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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。
コピー後のファイルサイズが同じに
なっているかもチェックしてください。

前回（6/9）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。
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講義予定

 第1回（2015年6月16日）
 データベース、データ取得、ファイル形式、Quality Control

 教科書の1.3節周辺

 第2回（2015年6月23日）
 Quality Control、フィルタリング、アセンブル

 教科書の1.3節、2.3節周辺

 第3回（2015年6月30日）
 マッピング、カウント情報取得、クラスタリング

 教科書の2.3節周辺

 第４回（2015年7月7日）
 データ正規化、実験デザイン、分布（モデル）、発現変動解析

 教科書の3.3節周辺
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NGSの普及により、以前は主にゲノム解析系で必要

とされていた配列解析のためのスキルがトランスクリ
プトーム解析においても要求される時代になってい
ます。本科目では、様々な局面で応用可能な配列解
析系のスキルアップを目指し、RNA-Seqに基づくトラ

ンスクリプトーム解析を題材とした講義を行います。

教科書



RNA-seq

3

 次世代シーケンサー（Illumina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

Jun 16 2015

教科書p9 光刺激前(T1)と光刺激後(T2)の状態の
数値データを比較して、サンプル（状態）
間で発現変動遺伝子(DEG)を同定。

参考
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様々なNGSプラットフォーム
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Illumina, PacBio, …



実際のデータ
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PacBioのロングリードデータを眺めてみ
よう。この生の塩基配列データは日米欧
三極のデータベース（DB）から取得可能
であるが、ここでは②SRP038897を③「
NCBI SRA」というDBで眺める。Let’s 
look SRP038897 by NCBI SRA.①

②
③



実際のデータ
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SRP038897を眺めているつもりなのに、どん
どん知らないIDになっていることにはとりあ
えず目をつぶって、SRR1177086をクリック。
Click SRR177086.



実際のデータ

8Jun 16 2015

①ここで、再びオリジナルのIDである
SRP038897が見えるようになる。SRPから始
まるIDは（最初のとっかりとしては）このデー
タセットにアクセスするための大元のIDのよ
うなものだと思っておけばよい。②PRJとい
うIDも同じような位置づけという理解で基本
的に構わない。You can see the origilan ID 
(SRP038897) here, but click PRJNA239269.

①

②



実際のデータ
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論文は、ある研究プロジェクトの成果
物という捉え方をすればPRJというID
の位置づけが理解しやすいかも。
Experience is the best teacher!



実際のデータ
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これは、ニワトリ（Gallus gallusの心臓サンプ
ル）からとられたRNA-seqデータ。③SRSや
SAMNは、どのようなサンプルから取得された
ものかを指し示すID。The SAMN02650959 
indicates the sample ID for chiken (of heart).



実際のデータ
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これは、ニワトリ（Gallus gallusの心臓サンプ
ル）からとられたRNA-seqデータ。③SRSや
SAMNは、どのようなサンプルから取得され
たものかを指し示すID。



実際のデータ
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①

②

①今見ているものは、SRR1177086というID
のメタデータ。SRRは、あるサンプルについ
て一回の実験（Run）で得られたもの、という
イメージ。ラン（Run）ごとのIDという意味。②
アレイデータのサンプル（アレイ）ごとにつけ
られるGSM IDと同じようなものである。The 
SRR ID is similar to GSM ID when you learn 
in Functional Genomics (機能ゲノム学).



メタデータ
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実データを見せると言いながら、説明していたのはメ
タデータに関する事柄。日米欧三極のDB（SRA, 
ENA, DRA）で見栄えが異なるが、最低限SRP038897
のような大元のIDを頼りにSRRというIDを探すことで
、目的のリード情報を眺めたりダウンロードできる。
総リード数は、約185万リードであることも分かる。
The understanding of metadata information is 
important. The number (1,849,778) by black arrow
indicates the number of reads in this SRR ID.



リードを眺める
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①Readsタブをクリックすると、全部で1,849,778
リードの塩基配列情報を眺めることができる。
これはPacBioの初期のデータではあるものの
、それでもかなり長い配列長であることが分か
る。ちなみにリードとは、sequencerから読み取
られた断片配列のこと。It can be seen that 
the PacBio read data is long.

①



リードを眺める
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クオリティスコアも表示させたい場合。かつては
様々なクオリティスコアの流派が存在したが、公
共DB上で見られるものは基本的にSanger 
Quality Scoreというものに統一されている。数値
が大きいほどクオリティが高いことを示す。概ね
0-60程度の範囲。You can see the quality 
scores by checking?!,,,here.



リードを眺める
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リードの塩基配列を表示するのに比べて、クオリ
ティスコアを表示するために、かなり大きなスペ
ースを必要とすることがわかる。これはファイル
サイズの増加に直結するため、少ない文字数（1
文字）でクオリティスコアを表現する必要性が理
解できる。NGSデータ解析の事実上の出発地点
であるFASTQファイルの形式は、この背景が理
解できていればあとは楽勝。Conventional way 
of displaying quality scores (i.e., number, space, 
number, …) is resource-hungry. The format of 
FASTQ is designed for reducing the file size.



リードを眺める
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2番目のリードを眺める。赤枠のあたりをクリ
ックしないとみられないので注意！赤枠右
側の「SRS561227」のあたりをクリックしてし
まうと別のところに飛ばされてしまいます。
Click there, then you can see the second 
read.



リードを眺める
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3番目のリードを眺める。PacBioのデータはリ
ードごとに配列長が異なることが分かります。



リードを眺める
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10番目のリードを眺める。PacBioのデータは
リードごとに配列長が異なることが分かります



ダウンロード
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SRR1177086の生データをダウンロードし
たいときは、Downloadタブをクリックすれば
いいのではと思いますが…。結論としては
うまくいきません。



ダウンロード
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①

②

①赤枠のどのリンク先をクリックしても、右
下のような感じになります。そして、②「
RunInfo Table」と「Accession List」のいず
れもただのテキストファイルであり、目的の
生リード情報が含まれるものではない（爆）



ダウンロード
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ダウンロードはここから可能
。You can download here. 
Do NOT click here.



ダウンロード
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①

②

①ダウンロードはここから可能。②NCBI SRAからダウ
ンロードできる生データの形式は.sraというものです。
PacBioの初期の?!データは、総リード数が約185万、③
ファイルサイズも約510MBですので、通常の有線LAN
環境ではそれほど苦も無くダウンロード可能です。

③
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DRA
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引き続き、同じPacBioのロングリードデータ
（SRP038897）を眺める。次は、日米欧三極
の一角であるDDBJ SRA (DRA)で眺める。
DDBJはsra形式だけでなくFASTQ形式でも
生データを提供しているので、オススメ。

①

②
③



DRA
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③

④

⑤

WindowsのブラウザIEで眺める場合は
、タブがどんどん増えていきます。ここ
では④を押しているが、いろいろポチ
ポチ押して⑤のSRR～というRun IDに
辿りつけば、基本的にリードの塩基配
列を眺めることができるはずだが、こ
れは眺められない、という例でもある



DRA
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⑤

右下のページの赤枠あたりにリード塩基配
列情報が出ることを想定したが、出ない。



DRAでFASTQ取得
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比較的新しい論文のデータは、FASTQフ
ァイルがまだ生成されてなくてダウンロー
ドができないこともある。1年前はリンクが
張られてなかったが、2015年6月13日に
はリンクが張られている。



DRAでFASTQ取得

29Jun 16 2015

.sraファイルは、それ自体が圧縮ファイルであり
、FASTQ形式ファイルに変換するのが（おそらく
Linux上でしかできない?!ので）面倒。（このデー
タは.sraの510MBよりも大きいので個人的には
衝撃を受けたが…）DRAでは、FASTQ形式ファ
イルをbzip2圧縮したものをダウンロード可能。
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GSE  SRP
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①

②
③

Illuminaのsingle-endデータ（GSE36469）を眺める
。次は、日米欧三極の一角であるEuropean 
Nucleotide Archive(ENA)で眺める。ENAはgzip圧
縮したFASTQ形式ファイルを提供している。また
、ENAは1つのデータセット(この場合GSE36469か
ら辿れるSRP011435）に属する複数のSRR IDの
全体像を俯瞰するときに便利です。まずは原著
論文中のGSE36469からSRP011435という情報を
取得する手順の伝授から。



GSE  SRP
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③

GSE36469のリンク先は、NCBIのGEOという発現
DB。このページの下のほうにSRP011435という情
報がある。（GSE36469でググってもある程度いけ
るが）このSRP IDでENAを概観するのがおススメ



ENA
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GSE36469のリンク先は、NCBIのGEOという発現
DB。このページの下のほうにSRP011435という情
報がある。（GSE36469でググってもある程度いけ
るが）このSRP IDでENAを概観するのがおススメ

①

②



ENA
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SRP011435でENAを概観した結果。それぞれのIDの対応関
係が一目瞭然。1つのSRP IDに対して、8つのSRR IDが存在
することが分かる。For understanding the overall 
relationship of various IDs, I recommend you to utilize ENA.



ENA
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原著論文からもわかるが、①これはsingle-endデータなのでSINGLEと
書かれている。②paired-endデータの場合は確かPAIREDとなり、
SRR IDごとに2つのファイル(File 1とFile 2)に分かれて提供される。

①

②



ENA
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FASTQファイルをダウンロードする場合。ENAでは
gzip圧縮（拡張子がgz）されたFASTQファイルとして提
供されている。1ファイルあたり約1.41GBだから、計8
ダウンロードするだけで10GB超になると概算する。



DRA
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SRR44595をENAからダウンロードすると1.41GBであ
るのに対し、DRAからダウンロードすると1.37GB。

①

②

③



SRA
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SRR44595をENAからダウンロードすると
1.41GB。DRAからダウンロードすると1.37GB。
③SRAからダウンロードすると0.92GB 
(965,960,145 bytes; 1KB = 1,024 bytes)。④リ
ードの概観はこちら

①

② ③④



SRA
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リードの概観。これはごく初期の
Illuminaの36 bp single-endデータ。

①
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paired-endデータ概観
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①

Illuminaのpaired-endデータ（
GSE42960）をENAで眺める

②

③



paired-endデータ概観
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①

②

②paired-endの場合は、1つのSRR IDのリー
ドデータが2つのファイル(*_1.*と*_2.*)に分
割される。計4サンプルとはいえ、全部をダ
ウンロードすると、こちらも10GB程度になる



paired-endデータ概観
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①

DRAでみた感じ。トータルで約2.92GB。

②



paired-endデータ概観
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①

SRAでみた感じ。トータルで約2.68GB。

②



paired-endデータ概観
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①1つのファイルにまとめられて
いるもの?!もあるようです、詳細
は不明。ファイルサイズも微妙。

①



paired-endデータ概観
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受講人数の多いアグリバイオで
は教えられませんが、個人利用
の場合はGalaxyもおススメです。



Tips：Galaxyもおススメ
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DBCLS大田先生の講演資料。
Galaxy can also be recommended.

http://dbcls.rois.ac.jp/archives/2715



Tips：ピタゴラギャラクシー
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http://www.pitagora-galaxy.org/ 様々な活動に積極的に足を突
っ込んでおくのは大事かも。You 
should learn various strategies 
for analyzing NGS data.
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公共DB
 DDBJ Sequence Read Archive (DRA; 日)

 bzip2圧縮FASTQ形式(.fastq.bz2)とSRA-lite形式ファイルでダウンロード可能

 ENA Sequence Read Archive (ERA; 欧)
 gzip圧縮FASTQ形式ファイル(.fastq.gz)でダウンロード可能

 NCBI Sequence Read Archive (SRA; 米)
 SRA形式でダウンロード可能
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2014年度までの講義資料
。An old slide used in 2014

http://trace.ddbj.nig.ac.jp/news/2011-01-05.html

参考



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

51Jun 16 2015

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

参考 2014年度までの講義資料
。An old slide used in 2014



公共DB(Public DB)
 DDBJ Sequence Read Archive (DRA; 日)

 bzip2圧縮FASTQ形式(.fastq.bz2)

 SRA形式ファイル(.sra)

 ENA Sequence Read Archive (ERA; 欧)
 gzip圧縮FASTQ形式ファイル(.fastq.gz)

 NCBI Sequence Read Archive (SRA; 米)
 SRA形式ファイル(.sra)
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昔のSRAは、SRA(-full)とSRA-lite と
いう2つの形式が存在していた。これ
はリード塩基配列とクオリティ情報の
他に、IlluminaのIntensityという情報を
含む(SRA-full)か含まないか(SRA-
lite)という違い。昔はIntensity情報も
保存していたが、実際にはほとんど
使われていないということでNCBIが
Intensity情報の保存をやめた。それ
ゆえ、SRA-fullとSRA-liteという区別
の必要がなくなり、実体としては
SRA-liteのみの情報からなる.sraとい
う拡張子のついたファイルが提供さ
れているのが現在の状況。Current 
public databases provide mainly two 
kinds of format (i.e., .fastq and .sra).

DDBJの児玉 悠一先生 提供情報。Thanks to Dr. Kodama, Y.



ファイル形式(file formats)
 FASTA format

 1行目：“>”ではじまる一行のdescription行

 2行目：配列情報

 FASTQ format

 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

53Jun 16 2015

FASTQ形式のファイルサイズは
FASTA形式の約2倍。課題1。The 
file size for FASTQ compared to 
FASTA is roughly two-fold.

教科書p11-13

>SEQ_ID 

GATTTGGGGTTCAAAGCAGTATCGATCAAATAGTAAATCCATTTGTTCAACTCACAGTTT 

@SEQ_ID 

GATTTGGGGTTCAAAGCAGTATCGATCAAATAGTAAATCCATTTGTTCAACTCACAGTTT

+ 

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

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



ファイル形式(file formats)
 SRA format

 FASTQに相当する情報 ＋ インデックス情報からなる

 2015年6月現在、.sraのほうが.fastq.bz2 or .fastq.gzよりもファイル
サイズが小さい。主な理由は、圧縮率の向上とアーカイブ（保存）情
報の形式による。

 64 bits/base (2008) -> 6 bits/base (2012)

 テキスト形式ではなくバイナリ形式（それゆえ目で見ても意味不明）

 （後述する）テキスト形式のSAMファイルよりもバイナリ形式のBAMファ

イルのほうがファイルサイズが小さいように、バイナリ形式にするメリッ
トは大きい。

 従来はFASTQ形式のようなsequenceされたリード情報を格納する
やり方であったが、ヒトデータならヒトゲノムにマッピングしたBAM形
式ファイルのような情報で保持する方向性（リファレンス配列を用い
た圧縮; reference-based compression）に大きくシフトしている。

 FASTQとSRA間でのファイルサイズの優位性に関する議論は無意味
になりつつある

54Jun 16 2015

一昔前は.sraのほうが圧縮fastq
ファイルよりもファイルサイズが
大きかったのですが、時代の流
れは早いモノです（遠い目）。

DDBJの児玉 悠一先生、中村保一先生 提供情報。
Thanks to Dr. Kodama and Dr. Nakamura

教科書p17



雑感(Miscellaneous)
 公共DBのストレージ(storage)問題

 ACGTの情報は2 bitで表現可能。Quality score情報がデータの大
部分を占める。
 Scoreの解像度を落としてファイルサイズを削減する方向性も議論されている

 データの大元はSRA形式ファイル。DDBJでは、sraファイルを入力
としてFASTQを作成したものを提供してくれているが、このFASTQ

ファイル作成は計算量の点でも結構大変。
 DDBJでsraはすぐに提供されるが、FASTQはなかなか得られない所以

 また、sraとFASTQ両方だとデータ量が2倍になるので早晩行き詰
るかも…

55Jun 16 2015

公共データを気軽に解析できる状況
にはありません。公共DB側の動きに
もアンテナを張っておかねばなりませ
ん。The storage problem is critical.

DDBJの中村保一先生 提供情報。Thanks to Dr. Nakamura Y.



DDBJing 講習会

56Jun 16 2015

DDBJの講習会(workshop)は2015年
6月12日にあったようです。このよう
な講習会を通じて最新情報を入手。



データ解析戦略
 解析受託企業に外注

 金で解決!、一番手っ取り早い

 クラウド
 Galaxy、ピタゴラギャラクシー

 Galaxy Meetupというのも毎月やっているらしい

 DDBJ Read Annotation Pipeline

 Illumina BaseSpace

 BioDevOps by RIKENの二階堂愛先生
 2015年6月12日のDDBJingでの講演資料もslideshare上で公開されています

 Linuxコマンドを駆使（旧来型）
 なるべく自力で解析

 LinuxコマンドやNGS解析用プログラムのインストールなどを練習
し、遺伝研スパコンなどを使いこなす

 NBDC/東大アグリバイオの「NGSハンズオン講習会」の方向性

57Jun 16 2015

クラウドの多くは、Linuxコマンド
などを知らなくてもどうにか解析
する方向性を志向。どこを頑張
ってどこで手を抜くかなどは、そ
れぞれの与えられている環境や
ポリシーによっても異なる。

DBCLSの大田達郎先生 提供情報。Thanks to Dr. Ohta, T.



Bio-LinuxでNGS解析

58Jun 16 2015

自力でLinux環境を構築し、NGS
解析を行ってみたいヒトはこちら



データ解析の全体像

59Jun 16 2015

クラウドだと何をやっているのかよ
く分からない、というヒトが一定数
存在。NGS解析の全体像をRとい

う手段を使ってできるだけ分かりや
すく提供するのが「特論I」の役割。
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NGSデータ取得1

61Jun 16 2015

SRAdbパッケージを利用すれば、
ファイルを1つ1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。絶対にや
らないで!!Do NOT perform it.

①

②
③



NGSデータ取得1
 「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

62Jun 16 2015

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。
GSE42213は、ChIP-seq(GSE42211)
とRNA-seq(GSE42212)をまとめたID。

①



NGSデータ取得1
 「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

63Jun 16 2015

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SRP IDを取得できる。



NGSデータ取得1

64Jun 16 2015

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。絶対にやらないで!!



NGSデータ取得1

65Jun 16 2015

Windows IEでの全選択は、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1

66Jun 16 2015

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1

67Jun 16 2015

SRAdbパッケージは、sra形式ファイル
の場合はSRAに、fastq形式ファイルの
場合はENAにアクセスするようになっ
ているようです。①ftpでSRR*.fastq.gz
ファイルのURLリストを自動的に取得で
きていることがわかります。

①



NGSデータ取得1

68Jun 16 2015

ダウンロード途中経過



NGSデータ取得1

69Jun 16 2015

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。



NGSデータ取得1

70Jun 16 2015

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、RNA-seqデータ
取得が完了。SRAmetadb.sqliteファイ
ルは後述するやり方で再利用可能。
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NGSデータ取得2

72Jun 16 2015

これも見るだけですが、ファイルサ
イズが比較的小さいので復習する
例題としてはおすすめです。ここで
は以前にダウンロードしておいた
SRAmetadb.sqliteファイルを再利
用するやり方を示す。①

②
③



NGSデータ取得2

73Jun 16 2015

テンプレートコードをテキストエディタ
にコピペして、必要な箇所を変更。こ
うすることで、またgetSRAdbFile関数
で改めて取得することなく、手元の
SRAmetadb.sqliteファイルを再利用
することができる。How to reuse the 
huge “SRAmetadb.sqlite” file in 
your local PC.



NGSデータ取得2

74Jun 16 2015

作業ディレクトリはどこでもいいが、
当然のことながらSRAmetadb.sqlite
ファイルが作業ディレクトリにあると
いう前提。



NGSデータ取得2

75Jun 16 2015

途中経過。SRR016842.fastq.gzのダ
ウンロードのところまで一気に進ん
でいることが分かる。



NGSデータ取得2

76Jun 16 2015

終了後の状態。無事fastq.gzファイ
ルのダウンロードができてるっぽい



確認(check)

77Jun 16 2015

①FASTQを提供する公共DB側のフ
ァイルサイズ情報と②ダウンロード
後の手元のファイルサイズを見比べ
て同じ値になっていることを確認。

①

②



 真の値

 SRR609266.fastq.gz
 383,840,833 bytes

 SRR616268sub_1.fastq.gz
 74,906,576 bytes

確認(check)

78Jun 16 2015

デスクトップにコピーしたhogeフォル
ダ中の2つのfastq.gzのファイルサイ
ズを提供側（つまり門田）のものと同
一かどうかを確認し、違っていたら別
のUSBメモリからコピーし直そう。
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Quality Control (QC)

80Jun 16 2015

クオリティーコントロール(Quality 
Control)の最初のステップがクオ
リティーチェック(Quality Check)な
のかなと最近思い始めています。



Quality Control (QC)

81Jun 16 2015

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。FastQC is famous.



Quality Control (QC)
 作業内容

 クオリティチェック（quality check）

 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）

 …

82Jun 16 2015

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



QuasR

83Jun 16 2015

このウェブページではQuasRとqrqcパッケージのやり方
を示している。QuasRは安定して動くが、情報量がイマイ
チ。gzip圧縮ファイルに対応しているが、Winでは正常に
動作する。Macは2014年受講生は圧縮ファイルに対応し
ていないと報告したが、2015年受講生は普通にfastq.gz
を読み込めたとのこと。qrqcは、動作が不安定且つ圧縮
ファイルの入力に対応していない。This page shows the 
usage of two R packages (QuasR and qrqc). However, 
those have some disadvantages compared to FastQC.



QuasR

84Jun 16 2015

横軸の範囲から、このデータ（SRR609266）
の配列長は50 bp弱なのだろうと推測できる。
縦軸がquality score。値が大きいほどquality
が高い。一つの目安は20。このデータの場合
、ほとんどのリードがどのポジションでも
score > 30はあると判断できる。Horizontal 
axis indicates the positon in read, implying 
about 50 bp length for this data. Vertical 
axis indicates the quality score: the higher 
score corresponds to accurate base calling.



QuasR

85Jun 16 2015

これは乳酸菌RNA-seqデータ。長さが100 
bpちょっとであることが分かる。赤矢印で
示すように読み進めるにしたがって、徐々
にquality scoreが下がる傾向にあること
がわかる。これが一般的。This 
lactobasillus (←乳酸菌) RNA-seq data 
has about 107 bp in length. As shown in 
the red arrow, the quality scores tend to 
gradually decrease. This is general 
tendency for sequencer.
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FastQC ver. 0.11.3

87Jun 16 2015

FastQC実行結果はhtmlファイルとして
用意してあります。自力で実行したい
ヒトは、乳酸菌学会誌の連載で自習。

①

②



FastQC ver. 0.11.3

88Jun 16 2015

①「pwd」 = 「getwd()」、②「ls SRR609266*」 = 
「list.files(pattern=”SRR609266”)」。③FastQC

プログラムを実行するところ。④再び「ls 
SRR609266*」とやって、作業ディレクトリ内の
SRR609266関連ファイルを表示。FastQC実行
結果ファイルが作成されていることが分かる。

①

②

③

④

⑤



FastQC ver. 0.11.3
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①総リード数は11,928,428（約1,200万）。
②リードの長さは49 bp。③GC含量は52%

①

②
③



FastQC ver. 0.11.3
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クオリティスコア分布（quality score 
distribution）。FastQCの結果とQuasRの
結果は見た目同じ。このような具合で複
数のプログラムで動作確認を私はやる。



FastQC ver. 0.11.3
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リードごと（per sequence）のクオリティス
コア。見方はよく分からないが「average 
scoreが39のものが最も多いのだろう」く
らいは分かる。



FastQC ver. 0.11.3
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これは「カイコsmall RNA-seqデータ」。small RNA
は20-40 bp程度の長さなので、リード中に大抵ア
ダプター配列（adapter sequence）が含まれる。こ
の結果はそれを如実に表している。It can be seen 
that there are a number of adapter sequences.



FastQC ver. 0.11.3
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課題2。乳酸菌RNA-seqデータ
(SRR616268sub_1.fastq)の①総リード数?
。②リード長さ?。③GC content?

①

②
③



FastQC ver. 0.11.3
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課題2。乳酸菌RNA-seqデータ
(SRR616268sub_1.fastq)の④average 
quality score?



FastQC ver. 0.11.3
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課題3。乳酸菌RNA-seqデータ
(SRR616268sub_1.fastq)中のアダプ
ター配列について簡単に考察せよ。
Discuss about this result.
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アグリバイオインフォマティクス
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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

1科目以上
の合格者数


