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日本乳酸菌学会誌の連載第7回 1



W1-1：PacBio RS II

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 2

YouTubeで見られるPacBioのSMART 
Cell sequencingの原理説明番組



W2-1：PacBioデータ

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 3

DRR024500は（連載第6回のW2-2作成当時
は見られたが）2016年3月頃から見られない

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



W2-2：乳酸菌データ

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 4

原著論文(PMID: 25879859)のPubMedの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、NGS生
データがDDBJ Sequence Read Archive (DDBJ 
SRA; 略してDRA)にDRR024500とDRR024501とい
うIDで登録されていることがわかる。③Illumina 
MiSeqデータのDRR024501を頼りに調べていく

①

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

②

③



W2-3：乳酸菌データ

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 5

①DRR024501の上位階層である②DRP002401を
クリックすると、PacBioの新しいDRR IDに辿れる

①

②



W2-3：乳酸菌データ

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 6

①DRP002401。②DRX022185から、③新しい
PacBioのDRR ID (DRR054113-054116)に辿れる

②

①

③



W2-4：乳酸菌データ

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 7

①DRR024501の上位階層である②DRA002643を
クリックすると、PacBioの新しいDRR IDに辿れる

①

②



W2-4：乳酸菌データ

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 8

①DRA002643でも、②新しいPacBioの
DRR ID (DRR054113-054116)に辿れる

①

②



W2-5：PacBio概観

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 9

①各DRR IDをクリックして
、PacBioデータを眺める

①



W2-5：DRR054113

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 10

①DRR054113中の総リード数は163,482

①



W2-5：DRR054114

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 11

①

①DRR054114中の総リード数は163,482



W2-5：DRR054115

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 12

①

①DRR054115中の総リード数は163,482



W2-5：DRR054116

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 13

①

①DRR054116中の総リード数は163,482
。4 SMRT Cells由来の全DRR IDsのリ
ード数が同じになっている



W2-6：SMRT Analysis

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 14

①DevNet、②SMRT Analysis

①

②



W2-6：SMRT Analysis

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 15

①ページ下部に移動し、②の手順を参考
にインストールを行う。③が手順書の中に
書かれているwgetでダウンロードするもの

①

②

③



W2-7：bax.h5ファイル

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 16

①1セル分のみでも(747MB + 766MB + 901MB) 
= 2,414MB (約2.4GB)。実際のダウンロードは
W7-1で行う

①



W3-1：FASTQダウンロード

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 17

①DRR054113、②FASTQ、③bzip2
圧縮FASTQファイルをダウンロー
ド。右クリックで「ショートカットのコ
ピー」などでURL情報を取得(第4

回W9-2やW18-1)してwgetしてもよ
いし、共有フォルダ経由でBio-
Linux上に置いてもよい。

①

②

③

②



W3-1：FASTQダウンロード

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 18

作業ディレクトリはどこでもよいが、ここでは
①~/Documents/DRR054113で②wgetして
いる。③ファイルサイズは数MB程度なので
、ダウンロード自体はほぼ一瞬で終わる。

①

②

③



W3-2：FastQC

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 19

①FastQC ver. 0.11.4は、第4回W9-2でインストールし
、fastqc2というコマンドでパスを通している。②FastQC
を実行し、共有フォルダ(~/Desktop/mac_share)に保存
している。③ファイルの確認。

①

②

③



W3-3：結果を眺める

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 20

①共有フォルダに保存することで、使いなれた
ホストOS(この場合Windows)上で②FastQC

実行結果ファイルを眺めることができる。

①

①

②



W3-3：結果を眺める

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 21

FastQC実行結果の解説は第4回W8と
W17、および第6回W4にもあり。①入力フ
ァイル。②リード数は915、③配列長は
923-8076 bpの範囲であることがわかる。

①

②

③



W3-3：結果を眺める

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 22

①Per base sequence quality。この図の縦軸はク
オリティスコア。②赤線のスコア20を超えているか
どうかが1つの目安。Illumina HiSeq2000 (第4回
のW8)やMiSeq (第6回のW4)とは傾向が異なる。

①

②



W3-3：結果を眺める

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 23

①横軸のリードポジションが4000 bpあたりで黄色
の縦棒がなくなっているのは、4000 bp以上のリー

ドが少数だからだと思われる。それは②の配列長
分布(Sequence Length Distribution)で確認できる

②

①



W3-4：配列長分布

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 24

①配列長分布(Sequence Length 

Distribution)。②このあたりで黄色の縦棒
がなくなっているので、おそらく20リードが

黄色の縦棒の有無の閾値なのだろう

①

②



W3-5：bzip2  gz

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 25

①元のbzip2ファイルを残したままgzipファイルを
作成。bzip2の-dは解凍オプション、-cは解凍結
果を標準出力させるオプション。 bzip2 -dc使用
例は、第3回W22-2、第6回W3にもあり。②bzip2

とgzipの圧縮効率に関しては第3回W13にもあり

①

②



W3-6：R起動

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 26

Rの起動の基本は、Rのみでよい（第5回W7）。①-qオプシ
ョンをつけてメッセージ表示を省略している（第5回W9-7）。

①



W3-6：入出力

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 27

①入力はgzip圧縮ファイル(DRR054113.fastq.gz)

、②出力はhoge3.txt。

①

②



W3-6：コピペ後

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 28

①赤枠をコピペで実行。②特にエラーメッセージも出ずに、
無事Linuxコマンド入力待ち状態になっていることがわかる

②

①



W3-7：結果の確認

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 29

①確かに出力ファイルとして指定したhoge3.txt

が作成されている。②最初の5行分と③最後の5

行分を表示。FastQC実行結果(W3-3)で見られ
た配列長の範囲(923-8076 bp)と同じである。

①
②

③



W3-7：結果の確認

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 30

①2列目部分の数値は出現回数。ここで見えている
ものは全て1になっているが、例えば923 bpの長さ
のリードは1つしかなかった、という風に解釈する。

①



W3-7：結果の確認

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 31

①hoge3.txtの行数は792。総リード数が915個、配列
長の範囲が923-8076 bpなので、ほとんどの配列長の
ものが1回しか出現しないという結果(792/915)は妥当

①



W3-7：結果の確認

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 32

W3-4で5000 bp以上のリード数は20個以下だという当たりをつ
けているので、適当に「tail -n19 …」などで調べる。①ここでは
最後の17行分を表示させ、②16リードが5000 bp以上だと確認

①

②



W3-8：sraダウンロード

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 33

①DRR054113、②FASTQ、③sraファイル
をダウンロード。約1.4GBあるので、エア

ーハンズオン（やったつもり）でもよい。

①

②

②

③



W3-8：sraダウンロード

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 34

①wget。東大有線LAN環境では約2分。
②DRA上のファイルサイズと同じで安心。

①

②



W3-8：ファイルサイズ

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 35

ファイルサイズ。①bzip2圧縮FASTQファ
イル、②sraファイル。②は切り貼りで作成

①

②



W3-9：リード数の違い

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 36

第3回のW24-3と同じ

http://trace.ddbj.nig.ac.jp/dra/faq.html

#read-number-fastq



W4-1：SRA Toolkit

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 37

①最新版はver. 2.5.7（2016年3月22日現在）。②プロ
グラムはOSの種類ごとに用意されている。Bio-Linux
の実体はUbuntuなので③ここ。話についてこれないヒ
トは、連載第1回を復習。④documentationをクリック

②

①

③

④



W4-1：SRA Toolkit

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 38

①目的のfastq-dumpプログラムは、よく使われる
ツール群(Frequently Used Tools)の最初に位置す
る。fastq-dumpを利用したいがために、SRA 
Toolkitをインストールするヒトがほとんどであろう。
基本的には②を参考にインストール、クリック

①

②



W4-1：SRA Toolkit

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 39

①wgetでtar.gzをダウンロードし、②解凍するのが基
本だが…折角なので第4回W4-5、W13-5、W14、
W15で紹介した「sudo apt-get install ソフトウェア名」
でSRA Toolkitのインストールを行うやり方を伝授



W4-2：apt-cache

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 40

目的：「sudo apt-get install ソフトウェア名」のソフトウェア名
のところで指定する名前を知りたい！やり方：「apt-cache –n 
search キーワード」で任意のキーワードを含むソフトウェア
名をリストアップする。ここでは、①SRAを含むソフトウェア名
をリストアップ。②欲しいソフトウェア名は、sra-toolkit。

①

②



W4-2：apt-cache

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 41

おまけ。① 「apt-cache –n search SRA」実行結果とし
て、小文字のsraを含むソフトウェア名もリストアップさ
れたことから、キーワード部分は、大文字でも小文字で
もどちらでもいいのだろうと学習する。また、②「 | wc」
を追加することで、ソフトウェア名が6個だったと認識

①

②



W4-3：apt-get

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 42

①「sudo apt-get install sra-toolkit」。rootのパスワード
を聞かれたら打ち込む（推奨手順通りだとpass1409）

①

②



W4-3：apt-get

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 43

①

①Do you want to continue?と聞かれるので、ｙ。イチイチ聞
かれたくない場合は、「sudo apt-get –y install sra-toolkit」
と-yオプションをつけておけばよい（第4回W15-1）



W4-3：apt-get

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 44

①インストール完了後の状態。2016年06月19日に気
づいたこととして、赤下線部分とこの後のスライドを
眺めればわかるが、バージョン番号がかなり古い。（
既に校正も終わっている）2016年7月公開予定の原
稿PDFではapt-getの手順を推奨しているが、“最新
版”をインストールしたい場合はwgetでやりましょう

①



W4-4：確認

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 45

①

②

①インストール作業は「~/Documents/DRR054113」
で行ったが、 「sudo apt-get install ソフトウェア名」
でやる場合は、基本的にどの作業ディレクトリ上でも
よい。②インストール後は、fastq-dumpを使用可能。
③パスも既に通されている。

③



W4-5：パスが通っている

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 46

「sudo apt-get install sra-toolkit」で無事
インストール完了したあとは、W4-4で示し
たようにパスを通し終わった状態。それゆ
え①SRA Toolkit Installation and 
Configuration Guide中の、②パスに関す
る注意書きは、気にしなくてもよい。

②

①



W5-1：おさらいと準備

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 47

①W3-7で作成したhoge3.txtを削除。②
(fastq-dump実行時に上書きされるのを防ぐ
ため)ファイル名変更。③DRAから直接ダウ
ンロードしたFASTQファイルの行数が3660
であることを確認（リード数は3660/4 = 915）

①

②

③



http://trace.ddbj.nig.ac.jp/dra/faq.html

#read-number-fastq

W5-2：DRAの手順で…

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 48

①DRAのFASTQファイル作成手順通りに
fastq-dumpを実行してみる。入力は
PacBioデータなのでsingle-end扱いのは
ずだが、結論としては②のオプションによ
って、計3つのファイルが新規作成される

①

②



W5-2：DRAの手順で…

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 49

①fastq-dumpを実行。約2分。実行後は赤
枠で示す3つのファイルが作成される。②
がpaired-endリードで、③がpairのないリー
ド、ということになるが、PacBioデータでな
ぜこんな結果になるのかは意味不明。③
のファイルサイズが②より大きいのは妥当

①

②

③



W5-3：確認

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 50

Paired-endファイルのリードIDを眺めている。最初は赤
下線のDRR054113.753というID。長さも異なっていて、
なんだかよくわからないがうまく分割されているようだ

①

②



W5-3：確認

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 51

③pairのないリードファイルについて、最初の14個分のリード
IDを表示。④IDのシリアル番号で、744の次は763となってい
る。②のpairedのほうのシリアル番号とは、重なりはなさそう

③

②

④



W5-3：確認

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 52

①pairedのほうの行数は22,532。リード数は22,532/4 = 5,633
個。②unpairedのほうの行数は144,640。リード数は144,640/4 
= 36,160個。どう転んでもDRAから直接ダウンロードする
FASTQファイルのリード数(=915個)よりも多いが、理由は不明

①

②



http://trace.ddbj.nig.ac.jp/dra/faq.html

#read-number-fastq

W5-4：DRAのFAQ再訪

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 53

①この記述内容は最終更新が2014年6月
。しかもIlluminaデータを想定（していると言
える根拠は、この質問は門田が投げたも
のだから）。PacBioデータに対してこのオ
プションを使っているかどうかはそもそも不
明だし、最終更新日時も古いので参考程
度にしておいたほうがいいのかもしれない

①



W5-5：--split-3抜きで…

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 54

①W5-2で作成した3つの.fastqファイルを削
除。②DRAのFASTQ作成手順から--split-3

オプションのみ外して再度実行。約2分。③
1つのFASTQファイルのみ作成された。

①

②

③



W5-5：--split-3抜きで…

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 55

①行数は168,152。リード数は168,152/4 = 
42,038個。一方、DRAのウェブ上で見られ
る数値は163,482リード(W2-5)なので、②赤
下線のオプションの効果でトリミングやフィ
ルタリングがかかっているのであろう。

①

②



W5-6：デフォルトで実行

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 56

①W5-5で作成した.fastqファイルを
削除。②オプション無指定のデフ
ォルトで再度実行。約2分。③1つ
のFASTQファイルのみ作成された

②

③

①



W5-6：デフォルトで実行

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 57

①行数は653,520。リード数は653,520/4 = 
163,380個。このリード数情報は、②を眺め
るのでもわかる。③赤下線のオプションな
し効果でトリミングやフィルタリングがほと
んどかかっていないため、DRAのウェブ上
で見られる数値（163,482リード；W2-5）とほ
ぼ同じになっていることがわかる。

①

③

②



W5-7：--gzip

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 58

①--gzipオプションをつけると、②出力ファイルが
gzip圧縮された状態になるのでおススメ。-M 1オ
プションは、1塩基以上の長さの配列を出力せよ
、という意味です。③リード数は何も指定していな
いときと同じ163,380個なので無指定のときと同じ
結果になることを確認しただけになります。ここで
は示しませんが、--bzip2オプションもあります。

①

③

②



W5-8：入力ファイル

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 59

これまで特に述べてこなかったが、①入力ファイ
ル名の前に./を付け忘れないようにしましょう。こ
れは実質的にfastq-dump特有の指定法。普通の
プログラムは、作業ディレクトリ中のファイルを自
動で見に行ってくれるので./をつけなくてもよい。
しかしfastq-dumpの場合は、「このディレクトリ上
にある」を意味する「./」をつけないと動作しない。

①



W6-1：FastQC

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 60

163,380リードからなるDRR054113.fastq.gzを
入力としてFastQC (ver. 0.11.4)を実行。W3-2
と違って出力先を指定していないので、結果
ファイルはカレントディレクトリ上に作成される

①

②



W6-2：改名して移動

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 61

①163,380リードからなるDRR054113.fastq.gz
を入力としてFastQC (ver. 0.11.4)を実行した
結果ファイルと同じ名前のものが②共有フォ
ルダ内に存在する。 これはW3-2で作成。そ
のため、③mvコマンドで共有フォルダに移動
させる際に④_163380を追加して改名している

③

①

②

④



W6-3：結果を眺める

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 62

①ホストOS(ここではWindows)上で
FastQC実行結果ファイルを眺める

①



W6-3：結果を眺める

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 63

①入力ファイル。②リード数は163,380、③配列
長は116-28874 bpの範囲であることがわかる

①

②

③



W6-3：結果を眺める

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 64

①

②

①Per base sequence quality。この図の縦軸はク
オリティスコア。②赤線のスコア20を基準としてみ
ると、DRAから直接ダウンロードした915リードから
なるFASTQファイルのFastQC実行結果（W3-3）と

比べて、明らかに低くなっていることがわかる。



W6-4：Rで計算

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 65

①

Rhoads and Au, Genomics Proteomics Bioinformatics, 13: 278-289, 2015
①

塩基配列決定精度（エラー率）からクオリティス
コアをRで計算する。①エラー率13%のときは、ス
コア8.86となるので、実際のスペック通りで安心



W6-5：配列長分布

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 66

①配列長分布(Sequence Length Distribution)。

短いものが多いため評価しづらいが、平均すると数
千bp程度の長さを読めているのだろう。②163,380

リードの半分以上が1,000 bp未満だと判断

①

②



W6-6：Rで計算

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 67

Rを起動し、①赤枠内をコピペ。Rでも②配列長の最

短と最長、および③全リード数を得ることができる

②

③

①



W6-6：Rで計算

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 68

①赤枠内をコピペ。②1000 bp未満のリー
ド数は85,134個で、③その割合は52.1%

②

③

①



W6-6：Rで計算

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 69

①赤枠内をコピペ。②10000 bpより長いリ
ード数は5,985個で、③その割合は3.66%

②

③

①



W6-6：Rで計算

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 70

①Rの終了

①

①



W6-7：SMRTbell®

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 71

SMRTbellライブラリの形状



W6-8：リードのフラグ

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 72

PacBioの各リードには、Productivity0, 

1, 2のいずれかのフラグがつけられる。

 Productivity0 (P0)
 シグナルが検出限界未満のため、リードとして出力されなかったもの。
その後の解析に利用されない。

 Productivity1 (P1)
 一分子DNAのリードデータらしき配列データ（Read Quality=75以上; 

RQ75）で出力されたもの。その後の解析に利用される。

 Productivity2 (P2)
 P0およびP1以外の全て。ノイズが大きかったリ、一分子として認識され
なかったもの。その後の解析に利用されない。

 一般にアプライするDNA濃度によって…
 濃度が低いとP0の割合が増え、高すぎるとP2の割合が増える

 適度な濃度にするとP1の割合は、全リードの30-40%になる。解析に使
えるリード数は、例えばPacBio RSIIの場合、上限の150,292リードの約
30-40%ということで、約5-6万になる



W6-8：フィルタリング

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 73

生リード数：150,292×4セル = 601,168個

RQ = 80, Length = 500

でリードのフィルタリング

アダプター除去（サブリー
ドの作成）

サブリード数：163,376個

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

①

②

①原著論文では生リード数に関する言及
はないが、P1は21.6%-32.6%で、P1リード
の合計は155,039個。「RQ = 80, リード長
= 500」でリードのフィルタリング、およびア

ダプター除去後のサブリード数は②
163,376個であった。入力配列数の約1/4



W7-1：bax.h5ファイル準備

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 74

①

①DDBJ Pipelineにアップロードした
いbax.h5ファイルを手元のPCにダウ
ンロードしておく。②ここではDesktop

上のshareフォルダにダウンロード。
ファイルサイズは約2.4GBに達する
ため、それなりに時間はかかるだろう

②



W7-1：bax.h5ファイル準備

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 75

赤下線部分の数値の微妙な違いは
気にしなくてもよい。どうしても気に
なるヒトは、②確認したいファイル上
で右クリックし、「プロパティ」。③サイ
ズのところを眺めて安心してください

②

③



W7-2：アップロード

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 76

第6回W14を参考にしてpdata.nig.ac.jp

にログインし、①3つのbax.h5ファイルを
DDBJ Pipelineにアップロードする

①



W7-2：アップロード

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 77

WinSCP上でログインし、①「デスクトップ –

share」、②queryフォルダに移動した状態。

① ②



W7-2：アップロード

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 78

①アップロードしたい3つのファイルを
②queryフォルダにドラッグ&ドロップ。
アップロードもそれなりに時間がかかる

①

②



W7-3：ログイン

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 79

①ユーザIDとパスワードを打ち込
んで、DDBJ Pipelineに②Login

Nagasaki et al., DNA Res., 20: 383-390, 2013

②

①



W7-5：登録

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 80

①FTP upload、②Add new files

①

②



W7-5：登録

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 81

①画面下部に移動

①



W7-5：登録

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 82

①

①W7-2でアップロードしたファイルが見えてい
るはず。②Next STEP。③もし見えていなけ
ればリロード、またはアップロードのやり直し

③

②



W7-5：登録

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 83

①上部に移動

①



W7-6：PacBioはsingle-end

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 84

第6回W14-5ではpaired-endと指
定したが、PacBioの場合は①デフ
ォルトのsingle-endとして取り扱う
。②1つめのbax.h5ファイルを選択
して、③Next STEP。

②

①

③



W7-6：PacBioはsingle-end

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 85

①上部に移動。②の部分を適切に変
更および記載し、③SUBMIT、④OK

①

②

③

④



W7-7：2つめのbax.h5

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 86

こんな感じに見えます。2つめのbax.h5

ファイルを登録すべく、①Add new files

①



W7-7：2つめのbax.h5

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 87

①下部に移動し、②Next STEP

①

②



W7-7：2つめのbax.h5

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 88

①上部に移動し、②single-endになって
いることを確認して、③2つめのbax.h5フ
ァイルにチェックを入れて、④Next STEP

①

③

②

④



W7-7：2つめのbax.h5

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 89

①

②

③

①上部に移動。②の部分を適切に変
更および記載し、③SUBMIT、④OK。
⑤念のために、ここは2にしています

⑤

④



W7-8：3つめのbax.h5

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 90

こんな感じに見えます。3つめのbax.h5

ファイルを登録すべく、①Add new files

①



W7-8：3つめのbax.h5

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 91

①下部に移動し、②Next STEP

①

②



W7-8：3つめのbax.h5

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 92

①上部に移動、②下部に移動

①

②



W7-8：3つめのbax.h5

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 93

①single-endになっていることを確認し
て、②3つめのbax.h5ファイルにチェック
を入れて、③Next STEP

②

①

③



W7-8：3つめのbax.h5

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 94

①

②

③

⑤

④

①上部に移動。②の部分を適切に変
更および記載し、③SUBMIT、④OK。
⑤念のために、ここは3にしています



W7-9：登録完了後

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 95

2016年3月28日現在、bax.h5ファイルを

一つ一つ登録していく必要があり、非常に
面倒。近い将来改善されていくであろうが
、HGAPを実行できるだけでもありがたい



W8-1：HGAP実行

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 96

①HGAPの入力として用いる3つの
bax.h5ファイルを選択し、②NEXT

①

②



W8-1：HGAP実行

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 97

①下部に移動、②de novo 

Assembly、③HGAP、④NEXT

②

③

①

④



W8-1：HGAP実行

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 98

①解析したい3つのファイルに
チェックを入れて、②confirm

①

②



W8-1：HGAP実行

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 99

①NEXT

①



W8-2：2つのパラメータ

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 100

①と②、2つの指定可能
なパラメータがあります

①

②



W8-2：パラメータの解説

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 101

①2つのパラメータに関する解説

①



W8-3：HGAP実行

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 102

①ゲノムサイズは、乳酸菌の平均的なゲ
ノムサイズである2.5MB。②Minimum 

Seed Lengthは、Automatic Estimation

（デフォルト）を指定して③NEXT

①

②

③



W8-3：HGAP実行

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 103

①RUN、②OK

②

①



W8-3：HGAP実行

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 104

無事ジョブの投入完了。①STATUS

①



W8-4：Status

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 105

実行中（Running）…。①登録作業（W7-8）の最後の
ほうで記載したStudy titleはここで見られる。自分が
他のヒトのStudy titleを見られるように、他のヒトも自
分のStudy titleを見ることができるので、気をつけよう

①



W9-1：計算終了

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 106

①このときは約23時間後の19:13に、②DDBJ 
Pipelineから計算終了メールが届いた。計算結
果を眺めるべく、③DDBJ Pipelineにログイン

②

①

③



W9-2：結果を眺める

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 107

①

②

③

①de novo Assembly、②Job ID番号(21965)
を頼りにすれば、このページに辿り着ける。
③赤枠部分を見ると、④コンティグ数は4つ

④



W9-2：結果を眺める

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 108

①Total contig sizeは乳酸菌の一般的なゲノム
サイズと近く、妥当。②Maximum contig sizeのも
のが全体の9割以上を占めていることから、これ
が乳酸菌の染色体ゲノムなのだろうと妄想する

①

②



W9-3：ダウンロード

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 109

①result.zipというzip圧縮ファイルを共有フォルダ
（ホストOS側はDesktop/share）にダウンロード。
②MD5については、連載第3回W12で説明した。
③リンク先のMD5チェックサム値

②①

③



W9-3：ダウンロード

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 110

ここでは、①ゲストOSの共有フォルダ上で②wgetを
用いて（門田のサイトから）取得しているが、result.zip
が共有フォルダにダウンロードされていれば手段は
なんでもよい。③md5sumコマンド実行結果。④ウェブ
サイト上の数値と合っていることを確認（ダウンロード
時にファイルが壊れていないことを意味する）

④

①

②

③



W9-4：解凍して概観

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 111

①result.zipを解凍して、②中身を確認。
③計4つのファイルがある。④欲しい最終
結果ファイルはpolished_assembly.fasta

①

②

④
③



W9-5：コンティグ数

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 112

①resultディレクトリに移動し、②コンティグ数を表示
。FASTA形式ファイルなので”>”を含む行数がコンテ
ィグ数に相当する。③description行を表示。こんな感
じの記述内容か～と思うだけ。④行数は、40,567行

①

②

③

④



W9-6：Rで配列長

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 113

Rで配列長情報を把握。これはどのコンティグが
最も長いものかなどの全体像を把握するのが目
的。このファイル(polished_assembly.fasta)の場

合は、①長い順にソートされていることがわかる

①



W10-1：ファイル分割1

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 114

Rでmulti-FASTAファイル(polished_assembly.fasta)
を読み込んで、コンティグごとにsequence1_R.fa, 
sequence2_R.faなどのファイル名で保存するコード



W10-1：ファイル分割1

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 115

①コピペ実行後にls。②うまく作成できて
いるようだ。③ファイルサイズもコンティグ
ごとの塩基数(W9-6)と類似しており妥当

①

②

③



W10-1：ファイル分割1

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 116

①grepでdescription行部分を表示させ、イメー
ジ通りになっていることを確認。②各配列の行
数は、45,791、1,739、919、229行。この理由は

①

②



W10-1：ファイル分割1

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 117

①1行あたりの塩基数を50と指定しているため

①



W10-2：ファイル分割2

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 118

自作プログラム(fastaLengthFilter.py；第6

回のW12)とLinuxコマンドを組み合わせた

やり方。①パスが通っていることを確認、②
実行、③description行を表示、④行数は8

①

②

③

④



W10-3：ファイル分割2

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 119

sequence1は、最初の2行分に相当する。そ
れゆえ、①headコマンドで最初の2行のみ
抽出した結果をsequence1.faというファイル

名で保存している。それ以外はただの確認

①



W10-4：ファイル分割2

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 120

①sequence2と②sequence3は、head

とtailを組み合わせて目的の配列のみ
抽出。連載第3回のW19-3にもあり

①

②



W10-4：ファイル分割2

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 121

①sequence4は、tailだけでよい

①



W10-5：確認

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 122

①Rで分割した結果(W10-1)、および②自作プロ
グラムとLinuxコマンドの組み合わせで分割した結
果(W10-2からW10-4)。①のほうが改行コードが

余分に入っている分だけファイルサイズが大きくな
っている。②のほうは、実際の塩基数（2289497, 

86892, 45853, and 11372 bp; W9-6）とほぼ同じ
①

②



W10-5：削除

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 123

①Rで作成したほうを削除。中身は同じだが、50 

bpごとに改行が入っていることを想定しない操作も
後に行うため、言われるがまま*_R.faのほうを削除

①



W11-1：FASTQ

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 124

FASTQファイルも分割。①fastaLengthFilter.pyは、入力
としてFASTQファイルを想定していない。実行してもエラー

は出ないので一見うまくできたのではないかと思うかもし
れない。しかし、FASTQファイルはクオリティスコア情報を
含むためFASTAファイルの約2倍のファイルサイズになる

はず、という視点で見ると明らかにおかしな出力ファイル
になっていることがわかる。②中身を見るまでもなく削除

①

②



W11-2：Rは無理

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 125

①一番長い2,289,497 bpが原因で、
ShortReadパッケージが提供するreadFastq

関数では、 polished_assembly.fastqファイ
ルを読み込めない。それゆえ、R（正確には
ここで示したやり方）ではFASTQファイルをコ

ンティグごとに分割することができない

①



W11-3：FASTQ分割

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 126

①W10-3やW10-4のファイル分割のやり

方と若干違うのは、このような記述の仕
方でもOKであることを示すためです。
FASTAとFASTQのサイズ比が1:2になっ

ていることから妥当であると判断できます

①



W11-3：FASTQ分割

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 127

FASTQファイルのdescription部分の行
頭は①@および②+なので、念のため
両方で調べている。③行数は全部4行

①

②

③



W11-4：スコア分布

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 128

赤枠部分がFASTQファイル中の1文字表
記のクオリティスコアを数値化（PHRED

スコアに変換）して保存するコード



W11-5：入出力の関係

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 129

これは、①sequence4.fq（一番短い
11,372 bpのコンティグ）を入力ファイルと
して、②2つのファイルを出力するコード。

②

①



W11-6：実行結果

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 130

コピペ実行結果後に①lsで確認。②確かに指定した
名前の2つのファイルが作成されていることがわかる

①

②



W11-7：pngファイル

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 131

①pngファイルのほうは、②で横幅と縦幅の

サイズを指定しているので横長になっている
。横軸はコンティグのposition、縦軸はPHRED
スコア。数値が大きいほどクオリティが高い

①

②

700 pixel

3
5
0

p
ix

e
l



W11-8：テキストファイル

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 132

④③

①

②

一番短い11,372 bpのコンティグなので
、sequence4.txtは11,372行×2列のフ
ァイルになる。①最初の5行分と②最後
の4行分を表示。③1列目はposition番
号、④2列目がPHREDスコア



W11-9：sequence3.fq

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 133

①2番目に短い45,853 bpのファイル
(sequence3.fq)に対しても同様な作業を実行
。②pngファイルを眺めると、確かに③コンティ

グ両末端部分のクオリティが低いことがわかる

①

②

③ ③



W11-10：sequence2.fq

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 134

①3番目に短い（2番目に長い）86,892 

bpのファイル(sequence2.fq)に対して

も同様な作業を実行。②こちらも両末
端部分のクオリティが低いことがわかる

①

②

③ ③



W11-11：sequence1.fq

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 135

①最も長い2,289,497 bpのファイル
(sequence1.fq)に対しても同様な作業を
実行。②readFastq関数実行（FASTQファ

イル読み込み）部分でエラーが出る（爆）

①

②

②



W11-12：sequence3.txt

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 136

sequence3.pngでスコアが0よりも大

きくなる境界部分を正確に把握すべ
くsequence3.txtを調査。①総塩基数
は45,853 bp。②行頭と③行末は
pngファイルの見た目通り、スコア0。

①

②

③



W11-12：sequence3.txt

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 137

（もちろん裏でざっと眺めて境界領域がわかっ
た上でであるが…）①最初の1,223 bpまでと②
44,519 bp以降（最後の1,335 bp）がスコア0

①

②



W12-1：dotter

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 138

①作業ディレクトリはどこでもよい。②比較したい2

つの配列の類似度を視覚的に評価するために古く
から用いられているドットプロット用プログラムdotter

①

②

Sonnhammer and Durbin, Gene, 167: GC1-10, 1995



W12-1：dotter

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 139

①

②

Sonnhammer and Durbin, Gene, 167: GC1-10, 1995

①作業ディレクトリはどこでもよい。②比較したい2

つの配列の類似度を視覚的に評価するために古く
から用いられているドットプロット用プログラムdotter



W12-1：dotter

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 140

①

②

Sonnhammer and Durbin, Gene, 167: GC1-10, 1995

①-vや②-hはないようだ



W12-2：seqinr

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 141

①

②

Charif et al., Bioinformatics, 21: 545-547, 2005

②seqinrというRパッケージは、デフォルトでは
Bio-LinuxのR上にプレインストールされてい
ないため、自分でインストールする必要がある

③



W12-3：seqinrインストール

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 142

①root権限でRを起動。②パス

ワードを聞かれたら打ち込む（
推奨手順通りだとpass1409）

①

②



W12-3：seqinrインストール

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 143

①②の一連のコマンドを打ち込むとイ
ンストールが始まる。このあたりは第
5回W7-4で示したQuasRパッケージ
のインストール手順と基本的に同じ

①

②



W12-3：seqinrインストール

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 144

①パッケージのアップデートをする
かどうか聞かれている。（時間がか
かるので）②nと打ち込んでリターン

① ②



W12-3：seqinrインストール

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 145

①library関数を用いてseqinrパッケ

ージのロードをリトライ。エラーメッ
セージが消えて、無事ロードできて
いるようなので、②Rの終了。

①

②



W12-4：入力ファイル

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 146

seqinrパッケージのdotPlot関数実行時に入
力として用いるファイルhoge.faを作成する。

①とりあえずここで作業。②と③は作成した
いhoge.faがないことを確認しているだけ

①

②

③



W12-4：入力ファイル

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 147

①echoコマンドは、第4回W9あたりでも利用してい

る。ここでは任意の文字列を表示させているだけ。②
リダイレクト(>)でhoge.faファイルを新規作成で書き
込み。③ACTCGTCAGAという文字列をhoge.faに
追加書き込み。④これでFASTA形式ファイルの完成

①

②

③

④



W12-5：dotPlot実行

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 148

①赤枠内がドットプロット（300×300ピクセ
ルのhoge1.pngファイル）を作成するコード

①



W12-5：dotPlot実行

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 149

コピペ実行後に①lsで確認。②hoge1.png

が確かに作成されている。③中身はこれ

②

③

①



W12-6：解説

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 150

ドットプロットの解説。seqinr中のdotPlot関数実行
結果ファイルは、①左下を原点として比較する2つ
の配列を並べている。一致が黒、不一致が白。

ACTCGTCAGA

A
C

T
C

G
T

C
A

G
A

①

A CT
C
G

TCA
G
A



W12-6：解説

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 151

同一の配列を比較するときは、必ず対
角線上の塩基が一致（つまり黒）する

ACTCGTCAGA

A
C

T
C

G
T

C
A

G
A

①

A CT
C
G

TCA
G
A



W12-7：環状コンティグ例

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 152

アセンブリ結果として、①最初と②最
後の末端部分が同じ配列の場合は
、通常そのコンティグは環状と判断

ACTCGTCAGAACTC

②①

A
C

T
C

G
T

C
A

G
A

A CT
C
G

TCA
G
A



W12-7：環状コンティグ作成

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 153

両末端の4塩基がACTCで同じ、
計14塩基からなるミニ環状コンテ
ィグファイル(hoge2.fa)を作成。最
初の10塩基分は、W12-4で作成
したhoge.faと同じ

ACTCGTCAGAACTC



W12-8：ドットプロット

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 154

両末端の4塩基がACTCで同じ、計14塩基か
らなるミニ環状コンティグファイル(hoge2.fa)

を入力として、再度ドットプロットを実行した結
果。赤枠以外がACTC追加部分

ACTCGTCAGAACTC

A
C

T
C

G
T

C
A

G
A

A
C

T
C

A CT
C
G

TCA
G
A



W12-8：環状の場合

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 155

こんな感じに見えます。①対角線上にプロッ
トされるのは同じですが、②対角線と平行に
末端部分もプロットされるのが環状の特徴

ACTCGTCAGAACTC

A
C

T
C

G
T

C
A

G
A

A
C

T
C

①

②

②

A CT
C
G

TCA
G
A



W12-8：環状の場合

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 156

これは、コンティグの両末端が同じ配列であることを
意味する。「重複する部分の除去」は、「complete 

genomeにする操作(finishing)」に相当する

ACTCGTCAGAACTC

A
C

T
C

G
T

C
A

G
A

A
C

T
C

A CT
C
G

TCA
G
A



W13-1：重複除去

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 157

重複除去（トリミング）の選択肢は、（この場合は結果
的に同じになるが）①5通り存在する。通常（推奨）は、

両末端はクオリティが低いので、アスタリスクのついた
中央部分を残して両端をトリムする選択肢を採用する

ACTCGTCAGAACTC

A
C

T
C

G
T

C
A

G
A

A
C

T
C

A CT
C
G

TCA
G
A

ACTCGTCAGAACTC
ACTCGTCAGA

CTCGTCAGAA
TCGTCAGAAC*

CGTCAGAACT
GTCAGAACTC

①



W13-2：cutコマンド

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 158

特定の範囲の切り出しはcutコマンドを利用。①
hoge2.faはsingle-FASTA形式。②「tail –n 1」で、最
後の1行分のみ取り出している。③パイプで流して
cutコマンドを実行し、3-12文字目を表示。これが④
環状コンティグの重複除去後の塩基配列に相当する

ACTCGTCAGAACTC
ACTCGTCAGA

CTCGTCAGAA
TCGTCAGAAC*

CGTCAGAACT
GTCAGAACTC

④

①

②

③



W13-3：続cutコマンド

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 159

①最初の10塩基分のみ取り出しても、②最後の
10塩基分のみ取り出しても、環状ゲノムの場合
は③アスタリスクのついたやつと結果的に同じ

ACTCGTCAGAACTC
ACTCGTCAGA

CTCGTCAGAA
TCGTCAGAAC*

CGTCAGAACT
GTCAGAACTC ②

①

①

②

②

①

③



W13-3：続cutコマンド

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 160

スタート地点をどこにするかという違いのみだか
ら。本物の環状染色体の場合は、特定の遺伝子
配列が先頭になるように回転させる慣例がある

ACTCGTCAGAACTC
ACTCGTCAGA

CTCGTCAGAA
TCGTCAGAAC*

CGTCAGAACT
GTCAGAACTC ②

①

③

A CT
C
G

TCA
G
A

①
③



W14-1：sequence3.fa

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 161

W12-5と同様の手順で、①2番目に短い
45,853 bpのファイル(sequence3.fa)を入力と

してドットプロットを作成しようとすると、②
dotPlot関数実行部分でメモリ足りない系のエ
ラーメッセージが出る。（最も短い11,372 bpの
sequence4.faでやると同じ部分で20分以上
変化がなかったので途中で止めた）

①

②



W14-1：sequence3.fa

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 162

①この「cannot allocate…」がメモリ
足りない系のエラーメッセージです

①



W14-2：dotter

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 163

①sequence3.fa同士のドットプロッ
トをdotterで実行。画面はリターンキ
ーを押して約10秒後の状態。

①

Sonnhammer and Durbin, Gene, 167: GC1-10, 1995



W14-2：dotter

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 164

計3つのウィンドウが立ち上がる。①Greyramp

Toolはよくわかりませんが、ドットプロットのコン
トラスト調整用なのだろうと思います

①



W14-2：dotter

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 165

①

計3つのウィンドウが立ち上がる。①Alignment Tool

は、比較している2つの配列のアラインメント結果を

表示。②今比較しているのは同じ配列なので完全
一致。③片方をReverse Complement（逆相補鎖）
にしたものとの結果も表示されていることがわかる

②

③



W14-2：dotter

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 166

裏側に見えているのが主目的のドットプロット。①このあた
りでクリックして、ドットプロットのウィンドウを手前に表示

①



W14-2：dotter

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 167

赤下線部分に7671, 16576という数字が見えている。これは
今比較している2つの配列の塩基番号（①の座標情報）に相

当する。同じ位置をクリックしなければいけないわけではなく
、ドットプロットのウィンドウが手前に表示されていればOK。

②かすかに環状の特徴が見えている。バグってログイン画
面になりがちだが（爆）、ウィンドウを広げて全体像を眺める

①

②



W14-3：バグった例

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 168

バグってログイン画面になっても、気
を取り直して再挑戦しよう。右下のよ
うなドットプロットが得られるはず



W14-4：ドットプロット全体像

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 169

dotterのドットプロットは①左上が

原点のようだ。②右上（と左下）にも
くっきりと「①の対角線」と平行した
ラインが見えているので、45,853 

bpのsequence3は環状と判断

①

②



W14-4：ドットプロット全体像

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 170

大まかには、全部で45,853 bp

のうち、①最初と②最後の約
5,000 bpが重複していると判断

①

②



W14-5：dotter終了

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 171

Dotter実行結果を終了させるに
は、基本的に①該当するGUI

の左上部分の×を押せばよい

①

①



W14-5：dotter終了

日本乳酸菌学会誌の連載第7回 172

①赤い点線の枠内にカーソルを移動させるとメニュ
ーバーが見られるようになるので、②×。第3回W6-3

①
②



日本乳酸菌学会誌の連載第7回

W14-6：dotter終了後

173

①コマンド打ち込み可能状態
になっていることがわかります

①



日本乳酸菌学会誌の連載第7回

W15-1：makeblastdb

174

①作業ディレクトリはどこでもよい。②
makeblastdbのバージョンは2.2.28+。③「
-h」で大まかな利用法(usage)を確認。④
より詳細な説明は「-help」で出るようだ

①

②

③

④



日本乳酸菌学会誌の連載第7回

W15-1：makeblastdb

175

①makeblastdb本番。入力はsequence3.fa。
塩基配列であることを示すnuclを-dbtypeオプ
ションで指定。②実行後は、sequence3.fa.n*
というファイルが8個作成されている

①

②



日本乳酸菌学会誌の連載第7回

W15-2：blastn

176

①blastnを実行。DB側、query側はともにsequence3.fa
。出力ファイル名はsequence3_blast.txt。計算は一瞬

①



日本乳酸菌学会誌の連載第7回

W15-3：結果を眺める

177

blastn実行結果ファイルを眺めるべく、①
sequence3_blast.txtの最初の10行分（デフ
ォルトが10行）を表示。②行数は3,852行

①

②



日本乳酸菌学会誌の連載第7回

W15-3：結果を眺める

178

①

sequence3_blast.txtを適当なテキストエディタ
で概観。①1つ前のスライドの赤枠と同じ部分



日本乳酸菌学会誌の連載第7回

W15-3：結果を眺める

179

①DB側の配列はsequence3.fa、②query側
の配列もsequence3.fa。長さは45,853 bp

②

①



日本乳酸菌学会誌の連載第7回

W15-3：結果を眺める

180

①

①トップヒットのアラインメント結果の概要。
トップヒット(top hit)はsequence3の全長配
列間で100%一致のアラインメントなので、
②「Identities = 45853/45853 (100%)」

②



日本乳酸菌学会誌の連載第7回

W15-4：ヒット数

181

①BLAST結果ファイル中のヒット総数を
把握したい場合は、”Score =”という文
字列を含む行数をgrepで調べればよい

①



日本乳酸菌学会誌の連載第7回

W15-4：ヒット数

182

①”Score =”という文字列を含む行を表示。
②その行数は10個。つまりヒット数は10

①

②



日本乳酸菌学会誌の連載第7回

W15-5：grep -n

183

①BLAST結果ファイル(sequence3_blast.txt)は
3,852行だった。②grep実行時に-nをつけることで
検索文字列（この場合”Score =”）を含む行番号
を表示。例えばセカンドヒットは3,092行目、サード
ヒットは3,425行目などというのがすぐにわかる

①

②



日本乳酸菌学会誌の連載第7回

W15-6：grep -A

184

①grep –Aオプションで一致した行を含め後ろの3行分を表示
。②1位は、一致領域が45,853 bpで100%一致、Gapsも
0/45853。W14-4のドットプロットの③対角線の見栄えと一致

①

②

③



日本乳酸菌学会誌の連載第7回

W15-6：grep -A

185

同率2位の①と②の2つのヒットは、一致領域が
4,901 bpとなっており、W14-4のドットプロット上
の2つの赤四角の見栄えと一致する。どちらが
どちらに相当するかは、W15-5で得られた①セ
カンドヒットの3,092行目以降、②サードヒットの
3,425行目以降のアラインメントを眺めればよい

①

②



日本乳酸菌学会誌の連載第7回

W15-7：less

186

lessコマンドでsequence3_blast.txtを開き、Score =
で検索。 画面の横幅を広めにとっておいたほうが
よい。第3回のW14-6-2に文字列検索のやり方あり

①



日本乳酸菌学会誌の連載第7回

W15-7：less

187

lessコマンドでsequence3_blast.txtを開いた直後



日本乳酸菌学会誌の連載第7回

W15-7：less

188

①「/Score =」と打って、Score =という文字列を検索

①



日本乳酸菌学会誌の連載第7回

W15-7：less

189

①トップヒットのものが最初に見える。②全長の45,853 
bp全てで完全一致なので、③queryの1-60番目の塩
基とDB側(Sbjct; Subjectの意味)の1-60番目の塩基
だけで眺めても完全一致となっていることがわかる

①

②

③



日本乳酸菌学会誌の連載第7回

W15-8：less

190

「n」と打って、2番目に一致するScore =が先頭行にくるペ
ージを表示した結果。①query配列の40,967番目の塩基が
DB側配列の1番目の塩基と一致していることを意味する

①



日本乳酸菌学会誌の連載第7回

W15-8：less

191

②や③のように、DB側(Sbjct)でところどころでGapが見
られる。が、④全体で4,901 bpのアラインメントのうち31
個だけGapがあった程度なので、実質的に無視でよい

②

③

④
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W15-8：less
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「n」と打って、3番目に一致するScore =が先頭行にくるペ
ージを表示した結果。 ①query配列の1番目の塩基がDB
側配列の40,967番目の塩基と一致していることを意味する
。2番目と3番目はQueryとSbjctが入れ替わっているだけ

①

②

③

④
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W15-9：less
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上矢印キーを10回押し、10行分だけページ上
部に移動した結果画面。セカンドヒットのアライ
ンメント結果の最後のほうを確認するのが目的

①

②④
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W16-1：トリム候補領域
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①

上矢印キーをさらに押し続け、 （重複塩
基数が4900 bp程度なのでその半分の
）2400 - 2500番目付近を眺める。具体
的には①の赤枠分くらいを眺め、どこに
もミスマッチやGapがないことを確認
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W16-1：トリム候補領域
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①

①のところでトリムすることにする。左端
にする理由は、上が2450番目、下が
43423番目の塩基だとすぐにわかるから
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W16-2：トリム後の配列
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①2450番目の塩基をトリム後の1塩基目に
する場合は、 [2450, 43422 bp]を残せばよい
。こうすることで、トリム後の塩基配列の最初
のほうは①の赤枠のようになり、最後のほう
は②のようになるはずである。③qで終了

②

①

③
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W16-3：トリム実行
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①まずはトリム後のFASTAファイル（ファ
イル名：sequence3_trimmed.fa）の
description行を作成。W12-7とほぼ同じ

①
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W16-3：トリム実行

198

①トリム実行本番。W13-2とほぼ同じ。②
sequence3.faの最終行のみ取り出してパイプで
流し、③2450-43422文字目を抽出した結果を、
④sequence3_trimmed.faに追加書き込み

①

② ③ ④
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W16-4：moreで確認
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①lsで確認。1 bp = 1 byte。ファイルサイズ
的に妥当な印象を受ける。②moreでも確認

①

②
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W16-4：moreで確認
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①

①赤枠で示すトリム後の塩基配列の
最初のほうは、W16-2と全く同じになっ
ていることからうまくトリムできると判断
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W16-4：moreで確認
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スペースキーをガスガス押して最後まで
表示し終わったところ。②最後の塩基配
列の赤枠部分もW16-2と全く同じになっ
ていることからうまくトリムできたと判断

②
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W17-1：FASTQのトリム
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①

①FASTQファイル(sequence3.fq)の場合
は、2行目(塩基配列情報の行)と4行目(ク
オリティ情報の行) についてのみW16-3と

同様な操作を行えばよい。②得られるファ
イルはsequence3_trimmed.fq
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W17-2：クオリティ分布
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FASTQファイル(sequence3_trimmed.fq)

を入力として、図1aおよびW11-9と同じよ
うなクオリティスコア分布を作成。
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W17-2：クオリティ分布
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①コピペ実行後に得られるファイル

①
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W17-2：クオリティ分布
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①

①pngファイルを眺めているところ。W11-9で
見られていた両側の低クオリティ領域がうま
くトリムされていることがわかる。図3aと同じ
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W17-3：ドットプロット
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①sequence3.fa同士のドットプロットをdotter

で実行。トリム前（W14-4）と違って、配列末

端部分の一致領域（②や③付近の対角線の
プロット）がなくなっていることがわかる。うま
く重複領域をトリムできていることを意味する

①

Sonnhammer and Durbin, Gene, 167: GC1-10, 1995

③

②
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W18-1：NCBI BLAST
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①

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

W15で示したBLASTは、各種ウェブサービ
スでも実行可能。ここでは、sequence3.faを
入力としてNCBIで行う。①nucleotide blast
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W18-1：NCBI BLAST
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同じ配列同士を比較したい場合は①
Align two or more sequencesにチェック

①
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W18-1：NCBI BLAST
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チェック後の状態。ここではホストOS 

(Windows)上のウェブブラウザで作業を行っ

ており、入力ファイルはこの作業環境では「
C:¥Users¥kadota¥Desktop¥share¥result¥

sequence3.fa」にある。ウェブ資料通りだと、

黒字部分はおそらくみんな同じで、灰色部分
はヒトによって異なる
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W18-2：ファイル指定
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①query側、②DB側（subject側）ともに「
C:¥Users¥kadota¥Desktop¥share¥result¥

sequence3.fa」を指定。灰色部分はヒトによ
って異なる

①

②
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W18-2：ファイル指定
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ファイル指定後の状態。①ページ下部に移動

①
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W18-3：blastnを実行
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①デフォルトはmegablastのようだが

、ここでは当初やろうと思っていた②
blastnを選択して、③BLASTを実行

①

②

③
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W18-4：実行結果
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①query側と②DB側（subject側）の配列

情報。このプログラムを利用したときは③
Stephen et al. 1997の論文を引用すべし!

① ②

③Stephen et al., Nucleic Acids Res., 25: 3389-3402, 1997

③
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W18-4：実行結果
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様々な角度で結果を眺められる。①
Graphic Summaryは、デフォルトでは②

見えている。②を非表示にしたい場合は
①を押す。すると…

①

②
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W18-4：実行結果
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こんな感じになる。確かにデフォルトの画
面では見えていたGraphic Summaryが
消えた。同時に②のところが+に変わった

こともわかる。①のところをクリックするた
びに-と+が変わり、連動して表示と非表示
も変わる。このノリで他の項目を眺める

①
②
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W18-5：ドットプロット

216

①Dot Matrix Viewはドットプロットの

こと。デフォルトでは非表示になって
いるので、1回クリックして表示させる

①
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W18-5：ドットプロット
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表示させたところ。②半ページ分ほど下
部に移動して全体を見られるようにする

②

①
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W18-5：ドットプロット
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こんな感じ。②左上が原点のdotter (W14-4)と
違って、③NCBI BLASTのドットプロットは左下
が原点になっているが、細かいことは気にしない

①

②

③
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W18-6：アラインメント
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①Dot Matrix ViewとDescriptionsを
非表示にし、②Alignmentsを眺める

②

①
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W18-6：アラインメント
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①ヒット数（ここではMatch数）は49。②トップヒッ
ト(ここではRange 1)はどう転んでもsequence3

の全長配列間で100%一致のアラインメントなの
で、③「Identities = 45853/45853 (100%)」。こ
のあたりはBio-Linux上で実行したblastnの結果
と同じ（W15-3）

①

②

③
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W18-6：アラインメント
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①スコアはBio-Linux上で実行したblastn

の結果と異なる（W15-3）が、計算方法は

バージョンや提供サイトによって若干異な
るのだろうと解釈して思考停止。重要な
のは、セカンドヒットのアラインメント結果
がBio-Linuxのものと同じかどうかの確認

①
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W18-7：セカンドヒット
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①Next Matchを押すと次のヒットのアラインメント
結果が見られる…はずだがそこに飛ばないので
②「Range 1」の次の「Range 2」でページ内検索
。おそらくInternet Explorerではうまく動かないが
、firefoxなど他のブラウザではうまく動くのだろう

①
②
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W18-6：アラインメント
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①「Range 2」でページ内検索。②「11件の一致
」とあるが、これは総ヒット数（総Match数）が49

あるため、Range 2以外にRange 20-29までの
10個分があるため。③Score以外の結果は、
Bio-Linux BLAST結果のセカンドヒットと全く同
じ（W15-8）

① ②

③


