
     miRNA に よ る マ ウ ス 胚 性 幹 細 胞 の

   分 化 過 程 に お け る 発 現 制 御

Gene expression regulation during differention from murine ES cells due to microRNA

物 理 学 専 攻 　 吉 澤  政 人

Department of physics Masato Yoshizawa

第 1 章  研究背景 ・ 目的

　 microRNA (miRNA) は 18 ～ 25 塩基からなる 1 本鎖の RNA であ り、 タ ンパク質に翻訳されない低分子の

non-codingRNA の 1 種である。 そ し て、 遺伝子の転写後の発現制御に関与し ている と言われている。

　そのこ と を実験的に実証する こ とは可能 1) と言っ て も、 その過程には多 く の時間と経費が必要である。 した

がっ て、 通常では miRNA の標的遺伝子の発現制御の予測にはコ ンピ ュ ータが使用される。 そ こ で、 私は標的遺

伝子の制御する それぞれの miRNA の寄与する量を統計的に予測するMiRaGE法2),3),4)を提案し た。

　この論文では、 マ ウ スの胚性幹細胞が神経細胞に分化す る過程を用いて、 miRNA が有意に標的遺伝子の発現

制御を行っ ているかをMiRaGE法を用いて確かめる。

第 2 章  使用し た解析方法 ・ データ

2.1 主 成 分 分 析

　相関のある何種類かの変数のもつ情報を、 互いに無相関な少数個の総合特性値に要約する。 また、 目的変数は

仮説的で、 p 個の説明変数 x1,⋯⋯, x p の間の構造を把握し よ う と す るのが目的である。 　

2.2 t 検定  (t-test)

 t 検定とは、 帰無仮説が正し いと仮定し た場合に、 統計量が t 分布に従う こ と を利用す る統計学的検定法の総

称である。 母集団が正規分布に従う と仮定す るパラ メ ト リ ッ ク検定法であ り、 t 分布が直接も との平均や標準偏

差にはよ らない  （ ただし自由度によ る ） こ と を利用し ている。 2 組の標本について平均に有意差があるかど う

かの検定などに用いられる。 統計的仮説検定のひとつである。

2.3 MiRaGE 法

　 「miRNA ranking by gene expression」 の略で、 miRNA が標的遺伝子の制御にどれほど寄与し ているかを

統計的に予測す る方法である。 具体的には、 標的遺伝子の発現量と miRNA の発現量には相互関係を持っ ている

と考え られる点に着目し て、 ある生理現象下での mRNA の発現の変化から、 その重要な miRNA の推定を行う

のがMiRaGE法である。

　 miRNA を考慮し た場合、 遺伝子は以下の 3 つのカテゴ リ に分類される。

(1) miRNA の標的遺伝子。

(2) (1)の miRNA の標的遺伝子ではないが、 他の miRNA の標的遺伝子。

(3) どの miRNA に も標的と されていない遺伝子。

カテゴ リ (1) に属する遺伝子の集合を G 、 カテゴ リ (2) に属する遺伝子の集合を G0 と表す。 そのと き、

それぞれの miRNA の G と G0 間の遺伝子発現の差の統計的有意性をMiRaGE法は、 t 検定  (t-

test) 、 ウ ィ ルコ ク ソ ンの順位和検定  (Wilcoxon rank sum test)、 コルモゴロ フ - ス ミル ノ フ検定

(Kolmogorov-Smirnov test) を用いてP-値を計算し、 比較す る。



2.4 使用し たデータ

2.4.1 遺 伝 子 の 発 現 量

　遺伝子発現情報データベースである 「 GEO 」 に掲載されているaccession number “GSE115234”を使用し

た。 このデータには、 ES 細胞から様々の部位に分化する過程での 25164 種類の遺伝子の発現量が 0 ～ 5 日間

の計 6 日間を 2 回測定し たものが書かれている。 そのなかでも、 この研究では ES 細胞から神経細胞に分化する

過程のデータ を使用し た。

2.4.2 miRNA の 標 的 遺 伝 子 の 表

　ゲ ノ ムア ノ テーシ ョ ン閲覧システムである 「UCSC」 に掲載されている3'UTRのエ ク ソ ン配列と、 miRNA の

塩基配列やア ノ テーシ ョ ン、 標的遺伝子の予測など を提供するデータベースである 「 miRBase 」 に掲載されて

いる miRNA の配列と を照ら し合わせて作製し た。 このデータは、 1122 種類の miRNA それぞれが 28614 種

類の遺伝子に対し て抑制対象で有るか否かが書かれている。

2.4.3 miRNA の 発 現 量

　 miRNA の発現情報が載っ ているデータベースである 「 smiRNAdb 」 に掲載されている ES 細部から脳へ分

化す る過程でのデータ を使用し た。 このデータは、 299種類の miRNA の ES 細胞から脳へ分化す る過程での発

現量が書かれている。

第 3 章  研究内容

3.1  0 ～ 5 日 間 の 遺 伝 子 の 発 現 量 を 総 合 的 に 解 析 す る

3.1.1 　 解 析 手 順

(1) 0 ～ 5 日間の遺伝子の発現量のデータ を作成する。  

(2) (1)で作成し たデータ を用いて主成分分析を行う。  

(3) 各 miRNA において標的遺伝子と標的遺伝子ではないグループに分け、 リ ス ト を作成する。  

(4) (3)で作成し た リ ス ト を用いて、 (2) で作成し たデータの主成分分析の結果を標的遺伝子と　標的遺伝子では  

 ない 2 つのグループに分ける。  

(5) (4)で分けた 2 つのグループを第 1 主成分で  t 検定を行い、 標的遺伝子の発現量の増加率が高いものから順

 に上位100 までの miRNA の  リ ス ト を作成する。  

(6) 0 ～ 5 日間の遺伝子の発現量のデータの組み合わせを変えて、 (1) ～ (5) を行う ( 合計 64 回 ) 。

(7) 64通り全て行ったら、 (5) で作成し た 64 個の miRNA のリ ス ト を用いて、 64 回中何回　　上位100位以  

 内に選ばれたかのリ ス ト を作成する。  

(8) miRNA の発現量のデータから miRNA の発現量が減少した miRNA と (7) で作成し た標的遺伝子の発現の  

 増加率が高い miRNA のリ ス ト を照ら し合わせる。

3.2 　 0 ～ 5 日 間 の 遺 伝 子 の 発 現 量 を 各 日 付 け で 比 較 す る

　遺伝子の発現データは  3.1 と同じデータ を使用するが、  3.1 では遺伝子の発現量のデータ を 0 ～ 5 日間の

全てデータ を用いて主成分分析を行いMiRaGE法を行い総合的に解析を行ったのに対し、 今回は各日付ごと に

MiRaGE法を使用し てい く 。 また、 今回の解析では解析方法は同じだが、 「 MiRaGE Server 」

(http://www.granular.com/MiRaGE/) を使用し た。



3.2.1 　 解 析 手 順

(1) 3.2.2で示し た組み合わせの遺伝子発現のデータ を作成する。  

(2) (1)で作成し たデータ を 「 MiRaGE Server 」 を用いてMiRaGE法を行う。  

(3) (2)で得られたP-値を多重比較補正をする。  

(4) (3)で多重比較補正されたP-値をグラ フ にする。

(5) 5% 検定を行い、 標的遺伝子が有意に発現し ている miRNA を リ ス ト にする。

第 4 章 　 結 果 ・ 考 察

4.1 　 3.1 の結果 ・ 考察

4.1.1 　 3.1 の 結 果

　結果の表 4.1 を見てみる と、 多 く の生物学上に関連がある miRNA がリ ス ト されている こ とは明らかである。

注目し て も ら いたいグループは 3 つあ り、 1 つ目は、 「 mmu-miR-302a 」 、 「 mmu-miR-302b 」 、 「 mmu-

miR-302d 」 であ り、 これらは発現する こ と で、 リプログラ ミ ングを促す と し て知られている。 2 つ目は

「 mmu-miR-200a 」 、 「 mmu-miR-200b 」 、 「 mmu-miR-200c 」 、 「mmu-miR-429 」 、 「mmu-miR-

141」 であ り、 これらは癌遺伝子である c-Mycによ っ て誘導される といわれている。 3 つ目は、 「 mmu-  miR-

294」 、 「mmu-miR-295 」 であ り、 これらはマ ウ スの ES 細胞で発現す る と し て知られている有名な 「 mmu-

miR-290 」 に属し ている。

miRNAs Freq miRNAs Freq

mmu-miR-200b 64 mmu-miR-295 63

mmu-miR-200c 64 mmu-miR-302a 63

mmu-miR-23a 64 mmu-miR-302b 62

mmu-miR-23b 64 mmu-miR-302d 62

mmu-miR-291a-3p 64 mmu-miR-199a-5p 60

mmu-miR-297a 64 mmu-miR-199b 58

mmu-miR-29a 64 mmu-miR-34a 53

mmu-miR-429 64 mmu-miR-130a 44

mmu-miR-467a 64 mmu-miR-141 44

mmu-miR-467b 64 mmu-miR-200a 44

mmu-miR-467c 64 mmu-miR-409-3p 43

mmu-miR-467d 64 mmu-miR-369-3p 23

mmu-miR-467e 64 mmu-miR-96 7

mmu-miR-669b 64 mmu-miR-674 5

mmu-miR-669d 64 mmu-miR-467b 4

mmu-miR-294 63

    表 4.1:“Freq” は上位100位以内と し て挙げられた回数である。



4.1.2 　 3.1 の 考 察 　 　

　結果をみて分かる と お り、 MiRaGE法は、 miRNA の発現が減少する に と もない、 多 く の生物学上に関連があ

る miRNA の標的遺伝子が増加傾向にある miRNA を正確に検出し た。 今回この研究において、 使用し たデータ

はそれぞれ別々のと ころから得たものである とい う こ と を考慮し て も、 この結果は十分注目すべき結果である と

考え られる。

4.2 　 3.2 の 結 果 ・ 考 察 　

4.2.1 　 3.2 の 結 果 　

　図 4.1 の 4 日目と 5 日目の間の遺伝子の発現を見てみる と、

miRNA の標的遺伝子が、 まだ有意に発現し ているのがわかる。

この結果から、 0 ～ 5 日間の間では神経細胞に分化し き っ ていな

い とい う こ とが読み取れる。

4.2.2 　 3.2 の 考 察

　この結果から、 0 ～ 5 日間の間では神経細胞に分化し き っ てい

ないと い う こ とが読み取れる。 つま り ES 細胞から神経細胞に分

化す る過程において、 0 ～ 5 日間では測定期間が短かったと い う　　　図4.1:赤色に近いほどP-値は低 く 、

こ とが考え られる。 このこ とが原因で、 miRNA の発現の増加が　　　　　　白色は、 0.05 以上のもの。

miRNA の標的遺伝子の発現を有意に減少させている miRNA を う ま く 検出で きなかった。

　

第 5 章 　 結 論

　この論文では、 MiRaGE法をマ ウ スの ES 細胞が、 神経細胞に分化す る過程において使用した。 その結果、

MiRaGE法は標的遺伝子の発現量と miRNA の発現量の相互関係の中で、 miRNA の発現の減少が miRNA の標

的遺伝子の発現の増加に大き く 関わっ てお り、 miRNA が標的遺伝子の制御を正確に行っ ている こ と を検出する

こ とができた。 よ っ て、 私は、 マ ウ スの ES 細胞において miRNA の発現が、 標的遺伝子を確実に制御し ている

こ と を示す こ と に成功し た。

　しかし、 その逆である miRNA の発現の増加が miRNA の標的遺伝子の発現の減少に関わっ ている こ との証明

する こ とはで きなかった。 これは、 今回使用し た遺伝子の発現データの測定期間が短かったのが原因だと考え ら

れる。
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miRNA名(187種類)

4日目と5日目

3日目と4日目

2日目と3日目

1日目と2日目

0日目と1日目

各日付ごとに比較したときのP-値


