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情報科学的手法によるnon-coding RNAの

遺伝子発現制御の解析

林 知里1 權 娟大2 宮崎 智2

概要：ゲノム解析が進んだ結果，ゲノム DNA 中にはタンパク質の遺伝子以外の分子情報をコードして

いる領域や発現の制御に関わる領域が存在することが明らかになった．これらの領域の中で，主な機能

として発現制御等に関わる RNA 分子の遺伝子をコードしている領域があり，この領域から転写された

RNAは non-coding RNA（ncRNA）と呼ばれている．ncRNAは他の遺伝子の転写制御に関わりを持つと

考えられているが，未だその機能が解明されていないものも多い．一方で，ある疾患に特異的に発現する

ncRNAが発見されており，ncRNAが創薬ターゲットになる可能性を持っている．また，現在発見されて

いる ncRNAの多くはタンパク質遺伝子間に存在するが，あるタンパク質遺伝子のイントロンに ncRNA

が存在することが分かっている．本研究では，タンパク質遺伝子と ncRNAのゲノム上の位置関係に着目

し，疾患関連遺伝子を制御する創薬ターゲットとしての ncRNAを予測することを目的とする．本稿では，

イントロンに存在する ncRNAに着目した生物種間での比較結果を報告する．
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Abstract: Advances in genome analysis have revealed that a genomic DNA contains gene coding regions
other than protein coding sequences and transcription-regulating regions. Among these regions, there ex-
ist RNA coding regions involved in transcription regulation as a primary function, RNAs transcribed from
these regions are referred to as non-coding RNAs (ncRNAs). ncRNAs are known to affect regulation of
transcription, but many functions are still unknown. On the other hand, since some ncRNAs specifically
express in a particular disease, they may have potential for being used as drug targets. Also, while most
of ncRNAs currently observed locate on intergenic regions of protein coding genes, some ncRNAs locate on
intronic regions of protein coding genes. The aim of this work is to predict ncRNAs as drug targets regulating
disease-associated genes based on positional relationship between protein genes and ncRNAs on a genome.
In this paper, we compare ncRNAs located on intronic regions across species.
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1. はじめに

生体内ではセントラルドグマという一連の流れにより，

DNAからRNAを経てタンパク質が生成される．生物のゲ

ノム解析が進んだ結果，DNA中にタンパク質以外のコード

を持つ領域が存在し，その割合は高等生物になるにつれ増
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加していて，ヒトで最大になることが分かった [1]．この領

域から転写された RNAは non-coding RNA（ncRNA）と

呼ばれている．ncRNAは他の遺伝子の転写制御に関与し

ていると考えられており，近年注目されてきている [2], [3]．

ncRNAは 200塩基を基準に分類されており，200塩基未

満の ncRNAは small ncRNA，200塩基以上の ncRNAは

long ncRNAと呼ばれている．これまでの様々な ncRNA

の研究により，small ncRNAが遺伝子発現抑制を引き起こ

す RNA干渉（RNA interference: RNAi）という機能を持

つことが明らかになった [4]．RNAiを引き起こす ncRNA

の一種である miRNAは、細胞内で mRNAを抑制するこ

とでタンパク質の産生を調節する機能を持っている [5]．

miRNAは発生期の形態形成，細胞分化，アポトーシスな

ど細胞の発現調整などに重要な役割を果たしており，発現

調節異常ががんなどの疾患と関連があることが報告されて

いる [6], [7]．miRNAによって起こる RNAiを応用した核

酸医薬品は，低分子医薬品・抗体医薬品に次ぐ新規医薬品

として開発が進められている．small ncRNAの機能が明

らかになる一方で，long ncRNAは未だ機能が分からない

ものが多く，small ncRNAだけでは説明できなかった遺伝

子発現制御などの働きに long ncRNAが関わっていると考

えられている [8]．さらに，ある疾患に特異的に発現して

いる long ncRNAが発見されているため，創薬ターゲット

やバイオマーカーとして long ncRNAの医療への応用が期

待されている [9], [10], [11]．

また，現在発見されている ncRNAの多くは遺伝子間に

存在するが，ある遺伝子のイントロンに ncRNAが存在す

ることが分かっている．そこで，本研究では，遺伝子と

ncRNAのゲノム上の位置関係に着目し，疾患関連遺伝子

を制御する創薬ターゲットとしての ncRNAの予測を目的

とする．

2. イントロンに存在する ncRNA

mRNAのうちエクソンがタンパク質の情報をコードし

ており，タンパク質の生成過程においてスプライシングで

除かれるイントロンはジャンクだと考えられていた．しか

し，核小体低分子 RNA（snoRNA）の中にはリボソームタ

ンパク質やリボソームに関連するタンパク質遺伝子のイン

トロン中にコードされているものが見つかっており，ホス

ト遺伝子の mRNA前駆体の一部として転写された後，成

熟 snoRNAとして機能を持つことが分かっている [12]．さ

らに最近の研究では，遅発性アルツハイマー病の原因遺伝

子と，そのイントロンのアンチセンスに存在する ncRNA

の関連性が示唆された [13]．そこで，本研究ではイントロ

ンに存在する ncRNAに着目し，イントロン領域に存在す

る ncRNAの生物種間での比較を行った．
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図 1 ncRNA データベース
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図 2 Gene データベース

3. 生物種間での intronic ncRNAの比較

本研究では，遺伝子と ncRNAのゲノム上の位置関係か

ら，疾患関連遺伝子を制御する ncRNAの予測を目的とす

る．まず，本研究で用いる遺伝子および ncRNAの情報を

データベースに格納し，次に，ゲノム上の遺伝子と ncRNA

の位置関係を用いて，ncRNAを遺伝子に対する位置情報

で分類する．最後に，イントロンにある ncRNAを抽出し，

モデル生物種間での比較を行う．

3.1 データベースの作成

遺伝子と ncRNAのゲノム上の位置関係を利用すること

から，遺伝子と ncRNAの両方のデータをそれぞれデータ

ベースに格納した．また，生物種間での比較を行うために，

ヒト（H. sapiens），マウス（M. musculus），ラット（R.

norvegicus），ハエ（D. melanogaster），酵母（S. cerevisiae），

線虫（C. elegans）の 6種類のモデル生物のデータを格納

した．

まず，Ensembl Genome データベース [14]（http:

//asia.ensembl.orgindex.html）より，ncRNAデータ

セットおよび遺伝子情報データセット（Gene sets）を取得

し，必要なデータの抽出を行った．ncRNAデータベース

は，塩基配列情報を格納した「Transcript Sequence」テー

ブル，ncRNA転写産物のゲノム上の位置情報を格納した
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表 1 位置関係に基づいた ncRNA の分類結果と intronic ncRNA の割合

Organism
ncRNA intergenic intronic sense

割合（%）
登録件数 ncRNA ncRNA ncRNA

H. sapiens 19,505 15,962 2,910 128 14.9

M.musculus 7,886 6,418 1,345 61 17.0

R. norvegicus 4,828 3,937 837 12 17.3

D. melanogaster 1,396 1,302 8 28 0.6

C. elegans 23,872 20,116 3,549 178 14.9

S. serevisiae 413 363 13 2 3.1

表 2 intronic ncRNAの STATUS
STSTUS H.sapiens M.musculus R.norvegicus D.melanogaster C.elegans S.cerevisiae

miRNA 525 526 202 2 65

sense intronic 488 74

sense over-lapping 13 2

misc RNA 309 87 68

lincRNA 68 12

non coding/ncRNA 16 1 4 3216

rRNA 106 61 41

snoRNA 481 356 346 1 87 8

snRNA 469 224 180 29

tRNA 1 152 5

3prime over-lapping ncrna 18 2

ncrna host 2

pseudogene 415

「Transcript location」テーブル，ncRNAが転写されるゲ

ノムの特徴を格納した「ncRNA Gene」テーブルの 3 つの

テーブルからなる（図 1）．

Geneデータベースは，遺伝子のゲノム上の位置情報を

格納した「Protein location」テーブル，遺伝子が転写され

るゲノムの特徴を格納した「Protein status」テーブルの 2

つのテーブルからなる（図 2）．

3.2 位置情報による ncRNAの分類

本研究では，Ensemblの Gene setsに登録されている遺

伝子の位置情報のうち，タンパク質をコードしているとさ

れる protein coding転写産物の位置情報から，ゲノム上で

重複する範囲を考慮して新たに遺伝子領域を決定した．得

られた遺伝子領域の位置情報と ncRNAの位置情報および

以下の条件を用いて ncRNAを次の 3つに分類した（図 3）．

ここで，nは任意の数を表し，塩基は配列の 5’末端から数

える．また 5’側を上流とする．

( 1 ) intergenic ncRNA

• 遺伝子と遺伝子の間に存在する ncRNA

• n番目の遺伝子領域の終了塩基より ncRNAの開始点

が下流で，かつ ncRNAの終了塩基より n+1番目の

遺伝子領域の開始点が下流である場合

( 2 ) intronic ncRNA

• 遺伝子のイントロンに存在する ncRNA

• ある遺伝子において，n番目のエクソンの終了塩基

より ncRNAの開始点が上流で，かつ ncRNAの終了
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図 3 遺伝子と ncRNA の位置関係の分類

塩基より n+1番目のエクソンの開始点が下流である

場合

( 3 ) sense ncRNA

• 遺伝子と範囲が重複している ncRNA

• ncRNAの開始塩基よりある遺伝子領域の終了塩基が

下流で，かつその遺伝子領域の開始より ncRNAの終

了塩基が下流である場合

表 1に遺伝子と ncRNAの位置関係に基づいた分類結果

および全 ncRNAに対する intronic ncRNAの割合を示す．

3.3 intronic ncRNAの STATUS

表 2に，表 1の intronic ncRNAの STATUSの内訳を

示す．

3.4 生物種間における intronic ncRNAの配列比較

本研究では，生物種間の intronic ncRNAの配列類似度

の比較を容易に行うために，表 2の ncRNAのうち，RNAi

の機能を持っているmiRNA [5]に限定した．また，比較す

る intronic ncRNAの件数を絞るため性染色体である X染

色体に限定して解析を行った．本稿では，ヒトとマウス間
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図 4 X 染色体 miRNA のマルチプルアライメント結果（抜粋）

ENST から始まるアクセッション番号の配列はヒトの配列

ENSMUST から始まるアクセッション番号の配列はマウスの配列

の比較についてのみ説明する．

まず，図 1 の ncRNA データベースより，X 染色体の

intronic ncRNA のうち，ヒトとマウスの miRNA 38件と

37件をそれぞれ取得し，マルチプルアライメントツール

ClustalX 2.0.11 [15]を用いて，上記の合計 75件の配列に

対してマルチプルアライメントを行った（図 4）．次に，マ

ルチプルアライメント結果を用いて，近隣結合法 [16]によ

り系統樹を作成した（図 5）．この系統樹を用いて，ヒトと

マウスでペアになっている配列を比較対象として 21ペア

を選定し，相同性検索ツール bl2seq [17]を用いて，配列の

一致度を求めた．表 3に，21ペアに対応するアクセッショ

ン番号とその配列一致度を示す．

4. 考察

4.1 イントロンに存在する ncRNA

表 1により，イントロンに存在する ncRNAの割合は，

哺乳類であるヒト，マウス，ラットの間では大きな差は見

られない．ハエ，線虫，酵母の間では，線虫で最初にRNAi

が発見されたこともあり，ncRNAの研究が盛んに行われ

ているため，他の哺乳類と同程度の intronic ncRNAが登

録されていると考えられる．

表 2により，高等生物になるにつれ，イントロンに存在

する ncRNAのバリエーションも増えていくことが分かる．

また，miRNAのようにタンパク質の発現制御機能を持つ

ncRNAがイントロンに存在していることが分かる．この

ことから，イントロンに存在する ncRNAが生体内で重要

な機能を果たしていることが示唆された．

4.2 intronic ncRNAの配列比較

3.4 節で得られた 21 ペアの配列一致度が 93.3 ± 4.1%

0.1
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図 5 ヒトとマウスの X 染色体上にある intronic miRNAの系統樹

(Mean± SD)であることから（表 3），これらの塩基配列は

生物種間で保存されていると考えられる．このことから，

ncRNAは生物種間で保存され，かつ生体内で重要な機能

を果たしている可能性が示唆された．

また，図 5の系統樹より，ヒトmiRNA配列同士または

マウス miRNA同士が集まっている nodeがあることが分

かる．これらは進化の過程で得られた可能性があり，中で

も生物種をまたいで同じ機能を持つ ncRNAがない場合，

生物種間での疾患メカニズムの解析および医薬品の副作用
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表 3 系統樹に基づく 21 ペアの配列一致度

ヒト マウス
配列

一致度（%）

ENST00000362131 ENSMUST000000083516 96

ENST00000385034 ENSMUST000000083463 99

ENST00000385025 ENSMUST000000093630 92

ENST00000385272 ENSMUST000000093600 93

ENST00000390204 ENSMUST000000102296 88

ENST00000385280 ENSMUST000000093592 92

ENST00000390228 ENSMUST000000103256 88

ENST00000390811 ENSMUST000000103259 91

ENST00000390192 ENSMUST000000175438 99

ENST00000385065 ENSMUST000000093602 96

ENST00000410783 ENSMUST000000122764 91

ENST00000384901 ENSMUST000000093573 96

ENST00000385278 ENSMUST000000102057 95

ENST00000390702 ENSMUST000000102443 90

ENST00000354077 ENSMUST000000083602 94

ENST00000385277 ENSMUST000000083668 100

ENST00000390161 ENSMUST000000102259 83

ENST00000408783 ENSMUST000000116681 93

ENST00000362181 ENSMUST000000083576 91

ENST00000385020 ENSMUST000000093629 96

ENST00000384889 ENSMUST000000083608 96
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図 6 ホスト遺伝子を用いた intronic ncRNA の生物種間比較法

発現の違いの解明の糸口になるかもしれない．

5. まとめと今後の課題

本研究では，疾患関連遺伝子を制御する創薬ターゲッ

トとしての ncRNAを予測することを目的として，モデル

生物の intronic ncRNAの配列の比較を行った．まず，遺

伝子と ncRNAのデータベースを作成し，ゲノム上の遺伝

子に対する ncRNAの位置関係を用いてイントロンにある

ncRNAを取得した．得られた ncRNA配列を用いて，配列

のアライメント，系統樹の作成，配列一致度の計算などを

行い，ncRNA配列の比較を行った．比較に用いた intronic

ncRNA配列の生物種間での類似度が高いことから，これ

らの配列は生物種間で保存されており，生体内である特定

の機能を果たしていると予想される．

しかし，比較に用いたmiRNA配列は比較的配列長が短

い配列であることから，選定したペア配列が染色体上に頻

繁に存在する配列である場合，偶然一致したものである可

能性を排除できない．そこで，3.4節のアライメントによっ

て得られたペア配列について，その ncRNAをイントロン

に含んでいる遺伝子をホスト遺伝子とみなし，生物種間で

ホスト遺伝子の配列比較を行っている（図 6）．

また，がんの進行に関連があるとされている配列長が長

い lincRNA（long intergenic RNA） [8]でも同様の解析を

行っている．lincRNA自体の塩基配列を直接比較すること

は困難であるため，ホスト遺伝子の比較により間接的に生

物種間で同じ機能を持つ ncRNAの特定およびその規則性

の解析を試みる．
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