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研究成果の概要（和文）：本研究ではシングルセル・多細胞解析を含む大規模なデータを頑健かつ効率的に統合
解析・可視化できるシステムの構築を目指し、新規手法開発を進めてきた。顕著な業績として、１）疎なシング
ルセルデータから頑健に遺伝子共発現ネットワークを推定する手法を開発し、がん幹細胞における新規の重要な
マーカー候補遺伝子を同定した、２）１細胞解析のための統合解析プラットフォームを構築し、領域内外の解析
支援による知見獲得に貢献した、３）大規模エピゲノム解析およびゲノム立体構造解析のための新規手法を開発
したことが挙げられる。これらの知見をデータと共に論文化し、広く世界に公開した。

研究成果の概要（英文）：This study aims to develop a robust system that enables the integrated 
analysis and visualization of large-scale data including single-cell and bulk assays and to 
contribute to identifying novel biological insights in the collaboration with other groups. We have 
developed 1) a robust method for detecting and comparing communities in gene co-expression networks 
constructed from single-cell transcriptome data, which could detect novel candidate marker genes of 
cancer stem cells, 2) a comprehensive and user-friendly platform for single-cell analysis and 
contribution to the biological analysis of other groups, and 3) a strategy and tools for large-scale
 bulk epigenome analysis and genome conformation analysis. The resources and developed tools have 
been published and publicly available.

研究分野：生命情報学

キーワード： シングルセル解析　立体構造解析　次世代シーケンサー　データ駆動型解析
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研究成果の学術的意義や社会的意義
シングルセル解析は世界中で用いられている重要な手法であるが、技術的な限界から得られるデータは精度が限
られてしまう。本研究で開発した遺伝子ネットワーク推定手法はそのような疎なデータにも精度良く適用可能で
あり、シングルセル解析の有用性を更に高めるものである。また、本研究で構築した解析パイプラインにより、
情報学が専門でない生命系研究者にとってのシングルセル解析のハードルを大きく低減し、領域内外の研究を推
進することができた。共同研究で得たフィードバックをもとにパイプラインを更に改良し、世界的に競争が激し
いシングルセル分野の最先端を反映した解析環境を提供している。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
生体組織内のゲノム情報（遺伝子発現量など）を１細胞レベルで読み取り、同一組織内に
含まれる形態学的な不均一性を観測するシングルセル解析が近年急速に発展してきた。シ
ングルセル解析では個々の細胞の特徴量に基づくクラスタリングによって部分細胞群（サ
ブグループ、細胞種に相当）を抽出し、新規サブグループの同定や、サブグループ特異的に
発現している発現変動遺伝子群の抽出を可能とする。また、既知の分化マーカー遺伝子を利
用した各細胞の分化度に基づく疑似時系列解析（軌道解析）による細胞分化系譜の解析も近
年発展してきている。一方で、技術的な制約からデータ感度の限られているシングルセルデ
ータの高感度化、サブグループ間の相互作用の推定、腫瘍における幹細胞のように全体に占
める割合の小さい希少な（1%未満など）サブグループの抽出、遺伝子ネットワーク解析を
用いた相互作用遺伝子群（遺伝子モジュール）の抽出、複数サンプル間でのデータ比較解析
など、困難な課題が多く残されている。 
 
２．研究の目的 
本研究では、シングルセル解析・多細
胞解析を含めた複数アッセイのデータ
セットを対象に、頑健かつ効率的に統合
解析・可視化できるシステムを構築す
る。特に、低感度なデータの高感度化に
よる希少なサブグループの抽出、シング
ルセルデータからの遺伝子相互作用ネ
ットワーク構築による遺伝子モジュー
ルの同定、サブグループ間の相互作用を
モデル化する手法を確立する（図１）。
構築したシステムを用いて本領域で実
施される多彩なシングルセルデータを
解析し、新規の重要な知見獲得に貢献す
る。 
 
３．研究の方法 
 本領域の秋山班によって生成されたヒト腫瘍組織細胞のシングルセル遺伝子発現量
（scRNA-seq）データを特に対象とした実験を行う。患者検体から取得された腫瘍組織に対
するscRNA-seqデータに対し、データの感度を向上させるデータ再構築法（Data imputation）
を適用し、希少な割合存在すると想定される幹細胞群の同定を試みる。また、秋山班によっ
て樹立された膠芽腫幹細胞系から得られた scRNA-seq データに対して遺伝子ネットワーク
解析を行い、新規のがん幹細胞マーカ遺伝子の探索、細胞サブグループ間相互作用の手法を
確立する。発展著しいシングルセル解析分野における最新の手法をサーベイし、ベストプラ
クティスとなる解析ワークフローを策定したうえで、それを実装したパイプラインを開発
し、領域内外に公開し、シングルセル解析を支援する。また本領域では生命系・情報系・物
理系・数理系など異分野が密に連携した融合研究を創発することが重要であることから、若
手研究者発の融合研究創発のため、学会でのワークショップ開催や若手ワークショップな
どのイベントにも力を入れる。 
 
４．研究成果 
 
(1) scRNA-seq データ感度は限られており、ばらつきが多い「疎」なデータとなるため、重
要遺伝子の同定に用いられる遺伝子共発現ネットワーク推定の従来手法をそのまま適
用することは困難である。本研究ではそのような疎な scRNA-seq データに対して頑健
に遺伝子共発現ネットワークを構築・比較する新規手法 ”EEISP”を開発した。本手法で
は、得られた細胞サブグループ特異的に発現している遺伝子群を、遺伝子共発現度に基
づくスコア（CDI）、排他的発現度に基づく新規スコア（EEI）によって網羅的に同定す
ることが可能である（図２）。本手法を本領域・秋山班によって樹立されたヒト膠芽腫

図１：本研究で対象とする解析の例 



幹細胞データに適用し、血清刺激前後において共発現・排他発現パターンが変動する遺
伝子群をネットワーク解析を用いて網羅的に同定することで、従来法では見つけられな
かった新規の膠芽腫幹細胞マーカー遺伝子候補を複数同定した(Nakajima et al. 2021)。
本手法は GitHub にて公開されており (https://github.com/nakatolab/EEISP), 既に本
手法を活用した論文が出版されるなど(Khouri-Farah et al. 2022)、注目を集めている。 
 

 
(2) データのばらつきが大きいシングルセル解析では細胞間の生物学的な差異が実験誤差
にしばしば埋もれてしまうため、生体細胞・腫瘍内の希少な細胞サブグループ（生体幹
細胞など）をクラスタとして同定することは難しいと考えられた。そこで、入力データ
の感度を高めるデータ補完 (Data imputation) の適用可能性について検討した。データ
補完では、発現パターンのよく似た細胞間で情報を相互に補完することにより、個々の
細胞内で観測されていない遺伝子発現量を推定することができる(Hou et al. 2020)。10
細胞種からなる末梢血単核球データを用いた我々の実験では、データ補完によって細胞
クラスタリングがより細分化され、希
少な細胞集団を同定できることが確
認された（図３）。さらに、秋山班に
よって生成された卵巣がん検体組織
データに対してデータ補完を適用し
た結果、これまで得られなかった新た
なサブクラスタが同定され、より詳細
な細胞不均一性を観測することがで
きた。一方で、データ補完で得られる
結果は与えるパラメータによって大
きく異なり、解析の再現性に課題が残
ることも判明した。以上から、我々の
解析パイプラインではあくまでオプシ
ョンとしての提供にとどめている。 
 
(3) シングルセル解析は発展著しい分野であり、毎日のように新規手法が提案されるため、
個々の研究者がサーベイし最先端についていくことは事実上困難である。また、解析非
専門家である生命系研究者にとっては多数のツールをインストールする作業は大きな
負担となる。この問題を克服するため、我々のグループは多数の既存手法を網羅的にサ
ーベイし、その中で特に有用であり優れたツール群をインストールした解析環境プラッ
ト フ ォ ー ム を Docker イ メ ー ジ と し て 構 築 ・ 公 開 し た 
(https://hub.docker.com/r/rnakato/singlecell_jupyter)。Docker は解析環境そのものを

図１：EEISP の概要。シングルセルデータを入力に、共発現パターンをもとにした遺伝子
ネットワークの構築（CDI、上）、排他的発現を示す遺伝子ペアの同定を行う（EEI、下）。 

図３：細胞クラスタリングの比較。元データ（左）と

比べて Imputation 後（右）の方がより細分化された

クラスタを得られている。 



「イメージ」としてWeb上に公開することができる。ユーザは自分の PC（クラウドも
可）にこの Docker イメージをダウンロードして用いることで、多くの研究者にとって
大きな障壁となるツールインストールのコストを大幅に削減できる（図４）。更に、ユ
ーザ間で全く同一の環境を利用可能になることから、研究者間でのトラブルシューティ
ングや解析ノウハウの共有も容易になる。Docker を用いた仮想化環境はウェブブラウ
ザ型のパイプラインに比べてバージョン管理や更新・機能拡張が容易であり、進歩の速
度が極めて速いシングルセル解析分野に適していると言える。本イメージは scRNA-seq
に加えて scATAC-seq にも対応している他、深層学習に必須であるGPU演算にも対応
し、利便性を高めている。目標としていた細胞サブグループ間相互作用についても、
CellPhoneDBや CellChat などの最新のツールを使うことで良好な結果を得た。さらに、
インストールされているツール群の利用法をわかりやすく説明するため、本イメージを
利用するための解析初心者用チュートリアルサイトを一般公開している
（https://singlecellanalysistutorial.readthedocs.io/en/latest/）。本プラットフォームにつ
いて和文総説を発表したほか (中戸 2021)、学会での口頭発表などを通じて、構築した
プラットフォームの宣伝・普及に努めている。 
 

 
(4) 我々独自のシングルセル解析プロジェクトとして、マウス肝臓類洞細胞の線維化・回復
プロセスを対象にした 3 万 4 千細胞から成る大規模なシングルセル時系列データを取
得し、解析を行った。その結果、肝臓の線維化から回復期にかけて大きくする部分細胞
群を同定した。さらに、CellChat を用いた細胞間相互作用解析により、回復期において
強く相互作用するマーカー遺伝子候補を同定した。現在この遺伝子について検証実験を
行っている（論文準備中）。 
 
(5) 多細胞エピゲノム解析の面では、ヒト検体から得た心臓・肺など 9つの部位の血管内皮
細胞を対象に取得され大規模なエピゲノムデータ・遺伝子発現データを対象に網羅的な
大規模ゲノム解析を行い、血管内皮細胞特異的なプロモーター・エンハンサー領域、そ
れに関連するクロマチンループ構造などを多数同定した。さらなる解析により、血管内
皮の性質は上半身と下半身で大きく分かれること、その多様性には特に遺伝子の転写制
御に働くホメオボックス遺伝子群が強く寄与していること、これらの遺伝子群の発現制
御にはゲノムの立体構造の変化が関わっていることなどが明らかとなった(Nakato et al. 
2019)。 

図４：Docker によるシングルセル解析プラットフォームのイメージ図。公開したDocker
イメージをダウンロードすることで異なるユーザ間で環境を統一することができる。 



 
(6) 本領域の目標の一つである「分野横断的な研究」を若手主体で推進させるという目標の
もと、日本分子生物学会年会にて 2018 年度～2021 年度まで計４回ワークショップを開
催した（領域後援による、うち３回は中戸主宰）。本ワークショップでは 1 細胞解析、
組織透明化、画像解析、時系列数理モデリングなどの専門家が集合し、異分野融合のた
めのアイデアについて討論を行った。また、2019 年 10 月には 1細胞解析技術講習会を
主宰し、2020 年 2 月には本領域主催の若手ワークショップの世話役を務めるなど、分
野融合研究創発に向けて活発なアイデア交換を行う場を積極的に提供している。 
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