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研究成果の概要（和文）：既に数千種を超える生物種でゲノムの全配列が明らかにされているが、ゲノムにコードされ
ている遺伝子の約半数は機能未知のままである。すべての遺伝子の可能な機能を実験で検証するのは到底不可能であり
、計算科学的な手法により機能を推定し実験で検証を行う手法が不可欠である。本申請では、マイクロアレイやRNA-se
qデータから得られる共発現情報と大規模なタンパク質間相互作用データを利用して、統合ネットワークの構築と種間
比較を行い、新規のクラスタリング手法の開発と細胞機能の推定法の開発を行った。

研究成果の概要（英文）：We have more than several thousands of whole genome sequences of many divergent 
species, but more than half of the genes on the genomes are still uncharacterized. It is almost 
impossible to determine all functions of all genes by experimental procedure, and thus some computational 
approaches to infer some possible functions of the uncharacterized genes. In this study, we have 
constructed integrated networks by using RNA-seq based co-expression networks and high throughput 
protein-protein interaction data, and developed a method to compare the integrated networks among the 
species. We also developed a new clustering method and applied it to infer the cellular function of 
uncharacterized genes.

研究分野： 生命情報科学
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１．研究開始当初の背景 
ポストゲノム時代の遺伝子機能の推定は急
務であり、既に多くの手法が試みられてきた。
その中で最も信頼性の高い方法は配列の類
似性検索による進化的類縁関係の利用であ
るが、似た配列を持つ遺伝子が無い場合や、
有ったとしても類似性の低い場合は機能の
推定がうまく行かないことが多い。これは、
機能の類似性と進化的な類縁関係は間接的
にしか相関していないことからくる原理的
な限界である。実際、配列の類似性検索法の
感度は、バイオインフォマティクス的に洗練
された手法により飛躍的に向上したが、遺伝
子の機能推定が大きく進歩したわけではな
い。これに対して、配列→構造→機能のパラ
ダイムに従って、遺伝子産物であるタンパク
質の立体構造情報を利用して機能を推定す
る手法が有効に働くことがある。立体構造情
報は配列の類似性と異なり、様々な見方が出
来るので扱いが難しいが、原子の空間配置の
レベルで類似性が見られる場合には、機能推
定の有効な手段となることも多い。しかしな
がら、立体構造情報、特に原子の空間配置の
ように化学的な機能と強く相関する情報を
使った場合には、１分子で決まる分子機能が
主な対象となり、細胞機能の推定は困難であ
る。 
  一方、細胞機能はそもそも複数のタンパク
質が相互作用することで実現される機能で
あるから、酵母ツーハイブリッド法などを利
用して蛋白質の相互作用ネットワークを構
築し、解析を行うというアプローチがある。
このアプローチは一定の成果を上げつつあ
るが、解析するネットワークの信頼性の問題
（偽陽性・偽陰性が多い）、細胞内局在や各
タンパク質が発現するタイミングの情報に
欠けているため、まだまだ実用にはほど遠い
のが現状である。これに対して、近年 DNA
マイクロアレイを利用して遺伝子の発現す
るタイミングの情報として、発現量情報が蓄
積されてきた。DNA マイクロアレイのデー
タは初期段階では信頼性に問題があったが、
近年 MAQC（MicroArray Quality Control 
project）といった大規模な精度検証実験によ
りその精度が飛躍的に向上している事が実
証された。これらのデータを併せて利用すれ
ば、タンパク質間相互作用ネットワークに欠
けていた、発現する組織や発現のタイミング
といった時間と空間の情報（時空間情報）を
含んだ相互作用ネットワークを構築し、その
ネットワークを解析から遺伝子のネットワ
ーク上での役割、すなわち細胞機能の推定が
可能になると期待される。 
２．研究の目的 
既に数千種を超える生物種でゲノムの全配
列が明らかにされているが、ゲノムにコード
されている遺伝子の約半数は機能未知のま
まである。すべての遺伝子の可能な機能を実
験で検証するのは到底不可能であり、計算科
学的な手法により機能を推定し実験で検証

を行う手法が不可欠である。タンパク質の機
能は、タンパク質一分子で決まる生化学的な
機能である「分子機能」と、複数のタンパク
質間相互作用で決まる生物学的な機能であ
る「細胞機能」に分けることができるが、こ
れまで計算手法による機能推定は主に分子
機能を中心として行われてきた。これに対し
て本申請では、タンパク質の配列情報・立体
構造情報・タンパク質間相互作用の実験デー
タに加え、マイクロアレイから得られる共発
現情報を利用して、統合ネットワークの構築
と解析を行い、細胞機能の推定法の開発を行
う。 
３．研究の方法 
DNA マイクロアレイのデータから共発現を計
算して、PPI のデータと統合し、解析を行う。
その際、データが多いことが重要であり、デ
ータの追加をまず行う。特に近年増えてきて
いる RNA-seq のデータの拡充を行い利用する。
解析としては種間の比較を行い、保存してい
る機能モジュールの同定を行い機能推定に
つなげる。大規模 RNA-seq の課題と解決とし
ては、１万サンプルに及ぶ RNA-seq のデータ
を解析するためには、通常よく使われる解析
手法をそのまま適用することは難しい。そこ
で、出来るだけ精度を落とさず共発現情報の
みを得られるように解析手法の検討を行っ
た。具体的には、通常ゲノム配列にマッピン
グすることが多いショートリード情報を、転
写産物にマッピングし、スプライスバリアン
トの解析は行わないことで計算時間の軽減
を行うと共に、データ取得からマッピングま
でをパイプライン化することで計算時間を
可能な限り削減することができた。	 
最終的にできあがるネットワークは大規模
なネットワークとなる。そこで、解析として、
大規模なネットワークから意味のあるクラ
スターを抽出する手法を開発する。この方法
では、従来は、完全に結合している部分グラ
フとして関連性の高い部分グラフを効率よ
く抽出する手法はあったが、完全に結合して
いる部分グラフという、数学的には妥当な条
件が生物学的には適用が困難であったこと
への対応となっており、非常に一般性の高い
ネットワーククラスタリング手法となって
いる。具体的には、PageRank と呼ばれる、イ
ンターネットの情報を解析する際に用いら
れる重要度指標を利用し、重要度が高い遺伝
子から順々に密に相互作用している部分ネ
ットワークの抽出を行い、それら部分ネット
ワークを組み合わせて、より大きく関連性の
高い部分ネットワークとして抽出を行った。
抽出されたクラスターに関しては、含まれる
遺伝子群の注釈が統計的に有意に濃縮され
ているか等の検討を行い、有意に多くの注釈
がついているクラスターを生物学的に意味
があるクラスターとしてリストアップし、個
別に解析を進めることとした。	 
４．研究成果	 
本研究計画では、大きく分けて共発現データ



の解析の部分とタンパク質間相互作用ネッ
トワークの解析を行った。	 
共発現データの解析に関しては、空間情報と
して、組織の違いに着目して解析を行った。
まず、ことなる条件下での共発現パターンが
どれぐらい似ているかを定量化するために、
共発現パターンの比較法の開発を行った。次
に、異なる種や組織での発現パターンを比較
することで、保存している遺伝子群を見いだ
す手法へと発展させた。手法に関しては、生
命医科学情報学連合大会で口頭発表に選ば
れ、ポスター賞を受賞するなど、手法の独自
性が高く評価された。	 
	 

図１：共発現の種間比較の概念図	 
	 
また、ヒトをターゲットとして、これまで使
っていたのとは別のプラットフォーム
（Affymetrix	 Human	 Gene	 1.0	 ST	 Array）で
の共発現データ（ 6865 サ ンプル）を
ArrayExpress から取得し、mas5,	 RMA での規
格化等の比較を行い、精度の見積を行った。
また、従来はマイクロアレイデータを利用し
た共発現解析を行ってきたが、近年、RNA-seq
による発現量情報が増えてきたことを受け
て、RNA-seq での共発現の利用を開始した。
具体的には、ヒト（11816 サンプル）、マウス
（9518 サンプル）、ショウジョウバエ（1920
サンプル）の RNA-seq のデータを利用して共
発現ネットワークの構築を行った。大規模な
RNA-seq データを多サンプルに関して処理す
るために、発現量の推定に関して新たな手法
の開発も行った。サンプル収集過程の途中経
過であるが、ヒトサンプル（5626 サンプル）
を利用して、アレイ（73,083 サンプル）の時
と同様に機能予測を指標として性能を評価
したところ、ヒトに関してはマイクロアレイ
で 2.60 であった partial	 AUC(/10,000)が、
RNA-seq では 2.84 に向上するなど、大幅な性
能向上をすることができた。結果は
COXPRESdb の一部として公開を行った。また、
共発現データの解析として、共発現ネットワ
ークの種間解析を行った。その結果、その結
果、種を超えて特徴的に保存している遺伝子
群として 2717 遺伝子群を同定することがで
きた。これらをさらに詳細にクラスター解析
を行ったところ、タンパク質合成系や細胞周

期に関わる基礎的な遺伝子群が予想通りあ
きらかになったのと同時に、予想とは異なり、
免疫系などで共通の共発現パターンを有す
ることを見いだした。また、その他のクラス
ターに関しても系統的な比較を行うことで、
従来手法よりも種間で保存していることを
加味したクラスターで有意に多くの GO-term
が濃縮することもわかり、今回の計画で開発
を行った手法の有効性を明らかにすること
ができた。以上の結果をまとめた論文の投稿
を 3月に行い、現在改訂中である。	 
	 以上の解析と平行して、共発現を生み出す
メカニズムの解明を目指して、ChIP-seq デー
タの解析も行った。特に、従来、定性的な解
釈が主であった ChIP-seq の実験データに対
して、酵母由来の DNA を内部標準として利用
して、定量的な解析ができる手法の開発も行
った（特許出願中）。	 
	 	 タンパク質間相互作用ネットワークの解
析に関しては、タンパク質間相互作用ネット
ワークから機能モジュールを探すために、新
規にクラスタリング手法の開発をおこなっ
た。具体的には、これまではクリークと呼ば
れる全てのノードが互いにエッジを持って
いる部分グラフを効率的に探す手法はあっ
たが、クリークという条件は生物学的には厳
しすぎることが問題であった。そこで我々は、
PageRank と呼ばれるノードの重み付けに着
目して、小さな部分グラフから大きな部分グ
ラフを構成するアプローチで、クリークに近
い大きな部分グラフを効率的に検出する手
法の開発を行った。結果として、従来手法よ
りもより機能的に関連性の深い卵白室群を
見いだすことができた。この手法をネットワ
ーク解析の標準的なプログラムである
Cytoscape で利用できるような実装（図２）
を行うことができた。結果と手法を報告する
論文を現在投稿準備中である。	 
	 

図２：Cytoscape での実施例	 
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