
疾患グループ・正常グループなどのように、繰り返し実験を含む多数のサンプルを、2
つのグループに分け、統計検定も使用して、グループ間の発現量を比較する場合の
解析例を、Signal比較解析を使用して説明します。

解析テーマは

　　「正常グループ-腫瘍グループ間の、遺伝子発現プロファイルの探索」　です。
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上記のテーマについて解析を行うには、まず各サンプルを用いて、単色のマイクロアレイ実験を行い、
その後、本ソフトウェアのSignal比較解析機能を用いて、下記のような処理を行う必要があります。

　　 ①全実験データの正規化(ノーマライズ)

　　 ②各サンプルデータのグループ分け

　　 ③統計検定機能を用いて、グループ間の発現量の差の有意確率を計算

　　 ④グループ間で発現が変動している遺伝子を抽出

Vol.4で説明したように、Signal比較解析では、全実験データの正規化およびグループ分けを行うこと
ができます。そしてグループ情報に従い、グループ間発現量差の有意確率を計算し、それらの値を用
いて、有意に発現が変動している遺伝子を抽出します。

正常グループ 腫瘍グループ

グループ間で比較する。

MicroarrayMicroarrayMicroarrayMicroarray Data Analysis ToolData Analysis ToolData Analysis ToolData Analysis Tool　　　　データデータデータデータ解析解析解析解析のののの進進進進めめめめ方方方方 Vol.5Vol.5Vol.5Vol.5

－　－　－　－　２グループ間の比較解析　－－－－　　　　　



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、右の画面が表示さ
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。 　　
なおSignal比較解析用の実験データファイルは、
1サンプル分の実験データしかもっていません。
そのためファイル名も「SampleA vs SampleB」で
はなく、「SampleA」、「SampleB」のように1サン
プルずつに分かれており、サンプル名の後ろに
「Signal比較解析用」と入力されています。

実験データを読み込むと、右図のように選択
したファイルの使用マイクロアレイ名、サンプ
ル名等が表示されます。　　　　　　　　　　　　
ここでは「腫瘍サンプル1～3」と、「正常サン
プル1～3」の、合計6つの実験データを読み
込みます。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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2-1. 正規化手法の指定

「Next」ボタンをクリックすると、「Data Edit」(下図)の画面が現れます。この画面では正
規化の手法や、比較の組み合わせの選択を行います。各項目の詳細については、本ソ
フトウェアのユーザーマニュアル、またはVol.4を参照してください。

ここでは「Per Array Normalization」に「Quantile」を選択し、「Per Gene Normalization」
に「Median」を選択しました。本解析のように、クラスタリングや発現量の統計検定を行
う場合は、必ずPer Gene Normalizationの設定を行ってください。
また本解析のように、サンプル同士の直接の比較を行わず、グループ間で比較を行う
場合は、「Ratio calculation」の設定は必要ありません。

2. 実験データの正規化とグループ分け
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2-2. グループ化

Data Edit画面から進むと、「Group Edit」画面が現れます。ここで実験データをグルー
プ分けすることで、グループ単位の検索や統計検定が実行可能になります。

ここでは2つのグループを作成し、一方に「腫瘍サンプル-1～3」を、もう一方に「正常サ
ンプル-1～3」を設定しました。
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グループ分けの設定を行ったら、次に「Group Ratio caluculation」の設定を行います。
本解析のように、2つ以上のグループを作成した場合、各グループ内の平均発現量
(Per Array Normalized intensity)を用いて、各遺伝子のグループ間発現比を計算する
ことができます。

クリック！

「Ratio calculation」と同様、「Group Ratio caluculation」のチェックボックスにチェックを
入れた後、「比較の組み合わせを指定する」という青色の文章をクリックすると上図の
ような画面が表示されますので、比較をしたいグループの組み合わせを選んでくださ
い。本解析では、「腫瘍グループ vs 正常グループ」の組み合わせで、発現比を計算す
るように設定します。

「Next」ボタンをクリックすると、2つ目の「Group Edit」画面(下図)が現れます。ここでは、
計算したRatioデータをグループ分けできるのですが、本解析では「腫瘍グループ vs 
正常グループ」の1つしかRatioを計算していないため、何も設定せず次に進みます。



2つ目のGroup Editから進むと、表示するフィールドの選択画面が現れます。ここでは、以
下の4項目を表示するように、設定します。

　　　　　Per Array Normalized intensity：　　　Per Array Normalization後のintensity 
Per Gene Normalized intensity：　　　 Per Gene Normalization後のintensity 
Quality flag： 各スポットにつけられたフラグ
Ignored cells：　　　　　　　　　　　　 0：解析対象スポット、1:解析除外スポット

「OK」ボタンをクリックすると、選択したフィールドのデータが、サンプルごとにメイン画
面に表示されます。またグループ設定を行っている場合は、実験データはグループご
とに分類されて表示されます。

5Copyright (C) Filgen, Inc. All Rights Reserved.



3. 統計検定の実行

　　3-1. 検定手法の選択

　　メイン画面の統計検定アイコン　　　　　　　　　　　　
　　をクリックしてください。
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すると上図のように、実行する統計検定手法とオプション項目の選択画面が表示されます。

使用する検定手法は、解析を行うデータのプラットフォームやグループ数によって、以下の
ように使い分けます。
・Student’s t-test     : 2グループ間比較

・One-Sample t-test : 1グループ比較(2色法の場合)
・One-Way ANOVA　 : 3グループ以上の比較

また2つのオプション項目は、それぞれのチェックボックスにチェックを入れることによって、
以下の機能が使用できるようになります。
・Ignored cellsを除外する : P-value計算時に、解析除外スポット(Ignored cellsが1の

スポット)のデータを使用しない。
・FDR (Benjamini & Hochberge)を計算する : P-valueと同時に、FDR (False Discovery  　
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 Rate)も計算する。

なお、本解析では2グループの比較解析になるので、使用する検定手法として「Student’s 

t-test」を、オプション項目として「Ignored cellsを除外する」を選択しました。

上記のように設定後、「OK」ボタンをクリックすると、メイン画面の「P-value」列に、各遺伝
子のグループ間発現量の差を表す、P-valueが表示されます(下図)。



4. 発現変動遺伝子の抽出

　　4-1. 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

4-2. 検索条件を設定

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グループ間で発現差のあるデータを抽出する。

③ノイズレベルの信頼性の低いデータを除外する。(CutOff)
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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。



②グループ間で発現差のあるデータを抽出する。

グループ間で発現差のあるデータを抽出する場合、グループ間のFold Changeと、統計検
定のP-value(or FDR)で抽出する場合の2種類があり、この2つは同時に使用することがで
きます。以下、それぞれの設定方法を紹介します。

②-1 Fold Changeで検索する。

4ページで指定したグループ間の発現比の検索には、「Fold Change」検索を使用します。
「Ratio data 比較」ではサンプル間の発現比、「Group Ratio data 比較」では実験グルー
プ間の発現比の検索条件の指定を行います。本解析ではサンプル間発現比の計算を行っ
ていませんので、「Ratio data 比較」の項目は指定できないようになっています。

左のチェックボックスをクリックし、検索条件を入力します。（下図は「Group Ratio data 比
較」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」の項目を設定してください。本解析で
はGroup Ratioとして、「腫瘍グループ vs 正常グループ」だけしか計算していませんが、こ
のFold Change検索では、Ratioデータが1つだけしかなくても、複数データの検索条件の指
定を求められるようになっているので、必ず指定を行ってください。
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②-2 P-value(FDR)で検索する。

6ページで計算したグループ間発現量差のP-value(or FDR)の検索には、「P-value」「FDR」
検索を使用します。それぞれの入力欄に数値を入力し、検索を実行すると、メイン画面上
の「P-value」または「FDR」のデータに対して、指定の条件で抽出を行うことができます。な
お、本解析ではP-valueのみ計算を行っているので、ここでは「P-value」が「0.01」以下と設
定します。

なお本解析では、Vol.2～4では設定を行った、Filter Optionsの「Ignored cellsを除外す
る」機能を使用しません。この機能を使用すると、全実験データ(本解析では6つ)のうち
1つでも解析除外スポットがある遺伝子は、検索時に除去されてしまうからです。
またGroup Ratioの計算時には、自動的に解析除外スポットのデータは、計算に使用し
ないようになっているうえ、統計検定のP-value(or FDR)においては、6ページで説明し
たように、計算時に解析除外スポットを除去することができます。そのためグループ間
比較において、「Group Ratio」や「P-value(or FDR)」で検索を行う場合は、Filter Options
の「Ignored cellsを除外する」に、チェックを入れないことを推奨しています。
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③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。
1・複数比較では、「G,G」のように2サンプル分のflagが、カンマで区切って記入されていま
すが、 Signal比較解析用の実験データでは、「G」のように1サンプル分のflagしか記入され
ていません。そのためSignal比較解析では、検索文字列としてカンマを使用しないで下さい。

③-1 Quality flagを用いてCutOffを行う。

例1. 少なくとも１つの実験データで、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、「1つ

の実験でも条件を満たす場合」を選択します。

上記のようにCutOffを設定し、さらに②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。

6サンプル全ての実験データで、Quality flagが「G」のデータのみを解析に使用すれば、
データの信頼性は上がりますが、場合によっては条件が厳しすぎて、抽出される遺伝子
が少なくなってしまうことがあります。例1～3を参考に、必要に応じて抽出条件の変更を
行ってください。

例2. すべての実験データで、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」を選択します。

例3. 1つのグループでも、Quality flagが「G」の遺伝子を抽出する場合

項目「Quality flag」で「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、グルー
プ単位(「内1つの実験でも条件を満たすかどうか」 or 「内すべての実験で条件を満たすか
どうか」)の、「1つのグループでも条件を満たす場合」を選択します。

*この検索条件は、実験データをグループ化していないと、使用できません。



まずSummarizationを行い、データ内のネガティブコントロールスポット蛍光強度の平均
値を求めます。
この処理を行うには、メイン画面上のSummarizationアイコン　　をクリックし、対象とする
アノテーション項目に、「Negative Control」を選択してください(下図)。この状態で「OK」ボ
タンをクリックすると、計算が開始され、処理が終了するとメイン画面が表示されます。
なおSummarizationを実行すると、統計検定で計算したP-value(or FDR)のデータは一度
リセットされます。その場合は、Summarization実行後に、再び統計検定を実行し、P-
value(or FDR)を計算してください。

次にメイン画面のデータの中から、Summarizationを行ったネガティブコントロールのデー
タを抽出します。
メイン画面上のFilter Optionsアイコン　　をクリックし、KeyWord検索で左側の入力欄には
「Negative Control」、右側の入力欄には「○」を指定します。指定を行うには、▼(下図)の
部分をクリックし、表示される項目の中から目的の項目名をクリックしてください。項目の
指定が終わったら、「OK」ボタンをクリックし、抽出を実行します。

それぞれのサンプルデータについて、ネガティブコントロールの値が表示されます。通常
CutOffは、正規化を行った後のデータに対して行うことが多いので、基準とするネガティ
ブコントロール値も、各サンプルのPer Array Normalized intensityの値を用います(下図)。
また本解析では、6サンプルのデータがあるので、この中から最も小さい値をCutOffに使
用します。
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③-2 intensityを用いてCutOffを行う。

Signal比較解析でintensityを用いてCutOffを行う場合は、複数比較の場合と同様に、サン
プルごとのネガティブコントロールの値が違うため、実験データ共通のCutOff値を決めなけ
ればいけません。以下にその手順を示します。



以上が検索条件の設定例です。ただし、「③ノイズレベルの信頼性の低いデータを除外
する」で、③-2 intensityを用いてCutOffを行う場合は、Summarizationによるネガティブ
コントロール値の計算、および統計検定のやり直しを、変動遺伝子の抽出の前に行って
ください。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
最後にFilter Options検索画面右下の「ＯＫ」ボタンをクリックすると、データの抽出が実
行され、メイン画面に抽出されたデータが表示されます。

最後に、前ページで計算したネガティブコントロールの値を、CutOff値として設定を行い
ます。
Filter Optionsの「実験データ」項目で、左のチェックボックスをクリックし、項目「Per 
Array Normalized intensity」でCutOff値を入力し、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」、または「1つの実験でも条件を満
たす場合」などを選択します。

下図は、ノイズ除去の設定例です。
前ページの例では、Per Array Normalized intensityにおける6サンプルでの最小値が
「48」だったので、このように設定を行いました。
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本解析では、遺伝子の抽出に以下のような条件を設定しました。

コントロール遺伝子などの除去：解析対象 Flagが「0」
変動遺伝子抽出：腫瘍グループ vs 正常グループで発現比が2倍以上
　　　　　　　　　　　かつ、P-valueが0.01以下
ノイズデータ除去：少なくとも１つの実験データで、Quality flagが「G」

この結果、43個の遺伝子が抽出されました。結論として、この43遺伝子は腫瘍グループ
の細胞で、発現が増加している遺伝子だといえます。また、この後Gene Ontology解析や
Pathway解析を行うことで、これらの遺伝子がどのような機能やパスウェイと関連がある
かを調べることができます。

なお、腫瘍グループで発現が減少している遺伝子を抽出する場合は、その他の設定は
変更せずに、Group Ratioの設定だけを「0.5以下」などにすることで行えます。
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