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緒 言 

 

マイクロRNA（miRNA）は生体内に存在する機能性小分子RNAであり、特定の標的遺伝子への結合を介してタン

パク質への翻訳過程を制御している。miRNAは悪性腫瘍や免疫関連疾患など多彩なヒト疾患において、バイオマーカ

ーや治療標的としての役割が期待されている。生体内には数千種類ものmiRNAが存在するため、有用なスクリーニン

グ手法の確立が重要視されている。既存のスクリーニング手法は、比較的少数のサンプルを対象に一部のmiRNAに対

する発現定量比較験などの機能的実験により実施されており、より大規模かつ網羅的なスクリーニング手法の開発が望

まれていた。特に、商用アレイに搭載された一部のmiRNAのみがスクリーニング対象となっていることは、解析に網

羅性を下げるという観点において大きな課題となっていた。次世代シークエンサーに代表されるヒトゲノム配列解読技

術の発展により、数十万人規模もの大規模でヒト疾患ゲノム解析が行われる時代となっており、ゲノムビッグデータ解

析により同定された疾患感受性遺伝子の情報を活用した、新たなmiRNAスクリーニング手法の開発に期待が高まって

いる。 
本研究は、遺伝統計解析により、既に数百万人規模で多彩なヒト疾患に対して実施されたゲノム解析の成果を、

miRNA-標的遺伝子ネットワークと融合することにより、疾患ゲノム情報に基づくmiRNAおよび標的遺伝子のインシ

リコ・スクリーニング手法の確立を目的とする。 
miRNAデータ解析の主要なボトルネックとして、個々のmiRNAが翻訳制御する標的遺伝子との対応関係の複雑さ

と曖昧さが挙げられる。筆者らはこれまでに、大規模ヒト疾患ゲノム解析の一種であるゲノムワイド関連解析（genome-
wide association study; GWAS）と、複数のバイオインフォマティクス技術により予測されたmiRNAと標的遺伝子の

ペアが構成する高次元ネットワークとのつながりを、スーパーコンピューター上で網羅的に検討する遺伝統計解析手法

MIGWAS（miRNA–target gene enrichment analysis in GWAS）を新規に開発した［1］。MIGWASの開発により、

疾患ゲノム情報に基づく miRNA と標的遺伝子のペアの網羅的なインシリコ・スクリーニングが初めて可能になった。

本研究計画においては、MIGWASにおける解析パイプラインの更なる改良による網羅性の拡大と計算時間の短縮、組

織特異的miRNA発現情報のMIGWAS解析パイプラインへの統合を実施し、バイオマーカーとしてのmiRNAと標的

遺伝子の同定を図る。筆者らは、大規模疾患ゲノム解析の実施［2］と、疾患ゲノム情報から直接的にゲノム創薬およ

びドラッグ・リポジショニングを行う遺伝統計解析を展開しており［3］、本研究計画においても情報解析通じた疾患ゲ

ノム核酸創薬の推進を進めていく。 
 

方 法 

 

1 ．MIGWAS解析パイプラインの改良 
MIGWAS 解析パイプラインの改良を実施した。まず、miRNA が標的とする標的遺伝子のリストを、複数の推定ア

ルゴリズムから取得した。miRDB、MiRmap、PITA、TargetScan の 4 つの代表的なアルゴリズムを選定し、最新版

のヒトゲノム標準情報（hg19）上の遺伝子産物に対する、miRNAデータベース情報（r22）上のmiRNAの標的結合

スコアを同じ条件下で網羅的に計算した。従来のMIGWASにおいては、miRNAと標的遺伝子のスコアを1対1対応

の行の集合としてデータを格納していたため、数千万にものぼるmiRNA-標的遺伝子対応関係における該当情報のアク
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セスに時間を要していた。本研究においては新たに、miRNAと標的遺伝子の行列形式にデータを格納する方針を採用

することで、行列上の該当行列へと変更を行い、データアクセスの高速化を図った。また、実装するプログラムソース

コードをperlからpythonへと変更した。複数のソースコードにまたがっていた処理プロセスを一元化し、単一のソー

スコードのみで実行可能とした。さらに、既存の計算ライブラリパッケージを用いた並列計算処理機能（マルチスレッ

ド機能）を実装することで、解析時間の大幅な短縮を図った。 
2 ．組織特異的miRNA発現情報の取得 
疾患ゲノム情報とエピゲノム情報との統合において、数多くの組織から取得されたエピゲノム情報に対して別個に統

合を実施し、細胞組織間で解析結果を比較検討することにより、疾患における組織特異性を明らかにすることが可能で

ある。本研究において、公開データベースから組織特異的miRNA発現プロファイルを取得し、MIGWAS解析パイプ

ラインへの統合を実施した。細胞組織間におけるmiRNA発現プロファイルの差を補正する目的で、正規化処理を実施

した。 
組織特異的遺伝子発現情報を充実させる目的で、末梢血単核球における miRNA 発現情報を取得した。60 名の日本

人集団から取得された末梢血より、末梢血単核球を遠心分離で採取し、miRNA を含む短鎖 RNA 分画を抽出した。

SMARTer smRNA-Seq Kit（タカラバイオ社）を用いて、抽出した短鎖RNA分画からライブラリを作成し、次世代シ

ークエンサー機器HiSeq2500（イルミナ社）を用いてmiRNA発現量シークエンスを高深度にて実施した（1サンプル

あたり500万リード）。 
 

結果および考察 

 

1 ．MIGWAS解析パイプラインの改良 
MIGWAS 解析パイプラインにおける改良を実施した。1. miRNA-標的遺伝子におけるスコアの画一的な再計算、2.

データ格納方式の変更、3. プログラム言語の変更、4. 解析パイプラインの一元化、5. 並列計算処理の実装、を行った

ことで、一つのゲノムワイド関連解析結果に対する適用時間を、10日程度から、数時間へと大幅に短縮した（96 CPU
コアを有する大型計算機サーバーを使用した場合）。将来的に予定されている組織特異的miRNA発現情報のMIGWAS
解析パイプラインへの実装においては、数十～数百種類の細胞組織の各において、MIGWASを並列に実行する必要が

あり、データ計算量の増大が懸念されるため、本研究におけるデータ計算時間の短縮が効果的に働くと期待される。 
2 ．組織特異的miRNA発現情報のMIGWAS解析パイプラインへの統合 
公的データベースから取得した細胞組織特異的なmiRNA発現情報に対して、細胞組織間およびmiRNA間の分散を

考慮した正規化処理を実施した。異なる細胞組織間であっても、適切な正規化処理を実施することで組織特異性の

miRNA発現量の相対的な比較検討が可能となることを確認した。 
次世代シークエンサー機器を用いて末梢血単核球由来のmiRNA発現量定量を実施した。次世代シークエンサーのリ

ード上におけるクオリティ・スコアの評価を実施したところ、成熟したmiRNAの塩基長である22塩基までの範囲に

おいて良好なクオリティ・スコアが得られたことが確認できた（図1）。メッセンジャーRNAを対象とした場合と異な

り、次世代シークエンスを用いた miRNA の発現定量解析については明確な解析プロトコルが定まっていなかったが、

本成果により、より広汎な細胞組織、より大規模なサンプル数に対してのシークエンスの方向性を定めることができた。 
3 ．今後の研究方針 
本研究により、MIGWAS解析パイプラインの高速化と、組織特異的miRNA発現情報の取得が実施された。今後は、

各細胞組織別に、特異的に発現するmiRNAを対象としたMIGWASを実施することで、組織特異的なmiRNAインシ

リコ・スクリーニング機能の実装を進めたい。さらに、同定したバイオマーカーmiRNAに対しては臨床サンプル由来

の実証実験および機能解析実験を実施し、新たな疾患ゲノム核酸創薬の推進を図っていきたい。 
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図1．次世代シークエンサーと用いた抹消血単核球由来のmiRNAシークエンス結果 
末梢血単核球から抽出した miRNA を、イルミナ社の次世代シークエンサーHieq2500 を用いて発現定量解析した。

成熟miRNAの塩基長である22塩基を含む範囲で、良好なシークエンススコアが得られている。横軸にシークエンス

結果の塩基長、縦軸に各塩基長に対応するシークエンススコアを配置した。 
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