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研究成果の概要（和文）：間葉系幹細胞とそこから分化する様々な細胞の遺伝子発現データベー

スを利用して、細胞分化誘導候補遺伝子を選択する情報学的手法を２種開発した。１つは実際

に上位から 7つの候補因子のうち２つが脂肪細胞分化を促進する能力を持つ事を示した。もう

１つの手法は、ヒト全遺伝子約 20,000 個のうち数 100 程度の少ない既知データから細胞分化能

を持つ因子を高精度で予測することができた。さらに複数因子を組み合わせて誘導する手法に

ついてタンパク質を用いる実験法を確立した。 

 
研究成果の概要（英文）：Using a gene expression database of mesenchymal stem cells and 
various cells differentiated from them, we have invented two informatics methods to select 
candidates of cell differentiation induction factors. In one method we have shown that 
there are two out of top five candidates actually promote the adipocyte differentiation. 
In another method we have shown that we use only a few hundreds known data out of about 
20,000 human genes and predict cell differentiation factors with high accuracy. 
Furthermore, we have established an experimental method to use proteins as combinatorial 
induction system of multiple factors.  
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１．研究開始当初の背景 ２．研究の目的 
 幹細胞技術が目覚ましい発展をとげてお
り、山中らによって体細胞に４つの因子を導
入して iPS細胞を作成する手法が発表されて
いたが、逆に分化制御技術の発展が遅れてお
り、制御遺伝子を大量の候補から絞り込むシ
ステマティックな研究が立ち後れていた。 

 山中らが行った（脱）分化制御遺伝子発見
過程をスケールアップして網羅的また確実
に行えるプロトコルを確立し、安全で最適な
誘導法を効率的に見つけることで、今後の幹
細胞技術の再生医療への実用化に格段の加
速をすることが狙いである。 



 

３．研究の方法 
 まず、細胞分化 DB を開発し、間葉系幹細
胞から脂肪細胞を誘導する転写因子候補を
選択する。siRNA により、分化に重要な 10 転
写因子を絞り込む。さらに組み合わせ効果を
網羅的に調べ、最適な誘導遺伝子セットを確
定する。上記の実験結果から脂肪分化に関わ
る遺伝子ネットワークを推定し公開する。 
 
 
４．研究成果 
(1)細胞分化 DB の開発 
 本研究で必要とされる細胞データベース
を開発し「ヒト細胞・細胞分化データベース
CELLPEDIA」としてインターネット上で公開
し、国際雑誌に論文として発表した。本デー
タ ベ ー ス 中 に は Digital Differential 
Display(DDD)を行うための基礎となる情報
である様々な体細胞の公共遺伝子発現デー
タ 878 件が搭載されている。また、幹細胞の
公共遺伝子発現データは 92 件の計 970 件が
搭載されている（図１）。 

図２ Fisher Omnibus 検定による DDD 解析 

 
(3)機械学習による細胞分化因子予測 
 siRNA 実験はコストがかかるため、少ない
細胞分化実験から機械学習により、新規細胞
分化制御因子を予測することが必要とされ
ている。本研究では転写因子をランダムに実
験した結果から、サポートベクター回帰法を
用いて、分化制御効果の高い遺伝子を予測す
る手法を開発した。 

 

サポートベクター回帰では、データを xとす
る ( ) bf +⋅= xwx を、以下の様に解く事であ
る。 
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ξ+、ξ-はε- insensitive loss とよばれる
ものであり、εとの関係を図示すれば 図３
の様になる。 

図１ ヒト細胞・細胞分化データベース
CELLPEDIA 
 

 

(2)分化誘導因子候補の統計解析 
 上記 CELLPEDIA から、本プロジェクトで対
象とする間葉系幹細胞とそこから分化する
各種細胞（脂肪、軟骨、骨芽）の遺伝子発現
データを DDD比較して細胞分化制御遺伝子候
補を選択する統計手法を考案した。統計手法
には、Fisher Omnibus 検定と呼ばれる手法を
応用し、脂肪分化に特異的に制御していると
見込まれる遺伝子の候補のみ 67 個を選択し
た（図２）。図２には、DDD の概念図とそれぞ
れの細胞種とその遺伝子発現のヒートマッ
プを示した。 

図３ SVR におけるε- insensitive loss 

 
 C が モ デ ル の 複 雑 さ を 調 整 す る
regularization parameter になる。SVR は、
SVM と同様、カーネルを使うことによって非
線形に拡張することが可能である。本報告で



は、linearカーネルに加えて、RBFカーネル、
Maximum entropy (ME) カーネルを用いた。
サンプル間の距離行列が与えられたとき、そ
れをカーネルに対する制約条件としながら
カーネル行列Kのエントロピー －tr(KlogK) 
の最大化を行うことで、最適なカーネル行列
を得るものである。 
 
(4)細胞分化における実験検証 
①Fisher Omnibus DDD による検証 
 開発した Fisher Omnibus 検定を基盤とす
る DDD によって選択された 67 遺伝子候補の
うち、トップ 7遺伝子について脂肪分化誘導
能を siRNA実験による遺伝子サイレンシング
で検証した。 
 市販の脂肪分化キットに含まれる 4試薬の
うち、インドメタシンとデキサメタゾンの 2
試薬のみ残した試薬ではわずかにしか脂肪
分化が起こらなくなる。しかし、これに候補
遺伝子 7 つを導入すると脂肪分化が起こり、
我々の選択した因子が細胞分化能を持つ事
が示された（図４）。 

 

 
図４ ID+DX 試薬に候補遺伝子（左からコン
トロールとトップ 7遺伝子）の siRNA を導入
した時の脂肪分化誘導能 
 
②SVR 機械学習による検証 
 上述した機械学習による新規遺伝子の分
化能予測の実験検証は多大な研究費（約 2億
円）がかかり、本研究費では充当できないた
め、既報の ES 細胞分化制御遺伝子を siRNA
で網羅的に検証した論文(Nature 2010)を利
用した。CELLPEDIA から 65 種類の細胞と、ES
細胞の遺伝子発現データを用いて、分化能を
学習させ、学習に用いなかった遺伝子の分化
能を予測させたところ、287 遺伝子の学習で、

未知の遺伝子 20 個の分化を相関係数 R=0.85
と高精度で予測できた（図５）。 

 

図５ 学習サンプル数を変化させた結果 
左図:学習サンプル数(横軸)と相関係数(縦
軸)、テストサンプル数は 20(灰実線)、40(黒
破線)、60(黒実線) 
中図:学習サンプル数 287 でテストサンプル
数 20 の場合の実験値(横軸)と予測値(縦軸) 
右図：中図と同様の条件,実験における順位
(横軸)と予測における順位(縦軸) 
 
(5)脂肪分化遺伝子ネットワークの推定 
 本研究で得られた結果から脂肪分化の遺
伝子ネットワークを推定した（図６）。 

 
図６ 脂肪分化制御に関わる遺伝子ネット
ワークの推定図 
 
(6)組み合わせによる分化因子探索法の開発 
 配分予算が予定より少なかったことと、前
分担者（三宅）の人事異動により平成 23 年
度は同等実験であるドミナントネガティブ
タンパク質のタンパク質導入法による新し
い遺伝子機能阻害法を設計した。我々が開発
したタンパク質導入法では、カチオニックペ
プチド、脂質とネイティブタンパク質の複合
体としてタンパク質導入するため、ネイティ
ブタンパク質を活性型で高効率に導入可能
であった（図７）。 

 

図７ 3GF-NLS-Venusタンパク質のHEK293細
胞への導入後の蛍光画像。3GF-NLS-Venus を
Wr-T ペプチドと BioPORTER 脂質を用いて タ
ンパク質導入した後、Venus 蛍光を検出した
顕 微 鏡 画 像 （ 左 ） と 同 細 胞 の 核 を



Hoescht33342 で染色した画像（右） 
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