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公共DB

3Jun 03, 2019

①「（Rで）塩基配列解析」、②公共DBから、をク
リック

①

②



公共DB

Jun 03, 2019

NGSデータの公共DBは、①DDBJ SRA（通称DRA）、②
NCBI SRA（通称SRA）、③EMBL-EBI ENA（通称ENA）

の三極で運用されており、データ共有がなされている。と
はいえ、タイムラグは結構あるので注意してください

②

①

③



公共DB

Jun 03, 2019

①DRAと②ENAは、③大元のSRAファイルを入
力として、（Linux上で使えるfastq-dumpというプ
ログラムを実行して）④FASTQファイルを作成し
、それを提供しています。FASTQ作成の際、ク

オリティの低いリードを除去するオプションをつ
けてfastq-dumpを実行しています。結果として、

フィルタリング前のウェブ上の数値と異なる（が
気にしなくてもよい）というお話。①をクリック

③④

①

②



DRA000011

6Jun 03, 2019

①DRA Search上で、②DRA000011と打ち
込んで、③Search。前回と同じデータです

①

②

③

これは全員やる



DRA000011

7Jun 03, 2019

①ここで見られるように、様々な関連ID情報もあります
。②でいきなりFASTQファイルをダウンロードできるが
、③をクリックして大元のリード数情報を把握しておく

①

③ ②



DRR000031

8Jun 03, 2019

①大元のリード数は4,653,053です。これはSRAファイル
中のリード数に相当します。FASTQファイルをダウンロー

ドしてリード数を調べると、①よりも少ない数になります。
明らかにダメなリードを除いているので、リード数の違い
は気にしなくていいという話です。FASTQファイルをダウ
ンロードすべく（実際にはやらないで!）②をクリック

①
②

②



DRR000031

9Jun 03, 2019

①DRR000031.fastq.bz2をダウンロード（した
つもりで実際にはやらない）。②bzip2圧縮状態
で、③116MB（122,495,839 bytes）あります

①

②

③



DRR000031

10Jun 03, 2019

②

③

①bzip2圧縮ファイルを解凍して、②FASTQファイル
（DRR000031.fastq）にすると、③781 MB（
819,218,014 bytes）に膨れ上がります。この解凍作
業はLhaplusというフリーソフトで行いましたが、多く
のバイオインフォマティシャンはLinux（コマンドライン
）環境でbunzipやbzip2コマンドを駆使して行います

①
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乳酸菌学会誌の…

12Jun 03, 2019

①NGS連載第3回に、Linux環境下でのNGS

データのダウンロードから解凍のやり方を示
しています。②の原稿PDFファイルをメインで
読みつつ、実際の作業は③ウェブ資料PDFを
参考にするという利用法を想定しています

②

③

①

スライドを見るだけ



①

乳酸菌学会誌の…

13Jun 03, 2019

①NGS連載第3回に、Linux環境下でのNGS

データのダウンロードから解凍のやり方を示
しています。②の原稿PDFファイルをメインで
読みつつ、実際の作業は③ウェブ資料PDFを
参考にするという利用法を想定しています

②

③

スライドを見るだけ



①

乳酸菌学会誌の…

14Jun 03, 2019

①NGS連載第3回に、Linux環境下でのNGS

データのダウンロードから解凍のやり方を示
しています。②の原稿PDFファイルをメインで
読みつつ、実際の作業は③ウェブ資料PDFを

参考にするという利用法を想定しています。
④の部分が左上になるようにしたのが次のス
ライド。

②

③

④



Bio-Linux

15Jun 03, 2019

こんな感じです。このあたりを見ながらWindowsまたは
Macintosh上で仮想環境構築（Linuxの導入）を行います
。とはいえ、Macは「ターミナル」上でLinuxコマンドが普通
に使えます。また、WindowsもWindows Subsystem for 

Linux (WSL)が実用に耐えうるレベルになってきています
。WSLは、乳酸菌学会誌NGS連載第11回で述べたBash 

on Ubuntu on Windows（ベータ版）の正式リリース版とい
う位置づけです。①2019年冬に、コマンドプロンプトや
WSLを統合した「Windows Terminal」というものがリリー
スされる予定だそうです。

https://www.itmedia.co.jp/news/articles/1905/07/news080.html
①



Bio-Linux

16Jun 03, 2019

連載第3回の①Bio-Linuxの詳細については、（興味をも
ったヒトは）各自で第3回の原稿を読んで自習してください
。大まかには「Bio-Linuxは、Linux上で動く一通りのプロ

グラム群がインストールされているので導入に時間もかか
って大変だが、全受講生のレベルが一定以上あればMac

もWinも同じ見栄えなので教える側も楽だし教わる側も
OSの違いに惑わされなくてよいもの」です。但し、2014年
以降アップデートされていないようなので、out-of-dateに
なりつつある…

①



Bio-Linux

17Jun 03, 2019

連載第3回の①Bio-Linuxの導入の説明として、②があり
ますが、この部分のアップデート版に相当するのが…

①

②



Bio-Linux

18Jun 03, 2019

連載第3回の①Bio-Linuxの導入の説明として、②があり

ますが、この部分のアップデート版に相当するのが、③第
6回の、④です。Bio-Linuxを導入してみたいヒトにとって
は、多少は参考になるかと思います。但し、2年以上動作
確認しておりませんので、うまくいかないかもしれません。

①

②

③

④
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WSL機能の有効化

20Jun 03, 2019

前処理として、①コントロールパネル、②プログラムと
機能、③Windowsの機能の有効化または無効化。

②①

③

参考



WSL機能の有効化

21Jun 03, 2019

Windowsの機能、が開く。デフォルトは①にチェック
が入っていないので、②チェックを入れて、③OK。

①

②

③

参考



WSL機能の有効化

22Jun 03, 2019

すると、①のような感じになって、数十秒後に②のよ
うになります。③再起動。

①

③

②

参考



WSLインストール

23Jun 03, 2019

再起動後に、①Microsoft Storeを開く（Windows画面の
左下にある検索窓で「ストア」で検索するとヒットします）。

①

参考



WSLインストール

24Jun 03, 2019

①Microsoft Storeを開く（Windowsの左下にある検索窓

で「ストア」で検索するとヒットします）。さらにこの中の検索
窓上で、②WSLと入力するとこんな感じになるので、③を
選択します。貸与PCはインストール済みです。①

②

③

参考



WSLインストール

25Jun 03, 2019

こんな感じになります。①Ubuntuを選択。

①

参考



WSLインストール

26Jun 03, 2019

こんな感じになります。①Ubuntuを選択。②入手。

②

参考



WSLインストール

27Jun 03, 2019

こんな感じになります。①Ubuntuを選択。②入手。ダウン
ロード中です。③200MB超なのでそこそこデカいです。

③

参考



WSLインストール

28Jun 03, 2019

①無事インストール完了。②起動。後で起動したい場合は
、スタートメニューから③Ubuntuを起動。つまり、WSLとい
いつつ、実際にはUbuntuだということ。

①
②

③

参考



Ubuntu起動

29Jun 03, 2019

こんな感じになります。①数分かかると書かれてます。

①

参考



ユーザ名の作成

30Jun 03, 2019

数分後にこんな感じになります。①今ログイン中の
Windowsのユーザ名と同じである必要はないので、②新

しいユーザ名を入力してね、とリクエストされています。ち
なみに③UNIXというのはLinuxの別名のようなものです。

②

①

③

参考



ユーザ名の作成

31Jun 03, 2019

ここでは、①studenとして、リターンキーを押します。

①

参考



p/wの作成

32Jun 03, 2019

①今度はパスワードの作成を要求されますので、言われ
るがままにテキトー（ただしそれを忘れず）に作成します。

参考

①



p/wの再確認

33Jun 03, 2019

再確認されますので、①打ち込みます。参考

①



p/wの再確認

34Jun 03, 2019

こんな感じになります。①が、Linuxのコマンド入力待ち状

態です。「コマンドプロンプト」と同じようなものですが、
Linuxのコマンドを利用できる点がUbuntu (つまりWSL)を
わざわざインストールする一番のモチベーションです。

参考

①



pwd

35Jun 03, 2019

①pwdと打ってリターン。これは「print working directory（
作業ディレクトリの表示）」を行うLinuxコマンドです。R上で
「getwd()」を打ち込んでいるのと同じだと思えばよい。

参考

①



pwd

36Jun 03, 2019

①pwdと打ってリターン。これは「print working directory（
作業ディレクトリの表示）」を行うLinuxコマンドです。R上で
「getwd()」を打ち込んでいるのと同じだと思えばよい。実
行結果として、②「/home/studen」が表示されています。こ
れが、Ubuntu起動直後のデフォルトの作業ディレクトリで
あり、「ホームディレクトリ」と呼ばれる場所です。

参考

②
①



pwd

37Jun 03, 2019

ちなみに、ユーザ名をkadotaとすると、②の部分が
「/home/kadota」のようになります。

参考の参考

①
②



ls

38Jun 03, 2019

①ls（えるえす）と打ってリターン。これはR上で「list.files()

」を実行するのと同じです。つまり、②現在の作業ディレク
トリ上にあるものを表示しているのです。

参考

①
②



ls

39Jun 03, 2019

①ls（えるえす）と打ってリターン。これはR上で「list.files()

」を実行するのと同じです。つまり、②現在の作業ディレク
トリ上にあるものを表示しているのです。何もない場合は
、③のように何も表示されずにコマンド入力待ち状態にな
ります。

参考

①
②

③



/home/studen?

40Jun 03, 2019

②この場所は一体どこにあるんだ？とか、この場所を分
かりやすくアクセスしやすい場所に変更したい、が最初の
希望です。そのやり方までを示します。ここではまず
Windows側の作業として、Windows上のログインユーザ
名kadotaのドキュメントフォルダ直下にubun_dataという
名前のフォルダを作成します。次にUbuntu側の作業とし

て、②のホームディレクトリ直下で同名のフォルダ（ディレ
クトリ）を作成し、そこを共有フォルダのような感じで利用
できるようにします。正確性を欠く表現であることは承知
の上です。まずは使えるようにすることが重要。尚、正確
にはシンボリックリンクを作成しているだけです。③参考
URL

参考

②

https://fuchiaz.com/wsl-symbolic-link/
③



Win側の作業

41Jun 03, 2019

参考

①

①

最初のWindows側の作業を行っていきます。Windows上
のログインユーザ名kadotaの①ドキュメントフォルダ直下
にubun_dataという名前のフォルダを作成します。作成前



Win側の作業

42Jun 03, 2019

参考 最初のWindows側の作業を行っていきます。Windows上
のログインユーザ名kadotaの①ドキュメントフォルダ直下
にubun_dataという名前のフォルダを作成します。作成後
。②確かに存在します。作成直後なので中身は空です。

②



Ubuntu側の作業

43Jun 03, 2019

次にUbuntu側の作業として、 ②のような長いコマンドを打

ち込みます。次のスライドにも説明があるので、実行前に
必ず読んで必要な箇所を変更してください。

参考

①

②



コマンドの解説

44Jun 03, 2019

次にUbuntu側の作業として、 ②のような長いコマンドを打
ち込みます。注意点としては、③の部分はWindowsのロ
グインユーザ名（私の場合はkadota）なので、各自のもの
に変更する必要があります。④がさきほどWin側で作成し
たubun_dataフォルダの名前です。⑤の部分はUbuntu側

の名前です（別の名前にしてもよいですが、同じ名前にす
ると宣言しているのでそうしています）。

参考

①

②

③ ④ ⑤



コマンドの解説

45Jun 03, 2019

①の部分全体で…参考

①



コマンドの解説

46Jun 03, 2019

①の部分全体で、さきほどWin側で作成したubun_dataフ
ォルダの②「完全パス（full pass）」情報を指し示している
ことに相当します。

参考

①

②



コマンドの解説

47Jun 03, 2019

①の部分全体で、さきほどWin側で作成したubun_dataフ
ォルダの②「完全パス（full pass）」情報を指し示している
ことに相当します。③のWindowsのログインユーザ名は、
ここではkadotaになっていますが、ヒトそれぞれ異なるの
で各自変更してね、と言ってるだけです。

参考

①

②

③



コマンドの解説

48Jun 03, 2019

ちなみに、①の部分は、②と同じです。参考

②

①



コマンドの解説

49Jun 03, 2019

ちなみに、①から③の計3カ所に「スペース」があります。参考

① ③

②



コマンドの解説

50Jun 03, 2019

ちなみに、①の部分を読み上げると、「えるえぬ、スペース
、ハイフン、えす」です。ハイフンは-のことで、②のキーで
出します。

参考

①

②



lsで確認

51Jun 03, 2019

①lsコマンドを再度実行すると、こんな感じになります。参考

①



lsで確認

52Jun 03, 2019

①lsコマンドを再度実行すると、こんな感じになります。②
で見えているubun_dataが、③で指定したものに対応しま
す。

参考

①
③②



ubun_data確認

53Jun 03, 2019

①「ls ubun_data」を実行。これは、②現在の作業ディレク
トリ上で、③で見えているubun_dataディレクトリの中身を

表示させていることに相当します。中身は何もないので、
何も表示されません。

参考

①
③

②



ubun_data確認

54Jun 03, 2019

①「ls ubun_data」を実行。これは、②現在の作業ディレク
トリ上で、③で見えているubun_dataディレクトリの中身を

表示させていることに相当します。中身は何もないので、
何も表示されません。つまり④の中身が⑤空だということ
をUbuntu上で確認していることと同義です。

参考

①
③

②

⑤

④



共有?!確認

55Jun 03, 2019

従って、①に何か手持ちのファイルを置いておき…参考

①



共有?!確認

56Jun 03, 2019

従って、①に何か手持ちのファイルを置いておき、もう一
度②「ls ubun_data」を実行。同じものが見えることでしょ

う。ちなみに、②のコマンドはわざわざ打ち込まなくても、「
上矢印キー」を1回押せば、直前に打ったコマンドが表示
されるので、それを利用すると楽です。このあたりはRと同
じですね。

参考

②
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Linux

58Jun 03, 2019

これは、Bio-Linuxのターミナル画面です。細
かい点はすっ飛ばします。①ls（えるえす）とい

うコマンドで、作業ディレクトリ（この場合は
~/Desktop/mac_shareという場所）中のファイ

ルを表示。③作業ディレクトリ中に、
DRR000031.fastq.bz2というbzip2圧縮
FASTQファイルが1つだけあることがわかる

①
②

③



Linux

59Jun 03, 2019

①

②

①ls -l（えるえす、スペース、ハイフンえる）として、lsコマ
ンドに詳細情報(long情報)を表示させるオプションをつ
けて実行した結果。②がファイルサイズで122,495,839 

bytesであることを示している



Linux

60Jun 03, 2019

①

②

③

①ls -l（えるえす、スペース、ハイフンえる）として、lsコマ
ンドに詳細情報(long情報)を表示させるオプションをつ
けて実行した結果。②がファイルサイズで122,495,839 

bytesであることを示している。③と同じ数値ですね



Linux

61Jun 03, 2019

①ls -lh（えるえす、スペース、ハイフンえるえいち）とし
て、lsコマンドに詳細情報(long情報)をヒト(human)が

判読しやすい形で表示させるオプションをつけて実行し
た結果。②がファイルサイズが117MBとなっています。
（若干数値が異なるのは、LinuxとWindowsの改行コー
ドの違いかもしれませんが、よくわかりません）

①



Linux

62Jun 03, 2019

①bunzip2コマンドで.bz2という拡
張子がついた圧縮ファイルを解凍

①



Linux

63Jun 03, 2019

①ls -l（えるえす、スペース、ハイフンえ

る）実行結果。②確かに解凍され、③フ
ァイルサイズも819,218,014 bytesと6

倍超になっていることがわかる

①

②
③



Linux

64Jun 03, 2019

①wcは行数、単語数、ファイルサイズを表示するコマンド。
DRR000031.fastqは②18,359,096 lines、③36,718,192 

words、④819,218,014 bytesであることがわかります。特

に②行数はリード数を知る上での基礎情報としてよく使い
ます。具体的には、行数/4がリード数になります

①

③② ④



Linux
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①headは、ファイルの先頭から-nで指定した行数分だけを
表示するコマンド。この場合は、②最初の2行分だけを表示

①
②



Linux

66Jun 03, 2019

①同じノリで、②最初の24000行分だけを表示させるのでは
なく、③DRR000031sub.fastqという名前のファイルに出力

①
② ③



Linux
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①ls -lで確認。②最初の24000行とした
のは、③DRR000031sub.fastqのファイ
ルサイズを④約1MBにしたかったから

①

② ③

③
④



Linux
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①DRR000031.fastqは、②18,359,096行で、③約800MB

。それゆえ、18,359,096 / 800 = 22,948.87行分程度を抽
出すれば、約1MBのファイルとなる。リード数をキリのいい
数値にしたかったので、ここでは6,000リード分の情報を含
む、6,000×4 = ④24000行とした。こんな感じのファイルサ
イズと行数をベースとした計算は比較的よく行います

①

②
①

③

④



DRR000031sub.fastq

69Jun 03, 2019

①と②は同じもの（約1MBのFASTQファイ

ル）です。②をダウンロードして、ワードパッ
ドなど手持ちのエディタで開いておくとよい

①

②
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FASTQの説明

71Jun 03, 2019

①FASTQファイル（DRR000031.fastq）
の最初の16行分を表示。FASTQ形式
は、1つのリード情報を4行で表す

①



FASTQの説明

72Jun 03, 2019

①1番目、②2番目、③3番目、④
4番目のリード、といった具合です

①

②

③

④



FASTQの説明
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①これらがリードの塩基配列情報
で、②これらが対応するものです

①

①

①

①

②

②

②

②



FASTQの説明
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①これらがリードのクオリティ情報です

①

①

①

①



FASTQの説明

75Jun 03, 2019

②対応するクオリティスコ
ア情報（Phredスコア）です

①

①

①

①

②

②

②

②



FASTQの説明

76Jun 03, 2019

全体を眺めて、Phredスコア40が、一文字表
記のクオリティ情報I（←あい）に相当すること
がわかる。①～⑥のI以外のところが、40以
外のPhredスコアになっていることもわかる

① ②

③

① ②

③

④

④

⑥

⑤⑥

⑤



Contents
◼ 公共DB関連のTips

 公共DB、Bio-Linux、WSLのインストール、Linux上でbzip2ファイルの解凍

 FASTQファイルの説明、リード数の違い

 ウェブツール、ウェブブラウザに注意

◼ 前処理（Preprocessing） or Quality Control (QC)
 RNA-QC-chain

 FastQCのインストールと実行

 FastQC実行結果の解説

 圧縮ファイルでFastQC、課題

 Rパッケージqrqcでクオリティチェック

77Jun 03, 2019



FASTQのリード数

78Jun 03, 2019

①FASTQファイル（DRR000031.fastq）の、②
行数は18,359,097。この行数を4で割った
4,589,774がFASTQファイル中のリード数。
18,359,096行であって欲しかったが、最後のク

オリティスコア行のところに改行が含まれてい
るため、このエディタでは1行余分にカウントさ
れている

①

②



FASTQのリード数

79Jun 03, 2019

①FASTQファイル（DRR000031.fastq）の、②
行数は18,359,097。この行数を4で割った
4,589,774がFASTQファイル中のリード数。③
ウェブ上のリード数情報（4,653,053）と異なっ
ていることが実感できる

③
①

②



FASTQのリード数

80Jun 03, 2019

①この部分がリード番号に相当する。 FASTQ

ファイル中の4,589,774リードと、②ウェブ上の
4,653,053リードの差分（63,279リード）の関係
性より、100リードあたり1個程度は①の部分の
リード番号の差分が1ではないのだろうと想像

①

②



FASTQのリード数

81Jun 03, 2019

ず～っとページ下部を見ていくと、①リ
ード番号78が抜けているのがわかる

①



FASTQのリード数

82Jun 03, 2019

①リード番号80も相当クオリティが低いことがわかり
ます。リード塩基配列がNだらけだからです。というこ
とは、リード番号78は全くお話にならないくらいクオリ
ティが低いのでしょう。それをこの後確認していきます

①



FASTQのリード数

83Jun 03, 2019

①をガスガス押して、②のところが
リード番号78を含むところまで移動

①
②



FASTQのリード数

84Jun 03, 2019

①をガスガス押して、②のところが
リード番号78を含むところまで移動
できました

①
②



FASTQのリード数

85Jun 03, 2019

①リード番号78はNだらけです。確かに使い物

にならないリードであることが分かります。その
一方で、②リード番号80が生き残っていることか
ら、SRAからFASTQを作成する際のフィルタリン
グ条件が相当緩いのだろうということがわかる

①

①

②

②



これはIlluminaデータの話

86Jun 03, 2019

ウェブ上のリード数（4,653,053）
とFASTQファイル中のリード数（
4,589,774）の違いはあるものの
、せいぜい総リード数の数%程度
以内の違いです。Illuminaのデー
タはクオリティが高いので、数%

程度しかfilter outされないのです

③
①

②



ロングリードデータの場合

87Jun 03, 2019

①サブのほうです。②はPacBioのゲノム
データの話ですが、Illuminaとはデータの

性質も異なるため、アプローチも大きく異
なる。例えば、公共DBからFASTQファイ

ルをダウンロードする意味はほぼないな
ど…。詳細については②をご覧ください

②

①

参考
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手軽な解析手段

89Jun 03, 2019

Linuxコマンドを覚える必要がなく、ウェブ上で大容量メモリ
をタダで使わせてもらってde novoアセンブリやマッピングプ
ログラムを利用可能なウェブツールは存在します。①NGS

連載第6回後半と第7回ではDDBJ Pipelineを紹介しました
。しかし2019年2月をもってサービスが終了しました。代替
ツールとして、例えば前回（2019年5月27日）の講義でも述
べたMaserが利用可能です。

①

DDBJ Pipeline (Nagasaki et al., DNA Res., 20: 383-390, 2013)

参考



手軽な解析手段

90Jun 03, 2019

Linuxコマンドを覚える必要がなく、ウェブ上で大容量メモリ
をタダで使わせてもらってde novoアセンブリやマッピングプ

ログラムを利用可能なウェブツールは他にもあります。それ
は①NGS連載第11回と12回で紹介している②Galaxyです

①

Galaxy(Giardine et al., Genome Res., 15(10): 1451-1455, 2005)
②

参考
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公共DB

92Jun 03, 2019

②EMBL-EBI ENA上で、DRR000031を眺める。
ENAはブラウザによっては見られないという話と、
様々なID間の関係性が分かりやすいという話です
。①から辿らずに「ENA EBI」で直接ググってもよい

①

②



ENAをブラウザIEでみる

93Jun 03, 2019

①EMBL-EBI ENA上で、②DRR000031

を眺めるべく、③Search。このスクリーン
ショットはウェブブラウザInternet 

Explorer (IE)からとったものです

② ③①



ENAをブラウザIEでみる

94Jun 03, 2019

こんな感じになります。①でも②でもどち
らでもいいが、とりあえず目的の②を押す

①

②



ENAをブラウザIEでみる

95Jun 03, 2019

こんな感じになって、まともに表示されま
せん。結論としては、ENA利用時はIEを
ブラウザとして使ってはいけない、です



ENAをChromeでみる

96Jun 03, 2019

①EMBL-EBI ENA上で、②DRR000031

を眺めるべく、③Search。Chrome以外の

ブラウザがあれば是非試してみてください
。MacのヒトはSafariとか…。

① ② ③



ENAをChromeでみる

97Jun 03, 2019

ここまではIEと同じです。①目的の
DRR000031と同じ、②を押すと…

②

①



ENAをChromeでみる

98Jun 03, 2019

IEとは違った結果になることがわ
かります。①ページ下部に移動

①



ENAをChromeでみる

99Jun 03, 2019

こんな感じに見えます。全体的に小さいため見辛い
ですが…①赤枠のあたりが様々なIDの関係性が一
望できるところ。今回は、②DRR000031で検索した

ためこのような感じで見えているが、例えば③
Study accessionのIDを押すと、②DRR000031の

ランを含む研究プロジェクト全体が理解できるように
なる。③を押したつもりで次のスライドを眺める

①

②③



ENAをChromeでみる

100Jun 03, 2019

①PRJDA34559は、②の組織によって行われた③ヒ
トのトランスクリプトームプロジェクト全体のIDである。
今回の対象であるDRR000031もこの枠組みで得ら
れたデータである。④ページ下部に移動

④

②

③

①



ENAをChromeでみる

101Jun 03, 2019

①このあたりまで移動。この画面上の赤枠内
では、数値が異なるのが②Run accession部
分のみであるが、ものによっては③Sample 

accession部分が異なるなど多様です

②③

①



ENAをChromeでみる

102Jun 03, 2019

①が用いたNGS機器情報。通常、②はsingle-end

データであることを表すSINGLEか、paired-endデ
ータであることを表すPAIREDかのどちらかです

① ②



ENAをChromeでみる

103Jun 03, 2019

①はFASTQファイルをダウンロードするところ。この
データはsingle-endなので、ダウンロードのリンク先
としてFile 1のみが提供されている。paired-endの
場合だとFile 1直下にFile 2が見られます

①



ENAをChromeでみる

104Jun 03, 2019

①SRAファイルをダウンロードしたい場合はこちら

①



ENAをChromeでみる

105Jun 03, 2019

①は、ウェブツールGalaxyとの連携用

① ①
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RNACocktail論文の図1

107Jun 03, 2019

①

①は前処理後のリードデータ。公共
DBからダウンロード後のFASTQフ
ァイルが、そのままデータ解析の入
力として使われることはほぼない

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



前処理（preprocessing）

108Jun 03, 2019

①この部分が、②これ以降の下流部分
の解析（downstream analysis）に大きく影
響するので重要です。赤枠部分は、マイ
クロアレイでは③前処理と呼ばれ、RNA-
seqでは④QCと呼ばれることが多い

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

②

③ ④



～RNA-seqデータ特有の事柄～
・リボソームRNA（rRNA）やtRNAの混入
・RNA degradation（RNA分解）
・多様なリードカバレッジ（varied read coverage）

前処理（preprocessing）

109Jun 03, 2019

一言でQCとはいっても、内部で行う処理は様々。①rRNA
やtRNAは、通常RNA-seqの解析対象外。②は、転写物
ごとに発現量が異なるという事実をゲノムアセンブリ側か
ら述べた表現。ゲノム配列の場合はcoverageがほぼ一
定であるのに対し、高発現転写物のcoverageは非常に
高く、低発現の場合はcoverageが低くなるということ。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)

～NGSデータ共通の事柄～
・クオリティの低いリード
・解析対象外の生物種に由来するリード
・アダプター配列

①

②



RNA-QC-chain

110Jun 03, 2019

①RNA-QC-chainという比較的最近のプログラム
の原著論文（のAbstract）から最近の動向を知る
。まず、②QCは今でも必須であることがわかる

RNA-QC-chain (Zhou et al., BMC Genomics, 19: 144, 2018)
①

②



RNA-QC-chain

111Jun 03, 2019

①RNA-QC-chainプログラム開発のモチベーションに関
する記載。現状ではRNA-seqデータのQC作業は複数の
QCプログラムを使わないといけないので大変だ。なので
②早くて使いやすいツールを開発したよ、という論文

RNA-QC-chain (Zhou et al., BMC Genomics, 19: 144, 2018)

①

②



RNA-QC-chain

112Jun 03, 2019

①の部分が②の事柄に相当し、
③の部分が④の事柄に相当する

RNA-QC-chain (Zhou et al., BMC Genomics, 19: 144, 2018)

～NGSデータ共通の事柄～
・クオリティの低いリード
・解析対象外の生物種に由来するリード
・アダプター配列

①

②

②

③

④



RNA-QC-chain

113Jun 03, 2019
RNA-QC-chain (Zhou et al., BMC Genomics, 19: 144, 2018)

～RNA-seqデータ特有の事柄～
・リボソームRNA（rRNA）やtRNAの混入
・RNA degradation（RNA分解）
・多様なリードカバレッジ（varied read coverage）

①の部分が②の事柄に相当する

②

～NGSデータ共通の事柄～
・クオリティの低いリード
・解析対象外の生物種に由来するリード
・アダプター配列

①



RNA-QC-chain

114Jun 03, 2019
RNA-QC-chain (Zhou et al., BMC Genomics, 19: 144, 2018)

特に、例えば①rRNA由来リードや解析対象外生物
種由来リードの同定は、②他のQC用プログラムに
は実装されてなかったそうです。こんな感じで自分
のデータの前処理で必要そうなプログラムかどうか
を判断し、必須の特徴をもつプログラムを七転八倒
しながらインストールして利用するのが一般的

②
①



RNA-QC-chain

115Jun 03, 2019
RNA-QC-chain (Zhou et al., BMC Genomics, 19: 144, 2018)

full textが見られる場所は、①ココ

①



RNA-QC-chain
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RNA-QC-chain (Zhou et al., BMC Genomics, 19: 144, 2018)

①ここからプログラムがおかれているサイトなど
の情報を知る。Abstractの最後のほうにプログ
ラムのURL情報が掲載されている場合もある。

①



RNA-QC-chain

117Jun 03, 2019
RNA-QC-chain (Zhou et al., BMC Genomics, 19: 144, 2018)

Publisherのサイト上でFull textが見られるページ上
の、①Availabilityに関する箇所。②動作環境は
UNIX/Linux。③プログラミング言語はC++。もしプロ
グラミング言語がJavaと書かれていたら、インスト
ールで失敗することはほぼない。

①

②

③



インストール失敗例

118Jun 03, 2019
RNA-QC-chain (Zhou et al., BMC Genomics, 19: 144, 2018)

RNA-QC-chainをBio-Linux環境でイ
ンストールを試みて失敗したところ



インストール失敗例
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RNA-QC-chain (Zhou et al., BMC Genomics, 19: 144, 2018)

①

①私がやったのはとりあえずmakeのみ。ギョーカイ
のヒト以外には難解であろうが、Windowsの場合は
setup.exeをダブルクリックしてインストールを進める
が、それのLinux版のようなものという理解でよい



make

120Jun 03, 2019
RNA-QC-chain (Zhou et al., BMC Genomics, 19: 144, 2018)

①

①makeについては、②乳酸菌学会誌のNGS連
載第6回中でも使っている（ウェブ資料W9-4とか）

②



エラーメッセージ

121Jun 03, 2019
RNA-QC-chain (Zhou et al., BMC Genomics, 19: 144, 2018)

②

②

④③

①赤枠部分がmakeコマンドを実行して、②エラーメッセー
ジが出て止まったところ。原因はどうやら、③BamReader.h
、④というファイルがない、ことに起因するようだ

①



エラーメッセージ
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RNA-QC-chain (Zhou et al., BMC Genomics, 19: 144, 2018)

今回はいきなりmakeを実行したが、「configure、make、
make install」という3つの呪文を順番に唱えるのがおそらく
より一般的。どっちにしようか迷ったがとりあえずmakeを実
行してコケた結果である。①のls実行結果を眺めてもわか
るが、通常はREADMEとかINSTALLという名前のファイル
が存在し、その中に書かれている手順を見ながらコマンド
を実行する（適切な呪文を唱える）。それがない段階で「不
親切だな」という感想を（少なくとも私は）もつ

①



ググる

123Jun 03, 2019

ここでは、①「RNA-QC-chain BamReader.h」というキーワ
ードでウェブ検索。②がURL情報から、Biostarのページだ
と気づく。そして、③あたりで不穏当な記述を見つける

①

②

③



Biostar

124Jun 03, 2019

①Biostarのリンク先ページ。赤枠の記載内容をみて、（
少なくとも私は）同感する。あえてBiostarsではなくBiostar
と書いている理由は、この原著論文がBiostarだからです
。BiostarsでPubMed検索しても引っかからないので注意

Biostar (Parnell et al., PLoS Comput Biol., 7: e1002216, 2011)

①
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前処理（preprocessing）

126Jun 03, 2019

①この枠組みには、データの全体像を概観する
Quality Checkも含まれる。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。代表的なプログラムは、FastQC

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



FastQC

127Jun 03, 2019

①FastQCのサイト。②このプログラムはJavaで書かれてい
るので、特にLinux上でのインストールが非常に簡単（個人
の感想です）。③ダウンロードしてインストールしましょう

①

②

③



FastQC

128Jun 03, 2019

こんな感じになります。初めてインストールするヒトにとってはほぼ無関
係ですが、ちょこちょこバージョンアップしています。以前インストールし
たことのあるヒトは、①のRelease Notesを見て、どの部分が変わったの
か（新規機能の追加かバグ修正かなど）をざっとみておくといいでしょう

①



FastQC

129Jun 03, 2019

①Windowsのヒトはこちら、②Macのヒトはこちら。以降の数
枚のスライドはWindowsのインストール手順のスクリーンシ
ョットになります。ちなみに、Linux上でのインストールにつ
いては、FastQC ver. 0.11.3と若干古いですが日本乳酸菌
学会誌NGS連載第4回のW9あたりから解説しています

②
①



FastQCインストール

130Jun 03, 2019

①を押すと、②のような感じになる。これ以降は個
人所有PCのヒトは好きなやり方でインストールして
もらって構わない。貸与PCのヒトは③ファイルを開く

①

②

③



FastQCインストール

131Jun 03, 2019

前のスライドで「ファイルを開く」を押した直後。
ちなみに、FastQCはJavaプログラムなのでJava
本体をインストールしておく必要はもちろんあり
ますので、そのあたり注意しておいてください



FastQC実行

132Jun 03, 2019

①

ほどなくして、こんな感じになります。つまり、①デスクトッ
プ上にFastQCというフォルダが作成されます。Windows上
で実行する場合は、②run_fastqc.batをダブルクリック。
Javaプログラムの場合は、インストールというよりは実行フ
ァイルのダウンロード、という理解でよろしいかと思います

②



FastQC実行

133Jun 03, 2019

こんな感じで、2つのウィンドウが立
ち上がる。使うのは①こちらです

①



File - Open

134Jun 03, 2019

②

③

①

ここでは、①DRR000031sub.fastqをデスクトップにダウ
ンロードしておき、それを入力ファイルとして実行する
。ちなみにこれは、6,000リードからなる約1MBのファイ
ルでした。FastQCのGUI画面上で、②File、③Open



入力ファイルの指定

135Jun 03, 2019

①デスクトップ…

①



入力ファイルの指定

136Jun 03, 2019

①解析対象ファイル（DRR000031sub.fastq）
を選択して、②開く

①

②



FastQC実行結果

137Jun 03, 2019

プログラムの実行は一瞬で終了
し、このような結果が得られます
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FastQC実行結果

139Jun 03, 2019

①Basic Statisticsの情報が右側に表示されて
います。②入力ファイル、③リード数、④配列長

②

③

④

①



FastQC実行結果

140Jun 03, 2019

①塩基ごとのクオリティスコア情報。横軸がリード中
の塩基ポジション。全部で36 bpしかないので、②1番
目から③36番目の塩基位置みたいな感じで読み解く

①

② ③



FastQC実行結果

141Jun 03, 2019

縦軸がクオリティスコアq。高ければ高いほどよい。①q 
=10はベースコール結果が間違っている確率（エラー率
p）が10%（10-1）で、②q = 20はp = 1%（10-2）、③q = 

30はp= 0.1%（10-3）という意味でした（前回の講義）

①

②

③



解釈

142Jun 03, 2019

塩基配列決定精度は、赤矢印で示すようになだらかに右
肩下がりになっています。つまり、読み進んでいくにつれ
て下がっている、と読み解きます。だから（特にIlluminaの
場合）リード長を長くするにも限界があるのです。



信号機と同じ

143Jun 03, 2019

赤枠部分は、緑色と赤色が見えていますが、これ以外にも黄
色があります。基本的には信号機と同じ解釈でよい（緑は問
題ない）が、あくまでもFastQCはNGSデータ全般用であり、
RNA-seqデータの性質のみを考慮したものではない点に注意

①



赤色の項目

144Jun 03, 2019

この入力ファイル（DRR000031sub.fastq）の場合、①Per base 
sequence contentという項目が赤色だった。おそらく、②Cの、③存
在確率のみが低いので、このようなアラートが出ているのであろう

①

③

②



Overrepresented sequences

145Jun 03, 2019

mRNA-seqの場合は、①ここにポリA由来配列（AAAAAA…）が
上位に表示されたりします。Overrepresented sequencesという
のは、やたらと多くリード中に存在する部分配列、という理解で
よい。やたらと多く存在するアダプター配列由来の部分配列も
、あればリストアップされます（乳酸菌NGS連載第4回W8-6）

①



Adapter Content

146Jun 03, 2019

①アダプター配列を含む場所（横軸）と割合（縦軸）

①



Adapter Content

147Jun 03, 2019

このデータの場合は、①既知のアダプター配列が、
②含まれていないことがわかる。アダプター配列を
含む例は、乳酸菌NGS連載第6回W4-2にあります

①

②



htmlファイルで保存

148Jun 03, 2019

①「File – Save report...」、②デスクト
ップに、③保存して得られたものが…

②

③

①



DRR000031sub_fastqc.html

149Jun 03, 2019

①DRR000031sub_fastqc.htmlです

①
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圧縮ファイルも可

151Jun 03, 2019

FastQCは、bz2やgzなど圧縮ファイルも入力として受け付
けてくれます。ここでは、DRR000031sub.fastqの大元のフ
ァイルである①DRR000031.fastq.bz2を入力としてFastQC
を実行できることを示します。②File – Open...。見るだけ!

②

①



圧縮ファイルも可

152Jun 03, 2019

FastQCは、bz2やgzなど圧縮ファイルも入力として受け付
けてくれます。ここでは、DRR000031sub.fastqの大元のフ
ァイルである①DRR000031.fastq.bz2を入力としてFastQC
を実行できることを示します。②File – Open...。見るだけ!

①

②



圧縮ファイルも可

153Jun 03, 2019

一見何も変化ないようですが、①DRR000031.fastq.bz2
という新しいタブができています。クリック

①



圧縮ファイルも可

154Jun 03, 2019

一瞬なんじゃこりゃ!となりますが、よく見ると①Read 
2563000 sequences (55%)と書かれています。確かにこの
FASTQファイルは4,589,774リード（約460万）あるので、

読み込みにもそれなりに時間がかかるのだろうと納得

①



圧縮ファイルも可

155Jun 03, 2019

①①

さらに数十秒後には、①Read 3228000 sequences (70%)
となっていました。順調に読み込めているようですね



圧縮ファイルも可

156Jun 03, 2019

このときは、数分程度で完了しました。
①4,589,774リードであり、妥当ですね

①



比較（460万 vs. 6千）

157Jun 03, 2019

①6,000リードの、②DRR000031sub.fastq
の結果との、③Basic Statisticsの比較。
④%GCもわずかに異なりますね

③

②

②

①

④



htmlファイルで保存

158Jun 03, 2019

②

①DRR000031.fastq.bz2を②「File – Save report...」
、③デスクトップに、④保存して得られたものが…

③

④

①



DRR000031_fastqc.html

159Jun 03, 2019

①DRR000031_fastqc.htmlです

①



課題

160Jun 03, 2019

①4,589,774リードからなるDRR000031.fastq.bz2のFastQC実
行結果について、②6,000リードからなるDRR000031sub.fastq
のFastQC実行結果を比較対象として考察せよ

② ①



課題：論点1

161Jun 03, 2019

FastQC実行結果のPer base sequence content

。入力ファイルが①4,589,774リードからなる
DRR000031.fastq.bz2と、②6,000リードからなる
DRR000031sub.fastqの違いについて簡単に考察

② ①



課題：論点2

162Jun 03, 2019

FastQC実行結果のOverrepresented sequences

。入力ファイルが①4,589,774リードからなる
DRR000031.fastq.bz2と、②6,000リードからなる
DRR000031sub.fastqの違いについて簡単に考察

①②



参考情報

163Jun 03, 2019

FastQC実行結果に関する説明は、①ページ下部の…

①



参考情報

164Jun 03, 2019

①このあたりまで下がったところにある
、②Documentationのすぐ下にある、③
copy of the FastQCのリンク先の…

①

③

②



参考情報

165Jun 03, 2019

①3 Analysis Modulesのリンク先の…

①



参考情報

166Jun 03, 2019

①このあたりです。例えばDRR000031.fastq.bz2と
DRR000031sub.fastqのFastQC実行結果で違いのあっ
たPer tile sequence qualityの見方について知りたい場
合は②になります。が現実には読んでも理解しづらい
と思いますので、これにこだわる必要は全くありません

①

②



FastQC

167Jun 03, 2019

FastQC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。例
えば、RNA-QC-chainなどのプログラムを実行した結果の
FASTQファイルをさらにFastQC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

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
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Rでクオリティチェック

169Jun 03, 2019

①6,000リードからなるDRR000031sub.fastq
のFastQC実行結果と似たような結果（例え
ば②Per base sequence quality）をRパッケ
ージを用いて得ることが一応できます

②

①



Rでクオリティチェック

170Jun 03, 2019

①

②

①qrqcというRパッケージ。圧縮ファイルを取り扱え
ないなどの制約があるため、実用的とは言い難い
ですが、 6,000リードからなるDRR000031sub.fastq
の結果程度であれば問題なく動きます。②例題1の
入力ファイル名部分を変更して実行



qrqc実行

171Jun 03, 2019

①入力ファイル名部分を変更してコピペ実行。

①



qrqc実行

172Jun 03, 2019

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

②

③



qrqc実行結果

173Jun 03, 2019

②

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

③

①


