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研究成果の概要（和文）：マイクロ RNA 遺伝子族は、進化の過程で、そのターゲットとなる遺伝

子制御の冗長性を高める一方、顕著にターゲットとなる遺伝子数が減少したことを明らかにし

た。マイクロ RNA 遺伝子族は、既に確立した転写因子による遺伝子制御網を攪乱しないという

主に消極的な役割において結果として遺伝子制御網の冗長性が増加したと考えられ、この遺伝

子制御網の冗長性の増加は、頑健性、微細調節などの適応的役割に必ずしも帰着しないことが

示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）：MicroRNA (miRNA) gene families are shown to have evolved to alter 
their network configurations so that they increase the network redundancy and, in contrast, 
reduce their target gene repertoire. These findings suggest that a large part of the 
redundancy-adding role of miRNA gene families is attributable to non-adaptive processes 
of avoiding conflicts with the established transcription factor regulatory networks. This 
further indicates that the high redundancy in the miRNA regulatory networks is not 
necessarily a hallmark of adaptive roles such as robustness, failsafe or fine-tuning. 
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１．研究開始当初の背景 

成熟マイクロ RNA（mature microRNA）はタ
ンパクをコードしない約22塩基の1本鎖RNA
分子で、メッセンジャーRNA (mRNA)の 3’UTR
配列との相補的結合により抑制的な転写後
制御をする。マイクロ RNA は、脊椎動物にお
いて全遺伝子の 2～4％を占める最大の多重

遺伝子族の一つと考えられ、同時に最大の遺
伝子制御因子群を構成する。ヒト・ゲノムに
約 1000 のマイクロ RNA 遺伝子がコードされ
ていると推測されていたが 2008 年当時 
miRBase (Release 10) ではヒトで 533 エン
トリーが登録されていた。（2011 年 4 月現在
Release 17 では 1424 エントリー。） 
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一つのマイクロ RNA は約 100～200 の遺伝
子を制御することが、種間で保存されたマイ
クロ RNA ターゲットの解析から推定され、さ
らに、保存されていないマイクロ RNA ターゲ
ットはその 10 倍にのぼると推測される。こ
れらの知見から、マイクロ RNA 遺伝子族は密
な遺伝子制御網を構成すると想定されてい
た。 

このように多くの遺伝子群によって構成
されるマイクロ RNA ではあるが、遺伝子族と
しての進化については、究明が進んでおらず、
遺伝子族として捉えた時、新規機能の獲得
（gain of function）の機序などの知見はほ
とんど示されていない。また、どのような機
能が、その進化的変遷の対象となっているか
が解明されるべき重要な点である。 

上述の点を考える上で、マイクロ RNA 遺伝
子族と同様に、多数のメンバー遺伝子を擁し、
遺伝子制御にかかわる転写因子の遺伝子族
との比較検討を行うことは、マイクロ RNA 遺
伝子族の進化の特質を明らかにする上で有
用と考えられた。 
 
２．研究の目的 

マイクロ RNA 遺伝子を遺伝子族と捉え、分
子進化の過程の特質を解明する。特に、マイ
クロRNA遺伝子族がターゲットとする3’UTR
中の配列を網羅的に予測し、それらの進化過
程（つまりは、マイクロ RNA による遺伝子制
御網の進化過程を意味する）の特質と機能の
関係を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1)研究材料 
① ゲノム配列 

 NCBI(ftp.ncbi.nih.gov/genome/) か
らリファレンスゲノム配列及びアノテー
ション情報を取得。 

② マイクロ RNA 遺伝子族の情報 
 miRBase Release 10 を
www.mirbase.org から取得 

③ Gene Ontology 情報 
 NCBI 
ftp.ncbi.nlm.nih.gov/gene/DATA から
gene2go ファイルを取得。 

④ マイクロ RNA 遺伝子ターゲットサイトの
予測 
 PITA プログラムを
http://genie.weizmann.ac.il/pubs/mir
07 より取得。 

 
(2)種間保存情報に依拠しないマイクロ RNA
ターゲットサイトの予測 

ゲノム配列情報及びアノテーション情
報を用いて 3’UTR 配列を全タンパク・コ
ード遺伝子について抽出し、PITA プログ
ラムにより網羅的に予測した。予測条件

は、シードマッチはミスマッチ許さない
8-mer、または 7-mer；wobble マッチを許
さず；ΔΔG < 0、とした。 
 

(3)種間保存情報を加味したマイクロ RNA 遺
伝子ターゲットサイトの予測 
① オルソログ遺伝子の同定 

 翻訳開始点上流 8kb を含めて他の遺
伝子とのオーバーラップのないタンパ
クコード遺伝子をアノテーション情報
より網羅的に抜き出し、ヒトとマウスゲ
ノム配列から、それらの 3’UTR 配列と
上流 8kb の配列を抽出。次に、それらの
中で Official Gene Symbol が一致する
ものをオルソログとした。この方法は配
列の相同性のみによるオルソログ同定
と比べて、実験的検証のある確実なオル
ソログのみ選択できる利点がある。 

② 種間保存された 3’UTR 配列の同定 
 本研究のために、3’UTR 配列のアラ
イメントに適したプログラム
ReAlignerVR を作成し、3’UTR 配列中の
種間保存配列ブロックを同定した。 

③ 種間保存マイクロ RNA ターゲット配列 
 3’UTR 配列中、種間で 100％保存され
た予測マイクロ RNA ターゲット配列を
保存されたターゲット配列とした。 

 
(4)マイクロ RNA 遺伝子族による遺伝子制御

網の行列（μ）での表示 
種間保存されたマイクロRNAターゲッ

ト配列の網羅的情報を以下の行列μに
まとめた。行列μにおいて、μij はマ
イクロ RNA j が遺伝子 i を制御の対象
としている時μij = 1,そうでないときは、
μij = 0 と表わされる。 

 
 
 

 
 

 
 

 
 
 

 
 

 
(5)マイクロ RNA 遺伝子制御網との比較のた

めの転写因子による遺伝子制御網の表示 
① 転写因子による保存された遺伝子制御網

の同定 
 マイクロ RNA の転写制御網の同定に
用いたものと同じオルソログ遺伝子セ

μ
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ットについて、それらの上流 8kb の配列
中の転写因子結合配列を TRANSFAC 
MATCH プログラムで網羅的に予測した。
ReAlignerV で網羅的に上流配列の保存
領域を同定し、その保存領域内で、同方
向かつidentityが 90％以上の転写因子
結合配列を同定し、以下用いた。予測に
用いた転写因子は、オルソログ遺伝子セ
ットに含まれ、かつ、十分な実験的検証
のある 83 種の転写因子である。 

② 転写因子による遺伝子制御網の表示 
 マイクロ RNA 遺伝子族と同様に、83
種の転写因子ついて、転写因子とそれが
制御するオルソログ遺伝子の制御網を
行列 M を用いて次図のように表示する。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(6)結合度を保った行列のランダム化 
① 結合度を保ったランダム化

(degree-preserving randomization；以
降、単にランダム化と記載） 
 網羅的に予測されたマイクロRNA遺伝
子の遺伝子制御網と、比較対象のために
予測された転写因子による遺伝子制御
網のランダム化を行う。この際、行列要
素の結合度はランダム化の過程を通じ
て等しくなるように行う。結合度を保つ
とは、一つの遺伝子に着目して、その遺
伝子を制御する遺伝子の数を一定にし、
かつ、その遺伝子が制御する遺伝子の数
も同じに保つことを意味する。 

 
 
 

 
 
 

具体的には、上図のごとく、ランダム
に選んだ一組の列 a と b (a ≠ b)、と
一組の行 m と n (m ≠ n) について、 
μma = 1 ∩ μnb =1 ∩μna = 0 ∩μ
mb = 0 となるときのみ、μma = 0,

μnb = 0, μna = 1, μmb = 1 と変
換することにより、結合度を保ったラン
ダム化を行う。 

② 現実の遺伝子制御網とランダム化され
た制御網との統計学的比較 
上述のランダム化を現実の制御網を表

す行列 M と μ について、50 万ステップ
行うことで十分にランダム化された行列
を生成する。さらに、そのようなランダ
ム行列を各々1000 個、コンピュータ上で
生成する。模式的に示すと下図のように
なる。その 1000 個の行列と現実の行列を
比較することにより、現実の遺伝子制御
網に統計学的に有意に頻出するマイクロ
RNA が関与する遺伝子制御の回路を見い
だす。模式的に手続きを下図に示す。 

 
 

図中、         は、それぞれの
行列のランダム化を意味している。 

          
(7)マイクロ RNA のかかわる遺伝制御網のモ
チーフの検出 

現実の遺伝子制御網（行列）とランダム
化した行列中に観察されるマイクロRNAが
かかわるモチーフをフィードフォワード
回路に焦点を当て、網羅的にプログラムに
より検出し、統計的解析に供する。 

 
(8)部分的ランダム化による、マイクロ RNA
遺伝子族の役割の探索 

ランダム化する際に、マイクロ RNA 遺伝
子族による制御網の行列のみをランダム
化し、転写因子によるものは現実の行列に
固定する、また、逆にマイクロ RNA 遺伝子
族の制御網の行列は現実のものに固定し、
転写因子による制御網の行列のみをラン
ダム化する。この部分的ランダム化により、
マイクロRNA遺伝子族の制御網の成り立ち
の特質を明確化する。 
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cFFC の数

cFFC が制御する

遺伝子数

cFFC の冗長性
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miRNA の制御網

のみランダム化

転写因子の制御網
のみランダム化

いずれもランダム化４．研究成果 
 
(1)マイクロ RNA 遺伝子族のかかわる遺伝子
制御網（特にフィードフォワード回路：
Feedforwad Circuit（FFC））について、進
化過程における自然選択の影響） 

具体的には、定量的に次の 3つの指標に
よって評価した。ここでは、マイクロ RNA
遺伝子と転写因子のいずれもがかかわる
回路を対象としているので、composite FFC 
(cFFC)と表記する。 
模式的に示すと下図のようになる。 
 

抑制的制御 
     
  制御様式問わず 

 
miRNA  マイクロ RNA 

       TF      転写因子 
       Trgt   ターゲット遺伝子 
 
 
① フィードフォワード回

路（cFFC）の数 
 右図のcFFCの出現数
をカウントし現実の制
御網とランダム化された制御網で比較
する。 

② cFFC によって制御され
る遺伝子数 
 右図の回路で制御さ
れるターゲット遺伝子
(Trgt)の実数（重複し
て制御される場合もその都度カウント
する。） 

③ cFFC の冗長性 
 次図のような例では、ターゲット遺伝
子は３つの cFFC によって制御されてい
るので、冗長性は３となる。 

 
 
 
 
 
 
 
 

①②③の指標の結果を右欄上の表にま
とめる。 
 表より、マイクロ RNA 遺伝子族は遺伝子
制御網に対して cFFC のターゲットとなる
遺伝子の数を減少させるように、また同時
に、その冗長性を増すように selection 
の影響がはたらいていることがわかる。一
方、転写因子の遺伝子制御網においては、
影響はほとんどないことがわかる。 

 

 
ここで Z 値は、生成した 1000 のラン

ダム行列と比較して、現実の制御網で多
く出現していれば正の値、少なければ負
の値となる。その P値は標準正規分布に
よる。 

 
(2)冗長性はマイクロ RNA の関与による 

確実にマイクロRNAによって冗長性が生
じていることを確かめるために、次にしめ
す、制御網のトポロジーについて考える。 

 
 
 
 

単位 cFFC(上図
A)の組み合わさ
り方により、 
左図 B のよう

に、１つのター
ゲット遺伝子が、
同数のマイクロ

RNA と転写因子とによって冗長性が生じて
いる場合がある。 
一方、下図 C,D の場合は状況が異なる。

つまり、図 Cの場合はマイクロ RNA 遺伝子
により冗長性が生じ、図 Dの場合は、転写
因子によって冗長性が生じている。この違
いに着目して、冗長性の由来を分別する。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

マイクロ RNA 由来の冗長性   
 
＝ 
 
転写因子由来の冗長性 
 
＝ 
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上記２式を用いて、それぞれの由来によ
る冗長性を定量化できる。この方法による
結果を下の表にまとめる。 

 
cFFC にかかわる遺伝子制御網の冗長性

は、マイクロ RNA 遺伝子に多く由来するこ
とが高い有意性を持って示された。 

 
(3)ランダム化される結合(edge)の数に結果
は影響されない 

 
左図で示すように、2

つのランダム化の方法
は、ランダム化される結
合(edge)の数が異なる
ことが分かる。この違い
が、マイクロ RNA 遺伝子

族による遺伝子制御網と転写因子による
遺伝子制御網の違いの原因となるような
artifact を生じさせる可能性を否定する
ために、次のような操作を行った。 
下図のように、マイクロ RNA からの 2つ

の edge を個別にランダム化する手法をお
こなった。 

 
 
 
 
 
その結果、次の表に示すように、 

 

マイクロ RNA からの２つの edge を片側のみ
ランダム化した場合、いずれをランダム化し
ても、結果は、同様の傾向を示し、ランダム
化する edge の数による artifact である可能
性は否定された。 
 
(4)結果のまとめ 
① マイクロ RNA 遺伝子族は、進化の過程で

ターゲットとなる遺伝子制御の冗長性を
高めるよう、その制御網の構成を変化さ
せてきた。 

② 一方、マイクロ RNA 遺伝子族が転写因子
とともに協調的に制御するターゲット遺
伝子の数は顕著に減少した。 

③ 比較として、転写因子による制御網を見
ると、マイクロ RNA 遺伝子族の制御網の
端的な変化と比べて、その変化は極めて
少なく、安定的である。 

④ マイクロ RNA 遺伝子族の遺伝子制御網で
の役割は、安定した転写因子の制御網に
合わせるように進化の過程を経ていると
考えられる 

⑤ このような過程で、冗長性を増している
ことは、しばしば適応的に（adaptive に）
解 釈 さ れ る 、 つ ま り 、 robustness, 
failsafe, fine-tuning 等々である。 

⑥ しかし、今回の研究で示されたように、
マイクロ RNA 遺伝子族の制御の対象とな
る遺伝子は顕著に減少しているので、多
くの場合、適応的な解釈は困難であるこ
とを示唆している。 

⑦ マイクロ RNA 遺伝子族は遺伝子制御網の
進化の過程で、既に確立した制御網を攪
乱しないという消極的な役割で結果とし
て冗長性を増加させていることが示唆さ
れた。 
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