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研究成果の概要（和文）：本研究における最大の成果としては、確率的な制御関係を考慮して遺伝子発現データ
から制御因子を網羅的に予測する手法であるwPGSA（weighted Parametric Gene Set Analysis）法を開発したこ
とである（Kawakami et al. Nucleic Acids Research 2016）。wPGSA法による転写制御因子予測はアトピー性皮
膚炎に限らず、多くの生命現象・疾患において、今まで知られていなかった制御因子の関与を明らかにしてお
り、代表者が共同研究を行っているものだけで20以上の実験グループで利用されている。

研究成果の概要（英文）：The greatest result of this research is the development of wPGSA (weighted 
Parametric Gene Set Analysis) method which comprehensively predicts control factors from gene 
expression data taking stochastic control relationship into account (Kawakami et al. Nucleic Acids 
Research 2016). Prediction of transcriptional regulators by the wPGSA method is not limited to 
atopic dermatitis, but it has revealed the involvement of regulatory factors that have not been 
known until now in many life phenomena / diseases, and we are conducting joint research with more 
than 20 experimental groups.

研究分野：システム生物学
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１．研究開始当初の背景 
	 micro-RNA（miRNA）は 19-25塩基からな
る内在性の低分子 RNA であり、メッセンジ
ャーRNA（mRNA）に配列特異的に結合し、
mRNAの不安定化・翻訳抑制を介してタンパ
ク質産生を抑制する。miRNA による mRNA
の抑制は、発生・分化・免疫・代謝といった広
範な細胞内プロセスにおいて重要な役割を持
つことが分かっている。アトピー性皮膚炎に
おいても、いくつかの miRNA が発症に関与
することが示唆されている。さらに、miRNA
の生成に必須な RNaseIII ファミリータンパ
ク質 Dicer を欠損したマウスは薬剤誘導性ア
トピー性皮膚炎の症状が激化することが知ら
れている。 
	 ヒトゲノム上には 1000 種以上の miRNA
がコードされており、また一つの miRNA が
平均 100 以上の標的 mRNA を持つことを考
慮すると、miRNAによる遺伝子抑制ネットワ
ークは解明されていない部分が非常に多い。 
	 川上らのグループは、今までに網羅的細胞
内分子相互作用ネットワークおよび転写制御
ネットワークの構築を行ってきた。また、構
築したネットワークに複雑ネットワーク解析
の手法を適用することで、ネットワークの制
御機構及び特徴的な部分構造を同定すること
に成功している。数値シミュレーションが困
難な転写制御ネットワークのような大規模ネ
ットワークにおいて、このようなネットワー
クに基づいた解析は非常に有効な手法であり、
複雑な生命現象及び疾患を理解する手段とし
て世界的に活発に研究が行われている。 
 
２．研究の目的 
	 遺伝子の発現制御において、micro-
RNA(miRNA)によるメッセンジャーRNA 
の分解が重要 な役割を果たしている。本研
究では miRNA による網羅的遺伝子制御ネ
ットワークを構築し、 メッセンジャーRNA 
の発現変動から重要な miRNA を推定する
手法を確立する。さらに、そ の手法を応用
することで、アトピー性皮膚炎の発症に関
与する miRNA を同定し、その機能を 調べ
る。アトピー性皮膚炎は、複数の素因を持つ
多因子疾患であり、その発症機序は十分に
解明されておらず、予防法・治療法も確立さ
れていない。アトピー性皮膚炎の発症に関
与する miRNA を同定することは、特異的 
miRNA 阻害薬による予防・治療への応用が
期待できると共に、多因子疾患の発症機序
解明のモデルケースになると考えられる。 
	 本研究計画では、ネットワーク解析の手法
と、次世代シーケンサーを用いて得られる網
羅的遺伝子発現データを組み合わせることで、
アトピー性皮膚炎発症に関与する miRNA お
よびその制御ネットワークを網羅的に同定し、
アトピー性皮膚炎治療に繋げるための基盤研
究を行う。 
 
３．研究の方法 

(1)	統合的遺伝子制御ネットワークの構築	

	 複数の miRNA 予測標的遺伝子データベース、
統合的 miRNA 遺伝子制御ネットワークを構築
する。miRNA の標的は不完全な相補性を持つ
mRNA であるため、予測は容易ではない。そこ
で、複数のデータベースの予測結果を統合し
て、miRNA—mRNA 制御関係のスコアリングを行
い、重み付きネットワークを構築する。	
	
(2)	mRNA 発現変動データからの制御因子予測	

	 次世代シーケンサーによる RNA-seq から得
られた網羅的 mRNA 発現変動データから制御
に重要な miRNA を予測する手法を確立し、実
際のデータから予測を行う。	
	
①	予測手法の確立	

	 重み付きネットワークと Parametric	
Gene	Set	Enrichment	Analysis を組み合わ
せることで、mRNA 発現変動データから制御
に重要な因子を予測する手法を開発する。
従来の Enrichment 解析においては、標的
mRNA が発現上昇しているか低下しているか
という二値データを用いて、発現上昇（低下）
している標的を多く持つ制御因子を抽出す
るが、この方法だと RNA-seq によって得られ
る mRNA 発現変動の数値情報が失われてしま
う。標的 mRNA 発現変動の数値データを用い
て比較することで、数値情報も活用して制
御因子の予測を行うことができる。本研究
においては、mRNA 発現変動データと遺伝子
制御ネットワークの重みを掛け合わせるこ
とで、制御の重みも加味した重み付き
Enrichment 解析手法を確立する。	
	
②	実際の mRNA 発現変動データからの予測	

	 皮膚炎を誘導することがしられている
MC903,	 イミキモド,	 poly(I:C)によってヒ
ト正常皮膚角化細胞（NHEK 細胞）を処理し、
mRNA 発現変動と miRNA 発現変動を RNA-seq
によって計測する。mRNA 発現変動から上述
の重み付き Enrichment 解析によって炎症応
答の誘導・抑制に重要な miRNA および転写因
子を絞り込む。また、皮膚炎モデルマウスに
おいても同様に、皮膚組織の mRNA 発現変動
と miRNA 発現変動を RNA-seq によって計測
し、皮膚炎の発症・治癒に関連する制御因子
を網羅的に同定する。	
	
４．研究成果	
(1)	統合的遺伝子制御ネットワークの構築	

	 世界中の ChIP-seq データを再解析するこ
とにより、マウスの転写因子による転写制御
ネットワークを構築した（Kawakami	 et	 al.	
2016	Nucleic	Acids	Research）。この転写制
御ネットワークは、450 種類以上の転写因子
の結合情報に加えて、従来の転写因子の結合
モチーフ配列に基づく遺伝子制御ネットワー
クでは考慮されない『それぞれの転写因子が、
実際にどのくらいの頻度で各遺伝子の制御領
域に結合しているか』という情報を含む。さ



らに、複数の miRNA ターゲット予測データベ
ースを機械学習を用いて組み合わせることで、
統合的 miRNA 遺伝子制御ネットワークを構築
した。これを実験的に検証されている miRNA-
mRNA の結合を miRBase から取得し、検証を行
ったところ、個別のデータベースより高精度

で 予 測 が で き て い る こ と が 示 さ れ た
（Kawakami	et	al.	Unpublished）。	
	
(2)	mRNA 発現変動データからの制御因子予測	

①	予測手法の確立	

	 (1)で構築した重み付き制御ネットワー
クの情報を活用するために、従来の Gene	
Set	 Enrichment 解析に重み付き t 検定の
枠 組 み を 導 入した wPGSA （ weighted	
Parametric	Gene	Set	Analysis）法を考案
した（Kawakami	 et	 al.	 2016	 Nucleic	
Acids	Research）。wPGSA 法は従来の重みを
考慮しない手法に比べて、450 種類以上の
転写因子の影響を極めて高い精度で予測
できることが示された。wPGSA による遺伝
子発現制御因子予測は、アトピー性皮膚炎
に限らず、多くの生命現象・疾患において、
今まで知られていなかった制御因子の関
与を明らかにしており、研究代表者が共同
研究を行っているものだけで 20 以上の実
験グループの遺伝子発現変動解析に利用
されている。	

	

①	実際の mRNA 発現変動データからの予測	

	 皮膚炎を誘導することがしられている
MC903,	 イミキモド,	 poly(I:C)によって
ヒト正常皮膚角化細胞（NHEK 細胞）を処理
し、mRNA発現変動とmiRNA発現変動をRNA-
seq によって計測した。mRNA 発現変動から
上述の重み付き Enrichment 解析によって
炎症応答の誘導・抑制に重要な miRNA およ図１	 統合的miRNAネットワークと 
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図３	 薬剤処理 NHEK細胞におけるmiRNAのターゲットmRNA
発現量への影響とmiRNA自体の発現の関連 

 

 

 



び転写因子をしたところ、MC903 で 3 種、
イミキモドで 1 種、poly(I:C)で 15 種の
miRNA が広範な mRNA 発現変動に寄与して
いることが示唆された。	
また、実際の皮膚炎発症・治癒過程の遺伝
子制御メカニズムに迫るために皮膚バリ
ア因子であるフィラグリンを欠損したマ
ウスモデルを用いて、時系列 RNA-seq を行
った。フィラグリン欠損マウスモデルは皮
膚バリアの脆弱性を示し、乾燥環境下にお
いて発達段階で一時的に皮膚炎症状を示
すが、成長とともに症状が軽快する特徴を
もつ。得られた mRNA および miRNA の発現
変動データをwPGSA法によって解析するこ
とで、皮膚炎症状の発症と軽快に関連する
転写因子および miRNA が複数予測された
（論文準備中）。今後、ヒト正常皮膚角化細
胞で予測された制御因子と併せて、皮膚炎
との関連を実験的に実証していく予定で
ある。	
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