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研究成果の概要（和文）：本課題では、ヒト臨床検体(正常・炎症・癌組織)の遺伝子発現情報から、組織内に含
まれる細胞群の混合率を推定するアルゴリズムを開発する。そこで、細胞種が混在した正常・炎症・癌などの組
織の発現パターンを公共データベースから入手し、機械学習の一つである「教師なし学習」を用いて、各細胞群
のリファレンスとなる発現パターン(リファレンス発現パターン)とそれらの混合比を検体ごとに推定する。さら
にリファレンス発現パターンを用いて、新規に得られた検体の発現プロファイルに対して細胞群の混合比を算出
し、研究者に提示するようなシステムの構築を目的とした。

研究成果の概要（英文）：In this research, we designed a novel algorithm to estimate ratios of cells 
in a tissue by deconvolution of bulk expression profiles into each type of cells including normal, 
inflammatory, and / or tumor cells. The expression profiles of those mixture of cells were obtained 
from public databases and were used to investigate the reference expression patterns of major types 
of cells in several cancers including hepatocellular carcinoma, lung cancer, and breast cancer. 
Furthermore, we aimed to develop a system to provide the estimated ratio of cells from given 
expression profiles.

研究分野： 臨床バイオインフォマティクス

キーワード： バイオインフォマティクス　仮想ダイセクション法　教師なし学習　遺伝子発現解析
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研究成果の学術的意義や社会的意義
近年ではシングルセル解析技術の進展がめざましく、本研究でゴールとした細胞集団の同定や比率推定などが実
験的に可能になりつつある。しかしながらシングルセル解析にはバルク解析よりコストが掛かることや、すでに
公開データベースに蓄積された臨床検体のバルクRNA-seqデータやマイクロアレイによる発現プロファイルの再
解析により既存検体の細胞集団の推定が可能になることで、シングルセル解析で得られる情報と相補的に活用で
きることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
手術や生検で得られる臨床検体は一般的にいくつかの種類の細胞種が混じった組織であり、遺
伝子やタンパク質の発現解析を行う場合には、前提として組織全体での発現量を扱うことにな
る。そのため細胞種ごとの発現量を直接的に測定したい場合には、顕微鏡視野下で目的の細胞を
取り分けるレーザーキャプチャーマイクロダイセクションや、蛍光色素などを用いて微小流路
中で目的の細胞を選択的に定量・回収するフローサイトメトリー等で、対象とする細胞を実験的
に回収することがしばしば行われるが、時間や労力、コストが掛かることが問題点として挙げら
れる。 
一方、近年では仮想ダイセクション法(virtual dissection)やインシリコ・フローサイトメトリー
(in silico flow cytometry)と呼ばれる、細胞種が混合した発現データから計算的に元の細胞種の
比率を推定する方法が研究されている(図 1)。たとえば癌の研究分野であれば、手術検体の組織
の発現パターンから、実質細胞・癌細胞・間質細胞(免疫細胞や線維芽細胞、内皮細胞などを含
む)を計算により元の発現パターンを分離(deconvolution)する、UNDO、DeMix、ESTIMATE な
どのソフトウェアが発表されている。また免疫細胞においても、M1/M2 マクロファージや NK
細胞、細胞傷害性 T 細胞などを分離するような方法(CYBERSORT など)が提案されている。 
しかし、仮想ダイセクション法の現状の課題点としては、各細胞種を規定するリファレンス・パ
ターンが少ないことが挙げられる。たとえば CYBERSORT では 22 種類のリンパ球のマーカー
遺伝子を提供しているが、それ以外の組織に対して細胞ごとの発現パターンを分離・推定したい
場合には研究者がリファレンス・パターンを準備する必要がある。このような現状のため、現時
点では癌研究において仮想ダイセクション法が有効に利用できるとは言い難い。 
TCGA や NCBI GEO などの公共データベースには、癌をはじめとするさまざまな疾患および生
命現象の遺伝子発現情報が蓄積されている。しかしながら、同じ癌の組織であっても患者ごとに
癌細胞・間質細胞・免疫細胞等が含まれる割合が異なる。免疫染色などで病理組織を細かく確認
することで、これらの細胞の割合を測定することも原理的には可能であるが、病理検体と RNA
抽出に用いた組織が物理的に離れている場合も少なくない。したがって、得られた発現データに
重畳されているはずの個々の細胞種の割合を、あらかじめ求めたリファレンス・パターンと仮想
ダイセクションにより正確に推定することが可能になれば、既存の発現データを再解析するだ
けで、癌と間質の相互作用解析や、浸潤した免疫細胞の個人差の解析など、今まででは困難と思
われていた研究の実現が期待される。 

 
図 1. 研究開始当初での仮想ダイセクション法による問題解決の模式図 

 
 
 
 
 
 
 
 

  



２．研究の目的 
本課題では、(1) 細胞種ごとのリファレンス・パターンのデータベース提供、(2) リファレンス・
パターンを活用した細胞種の混合比の正確な推定アプリケーションの提供、を実現する。さらに、
癌の微小環境の相互作用解析や、間質細胞の個人差を正確に解析するデータベースとツールを
整備することで、将来的にマーカー探索や創薬シーズ開発の基盤として医療に還元することを
目指す。 
 
 
３．研究の方法 
まず、アルゴリズムの方向性や前処理のパラメーターの評価・検討を行うため、既知の割合で混
合したラット組織の公開発現データによる予備解析を実施した。その際、当初想定していた非負
値行列因子分解(NMF)のみならず、非負値主成分分析(nsprcomp)や非負値スパース累積主成分分
析(nscumcomp)などの類似手法による追加検討を行った。また、TCGA (The Cancer Genome Atlas)
にて公開されている肝細胞癌、乳癌、肺癌などの RNA-seq の発現情報を用いて、それぞれのがん
種における細胞種の共通パターン推定を行った。また、それぞれのリファレンス発現パターンの
生物学的意義の解釈を進めるとともに、がん横断的な類型パターンの収集とカタログ化を目指
した。これらのソフトウェアのクラウド環境への移行を実施し、評価を進めた。 
 
 
４．研究成果 
2018 年度では、おもに細胞種の混合率を推定するアルゴリズムの検討を行った。本研究では公
開された RNA 発現データを使用するが、公開データのヒト臨床検体では細胞種の混合率の情報
を得ることが困難である。そのため、あらかじめ混合率が分かっているデータをもとに、予備解
析と評価を進めた。 
2019 年度は、TCGA (The Cancer Genome Atlas)に収載されている肝細胞癌、乳癌、肺癌の RNA-
seq による発現データを用いて、それぞれのがん組織に含まれている細胞種のリファレンス発現
パターンの収集を進めた。nsprcomp と NMF の 2 つの手法を用いて検討を進めており、大別する
と(A) 組織ごとの正常細胞由来と考えられる発現パターン、(B) 腫瘍細胞由来と考えられる細
胞周期関連遺伝子の亢進を含むリファレンス発現パターンと、(C) 免疫細胞由来と考えられる
炎症系の遺伝子群の亢進を含むリファレンス発現パターン、の 3 つの主要なパターンとなって
いる。また、安定的に見いだされる各細胞に固有の発現パターンであるリファレンス発現パター
ンの収集・分類とカタログ化について検討した。 
2020 年度はこれらのスケールアウトを目指し、Google Cloud Computing (GCP)のクラウド環境
への移行と評価を行った。必要な Rパッケージの導入や、仮想 CPU 数や必要メモリなどの検討を
行うとともに、接続元 IP アドレス制限などについても対策を実施した。なお、本課題で扱う範
囲の臨床検体のデータはすべて公開データであるため、クラウド以降にあたっての倫理面での
問題は発生しない。また、引き続き TCGA の RNA-seq データを用い、各細胞に固有の発現パター
ンであるリファレンス発現パターンの収集・分類とカタログ化の検討を進めた。 
2021 年度は精度向上を目的とし、nsprcomp や NMF の代わりに深層学習の手法を取り入れ、オー
トエンコーダーによる細胞種の混合比の推定方法に関する検討も実施した。混合比は非負の値
となるため、各ウェイトの係数は非負の制約のもとで推定を行った。現段階では nsprcomp や NMF
と比べると十分な定量性は得られないことやパラメーター推定に時間が掛かるなどの原因で解
析アルゴリズムとして採用は難しい段階であるが、引き続き評価・開発を進めたいと考えている。 
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