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RNA-seq

genome DNA

mRNA

• 細胞内に発現している全ての遺伝子の発現量を測定する方法

mRNAを抽出
oligo dT
rRNA除去

断片化
ライブラリを作成
次世代シーケンサー

ゲノム配列にマッピング
リード数を発現量として定量
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細胞A

細胞B

exon intron

リード数をカウント→発現量

細胞からmRNAを抽出→ライブラリ作成→次世代シーケンサー

RNA発現量
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発現量の算出

遺伝子長の長い遺伝子には多くのフラグメントがマップされる

遺伝子A 遺伝子B

サンプル① サンプル②

総リード数が多ければマップされるフラグメント数も多くなる

遺伝子A 遺伝子A
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FPKM（Fragments per kilobase of exon per million reads mapped）

• マップされた総リード1000000当たり、1kb当たりのフラグメント数

• 総リード数と遺伝子長で補正したカウント数

総リード数を100万、遺伝子長を1Kbに補正する

𝐹𝑃𝐾𝑀𝑖 =
𝑞𝑖

σ𝑗 𝑞𝑗

106
×

𝑙𝑖
103

𝑞𝑖：カウント数

𝑙𝑖：遺伝子長

• 正確に発現量を反映しないケースもあるので注意が必要
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TPM（Transcripts Per Million）

• FPKMの代替として提案された補正法

• 総リード数1000000、遺伝子長1Kb当たりのリード数

• 計算方法がFPKMと異なる

𝐴𝑖 =
𝑞𝑖

𝑙𝑖
× 103 

𝑇𝑃𝑀𝑖 =
𝐴𝑖

σ𝑗 𝐴𝑗
× 106 

先に遺伝子長で補正して、その後総リード数で補正する。
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ベルヌーイ試行

ベルヌーイ試行：二つの結果だけが可能な独立な試行を繰り返すとき、
結果の起こる確率が試行を通じて一定であるような試行

表：
1

2

裏：
1

2

成功：𝑝
失敗：1 − 𝑝
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二項分布

二項分布：ベルヌーイ試行を𝑛回独立に行ったとき、𝑘回成功する確率

𝐵𝑛,𝑝 𝑘 =
𝑛

𝑘
𝑝𝑘 1 − 𝑝 𝑛−𝑘 𝑛

𝑘
= 𝑛𝐶𝑘 =

𝑛!

𝑘! 𝑛−𝑘 !
のこと

・・・成功：𝑝
失敗：1 − 𝑝

𝑛

𝑘
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• 平均で𝜆回起こる稀にしか起こらない事象が、十分長い時間経過する間に𝑘回起こる
確率

• 二項分布の生起確率𝑝が非常に小さく、試行回数𝑛が非常に大きい場合に相当する

• イベントが起きる（成功）、起きない（失敗）のベルヌーイ試行を繰り返す

ポアソン分布

時間

イベント イベント

時間を等間隔に区切る

偶然起こる事象が従う確率分布
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ポアソン分布の確率密度

二項分布

𝐵𝑛,𝑝 𝑘 =
𝑛

𝑘
𝑝𝑘 1 − 𝑝 𝑛−𝑘

𝜆 = 𝑛𝑝

𝑝 =
𝜆

𝑛
𝑛 → ∞

𝐵𝑛,𝑝 𝑘 = 𝑛
𝑘

𝜆

𝑛

𝑘
1 −

𝜆

𝑛

𝑛−𝑘

=
𝑛 𝑛−1 ⋯

𝑘! 𝑛−𝑘 !

𝜆

𝑛

𝑘
1 −

𝜆

𝑛

𝑛−𝑘

=
𝑛 𝑛−1 ⋯ 𝑛−𝑘−1

𝑘!

𝜆

𝑛

𝑘
1 −

𝜆

𝑛

𝑛−𝑘

= 1 1 −
1

𝑛
1 −

2

𝑛
⋯ 1 −

𝑘−1

𝑛

𝜆𝑘

𝑘!
1 −

𝜆

𝑛

𝑛
1 −

𝜆

𝑛

−𝑘

lim
𝑛→∞

1 −
𝜆

𝑛

𝑛
= 𝑒−𝜆 

𝑃 𝑋 = 𝑘 =
𝜆𝑘

𝑘!
𝑒−𝜆 

𝑛 → ∞のとき

1 1
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ポアソン分布の期待値と分散

𝐸 𝑋 = σ𝑘=0
∞ 𝑘

𝜆𝑘

𝑘!
𝑒−𝜆

= 𝜆σ𝑘=0
∞ 𝜆𝑘−1

(𝑘−1)!
𝑒−𝜆

𝑘′ = 𝑘 − 1とおく

= 𝜆σ𝑘=0
∞ 𝜆𝑘

′

𝑘′!
𝑒−𝜆

= 𝜆 

𝑉 𝑋 = 𝐸 𝑋2 − 𝐸[𝑋] 2

= σ𝑘=0
∞ 𝑘2

𝜆𝑘

𝑘!
𝑒−𝜆 − 𝜆2

= σ𝑘=0
∞ 𝑘 𝑘 − 1 + 𝑘

𝜆𝑘

𝑘!
𝑒−𝜆 − 𝜆2

= 𝜆2σ𝑘=2
∞ 𝜆𝑘−2

(𝑘−2)!
𝑒−𝜆 + 𝜆σ𝑘=0

∞ 𝜆𝑘−1

𝑘−1 !
𝑒−𝜆 − 𝜆2

= 𝜆2 + 𝜆 − 𝜆2

= 𝜆 

ポアソン分布の期待値と分散はともに𝜆
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発現量の分布の推定

遺伝子A 遺伝子B

………

遺伝子N

ランダムにフラグメントがゲノム上に分布すると考える

ある遺伝子にフラグメントがマッピングされるのは偶然による事象
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ポアソン分布の問題点

• 期待値と分散が等しい

• 遺伝子の発現量は分散が大きい

• 遺伝子発現量の分布がポアソン分布に従うと仮定するのは不適切
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負の二項分布

• 成功確率𝑝のベルヌーイ試行で、𝑟回成功するまでに𝑘回失敗する確率

𝑃 𝑘 =
𝑟 + 𝑘 − 1

𝑘
𝑝𝑟 1 − 𝑝 𝑘 

• 期待値

𝐸 𝑘 =
𝑟 1−𝑝

𝑝
= 𝜇 

• 分散

𝑉 𝑘 =
𝑟(1−𝑝)

𝑝2
= 𝜇 + 𝜙𝜇2 

期待値<分散となるような分布を仮定することができる。
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Benjamini-Hochberg法（BH法）

• False Discovery Rate（FDR）：棄却した帰無仮説の中で、正しい帰無
仮説の割合

• Benjamini-Hochberg法：FDRをある値以下に抑える方法

• False Positiveをある程度許容するという考え方

帰無仮説は正しい 帰無仮説は誤り

帰無仮説を棄却 False Positive（FP） True Positive（TP）

帰無仮説を採用 True Negative（TN） False Negative（FN）

𝐹𝐷𝑅 =
𝐹𝑃

𝐹𝑃 + 𝑇𝑃

真実

検定
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Benjamini-Hochberg法

• 𝑁回検定を行った場合

• 𝑝𝑖を小さい順に並べる

• 𝑞𝑖 =
𝑁𝑝𝑖

𝑖
を計算

• 𝑞𝑖 <FDR閾値であれば有意とする

• 𝑞𝑖が最大となるものまでを有意とする 𝑝1𝑝2𝑝3⋯𝑝4
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発現変動遺伝子の抽出

volcano plot

FC：Fold Change
sample①/sample②
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差が大きい

有意性が高い
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発現変動遺伝子の機能解析

WT KO

発現変動遺伝子を抽出
発現量が変動した遺伝子の機能を推定したい
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• 特定の遺伝子セットと発現比の間に相関があるか調べる

KO/WT
gene set
{Otx2,Msx1,Rbp1,…}

発現比ランキングの
上位に偏って存在する
遺伝子セットと発現に相関あり

発現比ランキングの下位に偏って存在する
遺伝子セットと発現に逆相関あり

発現比ランキングによる偏り無し
遺伝子セットと発現に相関なし

Gene Set Enrichment Analysis（GSEA）

営利目的でのご利用はご遠慮ください www.icrweb.jp 



http://www.broadinstitute.org/gsea/index.jsp

Broad Institute 
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統計量

enrichment score

結果の表示
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まとめ

• マッピングされたフラグメントのカウント数を発現量に換算する。

• TPM

𝐴𝑖 =
𝑞𝑖

𝑙𝑖
× 103 

𝑇𝑃𝑀𝑖 =
𝐴𝑖

σ𝑗 𝐴𝑗
× 106 

• 遺伝子発現量は負の二項分布に従うと仮定する。

• 有意性の検定にはFDRを用いる。
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まとめ

• GSEA（Gene Set Enrichment Analysis）

• 特定の機能に関わる遺伝子セットと、二群間の発現比の関係を調べる。

• 遺伝子発現の変化が特定の機能と関係しているかどうか推定する。
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