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要旨

母体妊娠中のカドミウム曝露が、生まれてくる子のインスリン代謝を破壊するという研究報告があ
る。この研究報告に基づき行われた実験データに対してテンソル分解という手法を用いて実際に影響
を及ぼしている遺伝子を推定することと、それらの遺伝子によって考えられるインスリン代謝破壊の
メカニズムを推測することを目的として本研究を行った。テンソル分解のうち、タッカー分解という
方法を使うことにより、上記の生体現象が引き起こされる際に大きな発現量を持つ遺伝子を特定し
た。これにより、カドミウムの影響がたんぱく質の折り畳み阻害を引き起こし、小胞体ストレスを増
幅し、小胞体関連分解を誘導していることが示唆された。また、小胞体関連分解の影響が何らかの機
序で TNF-αの発現量の増大、または効果促進を誘導している可能性があることが明らかになった。
TNF-αはスフィンゴ脂質の過剰発現を誘導することが知られている。本研究においても、スフィン
ゴ脂質の過剰発現を示唆する遺伝子群が特定された。スフィンゴ脂質の産生に関わる遺伝子の高発現
に基づくセラミドの蓄積は、活性酸素の過剰産生を介した細胞内酸化ストレスを誘発する可能性があ
ることも明らかになった。また、電子伝達系に関わる遺伝子群の高発現が酸化ストレスに寄与してい
る可能性があることがわかった。これらの知見から細胞内酸化ストレスがインスリン受容体基質 1の
リン酸化を促進するメカニズムを明らかにした。インスリンシグナル伝達経路で重要な役割を担って
いるインスリン受容体基質 1のリン酸化が、TNF-α誘導のセラミド蓄積を介した細胞内酸化ストレ
スによって引き起こされるメカニズムを明らかにした。*2

キーワード : 機械学習、糖尿病

*2 この修士論文の内容は以下の原著論文で刊行済みです。
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第 1章

序論

1.1 研究背景
1.1.1 カドミウムの毒性
カドミウム（Cd）は、細胞内に存在する非必須の微量金属である [1] 。しかし、食物からの摂取や

暴露により、過剰な Cdが体内に入ると、様々な悪影響を及ぼす。Cdは鉱物中、土壌中など天然に
存在する重金属である。日本においては、全国各地で一千年以上前から鉱山開発などにより地中から
掘り起こされてきた。そのため、現在においても土壌や水田などからは Cdが検出される [2] 。こう
いった環境中に排出された Cdが農作物に吸収されると、そのような農作物を長年摂取することによ
り、体内に徐々に蓄積される。自然環境中の Cdは、主に腎臓に蓄積する。このため、Cd濃度の高
い食品を長年にわたり摂取すると、腎機能障害を引き起こす可能性がある [2] 。
一方で、Cd中毒の一例として有名なイタイイタイ病は上述の場合に比べて、より高濃度な Cdを
摂取した場合に引き起こされる [2] 。富山県の神通川流域で起こった四大公害病の一つであるイタイ
イタイ病 [3] の原因は、鉱山から排出された Cdが一帯の流域や土壌を汚染したことであると言われ
ている。腎障害によって、骨を形成する栄養素が体外に流出することで、骨が非常にもろくなる。こ
れにより、軽微な衝撃であっても簡単に骨折するようになってしまい、全身を激しい痛みが襲う [4] 。
このように、Cdは一定の摂取量を超えると、人体に悪影響を及ぼす。しかし、これらの例は人体
への影響に関する報告の一部に過ぎず、他にも多くの報告がなされている。

1.1.2 細胞内代謝における Cdの悪影響
過剰な Cdの蓄積が細胞内代謝に与える主な悪影響は、たんぱく質のフォールディングの阻害であ
る [5] 。親電子性金属である Cdは、細胞のたんぱく質分子の構造に電気的な影響を及ぼす [1]。た
んぱく質がその機能を十分に発揮するためには、三次元構造が適切に維持されている必要がある。
細胞内には、核をはじめ、エネルギー産生の場であるミトコンドリアや、脂肪酸代謝の場である
ペルオキシソーム、たんぱく質合成の場であるリボソーム、たんぱく質の修飾が行われるゴルジ体
など、様々な細胞小器官（オルガネラ）が存在する。その中でも、たんぱく質の立体構造の形成、維
持の役割を担うのが小胞体である [6] 。リボソームなどで合成されたたんぱく質の折り畳みや切断の
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他、糖鎖の付加、ジスルフィド結合の形成によって立体構造に安定性を与える [7] 。
Cd の影響によって、折り畳みが阻害された異常たんぱく質（アンフォールディングたんぱく質）

は小胞体に蓄積される。アンフォールディングたんぱく質の蓄積は小胞体ストレスを引き起こすこと
が知られている [8] 。小胞体ストレスが比較的軽微な場合、小胞体内でたんぱく質の折り畳みの機能
を実際に担っている分子シャペロンと呼ばれるたんぱく質郡が、立体構造を正常なものに戻す [8] 。
一方で、ストレスが過剰になると、小胞体関連分解（ERAD : Endoplasmic Reticulum-Associated

Degradation）を誘導する。ERADの誘導に応答してユビキチン・プロテアソーム系が活性化され、
アンフォールディングたんぱく質が分解される。蓄積されたアンフォールディングたんぱく質がユビ
キチン化を受け、プロテアソーム分解のターゲットとなることで、小胞体ストレスは緩和される。し
かし、ストレスレベルが ERAD のストレス回避能力を超えると、細胞はアポトーシスを誘導する。
また、ERADは ATP依存的に反応を進めることが知られている [8] 。

1.1.3 インスリン代謝経路
インスリンは膵臓から分泌されるホルモンの一種である。膵臓のランゲルハンス島中のβ細胞から
分泌される。生体内の血糖値を下げる働きを持つ唯一のホルモンであり、人間の生存のためには必要
不可欠である [9] 。
生体内の血糖値の上昇に反応して、膵臓からインスリンが分泌されることで、血液中のブドウ糖

（グルコース）を細胞内に取り込み、細胞内でブドウ糖をエネルギーに変換する。これにより血糖値
が抑えられる [9] 。
インスリンが細胞膜の受容体に結合し、最終的にグルコースが細胞内に取り込まれる過程をインス
リンシグナルという。インスリンシグナルでは、上記の通り、まず初めにインスリンが血液中を移動
し、細胞膜上のインスリン受容体（IR : insulin receptor）に結合する。この結合によって、シグナ
ル伝達が開始される。IRは細胞膜を貫通する形で局在しており、インスリンが膜の外側のユニット
と結合することで膜内側のチロシンキナーゼが活性化され、IRは自己リン酸化される [10] 。
次に、リン酸化された IRにインスリン受容体基質 1（IRS1 : insulin receptor substrate 1）が結

合する。同様に IRS1もリン酸化され、これが PI3キナーゼ（phosphoinositide 3-kinase）を活性化
する。活性化された PI3 キナーゼは PKB（protein kinase B）を細胞膜へ移動させ、活性化する。
（PKBは別名 AKTとしても知られ、アポトーシスを誘導する経路でも役割を担う）。PKBは細胞内
へのグルコースの取り込み機構において決定的な役割を果たす GLUT4（glucose transporter type

4）を細胞膜へ移動させる [10] 。GLUT4はグルコースの細胞内濃度と血中濃度の間にある濃度勾配
に反応し、血中から細胞内へとグルコースを取り込む。その後グルコースはリン酸化され、解糖系に
入るか、グリコーゲンへと多量体化される [11] 。このような過程で、インスリンの働きにより、血
中グルコース濃度が抑えられる。

1.1.4 インスリン抵抗性と糖尿病
インスリン抵抗性とは、血糖値を正常範囲内に戻すために必要なインスリンの量が過剰な状態を
意味する。インスリン抵抗性を引き起こす主な原因として、内臓脂肪型肥満が挙げられる [12] 。こ
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れはアディポカインというたんぱく質郡が脂肪細胞から分泌されることに起因する。特に TNF-α

（Tumor Necrosis Factor-α）は大型の脂肪細胞から分泌され、インスリン抵抗性を引き起こすこと
が知られている [13] 。一方で、アディポカインの中にはインスリンの感受性を促進するものも存在
し、例えば、アディポネクチンと呼ばれるものは小型化した脂肪細胞から分泌され、インスリン感受
性を亢進する [13] 。
インスリン抵抗性は糖尿病の原因であり、2021年の世界の糖尿病人口は 5億 3,700万人であると

いわれており、これは全体の 10.5%に相当する [14] 。日本においては、糖尿病罹患者と糖尿病予備
軍の人口を合わせると 2000万人に上るといわれている [15] 。さらに、糖尿病には様々な合併症が存
在し、それらの治療効果を鈍らせることもある。インスリン抵抗性の改善には生活習慣の改善が不可
欠であり、特に上述の通り、肥満は TNF-αなどのインスリン感受性に対して、悪影響を及ぼす。
医療費という観点で見ると、2017年時点で日本の国民医療費は 43兆 710億円であり、このうちの

1兆 2,239億円は糖尿病によるものである（平成 29年度 国民医療費の概況（厚生労働省））。
このように、糖尿病は健康面、経済面の双方の点から一種の社会課題となっている。このため現在

も世界中で糖尿病の予防、治療について、様々な角度から研究が行われている。

1.1.5 カドミウム毒性とインスリン抵抗性
Cd毒性には酸化ストレスが大きく関与していることを示唆する報告がある。Shaikhらは、Cd慢

性投与後のマウスに抗酸化物質を投与することにより、Cd 毒性が軽減されることを報告している。
このことは、Cd毒性は酸化ストレスを介して様々な生物学的副作用を引き起こすことを示唆してい
る [16] 。
また、いくつかの研究で、Cd毒性とインスリン代謝異常との関連が指摘されている。例えば、高

重らは、高用量の Cdを 2週間暴露したマウスは、脂肪細胞の分化に異常をきたす可能性があること
を報告している。高重らは、脂肪細胞の分化、拡大、および機能に異常が生じ、インスリン抵抗性、
高血圧、および心血管疾患を引き起こす可能性があることを指摘している [17] 。
さらに、Cdやその他の有害金属汚染物質への出生前曝露は、生まれてくる子供の心血管疾患や 2

型糖尿病を含む肥満関連疾患のリスクを高めることを示唆する有力な証拠がある [18] 。Al-Salehら
はまた、出生前の Cd曝露が出生時体重に有意な影響を与えることを報告している [19]。

1.1.6 引用データ発行元の実験者等による報告
本研究で用いたデータは、上述した Cd の生体への影響に対する報告に基づいて、マウスで検証
し、その詳細なメカニズムを調べるために行った実験 [20] から得られたものである。今回使用した
データに関して、実験を行った Jacksonらのトランスクリプトーム解析の結果は、Cd曝露が出生時
体重に影響を与えることを示唆している。また、解析の結果から、Cd曝露により ERAD および細
胞内酸化ストレスが誘起され、ミトコンドリア機能障害が発生することが示唆されている。さらに
Cd曝露に伴い、脂質異常を示す遺伝子の発現の変化が観察されている。

Jackson らの解析では、発現変動遺伝子（DEG : differentially expressed genes）を同定してい
る。具体的には、母親が Cdに曝露された個体と、母親が Cdに曝露されていない個体の肝臓トラン
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スクリプトーム解析データを、同じ時期、同じ性別で比較し、その遺伝子間のシグナル値の比率を比
較して、発現レベルに有意差があるかどうかを判断する方法である。この方法によって、生後 42日
目（PND42 : postnatal day 42）雌個体のデータについて 5789個の DEGが同定されており、これ
は解析に用いた遺伝子発現データ中の遺伝子数の 1/3以上を占めている [20] 。
このように、各時点で解析を行い、結果を比較しているが、全ての時点のデータを統合した解析

や、PND の変化に対応して変化する遺伝子を同定することは試みられていない。また、今回独自に
行った、全時点のデータを説明変数とした線形回帰法（2.2.2 節参照）では、5865 個の遺伝子が過剰
発現していることが判明した。しかし、メカニズムを理解するためには、決定的な役割を果たす遺伝
子を特定することが望ましいため、全遺伝子の 3分の 1以上が過剰発現しているという結果は、本解
析の目的に対して不適切である。

1.2 研究目的
本解析では、Jackson らの肝臓トランスクリプトーム解析データに対してテンソル分解を行い、

PNDに対して、ある程度の時間依存性を持つ遺伝子を特定し、全体の遺伝子数に対してより少ない
数の過剰発現遺伝子を特定し、どの遺伝子が重要な役割を担っているかを推定する。また、同定した
過剰発現している遺伝子のうち、どのような遺伝子がインスリン抵抗性獲得に決定的な役割を果たし
ているのか、そのメカニズムとして考えられる経路はどういったものなのかを明らかにすることを目
的として本研究を行った。さらに、ERAD、細胞内酸化ストレス、ミトコンドリア機能不全が相互作
用するメカニズムを解明し、これらの細胞内代謝経路がインスリン抵抗性の獲得にどう影響するのか
明らかにすることを目指した。
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第 2章

用いたデータセットと解析方法

2.1 解析に用いたデータセットの概要
“GSE150679” *1は、米国 National Center for Biotechnology Information (NCBI) が提供する

データベースである、Gene Expression Omniubus (GEO) からダウンロードしたものである。
このデータセットは、Cd曝露された雌の親マウス（妊娠 2週間前から出生まで飲料水中の 500ppb

CdCl2に曝露）と Cd曝露されていない雌から生まれた子をそれぞれ PND1、PND21、PND42で
安楽死させ、肝臓トランスクリプトーム解析を行うことによって得られたものである。Cdを曝露さ
れた雌から産まれた子は、親マウス同様、PND10 まで Cdに曝露された。このトランスクリプトー
ム解析データは、Illumina (Illumina, Inc. San Diego, CA 92122 USA) HiSeq2500 シークエンサー
で塩基配列を決定したものである。
親マウスが Cdに曝露されたかどうか、および肝臓トランスクリプトーム解析が行われたタイミン

グ（PND）に関する各条件の区別について、生物学的複製（バイオロジカルレプリケート）が存在し
ている。また、このデータにおける各個体の遺伝子発現量は正規化されている。上述のデータセット
は PND1、PND21、PND42の各時点でのデータを含む 3つの CSVファイルから構成されている。

2.2 モデルの選択
2.2.1 テンソル分解を用いる意義
今回の解析では、テンソル分解のうち、タッカー分解を用い、アルゴリズムは高次特異値分解

(HOSVD : higher order singular value decomposition) [21] を採用した。この方法は「Large p

Small n 問題」に対して有効である [21] 。本解析のように、遺伝子数に対して検体数が非常に少な
く、かつ、複数の遺伝子をある程度解釈可能な変数として選択する場合に有効である。生物実験では、
倫理的な観点や被検体の入手の困難さから、一般にこのような少数の検体を利用することが多い。
前述の通り、Jacksonらは PNDごとに DEGを同定し、それぞれ、PND1、PND21、PND42を
比較している。一方、本解析ではテンソルに整型したデータに対して、Tucker 分解を適用すること
で、PND の経過に伴って発現が変化する遺伝子を同定することができる。このことは、モデル選択

*1 https:/www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE150679
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の理由の一つである。
また、次節で示すように、本解析で用いるデータの構造を考慮し解析手法として利用できるものの

中でも、最も単純なモデルである重回帰モデルは、このような「Large p Small n 問題」を分析する
際には性能が低い。テンソル分解も比較的単純なモデルであるが、生物学的データは一般的に複雑な
構造をしているため、テンソル分解のような単純なモデルを選択することが重要である。

2.2.2 重回帰モデルを適用した際の結果
この節では、重回帰モデルを用いた結果を示す。説明変数は、長さ 18 のベクトル、tl と sl であ
り、各個体はここでの添え字 l で指定される。tl は PND の説明変数、sl は 母体の Cd曝露の有無
を 1（Cd曝露あり）と０（Cd曝露なし）で表す説明変数である。例えば、l = 1で指定される個体
は tl = 1、sl = 1 であるから、Cd曝露された母体から生まれていて、且つ、PND1のタイミングで
安楽死させたサンプルを表す。

tl =



1

21

42
...

1

21

42


sl =



1

1
...

1

0

0
...

0


今回の解析対象になっている遺伝子の総数は 12,795 個であり、添え字 i は遺伝子を表している。

また、vi′l の要素は、l = 1, ..., 9 の Cd 曝露時の遺伝子 i′ の発現量であり、それ以降の要素（l =

10, ..., 18）は Cd曝露なしの発現量である。また l = 1, l = 2, l = 3 はそれぞれ、PND = 1, PND

= 21, PND = 42 の発現量である。それ以降の要素にはバイオロジカルレプリケートを考慮したサ
ンプルの発現量が格納されている。これらの変数を用いて、各遺伝子 iについて、以下の重回帰分析
を 12,795回繰り返した。

vi′l = ai′ + bi′tl + ci′sl

次に、重回帰分析で得られた係数 bi と ci のそれぞれについて、t検定を行い、t分布により p値を
付与した。そして、両係数で p < 0.05 が得られた遺伝子 iを特定した。この方法で得られた iの数
は 5865個であった。しかし、この方法では、全遺伝子の約 46%が DEGであるという結果になり、
決定的な役割を担う遺伝子候補を絞り込むことができないため、不適切な方法であると考えられる。
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2.3 データ処理
上述のデータをテンソル分解が適用できるようにするため、テンソルに整型した。まず、性差に

ついては、条件区別されたバイオロジカルレプリケートのサンプル数が不十分であったため、この
解析から除外した（これは、PND42ファイルのみが性別を条件付きで区別しており、PND1および
PND21 データではこの区別が不十分で、テンソルを形成することができなかったためである）。同
一条件下での個体数が 3つのファイル間で異なるため、
さらに、同一条件下での個体の 3つのデータセットを選択し、CSVファイルの列を以下の順序で
並べ替えた。

PND1: GSM4556351 GSM4556352 GSM4556353

GSM4556347 GSM4556348 GSM4556349

PND21: GSM4556358 GSM4556359 GSM4556360

GSM4556355 GSM4556356 GSM4556357

PND42: GSM4556365 GSM4556366 GSM4556367

GSM4556361 GSM4556362 GSM4556363

また、解析対象の遺伝子について、本解析では、3つのファイルで遺伝子発現量が共通して得られ
ている 12,795個の遺伝子に着目した（PND42のみ他の 2つのファイルより多くの遺伝子の発現レ
ベルのデータを含んでいた）。

2.4 解析に用いるテンソルの構造
各テンソル次元の変数は、元データが整形された後に記述される。その構造を図 2.1 に示す。
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図 2.1: 図 2.1 は、解析に用いた 4次テンソルを表したものである。1次元目は遺伝子、2次元目は
バイオロジカルレプリケート、3次元目は時間経過を生後日数（PND）で表し、4次元目は Cd曝露
の有無を示す（“non-control”は Cd曝露母から生まれた子、“control”は Cd非曝露母から生まれた
子）。各次元のランクを N , M , K, Lとすると、(N , M , K, L) = (12795, 3, 3, 2) となる。

テンソルの 1次元目には 12,795個の遺伝子が並んでいる。2次元目は、前述のように元のデータ
から選択した同じ条件のマウスのサンプルで構成されている。3次元目は、産後からトランスクリプ
トーム解析によって安楽死させるまでの経過日数を表している。PND1、PND21、PND42の順で並
べている。4次元目は、母親の Cd曝露の有無を表す。図 1では、“non-control”が Cd曝露集団を、
“control”が非曝露集団を表している。
これらの変数を用いて 4 次テンソル xijkl を作成した。各次元における行列のランクを表すパラ

メータは (N , M , K, L) = (12795, 3, 3, 2) となっている。

2.5 解析方法
2.5.1 テンソル分解を用いた教師なし学習
本分析では、テンソル分解のうち、タッカー分解を用い、アルゴリズムは HOSVDを使用した。例
えば、各次元にランク N、M、K を持つ 3次のテンソル xijk を考える（本解析で扱ったテンソルは
4次テンソルであるが、3次から 4次へのタッカー分解の拡張は容易である）。そして、このテンソル
に対してタッカー分解を適用すると、直交行列 U を用いて以下のように分解を表すことができる。
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xijk =
∑N

l1=1

∑M
l2=1

∑K
l3=1 G(l1, l2, l3)ul1i ul2j ul3k

タッカー分解は、元のデータテンソルをコアテンソル G(l1, l2, l3) と 3つの特異値行列 ul1i、ul2j、
ul3k に分解する。これらの行列は、それぞれ変数 i、j、k で指定される依存性を表している。
例えば、行列 ul1i の中で大きな値を持つ変数 i を見つけて分析することが目的であるとする。ま

ず、ul2j と ul3k にそれぞれ何らかの関心のある依存性に対応するパラメータ l2
′ と l3

′ を選択する。
例えば、j が時間変化を表す変数であれば、選択した l2

′ に対応ベクトル ul2′j は、単調な増減ベク
トルなどわかりやすい変化があるベクトルが好ましい（解析の目的や選択対象になっている変数が何
を表しているのかによる）。
次に、選択された l2

′ と l3
′ をコアテンソル G(l1, l2, l3) に代入する。コアテンソルの各要素は、パ

ラメータ (l1, l2, l3) で指定された各ベクトルの積に対する重みを表すため、結果として得られるベク
トル G(l1

′, l2
′, l3

′) において大きな絶対値を持つパラメータ l1
′ を選択することで元のテンソルに対

して大きく寄与する (l1
′, l2

′, l3
′) を得られる。この考え方に基づき、l1’を選択する。

次に、l1
′ を ul1i に代入し、ベクトル ul1′i を得る。このベクトルは選択したパラメータ l2

′ と l3
′

の依存性に従うものであり、元のテンソルに対して大きな寄与を持つ。

2.5.2 χ二乗検定による変数選択
最後に，得られたベクトル ul1′i の要素のうち，特に大きな値を持つ遺伝子 i を特定するために，

このベクトルを正規化したものを用いて χ二乗検定を行い，χ二乗分布によって p値を付与する。

pi = pχ2

[
>

∑
l1
′

(ul1
′i

σl1
′

)2]
p値が 0.05 未満の i を選択し、BH法を用いた多重比較補正（付録参照）を適用することで、任意

の依存性に従う過剰発現遺伝子を特定する。
図 2.2に、本解析における過剰発現遺伝子の選択に関する全体の流れをフローチャートで示す (図

2.2)。
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図 2.2: 本解析の全体の流れをフローチャート図に表した。このフローに従って解析を進めることで
最終的に、選択した条件下で大きな発現量を持つ遺伝子を特定することができる。
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第 3章

結果

3.1 発現量が変動している遺伝子の同定
本解析で用いた 4 階テンソルを統計解析言語 R [22] で HOSVD により分解した。R には他の言

語同様、複数のデータ型が存在するが、この分解によって得られるのは、コアテンソルの要素を含む
Z と、4つの特異値行列からなるリスト U という二つのリスト型のデータである。Rのリスト型は、
どのような型のデータでも格納することができる [22] 。例えば、ベクトル型のデータには同じ型の
データを格納することしかできないが、これに比較してリスト型のデータはその要素に数値、ベクト
ル等、また、リスト自身をも持つことができ、複雑なデータを一つのオブジェクトに保有することが
できる。本解析では特に、リスト U の要素として、各添え字、i、j、k、lに対応した 4つの特異値ベ
クトル（ベクトル型のデータ）が格納されている。
本解析の目的は、Cd曝露により発現量が上昇する遺伝子 i を同定することでありその中でも特に
大きな発現量を同定することである。我々は、行列 ul1i において、母体の Cd曝露に対して差異が
あり、バイオロジカルレプリケートに対して不変性を示し、何らかの時間依存的なパラメータ l1

′ を
決定することから始めた。このようなパラメータ l1 をコアテンソル Z 中の要素の絶対値をもとに見
出すことができれば、l1 を ul1i に代入して目的の遺伝子 iを得ることができる。そのために、まず、
l2、l3、l4 を選択した。
まず、特異値行列のリスト U から ul2j を抽出し、列ベクトル上の値を確認した。l2 = 1としたの

は、バイオロジカルレプリケートにおいては、同一条件下で実験が行われており、互いに個体差がな
いのが理想であり、小個体差が小さいほど好ましいからである（図 3.1）。
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(a) U1j (b) U2j (c) U3j

図 3.1: この棒グラフは、特異値行列 ul2j の列ベクトル上の値を表したものである。(1列目: (a)、2

列目: (b)、3列目 (c)). 本解析においては、同一条件下での個体間の遺伝子発現のばらつきがないこ
とが望ましい。そこで、l2 = 1 を選択した。

次に、ul3k から l3 を選択した。単調な増減に従う時間依存性を抽出することで、生後日数が経過
するにつれて発現量が上昇するのか下降するのか、より適切に解釈できるため、単調な減少に従う l3

= 2を選択した（図 3.2）。

(a) U1k (b) U2k (c) U3k

図 3.2: この棒グラフは、特異値行列 ul3k の列ベクトル上の値を表したものである。 (1列目: (a)、
2列目: (b)、3列目: (c)). 目的は、Cd曝露により発現が時間依存的に変化する遺伝子を選択するこ
とである。そこで、PND に対して単調な減少を示す l3 = 2 を選択した。

次に、ul4l から l4 を選択した。本研究では、Cd曝露の有無に対して、発現差異の認められる遺伝
子を同定することを目的としているため、l4 = 2 を選択した（図 3.3）。
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(a) U1l (b) U2l

図 3.3: この棒グラフは、特異値行列 ul4l の列ベクトル上の値を表したものである。 (1列目: (a)、2

列目: (b)). 本解析の目的は、Cd曝露による遺伝子発現レベルの違いを示す遺伝子を選択すること
である。そこで、明確に正負で値が異なっている l4 = 2 を選択した。

ここまでで、l2 = 1、l3 = 2、l4 = 2 を選択したことにより、同一条件下で個体差が小さく、母親の
Cd曝露量に対して差があり、経時的に発現量が減少する傾向を示す遺伝子を同定する準備ができた。
次に、コアテンソルのリスト Z を取り出し、G(l1, 1, 2, 2)というように、コアテンソル G のパラ

メータを指定することで、長さ 12,795のベクトルを得た。このベクトル上で絶対値の大きい l1で示
される要素は、パラメータ l2 = 1、l3 = 2、l4 = 2 の依存性に従い、元のテンソルに大きく寄与して
いる。
元のテンソルの次元が大きいため、ベクトル G(l1, 1, 2, 2) 上の 19番目以降の要素は非常に小さい
値となっている。図 6では 1～18番目の要素の値のみを示している。そこで、ul1i に代入する l1 の
値として、絶対値の大きな l1 = 3, 11, 14を選択した。これらを ul1i に代入することで、3つのベク
トル、u3i,、u11i、u14i を得る。
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図 3.4: コアテンソル上の（l2 = 1, l3 = 2, l4 = 2）を持つベクトルの値を、第 1要素から第 18要
素まで棒グラフで表したものである。最も値が大きいもの、上位 3つ（l1 = 3, 11, 14）を選択した。
19番目以降の要素は、分解前のテンソルのランクの関係で、値が非常に小さいため省略した。

比較的発現量の大きい遺伝子を特定するため、u3i,、u11i、u14i がそれぞれ独立に正規分布に従う
と仮定し、χ二乗検定を用いて 、χ二乗分布によって p 値を割り当てるために、この 3つのベクト
ルを用いて、Rで pchisqコマンドを実行した。さらに、各遺伝子 i の p 値を p.adjust コマンド
で BH法を用いて多重比較補正し、p 値が 0.05 未満の i を選択した。ここで選択された遺伝子 i は、
関心のある依存性に従っており、発現量が非常に大きい遺伝子に相当する。ここまでの過程で、合計
12,795 個の遺伝子から、全体の約 1.6％に相当する 204個が選択された。

3.1.1 gProfilerによるオントロジー確認
「gProfiler」*1は、主にバイオインフォーマティクス、アルゴリズム、データマイニングについての
研究を行っているエストニアの研究グループである Bioinformatics Algorithmics and Data Mining

Group（BIIT）が開発したウェブツールである。上記の解析で得られた 204 個の遺伝子に対して、
gProfiler を用いてエンリッチメント解析を行い、オントロジーを特定したところ、表 3.1に示すよ
うな結果が得られた。

*1 https://biit.cs.ut.ee/gprofiler
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表 3.1: エンリッチメント解析結果。gProfilerを用いた、204遺伝子のエンリッチメント解析につい
て、ヒットしたオントロジー、データベース ID、各オントロジーの p値を記録している。この p値
は補正 p値である。

Database Term Name Term ID P-Value

KEGG Metabolic pathway KEGG01100 1.661E-6

KEGG Activation of platelets KEGG04611 2.294E-2

REAC Lipid metabolism R-HSA-556833 1.107E-2

GO BP Ionic transport GO0006811 2.741E-8

GO BP Cell adhesion GO0007155 4.702E-6

GO BP Intracellular signaling GO0035556 4.207E-6

GO BP Cellular protein modification process GO0036211 5.519E-9

GO BP Regulation of gene expression GO0010468 1.241E-8

GO BP RNA metabolism GO0016070 9.895E-11

GO CC Mitochondria GO0005739 1.990E-4

GO CC Endoplasmic reticulum GO0005783 1.990E-3

表 3.1より、ヒットしたオントロジーの中に、「脂質代謝」、「細胞内シグナル伝達」、「遺伝子発現
制御」、「ミトコンドリア」、「小胞体」などがあることがわかる。エンリッチメント解析において、複
数のオントロジーがヒットすることが、モデル選択を正当化する一つの理由となっている。解析に失
敗した場合、モデルが不適切であった可能性が高く、今回のように複数のオントロジーがヒットする
ことは稀である。

3.1.2 解析結果の評価
本解析では、単純なテンソル分解モデルを用いて、PND に対して単調減少し、Cd曝露の有無に

よって発現量が変化する遺伝子 204 個を同定した。単調減少の PND依存性は、解釈を明確にするた
めに選んだもので、PND1から PND42にかけて、徐々に減少する遺伝子の中でも特に大きな発現量
を持つものを同定したことを示す。前述のように、Jacksonらの解析では経時的に変化する遺伝子の
同定は試みられておらず、この点で、我々の解析は新規性があるものだと考えられる。さらに、同定
された 204個の遺伝子は全体の約 1.6％に相当し、Jacksonらの発現変動解析や、前述の重回帰モデ
ルと比較すると、過剰発現遺伝子の数はかなり減少している。また、エンリッチメント解析では、関
連性が高いと思われるオントロジーが複数含まれており、この解析結果は信憑性があるものであると
考えることができる。
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考察

4.1 同定された遺伝子の機能
本研究は、インスリンシグナル伝達が阻害されるメカニズムを明らかにすることを目的とした。ま

ず、ERAD関連遺伝子が過剰発現しているかどうかを確認した。
前述したように、ERAD 誘導時にはユビキチン-プロテアソーム系がたんぱく質の分解を促進す

る。得られた遺伝子の中には、E2ユビキチンリガーゼ活性を持つ UBE2E3 (ubiquitin-conjugating

enzyme E2 E3) [23]、E3ユビキチンリガーゼ活性を持つ AMFR(autocrine motility factor recep-

tor) [24]、転写因子 E4F1 (E4F1) [25] や、TRIM32(tripartite motif-containing protein 32) [26]

などユビキチンリガーゼ活性に関与する遺伝子が含まれていた。また、これらの活性を制御している
COMMD9 ( COMM domain-containing protein 9 ) [27] も含まれていた。
プロテアソーム関連遺伝子としては、26sプロテアソームのサブユニットをコードする PSMC2 [28]

や、プロテアソーム活性化因子複合体 PA28 の 11S 調節因子の一部である PSME1(proteasome

activator complex subunit 1) [29] が高発現していた。このように、ユビキチン-プロテアソーム系
に関与する複数の遺伝子が高発現していることは、ERADが誘導されていることの根拠になると考
えられる。
免疫反応に中心的な役割を果たす NF-κB (Nuclear factor-κ B) 経路に関与する遺伝子の高発現も

認められた。NF-κBと間接的に相互作用する TBK1 (TANK-binding kinase 1) [30]、NF-κB経路
の活性化因子である CARD11 (caspase recruitment domain-containing protein 11) [31]、負の調
節因子である COMMD9 [32] などの遺伝子が含まれていることは、NF-κB の発現量にも変化があ
り、何らかの作用を加えている可能性を示唆している。

NF-κB はサイトカインである TNF-α によって活性化されることが知られている。本解析結果
では、TNF-αのプロモーターを活性化する受容体である NFAM1 (NFAT activating protein with

ITAM motif 1) [33] の高発現が認められた。このことから、TNF-α も高発現している可能性があ
る。これまでの研究で、TNF-α の発現と ERADの発生という二つの生体現象の間には、正の相関
があることが示されており [34] 、本研究の結果はこの知見と一致するものであると考えることがで
きる。

ERAD反応過程は ATP依存的であることから、ATP産生を上昇させる遺伝子が高発現している
かどうかを確認した。解析結果にはATP合成を触媒する酵素のサブユニットをコードする ATP5G1
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(ATP synthase membrane subunit c locus 1) が含まれていた。
次に、解糖系や脂肪酸代謝の代謝産物は電子伝達系に運ばれ、ミトコンドリアでの ATP産生を促

進するという知見をもとに、これらに関わる遺伝子が解析結果に含まれているか確認した。電子伝達
系に関わる遺伝子としては、電子伝達複合体酵素の組み立ての安定化に関わる NDUFAF7(NADH

ubiquinone oxidoreductase complex assembly factor 7) [35] と、電子伝達系機能を負に制御
する ETFBKMT (electron transfer flavoprotein subunit beta lysine methyltransferase) [36] が
高発現していた。また、電子伝達系と解糖系をつなぐ酵素である DLAT (dihydrolipoamide s-

acetyltransferase) [37] も高発現していた。
脂肪酸代謝に関わる遺伝子としては、脂肪酸分解を促進する GPIHBP1 (glycosylphosphatidyli-

nositol anchored high density lipoprotein binding protein 1) [38] と、脂肪酸代謝の場であるペル
オキシソームの成長因子活性化受容体をコードする PPARA (peroxisome proliferative activated

receptor alpha) [39] が高発現していた。これらの代謝物が電子伝達系に移行することを考えると、
解糖や脂肪酸代謝に関与する遺伝子の活性化と、電子伝達系関連遺伝子の高発現は互いに関与してい
る可能性がある。また、これらの解糖系や脂肪酸代謝に関わる遺伝子の高発現により電子伝達系が活
性化されている可能性が十分に考えられる。
さらに、スフィンゴ脂質の生合成に関わる遺伝子である、Serine SPTLC2(serine palmitoyltrans-

ferase, long chain base subunit 2) [40] と SAMD8 (Sterile alpha motif domain containing 8) [41]

が高発現していた。このことは、細胞がスフィンゴ脂質を過剰に合成している可能性を示唆して
いる。

4.2 同定した遺伝子によるインスリン代謝阻害機構の推定
母体の Cd曝露の影響は胎児にも及ぶことが知られている [42] 。細胞内に過剰に取り込まれた Cd

はたんぱく質のフォールディングを阻害し、これが ERAD の発生につながる。前述のとおり、本
解析結果で得られたユビキチン-プロテアソーム系に関わる遺伝子の高発現が ERAD 発生の裏付け
となり、また、解糖系、脂肪酸代謝系、電子伝達系に関わる遺伝子の高発現が ATP合成を促進し、
ERADの反応機構を活性化している可能性が示唆された。ERADと TNF-αの発現量が正の相関を
示し、TNF-αと NF-κBの関連遺伝子が高発現していることから、TNF-αが細胞内で過剰分泌され
ている可能性も示唆された。

TNF-αは ASMase（酸化スフィンゴミエリナーゼ）を活性化することが知られており、ASMase

はスフィンゴ脂質の産生を促進することが知られている。本解析では、スフィンゴ脂質合成に
関わる遺伝子の高発現も確認され、スフィンゴ脂質の蓄積が起こっている可能性が示唆された。
スフィンゴ脂質の一つであるセラミドの蓄積は、ROS(Reactive Oxygen Spicies) の過剰産生を
引き起こす。さらに、電子伝達系の反応過程においも ROS が発生する。ROS を介した酸化ス
トレスは、ASK1 (apoptosis signal-regulating kinase 1) を活性化することが知られている [43]。
PISD(Phosphatidylserine decarboxylase proenzyme)は、本研究で同定された高発現遺伝子の一つ
であるが、PISDもまた、ASK1の活性化に役割を果たす。

ASK1は JNK を活性化し、JNK (c-Jun N-terminal kinases)は、インスリンシグナルにおいて決

18
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定的な役割を果たす IRS1の 307セリン残基をリン酸化することで不活性化させる。従って、TNF-α

によるセラミド蓄積を介した酸化ストレスによるインスリン抵抗性発症の経路を本解析結果から推測
することができる。しかし、本解析では、ERADと TNF-α の高発現がどのような機序によって正
の相関を示すのかについては、推測することができなかった。
また、上記の遺伝子以外にも、表 1に示すように、gProfilerによるエンリッチメント解析におい
て、「遺伝子発現の制御」や「RNA代謝」などのオントロジーもヒットしていた。これは、遺伝子の
発現量が何らかの機序で変化していることを示唆しているが、その具体的なメカニズムは本研究では
明らかにすることができなかった。また、ERAD発症時のストレス回避の最終手段であるアポトー
シスに関連する遺伝子も多数見つかったが、今回推測したインスリン抵抗性獲得経路とアポトーシス
が実際にどのように関連しているのかは不明である。今後は、これらの因子がどのように関与してい
るのか、特に遺伝子発現変化の原因や影響に関する部分や、ERADと TNF-αの関連性について、重
点的に解明していく必要があると考えている。
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第 5章

結論

妊娠中の Cd曝露が子孫のインスリン代謝を阻害するという研究報告に基づき、この生物学的現象
の 原因を解明するために、肝臓トランスクリプトーム解析データを用いたテンソル分解により 204

個 の過剰発現遺伝子を同定した。
解析結果として得られた遺伝子中には、ERADの形成やストレス回避経路であるユビキチン・プ

ロテアソーム系に関わる遺伝子も含まれており、Cd毒性によってたんぱく質のフォールディングが
阻害されていることが示唆された。また、スフィンゴ脂質の産生、電子伝達系に関わる遺伝子群、ま
た、電子伝達系に代謝産物を提供する代謝経路上の遺伝子群も高発現しており、細胞内の酸化ストレ
スが過剰であることが示唆された。上記の ERADと細胞内酸化ストレスの結果は、Jacksonらの結
果と一致した [20]。
また、TNF-αは、Cd毒性による ERADとスフィンゴ脂質の高発現をつなぐ役割を担っている可

能性が示唆されている。TNF-αのプロモーターをコードする遺伝子や NF-κBに関連する遺伝子が
高発現していることはこの仮説を支持するものであった。しかし、この解析では、ERADと TNF-α

の関連性の具体的なメカニズムを明らかにすることはできなかった。
TNF-αとスフィンゴ脂質の関連性から、TNF-αが ASMaseを活性化することによりセラミドの

過剰産生を引き起こしているという経路を推定することができた。インスリン抵抗性の獲得経路に関
しては、細胞内酸化ストレスが寄与している可能性が推定できた。転写レベルでの遺伝子発現の変化
に及ぼす Cdの影響については、引き続き調査する必要がある。
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付録

多重比較補正
仮説検定を複数回実行する際、一般に繰り返した検定の数が大きいほど、偶然仮説が棄却される可

能性は高くなる。このような複数回繰り返された検定全体において帰無仮説が棄却されるされる可能
性のことを「familywise error rate」という。例えば、有意水準 α = 0.05 の検定を 20回繰り返した
とき、一回でも帰無仮説が棄却される可能性 (familywise error rate) は 0.642であるのに対して、こ
れを 100回繰り返したときの familywise error rate は、0.994である。検定を繰り返し複数回行う
（多重比較する）際は、回数の増加に応じて familywise error rate が大きくなるという事実を考慮し
て、検定の有意水準を当初の設定値よりも小さくしなければ、本来棄却されることがない帰無仮説を
棄却してしまうということが起こりうる。
この問題を是正する方法、つまり、familywise error rateを調整する方法を総称して多重比較補正
と呼ぶ。これには複数の方法が考えられるが、大きく二つに分けられる。一つは、F統計量や t統計
量などの統計量に基づいた方法である。もう一つは、Ｐ値のみを調整する方法である。このうち、本
解析で用いた BH法は後者にあたるものである。特に BH法は false discovery rate (FDR) を調整
する方法である。FDRとは、「検定結果が有意になった数の中の、偽陽性の割合」を示す値である。
帰無仮説が棄却された検定の数を R、実際には真である帰無仮説を棄却した検定の数を v と置くと、
FDRの定義は以下のようになる。

FDR =
v

R

R は検定結果から得られる観測可能な値であるが、一方で v は観測不可能である。そこで FDR

は、目的に応じた値に設定される [44] 。
v は観測不可能であることから、Rを調整する、つまり棄却される帰無仮説の数を調整することで

FDRが調整できる。



第 5 章 付録

BH法 (Benjamini & Hochberg法)

BH 法は、1995 年に Benjamini と Hochberg によって発表された FDR を調整する方法であ
る [44]。ここでは、実際のアルゴリズムを示す [45] 。

(1) 任意の FDRを定める。この値を αとする。

(2) m個の帰無仮説それぞれに対して検定を行い、p 値を計算する。

(3) 検定によって得られたm 個の p 値を昇順に並べて p1 ≤ p2 ≤ ... ≤ pm とする。ここで、帰
無仮説 i に対応する p 値を pi とする。

(4) j = m とおく。

(5) pj ≤ α j / m ならば、(6)に進む。そうでなければ、j = j − 1 として、この手順を繰り返す。
ただし、j = 1 となったとき、どの帰無仮説も棄却せずに、終了する。

(6) 帰無仮説 1、帰無仮説 2、・・・、帰無仮説 j を棄却して、終了する。

(6)の過程によって、棄却される帰無仮説の数を減らし、FDRを調整する。
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