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機能ゲノム学第1回

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教育研究プログラム

門田幸二（かどた こうじ）
kadota@iu.a.u-tokyo.ac.jp

http://www.iu.a.u-tokyo.ac.jp/~kadota/

①持ち込みPCのヒトは後ろにある
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①



講義予定

 第1回（2017年05月08日）
 原理、各種データベース、生データ取得

 教科書の1.2節、2.2節周辺

 第2回（2017年05月15日）
 数値行列作成、クラスタリング、実験デザイン

 教科書の3.2節周辺

 第3回（2017年05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）

 教科書の3.2節と4.2節周辺

 第４回（2017年05月29日）
 発現変動解析（デザイン行列や3群間比較）

 機能解析（Gene Ontology解析やパスウェイ解析）
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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。しかしRNA-seq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。本科目では、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。また、Rのスキルアップを目指します

教科書



Contents
 トランスクリプトーム解析技術の原理や特徴

 マイクロアレイとRNA-seq、遺伝子≠転写物

 様々な解析目的、トランスクリプトーム（転写物）配列取得

 アノテーションファイルの読み込み（Rで転写物配列取得のイントロ）

 Rで転写物配列取得（アノテーションファイルとゲノム情報ファイルから）

 マイクロアレイの特徴

 発現データベース（DB）

 発現DBからのプローブレベルデータ取得
 Affymetrix GeneChip

 R経由（教科書の§2.2.1）

 Affymetrix GeneChipデータ前処理法を実行
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イントロダクション
 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（配列既知の生物種）

 Affymetrix GeneChip、Illumina BeadArrayなど

 配列決定に基づく方法（配列未知でもよい）

 EST、SAGE、CAGE、RNA-seqなど

4May 08, 2017

調べたいサンプルでゲノム中のどの領域が
、どういう時期に、どの程度転写されている
(発現している)かを調べるのがトランスクリ
プトーム解析。遺伝子発現解析や発現解
析は、トランスクリプトーム解析の一部



トランスクリプトーム解析
 ある状態のあるサンプル（例：目）のあるゲノムの領域
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遺伝子1 遺伝子2 遺伝子3 遺伝子4
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AAAAAAA…

AAAAAAA…

AAAAAAA…

AAAAAAA…

AAAAAAA…

AAAAAAA…

AAAAAAA…
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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

May 08, 2017

mRNA

働いているRNAの種類
や量を調べるのが目的



トランスクリプトーム解析
 ある状態のあるサンプル（例：目）のあるゲノムの領域
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遺伝子1 遺伝子2 遺伝子3 遺伝子4
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・光刺激に応答して発現亢進するのは遺伝子2と4
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転写物全体（トランスクリプトーム）

遺伝子全体（ゲノム）

mRNA

働いているRNAの種類
や量を調べるのが目的



トランスクリプトーム解析
 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
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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
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状態の異なる複数サンプルの
データを取得して解析するの
が一般的。サンプル間比較。

教科書p3



トランスクリプトーム解析
 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
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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

May 08, 2017

具体的な目的は、①や②の
発現変動遺伝子同定など。

②①



マイクロアレイ
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搭載遺伝子数や種類はメーカー次第。
遺伝子4など、搭載されていない遺伝子
や未知遺伝子の発現情報は測定不可…

既知遺伝子（の配列の相補鎖）のプローブ
を搭載した”チップ”。12mm×12mm程度

 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

Image 

courtesy of 

Affymetrix

光刺激前（T1）の目の
トランスクリプトーム

ハイブリダイゼーション

蛍光
標識

教科書p4



マイクロアレイ
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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

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
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データ解析

光刺激前(T1)と光刺激後(T2)の状態の数値デ
ータを比較して、サンプル（状態）間で発現に差
がある遺伝子(発現変動遺伝子；DEG)を同定



RNA-seq
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断片化

入力：抽出されたRNA

アダプター付加

May 08, 2017

NGSで
配列決定

Togo picture gallery by DBCLS is Licensed 

under a Creative Commons 表示 2.1 日本 (c)

入力：サンプルのRNA
出力：大量塩基配列データ

出力：塩基配列

教科書p9

http://creativecommons.org/licenses/by/2.1/jp/


RNA-seq
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断片化

入力：抽出されたRNA

アダプター付加
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NGSで
配列決定

Togo picture gallery by DBCLS is Licensed 

under a Creative Commons 表示 2.1 日本 (c)

NGSの出力は、リードと呼ばれる数百塩基程度の
配列が延々と続く巨大なファイル。各矢印が1つの
リードに相当。この段階では、まだどのリードがど
の転写物由来かは不明（なので灰色一色）

出力：塩基配列

http://creativecommons.org/licenses/by/2.1/jp/


RNA-seq
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断片化

入力：抽出されたRNA

アダプター付加

May 08, 2017

NGSで
配列決定

Togo picture gallery by DBCLS is Licensed 

under a Creative Commons 表示 2.1 日本 (c)

Illuminaの場合は、両側から読むpaired-endと
片側のみ読むsingle-endの2つのやり方が存
在する。①の出力イメージはsingle-endの場合

出力：塩基配列

・ペアードエンド（paired-end）
断片配列の両末端が数百塩基以内
の対の2種類の配列が得られる

・シングルエンド（single-end）

約50-250塩基

①

http://creativecommons.org/licenses/by/2.1/jp/


遺伝子 ≠ 転写物
 ある状態のあるサンプル（例：目）のあるゲノムの領域
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変（目だろうが心臓だろうが…）

ヒト
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mRNA

①赤枠部分の表現は、本当は不正確。昔は実
験機器の解像度が事実上遺伝子レベルだっ
た。遺伝子発現解析という表現はその名残り

①



遺伝子 ≠ 転写物
 ある状態のあるサンプル（例：目）のあるゲノムの領域
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遺伝子1 遺伝子2 遺伝子3 遺伝子4

ヒト

May 08, 2017

ある遺伝子領域から転写（transcription）されて
いる転写物(transcript)は、1種類とは限らない



遺伝子 ≠ 転写物
 ある状態のあるサンプル（例：目）のあるゲノムの領域
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遺伝子1 遺伝子2 遺伝子3 遺伝子4

ヒト

May 08, 2017

ある遺伝子領域から転写（transcription）されて
いる転写物(transcript)は、1種類とは限らない。
例えば、①遺伝子1の領域では、3種類の真の
転写物が存在し、そのうち2種類は既知とする

遺伝子領域

既知転写物1

既知転写物2

exon1 exon2 exon3

未知転写物

真の転写物情報

①



遺伝子 ≠ 転写物
 ある状態のあるサンプル（例：目）のあるゲノムの領域
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遺伝子1 遺伝子2 遺伝子3 遺伝子4

ヒト

May 08, 2017

実際の細胞内（例：目のサンプル）での発現情報（
働いている度合い）が①のような感じだったとする

遺伝子領域

既知転写物1

既知転写物2

exon1 exon2 exon3

未知転写物

真の転写物情報 真の発現情報

高発現

低発現

中発現

①



遺伝子 ≠ 転写物
 ある状態のあるサンプル（例：目）のあるゲノムの領域
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遺伝子1 遺伝子2 遺伝子3 遺伝子4

ヒト

May 08, 2017

①NGS機器を用いて転写されているmRNA
配列決定（RNA-seq）をした結果のイメージ

遺伝子領域

既知転写物1

既知転写物2

exon1 exon2 exon3

未知転写物

RNA-seqで得られるリード情報
（色は不明）

真の転写物情報 真の発現情報

高発現

低発現

中発現

①
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様々な解析目的
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 トランスクリプトーム（転写物）配列取得
 RNA-seqを利用

 ゲノム配列既知の場合：遺伝子構造推定、新規isoform同定など

 ゲノム配列未知の場合：トランスクリプトーム用アセンブラを実行

 遺伝子または転写物ごとの発現量の正確な推定
 主にRNA-seq。ヒトやマウスなどのモデル生物はマイクロアレイも利用可能

 比較するサンプル間で発現変動している遺伝子または転写物の同定
 マイクロアレイ

 用いるアレイの種類（3’発現解析用アレイ、エクソンアレイ、トランスクリプトームアレイな
ど）によって発現変動解析の解像度（遺伝子、exon、転写物レベルなど）が異なる。

 アレイが提供されていない生物種の解析は不可能

 RNA-seq

 基本的に生物種非依存。任意のリファレンス配列（ゲノムまたはトランスクリプトーム）に
リードをマップし、カウントデータ取得、統計解析。ゲノム配列がなくてもトランスクリプト
ーム配列をアセンブリで取得すればリファレンスとして利用可能。

May 08, 2017

非モデル生物（non-model organisms）を
取扱う場合には、選択肢はRNA-seqのみ



様々な解析目的
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 トランスクリプトーム配列取得
 ゲノム配列既知の場合

May 08, 2017

①

②

③

新規転写物同定などに相当。①がメインプログラム
。多くのメインプログラム内部で、②や③のサブプロ
グラムが動作する。例えばBowtie-Tophat-Cufflinks
パイプラインは、①Cufflinks内部で②ジャンクション
リードもマップ可能なTophat(やTophat2)が動作して
おり、そのさらに内部で基本マッピングプログラムで
ある③Bowtie(やBowtie2)が動作している。最近で
はTophat2からHISAT2に代わっている

参考



様々な解析目的
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 トランスクリプトーム配列取得
 ゲノム配列未知の場合

May 08, 2017

①

トランスクリプトーム配列のde novoア
センブリに相当。多くのプログラムは
発現量(FPKM値)も出力してくれます

参考



様々な解析目的
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 発現量の正確な推定
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転写物の発現量を正確に推定したい場合は、専用
のプログラムを使うべし。②RSEMが有名。③Sailfish
も高速なアルゴリズムとして有名。④TIGER2は日本
語で質問できる上、最近の手法比較論文(Kanitz et 
al. Genome Biol., 2015)でも高評価でおススメ

①

②

③

④

参考



様々な解析目的
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 発現変動解析(2群間比較)

May 08, 2017

2群間比較で①反復あり(複製あり)データの
場合はedgeR、②反復なしの場合はDESeq2
を内部的に用いて頑健な結果を返すTCCが
おススメ。反復の有無に応じて、内部的に用
いるパッケージを自動で切り替える

①

②

参考



様々な解析目的
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 トランスクリプトーム配列取得
 ゲノム配列未知の場合

May 08, 2017

①ターゲットサンプル中でそれほど発現して
いない転写物は、de novo（1から、最初から、
の意味）アセンブリが原理的に困難。これは
Illumina short-readデータをイメージしたもの

参考

>contig1 (既知転写物1)

>contig2 (未知転写物)

入力：RNA-seqファイル

出力：FASTAファイル

de novo 
transcriptome 
assembly

通常はpaired-end

①



 旧世代シーケンサー（ABI3730など）：～1,000塩基

 NGS (short-read; Illumina)：～数百塩基

 NGS (long-read; PacBio)：～数万塩基

ロングリードも…
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①第3世代の1分子シークエンサの代表格である
PacBio RS II/Sequel Systemは、ゲノム配列決定で注
目されているが、転写物配列を得る方向性も存在する

800塩基程度

数百塩基程度

× × × × × ×
× × × × × ×

× × × × ×
×

× × × × × ×

× × × × × ×

× ①



ロングリードも…
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①おそらくこれがPacBioシステムを用いて
転写物配列を取得するという代表的な論文。
これを引用している文献を見るなどすれば、
最近の傾向が把握できる。例えば②など

①ERP003225 (Sharon et al., Nat Biotechnol., 31: 1009-1014, 2013)

①

②
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アノテーション
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アノテーションファイルの
形式は、GFF/GTFが有名

①



GFF/GTF形式ファイルの例
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他にrefFlat形式など様々な
ファイル形式が存在します

GFF3形式（シロイヌナズナ; TAIR10_GFF3_genes.gff）

GTF形式（ゼブラフィッシュ; Danio_rerio.Zv9.75.gtf）



May 08, 2017

GFFの読み込み

31

読み込み段階でコケる、読み込みはうまくい
ったが、その後の解析段階でコケるなど、
Linux上での解析同様、一筋縄ではいきませ
ん。過去の受講生など多方面からの情報提
供のおかげでだいぶ分かってきました。尚、
教科書執筆当時のTranscriptDbという記述
はTxDbに変更されています（p91あたり）

①
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GFFの読み込み

32

①

②

①例題7。②ここで用いているGFF形式の入
力ファイルは、 ③から取得しました。③をク
リックしたつもりで次のスライドを眺める

③
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Ensembl解説
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①GFFファイルはここから取得。②のgzip圧縮ファ
イルをダウンロードして解凍したものが入力ファイ
ル。③のあたりがバージョン番号。概ね、数か月
単位でバージョン番号が上がる。講義で利用する
のは2016年5月のrelease 30のファイルになります

Ensembl: Yates et al., Nucleic Acids Res., 44: D710-716, 2016

①

②

③
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Ensembl解説

34

②

①このゲノムの全貌は②である程度把握可能。原
著論文の情報なども合わせることで、③ゲノムサ
イズが約2.4MB、④2,344 coding genesなどの情報
がわかる。⑤でゲノム配列をダウンロードできる

①Tanizawa et al., BMC Genomics, 16: 240, 2015

①

③

④

⑤



May 08, 2017

Ensembl解説

35

いろんなものがあって私はよくわかりませんが、GFF
ファイルと一緒に取り扱いたいときには、GFFファイル
と似た名前の①を採用します。正確には、このゲノム
は1つの染色体と②2つのプラスミド(pLOOC260-1と
pLOOC260-2)からなっています。①はそのうちの染
色体配列のみになります。③ファイルサイズ的に、こ
れが3つの配列がまとめられたものなのでしょう

①
②

③
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GFFの読み込み

36

①

②

③

①例題7が読み込みの基本形。②GenomicFeatures
というパッケージが提供する③makeTxDbFromGFF
関数を用いてGFFファイルを読み込んで、TxDbとい
う独特の形式で取り扱えるようにする
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GFFの読み込み

37

①makeTxDbFromGFF関数での読み込み時に②警告
メッセージが出ている。これは、内部的に使っている「
③RSQLiteパッケージ中の④dbGetPreparedQuery関
数は非推奨なので、⑤DBIパッケージ中の…を使うよう
に変えてね」という趣旨の警告メッセージです。エラー
じゃないのでとりあえず無視。こういうのはよくあります

①

①

②

③ ④ ⑤
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GFFの読み込み

38

①読み込み後のtxdbオ
ブジェクトの中身を表示

① ①
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矛盾?!

39

②
①

このゲノムは、1つの染色体と2つのプラスミド
(pLOOC260-1とpLOOC260-2)からなっています。
①の結果は染色体のみの数値です。②のEnsembl
ウェブサイト上で見られる数値と一致していません



May 08, 2017

課題1

40

①

このゲノムは、1つの染色体と2つのプラスミド
(pLOOC260-1とpLOOC260-2)からなっています。
①の結果は染色体のみの数値です。②のEnsembl
ウェブサイト上で見られる数値と一致していません
。プラスミドのgffファイル（plasmid1.gff3と
plasmid2.gff3）をそれぞれ読み込んで①
transcript_nrow (Gene transcripts)と②cds_nrow
(Coding genes)の情報を得て、③Ensemblウェブサ
イト上の数値と絡めて簡単に考察せよ

②

③

③
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課題1

41

①プラスミドのgffファイル（
plasmid1.gff3とplasmid2.gff3）はこちら

①
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 様々な解析目的、トランスクリプトーム（転写物）配列取得
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 Rで転写物配列取得（アノテーションファイルとゲノム情報ファイルから）

 マイクロアレイの特徴

 発現データベース（DB）

 発現DBからのプローブレベルデータ取得
 Affymetrix GeneChip

 R経由（教科書の§2.2.1）

 Affymetrix GeneChipデータ前処理法を実行
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転写物配列取得

43

multi-FASTAファイル（ゲノム配列情報）とGFFファイル
（アノテーション情報）を同時に読み込むことで、①トラ
ンスクリプトーム（転写物）配列情報を一気に取得する
ことも可能。②例題5。③はhogeフォルダ中にあります

②

①

③

③
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転写物配列取得

44

①は、GFFファイル情報を保持したtxdbオブジェクト
から、transcriptsという関数を用いて抽出したい転写
物の座標情報を取得した結果をhogeに保存している

①
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転写物配列取得

45

①GFFファイルの見方がよくわ
かっていなくても、うまく読み込
めているらしいことはわかる

②

①
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転写物配列取得

46

①③

①in_f1で指定したゲノム配列情報はここで登場。①
ゲノム配列から、②のhogeで指定した座標の塩基
配列を③(Biostringsパッケージが提供する)getSeq
関数を用いて取得。④(Rsamtoolsパッケージが提供
する)FaFile関数は、getSeq関数利用時に必要

④
④

②
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転写物配列取得

47

①getSeq実行後のfastaオブジェクトが、欲し
いトランスクリプトーム配列情報ではあるが…

①
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転写物配列取得

48

①

②

①のfastaオブジェクトをそのままFASTA形式で保存す
ると、②で見えているがままのdescription情報が書き
だされる。つまり、すべて”Chromosome”になってしまう

①
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転写物配列取得

49

③
①

②

赤枠部分で行っているのは、description部分の記述内
容を“Chromosome_start_end”として、どこの座標由来
の塩基配列かがわかるようにしている。①pasteは、文
字列を②sepオプションで指定した文字を間に挟んで連
結する関数。③の例をみれば挙動がわかると期待
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転写物配列取得

50

①description部分が変わっていることがわか
る。これを眺めるだけで、出力ファイルをみな
くてもうまくいっていると判断できる（と油断し
ていると時々落とし穴があるので注意）

①
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課題2

51

①このfastaオブジェクトを入力として、転写物数、
塩基長の最大(max)・最小(min)・平均(mean)を示せ

①
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発現DB

53May 08, 2017

①(Rで)マイクロアレイデータ解析のほうです

①



ステレオタイプなイメージ

54

 マイクロアレイの長所
 取り扱いやすいデータ量（~100Mb程度）

 長年の実績：解析手法がほぼ確立。（WindowsのRのみで解析可能）

 検査用チップが利用可能（MammaPrintなど）

 マイクロアレイの短所
 解析可能範囲が搭載転写物に限定

 プローブが3’末端に偏っている（3’発現解析用アレイ）

 ダイナミックレンジが狭い

May 09, 2016

マイクロアレイ(microarray)が提供さ
れている生物種で機能解析を目的と
する場合はお手軽かも。①2016年の
講義資料まではこの偏りを実際に調
べましたが、今年はもうやりません

 プローブ

5’…GTCCATTATTTTGTATTCTTTTCCAAGCTCCTTATTGG…3’

GTATTCTTTTCCAAGCTCCTTATTG

①



発現DB
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①公共発現DBを眺めてみる

①



発現DB
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①NCBI（アメリカ）が提供する②
GEOで、どれだけのデータが登録
されているかを眺めるのは③ここ

②

①

Clough and Barrett., Methods Mol Biol., 1418: 93-110, 2016

③



発現DB
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①EMBL-EBI（ヨーロッパ）が提供する②
ArrayExpressで、どれだけのデータが
登録されているかを眺めるのは③ここ

②

Kolesnikov et al., Nucleic Acids Res., 43: D1113-1116, 2015

③

①



発現DB

58May 08, 2017

2つのDB間で用語の統一は
なされていないことがわかる

NCBI GEO EMBL-EBI ArrayExpress



ArrayExpressには…

59May 08, 2017

①マイクロアレイデータだけでなく
②RNA-seqデータ、そして③ChIP-

seqデータも格納されています

①

②

③



発現DB
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①GEO中で使われている②用語（DataSets, 

Series, Platforms, Samples）の説明は③ここ

①

②

③



発現DB
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①Platformsは、大まかにはアレイ
やNGS機器のこと。2017年4月19

日現在、17,128種類登録されている

①



Platformsの例(2017年4月)
 Affymetrix GeneChip

 Affymetrix Human Genome U133 Plus 2.0 Array: GPL570
 2003年11月リリース、54,675 probesets、129,096枚の利用実績

 Affymetrix Human Genome U133A Array: GPL96
 2002年3月リリース、22,283 probesets、40,059枚

 Affymetrix Mouse Genome 430 2.0 Array: GPL1261
 2004年5月リリース、45,101 probesets、50,782枚

 Affymetrix Rat Genome 230 2.0 Array: GPL1355
 2004年6月リリース、31,099 probesets、19,455枚

 Illumina BeadChip
 Illumina HumanHT-12 V4.0 expression beadchip: GPL10558

 2010年6月リリース、47,323 probes、62,544枚

 Illumina HumanHT-12 V3.0 expression beadchip: GPL6947
 2008年6月リリース、49,576 probes、23,066枚

 Agilent Microarray
 Agilent-014850 Whole Human Genome Microarray 4x44K G4112F: GPL6480

 2008年2月リリース、41,108 probes、18,886枚
62May 08, 2017

同じメーカー、同じ生物種でも様々
なバージョンのアレイが存在する



Platformsの例(2016年5月)
 Affymetrix GeneChip

 Affymetrix Human Genome U133 Plus 2.0 Array: GPL570
 2003年11月リリース、54,675 probesets、120,878枚の利用実績

 Affymetrix Human Genome U133A Array: GPL96
 2002年3月リリース、22,283 probesets、37,702枚

 Affymetrix Mouse Genome 430 2.0 Array: GPL1261
 2004年5月リリース、45,101 probesets、48,043枚

 Affymetrix Rat Genome 230 2.0 Array: GPL1355
 2004年6月リリース、31,099 probesets、18,882枚

 Illumina BeadChip
 Illumina HumanHT-12 V4.0 expression beadchip: GPL10558

 2010年6月リリース、47,323 probes、49,402枚

 Illumina HumanHT-12 V3.0 expression beadchip: GPL6947
 2008年6月リリース、49,576 probes、22,287枚

 Agilent Microarray
 Agilent-014850 Whole Human Genome Microarray 4x44K G4112F: GPL6480

 2008年2月リリース、41,108 probes、16,647枚
63May 08, 2017

同じメーカー、同じ生物種でも様々
なバージョンのアレイが存在する



Platformsの例(2015年5月)
 Affymetrix GeneChip

 Affymetrix Human Genome U133 Plus 2.0 Array: GPL570
 2003年11月リリース、54,675 probesets、105,000枚以上の利用実績

 Affymetrix Human Genome U133A Array: GPL96
 2002年3月リリース、22,283 probesets、37,000枚以上

 Affymetrix Mouse Genome 430 2.0 Array: GPL1261
 2004年5月リリース、45,101 probesets、43,000枚以上

 Affymetrix Rat Genome 230 2.0 Array: GPL1355
 2004年6月リリース、31,099 probesets、17,000枚以上

 Illumina BeadChip
 Illumina HumanHT-12 V4.0 expression beadchip: GPL10558

 2010年6月リリース、47,323 probes、33,000枚以上

 Illumina HumanHT-12 V3.0 expression beadchip: GPL6947
 2008年6月リリース、49,576 probes、20,000枚以上

 Agilent Microarray
 Agilent-014850 Whole Human Genome Microarray 4x44K G4112F: GPL6480

 2008年2月リリース、41,108 probes、14,000枚以上
64May 08, 2017

同じメーカー、同じ生物種でも様々
なバージョンのアレイが存在する



発現DB
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Seriesは、1つの研究プロジェクトなどで用いた

複数サンプルからなるグループをまとめたもの。
大まかには論文ごとのIDという理解でよい

①



Seriesの例
 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

66May 08, 2017

・NGSデータも登録されている
・1論文で1 GSE IDとは限らない
・1 GSE IDで1 GPL IDとは限らない



発現DB
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Samplesは、登録されているサンプル数。大ま
かには、使われたアレイの枚数という理解でよい

①



Platformsの例(2017年4月)
 Affymetrix GeneChip

 Affymetrix Human Genome U133 Plus 2.0 Array: GPL570
 2003年11月リリース、54,675 probesets、129,096枚の利用実績

 Affymetrix Human Genome U133A Array: GPL96
 2002年3月リリース、22,283 probesets、40,059枚

 Affymetrix Mouse Genome 430 2.0 Array: GPL1261
 2004年5月リリース、45,101 probesets、50,782枚

 Affymetrix Rat Genome 230 2.0 Array: GPL1355
 2004年6月リリース、31,099 probesets、19,455枚

 Illumina BeadChip
 Illumina HumanHT-12 V4.0 expression beadchip: GPL10558

 2010年6月リリース、47,323 probes、62,544枚

 Illumina HumanHT-12 V3.0 expression beadchip: GPL6947
 2008年6月リリース、49,576 probes、23,066枚

 Agilent Microarray
 Agilent-014850 Whole Human Genome Microarray 4x44K G4112F: GPL6480

 2008年2月リリース、41,108 probes、18,886枚
68May 08, 2017

①GPL570が129,096枚利
用されたという事実は、②
から辿って調べました

②

①



Platformsの例
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①デフォルトはRelease dateになっている。用
いられたサンプル数が多い順にソートして眺
める場合は②Samplesのところを2回クリック
。（クリックごとに昇順と降順が繰り返される）

② ①



Platformsの例
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①（NGS機器も含まれるため、もはや正確な言い回しではない
が...）そのアレイで計測されたサンプル数。トップはGPL570とい
うIDが付与された、2003年11月リリースのAffymetrix Human 

Genome U133 Plus 2.0 Arrayという正式名称の、3’発現アレイ

①



Platformsの例
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①と②を眺めることで、Illumina社のNGS機器であ
るHiSeq 2000に対して1つのGPL IDが付与されて
いるわけではなく、「NGS機器と適用した生物種」で
GPL IDが付与されていることがわかる。3年前は、
①Illumina HiSeq 2000 (Mus musculus)に対して、
別のID (GPL18672)も割り当てられていた…

①

②
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Affymetrix GeneChip
 3’発現アレイ exon array  transcriptome array

 Affymetrix Human Transcriptome Array (HTA 2.0) 

 Furney et al., Cancer Discov., 3: 1122-1129, 2013.

 GPL17585(exon level)

 GPL17586(gene level)

73May 08, 2017

デバイスも進歩しているが、①3’アレイで
蓄積された過去のデータと比較しやすい
ため、3’アレイが今でもよく利用されます

教科書p6-7

①



Affymetrix GeneChip
 3’発現アレイ exon array  transcriptome array

 Affymetrix Human Transcriptome Array (HTA 2.0) 

 Furney et al., Cancer Discov., 3: 1122-1129, 2013.

 GPL17585(exon level)

 GPL17586(gene level)

74May 08, 2017

①赤枠内で示すように、1つの遺伝子（転
写物）の発現レベルを調べるのに、通常
10個程度のプローブを利用。これをプロ
ーブセット（probeset）という。プローブごと
に測定されたシグナル情報からなる数値
ベクトルをスカラー値としてまとめる必要
がある。プローブセット(≒遺伝子or転写
物)の発現量算出に相当。

教科書p6-7



生データ取得
 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., BBB., 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

75May 08, 2017

GSE7623のプローブレベルデー
タ取得を行うやり方を示します



R経由で生データ取得

76May 08, 2017

結論としては①ArrayExpressというRパッケー
ジを利用するR経由のほうがお手軽。②例題3

①

②

参考



R経由で生データ取得
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①デスクトップにhogeフォルダ、およびそ
の中にGSE7623フォルダを作成。Rを起
動し、②作業ディレクトリをそこに変更

①

②

参考



R経由で生データ取得
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コピペ。実習ではやらないで!

①

②

参考



R経由で生データ取得

79May 08, 2017

①

②

①コピペ実行中、コピペ実行後の状態。②4
つのファイルがダウンロードされている。この
うち、③zipファイル(の中身が目的物)を解凍

③

参考



R経由で生データ取得

80May 08, 2017

CELファイルのみからなるので便利教科書p36-参考



データ解析の全体像
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ここまででプローブレベル数値デ
ータ（CELファイル）取得まで完了



データ解析の全体像

82May 08, 2017

プローブレベル数値データ（CELファイ

ル）を入力として、発現行列データを出
力するのが①前処理(preprocessing)

①



Contents
 トランスクリプトーム解析技術の原理や特徴

 マイクロアレイとRNA-seq、遺伝子≠転写物

 様々な解析目的、トランスクリプトーム（転写物）配列取得

 アノテーションファイルの読み込み（Rで転写物配列取得のイントロ）

 Rで転写物配列取得（アノテーションファイルとゲノム情報ファイルから）

 マイクロアレイの特徴

 発現データベース（DB）

 発現DBからのプローブレベルデータ取得
 Affymetrix GeneChip

 R経由（教科書の§2.2.1）

 Affymetrix GeneChipデータ前処理法を実行
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前処理法の違いを実感してみよう
 ①MAS5 (Hubbell et al., Bioinformatics, 18: 1585-92, 2002)

 特徴：アレイごとに独立して前処理を実行（per-array basis）
 正規化：グローバル正規化

 ②RMA (Irizarry et al., Biostatistics, 4: 249-64, 2003)
 特徴：読み込んだ複数サンプル（複数アレイ）の情報を用いて前処
理を実行（multi-array basis）

 正規化：quantile正規化（プローブレベルデータに対して実行）

 ③RMX (Kohl et al., BMC Bioinformatics, 11: 583, 2010)
 教科書中のRobLoxBioCと同じ方法

84May 16 2016

①MAS5、②RMA、
③RMXをやります

教科書§2.2.2～2.2.4 (p38-70)

①

②

③
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3つのコードの主な違いは、①
パッケージ名部分と②前処理
法の違いを表す関数名部分

①

①

①

②

②

②
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ウェブページ中の例題は、①出力ファイル名が同
じなので注意。②GSE7623_02samplesフォルダ中
の2つの.CELファイルを入力として実行してみよう

①

①

①

②



私のやり方
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rcode_preprocessing.txt

メモ帳やワードパッドなどのテキストエ
ディタを開いて、①出力ファイル名な
どを適宜変更した一連のコードをファ
イル(②rcode_preprocessing.txt)とし

て保存しています。バイオインフォマテ
ィシャンの実験ノートに対応します①

①

①

②



私のやり方
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rcode_preprocessing.txt

①

②

①作業ディレクトリの変更と②.CELファ
イルが2つあることを確認し、左のコード
全体をコピペで実行。挙動はR本体のバ

ージョンによっても異なります。ここでは
③R ver. 3.3.0の結果を示す。約8分

③



途中経過(MAS5)
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rcode_preprocessing.txt

①

②

①rat2302cdf_2.18.0.zipというファイ

ルを自動でダウンロードしている。②
2.3MBだが意外と時間がかかる…



途中経過(MAS5)
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rcode_preprocessing.txt

赤枠のmas5関数実行後の状態。平
成27年度の講義資料ではこのような
警告メッセージは出ていなかった。R

のバージョンが異なると挙動も異なる
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rcode_preprocessing.txt

途中経過(RMA)

91

①RMAは非常に早く終わります。それも流行
った理由かも…。②RobLoxBioCのロード時に

長いメッセージが延々と続きますが、特にエラ
ーではなさそうなので、私は気にしていません

①

①

②

②
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rcode_preprocessing.txt

実行結果

92

うまく実行できれば、①list.files()で、
②3つの出力ファイルが見られるはず

①
②


