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Illuminaの SNPsチップの log R ratio及び B allele frequencyデータから，somaticなコピー数変異である
copy number somatic abberations/alterations (CNA) を推定するソフトウエアの調査を行った. この結果
ASCAT4) と GPHMM2) の性能が高いと判断し，両ソフトウエアによるパイプラインを構築した.
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1 はじめに

Germline の遺伝子型をチップを使って大量に測定す
る方法は，比較的安価で且つ高い信頼性があることが
広く認められ，様々な疾患リスクを予測する商業的な
使用を含め普及している. 近年，この SNPsチップを
遺伝子型タイピングの枠を越えて，array comparative

genomic hybridization (aCGH)データとしてゲノムコ
ピー数の推定に用いる研究が数多く報告され，更にが
ん細胞における somatic なコピー数変異である copy

number somatic abberations/alterations (CNA)の推
定にも利用されている. がん細胞における CNAの同
定は，特定の遺伝子の loss of heterozygosity (LOH)

や増幅が古くから研究されている様に，がんの driver

mutationの探索における知見になると考えられている.

更にDNAのメチル化や次世代シーケンサー (NGS)を
使ったがんの single nucleotide variation (SNV)探索に
おいて，がん臨床検体に混入している非がん部の割合
を求められることがあり，NGSに比べて安価な SNPs

チップによる測定が行われることがある.

そこで本報告書では，Illuminaの SNPsチップによ
るデータから非がん部の混入を考慮した CNA予測ソ
フトウエアの調査を行い，更にこれらのソフトウエア
を実データに適用させて評価を行い，CNA予測のた
めのパイプラインを構築することを目的とした.
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2 文献調査

2.1 Somatic変異のコピー数推定

2.1.1 Sun et al. (2010)6)(GenoCNA)

genoCNAは，正常組織のコンタミネーションを考慮
してがん細胞の copy number variations (CNVs)およ
び copy number aberrations (CNAs)を分析するため
のプログラムである genoCNの構成要素 (genoCNV,

genoCNA) の 1 つである. genoCN は，Illumina の
SNPアレイから出力される Log R ratio (LRR) と B

allele frequency (BAF)を入力とし，がん細胞での各々
の SNPのコピー数と遺伝子型の事後確率を出力する.

genoCNVと genoCNAは，CNVと CNAデータが
異なる遺伝子型クラスであること，及びCNAデータで
の正常組織のコンタミネーションの影響を考慮して異
なる設計がなされている. ここで述べる genoCNAで
は同一患者から取得された正常組織の遺伝子型を入力
に用いることが可能であり，分析結果の頑健性と精度
を高めることが可能である. genoCNAでは，表 1に記
載した 4コピー数までをカバーする 9 stateの hidden

Markov model(HMM)を用いて予測を行う.

染色体上での並びに対応した i(1 < i < L)番目の
SNPプローブについて，LRR，BAF，隠れ状態，及び
正常組織から得られた遺伝子型をそれぞれ ri，bi，zi

及び giとすると尤度は

p(r1, · · · , rL, b1, · · · , bL)

=
∑

z1,··· ,zL

[
p(z1)

L∏
i=1

p(ri|zi)
L∏

i=1

p(bi|zi, gi)
L∏

i=2

p(zi|zi−1)

]
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表 1 genoCNA で使われている染色体の 9状態. 表示例:(A,AB)は，がん組織の遺伝子型Aと正常組織からの遺伝子型
ABのコンタミネーション.

State ID Copy # Description genotype

1 2 AA, AB, BB

2 2 only homozygous AA, (AA,AB), (BB,AB), BB

3 0 both alleles are deleted Null

4 1 hemizygous (A,AA), (A,AB), (B,AB), (B,BB)

5 3 (AAA,AA), (AAB,AB),

(ABB,AB), (BBB,BB)

6 3 only homozygous, 1 allele is deleted

first before the other is amplified

(AAA, AA), (AAA,AB),

(BBB,AB), (BBB,BB)

7 4 simultaneous amplification of both

alleles

(AAAA,AA), (AABB,AB),

(BBBB,BB)

8 4 only homozygous, 1 allele is deleted

first before the other is amplified

(AAAA,AA), (AAAA,AB),

(BBBB,AB), (BBBB,BB)

9 4 amplification of one allele twice (AAAA,AA), (AAAB,AB),

(ABBB,AB), (BBBB,BB)

となる. ここで p(zi|zi−1)は隠れ状態間の遷移確率で
ある. また p(ri|zi)及び p(bi|zi, gi)はそれぞれLRRと
BAFの出力確率 (emission probability)であり，隠れ
状態が与えられたときに独立であると仮定されている.

更に正常組織のコピー数は 2でありがん細胞のコピー
数についての情報をもたらさないこと，正常組織の遺
伝子型はがん細胞の遺伝子型に影響を与えることが仮
定されている.

遷移確率

遷移確率は i − 1番目のプローブと i番目のプロー
ブの距離を di として，

p(zi = k|zi−1 = j) =

⎧⎨
⎩e−λjdi for k = j

ajk(1− e−λjdi) for k �= j

と表されている. ここで ajk(k �= j)は，jから j以外の
状態に遷移する場合の遷移確率であり，

∑
k �=j ajk = 1

である. λi は事前知識等によりユーザーが設定する
パラメーターである. 隣り合う SNPsプローブ間での
状態遷移は 1回以内とする仮定を置いており，またプ
ローブ間の距離が離れている場合にはMarkov過程を
再スタートさせることにしている.

LRRの出力確率

LRR(r)の出力確率は一様分布及び平均 μ，標準偏
差 σの正規分布 φ(r;μ, σ)の混合により

p(r|z) = πr,z
1

Rm
+ (1− πr,z)φ(r;μr,z , σr,z)

と表現されている. ここで πr,z は隠れ状態 zでの一様
成分の混合比率，Rmは LRRの範囲を表す長さ，μr,z

と σr,z はそれぞれ隠れ状態 zにおける LRRシグナル
の平均値と標準偏差である.

BAFの出力確率

BAF(b)の出力確率についても一様分布及びパラメー
ター θ = {μ:平均,σ:標準偏差 } の正規分布 φ(b; θ)(累
積分布 Φ(b; θ))の混合により

p(b|z) =πb,zI(0 < b < 1)

+ (1 − πb,z)

Hz∑
h=1

[
wz,hφ(r; θz,h)

I(0<b<1)

× Φ(r; θz,h)
I(b=0) {1− Φ(r; θz,h)}I(b=0)

]
と表されている. ここで πb,z は隠れ状態 zでの一様成
分の混合比率，I(·)は指示関数，Hz は隠れ状態 zでの
全成分 (遺伝子型)の数，wh はその h番目の成分の重
み，θz,h = {μb,z,h, σb,z,h}は h番目の成分の平均と標
準偏差である (遺伝子型はB alleleの数の順に並べる).

wh は，正常組織の遺伝子型についての情報がない
場合には，B alleleの集団中での頻度に基づいた 2項
分布等によって決定される. 正常組織の遺伝子型の情
報が得られる場合には，タイピングエラー率も含めさ
らに精緻化された重みづけと出力確率の設定が行われ
る (Supplementary Materials B.1に詳述されている).

プログラム入出力，モデルパラメータ推定
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入力データはX = {xi, ri, bi, λj , gi}である. ここで
xi はプローブ位置であり，giはオプションである.

推定すべきパラメータは，
Θ = {πr,z, μr,z, σr,z, πb,z , μb,z,h, σb,z,h, ajk}

であり，Baum-Welchアルゴリズムによって推定を行っ
ている (Supplementary Materials B.3–7に詳述). 尚，
幾つかのパラメーターについてはコピー数や遺伝子型
の同一性により同一の値とし，また正規分布の平均値に
ついては状態設定に基づき定数としているものもある.

推定されたパラメータに基づいて計算される各々の
SNPに対するコピー数及び遺伝子型の状態の事後確率
が最終的な出力である.

プログラム実装

genoCNプログラムは Rのパッケージとして実装さ
れており，計算負荷の大きい個所についてはC言語で
記述されている.

2.1.2 Loo et al. (2010)4)(ASCAT)

ASCAT (allele-specific copy number analysis of tu-

mors)は，Illuminaの SNPs チップから出力されるが
ん細胞と非がん細胞ぞれぞれの log R ratio (LRR)とB

allele frequency (BAF)から，がん細胞と非がん細胞の
混合比率とがん細胞の平均 ploidyを推定し，A allele

と B alleleのコピー数を推定する. 推定手順の概要は，

1. 非がん部のデータからヘテロの SNPsを抽出し，
この SNPsを使ってがん部のデータをセグメント
化する (allele-specific piecewise constant fitting;

ASPCF).

2. セグメント結果からがん部と非がん部の混合比
率とがん細胞の平均 ploidy を推定.

3. Allele毎のコピー数を推定し，reliability scoreを
計算.

である.

がん細胞のセグメント推定 (ASPCF)では，染色体
上の位置 (xi)順に並んだ n個の SNPsデータから得ら
れる LRRの集合を {(xi, ri), i = 1, · · · , n}，BAFの集
合を {(xi, bi), i = 1, · · · , n}と表したとき，

l =

Q∑
j=1

∑
i∈Ij

[
w{ri − ave(rs)s∈Ij}2

+(1− w){bi − ave(bs)s∈Ij}2
]
+ λQ

が最小になるように Q個のセグメントの集合 Ij を決
める. ここで重み wはデフォルトで 0.5，ave(rs)s∈Ij

はセグメント Ij 領域内での平均値，ペナルティ項の重
み λ > 0はデフォルト λ = 50としている. また最小
セグメント長として 6 SNPsを条件としている.

がん部と非がん部の比率を ρ : (1− ρ)とし，がん部
の主要な ploidyをΨtとした時，LRRと BAFデータ
をがん部の A-alleleのコピー数を nA,i，B-allaleのコ
ピー数を nB,iとして

ri = γ log2

{
2(1− ρ) + ρ(nA,i + nB,i)

Ψ

}
, (1)

bi =
1− ρ+ ρnB,i

2− 2ρ+ ρ(nA,i + nB,i)
(2)

とモデル化する. ここで Ψ = 2(1 − ρ) + ρΨt であ
り，γ は測定機系によって決まるパラメーターである
(γ ∼ 0.55). 尚，式 (1)，(2)は正常細胞のみであれば
それぞれ

ri = γ log2

(
nA,i + nB,i

2

)
,

bi =
nB,i

nA,i + nB,i

と表される. ここで germlineでの CNV は無視した.

実際には実データから得られるri及び bi，セグメント
情報を使って

n̂A,i =
ρ− 1 + 2ri/γ(1 − bi)(2 − 2ρ+ ρΨt)

ρ
,

n̂B,i =
ρ− 1 + 2ri/γbi(2− 2ρ+ ρΨt)

ρ

と予測する.

入力のA-allele及び B-alleleは Illuminaが便宜的に
決めた alleleであり，各個人の haplotypeはランダム
にA-alleleとB-alleleの組み合わせになるが，ASCAT

の出力ではセグメント毎に連続するコピー数として赤
線と緑線で表示される (赤線 ≥緑線) 様である. また
がん細胞のみのデータを入力することも可能で，その
場合には ASCATに登録されているチップ情報を指定
して実行する.

2.1.3 Liu et al. (2010)3)(MixHMM)

非がん部の細胞が混入した状態のがん部の Illumina

の log R ratio (LRR)と B allele frequency (BAF)か
ら，7コピーまでの 20 stateの hidden Markov model

(HMM) を用いて Viterbi アルゴリズムで状態を決定

3



する方法論である. 特に germlineのデータは利用して
いない.

ある状態 iから他の状態に遷移する HMMの tran-

sition probability ρiは，πi を状態 iの分布確率 (ここ
では SNPsの割合)とすると，

ρi ≡ (1 − πi)(1− e−d/Li)

と定義する. ここで dは 2つの SNPs間の距離 (塩基
数)であり，Li = λi(1 − πi) (λi は状態 iが続く平均
長)である. この ρi を用いて状態 iから状態 j への遷
移行列 Aは，

Aij =

{
1− ρi, if i = j,

ρiπj∑
l �=i πl

, if i �= j

とする. 一方 emission probabilityは，LRRと BAF

で独立であると仮定し，状態 iから LRRの測定値 rが
出力される確率は，

Pr(r|i) ≡ τε(r) +
(1− τ)

σi,R
φ

(
r − μi,R

σi,R

)

と定義する. ここで τ は全体的な fluctuationが起こる
確率 (default 0.01)を表し，ε(r)は r値に依存する一定
の確率密度関数，φは正規分布であり，μi,R 及び σi,R

は状態 iの LRRの平均と分散である. 同様に BAFの
emission probabilityは，

Pr(b|i) ≡ τε(b) + (1− τ)

× [
p2Af(b;μi,oA , σ

2
i,oA) + p2Bf(b;μi,oB , σ

2
i,oB )

+pApB{f(b;μi,eA , σ
2
i,eA) + f(b;μi,eB , σ

2
i,eB )}

]
と定義する. ここで oA，oB は germline でそれぞれ
AA，BB由来，eA，eB は germlineでAB由来の遺伝
子型クラスを表し，pA 及び pB は集団中の allele頻度
であり，μ及び σはそれぞれの状態の平均と分散であ
る. 確率密度 f は，

f(b;μ, σ2) =

⎧⎪⎪⎨
⎪⎪⎩

ψ
(−μ

σ

)
if b = 0,

1− ψ
(
1−μ
σ

)
if b = 1,

1
σφ

(
b−μ
σ

)
if otherwise

としている. ここで ψ は正規分布の累積分布関数で
ある.

正常細胞との混合については，正常が含まれる割合
を pとして LRRの値を

RM = pRN + (1− p)RM

と表し，正常細胞からの寄与 RN とがん細胞からの寄
与RM がそれぞれ独立に log-normal distributionに従
うとしてモデル化する. 同様に遺伝子型 gの BAFを

bg,M = wNbg,N + wT bg,T

とモデル化する. ここでwN = pnN/(pnN+(1−p)nT )，
wT = (1−p)nT /(pnN +(1−p)nT )，nN 及び nT はそ
れぞれ正常及びがん部でのコピー数である. 更に bg,N

及び bg,T は正規分布に従うと仮定する.

実際の入力データは，BAFが 0.5から対称になるよ
うに調整 5)し，更に LRRはGC含有量による補正 1)

を行い，更に目視によって 1 copyもしくは 1 copy領
域を指定した上でソフトウエアを実行する.

2.1.4 Li et al. (2011)2)(GPHMM)

Global parameter hidden Markovmodel (GPHMM)

はがん細胞の aneuploidy，正常細胞の混合，GC含有
量による biasを考慮したコピー数推定ソフトウエアで
ある. 入力データはがん部と非がん部の Illuminaの log

R ratio (LRR)と B allele frequency (BAF)である.

HMMの stateは 5コピーまでに対応した 12状態で
あり，signal fluctuationを指定する特別な状態”0”(が
ん細胞の両 loss と同様の状態だが陽動項として区別
している) を加えている. GPHMM では，正常細胞
の割合 ws，LRR baseline shift o，GC含有量の重み
h，LRR及び BAFの標準偏差 σl，σbの 5つの global

parameterを用いてモデル化している. HMMの状態
が c の時の i 番目の SNPの LRRが li となる確率密
度を

f(li|ws, o, h, σl, c) =
1

σl
φ

(
li − {2 log10 yc

2 + o+ hgi}
σl

)

とする. ここで φ(x)は正規分布，giはその SNPを検
出するプローブのGC含有量である. ycは平均コピー
数で yc = wsns + (1 − ws)nc，ns 及び nc はそれぞれ
正常及びがん細胞でのコピー数である. 同様に BAF bi

は，

f(bi|ws, σb, c) =

gc∑
k=1

p0(k)

σb
φ

(
bi − wsnsusk+(1−ws)ncuck

yc

σb

)

とモデル化する. ここで gcは状態 cにおける遺伝子型
の種類の数であり，p0(k)は遺伝子型 kを観測する事前
確率，usk及び uckはぞれぞれ正常細胞及び純粋ながん
細胞におけるBAFの理論値である. 5つの global pa-

rameterをEM algorithmでデータから決定後にHMM

によってコピー数の推定を行う.
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ソフトウエアはMatlab/C上で動作し，各 SNPsの
GC含有量や BAFは PennCNV7) のパッケージに含
まれている情報を用いる.

2.2 Array comparative genomic hybridization

データの補正

2.2.1 Diskin et al. (2008)1)

Illumina及びAffymetrixのどちらの SNP genotyp-

ing arrayのデータについてもゲノム上での SNP位置
に依存したハイブリダイゼーション測定値の変動がみ
られており，筆者らはこれを「genomic wave」と呼ん
でいる. 本論文では genomic waveに起因するゲノム上
の局所位置でのデータ変動の確認，ゲノム上の局所的
特徴の相関解析を行い，補正方法について報告を行っ
ている.

Illumina (HumanHap1M array, HumanHap550 ar-

ray)及び Affymetrix (Mapping 500K array, genome-

wide 6.0 array)を用い，何れの arrayにも log R ra-

tio (LRR)に genomic waveが発生することが確認さ
れた. 更にゲノム上の局所的特徴として，GC含有量
(%)，segmental duplication，遺伝子含量，エクソン含
量，単純反復，遺伝子保存領域との相関解析を行って
いる. 解析の結果 1Mb窓でのGC含有量 (%) と LRR

との相関係数が高いことが見いだされた.

また Illumina HumanHap550 arrayを用いて測定さ
れた LRR値についてGC含有量 (%) がポジティブに
働くか，ネガティブに働くかについても確認を行って
いる. 測定の際の総 DNA量が推薦値である 750ngよ
り少ない場合にはポジティブに働き，750ngより多い
場合にはネガティブに働くという結果を得ている.

Genomic waveの影響を考慮して LRR値を補正す
るためM 個の全マーカーから互いに少なくとも 1Mb

以上離れた m個のマーカーを選択して解析に用いて
いる. 実際の補正ではまずm個のマーカーの LRR値
Lj(j = 1, . . . ,m)，マーカーの周辺の窓 1 MbでのGC

含有量 (%)により

Lj = α+ β ×Gj + εj

と回帰モデルを作成する. ここで αと β はモデルパラ
メーターであり，最小二乗法により推定する. ただし
実際に生じている CNVの影響を避けるため LRR値
は [−2, 1]の範囲のものを使用している.

モデルパラメーターを求めた後，全マーカーに対し
て周辺の窓 1 MbのGC含有量に基づいて期待される

LRR値を算出する. 観測 LRR値から期待される LRR

値を引いた値 (残差)が補正された LRR値となる.

補正の手続きは PennCNVパッケージ1に含まれて
いる. スタンドアロンとして実行できるプログラム及
び PennCNVの内部に組み込まれたプログラムとして
使用可能である.

2.2.2 Staaf et al. (2008)5)(tQN)

Illumina genotyping array の測定において蛍光の
dyeの違いに起因すると考えられるアリル強度分布の
違いに着目して考案したアリル強度の補正方法 (tQN)

について報告している.

Illuminaでは任意の遺伝子座の対立遺伝子をA allele

および B alleleと呼んでおり，規格化された蛍光強度
をそれぞれ X，Y としている. これらはラベリング
に使用する蛍光ダイ (Cy5および Cy3)の違いに対応
したものである. 規格化された蛍光強度値 X，Y は，
BeadStudio(現GenomeStudio)により実際に測定され
る蛍光強度から比較可能なアリル強度の指標となるよ
うな変換が施される. しかしながら全ゲノム上のSNPs

に対するアリル強度の分布には違いが残っており，こ
の違いをquantile normalizationによって補正する. た
だし分布の特性上Xが小さいものについて補正が大き
すぎる場合があり，それを防ぐため補正後の値に閾値
を設定している. 元の値X，Y に対して補正値が 1.5

倍を超える場合には，1.5 ∗X，1.5 ∗ Y としている. 文
献 5) で示されていた具体例を図 1に転載した.

各 SNPsの LRRやBAFを算出するには補正された
クラスター中心が必要であるため，HapMapサンプル
(Illumina 300k version 1: n=111, version 2: n=120,

370k: n=123, 550k: n=120)を用いて reference data

setを作成している.

tQNは Rと Perlで記述されており，tQN Project

web page からダウンロード可能である2. プログラ
ムの他に，Illumina Human660W-Quad, Human1M-

omnia, HumanOmni2.5-Quad, HumanOmniExpress

の参照データ (cluster file)がダウンロード可能である.

2.3 CNA推定ソフトウエアのまとめ

調査を行った CNA推定ソフトウエアの概要を表 2に
まとめた.

1http://www.openbioinformatics.org/penncnv
2http://baseplugins.thep.lu.se/wiki/
se.lu.onk.IlluminaSNPNormalization
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表 2 調査対象CNA推定ソフトウエアのまとめ. LRR:log R ratio，BAF:B allele frequency，PFB:population frequency
of B allele，HMM:hidden Markov model.

GenoCNA ASCAT MixHMM GPHMM

前処理 Wave補正 Wave補正 Wave補正 (+tQN) 無し
入力データ LRR，BAF，PFB LRR，BAF LRR，BAF，PFB，

1 コピー及び LOH

領域

LRR，BAF，PFB

アルゴリズム HMM モデル fitting HMM HMM

対象範囲 常染色体，X染色体 常染色体，X染色体 常染色体 常染色体
非がん部の利用 遺伝子型情報の抽出 ヘテロの抽出 利用無し 利用無し
出力情報 両アリル数，事後確

率
混入率，ploidy，両
アリル数，推定精度

両アリル数 混入率，両アリル数，
事後確率

図 1 コピー数推定における tQNの効果 (文献 5) の Figure
1 (d) 及び Figure 5 (c))。Urothelial tumorサンプルの 1番
染色体の Log R ratio を 遺伝型で色分けしたもの (AA:緑，
AB:黄，BB:赤). 上段は Illumina の BeadStudio によるも
の，下段は tQN実施後のもの. BeadStudioでは，AA(緑)と
BB(赤)がオーバーラップしておらず非対称であるが，tQN
適用後は改善されている.

3 Omni1データによるソフトウエアの評価

国立がん研究センターより提供された Omni1の固形
がんの実データを用いて，GenoCNA6)，ASCAT4)，
MixHMM3)，GPHMM2) の評価を行った.

3.0.1 CNAの推定手順

下記に示す手順でそれぞれのソフトウエアを実行
した.

3.0.2 GenoCNA6)

1. がん部，非がん部のLRRに対してgenomicwave1)

補正を実行.

2. 非がん部のデータ (LRR，BAF)と，Bアリル集
団頻度 (PFB)を用い，R上にて genoCNVを実
行して，非がん部の各 SNPの遺伝子型 (Bアリ
ルコピー数)を推定.

3. がん部のデータ (LRR，BAF)，Bアリル集団頻
度 (PFB)，及び推定した遺伝子型 (B アリルコ
ピー数)を用い，R上にて genoCNAを実行.

4. genoCNAの実行結果 (HMMの状態によるセグ
メント)に，コピー数非変化領域 (genoCNAの
segment形式の出力ではCNA領域のみ出力する
ため)，及びセントロメアの情報を付加.

3.0.3 ASCAT4)

1. がん部，非がん部のLRRに対してgenomicwave1)

補正を実行.

2. がん部，非がん部別にそれぞれ LRR，BAF毎に
まとめたファイル (ASCATの入力形式)を作成
し，R上で ASCATを実行.

3. R上の ASCATの実行結果からセグメント毎の
出力をテキストファイルに出力.

4. 出力されたセグメントデータにセントロメアの
情報を付加.
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3.0.4 MixHMM3)

1. がん部の LRRに対して genomic wave1) 補正を
実行 (tQNは実行せず).

2. がん部のデータ (LRR，BAF)について，国立が
ん研究センターが目視によって 1 コピー，2 コ
ピー領域を特定.

3. 上記に基づき，がん部のデータ (LRR，BAF)に
ついて，1コピー領域 (がん部 A，非がん部 AB

混合)での BAF値の median，及び 2コピー領
域での LRR値のmedianを算出.

4. がん部のデータ (LRR，BAF)，Bアリル集団頻
度 (PFB)，及び上記 LRR値，BAF値を用い
MixHMMを実行.

5. MixHMMの実行結果 (HMMの状態によるセグ
メント)にセントロメアの情報を付加.

3.0.5 GPHMM2)

1. がん部のデータ (LRR，BAF)と，PFB(Bアリ
ル集団頻度)，各 SNP位置周辺の±500 kbのGC

含有量を用い，Windows (64bit)上でGPHMM

を実行 (Genomic Wave補正はGPHMMにより
行われる).

2. GPHMMの実行結果 (HMMの状態によるセグ
メント)にセントロメアの情報を付加.

3.1 CNAの推定結果の比較

サンプル毎の推定結果を図 2，3に示した. ASCATで
は 5サンプルで推定が失敗して 95サンプル，MixHMM

では 3サンプルで 1 copy領域が目視で特定出来なった
ために 97サンプルの結果となっている. また図 4に
ASCAT及び GPHMMで推定されたがん細胞の割合
と領域長で平均したコピー数 (ploidy)を示した.

GenoCNは2 copyを基準に推定している様で，ploidy
の増加への対応が不十分である様に見える. ASCAT

は細かい CNAが多数出力され，また積極的に ploidy

の増加を採用している様である. MixHMMは 1 copy

若しくは 2 copyの領域を人が決めて入力する必要があ
り，この入力の精度により大きく結果が変わるが，ホ
モとなる SNPsが続くとLOHとしてしまう傾向が強い
様に思われる. GPHMMも同様に LOHと予測する領
域が多く，また loss領域において 1 copyと 2 copyの

LOHを細かくモザイク状に予測することがある様であ
る. これらは ASCATと同様に，非がん部でヘテロと
なった SNPsのみをMixHMMや GPHMMの入力に
すると改善するのかもしれないと考え，GPHMMの入
力を非がん部でヘテロになった SNPsに限定してみる
ことにした. BK0001DとBK0002Dに対して推定を行
い，他の結果と比較した図を図 5に示した. BK0001D

で見られた 2 copy での LOH のモザイクが消えてお
り，BK0002Dでも概ねモザイクが消えている. 一方で
BK0002Dの 3pにおいては lossではなく copy neutral

LOHと予測しており，また 5qでは 4 ∼ 2 copyでモザ
イク状に推定が揺いでしまった. GPHMMにおいてヘ
テロのみを入力にすると改善される領域も多いが，逆
に推定が不安定になってしまう領域もある様である.

図 2，3 からは，これらのソフトウエアによる予測
では多数の細かい CNA領域が出力されることがある
ことが分かる. これはソフトウエア開発に使用した
データの SNPs 数が Omni-1 に比べて少ないことや，
日本人であるために allele頻度が異ること等が原因と
して考えられるのかもしれない. そこで主観的では
あるが多数の細かい CNAは偽陽性の方が多いと考え
て，sensitivityは犠牲になるが 100Kbp未満の領域を
コピー数の状態が近い近接領域にマージした ASCAT

と GPHMMの結果を図 6に示した. 細かな点が消え
ていることが分かる. 参考に図 7にサンプル毎に各予
測ソフトウエアで出力された常染色体のセグメント数
を示した (GPHMMのみX染色体をサポートしていな
い). 上述の様にMixHMMではモザイク状に LOHと
予測することがあるため，セグメント数の突出が散見
される. セグメント数はソフトウエアによっては大き
く異り，GenoCNAやGPHMMでも極端に多いサンプ
ルが存在する一方で，ASCATによる予測は総じてや
や多い様に見受けられる. 明確な根拠は無いが100Kbp

未満の領域を近接領域にマージしてしまうと，ASCAT
と GPHMMのセグメント数は相当数抑えられている
(表 3参照).

上記の予測結果それぞれに対して，loss及びLOHの
ヒストグラムを図 8に，gainのヒストグラムを図 9 に
示した. ヒストグラムにすると形状はどれも似ている
ようである. ASCATとGPHMMの形状が特に似てい
るが，ASCATの方がやや gainと予測するサンプルが
多い様である. また smoothingを施すと揺らぎが減少
するためヒストグラムが明瞭になり，セントロメア付
近のピークも一部小さくなっている.
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図 2 Wave補正後の固形がんの Omni1のデータを genoCN(上段)，ASCAT(下段) で推定した結果.
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図 3 Wave補正後の固形がんのOmni1のデータをMixHMM(上段)と，wave補正無しのデータから実行したGPHMM(下
段)で推定した結果.
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図 5 GPHMMの入力に全ての SNPsを使った場合と非がん部でヘテロになった SNPsのみを使った場合の比較.
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図 6 上段:ASCATの推定結果から 100Kbp未満の領域を統合した結果，下段:GPHMM の推定結果から 100Kbp未満の
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図 7 Ohnami，GenoCN，ASCAT，MixHMM，GPHMM，ASCAT smooth，GPHMM smooth によるサンプル毎の常
染色体のセグメント数.

表 3 予測結果の総セグメント数の一覧. 染色体の短腕，長腕毎にカウント.

Method Ohnami GenoCN ASCAT MixHMM GPHMM ASCAT smooth GPHMM smooth

#Sample 99 100 95 97 100 95 100

Number 5,077 28,926 32,182 30,829 25,439 10,940 17,937
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13



0.
0

0.
2

0.
4

0.
6

0.
8

1.
0

Chromosome position

P
ro

po
rti

on

Histogram of copy number (gain): kidneyGenoCN

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

3
4
>=5

0.
0

0.
2

0.
4

0.
6

0.
8

1.
0

Chromosome position

P
ro

po
rti

on

Histogram of copy number (gain): kidneyASCAT

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

3
4
>=5

0.
0

0.
2

0.
4

0.
6

0.
8

1.
0

Chromosome position

P
ro

po
rti

on

Histogram of copy number (gain): kidneyMixHMM

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

3
4
>=5

0.
0

0.
2

0.
4

0.
6

0.
8

1.
0

Chromosome position

P
ro

po
rti

on

Histogram of copy number (gain): kidneyGPHMM

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

3
4
>=5

0.
0

0.
2

0.
4

0.
6

0.
8

1.
0

Chromosome position

P
ro

po
rti

on

Histogram of copy number (gain): kidneyASCATsmooth

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

3
4
>=5

0.
0

0.
2

0.
4

0.
6

0.
8

1.
0

Chromosome position

P
ro

po
rti

on

Histogram of copy number (gain): kidneyGPHMMsmooth

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

3
4
>=5

図 9 上段から GenoCN，ASCAT，MixHMM，GPHMM，ASCAT smooth，GPHMM smooth による gainの予測結果
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3.2 CNAの推定のまとめ

固形がんのOmni1データを用いて，GenoCNA6)，
ASCAT4)，MixHMM3)，GPHMM2)の評価を行った.

これらの結果をまとめると，

1. GenoCNAでは ploidyの増幅に対応出来ない.

2. ASCATは予測に失敗するサンプルが無視出来な
い数存在する.

3. ASCATは細かなCNAを積極的に予測し，また
ploidyの増幅も他よりは積極的に採用する.

4. MixHMMは目視によって 2 copy及び 1 copy(若
しくは LOH)領域の同定が必要であり，この結
果に推定が大きく依存する.

5. MixHMMは細かなモザイク状にLOHを予測し，
非常に多くのセグメントに分割してしまうこと
がある.

6. GPHMM は MixHMM と同様にモザイク状に
LOHを予測することがある (MixHMM よりは
少ない様である. GPHMMはMixHMMの後継
ソフトウエアであり，改善された箇所かもしれ
ない).

7. ソフトウエアによる予測は，小さなセグメント
を多数出力することがある.

と言えるだろう. そこで CNA予測方法として，

1. ASCATと GPHMMで予測.

2. 必要に応じて細かなCNAを近接領域に繋げてし
まう.

3. 上記 2つの予測結果を提示し，予測がずれてい
る箇所等は別途実験的な検証を必要とする候補
領域とする.

を提案する. ASCATとGPHMMの予測性能をこれ以
上比較するには，実験的に確定したデータが必要であ
り，これらが無い現状では 2つのソフトウエアでの予
測結果を提示することで対応したい.

4 Illumina SNPsチップデータからのCNA予測
パイプライン

3節の結果から，Illumina SNPsチップデータからの
CNA予測パイプラインを

1. ASCATによる予測

(a) がん部，非がん部のLRRに対して genomic

wave1) 補正を実行

(b) 上記データに対して ASCATを実行

(c) ASCATの予測結果の内，小さい領域を周
辺領域にマージ

2. GPHMMによる予測

(a) がん部のデータ (genomic wave補正無し)

と PFB(Bアリル集団頻度)，各 SNP位置
周辺の±500 kbのGC含有量データを用い
て GPHMMを実行

(b) GPHMMの予測結果の内，小さい領域を周
辺領域にマージ

3. 上記 2つの予測結果を染色体上に表示し，比較

とした. 本パイプラインによる ASCAT及びGPHMM

の予測結果をそれぞれクラスタリングした結果を図10

及び図 11に示した (lossと gainのヒストグラムは図
8，9の再掲).

謝辞：本稿は，独立行政法人 医薬基盤研究所の保健医
療分野における基礎研究推進事業にて実施された「多
層的オミックス解析による創薬標的の網羅的探索を目
指した研究」の「多層的疾患オミックス解析における，
ゲノム情報に基づく創薬標的の網羅的探索を目指した
研究」において実施された調査の一部である. 弊社技報
への転載をご許可頂いた共著者各位に感謝申し上げる.
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