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参考ウェブページ

「（Rで）塩基配列解析」のウェ
ブページを主に利用します



自己紹介
 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（CBRC） 産総研特別研究員
 マイクロアレイ解析手法開発

 2003/11/1~
 放医研・先端遺伝子発現研究センター 研究員
 一次元電気泳動波形解析手法開発

 2005/2/16~
 東京大学・大学院農学生命科学研究科・アグリバイオインフォマティクスプログラム
 マイクロアレイ解析手法開発
 RNA-seqデータ解析手法開発
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（トランスクリプトーム解析周辺の）手法開発系のヒトです
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講義風景



ゲノム・トランスクリプトーム解析
 例：シロイヌナズナ（Arabidopsis thaliana）

 ゲノム配列決定（chr1-5, chrC, chrM）
 1番染色体：Theologis et al., Nature, 408: 816-820, 2000

 2番染色体：Lin et al., Nature, 402: 761-768, 1999

 3番染色体：Salanoubat et al., Nature, 408: 820-822, 2000

 …

 トランスクリプトーム配列（cDNA配列）決定
 アノテーション：Seki et al., Science, 296: 141-145, 2002

 …

 まとめサイト
 The Arabidopsis Information Resource (TAIR)

 Lamesch et al., Nucleic Acids Res., 40(Database issue): D1202-1210, 2011

 http://www.arabidopsis.org/
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Rは論文中に書かれている
ことの一部を再現?!できます



ゲノムデータ取得
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ゲノムデータ取得

7Jun 6 2013



Rで配列長とGC含量計算
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最新のゲノム配列を読み込んで
GC含量を計算することができます



Contents
 Rでゲノム解析

 アノテーションファイル（行列形式）からの情報抽出
 条件を満たす行のみの抽出。ハッシュとかgrep周辺がRで可能

 multi-fastaファイルからの情報抽出
 コンティグごとのGC含量計算。一定の長さ以上のものを抽出とか。

 Rで（比較）トランスクリプトーム解析

 研究目的別留意点（サンプル内比較、サンプル間比較）

 リードマッピング → 数値化（カウントデータの取得）

 発現変動解析
 既存のRパッケージの弱点（unbiased DE：○、biased DE：×）

 TCCパッケージを用いて二群間比較（複製あり、複製なし）
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アノテーションファイル?!
 アノテーショ
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遺伝子（転写物）ごとに、どの染色
体上に存在するのか、どんなGene 
Ontology IDが割り当てられている
のか、などの情報を含むファイル



アノテーションファイルからの情報抽出
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「核」に存在する遺伝子のみからなる
リストを得たいときにもRが利用可能



アノテーションファイルからの情報抽出
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annotation.txt

genelist1.txt

hoge1.txt

目的：アノテーションファイル（annotation.txt）中
の第1列目に対して、リストファイル
（genelist1.txt）中の文字列と一致する行を抜き
出して、hoge1.txtというファイル名で出力したい
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annotation.txt genelist1.txt

hoge1.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annotation.txt
とgenelist1.txtが存在する、という前提です。

「メモ帳」で開くと改行コードが崩れている場合は、「ワードパッド」などで開くとよい
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各種ソフトの場所

15

スタート－すべてのプログラム－…

③

②

①

③



Rの起動および作業ディレクトリの変更
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① ②
③

④

⑤
⑥

⑦

④のところは
人それぞれ



「getwd()」と打ち込んで確認

17Jun 6 2013



基本はコピペ
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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
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色についての説明
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色についての説明

4列目でキーワード検索したいときは?上記は1列目でキーワード検索する場合
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解答例
1. 目的のキーワードリストを含むファイルを作成し、

例：list.txt

2. 該当箇所を変更し、Rコンソール画面上でコピペ

一連の作業手順を記述した「スクリプト」を一つのファイルとして保
存することをお勧め。（list.txtファイル作成時に、”membrane”と
打った後に改行を入れた場合と入れない場合を試してみよう）
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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）



27Jun 6 2013

「----- 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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読み込み
1. 目的のキーワードリストを含むファイルを作成し、

例：list.txt

2. 該当箇所を変更し、Rコンソール画面上でコピペ

①in_f1で指定したファイルを読み込め
②読み込むファイルの最初の行はヘッダー部分です
③ファイルの区切り文字は「タブ」です

① ②

③

参考
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行列data

入力ファイルの中身を正しく
読み込めていることがわかる

参考
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行列data

オブジェクトdataの行数と列数は11と4。
webpage中の表記が灰色なのは、「特
にやらなくてもいいコマンド」だから。

参考
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行列の要素へのアクセス

data[行 , 列]

paramには1という数値
が代入されていたから

参考
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やりたかったことをおさらい
genelist1.txt

論理値ベクトルobjを用いてTRUEの
要素に対応する行を抽出している

参考
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R-Tipsでお勉強

ときどき「R-Tips」に立ち返るといいと思います

参考
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論理値ベクトルを理解
genelist1.txt

参考
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疑問に思ったら、自分の理解でき
るところからボトムアップ式に試す

論理値ベクトルを理解 genelist1.txt

参考



Contents
 Rでゲノム解析

 アノテーションファイル（行列形式）からの情報抽出
 条件を満たす行のみの抽出。ハッシュとかgrep周辺がRで可能

 multi-fastaファイルからの情報抽出
 一定の長さ以上のものを抽出。コンティグごとのGC含量計算。

 Rで（比較）トランスクリプトーム解析

 研究目的別留意点（サンプル内比較、サンプル間比較）

 リードマッピング → 数値化（カウントデータの取得）

 発現変動解析
 既存のRパッケージの弱点（unbiased DE：○、biased DE：×）

 TCCパッケージを用いて二群間比較（複製あり、複製なし）
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multi-fastaファイルからの情報抽出

Rでmulti-fastaファイルを読み込んで自在に解析できます
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まずはコピペ

「hoge」フォルダにhoge1.txtが作成されているはず
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結果ファイルを眺めて動作確認
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N50

 アセンブルがどれだけうまくいっているか
を表す指標の一つ

 長いコンティグから足していってTotal_length

の50%に達したときのコンティグの長さ

contig_2 (103 bp)
contig_3 (65 bp)

contig_4 (49 bp)

contig_1 (24 bp)

Total_length (241 bp)

Total_length / 2 (120.5 bp)

参考
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情報抽出手順（の一部）

width関数を使えば配列長
情報を取り出せるようだ

参考
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情報抽出手順（の一部）

50 bp以上のコンティグからなる
サブセットの抽出ができそうだ!

参考
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情報抽出手順（の一部）

指定した配列長以下のものを抽出
したいときは「<=」とすればよい

参考



44Jun 6 2013

情報抽出手順（の一部）

入力ファイル：sample1.fasta

出力ファイル：tmp1.fasta

>kadota
AGTGACGGTCTT

>kadota
TGACGGT

参考
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subseq関数は「塩基配列, start, end」
という形式で使うようだ

入力ファイル：sample1.fasta

出力ファイル：tmp1.fasta

>kadota
AGTGACGGTCTT

>kadota
TGACGGT

参考
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関数の使用法について

…

・「?関数名」で使用法を記したウェブページが開く
・ページの下のほうに、（大抵の場合）使用例が掲載されている
・使用法既知の関数のマニュアルをいくつか読んで、慣れておく

参考
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入力ファイル：sample1.fasta

出力ファイル：tmp1.fasta

>kadota
AGTGACGGTCTT

>kadota
TGACGGT

マニュアルの使用例をいくつか試して、ステップアップ

参考
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出力ファイル：tmp4.fasta

>contig_4
CGTGCTGATT
>contig_2
CTGCCT

list_sub2.txt

参考



Contents
 Rでゲノム解析

 アノテーションファイル（行列形式）からの情報抽出
 条件を満たす行のみの抽出。ハッシュとかgrep周辺がRで可能

 multi-fastaファイルからの情報抽出
 一定の長さ以上のものを抽出。コンティグごとのGC含量計算。

 Rで（比較）トランスクリプトーム解析

 研究目的別留意点（サンプル内比較、サンプル間比較）

 リードマッピング → 数値化（カウントデータの取得）

 発現変動解析
 既存のRパッケージの弱点（unbiased DE：○、biased DE：×）

 TCCパッケージを用いて二群間比較（複製あり、複製なし）
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GC含量

配列ごとのGC含量を計算したいとき
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GC含量

（スライド7の）シロイヌナズナのGC含量計算は、
ファイル名部分を変更して実行しただけです



52Jun 6 2013

GC含量

alphabetFrequency関数
を適用すると塩基ごとの
出現頻度が得られます
…が「M, R, W, …」は？

参考
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GC含量

alphabetFrequency関数が
どういう出力結果を返すの
か詳細を知りたい場合は
Value のところを読むとよい

参考
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GC含量

M(A/C), R(A/G), W(A/T), 
S(C/G), …, N(A/C/G/T)
という事実は常識?!なの
で書かれていない…。 argument（独立変数 or 引数）とは、

出力結果の形式などを指定する
オプション。関数ごとに異なる

参考
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GC含量

相対出現頻度（probability）
にすることも可能です。

参考
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GC含量

「コンティグごとのCとGの出現
頻度の和」は、「行の和」を計
算することで得ることができる

参考
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GC含量

出力ファイルの形式やヘッダー行
はどのようにして決めているのか？

参考
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GC含量

同じ要素数からなるベクトル同士を
列（column）方向で結合（bind）

参考
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GC含量

cbind関数適用時に、出力したい
順番に並べているだけです

参考
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GC含量

列（column）の名前（names）を
適当に変更して出力しています

参考
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パッケージ（package）って何？

Rを再起動した状態で、「?関数名」と打
ち込んでも使用法を記したウェブページ
が開かずにエラーが出ることがあります

参考
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パッケージ（package）って何？
「Biostrings」というパッケージをlibrary関数を
用いて読み込むことによって、Biostringsパッ
ケージが提供する関数群の中の一つである
alphabetFrequency関数を利用できるんです。

参考
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パッケージを個別に
インストールする場合

使い方の解説記事は
PDFのところをクリック。

例えば…

参考
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「Biostrings」パッケージ中の関数を使いこなせると、他
の自然言語処理系プログラミング言語（perlやruby）を
改めて勉強しなくても必要な解析の大部分が可能です

参考



Contents
 Rでゲノム解析

 アノテーションファイル（行列形式）からの情報抽出
 条件を満たす行のみの抽出。ハッシュとかgrep周辺がRで可能

 multi-fastaファイルからの情報抽出
 一定の長さ以上のものを抽出。コンティグごとのGC含量計算。

 Rで（比較）トランスクリプトーム解析

 研究目的別留意点（サンプル内比較、サンプル間比較）

 リードマッピング → 数値化（カウントデータの取得）

 発現変動解析
 既存のRパッケージの弱点（unbiased DE：○、biased DE：×）

 TCCパッケージを用いて二群間比較（複製あり、複製なし）
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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

66

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

67

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

68

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
・電気泳動に基づく方法
・配列決定に基づく方法
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比較トランスクリプトーム解析の流れ

複数のFASTQファイル

リファレンス配列の作成

クオリティチェック

アセンブル結果（multi-fasta）

ファイルから平均長やトータルの
長さなどの基本情報を抽出

マッピング
マッピング結果（BED形式）ファイルを入力として、
転写物ごとのマップされたリード数をカウント

データ解析 発現変動遺伝子のリストアップや、作図など



雑感
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 一口にトランスクリプトーム解析といっても目的や手段は多様。

 トランスクリプトーム配列取得
 ゲノム配列既知の場合、Cufflinksなどを用いて遺伝子構造推定（アノテーション）

 ゲノム配列未知の場合、 Trinityなどのトランスクリプトーム用アセンブラを実行

 遺伝子（or isoform）ごとの発現量推定
 RSEMなどを利用して発現量情報を得る

 ある特定のサンプル内での遺伝子間の発現量の大小関係を知りたい

 Length biasやGC含量biasなどの各種補正がポイント

 遺伝子レベルの発現量 ⇔ isoformレベルの発現量の正確な推定

 比較するサンプル間で発現変動している遺伝子（or isoform）の同定
 TCCパッケージ（など）を利用して発現変動遺伝子（DEG）を得る

 Sequence depthやサンプル間で発現している遺伝子のcomposition biasの補
正がポイント

 （GO解析など）DEG結果を用いる多くの下流解析結果に影響を及ぼす

Jun 6 2013



研究目的別留意点

71

 ある特定のサンプル内での遺伝子間の発現量の大小関係を知
りたい場合

 「配列長」由来bias：長いほど沢山sequenceされる

 「GC含量」由来bias：カウント数の分布がGC含量依存的である

 サンプル間比較（sample A vs. Bなど）で、発現変動遺伝子（
DEG）を調べたい場合

 「sequence depthの違い」：総リード数がx倍違うと全体的にx倍変動…

 「組成の違い」：サンプル特異的高発現遺伝子の存在で比較困難に…
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配列長を考慮した発現量推定のイメージ
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 gene1: 3 exons (middle length), 14 reads mapped (low coverage)

 gene2: 3 exons (middle length), 56 reads mapped (high coverage)

 gene3: 2 exons (short length), 12 reads mapped (middle coverage)

 gene4: 2 exons (long length), 31 reads mapped (middle coverage)

Jun 6 2013

「Garber et al., Nat. Methods, 8: 469-477, 2011」のFig. 3a

マップされたリード分布 生リードカウント結果 補正度の発現量

・長さが同じならリード数の多い方が発現量高い（gene 1 vs. 2）
・長いほどマップされるリード数が多くなる効果を補正する必要がある（gene 3 vs. 4）

一つのサンプル内で転写物（遺伝子）間の発現レベルの大小を比較したい場合には
配列長を考慮すべきである



GC biasの実例
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「Risso et al., BMC Bioinformatics, 12: 480, 2011」のFig.1

GC含量が多い遺伝子や少ない遺伝子上に
マップされたリードカウント数は、GC含量が
中程度の遺伝子に比べて少ない傾向にある

少
な

い
←

  
カ

ウ
ン

ト
数

→
 多

い

少ない ←                      → 多い
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GC bias補正（EDASeqパッケージ）

Quantile

正規化

GC biasが緩和されていることがわかる…
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比較トランスクリプトーム解析の流れ

複数のFASTQファイル

リファレンス配列の作成

クオリティチェック

アセンブル結果（multi-fasta）

ファイルから平均長やトータルの
長さなどの基本情報を抽出

マッピング
マッピング結果（BED形式）ファイルを入力として、
転写物ごとのマップされたリード数をカウント

データ解析 発現変動遺伝子のリストアップや、作図など
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 Rでゲノム解析
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 multi-fastaファイルからの情報抽出
 一定の長さ以上のものを抽出。コンティグごとのGC含量計算。

 Rで（比較）トランスクリプトーム解析
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マッピング ＝ （大量高速）文字列検索
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 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”

Jun 6 2013

出力ファイル：hoge2.txt

Rでやってみよう



パターンマッチング
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出力ファイル：hoge2.txt

複数のキーワード探索も可能です
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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
出力ファイル：hoge4.txt

data_reads.txt

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

multi mapper（複数個所にマップされるリード）の取り扱いは？

contig_2 contig_3 contig_4contig_1



よく見かけるカウントデータ取得条件
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 basic alignerの一つであるBowtieプログラムを利用して、リ
ファレンス配列（ゲノム or トランスクリプトーム）の一カ所との
み（最大2塩基ミスマッチまで許容して）一致するリード（
uniquely mapped reads or unique mapper）数をカウント

 Marioni et al., Genome Res., 18:1509-1517, 2008

 Bullard et al., BMC Bioinformatics, 11:94, 2010

 Risso et al., BMC Bioinformatics, 12:480, 2011

 ReCount (Frazee et al., BMC Bioinformatics, 12:449, 2011)

 …

Jun 6 2013
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Unique mapperのみにすると…

data_reads.txt

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

出力ファイル：hoge4.txt

contig_2 contig_3 contig_4contig_1
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1.をやってみましょう。



入力ファイルと目的のおさらい
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 入力ファイル1：sample_1.bed

 BED形式ファイル。1列目の情報のみを用いてコンティグ（遺
伝子ID）ごとのカウント（出現回数）情報取得のために利用。

 入力ファイル2：hoge4.fa

 マップに用いたリファレンス配列。multi-fasta形式ファイル。
Description行のコンティグ名（ID）の並びで結果を出力させる
ために利用。

Jun 6 2013

出力ファイル：output1.txt
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比較解析用Rパッケージ（or スクリプト）
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 DEGSeq (Wang et al., Bioinformatics, 26: 136-138, 2010)

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

 GPseq (Srivastava and Chen, Nucleic Acids Res., 38: e170, 2010)

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

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

 NBPSeq (Di et al., SAGMB, 10: article24, 2011)

 TPSM (Auer and Doerge, SAGMB, 10: article26, 2011)

 BBSeq (Zhou et al., Bioinformatics, 27: 2672-2678, 2011)

 NOISeq (Tarazona et al., Genome Res., 21: 2213-2223, 2011)

 PoissonSeq (Li et al., Biostatistics, 13: 523-538, 2012)

 SAMseq (Li and Tibshirani, Stat Methods Med Res., 2011 Nov 28)

 BitSeq (Glaus et al., Bioinformatics, 28: 1721-1728, 2012)

 DEXSeq (Anders et al., Genome Res., 22: 2008-2017, 2012)

 ShrinkBayes (Van DE Wiel et al., Biostatistics, 14: 113-128, 2013)

 sSeq (Yu et al., Bioinformatics, 29: 1275-1282, 2013)

 TCC (Sun et al., submitted)
Jun 6 2013



黒字のものたち（+α）の比較結果は…

88

 DEGSeq (Wang et al., Bioinformatics, 26: 136-138, 2010)

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

 GPseq (Srivastava and Chen, Nucleic Acids Res., 38: e170, 2010)

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

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

 NBPSeq (Di et al., SAGMB, 10: article24, 2011)

 TPSM (Auer and Doerge, SAGMB, 10: article26, 2011)

 BBSeq (Zhou et al., Bioinformatics, 27: 2672-2678, 2011)

 NOISeq (Tarazona et al., Genome Res., 21: 2213-2223, 2011)

 PoissonSeq (Li et al., Biostatistics, 13: 523-538, 2012)

 SAMseq (Li and Tibshirani, Stat Methods Med Res., 2011 Nov 28)

 BitSeq (Glaus et al., Bioinformatics, 28: 1721-1728, 2012)

 DEXSeq (Anders et al., Genome Res., 22: 2008-2017, 2012)

 ShrinkBayes (ShrinkSeq; Van DE Wiel et al., Biostatistics, 14: 113-128, 2013)

 sSeq (Yu et al., Bioinformatics, 29: 1275-1282, 2013)

 TCC (Sun et al., submitted)
Jun 6 2013

Soneson and Delorenzi, BMC Bioinformatics, 14: 91, 2013
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よりよい方法とは？
 その方法を用いて発現変動の度合いでランキングしたときに、真の発現

変動遺伝子（DEG）がより上位にランキングされる（感度・特異度高い）

Area Under the ROC Curve (ROC曲線の下部面積：AUC)

バイオインフォマティクス分野でよく用いられる評価基準です

83.3%66.7%

方法1 方法2



AUC値の比較結果
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「Soneson and Delorenzi, BMC Bioinformatics, 14: 91, 2013」のFig.1D

10 vs.105 vs.52 vs.2

シミュレーション条件：G1 vs. G2

全遺伝子数：12500

発現変動遺伝子(DEG)数：4000

G1で高発現：2000

G2で高発現：2000

unbiased DE situation

反復実験数を増やすほど精度は上がる

（これが言いたいわけではない…）

G1

2反復
G2

2反復
G1

10反復
G2

10反復



AUC値の比較結果
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「Soneson and Delorenzi, BMC Bioinformatics, 14: 91, 2013」のFig.1C

10 vs.105 vs.52 vs.2

シミュレーション条件：G1 vs. G2

全遺伝子数：12500

発現変動遺伝子(DEG)数：4000

G1で高発現：4000

G2で高発現：0

biased DE situation

グループ（群）間でDEG数の組成に偏り
があると精度が大幅に低下する

理由：データ正規化法がDEG数の組成
に偏りがないことを想定しているため

G1

2反復
G2

2反復
G1

10反復
G2

10反復



比較解析用Rパッケージ（or スクリプト）

92

 DEGSeq (Wang et al., Bioinformatics, 26: 136-138, 2010)

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

 GPseq (Srivastava and Chen, Nucleic Acids Res., 38: e170, 2010)

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

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

 NBPSeq (Di et al., SAGMB, 10: article24, 2011)

 TPSM (Auer and Doerge, SAGMB, 10: article26, 2011)

 BBSeq (Zhou et al., Bioinformatics, 27: 2672-2678, 2011)

 NOISeq (Tarazona et al., Genome Res., 21: 2213-2223, 2011)

 PoissonSeq (Li et al., Biostatistics, 13: 523-538, 2012)

 SAMseq (Li and Tibshirani, Stat Methods Med Res., 2011 Nov 28)

 BitSeq (Glaus et al., Bioinformatics, 28: 1721-1728, 2012)

 DEXSeq (Anders et al., Genome Res., 22: 2008-2017, 2012)

 ShrinkBayes (Van DE Wiel et al., Biostatistics, 14: 113-128, 2013)

 sSeq (Yu et al., Bioinformatics, 29: 1275-1282, 2013)

 TCC (Sun et al., submitted)
Jun 6 2013

Sun et al., submitted



AUC値の比較結果（edgeR vs. TCC）
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3反復 vs. 3反復

unbiased DE

biased DE

edgeR

90.84%

edgeR

82.96%

TCC

90.83%

TCC

89.86%

TCCパッケージ中のシミュレーション
解析でもedgeRの性能低下、および
TCCの頑健性の高さが確認できます



TCCでの解析手順（複製あり；二群間比較）
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 仮想データ（10,000 genes×6 samples）

 2,000 DEGs (20%がDEG)
 Group1 (G1)で高発現：gene1~1800 (90%)

 Group2 (G2)で高発現：gene1801~2000 (10%)

G1

3反復
G2

3反復

data_hypodata_3vs3.txt

Sun et al., submitted

Jun 6 2013
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Sun et al., submitted
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コピペ



出力ファイルの説明
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入力データ

M-A plotのA値とM値

p-valueとその順位

q-value

(param_FDRで指定した)FDR閾値
(<0.05)を満たすDEG。q-value < 

0.05のものが1の値をとる。

data_hypodata_3vs3_iDEGESedgeR_DE.txt



TCCでの解析手順（複製なし；二群間比較）
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 仮想データ（10,000 genes×2 samples）

 2,000 DEGs (20%がDEG)
 Group1 (G1)で高発現：gene1~1800 (90%)

 Group2 (G2)で高発現：gene1801~2000 (10%)

G1

反復なし
G2

反復なし

data_hypodata_3vs3.txt

Sun et al., submitted

Jun 6 2013

data_hypodata_1vs1.txt
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Sun et al., submitted
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Sun et al., submitted

二群間比較以外にも対応しています



まとめ
 Rでゲノム解析

 アノテーションファイル（行列形式）からの情報抽出
 条件を満たす行のみの抽出。ハッシュとかgrep周辺がRで可能

 multi-fastaファイルからの情報抽出
 一定の長さ以上のものを抽出。コンティグごとのGC含量計算。

 Rで（比較）トランスクリプトーム解析

 研究目的別留意点（サンプル内比較、サンプル間比較）

 リードマッピング → 数値化（カウントデータの取得）
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Rでいろいろできます



スライドPDFはウェブから取得可能です
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分布、モデル、実験デザイン、なぜ倍率変化が
ダメかなどの補完的な内容を含むものはこちら
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より詳細はこの講義科目で話し
ます。外部の方も受講可能です。
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