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研究成果の概要（和文）：細胞分化や細胞の刺激応答など、細胞内の遺伝子制御が経時的に変化する生体現象に
ついて、1細胞RNAシーケンシングのデータを取得し、各細胞を疑似的な時間軸上で整列させた細胞系譜の推定手
法を開発した。この細胞系譜推定により得られる系譜上の各細胞の遺伝子発現量を時系列発現プロファイルとみ
なして、細胞ごとの個々の遺伝子間の制御関係を新たに考案したエッジゲインと呼ぶスコアで定量化した。この
スコアを基に、細胞系譜に沿って得られた時系列遺伝子発現プロファイルから動的ベイジアンネットワークモデ
ルにより遺伝子制御ネットワークを推定することで、従来の手法よりも高い精度で推定できることを示した。

研究成果の概要（英文）：For biological phenomena in which intracellular gene regulation changes over
 time, such as cell differentiation and cellular stimulus response, we have developed a cell lineage
 inference method that obtains data from single-cell RNA sequencing and maps each cell on a 
pseudo-temporal time. The cells were sorted by this cell lineage inference, and the gene expression 
levels of each cell were considered as a time-series expression profile, and the regulatory 
relationship between individual genes in each cell was quantified by a newly developed score called
 "edge gain". Based on this score, gene regulatory networks can be inferred by a dynamic Bayesian 
network model from the time-series gene expression profiles obtained along the cell lineage, and it 
was shown that the inference accuracy was higher than that of existing methods.

研究分野：バイオインフォマティクス

キーワード： 遺伝子制御ネットワーク推定　動的ベイジアンネットワークモデル　1細胞RNAシーケンシング　細胞系
譜推定　バイオインフォマティクス

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、1細胞RNAシーケンシング技術により得られる細胞ごとの遺伝子発現プロファイルから、細胞分化や
細胞の刺激応答などの進行過程を表す細胞系譜を推定する手法を開発した。さらに、細胞系譜上で各細胞の遺伝
子発現量を抽出することで、非常に細かい時間間隔で時系列遺伝子発現プロファイルを構成して、動的ベイジア
ンネットワークモデルにより遺伝子制御ネットワークを推定する手法を開発した。実際に、造血幹細胞からの細
胞分化や免疫細胞の刺激応答に本手法を適用することで、細胞系譜と遺伝子制御ネットワークを高い精度で推定
することが示され、本手法が多様な生命現象に適用可能であることが示唆された。

※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 
(1) 数千個の細胞集団に対して一度に全細胞の遺伝子発現量を 1 細胞単位で計測できる 1 細胞
RNA シーケンシング技術が開発されている。その結果、従来は均質だと思われていた細胞集団（例
えば、同じ生体内の臓器から採取された細胞群）において、細胞ごとに個々の遺伝子の発現量が
ばらついていることが明らかになっていた。 
 
(2) 1 細胞 RNA シーケンシングにより得られる遺伝子発現量のデータ（以下、1細胞発現データ
と呼ぶ）は、細胞と遺伝子で構成される 2次元のマトリックスで表される。従来の解析では、各
細胞を、遺伝子数分の次元を持つ高次元のベクトルと考え、主成分分析等による次元削減で低次
元空間に投影したとき、近い位置に集まる細胞群をまとめることで、細胞のサブタイプを探索し
ていた。 
 
(3) 1 細胞発現データには欠損値が存在することが多く、単純に主成分分析を行うと欠損値の影
響で細胞がうまく分類できない場合があった。また、経時的に内部の状態を変化させる過程（例
えば、細胞分化や、生体組織に対する刺激応答など）にある細胞集団では、単に個々の細胞を分
類するだけでなく、その過程でどのような遺伝子制御ネットワークが働いていて、そのネットワ
ークを構成している各遺伝子に対する制御が細胞ごとにどれだけ異なっているかを解き明かし
たいという要求があった。 
 
２．研究の目的 
(1) 数千個の細胞集団に対して一度に全細胞の遺伝子発現量を 1 細胞単位で計測できる 1 細胞
RNA シーケンシング技術により、個々の細胞単位で遺伝子発現量を計測し、そこから遺伝子制御
ネットワークを推定することで、細胞ごとにどのような遺伝子制御が存在するかを定量的に明
らかにするための解析手法を開発することを目的とした。 
 
(2) 細胞分化や細胞の刺激応答など、細胞内の遺伝子制御が経時的に変化する生体現象につい
て、1細胞 RNA シーケンシングのデータを取得し、細胞系譜推定により各細胞を時間軸上で整列
させ、時間軸上での各細胞の遺伝子発現量を時系列発現プロファイルとみなして、ベイズ情報量
基準に基づく動的ベイジアンネットワークモデルにより遺伝子制御ネットワークを推定するこ
とで、細胞ごとの個々の遺伝子間の制御の「強さ」を統一的な指標で定量化して比較・評価する
こと目指した。 
 
３．研究の方法 
(1) 1 細胞 RNA シーケンシングにより得られた 1細胞発現データから、細胞系譜解析により各細
胞の時系列上で占める位置を推定する手法を開発した。具体的には、細胞分化や刺激応答などの
細胞の状態遷移過程において、各細胞の状態に応じてクラスタリングにより細胞集団を分類し
た後、各細胞を順序を付けてソーティングする手法を開発した。従来、このような細胞の順序付
けは、個々の生体現象ごとに、細胞の状態を反映していると考えられるマーカー遺伝子を使って
行われてきた。しかし、マーカー遺伝子のみで細胞の状態を表すと、他の大多数の遺伝子の発現
が反映されないことになり、細胞ごとの多様性の情報が失われる。そこで、まず大まかに細胞集
団単位での系譜を求め、各細胞がいずれかの系譜に割り当たるように系譜を更新していくこと
にした。これにより、すべての細胞について系譜上の位置を表す疑似時刻を付与することができ
るようになった。 
 
(2) 疑似時刻で並べられた 1 細胞発現データを時系列発現プロファイルとみなして、動的ベイ
ジアンネットワークによる遺伝子制御ネットワークの推定を行った。時系列上の各時点で、ベイ
ズ情報量基準を用いてネットワーク中の遺伝子間の制御関係の強さを時点ごとに求める手法を
開発し、分岐を含む細胞系譜の始点から末端の端点までの直線的な経路について時系列発現プ
ロファイルを求めて遺伝子制御ネットワークの推定に利用した。 
 
４．研究成果 
(1) RNA シーケンシングにより、細胞の時系列での変化に伴う遺伝子配列に生じる変異の蓄積を
評価する研究を行った。具体的には、がんの進行過程でがん細胞に生じる遺伝子変異の蓄積過程
を表す融合遺伝子を探索する手法を開発した。遺伝子の RNA シーケンシングにより得られるリ
ード配列（読み取り断片配列）を高速にソーティングする SlideSort を応用し、部分的に重複す
るリード配列を重ね合わせて伸長することにより mRNA 配列を再構築した。再構築した mRNA 配
列をゲノム上にマッピングすることで、リード配列の部分配列がゲノム上で離れた位置にマッ
ピングされる場合に融合遺伝子の候補として提示する手法を、乳がん培養細胞から得たトラン
スクリプトームデータに適用し、一部、PCR 実験結果等との比較も行い、新規の融合遺伝子を探



索できることを示した。 
 
(2) 1 細胞 RNA シーケンシングにより得られた 1細胞発現データについて、時系列上で占める位
置を推定する手法を開発した。マウスの骨髄や末梢血由来の好中球や単球等の免疫細胞の１細
胞トランスクリプトームの RNA シーケンシングデータを取得し、マクロファージや樹状細胞に
分化することがで
きる単球と、分化
が完了している好
中球など、複数種
類の免疫細胞の状
態に応じた順序を
付けて、細胞分化
の疑似的な経過時
間を基に細胞系譜
として推定するこ
とができた（図
１）。図１で青色、
緑色、黄色、オレン
ジ色、赤色、ピンク
色、水色の点は、そ
れぞれ骨髄由来、
末梢血由来、脾臓
由来、PMA刺激6時
間後、PMA 刺激 24
時間後、GMCSF 刺
激、LPS 刺激の好中球細胞を指す。 
 
(3) マウス脂肪組織のトランスクリプトームデータに対して遺伝子発現解析を行うことで、特
定の組織由来の細胞集団でのみ特異的に発現する新規のノンコーディング RNA を発見した。こ
のノンコーディング RNA は、寒冷刺激の初期に生じる Ucp1 の発現上昇に伴う熱産生を受けて、
寒冷刺激時間に応じて継続的に発現が上昇することで、Ucp1 の発現を段階的に抑制し熱産生を
抑えることが示された。これにより、寒冷刺激の時間経過に応じて熱産生を段階的に抑えていく
というユニークな調節機構を持つことが示唆され、本研究での解析の有効性が示された。 
 
(4) (1)で開発した細胞集団のクラスタリング手法を、公開されている口腔扁平上皮癌の患者由
来の培養細胞株から取得された 1 細胞 RNA シーケンシングデータに適用したところ、抗がん剤
投与前の薬剤感受性状態から、長期間投与後の薬剤抵抗性状態、さらには、薬剤抵抗性状態から
薬剤投与を停止した薬剤休止状態のそれぞれの状態にある細胞群を、細胞株の違いによるバッ
チ効果の影響を除去して、それぞれの状態を表すクラスタにまとめることができた。また、(1)
の細胞系譜推定手
法により、薬剤感受
性状態から、薬剤抵
抗性状態を経て、薬
剤休止状態に向か
う一連の細胞系譜
を検出することに
成功した（図２）。
次に、検出された細
胞系譜において、発
現変動を示す遺伝
子を探索したとこ
ろ、薬剤感受性状態
から薬剤抵抗性状
態に向けて、卵巣が
んなどで薬剤抵抗
性に関与すること
が報告されている
遺伝子群が発現上
昇していることが
示された。 
 
(5) １細胞 RNA シーケンシングデータから時系列遺伝子発現プロファイルを構成するため、細
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胞系譜上に細胞を整列させて、遺伝子発現量が連続的に変化するようにフィッティングするこ
とで、系譜に沿った連続的な時系列遺伝子発現プロファイルが得る方法を開発した。得られた時
系列遺伝子発現プロファイルから、動的ベイジアンネットワークモデルにより遺伝子制御ネッ
トワークを推定する手法を開発した。この方法では、エッジゲインと呼ばれる、ネットワークの
制御辺ごとの遺伝子制御関係に与える寄与度をネットワークのスコアとするのが従来の手法に
ない特徴である。細胞系譜上でブートストラップサンプリングした細胞の遺伝子発現量から求
めたエッジゲインをスコアとして動的ベイジアンネットワークモデルで遺伝子制御ネットワー
クを推定することで、細胞分化等の長時間に
わたる生命現象での遺伝子制御ネットワー
クを高精度で求めることができた（図３）。
図３で、赤、緑、青の線はそれぞれ、エッジ
ゲインによる動的ベイジアンネットワーク
（本手法）、ブートストラップ確率による動
的ベイジアンネットワーク、SINCERITIES の
手法で推定を行った時の ROC 曲線を示す。本
手法が最も高い精度を達成していることを
示している。実際に、造血幹細胞から顆粒球
に分化する過程での１細胞 RNA シーケンシ
ングデータから、本手法により、細胞系譜の
推定と時系列遺伝子発現プロファイルの構
成および遺伝子制御ネットワークの推定を
行ったところ、既知の分化マーカーの発現変
動の比較から、従来の手法よりも高精度で細
胞系譜と遺伝子制御ネットワークを推定で
きることが示された。 
 

図３ 
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