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1. 序論

近年､Aff叩 etrix社のGeneChipの登場により､遺伝子発現量

を網羅的に捉えることが可能となった｡しかし､GeneChipから

もたらされる遺伝子発現データの量は膨大なため､計算機での

処理が必須となっている｡GeneChlpの利用方法の1つに遺伝子

発現差解析がある｡遺伝子発現差解析は､例えば､健常者群と

患者群間の遺伝子発現量の差を統計的に見積もることで,疾患

遺伝子として尤もらしい度合いを表すスコアを遺伝子ごとに算

出する｡解析者は､このスコアを基に疾患遺伝子の同定を行う｡

遺伝子発現差解析の手法はいくつか提案されている[1]が､どの

手法も利点と欠点を併せ持っている｡そのため､遺伝子発現デ

ータセットの傾向によって､最適な手法は異なる｡

疾患遺伝子はその疾患に対して特徴的に発現する遺伝子であ

るため､その疾患遺伝子を用いて患者のクラスタリング[2]を行

った場合､各疾患を持つ患者ごとのクラスターを生成され､か

つ各クラスター間の足甜任が大きくなると考えられる.よって各

遺伝子発現差解析手法によって疾患遺伝子の可能性が高いと判

断された遺伝子を用いて患者のクラスタリングを行い､得られ

たクラスターの妥当性を評価することによって､どの手法が最

適かを判断することが可能であると考えられる｡

そこで本研究では､急性リンパ性白血病(ALL)と急性骨髄性白

血病(A虹)､嚢胞性繊維症(cF)と健常者の二つの遺伝子発現デー

タセット[3]について､t検定､相関比､SAMの三手法によって

遺伝子発現差解析を行い､どのような傾向を持つ遺伝子発現デ

ータセットにどの手法が最適であるかを､クラスターの妥当性

を表すClusterVallditylndex[4]を用いて評価する｡

2. 遺伝子発現差解析

遺伝子発現差解析の目的は遺伝子の発現量の差から何らかの

特徴的な意味を見出すことであるが､この解析手法は多種多様

である｡

現在､遺伝子発現差解析手法の多くは二群間の相関の強さを

知ることのできる統計的検定手法や分散分析手法に基づいて行

われている｡本研究では一般的に用いられているt検定､相関

比､SAMの三つの手法を対象とした｡

表1.遺伝子発現データセットの例

AML邑看 ALL轟

者i昌伝子名演者L404∠1013畠2 ,8.%24 .%%1 患者2 悪者2B遺伝子A 4979097 8546865 850048 L252J

352 llI8_a2一!ia転子B 11664687807663 alfi2772 】
3】4173 1319951 lEg9308遺伝子C 3162657 l96B498 5

115075 lO37123 2961054 3276257ial孟子D 5904235 1

7499Ll9 ll4694 44ー93436 487953 277933l三品伝子∈ f503723 7L49325 6539445 1320143 165846 1L707

8一遇丘子F l250104 l408753 2941496 3713474 3L35573

280646l道l云子G 562549l ]0512r55 3042252 710659

l576781 447403l壷声子H 2090229 2328805 9848327 l
332856 l72484.I rSC5943遥1孟子J 9357613 475_9129

8096168 LJ92684 59405L1 4862627i邑信子J 2569851258〔日48 3287649 5682981521之962 3191
398追丘子K 2930512 lOa845 4122077 8133776 2769且QS 455

10383.GeneC

hip遺伝子発

現差解析を行うためには､疾患を持つ患者の遺伝子発現量データを得る必要があるOGeneChi

pから数値化された遺伝子発現量データを得る過程は以下の4つの

手順に分けられる｡G):ターゲットⅠ刊Aから順にcRNAを合成し

､その際に標識物質で標識する｡② :標識されたcRNAを断片化し､GeneChipのプロ

ーブtン､イブリダイズする｡(診:GeneChipを洗浄し

､ターゲットを蛍光標識する｡④ :蛍光標識されたGeneChlPをスキャニングすることで､イメ

ージ画像(遺伝子発現データ)を取得し､各遺伝子の輝度

を数値化する｡この処理を正

規化と呼ぶ｡なお､正規化にはGeneChlp付属の画像処理ソフトウェ

アであるMAS5(AffymetrixMICrOarrayS

uite5.0)を使用するO紺 ヒした遺伝子発現データ

セットの例を表1に示す｡4.手法4.1 適伝子発現差解

析手法GeneChipから得られた

造伝子発現量に､MAS5による正規化を行う｡t検定､相

関比､SAMの三つの手法によって遺伝子発現差解析を行い

､疾患遺伝子として尤もらしい度合いを表すスコアを遺伝子ごとに算

出する｡その後､遺伝子をスコアに基づいてランキングする｡4.1
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(Ua/na･Ub/nb)2

(Ua/no)2/(na-1)+(Ub/nb)2/(nb-1)

p-prM,-to†

Xa,Xb=疾患A,Bの発現量の平均値

nu,nb :疾患A,Bの患者数 γ:自由度

Ua･Ub:疾患A,Bの不偏分散
4.1.2 相関比

二群間の関連を示す指標で､相関比の値が大きいほど､その

遺伝子が 2つの疾患を良く区別する遺伝子であることを示す｡

相関係数が線形の分布にしか対応できないのに対し､分布が非

線形でも対応可能であるo相関比の値は0から1の間を取るo

21JJ
全体分散 U2-∑∑(xZ(j)-i)2ノJ
群間頒 g芸-主nj(fJ.-iT)2

∫

相関比 ,,2=並
02

･ノ ‥疾患ノの患者数

x～ :発現量の平均 x～j=疾患jの発現量の平均

x,(j):疾患jの患% 1の発現量
4.1.3 SAM

スタンフォード大学が開発したソフトウェア｡DNAマイクロア

レイデータにおいて､なんらかの性質と有意に相関する遺伝子

を検出することを主目的とするod(1')の値の大きさが相関の強

さを表す｡

d(i)
xI(i)-xU(i)

S(i)+so

x-I(i),xlU(i):疾患LUの遺伝子1の発現量の平均

S(i):遺伝子 Iの標準偏差 S｡‥fudgefactor
4.2 各遺伝子発現差解析手法の評価

4.1節に示した手法によってランキングされた上位 n個の

遺伝子 (以下､上位n遺伝子)を用いてkmeansによって遺伝

子発現データセットのクラスタリングを行う｡ここで､nは2

-各データセットに含まれる遺伝子数まで変化させるものとす

る｡そのとき､各クラスタリング結果に対してC1usterValidity

lndexを求めグラフを作成する｡このグラフを比較検討すること

によりどの手法がどのような遺伝子発現データセットに対して

適切かを評価する｡

4.2.1 klneanS

非階層的クラスタリングの一つで､データをその類似性に応

じてk個のクラスターに分類する手法である[5].データを多次

元空間上の点と見なし､距離の近いものを同一のクラスターに

分類する｡本研究では患者 1検体を1つのデータとし､各デー

タを 2つのクラスターに分類する｡データは､各患者における

上位n遺伝子の発現量から構成される､n次元のべクト/レデータ

である｡

4.2.2 Cluste工･ValidityIndex

クラスターの妥当性を定量的に評価するための指標で､統計

的に最適なクラスター数を見積もる鎗合などに用いられる｡本

研究では遺伝子発現差解析手法の評価に用いるため､

1) どれだけ正確にクラスタリングが行われているか

2) どれだけクラスター間の重心の足輔佐を遠くできているか

という二つの観点が重要となる｡そこで､ClusterValldity

lndexの一部 で あ る､ClusterEntropy(CE) と cluster

separation(CS)の二つの指標を使用し､評価を行う｡

･Cluste工･Ent工･Opy

クラスターの乱雑さの度合いを評価するための指標｡値が O

に近づくほど乱雑さのない正確なクラスタリング結果であるこ

とを表す｡EntTOPyの算出にはクラスター毎のEDtrOPy を求め

る必要がある｡

EntropyL･-一字碧 log碧

Entropy-∑ お 耳n(cLkntropyz

∫ :本来のクラスターJ∫

cl=クラスタリングによって生成されたクラスタ- '

n(C,)=クラスターJの患者数

n(lj,Cf) :クラスターJ●の中のl,の数

･ClusterSeparation

クラスター間の重心の距離を表す指標｡値が小さいほどクラ

スター間の重心の距離が遠いことを表す｡

Separation-志 言i=St?XP

CC
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C:クラスター数 C,:クラスターJ̀ C,:クラスタl '

q=ガウス撒 d2(xc.,xcノ):C,とC,の重心の庸

本研究では､C-2とするDまた､ガウス定数o･は通常O-=1と

して用いられるが､本研究ではデータの性質上U=100として計

算する｡

5 実験

5.1 データ

ALL24検体とA肌28検体の遺伝子発現データセット(以下､

ALLIAMLセット)とCF9検体と健常者9検体の遺伝子発現データ

セット (以下､CFセット)二つを用いて､4章で示した手法に

よってどのような傾向を持つ遺伝子発現データセットにどの遺

伝子発現差解析手法が最適であるかを評価する｡

5.2 結果

結果を図1 8に示す｡図1はALLAMLセットの CE､図2は

ALLIAMLセットのCS､図3はCFセットのCE､図4はCFセット

のCSである｡また､遺伝子発現差解析では上位にランキングさ

れた遺伝子ほど重要であるため､立ち上がり上位 400位までの

結果をそれぞれ図5､図6､図7､図8に示す｡

図1のALL｣MLセットのCEは遺伝子の数が増えるにつれて値

が上昇する｡それに対し､図3のCFセットでは､ほぼ水平に推

移している｡CEの値が0の時､クラスターは完全に分割されて

いる状態であり､ALIIA M Lセットはどの手法も遺伝子数約 3000

まで正確なクラスタリングが可能であることがわかる｡図2､

4のCSのグラフでは､ALLAMLセットとCFセットどちらの結果

でも遺伝子数が増加するに従いCSの値は減少している｡

図5､7の立ち上がりのグラフでは､CEの値はどちらのデー

タに対しても相関比が最もよい値を示していた｡また､図6､

8のCSの値はSAMがよい値を示した｡

5.3 考察

図1､3に示されるとおり､ALI/A肌セットのCEは低い値を

取っており､CFセットのCEは高い値を取っている｡また､各遺

伝子発現差解析のスコアを確認したところ､ALLAhnJセットは高

いスコアを持っ (t検定においては低いスコアを持つ)遺伝子の

数が多く､cFセットは高いスコアを持つ遺伝子の数が少なかっ

た｡これはすなわち､札L肌 セットは各疾患に対して特徴的に

発現する遺伝子数が多いため 2つの群を容易に分類可能なデー

タであり､CFセットは各疾患に対して特徴的に発現する遺伝子

数が少ないため 2つの群を分類することが困難なデータである

ことを示している｡

図5 8より､k-meansを使用した場合､最も正確なクラスタ

ーを生成する遺伝子を上位にランキングできたのは相関比であ

り､クラスター間の臣巨離を広げられる遺伝子を上位にランキン

グしたのはSAMであった｡

遺伝子発現差解析の手法として､正確なクラスターを生成す

ることは必要条件で､これを満たしておりかつクラスター間の

臣巨離を広げられるものが適切な手法である｡このことから､い

ずれかの手法を用いて遺伝子発現差解析を行った結果､ALLAML

セットのように各疾患に対して特徴的に発現する遺伝子 (スコ

アの高い遺伝子)が多数見つけられるデータセットにはCSを小

さくすることに適した SAMを使用することが適切であると考え

られる｡逆にCFセットのような各疾患に対して特徴的に発現す

る遺伝子の数が少ない場合にはCEを小さくすることが可能な相

関比を用いるのが適切であると考えられる｡

6. 総括

本研究では､どのような傾向を持つ遺伝子発現データセット

にどのような遺伝子発現差解析手法が適切かを明らかにするこ

とを目的に､実験を行った｡実験結果より､各疾患に対して特

徴的に発現する遺伝子が多数見つけられる遺伝子発現データセ

ットに対してはSAM､そうでないものには相関比を使用すること

が望ましいことが明らかになった｡これにより､生物学者が疾

患遺伝子を同定する際の能率の向上が期待される｡

今後の課題として､別の遺伝子発現データセットを用いるこ

とで結果の再現性を調べること､他の遺伝子発現差解析手法に

ついて同様の実験を行うことが必要である｡
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