
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、変動遺伝子群が次の3つの要素に分けられることを考慮しなければいけません。

　　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投与特異的に発現が変動した遺伝子群

　　ⅲ）薬剤B投与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。

解析テーマは

　　「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」です。

Microarry Data Analysis Tool　　　　

複数比較解析の進め方

B

B

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、二色法による「薬物A投与 vs コン
トロール」および「薬物B投与 vs コントロール」の2比較について、遺伝子発現プロファイルをマ
イクロアレイ実験で比較します。その後、比較データの中から、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。

「薬物A投与 vs コントロール」

<実験概要>   サンプル調整 　　 組織の摘出　　 蛍光ラベル　　 ハイブリ　　 スキャニング

「薬物B投与 vs コントロール」
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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。

1-2. 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。

1-3. 実験データ読み込み

　　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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「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。ここでは最大５
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。

「薬物A投与 vs コントロール」 「薬物B投与 vs コントロール」

通常、ノーマライズ後の以下のフィールドを選択します。

　・「Normalized intensity (mean) {test}」
　・「Normalized intensity (mean) {control}」
　・「Normalized intensity (mean) {sum}」
　・「Normalized intensity (mean) {ratio}」
　・「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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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表示ボタン　　を押し　　
　　　てください。あとは、自動でグラフが表示さ　　　　
　　　れます。

Scatter Plot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、Scatter Plot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　　　　　　　　　　　　　　　
　　　　　　 機能カテゴリー　　　　　　　　　　　
　　　　　　　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、3」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（NegativeControl,Blank,QCコントロールなど)
「3」はデータベースの更新により対応プローブの情報が削除された遺伝子

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：0」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。

＊アレイの種類により解析対象の条件設定が必要ない場合もあります。

ここでは下記の目的を前提に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。
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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。

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 (mean) {ratio}」で条件を設
定します。（下図は、 「Normalized intensity (mean) {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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【【【【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。

ここでは、③と同様、実験データ検索を使用します。複数比較の場合、各比較ごとにCutoff
を設けるか、共通のCutoffを設ける場合が多いです。一例としてエクセルで作成された「薬
物A投与 vs コントロール」および「薬物B投与 vs コントロール」の解析データのCutoffの条
件設定を参考に設定をします。

例2.共通のCutoffを設定する場合

まず、共通のCutoffの値を決めます。ここでは、共通のCutoffとして、2比較の平均値のうち、
値が小さい平均値（=200； 「薬物B投与 vs コントロール」）を採用した設定を以下に示しま
す。（共通のCutoffの値は便宜、検索結果と照らし合わせて最終的に決めてください。）
左のチェックボックスをクリックし、項目「Normalized intensity (mean) {sum}」で「200」以上、
かつ、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」
を選びます。

下図は、コントロールに対して2倍以上のUp共通変動遺伝子の抽出で、例2の条件設定を
行った抽出ノイズ除去の設定例です。

エクセルで作成された解析データのCutoffの条件設定
「薬物A投与 vs コントロール」のCutoff →Normalized intensity (mean)がnegative-control
のNet　intensity(sum)の平均値(=300)、
「薬物B投与 vs コントロール」のCutoff →Normalized intensity (mean)がnegative-control
のNet　intensity(sum)の平均値(=200)

例1. 各比較ごとにCutoffを設定する場合

まず、「薬物A投与 vs コントロール」 のCutoffの条件設定を行います。左のチェックボック
スをクリックし、項目「Normalized intensity (mean) {sum}」で「300」以上、かつ、複数データ
の検索条件の選択において、「指定した実験で条件を満たす場合」（対象となる実験：「薬物
A投与 vs コントロール」）を選びます。
同様に、 「薬物B投与 vs コントロール」 のCutoffの条件設定を行います。左のチェックボッ
クスをクリックし、項目「Normalized intensity (mean) {sum}」で「200」以上、かつ、複数デー
タの検索条件の選択において、「指定した実験で条件を満たす場合」（対象となる実験：
「薬物B投与 vs コントロール」）を選びます。

下図は、コントロールに対して2倍以上のUp共通変動遺伝子の抽出で、例１の条件設定を
行った抽出ノイズ除去の設定例です。
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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
押すとデータの抽出が実行され、下図のようにメイン画面にデータが表示されます。

2つの例のうち、例1で検索を行った結果、マイクロアレイ上の全遺伝子数：37584個に対して、
以下の絞り込みができました。 （例2の結果は紙面上、省略しています。）

　　　　　①検索後の、コントロールに対して2倍以上のUp変動した遺伝子総数：2082個　　　　
　　 　　　　 　　　・共通変動遺伝子群：641個　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
　　　　　　　　　　 ・薬剤A投与特異的変動遺伝子群：1227個　　　　　　　　　　　　　　　　　
　　　　　　　　　　　 ・薬剤B投与特異的変動遺伝子群：202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

641個個個個1227個個個個 202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」
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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、
AおよびBの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、GenMAPP
による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。

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

　　　　　　　②検索後の、コントロールに対して2倍以上のDown変動した遺伝子総数：1355個　　　
　　　 　　　　 　　　 ・共通変動遺伝子群：294個　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
　　　　　　　　　　　　 ・薬剤A投与特異的変動遺伝子群：723個　　　　　　　　　　　　　　　　
　　　　　　　　　　　　 ・薬剤B投与特異的変動遺伝子群：338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

294個個個個723個個個個 338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」
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