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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、k-mer解析、トリミング（アダプター配列除去）

 第3回（2015年6月30日）
 フィルタリング、アセンブル、マッピング、カウント情報取得

 教科書の2.3節周辺

 第４回（2015年7月7日）
 クラスタリング、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

2Jun 30 2015

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
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 Paired-endデータの取り扱い

 フィルタリング(filtering)
 基本形：リード数が同じpaired-endの場合（QuasRパッケージ）

 発展形：リード数が異なる場合（ShortReadパッケージ）

 アセンブル(assemble)
 ゲノム用とトランスクリプトーム用

 Rockhopper2（バクテリアのトランスクリプトーム用）

 マッピング（mapping）
 基礎、オプション、仮想データ説明

 マッピング本番、出力ファイル形式、オプションと結果の関係

 カウント情報取得

 実データ解析
 QuasRでマッピング → トリミング → 高精度なアセンブルとマッピングへ

3Jun 30 2015



k-mer解析

4Jun 30 2015

「上級1」のコードをテンプレートにして、Position 7で特異的
に出現しているAAGAGCAをRで確認してみよう。Head関数
出力結果は最初の6個（つまりposition 1-6）までしか表示さ
せていないので、ここではn=8としてposition 1-8まで表示さ
せるようにしている。たしかにposition 7で期待値(Exp = 
90.09)の55.15倍の出現回数になっていることが分かる。



課題1

5Jun 30 2015

「上級1」のコードをテンプレートにして、①
AGAGCAC、②GAGCACA、③長さを含めて任
意、のk-mer解析を行い、得られた結果を示せ。

①



課題1の解説

6Jun 30 2015

①AGAGCACのk-mer解析時にエラーが
出たと思います。この原因は、AGAGCAC
が1つも存在しないポジションがあった場
合に、そこがNAとなるからです。mean関
数実行時に要素中にNAが1つでもあると
計算できないという罠があったのです。



課題1の解説

7Jun 30 2015

Obsと打ち込んで、何が起こっ
ているのかを悟る。画面に見え
ているだけでも、AGAGCACが
存在しないpositionが少なくとも
2ヶ所あることがわかる。



課題1の解説

8Jun 30 2015 茂木 朋貴氏 他数名提供情報

最もシンプルな対処法は、mean関数中の
na.rmオプションをTRUE (デフォルトは
FALSE)にするやり方。NAの要素を読み飛ば
すオプションなので、平均値の計算が若干不
正確になるが、AGAGCACがposition 8で相
対的に高頻度に出現しているということを調
べるという点では全く問題ない。



課題1の解説

9Jun 30 2015

平均値（この場合83.08081）さえ計算でき
れば、Obs/Expを計算可能。つまり、プロフ
ァイルを描画することができる。NAとなって
いる場所が2ヶ所あることがわかる。



課題1の解説

10Jun 30 2015

もっとよりよい方法は、①NAとなった要素に0
を入れること。is.na関数は、要素がNAのとき
にTRUE、そうでないときにFALSEを返す。

野間口達洋氏 他数名提供情報



課題1の解説

11Jun 30 2015

0代入前後で出現頻度の平均値
が83.08081から81.43564に少し
下がっているのがわかります。



課題1の解説

12Jun 30 2015

①

こんな感じになります。2015年6月23日の課
題を該当部分のみ差し替えたいヒトは、回収
箱に入れてかまいません。課題用紙は後ろ
にあります。先週提出分と突き合わせて評価
しますので、考察部分など差し替える必要が
ない部分は空欄で構いません。



バージョンアップ

13Jun 30 2015

ひっそりと修正しています。レポー
ト中で問題点の指摘や解決法を示
して頂いた方々に感謝m(_ _)m

①

②
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アダプター配列除去

15Jun 30 2015

①

param_nrecのところをいくら変えてもエラ
ーが出続ける問題に多くの受講生が遭
遇しました。理由はほぼ間違いなく、単
純に私がpreprocessReads関数中に明
示的にparam_nrecを与えていなかったか
らです。結果として、それが適切に反映
されずにデフォルトの1,000,000がいつま
でも使われていたということでしょう。

②

中村浩正氏 提供情報



アダプター配列除去

16Jun 30 2015

①

休み時間にでも動作確認してみてく
ださい。きっとうまくいくことでしょう。

②



Paired-endの取扱い

17Jun 30 2015

①

2015年6月23日の講義資料

②



Paired-endの取扱い

18Jun 30 2015

QuasR (ver. 1.8.2)では、まだpaired-
endデータのアダプター配列除去に
は対応できていないようだといいまし
たが、その後すぐに開発者が回避策
(workaround)を教えてくれました。

Thanks to Dr. Stadler



回避策

19Jun 30 2015

基本戦略は「single-endとして
別々にアダプター配列除去を
行うが、出力ファイルのリード
数が変わらないようにする」で
す。乳酸菌paired-end RNA-
seqデータ(SRR626268)のアダ
プター配列除去を行う一連の
手順の基本形は、例題3-5で
す。例題3では、Forward側の
リードファイルを入力として、
FastQCでレポートされた「
TruSeq Adapter, Index 3」の除
去を行っています。約1分



回避策

20Jun 30 2015

例題4では、例題3の出力フ
ァイルを入力として、もう1つ
レポートされていた「TruSeq
Adapter, Index 2」の除去を
行っています。FastQC実行
環境にない場合でも、用いた
実験プロトコルが分かれば、
候補となるadapterやprimer
配列の一部で文字列検索す
ればある程度わかります。も
ちろん、この場合はIndex配
列部分を含めたりしたほうが
いいとは思います。約1分



回避策

21Jun 30 2015

例題5では、Reverse側のリードファ
イルを入力として、FastQCでレポー
トされた「Illumina Single End PCR 
Primer 1」の除去を行っています。
Primer配列の場合は、逆相補鎖（
reverse complement）を作成してか
ら与えないとうまく除去できなかった
ことから、このようにしています。
FastQCを実行できる環境にあれば
、「overrepresented sequences」項
目のpossible sourceのところがNo 
Hitになったかどうかでうまくいった
かどうかの判定ができます。約1分
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フィルタリング：基本形

23Jun 30 2015

リード数の揃ったpaired-endデ
ータを入力として、許容するNの
数と最短配列長でフィルタリン
グするやり方を示します。

①

②



フィルタリング：基本形

24Jun 30 2015

この例題で用いているファイルは
hoge4.fastq.gzとhoge5.fastq.gzで
も構いません。中身は同じです。



フィルタリング：基本形

25Jun 30 2015

リード長が18塩基未満を捨て、1塩
基だけNを許容するという閾値でフ
ィルタリングをした結果、998,208リ
ードが残ったということ。約2分



フィルタリング：発展形

26Jun 30 2015

基本戦略は、paired-endをsingle-
endとして独立に取り扱い、最後に共
通リードを抽出。例えば①～③あた
りの任意のフィルタリングをsingle-
endとして独立に実行。最後に④でリ
ード数の異なるpaired-endのファイ
ルを入力として、共通リードを出力。
ここでは、①の例題6-8を実行して得
られたリード数の異なるpaired-endフ
ァイルを入力として、④を実行するや
り方を示します。個人見解としては、
④の入力ファイルの段階では
FASTQではなくFASTA形式でいいと
思います。一連のフィルタリングでそ
こそこのクオリティが保証されている
ので、わざわざクオリティ情報を保持
しておく必要はないだろうという思想

①

②

③

④



フィルタリング：発展形

27Jun 30 2015

①

Small RNA-seqデータのときはリードの
右側にあるアダプター配列除去でしたが
、乳酸菌RNA-seqデータのときは左側に
アダプターがついているのでRpatternで
はなくLpatternになっている点に注意。

参考

②



フィルタリング：発展形

28Jun 30 2015

出力予定ファイルが存在する状態で
実行するとエラーが出るので注意。

参考



フィルタリング：発展形

29Jun 30 2015

①こんな感じになります。②ここで見え
ている出力ファイルのサイズは、既に
存在していたhoge5.fastq.gzのファイル
サイズであり、ここでのコピペ実行結
果で得られたものではない点に注意。

参考

①

②



フィルタリング：発展形

30Jun 30 2015

hoge5.fastq.gzをhogeフォル
ダから削除して再度実行。

参考



フィルタリング：発展形

31Jun 30 2015

得られたhoge5.fastq.gzを
入力として、例題7を実行。

参考



フィルタリング：発展形

32Jun 30 2015

例題8のpaired-end reverse側も
実行。出力ファイルのサイズは
63,442,904 bytes、999,136リード

参考



乳酸菌RNA-seqデータ
 100万リードのオリジナル?!ファイル

 SRR616268sub_1.fastq.gz：107 bp, 74,906,576 bytes

 SRR616268sub_2.fastq.gz：93 bp, 67,158,462 bytes

 100万リードのアダプター除去後のファイル
 SRR616268sub_trim2_1.fastq.gz(hoge4.fastq.gz)： 71,343,605 bytes

 SRR616268sub_trim2_2.fastq.gz ： 63,524,791 bytes

 hoge2_1.fastq.gz: 998,208リード、71,194,586 bytes

 hoge2_2.fastq.gz: 998,208リード、63,375,473 bytes

 アダプター除去およびフィルタリング後のファイル
 SRR616268sub_trim_1.fastq.gz(hoge7.fastq.gz)： 998,658リード、71,227,695 bytes

 SRR616268sub_trim_2.fastq.gz(hoge8.fastq.gz)： 999,136リード、63,442,904 bytes

33Jun 30 2015

93 bp

107 bp

①リード数の異なるpaired-endの
ファイルを入力として、共通リー
ドを出力するやり方を示します。

①



Tips：file.info関数
 100万リードのオリジナル?!ファイル

 SRR616268sub_1.fastq.gz：107 bp, 74,906,576 bytes

 SRR616268sub_2.fastq.gz：93 bp, 67,158,462 bytes

 100万リードのアダプター除去後のファイル
 SRR616268sub_trim2_1.fastq.gz(hoge4.fastq.gz)： 71,343,605 bytes

 SRR616268sub_trim2_2.fastq.gz ： 63,524,791 bytes

 hoge2_1.fastq.gz: 998,208リード、71,194,586 bytes

 hoge2_2.fastq.gz: 998,208リード、63,375,473 bytes

 アダプター除去およびフィルタリング後のファイル
 SRR616268sub_trim_1.fastq.gz(hoge7.fastq.gz)： 998,658リード、71,227,695 bytes

 SRR616268sub_trim_2.fastq.gz(hoge8.fastq.gz)： 999,136リード、63,442,904 bytes

34Jun 30 2015

93 bp

107 bp

file.info関数でもファイル名、サイズな
ど様々な情報をみることができます。

①



フィルタリング：発展形

35Jun 30 2015

入力はリード数の異なるpaired-
endファイル。出力はリード数が
同じpaired-endファイルです。
description行の記述形式次第で
はエラーが出ると思いますが、
適宜変更してください。①



フィルタリング：発展形

36Jun 30 2015

最初の4リード分のdescription部分を表示。
ここで見えているもので判断すると、
SRR616268.7は2つの入力ファイル中に存在
する。そして、少なくともforward側のファイル
(*_1.fastq.gz)中の3リード(SRR616268.20-22
）は、reverse側のファイル(*_2.fastq.gz)中に
は存在しないことがわかる。



フィルタリング：発展形

37Jun 30 2015

共通リード抽出用の基本情報として、リード
IDの積集合(intersection)を得るのが基本戦
略。しかし、description部分の情報をそのま
ま使うと、length=107とlength=93という部分
文字列の違いにより、①同一リードを同一
文字列として認識できないという問題がある

①



フィルタリング：発展形

38Jun 30 2015

description部分を眺め、部分文字列で同一リ
ードを認識できる箇所を探す。ここでは、①
description部分を区切り文字「スペース(“ ”)
で」分断し、②1番目の要素を取り出せば、赤
下線部分のみの部分文字列で評価できると
いう戦略のもとでプログラムを組んでいる。

①

②



フィルタリング：発展形

39Jun 30 2015

Forward側。うまくリードID 
(SRR6161268.7)のみにで
きていることがわかります



フィルタリング：発展形

40Jun 30 2015

Reverse側。うまくリードID 
(SRR6161268.7)のみにで
きていることがわかります



Tips：コピペで使いまわす

41Jun 30 2015

わざわざ別のオブジェクト名に
置き換えているので、一見やや
こしいですが、黒枠内のコードを
使いまわせるので、間違いを減
らせるというメリットがあります。

参考



フィルタリング：発展形

42Jun 30 2015

得られた共通リード数(998,428)
は、forward側(998,658)および
reverse側(999,136)より少ない
ので妥当。



フィルタリング：発展形

43Jun 30 2015

fastq1オブジェクトの1, 13, 
17, 22番目の要素が共通。



フィルタリング：発展形

44Jun 30 2015

is.element関数は、右側の集合の中の要
素が存在する位置をTRUE、それ以外を
FALSEとして返す。共通であるfastq1オ
ブジェクトの1, 13, 17, 22番目の要素が
TRUEになっていることがわかる。



フィルタリング：発展形

45Jun 30 2015

共通リードのみなので、リード
数が揃っていることがわかる。



乳酸菌RNA-seqデータ
 100万リードのオリジナル?!ファイル

 SRR616268sub_1.fastq.gz：107 bp, 74,906,576 bytes

 SRR616268sub_2.fastq.gz：93 bp, 67,158,462 bytes

 100万リードのアダプター除去後のファイル
 SRR616268sub_trim2_1.fastq.gz(hoge4.fastq.gz)： 71,343,605 bytes

 SRR616268sub_trim2_2.fastq.gz ： 63,524,791 bytes

 hoge2_1.fastq.gz: 998,208リード、71,194,586 bytes

 hoge2_2.fastq.gz: 998,208リード、63,375,473 bytes

 アダプター除去およびフィルタリング後のファイル
 SRR616268sub_trim_1.fastq.gz(hoge7.fastq.gz)： 998,658リード、71,227,695 bytes

 SRR616268sub_trim_2.fastq.gz(hoge8.fastq.gz)： 999,136リード、63,442,904 bytes

 hoge1_1.fastq.gz: 998,428リード、63,446,240 bytes

 hoge1_2.fastq.gz: 998,428リード、56,019,410 bytes

46Jun 30 2015

93 bp

107 bp

①はデフォルトの「許容するN数が2、最短配列
長が14」のときの結果。②は若干厳しめの「許
容するN数が1、最短配列長が18」のときの結
果なので、②のほうがリード数が若干少ない。

①

②
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アセンブル：ゲノム用

48Jun 30 2015

①

ゲノム用。②非モデル生物やヘテロ
接合度の高い生物種用、③微生物
など小～中規模ゲノム配列決定用
。アセンブルのアルゴリズム周辺は
「2014.06.25」でwebページ内を検索

②

③



アセンブル：転写物用

49Jun 30 2015

転写物（トランスクリプトーム）用

①

②



Rockhopper

50Jun 30 2015

①

②

①Windowsのヒトは.exeファイル、Macintoshのヒ
トは.dmgファイルでRockhopperを起動。「hoge -
Rockhopper」フォルダ中にRockhopper_Results
というフォルダがないヒトは、ダブルクリックで起
動したときに自動的に作成されます。③最初「
An error occurred while opening the file」的なポ
ップアップが出現しますが、30秒ほど待つと、④
RockhopperのGUIが起動します。

③

④



Rockhopper

51Jun 30 2015

①(見づらいが)DE NOVOと赤字で書い
ている部分をクリック。②入力ファイル
を指定すべく、BROWSEボタンを押す。

①

②



Rockhopper

52Jun 30 2015

①ファイルの場所を指定
、②Desktop、③hoge。

①

②

③



乳酸菌RNA-seqデータ
 100万リードのオリジナル?!ファイル

 SRR616268sub_1.fastq.gz：107 bp, 74,906,576 bytes

 SRR616268sub_2.fastq.gz：93 bp, 67,158,462 bytes

 100万リードのアダプター除去後のファイル
 SRR616268sub_trim2_1.fastq.gz(hoge4.fastq.gz)： 71,343,605 bytes

 SRR616268sub_trim2_2.fastq.gz ： 63,524,791 bytes

 hoge2_1.fastq.gz: 998,208リード、71,194,586 bytes

 hoge2_2.fastq.gz: 998,208リード、63,375,473 bytes

 アダプター除去およびフィルタリング後のファイル
 SRR616268sub_trim_1.fastq.gz(hoge7.fastq.gz)： 998,658リード、71,227,695 bytes

 SRR616268sub_trim_2.fastq.gz(hoge8.fastq.gz)： 999,136リード、63,442,904 bytes

 hoge1_1.fastq.gz: 998,428リード、63,446,240 bytes

 hoge1_2.fastq.gz: 998,428リード、56,019,410 bytes

53Jun 30 2015

93 bp

107 bp

オリジナルの100万リードからなる生データフ
ァイルで実行（2015.05.12の発展課題と同じ）



Rockhopper：SE

54Jun 30 2015

まずはsingle-end (SE)データと
して実行。①入力ファイルを選
び、②開く。③SUBMIT。約1分。

①

②

③



Rockhopper：SE

55Jun 30 2015

①

①入力ファイルは1,000,000リードだったので、一定の基
準で内部的にフィルタリングしているのだろう。②アセン
ブル後のリファレンス配列に対してマッピングした結果、
1,964リードがマップされたということだろう。③アセンブ
ルによって得られた転写物配列数は8個しかなかった。
④その平均配列長(121 bp)と⑤中央値(106 bp)。⑥アセ
ンブルされたトータルの塩基数は974。これは③×④の
結果(8×121=968)とほぼ同じなので、まあよしとしよう。

②

③
④
⑤
⑥



乳酸菌RNA-seqデータ
 100万リードのオリジナル?!ファイル

 SRR616268sub_1.fastq.gz：107 bp, 74,906,576 bytes

 SRR616268sub_2.fastq.gz：93 bp, 67,158,462 bytes

 100万リードのアダプター除去後のファイル
 SRR616268sub_trim2_1.fastq.gz(hoge4.fastq.gz)： 71,343,605 bytes

 SRR616268sub_trim2_2.fastq.gz ： 63,524,791 bytes

 hoge2_1.fastq.gz: 998,208リード、71,194,586 bytes

 hoge2_2.fastq.gz: 998,208リード、63,375,473 bytes

 アダプター除去およびフィルタリング後のファイル
 SRR616268sub_trim_1.fastq.gz(hoge7.fastq.gz)： 998,658リード、71,227,695 bytes

 SRR616268sub_trim_2.fastq.gz(hoge8.fastq.gz)： 999,136リード、63,442,904 bytes

 hoge1_1.fastq.gz: 998,428リード、63,446,240 bytes

 hoge1_2.fastq.gz: 998,428リード、56,019,410 bytes

56Jun 30 2015

93 bp

107 bp

次にreverse側をsingle-end (SE)
データとしてde novo assemble。



Rockhopper：SE

57Jun 30 2015

まずはsingle-end (SE)データと
して実行。①入力ファイルを選
び、②開く。③SUBMIT。約1分。

①

②

③④



Rockhopper：SE
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①

①入力ファイルは1,000,000リード。内部的にフィルタリン
グした結果、983,854リードになったのだろう。②アセンブ
ル後のリファレンス配列に対してマッピングした結果、
710,393リードがマップされたということだろう。③アセン
ブルによって得られた転写物配列数は424個。④その平
均配列長(436 bp)と⑤中央値(228 bp)。⑥アセンブルさ
れたトータルの塩基数は185,233。これは③×④の結果
(424×436=184,864)とほぼ同じなので、まあよしとしよう

②

③
④
⑤

⑥



Rockhopper：PE
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①
②

③

Paired-endデータとしてアセンブル。①念のため一旦消
す。②「Options – Clear cache」というのがあったので、こ
ちらも念のためやってみる。数分フリーズ状態になりまし
た。③Rockhopperアプリごと再起動しても、キャッシュに
残っているようなので、Clear cacheをやるのが無難かも



Rockhopper：PE
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しばらく経つと左のような画面になるので、①
paired-endの1つ目のforward側のファイルを指
定。②「双方向矢印」のところにカーソルをもっ
ていくと、「Using paired-end reads; …」と書いて
あるので、ここをクリック。③OKを押す。

①

②

③



Rockhopper：PE

61Jun 30 2015

①

②

①reverse側のファイルを選択して、②
開く。Paired-end の2つのファイルが
見られるわけではないが、③SUBMIT

③



Jun 30 2015

Rockhopper：PE

62

約2分で終わるが、残念ながらうまくアセンブルでき
ていないようだ。後にこの原因は、forwardファイル
中の3’側のadapter/primer配列が主原因と判明



Jun 30 2015

Rockhopper：PE

63

①

②

それゆえ、①「Options - Parameter settings」で、
②Strand specific やReverse complement reads
のあたりをいじっても状況に変化はない。
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アセンブル結果まとめ

64

いろいろやった結果のまとめです
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マッピング基礎

66

 基本的なマッピングプログラム（bowtieなど）を用いた場合

Jun 30 2015

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 基本イメージ。「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



マッピング基礎
 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”

67Jun 30 2015

「マッピング ＝ 大量高速文字

列検索」という捉え方でよい。
マッピングプログラムの出力
は、（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

教科書p81-89



マッピング
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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., 2015)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。

教科書p81-89

①



オプション
 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(mismatch)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

 ...

69Jun 30 2015

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

教科書p81-89



仮想リファレンス配列
 マップされる側のリファレンス配列：ref_genome.fa

70Jun 30 2015

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(-m 1：1ヶ所にマップされるリー
ドのみ出力)の違いの把握が可能

教科書p81-89



仮想リファレンス配列
 マップされる側のリファレンス配列：ref_genome.fa
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コピペで作成しています教科書p81-89



仮想RNA-seqリード
 マップする側のRNA-seqデータ：sample_RNAseq1.fa
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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行に情報を記載。

教科書p81-89



仮想RNA-seqリード
 マップする側のRNA-seqデータ：sample_RNAseq1.fa

73Jun 30 2015

コピペで作成しています教科書p81-89
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マッピング本番

75Jun 30 2015

やってみましょう

①

②



マッピング本番

76Jun 30 2015

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

①

②



マッピング本番

77Jun 30 2015

「hoge – mapping_kiso1」に最低限必
要な3つの入力ファイルが揃ってい
ることを確認してコピペ。ファイヤー
フォールか何かでアクセス許可関
連のポップアップが出たらOKを押す



出力ファイル形式

78Jun 30 2015

出力ファイルとして実際に取り扱うの
は①BAM形式ファイルです。②赤枠
部分はランダムに発生させる文字列
部分なので、ヒトによって異なります

①

②

②



出力ファイル形式
 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)

...

79Jun 30 2015

実用上はBAM形式、視覚上はBED形式



出力ファイル形式

80Jun 30 2015

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



オプションと結果の関係
 “-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
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マップされなかったのは、
赤枠の8リード中3リード



オプションと結果の関係
 “-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

82Jun 30 2015

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。-m 1：
1ヶ所にマップされるリードのみ出力



オプションと結果の関係
 “-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

83Jun 30 2015

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。-v 0：
許容するミスマッチ数は0
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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

85Jun 30 2015

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

86Jun 30 2015

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
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アノテーション情報が
ない場合のやり方です

①

②



カウント情報取得1
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「hoge – mapping_kiso1」に入力ファイル
は揃っています。マッピング結果ファイル
が既に存在しますが、logファイルを見て
同じオプションで実行した結果があるか
どうかを自動判定します。再度マッピング
を実行する必要がない場合は、以前に得
られていたbamファイルを入力として、速
やかに①のところの作業に移行します。

①



カウント情報取得1
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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

90Jun 30 2015

.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

91Jun 30 2015

複数のRNA-seqリードファイル
のマッピングからカウントデータ
取得までを一気に行う例です。

①

②



カウント情報取得2
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「hoge – mapping_kiso2」に入
力ファイルは揃っています。



カウント情報取得2
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コピペ。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)。



カウント情報取得2

94Jun 30 2015

リストファイル中で指定したサン
プル名(sample1とsample2)がカウ
ントデータ行列の列名となります
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実データ解析

96Jun 30 2015

アノテーション情報が
ない場合のやり方です

①



実データ解析

97Jun 30 2015

「hoge – mapping_paired1」に
解析したいfastq.gzファイル
を移動させて実行。約8分。



実データ解析
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②

①

①このあたりで約1分。リファレンス配列のイン
デックス作成部分。約3MBの乳酸菌ゲノムな
ので短時間で終わる。ヒトゲノムだと数十分か
ら数時間といったところか。②のところで約7分
。オリジナルの総リード数は1.4億。1/100以下
の100万リードだから10分足らずで終わる。



実データ解析
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①マッピングの実体であるqAlign関数
実行前後の時間を計測し、423.14/60 
= 7.05分という結果を得ている。

①



実データ解析
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①

②

①マッピングに用いられたオプション（パラメータ
）情報。②これがメインのマッピング結果ファイ
ルの名前(いわゆるBAMファイル)。③マッピング
結果の概観。forward側とreverse側合わせて
200万リード中8,204リードしかマップされてない!

③



実データ解析
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①list.filesを用いて、ここまでの作業で作成
されたファイルを概観。元は黒枠の4つのフ
ァイルのみだったが、マッピングが終わった
時点で数多くのファイルが作成されている
ことが分かる。②マッピング結果を取扱うと
きの基本はBAMファイル。③マッピングに
用いられたオプション（パラメータ）情報は、
このlogファイルからも閲覧可能。

②

③

①



QCレポート作成
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①sub関数を用いて黒下線で見られるフ
ァイル名中の拡張子部分.bamを_QC.pdf
に置換したファイル名を作成してout_fに
格納している。拡張子部分周辺の文字
列だけを変更する程度の出力ファイル名
であれば、このように自動的に作成する
ことができる。数十秒程度。

①



BEDファイル作成
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①これはBAMファイルがバイナリ形式でそんなも
のだと慣れてしまえば不必要。単純に視覚的に
見やすいようにbamファイルを読み込んでBED形
式ファイルを作成しているところ（つまりファイル
形式の変換）。②得られたBED形式ファイルの中
身。マップされたリード数が8,204個であったこと
から、BEDファイルの行数が8,204行なのは妥当

①

②



QCレポート概観
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①

② ③

①QCレポートを眺める。最初のページは
quality score分布。②forward側と③
reverse側で左右に表示されている。カイコ
small RNA-seqデータ (single-end)で左側
のみにしか表示されていなかったときは違
和感を覚えたが、paired-endデータで眺め
ると至極妥当な配置であったことが分かる



QCレポート概観
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①QCレポートの2page目。②Forwardのリー
ドの左側は確かにガタガタしていたので妥
当だが、③右側もこんなになってたっけ?!と
思いつつ…（後にこれが犯人と判明）。④
4page目。リード全体のmapped/unmapped
の割合を表示。確かに200万リード中8,204
リードしかマップされてなかったので妥当。

①

③

④

②
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③

①

②
④

①5page目。200万リード中8,204リードマップされていたが、
paired-endなので、ここでは分母を8,204/2 = 4,102≒
4.1e+03と表現しているようだ。1ヶ所にのみマップされたの
は全体の91.7%。②6page目。これはおそらくマップされたリ
ードの中でどのポジションにミスマッチがあったかを示す部
分。③と④を眺めて、確かにFastQCで眺めていたのは最初
の50 bp分で、adapters/primersの除去は5’側のみだった!
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アセンブル結果再考
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このぶざまな状況を打破する
糸口が完璧に見つかった！
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課題1, 2, 3
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課題1：「Rockhopperのアセンブル結果」を「QuasRマッピン
グ結果のQCレポート」と絡めて説明せよ。課題2：どうすれ
ばマッピング結果を改善できるのか（マップ率を上げること
ができるのか）、考えられる戦略を述べよ。課題3：今回の
結果を踏まえ、リファレンスゲノムがない（マッピング結果
がない）場合の高精度なアセンブル戦略について述べよ。
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課題4
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①

②

課題4：①はFastQCの「Per base sequence content」、②
はQuasRのQCレポートファイル中の同様な結果である。
赤点線枠部分に違いが見られるが、この理由について主
に描画方法の観点から考察せよ。よく分からないヒトは
別の観点でもよい。もちろん色の違いは本質的ではない
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Rockhopperリトライ
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これだけ結果が変わります。
かなりイケてます。
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QuasRリトライ
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これだけ結果が変わります。
かなりイケてます。


