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FASTQが作成されるまでの過程 

 

途中で停止したMiSeqのランからFASTQを作成する方法 

 

 

 

本日のOutline 
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MiSeqランのワークフロー 

 

ライブラリー 

調製 
データ解析 

DNA・RNA
の単離 

シーケンス 

http://support.illumina.com/sequencing/sequencing_kits/truseq_stranded_mrna_ht_sample_prep_kit.ilmn
http://support.illumina.com/sequencing/sequencing_software.ilmn
http://www.google.com/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&frm=1&source=images&cd=&cad=rja&docid=b49X5kyqJh1T3M&tbnid=7Yyd5E6ZadNWIM:&ved=0CAUQjRw&url=http://imihumangenomproject.blogspot.com/2012/12/rna-extraction.html&ei=RBNrUoWwHKj7igLyvIGQDg&bvm=bv.55123115,d.cGE&psig=AFQjCNGGwnvhoHh7QdeQXnG_2_vZxlECCw&ust=1382835377912100
http://www.google.com/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&frm=1&source=images&cd=&cad=rja&docid=b49X5kyqJh1T3M&tbnid=7Yyd5E6ZadNWIM:&ved=0CAUQjRw&url=http://imihumangenomproject.blogspot.com/2012/12/rna-extraction.html&ei=RBNrUoWwHKj7igLyvIGQDg&bvm=bv.55123115,d.cGE&psig=AFQjCNGGwnvhoHh7QdeQXnG_2_vZxlECCw&ust=1382835377912100
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MiSeq  データ解析 

画像解析 

ベースコール 

ワークフローに従った各解析 

レポート表示 

画像取得 

FASTQの作成 

MiSeq Reporter 

(MSR) 

MiSeq Control 

Software(MCS) 

/Real Time Analysis 

(RTA) 

二次解析 

一次解析 SAV 

別のWindows PC上で 

ラン中、ラン後に確認 

Or 
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配列とクオリティースコアが含まれるファイル 

FASTQファイルの例； 

 
@HWI-BRUNOP20X:994:B809UWABXX:1:1101:13501:2240 1:N:0:CTTGTA 

TGAAACCAGTGTTCTTAATTGGCATTTTACACACACACACACAGAATTTAAAAAAAAAATCAAAGGAAATCATTCTAAATGTACTATGATAGCATGTTAAA 

+ 

=55>7;?::BDADDD@EE88DCD?DFFEFFECBE6666BB=B;<;<-34:;<CB51>=BBEE>EE?3D@??CB->:=:AA8DDDDDDBBE9;,=?:/89<E 

@HWI-BRUNOP20X:994:B809UWABXX:1:1101:13660:2247 1:N:0:CTTGTA 

CCAAACATTAAGTAACTCTTAAAATGGCACACAGGTTTTAAAGCTATTGGTTTTTCCTTCCTAACTCTCTGAATTTTTCCCCTGGCCTTTGTAGATCAACT 

+ 

FFEDFBGEGGGGDFGEFFFFGGDF=FBFFFGGGE7CEEDEFBFBFGEEGF@FCDDFDFFEGFEAGFGGGGD.;DDGG@FGE.EBEFGFGFCEFEBEFDEF8 

@HWI-BRUNOP20X:994:B809UWABXX:1:1101:13966:2183 1:N:0:CTTGTA 

TTGGGTAACTTGAATATAACATGGCTCCCTTGCTGTAAGCAAATGTTTTAGAGCTGAATTTTTCCTTTTTTTTTTTTTTTTTTTAAGCCAAGAAGTTCACC 

 

FASTQとは？ 
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エラー等でランが途中で止まってしまったMiSeqランフォルダのデータから、 

止まる前のサイクルまでのFASTQを作成することが可能です。 

 

ランが完了していない場合でも、 

  ①RunInfo.xml、②RunParameters.xml、③SampleSheet.csv 

  ④*.bcl     ⑤RunState.xml、   ⑥RTAComplete.txt 

6種のファイルをもとに、MiSeq ReporterでFASTQが作成できます。 

 

失敗したランからデータのレスキューがどうしても必要となった場合の救済措
置としてご利用下さい。 

 

 

 

途中で停止してしまったMiSeqランからのFASTQ作成方法 



7 

必要な
ファイル
の確認 

ファイル
の編集 

MSRでの 

リキュー 

FASTQ
の出力 

途中で停止してしまったMiSeqランからのFASTQ作成方法 
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FASTQファイルを作成させたい、途中で停止してしまったMiSeqランのデータの入った 

ランフォルダ   D:¥Illumina¥MiSeqAnalysis¥ 

FASTQファイルを作成させたいMiSeqランフォルダ 

必要なファイルの確認 － フォルダの確認 － 

MiSeq Reporter (MSR) が使用できるPC環境下に置く (MiSeq上でも可) 
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①RunInfo.xml 

②runParameters.xml 

③SampleSheet.csv 

ランが途中で止まった場合には、正常に終了した場合と比べてファイルの数が大きく異なる 

 

必要なファイルの確認 － 6種類のファイルの確認 － 

MiSeqAnalysisフォルダのランフォルダの中に、下記6種のファイルがあることを確認する 

  ①RunInfo.xml ②RunParameters.xml ③SampleSheet.csv  

  ④中断した前のサイクルまでのbclファイル ⑤RunState.xml ⑥RTAComplete.txt 

D:¥Illumina¥MiSeqAnalysis¥”runfolder” 

⑤RunState.xml 



10 

[L001]フォルダを開く 

④ bclファイルは多少奥まったところに存在する。 

必要なファイルの確認 － 6種類のファイルの確認 － 

D:¥Illumina¥MiSeqAnalysis¥”runfolder”¥Data¥Intensities¥BaseCalls¥L001 
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フォルダを開き、 

拡張子.bclがついた 

ファイルの数を確認する 

必要なファイルの確認 － 6種類のファイルの確認 － 

[L001]フォルダには、 ”CX.1” (Xはサイクル数）という名称のフォルダが複数存在する。 

このフォルダに存在する28個  or 38個の.bclファイルが、4種類目の必要ファイルとなる。 
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FASTQ作成が可能なサイクルの上限 

必要なファイルの確認 － 6種類のファイルの確認 － 

[L001]フォルダにある、 ”CX.1” という名称のフォルダのうち、Xの数字が最も大きいものが 

データを取得できた最後のサイクルとなる。 

※作成可能なFASTQファイルは、 

最後のサイクルまでとなる。 

この場合は157サイクル 
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D:¥Illumina¥MiSeqAnalysis¥runfolder 

必要なファイルの確認 － 6種類のファイルの確認 － 

⑤ [RunState.xml] ファイルは、 [Recipe] フォルダの中に存在する。 

※[Recipe]フォルダが存在しないことがある。 

    [Recipe]フォルダが見当たらない場合は、別なランフォルダからコピーして持ってくる。 

    [Recipe]フォルダの内容は問わないので、コピーするのはどのランのものでもよい。 
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必要なファイルの確認 － 6種類のファイルの確認 － 

[Recipe]フォルダの中に、 [RunState.xml] ファイルが存在する。 



15 

このファイルを 
作成する 

ランフォルダ直下に[RTAComplete.txt]という名称のファイルを作成する。 

中身は空のままで構わないので、 [RTAComplete.txt]というファイルを新しく作る。 

必要なファイルの確認 － 6種類のファイルの確認 － 
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フォルダの中で右クリックし、 [新規作成] ⇒ [テキスト文書] へと進み、  

[RTAComplete.txt]  という名称で保存する 

 

ファイルの編集 － ⑤ [RTAComplete.txt]の編集 － 

ファイルを作成する 
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必要な
ファイル
の確認 

ファイル
の編集 

MSRでの 

リキュー 

FASTQ
の出力 

途中で停止してしまったMiSeqランからのFASTQ作成方法 
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①RunInfo.xml 

②RunParameters.xml 

※念のため、編集を行う前に各ファイルのバックアップ（コピー）を作成しておくことを推奨する 

バックアップ(コピー) 

ファイルの編集 

以下のファイルをNotepadなどのテキストエディタで開き、必要部分に編集を加える。 

③SampleSheet.csv 

④RunState.xml 

Read 1: 157

サイクルの
データで
FASTQ作成 
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メモ帳で開く 

ファイルの編集 － ① [RunInfo.xml]の編集 － 

[RunInfo.xml]上で右クリックし、Notepad (メモ帳)などのテキストエディタで開く 

Read 1: 157

サイクルの
データで
FASTQ作成 
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<Reads> 

      <Read NumCycles=“XXX" Number="1" IsIndexedRead="N" /> 

      <Read NumCycles=“Y" Number="2" IsIndexedRead="Y" /> 

      <Read NumCycles=“ZZZ" Number="3" IsIndexedRead="N" /> 

<Reads> 

XXX: Read 1のサイクル数 

ZZZ: Read 2のサイクル数 

Y: Index Read 1のサイクル数 

ファイルの編集 － ① [RunInfo.xml]の編集 － 

[RunInfo.xml]ファイルを開くと、以下のように本来MiSeqで実施予定であったRead 1、 

Indexリード、およびRead 2のサイクル数の情報が記載されている。 

 

Read 1: 157

サイクルの
データで
FASTQ作成 
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<Reads> 

      <Read NumCycles=“251" Number="1" IsIndexedRead="N" /> 

      <Read NumCycles=“251" Number="3" IsIndexedRead="N" /> 

<Reads> 

<Reads> 

      <Read NumCycles=“157" Number="1" IsIndexedRead="N" /> 

<Reads> 

Read 1: 251-サイクル 

Read 2: 251-サイクル 

Index Read: 無し 

1x157のシングリードでランを
実施したように内容を編集し、
Read 1の157サイクルまでの 

データでFASTQファイルを作
成させるよう設定 

Read 1: 157-サイクル 

Read 2: 無し 

Index Read: 無し 

Read 1の157-サイクル目で 

ランが停止 

ファイルの編集 － ① [RunInfo.xml]の編集 － 

編集を加え、FASTQファイルを作成する時点までの情報に書き換える  

 

Read 1: 157

サイクルの
データで
FASTQ作成 
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ファイルの編集 － ① [RunInfo.xml]の編集 － 

編集が終わったら、[RunInfo.xml]ファイルを上書き保存して閉じる。 

Read 1: 157

サイクルの
データで
FASTQ作成 
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[RunParameters.xml]上で右クリックし、Notepad (メモ帳)などのテキストエディタで開く 

メモ帳で開く 

ファイルの編集 － ② [RunParameters.xml]の編集 － 
Read 1: 157

サイクルの
データで
FASTQ作成 
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<Reads> 

      <Read NumCycles=“XXX" Number="1" IsIndexedRead="N" /> 

      <Read NumCycles=“Y" Number="2" IsIndexedRead="Y" /> 

      <Read NumCycles=“ZZZ" Number="3" IsIndexedRead="N" /> 

<Reads> 

XXX: Read 1のサイクル数 

ZZZ: Read 2のサイクル数 

Y: Index Read 1のサイクル数 

ファイルの編集 － ② [RunParameters.xml]の編集 － 

[RunParametes.xml]ファイルを開くと、以下のように本来MiSeqで実施予定であった 

Read 1、Indexリード、およびRead 2のサイクル数の情報が記載されている。 

 

Read 1: 157

サイクルの
データで
FASTQ作成 
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<Reads> 

      <Read NumCycles=“251" Number="1" IsIndexedRead="N" /> 

      <Read NumCycles=“251" Number="3" IsIndexedRead="N" /> 

<Reads> 

<Reads> 

      <Read NumCycles=“157" Number="1" IsIndexedRead="N" /> 

<Reads> 

Read 1: 251-サイクル 

Read 2: 251-サイクル 

Index Read: 無し 

1x157のシングリードでランを
実施したように内容を編集し、
Read 1の157サイクルまでの 

データでFASTQファイルを作
成させるよう設定 

Read 1: 157-サイクル 

Read 2: 無し 

Index Read: 無し 

Read 1の157-サイクル目で 

ランが停止 

ファイルの編集 － ② [RunParameter.xml]の編集 － 

編集を加え、FASTQファイルを作成する時点までの情報に書き換える  

Read 1: 157

サイクルの
データで
FASTQ作成 
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ファイルの編集 － ② [RunParameters.xml]の編集 － 

編集が終わったら、[RunParameters.xml]ファイルを上書き保存して閉じる。 

Read 1: 157

サイクルの
データで
FASTQ作成 
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ファイルの編集 － ③ [SampleSheet.csv]の編集 － 

メモ帳で開く 

[SampleSheet.csv]上で右クリックし、Notepad (メモ帳)などのテキストエディタで開く 

Read 1: 157

サイクルの
データで
FASTQ作成 
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[Reads]以下の 

情報を書き換え 

この部分を編集 

FASTQのみで良い場合はワークフローを[GenerateFASTQ]に切り替える 

＊ワークフローをそのままにしておくと、指定したリードまでの情報を使用して解析が実施される 

ファイルの編集 － ③ [SampleSheet.csv]の編集 － 

[本来MiSeqで実施予定であったRead 1、およびRead 2のサイクル数の情報を 

RunInfo.xml等と同様に書き換える。 

上書き保存し、閉じる 

Read 1: 157

サイクルの
データで
FASTQ作成 
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※[Recipe]フォルダが存在しないことがある。 

    [Recipe]フォルダが見当たらない場合は、別なランフォルダからコピーして持ってくる。 

    [Recipe]フォルダの内容は問わないので、コピーするのはどのランのものでも良い。 

このフォルダを 

準備して、中を開く 

ファイルの編集 － ④ [RunState.xml]の編集 － 

ランフォルダ直下にある[Recipe]フォルダを開く。 

Read 1: 157

サイクルの
データで
FASTQ作成 
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[Recipe]フォルダの中には以下のファイル (<試薬カートリッジのバーコード>.xml、および
RunState.xml)が収納されている。 

 このうちの、[RunState.xml] ファイルをNotepad (メモ帳) などのテキストエディタで開く。 

ファイルの編集 － ④ [RunState.xml]の編集 － 

メモ帳で開く 

Read 1: 157

サイクルの
データで
FASTQ作成 
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<NumberOfCyclesCompleted>X</NumberOfCyclesCompleted> 

この部分を編集
する 

以下の文章のXに該当する部分を編集する。 

  Xの部分には、FASTQファイルを作成させたい部分までのサイクル数を入力する。 

 

 ※サイクル数には、Read 1、Read 2、Index Readのサイクル数を全て合わせた数値を 

   入力する 

ファイルの編集 － ④ [RunState.xml]の編集 － 

上書き保存し、閉じる 

Read 1: 157

サイクルの
データで
FASTQ作成 
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必要な
ファイル
の確認 

ファイル
の編集 

MSRでの 

リキュー 

FASTQ
の出力 

途中で停止してしまったMiSeqランからのFASTQ作成方法 
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参照先を指定すると、自動的にリキューが 

開始され、FASTQファイルの生成が始まる。 

編集したファイルを含むランフォルダの保存場所をMSRから参照する。 

MSRでのリキュー 
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FASTQファイルの生成が始まったら、プロセスが終了するまでそのまま待つ。 

MSRでのリキュー 

FASTQ only以外のワークフローを指定していた場合には、指定したサイクルまでの
情報を使用して、アライメント、変異コール等の処理がそのまま実行される。 
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必要な
ファイル
の確認 

ファイル
の編集 

MSRでの 

リキュー 

FASTQ
の出力 

途中で停止してしまったMiSeqランからのFASTQ作成方法 
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処理が完了すると、MSR上にデータ表示される。 

FASTQの出力 
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作成されたFASTQファイル 

ランフォルダ中の 

  D:¥Illumina¥MiSeqAnalysis¥”runfolder”¥Data¥Intensities¥BaseCalls  

以下 にFASTQファイルが作成されるはずなので、これを確認する。 

FASTQの出力 
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イルミナサポートウェビナー(http://www.illuminakk.co.jp/events/webinar_japan.ilmn?ws=ss) 

MiSeqのランのトラブルシューティングについて 

サポートウェビナーシリーズ2014 
 

2014/07/11 

トラブルシューティング編 

「NGS困ったときのお助けツールキット 

 ≪Online trouble shooting≫」  

サポートウェビナーシリーズ2014 
 

2014/07/25 

トラブルシューティング編 

「MiSeqでフォーカスエラーが出た！どうしたら良い？」  


