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研究成果の概要（和文）：実験によって得られたマイクロアレイデータから比較する二群間で発

現変動遺伝子（DEG）を効率的に検出するためには、①正規化と②検出法の組合せが重要である

ことを明らかにした。また、研究代表者らが開発した DEG検出法である WAD法を取り入れるこ

とが感度・特異度だけでなく再現性の観点からも重要であることを示した。 

 
研究成果の概要（英文）：In order to increase sensitivity, specificity, and reproducibility 
in microarray analyses, researchers need to select suitable combinations of preprocessing 
algorithms and gene ranking methods. We recommend the use of WAD for the purpose. 
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１．研究開始当初の背景 

DNAマイクロアレイは、遺伝子発現解析の基
盤技術であり、これまでに即座の臨床応用を
期待させる基礎研究の成果が多数報告され
てきた。しかしながらわが国では、これらの
成果の臨床応用が遅々として進まず、国民に
とって有益な遺伝子発現解析検査が行われ
る体制になっていないのが現状である。これ
は主に、マイクロアレイ解析結果の再現性が
低いために、全国どこでも同じ検査結果が得
られないためである。 

 国内の遺伝子発現解析検査の実用化に向
けた取り組みは、主に経済産業省と厚生労働
省により、また産業界が中心となって設立さ

れたバイオチップコンソーシアムによって
なされている。しかしながらこれらは、検体
の収集や実験プロトコルの標準化に向けた
取り組みが中心であり、その後のデータ解析
の標準化に向けた取り組みは手付かずなの
が現状である。 

 同一検体の検査結果の再現性を保証する
ことは、国民の望む全国一律の基準による医
療の選択を可能にする上での必須事項であ
る。これを踏まえ、国外ではマイクロアレイ
解析結果の再現性に関する大規模な評価研
究がなされている。米国食品医薬品局（FDA）
は、遺伝子発現解析検査の実用化を目指した
マイクロアレイ品質管理（MAQC）プロジェ
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クトを行い、再現性に関する一定の肯定的な
結論およびその結論を導いた推奨するデー
タ解析手法を提案している。しかしながら、
MAQC プロジェクトの結論はごく一部の解
析手法を評価した結果に基づくものであり、
MAQC 推奨ガイドラインは疑わしいという
指摘がなされていた。 

 

２．研究の目的 

マイクロアレイを用いた遺伝子発現解析検
査（臨床診断）の迅速な実用化を目指し、マ
イクロアレイ解析の再現性・感度・特異度を
飛躍的に向上させるデータ解析手法の開発
および推奨ガイドラインの提案を具体的な
目的として研究を行った。 

 

３．研究の方法 

研究代表者らは本研究の着想に至る背景と
して、マイクロアレイデータ解析結果の良し
悪しは、数多く提案されている①正規化法と
②候補遺伝子検出法の組み合わせにより大
きく左右されることを指摘する論文を発表
した（Kadota et al., AMB, 2008）。さらにこの
報告の中で研究代表者は、感度・特異度の点
で優れる②候補遺伝子検出法（WAD 法）を
開発するとともに、WAD 法が①正規化法の
違いに対しても頑健であることを示した。こ
れらのパイロットスタディの結果を踏まえ、
研究代表者の開発した発現変動遺伝子
（DEG）検出法（WAD 法）や MAQCプロジ
ェクトが最も再現性が高いと主張する AD 法
を含む計 8種類のDEG検出法（WAD, AD, FC, 

RP, modT, samT, shrink, and ibmT）について、
利用可能な公開データに応じて以下に示す
解析を行った。 

 

(1) Affymetrix社製 GeneChipデータを用いた
感度・特異度の高い①正規化法と②DEG

検出法の組み合わせ探索 

数あるマイクロアレイメーカーの中で最も
よく利用されている Affymetrix HG-U133A 

arrayを用い、RT-PCRによって候補遺伝子の
発現変動を確認した複数の遺伝子を含む 36

個の二群間比較データセットのプローブレ
ベルデータを取得し、9種類の正規化法（MAS, 

RMA, DFW, PLIER, VSN, FARMS, mmgMOS, 

MBEI, and GCRMA）と上記 8種類の DEG検
出法の全ての組合せについて評価を行った。
評価は感度・特異度を同時に評価できる AUC

値（真の DEG を正しく上位にランキングで
きている組合せは 1、その逆は 0となるので
1 に近い数値ほど優れている）に基づいて行
った。 

 

(2) MAQC 公開データを用いた感度・特異度
の高い DEG検出法の評価 

MAQC公開データは、メーカー推奨の正規化

法を適用した後のものであるため、8種類の
DEG 検出法についてのみ AUC 値で評価を行
った。また、MAQCは同一の二サンプル
（Sample A vs. B と Sample C vs. D）間比較を
異なる三つの場所（Site 1, 2, and 3）で取得し
たデータを提供しているため、例えば
Affymetrix (AFX)だけでも 6 種類のデータセ
ット（AB_1, AB_2, AB_3, CD_1, CD_2, CD_3）
が存在する。本研究では、AFX 以外にも
Applied Biosystems (ABI), Agilent (AG1), GE 

Healthcare (GEH), Illumina (ILM)の計 5メーカ
ーの MAQCデータについて解析を行った。 

 

(3) MAQC公開データを用いた再現性の高い
DEG 検出法の評価 

MAQC プロジェクトでは、二群間比較マイク
ロアレイデータをいくつかの DEG 検出法を
用いて発現変動順にランキングし、異なる三
つの場所由来の DEG リストの再現性を
Percentage of Overlapping Genes (POGs)という
評価基準で評価した。本研究では、同じ
MAQC 公開データをもとに同じ評価基準で
解析を行い（MAQCのオリジナル研究時には
publish されていなかった WAD 法を含む）計
8 つの DEG検出法の「DEG リストレベルで
の再現性評価」を行った。また、「たとえ DEG

リストレベルでの再現性が低くても Gene 

OntologyやKEGGパスウェイといった機能レ
ベルでの再現性の高さが確保されていれば
実用上問題ないのではないか？」といった議
論が研究者コミュニティでなされていた。そ
のため、本研究では 186個の KEGG パスウェ
イ関連遺伝子セットの「機能レベルでの再現
性評価」も行った。 
 
４．研究成果 
(1) 感度・特異度の高い正規化法と DEG 検出
法の組合せ探索では、正規化法として最もよ
く用いられている MAS を採用するときには
DEG 検出法 WAD を用いる（正規化法/DEG

検出法：MAS/WAD）と高い AUC値が得られ
ることがわかった。また、二番目によく用い
られている RMA 正規化法を採用するときに
は Rank products (RP)を DEG 検出法として用
いるとよいことが分かった。 

 表 1に調査を行った 9つの正規化法ごとの
推奨 DEG 検出法を示す。注意点としては、
上記 9つの中から一番よい組合せを提示する
ことはできない、ということである。なぜな
ら、評価に用いたデータセットのそれぞれが、
なんらかの正規化法と DEG 検出法の組合せ
を用いて候補遺伝子のランキングを行い、そ
の結果に基づいて RT-PCR で発現変動の確認
を行ったものを「真の DEG」としている。こ
のため、評価に用いた 36 個のデータセット
中で最も多く用いられた正規化法（や DEG

検出法）が不当に有利にならないようなバイ



 

 

アスのかからない評価をする必要がある。表
1 の推奨ガイドラインは、上記のバイアスを
考慮に入れて評価を行った結果である。 

 

表 1. 感度・特異度の高い組合せ 

正規化法 DEG 検出法 

PLIER RP 

VSN RP 

FARMS RP 

mmgMOS WAD 

MBEI RP 

GCRMA RP 

MAS WAD 

RMA RP 

DFW RP 

 

(2) マイクロアレイメーカーごとの感度・特
異度の高い DEG 検出法の評価は、MAQC プ
ロジェクト内で取得された RT-PCR アッセイ
の結果を用い、さまざまな基準で定義した
「真の DEG」をどれだけ上位にランキングで
きるか（どの DEG 検出法の AUC 値が高い
か？）に基づいて行われた。MAQCでは二つ
のアッセイテクノロジー（TaqMan (TAQ)と
StaRT-PCR (GEX)）を用いてデータを取得し
ている。また、アッセイ後の生データから
DEG を検出する方法も様々な方法が考えら
れる。本研究では、比較したい 8 つの DEG

検出法に含まれない t-test を用いて得られた
False Discovery Rate (FDR)と最も一般的な倍
率変化に基づく方法（Average Difference 

(AD)）で定義した「真の DEG」を用いて解析
を行った。 

 表 2 に「真の DEG」を上記四つの基準
（ TAQ_FDR, TAQ_AD, GEX_FDR, and 

GEX_AD）で定義して得られた結果（推奨
DEG 検出法）を示す。 

 

表 2. プラットフォームごとの推奨検出法 

 TAQ 

FDR 

TAQ 

AD 

GEX 

FDR 

GEX 

AD 

AFX WAD RP WAD WAD 

ABI ibmT RP ibmT ibmT 

AG1 WAD RP WAD ibmT 

GEH WAD RP WAD WAD 

ILM WAD RP WAD WAD 

 

表 1の結果と同様、MAQC データセットの解
析結果においても、Affymetrix GeneChip 

(AFX)を用いてデータを取得する場合には
DEG検出法としてWADまたはRPがよい（高
い AUC 値を示す）ことがわかる。プラット
フォームが ABI のもののみ ibmT 法が推奨さ
れているが、この方法は AFX データの様々
な感度・特異度解析結果においても WAD に
次ぐパフォーマンスを示していたことから
リーズナブルである。全体的には、どのメー

カー（プラットフォーム）のものを用いても
WADまたはRPがよいという結果が得られた。 

 

(3) 再現性の高い DEG検出法は、三つの実験
場所で独立に得られた実験データを、比較す
る 8 つの DEG 検出法をそれぞれ用いて発現
変動順にランキングした結果得られる三つ
のベクトルに基づいて、上位 X個中何個が共
通しているかという POG値で評価された。 

 表 3に Sample C vs. D の二群間比較によっ
て得られた上位 100遺伝子の POG値を示す。 
 

表 3.実験場所間での POG値 

 AFX ABI AG1 GEH ILM 

WAD 64 76 54 39 66 

AD 23 11 2 5 18 

FC 23 0 0 3 19 

RP 20 8 2 7 9 

modT 20 26 3 1 13 

samT 32 31 5 10 21 

shrT 21 40 2 1 12 

ibmT 29 39 10 1 22 

 

結論は単純で「どのプラットフォームを用い
た場合でも WAD 法が抜群の再現性の高さを
示す」である。表 3は上位 100遺伝子（X = 100）
の結果のみであるが、どの X の値についても
全体的に WAD 法が優れていることを確認済
みである。 

 WAD 法の再現性の観点での優位性は、
Gene Ontology 解析や KEGG Pathway 解析と
いった遺伝子セットに基づく機能解析レベ
ルの評価においても確認済みである。WAD

の高再現性（ Inter-site reproducibility  or 

Intra-platform reproducibility）は、プラットフ
ォーム非依存であるばかりでなく、評価を行
った 5つのプラットフォーム間（Inter-platform 

reproducibility）でも高い再現性を保持してい
ることを確認している。 

 

以上の結果から、MAQC推奨ガイドラインを
完全に凌駕する新たなガイドラインの提案
を行うことができた。本研究成果に基づく推
奨ガイドラインは以下に要約できる： 

・現在でも最もよく用いられている
Affymetrix GeneChipを用いて解析を行う場
合には、本研究で得られた正規化法と DEG

検出法の最適な組合せを用いるとよい。 

・その他のプラットフォームは利用可能な正
規化法が限られているために評価が難し
いが、DEG 検出法に限っていえば WAD か
RP に集約される。再現性まで考慮に入れ
たトータルでは WAD 法がお勧めである。 
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