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　数千 か ら数ガ種 とい っ た 規模の 遺 伝子発現 を 同時 に 観察す る こ と が で きる マ イ ク ロ ア レ イ は，
遺伝子あ る い は 遺伝子間の 相 互 作用 と 細胞 レ ベ ル の 機能を 結 び つ け る知 見が 得 られ る と い う点

で 生物医学領域 に 大 き な 期待 を 写え て きた が，研究成果 の 再 現性 に 問題が あ る こ と も次 第 に 明

らか に な り っ っ あ る、マ イ ク ロ ア レ イデ ータ解析が 確実 な研究基盤 を も っ た 研究分野 に 成熟 す

る た め に は，マ イ ク ロ ア レ イ デ ーダが 得 られ る ま で の 複雑 な背 景 を 考慮 した ノ イ ズ の 調 整 が 必

須 で あ る．木稿 で は，マ イ ク ロ ア レ イ デ
ー

タ 解析 に お い て 遺伝子の 発現 ・非発現 （on〆Off） を

導入 す る こ と に よ り ， A的metrix 社 GeneChipの プ ロ
ーブ レ ベ ル の デー

タ の 数 琿 構造 を 明 らか

に し，遺 伝子発現 の 特徴量 を 遺 伝子発現強度 の 大 きざ を 表す指標 と　適 伝子 が On で あ る

確率
’

の 2 っ の 指標 で 表 す こ と を提案 した．ま た，そ れ ら の 指標を 用 い て 神経芽細胞腫 の 予後

に 関 連 す る 遺 伝子 の 探索 を 行 い 提案 し た 指標 の 有効性 に っ い て 検 証 し た．

　Microarray　technolQgy 重s　now 　increasingly　being　used 　in　versatile　medical 　and 　bi〔＞logical　fields　as

ahigh −thloughput 　method 　for　measuring 　the　expression 　levels　of　thousand 　of　genes　simultaneously ，
It　is　often　applied　for　disease　diagnosis，　identifying　biomarkers，　and 　studying 　fi皿 ction 　of 　geRes，　 On
the　other 　hand，　microarray 　analyses 　have　a　critica 工problem　that　they　produce 　differing　results　with

the　same 　data．　 To　establish 　a　certain 　algorithm 　for　adjustment 　var 正ous 　kinds　of　noise 　is　a　key　point
for　microarray 　data　ana ！yses　obtaining　reliable エesults．　 We　gave　a　rnathematical 　description　to
Affymetrix　GeneChip　probe　level　data　based　on ‘0 ユコ／Off’hypothesis　and 　proposed　to　express 　a　fea−
ture　of　it　with 　a　pair　of　nove 亘indicators；one 　expresses 　a　signal 　intensity

，
　the　other 　expresses 　a

probability　of 　gene　being ‘On／Off
’
．　 The 　validity　of　the　proposed　method 　was 　shown 　by　identifying

59enes 「elat重ng 　to山e　outcome 　of 　neuroblastorna ．

瑜 yWordS 　and 　Phrases： Affymetrix　GeneChip　probe　level　 data，　 Microarray，　 Neuroblastoma，
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Weibull−nommal 　mixture

1． は じ め に

　1990 年代後半 に網羅的 な遺伝子発 現強度の 測定技術 と して ，マ イ ク ロ ア レ イ が登場 し，生

命科学の 研究を 進展 させ る もの として 多大 な期待を集め た， マ イ ク ロ ア レ イ に は遺伝 子か ら生

成 され る mRNA と は相補的な配列 を した短 い DNA 断片 （プ ロ ーブ）が
t．・

枚の ス ラ イ ドグ ラ ス

上 に 高密度 に ス ポ ッ ト され て お り，そ の 作 成方式 に よ りス タ ン フ ォ
ー

ド 型 の cDNA （comple −

mentary 　DNA ） マ イ ク ロ ア レ イ と，オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ア レ イ　（AffYmetrix社 の GeneChip や

Agilent社の DNA マ イ ク ロ ア レ イ等 ）が ある．プ ロ
ーブ の 長 さは ，

　 cDNA で は 数 百塩基 で あ り，

雌 ymetrix社 の GeneChipで は 25 塩基，　 Agilent社 の も の で は 60塩基 で あ る． マ イ ク ロ ァ レ イ
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に は複数 の プ ラ ッ ト フ ォ
ーム が存在す る た め

， 異 な る プ ラ ッ ト フ ォ
ーム で 解析 したデ

ー
タを比

較 研究 可能 か ？あ る い は，異 な る施設問 で 解析 され た デ ータ の 比較 は可能 か ？等 とい う疑 問に

答え る べ く，米国食晶1矢薬品局が 先導 し て ，米国で 入手で き る DNA チ ッ プ と マ イ ク ロ ア レ イ

を総て 比較 した遺 伝子 発現解析 の 品質管理 プ ロ グ ラ ム （マ イ ク ロ ア レ イ 品質管理 プ ロ グ ラ ム ，

MAQC ） を 発表 した，　 MAQC 　Consortium （2006） の 公式報 告 に お い て ，そ れ ら の 醐 帽 こ っ

い て
一定 の 評価 が与え られ ， こ の こ と に よ り マ イ ク ロ ア レ イ が さま ざま な病院や研究施設で 安

定 して 用 い られ る可能性が で て きた と い え る．一方， マ イ ク ロ ア レ イ デ ータを解析す る上で 注

意 しな けれ ばな らな い い くっ か の 問題 点が あ る， ア レ イ 上 に ス ポ ッ トされ て い る プ ロ
ーブ と し

て は，遺伝 了に 特 異的 に 反応す る塩基領域が 選 ば れ て い る が ，Ca皿 bon　et　al．（2007） の 報告 に

もあ る よ う に ， EI］的外 の mRNA と結合す る ク ロ ス ハ イ ブ リダ イ ゼ イ シ ョ ン の 影響は無視す る

こ と は で きな い ．また ，Naef　et 　al．（2001） に よ れ ば，塩基対を作 る際，　 A ，　 T よ り G，　 C の ほ

うが強 い 結合力を持 っ こ とか らお こ る ハ イ ブ リダイ ゼ イ シ ョ ン の 効率 の 違 い が あ り， こ の こ と

に起因す る バ イ ア ス も考慮す る必要 が あ る．ま た，マ イ ク ロ ア レ イ実験 は，多 くの複雑 な工 程

で 構成 され て い る こ と に よ り，様々 な種類 の実験環境に よ る偏 りや誤 差が生 じて い る こ とが，

Schuchhardt　et　a1．（2000），　 Dudoi　et 　al．（2000）に よ っ て 明 らか に され た．そ の た め解析 の 前処

理 と して ，バ
ッ ク グ ラ ン ドの 調整， ノ ーマ リゼ ーシ ョ ン お よ び規準化が必 要 と されて い る． こ

れ ら に つ い て は　Irizarry　et 　a］．（2003a），
　 Ohtaki　et　a1．（2GO5）， 倉橋 他 （2007） な ど の 論文を

参照 され た い ．特 に ，ク ロ ス ハ イ ブ リダイ ゼ イ シ ョ ン な ど の 非特異的結今 は，偽 陽性 な遣伝 子

発現 の 原因 の
一一

つ で あ り ， そ の 検出の 可 否は解析精度に 大き く関わ る もの で あ る． こ れ ら前処

理 に 関 し て は 数多 くの 報告が さ れ て い る が
， 解析方法 に よ り，同一の デ ータ か ら異 な っ た結果

が 得 られ る と い う Cope　et　al．（2004），　 Milenaar　et　a1．（2006），
　 Seo　and 　Hoffman（2006） の 幸侵告

もみ られ ， AUison　et　al，（2006） も述 べ て い る よ うに ， 生物学 者 や 医学者 は
一体 どの 方法 を用

い れば良 い の か 困惑 して い る の が現状 で あ る．特 に Aff｝・metrix 社 GeneChip の プ ロ ーブ レ ベ ル

で の デ
ー

タ の 要約方法 に つ い て は ， Li　and 　Wong （2001a，2001b） に よ っ て 開発 された dChip，

A丘ymetrix （2002） に よ り開発 され た MAS5 ．O，　 Irrizanry　et 　al．（2003b） に よ り開発 され た RMA

法 ，Wu 　et　a1．（2004） に よ っ て 開発 さ れ た GC −RMA ，蝣 metrix （2005） に よ っ て 開発 さ れた

PLIER 等 の 数多 くの ア ル ゴ リ ズ ム が 提案 さ れ て い る が ，未だ 定石法 と呼 べ る信 頼性 の 高 い ア

ル ゴ リズ ム が 確立 さ れ て い な い の が 現状で あ る．Irrizaryは Eisenstein（2006）の 報告 に おい

て ，
マ イ ク ロ ア レ イ の デ

ー
タ はそ れ 自体よ い 精度 を も っ て い る が，生 デ ータ の 前処理 の 方法に

よ り得 られた 遺伝了発現強度 に大 きな 違い が あ り，そ の 後 の 統計解析に 大 きな影響を与え る と

述 べ て い る． ま た， Shi　et 　al．（2005） は ， 前処理 を適 切に 行 え ば，異 な る プ ラ ッ ト フ af　
一

ム で

の
一致性を改善 で きる と報告 して い る． さ らに ，1司じ サ ン プ ル デ

ー
タ に 対 して ，

い ろ い ろ な 解

析方法 が選択可能で あ るが ， こ れ らの 方法の nJ 能性 と限界 に つ い て の 科学的 な検証 が十分行わ

れ て い な い と述 べ て い る，

　 多 くの 場合， マ イ ク ロ ア レ イ デ
ータ解析 に お け る標本数 （細胞 の 個数） は 相対的 に 小 さ く，

通常 ， 高 々 数百個程度 で ある の に 対 して ，解析 の 対 象 とす べ き遺伝了の 個数は数千〜 2万個以

上 で あ り ，
い わ ゆ る非 【E則 か っ 超 多次元構造 を有 し て い る． こ の よ うな特殊 な デ

ー
タ構造 に よ

り，古典的な 数理 統 計的諸手法 の 適用が困難 で あ る ，マ イ ク ロ ア レ イ デ
ー

タ に 代表 され る ハ イ

ス ル ープ ッ トデ
ー

タ の 統計解析 に お け る さ ま ざま な 問題点 に っ い て は 松浦 他 （2004） の 論文

に ま とめ られて い る．

　 Ohtaki　et　al．（2005） は ，上 記 の マ イ ク ロ ア レ イ デ
ー

タ解析に 関す る問題点 に対 して ，牛物

学 お よ び統計学 の 知見に 基づ い た 独自の 数理 モ デ ル を構築 し，有用 な解析手法 の 開発 を進 め て

き た ．そ の 基盤 は ， 遺 伝子発 現 状況 に
‘
通 常 On「

，
‘
異常 On ’

，
‘

擬 On ’

お よ び
‘Off

’
の 概念導入
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に ある．遺伝子の 発現状態 が
‘On ’

と は ， 遺 伝子が 皿 RNA を作 っ て い る状況 を意味 して お り
‘
Off

’
と は

，
　 mRNA を作 っ て い な い 状態 を意 味す る もの と し た ．そ して ，

　 Offの 場合の 測定値 は

ク ロ ス ハ イ ブ リダイ ゼ イ シ ョ ン な ど に よ る非特異的結合由来 の 偽発現量や 実験誤 差およ び測定

誤 差を 表 して い る も の と解釈 した．遺 伝子 の 発現 ・非発現 の 概念 の 導入 に よ り，マ イ ク ロ ア レ

イ デ
ー

タ の 数理構造 を詳細 に 定式 化す る こ とが 可能 と な り，統計解析の 効率や精度を上 げる こ

とが で きた ．

　本研究で は，Affymetrix社 GeneChipの プ ロ
ーブ レ ベ ル の デ ータ の 数理構造 を明 らか に し ，

遺伝子発現 の 特徴量 を
‘
遺伝了発現強度 の 大き ざ 　を表す指標 と　

‘
遺 伝予が On で あ る確率

’

の 2 つ の 指標で 表 す こ とを提案 し，そ れ らの 指標 を用 い て 神 経芽細胞腫 の 予後 に 関連 す る遺伝

子 の 探索を行 い ，提案 した指標 の 有効性 に つ い て 検証す る．

2． Affymetrix 社の GeneChip デ ータ に つ い て

　AffYmetriX（2001） に よれ ば GeneChipマ イク ロ ア レ イ （商晶名） は ， 目的以 外 の mRNA が

結合す る ク ロ ス ハ イ ブ リダイゼ イ シ ョ ン 等の 非特異 的な結合に よ る バ
ッ ク グラ ン ド値 の 大き さ

を評価す る ため に 独自に設計さ れ た マ イ ク ロ ア レ イ で あ る ．各 タ ーゲ ッ ト遺伝子 に 対 し て ，遺

伝子特異 的な 信号を検出す る た め の PM プ ロ
ーブ， 非特異的信号を検 出す る ため の 25塩基か

らな る PM の 中 央の 塩 基を 適当 な塩基 で 置 き換え た MM プ ロ ーブか らな る プ ロ ーブ ペ ア が ，

11〜20対用意 され て い る．MM 値を ど う扱 うか に よ り ，
バ

ッ ク グ ラ ン ド に 関す る補正結巣 が

か な り異 な っ た もの と な る ．MM 値 を用 い る 代表 的な もの と し て Affymetrix社 が提供 して い

る MAS5 ．0 （Affymetrix，2002） が あ り ，　 MM 値 を 用 い な い 代 表的 な も の と し て RMA 法

倉
邑
響

馴

！B

言

酒

4

4 極 唇 戀

1韓 （P鴻

図 1　 Affymetrix社 GeneChip プ ロ
ーブ レ ベ ル デ

ー
タ か ら得 られ た （P．，lf，　 M 躍 ） の 両対数散布図
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（lrizarry　et　al．（2003））が 挙 げ られ る．　 MAS5 ，0 は基本的に は PM 値か ら MM 値を 引 い た値の

対数値を も っ て 補正後 の シ グ ナ ル と して い る が
， MM 値の 代わ り に 新た に IMM 値 と い う MM

値の 調整値 を定 め，PM 値か ら MM 値を 引 い た値が負 の 値を 取 る の を避け て い る．また，　 RMA

法で は， シ グ ナ ル （S） に指数分布を ノ イ ズ （N） に正規 分布を仮定 し ， 測定値を 0 ＝S ＋ N

と し て 表 し， 0 が 与え られ た もと で の 事後平 均 を補 正後 の シ グ ナ ル と して お り，MM 値 は用

い て い な い ． 図 1 に 現 実 の デ
ー

タか ら得 ら れ た PM 値 と MM 値 の 両 対数散 布 図 を示 す．

log　P躍 と log　MM の 間 に 有意 な相 関が認 め られ （r ＝0．69，　p 値 く 0．0001），　 MM 値 は非特異的

な結合に よ る偽発現に加え 真の シ グ ナ ル 成分を含ん で い る こ とが示唆され た ． こ の こ と か ら も，

PM 値か ら MM 値 の 単 なる引 き算 に よ っ て 非特異 的な誤 羌を調整 す る こ と は望 ま し くな い こ

とが わか る．我 々 は PM 値 お よ び MM 値 に 対 して ，非特異的結合や ハ イ ブ リ効率を 考慮に 入

れ た な数理 モ デ ル を構築 した．

　本報告 で は， 夕
一ゲ ッ ト遺伝子 g（g − L… ，

G ）の 各プ ロ ーブ ベ ア ゴ（ゴ
ー1，…i ノ）か ら得 られ た

PM 値 と MM 値 の ペ ア を （PMi （9 〕
，　IVI14

，

・〔・q））と表記 す る． また ， タ
ー

ゲ ッ ト遺伝子 に対応す る

プ ロ
ーブセ ッ ト内に お い て PM ＞ ．WIM とな る プ ロ ーブ ペ ア の 数 （＃｛ゴ

lp ルろ
・〉 ・WI・Vj・

， ブ
＝1

，

…
　，ノ｝）

を X と す る．

　 2．1　数理 モ デ ル

　 PM 値 の 対数値，　 MM 値の 対数値 に 対 して ．

1・gPM 」

〔・〕− 1・9 （1・ ・％；
・）

・％ 峨 ・ 魂 ・
峨 ）・・織

｛1・9 罵
〔・〕− 1・9 （1． τ

（・｝

η溜 ・

（

％峨
・ 轟

轍
）＋職

と い う定式化 を行 っ た ， こ こ で ，τ
（9）

は遺伝 了 g が On の と き は 1， 0ffの と き は 0 を と る指

示変数，s
（9 ）

は遺伝子 g の 真 の 発現強度，（房
9ノ
，η 

）
），（0＜ η＜ 1）は遺伝 子 g の サ イ トブに お

け る PM プ ロ ーブ，　 MM プ ロ ーブ へ の ハ イ ブ リ効率，（翻2，鏘沙は非特異 的な結合 の 大 きさ，

〔π織，魂砂 お よ び （1麟 1 む織．）は ， そ れ ぞ れ 発 現 強 度 お よ び非 特 異 的 結 合 の 個 体 差 ，

（ε鰯，ε総ろ）は，測定誤 差を表す もの とす る．遺伝子の 発現 状況が Off の 場合は ，

　
1400Q

ヂ

　　　i ・ m …

　 i2000　二　　 照 ON

　　　 i　 ロ o 野F

　 　 　 …

　 i。ooo 　i
露　　・

箋
ff　 8000 …

無
当　60QO

蒹

：竄
＿ 紬

　 　 o　
’

　 　 　 　 o　 　 　 周　 　 　 2　 　 　 3　 　 　 4　 　 　 567B91G 萋輩

図 2　Affymetrix社 GeneChip プ ロ
ーブ レ ベ ル デ ータの X 別 頻度分布．ス トラ イ プ の 俸は 全遺伝数 白抜

きの 棒 は 推定 さ れ た OfF遣 伝子 数 ，黒 棒 は推定 さ れ た On 遣伝子数を 表 す．
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と表 す こ とが で き，PM ，　 MM は同一
な 分布 に 従 う，互 い に 独 “／：な 確率変数 と見 なす こ とが で

き る． した が っ て X は ， 試行回数1回 ， 成功確率 0．5 の 二 項分布 に 従 う と考 え られ る，こ の こ

と を利用 し て Off遺伝子 の 数の 推定 を お こ な っ た 、図 2 に
，
　 X 値別 に み た 遺伝子数 の 度 数分布

を 示す ，全遺伝子数 は ス ト ラ イ プ の 俸 ， Off遺伝子数 は 自抜 き の 棒 ，
　 On 遺伝子数 は黒抜き の

棒で 示 した．全 ゲ ノ ム の 遺伝子発現 強度 の 度数分布 は ， On 遣伝子 と Off遺伝子の 混合 分布 と

して 認 識出来 る こ とが 示唆 され て い る．詳細 に つ い て は Otani　et　al．（2007） の 論文 に 述 べ て あ

る．

3． 遺伝子特徴量 と しての 2 つ の指標 の導入

　図 3 に ， あ る マ イ ク ロ ア レ イ デ ータ か ら得 られ た遺伝子発現 強度 の ，X 値別 の 箱型 図表 示

を示す．発現強度が十分に大 きけれ ば ， そ の 遺伝子 の プ ロ
ーブ セ ッ ト内の ほ とん ど の プ ロ

ーブ

ペ ア は PM ＞ MM を満 た して い る ．また ，プ ロ ーブ セ
ッ ト内に MM ≧ PM とな る プ ロ ーブ ペ

ア が 多数存在 して い る遺伝子 の 発現強度は高 くな い ． また ， 図 4 （a），（b）に ， 発現強度が 十

分高 い場 合 （a） と高 くな い 場合 （b） の プ ロ
ーブ ペ ア 別 に み た PM 値 と MM 値 をプ ロ ッ ト し

た も の を示 す．Cambon 　et　a1．（2007） の 報告に よ れ ば ， 発現強度が 1一分 に 高 い と きは， ク ロ ス

ハ イ ブ リダ イ ゼ イ シ ョ ン の 大 きさは，発現強度 に比 べ 小 さ い とい う こ とな の で ，遣伝子 発現強

度 の 大 きさ を プ ロ
ー

ブ ベ ア の 要約量 で 表す こ と は可能で あ ると考え られ る． しか し，発現強度

が あ ま り高 くな い 遺伝子に つ い て は ，
プ ロ ーブ セ ッ ト内に MM ＞．　PM とな るプ ロ

ーブ ペ ア が

多数存在 し，ま た ク ロ ス ハ イ ブ リ ダ イ ゼ イ シ ョ ン も真の 遺伝子発現強度に 比 べ て 大 きい と 考え

られ る の で ， そ れ ら の 要約量 は遺伝子発現強度 の 大 き さを表 して い る と は限 らず ， そ の 場合，

要約 量 の 比較だ け で は 遺伝 ］の 発現 と非発現 の 分離 も困難 で あ る ．そ こ で 我 々 は遺伝 子発現 の

特徴量 を，
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図 4　 プ ロ
ーブ ベ ア ご との 測定 値．○ は PM 値 （対数値），● は MM 値 （対数値） を 表す．（a）発現強度

が ト分高 い 場合，（b）高 くな い 場合

1） プ ロ ーブ ペ ア を一
っ の 値 に 要約 し た 遺伝子発現強 度の 人 きさ を表す指標 ，

2 ） PM 値 と MM 値 の 大小閼係 に基 づ き推定 した遣伝子 の 発現状態 （On／0ff）を表す 指標，

に よ り定 め られ る 2 っ の 指標 で 表す こ とを提案 した．

　3．1　プ 囗 一ブ ペ ア の 要約方法

　MM 値 も遺伝子発 現強度 の 情報 を持 っ て い る こ とか ら，我 々 は プ ロ
ーブ ペ ア の 要約方法 と

して PM 値 ，
　 MM 値の 両者を 用 い る方法を提案 す る．

　 ア レ イ i に お け る 遺伝子 g の 発現強度を ，

〃『 − wP ．if　
，、
　
9）

T （1− w ）  ｝
・）

と して 定義 す る， こ こ で ，PM ダー1〃 Σ沼M 紹，　MMI9 二
＝ 1／ノ耳M ル 

丿
で あ る．重 み w は N

枚 の マ イ ク ロ ア レ イ か ら得 られ た 2f次元 ベ ク ト ル の 集合で 構成 さ れる プ ロ
ーブ レ ベ ル デ

ー
タ

｛（PMiY ）
，…，　P晦

9 ）
識 齪 119

）
，…，．VM ；，

g ）
）lg− 1，…，G ，ゴ＝1．…，　N ｝に 卞 成 分分 析 を 適応 し ， 得 ら

れ た第 1セ成分の 固有ベ ク トル （α
上，
…
，af ，　af − 1，

…
，α 2」）を 用 い て

，
　 w ＝

α PAf／α A・fM
一

α PM と して 与

え る， こ こ で ，crp
，Vl

＝ ∀1Σ！− 1af ，　a ．ite．v ＝ 　1／ノ　2］罫川
α
ノ
で あ る ．図 5 に ，あ る マ イ ク ロ ア レ イ デ ー

タを 甫 い て 得 られ た第
一卞成分に お け る固有ベ ク トル 成分を示す．固有 ベ ク トル 成分の サ イ ト

依存性は 特に認 め られず， PM の 平均値 と MM の 平均値の 重 み付 き平均値 で 遺 伝子 の 発現強

度の 大 き さ を 表す こ とが で き る こ とが 示唆 され た．PM 値 に 対す る重 み と し て 0．6，　 MM 値に

対す る重 み として 0．4 を得 た ， t 成分分 折 を用 い た 要約方法 の 妥当性 は，公開 デ ータ Human

Genome 　U95 　data　set を用 い て 検証 した．

　32 　0n に な りやす さの 指標 λ
g

の 導入

　 タ
ー

ゲ ッ ト遺伝 r・　g に 対応す る プ ロ
ーブ セ ッ トブに お け る PM 値 と MM 値 の 大小関係 を表

す確率変数 砂
9 ）
，（」

− L…，ノ）を PM ＞ MM な らば 1 ， PM ≦ MM な らば 0 と 定義す る．　 PM 値

と MM 値 の 大小関 係 に 関 し て ，　 E ｛logit（1／八1Σ告 ¢ 卿）｝
一

λ
，

’L
βlg） と い う モ デ ル 化を 行 う．

　 こ こ で ， λ
、
は遺伝 子が 発現す る傾向 の 大 きさを 表す．β押 は ，

ハ イ ブ リ効率 な ど に よ る サ イ

ト特異的な ブ ロ ッ ク効果 を表 し，Σ∫− iS ，

Fg〕一一〇 を満 たす もの とする ．よ っ て Agの 推定値と して

弓 舮・・（撫 の
が導か れ る、

　3．3　遺伝子 の 発現 状況
’

On／Off の 推定

　真 の 発現強度 tの 密度関数f を
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三 2　34 　5　67 羃　撃 1011 捻 131415 麺 17総 IYZ聾2z22

　　　　　　　　　v 瓢 癜軽1翻

図 5　 PM 値 と MM 値 の 対数変換値 に おける 第
一

主1戊分 の 固有 ベ ク トル 成分

f（tlμ，α ，ξ）＝ξδ（t）十 （1一ξ）ガv （tlμ，α ）

と表す． こ こ で ，δ（t）は デ ィ ラ ッ ク関数，ftt（t）は 位置パ ラ メ ータ μ，形状 パ ラ メ ータ α の ワ

イ ブ ル 密度関数 ， ξta　Off遺伝子の 混合割合を表す も の とす る． 一
方 ， 測定誤 差 ω の 密度関

数 は ，止規 密度関数 φ（wi σ
2
）71 ／＞2πず exp （一

ω ヲ2σ
2
）に 従 うもの とす る ． こ の と き え

g
の 実

現値を と y す ると ， y（・．−t＋ w ）の 密度関数 h は ，

h（・1g，・，・ ，σ
2
）・
−f，　

i°°

f（t19，・，・ ）φ（・
− t」・

・

）dt

　　　　　　　一蜘 σ 伽 （1一ξ）f，
’ r“

f． （tlμ，・ ）φ（・
− tlσ 2

）dt

と表 す こ と が で き る． デ
ー

タ セ ッ ト ｛Z1，…，AG｝が 与え られ て い る と き ，対数 尤度 1（θ）＝

Σユ『1星og （h （A
，
1θ））の 最 大化 に よ り， パ ラ メ ー

タ θ＝（ξ μ，α ， σ
2
）

’

の 推定 値 6を求め る，こ の と

き ， 遺伝子発 現状態 が Offあ る い は On とな る確率 は ， θお よ び y が与 え られ た もと で の 事後

確率

｛；1：；1：1鵬灘 ll伽 、，

に よ っ て 与え られ る．

　神経芽細胞腫 40例 を 用 い た解析結果 を図 6 （a），（b） に 示す，（a） に お い て 破線は実現 値の

頻度分布を示 し，太 い実 践 は推定 された ワ イ ブ ル ・ノ
ー

マ ル 混合分布，細 い 実践 は On 遺伝子
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図 6 （a ）推定 さ れ た ワ イ ブ ル ・ノ ー
マ ル 混合分布関数 と経験分布関数 の 適合度，太 い 実践 は 全遺伝子，

細 い 実線 は On 遺伝 jt，点線 は Off遺伝子 が 対象．破線 は 経験分布関数 を表す．（b）推定 さ れ た ワ イ ブ ル ・

ノ
ー

マ ル 混合密度関数，太 い 実践 は 全遺伝 子，細 い 実線 は On 遺伝子，点線 は Off遺 伝 r一が 対象

に つ い て の 分布関数，点線は Off遺 伝子 に っ い て の 分布 関数 を表す．（b） は ，そ れ ぞ れ の 密度

関数を表 し ， 実線は ワ イ ブ ル ・ノ
ー

マ ル 混合密度関数 細い 実線は On 遺伝子 ， 点線は Off遺

伝 子 に っ い て の 密度関数を 表す．な お， こ の 場合 の ワ イ ブ ル ・ ノ
ーマ ル 混 合分布 の パ ラ メ ー

タ

θ の 推定値は，（ξ，μ，々 ，δ
2
）＝（O．17，L96，　Ll，　O．13）で 与え られ た．

4． 表現型 関連遺伝子 と して の OR 型遺伝子 と AND 型遺伝子

　Tang　et 　al．（2006），　 Hiyama　et　a1．（2008） によ れ ば ， 小児 の 癌で あ る神経芽細胞腫の 予後 は ，

死 に 至 る予後不良 な もの と，腫瘍が完 全に 消失 し治癒す る予 後良好 な もの に 2極 化 して い る の

を特徴 と し， MY （］N 遺伝子 は発現す れ ば予 後が 悪 くな る予後関連遺伝子 の
一

っ で あ る．図 7

に 予 後 良 好 40 症 例 ，　 予 後 不 良 21 症 例 MYCN の 発 現 強 度 と

X ＝＃｛ゴIP％・＞ M 鵬 ｝，（ゴ＝1，…，ll）の 散 布図 を 示す ．白丸は予後良好症 例 ， 黒丸 は予後 不良症

例 で あ る．ま た ，便宜的 に X ≧ 7 な らば遺伝子発現状況 は On，　 X ≦ 6 な らば Offと し た と きの ，
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図 7　 神経芽細胞腫各症 例 に お け る MYCN 遺 伝 r・の と シ グ ナ ル 強 度．○ は 予 後良 好 症 例，● は 予 後 不 良

症例 を 示す．
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MYCN の 発 現 ・非発現 と予 後 の 関係 を表 1に示す．　 MYCN が On な らば予後不良 で あ る． そ

の 対偶 を とれ ば，予後 良好 な らば全 て の 症例で MYCI ＞は Offで ある こ とを示 して い る．予後

不良群に お い て は On と Offが混在 して お り ， 遺伝 F関連遺伝子の 探索と して 通常用 い られ て

い る発現強度 の 2 群 に お け る平均値 の 比較 に よ っ て は， こ の よ うな遺伝子 は 候補 遺伝子 と して

選 択 され ず 偽陰性 とな る可能性が高 い ．ま た ， MYCN 以外 の 予後 に 直接関連す る遺伝子 の 存

在 が 示唆 され る ． こ の こ と に 注 目 し，複数 の 遺伝子 と表現型 の 関連 性 に つ い て
‘AND ’

型 と
‘

OR ’

型 の 単純な モ デ ル を想定 した．図 8 に そ の 概念 図を 示す ．　 R は表現型 を G は遺伝子を表

して い る．さ らに ，遺伝子の 発現状況 と表現型 との 関係 を表す ため に ， 4 っ の タ イ プ の 遺伝子

を下記 の よ う に 定義 した．

　定 義 l　 g
＋

な らば R
一

の とき，遺伝子 g は OR （On）型 とい い ，　 g
一

な らば R ＋
の とき，　 OR

（Off）型 と い う．ま た ，　 R ＋

な らば g
＋

の と き，遺伝子 g は AND （On ） 型 と い い ，　 R
一

な らば

g 　

rm
の とき，遺伝子 g は AND （Off）型 とい う． こ こ で ，　 g

＋

は On 遺伝子 ，
　 g　

M
は Off遺伝子，

RT ，R 　 は 2値型 の 表現型 を表す．

　 そ れぞ れ の タイ プ の 遺伝子に つ い て ， 表現型 と遺 伝子 の 発現 ・非発現 の 関連性を示す 2× 2

表を表 2 に 示す ． こ の 表よ り，MYC2 ＞ は 予後不良 に 対 し OR （On ）型 遺伝 子で あ る こ とが 示

唆 されて い る．

5． 実デ ー
タ の 解析

　神経芽細胞腫で 予後良好 な 40症例 と予後不良 な 21症例か ら得 られ た マ イ ク ロ ア レ イデ
ー

タ

を用 い て ， OR （On ）型遺伝 了の 探索 を以下 の 手順 で 行 っ た．

Step　1 ： 予後良好 群，予後良好群 を用 い て 遺伝 了が
‘
on／0ff

’
とな る事後確率 を算 出 した．

Step　2 ： 0R （On）型 遺伝 子は ， 予後良好群で 全て Offな の で ， 予後良好群で Offとな る確率が

表 1　 神経芽細胞 捶 の 予 後別 MYCN の 発 現 ・
非発 現 の 度 数

予後不良 予後良好．．

　雌 rα〉：On
　 ．．．

9 0
　　一

　 　 　 　 Off
一

　 12
一

40
一

AND 型 OR 型

R

Gl

G2

図 8　 遺 伝 r発 現 の 表現 型 に 対 す る 寄与 ：AND 型 モ デ ル と OR 掣 モ デ ル
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表 2　 0R 型遺伝子 と AND 型遺伝子 の 発現状態 と表現 型 の 関係

OR （On ）型

．一」

　 　 　 　 OR （0正f）型

AND （On） 刑
　．
左
　

R
．

　　　　．
　−
9 、v1 c

9
−

　．
0 」〜

．
り
一

c　一

TOtal N 、 ’〜
F2

AND （Off）型

　　　0．5 以 とで あ る 遺 伝 子群 を選 択 した ． r・後不良例で は On で あ る場 合と Offで あ る場合

　　　が あ る の で ， 選択 した遺伝子の 中か ら，予後不良症例 で On とな る確率 が予後良好群で

　　　On と な る確 率 よ り O．2 高い 遺伝子 を選 択 した． （こ の 段階で 候補 遺伝子 同定 の 対象 とな

　　　る プ ロ
ーブ セ ッ ト を 54109個か ら 744 個に 絞 り込 む こ と が で き た ．）

Step　3 ：得 られ た 744 遺伝子 に っ い て ， 予後良好群で Offとな る確率 の 高 い も の ヒ位 100遺 伝

　　　 r一を選択 し ， そ の 中で ， 予 後不良 群 で On と な る 確 率 が高 い もの 上位 5 遺伝 子を OR

　　　（On ）型 の 予後関連遺伝了と した ．

　選択 された h位 5個 の 遣伝子の 予後良好 ・不良群 に お け る発現状況 を表 3 に 示す．また，得

られ た シ グナ ル 強度の 2 群 間で の 平均値，標準 偏差，t統計 量お よ び t統計量 を大 きさ順 に 並

び替 え た 場 合 の 順 位を 表 4 に 示 す， 選 択 さ れ た 5 遺 伝 子 に つ い て RT −PCR 法 （reverse

transcription−polymerase 　chain 　reaction ） で mRNA の 定量 化 を行 っ た 結果 ，そ れ らが い ず れ も

神経芽細胞腫 の 候補遺伝 了で あ る こ と が確認 された．また，選択 され た遺伝子 が神経芽細胞腫

に 関連 した機能 を持 っ て い る こ とが Alaminos　et　al．（2003），　 Lastowska　et　a1，（2007） の 論文 に

示 され て い るが ， M γα V 以外 の 遺伝 了名 に っ い て は 現段階 で は 公表 を差 し控 え させ て い た だ

きた い ，

6． 考 察

　我 々 は， 2001年 に 遺伝子 多様性 モ デ ル 開 発事 業 に 参 入以来 ， マ イ ク ロ ア レ イ デ
ー

タ解析 の

可 能性 と限界 を 明 ら か に す る こ とを テ
ー

マ に cDNA マ イ ク rコ ア レ イ や オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド マ

イ ク ロ ア レ イ デ
ー

タの 数理 構造
．
に つ い て 検討 して き た．マ イ ク ロ ア レ イ解析の 基木的な 目的で

あ る 発現 レ ベ ル の 類似 や 相違 に っ い て 解析を行 う前に ，マ イ ク ロ ア レ イ デ ータ が得 られ る ま で

の 複雑 な背景を 考慮 した ノ イ ズ の 調整 が必 須 で あ る と考 え て きた．た とえば ，前処理 の 第
．一

段

階 と して の バ
ッ ク グ ラ ウ ン ド調整 は 多 くの 場合，Eisen （1999）が示 して い る よ う に ，観測値 （

0 ） か ら バ
ッ ク グ ラ ン ド値 （B） を 減 じた 後，対数変換 を す る方法 が 用 い ら れ て い る が ， こ の

方法 を用 い る と，観測値 と バ
ッ ク グ ラ ウ ン ドが近 い 値 をと る場合 ，補整値 は非常 に不安定 な も

の と な る ，例 え ば， 0 − B が 負値 を と り対数変換 で き な い も の に っ い て は適当 な 正 の 数 で 置 き

換え る な ど の こ とを行 っ て い る よ う で あ る．図 9 に GE 　Healthcare社 の ヒ ト全ゲ ノ ム マ イ ク ロ

ア レ イ デ
ー

タ を用 い て ，log　B と log　O の 関係を示 す．直線 は γ ＝ X の ア イ デ ン テ ィ テ ィ
ーラ
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表 3　 選択 され た 5 っ の 遺伝子 の 予後良好 ・不良群 に お け る 発現状況

：
遺伝子名

予後良好群 で

On で あ る確率
昌

予 後不 良好群で

On で あ る確華

確率 の 差

　 δ一α

順位

Gl
　 　 　 I

0．26 0．89  ．63 1

G2　 　
1

　　 　 0．38 α94  ．56

G3　 　　 　 　　 G．38
一一
　 　 〇．88  ．50

　 2
． ．−

　 3　　　．

G41 　　　　　　 0．16　　　　　　　　　　　　　　0．58 0．42 4

MZ αv 0．19　 　　 　 　　 　 0．58
一

　　　 I
o．39　 　　 　 　 5

表 4　 選 択 さ れ た 5っ の 遺伝 1
’
発現強度 の 予後良好 ・不 良群に お け る平均値 とお よ び そ れ ら

の 差 に 関す る t値

予後良好群 予後不良群　　　　　　　　　1

シ グ ナ ル 平均 標準偏差 シ グ ナ ル 平均　　標準偏 差　
：

オ値

　 　 　 1

順位

69G1 4．932 0．190　 　 1　 　 5．403
　 　 　 　 i

　．．．
0．522　　 1　 5． 2

G2 4．591 5．2】1 0．617 5．77 14

G3 4．589　　 50

．187
．一．．

0．152 5．121 0．δ23 5．86 11

G4 　 　　　　 4．169　　　　 　　 0．105
　　　　．−
4，628

一．
　 　 0．670 4．16

．．．
　 674

ノ14｝4α＞　　　　　　　4．571　　　　　　　　　　0、161　　　　． 5．020 0．506 5．04 65

イ ン を示す ．観測 値が 低い と き （発現状態は
‘
Off

’
の と き） は バ

ッ ク グ ラ ン ド も観測値 も同

等 で あ る こ と が 示 さ れ て い る． Ohtaki　et　al．（2005） は ，　 log　O − log　B に よ り バ
ッ ク グ ラ ウ ン

ド調整 を行い ，ア レ イ間の デ
ー

タの 規準化に は，Off遺伝子群 に お け る平均と分散を 用 い た 調

整 の 適用 を提案 した， L記の 2 つ の 方法 に よ る バ
ッ ク グラ ウ ン ド調整法 を適用 して 得 られ た遺

伝 了発現強度分布を図 10 に 示す．（a）は既存 の 方法に よ る 遺伝了発 現強度分布を示 して い る．

負 の 値 をと り対数変換で きな い もの は欠落値扱い と し
一9 で 表 した．（b）は提案法に よ る遺伝

了発現強度分布で あ る．適 切な バ
ッ ク グ ラ ン ド調 整に よ り遺伝 子発現強度分布 が On 遺伝子と

Off遺伝子の 混合分布 とな っ て い る こ とが 示唆され て い る． こ の よ う に， マ イ ク ロ ア レ イ を用

い た研究 が再現性 の あ る信頼性の 高 い結 果を得 るため に は，非特異 的結合 に よ る バ
ッ ク グ ラ ン

ド値の 調整や ， チ ッ プ 間の 比較を 可能に す るた め の ノ ーマ リゼ イ シ ョ ン
， 複数 の プ ロ

ーブ ペ ァ

か ら得 られ た測定値の 一
っ の タ ーゲ ッ ト遺伝子 の 発現強度 へ の 要約処理 な ど と い う前処理 に対

して 網か な 検討を重 ね る必 要が あ る と考え る．

　
一

方， ハ イ ス ル ープ ッ トデ ータ解析の 問題点 と して ，、説明変数 の 数 （遺伝子 数）が サ ン プ ル

数 （細胞数）に 比 べ て きわ め て 大 き い と い うこ とが あ る．生体内 にお ける複数の 遺 伝予の ネ ッ

ト ワ
ー

ク の 推 定 は， マ イ ク ロ ア レ イ デ
ー

タ解析 の 最終的な ゴ ー
ル の

…
っ で あ る が ，井元

（2007） も ， た とえ全遺伝 子で ネ ッ ト ワ ーク が 計算上 可能で あ っ て もそ の 精度は モ デ ル に 含ま

れ る パ ラ メ ータ 数 と サ ン プ ル 数 を 考え る と決 して 高 くな く ， 解析 に 用 い る 遺 伝子 セ ッ トの 適 切

な定義が 必要 で あ る と述 べ て い る． こ の 問題 に対 して も遺伝子発現 ・非発現 の 概念 の 導 入は 説

明変数 の 絞 り込み と い う点 で 有効 に 働 くも の と考 え て い る ．本報告 に お い て は ，神経芽細胞腫

の 予後関連遣 伝了 の 探索 を例 に ，遺伝子 の 発現 ・非発 現 に基 づ く表現型関連遣伝 了の 絞 り込 み

と，複数 の 遺伝子 と表現型 の 関係を 念頭に お い た表現型関連遺伝子の 探索方 法の 提案を行 っ た．

新 し い試 み と して OR （On ）型 の 関連遣伝子 の 探索 を行 った ．そ の 結果，生物学的な 見地 か ら

も妥当 な遺伝子を 同定する こ とが で き た．
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図 9　 （a ）従来法 に よ る バ
ッ ク グ ラ ン ド調 整後 の 遣伝 子 発 現 強 度 の ヒ ス ト グ ラ ム ，負値 の た め 対数変換が

で き な い もの は欠落値 ⊂
− 9）で 置 き換 え た，（b）提案法 に よ る バ

ッ ク グ ラ ン ド調整後 の 遺伝予発現強度．
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図 10　バ
ッ ク グ ラ ン ド （B ） の 対数値 と観測値 （0） の 対数値 の 散布図，直線 は 0 ＝・B を表 す．
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