
東京大学・大学院農学生命科学研究科
孫建強、清水謙多郎、門田 幸二

kadota@bi.a.u-tokyo.ac.jp

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

次世代シーケンサーデータの解析手法
第5回：ウェブ資料

2016.06.09版

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 1



W1-1：FaQCs実行

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 2

①

第4回[W17-3]と基本的に同じ。ここでは①ls実行結果
で2つのgzip圧縮ファイル（*.fastq.gz）のみが見えるよ
うに余分なファイルを予め削除している。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以上になっている。
③FaQCsの実行。result2ディレクトリに結果を保存。

②

③



W1-1：FaQCs実行

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 3

①

④ result2ディレクトリをlsしている。
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



W1-2：FastQC実行

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 4

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

①

②



W1-2：FastQC実行

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 5

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

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 6

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

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 7

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

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 8

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

①



W2-1：Rockhopper

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 9

①

②

①Download。Bio-Linux8の場合は、②
「Rockhopper for any platform」でよい



W2-1：Rockhopper

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 10

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



W2-2：Java確認など

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 11

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。

①

②

③



W2-3：wgetで取得

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 12

①wget実行。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)であることがわかる。

①

②



W2-4：GUI版を実行

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 13

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。③リターンキーを押すと…

①

② ③



W2-4：GUI版を実行

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 14

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

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 15

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



W3-1：background job

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 16

それを回避する一つのやり方が「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。
①RockhopperのGUIを一旦終了させると…

①



W3-1：background job

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 17

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

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 18

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

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 19

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

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 20

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

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 21

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

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 22

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

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 23

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

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 24

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

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 25

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

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 26

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。

①

②

③

④



W3-5：psコマンド

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 27

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

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 28

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

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 29

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

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 30

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。

①



W3-6：killコマンド

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 31

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

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 32

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

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 33

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

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 34

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

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 35

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

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 36

①「ps –f」で確認。確かにPID8785
が存在することがわかる。

①



W4-1：コマンドライン版

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 37

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

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 38

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

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 39

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



W4-1：オプション

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 40

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はTrinityと同じく25がデ
フォルトのようだ。②アセンブル後のコンティ
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

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 41

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
あたりまでじっくり眺めて、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

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 42

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を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。

②

③

①



W4-4：クラスパスの設定

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 43

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

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 44

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」。著者らの環境で
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

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 45

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。



W5-1：Rockhopper実行

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 46

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

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 47

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

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 48

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

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 49

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

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 50

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

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 51

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

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 52

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



W6-1：single-endで実行

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 53

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。

①



W6-1：single-endで実行

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 54

②Rockhopper_Results中の
transcripts.txtのファイルサイズが145 
bytesとなっていることから、何かしらア
センブルされた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

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 55

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。②
qで抜ける。quitのqです。

①

②



W6-2：single-endで実行

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 56

コマンド入力待ち状態に戻る。



ここまでの作業で、Rockhopperはアセンブル実
行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

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 57

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

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 58

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

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 59

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

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 60

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

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 61

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

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 62



ファイル末尾に移動。赤枠内に見えているのは、計
4transcripts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。W6-5：結果を眺める

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 63



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

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 64

①

③

②



①Rの終了は「q()」

W7-1：Rの終了

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 65

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。

W7-1：Rの終了

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 66

①



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

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 67

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

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 68

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。

W7-3：パッケージのロード

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 69

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。

W7-4：パッケージインストール

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 70

①
②



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。

W7-4：パッケージインストール

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 71

①



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。

W7-4：QuasRインストール

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 72

①



数秒後の状態

W7-5：途中経過1

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 73



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

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 74

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

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 75



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

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 76

①



①「library(QuasR)」を実行。

W7-6：インストール確認

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 77

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

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 78

①



W7-6：インストール確認

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 79

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
ジが出ていないことがわかる。

①



W7-6：インストール確認

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 80

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

①



W7-6：インストール確認

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 81

2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

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 82

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。



W8-1：pwd⇔ getwd()

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 83

①現在の作業ディレクトリは赤下線で
示したところ。②R起動後に、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()

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 84

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()

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 85

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()

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 86

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

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 87

①作業ディレクトリ変更後にRを終了。
Linuxの世界に戻ったのち②pwd。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

②



W9-1：ゲノム配列取得

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 88

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

①

②

③



W9-1：ゲノム配列取得

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 89

①gunzip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)。

①



W9-2：Rを起動

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 90

「~/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

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 91

①list.files()で入力ファイルの存在確認

①



W9-4：コピペ用コード

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 92

入出力の関係。①入力ファイル名、②出力フ
ァイル名。③ここでは、入力ファイル名をin_fで
、出力ファイル名をout_fとして取り扱っている

①

②③



W9-5：コピペ

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 93

黒枠内（つまりコード全部）
を全選択して①コピー。

①



W9-5：コピペ

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 94

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。

①

②



W9-6：コピペ後

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 95

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。

①



W9-6：コピペ後

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 96

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。

①



W9-6：コピペ後

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 97

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



W9-7：存在確認

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 98

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

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 99

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

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 100

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

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 101

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



W10-1：source関数

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 102

①一旦result_JSLAB1.txtを削除。②
wgetでJSLAB5_1.Rファイルを取得。

①

②



W10-1：source関数

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 103

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

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 104

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

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 105

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のような状態でタブキーを押すと…

①



W10-1：source関数

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 106

このようにタブ補完される。リターン

①



W10-2：実行結果

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 107

このような画面になる

①



W10-3：確認

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 108

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

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 109

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模様
だが、エンドユーザからすれ
ば起動していないのと同じ。
②grep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

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 110

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

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 111

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

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 112

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

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 113

①

②

③

気になるヒト用に文字化け対策の復習。連
載第4回の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回のW13-
5を参照して自力でインストール。①
JSLAB5_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

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 114

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。



W12-1：発展形1

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 115

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

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 116

実行結果。W10-5と比較すると違いがわかる。

①



W12-1：発展形1

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 117

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

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 118

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

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 119

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



W12-2：発展形2

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 120

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



W12-2：発展形2

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 121

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



W12-3：発展形3

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 122

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

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 123

実行結果。エラーメッセージは出ていない



W12-3：発展形3

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 124

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



W13-1：最新版で解析

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 125

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



W13-1：最新版で解析

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 126

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



W13-1：最新版で解析

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 127

エラーなく実行できていることがわかる



W13-1：最新版で解析

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 128

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



W13-2：Ensembl

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 129

①L. casei 12Aの詳細情報はここからみられる
。②wget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。

①

②



W13-2：Ensembl

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 130

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



W14-1：準備

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 131

①作業ディレクトリは「~/Documents/srp017156」とする。②ここで
見えている2つのgzファイルは、連載第3回W25あたりで作成した、
最初の100万リード(400万行)からなるpaired-end RNA-seqデータ

②

①



W14-1：準備

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 132

①「~/Documents/srp017156/result2」ディレクトリ
上にある*.fastqファイルがFaQCs実行結果なので
、これを確認。②このディレクトリ中の*.fastqを満
たすファイル(赤線の3つ）全てをgzip圧縮。数分

①

②



W14-1：準備

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 133

①②マッピングに用いたいのは赤下線の2つのフ
ァイルのみなので、これらをカレントディレクトリに
コピー。cpコマンドの最後のピリオド(.)はコピー先
をカレントディレクトリにするという意味

①
②



W14-1：行数確認

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 134

-cオプションをつけて元ファイルを残したまま
でgzip圧縮ファイルを解凍。パイプ(|)でそのま
ま行数をカウントするwcコマンドに流すことで
、元ファイルを変更することなくgzファイルの行
数情報を得ることができる。FaQCs実行前
(pre)のファイルは4,000,000行、実行後(post)
のファイルは3,908,808行であることがわかる。

①

②

③

④



W14-2：リストファイル

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 135

①リストファイルの作成（正確にはダウンロ
ード）と確認。QuasRは複数サンプルのマッ
ピングが可能。ここでは、FaQCs実行前(pre)
と実行後(post)のpaired-endファイルをリスト
として与えてマッピングを実行するつもり。

①



W14-2：リストファイル

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 136

②リストファイルの中身を確認。paired-endの
場合は、1行目(FileName1  FileName2  
SampleName)の部分はこのように書く(固定)。
2行目以降にマッピングしたいFASTQファイル
名を書く。3列目(緑の下線)のpreやpostの部
分は、任意の文字列でよい。

②



W14-3：Rスクリプト

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 137

①Rスクリプトファイル(JSLAB5_5.R)のダウンロードと
、②中身の表示。nkfは文字化け回避用。in_f1がリス
トファイル[W14-2]。in_f2がリファレンス配列[W13-1]
。gzip圧縮リファレンス配列ファイルの解凍は後で。

①

②



W14-4：カラー表示

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 138

カラー表示。実際のコマンドはごくわずかであるこ
とがわかります。①qAlign関数部分がマッピング
本番。②qQCReport関数は、PDFレポート作成用

①

②



W14-5：解凍

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 139

①gzip圧縮されたリファレン
スゲノム配列ファイルを解凍

①



W14-5：マッピング本番

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 140

QuasRでのマッピング用のRスク
リプトファイルJSLAB5_5.Rを実行
。トータルで約15分かかる。

①



W14-5：途中経過1

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 141

リターンキーを押して数秒後の状態。①まず
最初にやっているのは、リファレンス配列の
インデックス化。インデックス化(indexing)す
ることでマッピングを高速に行うことができ
ます。数MB程度の乳酸菌ゲノムの場合は
比較的短時間（数分のオーダー）で終わりま
すがヒトゲノムだと数十分以上はかかるの
ではと思います。ただし、同じリファレンス配
列を使って別のデータのマッピングを行う場
合には、既にインデックス化されたものを使
うのでこの部分はスキップできます。

①



W14-5：途中経過2

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 142

①マッピングがスタート。この種のプログ
ラムは実行ログファイルを作成する場合
が多いです。QuasRも②の絶対パスで示
したファイル名にログを書き込んでいます

①

②



W14-5：途中経過3

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 143

①samやbamと書かれているが、これは多くのマ
ッピングプログラム(QuasRのデフォルトは内部的
にBowtieプログラムを利用)の結果ファイルの形
式がbam形式だから。bamはsamのバイナリ版。

①



W14-5：途中経過4

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 144

①2回目のsamやbamの記述。おそらく2つ
めのサンプル(リストファイルの3行目。この
場合FaQCs実行後のファイルQC.*.fastq.gz)
のマッピングを行っているのだろう。

①



W14-5：途中経過5

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 145

①マッピングは無事に終了したようだ。
②QC情報を得ようとしているのだろう。

①

②



W14-5：無事終了

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 146

①エラーを吐くことなく正常終了したようだ

①



W15-1：結果の解説

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 147

①lsした結果。②多数のファイル（計8フ
ァイル）が生成されていることがわかる。
マッピング前[W14-5]と比べてみるとよい

①

②

②

②



W15-1：結果の解説

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 148

マッピング結果ファイルのメインは①
と②で示した.bam。この形式のファイ
ルを入力としてその後の解析を行うプ
ログラムも多い。③エラーが出たりす
ることがなければlogファイルの中身を
あまり見ることはないが、この中をよく
見るとマッピング時に用いたオプショ
ン情報などを読み取ることができる。

①

②

③



W15-1：結果の解説

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 149

赤下線部分の文字列はランダムに発
生させているので、ヒトによって異なる



W15-1：結果の解説

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 150

①このPDFファイル中には、入力ファイル
(paired-end RNA-seqリード)のQC情報や、ど
れだけマップされたかの結果などが含まれる。

①



W15-1：結果の解説

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 151

①のファイルは、②の部分を実行した
から生成された。わざわざ生成させた
のは、Rockhopper2でアセンブルがう
まくいかなかった理由が、このQCレポ
ートファイルを眺めることでわかるから

①

②



W15-2：リファレンスのほう

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 152

①リファレンスゲノムファイルがある
ディレクトリをls。②リファレンスとして
指定したファイル。③W14-5の最初で
リファレンスゲノムのインデックス化を
行っていたが、そのときに作成された
のが赤枠の3ファイル。「
~/Documents/genomes」の所有者が
自分なので、これらのファイルを作成
することができた。が、スパコンなどで
共用のリファレンスゲノムのディレクト
リを利用する際には、書き込み権限
がないことに起因するエラーが起こる
かもしれないので記憶に留めておこう

①

③

②



W15-3：QCレポート

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 153

①

QuasRでマッピングしたのは、QC
レポートを眺めるのが主目的。こ
こでは、①pdfファイルを共有フォ
ルダ(~/Desktop/mac_share)にコ
ピーしてホストOS上で眺めるが…



W15-3：QCレポート

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 154

①

①引出しアイコンをクリックしてい
ってゲストOS上で眺めてもよい。

②

③



W15-4：PDF解説

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 155

PDF1枚目。入力ファイルのQuality score分布。
FastQC Report中の項目「Per base sequence quality」
と同じ。上段がFaQCs実行前(pre)、下段が実行後
(post)。左がforward側、右がreverse側。ここでの目的
はFaQCs実行前後の比較ではなく、マップされなかっ
たリードの割合や、数少ないマップされたリードの調査
なので、劇的な違いはないが気にしない。



W15-5：PDF解説

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 156

①

PDF2枚目。ポジションごとの塩基の出現確率。
FastQC Report中の項目「Per base sequence 
content」と同じ(但し色は異なる)。①forward側の
100-107bp付近(赤枠部分)の分布が不自然。このよ
うな結果は、FastQCをデフォルトオプションで実行す
ると得られない。この結果と後のほうのPDFレポート
と合わせることで、これがトリムしきれていない乳酸
菌に由来しないものだという確定診断が下される。



W15-6：PDF解説

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 157

PDF4枚目。全リード(forward, reverse合わせて約
200万リード)のうち、マップされたリードの割合は
FaQCs実行前(pre; 上側)が0.4%、実行後(post; 下側)
が0.5%。ほとんどマップされなかったことを意味する



W15-7：PDF解説

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 158

PDF6枚目。マニュアルを読んでもよくわからなかったが
、おそらく縦軸がMismatche basesとなっているので、ミス
マッチを許容してマップされたリードの中でどこにミスマッ
チがあったかを表示しているものと思われる。多少解釈
が間違っていたとしても、①このプロット分布を見れば、「
forward側の100-107 bp付近が犯人」という結論は不変

①
forward側 reverse側



W15-8：PDF解説

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 159

PDF8枚目。入力はpaired-endなので、おそらく
forward側とreverse側両方でマップされたリー
ドのみを取り扱っている。ゲノム配列上での
forwardとreverse間の距離分布をプロットして
いるものと思われる。

FaQCs実行前 FaQCs実行後



W15-9：参考

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 160

今回のRスクリプトファイル（JSLAB5_5.R）は
、①のコードをテンプレートとして作成した。
尚、第5回では述べないが、②カウント情報
取得まで一気に行いたい場合のテンプレー
トなど、QuasRを用いたものは多数ある。

①

②



W16-1：トリミング

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 161

forward側リードの100-107塩基付

近の乳酸菌に由来しないものを除
去すべく、①末端8塩基分を除去す
るためのRスクリプトのテンプレート

①



W16-1：トリミング

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 162

①作業ディレクトリはここ。②ダウンロ
ードしたJSLAB5_6.Rの最初の3行分

を表示。③入力ファイルは相対パスで
示したSRR616268sub_1.fastq.gz。
④3’末端の8塩基を除去した結果を⑤
hoge_1.fastq.gzというファイル名で保

存。⑥スクリプトファイルの実行。数秒
①

②

④

③
⑤

⑥



W16-1：トリミング

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 163

スクリプトファイル実行直後の状態。①width列
の数値が99になっているのがわかる。これは、
トリミング後のリード長が99 bpであることを意
味する。107 bpから8 bpトリムするプログラム
を実行したので、99 bpになっているのは妥当。

①



W16-1：トリミング

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 164

①reverse側のファイルとして
SRR616268sub_2.fastq.gzを作業ディレクト
リにコピー。②hoge_1.fastq.gz (ファイルサイ
ズ66,235,765 bytes)は、JSLAB5_6.Rの実
行結果ファイル。③ JSLAB5_6.Rの入力ファ
イル(SRR616268sub_1.fastq.gz) は
76,659,501 bytes。107 bpが99 bpになった

結果のファイルサイズの減少度合い的に妥当

①

③

②



W16-2：トリミング

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 165

①FASTX-Toolkitのfastx_trimmerを利
用するやり方。②fastx_trimmerはgzip

圧縮ファイルの入力を受け付けないので
、gunzipした結果をパイプで渡している

① ②



W16-2：トリミング

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 166

③この「- (ハイフン)」は、パイプで渡したものを入力とし

て受け付けるという明示的な意思表示。省略することが
できるコマンド（or プログラム）もあるが、fastx_trimmer

は明示しないと怒られるのでつけている。

③



W16-2：トリミング

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 167

④fastx_trimmer実行の本体部分。-lでリー

ドの何塩基目までを残すかを指定。ここで
は、(100塩基目以降をトリムしたいので)99

塩基目まで残すという指定を行っている。

④



W16-2：トリミング

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 168

⑤ここでは、トリムした結果をパイプで流してgzip

圧縮してhoge_2.fastq.gzというファイル名で保
存するという指令。「| gzip - > …」とハイフン(-)を
明示してもよい。fastx_trimmerの-zや-oオプショ

ンを使う書き方もある。表現方法はいろいろ。

⑤



W16-3：確認

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 169

①ls -lでファイルサイズを確認。RのBiostringsで
の実行結果(hoge_1.fastq.gz)とfastx_trimmer

での実行結果(hoge_2.fastq.gz)のファイルサイ

ズが異なっている。この場合、どちらかのプログ
ラムにバグがある可能性を考えるのが自然。

①



W16-3：確認

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 170

①RのBiostringsでの実行結果
(hoge_1.fastq.gz)と②fastx_trimmerでの実行
結果(hoge_2.fastq.gz)の最初の4行分を表示。
両者の違いは赤枠部分のdescription情報の有

無だけのようであり、バグではなさそうだ。

①

②



W16-3：確認

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 171

①RのBiostringsでの実行結果
(hoge_1.fastq.gz)と②fastx_trimmerでの実行
結果(hoge_2.fastq.gz)の最後の4行分を表示。

大丈夫そうだ。

①

②



W16-4：Tips

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 172

素朴な疑問として、よく赤下線部分の「description情報
の記述が変わってないけど…」という質問が出ます。こ

れはdescription行部分の①スペース以降の記述は任
意のため、トリム用プログラムは、この赤下線部分は「
ただの文字列」として取り扱います。そんなもんです。

①

①



W17-1：Rockhopper

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 173

②Rockhopper2によるde novo transcriptome 

assemblyをトリム後のデータで再実行。
forward側はRのBiostringsを用いて得られたフ
ァイル(hoge_1.fastq.gz)、reverse側は特に何
もしていないSRR616268sub_2.fastq.gzを入
力として与えている。

①



W17-1：Rockhopper

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 174

実行結果。エラーが出ていることがわかる。これ
は、今実行したターミナルは、クラスパスを設定
したターミナル[W4]とは異なるものだから。もし
同じターミナルだったら、エラーは出ない

①



W17-2：echoで書き込み

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 175

①W4で設定したクラスパスが、このター

ミナルでは無効になっていることを確認。
環境設定の永続化は、第4回のW10-3で
行った、~/.zshrcファイルへの書き込み。
②~/.zshrcファイルの最後の5行分を表
示。これがクラスパス書き込み前の状態

①

②



W17-2：echoで書き込み

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 176

「gedit ~/.zshrc」で.zshrcファイルを編集
してもよいが、せっかくなので「echoで表

示させた文字列をファイルに追加書き込
みする」やり方を伝授。①や②で示すよう
に、シングルクォーテーション(‘)で囲まれ
た文字列を画面上に出力するのがecho

①

②



W17-2：>>で追加書き込み

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 177

①echoで表示させた、~/.zshrcファ

イルの最後に書き込みたい内容を「
>>」で追加書き込み。「>」では追加

ではなく上書きになってしまうので
注意!「cp ~/.zshrc ~/.zshrc_org」な

どとしてバックアップファイルを作成
しておくほうがいいかもしれない。②
追加書き込み後にtailコマンドで最
後の5行分を再表示。追加書き込み
が正常終了。

①

②



W17-3：sourceして確認

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 178

ただの復習(第4回のW10-4)。~/.zshrc

にきちんと書き込みできていたとしても
②source関数を実行して環境設定ファ
イル(~/.zshrc)のリロードを行わなけれ

ばいけない。①リロード前と③リロード
後で「echo $CLASSPATH」実行結果
が異なっていることがわかる。

①

②
③



W17-4：Rockhopper

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 179

Rockhopper2を再々トライ。 RのBiostrings

を利用したファイルhoge_1.fastq.gzを
forward側として入力する場合。約2分

①



W17-4：途中経過

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 180

今度はうまく動いているようだ

①



W17-4：実行結果

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 181

トリム前の無残な結果[W5-2]やreverse

側のsingle-endのみの結果[W6-4]と比
べても、①転写物数(794 transcripts)や
②総塩基数(449,115 bases)の点で劇的
にアセンブルが改善されたことがわかる!

①

②



W17-5：Rockhopper

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 182

①fastx_trimmerでの実行結果フ
ァイル(hoge_2.fastq.gz)を入力と

して、念のため実行。②
Rockhopper_Resultsディレクトリ

中の以前の実行結果ファイルは
上書きされてなくなるので注意！
様々なオプションや入力ファイル
の結果を保存したい場合は「
summary.txtやtranscripts.txt」の

ファイル名をその都度変更してお
く。ここは同じ結果になることを確
認するだけなので気にしない

①

②



W17-5：Rockhopper

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 183

確かに同じ結果になった！2つのト

リミングプログラムともに正しく動作
していることも、ポジティブなアセン
ブル結果から証明されたといえる。



W17-6：single-end

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 184

比較用に①何もしていないreverse側のsingle-

endのみ(SRR616268sub_2.fastq.gz)で実行

①



W17-6：single-end

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 185

①アセンブルされた転写物数は424個、②総
塩基数は185,233。③入力リード数983,854個
のうち、72% (710,393個)がマップされているこ
とがわかる。FaQCs実行後のファイルを入力と
した結果(W6-4)よりもわずかによい結果とい
えるかもしれないが、事実上誤差範囲。

①

②

③



W18-1：QuasR

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 186

①トリム後のデータでマッピングを再実行すべく、リスト
ファイル(JSLAB5_7.txt)をダウンロード。forward側は
hoge_1.fastq.gz、reverse側は特に何もしていない
SRR616268sub_2.fastq.gz。②moreで中身を表示。③
比較のため、特に何もしていないforward側のファイル
でのマッピングも行っている(pre_7bp_trimの行に相当)

①

②

③



W18-2：QuasR

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 187

①Rスクリプトファイル(JSLAB5_8.R)を
ダウンロードし、②最初の2行分を表示

①

②



W18-3：QuasR

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 188

①比較用入力ファイル(SRR616268sub_1.fastq.gz)

のコピーと②確認

①

②



W18-4：QuasR

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 189

①Rスクリプトファイル(JSLAB5_8.R)

の実行。約13分。

①



W18-4：QuasR

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 190

無事終了。①lsで確認。bamフ
ァイルや②QCレポートファイル
が作成されていることがわかる

①

②

③



W18-5：PDF解説

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 191

PDF2枚目。ポジションごとの塩基の出現確
率。 FastQC Report中の項目「Per base 
sequence content」と同じ(但し色は異なる)。
赤枠部分がトリムされたおかげでアセンブル
やマッピングが劇的に改善したことになる。

①
forward側 reverse側



W18-6：PDF解説

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 192

PDF4枚目。全リード(forward, reverse合わせ
て200万リード)のうち、マップされたリードの
割合は①トリム実行前が0.4%、②実行後が
34.6%。トリム後のマップ率が劇的に向上。

①

②



W18-7：PDF解説

日本乳酸菌学会誌の連載第5回 193

PDF6枚目。Forward側の100-107 bpをトリム
したおかげで①のミスマッチ塩基の割合が
劇的に低下していることがわかる。そのおか
げで、相対的なインパクトが弱かった②
forward側の1塩基目あたりもミスマッチ率が
高かったことがわかる。

①
forward側 reverse側

②



W19-1：FastQC
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①--nogroupオプションをつけてFastQCを実行。
②赤枠が出力ファイル。③htmlレポートのファイ
ル名をSRR616268sub_1_nogroup.htmlに変更。

①

③

②



W19-2：FastQC
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①SRR616268sub_1_nogroup.htmlのKmer
Content項目を表示。1-59塩基目には極端に多
いk-merの上位6個は存在しないことがわかる

①



W19-2：FastQC
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①リードの右側(3’側)を表示。極端に多いk-merの上
位6個が右側に偏って存在することがわかる。

①



W19-2：FastQC
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①

②

③

① Kmer Content項目のちょっと下のほうを表
示。②上の折れ線グラフは、③赤枠で示す観測
値/期待値が大きい上位6個をプロットしたもの



W19-3：FastQC
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①デフォルトでFastQCを実行。②htmlレポートの
ファイル名をSRR616268sub_1_default.htmlに変更

①
②



W19-4：FastQC
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①SRR616268sub_1_default.htmlのKmer Content
項目を表示。極端に多いk-merの上位6個が左側
（5’側）に偏って存在していることがわかる。



W19-4：FastQC
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① Kmer Content項目のちょっと下のほうを表示。
②上の折れ線グラフは、③赤枠で示す観測値/期
待値が大きい上位6個をプロットしたもの

①

②

③


