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2018.06.12版 スライド32まではさらっといきます（スライド
4-6, 13, 18, 28のみしゃべる予定）。6/19

出席予定の持込PCの方は、Rパッケージ
recountをインストールしておいてください。



講義予定
◼ 第1回（2018年06月12日）

 カウント情報取得の続き

 データの正規化（RPK, RPM, RPKM/FPKM）

◼ 第2回（2018年06月19日）
 サンプル間クラスタリング、結果の客観的な評価（Silhouetteスコア）

 クラスタリング結果の客観的な評価

◼ 第3回（2018年06月26日）
 発現変動解析（多重比較問題とFDR）、各種プロット（M-A plot）

 発現変動解析（デザイン行列や3群間比較）

◼ 第４回（2018年07月03日）
 機能解析（Gene Ontology解析やパスウェイ解析）
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予定です



Contents
◼ カウント情報取得の続き

 フォローアップ（なぜ365 genesとなったのか?）

 HTSeqでカウント情報取得

◼ htseq-countとカウントモード

◼ Usage（利用法）の読み解き方、実行（geneレベルカウントデータの取得）

◼ 結果の解釈、応用スキルの習得

◼ 課題1～3

◼ 課題4（-t gene –i Nameとして、gene symbolをfeatureとして使うには）

◼ ファイル形式の変換（GFF3 → GTF）

◼ データの正規化（RPK, RPM, RPKM/FPKM）
 イントロ、RPK（長さの違いを補正）

 RPM（総リード数の違いを補正）

 RPKM/FPKM（長さと総リード数の両方を補正）
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おさらい

4June 12, 2018

①のsingle-endでアノテーション有の、②例題10の
実行結果として、365遺伝子のカウントデータしか得
られなかった。機能ゲノム学第4回のスライド82-99

①

②



おさらい
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当該GFF3ファイルの中身。①Name=の右側の文字が
genename。②この遺伝子領域にはName=genenameがな
いこともわかる。これらが原因で2000行超にはならずに
365行となってしまったのかも…と考えた。

②

①



おさらい

6June 12, 2018

機能ゲノム学第4回のスライド130-141をまとめたも
の。①GFF3ファイルからID=geneを含む行をuge.txt
に保存。②uge.txtの行数は2262。③uge.txtにおい
て、Name=を含む行数は457。

①
②

③



Tips：パイプ（|）
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①と②を（uge.txtのような中間ファイルを
作成せずに）行うやり方を説明します。

①
②



Tips：パイプ（|）
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①と②を（uge.txtのような中間ファイルを作成せず
に）行うやり方を説明します。③パイプ（縦棒の|、の
こと）を使うことで1行で書けます。

①
②

③



Tips：パイプ（|）
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④が①の部分に相当し、⑤が②の部分
に相当します。中間ファイルのuge.txtを
作成していないことがわかります。

①
②

③

④ ⑤



Tips：パイプ（|）
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もう1つの例。①と②をパイプで連結したのが③の
コマンド。同じ結果になっていることがわかります。

③

②

①



行数を減らして眺める
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①はID=geneとName=を含む行
を②ukyo.txtに保存するコマンド

①

②



行数を減らして眺める
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①ukyo.txtをエクセルで眺めているところ。
②tRNA_geneを発見。③対応するName=の
右側の文字列も他のものとは趣が異なる。

①

③
②



行数を減らして眺める
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少し下のほうも探索。①rRNA_geneというのもあり
そうだ。おそらくQuasRは、tRNA_geneとrRNA_gene
の情報を出力しないようにしているのだろう。とい
うようなことを経験値として蓄積していく。

①



grep -v
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①ukyo.txtの中から、grep –vでtRNA_geneと
rRNA_gene以外の行のみukyo2.txtに保存。

①



457行から389行に
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①wcでukyo2.txtの行数を確認。389行です
ね。大分365行に近づいてきました。

①



ukyo2.txt
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①wcでukyo2.txtの行数を確認。389行ですね。大分
365行に近づいてきました。このあとは、②のあたり
に着目しながら、何か変なところがないかを調べる。
経験上、機能ゲノム学第4回の最後のスライド141で
も言及しているように、同じ遺伝子名のものがあるの
ではという可能性を疑いながらざっと眺めると…



ukyo2.txt

17June 12, 2018

①早速同じ遺伝子名のものを発見！

①

①



ukyo2.txt

18June 12, 2018

①ここにも!。というわけで、残りは②のところの情報のみ抽出して
、ユニークな遺伝子数が365になることを確認する作業に移行。
無事365行になれば、QuasRを用いた遺伝子レベルのカウントデ
ータは、そういう内部的な処理をしているという理解につながる。
例えば、tRNAやrRNAのカウントデータは取得していない、など。

①

②



cutコマンド
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まずは、cutコマンドで特定の列の
み取り出す。①は9列目なので…

①



cutコマンド
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①こんな感じで、②9列目の情報を取
り出した結果を、③ukyo3.txtに保存。

①

② ③



ukyo3.txt
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ずらずらと長いので、区切り文字を探す。①セミコロン;
にすればよさそうだ。そうすると、分割後の②1番目の
フィールド、③2番目のフィールド、④3番目のフィール
ドみたいになるので、2番目のフィールドを抽出する。

① ①

③② ④



awkコマンド
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①awk（オーク）コマンドを用いて、②ukyo3.txtに対して
、③;を区切り文字として分割後、④2番目のフィールド
を抽出した結果を⑤ukyo4.txtに保存している。

①

④③ ②
⑤



ukyo4.txt

23June 12, 2018

かなりスッキリしました。ソート(sort)
すれば、さらに見やすくなります。



状況の整理

24June 12, 2018

今取り扱っているukyo4.txtの、①最
初の4行分を表示。②389行です。

①

②



sort
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①ukyo4.txtの中身をソートした結果
をukyo5.txtに保存。②ukyo5.txtの
最初の6行分を表示。確かにアルフ
ァベット順にソートできてますね。

①

②



sort -u
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①ソート時に、②重複を除去するオプションをつけて
ukyo4.txtをソートした結果の、③行数を表示。365行とな
りました。これでQuasRのカウント情報取得時のポリシ
ーや手順を（ほぼ）完全に掌握できたことになります。

①
② ③



一行で書くと…

27June 12, 2018

①パイプで連結しまくって一行で書くとこんな感じになり
ます。②GFF3ファイルを入力として、③最終的に365行
という結果がちゃんと得られていることがわかります。

①

②

③



他のやり方

28June 12, 2018

①受講生の長部 高之さん提供コード。このコードをベー

スとすることで、QuasRの挙動の理解につながりました。

①



説明
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①gff3ファイルの中身をパイプで渡し
、②#から始まる行を除き…

① ②



説明

30June 12, 2018

③第3フィールド（3列目のこと）に、④gene
を含む行の、⑤第9フィールドを抽出。この
あたりは非常に美しい記述ですね。

③

⑤④



説明
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⑥区切り文字を;として分割し、⑦分割後の第2フィール
ドに、⑧Name=を含むもののみ、⑨その第2フィールドを
抽出。ここまででName=がないものは振り落とされる。

⑥ ⑦ ⑧ ⑨



説明

32June 12, 2018

⑩LOOC（tRNA_geneやrRNA_geneに相当）を含まないも
ののみ抽出して、⑪重複除去後に行数をカウント

⑩ ⑪



おさらい

33June 12, 2018

①のsingle-endでアノテーション有の、②例題10の
実行結果として、365遺伝子のカウントデータしか得
られなかった。機能ゲノム学第4回のスライド82-99

①

②



QuasRのカウント情報は

34June 12, 2018

①tRNAやrRNAの結果は含まれない。②
genenameがないものも含まれない。③同
じgenenameのものは重複除去されている
。④（デフォルトでは）領域内にマップされ
たリードのみカウントしている。
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HTSeq
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①HTSeqは、2015年の出版以降②PubMedのみで
2,000回以上引用されている有名なPythonで書か
れたプログラム。ここでは、HTSeqに含まれる③
htseq-countを利用してカウント情報の取得を行う。

HTSeq（Anders et al., Bioinformatics, 31: 166-9, 2015）

①

②

③



HTSeq
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①HTSeqのページ。②ページ下部に移動

①

http://htseq.readthedocs.io/en/release_0.10.0/

②



HTSeq
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①このあたり。②htseq-count

①

②



htseq-count
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①htseq-countのページ。ここでは、htseq-
countが提供する②3つのカウントモードや、ど
のようにオプションを使いこなして自分の欲し
いカウントデータを得るのかについて解説。

①

②



3つのカウントモード
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①ちょっと下に移動。②3つのカウントモード
に関する説明。赤下線部分が指定するオプ
ション名で、③unionが推奨のようだ。この段
階でデフォルトはunionだと判断する。

①

②
③



モード間の違い
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①ちょっと下に移動。リードがgene_A上にマップされたと判断
する基準について、どのモードを選択するとどう判定される
かが示されている。例えば、②unionと③intersection_strict
間では、④の状況のときに異なる結果になる。

①

② ③

④

④



QuasRとの違い

42June 12, 2018

①はgene_Aの領域にリードの一部がマップされている状
況です。②デフォルトのunionモードではリードをカウントす
るが、③intersection_strictモードではカウントしないという
ことです。QuasRのデフォルトはカウントしない、でしたね。
（開発された時期の違いの影響ももちろんありますが）プ
ログラム開発者の思想の違いがわかる例です。

② ③

①



おさらい

43June 12, 2018

①のsingle-endでアノテーション有の、②例題10の
実行結果として、365遺伝子のカウントデータしか得
られなかった。機能ゲノム学第4回のスライド82-99
。③出力ファイル(hoge10.txt)の中身が…

①

②

③



おさらい
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①hoge.10.txtの中身。ヘッダー（行名や列名）部分を除
く、②行数と列数は365と2。②全365遺伝子の領域にマ
ップされたリードの総数（カウント総数）は、③2でした。

③

① hoge10.txt

②



おさらい
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①

①マップする側（sample_RNAseq4.fa）の計
11リードは、②アノテーションファイル（.gff3
）中の③gene領域を参考にしながら作成。
全て完全一致でマップされるように設計。

②

③

③

③

③



おさらい

46June 12, 2018

②
②

①最初の2リードは、②の領域内にマップされるよう
に設計。これがQuasRのカウント総数2に相当する。

①



おさらい
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②

②

①3-7番目の5リードは、②の領域に一部がかかる
ように設計。領域内ではないため、QuasRではカウ
ントされないが、HTSeqではカウントされると予想。

①



おさらい

48June 12, 2018

②

②

①8番目のリードは、②の領域内にマップされるように
設計。QuasRではgenenameがなかったため、計365
遺伝子からなるカウントデータには反映されなかった
。HTSeqではどのような取り扱いになるのだろう?

①



おさらい

49June 12, 2018

②

②

①9-10番目のリードは、②の領域に一部がかかるよ
うに設計。領域内ではない。 QuasRではgenenameが
なかったため、計365遺伝子からなるカウントデータに
は反映されなかった。HTSeqで取り扱われるのであ
れば、この2リードもカウントされるだろうと予想。

①



おさらい
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②

②

①11番目のリードは、②と③の領域にまたがって
マップされるように設計。HTSeq（のデフォルトで
あるunionモード）では、ambiguousとなるであろう。

①

③



ambiguous

51June 12, 2018

HTSeq（のデフォルトである①unionモード）では、②複数の
領域にまたがってマップされるリードは、ambiguousとなる。

②

①
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Usage（利用法）
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Linux用プログラムでよく見かける①Usageの見方につい
て説明します。②の[…]や<…>の違いから始めます。
Linuxではなく、クラウド解析環境（DDBJ PipelineやGalaxy
）を利用する場合も無関係ではない。オプションの詳細に
ついては、ここで示すような大元のプログラムのマニュア
ルページを読み解く必要がある場合があるからです。

①

②



[options]はなくてもよい

54June 12, 2018

① [options]は、文字通りオプションな
ので、実行時になくてもよいものです。

①



<…>は絶対必要

55June 12, 2018

①<alignment_files>や②<gff_file>は、③htseq-countプロ
グラムの実行時に必須のファイル達です。確かに①マ
ッピング結果ファイルや、②アノテーションファイルがな
いとカウント情報を取得しようがないので妥当ですね。

① ②③



<alignment_files>

56June 12, 2018

（複数ファイルを一度に実行したいヒトは）①
<alignment_files>と複数形になっているのを見逃
さない。②でもSAM形式であれば、複数ファイル
を指定可能と書いてある。BAMファイル（SAMの
バイナリ版）とは書いてはいないものの、2015年
に出版された論文でBAMを取り扱えないことはな
いでしょうという思想のもと、後にoptionのところで
BAMファイルの取り扱いに関する記述を探す。

①

②



<gff_file>

57June 12, 2018

アノテーションファイルは複数のわけがないので、①<gff_file>
となっているのは妥当ですね。②GFF形式のようです。但し
！、③のリンク先がGFF2 (GTF形式のこと)となっていること
から、デフォルトはGFF3ではないのだろうと予想を立てる。

②

①



strand-specific

58June 12, 2018

①少しページ下部に移動。②strand-specific protocol
で得られたRNA-seqデータをデフォルトにするのは妥
当。そうでないデータの場合は、得られるカウント総数
が当然少なくなるので--stranded=noオプションをつけ
ねばならないと書かれている。

①

②



Options

59June 12, 2018

ここからが①オプションの説明部分。②これはフォーマット
の指定に関するもの。マッピング結果ファイルのフォーマッ
トに関するものであることは、その後の記述内容からわか
る。デフォルトはSAM形式であるので、SAMファイルを読み
込ませる場合は、-fや--formatのオプションは書かなくても
よいことがわかる。BAMファイルを入力として与えたい場合
は、-f bamや--format=bamと書けばよいのだと読み解く。

①

②



Options

60June 12, 2018

①の<format>という記述に注目!。<…>は絶対に必要なも
の、という意味でした。これは、-f自体はつけてもつけなく
てもよいものだが、-fをつける場合はsamまたはbamもセッ
トで指定しなきゃだめよ!という意味です。

①



strand-specific

61June 12, 2018

①少しページ下部に移動。②がOptionsの説明の少し上の部分
に書かれていた、strand-specific protocolで得られたRNA-seq
データの取り扱いに関する詳細な説明。--stranded=noと同じ
意味なのが-s noであることが読み取れます。最後の3行分は
paired-endリードの取り扱いに関するものです。が、 -s reverse
または--stranded=reverseをつけた場合にどのようにruleが
reverseされるのかは私にはよくわかりません。

①

②



デフォルトはGTF
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アノテーションファイル<gff_file>の説明部分で、GFF2
形式のページに飛ばされていた。このため、おそらく
GTF形式のことだろうとは予想していたが、②の記述
を眺めることでデフォルトはGTFだと確信する。

②



FAQ

63June 12, 2018

①少しページ下部に移動。②FAQ。③
HTSeqは、複数個所にマップされるリ
ードは無視するポリシーなのですね。

②

③
①



ambiguous

64June 12, 2018

HTSeq（のデフォルトである①unionモード）では
、②複数の領域にまたがってマップされるリー
ドは、ambiguousとなる。確かにそうでしたね。

②

①



FAQ

65June 12, 2018

①一番下まで移動。②このあたりを眺めることで、
GFF3ファイルの読み込ませ方や、geneやexon以外
の任意のfeatureを用いてカウント情報を取得する場
合のオプションの指定法を試行錯誤しながら学ぶ。

①

②
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htseq-count実行

67June 12, 2018

①乳酸菌ゲノムへのマッピング結果BAMファイル
（機能ゲノム学第4回のスライド103）と、②対応す
るGFF3ファイルを入力として、③htseq-countで
geneレベルのカウントデータを得る例を示します。

① ②③



HTSeqのインストール

68June 12, 2018

Linux環境でのHTSeqのインストール手順
は、①乳酸菌学会誌のNGS連載第4回の、
②ウェブ資料PDF中のW14-4にあります。

①

②

参考



htseq-count実行（したつもり）
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①ここです

①
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htseq-count実行コマンド

70

入力ファイルやオプション
について説明します。
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htseq-count実行コマンド

71

③ ②①

①乳酸菌ゲノムへのマッピング結果BAMファイル（hoge.bam）
と②対応するGFF3ファイル（hoge.gff3）が、③htseq-countを
実行する上で絶対必要な入力ファイルに相当するものです。



htseq-count実行コマンド
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HTSeqのマニュアル中のこれらに相当。

① ②③
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hoge.gff3

73

マップした乳酸菌ゲノムに対応するGFF3ファイルの大元
は①ですが、赤下線部分でも書いてあるように、見やすく
する目的で②hoge.gff3と短いファイル名にしてあります。

①

②



June 12, 2018

hoge.bam

74

①乳酸菌ゲノムへのマッピング結果BAMファイル
（hoge.bam）についても同様で、大元は②です。

②

①
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オプション[options]

75

①これらがオプション。

①
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オプション -f

76

①マッピング結果がBAMファイルの
場合は、②-f bamとしなければならな
い。SAMファイルの場合は、②はなく
てもよいが-f samと書いてもよい。

② ①
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オプション-tと-i

77

今やろうとしているのは、GFF3ファイルを入力とした、①gene
レベルのカウントデータ取得。但し、デフォルトのアノテーショ
ンファイルはGTFなので、②GFF3ファイルを読み込ませる場
合は、3列目が③geneで9列目の④gene_idから始まる箇所の
情報（feature）を取り扱うと明示してやらねばならない。この、
「3列目が③geneで9列目の④gene_id」に相当するのが…

①

③ ④

②



hoge.gff3

78June 12, 2018

①3列目のgeneと、②9列目の③gene_idです。geneレベルのカウントデータ
がほしいのだから、①のみの指定でいいじゃないか（その指定だけでどう
にかして！）、という気持ちもわからないではない。しかしながら、9列目に
は多数の情報が記載されているため、9列目内のどこのfeature（情報、と
いう理解でよい）を取り扱うかを明示しなければ困るからだと思えばよい。

②①

③
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例題1実行（したつもり）

79

①例題1のコマンドを実行したつもりで、②出
力ファイル（output_GFF3_gene.txt）を眺める。
③にあります。④2,194 genesからなります。

①

②

③ ④
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①

②

output_GFF3_gene.txt

81

①例題1の③実行結果ファイ
ル（output_GFF3_gene.txt）の、
④最初の7行と⑤最後の7行。
⑥が2,194行目に相当します。

④

⑤

⑥

③
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output_GFF3_gene.txt

82

①1列目が指定したfeatureで、②2列目が
カウント数。③この結果ファイルには、最
後の5行分にログ情報が含まれている。

③

① ②
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output_GFF3_gene.txt

83

①②③最初の3 features上に、計10リード
分カウントされている。また、④1リードが
ambiguous扱いになっていることもわかる。

①

④

②

③



おさらい
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①マップする側（sample_RNAseq4.fa）の計
11リードは、②hoge.gff3中の③gene領域を
参考にしながら作成。全て完全一致でマッ
プされるように設計。

③

③

③

③

②

①



対応関係のおさらい
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①2リードが領域[360, 1676]、②5リードが領
域[1852, 2991]、③3リードが領域[3233, 
3457]の少なくとも一部に被るように設計され
ていた。また、④最後の1リードが複数の遺
伝子領域にまたがるように設計されている。

①

②

③

①

②

③

④



それゆえ…
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①～④のようなカウント結果になったのです。

①

④

②

③



featureは…
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①がfeatureであり、②赤下線部分の情報を
抽出して得られていることが分かります。

①

②



指定したオプション

88June 12, 2018

①の情報を抽出すべく、htseq-count実行時に
指定したオプションが、（3列目の）②-t geneと、
（9列目の）③-i gene_idだったことを思い出そう。

①

②

③



②

③

区切り文字;で分割

89June 12, 2018

④

①

単に③gene_idから始まる文字列だと、③gene_id
以降の文字列を全部抽出してしまうことになる。
が、例えば③gene_id=から④区切り文字;までの文
字列を抽出すれば①の部分のみを抽出できる。



②

③

区切り文字;で分割

90June 12, 2018

このあたりは、例えばawkコマンド（スライド22あた
り）を用いて、区切り文字;で文字列を分割する戦
略を経験上知っていれば、おそらく内部的にその
ようなことをやっているのだろうと想像がつく。

④

①
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exonレベルのカウントデータ

92June 12, 2018

exonレベルのカウントデータを取
得したい場合は、①exonと②
exon_idをオプションとして与えれ
ばよいだろうと想像し、実践する。

①

②
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exonレベルのカウントデータ

93

①例題3が、exonレベルのカウントデータを取
得するやり方。②exonと③exon_idをオプション
として与えて実行した④2,262 exonsからなる
⑤出力ファイル（output_GFF3_exon.txt）が…

①

② ③ ⑤
④



June 12, 2018

output_GFF3_exon.txt

94

これ（output_GFF3_exon.txt）。①最初の7行と、
②最後の7行。③が2,262行目に相当します。

①

②

③
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課題1
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htseq-countプログラムを用いて、transcriptレベル
のカウントデータを得たい場合に入力するオプショ
ンを示すべく、①下線部分の空欄を埋めよ。但し、
マッピング結果はBAMファイル、アノテーションファ
イルはGFF3形式、出力ファイル名はu.txtとする。

① ①



課題2
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① ① ①

htseq-countプログラムを用いて、CDSレベルのカウ
ントデータを得たい場合に入力するオプションを示
すべく、①下線部分の空欄を埋めよ。但し、マッピン
グ結果はSAMファイル(hoge.sam)、アノテーションフ
ァイルはGFF3形式、出力ファイル名はk.txtとする。



課題3
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課題2で得られる出力ファイル①k.txtにおいて、1列
目のfeature IDはマッピング結果ファイルの種類（
SAMまたはBAM）とは②k.txtの最初の2行分の
feature IDを示すべく、下線部分の空欄を埋めよ。

②

①



課題1～3のヒント
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課題1～3についてはhoge.gff3
ファイルをみればわかります。
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課題1～3のヒント

100

①にもヒント（というか答え）があります。

①



htseq-countページのFAQ

101June 12, 2018

応用スキルの習得や課題関連の事
柄については、①htseq-countの、②
一番下の、③のあたりにも情報あり。

②

③

①
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課題4のイントロ

103June 12, 2018

①をBio-Linux上で実行

①



課題4のイントロ
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①が実行コマンド。

①①



課題4のイントロ
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①が実行コマンド。②のような実行ログが表示
されて、エラーを吐くことなく無事終了します。

①

②



課題4のイントロ
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①出力ファイル（output_GFF3_gene.txt）の
最初の5行分を表示。妥当な結果ですね。

①



-i IDでもOK
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①でも書いているように、②の部
分を-i IDとしてもうまく動きます。

①

②



-i IDでもOK
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①でも書いているように、②の部
分を-i IDとしてもうまく動きます。

①

② ②



-i IDでもOK
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①でも書いているように、②の部
分を-i IDとしてもうまく動きます。
③妥当な結果ですね。

①

② ②

③



-i IDでもOK
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①-i IDとして得られた結果の②feature 
IDが、-i gene_idの時と異なる理由は…

②

①



-i IDでもOK
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②

①gene_idを指定した場合は②の情報
を抽出しているのに対し、③IDの場
合は④の部分を抽出しているから。

④
①

③



gene symbolsで欲しい!
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①のようなgene symbolsでfeature IDを取り
扱えれば、特にgene symbolsをベースとす
る機能解析（GO解析やPathway解析）時に
便利。しかし、②-i Nameとしてhtseq-
countを実行してもうまくいきません。

①②



-i Nameはだめ…
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①のようなgene symbolsでfeature IDを取り
扱えれば、特にgene symbolsをベースとす
る機能解析（GO解析やPathway解析）時に
便利。しかし、②-i Nameとして③htseq-
countを実行してもうまくいきません。

②

③

①

②



エラーメッセージ

114June 12, 2018

④がエラーメッセージです。この中にエラーの原
因が書かれています。あえて説明はしません。

④

②

③

①

②



エラーの原因を探る

115June 12, 2018

①hoge.gff3の、②18行目の記述内容を、③
表示。ここを示す理由、わかりますよね。

①

②

③



課題4：原因の把握と対策

116June 12, 2018

①-i Nameとして②htseq-countを実
行してもうまくいかない理由について
述べよ。また、①のコマンドでうまく実
行できるようにすればどうすればいい
か、自由に考え（戦略）を述べよ。

①

②
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GTFファイルがデフォルト

118June 12, 2018

①のあたりの記述内容からも、デフォル
トのアノテーションファイルはGFF3では
なくGTFだということがわかる。ここの項
目はどうやってGFF3を読み込ませてカ
ウント情報を取得するかについてであ
るが、GFF3をGTFに変換するという戦
略もあるのでそれを紹介。

①



ファイル形式の変換

119June 12, 2018

①

②例題1をやってみましょう。③rtracklayer
パッケージがなく実行不可能なヒトは、④
をダウンロードして眺めましょう。

rtracklayer（Lawrence et al., Bioinformatics, 25: 1841-2, 2009）

②

③

④
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hoge1.gtf

120

①hoge1.gtfをExcelで眺めたところ。②変換前のGFF3
ファイルとは確かに形式が異なっていることが分かる。

①



hoge.gtf3

121June 12, 2018

②

①hoge1.gtfをExcelで眺めたところ。②変換前のGFF3
ファイルとは確かに形式が異なっていることが分かる。



GTFでカウント情報取得

122June 12, 2018

②

②の例題5～8が、カウント情報取得時
にGTFファイルを指定するやり方です。

①



GTFでカウント情報取得
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例題5～8です。それっぽい結果が得られている
ので、おそらくこれで大丈夫。無責任な書き方に
思われるかもしれませんが、フリーソフト（HTSeq
含む）は基本無保証です。ここで利用している乳
酸菌のGFF3やGTFでうまく動いても、他の生物
種でうまくいくとも限りません。そういうものです。
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おさらい

125

①例題1の③実行結果ファイル（output_GFF3_gene.txt）の、
④最初の7行と⑤最後の7行。⑥が2,194行目に相当します。

④

⑤

③

①

②

⑥
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カウントデータ

126

①赤枠部分がカウントデータと呼ばれるもの。
feature（この場合はgene）領域上にリードの一
部が重なっていればカウント数を1ずつ増やして
作成するデータなので、そのように呼ばれる。

①
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ベクトルではなく行列

127

通常は、①のような1つのサンプル（1つのRNA-
seqリードファイル）のカウントデータのみを取り
扱うことはない。①だと、ただの数値ベクトル。

①
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ベクトルではなく行列

128

最もシンプルな実験デザインとしては、2つの条
件間比較。geneレベルのカウントデータの場合
は、①A vs. B間で発現の異なる遺伝子（
Differentially Expressed Genes; DEGs）を調べる
のが一般的。

①
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ベクトルではなく行列

129

最もシンプルな実験デザインとしては、2つの条
件間比較。geneレベルのカウントデータの場合
は、①A vs. ②B間で発現の異なる遺伝子（
Differentially Expressed Genes; DEGs）を調べる
のが一般的。通常は、同一グループ（or 同一群
or 同一条件）内のバラツキを評価する必要があ
るため、反復データを取得する。この例は3反復

① ②



実際のカウントデータ
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①

②

③

Blekhman et al., Genome Res., 20: 180-189, 2010

見るだけでよい

④

①サンプルデータの、②例題41をコピペ
で実行した結果が、③20,689 genes×36 
samplesのカウントデータファイル
（sample_blekhman_36.txt）。これをコピペ
実行しても作業ディレクトリ上に④入力
ファイルがないのでエラーになります。



実際のカウントデータ

131June 12, 2018

①から20,689 genes×36 samplesのカウン
トデータファイル（sample_blekhman_36.txt）。
をダウンロードしてもよいが、②からもダウ
ンロードできます。

Blekhman et al., Genome Res., 20: 180-189, 2010

①

②
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132June 12, 2018



EXCELで概観

133June 12, 2018

②

③

sample_blekhman_36.txtをExcelで眺めるとこんな感じ。①
のサンプルで考えると、②はENSG00000000971という遺伝
子領域上に2,262リードマップされたことを表す。③は
ENSG00000001460の遺伝子領域上に3リードマップされた
ことを表す。もしこの2つの配列長が同じなら、マップされた
リード数が多い前者②の発現量が高いという理解でよい。

①



データの正規化

134June 12, 2018

①のサンプル内で、②は③より2262/3 = 754倍高
発現と評価してはいけない。発現量の大小関係を
比較したい場合は、長さで補正する必要がある。
このあたりは④参考書のp132-137で述べている。

④

①

②

③



データの正規化

135June 12, 2018

例えば、②と③の配列長がそれぞれ④3000塩基、
⑤500塩基だったと仮定すると、②は③に対して
3,000/500 = 6倍長いので、その分を補正してやる必
要がある。⑥様々な表現方法があるが、発現量の比
率(②/③)で考えると125.6667倍というのは不変

②

③

⑥

①

参考書p132-137

④

⑤



RPK補正のイントロ
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④は「マップされたリード数（生のカウント数）×1
/ 配列長」に相当する。得られる数値は、塩基
あたりのリード数(Reads per one base)ともいえ
る。これが長さ補正の基本形であるが、得られ
る数値(0.754や0.006)が小さすぎるのが難点

②

③

①

④

教科書p132-137



RPK補正
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教科書p132-137

②

③

①

④

④は「マップされたリード数（生のカウント数）
×1000/ 配列長」に相当する。得られる数値は、
1000塩基あたりのリード数(Reads per one kilobase; 
RPK)ともいえる。配列長の異なる遺伝子間の発現
レベルの大小関係を平等に比較すべく、「遺伝子
が1000 bpだったときのリード数」とするのがRPKの
考え方。RPK補正後の値は②が754、③が6となる



RPK補正

138June 12, 2018

①RPKの例題はこちら。当然配列長の情報
が必要です。配列長補正が必要な局面は、
同一サンプル内で異なる遺伝子間の発現
レベルの大小関係を知りたい場合、です。

①
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139June 12, 2018



RPM補正

140June 12, 2018

①20,689 genes×36 samplesのカウント
データファイル（sample_blekhman_36.txt）に
対してRPM補正を実行するのは、②例題10

①

②



RPM補正のイントロ

141June 12, 2018

スライドを見るだけ。サンプル(列)ごとにマップ
された総リード数を計算した結果。サンプル間
比較の場合には、この総リード数を揃えるの
が基本戦略。総リード数を100万(one million)
に揃えるのが、RPM (Reads per million)補正

参考書p132-137



RPM補正のイントロ

142June 12, 2018

②①

参考書p132-137 もし揃えずに、例えば①と②のサンプル間比較(発現
変動遺伝子(DEG)検出)を行うと、①のほうが②に比べ
て全体的に(1,801,009 / 1,346,515 =)1.34倍高発現な
状態であることを意味するので、①で高発現となる
DEGが多く検出されるだろう。もちろんそれは間違い



RPM補正のイントロ

143June 12, 2018

②①

colSums関数で、列ごとの総リード数を一気に表示。
ExcelとR間で同じ値が得られていることがわかる（①
と②）。③RPM補正後のデータで同じ操作を実行す
ると、全部100万になる（ここはまだ補正前の状態）

①

②

③

参考書p132-137



RPM補正

144June 12, 2018

①

②

②

参考書p132-137①入力は、20,689 genes×36 samplesのカウントデータ。
サンプル（列）ごとに総リード数は異なるので、②正規化
係数nfは列ごとに異なる。③nfの中身。数値ベクトルnfの
要素数は、列数と同じく36。②のnfオブジェクトの中身を見
るために、必要な部分までなど自由にコピペ実行してよい

③



RPM補正

145June 12, 2018

①nfベクトルの1番目の要素である、R1L4.HSF1サ
ンプルの正規化係数(0.6002448)は、②1,000,000 / 
1,665,987 = 0.6002448として計算している。ここで、
③1,665,987はR1L4.HSF1サンプルの総リード数

①

②
③

参考書p132-137



RPM補正

146June 12, 2018

RPM補正は、①入力ファイル情報に相当するdata
の、②各列に対して、③正規化係数nfを、④掛けた
結果を、再びdataオブジェクトに格納することで達成

①

②

③

④

参考書p132-137



RPM補正

147June 12, 2018

RPM補正後のdataオブジェクトに対して、
colSums関数で各列の総リード数を表示。全部
同じ100万(1e+06)になっていることがわかる。
総リード数が揃っているので、サンプル間で大
幅に数値が異なるという事態は回避できる。

①

①

参考書p132-137
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RPKM補正

149June 12, 2018

①

①RPKMは、配列長補正（RPK）と総リード数
補正（RPM）を組み合わせただけです。これ
がよくexpression levelとして取り扱われます。
今ではRPKMではなくFPKMがよく使われます。



RPKM補正

150June 12, 2018

①

これは、昔の超short read時代は「マップされたread数」を
ベースとしていたが、今はpaired-endデータでリード長も長く
なってきたので、paired-endで読む前の断片配列（fragment）
がいくつマップされたのかを考えるようになったからです。だ
からRPKMではなくFPKMです。コンセプトは全く同じですが、
呼び方が違うだけという理解で差し支えありません。



一部をコピペ

151June 12, 2018

①RPKM補正の実例を実データで簡単に示
すため、これまでとはフォーマットが異なる。
②赤枠内を、③コピペ実行した結果画面

①

①

③



dataオブジェクト

152June 12, 2018

①dataオブジェクトの、②1列目が配
列長情報、③2列目がカウント情報。

①

② ③



総リード数は約240万

153June 12, 2018

①総リード数は2,385,273。100万に揃え
る総リード数（RPM）補正の段階で、②
のカウント数が半分以下（正確には
1/2.385273）になるのだろうと予想する。

①

②



配列長（RPK）補正で…

154June 12, 2018

①この2つの遺伝子発現レベルの大小関係
に着目。生のカウント数だと19 vs. 7で
NM_001008737.1のほうが多い。しかしなが
ら、配列長も1,897 / 537 = 3.53倍長い。
従って、配列長補正もかかったらRPKM値
では大小関係が逆転するはず。

①



最後までコピペ

155June 12, 2018

コード全部を実行した結果のR Console画面
は、こんな感じになります。①がRPKM値です。

①



Raw count vs. RPKM

156June 12, 2018

①この2つの遺伝子発現レベルの大小関係
に着目。生のカウント数だと19 vs. 7で
NM_001008737.1のほうが多いが、配列長補
正によりRPKM値では大小関係が逆転した。
このように同一サンプル内での異なる遺伝
子（feature）間の発現レベルの大小関係を
知りたい場合は、配列長補正は必須です。

①



ちなみに…

157June 12, 2018

①RPKM値の総和は、通常100万ぴったりにはな
りません。理由は配列長補正がかかったデータ
だからです。約45万という結果から、平均の配列
長が2,000より長かったのだろうと予想できます。

①

②



ちなみに…

158June 12, 2018

①配列長の平均値を計算。予想通りですね。
1,000,000 / 2,668.197 = 374.8でないからオ
カシイと思われるかもしれませんが、これは
遺伝子ごとにカウント数が異なるためです。

①


