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2018.07.03版 ほぼ完成です。最終回のレポート課題はあり
ません。「基本的な考え方と解析戦略の変遷（
スライド13-29あたり）」は確実に省略します。
スライド125-151についても残り時間次第です



講義予定
◼ 第1回（2018年06月12日）

 カウント情報取得の続き

 データの正規化（RPK, RPM, RPKM/FPKM）

◼ 第2回（2018年06月19日）
 サンプル間クラスタリング、Rのクラスオブジェクト

 RのReference Manualの読み解き方、クラスタリング結果の客観的な評価

◼ 第3回（2018年06月26日）
 発現変動解析（反復あり/なしの2群間比較）、M-A plot

 発現変動解析：3群間比較、デザイン行列

◼ 第４回（2018年07月03日）
 機能解析（発現変動遺伝子セット解析）、GSEA、MSigDB

 GSVAの実行
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Contents
◼ 機能解析（発現変動遺伝子セット解析）

 全体像、基本的な考え方と解析戦略の変遷、様々なプログラム

 遺伝子セット情報の取得（gmtファイルの取得）

 発現データ情報と遺伝子セット情報のIDの対応付け

 検証用RNA-seqカウントデータセットPickrell data（なぜGSVAにしたか）

 GSVAの解説PDFを読み解く（手元のc1.all.v6.1.entrez.gmt をどう読み込ませるか）

◼ GSVAdataパッケージ提供の、MSigDB c2コレクションであるc2BroadSetsを理解する

◼ 手元のgmtファイルを読み込ませて、 GeneSetCollection形式で取り扱えるようにする

 GSVAの解説PDFを読み解く（手元の発現データファイルをどう取り扱うか）

◼ ExpressionSetの取り扱い、nsFilter関数を用いた同一IDの重複除去

◼ メインプログラムgsva関数が入力として受け付けるデータ形式（ExpressionSetとMatrix）

◼ 検証用RNA-seqカウントデータセットPickrell dataのイントロ、スルーしていいところ

◼ MSigDB c2コレクションに2つの性特異的遺伝子セットを追加したものでGSVAを実行

 ユニークなEntrez gene IDで、グループごとに分離させた発現データファイル作成

 整形後の発現データファイルとc1.all.v6.1.entrez.gmtを入力としてGSVAを実行
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機能解析
◼ Gene Ontology (GO)解析（発現に差のあるGO termを探索）

 基本3カテゴリ（Cellular Component (CC), Molecular Function (MF), 
Biological Process (BP)）のどれでも可能

◼ 例：肝臓の空腹状態 vs. 満腹状態のGO（BP）解析の結果、「脂肪酸β酸化」関
連GO term (GO:0006635)が動いていることが分かった

◼ パスウェイ解析（発現に差のあるパスウェイを探索）
 KEGG Pathway, BioCarta, Reactome pathway databaseのどれでも可能

◼ 例：酸化的リン酸化パスウェイ関連遺伝子セットが糖尿病患者で動いていた

◼ モチーフ解析（発現に差のあるモチーフを探索）
 同じ3’-UTR microRNA結合モチーフをもつ遺伝子セット

 同じ転写因子結合領域（TATA-boxなど）をもつ遺伝子セット

◼ 例：TATA-boxをもつ遺伝子セットがG1群 vs. G2群比較で動いていた

◼ …
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機能解析の実体は、遺伝子セットの発現変動解析。
発現に差のある遺伝子セットを探したい、ということ。



機能解析の全体像
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①で機能解析（発現変動遺伝子セット解析）
に関する全体像を述べています。

①



機能解析の全体像
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①

②

①第1世代の機能解析（ORA）。②GSEAが
含まれる第2世代の機能解析（FCS）。ORA
やFCSの用語を含む詳細については後述。



遺伝子セット次第で…

7July 3, 2018

①ここがキモ。②遺伝子セット次第で
GO解析やPathway解析にもなり得る。

①

②



MSigDB

8July 3, 2018

①MSigDBというサイトで、遺伝子セット情報の.gmtと
いう拡張子のついたファイルが提供されています。

①



MSigDB
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①MSigDBというサイトで、遺伝子セット情報の.gmtと
いう拡張子のついたファイルが提供されています。

①



gmtファイルを入手
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①MSigDBというサイトで、遺伝子セット情報の.gmtと
いう拡張子のついたファイルを予め入手しておかね
ばならない。

①



入力ファイルは2つ
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発現変動遺伝子検出の場合は、入力が1つ（発現行
列データ）であった。①発現変動遺伝子セット解析の
場合は、発現データファイルに加えて、どの遺伝子
がどの遺伝子セットに属するかという情報を含むgmt
ファイルも必要です。

①



様々なプログラムがある
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①2005年のGSEA論文発表前後を含め
て、様々な方法が提案されています。

①
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基本的な考え方
◼ 発現変動遺伝子セット解析手法（2群間比較用がほとんど）

 N =10,000個の遺伝子からなる2群間比較用データ

 この中に、XXX関連遺伝子がn個含まれている

◼ 例：酸化的リン酸化（=XXX）関連遺伝子が7（=n）個含まれている
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酸化的リン酸化関連遺伝子セットが変動して
いるかどうかを調べたい、という問題を考える

G2群G1群
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7個の酸化的リン酸化
関連遺伝子の位置



基本的な考え方
◼ 遺伝子ごとの発現変動の度合いを数値化

 例：t-統計量、log2（G2/G1）、相関係数、…
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基本はデフォルトでやるようで
すが、様々な選択肢があります
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s 発現変動遺伝子（G1 >> G2）

変動していない遺伝子（G1 == G2）

発現変動遺伝子（G1 << G2）

G2群G1群 G2群G1群



基本的な考え方
◼ 発現変動順にソート後の酸化的リン酸化関連遺伝子
セットのステレオタイプな分布
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どうやって偏りを評価するのか?
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基本的な考え方
◼ Over-Representation Analysis (ORA)

 何らかの手段で決めた上位X（=1500）個のうち、
x個が酸化的リン酸化関連遺伝子であった
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基本的な考え方は、「全遺伝子」と「上位の
サブセット」のみで、調べたい遺伝子セット
の割合が不変という帰無仮説のもとで検定
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6 5 5 1 0 2 1 0

酸化的リン酸化関連遺伝子セット（n =7）が変動していない場合： x/n ≒ X/N （= 1500/10000）
酸化的リン酸化関連遺伝子セット（n =7）が変動している場合： x/n >>  X/N （= 15%）

G2群G1群 G2群G1群



ORA
◼ Over-Representation Analysis (ORA)

 何らかの手段で決めた上位X（=1500）個のうち、
x個が酸化的リン酸化関連遺伝子であった
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2×2分割表 (contingency table)に基づく方法
。超幾何検定やカイ二乗検定が利用されます
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6 XXX=酸化的リン酸化関連遺伝子セットG2群G1群 G2群G1群



ORA（超幾何検定）
◼ N=10000個の遺伝子発現データ中にXXX=酸化的リン酸化関連遺伝
子はn=7個含まれていた。上位X=1500個の発現変動遺伝子（DEG）
の中にx=6個の酸化的リン酸化関連遺伝子が含まれていた
 帰無仮説：酸化的リン酸化関連遺伝子の割合はDEGとnon-DEG間で差がない
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DEGとして1500個抽出したとき、酸化的リン酸化
関連遺伝子が6個以上含まれる確率として算出

rcode_ORA_basic.txt

ORAとしてFisher’s hypergeometric test を利用(Tavazoie et al., Nat Genet., 22: 281-285, 1999)



ORA（超幾何検定）
◼ m=7個の白いボールとn=9993個の黒いボールが入った箱があります
（トータルでN=m+n=10,000個）。この中からk=1500個ランダムに取り
出したときにx=6個以上白いボールが含まれる確率を計算しなさい。
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?dhyperマニュアル中の一般的
な説明に置き換えるとこんな感じ

rcode_ORA_basic.txt



ORA（カイ二乗検定）
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DEGとして1500個抽出したとき、酸化的リン酸化
関連遺伝子が6個以上含まれる確率として算出

rcode_ORA_basic.txt



直感は重要
① N=10000個の遺伝子発現データ中にXXX=

酸化的リン酸化関連遺伝子はn=7個存在する
② 上位X=1500個の発現変動遺伝子（DEG）の

中にx=6個の酸化的リン酸化関連遺伝子が
含まれていた

③ 帰無仮説：酸化的リン酸化関連遺伝子の割合
はDEGとnon-DEG間で差がない
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①の段階で、調べたい遺伝子セットは
、7/10,000 = 0.07%の割合だと考える。
②で6/1,500 = 0.4%の割合に濃縮され
ていると考える。③今やっているのは、
ある2群間比較。もし比較している群間
で、この遺伝子セットが全体として発現
変動していなかったとしたら…ランダム
で1,500個とった時に、この遺伝子セッ
ト中の遺伝子が含まれる割合は0.07%
なので、個数だと1500×0.07% = 1.05個
程度しか含まれないはず。実際に得ら
れたのは6個なので、偶然こんな結果
が得られたとは考えにくい。起こるとし
たら④くらい低い確率なんだね。だから
「発現変動遺伝子セット」と考えよう、と
いう思考回路

④

rcode_ORA_basic.txt



ORA
◼ Over-Representation Analysis (ORA)
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上位1500個のうち、酸化的リン酸化関連

遺伝子が7個中4つ以上含まれていれば
p < 0.05で検出可能ということを意味する

G2群G1群
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G2群G1群 6 5 5 1 0 2 1 0

p < 0.05を灰色で示した



ORA
◼ Over-Representation Analysis (ORA)

 GenMAPP (Dahlquist et al., Nature Genet., 31: 19-20, 2002)
 FatiGO (Al-Shahrour et al., Bioinformatics, 20: 578-580, 2004)
 GOstat (Beissbarth et al., Bioinformatics, 20: 1464-1465, 2004)
 GOFFA (Sun et al., BMC Bioinformatics, 7 Suppl 2: S23, 2006)
 agriGO (Du et al., Nucleic Acids Res., 38: W64-W70, 2010)
 …
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①GenMAPPは比較的有名

①



第1世代（ORA）の短所

25July 3, 2018

①全体的には動いているものの、個々の発
現変動の度合いが弱い場合に検出困難。②
上位X個のX次第で結果が変わる。③情報
量低下（発現変動の度合い→カウント情報）
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○ ○ ○ × × × × ×

G2群G1群 G2群G1群

①

②

③



第2世代（FCS）
◼ Functional Class Scoring (FCS)

1. 遺伝子ごとの統計量を算出（発現変動の度合いを数値化）
例：t-統計量、log（G2/G1）、相関係数、…

2. 目的の遺伝子セットXXX（=酸化的リン酸化関連遺伝子）の偏りを何らか
の方法で評価
◼ t検定（XXX中の遺伝子群の統計量 vs. それ以外の遺伝子群の統計量）
◼ Wilcoxon rank sum test （XXX中の遺伝子群の発現変動の順位 vs. それ以外）
◼ XXX中のn個の遺伝子群の何らかの要約統計量SXXXを計算しておき、N個の全

遺伝子の中からランダムにn個を抽出して同じ統計量を計算する（例えば10万
回）。10万回のうちSXXX「以上」（大きければ大きいほど発現変動していることを
意味する場合；その逆のときは「以下」）だった回数（例えばj回）に基づいてp値
（= j / 100,000）を算出（いわゆるgene set permutationというアプローチ）

◼ 本来のG1群 vs. G2群のラベル情報を用いて得られたXXX中のn個の遺伝子群
の何らかの要約統計量SXXXを計算しておく。ランダムにラベル情報を入れ替え
て、同じ統計量を計算することを何回も繰り返してp値を算出（いわゆる
Phenotype permutationというアプローチ）

26July 3, 2018

もちろん分割表ベースの方法(ORA)で
はない第2世代以降の方法があります



第2世代（FCS）
◼ 第一世代(ORA)の欠点が改善

遺伝子ごとのlog比で考えると、遺伝子を等
価に取り扱うのではなく、log比そのものを足
し込むことで、発現変動の度合いが大きい
ほどより大きな重みをかけるようなイメージ
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①
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③

①全体的には動いているものの、個々の発
現変動の度合いが弱い場合に検出困難。②
上位X個のX次第で結果が変わる。③情報
量低下（発現変動の度合い→カウント情報）



第2世代（FCS）
◼ Functional Class Scoring (FCS)

 GSEA (Subramanian et al., PNAS, 102: 15545-15550, 2005)
 PAGE (Kim and Volsky, BMC Bioinformatics, 6: 144, 2005)
 sigPathway (Tian et al., PNAS, 102: 13544-13549, 2005)
 GSA (Efron and Tibshirani, Ann. Appl. Stat., 1: 107-129, 2007)
 GeneTrail (Backes et al., Nucleic Acids Res., 35: W186-W192, 

2007)
 SAM-GS (Dinu et al., BMC Bioinformatics, 8: 242, 2007)
 …
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最も有名なのが①GSEA。ここでリストアップさ

れているのは、基本的にマイクロアレイデータ解
析用なので情報としては古い。よって、（Rで）塩
基配列解析ではほとんどリストアップしていない

①



遺伝子セット解析の課題
◼ （知識ベースの解析法なので）解析対象がアノテーションの情報の豊富な生物
種に限定
 それ以外の生物種は、まずは地道にアノテーション情報を増やしていくことが先決（
ではないだろうか）

 アノテーションの解像度を上げる努力も大事

◼ アノテーション情報の信頼度が高いとはいえない
 なんらかのGO termがついていたとしても、その大部分のevidence codeが自動でつ
けられたもの（IEA, inferrred from electronic annotations）である…

◼ 遺伝子セット間の独立性の問題
 「数百個程度の遺伝子セットの中から、比較するサンプル間で動いている遺伝子セ
ットはどれか？」という解析を遺伝子セット間の独立性を仮定して調べるが、そもそ
も独立ではない（GO term間の親子関係などから明らか）
→ いくつくらいの遺伝子セットが動いているのか？という問いに答えるすべがない

◼ 評価に用いられる「よく研究されているデータセット」は答えが完全に分かって
いるものではない（the actual biology is never fully known!）
 “感度が高い”と謳っているだけの方法は…（全部の遺伝子セットが動いている →
感度100%）
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突っ込みどころは満載だが、ネガティブ
なことばかりいってもしょうがないし、こ
の種の機能解析が目的の場合も多い

Maciejewski H., Brief Bioinform., 14: 504-518, 2014
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GO解析用
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①遺伝子セットとしてGOの情報を用いる場合

①
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GO解析用

32

①
②

①SeqGSAはマニュアルがないに等しい。②GSAR
は、発現変動遺伝子セットを探すというよりは、興
味ある遺伝子セットを与えてネットワーク図を描き、
どの遺伝子がhub（hub genes）かを返すのがメイン
。2017.05.29の講義資料でも解説しています。「
2017.05.29」でページ内検索してください。
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EGSEA

33

①

②

①EGSEAは、②複数のツールを組み合わせるやり方。様々な分野
でこの種の戦略がよいことは実証されており、おそらく妥当。しかし
その分だけ依存関係が複雑になるため、私もまだ試してはいない
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SeqGSEA

34

①

①SeqGSEAは、手順が煩雑な上、ものす
ごく計算時間がかかる。2015.03.05の講
習会資料作成当時の個人の感想です。
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GSVA
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①

①GSVAは、②EGSEAでも利用されてい
る。また③引用回数も多い（≒使いやす
い）ので、後半はこれをベースに説明。

②



パスウェイ解析用
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①遺伝子セットとしてKEGG Pathway
やReactomeなどの情報を用いる場合

①



パスウェイ解析用
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GO解析もできるのに、ここにしか記載していない
ものもいくつかあるはずですのでご注意ください。
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遺伝子セット情報取得
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①遺伝子セット情報はGMTという形
式(拡張子が.gmt)で提供されており
、②3つの手段で取得可能です。

①

②



MSigDB ver. 6.1

40July 3, 2018

①

②

①最も有名なのはMSigDB。②2018年6月現在のver. 
6.1では、8個の主要なコレクションが提供されている。



1. H: hallmark gene sets (50 gene sets)
2. c1: positional gene sets (326 gene sets)

◼ ヒト染色体の位置ごとの遺伝子セットリストファイル (326 gene sets)
3. c2: curated gene sets (4,738 gene sets)

◼ CGP: chemical and genetic perturbations (3,409 gene sets)
◼ CP: canonical pathways (1,329 gene sets)
◼ CP:BIOCARTA: BioCarta gene sets (217 gene sets)
◼ CP:KEGG: KEGG gene sets (186 gene sets)
◼ CP:REACTOME: Reactome gene sets (674 gene sets)

4. c3: motif gene sets (836 gene sets)
◼ MIR: microRNA targets (221 gene sets)
◼ TFT: transcription factor targets (615 gene sets)

5. c4: computational gene sets (858 gene sets)
◼ CGM: cancer gene neighborhoods (427 gene sets)
◼ CM: cancer modules (431 gene sets)

6. c5: gene ontology (GO) gene sets (5,917 gene sets)
◼ BP: biological process (4,436 gene sets)
◼ CC: cellular component (580 gene sets)
◼ MF: molecular function (901 gene sets)

7. c6: oncogenic signatures gene sets (189 gene sets)
8. c7: immunologic signatures gene sets (4,872 gene sets)

41July 3, 2018

①発現変動と関連するKEGGパスウェイを調べた
いときは、3番目のc2というカテゴリーに属する
CP:KEGGというところの186個の遺伝子セットが含
まれる.gmtファイルを予めダウンロードしておく。

Subramanian et al., PNAS, 102: 15545-15550, 2005

MSigDB ver. 6.1

①



1. H: hallmark gene sets (50 gene sets)
2. c1: positional gene sets (326 gene sets)

◼ ヒト染色体の位置ごとの遺伝子セットリストファイル (326 gene sets)
3. c2: curated gene sets (4,738 gene sets)

◼ CGP: chemical and genetic perturbations (3,409 gene sets)
◼ CP: canonical pathways (1,329 gene sets)
◼ CP:BIOCARTA: BioCarta gene sets (217 gene sets)
◼ CP:KEGG: KEGG gene sets (186 gene sets)
◼ CP:REACTOME: Reactome gene sets (674 gene sets)

4. c3: motif gene sets (836 gene sets)
◼ MIR: microRNA targets (221 gene sets)
◼ TFT: transcription factor targets (615 gene sets)

5. c4: computational gene sets (858 gene sets)
◼ CGM: cancer gene neighborhoods (427 gene sets)
◼ CM: cancer modules (431 gene sets)

6. c5: gene ontology (GO) gene sets (5,917 gene sets)
◼ BP: biological process (4,436 gene sets)
◼ CC: cellular component (580 gene sets)
◼ MF: molecular function (901 gene sets)

7. c6: oncogenic signatures gene sets (189 gene sets)
8. c7: immunologic signatures gene sets (4,872 gene sets)
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①発現変動と関連するGOのbiological processを
調べたいときは、6番目のc5というカテゴリーに属
するBPというところの4,436個の遺伝子セットが含
まれる.gmtファイルを予めダウンロードしておく。

MSigDB ver. 6.1

①



1. H: hallmark gene sets (50 gene sets)
2. c1: positional gene sets (326 gene sets)

◼ ヒト染色体の位置ごとの遺伝子セットリストファイル (326 gene sets)
3. c2: curated gene sets (4,738 gene sets)

◼ CGP: chemical and genetic perturbations (3,409 gene sets)
◼ CP: canonical pathways (1,329 gene sets)
◼ CP:BIOCARTA: BioCarta gene sets (217 gene sets)
◼ CP:KEGG: KEGG gene sets (186 gene sets)
◼ CP:REACTOME: Reactome gene sets (674 gene sets)

4. c3: motif gene sets (836 gene sets)
◼ MIR: microRNA targets (221 gene sets)
◼ TFT: transcription factor targets (615 gene sets)

5. c4: computational gene sets (858 gene sets)
◼ CGM: cancer gene neighborhoods (427 gene sets)
◼ CM: cancer modules (431 gene sets)

6. c5: gene ontology (GO) gene sets (5,917 gene sets)
◼ BP: biological process (4,436 gene sets)
◼ CC: cellular component (580 gene sets)
◼ MF: molecular function (901 gene sets)

7. c6: oncogenic signatures gene sets (189 gene sets)
8. c7: immunologic signatures gene sets (4,872 gene sets)
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講義で利用する解析プログラムGSVAの検
証用としては、①326遺伝子セットが最適
なので、これをダウンロードしておきます。MSigDB ver. 6.1

①



ダウンロード
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①

①MSigDB本家からもダウンロードできますが、一気にやる
と迷惑をかけるので、②からc1.all.v6.1.entrez.gmtをダウン
ロードしておいてください。Entrez gene IDのヒト染色体の位
置ごとの遺伝子セットリストファイル (326 gene sets)です。
③ c1.all.v6.1.symbols.gmtもダウンロードしておきましょう。

③

②



c1.all.v6.1.entrez.gmt
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④②

①

①c1.all.v6.1.entrez.gmtをExcelで眺めるとこん
な感じ。GMT形式は、②1列目がgene set名、
③2列目が情報源のURL、そして④3列目以降
が遺伝子セットを構成するEntrez gene IDs。

③



c1.all.v6.1.entrez.gmt
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①chr5q23が1番目のデータセット。②赤
枠部分がchr5q23という遺伝子セットに
含まれる遺伝子群のEntrez gene IDs。

① ②



chr5q23
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①

②

①最後のEntrez gene IDである2172まで、ずーっと右の
ほうに移動したところ。遺伝子セットによって、構成メンバ
ー数が異なることがわかります。②2番目の遺伝子セット
(chr16q24)は、1番目の遺伝子の遺伝子セット(chr5q23)よ
りも構成メンバー数が多いことがわかります。



chr5q23
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①2列目の情報源のURLを眺めると…

①



chr5q23
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①2列目の情報源のURLを眺めると…
②こんな感じで詳細情報が得られます
。③遺伝子セットchr5q23のメンバー数
は、84 genesであることがわかります。

①②

③



Show membersで…
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①をクリックすると…

①



Show membersで…
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こんな感じになって、①Entrez gene IDに対応する
②gene symbolや③gene descriptionが見られます

①

② ③①



5759はPTMAP2
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①1番目のデータセットchr5q23に含まれるメン
バーで、Entrez gene IDが②5759の、③gene 
symbolはPTMAP2であることがわかります。

②

①

③

②



5759はPTMAP2
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c1.all.v6.1.symbols.gmtだとこんな感じになります
。このファイルは遺伝子セット情報をgene 
symbolsで提供しているものなので妥当ですね。

②

①

③

②

参考



326 gene setsなので…
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①326行目までで終わりです。

①

参考



326 gene setsなので…
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①c1.all.v6.1.entrez.gmt
でも当然同じです。

①
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MSigDB提供ファイル
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①

①

①

①

①

①MSigDBは、Entrez gene IDs（.entrez.gmt）と
Gene symbols（.symbols.gmt）の2種類を提供。
当然、本家もそうなっています。



機能解析の全体像
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①機能解析の全体像に関する説明では
、②のあたりで記載しています。

②

①



機能解析の全体像
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①

①手元の発現データのgene IDの種類に応じて、利用
する遺伝子セットファイル（.entrez.gmt or .symbols.gmt
）を切り替えます。この後で実行するGSVAパッケージ
の例題の発現データはEntrez gene IDなので、
c1.all.v6.1.entrez.gmtをダウンロードしたのです。



gene symbolsの場合
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①手元の発現データがEntrez gene ID以外であ
り、例えばEnsembl gene IDだった場合は、
Ensembl gene IDとgene symbolsの対応情報を
取得しておきます。そして、発現データのほうを
gene symbolsに変換しておいて、.symbols.gmtフ
ァイルを用いて遺伝子セット解析を行います。

①

参考



gene symbolsの場合
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様々なIDの変換を行う際によく用いられる
BioMartというデータベースをR経由で実行
可能なbiomaRtというRパッケージもあります
。が話がそれていくので深入りしません。

参考

①
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検証用データ

63July 3, 2018

以前のスライドで遺伝子セット解析を実行す
るプログラムとして②GSVAを採択した根拠を
示した際に、赤枠内のプログラムについては
言及したが、③については言及しなかった。

①

②

③



Pickrell data

64July 3, 2018
AbsFilterGSEA(Yoon et al., PLoS One, 11: e0165919, 2016)

①

講義資料作成当時の私は、説明しやすい検証
用データセットも探していた。①AbsFilterGSEA
論文中の、②のあたりで、③Pickrell dataという
2群間比較用（29 males vs. 40 females）のカウ
ントデータが存在することを発見。

②

③



MSigDB C1
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AbsFilterGSEA(Yoon et al., PLoS One, 11: e0165919, 2016)

①このPickrell dataと、②MSigDB C1カテゴリーの
発現変動遺伝子セット解析結果として、③chryq11
がおそらく最上位に近い有意性を示し、④male群
で高発現であることまで分かった。この段階で、
c1.all.v6.1.entrez.gmtまたはc1.all.v6.1.symbols.gmt
が有望株だと認識。

②

③

①

④



AbsFilterGSEA
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AbsFilterGSEA(Yoon et al., PLoS One, 11: e0165919, 2016)

①AbsFilterGSEAが使いやすければよいが…

①



AbsFilterGSEA
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AbsFilterGSEA(Yoon et al., PLoS One, 11: e0165919, 2016)

一般に、①CRAN提供パッケージは、Bioconductor提供パッ
ケージに比べて利用法の解読が難解です。実際私は②の
Reference manualをみてガッカリし、他にわかりやすいパッケ
ージはないか探した結果としてGSVAを眺め、採用しました。

①

②



GSVA
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②GSVAは引用回数も多く、③Bioconductor
のパッケージであったことが決め手。さらに
解説PDFを読むと、Pickrellデータも例題とし
て使われていることが判明。③をクリック

①

③ ②



GSVA
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①をクリックすると、②Bioconductorから提供され
ているパッケージの場合はこんな感じになります。

①

②
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GSVA
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左側の赤枠部分を拡大表示。



GSVA
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①GSVAのインストール手順の説明。
②Reference ManualのPDF。これは
CRAN（しーらん）にもあるやつです。

①

②



GSVAの解説PDF
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①

②

①GSVAの解説PDF(bignettes；ビニェット)。これは
Bioconductorのサイトに存在するものです。GSVAイン
ストール後は、R起動直後に、②をコピペでも（手元の
PC内に存在する）解説PDFを開けます。



GSVAの解説PDF
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①

②

①GSVAの解説PDF(bignettes；ビニェット)。これは
Bioconductorのサイトに存在するものです。GSVAイン
ストール後は、R起動直後に、②をコピペでも（手元の
PC内に存在する）解説PDFを開けます。③こんな感じ。

③
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GSVAの解説PDF
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①GSVAの解説PDF(bignettes；ビニェット)を起動して、
利用法を学んでいく。例えば②のところを押すと、③の
ところに飛びます。基本的には解説PDF内を順番にざ
っと読んで、このパッケージの使用法のノリに慣れる。①

③

②
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MSigDBのC2

77

①Applicationのあたりまでページ下部に移動。このパ
ッケージは、遺伝子セット情報として②MSigDBのC2コ
レクションを利用していることがわかる。

①

①

②
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MSigDBのC2

78

①それはGSVAdataというパッケージに含まれる、②
c2BroadSetsという名前の、③GeneSetCollectionオブ
ジェクトだということがわかる。

③ ② ①
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MSigDBのC2
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①これをコピーして、Rコンソール画面上で
「コマンドのみペースト」すれば確認できる

①
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c2BroadSetsの確認

80

①こんな感じでコピーして、
②コマンドのみペースト

① ②
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c2BroadSetsの確認
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こんな感じになり、①GeneSetCollectionという
形式のc2BroadSetsを無事読み込めました。

①
①
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Tips：コマンドのみペースト

82

①

「コマンドのみペースト」とすることで
、①「> 」などの余分な文字が誤って
コマンドとして認識されないようにす
ることができます。
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c1.all.v6.1.entrez.gmt
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①今手元にあるのは、c1.all.v6.1.entrez.gmt。
gmtファイルを読み込ませ、遺伝子セット情報
を自在に変えて解析できるようになりたい！
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?c2BroadSets

85

①?c2BroadSetsと打ち込んで、このデータがど
のような手順で作成されたのか手がかりを探る。

①
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?c2BroadSets
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こんな感じになります。①GSVAdataパッケージ中
の、②c2BroadSetsの説明のページという意味。

② ①
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?c2BroadSets

87

② ①

③
④

①c2BroadSetsという名前の、②GeneSetCollection形式
のオブジェクトは、③GSEABaseパッケージ内の、④
getGmt関数を用いて、⑤c2.all.v3.0.entrez.gmtファイルを
読み込んで得られたものだということが分かる。

⑤



gmtファイルの読込
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②例題1の、gmtファイル読込の
基本形を実行してみましょう。

②

①



例題1：基本形
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①

コピペ実行結果。①無事GeneSetCollection形式のgeneset
オブジェクトが得られていることがわかります。②確かにC1
コレクションは326遺伝子セットでした。③1つめの遺伝子セ
ットがchr5q23で、④2つめがchr16q24となっています。

②

③ ④



c1.all.v6.1.symbols.gmt
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①入力ファイル(c1.all.v6.1.symbols.gmt)を
Excelで眺めたところ。②最初の2行の遺
伝子セット名と同じであり、妥当ですね。

②

①



c1.all.v6.1.symbols.gmt
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これは①入力がc1.all.v6.1.symbols.gmtなので
、②PTMAP2や③FTMTのようなgene symbols
で遺伝子セット情報が記載されている。

①

② ③



c1.all.v6.1.symbols.gmt
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①c1.all.v6.1.symbols.gmt内にある、gene symbols
は、②PTMAP2や③FTMTを含めて全部で何種類
あるのだろうか？そのあたりの情報は…

①

② ③



例題1：基本形
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①c1.all.v6.1.symbols.gmt内には、②PTMAP2や③
FTMTを含めて、④全部で30,010種類あるのだろう。

①

①

② ③ ④



まだ不十分か?!
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①赤下線部分に着目！この部分がNullIdentifier
やNullCollectionとなっている。GSVAdataパッケー
ジの②c2BroadSetsではそうなっていなかった。

①②



両者を比較
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①gmtファイルから読み込んだgenesetでは、②NullIdentifierや
NullCollectionとなっている。その一方で、GSVAdataパッケージ
の③c2BroadSetsでは、④EntrezIdentifierやBroadCollectionと
なっている。ここまでやっておく必要性については今のところ不
明ではあるが、念のためやったのが例題3。

④

③ ②

①



例題3
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②例題3です。

①

②



例題3
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①例題3の、②入力はc1.all.v6.1.entrez.gmt。

②

①



例題3
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②①

③

①getGmt関数実行時に、②geneIdTypeと③collectionTypeオ
プションを与えて、Entrez gene IDであることや、Broad
institute提供のC1コレクションであることを明示しておけば…



例題3

99July 3, 2018

③

①

①

②

① c1.all.v6.1.entrez.gmtを読み込んで得られた、②genesetオブジェクトの中身
が③EntrezIdentifierやBroadCollectionになります。これで見た目上は、
GSVAdataパッケージのc2BroadSets同じような見栄えになりました。実際問題
としてここまでやっておく必要があるかどうかはわかりません。ここまででgmtフ
ァイルを読み込んでGeneSetCollectionオブジェクトを作成するところまで完了。
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GSVAの解説PDF

101

①4.1 Functional enrichmentのところ。最初に発現デ
ータとして、②マイクロアレイデータのleukemia_eset
を見せている。これは③ExpressionSetという発現デ
ータを格納する形式です。④12,626 features×37 
samplesのデータのようですね。

①

③

②

④
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ExpressionSet
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GSVAパッケージでは、①RNA-seqカ
ウントデータも、ExpressionSet形式に
なっています。まだクリックしない！

①
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重複除去時の入力

103

このあと行う同一gene IDの重複除去時の入力と
して、①ExpressionSet形式の、②leukemia_eset
が与えられています。③今は6ページのあたり。

①

②

③
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重複除去時の入力

104

①7～8ページにかけて、②ExpressionSetオブジェ
クトのleukemia_esetを入力として、③nsFilter関数
を用いた重複除去が行われています。

①

②③
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nsFilterで重複除去

105

マイクロアレイ時代を知るヒトは、①AFFXという文
字のみで、②leukemia_esetがAffymetrix GeneChip
データであることがわかる。また、③の記述から
Entrez gene IDであることを前提とし、④で重複した
Entrez gene IDの除去を行っているらしいことがわ
かる。この段階で、重複除去をnsFilter関数を用い
て行うためには、RNA-seqカウントデータの場合も
ExpressionSetオブジェクトにしないといけないので
、若干テンションが下がる。

①

② ③ ④
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GSVAの入力

106

重複除去の実行結果は、①filtered_eset。
②8ページ目の上のほうです。

①

②
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GSVAの入力

108

①

②

重複除去の実行結果は、①filtered_eset。
②8ページ目の下のほうです。
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ExpressionSet形式

109

①

重複除去の実行結果は、①filtered_eset。①
filtered_esetオブジェクト中の、②esetという部分
の情報を抜き出した、③leukemia_filtered_esetが
、④gsva関数実行時の⑤入力のようです。③
leukemia_filtered_esetは、ExpressionSet形式です

②③

⑤④
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GeneSetCollection形式

110

①c2BroadSetsは、GeneSetCollectionという形式の
遺伝子セット情報です。②と③で解析する遺伝子セ
ットのフィルタリングを指定しています。②は遺伝子
セットを構成するメンバー数の下限（minimum size）
、③は上限（maximum size）です。どの遺伝子セット
解析プログラムも、大抵このような遺伝子セットのフ
ィルタリングを行います。従って、解析結果で見られ
る遺伝子セット数は、入力時よりも減るのが普通。

①

③②
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GSVAの入力形式

111

①gsvaの入力が、②ExpressionSet、お
よび③GeneSetCollectionという形式に
限定されているかを、④?gsvaで確認。

③②①

④
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?gsva

112

④

こんな感じになります。①GSVAパッケージ中
の、②gsva関数の説明のページという意味。

② ①
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?gsva

113

④

①

②

何を書いてるのか（S4 methodって何よ?とか…
）分かりづらいだろうが、①と②の比較から…
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?gsva

114

①

②
③

④

何を書いてるのか（S4 methodって何よ?とか…
）分かりづらいだろうが、①と②の比較から、遺
伝子セット情報は③GeneSetCollection形式以
外に、④list形式でもよいのだろう、ということが
わかる。
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?gsva

115

①

発現情報もまた、①ExpressionSet以外に、②
matrix形式でもよいことがわかる。この結果か
ら、RNA-seqカウントデータの入力が通常のタ
ブ区切りテキストファイルの場合は、基本その
まま読み込むのでよい（正確にはas.matrixしな
いといけない）と判断する。

①



July 3, 2018

おまけ

116

遺伝子セットのフィルタリングは、デフォルトで
は行わない設定になっていることがわかる。 は
遺伝子セットを構成するメンバー数の下限（
minimum size）が1、上限（maximum size）がInf
になっているからです。Infは無限大の意味です

参考

①



July 3, 2018

?gsva

117

①このあたりにもちゃんと書いてますね。参考

①
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?gsva

118

①kcdfオプションは、この後のGSVA for RNA-seq data
の記述を見てから気づくのが実際のところかもしれな
い。結論のみ述べると、②RNA-seqのカウントデータを
入力とする場合は、デフォルトのkcdf=“Gaussian”では
なく、kcdf=“Poisson”で実行せねばならない。

①

②
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おさらい
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②GSVAの解説PDFには、Pickrell
データも例題として使われています
。実際にPickrellデータを眺めます。

①

③ ②
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GSVA for RNA-seq data

121

①をクリックすると、②GSVA for 
RNA-seq dataのところに飛びます。

①

②
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p14

122

この画面内で実際に行うのは、①
GSVAdataパッケージをロードした後、②を
コピペ実行することのみ。③は無視でよい。

②
③

①
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補足説明

123

①の論文ではマイクロアレイデータが、そして②の論文ではRNA-
seqデータが取得されており、両者は比較可能な状態にあります。そ
して、②のRNA-seqデータはさらに、Argonne sequencing centerと
Yale sequencing centerの2か所で独立に取得されています。③は
単純に、④アレイデータと、（画面上では見えていませんが…）p16の
1行目で見られるArgonne sequencing centerで得られたRNA-seq

データのgene IDが完全に一致しているかどうかを、featureNames

関数でgene ID情報を取り出した後、identical関数で比較しているだ

けです。若干説明が不十分かもしれませんし私も誤解している部分
があるかもしれませんが、このあたりは深入りする価値はありません

① ②

③
④
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p15～16

124

①のあたりがp16の最初のほうの記述
内容です。これもさらっと流すところ。

①

参考
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p16の上のほう

126

①のあたりもc2BroadSetsの中から、一部
を抜き取っているだけ。個人的には、なぜ
これをやる必要があるのか理解不能。

①

参考
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C2ではなくC1

127

①c2BroadSetsの中から一部を抜き取って作成した
canonicalC2BroadSetsは、あくまでもC2コレクションの
データの一部。その一方で、②発現データのPickrell
dataとMSigDB C1コレクションの遺伝子セット解析で有
意な発現変動を示したのはchryq11であった。

参考

①

AbsFilterGSEA(Yoon et al., PLoS One, 11: e0165919, 2016)
②



July 3, 2018

性特異的セットを追加

128

①canonicalC2BroadSetsのセットだけでは
Pickrell dataの解析結果を示しづらいので
、②2つのsex-specific expressionを示す遺
伝子セットを追加すると書いています。

参考

②

①
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性特異的セット1つめ

129

①1つめのsex-specific expressionを示す遺伝
子セットをMSYというセット名で作成したところ。

参考

①
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性特異的セット2つめ

130

①1つめのsex-specific expressionを示す遺伝
子セットをMSYというセット名で作成したところ。
②2つめのsex-specific expressionを示す遺伝
子セットをXiEというセット名で作成したところ。

参考

①

②
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性特異的セットマージ

131

②2つめのsex-specific expressionを示す遺伝子
セットをXiEというセット名で作成したところ。③既
存のcanonicalC2BroadSetsに対して、作成した2
つのsex-specific expressionを示す④MSYと⑤
XiEを、⑥GeneSetCollectionという形式でマージし
た結果を、⑦新たなcanonicalC2BroadSetsとする

参考

②

④ ⑤③⑥

⑦



Contents
◼ 機能解析（発現変動遺伝子セット解析）

 全体像、基本的な考え方と解析戦略の変遷、様々なプログラム

 遺伝子セット情報の取得（gmtファイルの取得）

 発現データ情報と遺伝子セット情報のIDの対応付け

 検証用RNA-seqカウントデータセットPickrell data（なぜGSVAにしたか）

 GSVAの解説PDFを読み解く（手元のc1.all.v6.1.entrez.gmt をどう読み込ませるか）

◼ GSVAdataパッケージ提供の、MSigDB c2コレクションであるc2BroadSetsを理解する

◼ 手元のgmtファイルを読み込ませて、 GeneSetCollection形式で取り扱えるようにする

 GSVAの解説PDFを読み解く（手元の発現データファイルをどう取り扱うか）

◼ ExpressionSetの取り扱い、nsFilter関数を用いた同一IDの重複除去

◼ メインプログラムgsva関数が入力として受け付けるデータ形式（ExpressionSetとMatrix）

◼ 検証用RNA-seqカウントデータセットPickrell dataのイントロ、スルーしていいところ

◼ MSigDB c2コレクションに2つの性特異的遺伝子セットを追加したものでGSVAを実行

 ユニークなEntrez gene IDで、グループごとに分離させた発現データファイル作成

 整形後の発現データファイルとc1.all.v6.1.entrez.gmtを入力としてGSVAを実行

132July 3, 2018



July 3, 2018

GSVAの実行準備完了
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①やっとGSVAを実行できる状況になったようです。

①
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p17の上のほう
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①がGSVA実行コマンドです。

①
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p17の上のほう
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①Argonne sequence centerで取得されたRNA-
seqカウントデータのExpressionSetオブジェクト
と、②sex-specific expressionを示す2つの遺伝
子セット(MSYとXiE)を追加したMSigDB C2コレク
ションのGeneSetCollectionオブジェクトが入力。

① ②
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p17の上のほう

136

①GSVA実行結果であるesrnaseqは、806行×36列からなるデ
ータ。②この後は、RNA-seqカウントデータをRPKM値に変換し
てから、③マイクロアレイデータの結果であるesmicroとの比較
を行って「ほら似た結果になってるでしょ」でオシマイ。sex-
specific expressionを示す2つの遺伝子セット(MSYとXiE)につい
ては、一応サンプルごとに算出したEnrichment Scores (GSVA 
scores)の散布図を示している。そして男女間でサンプルごとの
スコアが確かに異なっており、その傾向はマイクロアレイデータ
でもRPKMデータでも同じですね、ということは述べられている。
しかしながら、有意な発現変動遺伝子セットはどれかを調べる
枠組みはガイドラインも示されておらず残念。

①

②

③
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p17の中央あたり

137

RPKM値を算出する最初のほうを示しているところ。
①のあたりで、RPKM値への変換に必要な配列長
情報を含むannoEntrez220212を取得。②がまず
RPM(Reads Per Million)値を算出しているところ。
cpm関数を用いていますが、これは(Counts Per 
Million)値を算出するものであり、実質的に同じです
。③は、④cpmと①annotEntrez220212で共通の
gene IDのもの(intersection)を抽出しているだけです

①

②

③

④
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発現行列データを整形して取得
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①

②

順を追って説明をしますが
、②例題7を実行しましょう



例題7実行の下準備
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話がややこしくなるので、一旦Rを再起動し
、作業ディレクトリをDesktopに変更してから
、①ls()を実行。これは利用可能なオブジェ
クトが何もないことを確認しているだけです
。単に全員の環境を揃えているだけなので
、意味が分かるヒトはやらなくてもよい。

①



例題7
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①

①赤枠内をコピペ。GSVAdataパッケージ中にある発現デー
タcommonPickrellHuangをロードし、②どのようなオブジェクト
が利用可能かを見るところまでです。 commonPickrellHuang
には、3種類の発現データが含まれています。③アレイデー
タ、および④Argonne sequencing centerと⑤Yale 
sequencing centerで取得されたRNA-seqカウントデータです

②
③

④
⑤



列の並びはバラバラ
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①

①赤枠内をコピペ。



列の並びはバラバラ
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①

②

③

①Yale sequencing centerで取得されたRNA-seqカ
ウントデータのオブジェクトをesetという名前で取り
扱い、②発現行列の列（phenotypeという意味で
pData）に関するメタデータ情報を確認したところ。
Gender列が各サンプルの性別情報を含んでいると
学習し、そこを表示させた結果が③赤枠の最後の
コマンド。列の並びは性別できれいに分離されてい
ないことがわかる。この段階でGSVA実行結果を見
やすくするために、予めソートしておこうと考える。



女23人、男13人
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①

①

①table関数で内訳を調査。Femaleが23人、Maleが
13人。「G1群23サンプル vs. G2群13サンプル」の2
群間比較データだと読み替えてもよい。



コード下部に移動
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①一番下までカーソル移動
して最後の部分まで表示。

①



重複gene IDの除去
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①

①

①オリジナルの発現行列exprs(eset)に対して、その
行名からなるベクトルrownames(exprs(eset))の要素
数と、行名をユニークにした後のベクトルの要素数
を表示。このデータの場合は、11508 – 11482 = 26
個分の重複があったことがわかる。この重複を除去
してユニークなgene IDにしておかないと、保存（
hoge7.txtの作成）自体はできるが、次にそれを(私
のウェブページ上の通常のやり方で)読み込むとき
に「重複したrow.namesは許されない!」と言われる。



nsFilter関数の実行
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①

①重複除去を行うnsFilter関数を実行。②
var.filter=Fオプションがついているが、こうしておか
ないと重複除去のみにならないからです。③思い描
いた通りの結果になっています。実際問題としては
重複したEntrez gene IDsがあった場合にどのような
取り扱い（平均しているのかどうかなど）を行ってい
るかまでは調べきれていません。

①

②

③



列名変更の必要性
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①

①の後処理として列名変更をしなかった場合は、出
力ファイル中の列名が②の実行結果のようになって
しまいます。今は男女間での発現変動遺伝子セット
解析を行いたいので、列名はFemale or Maleで充分

②



列名変更後
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①

①赤枠内コピペ実行後。確かに列名変更できている
ことがわかります。ただ、以前pData(eset)$Gender

でも確認したように、FemaleとMaleが性別順に並ん

でいないことがわかります。



列名でソート
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①

①赤枠内コピペ実行後。確かに列名でソート
できていることがわかります。order関数を用
いた行列のソートテクは、よく利用します。



例題7を最後までコピペ後
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①hoge7.txtが作成されます。

①



hoge7.txt
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1
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G1群：23 females G2群：13 males

①

これが①Entrez gene IDの重複除去を行って、
性別ごとに列をソートした後の発現行列データ。
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C1コレクションでGSVA
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②遺伝子セット情報は、MSigDB C1コレク
ションのc1.all.v6.1.entrez.gmtを利用しま
す。これは326遺伝子セットからなります。

①

②



C1コレクションでGSVA
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①発現データファイルの中身は…

①



SRP001540_23_13.txt
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G1群：23 females G2群：13 males

①Entrez gene IDの重複除去を行い、性別
ごとに列をソートした後の発現行列データ

①



コピペ実行
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コード全体をコピペ実行後。全部で326個の遺
伝子セットの発現変動解析を行うべく、①入力
として与えたが、②遺伝子セットのメンバー数
が5以上500以下という条件でフィルタリングす
ると、③298個の遺伝子セットになったようです

①

②

③



実行結果ファイル
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実行結果ファイルの①hoge1.txt
をエクセルで眺めてみましょう。

①



hoge1.txt
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①②

GSVA自体はEnrichment scoreを返すだけのプログラ
ム。そのスコアからなる数値ベクトルを入力として、ノン
パラメトリックなWilcoxon rank sum test (Mann-Whitney 
U testと同じもの)で得られた、①p値が最も低い発現変
動遺伝子セットは、②chryq11でした。この結果は…



同じ結果が得られた
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AbsFilterGSEA(Yoon et al., PLoS One, 11: e0165919, 2016)

①AbsFilterGSEAの論文の結果と同じですね。②
chryq11がおそらく最上位だと思われます。③解析
データがちょっと異なりますが、それでも結果は同
じ。今回の我々の実行結果も、確かにmaleで高発
現になっています。

①

④
②

③



hoge1.txt
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maleで高発現というのは、①の部分のEnrichment 
scoreがmale群で高いという理解で正しいはずです。

①
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最後に
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①rcode_Pickrell.txt内で、Pickrellカウントデータファイ
ル(SRP001540_23_13.txt)を入力として以下の三つを
行っています：
・サンプル間クラスタリング（雄雌入り混じった状態）
・シルエットスコアの計算（非常に0に近い値）
・DEG検出（10%FDRで85個をDEGと判定）
このように一見hopelessな印象を受ける結果であった
としても、遺伝子セット解析によってカナリ説得力のあ
る結果が得られることもあるというのが面白いですね

①


