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演習
● NCBI から Drosophila のミトゲノム全長配列を取得
● COX2 領域の塩基配列を切り出す
● COX2 塩基配列をアミノ酸配列に翻訳
● COX2 アミノ酸配列を整列
● 整列したアミノ酸配列に基づいて COX2 塩基配列を整列
● COX2 の開始・終止コドンの配列除去
● 16S rRNA 領域の塩基配列を切り出す
● 16S rRNA 塩基配列を整列
● 整列した 16S rRNA 塩基配列をトリミング
● 配列 (OTU) 名を COX2 と 16S rRNA のファイル間で揃える



  

Internet Explorer
を起動



  

キーワードに「NCBI 」と
入力して Enter



  

リンク先へ



  

プルダウンメニューから「Taxonomy 」を選択



  

キーワードに「Drosophila 」
と入力して Enter



  

リンク先へ



  

リンク先へ



  

リンク先へ



  

Source databases の
RefSeq
をクリックして RefSeq の配列エントリのみに絞る



  

Genetic compartments の
Mitochondrion
をクリックして mtDNA の配列エントリのみに絞る



  

必要であれば、さらに長さや分類群、
登録日時などで絞り込める



  

絞り込み内容を検索語として入力する
場合の書き方が表示されている



  

クリック



  

クリック



  

プルダウンメニューから
「GenBank 」を選択



  

クリック



  クリック



  クリック



  

クリック (Windows 7 では Alt キーを押してメニューを出してから )



  

クリック



  

右クリック



  

クリック



  

クリック



  

右クリック



  

クリック



  

「Drosophila 」と入力してEnter



  

ダブルクリック



  

右クリック



  

クリック



  

デスクトップのサクラエディタのアイコンへ
ドラッグ＆ドロップ



  



  

ドラッグしてスクロール



  

配列のどこからどこまでが
どんな領域かという情報
が書いてある



  

COX2
遺伝子領域
の情報



  

16S rRNA
領域の情報



  

クリック



  

右クリック



  

クリック



  



  

extractfeat \
 -type CDS \
 -tag gene \
 -value "COX2|COII" \
 sequence.gb \
 COX2.nuc.fas

… コマンド名
… タンパクコード領域で
…gene が
…COX2 である部分を切り出す
… 入力ファイル名
… 出力ファイル名

COX2 領域の切り出し

下記のコマンドを入力して Enter

「\ 」は「次の行に改行なしで続く」という意味であることに注意
ただしスペースは入れること



  

COX2 塩基配列をアミノ酸に翻訳

pgtranseq \
 --table=5 \
 COX2.nuc.fas \
 COX2_unaligned

… コマンド名
… 遺伝暗号表は 5 番 ( 無脊椎ミトコン )
… 入力ファイル名
… 出力ファイル名の接頭辞

下記のコマンドを入力して Enter

「\ 」は「次の行に改行なしで続く」という意味であることに注意
ただしスペースは入れること

COX2_unaligned_aa.fasta と COX2_unaligned_nuc.fasta ができる
各配列の開始コドン位置が違っても自動的に揃えてくれる

逆ストランドの配列が混じっていても、自動的に修正してくれる



  

COX2 アミノ酸配列を多重整列

mafft \
 --auto \
 --thread 4 \
 COX2_unaligned_aa.fasta \
 > COX2_aligned_aa.fasta

… コマンド名
… やり方はおまかせ
…CPU を 4 個使う
… 入力ファイル名
… 出力ファイル指定

下記のコマンドを入力して Enter

「\ 」は「次の行に改行なしで続く」という意味であることに注意
ただしスペースは入れること



  

MAFFT で使用されたアルゴリズムを記録しておく ( 論文に必要 )



  

整列済 COX2 アミノ酸配列をガイドにして COX2 塩基配列を
整列

pgaligncodon \
 --alignment=COX2_aligned_aa.fasta \
 COX2_unaligned_nuc.fasta \
 COX2_aligned_nuc.fas

… コマンド名
… 整列済みアミノ酸配列ファイル名
… 未整列塩基配列ファイル名          
… 出力ファイル名

下記のコマンドを入力して Enter

「\ 」は「次の行に改行なしで続く」という意味であることに注意
ただしスペースは入れること

遺伝暗号に関係なく 1 アミノ酸が 3 塩基と仮定して整列する



  

デスクトップの MEGA-X のアイコンへ
ドラッグ＆ドロップ



  



  

先頭の 3 塩基は開始コドンなので削除することにする
( ここでは覚えておくだけ )



  

スクロールバーをドラッグしてスクロール



  

末尾の 6 塩基は終始コドンを含むので削除することにする
( ここでは覚えておくだけ )



  

残す予定の最後の塩基のカラムの塩基をクリック



  カラムの値を覚えておく



  

クリックして閉じる



  

COX2 の塩基配列から開始コドンと終止コドンを含む塩基のカ
ラムを削除する ( それ以外を切り出す )

pgspliceseq \
 4-684 \
 COX2_aligned_nuc.fasta \
 COX2_P.fas

… コマンド名
…4 塩基目から 684 塩基目を切り出す
… 入力ファイル名
… 出力ファイル名

下記のコマンドを入力して Enter

「\ 」は「次の行に改行なしで続く」という意味であることに注意
ただしスペースは入れること



  

デスクトップのサクラエディタのアイコンへ
ドラッグ＆ドロップ



  

クリック



  

チェックボックスにチェックを入れる



  

^>.+ \[CDS\] (.+) mitochondrion.+
矢印部にはスペースを入れる



  

^>.+ \[CDS\] (.+) mitochondrion.+
行頭

正規表現について
矢印部にはスペースを入れる

行頭



  

^>.+ \[CDS\] (.+) mitochondrion.+
あらゆる文字 1 文字以上

正規表現について
矢印部にはスペースを入れる



  

^>.+ \[CDS\] (.+) mitochondrion.+
行頭

正規表現について
矢印部にはスペースを入れる

[]の特別な意味を打ち消す
( つまりただの [] にマッチする )

 



  

^>.+ \[CDS\] (.+) mitochondrion.+
行頭

正規表現について
矢印部にはスペースを入れる

中の正規表現にヒットした文字列を記憶して参照できるようにする
() にはヒットしない
() にヒットさせたい場合は \ を前に付ける



  

>$1



  

正規表現について

検索で記憶した 1つめの () 内の文字列
>$1



  

クリック



  

クリック



  

置換後の状態を確認



  

クリック



  

スペース



  

アンダースコア



  

クリック



  

クリック



  

置換後の状態を確認



  

クリック



  

クリック



  

サクラエディタを使わず Perl で置換する場合

perl \
 -i.bak \
 -n \
 -p \
 -e \
 "s/^>.+ \[CDS\] (.+) mitochondrion.+/>$1/;s/ /_/g;" \
 COX2_P.fas

… コマンド名
… ファイルを直接書き換える
… 先頭から行単位で処理する
…結果を print する
… 次の引数で処理内容を記述する
…処理対象のファイル名

下記のコマンドを入力して Enter

「\ 」は「次の行に改行なしで続く」という意味であることに注意
ただしスペースは入れること



  

16S rRNA 領域の切り出し

extractfeat \
 -type rRNA \
 -tag product \
 -value "l-rRNA|16S*|large*subunit*" \
 sequence.gb \
 16S.nuc.fas

… コマンド名
…rRNA コード領域で
…産物が
…16S の領域を切り出す
… 入力ファイル名
… 出力ファイル名

下記のコマンドを入力して Enter

「\ 」は「次の行に改行なしで続く」という意味であることに注意
ただしスペースは入れること



  

16S 塩基配列を多重整列

mafft \
 --auto \
 --thread 4 \
 16S.nuc.fas \
 > 16S.nuc.aligned.fas

… コマンド名
… やり方はおまかせ
…CPU を 4 個使う
… 入力ファイル名
… 出力ファイル指定

下記のコマンドを入力して Enter

「\ 」は「次の行に改行なしで続く」という意味であることに注意
ただしスペースは入れること



  

MAFFT で使用されたアルゴリズムを記録しておく ( 論文に必要 )



  

デスクトップのサクラエディタのアイコンへ
ドラッグ＆ドロップ



  

クリック



  

^>.+ \[rRNA\] (.+) mitochondrion.+
矢印部にはスペースを入れる



  

>$1



  

クリック



  

クリック



  

クリック



  

スペース



  

アンダースコア



  

クリック



  

クリック



  

クリック



  

クリック



  

サクラエディタを使わず Perl で置換する場合

perl \
 -i.bak \
 -n \
 -p \
 -e \
 "s/^>.+ \[rRNA\] (.+) mitochondrion.+/>$1/;s/ /_/g;" \
 16S.nuc.aligned.fas

… コマンド名
… ファイルを直接書き換える
… 先頭から行単位で処理する
…結果を print する
… 次の引数で処理内容を記述する
…処理対象のファイル名

下記のコマンドを入力して Enter

「\ 」は「次の行に改行なしで続く」という意味であることに注意
ただしスペースは入れること



  

整列の怪しい部分をトリミング

trimal \
 -in 16S.nuc.aligned.fas \
 -out 16S.fas \
 -automated1

… コマンド名
… 入力ファイル指定
… 出力ファイル指定
… やり方はおまかせ

下記のコマンドを入力して Enter

「\ 」は「次の行に改行なしで続く」という意味であることに注意
ただしスペースは入れること



  

デスクトップのサクラエディタのアイコンへ
ドラッグ＆ドロップ



  

クリック



  

 \d+ bp
矢印部にはスペースを入れる



  

 \d+ bp

正規表現について

1 文字以上の数字

矢印部にはスペースを入れる



  

空欄空欄



  

クリック



  

クリック



  

クリック



  

クリック



  

サクラエディタを使わず Perl で置換する場合

perl \
 -i.bak \
 -n \
 -p \
 -e \
 "s/ \d+ bp//;" \
 16S.fas

… コマンド名
… ファイルを直接書き換える
… 先頭から行単位で処理する
…結果を print する
… 次の引数で処理内容を記述する
…処理対象のファイル名

下記のコマンドを入力して Enter

「\ 」は「次の行に改行なしで続く」という意味であることに注意
ただしスペースは入れること
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