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講義室後ろにあるUSBメモリ
中のhogeフォルダをデスクトッ

プにコピーしておいてください。

前回（5/14）のhogeフォルダが
デスクトップに残っているかも
しれないのでご注意ください。



講義予定
 第1回（2014年5月14日）

 原理、各種データベース、生データ取得、遺伝子発現行列作成（データ正規化）

 教科書の1.2節、2.2節周辺

 第2回（2014年5月21日）
 クラスタリング（データ変換や距離の定義など）、実験デザイン、分布

 教科書の3.2節周辺

 第3回（2014年5月28日）
 発現変動解析（多重比較問題）、各種プロット（M-A plotや平均-分散プロット）

 教科書の3.2節と4.2節周辺

 第４回（2014年6月4日）
 機能解析（Gene Ontology解析やパスウェイ解析）、分類など
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教科書
授業の目標・概要

細胞中で発現している全転写物（トランスクリプトーム）の解析技術
は、マイクロアレイから次世代シーケンサ（RNA-seq）に移行しつつ
あります。RNA-seqデータ解析の多くは、マイクロアレイの知識を
前提としています。また、ニュートリゲノミクス（食品系）分野では、
マイクロアレイは現在でも主流派です。マイクロアレイデータを主な
例として、各種トランスクリプトーム解析手法について解説します。



Contents（第2回）
 プローブレベルデータ取得および前処理法適用（発展形）

 Rパッケージ経由でダウンロードしたデータをそのまま前処理法にかける

 サンプル名の順番が変わることもあるので注意

 何度も同じ作業をしなくていいように有効活用

 3つの論文の遺伝子発現行列をコピペで作成
 ヒトの36サンプルからなるデータ（Ge et al., 2005）

 ラットの24サンプルからなるデータ（Nakai et al., 2008）

 ラットの10サンプルからなるデータ（Kamei et al., 2013）

 サンプル間クラスタリング
 階層的クラスタリング、距離の定義、クラスターをまとめる方法など

 前処理法（MAS5, RMA, RobLoxBioC）と相関係数（Spearman and Pearson）の違い

 同一アレイ由来データセットのマージ（ラット24サンプル＋ラット10サンプル）
 3’発現アレイの長所（教科書p7）

 ラット10サンプル（通常 対 鉄欠乏）クラスタリング結果の印象は、外群（ラット24サンプ
ル）の有無でずいぶん異なる（教科書p106-107）

 実験デザイン
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CELファイル取得 → 前処理法の実行
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①CELファイル取得
②前処理法の実行

一気にやる方法もあります
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CELファイル取得 → 前処理法の実行

5

これが一気にやるための
テンプレートスクリプトです



R経由で生データ取得（教科書の§2.2.1）
 Affymetrix GeneChip

 Ge et al., Genomics, 86: 127-141, 2005
 GSE2361、ヒト36サンプル、GPL96を利用

 Nakai et al., Biosci Biotechnol Biochem., 72: 139-148, 2008
 GSE7623、ラット24サンプル、GPL1355を利用

 Kamei et al., PLoS One, 8: e65732, 2013
 GSE30533、ラット10サンプル、GPL1355を利用

 Illumina BeadChip
 Sharma et al., Cancer Cell, 23: 35-47, 2013

 GSE28680、ヒト24サンプル、GPL10558を利用

 NGSデータも…
 Neyret-Kahn et al., Genome Res., 23: 1563-1579, 2013

 GSE42213、ヒト26サンプル、GPL10999とGPL11154を利用
 GSE42211、ヒト20サンプル、GPL10999とGPL11154を利用（ChIP-seq）

 GSE42212、ヒト6サンプル、GPL10999を利用（RNA-seq）

 Huang et al., Development, 139: 2161-2169, 2012
 GSE36469、シロイヌナズナ8サンプル、GPL13222を利用
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教科書p36-

GSE7623のプローブレベル
データ取得からRMA前処理
法の実行までを一気にやる
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必要最小限の変更後
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列の順番は異なっている
ものの、中の数値は同じ
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hogeオブジェクトの中身は実質的に同じ
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作業ディレクトリ中のCEL
ファイルを読み込んだ後の
hogeオブジェクトの中身

教科書p45
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hogeオブジェクトの中身は実質的に同じ
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教科書p45

ウェブサイトからダウン
ロード後のhogeオブジェク
トの中身

こういうこともある、と
いうことを知っておこう
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hogeオブジェクトを有効利用
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CELファイルのダウン
ロードと前処理法実行を
切り分けることもできます
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hogeオブジェクトを有効利用
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CELファイル情報を含
むhogeオブジェクトを有
効利用して、複数の前
処理法を一気に実行

rcode_GSE7623_all.txt

利点：作業ディレクトリがどこ
であろうが、任意のGSE IDを
指定して前処理法実行結果
ファイルを得ることができる



門田のやり方
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2014/05/14のスライド75
のコードはただの基本形。
これは毎回作業ディレクト
リ中のCELファイルの読み
込みを行っており非効率

rcode_20140514.txt



hogeオブジェクトを有効利用
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CELファイル情報を含
むhogeオブジェクトを有
効利用して、複数の前
処理法を一気に実行

rcode_preprocessing.txt

利点：CELファイルを含むディ
レクトリの指定さえすれば、
プログラムのどこも変更する
必要がない



遺伝子発現行列データは作成済み
 Affymetrix GeneChip

 Ge et al., Genomics, 86: 127-141, 2005
 GSE2361、GPL96 (Affymetrix Human Genome U133A Array)、22,283 probesets

 ヒト36サンプル：Heart (心臓）、Thymus (胸腺)、Spleen (脾臓)、Ovary (卵巣)、Kidney (腎
臓)、Skeletal Muscle (骨格筋）、Pancreas (膵臓）、Prostate (前立腺)、…

 Nakai et al., Biosci Biotechnol Biochem., 72: 139-148, 2008
 GSE7623、 GPL1355 (Affymetrix Rat Genome 230 2.0 Array)、31,099 probesets

 ラット24サンプル：Brown adipose tissue (褐色脂肪組織; BAT）8サンプル、White adipose 
tissue (白色脂肪組織; WAT）8サンプル、 Liver (肝臓; LIV）8サンプル

 BAT 8サンプル：通常（BAT_fed） 4サンプル 対 24時間絶食（BAT_fas） 4サンプル

 WAT 8サンプル：通常（WAT_fed） 4サンプル 対 24時間絶食（WAT_fas） 4サンプル

 LIV 8サンプル：通常（LIV_fed） 4サンプル 対 24時間絶食（LIV_fas） 4サンプル

 Kamei et al., PLoS One, 8: e65732, 2013
 GSE30533、 GPL1355 (Affymetrix Rat Genome 230 2.0 Array)、31,099 probesets

 ラット10サンプル：全てLiver (肝臓）サンプル

 iron-deficient diet （Iron_def） 5サンプル 対 control diet （Control） 5サンプル
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hogeフォルダ中に3つの前処理法の実行結果ファイルがあります。
MAS5 (data_mas.txt)、RMA (data_rma.txt)、RMX (data_rob.txt)



遺伝子発現行列データは作成済み
 Affymetrix GeneChip

 Ge et al., Genomics, 86: 127-141, 2005
 GSE2361、GPL96 (Affymetrix Human Genome U133A Array)、22,283 probesets

 ヒト36サンプル：Heart (心臓）、Thymus (胸腺)、Spleen (脾臓)、Ovary (卵巣)、Kidney (腎
臓)、Skeletal Muscle (骨格筋）、Pancreas (膵臓）、Prostate (前立腺)、…

 Nakai et al., Biosci Biotechnol Biochem., 72: 139-148, 2008
 GSE7623、 GPL1355 (Affymetrix Rat Genome 230 2.0 Array)、31,099 probesets

 ラット24サンプル：Brown adipose tissue (褐色脂肪組織; BAT）8サンプル、White adipose 
tissue (白色脂肪組織; WAT）8サンプル、 Liver (肝臓; LIV）8サンプル

 BAT 8サンプル：通常（BAT_fed） 4サンプル 対 24時間絶食（BAT_fas） 4サンプル

 WAT 8サンプル：通常（WAT_fed） 4サンプル 対 24時間絶食（WAT_fas） 4サンプル

 LIV 8サンプル：通常（LIV_fed） 4サンプル 対 24時間絶食（LIV_fas） 4サンプル

 Kamei et al., PLoS One, 8: e65732, 2013
 GSE30533、 GPL1355 (Affymetrix Rat Genome 230 2.0 Array)、31,099 probesets

 ラット10サンプル：全てLiver (肝臓）サンプル

 iron-deficient diet （Iron_def） 5サンプル 対 control diet （Control） 5サンプル
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これらのファイルを用いて各種データ解析を行っていきます



遺伝子発現行列データは作成済み
 Affymetrix GeneChip

 Ge et al., Genomics, 86: 127-141, 2005
 GSE2361、GPL96 (Affymetrix Human Genome U133A Array)、22,283 probesets

 ヒト36サンプル：Heart (心臓）、Thymus (胸腺)、Spleen (脾臓)、Ovary (卵巣)、Kidney (腎
臓)、Skeletal Muscle (骨格筋）、Pancreas (膵臓）、Prostate (前立腺)、…
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data_mas_JP.txt

data_mas_EN.txt

data_mas.txt

*_EN.txtや*_JP.txtのように入力ファイルの
段階で（手作業で）解析結果を見やすくす
るのが一般的。好きなのをご利用ください。
いずれも対数変換後のデータです。



May 21, 2014 19

data_mas_JP.txt

data_mas_EN.txt

data_mas.txt

GSE7623 (Nakai et al., 2008)の対数変換後のデータ



May 21, 2014 20

data_mas_JP.txt

data_mas_EN.txt

data_mas.txt

GSE30533 (Kamei et al., 2013)の対数変換後の
データ。教科書中で用いているデータセットです。
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データ解析もいろいろ

21

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 同一ピーク同定

Sequence logo

基本スキルのみでいろいろなことができます



第3章 データ解析（基礎）
 §3.2.1 クラスタリング（データ変換や距離の定義など）
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教科書p98-

教科書中で用いているhoge1.txtは、GSE30533 (Kamei 
et al., 2013)の対数変換（log2変換）前のMAS5データ



第3章 データ解析（基礎）
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教科書p40

教科書中で用いているhoge1.txtは、GSE30533 (Kamei 
et al., 2013)の対数変換（log2変換）前のMAS5データ
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GSE30533 (Kamei et al., 2013)
の対数変換後のMAS5データ

対数変換部分



§3.2.1 クラスタリング
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教科書p99

hoge – GSE30533フォルダ中
のhoge1.txtのサンプル間クラ
スタリングをやってみよう。



§3.2.1 クラスタリング
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教科書p99

なぜサンプル名のところが変
わっているのかを説明します

GSE30533 (Kamei et al., 2013)
の対数変換前のMAS5データ



§3.2.1 クラスタリング
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教科書p99

サンプル名部分に相当する
colnames(data)に任意の文字
列ベクトルを代入しています

上矢印キーを押すと直前に
打ったコマンドが出る。有効に
利用し最小限の労力で打つ。



§3.2.1 クラスタリング
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教科書p99

rcode_clustering.txt

GSE30533 (Kamei et al., 2013)
の対数変換後のMAS5データ

対数変換の有無にかかわらずク
ラスタリング結果（樹形図）のトポ
ロジーは不変。理由は、Spearman
相関係数を採用しているから。
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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）

 階層的クラスタリング
 発現パターンの類似した遺伝子を集めて系統樹を作成

 非階層的（分割最適化）クラスタリング
 K-meansクラスタリング

 「K個のクラスターに分割（Kの数は主観的に決定）する」と予め指定し、各クラスター
内の遺伝子（サンプル）間の距離の総和が最小になるようなK個のクラスターを作成

 自己組織化マップ（SOM）

 主成分分析（PCA）
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どれを使うかはほぼ趣味の問題です



得られる樹形図の可能性は無数
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生データファイル 遺伝子発現行列

前処理法

②スケーリング
・対数変換
・相対値(0~1)
・Z-score化
…
…

クラスタリング

③距離
・1－相関係数
・ユークリッド
・マンハッタン
・キャンベラ
…

④群の併合
・単連結法
・完全連結法
・平均連結法
・ウォード法
…

× ×

①前処理法
・MAS
・RMA
・RobLoxBioC
…
…

×

教科書p99



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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得られた結果の妥当性を何らかの知見に基づいて評価す
るため、結果の正当性を主張する視点が複数存在しうる。
→見当をつける、程度に利用すべし

入力例

出力例

クラスタリング



距離（類似度）の定義

 ベクトル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）

78.1)78.0(178.0

01.1)01.0(101.0

02.098.0198.0







4141

3131

2121

xxxx

xxxx

xxxx

       

       

       

Dr

Dr

Dr

距離相関係数

距離相関係数

距離相関係数
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§3.2.1 クラスタリング
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教科書p99

G2_3とG2_5の発
現ベクトル間の距離



相関係数
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教科書p100

Spearman相関係数を用いれば、対数変換の有無に関わら
ず、距離の値が変わらないようにすることもできる。しかし、
ユークリッド距離などそれ以外の多くの場合には対数変換
の有無によって値が変わるため、マイクロアレイデータは対
数変換後の値で取り扱うのが一般的である。p100-106。

対数変換前の数値で
Spearman相関係数

対数変換前の1 -
Spearman相関係数

対数変換前の
Pearson相関係数

対数変換前の順位で
Pearson相関係数

対数変換前の順位で
Spearman相関係数



他の距離（類似度）を定義する手段

 ベクトル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



クラスターをまとめる方法

 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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クラスターをまとめる方法

 最長距離法（完全連結法；complete-linkage ）
クラスターをmerge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

Kadota et al., AMB, 2:5, 2007



クラスターをまとめる方法

 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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他のクラスターをまとめる手段

 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

分野にもよるらしいが群平均法が最もよく利用
されている?!（ウォード法も?!）…。
いろいろ試して総合的に判断することが重要



得られる樹形図の可能性は無数
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生データファイル 遺伝子発現行列

前処理法

②スケーリング
・対数変換
・相対値(0~1)
・Z-score化
…
…

クラスタリング

③距離
・1－相関係数
・ユークリッド
・マンハッタン
・キャンベラ
…

④群の併合
・単連結法
・完全連結法
・平均連結法
・ウォード法
…

× ×

①前処理法
・MAS
・RMA
・RobLoxBioC
…
…

×



サンプル間クラスタリングをやってみよう
 Affymetrix GeneChip

 Ge et al., Genomics, 86: 127-141, 2005
 GSE2361、GPL96 (Affymetrix Human Genome U133A Array)、22,283 probesets

 ヒト36サンプル：Heart (心臓）、Thymus (胸腺)、Spleen (脾臓)、Ovary (卵巣)、Kidney 
(腎臓)、Skeletal Muscle (骨格筋）、Pancreas (膵臓）、Prostate (前立腺)、…

May 21, 2014 47

hoge – GSE2361フォルダ中
のMAS5データのクラスタリン
グ（data_mas_JP.txtでもよい）
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rcode_clustering.txt

左記のテンプレートスクリプトと
の違いは、入力ファイル名と
Spearman相関係数の部分のみ
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reasonable
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リーズナブルですね
リーズナブルですね



クラスタリング結果をファイルに保存
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rcode_clustering_png.txt（変更点は赤矢印部分のみ）



クラスタリング結果をファイルに保存
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rcode_clustering_png.txt （変更点は赤矢印部分のみ）

data_mas_JP.png

40
0

720



サンプル間クラスタリング（GSE2361）

 GSE2361のサンプル間クラス
タリングをMAS5, RMA, および
RobLoxBioC前処理法を適用
したデータについても行ってみ
よう。

 1 - Spearman相関係数

 平均連結法
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ヒント：rcode_clustering_png.txt
をテンプレートとすればよい。
正解：右図の結果。どの前処理
法を適用しても似たような樹形
図が得られていることがわかる。

data_mas_JP.png

data_rma_JP.png

data_rob_JP.png



サンプル間クラスタリング（GSE7623）
 Nakai et al., Biosci Biotechnol Biochem., 72: 139-148, 2008

 GSE7623、 GPL1355 (Affymetrix Rat Genome 230 2.0 Array)、31,099 probesets

 ラット24サンプル：Brown adipose tissue (褐色脂肪組織; BAT）8サンプル、White adipose 
tissue (白色脂肪組織; WAT）8サンプル、 Liver (肝臓; LIV）8サンプル

 BAT 8サンプル：通常（BAT_fed） 4サンプル 対 24時間絶食（BAT_fas） 4サンプル

 WAT 8サンプル：通常（WAT_fed） 4サンプル 対 24時間絶食（WAT_fas） 4サンプル

 LIV 8サンプル：通常（LIV_fed） 4サンプル 対 24時間絶食（LIV_fas） 4サンプル
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rcode_clustering_png.txtの実行結果。
①肝臓と脂肪間で大きく二つのクラス
ターに分かれている。
②脂肪の中でも白色脂肪と褐色脂肪
に分かれている。
③褐色脂肪は空腹（24時間絶食）と
満腹（通常）できれいに分かれている。①

②

③



サンプル間クラスタリング（GSE7623）

May 21, 2014 55

1 - Spearman相関係数 1 - Pearson相関係数

MAS5

RMA

RobLoxBioC RobLoxBioCほぼ同じような結果

rcode_clustering_GSE7623.txt

RMA

MAS5



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



サンプル間クラスタリング（GSE30533）
 Kamei et al., PLoS One, 8: e65732, 2013

 GSE30533、 GPL1355 (Affymetrix Rat Genome 230 2.0 Array)、31,099 probesets

 ラット10サンプル：全てLiver (肝臓）サンプル

 iron-deficient diet （Iron_def） 5サンプル 対 control diet （Control） 5サンプル
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rcode_clustering_png.txtの実行結果。
肝臓全体の発現プロファイルが通常
状態と鉄欠乏状態という違い程度で
は明確に区別できない、ということか
もしれない…。教科書p99の図3-1



サンプル間クラスタリング（GSE7623）
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1 - Spearman相関係数 1 - Pearson相関係数

MAS5

RMA

RobLoxBioC

MAS5

RMA

RobLoxBioCなんともいえない結果



原著論文と比較
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Kamei et al., PLoS One, 8: e65732, 2013

原著論文のFigure S1

（サンプルのラベル番号が異な
るだけで実質的には）同じ結果



同一アレイデータはマージ可能
 Affymetrix GeneChip

 Ge et al., Genomics, 86: 127-141, 2005
 GSE2361、GPL96 (Affymetrix Human Genome U133A Array)、22,283 probesets

 ヒト36サンプル：Heart (心臓）、Thymus (胸腺)、Spleen (脾臓)、Ovary (卵巣)、Kidney (腎
臓)、Skeletal Muscle (骨格筋）、Pancreas (膵臓）、Prostate (前立腺)、…

 Nakai et al., Biosci Biotechnol Biochem., 72: 139-148, 2008
 GSE7623、 GPL1355 (Affymetrix Rat Genome 230 2.0 Array)、31,099 probesets

 ラット24サンプル：Brown adipose tissue (褐色脂肪組織; BAT）8サンプル、White adipose 
tissue (白色脂肪組織; WAT）8サンプル、 Liver (肝臓; LIV）8サンプル

 BAT 8サンプル：通常（BAT_fed） 4サンプル 対 24時間絶食（BAT_fas） 4サンプル

 WAT 8サンプル：通常（WAT_fed） 4サンプル 対 24時間絶食（WAT_fas） 4サンプル

 LIV 8サンプル：通常（LIV_fed） 4サンプル 対 24時間絶食（LIV_fas） 4サンプル

 Kamei et al., PLoS One, 8: e65732, 2013
 GSE30533、 GPL1355 (Affymetrix Rat Genome 230 2.0 Array)、31,099 probesets

 ラット10サンプル：全てLiver (肝臓）サンプル

 iron-deficient diet （Iron_def） 5サンプル 対 control diet （Control） 5サンプル

May 21, 2014 60

この2つの論文は同一プラットフォーム（同一アレイ）を利用している。
3’発現アレイ用いることで、他の多くのデータセットとの比較が可能

教科書p7



hogeオブジェクトを有効利用
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rcode_preprocessing.txtを用いて
GSE7623由来の24サンプル分と
GSE30533由来の10サンプル分
の計36 CELファイルを入力として
前処理法を適用。（ファイルサイ
ズの関係上、配布hogeフォルダ
中にはCELファイルなし）



クラスタリング結果をファイルに保存
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rcode_clustering_png.txt
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data_mas_JP.png



クラスタリング結果をファイルに保存
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rcode_clustering_png.txt
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data_mas_EN.png



サンプル間クラスタリング（マージ後）
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MAS5

RMA

RobLoxBioC

「1 - Spearman相関係数」の結果

rcode_clustering_merge.txt



サンプル間クラスタリング（マージ後）
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MAS5

RMA

RobLoxBioC

rcode_clustering_merge.txt

「1 - Spearman相関係数」の結果



サンプル間クラスタリング（マージ後）
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MAS5

RMA

RobLoxBioC

rcode_clustering_merge.txt

「1 - Pearson相関係数」の結果
にしたいとき



サンプル間クラスタリング（マージ後）
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MAS5

RMA

RobLoxBioC

rcode_clustering_merge.txt

「1 - Pearson相関係数」の結果



サンプル間クラスタリング（マージ後）
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MAS5

RMA

RobLoxBioC

rcode_clustering_merge.txt

Japanese  English



サンプル間クラスタリング（マージ後）
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MAS5

RMA

RobLoxBioC

rcode_clustering_merge.txt

「1 - Pearson相関係数」の結果
English version



課題（クラスタリング結果の解釈）
 ラット（24サンプル＋10サンプル）のクラスタリング結果について考察せよ。
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--- 解析手順 ---
①RobLoxBioC前処理法
②対数変換後のデータ
③1 – Pearson相関係数
④平均連結法

Q1：なぜGSE7623とGSE30533のデータはマージ可能か?
Q2：GSE30533の10サンプルからなるクラスターは、GSE7623の
3種類の組織（LIV, WAT, BAT）のどの発現パターンに近いか?

GSE30533 GSE7623



課題（クラスタリング結果の解釈）
 ラット（24サンプル＋10サンプル）のクラスタリング結果について考察せよ。
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--- 解析手順 ---
①RobLoxBioC前処理法
②対数変換後のデータ
③1 – Pearson相関係数
④平均連結法

Q3：GSE30533のみのクラスタリング結果は「鉄欠乏（Iron_def）状態と通常（Control）状
態」が入り混じっている。その一方で、「満腹（fed）状態と空腹（fas）状態」の違いは3種類
の組織（LIV, WAT, BAT）いずれにおいても明瞭に分かれている。 鉄欠乏（Iron_def）状態
と空腹（fas）状態の発現プロファイル変化への影響度はどちらか大きいと思われるか？

GSE30533 GSE7623



実験デザイン（§3.2.2）
 Affymetrix GeneChip

 Ge et al., Genomics, 86: 127-141, 2005
 GSE2361、GPL96 (Affymetrix Human Genome U133A Array)、22,283 probesets

 ヒト36サンプル：Heart (心臓）、Thymus (胸腺)、Spleen (脾臓)、Ovary (卵巣)、Kidney (腎
臓)、Skeletal Muscle (骨格筋）、Pancreas (膵臓）、Prostate (前立腺)、…

 Nakai et al., Biosci Biotechnol Biochem., 72: 139-148, 2008
 GSE7623、 GPL1355 (Affymetrix Rat Genome 230 2.0 Array)、31,099 probesets

 ラット24サンプル：Brown adipose tissue (褐色脂肪組織; BAT）8サンプル、White adipose 
tissue (白色脂肪組織; WAT）8サンプル、 Liver (肝臓; LIV）8サンプル

 BAT 8サンプル：通常（BAT_fed） 4サンプル 対 24時間絶食（BAT_fas） 4サンプル

 WAT 8サンプル：通常（WAT_fed） 4サンプル 対 24時間絶食（WAT_fas） 4サンプル

 LIV 8サンプル：通常（LIV_fed） 4サンプル 対 24時間絶食（LIV_fas） 4サンプル

 Kamei et al., PLoS One, 8: e65732, 2013
 GSE30533、 GPL1355 (Affymetrix Rat Genome 230 2.0 Array)、31,099 probesets

 ラット10サンプル：全てLiver (肝臓）サンプル

 iron-deficient diet （Iron_def） 5サンプル 対 control diet （Control） 5サンプル
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教科書p107-108

10匹のラットを使用

8匹のラットを使用



実験デザイン（§3.2.2）
 Kamei et al., PLoS One, 8: e65732, 2013

 GSE30533、 GPL1355 (Affymetrix Rat Genome 230 2.0 Array)、31,099 probesets

 ラット10サンプル：全てLiver (肝臓）サンプル

 iron-deficient diet （Iron_def） 5サンプル 対 control diet （Control） 5サンプル
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教科書p107-108

2群間比較が主な目的であり、各群につき5反復
(five replicates)とっている。生物学的なばらつき
(biological variation)を考慮すべく、反復データは
別々の個体からとっている(biological replicates)
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実験デザイン（§3.2.2）
 Kamei et al., PLoS One, 8: e65732, 2013

 GSE30533、 GPL1355 (Affymetrix Rat Genome 230 2.0 Array)、31,099 probesets

 ラット10サンプル：全てLiver (肝臓）サンプル

 iron-deficient diet （Iron_def） 5サンプル 対 control diet （Control） 5サンプル
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教科書p107-108

Fe

Fe

Fe
Fe

Fe

Fe

Fe

Fe Fe

Fe

対比的な用語は技術的なばらつき（technical 
variation）であり、同一個体由来サンプルを分割
して得られた反復データ（technical replicates）

このやり方で得られる結論は限定的!できるだ
け多様な別個体サンプルを沢山用いるべし!



実験デザイン（§3.2.2）
 Technical replicatesだと…

1. 自分は「鉄欠乏 対 通常」の違いを見ているつもりでも、個体間の他の違い（身長、体
重など）由来要因との区別がつかない

高身長 対 低身長、低体重 対 高体重、他の病気の有無、家系の違いなど

2. 得られる結果から導き出される結論は、そのラット間のみで成立する事象であり、ラットと
いう生物種全体に適用可能なわけではない
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教科書p107-108

Fe

Fe

Fe
Fe

Fe

Fe

Fe

Fe Fe

Fe

ラットA ラットB

2群間での発現変動遺伝子検出結果は多くなる傾向



実験デザイン（§3.2.2）
 Biological replicatesでも多様性が不十分な場合はイマイチ…
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教科書p107-108
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家系A 家系B

Technical repliatesよりはましだろうが、鉄
欠乏状態による結果なのか家系の違いに
よるものなのかの区別はつけられない。

普遍的な結果を得たいのなら、できるだけ
多様な別個体サンプルを沢山用いるべし!
Expression Atlasも3 biological replicates
以上を基本としているようだ。



まとめ
 プローブレベルデータ取得および前処理法適用（発展形）

 Rパッケージ経由でダウンロードしたデータをそのまま前処理法にかける

 サンプル名の順番が変わることもあるので注意

 何度も同じ作業をしなくていいように有効活用

 3つの論文の遺伝子発現行列をコピペで作成
 ヒトの36サンプルからなるデータ（Ge et al., 2005）

 ラットの24サンプルからなるデータ（Nakai et al., 2008）

 ラットの10サンプルからなるデータ（Kamei et al., 2013）

 サンプル間クラスタリング
 階層的クラスタリング、距離の定義、クラスターをまとめる方法など

 前処理法（MAS5, RMA, RobLoxBioC）と相関係数（Spearman and Pearson）の違い

 同一アレイ由来データセットのマージ（ラット24サンプル＋ラット10サンプル）
 3’発現アレイの長所（教科書p7）

 ラット10サンプル（通常 対 鉄欠乏）クラスタリング結果の印象は、外群（ラット24サンプ
ル）の有無でずいぶん異なる（教科書p106-107）

 実験デザインは重要
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6/4の組織特異的遺
伝子検出で利用予定

5/28の発現変動遺
伝子検出で利用予定
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クラスタリング結果を眺めれば、発現変動遺伝
子（DEG）数に関するおおよその見当がつきます

→ クラスタリングって重要

クラスタリング結果とDEG数の関係


