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まずはFaQCs実行
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①

②

③

①乳酸菌NGS連載第5回のサイト。②のあた
りまでページ下部（概ね4ページ分）に移動。
③のあたりにコピペ用コマンドがあります



まずはFaQCs実行
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①ここです。②作業ディレクトリを変更。③
は無視でよい（第4回最後の状態から不
必要なものを削除しているだけ）。②をコ
ピペ後に、④をまずはコピペ実行。約20分

①

②

③

④

スライド18まで説明



W1-1：FaQCs実行
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①

②

③

第4回W17-3と基本的に同じ。①ls実行結果で入力
として利用する2つのgzip圧縮ファイル（*.fastq.gz）
が見られる。ファイルサイズが多少違っていても気
にしない。②第4回W9-1で示すように、2015年10月
9日以降にFastQCをインストールしたヒトは、ここが
ver. 0.11.4以上。③がFaQCs実行部分。④result2
ディレクトリに結果を保存するように指定している

④
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おさらい（入力ファイル）
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①

④まずは赤下線部分のFaQCs
の入力ファイルについておさらい

②

③

④④

④



おさらい（入力ファイル）
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①

①乳酸菌NGS連載第5回のサイト
。②のおさらい部分を軽く説明。
場所は、さきほどのFaQCs実行コ
マンドの上部。スライドを見るだけ

②
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おさらい（入力ファイル）

9

①乳酸菌のpaired-end RNA-seqデータ。
②Illumina HiSeq 2000で得られ、③オリジ
ナルはそれぞれ約1.35億リード。④リード
の長さは、forward側が107 bp、reverse側
が93 bp。bzip2圧縮ファイル状態でも、計
約14GBに達する!見るだけ

①

②

③

④

93 bp

107 bp
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おさらい（入力ファイル）

10

①DDBJ SRA (DRA)から、②（#でコメント
アウトしているが）FASTQファイルをダウ
ンロードすると、bzip2圧縮ファイル(.bz2)
として得られる。③は、元の.bz2ファイル
を残しつつ、ファイルの行数をwcでカウン
トしている。④がその結果。⑤4で割って
、リード数情報を得ている

93 bp

107 bp

①

②

③

④ ⑤
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おさらい（入力ファイル）
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①オリジナルはデカすぎるので、最初の
②4000000行分のみからなるサブセットを
③gzipした、④の.gzファイルが…

①

② ③ ④



おさらい（入力ファイル）
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③FaQCsの入力ファイルである
、④SRR616268*.fastq.gzです

③

④④

④



おさらい（FaQCs）
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①

①FaQCs原著論文。是非使ってもらいたいというわけ
ではなく、分散型バージョン管理システムGitHub上で
公開されているプログラムの一例（連載第4回W15）と
して、またプログラム内部で用いるPerlモジュール(第4
回W15)のインストール法など、これまで紹介してこな
かったテクニックの伝授用としての意味合いが大きい

①



おさらい（FaQCs）
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FaQCs自体はQuality Control用プログラム。（平成27
年度受講生の要望として挙がっていた）paired-endデ
ータの①クオリティフィルタリングや、（特にIlluminaの）
アダプター除去が-adapterオプションのみで簡単にで
きるので、精度に期待はしていなかったが使用感は思
ったよりもよかった（個人の感想です）という代物です

①



おさらい（FaQCs）
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①FaQCsのGitHubサイト

①
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おさらい（FaQCs）
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①

第4回W17-3。GitHubのページ中央あたりに、利

用可能なオプションの説明あり。例えば①を眺め
ることで、-adapterオプションをつけられることを
学ぶ。漫然と眺めるのではなく、FaQCsを通じて
GitHubのページ構成や見方の経験を積むべし



おさらい（FaQCs）
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①今実行中のコマンドには-adapterオプシ
ョンがついている。この経緯について説明
。まず、FaQCsを最初に実行したとき（第4
回W17-1）は、-adapterをつけていなかった

①
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おさらい（FaQCs）

18

-adapterをつけずにFaQCsを実行したFASTQファ
イルを入力として、FastQCを実行した結果（第4回
W17-2）。①Overrepresented sequencesを眺める
と、②（Illuminaの）TruSeq Adapter, Index 2が見つ
かった。このことからデフォルトではアダプター配
列除去までは行えないことを学び、第4回W17-3

で-adapterをつけてみるといいんじゃないかと学

び、それをまずは最初に実行した（という次第）

①

②



W1-1：FaQCs実行
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①

③最初にコピペ実行したFaQCsの実行時間は、約20
分。画面上で見えているのは、赤枠内の一番下の
19:41.18という数値。これは19分41秒かかったことを
示しており、ヒトによって異なる。④ result2ディレクト
リをls。QC.1.trimmed.fastqとQC.2.trimmed.fastqが
FaQCsの主な実行結果ファイル

②

④

③
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W1-2：FastQC実行
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①

①

①左上と右下のスクリーンショットの重複（のりし
ろ）部分。②FastQCコピペ実行用コード。全部で
6行分あるが、必要最小限は赤枠真ん中の
fastqc2から始まる2行分だけ。それゆえpwd, ls, 
dateなどのコマンド実行結果はイチイチ説明しな
いが、「今どこで作業をしていて、入力ファイルが
あるかどうか」の確認は自分でやっておこう

②



W1-2：FastQC実行
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以後は徐々に冗長な説明を省略していくが、③
のW1-2のようなウェブ資料番号情報を頼りにし
て、自分でコピペ用コードを探して有効利用して
ください。Bio-Linux上でコピペできないなどのバ
グに遭遇して再起動に時間がかかることなども
あるでしょうが、コピペを有効利用すれば追いつ
けます。④の部分をコピペしたのが次のスライド

③

④

③



W1-2：FastQC実行
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①forward側、②reverse側のFaQCs実行結果
ファイルをFastQC (ver. 0.11.4)の入力として
実行。ver. 0.11.3 or 0.11.4かの細かい違いは
気にしない。③日付が古いのも気にしない

①

②

③



W1-2：FastQC実行
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①dateで日付を表示。②保存先として指定した
共有フォルダ(/home/iu/Desktop/mac_share)
中に、確かにFastQC実行結果ファイルが存在
することがわかる

①

②



W1-3：FastQCで確認
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①ホストOS上の共有フォルダshare上で
、②forward側のFastQC実行結果ファイ
ル(QC.1.trimmed_fastqc.html)を眺める

①

①

②

②



W1-3：FastQCで確認
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①W1-3関連は、赤枠で示すように、もし
fastqc2実行できなくても、②（できたことにして
）htmlの結果ファイルを眺めることはできます。
こんな感じで結果ファイルを見られる場合もあ
りますので、最終手段として適宜ご利用下さい

①

②

①



W1-3：FastQCで確認
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①Overrepresented sequencesを眺めて
Possible Sourceのところが全てNo Hitに
なっているかどうかをチェック

①

②



W1-3：FastQCで確認
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①連載第4回W17-2で見られたアダプター配

列がなくなっていることがわかる。これを含め、
全てNo Hitになっていたことから、-adapterオ

プションがうまく機能していることがわかる。同
じ手順で、reverse側のFastQC実行結果ファイ
ル(QC.2.trimmed_fastqc.html)も眺めておこう

①
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第5回原稿PDF

30

ここまでで、第5回原稿PDFの①p195の②左
上あたりまでを述べた。FaQCs実行によって、
FastQCのOverrepresented sequences項目
で見えていたIllumina adapterが消えたので
第一段階クリアということで安心している状態

②

①
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第5回原稿PDF

31

赤枠の最初のほうでオチを先に述べているが、当
時は、この乳酸菌RNA-seqデータの次の解析手段
として、バクテリア用de novoトランスクリプトームア
センブラである①Rockhopper2の論文を発見した
。バクテリア用だから、有名なTrinityなどよりもさぞ
かしよりよい結果が得られるだろうと思っていた

①



W2-1：Rockhopper
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①

②

③

③

①このあたり。トランスクリプトーム用de novoア
センブラの②Trinityと③Rockhopper2。ここでは
、トランスクリプトームアセンブリというよりも、
Javaプログラムの1つとしてのRockhopper2をど
うやって実行させるかを紹介するという位置づけ



W2-1：Rockhopper
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①

②

①Download。Bio-Linux8の場合は、②
「Rockhopper for any platform」でよい
。実際にはダウンロード済みなのでエ
アーハンズオン（やったつもり）

Tjaden, B., Genome Biol., 16: 1, 2015



W2-1：Rockhopper
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①

②

基本的には右クリックで②「対象をファイ
ルに保存」でよいが、wgetコマンドを利用
したい場合は③「ショートカットのコピー
(Windowsの場合)」でURL情報を取得する

③



W2-1：Rockhopper
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①

①System Requirements。これはFaQCsのときの
Prerequisite（前もって必要な事柄）と似たようなもの。
Rockhopper2はJavaプログラムなので、Javaがver. 1.6
以上かどうかを②「java -version」で確認(次スライド)

②



W2-2：Java確認など
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①Javaのバージョンを確認。
②赤枠部分が次のスライド

①

①

②



W2-2：Java確認など
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①

②

③

①「java -version」実行結果（作業ディレクトリはど
こでもよい）。このPCには、ver. 1.7.0_79がインスト
ールされていることがわかる。②~/Downloadsに移
動。③ls実行結果で見えるものはヒトによって異な
るが、基本気にしなくてもよい。④講習会では、ダ
ウンロード済みなのでRockhopper.jarが見えている

④



W2-3：wgetで取得
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①

②

やらずに見るだけ!①wget実行したときのイメージ。
赤下線部のURL情報の最後がダウンロードしたいフ
ァイル名に相当する。②約13MB (14,039,789 bytes)



W2-4：GUI版を実行
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①

①
②

①W2-4。Rockhopper2のGUI版を実行。②
赤枠部分が次のスライド。以後はこのような
ウェブページのスクリーンショットを基本的に
示さないので、自分で辿っていってください



W2-4：GUI版を実行

Aug 01 2016, NGSハンズオン講習会 40

①RockhopperのGUI版を実行したい場合の
やり方が書いてあるので、②その通りに実行
。使ったことのないプログラムは、まずは例題
の実行が基本。③リターンキーを押すと…

①

② ③



W2-4：GUI版を実行
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RockhopperのGUI版が起動する。①GUIを
赤矢印の始点から終点に移動させると…

①



W2-4：GUI版を実行
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RockhopperのGUI版を起動したコマンドが見え
る。RockhopperのGUI起動中は、①のようにコ
マンドプロンプトが出ないため、このターミナル
上では新たに何もコマンドを打つことができない

①
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W3-1：background job
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何もコマンドを打つことができない状態(W2-
4)を回避する1つのやり方が「バックグラウン
ドジョブ」。この場合は、RockhopperのGUIを
裏(background)で実行させる(jobを流す)こと
で、コマンドを実行したターミナル上で、次の
コマンドを自在に打てるようにすること。①
RockhopperのGUIを一旦終了させると…

①



W3-1：background job
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①通常のコマンド打ち込み可能状態
となる。バックグラウンドジョブとは、
RockhopperのGUIを起動しつつも、
このような状態にするテクニックです

①



W3-1：background job
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基本的には、①通常のコマン
ドの最後に「&」をつけるだけ

①



W3-2：background job
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①リターンキーを押した結果。確かに
Rockhopper GUIが起動しつつ、②コマンド
打ち込み可能状態になっていることがわか
る。赤枠内の数値は、ヒトによって異なる

①

②



W3-2：background job
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ターミナルの画面サイズを変更しただけ



W3-3：psコマンド
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①

①psコマンドで実行中のプロセスを表示。プ
ロセスと表現する場合が多いのでそう書い
ているが、jobやタスクという理解でもよい。
Windowsのヒトは、「タスクマネージャー」を開
いて眺めているようなものだと思えばよい



W3-3：psコマンド
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①CMD列が、現在実行中のコマンド
。②zshのみ打ち込んだ記憶がないだ
ろうが、これは③のターミナルボタン
を押して起動中のターミナルそのもの

①

②

③



W3-4：psコマンド
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①ターミナルボタンを押して起動したタ
ーミナルのプロセスID (PID)は9274

①



W3-4：psコマンド
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①ターミナルボタンを押して起動したタ
ーミナルのプロセスID (PID)は9274。②
で打ち込んだコマンドのPIDは23276

①

②



W3-4：psコマンド
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①ターミナルボタンを押して起動したタ
ーミナルのプロセスID (PID)は9274。②
で打ち込んだコマンドのPIDは23276。
この情報は③のところに相当

①

②

③



W3-4：psコマンド
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①ターミナルボタンを押して起動したタ
ーミナルのプロセスID (PID)は9274。②
で打ち込んだコマンドのPIDは23276。
この情報は③のところに相当。全体像
から④のPPIDがPIDの親プロセスIDで
あることがわかる。Parent PIDと解釈

①

②

③

④



W3-5：psコマンド
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①「ps –f」のプロセスID (PID)は30731。
この親プロセスID (PPID)が9274なのは
妥当。理由は、このPID9274のターミナ
ル上で実行したコマンドだから

①



W3-5：psコマンド
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①もう一度「ps –f」を実行。このプロセ
スID (PID)は1596。このように数値はコ
ロコロ変わるものなので、基本的にPID
とPPIDの関係がわかっていればよい

①



W3-6：プロセスの終了
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①GUIベースでやる場合は、×ボ
タンだが、ここでは押さないで!

①



W3-6：killコマンド
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①

①「kill プロセスID」で終了させることができる。やたら
とメモリを消費している意味不明なプロセスが実行さ
れている場合に、このような処理を行って終了させる。
各自のターミナル上で見えているPIDを与えてkillしよう



W3-6：killコマンド
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①「kill プロセスID」でリターンキー
を押した後の状態。Rockhopperの
GUIが終了していることがわかる

①



W3-6：killコマンド
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②「ps –f」で確認。確かに
PID23276は存在しない

①

②



W3-7：nohupコマンド
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バックグラウンドジョブ時には、通常コマンド
の最後に&をつけるだけでなく、①コマンドの
最初にnohupをつける。一般的なNGS解析
の利用法は、SSH経由で大型計算機にアク
セスし、そこで長時間の計算を実行する。こ
のとき、&だけだとログアウト時に計算が終
了してしまうが、nohupをつけることで、ログ
アウト後も計算を継続させることができる

①



W3-7：nohupコマンド
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①でリターンキーを1回押した直後の状態。タ
ーミナル上では、一見コマンド打ち込み不可
能なように見えるが、ターミナル画面をアクテ
ィブにしてもう一度リターンキーを押すと、ちゃ
んとバックグラウンドジョブとしてRockhopper
GUIが起動していることが確認できる。

①

②



W3-7：nohupコマンド
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①SSHの話までするとややこしいので
これ以上深入りしないが、遺伝研ス
パコンなどを利用するようになったと
きに、この意味が理解できるでしょう

①



W3-7：nohupコマンド
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①「ps –f」で確認。確かにPID8785
が存在することがわかる

①
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W4-1：コマンドライン版
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①Rockhopperのコマンドライン版を実行し
たい場合のやり方が書いてあるので、②そ
の通りに実行。③リターンキーを押すと…

①

②

③



W4-1：コマンドライン版
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マニュアルが一気に流れる。赤下線
で示すように、最後のほうにde novo
アセンブリのコマンド実行例がある
のでなんとなくわかる。①マニュアル
を最初から眺めるべく、「| more」をつ
けて、直前のコマンドを再実行

①



W4-1：コマンドライン版
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moreコマンドは、「Returnキー」で1
行分づつ、「Spaceキー」で1画面分
づつスクロールできる。ただの復習



W4-1：オプション
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この画面あたりがde novoアセンブリで使うオプ
ションの説明。①kの値は、Trinityと同じく25が
デフォルトのようだ。②アセンブリ後のコンティ
グの最低配列長は2*k = 2*25 = 50だと解釈

①

②



W4-2：実行コマンド例

Aug 01 2016, NGSハンズオン講習会 70

オプションは特に指定する必要はなさそう
だと解釈し、とりあえず実行例を再確認。
これはリターンキーを連打してマニュアル
の最後のほうを示している。赤下線部分
あたりをじっくり眺めて、①paired-endの2
つのファイルは「%」で連結する、②反復実
験データがあれば「,」でつなげていけばよ
いだろうということを学習する。スペースが
入っていないことも記憶にとどめておく

①

②



W4-3：Tips
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①何気なしにls。②nohup.outファイルは、
nohupコマンドを実行すると自動的に生成さ
れる。③Rockhopper_Resultsディレクトリは、
Rockhopper実行時に自動生成される。これ
らの何気なしに実行したlsコマンドの結果と
、nohupやRockhopperのマニュアルを見比
べると、より理解が深まっていくものです

③

①

②



W4-4：クラスパスの設定
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①EXAMPLE EXECUTIONのところを眺め
ると、実行は赤下線のようなコマンドを打
つと書いてある。しかし、②それを実際に
打ってみてもエラーが出る。理由はクラス
パスの設定ができていないから

②

①



W4-4：クラスパスの設定
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①クラスパスの設定は「export 
CLASSPATH=設定したいjarファイ
ルの絶対パス」。講習会の環境で
は、Rockhopper.jarの絶対パスは
赤下線のように書く。②設定後に
もう一度「java Rockhopper」と打つ

①

②



W4-4：クラスパスの設定
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リターンキーを押したあとの状態。
エラーメッセージではなく、正しくマ
ニュアルが表示される
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W5-1：Rockhopper実行
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①FaQCs実行結果ファイルを
含むディレクトリに移動して、
②de novoアセンブリを実行。
③OutofMemoryErrorという記
述を発見。これはメモリが足
りないことに起因するエラー

②

①

③



W5-1：Rockhopper実行
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①lsすると、一応Rockhopper_Resultsデ
ィレクトリはできている。②その中身を
眺めている。summary.txtのファイルサ
イズも0なうえ、コンティグファイルもでき
ていないことがわかる。③ファイルサイ
ズが0ということは中身がないということ

②

①

③



W5-2：Rockhopper再実行
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①最大メモリを2GBまで増
やしてリトライ。数分程度

①



W5-2：Rockhopper再実行
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①「-Xmx2000m」オプションをつける
前は、赤枠の途中経過が出る前に
OutOfMemoryErrorとなっていたので
、②このようなメッセージが出るのを
見られただけでもうれしいものです

①

②



W5-2：Rockhopper再実行
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①無事de novoアセンブリが終了し
、コマンド入力待ち状態になってい
る。但し、②アセンブルされた転写
物(transcripts)は1つもないことがわ
かる。③おそらくこれはバグ。アセン
ブルされたコンティグ（転写物）が1
つもないのに、35リードがマップされ
たというのは論理的におかしい

①

②
③



W5-3：実行結果概観
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① Rockhopper_Resultsディレクトリの中身は、
エラーを吐いたとき(W5-1)とは異なることがわ
かる。②summary.txtの中身は、赤枠でも示さ
れているように、基本的に画面に表示されてい
たアセンブル結果の要約情報が含まれている

①

②



W5-3：実行結果概観
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①アセンブルされた転写物配列情報は
transcripts.txtファイルに格納される。ただ
し、この場合は1つもコンティグがないの
で、②moreでファイルの中身を表示させ
ても「Sequence  Length  Expression  1」と
いうヘッダー行しかないことがわかる

②

①
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W6-1：single-endで実行

Aug 01 2016, NGSハンズオン講習会 84

①single-endとしてforward側のみのファ
イル(QC.1.trimmed.fastq)を入力として実
行。nohupをつけてバックグラウンドで実
行したので、途中経過はターミナル画面
上には表示されない。画面出力される
内容は、赤下線で示すようにnohup.out
というファイルに追加で書き込まれる。リ
ターンキーなどを押さずとも、30秒ほど
で②計算終了(done)となる

①

②



W6-1：single-endで実行
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②Rockhopper_Results中のtranscripts.txt
が145 bytesとなっていることから、何かし
らアセンブリ結果があるのだろうと解釈す
る。③summary.txtをlessで眺める

①

②

③



W6-2：single-endで実行
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summary.txtのless実行結果。①アセ
ンブル結果として転写物が1つだけ得
られたと解釈する。しかし、その長さは
107 bp。入力も107 bpなので、どれか1
つのリードを出力したのと同じじゃない
かと苦笑。②qで抜ける。quitのqです

①

②



W6-2：single-endで実行

Aug 01 2016, NGSハンズオン講習会 87

コマンド入力待ち状態に戻る



ここまでの作業で、Rockhopperはアセンブリ結果
ファイルを上書き保存していることがわかる。こ
の後に行うreverse側のsingle-endのアセンブリ
で結果が消えてしまわぬように、forward側の実
行結果ファイルの名前を変更しておく

W6-3：mvでrename
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①

②



①reverse側ファイル
(QC.2.trimmed.fastq)
を入力としてsingle-
endのアセンブリを実
行。nohupと&をつけ
てないので、途中経
過(summary.txtと同
じもの)がターミナル
画面上に出力される

W6-4：reverse側を実行
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①



①アセンブルされた転写物数は423個!
②総塩基数は184,929。③入力リード数
977,151個のうち、72% (706,568個)がマ
ップされていることがわかる

W6-4：reverse側を実行
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①

②

③



念のため、reverse側の実行結果ファイル
の名前を*_2.txtに変更しているだけです

W6-4：mvでrename

Aug 01 2016, NGSハンズオン講習会 91

①

②



①reverse側の実行結果ファイルtranscripts_2.txt
の行数をwcで調べる。424行だったが、最初の1
行目はヘッダー行なので、423 transcriptsの結
果と矛盾はない。②lessで眺める。

W6-5：結果を眺める
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①

②



①lessで開いた直後の状態。赤枠部分が
ヘッダー行。ファイル末尾に移動したい場
合は「G」、先頭に移動したい場合は「g」W6-5：結果を眺める
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W6-5：結果を眺める
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ファイル末尾に移動。赤枠内に見えているのは、計
4 transcripts分の情報。2列目がLengthなので、赤
下線部分が転写物の長さ情報に相当。qで抜ける。
①出力ファイルの説明はRockhopperのUser Guide

①
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第5回原稿PDFのp195
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ここまでが、バクテリア用de novo

トランスクリプトームアセンブラで
ある①Rockhopper2実行部分

①



ここまでのまとめ

 オリジナル（SRR616268）
 乳酸菌paired-end RNA-seqデータで、最初の100万リードのみ抽出

 forward側(SRR616268sub_1.fastq.gz)のリード長は107 bp

 reverse側(SRR616268sub_2.fastq.gz)のリード長は93 bp

 FaQCs実行結果(W1-1)
 1,000,000リード  977,202リード (W1-3)

 forward側(QC.1.trimmed.fastq)

 reverse側(QC.2.trimmed.fastq)

 リード長はバラバラ。FastQC上で見られるIllumina adapterは消滅状態

 de novoトランスクリプトームアセンブリ(Rockhopper 2)実行結果
 paired-end（QC.1.trimmed.fastqとQC.2.trimmed.fastq）：0 transcript or contig (W5-2)

 single-end (forward側のみ; QC.1.trimmed.fastq)：1 transcript (W6-2)

 single-end (reverse側のみ; QC.2.trimmed.fastq)：423 transcripts (W6-4)
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93 bp

107 bp

①の結果に苦悩しつつ、この乳酸菌株（Lactobacillus 

casei 12A）のゲノム配列が存在することは知っていた

。当時は、RのQuasRパッケージでこのゲノム配列にマ
ップしてみたら何かわかるかも…という程度の軽いノリ
でした。結果的に、QuasRによるマッピング結果を眺め
ることで問題解決に至りました。このあたりが…

①
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第5回原稿PDFのp197

97

第5回原稿p197の右側で述べてい
るところです。特に①の赤枠あたり

①
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第5回原稿PDFのp195

98

この後は、①RパッケージQuasR

による乳酸菌ゲノムへのマッピング
の話。そしてそれに関連したLinux

環境でのRの利用の話に移行

①
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①Rの起動は、「R」と打ってリターン
キーを押すだけ。②Rのバージョンは
3.2.0であることがわかる。③「>」とな
っていれば、コマンド入力待ち状態

W7-1：Rの起動
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①

③

②



①Rの終了は「q()」

W7-1：Rの終了
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①



W7-1：Rの終了
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①

①「Save workspace image?」と聞かれる。この意味
がよくわからないうちは、Noに相当する「n」を打つ



①「n」と打ってリターンした直後の状
態。②通常のBio-Linuxのコマンド入
力待ち状態に戻ったことがわかるW7-1：Rの終了

Aug 01 2016, NGSハンズオン講習会 103

②
①



もう一度Rを起動。簡単な数
値計算ができます

W7-2：基本的な利用法

Aug 01 2016, NGSハンズオン講習会 104

①

②

③



①QuasRパッケージを利用したい場合
はlibraryという関数を用いてロードす
る。Bio-Linux8にはまだQuasRがイン
ストールされていないので、「そのよう
なパッケージはない」と文句を言われ
ていることがわかる。②一旦終了。講
習会環境ではインストール済みなの
で、エラーは出ない。このあたりは画
面を見るだけ（エアーハンズオン）

W7-3：パッケージのロード
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①

②



W7-4：パッケージインストール

Aug 01 2016, NGSハンズオン講習会 106

①
②

①作業ディレクトリはどこでもい
いので「sudo R」。これはroot (
管理者)権限でRを実行すると
いう指令。パッケージのインス
トール時に書き込み権限がな
いことに起因するエラー回避が
目的。②パスワードを聞かれた
らログインパスワード（推奨手
順通りだとpass1409）を打ち込
む。見るだけ



W7-4：パッケージインストール
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①

①「source(“…”)」を打ち込む
。これは赤下線部分で示す
biocLiteというインストール用
の関数を利用できるようにす
るためのおまじないのようなも
の。ネットワーク経由でのイン
ストール作業になる。有線LAN
環境が望ましい。見るだけ



①biocLite関数を用いてQuasRを
インストール。赤下線部分を変え
ることで、同じノリで他の任意の
パッケージをインストール可能。
東大有線LAN環境でインストール
完了まで約20分。講習会当日で
きなかったら後々困るので危ない
橋は渡らないのです。見るだけ

W7-4：QuasRインストール
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①



数秒後の状態

W7-5：途中経過1
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①リターンキーを押してから約5分後
にこのような状態になる。古いパッケ
ージのアップデートをするかどうかを
聞かれている。基本はすべてアップ
デートの「a」か、アップデートしないの
「n」。②ここでは「a」と打ってリターン

W7-5：途中経過2
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① ②



特にエラーを吐くことなく順調にインスト
ールが進んでいるようだ。この間は、基
本的に画面が流れているかどうかに注
意を払っていればよい。もし止まってい
るようだったら、「何か聞かれているかエ
ラーかも」という視点でメッセージを見る

W7-5：途中経過3
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①コマンド入力待ち状態になれ
ば基本的にOK。パッと見、エラ
ーメッセージが出ていないようだW7-5：終了後の状態

Aug 01 2016, NGSハンズオン講習会 112

①



①「library(QuasR)」を実行
。ここからは実際に行う

W7-6：インストール確認
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①



①リターンキーを押した最初のほうの画面

W7-6：インストール確認
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①



W7-6：インストール確認
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リターンキーを押した最後のほうの画面。
特にエラーメッセージは出ていないようだ

①



W7-6：インストール確認
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画面がばーっと流れてエラーの確認が
しづらいときは、もう一度同じコマンドを
実行するとよい。このとき、一般的な
LinuxのTipsと同様に、キーボードの上
矢印キーを押すと直前に打ったコマン
ドが表示される。有効利用すべし。この
あたりはホストOS上のRと同じ使用感

①



W7-6：インストール確認
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①2回目は、特に何も表示されない。こ
のような場合は、QuasRパッケージの
ロードに成功していることを意味する。
何らかのエラーに遭遇していれば、そ
の旨表示がなされる。②一旦Rを終了

①
②



W7-7：QuasRウェブページ
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BioconductorのQuasRウェブページ。
QuasRパッケージのインストール手順
と実際に行ったこととの対応関係がよ
くわかるでしょう。スライドを見るだけ
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W8-1：pwd⇔ getwd()

Aug 01 2016, NGSハンズオン講習会 120

①現在の作業ディレクトリは赤下線で
示したところ。②Rを起動。③Linuxの
pwdコマンドに対応するR上での作業
ディレクトリ表示コマンドは「getwd()」

③

①

②



W8-1：pwd⇔ getwd()

Aug 01 2016, NGSハンズオン講習会 121

ホストOS (WinやMac)上のR GUI版
との違いは、起動時の作業ディレク
トリが、Rを起動した場所になる点

③

②



W8-2：ls ⇔ list.files()

Aug 01 2016, NGSハンズオン講習会 122

①Linuxのlsコマンドに対応する
Rコマンドは「list.files()」

①



W8-3：cd ⇔ setwd()
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①Linuxのcdコマンドに対応す
るRコマンドは「setwd()」

①



W8-4：Rは閉じた世界
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①作業ディレクトリ変更後に②Rを終了。
Linuxの世界に戻ったのち③pwd。R起動
前のディレクトリと同じ。このことから、R
の中は閉じた世界であることがわかる

①

③

②
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W9-1：ゲノム配列取得

Aug 01 2016, NGSハンズオン講習会 126

①作業ディレクトリは「~/Documents/genomes
」。②wget実行時にqオプションをつけている
ので途中経過が表示されなくてスッキリ。③ls
。②のwget部分は、実際には行わないで!

①

②

③



W9-1：ゲノム配列取得
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①普通にコピペしても行頭に#をつけてコメント
アウトしているので、「#wgetというコマンドはな
い!」と言われて実行されません。講習会では「
~/Desktop/backup」フォルダ上にダウンロード
済みのファイルを置いてあります。それゆえ、
実際には①wgetの代わりに②をコピペ実行

①

②



W9-1：ゲノム配列取得
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②

①

つまり、①の部分が「cp ~/Desktop/backup/Lac* .」
になるということです。②gunzipでgzファイルを解凍。
解凍後のファイルサイズは2,935,945 bytes (約2.8MB)



W9-2：Rを起動
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「~/Documents/genomes」上で、①
Rを起動。②getwd()はただの確認

①

②



W9-3：入力ファイルの確認
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①list.files()で入力ファイルの存在確認

①



W9-4：コピペ用コード
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入出力の関係。①入力ファ
イル名、②出力ファイル名

①

②



W9-5：コピペ
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赤枠内（つまりコード全部）
を全選択して①コピー

①



W9-5：コピペ
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Rの画面上で①ペースト。ホスト – ゲスト間でコ
ピペがうまくできないときは、②のfirefoxを起動
してコードのコピーをすればよい。あるいは一
旦Bio-Linuxを保存せずに終了して再起動とか

①

②



W9-6：コピペ後
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①

エラーなく実行できたときの全貌（っていうか最後のほ
う）。①最後の行は、write.tableという関数を用いてtmp
の中身をout_fで指定したファイルに保存するコマンド



W9-6：コピペ後

Aug 01 2016, NGSハンズオン講習会 135

①

それゆえ、out_fで指定した出力ファイル(result_JALAB1.txt)
をイチイチ開いて確認しなくても、①tmpと打って、tmpの中
身をR画面上で確認するのでもよい。ただの復習



W9-6：コピペ後
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①tmpの中身を表示させた結果。これが
「連載第1回の図2」と基本的に同じもの

①



ほらね
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①連載第1回の図2です

①



W9-7：存在確認
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①確かにW9-3のコピペ前には存在
しなかったresult_JSLAB1.txtがある

①



W9-7：存在確認
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①Rを終了させて、②lsで
存在確認しているだけです

①

②



W9-8：R起動時のTips
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①R起動時に-qオプションをつけ
ることで、スタートアップメッセー
ジを非表示にすることができる。

①



W9-8：R終了時のTips
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①R終了時に「save=“no”」オプションをつけ
ることで、「Save workspace image? [y/n/c]」
と毎回聞かれる苦行から解放される

①
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wgetは基本やらない

Aug 01 2016, NGSハンズオン講習会 143

①

この後何回かwgetを利用しますが、基本的には
wgetしたつもりにしてください。実際に行うのは、①「
~/Desktop/backup」上にある、対応するファイルの
コピーを行ってください。大量同時アクセスにならな
いタイミングでひっそり自己責任でwgetするのは黙
認します。http://www.iu.a.u-tokyo.ac.jp以下のアグ
リバイオサーバ上にあるものはwgetを試みてもOK

http://www.iu.a.u-tokyo.ac.jp/


W10-1：source関数

Aug 01 2016, NGSハンズオン講習会 144

①一旦result_JSLAB1.txtを削除。②wgetで
JSLAB5_1.Rファイルを取得。JSLAB5_1.Rフ
ァイルの中身はW9-4 (スライド131)と同じ

①

②



W10-1：source関数
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①headで最初の5行分を表示。文字
化けしているが、結果に影響しないコ
メント部分なので、ここでは気にしない

①



W10-1：source関数
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①スタートアップメッセー
ジを非表示にしてRを起動

①



W10-1：source関数
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目的は「source(“JSLAB5_1.R”)」と打ち込む
こと。Rの対話モードでもタブ補完が有効な
ので、①のような状態でTabキーを押すと…

①



W10-1：source関数
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このようにタブ補完される。リターン

①



W10-2：実行結果
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このような画面になる

①



W10-3：確認
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①list.files()で確認。確かに出力ファイルとし
て指定したresult_JSLAB1.txtが生成されてい
る。②Rを終了。③lsで念のため確認。④more
でファイルの中身を表示。妥当な結果である

①

②

④

③



W10-4：Rのバージョン確認
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①「R --version」と打つことで、R
を起動することなくバージョン確
認をすることができる。正確には
一旦起動してすぐに終了してい
るようだが、エンドユーザからす
れば起動していないのと同じ。②
grepを併用することで、さらに表
示結果から”version”を含む行の
みに限定させることができる

①

②



W10-5：バッチモード

Aug 01 2016, NGSハンズオン講習会 152

①一旦result_JSLAB1.txtを削除。②lsで出力
予定ファイル(result_JSLAB1.txt)がないこと
を確認して、③バッチモードの基本形を実行

②

③

①



W10-5：バッチモード
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①リターンを押して実行した結果。確かにq()な
どでRを終了させる手間なく、通常のLinuxコマ
ンド入力待ち状態になっていることがわかる

①



W10-5：確認
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①lsで確認。確かにresult_JSLAB1.txtが出力
結果として得られており、②その中身も妥当

①

②



W11：文字化け対策
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①

②

③

気になるヒト用に文字化け対策の復習。連載
第4回W13-6にも記載あり。nkfのインストール
ができていない人は第4回W13-5を参照して自
力でインストール。①JSLAB5_1.Rの最初の5行
分を表示。②fileコマンドで文字コードを確認。
赤下線のような見たこともない形式のようだが
、③nkfが自動認識してくれるので気にもしない



W11：文字化け対策
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⑤

④

④nkf実行後のファイルhoge.Rの最初の5行
分を表示。確かに文字化けが解消されてい
ることがわかる。⑤hoge.Rの文字コードは「
UTF-8 Unicode text」というものらしいが、判
読できていればよいので、特に気にしない
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W12-1：発展形1

Aug 01 2016, NGSハンズオン講習会 158

①--slaveオプションをつけて実行させ
ると、実行中に画面表示されるものが
減るので、多少見づらさが緩和される

①



W12-1：発展形1
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実行結果。W10-5と比較すると違いがわか
る。違いはよくわからないかも…。--slaveオ
プションは、お約束的につけるものらしい。こ
れがついていても特に気にする必要はない

①



W12-1：発展形1
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①lsで確認。確かに出力ファイルが存在する

①



W12-2：発展形2
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①JSLAB5_1.Rの最初の2行分を表示。
nkf実行結果とパイプさせているのは、
文字化け対策。JSLAB5_1.Rが正常動作
するのは、②作業ディレクトリ上に、in_f
で指定した入力ファイルが存在するから

①

②



W12-2：発展形2
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①result2ディレクトリにJSLAB5_1.Rをコピー。
②移動先にはJSLAB5_1.Rが入力として読み
込む乳酸菌ゲノムファイルは存在しない。③
result2上でJSLAB5_1.Rを実行してみると…

①

②

③
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①cannot open file…や②Execution 
haltedというネガティブなメッセージ
からも、実行失敗の想像がつく

①

②
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③lsした結果。result_JSLAB1.txtが生成され
ていないことがわかる。④当然
~/Documents/genomes上にもない。理由は
シンプル。JSLAB5_1.Rは、入力ファイルをカ
レントディレクトリ上でのみ探索しているから

①

② ③

④
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①wgetでJSLAB5_2.Rをダウンロード。②最
初の2行分を表示。赤下線で示すように、
入力ファイルを絶対パスで指定している。
③JSLAB5_2.Rをバッチモードで実行

①

②

③



W12-3：発展形3

Aug 01 2016, NGSハンズオン講習会 166

実行結果。エラーメッセージは出ていない
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①lsで確認。確かに出力ファイル
が存在し、②その中身も正しい

①

②



Contents
 日本乳酸菌学会誌のNGS連載第4回までの復習（特にFastQCとFaQCs）

 まずはFaQCs実行、おさらい、FastQCでIllumina adapterの消滅確認

 Javaプログラムの設定と実行(Rockhopper2)
 W2: Javaの確認とダウンロード、GUI版の実行

 W3: Linux Tips (&, ps, kill, and nohup)

 W4とW5：コマンドライン版の実行(paired-end)、クラスパスの設定、再実行

 W6：コマンドライン版の実行(single-end)

 Linux環境でのRの利用法
 W7：起動と終了、QuasRパッケージのインストール（エアーハンズオン）

 W8：R基本コマンド、W9：乳酸菌ゲノム配列取得と基本情報取得（連載第1回の図2）

 W10：source関数、バッチモードでの利用

 W12：バッチモードでの利用の発展形、入力ファイルの絶対パス指定

 W13：gzip圧縮状態での利用

168Aug 01 2016, NGSハンズオン講習会



W13-1：最新版で解析

Aug 01 2016, NGSハンズオン講習会 169

①ゲノムファイルと②Rスクリプトファイ
ルのダウンロード。赤下線で示すように
、正しく取得できてるっぽいことがわかる

①

②
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①Rスクリプトファイルの最初の2行分を表示。
赤下線で示すようにgzip圧縮ファイルのままで
取り扱うことができる。②JSLAB5_3.Rを実行

①

②
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エラーなく実行できていることがわかる
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①lsで確認。出力ファイルresult_JSLAB1.txt
が確かにできている。②moreで中身を表示
。1 contig、2,907,892 bpであることがわかる

①

②
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①L. casei 12Aの詳細情報はここからみられる。②
wgetでgzip圧縮FASTA形式ファイル取得する際のURL
情報はここからゲットできます。スライドを見るだけ

①

②
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①

②

①をクリックした結果。連載第1回当時は
コンティグレベルだったが、第5回執筆時
には②染色体レベルになっていることが
わかる。③トータル塩基数は2,907,892 bp

③


