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研究成果の概要（和文）：RNA修飾を迅速かつ簡便にマッピングする技術の確立は今後のエピトランスクリプト
ミクス研究に欠かせない基盤技術である。本研究では、ナノポアシーケンサーを用い、RNAに含まれる様々な修
飾を検出する技術の確立を目指している。大腸菌から精製した全44種類のtRNAのナノポアシーケンスを行い、
個々の電流値のデータを畳み込みニューラルネットワーク(CNN)に深層学習させた。テストデータを用い、精度
の検証を行ったところ、全44種類のtRNAを平均で98%を超える高い精度で分類することに成功した。また、たっ
た一か所のtRNA修飾の有無を判定することにも成功した。

研究成果の概要（英文）：For expanding world of epitranscriptomics, it is necessary to establish an 
innovative technology to profile and analyze cellular tRNAs with their modification status. 
Nanopore-based sequencing is a unique method capable of directly analyzing RNA molecules without 
cDNA conversion. We aim to establish a practical method for classifying cellular tRNAs with their 
modification status using the ONT’s nanopore sequencer. We isolated all 44 species of E. coli tRNAs
 and nanopore-sequenced each of them individually. All tRNA datasets were used for deep learning 
using a convolutional neural network (CNN). After examining various learning models and increasing 
the number of epochs, we succeeded in raising the classification accuracy to a practical level (>98%
 on average). In addition, we successfully discriminated tRNAs with or without single modification 
with high accuracy, demonstrating that the nanopore clearly recognizes the change in ion current 
signal caused by a single RNA modification.

研究分野： 分子生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果は、エピトランスクリプトミクス研究の基盤技術を提供し、RNA修飾が担う機能と、普遍的な生命現
象との関わりを明らかにすることで、学術的に貢献するだけでな、将来的なエピトランスクリプトミクス創薬や
食料問題など、様々な経済的価値の創出に大きく貢献することが期待される。特に本技術は、がんや生活習慣病
などの疾患で変動するRNA修飾を、微量な試料を用いて、迅速にかつ正確に解析することが可能になるため、有
用なバイオマーカーが存在しない疾患領域においても、新しい診断法を提供できる可能性があると考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
RNA 修飾は RNA の構造と機能に付加価値を与えることで、転写後における遺伝子発現調節に
大きな影響を持つことが明らかになりつつある。これまでに約 150 種類の RNA 修飾が、様々な
生物種から見つかっている。真核生物の mRNA や non-coding RNA には、5’末端のキャップ構
造が知られてきたが、近年の次世代シーケンサー解析(NGS)を用いたトランスクリプトームの網
羅的な解析によって、イノシン(I)や N6メチルアデノシン(m6A)をはじめとする様々な修飾が見つ
かり、最近は RNA 修飾の研究をエピトランスクリプトミクスと呼び、転写後段階における新し
い遺伝子発現制御機構として、生命科学に大きな潮流を生み出している。 
特に tRNA は最も複雑に修飾された RNA 分子であり、これまでに見つかっている 約 150

種類の RNA 修飾のうち、約 8 割が tRNA から発見されたものである。近年、様々なヒト tRNA
修飾遺伝子の変異やそれに伴う修飾率の低下が疾患の原因となることが明らかとなりつつある。
あらゆる組織にユビキタスに存在する tRNA の修飾が欠損すると、なぜ特徴的な症状が生じる
かについては多くの議論があるもの よく理解されていないのが現状である。 tRNA 修飾病の発
症機構を解明するには、個々の tRNAにおいて修飾の種類と位置をマッピングする必要がある。 
 
２．研究の目的 
RNA 修飾の機能を正しく理解するためには、個々の RNA の分子のどの位置にどのような RNA 
修飾が存在するか、を精確かつ迅速にマッピングすることが不可欠である。高感度質量分析法
(RNA-MS)によるマッピングは高精度の計測が可能ではあるものの、相応の RNA 分子を単離精
製する必要があり、多検体を同時にマッピングしたり、ルーティンでの計測は困難を極める。ま
た、現状で用いられている NGS をベースとした手法は、いずれも RNA を cDNA に変換してシ
ーケンスするため、煩雑な作業を必要とし、偽陽性があり再現性が低いなど、種々の問題が内在
している。また、ほとんどの RNA 修飾の情報は cDNA 化の過程で消去されるという根本的な問
題がある。 

NGS の中で、唯一ナノポアシーケンサーのみが、RNA を直接解析することが可能な 1 分子シ
ーケンサーである。ナノポアシーケンサーは、膜タンパク質で作られたナノポアを通過する一本
鎖 DNA や RNA の電流値（ion current signal）を測定することで直接配列解析が可能な 1 分子シ
ーケンサーである。RNA 鎖の修飾塩基がナノポアを通過する際に、未修飾塩基とは異なる特徴
的な電流値を示すことが知られている。 
本研究において、私たちはオックスフォードナノポアテクノロジーズ(ONT)社が提供するナノ

ポアシーケンサーを用い、細胞から抽出した超微量な RNA に含まれる RNA 修飾の種類と位置
を特定する技術の開発に挑む。本取り組みは、従来の研究手法を根本的に変革しうる画期的かつ
実用的な技術開発である。 
 
３．研究の方法 
tRNA は最も高度に修飾された RNA 分子であり、ナノポアシーケンサー専用の base caller が個々の
RNA 修飾に対応できないために、tRNA の同定精度が低いという問題がある。そこで本研究では、 細
胞から抽出した全 tRNA を未分画のままナノポアシーケンスし、個々の tRNA が通過した際に生じる特
徴的な電流波形のパターンから、その配列を読むことなく 1 分子ごとに tRNA 種を特定するアルゴリズ
ムの開発を目指している。はじめに、ナノポアシーケンサーで tRNA を解析するためのアダプターをデ
ザインした。複数のアダプターを設計し、連結効率やアダプター部分の帰属のしやすさなどから最適な
ものを選択した。大腸菌から単離精製した全 44 種類の tRNA を用いて、ナノポアシーケンスにより個別
の tRNAの電流値を大量に取得した。このデータセットを畳み込みニューラルネットワーク(CNN)に深層
学習させることで、全 tRNA 種を分類するためのアルゴリズム（分類器）を構築した。テストデータを用い
た精度検証を繰り返すことで分類器の精度を極限まで高めた。また、個々の tRNA修飾を検出するため
のアルゴリズム（検出器）に関しては、野生株と tRNA 修飾酵素欠損株から同じ tRNA 分子を単離精製
し、ナノポアシーケンスしたデータを CNNで深層学習することで tRNA修飾の検出器を開発した。 
 
４．研究成果 
当研究室で開発された往復循環クロマトグラフィーを用いて、大腸菌から全 44 種類の tRNA を高度に
精製し、RNA-MS を用いて精製度を確認した。次に tRNA 用に特別にデザインしたアダプターを連結
し、ナノポアシーケンスを行い、個々の tRNA 分子の電流値を大量に取得した。この全 44 種類のデー
タを用い、CNN に深層学習させた。様々な学習モデルを検討し、エポック数を上げたところ、分類の精
度を実用的なレベルまで引き上げることに成功した。テストデータを用い、精度の検証を行ったところ、
全 44種類の tRNAを平均で 98%を超える高い精度で分類することに成功した。次に、様々な条件で培
養した大腸菌から未分画 tRNA を調製し、ナノポアシーケンスした電流値データを、tRNA 分類器で解
析した。実際に、各 tRNA の存在比を計測することに成功し、培養条件によって tRNA の発現量が大き
く変動する様子も観測された。イルミナのNGSシーケンスによって得られたリード数との比較から、tRNA
分類器の精度を検証し、ナノポア特有なバイアスなどについても補正することに成功した。さらに、tRNA
修飾の有無を判定する tRNA修飾検出器を作成するために、tRNA修飾遺伝子の破壊株から精製した
tRNA と野生株から単離した tRNAをそれぞれナノポアシーケンスし、CNNに深層学習させたところ、た
った一か所の修飾の有無を判定することに成功した。以上の研究成果は、ナノポアが tRNA の修飾状
態も含めた解析に適していることを示しており、今後はヒトの細胞から抽出した tRNA の分類と tRNA 修



飾の検出に向けた技術開発を目指していきたい。 
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