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Rで塩基配列解析：ゲノム解析か
らトランスクリプトーム解析まで

東京大学・大学院農学生命科学研究科
アグリバイオインフォマティクス教育研究プログラム

門田幸二（かどた こうじ）
kadota@iu.a.u-tokyo.ac.jp

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

実習用PCのデスクトップ上に、①hoge
フォルダがあります。この中に解析に必
要な入力ファイルがあります。ネットワー
ク不具合時は、②ローカル環境でhtml
ファイルを起動して各自対応してください。

2016.03.05版

①

②



自己紹介
 学歴および職歴

 2002年3月 東京大学・大学院農学生命科学研究科 博士課程修了
 2002年4月 産業技術総合研究所・CBRC

 2003年11月 放射線医学総合研究所・先端遺伝子発現研究センター
 2005年2月~  東京大学・大学院農学生命科学研究科

アグリバイオインフォマティクス人材養成プログラム（科学技術振興調整費: 2004/10-2009/3）
アグリバイオインフォマティクス教育研究プログラム（特別教育研究経費: 2009/4~2014/3）

 アグリバイオインフォマティクス教育研究プログラム
 他大学の学生や社会人も受講できる、希少なバイオインフォ教育プログラム
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少数のスタッフで行っているアグリバイオの活動のみで基本的に手一杯。
ここ数年でさらに「研究 << 教育」のヒトに…。現在、研究は片手間以下。
①限界以下のスタッフ数でアグリバイオの本務を行っているため、精神
状態をなるべく平静に保つべく、優先順位の低い活動には関与しません。

1科目以上
の合格者数

①



主な活動
 東大アグリバイオの大学院講義（バイオインフォ全般）

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

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

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

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

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

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

 その他
 研究（発現変動解析精度向上のためのアルゴリズム開発や評価）
 HPCI講習会・バイオインフォマティクス実習コースの講師

 丸2日だが、上記の主要3項目に比べれば心穏やか
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基本スタンスは、優先順位とエフォート。基本独裁、一匹狼、ロビー活動な
し、門田教への勧誘なし、信者になっても（オールフリー派なのでw）メリット
ゼロ。受益者が金と時間をかけずに効率的に学べる教材整備が最優先。
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(Rで)塩基配列解析
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①2013年秋以降の講義資料や連載原稿
のPDFを簡単な解説つきで公開。講義資
料系は、1年以上昔のものは参考程度。
ウェブサイトが見づらいとか見栄えに関
する要望は無視（優先順位が閾値以下）

①



(Rで)塩基配列解析
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Linux系の教材。日本乳酸菌学会誌
のNGS連載。①第4回、②第5回。第
6回は2016年3-4月ごろ公開予定

②

①



(Rで)塩基配列解析
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①2014年4月刊行のR本。トランスクリ
プトーム解析全般の基礎知識的なと
ころは、この本の第1章をご覧ください。

①



(Rで)塩基配列解析
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①「講習会、講義、講演資料」のPDF。
時系列（新→古）順にリストアップ。

①



アグリバイオ
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科目名：ゲノム情報解析基礎
内容：Rの基礎。GC含量計算や
CpG解析、上流配列解析、Rの
バージョンの違いなど。
実施日：2015.04.07、2015.04.14、
2015.04.21

科目名：機能ゲノム学
内容：データ取得、正規化、クラ
スタリング、発現変動解析、多重
比較問題、機能解析など。
実施日：2015.05.12、2015.05.19、
2015.05.26、2015.06.09

科目名：農学生命情報科学特論I
内容：公共DB、チェックサム、QC、
前処理、アセンブリ、マッピング、
RPKM、発現変動など。
実施日：2015.06.16、2015.06.23、
2015.06.30、2015.07.07

これら3科目の講義資料
を順番にみていくとよい



アグリバイオ
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科目名：機能ゲノム学
内容：データ取得、正規化、クラ
スタリング、発現変動解析、多重
比較問題、機能解析など。
実施日：2015.05.12、2015.05.19、
2015.05.26、2015.06.09

科目名：農学生命情報科学特論I
内容：公共DB、チェックサム、QC、
前処理、アセンブリ、マッピング、
RPKM、発現変動など。
実施日：2015.06.16、2015.06.23、
2015.06.30、2015.07.07

例えば、特論Iの第4回講義資料は、
①講義資料をクリックすればよいが…

科目名：ゲノム情報解析基礎
内容：Rの基礎。GC含量計算や
CpG解析、上流配列解析、Rの
バージョンの違いなど。
実施日：2015.04.07、2015.04.14、
2015.04.21

①



NGSハンズオン講習会
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「NGSハンズオン講習会」のほうが、Rに
ついては基本的なところをきっちり抑え
ているので、①や②も自習してください

②

①



NGSハンズオン講習会
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①NGSハンズオン講習会へのリンクもあり

①



NGSハンズオン講習会
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①

①大元(NBDC)のサイトへのリンク。NBDCのサ
イトのほうが見やすいのは、全日程終了から
数か月後に整形して公開するから当然です。
②動画（統合TVとYouTube）も公開されている

②



NGSハンズオン講習会
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①Rは2015年7月29-30日
に開催。②動画はこちら

②

①

②

②



乳酸菌NGS連載
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NGS連載関連。①主に全体像、原稿およ
びウェブ資料関係。②赤枠の個別の回の
ところで、原稿中のプログラムへのリンク
や、コピペ用Linuxコマンドなどを利用可能

①

②
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HPCI講習会のPC環境

16

実習用PC環境は、①の手順に従って「Rおよび
必要なパッケージ」のインストールが完了して
いる状態です。自分のPCで復習したい場合は
①を参考にして自力で環境構築してください。

①
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HPCI講習会のPC環境

17

具体的な順番は、①R本体のインストール、
②各種Rパッケージのインストールです。
③の「基本的な利用法」の習得は、HPCI講
習会の枠組みでは必須ではありません

①

②

③
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HPCI講習会

18

①HPCI講習会の②バイオインフォマティク
ス実習コース、の中の一部が門田担当。

②

①
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HPCI講習会
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具体的には、①「Rを使ったNGS解析を基礎から
学ぶ」のうちの、②塩基配列解析（特にゲノム解
析とトランスクリプトーム解析部分）が門田の担当

①

②
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NGSデータ解析戦略
 解析受託企業に外注：Linuxコマンドを知らなくてもよい



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

 Illumina BaseSpace

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

 …

 Linuxコマンドを駆使（旧来型）
 なるべく自力で解析

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

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



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



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

 Illumina BaseSpace

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

 …

 Linuxコマンドを駆使（旧来型）
 なるべく自力で解析

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

 NBDC/東大アグリバイオ/HPCIの「NGSハンズオン講習会」の方向性
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①DDBJ Pipelineだけで全てのNGS解析ができ
るわけではない。②Rもまた然り。特にRでは、（
門田の知る限り）de novoアセンブリは不可能。
現実を知り、うまく使い分けるべし。DDBJ 
Pipeline上でde novoアセンブリを行った結果の
解釈や確認をRで行い、塩基配列解析基礎の
スキルがあってよかったと思った実例を紹介。

①
②



DDBJ Pipeline
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DDBJ Pipelineでは、主に①マッピングや②
de novoアセンブリができる。特に後者ができ
るのは非常に有難い。③新規アカウント作成
からde novoアセンブリまでの詳細について
は、乳酸菌連載第6回ウェブ資料を参照

②①

③



NGSデータ
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乳酸菌(Lactobacillus hokkaidonensis LOOC260T)
ゲノム解読論文(PMID: 25879859)。Illumina MiSeq
データ(DRR24501)とPacBioデータ(DRR024500)を
併用することでcomplete genomeを得ることができ
た、という内容。尚、DRR024500は登録内容の誤
りが判明し、2016年1月末に削除され
DRR054113-054116に差し替えられている。

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



NGSデータ
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①Full textリンク先で全文を見られる。②
Availability of supporting dataという項目をよく眺
めると、生データがDDBJ Sequence Read 
Archive (DDBJ SRA; 略してDRA)にDRR024500と
DRR24501というIDで登録されていることがわかる

①

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

②



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

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

①

②
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④

NGSデータ
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①Genome sequencing and de novo assemblyとい
う項目を見ると、②paired-endで5,942,620リードと
書いてある。③DRR024501というIDのほうは、④
2,971,310リードと書いてある。5,942,620 / 2 = 
2,971,310である。ウェブサイト上の数値は、
single-endとしてのリード数と考えれば妥当

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

①

②

③



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

paired-endの場合

断片化されたゲノム配列

single-endの場合

① ① ①



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

paired-endの場合

断片化されたゲノム配列

single-endの場合

①

②



用語：paired-end
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paired-endの場合

断片化されたゲノム配列

single-endの場合

①

② ③

forward側 reverse側

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



用語：paired-end
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断片化されたゲノム配列

single-endの場合

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

paired-endの場合

① ②
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DDBJ SRA (DRA)

32

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

② ③

①
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DDBJ SRA (DRA)

33

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

① ②

②

①

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



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

入力：paired-end FASTQファイル

Assembly（コンティグの作成）

contig1 contig2 contig3 contig4 contig5



用語：scaffold
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得られたコンティグにリードをマップし…

入力：paired-end FASTQファイル

Scaffold

Assembly（コンティグの作成）

contig1 contig2 contig3 contig4 contig5

contig1 contig2 contig3 contig4 contig5



用語：scaffold
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入力：paired-end FASTQファイル

Scaffold

scaffold1 scaffold2

Assembly（コンティグの作成）

contig1 contig2 contig3 contig4 contig5

NNNNN NNNN NNNNNN

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



用語：gap close
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入力：paired-end FASTQファイル

Assembly（コンティグの作成）

contig1 contig2 contig3 contig4 contig5

Scaffold

scaffold1 scaffold2

NNNNN NNNN NNNNNN

Gap close

scaffold1 scaffold2

NNNNN NNNN NNNNNN

得られたscaffoldsにリードをマップし…



用語：gap close
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入力：paired-end FASTQファイル

Assembly（コンティグの作成）

contig1 contig2 contig3 contig4 contig5

Scaffold

scaffold1 scaffold2

NNNNN NNNN NNNNNN

Gap close

scaffold1 scaffold2

NNNCA TNNC GGNNTA

得られたscaffoldsにリードをマップし…①
gap周辺にマップされたリードの塩基でNを
置換。gapのNがなくなり、閉じていく(close)
のでgap closeという（おそらく）。

TAGG
G A

CTA
CA



de novoアセンブリ
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入力：paired-end FASTQファイル

Step1: Assembly

contig1 contig2 contig3 contig4 contig5

Step2: Scaffold

scaffold1 scaffold2

NNNNN NNNN NNNNNN

Step3: Gap close

scaffold1 scaffold2

NNNCA TNNC GGNNTA

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

TAGG
G A

CTA
CA

①Velvet

②Platanus
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乳酸菌論文は…

40

乳酸菌(Lactobacillus hokkaidonensis LOOC260T)
ゲノム解読論文では、Illumina MiSeqデータ
(DRR24501)のde novoアセンブリプログラムとして
①Platanus (ver. 1.2)を利用している。

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

①
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DDBJ Pipeline

42Mar 3-4 2016, HPCI講習会 Nagasaki et al., DNA Res., 20: 383-390, 2013

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

②①

③



Mar 3-4 2016, HPCI講習会

DDBJ PipelineでPlatanus

43

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

②

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

①

DDBJ Pipeline: Nagasaki et al., DNA Res., 20: 383-390, 2013
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DDBJ PipelineでPlatanus

44

De novoアセンブリの一般的な手順
がわかっていれば、赤枠内の
Step1-3の説明の意味がなんとなく
わかる。①DDBJ Pipelineは基本的
にボタンをポチポチ押していくだけ

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

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

①



①
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DDBJ PipelineでPlatanus

45
Platanus: Kajitani et al., Genome Res., 24: 1384-1395, 2014

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



①
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DDBJ PipelineでPlatanus

46
Platanus: Kajitani et al., Genome Res., 24: 1384-1395, 2014

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

②
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DDBJ PipelineでPlatanus

47

一般的なde novoアセンブリの手順
を知っておけば、ファイル名から最
終的な結果が③out_gapClosed.fa
だと認識できる。入力：paired-end FASTQファイル

Step1: Assembly

contig1 contig2 contig3 contig4 contig5

Step2: Scaffold

scaffold1 scaffold2

NNNNN NNNN NNNNNN

Step3: Gap close

scaffold1 scaffold2

NNNCA TNNC GGNNTA
TAGG

G A
CTA

CA

①

③

②



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



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

 Illumina BaseSpace

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

 …

 Linuxコマンドを駆使（旧来型）
 なるべく自力で解析

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

 NBDC/東大アグリバイオ/HPCIの「NGSハンズオン講習会」の方向性

48Mar 3-4 2016, HPCI講習会

①DDBJ Pipelineだけで全てのNGS解析ができ
るわけではない。②Rもまた然り。特にRでは、（
門田の知る限り）de novoアセンブリは不可能。
現実を知り、うまく使い分けるべし。DDBJ 
Pipeline上でde novoアセンブリを行った結果の
解釈や確認をRで行い、塩基配列解析基礎の
スキルがあってよかったと思った実例を紹介。

①
②
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塩基配列解析基礎1

50

入力：paired-end FASTQファイル

Step1: Assembly

contig1 contig2 contig3 contig4 contig5

Step2: Scaffold

scaffold1 scaffold2

NNNNN NNNN NNNNNN

Step3: Gap close

scaffold1 scaffold2

NNNCA TNNC GGNNTA
TAGG

G A
CTA

CA

①

③

②

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

51

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

①
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塩基ごとの出現頻度解析

52

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

①

②
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塩基ごとの出現頻度解析

53

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

①

②

②
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Rの起動と作業ディレクトリ変更

54

①ファイル、②ディレクトリ
の変更。③「デスクトップ –
hoge - platanusResult」を
指定する。

③

①

②
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作業ディレクトリ変更

55

ヒトによって若干見栄えは違うだろ
うが、⑤-⑦が同じになればよい。

①

②
③

④
⑤

⑥

⑦
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getwd()

56

作業ディレクトリ変更の確認です。
①getwd()と打ち込んで確認。②の
のように見えていればOK

①

②
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list.files()

57

R上で、現在の作業ディレクトリ中の
ファイルを眺めるのが①list.files()。
②GUI画面上で眺めている
platanusResultフォルダ中のものと同
じものが見えていることがわかる。

①

②



list.files()
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①ファイルが存在しないフォルダ上
で、list.files()とやると、character(0)
という結果になる。

参考

①
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塩基ごとの出現頻度解析

59

①

②

当たり前ですが、解析したいディレクトリ
（またはフォルダ）を正しく指定できてい
なければエラーに遭遇します。また、解
析したいファイルが存在しない状態でも
エラーが出ます。今は①解析したい入
力ファイル（out_gapClosed.fa）が、②R 
Console画面上でも③見えているのでエ
ラーなく動くはずです。

③
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基本はコピペ

60

①

①一連のコマンド群をコピーして、②R 
Console画面上でペースト。Windowsのヒ
トは、CTRLとALTキーを押しながらコー
ドの枠内で左クリックすると、全選択でき
ます。トリプルクリックでもOK。Macintosh
はよくわかりません。

②
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途中経過と終了後

61

①

②

①コピペ直後と②実行後の状態。エラーな
く実行できたときはこんな感じになります。
一見何も変化がないように見えますが…
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結果の解説

62

①解析結果（塩基ごとの出現頻度情
報）はhoge7.txtというファイルに保存さ
れている。②list.files()とやると、確か
に自分が出力ファイル名として指定し
た③hoge7.txtが存在することがわかる

①

②
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結果の解説

63

①

②

③

①もちろん出力ファイル(hoge7.txt)は
手の届く場所（つまり作業ディレクトリ
内）にある。②getwd()や、③現在時刻
を表示するdate()はただの確認用。④
エクセルで眺めるとこんな感じ。

④
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R上で眺める

64

①赤枠程度の情報量なら、エクセルなどを
わざわざ開くまでもなく、R上で眺めればよ
い。例えば、ここでは②出力ファイル名を
out_fというオブジェクト名で取り扱っている。
③out_fと打てば対応関係がわかる。

② ①

③
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R上で眺める

65

Rコードの最後の部分が、ファイルに保存
するところ。①out_fに書き込んでいるのは、
②outというオブジェクトの情報。③outの中
身を見ればhoge7.txtと同じ情報を得られる

③

①②
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sumで総塩基数を得る

66

①outオブジェクトは、数値ベクトル。②sum
は、数値ベクトルの総和を計算する関数。
outに対して実行した結果(2,356,019)は、
入力ファイル(out_gapClosed.fa)の総塩基
数を調べていることと同義。

②

①
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sumで総塩基数を得る

67

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

①

②
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目的をおさらい

68

入力：paired-end FASTQファイル

Step1: Assembly

contig1 contig2 contig3 contig4 contig5

Step2: Scaffold

scaffold1 scaffold2

NNNNN NNNN NNNNNN

Step3: Gap close

scaffold1 scaffold2

NNNCA TNNC GGNNTA
TAGG

G A
CTA

CA

①

③

②

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

69

入力：paired-end FASTQファイル

Step1: Assembly

contig1 contig2 contig3 contig4 contig5

Step2: Scaffold

scaffold1 scaffold2

NNNNN NNNN NNNNNN

Step3: Gap close

scaffold1 scaffold2

NNNCA TNNC GGNNTA
TAGG

G A
CTA

CA

②

（アセンブリ実行結果の）multi-FASTAファイル
を読み込んで、塩基ごとの出現頻度解析ができ
る。①Step1実行後（out_contig.fa）はNがなく、
②Step2実行後（out_scaffold.fa）にNができて、
③Step3実行後（out_gapClosed.fa）にNが減るの
だろうと妄想できる。それを自力で確認すること
で、アルゴリズムの理解を深めることができる。
を調べるにはどうすればいいか？
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入力ファイルを変更

71

②

①テンプレートのout_gapClosed.faを、
②out_scaffold.faに変更すればよい

①
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入力ファイルを変更

72

適当なテキストエディタ（ここでは
EmEditor）に例題をコピペし、①必要
最小限の変更を施したところ

①
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変更後のコードをコピペ

73

コピペ

① ②
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ありがちなミス1

74

①これはエラーメッセージですw。②エラーの
理由は、出力予定ファイル(hoge7.txt)を開くこ
とができない、というもの。Permission denied（
権限が与えられていない)は、「アク禁」みたい
なものです。Tips：「ワードパッド」や「メモ帳」
で開く分にはエラーは出ないようです。

①

②
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ありがちなミス1

75

①エラーの原因は、エクセルで
hoge7.txtを開いているから。閉じて
再実行すればエラーは出なくなる。

①
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再実行

76

エクセルを閉じて再実行した結果。エラー
は出ていないことがわかる。①outオブジ
ェクトの中身を見ると、②確かにNがある!

①

②



入力：paired-end FASTQファイル

Step1: Assembly

contig1 contig2 contig3 contig4 contig5

Step2: Scaffold

scaffold1 scaffold2

NNNNN NNNN NNNNNN

Step3: Gap close

scaffold1 scaffold2

NNNCA TNNC GGNNTA
TAGG

G A
CTA

CA
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納得できる結果

77

入力ファイル(out_scaffold.fa)のイメ
ージは①のような感じなので、②N
が491個あったという結果は合理的

②

①
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ありがちなミス2

78

①最終行の部分で、改行を
キチンと含めないとハマる

①
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ありがちなミス2

79

①最終行の部分で、改行をキチンと含めな
いと、最後のwrite.table関数部分が実行さ
れない。つまりファイルが作成されません。

①
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実際の利用時は…

80

①

hogeフォルダ直下にある、①rcode1.txtのよう
な、無駄なコメントを除いてスリムにした一連
のスクリプトを作成しておき、一気にコピペ
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一気に結果を得る

81

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

①

②
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結果のまとめ

82

①result_step*.txtの結果をまとめたものが②

①

②
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結果の解釈

83

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

入力：paired-end FASTQファイル

Step1: Assembly

contig1 contig2 contig3 contig4 contig5

Step2: Scaffold

scaffold1 scaffold2

NNNNN NNNN NNNNNN

Step3: Gap close

scaffold1 scaffold2

NNNCA TNNC GGNNTA
TAGG

G A
CTA

CA

② ③①
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コード内部の理解は重要

84

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

入力：paired-end FASTQファイル

Step1: Assembly

contig1 contig2 contig3 contig4 contig5

Step2: Scaffold

scaffold1 scaffold2

NNNNN NNNN NNNNNN

Step3: Gap close

scaffold1 scaffold2

NNNCA TNNC GGNNTA
TAGG

G A
CTA

CA

①

②



Contents1
 イントロダクション

 (Rで)塩基配列解析、アグリバイオ、NGSハンズオン講習会、

 日本乳酸菌学会のNGS連載、HPCI講習会のPC環境

 ゲノム解析
 NGSデータ解析戦略、DDBJ PipelineとRの関係、用語説明

 de novoアセンブリ実行、および結果をRで解析

 塩基配列解析基礎1(塩基ごとの出現頻度解析)

 各種テクニックや注意事項

 Rコードの解説

 塩基配列解析基礎2(基本情報取得)

 塩基配列解析基礎3(配列長でフィルタリング)

 アノテーション

 トランスクリプトーム配列

 プロモーター配列取得

85Mar 3-4 2016, HPCI講習会



Mar 3-4 2016, HPCI講習会

Rコードの解説

86

配列数の把握の仕方、の前にTips。①list.files()
実行時にpatternオプションをつけて任意の文字
列を含むもののみ表示させることが可能。ここで
は”out_”という文字列を含むもの（ファイル）のみ
表示させている。②入力ファイルの存在確認

①

②

②
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Rコードの解説

87

配列数の把握の仕方。①赤枠部分をコピペ

①
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Rコードの解説

88

①BiostringsというRパッケージをlibrary関数で読み
込んで、Biostringsパッケージが提供する関数群を
利用可能な状態にする。②（Biostringsが提供す
る）readDNAStringSet関数を用いて、③FASTA形
式の④入力ファイルを読み込んだ結果を、⑤fasta
というオブジェクト（もの、という理解でよい）に格納。

④

④ ③
①

②⑤
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Tips：配列数

89

①fastaオブジェクトの中身を表示。（ここでの目
的の）配列数は②117個。スカラー値として配列
数情報のみ取り出したい場合は、③ベクトルの
要素数を調べるlength関数を利用する

①

①
②

③
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答え合わせ

90

①

②

①DDBJ Pipeline実行結果の数値（117個）
と同じことがわかります。②最長の配列
（Maximum contig size; 257,728 bp）と最短
の配列（Minimum contig size; 101 bp）もR
上で把握できます。
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Tips：配列長

91

配列長の情報は、（DNAStringSetという
形式で保持されている）fastaオブジェク
ト中の、①width列の位置に相当する。

①
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Tips：配列長

92

配列長情報は①width(fasta)とやることで、
数値ベクトルとして取り出すことができる。
この程度（117個）の配列数なら、パッと見で
②最長と③最短のものを確認できるが…

①

②

③



Mar 3-4 2016, HPCI講習会

Tips：配列長

93

ベクトル演算の基本関数を駆使して全貌を
把握する。上矢印キーを1回押して、以前打
ち込んだコマンドを出すなど、上下左右の
矢印キーを駆使して効率的に打ち込むべし
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Tips：description部分

94

①description行部分は、②namesという関数
を用いることで、（文字列）ベクトルとして取り
扱うことができる。ここでは③1:4という指定
を行って、最初の4個分のみ表示させている

①

②

②
③
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Tips：塩基配列部分

95

但し、①このノリは塩基配列部分には通用し
ないw。②seqという関数は別の意味を持つこ
と、fastaオブジェクトの主要な中身がこの塩
基配列情報であるため、と理解すればよい

①

②
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Tips：塩基配列部分

96

どうしても文字列ベクトルなどで取り出したい場合
は①as.character関数を使うが、②DNAStringSet
形式のfastaオブジェクトをそのまま用いて各種塩
基配列解析を行うのが通常のやり方。

①
②
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alphabetFrequency

98

塩基ごとの出現頻度解析の中核となっている
関数は①alphabetFrequency。②実行結果であ
るhogeの中身は数値行列。この段階で塩基配
列解析から数値解析に切り替わる。塩基の種
類には多型がある。例えば③M (A or C)、④K 
(G or T)など。門田は、シロイヌナズナのゲノム
配列で、ACGTN以外のものを見た記憶あり。

②

①

③ ④
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dim

99

①dim関数で行数と列数を把握。alphabetFrequency
は、配列ごとに結果を返しているので、117行からな
ると解釈。②18列であることから、塩基の種類数は
18個と解釈。③行列の一部要素の取り出し例

①

③

②
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is.element

100

①は、出現頻度情報を得たい塩基の種類を指定する
ところ。ほとんどの場合ACGTNのみで事足りるので、
このようにしている。is.element関数は条件判定（集合
演算）を行っている。②行列hogeの列名(column
names)からなるベクトルの中から、③param_baseで指
定された要素が存在する場所をTRUE、そうでないと
ころをFALSEと評価するのが④is.element関数

①

③②

③

②

④
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条件を満たす列のみ

101

行列のsubsettingは、[行, 列]で指定する。 [, 列]で
列のみの指定、[行, ]で行のみの指定となる。
①hoge[, obj]は、objベクトルのTRUEとなっている
列の位置のみ取り出すことに相当する。②
hoge[1:2, ]でhoge行列の最初の2行分のみ表示。
③hoge[1:2, obj]の合わせ技で、さらにparam_base
で指定した塩基のみを出力できるようになる。

①

②

③
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colSums

102

①alphabetFrequency実行結果は、配列ごとに各
塩基の出現頻度を計算している。そのため、hoge
は117行分の要素からなる。②colSumsは、行列
データを入力として、列ごとに総和(column sum)を
計算する関数。colSumsを適用することで、配列ご
とではなくファイル全体の出現頻度を得ることがで
きる（今得たい情報はこれ）。

②①

②
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colSums

103

①は最初の2行分のみで列ごとの総和を計算する
場合。②ではエラーとなっている。colSumsの入力
として与えているhoge[1, obj]は、最初の1行分の
みからなる。つまり、入力が2次元の行列データで
はなく1次元のベクトルになってしまっているため。
③行頭に#をつけており、実際にはこのコードは動
作していない。

①

②

③
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applyが一般的かも

104

このコードで実際に動かしているのは、①apply関
数を用いるほう。結果はcolSumsと同じ。おそらく
行列演算で行ごとや列ごとに何かを行うときには、
一般にapply関数を用いるので、一応示した。

①

①
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applyの説明

105

applyは、①入力データに対して、②列ごと（行ごと
の場合はここを1にする）に、③総和を計算する
sum関数を適用する、みたいな指定を行う。
colSumsだと、sumを計算することしかできないが、
applyの場合は③のところの関数名をmean, 
median, maxなどいろいろ自在に変更できる。

②①

③



Mar 3-4 2016, HPCI講習会

as.matrix

106

実はこの入力ファイルの場合は、①as.matrixという関数
を②つけなくても、③つけたときと同じ結果が得られる。
つけている理由は、apply(as.matrix(…), 1, sum)などとし
て行ごとにsum関数を適用したいときに、配列数が複数
の場合でも単数の場合でも統一的にエラーなく処理で
きたという記憶があったから。

③

②

①
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as.matrix

107

挙動の違いは、①入力データの行列が1行しかな
い（配列数が1つの）場合に出てくる。②複数行か
らなる（配列数が2つ以上の）場合と比べればエ
ラーメッセージの違いがわかります。

②

①
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思考停止するべからず

108

①

①as.matrixをつけてエラーメッセー
ジが出てないからといって、これが
正しいわけではないことに気づこう
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思考停止するべからず

109

①の実行結果である10520という数値は、単
純に②1番目の配列の長さ。今調べたいのは
塩基ごとの出現頻度情報なので、③が正解!

①

②

②

③
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思考停止するべからず

110

少なくともこのサンプルコードは、配列数が1
つしかない場合にはうまく動かないことが既
知。欲しい結果が（この場合は）数値ベクトル
になっていない段階でおかしいと思えるように
なりましょう。一般論としては、得られる結果
をイメージし、特にイメージと異なる場合に疑
いの目で結果を眺めよう。
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Rコードの解説

111

④②①

赤下線のように沢山のオプションを駆使している。①
sep=“¥t”は区切り文字を指定するオプション。¥tはタブ区
切りの意味。②row.names=Tは、行の名前(row names)を
TRUEにせよという意味。ここがTになると、③赤枠部分の
情報が追加される。FALSEにすると、この列は消える。④
col.names=Fは、col.names=Tにしたときに無意味なヘッ
ダー行が含まれるのが嫌だったのでこうしているだけ。

③
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目的をおさらい

112

配列数は、①Step1  Step2で減り、②
Step2  Step3では不変だろうと予想

入力：paired-end FASTQファイル

Step1: Assembly

contig1 contig2 contig3 contig4 contig5

Step2: Scaffold

scaffold1 scaffold2

NNNNN NNNN NNNNNN

Step3: Gap close

scaffold1 scaffold2

NNNCA TNNC GGNNTA
TAGG

G A
CTA

CA

①

②
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目的をおさらい

113

配列数は、①Step1  Step2で減り、②
Step2  Step3では不変だろうと予想。

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

③
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塩基配列解析基礎2

115

①

①の情報を一気に得る項目もあります
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塩基配列解析基礎2

116

①FASTA形式ファイルを読み
込んで各種情報を得る項目

①
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塩基配列解析基礎2

117

例題の①入力ファイル名部分を
②out_gapClosed.faに変更した
③rcode3.txtをコピペで実行

①

②

③

rcode3.txt
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塩基配列解析基礎2

118

①出力ファイル(hoge1.txt)を開
かずに、②write.table関数で書
きだしているtmpの中身を表示

②

①

②

rcode3.txt
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塩基配列解析基礎2

119

①DDBJ Pipeline上のPlatanus実行結果と
完全一致。②GC含量情報なども得られる

①

②

rcode3.txt



Mar 3-4 2016, HPCI講習会

塩基配列解析基礎2

120

①配列数の算出法length(fasta)や、
②最短配列長min(width(fasta))も前
のスライドで解説したものと同じです

①

②

①

②

②

①

rcode3.txt
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塩基配列解析基礎3

121

①

このアセンブル結果の最短配列長は①101 bp
。通常、アセンブル結果ファイルから一定の配
列長(例：300 bp)未満のものは除去される
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塩基配列解析基礎3

122

①

②

①FASTA形式ファイルを読み込んで、指定した配
列長以上のもののみ残してFASTA形式ファイル
で出力する項目。②例題5は、out_gapClosed.faを
読み込んで、300 bp以上の配列のみhoge5.fasta
ファイルに保存するスクリプト
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塩基配列解析基礎3

123

①

②

③

①赤枠部分をコピペ。入力ファイルを読み
込んだ直後の②fastaオブジェクトは③117
個の配列からなる。赤下線で見えているも
のが300 bp未満なのでフィルタリングされる
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塩基配列解析基礎3

124

①width(fasta)は配列長情報からなる数値ベクト
ル。300 bpという閾値情報からなるparam_length
で条件判定した結果がobjに格納されている。

①

①

②

②
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塩基配列解析基礎3

125

param_length以上(>=)という条件を満たす
ものがTRUE、そうでないものがFALSE。
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塩基配列解析基礎3

126

オリジナルの117配列からなるfastaオブ
ジェクトの中から、①objがTRUEとなる
(300 bp以上の)配列は②52個。

①
①

②
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塩基配列解析基礎3

127

①こういう上書きはアリです。もちろん
fasta2みたいな別名にしてもいいが、ヒト
ゲノム配列などを取り扱うときにはノート
PCレベルではメモリ的に厳しくなります

①
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塩基配列解析基礎3

128

①writeXStringSet関数を使えば、②fastaオブジェクト
の中身を指定したファイルに書きだすことができる。
①のXStringSetのXは、何でもよいみたいな意味。②
fastaがDNAStringsSetという形式で格納されているこ
と、アミノ酸配列(Amino Acids)を格納する形式として
AAStringSetという形式が存在することから、それらを
同じ関数で統一的に取り扱えるようにするため。

②①

②
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塩基配列解析基礎3

129

出力ファイルは、FASTA形式で保存した
①hoge5.fasta。②1行あたりの塩基数を
50個に指定している。

②①

①
①

②
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アノテーション

131

アノテーション（遺伝子注釈付け）は、アセンブル後の配列を
入力として与え、どこ(座標)にどんな遺伝子(gene symbols; 
gene names; products)があり、どんなGene Ontology IDや
KEGG Pathway上に存在するかなどを得る作業。①広範囲、
②KEGG系、③バクテリアに特化、などいろいろあります

①

②

③



アノテーション

132Mar 3-4 2016, HPCI講習会

アノテーションファイルの
形式は、GFF/GTFが有名

①



GFF/GTF形式ファイルの例

133Mar 3-4 2016, HPCI講習会

他にrefFlat形式など様々な
ファイル形式が存在します。

GFF3形式（シロイヌナズナ; TAIR10_GFF3_genes.gff）

GTF形式（ゼブラフィッシュ; Danio_rerio.Zv9.75.gtf）
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GFFの読み込み

134

読み込み段階でコケる、読み込みはうまくいったが、そ
の後の解析段階でコケるなど、Linux上での解析同様、
一筋縄ではいきません。過去の受講生など多方面から
の情報提供のおかげでだいぶ分かってきました。

①
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GFFの読み込み

135

①例題7。②ここで用いている
GFF形式の入力ファイルは、③
から取得しました。③をクリック
したつもりでよいw

①

②

③
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Ensembl解説

136

①

②

①GFFファイルはここから取得。②のgzip圧縮
ファイルをダウンロードして解凍したものが入
力ファイル。③のあたりがバージョン番号。概
ね月単位でバージョン番号が上がっていく。

③
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Ensembl解説

137

①

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

②

①で、このゲノムの全貌をある程度把握可能。
原著論文の情報なども合わせることで、②1 
chromosome and 2 plasmids、環状ゲノムである
ことも認識可能。③でゲノム配列も取得できる

③
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Ensembl解説

138
Tanizawa et al., BMC Genomics, 16: 240, 2015

いろんなものがあって私はよくわかりません
が、GFFファイルと一緒に取り扱いたいときに
は、GFFファイルと似た名前の①を採用します

①
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GFFの読み込み
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①

②

③

④

④

①例題7が読み込みの基本形。②GenomicFeatures
というパッケージが提供する③makeTxDbFromGFF
関数を用いてGFFファイルを読み込んで、TxDbという
独特の形式で取り扱えるようにする。入力ファイルは
④「hoge – L.hokkaidonensis」中にある。
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GFFの読み込み
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①入力ファイルがGFF ver.3という形式になっていな
いみたいな警告メッセージが出ているが、読み込ん
だ後の②txdbオブジェクトは大丈夫そうだ、たぶん。

①

②
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GFFの読み込み

141

若干自信がないのは、GFFファイル読み込み後の①
で見えている数値と、②Ensemblウェブサイト上で見
られる数値が一致していないことに由来。2,344や
2,412はプラスミドを含むものなのか詳細は不明

①

②
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転写物配列取得
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multi-FASTAファイル（ゲノム配列情報）とGFFフ
ァイル（アノテーション情報）を同時に読み込むこ
とで、例えば①トランスクリプトーム（転写物）配
列情報を一気に取得することも可能。②例題5

②

①
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転写物配列取得
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①は、GFFファイル情報を保持したtxdbオブジェクト
から、transcriptsという関数を用いて抽出したい転写
物の座標情報を取得した結果をhogeに保存している

①
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転写物配列取得
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①GFFファイルの見方がよくわかっていなくて
も、うまく読み込めているらしいことはわかる。

②

①
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転写物配列取得
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②①③

①in_f1で指定したゲノム配列情報はここで登場。①ゲ
ノム配列から、②で指定した座標情報の塩基配列を
③(Biostringsパッケージが提供する)getSeq関数を用
いて取得。④(Rsamtoolsパッケージが提供する)FaFile
関数は、getSeq関数利用時に必要なおまじない。

④
④
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転写物配列取得
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①getSeq実行後のfastaオブジェクトが、欲し
いトランスクリプトーム配列情報ではあるが…

①
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転写物配列取得
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①

②

①のfastaオブジェクトをそのままFASTA形式で保存す
ると、②で見えているがままのdescription情報が書き
だされる。つまり、すべて”Chromosome”になってしまう
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転写物配列取得

149

③
①

②

赤枠部分で行っているのは、description部分の記述内
容を“Chromosome_start_end”としてどこの座標由来の
塩基配列かがわかるようにしている。①pasteは、文字
列を②sepオプションで指定した文字を間に挟んで連結
する関数。③の例をみれば挙動がわかると期待。
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転写物配列取得
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①description部分が変わっていることがわか
る。これを眺めるだけで、出力ファイルをみな
くてもうまくいっていると判断できる（と油断し
ていると時々落とし穴があるので注意）

①
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プロモーター配列取得
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①

基本的には、①プロモーター配列取得もトラ
ンスクリプトームのときと同じノリ。②例題10

②
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プロモーター配列取得
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①

②

①例題10は、転写開始点上流100 bp、下流
10 bpの領域を取得するコード。②はその領
域情報。これだけだと③確かに110 bp分の
領域になっていることの確認しかできない。

③
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プロモーター配列取得
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①

②

①例題10は、転写開始点上流100 bp、下流
10 bpの領域を取得するコード。元となって
いる転写開始点情報を②transcripts(txdb)
でstrand情報も含めて比較するとよくわかる
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プロモーター配列取得
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①

①例題10は、転写開始点上流100 bp、下流
10 bpの領域を取得するコード。最後まで実
行した結果。転写開始点上流100 bp、下流
10 bpの領域を取得するコードなので、②配
列長が全て110 bpになっており妥当。

②
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失敗例
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①

①例題11は、転写開始点上流200 bp、下流
10 bpの領域を取得するコード。例題10との
違いは、上流の塩基配列数のみ
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失敗例
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①

①例題11は、転写開始点上流200 bp、下流
10 bpの領域を取得するコード。例題10との
違いは、上流の塩基配列数のみ。
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失敗例
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①

①例題11は、転写開始点上流200 bp、下流
10 bpの領域を取得するコード。例題10との
違いは、上流の塩基配列数のみ。



Mar 3-4 2016, HPCI講習会

失敗例
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①

①例題11は、転写開始点上流200 bp、下流
10 bpの領域を取得するコード。例題10との
違いは、上流の塩基配列数のみ。②hogeは
取得したいプロモーター配列の座標情報。
③getSeqを実行するとエラーが出る

②

③
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思考停止するべからず
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①

③

④

①例題11は、転写開始点上流200 bp、下流
10 bpの領域を取得するコード。例題10との
違いは、上流の塩基配列数のみ。②hogeは
取得したいプロモーター配列の座標情報。
③getSeqを実行するとエラーが出る。④
fastaと打つと何か出力されるがうまく取れて
いるわけではない！
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思考停止するべからず
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①

②

①例題11は、転写開始点上流200 bp、下流
10 bpの領域を取得するコード。 ②このfasta
オブジェクトの中身は、③このR Console画
面上で以前に行っていた例題10(転写開始
点上流100 bp、下流10 bpの領域を取得す
るコード)実行時に作成されたものが残って
いるだけである。その証拠に、④ここが110

③

④
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大事な計算時は
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①

②

①Rを再起動し、真っ新な状態でコピペするのが一番スッキリ
。私はいつもコレ。普段は②「いいえ」を押して作業スペース
を保存せずに終了させるが、ここでは③キャンセルにしておく

③
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オブジェクトの表示
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現在利用可能なオブジェクトの表示は、①ls()

①
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オブジェクトの消去

164

(このR Console画面上で利用可能な) 全
オブジェクトの消去は、①rm(list = ls())

①
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例題11再実行

166

①

Tips。①ディレクトリの変更はsetwdでも可能
。お約束のコマンドは、②のような任意のフ
ァイルに書き込んでおいて、R起動直後に無
条件でコピペしておく（のが門田の習慣）。

①

②
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例題11再実行

167

①

①例題11再実行結果。②getSeq実行部分
でコケるところまでは一緒。③以降はfastaオ
ブジェクトがないのでそれを用いる部分は軒
並みエラー祭りになっていることがわかる。
重要なのは、エラーの原因を正確に把握す
ること。

②

③
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エラー原因解説
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①

②

③

エラーを把握すべく、②欲しい領域hoge
と③getSeq実行部分を再度表示。
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エラー原因解説
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①

エラーの原因は、②に書かれているように、
2262番目のレコード(Chromosome:2277844-
2278053)が切り捨てられている(truncated)とい
うもの。これは、③最後の転写開始点
(2277853番目の塩基)の上流200 bpから下流
10 bpの領域に相当する。

②

③
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エラー原因解説
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①

②seqinfo関数を使うことで、in_f1で指定したフ
ァイルの配列長情報(2277985 bp)を取得可能
。③で取得しようとしていた領域の一部が存在
しないことが原因である。

②

③



Mar 3-4 2016, HPCI講習会

例題12が推奨コード

171

①

②

①例題12は、取得予定の座標が存在するか
どうかを判定し、存在しないものをフィルタリ
ングする部分を追加したコード(甲斐政親氏
提供)。今問題となっている②の領域が除去
(filter out)されればよい。それを行ってくれる
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例題12が推奨コード

172

①

③が取得予定の座標が存在するかどうかを
判定し、存在しないものをフィルタリングする
部分(甲斐政親氏提供)。

②

③
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例題12が推奨コード
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①

赤枠のフィルタリング実行後の状態。②エラ
ーの原因であった2262番目の領域がなくな
っていることがわかる。

②
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例題12が推奨コード
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①

①例題12を最後まで実行した結果。

②
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例題は多数
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①

1つの項目内にも多数の例題があります。う
まく動かないままわかってて放置してあるも
の、気づいていないもの、作成当時はうまく
動いていたがR本体のバージョンが上がって
からうまく動かなくなっているもの、条件判定
が不十分なものなど、玉石混交です。
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遺伝子1 遺伝子2 遺伝子3 遺伝子4

AAAAAAA… AAAAAAA… AAAAAAA… AAAAAAA…

AAAAAAA…

AAAAAAA…

AAAAAAA…

AAAAAAA…

AAAAAAA…

AAAAAAA…

AAAAAAA…

AAAAAAA…

AAAAAAA…

AAAAAAA…

AAAAAAA…

AAAAAAA…

AAAAAAA…

転写物全体（トランスクリプトーム）

・遺伝子1は沢山転写されている（発現している）
・遺伝子4はごくわずかしか転写されてない
・…

遺伝子全体（ゲノム）

・どの染色体上のどの領域にどの遺伝子が
あるかは調べる個体（例：ヒト）が同じなら不
変（目だろうが心臓だろうが…）

ヒト

Mar 3-4 2016, HPCI講習会

mRNA

働いているRNAの種類
や量を調べるのが目的
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遺伝子1 遺伝子2 遺伝子3 遺伝子4

AAAAAAA… AAAAAAA… AAAAAAA… AAAAAAA…

AAAAAAA…

AAAAAAA…

AAAAAAA…

AAAAAAA…

AAAAAAA…

AAAAAAA…

AAAAAAA…

AAAAAAA…

AAAAAAA…

AAAAAAA…

・どの染色体上のどの領域にどの遺伝子が
あるかは調べる個体（例：ヒト）が同じなら不
変（目だろうが心臓だろうが…）

ヒト

光刺激

AAAAAAA…

AAAAAAA…

AAAAAAA…

AAAAAAA…

AAAAAAA…

AAAAAAA…

AAAAAAA…

AAAAAAA…

AAAAAAA…

AAAAAAA…

AAAAAAA…

AAAAAAA…

AAAAAAA…

AAAAAAA…

・遺伝子2は光刺激に応答して発現亢進
・遺伝子4も光刺激に応答して発現亢進

AAAAAAA…

AAAAAAA…

AAAAAAA…

AAAAAAA…

AAAAAAA…

AAAAAAA…

転写物全体（トランスクリプトーム）

遺伝子全体（ゲノム）

mRNA

働いているRNAの種類
や量を調べるのが目的



トランスクリプトーム解析
 光刺激前（T1）の目のトランスクリプトーム

 光刺激後（T2）の目のトランスクリプトーム

179

遺伝子1 遺伝子2 遺伝子3 遺伝子4

遺伝子1 遺伝子2 遺伝子3 遺伝子4
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状態の異なる複数サンプルの
データを取得して解析するの
が一般的。サンプル間比較。
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遺伝子1 遺伝子2 遺伝子3 遺伝子4

これがいわゆる
「遺伝子発現行列」

遺伝子1 遺伝子2 遺伝子3 遺伝子4

Mar 3-4 2016, HPCI講習会

具体的な目的は、①や②の
発現変動遺伝子同定など。

②①
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遺伝子1 遺伝子2 遺伝子3 遺伝子4

遺伝子1 遺伝子2 遺伝子3 遺伝子4
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現在はNGSの利用が主流。
NGSを用いたRNAの配列決定
(sequencing)なので、RNA-seq

Togo picture gallery by DBCLS is Licensed 

under a Creative Commons 表示 2.1 日本 (c)

これがいわゆる
「遺伝子発現行列」

http://creativecommons.org/licenses/by/2.1/jp/


RNA-seq概略

182

断片化

入力：抽出されたRNA

アダプター付加

Mar 3-4 2016, HPCI講習会

NGSで
配列決定

Togo picture gallery by DBCLS is Licensed 

under a Creative Commons 表示 2.1 日本 (c)

入力：サンプルのRNA
出力：大量塩基配列データ

出力：塩基配列

http://creativecommons.org/licenses/by/2.1/jp/


RNA-seq概略

183

断片化

入力：抽出されたRNA

アダプター付加
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NGSで
配列決定

Togo picture gallery by DBCLS is Licensed 

under a Creative Commons 表示 2.1 日本 (c)

NGSの出力は、リードと呼ばれる100塩基程度の
短い配列が延々と続く巨大なファイル。各矢印が1
つのリードに相当。この段階では、まだどのリード
がどの転写物由来かは不明（なので灰色一色）。

出力：塩基配列

http://creativecommons.org/licenses/by/2.1/jp/
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遺伝子1 遺伝子2 遺伝子3 遺伝子4

AAAAAAA… AAAAAAA… AAAAAAA… AAAAAAA…

AAAAAAA…

AAAAAAA…

AAAAAAA…

AAAAAAA…

AAAAAAA…

AAAAAAA…

AAAAAAA…

AAAAAAA…

AAAAAAA…

AAAAAAA…

AAAAAAA…

AAAAAAA…

AAAAAAA…

転写物全体（トランスクリプトーム）

・遺伝子1は沢山転写されている（発現している）
・遺伝子4はごくわずかしか転写されてない
・…

遺伝子全体（ゲノム）

・どの染色体上のどの領域にどの遺伝子が
あるかは調べる個体（例：ヒト）が同じなら不
変（目だろうが心臓だろうが…）

ヒト

Mar 3-4 2016, HPCI講習会

mRNA

赤枠部分の表現は、本当は不正確。昔は実験
機器の解像度が事実上遺伝子レベルだった。
遺伝子発現解析という表現はその名残り。
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遺伝子1 遺伝子2 遺伝子3 遺伝子4

ヒト

Mar 3-4 2016, HPCI講習会

ある遺伝子領域から転写（transcription）されて
いる転写物(transcript)は、1種類とは限らない
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遺伝子1 遺伝子2 遺伝子3 遺伝子4

ヒト

Mar 3-4 2016, HPCI講習会

ある遺伝子領域から転写（transcription）されて
いる転写物(transcript)は、1種類とは限らない
。例えば、遺伝子1の領域では、3種類の真の
転写物が存在し、そのうち2種類は既知とする。

遺伝子領域

既知転写物1

既知転写物2

exon1 exon2 exon3

未知転写物

真の転写物情報
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遺伝子1 遺伝子2 遺伝子3 遺伝子4

ヒト

Mar 3-4 2016, HPCI講習会

実際の細胞内（例：目のサンプル）での発現情報（
働いている度合い）が①のような感じだったとする

遺伝子領域

既知転写物1

既知転写物2

exon1 exon2 exon3

未知転写物

真の転写物情報 真の発現情報

高発現

低発現

中発現

①
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遺伝子1 遺伝子2 遺伝子3 遺伝子4

ヒト

Mar 3-4 2016, HPCI講習会

①NGS機器を用いて転写されているmRNA
配列決定（RNA-seq）をした結果のイメージ

遺伝子領域

既知転写物1

既知転写物2

exon1 exon2 exon3

未知転写物

RNA-seqで得られるリード情報
（色は不明）

真の転写物情報 真の発現情報

高発現

低発現

中発現

①
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トランスクリプトーム（RNA-seq）データ解析
の出発点は、①RNA-seqデータファイル、

RNA-seqデータ

①
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トランスクリプトーム（RNA-seq）データ解析
の出発点は、①RNA-seqデータファイル、
②ゲノム配列情報、

RNA-seqデータ

②

①
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遺伝子1 遺伝子2 遺伝子3 遺伝子4

Mar 3-4 2016, HPCI講習会

トランスクリプトーム（RNA-seq）データ解析
の出発点は、①RNA-seqデータファイル、
②ゲノム配列情報、③ゲノム上のどこにど
んな遺伝子、exon、転写物が存在するかと
いうアノテーション情報

遺伝子領域

既知転写物1

既知転写物2

exon1 exon2 exon3

RNA-seqデータ

①

②
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遺伝子1 遺伝子2 遺伝子3 遺伝子4
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①RNA-seqデータ、②ゲノム配列情報、③
アノテーション情報を利用して、④未知転
写物（新規isoform）の同定ができる。

遺伝子領域

既知転写物1

既知転写物2

exon1 exon2 exon3

未知転写物

RNA-seqデータ

④
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遺伝子1 遺伝子2 遺伝子3 遺伝子4
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①RNA-seqデータ、②ゲノム配列情報、③
アノテーション情報を利用して、④未知転
写物（新規isoform）の同定ができる。⑤転
写物の発現量（働いている度合い）推定も
原理的に可能。

遺伝子領域

既知転写物1

既知転写物2

exon1 exon2 exon3

未知転写物

高発現

低発現

中発現

⑤

RNA-seqデータ
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遺伝子1 遺伝子2 遺伝子3 遺伝子4

Mar 3-4 2016, HPCI講習会

①RNA-seqデータ、②ゲノム配列情報、③
アノテーション情報を利用して、④未知転
写物（新規isoform）の同定ができる。

遺伝子領域

既知転写物1

既知転写物2

exon1 exon2 exon3

未知転写物

RNA-seqデータ

④
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ゲノム

RNA-seqデータ中の1本1本のリード（横棒）がゲノム上のど
の領域から転写されたのかを調べる。文字列検索と本質的
に同じであり、これがマッピングという作業に相当する。

RNA-seqデータ
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ゲノム

RNA-seqデータ中の1本1本のリード（横棒）がゲノム上のど
の領域から転写されたのかを調べる。文字列検索と本質的
に同じであり、これがマッピングという作業に相当する。

RNA-seqデータ
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197Mar 3-4 2016, HPCI講習会

リードの長さが初期は35塩基程度だったが、現在
は150塩基程度まで伸びている。そのおかげで、
リードを分割してマッピングすることもできる。

RNA-seqデータ

ゲノム



具体的な戦略
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分割してマップされたリードは、大抵の場合複
数のエクソン（exon）をまたぐリードであり、①
ジャンクションリード（junction read）と呼ばれる。

RNA-seqデータ

ゲノム exon1 exon2 exon3

①ジャンクションリード
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既知遺伝子（転写物）の座標情報と
比較することで、答え合わせも可能。

RNA-seqデータ

ゲノム exon1 exon2 exon3

既知転写物1

既知転写物2

アノテーション情報
(既知遺伝子座標情報）

①ジャンクションリード
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既知転写物1

既知転写物2

exon1 exon2 exon3

同様にして、他のジャンクションリー
ドも既知転写物と比較することで…

RNA-seqデータ

ゲノム

アノテーション情報
(既知遺伝子座標情報）

①ジャンクションリード
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既知転写物1

既知転写物2

exon1 exon2 exon3

未知転写物?!

未知転写物（新規isoform）
の同定も原理的に可能。

RNA-seqデータ

ゲノム

アノテーション情報
(既知遺伝子座標情報）

①ジャンクションリード
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 トランスクリプトーム配列取得
 ゲノム配列既知の場合

Mar 3-4 2016, HPCI講習会

①

②

③

新規転写物同定などに相当。①がメインプログラム
。多くのメインプログラム内部で、②や③のサブプロ
グラムが動作する。例えばBowtie-Tophat-Cufflinks
パイプラインは、①Cufflinks内部で②ジャンクション
リードもマップ可能なTophat(やTophat2)が動作して
おり、そのさらに内部で基本マッピングプログラムで
ある③Bowtie(やBowtie2)が動作している。

参考
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 トランスクリプトーム配列取得
 ゲノム配列未知の場合

Mar 3-4 2016, HPCI講習会

①

トランスクリプトーム配列のde novoア
センブリに相当。多くのプログラムは
発現量(FPKM値)も出力してくれます。

参考
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 発現量の正確な推定

Mar 3-4 2016, HPCI講習会

転写物の発現量を正確に推定したい場合は、専用
のプログラムを使うべし。②RSEMが有名。③Sailfish
も高速なアルゴリズムとして有名。④TIGER2は日本
語で質問できる上、最近の手法比較論文(Kanitz et 
al. Genome Biol., 2015)でも高評価でおススメ。

①

②

③

④

参考



様々な解析目的
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 発現変動解析(2群間比較)

Mar 3-4 2016, HPCI講習会

2群間比較で①反復あり(複製あり)データの
場合はedgeR、②反復なしの場合はDESeq2
を内部的に用いて頑健な結果を返すTCCが
おススメ。反復の有無に応じて、内部的に用
いるパッケージを自動で切り替える

①

②

参考



様々な解析目的
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 発現変動解析(3群間比較)

Mar 3-4 2016, HPCI講習会

①

②

3群間比較で①反復あり(複製あり)データの場合は
edgeR、②反復なしの場合はDESeq2を内部的に用
いて頑健な結果を返すTCCがおススメ (Tang et al., 
BMC Bioinformatics, 2015)。反復の有無に応じて、
内部的に用いるパッケージを自動で切り替える。

参考
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 マップする側（paired-end RNA-seqデータ；SRR616268）
 オリジナルデータ（Illumina HiSeq 2000で取得）の情報

 リード長：forward側は107 bp、reverse側は93 bp

 リード数：ともに134,755,996リード（約1.35億）

 データ量：bzip2圧縮状態で計約15GB。非圧縮FASTQで計約80GB

 下記手順実行後のデータ（計約110MB）をマッピングに利用

1. 最初の100万リードのみ抽出（計200万リード）

2. forward側：3’側7 bpをトリム後にアダプターを除去。998,649リード

3. reverse側：3’側2 bpをトリム後にアダプターを除去。999,233リード

4. 両方で存在するリードのみ抽出。998,521×2 = 計1,997,042リード

 forward側(SRR616268sub_trim3_1.fastq.gz)、reverse側(SRR616268sub_trim3_2.fastq.gz)

 マップされる側（Lactobacillus casei 12A）
 ゲノムサイズ：2,907,892 bp、遺伝子数：2,799個

 Lactobacillus_casei_12a.GCA_000309565.2.25.dna.chromosome.Chromosome.fa

 Lactobacillus_casei_12a.GCA_000309565.2.25.chromosome.Chromosome.gff3

Mar 3-4 2016, HPCI講習会

Lactobacillus casei 12A株のデータ。乳酸菌NGS
連載第3回最後のほうでダウンロードしたものと
基本的に同じ。トリムの理由は第5回でわかる。

107 bp 93 bp

100 bp 91 bp



FASTA形式とFASTQ形式
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 FASTA形式
 1行目：“>”ではじまる一行のdescription行

 2行目：配列情報

 FASTQ形式
 1行目：“@”ではじまる1行のdescription行

 2行目：配列情報

 3行目：”+”からはじまる1行（のdescription行）

 4行目：クオリティ情報

Mar 3-4 2016, HPCI講習会

>SEQ_ID 

GATTTGGGGTTCAAAGCAGTATCGATCAAATAGTAAATCCATTTGTTCAACTCACAGTTT 

@SEQ_ID 

GATTTGGGGTTCAAAGCAGTATCGATCAAATAGTAAATCCATTTGTTCAACTCACAGTTT

+ 

!''*((((***+))%%%++)(%%%%).1***-+*''))**55CCF>>>>>>CCCCCCC65 

http://en.wikipedia.org/wiki/FASTQ_format

教科書p11-13 FASTA形式がわかるヒトは、
それにquality情報のみが追加
されたものという理解でよい。

参考
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①

②

DRAで見たマップする側のpaired-end RNA-seqデ
ータ。accession番号は、①SRR616268。リード数は
②に示されている。大元は③SRAという形式で保存
されている。DRAでは、FASTQ形式ファイルを提供
している。SRAからFASTQファイルを作成する際に、
④でみえているようなNが多くクオリティが低いリー
ドが除去されるため、FASTQファイルで取り扱う際
には②で見えているリード数よりも若干少なくなる。③

④
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解析データ（乳酸菌）

211

マップされる側の①ゲノム配列データと②アノ
テーションデータ（GFFファイル）情報は、
Ensemblから取得。バージョンは年に数回程
度以上の頻度で上がっている印象。基本は
最新だが、最も重要なのはゲノム配列とアノ
テーション情報のバージョンが同じであること

①

②
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212Mar 3-4 2016, HPCI講習会
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マッピング基礎

213

QuasRは、generalなパッケージ。精
度云々というよりは、WindowsのR環
境でマッピングを可能にしてくれたと
いう点で感謝m(_ _)m。前処理、マッ
ピング、QCレポート、カウント情報取
得まで可能なので、このあたりの全
貌を大まかに理解するうえで便利。
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マッピング基礎

214

QuasRは、basicなマッピングプログラム
であるbowtie (Langmead et al., Genome 
Biol., 2009)とジャンクションリードをマッピ
ング可能なSpliceMap (Au et al., Nucleic 
Acids Res., 2010)を選択可能。ここでは
バクテリア(乳酸菌)ゲノムにマップするの
で高速な①basic alignerを利用。②例題2

①

②
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マッピング基礎
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①マップされる側のリファレンス配列。②マッ
プする側はリストファイル（タブ区切りテキス
トファイル）として与える。リストファイルの中
身は、③paired-endの場合はこんな感じ。

①

②

②

③
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マッピング基礎

216

リストファイルとして与えるメリットは、複数サ
ンプルの場合を考えればよい。①のファイル
は2行からなるが、3行目以降に同様な形式
で、追加するサンプル数分だけ行を増やし
ていけばよい。②SampleName列は、カウン
トデータ（後述）を得るときに、ここに記載さ
いたサンプル名(ここではnamae_paired)が列
名として使われる。

①

②



解析データ（乳酸菌）
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 マップする側（paired-end RNA-seqデータ；SRR616268）
 オリジナルデータ（Illumina HiSeq 2000で取得）の情報

 リード長：forward側は107 bp、reverse側は93 bp

 リード数：ともに134,755,996リード（約1.35億）

 データ量：bzip2圧縮状態で計約15GB。非圧縮FASTQで計約80GB

 下記手順実行後のデータ（計約110MB）をマッピングに利用

1. 最初の100万リードのみ抽出（計200万リード）

2. forward側：3’側7 bpをトリム後にアダプターを除去。998,649リード

3. reverse側：3’側2 bpをトリム後にアダプターを除去。999,233リード

4. 両方で存在するリードのみ抽出。998,521×2 = 計1,997,042リード

 forward側(SRR616268sub_trim3_1.fastq.gz)、reverse側(SRR616268sub_trim3_2.fastq.gz)

 マップされる側（Lactobacillus casei 12A）
 ゲノムサイズ：2,907,892 bp、遺伝子数：2,799個

 Lactobacillus_casei_12a.GCA_000309565.2.25.dna.chromosome.Chromosome.fa

 Lactobacillus_casei_12a.GCA_000309565.2.25.chromosome.Chromosome.gff3

Mar 3-4 2016, HPCI講習会

①マップする側のリストファイルと、②
マップされる側のFASTA形式ファイル

①

②
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マッピング基礎

218

①

②

①「デスクトップ – hoge – L.casei_12A_genome」
フォルダ内に必要なファイルはあります。②作
業ディレクトリをそこに変更して、③list.files()。

③
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マッピング基礎
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①

②

③

①赤枠部分が必要最小限。②QuasRパッケージを読み込
んで、③主要関数であるqAlignを実行するだけで、BAM形
式のマッピング結果ファイルを得ることができる。①の赤
枠部分をコピペ。 「このプログラムの機能のいくつかが
Windows ファイアウォールでブロックされています」という

アラートウィンドウが出ることもあるが、④その場合はキャ
ンセルボタンを押す（でないと先に進めない）。約4分

④
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解説

220

R Console画面上で見えているのは、①のあたり
。②マッピング部分の所要時間は204.96秒。計
1,997,042リード中、③693,500個がマップされ、④
1,303,542個がマップされなかったことがわかる。

①

②

③ ④
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 マップする側（paired-end RNA-seqデータ；SRR616268）
 オリジナルデータ（Illumina HiSeq 2000で取得）の情報

 リード長：forward側は107 bp、reverse側は93 bp

 リード数：ともに134,755,996リード（約1.35億）

 データ量：bzip2圧縮状態で計約15GB。非圧縮FASTQで計約80GB

 下記手順実行後のデータ（計約110MB）をマッピングに利用

1. 最初の100万リードのみ抽出（計200万リード）

2. forward側：3’側7 bpをトリム後にアダプターを除去。998,649リード

3. reverse側：3’側2 bpをトリム後にアダプターを除去。999,233リード

4. 両方で存在するリードのみ抽出。998,521×2 = 計1,997,042リード

 forward側(SRR616268sub_trim3_1.fastq.gz)、reverse側(SRR616268sub_trim3_2.fastq.gz)

 マップされる側（Lactobacillus casei 12A）
 ゲノムサイズ：2,907,892 bp、遺伝子数：2,799個

 Lactobacillus_casei_12a.GCA_000309565.2.25.dna.chromosome.Chromosome.fa

 Lactobacillus_casei_12a.GCA_000309565.2.25.chromosome.Chromosome.gff3

Mar 3-4 2016, HPCI講習会

①seqlengthの数値は、②マップされ
る側のリファレンス配列の総塩基数

①

②
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解説

222

①qAlign関数実行時に、マッピングプログラム
(bowtie or SpliceMap)の指定を行わなかった。理
由はデフォルトがbasic aligner (unspliced alignerと
もいう)のbowtieであることを知っていたから。②
qAlign関数上では、splicedAlignment = FALSEとし
て表現される。主なマッピング結果であるBAMフ
ァイルは、③拡張子が.bamだが、これはバイナリ
ファイルなので中身を眺めても意味不明（爆）

③

②

①



Mar 3-4 2016, HPCI講習会

解説

223

①作業フォルダを眺めると、②確かに.bamファイ
ルが作成されている。マッピング後の解析は、基
本的にBAM形式ファイルを入力として取り扱う。
③赤下線部分の文字列はヒトそれぞれ。

①

②

③
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QCレポートPDF

224

①入力データのクオリティスコアやマッピング結果
の概要などをPDFファイルとして出力できます。最
後の部分が_QC.pdfとなるPDFファイルが作成さ
れます。

①
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QCレポートPDF

225

①確かに最後の部分が_QC.pdfとなるPDFファイ
ルが作成されていることが分かります。これを解
説します。

①
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PDFの一部を解説

226

リードのポジションごとの①クオ
リティスコア分布と②塩基組成

①

②
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PDFの一部を解説

227

①
②③

④

①マップされたリードの割合。②計1,997,042
リード(2e+06)中、③34.7%がマップされた。④
693,500/1,997,042 = 0.3473なので妥当。
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PDFの一部を解説

228

②

①マップされたリードのうち、1
か所にのみマップされたリード
(uniquely mapped reads)が
87.7%、③複数個所にマップされ
たリード（non-unique）が12.3%。
④3.47e+05は片側のみで考え
ているのかもしれない…。いず
れにせよ、⑤693500×0.877 = 
608200個程度はゲノム中の1か
所にのみマップされたと解釈。

①
③

④

⑤
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BEDファイル作成

229

BED形式ファイルは、バイナリファイルのため
中身を解釈できないBAMファイルをテキストファ
イルに変換して可視化したもの、という理解で
よい。①赤枠部分をコピペ。②.bedというファイ
ルが作成される。③forというループを回してい
るのは、複数サンプルに対応するため。

②

①

③
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BED概観

230

①作成されたBEDファイルをエクセルで眺める。マッピング結果は
、②どの配列上の、③どこから(start)、④どこまで(end)の場所に
リードがマップされたかが最低限わかればよい。マップされたリー
ドの総数は693,500個だったので、ヘッダー行（つまり1行目に列名
情報）がないこのファイルの場合、⑤693,500行となるのは妥当。

①

③ ④②

⑤
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マッピング応用

232

QuasRはオプション無指定でもマッピングを行ってくれる
が、ログファイル(QuasR_log_1be81c2f3864.txt)を眺めて
も-vで指定する許容するミスマッチ数が何だったのか不
明。②例題1。③bowtie (basic alignerの1つ)利用時に”-
m 1 –-best –-strata –v 0”オプションをつけて実行する。

②

①

③
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マッピング応用

233

①以前のマッピング結果が残っている場所で実行してよ
いが、念のため②オブジェクトの全消去をやっておこう。

①

②
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マッピング応用

234

①

終了後の状態。①マップされたリードの総数（494,912
個）は、デフォルトの結果（693,500個）に比べて減って
いる。②デフォルトオプション実行時の-vで指定する許
容するミスマッチ数は、1以上だったのだろうと推測可

②
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マッピング応用

235

①赤枠部分が”-m 1 –-best –-strata –v 0”オプションをつけ
て実行した結果ファイル。②QCレポートPDF中の③マップさ
れたリードの割合。④計1,997,042リード(2e+06)中、⑤24.8%
がマップされた。494,912/1,997,042 = 0.2478なので妥当。

①

②

③

④⑤
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マッピング応用

236

①マップされたリード(片側247,456リードで計494,912リ
ード)のうち、②1か所にのみマップされたリード
(uniquely mapped reads)が86.6%、③複数個所にマップ
されたリード（non-unique）が13.4%。この結果は直感的
にオカシイ。理由は”-m 1”として1か所にのみマップさ
れるリードを出力しているつもりだから。

①② ③
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?関数名

237

Bowtie実行時のオプションを眺めるべく、①
alignmentParameterのところを詳細に調査。②
qAlign関数の詳細を調べたいときは、③
?qAlignと打つ。数秒後にhtmlマニュアルが開く

② ①

③
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関数マニュアル

238

qAlign関数のhtmlマニュアル。ページ上部。①Usage
（基本的な利用法）、②Arguments（オプションの説明
）、、、③Details（詳細情報）、④Value（返り値；どんな
結果が返ってくるか）などの情報が見られる。これは
かなり難しい例なので、最初のうちはsum, mean, 
alphabetFrequencyなど、挙動を完全に把握できて
いる関数のマニュアルを眺めて慣れておくとよい

①

②



①
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関数マニュアル

239

調べたいalignmentParameterのところをつぎはぎで
表示。結論として、”-m 1”として1か所にのみマップ
されるリードを出力しているつもりなのに、なぜ①
non-uniqueが13.4%含まれるという結果になるのか
理解できない。もしかしたら、②複数個所にマップさ
れるリードはランダムにどこか1か所の結果が返さ
れるということなのだろうか?少なくとも門田はマニ
ュアルの説明だけでは挙動を完全にイメージでき
ない。プログラムのバグかもしれないし、門田の勘
違いかもしれないが、これ以上は深追いしない

②
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カウント情報取得
 アノテーション情報を利用する場合

 UCSC known Genes, Ensembl Genesなど様々なテーブル名を指定可能

 gene, exon, promoter, junctionなど様々なレベルを指定可能

 アノテーション情報がない場合
 マップされたリードの和集合領域を同定したのち、領域ごとのリード数をカウント

 BEDtools (Quinlan et al., 2010)中のmergeBedプログラムを実行して和集合領
域同定後、intersectBedプログラムを実行してリード数をカウントする作業に相当

241Mar 3-4 2016, HPCI講習会

Rでのアノテーション情報利用は、TxDbが基本

count

領域1 2 3 4



カウント情報取得
 アノテーション情報を利用する場合

 UCSC known Genes, Ensembl Genesなど様々なテーブル名を指定可能

 gene, exon, promoter, junctionなど様々なレベルを指定可能

 アノテーション情報がない場合
 マップされたリードの和集合領域を同定したのち、領域ごとのリード数をカウント

 BEDtools (Quinlan et al., 2010)中のmergeBedプログラムを実行して和集合領
域同定後、intersectBedプログラムを実行してリード数をカウントする作業に相当

242Mar 3-4 2016, HPCI講習会

アノテーション情報がない場合の戦略
は、複数サンプルの場合には領域が変
わりうる。Cufflinksを知っているヒトは
cuffmergeと同じイメージだと思えばよい

countsample1

sample2



カウント情報取得1
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①

①アノテーション情報を利用するや
り方の、②例題1をやってみましょう

②



違いを説明
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「マッピング基礎」の例題2と基本的に同じ。違いは
、①GFF形式のアノテーションファイルの指定、②
カウントデータ取得のレベルを指定、③アノテーシ
ョンファイルの読み込み…

②

①

③



違いを説明

245Mar 3-4 2016, HPCI講習会

①マッピング結果outとアノテーション情報txdbを読
み込んで、param_reportlevel(この場合geneレベル
)で指定したレベルのカウントデータを取得する
qCount実行部分、および②結果の保存の部分。

①

②



コピペで実行
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同じデフォルトオプションで実行した、「マッピング基礎」
の例題2の結果がある①作業ディレクトリ上で、②念の
ためオブジェクトの全消去を行ってからコピペ。1分弱

①



無駄を省く
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1分弱で終わる理由は、マッピングを行っていない
から。QuasRはまずログファイルを調べる。そして以
前に同じ入力ファイル、同じオプションで実行した結
果を見つけたら（QuasR_log_1be81c2f3864.txt）、①「
(あなたが実行したい)全てのマッピング結果が見つ
かったよ」となり、以前の結果を読み込んでくれる

①



無駄を省く
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①「マッピング基礎」の例題2の結果と同じく、693,500リ
ードがマップされた②outオブジェクトを利用可能なので
、③qCount関数でカウントデータを得ることができる

①
②

③



qCount
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①qCount関数実行によって得られたカウン
トデータ情報を含むcountオブジェクトの、②
行数と列数は2727行×2列。③countオブジ
ェクトの最初の6行分をhead関数で表示

②

①

③



qCount
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①1列目は配列長、②2列目が目的のカウ
ント情報。③param_reportlevelで指定してい
たのは④gene。それゆえ⑤行名は、遺伝子
名の通し番号のようになっているのだろう。

⑤

③

④

②①



qCount
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①遺伝子名の通し番号っぽいものは、②txdb
オブジェクトの元情報である③in_f3で読み込ん
だアノテーションファイル中に書かれている筈

①

②

③



GFFを眺めて確認
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GFFファイルをエクセルで眺めている。①の文字
列が②out_fで指定した出力ファイル(hoge1.txt)
中の③行名として使われているのだろう

①

③

②



GFFを眺めて確認
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基本テクニックを駆使して、①配列長1350 bpの
LCA12A_0617を②確認。同じ配列長になっており妥当。完全
に欠番のない通し番号になっていれば③count行列の617行
目という指定でもイケる…わけではない。④tailで納得

②

③

①

④
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カウント情報取得2
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①

さきほどまでは例題1の解説。次は②例題4

②



カウント情報取得2
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①

②

①例題4は「マッピング応用」の例題1と同じくマッピング
時のオプションを明示的に指定している。②許容するミ
スマッチ数を0(-v 0)にしたときのマップされたリード数（
494,912個）は、デフォルトの結果（693,500個）よりも少
なかった。カウント行列データの数値は全体的に少なく
なると予想できるので、それを確認するのが主目的。



カウント情報取得2
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①

コピペで実行し、全体像を見られるところを表示。②
マップされたリード数は、確かに494,912個だった。③
カウント行列データの数値は確かに全体的に少ない

②

③



比較
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①許容するミスマッチ数を0(-v 0)にしたときの結果の
ほうが、確かに②デフォルトの結果に比べて少ない

② ①



出力ファイル
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①

例題1と①例題4のもう1つの違いは、②配
列長(hoge4_length.txt)と③カウント情報
(hoge4_count.txt)を別々に出力している点

② ③



出力ファイル
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①

②カウント情報ファイル(hoge4_count.txt)の
中身はこんな感じ。配列情報の列を含まな
いものが一般的なカウントデータ以降の統
計解析の入力ファイルとして利用される。

②

②
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カウントデータ解析

262Mar 3-4 2016, HPCI講習会

カウントデータ

サンプル間クラスタリング発現変動遺伝子（DEG）同定

このデータ(Blekhman et al., 2010)は、3種類
の生物種間比較。20,689 genes×18samples。
ヒト(HS)、チンパンジー(PT)、アカゲザル(RM)。
生物種ごとにメス3匹、オス3匹。

Blekhman et al., Genome Res., 20: 180-189, 2010



サンプル間クラスタリング

263Mar 3-4 2016, HPCI講習会

20,689遺伝子×18サンプルのbiological 
replicatesのみからなるカウントデータ
(Blekhman et al., 2010)のサンプル間クラ
スタリング。データの取得や整形につい
ては、2015.07.29の講義資料を参考。

①

②



入力ファイル

264Mar 3-4 2016, HPCI講習会

デスクトップ上のhogeフォルダ中に①
sample_blekhman_18.txtが存在する
はず。ファイルが存在しないヒトは、
②右クリック、③対象をファイルに保
存、でデスクトップ上のhogeに保存

②

③

①

Blekhman et al., Genome Res., 20: 180-189, 2010



入力ファイル
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このデータは、3種類の生物種間比較。ヒト(Homo 
sapiens; HS)、チンパンジー(Pan troglodytes; PT)、
アカゲザル(Rhesus macaque; RM)。生物種ごとにメ
ス3匹、オス3匹。雄雌を考慮しなければbiological 
replicates (生物学的な反復)は6。

メス(Female) オス(Male) メス オス メス オス

ヒト
(Homo sapiens; HS)

チンパンジー
(Pan troglodytes; PT)

アカゲザル
(Rhesus macaque; RM)

20
,6

89
ge

ne
s

Blekhman et al., Genome Res., 20: 180-189, 2010



コピペで実行

266Mar 3-4 2016, HPCI講習会

①一連のコマンド群をコピーして、②R Console
画面上でペースト。ブラウザがInternet Explorer
の場合は、CTRLとALTキーを押しながらコード
の枠内で左クリックすると、全選択できます。

①

②



実行結果

267Mar 3-4 2016, HPCI講習会

エラーなく実行できると右下のような画面
になっているはずです。①入力ファイル
情報を格納した行列dataの行数が20,689、
列数が18となっていることがわかります。

①



出力ファイル

268Mar 3-4 2016, HPCI講習会

①出力ファイルのサイズを指定
しているので、こんな感じになる

①

700ピクセル

40
0
ピ

ク
セ

ル

hoge8.png



結果の解釈

269Mar 3-4 2016, HPCI講習会

3生物種間全体で眺めると、①ヒト(HS)
とチンパンジー(PT)はよく似ている。

hoge8.png

ヒト(HS) チンパンジー(PT) アカゲザル(RM)

 ヒト(HS)

 オス3匹(M1, M2, M3)

 メス3匹(F1, F2, F3)

 チンパンジー(PT)

 オス3匹(M1, M2, M3)

 メス3匹(F1, F2, F3)

 アカゲザル(RM)

 オス3匹(M1, M2, M3)

 メス3匹(F1, F2, F3)

①



結果の解釈
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2群間比較(発現変動遺伝子検出; DEG検出)を行っ
たときに、②「HS vs. RMで得られるDEG数」のほう
が③「HS vs. PTで得られるDEG数」よりも多そう。

hoge8.png

ヒト(HS) チンパンジー(PT) アカゲザル(RM)

 ヒト(HS)

 オス3匹(M1, M2, M3)

 メス3匹(F1, F2, F3)

 チンパンジー(PT)

 オス3匹(M1, M2, M3)

 メス3匹(F1, F2, F3)

 アカゲザル(RM)

 オス3匹(M1, M2, M3)

 メス3匹(F1, F2, F3)

①

②

③



結果の解釈

271Mar 3-4 2016, HPCI講習会

同一生物種でクラスターを形成している。
①RMM2は「外れサンプル」っぽい。

hoge8.png

ヒト(HS) チンパンジー(PT) アカゲザル(RM)

 ヒト(HS)

 オス3匹(M1, M2, M3)

 メス3匹(F1, F2, F3)

 チンパンジー(PT)

 オス3匹(M1, M2, M3)

 メス3匹(F1, F2, F3)

 アカゲザル(RM)

 オス3匹(M1, M2, M3)

 メス3匹(F1, F2, F3) ①



結果の解釈

272Mar 3-4 2016, HPCI講習会

①ヒト(HS)と②アカゲザル(RM)は、メスとオスの
サンプルが入り混じっている。これらの生物種
内で、「メス群 vs. オス群」の2群間比較を行っ
てもDEGはほとんど検出されないだろう。

hoge8.png

ヒト(HS) チンパンジー(PT) アカゲザル(RM)

 ヒト(HS)

 オス3匹(M1, M2, M3)

 メス3匹(F1, F2, F3)

 チンパンジー(PT)

 オス3匹(M1, M2, M3)

 メス3匹(F1, F2, F3)

 アカゲザル(RM)

 オス3匹(M1, M2, M3)

 メス3匹(F1, F2, F3)

②

①



結果の解釈
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チンパンジー(PT)に限っていえば、①メス3匹がクラス
ターを形成しているので、 「メス群 vs. オス群」の2群間
比較結果として、多少なりともDEGが検出されるだろう。

hoge8.png

ヒト(HS) チンパンジー(PT) アカゲザル(RM)

 ヒト(HS)

 オス3匹(M1, M2, M3)

 メス3匹(F1, F2, F3)

 チンパンジー(PT)

 オス3匹(M1, M2, M3)

 メス3匹(F1, F2, F3)

 アカゲザル(RM)

 オス3匹(M1, M2, M3)

 メス3匹(F1, F2, F3)

①



この解釈の仕方は

274Mar 3-4 2016, HPCI講習会

原著論文あり。但し、TCCパッケージが提供する
clusterSample関数を用いた結果以外では責任を持
ちません。また、運悪く例外データセットもあるかも…

Tang et al., BMC Bioinformatics, 16: 361, 2015



論文レベルの図です

275Mar 3-4 2016, HPCI講習会 Tang et al., BMC Bioinformatics, 16: 361, 2015

①

手法比較原著論文(Tang et al., 2015)の①
Additional file 6に②全く同じ図もあり。つ
まり、コピペで作成したクラスタリング結果
がそのまま論文の図に使えるということ。
③書き方は赤下線のような感じでよい。

②

③
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HS vs. RM

277Mar 3-4 2016, HPCI講習会

①

「HS vs. RM」の2群間比較をTCCパッ
ケージ(Sun et al., 2013)で行ってみよう。



サブセット抽出

278Mar 3-4 2016, HPCI講習会

例題1。黒枠内をコピペ



サブセット抽出

279Mar 3-4 2016, HPCI講習会

③

①

②

①ここで取得したいサブセットの列番号やグルー
プ情報を指定。②発現変動解析に用いるサブ
セットは20,689 genes × 4 samplesのデータ。③
正しくヒト(HS) vs. アカゲザル(RM)になっている



サブセット抽出

280Mar 3-4 2016, HPCI講習会

入力ファイル(sample_blekhman_18.txt)
を眺めるなどして、①該当サンプルの
列の位置を把握していることが前提。

①



FDR

281Mar 3-4 2016, HPCI講習会

①

赤枠部分までをコピペ。①q < 0.05を満たす遺伝子数は
2,488個。False discovery rate (FDR) = 0.05は、この閾値
を満たす2,488個を発現変動遺伝子(Differentially 
Expressed Genes; DEGs)とみなすと、2,488*0.05 = 124.4
個は偽物であることを意味する。有意水準(false positive 
rate; FPR)5%と同じような位置づけであり、FDR5%という
のは、「許容する偽物(non-DEG)混入割合」に相当する。



FDR

282Mar 3-4 2016, HPCI講習会

②

最後までコピペ。①q < 0.30を満たす遺伝子数は
②4,786個。FDR = 0.30なので、4,786*0.30 = 
1,435.8個は偽物で残りの70%は本物だと判断する

①



DEG数の見積もり

283Mar 3-4 2016, HPCI講習会

FDR閾値が比較的緩めのところを眺め、①20,689 
genes中3,300個程度が本物のDEGと判断する。

①



樹形図と一致

284Mar 3-4 2016, HPCI講習会

今比較しているのはHS vs. RM。クラスタリ
ング結果からも、これらの発現プロファイル
の類似度が低い（距離が遠い）ので妥当
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M-A plot

286Mar 3-4 2016, HPCI講習会

これがM-A plot。発現変動遺伝子（DEG）と判
定されたものが多数存在することがわかる。
param_FDRで指定した閾値(0.05)を満たす遺
伝子群がマゼンタ色で表示されている。



M-A plot
 2群間比較用

 横軸が全体的な発現レベル、縦軸がlog比からなるプロット

 名前の由来は、おそらく対数の世界での縦軸が引き算（Minus）、横軸が平均（Average）

287Mar 3-4 2016, HPCI講習会 Dudoit et al., Stat. Sinica, 12: 111-139, 2002

A = (log2G2 + log2G1)/2
1 2 3 4 5

M
 =

 l
o
g

2
G

2
 -

lo
g

2
G

1
0

-1
-2

1
2

低発現 ← 全体的に → 高発現

G1群 > G2群

G1群 < G2群

G1群 = G2群

G1群で高発現

G2群で高発現

DEGが存在しないデータのM-A plotを眺める
ことで、縦軸の閾値のみに相当する倍率変
化を用いたDEG同定の危険性が分かります



DEG検出結果

288Mar 3-4 2016, HPCI講習会

基本的にはこれが解析結果



DEG検出結果

289Mar 3-4 2016, HPCI講習会

1位はRM群（G2群）で高発現のDEG

p-valueとその順位
G1(HS)群 G2(RM)群

M-A plotのA値とM値 q-value

FDR閾値判定結果。 q-value < 0.05

を満たすDEGが1、non-DEGが0。

G2群で高発現

G1群で高発現



DEG検出結果

290Mar 3-4 2016, HPCI講習会

2位もRM群（G2群）で高発現のDEG

p-valueとその順位
G1(HS)群 G2(RM)群

M-A plotのA値とM値 q-value

FDR閾値判定結果。 q-value < 0.05

を満たすDEGが1、non-DEGが0。

G2群で高発現

G1群で高発現



DEG検出結果

291Mar 3-4 2016, HPCI講習会

3位はHS群（G1群）で高発現のDEG

p-valueとその順位
G1(HS)群 G2(RM)群

M-A plotのA値とM値 q-value

FDR閾値判定結果。 q-value < 0.05

を満たすDEGが1、non-DEGが0。

G2群で高発現

G1群で高発現



DEG検出結果

292Mar 3-4 2016, HPCI講習会

指定したFDR閾値（0.05）をギリギリ
満たす2,488位の遺伝子

p-valueとその順位
G1(HS)群 G2(RM)群

M-A plotのA値とM値 q-value

FDR閾値判定結果。 q-value < 0.05

を満たすDEGが1、non-DEGが0。

G2群で高発現

G1群で高発現



様々なM-A plot

293Mar 3-4 2016, HPCI講習会

例題2-5のコピペで作成しました

①
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分布やモデル

295Mar 3-4 2016, HPCI講習会

（当たり前だが）FDR閾値を緩めると得
られるDEG数は増える傾向にあること
がわかる。例題6のコピペで作成。

厳しい ← FDR閾値 → 緩い

HS1 vs. RM1 HS1 vs. RM1 HS1 vs. RM1

5,435 DEGs (FDR 40%)731 DEGs (FDR 0.01%) 2,488 DEGs (FDR 5%)

少ない ← DEG数 → 多い



分布やモデル

296Mar 3-4 2016, HPCI講習会

重要：黒の分布はnon-DEGの分布に相当

HS1 vs. RM1 HS1 vs. RM1

5,435 DEGs (FDR 40%)731 DEGs (FDR 0.01%) 2,488 DEGs (FDR 5%)

HS1 vs. RM1

厳しい ← FDR閾値 → 緩い
少ない ← DEG数 → 多い



統計的手法とは…

297Mar 3-4 2016, HPCI講習会

16 DEGs 24 DEGs 202 DEGs

2,488 DEGs 578 DEGs

7 DEGs

ヒト(HS) チンパン
ジー(PT)

アカゲザ
ル(RM)

HS1 vs. PT1HS1 vs. RM1

HS1 vs. HS2 PT1 vs. PT2 RM1 vs. RM2 RM1 vs. RM3

同一群(下段)の分布は、異なる群(上段)の
non-DEG分布とよく一致する。同一群内のば
らつきの分布（non-DEG分布）以外のものが
DEGと判定されるのが統計的手法の結果



統計的手法とは
 同一群内の遺伝子のばらつきの程度を把握し、帰無仮説に従う分布の

全体像を把握しておく（モデル構築）
 non-DEGのばらつきの程度を把握しておくことと同義

 実際に比較したい2群の遺伝子のばらつきの程度がnon-DEG分布の
どのあたりに位置するかを評価（検定）

298Mar 3-4 2016, HPCI講習会

同一群内のばらつきの分布（non-
DEG分布）から遠く離れたところに
位置するものは、0に近いp-value

例題3

HS1 vs. RM1



統計的手法とは
 同一群内の遺伝子のばらつきの程度を把握し、帰無仮説に従う分布の

全体像を把握しておく（モデル構築）
 non-DEGのばらつきの程度を把握しておくことと同義

 実際に比較したい2群の遺伝子のばらつきの程度がnon-DEG分布の
どのあたりに位置するかを評価（検定）

299Mar 3-4 2016, HPCI講習会

同一群内のばらつきの分布（non-
DEG分布）の、ど真ん中に位置す
るものは、1に近いp-value

例題12



結果の比較(2倍変化)

300Mar 3-4 2016, HPCI講習会

3,375 DEGs 3,806 DEGs 3,020 DEGs

5,966 DEGs 5,077 DEGs

2,171 DEGs

ヒト(HS) チンパン
ジー(PT)

アカゲザ
ル(RM)

倍率変化(fold-change; FC)でのDEG検出結
果。下段の同一群内比較でも多数の偽陽性
が検出されている。例題13をベースに作成

HS1 vs. PT1HS1 vs. RM1

HS1 vs. HS2 PT1 vs. PT2 RM1 vs. RM2 RM1 vs. RM3



結果の比較(FDR)

301Mar 3-4 2016, HPCI講習会

16 DEGs 24 DEGs 202 DEGs

2,488 DEGs 578 DEGs

7 DEGs

ヒト(HS) チンパン
ジー(PT)

アカゲザ
ル(RM)

統計的手法(TCC)も多少偽陽性が存在するが、倍率変
化(FC)ほど凶悪ではないことがわかる。また高発現側
のDEGは、FCと比較的よく一致していることがわかる。
先人がFCのみで比較的信頼性の高い結果を得てきた
理由がよくわかる(高発現側を信頼するという経験則)。HS1 vs. PT1HS1 vs. RM1

HS1 vs. HS2 PT1 vs. PT2 RM1 vs. RM2 RM1 vs. RM3
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3群間比較

303Mar 3-4 2016, HPCI講習会

このデータは、3種類の生物種間比較：ヒト(Homo 
sapiens; HS)、チンパンジー(Pan troglodytes; PT)、
アカゲザル(Rhesus macaque; RM)。どこかの群間で
発現変動している遺伝子を検出するやり方を示す。

メス(Female) オス(Male) メス オス メス オス

ヒト
(Homo sapiens; HS)

チンパンジー
(Pan troglodytes; PT)

アカゲザル
(Rhesus macaque; RM)

20
,6

89
ge

ne
s

Blekhman et al., Genome Res., 20: 180-189, 2010



Tang et al., BMC Bioinformatics, 16: 361, 2015

3群間比較論文

304Mar 3-4 2016, HPCI講習会

3群間比較用に特化した手法選択のガイドライン。①
反復ありデータの場合は(内部的にedgeRの関数を
用いた)TCC、②反復なしの場合は（内部的に
DESeq2を用いた）TCCがおススメ。

①

②



データ正規化周辺
 RPM (Mortazavi et al., Nat. Methods, 5: 621-628, 2008)

 RPKM(Reads per kilobase of exon per million mapped reads)の長さ補正を行わないバージョン

 Reads Per Million mapped readsの略。

 TMM正規化 (Robinson and Oshlack, Genome Biol., 11: R25, 2010)

 Trimmed Mean of M valuesの略。edgeRパッケージに実装されている。

 発現変動遺伝子（DEG）のデータ正規化時の悪影響を排除すべく、M-A plot上で周縁部にあるデータを
使わずに（トリムして）正規化係数を決定する方法。

 TbT正規化 (Kadota et al., Algorithms Mol. Biol., 7: 5, 2012)

 TMM法の改良版で、TMM-baySeq-TMMという3ステップで正規化を行う方法。

 1st stepで得られたTMM正規化係数を用いて、2nd step (baySeq)でDEG同定を行い、3rd step (TMM)

ではDEGを排除した残りのデータでTMM正規化。DEGの影響を排除しつつもできるだけ多くのnon-

DEGデータを用いて頑健に正規化係数を決めるという思想（DEG elimination strategy提唱論文）。

 iDEGES正規化（Sun et al., BMC Bioinformatics, 14: 219, 2013）
 TCCパッケージの原著論文

 DEG elimination strategy (DEGES) を一般化し、より高速且つ頑健にしたもの。TbTは「複製あり」のデ
ータのみにしか対応していなかったが、「複製なし」データにも対応。

 iDEGES/edgeR正規化法：「複製あり」データ正規化用。TMM-(edgeR-TMM)nパイプライン

 iDEGES/DESeq正規化法：「複製なし」データ正規化用。DESeq-(DESeq-DESeq)nパイプライン

305Mar 3-4 2016, HPCI講習会

発現変動解析（サンプル間比較）時に重要と
なる、sequence depth周辺の正規化法の進展
。2013.03.07のHPCIセミナースライドから拝借

参考



TbT正規化法
 TCCパッケージに実装している基本コンセプトの原著論文

 本来の目的である発現変動遺伝子(DEG)自体がデータ正規化時に悪影響を与えるのでDEG候
補を除去して正規化を行うほうがよいこと(DEG Elimination Strategy)を提唱した論文。既存の
正規化法は、比較するグループ間でDEG数に偏りがない(unbiased DE)場合にはうまく正規化で
きるが、偏りがある場合(biased DE)にはうまく正規化できないことを示した。

 TbT法の実体は、①edgeRパッケージ中のTMM正規化法実行、②baySeqパッケージ中のDEG

検出法実行、および③DEG候補を除去した残りのnon-DEG候補のみを用いたTMM正規化法実
行、の3ステップを基本とするTMM-baySeq-TMMパイプライン。出力は正規化後の結果（正確に
は正規化係数）なので、TbT正規化後に任意のDEG検出法を適用することで一連の発現変動解
析が終了することになる。例えばTbT正規化法実行後にedgeR中のDEG検出法を適用する一連
の手順はTMM-baySeq-TMM-edgeRに相当し、原著論文中ではedgeR/TbTと略記している。論
文中ではTbTにした理由を論理的に書いたが、本音は”ToT”に近いものということでTMMと
baySeqを採用。

 提案したマルチステップの正規化パイプラインは、第2および第3ステップを繰り返して実行するこ
とでより頑健な正規化を実現可能であることも示している。これが図3で説明しているiterative 

TbT approachに相当するものであり、TMM-(baySeq-TMM)nとも表現できる。例えばiterative 

TbT正規化法実行後にedgeR中のDEG検出法を適用する一連の手順はTMM-(baySeq-

TMM)n-edgeRに相当する。n = 0の場合はTMM-edgeRとなり、これはedgeRパッケージ中のオ
リジナルの手順と同じである。

306Mar 3-4 2016, HPCI講習会

TbT正規化法の説明。2014.07.22のイ
ルミナウェビナー時のスライドの拝借

参考



TCC
 TbT論文の考え方を一般化し、Rパッケージとしてまとめたという論文

 TbTはDEG Elimination Strategy (DEGES；でげす)に基づく一つの正規化パイプラインにすぎな
いこと、第2ステップのbaySeqによるDEG同定ステップが律速であり高速化が課題であったこと、
そして各ステップにおいて他の方法が原理的に適用可能であることなどを述べている。

 第2ステップのDEG同定法をedgeR中のものに置き換えると、TMM-edgeR-TMMという正規化パ
イプラインになる。これは、全てedgeRパッケージ中の関数のみで成立するため、
DEGES/edgeRと略記している。また、DEGES正規化後にedgeR中のDEG同定法を適用する
一連の解析手順は「DEGES/edgeR-edgeR」または「TMM-edgeR-TMM-edgeR」と表記できる。
これは実質的にedgeRパッケージ中のオリジナルの解析手順を2回繰り返して行っていることと
同義である（ただし、第3ステップのTMMは検出されたDEG候補以外のデータで実行される）。そ
れが、実質的に「TCCは例えばiterative edgeRという理解でよい」と主張する根拠である。

 TbT論文中で言及したiterative TbTに相当するものは、この論文中ではiterative DEGES (略し
てiDEGES)と称している。例えば、 「iDEGES/edgeR-edgeR」はTMM-(edgeR-TMM)n-edgeR

に相当する。n=1は「DEGES/edgeR-edgeR」に相当する。nが2以上の場合がiDEGESに相当す
るが、nの数を増やしてもその分計算コストがかかる一方で、実質的にn=3程度で頭打ちになるこ
とを論文中で示している。それゆえ、iterative DEGESのデフォルトはn=3としている。
compcodeR (Soneson, C., Bioinformatics, 2014)中でもデフォルトはそうなっている。
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TbT正規化法の説明。2014.07.22のイ
ルミナウェビナー時のスライドの拝借

参考



3群間比較
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ヒト
(Homo sapiens; HS)

チンパンジー
(Pan troglodytes; PT)

アカゲザル
(Rhesus macaque; RM)

20
,6

89
ge
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s

Blekhman et al., Genome Res., 20: 180-189, 2010

sample_blekhman_18.txtを入力として、ヒト(HS)6サンプル、
チンパンジー(PT)6サンプル、アカゲザル(RM)6サンプル
の3群間比較を行います。どこかの群間で発現変動して
いる遺伝子を検出するやり方です。各群のサンプルは
全て別個体です。例えばヒトの場合は6人分のデータ(6 
biological replicates)であり、1人のサンプルを6個に分割
したデータ(6 technical replicates)ではありません。



3群間比較

309Mar 3-4 2016, HPCI講習会

②例題7。③入力はsample_blekhman_18.txt、
出力はhoge7.txtのみ。M-A plotはない。

①

Sun et al., BMC Bioinformatics, 14: 219, 2013

Tang et al., BMC Bioinformatics, 16: 361, 2015

②

③



3群間比較
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Sun et al., BMC Bioinformatics, 14: 219, 2013

Tang et al., BMC Bioinformatics, 16: 361, 2015

①

②

①ここで各群のサンプル数(列数)を指定。②FDR
閾値を指定するところだが、出力ファイルの読み
取り方が分かっていれば気にしなくてもよい。



3群間比較
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コピペで実行した結果の最後の部分を表
示。約2分。①赤枠部分は、4種類のFDR
閾値を満たす遺伝子数を表示している。
例えば②は5%の偽物混入を許容すると
7,247個がDEGと判定されるということ。

①

①

②



DEG数の見積もり

312Mar 3-4 2016, HPCI講習会

FDR閾値が比較的緩めのところを眺め、①
20,689 genes中8,000個程度がどこかの群間
で発現変動している本物のDEGと判断する

①



出力ファイル解説

313Mar 3-4 2016, HPCI講習会

①出力ファイル(hoge7.txt)の中身を解説。②正
規化後のデータ、③統計解析結果(p値、q値、順
位情報など)。④発現変動順にソートされた結果

①

③②

④



コードの解説

314Mar 3-4 2016, HPCI講習会

正規化後のデータを取り出す部分の説明。①データ正
規化（正確には正規化係数を得た）後のtccオブジェク
トを入力として、②getNormalizedData関数を用いて正
規化後のデータを取得した結果をnormalizedオブジェク
トに格納し、③出力の一部として組み込んでいる。

②

①

③

③



コードの解説

315Mar 3-4 2016, HPCI講習会

（このウェブページではお約束的にそうしているので）
①1番左側に行名をしているが、実は②のresultオブ
ジェクトの③1番左側が同じ情報なのでなくてもよい

②

① ②

①

③



コードの解説

316Mar 3-4 2016, HPCI講習会

①rank（順位）情報は、②p値をベースに計算している
。p値が低いほど発現変動の度合いが高いことを意
味する。実際、③1位の発現パターンはチンパンジー
(PT)群で4桁以上のカウント数で、それ以外の群では
1桁となっており妥当。

①②

③



ANOVA的な解析…

317Mar 3-4 2016, HPCI講習会

①2位はアカゲザル(RM)群で高発現のパターン、②3
位はヒト(HS)群で高発現のパターン。（どの群間で違
いがあるかは問わずに）どこかの群間で発現に差が
あるものを検出する枠組み（ANOVA的な解析）なの
で、このような結果になる。

①
②



コードの解説

318Mar 3-4 2016, HPCI講習会

①の段階では、まだ発現変動順にはソートされておら
ず、cbind関数を用いて列方向で結合した(column
bind)結果をtmpオブジェクトに格納しているだけ。実
際、②resultオブジェクトは入力ファイルの遺伝子名
の並びになっている。

①

②



コードの解説

319Mar 3-4 2016, HPCI講習会

（赤字のコメント部分をよく見ればわかるがw）①発現
変動順にソートしている部分がココ。tmp[order(x), ]は
、xの並びで行をソートするお約束的な書き方。発現
変動順にソートしたくない場合は、行頭に#をつけてコ
メントアウトすればよい。

①



コードの解説
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①の部分が灰色になっているのは、あく
までも0.05, 0.10, 0.20, 0.30というFDR閾
値を満たす遺伝子数をざっと表示させて
概要（DEGがあるかどうか、あったとした
らどれくらいか）を知りたいだけだから。

①



コードの解説

321Mar 3-4 2016, HPCI講習会

①の部分は、出力ファイル中の②q.value
列を見ているのと同じ

②

①



コードの解説
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例えば①5% FDR thresholdというのは、
②q-value (q値)が0.05未満（or以下）とい
う条件判定を行っていることと同義。これ
は有意水準5%というのが、実際の手順と
してp-value(p値) < 0.05という条件判定を
行っていることを思い出せば納得できる。

①

②



コードの解説

323Mar 3-4 2016, HPCI講習会

①1番右側のestimatedDEGという名前の
列がq-value (q値) < 0.05のところで1から
0に切り替わっているのは、②param_FDR
のところで0.05を指定していたから。②の
指定部分を気にしなくてよいと最初に解
説したのは、q-value列の取り扱い方法を
理解していればそれで充分だからです。

①

②



パターン分類…

324Mar 3-4 2016, HPCI講習会

（どの群間で違いがあるかは問わずに）どこかの
群間で発現に差があるものを検出する枠組み
（ANOVA的な解析）なのでこのような結果になる
…のはしょうがいないとして。G1(HS)群で高発現
のものがx個、G2(PT)群で高発現のものがy個、
みたいなものが欲しい！
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遺伝子クラスタリング

326Mar 3-4 2016, HPCI講習会

（個人的には結論として非推奨だが）遺伝
子間クラスタリングを行っておき、どの遺伝
子がどのパターンに属するかという情報を
①MBCluster.Seqなどを用いて得ておき、特
定のFDR閾値を満たす遺伝子サブセットの
分類分けを行えばよい。おそらくこれも王道
なので一応紹介。

①



遺伝子クラスタリング

327Mar 3-4 2016, HPCI講習会

①

③

②

①MBCluster.Seq単体での利用はこちら。②
例題4。③K-meansクラスタリングの一種なの
で、③クラスター数を指定する。50など比較
的大きめの値にしても、non-redundantにして
くれるので、最終的に得られるクラスター数
は（データの性質にもよるが通常は）減る。



遺伝子クラスタリング

328Mar 3-4 2016, HPCI講習会

①通常のクラスタリングの際は、入力データ
のどの列がどの群かという情報を与えない。
②MBCluster.Seqは、同一群内のバラツキを
考慮してくれるので、列のラベル情報を与え
ている。Model-based clusteringというのは、
（発現変動解析時にnon-DEGの分布を見積
もるのと同様に）同一群内のバラツキを超え
た意味のある発現パターンを見積もって返し
てくれると理解すればよい。

①

②



コピペ
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（CTRL + ALT + 左クリック、またはトリプルク
リックでコードを全選択して）コピペ。約18分



結果の説明

330Mar 3-4 2016, HPCI講習会

①800×500ピクセルの②hoge4.png。
内部的に乱数を発生させているの
で、見栄えはヒトによって異なる。

②

①



結果の説明
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①

②

③ ④⑤

①下から順にG1(HS)、G2(PT)、G3(RM)。順序は、②
のテキストファイル（後述）と見比べることでわかる。
③cluster 1と10はG3群で高発現、④cluster 6と8は
G3群で低発現パターンのものだ、みたいに解釈する。
全体を眺めることで各クラスタを構成するメンバー数
（遺伝子数）の概要をつかめる。例えば、⑤cluster 9
を構成する遺伝子数が最多、とか。



結果の説明

332Mar 3-4 2016, HPCI講習会

①

①テキストファイル（hoge4.txt）の中身。②1番右側の
列がクラスター番号情報。③例題4の場合、出力ファ
イルはクラスター番号順にソートされている。確かに
デンドログラム（樹形図）でみた通り、cluster 1は
G3(RM)群で高発現パターンになっている。

②

③



コードの解説
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①テキストファイル（hoge4.txt）作成部分のコード。②
dataオブジェクトは入力ファイルを読み込んだ直後の
ものなので、正規化前のデータ。③cls$clusterという
数値ベクトルが、入力データの遺伝子の並び順に、
どの遺伝子がどのクラスターに属するかを示した情
報に相当する。出力がクラスター番号順になってい
る理由は、④cls$clusterの並びでソートしているから。
門田亡き後もこのようにコードの中身を自力で解読
できるようになっておけば大丈夫

①

② ③

④



クラスタごとの遺伝子数

334Mar 3-4 2016, HPCI講習会

hoge4.pngを眺めることで、cluster 9を構成
する遺伝子数が最多とかが一応わかるが、
各クラスタを構成するメンバー数（遺伝子
数）を正確に調べるやり方を伝授。



クラスタごとの遺伝子数

335Mar 3-4 2016, HPCI講習会

①
②

③

入力データの遺伝子の並び順にどの遺伝
子がどのクラスターに属するかを示した
cls$clusterという数値ベクトルを入力として、
①table関数を実行した結果が欲しいもので
す。②を眺めると、確かにcluster 9のメン
バー数が最多（7,617個）であることからもこ
の結果が妥当であることが分かります。こ
の結果も乱数を発生させているので、ヒトに
よって結果は異なる③は理解を助ける補足
情報。
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TCC + MBCluster.Seq

337Mar 3-4 2016, HPCI講習会

①「応用」の項目の、②例題8が、
TCCでどこかの群間で発現変動す
る遺伝子とMBCluster.Seqを組み合
わせたものです。コピペ。約20分。

①

②



TCC + MBCluster.Seq

338Mar 3-4 2016, HPCI講習会

②

①800×500ピクセルの②hoge8.png。内
部的に乱数を発生させているので、見
栄えはヒトによって異なる。この結果の
場合は、③cluster 7がnon-DEGパターン
であり、最多の遺伝子数から構成される

①

③



TCC + MBCluster.Seq

339Mar 3-4 2016, HPCI講習会

①

①テキストファイル(hoge8.txt)の中身。
TCCの結果部分は不変。②一番右側の
列の数値はおそらくヒトによって異なる

②



クラスタごとの遺伝子数

340Mar 3-4 2016, HPCI講習会

コードの最後の部分を表示。①全遺伝子
(20,689個)を対象としたクラスターごとの
遺伝子数。pngファイルで眺めたnon-
DEGパターンに相当する②cluster 7の遺
伝子数が最多(7,413個)となっており妥当。

①

②



クラスタごとの遺伝子数

341Mar 3-4 2016, HPCI講習会

①5% FDR閾値を満たす遺伝子(7,247個)に
限定して、クラスターごとの遺伝子数を再分
類。non-DEGパターンに相当する②cluster 
7の遺伝子数が最少(67個)となっており妥当

①

②
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解析ガイドラインの構築」(代表)

 基盤研究(C)（H24-26年度）：「シークエンスに基づく比較トランスクリプトーム解析のた
めのガイドライン構築」(代表)

 新学術領域研究(研究領域提案型)(H22-26年度)：「非モデル生物におけるゲノム解析
法の確立」(分担；研究代表者：西山智明)

 NBDCとの共同研究(H26-27年度)：NGS講習会関連

Mar 3-4 2016, HPCI講習会

所属・敬称略。他にもバグレポートやプログラム
提供をいただいた諸氏、R本体および有用なパッ
ケージ開発者諸氏に御礼申し上げますm(_ _)m


