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1. はじめに

60-xxxxxxxxx.QC.html ファイルをクリックしてください。
このファイルには、全体的な QC レポートが含まれています。

プロジェクトリポートの閲覧

1.1 Results summaryには、アセンブリの簡易的な合否判定と

シーケンス長が表示されます。下図の例では、3つのサンプ

ルがコンティグとして正常にアセンブルされており、それぞ

れのシーケンス長は 1181、1554、1611 となっています。
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1.2 Raw data summaryは、RAW リードに関する主要な統計値が示されています。

この表には、総リード数、総塩基数、最小および最大リード長が一覧で表示されます。多くの場合、RAW 

リードの総数は、サンプルの濃度とサイズに相関します。

To begin, click on the 30-xxxxxxxxx.QC.html file. This file 

provides an overall QC report.

Viewing Project Report

The result summary provides a table with a simple pass/fail 

assembly report and sequence length. The example below 

shows three samples successfully assembled for contigs, with 

sequence lengths 1181, 1554 and 1611. 

Following the analysis report, the raw data summary outlines key statistics for the raw reads. The table lists the 

total number of reads, total bases, and the minimum and maximum read lengths. In most cases, the total number 

of raw reads correlates with the sample’s concentration and size.
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サンプルレポートの閲覧
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Sample_reportsフォルダを開き、60-xxx_report.htmlを参照します。

サンプルレポートには、サンプル情報、解析結果、データ品質管理（QC）指標が含まれています。解析結果

のセクションでは、アセンブルされた配列と RAW リードの概要がまとめられています。一方、データ品質管

理のセクションでは、RAW リードの長さおよび品質ごとの分布が表示されます。Assembly QC のドットプロッ

トは、アセンブリに使用されたリードを視覚的に表しています。

これらの表に関する追加の詳細は、 3章「サンプル品質の評価」に記載されています。
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2. PCR配列の確認

Fastaファイルの確認

アセンブルされた PCR 配列を確認するには、右側に表示され

ている assembly_fasta フォルダーを開きます。
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配列の閲覧には SnapGene Viewer、または任意の FASTA ビューアを使
用できます。アセンブリ結果は、下図のように「Map」タブ（赤枠）
で確認でき、アセンブルされた配列全体の長さや制限酵素部位を
チェックできます。

また、「Sequence」タブ（下の赤枠）をクリックすると、ヌクレオチド配列が表示されます。
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Fastqファイルの確認

各塩基ごとの信頼度（Q スコア）を含む FASTQ ファイルも参照可

能です。このファイルは SnapGene Viewer などの類似ツールで確

認できます。バーが高いほど、その位置の塩基コールの信頼度が

高いことを示します。逆にバーが低い場合は、低品質のシーケン

スデータである可能性や、その部位に多型（ポリモーフィズム）

が存在する可能性を示唆しています。
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サンプルレポートには、各サンプルの品質を評価するた

めの詳細な図が含まれています。

3.サンプル品質の評価

Fastqファイルの確認

We also provide a FASTQ file with a confidence Q score per base 

that can be viewed in SnapGene Viewer or a similar program.

The higher the bar, the higher the confidence for the base call at 

this position. If a bar is lower, it could indicate either low-quality 

sequence data or the presence of a polymorphism at the site. 

The sample report provides detailed visuals to assess the 

quality of each sample. 
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リード長分布の確認
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データ品質管理（QC）には、RAW リードの長さと品質ごとの分布が表示されます。下のグラフは、RAW 

リードの長さ分布を示したものです。理想的には、この分布は、予想される全長に達するまで、おおむね

均一なリード数を示すことが望まれます。この例では、1,300 bp の PCR フラグメントに対する RAW リー

ドの長さ分布が描かれています。

The data quality control section displays the distribution of raw reads by length and quality. The graph below 

illustrates the length distribution of the raw reads. Ideally, this distribution should show a comparable read count 

across lengths up to the expected total length. In this example, the graph depicts the raw read distribution for a 

1,300 bp PCR fragment.
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品質（クオリティ）分布の確認

SANGER SEQUENCING & PCR SERVICES          GUIDE
___________________________________________________________________________________________________________

PCR-EZ クイックスタートガイド

下図は、RAW リードの品質分布の一例です。理想的なグラフでは、右側に向かってピークが現れ、ほとん

どのリードが高品質であることを示します。

An example of the quality distribution of raw reads is shown below. An ideal graph should show peak read counts 

toward the right, indicating majority of the reads are high quality in the sample. 
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各塩基位置のカバレッジスコアの評価
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Assembly QC グラフは、アセンブルされたコンセンサス配列全体にわたるカバレッジを表示します。通常、

カバレッジはフラグメントの両端で低く、中央部分で高くなります。以下の例では、およそ 50–1,100 bp 

の位置でカバレッジが 400 を超えており、両端ではややカバレッジが低下していることがわかります。中

央領域内に谷（dip）が見られる場合は、その位置でカバレッジが低下していることを意味します。

The Assembly QC graph displays the coverage across the assembled consensus sequence. Typically, coverage is 

lower at the fragment ends and higher through the central region. In the example below, positions ~50–1,100 

have coverage scores above 400, while both ends show slightly reduced coverage. Any dips within the central 

region would indicate decreased coverage at those positions.
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4. バリアントコール
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リードのうち 10％を超える割合で別の塩基（second 

nucleotide ）が存在する位置は、vc.tsv ファイルに記載されてい

ます。下の例では、アセンブリ内の 4 つの位置で代替塩基コー

ルが発生していることが示されています。AD 列には、その位置

における「呼び出された塩基」と「代替塩基」のリード数の比

率が示されています。AF 列は、その位置での混合塩基コールの

割合（％）を示しています。

base_count.tsv ファイルには、各位置における各塩基のリード数が一覧で記載されています。また、挿入

（insertion）や欠失（deletion）がある位置についても、それぞれの挿入・欠失に対するリード数が表示

されます。

Any bases with a second nucleotide represented in >10% of reads 

are noted in the vc.tsv files. The example shown below shows 4 of 

the positions in the assembly have alternative base calling. The 

column labeled AD shows the ratio of the read counts between the 

called and alternate base at the position. The AF column provides 

the percentage of mixed base calling at the position. 

The base_count.tsv file lists the number of reads for each base at every position. Any position with insertions 

or deletions is also shown with the number of read counts for said insertion or deletion. 
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5. アセンブリ成功のポイント

SANGER SEQUENCING & PCR SERVICES          GUIDE
___________________________________________________________________________________________________________

PCR-EZ クイックスタートガイド

濃度とクローンDNA

迅速な結果提供と低コストを実現するため、当社ではサンプルがアセンブリに失敗した理由を調べるため

の QC（品質管理）は実施していません。しかし、最も一般的な失敗理由は、サンプル濃度が必要条件で

ある 50 ng/µl に達していないことです。濃度が低い場合、ライブラリー調製中に断片化が増える、あるい

はサンプルに対して生成されるリード数が不足することがあります。そのため、サンプル濃度の確認と、

失敗リスクを最小限に抑えるためのクローン DNA の使用を強く推奨します。

PCR-EZ でもクローン DNA が必須です。混合集団（mixed population）が含まれていると、アセンブリがう

まくいかない原因となる可能性があります。アセンブリに失敗したサンプルについては、追加解析を行え

るよう、RAW の FASTQ ファイルを提供しています。

アセンブルの失敗

サンプルがアセンブリを生成できなかった場合、注文フォル

ダーにはRAW FASTQ リードと、RAW リード統計の概要を含む

注文 QC レポートのみが保存されます。
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