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研究成果の概要（和文）：生物の全遺伝情報が書かれた生物の設計図であるゲノムの中で，タンパク質には翻訳
されないが転写されて機能を発揮する非コードRNA遺伝子の解析のために，深層学習モデルに基づいたバイオイ
ンフォマティクス手法を開発した．配列の分類とクラスタリングに関して，既存の手法よりも優れた精度を達成
した．マーモセット消化管のメタトランスクリプトーム解析を実施して盲腸，横行結腸，糞便間における細菌叢
の遺伝子発現量の変化を明らかにした．さらに，アサガオの花弁での遺伝子発現データベースを構築した．

研究成果の概要（英文）：We developed a bioinformatics method based on a deep learning model for the 
analysis of non-coding RNA sequences in the genome, the blueprint of life that contains all genetic 
information. These sequences do not translate into proteins, but are transcribed to exert functions.
 This method achieved superior accuracy in sequence classification and clustering compared to the 
state-of-the-art methods. Moreover, we conducted a metatranscriptome analysis of the marmoset 
digestive tract, revealing the gene expression differences in the microbiome between the cecum, 
transverse colon, and feces. Furthermore, we constructed a gene expression database for petunia 
petals.

研究分野： バイオインフォマティクス
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
マイクロRNAを初めとする非コードRNA遺伝子の発見とその発現解析は，がんや発生などあらゆる分子生物学の課
題で重要である．本研究で開発した手法は，ゲノム配列から非コードRNA遺伝子を網羅的かつ高精度に発見する
課題の解決に向けて大きな前進となった．そして，生物医学分野の研究におけるモデル動物マーモセットおよび
モデル植物のアサガオのトランスクリプトーム解析のための最適なプロトコルを構築した．

※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。



 

 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 

 

１．研究開始当初の背景 

生物の全遺伝情報が書かれた生物の設計図とも言えるゲノムは，ヒトの場合，30 億の長さの

DNA 配列（A, C, G, T の 4 つの塩基の並び）から成る．そのゲノム上には，生物の体を作るタ

ンパク質のコード配列（mRNA），タンパク質には翻訳されないが転写されて機能を発揮する非

コード RNA 配列（ncRNA），転写されないその他の領域，が存在する．次世代シークエンサー

を用いたトランスクリプトーム解析は，タンパク質をコードする mRNA の発現プロファイルだ

けでなく， miRNA をはじめとして多数の非コード RNA の存在と発見およびその発現プロフ

ァイルを次々に明らかにしてきた．例えば，miRNA は主に mRNA の発現制御を行うことで知

られており，様々な発生段階，細胞の分化，がんなどの病気に深く関連していることが分かって

いる．このような非コード RNA には，open reading frame（ORF）やコドン使用頻度などのタ

ンパク質コード遺伝子に見られる一般的特徴がほとんど無い．非コード RNA をゲノム配列上か

ら網羅的に同定するためには，非コード RNA の機能と関連する二次構造情報を用いるなど，特

別なアルゴリズムが要求される．一方，RNA-seq 技術によりトランスクリプトームデータが容

易に入手可能となった現在，ゲノム配列からタンパク質コード遺伝子を予測する手法は，トラン

スクリプトームデータを組合せて精度を向上させるものが主流となっている．このように，タン

パク質をコードする遺伝子は高い精度でゲノム配列から同定されるようになったが，非コード

RNA 遺伝子の網羅的な同定についてはヒトなどの一部の生物種を除いてほとんど手つかずの状

態である．  

生物医学分野の研究において，マーモセットは霊長類のモデル動物として近年ますます使用さ

れるようになってきておりゲノム情報の整備が求められている．ヒトや霊長類のモデル生物で

あるマーモセットおよび植物のモデル生物であるアサガオの非コード RNA 解析のための最適

なプロトコルが期待されている． 

 

２．研究の目的 

(1) 次世代シークエンス技術を用いた，miRNA を初めとする非コード RNA 遺伝子の発見とそ

の発現解析は，がんや発生などあらゆる分野で重要である．本研究はこのような需要に対して，

トランスクリプトームデータを組合せてゲノム配列から非コード RNA 遺伝子を高精度に発見

するためのバイオインフォマティクス手法を開発することを主目的とする．そのために，これま

で主に画像解析に用いられてきた畳み込みニューラルネットワークや自然言語解析で用いられ

た言語モデル Transformer などの深層学習手法を，非コード RNA 配列のアライメントに適用

し，配列の分類とクラスタリングを行う手法を開発する． 

(2) マーモセットにおいて非コード RNA の同定・アノテーションを進めるために，マーモセッ

トの消化管などの組織，および非コード RNA が多く発現することが知られる生殖細胞を用いて

mRNA 解析および非コード RNA 解析を行う． 

(3) アサガオの非コード RNA 遺伝子を発見するために，リファレンスゲノム配列の精度を向上

し，遺伝子発現のデータベースを構築する．また，非コード RNA 遺伝子の機能解析を行うため

のゲノム編集技術の確立を行う． 

 

３．研究の方法 

(1) 非コード RNA 配列解析のバイオインフォマティクス手法の開発：これまで主に画像解析に

用いられてきた深層学習手法の畳み込みニューラルネットワークや自然言語解析で用いられて

きた言語モデルを，非コード RNA 配列解析に適用し，配列の分類やクラスタリング，そして機

能解析を行うというバイオインフォマティクスの分野で最新の手法を開発する． 

(2) 腸内細菌叢メタトランスクリプトーム解析：腸管部位間のマイクロバイオームの機能活性

を解析可能にする新規手法開発に向け，健常個体のコモンマーモセット選定を実施し，DNA お

よび RNA 抽出用の食道，胃，十二指腸，小腸，大腸，糞便のサンプリングを実施する． 

(3) 生殖細胞発生過程のどの時期に miRNA の産生や機能に必要な因子が発現しているのかを

明らかにするため，いくつかの発生過程の精巣・卵巣を用いて single cell 解析を行う．腸管部位

間のマイクロバイオームの機能活性を解析可能にする新規手法開発に向け，健常個体のコモン

マーモセットの食道，胃，十二指腸，小腸，大腸，糞便から DNA および RNA 抽出し次世代シ

ークエンサーによって RNA-Seq を行なう．更に霊長類における腸内細菌叢の生体恒常性維持に

果たす機能の解析をめざして，マーモセットにおいて帝王切開から人工哺育・育成・維持までの

技術を整備し，無菌マーモセットを作出する．性成熟に達した無菌マーモセット個体を用いて，

これまでに報告のない無菌の霊長類の消化管組織の遺伝子発現の解析に供する． 



 

 

 

(4) アサガオのリファレンス配列の再構築：アサガオの研究では，ゲノム配列を解読した東京古

型標準型をクローンで育成して用いる．サンプリングした葉から高分子 DNA を抽出してライブ

ラリーを構築し，1 分子リアルタイムシーケンサーで HiFi リードを取得する．リードは HiFi 

sam を用いてアセンブルする．さらに，Saphyr システムを用いて光学マッピングを行なう． 

(5) 花弁での遺伝子発現データベースの構築：東京古型標準型の花弁から，total RNA をプール

して，非コード RNA を探索する RNA-seq を行なう．また，アサガオのゲノム編集技術を確立

するため，CRISPRdirect を用いてガイド RNA を設計し，ゲノム編集用のバイナリーベクター

を構築し，東京古型標準型の未熟胚に由来する培養細胞にベクターを導入する．ゲノム編集した

遺伝子領域を PCR で増幅し，マイクロチップ電気泳動装置とサンガーシーケンスで解析するこ

とにより，変異が導入された個体を選抜する． 

 

４．研究成果 

 (1) これまで主に画像解析に用いられてきた深層学習手法の畳み込みニューラルネットワーク

や自然言語処理で用いられてきた言語モデルを，非コード RNA 配列解析に適用し，配列の分類

やクラスタリング，そして機能解析を行うというバイオインフォマティクスの分野で最新の手

法を提案した．具体的には，教師無し深層学習に基づく非コード RNA クラスタリングのアルゴ

リズム RNA-BERT（NAR Genomics and Bioinformatics, 4, lqac012 (2022)）を開発した．DNA

配列やアミノ酸配列などの非構造データ（非数値データ）をベクトル化する埋め込みという技術

が、DNA 配列モチーフの検出やタンパク質の機能予測の性能を向上させるために利用されてい

る。一方で、RNA 配列の効果的な埋め込み技術はこれまで開発されていない。本研究では、RNA

配列を効果的に埋め込むために事前学習アルゴリズムを適用して、構造情報や配列の文脈情報

を効果的に取り込んだ RNA 配列の埋め込みベクトルを計算する手法を開発した。事前学習によ

って得られた埋め込みベクトルの精度を検証するために、二つの基本的な RNA インフォマティ

クスの課題（構造配列アラインメントと遺伝子のクラスタリング）によるテストを実施し、既存

の方法よりも優れた精度を達成した（表１）． 

 

 
 Sensitivity PPV F1 Time (sec) 

RNABERT 0.881 0.947 0.913 288 

LocaRNA 0.862 0.922 0.891 13,221 

SPARSE 0.848 0.931 0.888 4,216 

RAF 0.865 0.938 0.900 1,423 

PARTS 0.860 0.931 0.894 432,585 

Dyalign2 0.706 0.913 0.796 601,104 

R-coffee 0.842 0.934 0.886 878 

TOPAS 0.879 0.938 0.908 2,103 

Foldalign 0.861 0.922 0.890 451,112 

DAFS 0.862 0.936 0.897 2,210 

 

 

(2) 2021 年度からの研究計画として腸内細菌叢に着目し，大腸や盲腸などの消化管各組織から

サンプル調製を行い，メタトランスクリプトームを実施した．腸内細菌叢は宿主の健康と密接に

関係しており，宿主細胞と協調的に働くことで一つの生体系を形成している．消化管に沿った腸

内細菌叢の機能的変化を解明するため，メタゲノムとメタトランスクリプトームを統合し，細菌

叢未知遺伝子の予測までを行う一連の解析手法を開発した．そして，健常個体のコモンマーモセ

ットを選定し，DNA および RNA 抽出用の食道，胃，十二指腸，小腸，大腸，糞便のサンプリ

ングを実施した．細菌叢の DNA と Total RNA 抽出後，次世代シークエンサーによって RNA-

Seq を行い，開発したバイオインフォマティクス手法を適用し，解析を行なった．その成果を論

文にまとめ，国際学術誌（mSystems, 7, e00520-22 (2022)）に掲載した．具体的には，本研究

では，複数の消化管部位にわたる細菌叢の機能変化を解析し，未知遺伝子の機能を予測する解析

手法を開発した．本手法の特徴は，複数の消化管部位にわたって細菌叢のゲノム配列を再構築す

ることで未知遺伝子を含む細菌遺伝子を同定すること（図１：A, B），メタゲノムとメタトラン

スクリプトームプロファイルの統合により，細菌叢のコミュニティ全体の遺伝子発現量だけで

なく，1 細胞あたりの遺伝子発現量を定量すること（図１：C, D, E）である．ベンチマークデー

表１：RNABERT と既存手法の RNA構造アライメントの精度と計算時間の比較 



 

 

タを用いて，本手法における細菌叢ゲノムの再構築精度を他手法と比較した結果，本手法は最高

精度を達成した．さらに，本手法の特徴である部位間細菌叢の同一遺伝子の同定により，遺伝子

発現プロファイルの空間共変動解析が可能になった．これにより，10,856 個の未知遺伝子の機

能の予測に成功した．本手法をコモンマーモセット消化管のメタトランスクリプトーム解析に

適用した結果，盲腸，横行結腸，糞便間における細菌叢の遺伝子発現量の変化は，その存在量の

変化よりも動的であることが示された． 

 

 

 

さらに，霊長類における腸内細菌叢の生体恒常性維持に果たす機能の解析をめざして，小型の霊

長類のコモンマーモセットにおいて帝王切開から人工哺育・育成・維持までの技術を整備して無

菌マーモセットを作出した．特に，無菌マーモセットの新生仔を哺育するために，新たにマーモ

セット新生仔用の哺乳器を開発し，安定した離乳率となった．作出され性成熟に達した無菌マー

モセット個体をこれまでに報告のない無菌の霊長類の消化管組織の遺伝子発現の解析に供した．

培養法による検査で 2 歳齢まで生菌の定着が認められなかった無菌マーモセットの消化管の各

部位のサンプルを採取し，トランスクリプトーム解析に供した．そして，宿主消化管に対する腸

内細菌叢が与える効果を検証することを目指し，無菌コモンマーモセットの消化管部位である

盲腸，横行結腸および直腸を対象に mRNA-seq によりトランスクリプトームを取得した．これ

を有菌マーモセットのトランスクリプトームと比較し，消化管部位ごとに遺伝子発現差の定量

解析を行った．結果として，無菌マーモセットでは有菌（通常飼育）マーモセットと比較して，

盲腸・横行結腸・直腸で共通して 113 個の遺伝子が高発現しており，859 個の遺伝子が低発現し

ていた．遺伝子オントロジー解析により，高発現している遺伝子がコードするタンパク質は主に

細胞局在，生物的プロセスの負の調節などに関連しており，低発現している遺伝子がコードする

タンパク質は，主に免疫プロセス，代謝プロセス，生物的プロセスの正の調節などに関連してい

たことから，霊長類宿主において腸内細菌叢が免疫系調節と代謝系調節に影響することが示さ

れた． 

 

(3) 生殖細胞発生過程のどの時期に miRNA の産生や機能に必要な因子が発現しているのかを

明らかにするため，いくつかの発生過程の精巣・卵巣を用いて single cell 解析を行った結果，精

子幹細胞には miRNA だけでなく piRNA も多く発現していそうなことが示された．また，FACS

で分離した精子幹細胞において small RNA の解析を行った結果，既に他の種でも報告されてい

る精母細胞と同様な small RNA が多く確認され，FACS における精子幹細胞の分離が不十分で

あったためと考えられた．そこで精子幹細胞で特異的に発現する PIWI タンパク質の免疫沈降

およびそれに結合する small RNA の単離するため，精子幹細胞で特異的に発現する PIWI タン

パク質の抗体を産生した． 

 

(4) アサガオのリファレンス配列を再構築した．東京古型標準型からゲノムを 32 倍カバーする

HiFi リードを取得した．これをアセンブリしたところ，全長 766.5 Mb の 1,115 本の配列が得

られた．光学マッピングでは，全長 167.8 Gb，167 万本のゲノムマップを取得した．これをア

センブリしたところ，全長 710.3 Mb の 43 本のゲノムマップが得られた．さらに，ゲノム配列

とゲノムマップを統合したハイブリッドアセンブリを実施したところ，22 本のスキャフォール

ド配列とスキャフォールドにマップされない 632 本の配列からなるゲノム配列が得られた．

2016 年に公表したリファレンス配列ではミスアセンブリが複数の遺伝子で指摘されていたが，

新しいリファレンス配列では既知の全てのミスセンブリを修正することができていた． 

図１：メタゲノムとメタトランスクリプトームを統合した提案手法の概要 



 

 

 

(5) 花弁での遺伝子発現データベースを構築した．発生段階を追って東京古型標準型の花弁を

サンプリングした．サンプリングは開花 72 時間前から開花 12 時間後の 3 日半，3 時間毎に 3

反復して行った．サンプリングした花弁から total RNA を抽出したところ，発生が進んだ花弁

からの抽出は極めて効率が悪く，得られた total RNA の純度も低かった．そこで各種のプロト

コルを試みたところ，最終的には凋れた花弁からも効率良く純度の高い total RNA が得られる

ようになった．抽出した 87 サンプルの total RNA からライブラリーを調整して RNA-seq を行

ったところ，合計で 722M リード，1 サンプルあたり平均 8.3M のリードが得られた．RNA-seq

のデータを解析して，アサガオ花弁における経時的な遺伝子発現のデータベースを作成した．こ

の解析に用いた total RNA をプールして，非コード RNA を探索するための RNA-seq 解析も行

った．検出された非コード RNA についても経時的な発現レベルを算出してデータベース化し

た．クラスタリングと概日リズムの解析により，花弁の発生が進むにつれて発現上昇する非コー

ド RNA や（図２A），24 時間周期で発現変動する非コード RNA を見出した（図２B-C）． 

 

また，花で発現する機能未知の転写因子をコードする遺伝子を標的に，ゲノム編集による変異導

入を試みた．その結果，ゲノム編集用のベクターを導入した当代で 3 つの独立した変異体を得

ることができ，いずれも変異型のホモ接合体であった．これらのゲノム編集個体は雌性不稔を示

し，走査型電子顕微鏡の観察から子房の発生異常を見いだした．非コード RNA 遺伝子の機能解

析のために，その変異体を作成するゲノム編集技術を確立できた． 

 

 

図２：アサガオ花弁における非コード RNA の発現．（A）クラスタリング解析．発生が進む

につれて発現上昇する非コード RNA のクラスター（赤色）など 4 つのクラスターを確認し

た．（B）概日リズム解析．MetaCycle で日周変動する非コード RNA を検出した．（C）作成

したデータベース．非コード RNA 遺伝子が日周変動する例．（A）と(B)の白と灰色のバーと

（C）の白と灰色の背景は明暗周期を示す． 
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