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「感想やコメント」へのコメント
 Pythonを使った解析をやりたい  NGSハンズオン講習会(7/28)でプログラミングをやる予定

 MacでFASTAファイルをダウンロードすると”hoge4.fa.txt”などのようになったよ  (Rで)塩基

配列解析中の「基本的な利用法(Mac版)」にも記載あり。や講義中でも説明しましたよ。

 講義の進度（分かりやすいや理解しやすいを除く）

 もう少し早くてもよい、作業の待ち時間が長い：4名

 ちょうどよい、問題ない：6名

 発展問題があればなおよい(3名)  前向きに検討させていただきま、、、した。

 ホチキスの位置を…  気をつけますm(_ _)m…

 library(Biostrings)でパッケージをダウンロードしておかないとFASTAファイルを読み込めない
？alphabetFrequency()が使えない？  正解です。今日の講義で話します。

 2限目は75分ほどで終わらせて残りはRの雑学などを…  無理です(笑)

 基礎なので仕方ないかもしれないが教わった内容を応用できる気がしないのが残念  (TbT)
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多くのヒトが感想を述べられて
いました。ありがとうございます。



「感想やコメント」へのコメント
 講義の後半は疲れているので比重を前半にしてほしい  気持ちはよく

わかるので善処します

 Tm (melting temperature)計算がalphabetFrequency関数で簡単にできそ
う  確かにTm値はGC含量と配列長で決まりますね!

 (Rで)塩基配列解析のウェブページで「・」ではなく「Number」にするほうが
foreign peopleにとっていいのでは?  It is actually difficult to use 

numbers instead of dots for items or subitems in the lists because I 
frequently add (and delete) them, giving unfixed numbering for individual 
(sub)items.

 N50が大きければ大きいほどコンティグに含まれる配列長が長く、コンテ
ィグ数が少なくて精度が高いことを意味するのか？  （ほぼ）正解です

 疲れました  お疲れ様です!

 使いこなせるようになりたい!、頑張ります!  頑張ってください!
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有用な情報ですので、ぜひ
共有させてくださいm(_ _)m



NGSハンズオン講習会
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4/20から受講申込開始。部分受講可能。
アグリバイオの講義とは無関係!本気で
学びたいヒトが大勢います!受講申込だ
けとりあえずしておこう的な軽い気持ち
の人はご遠慮ください。もちろん定員に
余裕があるなら参加したい的な控えめ
な申込みはアリ（個人の感想です）。



NGSハンズオン講習会

 7月22日（水）：Bio-Linux 8とRのインストール状況確認。主にPC持込者を対象。基本自習（門田）

 7月23日（木）：Linux基礎。LinuxコマンドなどUNIXの基礎の理解（門田）

 7月24日（金）：スクリプト言語。シェルスクリプト（アメリエフ株式会社 服部恵美先生）

 7月27日（月）：スクリプト言語。Perl（アメリエフ 服部恵美先生）

 7月28日（火）：スクリプト言語。Python（アメリエフ 服部恵美先生）

 7月29日（水）：データ解析環境R（門田）

 7月30日（木）：データ解析環境R（門田）

 8月3日（月）：NGS解析。基礎（アメリエフ 山口昌雄先生）

 8月4日（火）：NGS解析。ゲノムReseq、変異解析（アメリエフ 山口昌雄先生）

 8月5日（水）：NGS解析。RNA-seq、統計解析（前半：アメリエフ 山口昌雄先生、後半：門田）

 8月6日（木）：NGS解析。ChIP-seq（東京医科歯科大学 森岡勝樹先生）

 8月26日（水）：予備日

 8月27日（木）：予備日

 8月28日（金）：予備日
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受講生の要望に応えて…①講師数を減らし
項目間の連携強化。②Python追加。③NGS
解析部分を増加(2.5から4日分)。④統計解析
追加。⑤ハンズオンのみ。⑥予備日の確保。



AJACSで補完
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DDBJ, DBCLS, NBDCの昨年度講
師の先生方は、統合データベース
講習会(AJACS)の枠組みでも活動
しています。DBCLS主催のハンズ
オン講習会(AJACSadvanced)もあ
り。2015年のAJACSは以下の通り。

参考



Contents
 パッケージ

 CRANとBioconductor

 推奨パッケージインストール手順のおさらい

 ゲノム情報パッケージBSgenomeの概観

 ヒトゲノム情報パッケージの解析

 2連続塩基出現頻度解析(CpG解析)、k-mer解析
 課題

 GC含量の違いを考慮（連続塩基の種類ごとに期待値が異なる）

 作図（box plot）

 その他
 数式の感覚を理解

 Sequence logos (Schneider and Stephens, 1990)

 プロモーター配列取得
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パッケージ
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R起動直後に「?関数名」と打
ち込んでも、使用法を記した
ウェブページが開かずにエ
ラーが出ることがあります。



パッケージ
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①「??alphabetFrequency」と打ち
込むように勧められているので
打ってみる。検索結果のウェブ
ページが表示されるので、②そ
れっぽい関数名のところをクリック。

②

①

参考



パッケージ
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alphabetFrequency関数は
Biostringsというパッケー
ジから提供されているも
のだと読み解く。「??関数
名」は、関数名は既知だ
がどのパッケージから提
供されているものかを知り
たい場合などに利用する。

参考



パッケージ
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multi-FASTAファイルを読み込んで
様々な解析ができるのは、①
Biostringsや②seqinrなどの塩基配
列解析用パッケージのおかげです。

①

②
①

②



パッケージ

12Apr 21 2015

Biostringsというパッケージをlibrary関数を用いて読み
込むことによって、alphabetFrequencyのような
Biostringsが提供する関数群を利用できるのです。ここ
では、意図的に「library(Biostrings)」を2回実行して、2
回目は何も表示されないということを思い出させていま
す。実際には1回のみで大丈夫です。「?alp」まで打って
からTabキーを押すなどして「タブ補完」テクを有効利用。



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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2015年2月18日現在 CRAN提供パッケージは
生命科学を含む様々な分
野で利用される。NGS解
析は、主にBioconductor
提供パッケージを利用。



定期的にバージョンアップ
 近年のリリース頻度

 R本体 (http://www.r-project.org/)

 2015-04-16にver. 3.2.0をリリース

 2015-03-09にver. 3.1.3をリリース

 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
 …

 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

 …
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バグの修正や新たな機能がどんど
ん追加されている。最新版の利用を
お勧め。毎年5月と11月ごろにバー
ジョンアップするとよいだろう。



Bioconductor
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Bioconductorに関する総説(Review)。
ゲノム配列やアノテーションパッケージ
もBioconductorから提供されており、そ
れらに関する言及もあり。



パッケージのインストール
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「必要最小限プラスアルファ」の推
奨インストール手順を行えば、バ
イオスタティスティクス基礎論で用
いるmapsパッケージや、いくつか
のゲノム配列(BSgenome)パッ
ケージがインストールされます。



パッケージのインストール
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①「バイオスタティスティクス
基礎論」で用いるmapsや
mapdataパッケージのインス
トールは、この段階で行って
います。②これらはCRANから
提供されているものたちです。

①

②



パッケージのインストール
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①ゲノム情報のパッケージ群
(BSgenome…)はBioconductorから提供さ
れています。ここでは計6パッケージをイン
ストールしています。②例えば赤線部分は、
マウスのmm10というバージョンのゲノム配
列情報を含むパッケージの名前
（BSgenome.Mmusculus.UCSC.mm10）
に相当します。biocLiteという関数を用いて

該当パッケージをインストールしています。

①

②



BSgenome利用の意義
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ゲノム配列情報は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BSgenomeを利用。



BSgenome
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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
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黒枠部分のコードをコピペ。R ver. 3.1.3 
(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
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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
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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)7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。



個別インストール
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パッケージの個別インストール方法。パッ
ケージ名部分を変更すれば、基本どのパッ
ケージのインストールにも対応可能です。
例： BSgenome.Athaliana.TAIR.TAIR9。



Contents
 パッケージ

 CRANとBioconductor

 推奨パッケージインストール手順のおさらい

 ゲノム情報パッケージBSgenomeの概観

 ヒトゲノム情報パッケージの解析

 2連続塩基出現頻度解析(CpG解析)、k-mer解析
 課題

 GC含量の違いを考慮（連続塩基の種類ごとに期待値が異なる）

 作図（box plot）

 その他
 数式の感覚を理解

 Sequence logos (Schneider and Stephens, 1990)

 プロモーター配列取得
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BSgenome
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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
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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
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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
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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
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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
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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
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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
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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。



Contents
 パッケージ

 CRANとBioconductor

 推奨パッケージインストール手順のおさらい

 ゲノム情報パッケージBSgenomeの概観

 ヒトゲノム情報パッケージの解析

 2連続塩基出現頻度解析(CpG解析)、k-mer解析
 課題

 GC含量の違いを考慮（連続塩基の種類ごとに期待値が異なる）

 作図（box plot）

 その他
 数式の感覚を理解

 Sequence logos (Schneider and Stephens, 1990)

 プロモーター配列取得
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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%
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Lander et al., Nature, 409: 860-921, 2001 Rで調べることができます



37Apr 21 2015

2連続塩基の出現頻度
全貌を把握可能なhoge4.fa
を作業ディレクトリにダウン
ロードして実行しましょう。
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2連続塩基の出現頻度
右クリックでダウンロードし、
作業ディレクトリ中にhoge4.fa
があることを確認。Macのヒト
は.txtが付与されてしまう拡
張子問題の解決も忘れずに!
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2連続塩基の出現頻度
Internet Explorer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。基本はコピペ。
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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。
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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。
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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。
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2連続塩基の出現確率
9.は、7.の記述が気になるヒト
用。パッケージ名をベタで書い
ています。9.のtmpの中身は
BSgenome.Hsapiens.NCBI.GR
Ch38中で利用可能なオブジェ
クト名です。
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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。
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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)。
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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。



課題
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任意の生物種のパッケージについて
2連続塩基の出現確率を調べ、得ら
れた結果について簡単に考察せよ(7.
のヒトゲノムやhoge4.faを除く)。「どの
パッケージ（あるいは生物種）を解析
し、どういう結果（期待値と実測値）が
得られ、例えばヒトゲノムの場合と比
べてどうだったか」という程度でよい。



課題の基本的な考え方
 目的：2連続塩基の出現頻度（or 確率）を調べ、偏りの有無を調査

 ヒトゲノムはCGという連続塩基の出現頻度が他（特にGG, CC, GC）に比べて少ない
と言われており、大まかにその傾向は確認済み。他の生物種ではどういう傾向にあ
るのか？ということに興味をもち調べようとしている。

 注意点：生物種ごとにGC含量が異なる。
 GC含量が高いということは、CとGの出現頻度が高いことを意味する。それは、AとT

の出現頻度の相対的な低下を意味する。

 GC含量50%の生物種の場合、A, C, G, Tの出現確率は等しい(0.25, 0.25, 0.25, 0.25)
。それゆえ、計16種類の2連続塩基の出現確率の期待値は全て0.25×0.25 = 1/16。

(AA, AC, AG, AT, CA, CC, CG, CT, GA, GC, GG, GT, TA, TC, TG, TT)

(1/16, 1/16, 1/16, 1/16, 1/16, 1/16, 1/16, 1/16, 1/16, 1/16, 1/16, 1/16, 1/16, 1/16, 1/16, 1/16)

 極端な例として、全てCまたはGのみからなるGC含量100%の生物種の場合、(A, C, 
G, T)の出現確率は(0.0, 0.5, 0.5, 0.0)となる。この2連続塩基出現確率の期待値：

(AA, AC, AG, AT, CA, CC, CG, CT, GA, GC, GG, GT, TA, TC, TG, TT)

(0.0, 0.0, 0.0, 0.0, 0.0, 0.25, 0.25, 0.0, 0.0, 0.25, 0.25, 0.0, 0.0, 0.0, 0.0, 0.0)
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解析する生物種のGC含量を把握し、期

待値からの差分に関する議論が重要。



GC含量情報を把握
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入力データがFASTA形式でも
BSgenomeのRパッケージでもGC含量を
計算することができます。



GC含量情報を把握

50Apr 21 2015

入力がBSgenomeのパッケージの場
合、入力ファイルというものはない。
getwd()で確認するのは、出力ファイ
ルが作成される場所。list.files()で
「character(0)」と表示されているが、
これは「何もない」という意味。



GC含量情報を把握
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コピペ後の途中経過。警告メッセージ部分を
表示。ヒトゲノムレベルの配列長は
sum(width(fasta))の結果を整数では格納でき
ない。hoge4.faのような小さい入力ファイルの
場合はうまくいくが、非常に大きいデータのと
きにうまくいかないことがある、という例。



GC含量情報を把握
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これは警告メッセージを見逃してはいけ
ない例。発展問題：この整数オーバーフ
ロー問題の解決策を示し、門田に報告せ
よ。報酬?!：「○○氏提供情報」として、(R
で)塩基配列解析のウェブページ上で公
開。他のヒトにも有効利用してもらいます。
ちなみにGC含量は約41%。



ヒトゲノムのCpG解析

① 解析したパッケージ名：BSgenome.Hsapiens.NCBI.GRCh38

② ヒトゲノムの全体のGC含量：約41%

各塩基(A, C, G, T)の出現確率： (0.295, 0.205, 0.205, 0.295)

③ AA, AT, TA, TTの期待値 = 0.295×0.295 = 8.7%

④ CC, CG, GC, GGの期待値 = 0.205×0.205 = 4.2%

⑤ AC, AG, CA, CT, GA, GT, TC, TGの期待値 = 0.205×0.295 = 6.0%
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解析する生物種のGC含量を把握し、期

待値からの差分に関する議論が重要。
出現確率は染色体（コンティグ）ごとにば
らつきがある。私ならbox plotを採用。
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作図(box plot)：基本形
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box plotをPNG形式ファイルで

出力するやり方の基本形です



作図(box plot)：基本形
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PNGファイルのサイズ

を指定するところです。
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作図(box plot)：色づけ
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タブ区切りテキストファイル(human_2mer.txt)

を用意しておき、colorという列名のところに2

連続塩基の種類ごとに色を指定しています。



作図(box plot)：色づけ
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boxplot関数実行時のcolオプション

部分で利用していることがわかります



作図(box plot)：色づけ
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CGの出現確率が期待値(4.2%)より少な
いのはCC, GC, GGとの相対的な関係
からも明白。AAやTTが多いのは、期待
値(8.7%)も高いためであろうと判断。
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作図(box plot)：発展形
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期待値との差分を評価すべく、縦軸に
log(観測値/期待値)をプロット。0付近にあ
る2連続塩基は、観測値（実測された出現

確率）が期待値とほぼ同じことを意味する。

hoge12.png
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数式の感覚を理解
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ニュースレター中の参考書紹介記事（の一
部）。log(観測値/期待値)そのものの解説

ではないが、数式が出ると混乱しがちなヒ
ト向けに「重みつき平均」や「エントロピー」
の具体的な計算手順を示しながら解説。



自習用教材情報
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ここから門田関連の講義、
講習会、講演資料、執筆原
稿などの情報を辿れます。



自習用教材情報
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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4月20日に公
開。平成27年度NGSハンズ
オン講習会の7/23分はこれ
らを基本とする予定。



自習用教材情報
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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。



自習用教材情報
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プロモーター配列取得は、
2015.03.05-06の講習会PDFのス
ライド133-138あたりに記載あり。



プロモーター配列取得
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基本はゲノム情報をアノテーション情報
を読み込んで任意の範囲を指定するこ
とで目的を達成可能。しかし、2015年4
月20現在のコードにはバグがあります。
subseq関数のところで説明した存在しな
い範囲を指定することに起因するもので
す。発展問題：このバグを修正せよ。報
酬?!：「○○氏提供情報」として公開。



自習用教材情報
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Sequence logosは内部的にエ
ントロピーを計算しているだけ。
情報量という小難しい単語に
惑わされるべからず! 
2015.10.04の講習会資料中に
やさしく?!解説しています。参考
書のp182-188にも記載あり。

門田死すとも教
材死せず。最小
限の労力で最
大限の成果を!


