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全体像のおさらい

3May 22, 2018

①QCには、FastQCによるクオリティチェック、
フィルタリングやトリミングの作業が含まれる

NGSリードデータ（SRAファイル）

NGSリードデータ（FASTQファイル）

前処理（preprocessing） or Quality Control (QC) ①

RNACocktail（Sahraeian et al., Nat Commun., 8: 59, 2017）



NGSリードの模式図

4May 22, 2018

実験デザインにもよるが、RNA-seqのNGSリ
ードには、目的の①RNA断片配列以外に、
②アダプター配列、③バーコード配列、④イ
ンサート配列、⑤ポリA配列などが含まれる

Kraken (Davis et al., Methods, 63: 41-49, 2013)の図2

①② ②

③

④

⑤



QCの目的

5May 22, 2018

QCの目的は、基本的にはこんな感じに
して、①目的の塩基配列のみにすること

Kraken (Davis et al., Methods, 63: 41-49, 2013)の図2を改変

①



QCの目的

6May 22, 2018

その上でさらに、クオリティスコアが設定し
た閾値以下の領域をトリミングしたりして…

Kraken (Davis et al., Methods, 63: 41-49, 2013)の図2を改変

①

①



QCの目的

7May 22, 2018

①一定の長さ未満のリードは捨てて（filter out）、残りの
ものを出力するのが、②KrakenなどのQC用プログラム

Kraken (Davis et al., Methods, 63: 41-49, 2013)の図2を改変

①

②



多くのプログラムが…

8May 22, 2018

①FastQCしかり、RNA-QC-chainや
Krakenなど多くのプログラムが②
IlluminaのNGSデータに対応しています

②

①



RNA-seqとNGS機器

9May 22, 2018

①NGS機器（プラットフォーム）ごとの②RNA-
seqに用いられたラン数（i.e., 実験数）。③
Illuminaのデータが圧倒的に多いことがわかる

最近の総説 (Lowe et al., PLoS Comput. Biol., 13: e1005457, 2017)のTable 2

②①

③



RNA-seqとNGS機器

10May 22, 2018

Illuminaは、①歴史が古く、③産出データ量（リ
ード数）も多く、②配列決定精度も高かったので
、④このような結果になったのでしょう。発現解
析分野でのマイクロアレイからの移行を後押し
するのに十分な条件が整っていたともいえる

最近の総説 (Lowe et al., PLoS Comput. Biol., 13: e1005457, 2017)のTable 2

③① ② ④



テクノロジーの栄枯盛衰

11May 22, 2018

publishされた論文総数は、microarray
のほうがおそらくまだ多い。また、
RNA-seqデータ解析についても
microarrayの経験が生かされている。
①右肩上がりのRNA-seqと②右肩下
がりのmicroarrayの論文数の推移を
鑑み、平成30年度の本科目の講義内
容をRNA-seqに据えることとしました

最近の総説 (Lowe et al., PLoS Comput. Biol., 13: e1005457, 2017)の図1を少し改変

RNA-seq

microarray

EST



テクノロジーの栄枯盛衰

12May 22, 2018

①RNA-seq論文のほと
んどはIlluminaデータ

最近の総説 (Lowe et al., PLoS Comput. Biol., 13: e1005457, 2017)の図1を少し改変

①RNA-seq

microarray

EST



RNA-seqとNGS機器

13May 22, 2018

①この表には載っていないが、Oxford Nanopore
社のMinIONに代表されるナノポアシークエンサ
ーも2017年頃より本格的に普及してきた。 RNA-
seqとの関連でいえば、cDNAへの変換変換（逆
転写）・PCR増幅・サイズ選択も不要であり、RNA
そのものを直接シークエンス可能な点が注目を
集めている（第1回のおさらい）。

最近の総説 (Lowe et al., PLoS Comput. Biol., 13: e1005457, 2017)のTable 2

①

参考



RNA-seqデータ解析

14May 22, 2018

①最近の総説の、②ここのあたり。③RNA-
seqデータ解析は4ステップからなり…

最近の総説 (Lowe et al., PLoS Comput. Biol., 13: e1005457, 2017)
①

②

③



RNA-seqデータ解析

15May 22, 2018

②①

③ ④ ⑤

最近の総説 (Lowe et al., PLoS Comput. Biol., 13: e1005457, 2017)

①QC、②アラインメント（マッピングのこと）
、③定量化（カウントデータ取得のこと）、④
発現変動解析、からなる。もちろんこれは
発現変動解析がゴールの場合であり、ステ
ップの分け方なども⑤の論文著者の主観



全体像のおさらい

16May 22, 2018

①QCには、FastQCによるクオリティチェック、
フィルタリングやトリミングの作業が含まれる

NGSリードデータ（SRAファイル）

NGSリードデータ（FASTQファイル）

前処理（preprocessing） or Quality Control (QC) ①

RNACocktail（Sahraeian et al., Nat Commun., 8: 59, 2017）



全体像のおさらい

17May 22, 2018

異なる論文間の対応関係

②

④

②

④

最近の総説 (Lowe et al., PLoS Comput. Biol., 13: e1005457, 2017)

③

③

RNACocktail（Sahraeian et al., Nat Commun., 8: 59, 2017）



全体像のおさらい

18May 22, 2018

①QCには、FastQCによるクオリティチェック、
フィルタリングやトリミングの作業が含まれる

NGSリードデータ（SRAファイル）

NGSリードデータ（FASTQファイル）

前処理（preprocessing） or Quality Control (QC) ①

RNACocktail（Sahraeian et al., Nat Commun., 8: 59, 2017）
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FastQCの位置づけ

20May 22, 2018

FastQCで行うクオリティチェックに関する記述は、
①QCのところの、②のあたり。③FastQCは、フィ
ルタリングやトリミングの実行前後に行うことで、
うまくフィルタリングできているかなどを確認する

最近の総説 (Lowe et al., PLoS Comput. Biol., 13: e1005457, 2017)

①

②

③



FaQCs

21May 22, 2018

①FaQCsは、フィルタリングやトリミングを実行するプログラ
ム。それゆえ、例えば①FaQCsを実行した結果のFASTQフ
ァイルをさらに②FastQCにかけることで、アダプター配列の
トリミングなどがうまくできているかを確認する、みたいな使
い方をする。①FaQCsは、③Linux環境で動くプログラムです

最近の総説 (Lowe et al., PLoS Comput. Biol., 13: e1005457, 2017)

①②

③



FastQCとFaQCsの関係

22May 22, 2018

QCの枠組みの中で、①FastQCでデー
タの全体像を把握し、②FaQCsを実行
して、③その結果をFastQCで確認し、
④Mappingの入力データとして用いる

NGSリードデータ（SRAファイル）

NGSリードデータ（FASTQファイル）

前処理（preprocessing） or Quality Control (QC)

①FastQC（クオリティチェック）

②FaQCs（フィルタリングやトリミング）

③FastQC（クオリティチェック）

④

RNACocktail（Sahraeian et al., Nat Commun., 8: 59, 2017）



FaQCsのインストール

23May 22, 2018

FaQCsのインストールは、①NGS連載第4

回に解説あり。②原稿PDF中のp131、③ウ
ェブ資料PDF中のW15-2以降です。もちろん

、それ以前の説明などを理解していないと、
その部分だけを読んでも理解するのは困難

③

①

②



FaQCsの利用

24May 22, 2018

FaQCsの利用例は、①NGS連載第5回
にあります。②原稿PDF中のp194、③ウ
ェブ資料PDF中のW1-1にもあります

①

②

③



FaQCs実行

25May 22, 2018

①FaQCs.pl –vは、バージョンの確認。②lsで入力フ
ァイルの確認。入力はgzip圧縮ファイルでもOKだが
、ここでは③のFASTQファイルを入力として与えます

①

②

③



FaQCs実行

26May 22, 2018

ここでは、NGS連載第5回W1-1とは一部違って、①のよ
うな実行コマンドとした。②の部分は不変で、Illuminaの

アダプターを除去するオプション。③は様々な処理後のリ
ード長が20 bp以上のものを残すというオプション。デフォ
ルトが50なのに対して、入力のリード長が36 bpなので、

このようなオプションをつけざるを得なかったのです

①

② ③



FaQCs実行

27May 22, 2018

④は、今回の入力がpaired-endではないからで
す。Unpaired read（single-end）の場合は-uオプ

ションを付けなければなりません。⑤は、実行結
果をresultというディレクトリに格納せよ、です

①

② ③ ④
⑤



FaQCs実行中

28May 22, 2018

リターンキーを押した直後



FaQCs実行完了

29May 22, 2018

このときは、（リターンキーを押したのが
17:20なので）①約12分かかりました

①



ls -lで確認

30May 22, 2018

①ls –l。確かに②resultディ

レクトリが作成されています

①



ls -lで確認

31May 22, 2018

①resultディレクトリ内をls- l。single-endの場合の出力
ファイルは、②のQC.unpaired.trimmed.fastqです。こ
のファイルサイズ（777,880,074 bytes）と、③入力ファ
イルのサイズ（819,218,014 bytes）の関係から、
819,218,014/777,880,074 = 1.053142となり、約5%

程度の塩基が除かれたのだろうと解釈する

①

②

③



結果の詳細は…

32May 22, 2018

①これらのファイルに書かれています。pdf形式か
txt形式かの違いだけで、中身は同じ。QC.stats.txt

をmoreコマンドで眺めたのが次のスライド

①



QC.stats.txt

33May 22, 2018

①more result/QC.stats.txt実行結果

①



QC.stats.txt

34May 22, 2018

①トリム前は②こんな状態で、③トリム後は④こんな状態。
例えば、トリム後のリード数(4,363,656個)は、トリム前のリ
ード数(4,589,774個)の95.07%になっているなどと読み解く

①

②

③

④



QC.stats.txt

35May 22, 2018

③

④

最終行のところまで表示させたところ



QC.stats.txt

36May 22, 2018

①リードごと除去されたのは226,118個で、全リードの4.93%

。②トリムされた塩基数は8,833,392個で、全体の5.35%など
ということがわかります。③は、①と②の内訳。左側にReads

とBasesが交互に現われている。Reads部分の記述が①の
内訳。Bases部分の記述が②の内訳に相当するのであろう

①
②

③

④



QC.stats.txt

37May 22, 2018

例えば、①は連続するNによってフィルタリングされた塩基
数が3686831個で、全体の2.23%。②の記述より、連続す
るNの数はおそらく③2個で。2個以上連続するNを含むの
は104,727リードであり、全体の2.28%ということなのだろう

①
②

③



QC.stats.txt

38May 22, 2018

また、①の最終行では、Adapters/Primers由来の
Basesは一つもなかったということを示している。この
結果から、FaQCs実行時に-adapterはつけなくても
同じ結果になったのだろう、などということがわかる

①
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FastQCを起動

40May 22, 2018

①

①デスクトップ上にあるFastQCフォルダ内の
、②run_fastqc.batをダブルクリックして起動

②



FastQCの入力ファイル

41May 22, 2018

入力ファイルは、①FaQCsの実行結果ファイル

①



FastQC実行結果

42May 22, 2018

こんな感じになります。これをhtml
ファイルとして保存したものが…



①

QC.unpaired.trimmed_fastqc.html

43May 22, 2018

①これです



課題

44May 22, 2018

①FaQCs実行後のFastQC実行結果について、
②FaQCs実行前のFastQC実行結果と対比させ
て考察せよ。フィルタリングやトリミングを行う
FaQCsプログラムがうまく機能しているかどうか
?が主な論点となると思います

②

①



課題：論点1

45May 22, 2018

例えば、①FaQCs実行後の、②Basic Statisticsの、③
Sequence lengthの範囲（20-36）と、FaQCs実行時に与
えたオプションとの関係も議論可能かと思います

③

②

①



①

課題：論点2

46May 22, 2018

また、①FaQCs実行後の、②Per 
base sequence qualityの分布と…

②



課題：論点2

47May 22, 2018

また、①FaQCs実行前の、②Per 
base sequence qualityの分布の
違いも分かりやすい評価基準

②

①



課題：論点3

48May 22, 2018

①FaQCs実行前の、②Overrepresented 
sequencesではpoly Aが見えていましたが…
。③FaQCs実行後はどうなっているかなど…

②

①

③
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ShortReadパッケージ

50May 22, 2018

①ShortReadの原著論文のPubMedサイト。
ShortReadパッケージは、②100回以上引用
されている、③2009年の原著論文があります

ShortRead(Morgan et al., Bioinformatics, 25: 2607-8, 2009)

②

③

①



ShortRead

51May 22, 2018

①

Bioconductor(Gentleman et al., Genome Biol., 5: R80, 2004)

②
③

①ShortReadのBioconductorのサイト。②ShortReadのダ
ウンロード数は、③Bioconductor提供パッケージ群のうち
上位5%に入る（ほどよく利用されている）。大抵のパッケー
ジは、どのプラットフォーム（Windows, Macintosh, Linux)で
も動く。実際、④ShortReadもここがallになっている。もし
someとかになっていれば、⑤ページ下部に移動し…

④

⑤

参考



ShortRead

52May 22, 2018
Bioconductor(Gentleman et al., Genome Biol., 5: R80, 2004)

①

参考

②

①このあたりまで移動して…、②Windows or Macのど
ちらが使えないかを見る必要があります。あくまでも
直前のスライドでplatformsがsomeになっている場合
の話。someとなっている実例はRsubreadパッケージ



Rsubread

53May 22, 2018

参考

①

Subread(Liao et al., Nucleic Acids Res., 41: e108, 2013)

②

①RsubreadのBioconductorのサイト
。確かに② platformsがsomeになっ
ている。 ③ページ下部に移動

③



Rsubread

54May 22, 2018

参考

Subread(Liao et al., Nucleic Acids Res., 41: e108, 2013)

①②

①このあたりまで移動。②Rsubreadパッケージは
Windowsでは使えない。こういう場合は、一見パッケー
ジのインストールがうまくいったように見えても、実際
にはインストールできてませんので注意してください!



ShortRead

55May 22, 2018
ShortRead(Morgan et al., Bioinformatics, 25: 2607-8, 2009)

ShortReadパッケージは、赤枠内の多く
の項目で利用しています。①クオリティス
コアでのフィルタリングをやってみましょう

①



Rでフィルタリング

56May 22, 2018

①ここでShortReadパッケージをロードしている。②ク
オリティスコアの閾値が20未満のものが、③(リード長
×0.1)個以上あるリードを除去する場合のやり方です

①
③

②



Rでフィルタリング

57May 22, 2018

①6,000リードからなるDRR000031sub.fastq
をデスクトップに保存したのち、②の部分を
変更してコピペ実行してみましょう

②

①



R実行結果画面

58May 22, 2018

コピペ実行が無事終了すると、①こんな感じ
のRコンソール画面になります。②リード数
が6,000から4,984になっていることがわかる

①

②



R実行結果画面

59May 22, 2018

また、ここでは最初と最後の計10リード分しか見えては
いないが、①リード長が36 bpに揃っていることがわかる
。この結果から、指定した閾値を満たさないリードごとふ
るい落とされる枠組みであることを思いだす。つまり、リ
ード中の一部がトリミングされるわけではないということ

①



出力はhoge1.fastq

60May 22, 2018

①出力ファイル中のリード数は、②4,984個

①

②
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Rでクオリティチェック

62May 22, 2018

①4,984リードからなる②hoge1.fastq
を入力としてqrqcを実行する

②

①



Rでクオリティチェック

63May 22, 2018

①フィルタリング前の6,000リードからなるDRR000031sub.fastqの
、②qrqc実行結果(report.html)と比較することを通じてRでも似た
ようなフィルタリングができることを学んでもらう。このような単機
能のコード実行結果と比較することで、（この場合はFaQCs）プロ
グラムがきちんと動いているかの大まかな確認を行ったりします

①

②



qrqcを実行

64May 22, 2018

①

②

①qrqc。②の入力ファイル名部
分をhoge1.fastqに変更して実行



qrqcを実行

65May 22, 2018

①入力ファイル名部分を変更してコピペ実行。②警告メッ
セージが出ていますがよくわかりません。結果は③という
フォルダ中のreport.htmlというファイルに吐き出されます

①

②

③



qrqc実行結果

66May 22, 2018

①

②

③

①report.htmlファイルはこちらにもあります。②のグラフが、
FastQCのPer base sequence qualityに相当することがわか
る。③この部分の数値は実行ごとにコロコロ変わるようです
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全体像のおさらい

68May 22, 2018

NGSリードデータ（SRAファイル）

NGSリードデータ（FASTQファイル）

前処理（preprocessing） or Quality Control (QC) ①

RNACocktail（Sahraeian et al., Nat Commun., 8: 59, 2017）

①のQCが終わったので…



全体像のおさらい

69May 22, 2018

①のQCが終わったので、次は
②マッピング（アラインメント）

②

④

②

④

最近の総説 (Lowe et al., PLoS Comput. Biol., 13: e1005457, 2017)

③

③

RNACocktail（Sahraeian et al., Nat Commun., 8: 59, 2017）

①



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リードデータ：”AGG”

70May 22, 2018

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

71May 22, 2018

①「マッピング | について」の最終更新日は②
2018年となってはいるが、きっちり調査してい
たのは2014年頃まで。情報としては相当古い

① ②



マッピング

72May 22, 2018

①R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、②QuasRパッケージのおかげで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③Bowtie プログラムを利用しています

①②

③



マッピング
◼ 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

 ...

73May 22, 2018

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



マップされる側

74May 22, 2018

マップされる側のリファレンス配列は、①
ref_genome.fa。後でダウンロードできます

◼ マップされる側のリファレンス配列：ref_genome.fa
①

①



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

75May 22, 2018

①ref_genome.faは、②サンプルデータ
の、③例題18のコピペで作成しています

②

①

③



①

マップされる側

76May 22, 2018

②

③

◼ マップされる側のリファレンス配列：ref_genome.fa

①ref_genome.faの説明。②chr3と③chr5の違いは…



①

マップされる側

77May 22, 2018

◼ マップされる側のリファレンス配列：ref_genome.fa

①ref_genome.faの説明。②chr3と③chr5の違いは、④

2番目と⑤7番目の塩基のみ。”-m”オプションの違いの
把握が可能。 ”-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

④

④

⑤

⑤



マップする側
◼ マップする側のRNA-seqデータ：sample_RNAseq1.fa

78May 22, 2018

マップする側のリードファイルは①sample_RNAseq1.fa。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

①

①



マップする側
◼ マップする側のRNA-seqデータ：sample_RNAseq1.fa

79May 22, 2018

②

③

① sample_RNAseq1.faは、②サンプルデー
タの、③例題19のコピペで作成しています。実

際のマッピング時の直前にダウンロードします

①

①



マップする側
◼ マップする側のRNA-seqデータ：sample_RNAseq1.fa

80May 22, 2018

①sample_RNAseq1.faは、全部で8リードからなる。このうち、②
最後のリード（chr5_1_35）のみ、③4番目の塩基を変えている

①

①

②

③
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マッピング

82May 22, 2018

実際に、①リファレンス配列ファイル（ref_genome.fa）と、②仮想
RNA-seqリードファイル（sample_RNAseq1.fa）を用いてマッピン
グを行ってみましょう。 ③basic aligner(応用)の、④例題1です

② ①

③

④



マッピング

83May 22, 2018

デスクトップのhogeフォルダ内にmapping_kiso1というフォルダを
作成し、そこに①②③の3つのファイルを保存しましょう。

② ① ③



マッピング

84May 22, 2018

①のような感じにして、②R上でも確認しましょう

②

①



入力ファイル

85May 22, 2018

①例題1の入力は、②リファレンス配列のファイルと…

①

②



リストファイル

86May 22, 2018

①

②

①マップする側のリードファイル名のリストファイル
。これは、複数のRNA-seqサンプルを実行できるよ
うにするため。②がリストファイルの中身



Botwieオプション

87May 22, 2018

①マップする側のリードファイル名のリストファイル
。これは、複数のRNA-seqサンプルを実行できるよ
うにするため。②がリストファイルの中身。③がマッ
ピングプログラムであるBowtie実行時に指定してい
るオプション。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）です

①

②

③



コピペ実行

88May 22, 2018

コピペ実行時の途中経過。R Console画面は、
マッピングのメインである①qAlign関数実行部分

①

①



途中経過

89May 22, 2018

①qAlign関数実行結果を格納したoutオブジェクトを
、②確認している部分

①

②

②



途中経過

90May 22, 2018

①

②

②

③

④

⑤

①qAlign関数実行結果を格納したoutオブジェクトを
、②確認している部分。③使用したマッピングプロ
グラム、④マップされる側のリファレンス配列、⑤マ
ップする側のリードファイル情報などが見られます



途中経過

91May 22, 2018

①

②

②

③

④

⑤

①qAlign関数実行結果を格納したoutオブジェクトを
、②確認している部分。③使用したマッピングプロ
グラム、④マップされる側のリファレンス配列、⑤マ
ップする側のリードファイル情報などが見られます
。⑥がBAM形式のマッピング結果ファイルです。⑦
の赤下線部分は乱数で発生させているので、ヒト
それぞれです

⑥
⑦



May 22, 2018

マッピング結果の概要

92

①コードの下部を表示。次は②alignmentStats

①

②



May 22, 2018

マッピング結果の概要

93

①

①

①alignmentStatsの結果はこんな感じ



May 22, 2018

マッピング結果の概要

94

マップされる側のリファレンス配列ファイル（
ref_genome.fa）のゲノムサイズに相当する総塩基
数は②531 bp。③マップされたリード数は5、④マッ
プされなかったリード数は3。こんな感じでどの程
度のリード数がマップされたかの情報を把握する

② ③ ④

①

①



May 22, 2018

無事終了したら…

95

こんな感じになります



May 22, 2018

出力ファイルの確認

96

①list.files() 。②の3つ以外全てが出力ファイル

①
②

②

②



May 22, 2018

主なマッピング結果ファイルは

97

①拡張子が.bamの、通称BAM
ファイルと呼ばれるものです

①
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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)

...

99May 22, 2018

実用上はBAM形式、視覚上はBED形式



出力ファイル形式

100May 22, 2018

①BAMファイルの②中身と、③BEDファイルの④中
身。④BEDファイルの最小限の情報は、リードIDを
含まないことがわかります。④こんな感じの情報が
、②の中に含まれているということさえわかれば、
わざわざBEDファイルを作成する必要はありません

①

③

②④



May 22, 2018

出力ファイル形式

101

ちなみに①BEDファイルは、②で作成しています

①

②



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

102May 22, 2018

計8リードのうち、マップされ
なかったのは赤枠の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

103May 22, 2018

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

104May 22, 2018

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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ディレクトリの作成

106May 22, 2018

①現在作業中のディレクトリ（カレ
ントディレクトリ）をpwdコマンドで
確認。②その中身をls –lで確認

①

②



ディレクトリの作成

107May 22, 2018

①ディレクトリ作成コマンドmkdirで
mapping_kiso1というディレクトリを作成

①



ディレクトリの作成

108May 22, 2018

①lsで確認。確かに②mapping_kiso1と
いうディレクトリが作られています

①

②



mapping_kiso1に移動

109May 22, 2018

①cdコマンドでmapping_kiso1ディレクトリに移動

①



pwdで確認

110May 22, 2018

①pwdで作業ディレクトリを確認（カレントディレクトリ
を表示）。②確かに移動できていることがわかります

①

②



wgetでダウンロード

111May 22, 2018

①pwdと②ls。③wgetコマンドを用いて、
まずはマップされる側のリファレンス配列
ファイル（ref_genome.fa）をダウンロード

①

②

③



wgetでダウンロード

112May 22, 2018

③wgetを実行すると、赤枠のような感じ
でダウンロードの途中経過が表示されま
す。無事ダウンロードが終わると、④のよ
うな感じでsavedというメッセージが表示さ
れて、⑤コマンド入力待ち状態になります②

③

④

⑤



clearで画面リフレッシュ

113May 22, 2018

①clearコマンドを入力すると…

①



clearで画面リフレッシュ

114May 22, 2018

こんな感じで画面がリフレッシュされます



lsで確認

115May 22, 2018

①lsで確認。確かにwgetでダウンロードした
②ref_genome.faが存在することがわかります

①

②



headで確認

116May 22, 2018

①headは、最初の10行分（デフォ
ルトオプション）を表示するコマンド

①



ダウンロード2

117May 22, 2018

②マップする側の仮想RNA-seqファイル（
sample_RNAseq1.fa）をダウンロード。wget実
行時に-qオプションをつけることで途中経過
を表示させない（quiet）ようにすることができる

①



lsで確認

118May 22, 2018

①lsで確認。②ダウンロードできているようで
すね

①

②



headの-nオプション

119May 22, 2018

①head –n 4で最初の4行分を表示。確
かにsample_RNAseq1.faの中身は（少
なくとも最初の4行分）は妥当ですね

①
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Bowtie

121May 22, 2018

QuasRパッケージ内部で用いられて
いるのは、①bowtieプログラムだが…

Bowtie (Langmead et al., Genome Biol., 10: R25, 2009)

①



Bowtie2

122May 22, 2018

①現在主に用いられているのはBowtie 2。bowtieがver. 
1でbowtie2がver. 2という位置づけ。bowtieとbowtie2とで
はオプションの指定方法なども異なる。bowtieのオプショ
ンを丁寧に説明してQuasRと同じ結果になることにこだ
わってもしょうがないので、bowtie2で行います。36 bpと
いうこのリード長の場合はbowtieのほうがいいのだと思
いますが、2018年現在はこのような長さのリードを扱う
ほうがむしろ稀なのでその意味でもやはりbowtie2

Bowtie 2 (Langmead and Salzberg, Nat Methods, 9: 357-9, 2012)

①



リファレンス配列の前処理

123May 22, 2018

①

プログラムを高速に実行するための
前処理として、リファレンス配列（
ref_genome.fa）をbowtie2-buildプログ
ラムにかける。Bowtieプログラムの場
合はbowtie-buildです。BLASTをコマ
ンドライン上で実行する際に、データ
ベース側の配列の前処理として行う
makeblastdbと同じようなものです



リファレンス配列の前処理

124May 22, 2018

①の部分は任意の文字。ここではpigya
としたが、ref_genome.faを入力とする場
合は、私なら通常はref_genomeとします

①



bowtie2-build実行

125May 22, 2018

画面がざっと流れてこんな
感じになります。数秒程度



bowtie2-build実行結果

126May 22, 2018

①lsで確認

①



bowtie2-build実行結果

127May 22, 2018

①この部分が任意につけたpigyaという文
字列。bowtie2-buildプログラムのマニュ
アルには、basenameと書かれている。
baseの意味がわかるのではないだろうか

①
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bowtie2実行コマンド

129May 22, 2018

①bowtie2実行コマンド。②マップされる
側の情報。③マップする側の情報。-fは
single-endの場合に指定するオプション

①

② ③



bowtie2実行コマンド

130May 22, 2018

④SAM形式の出力ファイル名を指定すると
ころ。out.samなどでもよいが、入力ファイル
と対応付けてsample_RNAseq1.samとした

①

④



bowtie2実行結果

131May 22, 2018

①リターンキーを押したところ。一瞬で終
わります。③入力は8リードでsingle-endな
ので、unpairedと書かれているのは妥当

①

②



bowtie2実行結果

132May 22, 2018

①0回マップされたリードは0個という意味
なので、マップされなかったリードは0個。
②つまり全リードがマップされたということ

①

②



bowtie2実行結果

133May 22, 2018

①1回だけマップされたリードは3個（37.50%）。これは1か所
にのみマップされたリードと解釈すればよい。②2回以上（複
数個所に）マップされたリードは5個（62.50%）。③8リード中8
個がマップされたので、マップ率（alignment rate）は100%

①
②

③



lsで確認

134May 22, 2018

①ls –l。②確かに拡張子.sam
のSAMファイルができています

②

①



Contents
◼ Quality Control (QC)の続き

 全体像のおさらいとQCの位置づけ

 FastQCとFaQCs、FaQCsの実行

 FaQCs実行結果ファイルに対してFastQCを実行

 課題（FaQCs実行前後の比較）

 RでQC：ShortReadでクオリティフィルタリング、qrqcでクオリティチェック

◼ マッピング（アラインメント）
 マップする側とされる側のファイル

 QuasRでマッピング（内部的にRbowtieパッケージを利用）

 出力ファイル形式、使用オプションと結果の解釈

 Bio-Linux環境でbowtie2を使ってマッピング：準備、前処理、実行

 SAMファイルの解説

135May 22, 2018



wcで行数を確認

136May 22, 2018

①目的のSAMファイルの行数を確認。②15行ですね

①

②



sample_RNAseq1.sam

137May 22, 2018

①目的のSAMファイルのみls –l

①



sample_RNAseq1.sam

138May 22, 2018

①SAMファイルの最初の8行分を表
示（いくつか試した結果、画面上に表
示できるのが8行分だっただけです）

①



sample_RNAseq1.sam

139May 22, 2018

①赤枠部分が最初の7行分に相当する。これら
は@から始まる行であり、ヘッダー行と呼ばれる

①



sample_RNAseq1.sam

140May 22, 2018

①この場合のSAMファイルの2-6行目は、マ
ップされる側のリファレンス配列の情報が書
き込まれている。リファレンスの配列数が増
えるとヘッダー部分の行数も増えるのだろう

①



sample_RNAseq1.sam

141May 22, 2018

①この行（8行目）からがリー
ドごとのマッピング結果情報

①



Excelで見ると…

142May 22, 2018

Excelで全体像を表示させた結果。①がリードの塩基配列
情報、②がリードの1文字表記のクオリティスコア情報。マ
ップする側のsample_RNAseq1.faはFASTAファイルであり
FASTQであり、クオリティスコアは本来存在しない。しかし
SAM形式に合わせるべく、クオリティスコア情報がない場
合は、クオリティスコア40に相当するIを与えている

②①



全体を拡大

143May 22, 2018

Excelで全体像を表示させた結果。リードの①塩基配列情
報と②クオリティスコア情報部分の幅を小さくしました

②①



リードの並びは

144May 22, 2018

①入力ファイルのリードの並びと、②出
力ファイルのリードの並びは同じですね

②

①



Bowtie2実行結果

145May 22, 2018

Bowtie2実行結果のおさらい。①1回だけマップされ
たリードは3個（37.50%）。これは1か所にのみマップ
されたリードのことでした。この3リードの結果が…

①



Bowtie2実行結果

146May 22, 2018

①これです。対応するリードは②これ

①

②



Bowtie2実行結果

147May 22, 2018

Bowtie2実行結果のおさらい。②2回以上（複数個所に）
マップされたリードは5個（62.50%）。この5リードの結果が

②



Bowtie2実行結果

148May 22, 2018

①これです。対応するリードは②これ

②

①



Bowtie2実行結果

149May 22, 2018

①1回だけ（1か所にのみ）マップされたリードと
、②2回以上（複数個所に）マップされたリード
の結果を、SAMファイルからどう見分けるのか?

②
①



複数個所の結果はXS

150May 22, 2018

2回以上（複数個所に）マップされたリードの結
果は、①XS:という結果が余分に含まれていま
す。もしこの部分を削除して左詰めすれば…

①



複数個所の結果はXS

151May 22, 2018

こんな具合になって、①ものの見事に同一
列内のXN:やXM:などの文字が揃います

① ① ① ① ① ① ①



複数個所の結果はXS

152May 22, 2018

つまり、①赤枠の情報が余分にあるので、②その
右側部分がずれたように見えていたということです

①
②



SAMファイルの解説

153May 22, 2018

SAMファイルは、タブ区切りテキスト形式（
tab-delimited text file format）ですので、ヒト
の目で判読できます。行頭が@から始まるの
がヘッダー部分。この場合は7行ですね



grep “@”

154May 22, 2018

①Linux上で@を含む行を表示させるやり方

①



grep -c “@”

155May 22, 2018

①@を含む行数を表示させたい場合

①



grep -c “^@”

156May 22, 2018

①行頭に@を含む行数を表示させたい場合

①



SAMファイルの解説

157May 22, 2018

この部分がマッピング結果情報のメイン部分



SAMファイルの解説

158May 22, 2018

① ② ③ ④ ⑤

①マップする側のリードID（クエリー名；QNAME）
②フラグ情報（FLAG）。single-endの場合は常に0?!
③マップされる側のリファレンス配列名（RNAME）
④マップされた領域の左端の位置（POS）
⑤マッピングのクオリティ（MAPQ）。高いほどよい。
Phredスコアと同じような数式（-10×log10(p)）で、p
はそのマップ位置が間違っている確率。例えば、間
違っている確率が1%（p = 0.01）なら、ここの値は20
になる。また、間違っている確率が70%と怪しい結
果（p = 0.7）の場合は1.55となる。従って、赤枠のマ
ッピング結果は⑤の値が1なので信頼度が相当低
いと解釈する



SAMファイルの解説

159May 22, 2018

⑥どのようなマッピング状況かを示すCIGAR string
。ここでは全て35Mとなっているが、これはリードの
35塩基が全て一致（Match）したということを意味し
ている。InsertionやDeletionを意味するIやDなどが
見られることもある。
⑦7-9列目は、入力がpaired-endのときに、ペアの
もう片方のマッピング結果が記される。このデータ
はsingle-endなので、*や0で埋められる結果となっ
ている

⑥
⑦



SAMファイルの解説

160May 22, 2018

①ここに詳細な解説があります

①


