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第1部：統計解析
～ゲノム解析、塩基配列解析～

①hogeフォルダがあり、そこに解析用入力
ファイルが存在するという前提で行います。
印刷は2016.06.23版です。若干見栄えや
文言を微修正しました

2016.07.12版
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講習会のPC環境
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実習用PC環境は、①の手順に従って「Rおよび必要
なパッケージ」のインストールが完了している状態

①
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予習事項の再確認
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具体的な順番は、①R本体のインストール、
②各種Rパッケージのインストールです。③
基本的な利用法、および④H27年度講習会
「データ解析環境R（7月29-30日分）」の自習

①

②

③



私の主な活動
 東大アグリバイオの大学院講義（バイオインフォ全般）

 Rを中心としたハンズオン講義（平成16年度～）
 受講人数が多い（最大130名）ので、クラウド（ウェブツール）系実習は実質的に不可能
 講義補助員(TA)が数名のみなので、Linux系実習も困難

 NBDC/東大アグリバイオのNGSハンズオン講義（NGSに特化）
 Linuxを中心としたハンズオン講義（平成26年度～）

 受講人数は多い（H27年度は最大71名；おそらくアグリバイオ本体に次ぐ規模）が、受
講生の意識レベルが高く（きっちり予習をやるヒトが多数派）、環境構築済みノートPC
数、TA数が充実しているため、本格的なLinux実習が成立しうる。

 日本乳酸菌学会誌のNGS連載
 Linuxを中心とした自習用教材（平成26年度～）

 バクテリア（乳酸菌）データを、主にBio-Linux上で解析するノウハウを提供。
 第6回（2016年3月）分以降は、DDBJ Pipeline（ウェブツール）の利用法も紹介。

 データ取得・インストール・実行に時間がかかるものも、自習なので時間を気にせずに
できる。ハンズオン講義よりも心穏やか。

 その他
 研究（発現変動解析精度向上のためのアルゴリズム開発や評価）
 …

4Jul 20 2016, NGSハンズオン講習会

基本スタンスは、優先順位とエフォート。基本独裁、一匹狼。
受益者が金をかけずに効率的に学べる教材整備が最優先。



Contents
 NGS解析手段、ウェブツール(DDBJ Pipeline)との連携

 DDBJ PipelineでPlatanusを実行

 k-mer解析（k個の連続塩基に基づく各種解析）の基礎
 塩基ごとの出現頻度解析(k=1)、一気に計算

 2連続塩基の出現頻度解析(k=2)、基本スキルの復習や作図

 de novoアセンブリ時のエラー補正やゲノムサイズ推定の基本的な考え方
 ランダムな塩基配列（仮想ゲノムおよび仮想NGSデータ）の作成

 k-mer解析の応用、ゲノムサイズ推定の基礎

 ゲノムサイズ推定（1,000 bpの仮想ゲノムの場合）

 ゲノムサイズ推定（1,000 bpの仮想ゲノム；4X  10X coverageの場合）

 k-mer出現頻度分布

 シークエンスエラーを含む場合

 最終確認
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NGSデータ解析戦略
 解析受託企業に外注：Linuxコマンドを知らなくてもよい



 クラウド（ウェブツール）：Linuxコマンドを知らなくてもよい
 DDBJ Pipeline (Nagasaki et al., DNA Res., 20: 383-390, 2013)

 Illumina BaseSpace

 Galaxy (Goecks et al., Genome Biol., 11: R86, 2010)

 …

 Linuxコマンドを駆使（旧来型）
 なるべく自力で解析

 LinuxコマンドやNGS解析用プログラムのインストールなどを練習し、
スパコンを使いこなす

 NBDC/東大アグリバイオの「NGSハンズオン講習会」の方向性
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自分の置かれている環境・予算・ポリシーに
よっても異なる。どの選択肢でも基本正解。
Rは、主に統計解析部分で使われる



DDBJ PipelineとR
 解析受託企業に外注：Linuxコマンドを知らなくてもよい



 クラウド（ウェブツール）：Linuxコマンドを知らなくてもよい
 DDBJ Pipeline (Nagasaki et al., DNA Res., 20: 383-390, 2013)

 Illumina BaseSpace

 Galaxy (Goecks et al., Genome Biol., 11: R86, 2010)

 …

 Linuxコマンドを駆使（旧来型）
 なるべく自力で解析

 LinuxコマンドやNGS解析用プログラムのインストールなどを練習し、
スパコンを使いこなす

 NBDC/東大アグリバイオの「NGSハンズオン講習会」の方向性
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①DDBJ Pipelineだけで全てのNGS解析ができるわけ
ではない。②Rもまた然り。特にRでは、（門田の知る限
り）de novoアセンブリは不可能。現実を知り、うまく使
い分けるべし。DDBJ Pipeline上でde novoアセンブリを
行った結果の解釈や確認をRで行うところからスタート

①
②



DDBJ Pipeline
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DDBJ Pipeline（の基礎処理部）では、主に①マッピングや②
de novoアセンブリができる。特に後者ができるのは非常に
有難い。③新規アカウント作成からde novoアセンブリまでの
詳細手順は、乳酸菌NGS連載第6回ウェブ資料を参照

②①

③



NGSデータ
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乳酸菌(Lactobacillus hokkaidonensis LOOC260T) ゲノム解読論
文(PMID: 25879859)。Illumina MiSeqデータ(DRR24501)とPacBio
データ(DRR024500*)を併用することでcomplete genomeを得るこ
とができた、という内容。講習会では、MiSeqデータをDDBJ 
Pipelineでde novoアセンブリした結果をRで解析し、アセンブリ過
程の理解を深める。これはk-mer解析のイントロでもある

Tanizawa et al., BMC Genomics, 16: 240, 2015



NGSデータ
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①Full textリンク先で全文を見られる。②Availability of 
supporting dataという項目をよく眺めると、生データがDDBJ 
Sequence Read Archive (DDBJ SRA; 略してDRA)に
DRR024500とDRR24501というIDで登録されていることがわ
かる。尚、DRR024500は登録内容の問題が判明し、2016年1
月末に削除されDRR054113-054116に差し替えられている

①

Tanizawa et al., BMC Genomics, 16: 240, 2015

②

参考



NGSデータ
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①Genome sequencing and de novo assemblyとい
う項目を見ると、②paired-endで5,942,620リードと
書いてある。一応公共DB（DRA）上で確認する

Tanizawa et al., BMC Genomics, 16: 240, 2015

①

②

参考
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④

NGSデータ
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①Genome sequencing and de novo assemblyとい
う項目を見ると、②paired-endで5,942,620リードと
書いてある。③MiSeqデータに相当するDRR024501
は、④2,971,310リードと書いてある。5,942,620/2 = 
2,971,310である。ウェブサイト上の数値は、single-
endとしてのリード数と考えれば妥当

Tanizawa et al., BMC Genomics, 16: 240, 2015

①

②

③

参考



用語：リード
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リードとは、Sequencerで読んだ塩基配列のこ
と。①黒矢印の一本一本がリードに相当する

paired-endの場合

断片化されたゲノム配列

single-endの場合

① ①①

参考



用語：single-end
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①断片化された配列の片側のみを読む場合を
single-endという。この場合は右向き矢印のみ

paired-endの場合

断片化されたゲノム配列

single-endの場合

①

②

参考



用語：paired-end
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paired-endの場合

断片化されたゲノム配列

single-endの場合

①

② ③

forward側 reverse側

①断片化された配列の両側から読む場合を
paired-endという。②右向き矢印と③左向き矢
印のリードが読まれることになる。それぞれを
forward側リード、reverse側リードなどと呼ぶ

参考



用語：paired-end
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断片化されたゲノム配列

single-endの場合

Illumina MiSeqデータ(DRR24501)の場合、①
forward側、②reverse側ともに、矢印の長さが
250 bp、矢印の本数（リード数）が計5,942,620
個（約594万；片側のみで約297万）に相当

paired-endの場合

① ②

参考
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DDBJ SRA (DRA)
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DRAでIllumina MiSeqデータ(DRR024501)を概
観。①Paired-endのFASTQファイルをダウンロ
ードする場合は、②forward側と③reverse側の
2つに分割されます。①をクリック

② ③

①

参考
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DDBJ SRA (DRA)
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①forward側：DRR024501_1.fastq.bz2、
②reverse側：DRR024501_2.fastq.bz2、
のような感じ。DRAの場合は、bzip2圧
縮FASTQファイルをダウンロード可能
。乳酸菌ゲノム配列決定論文では、こ
のデータを入力としてde novoアセンブ
リが行われた

① ②

②

①

Tanizawa et al., BMC Genomics, 16: 240, 2015

参考



用語：コンティグ
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（通常は）paired-endのリードファイルを入力として、
de novoアセンブリプログラムを実行した結果として得
られる、異なる複数のリードが（ACGTの切れ目なく）
つなげられたもの。contiguous sequence（連続的な
配列）という意味。通常、元のリード長よりも長くなる

入力：paired-end FASTQファイル

Assembly（コンティグの作成）

contig1 contig2 contig3 contig4 contig5

参考



用語：scaffold
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得られたコンティグにリードをマップし…

入力：paired-end FASTQファイル

Scaffold

Assembly（コンティグの作成）

contig1 contig2 contig3 contig4 contig5

contig1 contig2 contig3 contig4 contig5

参考



用語：scaffold
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入力：paired-end FASTQファイル

Scaffold

scaffold1 scaffold2

Assembly（コンティグの作成）

contig1 contig2 contig3 contig4 contig5

NNNNN NNNN NNNNNN

得られたコンティグにリードをマップし…ペ
アの情報を頼りにコンティグ間にNを入れ
て連結したもの。supercontigともいう。
scaffoldの数はcontigの数よりも少なくなる
。尚、Nを入れた部分をgapという

参考



用語：gap close
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入力：paired-end FASTQファイル

Assembly（コンティグの作成）

contig1 contig2 contig3 contig4 contig5

Scaffold

scaffold1 scaffold2

NNNNN NNNN NNNNNN

Gap close

scaffold1 scaffold2

NNNNN NNNN NNNNNN

得られたscaffoldsにリードをマップし…参考



用語：gap close
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入力：paired-end FASTQファイル

Assembly（コンティグの作成）

contig1 contig2 contig3 contig4 contig5

Scaffold

scaffold1 scaffold2

NNNNN NNNN NNNNNN

Gap close

scaffold1 scaffold2

NNNCA TNNC GGNNTA

得られたscaffoldsにリードをマップし…gap
周辺にマップされたリードの塩基でNを置
換。gapのNがなくなり、閉じていく(close)の
でgap closeという（おそらく）

TAGG
G A

CTA
CA

参考



de novoアセンブリ

24Jul 20 2016, NGSハンズオン講習会

入力：paired-end FASTQファイル

Step1: Assembly

contig1 contig2 contig3 contig4 contig5

Step2: Scaffold

scaffold1 scaffold2

NNNNN NNNN NNNNNN

Step3: Gap close

scaffold1 scaffold2

NNNCA TNNC GGNNTA

①最も有名なNGSデータ用de novoゲノムアセンブ
リプログラムであるVelvet (Zerbino and Birney, 
Genome Res., 2008)は、Step2までを実行。②比較
的最近開発されたPlatanus (Kajitani et al., Genome 
Res., 2014)は、Step3までを実行してくれる

TAGG
G A

CTA
CA

①Velvet

②Platanus
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乳酸菌論文は…
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乳酸菌(Lactobacillus hokkaidonensis LOOC260T) ゲ
ノム解読論文では、Illumina MiSeqデータ(DRR24501)
のde novoアセンブリに①Platanus (ver. 1.2)を利用

Tanizawa et al., BMC Genomics, 16: 240, 2015

①



Contents
 NGS解析手段、ウェブツール(DDBJ Pipeline)との連携

 DDBJ PipelineでPlatanusを実行

 k-mer解析（k個の連続塩基に基づく各種解析）の基礎
 塩基ごとの出現頻度解析(k=1)、一気に計算

 2連続塩基の出現頻度解析(k=2)、基本スキルの復習や作図

 de novoアセンブリ時のエラー補正やゲノムサイズ推定の基本的な考え方
 ランダムな塩基配列（仮想ゲノムおよび仮想NGSデータ）の作成

 k-mer解析の応用、ゲノムサイズ推定の基礎

 ゲノムサイズ推定（1,000 bpの仮想ゲノムの場合）

 ゲノムサイズ推定（1,000 bpの仮想ゲノム；4X  10X coverageの場合）

 k-mer出現頻度分布

 シークエンスエラーを含む場合

 最終確認
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DDBJ Pipeline
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DDBJ Pipelineでは、主に①マッピングや②de 
novoアセンブリができる。特に後者ができるのは
非常に有難い。③新規アカウント作成からde 
novoアセンブリまでの詳細については、乳酸菌
連載第6回ウェブ資料を参照。ここでは、説明は
必要最小限にして、Rのハンズオンへと移行する

②①

③



Jul 20 2016, NGSハンズオン講習会

DDBJ PipelineでPlatanus
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DDBJ Pipelineのプログラム選択画面
。①Velvetや②Platanusを選択可能

②

Platanus: Kajitani et al., Genome Res., 24: 1384-1395, 2014

①

DDBJ Pipeline: Nagasaki et al., DNA Res., 20: 383-390, 2013
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DDBJ PipelineでPlatanus
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de novoアセンブリの一般的な手順がわか
っていれば、赤枠内のStep1-3の説明の意
味がなんとなくわかる。①DDBJ Pipelineは
基本的にボタンをポチポチ押していくだけ

Platanus: Kajitani et al., Genome Res., 24: 1384-1395, 2014

①



①
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DDBJ PipelineでPlatanus
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Platanus: Kajitani et al., Genome Res., 24: 1384-1395, 2014

アセンブリ終了後の画面。①Platanus
実行結果ファイル(platanusResult.zip)
をダウンロードして解凍したのが…



①
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DDBJ PipelineでPlatanus
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Platanus: Kajitani et al., Genome Res., 24: 1384-1395, 2014

アセンブリ終了後の画面。①Platanus
実行結果ファイル(platanusResult.zip)
をダウンロードして解凍したのが…②
platanusResultというフォルダ

②
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DDBJ PipelineでPlatanus
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一般的なde novoアセンブリの手順を知
っておけば、ファイル名から最終的な結
果が③out_gapClosed.faだと認識できる

入力：paired-end FASTQファイル

Step1: Assembly

contig1 contig2 contig3 contig4 contig5

Step2: Scaffold

scaffold1 scaffold2

NNNNN NNNN NNNNNN

Step3: Gap close

scaffold1 scaffold2

NNNCA TNNC GGNNTA
TAGG

G A
CTA

CA

①

③

②
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k-mer解析(k=1)

34

入力：paired-end FASTQファイル

Step1: Assembly

contig1 contig2 contig3 contig4 contig5

Step2: Scaffold

scaffold1 scaffold2

NNNNN NNNN NNNNNN

Step3: Gap close

scaffold1 scaffold2

NNNCA TNNC GGNNTA
TAGG

G A
CTA

CA

①

③

②

（アセンブリ実行結果の）multi-FASTAファイルを読み込ん
で、塩基ごとの出現頻度解析(k=1のk-mer解析に相当)が
できる。①Step1実行後（out_contig.fa）はNがなく、②Step2
実行後（out_scaffold.fa）にNができて、③Step3実行後（
out_gapClosed.fa）にNが減るのだろうと妄想できる。それを
自力で確認することで、アルゴリズムの理解を深められる
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k-mer解析(k=1)

35

①（アセンブリ実行結果の）multi-
FASTAファイルを読み込んで、塩
基ごとの出現頻度解析を行う項目

①
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k-mer解析(k=1)
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①例題7が、PlatanusのStep3実行後のファイル
（②out_gapClosed.fa）を入力とするものなので、
そのままコピペできて便利。これを実行します

①

②
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k-mer解析(k=1)
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つまり、Platanus実行結果ファイル
(platanusResult.zip)をダウンロードし、
解凍して得られた①platanusResultフォ
ルダ中の②out_gapClosed.faを入力とし
て、塩基ごとの出現頻度解析を行う

①

②

②
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getwd()とlist.files()

38

これくらい当然ついてこれますよねw

①
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コピペ実行結果
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①

②
③

①解析結果（塩基ごとの出現頻度情報）はhoge7.txtに保存さ
れる。②list.files()で、自分が出力として指定した③hoge7.txt
が存在することを確認。④EXCELで眺めるとこんな感じ

④
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総塩基数

40

①outオブジェクトは数値ベクトル。②和を計算
するsum関数実行結果(2,356,019)は、入力ファ
イル(out_gapClosed.fa)中の総塩基数に相当

②

①①
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習会

総塩基数

41

①

②

①DDBJ Pipeline実行結果画面上の数値と同じ。
②入力ファイル(out_gapClosed.fa)は、DDBJ 
Pipeline上でPlatanusというde novoアセンブリプ
ログラムを実行した結果だったことを思い出そう
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目的をおさらい

43

入力：paired-end FASTQファイル

Step1: Assembly

contig1 contig2 contig3 contig4 contig5

Step2: Scaffold

scaffold1 scaffold2

NNNNN NNNN NNNNNN

Step3: Gap close

scaffold1 scaffold2

NNNCA TNNC GGNNTA
TAGG

G A
CTA

CA

①

③

②

（アセンブリ実行結果の）multi-FASTAファイル
を読み込んで、塩基ごとの出現頻度解析ができ
る。①Step1実行後（out_contig.fa）はNがなく、
②Step2実行後（out_scaffold.fa）にNができて、
③Step3実行後（out_gapClosed.fa）にNが減るの
だろうと妄想できる。それを自力で確認すること
で、アルゴリズムの理解を深めることができる
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一気に結果を得る
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入力：paired-end FASTQファイル

Step1: Assembly

contig1 contig2 contig3 contig4 contig5

Step2: Scaffold

scaffold1 scaffold2

NNNNN NNNN NNNNNN

Step3: Gap close

scaffold1 scaffold2

NNNCA TNNC GGNNTA
TAGG

G A
CTA

CA

①Step1実行後（out_contig.fa）はNがなく、
②Step2実行後（out_scaffold.fa）にNができて、
③Step3実行後（out_gapClosed.fa）にNが減る
のだろうという妄想を一気に確認したい!

①

③

②
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習会

一気に結果を得る
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①

実際の利用時は、hogeフォルダ直下にある①
rcode1.txtのように、無駄なコメントを除いてスリムに
した一連のスクリプトを作成しておき、一気にコピペ
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習会

一気に結果を得る

46

hogeフォルダ直下にある、①rcode1.txtのように無
駄なコメントを除いてスリムにした一連のスクリプト
を作成しておき、一気にコピペ。②コピペ後に自分
が指定した出力ファイルができていることを確認

①

②
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結果のまとめ
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①result_step*.txtの結果をまとめたものが②

①

②
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結果の解釈
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①Step1実行後はNが0。②Step2実行後にNが
491個生成されたということは、いくつかのcontigs
がまとめられてscaffoldsになったのだろう。③
Step3でNが0個になったのはおそらくたまたまう
まくいっただけ。491個よりも減ったということが重
要で、gap closeがうまく機能したと判断できる

入力：paired-end FASTQファイル

Step1: Assembly

contig1 contig2 contig3 contig4 contig5

Step2: Scaffold

scaffold1 scaffold2

NNNNN NNNN NNNNNN

Step3: Gap close

scaffold1 scaffold2

NNNCA TNNC GGNNTA
TAGG

G A
CTA

CA

② ③①



Jul 20 2016, NGSハンズオン講習会

配列数

49

Rを使うことで、アセンブリプログラムの内部挙動
の把握や理解ができる。他の例は、配列数（
contig数やscaffold数と書くと説明しづらいので配
列数に統一）。配列数は、①Step1  Step2で減
り、②Step2  Step3では不変だろうと予想

入力：paired-end FASTQファイル

Step1: Assembly

contig1 contig2 contig3 contig4 contig5

Step2: Scaffold

scaffold1 scaffold2

NNNNN NNNN NNNNNN

Step3: Gap close

scaffold1 scaffold2

NNNCA TNNC GGNNTA
TAGG

G A
CTA

CA

①

②
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配列数

50

配列数は、①Step1  Step2で減り、②Step2  Step3では不変だ

ろうと予想。③（hogeフォルダ直下の）rcode2.txtは、配列数をカウン
トする必要最小限のコード。349  117  117で予想通りの結果

③
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配列数
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①

①DDBJ Pipeline最終結果の数値（117個）
と同じことがわかります。ここまでの話は、
2016.03.03の講習会資料のダイジェスト版
でした。「2016.03.03」でページ内検索
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k-mer解析(k=2)
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①

ヒトゲノムを調べると、①CGという連続塩基の出現確率
が他（特にCC, GC, GG）に比べて少ないという有名な話
を調べる。 ②染色体番号。実際に行うことは、 2連続塩
基の出現頻度解析 (k=2のときのk-mer解析に相当)。
2016.04.25の講義資料（スライド35~）をベースに作成

Lander et al., Nature, 409: 860-921, 2001

②
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k-mer解析(k=2)

①

②平成27年度NGSハンズオン講習会(2015.07.29
のスライド94～)で用いたhoge4.faを入力として、
配列ごと（この場合コンティグごと）に16種類の2
連続塩基の出現頻度解析の概念を説明します

②
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k-mer解析(k=2)

出力：hoge1.txt

②

①

①例題1。②出力ファイルは、配列ごと（この場合コン
ティグごと）に16種類の2連続塩基の出現頻度をカウン
トしたもの。（作業ディレクトリにhoge4.faがないというエ
ラーに何人か遭遇するだろうが、基本自力で解決せよ）
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k-mer解析(k=2)

出力：hoge2.txt

②

③

①

①例題2。②出力ファイルは、配列ごとに2
連続塩基の出現確率をカウントしたもの。
③as.probオプションをTRUEにしているだけ
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k-mer解析(k=2)

①

③

②

①例題7。②ヒトゲノムRパッケージを入力とすること
もできます。③fastaオブジェクト以降は同じ。平成27
年度講習会(2015.07.30のスライド40あたり）にもあり
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k-mer解析(k=2)
出力：hoge7.txt

例題7実行結果ファイル。約3分。CGの連続塩基が
他に比べて確かに低いことがわかる。出現確率は染
色体ごとにばらつきがある。私ならbox plotを採用



①

作図(box plot)：基本形
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②例題10。box plotをPNG形式ファイ
ルで出力するやり方の基本形。エ
アーハンズオン（やったつもり）でよい

②



作図(box plot)：基本形

60Jul 20 2016, NGSハンズオン講習会
700 pixels

4
0
0
 p

ix
e
ls

hoge10.png

①

②

①例題10実行結果。②CGの連続塩基は、当
然縦軸上で0.01付近に位置する。染色体全体
の分布をbox plotで眺めても、確かに低い



作図(box plot)：基本形
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②作図（PNGファイル作成）部分のコード
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①

②

①



作図(box plot)：基本形
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①

②

①

①dinucleotideFrequency関数実行
結果のoutオブジェクトを入力として、
②boxplot関数を実行しているだけ



注意点

① 解析したパッケージ名：BSgenome.Hsapiens.NCBI.GRCh38

② ヒトゲノムの全体のGC含量：約41%

各塩基(A, C, G, T)の出現確率： (0.295, 0.205, 0.205, 0.295)

③ AA, AT, TA, TTの出現確率の期待値 = 0.295×0.295 = 8.7%

④ CC, CG, GC, GGの出現確率の期待値 = 0.205×0.205 = 4.2%

⑤ AC, AG, CA, CT, GA, GT, TC, TGの出現確率の期待値 = 0.205×0.295 = 6.0%
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②ヒトゲノムのGC含量は50%未満なので、塩基ごとの出現
確率で見ると、A or TのほうがC or Gに比べて高い。そのた
め、2連続塩基の出現確率の期待値は③A or Tのみ、④C 
or Gのみ、⑤混合、の種類ごとに異なるという点に注意

②



作図(box plot)：色づけ
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①例題11。②colorという列名のところに
2連続塩基の種類ごとに色を指定した、
③タブ区切りファイル(human_2mer.txt)を
与えて利用。④このファイルの情報を利
用しているのは、コードの下のほう

③ ②

④

①



作図(box plot)：色づけ
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①

②

③

④

①boxplot関数実行時の②colオプション部分で③
color列の情報を利用していることがわかる。④
expected列情報は、例題11では利用していない



作図(box plot)：色づけ
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色づけできている。同じ期待値(4.2%)
の4種類間で比較しても、①CGは、他
の②CC, ③GC, ④GGと比べて低い
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hoge11.png

①

②

③

④



期待値との差分

① 解析したパッケージ名：BSgenome.Hsapiens.NCBI.GRCh38

② ヒトゲノムの全体のGC含量：約41%

各塩基(A, C, G, T)の出現確率： (0.295, 0.205, 0.205, 0.295)

③ AA, AT, TA, TTの出現確率の期待値 = 0.295×0.295 = 8.7%

④ CC, CG, GC, GGの出現確率の期待値 = 0.205×0.205 = 4.2%

⑤ AC, AG, CA, CT, GA, GT, TC, TGの出現確率の期待値 = 0.205×0.295 = 6.0%

67Jul 20 2016, NGSハンズオン講習会

2連続塩基の出現確率の期待値は③A or Tの
み、④C or Gのみ、⑤混合、の種類ごとに異な
るため、期待値を揃えてbox plotを描きたい

③

④

⑤



作図(box plot)：発展形
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期待値との差分を評価すべく、①縦軸を
log(観測値/期待値)としてプロット。②0付近
にある2連続塩基は、観測値（実測された出
現確率）が期待値とほぼ同じことを意味する。
この縦軸のような表現方法は一般的です

hoge12.png

①

②



作図(box plot)：発展形
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①コピペ実行時に警告メッセージが出た。こ
れは、どこかに-Inf（マイナス無限大のこと）
があり、それはプロットされないということ。
②プロット対象はlogratioオブジェクトであり、
③でoutオブジェクトを期待値
(data$expected)で割ることで作成している

①

③

②



作図(box plot)：発展形
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-Inf（マイナス無限大のこと）なので、①apply関
数でlogratioオブジェクトの②各列(MARGIN=2)
に対してmin関数を実行し、どの列に-Infが
あったかを確認しているだけ。③logratioの行
数と列数を表示。ヒトゲノムとはいえ、断片を
合わせると455配列あるため、TTの実測値が0
ということもあるのだろう。スライドを見るだけ

①
②

③
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ランダムデータ生成
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①

②

この後に用いるランダムな塩基配列、および仮想
NGSデータの作成について解説します。①サンプ
ルデータの、②例題32。コピペはスライド75で行う



ランダムデータ生成
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①例題32。ここではまず②A, C, G, Tの並びで
、③塩基の存在比率が22, 28, 28, 22のランダ
ム塩基配列を生成させようとしている。④最終
的に得られるのは2つのFASTA形式ファイル

①

③

④
②



仮想リファレンス
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①はsingle-FASTA形式の仮想リファレンス（ゲノム）
ファイル。②配列長は50 bp、③description部分はkkk
。④この部分で作成しており、referenceという名前の
オブジェクトを最後に①のファイル名で出力している

②

①

③

④



仮想リファレンス

75Jul 20 2016, NGSハンズオン講習会

赤枠部分をコピペ。①ランダムデータ生成と言い
つつ、得られるreferenceオブジェクトは、②全員
同じGAA…GCAという配列になっているはず。こ
の理由は③set.seed関数で1010という同じタネ番
号を指定しているから。この数字はなんでもよい

①
①

②

③



仮想NGSリード
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①はmulti-FASTA形式の仮想NGSリードファイル
。②長さは20 bp、③リード数は10。これらのリー
ドは、仮想リファレンス（ゲノム）ファイルとなる
referenceオブジェクトから乱数を発生させて、部
分配列として切り出している。④下のほうに移動

②

①

③

④



仮想NGSリード
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①sample関数で乱数を発生させて、得られた乱数
s_posiを②subseq関数でreferenceから切り出すとき
の④start位置として利用している。⑤20 bpという
param_len_ngsはwidthオプションとして与えている

①

⑤

②

③

④



仮想NGSリード

78Jul 20 2016, NGSハンズオン講習会

①出力ファイルのdescription部分にリファレンス
配列のどの領域由来リードかを書き込んでいる

①



最後までコピペ
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最後までコピペ実行すると、こんな感じになります



出力ファイル
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得られる出力ファイルはこんな感じ。
①仮想リファレンスゲノムは②50 bp

①

①

②



出力ファイル
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①multi-FASTA形式の仮想NGSリードフ
ァイル。②長さは20 bp、③リード数は10

①

①

②
③



出力ファイル
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仮想NGSリードファイルの①description部分を見れば、②その
リードが③仮想リファレンス配列中のどの領域由来かがわかる

①

②

③



出力ファイル

83Jul 20 2016, NGSハンズオン講習会

総塩基数は仮想リファレンス配列が50 bp、仮想NGSリードが20
bp×10リード = 200 bp。NGSデータはリファレンスの4倍の塩基数、
つまり4X coverage。そしてsequence errorはゼロという解釈が可能
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k-mer解析
 比較ゲノム解析

 k=3 or 4付近の値を用いてゲノムごとの頻度情報を取得し、類似性尺度として利用

 アセンブリ（ゲノムやトランスクリプトーム）
 k=25～200付近の値を用いてde Bruijnグラフを作成

 k-mer頻度グラフを作成して眺め、Heterozygosityの有無などを調査

 モチーフ解析
 転写開始点の上流配列解析。古細菌の上流50塩基に絞ってk=4で出現頻度解析
すると、おそらくTATAが上位にランクイン

 発現量推定
 RNA-seq解析で、リファレンスにリードをマップしてリード数をカウントするのが主流
だが、マッピング作業をすっ飛ばしてk-merに基づく方法で定量。Sailfish (Patro et 
al., Nat Biotechnol., 2014)やRNA-Skim (Zhang and Wang, Bioinformatics, 2014)。

85Jul 20 2016, NGSハンズオン講習会

①大きめのk値を用いたアセンブリ関連の話に移行

①



ゲノムアセンブリ概略
1. 前処理(pre-processing filtering)

 クオリティの低いリードやコンタミを除去するステップ。塩基置換(substitution)やインデル
(indels; insertion/deletion)を含むリードの除去や補正(error correction)。

 4つのアプローチ：k-mer, suffix tree/array, multiple sequence alignment, hybrid

2. グラフ構築(graph construction)

 前処理後のリードを用いて、リード間のオーバーラップ(overlap)を頼りにつなげていくステッ
プ。シークエンスエラー(sequencing error)と多型(polymorphism)の違いを見るべく、グラフ
構築時にエラー補正を行うものもある。

 4つのアプローチ：OLC, de Bruijn graph (k-mer), greedy, hybrid

3. グラフ簡易化(graph simplification)

 グラフ構築後に、複雑化したグラフをシンプルにしていくステップ。連続したノード(nodes; 頂
点) やバブルのマージ作業に相当。

4. 後処理(post-processing)

 contigsやscaffoldsを得るステップ。ミスアセンブリの同定も含む。

86Jul 20 2016, NGSハンズオン講習会 El-Metwally et al., PLoS Comput Biol., 9: e1003345, 2013

大きく分けて4つの手順からなる。k-merは
、主にIlluminaに代表される～数百塩基程
度のリード長のNGSデータに適用される。
2014.06.25の講義資料をベースに作成



k-mer出現頻度解析
 入力はNGSデータ

 リード長より短いk連続塩基からなる部分文字列を発生させるのが最初のス
テップ。発生させたk-merの出現頻度情報をもとに、カバレッジやゲノムサイ
ズ推定、コンタミリードの除去などを行う

 例1：20塩基長のリードをk=19で分割すると、2個のk-merを発生可能

 例2：20塩基長のリードをk=17で分割すると4個のk-merを発生可能

 例3：L塩基長のリードをk-merに分割すると(L – k + 1)個のk-merを発生可能

87Jul 20 2016, NGSハンズオン講習会

アセンブリ時の前処理部分でよく用いられる。kの
値は概ねリード長の半分～2/3程度が採用される
が、解析戦略は多様化してきているので参考程度

CACCAGGACATGAAGACGCG

CACCAGGACATGAAGACGC
ACCAGGACATGAAGACGCG

CACCAGGACATGAAGACGCG

CACCAGGACATGAAGAC
ACCAGGACATGAAGACG

CCAGGACATGAAGACGC
CAGGACATGAAGACGCG



ゲノムサイズ推定

88Jul 20 2016, NGSハンズオン講習会

ここでのゲノムサイズ推定とは、①NGSリードファイル
を入力としてk-mer解析を行い、②元のゲノム配列の
サイズ（総塩基数）を予想すること。 通常、de novoア
センブリの前処理段階で行う。この場合50 bpが正解

①

②



ゲノムサイズ推定
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意義：de novoアセンブリの前処理段階で行うため、ア
センブリ結果が推定ゲノムサイズ（や近縁種のゲノム
サイズ）と似た結果になっているかどうかや、PacBio
データのアセンブリ実行時に事前情報としても利用

①

②



k-mer解析(k=2)
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NGSデータからのゲノムサイズ推定の考え方を説明
すべく、k=2の場合のk-mer出現頻度解析から順に述
べる。①項目名に注意！②例題7。③入力ファイル

①

②

③

③



k-mer解析(k=2)
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①例題7コピペ実行後に、②出力ファイルの中身
に相当するoutオブジェクトを表示。これは、4^2 = 
16種類の2連続塩基の出現頻度をリードごとに算
出したもの。例えば③は3番目のリードの結果

②
②

①

③

③



k-mer解析(k=2)
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ゲノムサイズ推定の場合は、①リードごとではなく全
体をまとめて考える。②例えばTTという2連続塩基は
、入力ファイル中に全部で21回出現したと解釈する

①

②



k-mer解析(k=2)

93Jul 20 2016, NGSハンズオン講習会

①例題8は、全リードの合算結果を出力するコード。②out
オブジェクトが合算後の数値ベクトル。③4^2 = 16通り全
ての2連続塩基が④1回以上出現していることがわかる①

②

②

③

④



ゲノムサイズ推定
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ゲノムサイズ推定は、①kの値を大きくし
て、1回以上出現しているk連続塩基(k-
mer)の種類数をカウントするのが基本

①



k-mer解析(k=3)

95Jul 20 2016, NGSハンズオン講習会

①例題9は、②k=3のときの、4^3 = 64通りの3連
続塩基ごとの出現頻度。いくつかの3連続塩基（
例えばAAA）は1回も出現していないことがわかる①

②

③③



k-mer解析(k=3)

96Jul 20 2016, NGSハンズオン講習会

当たり前だが、①outオブジェクトの要素数は64。
②1回以上出現した3連続塩基(k-mer)の種類数
は32。この種類数が、ゲノムサイズの推定値に相
当する。この場合、推定値は32 bpで正解は50 bp

①

②



この仮想データは
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リマインド。①入力のNGSリードファイルは、②50 bpの
③仮想リファレンスゲノム配列からランダム抽出して得
られたもの。①の総塩基数は200 bpなので4X coverage

①

③

②
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ランダムデータ生成
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①

NGSリードファイル中に存在するk-merの種類数で
ゲノムサイズ推定ができることの実感を持ってもらう
べく、1,000 bpの仮想ゲノム配列、および仮想NGS
データを作成する。①サンプルデータの、②例題33

②



ランダムデータ生成
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①例題33。②1000 bpの仮想リファレンスゲノム
配列、および③仮想NGSデータを作成する。20
bpのリードが200個なので、計4,000 bp、つまり
4X coverageのデータを作成していることになる

①

②

③



ランダムデータ生成

101Jul 20 2016, NGSハンズオン講習会

コピペ実行後の状態。①set.seed関数があ
るので、みんな同じ結果になっているはず

①



k-mer解析(k=3)
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k=3の場合のk-mer出現頻度解析を行う。①
項目名に注意！②例題10。③入力ファイル

①

②

③



k-mer解析(k=3)
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①例題10は、②k=3のときの、③4^3 = 64通りの3
連続塩基ごとの出現頻度。④全ての3連続塩基（
例えばAAA）は1回以上出現していることがわかる①

③

③

②

④



ゲノムサイズ推定
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ゲノムサイズ推定は、①kの値を大きくして、②1回以上
出現しているk連続塩基(k-mer)の種類数をカウントす
るのが基本。しかし、③k=3だと種類数の最大は4^3 = 
64しかないため、このデータの正解である1000 bpには
なりようがない。つまり①kの値を大きくする必要がある

①

③

②



ゲノムサイズ推定
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kをどの程度まで大きくする必要があるかの感覚をつか
む。まず、1KB (1,000 bp)のゲノムサイズを推定するた
めには、①最低でもk=5以上にする必要がある。②k=10
にすると1MB (1,000,000 bp)だが、これだと原理的に
3GBのヒトゲノム(3,000,000,000 bp)には適用できない

①

②



ゲノムサイズ推定
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3GBのヒトゲノム(3,000,000,000 bp)に適用可能な下
限は、①k=16であることがわかる。②このデータの大
元はゲノムサイズ1,000 bpなので、とりあえず③k=10
にして1回以上出現するk-merの種類数を調べる

①

③

②



k-mer解析(k=10)

107Jul 20 2016, NGSハンズオン講習会

①例題11は、②k=10のときの、4^10 = 1,048,576通り
の10連続塩基ごとの出現頻度を返すコード。③1回以
上出現している10連続塩基は904個。つまり推定ゲノ
ムサイズは904 bp。正解は1,000 bpなので近い値

①

②

④
③
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ランダムデータ生成
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①

例題33は4X coverageデータで904 bpだった（正解
は1,000 bp）。Coverageの違いによるゲノムサイズ
推定精度の違いを把握するべく、10X coverageデー
タを作成する。①サンプルデータの、②例題34

②



ランダムデータ生成
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①

②

③

①例題34。②1000 bpの仮想リファレンスゲノム
配列、および③仮想NGSデータを作成する。20
bpのリードが500個なので、計10,000 bp、つまり
10X coverageのデータを作成していることになる



ランダムデータ生成
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コピペ実行後の状態。①set.seed関数があ
るので、みんな同じ結果になっているはず

①



k-mer解析(k=10)
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①

②

③

k=10の場合のk-mer出現頻度解析を行う。①
項目名に注意！②例題12。③入力ファイル



k-mer解析(k=10)
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①例題12は、②k=10のときの、4^10 = 1,048,576通り
の10連続塩基ごとの出現頻度を返すコード。③1回以
上出現している10連続塩基は985個。つまり10X 
coverageのときの推定ゲノムサイズは985 bp。4X 
coverageのときの推定値(904 bp)に比べて、より正解
(1,000 bp)に近い値になっていることがわかる

①

②

③
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k-mer出現頻度分布への切り替わり部分(スライ
ド115-118)は、きっちり整理して理解しておこう



k-mer出現頻度分布

115Jul 20 2016, NGSハンズオン講習会

①outベクトルの要素数は1,048,576個で、ほと
んどの要素(1,048,576 - 985)が0。②1回以上
出現している10連続塩基(10-mer)のみで取り
扱いたい場合は、out[out > 0]とすればよい

①

②



k-mer出現頻度分布
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①1回以上出現している10連続塩基(10-mer)のみ
をkmerとして取り扱う。②当然kmerの要素数は985

①

②



k-mer出現頻度分布
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k-mer出現頻度分布は、①hist(kmer)を実
行して得られる、②横軸が出現回数、縦
軸が出現頻度からなるヒストグラムのこと

①

②



k-mer出現頻度分布
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①ヒストグラムでピンとこないヒトは、①
table(kmer)と同じものという理解でよい。例えば
②は、12回出現したk-merが3個（3種類）あった
ということ。気になるヒトは③のようにして確認

①

②

③



k-mer出現頻度分布
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ちなみに②k-mer出現回数の中央値(median)
は5。③入力ファイルは、ゲノムサイズ1,000 
bpのリファレンス配列から、20 bpのリードを
500個ランダム抽出したもの。計10,000 bpな
ので、10X coverageのデータ。おかしくない?

①

②

②

③



k=6, 8, 10, 12
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k値の違いによるk-mer出現頻度分布の傾向
を把握。①k=6のときの②k-mer出現回数の
中央値(median)は8。③最多出現回数は39回
。作業としては、赤枠部分のみコピペしていく
のが基本だが、全部一度にコピペ実行しても
よい。尚、k=6, 8, 10まではエラーは出ないが
、12でエラーが出る（後述）

②

③

①



k=6, 8, 10, 12
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k値の違いによるk-mer出現頻度分布の傾向
を把握。①k=8のときの②k-mer出現回数の
中央値(median)は7。③最多出現回数は16回

①

②

③



k=6, 8, 10, 12
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k値の違いによるk-mer出現頻度分布の傾向
を把握。①k=10のときの②k-mer出現回数の
中央値(median)は5。③最多出現回数は12回

①

②

③



k=6, 8, 10, 12
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①

②

k値の違いによるk-mer出現頻度分布の傾向
を把握。①k=12のときはメモリ不足の問題で
エラーが出ていることがわかる。それゆえ、後
半の結果はk=10のときのものがそのまま表
示されている点に注意!



作図（k=6, 8, 10）
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k値が小さくなる（図の下から上）にしたがって、分
布が右にシフトしていることがわかる。つまり、出
現回数の中央値は、k-merのk値次第だということ
。横軸の範囲を揃えないとわからないので、①1-
20に揃えるべく、②のxlimオプション部分で指定

hoge3.png(k=10)

hoge2.png(k=8)

hoge1.png(k=6)

①

②



おさらい
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k-mer出現頻度解析は、このように1塩基づつ
ずらして部分配列を発生させて出現回数を解
析しています。L塩基長のリードをk-merで分割
すると、(L – k + 1) 個のk-merを発生可能

GGTACGGTTCCGGTTGCCGA GGTACGGTTCCGGTTGCCGA GGTACGGTTCCGGTTGCCGA

k=6の場合：15個のk-mer k=8の場合：13個のk-mer k=10の場合：11個のk-mer

GGTACG
GTACGG

TACGGT
ACGGTT
CGGTTC

GGTTCC
GTTCCG

TTCCGG
TCCGGT
CCGGTT

CGGTTG
GGTTGC

GTTGCC
TTGCCG
TGCCGA

GGTACGGT
GTACGGTT

TACGGTTC
ACGGTTCC

CGGTTCCG
GGTTCCGG

GTTCCGGT
TTCCGGTT
TCCGGTTG
CCGGTTGC

CGGTTGCC
GGTTGCCG

GTTGCCGA

GGTACGGTTC
GTACGGTTCC

TACGGTTCCG
ACGGTTCCGG

CGGTTCCGGT
GGTTCCGGTT

GTTCCGGTTG
TTCCGGTTGC
TCCGGTTGCC

CCGGTTGCCG
CGGTTGCCGA
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作図（k=6, 8, 10）

127Jul 20 2016, NGSハンズオン講習会

①は1000 bpの仮想リファレンス配列からラン
ダム抽出した、長さ20 bpのリードが500個か
らなるシークエンスエラーのない仮想データ

hoge3.png(k=10)

hoge2.png(k=8)

hoge1.png(k=6)①



塩基置換

128Jul 20 2016, NGSハンズオン講習会

赤枠内をコピペした結果のR Console画面。①は長さ20 bpの
リードが500個からなるシークエンスエラーのない仮想データ
。500個の全リードについて、②18番目のポジションに1塩基
だけ「TならA、CならG」となるような塩基置換（仮想シークエン
スエラー）を入れて、k-mer出現頻度分布がどうなるかをみる

①

②



塩基置換

129Jul 20 2016, NGSハンズオン講習会

①はfastaオブジェクトの500番目の要素を文字列として
(as.character)表示させた結果。つまり、②と同じもの

①

①

②



塩基置換

130Jul 20 2016, NGSハンズオン講習会

①の部分で作成しておいたenkichikan関数を用いて、②
18番目の塩基を置換。③確かにCがGに置換されている

①

③

③

②

②



塩基置換

131Jul 20 2016, NGSハンズオン講習会

①

②

①コード下部に移動。②全リードについて
18番目の塩基を置換したい場合には、入
力部分をas.character(fasta)とすればよい



塩基置換

132Jul 20 2016, NGSハンズオン講習会

②

②

③

③

②実行後のhogeオブジェクトは、文字列ベクトル。③
それゆえDNAStringSet関数を実行して、見慣れた
DNAStringSet形式のfastaオブジェクトに変換している



塩基置換

133Jul 20 2016, NGSハンズオン講習会

③

ただし、変換直後の①fastaオブジェクトはdescription情報が
ついていない。（k-mer出現頻度解析自体には無関係だが、
気持ち悪いと思うヒトのために）②で塩基置換前の情報を保
持するfasta_orgのdescription情報部分を③でコピーしている

①

②



塩基置換後

134Jul 20 2016, NGSハンズオン講習会

①description情報をコピーした塩基置
換後のfastaオブジェクトの中身は②

①

②



塩基置換前

135Jul 20 2016, NGSハンズオン講習会

①塩基置換前のfasta_orgオブジェクトの中身
は②。意図通りに置換できていることがわかる

②

①



塩基置換後の…

136Jul 20 2016, NGSハンズオン講習会

塩基置換後のfastaオブジェクトを入力
として、①k-mer出現頻度分布図を作成

① ①hoge2_18.png



塩基置換後の…

137Jul 20 2016, NGSハンズオン講習会

①

②hoge2.png

①hoge2_18.png

③

①塩基置換による仮想シークエンスエラー導入後と②導入前（
同じk=8）の主な違いは、①のシークエンスエラーを含むデータ
において、③1-2回しか出現しないk-merが1,200個弱存在する
点。 これがリアルデータでもよく見られるk-mer出現頻度分布



縦軸の範囲を揃える

138Jul 20 2016, NGSハンズオン講習会

縦軸の範囲が違いすぎるので
、①0-250に統一して眺める

②hoge2.png

①hoge2_18.png

①



縦軸の範囲を揃える

139Jul 20 2016, NGSハンズオン講習会

①コード下部はこんな感じ。②塩基置
換後と③置換前のpngファイルを一気
に作成して眺める。コード全体をコピペ

①

②

③



縦軸の範囲を揃える

140Jul 20 2016, NGSハンズオン講習会

①塩基置換後と②置換前。シークエンスエラーに
相当する置換塩基を含むk-merは③のあたりに位
置する。それ以外は置換塩基を含まないものたち

①

②

②hoge2_250.png

①hoge2_18_250.png

③



おさらい

141Jul 20 2016, NGSハンズオン講習会

今は、長さ20 bpのリードが500個からなる仮
想データに対して、18番目の塩基を置換して
k-mer分布がどう変化するかを調べている

GGTACGGTTCCGGTTGCCGA

k=8の場合：13個のk-mer

GGTACGGT
GTACGGTT

TACGGTTC
ACGGTTCC

CGGTTCCG
GGTTCCGG

GTTCCGGT
TTCCGGTT
TCCGGTTG
CCGGTTGC

CGGTTGCC
GGTTGCCG

GTTGCCGA

GGTACGGTTCCGGTTGCGGA

k=8の場合：13個のk-mer

GGTACGGT
GTACGGTT

TACGGTTC
ACGGTTCC

CGGTTCCG
GGTTCCGG

GTTCCGGT
TTCCGGTT
TCCGGTTG
CCGGTTGC

CGGTTGCG
GGTTGCGG

GTTGCGGA

②①



おさらい

142Jul 20 2016, NGSハンズオン講習会

k=8の場合は、リードあたり13個のk-merが生成で
きる。500リードのトータルで、500×13 = 6,500個の
k-merとなる。そのうち、置換を行った18番目の塩
基を含む、仮想シークエンスエラー由来k-merは、
リードあたり3個。トータルで500×3 = 1,500個

GGTACGGTTCCGGTTGCCGA

k=8の場合：13個のk-mer

GGTACGGT
GTACGGTT

TACGGTTC
ACGGTTCC

CGGTTCCG
GGTTCCGG

GTTCCGGT
TTCCGGTT
TCCGGTTG
CCGGTTGC

CGGTTGCC
GGTTGCCG

GTTGCCGA

GGTACGGTTCCGGTTGCGGA

k=8の場合：13個のk-mer

GGTACGGT
GTACGGTT

TACGGTTC
ACGGTTCC

CGGTTCCG
GGTTCCGG

GTTCCGGT
TTCCGGTT
TCCGGTTG
CCGGTTGC

CGGTTGCG
GGTTGCGG

GTTGCGGA

②①



縦軸の範囲を揃える

143Jul 20 2016, NGSハンズオン講習会

①の総数が1,200弱程度だったのは、シークエンスエラ
ー由来k-merが1,500個程度だったことに起因する。②
塩基置換後の分布が③置換前に比べて左にずれてい
るのは、エラーなしが6,500 5,000個に減っているため

③hoge2_250.png

②hoge2_18_250.png

①

②

③
②

③
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最終確認

145Jul 20 2016, NGSハンズオン講習会

k=8の場合は、（8番目から13番目の範囲であればどこで
も同じであるが）もし②13番目の塩基に置換を入れれば
、仮想シークエンスエラー由来k-merは、リードあたり8個
。最後の50リード（451-500番目のリード）に対してこの置
換を導入すると、トータルで50×8 = 400個の仮想シーク
エンスエラー由来k-merを発生させることになる

GGTACGGTTCCGGTTGCCGA

k=8の場合：13個のk-mer

GGTACGGT
GTACGGTT

TACGGTTC
ACGGTTCC

CGGTTCCG
GGTTCCGG

GTTCCGGT
TTCCGGTT
TCCGGTTG
CCGGTTGC

CGGTTGCC
GGTTGCCG

GTTGCCGA

GGTACGGTTCCGCTTGCCGA

k=8の場合：13個のk-mer

GGTACGGT
GTACGGTT

TACGGTTC
ACGGTTCC

CGGTTCCG
GGTTCCGC

GTTCCGCT
TTCCGCTT
TCCGCTTG
CCGCTTGC

CGCTTGCC
GCTTGCCG

CTTGCCGA

②①



狙い

146Jul 20 2016, NGSハンズオン講習会

エラーを全く含まない1-450番目のリードのみのk-mer分
布と、エラーを多く含む451-500番目のリードのk-mer出
現頻度分布を独立に作成して眺め、エラーを含まないk-
merのみ取り扱える（フィルタリングできる）ことを学ぶ

GGTACGGTTCCGGTTGCCGA

k=8の場合：13個のk-mer

GGTACGGT
GTACGGTT

TACGGTTC
ACGGTTCC

CGGTTCCG
GGTTCCGG

GTTCCGGT
TTCCGGTT
TCCGGTTG
CCGGTTGC

CGGTTGCC
GGTTGCCG

GTTGCCGA

GGTACGGTTCCGCTTGCCGA

k=8の場合：13個のk-mer

GGTACGGT
GTACGGTT

TACGGTTC
ACGGTTCC

CGGTTCCG
GGTTCCGC

GTTCCGCT
TTCCGCTT
TCCGCTTG
CCGCTTGC

CGCTTGCC
GCTTGCCG

CTTGCCGA

②①



最終確認

147Jul 20 2016, NGSハンズオン講習会

塩基置換を行わない最初の450リード
分の情報は①fasta_first450としている

①
①



最終確認

148Jul 20 2016, NGSハンズオン講習会

①ちょっと下に移動。②赤枠部分で451-500
番目のリードのみに対して13番目の塩基を
置換した結果を③fasta_last50としている

①

②

③



最終確認

149Jul 20 2016, NGSハンズオン講習会

①13番目の塩基置換後のfasta_last50
の中身。②置換された塩基ポジション

①

②



最終確認

150Jul 20 2016, NGSハンズオン講習会

①置換前のfasta_orgオブジェクトの同じ
部分を表示。②確かに13番目の塩基を
意図通りに置換できていることがわかる

①

②



塩基置換前の全リード

151Jul 20 2016, NGSハンズオン講習会

まずはおさらいとして、①オリジナルの全
500リードからなる塩基置換前のfasta_orgの
k-mer出現頻度分布や周辺情報を見ておく

①



塩基置換前の全リード

152Jul 20 2016, NGSハンズオン講習会

①の結果は、②k-merの種類数は975個で
あり、これが推定ゲノムサイズ（正解は1,000 
bp）。③ヒストグラムはbin次第で見栄えが異
なりうる。④table(kmer)で元データも眺める

①

hoge2_original.png

②

③

④



最初の450リードのみ

153Jul 20 2016, NGSハンズオン講習会

①

hoge2_first450.png③

②

④

①の結果は、②k-merの種類数は975個で
あり、これが推定ゲノムサイズ（正解は1,000 
bp）。③ヒストグラムはbin次第で見栄えが異
なりうる。④table(kmer)で元データも眺める
。シークエンスエラーはないが、リード数が
減っているので、分布も左に少しずれている



最後の50リードのみ

154Jul 20 2016, NGSハンズオン講習会

①

hoge2_last50.png③

②

④

①の結果は、②k-merの種類数は590個で
あり、これが推定ゲノムサイズ（正解は1,000 
bp）。③ヒストグラムはbin次第で見栄えが異
なりうる。④table(kmer)で元データも眺める
。シークエンスエラー由来k-merがほとんど
なので、出現回数が最大でも3回になってる



マージ後のデータ

155Jul 20 2016, NGSハンズオン講習会

①

hoge2_merged.png③

②

④

①の結果は、②k-merの種類数は1,341個で
あり、これが推定ゲノムサイズ（正解は1,000 
bp）。③ヒストグラムはbin次第で見栄えが異
なりうる。④table(kmer)で元データも眺める



比較

156Jul 20 2016, NGSハンズオン講習会

①オリジナルの塩基置換前の全500リードの結果。②最初の
450リードの結果、③13番目の塩基置換後の最後の50リード
の結果。④は、②と③を合わせた結果。③の結果はシークエン
スエラー由来k-merが多くを占めていたことを思い出そう

hoge2_original.png

推定サイズ：975 bp

① hoge2_first450.png

推定サイズ：975 bp

hoge2_last50.png

推定サイズ：590 bp

③

hoge2_merged.png

推定サイズ：1,341 bp

④

②



マージ後のデータ
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hoge2_merged.png

①シークエンスエラー由来k-merが多くを占めていた部
分まで含めて算出した②推定ゲノムサイズは1,341 bp。
正解（1,000 bp）からのずれは、③シークエンスエラー由
来k-merの結果部分に起因するので除いちゃえばいい

②

③

①



マージ後のデータ

158Jul 20 2016, NGSハンズオン講習会

①シークエンスエラーを多く含むk-mer部分を除いて考
えるのは、この場合は②2回以上、あるいは③3回以上
出現するk-merの種類数のみをカウントすることに相当

hoge2_merged.png

②

③

①
①


