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テンソル分解に基づく 教師なし学習による変数選択のRNAi

処理を行ったプラナリアのRNA-seq解析への適用

田口 善弘2,a) 鹿島 誠1,b)

概要：プラナリアは驚異的な自己再生能力を有していることで有名な生命体であるが、どのような分子生
物学的な基盤がこのような特異な自己再生能力を担保しているかはよく解っていない。近年の研究により

キー遺伝子が解明され、特定の遺伝子をノックダウンすることで、リーサルではない範囲で自己再生能力

特異的な表現型変異が起こせることが解ってきた。本研究ではこれらのキー遺伝子を RNAiで抑止して自

己再生の力を奪った場合の時系列的な RNA-seqを敢行して、キー遺伝子のノックアウトでどのような遺

伝子が影響を受けるかの観測を行った。RNA-seqのデータセットに「テンソル分解を用いた教師なし学習

による変数選択」法を用いることで、RNAi特異的でかつ時系列依存的に発現が変化する転写物群の特定

に成功したのでこれについて報告する。

1. はじめに

プラナリアは、扁形動物門ウズムシ綱ウズムシ目ウズム

シ亜目に属する、いわゆる扁形動物の一種である。体長は

数ミリから数センチ程度であり、目、口、集中神経系は保

持するものの、脊髄や肛門はなく、眼もレンズをもってい

るわけではないので、ボディプラン的には、イソギンチャ

クなど肛門をもたない（口から食物摂取と排泄を行う）多

細胞生物から、昆虫や脊椎動物の様に口と排泄口を別々に

持っている（口から摂取して排泄口から排泄する）多細胞

生物の中間に位置する生物である。

プラナリアは体をかなり多数の断片に分割されても、各

断片が独立に全身を再生できるという、イモリやトカゲの

手足や尻尾の再生とは異なった（ヤモリの手足やトカゲの

尻尾は失われても再生するが、切断された手足や尻尾から

全身が再生するわけではない）強力な自己再生能力をもっ

ていることで有名である。

プラナリアの断片からの全身再生能力は実験的にはか

なり古くから知られていたが、いかなる分子科学的な基

盤がその再生能力を支えているのかは長い間謎であった。

Shibata et al [1]は近年、piwiA,piwiB,piwiC などのいわゆ

る piwi 遺伝子がこのプラナリアの自己再生能力のキー遺
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伝子であり、これらをノックダウンすることでプラナリア

の自己再生能力をリーサルではない範囲で抑止できること

を見出した。また、これらのキー遺伝子と相互作用する遺

伝子が非常に多数あることも特定したが、具体的に、これ

らのキー遺伝子のノックダウンがどのような機構でプラナ

リアの自己再生能力の抑止を行っているのかよく分からな

かった。

本研究ではキー遺伝子を含む、相互作用遺伝子を RNAi

でノックダウンしたあとの時系列的なRNA-seq計測を低コ

ストハイスループットなRNA-Seq手法である Lasy-Seq [2]

によって行った。「テンソル分解を用いた教師なし学習に

よる変数選択」法 [3]を用いることで、表現型（自己再生

能力）の喪失と相前後する形でノックダウン特異的な発現

変化を行う遺伝子群の特定に成功したのでその結果につい

て報告する。

2. 材料と方法

2.1 プラナリアのノ ッ クダウン実験

プラナリアは２日間の間隔を空けて給餌を介した RNAi

を二度、施した。RNAiの対象遺伝子は piwiA,piwiB,piwiC

のキー遺伝子の他、PiwiBと相互作用する可能性があるタ

ンパク質をコードする遺伝子である hp1-A,と ima1-A、及

び、コントロールとして GFP,また、自己再生機能と関係

するが、PIWI経路と関係がない遺伝子として hdacと cdc1

を選んだ。２度めの RNAi処理後、１個体ずつサンプリン

グを行い１６日間に渡って RNA-seqを行った。各実験条

件でのバイオロジカルレプリケイト数は６である。
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2.2 RNA-seq解析

RNA-seqで得られた fastqファイルは、先行研究でTrin-

ity [4]を使って得られたコンティグに対して BWA [5]で

マッピングすることで各コンティグへのマッピングを行い、

マッピング数を改めて salmon [6]を使用して各コンティグ

の発現量とすることで発現量解析を行った。

2.3 テンソル分解を用いた教師なし学習による変数選択

得られた発現プロファイルは以下の形式でテンソルの形

にフォーマットされた。xij1j2j3 ∈ R
N×8×15×6 は i番目の

コンティグ（N = 278167）の j1番目の RNAi(j1 =1:cdc1,

2:gfp, 3:hdac, 4:hp1-A, 5:ima1-A, 6:piwiA, 7:piwiB, 8:pi-

wiC ), j2 番目の日付 (異常値があった１４日めを除いたた

め、j2=14,15はそれぞれ 15,16日目に相当)、j3 番目のバ

イオロジカルレプリケイト (1 ≤ j3 ≤ 6)での発現量であ

る。xij1j2j3 は
∑

i xij1j2j3 = 0及び
∑

i x
2
ij1j2j3

= N という

ように規格化されているとする。xij1j2j3 に Higher Order

Singular Value Decoposision (HOSBD) [3] を適用してテ

ンソル分解

xij1j2j3 =
8

∑

ℓ1=1

15
∑

ℓ2=1

6
∑

ℓ3=1

N
∑

ℓ4=1

G(ℓ1ℓ2ℓ3ℓ4)uℓ1j1uℓ2j2uℓ3j3uℓ4i(1)

を得る。ここでG(ℓ1ℓ2ℓ3ℓ4) ∈ R
N×8×15×6はコアテンソル、

uℓ1j1 ∈ R
8×8, uℓ2j2 ∈ R

15×15, uℓ3j3 ∈ R
6×6, uℓ4i ∈ R

N×N

は特異値行列で、全て直交行列である。

テンソル分解を用いた教師なし学習による変数選択法 [3]

では、まず、望ましい時間依存性がある特異値ベクトル uℓ2

を選び、次に、望ましい RNAi依存性（自己再生能力と関

係していると思われる、hp1-A (j1 = 4), ima1-A (j1 = 5),

piwiA (j1 = 6), piwiB (j1 = 7), 及び, piwiC (j1 = 8)とそ

れ以外で差がある）特異値ベクトル uℓ1 を選ぶ。最後に、

バイオロジカルレプリケイト依存がない特異値ベクトル

uℓ3 を選ぶ。

次に、コンティグ選択に使う特異値ベクトル uℓ4 を選ぶ

ために、選択した ℓ1, ℓ2, ℓ3に対してG(ℓ1, ℓ2, ℓ3, ℓ4)の絶対

値が大きくなるような ℓ4 を選択する。

最後に、選択された特異値ベクトル uℓ4iがガウス分布す

ることを仮定して、χ二乗分布を用いて i番目のコンティ

グに P 値を

Pi = Pχ2

[

>

(

uℓ4i

σℓ4

)2
]

(2)

という式で付与する。但し、Pχ2 [> x]は引数が x以上に

なる場合のχ二乗分布の累積確率であり、σℓ4 は標準偏

差である。得られた Pi は多重比較補正（Benjamini and

Hochberg [7]）したあと、補正 P 値が 0.01以下のコンティ

グを選択する。

3. 結果

3.1 時間依存性:uℓ2

まず、最初に興味ある時間依存性をもつ特異値ベクトル、

uℓ2 を探索した。既報 [1]によれば、プラナリアは処置後

７日程度で自己再生能を喪失するが、自己再生に本質的な

役割を果たすと思われる新生細胞（幹細胞）自体は処置後

２週間程度まで維持されていた。従って、自己再生能の喪

失は２段階で起きることが期待された。図 1は u2j2 の j2
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図 1 u2j2 の j2（時間）依存性

Fig. 1 Time (j2) dependece of u2j2

（時間）依存性である。期待通り、最初の７日で急速に変

化が起き、その後１６日まで一定値を維持している。従っ

て、この時間依存性は実験で見出された２段階の表現型の

現出（自己再生能の喪失）によく対応しているものと期待

された。

3.2 RNAi依存性:uℓ1

次に RNAi 依存性について調べた。図 2 は u2j1 の j1

（RNAi）依存性である。実は piwiAについてはノックダウ

ンしても明確な自己再生能喪失が観測されていないため、

piwiB,piwiC,ima1-A,hp1-A対 piwiA,hdac,cdc1,gfp という

結果は妥当である。そこでこの u2j1 を望ましい RNAi依

存性を満たす特異値ベクトルとして採用した。

3.3 バイオロジカルレプリケイ ト 依存性:uℓ3

最後に、バイオロジカルレプリケイト依存性を考えた。

バイオロジカルレプリケイトについては依存性があっては

困るので依存性のない特異値ベクトル uℓ3 を見つける必要
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図 2 u2j1 の j1（RNAi）依存性

Fig. 2 RNAi (j1) dependece of u2j1

がある。図 3は u1j3 の j3（バイオロジカルレプリケイト）

1 2 3 4 5 6

−
0
.5

−
0
.4

−
0
.3

−
0
.2

−
0
.1

0
.0

Index

H
O

S
V

D
$
U

[[
4
]]
[,
 1

]

図 3 u1j3 の j3（バイオロジカルレプリケイト）依存性

Fig. 3 Biological replicates (j3) dependece of u1j3

依存性である。明らかに u1j3 はバイオロジカルレプリケイ

ト依存性を喪失している。そこで、ここでは、u1j3 を望ま

しいバイオロジカルレプリケイト依存性をもつ特異値ベク

トルとして選択することにした。

3.4 コンティ グ特異値ベクト ル:uℓ4

コンティグの選択に用いるコンティグ特異値ベクトル,uℓ4

を選択する。そのためには絶対値が大きい G(2, 2, 1, ℓ4)を

選択する必要がある（表 1）。明らかに G(2, 2, 1, 3)が大き

表 1 G(2, 2, 1, ℓ4)

Table 1 G(2, 2, 1, ℓ4)

ℓ4 G(2, 2, 1, ℓ4)

1 -54.425757

2 -13.935676

3 -108.537776

4 76.835795

5 9.117833

6 63.888098

7 -13.673652

8 -8.094344

9 -22.639488

10 10.015876

な絶対値を持っているので、u3i を（2）式に代入して Pi

を計算した。多重比較補正した P ıが 0.01以下のコンティ

グを選んだところ、１２９個のコンティグを選ぶことが出

来た。

4. 議論

選択されたコンティグが実際に、特異値ベクトルで観

測されたような時間依存性や RNAi 依存性をもっている

かどうかを確認する。まず、時間依存性について確認し

た。選ばれた１２９個のコンティグに対して RNAiごとに

{xij1j2j3 |j2 ≤ 8}と {xij1j2j3 |j2 > 8}の間で t検定を行って

P 値を計算し BH基準で多重比較補正した後、補正 P 値が

0.05以下のコンティグがあるかどうかをしらべた（表 2）。

piwiB,piwiC,ima1-A,hp1-A で時間依存性が見られるコン

表 2 選択された１２９個のコンティグの発現量の時間依存性
　　

Table 2 Time dependece of selected 129 contigs

補正 P 値

RNAi > 0.05 < 0.05

hp1-A 75 54

ima1-A 123 6

piwiB 96 33

piwiC 126 3

hdac 77 52

piwiA 66 63

ティグが見つかっているのは妥当だが、hdac,piwiA でも

時間依存性があるコンティグがみつかっている。このこと

は、表現系に影響しないまでもこれらのコンティグが自己

再生に関係するコンティグに影響を与えている可能性を示

唆する。piwiAは同じ piwi であり、多くの RNAと相互作

用することは知られていながらノックダウンが自己再生に

直接影響を与えてはいなかったのだが、今回、具体的に発

現量に影響があるコンティグが piwiB や piwiC と共通で
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あることがわかったことにより、この関係の理解がよりす

すむものと思われる。また、piwiB に比べると piwiC を

ノックダウンした時の方が時間依存性があるコンティグの

割合が少なくなっている。これについては piwiC をノック

ダウンした場合には自己再生能力が一週間後ではなく二週

間後であるという報告と整合的である。また、ima1-Aと

piwiC の結果がよく似ているが、これについては今後の考

察を待ちたい。

次 に 、各 時 刻 で 、hp1-A,ima1-A,piwiB,piwiC と

hdac,piwiAの間で有意差があるかを確認した（表 3）。解

表 3 選択された１２９個のコンティグの発現量の RNAi 依存性
　　

Table 3 RNAi dependece of selected 129 contigs

補正 P 値

days > 0.05 < 0.05

1 95 34

2 105 24

3 97 32

4 52 77

5 58 71

6 92 37

7 56 73

8 69 60

9 96 33

10 44 85

11 67 62

12 89 40

13 78 51

15 68 61

16 68 61

析に用いたすべての時刻でこの２群の RNAiの間に有意差

があるものが見つかったことが確認された。

以上の結果からテンソル分解を用いた教師なし学習によ

る変数選択法はバイオロジカルレプリケイトの間では差が

ないが、時間とともに単調に、かつ、RNAi依存的に発現

が変化しているコンティグを選択するという複雑なプロセ

スをうまくこなしていることが解る。

現在、選択されたコンティグの生物学的な意味を検討中

である。

5. おわりに

一般に複数の実験条件（今回の場合は、RNAi依存性と

時間依存性）が組み合わさって実験を解析する場合には複

雑なモデルを設定しないとうまく観測を表現できないこと

が多かった。しかし、テンソル分解を用いることでモデル

化を必要とせず、複雑な要求（今回の場合は、バイオロジ

カルレプリケイト間で差がないが、時間依存性と RNAi依

存性のある発現量をもっているコンティグの選択）を自然

に満たすことができることが解った。今後のこの方法でよ

り詳細な解析を進めてプラナリアの自己再生能力の分子遺

伝学的な背景を理解することを目指す予定である。
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