
複数比較解析では変動遺伝子群の扱い方が1比較解析と異なります。例として今回の複数比較解析
では、変動遺伝子群を次の3つの要素に分けて解析を行います。

　　ⅰ）薬剤Aおよび薬剤Bの投与によって発現が共通に変動した遺伝子群

　　ⅱ）薬剤A投与でのみ特異的に発現が変動した遺伝子群

　　ⅲ）薬剤B投与でのみ特異的に発現が変動した遺伝子群

ⅰ） 、ⅱ） 、ⅲ）のどの変動遺伝子群に着目するかによって解析対象の薬剤が変わってきますので、
この点が複数比較解析の主な特徴の一つです。

1比較解析に引き続き、複数比較解析についてのソフトウェアの使用方法を、実際の
解析例と合わせて説明します。

ここでは

　　「薬物A投与マウスおよび薬物B投与マウスにおける発現変動遺伝子群の抽出と機能解析」　　　
　　をテーマに、
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薬物Aを投与したマウスおよび薬物Bを投与したマウスをテストサンプル、投与していないマウ
スをコントロールサンプルとした実験例を紹介します。まず、それぞれの遺伝子発現プロファイ
ルをマイクロアレイ実験で測定し、「薬物A vs コントロール」、 「薬物B vs コントロール」の1比
較実験データを作成します。その後、実験データの中から、コントロールサンプルに対して、薬
物A投与マウスおよび薬物B投与マウスで高発現、または低発現している遺伝子を絞り込み、
これらの遺伝子がどのような機能をもっているのか調べます。この結果、これらの2種の薬物が
生体に対してどのような作用をするのか考察することができます。

<実験概要>   サンプル調製 　　 組織の摘出　　 蛍光ラベル　　 ハイブリ　　 スキャニング
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1. ソフトウェアの起動と実験データの読み込み

　　1-1. ソフトウェアの準備

　　CDに入っている「Microarray Data Analysis Tool」のフォルダを、自分のコンピュータ　　　　
　　にコピーしてください。

実験データ選択画面

ソフトウェアが起動後は右図のメイン画面が
表示されます。

1-3. 実験データ読み込み

複数比較データ解析アイコン　　をクリックする
と、下記の画面が表示されます。「Ａｄｄ」ボタン
をクリックし、対象となる実験データの選択・読
み込みを行います。

実験データを読み込むと、右図のように選択
したファイルの、実験データ名・サンプル名
等が表示されます。

表示の確認が終わったら、「Next」ボタンをク
リックして次へ進みます。
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1-2. ソフトウェアの起動

コピーしたフォルダを開き、「MAtool.exe」の
アイコンをダブルクリックしてください。　　　　
右図のタイトル画面が表示され、ソフトウェア
が起動します。



「Next」ボタンをクリックすると、比較するフィールド名を選択する画面が現れます。複数
比較の場合、選択したフィールド名のみをメイン画面上に表示させます。本機能では最
大7つのフィールドを選択・表示することができます。

上図のように、選択したフィールドのデータが実験ごとに表示されます。

ここでは出力するフィールドとして、以下の項目を選択します。

　・Normalized intensity {test}   　　　
　・Normalized intensity {control}             　　　　　　　　　　　　　　
　・Normalized intensity {sum} 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
　・Normalized intensity {ratio}                                    　　
　・Quality flag　
　・Ignored cells

「ＯＫ」ボタンをクリックするとデータがメイン画面に表示されます。
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薬物A vs コントロール 薬物B vs コントロール



2. スキャッタープロットの作成

　　2-1. スキャッタープロットの表示

　　　メイン画面のScatterPlot表示アイコン　　を　　　　
　　　クリックしてください。あとは、自動でグラフ　　　　
　　　が表示されます。

スキャッタープロットの各プロットをクリックすると、選択されたプロットが赤いプロットに変りま
す。そして、メイン画面上の対応する遺伝子（行）が青色で選択され、行の先頭にスクロール
表示されます。
また、１つのグラフのプロットをクリックすると、他のグラフの対応するプロットも赤くなります。
さらに、メイン画面のPlot windowアイコン　　をクリックすると、スキャッタープロット中の各プ
ロット個別のデータを表示するPlot window画面が現れます。

同一スポット

上記までのステップで スキャッタープロットを表示させ、2比較におけるサンプル間の遺

伝子発現の全体像を見ることができました。また、注目したいプロットの表示を行うことで、
薬剤A投与と薬剤B投与による該当遺伝子の発現パターンの比較を視覚的に確認するこ
とができました。

スキャッタープロットが中心ライン付近に収束していれば、比較サンプル間の発現差は小
さいと解釈が出来ます。ばらつきの幅が広ければサンプル間における発現差が大きいと
解釈できます。

次は、変動遺伝子の抽出となります。
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3. 発現変動遺伝子の抽出

　　3-1. Filter Options検索画面の表示

　　メイン画面のFilter Optionsアイコン　　　を　
　　クリックし、Filter Options検索画面を開き　
　　ます。

　　

Filter Options検索画面では各種検索条件で
データの抽出を行うことが出来ます。

　　　　　　　keyword　　　　　　　　　　　　　　　
　　　　　　 実験データ　　　　　　　　　　　　　　
　　　　　　　染色体番号　　　　　　　　　　　　　
　　　　　　　遺伝子セット

3-2. 検索条件を設定

条件設定の方法

①コントロール遺伝子などを除去し、解析対象遺伝子のみにする。

ここでは、keyword検索を使用します。事前にアレイに搭載されているプローブは
「0、2」という数字で識別をしています。
「0」は解析対象遺伝子
「2」は解析対象外遺伝子（Negative Control,Blank Spot,マーカーコントロールなど)

まずは、左のチェックボックスをクリックし、　
該当項目で「解析対象 Flag」と、「0｝を選択してください。これで、解析対象遺伝子
のみを抽出する条件設定が出来ました。
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ここでは下記を目的を達するための条件設定を行います。

①コントロール遺伝子などを除去し、解析対象遺伝子のみにする。

②スポット上にごみ等があり、シグナルに影響するデータを除外する。

③発現差のあるデータを抽出する。

④ノイズレベルの信頼性の低いデータを除外する。(CutOff)



③発現差のあるデータを抽出する。

ここでは、実験データ検索を使用します。実験の内容や結果によっても変わってきますが、
シグナルの差が任意の倍数以上あるデータを発現差のあるデータとして抽出します。

左のチェックボックスをクリックし、項目「Normalized intensity {ratio}」で条件を設定します。
（下図は、 「Normalized intensity {ratio}」を2以上にした例です。）

続いて、「複数データの検索条件を指定してください」の項目をクリックします。

指定した検索に対して、どのデータを対象
として実行するか選択し、チェックボックス
をクリックします。

今回の2比較（「薬物A投与 vs コントロール」、「薬物B投与 vs コントロール」）では変動遺伝
子群が3つの要素に分けられることを先ほど触れましたが、検索したい遺伝子群と実験条件
検索の組み合わせを次ページで図示します。
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②スポット上にごみ等があり、シグナルに影響するデータを除外する。

ここでは、Ignore cellの設定を使用します。
事前にアレイに搭載されているデータの中でごみなど
の影響を受け、正確なシグナルを算出できていない
可能性があるデータはメイン画面で表示されているIgnored cellsの項目が「1」になって
います。上図、チェックボックスをクリックすることで、Ignored cellsを除外することが出来ます。



【【【【変動遺伝子群のVenn図】

①①①①②②②② ③③③③

「薬物A投与 vs コントロール」 「薬物B投与 vs コントロール」

共通変動遺伝子群

薬剤A投与特異的変動

遺伝子群

薬剤B投与特異的変動

遺伝子群

「１つの実験でも条件を満たす場合」

「すべての実験において条件を満たす場合」

「指定した実験で条件を満たすが、共通で条件を満たさない場合」　

（対象となる実験：A）　

or

「指定した実験のみで条件を満たす場合」　

（対象となる実験：A）　

　　　　　　　　　　　　　 or

「指定した実験以外で条件を満たす場合」　

（対象となる実験：B）　

「指定した実験で条件を満たすが、共通で条件を満たさない場合」　

（対象となる実験：B）

or

「指定した実験のみで条件を満たす場合」　

（対象となる実験：B）

or　　

「指定した実験以外で条件を満たす場合」　

（対象となる実験：A）　

「指定した実験で条件を満たす場合」　

（対象となる実験：A）

「指定した実験で条件を満たす場合」　

（対象となる実験：B）

　　　 　　　　　　　　　　　

　　　　

検索したい遺伝子群 検索条件

①＋②＋③

①

②

③

①＋②

①＋③
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④ノイズレベルの信頼性の低いデータを除外する。(CutOff)

ここでは１比較解析のときと同様、 1. Quality flagを用いる場合 2. Intensityを用いる場合
の、2通りの解析手順を紹介します。

④-1 Quality flagを用いてCutOffを行う。

例1. 各実験データ共通に、テストサンプルまたはコントロールサンプルのうち、少なくともど
ちらかの実験データでQuality flagが「G」の遺伝子を抽出する場合

項目「Quality flag」で「Gを含む」と指定し、複数データの検索条件の選択において、「すべ
ての実験において条件を満たす場合」を指定します。
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例2. 各実験データ共通に、テストサンプルとコントロールサンプル両方の実験データで、
Quality flagが「G」の遺伝子を抽出する場合

項目「Quality flag」で「G,Gと等しい」と指定し、複数データの検索条件の選択において、「す
べての実験において条件を満たす場合」を指定します。

上記のようにCutOffを設定し、さらに③の発現変動遺伝子抽出の設定を同時に行うこと
で、発現変動を示し、なおかつノイズレベルのデータを除去した遺伝子のみを抽出する
ことができます。
③で「Normalized intensity {ratio}」を2以上、かつ複数データの検索条件の選択を、「す
べての実験において条件を満たす場合」に設定した場合のスキャッタープロットを以下
に示します。

上記のようにCutOffを設定し、さらに③の発現変動遺伝子抽出の設定を同時に行うこと
で、発現変動を示し、なおかつノイズレベルのデータを除去した遺伝子のみを抽出する
ことができます。
③で「Normalized intensity {ratio}」を2以上、かつ複数データの検索条件の選択を、「す
べての実験において条件を満たす場合」に設定した場合のスキャッタープロットを以下
に示します。



④-2 intensityを用いてCutOffを行う。

複数比較解析でintensityを用いてCutOffを行う場合は、まず実験データ共通のCutOff値を
決めます。ここでは、共通のCutOff値として、2実験のネガティブコントロールの平均値のう
ち、値が小さい方 （「薬物A投与 vs コントロール」が「27」、「薬物B投与 vs コントロール」が
「29」だった場合では「27」の方） を採用した設定を以下に示します。（共通のCutOff値は、
便宜検索結果と照らし合わせて、決めてください。）

例1. 各実験データ共通に、 2倍以上のUp変動を示し、かつNormalized intensity {sum}の
値が「27」以上のデータを抽出する場合

例2. 各実験データ共通に、 2倍以上のDown変動を示し、かつNormalized intensity {sum}
の値が「27」以上のデータを抽出する場合
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スキャッタープロットは下図のようになります。

スキャッタープロットは下図のようになります。



以上で、条件設定は終わりです。最後にFilter Options検索画面右下の「ＯＫ」ボタンをク
リックするとデータの検索が実行され、下図のようにメイン画面にデータが表示されます。
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前述の例はCutOffの設定を、 ２つの実験データ、「薬物A vs コントロール」と「薬物B vs コ
ントロール」に、まとめて設定しています。
そのため、一方の実験データでは条件を満たしていても (例：薬物A vs コントロールでは、
Quality flagが「G,G」) 、もう一方の実験データで条件を満たしていなければ (例：薬物B vs 
コントロールでは、Quality flagが「L,L」) データは抽出されません。
実験データごとに条件を設定したい場合は、複数データの検索条件に「指定した実験で条
件を満たす場合」を設定し、さらに「対象となる実験：」で実験データを選択してください。



①および②の検索後の変動遺伝子は、AおよびBの薬剤投与によって発現が誘導され、
両薬剤の作用を規定するうえで重要な遺伝子だと考えることが出来ます。

この後、各変動遺伝子群において、Gene Ontologyによる生物学的機能の検索と、パスウェイ
の検索を行い、薬剤Aおよび薬剤Bの作用に関連する遺伝子の機能を調べていくことになりま
す。

以降の手順は、 1比較解析と同じ流れになりますので、Vol.2の「4.遺伝子セットの登録方法」
以降を参照してください。

例2：薬剤AおよびBのうちいずれか一方でも、2倍以上のDown変動した遺伝子の総数：542個
　　　　　 　　 　　　 ・共通変動遺伝子群：83個　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
　　　　　 　　　　 ・薬剤A投与特異的変動遺伝子群：197個　　　　　　　　　　　　　　　　　　
　　　　　 　　　　 ・薬剤B投与特異的変動遺伝子群：262個

【【【【コントロールに対して2倍以上のDown変動遺伝子群のVenn図】

共通変動遺伝子群

薬剤A投与特異的変動

遺伝子群

薬剤B投与特異的変動

遺伝子群
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「薬物A投与 vs コントロール」 「薬物B投与 vs コントロール」
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例１および２において、 「Normalized intensity {ratio}」の複数データの検索条件の選択で、様々
な条件を指定し、検索を行った結果、以下の絞り込みができました。なおノイズデータの除去
には、④-1例1の方法を使用しています。

例１：薬剤AおよびBのうちいずれか一方でも、2倍以上のUp変動した遺伝子の総数：324個　　
　　　　 　　　　 　　　・共通変動遺伝子群：103個　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
　　　　　　　　　　　　 ・薬剤A投与特異的変動遺伝子群：72個　　　　　　　　　　　　　　　　　
　　　　　　　　　　　 ・薬剤B投与特異的変動遺伝子群：149個

【【【【コントロールに対して2倍以上のUp変動遺伝子群のVenn図】

共通変動遺伝子群

薬剤A投与特異的変動

遺伝子群

薬剤B投与特異的変動

遺伝子群

103個個個個72個個個個 149個個個個

「薬物A投与 vs コントロール」 「薬物B投与 vs コントロール」


