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　近 年 DNA ア レ イ技術 に よ っ て 何千 もの 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 同 時に 観察 し，生 物学的 に 重

要 な情報 を大量 に 得 る こ と が で き る よ う に な っ た．しか し沮1」定 さ れ た 発現 強度 に は 様 々 な 測定

バ イ ア ス が 含 ま れ る こ と や，発現強度に 依存 した不等分散性 が存 在す る こ と が 指滴 さ れて い る．

こ れ らの 問題 に 対 して ，正 規 化 と 呼 ば れ る
．．・
連の 手法が 様々 提 案 され て い る．こ れ ら の 正規化

手法を 比 較 した 研 究 は 多 くあ る が，主 に バ イ ア ス 補正 に 注目 して お り，不 等分散性 はあ ま り重

視 して い な い，そ こ で 本研究で は不 等分散性を改善する た め，Huber に よ る分散安定化変換を

単純化 した 簡便な 正規化手法を提案 し，既存 の 手法 と比較，評価 した．

　In　recent 　years，　microarray 　technology　allows　the　monitoring 　of　expression 　levels　for　thousands

of　genes　 simuitaneously 　 and 　the　 acquiring 　large　 amount 　 of　biologically　 important　information．

However ，　many 　experiIIlenters 　indicate　that　measured 　inten8ity　involve　various　measurement 　bi−

ases 　and 　non −cDnstant 　variance 　depended　on 　inten呂ity．　 TD　solve 　these　problems，　a　variety 　of　nor
−

malization　meth   ds　are 　proposed．　 Many 　studies 　focused　en 　comparison 　of　normalization 　rnethods

frQm　the　viewpolnt 　of　correcting 　biases，　but　not 　of　stabilizing 　vadation ．　There‘ore ，　this　study　aims

to　propose　c。nvenien しnormalization 　method 　simplified 　Huber
’
s　variance 　stabilizing 　transformation

and 　compare 　lt　to　existent 　methods ，

働 WordS　and 　Phrases： Microarray，　Macroarray，　Normalization　method ，　Measure 皿 ent 　bias，　vari −

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ance 　stabilization

1． は じ め に

　近 年 Folder ら （199　D や Schena ら （1995）に よ っ て 発明され た DNA ア レ イ技術 の 発達 に

よ っ て 何千もの 遺伝子 の 発現 レ ベ ル を同時に観察する こ とが可能 とな り，生物学 や医学研究な

ど，遺伝子発現 の 研究 の 中で 幅広 く使われ る よ う に な っ た， しか し，測定 され る発現強度に は

以 下 の 2 っ の 問題点が 指摘 され て い る．まず第 1 に は ，DNA ア レ イ実験 を行 う過程 で 混入 す

る発現強度 へ の 測定バ イ ア ス が挙げ られ る．測定バ イ ア ス が入 る可能性 の あ る実験過程 の 例 は，

Schuchhardtら （2000）や Fan ら （2004）が 挙 げ て い る よ う に
，

ア レ イ の 作成，サ ン プ ル か ら

の mRNA の 抽 出，　 mRNA か ら cDNA へ の 転写，　 cDNA へ の ラ ベ T） ン グ，　 cDNA の ア レ イ へ の

ハ イ ブ リダイ ゼ ー
シ ョ ン ，ア レ イ の 洗浄， ス キ ャ ナ に よ る発現強度 の 測定な ど で あ る．また第

2 に は発現強度 に依存 した不等分散性が 挙 げ られ る．

＊ 東京大学大学院医学系研究科 ， 〒113−0033東京都文京区本郷 7．3−1
＊＊ 近畿大学医学部 ゲ ノ ム 生 物学教 室，〒 589−8511 大阪狭 山市大 野 東 377−2
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　 こ れ ら 2 っ の 問題に 対 して ，正規化 と呼ばれる
一連 の 手法が 様々 提案され て きた．第 1 の 問

題で あ る測定 バ イ ア ス の 1 っ と して ，二 蛍光標識を用 い た マ イ ク ロ ア レ イ に おける Dye　bias
の 存在が 指摘 さ れ ，Global正 規化が提案 され て い る （Simon ら （2003））．　 Dye　biasは ， 遺伝子

に ラ ベ リ ン グされ て い る
一tt

種類の 蛍光色素 （Dye） の 発光強度が，サ ン プ ル 聞で 系統的に異 な っ

て い る場合 に確認 される．Global正規化は ，
　 Dye 　biasが存在 しな ければ ア レ イ 毎 の 発現 強度 の

中央値は ほ ぼ
一

定で あ ると い う仮定の もと， ア レ イ毎に得 られ る対数発現強度 の 中央値 を遺伝

子毎の 対数発現強度か ら引 くこ と で ， こ の バ イ ア ス を 取り除 くこ とを試み て い る． こ れ は ア レ

イ 内発現 強度 を ア レ イ毎 の 中央値で 割 る こ と に 相当す る．ま た ， Bolstadら （2003） は単純 に

Global正規化を行うの で は な く，中央値の 中央値 （ア レ イ毎 に得 られた発現強度の 中央値を 全

体 と した 際の 中央値） をか ける こ とに よ っ て ，他 の正 規化手法 と比較が可能に で き る よ う に 工

夫 を行 っ て い る ．そ の 後，Dye　biasが 発現 強度に依存 する と い う Intensity　biasが指摘 され，

Globa1正規化で は ト分に バ イ ア ス を取 り除 けない ため，非線形な正規化が提案され て い る．ま

ず Yallgら （2001）が LOESS 正規化 を提案 し，そ の 後 Workman ら （2002）に よ っ て ス プ ラ イ

ン 関数に よ る正規化が提案 されて い る．

　 そ の後，Dye　bias以外の 様々 な測定バ イ ァ ス が指摘され ， それ らを取 り除 く正規化手法が 提

案され て きた．こ れ らの バ イ ア ス は ，
ア レ イ内に存在す るバ イ ア ス と，ア レ イ間に存在する バ

イ ア ス の 2 っ に分類で き る．ア レ イ 内 バ イ ア ス の 例を挙げ ると， ア レ イ を作成す る際 の print
tipが 原因で 起 こ る print−order 　biasや print　tipグ ル ープ毎 の intensity　bias， ハ イ ブ リダ イ ゼ ー

シ ョ ン の 際に サ ン プ ル が ア レ イ 上に 均
一

に 広が らな い場 合 に起 こ る spatial 　biasな どが ある．
こ れ ら は そ れ ぞ れ

， Uchidaら （2004），　 Berger ら （2004），
　 Colantuoniら （2002） が指摘 し ，

そ れ らを取 り除 くた め の 正 規化手法を提案 して い る．また ， ア レ イ 問に 存在す る バ イ ア ス は主

に intensity　biasや 実験条件 が 異な る こ とが原 因で 起 こ る バ イ ア ス で あ り， こ れ を取 り除 くた

め に ， Bolstad ら （2003） に よ る線形 な バ イ ア ス を取 り除 く正 規化 ，
　 Bolstadら （2003） や

Edwerds ら （2003）に よ る非線形な バ イ ア ス を取 り除 く正規化，　 Edwerds ら （2003）や Yoon
ら （2003） に よ る background　noise を利用 した正 規化な どが提案 され て い る．さ ら に，　 cDNA

マ ク ロ ア レ イ に おい て は，放射性同位体を ラ ベ ル と して 使用 して い る ため，遺伝子 発現量が少
な くて も検 出で き る と い う利点 が あ る反面，放射線の 曝露時間が長 い と遺伝子発現量が大き い

ス ポ ッ トが近接す る ス ポ ッ トに影響を及ぼ して しま うとい う neighborhood 　biasが存 在す る こ

とが ， Duggan ら （1999） や Holloway ら （2002） に よ っ て 指摘 さ れ て い る． そ の た め に ，

Schuchhardt ら （2000）が遺伝子 ごと に 測定 され た background　noise を利用 して バ イ ア ス を取

り除 く正規化手法を提案 して い る が
，

デ
ー

タ の 性質 に よ っ て は うま く機能 しな い こ とが経験上

知 られ て い る．

　さ らに 近年 に お い て は ， 第 2の 開題 で ある発現強度に依存 した不等分散性が問題視され て い

る ． こ れ ま で は デ
ー

タ の 分散を一
定に す る た め に 一般 的 に対数変換が 行わ れ て きたが ，

Cheadleら （2003） に よ っ て 対数変換 に か わる正規化 と して Z ス コ ア に よ る変換が ，
　 Huber ら

（2002） や Inoue ら （2004） に よ っ て 逆双 曲線正弦関数 に よ る変換が ，ま た Gellerら （2003）
や Konishiら （2004）に よ ．

・ て 他 の 変数変換に よ る 変換 が提案され て きた． しか し， これ ら の

変換 は一般に 計算 ア ル ゴ リズ ム が 複雑 な もの が 多 く，デ
ー

タ依存性が高 い と思 われ る．

　こ れ ら の 正規化 に 関す る研究結果か ら，正規化を適 用 して い く流 れ は 図 1 の よ う に な る と思

われる． 1．まずア レ イ デ …タ の 確認 を行 い ，2．測定 バ イ ア ス を除去す る．3．そ して 分散を

安定化させ ， 4．最後に 様々 な遺伝子解析を行 う． こ こ で 重要 な こ とは，測定 バ イ ア ス は 実験

系 に 応 じて それ ぞれ違 うもの が存在 して い る と考え ら れ る の で
， 実験毎 に 考察 して い くべ き で

あ る と い う事．ま た分散の 安定化 に 関 して は，全て の ア レ イ実験系 に共通な問題 で あ ると考 え
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図 1　 正 規 化 費去選 択 の プ ロ セ ス を示 した フ ロ ーチ ャ
ート
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られ る の で ， 全 て の ア レ イ実験系に共通な変数変換が必要で ある と考え られ る とい う事で あ る．

　以上 の こ とを踏 まえ て ，本研究で は cDNA マ ク ロ ア レ イ特有 の neighborhood 　biasを、 ア レ

イ内繰 り返 し測定を利用 して取 り除 く正規化 を行 う， また ， 不等 分散性 を改善す る ため ，

Huberの 分散安定化変換を単純化 した簡便な正規化手法を提案する．さ らに 既存の 正規化手法

と比較す る こ と に よ っ て ，提案 した正規化手法の 性能を確認 す る．

2． cDNA マ ク ロ ア レ イデ ータ

　 2．1　実験デ ータ

　本研究で 使用 した デ
ー

タ は国立 が ん セ ン タ
ー薬効試験部 に お い て 行 わ れ た ， Clontech社の

カ ス タ ム ア レ イ で あ る Atlas　Human 　Pharmacology　array 　ver ，4，6 （新 フ ィ ル ター
ア レ イ）と Atlas

Human 　Pharmacology　array 　ver ．3 （旧 フ ィ ル タ ーア レ イ） の 比較をす る た め の 実験 デ
ー

タ で あ

る，こ れ らの フ ィ ル タ
ー

ア レ イ に は ラ ベ ル と して 放射性同位体 が使われ て お り， Clontech社

の カ ス タ ム サ ービ ス を利用 して 興味の あ る遺伝子 の み を ス ポ ッ ト して い る．新 フ ィ ル タ
ー

ア レ

イ に お い て は， 1枚の ア レ イに 1176個の ス ポ ッ トが あ り，positive　control の 遺 伝子が 15 ス ポ ッ

ト，negative 　control の blankが 19 ス ポ ッ ト，ま た い くっ か の 遺伝子 に関 して 繰 り返 し測定が

可能 となるよ うに 設計 され て い る．「司
一

ア レ イ内で の 繰 り返 し測定 は， バ イ ア ス の 程度を調 べ

る 目的で ス ポ ッ トして お り， 2 回繰 り返 し測定 され て い る も の が 31遺伝子 （62 ス ポ ッ ト），

3回繰 り返 し測定さ れ て い る も の が 62遺伝子 （186 ス ポ ッ ト）で あ る．そ の ため ， 測定 され

た遺伝子 の 数 は 984遺伝子 とな る．今回解析 の 対象 と した の は新 フ ィ ル タ
ーア レ イ の 3枚 で ，

control や繰 り返 し測定 も含め た 1176個 の 全 ス ポ ッ トを使用 した． こ れ ら 3枚 の 新 フ ィ ル タ
ー

ア レ イ の 散布図を，図 2 に 示す ．

　 2．2　発現強度の 構造

　ア レ イ実験系 の 正規化手法は ， 測定 バ イ ア ス を取 り除 くた め の 正規化手法 と ， 分散安定化変

換に っ い て の rF．規化手法の 2種類に分け る こ とが で きる．そ の た め本研究で は，観測 され た発

現強度 は次の 2 っ の 部分か ら構成 され て い ると考 えた． 1 っ 目は遺伝子発現 に 直接関係 の 無 い

部分で あ り ， 2 つ 目は遺伝子発現 に直接関係 して い る部分で あ る。 こ の 2 つ 目の 部分が 真 の 遺

伝子発現で あ る と考え る と 1 っ 目の 部分を測定 バ イ ア ス と考え る こ とが で き，こ れ を式で 表す

と次 の よ う に な る，
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ア レ イ の 発 現 強 度 を示 した散布
．
図行列

Intensity＝Meas ”rement 　Bias十 G6ηθ 助 鰥 ∫ゴo η

今後は観測 され た発現強度を
‘‘
発現 強度

”
と表現 し， 真の 遺伝子発現 を

“
遺伝子発現

’
と表現

す る．さ らに 第 1項 は ア レ イ 間測定 バ イ ア ス と ア レ イ 内測定 バ イ ア ス に分 け る こ とが で きる の

で ， 発現強度 は次 の よ うに表現で きる．

Intensity＝ lnter−arr の 厂Bias十Jntra−array 　Bias十 G 例 θ助 瑠 ∫励

さ らに ア レ イ内測定 バ イ ア ス は ， 遺伝子また は ス ポ ッ トに 特異 な バ イ ア ス の 2種類に 分 ける こ

とが で き る で あ ろ う，

　 2．3　測定 バ イ ア ス と不 等分 散性

　本研究 で は発現強度 の
， 遺伝子発現に 関係 して い な い 部分は測定 バ イ ア ス で あ ると考 えた．

そ の た め，background も測定 バ イ ア ス の
一

部 で あ る と考 え られ る ． しか し backgroundは ，

background　noise と表現 さ れ る こ と もあ り混乱が 生 じる可 能性 が あ る の で ，本研究 で back−

groundに対 して 次の よ う に 定義す る．まず background は ア レ イ間測定バ イ ア ス で あ り，
　 back−

ground 値 は ア レ イ毎 の 特有な f直で あ る ．また background　noise は ス ポ ッ ト毎 に 測定さ れ て い

る数値 で あ り， background値 に noise （誤 差）が加わ っ た もの と定義す る，　 AffYmetrix　ttが行 っ

て い る background　correction は ，　 background 値を推定 せ ず直nt　background　noise を ス ポ ッ ト

毎に引い て い る．また Edwerds ら （2003）や Yoon ら （2004）は background　noise を利用 して

background 値を推定 し，それを発現強度か ら引い て い る ．本研究 で は後者の 方法を用 い た．

ま た そ の他 の 測定 バ イ ア ス は ， 実験デ ータ か ら推定 さ れ た もの を発現強度か ら引 くこ と で 取 り

除 く．測定 バ イ ア ス を取 り除 く正 規化手法の うち，本研 究で 評価を行 っ た もの は 3．1節 で 説明

す る．

　また本論文 で は図 1 に 示 した よ うに t 測定 バ イ ア ス を取 り除い た 後 に 分散安定化変換を行 う．

発現強度 の 不等分散性 は様 々 な先行研究に よ っ て 述 べ られ て お り， 分散安定化変換 も大 きな意

味で 正規化で あ る と考え られ る．
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3． 正 　規　化

　3ユ　測定バ イア ス を取 り除 く正 規化手法

　散布図を確認 す る と ， 本実験で は ア レ イ 1 の 発現強度が ア レ イ 2 と ア レ イ 3 に比 べ て小さ く

な っ て い る と思われ る．また図 3 や 図 4 に よ っ て ，neighborhood 　biasの 存在 も確認 で きる．図

3 は新 フ ィ ル タ
ー

ア レ イ 1の 画像 の一部で あ り ， 図 4 は ア レ イ内繰 り返 し測定 され て い る遺伝

子の 発現強度 をプ ロ ッ ト した もの で あ る．よ っ て ，
こ れ ら 2種の バ イ ア ス を取 り除 く必 要があ

る．っ まり， ア レ イ 間測定 バ イ ア ス と して ア レ イ間 の線形 な 測定 バ イ ア ス が存在 し， ア レ イ 内

測定 バ イ ア ス と して neighborhood 　biasが存在 して い る と考
．
え た． そ の た め本研 究で は前者の

測定 バ イ ア ス を取 り除 くた め に
，
Bolstad ら （2003）に よ る Global正規化 と Edwerds ら （2003）

に よ る background　noise を利用 した正 規化を適用 した．こ の 際 background　noise が測定され て

い なか っ た の で，代わ りに blank　spot の 発現強度を利用 した． しか し blank　spot に も neighbor −

hood　biasが 存在 して い る と思 わ れ た ス ポ ッ トが あ っ た の で ，そ の ス ポ ッ トを除い た平均値を

background値の 推定値 と し た ．また 後者 の 測定 バ イ ア ス は 既存の iE規化手法で は 充分 に 取 り

除 く こ とが で きなか っ た．そ の た め 同
一遺伝子 の ア レ イ内繰り返 し測定を利用 し， 本研 究独自

の 正規化 を適用 し た ．以下 に こ の 正 規化 の 説明を行 う，

　neighborhood 　biasを取 り除 く正 規化

　本研究で は neighborhood 　biasは cDNA マ ク ロ ア レ イ実 験系に 特異的 な バ イ ア ス で あ る と考

え た．また こ の 測定 バ イ ア ス は発現強度の み に依存 して い る と考 え，次 の式 に よ っ て 取 り除 く

こ とを考 え た．

写
＝4−

∫（4’） （1）

こ こ で ，写 は遺伝子 g に お け る neighborhood 　biasを取 り除 い た後 の 発 現強度 ， ぢは 四方に 隣

接す る い ず れか の ス ポ ッ トに 発現強度 の 大 きい ス ポ ッ ト （本研究 で は 発現強度が 400 以上 の ス

ポ ッ ト と した）が あ る遺伝子 g の 発現検度，穿は遺伝 了 g の ス ポ ッ トに 隣接 す る発現強度の

大 きい遺伝子 g
’
の 発現強度で あ る．発現強度 の 大 き い ス ポ ッ トが 四方に 2個以 E存在す る場

捲
…ll靉

：
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図 3　 新 フ ィ ル タ
ーア レ イ 1の 画像の 部
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図 4　 ア レ イ内 で 繰 り返 し測定 さ れ て い る遺 伝子 の 発現強度 （3 枚 の 結果 を ま とめ た もの ）

合は ， そ の 中で 最 も大 き い 発現強度 の ス ポ ッ トを用 い る こ と に した ．また 関数 f（4）に よ っ て

得 られ る値が neighborhood 　biasの 推定値で あ る，本研究で は同
一

遺伝子の ア レ イ 内繰 り返 し

測定 を利用 して ，以下 の よ うに こ の 関数を得た．まず ア レ イ内繰 り返 し測定 さ れ て い る遺伝子

の 発現強度に含まれ て い る neighborhood 　biasを，次の よ うに推定す る．

島 一写
一

mean （写） （2 ）

窮・は遺伝子 g
’

が近接す る ス ポ ッ トに 及ぼ す neighborhooCl 　bias，4，ギ は そ れぞ れ，隣接す る

ス ポ ッ トに発現強度の 大 きな ス ポ ッ トが存在する，も しくは存在 しな い 遺伝子 g の 発現強度で

あ る ．こ れ は，隣接す る ス ポ ッ トに影響を受 けて い な い とみな され る ス ポ ッ トの 平均値を もっ

て そ の 遣伝子 の 遺伝子発現 と し，影響を受 け て い る発現強度 と の 差を とる こ と で バ イ ア ス の 推

定を行 っ て い る．本研究で は，x 軸 に 尋， び軸に 君S・を プ ロ
ッ ト し， 関数型 f（穿）を線形回帰

に よ っ て 求め た．

　 3．2　分散安定化変換

　 cDNA マ イ ク ロ ア レ イ，　 cDNA マ ク ロ ア レ イ実験系 で は，発現 強度の 値が大 き い ほ どば らっ

きが大 き くな る． こ れ を解消す るた め
， 通常 は発現強度 に 対 して 対数変換が行われ る こ とが多

い が
， 対数変換を行 うと今度 は値 の 小 さ い 範囲で ば らっ きが大 きくな る．そ の た め ， Huber ら

（2002） は こ の 不等分散性を解消す る ため の 変換を提案 し， 竹内 （2003）の 研究で そ の 変換の

良 さは示されて い る． しか し， こ の 分散安定化変換は ア レ イ効果の 除去 を パ ラ メ ー
タ推定 に組

み込ん で い る．つ ま り測定 バ イ ア ス の 除去 と分散安定化 を1司時 に行 う よ うな モ デ ル を想定 して

お り，デ
ー

タ の 性質 に よ っ て は うま く機能 しな い可 能性 が考え られ る．そ の た め本研究 で は

Huber ら （2002） の 方法を単純化 した ， 簡便な変数変換を提案す る．以下で は ， 3．2．1で Huber

に よ る分散安定化変換を簡単に説明 し，32．2 で そ れ を単純化 した 変数変換 を説明す る．

　 3．2．1Huber に よる分散安定化変換

　異な る ア レ イ を用 い て も同 じ試料 の 同 じ遺伝子の 遺伝予発現 は等 しい はずで あるか ら ， 次の

線形変換 に よ っ て ア レ イ 効果を取り除 く． こ れ は ア レ イ問測定 バ イ ア ス を取 り除 くこ と に相当

す る，
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　琺
＝oκ＋ sゐん

こ こ で ，叺 ，Sk は ア レ イ k に 対す る線 形変換 の た め の パ ラ メ
ー

タ で ある．

強度 に 対 して ， Rockeら （1995）の モ デ ル を想定する．

（3）

さ ら に変換後の 発現

　　　　　　　　　　　　　　　　　る廴漏 α κ十 Ptgl，
e

η・qk 十 Vgk　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（4）

振 と Vgκ は独立 に ，平均 は 0 の 正規分布 に分布 する と仮定 し，　 e
「’glt と Vgk の 分散を そ れ ぞれ ，

se
，，σ1と す る．す る と ， 発現強度の 分散 が平均値 に依存 しな くな る よ うな変数変換 は次の よ う

に表せ る．

聯
一

よ・… h（一・争詞 （5）

さ ら に ， 式孫一
〇κ＋ ∫ん塚 を代入 して 変数 を整理 す る と次の よ う に な る ．

　　　　　　　　　　　　　　　 h（1
，k）

＝ asinh （a κ
十 bk（qκ）　　　　　　　　　　　　　　　　　　（6）

こ こ で ，ak ＝−
alt　S，，／σtv　I　Ok　Sny／σ。，　bk　＝　Sk　Sη／σ p と置 き換え た．こ の （α 1，　bl，＿，　af，，砺）を Huber

ら （2003） は以下 の 対数プ ロ フ ァ イ ル 尤度関数 を L −BFGS −B 法 に よ っ て 最大化 す る こ とで推

定 して い る．

1
〜

κ
1・g廉 ・鵬 ）一血 ・う・

混ぞ・・9 礁 ・ （7）

こ こ で ， G
〆
，　IG

’
1は そ れ ぞれ推定の 際 に用 い る遺伝子 の集 合と個数，廐 は h （1。κ）に よ っ て 変換

した 後 に 推定 さ れ る ア レ イ 平均，厩 は 関数 飯 の
一

次導関数で あ る ．集合 G ！

の 初期値を全遺

伝子 と して パ ラ メ ー
タ推定 し， 推定 した パ ラ メ ー

タを 固定 した もと で 魚 か らの 残差 を計算す

る．残差が小 さ い 遺伝子を集合 G
’
と再定義 しパ ラ メ ー

タを再推定 する こ とで ，外 れ値 に対 し

て 頑健 に な る よ うに考慮 して い る． 貝体的 に は平均強度 の 大 きい 順 に 10分割 し，そ れぞ れ の

グ ル
ー

プ に っ い て 残差 の 大 きさが小さ い も の か ら Cl％ （50＜ q ≦ 100）ま で の 遺伝子 を集合 G ノ

と

す る，こ の 操作 をパ ラ メ ータ が収束す る まで 繰 り返 し行 う．

　 こ の 解析 に は 統計 解 析 ソ フ 1・ウ ェ ア で あ る R （RDevelopment 　Core　Team ，2005），及 び

Gentlemanら （2005）に よ る Bi。conductor 　projectが 提供 して い る vsn 関数を便用 した．

　3．2．2　逆双曲線正弦変換

　本研究で は発現強度 に対 して 以 ドの よ うな モ デ ル を想定する．

　　　　　　　　　　　　　　　　　Ig
κ

＝ α
κ

一
トβgh

＋paσe
°gk 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（8 ）

こ こ で ak は発現 強度 に 混 入 して い る ア レ イ 間測 定 バ イ ア ス を表 し，β、た は ア レ イ内測定バ イ ア

ス を表す．ま た μ、
は遺伝 了g の 本 来 の 遺伝子発現で あ り， n，k はそ の 誤 差を乗法的 に説明す る

項で ある．っ ま り遺伝子発現が 関係 して い る項 は nCgeVlgkだ けで あ り， こ の 項 は常 に正 の 値 を取

る．さ らに測定 バ イ ア ス （ak ＋磁 ） は常 に 正で あ る と仮定 し， こ れ らを実験 デ
ー

タに よ っ て

推定す る． こ れ を式で 表す と以下 の よ う に な る．

　　　　　　　　　　　　　　　 α 1，＋β9κ
一〔倉

κ

一トβ9κ
＋ ；　κ

一
　rgk　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（9）

こ こ で ，Vit，爆 ，ηgκ
は独 、7：に平均 0，分散は それ ぞれ ， σ3，娩，硝k

の 正規分布に 従 う と仮定 し，

測定 バ イ ア ス の 推定値を 取 り除 い た後の 発現強度 を 磁 とす る と，磁 は （8）式 と （9）式よ
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り次の よ うに な る，

磁7 るκ

一
（嘸 ＋β9κ）

＝Ptge
”gk一トレκ

＋？詠 （10）

塚 は測定 バ イ ア ス を含ん で い る の で 常 に 正の 値を と るが ，娠 は 測定 バ イ ア ス の 推定値を引い

て い る の で ， 遺伝子発現で あ る μρ
が小 さ い 場合は負の 値も と り得る．

　 こ こ か ら本研究で は，媒 に 対 して 分散安定化変換を考え る．まず ， 塩 の 期待値 と分散は次

の よ う に 表す こ とが で き る．

E ［堀匸］＝MkSlg，　　P
厂
［る灸］

＝・D是十 μ；．　s尾 （11）

こ こ で ，砥
一

θ嶋
’
2
，Dfi− oe ＋ σ鳬，　S羣

＝
ε

σ靴θ岐一1）で あ る． よ っ て ， こ の 分散を期待値 の 関数

で 表す と次の よ う に な る，

叫 ・− Dn ・（制聊
・

（12）

こ の よ うに分散 が期待値の 関数に な っ て い る場合，分散が期待値 に 依存 しな くな るよ うな変換

関数は デ ル タ法に よ っ て 以 下 の よ うに 導か れ る．

卿
一4、面

・副 蘇・ （13）

よ っ て 上 の 分散 と期待値の 関係式 か ら，次 の 式が導け る．

卿 悪 ・ ・｛纛 蜘 億 ・の・ 1｝一塾頭 。転・の （14・

ア レ イ毎 に分散安定化変換を行 うとす る と，M
，IS， は全 て の 測定値 に 共通 な値 な の で 無視す

る こ とが で き る ．さ らに S，／D κ114，
＝cκ と し，正規化 の た め の 変換関数 を次 の よ う に 再定義す

る ．

h （lg
’

k）
＝asinh （・滋） （15）

正規化 を行 うた め に は， こ の Ck をア レ イ 毎 に推定 しな ければ な らな い ．よ っ て 本研究 で は Ck

を ， 測定バ イ ア ス の 推定値を取 り除い た 後 の ア レ イ毎 の 発現強度平均値 疏 の逆数 とす る こ と

を提案す る．こ の 変数変換を 改め て 式で 表す と次の よ うに な る，

嘸 ・− a … h（
憂
4）

− 1・・｛争・瀰 可｝ （16）

逆双曲線正弦関数 asinh （x ）は 引数 の 値が G か ら 1 の 範囲 で は 直線的 な形状 とな り， そ の 他 の

範囲 で は対数 に 似た形状 を もっ ．よ っ て c
κ を疏 の 逆数 と し， こ の 変換 を施す こ と で ，測定 バ

イ ア ス の 推定値 を取 り除い た 後の発現強度が ア レ イ内平均値以 下で あ る遺伝子は変数変換前 と

同等 な挙動を示 し，ア レ イ内平均値よ り大 きい遺伝子 は対数変換を施 した もの と同等の 挙動 を

と る （図 5）．
一
般 に ア レ イ実験系は極端 に 大 き く発現 して い る遺伝子が い くつ か あ り，平均

値が それ らの 影響で 大きくな っ て しまう可能性が あ るが ， 敢え て 平均値を使う こ とに よ り， 遺

伝子発現 が密集 して い る範囲を直線 的に変換で き る と考え た．こ れ に よ っ て 変数変換を行わ な

い発現強度 と対数変換を行 っ た発現強度 の，そ れぞれ の欠点を補 うこ とが で きる と考え られる．

また測定バ イ ァ ス の 推定値を取 り除い た後の 発現 強度が負 の 値で あ る場合は対数変換 を行う こ
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図 5　 発現強度 と 各変数変換 と の 関係 の イ メ
ー

ジ

とは で きな い が ， 逆双 曲線正弦変換で は負の 値で あ っ て も計算で き る．

4， 正規化手法の 評価

　 4．1 測定バ イ ア スを取 り除 く正規化

　図 6 に neighborhood 　biasと発現 強度 との 関係 を示 す．図 6 は， （2） 式 に よ っ て 求 め た

neighborhood 　biasと発現強度 との 関係 を， 3枚の ア レ イ デ ータ に 関 して ま とめ て 示 した もの で

あ る． こ の 図か ら発現強度 が 6000 を超 え る 3 点 は 外れ 値だ と考 え られ ，か っ neighborhood

biasは発現 強度が大 き くな る と線形的 に増加す る の で は な い か と考 え られ る．そ こ で ，発現強

度が 6000 を 超 え る値 を除 い て 線形 回帰 を行 っ た も の が 図 7 で あ り ， こ の 回帰式 に 従 っ て

neighborhood 　biasを取 り除 い た． ま た 外 れ値 と考 え た 3 点 に 隣接 す る ス ポ ッ ト は ，　 neighbor ．

hood　biasの 推定値 （El’） の 3 つ の 平均値 で あ る 580を，発現強度か ら引 い た ，

　 また ，本研究で は 測定 バ イ ア ス を取 り除 く正 規化手法を評価す るた め に ， ア レ イ間 MSE と

ア レ イ 内 MSE を利用 した ．　 Parkら （2002）が ア レ イ 間 MSE を評価基準 と して 用 い る こ とを

提案 して お り，本研究で は こ れ に 加え て ， ア レ イ内繰り返 し測定を利用 して 計算 した ア レ イ内

MSE も評価基准 と した．　 MSE は真の 分散 と バ イ ア ス の 2 乗 の 和 で あ る の で ，正規化に よ っ て

nei 霧1蓋boτ鼓oo 纛わias

含，獅
　 9

　 働

脚

鱗

隙 ）

2（Xン

櫛

oa

難  

璽ntens 韮 

鑞 跏

∫
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　 9

図 6　NeighbQrhoQd　bias と発 現 強 度 との 関 係
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　　　　　　　　　　　　Int・ n ・ity 　 　 　 　 　 を

図 7　 Neighborhood　biasと発 現 強 度 との 関係 に 回帰 直線を 当 て は め た もの

　 　　 　 　 　 　（外れ値 と考 え た 3点 を取 り除 い た）

測定 バ イ ア ス を取 り除 くこ とが で きれば，各 MSE は小 さ くな る． まず遺伝子毎の 各 MSE を

分散 の推定値 と考 え，次 の よ うに表現す る．

　　　　　　　　麟二∵隱： ll耽1∴ 1
（17）

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 1　 　 　 　 　 　 　 1

　　　　　　　　　　　　 where る・
・
「 諤る肋 1

…

＝
κ ￥ち…

　　　　　　　　　　　　 9＝1
，
＿

，
G ，　 k＝1

，
＿

，
K

，
　 r ＝1

，
＿

，
R

r は ア レ イ 内繰り返 し番号 を表す ．そ し て本研究 で は ア レ イ 内繰 り返 し数 に よ っ て 分散 の 推定

精度が異 な る と考 え た． そ の た め 遺伝子を ア レ イ内繰 り返 し回数に よ っ て 分類 し， ア レ イ間

MSE ，
ア レ イ 内 MSE 共 に それ らの 中で MSE の 中央値を求 め た． こ れ らの値 は以下 の よ うに

な り，こ れ を評価基準 と した．

　　　　　　　　　　　　ア レ イ 間 MSE …δ卜 η昭 爾 αη （
dZ

σ
σ ）

　　　　　　　　　　　｛
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 9∈ Gr

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 （18）
　　　　　　　　　　　　 ア レ イ内 MSE …硝r

・＝　median （δ勘 ，
　r ≠ 1

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 9 〔 Gr

た だ し G，は ア レ イ内繰 り返 し数が r 回で あ る 遺伝子 の 集合 で あ る．ま た ア レ イ 内繰 り返 し測

定が無 い場合 は ア レ イ間 MSE しか計算で きず，こ の 際の 評価基準 は以下 の よ う に な る、

　　　　　　　　・ ・ イ問 ・ ・E …・
2 − m ・di・n （・；），酵

一
。
≒1恥

一・
。
・） 　 （19）

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 9

Park ら （2002）は 中央値 で は な く平均値を用い て い るが ， 本研究で は外れ値を考慮 して 中央

値を用 い た．表 1 と表 2 に ， ア レ イ間 MSE と ア レ イ 内 MSE の 結 果を 示す．まず ア レ イ聞

MSE は ，　 background　noise を 利用 した正規化で は ど の MSE の 値 も減少 したが，　 Global正規化

や neighborhood 　biasを取 り除 く正規化で は 必 ず し もそ う で はな か っ た．特 に Global⊥E規化で
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　　 表 1 　 ア レ イ 問 MSE

正 規 化 手法 　　 　 　　 　ア レイ 内繰 り返 し測定 同 数

　 　 　 　 　 　 　 　 　 1回　　 2回　　 3回

　 　 　 　 生デー一
タ

background　noise を 利 用 した正規 化

　 　 　 Globa1正 規 化

nel　hbolhood　biasを ！り。lt く［E規 匕

36、80　　　48．56　　　74．00
10、75　　　9．50　　　68．68
玉0．61　　 21．64　　　88．45
3666 　　5223 　　 8845

正規化手法

表 2 　 ア レ イ 内 MSE

　　　　　　 ア レイ 内繰 り返 嘲 rl定 回数
　　 アレイ1　　　　　アレイ2　　　　　ア レイ3
　 2回　 　 3回　 　 2 ・　 　 3回 　 　 2回 　　 3 ・

　　　 　　 生デ
ー

タ　　　　　　 81．18
background　noise を利用 した正規化　 88．18
　　　 　 Global正規化　　　　　　88．18
nei 　 bQrhood　biasを取 り除 く正規化　 58．10

574．64　　　56．70　　　1488．99　　21，58　　　1113．66
574．64　　　48」0　　1488，99　　21，58　　1082．99
574．64　　　48．50　　　1272．93　　2434 　　　1255．72
93．52　　　35．IO　　　144，74　　　21．58　　　190．38

は，散布図行列に よ っ て ア レ イ 2 と ア レ イ 3 が ア レ イ 1に 比べ て 発現強度が大 きい と予想 され

た に もかかわ らず，補正 の 際 に 用 い た中央値が そ れ ぞ れ 73．46，79．78，69．18 と ア レ イ 1 よ り

ア レ イ 3の 方が小 さ くな っ て い たため， ア レ イ 間測定 バ イ ア ス を適切 に取り除 く こ とが で きな

か っ た と考え られ る．次に ア レ イ内 MSE は ，
　 neighborhood 　biasを 取 り除 く正規化で 値が 著 し

く減少 した ．ま た background　noise を利用 した正規化 や Glohal　iF規化で はあま り変化 しな い

か，増加 して い る もの もあ っ た．さ らに 各正規化手法を組み合わせ る と，ア レ イ 問 MSE とア

レ イ 内 MSE 共 に ，組み 合わせ て い る正規化手法の 性質を併せ持 っ た結果 とな っ た，以上の 結

果か ら，本研究 の デ ー
タ で は background　noise を利用 した 正規化 と neighborhood 　biasを取 り

除 く正 規化 を適用す る こ と で 測定 バ イ ア ス を 除去で き る と考え ， こ の 順番 で 適用 し た ．

　4．2　分散安定化変換

　本研究 で は，対数変換 と Huber に よ る分散安定化変換 と逆双 曲線正弦変換 の 比較，評価を

行 っ た ． こ れ ら の 変数 変換は測定 バ イ ア ス を取 り除 い た後 に 行 っ た ．評価基準 と して は ，

％Mean −SD 　plot，　 divided％Mean −SD　plot，第 1 主成分の 岡有値割合を 用 い た．以 下に こ れ ら

の 評価 基準 の 説明を行 う．％Mean−SD　plotは 婢 由に発現強度 の ア レ イ間平均値を，　 y 軸に 発現

強度 の ア レ イ間標準偏差 を遺伝子毎 に プ ロ ッ ト した Mean −SD　plot を改良 した もの で ある，　 y

発現強度 の 大小 に 関わ らず分散が均
．一

に な っ て い れば，標準偏差 も均
一

に な っ て お り Mean −

SD　plotは平坦な も の に な る．そ こ で 本研究で は異 な る変数変換 を行 っ た結果 の 比較を 可能 と

す る た め に ， Mean −SD 　plotの 各軸を ， 遺伝 子毎 に 計算 した 発現強度平均値の 最 大値を基準 と

した割合で 表す． こ れ を ％Mean −SD　plot と呼び，各軸 は以 卜
’
の よ うに表せ る，

x 袖　％ルrean＝
ち

max （ち．）
　 q．

× 100，

y 恒由：％s．D ＝、
／

。
≡1苓・婦 ）

2XlOO
（20）

max （る．）
　 9

正確 に 言え ば ％ SD は割合で はな い が ， 簡便 の た め こ の よ う に 表現す る． こ の ％SD は 変動係

数 （CV）に近 い 指標に な っ て い るが ，分母 に ど の 遺 伝子 に も共通 な値 を用 い て い る の で CV

で は な い ．y 軸 に CV を用い る と プ ロ ッ ト は右上 が り の 直線 とな るた め ，分散が均
・
に な っ て

い る か ど う か を視覚的 に 確認 す る こ と が 困
．
難 で あ る と 思 われ る．また ア レ イ内繰 り返 し測定が

されて い る遺伝子 は，ア レ イ 内平均値をそ の ア レ イ で の 発現 強度とみ な して ，ア レ イ聞平均値
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と ア レ イ間標準偏差を計算 した．

　しか し％Mean −SD　plotで は ，
プ ロ

ッ トが ある値付近 に 集中 して い る場 合や プ ロ ッ ト に あ ま

り変化が見 られ な い場合が 多い ．そ の よ うな場合は分散 の 均
一 性を確認す る こ と は難 しく，以

下の divided％ Mean−SD　plotを評価基準 とす る こ とを提案す る．まず％Mean −SD　plotを ∬ 軸に

関 して 10分割 し，そ れぞれ の 範 囲で の ％Mean と％ SD の 平均値を そ の 区画で の 代表値 とする．

そ して そ の 10個 の 値 （分割 した区画 に値が 存在 しな い場合 は点 の数は 10個よ り少な くな る）

をプ ロ ッ トす る．本研究で は こ の 図を divided％ Mean−SD　p1Gtと呼ぶ ． こ の 図に よ っ て 発現強

度 と分散の 平均的な挙動を確認する こ とがで きる、

　さ ら に，分散安定化変換を定量的に比較す る指標 と して ，積和行列 の 主成分分析 か ら計算で

きる第 1主成分の 固有値割合 を用い る． こ の とき ， 遺伝子を オ ブザ ベ ー
シ ョ ン

，
ア レ イを変数

と した G × K 行列 を デ
ー

タ行列 と して 積和行列を計算す る．Kohase　et　al．（2004）に よ る と ど

ん な実験系に お い て も，ほ とん ど の 遺伝子の 発 現量 は変わ らな い と い う．そ の ため第 1主成分

の 固有値割合 の 大 きい 正規化手法 ほど，ア レ イ間の ば らつ きが小 さ く分散 も均
一

に な っ て お り，

よ り良い正規化手法 と解釈するこ とが で きる と思われ る．

　図 8 と図 9 に ％Mean−SD　plotと divided％Mean −SD　plotの 結果 を，表 3 に第 1主成分の 固

有値割合の 結果 を示す．ま た ， 補助的に散布図も図 10に 示す．散布図の プ ロ
ッ トが直線 y ＝・x

上 に 乗り ， か っ ば らつ きが 小 さ く均一で あ る ほ ど良 い．％Me …m −SD 　plotと divided％Mean −SD

plotを見 る と，変数変換前 の 発現強度 は値の 大 き い 範囲で ば ら っ きが大 き く，対数変換 を施 し

た発現強度 で は逆 に 値の 小さ い 範囲で ば らっ きが 大 き くな っ て い る こ とが わか る．また Huber

に よ る分散安定化変換 は，％ Mean −SD　plotや divided％Mean −SD 　plotで は分散 は均一
に な っ て

い る と思わ れ るが，散布図行列を見 る と外れ値が い くっ か 出現 して い る．こ れ らの 値 は分散安

定化変換を施す前 は負 の 値 を と っ て お り， それ が原因で 外れ値 と な っ た と考え られ る，さら に
，

Huberに よ る分散安定化変換で は％Mean が 0〜 30付近の 値を示 して い る も の が全 く無 い こ と

か ら，発現強度が ほ とん ど 0 であ っ た遺伝子 もあ る程度 の値 をとる よ うな変換 に な っ て い る こ

％鋤＞
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表 3　 第 1主 成分 の 固有値割合

一
測定バ イ アス を取 り除 く前の データ

測定 バ イア ス を取 り除い た後の データ

　　 　　　対数変換

　 Huberに よる分散安定化変換
　 逆 双 曲線止 弦 関数 に よる

亦

097160
．97020
．98380
、985109900

とが分 か る． こ の 結果は，本研究に 特異 的な も の で あ る可能性は あ るが，こ の よ うな変数変換

が止規化に適 して い るか ど う か に は疑問が残 る，そ の 点 ， 逆双曲線正 弦変換は分散が均
一．・

に な っ

て お り， 変換 を施 した結果 も妥当な 値 で あ る と思わ れ る．さ らに 主成分分析 に お け る第 1主 成

分の 固有値割 合で 比較 して も，わずか で はあ るが逆双 曲線正弦変換が大 き くな っ て い る．以上

の 結果を総合 して ， 本研究で 用 い た デ
ー

タ で は，逆双曲線正弦変換 に よ っ て 分散を均
一

に で き

る と判断 した．

5． 考 察

　本研 究で は， 散布図 行列， ア レ イ 間 MSE ， ア レ イ 内 MSE ， ％Mean−SD　 plot，　 divided

％Mean−SD　plot，第 1 ギ成分 の 1古1有値割合 を総合的に 検討す る こ とによ り，提案 した止規化手

法の 評価を行 っ た ． こ の 評 価某準 に っ い て ，測定 バ イ ア ス の評価 と して ア レ イ問 MSE を用 い
，

不等分散性 の 評価と して ％ Mean−SD　plotや 第 1主成分 の 固有 値割 合の み を用 い る と い う単純

な 評価方 法 も考 え られ る， しか し ア レ イ問 MSE と ア レ イ 内 MSE を共 に評価す る こ と に よ っ

て ，よ り詳細 に ア レ イ 内測定 バ イ ア ス の 程度を知る こ とが で きる こ とが 本研究に よ り示唆され

た． また，Huber に よ る分散安定化変換は ％Mean−SD　plotや第 1主成分の 固有値 割合だ け で

評価す る と良 い 変換で あ る と思わ れ たが ， 散布図行列を確認 す る と非常 に 歪ん だ 結果 と な っ て

お り ， とて も正規化の 役割を果た して い る と は考え られ な か っ た． したが っ て 単純な評価基準

だ けで は な く， 散布図行列 と共 に評価を行 う こ とが非常に重要 で あ る と思われ る．

　本研究で 用 い た cDNA マ ク ロ ア レ イ で は，発現強度 の 最 も大 き い ス ポ ッ ト で あ っ て も近接
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　 　 　 H目berに よ る分散 安定 化 変換綾　　　　　　　　　逆 双 曲線 正 弦変換 後

図 10 散 布 図 行 列 の
一

部 鴕 軸 ：array 　2 の 発現強度，　 y 軸 ：array 　1 の 発現強度）

す る ス ポ ッ トへ の 影響 は そ れ ほ ど大 きい もの で はな く， 少 し霞が か っ て い る程度で あ っ た．そ

の た め neighborhood 　biasを推定 し ， 取 り除 くこ とが可能で あ っ た． しか し発現強度が あまり

に も大 きす ぎるた め に ， 隣 の ス ポ ッ トを完全 に 覆い 尽 くして しま うと い っ た場合もあ り得る．

こ の よ うな場合 は neighborhood 　biasを推定す る こ とは で きず ， 本研究で 用 い た 正規化を行 う

こ と はで きな い ，そ の た め
， あ らか じめ Querecら （2004）の 方法 な ど に よ っ て そ の よ うな事

態 に な らな い よ う に 工 夫を行 う こ とが必要で ある と思われる．Querecの 方法は フ ィ ル ム へ の

放射線の 曝露時間 と ス ポ ッ トの 発現強度の 関係を事前 に測定 して お き ， 最 も有効で あ る と思わ

れ る曝露時間を決定 して お くと い う も の で あ る． また，今回使用 した デ
ー

タ に は background

noise が測定され て い なか っ た た め， ア レ イ 内繰 り返 し測定を利用 して neighborhood 　biasを推

定 した． しか し，background　noise が 測定 され て い る場合は，　 Schuchhardtら （2000） の 方法

で neighborhooCl 　biasを 推定 で きる可能性が あ る．

　また ， 本研究 の 実験デ
ー

タ で は遺伝子 の 同
一

ア レ イ 内繰 り返 し測定が され て い た の で ， こ れ

を利用す る こ とで ア レ イ 内 MSE を計算 した． しか し本研究で は ， ア レ イ内 MSE と ア レ イ間

MSE は ア レ イ 内の 繰 り返 し測定数が多 い 遺伝子 の もの ほ ど大 きい と い う結果 とな っ た．こ の

こ と は発現強度に 入 っ て い る ス ポ ッ ト効果が大 きい こ とを示唆 して い る，また繰 り返 し測定を

利用 して neighborhood 　biasを取 り除 く正規化を行 う こ と も で き ，
　 Fan ら （2004） も，ア レ イ

内繰 り返 し測定遺伝子を利用 して 測定 バ イ ア ス を推定す る こ とを提案 して い る．そ の た め測定
バ イ ア ス を定量 的に評価 す る場合や ， cDNA マ ク ロ ア レ イ の よ う に ど の よ うな 測定 バ イ ア ス が

入 る か予想で きる よ うな場合 は， ア レ イ 作成 の 段階で あ らか じめ ア レ イ 内繰 り返 し測定が で き

る よ うに 計画を行 うべ きで あろ う．

　Huberに よ る分散安定化変換は ， 変換前 の 値が負で あ る と変換後 の 値が負に 大 きな値 とな っ

て しま う こ とが示唆 され た．こ の よ うな現象が起こ る原因は 定か で は な い が
，

パ ラ メ
ー

タ推定

を行う際 の 反復計算 の 段階で ，推定値が望 ましくな い 結果 とな っ て い る可能性が あ る．そ の 点，
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逆双 曲線正弦変換 は 単純な変数変換で あ るた め，こ の よ うな 問題 はほ と ん ど無 い と思わ れる．

さ ら に Huber の 分散安定化変換 と逆双曲線正弦変換 の 最大 の違 い は ，前者 は測定バ イ ア ス の

除去と分散安定化を同時に 行 っ て い るの に 対 し，後者 は測定 バ イ ア ス を取 り除い た 後に分散安

定化変換を 行 っ て い る点で ある， こ の 観点 か らみ る と，遺伝子発現 解析 に お け る Kerr ら

（2001）， Dobbinら （2002），　 Dobbinら （2003），　 Wolfinger（2001）な ど の 発現解析の 方法に も

異な っ た見解が あ ると考え る こ とが で き るか もしれ な い ．Kerrや DQbbinは ア レ イ効果や遺伝

子発現 ， Dye の 効果，さ ら に そ れ ら の 交互 作用を同時に モ デ ル 化 して い る の に 対 し，　 Wolfinger

は 発現強度 に 対して まず ア レ イ効果や治療効果を モ デ ル 化 し，次 に そ れ らの 効果か らの 残差に

対 して遺伝子発現や交彑作用を モ デ ル 化す る と い っ た 2 段階の 方法 と な っ て い る．ど ち らの 方

法が 優れ て い るかを一概 に判断する こ と は で きな い が，同時に全 て を推定す るよ りもそれぞ れ

別 々 に推定 した方が安定 した推定値を得る こ とがで き， 計算負荷 も小 さい ．

　今後 ， cDNA マ ク ロ ア レ イ以外 の DNA ア レ イ を用 い て 正規化手法 の 評価を行う場合で も，

本研究で 用 い た評価基準を応用す る こ とは容 易に可能 で ある．さ らに ，新 たな正 規化手法 が提

案され既存の 正規化手法 と比較す る際や，本研究で 比較 して い な い 正規化手法 を比較す る際に

もこ れ ら の 評価基準 を用 い る こ とで ， 止規化手法を適切 に比較す る こ とが で き る と思われ る．

特に 発現強度 の 不等分散性 は cDNA マ ク ロ ア レ イ と cDNA マ イ ク ロ ア レ イ に共通 な問題点 な

の で ，こ れを簡便 に解消で き る逆双 曲線止弦変換が他 の実験系に お い て も有効で あ る こ とが期

待 され る．

　最後 に ，根本的な問題 と して mRNA の 発現 量が最終 的に 生成 さ れ る蛋白質量を反 映 して い

な い の で はな い かと い う議論 が な され お り， Stoughtonら （2005） な どが DNA ア レ イ の 意義

に っ い て 疑問視す る見方を して い る こ とを指摘 して お く． しか し Hughes ら （2000）が述 べ て

い る よ う に ，遺 伝子発現 量 はそ の 遺伝子に よ っ て 作 られ る蛋白質量の 代替指標に はな らな い も

の の ，個々 の 蛋白質の 機能を修飾 して い る の で はな い か と い う意見 もあ る．したが っ て ， DNA

ア レ イ と い う実験系は今後 も有用 で あ り解析方法等 の さ らな る研究が必要で ある と思われ る．
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