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multi-FASTAファイルからの各種情報抽出
翻訳配列取得以外にも
様々な解析が可能です
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入力ファイルの説明 手計算での検証可能なレベルの入力ファイル
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入力ファイルの説明

contig_1の配列長は24塩基です。その中には
Aが4つあります。この入力ファイルは、Nなど
のACGT以外の文字が1つもないので配列長
列とACGT列の数値が同じになっています。

手計算での検証可能なレベルの入力ファイル
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基本はコピペ

①

②

手計算での検証可能なレベルの入力ファイル

①一連のコマンド群をコピーして
②R Console画面上でペースト
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解析結果

出力: hoge1.txt入力：hoge4.fa

手計算での検証可能なレベルの入力ファイル



N50
 アセンブル結果の評価基準の一つ

 長いコンティグから足していってTotal_length

の50%に達したときのコンティグの長さ

 一般に数値が大きいほどよい
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contig_2 (103 bp)
contig_3 (65 bp)

contig_4 (49 bp)

contig_1 (24 bp)

Total_length (241 bp)

Total_length / 2 (120.5 bp)

averageだと外れ値の影響を受けやすく、medianだと
短いコンティグが多くを占める場合に不都合らしい。
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GC含量計算の詳細説明

GC含量(CとGが含まれる割合)は、塩基の種類ごと
のカウント数が分かれば四則演算で計算可能です。
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GC含量計算の詳細説明

alphabetFrequency関数を実行す
ると、コンティグごとにA, C, G, Tな
ど塩基の種類ごとの出現数を数
値行列として得ることができます。
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GC含量計算の詳細説明

dim関数は行列hogeの行数と列数を表示。
hogeオブジェクトは4行×18列からなると
解釈する。Macintoshのヒトで4行×17列
の結果になった経験あり。理由不明。
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GC含量計算の詳細説明

行列要素の抽出は[行, 列]。例えば、3番
目のコンティグの結果のみの抽出は、行
列hogeの3行目の抽出に相当する。
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GC含量計算の詳細説明

行列hogeを眺めることで1列目がAの出
現数、2列目がC、3列目がGというのを確
認しておくことがその後の解析に重要。
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GC含量計算の詳細説明

2列目と4列目の情報のみ抽出することは
CとTのみの出現数を得ることに相当する。
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GC含量計算の詳細説明

rowSums関数は、行(row)ごとの総和
(sum)を計算する。colSums関数は、列
(column)ごとの総和(sum)を計算する。
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GC含量計算の詳細説明

A, C, G, Tのみのサブセットhoge[,1:4]に
対して同様な計算を行っている。
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GC含量計算の詳細説明

apply関数は、MARGINオプションの数値
を変更することで行(=1)ごとや列(=2)ごと
の総和(sum)を計算する。オプション名は
省略可能です。
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GC含量計算の詳細説明

オプション名を明示するとこんな感じ。関
数名FUNはsum以外にmean, medianなど
任意に指定できます。
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GC含量計算の詳細説明

全コンティグを合わせたGC含量は
139/241=0.5767と計算される。コンティグ
ごとのGC含量も簡単に得ることができる。
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multi-FASTAファイルからの各種情報抽出
コンティグごとのGC含量も簡単に得るこ
とができる。(Rで)塩基配列解析は、ごく
一部の変更で作成した別項目も多数あり。



Contents
 3-4. R Bioconductor II、2014/09/09 15:00-18:15、中級、実習

 multi-FASTAファイルからの情報抽出（コンティグ数、総塩基数、N50、GC含量）

 GC含量計算の詳細説明。alphabetFrequency, apply関数、数値行列計算の基本

 コンティグごとのGC含量計算

 FASTQ形式ファイルの読み込み

 ファイル形式の変換：FASTQ  FASTA

 クオリティチェック(クオリティコントロール；QC)

 フィルタリング

 クオリティスコア、N、配列長など

 動作確認用のサブセット作成

 その他（FASTA/FASTQファイルのdescription行を整形）

22Sep 8-9 2014 NGS速習コース



23Sep 8-9 2014 NGS速習コース

FASTQ形式ファイルの読み込み
(Rで)塩基配列解析は沢山の項目がある
が、ごく一部の変更もあり。FASTQ形式
ファイルもreadDNAStringSet関数の
formatオプションを変更するだけで読み
込むことができます。
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FASTQ形式ファイルの読み込み
FASTQ形式は、4行で1つの
リード情報を表すものです。
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FASTQファイルの読み込み
FASTA形式ファイル分の情報(リード
塩基配列とdescription情報)のみ読
み込むやり方。これは全部で500リ
ード、35塩基長からなるファイルです
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FASTQファイルの読み込み
クオリティ情報も読み込むやり方。fastq
オブジェクトを表示しても一見わけがわ
からないが、ShortReadQ形式というクラ
スオブジェクトなんだろうと解釈する。
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FASTQファイルの読み込み
実用上は、classとオブジェクト
名が分かれば、showClass関
数を実行することで情報の取
り出し方のヒントをつかめます
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FASTQファイルの読み込み
例えばsread(fastq)はこのウェブページ
上でfastaというオブジェクト名で取り扱う
ものと基本的に同じ。ただし、description
情報は含まれてないことがわかる。
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ファイル形式の変換(FASTQ  FASTA)
FASTQからFASTAへのファイル形式
の変換も途中までは全く同じです。
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ファイル形式の変換(FASTQ  FASTA)
sread(fastq)はこのウェブページ上で
fastaというオブジェクト名で取り扱うも
のと基本的に同じ。ただし、description
情報は含まれてないことがわかる。
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ファイル形式の変換(FASTQ  FASTA)
当たり前だが、fastaというオブジェクト
名で取り扱えば自動的にdescription
情報が追加されるわけではない。
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ファイル形式の変換(FASTQ  FASTA)
ShortReadQ形式のfastqオブジェクトを
showClass関数で眺めると、BStringSet
形式のdescription情報をid(fastq)で取
り出せることが経験的に分かってくる。
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ファイル形式の変換(FASTQ  FASTA)
ShortReadQ形式のfastqオブジェクトを
showClass関数で眺めると、BStringSet
形式のdescription情報をid(fastq)で取
り出せることが経験的に分かってくる。
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頭の整理

width列の数値はdescription部分の文字数
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ファイル形式の変換(FASTQ  FASTA)
description情報を含まないfastaオブジ
ェクトのnames列に、description情報に
相当するid(fastq)を代入し、代入後の
fastaオブジェクトを表示している。
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ファイル形式の変換(FASTQ  FASTA)

入力：塩基配列ファイル（SRR037439.fastq） 出力：アミノ酸配列ファイル（hoge4.fasta）

FASTQ形式からFASTA形式へ
の変換がちゃんとできています。
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ファイル形式の変換(FASTQ  FASTA)

入力ファイルのリード長が同じ
場合にはこちらのほうが簡単
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NGSデータ解析とR
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ヒトやマウスなどのリファレン
ス配列、NGSデータ、アノ
テーション情報取得などもR
経由で可能。wgetやftp周辺

塩基配列データ取得

QCやpreprocessing

マッピング

カウント情報取得

発現変動解析



NGSデータ解析とR
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FASTAやFASTQ形式ファイ
ルの読み込み。ファイル形式
の変換、Quality Control 
(QC)なども可能。SAMtools
やFastQC周辺。

塩基配列データ取得

QCやpreprocessing

マッピング

カウント情報取得

発現変動解析



NGSデータ解析とR
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FastQCなどR以外のプログ
ラムもリストアップしています
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クオリティチェック(QC)
FastQCと似たようなQCレ
ポートを得ることができます
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クオリティチェック(QC)
エラーメッセージは出ている
が、一応最後までできている
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クオリティチェック(QC)

htmlファイルを開くと、塩基のポジションごとのクオ
リティスコア分布など全体像を眺めることができる。
漫然と眺めるのではなく、フィルタリングの際に用
いる閾値と得られる結果のイメージを掴むべし。
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フィルタリング
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Phredスコア20未満の塩基が
配列長の10%以上を占めるリ
ードを除去するやり方です



フィルタリング

Sep 8-9 2014 NGS速習コース

Phredスコア20未満の塩基が
配列長の10%以上を占めるリ
ードを除去すると、たった5リ
ードしか残らないという結果!

48



フィルタリング
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QC段階で、特に3’側では
Phredスコア20未満の塩基だ
らけであることが読み取れる
のでこの結果は極めて妥当

49



フィルタリング
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Nを含まないリードのみ、許容
するNの数を指定するやり方

配列長(リード長)でのフィルタ
リング
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フィルタリング：サブセット作成
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一般に数千～数億リードからなるNGSデ
ータをテストなしにいきなり解析すること
はありません。本番前の動作確認を主目
的として、最初の十万リードとか、ランダ
ムに総リード数のx%分のサブセットなどを

用いてpre解析を行うのがおそらく一般的
です。サブセットの作成法を伝授します。



フィルタリング：サブセット作成
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最初のx個など、一定範囲
を抽出するやり方の基本形



フィルタリング：サブセット作成
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5-20番目の計16リードからな
るサブセットになっており妥当



フィルタリング：サブセット作成
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入力：SRR037439.fastq（500リード） 出力：hoge10.fastq（16リード）

5-20番目の計16リードからな
るサブセットになっており妥当



フィルタリング：サブセット作成
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paramで指定したリード数をラ
ンダム抽出するやり方です



フィルタリング：サブセット作成
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paramで指定した30リードをランダム抽出
するやり方です。ランダム抽出であるにも
関わらず、ほとんどのヒトが2, 5, 28, 36, 
39, …と同じリードとなっているはずです。

入力：SRR037439.fastq（500リード） 出力：hoge11.fastq（30リード）
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sample関数を用いて発生させた乱
数からなる数値ベクトルobjそのまま
よりは、(必須ではないが)ソートさせ
たものを出力させようという思想。
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(説明のため)黒枠
部分を一旦コピペ
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乱数発生部分の説明。1～500の整
数の範囲からparamで指定した数だ
け非復元抽出すべく、リード数に相
当するlength(fastq)を利用している
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再現性のある乱数になっているの
は、set.seed関数で任意の乱数のタ
ネ番号(=1010)を指定しているから。
この数値は1でも500でも1000でもな
んでもよい。

rcode_20140909.txt
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タネ番号を9にしてset.seed関数を
実行したのち、乱数を発生。

rcode_20140909.txt
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タネ番号を9にしてset.seed関数を
実行したのち、乱数を発生。
set.seedはTCCなどBioconductorの
パッケージでもしばしば目にするの
で覚えておくとよい。

rcode_20140909.txt
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原因既知状態でエラーを発生させ
ている。500個の要素しかない状態
での非復元抽出では、501個目の
サンプリングは当然不可能。

rcode_20140909.txt



フィルタリング：サブセット作成

65Sep 8-9 2014 NGS速習コース

例えば例題2.をテンプレートにすることで
、ヒトゲノムファイルを読み込んで特定の
染色体のみ取り出すことができます。



フィルタリング：サブセット作成
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gzip圧縮ファイルを入力とすることもでき
る。writeFastq関数実行時にcompress=T
とすることでgzip圧縮ファイルで出力する
ことも可能(同時に拡張子の追加や変更
も忘れずに!)。Windowsではうまくいくが
Macintoshではうまくいかないようです。
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その他
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一般にPerlというプログラ
ミング言語で習うようなテ
クニックもRで可能です。



その他
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マッピング結果のファイ
ルサイズ削減に効果的

入力：SRR037439.fastq 出力：hoge1.fastq



その他
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入力：SRR037439.fastq 出力：hoge5.fastq

リードのシリアル番号のみに
することも可能。このテクニッ
クは、RefSeqなどのトランスク
リプトーム配列からバージョン
情報を除いたRefSeq ID部分
のみの抽出などに転用可能。


