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①デスクトップ上にhogeフォルダ
があり、そこに解析用入力ファイ
ル(sample_blekhman_18.txt)が存
在するという前提で行います

①
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3群間比較用データ
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このデータは、3種類の生物種間比較：ヒト(Homo 
sapiens; HS)、チンパンジー(Pan troglodytes; PT)、
アカゲザル(Rhesus macaque; RM)。どこかの群間で
発現変動している遺伝子を検出するやり方を示す
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Blekhman et al., Genome Res., 20: 180-189, 2010



Tang et al., BMC Bioinformatics, 16: 361, 2015

性能評価論文
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3群間比較用に特化した手法選択のガイドライ
ン。①反復ありデータの場合は(内部的にedgeR
の関数を用いた)TCC、②反復なしの場合は（内
部的にDESeq2を用いた）TCCがおススメ

①

②



データ正規化周辺
 RPM (Mortazavi et al., Nat. Methods, 5: 621-628, 2008)

 RPKM(Reads per kilobase of exon per million mapped reads)の長さ補正を行わないバージョン

 Reads Per Million mapped readsの略。

 TMM正規化 (Robinson and Oshlack, Genome Biol., 11: R25, 2010)
 Trimmed Mean of M valuesの略。edgeRパッケージに実装されている。

 発現変動遺伝子（DEG）のデータ正規化時の悪影響を排除すべく、M-A plot上で周縁部にあるデータを
使わずに（トリムして）正規化係数を決定する方法。

 TbT正規化 (Kadota et al., Algorithms Mol. Biol., 7: 5, 2012)
 TMM法の改良版で、TMM-baySeq-TMMという3ステップで正規化を行う方法。

 1st stepで得られたTMM正規化係数を用いて、2nd step (baySeq)でDEG同定を行い、3rd step (TMM)で
はDEGを排除した残りのデータでTMM正規化。DEGの影響を排除しつつもできるだけ多くのnon-DEGデ
ータを用いて頑健に正規化係数を決めるという思想（DEG elimination strategy提唱論文）。

 iDEGES正規化（Sun et al., BMC Bioinformatics, 14: 219, 2013）
 TCCパッケージの原著論文

 DEG elimination strategy (DEGES) を一般化し、より高速且つ頑健にしたもの。TbTは「複製あり」のデー
タのみにしか対応していなかったが、「複製なし」データにも対応。

 iDEGES/edgeR正規化法：「複製あり」データ正規化用。TMM-(edgeR-TMM)nパイプライン

 iDEGES/DESeq正規化法：「複製なし」データ正規化用。DESeq-(DESeq-DESeq)nパイプライン
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発現変動解析（サンプル間比較）時に重要
となる、sequence depth周辺の正規化法の
進展。2013.03.07のHPCIセミナーのスライド

参考



TbT正規化法
 TCCパッケージに実装している基本コンセプトの原著論文

 本来の目的である発現変動遺伝子(DEG)自体がデータ正規化時に悪影響を与えるのでDEG候補
を除去して正規化を行うほうがよいこと(DEG Elimination Strategy)を提唱した論文。既存の正規
化法は、比較するグループ間でDEG数に偏りがない(unbiased DE)場合にはうまく正規化できるが
、偏りがある場合(biased DE)にはうまく正規化できないことを示した。

 TbT法の実体は、①edgeRパッケージ中のTMM正規化法実行、②baySeqパッケージ中のDEG検
出法実行、および③DEG候補を除去した残りのnon-DEG候補のみを用いたTMM正規化法実行、
の3ステップを基本とするTMM-baySeq-TMMパイプライン。出力は正規化後の結果（正確には正
規化係数）なので、TbT正規化後に任意のDEG検出法を適用することで一連の発現変動解析が
終了することになる。例えばTbT正規化法実行後にedgeR中のDEG検出法を適用する一連の手
順はTMM-baySeq-TMM-edgeRに相当し、原著論文中ではedgeR/TbTと略記している。論文中で
はTbTにした理由を論理的に書いたが、本音は”ToT”に近いものということでTMMとbaySeqを採
用。

 提案したマルチステップの正規化パイプラインは、第2および第3ステップを繰り返して実行するこ
とでより頑健な正規化を実現可能であることも示している。これが図3で説明しているiterative 
TbT approachに相当するものであり、TMM-(baySeq-TMM)nとも表現できる。例えばiterative TbT
正規化法実行後にedgeR中のDEG検出法を適用する一連の手順はTMM-(baySeq-TMM)n-
edgeRに相当する。n = 0の場合はTMM-edgeRとなり、これはedgeRパッケージ中のオリジナルの
手順と同じである。
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TbT正規化法の説明。2014.07.22
のイルミナウェビナー時のスライド

参考



TCC
 TbT論文の考え方を一般化し、Rパッケージとしてまとめたという論文

 TbTはDEG Elimination Strategy (DEGES；でげす)に基づく一つの正規化パイプラインにすぎない
こと、第2ステップのbaySeqによるDEG同定ステップが律速であり高速化が課題であったこと、そし
て各ステップにおいて他の方法が原理的に適用可能であることなどを述べている。

 第2ステップのDEG同定法をedgeR中のものに置き換えると、TMM-edgeR-TMMという正規化パイ
プラインになる。これは、全てedgeRパッケージ中の関数のみで成立するため、DEGES/edgeRと
略記している。また、DEGES正規化後にedgeR中のDEG同定法を適用する一連の解析手順は「
DEGES/edgeR-edgeR」または「TMM-edgeR-TMM-edgeR」と表記できる。これは実質的にedgeR
パッケージ中のオリジナルの解析手順を2回繰り返して行っていることと同義である（ただし、第3
ステップのTMMは検出されたDEG候補以外のデータで実行される）。それが、実質的に「TCCは
例えばiterative edgeRという理解でよい」と主張する根拠である。

 TbT論文中で言及したiterative TbTに相当するものは、この論文中ではiterative DEGES (略して
iDEGES)と称している。例えば、 「iDEGES/edgeR-edgeR」はTMM-(edgeR-TMM)n-edgeRに相当
する。n=1は「DEGES/edgeR-edgeR」に相当する。nが2以上の場合がiDEGESに相当するが、nの
数を増やしてもその分計算コストがかかる一方で、実質的にn=3程度で頭打ちになることを論文
中で示している。それゆえ、iterative DEGESのデフォルトはn=3としている。compcodeR (Soneson, 
C., Bioinformatics, 2014)中でもデフォルトはそうなっている。
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TbT正規化法の説明。2014.07.22
のイルミナウェビナー時のスライド

参考



3群間比較(反復あり)
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sample_blekhman_18.txtを入力として、ヒト(HS)6サ
ンプル、チンパンジー(PT)6サンプル、アカゲザル
(RM)6サンプルの3群間比較を行います。どこか
の群間で発現変動している遺伝子を検出するや
り方です。各群のサンプルは全て別個体です。例
えばヒトの場合は6人分のデータ(6 biological 
replicates)であり、1人のサンプルを6個に分割し
たデータ(6 technical replicates)ではありません



3群間比較(反復あり)
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②例題7。③入力はsample_blekhman_18.txt、
出力はhoge7.txtのみ。M-A plotはない

①

Sun et al., BMC Bioinformatics, 14: 219, 2013

Tang et al., BMC Bioinformatics, 16: 361, 2015

②

③



3群間比較(反復あり)
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Sun et al., BMC Bioinformatics, 14: 219, 2013
Tang et al., BMC Bioinformatics, 16: 361, 2015

①

②

①ここで各群のサンプル数(列数)を指定。
②FDR閾値を指定するところだが、出力
ファイルの読み取り方が分かっていれば
気にしなくてもよい。コピペ。約2分



3群間比較(反復あり)
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左上はコード下部。①赤枠部分は、4種類のFDR
閾値を満たす遺伝子数を表示している。例えば
②は5%の偽物混入を許容すると7,236個の遺伝
子が得られるということ。7,236個のうちの5%分が
偽物で、残りの95%分が本物（のDEG）と判断する

①

①

②



2016年3月の結果
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2016年3月3-4日のHPCI講習会時の
結果。パッケージのバージョンが異
なると結果も異なるという一例です。
この当時のバージョンは忘れました

①

①

②



DEG数の見積もり
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FDR閾値が比較的緩めのところを眺め、①
20,689 genes中8,000個程度がどこかの群間
で発現変動している本物のDEGと判断する
。②解析に用いたパッケージのバージョン
情報を調べるやり方。sessionInfo()でもよい

①

②



出力ファイル解説
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①出力ファイル(hoge7.txt)の中身を解説。②正
規化後のデータ、③統計解析結果(p値、q値、順
位情報など)。④発現変動順にソートされた結果

①

③②

④



コードの解説
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正規化後のデータを取り出す部分の説明。①データ正
規化（正確には正規化係数を得た）後のtccオブジェク
トを入力として、②getNormalizedData関数を用いて正
規化後のデータを取得した結果をnormalizedオブジェク
トに格納し、③出力の一部として組み込んでいる

②

①

③

③



コードの解説
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（このウェブページではお約束的にそうしているので）
①1番左側を行名としているが、実は②のresultオブ
ジェクト内の③1番左側が同じ情報なのでなくてもよい

②

① ②

①

③



コードの解説
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①rank（順位）情報は、②p値をベースに計算し
ている。p値が低いほど発現変動の度合いが高
いことを意味する。実際、③1位の発現パターン
はチンパンジー(PT)群で4桁以上のカウント数
で、それ以外の群では1桁となっており妥当

①②

③



ANOVA的な解析…
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①2位はアカゲザル(RM)群で高発現のパターン、
②3位はヒト(HS)群で高発現のパターン。（どの群
間で違いがあるかは問わずに）どこかの群間で発
現に差があるものを検出する枠組み（ANOVA的な
解析；門田スラング）なので、このような結果になる

①
②



コードの解説
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①の段階では、まだ発現変動順にはソートさ
れておらず、cbind関数を用いて列方向で結合
した(column bind)結果をtmpオブジェクトに格
納しているだけ。実際、②resultオブジェクトは
入力ファイルの遺伝子名の並びになっている

①

②



コードの解説
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（赤字のコメント部分をよく見ればわかるがw）①
発現変動順にソートしている部分がココ。
tmp[order(x), ]は、xの並びで行をソートするお約
束的な書き方。発現変動順にソートしたくない場
合は、行頭に#をつけてコメントアウトすればよい

①



コードの解説
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①の部分は、出力ファイル中の
②q.value列を見ているのと同じ

②

①



コードの解説
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例えば①5% FDR thresholdというのは、②q-value 
(q値)が0.05未満（or以下）という条件判定を行っ
ていることと同義。これは有意水準5%というのが、
実際の手順としてp-value(p値) < 0.05という条件
判定を行っていることを思い出せば納得できる

①
②



コードの解説
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①1番右側のestimatedDEGという名前の列が
q-value (q値) < 0.05のところで1から0に切り替
わっている。これは、②param_FDRのところで
0.05を指定していたから。②を気にしなくてよい
と最初に解説したのは、③q.value列の取り扱
い方法を理解していればそれで充分だから

①

②

③



パターン分類…
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（どの群間で違いがあるかは問わずに）どこかの
群間で発現に差があるものを検出する枠組み
（ANOVA的な解析）なのでこのような結果になる、
のはしょうがいないとして…。G1(HS)群で高発現
のものがx個、G2(PT)群で高発現のものがy個、
みたいなものが欲しい！ので順を追って説明
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post-hoc test…
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一般的には、（私はやりませんが）ANOVA後にどこの群
間で差があるかを調べるためにpost-hoc testを行うよ
うです。ここでは、RNA-seq発現解析用Rパッケージ中
のマニュアルによく記載されている「デザイン行列」や
「コントラスト」の概念説明を兼ねて、「G1 vs. G2」、「G1 
vs. G3」、「G2 vs. G3」の3つのpost-hoc testを行います。
マイクロアレイだが、教科書p173-182にも解説あり



3群間比較(反復あり)
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①の②例題7は、（どの群間で違いがある
かは問わずに）どこかの群間で発現に差
があるものを検出する枠組み（ANOVA的
な解析）でした。このコードはデザイン行列
などの概念を一切気にすることなく解析結
果を得られるように記述していますが、そ
れを明示させたものが、③「基礎」  「応

用」になっている項目です。つまり…

①

②

③



オプション明示(ANOVA)
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①ココです。①の例題1をベースに作成
したコードで、sample_blekhman_18.txtを
入力ファイルとして解析します。実際に
はここをクリックしない!

①

①



オプション明示(ANOVA)
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①

①実際にコピペするのはココのコード。②赤
下線が新たにオプションを明示した部分。ま
ずはコピペ実行し、「以前と同じ結果が得ら
れ、この書き方で間違ってない」ことを確認

②

②

②



オプション明示(ANOVA)
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①確かに以前と同じ結果が得られている。②
の部分がクラスラベル情報data.clを基に作
成した「デザイン行列」と呼ばれるものです

②

①



デザイン行列
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①の部分のみ要素に分解して説明。②data.clは、入力
データの各列（サンプル）がどの群由来かを示す情報。
③as.factorは「因子として」取り扱うという宣言。見た目
がちょっと変わる、程度の認識でよい。factor analysis 
(因子分析)のfactorと同じ意味です。「Levelsって何?」と
よく聞かれますが、これは群の種類を表し「1と2と3とい
うものがあります」という意味。④ベクトル中のユニーク
な要素を表示しているものという認識でよい

①

②

③

④



デザイン行列
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①

①作成したデザイン行列の
designオブジェクトを表示

①



デザイン行列
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デザイン行列作成時の①の部分の記述内容が、
②designオブジェクトの③の部分に利用されている

①

③ ③

②



デザイン行列
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①は、発現変動解析結果でどこを比較するかを指し示す情報と
しても利用されるため、②の指定前に分かり易い名前に変更し
たり、③design作成後に変更したり…するので混乱しがちな部分

① ①

②

③



おさらい
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今は、sample_blekhman_18.txtを入力として、ヒト
(HS)6サンプル、チンパンジー(PT)6サンプル、アカ
ゲザル(RM)6サンプルの3群間比較を行っている
ANOVA的な解析を行い、どこかの群間で発現変動
している遺伝子を検出しようとしている。帰無仮説
は「どの群間でも差がない（G1 = G2 = G3）」である



帰無仮説の設定
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①

①は、どういう検定を行いたいかを指定するところと
いう理解でよい。②ここで利用。正確には、一般化線
形モデル(Generalized Linear Model; GLM)を用いた解
析時に指定するreduced modelに相当する。尚、以前
作成したデザイン行列(designオブジェクト)がfull 
modelと呼ばれるものに相当する。reduced modelは、
full modelの一部を指定する（だからreduced）。①で
は、full modelから除きたいものを指定する。そしてそ
れは実質的に検定したい事柄(帰無仮説)を指定して
いることに相当する。が、そんなことを真面目に説明
してもついてこられないヒトがほとんどだし、そんなこ
とはどうでもいいから正しい手順と結果の解釈を教え
て欲しいというのが過去の受講生のコメントであり、
私を含むエンドユーザはそれでいいと思っています

②



帰無仮説の設定

37Jul 22 2016, NGSハンズオン講習会

①

①の2と3からなる数値ベクトルは、②行列design
から取り除きたい列を指定することに相当しま
す。この場合は③の2列分の除去に相当

②

③



帰無仮説の設定

38Jul 22 2016, NGSハンズオン講習会

そうすると、残るは①この列情報のみ。今
我々が設定したい帰無仮説は「どの群間で
も差がない」、つまり「G1 = G2 = G3」です。
それを指定できてるっぽいことがわかります

①



帰無仮説の設定

39Jul 22 2016, NGSハンズオン講習会

だって①入力ファイルは18列分のデータで、
デザイン行列designから②18列全てに同じ1
という数値が割り振られるようなところのみ残
しているのだから。これがreduced modelです

①

②
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帰無仮説(G1 = G2)

41Jul 22 2016, NGSハンズオン講習会

ヒト
(Homo sapiens; HS)

チンパンジー
(Pan troglodytes; PT)

アカゲザル
(Rhesus macaque; RM)
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ne
s

同じノリで、どうやって「①G1(HS)群 vs. ②G2(PT)
群」の検定を行うのかについて述べます。これは帰
無仮説G1 = G2をどうやって設定するのかと同義

②①



帰無仮説(G1 = G2)

42Jul 22 2016, NGSハンズオン講習会

①ここです。さきほどのANOVA解析（帰無仮
説：G1 = G2 = G3）時との違いは、②で指定す
るのが2のみいう点。コピペはまだしなくてよい

②

①



帰無仮説(G1 = G2)

43Jul 22 2016, NGSハンズオン講習会

②

③

これは、 ①行列designから取り除く列と
して、②2のみを指定していることに相
当。つまり③の部分のみの除去

①



44Jul 22 2016, NGSハンズオン講習会

何故①この部分の除去が「G1 = G2」とい
う帰無仮説の設定に相当するのかは…帰無仮説(G1 = G2)

①



45Jul 22 2016, NGSハンズオン講習会

①これが「帰無仮説：G1 = G2 = G3」だっ
たことを頼りに考える。つまり、全て1帰無仮説(G1 = G2)

①



46Jul 22 2016, NGSハンズオン講習会

帰無仮説(G1 = G2)

① ②

（自分が納得しやすいように解釈すればよいが）①をベース
にするのが基本。例えば「① - ②」で、G1とG2のみが1にな
るので、「帰無仮説：G1 = G2」を設定できたと考えればよい



47Jul 22 2016, NGSハンズオン講習会

帰無仮説(G1 = G2)
つまり①のような感じ。デザイン行列design
の1列目から3列目を引くと、②G1群とG2
群に相当する、③最初の12列分が1になる

①

③

②



帰無仮説(G1 = G2)

48Jul 22 2016, NGSハンズオン講習会

①このやり方で正しく（post-hoc testの一環とし
て）G1 vs. G2の2群間比較ができているかを確
認すべくコピペ。②こんな感じになっていればOK
（バージョンによって多少数値は異なるかも…）①

②



帰無仮説(G1 = G2)

49Jul 22 2016, NGSハンズオン講習会

①出力ファイルを眺め（赤枠内の上位10個）、
確かに「②G1群 vs. ③G2群」の結果になって
いることを確認し安心する。スライドを見るだけ

①

③②
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帰無仮説(G1 = G3)

51Jul 22 2016, NGSハンズオン講習会

ヒト
(Homo sapiens; HS)

チンパンジー
(Pan troglodytes; PT)

アカゲザル
(Rhesus macaque; RM)
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次は「①G1(HS)群 vs. ②G3(RM)群」

②①

参考



帰無仮説(G1 = G3)

52Jul 22 2016, NGSハンズオン講習会

①ここです。G1 vs. G2（帰無仮説：G1 = G2）
との違いは、②で指定するのが2から3に変
わった点のみ。コピペはまだしなくてよい

②

①

参考
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参考

帰無仮説(G1 = G3)

①

同じ論理展開でいくと、①デザイン行列の3列目
の除去に相当する。②designの1列目から残っ
た2列目の情報を差し引くと、③G1群とG3群の
みが1となり、帰無仮説(G1 = G3)の完成となる

①

②

③
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参考

帰無仮説(G1 = G3)
①G1 vs. G3用コードをコピペ。 ②こ
んな感じになっていればOK（バージョ
ンによって多少数値は異なるかも…）

②

①
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参考

帰無仮説(G1 = G3)

①

①出力ファイルを眺め（赤枠内の上位10個）、
確かに「②G1群 vs. ③G3群」の結果になってい
ることを確認し安心する。スライドを見るだけ

③②
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参考

帰無仮説(G1 = G3)
多く（10個中8個）の発現パターンにおいて、G1群
(HS)とG2群(PT)が連動している。もしかしたら
「(HS + PT) vs. RM」の比較になっちゃってるので
はという疑念を抱くヒトがいるかもしれないが…

③②

①
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参考

帰無仮説(G1 = G3)
①の部分を眺めることで、その疑念は消せる

③②

①
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参考

帰無仮説(G1 = G3)
①の連動の原因は、クラスタリング結果が如実
に語っている。つまり、G1群(HS) とG2群(PT)間
の発現パターンは、G3群(RM)に比べて似てる

①



結果のまとめ
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FDR 5%と10%の結果のみ表示。それぞれの帰無仮説
は、①G1 = G2 = G3、②G1 = G2、③G1 = G3。③のほ
うが②に比べて遺伝子数（実質的にDEG数）が多いの
は、サンプル間クラスタリング結果からも妥当。つまり、
G1とG2間の類似度が、G1とG3間の類似度よりも高い

G1(HS)群
6 samples

G2(PT)群
6 samples

G1(HS)群
6 samples

G3(RM)群
6 samples

②

③

G1(HS)群
6 samples

G2(PT)群
6 samples

①
G3(RM)群
6 samples



妄想
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このロジックでいくと、④G2 vs. G3の結果は、③の
結果と似てるはず…と妄想する。しかしこれまで
使ってきた(G1群を基準とした)実験デザイン行列の
枠組みでは、「帰無仮説：G2 = G3」を表現できない

G1(HS)群
6 samples

G2(PT)群
6 samples

G1(HS)群
6 samples

G3(RM)群
6 samples

②

③

G1(HS)群
6 samples

G2(PT)群
6 samples

①
G3(RM)群
6 samples

G3(RM)群
6 samples

④
G2(PT)群
6 samples



おさらい
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G1(HS)群
6 samples

G2(PT)群
6 samples

G1(HS)群
6 samples

G3(RM)群
6 samples

G1(HS)群
6 samples

G2(PT)群
6 samples

G3(RM)群
6 samples

G3(RM)群
6 samples

G2(PT)群
6 samples

①

(G1群を基準とした)実験デザイン行列design
の枠組みで表現できるのは…、①(2列目と3
列目を除去して作成する)G1 = G2 = G3



おさらい
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G1(HS)群
6 samples

G2(PT)群
6 samples

G1(HS)群
6 samples

G3(RM)群
6 samples

G1(HS)群
6 samples

G2(PT)群
6 samples

G3(RM)群
6 samples

G3(RM)群
6 samples

G2(PT)群
6 samples

②

(G1群を基準とした)実験デザイン行列design
の枠組みで表現できるのは…、②(2列目を
除去して作成する)G1 = G2



おさらい
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G1(HS)群
6 samples

G2(PT)群
6 samples

G1(HS)群
6 samples

G3(RM)群
6 samples

G1(HS)群
6 samples

G2(PT)群
6 samples

G3(RM)群
6 samples

G3(RM)群
6 samples

G2(PT)群
6 samples

③

(G1群を基準とした)実験デザイン行列design
の枠組みで表現できるのは…、③(3列目を
除去して作成する)G1 = G3の計3種類だけ



おさらい
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G1(HS)群
6 samples

G2(PT)群
6 samples

G1(HS)群
6 samples

G3(RM)群
6 samples

G1(HS)群
6 samples

G2(PT)群
6 samples

G3(RM)群
6 samples

G3(RM)群
6 samples

G2(PT)群
6 samples

④

④「帰無仮説：G2 = G3」を表現するためには、
⑤デザイン行列designの作成時に、⑥G1群
を基準としない書き方にする必要がある

⑤

⑥
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帰無仮説(G2 = G3)

66Jul 22 2016, NGSハンズオン講習会

①

③

②

①ここです。②の赤枠で説明している通りだ
が、順を追って解説。基本的にはG1群を基
準としないデザイン行列を作成したのち、③
で設定したい帰無仮説（G2 = G3）を表現可
能なコントラスト情報を与えるという流れ



帰無仮説(G2 = G3)

67Jul 22 2016, NGSハンズオン講習会

①コード下部に移動。②G1群を基準とし
ないデザイン行列作成部分。1行上のコメ
ントアウトしているのが、G1群を基準とし
て作成したこれまでのデザイン行列作成
法。違いは③「0 +」がついているか否か

①

②
③



帰無仮説(G2 = G3)

68Jul 22 2016, NGSハンズオン講習会

まずはコピペ実行。結果は予想通りG1 
vs. G3の結果と似ており妥当。つまり…

①



結果のまとめ
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④G2 vs. G3の空白の結果が埋まり、③の
結果と似ていることが確認できたということ

G1(HS)群
6 samples

G2(PT)群
6 samples

G1(HS)群
6 samples

G3(RM)群
6 samples

②

③

G1(HS)群
6 samples

G2(PT)群
6 samples

①
G3(RM)群
6 samples

G3(RM)群
6 samples

④
G2(PT)群
6 samples



帰無仮説(G2 = G3)

70Jul 22 2016, NGSハンズオン講習会

③②

①出力ファイルを眺め（赤枠内の上位10個）、
確かに「②G2群 vs. ③G3群」の結果になって
いることを確認し安心する。スライドを見るだけ



71Jul 22 2016, NGSハンズオン講習会

①で作成したデザイン行列designに
ついて、②を追加した意味を説明デザイン行列の説明

①
②



72Jul 22 2016, NGSハンズオン講習会

赤下線の「0 +」追加によって、①G1、②G2、
③G3の群ごとに計3列が作成され、入力
データの対応する列のところに1（それ以外
は0）が付与されたデザイン行列となる

デザイン行列の説明

② ③①



コントラストの説明
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①

次は、①で指定したコントラスト情報の説明。この
情報からどうやって今設定したい帰無仮説（G2 = 
G3）を作成するのかという話。ここで指定している
(0, -1, 1)は、「a1×G1 + a2×G2 + a3×G3 = 0」の
係数aの部分に相当する。「0×G1 + (-1)×G2 + 
1×G3 = 0」  「-G2 + G3 = 0」  「G2 = G3」とい

う流れでめでたく帰無仮説G2 = G3の設定完了。
尚、この数値ベクトルの要素数は3だが、それは群
数（G1, G2, G3）と同じ



コントラストの説明
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①

最終的な目的は「G2 = G3」を設定することなので、
①のところを(0, -1, 1)の代わりに(0, 1, -1)としても
よい。 「a1×G1 + a2×G2 + a3×G3 = 0」 
「0×G1 + 1×G2 + (-1)× G3 = 0」  「G2 - G3 = 
0」  「G2 = G3」とできるから



コントラストの説明

75Jul 22 2016, NGSハンズオン講習会

もちろん比較したい群を1 or -1で対比（コントラスト）
させ、それ以外を0とする、という思考回路でもよい。
もしこの思考回路で行き詰ったら、そのときにまた
自分が納得しやすい理解のしかたをすればよい

①
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コントラストでG1 = G2

77Jul 22 2016, NGSハンズオン講習会

①

②

①ここです。 ② 「a1×G1 + a2×G2 + a3×G3 
= 0」  「1×G1 + (-1)×G2 + 0× G3 = 0」 
「G1 – G2 = 0」  「G1 = G2」という思考回路。

③コピペ実行結果は以前（スライド48）と同じ

③



コントラストでG1 = G3

78Jul 22 2016, NGSハンズオン講習会

①

②

①ここです。 ② 「a1×G1 + a2×G2 + a3×G3 = 
0」  「1×G1 + 0×G2 + (-1)× G3 = 0」 
「G1 – G3 = 0」  「G1 = G3」という思考回路。

③コピペ実行結果は以前（スライド54）と同じ

③

印刷版はG1=G2の説明
になってますm(_ _)m



コントラストの限界
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ここまでG1群を基準としないデザイン行列
を用いて、コントラスト情報を与えて②～④
を行った。直感的にはコントラスト情報を与
えるほうがわかりやすいことは確かだろう

G1(HS)群
6 samples

G2(PT)群
6 samples

G1(HS)群
6 samples

G3(RM)群
6 samples

②

③

G1(HS)群
6 samples

G2(PT)群
6 samples

G3(RM)群
6 samples

G3(RM)群
6 samples

④
G2(PT)群
6 samples



コントラストの限界
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ではなぜわかりにくい（←個人の感想です）G1群
をベースとしたデザイン行列のほうを先に教えた
のか?それは①G1 = G2 = G3という帰無仮説は、
コントラストの枠組みでは表現できない（ANOVA
的な解析はできない）からです。3群以上の比較
の場合は、通常ANOVA的な解析（どこかの群間
で発現変動している遺伝子）を先に行います

G1(HS)群
6 samples

G2(PT)群
6 samples

G1(HS)群
6 samples

G3(RM)群
6 samples

②

③

G1(HS)群
6 samples

G2(PT)群
6 samples

①
G3(RM)群
6 samples

G3(RM)群
6 samples

④
G2(PT)群
6 samples

デザイン行列
（G1群をベース）
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Post-hoc testの…
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ここまでの結果は、G1, G2, G3群の全てのデータを用
いてモデル構築（バラツキの程度の見積もり）を行っ
た結果をベースとしている。つまり、例えば②G1 vs. 
G2の解析結果は、G3の情報もモデル構築時に利用
しています。それゆえ、G1とG2のデータのみを用いて
単独で2群間比較を行った結果とは異なります!この
あたりは、疲れない程度に手を抜いて聞くところ

G1(HS)群
6 samples

G2(PT)群
6 samples

G1(HS)群
6 samples

G3(RM)群
6 samples

②

③

G1(HS)群
6 samples

G2(PT)群
6 samples

①
G3(RM)群
6 samples

G3(RM)群
6 samples

④
G2(PT)群
6 samples



Post-hoc testの…
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今議論したいのは、3群間比較ではなく2群間比較な
ので、①のG1 vs. G2 vs. G3は議論の対象から外す

G1(HS)群
6 samples

G2(PT)群
6 samples

G1(HS)群
6 samples

G3(RM)群
6 samples

②

③

G3(RM)群
6 samples

④
G2(PT)群
6 samples



Post-hoc testの…
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①3群全ての情報を使って2群間比較を
行ったときの結果。②比較対象の2群の
データのみを使って2群間比較を行い、①
と②の違いについて議論するのが目的

G1(HS)群
6 samples

G2(PT)群
6 samples

G1(HS)群
6 samples

G3(RM)群
6 samples

G3(RM)群
6 samples

G2(PT)群
6 samples

②①

3群全ての情報を利用 比較する2群の情報のみ



HS vs. PT（2群間比較）
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①計18サンプルの3群間比較用
データから、12サンプル分だけ抽出
し、6 HS samples vs. 6 PT samples
の2群間比較をコピペ実行した結果

①



HS vs. RM（2群間比較）

86Jul 22 2016, NGSハンズオン講習会

①計18サンプルの3群間比較用
データから、12サンプル分だけ抽出
し、6 HS samples vs. 6 RM samples
の2群間比較をコピペ実行した結果

①



PT vs. RM（2群間比較）

87Jul 22 2016, NGSハンズオン講習会

①計18サンプルの3群間比較用
データから、12サンプル分だけ抽出
し、6 PT samples vs. 6 RM samples
の2群間比較をコピペ実行した結果

①



結果のまとめ
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①3群全ての情報を使って2群間比較を行ったと
きの結果。②比較対象の2群のデータのみを使っ
て2群間比較を行い、①と②の違いについて議論
するのが目的。とりあえず基礎データは揃った

G1(HS)群
6 samples

G2(PT)群
6 samples

G1(HS)群
6 samples

G3(RM)群
6 samples

G3(RM)群
6 samples

G2(PT)群
6 samples

②①

3群全ての情報を利用 比較する2群の情報のみ



結果のまとめ
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私の着眼点（伝えたいこと）は、「①  ②」の

遺伝子数が「HS vs. PT」では増え、それ以外
（HS vs. RM；およびPT vs. RM）では減るという
事実。そしてその結果は、③サンプル間クラス
タリング実行段階で予想可能ということ。もち
ろん①と②で結果が異なるというということ自
体も、知らなかったヒトにとっては重要でしょう

G1(HS)群
6 samples

G2(PT)群
6 samples

G1(HS)群
6 samples

G3(RM)群
6 samples

G3(RM)群
6 samples

G2(PT)群
6 samples

②①

3群全ての情報を利用 比較する2群の情報のみ

③



おさらい
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この3群間比較用データは、同一群でクラスターを
形成している。①HS群や②PT群は、群内のサンプ
ル間類似度が③RM群に比べて高い（距離が短い
or Heightが低い）。④特にRMM2サンプルが、他の
RM群との類似度が低いために、全体としてRM群
内のバラツキが大きくなっている。それゆえ、RM群
がモデル構築（バラツキの見積もり）段階で入って
いるか否かという観点で結果を眺めなおすとよい

①
②

③

④



HS vs. PTの解釈
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HS vs. PTの結果について解説。①の結果はモ
デル構築時にバラツキの大きいRM群を含んでい
たが、②ではRM群を含んでいないため、FDR閾
値を満たす遺伝子数が増えたと解釈すればよい

G1(HS)群
6 samples

G2(PT)群
6 samples

②①

3群全ての情報を利用 比較する2群の情報のみ



HS vs. RMの解釈
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HS vs. RMの結果について解説。②で遺伝子数が
減ったのは、全体としてバラツキが小さくなる方向
に寄与していたPTデータが含まれていないから

G1(HS)群
6 samples

G2(PT)群
6 samples

②①

3群全ての情報を利用 比較する2群の情報のみ

G1(HS)群
6 samples

G3(RM)群
6 samples



PT vs. RMの解釈
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PT vs. RMの結果について解説。②で遺伝子数が
減ったのは、全体としてバラツキが小さくなる方向
に寄与していたHSデータが含まれていないから。
③HS vs. RMに比べて④PT vs. RMの遺伝子数の
減少度合いが大きいのは、HS群内のバラツキが
PT群に比べて全体的に小さいため（と私は解釈し
た）。このあたりは原著論文では、probably due to 
…とかprobably because …などと記載する

G1(HS)群
6 samples

G2(PT)群
6 samples

②①

3群全ての情報を利用 比較する2群の情報のみ

G1(HS)群
6 samples

G3(RM)群
6 samples

G3(RM)群
6 samples

G2(PT)群
6 samples

③

④



この枠組みの指針…
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この枠組み（ANOVA的なことをやってから、総
当たりの2群間比較という流れ）で議論を行い
たい（特に3群間の結果を基本とする）場合は、
これまで述べてきた事柄を意識しつつ①の結
果のみで議論するのが基本かと思います。も
ちろんメインストーリー（3群間比較）以外のサ
ブストーリーとして補足情報的に②に関する議
論が別にあってもいいとは思います

G1(HS)群
6 samples

G2(PT)群
6 samples

②①

3群全ての情報を利用 比較する2群の情報のみ

G1(HS)群
6 samples

G3(RM)群
6 samples

G3(RM)群
6 samples

G2(PT)群
6 samples
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遺伝子クラスタリング
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（個人的には結論として非推奨だが）遺伝子間ク
ラスタリングを行っておき、どの遺伝子がどのパ
ターンに属するかという情報を①MBCluster.Seq
などを用いて得ておき、特定のFDR閾値を満た
す遺伝子サブセットの分類分けを行えばよい。
おそらくこれも王道なので一応紹介

①



遺伝子クラスタリング
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①

③

②

①MBCluster.Seq単体での利用はこちら。②
例題4。③K-meansクラスタリングの一種なの
で、クラスター数を指定する。50など比較的
大きめの値にしても、non-redundantにしてく
れるので、最終的に得られるクラスター数は
（データの性質にもよるが通常は）減る



遺伝子クラスタリング

98Jul 22 2016, NGSハンズオン講習会

①通常のクラスタリングの際は、入力データ
のどの列がどの群かという情報を与えない。
②MBCluster.Seqは、同一群内のバラツキを
考慮してくれるので、列のラベル情報を与え
ている。Model-based clusteringというのは、
（発現変動解析時にnon-DEGの分布を見積
もるのと同様に）同一群内のバラツキを超え
た意味のある発現パターンを返してくれると
理解すればよい

①

②



コピペ

99Jul 22 2016, NGSハンズオン講習会

コピペ。約18分



結果の説明
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①800×500ピクセルの②hoge4.png。
内部的に乱数を発生させているの
で、見栄えはヒトによって異なる

②

①



結果の説明
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①

②

③ ④⑤

①下から順にG1(HS)、G2(PT)、G3(RM)。順序は、②
のテキストファイル（後述）と見比べることでわかる。
③cluster 1と10はG3群で高発現、④cluster 6と8は
G3群で低発現パターンのものだ、みたいに解釈する。
全体を眺めることで各クラスタを構成するメンバー数
（遺伝子数）の概要をつかめる。例えば、⑤cluster 9
を構成する遺伝子数が最多、とか



結果の説明
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①

①テキストファイル（hoge4.txt）の中身。②1番右側の
列がクラスター番号情報。③例題4の場合、出力ファ
イルはクラスター番号順にソートされている。確かに
デンドログラム（樹形図）でみた通り、cluster 1は
G3(RM)群で高発現パターンになっている

②

③



コードの解説
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①テキストファイル（hoge4.txt）作成部分のコード。②
dataオブジェクトは入力ファイルを読み込んだ直後の
ものなので、正規化前のデータ。③cls$clusterという
数値ベクトルが、入力データの遺伝子の並び順に、
どの遺伝子がどのクラスターに属するかを示した情
報に相当する。出力がクラスター番号順になってい
る理由は、④cls$clusterの並びでソートしているから。
門田亡き後もこのようにコードの中身を自力で解読
できるようになっておけば大丈夫

①

② ③

④



クラスタごとの遺伝子数
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hoge4.pngを眺めることで、①cluster 9を構
成する遺伝子数が最多とかが一応わかる
が、各クラスタを構成するメンバー数（遺伝
子数）を正確に調べるやり方を伝授

①



クラスタごとの遺伝子数
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①
②

③

入力データの遺伝子の並び順にどの遺伝子が
どのクラスターに属するかを示したcls$clusterと
いう数値ベクトルを入力として、①table関数を実
行。結果を眺めると、確かに②cluster 9の遺伝
子数が最多（7,617個）であり、この結果が妥当
であることが分かる。この結果も乱数を発生さ
せているので、ヒトによって異なる。③補足情報
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TCC正規化を合わせる
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①

①TCC正規化後のデータを入力として
MBCluster.Seqを実行するやり方。②
基本戦略や手順。③例題4。HPCI講習
会(2016.03.03-04)から説明文を修正し
てあります。スライドを見るだけ

参考

②

③
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TCC正規化を合わせる

108

参考
①TCCを実行して正規化係数
(normalization factors)を得るところ。
②MBCluster.Seqは、RNASeq.Data
関数部分で、任意のサイズファク
ター(size factors)をNormalizerオプ
ション部分で与えられるので…

①

②
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TCC正規化を合わせる

109

参考
①この部分でnormalization factors 
(norm.factorsオブジェクト)からsize factors 
(size.factorsオブジェクト)への変換を行っている。
ここは計算結果云々よりも、edgeR (とTCC)系
のnormalization factorsと、DESeq2系のsize 
factorsの用語と中身の違いや変換の仕方を
「こんな感じか。2016.07.22の資料にあったよう
な…」と記憶に留めておく程度でよい

①
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TCC発現変動とも合体
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①

実用上は、TCCによるANOVA的解析（ど
こかの群間で発現変動する遺伝子の検
出）結果の分類目的でMBCluster.Seqを
利用したいかも。②例題9

②



TCC発現変動とも合体
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①例題9。約20分かかるので、
まずはコード全体をコピペ

①



TCC発現変動とも合体
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①例題9。②TCCによるANOVA的解析（どこか
の群間で発現変動する遺伝子の検出）部分。
③MBCluster.Seq実行時に用いるsize factors
情報取得部分。④の部分で使われている

①

②

③

④



TCC発現変動とも合体
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①例題9。②MBCluster.Seq実行部分。③set.seed
関数を用いてタネ番号を指定（ここでは2016とし
てるが1でも1721などなんでもよい）しているので、
全員同じ結果になる。逆に言えば、この部分をコ
メントアウトすれば毎回異なる結果になる

①

②③



TCC発現変動とも合体

115Jul 22 2016, NGSハンズオン講習会

①例題9。②TCCによるANOVA的解析（ど
こかの群間で発現変動する遺伝子の検
出）結果表示部分。③以前（スライド11）と
同じ結果が得られていることがわかる

①

③

②



TCC発現変動とも合体
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①

②

③

①例題9。②table関数を用いて各クラスターに
属するメンバー数（遺伝子数）を表示。③クラ
スター数が10個になっているのは、最初に
param_clust_numのところで10を指定していた
から。この数は、（似ているからマージされて）
最初に指定した数より少なくなることがある



TCC発現変動とも合体
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①のクラスター番号が、②遺伝子間クラスタリ
ング結果(hoge9.png)の赤枠の番号と対応す
る。②はクラスター番号順ではない点に注意

①

②



TCC発現変動とも合体
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①例えばクラスター7の遺伝子数が一番
多く、②の発現プロファイルの面積（赤
枠の横幅）とも対応する。これはどの群
間でも似た色になっているので、non-
DEGのクラスターなのだろうと妄想する

①

②

G1

G2

G3



TCC発現変動とも合体
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①

①TCC発現変動解析と遺伝子間クラスタリングを
合体させる一番のメリットの部分。赤下線部分で
示すように、FDR閾値を満たすものに限定して、
各クラスターに属する遺伝子数を概観可能

①



TCC発現変動とも合体

120Jul 22 2016, NGSハンズオン講習会

②

①

①（おそらくnon-DEGの）クラスター7の遺伝子数
（7,711個；7,711/20,689 = 37.27%）が、②556個
（556/7,236 = 7.68%）に激減していることがわかる。②
はFDR 5% (q-value < 0.05)を満たす遺伝子であること、
他のクラスターでこの閾値を満たす遺伝子数の減少
度合いの相対的な低さからも、クラスター7がnon-
DEGクラスターであることの確証を得たことと同じ



でもキモい…よね?!

121Jul 22 2016, NGSハンズオン講習会

門田は遺伝子間クラスタリングはやりません（正
確に言うと嫌いです）。理由は、①クラスター2と
②クラスター10は、パッと見、同じ「G3群で高発現
パターン」なのに、分かれてしまっているからです

①

G1

G2

G3

②



でもキモい…よね?!

122Jul 22 2016, NGSハンズオン講習会

他にも、①クラスター5と②クラスター9が同じ発現
パターンにならないのもキモい。「パターン1, 2の
遺伝子数がどうのこうの」ではなく、「○○群で高
発現パターンがどうのこうの」という議論がシタい!

①

G1

G2

G3

②
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baySeq

124Jul 22 2016, NGSハンズオン講習会

①

②

③

①baySeqの②例題4。発現パターン分類ができ
ます!③ここの数は増やすほど結果の信頼度が
高くなりますが、その分計算時間がかかります。
④性能評価論文では、ここを5000でやりました

Tang et al., BMC Bioinformatics, 16: 361, 2015
④



baySeq

125Jul 22 2016, NGSハンズオン講習会

①例題4。 ②baySeqもFDR閾値を満たす遺伝
子を得ることができる。まずはコピペ。約4分

②

①



baySeq
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②

①

③

②このあたりがbaySeq実行部分。デフォルトは
発現変動順だが、③ここではオリジナルの入
力データの並びに変更している。複数のパッ
ケージの結果をマージしたい場合には、オリジ
ナルの並びにしておいたほうが便利なので、そ
うしたいとき用のやり方として覚えておくとよい。
④set.seedを埋め込んでいるので、皆同じ結果

④



baySeq
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①baySeqの結果。②TCCの結果(スラ
イド11)と比べて、全体的に少なめの
遺伝子数となっていることがわかる

①

①

②



baySeq
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①baySeqの一番の長所は、①遺伝子ごとに予め定
義した(predefined)発現パターンの中から、一番近
いパターンを割り当ててくれること。③baySeqで3群
間比較を行うときは、計10パターンを定義している

①

②



baySeq

129Jul 22 2016, NGSハンズオン講習会

赤下線のres$orderingが遺伝子ごとに割り振ら
れた発現パターン情報ベクトル。このベクトル
中には、遺伝子数分の要素数がある。①head
関数で最初の6遺伝子分のパターンを表示

①

①



baySeq
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①
①

①table関数で、どんなパターンがあるかや、パ
ターンごとの遺伝子数を概観。全部で20,689遺
伝子のうち、②たった2,803個しかG1=G2=G3の
パターン（つまり完全なnon-DEG）に当てはまら
ないという結果には違和感を覚える。が、それ
以外のパターンに当てはまっているとしてもDEG
とは限らないと考えれば…一応は納得できる

②



baySeq

131Jul 22 2016, NGSハンズオン講習会

①

①

①の赤下線部分は遺伝子数情報に相当。全遺伝
子数で割ることで、各パターンの占める割合を表
示しているだけです。②例えばG1=G2=G3パター
ンは、2,803/20,689 = 0.13548262となる。③この
発現パターン分類をそのまま使っているのが…

②

③



性能評価論文のTable 4

132Jul 22 2016, NGSハンズオン講習会

①Tang et al., 2015の、②Table 4
の、③all_genesのところ。ほぼ同
じ数値であることがわかる

Tang et al., BMC Bioinformatics, 16: 361, 2015
①

②

③



性能評価論文のTable 4

133Jul 22 2016, NGSハンズオン講習会

①の一番右側の数値(3,975)は、baySeq
でFDR = 0.05を満たす遺伝子数。さきほ
ど行ったリサンプリング500回の結果（②
4,065個；スライド127）との違いは、バー
ジョンの違いとリサンプリング回数（①の
結果は5000回）の違いに起因します

①

②



性能評価論文のTable 4

134Jul 22 2016, NGSハンズオン講習会

①と同じようなFDR = 0.05を満たすも
のに限定した結果を得るところが…

Tang et al., BMC Bioinformatics, 16: 361, 2015

①



baySeq

135Jul 22 2016, NGSハンズオン講習会

①のコード。②の割合の数値分布はTable 4
のものと非常に似ていることがわかる

①
②



baySeq
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例えば、①や②のパターンの割合が
多いが、Table 4で対応する箇所は…

①

②



性能評価論文のTable 4

137Jul 22 2016, NGSハンズオン講習会

①や②のあたり

①②



性能評価論文のTable 4

138Jul 22 2016, NGSハンズオン講習会

ちなみに①の方法名がEEE-Eとなってい
るのが、②TCCの結果(スライド11)に対応
する。③FDR = 0.05を満たす遺伝子数が
若干異なるのはバージョンの違いに起因

①

②

③
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何故TCCでパターン分類できるのか?

140Jul 22 2016, NGSハンズオン講習会

ポイントは、結果の並びを入力データと同じにしておくこと



baySeq
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①res$orderingは、②行列resの、③ordering
列の部分を取り出したものに相当する。④
そしてその並びは、入力データと同じ

①

②

③

④



baySeq
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①がFDR閾値を満たす遺伝子にTRUE、それ以外
にFALSEを割り当てた論理値ベクトルobj作成部
分。②res$ordering[obj]とすることで条件を満たす
ものだけでtable関数などを実行している。それゆ
え、res$orderingを保持しつつ、条件判定される大
元をTCCのq-value情報ベクトルに置換してやれ
ばいいのです。つまり③ここをTCC結果に置換

①

②

③



TCCのq-valueを…

143Jul 22 2016, NGSハンズオン講習会

①をコピペすればほぼ同じ結果を得ることがで
きる。②がTCCによる発現変動解析部分。③得
られたTCCのq-value情報(tcc$stat$q.value)を
ここで利用するのが基本形①

②

③



TCCのq-valueを…

144Jul 22 2016, NGSハンズオン講習会

コピペ実行結果。②FDR = 0.05を満たす遺伝子数が
同じ7,236個(スライド11)だったので安心。③の分布は
Table 4のEEE-Eとほとんど同じ結果になってますね

①

②

③



ほらね

145Jul 22 2016, NGSハンズオン講習会

①のTCCと、②のbaySeqの結果は、FDR = 0.05を満
たす遺伝子数に随分違いがあるものの、発現パター
ン分類結果では似てますね、的なDiscussionができる

①

②



他のDiscussion1

146Jul 22 2016, NGSハンズオン講習会 Tang et al., BMC Bioinformatics, 16: 361, 2015

他には、例えば③baySeqでG1=G2=G3というパターンに
分類されたのは、2,803個(13.5%)。②baySeqのFDR = 
0.05を満たす遺伝子中に、このパターンに含まれるのが
0個だったのはほぼ当然と言っていいだろう。注目すべ
きは、①TCC (EEE-E)を含む他の全ての方法の結果で
も、FDR = 0.05を満たす遺伝子群の中にG1=G2=G3のパ
ターンのものは1つもなかった。これはリーズナブルと言
えるでしょう、というDisucussionを④で行っています

①

②

③

④



他のDiscussion2

147Jul 22 2016, NGSハンズオン講習会

赤枠の4つのパターン（①G1>G2>G3, ②
G2>G1>G3, ③G3>G1>G2, ④G3>G2>G1）
に属する遺伝子の割合は、多い

② ③① ④



他のDiscussion2

148Jul 22 2016, NGSハンズオン講習会

赤枠の2つのパターン（⑤G1>G3>G2, ⑥G2>G3>G1）に
属する遺伝子数は、相対的に少ない。この理由は
G1(HS)とG2(PT)の発現パターン間の類似度が、G3(RM)
との類似度に比べて高いということで説明がつく

⑥⑤



他のDiscussion2

149Jul 22 2016, NGSハンズオン講習会 Tang et al., BMC Bioinformatics, 16: 361, 2015

つまり、①このサンプル間クラスタリング結果
の解釈と同じ。②原著論文中では、赤下線
のようなDiscussionを行っている。パターン分
類結果の解釈として、こんな感じのことが書
けますよという一つの指針を述べただけです

G1(HS)
G2(PT)

G3(RM)

①

②
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解析データ

151Jul 22 2016, NGSハンズオン講習会

ヒト
(Homo sapiens; HS)

チンパンジー
(Pan troglodytes; PT)

アカゲザル
(Rhesus macaque; RM)

20
,6

89
ge

ne
s

sample_blekhman_18.txtを入力として、①1列目のHSF1、
②7列目のPTF1、③13列目のRMF1の3列分のデータのみ
取り出し、「G1群(HSF1) vs. G2群(PTF1) vs. G3群(RMF1)」
の反復なし3群間比較を行う

③②①



反復なし3群間(TCC)

152Jul 22 2016, NGSハンズオン講習会

②例題4。③ここで抽出したいデー
タ列を指定（ここでは1, 7, 13列目）

①

②

③



反復なし3群間(TCC)

153Jul 22 2016, NGSハンズオン講習会

①例題4のコピペ実行結果。かなり緩めの
FDR閾値でもDEGが検出されない。理由は、
2016.07.21の最後で議論した内容と同じ①



反復なし3群間(TCC)

154Jul 22 2016, NGSハンズオン講習会

①出力ファイル（hoge4.txt）を概観。②1位の
q-valueも1なので、DEGはないと判断せざる
を得ない。が、反復なしの場合の統計的手
法出力結果の特徴を論理的に述べられれ
ば、上位x個についての議論を行うのはアリ
だろう。③発現プロファイル自体は、確かに
発現変動順になっているようなので妥当

①

②
③



反復なし3群間(DESeq2)

155Jul 22 2016, NGSハンズオン講習会

おまけ。①DESeq2だとどうな
るのか一応確認。②例題2

①

②

②

Love et al., Genome Biol., 15: 550, 2014



反復なし3群間(DESeq2)

156Jul 22 2016, NGSハンズオン講習会

①

①例題2。ここでの主な目的は、「反復なし
2群間比較」のDESeq2実行結果で見られ
たq-value計算方法による違い（2016.07.21
のスライド148）が、「反復なし3群間比較」
でも見られるのかどうかの確認。③が
DESeq2オリジナルのadjusted p-valueによ
るFDR閾値を満たす遺伝子数表示部分

②

③



反復なし3群間(DESeq2)

157Jul 22 2016, NGSハンズオン講習会

①

②

③

③は、②DESeq2のp-value情報をもとに、TCCが
採用しているp.adjust関数を用いたBH法によるq-
value算出手順に従った結果。結論としては同じ



反復なし3群間(DESeq2)

158Jul 22 2016, NGSハンズオン講習会

②
③

①出力ファイル（hoge2.txt）を概観。②1位
のq-valueも1なので、DEGはないと判断す
る。③発現プロファイル自体は、確かに発
現変動順になっているようなので妥当

①



TCC vs. DESeq2
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2つの方法ともに、上位15位まででざっと見ても6個共
通しており、妥当といえば妥当。赤枠で示すように、正
規化後のデータは若干異なる。その理由は、（反復な
しデータの場合）TCCは内部的にDESeq2の通常の解
析手順を3回繰り返して頑健な正規化を行う処理をし
ているから。それゆえ、p-valueが多少異なるのも当然

TCC (SSS-S) DESeq2 (S-S)

①

①

②

②

③

③

④

④
⑤

⑤

⑥

⑥


