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要旨

生命現象を理解する上で転写制御機構の解明は重要な 1要因であり、そのための実験的手法であ

る ChIP-seq 法により得られた公共データは年々蓄積されている一方、既存の ChIP-seq データ

ベースは網羅性と信頼性の評価の観点から十分な情報基盤としての地位を得ていない。本研究で

はこの 2 点を克服し、転写制御機構の情報提供基盤足りうる公共 ChIP-seq データベース、C4S

(Comprehensive Collection and Comparison for ChIP-Seq) DBの開発を行った。

本研究では解析パイプラインを開発するに当たり、網羅性を確保すべくメタデータの自動判

定を試み、結果 ENCODE Portal で公開されているデータに加えて、GEO（Gene Expression

Omnibus）に登録されたデータのうち 84% のデータを自動処理する目処が立った。また ChIP-

seq の大規模解析としては初めてデコイ配列を含んだリファレンスゲノムを採用し、難読領域に

おける偽陽性の低減に効果が認められた。信頼性の観点からは、従来のクオリティコントロール

（QC）手法でリード数に対するロバスト性が期待されたものの指標としての問題点が残っていた

Strand cross-correlationについて、初めて理論的な特性評価を行いその結果に基づいた新規 QC

手法の提案を行った。この指標はロバスト性と SN比との高い相関を両立した指標であることを

実データを用いて検証した。

これらの成果に基づき、解析パイプラインをクラウドコンピューティング環境に展開し大規模

解析を行い、得られた結果を可視化するデータベースWebアプリケーション C4S DBの開発を

行った。データベースは、1. 個々の QC情報を含む実験データの可視化、2. 遺伝子周辺領域に存

在するピークの可視化、3. 実験間の大域的な類似度に基づくクラスタリング、の 3つの機能を軸

として実装されており、ヒト A549細胞の ChIP-seqデータセットを用いたデモンストレーション

を通して転写制御機構の解明に寄与する情報を提供することを実演する。
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第 I部

緒論

1 背景

DNAの二重螺旋構造の発見 1 やセントラルドグマの提唱 2 から半世紀が経過し、DNAやゲノ

ムは生命の設計図として大衆にも認知されるようになった。2000年初頭のヒトゲノム計画完了を

経てもゲノム解析を始めとする関連分野がなお生物学の中心分野の 1つであり続けるのは、配列

情報としてのゲノム解読が完全でないこともさることながら、その設計図がいかに生物を形作る

生命現象として展開されていくのかという過程が十分に解明されていない所も大きく、人類が生

命の設計図を塩基配列の集合として得られようとも生命現象の総体を明らかにするまでには未だ

に大きな隔たりが存在する。

設計図の使い方という観点では、幹細胞の分化やクローンの個体など DNAの塩基配列がほと

んど同一であるとされるにも関わらず、個体の表現型が異なるという例は広く観察される。この

ようなセントラルドグマでは一元的に説明できない現象はかつて環境要因による説明が試みられ

てきたものの、例えば細胞の分化のように一度生じた変化を継代的に維持する現象は、DNA塩基

配列の変化を伴わない遺伝情報の伝達が存在しなければ説明することが難しい。現在では、DNA

はそれ自身が持つ塩基配列のみが遺伝情報の全てではなく、DNAメチル化、DNA結合タンパク

との相互作用やそれらの化学的修飾が制御されることにより、塩基配列に含まれるどの遺伝子が

いつどの程度活性あるいは抑制されるかを巧みに制御する機構が存在することが明らかになって

いる。このような遺伝情報を伝達・制御するシステムはエピジェネティクスと呼ばれる。

革新的なデータのハイスループット化とコストの低減をもたらした次世代シーケンシング

（NGS）技術はエピジェネティクス分野にも大きな影響をもたらした。NGS の応用として確立

された ChIP シーケンシング（ChIP-seq）法によって、ある DNA 結合タンパクの結合部位を

一度の実験で全ゲノム領域を対象に検出することが可能となり、転写因子やヒストン修飾といっ

た遺伝子転写制御機構に深く関わる DNA結合タンパクの分布を明らかにする手法として現在に

至るまで広く用いられるようになった。ChIP-seq 法はクロマチン免疫沈降（ChIP: Chromatin

immunoprecipitation）と NGSによるシーケンシングを組み合わせた手法だが、RNA-seqのよ

うな他の NGSを応用した手法と比較すると ChIPの過程を含む点が実験手法として複雑であり、

シグナル-ノイズ比（S/N）の悪化やコストの相対的増加が生じている。これらの問題は未だ根本

的に解決されていない。

多くの遺伝子やタンパク質の機能が解明されるにつれてより複雑な生命現象が明らかにされつ

つある。転写制御も複数の転写因子やヒストン修飾の協調により達成される例も多く知られるよ

うになり、1つの研究において複数の制御因子を対象に実験を行い、結果を統合することで生物学

的知見の発見を達成する試みが広く行われるようになった。特に ENCODEプロジェクトのよう

な国際的なコンソーシアム主導による巨大プロジェクトは、そのような総体を明らかにする試み

の最たる例である。また統合解析を推し進める手段として、複数の実験結果を比較・統合する手法

の開発や先行研究の解析データを容易に再利用できる ChIP-seq データベースの構築が行われて

きた。特に膨大な公開済み生データを元に、それらの解析結果を統合したデータベースは関連研
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究の促進に留まらず、遺伝子転写制御機構を網羅的に明らかにし、俯瞰的な生物学的知見を提供す

るプラットフォームとして機能することが期待される。しかしながら、生データを格納する一次

データベースの整備状況や、ChIP-seqにおけるクオリティコントロール（QC）の問題を背景と

して、網羅性と信頼性を十分に両立した ChIP-seqの二次データベースはまだ確立されていない。

2 本研究の目的

本研究では、より多角的なデータの統合が求められつつある生命科学分野、特に転写制御を扱

う ChIP-seq データを対象に、情報科学の観点からデータドリブンに生物学的な知見や研究仮説

を提供するためのプラットフォームとしての ChIP-seq データベースの構築を目指す。特に、網

羅性および信頼性に対する具体的な目標として次の２点を設定する。

1. ENCODE および GEO から入手できるヒト公共 ChIP-seq データに対して同一解析パイ

プラインによる再解析を実施し、比較可能な解析結果を提供する。

2. より信頼性の高い ChIP-seq データの QC 手法を確立し、全解析対象データについて QC

解析結果の提供を行う。

生物種をヒトに限定するのは、利用可能なデータが生物種の中で最も多く高い需要があること、ヒ

ト ChIP-seq データにおいてデータベースの構築手法を確立できれば他生物種（特にヒトと並ん

で多数の実験が実施されている哺乳類等高等生物）への展開も容易に行えることが予想されるた

めである。

解析パイプラインおよびデータソースについては第 II部で詳しく述べる。ChIP-seqデータの

QCに関する問題点とその解決策については第 III部で詳しく述べる。

3 本論文の構成

第 I部は緒論であり、本研究の背景と目的について述べている。

第 II部では、基本的な ChIP-seq解析の手法に触れつつ既存の解析パイプラインやデータベー

スの問題点を整理し、本研究の目指すデータベースの構築に必要な ChIP-seq 解析パイプライン

を提案する。特に、機械的アクセスに難のあるメタデータに対応する手法の開発や、これまで試

みられてこなかった ChIP-seq 解析におけるデコイ配列入りリファレンスゲノムの応用について

述べる。

第 III部では、第 II部に関連して、ChIP-seq実験のクオリティを評価する既存の手法に対して

理論的なアプローチから知見を与えた研究について述べる。

第 IV部では、第 III部の成果を踏まえて新規 QC指標を提案し、それが実際に適用可能である

か検証した結果について述べる。

第 V部では、ここまでに得られた成果を用いて実際に解析パイプラインを構築、クラウドコン

ピューティング環境上で稼働させ、得られた ChIP-seq 解析結果からどのような生物学的考察が

可能であるか実証を行った結果について述べる。

第 VI部は総括であり、本研究の成果をまとめるとともに課題点や今後の展望について述べる。
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第 II部

ChIP-seqデータ解析パイプラインの開発

4 導入

生命を形作る現象が DNAにコードされた遺伝情報に端を発することはセントラルドグマとし

て知られているが、細胞や個体の表現型が塩基配列のみによって定まるとは限らない。例えば真

核生物に見られるヒストンは化学的修飾を受けることによりヌクレオソーム構造が締緩し、転写

因子と呼ばれる DNA結合タンパク質群の DNAへのアクセスを制限することで遺伝子発現を制

御することが知られている。またこのような修飾は塩基配列とは独立した遺伝情報として娘細胞

にも継承されることがしばしばあり、発生や細胞分化などの生命現象において重要な役割を果た

している 3。そのため、個々の遺伝子やタンパク質の性質を研究するだけでなく、遺伝子の転写や

発現がいつどのように制御されるのかを明らかにすることが生命現象をシステムとして理解する

上で必要となる。

このような制御のうち、特にセントラルドグマの出発点となる転写の制御において転写因子や

ヒストン修飾が重要な役割を担う。これらの所在を実験的に特定する手法として ChIP-seq（クロ

マチン免疫沈降シーケンス）法 4–6 が現在の主流となっている。ChIP-seq法は転写因子やヒスト

ン修飾の結合部位をゲノムワイドに検出することが可能であり、次世代シーケンシング（NGS）

技術の発達と共に広く用いられるようになった。これらのデータは公開レポジトリの役割を持つ

公共データベース（一次データベース）上に蓄積され続けている（図 1）。一次データベースに登

録されるのは主に生データであるが、これを元に結合部位の一覧のような扱いやすい情報に再解

析したデータから構成される二次データベースの構築も行われるようになった。二次データベー

スの構築は ChIP-seqデータのみならず生命情報科学分野一般に盛んに行われているが、特に転写

制御の研究においては、転写制御が複数の転写因子やヒストン修飾の協調により達成されること

も多く、未知の転写制御機構の解明には複数の実験データを統合することが必要不可欠となりつ

つある。従って、ChIP-seqデータを用いた二次データベースの整備は、先行研究のデータを併用

することを前提とした実験計画の立案や、既存のデータのみを用いるデータ駆動型の研究を行う

ことを容易にし、当該分野の研究を促進させることが期待される。ChIP-seqデータを用いた二次

データベースの例として ReMap7 では約 3,000件のデータセットを元におよそ 300種類の転写因

子の情報を提供し、また再解析結果を元に転写因子共結合パターンの大規模な可視化を行った 8。

このように、可用性の高いデータの共有基盤となる二次データベースの構築は、既存の実験デー

タの再活用を促進するだけでなく、俯瞰的・網羅的解析の足がかりとなることでこれまでにない

観点からの生物学的知見を提供することができる。

しかし、既存の二次 ChIP-seq データベースは、網羅性と信頼性の観点から一次データベース

に登録されたデータから十分に知見を引き出しきれているとは言えない。第一の原因として、一

次データベースに登録されたメタデータ（付帯情報）の不完全性が挙げられる。例えば、ヒトゲ

ノム内の機能的因子の網羅的解明を目標としている ENCODE プロジェクト 9 は、ChIP-seq を

含む大量の NGS データが構造化されたメタデータと共に提供されており、外部のユーザーもプ

ロジェクトで取得されたデータを包括的かつ機械的に参照することが可能である。一方、論文出
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図 1: SRAに登録されたデータ量の変化

2019年 11月 12日 https://trace.ncbi.nlm.nih.gov/Traces/sra/sra.cgi? からダウン

ロード

版時の NGSデータセット公開レポジトリとして使用されることの多い GEO（Gene Expression

Omnibus）及び SRA（Sequence Read Archive）には、ENCODEに代表される大型プロジェク

トより膨大なデータが格納されており、メタデータの登録も義務付けられているものの、その登

録内容の一部は構成が登録者に委ねられている場合があり、再解析に必要なメタデータが欠落し

ている例もある。従って、コンソーシアムによる一元管理が行われているデータベースと比較す

ると、大部分の先行研究のデータが登録されている一次データベースはメタデータの不完全性と

機械的処理を行う難易度の高さが大規模なデータ再解析を難しくしているといえる。

第二に、ChIP-seq実験そのものの難しさに起因するクオリティーコントロール（QC）の必要

性がある。ChIP-seqはサンプル調整の過程においてクロマチン免疫沈降を行うために、免疫沈降

で使用される抗体の質など複合的な要因が最終的に得られる解析結果を左右しやすいことから、

NGSを用いた実験手法としては比較的複雑であるといえる。このため、RNA-seqに代表される

他の NGSを用いた手法と比較してノイズが多くなるため、結合部位の特定において信頼できる結

果を得るためには QCが不可欠である。特に、一次データベースに登録することそのものは、登

録されたデータの品質とは無関係であるため、二次データベースにおいて客観的な QCの結果を

共に提供することがデータの適切な再利用を促すために必要であると考えられる。これまでに多

くの QC 指標が提案され 10、ENCODE 等のプロジェクトにおいて一定の成果を挙げているが、

主要な QC指標でも理論的裏付けが不十分であったり、解析手法等のバイアスを受けやすかった

りする等、ChIP-seq解析における QC手法の整備そのものがまだ十分とはいえない状況にある。

https://trace.ncbi.nlm.nih.gov/Traces/sra/sra.cgi?
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表 1: 主要な二次 ChIP-seqデータベースの対応実験数と QC情報の提供状況

データベース名 データソース 対応生物種 実験数 QC情報の提供

ReMap GEO, ENCODE ヒト 3,180 あり

GTRD13 GEO, ENCODE ヒト, マウス 12,168 なし

Cistrome DB GEO, ENCODE ヒト, マウス 20,535 あり

ChIP-Atlas11 SRA, GEO ENCODE ヒト, マウス等 6種 76,217 なし

現在入手可能な ChIP-seq データとしては、GEO に約 15,000 件、SRA に約 110,000 件、

ENCODE portal では約 7,200 件の実験に対するデータが公開されている。ただし、ENCODE

のデータの一部は GEO にもデポジットされており、また GEO は生データの保存に SRA を使

用しているためこれらのデータには重複がある。対して、現在公開されている主な二次 ChIP-seq

データベースの概要を表 1にまとめる 11。このうち対応生物種に対する網羅性と QC情報の提供

を両立しているのは Cistrome DB12 であるが、採用されている QCは既存の手法 10 であり、従

来の QC手法の問題を抱えたままであることから依然として改善の余地があると言える。

5 解析パイプライン概要

本章では、研究目的を達成するための ChIP-seq解析パイプラインの概要について、データソー

ス・解析・品質評価の 3点に分けて述べる。メタデータ抽出手法とデコイ配列入りリファレンス

ゲノムの採用については別章で述べる。図 2は解析パイプラインの全体図である。

5.1 データソース

本節では、本研究で用いる ChIP-seq データの取得元であるデータベースやプロジェクトにつ

いて述べる。まず NGSデータの主要なレポジトリである SRA・GEOとそれらの関係性につい

て述べ、次に ENCODEプロジェクトと、それに関連するデータの取得が可能なプロジェクトに

ついて述べる。

5.1.1 SRA

NGS データの特徴は 1 本あたり 1,000bp 以下の短い配列が大量に生成されることで、次世代

シーケンシング技術の登場に伴いこのようなそれまでにない特徴を持つデータを格納する専用の公

開レポジトリの需要が生じた。そのために 2007年最初に設立されたのがNCBI（National Center

for Biotechnology Information）による Short Read Archiveである 14。Short Read Archiveは

2009年に SRA（Sequence Read Archive）として改編され、NCBI, EBI（European Bioinformatics

Institute）, DDBJ（DNA Data Bank of Japan）で構成される INSDC（International Nucleotide

Sequence Database Collaboration）が運営している 15。SRAは現在最大のNGS用生データベー

スであり格納・公開されているデータは現在に至るまで増加し続けている（図 1）。

5.1.2 GEO
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図 2: 本研究で用いる解析パイプラインの概要図

GEO（Gene Expression Omnibus）は 2000

年に NCBI によって開設された公共データ

ベースである。当時対象としていたのは、主に

マイクロアレイ解析で生じたハイスループッ

ト遺伝子発現量データであった 16。現在では、

RNA-seq・ChIP-seq などの NGS を含め多く

のプラットフォーム由来のデータセットを登

録できる公共データベースとして運営されてい

る 17。SRAとの違いは生データだけではなく

解析データも受け付けており、特定研究や実験

に対するデータセットをより容易に検索・再利

用可能にすることを主目的としている。NGS

による実験の場合、解析済みデータは GEOの

みに格納されるが、生データは GEOを通じて

SRAに登録・保存する運用を行っている。

5.1.3 ENCODE Project

ヒトゲノムの配列が読み解かれた際の次の

課題として、ヒトゲノムに含まれる配列の機能

を全ゲノム規模で明らかにすることは自然な流

れといえる。ENCODE (The ENCyclopedia

OfDNA Elements) Projectはそのような課題

に取り組むために 2003 年から開始された国

際的な研究プロジェクトである 18。ENCODE

Projectはゲノム上の制御領域の特定や遺伝子

発現量の定量などを ChIP-seq, RNA-seqのよ

うな NGSアプリケーションを主力に行ってお

り、世界最大規模のデータセットを ENCODE

Portal19 を通じて提供している。また、EN-

CODE Project はヒトおよびマウスの一部の

組織・細胞株を対象にしていたが、modEN-

CODE Project20,21, Genomics of Gene Reg-

ulation (GGR)22, Roadmap Project23といっ

た関連プロジェクトにより他のサンプルやモ

デル生物に研究対象が拡張されている。また

これらのデータの多くが ENCODE Portal か

ら入手できる。
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5.2 ChIP-seqデータ解析

解析パイプラインに沿って各ステップでの概略を述べる。各ツールを用いる際の設定は断りの

ない限りデフォルトパラメータである。

1. 生データの取得 … 各データソースから FASTQ形式の生データをダウンロードする。

2. トリミング … NGSでシーケンスされたリードにはアダプター配列など本来の DNAサン

プルには含まれていない塩基配列が残る場合がある。FastQC24 で検出されたアダプター

配列は cutadapt25 によりトリミングされる。トリミングによりリード長が 20 残基以下

になったリードは破棄し、またベースコールクオリティを用いたトリミングとして、-q

20,20オプションを指定した。

3. マッピング … bowtie226 により各リードとリファレンス配列とのアライメントが行わ

れ、各リードがゲノム上の座標にマップされる。リファレンス配列には hs37d5 を用いる

（後述）。PCR などの影響で重複したリードは samblaster27 を用いてマークし、次いで

SAMTools28 がそれらのリードやマッピングクオリティスコアの低いリードを除去した上

で BAM形式のファイルを生成する。

4. DNA断片の平均長推定 … Single-endのサンプルではピークコールの行う際に DNA断片

の平均長を推定する必要がある。この長さを PyMaSC により精確に推定する。PyMaSC

は本研究で開発したソフトウェアであり、詳細は第 III部で述べる。

5. ピークコール … ChIP を行ったサンプルの BAM ファイルとコントロールとなるサンプ

ルの BAM ファイルから各々リードの密度を求め、ChIP サンプルで有意にリードがエン

リッチしている領域を結合部位として出力する。解析はMACS229 より行われ、出力形式

は BED ファイルである。ChIP 実験およびコントロール実験がレプリケートを伴う場合

は、レプリケートをマージした状態でのピークコール（Joint peak call）と、1レプリケー

ト対 1レプリケートの全ての組み合わせでのピークコールを行う。コントロールサンプル

がない場合は ChIPサンプル単独でピークコールを行う。ピークコールの対象が broadな

ヒストン修飾の場合は--broadオプションが指定される。

6. ピークの統合と Blacklist との照合 … レプリケートをマージしたピークコールで得られ

た領域をベースに、各々のピークが各レプリケートでも共通して検出できたかを検証し

オーバーラップの情報を含めた BED ファイルを出力する。BED ファイル間の操作には

bedtools30 を用いる。Blacklistとは、ENCODEが提供している特に偽陽性が検出されや

すい領域のリストである 31。

NGSのリードを格納する FASTQや SAM/BAMファイルはファイルサイズが大きいため、効率

的な処理を行う上で本パイプラインは極力中間ファイルを生成しないよう設計されている。例え

ばトリミングからマッピングまでの過程は実際には 1ステップであり、生の FASTQファイルか

らフィルタリング済の BAMファイルを直接生成することができる。
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5.3 ChIP-seqデータの品質評価

ChIP-seq では様々な要因が解析結果に影響を及ぼす可能性がある（図 3）。これらの可能性を

過不足なく評価するため、ENCODEコンソーシアムが採用している QC基準 32 と ChIP-seqお

よび DNase-seqの QCフレームワークである ChiLin10 が用いている指標を元に評価する QC指

標の検討を行った（表 2）。各 QC項目と本研究で採用した指標について概説する。

1. 不十分なサンプル収量 … ライブラリの不備により取得できるリード数が少ない場合、

ChIP-seqにおいてはピークの検出に大きな影響を及ぼす 33。ChiLinでは具体的な基準値

はない一方、ENCODEでは Narrow peakの場合で 20M（million）本、Broadの場合 45M

本のリード数が推奨されている。本研究では ENCODEの基準を採用する。

2. コンタミネーション … ライブラリへの意図しない DNAの混入あるいは単にサンプルの取

り違いによって不必要なリードを読んでしまう場合がある。リードのマップ率が低い場合、

意図しない配列が含まれている可能性が高い。ただし、ヒトのサンプルにおけるヒト由来

DNAのコンタミネーションやヒト DNAに含まれる配列のコンタミネーションは検出する

ことができない。

3. DNA断片化の可否 … ChIPターゲットにも依るが、ChIP-seqでは結合部位の位置的解像

度を高めるため DNAの断片長は 200bp前後とできるだけ短く設定することが多い。その

ため DNA断片化とサイズセレクションが必須となる。実験者が意図した DNA断片長が

メタデータから得られる場合、データから平均の DNA断片長を推定することで、このス

テップが正しく行われたかを評価することができる。断片長の推定には phantompeak34や

MACS2を用いることができるが、本研究ではより正確な推定手法 35 を実装した PyMaSC

を用いる。

4. ChIP エンリッチメント … SN 比に大きく影響するため、ChIP-seq 実験の質を左右する

重要な要素である。データを元にした SN 比の評価方法としては FRiP（Fraction Reads

in Peaks）が広く用いられている。本研究では加えてピークコールの手法に依存しない

Strand cross-correlationを用いた指標も採用する。

5. PCR バイアス … PCR により少量の DNA のシーケンスが可能になる一方、極端に少な

い DNA 量や過剰な PCR は同一の塩基配列を大量に生成し配列全体の多様性（Library

complexity）が減少する。Library complexityの評価として、リードの重複率や N1 ratio,

PBCといった指標 32 があり本研究でもこれらを採用する。

6. シーケンスクオリティ … ChIP-seq特有の QCに加えて NGS一般のシーケンスに対する

評価も必要である。本研究ではデファクトスタンダードとなっている FastQCを用いる。
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図 3: ChIP-seqの各作業段階で想定される失敗とその影響

https://en.wikipedia.org/wiki/ChIP-sequencing#/media/File:

Chromatin_immunoprecipitation_sequencing.svg を元に作成

https://en.wikipedia.org/wiki/ChIP-sequencing#/media/File:Chromatin_immunoprecipitation_sequencing.svg
https://en.wikipedia.org/wiki/ChIP-sequencing#/media/File:Chromatin_immunoprecipitation_sequencing.svg
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6 公共データベース SRAからのメタデータ抽出手法の開発

本節では GEOに登録されたデータを再解析を行う上での問題点、そして問題を解決するため

のメタデータ抽出手法と実際に適用した結果について述べる。

6.1 現在のメタデータ整備状況

公共の NGSデータのほとんどは SRAに登録されるが、本研究では GEOにも登録があるデー

タのみを解析対象とすることを想定している。SRA・GEO ともデータの登録時にはメタデータ

を共に送信する必要があるが、SRAよりも GEOの方がサンプル情報・実験手法などより詳細な

メタデータが入手可能な傾向があるためである。しかしながら、GEO のメタデータに含まれる

項目には記述の自由度が高く、機械的な可読性が十分に高いとはいえないため自動化処理の障害

となる場合がある。NGS データのレポジトリに用いられているメタデータの例として、まずは

ENCODEのある 1実験に付与されているメタデータの一部をコード 1に示す。

コード 1: ENCODEのメタデータ例（ENCSR000AKC JSON形式）

{
"status": "released",

...

"assay_title": "ChIP-seq",

"files": [

{
...

"replicate": {
"experiment": {

...

"biosample_synonyms": [

"A-549",

"A549 cell"

],

...

"assay_term_name": "ChIP-seq",

...

"target": {
"status": "released",

"uuid": “a2cd45c9-f214-4af8-9051- …
"name": "H3K27ac-human",

"title": "H3K27ac (Homo sapiens)",

"@id": "/targets/H3K27ac-human/",

"schema_version": "8",

"label": "H3K27ac",

...
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ENCODEの場合、特定の属性を特定のキーが一意に示し、また用いられるバリューも語彙が正

確に定義されていることから、メタデータから必要な情報を抽出し、解析を自動で実行するとい

うような実装が容易に行える 36。

一方、GEOのサンプルに関するメタデータの例をコード 2から 4に示す。

コード 2: GEOのメタデータ例 1（GSE91893/GSM2323705 XML形式）

<MINiML>

<Sample iid="GSM2423705">

<Channel position="1">

...

<Characteristics tag="line">A549</Characteristics>

<Characteristics tag="antibody">NFE2L2</Characteristics>

...

コード 3: GEOのメタデータ例 2（GSE103477/GSM3111899 XML形式）

<MINiML>

<Sample iid="GSM3111899">

<Channel position="1">

...

<Characteristics tag="cell type">monocyte derived

macrophages (MDM)</Characteristics>

<Characteristics tag="chip antibody">CTCF, Active Motif:

#61311</Characteristics>

...

コード 2と 3はある 2つのヒト ChIP-seqサンプルについて細胞種と ChIPターゲットを記述し

た箇所を抜粋したものである。これらは XML形式のファイルで提供されており、データの表現

力としては JSON形式と変わりない。ここで各属性は Characteristicsタグでマークアップさ

れているが、属性のキーとなる tag属性に用いられているラベルが 2つのサンプル間で異なって

いることが分かる。このように、GEOのメタデータではキーが十分規格化されていない項目が多

数存在する。また、例 1では各項目に明確に 1つの固有名詞が格納されているが、例 2では細胞

名が括弧付きの略称と共に記述されていたり、chip antibodyではターゲットのタンパク名と抗

体の IDが合わせて記述されいたりと記述内容も統一されていない。

コード 4: GEOのメタデータ例 3（GSE14092/GSM353601 XML形式）

<MINiML>

<Sample iid="GSM353601">

<Title>VCaP_Ethl_H3K9me3</Title>

<Accession database="GEO">GSM353601</Accession>
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<Type>SRA</Type>

<Channel-Count>1</Channel-Count>

<Channel position="1">

<Source>VCaP - Ethanol - Chromatin IP against H3K9me3</Source>

<Organism taxid="9606">Homo sapiens</Organism>

<Characteristics>Ethanol</Characteristics>

<Molecule>genomic DNA</Molecule>

<Extract-Protocol>Chromatin was fixed in …</Extract-Protocol>

</Channel>

<Description>Chromatin IP against H3K9me3</Description>

...

コード 4に示した例では、細胞名や ChIPターゲットが Characteristicsタグ用いて記述されて

いない。また Characteristicsで記述されたサンプルのトリートメントを表している Ethanol

という項目については tag 属性を欠いている。細胞名や ChIP ターゲットといった情報は、

Title、Source 、Descriptionのようなタグに自然言語に近い形で記述されている。GEOのメ

タデータでは記述内容だけでなく、メタデータの構造についても一定していないことが分かる。

このような状態でメタデータが提供されている原因としては、必須項目を除くとメタデータの

項目名や記述内容が登録者に委ねられている所が大きく、また送信されたメタデータのバリデー

ションを十分に行っていないためだと推察される。本研究では、公共データの大規模再解析を実

施するにあたり自動化は必須であり、特にメタデータとしては生物種・サンプルソース・ChIP

ターゲットが重要になる。生物種は NCBI Taxonomiy ID37 が紐付けられるため特定は容易であ

るが、他 2つについてはここまで述べてきた問題を含んでいる。ここでは、特定の生物種につい

てこの 2つの情報を GEOのメタデータから抽出する手法について検討する。

6.2 抽出手法の検討

電子的に使用可能なテキストの増加に伴い、生物医学分野においても自然言語処理の技術が広

く応用されるようになった。特に固有表現抽出は遺伝子・タンパク質・化学物質・医薬品・学名な

ど分野特有のボキャブラリーが存在することからそれらに対応する最適な手法が開発されてきた
38。ここでの問題解決においても先行研究で提案された手法が適用できる可能性がある。しかし、

抗体 IDのような ChIP特有のボキャブラリーに対応した手法はまだないこと、対象となる文章は

完全なセンテンスよりはフレーズに近く単純な単語検索で十分対応可能で複雑な手法ではかえっ

て偽陽性が高まる可能性があること、検索空間をメタデータ全体ではなく特定のタグに限定する

ことで単純な単語のマッチングによる偽陽性をより減らせる可能性が高いことが予想されたため、

本研究ではマニュアルキュレーションによる検索対象の選定と予め作成した辞書ベースの固有表

現抽出を組み合わせることで対応した。



22 II. ChIP-seqデータ解析パイプラインの開発

6.3 手動による検索範囲の選定

GEOに登録されたメタデータでどのようなタグが目的のメタデータの格納に使用されているか

調査するため、GEOに登録された実験のうち次の条件に合致するものを検索・リスト化した。

• Library strategyが ChIP-Seq

• 生物種がヒト（taxid = 9606）

• 登録者が ENCODEコンソーシアムでない

結果、1,912件の実験が得られ、それらに含まれる 29,498サンプルのメタデータを取得した。次

に、これらのメタデータ中にある Characteristicsタグで tag属性の値として用いられている

キーのリストを作成すると計 887種類となった。この中からサンプルソース（組織・細胞種）に

関係するもの、ChIPターゲットに関係するものをそれぞれ手動で選定した結果、各々 99と 177

種類のタグを得た（表 3）。

ここでリストアップした tag の値で全サンプルのうち何割をカバーできるか検証した。結

果、サンプルソースについては 91%、ChIP ターゲットのタグについては 89% のメタデータに

対応できた。特に使用頻度の高い tag の値を表 4 および 5 に示す。サンプルの一部は複数の

Characteristicsタグを持ちうるため、割合の合計は 100%を超過することに注意されたい。

6.4 固有表現抽出を行うための辞書作成

ここでは固有表現抽出に用いる辞書の作成方法について述べる。ChIP ターゲットとしては遺

伝子名とシンボルおよび抗体 ID を、サンプルソースとしてヒト由来の細胞種の名前一覧を取得

した。

6.4.1 ChIPターゲット

まず最初に遺伝子名を検出するための辞書を作成した。ヒト遺伝子名とそのシンボルは HGNC

（HUGO Gene Nomenclature Committee）により管理されている 39 ため、HGNCの webサイ

トからヒト遺伝子の正式名称と対応する Gene Symbolの組み合わせをダウンロードした。Gene

Symbol には正式なシンボルの他にエイリアスと廃止された旧称を含む。エイリアスや旧称は複

数の遺伝子に対応している場合があり、このような曖昧なシンボルは辞書から除外した。また表

6に示す単語をストップワードとして無視する。

ヒストン修飾名の検出は主に正規表現をベースに行った。コード 5 に Python の実装を示す

（search_histone_mark関数）。

ChIP等に用いられる抗体には製造業者等により IDが付与されているため、抗体 ID–ターゲッ

ト名のペアを持つことで抗体 ID から ChIP ターゲットを同定することができる。抗体に関する

情報を取得するため The Antibody Registry40 から抗体情報をダウンロードした。この情報を

元に前述の遺伝子辞書とヒストン修飾名の検索手法を適用し、抗体 ID–ターゲット名のペアを

4,619,069件作成しこれらを格納した辞書を作成した。

あるサンプルが ChIPを行ったサンプルではなくコントロールサンプルである場合もある。こ
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表 3: GEOに登録されたヒト ChIP-seqメタデータで用いられる重要な tagの値一覧

サンプルソースに関するもの “Cell Line”, ”alternative cell line name”, “biomaterial type”, “body site”, “breast
cancer subtype”, “cancer”, “cancer type”, “cell”, “cell line”, “cell characteris-
tics”, “cell description”, “cell id”, “cell identity”, “cell info.”, “cell karyotype”,
“cell line”, “cell line background”, “cell line name”, “cell line origin”, “cell line
source”, “cell line specificity”, “cell line specifics”, “cell line type”, “cell line/geno-
type”, “cell line/type”, “cell line/vendor”, “cell lineage”, “cell lines”, “cell num-
ber”, “cell organism”, “cell origin”, “cell part”, “cell passage”, “cell popula-
tion”, “cell source”, “cell strain”, “cell subtype”, “cell type”, “cell type source”,
“cell types”, “cell-line”, “cell-type”, “cell line”, “cell line/tissue”, “cell type”,
“cellline”, “cells”, “developmental stage/tissue”, “generation of cells”, “growth
phase”, “histological type”, “implated cell line/type”, “line”, “line name”, “lym-
phoma type”, “nickname”, “organismpart”, “origin”, “original body site”, “orig-
inating cell line”, “sample common name”, “sample id”, “sorted cell type”,
“source”, “source cell tyep”, “source cell type”, “source tissue”, “source type”,
“source type”, “spike-in cell line”, “stain”, “strain”, “subtype”, “t cell type”, “ti-
isue”, “tisssue”, “tissue”, “tissue derivation”, “tissue id”, “tissue of origin”, “tis-
sue origin”, “tissue source”, “tissue source/type”, “tissue subtype”, “tissue type”,
“tissue/cell type”, “tissue/cells”, “tissue depot”, “tissue type”, “tisue”, “tumor”,
“tumor cell type”, “tumor id”, “tumor model”, “tumor sample”, “tumor stage”,
“tumor type”, “tumor typeCell Line”, “tumour stage”

ChIPターゲットに関するもの “-style parameter used for homer peak calling”, “ChIP”, “ChIP Antibody”,
“anitbody”, “antibodies”, “antibody”, “antibody (clone id#) used”, “antibody
(antibody name, vendor, batch/lot#, catalog#)”, “antibody (catalog)”, “anti-
body (vender, cat#, lot#)”, “antibody antibody description”, “antibody an-
tibodydescription”, “antibody batch/lot#”, “antibody cat#, lot#”, “antibody
cat. #”, “antibody catalog”, “antibody catalog #”, “antibody catalog num”,
“antibody catalog number”, “antibody catalog#”, “antibody catalog/vendor”,
“antibody catalogue number”, “antibody description”, “antibody details (ven-
dor, catalog number)”, “antibody epitope, vendor, catalog number, lot”, “an-
tibody info”, “antibody information”, “antibody lot”, “antibody lot #”, “anti-
body lot num”, “antibody lot number”, “antibody lot#”, “antibody lot. #”,
“antibody lot/batch number”, “antibody lot/batch number(s)”, “antibody man-
ufacturer and catalog number”, “antibody name”, “antibody source”, “antibody
target”, “antibody target description”, “antibody targetdescription”, “antibody
vendor & cat. number”, “antibody vendor, cat. number”, “antibody vendor, cat-
alog#”, “antibody vendor/catalog”, “antibody vendor/catalog#”, “antibody/-
capture”, “antibody/details”, “antibody/enzyme”, “antibody target”, “antigen”,
“batch/lot#”, “beads/antibody”, “binding/selection”, “cantibody vendor/cata-
log#”, “cat no./lot”, “cat. #”, “catalog”, “catalog #”, “catalog number”, “cat-
alog#”, “catalog#/vendor”, “catalog/lot#”, “catalog/vendor”, “catalogue num-
ber”, “cataog number”, “cell purification antibody catalog number”, “chip ab”,
“chip anibody”, “chip anitbody”, “chip antbody”, “chip antibodies”, “chip an-
tibody”, “chip antibody (catlogue number )”, “chip antibody (company, cat.#,
clone)”, “chip antibody cat#”, “chip antibody cat. #”, “chip antibody cat. no.”,
“chip antibody cat. number”, “chip antibody cat.#”, “chip antibody catalog”,
“chip antibody catalog #”, “chip antibody catalog #’s”, “chip antibody catalog
no.”, “chip antibody catalog number”, “chip antibody catalog#”, “chip antibody
catalog/vender”, “chip antibody cataolog #”, “chip antibody details”, “chip an-
tibody details (vendor, catalog number)”, “chip antibody host, amount, catelog
number and provider”, “chip antibody info”, “chip antibody info.”, “chip anti-
body log #”, “chip antibody lot”, “chip antibody lot #”, “chip antibody lot
# and amount used pr. chip-seq”, “chip antibody lot no.”, “chip antibody lot
number”, “chip antibody lot#”, “chip antibody lot/batch #”, “chip antibody
manufacturer and catalog number”, “chip antibody or biotin-streptavidin pull-
down of blrp-tagged proteins”, “chip antibody ref.”, “chip antibody used for chip
or oligonucleotides used for chirp (chromatin isolation by rna purification)”, “chip
antibody used for chip or oligonucletides used for chirp (chromatin isolation by rna
purification)”, “chip antibody vendor id”, “chip antibody vendor lot #”, “chip an-
tibody vendor/cat. #”, “chip antibody vendor/cat.#”, “chip antibody( company,
cat.#, clone)”, “chip beads/antibody”, “chip catalog number”, “chip catalog#”,
“chip epitope”, “chip seq antibody”, “chip target”, “chip vendor”, “chip vendor/-
catalog#”, “chip-ab”, “chip-antibody”, “chip-antibody cat. #”, “chip-antibody
cat. number”, “chip-antibody lot #”, “chip-seq antibody”, “chip-seq antibody
cat. #”, “chip antibody”, “chip antibody catalog”, “chip or input”, “chip pro-
tocol”, “chip target”, “comment”, “control”, “control antibody”, “enriched motif
(p<0.001) with dbd sequence similarity >65%.”, “enrichment”, “enrichment tar-
get”, “epigenetic mark”, “experiment”, “experiment type”, “experiment type”,
“expression”, “factor”, “factor chip”, “foxa1 antibody”, “foxm1 antibody chip”,
“fraction”, “hgn”, “histone”, “histone mark”, “histone marks to be tested”, “hi-
stone modification”, “immunoprecipitation”, “immunprecipitation”, “input used
for chip-seq peak calling”, “ip”, “ip antibody”, “library type”, “lot”, “lot #”, “lot
number”, “lot#”, “lot/batch number”, “lymphoblast antibody”, “parallel chip
antibody”, “primary antibody”, “procedure”, “pull-down biotap”, “pulldown”,
“sample type”, “target”, “target antibody”, “target molecule”, “target protein”,
“transcription factor”, “vendor/catalog#”, “vendor/catalog/lot”
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コード 5: ヒストン修飾の名称を検出するアルゴリズム

1 import re
2 from itertools import chain
3
4 DEL = str.maketrans(”[]()/”, ” ”, ’,’)
5
6 MARK PATTERN = re.compile(”H([1345]|2[AB])([.F][XZ134])?([KSTRY][1−9][0−9]∗)(ac|me[1−3]|ph|ub)”.

lower())
7
8 HISTONE PATTERN = re.compile(”Histone[−\s]\s∗(H([1345]|2[AB])(.[XZ4])?)”.lower())
9

10 HISTONE = ”({0}[− ]histone)|(H([1345]|2[AB])(\.[XZ134])?[−\s]+{0})”.lower()
11 ACCETYL PATTERN = re.compile( HISTONE.format(”(ac|acetyl|acetylated)”))
12 MONOMETYL PATTERN = re.compile( HISTONE.format(”mono[− ]?methyl”))
13 DIMETYL PATTERN = re.compile( HISTONE.format(”di[− ]?methyl”))
14 TRIMETYL PATTERN = re.compile( HISTONE.format(”tri[− ]?methyl”))
15 PHOSPHO PATTERN = re.compile( HISTONE.format(”phospho”))
16 UBIQUITYL PATTERN = re.compile( HISTONE.format(”ubiquityl”))
17 CROTONYL PATTERN = re.compile( HISTONE.format(”crotonyl”))
18
19 MOD PATTERNS = dict(
20 ac=ACCETYL PATTERN,
21 me1=MONOMETYL PATTERN,
22 me2=DIMETYL PATTERN,
23 me3=TRIMETYL PATTERN,
24 ph=PHOSPHO PATTERN,
25 ub=UBIQUITYL PATTERN,
26 cr=CROTONYL PATTERN
27 )
28
29 LYSINE PATTERN = re.compile(”[− ](lysine|lys|k)\s∗([1−9][0−9]∗)”)
30 SERINE PATTERN = re.compile(”[− ](ser|s)\s∗([1−9][0−9]∗)”)
31 THREONIE PATTERN = re.compile(”[− ](thr|t)\s∗([1−9][0−9]∗)”)
32 ARGININE PATTERN = re.compile(”[− ](arg|r)\s∗([1−9][0−9]∗)”)
33 TYROSINE PATTERN = re.compile(”[− ](tyr|y)\s∗([1−9][0−9]∗)”)
34
35 RESIDUE PATTERNS = dict(
36 K=LYSINE PATTERN,
37 S=SERINE PATTERN,
38 T=THREONIE PATTERN,
39 R=ARGININE PATTERN,
40 Y=TYROSINE PATTERN
41 )
42
43
44 def search histone mark(text):
45 text = text.lower()
46 mark = match histone mark(text)
47 return mark if mark else parse text(text)
48
49
50 def match histone mark(text):
51 match = MARK PATTERN.search(text)
52 if match:
53 subunit1, subunit2, pos, mod = match.groups()
54 return ’H’ + subunit1.upper() + (’’ if subunit2 is None else subunit2) + pos.upper() + mod
55
56
57 def parse text(text):
58 text = text.rstrip().translate(DEL)
59
60 mods = set()
61 for mod, p in MOD PATTERNS.items():
62 if p.search(text):
63 mods.add(mod)
64 if len(mods) == 1:
65 mod = mods.pop()
66 else:
67 return None
68
69 foundpos = {}
70 for residue, p in RESIDUE PATTERNS.items():
71 f = list(set(p.findall(text)))
72 if f:
73 foundpos[residue] = f
74 if foundpos and sum(1 for in chain(∗foundpos.values())) == 1:
75 residue, (( , pos), ) = tuple(foundpos.items())[0]
76 else:
77 return False
78
79 unit = set(HISTONE PATTERN.findall(text))
80 if len(unit) == 1:
81 subunit, , = unit.pop()
82 subunit = subunit.upper()
83 if ”.X” in subunit or ”.Z” in subunit:
84 subunit = subunit.replace(’.’, ’F’)
85 return subunit + residue + pos + mod
86 else:
87 return False
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表 4: サンプルソースの記述で使用頻度の高い tagの値（上位 5つ）

tagの値 サンプル数 割合

cell line 15,053 51.03%

cell type 12,710 43.09%

tissue 4,034 13.68%

biomaterial type 1,806 6.12%

line 664 2.25%

表 5: ChIPターゲットの記述で使用頻度の高い tagの値（上位 5つ）

tagの値 サンプル数 割合

chip antibody 16,317 55.32%

antibody 5,905 20.02%

chip protocol 1,563 5.30%

chip antibody catalog 1,369 4.64%

chip antibody 1,351 4.58%

表 6: 遺伝子名検索時のストップワード一覧

goat 2 in of b jn ii type iga for as on aa light h tag kit ac ac2 ac5 chip tri h

表 7: コントロールサンプルの検出に用いるワード（大文字小文字問わず）

“input”, “inputdna”, “none”, “n/a”, “n.a.”, “no”, “non”, “igg”,

“control”, “flag”, “background”, “--”, “mock”

れを検出するため、表 7に示した語を含んでいた場合はコントロールサンプルとみなす。

6.4.2 サンプルソース

同じ生物種でも研究目的によりどの組織を解析するかは千差万別であり、またヒトの場合は多

数の細胞株が確立されており ChIP-seq でもヒト細胞種を扱う実験は多い。細胞の名称も Gene

Symbol と同じく多くの通称が存在しており、これらをユニークな名称に統一して扱う必要があ

る。そこで細胞種の情報を Cellosaurus41 から取得した結果、83,151件の細胞名とその同義語を

得られた。

ヒト組織名については ENCODEで取得されたサンプルのメタデータから表 8に示す辞書を作

成した。
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表 8: ヒト組織名の検出に用いる辞書

“liver”, “stomach”, “heart”, “lung”, “kidney”, “forebrain”, “midbrain”, “hindbrain”, “adrenal

gland”, “spleen”, “limb”, “transverse colon”, “sigmoid colon”, “embryonic facial prominence”, “neu-

ral tube”, “upper lobe of left lung”, “small intestine”, “thyroid gland”, “gastrocnemius medi-

alis”, “body of pancreas”, “intestine”, “heart left ventricle”, “testis”, “gastroesophageal sphincter”,

“ovary”, “thymus”, “tibial nerve”, “esophagus muscularis mucosa”, “esophagus squamous epithe-

lium”, “brain”, “placenta”, “breast epithelium”, “Peyer’s patch”, “head”, “suprapubic skin”, “chori-

onic villus”, “prostate gland”, “subcutaneous abdominal adipose tissue”, “skeletal muscle tissue”,

“large intestine”, “lower leg skin”, “uterus”, “muscle of leg”, “muscle of arm”, “vagina”, “omental fat

pad”, “pancreas”, “subcutaneous adipose tissue”, “muscle of back”, “chorion”, “layer of hippocam-

pus”, “right atrium auricular region”, “tibial artery”, “cerebellum”, “psoas muscle”, “right lobe of

liver”, “ascending aorta”, “endocrine pancreas”, “esophagus”, “spinal cord”, “thoracic aorta”, “left

lung”, “parathyroid adenoma”, “trophoblast”, “heart right ventricle”, “temporal lobe”, “aorta”,

“caudate nucleus”, “colonic mucosa”, “mucosa of rectum”, “placental basal plate”, “right lung”,

“urinary bladder”, “digestive system”, “duodenal mucosa”, “germinal matrix”, “cingulate gyrus”,

“middle frontal area 46”, “renal cortex interstitium”, “stomach smooth muscle”, “substantia ni-

gra”, “amnion”, “angular gyrus”, “central nervous system”, “muscle layer of colon”, “muscle layer

of duodenum”, “muscle of trunk”, “renal pelvis”, “adipose tissue”, “arthropod fat body”, “coro-

nary artery”, “left kidney”, “right kidney”, “bone marrow”, “cortical plate”, “frontal cortex”, “left

renal cortex interstitium”, “left renal pelvis”, “olfactory bulb”, “right cardiac atrium”, “right re-

nal pelvis”, “mucosa of stomach”, “rectal smooth muscle tissue”, “retina”, “embryo”, “right renal

cortex interstitium”, “salivary gland”, “brown adipose tissue”, “imaginal disc”, “male accessory sex

gland”, “tongue”, “colon”, “occipital lobe”, “skin of body”, “diencephalon”, “gonadal fat pad”,

“metanephros”, “parietal lobe”, “umbilical cord”, “arm bone”, “breast”, “camera-type eye”, “cere-

bellar granule layer”, “eye”, “fat pad”, “forelimb muscle”, “hindlimb muscle”, “islet of Langerhans”,

“jejunum”, “leg bone”, “mole”, “pericardium”, “telencephalon”, “zone of skin”, “Ammon’s horn”,

“area 11 of Brodmann”, “cerebellar cortex”, “cerebral cortex”, “cerebral cortex, layer 5”, “duode-

num”, “endometrium”, “femur”, “forelimb bud”, “germinal center”, “globus pallidus”, “hindlimb

bud”, “inferior parietal cortex”, “insula”, “left cardiac atrium”, “mammary gland”, “medulla oblon-

gata”, “mesoderm”, “middle frontal gyrus”, “penis”, “pons”, “posterior cingulate cortex”, “puta-

men”, “rectum”, “superior temporal gyrus”, “yolk sac”

6.5 メタデータの抽出と実際のメタデータを用いたテスト

ここまで作成した辞書を用いたサンプルソースと ChIPターゲットの検出アルゴリズムを概説

する。

6.5.1 サンプルソース

1. Characteristics タグのうち tag 属性がリストアップした語句に一致する場合は、テキ

ストにサンプルソースに該当する句が存在するかマッチングを行う。優先順位は下記の通

り。複数の Characteristicsタグに候補が存在する場合は最初にマッチしたものを返す。

（a）細胞種名

（b）組織名
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表 9: GEOヒト ChIP-seqメタデータから情報を抽出できたサンプルの割合

検出に成功した項目 サンプル数 割合

サンプルソースおよびターゲット 24,798 84.06%

サンプルソースのみ 2,807 9.52%

ターゲットのみ 1,736 5.89%

どちらも検出不可 261 0.88%

2. 該当しなかった場合、Sourceタグのテキストから同様にマッチングを行う。

3. 該当しなかった場合、Titleタグのテキストから同様にマッチングを行う。

4. 該当しなかった場合、検出失敗である。

6.5.2 ChIPターゲット

1. Characteristicsタグのうち tag属性がリストアップした語句に一致する場合は、テキス

トに ChIPターゲットに該当する句が存在するかマッチングを行う。優先順位は下記の通

り。複数の Characteristicsタグに候補が存在する場合は最初にマッチしたものを返す。

（a）遺伝子名

（b）ヒストン修飾名

（c）抗体 ID

（d）Gene Symbol

2. 該当しなかった場合、Titleタグのテキストから同様にマッチングを行う。

3. 該当しなかった場合、Characteristicsタグのテキストを用いてコントロールサンプルに

該当するか判定を行う。

4. 該当しなかった場合、Titleタグのテキストを用いてコントロールサンプルに該当するか

判定を行う。

5. 該当しなかった場合、検出失敗である。

6.5.3 検出手法のテスト

このアルゴリズムを実際に取得したメタデータに適用した結果、84% のサンプルについてメ

タデータを抽出することができた（表 9）。これらに偽陽性やミスアノテーションがどの程度含

まれるかは今後検証する必要があるが、多くのサンプルでメタデータを半自動で抽出し、続く

ChIP-seq解析の自動化を行える目処が立ったといえる。

7 ChIP-seq解析におけるデコイ配列の応用

本章では、1000人ゲノムプロジェクトで導入されたデコイ配列入りヒトリファレンスゲノムの

概説、ChIP-seqにおける応用の可能性と実際に利用した際の効果の検証について記述する。
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7.1 背景

ヒトゲノム計画により最初のドラフト版ヒトゲノムが 2000から 2001年にかけて発表されて以

降 42,43 も、ヒトゲノムの解読とリファレンスとしての改善の努力が継続的に行われてきた。2004

年にヒトゲノム計画の解読が完了し 44、以降は Genome Reference Consortium（GRC）が主導

してヒトリファレンスゲノムの作成が行われ、現在最新のメージャーバージョンは 2013 年に公

開された GRCh38（UCSC version hg38）である 45。実用上では、アノテーション等の互換性と

いった観点で、1つ前のバージョンである GRCh37（hg19）が未だに用いられていることもまま

ある。ヒトリファレンスゲノムはゲノム解析における礎石としての役割を果たした一方、解読に

用いられたヒトゲノムは民族的な偏りがあることが知られており 43、遺伝的に距離の離れた民族

のゲノム配列に対して無視できない配列や構造の差異があることも明らかになっている 46,47。こ

のようなギャップを埋める試みとして 2008年に開始された 1000人ゲノムプロジェクトでは名前

の通り 1000 人以上の全ゲノムを解読することでヒトの遺伝的多様性を明らかにする計画であり
48、2012年には 1000人以上のゲノム配列が公開された 49。近年では、国際的なデファクトスタ

ンダードとなったリファレンスゲノムに頼らず、民族ごとのリファレンスゲノムを確立する機運

が高まり、様々なプロジェクトが進行中あるいは成果を発表しつつある 50–55。

ヒトゲノム計画の完了から 20年弱経過する現在でも、ヒトリファレンスゲノムは完全とは言え

ずゲノムアセンブリは研究が続いている分野であると言える。ゲノムアセンブリではまず配列を

つなぎ合わせた Contigを作成し、Contig同士を繋ぎ合わせた Scaffoldを作成する。理想的には

Scaffoldそのものあるいはそれらの組み合わせが染色体 1本の配列に相当しゲノムアセンブルが

成功する。実際には、Scaffoldの作成には成功しても、どの染色体に由来する配列か不明な場合

や、染色体が判ってもその位置や向きが特定できない場合もある 56。このようなゲノムとしての

位置は不明瞭なもののゲノム中に含まれることは明らかな配列は、リシーケンシグ解析において

リファレンスの一部に含めることで、ミスマップを減らしより正確な結果を得られる可能性があ

る。この考えに基づき、1000人ゲノムプロジェクトで行われたバリアントコール解析では通常の

GRCh37 配列に加えてアセンブリに含まれたかった 35.4M 塩基対分の配列を追加したことでミ

スマップの減少を図った。これらの配列はミスマップされやすい配列を集める効果があることか

らデコイ配列と名付けられた 57。

このようなデコイ配列の活用は SNP（Single Nucleotide Polymorphism, 一塩基多型）や SNV

（Single Nucleotide Variant, 一塩基多様性）そしてインデル（挿入・欠損）を検出するバリアン

トコール解析において活用されてきたが、より正確なマッピングを行える可能性があるにもかか

わらず、ChIP-seqのような他のリシーケンシングベースの手法では用いられてこなかった。ここ

では、ChIP-seq解析においてデコイ配列を含んだリファレンスゲノムを用いることでどのような

効果を得られるのかを明らかにする。
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7.2 テストデータの作成

7.2.1 データソース

テストデータとして ENCODEプロジェクトで公開されたヒト A549細胞 ChIP-seqデータか

ら 119 件の実験を取得して解析した。うち 103 件が ChIP を行った実験、16 件はコントロール

用の実験である。これらは 204 件のサンプルで構成されており、188 件は Single-end、16 件は

Paired-endでシーケンスされていた。また ChIPターゲットは 61種類の転写因子と 10種類のヒ

ストン修飾をカバーしている。

7.2.2 解析パイプライン

解析パイプラインは 5.2節で述べたものと同一である。

7.2.3 比較するリファレンスゲノム

デコイ配列入のリファレンスゲノムとして hs37d5（GRCh37 + デコイ配列）、比較対象として

GRCh37を用いる。リファレンス配列は 1000人ゲノムプロジェクトのサイトで hs37d5, human

g1k v37 として公開されている配列を利用した。これらリファレンスの概要は表 10 のとおりで

ある。

表 10: human g1k v37と hs37d5の比較

human g1k v37（GRCh37） hs37d5（GRCh37 + デコイ配列）

染色体配列 3,095,73,981 3,095,73,981

ALT Contigs 6,110,758 6,110,758

デコイ配列 - 35,649,766

単位は bp

ALT Contigs は人種間で際の大きい領域の配列郡である。hs37d5 はデコイ配列としてアセン

ブリに含まれたかった配列に加え、ヒトヘルペスウイルスのゲノムを含む。

7.3 結果

7.3.1 デコイ配列によるマップ率の改善

通常のリファレンス配列に加えてデコイ配列を加えたことで、従来マップできなかったリード

がデコイ配列にマップされたり、従来ユニークマップされたリードでもマルチマップすることが

予想される。デコイ配列により、リードが Unmap, Unique Map, Multimap される割合がどの

ように変化するかを確認した。図 4は Single-endedなサンプルの場合で図 5は Paired-endedの

場合である。予想された通り、いずれの場合も Unmapped readの割合が減少し、Multimapped

readの割合が増加している。一方、Unique mapped readについては他 2つと比べると変化が小

さくなっており、デコイ配列により Unique mapできたリード数と Unique mapだったリードが

Multimappedになったリード数がおおよそ同じ割合存在することを示唆している。
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図 4: Single-endにおけるデコイ配列導入によるマップ率の変化
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図 5: Paire-endにおけるデコイ配列導入によるマップ率の変化
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デコイ配列を含めることでMultimapped readが増えるということは従来不確実なリードが染

色体にマップされていたということであり、デコイ配列を用いることで ChIP-seq での偽陽性を

低減できる可能性がある。

7.3.2 マップ座標とクオリティスコアの変化

デコイ配列の効果をより詳細に解明するため、通常のリファレンスゲノムとデコイ配列入りの

リファレンスゲノムを用いた場合で各リードのマップ先とマッピングクオリティスコアの変化を

追跡した。図 6aから 7bはデコイ配列導入前後での各リードの変化を表した Chord Diagramで

ある。ここでは解析で得た全てのリードを、Unique mapped（高スコア、> 5）・Unique mapped

（低スコア、≤ 5）・Multimapped・Unmappedの 4つに分類してその割合をプロットしている。

まず図 6a、6b を見ると、Single-end では約 80%、Paired-end では約 90% のリードが導入前後

共に染色体配列へ高いスコアでマップされていた。デコイ配列の効果に注視するため前後とも

染色体配列に高いスコアでマップされたリードを抜いてプロットしたものが図 7a、7b である。

Single-end, Paired-end それぞれ 3.6% と 4.7% のリードがデコイ配列に新たにマップされてい

た。これはデコイ配列が全リファレンスゲノムのうち 1.13%の長さでしかないことを考えると大

きな影響をもたらしているといえる。特に Paired-end では染色体にユニークマップされていた

リードがデコイ配列にユニークマップされていたり、マップできなかったリードの約 85%がデコ

イ配列にマップされるなど影響がより強くなっている。

7.3.3 局所的な効果の検証

次にデコイ配列がピークコールにどのような効果を示すのか検証した。ピークコールの結果、

99%のピークはデコイ配列導入前後で共通して検出された。デコイ配列が及ぼす局所的な影響に

ついて観察するため、デコイ配列の導入によりコールされなくなったピークの周辺を IGV58 を

用いて可視化した。図 8にその一例として SP1をターゲットにした ChIP-seq実験を示す。各ト

ラックの説明は表 11にまとめた。アライメントトラックの高さは読み深度を表しており着色され

ている箇所はリファレンスと塩基が異なることを示している。

リファレンスが GRCh37の場合、この領域には多くのリードがマップされている。ただしミス

マッチが多いことからマップクオリティはやや低くなっていることが判る。また ChIPサンプル・

コントロールサンプル共に似通ったリードの分布をしているためミスマップが疑われるが、この

範囲では 1箇所がピークとしてコールされている。一方リファレンスに hs37d5を用いると、この

領域のリードのほとんどが除外され、結果として偽陽性のピークが抑制されている。またこの領

域はセントロメアに近くリピート配列が多い領域であり、ENCODEが公開しているブラックリ

ストにもリストアップされている。

これらの結果を総合すると、リピート領域等のマッピングが難しくミスマップが発生しやすい

領域にマップされたあいまいなリードがデコイ配列へのユニークマップあるいはデコイ配列との

マルチマップになった結果、染色体配列とのアライメントから取り除かれ、結果的に偽陽性の抑

制につながると考えられる。
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表 11: 図 8の各トラック概要

ファイルの種類 リファレンス 実験 ID 説明

1 アライメント GRCh37 ENCSR000BPE SP1 ChIPpedサンプル（ENCFF000NHM）

2 アライメント GRCh37 ENCSR000BPD DNA Inputコントロール（ENCFF000NGH）

3 領域 GRCh37 1 vs 2

4 アライメント hs37d5 ENCSR000BPE SP1 ChIPpedサンプル（ENCFF000NHM）

5 アライメント hs37d5 ENCSR000BPD DNA Inputコントロール（ENCFF000NGH）

6 領域 hs37d5 4 vs 5

7 領域 ― ― ENCODEブラックリスト

アライメント・・・BAMファル

領域・・・BEDファイル

8 小括

現在も増加し続けている公共 ChIP-seqデータに対し、既存の公共データベースは網羅性・信頼

性の観点から十分な対応ができているとは言えない。そこで、ChIP-seqデータの主要な公共デー

タレポジトリとなっている GEOおよび ENCODE Portalの ChIP-seqデータを効率よく処理で

きる解析パイプラインを開発した。本パイプラインの特色として、GEOの非正規的メタデータへ

の対応と種々の QC評価、デコイ配列入りリファレンスゲノムの採用がある。これらにより既存

のデータベースと比較してより多くの ChIP-seeqデータに対して QC情報を含めたデータを解析

することが可能になった。また、従来バリアントコール解析にのみ用いられてきたデコイ配列に

ついて、ChIP-seq解析における応用の可能性を検討すべく、従来のリファレンスゲノムとの比較

検討を行った。結果、従来はマップ先があいまいであったリードをより正確にマップし、難読領

域におけるピークの偽陽性の抑止につながることが明らかになった。これらの成果を組み込んだ

解析パイプラインを用いることで、網羅性・信頼性を向上させたデータベースの開発につなげる

ことができるといえよう。



II. ChIP-seqデータ解析パイプラインの開発 35

図
8
:
デ
コ
イ
配
列
に
よ
り
マ
ッ
ピ
ン
グ
に
改
善
が
見
ら
れ
た
領
域
の

IG
V
に
よ
る
可
視
化





III. Strand cross-correlationの理論的特性評価 37

第 III部

Strand cross-correlationの理論的特性評価

9 導入

NGSの発展とそれに伴うシーケンシングコストの低下により、DNA結合タンパクのプロファ

イリング手法としては ChIP-sequencing法（ChIP-seq）が主流となった。ChIP-seqを用いた研

究により数多くの生物学的知見が得られてきた一方、ChIP-seq法の実験手法としての複雑さと他

の NGSを用いた実験手法と比較した際の SN比の低さは未だに ChIP-seq解析を難しくする原因

となっている 59,60。その上、実験手法や解析手法の差異により最終的なピークコールの結果が大

きく左右することが知られている 61,62。また、ENCODEプロジェクト 63 や ROADMAP23 プ

ロジェクトのような巨大プロジェクトを筆頭に ChIP-seq 解析におけるサンプル数は増加の傾向

にあり、ChIP-seqのための QC手法の重要性はより増している。

ChIP-seq解析において各解析ステップに対してこれまで複数の QC手法が提案されている 10。

特に、クロマチン免疫沈降の成否や検出しうるピークの数を見積もる手段として、SN 比を推測

するための QC がよく用いられる。それらの中で最も一般的なのは FRiP（Fraction Reads in

Peaks）と呼ばれる指標で、あるサンプルに対してピークと判定された領域に含まれるリード数の

割合で表される。しかし、FRiPはピークとして判定された領域の総数（総長）に強く影響を受け
32、そもそもピークコールは用いる手法と総取得リード数にも依存することが知られている 33,64。

したがって、ピークコール前に SN比を評価することができればロバストで正確な QC手法にな

る可能性がある。

ピークコールフリーな QC 手法としては Strand cross-correlation を用いた手法が提案されて

いる。Strand cross-correlationは順鎖・逆鎖ごとにマップされたリードの読み深度分布を作成し

その相互相関係数を計算するものである。相互相関関数としては、ピアソンの相関係数と Jaccard

係数を用いたものが提案されている 65,66。典型的なサンプルでは、Strand cross-correlation

は DNA 断片の平均長だけシフトさせた時に係数が最大値となる。またこの最大値が大きくな

るほど ChIP-seq 実験としてクオリティが良いことを反映していると考えられている。Strand

cross-correlation の計算はマッピングの直後に行えるためピークコールが不要で、取得したリー

ド数に対してもロバストであることが知られている 66。

従来 Strand cross-correlation は single-end のサンプルに対して DNA 断片の平均長を推定す

るために用いられてきた 29,67–69 が、ENCODE および modENCODE コンソーシアムにより

Strand cross-correlation の最大値を元にした QC 指標が提案された 32。しかし、Strand cross-

correlationはシーケンシング時のリード長に相当する位置に DNA断片長のピークとは別のピー

第 III部の内容は下記の投稿論文を元にしている。
Hayato Anzawa, Hitoshi Yamagata and Kengo Kinoshita. Theoretical characterisation of strand cross-

correlation in ChIP-seq, 30 October 2019, PREPRINT (Version 1) available at Research Square https:

//doi.org/10.21203/rs.2.16602/v1

https://doi.org/10.21203/rs.2.16602/v1
https://doi.org/10.21203/rs.2.16602/v1
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ク（Phantom peak）が生じることが知られており、特に SN比が低いサンプルにおいては本来の

最大値やそのシフト長の推定に影響する場合がある 35。この問題に対しては、Ramachandranら

が 2つの相互相関関数を提案し解決をおこなった。1つは Naive Cross-Correlation（NCC）で、

相互相関そのものはピアソンの相関係数であるが、読み深度ではなくリードの開始地点の分布を

使うことと、分布のバイナリ化が従来手法と異なる点である。2 つ目は Mappability-Sensitive

Cross-Correlation（MSCC）である。これは順鎖側の各塩基と、それに対応する相互相関のシ

フト長を加味した逆鎖側の塩基がどちらもユニークにマップ可能な領域（Doubly mappable

positions）においてのみ NCC を計算するものである。MSCC は Phantom peak の影響を排除

することができ、正しい断片長や最大値の推定を行うことができる。また分布がバイナリなため

計算コストが比較的小さいというメリットもある。

QC指標としてのメリットが存在する Strand cross-correlationであるが、これまで理論的な考

察は行われておらず、Strand cross-correlationを元にした QC指標とその基準値は経験的な結果

に基づいて作成されてきた。そこで本研究ではより理論的根拠に基づいた QC手法を提案するこ

とを目指し、Strand cross-correlationの特性、特に既に提案されている QC指標の計算で用いら

れる Strand cross-correlationの最小値と最大値について NCCとMSCCを用いて検討する。

10 モデリングによる理論的な相互相関係数の導出

Strand cross-correlationとして NCCおよびMSCCの理論的な考察を行うため、まず ChIP-

seq のリード分布をモデリングする。次にモデルに基づきリードの観測確率を導出することで相

互相関係数の最小値と最大値の理論値を期待値として計算する。

10.1 ChIP-seqにおけるリード分布のモデリング

本節では ChIP-seqのリード分布のモデルを導入する。図 9にモデルの概要図を示す。ここで

は簡単のため長さ Gの単一の染色体のみを含むゲノムを仮定する。複数の染色体を含むゲノムの

計算方法については 11.2 節で述べる。ゲノム中には n 箇所の結合部位があるとする。各結合部

位には順鎖・逆鎖側それぞれに長さ w のエンリッチ領域があり、それらは結合部位を挟んで d離

れているものとする。簡単のため、各結合部位のエンリッチ領域は d+ w よりも離れているもの

とする。すなわち別の結合部位にあるエンリッチ領域同士が重なる状況はここでは扱わない。ゲ

ノム上の座標 i ∈ {1, 2, . . . , G} において、f(i) と g(i) をそれぞれ順鎖・逆鎖の位置 i でリード

が存在するかどうかを示すバイナリ関数とする。ここで、関数 f および g はマップされたリード

の開始地点を表すものとする。すなわち、長さ R のリードが順鎖側の位置 i から i + R − 1 ま

でマップされた場合、f(i) = 1 となる。また、同じ位置の逆鎖にリードがマップされた場合は

g(b+R− 1) = 1となる。

次に、順鎖・逆鎖側には同数のリードがマップされると仮定する。

G∑
i=1

f(i) =

G∑
i=1

g(i) =
Mu

2
, (1)

ここでMu は重複するリードを抜いた後の総リード数である。ただし、実際の総リード数をM と
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図 9: ChIP-seqのリード分布モデルの概要図

して、通常の ChIP-seq実験ではM は Gより十分小さい。したがって、DNA断片が偶然同じ位

置で切断される確率は非常に低いと考えられる。そこで、必要になるまでM をMu の代わりに

用いる。続いて、サンプルの SN比に応じてリードがエンリッチ領域に集中する現象をモデル化

する。クロマチン免疫沈降により得られた DNA断片のリードをシグナルリード、ノイズとなる

DNA断片をシーケンスした場合のリードをノイズリードと呼称する。これらのリードの分布を表

すため、まず集合 Ef と Eg を順鎖および逆鎖側のエンリッチ領域の集合とする。ここで混合パラ

メータ αを導入する。αはシグナルリードとノイズリードの比を表す 0から 1の間の値を取るパ

ラメータである。これらのパラメータの関係は次のような式で表される。∑
i∈Ef

f(i) =
∑
i∈Eg

g(i) =
M

2
α (2)

∑
i/∈Ef

f(i) =
∑
i/∈Eg

g(i) =
M

2
(1− α) (3)

式 (2)はシグナルリードの総数を表し、式 (3)はノイズリードの総数を表す。
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10.2 モデルに基づく cross-correlationの期待値の算出

関数 f と g のシフト長 xにおける NCCは次のように表される 35。

NCC(f, g)(x) =
1

G− x

∑G−x
i=1 (f(i)− µf )(g(i+ x)− µg)√

σfσg

≈
1

G−x

(∑G−x
i=1 f(i)g(i+ x)

)
− µfµg

√
σfσg

(4)

ここで µf と µg は関数 f および g の平均、また σf と σg は分散である。順鎖・逆鎖共に同数の

リード数がマップされると仮定したため、平均と分散は次のように書くことができる。

µ := µf = µg =
M

2G
(5)

σ := σf = σg = µ(1− µ) (6)

式 (4) に現れる総和は f(i) および g(i + x) が同時に 1 になる位置 i の数え上げに等しい。そこ

で、そのような iの集合をDx と置き、集合の大きさを |Dx|とする。期待値 ⟨|Dx|⟩を得ることが
できれば NCCの期待値が得られることになる。

⟨NCC(f, g)(x)⟩ = 1

σ

(
⟨|Dx|⟩
G− x

− µ2

)
(7)

次に、|Dx|を f(i)と g(i+x)が同時に 1になる確率を求めることで推定する。Pf=1(i)を f が

iにおいて 1になる確率とし、同様に Pg=1(i)を g についての確率とする、これらの確率を用いる

と、|Dx|の期待値は次のように書ける。

⟨|Dx|⟩ =
G−x∑
i=1

Pf=1(i)Pg=1(i+ x) (8)

一様分布を仮定すると、iにおいて順鎖のシグナルリードを観測する確率 PS,f=1(i)とノイズリー

ドの確率 PN,f=1(i)は次のようになる。

PS,f=1(i) =

{
M
2nwα if i ∈ Ef

0 if i ̸∈ Ef

(9)

PN,f=1(i) =
M

2G
(1− α). (10)

ここではMα ≤ 2nw およびM(1 − α) ≤ 2G とする。これらの条件の妥当性については 10.2.1

で述べる。これらの確率を用いて f(i)が 1になる確率 Pf=1(i)は次のように書ける。

Pf=1(i) := 1−
(
1− PS,f=1(i)

)(
1− PN,f=1(i)

)
=

{
pS if i ∈ Ef

pN if i ̸∈ Ef

(11)

ここで用いている pS と pN は後で展開する。ここで、式 (9)と (10)に現れるパラメータは順鎖・

逆鎖に依存しないことから、Pg=1(i)も同様に得られる。すなわち、Pg=1(i)も同様に pS と pN も
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用いて書き表される。

Pg=1(i) =

{
pS if i ∈ Eg

pN if i ̸∈ Eg

(12)

したがって、Pf=1(i)Pg=1(i+ x)は次のように展開できる。

Pf=1(i)Pg=1(i+ x) =


p2S if i ∈ XSS

pSpN if i ∈ XSN

pNpS if i ∈ XNS

p2N if i ∈ XNN

(13)

ここで

XSS := {i | (i ∈ Ef ) ∧ (i+ x ∈ Eg)}
XSN := {i | (i ∈ Ef ) ∧ (i+ x /∈ Eg)}
XNS := {i | (i /∈ Ef ) ∧ (i+ x ∈ Eg)}
XNN := {i | (i /∈ Ef ) ∧ (i+ x /∈ Eg)}

(14)

である。これらの集合の大きさは xに依存し、エンリッチ領域の重なり方に応じて各々を数え上

げることで得られる。最終的に |Dx|は次のように得られる。

⟨|Dx|⟩ = |XSS|p2S + (|XSN|+ |XNS|)pSpN + |XNN|p2N (15)

10.2.1 不飽和条件と飽和条件

式（9）と式（10）においては、各リードはユニークにマップされた位置があり各々は重複して

いないことを暗に仮定していた。すなわち式（9）および式（10）が成り立つ条件はそれぞれ

M

2
α ≤ nw (16)

M

2
(1− α) ≤ G (17)

となる。典型的な哺乳類の ChIP-seq実験ではM < Gであり、式（17）は広く成り立つであろう

と考えられる。一方で式（16）では、小さい nw や大きいMα がこの条件を破る可能性がある。

すなわち M
2 αが nw を上回っている状況では、エンリッチ領域においていくらかのシグナルリー

ドが重複していることを示している。これらの状況を扱うため、式（16）が破られる場合を「飽

和条件」、満たされる場合を「不飽和条件」と呼び区別する。

10.2.2 不飽和条件下の観測確率

不飽和条件における pS と pN は式（9）と式（10）までの導出に示した通りである。これらを展

開した結果は次のようになる。

Unsaturated Case :=


µ = M

2G

pS = M
2G (1− α) + M

2nwα
(
1− M

2G (1− α)
)

pN = M
2G (1− α)

(18)
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10.2.3 飽和条件下の観測確率

飽和条件においては新たな 2つの仮定を導入する。まず全てのエンリッチ領域にリードがマッ

プされているとする。またM には重複したリードも含まれているため、f および g の平均を計算

する際にはMu を代わりに用いる必要がある。

Saturated Case :=


µ = Mu

2G

pS = 1

pN = M
2G (1− α)

(19)

10.2.4 不飽和条件下における期待値

最終的に、不飽和条件下における NCCの期待値は式（4）（15）を元に pS、pN、µおよび式（14）

で示した領域の長さを与えることで得られる。ここではまず NCCを最小および最大にする xを

元に各集合の長さを与える。

もし順鎖・逆鎖側のエンリッチ領域が重複することがなければ NCC は最小になる。すなわち

0 ≤ x ≤ dの場合である。ここではそのような xを x0 とする。このとき各集合の大きさは次のよ

うに表される。

|XSS| = 0

|XSN| = nw

|XNS| = nw

|XNN| = G− 2nw − x0

(20)

全てのエンリッチ領域がちょうど重なる場合、すなわち x = d+ w のとき明らかに NCCは最大

値となる。この時の各領域の長さは次のようになる。

|XSS| = nw

|XSN| = 0

|XNS| = 0

|XNN| = G− nw − (d+ w)

(21)

不飽和条件については式（18）で示したように仮定した。式（20）に従うと、理論的な最小値

は次のように計算できる。

NCC(f, g)(x0) = −
Mα

(
M(1− α)2 + (G+ x0)α− 2x0

)
(2G−M)(G− x0)

≈ −
Mα

(
M(1− α)2 +Gα

)
(2G−M)G

≈ 0

(22)

最初の近似は x0 ≪ Gと仮定しており通常この仮定は妥当である。もしM が Gより十分小さと

仮定できるならば 2番目の近似が成り立ち、相関係数の最小値はおおよそ 0に近似される。
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最大値は式（21）で計算できる。

NCC(f, g)(d+ w) =
Mα2

(
2G− (1− α)M

)2
4nw(2G−M)(G− (d+ w))

−
Mα

(
M(1− α)2 + (G+ d+ w)α− 2(d+ w)

)
(2G−M)(G− (d+ w))

≈
Mα2

(
2G− (1− α)M

)2
4nw(2G−M)G

−
Mα

(
M(1− α)2 +Gα

)
(2G−M)G

≈ M

2nw
α2

(23)

10.2.5 飽和条件下における期待値

飽和条件の場合については式（18）の代わりに式（19）を用いることで計算できる。まず最小

値は次のような結果を得られる。

NCC(f, g)(x0) = − 1

G− x0

2nw

MN + 2nw

M2
N − 2MNx0 + 2nw(G− x0)

2G− (MN + 2nw)

≈ − 1

G

2nw

MN + 2nw

2Gnw +M2
N

2G
≈ 0

(24)

ここでMN = (1− α)Mu である。また最大値は次のとおりである。

NCC(f, g)(d+ w) =
1

G− (d+ w)

2nw

MN + 2nw

2
(
G− MN

2

)2 − (
M2

N − 2MN(d+ w) + 2nw(G− (d+ w))
)

2G− (MN + 2nw)

≈ 1

G

2nw

MN + 2nw

2
(
G− MN

2

)2 − (
M2

N − 2MN(d+ w) + 2nwG
)

2G− (MN + 2nw)

≈ 2nw

MN + 2nw
=

nw
Mu

2 (1− α) + nw
(25)

10.2.6 MSCCを用いた場合の期待値

ここまで NCCの場合について最小値・最大値の理論値の導出について述べたが、MSCCを用

いた場合はどのようになるだろうか。ここでは NCCにおける導出手順に沿ってMSCCの場合に

ついて導出を行う。MSCCは次のように定義される 35。

MSCC(f, g)(x) =

1
|Ux|

(∑
i∈Ux f(i)g(i+ x)

)
− µx

fµ
x
g√

σx
fσ

x
g

(26)

ここで Ux はシフト長 xでの Doubly mappable positionを表す集合である。µx
f , µ

x
g , σ

x
f , σ

x
g は

Uxに対応する平均および分散である。すなわち、µx
f =

∑
i∈Ux f(i)/|Ux|, µx

g =
∑

i∈Ux g(i)/|Ux|,
σx
f = µx

f (1− µx
f ), σ

x
g = µx

g(1− µx
g)である。

MSCC における状況を定式化するため、“Doubly mappable ratio” として β を導入する。こ

れはゲノム長 Gのうち Doubly mappable positionの割合を示すものである。

β :=
|Ux|
G

(27)
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また DNA 断片は Mappability に依らずゲノム中から等確率に得られると仮定する。すなわち

Doubly mappable positionの内に存在するリードは次のように書ける。∑
i∈Ux

f(i) =
∑
i∈Ux

g(i) =
M

2
β (28)

同様に、結合部位も Doubly mappable positionとは独立に分布していると仮定する。すなわち

n箇所ある結合部位のうち nβ 箇所が Doubly mappable positionに含まれるとする。

nx := nβ (29)∑
i∈Ex

f
f(i)∑

i∈Ef
f(i)

=

∑
i∈Ex

g
g(i)∑

i∈Eg
g(i)

= β (30)

ここで Ex
f := Ef ∩ Ux、Ex

g := Eg ∩ Ux である。したがって、Ux 中に入るリード数は次のよう

に書き表せる。 ∑
i∈Ex

f

f(i) =
∑
i∈Ex

g

g(i) =
M

2
αβ (31)

∑
i∈Bx

f

f(i) =
∑
i∈Bx

g

g(i) =
M

2
(1− α)β (32)

ここで Bx
f = {i | (i /∈ Ex

f ) ∧ (i ∈ Ux)}であり Bx
g = {i | (i /∈ Ex

g ) ∧ (i ∈ Ux)}である。よって
MSCCの平均は

µx
f =

∑
i∈Ux f(i)

|Ux|
=

Mβ/2

Gβ
=

M

2G
= µ (33)

µx
g =

∑
i∈Ux g(i)

|Ux|
=

Mβ/2

Gβ
=

M

2G
= µ (34)

となるから、µx
f = µx

g = µであり σx
f = σx

g = σ となる。ここまでの結果を用いると式（26）は次

のように書き直される。

MSCC(f, g)(x) =
1

σ

(∑
i∈Ux f(i)g(i+ x)

Gβ − x
− µ2

)
(35)

したがって、MSCCの期待値は次のように書くことができる。

⟨MSCC(f, g)(x)⟩ = 1

σ

(
⟨|DUx |⟩
Gβ − x

− µ2

)
(36)

ここで DUx = {i | (i ∈ Ux) ∧ (f(i)g(i+ x) = 1)}である。|DUx |を推定するため、Ux 内で fお

よび gが 1になる確率 P x
f=1(i)と P x

g=1(i)を求める。

⟨|DUx |⟩ =
∑
i∈Ux

P x
f=1(i)P

x
g=1(i+ x) (37)

NCC の場合と同様にまず順鎖に着目する。Ux 内で順鎖のシグナルリードが観測される確率

P x
S,f=1(i)とノイズリードが観測される確率 P x

N,f=1(i)を用いると、P x
f=1(i)は次のように展開さ

れる。

P x
f=1(i) = 1−

(
1− P x

S,f=1(i)
) (

1− P x
N,f=1(i)

)
:=

{
pxS if i ∈ Ex

f

pxN if i ̸∈ Ex
f

(38)
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同様に、逆鎖についても同じ結果を得る。

P x
g=1(i) =

{
pxS if i ∈ Ex

g

pxN if i ̸∈ Ex
g

(39)

したがって、P x
f=1(i)P

x
g=1(i+ x)を展開すると、

P x
f=1(i)P

x
g=1(i+ x) =


(pxS)

2 if i ∈ Xx
SS

pxSp
x
N if i ∈ Xx

SN

pxNp
x
S if i ∈ Xx

NS

(pxN)
2 if i ∈ Xx

NN

(40)

ここで

Xx
SS := {i | (i ∈ Ex

f ) ∧ (i+ x ∈ Ex
g )}

Xx
SN := {i | (i ∈ Ex

f ) ∧ (i+ x /∈ Ex
g )}

Xx
NS := {i | (i /∈ Ex

f ) ∧ (i+ x ∈ Ex
g )}

Xx
NN := {i | (i /∈ Ex

f ) ∧ (i+ x /∈ Ex
g )}

(41)

である。ここで、結合部位と Doubly mappable positionは独立に分布していると仮定したこと

から、これらの集合の大きさは式（14）で定義した集合の大きさの β 倍で近似できると仮定する。

|Xx
SS| ≈ β|XSS|

|Xx
SN| ≈ β|XSN|

|Xx
NS| ≈ β|XNS|

|Xx
NN| ≈ β|XNN|

(42)

最終的に ⟨|DUx |⟩は次のような形で得られる。

⟨|DUx |⟩ = |Xx
SS|(pxS)2 + (|Xx

SN|+ |Xx
NS|)pxSpxN + |Xx

NN|(pxN)2

≈ β
(
|XSS|(pxS)2 + (|XSN|+ |XNS|)pxSpxN + |XNN|(pxN)2

) (43)

不飽和条件下では P x
S,f=1(i)および P x

N,f=1(i)は次のように展開できる。

P x
S,f=1(i) =


∑

i∈Ex
f
f(i)

nxw
=

Mαβ
2

nβw
=

M

2nw
α if i ∈ Ex

g

0 if i ̸∈ Ex
g

(44)

P x
N,f=1(i) =

∑
i∈Ex

f
f(i)

|Ux|
=

M(1− α)β2
Gβ

=
M

2G
(1− α) (45)

すなわち式（9）（10）と同じ結果である。また逆鎖の場合も同様であるから、結果として pxS = pS

および pxN = pN を得る。飽和条件下でも NCCの場合と同じ仮定を用いる。すなわち、pxs = 1と

µ = Mu

2G である。こちらの場合も結果として pxS = pS および pxN = pN を得る。よって式（43）は

次のように書き換えられる。

⟨|DUx |⟩ ≈ β
(
|XSS|p2S + (|XSN|+ |XNS|)pSpN + |XNN|p2N

)
= β⟨|Dx|⟩ (46)

すなわち式（36）は以下のように書き直される。

⟨MSCC(f, g)(x)⟩ ≈ 1

σ

(
β⟨|Dx|⟩
Gβ − x

− µ2

)
(47)
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ここで、Gβ ≫ xであることを利用して式（7）と比較すると、

⟨MSCC(f, g)(x)⟩ ≈ 1

σ

(
⟨|Dx|⟩
G

− µ2

)
≈ 1

σ

(
⟨|Dx|⟩
G− x

− µ2

)
= ⟨NCC(f, g)(x)⟩

(48)

であるから、NCCとMSCCからはほとんど同じ値を得られることが期待される。

11 予測結果の実証

ここではシミュレーションデータと実データを用いた検証に先立ち、必要となるデータの準備

や処理およびツールについて述べる。作成したデータの一部とツールは https://pymasc.sb.

ecei.tohoku.ac.jpで公開している。

11.1 Mappabilityの計算

MSCC を計算するにあたり、ゲノムに対する Mappability の情報、すなわちユニークにマッ

プ可能な領域のリストが事前情報として必要になる。本研究では、UCSC Genome Browser70 で

公開されている ENCODEのMappabilityトラックと同じ手法でヒトリファレンスゲノムに対し

てMappabilityの計算を行った。計算には GEM mappability program 71 (GEM-indexer build

1.423, GEM-mappability build 1.315, GEM-2-wig build 1.423) を用いて必要となったリード長

ごとにMappabilityのデータを作成した。また 2塩基のミスマッチまで許容した。作成されたプ

ロファイルは、ユニークマップ可能な領域（Mappabilityが 1）の情報のみを取り出して BigWig

形式に変換した。

11.2 実データにおける相互相関係数の統合

理論値の導出過程では単一の染色体のみを持つゲノムを仮定していたが、実際の生物種の多く

は複数の染色体を持つ。各染色体ごとに Strand cross-correlationを計算することができるが、各

サンプルごとに単一のプロファイルを得るためにはこれらの相関係数を統合する必要がある。本

研究では、フィッシャーの Z変換（Fisher’s r-to-z transformation）72 を用いて変換した相関係

数について染色体の長さで重み付けした平均 ẑµ を計算した。この平均値を逆変換することで相関

係数の統合値を得た。

11.3 大規模解析を実現するためのツールの実装

NCCとMSCCは先行研究 35で導入され、Ramachandranらは計算を行うツールとしてMaSC

を実装した。しかしながら MaSC は入力ファイルの形式が一般的ではなく形式変換の必要があ

り、並列処理に対応しておらず必ずしも実用的であるとは言えなかった。また、DNA断片の平均

長推定に注力しており QC に関する機能は有していない。効率的な Strand cross-correlation の

計算と QCの機能を盛り込むため、MaSCアルゴリズムを Pythonで実装した PyMaSCを開発

した。PyMaSCは一部を Cythonで実装し効率的な計算が可能で並列処理をサポートしている。

https://pymasc.sb.ecei.tohoku.ac.jp
https://pymasc.sb.ecei.tohoku.ac.jp
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また入力形式としてリードは SAM/BAM形式、Mappabilityについては BigWig形式をサポー

トすることで効率的なファイルサイズを維持したまま計算ができるようにした。PyMaSCはオー

プンソースで Pythonパッケージの 1つとして PyPI（the Python Package Index）研究成果発表等 - 他か

ら入手できる。

11.4 ChIP-seqデータの事前処理方法

シミュレーションで生成した ChIP-seqデータと実 ChIP-seqデータはどちらもヒトリファレン

スゲノム hg38に BWA（0.7.17）73 を用いてデフォルトパラメータでマッピングを行った。マッ

プされたリードは SAMBLASTER（0.1.24）74 を用いて PCR duplicateをマークした。マッピ

ングクオリティスコアが低いリード（< 6）や alternate contigや unlocalised contigにマップさ

れたリードは SAMtools（1.3.1）28 を用いて取り除いた。実データにおける平均断片長の推定は

まず PyMaSCでMSCCを計算し、各計算結果を目視で確認して断片長を推定した。また Strand

cross-correlation の最大値は、ここで得た断片長に相当するシフト長での相関係数として得た。

ピークコールはMACS2（2.1.0）29 をデフォルトパラメータのまま用いた。ただし、リードの伸

長に関しては PyMaSCによる推定値を用いるため--nomodelオプションと--extsizeオプショ

ンを指定し、推定した断片長を与えた。また ENCODEのデータについて、各実験毎に指定され

ているコントロールサンプルをコントロール用プロファイルとして共に指定した。さらに加えて、

ブロードピークを形成するヒストン修飾については--broad オプションを付加した。ただしブ

ロードピークのサンプルについてピーク数を得る際には、MACS2の出力のうち gappedPeak ファ

イルを用いた。

12 シミュレーションによる導出結果の検証

ChIP-seqのリード分布を表現するモデルを作成したことで、モデルに基づいてシミュレーショ

ンデータを作成することが可能になった。導出した理論的な最小値・最大値について確認する第

一段階として、シミュレーションデータを用いた検証を行う。

12.1 シミュレーションの手法と条件

まずモデルに基づいたシミュレーションデータの作成方法について述べる。このシミュレー

ションは与えられたリファレンスゲノム配列とパラメータ n・w・d・M・α・Rに対して、リファ

レンスの部分文字列（FASTQ形式）もしくはアライメント済みデータ（SAM形式）を出力する。

実装は https://github.com/ronin-gw/chipseq-simdata-generatorにて公開している。

1. リファレンスゲノムを FASTA形式のファイルとして読み込み染色体毎の配列と長さを格

納する。

2. 合計が与えられた数 nになるよう、各染色体に結合部位の数をランダムに割り当てる。た

だし抽選確率は染色体の長さで重み付けしたものを用いる。

3. 各染色体ごとに、割り当てられた結合部位の数だけ長さ 2w+ d塩基の領域を互いに重複し

ないようランダムに選ぶ。

https://github.com/ronin-gw/chipseq-simdata-generator
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表 12: シミュレーションデータ生成に用いたパラメータの組み合わせ

パラメータ 説明 設定値

n 結合部位の総数 100, 1000, 10000, 100000

w エンリッチ領域の長さ 100

d エンリッチ領域間の距離（最小断片長） 100

R リード長 50

M 総取得リード数 10× 106, 50× 106, 100× 106

α SN混合パラメータ 1.0× 10−4, 2.5× 10−4, 5.0× 10−4,

1.0× 10−3, 2.5× 10−3, 5.0× 10−3,

1.0× 10−2, 2.5× 10−2, 5.0× 10−2,

1.0× 10−1, 2.5× 10−1, 5.0× 10−1

4. 結合部位の数と同様に、合計がM になるよう各染色体にリード数を割り当てる。割り当て

られたリード数のうち、シグナルリードとノイズリードは α : (1− α)で分配される。

5. シグナルリードとノイズリードを規定数生成する。生成するに先立ち、仮想的な DNA断

片となる領域を選択する。各リードについての洗濯方法は下記の通り。

シグナルリード 各染色体毎に設定された結合部位からランダムに選択

ノイズリード 染色体全域から 2w + d塩基の領域をランダムに選択

6. 選択された領域から部分配列を生成する。

（a）順鎖・逆鎖どちらのリードを生成するか半々の確率で選択する。

（b）順鎖の場合は抽選された領域の先端から w 塩基の範囲からリードの開始地点をランダ

ムに選ぶ。逆鎖の場合は領域の後端 w塩基からランダムに選ぶ。

（c）選択した開始地点から R塩基をリードとして出力する。逆鎖の場合は逆相補配列を出

力する。シーケンシングクオリティ（Phredスコア）は 40（‘I’）で固定する。

（d）ただし、部分配列に ‘N’ が含まれていた場合は配列をマップ不能とみなし出力はせず

再抽選もしない。

本研究では、w・d・Rについては固定とし、複数の nと w の組み合わせについて αを変化さ

せながらシミュレーションデータを作成した。用いた条件を表 12に示す。また、各パラメータの

組み合わせごとに、FASTQ形式・BAM形式のデータを各々 5つずつ生成した。

12.2 シミュレーションと理論値の比較

シミュレーションで生成したデータについて PyMaSC を用いて NCC および MSCC を計算

し、得られた最小値・最大値と理論的に予測された値を比較した。理論値の算出には式（22）（23）

（24）（25）での第 1近似を用いた。まず図 10にアライメント済みのシミュレーションデータから

NCCを計算した場合の結果を示す。結果はどのような nとM の組み合わせでも最大値の理論値

と実測値がM × 10−11 までは不飽和条件・飽和条件共に非常によく一致することを示している。

一方、最大値がその値より小さくなる場合と最小値については、α に依存しない一定値を取って
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図 10: アライメント済みシミュレーションデータを用いた NCCの理論値と実測値の比較

各プロットは横軸に α、縦軸に NCCの相関係数を取った Log-modulusプロット

（y′ = sign(y) log10(1 + |y × 105|)。赤線は不飽和条件下、橙線は飽和条件下での理論値を示す。
実線部は各条件が成り立つ範囲を表す。丸印は最大値の実測値、十字は最小値の実測値。

いる。これらは予測された理論値と一致せず、またこれらの状況下では NCCの最小値と最大値

を区別できないことを示唆している。このような理論値との乖離が生じる原因としては、リファ

レンスゲノムのMappabilityによるバイアスが考えられる。ヒトリファレンスゲノムの最新バー

ジョンである hg38は 2013年に公開されたが、未だに多くの未解読（難読）領域を含んでいる 45。

図 11は hg38の各染色体ごとのギャップの位置を可視化したものである。これらの領域にはリー

ドをマップすることができないため、マップされるリードの位置には偏りが生じる。またこれら

の領域の長さはシフト長に比べると、テロメア・セントロメア領域のように非常に長いものもい
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くつか存在するため、これらの影響をキャンセルすることができず、最小値が 0近辺からずれた

一定値を持っていると考えられる。
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図 11: ヒトリファレンスゲノム hg38における未読領域の分布

この問題についてはMSCCが解決策になる。図 10と同様のシミュレーションデータに対して

MSCCを用いて最小値・最大値を求めた場合のプロットを図 12に示す。MSCCでは最小値が 0

前後に分布しており、Mappabilityのバイアスを排除して Strand cross-correlationの計算を行え

ていることを示している。これに伴い、NCCと比較してより低い αの値でも最大値を最小値から

区別することが可能である。このことから、MSCCは SN比が非常に低いサンプルにおいても正

確に Strand cross-correlationとしての指標を提供できる可能性があることが判った。

これらのシミュレーションデータは部分配列の生成時にゲノム座標の情報も共に出力すること

で、アライメント済みのデータとして出力したものを用いてきた。そこで次の検証として、マッ

ピングの処理が NCCないしMSCCの計算にどのような影響を与えるかを検証するため、部分配

列のみの FASTQ形式でシミュレーションデータを出力し、マッピングによりリファレンスゲノ

ムに貼り付け直す処理を経てから NCC・MSCCの計算を行った。まず NCCの結果を見ると（図

13）、僅かにではあるが図 10と比較して最小値の値が上昇していることがわかる。一方、MSCC

の場合は特に大きな変化を確認することができなかった（図 14）。これはゲノム中の長大な未解

読領域に起因するバイアスに加えて、Mappabilityが低くユニークにマッピングできない領域が

リードの分布をバイアスしているために生じると考えられる。これらの結果から、ゲノム構造に

起因する大域的な Mappability の偏りだけでなく、配列そのものに由来する Mappability にも

Strand cross-correlationは影響を受け、MSCCはこれらのバイアスをキャンセルしてプロファイ

ルを生成できることが確認された。従って、Mappabilityを考慮した補正は従来提案された DNA

断片の平均長を正確に推定する用途のみならず、Strand cross-correlationそのものの正確な計算
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図 12: アライメント済みシミュレーションデータを用いたMSCCの理論値と実測値の比較

についても優位性があるといえる。

13 実データによる導出結果の検証

前節ではシミュレーションデータにおいて期待された理論値がよく当てはまることが確かめら

れたが、QC手法の確立を最終目標とするならば実データでの実証がより重要であり、必要不可欠

である。これまでの結果では、NCCおよびMSCCの最大値は SNパラメータ α・結合部位の総

数 n・エンリッチ領域の長さ w そして総リード数M（あるいはMu）の関数として表されること

が示された。これらのパラメータは、ピークコール解析の結果を用いることで推定することがで

きる。そこで、提案したモデルと Strand cross-correlationに関する関係式が実データでも成り立

つかを、Strand cross-correlationによる実測値と、それとは独立したパラメータ推定を元に計算
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図 13: マッピングを伴うシミュレーションデータを用いた NCCの理論値と実測値の比較

した理論値とを比較することで検証を行う。

13.1 ピークコールを用いたパラメータ推定

本研究では、すべての ChIP-seq データに関して生データから単一の解析パイプラインを用い

て解析を行っており、PCR duplicateやマッピングクオリティの低いリードを排除するステップ

を組み込んでいる。従って、M とMu はクオリティフィルタリング前後の総リード数として得る

ことができる。ピークコールを行うと、nの推定値として得られたピークの総数を用いることが

できる。wと αの推定については個別に詳しく述べる。
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図 14: マッピングを伴うシミュレーションデータを用いたMSCCの理論値と実測値の比較

13.1.1 wの推定

MACS2は DNA断片の平均長を推定するために上位 1,000箇所のピーク周辺についてリード

の密度を計算する（図 15）。これを利用して、wの推定値としてこのピークの半値全幅（FWHM:

Full Width at Half Maximum）を用いる。具体的には、順鎖・逆鎖の分布それぞれで FWHMを

計算しその平均値を推定値として用いた。図 15で示したプロファイルに対する実行結果を図 16

に示す。実装として Rのソースコードをコード 6に掲載する。コード中の x, p, mはMACS2の

出力のうち* model.r ファイルで定義されている。
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図 15: MACS2により生成されたピーク周辺のリード密度分布
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図 16: MACS2の解析結果を用いた wの推定例
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コード 6: Rによる w推定アルゴリズムの実装例

1 getwidth <- function(y) {

2 ly <- length(y)

3 ymin <- min(median(y[1:50]), median(y[(ly-49):ly]))

4 ymax <- max(y)

5 xpeak <- round(mean(which(y == ymax)))

6

7 thresh <- (ymax - ymin) * 0.5 + ymin

8

9 rwidth <- rle(y[xpeak:ly] >= thresh)$lengths[1] - 1

10 lwidth <- rle(rev(y[1:xpeak] >= thresh))$lengths[1] - 1

11

12 return(c(thresh, x[xpeak - rwidth], x[xpeak + lwidth]))

13 }

14

15 pdf(commandArgs(trailingOnly=T)[1],height=6,width=6)

16 plot(x,p,type=’l’,col=c(’red’),main=main,xlab=’Distance to the middle’,

ylab=’Percentage’)

17 lines(x,m,col=c(’blue’))

18 legend(’topleft’,c(’forward tags’,’reverse tags’),lty=c(1,1,1),col=c(’

red’,’blue’))

19

20 r <- getwidth(p)

21 plen <- r[3] - r[2]

22 abline(h=r[1], col="red", lty=2)

23 text(mean(r[2:3]), r[1], r[3] - r[2], col="red")

24 r <- getwidth(m)

25 mlen <- r[3] - r[2]

26 abline(h=r[1], col="blue", lty=2)

27 text(mean(r[2:3]), r[1], r[3] - r[2], col="blue")

28

29 elen <- round(mean(c(plen, mlen)))

30 text(0, 0, elen)

31 cat(elen)

32 cat(’\n’)

13.1.2 αの推定

αの推定には FRiPを用いる。FRiPはピーク中に含まれるリード数の割合であったから、本研

究で提案したモデルにおいてはエンリッチ領域の内外でのリード数の比に等しい。

FRiP =
Mα+ n(2w+d)

G M(1− α)

M
= α+

n(2w + d)

G
(1− α) (49)
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したがって α の推定値は次の式で表せられる。n(2w + d) ≪ G とすれば、α は FRiP で代用で

きる。

α̂ =
FRiP− n̂(2ŵ+d̂)

G

1− n̂(2ŵ+d̂)
G

≈ FRiP

(50)

ここでは αの推定値として FRiPを用いる。

13.2 実データを用いたテストデータセットの作成

実データとして、ENCODE portal19に登録されたヒトA549細胞の Single-end ChIP-seqデー

タを用いてデータセットを作成した。データセットには ENCODEプロジェクトと Genomics of

Gene Regulation（GGR）プロジェクト 22 で取得された 790件の ChIPサンプルと対応する 152

件のコントロールサンプルで構成される。ChIPターゲットの内訳を表 13に示す。ただし Broad

ヒストン修飾のうち H3K9me3 については、リピート領域にエンリッチしやすく megabase ス

ケールのエンリッチドメインを構成すること 75、用いられた抗体の親和性が比較的低い恐れがあ

り 76、特に実験・解析の難易度が高いことが予想されたため以下の解析では別項目として扱った。

表 13: テストデータに用いた ChIP-seqデータの ChIPターゲット内訳

種類 種類数 サンプル数 内訳

転写因子 59 558 （省略）

ヒストン修飾（Narrow） 5 107 H2AFZ, H3K27ac, H3K4me2, H3K4me3, H3K9ac

ヒストン修飾（Broad） 6 125 H3K27me3, H3K36me3, H3K4me1, H3K79me2,

H3K9me3, H4K20me1

計 70 790

13.3 パラメータの推定結果

図 17に各パラメータの分布を示す。一般的に、結合部位の多い ChIPターゲットほどより多量

のリードをシーケンシングしなければ信頼できるピークコールの結果を得ることができない 33。

ENCODEおよびmodENCODEコンソーシアムでは、転写因子の場合で 10M本、ヒストン修飾

では 50M 本以上のリード数を取得することを目指している 32。本データセットでもその傾向が

見られ、ヒストン修飾の方がより多くのリードを取得していた。ほとんどのサンプルでは、リー

ド数がヒトゲノムサイズ（約 3Gbp）より十分少ないことが確かめられたが、リード数の多いサン

プルでは 100M本を超えており、このようなサンプルではM ≪ Gを仮定した近似については誤

差が生じる可能性がある。

取得リード数に関連して、コールされたピーク数 n̂と SNパラメータ α̂についても転写因子と

ヒストン修飾の間に明確な差異が見られた。取得リード数が多いほど検出しうるピーク数や FRiP
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図 17: ENCODEテストデータにおける各パラメータの推定値の分布

の値が増加することは知られているため 32、これらの関連性は妥当であると考えられる。

w の推定については H3K9me3 のみが極端に低い値を示しているが、これは MACS2 のプロ

ファイルを用いた推定が H3K9me3では失敗したためである（図 18）。wの長さとしては順鎖・逆

鎖共に約 300bpほどのエンリッチが見られるが、FWHMを用いた場合、中心部付近の鋭いピー

クしか検出できなかった。したがって、H3K9me3については wをかなり過小推定している。

13.4 不飽和条件・飽和条件を満たす実データの確認

パラメータの組み合わせに応じて不飽和条件と飽和条件を定義したが、実際のデータはどちら

の条件に従うだろうか。これを検証するため、推定したパラメータを用いて Mα
2nw が 1を下回るか

上回るか（式（16）を参照）を検討した（図 19）。790サンプルのうち 31件のみが飽和条件下に
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図 18: H3K9me3サンプルでの w推定を失敗した例

あるサンプルであった。また、飽和条件の成立と各パラメータの関係を確認すると、これらのサ

ンプルのほとんどは非常に小さい n̂や wの推定の失敗に強く関係していることが判った（図 20）。

これはクロマチン免疫沈降のエンリッチが十分でなかったり、推定手法に起因するものであると

考えられるため、通常の ChIP-seq 実験においてはその大半が不飽和条件を満たしていると考え

られる。
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図 19: 不飽和条件・飽和条件の実

データによる検討

13.5 実データにおける NCC の最大値の理論値

と実測値の比較

推定したパラメータを用いて式（23）（25）に基づく理論

値を計算した結果と PyMaSC による NCC の最大値の実

測値を比較した結果を図 21 に示す。転写因子については

非常によく一致していた。また他の種類のターゲットにつ

いては中心から離れているもののよく相関しており、これ

らに見られる誤差は本研究で用いているモデルの表現力の

不足よりは、ピークコールの手法やパラメータ推定の手法

に起因する誤差であると考えられる。

13.6 NCCとMSCCの比較

10.2.6 において NCC と MSCC の相関係数はほとんど

同じことが予想された。これを実データを用いて確かめる
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ため PyMaSCで計算した NCCとMSCCを比較した（図 22）。結果、NCCとMSCCの最大値

はよく一致することが確かめられた。

14 考察

本研究で提案したモデルが NCCとMSCCの理論値の計算に役立てられることを実証した。む

ろんモデルとしてはシンプルであり改善の余地がいくつか考えられる。例えば本モデルでは w や

dを定数として扱っているが、本来これらはぶれが生じうるものであり何らかの分布を仮定して用

いる方がモデルの表現力が向上するはずである。また、リードが丁度半々ずつ順鎖・逆鎖にマップ

されるという仮定も実際にはストランドバイアスが存在する事が知られている 77。各結合部位が

十分離れているという仮定も転写因子については成り立つ場合が多いが、ヒストン修飾ではピー
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図 20: 不飽和条件・飽和条件の境界値と各パラメータの関係
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図 21: NCCの実測した最大値と推定値の比較
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図 22: NCCの最大値とMSCCの最大値の比較

クがタンデムになる場合もあり、NCCの理論値と実測値の比較において、ヒストン修飾の場合に

特に乖離が大きくなっている原因の 1つかもしれない。このような改善を盛り込んだより詳細な

モデリングとシミュレーションが Strand corss-corerlation の性質をより詳細に解明する可能性

は否定できないが、理論値と実測値の比較において高い相関を示したことから、本研究で用いた

モデルでも Strand cross-correlationの基本的な性質は捉えられてると期待している。

14.1 NCCおよびMSCCの活用方法と限界について

一般的な ChIP-seq 実験は不飽和条件を満たしていると考えられるため、NCC と MSCC の

最大値は式（23）で特徴付けられると結論できる。M は既知であり、また w は Strand cross-



62 III. Strand cross-correlationの理論的特性評価

correlation の分散からも推定が可能だと考えられることから、相関係数の最大値を求めること

で n と α の関係式をピークコール前に得られることが示された。別の視点で言えば、Strand

cross-correlationを用いた場合、nと αをピークコール前に各々独立に推定することは困難かも

しれないことを暗示している。

とはいえ、この関係式はどのようなサンプル間で最大値が比較可能になるかを明らかにした。

例えば、ある 1実験で複数のレプリケートを取得した場合、nや w はレプリケート間で同じ値を

取ることが期待されるため、これらのサンプル間で NCC あるいは MSCC の最大値を比較する

ことで αの大小を評価することが可能である。あるいは data-drivenなアプローチとして大量の

データに対して最大値を計算し、生物種あるいはターゲットごとの基準値を策定するという方針

も考えられる。

14.2 既存の Strand cross-correlationを用いた QC指標について

これまでに提案された Strand cross-correlationを用いた QC指標としては NSC（Normalized

Strand Coefficient）が提案されている 32,66。これは相互相関係数の最大値を最小値で割り正規

化した値であった。しかしながら、本研究で得られた結果に基づくと、最小値はほとんど 0に近

い負の値であり、仮にシフト長を伸ばして値が 0に近づくとしても最小値はシフト長に依存する

ことになり、正規化に用いる値としてどのような効果があるか疑問が残る。従って最小値による

正規化を行うよりも、最大値の値そのものか、あるいは最大値をリード数で正規化した値の方が

より情報に富んでいると考えられる。

1

M
NCC(f, g)(d+ w) =

α2

2nw
(51)

ただし、リードの分布は様々な技術的・生物学的なバイアスを受けることが知られており 61、シフ

ト長を十分伸ばしても Strand cross-correlation のバックグラウンドレベルは理想的な一様分布

よりも高くなる場合があることが知られている 66。そのため、NSCで用いられている最小値が、

総取得リード数やバックグラウンドレベルの一様性を表す代表値として機能しており、NSCとい

う指標にこれらが反映されているという可能性は否定できない。また、本研究で用いた相互相関

関数は NCCとMSCCであり、実際に NSCがどの程度指標として機能しているかを理論的な側

面から正確に評価するためには、ピアソンの相関係数や Jaccard係数を相互相関関数に基づいて

理論的な考察を行う必要がある。

15 小括

Strand cross-correlation を用いた QC 指標は FRiP と比較してピークコールの手法に依存せ

ず、よりロバストな QC指標として注目されている。しかしその理論的な裏付けはなされておら

ず、指標の作成や基準値の設定は経験に基づいて行われてきた。結果として、これらの指標は QC

指標として具体的に何を反映しているかが不明瞭であり、適応できる範囲や限界についてもよく

判っていなかった。本研究では、ChIP-seqのリード分布をモデル化し相互相関関数として NCC

を用いた時の相関係数の最小値と最大値の理論値を導出した。その結果、NCC の最大値は結合

部位の総数・エンリッチ領域の長さ・総リード数そして SN混合パラメータの関数として表され
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ることが示された。シミュレーションデータと実データによる検証で、この関係がよく成り立つ

ことが確かめられた。本研究では、NCC の理論値の導出を通してその最大値が何を反映してど

のような状況下で比較可能になるか、また QC指標としての限界を明確にした。これらの成果は

ChIP-seqにおけるより優れた QC指標の設定に多大な貢献をするであろう。
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第 IV部

Strand cross-correlationを用いた新規品質評価
手法の提案と検証

16 導入

第 III部において Strand cross-correlationの理論的特性を評価した結果、NCCの最大値は式

（23）に従うことが明らかになった。ここでM は既知であるから、NCCあるいはMSCCの最大

値を計算することで式（51）の左辺が得られる。また、相互相関係数の分散から w を推定可能な

はずである。wも既知と仮定すれば、最終的に nと αの関係式を得ることができる。

2w

M
NCC(f, g)(d+ w) =

α2

n
(52)

ここで nと αの関係について前部のテストデータに対して推定した値をプロットしたものを図 23

に示す。本来、結合部位の総数はターゲットとサンプルに依存し、αは主に実験手法に依存するこ

とが期待されるのでこの 2つのパラメータは理想的には独立である。しかし、ここで明確な相関

関係が見られるのは nが推定値であるためである。これは αが高いほど検出できるピークの数が

増加することを示しており、n̂を実際に検出しうるピーク数と解釈するならば妥当な関係である

と言える。もし、α/nが ChIPターゲットに依らず一定値を取ることが期待できるならば、α2/n

の大小は α の大小と一致するはずである。そこで、式（52）で得られる α2/nを VSN（Virtual

Signal-to-Noise ratio）と名付け、ピークコール前に計算可能な疑似 FRiPとして提案する。

第 IV部ではVSNが実用的な指標であるかを検証するため、まずwが Strand cross-correlation

から推定できるか確かめ、次に既存の Strand cross-correlationを用いた指標や FRiPとの比較を

行う。

17 手法

17.1 テストデータセットの作成

用いるテストデータは 13.2節で用いた ENCODEヒト A549細胞の ChIP-seqデータを引き続

き用いる。データの前処理方法は同じく 11.4節に準じる。

17.2 Strand Cross-Correlationと QC指標の計算

比較対象として phantompeakqualtools（PPQT, Last updated: Feb 12, 2012）65 および SSP

（v1.1.2）59 を用いて各々の Strand cross-correlationを計算し、NSCと RSCを求めた。ただし、

これらの指標で必要となる Strand corss-correlationの最大値は PyMaSCで推定した DNA断片

の平均長を用いて得た。
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図 23: ENCODEデータセットで推定した αと nの関係

18 MSCCを用いた wの推定

VSNの算出に先立ち、Strand cross-correlationを用いたエンリッチ領域の長さ w の推定につ

いて検討する。ここではMSCCの半値全幅の 2/3を w の推定値として用いた。MACS2のプロ

ファイルはピーク周辺のリード分布そのものである一方、MSCCを用いた場合はその相互相関関

数を計算するため、MSCC の全値全幅は 2 倍、半値全幅は 1.5 倍になることが予想されたため

である。推定した w と MACS2 のプロファイルを用いて推定した w の比較を図 24 に示す。特

に転写因子のサンプルについては MACS2 での推定結果とよく一致していることが判る。また

MACS2 のプロファイルで推定を失敗していた H3K9me3 などのサンプルについても PyMaSC

では推定を行うことができた。



IV. Strand cross-correlationを用いた新規品質評価手法の提案と検証 67

●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

● ●

●

●●

●

●

●

●

●
●●

●
●

●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

● ●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●
●●

●

● ●

●

●

●

●

●

●

●

● ●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

● ●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●
●

●

●

●
●

●●
●

●

●
●

●

●

●
●

●

●

●●

● ●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

● ●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

● ●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

● ●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

● ●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

● ●

●

●

●

●

●●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

● ●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

● ●
●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

0 100 200 300 400

0
10

0
20

0
30

0
40

0
50

0

Estimated w with MACS2

E
si

tm
at

ed
 w

 w
ith

 P
yM

aS
C

 M
S

C
C

図 24: MACS2と PyMaSC MSCCによる wの推定値の比較

x軸がMACS2、y軸が PyMaSCで計算したMSCCに基づく wの推定値である。実線は y = x

を示す。

19 Strand Cross-Correlationを用いた QC指標と FRiPの比較

ここでは既存の QC指標および VSNと FRiPの間に整合性があるか検証する。図 25は各指標

と FRiPの比較である。PPQTおよび SSPの NSCは正の相関が見られるものの FRiPが低い場

合の分解能が悪くまた ChIPターゲットの種類によって傾向が異なっている。RSCでは関係が線

形になり NSCと比較して FRiPの値に対する分解能は良くなっているが、分散が大きくまた依然

として ChIPターゲットによる差異も観察される。VSNの場合は FRiPと正の線形の相関を保っ

ており、Broadなヒストン修飾では差異が目立つものの全体としてはよく FRiPと対応している

ことが観察される。

これらの関係を定量的評価するため、FRiP と各指標のスピアマンの順位相関係数を計算した

（表 14）。ただし全体の相関係数については、各ターゲットの種類がデータセット内で均一ではな

いため、各種類から 38 件をサンプリングした相関係数の計算を 100 回繰り返した平均値を用い

た。この相関係数の分布は図 26のようになった。VSNは比較した 5つの指標の中で、転写因子

については最も高い FRiPとの相関係数を示した。また、ターゲットの種類が混在している場合

でも、他の指標より高い相関係数を安定して示した。一方、ヒストン修飾については SSP NSC
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図 25: FRiPと各指標間の比較
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表 14: FRiPと各指標間のスピアマンの順位相関係数

PPQT NSC PPQT RSC SSP NSC SSP RSC VSN

全体 0.391 0.376 0.601 0.334 0.668

転写因子 0.915 0.835 0.926 0.824 0.941

ヒストン修飾（Narrow） 0.498 0.272 0.601 0.050 0.481

ヒストン修飾（Broad） 0.544 0.457 0.686 0.390 0.521

H3K9me3 0.544 0.312 0.643 0.477 0.454

●
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図 26: FRiPと各指標間のスピアマンの順位相関係数（100 iteration）

が最も高く、VSN はやや劣る結果となった。Narrow ヒストン修飾ではプロットが多く分けて

2 つに分離しており、個々のターゲットで比較した場合はより高い相関を示す可能性があるもの

の、十分なサンプル量がなかったために比較を行うことができなかった。また、MACS2は Broad

ピークの判定にやや難がある場合があり、ここで本体の値と仮定している FRiPの値についても

より検証が必要である。しかしながら、複数の種類のサンプルが混合したデータセットについて

も VSNはより高い相関を示した結果から、FRiPを予測する上で VSNが既存の指標と比較して

も十分な性能を有していると考えられる。
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20 VSNの取得リード数に対するロバスト性の検証

FRiPは取得したリード数に影響される一方、Strand cross-correlationを用いた指標はリード

数に対してロバストであることが知られている。VSNはこの性質を満たすであろうか。これを検

証するため、テストデータの中で特にリード数の多いサンプルを用いてダウンサンプリング解析

を行った。表 15に用いたサンプルを示す。

表 15: ダウンサンプリング解析に用いた ENCODEのデータ

実験 ID ファイル ID ターゲットの種類 ChIPターゲット 総リード数

ENCSR616MOB ENCFF587OYH 転写因子 CBX6 97,152,854

ENCSR027BPE ENCFF127TTO ヒストン修飾（Narrow） H3K27ac 141,421,929

ENCSR000AUK ENCFF000ALK ヒストン修飾（Broad） H3K27me3 135,411,131

ENCSR000AUN ENCFF000AKK ヒストン修飾（Broad） H3K9me3 79,148,649

ENCSR000ASS ENCFF000AHV DNA Input コントロール DNA input 130,433,501

これらのサンプルについて、100（100M リード以上あれば）, 50, 25, 10, 5, 2.5, 1M リード

にダウンサンプリングして、各指標がどのように変化するかを検証した（図 27）。Strand Cross-

Correlationを元にした指標は PPQT RSCを除くと 1Mリードという極端に少ないリード数でも

安定して一定の値を示していることが判る。一方 FRiPについては、リード数が減少するに従い

減少していく様子が確認された。VSNでは、極端にリード数が少ない場合は FRiPと同様に減少

が見られるものの、転写因子で 20Mリード、転写因子で 45Mリードに設定されている ENCODE

が定めた取得リード数の目標値では、リード数が最大の時とほとんど同じ値を得ることができた。

従って、一般的ななリード数において VSNは他の NSCや RSCと同等のロバスト性を有してい

ると考えられる。

21 小括

ピークコール前に SN 比を反映するであろう指標として VSN を提案した。ピークコール前に

SN 比を評価できる QC 指標としては、FRiP を十分予測することができ、また既存の Strand

cross-correlationを用いた指標と同じようにリード数に対するロバスト性を備えていなければな

らない。そこでまず、MSCCの分散から w を推定できるかを検討した。結果、MSCCの半値全

幅の 1.5倍が、MACS2のプロファイルを用いて推定した w によく一致することを確かめた。こ

れにより、VSNは NCC・MSCCから算出できることが明確になった。

続いて FRiP との相関をスピアマンの順位相関係数を用いて評価したところ、VSN は既存の

QC指標と比較しても FRiPとの十分に高い相関を示した。また、ChIPターゲットの種類が混在

している場合も比較的高い相関を示し、VSNが他の指標よりも ChIPターゲットの違いに対して

ロバストであることを発見した。さらに取得リード数に対するロバスト性を検証するため、ダウ

ンサンプリング解析を実施した。結果、VSNは現実的なリード数の範囲で、既存の QC指標と同
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図 27: 各 QC指標のリード数の減少に対する変化

リード数が最大の時の各指標の値を 1.0として相対量をプロット。垂直な点線は ENCODEコン

ソーシアムが設定した取得リード数の目標値。

等のロバスト性を有していることが判った。

以上の結果から、本研究で提案した VSNはピークコール前に計算可能かつ FRiPと高い相関を

示し、また高いロバスト性を兼ね備えた QC指標であることが確かめられた。
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第 V部

ChIP-seqデータベースの開発と転写制御解析
これまで本論文では公共 ChIP-seq データの大規模解析を実現するためのパイプラインおよび

公共データを評価するための QC手法について述べてきた。ここでは、これらの手法を実際に適

用し、解析結果の可視化を行う手法について述べる。

MACS2
Sequence	

Read	Archive

TG__________GCATC
TTCTTCAAGAATTACAT
CGTGTTTCATGATAAAG
AAGCTCTAATTTTGCAT
TTGTTCAAGTATTGATG
AGATTTACCCAATATGA
CACCCATCTTGGATAAA
ATGCAAACAACACAATT
TCATTTTCTCATTAACA
AAACCGATTAAGTAGTC

TGGCATCTTCTTCAAGA
ATTACATCGTGTTTCAT
GATAAAGAAGCTCTAAT
TTTGCATTTGTTCAAGT
ATTGATGAGATTTACCC
AATATGACACCCATCTT
GGATAAAATGCAAACAA
CACAATTTCATTTTCTC
ATTAACAAAACCGATTA
AGTAGTCTAATATAAAT
TGCGATCTTATTAAAAA

FASTQ BEDBAM

-----------------
-----------------
-----------------
-----------------
-----------------
-----------------
-----------------
-----------------
-----------------
-----------------
-----------------

JSON

-----------------
-----------------
-----------------
-----------------
-----------------
-----------------
-----------------
-----------------
-----------------
-----------------
-----------------

XML

Public	Data	Sources Analysis	Pipeline	on	the	Cloud	Environment

C4S	DB

Web	Interface

Users

Data	Flow
QC	Data
Metadata

図 28: 本研究の ChIP-seqデータベース構築までの概要図

22 仮想化技術とクラウドコンピューティングを用いた解析の背景

第 II部で述べたパイプラインは主にシェルスクリプトで構成されており、一般的な Linuxディ

ストリビューション（推奨環境は CentOS）で動作する。従って、MacOS を搭載した PC や生

命科学分野で一般的に用いられる汎用スーパーコンピューターで動作させることが可能である。

しかしながら、本パイプラインが用いている各ソフトウェアとその依存環境までは再現を保証す

ることができない。これは単に動作が可能かというレベルの問題だけではなく、マイナーなバー

ジョンの差に起因する微妙な再現性の低下などを誘発する恐れがある。

そこで本研究では、こうした解析環境の再現性・可搬性につきまとう問題を解決するため、近年

学術用途でも用いられるようになったコンテナ仮想化技術とそれをサポートするクラウド計算環

境を用いてパイプラインを実装し、実際の計算を行った。本章ではそれらの概要について述べる。
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22.1 Dockerによる解析ステップのコンテナ化

以前から仮想化技術はコンピューティング分野において様々な応用例がある。従来の仮想化は

あるハードウェア環境上で異なるハードウェア環境をエミュレートする技術として用いられてき

た。一方、ハードウェア互換性の問題がない場面でも、OSや依存ライブラリのようなソフトウェ

ア環境の使い分け・切り分けをする用途としても用いられるようになった。ソフトウェア環境の

切り分けとして現在よく用いられている技術はコンテナ仮想化である。コンテナ仮想化はソフト

ウェアの実行環境のみをホストから隔離する技術で、エミュレーションの制限はあるものの仮想

化時のオーバーヘッドが少なく、パフォーマンスの高い処理が可能で仮想イメージのサイズも最

小限にすることができる。

コンテナ仮想化技術として現在最も一般的なのは Dockerである。Dockerエンジンはファイル

に記述された設定に従い仮想環境を構築しコンテナイメージとして作成する。イメージはカーネ

ルが同一で Dockerが動作するならば異なる環境で実行することができ、また Dockerイメージの

レポジトリが構築され配布・ダウンロードが容易に行えることから仮想環境をインフラストラク

チャーとして利用することが可能になった。ソフトウェアや解析環境を配布することがより容易

になり、生命科学分野でも BioContainers78 のようなレポジトリが構築されるようになった。

本研究でも、パイプラインの各ステップを Dockerコンテナとして仮想化した。これにより解析

の再現性を確保すると共に、将来的には解析環境の共有も視野に入れている。

22.2 AWS (Amazon Web Services) によるクラウドコンピューティング

従来、学術分野において計算資源を確保する方法としては、専用計算機を購入しオンプレミス

で運用するか、スーパーコンピューターのような共有計算機を借りるのが一般的であった。前者

はイニシャルコストが高く、またランニングコストや管理のコストも発生するため、研究や予算

の規模によっては難しい選択肢であるといえる。また共有計算機の場合は、共同で使う上での制

限や計算環境を構築する上での限界があり、計算環境として活用できるようにするためのコスト

が小さくない。

一方、新たな計算資源の利用形態として台頭してきたのがクラウドコンピューティングである。

特に近年クラウドコンピューティングの代名詞となっている AWS (Amazon Web Services) や

Microsoft Azure, Google Cloud Platformのようなサービスが従来の共有計算機と異なるのは、

計算機を単にリモートで扱えるだけではなく、あらゆるハードウェア資源が仮想化され、ユーザー

が必要な量を必要な時間だけ使用できるサービス（IaaS, Infrastracture as a Service）として提

供されている点である。従量課金制の導入により、従来では採算の取りにくかった中・小規模な計

算が容易に実行できるようになった。また前述のコンテナ仮想化を組み合わせることにより、計

算をより大規模かつインフラストラクチャーの管理をせずとも実行することが容易になった。

生命情報科学分野においてもクラウドコンピューティングの活用が活発となっている。元々

Galaxy79 のような SaaS（Software as a Service）の先駆けとも言えるツールが多く WEB 上

に公開されてきたなどインターネットを活用したコンピューティングが盛んな分野であったが、

ENCODE が AWS 上でデータ公開を開始 80 したり、SRA のデータが AWS や Google Cloud
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Platformでアクセス可能になる 81 など、公共データの解析がクラウドコンピューティング環境

で行いやすくする流れがある。

本研究ではクラウドコンピューティング環境として AWSを選定し、Dockerイメージをベース

とした計算環境を展開し解析を行った。

23 解析パイプラインの AWSへのデプロイと公共 ChIP-seeqデー

タの大規模再解析の実施

本章では Dockerにより仮想化した解析パイプラインが AWS上にどのように展開し、また実際

に解析を行った結果について述べる。

23.1 AWSを構成するサービスの概要

本節では今回利用した AWSのアーキテクチャの記述に先立ち、クラウドコンピューティング

環境を構成する主要なサービスについて概説する。

23.1.1 仮想マシンの構成

• AMI (Amazon Machine Image) … 仮想マシン（VM）のイメージ。主要な OSや、特定

のソフトウェアがプリインストールされたイメージが提供されている。

• Amazon EC2 (Elastic Compute Cloud) … AWSにおいて VMを提供するサービスであ

り、各 VMはインスタンスと呼ばれる。ユーザーは需要に応じて vCPU・RAM容量など

が設定されたインスタンスタイプと起動に用いる AMIを指定し VMを作成する。

• Amazon EBS (Elastic Block Store) … EC2インスタンスがマウントする仮想的な外部記

憶装置。

23.1.2 共有データストレージ

• Amazon S3 (Simple Storage Service) … データストレージサービス。VMにマウントさ

れるストレージは EBSが担うが、S3はデータの保存・共有が容易でありインスタンスを

必要とせず、またコストも EBSより安い。本研究では入力となる FASTQファイルと解析

結果の一時的保存に用いた。

• Amazon EFS (Elastic File System) … EC2 用ネットワークファイルシステム（NFS）。

リファレンスゲノムのインデックスのような複数の EC2インスタンスが必要とするファイ

ルにアクセスする場合、S3を経由してその都度 EBSにダウンロードするよりも NFSを用

いて共有する方が適している。本研究では解析パイプラインが依存するデータを置くため

に用いた。
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図 29: AWSを用いた Dockerコンテナのテスト環境と AWS Batchによるジョブの実行

23.1.3 コンテナ実行環境

• Amazon ECR (Elastic Container Registry) … Dockerコンテナレジストリ。パブリック

なレジストリとしては Docker hubなどがあるが、ECRはユーザーが作成した Dockerイ

メージのためのレポジトリを提供し、AWS内やユーザーの実行環境向けに Dockerイメー

ジを配信することを容易にする。

• Amazon ECS (Elastic Container Service) … Docker コンテナの実行・管理を提供する

サービス。ECSは EC2インスタンスの作成とクラスター化、Dockerイメージの実行、自

動スケーリング等を自動で行うことができる。

• AWS Batch … AWS におけるバッチジョブ実行サービス。ECS を用いることで Docker

コンテナベースの環境上で大量のジョブをスケーラブルに処理できる。

23.2 コンテナ仮想化技術とクラウドコンピューティング環境による解析パイプ

ラインの実装

AWSによるテスト環境、実行環境を用いたワークフローを図 29に示す。AWS Batchが EC2

インスタンスの作成に使用する AMI が使用できるため、ユーザーは実際の実行環境と同一の

Dockerがインストール済の環境を容易に作成することができ、Dockerコンテナ化を比較的容易

に行うことが出来た（ステップ 3）。本研究では Dockerイメージを管理する gitレポジトリを作

成し、研究室でホストしている gitlabを用いて管理した（ステップ 1-2）。

作成した Dockerイメージは Amazon ECRに登録し、AWS内のサービスから使用できるよう
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図 30: 本研究で用いた AWS Batchのアーキテクチャ

にした（ステップ 4）。続いて AWS Batchが処理に用いるジョブ定義を ECRに登録したコンテ

ナを用いて作成し（ステップ 5）、ジョブ定義を元に必要なパラメータを合わせたジョブを発行す

ることで解析を行える（ステップ 6）。解析結果は Amazon S3に格納されダウンロードできるよ

うに実装した（ステップ 7）。AWS Batchのアーキテクチャを図 30に示す。

23.3 大規模解析の実施と計算コストの評価

図 31: 集計の対象となった ChIP-seqデータ

データ量

実験数 1,081

サンプル数 2,943

入力 FASTQの総量 4.45TB

ここではデモンストレーションとして、EN-

CODE Project より A549 および K562 細胞

の ChIP-seqデータを解析した際の計算コスト

について述べる。1ヶ月間に計算したデータを

表 31に示す。なお、集計が 1ヶ月単位なのは

AWSの請求が月毎であったためであり、解析

のスループットについては常時 1,000vCPUコ

ア以上の計算資源を活用できたため、実際の計

算は数日で完了している。また、インスタンスはアイドル状態の計算資源をおおよそ通常価格の 6

割程度で使用できるスポットインスタンスをできるだけ使うよう設定した。また、AWSでは S3

へのデータの保存・データの AWS外へのダウンロードに容量に応じた費用が掛かるが、1回のダ

ウンロードに必要なコストは S3で保存する場合のおよそ 3.5ヶ月分であり、長期的な観点では研

究室で管理しているオンプレミスのファイルサーバーで管理する方がコストが安いとの判断から、

解析が完了したデータはできるだけ早くダウンロードし S3上のファイルは削除するようにした。
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なお、AWS内へのデータのアップロードは課金されない。

図 32: データセットに対する AWSの計算コス

ト

これに対して計算費用とその内訳は図 32の

ようになった。Storageは入力および解析デー

タの保存に使用される金額であり、処理する

データ量に対しておおよそ不変である。従っ

て大規模解析において金銭的コストを占めるの

はコンピューティングの費用とデータのダウン

ロードに掛かる費用である。今回はこれらを合

算すると約 2,461米ドルであった。ENCODE

の各実験はサンプルか少なくとも duplicateに

なるようデザインされており、実験数・サンプ

ル数と比較すると、1 実験当たり約 2 ドル、1

サンプル当たり約 1 ドルという概算を得るこ

とができた。公開されているヒト ChIP-seq実

験を 5 万件とすると、費用は約 5 万ドルとな

る。AWSでは大規模な並列化が可能であり計

算に必要な実時間が短期間で済むこと、計算機の管理コストやランニングコストが不要であるこ

とを考慮すると、オンプレミスで計算環境を整備するよりも十分実用的であると言える。

24 ChIP-seqデータベースの設計と実装

実験データの大規模な解析ができたとしても 1人の研究者が個々の解析結果全てを検討するの

は困難であり、解析結果はそれを必要としている研究者がリーチできるよう公開しなければなら

ない。特に ChIP-seq のデータは多くの要素が協調的に関与する転写制御を対象にしていること

も多く、1つの実験データにたどり着くための検索機能だけでなく、複数のデータの関係性を明ら

かにし、データの観察者が新たな生物学的発見をできるよう促す必要がある。これらの需要を満

たすために本研究では、

• 実験データごとの解析結果の可視化
• 遺伝子周辺領域における解析結果の可視化
• 実験データ間の大域的な類似度の可視化

という 3 つの機能を軸としてデータベースの開発を行った。本章ではこれまでの成果を元に得

られたデータを可視化する公共 ChIP-seqデータベース、C4S（Comprehensive Collection and

Comparison for ChIP-Seq）DBの設計、実装と使用例について記述する。

執筆段階で、C4S DBはテストバージョンを https://test.c4s.siteにて公開している。将

来的には https://c4s.siteで公開される予定である。

https://test.c4s.site
https://c4s.site
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図 33: C4S DBのデータベーススキーマ

24.1 Webアプリケーションフレームワークとデータベーススキーマ

データベースの実装には Djangoを用いた。Djangoは Pythonで実装されたWebアプリケー

ションフレームワークであり大規模なWebアプリケーションにも対応している。データを格納す

るリレーショナルデータベースは複数の管理システムに対応しているが、本研究では PostgreSQL

を採用した。PostgreSQL は範囲型をサポートしており、遺伝子領域やピークの範囲など領域に

対応するデータを効率よく格納、検索することができるためである。

C4S DBのデータベーススキーマを図 33に示す。C4S DBは内部的には主に 3つの Djangoア

プリケーションから構成されている。GENCODE82 の遺伝子アノテーションを格納する genes、
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メタデータと解析結果を格納する viewer、解析結果のうち 1実験に対応する Concordantなピー

クを格納する peaksである。

24.2 実験データごとの解析結果の可視化（Data Browser）

図 34はある Run（1つの FASTQファイル）の解析結果を可視化したページである。FastQC

の解析結果、マッピングまでの各段階で使用可能なリード数の変化、Library complexity, Strand

cross-correlation, FRiPによる QC情報と、このデータが関与するピークコールの結果について

確認できる。

1実験に対するページの例を図 35に示す。これは ChIPを行った実験であるが、対応するコン

トロール実験へのリンクが表示されている。実験に含まれる Runやそれらのピークコール結果の

一覧に合わせて Joint peak callの結果が表示される。右側のグラフは Joint peak callで得られ

た各ピークがレプリケートごとのピークコールで何回検出されたかを表しており、これによりレ

プリケートの一貫性を確認することができる。この情報を元に、ユーザーは左のパネルで条件を

指定して Joint peak callで得られたピークをダウンロードできる。

24.3 遺伝子周辺領域における解析結果の可視化（Gene Viewer）

ChIP-seqデータを観察する一般的な方法の 1つは、特定の遺伝子に着目してその周辺のピーク

をゲノムブラウザ等で可視化することである。特に研究者によっては特定の遺伝子（群）に着目

して研究を行う場合も多く、ユーザーが指定した遺伝子周辺の可視化は大きな需要があると考え

られる。

図 36は TAF9B 遺伝子の周辺（上流・下流 1,500bpを含む）を可視化した例である。ページは

主にトランスクリプトの一覧、ピークを可視化したトラック、周辺の遺伝子一覧から構成されて

いる。トランスクリプト一覧では GENCODEのアノテーションに含まれているトランスクリプ

トについてイントロン・エクソンを可視化し、各ピークが遺伝子のどの領域と関係がある可能性

があるのか確認しやすくしている。C4S DBは指定された遺伝子に対し、遺伝子本体と上流・下

流領域に重複するピークを検索し、実験ごとに 1トラック（列）にして表示する。また、実験単

位で並べるとデータが煩雑になってしまうため、各実験をさらに ChIPターゲットもしくはサン

プルソースごとにグルーピングする機能を実装した。この例では、遺伝子右端の転写開始点付近

に様々な種類の制御因子がエンリッチしている様子を確認できる。また、PostgreSQL 上でのイ

ンデクシングにより約 400万ピークが登録されたデータベースから 1,000ピークを取得してユー

ザーのWebブラウザに応答するまでを約 1.5秒程度で処理できた。

24.4 実験データ間の大域的な類似度の可視化（Global Similarity）

Gene Viewerによって遺伝子-転写制御因子間の関係を発見することができても、制御因子同士

の関係、例えば制御因子の共起について観察するのは困難である。しかしこのような関係は転写

因子複合体の形成といった制御機構に対してアプローチする上で重要な情報となる。また、多数

の実験間で類似度を計算し可視化することで、特定の ChIPターゲットの実験結果にどれ位の一



V. ChIP-seqデータベースの開発と転写制御解析 81

図 34: ChIP-seqデータ解析結果の可視化例（1Run）
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図 35: ChIP-seqデータ解析結果の可視化例（1実験）
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図 36: 遺伝子と周辺領域のピークの可視化例
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貫性やばらつきがあるのかや、共起・排他性を図示することで転写制御機構の全体像を提供し俯

瞰的な視点からの生物学的知見をもたらせる可能性がある。

Global Similarity は実験間の大域的な類似度を元にクラスタリングを行い、実験間の関係を

ヒートマップで可視化する機能である（図 37）。現段階では、特定のサンプルソース（細胞株等）

もしくは ChIPターゲットに対する実験の可視化をサポートしている。この例では 283実験の関

係を巨大なヒートマップで描画しており、ユーザーは上下・左右方向にスクロールしてヒートマッ

プを確認できる。

24.4.1 ピークを用いた実験間の類似度の計算

ここでピークを用いて実験間の類似度を計算する手法を説明する（図 38）。例えば遺伝子発現量

のようなデータの場合、データの要素数（遺伝子数）が共通しているため、2つのベクトル間で相

関係数のような指標を適用することができる。しかし、ChIP-seqなどで得られる結果は領域も可

変であるためにそのままでは要素数が揃っておらず類似度の計算が難しい。そこで、最初に与え

られた 2つのピーク群の領域をマージした新しいピークの集合を定義する。次に、この集合に対

して 2つのデータそれぞれのピークが持つ非負のスコアをアサインする。ピークが存在しない場

合はスコアは 0とし、2つ以上存在する場合は平均を取る。最終的に、マージしたピーク領域に対

する 2つの長さが等しいスコアのベクトルが得られるため、相関係数等の指標を用いることがで

きる。本研究では、ピアソンの相関係数を使用した。また、クラスタリングの際は類似度を距離

に変換する必要があるが、ここでは 1− (相関係数)を距離として用いた。

25 データベースを用いた転写制御機構の解析例

最後に本データベースを用いた解析のデモンストレーションとして、ヒト肺癌細胞由来の

A549細胞株の ChIP-seqデータセットに対する分析を行う。ここで示す A549データセットは、

ENCODE Projectおよび GGRの実験 283件から構成されている。また、GGRの実験は主にデ

キサメタゾンを添加した時系列の実験データが多く含まれているのが特徴である（図 39）。

25.1 Global Similarityを用いた分析

図 40は図 38のヒートマップ全体を描画したものである。類似度が比較的高いクラスターに注

目すると、同じ制御因子をターゲットとする実験でクラスターが構成されていることが分かった。

特に顕著なターゲットについては範囲とラベルを示している。

ここで示したクラスターについて、転写活性化とインシュレーター形成、グルココルチコイド

受容体関連遺伝子の 2つに分けて考察する。

25.1.1 転写活性化とインシュレーター形成

ここでは POLR2A, H3K4me3, H3K27ac クラスターおよび RAD21, SMC3, CTCF クラス

ターに着目する（図 41）。

POLR2Aは RNAポリメラーゼⅡ Aをコードする遺伝子であり、ここではゲノム中の RNAポ

リメラーゼの分布を反映していると考えられる。従って、これらの領域は遺伝子の転写開始点や



V. ChIP-seqデータベースの開発と転写制御解析 85

図 37: 実験間の類似度の可視化例（A549細胞）
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図 38: 2つのピーク群間の類似度の計算方法

遺伝子領域に強い関係がある。POLR2Aはヒストン修飾のうち H3K4me3および H3K27acと強

い相関を示した。これらはプロモーター活性を示すヒストン修飾であり 84–86、これらは遺伝子の

転写活性を反映しているクラスターであると考えられる。

遺伝子発現は様々な転写制御を受けるが、時に遺伝子領域は隣接・重複している場合があり、転

写制御を確実にするためにゲノム領域を分画するインシュレーターが存在する 83。インシュレー

ターの形成には CCCTC-binding factor (CTCF)とコヒーシンタンパクが必須であり 87、SMC3

と RAD21 はコヒーシンタンパクを構成する 88–90。RAD21, SMC3, CTCF クラスターはイン

シュレーターが形成されている箇所を示していると考えられる。

また、これら 2つのクラスター群の関係に着目すると、インシュレーターを跨いだ遺伝子の転

写は起こりにくいと考えられるため、これらの結合箇所は互いに背反していると予想される。実

際に図 41ではこれらのクラスター群が交わる箇所が全体から見ても特に相関係数が低いことを表

しており、この類似度マップが上記の生物学的関係をよく反映していると考えられる。

25.1.2 グルココルチコイド受容体関連遺伝子

グルココルチコイド受容体（GR）は NR3C1 遺伝子にコードされた核内受容体スーパーファ

ミリーに属するリガンド依存的な転写制御因子である 91。GRはステロイドホルモンの一種であ

るコルチゾールの他、人工的な GRのリガンドであるデキサメタゾン（DEX）にも強く活性化さ

れる。図 42中で下線を引いた遺伝子は DEX添加により誘導されることが知られている遺伝子で

ある 92。これらの遺伝子が含まれるクラスターがよく確認できることは、GGRに由来する実験

データが実験条件特異的に強く検出されたピークによって相関が強調された可能性を示唆してお
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図 39: A549を対象とした実験の例（BCL3遺伝子）

この例では、ENCODE Project（phase 3）では 1件の実験が実施されている。GGRでは DEX

添加後 12時間までの時系列のデータが取得されている。

り、実験条件によるフィルタリング等で描画を制御できるようにすることは今後の課題と言える。

図中最下部のクラスターに含まれる JUNB と FOSL2 遺伝子はそれぞれ jun-B, FOSL2 タン

パクをコードしており、これらが属する JUNファミリーと FOSファミリーはヘテロダイマーと

なり AP-1 転写因子複合体を形成することが知られている 93。JUN ファミリーには上から 2 番

目のクラスターにある JUN 遺伝子がコードする c-Junタンパクも属するが、このヒートマップ

では JUN を対象とした実験の一部のみが JUNB と FOSL2 との弱い相関を示している。また、

JUN と共にクラスターを形成している BCL3 は AP-1の活性化を促すことが分かっている 94。

GR と CEBPB がコードする C/EBPβ（CCAAT/enhancer-binding protein beta）ないし

AP-1複合体は共結合することが明らかになっている 95,96。これらは凝集したクロマチンに真っ

先に結合してクロマチン構造の再構成や他の転写因子のリクルートを行うことからしばしば

Pioneer factorと呼ばれ 97、GRの結合を助けていると思われる。図 42では NR3C1 クラスター
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図 40: A549 ChIP-seqデータセットの全実験間類似度マップ

と AP-1・C/EBPβ クラスターには強い相関が見られないものの、DEXを添加した一部の実験で

はやや高い相関が見られた。GRと Pioneer factorの共結合は DEX添加後の経過時間と関係し

ていることを示唆しているのかもしれない。

EP300 遺伝子はヒストンアセチル化酵素複合体を形成する p300 をコードしている。p300 は

転写のコアクティベーターであるが、結合部位が GRと競合していると考えられている 98。図 42

でも NR3C1 と EP300 のクラスターの相関係数が高いことが確認できる。

25.2 Gene Viewerによるグルココルチコイド受容体関連遺伝子の確認

Global Similarityを用いた考察では GRとそれに関連する転写制御因子のクラスターが確認さ

れたが、GRが DEXのレセプターとなっていることから、GRを起点として DEX誘導性の転写

因子を発現させるカスケードが存在することが予想される。そこで、Gene Viewerを用いてこれ

らの遺伝子周辺に GRや関連転写因子の結合部位が存在するか確認した。

まず NR3C1 遺伝子そのものの周辺領域を表示した様子を図 43に示す。C/EBPβ のピークや、

AP-1 を構成する c-Jun, FOSL2 のピークが確認できた。ここでは JUNB のピークは見られな
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図 41: 転写活性化とインシュレーター形成に関与するクラスターとその関係

（図中のインシュレーター模式図は文献 83 より引用）

かった。また転写活性に関わる POLR2Aやヒストン修飾、インシュレーターを形成する CTCF,

RAD21, SMC3 のピークがトランスクリプトの転写開始点近傍に集中している様子も確認でき

る。興味深いことに NR3C1 自身のピークも含まれていた。

次に、これまでに得られた遺伝子群について互いのピークが観察できるかを確認した（図 44,

45, 46）。また、各遺伝子座におけるピークの有無を整理するため、これらの関係をネットワーク

で表したものを図 47に示す。

結果、CEBPB や HES2 にやや一方方向な制御関係が見られるものの、これらの遺伝子群はほ

とんど相互にピークが観測され、明確な一方向のカスケードは確認できなかった。これらの遺伝

子の多くは、GR自身も含めて 99Pioneer factorや転写活性化因子として働く場合が多く、GR特

異的な制御関係が見えにくくなっていると考えられる。また、現段階では Gene Viewerが実験条

件によるグルーピングに対応しておらず、実験条件の違いに起因するピークの変化が分かりにく

くなっている。このことから、現段階の Gene Viewerは単一の遺伝子に対するピーク群の観察と

考察には十分な機能があるものの、より体系的な制御関係の理解をもたらすためには、条件によ

る絞り込みや比較、結合部位に対する具体的なアノテーション（上流・下流なのか、転写開始点な



90 V. ChIP-seqデータベースの開発と転写制御解析

図 42: グルココルチコイド受容体に関与するクラスター群とその関係

のか等）といった機能を盛り込んだ上でネットワーク図の生成する必要があると考えられる。更

に、ChIP-seqのデータのみではピークの有無が確認できるだけであり、結合した転写因子が転写

を促進するのか抑制するのかといった情報を得ることは難しい。そのような制御関係の情報を得

るためには、文献等によるアノテーションを盛り込んだり、RNA-seqのような発現量データ等と

統合する必要があるだろう。

26 小括

第 II部で述べた解析パイプラインを Dockerによるコンテナ仮想化を用いて実装し、クラウド

コンピューティング環境である AWS上に展開した。また、実際に ENCODE Projectの実験デー

タを大規模に解析し、クラウドコンピューティングのスケーラビリティとコストパフォーマンス

が確認された。得られたデータを可視化するデータベースWebアプリケーションとして C4S DB

を開発し、Data Browser, Gene Viewer, Grobal Similarityの 3機能を軸として、ChIP-seqデー

タを多角的に検索・分析できるよう工夫した。また、デモンストレーションとして A549細胞の

ChIP-seqデータセットについて考察を行った。結果、転写制御における制御因子間の関係や遺伝

子単位での被制御関係について、既存の生物学的知見にも沿う関連性を見いだせることを確認で
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図 43: NR3C1 遺伝子周辺のピークの可視化（一部のターゲットのみを図示）

きた。

この段階ではアプリケーションとしてのデータベースは必要最低限の実装しか完了しておらず、

実用に堪えるためには検索機能等のさらなる実装と解析データの拡充が必要である。これらは今

後改善していくと共に、日々増え続ける公共 ChIP-seq データも含めて更新していくことを目標

としたい。
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図 44: AP-1関連遺伝子周辺のピーク（一部のターゲットのみを図示）

図 45: CEBPB, HES2 遺伝子周辺のピーク（一部のターゲットのみを図示）
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図 46: EP300, BCL3 遺伝子周辺のピーク（一部のターゲットのみを図示）
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図 47: A549細胞におけるグルココルチコイド受容体とその関連遺伝子の転写制御ネットワーク

AP-1複合体については FOSL2 に加えて JUN もしくは JUNB のどちらかが同時に観察された

場合にエッジを張った
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第 VI部

総括
本論文では、転写制御機構の解明に寄与する公共データを用いた ChIP-seq データベースの開

発を目標とした研究開発について下記の順で述べた。

1. 公共 ChIP-seqデータ解析パイプラインの開発

• FASTQファイルからピークコールまでを実施する解析パイプライン

• クオリティコントロールの項目と実施方法
• GEOのデータを自動処理するためのメタデータ解析手法の開発

• デコイ配列入りリファレンスゲノムの ChIP-seq解析への応用とその効果

2. Strand cross-correlationの理論的な特性評価

• ChIP-seqリード分布のモデル化

• NCCとMSCCを用いた理論的な最小値・最大値の導出

• 効率的な NCC・MSCCの計算を可能にするソフトウェア PyMaSCの開発

• シミュレーションデータと実データを用いた導出結果の検証
3. Strand cross-correlationを用いた新規指標の提案

• 新規指標 VSNの提案

• VSNの FRiPに対する相関とロバスト性について既存の手法との比較

4. ChIP-seqデータベースの開発と転写制御解析

• 解析パイプラインの Dockerを用いたコンテナ仮想的

• AWSを用いた解析パイプラインの展開と大規模解析

• Djangoを用いたデータベースWebアプリケーション C4S DBの開発

• A549細胞 ChIP-seqデータを用いた転写制御解析のデモンストレーション

これらの成果により、公共 ChIP-seq データの解析基盤を整えることができた。また、データ

ベース化と公開についても現状は最小限の実装ながら軸となる機能を実現できた。以下では、デー

タベース全般についてここまで述べなかった課題点および今後の展望について述べる。

公共 ChIP-seqデータ解析パイプラインの開発

ChIP-seqに類似する実験への対応

ChIP-seq 法には、結合部位の解像度がより高い ChIP-exo 法 100 や、クロマチンやオープン

クロマチン領域の探索を目的としたMNase-seq101, DNase-seq102, FAIRE-seq103, ATAC-seq104

といった類似手法が確立されている。これらの実験から得られたデータはピークコール時のパラ

メーター調整等が必要になるものの、原理的には ChIP-seq 法と同じ手順で解析できる場合が多

い。これらの実験に対応することで、より多くの転写制御に関する情報をデータベースに統合で

きるようになるだろう。
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MACS2以外のピークコーラーを用いた解析の実施

本研究で用いた解析パイプラインではピークの判定として MACS2 を使用した。MACS2 は

ChIP-seq 解析において以前から用いられているデファクトスタンダードなソフトウェアの 1 つ

であり、MACS2 による解析結果は確実な需要が見込まれる。しかしながら、MACS2 はメンテ

ナンスが継続されているものの初期バージョンのリリースから 9 年近くが経過しようとしてお

り、原理的に新しいピークコールも開発されている 69。また、MACS2のピークコールは Narrow

peak向きの手法をベースの Broad peakのコールも行っており、数十 Kbp～数Mbpになること

もある広い領域の判定に関しては、例えば隠れマルコフモデルを用いるステートベースの判定手

法 105,106 の方がより向いている可能性もある。今後より正確なピークの情報を提供するためにも

ピークコール手法のさらなる検討が必要になると考えられる。

自動検出できない GEOメタデータへの対応や SRAへの拡充

GEOメタデータの自動検出手法により、現状 GEOに登録された ChIP-seqデータのうち 84%

のメタデータを処理することができた。とはいえ、母数が多いため 16%の実験も少ないとは言え

ず、また 84%の中にもいくらかの偽陽性が混ざっている可能性が高い。対策としては、より高度

な固有表現抽出手法 107 を用いる方法や、対応できないメタデータをマニュアルキュレーション

できるよう UIを整備したり、間違ったアノテーションを発見したユーザーが容易に報告できるよ

うデータベースの機能を工夫することが必要であると考えられる。

また、ラベルが信頼できるデータを十分量収集することができれば、今回の類似度マップのよ

うな手法を用いてメタデータが不十分なデータのラベルを予測するというアプローチを取ること

も可能になるだろう。本研究ではまず信頼できるメタデータを有効活用するアプローチで解析を

行ったが、ラベルに頼らずデータドリブンにデータセットを可視化することで想定しなかった情

報が得られることも十分に有り得るため、今後検討していきたい。

ChIP-seqデータベースの開発と転写制御解析

実験間類似度の計算手法の検討

本研究で実装した手法では、重複するピーク間で相関係数を計算し類似度とする手法を採用し

た。しかし、ピークの関係性としては転写開始点に対する、上流のエンハンサー領域のように、あ

る一定の距離だけ離れたピーク同士が関係する場合や、多数の因子とヘテロダイマーを形成する

ような転写因子では、協調する相手が自分の結合部位とどれくらい共起するかには非対称性があ

る。類似度の評価方法としては、例えば最近隣のピークまでの距離を考慮する手法 108 もあるた

め、このような指標も組み合わせて提供することを検討する必要があるだろう。
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他のデータベースやネットワークとの連携・統合

遺伝情報の変化と表現型の変化を対応付けることは、分子生物学における大きなテーマの 1つ

である。セントラルドグマの起点に当たる遺伝子の転写を司るレイヤーとして、転写制御機構の

情報はマルチオミクスな研究を展開する上で非常に重要であると考えられる。転写制御の情報は

遺伝子発現のデータから必ずしも予測できるとは限らず、転写制御ネットワークと遺伝子発現量

データがうまく一致しない例も報告されている 109。遺伝子発現や遺伝子共発現データ 110 との統

合やタンパク質間相互作用ネットワーク 111,112、パスウェイ情報 113,114 の導入により、さらなる

データドリブンな生物学的知見の発見を促していきたい。
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[71] Derrien T, Estellé J, Marco Sola S, Knowles DG, Raineri E, Guigó R, et al. Fast

Computation and Applications of Genome Mappability. PLOS ONE. 2012 01;7(1):1–

16. Available from: https://doi.org/10.1371/journal.pone.0030377.

[72] Fisher RA. Frequency Distribution of the Values of the Correlation Coefficient in Sam-

ples from an Indefinitely Large Population. Biometrika. 1915;10(4):507–521. Available

from: http://www.jstor.org/stable/2331838.

[73] Li H, Durbin R. Fast and accurate short read alignment with Burrows ‒ Wheeler

transform. Bioinformatics. 2009 05;25(14):1754–1760. Available from: https://doi.

org/10.1093/bioinformatics/btp324.

[74] Faust GG, Hall IM. SAMBLASTER: fast duplicate marking and structural variant

read extraction. Bioinformatics. 2014 05;30(17):2503–2505. Available from: https:

https://doi.org/10.1038/nrg3788
https://doi.org/10.1186/s12859-016-0957-1
https://doi.org/10.1093/bib/bbv110
https://doi.org/10.1038/nbt.1508
https://doi.org/10.1093/bioinformatics/bty137
https://doi.org/10.1093/bioinformatics/btt449
https://doi.org/10.1093/bioinformatics/btu722
https://doi.org/10.1093/nar/gkx799
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0030377
http://www.jstor.org/stable/2331838
https://doi.org/10.1093/bioinformatics/btp324
https://doi.org/10.1093/bioinformatics/btp324
https://doi.org/10.1093/bioinformatics/btu314


引用文献 105

//doi.org/10.1093/bioinformatics/btu314.

[75] Becker JS, Nicetto D, Zaret KS. H3K9me3-Dependent Heterochromatin: Barrier to

Cell Fate Changes. Trends in Genetics. 2016;32(1):29 – 41. Available from: http:

//www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168952515001961.

[76] Nishikori S, Hattori T, Fuchs SM, Yasui N, Wojcik J, Koide A, et al. Broad ranges

of affinity and specificity of anti-histone antibodies revealed by a quantitative peptide

immunoprecipitation assay. Journal of molecular biology. 2012 Dec;424(5):391–399.

Available from: https://doi.org/10.1016/j.jmb.2012.09.022.

[77] Guo Y, Li J, Li CI, Long J, Samuels DC, Shyr Y. The effect of strand bias in Illumina

short-read sequencing data. BMC Genomics. 2012 Nov;13(1):666. Available from:

https://doi.org/10.1186/1471-2164-13-666.
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