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本日の講義資料

30

本日の講義で使用する，Webページ
へのリンクが載せてあります．

2020
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test1.seq
test2.seq
test3.seq
Mgenitalium.faa
Mpneumoniae.faa
Ureaplasma.faa
parse-blast7.pl
の７つのファイルをダウンロードして
作成したblastフォルダに⼊れてください

デスクトップに「blast」フォルダを作成してください

2020
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⽮印１のサイトにアクセスします．
ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/blast/executables/blast+/LATEST/

Windowsの場合は，
このファイルをダウンロードします

ダウンロードしたファイルをダブルクリックしてインストールします

5

BLAST （stand-alone BLAST）のインストール

１

２
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C:¥Users¥student>

コマンドプロンプトを⽴ち上げてください
（Mac OS の場合はターミナル）

スタート Windowsシステムツール コマンドプロンプト

BLASTについての説明が表⽰されれば，OKです

「blastp -help」と⼊⼒して，リターン

> blastp -help

>

以下，省略して

と記述します

スペースが⼊ります
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ActivePerl のインストール

⽮印１のサイトにアクセスします．
https://www.activestate.com/products/perl/downloads/

１

2

3

ダウンロードしたファイルをダブル
クリックしてインストールします
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コマンドプロンプトを⽴ち上げてください

スタート Windowsシステムツール コマンドプロンプト

Perl についての説明が表⽰されれば，OKです

「perl -v」と⼊⼒して，リターン

> perl -v

8

スペースが⼊ります



⽣物配列解析基礎

塩基配列 ＝ DNAの塩基（G A T C）の並び順

 どのようにして，塩基配列を読むのか︖

⽣物配列 ＝ 塩基配列、およびアミノ酸配列
9

ABI3100シーケンサーABI377シーケンサー

サンガー法

次世代シーケンサー

イルミナMiSeqIon PGM

1

2

4 5

3



⽣物配列解析基礎

GenBank, DDBJ, EMBLのデータベースは、３者が情報交換しなが
ら連携して、“国際データベース”として運営・維持されている

GenBank（National Center for Biotechnology Information）
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

DDBJ（⽇本DNAデータバンク）
http://www.ddbj.nig.ac.jp/

EMBL（European Bioinformatics Institute）
http://www.ebi.ac.uk/embl/index.html

データベースとは，関連性のある情報を集めて，⼀定のフォー
マット（様式）に従って使いやすいように整理したもの．

核酸配列データベース

10
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DDBJ
⽇本DNAデータバンク．GenBankやEMBLと連携し
て国際塩基配列データベースを構築している．
http://www.ddbj.nig.ac.jp

塩基配列の登録

アラインメント、系統樹作成

ホモロジー検索のページへ

データベース検索のページへ

11
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AP009356 と⼊⼒

12

Genbankフォーマット
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13

National Center for Biotechnology Information
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

 ⽶国の国⽴衛⽣研究所 (NIH) の下の国⽴医学図書館 が運営するWebサイト
 GenbankやPubMed、BLASTなど、有⽤なデータベース・ツールがまとめられ

ている

通称︓NCBI
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 データベースの統合検索システム

 主なデータベースは，PubMed・塩基配列データベース・アミノ酸配列デー
タベース・ゲノムデータベース・3D⾼分⼦構造データベースなど

 All Databasesからは、これらのデータベースに対して横断検索ができる

All Databases

例えば「replication protein phytoplasma」と⼊⼒してみる
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健全アジサイ
罹病アジサイ

 ファイトプラズマ

Candidatus
Phytoplasma属細菌

 植物の篩部細胞に寄⽣
する植物病原細菌

 感染植物では、がくや
花弁が葉化する

15
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FASTAフォーマット

GenBankフォーマット
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http://integbio.jp/dbcatalog/?lang=ja

データベースカタログ
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相同性検索 （ホモロジー検索）

 相同性検索は，配列の類似性から類縁の遺伝⼦・タンパク質
を検索する⽅法で，進化・系統分類の解析，機能解析などを
⽬的とした配列解析の最も基本的な⼿法の⼀つである．

SSEARCH

FASTA
http://fasta.genome.jp/

BLAST
http://blast.genome.jp/
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://blast.ddbj.nig.ac.jp/top-j.html
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相同性検索（ホモロジー検索）とは？

MIGMMIT

MMIGPIT
MDIGIT

MYLGPST MMIQPMMDG

MIIGMIT

質問配列
（Query）

質問配列と類似した（相同な）
配列を，データベース上から
探索する

19

1

2



⽣物配列解析基礎

アラインメント（並置）

・2つの配列を要素ごとに対応づけて並べる操作

・進化の過程で生じ得る配列要素の挿入・欠失を ギャップ（-）で対応づける

アラインメント

ローカルアラインメント

– 局所的な類似性を考慮

a = MIGMMIT---
b = ---MMIGPIT

グローバルアラインメント

– 配列全体の類似性を考慮

a = M-IGMMIT
b = MMIGP-IT

MIGMMIT

MMIGPIT
二つのアミノ酸配列を整列化させるには
どのように並べればよいか？

1

2 3
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AFDC
AEEC 

アラインメントスコアの計算

完全に一致するアミノ酸や，類似アミノ酸には高い点数を与えたい

→ 各アミノ酸の点数はどのように求めればよいか？

s(A, A) + s(F, E) + s(D, E) +  gap  + s(C, C) = 0
3         -7        3        -8       9

AFDGC
AEE-C

s(A, A) + s(F, E) + s(D, E) + s(C, C) = 8
3         -7        3         9

• 配列の類似度＝アラインメントのスコア

• アラインメントのスコアの計算

・ 対応する各要素の類似度スコアの和

・ ギャップの挿入にはペナルティを与える

21
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 同⼀ファミリーのタンパク質のアライン
メントを⽤いて、アミノ酸の置換の頻度
を調べて作成したスコア

 良く似た配列の寄与が優勢になりすぎな
いように，例えば50%⼀致のパターンを
ひとまとめにして作成 → BLOSUM50

BLOSUM50マトリックス

BLOSUMスコア（ Henikoffらの方法 ）
BLOSUM: BLOcks amino acid Substitution Matrix

22
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 Needleman-Wunschのアルゴリズム

 Smith-Watermanのアルゴリズム

 2つの配列の部分配列間の⼀致を探索する

 最も⾼いスコアをもつ⼀致箇所を⽰すアラインメントを求める
→ ダイナミックプログラミング（動的計画法）

アラインメントのアルゴリズム

 ２つの配列の最適なグローバルアライン
メントを，ダイナミックプログラミング
（動的計画法）により求める

23
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•動的計画法による検索⽅法（SSERACH）は、mnに⽐例した時間を
要する（m, nは配列の⻑さ）
• 配列データベースに登録されている配列の数は膨⼤

→時間がかかりすぎてしまう

FASTA
• 最初に⼀致する配列断⽚を⾼速に検索して絞り込む
• Lipman and Pearson (1985)

BLAST
• 最初に局所的に類似の部分配列を⾼速に検索して絞り込む
• Altschul (1990)

FASTAとBLAST
24



 他の⽅法に⽐べて⾼速であり，ホモロジー検索の⽅法として
最もよく利⽤されている
 質問配列を固定⻑の断⽚（ワード）に区切る
 まずは、ワード単位で類似する断⽚をデータベース上から検索
 類似度が最⼤になるまで両⽅向にアラインメントを伸ばす
 最後にこれらの局所的なアラインメントを結合する

MAGPVFGIPSCSF

MAGPVF
AGPVFG
GPVFGI

MSGPVFGIP…

ワードの切り出し
Defaultの設定ではアミノ酸の場合は６⽂字，
塩基配列は28⽂字．

⼀致する部分を検索

⼀致したワードを中⼼にして両⽅向にアラインメントを伸ばしていく
（類似度が下がってきたらアラインメントを終了する）

BLAST検索 25
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NCBIのトップページの右にあるリンクからBLAST検索のページへ

プログラム 質問配列（query） 検索対象

Protein BLAST アミノ酸配列 アミノ酸配列データベース

blastx 塩基配列 アミノ酸配列データベース

Nucleotide BLAST 塩基配列 塩基配列データベース

tblastn アミノ酸配列 塩基配列データベース

tblastx 塩基配列 塩基配列データベース

26
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BLASTP検索（protein blast）

>sample1
MNRVFLFGKLSFTPNRLQTKNGTLGATFSMECLDS
SGFNNAKSFIRVTAWGKVASFIVAQNPGVMLFVEG
RLTTYKITNSENKNTYALQVTADKIFHPDEKTTNE
EPIKSTVVDSPFMNPKASVTEAEFEQAFPHQDETD
FNNITPIFENDVQLEEESDD

① 配列をコピーする
（”>”の⾏は⼊れても⼊れなくてもよい）

② 貼り付ける

③ データベースを選ぶ
（nr）

nr︓ 冗⻑性をなくした（non-redundant）アミノ酸データベース

④ 「BLAST」を押す

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

27
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 質問配列と類似した（相同な）アミノ酸配列のリストが表⽰される
 ⼀番上が最も相同性の⾼いアミノ酸配列（タンパク質）

1

2 3

5

4

Alignmentsのタブをクリック

28
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全長は166アミノ酸

ヒットした配列のGenBankフォーマットデータへのリンク

スコア

E-value

相同性（identity）

Query : 質問配列
中段：一致するアミノ酸、あるいは＋（類似アミノ酸）
Sbjct : Blast検索の結果，ヒットした配列

全長ではないので注意
（本当は166番目にEがある）

相同性（similarity） ギャップ

1

3

4
5

2

6

7
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E-value
 BLAST検索では、相同性の指標としてE-valueがよく⽤いられる

 E-valueとは ⇒ ランダムな配列同⼠を⽐較したときに、今回の検索結果
と同じスコアになる配列数の期待値

 E-valueが⼩さいほど偶然には起こり得ない

＝ 「よく似ている」 ことを⽰している

 BLAST検索の際にE-valueのしきい値を設定することで，その値よりも⼩さ
いE-valueの検索結果しか表⽰されないようにすることもできる

1

30
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マトリックスの種類を選ぶ
ギャップのスコア設定

E-value計算時の設定

冗⻑配列を取り除く場合はチェック

BLAST検索時のWordサイズ
E-valueのしきい値

検索結果の表⽰件数

冗⻑配列を取り除く場合の設定
⼩⽂字を無視する場合の設定

1

2

3

4

5
6

7

8
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blastx

６通りのreading frameのすべてについて翻訳し，アミノ酸配列データベース
に対して検索してくれる

塩基配列を⼊⼒

・塩基配列を決定したが，どんなタンパク質コードされているかわからないとき
・non-coding領域に，タンパク質がコードされていないかどうかを調べたいとき
など

センス鎖

相補鎖 3ʼ- -5ʼ

5ʼ- -3ʼ
1

2
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>sample2
ATGAAATTAAGAATCTGCGAACTTGTTATTAATAAAACTTTAATTACTAAAACTAAA
ATAGAAACTATTTTAGAAACTAAAAAAAAAGCCATTCAAAATTATGCCTATATTTTG
CATGATAAAGATATTTATCAAAATGATAAAGAGGCTCAATTGAATGGTAAAAAAGTA
GGAGATATAAAAGCTCCTCATTGGCATATATATTTAAGATTTAA

 sample2の塩基配列を blastx検索にかける

33

上部のBLASTをクリックし、blastx のページへ

 Graphic Summary のタブをクリック

1

 ５つのタンパク質がコードされていることがわかる
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>sample3
TTGAAGAGGACTTGGAACTTCGAT

①配列をコピーする
（”>”の行は入れても入れなくてもよい）

②貼り付ける

③データベースを選ぶ
（nr/nt）

④「BLAST」を押す

と表示され，短い配列用の設定で検索される

blastn (nucleotide blast)
上部のBLASTをクリックし、blastn のページへ

34
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tblastn

データベース上の塩基配列を，６通りのreading frameのすべてについて翻訳し，
このアミノ酸配列データに対して検索してくれる

アミノ酸配列を⼊⼒

 EST配列やドラフトゲノムなど，アノテーション情報が整備されていない
データから相同な配列を探したいときに便利

tblastx

データベース上の塩基配列も，６通りのreading frameのすべてについて翻訳し，
このアミノ酸配列データに対して検索

塩基配列を⼊⼒

６通りのreading frameのすべてについて翻訳

・質問配列，データベースとも，アノテーション情報が整備されていない場合に便利

35
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>sample5
MDENETQFNKLNQVKNKLKIGVFGIGGAGNNIVDASLYHYPN
LASENIHFYAINSDLQHLAFKTNVKNKLLIQDHTNKGFGAGG
DPAKGASLAISFQEQFNTLTDGYDFCILVAGFGKGTGTGATP
VFSKILKTKKILNVAIVTYPSLNEGLTVRNKATKGLEILNKA
TDSYMLFCNEKCTNGIYQLANTEIVSAIKNLIELITIPLQQN
IDFEDVRAFFQTKKTNQDQQLFTVTHPFSFSFDSKDSIEQFA
KQFKNFEKVSYFDHSIVGAKKVLLKANINQKIVKLNFKQIQD
IIWTKIDNYQLEIRLGVDFVTTIPNIQIFILSEHKNPVSLPI
DNKSTENNQNKLKLLDELKELGMKYVKHQNQIY

①配列をコピーする
（”>”の行は入れても入れなくてもよい）

②貼り付ける
③Favorite organisms を選択

⑤「Compute」を押す

④「mge mpn uur」と入力

mge: Mycoplasma genitalium
mpn: Mycoplasma pneumoniae
uur: Ureaplasma parvum

Ureaplasmaは，ftsZを持っ
ていないことがわかる

BLAST検索
（GenomeNet）

36
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⼤量の質問配列についてBLAST検索を⾏いたい

⾃分の持っている未公開のデータに対して検索したい

ホモロジー検索を⽤いて⽐較ゲノム解析を⾏いたい

Stand-alone BLASTを利⽤する
（ローカルなコンピュータで動くBLASTのプログラム）

37
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Haemophilus influenzae 1.83 1995
Mycoplasma genitalium 0.58 1995
Mycoplasma pneumoniae 0.82 1996

・

・

・

Bacillus subtilis 4.21 1997
Escherichia coli 4.67 1997

・

Ureaplasma parvum 0.75 2000 
・
・

生物種 ゲノムサイズ
（Mbp）

全ゲノム解読
された年

細菌の全ゲノム解読の歴史

マイコプラズマ類は，ゲノム
サイズが⼩さいため，ゲノム
プロジェクトで取り上げられ
ることが多かった

38
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マイコプラズマの系統学的位置
Candidatus Liberibacter asiaticus

Sinorhizobium meliloti

Rickettsia prowazekii

Ralstonia solanacearum

Neisseria meningitidis

Wigglesworthia brevipalpis

Buchnera sp APS

Escherichia coli

Candidatus Phlomobacter fragariae

Haemophilus influenzae

Bacillus subtilis

Candidatus Phytoplasma asteris

Ureaplasma urealyticum
Mycoplasma pneumoniae
Mycoplasma genitalium

Chlamydia trachomatis

0.05

α－プロテオバクテリア

β－プロテオバクテリア

γ－プロテオバクテリア

Mollicutes綱

Firmicutes門

39
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blastフォルダに移動します

> cd C:¥Users¥iu¥Desktop¥blast

C:¥Users¥iu¥Desktop¥blast> 

以下のように表⽰されます

blastフォルダ内のファイルを表⽰します

> dir

2009/03/11  19:52    <DIR>          .
2009/03/11  19:52    <DIR>          ..
2005/04/21  23:34    222,447 Mgenitalium.faa
2005/04/21  23:33    307,006 Mpneumoniae.faa

・
・

40

「cd（スペース）」を打ち込む → blastフォルダをドラッグして
→ コマンドプロンプトの上にドロップ → リターンを押します
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データベースの準備

> more Mgenitalium.faa

練習⽤にMycoplasma genitaliumのゲノムデータを⽤います

blastフォルダの中にMgenitalium.faaというMulti-FASTAフォーマット
形式のファイルがおいてあります

中⾝を⾒てみましょう

blastフォルダ内のファイルを，メモ帳等で開いてもＯＫです

41

moreコマンドについて
指定したファイルの内容を表⽰します．次ページを⾒るには [Space]キー，
１⾏ずつ⾒るには[Enter]キー，終了するには[Q]キー押します．
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stand-alone BLASTはMulti-FASTAフォーマットのままでは，
データベースとして使うことができません

BLAST⽤のデータベースへ変換するために以下のコマンドを
実⾏します

データベースの準備

> makeblastdb -in Mgenitalium.faa -dbtype prot

-in オプション︓データベース指定

-dbtype オプション︓データがアミノ酸配列の場合は prot

データがアミノ酸配列の場合は nucl

42
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stand-alone BLASTの実⾏

> more test1.seq

Query（質問配列）にはtest1.seqを⽤います

>gi|16130505|ref|NP_417075.1| uracil-DNA-glycosylase 
[Escherichia coli str. K-12 substr. MG1655]
MANELTWHDVLAEEKQQPYFLNTLQTVASERQSGVTIYPPQKDVFNAFRFTELG
DVKVVILGQDPYHGPGQAHGLAFSVRPGIAIPPSLLNMYKELENTIPGFTRPNH
GYLESWARQGVLLLNTVLTVRAGQAHSHASLGWETFTDKVISLINQHREGVVFL
LWGSHAQKKGAIIDKQRHHVLKAPHPSPLSAHRGFFGCNHFVLANQWLEQRGET
PIDWMPVLPAESE

ファイル名（例えば test1.seq）を⼊⼒するときに，「t」や「te」など
最初の数⽂字を⼊⼒した後，Tabを押すことで，その⽂字から始まるファイル名
を⾃動的に表⽰させることができます

43

楽にコマンドを⼊⼒するコツ
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stand-alone BLASTの実行

> blastp –db Mgenitalium.faa –query test1.seq

test1.seqを質問配列として⽤い，Mgenitalium.faaデータベース
に対してblastp検索を⾏うには，以下のコマンドを実⾏します

-db : データベースを指定
-query : 質問配列（query）を指定

44
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> blastp –db Mgenitalium.faa –query test1.seq 

–out result1.txt

> more result1.txt

検索結果をファイルとして出⼒するには，-outオプションを
⽤います

-out : 出⼒ファイル指定

リダイレクトという機能を使って出⼒することもできます

> blastp –db Mgenitalium.faa –query test1.seq 

> result1.txt

45

↑（上⽮印）を押すと，過去に⼊⼒したコマンドが出てきます

楽にコマンドを⼊⼒するコツ

検索結果をテキストファイルとして出⼒する
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BLASTP 2.9.0+

Reference: Stephen F. Altschul, Thomas L. Madden, Alejandro A.
Schaffer, Jinghui Zhang, Zheng Zhang, Webb Miller, and David J.
Lipman (1997), "Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new generation of
protein database search programs", Nucleic Acids Res. 25:3389-3402.

Reference for composition-based statistics: Alejandro A. Schaffer,
L. Aravind, Thomas L. Madden, Sergei Shavirin, John L. Spouge, Yuri
I. Wolf, Eugene V. Koonin, and Stephen F. Altschul (2001),
"Improving the accuracy of PSI-BLAST protein database searches with
composition-based statistics and other refinements", Nucleic Acids
Res. 29:2994-3005.

Database: Mgenitalium.faa
484 sequences; 175,929 total letters

Query= gi|16130505|ref|NP_417075.1| uracil-DNA-glycosylase [Escherichia
coli str. K-12 substr. MG1655]

Length=229
Score        E

Sequences producing significant alignments:                          (Bits)     Value

gi|12044949|ref|NP_072759.1| uracil DNA glycosylase (ung) [Mycopl...  108        6e-31
gi|12045134|ref|NP_072945.1| guanosine-3',5'-bis(diphosphate) 3'-...  23.1       2.8  
gi|12044874|ref|NP_072684.1| GTP-binding protein, putative [Mycop...  22.3       5.1  
gi|12045072|ref|NP_072883.1| cytadherence accessory protein (hmw2...  21.6       8.8  

>gi|12044949|ref|NP_072759.1| uracil DNA glycosylase (ung) [Mycoplasma 
genitalium G-37]
Length=245

Score = 108 bits (271),  Expect = 6e-31, Method: Compositional matrix adjust.
Identities = 72/226 (32%), Positives = 106/226 (47%), Gaps = 14/226 (6%)

Query  6    TWHDVLAEEKQQPYFLNTLQTVASERQSGVTIYPPQKDVFNAFRFTELGDVKVVILGQDP  65
+W   + EE ++PYF   L+ + + +    TI P  + +F  F F +  D KV+I GQDP

Sbjct 17   SWRAFIDEEVKKPYFQALLEKLKALK---ATIIPKPELIFRVFSFFKPIDTKVIIFGQDP  73

Query  66   YHGPGQAHGLAFSVRPGIAIPPSLLNMYKELENTIPGFTRPN---HGYLESWARQGVLLL  122
Y  P  A GLAF+       P SL  +   LE   P   + +     +L +WA QGVLLL

Sbjct 74   YPSPNDACGLAFASNNS-KTPASLKRIILRLEKEYPSLKQESSWQQNFLLNWAEQGVLLL  132

質問配列の名前

検索対象として⽤いた
データベース

スコア E value

アラインメント

46

メモ帳やワードパッドを使って result1.txt を開いてください
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> blastp –db Mgenitalium.faa –query test1.seq 

–out result1.txt –evalue 1e-10

> more result1.txt

E-valueが配列同⼠の相同性が⾼いことを⽰しています

BLAST検索の際にE valueのしきい値を設定することで，その値
よりも⼩さいE valueの検索結果しか出⼒されなくなります

しきい値を設定するには，-evalueオプションを⽤います

1（いち）と l（エル）の違いに注意してください

47

E value設定
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> more test2.seq

> blastx –db Mgenitalium.faa –query test2.seq 

–evalue 1e-10 –out result2.txt

> more result2.txt

次にblastX検索を⾏ってみましょう

test2.seqには塩基配列データが⼊っています

48

BLASTX

メモ帳やワードパッドを使って result2.txt を開いてください
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>gi|49176138|ref|NP_416237.3| 6-phosphofructokinase II [Escherichia coli K12]
MVRIYTLTLAPSLDSATITPQIYPEGKLRCTAPVFEPGGGGINVARAIAHLGGSATAIFPAGGATGEHLV
SLLADENVPVATVEAKDWTRQNLHVHVEASGEQYRFVMPGAALNEDEFRQLEEQVLEIESGAILVISGSL
PPGVKLEKLTQLISAAQKQGIRCIVDSSGEALSAALAIGNIELVKPNQKELSALVNRELTQPDDVRKAAQ
EIVNSGKAKRVVVSLGPQGALGVDSENCIQVVPPPVKSQSTVGAGDSMVGAMTLKLAENASLEEMVRFGV
AAGSAATLNQGTRLCSHDDTQKIYAYLSR

>gi|16132212|ref|NP_418812.1| phosphoglyceromutase 2 [Escherichia coli K12]
MLQVYLVRHGETQWNAERRIQGQSDSPLTAKGEQQAMQVATRAKELGITHIISSDLGRTRRTAEIIAQAC
GCDIIFDSRLRELNMGVLEKRHIDSLTEEEENWRRQLVNGTVDGRIPEGESMQELSDRVNAALESCRDLP
QGSRPLLVSHGIALGCLVSTILGLPAWAERRLRLRNCSISRVDYQESLWLASGWVVETAGDISHLDAPAL
DELQR

>gi|16131851|ref|NP_418449.1| glucosephosphate isomerase [Escherichia coli K12]
MKNINPTQTAAWQALQKHFDEMKDVTIADLFAKDGDRFSKFSATFDDQMLVDYSKNRITEETLAKLQDLA
KECDLAGAIKSMFSGEKINRTENRAVLHVALRNRSNTPILVDGKDVMPEVNAVLEKMKTFSEAIISGEWK
GYTGKAITDVVNIGIGGSDLGPYMVTEALRPYKNHLNMHFVSNVDGTHIAEVLKKVNPETTLFLVASKTF
TTQETMTNAHSARDWFLKAAGDEKHVAKHFAALSTNAKAVGEFGIDTANMFEFWDWVGGRYSLWSAIGLS
IVLSIGFDNFVELLSGAHAMDKHFSTTPAEKNLPVLLALIGIWYNNFFGAETEAILPYDQYMHRFAAYFQ
QGNMESNGKYVDRNGNVVDYQTGPIIWGEPGTNGQHAFYQLIHQGTKMVPCDFIAPAITHNPLSDHHQKL
LSNFFAQTEALAFGKSREVVEQEYRDQGKDPATLDYVVPFKVFEGNRPTNSILLREITPFSLGALIALYE
HKIFTQGVILNIFTFDQWGVELGKQLANRILPELKDDKEISSHDSSTNGLINRYKAWRG

stand-alone BLASTは，Multi-FASTA形式の質問配列にも対応
しています．
例えば，下のような複数の配列を含むファイルを質問配列とし
て⽤いると，それぞれをBLAST検索した結果がつながった⼀つ
のファイルとして出⼒されます．

49

⼤量Queryのホモロジー検索法
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> blastp –db Mgenitalium.faa –query test3.seq 

–evalue 1e-10 –out result3.txt

test3.seqには，100個分のアミノ酸配列がMulti-FASTA
フォーマットで記述してあります

これらと相同なアミノ酸配列がMgenitalium.faa内にあるか
どうかを調べるために，以下のコマンドを実⾏してください

> more test3.seq

50

⼤量Queryのホモロジー検索法

メモ帳やワードパッドを使って result3.txt を開いて、結果を
確認してください
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アミノ酸配列が類似したタンパク質は，機能も似ていることが推測
されます

類似性が⾼く，おそらく共通の祖先タンパク質から派⽣したと考え
られるタンパク質のことを，「オーソログ」と呼びます

⽚⽅の⽣物種のすべてのタンパク質を質問配列として⽤いて，相⼿
のすべてのタンパク質に対してホモロジー検索を⾏うことで，オー
ソログ遺伝⼦を網羅的に同定できます

1 2 3 4 5 6 7

1 2 3 4 5 6 7

⽣物1

⽣物2
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ホモロジー検索を⽤いた⽐較ゲノム解析
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Mpneumoniae.faaには，Mycoplasma pneumoniae のゲノムに
コードされる全アミノ酸配列がMulti-FASTAフォーマットで記述
してあります

> blastp –db Mgenitalium.faa –query Mpneumoniae.faa

–evalue 1e-10 –out result4.txt

これらと相同なアミノ酸配列を M. genitaliumが持っているかどう
かを調べるために，以下のコマンドを実⾏してください

> more Mpneumoniae.faa
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ホモロジー検索を⽤いた⽐較ゲノム解析

メモ帳やワードパッドを使って result4.txt を開いて、結果を
確認してください
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⼤量の質問配列を使ってBLAST検索を⾏うと，結果が羅列した
形で出⼒されます

Perlなどのプログラミング⾔語を⽤いることで，この中から，
必要な情報だけを取り出すことができます

質問配列のアクセッション番号や，検索の結果ヒットしたタン
パク質の情報などのリストを作成してみましょう

53

perlを⽤いたデータ処理
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Database: Mgenitalium.faa
484 sequences; 175,929 total letters

Query= gi|13507740|ref|NP_109689.1| DNA polymerase III beta subunit
[Mycoplasma pneumoniae M129]

Length=380
Score        E

Sequences producing significant alignments:                          (Bits)     Value

gi|12044851|ref|NP_072661.1| DNA polymerase III, subunit beta (dn...  525        0.0  

>gi|12044851|ref|NP_072661.1| DNA polymerase III, subunit beta 
(dnaN) [Mycoplasma genitalium G-37]
Length=364

Score = 525 bits (1352),  Expect = 0.0, Method: Compositional matrix adjust.
Identities = 257/364 (71%), Positives = 315/364 (87%), Gaps = 0/364 (0%)

Query  17   LNNVIVSNNKMKPYHSYLLIEATEKEINFYANNEYFSAKCTLAENIDVLEEGEVIVKGKI  76
+NNVI+SNNK+KP+HSY LIEA EKEINFYANNEYFS KC L +NID+LE+G +IVKGKI

Sbjct 1    MNNVIISNNKIKPHHSYFLIEAKEKEINFYANNEYFSVKCNLNKNIDILEQGSLIVKGKI  60

Query  77   FSELINGIKEDIITIQEKDQTLLVKTKKTNINLNTIDKKEFPRIRFNQNVDLKEFDELKI  136
F++LINGIKE+IITIQEKDQTLLVKTKKT+INLNTI+  EFPRIRFN+  DL EF++ KI

Sbjct 61   FNDLINGIKEEIITIQEKDQTLLVKTKKTSINLNTINVNEFPRIRFNEKNDLSEFNQFKI  120

Query  137  QHSLLTKGLKKIAHAVSTFRESTRKFNGVNFNGSNGKQIFLEASDSYKLSVYEIKQKTDP  196
+SLL KG+KKI H+VS  RE + KFNGVNFNGSNGK+IFLEASD+YKLSV+EIKQ+T+P

Sbjct 121  NYSLLVKGIKKIFHSVSNNREISSKFNGVNFNGSNGKEIFLEASDTYKLSVFEIKQETEP  180

Query  197  FNFIVETNLLSFINSFNPEGGDLISIFFRKEHKDDLSTELLIKLDNFLINYTSINESFPR  256
F+FI+E+NLLSFINSFNPE    I  ++RK++KD  STE+LI +DNF+I+YTS+NE FP 

Sbjct 181  FDFILESNLLSFINSFNPEEDKSIVFYYRKDNKDSFSTEMLISMDNFMISYTSVNEKFPE  240
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これらの情報を抜き出して表⽰するプログラム parse-blast7.pl を
⽤意しておきました．

parse-blast.pl

> more parse-blast7.pl

#! /usr/local/bin/perl

use strict;
use warnings;
use Getopt::Std;

my $mode = 0;
my $name = "";

.

.

”Query= ”で始まる⾏に質問配列の情報が書かれており，”>”で始ま
る⾏にヒットした遺伝⼦の情報が書かれています．

Perlのプログラミングについては，次回の講義で扱います．
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以下のコマンドを⼊⼒し，result4.txtを処理します
→ list1.txt というファイルが新たに出来上がります

> perl parse-blast7.pl -i result4.txt -o list1.txt

質問配列の情報
BLAST検索でヒットした配列の情報
（ヒットしなかった場合は空欄） スコア，E-value，Identity

M
. g
en
ita
liu
m

ゲ
ノム

上
に

は
，

これ
らと

相
同

な
タン

パ
ク質

が
コー

ド
され

て
い

な
い
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Excel を開きます（空⽩のブック）

list1.txt を Excel上にドラッグ＆ドロップしてください

1 2 3
4
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urea

NH3+CO2

NH4
+

urease

H+

ADP

ATP

F1Fo-ATPase
ammmonia
transporter

Ureaplasma はウレアーゼを⽤いて尿素を分解し，その結果⽣じた
プロトン濃度勾配を利⽤してATPを合成する

ウレアーゼは，
Ureaplasmaゲノムにだけ
コードされていることがわかる
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Ureaplasma.faa には，Ureaplasma parvumのゲノムにコードされ
る全タンパク質がMulti-FASTAフォーマットで記述してあります

「Mpneumoniae.faa」をデータベース，「Ureaplasma.faa」を質
問配列にしてBLAST検索を⾏い，Ureaplasmaのタンパク質と相同な
ものがM. pneumoniaeゲノム上にもあるかどうか調べてください
（E-valueのしきい値は，1e-3に設定してください）

parse-blast7.plを使って，ヒットしたアミノ酸配列のリストを作成
してください

作成したエクセルファイルを提出してください
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本⽇の課題
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作成したエクセルファイルを、メールに添付して提出してください

送付先は「kenro@hosei.ac.jp」です

メールの件名は「BLAST課題」にしてください

メール本⽂に、以下のように「⽒名」「所属」「学⽣証番号」「本⽇
の講義の感想」を記載してください

⽒名︓〇 〇 〇 〇
所属︓× × × ×専攻 △ △ △ △研究室
学⽣証番号︓ □ □ □ □ □
講義の感想︓


