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－HiCEPもアレイ用解析手法が利用可能です－
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自己紹介
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学位論文：「cDNAマイクロアレイを用
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マイクロアレイ解析手法

HiCEP解析手法
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アグリバイオインフォマティクス人材養成プロ
グラム

平成16年度-（平成20年度まで）文部科学省科学技

術振興調整費により発足

農学生命科学の分野におけるバイオインフォマティ
クスの大学院レベルの人材を育成（するための特
任教員として雇われています）
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HiCEPとマイクロアレイ

HiCEP マイクロアレイ

全生物種のトランスク
リプトーム解析が可能

モデル生物以外は難しい

データ解析は
Low-throughput

データ解析は
High-throughput
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HiCEPデータ解析が難しい原因

比較する実験数が増えるほど、同一遺伝子の
認識（アラインメント）精度が下がる

10サンプルの比較
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HiCEPデータ解析が難しい原因

比較する実験数が増えるほど、同一遺伝子の
認識（アラインメント）精度が下がる

理想的なアラインメント

A B C D E F G H I J K L M N

遺伝子発現行列

Gの発現が徐々に上昇している
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HiCEPデータ解析が難しい原因

比較する実験数が増えるほど、同一遺伝子の
認識（アラインメント）精度が下がる

理想的なアラインメント

A B C D E F G H I J K L M N

遺伝子発現行列
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HiCEPデータ解析が難しい原因

比較する実験数が増えるほど、同一遺伝子の
認識（アラインメント）精度が下がる

現実…

A B C D E F G H I J K L M N

H’I’

遺伝子発現行列
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HiCEPデータ解析が難しい原因

比較する実験数が増えるほど、同一遺伝子の
認識（アラインメント）精度が下がる

現実…

A B C D E F G H I J K L M N

遺伝子発現行列

Gの発現パターンは本当に全部G由来？！
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一つ一つ目視確認!

覚書

一人一日の目視確認は、
平均100ピーク程度とし、
最高200ピーク以内とす

ること

自治労働犬組合

A B C D E F G H I J K L M N
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それはつまり、労働集約
型データ解析を意味する
ので

これまでのHiCEPデータ
解析はLow-throughput
だったのです！

目がしょぼ
しょぼ
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理想

アラインメントの精度が高い

目視確認も容易

現実：Low-throughput
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理想

アラインメントの精度が高い

目視確認も容易

理想：High-throughput
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HiCEPの電気泳動データ

A B C D E F G H I J K L M N

HiCEPの遺伝子発現行列

発現変動遺伝子の検出

マイクロアレイ実験で得ら
れる遺伝子発現行列と同じ

HiCEPでやりたいことのおさらい
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HiCEPでどのような実験をしようとも…

放射線治療が効く人効かない人放射線感受性遺伝子の探索 いろんなタイプの放射線？！

正確な遺伝子発現行列さえ作れれば！

時系列データ 二群間比較 様々なサンプル
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HiCEPでどのような実験をしようとも…

放射線治療が効く人効かない人放射線感受性遺伝子の探索 いろんなタイプの放射線？！

専用のマイクロアレイ解析手法が利用可能です

時系列データ用 組織特異的遺伝子用二群間比較用
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研究紹介１

A B C D E F G H I J K L M N

補正後のデータ

HiCEP生データ

発現変動遺伝子の検出

遺伝子発現行列

1. Kadota et al., 2005.

2. Kadota et al., 2007.

2. Kadota et al., 2007.

HiCEPからどうやって正確な遺伝子発現行列を作成するのか？
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HiCEP生データ（昔のデータ）

波形のゆがみがところどころに発生していた

同一遺伝子の認識（アラインメント）精度低下の原因

Kadota et al., BMC Bioinformatics, 6, 43, 2005
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ゆがみを表す指標ができればうれしい！

Kadota et al., BMC Bioinformatics, 6, 43, 2005

全ての波形を目でチェック → スコアの低い領域のみチェック

Q
ua

lit
y 

sc
or

e

再現性の良さ
を示す指標
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Moving (sliding) window法の適用

局所的な波形の類似度を用いてスコアを計算

Kadota et al., BMC Bioinformatics, 6, 43, 2005

ス
コ
ア

→
高

0h-1のスコアをどうやって得る？
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スプライン補間の適用

任意のフラグメント長におけるスコア（Q(t)値）を得る

Kadota et al., BMC Bioinformatics, 6, 43, 2005

全ての波形について同様の手順を繰り返す

→Quality scoreからなる “Quality profile”の完成
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ゆがんでいる（非類似）領域の特定

適当な閾値（≦0.3）以下のスコアを持つ領域を特定

Kadota et al., BMC Bioinformatics, 6, 43, 2005

“Quality profile”の形状から「○→×」の方向

でゆがみがひどくなっていることが分かる
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波形補正（レーン12h-1の(35-50 bp)領域）

Kadota et al., BMC Bioinformatics, 6, 43, 2005

引き伸ばし

引き伸ばし（ベスト）

圧縮
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波形補正（レーン0h-2の(50-100 bp)領域）

Kadota et al., BMC Bioinformatics, 6, 43, 2005
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波形補正（レーン0h-2の(50-100 bp)領域）

Kadota et al., BMC Bioinformatics, 6, 43, 2005

ベスト
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補正前
Kadota et al., BMC Bioinformatics, 6, 43, 2005
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補正後
Kadota et al., BMC Bioinformatics, 6, 43, 2005

同一遺伝子のずれを≦±1 bp程度にすることに成功！

客観的なスコアQ(t)ともよく一致！
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それでもまだ不十分！

理想的なアラインメント

A B C D E F G H I J K L M N

遺伝子発現行列

それでもまだ±1 bp程度あれば認識精度を悪くさせるのに十分
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それでもまだ不十分！

現実…

A B C D E F G H I J K L M N

H’I’

遺伝子発現行列
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GOGOT法（補正前）

「矢印の方向」に「矢印の長さ」
分だけピークの位置をずらす

ご ご てぃ ー
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GOGOT法（補正後）

一般的なアラインメント手法： Dynamic Programming (DP)

GOGOT法： Complete-linkage clustering-based method

アラインメント精度も高く
目視確認も容易

→“正確な”遺伝子発現
行列ができたことと同じ

同じ手法を使ってもばっちり
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発現変動遺伝子の自動検出

上位6個の比較

GOGOT法 従来法（t-statistic）

GOGOT法は視覚的な評価（ランキング）ともよく一致

遺伝子発現行列ができれば…
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結論１

HiCEP マイクロアレイ

全生物種のトランスク
リプトーム解析が可能

モデル生物以外は難しい

データ解析は
Low-throughput

データ解析は
High-throughput

一連の手法適用のおかげで

Kadota et al., BMC Bioinformatics, 6, 43, 2005
Kadota et al., Algorithms Mol. Biol., 2, 5, 2007
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結論１

HiCEP マイクロアレイ

全生物種のトランスク
リプトーム解析が可能

モデル生物以外は難しい

データ解析も
High-throughput

データ解析は
High-throughput

Kadota et al., BMC Bioinformatics, 6, 43, 2005
Kadota et al., Algorithms Mol. Biol., 2, 5, 2007

HiCEP生データ → 発現変動遺伝子の自動抽出
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HiCEPでどのような実験をしようとも…

放射線治療が効く人効かない人放射線感受性遺伝子の探索 いろんなタイプの放射線？！

正確な遺伝子発現行列を作成可能なので

時系列データ 二群間比較 様々なサンプル
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HiCEPでどのような実験をしようとも…

放射線治療が効く人効かない人放射線感受性遺伝子の探索 いろんなタイプの放射線？！

専用のマイクロアレイ解析手法が利用可能です

時系列データ用 組織特異的遺伝子用二群間比較用
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自己紹介

2002/4

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」

2003/11 2005/2

東大・院農 応用生命工学専攻

生物情報工学研究室

（清水謙多郎教授）

放医研・先端遺伝子
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マイクロアレイ解析手法

HiCEP解析手法

門田といえば…「マイクロアレイ屋」 >> 「波形解析屋」
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データがあれば“コピペ”で結果を出せるウェブページ
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二群間で発現の異なる遺伝子検出法

放射線治療が効く人効かない人放射線感受性遺伝子の探索 組織特異的遺伝子の探索

AIC-based (Kadota et al., 2003)

ROKU (Kadota et al., 2006)

HiCEP or マイクロアレイ
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二群間で発現の異なる遺伝子検出法

A群 B群

B群A群

n
ge

ne
s

統計量でソート

B群A群
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二群間で発現の異なる遺伝子検出法

倍率変化（Fold change; FC）に基づく方法
2-fold, 3-fold
The limit fold change model (Mutch et al., BMC Bioinformatics, 2002)
Rank product (Breitling et al., FEBS Lett., 2004)
…

t-statisticsに基づく方法
Student’s (or Welch) t-test
SAM (Tusher et al., PNAS, 2001)
Samroc (Broberg, P., Genome Biol., 2003)
Empirical bayes (Smyth, GK., Stat. Appl. Genet. Mol. Biol., 2004)
Shrinkage t statistic (Opgen-Rhein and Strimmer, Stat. Appl. Genet. Mol. Biol., 2007)
…

その他
Rank difference analysis of microarrays (RDAM; Martin et al., BMC Bioinformatics, 2004)
…
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評価法1： AUC
既知の発現変動遺伝子群をどれだ
け（False positiveを減らしつつ）検出

可能か？

ROC曲線が左上に

あるほどよい方法

0 1.0

1.0

Area Under 
the Curve

偽陽性率

真
陽
性
率

データセットが異なると結果が違う → 様々な手法が乱立
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評価法2：ランキングの頑健性

Microarray Quality Control Project (MAQC)の評価法

条件を揃えて得られた実験結果は、実験場所(Site 1-6)が
変わっても同じであるべき！

Shi et al., Nat. Biotechnol., 24, 1151-1169, 2006

Site 1で得られたデータ Site 2で得られたデータ
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評価法2：ランキングの頑健性

Microarray Quality Control Project (MAQC)の評価法

条件を揃えて得られた実験結果は、実験場所(Site 1-6)が
変わっても同じであるべき！

Shi et al., Nat. Biotechnol., 24, 1151-1169, 2006

Site 1 Site 2

0 1.0

x

100

一
致
率
（
%
）

上位x個中に同じ遺
伝子を何%含むこと

ができるか？

5 10 15

80

60

40

20

一致率が高い方法
→よい方法
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評価法2：ランキングの頑健性
Shi et al., Nat. Biotechnol., 24, 1151-1169, 2006

100

一
致
率
（
%
）

80

60

40

20

10010 1,000 10,000
上位x個

A: Stratagene Universal RNA
B: Ambion Human Brain RNA

「sample C vs. D」 Site 1-6の比較結果

Fold Changeは確かに一致率が高い。



46

評価法１と評価法２

Shi et al., Nat. Biotechnol., 24, 1151-1169, 2006

「二群間で発現の異なる
遺伝子検出法」はどれを
使えばいいのやら…、ど

れも一長一短です。
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まとめ

HiCEPデータか

ら正確に遺伝子
発現行列を作成
することが可能
になりました

A B C D E F GH I J K L MN

Kadota et al., 2005.
Kadota et al., 2007.

遺伝子発現行列

HiCEP生データ
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まとめ
今後はHiCEPもマイクロアレイ解析分野で提案さ
れている様々な優秀な手法を適用できるでしょう

放射線治療が効く人効かない人放射線感受性遺伝子の探索 組織特異的遺伝子の探索

ROKU (Kadota et al., 2006)

HiCEP or マイクロアレイ
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