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Contents 
 multi-fasta形式ファイルからの情報抽出 

 比較トランスクリプトーム解析（二群間比較） 

各種Rパッケージ 

分布（ポアソン分布、負の二項分布） 

 edgeRパッケージを使ってみる（technical replicates） 
 MA-plot 

 倍率変化がだめな理由をデモ 

 edgeRパッケージを使ってみる（biological replicates） 

 NGSデータのクオリティチェックを行う 

 任意のRパッケージのインストールのやり方 

サンプル間クラスタリングは基本中の基本 
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Rの起動 

 

デスクトップにある「20111221」フォルダ中のファイルを解析 
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作業ディレクトリ（＝フォルダ）の変更 

 

① ② 
③ 

④ 

⑤ 
⑥ 
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「getwd()」と打ち込んで確認 
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参考ウェブページ 



7 Feb 22 2012 

multi-fasta形式ファイルからの情報抽出1 

 

①一連のコマンド群をコピーして 

②R Console画面上でペースト 

① ② 
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multi-fasta形式ファイルからの情報抽出1 

 

出力ファイル名として指定したもの（hoge.txt）
が「20111221」フォルダ中に作成される（はず） 
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練習 
 「20111221」中にあるpractice1.txt中の記述を変更
して、Trinity.fastaファイルに対して同様の解析を行
い、結果をhoge1.txtに出力せよ 



10 Feb 22 2012 

multi-fasta形式ファイルからの情報抽出2 

 

配列ごとのGC含量を計算したいとき 
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練習 
 「20111221」中にあるpractice2.txt中の記述を変更
して、Trinity.fastaファイルに対して同様の解析を行
い、結果をhoge2.txtに出力せよ 
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multi-fasta形式ファイルからの情報抽出3 

Trinity.fastaに対して600bp以上のもののみ抽出してみよう 
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multi-fasta形式ファイルからの情報抽出4 

 

FPKM値：配列長補正ずみの発現量に相当する値 

Trinityの新しいバージョンではFPKM値を出力しなくなったようですね… 
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multi-fasta形式ファイルからの情報抽出4 
Trinity.fasta 

FPKM値をもとにサンプル内の転写物間の発現レベルの大小を議論可能 

サンプル間の比較には使えない（といわれている） 



利用可能なRパッケージたち 
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 DEGseq (Wang et al., Bioinformatics, 26: 136-138,  2010) 

 ポワソン分布（variance = mean）を仮定しているためばらつきを過少評価 

 edgeR (Robinson et al., Bioinformatics, 26: 139-140, 2010) 

 正規化法：TMM法 

 負の二項分布（variance > mean）を仮定。meanのみのパラメータを用いて現実の
ばらつきを表現 

 DESeq (Anders and Huber, Genome Biol., 11: R106, 2010) 

 正規化法：RLE法(relative log expression) 

 edgeRのモデルをさらに拡張（しているらしい） 

 baySeq (Hardcastle and Kelly, BMC Bioinformatics, 11:422, 2010) 

 正規化法：RPM (たぶん) 

 配列の長さ情報を与えるオプションがある 

 データセット中に占めるDEGの割合（PDEG）を一意に返す 

 NBPSeq (Di et al., SAGMB, 10:24, 2011) 
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入力：生のリードカウントからなる遺伝子発現行列 

出力：遺伝子ごとの発現変動の度合い（p値など） 



生のリードカウント？！ 
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 基本的なマッピングプログラム（bowtieなど）を用いた場合 

Feb 22 2012 

遺伝子1 遺伝子2 遺伝子3 遺伝子4 

遺伝子1 遺伝子2 遺伝子3 遺伝子4 

T1サンプルの
RNA-Seqデータ 

mapping 

count 
リファレンス配列：ゲノム 

count リファレンス配列：トランスクリプトーム 



理想的な実験デザイン（二群間比較） 
 サンプルA vs. Bの比較（Kidney vs. Liver；腎臓 vs. 肝臓） 

生のリードカウントのデータ（整数値） 
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A1：ある生物の腎臓 

A2：同じ生物種の別個体の腎臓 

A3：同じ生物種のさらに別個体の腎臓 

… 

B1：ある生物の肝臓 

B2：同じ生物種の別個体の肝臓 

… 

Biological replicatesのデータ 
生物学的なばらつき（個体間の違い）を考慮すべし 



分布の話 
 例題：Marioni et al., Genome Res., 18: 1509-1517, 2008のデータ（の一部） 
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kidney（腎臓） liver（肝臓） 

Technical replicatesのデータ 
サンプル内の技術的なばらつき（例：レーン間の違い）の度合いを調べ
るためのデータであり、このようなデータで二群間比較し、発現変動遺
伝子がどの程度あるかといった数に関する議論は無意味 

解析例：アリエナイ?!数（50%とか）が発現変動遺伝子として検出される 

 

理由：Biological variation > Technical variation 



分布の話 
 例題：Marioni et al., Genome Res., 18: 1509-1517, 2008のデータ（の一部） 
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kidney（腎臓） 

RPM

正規化 

8.7027
1,804,977

000,000,1
685,21 



分布の話 
 例題：Marioni et al., Genome Res., 18: 1509-1517, 2008のデータ（の一部） 
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kidney（腎臓） 
adjusted R-squared: 0.897 

y = a + bx 

y = x  

Technical replicatesのデータは： 
・（遺伝子の）VARIANCEはそのMEAN

で説明可能である 

・VARIANCE ≒ MEAN 

・ポアソン分布に従う 

・ポアソンモデルが適用可能 



分布の話 
 例題：Cumbie et al., PLoS ONE, 6: e25279, 2011のデータ（の一部） 
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Arabidopsis（シロイヌナズナ） 
adjusted R-squared: 0.815 

y = a + bx y = x  

Biological replicatesのデータは： 
・VARIANCE > MEAN 

・負の二項（NB）分布に従う 

・NBモデルが適用可能 

生物アイコン（http://biosciencedbc.jp/taxonomy_icon/taxonomy_icon.cgi） 

http://biosciencedbc.jp/taxonomy_icon/taxonomy_icon.cgi


なぜ沢山の方法が存在しうるのか？ 
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 DEGseq (Wang et al., Bioinformatics, 26: 136-138,  2010) 

 ポワソン分布（variance = mean）を仮定しているためばらつきを過少評価 

 edgeR (Robinson et al., Bioinformatics, 26: 139-140, 2010) 

 正規化法：TMM法 

 負の二項分布（variance > mean）を仮定。 

 DESeq (Anders and Huber, Genome Biol., 11: R106, 2010) 

 正規化法：RLE法(relative log expression) 

 edgeRのモデルをさらに拡張（しているらしい） 

 baySeq (Hardcastle and Kelly, BMC Bioinformatics, 11:422, 2010) 

 正規化法：RPM (たぶん) 

 配列の長さ情報を与えるオプションがある 

 データセット中に占めるDEGの割合（PDEG）を一意に返す 

 NBPSeq (Di et al., SAGMB, 10:24, 2011) 
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Ans. VarianceとMeanの関係を表現する手段が沢山あるから 

)1(VAR  

)1(VAR  

)1(VAR 1 

VAR 



edgeRを使ってみる 
 例題：Marioni et al., Genome Res., 18: 1509-1517, 2008のデータ 
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kidney（腎臓） liver（肝臓） 

ファイル名：SupplementaryTable2_changed.txt 

内容：A群が最初の5列、B群が残りの5列のデータ 

解析結果をhoge2.txtという名前でファイルに出力したい 



edgeRを使ってみる 
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ファイル名：SupplementaryTable2_changed.txt 

内容：A群が最初の5列、B群が残りの5列のデータ 

解析結果をhoge2.txtという名前でファイルに出力したい 



edgeRを使ってみる 
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R上でスクリプトをコピペ！ 

（エラーメッセージが出ていなければ
hoge2.txtというファイルができているはず） 



edgeRを使ってみる 
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一番右側の数値がFalse Discovery Rate (FDR) 

この列（O列）で昇順にソートすれば任意の閾値
を満たす遺伝子数がわかる 

・19,785個がFDR < 0.01を満たす 

・21,291個がFDR < 0.05を満たす 



edgeRを使ってみる 
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Top-ranked geneの生リードカウントを眺めても確か
に発現変動 (Kidney << Liver)していることが分かる 



edgeRを使ってみる 
 M-A plotを描画（FDR < 0.01を満たすものを赤色で表示） 

28 Feb 22 2012 19,794個（全遺伝子数のうち約62%がFDR < 0.01を満たす） 

hoge2.png 



edgeRを使ってみる 
 M-A plotを描画（2倍以上発現変動しているものを赤色で表示） 
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hoge2.png 

11787個（全遺伝子数のうち約37%が2倍以上発現変動している） 
このやり方はダメなんです 



倍率変化がだめな理由をデモ 
 例題：Marioni et al., Genome Res., 18: 1509-1517, 2008のデータ 
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kidney（腎臓） liver（肝臓） 

A群 B群 

発現変動遺伝子がないデータで二群間比較をしてみる 



倍率変化がだめな理由をデモ 
 例題：Marioni et al., Genome Res., 18: 1509-1517, 2008のデータ（の一部） 

 (A1, A2) vs. (A3, A4)の二群間比較結果 
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edgeRでFDR < 0.01を満たすものは0個 （edgeRで）2倍以上発現変動しているものは3814個 

低発現領域でlog比が大きくなる現象をうまくモデル化することが重要 

○ × 
Rcode_edgeR_tech_rep_fdr001.txt Rcode_edgeR_tech_rep_fc2.txt 
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Top 400 

Top 2000 

低い ← 全体的な発現レベル → 高い 

こんな感じでランキングすることが重要です 



ちなみに 
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adjusted R-squared: 0.897 

y = a + bx 

y = x  
adjusted R-squared: 0.774 

RPM正規化データ RPKM正規化データ 

長さ補正をすると、仮定した分布からのずれが大きくなります… 



Biological replicatesの3 vs. 3サンプル 
 例題：Cumbie et al., PLoS ONE, 6: e25279, 2011のArabidopsisデータ 
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data_arab.txt 

2
6
,2

2
1
 g

e
n

e
s
 

オリジナルは” AT4G32850”のものが重複して存在し
ていたため19520行目のデータを予め除去している 

A群 B群 



edgeRをdefaultの手順(edgeR/default)で実行 
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edgeRをdefaultの手順(edgeR/default)で実行 
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A群で高発現 

B群で高発現 
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「そんなライブラリはない！」と文句を言われたときは、
自分でインストール 
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R上でコピペすれば任意のパッケージをインストールできます 



サンプル間クラスタリングも重要です 
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サンプル間クラスタリングも重要です 
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データ中に発現変動遺伝子がありそうかどうかは
クラスタリング結果を眺めるだけでかなりわかる 



まとめ（Rでできること） 
 NGSで得られたFASTQ形式ファイルの読み込みから、論文でよく出て
くるquality score分布やGC含量などの計算結果が得られます 

 （de novo transcriptome assemblyなどで得られた）multi-fasta形式フ
ァイルの各種解析が可能です 

 配列長でのフィルタリング、N50の計算など 

 比較トランスクリプトーム解析用のRパッケージも充実しています 

 但し、入力データには注意が必要です 

 サンプル間比較：生のリードカウントデータ 

 サンプル内比較：長さ補正を行ったデータ（RPKMやFPKMなど） 

 データの分布を考えることは重要です（発現変動遺伝子数を議論したい場合） 
 technical replicatesやbiological replicates 

 Rパッケージを用いれば発現変動遺伝子の検出から描画まで簡単 

 「二倍（倍率変化）じゃだめなんです。○○さん」 
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「（Rで）塩基配列解析」のウェブページを用いて…なるべく自力で解析 
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3/9の門田の担当部分ではもっと詳細な話をする予定です 



 

43 Feb 22 2012 

東大生以外の方も受講可能です（来年度もやります） 


