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日本DNAデータバンク

DDBJ
DNA Data Bank of Japan



全世界で解読された塩基配列情報を
査定して受入れ
データベースに蓄積し
公開して共有する

塩基配列データバンクとはこのような事業

データベース



DDBJ (http://www.ddbj.nig.ac.jp/)



国際塩基配列データベース (INSDC) の一員
米国: GenBank (NCBI)
欧州: ENA (EBI)
日本: DDBJ



DDBJ登録ファイルの例
LOCUS       AB091058                2109 bp    DNA     linear   BCT 02-SEP-2003
DEFINITION  Gluconacetobacter xylinus cmcase, ccp genes for
            endo-beta-1,4-glucanase, cellulose complementing protein, complete
            cds.
ACCESSION   AB091058
VERSION     AB091058.1
KEYWORDS    .
SOURCE      Gluconacetobacter xylinus
  ORGANISM  Gluconacetobacter xylinus
            Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria; Rhodospirillales;
            Acetobacteraceae; Gluconacetobacter.
REFERENCE   1  (bases 1 to 2109)
  AUTHORS   Kawano,S., Tajima,K., Uemori,Y., Yamashita,H., Erata,T.,
            Munekata,M. and Takai,M.
  TITLE     Direct Submission
  JOURNAL   Submitted (28-AUG-2002) to the DDBJ/EMBL/GenBank databases.
            Contact:Kenji Tajima
            Hokkaido University, Graduate School of Engineering; N13W8,
            Kita-ku, Sapporo, Hokkaido 060-8628, Japan
REFERENCE   2  
  AUTHORS   Kawano,S., Tajima,K., Uemori,Y., Yamashita,H., Erata,T.,
            Munekata,M. and Takai,M.
  TITLE     Cloning of Cellulose Synthesis Related Genes from Acetobacter
            xylinum ATCC23769 and ATCC53582: Comparison of Cellulose Synthetic
            Ability Between ATCC23769 and ATCC53582
  JOURNAL   Unpublished (2002)
COMMENT     
FEATURES             Location/Qualifiers
     source          1..2109
                     /db_xref="taxon:28448"
                     /mol_type="genomic DNA"
                     /note="synonym:Acetobacter xylinum"
                     /organism="Gluconacetobacter xylinus"
                     /strain="ATCC 53582"
     CDS             10..1038
                     /codon_start=1
                     /gene="cmcase"
                     /product="endo-beta-1,4-glucanase"
                     /protein_id="BAC82540.1"
                     /transl_table=11
                     /translation="MSVMAAMGGAQVLSSTGAFADTAPDAVAQQWAIFRAKYLRPSGR
                     VVDTGNGGESHSEGQGYGMLFAASAGDLASFQSMWMWARTNLQHTNDKLFSWRFLKGH
                     QPPVPDKNNATDGDLLIALALGRAGKRFQRPDYIQDAMAIYGDVLNLMTMKAGPYVVL
                     MPGAVGFTKKDSVILNLSYYVMPSLLQAFDLTADPRWRQVMEDGIRLVSAGRFGQWRL
                     PPDWLAVNRATGALSIASGWPPRFSYDAIRVPLYFYWAHMLAPNVLADFTRFWNNFGA
                     NALPGWVDLTTGARSPYNAPPGYLAVAECTGLDSAGELPTLDHAPDYYSAALTLLVYI
                     ARAEETIK"

     CDS             1035..2096
                     /codon_start=1
                     /gene="ccp"
                     /product="cellulose complementing protein"
                     /protein_id="BAC82541.1"
                     /transl_table=11
                     /translation="MSASGSDEVAGGGQAGSPQDFQRVLRSFGVEGGQYSYRPFVDRS
                     FDVTGVPEAVERHFDQAEHDTAVEEQVTPAPQIAVAPPPPPVVPDPPAIVTETAPPPP
                     VVVSAPVTYEPPAAAVPAEPPVQEAPVQAAPVPPAPVPPIAEQAPPAAPDPASVPYAN
                     VAAAPVPPDPAPVTPAPQARVTGPNTRMVEPFSRPQVRTVQEGATPSRVPSRSMNAFP
                     RTSASSISERPVDRGVADEWSPVPKARLSPRERPRPGDLSFFFQGMRDTRDEKKFFPV
                     ASTRSVRSNVSRMTSMTKTDTNSSQASRPGSPVASPDGSPTMAEVFMTLGGRATELLS
                     PRPSLREALLRRRENEEES"
BASE COUNT          343 a          661 c          661 g          444 t
ORIGIN      
        1 cgttccttta tgtcggtcat ggcggcgatg ggaggggcgc aggtgctttc atccaccggt
       61 gcgttcgcag acaccgcccc cgatgcggtc gcgcagcaat gggccatctt ccgcgccaag
      121 tatcttcgtc ccagcggacg tgtcgtggat acgggcaatg gtggcgaatc ccatagtgag
      181 gggcagggct atggcatgct ctttgccgcg tcggcggggg accttgcgtc gttccagtcg
      241 atgtggatgt gggcgcgcac caacctgcag cataccaatg acaagctgtt ttcctggcgg
      301 ttcctcaagg ggcatcagcc cccggtgccc gacaagaaca atgccacaga tggcgacctg
      361 ctgatcgcgc ttgcgcttgg tcgtgcgggc aagcgtttcc agcgccccga ttacattcag
      421 gacgccatgg ccatttatgg cgatgtgctg aacctgatga cgatgaaggc gggaccgtat
      481 gtcgtcctca tgcccggtgc tgtcggcttt accaagaagg acagcgtgat cctcaacctg
      541 tcctattacg tcatgccctc gctgctgcag gcgttcgacc ttacggccga cccgcgctgg
      601 cgtcaggtga tggaagacgg gattcgcctt gtttccgccg gccgtttcgg gcagtggcgc
      661 ctgccccccg actggctggc ggtgaatcgc gccaccggtg cgctgtcgat cgcatcggga
      721 tggccgccgc gcttttccta tgatgcgatt cgggtgccgc tttattttta ttgggcgcat
      781 atgctggcgc cgaacgtgtt ggctgatttc acccgattct ggaataattt cggggctaat
      841 gccctgccag gatgggttga tctgacaaca ggggcgcgtt cgccgtacaa cgccccgcct
      901 ggatatcttg ctgttgccga atgcacgggg cttgattctg ccggggaact cccgacactg
      961 gatcatgcgc ccgattatta ttccgcagcg ttgacgctgc tcgtttacat cgcgcgggcg
     1021 gaggagacta taaagtgagt gcttcagggt ctgatgaggt ggctggggga gggcaggctg
     1081 gaagtccgca ggattttcag cgggtcctgc gttcttttgg tgtcgaaggt gggcagtatt
     1141 cctaccggcc gtttgttgac cgttcctttg atgtgacagg cgtgcccgag gctgttgaaa
     1201 ggcacttcga tcaggcggag catgacacgg cggttgagga gcaggtcact cccgcgccac
     1261 aaatcgcggt cgcaccgcca ccgccgccag tcgttcctga cccgcccgcc atcgtgacgg
     1321 aaaccgcgcc cccgccgcct gtcgtggtca gcgctccggt cacgtatgaa cccccggctg
     1381 ccgccgtgcc ggcagagcct cccgttcagg aagcccccgt gcaggcggcg ccggttcccc
     1441 ccgcgcctgt gcccccgatt gcggagcagg ctcctcccgc ggcgccggac ccggcatccg
     1501 tgccgtatgc gaacgtcgcg gcagcacccg ttccacctga tcccgcaccg gttacgcctg
     1561 cgccgcaggc gcgcgtgacg gggccgaaca cccgtatggt ggagcccttt tcccgcccgc
     1621 aggtccgcac ggtgcaggag ggggcaaccc cgtcacgtgt accttcgcgt tcaatgaacg
     1681 ctttcccccg cacatcagca tcgtccataa gtgagcgtcc ggtggacagg ggtgttgccg
     1741 atgaatggag tcctgttccg aaggcacgcc tcagcccgcg ggagcgtccg cgtcccggcg
     1801 atctgagctt tttctttcag gggatgcgcg acacccgtga tgaaaagaag ttctttcccg
     1861 tggcgtccac gcgatcagtt cgttctaatg tttccaggat gaccagcatg accaagacag
     1921 acacgaattc ctctcaggct tctcgtcccg gcagccccgt cgcctcgcct gatgggtcgc
     1981 ccacaatggc cgaagtgttc atgacgctgg gtggtcgtgc gacggaactc ctcagccccc
     2041 gtccttcgct gcgggaggcg ctgttgcgtc gtcgtgaaaa cgaagaagaa tcctaaggcc
     2101 ctatattca

//
!
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INSDCに多くの配列が登録された生物種

DDBJに登録されている生物種 Top 100の
ワードクラウド（数が多いほど大きい字
で表示）

Images created by the Wordle.net web application are licensed under a Creative 
Commons Attribution 3.0 United States License.
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INSDC塩基配列データの量

登録数: 1.6億塩基数: 1,500億



生物学の
情報爆発



代表的な超並列DNA配列決定装置

（左）Roche (454): GS FLX+ System
（中）illumina: Genome Analyzer IIx System
（右）Life Technologies: 5500 xl SOLiD System



新型シーケンサーの特徴：高速・大量

イルミナの最新型 HiSeq2000
一解析で6000億塩基 (600ギガベース)
ヒト一人のDNAがおよそ30億塩基対なので
一解析でざっくり200人分ゲノムが取得できる

http://www.illuminakk.co.jp/systems/hiseq_systems.ilmn 
より引用



塩基配列データの爆発
伝統的DNAデータバンクの容量: 150GB



塩基配列データの爆発
伝統的DNAデータバンクの容量: 150GB

一解析で 600GB



遺伝研
スーパー

コンピュータ



遺伝研 Supercomputer (2012.3-)
2012.03.01
初期導入
• 165.1 TFlops
• 5 PB HDD
• Containing 10TB and 2TB shared 
memory system.

Rmax of LINPACK: 82.90 TFLOPS
　Rank:170th in Top500 (Nov. 2011)
　(Rank 11th in Japan)

2014.03.01
追加導入
• about 400 TFlops (total)
• 12.5 PB HDD (total)



遺伝研スーパーコンピュータ：概要

Thin nodes
(16 cores, 64GB mem) ! 

352 nodes

Fat node
(768 cores, 10TB mem) ! 1 

node

Fast HDD for 
calculation
(Lustre)

2PB

HDD for 
archiving
(MAID)

3PB

Inter-
connection 
network

大容量メモリが必
要な計算専用の特

別機器

Infiniband QDR 
40Gbps

Medium nodes
(80 cores, 2TB mem) ! 2 

nodes

配列処理をターゲットとした特徴
・GPGPUよりもCPU数に重点
・I/O が低下しない構成
・巨大な主記憶容量の確保



国内21位
世界280位

理研「京」
核融合研
東工大
東大
高エネ研
筑波大
東北大
京大
原子力機構
九州大

2012.6



遺伝研スパコンを利用するには
•http://www.ddbj.nig.ac.jp/system/supercom/supercom-
apl.html

•[ DDBJ スーパーコンピュータ ] で検索



基本的な利用方法：バッチジョブの投入

バッチ（非対話）
ジョブ投入、

キューの順番で処理



バッチジョブ投入方法：qsub コマンド

# run a script on a login node.
bash your_script.sh

# run a script on a calculation node.
qsub –cwd –S /bin/bash your_script.sh



メモリ量を指定して実行する方法
# This job runs on 1 CPU core and 128GB 
memory.
qsub –cwd –l month -l medium 
 -l s_vmem=128G,mem_req=128G
 –S /bin/bash your_script.sh

# This job runs on 10 CPU core (in the 
same node) and 1280GB memory. 
qsub –cwd –l month -l medium 
 -l s_vmem=128G,mem_req=128G 
 -pe def_slot=10 
 –S /bin/bash your_script.sh



一般の
生物学者には
難しい...



DDBJ Pipeline
新型シーケンサ配列のクラウド型解析ツール

AGGCT

CCGCT



WWWサーバ

研究者

DDBJ スーパーコンピュータ

計算資源が足りない → DDBJスパコンを使おう
解析できない → web ブラウザから簡単に制御

DDBJ Pipeline: クラウド型解析ツール



http://p.ddbj.nig.ac.jp



DDBJ pipeline: Software
よく用いられる

解析用ソフトウェアを
用意。クリックだけで

実行可能



DDBJ pipeline: references イネ、マウスなど
解析比較対象となる
配列を多数用意



DDBJ pipeline: merits

•DDBJのPC cluster上で運用

•大量データ転送問題が回避できる
•最新の de facto standard ツールを用意

• for de novo assemble「アセンブル」

• for reference genome mapping「マッピング」

•処理はwww上のGUI簡単



「DDBJパイプラインによる
RNA-seq配列のde novoアセンブル」

国立遺伝学研究所 大量遺伝情報研究室

Webinar　denovoシリーズ 第３回 (2013.5.8)



DDBJ パイプラインの特徴

・遺伝研の計算機で分散処理を実行、高速シーケン
　スデータを解析するクラウド型パイプライン

・オンラインで無償で利用可。

・基礎解析部 (マッピング、de novo アセンブル)と
   高次解析部 (構造・機能のアノテーション)で構成

基礎解析部

高次解析部

DRAへの仮登録データ
またはDRA内データ

FASTQ/FASTA

マッピング de novo 
アセンブル

SNP検出 RNA-
Seq

ChIP-
Seq

DDBJのWGS用
FASTAファイル

FTP/HTTPによる
データアップロード

解析結果ファイルを
インポート

構造・機能
アノテーション



DDBJパイプライン　基礎解析部 http://p.ddbj.nig.ac.jp

https://p.ddbj.nig.ac.jp
https://p.ddbj.nig.ac.jp


DDBJパイプライン　基礎解析部 http://p.ddbj.nig.ac.jp

・11種類のマッピング・アセンブルソフト対応

・公開配列データの活用が容易
公開データと比較、レファレンスとしての活用

https://p.ddbj.nig.ac.jp
https://p.ddbj.nig.ac.jp


・11種類のマッピング・アセンブルソフト対応

・公開配列データの活用が容易
公開データと比較、レファレンスとしての活用

・ジョブステータスで実行状態を確認可能

解析終了をメールで通知

・SAMtools/FASTAによる共通フォーマット
　での出力

DDBJパイプライン　基礎解析部 http://p.ddbj.nig.ac.jp

NIGスパコンで実行
マッピング
　Intel Xeon 2.60GHz 16 core,64GB RAM * 352 nodes

アセンブル
　Intel Xeon 2.40GHz 80 cores, 2TB RAM * 2 nodes
　Intel Xeon 2.66GHz 768 cores, 10TB RAM

ストレージ
　2PB storage

https://p.ddbj.nig.ac.jp
https://p.ddbj.nig.ac.jp


DDBJパイプライン　高次解析部 http://p-galaxy.ddbj.nig.ac.jp

・Galaxyで多様な構造・機能のアノテーションに対応
・基礎解析部のデータファイルを活用
(SAMや(m)pileup、FASTAファイルを参照)

基礎解析部

高次解析部

DRAへの仮登録データ
またはDRA内データ

FASTQ/FASTA

マッピング de novo 
アセンブル

SNP検出 RNA-
Seq

ChIP-
Seq

DDBJのWGS用
FASTAファイル

FTP/HTTPによる
データアップロード

解析結果ファイルを
インポート

構造・機能
アノテーション

https://p.ddbj.nig.ac.jp
https://p.ddbj.nig.ac.jp


DDBJパイプライン　高次解析部 http://p-galaxy.ddbj.nig.ac.jp

SNPのゲノム上の分布の表示 RNA-SeqのCufflinks実行(発現量の正規化)
gtf->wigフォーマット変換
UCSC genome browser siteでの可視化

 (http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgGateway)

ChIP-Seq
MACSによるDNA結合タンパク質の結合部位候補の同定

NGSデータのマッピング結果の解析

https://p.ddbj.nig.ac.jp
https://p.ddbj.nig.ac.jp
http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgGateway
http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgGateway


DDBJパイプライン　高次解析部 http://p-galaxy.ddbj.nig.ac.jp

RNA-Seqのde novo アセンブル結果の解析

FASTAファイル

Trinityによるアセンブル

配列長フィルター

アミノ酸変換

UniProtKB/Swiss-Prot、
nrに対するBLASTP

長いORFかつ
HMMERによるモチーフ検索

https://p.ddbj.nig.ac.jp
https://p.ddbj.nig.ac.jp


DDBJパイプラインで実行するTrinityについて

NATURE BIOTECHNOLOGY  VOLUME 29   NUMBER 7   JULY 2011 645

complexity of overlaps between variants. Finally, Butterfly (Fig. 1c) 
analyzes the paths taken by reads and read pairings in the context of 
the corresponding de Bruijn graph and reports all plausible transcript 
sequences, resolving alternatively spliced isoforms and transcripts 
derived from paralogous genes. Below, we describe each of Trinity’s 
modules.

Inchworm assembles contigs greedily and efficiently
Inchworm efficiently reconstructs linear transcript contigs in six steps 
(Fig. 1a). Inchworm (i) constructs a k-mer dictionary from all sequence 
reads (in practice, k = 25); (ii) removes likely error-containing k-mers 
from the k-mer dictionary; (iii) selects the most frequent k-mer in the 
dictionary to seed a contig assembly, excluding both low-complexity 

For transcriptome assembly, each path in the graph represents a possible 
transcript. A scoring scheme applied to the graph structure can rely on 
the original read sequences and mate-pair information to discard non-
sensical solutions (transcripts) and compute all plausible ones.

Applying the scheme of de Bruijn graphs to de novo assembly of 
RNA-Seq data represents three critical challenges: (i) efficiently con-
structing this graph from large amounts (billions of base pairs) of raw 
data; (ii) defining a suitable scoring and enumeration algorithm to 
recover all plausible splice forms and paralogous transcripts; and (iii) 
providing robustness to the noise stemming from sequencing errors 
and other artifacts in the data. In particular, sequencing errors would 
introduce a large number of false nodes, resulting in a massive graph 
with millions of possible (albeit mostly implausible) paths.

Here, we present Trinity, a method for the 
efficient and robust de novo reconstruction of 
transcriptomes, consisting of three software 
modules: Inchworm, Chrysalis and Butterfly, 
applied sequentially to process large volumes 
of RNA-Seq reads. We evaluated Trinity on 
data from two well-annotated species—one 
microorganism (fission yeast) and one mam-
mal (mouse)—as well as an insect (the whitefly 
Bemisia tabaci), whose genome has not yet been 
sequenced. In each case, Trinity recovers most 
of the reference (annotated) expressed tran-
scripts as full-length sequences, and resolves 
alternative isoforms and duplicated genes, per-
forming better than other available transcrip-
tome de novo assembly tools, and similarly to 
methods relying on genome alignments.

RESULTS
Trinity: a method for de novo 
transcriptome assembly
In contrast to de novo assembly of a genome, 
where few large connected sequence graphs 
can represent connectivities among reads 
across entire chromosomes, in assembling 
transcriptome data we expect to encounter 
numerous individual disconnected graphs, 
each representing the transcriptional com-
plexity at nonoverlapping loci. Accordingly, 
Trinity partitions the sequence data into these 
many individual graphs, and then processes 
each graph independently to extract full-
length isoforms and tease apart transcripts 
derived from paralogous genes.

In the first step in Trinity, Inchworm 
assembles reads into the unique sequences of 
transcripts. Inchworm (Fig. 1a) uses a greedy 
k-mer–based approach for fast and efficient 
transcript assembly, recovering only a single 
(best) representative for a set of alternative 
variants that share k-mers (owing to alterna-
tive splicing, gene duplication or allelic varia-
tion). Next, Chrysalis (Fig. 1b) clusters related 
contigs that correspond to portions of alterna-
tively spliced transcripts or otherwise unique 
portions of paralogous genes. Chrysalis then 
constructs a de Bruijn graph for each cluster 
of related contigs, each graph reflecting the 

cba

>a121:len = 5,845

>a122:len = 2,560

>a123:len = 4,443

>a124:len = 48

>a126:len = 66
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Read set

Extend in k-mer
space and
break ties 

Linear sequences

...
!

A

A
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A
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G
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T C
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T C
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... ... ...
...

Overlap linear
sequences by
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Compact
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Extracting sequences

ATTCG CTTCG

TTCGC

TCGCA
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CAATG CAATC
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TGATC TCATC

GATCG CATCG
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CGGAT
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... ...
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k – 1

TTCGCAA...T

ATCGGAT...

Figure 1  Overview of Trinity. (a) Inchworm assembles the read data set (short black lines, top) by 
greedily searching for paths in a k-mer graph (middle), resulting in a collection of linear contigs (color 
lines, bottom), with each k-mer present only once in the contigs. (b) Chrysalis pools contigs (colored 
lines) if they share at least one k – 1-mer and if reads span the junction between contigs, and then it 
builds individual de Bruijn graphs from each pool. (c) Butterfly takes each de Bruijn graph from Chrysalis 
(top), and trims spurious edges and compacts linear paths (middle). It then reconciles the graph with 
reads (dashed colored arrows, bottom) and pairs (not shown), and outputs one linear sequence for each 
splice form and/or paralogous transcript represented in the graph (bottom, colored sequences).

ART ICL ES

Inchworm:
k-mer(k=25)でざっくりアセンブルしてコンテ
ィグをつくる。

Chrysalis:
スプライスバリアントやパラログ由来のコンテ
ィグを含めてクラスター化
コンティグの共通部分を基にどういう経路をと
ってつながっていくか? >グラフを作成

Butterfly:
グラフを精査していってスプライスバリアント
やパラログも再構成する。

Trinityについては
Nat Biotechnol. 2011 May 15;29(7):644-52.
グラフアルゴリズムについては
http://d.hatena.ne.jp/hoxo_m/20100930/p1
等ご参考ください。

http://d.hatena.ne.jp/hoxo_m/20100930/p1
http://d.hatena.ne.jp/hoxo_m/20100930/p1


今回はミドリフグのRNA-Seqデータを使用します

SRR042533 (エントリー: SRA012701)
36bpの7,468,448リード
シングルエンド

Tetraodon nigroviridis

最大で全長17 cm。
観賞魚としてポピュラーであり、2-3 cm程度の幼魚
が多くの熱帯魚店等で売られている。
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DDBJ Read Annotation Pipeline: a cloud computing-based pipeline for high-throughput analysis 
of next-generation sequencing data.
DNA Res. in press.



実習内容

DDBJパイプライン(基礎部)へのアカウント作成

DDBJ パイプラインを用いた denovo RNAseq アセンブリ

DRA (DDBJ Sequence Read Archive)からの配列データのインポート

参考資料

DDBJパイプライン基礎部での Preprocessing ジョブ実行

DDBJパイプライン(基礎部)のFTPによるデータ転送

DDBJパイプライン高次解析部(Galaxy)でのジョブ実行

DDBJパイプライン基礎部での Trinity ジョブ実行



DRAからの配列データインポート



今回使用する高速シーケンサー配列の確認

DRAのwebサイトから「検索」をクリック

DRA: http://trace.ddbj.nig.ac.jp/dra

DRASearchのwebサイトが表示
「Organism:」に「Tetraodon nigroviridis」
と入力し、「Search」をクリック。

今回はアクセッション番号「 SRA012701 」のデータ
をサンプルに用いる。Pipelineからインポートするの
に必要なので、アクセッションをメモしておく。

今回は実習用サンプルとしてミドリフグの高速シーケン
サーで出力された RNAseq 配列を用いる。

クリック

DRAで検索すると早い

http://trace.ddbj.nig.ac.jp/dra/index.shml
http://trace.ddbj.nig.ac.jp/dra/index.shml
http://trace.ddbj.nig.ac.jp/dra/index.shml
http://trace.ddbj.nig.ac.jp/dra/index.shml


クリック

http://www.ddbj.nig.ac.jp/

http://p.ddbj.nig.ac.jp/

DDBJパイプラインにログイン

デモ用アカウントは
講習内でお伝えします

DDBJ, pipeline で検索すると早い

http://www.ddbj.nig.ac.jp
http://www.ddbj.nig.ac.jp
https://p.ddbj.nig.ac.jp
https://p.ddbj.nig.ac.jp


DRAから配列データをインポート

DDBJパイプラインログインする。

「Input DRA/ERA/SRA Accession Number」に
「SRA012701」と入力
「Add my DRA entry」をクリック

「Import public DRA」をクリック 選択

クリック



「Confirmation」のダイアログが現れる。

importの進行状況は、「Import public DRA」タブ内で確
認できます。
webブラウザをリロードして下方の入手リストを確認。
実行中のDRAのアクセッションが「queued」から「done」
になったら完了。

「Send a mail when completed importing」のチェック
を確認。チェックしておくとimport終了時にメールが届く。

「OK」をクリック。

クリック

ブラウザリロードで確認

選択

DRAから配列データをインポート



Preprocessing
リードのクオリティ値によるフィルタリング



Preprocessing　実行するクエリファイルを選択

①左のメニューから「Preprocessing」
を選択し、②「Private DRA entry」
タブをクリックする。

ドロップダウンリストから、
③先ほどインポートしたアクセッション
「SRAA012701」を選択する。

（FTPアップロードしたファイルを
　選択することも可能）

最下部の「NEXT」を押し、次画面に進む。

ウィンドウ下部にメタデータおよびファイル一覧が表示されるので、
この中から、Tetraodon_nigroviridis_RNA-Seq に該当する
Experimental ACCESION20122 のものをチェック。

Trinity 実行の前に、インポートしたデータの前処理として、QV によるフィルタリングを行う

①

②

③



Preprocessing　実行条件の指定

最下部の「NEXT」を押し、次画面に進む。

Trinity 実行の前に、インポートしたデータの前処理として、QV によるフィルタリングを行う

クオリティ値の選択 　DRA からインポートされた
データはすべて Phred+33 形式になっています。

リードの両端から QV <=19 となる塩基をトリム。
トリム後の長さが 25 bp 未満となった場合は、リード全体を削除。
（ペアの場合は、ペアとなるもう一方も同時に除かれる）

→

→
トリム後のリードの中に、QV <= 14 のリードが 30 % 
以上含まれていた場合、リード全体を削除。
（ペアの場合は、ペアとなるもう一方も同時に除かれる）

→



Preprocessing　実行および実行状況の確認
Trinity 実行の前に、インポートしたデータの前処理として、QV によるフィルタリングを行う

→

→

メールを入力して「Run」ボタンを押す。

ステータス画面でジョブの実行状況の確認。

Preprocessing でフィルタリングをした
クエリファイルを利用してdenovo Assemblly 

/ mapping を行う場合、ジョブIDが必要になる
ので、覚えておくこと。

「View」ボタンで詳細を確認。



Preprocessing　結果の確認
Trinity 実行の前に、インポートしたデータの前処理として、QV によるフィルタリングを行う

処理済みの FASTQ ファイルのダウンロード

リード位置ごとの平均クオリティ値
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「BACK」ボタンでジョブ履歴画面に戻る



denovo Assembly
Trinity の実行



Trinityの実行　クエリファイルの選択
クエリとなるFASTQ/FASTA配列を選択する方法としてDDBJパイプラインでは、下記の４通りの方法がある。

●　FTPクライアントソフトでアップロードした配列を使用
　「FTP upload」
●　webブラウザでアップロードした配列を利用
　「HTTP upload」
●　DRAからインポートした配列を使用する
　「Private DRA entry」
●　Preprocessing で処理した配列を使用
　「Preprocessing」

最下部の「NEXT」をクリック。

Preprocessing で処理されたファイルは、
「（PreprocesingのジョブID）_もとのファイル名_e.fastq.bz2」という形式のファイル名になっているので、
先ほど確認しておいたジョブIDで始まるものを選択。

選択

次へ
今回は Preprocessing で処理したクエリを使用する。
画面左のメニューから、「Preprocessing Start」を選択。



Trinityの実行　ツールの選択
「denovo Assembly」 !　「Trinity」の順に選択

最下部の「NEXT」をクリック。



Trinityの実行　クエリのレイアウト選択

画面下に確定したレイアウトが表示されるので、最下部の「NEXT」をクリック。

実行するAccessionの横のチェックボックスをクリック

右側の「confirm」ボタンをクリック。（ペアエンドのクエリの場合「Set as PairEnd」ボタン）

今回はクエリファイルを１つしか選択していないので、あまり意味はないが、
複数のファイルを選択していた場合、それらをすべて結合して実行するか、
あるいは、別々に連続して実行するかをこの画面で選択する。



Trinityの実行　実行オプションの指定
library type および 実行時のオプションを指定。
今回はデフォルトの条件で実行する、

メモリ、CPU 関係の指定(固定）
Trinity.pl --seqType fq --JM 100G --bflyHeapSpaceMax 4G --bflyGCThreads 1 --CPU 4 

--single <クエリファイル名> --output <出力ディレクトリ名> --min_contig_length 201

クエリファイルの種類
FASTA or FASTQ (自動で指定される)

入力ファイル・出力ファイルの指定
（自動で指定される）

ユーザーの指定するオプション

参考）Pipelineで使用している Trinity 実行コマンド



Trinityの実行　実行オプションの確認
メールアドレスを入力して、「RUN」ボタンを押す



Trinityの実行　実行状況の確認
Status → denovo Assembly から、実行したジョブの確認をする

「View」ボタンをクリックして、詳細確認。



Trinityの実行　実行状況の確認
Status → denovo Assembly から、実行したジョブの確認をする

「BACK」ボタンで、一覧画面に戻る
これで基礎部は終了です。

結果ファイルの統計値

結果ファイルのダウンロード



DDBJパイプライン高次解析部による
RNA-Seqアセンブル結果の解析



高次解析部起動

パイプライン基礎部の左のメニューカラムから「step-2/Workflow」を
クリック。

高次解析部(GALAXY)が起動

Tips:
http://p-galaxy.ddbj.nig.ac.jpでURL
直打ちして、「ツール」メニューの
「Work Flow」をクリック。
基礎解析と同じパイプライン登録時の
メールアドレスとパスワードを入力し
ても起動可能。

クリック

http://p-galaxy.ddbj.nig.ac.jp
http://p-galaxy.ddbj.nig.ac.jp


「SRR042533」を確認

RNA-Seqのアセンブル結果をインポート
TrinityによるRNA-Seqのアセンブル結果を
GALAXYにインポートする。

左側「ツール」メニューの「Work Flow」をクリック
クリック

クリック

左側「ツール」メニューの「COMMN PROCESS」
の下「import contig form DDBJ Pipeline」を
クリック

実行したジョブのsamfileのリストのうち、今回は
「SRR042533 by Preprocessing」の「import」を
クリック

クリック

中央にツール実行開始の表示が現れ...

左側のヒストリーに読み込み中のファイルが
表示される(緑色になったら終了)
ヒストリーの目のアイコンをクリックすると
中央にプレビューされる。



コンティグの長さ調節/アミノ酸変換

comp1002_c0_seq1 0 621 ID=m.565;Name=ORF_g.565_m.565_type:internal_len:207_(-)_(g.565,_m.565); 0 - 0 621  1 621 0
comp1006_c0_seq1 37 685 ID=m.566;Name=ORF_g.566_m.566_type:complete_len:216_(+)_(g.566,_m.566); 0 + 37 685  1 648 0
comp1010_c0_seq1 2 683 ID=m.568;Name=ORF_g.568_m.568_type:internal_len:227_(-)_(g.568,_m.568); 0 - 2 683  1 681 0

#                                                               --- full sequence ---- --- best 1 domain ---- --- domain number estimation ----
# target name        accession  query name           accession    E-value  score  bias   E-value  score  bias   exp reg clu  ov env dom rep inc description of target
#------------------- ---------- -------------------- ---------- --------- ------ ----- --------- ------ -----   --- --- --- --- --- --- --- --- ---------------------
Actin                PF00022.14 m.1                  -           2.8e-162  539.5   0.0  3.2e-162  539.3   0.0   1.0   1   0   0   1   1   1   1 Actin
Apolipoprotein       PF01442.13 m.3                  -            1.1e-38  132.6  10.6   1.1e-38  132.6   7.3   1.8   2   0   0   2   2   2   2 Apolipoprotein A1/A4/E 
domain

>m.565 g.565  ORF g.565 m.565 type:internal len:207 (-)...
DLEMQIEGLKEELIFLKKNHEEELLAMRAQMSGQVHVEVEAAPAEDLTKVMADIREHYES
ITAKNQKELETWFNSKSEALNKEMMTQTVTLQTSRSEVTEVKRSLQALQIELESLLGMKA
SLEGTLQDTQNRYSMMLAGYQQQVTSLEQQLVQLRADLVRQGQDYQMLLDIKTRLELEIA
EYRRLLEGEAAASSSTSSTSSTKTRRL
>m.566 g.566  ORF g.566 m.566 type:complete len:216 (+)...
MAQSVPVVMFKLVLVGDGGTGKTTFVKRHLTGEFEKKYVATLGVEVHPLFFNTNRGNVKF
NVWDTAGQEKFGGLRDGYYIQAQCAIIMFDVTSRVTYKNVPNWHRDLVRVCENIPIVLCG
NKVDIKDRKVKAKSIVFHRKKNLQYYDISAKSNYNFEKPFLWLARKLIGDPNLEFVEMPA
LAPPEVTMDPALAVQYEKELHVASQTALPDDEDDL*
>m.568 g.568  ORF g.568 m.568 type:internal len:227 (-)...
GDRFKEDRKAKRLPEKSIDMIILLTDGDPNSGESRIPVIQENVKAAIGGQMSLFSLGFGN
DVKYPFLDVMSRENNGLARRIYEGSDAALQLQGFYDEVSSPLLLDVDLRYPDNAVDSLTT
NQFSQLFNGSEIVVAGRLKDNDIDNFPVEVFGQGLNDFSEQGQFSVLDWSGMYPDDDYIF
GDFTERLWAYLTIQQLLDKSKTGDAEEKANASAEALDMSLRYSFVTP
>m.571 g.571  ORF g.571 m.571 type:5prime_partial len:394...
ASGGEGTHSSCGSWFNAGAKDFPSVPYSYLDFNDYKCKTSSGEIESYHDVHQVRDCRLVS
LLDLALEKDYVRGKVADYMNRLVDMGVAGFRVDACKHMWPGDLSAVYGRLNNLNTKWFPE
GSRPFIFQEVIDLGGEAISYTVYVHLGRVTEFKYGAKLGTVFRKWNNEKLMYTKNWGEGW
GFMPNGNAVVFIDNHDNQRGHGAGGAAIVTFWDSRLHKMAVAYMLAHPYGVTRVMSSFRW
NRHIVNGKDQNDWMGPPSHPDGSTKSVPINPDETCGDGWVCEHRWRQIKNMVIFRNVVNG
QPHSNWWDNNSNQVAFGRGNRGFIIFNNDDWDLDVTLNTGLPAGTYCDVISGQKEAGRCT
GKQIHVGSDGRAHFRISNRDEDPFVAIHVESKL*
>m.573 g.573  ORF g.573 m.573 type:5prime_partial len:224...
WEPSWPWQVSLQEYTGFHFCGGSLINENWVVTAAHCNVRTSHRVILGEHDRSSNNENIQV
MQVGQVFKHPNYNSYTINNDITLIKLASPAQLNIRVSPVCVAETSDVFPGGMKCVTSGWG
LTRYNAPDTPPRLQQVALPLLTNEECRKHWGSKITDLMVCAGASGASSCMGDSGGPLVCE
KAGAWTLVGIVSWGSGFCSVSSPGVYARVTMLRAWMDQIIAAN*

左側「ツール」メニューの「Work Flow」の下、
さらに「ANNOTATION FOR DE NOVO 
ASSEMBLED SEQ.」の下に移動
「FASTA File Length Filter」を今回「500」で実行
でもTrinity の--min_contig_length オプションで調整可
「Execute」をクリック

さらにその下の「transcriptsToOrfs (N.A.) 
Trinity Transcripts to Candidate Peptides」
をクリック

クリック

クリック

CPU: 16くらい推奨
「Execute」をクリック

結果としては
1) アミノ酸配列
2) pfamのドメインとのマッチング
3) その他ORF候補
が返ってくる。

結果1

結果2

結果3

クリック

クリック

16くらい推奨



RNA-Seq由来のアミノ酸配列をBLASTPにかける
左側「ツール」メニューの「Work Flow」の下、
「ANNOTATION FOR DE NOVO ASSEMBLED 
SEQ.」の下、
「BLASTP」をクリック

「Select database:」は今回「Swiss-Prot-
Vertebrates」を選択
「Expectation Value:」は今回 -20と入力

「Execute」をクリック

クリック

クリック

「BLASTP error/warning reports」はBLASTのエラー表示など

クリック

クリック

「BLASTP on data...」をクリックするとフロッピーのアイコンが出て
くるのでそのアイコンをクリックするとBLASTP結果のダウンロードが
始まる。



ワークフローの保存も可能
(GALAXYがメールアドレスを訊いてきたりするのでパイプラインのユーザーアカウント取得後)
参考: https://main.g2.bx.psu.edu/u/aun1/p/galaxy101 の”4. Converting histories into workflows”など

https://main.g2.bx.psu.edu/u/aun1/p/galaxy101
https://main.g2.bx.psu.edu/u/aun1/p/galaxy101


DDBJパイプライン(基礎部)へのアカウント作成

参考資料



DDBJパイプライン(基礎部)に新規登録
http://p.ddbj.nig.ac.jp/

DDBJパイプライン(http://p.ddbj.nig.ac.jp/)に入る。

「New account」をクリック

UserIDを決めて必要情報を入力

「Registration」をクリック
パスワードがeメールで届くのでそのパスワードでログイン

https://p.ddbj.nig.ac.jp
https://p.ddbj.nig.ac.jp
https://p.ddbj.nig.ac.jp
https://p.ddbj.nig.ac.jp


Query file指定方法
FTP Upload画面へ遷移

1.メニューのFTP Uploadをクリック
入力ファイルの指定方法4種類



Query file指定方法
FTP clientによるUpload

1.FTP clientをローカルPCにインストールし、
   DDBJのサーバーへFTP転送をする。
※転送方法は次ページに記述

2.データ転送後、次へ



Query file指定方法
　FTP client (Cyberduck)のインストール

1.http://cyberduck.ch/へアクセス

FTP client Cyberduckの場合

2.ダウンロード



Query file指定方法
通信先サーバ情報を設定

1.Cyberduckを起動

2.新規接続をクリック

3.通信方法を選択 ”FTP-SSL(Explicit AUTH TLS)”

4.サーバー(133.39.116.60)、
ポート(21)を入力

5.Pipelineのユーザと
パスワードを入力

guestユーザでは、接続できません。

6.接続



Query file指定方法 Upload

1.基礎部なのでQueryフォルダをダブル
クリック

2.Uploadしたいファイルを”ドラッグ&ドロップ”する。

3.Upload完了⇒Pipelineの画面へ

テストデータ：
submission  DRA000001
sample        Bacillus subtilis subsp. natto BEST195 
without plasmid pBEST195L

Read数 : 9,977,388
Read length : 36



Query file指定方法
Uploadしたファイルの注釈づけ 1

3.Paired-endを選択

UploadしたファイルがPaired-endの場合

4.read1 fileを選択

5.read1 fileと対になるread2 fileを選択

6.次へ

UploadしたファイルがSingle-endの場合

2.Select a FASTA/FASTQ fileを選択2.Select a FASTA/FASTQ fileを選択

3.Single-endを選択

4.readを選択

5.次へ

1.Pipelineの画面に戻る



Query file指定方法
Uploadしたファイルの注釈づけ 2

1.シークエンサの機種を選択

2.Study titleを入力

3.登録

4.Assembly/Mappingの実行画面へ



Query file指定方法
Uploadしたファイルの確認

1.Upload FASTA/FASTQ(FTP client)を選択

2.解析に使用したいファイルを選択
3.次へ

Uploadしたファイルを使用して解析が可能になって
いる。


