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参考ウェブページ 

「（Rで）塩基配列解析」と 

「（Rで）マイクロアレイデータ解析」 
の二つのウェブページを利用します 
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各種ソフトの場所 
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スタート － すべてのプログラム － … 

③ 

② 

① 

④ 

③ 



自己紹介 
 1995年3月 

 高知工業高等専門学校・工業化学科 卒業 

 1997年3月 
 東京農工大学・工学部・物質生物工学科 卒業 

 1999年3月 
 東京農工大学・大学院工学研究科・物質生物工学専攻 修士課程修了 

 2002年3月 
 東京大学・大学院農学生命科学研究科・応用生命工学専攻 博士課程修了 

 学位論文：「cDNAマイクロアレイを用いた遺伝子発現解析手法の開発」 
  （指導教官：清水謙多郎教授） 

 2002/4/1~ 
 産総研・生命情報科学研究センター 産総研特別研究員 

 2003/11/1~ 
 放医研・先端遺伝子発現研究センター 研究員  

 2005/2/16~ 
 東京大学・大学院農学生命科学研究科 

 特任助手→特任助教→特任准教授 
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バイオインフォマティクス人材育成… 
現状 

NGSデータなどの大量実験データを自在に解析できるバイ
オインフォマティクス人材が不足 

スキルのある人は引く手あまた 

私の状況 
東大大学院講義（90分×13回） 
その他、セミナーや講習会の講師 

自分の研究（と共同研究の解析）を進める 

メールでの質問対応（これも頻繁にくるので大変） 
初心者でもコピペでデータ解析可能なウェブページの更新 

 （Rで）マイクロアレイデータ解析 

 （Rで）塩基配列解析 
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ねらい 
 マイクロアレイおよび次世代型シーケンサ（NGS）によるトラン
スクリプトーム解析について学ぶ 
 Rを利用することで、様々なトランスクリプトーム解析が可能 

プログラミング能力がなくても使いこなし術があれば… 

 

 バイオインフォマティクスの基本的なスキルを身につけること
が重要 
バイオインフォマティクス技術者認定試験合格を目指せ（11/25） 
相関係数やエントロピーなどの要素技術を駆使すれば様々なデータ
解析が可能であることを紹介 
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オーム（Ome）研究 ome ：総体 

 

 
DNA 

RNA 

タンパク質 

遺伝子 (Gene) + ome                ゲノム（命の設計図）  

転写 (Transcription) + ome     トランスクリプトーム 

タンパク質 (Protein) + ome       プロテオーム 

転写（遺伝子DNAの情報をRNAに写すこと） 

翻訳（転写されたRNA情報をもとにタンパク質を作ること） 
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これまでの実験技術 

ゲノム 

DNA 

全ゲノムショットガン法 

トランスクリプトーム 

RNA 

マイクロアレイ 

転写 

プロテオーム 

タンパク質 

二次元電気泳動法 

翻訳 
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今後の実験技術 

ゲノム 

DNA 

トランスクリプトーム 

RNA 
転写 

プロテオーム 

タンパク質 

二次元電気泳動法 

翻訳 

GS FLX+ HiSeq 2000 5500xl SOLiD 

次世代シーケンサー（NGS） 



トランスクリプトームとは 

 ある状態のあるサンプル（例：目）のあるゲノムの領域 

10 

遺伝子1 遺伝子2 遺伝子3 遺伝子4 

AAAAAAA… AAAAAAA… AAAAAAA… AAAAAAA… 

AAAAAAA… 

AAAAAAA… 

AAAAAAA… 

AAAAAAA… 

AAAAAAA… 

AAAAAAA… 

AAAAAAA… 

AAAAAAA… 

AAAAAAA… 

AAAAAAA… 

AAAAAAA… 

AAAAAAA… 

AAAAAAA… 

転写物全体（トランスクリプトーム） 

・遺伝子1は沢山転写されている（発現している） 
・遺伝子4はごくわずかしか転写されてない 

・… 

遺伝子全体（ゲノム） 

・どの染色体上のどの領域にどの遺伝子が
あるかは調べる個体（例：ヒト）が同じなら不
変（目だろうが心臓だろうが…） 

ヒト 
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トランスクリプトームとは 

 ある状態のあるサンプル（例：目）のあるゲノムの領域 

11 

遺伝子1 遺伝子2 遺伝子3 遺伝子4 

AAAAAAA… AAAAAAA… AAAAAAA… AAAAAAA… 

AAAAAAA… 

AAAAAAA… 

AAAAAAA… 

AAAAAAA… 

AAAAAAA… 

AAAAAAA… 

AAAAAAA… 

AAAAAAA… 

AAAAAAA… 

AAAAAAA… 

遺伝子全体（ゲノム） 

・どの染色体上のどの領域にどの遺伝子が
あるかは調べる個体（例：ヒト）が同じなら不
変（目だろうが心臓だろうが…） 

ヒト 

光刺激 

AAAAAAA… 

AAAAAAA… 

AAAAAAA… 

AAAAAAA… 

AAAAAAA… 

AAAAAAA… 

AAAAAAA… 

AAAAAAA… 

AAAAAAA… 

AAAAAAA… 

AAAAAAA… 

AAAAAAA… 

AAAAAAA… 

AAAAAAA… 

転写物全体（トランスクリプトーム） 

・遺伝子2は光刺激に応答して発現亢進 

・遺伝子4も光刺激に応答して発現亢進 

AAAAAAA… 

AAAAAAA… 

AAAAAAA… 

AAAAAAA… 

AAAAAAA… 

AAAAAAA… 
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トランスクリプトーム情報を得る手段 

 光刺激前（T1）の目のトランスクリプトーム 

 

 

 

 光刺激後（T2）の目のトランスクリプトーム 

 

12 

遺伝子1 遺伝子2 遺伝子3 遺伝子4 

これがいわゆる 

「遺伝子発現行列」 

遺伝子1 遺伝子2 遺伝子3 遺伝子4 

• マイクロアレイ 
• RNA-Seq（NGS） 
• … 
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トランスクリプトームとは 

 ある特定の状態の組織や細胞中に存在する全RNA（
転写物、 transcripts）の総体 

様々なトランスクリプトーム解析技術 

マイクロアレイ 

 cDNAマイクロアレイ、Affymetrix GeneChip、タイリングアレイなど 

配列決定に基づく方法 

 EST、SAGEなど、次世代シーケンサー (NGS) 

電気泳動に基づく方法 

 Differential Display、AFLPなど 

 

13 

調べたい組織でどの遺伝子がどの程度発現しているのかを一度に観察 
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トランスクリプトーム取得（マイクロアレイ） 

14 

わかっている遺伝子（の配列の
相補鎖）を搭載した”チップ” 

 よく研究されている生き物は多数の遺伝子
（の配列情報）がわかっている 

遺伝子1 遺伝子2 遺伝子3 遺伝子4 

・メーカーによって搭載されている遺伝子の
種類が異なる 

→搭載されていない遺伝子（未知遺伝子含
む、例：遺伝子4）の発現情報は測定不可… 

光刺激前（T1）の目の
トランスクリプトーム 

蛍光標識 

ハイブリダイゼーション 

（二本鎖形成） 
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マイクロアレイデータ → 遺伝子発現行列 

15 

 光刺激前（T1）の目のトランスクリプトーム 

 
蛍光標識 

ハイブリダイゼーション 

（二本鎖形成） 

専用の検出器で各
遺伝子に対応する
領域の蛍光シグナ
ル強度を測定 

光刺激後（T2）の目の
トランスクリプトーム 

ハイブリダイゼーション 

と 

シグナル検出 

Sep 6 2012 

正規化 



ハイブリダイゼーション 
 核酸（DNA or RNA）分子が相補的に複合体を形成すること 

核酸分子に含まれる塩基はAとT（or U）またはGとCというふうに相
補的に結合する性質があるので、この性質を利用 
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トランスクリプトーム取得（RNA-Seq） 

ゲノム 

DNA 

トランスクリプトーム 

RNA 
転写 

プロテオーム 

タンパク質 

二次元電気泳動法 

翻訳 

GS FLX+ HiSeq 2000 5500xl SOLiD 

次世代シーケンサー（NGS） 

ゲノムではなく転写されているRNAの配列決定
（Sequencing）をするので、RNA-Seqと呼ばれる 



RNA-Seqデータ → 遺伝子発現行列 

18 

 次世代シーケンサー（Illumina社の場合） 

数百塩基程度
に断片化 

光刺激前（T1）の目のトランスクリプトーム 

二種類のアダプター
配列を両末端に付加 

配列決定 

・ペアードエンド法 
断片配列の両末端が数百塩基以内
の対の二種類の配列が得られる 

・シングルエンド法 

数百塩基程度 

アダプター1 アダプター2 

約50-150塩基 

シングルエンド法 

の場合 
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RNA-Seqデータ → 遺伝子発現行列 

19 

 

光刺激前（T1）の目のトランスクリプトーム 

－イメージ－ 
50-125塩基程度から
なる配列が沢山ある 

－実際－ 
数百万個の配列が
あり、どの遺伝子
に対応するか不明 

遺伝子1 遺伝子2 遺伝子3 遺伝子4 

ゲノム配列にマッピング 

定量化(例：生の
リード数をカウント) 

（短い）配列を読んだものという意味
で（ショート）リードなどと呼ばれる 

正規化 
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マッピング？ 

20 

 NGSデータ中の数千万リード（－が数千万個あるとい
うこと）の各々がゲノム中のどこにマップされるか、マッ
プされないのはどれか、などを調べるイメージ 

Sep 6 2012 

1番染色体 2番染色体 3番染色体 … 

NGS（RNA-seq）データ 

「ヒトゲノム配列」 

Linux上で動くNGSデータ専用のマッピング
プログラムを用いて実行できます 



トランスクリプトーム配列にマップ 

21 

 マップされる側の配列はゲノム配列に限らない 

Sep 6 2012 

>1番染色体 

>2番染色体 
… 

遺伝子1 遺伝子2 遺伝子3 遺伝子4 

トランスクリプトーム配列 ゲノム配列 

>遺伝子1 
AAAAAAA… 

>遺伝子2 
AAAAAAA… 

>遺伝子3 
AAAAAAA… 

… 



マッピング ＝ （大量高速）文字列検索 

22 

 マップされる側の配列：4コンティグ（or 4遺伝子 or 4染色体） 

 マップする側のNGS由来塩基配列データ：”AGG” 

Sep 6 2012 

出力ファイル：hoge2.txt 

Rでやってみよう 



実習（Rでやってみよう） 

23 

 目的：hoge4.faファイルに対してNGS由来塩基配列データ（例：”AGG”）
のマッピング（or 文字列検索）を行い、一致領域情報を任意のファイル名
（例：”hoge2.txt”）で出力 

Sep 6 2012 

出力ファイル：hoge2.txt 

デスクトップ上に「hoge」という名前のフォルダがあり、フォ
ルダ中に入力ファイル（hoge4.fa）が存在する、という前提 



Rの起動 
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作業ディレクトリの変更 
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① ② 
③ 

④ 

⑤ 
⑥ 



「getwd()」と打ち込んで確認 
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参考ウェブページ 

「（Rで）塩基配列解析」のほうをクリック 
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「パターンマッチング」のところをクリック 



パターンマッチング 
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基本はコピペ 

30 Sep 6 2012 

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 



実行結果 
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実行前のhogeフォルダ 

実行後のhogeフォルダ 



Sep 6 2012 

エクセルで開くとき… 

32 

（ドラッグ＆ドロップで開こうとすると）エラーが出て一回目は開けないことが
あるが、その後もう一度同じ作業を繰り返すと開けます… 
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ありがちなミス1 

作業ディレクトリの変更を忘れている… 
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ありがちなミス2 

必要な入力ファイルが作業ディレクトリ中に存在しない… 
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ありがちなミス3 

出力予定のファイル名と同じものを別のプログラムで開い
ているため最後のwrite.table関数のところでエラーが出る 
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ありがちなミス4 

実行スクリプトをコピーする際、最後の行のところで改行
を含ませずにR Console画面上でペーストしたため、最後の
コマンドが実行されない（出力ファイルが生成されない） 
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「-----  ここまで  -----」の一つ上の空行には「スクリプト最終行
のコマンドを確実に実行するため」という深い意味があります 
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色についての説明 
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hoge4.faファイルに対してNGS由来塩基配列データ（例：”CCT”）の
マッピング（or 文字列検索）を行い、一致領域情報を任意のファイル
名（例：”hoge3.txt”）で出力したいときは？ 
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①テンプレートのスクリプトをコピーして 

②メモ帳などのテキストエディタにペーストして 

③必要な箇所を変更して 
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④変更後のスクリプトをまたコピーして 

⑤（入力ファイルがあるフォル
ダの場所になっているかどうか
をちゃんと確認して）ペースト 



実行結果 
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実行前のhogeフォルダ 

実行後のhogeフォルダ 



より現実に近い解析 
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data_reads.txt 

>seq1 
TTT 
>seq2 
GGG 
>seq3 
ACT 
>seq4 
ACA 

複数個のリードからなるファイルを読み込んで
一度にマッピング結果を返すことも可能です 



パターンマッチング 
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data_reads.txt 

>seq1 
TTT 
>seq2 
GGG 
>seq3 
ACT 
>seq4 
ACA 

出力ファイル：hoge4.txt 
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出力結果ファイルと発現量の関係 

 

contig_2 contig_3 contig_4 contig_1 

出力ファイル：hoge4.txt 

data_reads.txt 

>seq1 
TTT 
>seq2 
GGG 
>seq3 
ACT 
>seq4 
ACA 



RNA-Seqの長所 

46 

 新規Xの同定 
 X =exon, 遺伝子, … 

遺伝子1 遺伝子2 遺伝子3 遺伝子4 

Sep 6 2012 

T1 

遺伝子1 遺伝子2 遺伝子3 遺伝子4 

T2 

遺伝子1 遺伝子2 遺伝子3 遺伝子4 

X =exon X =遺伝子 



RNA-Seqの長所 
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 新規Xの同定 

Sep 6 2012 

遺伝子1 遺伝子2 遺伝子3 遺伝子4 

X =エクソン X =遺伝子 

遺伝子1 遺伝子2 遺伝子3 遺伝子4 

T1 

遺伝子1 遺伝子2 遺伝子3 遺伝子4 

T1 

・“トランスクリプトーム（転写物の全体像）”の理解への一番の近道 

・よりよい遺伝子発現行列を得るための基礎情報充実に貢献 

生リード数
カウント 正規化 

生リード数
カウント 正規化 



長所・短所：マイクロアレイ 

48 

 長所 

すでに診断用マイクロアレイが市販されているなど長年の実績 

お手軽、各種データ解析ツールが豊富 

 短所 

 （プローブ搭載のために）解析対象の塩基配列情報を予め知ってお
く必要がある。（クローズドシステム） 

プローブが搭載されていない遺伝子の発現レベルは測定不可能（
未知遺伝子も当然対象外） 

 

 主なユーザー 

主な解析対象が（アノテーション情報が豊富な）モデル生物で、既知
遺伝子のみでいい、という研究者 

Sep 6 2012 

遺伝子1 遺伝子2 遺伝子3 遺伝子4 



長所・短所：RNA-Seq 
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 長所 

 （未知遺伝子を含む）トランスクリプトームの全体像
を理解することが原理的に可能 

事前情報を必要としない（オープンシステム） 

ダイナミックレンジが広い 

 短所 

データ解析が大変、解析手法が確立されていない 

 主なユーザー 

無制限（モデル生物・非モデル生物を問わない） 

 （お金持ち…） 

Sep 6 2012 

数百塩基程
度に断片化 

トランスク
リプトーム 

遺伝子1 遺伝子2 遺伝子3 遺伝子4 

sequencing 
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マイクロアレイの臨床応用例 
 「MammaPrint」：乳癌予後予測検査サービス 

 2008年3月 

乳癌手術を受けた患者の転移・再発の可能性に関する情報提供 

 70遺伝子の活性を測定 

不必要な補助化学療法などを避けることが可能（ローリスク群） 

 「oncotype DX」：早期浸潤性乳癌の術後再発予測サービス 

 2007年2月 

再発リスクの数値化および化学療法の効果予測 

 21遺伝子を解析 

必要以上の化学療法を回避  

 「GeneSearch」：乳癌の術中リンパ節転移迅速診断 

 2007年7月 

既に臨床診断に利用されている 
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ここまでのまとめ 

 トランスクリプトーム解析技術を紹介 

マイクロアレイ 

RNA sequencing (RNA-Seq) 

 RNA-Seqデータのマッピング実習 

「R」と「参考ウェブページ」の基本的な使い方を紹介 

 マイクロアレイとRNA-Seqの長所・短所 

 

遺伝子発現行列 

どの実験技術由来データも「遺伝子発現行列」
の形式に変換可能 
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データ解析の流れ 

52 

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 
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バイオインフォマティクス要素技術 

 「相関係数」や「エントロピー」などの応用例を紹介 

二群間比較 組織特異的遺伝子 

分類（診断） クラスタリング 

Sequence logo 



マイクロアレイデータの正規化 

54 

 「各サンプルから測定されたシグナル強度の和は一定」と仮定 

チップ上の遺伝子数が少ない場合は非現実的だが、数千～数万種類
の遺伝子が搭載されているので妥当（だろう） 

Sep 6 2012 

グローバル
正規化 

背景：サンプル（or chip）ごとにシグナル強度の総和は異なる 

対策：総和が任意の値（例では100）になるような正規化係数を掛ける 

例：sample1の正規化係数= 100 / 73.7 



RNA-Seqデータの正規化（の一部） 

55 

 「各サンプルからsequenceされた総リード数は一定」と仮定 

 

Sep 6 2012 

Reads Per Million mapped reads（RPM） 
正規化後の総リード数が100万（one million）になるように補正 

例：T1の正規化係数 = 1000000 / 67 

遺伝子1 遺伝子2 遺伝子3 遺伝子4 

T1 

RPM正規化 



配列長の補正 
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 配列長が長い遺伝子ほど沢山sequenceされる 

 それらの遺伝子上にマップされる生のリード数が増加傾向 

 配列長が長い遺伝子ほど発現レベルが高い傾向になる 

Sep 6 2012 

AAAAAAA… AAAAAAA… 

一つのサンプル内での異なる遺伝子間の発現レベルの
高低を（配列長を考慮せずに）比較することはできない 

発現レベルが同じで長さの異なる二つのmRNAs 

断片化して
sequence 

マップされたリー
ド数をカウント 

AAAAAAA… 

AAAAAAA… 

Mortazavi et al., Nat. Methods, 5: 621-628, 2008 



配列長の補正 
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 前提条件：配列長が既知 

 補正の基本戦略：配列長で割る 

 「1 / 配列長」を掛ける場合 

 → 「塩基あたりの平均のリード数」を計算しているのと等価 

 「1000 / 配列長」を掛ける場合 

 → 「その遺伝子の配列長が1000bpだったときのリード数」と等価 

  Reads Per Kilobase of exon 
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AAAAAAA… 

AAAAAAA… 

Mortazavi et al., Nat. Methods, 5: 621-628, 2008 



RPKM 
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 RPM正規化（マイクロアレイなどと同じところ） 

 Reads per million mapped reads 

 サンプルごとにマップされた総リード（塩基配列）数が異なる。 

 →各遺伝子のマップされたリード数を「総read数が100万（one million）だった場合」に補正 

 

 

 

  

 RPKM正規化（RNA-Seq特有） 

 Reads per kilobase of exon per million mapped reads 

 遺伝子の配列長が長いほど配列決定(sequence)される確率が上昇 

 →各遺伝子の配列長を「1000塩基（one kilobase）の長さだった場合」に補正 

Sep 6 2012 

3.146
097,087,5

000,000,1
744

reads all

000,000,1
counts rawRPM 

「raw counts：all reads= RPM : 1,000,000 」 
A1BGの場合は「744 : 5,087,097 = RPM : 1,000,000」 

reads alllength gene

000,000,000,1
counts raw

length gene

000,1

reads all

000,000,1
counts rawRPKM 




RPM 

Mortazavi et al., Nat. Methods, 5: 621-628, 2008 
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要素技術（グローバル正規化） 
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「（Rで）マイクロアレイデータ解析」のほうです 



実行結果 

60 Sep 6 2012 

実行前のhogeフォルダ 

実行後のhogeフォルダ 

スライド54と対応 
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データ解析の流れ 

61 

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 

データの背後
にある本質的
な特徴を把握 
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（サンプル間）クラスタリングの実例 
悪性黒色腫（メラノーマ）31サンプルのデータ 

悪性度の高い癌のサブタイプを発見 

Bittner et al., Nature, 406, 536-540, 2000 



クラスタリング（教師なし学習） 

決めておくべき二つの基準（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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入力例 

出力例 

クラスタリング 



距離（類似度）の定義 

遺伝子（or サンプル）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 



相関係数 → 距離 （計算例） 
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他の距離（類似度）を定義する手段 

遺伝子（or サンプル）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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計算例（サンプルxとy間の距離D） 
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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 
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他にどんな距離を利用可能か調べたい場合は… 
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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 

“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…orz 

「?関数名」で詳細な使用法を学ぶ 



クラスターを併合する方法 
最短距離法（単連結法；single-linkage） 

二つのクラスター間の類似度を、それぞれに含まれる要素対の中で、
最も類似性が高い対の間の類似度で定義 

1 

2 

4 

3 

5 

1 2 3 4 5 
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クラスターを併合する方法 
最長距離法（完全連結法；complete-linkage ） 

クラスターをmerge（併合、合併）するときの基準として、最遠距離を用
いる 

1 

2 

4 

3 

5 

1 2 
1 2 3 

3 4 5 
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電気泳動波形解析（ピークアラインメント）にも応用可能 



クラスターを併合する方法 
群平均法（平均連結法；average-linkage ） 

クラスターをmergeするときの基準として、群間平均距離を用いる 

用いる方法によって得られるデンドログラム（樹形図）が異なる 

1 

2 

4 

3 

5 

1 2 3 4 5 
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他のクラスター併合手段 

 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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http://ua.t.u-tokyo.ac.jp/okabelab/asami/clustering.pdf 

http://mjin.doshisha.ac.jp/R/28.pdf 



実データをクラスタリングしてみよう 
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Nakai et al., Biosci. Biotechnol. Biochem., 72, 139-148, 2008 

褐色脂肪_満腹：4サンプル 

褐色脂肪_空腹：4サンプル 

白色脂肪_満腹：4サンプル 

白色脂肪_空腹：4サンプル 

肝臓_満腹：4サンプル 

肝臓_空腹：4サンプル 

「hoge」 – 「data_rma_2.txt」 
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「data_rma_2.txt」ファイルを入力データとして与え、
「Fig1.png」ファイルに出力したいときは？ 
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「data_rma_2.txt」ファイルを入力データとして与え、「Fig1.png」ファイ
ルに出力したいときは？ 

①テンプレートのスクリプトをコピーして 

②メモ帳などのテキストエディタにペーストして 

③必要な箇所を変更して 
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④変更後のスクリプトをまたコピーして 

⑤（入力ファイルがあるフォル
ダの場所になっているかどうか
をちゃんと確認して）ペースト 



出力ファイル（Fig1.png）の解説 
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横幅が500ピクセル 

縦幅が400ピクセル 

文字の大きさが14ポイント 



原著論文と比較 
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Nakai et al., Biosci. Biotechnol. Biochem., 72, 139-148, 2008 

ばっちりFig. 1（の一部）を再現できました 
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講義内容 

80 

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 

1. 二群間比較 

2. 様々な組織（条件） 

3. 時系列データ 



1. 二群間比較 

 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） 
  

B群 A群 

N
 g

e
n
e
s
 

A群 B群 

二群間で発現の異なる
遺伝子群を抽出 

高発現 

低発現 

発現変動
度合いで
ソート 

B群 A群 
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解析例（二群間比較） 
 Golub et al., Science, 286: 531-537, 1999. 

A：ALL（27サンプル） 

B：AML（11サンプル） 

急性骨髄性白血病 急性リンパ性白血病 

発現の異なる遺伝子群を同定する
とともに、分類（診断）に適用 

参考 
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1. 二群間比較 
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ランキング 
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相関係数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 
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1. 二群間比較 
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1. 二群間比較 
 

出力ファイル 
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1. 二群間比較 
 

オブジェクトdataには遺伝子発現データが入っている 
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1. 二群間比較 
 

hogeにはテンプレートパターンを含む情報が入っている。 

テンプレートパターン自体は行列hogeの二列目にあるので… 
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1. 二群間比較 

hogeから二列目の情報のみ抽出して、その結果をdata.clオブ
ジェクトに格納している。 

当然、data.clの要素数はA群B群のサンプル総数と同じ11個 
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1. 二群間比較 

① ② ③ ④ 

①dataオブジェクトの、②各行に対して、③cor関数
を適用せよ。その際に④引数yはdata.clで与える 
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apply関数 

行列データの「行ごと」や「列ごと」に関数を適
用したいときにはapply関数を用いると便利 
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apply関数 

「列ごと」に何かしたい場合には、apply関数の二番目の引数を2にします 
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apply関数 
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「R-Tips」にも記述あり 
http://cse.naro.affrc.go.jp/takezawa/r-tips/r.html 

第24節の「apply()ファミリー」のところ 
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apply関数 

Spearman相関係数なども計算できそうだ 
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apply関数を使いこなす 

apply関数中で用いる関数（例：cor）の引数もこんな感じで自在に操れます 
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1. 二群間比較 

cbind関数を用いて元の遺伝子発
現行列データdataの「左側に遺伝

子名情報」を、「右側に相関係数を
計算した結果」を結合している 
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①読み込むファイルの最初の行は（数
値データではなく）ヘッダー部分です 

②最初の列は（数値データではなく）行
の名前に相当する部分です 

 

という処理を読み込み時に行なってい
るからrownames関数やcolnames関
数で該当情報を抽出可能 

① ② 
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cbind関数（やrbind関数）使い倒し 

cbind関数は列（coloum）方向で結合 

rbind関数は行（row）方向で結合 
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1. 二群間比較 
 

出力ファイル 

テンプレートパターンとの相関係数（の絶対値）が
高い遺伝子ほど、より二群間で発現変動している 



2. 様々な組織（条件） 

組織（条件）特異的（選択的）発現遺伝子 

特定の（複数）組織のみで高（or 低）発現している遺伝子 

 「脳」特異的遺伝子 

 「心臓」特異的 

 「腸」特異的 

 … 

栄養条件特異的 
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2. 様々な組織（条件） 

パターンマッチング法 

数十組織 

N
 g

e
n
e
s
 

: 
: 

: 
: 

000100000000100000000000000000000000000000001000 

テンプレートパターン 
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Pavlidis and Noble, Genome Biol., 2, research0042, 2001 
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1. 二群間比較 



2. 様々な組織（条件） 

パターンマッチング法 
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2. 様々な組織（条件） 

 ランキングに基づく方法 
 Dixon test （Greller and Tobin, Genome Res., 9, 282-296, 1999） 
 Pattern matching（Pavlidis and Noble, Genome Biol., 2, research0042, 2001） 
 Entropy （Schug et al., Genome Biol., 6, R33, 2005） 
 Tissue specificity Index （Yanai et al., Bioinformatics, 21, 650-659, 2005） 

 外れ値検出に基づく方法 
 Akaike’s Information Criterion (AIC) （Kadota et al., Physiol. Genomics, 12, 251-

259, 2003） 
 Sprent’s non-parametric method （Ge et al., Genomics, 86, 127-141, 2005） 

 その他 
 Tukey-Kramer’s Honest Significance Difference (HSD) test （Liang et al.,  

Physiol. Genomics, 26, 158-162, 2006） 
 ROKU (Kadota et al., BMC Bioinformatics, 7, 294, 2006) 

 QDMR (Zhang et al., Nucleic Acids Res., 39, e58, 2011) 
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エントロピー（組織特異的遺伝子検出） 
 遺伝子iのエントロピー 
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11 2 /     where),(log)(x

105 

N：組織数（jの数） = 8 

Hの取りうる範囲：0≦ H ≦log2N  → 0≦ H ≦3  

 

組織特異的遺伝子は低いエントロピー そうでないものは高い値 
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エントロピー（Sequence logos） 
 position iの情報量 

 

)()(log 2 ii HNIC x

Schneider and Stephens., Nucleic Acids Res., 18, 6097-6100, 1990 
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N：塩基の種類数= 4 

Hの取りうる範囲： 0≦ H 

≦log2N 2 

IC
 

p5,3 = 

50% 
p5,1 = 

50% 

p1,4 = 

90% 
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まとめ 
 マイクロアレイおよび次世代型シーケンサ（NGS）によるトラン
スクリプトーム解析について紹介 
 Rを利用することで、様々なトランスクリプトーム解析が可能 

 バイオインフォマティクスの基本的なスキルを身につけること
が重要 
バイオインフォマティクス技術者認定試験合格を目指せ（11/25） 
相関係数やエントロピーなどの要素技術を駆使すれば様々なデータ
解析が可能であることを紹介 
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課題 
1. スライド79中の樹形図は大きく二つの群に分かれているが、何と何に大別可能か？①

～③の中から選べ： 
 ①肝臓と脂肪、②空腹と満腹、③白色と褐色 

 

2. （スライド79中の樹形図を眺めて）次の二つのうちどちらの発現プロファイルの組合せ
がより似ているか？： 

 ①「白色脂肪_空腹2」と「褐色脂肪_空腹1」、②「褐色脂肪_満腹1」と「褐色脂肪_満腹4」 
 

3. （スライド83, 89, 99を参考にして）sample16.txt中の三つの遺伝子のうち、テンプレート
パターンyとのPearson相関係数が最も高かったものはどれか？： 

 ①gene1, ②gene2, ③gene3 

 

4. （スライド103）：sample15.txt中の五つの遺伝子のうち、テンプレートパターンとの
Pearson相関係数が最も低かったものはどれか？（計算できなかったものは除く）： 

 ①gene1, ②gene2, ③gene3, ④gene4, ⑤gene5 

 

5. （スライド103）：sample15_cl.txt中で指定した数値ベクトルは、「tissue4という組織で特
異的高発現パターンを示す遺伝子を抽出するためのもの」という解釈が可能である。で
は、「tissue4特異的低発現パターンを示す遺伝子」を抽出したい場合には、どのように
すればいいだろうか？考えを簡潔に述べよ。 


