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研究成果の概要（和文）：ヒト・マイクロRNAの生起の時期をゲノムのシンテニー情報に依拠して同定する方法を開発
した。この方法により、1433のヒト・マイクロRNAそれぞれの生起時期を43種のゲノムDNAの比較により推定した。この
推定結果に基づき、マイクロRNAの生起の時期と有意に関連する限定された転写因子遺伝子の機能を明らかにした。ま
た、新規マイクロRNAの生起速度は、哺乳類進化の初期とヒト上科進化初期にピークを持つことを明らかにし、この時
期がヒト・トランスクリトームに影響した可能性示した。

研究成果の概要（英文）：A method to identify the evolutionary period of origin of human microRNAs (miRNAs)
 was established based on the genome synteny information. Applying the method to the genomes of 43 species
 estimated the period of origin for each of 1433 human miRNAs. Based on the estimation, the categories of 
transcription factors significantly associated with the evolutionary periods of origin of human miRNAs wer
e specified. Furthermore, the rate at which human miRNAs originated was shown to have two peaks at the ear
ly phase of mammalian evolution and at the initial phase hominoid evolution, suggesting the effects of the
 two periods on the human transcriptom.
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１．研究開始当初の背景 

 遺伝子の使われ方、つまり遺伝子の制御
機構を知ることは、生命の成り立ちを理解
する鍵の一つである。他の遺伝子を制御す
る遺伝子として、二つの範疇がある。一つ
は転写因子、もう一つはマイクロ RNA であ
る。いずれも約 1000 のメンバー遺伝子を擁
し、密な遺伝子制御網を形成している。こ
れらマイクロ RNA と転写因子は互いに協調
的な制御を行うことが知られるようになっ
た。また、本報告者の先行研究は、マイク
ロ RNA が進化の過程で有意に遺伝子制御網
に冗長性をもたらすことを示した。このよ
うな協調的制御は、これまで主に保存され
たマイクロ RNA とターゲットの間で調べら
れてきた。 
一方、マイクロ RNA は、進化の過程で早
い生成と消滅を経る事が明らかにされた。
このことから、新たに生起したマイクロ RNA
と転写因子との協調的制御を調べることに
より、協調的制御の動的な進化過程を明ら
かにすることが期待された。特に、哺乳類
のゲノム配列が 30 種以上で決定され、ゲノ
ム DNA の比較を網羅的に行うことが可能と
なった。 

 

２．研究の目的 

 マイクロ RNA と転写因子との協調的制御
の進化過程をゲノム DNA の比較に基づいて
解明する。まず、比較ゲノムによるマイク
ロRNAの生起時期推定の方法論を確立する。
確立した方法を用い、諸種の哺乳類ゲノム
配列からヒト･マイクロRNA個々の生起時期
を推定する。 
推定に基づき、各マイクロ RNA 生起時期
によって、いかなる機能が転写因子との協
調的制御によって形成されるかを、転写因
子の機能分類によって明らかにする。 

 

３．研究の方法 

（1）データの取得 

下記いずれも公開データベースを使用 
① 欧州分子生物学研究所（EMBL）から
シンテニーを考慮した哺乳類 35 種の
ゲノム DNA 配列を、58,159 アライメン
トブロック（EPO35）と 19 種、11,282
アライメント･ブロック（Pecan19）と
して取得。 
② カリフォルニア大学サンタクルズ
校（UCSC）のデータベースからペアワ
イズ･ゲノムアライメントと 46 種の中
立距離付種系統樹を取得 
③ マンチェスター大学 miRBase より
1,523 ヒト･マイクロ RNA 配列情報を
取得。 

（2）マイクロ RNA オーソログの同定法 

 ヒト･マイクロ RNA の前駆体マイクロ RAN
のゲノム座標に対応するゲノム配列をマル
チプル･ゲノムアライメントから切り出し
た。この際、前駆体マイクロ RNA が隣り合
う2つのアライメント･ブロックにまたがる
場合は、二つのブロックが 2 塩基以下のギ
ャップである場合のみ採用した。 
切り出した前駆体マイクロ RNA 配列全て
について二次構造エネルギー（Folding 
energy）を計算した。計算は RNAlold を用
いた。ヒト 1,523 前駆体マイクロ RNA につ
いても同様に folding energy を計算し、そ
の 全 て の 99.5 パ ー セ ン タ イ ル 値 
-13Kcal/mol を得た。 
他種の対応する候補マイクロ RNA をオー
ソログとするための 2 つの基準を以下の様
に定めた。 
基準 1：二つの可能なシード配列の少なくと
も一方の配列がヒト･マイクロ RNA のシ
ード配列と完全一致する。（ヒトにおい
てシード配列が一つのみの場合、それと
完全一致しなければならない。） 
基準 2：Folding energy が-13Kcal/mol より
低い。 
哺乳類のアウトグループにあたる脊椎動
物については、ヒトゲノムとのペアワイ
ズ・ゲノムアライメントを用いているので、
その場合にも同様の基準 1，2を用いてオー
ソログを同定した。 

（3）マイクロ RNA 各々の生起時期の推定 

取得したゲノムアライメントとマイクロ
RNA 配列・アノテーション情報の全てをロー
カルサーバに置き、一連の計算プログラム
を作成した。本研究で確立した推定法は、
下記研究成果に記した。 

（４）転写因子のターゲット予測と分類 

マイクロ RNA ターゲット予測は PITA と
TargetScan を用いた。転写因子の分類は 
Gene Ontology に従った。 
 

４．研究成果 

（1）ゲノムシンテニーに基づくマイクロ
RNA 生起時期の推定法の確立 

 解析に供した 43 種について、ヒトと他
の種または系統（クレード）との分岐点が
16 となった。この分岐点によりヒトに至る
哺乳類の進化過程を 16 区間に分割した（だ
だし、原獣類分岐以前の保存を示す 1 区間
を含む）。 
種の系統樹に従って最節約法により、マ
イクロ RNA オーソログの生起した区間を同
定した。この際、低カバレージゲノムでは
シンテニー情報が曖昧となるため、偽陽性
のオーソログを同定する機会が増える。こ



の点に対処するため、高カバレージゲノム
により支持されるオーソログを優先し、低
カバレージゲノムによる支持の場合は 2 種
以上で一致する場合に、オーソログとして
採用する基準とした。 
以上の過程を一連のプログラムのパイプ
ラインとして構築した。過程の形式的記述
は、論文発表にて示した。 

（2）ヒト･マイクロ RNA 生起時期の推定 

ヒト･マイクロ RNA 1,523 のうち、ゲノ
ムアライメントを得ることのできた 1，
444 マイクロ RNA について、上述のように
確立した生起時期推定法を適用した。RNA
二次構造が計算により不安定とみなされ
た 11 マイクロ RNA をのぞき、1,433 マイ
クロ RNA の生起時期を推定した。各過程の
流れと生起時期が同定されたマイクロ
RNA の内訳を下図に示す。  

（3）ヒト･マイクロ RNA 生起速度の推定 

分岐により 16 に分割した哺乳類の進化
過程の区間それぞれの中立距離あたりの
新規ヒト･マイクロ RNA 生起数をもって生
起の速度とした。 
その結果、哺乳類進化の初期において種
が放散する時期と、ヒト上科進化初期の二

つの区間にピークがあることが分かった。
後者のヒト上科進化の初期には、中立的置
換による距離 0.01 あたり 260 のマイクロ
RNA が生起したと推定できた。 
図中グラフがヒト･マイクロ RNA の生起
速度を示す。図中の上部横線の区切り線の
間が 16 の区間を示す。矢印ａとｂが速度
ピークの二区間を示す。ａの区間は
Atlantogenata（異節類＋アフリカ獣類）
の分岐とローラシア獣上目分岐との間、ｂ
の区間はアカゲザル分岐とテナガザル分
岐の間に相当する。 
 ヒト･マイクロ RNA レパートリーのうち、
53％は真猿亜目（Simian）の進化過程で生
じ、その中で、28％はヒト上科の進化過程
で生じていた。一方、哺乳類以前から保存
されているヒト･マイクロRNAは15％に過
ぎなかった。 

（4）シミュレーションによる検証 

 推定の阻害要因となる次の 2 点につい
てシミュレーションによる検証を行った。 
① 一つの系統が多くの種により構成さ
れていれば、その系統でオーソログ
が同定される機会が増す。系統を構
成する種の多寡による推定結果への
影響を評価するために、複数の種に
より構成される系統からランダムに
1つの種を選び、上述の生起時期推定
のパイプラインを適用して結果を得
る。この過程を 1 万回繰り返して、
各区間のマイクロ RNA 生起速度に対
する影響を調べた。その結果、2つの
速度のピークは有意に支持された。 

② ヒト･マイクロ RNAの miRBase のアノ
テーションに不確かさが含まれる場
合を想定して、より厳しい２つの基
準でヒト･マイクロ RNA を選択し、上
述の生起時期推定の方法で推定した。 

基準１：Folding energy が-20.5Kcal/mol
より低い（全ヒト前駆体マイクロ RNA
の 95 パーセンタイル値）。 
基準 2：Folding energy ＜ -20.5Kcal/mol
に加えてヒトにおいて 2 つの成熟マイ
クロ RNA が確認されていること。 

上図に示すように、miRBase からヒト･
マイクロRNAをより厳しく選抜する基準1、



2のいずれを用いても2つの速度のピーク
は支持された。これにより、データベース
が持ち得る潜在的な誤りのアノテーショ
ンに対して結果が頑健であることが示さ
れた。 
 
（4）マイクロ RNA 生起時期と転写因子との
関連の解明 

転写因子遺伝子に存在するマイクロ
RNA のターゲット数とその他の遺伝子の
ターゲット数を比較した。マイクロ RNA
の生起時期に関わらず、転写因子は有意に
多くのマイクロ RNA のターゲットを持つ
ことが示された。ただし、3’UTR が長け
れば、偶然により多くのターゲットを持つ
場合がある。この点で、転写因子遺伝子は、
他の遺伝子に比べて有意に長い 3’UTR を
持つことが明らかになったので、3’UTR
の長さで補正する方法を用い検定した結
果、3’UTR 長に比しても転写因子のマイ
クロ RNA ターゲット数は有意に多いこと
が明らかになった。 
 さらに、転写因子の機能を Gene 
Ontology により細分した。すると、一部
の細分化された転写因子の機能は、マイク
ロ RNA の生起時期に関連して有意にター
ゲット数が変化することが明らかになっ
た。新規に生じたマイクロ RNA による転写
因子遺伝子との協調は、いくつかの限定さ
れた機能において有意に認められた。この
結果の詳細は論文投稿中である。 
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