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Melanie 9 操作ガイド_DIGE with internal standard 

DIGE with internal standard 

この章では、Melanie DIGE with internal standard を用いて処理サンプルとコン トロールを比較して統計

学的に有意な発現差異を示すタンパク質を検出する方法について説明します。 

このチュートリアルでは、多くの複製サンプルを使い、内部標準を組み込んで、DIGE の実験的設計の解析

を解説しています。このチュートリアルでは、バクテリア培養のコントロールおよび処理グループ間で、統計学

的に顕著な差異を示すタンパク質を見つける方法を説明しています。 

このチュートリアルでは、C:¥Program Files¥GE Healthcare¥Melanie 8¥Tutorialsにある12枚のゲルファイ

ルを使用します。 

 

DIGE with internal standard とは 

いくつかのサンプルが同じゲル上で泳動された解析、その 1 つは内部標準の場合、このオプションを使用し

ます。 

Note：ソフトウェアで、DIGE 機能がない、もしくは灰色で表示されている場合、DIGEモジュールのライセン

スが有効ではないので、この後のチュートリアルを行うことはできません。Melanie DIGE ライセンス をお買い

求めください。 

下の表で示すように、バクテリア溶解液の４つの複製ゲルがあります。 

ゲル番号  Cy2  Cy3  Cy5 

ゲル１  内部標準 コントロール 1  処理済１ 

ゲル２  内部標準 処理済２  コントロール２ 

ゲル３  内部標準 コントロール３  処理済３ 

ゲル４  内部標準 処理済４  コントロール４ 

各ゲルに内部標準サンプルがあり、コントロールおよび処理済サンプルをノーマライズできます。内部 標準

サンプルはコントロール、処理済溶解液を等量混合して作成したものです。 
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1 ソフトウェアの起動、終了 

1.1 ソフトウェアの起動 

Melanie は、Microsoft Windows のメニューで Start ＞ Programs ＞ Melanie を選択す

ることにより起動します。デスクトップ上の Melanie のアイコンをダブルクリックして起動すること

もできます。 

 

1.2 ソフトウェアの終了 

Melanie のプログラムを閉じるには、メニューの File ＞ Exit を選択します。プログラムウィンドウの右上端

の Close ボタンをクリックすることもできます。Melanie は、終了する前にゲルイメージやそれらとマッチングす

るデータに対する修正を保存するかどうか確認するダイアログボックスが現れます。開いているワークスペース

は自動的に保存されます。 
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2 Projects 

解析の最初のステップは、プロジェクトを作成し、ゲル画像をインポートすることです。 これらの画像は自分

の画像にすることもできますし、Single Stain チュートリアルや DIGE チュートリアルの画像を使用することもで

きます。 

プロジェクトは、「プロジェクト」ウィンドウで管理されます。 

2.1 新しいプロジェクトを作成する 
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2.2 イメージを選択する 

 

Note：イメージ（Image）とゲル（Gel）の違いに注意してください。ゲルは、1 つまたは複数のイメージが

含まれます。 DIGE および他のマルチ染色実験の場合、2 つ以上のイメージが同じゲルに属します。 
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3 表示領域 

表示領域には、画像ビューが表示されます。 ツールバーのさまざまなオプションを使用して、これらのビュー

を操作およびカスタマイズできます。 

  

 3.1 2D/3D表示の操作 

 2D view 3D view 

イメージの移動 スクロールホイールを押しながらドラッグ 

スクロールホイールをダブルクリックし選

択域の中央を表示 

Ctrl + スクロールホイールを押しながら

ドラッグ 

イメージのズーム スクロールホイールを回転 スクロールホイールを回転 

イメージの回転 – スクロールホイールを押しながらドラッグ 

ピーク高の変化 – Ctrl + スクロールホイールを回転 
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4 解析のステップを以下に要約します 

Quality control 画像の品質と整合性の確認 

Melanie は、画像キャプチャ手順を最適化するために必要なフィードバックを

提供します。必要に応じて、ゲルの再スキャンや画像の編集を行います。  

Experimental design 

 

解析の設計の定義 

Experimental デザインウィザードを使用して、共通のデザイン、ファクター名、

ファクターレベルのいずれかを作成し、イメージを割り当てます。 

Alignment setup アライメント（スポットの位置あわせ）方法の指定 

アライメントの効率を高め、マッチの編集作業を最小限に抑えるには、最初

に類似した画像のグループ内で画像を補正することができます。 

Alignment 画像の補正と、ゲル同士の位置変化の修正 

アライメント階層内の画像を補正し、ツールを使用して各アライメントペアを

体系的に見直し、必要に応じてマッチを編集します。 

Detection すべての画像のスポットの検出と定量化 

自動的に計算された検出パラメータを微調整し、典型的なスポットパターン

の生成に考慮する画像を選択します。 

Review スポットの確認と標準化（ノーマライズ） 

スポットパターンを確認し、スポットを編集したり、アラインメントを修正したり

することもできます。 

Results 結果の検証 

Melanie は解析デザインに合わせた専用のツールと統計テストを自動的に

提案します。スポットをフィルタリングし、スポットセットを使用してタグ付けし、

さまざまなプロットとオプションを使用してスポットを検証します。 

Picking 切り出し（ピッキング）するスポットの選択とエクスポート 

ピッキングのスポットを選択しピッキングリストを作成します。 
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5 Quality control 

Quality Control ステップでは、これらの画像とそのプロパティを表示し、品質と整合性をチェックし、必要な

ときに編集し、さらに解析するイメージを検証することができます。 画像の追加、削除、名前の変更も可

能です。 

Note：イメージ（Image）とゲル（Gel）の違いに注意してください。ゲルは、1 つまたは複数のイメージが

含まれます。 DIGE および他のマルチ染色実験の場合、2 つ以上のイメージが同じゲルに属します。 
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5.1 イメージの編集 

Edit > Edit images ボタンをクリックすると、画像編集モードに移行します。 

  

次のステップ Experimental Design をクリックし、変更を保存（Save modifications）して移動します。 
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6 Experimental Design - 解析デザイン 

Experimental Design ステップでは、実験的デザインに関する情報を指定または編集できます。実験のメ

インファクター、サブジェクト、ブロック、その他の変数など。この情報は、ワークフロー全体でアライメント設定、

画像表示レイアウト、適切な統計テスト、データ解析ツールを提案するために使用されます。 

6.1 実験デザインを選択する 
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6.2 要因（Factor）と Factor レベルの名前をつける 

ウィザードの 2 番目の画面で Factor と Factor レベルの名前を変更します。 

 

Wizard でファクター、レベル振り分けができなかった場合 

 

次のステップ[Aliment setup]をクリックし、変更を保存（Save modifications）して移動します。 
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7 Alignment setup アライメントセットアップ 

アライメントは実験中のイメージのスポット位置をリファレンスイメージに合わせます。アライメントは、画像解

析プロセスにおいて非常に重要です。アライメントが不十分な場合、その結果生じるスポット検出および定

量化は根拠が薄くなります。 

アライメントセットアップはリファレンスイメージを設定します。内部標準を含む DIGE 実験では、すべてのイメ

ージは、各ゲルの Standard（内部標準）イメージを使って合わせます。各ゲルの内部標準イメージは、リ

ファレンスイメージ （リスト内の一番上のゲルの内部標準イメージ）に対してあわせます。 

7.1 リファレンスイメージを指定する 

リスト内で一番上に表示されるイメージが、アライメントプロセスのリファレンスイメージとして使用されます。リ

ファレンスイメージを変更するには、リストの一番上にそのゲルをドラッグします。 

  

次のステップ Aliment をクリックし、変更を保存（Save modifications）して移動します。 
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8 Alignment アライメント 

アライメントは、実験中の各イメージとそのリファレンスイメージとの間のスポットマッチングを見つけ、各イメー

ジを Warp してリファレンスイメージと重ね合わせて行います。アライメントは、イメージ解析プロセスにおいて

非常に重要です。アライメントが不十分な場合、その結果生じるスポット検出および定量化は根拠が薄く

なります。 

8.1 アライメントをするには 

 

イメージでのマッチングスポットは以下のように表示されます。 

マッチングの削除：右マウスボタン 

マッチスポットを右クリック、マッチを削除する確認ウィンドウで[Yes]をクリック 

マッチングの追加：左マウスボタン 

片方の画像でスポットの最も濃い部分を左クリック。両方の画像にシンボルが表示される。 

もうひとつのイメージのマッチ位置をダブルクリックするか、マッチシンボルを正しい位置にドラッグ 

既存マッチングの位置編集：左マウスボタン 

 自動マッチ ユーザーマッチ 

非選択時 

      

選択時 

    

http://2d-gel-analysis.com/wp-content/uploads/2015/11/AutomaticUnselectedWarped.png
http://2d-gel-analysis.com/wp-content/uploads/2015/11/AutomaticUnselectedWarpedCyan.png
http://2d-gel-analysis.com/wp-content/uploads/2015/11/AutomaticVector.png
http://2d-gel-analysis.com/wp-content/uploads/2015/11/UserUnselectedWarpedRed.png
http://2d-gel-analysis.com/wp-content/uploads/2015/11/UserUnselectedWarpedCyan.png
http://2d-gel-analysis.com/wp-content/uploads/2015/11/UserVector.png
http://2d-gel-analysis.com/wp-content/uploads/2015/11/AutomaticSelectedWarpedRed.png
http://2d-gel-analysis.com/wp-content/uploads/2015/11/AutomaticSelectedWarpedCyan.png
http://2d-gel-analysis.com/wp-content/uploads/2015/11/UserSelectedWarpedRed.png
http://2d-gel-analysis.com/wp-content/uploads/2015/11/UserSelectedWarpedCyan.png
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マッチしているスポットをクリック。シンボルを正しい位置にドラッグ。 

8.2 アライメントの実施 

 

Current images（現在のイメージペア）、All images（ツリービューにあるすべてのイメージ）、Choose 

images（イメージを選択）、Non-aligned images（アライメントされていないイメージ）でアライメントを

実施でき、それぞれ以下の実施方法が選択できます。 

Based on user matches：ユーザーマッチングのみを用い、新しくアライメントを実行します。 

Based on all matches：ユーザーと自動マッチを保ちながら、新しくアライメントを実行します。 

次のステップ Detection をクリックし、変更を保存（Save modifications）して移動します。 

9 Detection スポット検出 

スポット検出ステップの目的は、解析中のすべてのイメージを表す固有のスポットパターンを生成することで

す。最初に、すべてのイメージの融合イメージを作成します。次いで、自動的に計算された、または微調整

された検出パラメータを使用して、融合イメージ上にスポットを検出します。最後に、スポットパターンをすべ

ての個々のイメージに伝播させ、スポットを定量化します。 

 

  

http://2d-gel-analysis.com/wp-content/uploads/2015/11/AlignButton.png
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9.1 検出パラメータを設定する 

 

自動的に計算されたパラメータを使用すると、適用

されるスポットパターンの即時プレビューが表示され

ます。検出パラメータは微調整することができます: 

Smooth：スポットの分割。数値が小さいほど細か

く分割。 

Saliency：スポットの突出度。数値が大きいほど

濃いスポットを検出。 

Min area：スポットとして考慮しない面積。ツブツブ

ごみを除く。 

現在選択されているパラメータの値は各スライダの上にあり、赤いスポットのパターンに対応しています。 

パラメータを変更すると以前に適用されたスポット検出パラメータは、カッコ内に記載され、金色のスポット

で表示しています。 

10 Review レビュー  

Review ステップでは、アラインメントと検出結果を検証するためのさまざまなツールが用意されています。こ

のようにして、データセットが統計分析のために準備されていることを確認できます。スポットフィルタの高度

な選択基準に基づいて、スポット編集およびノーマライズの設定を確認します。 
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10.1 スポット編集 

Melanie は、スポット形状を編集することができます。しかし、再現性のある定量を保証するためには、でき

るだけ手作業による編集を避けることが推奨されます。一貫性のないスポットシェイプに気付いたら、そのエ

リアのアラインメントを最初に確認することをお勧めします。 

Spot edition ボタンをクリックし、スポット編集モードに入ります。以下の操作ができます。 

 

 スポットを作成 クリックしてドラッグすると、新しいスポットの輪郭（楕円）を描画できます。 

 スポットを削除 クリックして削除します。クリックしてドラッグすると、すべてのスポットが削除される領域

を定義します。 

 スポットを分割 分割する位置にスポットを通して線を描きます。スポット輪郭の外から外に線を描きま

す。 

 スポットの結合 いくつかのスポットを通して軌跡を描きます。 

 スポットを拡大 追加したい領域の輪郭を描きます。 

 スポットの縮小 縮小したい領域の輪郭を描きます。 

 スポットの移動 この特定の画像だけで移動するスポットをクリックしてドラッグします。 

file:///C:/Program%20Files/GE%20Healthcare/Melanie%209/Help/user-guide-coverage/spot-edition-c_files/CreateSpot.png
file:///C:/Program%20Files/GE%20Healthcare/Melanie%209/Help/user-guide-coverage/spot-edition-c_files/DeleteSpot.png
file:///C:/Program%20Files/GE%20Healthcare/Melanie%209/Help/user-guide-coverage/spot-edition-c_files/SplitSpot2.png
file:///C:/Program%20Files/GE%20Healthcare/Melanie%209/Help/user-guide-coverage/spot-edition-c_files/MergeSpot.png
file:///C:/Program%20Files/GE%20Healthcare/Melanie%209/Help/user-guide-coverage/spot-edition-c_files/GrowSpot.png
file:///C:/Program%20Files/GE%20Healthcare/Melanie%209/Help/user-guide-coverage/spot-edition-c_files/ShrinkSpot.png
file:///C:/Program%20Files/GE%20Healthcare/Melanie%209/Help/user-guide-coverage/spot-edition-c_files/MoveSpot.png
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10.2 スポットノーマライゼーション Spot normalization 

内部標準を用いた DIGE 実験（DIGE experiments with an internal standard）では、レシオメトリックノ

ーマライゼーションが適用され、かつ自動的に実行されます。 

  

次のステップ Result をクリックし、移動します。 

11 Results 結果 

Result のステップでは、専用のツールと統計テストを使用して結果を調べることができます。デフォルト画面

は、最良のあなたの実験計画に適合されている統計解析の結果が表示されます。 

このチュートリアルでは Control 、Treated サンプル間で顕著なタンパク質発現の差異があるスポット

「ANOVA 検定値が 0.05 未満であり、かつボリューム比の平均が 2 以上または 0.5 以下」を見つけます。 

11.1 2D/3D表示の操作 

 2D view 3D view 

イメージの移動 スクロールホイールを押しながらドラッグ 

スクロールホイールをダブルクリックし選

択域の中央を表示 

Ctrl + スクロールホイールを押しながら

ドラッグ 

イメージのズーム スクロールホイールを回転 スクロールホイールを回転 

イメージの回転 – スクロールホイールを押しながらドラッグ 

ピーク高の変化 – Ctrl + スクロールホイールを回転 
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11.2 ANOVA 検定値が 0.05 以下のスポットを見つける 

  

11.3 ANOVA 検定値が 0.05 以下のスポットセットを作る 
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11.4 処理サンプル「Treated」の発現量が「Control」2 倍以上のスポットを見つける  

 

11.5 Treated の値が 2 以上のスポットセットを作る  
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11.6 Anova Table に「Treated>=2」のスポットセットを表示する 

   

11.7 「Anova<=0.05」 かつ 「Treated>=2」のスポットセットをつくる   
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11.8 抽出されたスポットの評価 

このチュートリアルでは 4 枚のゲルを使用していますので、1 マッチングスポットあたり、コントロール（青）と

処理サンプル（黄緑）で各 4 スポットずつ存在することになります。縦軸は発現量比（volume Ratio） 

で表示されており、内部標準ボリュームはすべて 1 です（表示なし）。サンプルスポットを横切る帯と白線

はばらつきと、平均値を示しています。 

  

各スポットを検証したら、Analysis1 チェックボックスカラムにチェックを入れます。 

⚫  – 関心のあるスポットとして確認 

⚫  – 関心ないスポットと確認 

⚫  – まだレビュー、検証していないスポット 

Ettan Spot Picker（スポット回収ロボット）を使用するならば、次のステップ Picking をクリックし、移動しま

す。 
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12 Picking ピッキング 

[ピッキング]ステップでは、スポットをスポットピックロボットが読み取れるピックファイルにエクスポートできます。 

Note：Ettan Spot Picker ではリファレンスマーカーを含むピッキングゲルを使用します。 

  

13 pI / MW setting 

等電点、分子量マーカーを基に、スポットに pI / MW 情報を付加することができます。 

13.1 pI / MW setting 

Quality control ステップの Edit ボタンから「Edit pI/MW…」を押す。 
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13.2 pI / MW setting 

 

13.3 pI / MW 表示 
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14 画面のエクスポート 

14.1 イメージウインドウのエクスポート 

Options（歯車）をクリックしま

す。 

Export ＞  Sheet to clipboard 

表示しているすべてのイメージ 

Export ＞  Image to clipboard 

選択（左上の名タグが緑）イメー

ジ 

  

14.2 表（Table）のエクスポート 

Save アイコンをクリックします）。 

Save > テキストファイルで保存。 Selected row もしくは all 

rows 

 

 

 

 

14.3 Experiment Design view のエクスポート 

Settings をクリックしま

す。 

Save > html ファイルで

画像保存。 
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14.4 Expression Profile のエクスポート 

Settings をクリックします。 

Save > png、bmp、tiff ファイルで画像保存。 
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Melanie 9 操作ガイド_Single Stain 

Single Stain 

この章では、Melanie Single stain を用いて処理サンプルとコン トロールを比較して統計学的に有意な発

現差異を示すタンパク質を検出する方法について説明します。 

Single stain は各ゲルにはサンプルがひとつずつ泳動され、サイプロルビー染色で染色されています。 

ここで使用する 2D ゲルには下表で示すように４群に分けられます。細胞を 2 つの異なる環境下（培地

A および培地 B）で培養し、２種類の処理（処理１および処理２）を行いました。 

クラス 環境 処理 

A_T1 培地 A 処理１ 

A_T2 培地 A 処理２ 

B_T1 培地 B 処理１ 

B_T2 培地 B 処理２ 

 

このチュートリアルでは、C:¥Program Files¥GE Healthcare¥Melanie 8¥Tutorialsにある12枚のゲルファイ

ルを使用します。 

1 ソフトウェアの起動、終了 

1.1 ソフトウェアの起動 

Melanie は、Microsoft Windows のメニューで Start ＞ Programs ＞ Melanie を選択す

ることにより起動します。デスクトップ上の Melanie のアイコンをダブルクリックして起動すること

もできます。 

 

1.2 ソフトウェアの終了 

Melanie のプログラムを閉じるには、メニューの File ＞ Exit を選択します。プログラムウィンドウの右上端

の Close ボタンをクリックすることもできます。Melanie は、終了する前にゲルイメージやそれらとマッチングす

るデータに対する修正を保存するかどうか確認するダイアログボックスが現れます。開いているワークスペース

は自動的に保存されます。 
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2 Projects 

解析の最初のステップは、プロジェクトを作成し、ゲル画像をインポートすることです。プロジェクトは、

「Project」ウィンドウで管理されます。 

2.1 新しいプロジェクトを作成する 

2.2 イメージを選択する 
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3 表示領域 

表示領域には、画像ビューが表示されます。 ツールバーのさまざまなオプションを使用して、これらのビュー

を操作およびカスタマイズできます。 

  

 3.1 2D/3D表示の操作 

 2D view 3D view 

イメージの移動 スクロールホイールを押しながらドラッグ 

スクロールホイールをダブルクリックし選

択域の中央を表示 

Ctrl + スクロールホイールを押しながら

ドラッグ 

イメージのズーム スクロールホイールを回転 スクロールホイールを回転 

イメージの回転 – スクロールホイールを押しながらドラッグ 

ピーク高の変化 – Ctrl + スクロールホイールを回転 
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4 解析のステップを以下に要約します 

Quality control 画像の品質と整合性の確認 

Melanie は、画像キャプチャ手順を最適化するために必要なフィードバックを

提供します。必要に応じて、ゲルの再スキャンや画像の編集を行います。  

Experimental design 

 

解析の設計の定義 

Experimental デザインウィザードを使用して、共通のデザイン、ファクター名、

ファクターレベルのいずれかを作成し、イメージを割り当てます。 

Alignment setup アライメント（スポットの位置あわせ）方法の指定 

アライメントの効率を高め、マッチの編集作業を最小限に抑えるには、最初

に類似した画像のグループ内で画像を補正することができます。 

Alignment 画像の補正と、ゲル同士の位置変化の修正 

アライメント階層内の画像を補正し、ツールを使用して各アライメントペアを

体系的に見直し、必要に応じてマッチを編集します。 

Detection すべての画像のスポットの検出と定量化 

自動的に計算された検出パラメータを微調整し、典型的なスポットパターン

の生成に考慮する画像を選択します。 

Review スポットの確認と標準化（ノーマライズ） 

スポットパターンを確認し、スポットを編集したり、アラインメントを修正したり

することもできます。 

Results 結果の検証 

Melanie は解析デザインに合わせた専用のツールと統計テストを自動的に

提案します。スポットをフィルタリングし、スポットセットを使用してタグ付けし、

さまざまなプロットとオプションを使用してスポットを検証します。 

Picking 切り出し（ピッキング）するスポットの選択とエクスポート 

ピッキングのスポットを選択しピッキングリストを作成します。 
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5 Quality control 

Quality Control ステップでは、これらの画像とそのプロパティを表示し、品質と整合性をチェックし、必要な

ときに編集し、さらに解析するイメージを検証することができます。 画像の追加、削除、名前の変更も可

能です。 

Note：イメージ（Image）とゲル（Gel）の違いに注意してください。ゲルは、1 つまたは複数のイメージが

含まれます。 DIGE および他のマルチ染色実験の場合、2 つ以上のイメージが同じゲルに属します。 
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5.1 イメージの編集 

Edit > Edit images ボタンをクリックすると、画像編集モードに移行します。 

  

次のステップ Experimental Design をクリックし、変更を保存（Save modifications）して移動します。 

6 Experimental Design - 解析デザイン 

Experimental Design ステップでは、実験的デザインに関する情報を指定または編集できます。実験のメ

インファクター、サブジェクト、ブロック、その他の変数など。この情報は、ワークフロー全体でアライメント設定、

画像表示レイアウト、適切な統計テスト、データ解析ツールを提案するために使用されます。 

子のチュートリアルでは細胞を 2 つの異なる環境下（培地 A および培地 B）で培養し、２種類の処理

（処理１および処理２）を行ったので 2-Factor を選びます。 
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6.1 実験デザインを選択する 

 

6.2 要因（Factor）と Factor レベルの名前をつける 

ウィザードの 2 番目の画面で Factor と Factor レベルの名前を変更します。 
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Wizard でファクター、レベル振り分けができなかった場合 

 

次のステップ[Aliment setup]をクリックし、変更を保存（Save modifications）して移動します。 
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7 Alignment setup アライメントセットアップ 

アライメントは実験中のイメージのスポット位置をリファレンスイメージに合わせます。アライメントは、画像解

析プロセスにおいて非常に重要です。アライメントが不十分な場合、その結果生じるスポット検出および定

量化は根拠が薄くなります。 

アライメントセットアップはリファレンスイメージを設定します。Single stain 実験では、Factor(今回は

Medium A と B)ごとにグループを作り、リファレンスイメージを設定します。 

7.1 アライメントグループ(階層)を作る 

 

7.2 リファレンスイメージを指定する 

リスト内で一番上に表示されるイメージが、アライメントプロセスのリファレンスイメージとして使用されます。リ

ファレンスイメージを変更するには、リストの一番上にそのゲルをドラッグします。 
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次のステップ Aliment をクリックし、変更を保存（Save modifications）して移動します。 
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8 Alignment アライメント 

アライメントは、実験中の各イメージとそのリファレンスイメージとの間のスポットマッチングを見つけ、各イメー

ジを Warp してリファレンスイメージと重ね合わせて行います。アライメントは、イメージ解析プロセスにおいて

非常に重要です。アライメントが不十分な場合、その結果生じるスポット検出および定量化は根拠が薄く

なります。 

Single stain 解析では、アライメントセットアップで分けたそれぞれの Subject 内(Tutorial では A_T1_Gel1-

Gel3)でアライメントし、Subject 間(Tutorial では A_T1 と A_T2 )、B も同様に、次に Factor間 (Tutorial

では A と B) のリファレンスイメージでアライメントします。 

8.1 アライメントをするには 

 

イメージでのマッチングスポットは以下のように表示されます。 

マッチングの削除：右マウスボタン 

マッチスポットを右クリック、マッチを削除する確認ウィンドウで[Yes]をクリック 

マッチングの追加：左マウスボタン 

片方の画像でスポットの最も濃い部分を左クリック。両方の画像にシンボルが表示される。 

 自動マッチ ユーザーマッチ 

非選択時 

      

選択時 

    

http://2d-gel-analysis.com/wp-content/uploads/2015/11/AutomaticUnselectedWarped.png
http://2d-gel-analysis.com/wp-content/uploads/2015/11/AutomaticUnselectedWarpedCyan.png
http://2d-gel-analysis.com/wp-content/uploads/2015/11/AutomaticVector.png
http://2d-gel-analysis.com/wp-content/uploads/2015/11/UserUnselectedWarpedRed.png
http://2d-gel-analysis.com/wp-content/uploads/2015/11/UserUnselectedWarpedCyan.png
http://2d-gel-analysis.com/wp-content/uploads/2015/11/UserVector.png
http://2d-gel-analysis.com/wp-content/uploads/2015/11/AutomaticSelectedWarpedRed.png
http://2d-gel-analysis.com/wp-content/uploads/2015/11/AutomaticSelectedWarpedCyan.png
http://2d-gel-analysis.com/wp-content/uploads/2015/11/UserSelectedWarpedRed.png
http://2d-gel-analysis.com/wp-content/uploads/2015/11/UserSelectedWarpedCyan.png
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もうひとつのイメージのマッチ位置をダブルクリックするか、マッチシンボルを正しい位置にドラッグ 

既存マッチングの位置編集：左マウスボタン 

マッチしているスポットをクリック。シンボルを正しい位置にドラッグ。 

8.2 アライメントの実施 

 

Current images（現在のイメージペア）、All images（ツリービューにあるすべてのイメージ）、Choose 

images（イメージを選択）、Non-aligned images（アライメントされていないイメージ）でアライメントを

実施でき、それぞれ以下の実施方法が選択できます。 

Based on user matches：ユーザーマッチングのみを用い、新しくアライメントを実行します。 

Based on all matches：ユーザーと自動マッチを保ちながら、新しくアライメントを実行します。 

次のステップ Detection をクリックし、変更を保存（Save modifications）して移動します。 

9 Detection スポット検出 

スポット検出ステップの目的は、解析中のすべてのイメージを表す固有のスポットパターンを生成することで

す。最初に、すべてのイメージの融合イメージを作成します。次いで、自動的に計算された、または微調整

された検出パラメータを使用して、融合イメージ上にスポットを検出します。最後に、スポットパターンをすべ

ての個々のイメージに伝播させ、スポットを定量化します。 

 

http://2d-gel-analysis.com/wp-content/uploads/2015/11/AlignButton.png
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9.1 検出パラメータを設定する 

自動的に計算されたパラメータを使用すると、適用

されるスポットパターンの即時プレビューが表示されま

す。検出パラメータは微調整することができます: 

Smooth：スポットの分割。数値が小さいほど細か

く分割。 

Saliency：スポットの突出度。数値が大きいほど

濃いスポットを検出。 

Min area：スポットとして考慮しない面積。ツブツブ

ごみを除く。 

現在選択されているパラメータの値は各スライダの

上にあり、赤いスポットのパターンに対応しています。 

パラメータを変更すると以前に適用されたスポット検出パラメータは、カッコ内に記載され、金色のスポット

で表示しています。 

10 Review レビュー  

Review ステップでは、アラインメントと検出結果を検証するためのさまざまなツールが用意されています。こ

のようにして、データセットが統計分析のために準備されていることを確認できます。スポットフィルタの高度

な選択基準に基づいて、スポット編集およびノーマライズの設定を確認します。 
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10.1 スポット編集 

Melanie は、スポット形状を編集することができます。しかし、再現性のある定量を保証するためには、でき

るだけ手作業による編集を避けることが推奨されます。一貫性のないスポットシェイプに気付いたら、そのエ

リアのアラインメントを最初に確認することをお勧めします。 

Spot edition ボタンをクリックし、スポット編集モードに入ります。以下の操作ができます。 

 

 スポットを作成 クリックしてドラッグすると、新しいスポットの輪郭（楕円）を描画できます。 

 スポットを削除 クリックして削除します。クリックしてドラッグすると、すべてのスポットが削除される領域

を定義します。 

 スポットを分割 分割する位置にスポットを通して線を描きます。スポット輪郭の外から外に線を描きま

す。 

 スポットの結合 いくつかのスポットを通して軌跡を描きます。 

 スポットを拡大 追加したい領域の輪郭を描きます。 

 スポットの縮小 縮小したい領域の輪郭を描きます。 

 スポットの移動 この特定の画像だけで移動するスポットをクリックしてドラッグします。 

file:///C:/Program%20Files/GE%20Healthcare/Melanie%209/Help/user-guide-coverage/spot-edition-c_files/CreateSpot.png
file:///C:/Program%20Files/GE%20Healthcare/Melanie%209/Help/user-guide-coverage/spot-edition-c_files/DeleteSpot.png
file:///C:/Program%20Files/GE%20Healthcare/Melanie%209/Help/user-guide-coverage/spot-edition-c_files/SplitSpot2.png
file:///C:/Program%20Files/GE%20Healthcare/Melanie%209/Help/user-guide-coverage/spot-edition-c_files/MergeSpot.png
file:///C:/Program%20Files/GE%20Healthcare/Melanie%209/Help/user-guide-coverage/spot-edition-c_files/GrowSpot.png
file:///C:/Program%20Files/GE%20Healthcare/Melanie%209/Help/user-guide-coverage/spot-edition-c_files/ShrinkSpot.png
file:///C:/Program%20Files/GE%20Healthcare/Melanie%209/Help/user-guide-coverage/spot-edition-c_files/MoveSpot.png


40 
 

10.2 スポットノーマライゼーション Spot normalization 

内部標準を用いた DIGE 実験（DIGE experiments with an internal standard）では、レシオメトリックノ

ーマライゼーションが適用され、かつ自動的に実行されます。 

  

次のステップ Result をクリックし、移動します。 

11 Results 結果 

Result のステップでは、専用のツールと統計テストを使用して結果を調べることができます。デフォルト画面

は、最良のあなたの実験計画に適合されている統計解析の結果が表示されます。 

このチュートリアルでは One-way ANOVA(一元分散分析) を用い、Medium A、B 間で顕著なタンパク質

発現の差異があるスポット「ANOVA 検定値が 0.05 未満であり、かつボリューム比の平均が 2 以上または

0.5 以下」を見つけます。 

11.1 2D/3D表示の操作 

 2D view 3D view 

イメージの移動 スクロールホイールを押しながらドラッグ 

スクロールホイールをダブルクリックし選

択域の中央を表示 

Ctrl + スクロールホイールを押しながら

ドラッグ 

イメージのズーム スクロールホイールを回転 スクロールホイールを回転 

イメージの回転 – スクロールホイールを押しながらドラッグ 
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ピーク高の変化 – Ctrl + スクロールホイールを回転 

 

11.2 ANOVA 検定値が 0.05 以下、Fold(発現量比)が 2 以上のスポットを見つけ、
「ANOVA=<0.05, Fold=>2」のスポットセットを作る 

 

 

11.3 Medium「B」の発現量が「A」の 2 倍以上のスポットを見つけ、「B=>2」のスポッ
トセットを作る 
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11.4 Anova Table に「B=>2」のスポットセットを表示し、「ANOVA=<0.05, Fold=>2」 
かつ 「B>=2」の「Interest Spots」スポットセットをつくる 

 

11.5 抽出されたスポットの評価 

このチュートリアルでは 12 枚のゲルを使用していますので、1 マッチングスポットあたり、Medium A（青）と

B（黄緑）で各 6 スポットずつ存在することになります。縦軸は発現量（volume） で表示されます。サ

ンプルスポットを横切る帯と白線はばらつきと、平均値を示しています。 

 

各スポットを検証したら、Analysis1 チェックボックスカラムにチェックを入れます。 
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⚫  – 関心のあるスポットとして確認 

⚫  – 関心ないスポットと確認 

⚫  – まだレビュー、検証していないスポット 

Ettan Spot Picker（スポット回収ロボット）を使用するならば、次のステップ Picking をクリックし、移動しま

す。 

11.7 複数の統計結果を表示 

ホームボタンを押すと、複数の統計結果の表示ができます。 

⚫ Gel analysis 

⚫ One-factor analysis (One-way ANOVA) 一元分散分析 

⚫ Two-factor analysis (Two-way ANOVA) 二元分散分析 

⚫ PCA (主成分分析) 

11.8 Two-factor analysis (Two-way ANOVA) 

■概要 

Two-Way ANOVA は、【Condition 2】が同じで【Condition 1】値が異なる群間や（Two-Way ANOVA 

Condition 1）、その逆（Two-Way ANOVA Condition 2）の群間の有意差を計算します。Two-Way 

ANOVA 解析は、2 つの因子による作用の有意性の差も計算します（Two-Way ANOVA Interaction）。  

したがって、Two-Way ANOVA には 3 つの仮説があります。各セットの帰無仮説は以下の通りです。  

・ 第一条件の母集団平均は等しい。これは【Condition 1】のみの One-Way ANOVA と似ています。  

・ 第二条件の母集団平均は等しい。これは【Condition 2】のみの One-Way ANOVA と似ています。  

・ 2 つの因子の間に相互作用がない。有意な ANOVA Interaction 値は、相互作用あるいは干渉に

より、2 つの因子が互いに影響しあっていることを示しています。 

この種の影響の例を以下に示します。 
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Two-Way ANOVA 解析のグラフ例 

各グラフは、2 つの異なる実験条件におけるタンパク質発現量（縦軸）の変化を示しています。

【Condition 1】 （横軸）は、2 つの温度 A と B を、【Condition 2】は薬剤処理（図中●）とコントロー

ル（図中○）を示しています。 各条件で 3 回の泳動が行われているため、4 つの実験群それぞれに 3 

サンプルがあります。【Condition 1】と 【Condition 2】は、条件の一方を固定し他方を変えるというように

使用されており、群 1 と群 2 は【Condition 1】 値が等しく（どちらも温度 A）、【Condition 2】値（薬

物処理またはコントロール）が異なります。群 3 と群 4 は、 別の【Condition 1】値（どちらも温度 B）

と、異なる【Condition 2】（薬物処理またはコントロール）値を持つこ とになります。 

＜実験 1 ＞ 温度 A と B、または処理済みと未処理のサンプルのタンパク質発現量に変動はありません。 
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＜実験 2 ＞ 温度 B でタンパク質発現が増加していますが、薬物処理は効果がありません。 

＜実験 3 ＞ 薬物処理でタンパク質発現が増加していますが、温度変化は効果がありません。 

＜実験 4 ＞ 薬物処理と温度上昇の両方の作用でタンパク質発現が増加しています。すなわち 2 条

件は独 立しており、P12 は有意ではありません。 

  ＜実験 5 ＞ 薬物処理のみが温度変化と関連しており、タンパク質発現量が増加しています。すな

わち 2 つの条件は相互作用しており、結果として P12 ＜ 0.001 となります。  

 12 Picking ピッキング 

[ピッキング]ステップでは、スポットをスポットピックロボットが読み取れるピックファイルにエクスポートできます。 

Note：Ettan Spot Picker ではリファレンスマーカーを含むピッキングゲルを使用します。 

  

13 pI / MW setting 

等電点、分子量マーカーを基に、スポットに pI / MW 情報を付加することができます。 

13.1 pI / MW setting 

Quality control ステップの Edit ボタンから「Edit pI/MW…」を押す。 
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13.2 pI / MW setting 

 

13.3 pI / MW 表示 
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14 画面のエクスポート 

14.1 イメージウインドウのエクスポート 

Options（歯車）をクリックしま

す。 

Export ＞  Sheet to clipboard 

表示しているすべてのイメージ 

Export ＞  Image to clipboard 

選択（左上の名タグが緑）イメー

ジ 

  

14.2 表（Table）のエクスポート 

Save アイコンをクリックします）。 

Save > テキストファイルで保存。 Selected row もしくは all 

rows 

 

 

 

 

14.3 Experiment Design view のエクスポート 

Settings をクリックしま

す。 

Save > html ファイルで

画像保存。 
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14.4 Expression Profile のエクスポート 

Settings をクリックします。 

Save > png、bmp、tiff ファイルで画像保存。 

 

 

お問合せ先 

Cytiva（サイティバ） 

グローバルライフサイエンステクノロジーズジャパン株式会社 

〒169-0073 

東京都新宿区百人町 3-25-1 サンケンビルヂング 

お問い合わせ：バイオダイレクトライン 

Tel：03-5331-9336 

e-mail：tech-jp@cytiva.com 

www.cytivalifesciences.co.jp 
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