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講義資料PDFが講義のペー
ジからダウンロード可能です



講義予定
 4月17日月曜日（17:15-20:30）

 嶋田透：ゲノムからの遺伝子予測

 門田幸二：バイオインフォマティクス基礎知識、Rのイントロダクション

 4月18日火曜日（17:15-20:30）
 門田幸二：Rで塩基配列解析1、multi-FASTAファイルの各種解析

 4月24日月曜日（17:15-20:30）
 嶋田透：ゲノムアノテーション、遺伝子の機能推定、RNA-seqなどによ
る発現解析、比較ゲノム解析

 門田幸二：Rで塩基配列解析2、Rパッケージ、k-mer解析の基礎

 5月01日月曜日（17:15-19:00頃）
 勝間進：非コードRNA、小分子RNA、エピジェネティクス

 講義後、小テスト
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全てPC使用予定です
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パッケージ
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R起動直後に「?関数名」と打ち込んで
も、使用法を記したウェブページが開
かずにエラーが出ることがあります

①

②



パッケージ
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①「??alphabetFrequency」と打ち込むように勧められ
ているので打ってみる。検索結果のウェブページが表
示されるので、②それっぽい関数名のところをクリック

①

②



パッケージ
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①alphabetFrequency関数は②Biostringsというパッ
ケージから提供されているものだと読み解く。「??関
数名」は、関数名は既知だがどのパッケージから提
供されているものかを知りたい場合などに利用する②

①



パッケージ
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multi-FASTAファイルを読み込んで様々な解析がで
きるのは、①Biostringsや②seqinrなどの塩基配列
解析用パッケージのおかげです。③citation(“パッ
ケージ名”)で引用すべき論文がわかります

①

①
②

②

③



パッケージ
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①や②の部分でパッケージをロードし
ている。これで、ロードしたパッケージ
が提供する関数群を利用可能になる

①

②



パッケージ
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例えば①Biostringsというパッケージをlibrary関数を用
いて読み込むことによって、alphabetFrequencyのよう
なBiostringsが提供する関数群を利用できるのです。こ
こでは、②意図的に「library(Biostrings)」を2回実行して、
2回目は何も表示されないということを思い出させてい
る。実際には1回のみで大丈夫。③「?alp」まで打ってか
らTabキーを押すなどして「タブ補完」テクを有効利用

①

②

③



R本体とパッケージの関係

 パソコンを購入しただけの状態では、できることが限られています。
 通常は、Officeやウイルス撃退ソフトなどをインストールして利用します。

 Linuxをインストールしただけの状態では、できることが限られています。
 通常は、マッピングなど各種プログラムをインストールして利用します。

 R本体をインストールしただけの状態では、できることが限られています。
 各種解析を行うパッケージ（またはライブラリ）をインストールして利用します。
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「R本体とパッケージ」の関係は、「パ
ソコンとソフト」、「Microsoft EXCELと
アドイン」、「Cytoscapeとプラグイン」
のようなものという理解でよい



CRANとBioconductor
 Rパッケージの2大リポジトリ(貯蔵庫)

 CRAN：10,430パッケージ

 Bioconductor：1,294パッケージ
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②CRAN (The Comprehensive R Archive 
Network)提供パッケージは、生命科学を含
む様々な分野で利用される。NGS解析は、
③主にBioconductor提供パッケージを利用

2017年04月12日現在

①

②

③



CRANとBioconductor
 Rパッケージの2大リポジトリ(貯蔵庫)

 CRAN：8,000パッケージちょっと

 Bioconductor：1,104パッケージ
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約1年前の状況。着実に増えていますね2016年04月21日現在

①

②

③



定期的にバージョンアップ
 近年のリリース頻度

 R本体 (http://www.r-project.org/)

 2017-04-21にver. 3.4.0をリリース

 2017-03-06にver. 3.3.3をリリース

 2016-04-14にver. 3.2.5をリリース

 2015-06-18にver. 3.2.1をリリース

 …

 Bioconductor (http://bioconductor.org/)は半年ごとにリリース

 2016-10にver. 3.4をリリース (R ver. 3.3.Xで動作確認)、提供パッケージ数：1,294

 2016-05にver. 3.3をリリース (R ver. 3.3.Xで動作確認)、提供パッケージ数：1,211

 2015-10にver. 3.2をリリース (R ver. 3.2.Xで動作確認)、提供パッケージ数：1,104

 2015-04にver. 3.1をリリース (R ver. 3.2.Xで動作確認)、提供パッケージ数：1,024

 2014-10にver. 3.0をリリース (R ver. 3.1.1で動作確認)、提供パッケージ数：934

 2014-04にver. 2.14をリリース (R ver. 3.1.0で動作確認)、提供パッケージ数：824

 2013-10にver. 2.13をリリース (R ver. 3.0で動作確認)、提供パッケージ数：750

 2013-04にver. 2.12をリリース (R ver. 3.0で動作確認)、提供パッケージ数：672

 …
13Apr 24 2017

バグの修正や新たな機能がどんど
ん追加されている。最新版の利用を
お勧め。毎年5月と11月ごろにバー
ジョンアップするとよいだろう。



Bioconductor
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Bioconductorに関する総説(Review)。ゲノム配
列やアノテーションパッケージもBioconductorか
ら提供されており、それらに関する言及もあり



パッケージのインストール
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①「必要最小限プラスアルファ」の推
奨インストール手順を行えば、「(Rで)
塩基配列解析」で利用する多くの
パッケージがインストールされます

①



パッケージのインストール
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①これらはCRANから提供されてい
るものたち。②「バイオスタティス
ティクス基礎論」で利用予定のパッ
ケージは、ここに書き込んでいる

①

②



パッケージのインストール
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①

②③

①ゲノム情報のパッケージ(BSgenome…)は
Bioconductorから提供されています。ここでは計6パッ
ケージをインストールしています。例えば②は、マウスの
mm10というバージョンのゲノム配列情報を含むパッケー
ジの名前（BSgenome.Mmusculus.UCSC.mm10）に相
当します。③biocLiteという関数を用いて該当パッケージ

をインストールしています
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BSgenome利用の意義
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ゲノム配列情報はUCSC、Ensembl、Illumina 
iGenomesなどのウェブサイトから取得する
のが一般的ではあるが、Rの生物種ごとに
提供されているBSgenomeで取得、あるいは
取り扱うことも可能。①ChIP-seq解析用パッ
ケージの②MEDIPSは、BSgenomeを利用

①

②



BSgenome
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①「…ゲノム配列 | BSgenome」

①



BSgenome
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①黒枠部分のコードをコピペ。R ver. 3.3.3 
(Bioconductor ver. 3.4)で利用可能な生物種のパッ
ケージ名をリストアップ。②87個あることが分かる。
Rのバージョンが古いとパッケージ数は少なくなる

①

②



BSgenome
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①

②

①2014年4月リリースのゼブラフィッシュ(Danio rerio; 
danRer10)のパッケージもある。②ヒトゲノムはこの
あたり。様々なバージョン（hg17, hg18, hg19, hg38）
のゲノム配列が提供されていることがわかる



BSgenome
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①実際にインストール済みのものを調べる。②このPC
環境では、7パッケージであることがわかる。③植物の
シロイヌナズナ(Arabidopsis thaliana)のパッケージは、
推奨手順通りにインストール作業をしたヒトは存在する
はずです。私もインストールされてなかったりしますの
で、なければ個別インストールで対応してください

①

②

③



個別インストール

24Apr 24 2017

①パッケージの個別インストール方法。②
パッケージ名部分を変更すれば、基本ど
のパッケージのインストールにも対応可能。
例： BSgenome.Athaliana.TAIR.TAIR9

①

②
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BSgenome
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①例題9。②ヒトゲノム(GRCh38)のRパッケージを入力、
③multi-FASTAファイルを出力として得る。作業ディレ
クトリはどこでもよいが基本はデスクトップ上のhoge。
数分かかるが、約3.3GBのファイルが生成される。（動
作が遅くなるので）テキストエディタで開かないで!

①

②

③



BSgenome
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①出力ファイルの内容はfastaオブジェクトに格納
されている。②慣れればfastaオブジェクトの中身
をR上で直接眺めるほうが全体像をつかみやすい

①

②



BSgenome
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①1～22番染色体のみ取扱いたい場合。
②染色体番号の数が大きくなるほど配
列長が短くなっている傾向が一目瞭然

①

②



BSgenome
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①X, Y, およびミトコンドリア配列も含めたい場合。②配列
の並びの確認は試行錯誤。③最初から25番目の要素が
MT（ミトコンドリア）だとわかっていたわけではありません

①
②

③



BSgenome
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①X, Y, およびミトコンドリア配列までのサブセットを
hoge10.fastaという名前で保存したい場合。②上矢印
キーを何回か押してファイルに保存するためのコマン
ドを出し、③水色下線部分の2か所を変更すればよい

①

②

③ ③



BSgenome
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①こんな感じで変更して実行。やらなくてよい。実
行後にhoge9.fastaよりも若干ファイルサイズの小
さい②hoge10.fastaが生成されているのが確認で
きます。決してテキストエディタで開かないで!

①

参考

②



BSgenome
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①例題10。様々な記述形式
があります。やらなくてよい

①

参考



BSgenome
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①26番目以降の配列は、ヒトゲノムの一部ではあるものの、
②おそらく割り当てられる染色体が定まっていないものな
どです。メタゲノム解析などでヒトゲノムにマップされない
リードのみ取扱いたい場合には、利用可能な全配列をマッ
ピング時のリファレンスとして用いるのが自然だと思います

①

②
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ヒトゲノム中のCpG出現確率は低い
 全部で16通りの2連続塩基の出現頻度分布を調べると、CGとなる確率の
実測値(0.986%)は期待値(4.2%)よりもかなり低い

 期待値
 ゲノム中のGC含量を考慮した場合：約41%(A:0.295, C:0.205, G: 0.205, T:0.295)
なので、0.205×0.205= 4.2%

 ゲノム中のGC含量を考慮しない場合： 50%(A:0.25, C:0.25, G: 0.25, T:0.25)なの
で、0.25×0.25= 6.25%

35Apr 24 2017 Lander et al., Nature, 409: 860-921, 2001

Rで調べることができます

①
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2連続塩基の出現頻度
①例題1。全貌を把握可能な②hoge4.fa
を作業ディレクトリに保存して実行

②

①
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2連続塩基の出現頻度

①

①右クリックで保存し、②作業ディレ
クトリ中にhoge4.faがあることを確認。
Macのヒトは.txtが付与されてしまう
拡張子問題の解決も忘れずに!

②



38Apr 24 2017

2連続塩基の出現頻度
Internet Explorer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。基本はコピペ。①出力ファイ
ルの中身は②tmpオブジェクトの中身と同じ

①

②
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2連続塩基の出現頻度

出力：hoge1.txt

①出力ファイルは、配列ごと（この場
合コンティグごと）に16種類の2連続塩
基の出現頻度をカウントしたものです

①
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2連続塩基の出現確率

出力：hoge2.txt

①出力ファイルは、配列ごと（この場合コ
ンティグごと）に16種類の2連続塩基の
出現確率をカウントしたものです。②
as.probオプションをTRUEにしているだけ

①

②
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2連続塩基の出現確率

①

③

②

①例題7。②ヒトゲノムRパッケージを入力
とすることもできます。一見ややこしいで
すが、③fastaオブジェクトの作成までを
「お約束の手順」だと思えばいいのです。
（孫 建強氏提供情報）。実行時間は約3分
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2連続塩基の出現確率
①例題9は、②例題7の記述が気になるヒト用。
パッケージ名をベタで書いています。③のtmp
の中身はBSgenome.Hsapiens.NCBI.GRCh38
中で利用可能なオブジェクト名です

①

③

②
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2連続塩基の出現確率
出力：hoge7.txt

例題7実行結果ファイル。CGの連続塩基
が他に比べて確かに低いことがわかる
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2連続塩基の出現頻度と確率
①例題8。染色体ごとではなく、

全てをひとまとめにするやり方
です。②連続塩基の出現頻度
順にソートしてCGが少ないこ

とを確かめています

参考

②

②

①



k連続塩基(k-mer)解析
 比較ゲノム解析

 k=3 or 4付近の値を用いてゲノムごとの頻度情報を取得し、類似性尺度として利用

 アセンブル（ゲノムやトランスクリプトーム）
 k=25～200付近の値を用いてde Bruijnグラフを作成

 k-mer頻度グラフを作成して眺め、Heterozygosityの有無などを調査

 モチーフ解析
 転写開始点の上流配列解析。古細菌の上流50塩基に絞ってk=4で出現頻度解析
すると、おそらくTATAが上位にランクイン

 発現量推定
 RNA-seq解析で、リファレンスにリードをマップしてリード数をカウントするのが主流
だが、マッピング作業をすっ飛ばしてk-merに基づく方法で定量。Sailfish (Patro et 
al., Nat Biotechnol., 2014)やRNA-Skim (Zhang and Wang, Bioinformatics, 2014)。

46Apr 24 2017

2連続塩基の解析は、k=2のときのk連続塩

基の解析(k-mer解析)と同じです。①の話
の一部は、平成28年度NGSハンズオン講
習会7月20日の講義資料中にもあります

①



課題
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multi-FASTAファイル(kadai_20170424.fa)につ
いて、各種基本情報、および2連続塩基の出現
確率を調べ、得られた結果について考察せよ

①



ヒトゲノムの場合

48Apr 24 2017

入力が①BSgenomeのRパッケージでもGC含量を
含む基本情報を取得することができる。②例題1

①

②

参考



ヒトゲノムの場合
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コピペ実行結果。①入力がBSgenomeのパッ
ケージの場合、入力”ファイル”はない。②出
力ファイルの中身に相当するtmpを表示。③
配列数は455個、④全体のGC含量は約41%

②

①

参考

③

④



ヒトゲノムの場合

(1) 配列数は455個(BSgenome…の場合)

(2) 全体のGC含量は約41%

(3) 各塩基(A, C, G, T)の出現確率： (0.295, 0.205, 0.205, 0.295)

50Apr 24 2017

(2) 全体のGC含量は0.410だった。これはCとG
の出現確率の合計が0.410ということを意味する
。(3)それゆえ、各々の確率に分割すると、
0.410/2 = 0.205となる。もちろん①などを参考に
して塩基ごとの出現確率の実測値を求めてもよ
い（が結果はほぼ同じなのでやらなくてよい）

①



ヒトゲノムの場合

(1) 配列数は455個(BSgenome…の場合)

(2) 全体のGC含量は約41%

(3) 各塩基(A, C, G, T)の出現確率： (0.295, 0.205, 0.205, 0.295)

(4) AA, AT, TA, TTの出現確率の期待値 = 0.295×0.295 = 8.7%

(5) CC, CG, GC, GGの出現確率の期待値 = 0.205×0.205 = 4.2%

(6) AC, AG, CA, CT , GA , GT , TC , TGの出現確率の期待値 = 0.205×0.295 = 6.0%

51Apr 24 2017

①

①AとTの出現確率の合計は、GC含量(0.410)から、1 –
0.410 = 0.590となる。それゆえ、AとT各々の確率に分
割すると、0.590/2 = 0.295となる。2連続塩基の出現確
率は、各塩基の出現確率の掛け算で計算可能。AA, 
AT, TA, TTの出現確率の期待値(expected)は、どれも
0.295×0.295 = 0.087025 (約8.7%)となる。他も同様

②



考察の基本的な考え方
 目的：2連続塩基の出現頻度（or 確率）を調べ、偏りの有無を調査

 ヒトゲノムはCGという連続塩基の出現頻度が他（特にCC, GC, GG）に比べて少ない
と言われており、大まかにその傾向は確認済み。他の生物種ではどういう傾向にあ
るのか？ということに興味をもち調べようとしている。

 注意点：生物種ごとにGC含量が異なる
 GC含量が高いということは、CとGの出現頻度が高いことを意味する。それは、AとT
の出現頻度の相対的な低下を意味する。

 GC含量50%の生物種の場合、A, C, G, Tの出現確率は等しい(0.25, 0.25, 0.25, 0.25)
。それゆえ、計16種類の2連続塩基の出現確率の期待値は全て0.25×0.25 = 1/16。

(AA,   AC,  AG,  AT,   CA,  CC,   CG,  CT,  GA,   GC,  GG,  GT,   TA,  TC,   TG,  TT)

(1/16, 1/16, 1/16, 1/16, 1/16, 1/16, 1/16, 1/16, 1/16, 1/16, 1/16, 1/16, 1/16, 1/16, 1/16, 1/16)

 極端な例として、全てCまたはGのみからなるGC含量100%の生物種の場合、(A, C, 
G, T)の出現確率は(0.0, 0.5, 0.5, 0.0)となる。この2連続塩基出現確率の期待値：

(AA,   AC,  AG,  AT,   CA,  CC,   CG,  CT,   GA,  GC,  GG,  GT,   TA,  TC,   TG,  TT)

(0.00, 0.00, 0.00, 0.00, 0.00, 0.25, 0.25, 0.00, 0.00, 0.25, 0.25, 0.00, 0.00, 0.00, 0.00, 0.00)
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①解析する生物種のGC含量を把握し、

期待値からの差分に関する議論が重要

①



考察の基本的な考え方
 目的：2連続塩基の出現頻度（or 確率）を調べ、偏りの有無を調査

 ヒトゲノムはCGという連続塩基の出現頻度が他（特にGG, CC, GC）に比べて少ない
と言われており、大まかにその傾向は確認済み。他の生物種ではどういう傾向にあ
るのか？ということに興味をもち調べようとしている。

 注意点：生物種ごとにGC含量が異なる
 GC含量が高いということは、CとGの出現頻度が高いことを意味する。それは、AとT
の出現頻度の相対的な低下を意味する。

 GC含量50%の生物種の場合、A, C, G, Tの出現確率は等しい(0.25, 0.25, 0.25, 0.25)
。それゆえ、計16種類の2連続塩基の出現確率の期待値は全て0.25×0.25 = 1/16。

(AA,   AC,  AG,  AT,   CA,  CC,   CG,  CT,  GA,   GC,  GG,  GT,   TA,  TC,   TG,  TT)

(1/16, 1/16, 1/16, 1/16, 1/16, 1/16, 1/16, 1/16, 1/16, 1/16, 1/16, 1/16, 1/16, 1/16, 1/16, 1/16)

 極端な例として、全てCまたはGのみからなるGC含量100%の生物種の場合、(A, C, 
G, T)の出現確率は(0.0, 0.5, 0.5, 0.0)となる。この2連続塩基出現確率の期待値：

(AA,   AC,  AG,  AT,   CA,  CC,   CG,  CT,   GA,  GC,  GG,  GT,   TA,  TC,   TG,  TT)

(0.00, 0.00, 0.00, 0.00, 0.00, 0.25, 0.25, 0.00, 0.00, 0.25, 0.25, 0.00, 0.00, 0.00, 0.00, 0.00)
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①GC含量100%の場合は、CとGの出現確率
はそれぞれ0.5。よって、②CC, CG, GC, GG

の出現確率は全て0.5×0.5 = 0.25となる。こ

れが期待値。もし出現確率の実測値が例え
ばCCのみ高い（or低い）だったら、何かその

生物にとって意味のあることなのだろう。これ
が「差分に関する議論が重要」という意味です

①

② ②
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ヒトゲノムの結果
再び②例題7の、③2連続塩基の出現確率

計算結果ファイル(hoge7.txt)の考察に戻る

①

②

③



ヒトゲノムの結果

55Apr 24 2017

②

① ① ① ①

①赤枠の数値が、②出力ファイル(hoge7.txt)中のAA, 
AT, TA, TTの出現確率の実測値(observed)。概ね期
待値(8.7%)周辺の値になっていることがわかる。考察
(discussion)としては、同一種類の連続塩基(AA and 
TT)のほうが、異なる種類の連続塩基(AT and TA)に
比べて出現確率が高めである、が言えるのでは…。



ヒトゲノムの場合

(1) 配列数は455個(BSgenome…の場合)

(2) 全体のGC含量は約41%

(3) 各塩基(A, C, G, T)の出現確率： (0.295, 0.205, 0.205, 0.295)

(4) AA, AT, TA, TTの出現確率の期待値 = 0.295×0.295 = 8.7%

(5) CC, CG, GC, GGの出現確率の期待値 = 0.205×0.205 = 4.2%

(6) AC, AG, CA, CT , GA , GT , TC , TGの出現確率の期待値 = 0.205×0.295 = 6.0%

56Apr 24 2017

①CC, CG, GC, GGの出現確率の期待値は
4.2%。②CGの出現確率の実測値（約1.0%）は、
期待値（約4.2%）よりもかなり低いことは明らか
。それ以外にもいくつか考察できると思います

①

②
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①

作図(box plot)：基本形
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②例題10。box plotをPNG形式ファ

イルで出力するやり方の基本形

②



作図(box plot)：基本形
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①PNGファイルのサイズを指定するところ
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①



作図(box plot)：色づけ
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①例題11。②colorという列名のところに
2連続塩基の種類ごとに色を指定した、
③タブ区切りファイル(human_2mer.txt)

を与えて利用。④このファイルの情報を
利用しているのは、コードの下のほう

③ ②

④

①



作図(box plot)：色づけ
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①

②

③

④

①boxplot関数実行時の②colオプション部分で③
color列の情報を利用していることがわかる。④
expected列情報は、例題11では利用していない



作図(box plot)：色づけ
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①CGの出現確率が期待値(4.2%)

より少ないのは、②CC, ③GC, ④
GGとの相対的な関係からも明白
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①

②

③

④



作図(box plot)：発展形
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期待値との差分を評価すべく、①縦軸を
log(観測値/期待値)としてプロット。②0付近
にある2連続塩基は、観測値（実測された出

現確率）が期待値とほぼ同じことを意味する。
この縦軸のような表現方法は一般的です

hoge12.png

①

②


