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各講義科目へのアクセス

2May 13, 2019

①教育プログラム、②各講義のペー
ジ、③「ゲノム情報解析基礎」の場合。
ブラウザは、Google Chromeを推奨。

①

②

③
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 CDS配列取得の失敗例、GFF3をExcelで概観
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 ストランド情報つきのリストファイルの作成、例題6のコード解説

 ストランド情報反映戦略を練り、コードに修正を加えて実行（例題7）

3May 13, 2019



本科目のページ

4May 13, 2019

①（Rで）塩基配列解析のサブ。

①



(Rで)塩基配列解析のサブ

5May 13, 2019

①サブのほうのページです。②3ペー
ジ分ほど下に移動。

①
②



乳酸菌NGS連載

6May 13, 2019

①

①日本乳酸菌学会誌のNGSデータ解析手法に関す
る連載（乳酸菌NGS連載）のところ。



乳酸菌NGS連載

7May 13, 2019

①

①2014年、②2016年、③2018年出版です。最終更
新の日付から出版年が読み解けないのは、リンク
切れなどの修正を随時行っているからです。

②

③



乳酸菌NGS連載

8May 13, 2019

①では、2つのde novoゲノムアセンブリプログラム
（VelvetとPlatanus）の比較を行っています。de novo
というのは、「最初から」という意味です。入力は
NGS塩基配列データのFASTQ形式ファイル、出力
はmulti-FASTA形式ファイルです。この場合の「最
初から」というのは、他の補足情報を使わずにNGS
データのみを用いるという意味だと解釈すればよい。
①をクリック

①



連載第6回

9May 13, 2019

乳酸菌NGS連載の教材は、基本的にメインの①原
稿PDFを読みながら、②ウェブ資料PDFでより詳細
な情報を知る、という感じで利用してもらうことを想
定しています。

②

①



連載第6回

10May 13, 2019

乳酸菌NGS連載の教材は、基本的にメインの①原
稿PDFを読みながら、②ウェブ資料PDFでより詳細
な情報を知る、という感じで利用してもらうことを想
定しています。これらの中身を読んでもわかるが、
ここで紹介している2つのアセンブリプログラム
（VelvetとPlatanus）はR上で動作するものではあり
ません。

②

①



連載第6回

11May 13, 2019

①第6回の原稿中では、DDBJ（塩基配列を登録す
る際にお世話になるところ。遺伝研内にあります。
アグリバイオ講義科目「システム生物学概論」担当
の有田正規先生がDDBJセンターのセンター長）が
提供するDDBJ Pipelineというウェブツール（クラウド
解析環境）上での利用法を紹介したが、DDBJ 
Pipelineは2019年2月をもってサービス終了しました。
「後継・代替解析サービスとして Maser をご案内し
ております。」と書かれていたが、MaserではVelvet

とPlatanusは提供されていないようで残念（2019年
4月16日調べ）。①



連載第6回

12May 13, 2019

①のあたりまでページ下部に移動したところだが、
たどり着けなくてもよい。

①



連載第6回

13May 13, 2019

①のあたりまでページ下部に移動したところだが、
たどり着けなくてもよい。①DDBJ Pipelineというウェ
ブツール上で、②ゲノムアセンブリプログラム
Platanus (ver. 1.2.2)を実行して得られた主な出力
ファイルが、③out_GapClosed.faです。

①

②

③



連載第6回

14May 13, 2019

③

①のあたりまでページ下部に移動したところだが、
たどり着けなくてもよい。①DDBJ Pipelineというウェ
ブツール上で、②ゲノムアセンブリプログラム
Platanus (ver. 1.2.2)を実行して得られた主な出力
ファイルが、③out_GapClosed.faです。本科目の
ページの、④からも取得可能です。out_gapClosed.fa
をデスクトップにダウンロードしておきましょう。同じ
ものなので、③でも④でもどちらでもよい。

④



第6回の原稿PDF

15May 13, 2019

①第6回の原稿PDFをクリックすると、赤枠のような
感じの原稿が見られます。この中の…

①

スライドを見るだけ



第6回の原稿PDF

16May 13, 2019

①

スライドを見るだけ ①第6回の原稿PDFをクリックすると、赤枠のような
感じの原稿が見られます。この中の、②45ページの
右下あたりに、②配列長によるフィルタリングの項
目があります。フィルタリングの必要性については、
ここを読んで各自で納得してもらうとして、実際の作
業をR上で行います。

②

③
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(Rで)塩基配列解析

18May 13, 2019

①

②

①サブではなくメインのほうです。②「指定した長さ
以上の配列を抽出」。ここの例題1をテンプレートと
して、ダウンロード済みのout_gapClosed.faを入力と
して300塩基以上の配列を抽出するフィルタリングを
行ってみます。



フィルタリング

19May 13, 2019

①サブではなくメインのほうです。②「指定した長さ
以上の配列を抽出」。ここの例題1をテンプレートと
して、ダウンロード済みのout_gapClosed.faを入力と
して300塩基以上の配列を抽出するフィルタリングを
行ってみます。



事前準備

20May 13, 2019

①デスクトップ上に保存した、②out_gapClosed.faが
見えていることを確認。

①

②



Rエディタで編集

21May 13, 2019

①デスクトップ上に保存した、②out_gapClosed.faが
見えていることを確認。③例題1のテンプレートコー
ドを、④Rエディタ上にコピペ。

③

④



必要最小限の変更

22May 13, 2019

①デスクトップ上に保存した、②out_gapClosed.faが
見えていることを確認。③例題1のテンプレートコー
ドを、④Rエディタ上にコピペ。⑤必要最小限の変更
を行って…

⑤

⑤



コードを実行

23May 13, 2019

①デスクトップ上に保存した、②out_gapClosed.faが
見えていることを確認。③例題1のテンプレートコー
ドを、④Rエディタ上にコピペ。⑤必要最小限の変更
を行って、⑥コード全体を反転させて、⑦を押す。も
ちろん⑦に相当するところは「CTRL + R」でもよい。

⑦

⑥



実行結果

24May 13, 2019

こんな感じになります。



実行後は52配列

25May 13, 2019

こんな感じになります。①を押していって、②fastaオ
ブジェクトが見える位置にしただけです。これが、出
力ファイル（hoge1.fasta）の中身に相当します。③
フィルタリング後の配列数は52個であることがわか
ります。

①
②

③



実行前は117配列

26May 13, 2019

こんな感じになります。①を押していって、②fastaオ
ブジェクトが見える位置にしただけです。これが、出
力ファイル（hoge1.fasta）の中身に相当します。③
フィルタリング後の配列数は52個であることがわか
ります。ちなみにフィルタリング前の配列数は、④
117個です。

④



実行前は117配列

27May 13, 2019

⑤

こんな感じになります。①を押していって、②fastaオ
ブジェクトが見える位置にしただけです。これが、出
力ファイル（hoge1.fasta）の中身に相当します。③
フィルタリング後の配列数は52個であることがわか
ります。ちなみにフィルタリング前の配列数は、④
117個です。この画面は、⑤をさらに押していって、
⑥入力ファイルを読み込んだ直後のfastaオブジェク
トを表示させたものです。

④

⑥



第6回の原稿PDF

28May 13, 2019

①第6回の原稿PDFの、②p50の左上あたりのスク
ショ。

①

スライドを見るだけ

②



第6回の原稿PDF

29May 13, 2019

①

スライドを見るだけ

②

③

④

①第6回の原稿PDFの、②p50の左上あたりのスク
ショ。③117個の配列から、300塩基以上の配列の
み抽出すると④52個になるという結果を自力で再現
できたということです。
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ゲノムアノテーション

31May 13, 2019

ゲノムアノテーションについては、①第9回で述べて
います。

スライドを見るだけ

①



第9回の原稿PDF

32May 13, 2019

①第9回の原稿PDFの、②p4の右側のスクショ。③
ゲノムアノテーションに関する解説があります。

スライドを見るだけ

①

②

③



ゲノムアノテーション

33May 13, 2019

①第9回の原稿PDFの、②p4の右側のスクショ。③
ゲノムアノテーションに関する解説があります。④が
概念的な説明。

スライドを見るだけ

①

②

③

④



ゲノムアノテーション

34May 13, 2019

①第9回の原稿PDFの、②p4の右側のスクショ。③
ゲノムアノテーションに関する解説があります。④が
概念的な説明。大まかには、⑤構造アノテーション
と⑥機能アノテーションに分けられる。

スライドを見るだけ

①

④

⑤

⑥



構造アノテーション

35May 13, 2019

構造アノテーションについては、大まかには赤枠を
やるという理解でよい。実験データ（RNA-seqデータ
をゲノム上にマッピングした情報）や、遺伝子領域
予測プログラムの利用など手段は多様。原核生物
（prokaryotes）の場合は、主に後者だと思います。

遺伝子1 遺伝子2 遺伝子3 遺伝子4

ゲノム配列

ゲノム配列

アノテーションの実行
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参考文献（全般）

37May 13, 2019

ゲノムアノテーションに関するガイドライン系論文。
様々な生物種に言及されているようです。PMID: 
30943207



参考文献（原核生物）

38May 13, 2019

バクテリア用のプログラムDFAST。PMID: 29106469。
①著者はDDBJのヒト。

①



参考文献（原核生物）

39May 13, 2019

バクテリア用のプログラムDFAST。PMID: 29106469。
①著者はDDBJのヒト。一般に、ゲノム配列決定は
アノテーションまで行い、DDBJ/ENA/GenBankに登
録しないと論文として受理されないが、②DFASTは
DDBJへの登録もサポートしています。筆頭著者の
谷澤先生は、2019年5月20日の2限(10:25-12:10)の
大学院講義「情報生命工学」で話される予定です。

①

②



DFAST→DDBJ

40May 13, 2019

①第9回でDFAST(の昔のバージョン)を実行して、
②第10回でその結果をDDBJに登録して公開される
までを実際に私自身で行いましたが、楽でした。

スライドを見るだけ

②
①



参考文献（原核生物）

41May 13, 2019

①オンライン版があります。手元のアセンブリ結果
ファイル（out_gapClosed.fa）を入力として、実際にア
ノテーションを行ってみます。

①

スライドを見るだけ
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DFAST実行

43May 13, 2019

DFASTの初期画面。①をクリック。

①



DFAST実行

44May 13, 2019

こんな感じの画面になります。作業自体はとてもシ
ンプル。①アノテーションしたいファイル（この場合
はout_gapClosed.fa）をアップロードして、②Runボタ
ンを押すだけ。まずは①をクリック。

①

②



DFAST実行

45May 13, 2019

①デスクトップ上にある、②アノテーションしたいファ
イル（out_gapClosed.fa）を選択して、③開く

②

③

①



DFAST実行

46May 13, 2019

①アップロードしたファイル名（out_gapClosed.fa）っ
ぽくなったことがわかります。数分程度で終わるの
で、そのまま②Run。

①

②



DFAST実行開始

47May 13, 2019

こんな感じになります。①実行中（RUNNING）となっ
てますね。

①



約2分で終了

48May 13, 2019

①実行終了。②このときは2分足らずで終了してい
ることがわかります。

②
①



配列数に注目！

49May 13, 2019

入力として与えたout_gapClosed.faの配列数は117
個だったが、①で見えている配列数は61個！

①



配列数に注目！

50May 13, 2019

① ②

入力として与えたout_gapClosed.faの配列数は117
個だったが、①で見えている配列数は61個！②で
取得可能なゲノムのFASTAファイル(genome.fna)中
の配列数は61個だろうと予想する。そして、主なアノ
テーション結果ファイルである③GFFファイル
(annotation.gff)は、genome.fnaと対応しているのだ
ろうと予想する。つまり、元の入力ファイル
(out_gapClosed.fa)とは対応していないということ！

③



DFAST Help

51May 13, 2019

①

ざっと調べた限り、原著論文中では入力配列のフィ
ルタリングに関する言及はない。しかし、①Help、②
DFAST Helpを眺めるとヒントが得られます。

②



DFAST Help

52May 13, 2019

ざっと調べた限り、原著論文中では入力配列のフィ
ルタリングに関する言及はない。しかし、①Help、②
DFAST Helpを眺めるとヒントが得られます。③
DFAST Help画面。④Submit a new jobが一番上にく
るあたりまで、⑤ページ下部に移動。

③

⑤

④



課題1

53May 13, 2019

DFASTへの入力として与えたout_gapClosed.faの配
列数は117個だったが、 実行結果として配列数が61
個となった。この理由について述べよ。

④



課題1のヒント

54May 13, 2019

①

②

②の例題1をテンプレートとして、パラメータを変更し
ながら実行して確認してもよい。他の手段としては、
FASTAファイルの読み込みまで行った段階で、配列
長分布を直接調べてもよいでしょう。配列長のベクト
ルwidth(fasta)をそのまま表示させて眺めてもよいし、
sort関数を用いてソートした結果を表示させてもよ
いし、最大と最小値を返すrange関数を実行してもよ
いし、summary関数を実行してもよいと思います。



DFAST結果ファイル

55May 13, 2019

①が117配列からなるDFASTへの入力ファイル、②
が61配列からなるDFAST実行結果のファイル。

①

②
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 答え（cds.fna）を眺めておく、sequence logos

 CDS配列取得の成功例、TxDbオブジェクト、CDS座標情報取得

 CDS配列取得の失敗例、GFF3をExcelで概観

 基本テクを駆使して解決する基本戦略、CDSを含む行の抽出、補足説明

 Excelで確認、リストファイルの作成、基本テクでCDS配列取得を実行

 ストランド情報つきのリストファイルの作成、例題6のコード解説

 ストランド情報反映戦略を練り、コードに修正を加えて実行（例題7）
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おさらい
◼ ゲノム配列決定

 NGSデータ（FASTQ形式ファイル）を入力として、ゲノムアセンブリを実行。

 結果として、multi-FASTA形式のアセンブリ結果ファイルが得られる。

 例：out_gapClosed.fa。数十万リードを入力として、117個のコンティグを得た。

 （概要配列レベルではなく完全配列にする方向で頑張るヒトも一定数存在。）

◼ ゲノムアノテーション
 単に塩基配列が羅列された情報が得られただけではうれしくない。ゲノム上のど
の領域にCDS（タンパク質コード領域の配列；coding sequenceの略）があるのかな
どを知りたい。

 アセンブリ結果ファイル(FASTA形式ファイル)を入力として、アノテーションを実行。

 主な結果として、GFF3形式のアノテーションファイルが得られる。
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これまでに行ったのは、①ゲノムアノテーション作業。
その後の解析はおそらく多様であるが、ざっくり述
べると比較ゲノム解析が行われる。

①



比較ゲノム解析
◼ オーソログの同定

 オーソログとは、異なる生物に存在する相同な機能を持った遺伝子群のこと。
種分化により派生した相同遺伝子*。

 相同（homologous; ホモロガス）とは、共通祖先に由来するという意味。

 配列が似たタンパク質は機能も似ていることが経験的に分かっている。それを
利用して、2つの生物種間で配列の類似性が高いタンパク質コード領域の配列
(coding sequence; CDS)同士を対応づける作業が行われます。

 具体的な作業としては、まず比較したい2つの生物種のCDS領域を抽出した
FASTAファイルをそれぞれ独立に用意する。そして、2つのゲノム間でCDSの
総当たり検索を行った際、どちらのゲノムをクエリー（質問配列）にして他方を
検索した場合でもベストヒットになるようなCDSの関係、すなわち「双方向ベスト
ヒット（Reciprocal best hit）」の基準を用いて対応づけを行う* 。

 この配列相同性検索手段としては、Blastの使用がデファクトスタンダード。
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一口に比較ゲノム解析と言っても、中身は多様。代
表的なものとしては、オーソログの同定が挙げられ
る。より原始的だが効果的な他の手段としては、ドッ
トプロットが挙げられます。

*：内山郁夫、生物物理、42(6), 266-269, 2002



比較ゲノム解析
◼ オーソログの同定

 オーソログとは、異なる生物に存在する相同な機能を持った遺伝子群のこと。
種分化により派生した相同遺伝子*。

 相同（homologous; ホモロガス）とは、共通祖先に由来するという意味。

 配列が似たタンパク質は機能も似ていることが経験的に分かっている。それを
利用して、2つの生物種間で配列の類似性が高いタンパク質コード領域の配列
(coding sequence; CDS)同士を対応づける作業が行われます。

 具体的な作業としては、まず比較したい2つの生物種のCDS領域を抽出した
FASTAファイルをそれぞれ独立に用意する。そして、2つのゲノム間でCDSの
総当たり検索を行った際、どちらのゲノムをクエリー（質問配列）にして他方を
検索した場合でもベストヒットになるようなCDSの関係、すなわち「双方向ベスト
ヒット（Reciprocal best hit）」の基準を用いて対応づけを行う* 。

 この配列相同性検索手段としては、Blastの使用がデファクトスタンダード。
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①の作業の一部は…

①



比較ゲノム解析
◼ オーソログの同定

 オーソログとは、異なる生物に存在する相同な機能を持った遺伝子群のこと。
種分化により派生した相同遺伝子*。

 相同（homologous; ホモロガス）とは、共通祖先に由来するという意味。

 配列が似たタンパク質は機能も似ていることが経験的に分かっている。それを
利用して、2つの生物種間で配列の類似性が高いタンパク質コード領域の配列
(coding sequence; CDS)同士を対応づける作業が行われます。

 具体的な作業としては、まず比較したい2つの生物種のCDS領域を抽出した
FASTAファイルをそれぞれ独立に用意する。そして、2つのゲノム間でCDSの
総当たり検索を行った際、どちらのゲノムをクエリー（質問配列）にして他方を
検索した場合でもベストヒットになるようなCDSの関係、すなわち「双方向ベスト
ヒット（Reciprocal best hit）」の基準を用いて対応づけを行う* 。

 この配列相同性検索手段としては、Blastの使用がデファクトスタンダード。
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①の作業の一部は、②アグリバイオ講義科目「生物
配列解析基礎」の、③第1回（2019年4月10日）で
行っています。③のスライド54とか。

①

②

③
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 Excelで確認、リストファイルの作成、基本テクでCDS配列取得を実行

 ストランド情報つきのリストファイルの作成、例題6のコード解説

 ストランド情報反映戦略を練り、コードに修正を加えて実行（例題7）
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ファイルの準備
◼ オーソログの同定

 オーソログとは、異なる生物に存在する相同な機能を持った遺伝子群のこと。
種分化により派生した相同遺伝子*。

 相同（homologous; ホモロガス）とは、共通祖先に由来するという意味。

 配列が似たタンパク質は機能も似ていることが経験的に分かっている。それを
利用して、2つの生物種間で配列の類似性が高いタンパク質コード領域の配列
(coding sequence; CDS)同士を対応づける作業が行われます。

 具体的な作業としては、まず比較したい2つの生物種のCDS領域を抽出した
FASTAファイルをそれぞれ独立に用意する。そして、2つのゲノム間でCDSの
総当たり検索を行った際、どちらのゲノムをクエリー（質問配列）にして他方を
検索した場合でもベストヒットになるようなCDSの関係、すなわち「双方向ベスト
ヒット（Reciprocal best hit）」の基準を用いて対応づけを行う* 。

 この配列相同性検索手段としては、Blastの使用がデファクトスタンダード。
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①のファイルは…

①



ファイルの準備
◼ オーソログの同定

 オーソログとは、異なる生物に存在する相同な機能を持った遺伝子群のこと。
種分化により派生した相同遺伝子*。

 相同（homologous; ホモロガス）とは、共通祖先に由来するという意味。

 配列が似たタンパク質は機能も似ていることが経験的に分かっている。それを
利用して、2つの生物種間で配列の類似性が高いタンパク質コード領域の配列
(coding sequence; CDS)同士を対応づける作業が行われます。

 具体的な作業としては、まず比較したい2つの生物種のCDS領域を抽出した
FASTAファイルをそれぞれ独立に用意する。そして、2つのゲノム間でCDSの
総当たり検索を行った際、どちらのゲノムをクエリー（質問配列）にして他方を
検索した場合でもベストヒットになるようなCDSの関係、すなわち「双方向ベスト
ヒット（Reciprocal best hit）」の基準を用いて対応づけを行う* 。

 この配列相同性検索手段としては、Blastの使用がデファクトスタンダード。
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①のファイルは、②「生物配列解析基礎」では、③で
用意されていたものを使った。

①

②

③



問題設定
◼ オーソログの同定

 オーソログとは、異なる生物に存在する相同な機能を持った遺伝子群のこと。
種分化により派生した相同遺伝子*。

 相同（homologous; ホモロガス）とは、共通祖先に由来するという意味。

 配列が似たタンパク質は機能も似ていることが経験的に分かっている。それを
利用して、2つの生物種間で配列の類似性が高いタンパク質コード領域の配列
(coding sequence; CDS)同士を対応づける作業が行われます。

 具体的な作業としては、まず比較したい2つの生物種のCDS領域を抽出した
FASTAファイルをそれぞれ独立に用意する。そして、2つのゲノム間でCDSの
総当たり検索を行った際、どちらのゲノムをクエリー（質問配列）にして他方を
検索した場合でもベストヒットになるようなCDSの関係、すなわち「双方向ベスト
ヒット（Reciprocal best hit）」の基準を用いて対応づけを行う* 。

 この配列相同性検索手段としては、Blastの使用がデファクトスタンダード。
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比較対象のほうはともかく、アノテーション結果まで
しかない手持ちデータのほうは、どのようにして①
のファイルを作成すればよいのか？

①



問題設定
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②

実は①DFASTの場合は、②でCDSのFASTAファイ
ルをダウンロードすることができる。このようなファイ
ルが用意されていない（どこにあるのかわからない）
場合を想定します。②cds.fnaは答え合わせ用として
使います。②cds.fnaは…

①



問題設定
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③

実は①DFASTの場合は、②でCDSのFASTAファイ
ルをダウンロードすることができる。このようなファイ
ルが用意されていない（どこにあるのかわからない）
場合を想定します。②cds.fnaは答え合わせ用として
使います。②cds.fnaは、③からダウンロード可能。



問題設定
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①このCDS領域を抽出したファイル（cds.fna）は、②
アノテーション結果（GFF3ファイル）とゲノム配列
（FASTAファイル）があれば作成できるので、それを
やります。

①

②



想定外の問題に遭遇
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①このCDS領域を抽出したファイル（cds.fna）は、②
アノテーション結果（GFF3ファイル）とゲノム配列
（FASTAファイル）があれば作成できるので、それを
やります。当初、「②を用いて簡単に配列取得でき
ますよ、はいできましたね。では次のトピック（ドット
プロット）へ。」の予定でしたが、なぜかR上でこの
GFFファイルをうまく読み込めない問題に遭遇しまし
た。

①

②
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答えを眺めておく
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②

①DFASTのアノテーション結果画面。②cds.fnaの配
列数は2,311個である。

①

③



答えを眺めておく
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③

①DFASTのアノテーション結果画面。②cds.fnaの配
列数は2,311個である。本科目「ゲノム情報解析基
礎」のページ上にある③cds.fnaをデスクトップ上に
ダウンロード。



答えを眺めておく
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③

①DFASTのアノテーション結果画面。②cds.fnaの配
列数は2,311個である。本科目「ゲノム情報解析基
礎」のページ上にある③cds.fnaをデスクトップ上に
ダウンロード。ここでやりたいのは、デスクトップ上
にダウンロードしたcds.fnaをR上で読み込んで、
2,311個になっていることや、多くの配列がATG から
スタートしていることを確認すること。mRNAの5‘末
端から最初に現れる AUG が開始コドンである場合
が多い*からです。

*https://ja.wikipedia.org/wiki/開始コドン



答えを眺めておく
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①

②

デスクトップ上にダウンロードしたcds.fnaをR上で読
み込んで、2,311個になっていることや多くの配列が
ATG からスタートしていることを確認するだけなの
で、②の例題1などをテンプレートとして使ってもよい。



答えを眺めておく
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デスクトップ上にダウンロードしたcds.fnaをR上で読
み込んで、2,311個になっていることや多くの配列が
ATG からスタートしていることを確認するだけなの
で、②の例題1などをテンプレートとして使ってもよい。
例えば、③の赤枠部分のみをテンプレートとして、
④をcds.fnaに変更してコピペ実行し、⑤を眺めれば
よい。

③

⑤

④



答えを眺めておく
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赤枠内で、①cds.fnaに変更してコピペ実行した結果。

①



答えを眺めておく
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赤枠内で、①cds.fnaに変更してコピペ実行した結果。
②fastaオブジェクトが表示されています。今見てい
るのは、CDS(タンパク質コード領域の配列)なので、
③最初の3文字にATG (やGTGやTTG)が多いのは
極めて妥当。

②

②

③

Sequence logos: Schneider and Stephens, Nucleic Acids Res., 18: 6097-6100, 1990



答えを眺めておく
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赤枠内で、①cds.fnaに変更してコピペ実行した結果。
②fastaオブジェクトが表示されています。今見てい
るのは、CDS(タンパク質コード領域の配列)なので、
③最初の3文字にATG (やGTGやTTG)が多いのは
極めて妥当。ポジションごとにどのような塩基が多
いかを表示する手段としてよく用いられるのが④
sequence logos。

②

②

③

Sequence logos: Schneider and Stephens, Nucleic Acids Res., 18: 6097-6100, 1990

④



Sequence logos
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赤枠内で、①cds.fnaに変更してコピペ実行した結果。
②fastaオブジェクトが表示されています。今見てい
るのは、CDS(タンパク質コード領域の配列)なので、
③最初の3文字にATG (やGTGやTTG)が多いのは
極めて妥当。ポジションごとにどのような塩基が多
いかを表示する手段としてよく用いられるのが④
sequence logos。⑤ATGが多いことが分かりますね。

②

③

Sequence logos: Schneider and Stephens, Nucleic Acids Res., 18: 6097-6100, 1990

④
⑤
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 答え（cds.fna）を眺めておく、sequence logos

 CDS配列取得の成功例、TxDbオブジェクト、CDS座標情報取得

 CDS配列取得の失敗例、GFF3をExcelで概観

 基本テクを駆使して解決する基本戦略、CDSを含む行の抽出、補足説明

 Excelで確認、リストファイルの作成、基本テクでCDS配列取得を実行

 ストランド情報つきのリストファイルの作成、例題6のコード解説

 ストランド情報反映戦略を練り、コードに修正を加えて実行（例題7）
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Sequence logos
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①はcds.fnaを入力として、②最初の20塩基に限定
してSequence logosを作成したもの。③縦軸は情報
量。

②

①

参考

②

③



Sequence logos
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①はcds.fnaを入力として、②最初の20塩基に限定
してSequence logosを作成したもの。③縦軸は情報
量。例えば④2番目の位置はTのみからなっている
ことがわかる。

②

①

参考

②

③

④

④



Sequence logos
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①はcds.fnaを入力として、②最初の20塩基に限定
してSequence logosを作成したもの。③縦軸は情報
量。例えば④2番目の位置はTのみからなっている
ことがわかる。⑤Tの一番上が、⑥2の少し下になっ
ていますが、④のポジションは実際には全てTなの
で、最大値の2です。文字を積み上げた高さが実際
の値よりも若干低くなっているが気にしない。

②

参考

⑤
④

⑥



Sequence logos
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Sequence logosについては、①参考図書の第6章ゲ
ノム解析（p91-92）でも述べられています。ちなみに
②この図は…

②

参考

①

②



Sequence logos
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③

参考

④

Sequence logosについては、①参考図書の第6章ゲ
ノム解析（p91-92）でも述べられています。ちなみに
②この図は、④の…



Sequence logos
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参考 Sequence logosについては、①参考図書の第6章ゲ
ノム解析（p91-92）でも述べられています。ちなみに
②この図は、④の、⑤例題11のコピペ実行で得られ
ます。

⑤

④



Sequence logos
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参考

⑤

④

⑦
⑥

⑧ ⑨

⑨

Sequence logosについては、①参考図書の第6章ゲ
ノム解析（p91-92）でも述べられています。ちなみに
②この図は、④の、⑤例題11のコピペ実行で得られ
ます。⑥が部分配列の取得を、⑦subseq関数で
行っているところ。⑧1塩基目から、⑨20塩基目まで
の部分配列を抽出した結果を、再びfastaオブジェク
トに格納していることがわかります。
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CDS配列取得

88May 13, 2019

①

②では、FASTAファイルとGFF3ファイルを入力とし
て、CDS配列取得を行うやり方を示しています。例
題1が成功例、例題2が失敗例です。

②



成功例

89May 13, 2019

①例題1が成功例です。入力ファイルは、②と③で
す。デスクトップにダウンロード。

①

③

②



成功例

90May 13, 2019

①例題1が成功例です。入力ファイルは、②と③で
す。デスクトップにダウンロード。④GFF3ファイルの
読込みは、⑤で行っています。

①

③

②

④

⑤



成功例

91May 13, 2019

①例題1が成功例です。入力ファイルは、②と③で
す。デスクトップにダウンロード。④GFF3ファイルの
読込みは、⑤で行っています。赤枠内をコピペ実行
して、⑥GFF3ファイルの情報であるtxdbを眺める。

①

③

②

④

⑤

⑥



成功例

92May 13, 2019

⑥

①例題1が成功例です。入力ファイルは、②と③で
す。デスクトップにダウンロード。④GFF3ファイルの
読込みは、⑤で行っています。赤枠内をコピペ実行
して、⑥GFF3ファイルの情報であるtxdbを眺める。
うまく読み込めたら⑦のような感じになります。

⑦



TxDbオブジェクト

93May 13, 2019

①は、②makeTxDbFromGFF関数を用いて、GFF3
ファイルを読み込んで作成した、③TxDbという形式
のオブジェクトです。

① ③

②



TxDbオブジェクト

94May 13, 2019

①は、②makeTxDbFromGFF関数を用いて、GFF3
ファイルを読み込んで作成した、③TxDbという形式
のオブジェクトです。④CDSは2,681個であることが
わかる。このような情報は、当然入力ファイルからも
得られます。⑤transcriptが2,799個というのは入力
ファイルから読み取れないが、そういうこともある。

① ③

②

④

⑤



GFF3をExcelで概観

95May 13, 2019

GFF3ファイルをExcelで読み込んだ結果のスクリー
ンショット。例えば今着目している2,681個のCDSは、
①3列目がCDSの行数が2,681なのだろうと予想して、
それを実際に確認すれば理解も深まる。

①



GFF3をExcelで概観

96May 13, 2019

GFF3ファイルをExcelで読み込んだ結果のスクリー
ンショット。例えば今着目している2,681個のCDSは、
①3列目がCDSの行数が2,681なのだろうと予想して、
それを実際に確認すれば理解も深まる。そして、取
得するCDSの②1番目は、③始点が1、④終点が
1350の領域[1, 1350]で、⑤+鎖上のものと判断する。

①

②

③ ④ ⑤



GFF3をExcelで概観

97May 13, 2019

GFF3ファイルをExcelで読み込んだ結果のスクリー
ンショット。例えば今着目している2,681個のCDSは、
①3列目がCDSの行数が2,681なのだろうと予想して、
それを実際に確認すれば理解も深まる。そして、取
得するCDSの②1番目は、③始点が1、④終点が
1350の領域[1, 1350]で、⑤+鎖上のものと判断する。
同様にして、⑥2番目のCDSは、⑦始点が1523、⑧
終点が2662の領域[1523, 2662]で、⑨+鎖上のもの
と判断する。

①

⑥

⑦ ⑧ ⑨



GFF3をExcelで概観

98May 13, 2019

GFFファイルは、①3列目を見てもわかるように、
様々な情報を含んでいる。それゆえ、②のような感
じで、featureごとに情報を格納していると考えれば
よい。

①

②
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CDS座標情報取得

100May 13, 2019

今はCDSの配列情報取得が目的なので、①CDSの
座標情報のみ取り出して利用したい。それを行って
いるのが…

①

① ①



CDS座標情報取得

101May 13, 2019

今はCDSの配列情報取得が目的なので、①CDSの
座標情報のみ取り出して利用したい。それを行って
いるのが、②の部分。ここをコピペ実行。

②



CDS座標情報取得

102May 13, 2019

今はCDSの配列情報取得が目的なので、①CDSの
座標情報のみ取り出して利用したい。それを行って
いるのが、②の部分。ここをコピペ実行。③座標情
報を含んだhogeオブジェクトの中身はこんな感じ。

③

③



GRanges

103May 13, 2019

②① ③ ④

hogeは、①GRangesという形式のオブジェクトです。
GrangesというのはGenomic Rangesの略であるが、
重要な事柄のみ（座標情報を取得したいだけ）に注
力して確認すればよい。②配列名（この場合は
Chromosomeしかないので全部同じ）、③範囲情報、
④ストランド情報（+鎖か-鎖かということ）。⑤全部で
2,681配列。

⑤



GRanges

104May 13, 2019

hogeは、①GRangesという形式のオブジェクトです。
GrangesというのはGenomic Rangesの略であるが、
重要な事柄のみ（座標情報を取得したいだけ）に注
力して確認すればよい。②配列名（この場合は
Chromosomeしかないので全部同じ）、③範囲情報、
④ストランド情報（+鎖か-鎖かということ）。⑤全部で
2,681配列。⑥最初の2つの座標情報は、見覚えの
ある数値ですね。

⑥



GRanges

105May 13, 2019

⑥

hogeは、①GRangesという形式のオブジェクトです。
GrangesというのはGenomic Rangesの略であるが、
重要な事柄のみ（座標情報を取得したいだけ）に注
力して確認すればよい。②配列名（この場合は
Chromosomeしかないので全部同じ）、③範囲情報、
④ストランド情報（+鎖か-鎖かということ）。⑤全部で
2,681配列。⑥最初の2つの座標情報は、見覚えの
ある数値ですね。こんな感じで、手持ちの情報と突
き合わせて確認し、理解を深めてゆくとよいです。



CDS座標情報取得

106May 13, 2019

コード全体を最後までコピペ実行すると、こんな感じ
になります。



CDS座標情報取得

107May 13, 2019

コード全体を最後までコピペ実行すると、こんな感じ
になります。①ATGが多く、妥当ですね。この②例
題1が成功例です。

①

②
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失敗例は例題2

109May 13, 2019

失敗例は例題2です。①を押していって、例題2まで
ページ下部に移動。

①



失敗例は例題2

110May 13, 2019

失敗例は例題2です。①を押していって、例題2まで
ページ下部に移動。②例題2です。

②



失敗例は例題2

111May 13, 2019

失敗例は例題2です。①を押していって、例題2まで
ページ下部に移動。②例題2です。③入力ファイル
は、④ですが…

②

③

④



失敗例は例題2

112May 13, 2019

失敗例は例題2です。①を押していって、例題2まで
ページ下部に移動。②例題2です。③入力ファイル
は、④ですが、⑤と同じものです。

⑤



txdbの作成まで

113May 13, 2019

①例題2は、②GFFファイルの読込みのところがうま
くいってないことが分かっています。③赤枠内をコピ
ペ実行して、④を眺めます。

①

②

④

③



txdbの作成まで

114May 13, 2019

①例題2は、②GFFファイルの読込みのところがうま
くいってないことが分かっています。③赤枠内をコピ
ペ実行して、④を眺めます。④txdbオブジェクトの中
身。

④

④



txdbの作成まで

115May 13, 2019

①例題2は、②GFFファイルの読込みのところがうま
くいってないことが分かっています。③赤枠内をコピ
ペ実行して、④を眺めます。④txdbオブジェクトの中
身。⑤CDSが0となっており、オカシイことがわかる。

④

④

⑤



txdbの作成まで

116May 13, 2019

④

④

⑤

①例題2は、②GFFファイルの読込みのところがうま
くいってないことが分かっています。③赤枠内をコピ
ペ実行して、④を眺めます。④txdbオブジェクトの中
身。⑤CDSが0となっており、オカシイことがわかる。
赤枠のGFF読み込み時のメッセージを見ても、⑥OK
となっている。警告すら出ていないが、⑤CDSが0個
となってしまっているのが厄介なところ。

⑥
⑥



CDS座標情報取得

117May 13, 2019

④txdbオブジェクトの段階で⑤CDSが0なので、当然
ながら赤枠で示したCDS領域の座標情報もうまく取
得できていないことがわかる。

④

⑤



CDS座標情報取得

118May 13, 2019

④txdbオブジェクトの段階で⑤CDSが0なので、当然
ながら赤枠で示したCDS領域の座標情報もうまく取
得できていないことがわかる。⑥cds関数実行時に
エラーが出ないのは、⑤CDSが0個なので、⑦CDS
の領域数が0だという情報がhogeオブジェクトに格
納されているだけだからと解釈すればよい。

④

⑤

⑥
⑦



CDS座標情報取得

119May 13, 2019

当然最後までコピペ実行しても、①や②の表示結果
からも予想できるように、③出力ファイル
（hoge2.fasta）中には何も書きだされません。

①

②

③
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GFF3をExcelで概観

121May 13, 2019

①makeTxDbFromGFF関数で正しく読み込めなかっ
た原因を探る。Excelで②GFFファイルを読み込んで、
CDSの情報が本当にあるかを調べる。

②

②

①



CDSはあるはず!

122May 13, 2019

④

③

①makeTxDbFromGFF関数で正しく読み込めなかっ
た原因を探る。Excelで②GFFファイルを読み込んで、
CDSの情報が本当にあるかを調べる。とはいえ、②
annotation.gffは、③DFAST実行結果ファイルであり、
③2,311個のCDS配列があるはずだし、実際に④
cds.fnaとして答えが存在する。それゆえ、②
annotation.gff中にCDSの記載があるはず!という視
点をもってExcelで眺める。

②

③



GFF3をExcelで概観

123May 13, 2019

②

①

①annotation.gffをExcelで読み込んだ結果のスク
リーンショット。②3列目にCDSという文字列を含む
行が2,311個存在するはずという視点で眺めると…



GFF3をExcelで概観

124May 13, 2019

②

①

①annotation.gffをExcelで読み込んだ結果のスク
リーンショット。②3列目にCDSという文字列を含む
行が2,311個存在するはずという視点で眺めると、
③確かに22行目にCDSがありますね。

③



なぜ読み込めない?!

125May 13, 2019

CDSをうまく読み込めない理由は、今のところ不明
です。ぜひ課題2で挑戦してください!講義はここまで

④

④

⑤
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基本戦略

127May 13, 2019

①

私は①の作者なので、②を使うことで、「この配列名
の、ここから、ここまで」という指定の仕方で任意の
範囲の部分配列を取得できることが記憶の片隅に
あります。

②



基本戦略

128May 13, 2019

私は①の作者なので、②を使うことで、「この配列名
の、ここから、ここまで」という指定の仕方で任意の
範囲の部分配列を取得できることが記憶の片隅に
あります。③例題5がよさそうと判断。

③

②



基本戦略

129May 13, 2019

私は①の作者なので、②を使うことで、「この配列名
の、ここから、ここまで」という指定の仕方で任意の
範囲の部分配列を取得できることが記憶の片隅に
あります。③例題5がよさそうと判断。④が抽出した
い領域情報をリスト化したファイル。⑤が中身。

③

②

④

④ ⑤



基本戦略
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②

①

①annotation.gffの場合は、②3列目にCDSという文
字列を含む行をまず抽出しておく。そしてその中か
ら、③1列目と、④4,5列目の情報を抽出して、⑤の
ようなリストファイルを作成して利用すればよい、と
考える。

③ ④

⑤



基本戦略

131May 13, 2019

②

①

①annotation.gffの場合は、②3列目にCDSという文
字列を含む行をまず抽出しておく。そしてその中か
ら、③1列目と、④4,5列目の情報を抽出して、⑤の
ようなリストファイルを作成して利用すればよい、と
考える。後に⑥ストランド情報（+ or -）も利用しなけ
ればいけないことに気づくが、この段階ではまだ知
る由もない。

③ ④

⑤

⑥
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CDSを含む行の抽出

133May 13, 2019

②

まずは、①3列目にCDSという文字列を含む行を抽
出する。CDS配列は2,311個なので、2,311行のファ
イルになればよい、という感覚をもってやる。Excel
でやっちゃってもよい。



CDSを含む行の抽出

134May 13, 2019

②

まずは、①3列目にCDSという文字列を含む行を抽
出する。CDS配列は2,311個なので、2,311行のファ
イルになればよい、という感覚をもってやる。Excel
でやっちゃってもよい。注意点として、②このGFF
ファイルの場合は、2,374行目以降でリファレンス配
列情報を含んでいる。そのため、Rのread.table関数
だとうまく読み込めないだろう、行をそのまま読み込
む必要があるだろうというなどと思いながら、テンプ
レートとして利用できそうなものを探す。重要なのは、
入力ファイルの全体的なフォーマットをある程度把
握しておくことです。

②



CDSを含む行の抽出

135May 13, 2019

①

②

②で目的を達成できそう。



CDSを含む行の抽出

136May 13, 2019

②

②で目的を達成できそう。③例題15。

③



CDSを含む行の抽出

137May 13, 2019

②で目的を達成できそう。③例題15。コピペ実行後
の状態。

③



CDSを含む行の抽出

138May 13, 2019

④

③

②

①

①GFFファイルの、②元の行数は2496。そのうち、
③CDSを含む行は、④2311。



CDSを含む行の抽出

139May 13, 2019

④

③

②

①

①GFFファイルの、②元の行数は2496。そのうち、
③CDSを含む行は、④2311。今回は真のCDS数が
2311個だと分かっているので、④で数値が一致した
段階でOKと判断できる。もし真のCDS数が分からな
ければ、さらに⑤出力ファイルをExcelで眺めるなど
して、3列目がCDSになっていることなどを確認する。

⑤
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補足説明
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①

R上では①元の行数は2496となっているが、Excelで
はそうは見えません。



補足説明

142May 13, 2019

②

R上では①元の行数は2496となっているが、Excelで
はそうは見えません。こんな感じになって、②最終
行は2549となります。この理由は、このGFFファイル
は1配列を1行で表しているので、長いものは1行が
非常に長くなっています。そして、Excelが1行があま
りに長いものは、途中で改行して表示するからです。



補足説明
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R上では①元の行数は2496となっているが、Excelで
はそうは見えません。こんな感じになって、②最終
行は2549となります。この理由は、このGFFファイル
は1配列を1行で表しているので、長いものは1行が
非常に長くなっています。そして、Excelが1行があま
りに長いものは、途中で改行して表示するからです。
③sequence02がよい例。この配列情報に相当する
赤枠部分は、Excel上では5行で表現されています
が、GFFファイル上では本当は1行なのです。

③



補足説明
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Windows用の高機能エディタの1つである、①
EmEditorで表示させると、確かに②sequence02は、
③1行で表現されていることが確認できます。

①

②
③



補足説明

145May 13, 2019

Windows用の高機能エディタの1つである、①
EmEditorで表示させると、確かに②sequence02は、
③1行で表現されていることが確認できます。尚、R
上では2496と表示されていたにも関わらず、④が
2,497行となっている理由は…

①

②
③

④



補足説明
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Windows用の高機能エディタの1つである、①
EmEditorで表示させると、確かに②sequence02は、
③1行で表現されていることが確認できます。尚、R
上では2496と表示されていたにも関わらず、④が
2,497行となっている理由は、⑤この何もない（実際
には改行コードが存在する）行が2,497行目だから。

④

⑤
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Excelで確認

148May 13, 2019

①

①2,311行からなる、②hoge15.txtを、Excelで確認。

②



Excelで確認

149May 13, 2019

①2,311行からなる、②hoge15.txtを、Excelで確認。
ここでは、3列目が全部CDSになっていることが確認
できたので、大丈夫だと判断しました。



リストファイル作成

150May 13, 2019

①1列目と、②4,5列目の情報のみ抽出して…

②①



リストファイル作成

151May 13, 2019

①1列目と、②4,5列目の情報のみ抽出して、こんな
感じにして「この配列名の、ここから、ここまで」とい
うリストファイルを作成します。ここでは③
list_20190513.txtとしました。

②①

③
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基本テクで実行

153May 13, 2019

①

②「指定した範囲の配列を取得」の例題6をやります。

②



基本テクで実行

154May 13, 2019

②「指定した範囲の配列を取得」の、③例題6です。

②

③



基本テクで実行

155May 13, 2019

①例題6のコピペ実行結果。

①



基本テクで実行

156May 13, 2019

①

②

①例題6のコピペ実行結果。今抽出している部分配
列は、CDS（タンパク質コード領域の配列；coding 
sequence）。したがって、メチオニンをコードするATG
(やGTGやTTG)が多くみられるはずだが、②2番目と
3番目のポジションを眺めた段階で、「何かミスって
いる」ことに気づく。



Sequence logos

157May 13, 2019

②

①例題6のコピペ実行結果。今抽出している部分配
列は、CDS（タンパク質コード領域の配列；coding 
sequence）。したがって、メチオニンをコードするATG
(やGTGやTTG)が多くみられるはずだが、②2番目と
3番目のポジションを眺めた段階で、「何かミスって
いる」ことに気づく。Sequence logosで確認してもよ
い。③こんな感じの結果が得られるはずです。

①

③
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③②

ストランド情報追加

159May 13, 2019

①hoge15.txt（annotation.gffからCDSという文字列を
含む2,311行を抽出したファイル）から、②1列目と、
③4,5列目の情報のみ抽出したのが
list_20190513.txtでしたが…①



③②

ストランド情報追加

160May 13, 2019

①hoge15.txt（annotation.gffからCDSという文字列を
含む2,311行を抽出したファイル）から、②1列目と、
③4,5列目と、④7列目の情報も加えた
list_20190513_strand.txtを作成する。①

④



②

ストランド情報追加

161May 13, 2019

①hoge15.txt（annotation.gffからCDSという文字列を
含む2,311行を抽出したファイル）から、②1列目と、
③4,5列目と、④7列目の情報も加えた⑤
list_20190513_strand.txtを作成した。⑤

④③



例題6を眺める

162May 13, 2019

①

「指定した範囲の配列を取得」の①例題6をもう一度
眺める。CDSの部分配列を抽出しているのは②の
あたりなので、これがページ上部に来るように、③
ページ下部に少し移動。

③

②



例題6を眺める

163May 13, 2019

①

「指定した範囲の配列を取得」の①例題6をもう一度
眺める。CDSの部分配列を抽出しているのは②の
あたりなので、これがページ上部に来るように、③
ページ下部に少し移動。こんな感じ。

②



コードの解説

164May 13, 2019

①例題6の、②リストファイル（list_20190513.txt）は、
③のところで読み込まれ、posiというオブジェクト名
で格納されている。従って、①の1列目の情報は
posi[,1]、2列目の情報はposi[,2]、そして3列目の情
報はposi[,3]で表現される。

③

①

②



コードの解説

165May 13, 2019

①nrow(posi)は、②行列posiの行数に相当するので、
③このforループで、リストファイルの行数分だけ
ループを回していることになる。

①

②

③



コードの解説

166May 13, 2019

①nrow(posi)は、②行列posiの行数に相当するので、
③このforループで、リストファイルの行数分だけ
ループを回していることになる。④ここでiという添え
字を使っているので、i行目という表現方法になって
いる。

①

②

③
④



コードの解説

167May 13, 2019

①では、i行1列の要素（例えばi=3として、3行1列な
ら②が該当する）に相当する配列名posi[i,1]を抽出
し、「リファレンス配列の配列名names(fasta)と一致
する、配列名の要素の位置のみがTRUEとなる論理
値ベクトルobjを作成している。この作業は、リファレ
ンス配列genome.fnaの配列数が61個あるので、ど
の配列上の部分配列を取得したいかを特定するた
めに重要です。

①

②



コードの解説

168May 13, 2019

①では、fasta[obj]として目的の塩基配列（②の場合
だとsequence01の配列）に限定して…

①

②



コードの解説

169May 13, 2019

①では、fasta[obj]として目的の塩基配列（②の場合
だとsequence01の配列）に限定して、③start位置の
要素に相当するi行2列の要素③posi[i,2]を指定して
いる。i = 3の場合は、④の要素に相当する。こんな
感じで、⑤subseq関数を用いて部分配列を抽出して
いる。

①

④

③

②

⑤



コードの解説

170May 13, 2019

②

①

③ ④⑤

①でhogeという何もない（NULL）オブジェクトを作成
し、②append関数のところで、③利用している。④部
分配列情報に相当するtmpの情報を、hogeにどんど
ん追加で格納しているだけです。なので、⑤がhoge
なのです。例えば、i=1のときは、③のhogeには何も
入っていない状態で、④tmpの情報を入れた結果が
⑤hogeに格納される。i=2のときは、③のhogeには
i=1のときに抽出した部分配列のtmpが含まれてい
て、④でi=2のときの部分配列tmpを追加で入れた結
果が⑤のhogeに格納される。
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ストランド反映戦略

172May 13, 2019

ストランドが”+”のときは、①で得られたtmpがその
まま②の部分で使われてよい。しかしストランドが”-
”のときは、抽出した部分配列tmpを逆相補鎖
（reverse complement）にしてから②に供するように
せねばならないと判断する。

① ①

②



例題7

173May 13, 2019

①例題7が、「ストランドが”-”のときに、抽出した部
分配列tmpを逆相補鎖（reverse complement）にす
る」変更を追加したコード。②4列目にストランド情報
を含むリストファイル。

①

②

②



例題7

174May 13, 2019

①例題7が、「ストランドが”-”のときに、抽出した部
分配列tmpを逆相補鎖（reverse complement）にす
る」変更を追加したコード。②4列目にストランド情報
を含むリストファイル。③posi[i,4]が-なら、tmpの中
身を逆相補鎖に変更するコードを追加しただけです。
④がposi[i,4]に相当する部分です。

④

①

②

②

③



例題7

175May 13, 2019

①例題7のコピペ実行結果。

①



例題7

176May 13, 2019

①例題7のコピペ実行結果。②をざっとみただけで
すが、うまくいってることがわかります。こんな感じで
必要に応じて③if文をつけるなどして必要最小限の
変更を施して目的を達成してゆくのです

②

①

③


