをうまく利用すべし。



塩基配列解析基礎（その2）
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もちろんこのように一旦uge

というオブジェクトに格納し
てから取り扱ってもよい。



塩基配列解析基礎（その2）
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rowSums関数は行ごとの和を返す。
この場合は入力としてACGTのみ

の出現頻度情報を与えているので、
ACGTのみの塩基数が返される。



塩基配列解析基礎（その2）
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fastaオブジェクトを表示させると、
width, seq, namesという列名のよ
うなものが見える。width列の数値
は配列長情報に相当。



塩基配列解析基礎（その2）
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配列長情報に相当するwidth(fasta)

とACGTのみの塩基数に相当する
hogeの数値を比較すれば、ACGT

以外の文字を含む配列情報を浮か
び上がらせることができる。



塩基配列解析基礎（その2）
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同じような戦略で、例えば
25塩基長以上の配列の
み抽出することもできる。



塩基配列解析基礎（その2）
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このようなフィルタリングも可能。



塩基配列解析基礎（その3）
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「イントロ | 一般」や「前処
理 | フィルタリング」は基

本テクニックおよびその
組合せになっています。



塩基配列解析基礎（その3）
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multi-FASTA形式ファイルを自
在に取り扱えるのはBiostrings

パッケージのおかげです。
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 「(Rで)塩基配列解析」のインストール手順おさらい

パッケージ
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①

②

(Rで)塩基配列解析の推奨インストール
手順をおさらい。大まかな手順は、①R
本体のインストール、および②CRANお
よびBioconductorから提供されている
各種パッケージのインストール。（2014

年9月のNGS速習コース 3-3の一部）



R本体とパッケージの関係

 パソコンを購入しただけの状態では、できることが限られています。
 通常は、Officeやウイルス撃退ソフトなどをインストールして利用します。

 Linuxをインストールしただけの状態では、できることが限られています。
 通常は、マッピングなど各種プログラムをインストールして利用します。

 R本体をインストールしただけの状態では、できることが限られています。
 NGS解析を行う各種パッケージ（またはライブラリ）をインストールして利用します。
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「R本体」と「パッケージ」の関係

は、「パソコン」と「ソフト」、「
Microsoft EXCEL」と「アドイン」
、「Cytoscape」と「プラグイン」
のようなものという理解でよい。



CRANとBioconductor
 R上で利用可能なパッケージの2大リポジトリ(貯蔵庫)

 CRAN (The Comprehensive R Archive Network)：6,328パッケージ

 Bioconductor：934パッケージ
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CRANは生命科学分野に限らず
様々な分野で利用されるパッ
ケージを含む。NGS解析は、主
にBioconductorから提供されて
いるパッケージを利用します。

2015年2月18日現在



パッケージ
 「(Rで)塩基配列解析」のインストール手順おさらい
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(Rで)塩基配列解析の推奨インストール
手順をおさらい。大まかな手順は、①R
本体のインストール、および②CRANお
よびBioconductorから提供されている
各種パッケージのインストール

たった3行のコードで2つのリポジトリから提供されている
多くのパッケージ群を一度にインストール。有線LAN接続
環境でも数時間程度かかるのは、数千ものパッケージの
ダウンロードおよびインストールに相当する部分だから。



定期的なバージョンアップをお勧め
 R本体もBioconductorも定期的にバージョンアップがなされている

 R (http://www.r-project.org/)

 2014-10-31にver. 3.1.2をリリース

 2014-07-10にver. 3.1.1をリリース

 2014-04-10にver. 3.1.0をリリース

 …

 2012-03-30にver. 2.15.0をリリース

 …

 Bioconductor (http://bioconductor.org/)は半年ごとにリリース

 2014-10にver. 3.0をリリース (R ver. 3.1.1で動作確認)、提供パッケージ数：934

 2014-04にver. 2.14をリリース (R ver. 3.1.0で動作確認)、提供パッケージ数：824

 2013-10にver. 2.13をリリース (R ver. 3.0で動作確認)、提供パッケージ数：750

 2013-04にver. 2.12をリリース (R ver. 3.0で動作確認)、提供パッケージ数：672

 2012-10にver. 2.11をリリース (R ver. 2.15.1で動作確認)、提供パッケージ数：608

 2012-04にver. 2.10をリリース (R ver. 2.15.0で動作確認)、提供パッケージ数：553

 2011-11にver. 2.9をリリース (R ver. 2.14.0で動作確認)、提供パッケージ数：517

61Mar 5-6 2015, HPCI講習会

http://cran.md.tsukuba.ac.jp/bin/windows/base/old/

2015年2月18日現在のR本体の最新バー
ジョンは3.1.2、Biostrings最新バージョンは
2.34.1。しかし、R ver. 2.15.0など本体の
バージョンが古いと、2014年8月14日に
Biostringsパッケージを個別にインストール
してもver. 2.26.3と昔のバージョンがインス
トールされる点に注意が必要です。（2014

年9月のNGS速習コース 3-4の一部）



62Mar 5-6 2015, HPCI講習会

Rの昔のバージョンのイン
ストール手順。Windows版
のver. 2.15.0の場合。



63Mar 5-6 2015, HPCI講習会

R ver. 2.15.0上で、Biostringsパッケージ
のみを通常手順でインストール。
Bioconductor ver. 2.11でリリースされた
バージョンのBiostringsがインストールさ
れていることが分かる。



64Mar 5-6 2015, HPCI講習会

R ver. 2.15.0上で、Biostringsパッケージ
のみを通常手順でインストール。無事イ
ンストールできたようなので、library関数
を用いてBiostringsパッケージを読み込
んでいるところ。警告メッセージは「あな
たの環境はR ver. 2.15.0だけど、インス
トールしたBiostringsパッケージはR ver. 
2.15.2環境下で作られたものです」と
言っています。library(Biostrings)でパッ
ケージのロードに失敗する場合には本
気で対処する必要がありますが、警告
メッセージが出ているだけですので、私
は特に気にしていません。



65Mar 5-6 2015, HPCI講習会

2015年2月18日現在のR本体の最新バー
ジョンは3.1.2、Biostrings最新バージョンは
2.34.1。しかし、R ver. 2.15.0など本体の
バージョンが古いと、2014年8月14日に
Biostringsパッケージを個別にインストー
ルしてもver. 2.26.3と昔のバージョンがイ
ンストールされる点に注意が必要です。



定期的なバージョンアップをお勧め
 R本体もBioconductorも定期的にバージョンアップがなされている

 R (http://www.r-project.org/)

 2014-10-31にver. 3.1.2をリリース

 2014-07-10にver. 3.1.1をリリース

 2014-04-10にver. 3.1.0をリリース

 …

 2012-03-30にver. 2.15.0をリリース

 …

 Bioconductor (http://bioconductor.org/)は半年ごとにリリース

 2014-10にver. 3.0をリリース (R ver. 3.1.1で動作確認)、提供パッケージ数：934

 2014-04にver. 2.14をリリース (R ver. 3.1.0で動作確認)、提供パッケージ数：824

 2013-10にver. 2.13をリリース (R ver. 3.0で動作確認)、提供パッケージ数：750

 2013-04にver. 2.12をリリース (R ver. 3.0で動作確認)、提供パッケージ数：672

 2012-10にver. 2.11をリリース (R ver. 2.15.1で動作確認)、提供パッケージ数：608

 2012-04にver. 2.10をリリース (R ver. 2.15.0で動作確認)、提供パッケージ数：553

 2011-11にver. 2.9をリリース (R ver. 2.14.0で動作確認)、提供パッケージ数：517

66Mar 5-6 2015, HPCI講習会

http://cran.md.tsukuba.ac.jp/bin/windows/base/old/

基本的にはバグの修正や新たな機能が
どんどん追加されているので最新版の利
用をお勧め。毎年5月初めと11月初めごろ
にBioconductorを覗きにいくとよいだろう。
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Bioconductor概観

68Mar 5-6 2015, HPCI講習会

②
①

③

PubMed上で「R Bioconductor」で
キーワード検索し原著論文があ
るパッケージのみ探すのも一つ
の戦略ですが、原著論文公開前
のパッケージも見つかります。



Bioconductor概観

69Mar 5-6 2015, HPCI講習会

ネットワーク環境にもよりますが、数秒
～数分以内にこのような画面になります。



Bioconductor概観

70Mar 5-6 2015, HPCI講習会

基本的には左側のカテゴリ分けのところを
眺めますが、Biostringsなど何を行うパッ
ケージかがある程度分かっているものから
逆引きして感覚をつかんでおくとよいでしょう。

「RNA-seq」など、フリーワード検
索をやってもいいとは思いますが、
経験上あまりうまく引っかかって
こないので私はやりません。



Bioconductor概観

71Mar 5-6 2015, HPCI講習会

「biostrings」と打つとす
ぐにリストアップされる。



Bioconductor概観

72Mar 5-6 2015, HPCI講習会

BioconductorのBiostringsパッ
ケージのページに飛びます。



Bioconductor概観

73Mar 5-6 2015, HPCI講習会

BioconductorのBiostringsパッケージ
のページで、ちょっと下のほうに移動。
biocViewsのところで見えるキーワー
ドっぽいのがさきほどのカテゴリ分け
に相当。例えば、DataRepresentation
をクリックするとカテゴリ分けの階層
関係がわかる。



Bioconductor概観

74Mar 5-6 2015, HPCI講習会

DataRepresentationのカテゴリに含ま
れるのは34パッケージであることが
分かる。赤枠部分がそのリスト。
Biostringsは、大分類はSoftware、中
分類はInfrastructureとなっており、そ
の下の階層のDataRepresentationに
含まれていることがわかる。



Bioconductor概観

75Mar 5-6 2015, HPCI講習会

大分類のSoftware、中分類の
Infrastructureも存在する。
Biostringsは塩基配列の切り出
しや文字列検索系関数も提供し
ているので、SequenceMatching
があるのも妥当。



Bioconductor概観

76Mar 5-6 2015, HPCI講習会

SequenceMatchingに含まれる17パッ
ケージの一部しか表示されていないが、
(Rで)塩基配列解析中にはないCRISPR
関連のパッケージなども存在することに
気づく。また、ゲノム配列パッケージ
BSgenomeもあることがわかる。



Bioconductor概観

77Mar 5-6 2015, HPCI講習会

ゲノム配列パッケージBSgenome
は、内部的にBiostringsパッケー
ジを利用していることがわかる。



Bioconductor概観

78Mar 5-6 2015, HPCI講習会

ゲノム配列パッケージBSgenomeのちょっ
と下のほうに移動。Depends(依存)のとこ
ろにBiostringsが存在することがわかる。
BSgenomeパッケージを利用したい場合に
は、予めこれらの依存関係のあるパッ
ケージ群のインストールが完了している必
要がある。推奨手順通りにパッケージの
インストールをしていればBSgenomeを問
題なく利用できるはずである。



Bioconductor概観

79Mar 5-6 2015, HPCI講習会

BSgenomeを問題なく利用できるか
は、library(BSgenome)が通るかどう
かで判断。R Guiの新規画面を起動。



Bioconductor概観

80Mar 5-6 2015, HPCI講習会

library(BSgenome)の実行結果中にエ
ラーメッセージが出ていなければOK



Bioconductor概観

81Mar 5-6 2015, HPCI講習会

library(XXX)をやったときに、XXXパッケージ内部で利
用するDependsやImportsにリストアップされている
パッケージも同時にロードしている(読み込んでいる)。



Bioconductor概観

82Mar 5-6 2015, HPCI講習会

もう一度library(BSgenome)をやってもメッ
セージは出ません。エラーメッセージが出て
いなければ特に気にする必要はありません。



Bioconductor概観

83Mar 5-6 2015, HPCI講習会

先にBSgenomeが内部的に利用し
ているBiostringsパッケージのロード
を行っておくと、若干見栄えが異な
るが、エラーメッセージが出ていな
いことさえ確認できれば問題ない。



BSgenome利用の意義

84Mar 5-6 2015, HPCI講習会

ゲノム配列はUCSCやEnsemblなどの
ウェブサイトから取得するのが一般的
ではあるが、Rの生物種ごとに提供され
ているBSgenomeで取得、あるいは取り
扱うことも可能。ChIP-seq用パッケージ
MEDIPSは内部的にBSgenomeを利用。



BSgenome

85Mar 5-6 2015, HPCI講習会

プロモーター配列取得ではなく、
ゲノム配列取得のほうです！

×



BSgenome

86Mar 5-6 2015, HPCI講習会

黒枠部分のコードをコピペ。R ver. 3.1.2 
(Bioconductor ver. 3.0)で利用可能な生
物種のパッケージ名をリストアップ。71
個あることが分かる。Rのバージョンが
古いとパッケージ数は少なくなる。



BSgenome

87Mar 5-6 2015, HPCI講習会

2013年12月にリリースされたヒト
ゲノム最新版(GRCh38)のRパッ
ケージも利用可能です。



BSgenome

88Mar 5-6 2015, HPCI講習会

黒枠部分のコードをコピペ。数分程度か
かります。実際にインストール済みのも
のは(このPC環境では)8パッケージであ
ることがわかる。植物のシロイヌナズナ
(Arabidopsis thaliana)のパッケージは推
奨手順通りにインストール作業をしたヒト
は存在するはずです。が、私もインストー
ルされてなかったり…しますので、なけれ
ば個別インストールで対応してください。



BSgenome

89Mar 5-6 2015, HPCI講習会

シロイヌナズナパッケージの個別イン
ストール方法。基本的にはパッケージ
名部分を変更すれば、どのパッケージ
のインストールにも対応可能です。



BSgenome

90Mar 5-6 2015, HPCI講習会

2013年12月にリリースされたヒトゲノム
最新版(GRCh38)のRパッケージを入力、
multi-FASTAファイルを出力として得る。
作業ディレクトリはどこでもよいが基本
はデスクトップ上のhoge。数分かかる
が、約3.3GBのファイルが生成される。
決してテキストエディタで開かないで!



BSgenome

91Mar 5-6 2015, HPCI講習会

出力ファイルの内容はfastaオブ
ジェクトに格納されている。慣れれ
ばfastaオブジェクトの中身を眺め
るほうが全体像をつかみやすい。



BSgenome

92Mar 5-6 2015, HPCI講習会

1～22番染色体のみ取扱いた
い場合。染色体番号の数が大
きくなるほど配列長が短くなっ
ている傾向が一目瞭然ですね。



BSgenome

93Mar 5-6 2015, HPCI講習会

X, Y, およびミトコンドリア配列
も含めたい場合。配列の並び
の確認は試行錯誤。最初か
らわかっていたわけではあり
ません。R画面上で眺めるほ
うが、全体像を把握しやすい。



BSgenome

94Mar 5-6 2015, HPCI講習会

X, Y, およびミトコンドリア配列ま
でのサブセットをhoge10.fastaで
保存したい場合。①上矢印キー
を何回か押して、ファイルに保存
するためのコマンドを出し、水色
下線部分を変更すればよい。

①



BSgenome

95Mar 5-6 2015, HPCI講習会

実行後にhoge9.fastaよりも若
干ファイルサイズの小さい
hoge10.fastaが生成されている
ことが確認できるはず。決して
テキストエディタで開かないで!



BSgenome

96Mar 5-6 2015, HPCI講習会

様々な記述形式がありま
す。やらなくていいです。
決してテキストエディタで
開かないで!

参考



BSgenome

97Mar 5-6 2015, HPCI講習会

26番目以降の配列は、ヒトゲノムの一部
ではあるものの、まだ割り当てられる染色
体が定まっていないものたちです。メタゲ
ノム解析などでヒトゲノムにマップされな
いリードのみ取扱いたい場合には、利用
可能な全配列をマッピング時のリファレン
スとして用いるのが自然だと思います。
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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%

99Mar 5-6 2015, HPCI講習会

Lander et al., Nature, 409: 860-921, 2001 Rで調べることができます



100Mar 5-6 2015, HPCI講習会

2連続塩基の出現頻度
全選択はCTRLとALTキー
を押しながらコードの枠内
で左クリック。hoge4.faが作
業ディレクトリ中にあること
を確認してコピペ。



101Mar 5-6 2015, HPCI講習会

2連続塩基の出現頻度

出力：hoge1.txt

出力ファイルは、配列ごと（この場合
コンティグごと）に16種類の2連続塩
基の出現頻度をカウントしたものです。



102Mar 5-6 2015, HPCI講習会

2連続塩基の出現確率

出力：hoge2.txt

出力ファイルは、配列ごと（この場合
コンティグごと）に16種類の2連続塩
基の出現確率をカウントしたものです。



103Mar 5-6 2015, HPCI講習会

2連続塩基の出現確率
ヒトゲノムRパッケージを入力とするこ
ともできます。一見ややこしいですが、
fastaオブジェクトの作成までを「お約
束の手順」だと思えばいいのです。



104Mar 5-6 2015, HPCI講習会

2連続塩基の出現確率
出力：hoge7.txt

2分強かかります。CGの連
続塩基が他に比べて確か
に低いことがわかります。



105Mar 5-6 2015, HPCI講習会

2連続塩基の出現頻度と確率
染色体ごとではなく、全て
をひとまとめにするやり方
です。連続塩基の出現頻
度順にソートしてCGが少

ないことを確かめています。



k連続塩基解析
 比較ゲノム解析

 k=3 or 4付近の値を用いてゲノムごとの頻度情報を取得し、類似性尺度として利用

 アセンブル（ゲノムやトランスクリプトーム）
 k=25～50付近の値を用いてde Bruijnグラフを作成

 k-mer頻度グラフを作成して眺め、Heterozygosityの有無などを調査

 モチーフ解析
 転写開始点の上流配列解析。古細菌の上流50塩基に絞ってk=4で出現頻度解析

すると、おそらくTATAが上位にランクイン

 発現量推定
 RNA-seq解析で、リファレンスにリードをマップしてリード数をカウントするのが主流

だが、マッピング作業をすっ飛ばしてk-merに基づく方法で定量。Sailfish (Patro et 
al., Nat Biotechnol., 2014)やRNA-Skim (Zhang and Wang, Bioinformatics, 2014)。

106Mar 5-6 2015, HPCI講習会

2連続塩基の解析は、k=2

のときのk連続塩基の解
析(k-mer解析)と同じです。
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107Mar 5-6 2015, HPCI講習会



(遺伝子)アノテーション

108Mar 5-6 2015, HPCI講習会

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。
GFF/GTF形式ファイルが有名です。



GFF/GTF形式ファイルの例

109Mar 5-6 2015, HPCI講習会

他にrefFlat形式など様々な
ファイル形式が存在します。

GFF3形式（シロイヌナズナ; TAIR10_GFF3_genes.gff）

GTF形式（ゼブラフィッシュ; Danio_rerio.Zv9.75.gtf）



(遺伝子)アノテーション

110Mar 5-6 2015, HPCI講習会

現状では不具合が多く存在します。
RではTranscriptDbという形式のオ
ブジェクトとして利用するらしい、と
いう程度の認識でいいと思います。



(遺伝子)アノテーション

111Mar 5-6 2015, HPCI講習会

目的のアノテーション情報が
TxDb.から始まる名前のRパッ
ケージとして提供されている場
合はそれを利用するのが基本。



(遺伝子)アノテーション

112Mar 5-6 2015, HPCI講習会

2015年2月現在、ヒト、マウス、
ラット、酵母、線虫など、主要な
モデル生物についてのみTxDb
パッケージが提供されています。



(遺伝子)アノテーション

113Mar 5-6 2015, HPCI講習会

ヒトゲノムhg19に対応するUCSC 
known genesのアノテーションパッ
ケージを読み込んでtxdbという名
前のTranscriptDb形式のオブジェ
クトを得る。ここで重要なのは、エ
ラーなく読み込めることを確認す
ること。この一点のみです。



(遺伝子)アノテーション

114Mar 5-6 2015, HPCI講習会

全選択はCTRLとALTキーを押し
ながらコードの枠内で左クリック。
以下のようにTranscriptDbオブ
ジェクトの中身が見られる状態に
なっていればOK。ヒトゲノムの最
新版(hg38)ではないが、hg19は長
らく利用されてきたバージョンであ
るため、推奨手順通りにやるとデ
フォルトでインストールされている。



(遺伝子)アノテーション

115Mar 5-6 2015, HPCI講習会

遺伝子IDはEnsembl Gene ID, 
RefSeq Gene ID, Entrez Gene IDな
どいろいろある。knownGeneという
のはEntrez Gene IDのことなのだ
ろうと解釈する。また、転写物数は
82,960個なのだろうと妄想する。



(遺伝子)アノテーション

116Mar 5-6 2015, HPCI講習会

ラットゲノムrn5に対応した
RefSeq Gene IDに基づくアノ
テーションパッケージを読み
込んでみる。同じR Console
画面上でコピペしてよい。

参考



(遺伝子)アノテーション

117Mar 5-6 2015, HPCI講習会

①パッケージのインストールがで
きていないので、エラーが出てい
ることがわかる。②txdbオブジェ
クトの中身を見ることはできてい
るが、これは以前に得たヒトのア
ノテーション情報なので別物です。
この種の失敗を防ぐための一番
手っ取り早い方法は、Rを一旦終
了させて何もなかった状態で再
度コピペすることです。

参考

①

②



(遺伝子)アノテーション

118Mar 5-6 2015, HPCI講習会

もう少し真面目なオブジェクトの消
去のやり方はNGS速習コースの
3-4を参照(2014年9月9日の資料)。

参考

②

①



(遺伝子)アノテーション

119Mar 5-6 2015, HPCI講習会

参考 真っ新な状態での実行結果。
確かにtxdbオブジェクトが作
成されていないことがわかる。
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個別パッケージのインストール

121Mar 5-6 2015, HPCI講習会

ここでの目的は
TxDb.Rnorvegicus.UCS

C.rn5.refGeneパッケージ

のインストール。講習会で
は使わないので、インス
トールしないでください。

参考



個別パッケージのインストール

122Mar 5-6 2015, HPCI講習会

参考 インストール所要時間は約5
分。エラーは出ていないの
で、該当パッケージを利用
可能になっているはず。



(遺伝子)アノテーション

123Mar 5-6 2015, HPCI講習会

参考 確かにtxdbオブジェクトがちゃんとできて
いる。しかし2015年2月現在の最新版は
Bioconductor ver. 3.0なのに、なぜかver. 
2.14というメッセージがあった。そして、実
際ちょっと情報が古いという疑いを持つ。
結論としては、R ver. 3.1.2インストール
後に、古いバージョンのR本体(R ver. 
3.1.0)をインストールしたから起きていた
通常利用環境下では起きない問題。以
降の数枚のスライドを行って得た結論。



(遺伝子)アノテーション

124Mar 5-6 2015, HPCI講習会

参考 packageVersion関数を用い
て、ロードしたパッケージの
バージョン情報を知る。最新
バージョン(3.0.0)のインストー
ルができていないという確定
診断がこの段階で下される。



個別パッケージのインストール

125Mar 5-6 2015, HPCI講習会

参考 改めてパッケージをインストールしたときの
ことを思い出す。このPCのR本体のバー
ジョンは3.1.2なので、Bioconductor 3.0に
なっているはずだが、なぜかBioconductor 
2.14時に配布されたパッケージのバージョ
ンになっている。門田の別のPCでは、正し
く「Bioconductor version 3.0 (BiocInstaller
1.16.1),」となっていたものもあった。



原因究明

126Mar 5-6 2015, HPCI講習会

参考 Rを再起動して、該当部分をもう一度実行
しても同じメッセージが出ることを確認。
メッセージに従って、?BiocUpgradeをやっ
てみる。何を書いているのかよく分からな
いが赤枠部分をコピペすればよさそう。



原因究明

127Mar 5-6 2015, HPCI講習会

参考 赤枠部分をコピペ。



原因究明

128Mar 5-6 2015, HPCI講習会

参考 バージョンアップするか
どうかを聞かれている
のでyを押してリターン。



原因究明

129Mar 5-6 2015, HPCI講習会

参考 全パッケージのアップグレー
ドなのでそれなりの時間がか
かる。赤下線のフォルダ中に
Rの個別のパッケージがイン
ストールされることがわかる。



 Bioconductorは半年ごとにリリース
 2014-10にver. 3.0をリリース (R ver. 3.1.1で動作確認)、提供パッケージ数：934

 2014-04にver. 2.14をリリース (R ver. 3.1.0で動作確認)、提供パッケージ数：824

 2013-10にver. 2.13をリリース (R ver. 3.0で動作確認)、提供パッケージ数：750

 2013-04にver. 2.12をリリース (R ver. 3.0で動作確認)、提供パッケージ数：672

 2012-10にver. 2.11をリリース (R ver. 2.15.1で動作確認)、提供パッケージ数：608

 2012-04にver. 2.10をリリース (R ver. 2.15.0で動作確認)、提供パッケージ数：553

 2011-11にver. 2.9をリリース (R ver. 2.14.0で動作確認)、提供パッケージ数：517

 2011-04にver. 2.8をリリース (R ver. 2.13.0で動作確認)、提供パッケージ数：466

R本体とBioconductor

130Mar 5-6 2015, HPCI講習会

参考 門田のPCは、R ver. 3.1.2
(Bioconductor ver. 3.0)インストール後に、
R ver. 3.1.0 (Bioconductor ver. 2.14)をイ
ンストールしている。これらはともにR 
ver. 3.1.Xなので、同じフォルダ(…/win-
library/3.1)にBioconductor ver. 2.14由
来パッケージが上書きインストールされ
た結果である。複数のバージョンのR本
体をインストールする場合にはインス
トール先のフォルダ名にも気を付けよう。



通常の門田のやり方

131Mar 5-6 2015, HPCI講習会

参考 アップグレード系は「すでに
パッケージがあるけど上書き
するか？」などいろいろ聞かれ
るのが面倒なので、一旦全部
消します。そして最初から全部
のインストールをやり直します。
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132Mar 5-6 2015, HPCI講習会



プロモーター配列取得

133Mar 5-6 2015, HPCI講習会

ゲノム配列とアノテーション情
報があれば、任意の領域の配
列を取り出すことができます。



プロモーター配列取得

134Mar 5-6 2015, HPCI講習会

作業ディレクトリはどこでもよ
いが基本はデスクトップ上の
hoge。転写開始点上流1000
塩基を取得したい場合。
width列は配列長に相当。出
力ファイルを見なくてもうまく
いっているだろうと思える。



プロモーター配列取得

135Mar 5-6 2015, HPCI講習会

線虫はBSgenomeとTxDbの両
方が提供されています。予め2
つのパッケージを個別にイン
ストールしておけば、上流500
～下流20塩基の範囲の配列
を取得できる。



プロモーター配列取得

136Mar 5-6 2015, HPCI講習会

multi-FASTA形式のゲノム配列
ファイルとGFF3形式などの一般
的なアノテーションファイルがあ
れば、それを利用することももち
ろんできます。入力ファイルは
「デスクトップ – hoge - Lcasei」
中にあります。



プロモーター配列取得

137Mar 5-6 2015, HPCI講習会

まだちゃんと検証はできて
はいませんが、見た感じうま
くとれている印象をうけます。



プロモーター配列取得

138Mar 5-6 2015, HPCI講習会

コピペ前後の様子。コピペ後に
hoge7.fastaという出力ファイル
が得られていることがわかる。

コピペ前

コピペ後
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139Mar 5-6 2015, HPCI講習会

↑教科書(参考書)

「イントロ、公共DB、データ取得」周辺情
報は、下記のR本、 2014年6月18日の
アグリバイオ大学院講義資料、乳酸菌
学会誌の連載第3回などにも情報あり。



イントロダクション
 トランスクリプトームとは

 ある特定の状態の組織や細胞中に存在する全RNA（転写物、 transcripts）の総体

 様々なトランスクリプトーム解析技術
 マイクロアレイ

 DNAマイクロアレイ、Affymetrix GeneChip、タイリングアレイなど

 配列決定に基づく方法

 EST、SAGE、CAGE、次世代シーケンサ(RNA-seq)など

 電気泳動に基づく方法

 Differential Display、AFLP、HiCEPなど

140Mar 5-6 2015, HPCI講習会

調べたい組織でどの遺伝子がどの程
度発現しているのかを一度に観察

参考



トランスクリプトームとは
 ある状態のあるサンプル（例：目）のあるゲノムの領域

141

遺伝子1 遺伝子2 遺伝子3 遺伝子4

AAAAAAA… AAAAAAA… AAAAAAA… AAAAAAA…

AAAAAAA…

AAAAAAA…

AAAAAAA…

AAAAAAA…

AAAAAAA…

AAAAAAA…

AAAAAAA…

AAAAAAA…

AAAAAAA…

AAAAAAA…

AAAAAAA…

AAAAAAA…

AAAAAAA…

転写物全体（トランスクリプトーム）

・遺伝子1は沢山転写されている（発現している）
・遺伝子4はごくわずかしか転写されてない
・…

遺伝子全体（ゲノム）

・どの染色体上のどの領域にどの遺伝子が
あるかは調べる個体（例：ヒト）が同じなら不
変（目だろうが心臓だろうが…）

ヒト

Mar 5-6 2015, HPCI講習会

参考



トランスクリプトームとは
 ある状態のあるサンプル（例：目）のあるゲノムの領域
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遺伝子1 遺伝子2 遺伝子3 遺伝子4

AAAAAAA… AAAAAAA… AAAAAAA… AAAAAAA…

AAAAAAA…

AAAAAAA…

AAAAAAA…

AAAAAAA…

AAAAAAA…

AAAAAAA…

AAAAAAA…

AAAAAAA…

AAAAAAA…

AAAAAAA…

・どの染色体上のどの領域にどの遺伝子が
あるかは調べる個体（例：ヒト）が同じなら不
変（目だろうが心臓だろうが…）

ヒト

光刺激

AAAAAAA…

AAAAAAA…

AAAAAAA…

AAAAAAA…

AAAAAAA…

AAAAAAA…

AAAAAAA…

AAAAAAA…

AAAAAAA…

AAAAAAA…

AAAAAAA…

AAAAAAA…

AAAAAAA…

AAAAAAA…

・遺伝子2は光刺激に応答して発現亢進
・遺伝子4も光刺激に応答して発現亢進

AAAAAAA…

AAAAAAA…

AAAAAAA…

AAAAAAA…

AAAAAAA…

AAAAAAA…

Mar 5-6 2015, HPCI講習会

転写物全体（トランスクリプトーム）

遺伝子全体（ゲノム）

参考



トランスクリプトーム取得手段
 光刺激前（T1）の目のトランスクリプトーム

 光刺激後（T2）の目のトランスクリプトーム

143

遺伝子1 遺伝子2 遺伝子3 遺伝子4

これがいわゆる
「遺伝子発現行列」

遺伝子1 遺伝子2 遺伝子3 遺伝子4

・マイクロアレイ
・RNA-seq

Mar 5-6 2015, HPCI講習会

教科書p9の図1-8に示してある
ように、実際には「遺伝子 = 転
写物」とは限らない点に注意!

参考



トランスクリプトーム取得（NGS）

144

 次世代シーケンサー（Illumina社の場合）

数百塩基程度
に断片化

光刺激前（T1）の目のトランスクリプトーム

アダプター配列
を両末端に付加

配列決定

・ペアードエンド法
断片配列の両末端が数百塩基以内
の対の2種類の配列が得られる

・シングルエンド法

数百塩基程度

アダプター1 アダプター2

約50-250塩基

シングルエンド法
の場合

Mar 5-6 2015, HPCI講習会

教科書p9 参考



様々なNGSプラットフォーム

145Mar 5-6 2015, HPCI講習会

参考
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146Mar 5-6 2015, HPCI講習会



基本イメージ
 真の転写物情報：ある遺伝子領域中に既知転写物は2つ、未知転写物も1つ!

 真の発現情報：既知転写物1（高発現）、既知転写物2（低発現）、未知転写物（中発現）

147Mar 5-6 2015, HPCI講習会

遺伝子領域

既知転写物1

既知転写物2

exon1 exon2 exon3

未知転写物

RNA-seqで得られるリード情報
（色は不明；single-endの場合）

真の転写物情報 真の発現情報

高発現

低発現

中発現

2014年7月22日のイルミナウェビナー資料 どの転写物由来か分からない塩基配列情報のみが
RNA-seqによって得られる。これをもとに真の転写物
の配列や発現情報を得るのがRNA-seq解析の目的。



基本イメージ
 RNA-seqデータのみしか手元にない場合： トランスクリプトーム配列取得

148Mar 5-6 2015, HPCI講習会

>contig1 (既知転写物1)

>contig2 (未知転写物)

入力：RNA-seqファイル

出力：FASTAファイル

de novo 
transcriptome 
assembly

通常はpaired-end

通常はFASTQファイル

ターゲットサンプル中でそれ
ほど発現していない転写物は
アセンブルが原理的に困難。



基本イメージ
 リファレンスとしてゲノム配列が利用可能な場合：新規転写物の同定

149Mar 5-6 2015, HPCI講習会

入力1：RNA-seqファイル

入力2：ゲノム配列

マッピング

既知転写物1

既知転写物2

exon1 exon2 exon3

（入力3：アノテーション情報、
既知遺伝子座標情報）

ジャンクションリード
もマッピング可能

通常はFASTQファイル

リファレンス配列を利用することで
低発現転写物の遺伝子構造推定が
de novo assemblyに比べて容易に



基本イメージ
 リファレンスとしてゲノム配列が利用可能な場合：新規転写物の同定

150Mar 5-6 2015, HPCI講習会

入力1：RNA-seqファイル

入力2：ゲノム配列

マッピング

既知転写物1

既知転写物2

exon1 exon2 exon3

（入力3：アノテーション情報、
既知遺伝子座標情報）

ジャンクションリード
もマッピング可能

通常はFASTQファイル

リファレンス配列を利用することで
低発現転写物の遺伝子構造推定が
de novo assemblyに比べて容易に



基本イメージ
 リファレンスとしてゲノム配列が利用可能な場合：新規転写物の同定

151Mar 5-6 2015, HPCI講習会

入力1：RNA-seqファイル

入力2：ゲノム配列

マッピング

既知転写物1

既知転写物2

exon1 exon2 exon3

（入力3：アノテーション情報、
既知遺伝子座標情報）

ジャンクションリード
もマッピング可能

未知転写物?!

通常はFASTQファイル

未知転写物同定が醍醐味。全般的
な最新情報は2014年7月22日のイ
ルミナウェビナー資料を参照のこと。



様々な解析目的

152

 トランスクリプトーム配列取得
 ゲノム配列既知の場合：Cufflinksなどを用いて遺伝子構造推定（アノテーション）

 ゲノム配列未知の場合：Trinityなどのトランスクリプトーム用アセンブラを実行

 遺伝子または転写物(isoform)ごとの発現量の正確な推定
 RSEMなどを利用して発現量情報を得る

 ある特定のサンプル内での遺伝子間の発現量の大小関係を知りたい

 配列長やGC biasなどの各種補正がポイント

 比較するサンプル間で発現変動している遺伝子または転写物の同定
 TCCパッケージなどを利用して発現変動遺伝子（DEG）を得る

 ライブラリサイズ（総リード数）や発現している遺伝子の組成の補正がポイント

 （GO解析など）DEG結果を用いる多くの下流解析結果に影響を及ぼす

Mar 5-6 2015, HPCI講習会

各種補正に関する詳細情報は、
R本、 2014年7月2日のアグリバ
イオ大学院講義資料などを参照



マッピングの基本イメージ

153

 基本的なマッピングプログラム（bowtieなど）を用いた場合

Mar 5-6 2015, HPCI講習会

遺伝子1 遺伝子2 遺伝子3 遺伝子4

遺伝子1 遺伝子2 遺伝子3 遺伝子4

T1サンプルの
RNA-Seqデータ

mapping

count
リファレンス配列：ゲノム

countリファレンス配列：トランスクリプトーム

教科書p81-89 「マップされたリード数 = 発現量」では

ないが、マップされたリード数のカウン
ト情報は、発現量推定の基本情報です



実習では…
 Neyret-Kahn et al., Genome Res., 23: 1563-1579, 2013のヒトRNA-

seqデータのFASTQファイルを取得

 原著論文中の記述はGSE42213のみ。これはChIP-seqデータ
(GSE42211)とRNA-seqデータ(GSE42212; SRP017142)をまとめたID

 ヒトゲノムにbasic alignerでマップ（QuasR, Rbowtie）

 アノテーション情報を利用して遺伝子レベル、exonレベルのカウントデー
タを取得

 データ解析：クラスタリング、発現変動遺伝子(DEG)検出、機能解析

154Mar 5-6 2015, HPCI講習会

遺伝子領域

既知転写物1

既知転写物2

exon1 exon2 exon3

basic aligner (unspliced aligner) 

既知転写物2

既知転写物1

Basic alignerの場合は、
ジャンクションリードは
マップされない。遺伝
子レベル、exonレベル
のカウントデータ取得
の場合は、shared 
exon云々の話とは基
本無関係。



Rのみで一通り解析が可能に
 SRAdb (Zhuら, BMC Bioinformatics, 14: 19, 2013)

 公共DBからのRNA-seqデータ（FASTQファイル）取得

 QuasR (Gaidatzisら, Bioinformatics, 2014)

 リファレンス配列（ゲノム or トランスクリプトーム）へのマッピング

 Bowtie (Langmeadら, 2009) or SpliceMap (Auら, 2010)を選択可能

 出力はBAM形式ファイル、QCレポートも

 遺伝子アノテーション情報をもとにカウントデータ取得

 GenomicFeatures (Lawrenceら, 2013)で得られるTranscriptDbオブジェクトを利用

 UCSC known genesやEnsembl genesのカウントデータなど

 TCC (Sunら, BMC Bioinformatics, 14: 219, 2013)

 内部的にedgeR (Robinsonら, 2010)やDESeq (Anders, 2010)などを用いて頑健
な発現変動解析を実行。DESeq2 (Loveら, 2014)にも対応済み。

155Mar 5-6 2015, HPCI講習会

アセンブル以外ならWindows
（のR）上でどうにかなる時代
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156Mar 5-6 2015, HPCI講習会



NGSデータ取得

157Mar 5-6 2015, HPCI講習会

SRA, DRA, ENAが公式?!な
NGS data repositoryかもし
れないが、私は論文中のID
でそのままググります。



NGSデータ取得
 「Neyret-Kahn et al., Genome Res., 23: 1563-1579, 2013」

のRNA-seqデータのFASTQファイルを取得

158Mar 5-6 2015, HPCI講習会

原著論文中の記述はGSE42213の
み。重要なのは全体像の理解です。



NGSデータ取得
 「Neyret-Kahn et al., Genome Res., 23: 1563-1579, 

2013」のRNA-seqデータのFASTQファイルを取得

159Mar 5-6 2015, HPCI講習会

原著論文中の記述はGSE42213の
み。重要なのは全体像の理解です。
これはChIP-seq(GSE42211)とRNA-
seq(GSE42212)をまとめたID。



NGSデータ取得

160Mar 5-6 2015, HPCI講習会

RNA-seqデータは6サンプル分あ
ることがわかる。これを見た段階
で「Proliferatives vs. Ras」という2
群間比較データであることがわか
る。今ここで見ているのはNCBI 
GEOのサイトを眺めているが、日
米欧の三極で提供しているファイ
ル形式が異なる点に注意。



様々なファイル形式…

 情報量：SRA-full > SRA-lite > FASTQ > FASTA
 SRA-full：塩基配列、クオリティ情報、Intensity情報など画像以外の全て

 SRA-lite：SRA-fullからIntensity情報を除いて軽量化したもの

 FASTQ：塩基配列とクオリティ情報のみからなるもの

 FASTA：塩基配列のみからなるもの

 ファイルサイズ (SRA-full : SRA-lite : FASTQ : FASTA)

 6 : 3 : 2 : 1

 例：SRA-fullはFASTQの約3倍

161Mar 5-6 2015, HPCI講習会

http://rgm22.nig.ac.jp/mediawiki-ogareport/index.php/RAW_DATA_archiving/sharing_at_DDBJ

FASTQ形式ファイルの利用が基本



FASTA形式とFASTQ形式

162

 FASTA形式
 1行目：“>”ではじまる一行のdescription行

 2行目：配列情報

 FASTQ形式
 1行目：“@”ではじまる1行のdescription行

 2行目：配列情報

 3行目：”+”からはじまる1行（のdescription行）

 4行目：クオリティ情報

Mar 5-6 2015, HPCI講習会

>SEQ_ID 

GATTTGGGGTTCAAAGCAGTATCGATCAAATAGTAAATCCATTTGTTCAACTCACAGTTT 

@SEQ_ID 

GATTTGGGGTTCAAAGCAGTATCGATCAAATAGTAAATCCATTTGTTCAACTCACAGTTT

+ 

!''*((((***+))%%%++)(%%%%).1***-+*''))**55CCF>>>>>>CCCCCCC65 

http://en.wikipedia.org/wiki/FASTQ_format

教科書p11-13 FASTA形式がわかるヒ
トは、それにquality情報
のみが追加されたもの
という理解でよい。



ファイル形式の違い
 European Nucleotide Archive (ENA; 欧)

 FASTQ形式(ｇzip圧縮)

 NCBI Sequence Read Archive (SRA; 米)
 SRA形式

 DDBJ Sequence Read Archive (DRA; 日)
 FASTQ形式(bzip2圧縮)

 SRA-Lite形式

163Mar 5-6 2015, HPCI講習会

トランスクリプトーム(RNA-seq)データ
の場合は、NCBI GEO、EMBL-EBI 
ArrayExpress、DDBJ SRAのいずれか
になる。どこでもいいので自分が取得
したいデータセットの実験デザインの
メタデータ（全体像）情報を把握してお
く。門田的には、ArrayExpressが一番
理解しやすい。後述するQuasRパッケ
ージを用いてマッピングをする際の入
力データはFASTQ形式ファイル。
MacintoshはダメだがWindowsだとgzip
圧縮ファイルも受け付けてくれるので
、事実上ArrayExpress (つまりEBI)か
ら取得するのが一番手っ取り早い。



NGSデータ取得

164Mar 5-6 2015, HPCI講習会

SRAdbパッケージを利用すれ
ば、ファイルを一つ一つダウン
ロードする手間が省けます。
但し、GSEから始まるIDは受
け付けないので、SRPから始
まるID情報を予め入手してお
く必要がある。ダウンロード済
みなので絶対にやらないで!!



NGSデータ取得
 「Neyret-Kahn et al., Genome Res., 23: 1563-1579, 

2013」のRNA-seqデータのFASTQファイルを取得

165Mar 5-6 2015, HPCI講習会

原著論文中の記述はGSE42213の
み。重要なのは全体像の理解です。
これはChIP-seq(GSE42211)とRNA-
seq(GSE42212)をまとめたID。



NGSデータ取得
 「Neyret-Kahn et al., Genome Res., 23: 1563-1579, 

2013」のRNA-seqデータのFASTQファイルを取得

166Mar 5-6 2015, HPCI講習会

RNA-seqデータのみをまとめ
たID (GSE42212)のページを眺
めると、SRP017142という
SRAdbパッケージで入力として
利用可能なIDを取得できる。



NGSデータ取得

167Mar 5-6 2015, HPCI講習会

実習環境では、「デスクトップ – hoge 
– mapping_SRP017142」フォルダ中に
NGSデータは既に存在する。ここでは
フォルダ中に何もない状態でNGSデー
タをダウンロードする手順を示す。



NGSデータ取得

168Mar 5-6 2015, HPCI講習会

全選択はCTRLとALTキーを押しながら
コードの枠内で左クリック。コピペして数
分後の状態。SRAmetadb.sqlite.gzという
ファイルのダウンロードで結構時間がか
かる。これはNCBI SRA中の全メタデー
タ情報を含んでいる。そのおかげで、
SRP017142を入力として与えるだけで関
連する全サンプルのFASTQファイルの
情報を自動的に取り出すことができる。



NGSデータ取得

169Mar 5-6 2015, HPCI講習会

SRAmetadb.sqlite.gzというファイル
のダウンロードが終了し、解凍
(unzip)しているところ。フォルダ上
でも解凍されていることがわかる。



NGSデータ取得

170Mar 5-6 2015, HPCI講習会

これは2015.02.23に行って失敗した例



NGSデータ取得

171Mar 5-6 2015, HPCI講習会

正しくダウンロードできていれば
*.fastq.gzというファイルが存在す
るはずであるが…ない。フォルダ
を眺めてもないので、失敗確定。



トラブルシューティング

172Mar 5-6 2015, HPCI講習会

2015.01.27にうまくいった別
のPCや、新規購入したPC
で気を取り直して再実行



トラブルシューティング

173Mar 5-6 2015, HPCI講習会

以前は見られなかったgetFASTQinfo
関数実行結果がちゃんと見られてい
て、明らかに挙動が違う!



トラブルシューティング

174Mar 5-6 2015, HPCI講習会

ダウンロードができている!



トラブルシューティング

175Mar 5-6 2015, HPCI講習会

ダウンロード終了後の状態。
list.files()実行結果からもわかるよ
うに、確かに目的のgzip圧縮
FASTQファイルが6個存在する。



トラブルシューティング

176Mar 5-6 2015, HPCI講習会

gzip圧縮状態でも6個のFASTQファ
イルだけで8GB以上になっているこ
とがわかる。ここまでで、マップする
側のRNA-seqデータ取得が完了。
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177Mar 5-6 2015, HPCI講習会



QC

178Mar 5-6 2015, HPCI講習会

クオリティーコントロール(Quality 
Control)、クオリティーチェック
(Quality Check)、おそらくどちらの
略と解釈してもよいのでしょう。



QC

179Mar 5-6 2015, HPCI講習会

FASTQ形式ファイルを入力として
全体像を眺める作業。FastQCが
有名だが、Rパッケージもいくつか
ある。 2014年6月18日のアグリバ
イオ大学院講義資料中にQCにつ
いての記載あり。



QC
 作業内容

 フィルタリング（filtering）
 クオリティ値の低い塩基やリードの除去

 rRNAやtRNAの除去

 トリミング（trimming）
 最初の35塩基のみ利用など

 重複除去（de-duplication）

 コンタミ（contamination）

 バーコード配列（barcoding）

 アダプター配列除去（adapter removal）

 …

180Mar 5-6 2015, HPCI講習会

実験デザインや使用する
機器にもよるが様々な前
処理が行われるようです
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181Mar 5-6 2015, HPCI講習会



マッピング ＝ 大量高速文字列検索
 マップされる側のリファレンス配列：hoge4.fa

 マップする側のRNA-seqデータ（リードと呼ばれる）：”AGG”

182Mar 5-6 2015, HPCI講習会

マッピングプログラムの出力：
（どのリードが）リファレンス配
列上のどの位置から転写さ
れたものかという座標情報

出力ファイル



マッピング

183Mar 5-6 2015, HPCI講習会

Rパッケージとして提供されているもの
は圧倒的に少ないですが、QuasRパッ
ケージ(Gaidatzis et al., 2014)のおかげ
でWindows OS上でもマッピングを気軽
に利用できるようになりました。これは
内部的にBowtie (Langmead et al., 
2009)プログラムを利用しています。



マッピング
 QuasRパッケージは内部的にBowtieを利用

 マッピング時に多くのオプションを指定可能

 “-v”：許容するミスマッチ数を指定するオプション。”-v 0”は、リードがリファレ
ンスに完全一致するもののみレポート。”-v 2”は、2塩基ミスマッチまで許容し
てマップされうる場所を探索。

 “-m”：出力するリード条件を指定するオプション。”-m 1”は、複数個所にマッ
プされるリードを除外して、1か所にのみマップされたリードをレポート。”-m 3”

は、合計3か所にマップされるリードまでをレポート。

 “--best --strata”：最も少ないミスマッチ数でマップされるもののみ出力する、
という意思表示。これをつけずに”-v 2 -m 1”などと指定すると、たとえ完全一
致(ミスマッチ数0)で1か所にのみマップされるリードがあったとしても、どこか
別の場所で1塩基ミスマッチでマップされる個所があれば、マップされうる場
所が2か所ということを意味し、そのリードは出力されなくなる。それを防ぐの
が主な目的

 ...

184Mar 5-6 2015, HPCI講習会

オプションは、デフォルトである
程度よきに計らってくれるが...実
際の挙動を完全に把握できる状
況で様々なオプションを試したい



マッピング
 マップされる側のリファレンス配列：ref_genome.fa

185Mar 5-6 2015, HPCI講習会

chr3とchr5の違いは、2番目と7
番目の塩基のみ。主に”-m”オ
プションの違いの把握が可能。



マッピング
 マップされる側のリファレンス配列：ref_genome.fa

186Mar 5-6 2015, HPCI講習会

コピペで作成しています



マッピング
 マップする側のRNA-seqデータ：sample_RNAseq1.fa

187Mar 5-6 2015, HPCI講習会

許容するミスマッチ数による違い
や、マップされるべき場所が完
全に把握できるように、リードの
description行に記述されている



マッピング
 マップする側のRNA-seqデータ：sample_RNAseq1.fa

188Mar 5-6 2015, HPCI講習会

コピペで作成しています



マッピング

189Mar 5-6 2015, HPCI講習会

やってみましょう



マッピング

190Mar 5-6 2015, HPCI講習会

やってみましょう

許容するミスマッチ数は0個（”-v 0”）、1か所
にマップされるリードのみ出力（”-m 1”）

複数のRNA-seqサンプルを実行で
きるようにリストファイルとして与える



マッピング

191Mar 5-6 2015, HPCI講習会

「デスクトップ – hoge – mapping_kiso1」
フォルダに入力ファイルは揃っています
。他のoutフォルダなどは基本無視でい
いです(予備の結果ファイルを格納して
います)。



マッピング

192Mar 5-6 2015, HPCI講習会

出力ファイルとして実際に取り
扱うのはBAM形式ファイルです



マッピング
 ゲノム上のどの位置にどのリードがマッピングされたか（トランス

クリプトームの場合どの転写物配列上のどの位置にどのリードが
マッピングされたか）を表す出力ファイル形式は複数あります。
 SAM (Sequence Alignment/Map) format

 SAMtools (Li et al., Bioinformatics, 25: 2078-2079, 2009)

 BAM (Binary Alignment/Map) format

 SAMtools (Li et al., Bioinformatics, 25: 2078-2079, 2009)

 BED (Browser Extensible Data) format

 BEDtools (Quinlan et al., Bioinformatics, 26: 841-842, 2010)

...

193Mar 5-6 2015, HPCI講習会

実用上はBAM形式、視覚上はBED形式



マッピング

194Mar 5-6 2015, HPCI講習会

BEDの最小限の情報は、リードIDを含まない

BAM形式ファイル

BED形式ファイル



使用オプションと結果の解釈
 “-m 1 --best --strata -v 0”：0ミスマッチで1か所にのみマップされるリードを出力

195Mar 5-6 2015, HPCI講習会

マップされなかったのは、
赤枠の計8リード中3リード



使用オプションと結果の解釈
 “-m 1 --best --strata -v 0”：0ミスマッチで1か所にのみマップされるリードを出力

196Mar 5-6 2015, HPCI講習会

完全一致でも複数個所
にマップされるために
落とされたのは2リード



使用オプションと結果の解釈
 “-m 1 --best --strata -v 0”：0ミスマッチで1か所にのみマップされるリードを出力

197Mar 5-6 2015, HPCI講習会

1か所にのみマップされ
るがミスマッチのため落
とされたのは1リード
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198Mar 5-6 2015, HPCI講習会



カウント情報取得
 アノテーション情報を利用する場合

 UCSC known Genes, Ensembl Genesなど様々なテーブル名を指定可能

 gene, exon, promoter, junctionなど様々なレベルを指定可能

 アノテーション情報がない場合
 マップされたリードの和集合領域を同定したのち、領域ごとのリード数をカウント

 BEDtools (Quinlan et al., 2010)中のmergeBedプログラムを実行して和集合領
域同定後、intersectBedプログラムを実行してリード数をカウントする作業に相当

199Mar 5-6 2015, HPCI講習会

Rでのアノテーション情報利
用は、TranscriptDbが基本。

count

領域1 2 3 4



カウント情報取得
 アノテーション情報を利用する場合

 UCSC known Genes, Ensembl Genesなど様々なテーブル名を指定可能

 gene, exon, promoter, junctionなど様々なレベルを指定可能

 アノテーション情報がない場合
 マップされたリードの和集合領域を同定したのち、領域ごとのリード数をカウント

 BEDtools (Quinlan et al., 2010)中のmergeBedプログラムを実行して和集合領
域同定後、intersectBedプログラムを実行してリード数をカウントする作業に相当

200Mar 5-6 2015, HPCI講習会

アノテーション情報がない場合の戦略
は、複数サンプルの場合には領域が変
わりうる。Cufflinksを知っているヒトは
cuffmergeと同じイメージだと思えばよい

countsample1

sample2



カウント情報取得1

201Mar 5-6 2015, HPCI講習会

「デスクトップ – hoge – mapping_kiso1」
フォルダに入力ファイルは揃っています
。他のoutフォルダなどは基本無視でい
いです(予備の結果ファイルを格納して
います)。



カウント情報取得1

202Mar 5-6 2015, HPCI講習会

「デスクトップ – hoge – mapping_kiso1」
フォルダに入力ファイルは揃っています
。以前のマッピング結果が残っていても
問題ありません。



カウント情報取得1

203Mar 5-6 2015, HPCI講習会

出力ファイルは何も指定していません
が、*_range.txtという名前のファイルが
作成されます。これは、.bamという名前
のファイルを内部的に入力として読み
込み、その文字列中の.bamを_range.txt
に置換したものを出力ファイル名として
自動作成しているからそうなります。



カウント情報取得1

204Mar 5-6 2015, HPCI講習会

.bedファイルと*_range.txtファイル
を見比べると理解が深まるでしょ
う。*_range.txtファイルの一番右
側の列がカウント情報です。

*_range.txt

*.bed



カウント情報取得2

205Mar 5-6 2015, HPCI講習会

「デスクトップ – hoge – mapping_kiso2」
フォルダに入力ファイルは揃っていま
す。他のoutフォルダなどは基本無視で
いいです(予備の結果ファイルを格納し
ています)。



カウント情報取得2

206Mar 5-6 2015, HPCI講習会

「デスクトップ – hoge – mapping_kiso2」
フォルダに入力ファイルは揃っていま
す。他のoutフォルダなどは基本無視で
いいです(予備の結果ファイルを格納し
ています)。



カウント情報取得2

207Mar 5-6 2015, HPCI講習会

出力ファイル群のうち、主に取り扱
うのはカウントデータを含むファイ
ル(hoge4_count.txt)のほうです



カウント情報取得2

208Mar 5-6 2015, HPCI講習会

リストファイル中で指定したサンプル名
がカウントデータ行列の列名となります



Contents2
 トランスクリプトーム解析

 イントロダクション

 簡単な原理、基本イメージ

 NGSデータ取得(SRAdb)

 公共3大データベース(DDBJ SRA, EMBL-EBI ENA, NCBI SRA)、SRAdb

 QC(Quality ControlまたはQuality Check)

 マッピング、カウント情報取得（QuasR, Rbowtie）
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209Mar 5-6 2015, HPCI講習会



実データ解析

210Mar 5-6 2015, HPCI講習会

「デスクトップ – hoge – mapping_SRP017142」
にダウンロードしておいたリアルRNA-seqデ
ータ(SRP017142)のマッピングおよびカウン

トデータの取得を行う。ここではQCのステッ
プを（入れなくてもそこそこの情報が得られた
ので）飛ばすが、通常はQCを行う。



マッピング（実データ）

211Mar 5-6 2015, HPCI講習会

参考 マッピングの基本形はこちら。ヒト
ゲノムのhg19にマップ。BAM形式、
BED形式ファイル、およびQCレポ
ートファイルが出力として得られる
が、基本的にはBAMファイルが得
られれば十分なので、最低限黒枠
部分のコピペだけでもよい。



マッピング（実データ）

212Mar 5-6 2015, HPCI講習会

参考 全部で6つのFASTQファイルのマッ
ピングを行うべく、リストファイルを
作業ディレクトリ中に保存。これは、
複製あり2群間比較用ヒトRNA-seq
データ(3 Ras vs. 3 Proliferative)。

FileName SampleName
SRR616151.fastq.gz Pro_rep1
SRR616152.fastq.gz Pro_rep2
SRR616153.fastq.gz Pro_rep3
SRR616154.fastq.gz Ras_rep1
SRR616155.fastq.gz Ras_rep2
SRR616156.fastq.gz Ras_rep3

G1群

G2群



マッピング（実データ）

213Mar 5-6 2015, HPCI講習会

参考 約10時間かけてマッピングを行った
あとの作業ディレクトリの中身。.bam
や.bedのマッピング結果ファイル、そ
してQCレポートファイル(*_QC.pdf)が
作成されていることが分かる。



カウント情報取得（実データ）

214Mar 5-6 2015, HPCI講習会

参考 この項目では、マッピングか
らカウントデータ取得までの
一通りの作業を一気に行う
手順が示されている。



カウント情報取得（実データ）

215Mar 5-6 2015, HPCI講習会

参考 基本的には、以下のR Console
画面に示すようなリストファイル
(srp017142_samplename.txt)と
FASTQファイルのみが存在す
る状況下でマッピングからスタ
ートしてもよいが…。



カウント情報取得（実データ）

216Mar 5-6 2015, HPCI講習会

参考 マッピング時のオプションが同じ
場合には、当然同じ内容のbam
やbedファイルが出力されるだけ
なので無駄。できれば避けたい



カウント情報取得（実データ）

217Mar 5-6 2015, HPCI講習会

参考 以前のマッピング結果ファイルを
含む以下のような状態からスター
トしてもよい。QuasRパッケージは
、おそらくこのlogファイルを眺め
て同じオプションでマップした結果
があるかどうかを判定し、なけれ
ば新たにマッピング、あれば既存
のbamファイルを利用してその後
の解析を行う。



カウント情報取得（実データ）

218Mar 5-6 2015, HPCI講習会

参考 マッピング結果を含む状態で左
記のコードを実行した途中経過
。改めてマッピングを行う必要
性はないと判断して次の作業
(alignmentStats関数の実行)に
移行している。マッピング結果
がない場合には、qAlign関数実
行のところで10時間ほどかけて
マッピングを行う。



カウント情報取得（実データ）

219Mar 5-6 2015, HPCI講習会

参考 アノテーション情報を含むtxdbオ
ブジェクトの作成やqCount関数を
用いたカウント情報取得のところ
で十数分程度かかるが、マッピン
グ所要時間に比べたら誤差範囲



カウント情報取得（実データ）

220Mar 5-6 2015, HPCI講習会

参考 目的の遺伝子レベルのカウン
トデータファイル(hoge6.txt)が
作成されていることがわかる。



カウント情報取得（実データ）

221Mar 5-6 2015, HPCI講習会

出力ファイル(hoge6.txt)をエク
セルなどで眺めなくても、出力
ファイルの中身に相当するdata
オブジェクトをR画面上で表示さ
せることで全貌を把握可能。行
数と列数を返すdim関数実行結
果を眺めることで、カウントデー
タは、23,459行×6列からなるこ
とがわかる。また、最初の6行
分を表示するhead関数実行結
果を眺めることで、黒枠で示す
UCSC known gene IDごとに妥
当なカウント数を得られている
ことがわかる。



カウント情報取得（実データ）

222Mar 5-6 2015, HPCI講習会

参考 gene-levelとexon-level
のカウントデータを一度
に得ることもできます。



カウント情報取得（実データ）

223Mar 5-6 2015, HPCI講習会

参考 exon-levelデータはexon-
levelの発現変動解析や
機能解析(SeqGSEAパッ
ケージ)で入力データとし
て利用されます。



カウント情報取得（実データ）

224Mar 5-6 2015, HPCI講習会

参考 gene-levelとexon-levelの
カウントデータを一度に得
ると決めている場合は、こ
のようにコードの中に直接
書き込んだほうがスッキリ



カウント情報取得（実データ）

225Mar 5-6 2015, HPCI講習会

参考 30分弱かかる。exon-levelカウ
ントデータ取得時には、ちゃん
と「extracting exon regions …」
となっていることがわかる。



カウント情報取得（実データ）

226Mar 5-6 2015, HPCI講習会

参考 出力ファイルを眺めて確認
するのでもよい。hoge6.txt
とhoge7_count_gene.txtは
手順を間違えてなければ
同じはず。exon-levelカウ
ントデータ行列は289,969
行とgene-levelデータの10
倍以上の行数になってい
ることがわかる。



カウント情報取得（実データ）

227Mar 5-6 2015, HPCI講習会

参考 行列countは、count[行, 列]で
特定の行や列へのアクセスを
可能とする。この場合コンマの
右側に数値が入っているので、
列に対して処理を行っている。
count[, -1]は、1列目の情報を
削除せよ、という意味。



カウント情報取得（実データ）

228Mar 5-6 2015, HPCI講習会

TxDbパッケージで提供
されていない、Ensembl 
gene IDでのカウント情
報を得ることもできます



カウント情報取得（実データ）

229Mar 5-6 2015, HPCI講習会

GenomicFeaturesパッケージで
提供されている
makeTranscriptDbFromUCSC
関数を利用しています。ネット
ワーク経由で取得するので、
最新のアノテーション情報を得
ることができます。txdbオブジ
ェクトを得れば、以降は同じ手
順でできます。



カウント情報取得（実データ）

230Mar 5-6 2015, HPCI講習会

作成されたtxdbオブジェクトの
中身。Creation timeや
GenomicFeatures, RSQLiteの
バージョンなどを書きとめてお
いたほうがよいだろう。遺伝子
数情報はここからはわからな
いが、exon数は584,914個であ
ることがわかる。



カウント情報取得（実データ）

231Mar 5-6 2015, HPCI講習会

gene-levelカウントデータの
行名がちゃんとEnsembl 
gene IDになっていることが
わかる。gene数は60,234個
。exon数はtxdbオブジェクト
中の数値と同じ584,914個
であることがわかる。



カウント情報取得雑感
 全体的な流れとしてはgene-level → exon-level (or isoform-level)

 例：新規splice variantの発見（Twine et al., PLoS One, 6: e16266, 2011）

 遺伝子セット解析（Gene Ontology解析やパスウェイ解析など）のた
めのこれまでに蓄積されてきた知識は、遺伝子レベルの解像度

 複数エクソン → 遺伝子レベルの要約統計量
 exon union method (Mortazavi et al., Nat. Methods, 5: 621-628, 2008)

 全てのisoforms間で用いられているexonの情報（union：和集合）を利用

 exon intersection method (Bullard et al., BMC Bioinformatics, 11: 94, 2010)

 複数isoforms間で共通して用いられているexonの情報のみ（intersection：積集合）を利用

232Mar 5-6 2015, HPCI講習会

カウント情報を得る際に、ど
のexonの情報を用いるか?



カウント情報取得雑感
 算出された生リードカウント結果

 exon union method（和集合）の場合：20リード

 exon intersection method（積集合）の場合：11リード

233Mar 5-6 2015, HPCI講習会

様々な思想があり、当然その後
の解析結果に影響を及ぼします

「Garber et al., Nat. Methods, 8: 469-477, 2011」のFig. 3c



カウント情報取得雑感

234Mar 5-6 2015, HPCI講習会

R以外では、HTSeqがわりと
よく使われているようです。
Rcountは、カウント時の優
先順位をつけたり、flanking 
regionを含めたりいろいろで
きるようです。



カウント情報取得以降の解析

235Mar 5-6 2015, HPCI講習会

カウントデータ取得以降
のデータ解析のイメージ
。これは複製あり2群間比
較用ヒトRNA-seqデータカウントデータ

サンプル間クラスタリング発現変動遺伝子（DEG）同定

G1群 G2群
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236Mar 5-6 2015, HPCI講習会



クラスタリング

237Mar 5-6 2015, HPCI講習会

ゼロカウントを含む低発現データのフ
ィルタリングは重要です。入力ファイル
は「デスクトップ – hoge - clustering」
にあります。

参考



クラスタリング
 data_hypodata_3vs3.txt（2群間比較用）

 全部で10,000行×6列。最初の2,000行分が発現変動遺伝子（DEG）

238Mar 5-6 2015, HPCI講習会

DEGが多く存在するほど群間で明瞭なクラ
スターに分かれる傾向。→クラスタリング結
果からDEGの有無をある程度把握可能です

G1：3反復 G2：3反復
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クラスタリング

239Mar 5-6 2015, HPCI講習会

クラスタリング結果ファイル
がちゃんと作成されている。

参考



クラスタリング

240Mar 5-6 2015, HPCI講習会

G1：3反復 G2：3反復

D
E
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n

o
n

-D
E

G

hoge1.png

DEGが多く存在するほど群間で

明瞭なクラスターに分かれる傾
向、の意味がわかると思います

参考



クラスタリング

241Mar 5-6 2015, HPCI講習会

DEGが存在しないデータのス
テレオタイプなクラスタリング
結果のイメージを示します。

参考



クラスタリング

242Mar 5-6 2015, HPCI講習会

non-DEGデータのみ
(2001行目以降)でクラ
スタリングを行っている
ことがわかります。

参考



クラスタリング

243Mar 5-6 2015, HPCI講習会
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hoge2.png

DEGが存在しないデータの
ステレオタイプなクラスタリ
ング結果のイメージです。
G1サンプルとG2サンプル
が入り混じっていればDEG
はないか、あっても非常に
少ない傾向となります。

参考



クラスタリング

244Mar 5-6 2015, HPCI講習会

リアルデータ(gene-levelカウントデ
ータ)のクラスタリングを行う。R本
の中にも解説あり(3.3.3節)。TCCパ
ッケージでclusterSample関数を提
供。入力ファイルは「デスクトップ –
hoge - clustering」にもあります。



クラスタリング

245Mar 5-6 2015, HPCI講習会

Pro群(G1群)とRas群(G2群)で
きれいに分かれていることから
、このデータセット中には多くの
発現変動遺伝子(DEG)が存在
することが予想されます。

hoge5.png



クラスタリング

246Mar 5-6 2015, HPCI講習会

exon-levelカウントデータでもク
ラスタリング結果の全体的な傾
向は不変であることがわかる。

hoge6.png
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247Mar 5-6 2015, HPCI講習会



発現変動解析

248Mar 5-6 2015, HPCI講習会

2014年7月2日の大学院講義
資料とほぼ同じです。入力は
カウントデータ。出力は発現
変動遺伝子(DEG)検出結果



発現変動解析

249Mar 5-6 2015, HPCI講習会

リアルデータ(gene-levelカウントデータ)
の発現変動解析を行う。入力ファイル
は「デスクトップ – hoge - DEG」にもあり
ます。R本のp145-157に説明あり。



発現変動解析

250Mar 5-6 2015, HPCI講習会

5%偽物を含むのを許容すると
DEG数は5,669個。20%の偽物混
入を許容すると8,110 DEGs。
FDR閾値が30%の場合は9,151個
がDEGと判定される。このデータ
セット中に存在する本物のDEG
は9,151×0.7 = 6,405.7個程度だ
と判断できる。



発現変動解析

251Mar 5-6 2015, HPCI講習会

これがいわゆるM-A plot。発現変
動遺伝子（DEG）と判定されたも
のが多数存在することがわかる。



M-A plot
 2群間比較用

 横軸が全体的な発現レベル、縦軸がlog比からなるプロット

 名前の由来は、おそらく対数の世界での縦軸が引き算（Minus）、横軸が平均（Average）

252Mar 5-6 2015, HPCI講習会 Dudoit et al., Stat. Sinica, 12: 111-139, 2002

A = (log2G2 + log2G1)/2
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低発現 ← 全体的に → 高発現

G1群 > G2群

G1群 < G2群

G1群 = G2群

G1群で高発現

G2群で高発現

DEGが存在しないデータのM-A 
plotを眺めることで、縦軸の閾値の
みに相当する倍率変化を用いた
DEG同定の危険性が分かります。



発現変動解析

253Mar 5-6 2015, HPCI講習会

基本的にはこれが解析結果。



発現変動遺伝子検出結果

254Mar 5-6 2015, HPCI講習会

1位はRas群（G2群）で高発現のDEG

M-A plotのA値とM値

p-valueとその順位

q-value

FDR閾値判定結果。 q-value < 0.05

を満たすDEGが1、non-DEGが0。

G2群で高発現

G1群で高発現

hoge9.txt
G1群 G2群



発現変動遺伝子検出結果

Mar 5-6 2015, HPCI講習会

2位もRas群（G2群）で高発現のDEG

M-A plotのA値とM値

p-valueとその順位

q-value

FDR閾値判定結果。 q-value < 0.05

を満たすDEGが1、non-DEGが0。

G2群で高発現

G1群で高発現

hoge9.txt

255

G1群 G2群



発現変動遺伝子検出結果

Mar 5-6 2015, HPCI講習会

3,4位もRas群（G2群）で高発現のDEG

M-A plotのA値とM値

p-valueとその順位

q-value

FDR閾値判定結果。 q-value < 0.05

を満たすDEGが1、non-DEGが0。

G2群で高発現

G1群で高発現

hoge9.txt

256

G1群 G2群



発現変動遺伝子検出結果

Mar 5-6 2015, HPCI講習会

5位はPro群（G1群）で高発現のDEG

M-A plotのA値とM値

p-valueとその順位

q-value

FDR閾値判定結果。 q-value < 0.05

を満たすDEGが1、non-DEGが0。

G2群で高発現

G1群で高発現

hoge9.txt

257

G1群 G2群



発現変動遺伝子検出結果

Mar 5-6 2015, HPCI講習会

指定したFDR閾値（0.05）をギ
リギリ満たす5,669位の遺伝子

M-A plotのA値とM値

p-valueとその順位

q-value

FDR閾値判定結果。 q-value < 0.05

を満たすDEGが1、non-DEGが0。

G2群で高発現

G1群で高発現

hoge9.txt

G2群で高発現

G1群で高発現

258
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発現変動遺伝子検出結果

Mar 5-6 2015, HPCI講習会

ハイライトさせたいGene IDの位置情
報を論理値ベクトルobjとして取得後
、points関数を用いてobjがTRUEとな
る要素のみ、pch, cex, colオプション
を駆使して追加で描画している。

G2群で高発現

G1群で高発現

hoge9.txt

rcode_SRP017142_highlight.txt(の一部)

G2群で高発現

G1群で高発現

259

G1群 G2群



Mar 5-6 2015, HPCI講習会

左側のテンプレートスクリプト
との違いは赤矢印部分のみ

G2群で高発現

G1群で高発現

G2群で高発現

G1群で高発現

rcode_SRP017142_highlight.txt(の一部)

260



作図

261Mar 5-6 2015, HPCI講習会

M-A plotはまだ放置したままですが、
「クラスタリング」と「ROC曲線」につい
ては、順を追ってプロット時のオプショ
ンをいろいろ変えた例題を用意してい
ます。これらが参考になると思います
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262Mar 5-6 2015, HPCI講習会



分布やモデルのイントロ
 TCCパッケージを用いたDEG同定

263Mar 5-6 2015, HPCI講習会
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G1群 G2群

M-A plotのM値は倍率変化（log比）
に相当（27.11 倍G2群で高発現）



分布やモデルのイントロ
 TCCパッケージを用いたDEG同定

264Mar 5-6 2015, HPCI講習会

FDR閾値を緩めると得ら
れるDEG数は増える傾向

2,314 DEGs (FDR 0.01%) 5,669 DEGs (FDR 5%) 10,053 DEGs (FDR 40%)

厳しめ ← FDR閾値 → 緩め



分布やモデル
 TCCパッケージを用いたDEG同定

265Mar 5-6 2015, HPCI講習会

黒の分布はnon-DEGの分布に相当

2,314 DEGs (FDR 0.01%) 5,669 DEGs (FDR 5%) 10,053 DEGs (FDR 40%)

厳しめ ← FDR閾値 → 緩め



分布やモデル
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黒の分布はnon-DEGの分布に相当
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同一群（G1群） 同一群（G2群）

G1群 G2群

Pro群 vs. Ras群

Pro_rep1 vs. Pro_rep3



分布やモデル
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黒の分布はnon-DEGの分布に相当
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同一群（G1群） 同一群（G2群）

G1群 G2群

Pro群 vs. Ras群

Ras_rep2 vs. Ras_rep3



分布やモデル
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黒の分布はnon-DEGの分布に相当
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同一群（G1群） 同一群（G2群）

Pro群 vs. Ras群

Ras_rep1 vs. Ras_rep2G1群 G2群



分布やモデル
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同一群（G1群） 同一群（G2群）

Pro群 vs. Ras群

G1群 G2群

G1群 G2群 G1群 G2群

G1群 G2群

...

同一群内のばらつきの分布（non-DEG分布）以外
のものがDEGと判定されるのが統計的手法の結果



統計的手法とは
 同一群内の遺伝子のばらつきの程度を把握し、帰無仮説に従う分布の

全体像を把握しておく（モデル構築）
 non-DEGのばらつきの程度を把握しておくことと同義

 実際に比較したい2群の遺伝子のばらつきの程度がnon-DEG分布の
どのあたりに位置するかを評価（検定）

270Mar 5-6 2015, HPCI講習会

同一群内のばらつきの分布（non-
DEG分布）から遠く離れたところに
位置するものは0に近いp-value



統計的手法とは
 同一群内の遺伝子のばらつきの程度を把握し、帰無仮説に従う分布の

全体像を把握しておく（モデル構築）
 non-DEGのばらつきの程度を把握しておくことと同義

 実際に比較したい2群の遺伝子のばらつきの程度がnon-DEG分布の
どのあたりに位置するかを評価（検定）
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同一群内のばらつきの分布（non-
DEG分布）のど真ん中に位置する
ものは1に近いp-value



倍率変化の結果
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同一群（G1群） 同一群（G2群）

G1群 G2群

Pro群 vs. Ras群
9,233 DEGs

G1群 G2群

G1群 G2群

...

2,731 DEGs 6,718 DEGs 3,390 DEGs

同一群内比較でも多数の
偽陽性が検出されている



統計的手法TCCの結果
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同一群内比較でも多少の偽陽
性が検出されるが許容範囲
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同一群（G1群） 同一群（G2群）

G1群 G2群

Pro群 vs. Ras群
5,669 DEGs

G1群 G2群

G1群 G2群

...

7 DEGs 5 DEGs 17 DEGs
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hoge3_FC.png
3,390 DEGs

hoge3_FDR.png
17 DEGs

rcode_SRP017142_nonDEG.txt
。解析したいサンプルの列番
号とサンプル数を指定。パッケ
ージのバージョン次第で結果
が変わりうるのは確認済み。



Contents2
 トランスクリプトーム解析

 イントロダクション

 簡単な原理、基本イメージ

 NGSデータ取得(SRAdb)

 公共3大データベース(DDBJ SRA, EMBL-EBI ENA, NCBI SRA)、SRAdb

 QC(Quality ControlまたはQuality Check)

 マッピング、カウント情報取得（QuasR, Rbowtie）

 クラスタリング（TCC）

 発現変動解析（TCC）、M-A plot

 モデル、分布、統計的手法

 機能解析、遺伝子セット解析（SeqGSEA）

275Mar 5-6 2015, HPCI講習会



機能解析
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機能解析の実体は、GO解析
やパスウェイ解析。2014年6
月4日の大学院講義資料が
イントロの理解として有用。



機能解析
 Gene Ontology (GO)解析（発現に差のあるGO termを探索）

 基本3カテゴリ（Cellular Component (CC), Molecular Function (MF), 
Biological Process (BP)）のどれでも可能

 例：肝臓の空腹状態 vs. 満腹状態のGO（BP）解析の結果、「脂肪酸β酸化」関
連GO term (GO:0006635)が動いていることが分かった

 パスウェイ解析（発現に差のあるパスウェイを探索）
 KEGG Pathway, BioCarta, Reactome pathway databaseのどれでも可能

 例：酸化的リン酸化パスウェイ関連遺伝子セットが糖尿病患者で動いていた

 モチーフ解析（発現に差のあるモチーフを探索）
 同じ3’-UTR microRNA結合モチーフをもつ遺伝子セット

 同じ転写因子結合領域（TATA-boxなど）をもつ遺伝子セット

 例：TATA-boxをもつ遺伝子セットがG1群 対 G2群比較で動いていた

 …

277Mar 5-6 2015, HPCI講習会

機能解析の実体は、遺伝子セット
の発現変動解析。発現に差のある
遺伝子セットを探したい、ということ



機能解析（遺伝子セット解析）
 発現変動遺伝子セット解析手法（2群間比較用がほとんど）

 N =10,000個の遺伝子からなる2群間比較用データ

 この中に、XXX関連遺伝子がn個含まれている

 例：酸化的リン酸化（=XXX）関連遺伝子が7（=n）個含まれている

278Mar 5-6 2015, HPCI講習会

酸化的リン酸化関連遺伝子セッ
トが変動しているかどうかを調
べたい、という問題を考える。

G2群G1群

N
 =

1
0
,0

0
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s

7個の酸化的リン酸化
関連遺伝子の位置



機能解析（遺伝子セット解析）
 遺伝子ごとの発現変動の度合いを数値化

 p-valueなどでもよい。
 edgeR, DESeq, TCCなど一般的な発現変動解析用パ

ッケージを原理的には利用可能
 機能解析用パッケージSeqGSEAは、内部的にDESeq

を利用
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マイクロアレイデータへの適用
時に議論されていたことと同
様、RNA-seq用もDEG検出法

、フィルタリング、関連のない
データやノイズの付与で検出
力が上がるなど、まだよく分か
らないのが正直なところです。
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G2群G1群

発現変動遺伝子（G1群 > G2群）

変動してない遺伝子

発現変動遺伝子（G1群 < G2群）



機能解析（遺伝子セット解析）
 発現変動順にソート後の酸化的リン酸化関連遺伝子

セットのステレオタイプな分布
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どうやって偏りを評価するのか?
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変動している 変動してない



機能解析（遺伝子セット解析）
 Over-Representation Analysis (ORA)

 何らかの手段で決めた上位X（=1500）個のうち、
x個が酸化的リン酸化関連遺伝子であった

281Mar 5-6 2015, HPCI講習会

基本的な考え方は、「全遺
伝子」と「上位のサブセット
」のみで、調べたい遺伝子
セットの割合が不変という
帰無仮説のもとで検定
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G2群G1群 6 5 5 1 0 2 1 0

酸化的リン酸化関連遺伝子セット（n =7）が変動していない場合： x/n ≒ X/N （= 1500/10000）
酸化的リン酸化関連遺伝子セット（n =7）が変動している場合： x/n >>  X/N （= 15%）



機能解析（遺伝子セット解析）
 Over-Representation Analysis (ORA)

 何らかの手段で決めた上位X（=1500）個のうち、
x個が酸化的リン酸化関連遺伝子であった

282Mar 5-6 2015, HPCI講習会

2×2分割表 (contingency table)
に基づく方法。超幾何検定やカ
イ二乗検定が利用されます。
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G2群G1群 6 XXX=酸化的リン酸化関連遺伝子セット



機能解析（超幾何検定）
 N=10000個の遺伝子発現データ中にXXX=酸化的リン酸化関連遺伝

子はn=7個含まれていた。上位X=1500個の発現変動遺伝子（DEG）
の中にx=6個の酸化的リン酸化関連遺伝子が含まれていた
 帰無仮説：酸化的リン酸化関連遺伝子の割合はDEGとnon-DEG間で差がない

283Mar 5-6 2015, HPCI講習会

DEGとして1500個抽出したとき、
酸化的リン酸化関連遺伝子が6
個以上含まれる確率として算出

rcode_ORA_basic.txt



機能解析（超幾何検定）
 m=7個の白いボールとn=9993個の黒いボールが入った箱があります

（トータルでN=m+n=10,000個）。この中からk=1500個ランダムに取り
出したときにx=6個以上白いボールが含まれる確率を計算しなさい。
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?dhyperマニュアル中の
一般的な説明に置き換
えるとこんな感じです

rcode_ORA_basic.txt



機能解析（カイ二乗検定）
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DEGとして1500個抽出したとき、
酸化的リン酸化関連遺伝子が6
個以上含まれる確率として算出

rcode_ORA_basic.txt



機能解析（遺伝子セット解析）
 Over-Representation Analysis (ORA)

286Mar 5-6 2015, HPCI講習会

上位1500個のうち、酸化的リン

酸化関連遺伝子が7個中4つ以
上含まれていればp < 0.05で検
出可能ということを意味する。
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p < 0.05を灰色で示した



第一世代（ORA）の短所
① 全体的には動いているものの、個々の発現変動の

度合いが弱い場合に検出困難
② 上位X個のX次第で結果が変わる
③ 情報量低下（発現変動の度合い → カウント情報）

287Mar 5-6 2015, HPCI講習会

もちろん分割表ベースの方法
(ORA)ではない第二世代以降の方
法があります。代表例はGene Set 

Enrichment Analysis (GSEA)。
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○ ○ ○ × × × × ×



遺伝子セット解析の課題
 （知識ベースの解析法なので）解析対象がアノテーションの

情報の豊富な生物種に限定
 それ以外の生物種は、まずは地道にアノテーション情報を増や

していくことが先決（ではないだろうか）
 アノテーションの解像度を上げる努力も大事

 アノテーション情報の信頼度が高いとはいえない
 なんらかのGO termがついていたとしても、その大部分の

evidence codeが自動でつけられたもの（IEA, inferrred from 
electronic annotations）である…

 遺伝子セット間の独立性の問題
 「数百個程度の遺伝子セットの中から、比較するサンプル間で

動いている遺伝子セットはどれか？」という解析を遺伝子セット
間の独立性を仮定して調べるが、そもそも独立ではない（GO 
term間の親子関係などから明らか）
 いくつくらいの遺伝子セットが動いているのか？という問い

に答えるすべがない

 評価に用いられる「よく研究されているデータセット」は答えが
完全に分かっているものではない（the actual biology is 
never fully known!）
 “感度が高い”と謳っているだけの方法は…（全部の遺伝子セッ

トが動いている →感度100%）

288Mar 5-6 2015, HPCI講習会

RNA-seqでより高い解像度
(exon-level)のデータが得ら
れたとしても、ボトルネックは
知識の解像度(gene-level)。

Khatri et al., PLoS Comput. Biol., 8(2): e1002375, 2012



遺伝子セット解析おさらい
 Gene Ontology (GO)解析（発現に差のあるGO termを探索）

 基本3カテゴリ（Cellular component (CC), Molecular Function (MF), 
Biological Process (BP)）のどれでも可能

 例：肝臓の空腹状態 vs. 満腹状態のGO（BP）解析の結果、「脂肪酸β酸化」関
連GO term (GO:0006635)が動いていることが分かった

 パスウェイ解析（発現に差のあるパスウェイを探索）
 KEGG, BioCarta, Reactome pathway databaseのどれでも可能

 例：酸化的リン酸化パスウェイ関連遺伝子セットが糖尿病患者で動いていた

 モチーフ解析（発現に差のあるモチーフを探索）
 同じ3’-UTR microRNA結合モチーフをもつ遺伝子セット

 同じ転写因子結合領域（TATA-boxなど）をもつ遺伝子セット

 例：TATA-boxをもつ遺伝子セットがG1群 対 G2群比較で動いていた

 …

289Mar 5-6 2015, HPCI講習会

どの遺伝子セットにどの遺伝
子が所属しているかというgmt
形式ファイルの取得が第一歩

Subramanian et al., PNAS, 102: 15545-15550, 2005



MSigDB ver. 4.0
 c1: positional gene sets (326 gene sets)

 ヒト染色体の位置ごとの遺伝子セットリストファイル (326 gene sets)

 c2: curated gene sets (4,722 gene sets)
 CGP: chemical and genetic perturbations (3,402 gene sets)
 CP: canonical pathways (1,320 gene sets)
 CP:BIOCARTA: BioCarta gene sets (217 gene sets)
 CP:KEGG: KEGG gene sets (186 gene sets)
 CP:REACTOME: Reactome gene sets (674 gene sets)

 c3: motif gene sets (836 gene sets)
 MIR: microRNA targets (221 gene sets)
 TFT: transcription factor targets (615 gene sets)

 c4: computational gene sets (858 gene sets)
 CGM: cancer gene neighborhoods (427 gene sets)
 CM: cancer modules (431 gene sets)

 c5: gene ontology (GO) gene sets (1,454 gene sets)
 BP: biological process (825 gene sets)
 CC: cellular component (233 gene sets)
 MF: molecular function (396 gene sets)

 c6: oncogenic signatures gene sets (189 gene sets)
 c7: immunologic signatures gene sets (1,910 gene sets)
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MSigDBは、Molecular Signature 
Databaseの略。様々な遺伝子セ
ット解析を行うためのgmt形式フ
ァイルをダウンロード可能です。

Subramanian et al., PNAS, 102: 15545-15550, 2005

発現変動と関連するKEGG
パスウェイを調べたいとき

発現変動と関連するBP中
のGO termsを調べたいとき



機能解析
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遺伝子セット解析（GO解析）
を行うためのgmt形式ファイル
のダウンロード方法はこちら



機能解析
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発現変動と関連するbiological 
processes (BP)中のGO termsを
調べたいときは、この中のいず
れかのgmtファイルを利用する。



gmtファイル
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基本的にどれを使っても自由だが、
利用するRパッケージがどの入力形
式を受け付けるかにも依存する。経
験上gene symbolsを使っておけば間
違いないので、門田は*.symbols.gmt
いつも利用しています。

1列目：遺伝子セット名
2列目：URL
3列目以降：gene ID or symbol



機能解析
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MSigDB ver. 4.0で提供されているGO 
biological processes (BP)のgmtファイ
ル(c5.bp.v4.0.symbols.gmt)中には、全
部で825個の遺伝子セットが存在する
。手元の2群間比較用カウントデータ
ファイル(srp017142_count_bowtie.txt)
を入力として機能解析(この場合GO解
析)で行うことは、どの遺伝子セットが
比較する2群間で発現変動しているか
を調べることに相当する。
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srp017142_count_bowtie.txt

c5.bp.v4.0.symbols.gmt



機能解析
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c5.bp.v4.0.symbols.gmt

機能解析の出力は、825個の遺伝子
セットごとに計算された統計量(p値や
FDR値)である。これらをもとに5% FDR
など任意の閾値を満たす遺伝子セット
を探すことになるが、赤枠のような遺
伝子セットを構成するメンバー数(これ
は10 gene symbols)があまりに少なか
ったり、多すぎるものはデフォルトで解
析対象から除外されることもある。



機能解析
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やってみましょう。入力ファイル
は「デスクトップ – hoge –
functional_analysis」にあります。
exon-levelではなくgene-levelカ
ウントデータのほうです。



機能解析
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十数分(門田の環境では736
秒)かかりますが、無事出力
ファイルが出来ています。



機能解析
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以下の結果では、FDR < 0.05を満た
すのは15 gene setsであることが分か
ります(ヒトによって若干違います)。

hoge2.txt



機能解析
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もちろんわざわざExcelで開かなく
ても、R上で結果を概観できます。
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おまけ
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論文の付録で公開されているカウ
ントデータを解析する。



データ取得
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GEOのサイトからもカウントデータが
提供されている。GSE17274で検索。



データ取得
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①

②

①xls形式のエクセルファイルを
通常の手順で読み込むことが
できる。②それほど大きなサイ
ズでなければ、ネットワーク経
由で直接読み込むこともできる。



データ取得
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①出力ファイルは20,689遺伝子
×36サンプルのカウントデータ。
ヒト(HS)、チンパンジー(PT)、アカ
ゲザル(RM)の3生物種のデータ。
各12サンプル。ここのコードは、
予め列名を把握しておき、②欲し
いサブセットのみ任意の列の順
番で並べ替えて、③任意の列名
を与えて出力させています。

①

②

③



クラスタリング
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①出力ファイルは20,689遺伝子
×36サンプルのカウントデータ。
ヒト(HS)、チンパンジー(PT)、アカ
ゲザル(RM)の3生物種のデータ。
各12サンプル。サンプル間クラス
タリング結果から、実験デザイン
に関する説明を行います。
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①出力ファイルは20,689遺伝子
×36サンプルのカウントデータ。
ヒト(HS)、チンパンジー(PT)、アカ
ゲザル(RM)の3生物種のデータ。
各12サンプル。

hoge7.png

ヒト(HS) チンパンジー(PT) アカゲザル(RM)
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生物種ごとに用いた個体数は6。雄雌
を考慮しなければbiological replicates 
(生物学的な反復)は6。個体ごとにサ
ンプルを分割して得たデータがあり、
technical replicates (技術的な反復)
は2。これらを合わせることで生物種ご
とに計12サンプルになる。
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全個体について、同一個体を分割
したtechnical replicatesのデータ
で末端のクラスターを形成してい
ることが分かる。これはtechnical 
replicatesのデータ同士の類似度
が非常に高いことを示している。
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 メス3匹(F1, F2, F3)

 チンパンジー(PT)

 オス3匹(M1, M2, M3)
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ヒト(HS) チンパンジー(PT) アカゲザル(RM)

統計的手法で2群間比較(例えばMales vs. 
Females)をする目的は、同一群内の別個体
(biological replicates)のばらつきの程度を見
積もっておき(モデル構築)、比較する2群間で
発現に変動がないという前提(帰無仮説)から
どれだけ離れているのかをp値で評価するこ
とである。ｐ値が低ければ低いほど「発現変
動していない(帰無仮説に従う)」とは考えにく
い、つまり帰無仮説を棄却してDEGと判定。



データ取得
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統計的手法の多くは、biological 
replicatesのデータを前提としてい
る。Technical replicatesのデータを
マージ(merge; collapseともいうらし
い)したものを作成。サンプル名部
分は余計なものを削除している。
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20,689遺伝子×18サンプルの
biological replicatesのみからなる
カウントデータでクラスタリング。
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36サンプルのときの結果と比べて、全体
的なトポロジーは同じ。このクラスタリン
グ結果を眺めるだけで、DEG検出結果
のイメージは大体つかめる。例1：「PT vs. 
RMで得られるDEG数」のほうが「HS vs. 
PTで得られるDEG数」よりも多そう。例
2：ヒトは「オス vs. メス」でのDEG数は0
に近いだろう。例3：RMM2が外れサンプ
ルっぽいので、これを除去すれば生物
種間比較時にDEG数が増えるだろう。
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オス・メスの違いを気にせずに、3
生物種間比較を行うやり方です。
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①

②

①発現パターンごとの分類もした
い場合に便利。②post-hoc test
的なことをやりたいときの項目。
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他にも多くの解析用パッケージが存在し、
このウェブページ上で紹介しきれていない
ものが多く存在します。また、バージョン
アップなどに追い付いていない項目も多く
あります。そのため、正しい手順で解析で
きているのかが不安な局面があるでしょう。
そういうときはTCCパッケージ中のシミュ
レーションデータ作成関数を利用して、「こ
れがDEG検出結果の上位に来ていない
やり方はオカシイはず」というようなデータ
を自分で作成して検証するのです。


