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研究成果の概要（和文）：細胞の薬剤に対する応答や遺伝子変異株の形態表現型を500以上の観点で測定し、類似性で
分類することで、遺伝子機能や薬剤の標的を予想することが可能である。本研究では、複数の薬剤を処理した場合や薬
剤と遺伝子変異の間の相互作用を解析することが可能な、新たな統計モデルの構築を目的とした。このために、各観点
に適切な確率分布を割り当てることで一般化線形モデルを応用可能にした。このとき、形態表現型に影響を与える交絡
因子を特定し排除するための線形モデルを構築することで、検出力を高めることに成功した。そして、交互作用項のあ
る線形モデルを構築することで、細胞の複雑な応答を説明可能な統計モデルの構築に成功した。

研究成果の概要（英文）：More than 500 traits of the cell morphology quantified by image processing 
program CalMorph provide rich information of the cell, enabling us to predict the gene functions and the 
intracellular targets of drugs. In order to develop statistical models enabling us to analyze the 
complicated interactions among effects of drug treatments and gene disruptions, a generalized linear 
model was introduced into the phenotypic analysis of the cell morphology. Confounding factors affecting 
the cell morphology were identified and those effects were reduced by the linear model, enabling us to 
increase the statistical power to detect the interactions. By incorporating an interaction term into the 
linear models, the synergistic effects of drug-drug interaction or gene-drug interaction on the cell were 
successfully detected, supporting the feasibility of the analysis for the complicated interactions among 
the gene functions and the drug effects.

研究分野： 生命応答学

キーワード： 出芽酵母　一般化線形モデル　細胞形態　CalMorph　表現型解析　多様性　交絡因子　ハイコンテント
イメージング
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１．研究開始当初の背景 
化学物質が生物に与える影響を観察する

ことで、生命現象を明らかにする化学生物学
的アプローチは、複雑な生命システムを解明
するための有効な手法の一つである。例えば
出芽酵母 zds1変異株が、高濃度の Ca2+に反応
して細長い細胞形態を示すことを手掛かり
に、Ca2+に依存した新たな細胞周期進行の制
御メカニズムが発見された(Mizunuma et al., 
1998)。細胞の形は、様々な遺伝子の機能が
複雑に絡み合って制御されていることから、
化学物質に応答して発現する細胞内機能の
解明に重要な手がかりを与える。出芽酵母で
は、画像解析システム CalMorph を使用する
ことで、細胞形態を蛍光顕微鏡画像から 501
の観点(形態パラメータ)で測定し、高次元で
定量的な形態情報として出力することが可
能である(Ohya et al., 2005)。そこで、高
次元の形態情報で化学物質と遺伝子変異の
影響の相関関係を分析することで化学物質
への応答に関連する細胞内機能を特定でき
ると考えた。 
まず、高濃度 Ca2+処理で増殖できなくなる

約 60 の cls 変異株の高次元な形態情報を使
用して、高濃度 Ca2+処理に応答して変化する
形態表現型の解析を行った(Ohnuki et al., 
2007)。各株において複数回取得した形態パ
ラメータの値を順位和に変換して501形態パ
ラメータ全てを使ったクラスター分析を行
ったところ、60 株中 31 株が 7 つのクラスを
形成した。各クラスは同一の複合体を構成す
るサブユニットなどの機能的に関連する遺
伝子の変異株によって構成されており、7 ク
ラスの間で細胞の大きさやアクチンの局在
など多くの形態的特徴に異なった変化の組
合せが観察された。このことから、化学物質
を処理した細胞と機能的に関連した遺伝子
の破壊株は、化学物質に応答して変化する形
態のプロファイルが互いに類似することが
わかった。 
次に、化学物質によって引き起こされる野

生型酵母の形態変化の特徴と、遺伝子欠損に
よって引き起こされる形態的特徴の類似性
の比較(プロファイリング)によって、化学物
質の細胞標的を推定できると考えた。そこで、
既にデータベース化されている 4718 非必須
遺伝子欠損株の形態情報(Ohya et al., 2005)
と、野生型に化学物質を処理した時の形態変
化の濃度依存性を比較する形態プロファイ
リング法を考案した(Ohnuki et al., 2010)。
酵母における細胞内標的と作用機作が未知
のバニリンに考案したプロファイリング法
を応用したところ、バニリン処理細胞がリボ
ソーム大サブユニットの破壊株と形態的に
類似し、ポリソーム解析やストレス顆粒の観
察結果と併せて、バニリンが酵母のタンパク
質合成を阻害していることが示唆された
(Iwaki et al., 2013)。このことから、出芽
酵母の化学物質に対する形態的応答と遺伝
子変異による形態への影響のプロファイル

から化学物質への応答に関連する細胞内機
能を特定できることがわかった。 

 
２．研究の目的 
形態プロファイリング法にはいくつかの

前提が置かれている。例えば化学物質の細胞
内標的が1つであることは単一遺伝子の変異
株を使用する本法において重要な前提であ
る。しかしながら、多くの化学物質は Ca2+の
ように複数の細胞内標的を持つ場合がほと
んどである。細胞の形が様々な細胞内機能の
複雑な相互作用の結果であることから、複数
の細胞内標的を持つ化学物質に対して細胞
の形態的応答はそれぞれの標的が影響を受
けた結果の結合として現れると考えられる。
これまでの予備的研究により、複数の細胞内
標的をもつ化学物質を出芽酵母に処理した
際の形態的応答様式を線型結合でモデル化
することにより細胞内標的間の相互作用を
検出できる場合があることがわかっている。
そこで本研究計画では、Ca2+などの複数の細
胞内標的を持つ化学物質を細胞に処理した
際に、標的間の機能的相互関係が形態プロフ
ァイル上にどのような結合様式で相互作用
のプロファイルとして現れるかを俯瞰的に
検証する。そのために、全ての形態パラメー
タにおいて相互作用の検出を可能にする統
計モデルの基礎的な開発を行う。 
 
３．研究の方法 
(1)確率分布の決定 
CalMorphから出力される501の形態パラメ

ータを、形態パラメータの値 yが取りうる範
囲によって、便宜的に次の 4つに分類した：
正数型(0 ＜ y)、小数型(0 ＜ y ＜ 1)、実
数型(-∞ ＜ y ＜ +∞)、および割合型(0 ≦ 
n ≦ N、ただし n = y × N、N は細胞数)。
それぞれの分布型において複数の確率分布
モデルを検討し、形態パラメータの定義と確
率分布モデルの成立条件が一致する確率分
布モデルを複数候補として選定した（表 1）。 
表 1. 検証した確率分布 

分布型 分布 1 分布 2 分布 3 分布 4 

正数 
正規分
布 

ガンマ
分布 

対数正
規分布 

ワイブ
ル分布 

小数 
正規分
布 

ベータ
分布 

ゼロ過
剰ベー
タ分布 

1 過剰
ベータ
分布 

実数 

正規分
布（正
規化な
し） 

正規分
布 

逆ガン
ベル分
布 

ガンベ
ル分布 

割合 
二項分
布 

β二項
分布 

ゼロ過
剰二項
分布 

ゼロ過
剰β二
項分布 

表 1において、分布 1には比較のために一
般的に使われている確率分布を選定した。た
だし、実数型のパラメータは、正規化前のデ
ータを使用した。正規化は実数型のパラメー
タに対して非線形な挙動を最小化するため



に施された(Levy and Siegal, 2008; Yvert et 
al., 2013)。次に分布 2には、各分布型に最
適と考えられる確率分布を選定した。分布 3
および分布 4の選定には、実際のデータの分
布を観察して選定した。実際のデータの分布
には、既に 100 回以上繰り返し取得されてい
る野生型酵母のデータ(Ohya et al., 2005)
を使用した。近似結果と野生型データを比較
して、選定した分布 1よりも、適当な場合が
あると思われた確率分布を分布3および分布
4に選定した。 
また、細胞機能が正常な野生型酵母のデー

タは限られた範囲に分布することが想定さ
れたため、遺伝子破壊株の異常な値が想定さ
れるケースにも選択した確率分布モデルが
対応可能かどうか、4718 非必須遺伝子破壊株
のデータも使用して、確率分布モデル候補の
妥当性を検証した。 
(2)交絡因子と統計モデルの決定 
顕微鏡画像から細胞形態を定量する際に

バイアスとなる実験工程を同定し、解析の段
階でバイアスを排除するために、交絡因子が
組み込まれた統計モデルを検討した。交絡因
子の候補としては、蛍光フィルターの劣化な
ど顕微鏡による効果やスライドガラスまた
は顕微鏡観察用プレートのロット差(Okada 
et al., 2015)など多岐に渡る。本研究では、
使用した顕微鏡と消耗部品の状況および撮
影時期を記録しながら新たに取得された野
生型酵母の形態データを使用した。 
交絡因子を組み込んだ統計モデルとして

顕微鏡と消耗部品が相互作用することを仮
定した以下のモデルを設定した。 
y=β1MS1+β2MS2+β3MS2+β3MS2a+β4MS2b+β5MS3 

ここで、yは形態データ、MS1～MS3 は 3つの
顕微鏡、MS2 と MS2a および MS2b は MS2 にお
ける消耗部品の状態の違いを表し、そして β
は交絡因子の固定効果を表す。統計モデルと
確率分布モデルの最適な組み合わせをAICに
より選択および決定した。 
 (3)形態表現型に現れる相互作用と遺伝子
機能の相関関係の調査 
①化学物質応答の形態プロファイルと遺

伝子機能の相関解析 
従来の順位和を使用したノンパラメトリ

ックモデル(Ohnuki et al., 2015)ではなく、
選択した確率分布モデルで濃度依存性を定
量するパラメトリックモデルを応用するこ
とで、線形モデルによる形態プロファイリン
グの実行可能性を検証した。 
濃度依存性の定量には Wald 検定の Z 値を

使用した。複数の抗真菌薬剤処理データを、
濃度依存性を仮定して単回帰し、各パラメー
タで傾きの推定値を得た。傾きの推定値を
Wald 検定の検定統計量である Z 値に変化し、
これを濃度依存性とした。濃度依存性プロフ
ァイルの類似性と標的遺伝子の機能的関係
の間の相関関係を検証した。また既に取得済
みの 4718 非必須遺伝子破壊株および 1112 必
須遺伝子ヘテロ破壊株の形態データをZ値に

変換し、501 の Z 値を形態プロファイルとし
て使用し、遺伝子機能との相関関係を検証し
た。これにより線形モデルによる形態プロフ
ァイリングの実行可能性を検証した。 
②Ca2+処理と cls変異の相互作用の解析 
既に同定済みの cls 変異株は Ca2+に感受性

を示すことから、破壊された遺伝子の細胞内
機能は細胞内外の Ca2+と関連する(Ohnuki et 
al., 2007)。一方、高濃度 Ca2+は細胞内に流
入してカルモジュリンやサイクリンなど
様々な細胞内分子と結合することで、イオン
ポンプや細胞周期制御などの複数の細胞内
機能を活性化または不活性化する。このよう
に複雑な効果のある Ca2+処理と、その影響を
受ける細胞内機能が個別に破壊された cls変
異の間で相互作用を検出する以下のモデル
を構築した。 

y = β1MT + β2Ca + β3MT∙Ca 
ただし、yは形態データ、MT は cls変異、Ca
は Ca2+処理濃度、β は固定効果を表す。この
うち β3のZ値を相互作用の効果として使用し
た。得られた相互作用プロファイルを使用し
て、cls 変異株の Ca2+処理との相互作用を説
明する遺伝子機能集団を調査した。 
③DNA 合成阻害剤(HU)と液胞酸性化阻害剤

(ConCA)の相互作用の解析 
Ca2+のように多くの細胞内機能と相互作用

する化学物質だけでなく細胞内の単一の機
能を阻害することが知られている2つの薬剤
を使用して、単純な系での解析を行った。HU 
(hydroxyurea)と ConCA (concanamycin A)の
濃度をそれぞれ5段階に変えながら同時に処
理して薬剤間の相互作用を観察した。各濃度
の組み合わせについて 5回ずつ計 125回分取
得された形態データを使用して薬剤間の相
互作用を検出するために、以下の重回帰モデ
ルを構築した。 

y = β1HU + β2ConCA + β3HU∙ConCA 
ただし、yは形態データ、HU は HU 処理濃度、
ConCA は ConCA 処理濃度、β は固定効果を表
す。このうち β3を相互作用の効果として Wald
検定で検出した。 
 

４．研究成果 
(1)確率分布の決定 
野生型酵母の形態情報(n = 123)を使用し

て確率分布モデルの検討を行った。501 の形
態パラメータによって定量された形態情報
において、それぞれのパラメータについて複
数の確率分布モデルを仮定し(表 1)、野生型
データに近似して、AIC で確率分布モデルを
選択したところ、多くのパラメータで分布 1
が選択された。野生型の形態データで得られ
た確率分布モデルに汎用性があるかどうか
確かめるために、既に取得済みの 4718 の遺
伝子破壊株 (Ohya et al., 2005)や 37 の野
生酵母株(Yvert et al., 2013)の形態データ
に当てはめた。各形態データは全て確率分布
モデルが想定する範囲内に分布していたこ
とから、分布 1の確率分布モデルは様々な条



件で得られた細胞形態に応用可能であると
考えられた。また確率分布モデルを使用する
ことにより得られるようになったばらつき
の指標を用いて遺伝子破壊株と野生酵母の
間で比較することで、自然界で蓄積された遺
伝子変異よりも遺伝子破壊の方がより多様
な表現型を生み出すことがわかった。これら
の結果は BMC Genomics に論文として出版さ
れた(Yang et al., 2014)。 
(2)交絡因子と統計モデルの決定 
形態情報に影響を与える実験的バイアス

を特定するために、実験条件が詳細に記録さ
れた114回分の野生型酵母のデータを使用し
た。実験的バイアスの原因となる交絡因子を
特定するために、使用した顕微鏡の種類や状
態や撮影時期、細胞を培養したときの増殖量、
撮影時の露光時間など様々な条件の組み合
わせを検討した結果、顕微鏡の種類と撮影時
期(消耗部品の状態)の組み合わせによって、
観察されたバイアスを説明する線形モデル
(方法参照)を構築した。構築した線形モデル
と確率分布モデル(表 1)を組み合わせて、野
生型データに当て嵌め、AIC でモデル選択し
たところ、501 中 339 パラメータで交絡因子
モデルが選択され(図 1)、多峰性の分布が交
絡因子によって説明された。交絡因子モデル
が選択されなかった162パラメータの分布は
全て単峰性となっており、交絡因子の影響は
確認されなかった。これらの結果から、使用
した顕微鏡の種類と撮影時期の組み合わせ
によって形態データに現れる交絡因子の影
響は補正可能であると考えられた。 

 
図 1 AIC によるモデル選択 

(3)形態表現型に現れる相互作用と遺伝子機
能の相関関係の調査 
①化学物質応答の形態プロファイルと遺

伝子機能の相関解析 
線形モデルによる形態プロファイリング

の実行可能性を検証するために、野生型酵母
に薬剤を処理したときの濃度依存的変化の
解析を行った。様々な抗真菌薬剤を複数の濃
度で処理し、濃度依存的形態変化を GLM で回
帰することで得られた濃度依存性の形態プ

ロファイルを薬剤処理間で比較した所、機能
的に関連した細胞内分子を標的とする薬剤
の処理によって、類似した形態変化が引き起
こされることがわかった(Gebre et al., 
2015)。これにより濃度依存性を仮定した線
形モデルによって形態プロファイリングが
可能であることが確認された。 
確立した一般化線形モデル(GLM)を用いて、

4718 非必須遺伝子破壊株の形態異常を検出
した所、従来(Ohya et al., 2005)と比べて
約 2倍の形態異常が検出された。これにより
GLM によって多くの特徴で高感度に形態プロ
ファイリングが行えると考えられた。更に、
1112 必須遺伝子ヘテロ破壊株の細胞形態を
取得し同様の解析を行った所、半数以上の株
に形態異常が検出された。形態異常が検出さ
れた遺伝子にアノテーションのあった 830 
GOs の中に、特徴的な形態異常を共有する遺
伝子機能グループが P < 6×10-5の閾値で 300
以上検出され(図 2、破線は閾値)、遺伝子機
能と形態的特徴に相関関係があることがわ
かった。これらのことから非必須遺伝子だけ
でなく必須遺伝子を含めたゲノムワイドな
標的予想を行うことが可能であると考えら
れた。 

 
図 2 形態的特徴を共有する GO の検出 

②Ca2+処理と cls変異の相互作用の解析 
薬剤処理と遺伝子変異の間または薬剤処

理の間の相互作用を調べた。Ca2+処理と cls
変異の相互作用を共分散分析モデルで検出
した(方法参照)。相互作用の検出を、ネック
幅を例にして以下の図 3に示す。 

 
図 3 cls変異と Ca2+処理の相互作用の検出 



Ca2+未処理時のネック幅(x 軸)と処理後のネ
ック幅(y 軸)上で 60 株を比較すると、野生型
のネック幅(赤線と青水平線の交点)を基準
に cls 変異と Ca2+処理の効果の相互作用を比
較可能となる。図中の青対角線は Ca2+処理の
前後でネック幅が同じであった場合を示し
ており、赤線は Ca2+処理の効果を表す。cls
変異株に Ca2+を処理した時のネック幅の変化
が、野生型に Ca2+を処理した場合と同程度に
変化した場合(赤線上にある場合)、cls 変異
と Ca2+処理の間に相互作用はなく、それぞれ
独立にネック幅に影響を与えていると考え
られる。一方で、赤線よりも離れている場合、
cls 変異株に Ca2+を処理したときのネック幅
の変化が、野生型に Ca2+を処理した場合より
も、悪化 (負の相互作用：水色丸)あるいは
緩和的(正の相互作用：黄色丸)に変化してい
るため、両者の間に相互作用があったと考え
られる。このようにして、cls 変異と Ca2+の
相互作用を501パラメータ全てにおいて尤度
比検定で検出した所、P < 0.05 (FDR = 0.1)
で 501 中 148 パラメータに少なくとも 1株以
上の相互作用が検出された。 
得られた相互作用の形態プロファイルに

基づいて cls変異株を階層クラスター分析で
分類した所(図 4)、多くのグループに分けら
れ、遺伝子機能との相関が検出された。 

 
図 4 相互作用による cls変異株の分類 

例えば、液胞 V型 ATPase の変異株(図中赤枠)
は相互作用プロファイルが類似しており、
Ca2+処理により母細胞の短軸が短くなったり、
ネック幅が広くなったりする負の相互作用
(図中水色)が変異株に共通して観察された。
これらのことから、相互作用が類似する cls
変異株では Ca2+処理によって類似した機能が

攪乱されていると考えられ、Ca2+処理に対す
る変異株の応答は Ca2+処理と遺伝子変異およ
びそれらの相互作用の線形結合和によって
表されることがわかった。本研究で開発した
解析手法は Ca2+以外の様々な攪乱への応答に
関係する遺伝子の機能解析や遺伝子間相互
作用の解析に応用可能である。 
③DNA 合成阻害剤(HU)と液胞酸性化阻害剤

(ConCA)の相互作用の解析 
HU処理とConCA処理の相互作用を重回帰モ

デルで検出した(方法参照)。P < 0.05 で 501
中 65 パラメータに薬剤処理間の相互作用が
検出され、このうち 48 パラメータに拮抗的
効果、9 パラメータに相乗効果、そして 8 パ
ラメータに HU から ConCA への抑制的効果が
検出された。HU と ConCA の細胞内標的は増殖
表現型において直接的な遺伝的相互作用
(Costanzo et al., 2010) は検出されていな
いが、一方の標的遺伝子を破壊した変異株で
他方の薬剤処理した際の相乗的増殖抑制効
果(Liao et al., 2007)が知られている。本
研究でも相乗効果が検出されたことから、複
数の薬剤を細胞に処理した際の応答様式は、
各薬剤による応答とそれらの相互作用の線
形結合和によって表されることがわかった。
また、相乗効果だけでなく、拮抗的効果や抑
制的効果も検出されたことから、薬剤間の相
互作用を様々な特徴で観察することによっ
て、複雑な効果のある薬剤の作用機序解明や
標的予想の足掛かりになると考えられた。 
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