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2019.07.05版 Rを起動し、library(recount)と打ち込ん
で、recountパッケージがインストールさ

れていることを確認しておいてください。
参考と書いてあるスライドは飛ばします



講義予定
◼ 第1回（2019年07月01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（2019年07月08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、データセットの連結

◼ 第3回（2019年07月22日）
 発現変動解析（多重比較問題とFDR）、各種プロット（M-A plot）

 発現変動解析（デザイン行列や3群間比較）

◼ 第４回（2019年07月29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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予定です



Contents
◼ サンプル間クラスタリング

 Liverの3生物種間比較データ（technical replicatesマージ前）

 Liverの3生物種間比較データ（technical replicatesマージ後）

◼ 公共?!カウントデータセット
 Recount、recount2

 Liverの3生物種間比較データ(SRP001558)をrecount2で眺める

 SRP001558のrse_gene.Rdataからの情報抽出

◼ 例題1と3、RangedSummarizedExperimentオブジェクトの説明（前半）

◼ RangedSummarizedExperimentオブジェクトの説明（後半）、例題4

◼ 例題5、例題6、ヒト（計6人分）のデータのみでサンプル間クラスタリング

 ERP000546のrse_gene.Rdataからの情報抽出

◼ 例題5（19サンプルからなるヒトの様々な器官由来のカウントデータファイルの取得）

◼ サンプル間クラスタリングの実行

 SRP001558とERP000546をマージしてクラスタリング

◼ おさらい、実行（課題）
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①

②

TCC（Sun et al., BMC Bioinformatics, 14: 219, 2013）

③

クラスタリング
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①TCCパッケージを用いて、サンプル間クラスタリン
グを行う。②例題7。③入力ファイルは20,689遺伝子
×36サンプルのカウントデータファイル。ヒト(HS)、
チンパンジー(PT)、アカゲザル(RM)の3生物種の肝
臓（Liver）データ。各12サンプル。コピペ実行



クラスタリング
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①出力は、hoge7.pngという名前のPNGファイル。②サ
イズは、700×400ピクセル。これは論文の図としても
使えるレベル。

hoge7.png

ヒト(HS) チンパンジー(PT) アカゲザル(RM)

①

②



クラスタリング
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①出力は、hoge7.pngという名前のPNGファイル。②サ
イズは、700×400ピクセル。これは論文の図としても
使えるレベル。③実際我々の論文中でも使っている。

hoge7.png

ヒト(HS) チンパンジー(PT) アカゲザル(RM)

①

②

Tang et al., BMC Bioinformatics, 16: 361, 2015のAdditional file 6③



実験デザイン
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入力ファイルは20,689遺伝子×36サンプルのカウント
データファイル。ヒト(HS)、チンパンジー(PT)、アカゲザ
ル(RM)の3生物種の肝臓（Liver）データ。各12サンプル。

hoge7.png

ヒト(HS) チンパンジー(PT) アカゲザル(RM)

◼ ヒト(HS)

 オス3匹(M1, M2, M3)

 メス3匹(F1, F2, F3)

◼ チンパンジー(PT)

 オス3匹(M1, M2, M3)

 メス3匹(F1, F2, F3)

◼ アカゲザル(RM)

 オス3匹(M1, M2, M3)

 メス3匹(F1, F2, F3)



6個体×2反復
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例えば、①アカゲザル(RM)の個体数は6。
内訳はオス3匹とメス3匹。各個体につき
2反復（technical replicatesは2）とってい
るので、6個体×2反復の計12サンプル。

hoge7.png

ヒト(HS) チンパンジー(PT) アカゲザル(RM)

◼ ヒト(HS)

 オス3匹(M1, M2, M3)

 メス3匹(F1, F2, F3)

◼ チンパンジー(PT)

 オス3匹(M1, M2, M3)

 メス3匹(F1, F2, F3)

◼ アカゲザル(RM)

 オス3匹(M1, M2, M3)

 メス3匹(F1, F2, F3)

①



technical replicates
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①アカゲザルのメス1個体（RMF1）の、②デンドロ
グラム上の位置。同一個体の反復データ
（technical replicates）で末端のクラスターを形成
していることが分かる。これはtechnical replicates
同士の類似度が非常に高いことを意味します。

hoge7.png

ヒト(HS) チンパンジー(PT) アカゲザル(RM)

◼ ヒト(HS)

 オス3匹(M1, M2, M3)

 メス3匹(F1, F2, F3)

◼ チンパンジー(PT)

 オス3匹(M1, M2, M3)

 メス3匹(F1, F2, F3)

◼ アカゲザル(RM)

 オス3匹(M1, M2, M3)

 メス3匹(F1, F2, F3)

②

①



HSM3やPTF2も
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他の例として、①ヒトのオス（HSM3）と、②チンパ
ンジーのメス（PTF2）も同様の結果です。全個体
についてそのようになっており、妥当ですね。

hoge7.png

ヒト(HS) チンパンジー(PT) アカゲザル(RM)

◼ ヒト(HS)

 オス3匹(M1, M2, M3)

 メス3匹(F1, F2, F3)

◼ チンパンジー(PT)

 オス3匹(M1, M2, M3)

 メス3匹(F1, F2, F3)

◼ アカゲザル(RM)

 オス3匹(M1, M2, M3)

 メス3匹(F1, F2, F3)

① ②



統計的手法
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hoge7.png

ヒト(HS) チンパンジー(PT) アカゲザル(RM)

◼ ヒト(HS)

 オス3匹(M1, M2, M3)

 メス3匹(F1, F2, F3)

◼ チンパンジー(PT)

 オス3匹(M1, M2, M3)

 メス3匹(F1, F2, F3)

◼ アカゲザル(RM)

 オス3匹(M1, M2, M3)

 メス3匹(F1, F2, F3)

統計的手法で2群間比較(例えばMales vs. Females)を
する目的は、同一群内の別個体(biological replicates)
のばらつきの程度を見積もっておき(モデル構築)、比
較する2群間で発現に変動がないという前提(帰無仮
説)からどれだけ離れているのかをp値で評価すること
である。p値が低ければ低いほど「発現変動していない
(帰無仮説に従う)」とは考えにくく、帰無仮説を棄却して
「発現変動している(DEGである)」と判定することになる
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サブセット抽出と整形
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①サンプルデータの、②例題42。統計的手法の
多くは、biological replicatesのデータを前提とし
ている。technical replicatesのデータをマージ
(merge; collapseともいうらしい)したものを作成。
③出力ファイルはsample_blekhman_18.txt。サン
プル名部分は必要最小限の情報にしている。見
るだけ。やらない。

①

②

③



出力ファイル
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出力ファイルは、 20,689遺伝子×18サンプルの
biological replicatesのみからなる、3生物種間比較用カ
ウントデータ。ヒト(Homo sapiens; HS)、チンパンジー
(Pan troglodytes; PT)、アカゲザル(Rhesus macaque; 
RM)。生物種ごとにメス3匹、オス3匹。雄雌を考慮しな
ければbiological replicates (生物学的な反復)は6

メス(Female) オス(Male) メス オス メス オス

ヒト
(Homo sapiens; HS)

チンパンジー
(Pan troglodytes; PT)

アカゲザル
(Rhesus macaque; RM)

20
,6

89
ge

ne
s



①

クラスタリング
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②例題8をコピペで実行

②



結果の解釈
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①コピペ実行結果ファイル（hoge8.png）。これ
は肝臓の発現データでクラスタリングした結果。
全体を生物種間比較という観点で眺める。

hoge8.png

ヒト(HS) チンパンジー(PT) アカゲザル(RM)

◼ ヒト(HS)

 オス3匹(M1, M2, M3)

 メス3匹(F1, F2, F3)

◼ チンパンジー(PT)

 オス3匹(M1, M2, M3)

 メス3匹(F1, F2, F3)

◼ アカゲザル(RM)

 オス3匹(M1, M2, M3)

 メス3匹(F1, F2, F3)

①



HSとPTは似てる
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①の部分で2つのグループに分けると…、②
ヒト(HS)とチンパンジー(PT)は、アカゲザル
（RM）と比べて似ている。

hoge8.png

ヒト(HS) チンパンジー(PT) アカゲザル(RM)

◼ ヒト(HS)

 オス3匹(M1, M2, M3)

 メス3匹(F1, F2, F3)

◼ チンパンジー(PT)

 オス3匹(M1, M2, M3)

 メス3匹(F1, F2, F3)

◼ アカゲザル(RM)

 オス3匹(M1, M2, M3)

 メス3匹(F1, F2, F3)

①

②



DEG検出結果の予想
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2群間比較(発現変動遺伝子検出; DEG検出)を
行うと、「HS vs. RMで得られるDEG数」のほうが
「HS vs. PTで得られるDEG数」よりも多そう。

hoge8.png

ヒト(HS) チンパンジー(PT) アカゲザル(RM)

◼ ヒト(HS)

 オス3匹(M1, M2, M3)

 メス3匹(F1, F2, F3)

◼ チンパンジー(PT)

 オス3匹(M1, M2, M3)

 メス3匹(F1, F2, F3)

◼ アカゲザル(RM)

 オス3匹(M1, M2, M3)

 メス3匹(F1, F2, F3)



生物種内でクラスター形成
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同一生物種でクラスターを形成してい
る。①RMM2は「外れサンプル」っぽい

hoge8.png

ヒト(HS) チンパンジー(PT) アカゲザル(RM)

◼ ヒト(HS)

 オス3匹(M1, M2, M3)

 メス3匹(F1, F2, F3)

◼ チンパンジー(PT)

 オス3匹(M1, M2, M3)

 メス3匹(F1, F2, F3)

◼ アカゲザル(RM)

 オス3匹(M1, M2, M3)

 メス3匹(F1, F2, F3)

①



雌雄差はなさそう
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①ヒト(HS)と②アカゲザル(RM)は、メスとオス
のサンプルが入り混じっている。これらの生
物種内で、「メス群 vs. オス群」の2群間比較
を行ってもDEGはほとんど検出されないだろう

hoge8.png

ヒト(HS) チンパンジー(PT) アカゲザル(RM)

◼ ヒト(HS)

 オス3匹(M1, M2, M3)

 メス3匹(F1, F2, F3)

◼ チンパンジー(PT)

 オス3匹(M1, M2, M3)

 メス3匹(F1, F2, F3)

◼ アカゲザル(RM)

 オス3匹(M1, M2, M3)

 メス3匹(F1, F2, F3)

②

①



結果の解釈
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チンパンジー(PT)に限っていえば、①メス3匹がクラス
ターを形成しているので、 「メス群 vs. オス群」の2群間
比較結果として、多少なりともDEGが検出されるだろう

hoge8.png

ヒト(HS) チンパンジー(PT) アカゲザル(RM)

◼ ヒト(HS)

 オス3匹(M1, M2, M3)

 メス3匹(F1, F2, F3)

◼ チンパンジー(PT)

 オス3匹(M1, M2, M3)

 メス3匹(F1, F2, F3)

◼ アカゲザル(RM)

 オス3匹(M1, M2, M3)

 メス3匹(F1, F2, F3)

①
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樹形図とDEG数の関係

22

クラスタリング結果（樹形図；dendrogram）と
DEG数の関係性に関する主観的な評価は、
①のあたりに書いてます。このようにクラス
タリング結果の解釈は往々にして主観的。

①

参考
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樹形図とDEG数の関係
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クラスタリング結果（樹形図）を眺めて、興味あるグルー
プ間の関係性（特にDEG検出結果）を客観的に評価する
指標として、シルエットスコア（Silhouette score）が有用だ
ということを示した論文。

参考
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ReCount
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①ReCountは、カウントデータを提供しているサイト。②原著論文。自
分でマッピングから行わずに済むので便利。technical replicatesの
データセットについては、biological replicatesにマージしたものも提供
してくれている。 ③new version（i.e., recount2）があります。

③

①

Frazee et al., BMC Bioinformatics, 12: 449, 2011
②



recount2
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①recount2のウェブサイト。②原著論文。前のバージョ
ン（ReCount）ではgeneレベルのみでしたが、recount2
では③exonレベルのカウントデータも利用可能です。

Collado-Torres et al., Nat Biotechnol., 35: 319-321, 2017

①

②

③



recount2
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前のバージョン（ReCount）では18個しかありませんで
したが、recount2では①2,041個もあるようです。この
数値は大まかにカウントデータセット数に相当します。

①
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Search
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①ページ下部に移動

①



Search
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①このあたりまで移動する
と、②検索窓があります。

②

①



SRP001558
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①SRP001558と打ち込むと、このような画面にな
ります。②も切り替わっていることがわかります。

①

②



SRP001558
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recount2から提供されている①のカウント情報は、②ヒト
(HS)データ限定なのだろうと読み解く。③サンプル数は12と
書かれている。メス (Female)3匹、オス(Male)3匹の計6個体
で、各個体につき2反復（technical replicatesは2）とっている
ので、6個体×2反復の計12サンプルとなるのは妥当。

Blekhman et al., Genome Res., 20: 180-9, 2010

③ ②

①



様々なfeature
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①geneレベル、②exonレベル、③transcriptレベルなど、
様々なfeatureのカウントデータが提供されてますね。

② ③①



②

提供形式
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①

提供している形式は、①生のカウントデータと、②
RangedSummarizedExperimentというRオブジェクトの2種類。



RSE
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③

④

提供している形式は、①生のカウントデータと、②
RangedSummarizedExperimentというRオブジェクトの2種類。
RangedSummarizedExperimentの略称の③RSE v2をクリック
して得られる、④rse_gene.Rdataと…



Counts
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⑤

⑥

提供している形式は、①生のカウントデータと、②
RangedSummarizedExperimentというRオブジェクトの2種類。
RangedSummarizedExperimentの略称の③RSE v2をクリック
して得られる、④rse_gene.Rdataと、⑤生のカウントデータの
counts v2をクリックして得られる、⑥counts_gene.tsv.gzの2
種類をダウンロード可能です。やったつもりでもよい。



生のカウント形式
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③

①counts_gene.tsv.gzを解凍し、Excel上で②
counts_gene.tsvを眺める。なぜか③gene_id列
が一番右側になっている（ので気持ち悪い）。
また、ここで見られる情報以外は含まれない。

②

①



①

②

rse_gene.Rdata
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①RSE v2をクリックすると、recount2から②
rse_gene.Rdataをダウンロードできますが、迷
惑をかけるのでここではやらないでください。



①

②

RSE形式を推奨
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②rse_gene.Rdataをロードして得られる
RangedSummarizedExperiment (RSE)形式のオ
ブジェクトには、サンプルに付随する各種情報
（メタデータ）や、geneの染色体上の位置、配列
長、gene symbolsなど多くの情報が含まれてい
るのでいろいろと便利です。なので慣れましょう。
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Rパッケージrecount
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①RSE v2をクリックすると、recount2から②
rse_gene.Rdataをダウンロードできます。他の
手段として、Rパッケージrecountを用いること
で、③SRP001558の④geneレベルカウントデー
タ情報を含む、rse_gene.Rdataをダウンロード
できます。

③

④

①

②



Rパッケージrecount
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①がSRP001558のカウントデータを取得する項目。

①



例題1
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①

①例題1が、SRP001558のgeneレベルカウントデー
タを含むrse_gene.Rdataをダウンロードする基本形。
このあとダウンロードするので、ここではやらない。



例題3
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①例題3が、手元にあるrse_gene.Rdataを読み込んで、
geneレベルカウントデータの数値行列を得る基本形。
②rse_gene.Rdataをデスクトップにダウンロード

①
②



例題3
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①作業ディレクトリをデスクトップにして、②rse_gene.Rdata
がある状態で、とりあえず③の部分をコピペ。

③

②

①



例題3
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ここまでが、①rse_gene.Rdataを、②ロードして(取
り込んで)、③オリジナルのrse_geneというオブジェ
クト名をrseに変更したものを、④表示した結果。

③

①

④
④

②



Tips：load関数
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①load関数は、②「ファイル – 作業スペースの読み
込み」で③rse_gene.Rdataを選択することと同義です。

②

①

③

参考
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RSE
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①rseが、②RangedSummarizedExperiment
(RSE)形式のオブジェクトです。

①①
①

②



カウントデータ格納部分
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今とりあえず欲しいのは、カウントデータの数
値行列情報。①countsという文字列をたより
に、②assaysというところに格納されているの
だな、などと判断する。

②
①



カウントデータ格納部分
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③

私はある程度①classオブジェクトの概念やノリに慣れてい
るので、まずは②str関数実行結果を眺める。そして、rseオ
ブジェクト内から必要な情報をどのように得るかを試行錯誤
する。そして大抵数回程度のトライアルで③のような書き方
でよいという結論に至る。慣れないうちは、②の結果に加え
てrecountパッケージのマニュアルを眺める必要もあるかも。

②

①



str実行結果
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これが、②str(rse)実行結果の最後のほうの画面。画
面がざ～っと流れる。慣れると表示結果からどんな情
報が格納されているかの全貌を知ることができて便
利。例えば、③ではassays(rse)$countsと書いている
が、経験を積んでいくことで、④の部分を見た段階で
「rse@assaysでもOKかも...」と思えるようになる。

③

④

参考



rse@assays
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①rse@assaysと②assays(rse)の結果。似てますね。

②

①

参考



str(rse@assays)
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再度①strでrse@assays内部の構造(structure)
を眺める。②$ dataと書かれているので、
rse@assays$dataをやってみようという思考回路
になる。キーボードの上下左右の矢印キーを駆
使して効率的に打ち込んでいますよね?!

①

②

参考



rse@assays$data
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①rse@assays$dataの結果は、
②assays(rse)と同じですね。

①

②

参考



str(rse@assays$data)

56July 8, 2019

①str(rse@assays$data)の結果より、②
$ countsからrse@assays$data$countsで
も、③と同じ意味だろうと想像したり、④
dim関数で行数と列数を確認したりする

④

①

②

③

参考



様々な表現方法がある

57July 8, 2019

①と②の実行結果は、確かに一致して
いますね。伝授したいことは、いろんな
書き方がありますがうろたえることはあ
りません、ということです。

①

②

③

参考



最後までコピペ

58July 8, 2019

最後までコピペ実行した結果。



最後までコピペ

59July 8, 2019

58,037行×11列からなるカウント行列
の、①最初の6行分の行名(rownames)
と、②最後の2列分の列名(colnames)。

②

①
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RSE
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①例題3で、②RangedSummarizedExperiment (RSE)
というクラスオブジェクトである③rseを再度表示。
RSE形式からRSEクラスという表現に変えているが、
他にもRSE containerやRSE objectなどいろんな呼び
方をする。細かいことは気にしなくてよい。①

③
③

②



RSE

62July 8, 2019

これまで主に着目していたのは、①カウ
ントデータ取得に関するものであった。

①



rownames
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①はカウントデータ行列の行名情報。②
rownames(rse)で取り出せる。58,037個の行
名が一気に表示される。やらなくてもよい。

①

②



rowData
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①はgeneレベルカウントデータ行列の行(gene)
ごとの付随情報としてどのようなものがあるか
を示している。gene_id, bp_length, symbolの3種
類の情報を、②rowData(rse)で取り出せる。

①

②



rowData(rse)

65July 8, 2019

①rowData(rse)実行結果。

①



rowData(rse)
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①gene_idが抽出したカウントデータ行列の行名。②
bp_lengthが配列長。RPKM/FPKM/TPM値を得る際の基
礎情報として使います。③symbolがgene symbol情報で
す。機能解析（GO解析やパスウェイ解析）を行う際には、
gene symbol情報で対応付けを行う必要があります。この
ような情報を保持しているRangedSummarizedExperiment
オブジェクトを使いこなせると大変便利。

② ③①



colnames
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①もう一度rseを表示。②colnamesという名前と
赤枠内に表示されている情報から、カウントデー
タ行列の列名部分に相当するものだということが
分かる。③で確認できるがやらなくてもよい。

②

①

③



colData
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これまでのノリから、①サンプルに相当する列ごとに
②21個の付随情報があるのではないかと予想する。
③を実行すると一気に画面が流れるがやってみる。

①

③

②



colData(rse)
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colData(rse)実行結果。この画面サイズだと、
最後の①characteristics列しか見えていない。

①



colData(rse)
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このあたり（じゃなくてもよいが）で、元々このデータは
計12 samplesのはずだったのに、なぜ11 samplesしか
ないのだろう?!と思い始める。①femaleが5 samplesし
かないので、femaleサンプルのうちの1つがカウント
データに含まれていないのだろうと判断する。

①

②

参考



rse_gene.Rdata
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おさらい。ず～っと説明しているのは、ウェブサイト
recount2から①RSE v2をクリックして得られた、②
rse_gene.Rdataを読み込んで得られた
RangedSummarizedExperiment (RSE)形式のrseオブ
ジェクト。femaleサンプルのうちの1つがカウントデータ
に含まれていない理由は、③phenotype列のlinkから
得られるファイルを眺めることでもなんとなくわかる。

③
①

②

参考



colData(rse)
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①colData(rse)の行数と列数を把握すべく、②
dimを実行。キーボードの上下左右の矢印キー
を駆使して効率的に打ち込んでいますよね?!

②

①



dim(colData(rse))
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①colData(rse)は、11行×21列の情報からなる。
これだけの情報量になると②R Console画面上
で判断するのは難しいのでファイルに保存して
Excelで眺めることにする。それが例題4。

①

②
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例題4
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ここで着目してほしいのは、①RSE形式のrseオブジェクトから、②
サンプルのメタデータ情報をファイル（srp001558_meta_samples.txt）
に落とすところのみ。③コードの下部に移動。

②

③

①



例題4
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①コードの下部に移動したところ。

①



例題4
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①赤枠部分が今着目してもらいたいところ。 ②rseは、rse_gene.Rdata
を読み込んで得られたRangedSummarizedExperiment (RSE)形式の
オブジェクト。③colData(rse)の中身を、そのまま④out_f2
（srp001558_meta_samples.txtのこと）に⑤タブ区切りテキスト形式で
保存している。コード全体をコピペ実行してください。

①
③

④ ⑤

②



①

colData(rse)
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赤枠部分が、ヘッダー行を除くと11行×21列の
colData(rse)の中身を、①（srp001558_meta_samples.txt）
に保存した結果。Excelで読み込ませて、今は注目に値し
ない列の幅を狭めて表示させたものです。



①

colData(rse)

79July 8, 2019

赤枠部分が、ヘッダー行を除くと11行×21列の
colData(rse)の中身を、①（srp001558_meta_samples.txt）
に保存した結果。Excelで読み込ませて、今は注目に値し
ない列の幅を狭めて表示させたものです。②が
colData(rse)$sample、③がcolData(rse)$run、そして④が
colData(rse)$titleで取り出せる情報となる。

② ③ ④



colData(rse)$sample

80July 8, 2019

例えば、①colData(rse)$sampleの実行結果は、
確かに②列の情報と同じです。これは、例題4
のカウントデータファイル③hoge4_counts.txt
の列名として使われています。

③

②

①

参考



カウントデータの列名
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①

①

参考 ①の情報で、行列dataの列名に相当する
colnames(data)を置換しているので...



カウントデータの列名

82July 8, 2019

①の情報で、行列dataの列名に相当する
colnames(data)を置換しているので...②列
名変更後の行列dataの最初の2行分で見
えているような状態に、③がなっています。

参考

①

③

②



① ①

Tips

83July 8, 2019

①の列をみればわかるが、例えば②
SRS009315とSRS009316は、③Human 
female 2（HSF2）に相当する同一サンプル、
つまりtechnical replicatesである。

③②

参考



①

colData(rse)$title

84July 8, 2019

①colData(rse)$titleの情報が、サンプル間ク
ラスタリングを行った際にわかりやすいと判
断したので、それを行っているのが例題5。
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例題5
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例題5では①のようにしてtitle列の情報を採用
したが…②でも書いているように、いつでもここ
に有意義な情報があるとは限らないので注意。

①

②



例題5をコピペ実行
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例題5をコピペ実行して、①のような列名
になった、②hoge5.txtを得ておきましょう。

②

①



例題6
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①
②

③

①例題6は、②technical replicates(同一個体の反
復データ)をマージして、③58,037 genes×6 samples
のカウントデータ行列にするコード。コピペ実行。



例題6
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例題6をコピペ実行して、①のような列名に
なった、②出力ファイルを得ておきましょう。

②

①



遺言
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利用したいRパッケージのマニュアルでは、サンプ
ルデータの列名変更などは最初のほうに説明され
ている。本来①のあたりは本質的なところではない。
しかしながら、慣れないと非常に難解であり、しかも
マニュアル中の説明はそれほど丁寧ではない。そ
れゆえ、今回詳述したようなcolData(rse)を自分で眺
めてうまく対処するノリに慣れるのが重要です！

①

参考



Rパッケージrecount

91July 8, 2019

パッケージのマニュアルの読み解きが
難解である例を示します。①(Rパッケー
ジの)recount。②ページ下部に移動。

①

参考

②
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Rパッケージrecount

92

①recount quick start guideの②HTML。

②

参考

①
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Rパッケージrecount

93

①

参考 ①2 Quick start to using to recount
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Rパッケージrecount

94

①

参考 ①2 Quick start to using to recountに移
動したことがわかります。②がページ上部
になるように移動。

②



July 8, 2019

Rパッケージrecount

95

参考 ①2 Quick start to using to recountに移
動したことがわかります。②がページ上部
になるように移動。こんな感じ。赤枠を順
に読んでいってみてください。非常に難解
であることが分かります。

①

②
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Rパッケージrecount

96

参考

①

②

③

③

落ち着いてよく眺めると、①GSE32465というIDの、
②rse_gene.Rdataを取得しているんだろうな、とい
うのはわかります。また、colData実行結果にどの
ような情報が含まれているかがわかっていれば、
③colDataを駆使して有意義な列名情報を得よう
としているんだろうな、という程度はわかります。
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DESeq2との連結

97

半ページ分ほど下部に移動。①が②
DESeq2という有名なRパッケージを利
用した発現変動解析部分。

①

②

参考
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DESeq2との連結

98

まずは①rse_geneを得るところまでコピペ実行し
て、rse_geneの中身を様々な視点で眺め、これよ
り上の行で一体何をやっているかを解読するよう
な戦略もアリ。

①

参考
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scale_counts

99

まずは①rse_geneを得るところまでコピペ実行し
て、rse_geneの中身を様々な視点で眺め、これよ
り上の行で一体何をやっているかを解読するよう
な戦略もアリ。また、②DESeq2への受け渡し前
に③scale_countsを実行している点も見逃しては
いけない。私も挙動を完全に掌握できているわ
けではないが、マニュアル中に明記されているの
で…

③

参考

①

②
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scale_counts

100

まずは①rse_geneを得るところまでコピペ実行し
て、rse_geneの中身を様々な視点で眺め、これよ
り上の行で一体何をやっているかを解読するよう
な戦略もアリ。また、②DESeq2への受け渡し前
に③scale_countsを実行している点も見逃しては
いけない。私も挙動を完全に掌握できているわ
けではないが、マニュアル中に明記されているの
で…とりあえず④の部分にこの関数を入れてい
るのです。

参考

④
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今手元にあるのは…
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①

これまでコピペ実行したものは、①SRP001558の…



今手元にあるのは…
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これまでコピペ実行したものは、①SRP001558の…②例題5を
実行して得られた58,037 genes×11 samplesからなる③
hoge5.txtと、 ④例題6を実行して得られた58,037 genes×6 
samplesからなる⑤srp001558_count_hoge6.txt。これらを入力と
してサンプル間クラスタリングをやってみましょう。

②

③ ④

⑤



サンプル間クラスタリング
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①

①の、②例題5をテンプレートと
して利用して、サンプル間クラ
スタリングをやってみましょう。

②



サンプル間クラスタリング
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例題5をテンプレートとして、①hoge5.txt、②
srp001558_count_hoge6.txtを実行した結果。

①hoge5.txt ②srp001558_count_hoge6.txt



サンプル間クラスタリング

106July 8, 2019

赤枠より、同一個体の反復データ（technical replicates）で末端
のクラスターを形成していることが分かる。これはtechnical 
replicates同士の類似度が非常に高いことを意味しており、妥当。

①hoge5.txt ②srp001558_count_hoge6.txt



サンプル間クラスタリング
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ヒトのメス（HSF）とヒトのオス（HSM）では、
肝臓(Liver)の発現パターンに差がない
ことがわかる。つまり雌雄差はなさそう。

①hoge5.txt ②srp001558_count_hoge6.txt



おさらい
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このクラスタリング結果の元データ（58,037 genesからなる
カウントデータ）は、recountのグループが①この原著論文
の、②公共DBのIDであるSRP001558（の生リードデータ）
を独自のパイプラインで実行した結果を
RangedSummarizedExperiment(RSE)形式のオブジェクトと
してrse_gene.Rdataとして提供しているもの。サンプルのメ
タデータ情報もSRP001558の記載内容をベースとしている。

SRP001558（Blekhman et al., Genome Res., 20: 180-9, 2010）
② ①

①hoge5.txt ②srp001558_count_hoge6.txt



おさらい

109July 8, 2019 SRP001558（Blekhman et al., Genome Res., 20: 180-9, 2010）

③

スライド20あたりまでで取り扱っていた20,689 genesからな
るカウントデータは、①この原著論文の、②Supplementary 
Table 1で提供されているものであり、③から辿れます。遺
伝子数も異なるうえ、当時とはアノテーション（遺伝子の座
標）情報も異なると思われるので、クラスタリング結果の単
純な比較はできない。

②

①



おさらい
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サンプルデータの例題42で作成した20,689 genes×18 
samplesのカウントデータのクラスタリング結果（スライド15-21）。
①メスとオスのサンプルが入り混じっており、雌雄差はなさそう
という結論は、recountの58,037 genesのときと変わらない。

hoge8.png

ヒト(HS) チンパンジー(PT) アカゲザル(RM)

◼ ヒト(HS)

 オス3匹(M1, M2, M3)

 メス3匹(F1, F2, F3)

◼ チンパンジー(PT)

 オス3匹(M1, M2, M3)

 メス3匹(F1, F2, F3)

◼ アカゲザル(RM)

 オス3匹(M1, M2, M3)

 メス3匹(F1, F2, F3)

①
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ERP000546
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①ERP000546（ヒトの様々な器官由来のRNA-seqカウントデータ）。

①



ERP000546
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①ERP000546（ヒトの様々な器官由来のRNA-seqカウントデータ）。
②例題5は、technical replicatesのデータをマージし、サンプル名
を理解しやすいものに変更して出力するコードです。

②



ERP000546の例題5
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入力の①rse_gene.RdataはERP000546用です。
改めてダウンロードしてから、コピペ実行。

①
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①出力ファイル（hoge5.txt）は、②58,037 
genes×19 samplesからなるカウントデータ。

①

②



ERP000546の例題5
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②

①出力ファイル（hoge5.txt）は、②58,037 
genes×19 samplesからなるカウントデータ。
③ここで見えているようなヒト組織のデータ
です。④58,037という数字に着目！Recount
は生のリードデータから統一的な手順でカ
ウントデータを得ているので、他のデータ
（例：SRP001558）とほぼ直接的な比較がで
きます!

③

①

④
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サンプル間クラスタリング
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②の例題5をテンプレートにして、③さき
ほど得たカウントデータファイル
（hoge5.txt）を入力として実行。

②

①

③



サンプル間クラスタリング
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②の例題5をテンプレートにして、③さき
ほど得たカウントデータファイル
（hoge5.txt）を入力として実行。④実行結
果（hoge5.png）。⑤liverはここに位置して
います。

⑤

④hoge5.png
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おさらい1
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①Blekhmanらのヒト肝臓（Liver）カウントデータを、②の例題6を
実行してRecountデータベースから取得したファイルが…

②

SRP001558（Blekhman et al., Genome Res., 20: 180-9, 2010）
①



おさらい1
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⑤

③

①Blekhmanらのヒト肝臓（Liver）カウントデータを、②の例題6を
実行してRecountデータベースから取得したファイルが…③の
ような列名になった、④計6サンプルからなる⑤
srp001558_count_hoge6.txtでした。

④



おさらい1
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①srp001558_count_hoge6.txtを入力として、②の
例題5をテンプレートとしてクラスタリングした結果。

①srp001558_count_hoge6.txt

②



おさらい2
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①ERP000546（様々な器官由来）のカウントデータを、

①



おさらい2
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④

①ERP000546（様々な器官由来）のカウントデータを、②例題5を実
行してRecountデータベースから取得したファイルが、③19サンプ
ルからなる、④hoge5.txtでした。②

③



おさらい2
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④

①ERP000546（様々な器官由来）のカウントデータを、②例題5を実
行してRecountデータベースから取得したファイルが、③19サンプ
ルからなる、④hoge5.txtでした。Recountは生のリードデータから
統一的な手順でカウントデータを得ているので、⑤58,037 genesの
並びは完全に同じ。つまり、他のデータをマージして解析可能です。

②

③

⑤



課題のイントロ
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ERP000546（様々な器官由来）の計19サンプルからなるカウン
トデータである、①hoge5.txtを入力として、②サンプル間クラス
タリングを実行した結果。③liverはこの位置にある。

③

①
②



課題のイントロ
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①

SRP001558（ヒト肝臓；Liver）の計6サンプルからなるカウント
データである、①srp001558_count_hoge6.txtを入力として、 ②
サンプル間クラスタリングを実行した結果。

②
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課題
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SRP001558（ヒト肝臓；Liver）の計6サンプルからなるカウント
データである①srp001558_count_hoge6.txtと、ERP000546（様々
な器官由来）の計19サンプルからなるカウントデータである②
hoge5.txtをマージ（連結）したデータを入力として、サンプル間
クラスタリングを実行し、結果を考察せよ。

②hoge5.txt ①srp001558_count_hoge6.txt



課題のヒント
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プログラミングスキルを高めるのが目的のヒトは、見ずに自力
で行ってください。



課題のヒント
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例えば、①例題5のRコードをテンプレートとして利用しましょう。

①



課題のヒント
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例えば、①例題5のRコードをテンプレートとして利用しましょう。
変更するのは、基本的に②の部分のみでよい。2つのデータを
マージした後の数値行列のオブジェクト名を③dataとすれば、
④本番のところ以降のコードは変更する必要がなくなります。

②

①

③④



課題のヒント
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SRP001558（ヒト肝臓；Liver）の①6サンプルは、ERP000546
（様々な器官由来）の計19サンプルからなるカウントデータ中の
②liverと似た発現パターンになっていますね。

①

②

hoge5.txt srp001558_count_hoge6.txt



課題のヒント
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他のデータセットを組み合わせて眺めることを通じて、
SRP001558（ヒト肝臓；Liver）の6サンプルのみのクラスタリング
結果の縦軸（Height；数値が0に近いほど類似度が高い）が非
常に小さい値があったことに気づくことができます。

①

②

hoge5.txt srp001558_count_hoge6.txt


