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USBメモリ中のhogeフォルダをデス

クトップにコピーしておいてください。
コピー後のファイルサイズが同じに
なっているかもチェックしてください。

前回（6/16）のhogeフォルダが
デスクトップに残っているかも
しれないのでご注意ください。



講義予定

 第1回（2015年6月16日）
 データベース、データ取得、ファイル形式、Quality Control

 教科書の1.3節周辺

 第2回（2015年6月23日）
 Quality Control、k-mer解析、トリミング（アダプター配列除去）

 第3回（2015年6月30日）
 アセンブル、マッピング、カウント情報取得、クラスタリング

 教科書の2.3節周辺

 第４回（2015年7月7日）
 データ正規化、実験デザイン、分布（モデル）、発現変動解析

 教科書の3.3節周辺
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NGSの普及により、以前は主にゲノム解析系で必要

とされていた配列解析のためのスキルがトランスクリ
プトーム解析においても要求される時代になってい
ます。本科目では、様々な局面で応用可能な配列解
析系のスキルアップを目指し、RNA-Seqに基づくトラ

ンスクリプトーム解析を題材とした講義を行います。

教科書



Contents
 QC(Quality Control)

 Quality Check (FastQC)：乳酸菌RNA-seqデータ
 k-mer解析、課題1

 Quality Check (FastQC)：カイコsRNA-seqデータ

 トリミング：カイコsRNA-seqデータ
 全体像を把握

 アダプター配列除去（QuasRパッケージ）、課題2

 Rを駆使して結果を確認

 トリミング：乳酸菌RNA-seqデータ
 サブセットの抽出

 paired-endデータのアダプター配列除去（QuasRパッケージ）
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FastQC結果を眺める
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乳酸菌RNA-seqデータ(SRR616268sub_1.fastq)
のFastQC実行結果ファイルの解説の続き

②

①



FastQC結果を眺める
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①ポジションごとの塩基の出現確率。②赤枠のよう
な塩基ごとのプロファイルがフラットになっていれば
基本的にはOK。③-15番目あたりのプロファイルは
、実験プロトコル（oligo dT primer or random 
hexamer；DNase Iを利用した破砕）に由来するのか
もしれない。このデータは、原著論文がなく実験プ
ロトコルの詳細が不明なため、なんともいえない。

①

②

③



FastQC結果を眺める
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①全部で100万リードのうち、全て
が107 bpだということがわかる。
PacBioのデータやアダプター配
列除去後のデータを入力とすれ
ばヒストグラムのようになるだろう

①



FastQC結果を眺める
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①よく分かりません（爆）。発展
課題：これについて説明せよw

①



FastQC結果を眺める
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①

①頻出する配列をリストアップ。②トッ
プは「CCCCGGTATA…」という50塩
基の配列で14,383回出現。
Percentageは1.4383%。全部で100万
リードなので妥当。オリジナル107 bp
のうち最初の50 bpで解析している。

②



FastQC結果を眺める
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①

①頻出する配列をリストアップ。②と
きどき既知のアダプター配列とマッチ
するものが見つかる。2,415回出現し
た「GATCGGAA…」という50塩基の配
列は、TruSeq Adapter Index 3という
ものと100%一致していたことを示す。
このようなリード中の部分配列はトリ
ムされるべき。

②



FastQC結果を眺める
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①

他にもちらほらと既知のアダプター
配列と一致するものが見つかる。



FastQC結果を眺める
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①

7-merの塩基配列の出現頻度解析
結果。出現頻度の期待値に比べて実
測値が位置特異的に極端に多いk-
merの上位がリストアップされている。

①



FastQC結果を眺める
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①

②

①

ちょっと下のほうに移動。②CGGGCCTとい
う7-merの塩基配列がposition 1で非常に多
く出現する。実際のposition 1での出現回数
は235回で、それは期待値の71.00822倍で
ある、ということを示している。つまり、期待
値は約3.31。出現回数の位置特異性がなけ
れば、どのpositionでも大体3.31になるはず
である。それ(=3.31)から大きく逸脱した実測
値をここでは眺めていることになる。



FastQC結果を眺める
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①

②

①

②次に多いのはAGAGCAC。これはposition 
8で非常に多く出現する。実際のposition 8で
の出現回数は835回で、それは期待値の
58.01711倍である、ということを示している。
つまり、期待値は約14.4。出現回数の位置
特異性がなければ、どのpositionでも大体
14.4になるはずである。それ(=14.4)から大き
く逸脱した実測値をここでは眺めていること
になる。
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k-mer解析
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①

②

①

CGGGCCTがposition 1で235回出現して
おり、それが期待値(=3.31)の71.00822倍
だということを、Rで確認してみよう。



k-mer解析
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CGGGCCTがposition 1で235回出現して
いおり、それが期待値(=3.31)の71.00822
倍だということを、Rで確認してみよう。

①

②



Tips：正規表現
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入力ファイルの存在確認がメインだが、つ
いでに①正規表現のテクニックを伝授。

①



Tips：正規表現
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list.files関数中のpatternオプションでは、正
規表現を用いた検索が可能。「. (どっと)」は
任意の1文字を表す。ここでは「..」と.が2つ並
んでいるので、「SRR6..2」の条件に該当する
「SRR6092」と「SRR6162」を含むファイル群
が表示される。アダプター配列中のIndex配
列部分を曖昧にして検索したいときに便利。



k-mer解析
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Biostringsパッケージ中のreadDNAStringSet
関数は、formatオプションを”fastq”にするこ
とで、FASTQ形式ファイルを読み込める。
gzip圧縮ファイルを入力として与えても自動
判定して読み込んでくれる。ただし、quality 
score情報は読み飛ばすようだ。ここではリ
ード塩基配列情報しか取り扱わないので特
に問題ない。



k-mer解析
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目的：CGGGCCTがposition 1で235回出現し
ており、それが期待値(=3.31)の71.00822倍
だということを、Rで確認。まずはposition 1
から7-mer分の部分配列を切り出し、7-mer
の種類ごとの出現頻度を計測。



k-mer解析

21Jun 23 2015

position 1から7-mer分の部分配列を切り
出したところまで。subseq関数について
は、2015年4月14日の「ゲノム情報解析
基礎」スライド72-75あたりを復習せよ。



Tips：講義資料再取得

22Jun 23 2015

ウェブページ内での「subseq」でのキーワー
ド検索でもいいでしょうし、「2015.04.14」でキ
ーワード検索して講義資料PDFを再取得す
るのもアリでしょう。

①

参考



k-mer解析
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次に、7-merの種類ごとの出現頻度を
table関数を用いて計測。①デフォルトは
alphabet順に作成したk-mer (k=7)の種類
ごとに出現回数を返す。②table(hoge)実
行結果を降順(decreasing=T)にsortした
上位6個を表示。一番出現回数が多いの
はCCCCGGTの14,995回。

①

②



k-mer解析
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③ピンポイントで目的のCGGGCCTの出
現回数(=1,804)を表示。FastQC内部の計
算事情を知らないヒトは、この段階でオカ
シイと思わなければいけない。

①

②

③



k-mer解析
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理由は、FastQC実行結果では、「CGGGCCT
がposition 1で235回出現しており、それが期
待値(=3.31)の71.00822倍」だったからである



FastQCは一部を計算

26Jun 23 2015

①

②

③

FastQCはプログラム名通り（半分冗
談半分本気）、リーズナブルな計算時
間でQC結果を返すことに重きを置い
ている。全リードの2%のみで解析して
いるため、Rの結果とは合わない。



k-mer解析
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①table(hoge)実行結果の要素数は15,639
。それに対し、②理論上の7-merの種類数
は4^7 = 16,384。この結果より、出現回数
が0個の7-merが(16,384 – 15,639) = 745
個あったのだろうと推測する。

①

②



k-mer解析

28Jun 23 2015

今ここで調べたいのは、「CGGGCCTがposition 1で235回
と、期待値の約71倍多く出現していた」こと。Rの全データ
を用いた結果はposition 1で1,804回であったことから、
position 3や5の実測値でかなり少なければ納得できる。



k-mer解析
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position 3におけるCGGGCCTの
実測値を得るためには、赤枠部
分の出現頻度を調べればよい。



k-mer解析
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k=7と部分配列長がfixされている場
合は、subseq関数利用時にwidthオ
プションを用いるほうがシンプル。
position 3におけるCGGGCCTの出
現回数は41回。position 1の1,804回
に比べて大幅に少ない。



k-mer解析
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position 5におけるCGGGCCTの出
現回数は3回。position 1の1,804回
に比べて大幅に少ない。このように
動作確認をしつつ、徐々に必要最
小限の記述に進化させていく。



k-mer解析
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一気にコピペで計算。start=1, …, 35ま
でのCGGGCCTの出現頻度。start=1-3
あたりまでは高いがそれ以降は10前後
になっていることがわかる。



k-mer解析
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start=36, …, 70までのCGGGCCT
の出現頻度。このあたりも10前後
と低い出現回数。



k-mer解析
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start=71, …, 101までのCGGGCCTの
出現頻度。start=96-98あたりで出現
頻度が増加していることがわかる。



k-mer解析
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position 1, 2, …, 101までの
CGGGCCTの実測した出現頻度をベク
トルとしてObsというオブジェクトに格
納。①head関数でベクトルObsの最初
の6個の要素を表示。②length関数で
ベクトルObsの要素数(=101)を表示。

①

②



k-mer解析
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①平均出現頻度(=期待値; ②Exp)は25.58、
③position 1の実測値(=1,804)をExpで割った
ものがFastQCのKmer_Contentという項目。
ここでは63.11という値が得られている。④R
上ではObs/Expとやるだけでよい。⑤plotの
基本形で全体像を把握。

①

②
③

④

⑤



k-mer解析

37Jun 23 2015

①

②
③

④

⑤
⑥

①平均出現頻度(=期待値; ②Exp)は25.58、
③position 1の実測値(=1,804)をExpで割った
ものがFastQCのKmer_Contentという項目。
ここでは63.11という値が得られている。④R
上ではObs/Expとやるだけでよい。⑤plotの
基本形で全体像を把握。⑥赤の折れ線グラ
フで再度プロット。position 1と96-98周辺で出
現回数が増加しているのが分かる。



k-mer解析
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①FastQCのKmer_Content中のCGGGCCTの結果とよく似
ていることが分かります。②FastQC中では「Log2 Obs/Exp」
となっていますが、おそらくこれは「Obs/Exp」が正解です。

①

②



Tips：オブジェクトの消去
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①オブジェクトの消去はrm関数を用い
る。rm(Obs)実行後はObsが存在しな
いので、②head(Obs)をやっても正しく
Errorが出る。③このR Console画面上
で利用している全オブジェクト(in_f, 
Exp, fasta, hogeなど)を一度に消去す
る場合は「rm(list = ls())」。ここでは後
の作業に支障がでるのでやらないで。

①
②

③

孫 建強氏提供情報。Thanks to preDr. Sun J.



Tips：forループ
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forループで一気にCGGGCCTのposition 
1-101の出現回数を計算することもでき
る。これはforループの基本形（初級）

①

②



Tips：forループ

41Jun 23 2015

「手計算?!で得られた結果」と「forループを
用いて得られた結果」の値が同じであるこ
とを頼りにこのような記述形式であってい
ることを確認。tail(Obs)もやったほうがい
いかもしれない。



Tips：スキルアップ
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初級  中級。なるべく少

ない入力項目数で実行。
参考



Tips：スキルアップ
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参考 中級  上級1。なるべくプログラム本体

を気にすることなく、パラメータ部分をい
じるだけで実行させることを心掛ける。
中級は、k=7以外のときに101の数値を
変更しなければいけないという問題点が
ある。この101という数値は、「107 – 7 + 
1」として計算できる。つまり、リード長Lと
kの値が決まればおのずと「L - k + 1」で
決まるということ。一見ややこしいが、こ
のほうがパラメータ部分のみしか気にし
なくていいので後々心穏やかになれる。



Tips：スキルアップ
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参考 上級1 ⇔ 上級2。107 bpというリード長はfastaオブジェ
クトのwidth列、つまりwidth(fasta)部分で取得可能。全
リードの長さは一定という前提条件のもと、ここでは
width(fasta)[1]として、最初のリード長を代表値として
採用している。この前提条件を満たさない場合にエラ
ーが出る。それゆえ、上級1程度にしておくほうが門田
好み（蓼食う虫も好き好き; some prefer nettles）。



k-mer解析
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「上級1」のコードをテンプレートにして、Position 7で特異的
に出現しているAAGAGCAをRで確認してみよう。

①

②



k-mer解析
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「上級1」のコードをテンプレートにして、Position 7で特異的
に出現しているAAGAGCAをRで確認してみよう。Head関数
出力結果は最初の6個（つまりposition 1-6）までしか表示さ
せていないので、ここではn=8としてposition 1-8まで表示さ
せるようにしている。たしかにposition 7で期待値(Exp = 
90.09)の55.15倍の出現回数になっていることが分かる。



課題1

47Jun 23 2015

「上級1」のコードをテンプレートにして、①
AGAGCAC、②GAGCACA、③長さを含めて任
意、のk-mer解析を行い、得られた結果を示せ。

①



Contents
 QC(Quality Control)

 Quality Check (FastQC)：乳酸菌RNA-seqデータ
 k-mer解析、課題1

 Quality Check (FastQC)：カイコsRNA-seqデータ

 トリミング：カイコsRNA-seqデータ
 全体像を把握

 アダプター配列除去（QuasRパッケージ）、課題2

 Rを駆使して結果を確認

 トリミング：乳酸菌RNA-seqデータ
 サブセットの抽出

 paired-endデータのアダプター配列除去（QuasRパッケージ）

48Jun 23 2015



FastQC結果を眺める

49Jun 23 2015

①

②
③

④

④

カイコsRNA-seqデータのFastQC結果。①総
リード数は11,928,428（約1,200万）。②リード
の長さは49 bp。③GC含量は52%。④赤枠の
、「×や！」になっているものが要チェック項
目。信号の黄色や赤色をイメージすればよい



FastQC結果を眺める

50Jun 23 2015

①ポジションごとの塩基の出現確率。
明らかに変。あたかも全く同じ塩基配
列のリード(TCTTCGGTAG…)ばかりが
読まれているようなパターンに見える。

①



FastQC結果を眺める
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①

おそらく赤色の実測値のピークは52% 
のところ。TCTTCGGTAG…ばかりが読
まれているであろうこと、全部で49 bp
であることから25 bp分がG or Cのリー
ドなのだろうと推測する。



FastQC結果を眺める

52Jun 23 2015

ほらね

①

5
個

目

1
0
個

目
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FastQC結果を眺める
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①

私はこの段階でもまだここの解釈が困難で
す(のちに% Total sequencesは納得した)。
発展課題：% Deduplicated sequencesの意
味を説明せよ。



FastQC結果を眺める

54Jun 23 2015

②

①

①Overrepresented sequences。総リード数
11,928,428のうち、②赤枠の塩基配列から
なるリードが5,646,094個(47.3%)を占める。



FastQC結果を眺める
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もう少し下のほうまで眺める。10,000回以上
出現しているリードが結構あることに気づく
。そして「10,000は10kと表現」することを思
い出し、「Sequence Duplication Levels」の
項目の意味についてひらめく。



FastQC結果を眺める
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①

つまり、「Sequence Duplication Levelが10kより
大きいものが全体(Total sequences; 
11,928,428)の70%弱を占めるということを言って
いるのだろうと予想を立てる。



FastQC結果を眺める
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FastQCのhtmlレポートで見られるものは
Count列が12713個までだが、それを全部足
すと8,033,706個(67.35%)。残りの10,000回出
現するリードをまで足したとしても、たかが知
れている。つまり、70%は超えることはなく、せ
いぜい68%程度だと考えればリーズナブル。
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トリミング(Trimming)

59Jun 23 2015

①

原著論文(Nie et al., BMC Genomics, 2013)で
は、Illuminaのadaptersやsmall RNA primer set
を使ったと記載。これとPossible Sourceを比較



トリミング(Trimming)
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①赤下線の配列は「100% over 49bp」とい
う記載から、RNA PCR Primer Index 1とい
う配列の一部なのだろうと判断。

①



トリミング(Trimming)

61Jun 23 2015

②のリードは「100% over 22bp」という記載か
ら、リード中の22 bp分がRNA PCR Primer 
Index 1という配列の一部と100%一致なのだ
ろうと判断。つまり、②のリードの黒下線部
分以外がsmall RNA配列だろうと判断。

①

②



トリミング(Trimming)
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③のリードについても同じ流れで黒下線部
分の22 bpの配列を同定可能。「100% over 
31bp」と書いてあるので、黒下線右側を①
のリードと見比べれば理解しやすい。

①

②

③



トリミング(Trimming)
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RNA PCR Primer Index 1の最初の22 bpを
コピーして文字列検索。

①

②

③



トリミング(Trimming)
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RNA PCR Primer Index 1の最初の22 bpをコピ
ーして文字列検索。④⑤⑥の結果ともに妥当。

④

⑤

③

⑥



トリミング(Trimming)
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⑦

RNA PCR Primer Index 1の最初の22 bpをコピーして文
字列検索。⑦はこれまでと違ってIllumina Small RNA 
Adapter 2 (100% over 21bp)という記述。しかし、⑦のリ
ードの右側21 bpは検索文字列の左側21 bpと全く同じ
ことに気づく。Illumina Small RNA Adapter 2というのが
どこにあるかは（ちゃんと調べてないので）不明。



トリミング(Trimming)
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⑧よく見ると、22 bp分の長さの黒下線より短い「RNA PCR 
Primer Index 1の左側の部分配列」がOverrepresented 
sequencesの上位の右側に存在することがわかる。これら
はおそらく短いためにNo Hitとなったのであろう。

①

②

③

⑧



トリミング(Trimming)
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これらの部分文字列をハイライトさせるべく、「黒よりも短く
、赤枠をハイライトさせられる程度の長さの部分文字列を
用いて調べる。①の左側の一部をコピーして検索。黄色で
ハイライトされている部分より右側でもきれいに一致して
いることがわかる。

①

⑧



トリミング(Trimming)
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出現回数下位を眺めている。黒下線で示すよう
に、ハイライトされていないNo Hitのリード中にも
、さらに短い「RNA PCR Primer Index 1の左側
の塩基配列」を含んでいることがわかる。



トリミング(Trimming)
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これらのハイライトされた部分配列や黒下線部分
のアダプター配列（adapter sequences）は、予め取
り除かれるべき（このデータはカイコのsmall RNAな
のでカイコ中に本来存在せず、マップもされない）。



トリミング(Trimming)
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このデータ中のアダプター配列除去を行う
場合は、RNA PCR Primer, Index 1の実際の
配列長が49 bp以上であろうがなかろうが、
①の塩基配列をそのままアダプター配列と
して与えてもうまくトリムできるだろうと判断。

①



Contents
 QC(Quality Control)

 Quality Check (FastQC)：乳酸菌RNA-seqデータ
 k-mer解析、課題1

 Quality Check (FastQC)：カイコsRNA-seqデータ

 トリミング：カイコsRNA-seqデータ
 全体像を把握

 アダプター配列除去（QuasRパッケージ）、課題2

 Rを駆使して結果を確認

 トリミング：乳酸菌RNA-seqデータ
 サブセットの抽出

 paired-endデータのアダプター配列除去（QuasRパッケージ）
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アダプター配列除去

72Jun 23 2015

①

QuasRパッケージを用いてアダプター配
列除去の基本形をやってみよう。約5分

②



アダプター配列除去

73Jun 23 2015

この状態がしばらく続きます。
「応答なし」的な状態になっても
、しばらく放置すると復活します



アダプター配列除去

74Jun 23 2015

これが正常終了時の画面。アダプター配列除
去後のリードが短いもの（tooShort）が90,242
個、Nを多く含むもの(tooManyN)が875個あっ
たことがわかります。①これらを除いた残りの
11,837,311リードが出力されているようです。
②hoge4.fastq.gzのファイルサイズは281MB。

①

②



トリム後のFastQC結果
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hoge4.fastq.gzに対するFastQC実行
結果ファイル(hoge4_fastqc.html)を
眺める。hogeフォルダ中にあります。
①リード数はQuasR実行結果と同じ
11,837,311個。

①



トリム後のFastQC結果
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①配列長の範囲は14-49。このこと
から、②QuasR実行結果のtooShort
で落とされた90,242リードは、アダプ
ター配列除去後に14塩基未満にな
ったものたちだろうと推測。

①

②



トリム後のFastQC結果
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課題2：なぜアダプター配列除去前
後で34 bp以降のプロファイルが劇
的に変わったのか述べよ。



トリム後のFastQC結果

78Jun 23 2015

アダプター配列除去前は49 bpのところ
に一本のピークが見えていた(つまり全
リードの長さが49 bp)。除去後は33 bp
のところにピークがある。つまり、ほとん
どのリードは33 bpの長さだということ。



トリム後のFastQC結果
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Possible Sourceのところが全てNo Hit
になっていることが分かる。QuasRを用
いたアダプター配列除去手順の正しさ
は、この結果からもわかる。



トリム後のFastQC結果
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アダプター配列除去前はIllumina 
Small RNA Adapterの割合が20 
bp以降で上昇していたが、除去
後は消えていることがわかる。
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Sequence logos

82Jun 23 2015

FastQCの項目「Per base sequence 
content」と似たような結果は、sequence 
logosでも得ることができます。

①

②

参考



Sequence logos

83Jun 23 2015

塩基ごとの色の使い分けもG以外は同じ
（A: green, C: blue, and T: red）なので分
かりやすいと思います。

参考



配列長分布
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FastQCの項目「Sequence Length 
Distribution」と似たような結果も得
ることができます。

参考

①

②



配列長分布
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QuasRパッケージマニュアル中
の記述形式と似せています。

参考



リードごとの出現回数

86Jun 23 2015

FastQCの項目「Overrepresented 
sequences」と似たような結果も得
ることができます。

参考

①

②



リードごとの出現回数

87Jun 23 2015

参考 FastQCの項目「Overrepresented 
sequences」と似たような結果も得
ることができます。
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乳酸菌RNA-seqデータ
 paired-endのオリジナルデータ

 134,755,996リード

 SRR616268_1.fastq.bz2：107 bp, 7,662,128,101 bytes (約7.7GB)

 SRR616268_2.fastq.bz2：93 bp, 7,017,031,734 bytes (約7.0GB)

 Linuxコマンドを用いて最初の1,000,000リード分からなる
サブセットを抽出
 1,000,000リード(one million reads)

 SRR616268sub_1.fastq.gz：107 bp, 74,906,576 bytes (約75MB)

 SRR616268sub_2.fastq.gz：93 bp, 67,158,462 bytes (約67MB)

89Jun 23 2015

93 bp

107 bp

一番下はLinuxコマンド
。Rではどうやるのか？



サブセットの抽出

90Jun 23 2015

項目としては、感覚的には黒矢
印部分だが、例題数が多すぎる
と思ったので、とりあえず①のと
ころに書いてます。

①



サブセットの抽出
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①は出力がFASTA形式、②は
FASTQ形式で出力しようとして失敗
中（爆）。現状では、最もシンプル且
つ無難な③がおススメ。但し、出力
がFASTQ形式だがgzip圧縮ファイル
にはなっていません。発展課題：例
題4として掲載できる、gzip圧縮
FASTQファイルとして5000番目から
10000番目までのリードを出力するよ
うなコードをレポートせよ。おまけ：
QuasRパッケージはbzip2圧縮ファイ
ル(.bz2)も入力として受け付けてくれ
るようです。

野間口達洋氏提供情報。Thanks to preDr. Nomaguchi T.

①

②

③
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Paired-endの取扱い

93Jun 23 2015

①

Paired-endデータに対応できる
パッケージは、まだそれほど多
くないという例を示します。

②



Paired-endの取扱い
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QuasR (ver. 1.8.2)では、まだ
paired-endデータのアダプター
配列除去には対応できていな
いようです。



Tips: sessionInfo
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①パッケージ名を指定してバー
ジョン情報を得るやり方。②R本
体のバージョンをちゃんと上げ
ていかないと、インストールでき
るパッケージのバージョンも新し
くできないので注意しましょう。

①

②



原著論文の引用
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①

②

③

原著論文はきっちり引用しましょう。
①Bioconductorから提供されている
QuasRパッケージのサイトへのリンク
。②原著論文。③最新バージョン。


