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＊日本語で行います



Outline

1. General concepts of bioinformatics
– Within my limited experiences though...

2. Its application to genomic medicine 
– clinical sequencing
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Bioinformatics: 
greedy and cloudy discipline 
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Massive data
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texts (literature) 
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images 

Drug designGWAS

• Capillary sequencer
• SNP array
• Next‐generation 

sequencer

• SNP/SNV
• indels
• CNV/CNA
• Structural variation

/Rearrangement
• Gene fusion

Meta‐
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AdductomeProteomics

Evolution
Systems 
biology

Bio‐
ontology

Bio‐imaging

Bio‐
databaseGenomics

Cancer genomics
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RNA analysis and the clinical relationships 
in bile‐duct cancer genomics

• Bioinformatics support 
for Shibata group in NCC

(Nakamura et al, Nat Genet, 2015)

@PERI8:9:45
CCCTCAGCTACGGGGGGGGGGTGGCTTCTTCCTGTTCACCTGGTG
GTGGCGGCTGTGACGCTCCTGCTGCTGCGCAGCCCCAGAACGGC
CGGAGCCATCCCACGCGCTACCGTACCGGCGACATCGATCCAAT
GATACGCGGCTGAGCACA
+
/0(,..0***0000000000%02‐..(15030111/322‐**%‐,(03/24)++‐
22/+++230000.+++.2111‐‐‐‐%***(**‐1,1/*+‐(‐
**2++*+**/1,0(0..0.4%+++4223+++4*.).***+*024%++2+**+,
...

NGS data 6 TB data

Clustering analysis

Gene BD003T BD004T BD005T BD006T BD007T
ENST0000 31.35851 81.2562 58.13853 35.76353 40.48326
ENST0000 10.01731 1.137802 32.82091 15.14492 2.095884
ENST0000 0 0 0 0 0
ENST0000 3.982066 1.120111 1.371183 5.04892 2.619011
ENST0000 0 0 0 0 0
ENST0000 0.241376 0.119728 0.021227 0.009749 0
ENST0000 0.061229 0.032396 0.057434 0.039568 0.093569
ENST0000 0 0.581962 0 0 0
ENST0000 146.4966 163.5045 205.3889 162.6099 96.99319
ENST0000 0 0 0 0 0
ENST0000 0 0 0 0 0
ENST0000 8.933542 1.986797 2.840649 4.501061 0.370228
ENST0000 3.923663 0.688758 2.00794 1.949078 0.777532

40,000 
rows 

(transcripts)

200 columns (samples)

4



Birth of bioinformatics

Biophysics

Molecular 
evolution

• It’s in 
1970s

...

Protein sequence   *1 letter = 1 amino acid

How different?

How about sorting out 
sequences obtained so far...?

Dayhoff matrix

Bioinformatics

... 

Homology search

MKILETPFASGDLSMLVLLPDEVSDLERIEKTINFE...1. 

MKILETPFASGDLSMLVLNPDEVSDLERIEKFINFE...2. 

MKILETPFSSGDLSMLVLIPDEVSDLERIEKTINFE...3. 

+

Computer!
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Dayhoff matrix & homology search
MKILETPFASGDLSMLVLLPDEVSDLERIEKTINFE...1. 

MKILETPFASGDLSMLVLNPDEVSDLERIEKFINFE...2. 

MKILETPFSSGDLSMLVLIPDEVSDLERIEKTINFE...3. 

(Dayhoff et al, 1978)

MKILETPGASGDLSMLVLLPDE...New. 

Matrix

Homology search
‐ similar sequence

 similar protein function

Database

• Which sequence does 
this new resemble?
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Homology search

A T G C
A 5 -4 -4 -4
T -4 5 -4 -4
G -4 -4 5 -4
C -4 -4 -4 5

Matrix New: A   T   G   C

Seq1: T T   G   C

• DNA

• Protein (amino acid sequence)

Same idea

‐4 + 5 + 5 + 5  =  11

Seq2: T C G   C
‐4 ‐ 4 + 5 + 5  =   2

Database

New is more similar to seq1 
even in the protein function.

(Say, seq1 function is 
well‐known.)
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Brief history of 
bioinformatics
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The essence

Signal from Noise
– a needle in a haystack –

Bioinformatics

Data type:
phenotypic or
molecular?

Data quantity Emphasis:
discovery or 
proof?

Bioinformatics Molecular Great many
(>millions)

Discovery

• High‐throughput experiments
• Noisy massive data

Biological information
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The methodological aspect

• Mechanics:
Newton’s three laws

• Statistics: 
population and sampling

• Bioinformatics:
NOTHING...? 

DNA

RNA

Metabolites

Texts

• The spirit of “pragmatism”
Whatever method, 
as long as useful

The theoretical basis

Images
Bio‐
informaticsBiological 

justification
Methodological 
rigorousness
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Discovery, relaxing 
methodological rigorousness

(Kato et al, Genome Biol., 2004)

(Lee 
et al., 
Cell, 
2002)

Binding data 
represented by 
113 * 6000 p‐values

>YOR128C 
TCGAAAAAGATCATT...
>YOR119W
CAGTTTATATAAATTT...
> ...

Promoter sequences 
represented by 
200 * 6000 letters

In the step (a): search TF‐binding motif
200,000 statistical tests!  200,000 p‐values

As, simply, 
score...
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Therefore, collection of arts

Data mining

More...

Computer‐
intensive statistics

Bayes 
statistics

Pattern 
recognition

Information 
theory

Classical 
statistics

Molecular 
biology

Genome 
biology

Graph theory

Combinatorics

Machine 
learning

Programming: 
Linux, Perl, R, SQL

Syntactic 
analysis

Lexical 
analysis

Algorithm

Molecular 
evolution

Level I

Level II

Expertise 
level

Level III

Practically 
enough...

Hopefully...

Statistical 
genetics

AND

AND

OR

SKILL
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Re
qu

es
te
d 

ta
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s

Level III 
or more

Is level II enough?

• Deep data‐interpretation
• Deep analysis

• NGS analysis
 DNA: SNV/indel/CNA/SV calling
 RNA: expression calling

• Microarray analysis
• General sequence analysis
• GO/pathway analysis
• SNP analysis

 GWAS, haplotype, LD
• Clustering analysis
• PCA

Cu
tt
in
g‐
ed
ge

 
bi
oi
nf
o.

• Ad‐hoc algorithm

• Ad‐hoc operation

Level II

Experience Skill
• Routine

• Non‐routine data cleaning
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Routine/Ad‐hoc operation?

• NGS routine

# make index 
bwa index ‐p human_chrs.fa ‐a bwtsw human_chrs.fa

# aln
bwa aln ‐t 6 human_chrs.fa test.fastq 1> test.aln 2> test.aln.err
# samse
bwa samse human_chrs.fa test.aln test.fastq 1> test.sam 2> test.sam.err

# bwasw
bwa bwasw ‐t 6 human_chrs.fa test.fastq 1>| tmp.sw.1 2>| tmp.sw.2

# sam ‐> bam
## with index
samtools view ‐bS test.sam > test.bam

## no index
samtools faidx human_chrs.fa (‐‐> .fai) # fasta index
samtools view ‐bt human_chrs.fa.fai test.sam > test.bam

# bam ‐> sam
samtools view ‐h test.bam > test.sam

...

• Ad‐hoc operation
On Linux 1. Installation of a public 

bioinformatics tool

• Eg, “bwa” on the left

2. Understand the manual

• Though, sometimes

3. Apply to your own data

• Eg, command lines 
on the left

4. Get results
14



Advanced type of working:
division of labor

• When bioinformatics tasks are many and complex, ...

Algorithm design
~= experimental design
by scientists 

Implementation (coding)
~= perform experiment 
by technical staff / technicians

15
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Two extreme types of studies

Computational 
biology

Tool 
development
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Example of tool development

MOCS‐
phaser
(Kato et al, 
Bioinformatics, 
2008)

CNV‐
phaser
(Kato et al, 
Am. J. Hum. 
Genet., 2008)
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Example of computational biology

(Kato 
et al, 
Hum. 
Mol. 
Genet., 
2008)
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Genomic medicine & bioinformatics

(Linkage analysis)

SNP discovery & 
haplotype map

GWAS
(source of health care)

Cancer genomics

Related field

Clinical sequence

GeneHunter I & II, etc

dbSNP, jSNP, etc

HaploView, Plink, etc

BWA, TopHat, etc

GATK, CuffLinks, etc

1996, 1998

1998, 2002

2005, 2007

2009, 2010

2010, 2010

Bioinformatics 
tools/databases

Medical 
discovery

Medical 
application
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The latest – clinical sequencing

@PERI8:9:45
CCCTCAGCTACGGGGGGGGGGTGGCTTCTTCCTGTTCACCTGGTGGTGGCGGCTGTGACGCTCCTGC
TGCTGCGCAGCCCCAGAACGGCCGGAGCCATCCCACGCGCTACCGTACCGGCGACATCGATCCAATG
ATACGCGGCTGAGCACA
+
/0(,..0***0000000000%02‐..(15030111/322‐**%‐,(03/24)++‐22/+++230000.+++.2111‐‐‐‐
%***(**‐1,1/*+‐(‐**2++*+**/1,0(0..0.4%+++4223+++4*.).***+*024%++2+**+,*
@PERI8:13:44
GGAGGACCGTCGCTTGGTGCACCGCGACCTGGCAGCCAGGAACGGTACTGGTGAAAACACCGCAGC
ATGTCAAGATCACAGATTTGGGCTGGCCAAACTCGCGTTGGGTAGCGAAGAGACCGAAGACGTCGC
GCCAGTCG
+
0,.:3683:0+‐..+3(+‐54707;<89(..69744122+1.44/6:;9;2=:<==‐
:661:6967+++577%++2++*./.02,45,444/4,13)/413..0)/1)***,**(****1%++*///2++*..1%****
*
@PERI8:15:42
GGCTCATCAAGCTCGCTGCTTCCAGGAATGACTGGGAAGGTGGGAAGGAGAGAAGATGCGTGGGT
TCTTCA
+
;(1.9...605344911.452;4<=<A<BB@??=@3;/9/,,0&0&,065455)+.4831**‐%‐(*2(‐*
@PERI8:15:43
TCCCCCCCCCCCAAATGTTCACTAACTCTGAAACGTGGGTCTCTGACTGGCTCCCGTGCCAGCCAGTC
GACGCATGGTCTGTA
+
‐0221111222(16.445,65569355766><079.00&,440++37,,+,**‐%‐211.411+03,,,,,+,411(..+‐+4
...

• Detection of different mutations in just one assay
– Multiplex PCR, mass spectrometry, FISH 
Mostly, single type and single to several mutations

– Next‐generation sequencing 
Point mutations, fusions, amplifications, deletions
All exons of ~100 genes (in our case) 
Potential for research discovery

Next‐generation sequencer
1 G byte / 2 hours
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Gene alterations and drugs
Gene alterations and 
molecularly targeted drugs 
(Reviewed by Simon et al, 2013)

• If one assay simply 
detects these, ...
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専門家チームによる
意義付け

担当医による
結果の説明

担当医による
検査の説明

次世代シークエンサー
による遺伝子異常検出

解析試料の
採取・選択

抗Cタンパク質抗体薬による治療抗Cタンパク質抗体薬による治療

A遺伝子の変異例A遺伝子の変異例

C遺伝子の増幅例C遺伝子の増幅例

Aタンパク質阻害剤による治療Aタンパク質阻害剤による治療

Bタンパク質下流分子経路阻害剤による治療Bタンパク質下流分子経路阻害剤による治療B遺伝子の変異例B遺伝子の変異例
薬物治療を検討
している患者
薬物治療を検討
している患者

Clinical sequencing for cancer in National Cancer Center, Japan
– Collaboration by doctors and scientists –

22



Platform and genes

Target capture
(Agilent SureSelect)

Illumina MiSeq

Mutation / Amplification Fusion
ABL1 CREBBP IGF1R NOTCH1 ROS1 ALK
AKT1 CTNNB1 IGF2 NOTCH2 SETD2 RET
AKT2 CUL3 IL7R NOTCH3 SMAD4 ROS1
AKT3 DDR2 JAK1 NRAS SMARCA4 FGFR2
ALK EGFR JAK2 NRG1 SMO FGFR3
APC ENO1 JAK3 NT5C2 STAT3 AKT3
ARID1A EP300 KEAP1 PALB2 STK11 BRAF
ARID2 ERBB2 KIT PBRM1 TP53 RAF1
ATM ERBB3 KRAS PDGFRA TSC1 NOTCH1
AXIN1 ERBB4 MAP2K1 PDGFRB VHL NRG1
BAP1 EZH2 MAP2K4 PIK3CA
BARD1 FBXW7 MAP3K1 PIK3R1
BCL2L11 FGFR1 MAP3K4 PTCH1
BRAF FGFR2 MDM2 PTEN
BRCA1 FGFR3 MET RAC1
BRCA2 FGFR4 MTOR RAC2
CCND1 FLT3 MYC RAD51C
CDK4 HRAS MYCN RAF1
CDKN2A IDH1 NF1 RB1
CHEK2 IDH2 NFE2L2 RET

NCC oncopanel v2



電子カルテ

Ex: 放射線診断部門

クリニカルシークエンス・ラボ

部門管理のシステム

etc...

部門管理の
システム

部門管理の
システム

Summary Order

View

ゲノム医療に向けて：
中央病院内 クリニカルシークエンス・ラボ（仮称） 運用計画（案）

第II段階

View
Order

電子カルテ端末
担当医

第I段階

・一定の品質管理下

・結果を診療現場に
返却し、活用する

クリニカルシークエンス
結果閲覧専用端末

Report

Order

Report
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クリニカルシークエンス・ラボ

ゲノム医療に向けて：実施体制（暫定案）

臨床情報

担当医

クリニカル
シークエンス
部門医

Report

病理医

病理情報

エキスパートパネル

遺伝子解析研究者

レポート原案

承認
解析情報

結果

結果
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計算機室

検査室

■データフロー（暫定案） ＊バイオインフォマティクス部門設計

クラスタマシン クラスタマシン クラスタマシン クラスタマシン

端末A
シーケンスデータ

PC端末２
確認

シークエンサ

＊センター内ネットワーク

端末B
クラスタマシン操作
レポート作成
XXX

2. シークエンスデータ 5. 計算結果

3. シークエンス情報

6. レポート
7. 目視確認

電子カルテ

担当医

4. 患者情報

エキスパートパネルメンバーへ

9. レポート

1. シークエンスデータ

病理科

4. 病理情報

PC端末１
レポート編集
XXX

4. XXX
8.レポート(ラボ確認済み)
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大分類 分類 項目
病理情報 識別情報 FFPEブロック番号
病理情報 識別情報 担当病理医

病理情報 試料情報 検体組織
病理情報 試料情報 組織区分
病理情報 試料情報 採取法
病理情報 試料情報 採取日
病理情報 試料情報 組織型
病理情報 試料情報 腫瘍細胞率（%）
病理情報 試料情報 炎症細胞

病理情報 検査情報 EGFR 変異

大分類 分類 細目 項目
患者情報 識別情報 NA TOP-GEAR登録番号
患者情報 識別情報 NA 匿名化番号
患者情報 識別情報 NA 担当医

患者情報 基礎情報 NA 診療科
患者情報 基礎情報 NA 文書同意日
患者情報 基礎情報 NA 性別
患者情報 基礎情報 NA 同意取得時年齢
患者情報 基礎情報 NA 臨床診断
患者情報 基礎情報 NA 遠隔転移部位
患者情報 基礎情報 NA 臓器機能にかかわる問題点
患者情報 基礎情報 NA PS

患者情報 治療情報 1 レジメン
患者情報 治療情報 1 治療開始日
患者情報 治療情報 1 治療終了日
患者情報 治療情報 1 コース数
患者情報 治療情報 1 放射線
患者情報 治療情報 1 最良効果
患者情報 治療情報 1 中止理由

システムモデル Ver. 1

開発した変異検出プログラム（cisCall）

３．患者情報カード

開発した
情報統合
プログラム

開発したDB (cisMedi)

１．計算変異情報

大分類 分類 項目
シークエンス情報 識別情報 検体番号
シークエンス情報 識別情報 シークエンサーラン担当者

シークエンス情報 試料情報 切り出しの有無
シークエンス情報 試料情報 Qubit測定DNA量（ug）
シークエンス情報 試料情報 qPCR測定DNA量（ug）
シークエンス情報 試料情報 DNA品質（qPCR/Qubit比）

シークエンス情報 測定情報 パネル
シークエンス情報 測定情報 試薬
シークエンス情報 測定情報 使用DNA量（ug）
シークエンス情報 測定情報 シークエンサー
シークエンス情報 測定情報 シークエンサーラン日
シークエンス情報 測定情報 リードデータ名

２．シークエンス情報カード

４．病理情報カード

エキスパートパネル

確定変異情報

電子カルテ電子カルテ

• 現在これら
のパーツを
連結し、実
際の運用体
制を構築中
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Sample Target 
enrichment

Sequencer Bioinformatics 
system

Mutations

• TargetSeq
• SureSelect
• HaloPlex
• multi‐PCR

• Ion PGM
• Ion Proton
• Illumina MiSeq
• Illumina HiSeq

Clinical Sequence Call (cisCall) System
• Sequence data

• Read-QC report

• SNV/indel call table
– Call-QC report

• Fusion call table
– with breakpoints

cisMuton cisFusion

• CNA call table
– with visualization

cisCton

• FFPE
• Low tumor 

purity

開発した臨床シークエンス用変異検出プログラム（cisCall）
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SNV 
– single nucleotide variation –

and indel
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Principle of the detection method

Tumor 
sample

Normal 
sample

• Identify bases 
present in the tumor 
but absent in the 
(unmatched) normal

Read

AAGCCC
....AAAACCCCGGGGTTTT....

AGCCCG
GCCCGG

Human genome DNA sequence

Fragmented DNAs are 
sequenced by NGS

Variant in 
tumor 
sample

30



Fusion genes
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Gene2: TTTT|CGAT

Gene1: ACGT|AAAA

Principle of the detection method

Sequenced read

• Local alignment, left

• Local alignment, rightACGTCGAT

Fusion of 
Gene1 + Gene 2

ACGTCGAT

ACGTCGAT
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CNA 
– copy number alteration –

33



Principle of the detection method

• Mapped sequence reads      , copy numbers
• Difference in depth between the tumor and normal

2

1

4

DNA copy 
number

Chromosomal position

Mapped reads

Reference genome

4 8 2 4
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Va
rS
ca
n2

ネガコン
同一検体 FFPE‐Frozen

ポジコン
qPCR 増幅 LogRatio: 3.14

In practice, …
This is the very place of bioinformatics

Chromosome positionChromosome position
35



開発したDB (cisMedi)：
Database & post-calling system 
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癌腫別の患者数集計 変異遺伝⼦別の患者数集計

ダッシュボード画⾯ #1 集計情報を表⽰

クリックして当該患者⼀覧画⾯へ

cisMedi system – Clinical Sequence Medical Information system

37
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ダッシュボード画⾯ #2

変異数、性別、癌種で
ソート可能

患者・遺伝⼦マトリクス上に
変異種別 (missense, 
nonsense, …)をプロット



クリックして各変異遺伝⼦の
詳細画⾯へ

患者個別の情報を表⽰

クリックして各患者
の詳細画⾯へ

患者⼀覧画⾯
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患者詳細画⾯ #1

エキスパートパネル・
リポートを出⼒

40



エキスパートパネル・リポート
出⼒例
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Conclusions
• Bioinformatics – greedy and cloudy discipline

Originally, it’s generated from biophysics + molecular evolution
 Alignment of protein (amino acid) sequences 
 Homology search 

Expanding into many types of massive biological data

• The essence – signal from noise (a needle in a haystack)
Discovery > proof

 Relaxing methodological rigorousness
Pragmatism – take in whatever method if useful

 No theoretical basis…?

• Minimully required skills are NOT many
Programming: linux, perl, R, SQL
Biology: molecular biology, genome biology

• Can divide tasks into: algorithm design + program implementation
• Two study types: tool development + computational biology
• Expanding from science to medicine

Bioinformatics for clinical sequencing
42



END
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