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①持ち込みPCのヒトは後ろにある
USBメモリ中のhogeフォルダをデス

クトップにコピーしておいてください

①
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実データ概観
 Affymetrix GeneChip

 Ge et al., Genomics, 86: 127-141, 2005
 GSE2361、GPL96 (Affymetrix Human Genome U133A Array)、22,283 probesets

 ヒト36サンプル：Heart (心臓）、Thymus (胸腺)、Spleen (脾臓)、Ovary (卵巣)、Kidney (腎
臓)、Skeletal Muscle (骨格筋）、Pancreas (膵臓）、Prostate (前立腺)、…

 Nakai et al., Biosci Biotechnol Biochem., 72: 139-148, 2008
 GSE7623、 GPL1355 (Affymetrix Rat Genome 230 2.0 Array)、31,099 probesets

 ラット24サンプル：Brown adipose tissue (褐色脂肪組織; BAT）8サンプル、White adipose 
tissue (白色脂肪組織; WAT）8サンプル、 Liver (肝臓; LIV）8サンプル

 BAT 8サンプル：通常（BAT_fed） 4サンプル 対 24時間絶食（BAT_fas） 4サンプル

 WAT 8サンプル：通常（WAT_fed） 4サンプル 対 24時間絶食（WAT_fas） 4サンプル

 LIV 8サンプル：通常（LIV_fed） 4サンプル 対 24時間絶食（LIV_fas） 4サンプル

 Kamei et al., PLoS One, 8: e65732, 2013
 GSE30533、 GPL1355 (Affymetrix Rat Genome 230 2.0 Array)、31,099 probesets

 ラット10サンプル：全てLiver (肝臓）サンプル

 iron-deficient diet （Iron_def） 5サンプル 対 control diet （Control） 5サンプル
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hogeフォルダ中に3つの前処理法の実行結
果ファイルがあります。MAS5 (data_mas.txt)
、RMA (data_rma.txt)、RMX (data_rob.txt)



実データ概観
 Affymetrix GeneChip

 Ge et al., Genomics, 86: 127-141, 2005
 GSE2361、GPL96 (Affymetrix Human Genome U133A Array)、22,283 probesets

 ヒト36サンプル：Heart (心臓）、Thymus (胸腺)、Spleen (脾臓)、Ovary (卵巣)、Kidney (腎
臓)、Skeletal Muscle (骨格筋）、Pancreas (膵臓）、Prostate (前立腺)、…

 Nakai et al., Biosci Biotechnol Biochem., 72: 139-148, 2008
 GSE7623、 GPL1355 (Affymetrix Rat Genome 230 2.0 Array)、31,099 probesets

 ラット24サンプル：Brown adipose tissue (褐色脂肪組織; BAT）8サンプル、White adipose 
tissue (白色脂肪組織; WAT）8サンプル、 Liver (肝臓; LIV）8サンプル

 BAT 8サンプル：通常（BAT_fed） 4サンプル 対 24時間絶食（BAT_fas） 4サンプル

 WAT 8サンプル：通常（WAT_fed） 4サンプル 対 24時間絶食（WAT_fas） 4サンプル

 LIV 8サンプル：通常（LIV_fed） 4サンプル 対 24時間絶食（LIV_fas） 4サンプル

 Kamei et al., PLoS One, 8: e65732, 2013
 GSE30533、 GPL1355 (Affymetrix Rat Genome 230 2.0 Array)、31,099 probesets

 ラット10サンプル：全てLiver (肝臓）サンプル

 iron-deficient diet （Iron_def） 5サンプル 対 control diet （Control） 5サンプル

4May 15 2017

これらのファイルを用いて各種
データ解析を行っていきます



GSE2361(ヒト)
 Affymetrix GeneChip

 Ge et al., Genomics, 86: 127-141, 2005
 GSE2361、GPL96 (Affymetrix Human Genome U133A Array)、22,283 probesets

 ヒト36サンプル：Heart (心臓）、Thymus (胸腺)、Spleen (脾臓)、Ovary (卵巣)、Kidney (腎
臓)、Skeletal Muscle (骨格筋）、Pancreas (膵臓）、Prostate (前立腺)、…
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①GSE2361フォルダの中身。②
data_mas.txtは前処理法をそのまま適用
した結果。*_EN.txtはサンプル名を英語
で、*_JP.txtは日本語で書き換えたもの

①

①

②



GSE2361(ヒト)
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②

①

data_mas_JP.txt

data_mas_EN.txt

data_mas.txt

*_EN.txtや*_JP.txtのように入力ファイルの段
階で（手作業で）解析結果を見やすくするのが
一般的。好きなものをご利用ください。いずれ
も対数変換後のデータ(log-transformed data)



GSE7623(ラット)
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data_mas_JP.txt

data_mas_EN.txt

data_mas.txt

①GSE7623 (Nakai et al., 
2008)の対数変換後のデータ

①



GSE30533（ラット）
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data_mas_JP.txt

data_mas_EN.txt

data_mas.txt

①GSE30533 (Kamei et al., 2013)
の対数変換後のデータ。教科書
中で用いているデータセット

①

教科書p38-
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対数変換の有無
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①で用いている②hoge1.txtは、
GSE30533 (Kamei et al., 2013)の対
数変換（log2変換）前のMAS5データ

教科書p98-

①

②



対数変換の有無
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教科書p40 hoge1.txtは、①§2.2.2で作成

①



対数変換の有無
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①data_mas.txtは、GSE30533 
(Kamei et al., 2013)の、②対数変
換（log2変換）後のMAS5データ

教科書p40

①

②



対数変換の有無
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教科書p99

①

②hoge – GSE30533フォルダ
中の③hoge1.txtのサンプル間
クラスタリングをやってみよう

②

③



Tips：list.files
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①list.files()のみだと全ファイ
ルになるが、②や③で示すよ
うに任意の文字列を含むファ
イル名のみにすることもできる

教科書p99

①

②

③

参考



対数変換の有無
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サンプル名のところが変わ
っている理由を説明します

GSE30533 (Kamei et al., 2013)
の対数変換前のMAS5データ

教科書p99



Tips
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②

①

①read.table関数で読み込んだ直後の
dataオブジェクトの列名。②列名変更後参考



Tips
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黒下線部分がG1群のサンプル名作成
に相当する部分。①その部分のみ実行
。②同じ結果だがやり方を微妙に変えて
いる。③Iron_defに文字を変更

①

②

③

参考



rcode_clustering.txt

対数変換の有無
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GSE30533 (Kamei et al., 2013)
の対数変換後のMAS5データ

①GSE30533 (Kamei et al., 2013)の対数
変換後のMAS5データ(data_mas_EN.txt)
でもクラスタリングを行い、②対数変換
前(hoge1.txt)の結果と比較する

①

②



対数変換の有無
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①対数変換後の結果。対数変換の有
無にかかわらずクラスタリング結果（樹
形図）のトポロジーは不変。理由は、
Spearman相関係数を採用しているからrcode_clustering.txt

②

①
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階層的 vs. 非階層的
 階層的クラスタリング

 発現パターンの類似した遺伝子を集めて系統樹を作成

 非階層的（分割最適化）クラスタリング
 K-meansクラスタリング

 「K個のクラスターに分割（Kの数は主観的に決定）する」
と予め指定し、各クラスター内の遺伝子（サンプル）間の
距離の総和が最小になるようなK個のクラスターを作成

 自己組織化マップ（SOM）

 主成分分析（PCA）
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どれを使うかはほぼ趣味の問題



様々な選択肢
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得られる樹形図の可能性は無数教科書p99

生データファイル 遺伝子発現行列②

①前処理法

②スケーリング
・対数変換
・相対値(0~1)
・Z-score化
…
…

③距離
・1－相関係数
・ユークリッド
・マンハッタン
・キャンベラ
…

④群の併合
・単連結法
・完全連結法
・平均連結法
・ウォード法
…

× ×

①前処理法
・MAS5
・RMA
・RobLoxBioC
…
…

×

クラスタリング③と④



様々な選択肢
 決めておくべき2つの基準（事柄）

 距離（類似度）の定義

 ユークリッド距離、マンハッタン距離など

 クラスターをまとめる（併合する）方法

 クラスター間の距離を定義する方法、とほぼ同じ

 最短距離法、平均連結法、ウォード法など
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得られた結果の妥当性を何らかの知見に
基づいて評価するため、結果の正当性を主
張する視点が複数存在しうる。私は、「外れ
サンプルのチェック」や「発現変動遺伝子の
有無や数」の見当をつける目的で行う

入力例

出力例

クラスタリング

Danielsson et al., Brief Bioinform., 16: 941-949, 2015

Tang et al., BMC Bioinformatics, 16: 361, 2015



距離（類似度）の定義
 ベクトルxとyの発現パターンの距離D(x,y)
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「1－相関係数」を距離とし
て定義することができます
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相関係数 → 距離（計算例）
 ベクトルxとyの発現パターンの距離D(x,y)
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パターンが似ていれば0に近い値、
逆パターンに近ければ最大値の2

に近い値になっていることが分かる
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相関係数 → 距離
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教科書p99

①

②の赤枠全体をコピペで実行
。③距離計算結果を格納した
data.distの中身を眺める

②③



相関係数 → 距離
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教科書p99 ①距離計算結果を格納した
②data.distの中身を眺める

①

②



相関係数 → 距離
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教科書p99①の0.03949559がクラスタリング結果
の「②G2_3と③G2_5の発現ベクトル

間の距離」に相当し、それはクラスタリ
ング結果の④高さ部分に相当する

①

④

②

③



Tips：相関係数
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教科書p100

Spearman相関係数とPearson相関係
数の関係。①Spearman相関係数、②
1 - Spearman相関係数、③Pearson
相関係数、④rank関数を用いて順位
変換後のPearson相関係数、⑤列名
で計算することもできるというTips、⑥
順位変換後のSpearman相関係数

①

②

③

④

⑤

⑥

参考



他の類似性尺度
 ベクトルxとyの発現パターンの距離D(x,y)

ユークリッド距離

マンハッタン距離

最大距離

キャンベラ距離

…
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Spearman相関係数を用いれば、対数
変換の有無に関わらず、距離の値が変
わらないようにすることもできる。しかし
、ユークリッド距離などそれ以外の多く
の場合には対数変換の有無によって値
が変わる。マイクロアレイデータは対数
変換後の値で取り扱うのが一般的
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計算例（サンプルxとy間の距離D）

31May 15 2017

名前が仰々しいだ
けで計算自体は大
したことありません
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マンハッタン距離 = 1.9+0.7+0.5+0.6+1.1+0.5+0.8+0.7+0.1+0.7 = 7.6

最大距離 = max(1.9, 0.7, 0.5, 0.6, 1.1, 0.5, 0.8, 0.7, 0.1, 0.7) = 1.9

キャンベラ距離 = 0.0830+0.0519+0.0303+…+0.0642 = 0.4972

参考



?関数名
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①実際に自分で確認したいヒトはこちら参考

①

②



?関数名
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①dist関数で、他にどんな距離を利
用可能か調べたい場合は、「?dist」

参考

①



?関数名
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②

① 「?dist」 。②ユークリッド距離でよけれ
ば、「method=“xxx”」のところを記述しなく
てもいいようだ。③“binary”や”minkowski”

というものも指定できるようだが、「1-相関
係数」を指定することはできないようだ

参考
①

③



クラスター間の距離の定義
 最短距離法（単連結法；single-linkage）

 最長距離法（完全連結法；complete-linkage ）

 群平均法（平均連結法；average-linkage ）

 重心法（Centroid）：重心間距離を利用

 ウォード法：群内平方和の増加量が最小となるクラスターと併合

 メディアン（Median）法：群間距離の中央値を利用

 McQuitty法…

 可変（flexible）法…
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分野にもよるらしいが群平均法
が最もよく利用されている?!（ウ
ォード法も?!）…。いろいろ試し
て総合的に判断することが重要

参考
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GSE2361(ヒト)
 Affymetrix GeneChip

 Ge et al., Genomics, 86: 127-141, 2005
 GSE2361、GPL96 (Affymetrix Human Genome U133A Array)、22,283 probesets

 ヒト36サンプル：Heart (心臓）、Thymus (胸腺)、Spleen (脾臓)、Ovary (卵巣)、Kidney (腎
臓)、Skeletal Muscle (骨格筋）、Pancreas (膵臓）、Prostate (前立腺)、…
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①hoge – GSE2361フォルダ中の
、②MAS5データを用いてサンプ
ル間クラスタリングをやってみよう

①

②



GSE2361 (ヒト)
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例題との違いは、②入力ファイル
名と③Spearman相関係数の部分
。④rcode_clustering.txt

rcode_clustering.txt

①

②

②

③

③

④



GSE2361 (ヒト)
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リーズナブルだと私は思います

rcode_clustering.txt



GSE2361 (ヒト)
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日本語環境ではない場合?!
文字化けすることもあるよ
うですのでご注意ください

rcode_clustering.txt



Tips（ファイル保存）
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rcode_clustering_png.txt

①

①例題3。PNG形式ファイルとして縦
横の大きさを指定して保存することも
できる。テンプレートとの違いは赤矢
印部分。②rcode_clustering_png.txt

②



Tips（ファイル保存）
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常に同じ大きさで出力されるので便利

rcode_clustering_png.txt

40
0

720

data_mas_EN.png

②



課題1
 あ
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rcode_clustering_png.txt

GSE2361のサンプル間クラスタリングをRMA, および
RMX前処理法を適用したデータについても行い、結果を

考察せよ。距離の定義はデフォルトのままでよい。①の部
分をdata_rma_...やdata_rob_...に変更すればよいが…

①



課題1
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①rcode_clustering_png_kadai2.txt

をコピペで実行すれば、このような結
果が得られる。実際の論文用の図は、
余白指定や文字の大きさなどをいろ
いろ変えて、見栄えをよくします

data_mas_EN.png

data_rma_EN.png data_rob_EN.png



発展課題（optional）
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①

②

①例題5はユークリッド距離を用いる場合のテンプ
レートです。②param1（やparam2）などをいろいろ
いじって結果を眺め、可能な範囲で考察してください
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GSE7623 (ラット)
 Nakai et al., BBB, 72: 139-148, 2008

 GSE7623、 GPL1355 (Affymetrix Rat Genome 230 2.0 Array)、31,099 probesets

 ラット24サンプル：Brown adipose tissue (褐色脂肪組織; BAT）8サンプル、White 
adipose tissue (白色脂肪組織; WAT）8サンプル、 Liver (肝臓; LIV）8サンプル
 BAT 8サンプル：通常（BAT_fed） 4サンプル 対 24時間絶食（BAT_fas） 4サンプル

 WAT 8サンプル：通常（WAT_fed） 4サンプル 対 24時間絶食（WAT_fas） 4サンプル

 LIV 8サンプル：通常（LIV_fed） 4サンプル 対 24時間絶食（LIV_fas） 4サンプル

47May 15 2017

MAS5データを(1 – Spearman)相関係数でクラ
スタリングした結果。①肝臓と②脂肪間で大き
く2つのクラスターに分かれていることがわかる

① ②



GSE7623 (ラット)
 Nakai et al., BBB, 72: 139-148, 2008

 GSE7623、 GPL1355 (Affymetrix Rat Genome 230 2.0 Array)、31,099 probesets

 ラット24サンプル：Brown adipose tissue (褐色脂肪組織; BAT）8サンプル、White 
adipose tissue (白色脂肪組織; WAT）8サンプル、 Liver (肝臓; LIV）8サンプル
 BAT 8サンプル：通常（BAT_fed） 4サンプル 対 24時間絶食（BAT_fas） 4サンプル

 WAT 8サンプル：通常（WAT_fed） 4サンプル 対 24時間絶食（WAT_fas） 4サンプル

 LIV 8サンプル：通常（LIV_fed） 4サンプル 対 24時間絶食（LIV_fas） 4サンプル

48May 15 2017

脂肪の中でも、①白色脂肪と
②褐色脂肪に分かれている

②①



GSE7623 (ラット)
 Nakai et al., BBB, 72: 139-148, 2008

 GSE7623、 GPL1355 (Affymetrix Rat Genome 230 2.0 Array)、31,099 probesets

 ラット24サンプル：Brown adipose tissue (褐色脂肪組織; BAT）8サンプル、White 
adipose tissue (白色脂肪組織; WAT）8サンプル、 Liver (肝臓; LIV）8サンプル
 BAT 8サンプル：通常（BAT_fed） 4サンプル 対 24時間絶食（BAT_fas） 4サンプル

 WAT 8サンプル：通常（WAT_fed） 4サンプル 対 24時間絶食（WAT_fas） 4サンプル

 LIV 8サンプル：通常（LIV_fed） 4サンプル 対 24時間絶食（LIV_fas） 4サンプル
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褐色脂肪の中でも、①空腹（24時間絶食）
と②満腹（通常）できれいに分かれている

②①



GSE7623 (ラット)
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どれもほぼ同じ結果

1 - Spearman相関係数 1 - Pearson相関係数

MAS5

RMA

RobLoxBioC (RMX) RobLoxBioC (RMX)

MAS5

RMA



GSE7623 (ラット)
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RMA

①Nakai et al., BBB, 72: 139-148, 2008

①原著論文のFig. 1（の
一部）を再現できてます



GSE30533 (ラット)
 Kamei et al., PLoS One, 8: e65732, 2013

 GSE30533、 GPL1355 (Affymetrix Rat Genome 230 2.0 Array)、31,099 probesets

 ラット10サンプル：全てLiver (肝臓）サンプル

 iron-deficient diet （Iron_def） 5サンプル 対 control diet （Control） 5サンプル

52May 15 2017

①教科書p99の図3-1と基本同じ。肝臓

全体の発現プロファイルが通常状態と
鉄欠乏状態という違い程度では明確に
区別できない、ということかもしれない…

①



GSE30533 (ラット)
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なんともいえない結果

1 - Spearman相関係数 1 - Pearson相関係数

MAS5

RMA

RobLoxBioC

MAS5

RMA

RobLoxBioC



GSE30533 (ラット)

54May 15 2017 ①Kamei et al., PLoS One, 8: e65732, 2013

（サンプルのラベル番号が異な
るだけで実質的には）同じ結果

①原著論文のFigure S1

RMA
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同一アレイデータはマージ可能
 Affymetrix GeneChip

 Ge et al., Genomics, 86: 127-141, 2005
 GSE2361、GPL96 (Affymetrix Human Genome U133A Array)、22,283 probesets

 ヒト36サンプル：Heart (心臓）、Thymus (胸腺)、Spleen (脾臓)、Ovary (卵巣)、Kidney (腎
臓)、Skeletal Muscle (骨格筋）、Pancreas (膵臓）、Prostate (前立腺)、…

 Nakai et al., Biosci Biotechnol Biochem., 72: 139-148, 2008
 GSE7623、 GPL1355 (Affymetrix Rat Genome 230 2.0 Array)、31,099 probesets

 ラット24サンプル：Brown adipose tissue (褐色脂肪組織; BAT）8サンプル、White adipose 
tissue (白色脂肪組織; WAT）8サンプル、 Liver (肝臓; LIV）8サンプル

 BAT 8サンプル：通常（BAT_fed） 4サンプル 対 24時間絶食（BAT_fas） 4サンプル

 WAT 8サンプル：通常（WAT_fed） 4サンプル 対 24時間絶食（WAT_fas） 4サンプル

 LIV 8サンプル：通常（LIV_fed） 4サンプル 対 24時間絶食（LIV_fas） 4サンプル

 Kamei et al., PLoS One, 8: e65732, 2013
 GSE30533、 GPL1355 (Affymetrix Rat Genome 230 2.0 Array)、31,099 probesets

 ラット10サンプル：全てLiver (肝臓）サンプル

 iron-deficient diet （Iron_def） 5サンプル 対 control diet （Control） 5サンプル
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①この2つの論文は同一プ
ラットフォーム（同一アレイ）
を利用。3’発現アレイを用
いることで、他の多くのデー
タセットとの比較が可能

教科書p7

①



同一アレイデータはマージ可能
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教科書p7①merge_GSE7623_GSE30533上にGSE7623と
GSE30533の計34 CELファイルを入力として前処
理法を適用した結果のファイルがあります（見るだ
け）。②rcode_preprocessing2.txtが左記のコード

①

②



GSE7623 + GSE30533
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「1 - Spearman相関係数」の結果。
どの前処理法でも似たような結果
となっているのが分かる。①ラット
10サンプル（通常 対 鉄欠乏）の
クラスタリング結果の印象は、外群
（ラット24サンプル）の有無でずい

ぶん異なる（教科書p106-107）

rcode_clustering_merge.txt

MAS5

RMA

RobLoxBioC (RMX)

①

①

①



GSE7623 + GSE30533
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rcode_clustering_merge.txt

MAS5

RMA

RobLoxBioC (RMX)

原著論文のFigure S1

マージすることによって初めて、①距
離が非常に近い（サンプル間の類似
度が極めて高い）がために、「②
Iron-def_1が外れサンプルっぽく見え
る」といった議論をしてたことに気づく

①

②②



GSE7623 + GSE30533
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「1 - Pearson相関係数」にしたい場
合は①spearmanをpearsonに変更

MAS5

RMA

RobLoxBioC (RMX)

参考

①

rcode_clustering_merge.txt



GSE7623 + GSE30533
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「1 - Pearson相関係数」の結果
。どの前処理法でも似たような
結果となっているのが分かる

rcode_clustering_merge.txt

MAS5

RMA

RobLoxBioC (RMX)



GSE7623 + GSE30533
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Japanese  Englishrcode_clustering_merge.txt

MAS5

RobLoxBioC (RMX)

参考



GSE7623 + GSE30533

63May 15 2017

「1 - Pearson相関係数」の
結果。English version

rcode_clustering_merge.txt

MAS5

RMA

RobLoxBioC (RMX)



課題2（結果の解釈）
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ラット（24サンプル＋10サン
プル）のクラスタリング結果
について簡単に考察せよ

--- 解析手順 ---
①RobLoxBioC前処理法
②対数変換後のデータ
③1 – Pearson相関係数
④平均連結法

GSE30533 GSE7623

Fe
Fe
Fe

Fe
FeFe

Fe



課題2
 GSE7623とGSE30533は独立した別々の論文

 GSE30533の由来サンプルは?

 GSE30533の10サンプルからなるクラスターは、GSE7623の3種類
の組織（LIV, WAT, BAT）のどの発現パターンに近いか?

 GSE30533のみでクラスタリングを行った結果のトポロジーは前処
理法や距離の定義次第で変わりやすいが…。

 GSE30533のみのクラスタリング結果は「鉄欠乏（Iron_def）状態と通
常（Control）状態」が入り混じっている。その一方で、「満腹（fed）状
態と空腹（fas）状態」の違いは3種類の組織（LIV, WAT, BAT）で明
瞭に分かれている（MAS5のWATサンプルを除く）。 鉄欠乏（
Iron_def）状態と空腹（fas）状態の発現プロファイル変化への影響
度はどちらか大きいと思われるか?

65May 15 2017

主な論点はここで挙げたよう
な事柄になると思いますが、
基本的に自由に考察してよい
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実験デザイン（§3.2.2）
 Affymetrix GeneChip

 Ge et al., Genomics, 86: 127-141, 2005
 GSE2361、GPL96 (Affymetrix Human Genome U133A Array)、22,283 probesets

 ヒト36サンプル：Heart (心臓）、Thymus (胸腺)、Spleen (脾臓)、Ovary (卵巣)、Kidney (腎
臓)、Skeletal Muscle (骨格筋）、Pancreas (膵臓）、Prostate (前立腺)、…

 Nakai et al., Biosci Biotechnol Biochem., 72: 139-148, 2008
 GSE7623、 GPL1355 (Affymetrix Rat Genome 230 2.0 Array)、31,099 probesets

 ラット24サンプル：Brown adipose tissue (褐色脂肪組織; BAT）8サンプル、White adipose 
tissue (白色脂肪組織; WAT）8サンプル、 Liver (肝臓; LIV）8サンプル

 BAT 8サンプル：通常（BAT_fed） 4サンプル 対 24時間絶食（BAT_fas） 4サンプル

 WAT 8サンプル：通常（WAT_fed） 4サンプル 対 24時間絶食（WAT_fas） 4サンプル

 LIV 8サンプル：通常（LIV_fed） 4サンプル 対 24時間絶食（LIV_fas） 4サンプル

 Kamei et al., PLoS One, 8: e65732, 2013
 GSE30533、 GPL1355 (Affymetrix Rat Genome 230 2.0 Array)、31,099 probesets

 ラット10サンプル：全てLiver (肝臓）サンプル

 iron-deficient diet （Iron_def） 5サンプル 対 control diet （Control） 5サンプル
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「個体間のばらつき」を考慮した実
験デザインを組むべし、という話

教科書p107-108

10匹のラットを使用

8匹のラットを使用



実験デザイン（§3.2.2）
 Kamei et al., PLoS One, 8: e65732, 2013

 GSE30533、 GPL1355 (Affymetrix Rat Genome 230 2.0 Array)、31,099 probesets

 ラット10サンプル：全てLiver (肝臓）サンプル

 iron-deficient diet （Iron_def） 5サンプル 対 control diet （Control） 5サンプル

68May 15 2017

教科書p107-108 2群間比較が主な目的であり、各群につき
5反復(five replicates)とっている。生物学
的なばらつき(biological variation)を考慮す
べく、反復データは別々の個体からとって
いる(biological replicates)
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実験デザイン（§3.2.2）
 Kamei et al., PLoS One, 8: e65732, 2013

 GSE30533、 GPL1355 (Affymetrix Rat Genome 230 2.0 Array)、31,099 probesets

 ラット10サンプル：全てLiver (肝臓）サンプル

 iron-deficient diet （Iron_def） 5サンプル 対 control diet （Control） 5サンプル
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教科書p107-108 このやり方で得られる結論は
限定的!できるだけ多様な別個
体サンプルを沢山用いるべし!

対比的な用語は技術的なばらつき（technical 
variation）であり、同一個体由来サンプルを分割
して得られた反復データ（technical replicates）
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実験デザイン（§3.2.2）
 Technical replicatesだと…

1. 自分は「鉄欠乏 対 通常」の違いを見ているつもりでも、個体間の他の違い（身長、体重な
ど）由来要因との区別がつかない

高身長 対 低身長、低体重 対 高体重、他の病気の有無、家系の違いなど

2. 得られる結果から導き出される結論は、そのラット間のみで成立する事象であり、ラットという
生物種全体に適用可能なわけではない
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教科書p107-108 2群間での発現変動遺伝子(DEG)
検出結果は多くなる傾向。多けれ
ばいいというものではない!
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実験デザイン（§3.2.2）

 Biological replicatesでも多様性が不十分な場合はイマイチ…
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教科書p107-108 普遍的な結果を得たいのなら、できるだけ
多様な別個体サンプルを沢山用いるべし!
Expression Atlasも3 biological replicates
以上を基本としているようだ

Fe
Fe
Fe

Fe
FeFe Fe

Fe
Fe

Fe
FeFe Fe

Fe
Fe

Fe
FeFe Fe

Fe
Fe

Fe
FeFe Fe

Fe
Fe

Fe
FeFe

Fe

Fe

Fe
FeFe
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Technical repliatesよりはましだろうが、鉄
欠乏状態による結果なのか家系の違いに
よるものなのかの区別はつけられない。



クラスタリングと発現変動解析

72May 15 2017

クラスタリング結果を眺めれ
ば、発現変動遺伝子（DEG）
数に関するおおよその見当
がつきます。
→ クラスタリングって重要
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データ解析もいろいろ

74

発現変動遺伝子同定 遺伝子発現行列

遺伝子ネットワーク推定

機能解析

・Gene Ontology（GO）
・パスウェイ解析

分類（診断）

クラスタリング

対数変換後のデータを用いて2群間比較



2群間比較

G2群G1群

N
g
e
n
e
s

G1群 G2群

2群間で発現の異なる遺伝子
(Differentially Expressed Genes; 
DEGs)を抽出

高発現

低発現

発現変動
度合いで
ソート

G2群G1群
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比較したいグループ（群）間で発現変動している遺伝
子または転写物を同定することはデータ解析の基本

 農産物の栽培条件の違い（通常 vs. 低温、通常 vs. 乾燥）

 味の違い（おいしい vs. まずい）

 サンプルの状態の違い（癌 vs. 正常）
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2群間比較
 パターンマッチング法

 理想的なパターンyとの類似度が高い順に遺伝子をランキング
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①理想的なパターンyと②遺伝子ベクトル間の
③相関係数rを遺伝子ごとに計算。rの絶対値が
大きいほど発現変動の度合いが大きいと解釈

①

②

③
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パターンマッチング法
①パターンマッチング法の、②例題1。
③テンプレートパターン情報を含むファ
イルを読み込んでパターンマッチング
を行ってみよう。まだコピペしなくてよい

①

②

③
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入出力の関係
①テンプレートパターン情報ファイル。2列目がテ
ンプレートパターン。②（log変換後の）発現デー
タファイル。赤枠で示すように、列の並びは同じ

①
②

②

①
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入出力の関係
①出力ファイルは、②入力ファイルの右側
に相関係数rの計算結果が追加されたもの

①

①

②
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コードの解説

①

①

①

②

黒枠内をコピペ。ここは、①入力ファイル情
報読み込み部分。②dataオブジェクトを確認
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コードの解説
①テンプレートパターン情報の②読み込み時に
header=TRUEやrow.names=1の記述がない点に注目!

①

②
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コードの解説
①テンプレートパターン情報を、②の部分で読み込んで
得られた、③hogeの中身は入力ファイルと同じだが…

②

①

③
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コードの解説
①欲しいのはhoge行列の2列目部分
のみなので、②そこの部分のみ抽出

②

②

①

①
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Tips
もちろん、読み込み時に①row.names=1をつけても
よい。その場合は黒下線部分を②2から1に変更

①

②
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コードの解説：apply

① ② ③ ④ ⑤

apply関数は行ごとや列ごとに同じ関数を繰り
返して実行させたい場合に便利。①dataオブジ
ェクトの、②各行に対して、③cor関数を適用せ
よ。その際、④テンプレートyはdata.clとし、⑤相
関係数の種類はparamで指定したものとする
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Tips：cor, as.numeric
①apply関数を使わずに、遺伝子（つまり行）ご
とにcor関数を用いて相関係数を計算する基
本手順。②as.numeric関数は、data.clオブジェ
クトとデータの型を揃える目的で利用している
。③as.numericなしの場合と比較すればよい

①

②

③
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Tips：cor, as.numeric
①ではエラーが出ているが、②as.numericをつ
けたことで、無事gene1とテンプレートパターン
間の相関係数rを計算できていることがわかる

①

②
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Tips：データの型
①「互換性のない次元です」と言われているのは
、「相関係数を計算するときの入力データの見栄
えが異なる」と文句を言われていると解釈すれば
よい。この「見栄え」は、Rで「データの型」と呼ば
れるものに相当します。②と③が同じ見栄え（型
）なのでcor関数の要求を満たしています

①

②

③



89May 15 2017

Tips：as.vector, mode
慣れてくるとas.numericを使えばいいとすぐ
にわかるが、はじめのうちはas.character, 
as.integer, ①as.vectorなど既知のas…関
数候補の中からそれっぽいものを試して
型（見栄え）が揃うものを探すのが一般的
かも…。②modeというデータの型を表示す
る関数もあるが…私は試行錯誤派です

②

①
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コードの解説：cbind
出力部分。cbind関数を用いて出力させた
い順番で列(column)方向で結合(bind)した
ものがtmpオブジェクト。尚、行(row)方向で
結合させたい場合は、rbind関数を用いる

①

①


