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研究成果の概要（和文）：遺伝子共発現解析は発現プロファイルが似ている遺伝子群を特定することで、遺伝子
の機能推定を行う手法である。公共のリポジトリに蓄積している大量の遺伝子発現データは多様な環境を反映し
ているが、サンプルの偏りをどのように扱うかが問題となる。本研究では、主成分分析を用いて遺伝子発現デー
タを再構成し、アンサンブル計算と組み合わせることで、高精度の共発現情報を抽出できることを見出した。

研究成果の概要（英文）：Gene coexpression analysis is a method for predicting gene function by 
identifying groups of genes with similar expression profiles. Although a large amount of publicly 
available gene expression data reflects diverse environments, sample bias in the data is a severe 
problem in coexpression analysis. We have developed a new methodology combining principal component 
analysis and ensemble calculation to retrieve highly accurate coexpression information.

研究分野： バイオインフォマティクス
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、データを収集する際のサンプリングバイアスを事後処理によって軽減する手法を提案し、公共のト
ランスクリプトームデータに基づく遺伝子ネットワーク解析を大きく改善することに成功した。サンプリングバ
イアスは大規模データを扱う上での大きな問題であり、それを解決する本手法は広い分野に適用できる可能性が
ある。

※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 
(1) ゲノム配列の決定コストが下がり続ける一方で、そこにコードされている遺伝子の機能解析
は依然として容易ではない。遺伝子の機能を個々に解明していく個別研究では、着目する表現型
を軸に関連する知見を組み合わせて実験をデザインし、解釈性の高い結果が得る。一方で、知見
の乏しい遺伝子を解析するのは難しく、また、個別研究のアプローチを多数の遺伝子に展開する
のも容易ではない。知見の乏しい遺伝子群を解析するには、ゲノムワイドな測定に基づくデータ
駆動的アプローチであり、これにより研究されていない遺伝子と研究されている遺伝子を関連
づけることができる。様々なゲノムワイドデータの中でも、トランスクリプトームは測定コスト
が比較的低く、また静的なゲノム配列から動的な機能発現を行う最初の制御点であることから、
多くの研究で測定が行われている。トランスクリプトームは所与の細胞環境において必要な遺
伝子群を示しており、多くの独立なサンプルにおいて遺伝子発現プロファイルの似ている遺伝
子群は、類似の細胞機能を担っていると類推できる。このように遺伝子発現プロファイルの類似
性が遺伝子機能の類似性を示しているという理屈で遺伝子発現データを解析するのが、遺伝子
共発現解析である（Aoki et al. 2007、Usadel et al. 2009）。 
(2) 遺伝子間の微かな機能の違いを正確に捉えるには、多くのサンプルにおける遺伝子発現プロ
ファイルが必要になる。NCBI Gene Expression Omnibus（Barrett et al. 2013）などの公共のデータ
ベースには大量の遺伝子発現データが蓄積しており、このような公共データに基づく遺伝子共
発現解析が盛んに行われている。ここで、遺伝子発現制御は、発生段階や組織などの細胞内環境
と、物理化学的刺激や細胞間伝達物質などの細胞外環境の両者に依存するため、細胞の異なる遺
伝子発現状態を引き起こす環境のレパートリーは極めて多いことに注意しなければならない。
公共のデータベースには大量のデータが蓄積しているとは言え、頻繁に測定されている環境と、
全く測定されていない環境が不均一に存在していることが想定される。このことは遺伝子発現
プロファイルを構築し、遺伝子間の類似性を導出する上で大きな問題となる。これまでにもサン
プルの偏りを是正するための手法が提案されてきたが（Obayashi et al. 2008、Usadel et al. 2009） 
）、依然として問題解決には至っていない。 
 
２．研究の目的 
サンプル分布に偏りのある公共の遺伝子発現データベースを再構成し、遺伝子共発現法の高精
度化を達成する。また次の 3 つの観点を通じて個別研究を網羅的に支援する。 
（１）遺伝子共発現法の性能を向上により、高精度な遺伝子機能の網羅的推定を実現する。 
（２）サンプルの偏りを是正した、生物種本来の遺伝子共発現ネットワークを構築することで、
生物種間の比較可能性を向上させる。進化的な洞察を可能し、モデル生物種から非モデル生物種
への知見の転用を促進する。 
（３）再構成した遺伝子発現データならびにそれに基づく遺伝子共発現情報をデータベースと
して公開し、さらなる網羅的解析の材料として広く提供する。 
 
３．研究の方法 
(1) シロイヌナズナは最も代表的なモデル植物として幅広いトランスクリプトーム解析が実施
されており、またヒトやマウスよりも遺伝子制御ネットワークがシンプルであると推定される。
そのため、シロイヌナズナを主な解析対象種とし、そこで開発した手法を他の生物種で検証する
構成とする。 
(2) トランスクリプトームデータとしては、近年 RNAseqの利用が増えてきたものの、マイクロ
アレイ技術も引き続き利用されている。今後 RNAseq の利用がさらに増えることを鑑みて、
RNAseqデータを手法開発の基本プラットフォームとし、その手法をマイクロアレイデータで検
証することで、手法の普遍性を確認する。 
(3) DDBJ DRA よりシロイヌナズナの Illumina RNAseq データをダウンロードし、MATATAKI
（Okamura and Kinoshita 2018）で遺伝子のカウントに変換した。200 万カウント未満のサンプル
を除き、平均 30 カウント未満の遺伝子を除いた。14741サンプルに対する 18957遺伝子の遺伝
子発現データ（カウント）は、0.125の疑似カウントを加えて対数値に変換した。また、各実験
を単位としたバッチ補正は ComBat（Johnson et al. 2007）により行った。遺伝子の発現変動に着
目するため、各遺伝子の平均発現レベルが 0になるように遺伝子ごとに値の中心化を行った。 
(4) 発現制御システムは、ある生物が遭遇する全ての環境において適切な遺伝子発現を実現でき
る。ここで、「ある生物が遭遇する全ての環境」は有限ではあるが、具体的に列挙することは難
しい。また、実際にゲノム配列や制御システムに影響を与える個々の環境に起因する進化圧の強
さは様々である。そのため、遺伝子発現への影響（発現制御システムへの進化圧）が同等となる
ような環境レパートリーは存在するはずであるが、それを陽に求めることはできない。そこで、
理想的なレパートリーからの偏りを扱う代わりに、環境の独立な成分を求め、その分布を解析す
るところから始めた。 
 



 

 

４．研究成果 
(1) 主成分分析を用いて遺伝子発現データのサンプルを独立成分に再構成した。具体的には、各
サンプルを軸とする 14741 次元の空間に、18957 遺伝子がプロットされているデータに対して、
非中心化主成分分析による軸の回転を行った。遺伝子共発現解析の一つの技術的なポイントは、
発現プロファイルの類似性をどのように計算するかである。ピアソンの相関係数が共発現指標
として広く使用されており（Usadel et al. 2009）、我々もピアソンの相関係数の相互ランク基づく
指標を用いている（Obayashi & Kinoshita 2009）。各遺伝子を中心化している条件では、ピアソン
の相関係数はコサイン相関係数と同値であり、また軸の回転操作は任意の遺伝子ペアと原点を
結ぶ角度を変化させないため、ピアソン相関係数に基づく遺伝子プロファイルの類似性は主成
分分析の前後で変化しない。そのため、ここでの主成分分析は純粋にサンプル重複の解釈性を高
める操作となる。ここで、各主成分はサンプル環境を構成する独立成分であると解釈できる。寄
与率の低い主成分は主にランダムノイズにより構成されるため、そのような主成分を除くこと
で、遺伝子発現プロファイルの精度が向上することが期待できる。 
(2) ノイズではない有益な主成分をどのように決定するかが問題になる。主成分の寄与率は傾き
-1 の冪分布であった。このことは累積寄与率の大小によらず、寄与率の低い下位の主成分も遺
伝子プロファイルを特徴づける重要な軸であることを示唆する（Geo et al. 2003）。仮に累積寄与
率 90%点を指標とすれば上位 2350 主成分であるが、このことだけで有益な主成分を決定するこ
とはできない。 
(3) 各軸の生物学的有用性を評価するために、各主成分と遺伝子機能の関連を調べた。KEGGパ
スウェイの濃縮検定の結果、おおよそ上位 200 主成分は遺伝子機能と関連しており、それ以降の
主成分では関連性は有意とは言えなくなる。ただし、完全に関連性が消える訳ではない。 
(4) 下位の主成分の共発現情報に対する影響を見積もるため、利用する主成分の数をパラメータ
として、そこから導出される共発現情報の質を KEGG パスウェイアノテーションを用いて評価
した。用いる遺伝子プロファイル類似性指標によって若干傾向の差があるものの、いずれのケー
スにおいて、全ての主成分を用いるよりも、大方上位 200から 1000 主成分を用いた場合の方が
共発現の性能が良いことを見出した。このことは、上位 1000 主成分以降の主成分は主にノイズ
から構成されていることを示唆する。上位 200 主成分から上位 1000 主成分については、共発現
指標との組み合わせが示唆されたため、この上位 200 主成分と上位 1000 主成分の両者について
引き続き検討を進めた。 



 

 

(5) 各遺伝子の発現プロファイルは各種サンプルにおける遺伝子発現量のベクトルであるが、オ
リジナルの遺伝子発現量の代わりに、主成分スコアを用いて発現プロファイルを構成すること
ができる。例として、TSA1と TRP1が共発現している様子を元データと主成分スコアで示す（図
A,B）。この 2 つの遺伝子はトリプトファン生合成系の遺伝子であり、協調的な制御を通じてト
リプトファン合成量を調節している。図 Aでは 14741サンプルが 2 変数正規分布のような分布
で相関していることを示している。図 B は主成分スコアに基づく共発現であり、第 1 から第 5
主成分をハイライトしている。上位の主成分は全遺伝子で平均的に寄与の高い主成分であり、
TSA1と TRP1においても大きな寄与を持っていることがわかる。一方、この 5 つの主成分の寄
与は明確に大きいものの、これらを取り除いてもなおこの 2 つの遺伝子は共発現していること
がわかる。そのため、TSA1と TRP1はどのような条件においても安定的に共発現している遺伝
子ペアだと言える。このような恒常的関係は全ての共発現遺伝子ペアで見られるわけでない。図
C,Dで示す STOMAGENと SDD1は共に孔辺細胞の数を制御している（Sugano et al. 2010）。オリ
ジナルの遺伝子発現量を用いた共発現では全体的に弱く共発現しているように見える（図 C）。
一方、主成分スコアを用いると、共発現に寄与しているのは主に第 1、第 3 主成分であり、他の
主成分ではほとんど共発現をしないことがわかる（図 D）。すなわちこの 2遺伝子の共発現は、
条件特異的であると言える。STOMAGENと SDD1は共に制御に関わる遺伝子であり、もしこの
2 つの遺伝子が常に同じ発現変動をしていたならば、制御の複雑度としてはどちらか 1 つで十分
ということになる。制御因子は各々異なる細胞環境を反映しており、それらが統合することで制
御システムが実現していることを考えると、STOMAGENと SDD1の共発現が条件特異的である
ことは理にかなっている。 
(6) この主成分スコアによる共発現の描像は、公共のデータベースに蓄積するサンプルの重複に
どのように関係するだろうか。重複したサンプル環境は同じ主成分にまとまるため、主成分の寄
与率はサンプル重複の影響を受けている。サンプルの重複を除くためには、主成分寄与率を無視
して、全ての主成分を同じ寄与率に補正してから遺伝子間の類似性を計算するアプローチが考
えられる（Hibbs et al. 2007）。しかし、実際の環境を構成している要素に、主要な要素とマイナ
ーな要素があるという解釈は自然である。また、データに含まれるノイズは、必ずしも完全なホ
ワイトノイズではなく、通常何かしらの構造があるため、SN比が低くなる下位の主成分では上
位の主成分よりもノイズの影響を強く受ける。そのため、全ての主成分を一律で同一に扱うのは
情報量の観点からも得策ではない。 
(7) 主成分スコアは冪分布であるため、共発現を計算する際に、上位の主成分が下位の主成分の
影響をほぼ完全に隠蔽してしまうことが大きな問題である。上位だけでなく下位の主成分の値
も考慮するために、2 つの類似性指標を検討した。一つ目は値ではなく順位を用いるスピアマン
相関係数である。冪分布がもたらす大きな寄与率の違いに影響を受けることなく、遺伝子発現の
類似性を計算できる。もう一つは少数の主成分をランダムサンプリングしてピアソン相関係数
を計算するアンサンブル計算（Subsample aggregating: Subagging）である。 
(8) この 2 つの類似性指標と他の要素の組み合わせを検討した。すなわち、(a)データを主成分分
析するか否か。主成分分析を用いた場合、使用する主成分は上位 200か 1000か。(b)遺伝子の類
似性はスピアマン相関係数かピアソン相関係数か。それらの類似性を相互ランクに変換するか。
(c)アンサンブル計算を行うか。これらの組み合わせを検討したところ、上位 1000 主成分に対し
てピアソン相関係数の相互ランクをアンサンブルで計算するのが最も優れるという結果だった。
また、この組み合わせには及ばないものの、上位 200 主成分に対してスピアマン相関係数を計算
するだけの方法も良好な結果となった。 
(9) シロイヌナズナのRNAseqデータに対して得られたこの結果を、共発現データベースATTED-
II（Obayashi et al. 2018）で公開している 9生物種、17プラットフォームで検証をしたところ、
シロイヌナズナ RNAseqと同様の結果が得られた。すなわち、今回の提案手法が普遍的に有効で
あると言える。ピアソン相関係数の相互ランク変換が良い共発現指標であることは、以前我々が
報告したものであるが（Obayashi & Kinoshita 2009）、今回はこれに主成分分析とアンサンブル計
算が加わったものになる。アンサンブル計算の各ステップでは、一部の主成分（すなわち環境要
素）から共発現を導出するが、これは条件特異的な共発現であると解釈できる。すなわち、アン
サンブル計算は、大量の条件特異的な共発現を導出し、その平均値として条件非特異的な共発現
情報を導出していると解釈できる。 
(10) 最後に主成分分析とアンサンブル計算による共発現導出のパスウェイ依存性について調べ
た。パスウェイごとにアンサンブル計算の有無を比較したところ、共発現解析が有効なパスウェ
イならば、パスウェイの性質によらず、平均的に遺伝子機能予測能力が向上していることが判明
した。すなわち、特定のパスウェイの特性に影響された結果では、遺伝子共発現解析におけるサ
ンプルの偏りという基盤的な問題を軽減することに成功したと言える。これらの成果をまとめ、
Plant and Cell Physiology誌に発表した（Obayashi et al. 2022）。 
(11) また、この手法で構築した共発現データは植物の共発現データベース ATTED-II 
https://atted.jp 、動物の共発現データベース COXPRESdb https://coxpresdb.jp にて公開した。図 B,D
で示す共発現スコアを用いた共発現の表示については現在ツールを開発中であり、次期バージ
ョンにて公開できる見通しである。 
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