
論文作成に役立つ 

統計解析のいろは 

矢原耕史 (久留米大学バイオ統計センター) 

鈴木里和（感染研・細菌第二部） 

宮本真理（キアゲンバイオインフォマティクス） 

2016/3/23（火） 12:45 

細菌学会教育WS (大阪国際交流センター) 

配付資料の一部 

御机上 



WS企画の概要 

細菌学会からの依頼による開催 

 

目標 

細菌学の先生方の論文作成に直接役立つよう 

 

細菌学の先生方から事前に頂いた「生の声」に答えるよう 

 

 

発表者の特徴 

矢原：生物医学統計の学位と教育研究経験、 

      疫学からゲノムまで幅広いデータの統計解析の経験 

鈴木：感染症専門医、UC Berkley公衆衛生大学院に留学 

宮本：統計科学の学位、インフォマティクス 
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細菌学の先生方から事前に頂いた「生の声」： 例1 

今まで自分流で統計解析をしてきたけれど、それが正しいか   
どうか分からない 

 

2群比較の際、順位和検定（U検定）ばかりを使っているが？ 

なぜt検定ではいけない？ 

 

比較する群の数が増えた場合、どうすべき？ 

 

… 

 

 

論文に「有意」と書いてあるが、疑わしい場合がある 

正しいかどうか、どうすれば判断できる？ 
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細菌学の先生方から事前に頂いた「生の声」： 例2 

ありがちな「やってはいけない」ラボデータの統計処理なんかを 
説明すると有意義かも 

 

3群間の比較を普通にt検定繰り返し 

 

3倍希釈で測定している抗体価の平均値を出してt検定 

 

標準誤差と標準偏差、 95%信頼区間の記述が混同 

 

… 
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細菌学の先生方から事前に頂いた「生の声」： 例3 

細菌学分野に特有のデータをどう統計解析すべき？ 

CFU 

生の値は非常に大きい 

 

薬剤感受性試験によるMIC 

濃度1, 2, 4, 8と倍々の濃度、もしくは0.5, 0.25といった1/2ずつに
希釈して測定 

 

同様に、抗体価 

10倍希釈や2倍希釈などの段階的な希釈系で測定 

 

 

遺伝子発現の群間比較で統計が必須なので、詳しく知りたい 
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発表タイトル・概要 

統計学への準備体操 (15分) 

 

統計解析の基礎と実践的入門（50分） 

  -マウス操作型ソフトを使いながら- 

生物医学統計 

「わかった」「これは使える」と思って頂けるように 

 

QA、討論1 (10分) 

 

遺伝子発現の群間比較の統計解析 (20-30分) 

RNA-Seqデータを念頭に 

 

総合QA、討論2 (25-15分) 
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矢原 

鈴木 

宮本 



統計解析の基礎と実践的入門 

矢原耕史 

 (久留米大学バイオ統計センター) 

koji_yahara@med.kurume-u.ac.jp 

-マウス操作型ソフトを使いながら- 



ラボデータの統計解析に焦点を当てて 

多くの場合、やりたいことは「群間の比較」 

各群の測定値の平均に、有意な差があるかどうか？ 

○○検定によるp値で、判断 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2群の比較なら、t検定か、ウィルコクソンの順位和検定（U検定） 
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日本細菌学会誌の 

論文より改変 
wild type mutant 



検定の考え方 

測定したデータは、各群からサンプリングされたもの（「標本」） 

各群の「母集団」の一部分 
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母集団：A群 母集団：B群 



検定の考え方 

知りたいのは、測定したデータに基づいて、                
母集団の平均に差がある、と言えるかどうか 
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母集団：A群 母集団：B群 

測定したデータから 

計算した平均の差 
（測定する毎にバラつき、変わる） 

母集団の平均に 

差があるか？ 



p値の考え方 

測定したデータから計算した平均の差が、                       
「本当は母集団の平均には差がない」と考えた場合に      
どれくらいの確率で生じるか（どれだけ起こりにくいか） 
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   　
もし 

とすると 

・測定したデータからこの差が生じる確率は？ 

 

・この差はどれだけ生じにくい？ 

 

・        と考えること（帰無仮説）にどれだけ無理がある？    　



p値が小さい  

帰無仮説が正しいとすると、こんな大きな差が生じる確率は低い 

よって「母集団の平均には差がある」（対立仮説）の方が妥当 

p値 < 0.05 → 「有意水準5%で有意差がある」 

 

 

 

 

 

 

p値が小さくない 

帰無仮説が正しいとしても、この程度の差は生じる（ p値の確率で） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

p値の考え方 
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   　
帰無仮説 

測定したデータから 

この差が生じる 

確率は？ が正しいとすると 



p値を計算するためには 

平均の差だけでなく、ばらつきも考慮する必要がある 
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実験1 実験2 

群A 群B 群A 群B 

同じ平均の差だが 

実験1の方が、 

2群の差が明確 

(ばらつきが小さい為) 

平均の差

ばらつき

これを「検定統計量」：その値が大きいほど、p値は小さくなる 

をp値の計算に用いる 



p値の計算法 

データから計算された検定統計量          の値が、 

 

  帰無仮説が正しいと仮定した場合に生じる確率 ＝p値 

 

帰無仮説が正しいと仮定した場合の検定統計量の分布が           
わかれば、計算できる 
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平均の差

ばらつき

検定統計量の値 

例) 

検定統計量の値が1.96 

→ それが標準正規分布 

  するなら、p=0.05 



t検定 (2群の分散分析) 

仮定：各群のデータが独立に正規分布しており、分散が等しい 

 

 

 

この仮定のもとで、帰無仮説が正しい場合に、検定統計量 

 

           の分布はt分布であることが、理論的に証明済 

 

 

t分布を使って、p値を計算する 

t分布は正規分布と似ているが、上の仮定が成り立つなら、 

正規分布よりも正確にp値を計算できる 

測定したデータ数が少なくてもOK 
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平均の差

ばらつき



検定の仮定が成り立たない場合は？ 

仮定を無視して検定を行うと、p値がおかしくなる 

 

p値とは、 

検定の仮定が成り立ち、 

帰無仮説が正しいとした場合の検定統計量 

 

           の理論的な分布をもとに、計算される 

            

 

t検定の仮定が成り立たないデータに対し、t分布を使って  
p値を計算するのは間違い。 

小さなp値 → 帰無仮説に無理がある、とは言い切れない 
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平均の差

ばらつき



t検定が使えない場合、何を使えばよい? 

ウィルコクソンの順位和検定（U検定） 

測定した１つ１つの値を直接使うのではなく、それを全体での順位
に変換した上で、群間の比較を行う 
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A群 

B群 

1.3   3.5     6.2   8.3        13.2    15.6 

    4.1     7.1   10.5                 16.0      18.2        40.5 

A群 

B群 

   1       2         4       6           8          9 

  3         5        7                      10         11         12 

測定値 

順位 

A群での順位和と、B群での順位和に、差はある？ 



t検定が使えない場合、何を使えばよい? 

ウィルコクソンの順位和検定（U検定） 

データの分布に特定の形（例えば正規分布）を仮定しない 

「ノンパラメトリック」法 

t検定は、データが正規分布すると仮定した「パラメトリック法」 

 

帰無仮説：どの群でも、個々のデータは、1番目から最後(N番目) 
までの順位を、等確率でランダムにとる  

 

帰無仮説が正しいとした場合に、 

  A群の順位和がとり得る値の分布は 

 簡単なシミュレーションで求められる 

 

 

その分布を使って、実際のデータから計算されたA群の順位和
が得られる確率 = p値 
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間違いの例 

喫煙者・非喫煙者25名ずつの収縮期血圧を測定したデータ 
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平均値の差は 

 130.92-123.92 = 7 

 

この差は有意だと言えるか？ 

t検定：p=0.017 

ウィルコクソン順位和検定：p=0.056 



t検定の仮定に反している 

各群でデータは正規分布？→No（下の喫煙群の分布） 

各群の分散は等しい？→No 

マウス操作型ソフト 

JMP（後述）による。 

箱ひげ図の見方は 

次スライドに。 
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この場合、t検定を使って有意差を主張するのは、間違い 



(補足) データの分布を吟味するには箱ひげ図が便利 
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データの半分（例えば100人 

のデータなら50人）が含まれる 

最も短い範囲 

75％分位点＋1.5ｘ4分位範囲 

より大きい外れ値 

4分位範囲＝  

  75％分位点  

- 25％分位点 

75％分位点 

25％分位点 

ひし形は、平均値 

 & その95%信頼区間 

中央値（メジアン） 

75％分位点＋1.5ｘ4分位範囲 

の範囲内で一番遠い（大きい）値 

25％分位点-1.5ｘ4分位範囲 

の範囲内で一番遠い（小さい）点 

（これが4分位範囲から外れ、 

  短いほど、そこにデータが 

  偏って分布していることを意味) 



それでは、いつも順位和検定を使えばよい？ 

しかし、t検定の仮定を満たすデータなら、t検定を使った方が                
有意差を示すのに必要なサンプル数は少なくて済む 

 

順位和検定の場合 

p<0.05を示すための最小サンプル数は、各群で4 

4回ともA群の方が大きい（小さい）なら、p=0.029 

 

サンプル数が各群で3だと 

3回ともA群の方が大きく（小さく）ても、p=0.1 
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データの分布が分からない場合、ノンパラメトリック法で検定 

→ただし、有意差を示すために、より多くのサンプルが必要 



無償マウス操作型ソフトで、これまでの解析を実行 

EZR (Easy R) 

フリーの統計解析プログラミングソフトRを                         
マウス操作で使えるようにしたもの 
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EZRを起動→「ファイル」メニュー→「データのインポート
」 
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※Excelファイルを開こうとすると上手くいかないことがあるので 

  csv形式で別名保存して読み込むのがよい。 



データファイルの形式の指定 

区切り記号 

デフォルトは「カンマ」 

csvファイルを読み込むなら、この画面では何も変更不要 

25 



読み込むデータファイルの選択 
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データファイルを読み込めたら 

「表示」ボタンで内容の確認 
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「統計解析」メニューから 

連続変数の解析→2群間の平均値の比較（t検定） 
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目的変数、説明変数の指定 

 

 

 

 

 

 

 

変数：Excelデータファイルの各列（統計解析の単位） 

 

統計解析の多くは、目的変数Yと説明変数Xの関係の分析 

この例の場合、 

目的変数Y: 収縮期血圧 （連続） 

説明変数X: 喫煙有無   （名義、離散、カテゴリー） 
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t検定の結果の確認 
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標準偏差が群間で大きく異なるので、t検定を使ったのは間違い 



「変数」の種類について  
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連続変数と名義変数に大別 

 

名義変数とは 

値が連続ではなく、むしろカテゴリーを意味 

任意の文字、カテゴリーに対応する数字 

離散型変数と呼ぶことも 

 

「変数」を「尺度」と呼ぶことも 

 

EZRは、目的変数が連続変数か名義変数かで、基本メニューを   
分けている 

 

 

 



群間で分散は異なるが、データが正規分布なら？ 

Welchのt検定 

目的変数、説明変数を指定する画面にオプションあり 
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ただし、この例の場合、喫煙あり群のデータは正規分布ではないので 

Welchのt検定も使えない 



t検定が使えないので、ノンパラメトリック検定 
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ウィルコクソン順位和検定の結果の確認 
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有意水準5%で 

有意とは言えない 



ここまでは「二標本」検定 

２つの母集団からサンプルされた、２群のデータ（二標本）から、               
母集団の平均に差がある、と言えるかどうかの検定 
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母集団：A群 母集団：B群 

測定したデータから 

計算した平均の差 

母集団の平均に 

差があるか？ 



もし同じ個体から2回測定したデータを比べる場合 

 
例：6株についてそれぞれ、試薬Aの投与前後で、ある遺伝子の
発現量を測定。発現量が有意に変化したかどうかを調べたい。 

 

 

 

 

 

 

 

以下の点を考慮して検定 

同じ個体からの2回の測定値の間には、相関がある 

• 投与前が高い値なら、投与後も高い値を示しやすい 

投与前と後の値は、２つの母集団から独立にサンプルされた  
ものではない 
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対応のある (paired) t検定 

ウィルコクソン符合付順位和検定 

or 

前   後 



EZRで、対応のある (paired) t検定 

右のサンプルデータを読み込んで 

 

データが正規分布すると考えられるなら、 

 「連続変数の解析」から 
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前、後の変数を 

第1、第2の変数に指定 



EZRで、ウィルコクソン符合付順位和検定 

データが正規分布すると考えられない場合 

  「ノンパラメトリック検定」から 
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前、後の変数を 

第1、第2の変数に指定 



比較する群の数が増えた場合は？ 

検定の帰無仮説：「どの群間にも、平均値に差がない」 

P値が小さい→ どこかの群間に、平均値の差がある 
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データが正規分布に従う仮定 3群以上 2群の場合 

できる 分散分析 t検定に一致 

できない 

（ノンパラメトリック法が必要） 
Kruskal-Wallis検定 ウィルコクソン 

順位和検定に一致 



さらに、どの群間に差があるかを突き止める（「対比較」） 

よくある間違い：t検定・ウィルコクソンの順位和検定をすべての
群間で繰り返す 
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日本細菌学会誌の 

論文より改変 



検定を繰り返すことの問題点 

誤って有意と判断してしまう確率が高くなる。なぜなら、 

p<0.05を有意と判断する（有意水準5%で検定を行う）場合、          
帰無仮説が正しくても、これぐらいの差は5%の確率で生じる 

 

1回検定を行うと、誤って有意と判断する確率は5% 

false positive 

αエラー（第一種の誤り） 

 

その誤りの生じない確率 

1回の検定につき95% 

2回検定を行うと0.952 = 90% 

5回検定を行うと0.955 = 77% 
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検定回数 



対比較の方法 

検定を繰り返しても、第１種の誤り（false positive）の生じる確率
が大きくならないよう、有意水準かp値を調整 

 

一番基本的なBonferroni法 

例えば検定を5回行う場合 

1回あたり p< 0.05/5 = 0.01なら、有意と判断する 

• 各検定での有意水準を厳しくする 

 

5回を通じて第１種の誤りの生じない確率は 

• (1 - 0.05/5)5 = 95% に収まる 

 

 

シンプルで理解しやすいが、これでは厳しすぎて、有意差が     
あると考えられるのに、有意と言えない場合が多い 
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対比較の方法 (Bonferroniより緩い) 

最もよく使われるのは以下の4つ 

 

 

 

 

 

EZRでのマウス操作を通じて、この場合分けを理解しましょう 

分散分析またはKruskal-Wallis検定を選んで 
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データが正規分布に従う仮定 全ての群を 

ペアワイズに比較 

Control群 vs  

その他の群を1つずつ比較 

できる Tukey法 Dunnett法 

できない 

（ノンパラメトリック法が必要） 
Steel-Dwass法 Steel法 



分散分析 → 対比較 の場合 

44 

Control群  

vs その他の群を1つ1つ比較 

(Dunnett法) 



Kruskal-Wallis検定 → 対比較 の場合 
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Control群  

vs その他の群を1つ1つ比較 

(Steel法) 

Control    A        B       C       D 調整済p値 



エラーバーについて 

３つの可能性 

①データの標準偏差 

 

②データの平均の標準偏差（＝標準誤差, Standard Error of Mean） 

同じ実験を繰り返しても、得られる平均値は一致しない。それが
どれだけバラつくのか、の指標。 

• 当然、データの標準偏差より小さい 
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SD

サンプル数

SD

Control    A          B          C          D Control    A          B        C          D 

SD 



標準偏差、標準誤差の使い分けの指定 
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EZRで、前ページの棒グラフを作るには 



誤差バーについて 

３つの可能性 

③データの平均の95%信頼区間 

95%の確率で、平均値はこの範囲にある 

 

サンプル数が大きければ、近似的に 

• 平均値 ± 1.96 x 標準誤差   

 

有償ソフトJMPでは 

• 箱ひげ図（前述）に 

      デフォルトで表示される 

 

• 棒グラフでの表示も「グラフビルダー」で可能 
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誤差バーがどれを意味しているのかを明記する必要あり 



細菌学分野に特有のデータについて 

CFU 

2群比較には、ウィルコクソン順位和検定を使うのが無難 

t検定の前提（データが正規分布する）が満たされる保証なし 

 （もし正規分布することが事前に分かっているなら、t検定でよい） 

 

薬剤感受性試験のMICや抗体価 

測定値は、段階的で飛び飛びの値 

例) 1, 2, 4, 8、もしくは0.5, 0.25 … 

 

連続変数ではなく、「順序変数」（名義変数の一部） 

データが連続型分布に従うことを仮定するパラメトリック法     
（例えばt検定）を使うのは不適切 

 

ノンパラメトリック法、または名義変数（カテゴリ－データ）の   
解析法を使う必要あり 
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例: 薬A,BのMICの相関は？ 

データが正規分布に従うことを仮定 

  →ピアソンの相関係数 

 

仮定しない（ノンパラメトリック）  

  →スピアマンの相関係数 
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Gregson (2013),  

Anti. Agents. Chem. 

※データを予め順位化した上で、相関を計算 



本日紹介した統計解析法の整理 
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正規分布を仮定 ノンパラメトリック 

2群比較 t検定 ウィルコクソンの順位和検定 

同一個体の 

2回測定の比較 

対応のあるt検定 ウィルコクソンの符号付順位和検定 

3群以上の比較 分散分析 

→ Tukey法 or 

  Dunnett法 

Kruskal-Wallis検定 

→ Steel-Dwass法 or 

     Steel法 

相関係数 ピアソン スピアマン 

いずれも、フリーのマウス操作型ソフトEZRで使えます 

 

データが正規分布する保証がないならノンパラメトリック法 

CFU, MIC, 抗体価 … 

ただし、有意差を示すのに、より多くのサンプルサイズが必要 



今回は対象外とさせて頂いた内容 

目的変数が名義変数（例：ある菌が薬剤耐性かどうか） 

分割表とカイ2乗検定・Fisherの正確検定、ロジスティック回帰 

 

細菌を動物に感染させた後の生存時間に関する解析 

 

 

 

疫学研究に必要な 

サンプルサイズ設計 

有意差によって説得力のある結果を示すために、                       
何株・どれだけのデータを集めればよいのか？ 

 

重回帰分析 

複数の要因と目的変数の関係を探る 
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マウス操作型統計解析ソフトの比較 

JMP (ジャンプ) 

久留米大、九州大、京都大等、全国の医学部の講義・演習で活用 

 

全てマウス操作。ラボデータ解析の大半は「分析」メニューの      
「二変量の関係」から統一的に可能。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

有償だが、最も使いやすく定評のあるマウス操作型ソフト 
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「分析」→「二変量の関係」でt検定を行う例 

54 



「Y, 目的変数」と「X, 説明変数」を指定 

例えば「CFU」と「実験条件」 

 

先ほどの例なら「収縮期血圧」と「喫煙有無」 
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ＸとYの関係のプロット 
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赤いボタンを押すと、この先に可能な解析のリストが表示 



t検定を実行 
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ウィルコクソン順位和検定を実行 
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JMPを買う？ 買わない? 

買うなら 

全学ライセンス: 年間60万円 

研究室ライセンス（年間45万円）と大差ない 

仲間を作って大学で買えれば、多くの人にとって有益 

 

買わないなら 

30日間、トライアル版が利用可能 

トライアル版で「分析」メニューの「二変量の解析」を使いながら 
統計学・統計解析の基礎と考え方を学べます 

 

その後は、無償のマウス操作型ソフト 

本セミナーで使った「EZR」が、現時点では一番おすすめ 
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