
はじめに  

　本稿では、第 13 回 1）に引き続き、計 9 サンプルから
な る L. rhamnosus GG 2）の RNA-seq デ ー タ 3）を 取 り
扱 う。 今 回 取 り 扱 う RNA-seq デ ー タ（GSE107337 or 
SRP125628）のサイズは、gzip 圧縮状態で約 6GB とそ
れほど大きくはない（第 13 回の表 1）。それでも、公共
データベース ENA 4）上の FASTQ ファイルをそのまま
Galaxy 5）上にアップロードできれば便利である。そこで本
稿は、第 13 回の図 3 と同様、ENA 上で SRP125628 を眺
めている状態からスタートする。Galaxy 上での作業が中
心となるため、第 11-12 回 6-7）の内容をざっと復習してお
くとよいだろう。
　今回のウェブ資料では、SRR6322564（pH4.5_1h_rep3）、
SRR6322567（pH4.5_24h_rep3）、SRR6322569（pH7_CCG_
rep2）の計 3 サンプル分の作業のみ示す。主な理由は、9
サンプル分全ての作業を一つ一つ掲載するのは冗長であ
り、かつ Galaxy の画面が見辛くなるためである。これ

ら 3 つのサンプルは、比較する 3 条件間（pH4.5_1h vs. 
pH4.5_24h vs. pH7_CCG）で、リード数の違いに起因す
る問題を可能な限り排除しうるものとして選ばれた。実
際のリード数は、第 13 回の表 1 にも示されているよう
に、それぞれ 1,760,461 個（pH4.5_1h_rep3）、1,795,874 個

（pH4.5_24h_rep3）、2,570,876 個（pH7_CCG_rep2） で あ
る。尚、推奨ウェブブラウザは、Google Chrome または
Firefox（Internet Explorer は非推奨）である。

Galaxy への FASTQ ファイルのインポート  

　ENA は Galaxy との連携がよく、GSE107337 の検索結
果画面から、Galaxy に FASTQ データを送ることができ
る（第 13 回の図 3；第 13 回の W18）［W1］。実用上は、予
め Galaxy にログインし、新規ヒストリーを作成しておくほ
うが便利である［W2］。ここでは、GSE107337_3samples と
いう名前の新規ヒストリーを作成した。後は、ENA 画面右
端の「FASTQ files（Galaxy）」という列の中で、解析したい
サンプルのリンク先を順番にクリックしていけば、Galaxy
にデータがインポートされていく［W3］。図 1 は、計 6 ファ
イルのインポート完了後の状態である。ヒストリー 1-6 が
計 6 ファイルの各々に対応している。
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クオリティコントロール  

　第 11 回 6）の W9 では、クオリティチェックを行う
FastQC 8）を 1 つのファイルに対して実行するやり方を述
べた。ここでは、計 6 ファイルを一度に指定して実行す
る。Galaxy 画面左側のツール選択パネルの見栄えが第 11
回当時とは異なっているが、FASTQ Quality Control を
クリックして、FastQC を選択する［W4-1］。中央パネル
の FastQC 操作画面上で Multiple datasets に切り替えて、
FastQC を実行したいヒストリー番号（この場合はヒスト
リー 1-6）を指定したのち、Execute ボタンを押す［W4-
3］。このときは、約 5 分で計 6 ファイルの FastQC 実行が
完了し、12 個の出力結果（ヒストリー 7-18 に相当）が得
られた［W4-5］。図 2 は、FastQC 実行後の Galaxy 画面
である。中央パネル上でも、①入力が 6 個、②出力が 12
個だと示されている。右側のヒストリーパネルの名前を見
比べることで、③例えばヒストリー 15 と 16 は、ヒスト
リー 5（SRR6322569_1）の FASTQ ファイルを入力として
FastQC を実行した結果だと読み解けばよい。
　次に、低クオリティリードやアダプター配列の除去を
行 う Trimmomatic 9）を 実 行 す る［W5-1］。 最 初 に、 入
力ファイルが forward 側と reverse 側に 2 分割された
paired-end リードであることを認識させる［W5-2］。次
に、forward 側（Trimmomatic で は R1/first of pair 側 ）
のファイルがヒストリー 1, 3, 5 に相当する SRR6322564_1, 

SRR6322567_1, SRR6322569_1 であり［W5-3］、reverse 側
（Trimmomatic では R2/second of pair 側）のファイルがヒ
ストリー 2, 4, 6 に相当する SRR6322564_2, SRR6322567_2, 
SRR6322569_2 であることを指定する［W5-4］。また、第
6 回 10）でも述べたように、Illumina MiSeq データの場合は
多くのリードがアダプター配列を含んでいるため、アダプ
ター配列の除去は無条件で実行したほうがよい［W5-6］。
図 3 は、Trimmomatic 実行後の Galaxy 画面である［W5-
9］。尚、第 11 回（の W11）ではファイルの型について議論
を行ったが、約 2 年経過した現在は特段気にする必要はな
いようである。
　現実には、プログラム実行時にどのオプションを採用
すべきか判断がつかないこともある。例えば、今回我々
はアダプター配列として「TruSeq3（paired-ended, for 
MiSeq and HiSeq）」を指定して Trimmomatic を実行した
が［W5-6］、他の有力な候補として「TruSeq3（additional 
seqs）（paired-ended, for MiSeq and HiSeq）」も 存 在 し
た。判断に迷う場合は、第 11 回でも述べたようにまず
は Trimmomatic を実行し、得られたリードに対して再
度 FastQC を実行した結果を眺めればよい。そして、アダ
プター配列の除去結果を眺め満足のいく結果が得られれ
ば、その選択肢は間違いではなかったと判断すればよい

［W6］。図 4 は、2 回目の FastQC 実行後の Galaxy 画面で
ある［W6-5］。

図 1． 解析データ取り込み完了後の Galaxy 画面
　①ヒストリー名は GSE107337_3samples、② SRR6322564（pH4.5_1h_rep3）、③
SRR6322567（pH4.5_24h_rep3）、④ SRR6322569（pH7_CCG_rep2）。計 6 ファイル
からなり、⑤サイズは 2.15GB であることがわかる。W3-7 と同じ。
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図 2． 1 回目の FastQC 実行後の Galaxy 画面
　①入力は計 6 ファイル（ヒストリー 1-6）。②出力は計 12 ファイル（ヒストリー
7-18）。入力ファイル 1 つにつき、2 つの出力が得られることがわかる。例えば、③
FastQC の出力結果であるヒストリー 15 と 16 は、ヒストリー 5 のデータを入力と
していることがヒストリーパネルから読み取れる。ヒストリー 15 が html 版、ヒス
トリー 16 が生データ版である。

図 3． Trimmomatic 実行後の Galaxy 画面
　①入力は計 6 ファイル（ヒストリー 1-6）。②出力は計 12 ファイル（ヒストリー
19-30）。例えば、ヒストリー 27 から 30 が SRR6322569 の出力結果である。この
データの入力は、ヒストリー 5（forward 側 or R1 側）と 6（reverse 側 or R2 側）で
ある。その後の解析に用いるのは、ペアでリードが生き残った③ヒストリー 27（R1 
paired）と 28（R2 paired）のほうである［W5-10］。
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マッピング  

　Trimmomatic 処理後のリードデータを入力として、マッ
ピングを行う。マッピングプログラムは、Galaxy 上で利
用可能でもあることから、原著論文 3）と同じく Bowtie2 11）

を用いる。Galaxy 画 面 左 側のツール選 択 パネルから
Mapping をクリックして、Bowtie2 を選択する［W7-1］。
最初に、マップする側のリードが paired-end データであ
ることを認識させる［W7-2］。次に、forward 側（Bowtie2
では #1 側）のファイルがヒストリー 19, 23, 27 に相当する
SRR6322564_1（R1 paired）, SRR6322567_1（R1 paired）, 
SRR6322569_1（R1 paired）だと認識させる［W7-3］。同様
にして、reverse 側（Bowtie2 では #2 側）のファイルがヒ
ストリー 20, 24, 28 に相当する SRR6322564_2（R2 paired）, 
SRR6322567_2（R2 paired）, SRR6322569_2（R2 paired）だ
と認識させる［W7-4］。他のオプションとして、paired-end 
options をデフォルトの No から Yes に変更する［W7-5］。
　次に、マップされる側であるリファレンスゲノム配列
の指定を行う。デフォルトでは Galaxy 内で用意されてい
るゲノムを利用する（Use a built-in genome index）オプ
ションになっているため、これをヒストリーから選択でき
る（Use a genome from the history and build index）オプ
ションに変更する［W7-6］。但し、現時点ではリファレン
スゲノム配列がヒストリー上に存在しないので、Ensembl 

Bacteria 12）から提供されているL. rhamnosus GG のゲノ
ム情報（ASM2650v1.fa）、および後のカウント情報取得時
に必要なアノテーション情報（ASM2650v1.gff 3）を Galaxy
のサーバ上にアップロードする［W7-7］。これらのファ
イルは第 13 回で利用を宣言したものであり、第 13 回の
W13 からも取得可能である。
　アップロードが完了すると、これらのファイルがヒス
トリーから見られるようになる［W7-8］。同時に、ゲノ
ム情報に相当するヒストリー 43 の FASTA ファイルがリ
ファレンスゲノム配列の候補として認識されるようにな
る。ここまでで一通りの準備完了であり、あとは実行ボタ
ンを押すだけである［W7-9］。図 5 は、Bowtie2 実行後の
Galaxy 画面である［W7-11］。①入力は、マップする側の
リード情報（ヒストリー 19, 20, 23, 24, 27, 28）、およびマッ
プされる側のリファレンスゲノム情報（ヒストリー 43）で
ある。②出力は BAM 形式ファイルであり、ヒストリー
45 が SRR6322564（pH4.5_1h_rep3）、46 が SRR6322567

（pH4.5_24h_rep3）、47 が SRR6322569（pH7_CCG_rep2）
のマッピング結果である。

カウント情報取得  

　マッピング結果は、リファレンスゲノムにマップされた
か、ゲノム上のどこにマップされたかという情報から構成

図 4． 2 回目の FastQC 実行後の Galaxy 画面
　①入力は計 6 ファイル（ヒストリー 19, 20, 23, 24, 27, 28）。②出力は計 12 ファイ
ル（ヒストリー 31-42）。入力ファイル 1 つにつき、2 つの出力が得られることがわ
かる。例えば、③ FastQC の出力結果であるヒストリー 39 と 40 は、ヒストリー 27
のデータを入力としていることがヒストリーパネルから読みとれる。ヒストリー 39
が html 版、ヒストリー 40 が生データ版である。
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される。そして GFF 形式のアノテーションファイルは、
ゲノム上のどこに gene/mRNA/exon/CDS 領域が存在す
るのかという座標情報を含んでいる。ここでのカウント情
報取得とは、マッピング結果と GFF ファイルを入力とし
て与え、どの領域（gene or mRNA or exon or CDS）上に
マップされたリード数を数え上げたいか（カウントしたい
か）を指定して実行することである。例えば、1 つのマッ
ピング結果（例えばヒストリー 45 のみ）を入力として、
gene 領域ごとのカウントデータを取得したとしよう。こ
の場合、出力として得られるカウントデータは、gene の
数分だけの要素からなる整数ベクトルとなる。整数である
理由は、リード数は 1 個 2 個とカウントしていくので、小
数点を含む実数とはならないからである。もし exon 領域
ごとのカウントデータを取得した場合は、exon 数は一般
に gene 数よりも多いので、得られるカウントベクトルの
要素数も多くなる。
　Galaxy 上で利用可能なカウント情報取得プログラムと
しては、featureCounts 13）と htseq-count 14）が挙げられる

［W8-1］。プログラム名のうち、htseq-count の htseq は、
High-Throughput Sequencing の意味だと直感的に理解で
きるであろう。しかしながら、featureCounts の feature
は、一部の読者にとっては難解かもしれない。Feature と
は、gene/mRNA/exon/CDS などのゲノム上の特定の領
域を表す一般的な用語である。feature が gene や exon な
どを要素としてもつということが正しく理解できれば、上
記段落で gene や exon を例とした表現が「feature ごとの

カウントデータを取得した場合は、出力として得られるカ
ウントデータは feature の数分だけの要素からなる整数ベ
クトルとなる」のように全てを含む形で言い換えられるこ
とが分かるであろう。尚、R でゲノム上の特定の領域を取
り扱う代表的なパッケージである GenomicFeatures 15）の
feature も同じ意味である。
　ここでは、htseq-count を用いてカウント情報を取得す
る。Galaxy 画面左側のツール選択パネルから RNA-seq
をクリックして、htseq-count を選択する［W8-1］。中央
パネル上で、マッピング結果である 3 つの BAM ファイル

（ヒストリー 45-47）を指定する［W8-2］。次に、GFF 形
式のアノテーションファイル（ヒストリー 44）を指定する

［W8-3］。これで入力ファイルの指定は完了である。次に、
どの feature についてカウント情報を取得したいかを指定
する。デフォルトの Feature type は exon になっている
が［W8-4］、原著論文と同じく gene に変更して実行する

［W8-5］。図 6 は、htseq-count 実行後の Galaxy 画面であ
る［W8-7］。出力は、計 6 ファイル（ヒストリー 48-53）で
ある。このうち、no feature という名前が付加されたヒ
ストリー 49, 51, 53 は、欲しいカウントデータ以外の統計
情報が含まれている。したがって、残りのヒストリー 48, 
50, 52 が feature 数分（この場合は gene 数分）の要素から
なる整数ベクトルを含む SRR6322564（pH4.5_1h_rep3）, 
SRR6322567（pH4.5_24h_rep3）, SRR6322569（pH7_CCG_
rep2）のカウント情報に相当する［W8-8］。

図 5． Bowtie2 実行後の Galaxy 画面
　①入力は計 7 ファイル（ヒストリー 19, 20, 23, 24, 27, 28, 43）。②出力は BAM 形
式の計 3 ファイル（ヒストリー 45-47）である。
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カウント情報の連結  

　Galaxy は、独立に行われた結果を連結する各種機能を
提供している。ここでは、Galaxy 画面左側のツール選択
パネルから見られる Collection Operations 内の Column 
join という機能を利用して、別々のヒストリー内にある
カウントデータの連結を行う［W9-1］。図 7 は、Column 
join 実行後の Galaxy 画面である［W9-5］。連結対象（ヒ
ストリー 48, 50, 52）を指定して実行ボタンを押せば、3 サ
ンプル分のカウントデータの整数ベクトルを列方向で連
結した結果（ヒストリー 54）が得られる［W9-7］。得られ
たカウントデータ行列の、列数は 3（行名情報からなる
最初の列を除く）［W9-7］、行数は 2,949（ヘッダー行を除
く）である［W9-8］。我々は通常、ダウンロードしたカウ
ントデータファイル（ファイル名：data_3samples.txt）を
Excel で眺めて全体像を把握した段階で、列名部分を簡略
化したサンプル名に変更しておく［W9-10］。サンプル間
クラスタリング結果などの解釈を容易にするためである。

次に、カウントデータ中の 2,949 行という数値の妥当性
について検証する。この数値は、Ensembl Bacteria のサ
イト上で見られる数値（2,944 genes）よりも5個多い［W9-
11］。カウントデータファイルを眺めて 2,949 genes を調べ
ると、LGG から始まる 2,944 個の gene ID と、EBG から
始まる 5 個の gene ID からなることがわかる。実際には、
カウント行列を Excel で確認した段階で、すぐに EBG か
ら始まる異質な 5 個の ID が目に留まる［W9-9］。そして

念のために、カウントデータ取得時に用いた GFF ファイ
ル提供元である Ensembl Bacteria を再訪して、違いに気
づくという流れとなる。我々は経験上、この LGG から始
まるか EBG から始まるかといった ID の違いは、情報提
供元の違いに起因する場合が多いことを知っている。GFF
ファイルの 2 列目には source 情報、つまり情報提供元が
記されている。この観点から、例えば EBG00001128470
に合致する行の source 情報を他と見比べて納得するので
あ る［W10-1］。5 つ の EBG か ら 始 ま る ID の source は
Rfam 16）であり、LGGから始まるIDのsourceはenaとなっ
ていることに気づくであろう［W10-4］。
　5 つの EBG から始まる ID のカウント情報を削除すべき
かどうかについて見解を述べる。もし原著論文中でこれら
の取り扱いに関する言及があれば、それに従うのも一手で
あろう。もし言及されていない場合は、それらが後の解析
結果に悪影響を与えそうかどうかを判断基準とすればよ
い。具体的には、これらのカウント数が他と比べて多いわ
けではなく、比較する 3 条件間（pH4.5_1h vs. pH4.5_24h 
vs. pH7_CCG）で極端にカウント数が異なっているよう
には見受けられなかった［W9-9］。これらの事実を鑑み、
我々の下した結論は「残しておいても問題ない（残す）」で
ある。

図 6． htseq︲count 実行後の Galaxy 画面
　①入力は計 4 ファイル（ヒストリー 44-47）。②出力は計 6 ファイル（ヒストリー
48-53）である。
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GFF ファイルに慣れる  

話が若干前後するが、htseq-count プログラム実行時に
内部的にどのようなことが行われているかを、GFF ファ
イルの形式と絡めて説明する。GFF ファイルに対する
EBG00001128470 の検索結果からもわかる通り［W10-1］、
カウント行列の行名に相当する gene ID 情報は、GFF ファ
イル内に含まれている。まず、htseq-count を用いたカウ
ント情報取得時に Feature type オプションを gene に変
更して実行したことを思い出してほしい［W10-1］。これ
は GFF ファイル中の① 3 列目が② gene となっている行
の座標情報（GFF ファイルの③ 4 列目と④ 5 列目）および
⑤ストランド情報（7 列目）を用いて、その領域付近にマッ
プされたリード数をカウントするよう指示したことを意味
する［W10-2］。

GFF ファイル自体はタブ区切り（tab-separated）テキ
ストファイルである。シャープ（#）から始まる行は、コメ
ント行である。Excel で読み込んだ際の 1 列目は 1 番目の
フィールド、2 列目は 2 番目のフィールドなどと呼ばれる。
1 列目は、リファレンス配列の名前（seqname）が書かれ
ている。今眺めている GFF ファイル（ASM2650v1.gff 3）
は、シャープ（#）から始まる行以外は全て FM179322 に
なっていることに気づくであろう。この理由は、元のゲ
ノム配列が 1 本の環状染色体のみから構成され、その
Accession 番号は FM179322 だからである。

GFF ファイル中の 9 番目のフィールド（9 列目）には、

この feature 領域に対する付加的な属性（Attribute）情報
が含まれている［W10-3］。このフィールド内は、複数の
情報がセミコロン区切り（semicolon-separated）で格納
されている。カウント行列取得時は、このフィールド内
のどの情報を「行の名前」として利用するかを明確に指定
せねばならない。W8-4 で行ったカウント情報取得時は、
Feature type 以外はデフォルト値を利用したため特に触
れなかったが、実際の行名には ID Attribute オプション
のデフォルト（gene_id）が採用されている。つまり、GFF
ファイル中の 9 番目のフィールドをセミコロンで分割し、
分割されたもの（ID＝…, Name＝…, biotype＝…., gene_
id＝…, logic_name＝…）の中から gene_id の情報を文字
列検索で探し出し、その右辺側の文字列を行名として出
力しているのである。この原理が分かれば、例えば W8-4
で ID Attribute オプションのところを gene_id から ID
に変更して実行すると、得られるカウント行列の行名が
EBG00001128470 から gene:EBG00001128470 に変更され
るはずだと想像できるだろう。
　但し、おそらく W8-4 で ID Attribute オプションのと
ころを、例えば Name に変更して実行するとエラーとな
る。理由は異なる feature 領域で同じ名前が使われてしま
うことになるからである。例えば W10-4 の 2528 行 I 列の
セル（領域［506642, 506842］の属性情報）と 2532 行 I 列の
セル（領域［507097, 507297］の属性情報）を見比べると、
両方とも Name＝rli28 になっていることが分かる。エラー
を吐くことなく、行名を rli28 として 2 つの領域（［506642, 

図 7． Column join 実行後の Galaxy 画面
　①入力は計 3 ファイル（ヒストリー 48, 50, 52）。②出力は計 1 ファイル（ヒスト
リー 54）である。
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506842］と［507097, 507297］）上にマップされたリード数
の総和をカウントしてほしいと思う読者はいるだろうか？
賛否両論あると思われるが、少なくとも「重複した行名の
ものが存在する」的なことをユーザに気づかせてくれるプ
ログラムは親切と言えるだろう。我々の経験上、GFF ファ
イルを入力とする際のエラー遭遇率は高く、そして厄介で
ある。ここで述べた事例のみではどうにもならないことも
あると思われる。それでも、手元の入力情報をどのような
手順で処理すれば出力結果が得られるのか？どのようなエ
ラーの可能性が存在しうるのかに思いを馳せながら GFF
ファイルを眺めれば、いくつかの問題は解決できるであ
ろう。

原著論文と比較  

　最後に、得られたカウントデータの数値を、原著論文 3）

の著者らが GEO 17）上で公開している GSE107337 のカウン
トデータ（GSE107337_RawCounts.csv）と比較する［W11-
1］。この公開データは、LGG という ID のみからなる 2,838 
genes 分のカウント情報から構成されている。また、3 条
件×3 反復で計 9 サンプル分のデータではなく、3 反復の
平均値となっていることが、ヘッダー行部分の列名から読
み取れる（average_rawcount と書かれているということ）

［W11-2］。
　この論文中では、2 つの遺伝子（LGG_02240 と LGG_ 
02372）についてコントロール（pH7_CCG）に対する酸ス
トレス応答の倍率変化（何倍発現変動したか）が明記され
ている。具体的には、LGG_02240 は 24 時間の酸ストレ
ス条件下（pH4.5_24h）で 2.53 倍、1 時間の酸ストレス条
件下（pH4.5_1h）で 1.39 倍の発現上昇と書かれている（原
著論文中の 1,608 ページ目の左上）。また、LGG_02372 は
pH4.5_24h で 3.34 倍、pH4.5_1h で 1.34 倍 の 発 現 上 昇 と
書かれている。これらの倍率変化の数値は、GSE107337_
RawCounts.csv のデータに基づいて再計算した倍率変化の
値とは一致しなかったが、log2（倍率変化）の値と完全一致
した［W11-5］。つまり、LGG_02240 は pH4.5_24h で log2

（2444/422）＝2.5339、pH4.5_1h で log2（1106/422）＝1.3900
であった。また、LGG_02372 は pH4.5_24h で log2（132/13）
＝3.3440、pH4.5_1h で log2（33/13）＝1.3440 だったという
ことである。
　Galaxy 上で我々が得たカウントデータは、計 3 サンプ
ル分（pH4.5_1h_rep3, pH4.5_24h_rep3, pH7_CCG_rep2）で
あった［W9-10］。上記公開データとの比較のために、我々
も改めて計 9 サンプル分について同様の手順でカウント
データ取得まで行い［W12-1］、倍率変化［W12-3］、お

よび log2（倍率変化）の値を算出した［W12-4］。結果と
して、原著論文と近い値を示したのは log2（倍率変化）の
ほ う で あ っ た。 具 体 的 に は、LGG_02240 は pH4.5_24h
で log2（2914/490）＝2.572、pH4.5_1h で log2（1231/490）＝
1.329 で あ っ た。 ま た、LGG_02372 は pH4.5_24h で log2

（188/15）＝3.648、pH4.5_1h で log2（56/15）＝1.901 で あ っ
た。LGG_02372 において公開データのものとの乖離が大
きい理由は、カウント数の少なさに起因するゆらぎのため
であろう。
　原著論文では、ジアミノピメリン酸パスウェイに属す
る 4 遺 伝 子（LGG_00113［W13-1］, LGG_00115［W13-2］, 
LGG_00108［W13-3］, and LGG_00109［W13-4］）に つ い
て、酸ストレス条件下で発現が低下したと述べられてい
た。我々も「公開版のカウントデータ」と「我々が Galaxy
で得たカウントデータ」の両方で、同様の傾向になってい
ることを確認した［W13］。他にも、LGG_01064 の発現上
昇［W14-1］、 お よ び LGG_02032［W14-2］と LGG_00418

［W14-3］の発現低下についても確認した［W14］。さら
に、2,838 遺伝子×3 サンプルからなる公開カウントデー
タ（data_original.txt［W15-1］）と 2,949 遺伝子×3 サンプ
ルからなる我々のカウントデータ（data_galaxy.txt［W15-
2］）の共通遺伝子を抽出し、計 6 サンプル間の総当たりの
類似度（Spearman’s correlation coefficient）を算出した結
果、同一サンプル（条件）間の類似度が最も高いことを確
認した［W15-3］。以上の結果より、今回我々が行ったカ
ウントデータを得るまでの作業は、手順としては妥当だと
言えよう。

おわりに  

　今回は、独立に行って得たカウントデータの妥当性まで
を議論した。しかしながら、実際には log2（倍率変化）で
あるにもかかわらず、倍率変化だと原著論文中で述べられ
ている点は適切とはいえない。また、本来この種の議論
は RPKM のような補正後の値で行うべきであるが、生の
カウントデータに基づいて行っている点も不適切である。
我々が公開カウントデータに対して調べた総カウント数

（pH4.5_1h＝774,376、pH4.5_24h＝1,670,016、pH7_CCG＝
1,690,218）の最大と最小の間には 2 倍以上の開きがあるか
らである［W15-4］。次回はこれらの点について議論する
予定である。
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Methods for analyzing next-generation sequencing data
XIV. RNA-seq analysis (Part 2)
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  Abstract
   Lactobacillus rhamnosus  is a probiotic lactic acid bacterium frequently isolated from human 
gastrointestinal mucosa of healthy individuals. We describe an analysis procedure to RNA-seq data 
(SRP125628 or GSE107337) on the acid stress response of L. rhamnosus GG on an integrated data 
analysis environment called Galaxy. Specifically, we will describe importing FASTQ files from the 
public database ENA to Galaxy, preprocessing using Trimmomatic, mapping to reference genome 
sequence using Bowtie2, and obtaining count data using htseq-count. We will also discuss about 
similarities of count data between the original and ours. Supplementary materials are available online 
at: http://www.iu.a.u-tokyo.ac.jp/~kadota/r_seq2.html#about_book_JSLAB.
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