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研究成果の概要（和文）：ゲノム情報の構造化のための変異データからの連鎖不平衡ブロックの抽出手法の開発
を行った。検体群のゲノムDNA配列をスキャンしながら複雑に入り組んだ連鎖不平衡ブロックの抽出と可視化を
行うソフトウェアとして実装した。ショートリード全ゲノムシーケンシング（WGS）情報解析パイプラインの整
備も進めた。また、電子顕微鏡画像データからミトコンドリアや筋原繊維などの組織の空間的な形状や分布に関
連する形質を定量化するソフトウェアの開発を行った。画像内の組織の分類情報に基づいた擬似カラー化処理の
開発や分類情報を付加した画像内の矩形領域（ROI）のデータベースの整備を進めた。

研究成果の概要（英文）：We developed a method for extracting linkage disequilibrium blocks from 
mutation data for structuring genomic information. The method was implemented as software for 
extraction and visualization of intricate linkage disequilibrium blocks while scanning genomic DNA 
sequences of a sample set. We also developed a short-read whole genome sequencing (WGS) analysis 
pipeline. Software was developed to quantify traits related to spatial shape and distribution of 
tissues such as mitochondria and myofibrils from electron microscopy image data. We developed a 
pseudo-colorization method based on the classification information of tissues in images, and also 
developed a database of rectangular regions (ROIs) in images to which the classification information
 was added.

研究分野： ゲノム情報学

キーワード： ゲノム配列　配列変異　連鎖不平衡　解析パイプライン　ミトコンドリア　電子顕微鏡

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ゲノム配列データからの複雑な連鎖不平衡ブロックの抽出や電子顕微鏡画像データからの形質の定量を行うソフ
トウェアは十分には整備されていないため、独自に開発することによって解析対象の実データに合わせた開発や
解析を手法自体の検討から行うことが可能となる。また、ソフトウェアとして実装することによってデータ解析
に向けた手順や知見を汎用に共有することも可能となる。

※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 
ヒトをはじめとする⾎縁関係にない遺伝的背景が多様な検体群では、ゲノムワイドな DNA 配列
の変異データの中に複数系統の連鎖不平衡領域が相互に分断されて⼊り組んでいる状況が⾒い
だされる。ゲノムワイド関連解析（GWAS）では、染⾊体に沿って形質に対する有意さを表⽰す
るマンハッタンプロットが使⽤されるが、変異位置間の連鎖不平衡の程度をピラミッド状に描
画した情報が併記されることはあっても、上記のような⼊り組んだ連鎖不平衡領域は⼗分には
考慮されていない。そのため、変異パタンが類似した変異が冗⻑に使⽤されて、多重検定を加味
した統計的な有意さの閾値の設定が必要以上に厳格になることも⽣じている。また、変異情報を
⼊⼒とした数理モデルを⽤いて形質値を予測する際の説明変数の選択においても変異間の連鎖
不平衡は説明変数間の相関（多重共線性）を制御する指標となるため、変異パタンに基づいて変
異群をブロック化した⾼次元な情報を効率良く取得できる⼿法が必要となっている。 
 ⼀⽅、ゲノム情報を⽤いた関連解析の対象となる形質情報に関しても⾼次元な情報が求めら
れている。例えば、独⾃の DNA 配列をもつミトコンドリアは、外壁となる⼆重膜の内膜が陥⼊
して形成するクリステと呼ばれる襞状の構造を有する細胞⼩器官の⼀つであるが、さまざまな
⽣体機能や疾患（ミトコンドリア病や⼼筋症などの循環器疾患から認知症およびメタボリック
症候群など多数）との関連が知られており、分裂や融合の程度および内部構造の形状は疾患に関
連した重要な指標となっている。電⼦顕微鏡画像内でのミトコンドリアの形状が標準的か否か
の⽬視による評価に⽌まらずに、画像全域にわたっての組織の判別や⼀粒ごとを切り出しての
形状や相互の位置関係および空間分布などの⾼次元な形質の定量的な評価を⾏える⼿法が必要
となっている。 
 
２．研究の⽬的 
複雑な形質の遺伝的背景の解明に向けた多因⼦的なゲノム情報処理技術を開発する。次世代シ
ーケンシングで得られるゲノム DNA 配列の変異間の連鎖不平衡を抽出して構造化する⼿法の
開発、および、全ゲノムシーケンシングの情報処理パイプラインの整備を進める。また、電⼦顕
微鏡画像等の画像データとして得られる空間的な形状や分布に関する形質を抽出して定量化す
る⼿法を開発する。ヒト検体のミトコンドリア電⼦顕微鏡画像に適⽤した結果を蓄積したデー
タベースを構築し、画像データもクエリーとして指定できるビジュアルな検索を実現する⼿法
の開発を進める。 
 
３．研究の⽅法 
(1) 多因⼦的なゲノム情報の構造化 
ゲノム情報の構造化のための変異データからの連鎖不平衡（LD）ブロックの抽出⼿法の開発を
⾏う。検体群のゲノム DNA 配列をスキャンしながら複雑に⼊り組んだ連鎖不平衡ブロックを抽
出する⼿法の開発を⾏う。変異位置とそれらの間の連鎖不平衡の程度をそれぞれノードとエッ
ジとしたネットワークを構成してグラフ理論に基づくアルゴリズムを開発し、VCF ファイルや
タブ区切り形式データを⼊⼒とするソフトウェアとして実装する。 
(2) 多次元的な形質情報の定量化 
形質情報に関連した処理技術として、ミトコンドリアの形状の電⼦顕微鏡データの画像処理に
よる定量化技術を開発する。ミトコンドリア電⼦顕微鏡画像からの形状特徴量の定量⼿法の開
発を⾏う。グレースケール画像として得られる電⼦顕微鏡画像の全域をスキャンしてピクセル
値に基づいて組織の種別の分類を⽀援するソフトウェアを開発する。組織の分類情報を付与し
た矩形領域（ROI）を学習⽤データセットとして集積したデータベースの整備を進める。 
 
４．研究成果 
(1) ゲノム情報の構造化のための連鎖不平衡（LD）ブロックの抽出ソフトウェアの開発 
VCF形式ファイル内の変異を染⾊体に沿ってスキャンし
ながら連鎖不平衡（LD）ブロックを抽出するアルゴリズ
ムを開発して LD ブロック抽出ソフトウェアとして実装
した（特開 2020-202810）。２つの変異間の連鎖不平衡の
評価はカイ⼆乗値に基づいた指標（引⽤⽂献①）などに
基づいて⾏うことができる。ここでは、この指標が閾値
以上の変異が連続する領域を LD ブロックと呼ぶことに
する。実際のデータでは、図 1 に⽰すように DNA 配列
に沿って集団内の特定の検体群に変異（⾚●）が連続す
る領域（LD ブロック）の途中に別の変異（⻘●）がギャ
ップとして挿⼊された状態が⽣じ得る。更に複雑な状況
では、挿⼊される変異が別の LD ブロックとなって、複
数の LD ブロックが⼊れ⼦な構造や相互に⼊り組んだ構

 
図 1 LD ブロック内のギャップ 



造となり得る。これらの構造は、単純なウィンドウ探索や特定の変異位置からの伸⻑探索では検
出することが難しい。そこで、連鎖不平衡の断続状況の履歴を保持しながら DNA 配列に沿って
変異をスキャンして、挿⼊されたギャップも考慮した LD ブロックを算出する⼿法を開発した。
LD ブロックを構成する変異間の連鎖不平衡の程度の指標の閾値（下限値）や許容するギャップ
のサイズ（挿⼊される LD ブロック数やDNA 配列での物理距離）などの探索パラメータを指定
できるようになっている。変異位置とそれらの間の連鎖不平衡の程度をそれぞれノードと重み
付きエッジとしたネットワーク（LDネットワーク）として構成できるようになっている。 
 図 2は、1000ゲノムプロジェクトによる⽇本⼈検体（N=10）の DNA 配列の変異データ（WES, 
全エクソンシーケンシング）から LD ブロック抽出ソフトウエアを⽤いて抽出した LD ブロッ
クの⼀部である。図 2中央部では、DNA 配列中の位置（横軸⽅向）に沿って各検体（縦軸⽅向）
の参照配列に対する変異情報（○印および変異アリルを⽰す⽂字）を表⽰している。ここでは、
⼆倍体を想定して○印中の上下に 2 つのアリルを表⽰している。変異型アリルと参照型アリル
のヘテロの場合は下半分を灰⾊で表⽰している。異なる 2 つの変異型アリルのヘテロの場合は
灰⾊以外の 2 ⾊で表⽰される（この例には含まれていない）。挿⼊と⽋損はそれぞれ“i”と“d”で
表⽰している。集団内の全ての検体が変異（この例では変異アリルを１つ以上）をもっている場
合は検体群内では変異パタンが区別できない（連鎖不平衡が評価できない）ために読み⾶ばして
いる（薄⾊で表⽰）。変異の有無が逆パタンとなって相関が⾼くなっている変異も考慮できるよ
うになっている。 

 図 2 中央部では、灰⾊矩形はギャップ無しで連続している LD ブロックを表⽰している。矩
形間を接続する曲線（紫⾊）でギャップによって分断されて不連続となっている LD ブロックを
表⽰している。曲線の濃淡はギャップの前後での連鎖不平衡の程度の指標の⾼低を⽰している
（濃⾊ほど連鎖不平衡の程度が⾼い）。図 2上部には LD ブロックと LD ブロック間の接続の情
報を表⽰している。前述の変異位置間の LD ネットワークで経路探索した結果に基づいて抽出
した LD ブロック群がどのように⼊り組んでいるかを表⽰している。複数系統の LD ブロック
が断続的な構造となって相互に⼊り組んでいることが分かる。図 2 左部には変異パタンの類似
関係に基づいた検体のクラスタリング結果（デンドログラム）を表⽰している。図 2下部は DNA
配列上でのエクソン領域の範囲（灰⾊矩形）と変異の位置（⾚⾊線分）を表⽰している。 
 LD ブロック抽出ソフトウェアは C++⾔語で記述されている（インタプリタ⾔語での実装と
⽐較して⾼速に実⾏可能）。520 検体の約 78 万塩基位置での変異を含む全エクソンシーケンシ
ング（WES）データに適⽤した例では、染⾊体ごとの変
異数と処理時間（ファイル⼊出⼒や描画処理も含む）の
関係は図 3 に⽰す通りとなった。処理時間の評価には
AMD Ryzen Threadripper 2990WX（ 32CPU コ ア
/128GB メモリ）で動作する Windows 10 の Windows 
Subsystem for Linux (Ubuntu 18.04)上の GNU g++ 
compiler (version 7.4.0)を⽤いた。絶対的な処理時間は
ハードウェアの性能に依存するが、変異数と処理時間は
概ね⽐例しているので、開発した LD ブロック抽出アル
ゴリズムおよびその実装の時間計算量は変異数に関し
て線形時間であることが⽰唆され、変異数が増加した場
合でも計算時間の⾮実⽤的な増⼤に陥らないことを⽰
している。また、染⾊体ごとの処理は互いに独⽴に実⾏
できるので複数の異なった CPUコアに割り当てること
によって並⾏処理による⾼速化も容易に実現できる。 
 
(2) ミトコンドリア電⼦顕微鏡画像からの形状特徴量の定量⼿法の開発 
グレースケール画像として得られる電⼦顕微鏡画像の全域をスキャンして濃淡情報（ピクセル
値）に基づいて画像内で組織の種別の分類を⽀援するソフトウェアを作成した。画像内のピクセ
ル値（8 ビットグレースケールの場合は⿊から⽩へのグラデーションに 0 から 255 のピクセル
値が割り当てられる）と組織の種類との間に⼀定の相関があることを前提として、異なった組織
が互いに強調されるようにグレースケール画像のピクセル値の分布（１チャンネル）に⾊相情報

 
図 2 相互に⼊り組んだ連鎖不平衡（LD）ブロックの抽出と可視化 

 
図 3 変異数と処理時間の関係 



（RGBの 3 チャンネル）を割り当てること（カラーマッピング）によってモノクロの電⼦顕微
鏡画像を擬似カラー化するソフトウェアを開発した。⼀般的に、カラー画像での⾚から⻘までの
グラデーションは、RGB 値を⾚(255,0,0)→⻩(255,255,0)→緑(0,255,0)→シアン(0,255,255)→
⻘(0,0,255)と連続的に変化させることによって得られる（括弧内は R, G, B の 3 チャンネルの
値）。これらの⾊の間をグレースケール画像のピクセル値（0 から 225）に対して均等の割り付
けるのではなく、特定の組織が異なった⾊で表⽰されるようにカラー画像でのグラデーション
を割り当てる。グレースケール画像でより多くの組織が含まれているピクセル値の範囲にはカ
ラー画像でより多くの⾊を割り当てることになる。 
 例えば、図 4 は共同研究者らによる⼼筋の電⼦顕微
鏡画像（引⽤⽂献②）を擬似カラー化した結果である。
電⼦顕微鏡画像の原画像は図 4 上のようなグレースケ
ール画像として得られる。図 4 中はグレースケール画
像の全域にわたってピクセル値（0 から 255）の頻度を
集計したヒストグラムである。この画像中ではピクセル
値の範囲は概ね90から 240の範囲となっていることが
分かる。このピクセル値の範囲に図 4 中のヒストグラ
ムに⽰す⻘から⾚のグラデーションの割り当てを⾏い
（カラーマッピング）、その割り当てを原画像に反映さ
せると、図 4 下に⽰すように疑似カラー化した結果が
得られる。ここで、上記のグラデーションの割り当ては
独⾃に開発した GUI 付きのソフトウェアを⽤いて⾏っ
た。グレースケール画像のピクセル値の範囲（0 から
255）上に配置された複数のカラー分岐点の調整を擬似
カラー化画像への反映結果をリアルタイムで確認しな
がら⾏える機能が実装されている。 
 得られた疑似カラー化画像を参照しながら、ミトコン
ドリアと筋原繊維および周辺組織を対象として、クラス
ラベル（組織の分類情報）を付与した矩形領域（ROI）
を多数切り抜いた学習⽤データセットの整備を進めた。
⾊情報を援⽤して⽬視によってクラスラベルを指定し
て⼿動で切り抜いた矩形、あるいは、⾊情報をクラスラ
ベルとして半⾃動的に切り抜いた矩形を画像内での座
標情報と共に蓄積する仕組みを整備した。割り当てた⾊情報を⽤いて特定の組織を対象とした
⼆値画像（マスク情報）を⽣成する際の閾値の決定も可能となっている。例えば、典型的なミト
コンドリア粒⼦は⾚⾊の範囲であるため、そのピクセル値が分布する領域に限定して輪郭抽出
を⾏うことによって、画像内でのミトコンドリア粒⼦を抽出することが可能となる。また、筋原
繊維は⻘⾊とシアン⾊の縞状となっていることに注⽬して抽出することが可能である。得られ
た組織の情報を初期解として、マスク情報の⽣成と形状の検出を繰り返すことによって矩形領
域の選択とクラスラベルの改善を⾏い、畳み込みニューラルネットをはじめとする後続の解析
の初期解として使⽤できるデータセットを集積したデータベースを整備した。 
 
(3) ショートリード全ゲノムシーケンシング（WGS）情報解析パイプラインの整備 
ショートリード全ゲノムシーケンシング（WGS）情報解析パイプラインの整備を進めた。Broad 
Instituteによるワークフロー（“the GATK Best Practices”）に準拠した⽣殖細胞系列の⼀塩基変
異（SNV）と短い挿⼊/⽋失（Indel）の検出を⾏う情報解析パイプラインの整備を進めた。BWA
と GATK による参照配列へのマッピングと変異検出を⾏い、シーケンサ出⼒の FASTQ 形式デ
ータから VCF 形式データを⽣成する。得られた塩基の品質スコアの再較正（BQSR）や検体群
内の複数の検体を対象としたジョイントコールを⾏うように構成されている。ジョブ管理シス
テム（AGE, Altair Grid Engineや Slurm Workload Manager）が使⽤できない環境（例えば Apple
社製 macOS）でも CPU コア数やメモリ量に合わせて効率良く処理を⾏うことができるように
なっている。VCF 形式データとして得られる DNA 配列の変異情報は、項⽬(1)の連鎖不平衡
（LD）ブロック抽出ソフトウェアを⽤いて処理することによって検体群内での変異パタンの類
似関係を辿れるデータ構造として出⼒できるようになっている。 
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