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序  文  

 

【ヒトゲノム解析の歴史と現在の課題】  

 遺伝統計学は、ゲノムとヒトの多様な形質の間にどのような関連があ

るかを統計学的に明らかにすることを目的とした学問である。かつては、

連鎖解析の手法でメンデル形式の遺伝病に代表されるような稀な疾患

の原因変異を見出すことが遺伝統計学研究の主流だった。しかし、2001

年にヒトゲノムプロジェクトが終了 1 し、個人の多様性を特徴づける一

塩基多型（SNP; single nucleotide polymorphism）の情報がマイクロアレ

イ技術の成熟により大量に正確に得られるようになった。ゲノム情報が

正確に安価に大量に得られることを背景とし、2000 年代以降、ゲノムワ

イド関連解析研究（GWAS; genome-wide association study）が遺伝統計学

研究の潮流となった 2。2002 年に世界で初めての GWAS が行われて以来

3、4000 件以上もの GWAS がこれまでに行われてきた 4。GWAS では、

疾患の有無と遺伝子型の頻度との関連を全ゲノムの SNP に渡って一つ

ずつ検定を行うが、GWAS で得られるのは統計学的に有意に形質と関連

がある SNP の染色体上の座標という一次元的な情報である。ヒトゲノ

ム上の隣接する SNP どうしは連鎖不平衡関係にあり、それぞれの存在
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が非独立な関係にある。また、ゲノムのうち多くの部分を占めるタンパ

ク質非コード部位（ノンコーディング領域）の機能的な意義に関しては、

タンパク質コード部位（コーディング領域）に比して網羅的解明は道半

ばである。したがって、統計学的に有意に疾患と関連のある SNP の位置

情報からは、①SNP によって影響が与えられる遺伝子機能②SNP による

生物学的機能変化の種類・程度の両者を一意に決めることが困難である。

実際、2 型糖尿病患者で行われた大規模 GWAS の結果に対して、ベイズ

統計学を用いたファインマッピング手法を適用してどの SNP がどの遺

伝子に作用して糖尿病の発症に寄与するかを調べた Mahajan らの研究 5

では、コーディング領域内に疾患感受性 SNP があった場合でも、その場

所と連鎖不平衡関係にある別の転写制御領域の SNP が真に発症の原因

であることが多いことが報告されている。  

さらに、大規模 GWAS の要約統計量の数理学的解析により、複雑形質

の遺伝構造 (genetic architecture)は極めて多因子（polygenic）であること

が判明した。例えば身長は、最も遺伝率（heritability; ゲノム情報で説明

される形質の分散）の大きいヒト形質の 1 つであり、双生児研究などか

ら 70％がゲノム情報のみに規定されていると考えられてきたが、統計

学的に有意に身長と関連する SNP だけではそのうち９％しか説明でき
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ない 6。一方で、統計学的な有意性に限らずゲノム全体に散在する小さ

な効果サイズの多型をすべて足し合わせるポリジェニックモデル

（Polygenic model）を数理学的に再現し、実際の GWAS 統計量に当ては

めるとかなりの遺伝率が説明可能となることが判明した 7。生活習慣病

などのありふれた疾患（common disease）は、個々の効果サイズ (effect 

size)は小さいがゲノム上に大量に存在するありふれた遺伝子多型

（common variant）の個人ごとの組み合わせ・足し合わせにより発症す

るということが分かってきた 8。  

すなわち、疾患病態の正確な理解には、①非コード領域の SNP②統計

学的有意水準を満たさない効果サイズの小さい SNP に関しても機能的

な解釈を行うことが重要である。その際には、先述した個々の細胞上の

基本的に不可変・一次元的なゲノム情報が、空間的分布・外部組織から

の刺激・環境因子への暴露により、いつ、どのような組織で、どのよう

な刺激を受けて遺伝子発現量を変化させ疾患発症にいたるのかという

文脈を理解する必要がある。この文脈理解に、ゲノム情報とマルチオミ

クス情報を統合して解析することが必要である。近年、ハイスループッ

トな実験系の発達により、ヒトの組織・細胞での転写情報「トランスク

リプトーム」9、タンパク質情報「プロテオーム」10、代謝物情報「メタ
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ボローム」11 といった生命現象の多様なレイヤーのスナップショットが

カタログ化されており、それらとゲノムやエピゲノム情報 12 との統合的

解析で新たな生物学的知見が得られるようになってきている。例えば、

当時過去最大の BMI に対する GWAS 情報と、組織特異的な発現情報（ト

ランスクリプトーム）との組み合わせにより、肥満に関連する遺伝子は

主に脳での発現が顕著であること、「脳疾患としての肥満」という概念

が明らかになった 13。  

このようなこれまでのゲノム研究の潮流から、新たなオミクス層とし

てマイクロ RNA （miRNA）の網羅的発現情報とゲノム解析との統合解

析することとした。  

 

 

【マイクロ RNA と疾患病態】  

マイクロ RNA (miRNA)は、タンパク質非コード RNA すなわちノンコ

ーディング RNA の一種であり、その長さは 21〜25 塩基と短い。miRNA

は、タンパク質コード RNA すなわちコーディング RNA であるメッセン

ジャーRNA（mRNA）と結合することで特定の遺伝子の転写産物の翻訳

を抑制する 14,15。近年、自己免疫疾患や悪性腫瘍など多くの疾患におい
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て miRNA の関与が注目され、バイオマーカーや創薬対象としての研究

が進展している 16–18。例えば、全身の関節破壊を生じる自己免疫疾患で

ある関節リウマチにおいては miR-146a や miR-125a-5p をはじめとして

種々の miRNA を疾患病態理解や疾患活動性マーカーとして使用する試

みが盛んである 19。さらに、miRNA 自体を阻害する薬品や、miRNA の

機能を模倣する薬品などの核酸医薬品の研究開発も盛んに行われてい

る 18。miRNA の発現量も遺伝子による調節を受けており、個人の遺伝子

型と miRNA 発現量の関係を検討する cis-eQTL 解析も実施されてきた

20。一方で、疾患病態に関与する miRNA のスクリーニングには、一部の

miRNA を対象に少数のサンプルを用いた実験的な発現量計測が主に用

いられており、網羅的に候補 miRNA を検出する手法は未開発であった。

miRNA と mRNA の結合関係は部分相補的であり、単純な一対一対応で

はなく多数対多数の結合を考慮する必要がある点も、詳細な検討の妨げ

となっていた。  

 一方で、GWAS シグナルから miRNA の疾患への関与を導く試みも認

められはじめてきている。例えば、腸管の炎症を伴う自己免疫疾患であ

るクローン病の GWAS では、欧米人集団のクローン病発症に強く関連

する遺伝子 IRGM 内の同義変異（synonimous variant）が miR-196 の結合
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seed 部位内に位置しており、リスク変異の保有により miR-196 の結合が

阻害されて IRGM 発現量の調節が失われることが示されている 21。  

2017 年、理化学研究所の FANTOM5 コンソーシアムは、世界に先駆

けて 179 種類のヒト細胞における約 2000 種類の miRNA の網羅的な測

定を行った 22。これにより、各細胞で発現上位 5 個の miRNA が全体の

発現量の半分を占めることで分かるように、miRNA の発現パターンが

組織特異的であることが判明した。疾患と miRNA を解析するうえでも、

組織という文脈を考慮することが重要と考えられた。  

これまで述べた背景を考慮し、本研究において、大規模疾患ゲノム解

析結果・miRNA-標的遺伝子ネットワーク・組織特異的 miRNA 発現測定

カタログの 3 つの情報を計算機上で統合解析することによる網羅的

miRNA インシリコ・スクリーニング手法（MIGWAS ; miRNA enrichment 

analysis in GWAS）を開発し、ゲノム情報のみでは分からなかった miRNA

の疾患病態への組織特異的文脈での関与の理解と、バイオマーカー・創

薬対象候補 miRNA の同定を目的とした。  
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方  法  

 

MIGWAS の概要  

 MIGWAS では、ある miRNA が疾患発症に関与しているならば、その

miRNA 自体の発現を調節する SNP にも、その miRNA が標的として翻

訳後調節を行うターゲット遺伝子の発現を調節する SNP にも、疾患発

症との関連が認められるだろうという仮説をおいた。これに基づき、

miRNA と遺伝子の標的関係の中に GWAS の有意なシグナルが豊富に存

在しているかどうか、そしてそれが特定の組織に特に集積しているかを

帰無仮説と比較し統計学的に評価する手法を開発した（図１）。本手法

では、ゲノムワイドでの統計学的有意水準である P 値  < 5×10-8 を超え

ない関連を持つ疾患関連 miRNA-遺伝子をペアワイズに網羅的に検出す

ることができ、実験的検証の候補を見出すために有用である。  
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図１  

 

 

図１：MIGWAS 解析の概観図  

(a)：GWAS 統計量から遺伝子・miRNA レベルの P 値を求めた。 (b)：179

の細胞における miRNA の網羅的発現データを正規化し、細胞種特異的に高

発現・特異的発現する miRNA セットを定義した。 (c)：パーミュテーション

法を用いて細胞種特異的な miRNA―遺伝子ネットワークへの GWAS シグナ

ルのエンリッチメントを計算した。  
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MIGWAS 手順 (1) 遺伝子、miRNA レベル P 値の計算  

GWAS の要約統計量（ summary statistics）から得られる SNP と疾患との

関連の強さの P 値あるいは Z 値を、MAGENTA ソフトウェア 23 を用い

て連鎖不平衡関係等を考慮した遺伝子・miRNA レベルの P 値へと変換

した。具体的には、  

①  まず、2 つ以上の転写産物が、同じ染色体上の 1Mb 以上離れて存在

するか、別の染色体にある遺伝子は除いた。フィルター後の 18,343

の遺伝子に対して、スプライシングアイソソームから考えられる物

理的な距離の開始位置の 110 kb 上流から、終了位置の 40 kb 下流ま

でに存在する SNP を、各遺伝子・miRNA レベル統計量の対象範囲と

定義した。この位置はこれまでの cis-eQTL による発現量調節 SNP の

存在範囲に関する結果を元として先行文献にて決定された。  

②  各遺伝子・miRNA に対し、Pg
BestSNP を、上記で定義した領域内の SNP

のうち最小の P 値と定義した。  

③  Pg
BestSNP に存在する交絡因子を除く目的で、Step-wise な多変量回帰

を用いた結果、交絡因子として遺伝子サイズ・kb あたりの SNP 数、

kb あたりの独立 SNP 数、kb あたりの組み換えホットスポット数、連

鎖不平衡単位が同定された。したがって、Sidak の補正 24 を用いてこ

れらの交絡因子を調整し、各遺伝子・miRNA レベルの P 値 (PGene, 
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PmiRNA)へと最終的な変換を行った。  

 

 

組織特異的網羅的 miRNA 発現データの処理  

FANTOM5 コンソーシアムデータベースより、179 細胞種における網羅

的 miRNA 発現量データをダウンロードした。1,842 pre-miRNA 由来の

mature miRNA のうち、新規同定 miRNA を除く発現量 Count per million 

(CPM)値を以後統計処理することとした。収集した生の CPM 値をまず

統計ソフトウェア R の preprocessCore v1.34.0 パッケージを用いて

quantile-normalization を行った。179 細胞種は、その由来組織により 18

組織に分類した。 (bone (n = 10), brain (n = 14), cardiac (n = 3), eye (n = 3), 

fat (n = 15), fetal (n = 14), gastrointestinal (GI; n = 7), genitourinary (GU; n 

= 6), immune (n = 22), joint (n = 1), kidney (n = 7), liver (n = 4), lung (n = 

10), muscle (n = 8), pancreas (n = 1), skin (n = 6), vascular (n = 15), others (n 

= 33))。これらの細胞種ごとの発現 miRNA プロファイルの主成分分析結

果を、組織ごとに分類色分けした図を図２に示す。  
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図２：細胞種ごとの網羅的 miRNA 測定結果の主成分分析  

 

各点は miRNA 発現プロファイルに対する主成分分析の主成分 1・2 を示

し、その色は細胞の収集された組織を示す。 GU; genitourinary, GI; 

gastrointestinal. 
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次に、上記で処理した細胞種ごとの網羅的 miRNA 発現量データを元に、

各細胞における特異的発現 miRNA セットを特定することを目的に、組

織得意性インデックス（TSI; tissue specificity index）を下記のように定

義 25 した。  

 

ここで N は発現量の計測された総細胞数、 は j 番目の miRNA の全細

胞での最大発現量で正規化した i 番目の細胞での発現量を意味する。 

各細胞種において、①全 miRNA 発現量のうち上位 10 パーセンタイル

以上の発現量をもち②TSI>0.7 を満たす miRNA を、上位特異的発現

miRNA セットとして定義することとした（図 1b に示す）。  

TSI > 0.7 について、採用した根拠として図３に TSI をスライドさせ

たときの上位特異的発現 miRNA セットの発現量・数の変化と MIGWAS

統計量の変化を示した。TSI > 0.7 の基準をもとに高発現のみならず、特

異的発現を示す miRNA セットを選び組織特異性の検討を行うことがで

き、かつ検定に使用する miRNA 数も検出力を保つレベルに維持するこ

とができた。  
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図３：組織特異性インデックス（TSI）による組織特異性発現 miRNA セ

ットの内容の変化と MIGWAS 解析統計量の変化  

 

(a) 赤い点で TSI のしきい値により定義される高・特異的発現 miRNA

数の正中地と標準偏差を示した。青い点で TSI のしきい値により定義さ

れる高・特異的発現 miRNA の発現量カウントの発現正中地と標準偏差

を示した。 (b)TSI のしきい値により 90%以上の細胞に高・特異的発現

miRNA として定義される miRNA の数を示した。(c) TSI の条件により出

力される MIGWAS 結果の統計量の相関係数をプロットした。色と円の

大きさにより、相関係数とその有意性を示した。  
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miRNA-ターゲット遺伝子データベースの収集  

miRNA は特定の遺伝子に作用して翻訳後調節を行うが、結合する遺伝

子の情報は完全ではなく、複数の予測アルゴリズムを用いた結果に基づ

く複数のデータベースが存在するのが現状である。これを考慮し、一般

的に用いられている 4 つの miRNA ターゲット遺伝子予測データベース

（TargetScan Human, DIANA-TarBase, PITA, and miRDB）の網羅的情報を

ダウンロードし、以後の解析に用いるために各遺伝子を行・各 miRNA

を列とした行列形式への変換を行った（表 1）。  
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表 1：miRNA-標的遺伝子予測データベースのリスト  

 

本研究では上記の 4 アルゴリズムを用いて統合解析を行った。  
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GWAS シグナルの組織特異的 miRNA への集積の定量  

 エンピリカルに組織特異的 miRNA➖標的遺伝子ネットワークの中の

GWAS シグナルのエンリッチメントを定量するために、以下の手法を用

いた（図 1c）。  

 を以下の４条件(i)-(iv)を満たす miRNA-遺伝子ペアの集合とする。 

(i) i 番目の予測アルゴリズムにおける miRNA,遺伝子ペアのスコアが j 番

目のしきい値よりも大きい 

(ii) PmiRNAがしきい値α=0.01よりも小さい 

(iii) Pgene がしきい値α=0.01よりも小さい 

(iv) miRNA が、上記のように定義した細胞 A における上位特異的発

現 miRNA セットに含まれる  

今回、ゲノム上に散在する小さな effect size の多型も含めた polygenic

な関与を検討するためにしきい値α=0.01を採用した。その他のしきい値での

ベンチマーク試験を行い、先行文献 38 や統計量のインフレーションの値をもと

にこの値を選択することとした。 

組織特異的 miRNA➖標的遺伝子ネットワークの中の GWAS シグナル

のエンリッチメントを定量するために、 を 20,000 回の帰無仮説下

でのパーミュテーションにおける統計量を比較した。帰無仮説では、組織特異的
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miRNA発現および、miRNA➖標的遺伝子ネットワークと GWAS 結果に関連

がないことを仮定した。そのため、1 パーミュテーションごとに、PmiRNAお

よび Pgene をランダムに入れ替えたうえで同様の計算を行い、 を求めた。

エンリッチメントの P値を示す は と定義した。つ

ぎに i 番目のアルゴリズムでのしきい値 j を上位１パーセンタイルから 0.1 パー

センタイルまで、ログ尺度で 8 分割するようにスライドさせ、ここまでの統計

量 P値を以下のように Fisher法でメタ解析した。 

 

 

ここで  が疎（sparse）であるとき帰無仮説の歪みが生じる可能性を

考慮し、５以上のときの統計量を採用することとしている。また、Φは正規分布

の累積分布関数を示す。パーミュテーション P値 < 0.05を有意水準として、以

下の議論を行うこととした。 

上記解析を行うソフトウェア MIGWAS を公共ソフトウェアリポジト

リである GitHub 上で公開し、マルチスレッドオプションを実装するこ
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とで高速計算を可能とした。  

 

 

GWAS 統計量の収集  

公共ウェブリソースあるいは研究協力者より、 49 個の複雑形質に関

する要約統計量（ summary statistics）を収集し、表 2 にまとめた。おお

まかに、4 疾患群（ immune/allergy-related [n = 4], neuropsychiatric [n = 2], 

cardiovascular [n = 1], and genitourinary [n = 1]) と 6 量的 形質 群  

(anthropometric [n = 3], metabolic [n = 3], musculoskeletal [n = 1], 

cardiovascular [n = 2], kidney-related [n = 2], and hematological [n = 2]）に

分類した。残りの 28 統計量に関しては、バイオバンクジャパンプロジ

ェクト 26 の  データを使用し、10 疾患類（ immune/allergy-related [n = 4], 

metabolic [n = 1], musculoskeletal [n = 2], neuropsychiatric [n = 1], eye-

related [n = 2], cardiovascular [n = 5], lung-related [n = 1], liver-related [n = 

2], genitourinary [n = 2], and malignancy [n = 7]）と 1 量的形質群

(anthropometric [n = 2])に分類した。  
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表 2：本研究で用いた GWAS 
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これらの要約統計量から、各 SNP の UCSC hg19 リファレンスにおけ

る位置 (base pair position)とその形質関連 P 値を収集し、フォーマット整

形を行った。  

 

 

ハイスループット miRNA シークエンス対象検体  

 今回の疾患対照研究においては、日本人の早期関節リウマチ（RA）患

者 30 名と、日本人健常人参加者 33 名を対象とした。全参加者から、事

前に研究同意書を取得し、今研究は大阪大学倫理委員会より承認（承認

番号 734-5）された。参加者の詳細情報を表 3 にまとめた。  
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表 3：発現変動解析実験の参加者（関節リウマチ患者・健常人）の情

報  

 

正中値と四分位範囲を示す。  

RA; rheumatoid arthritis, HC; healthy control, RF; rheumatoid  factor, ACPA; 

anti-citrullinated protein antibody, DAS; disease activity score. CRP; C -

reactive protein. 
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miRNA シークエンス・Differential expression 解析  

上記患者および健常人検体より、全血を採取し、EDTA チューブに回

収した。Ficoll–Paque density gradient medium を用いて末梢血単核細胞

（PBMC）を分離し、miRNeasy Micro Kit (Qiagen)を用いて全 RNA を単

離した。SMARTer smRNA-Seq Kit (Takara)とその指定のプロトコルを用

いて、miRNA シークエンスライブラリを作成した。HiSeq 2500 (Illumina, 

read length of 100 bp, single-end)により RNA シークエンスを実施した。

クオリティコントロールとして、Cutadapt ソフトウェアを用いてアダプ

ターシークエンスを除去、低クオリティーリード（Phred quality score < 

20 in > 80% of total bases）の除去、長リードの除去（ length > 50bp）を行

った。  

クオリティーコントロールパスしたリードを、miRBase に登録された

既知の miRNA 配列に対して Bowtie を用いて推奨条件により 27 アライ

ンメントした。リウマチ患者・健常人での Differencial expression 解析を

R ソフトウェアの DESeq2 パッケージを用いて行った。発現変動 miRNA

は、False discovery rate (FDR-q) < 0.05 で定義した。  

 

 



 

 

24 

発現変動 miRNA と MIGWAS 結果のオーバーラップエンリッチメント

解析  

上記で検出した、RA 患者と健常人との発現変動 miRNA が、MIGWAS

解析で検出された候補 RA 関連 miRNA と偶然よりも有意に重複してい

るかどうか検証するために、パーミュテーションによるエンリッチメン

ト解析を行った。ここでは、シークエンス実験による miRNA 発現量テ

ーブルのうちサンプル ID を 1 パーミュテーションごとにいれかえ、そ

れぞれに帰無仮説化での発現変動 miRNA セットを求めた。発現変動

miRNA セットと MIGWAS 解析で検出された候補 RA 関連 miRNA セッ

トとのオーバーラップ数を計測し、これを元に経験に基づく (empirical) 

P 値を求めた。  

 

 

関節リウマチ候補 miRNA のインシリコ・レプリケーション研究  

上記で検出した、RA 患者と健常人との発現変動 miRNA かつ

MIGWAS 解析による候補 miRNA 周辺領域に関して、最も関連の強い  

SNP の新規 GWAS メタ解析を実行した。複数人種間関節リウマチメタ

解析（19,234 関節リウマチ症例対 61,565 対照群）に、さらに 2 つのコ
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ホートにおける GWAS（3,308 関節リウマチ症例対 8,357 対照群）を加

え、固定効果を仮定した inverse-variance メタ解析を行った。  

 

 

Summary-level Mendelian Randomization 解析  

MIGWAS で検出された miRNA は、標的遺伝子の転写物に影響を与

えて形質に関与することを仮定していることから、標的遺伝子の形質

への関与に関しても、対象臓器での発現量調節が重要であることを仮

定し、検証することとした。まず、GTEx データベースを用いて eGene

を周囲に FDR-q < 0.05 で cis-eQTL バリアントをもつ遺伝子として定義

した。そして、MIGWAS により検出された miRNA の標的遺伝子が

eQTL 解析での eGene に集積しているかどうかを二項分布で検定した。

次に、Summary-level Mendelian Randomization (SMR)36 を実行した。本

SMR 解析では、GWAS と eQTL の要約統計量を用いて、発現量変動が

疾患発症に linkage でなく causal あるいは pleiotropy を介して関与して

いるかを、Mendelian randomization と同様の数理モデルにより検定する

ことができる。今回、関節リウマチの eGene および SMR 解析を行うに

当たり、発現変動を調べる対象臓器として免疫細胞が有効であること

が仮定されたが、GTEx データベースでの情報量から代替として全血デ

ータを使用した。  
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結  果  

 

MIGWAS の概要  

今回の研究概要図を図 1 に示した。MIGWAS では、ある miRNA が疾

患発症に関与しているならば、その miRNA 自体の発現を調節する SNP

にも、その miRNA が標的として翻訳後調節を行うターゲット遺伝子の

発現を調節する SNP にも、疾患発症との関連が認められるという仮説

をおいた。これに基づき、miRNA と遺伝子の標的関係の中に GWAS の

有意なシグナルが豊富に存在しているかどうか、そしてそれが特定の組

織に特に集積しているかを帰無仮説と比較し統計学的に評価する手法

を開発した。まず、miRNA と遺伝子の標的関係ネットワークのにおける

各大規模 GWAS シグナルのエンリッチメントを評価した。次に、網羅的

組織特異的 miRNA 発現データベース FANTOM5 コンソーシアムのデー

タを使用し、そのシグナルが特にどの細胞種に集積しているかを評価し

た。  

 

 

ヒト複雑形質への miRNA-標的遺伝子の関与  
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我々は、過去に世界で行われた延べ 350 万人以上を対象とした 49 の

GWAS 結果を MIGWAS で解析した。対象形質はヒト複雑形質で多岐に

わたり、大まかに anthropometric (n = 4), immune/allergy (n = 8), metabolic 

(n = 5), musculoskeletal (n = 2), neuropsychiatric (n = 3), eye-related (n = 2), 

cardiovascular (n = 8), lung-related (n = 1), kidney-related (n = 2), liver-

related (n = 2), genitourinary (n = 3), hematological (n = 2), and malignancy 

traits (n = 7)と分類を行った（表 2）。  

この解析により、身長・関節リウマチ・2 型糖尿病が有意 (P < 0.05)に

病態への miRNA の関与が重要であることが判明した（図４a）。さらに。

身長 28・2 型糖尿病 29 においては欧米人・日本人と人種をまたぎ共通し

て miRNA の関与が示し、本解析の頑健性も確認された。  
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図４  

 
図４：MIGWAS 解析実施結果  

49 のヒト複雑形質に対して行われた GWAS に MIGWAS を実行した結果。  

(a)：組織特異性を加味しない疾患全体での解析結果。棒グラフにより関連の

強さを log10(PMIGWAS)で示している。ピンクで色をつけた形質は、統計学的に

nomimally significant であることを示す。 (b)：免疫細胞での MIGWAS 解析実

施結果。 (c)：最も関連の強い細胞種を示した解析結果。棒グラフの色はその

細胞種の組織分類（図下に示す）により定義した。  
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組織特異的な miRNA-標的遺伝子の複雑形質への関与  

ここまでの組織特異性を加味しない解析からヒト形質に様々な程度

で miRNA-標的遺伝子の関与が認められることが分かった。そこで、そ

れらの解析に 179 細胞種特異的発現 miRNA データを統合することで、

GWAS-miRNA-標的遺伝子ネットワークの細胞種特異的な関与を検証し

た。FANTOM5 コンソーシアムの 179 細胞種における 1,842 pre-miRNA 

由来の mature miRNA 発現量データを正規化後、179 細胞種をその由来

組織により 18 組織に分類した。これらの細胞種ごとの発現 miRNA プロ

ファイルの主成分分析結果（図２）から、特に免疫細胞が特定のクラス

ターに分類されることが判明した。興味深いことに、疾患ごとに miRNA

が強く関与している組織は極めて多様性が高かった (図４c)。バセドウ病、

C 型肝炎、関節リウマチ、全身性エリテマトーデス、クローン病などの

免疫疾患では免疫細胞が miRNA の活動の場（図４b）であり、LDL コレ

ステロール・心筋梗塞発症においては脂肪細胞が miRNA の活動の場で

あることが分かった。表４に、各形質で最も強いエンリッチメントを示

した細胞種の名称を示す。なお、組織特異性の検討においては複数人種

をまたいで共通の組織が検出されることはなかった。組織特異的エピゲ

ノムデータと GWAS とを統合して、形質の遺伝基盤において重要な組



 

 

30 

織を特定する解析 33 を用いた先行研究では GWAS の人種により重要な

組織が異なる場合も報告されており、今回の結果のさらなる検証が求め

られる。  
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表４：組織特異的 MIGWAS 解析の結果  
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これまでの文献検討から、miRNA のヒト免疫疾患への関与が推定さ

れている 30 ことから、ここでさらに免疫形質について着目した解析を行

った (図５ )。ここでも、各免疫疾患に miRNA-標的遺伝子ネットワーク

を介して関与する細胞種は極めて特異的であることが分かった。例えば

関節リウマチでは、肺、骨、免疫細胞に特に強い関連 (それぞれ  

P = 3.6×10-3
,
 9.6×10 -3, and  1.5×10-2)を認めた。喫煙などの環境因子への暴

露を契機に肺において病的自己免疫反応が惹起され、それが骨びらんへ

進展するというこれまでの関節リウマチの生物学的理解とも一致する

ものであった 31。  
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図５  

 

図５：免疫疾患における MIGWAS 解析結果  

7 つの免疫アレルギー疾患 GWAS について MIGWAS を適用した結果を細胞種

ごとに示した。各点は、関連の強さを log10(PMIGWAS)で示しており、横軸に全

179 細胞種での結果を並べた。点線は有意水準の P value < 0.05 を示す。有意

かつ上位 2細胞の名前を点の脇に示した。GI; gastrointestinal, GU; genitourinary.    
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MIGWAS 結果の実験的検証  

我々は、このようにして MIGWAS が同定した miRNA が実際に疾患病

態に寄与していることを実証するために、これまで文献的にも miRNA

が病態に関与していることが推察されている関節リウマチ 30 を例にと

り、関節リウマチ患者と健常人とで MIGWAS で同定された関節リウマ

チ関与候補 miRNA に発現量の差異を認めるかの実証実験を行った。30

名の早期関節リウマチ患者・33 名の健常人の末梢血単核球細胞におけ

る網羅的 miRNA シークエンス（次世代シーケンサーを用いた miRNAseq）

を行い、発現量変動解析をした。今回、末梢血単核球細胞を対象細胞種

として選択した根拠は、臨床的・実験的に得ることが可能であり、これ

までのゲノム研究でも疾患の遺伝率の集積していることが示されてき

た細胞種だからである 32,33。  

この実験により、False Discovery Rate < 0.05 を基準としたとき、94 の

発現変動 miRNA が検出された (図６ a)。このうち、4 つの miRNA は

MIGWAS により候補 miRNA として同定されていたものであった。パー

ミュテーション法を用いたオーバーラップエンリッチメント解析を実

行したところ、MIGWAS により同定した miRNA は偶然より 98 倍高い

確率 (P = 0.0010)で発現変動 miRNA を予測していることが判明した (図
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７ )。特に、今回オーバーラップを認めた hsa-miR-762 は有意に関節リウ

マチ患者で高く発現しており (log2 fold change = 1.15 and FDR-q = 0.043)、

さらに極めて組織特異的 (tissue specificity index [TSI] = 0.982、図６b お

よび図６c)に免疫細胞に発現を認めることが分かった。  
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図６  

 

図６：関節リウマチ患者と健常人との発現変動 miRNA 実験結果とその後方

解析  

(a)：関節リウマチ患者と健常人との発現変動 miRNA 実験結果をボルケーノ

プロットで示した。X 軸は log2 fold change を示し、Y 軸は–log10(FDR-q)を示

す。青色で示した点は FDR-q < 0.05 を示した発現変動 miRNA である。ピン

クで示した点は、そのうち MIGWAS で同定された疾患関与 miRNA 候補と重

複していた点を示す。 (b)：今回解析対象とした miRNA の TSI（組織特異性

インデックス）を棒グラフで示したもの。ピンクで示した棒は、 (a)で述べた

発現変動 miRNA のうち MIGWAS で同定された疾患関与 miRNA 候補と重複

していた miRNA が属する TSI の bin を示したものである。 (c)：オーバーラ

ップ miRNA について、各 179 種の細胞での正規化済発現量を全細胞での平

均発現量との比で示したもの。y 軸は全細胞での平均発現量からの fold 

change の値を示している。 (d)：関節リウマチ GWAS のマンハッタン

CIRCOS プロット。MIR762 とその標的遺伝子を線で結んだ。 (e)：MIR762 と

SYNGR1 の領域プロット。メタ解析結果もともに示す。右のパネルには

SYNGR1 の eQTL 解析結果と SMR の結果をともに示す。  
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図７：MIGWAS 結果と miRNA 発現変動解析実験結果とのオーバーラッ

プエンリッチメント解析における、パーミュテーション結果の概要  

 

各棒は、5,000 パーミューテーション工程ごとに発現変動 miRNA として

定義された miRNA と MIGWAS から出力された miRNA との重複数を記

録し、ヒストグラムとして示したものである。最も右の bin（重複数 4）

が実際のデータにて観測された重複数である。  
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オーバーラップ miRNA のインシリコ・レプリケーション研究  

上記の解析によりオーバーラップを認めた 4 miRNA に関しては、す

でに既報の大規模 GWAS34 でゲノムワイド水準は超えないが suggestive

な関連が示されていた (19,234 RA cases and 61,565 controls, PGWAS ≥ 

3.2×10-7)。そこで、新規 GWAS メタ解析を実行し、該当 miRNA に強い

シグナルが再現されるかどうかを検証（インシリコレプリケーション研

究）した。新たに 3,308 RA cases と  8,357 controls を加えて、上記の既

報 GWAS の要約統計量とのメタ解析を行うと、4 miRNA のうち 3 miRNA

をコードしている 2 領域において、ゲノムワイド水準を超えて関節リウ

マ チ 発 症へ の 関連 が 認 めら れ た (22,119 cases and 69,363 controls; 

PGWAS_META = 3.3×10 -8 for rs34130487 at MIR95-MIR106B at 7q22 and P = 

3.6×10-8 for rs56656810 at MIR762 at 16q11; 図６d, ６e, 表５ )。これらの

領域の関節リウマチへの関与は、今回 MIGWAS により候補領域として

上がったことでメタ解析を行ったために検出することができた新規領

域である。  
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表５ :関節リウマチメタ解析によるインシリコ再現研究結果  
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オーバーラップ miRNA の eQTL データとの統合解析  

最後に、上記の 4 つの miRNA（表６）のうち、最も TSI が高く、さら

に関節リウマチの病態において最も重要な免疫細胞における特異的発

現を認めた hsa-miR-762 について、組織特異的トランスクリプトームカ

タログである GTEx データベース 35 との統合解析を行った。MIGWAS で

検出された miRNA は標的遺伝子の転写物に影響を与えて形質に関与す

ることを仮定していることから、hsa-miR-762 の 41 の標的遺伝子の関節

リウマチへの関与に関しても、対象臓器での発現量調節が重要であるこ

とを検証することとした。  
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表６：MIGWAS と miRNA 実験での発現変動とのオーバーラップを認めた

miRNA と、その標的遺伝子  

Candidate 

biomarker 

miRNA 

RA cases vs controls 

TSI Target genes log2 fold change 

in expression 
FDR-q 

hsa-miR-93-5p -0.522 0.00022 0.254 

ANKH, ANKRD52, ARCN1, 

BCL2L15, C7orf43, CASP8, 

CDKN1A, DENND1B, 

FAM126B, FAM133B, FYCO1, 

IKZF4, KIAA1109, KLF2, 

LDLR, MAGI3, PEX13, 

PHTF1, PRDX5, RAB5B, 

RAG1, RSBN1, SAR1B, 

SEC24A, SLC12A5, SNN, 

STK38, TAGAP, TRAK2, 

ZBTB10 

hsa-miR-106b-5p -0.811 0.00022 0.269 

ANKH, ANKRD52, BCL2L15, 

C7orf43, CASP8, CDK6, 

CDKN1A, CEP76, FAM126B, 

FAM167A, FAM65B, FYCO1, 

ICOS, KLF2, LDLR, MAGI3, 

PA2G4, PAPOLG, PDGFB, 

RAB5B, RSBN1, RTKN2, 

SAR1B, STK38, TMEM151B, 

TNFAIP3, VPS37C, ZFP36L1 

hsa-miR-301b-3p -0.954 0.0090 0.397 

C5orf30, CDK6, DDX6, 

ITSN1, LDLR, PAN3, SAR1B, 

SERBP1, SNRPE, SRSF3, 

TMEM50B, ZBTB10 

hsa-miR-762 1.154 0.043 0.982 

ARHGAP20, C11orf20, 

C11orf9, C1orf93, C7orf59, 

CPNE5, DAP, FADS2, GATS, 

GNAI2, HDAC5, INPP5B, 

IQGAP1, IRF5, ITSN1, 

PADI2, PFKL, PGAP3, 

PHF15, PHKG2, PHLDB1, 
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PKNOX2, PPIL2, RAF1, 

RAVER1, SLC25A23, 

SLC44A2, STAC2, SYNGR1, 

TAB1, TMEM151B, 

TMPRSS3, TNFRSF14, 

TRAF1, TSPAN33, 

UBASH3A, UPK2, UTP11L, 

VPS37C, YDJC, ZNF594 

 

標的遺伝子は 2 つ以上のアルゴリズムで上位 1 パーセンタイルのスコアに分

類されるものを抽出した。太字の遺伝子は、GTEx データで全血での eGene に

含まれるもの。TSI; tissue specificity index, RA; rheumatoid arthritis . 
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まず、免疫細胞の代用としての全血細胞での eQTL 解析結果の

eGene(周囲の遺伝子による cis-eQTL 調節によって発現量が変化する遺

伝子 )の中に、hsa-miR-762 の 41 の標的遺伝子は偶然よりも多く含まれ

ることを示した (1.46-fold enrichment with binomial P value = 0.014)。これ

は、全血細胞において、hsa-miR-762 の標的遺伝子は周囲の遺伝子多型

による発現量調節を受けていることを意味している。なお、この 41 の

標的遺伝子の生物学的特徴を見出すために EnrichR(URL を参照 )を使用

したパスウェイ解析を実行したところ、関節リウマチ疾患パスウェイ・

自己免疫疾患パスウェイ・TNF-alpha signaling パスウェイ・TNFR induced 

NFkappaB signaling パスウェイに特にエンリッチしていた。  

つぎに、hsa-miR-762 の標的遺伝子の発現量を調節する多型と、関節

リウマチへの関与について検証するために、 summary data-based 

Mendelian randomization (SMR)36 を実施した。この解析により、hsa-miR-

762 の標的遺伝子周囲に発現量変動を介して linkage でなく causal ある

いは pleiotropy を介して関節リウマチに関与している多型が存在するか

どうかを検証し、検出することができた（表７）。例えば、hsa-miR-762

の標的遺伝子の一つである SYNGR1 (シナプス可塑性に関わることが知

られ , これまで GWAS では関節リウマチの他、知能指数、原発性胆汁性
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肝硬変、炎症性腸疾患といった形質への関与が報告されている )周囲の

遺伝子多型は、SMR 解析にて最も強いシグナルを示し関節リウマチへ

も強い関連を示した (図６e)。特に rs2069235 の関節リウマチ GWAS シグ

ナル ( PGWAS = 7.6×10 -13)は、eQTL 効果 (PeQTL = 1.3×10 -38)を介しているこ

とが分かった (PSMR = 3.5 × 10-10)。すなわち、関節リウマチ患者では hsa-

miR-762 の発現が特に免疫細胞で亢進しており、このターゲット遺伝子

である SYNGR1 もまた、発現量調節を介して関節リウマチの発症に強く

関与していることが示された。  
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表７：Summary-level data Mendelian Randomization の結果  
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考  察  

 

 我々は、大規模 GWAS データ、miRNA-標的遺伝子ネットワーク、網

羅的細胞特異的 miRNA 発現データの 3 者を MIGWAS により統合解析

し、組織特異的な miRNA の疾患病態への関与を示した。MIGWAS を多

様なヒト複雑形質に応用することで、miRNA の疾患病態への関与は非

常に組織特異性が高いことがはじめて明らかになった。さらに、

MIGWAS を応用することで、どの miRNA が疾患に関与しているかの情

報も得ることができる。この情報については、関節リウマチ患者・健常

人とでの発現量変動解析により実証実験を行うことでバリデーション

され、さらに新規 GWAS メタ解析を行うことでインシリコにもレプリ

ケーションされた。新規 GWAS メタ解析では関節リウマチの新規関連 2

領域を同定した。また大規模 eQTL データベースとの統合解析により、

候補 miRNA が候補標的遺伝子を介してどのように関節リウマチの発症

病態に関与しているかも推測することができた。  

 

MIGWAS は特に 4 つの特性が重要と考えられる。  

(i) miRNA-標的遺伝子ネットワークにおける GWAS シグナルの集積
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を定量化すること  

(ii) (i)がどの細胞種に特に集積しているかを定量することで、形質に

おいて重要な組織を特定すること  

(iii) フォローアップ研究のために、GWAS シグナルの中から候補領域

を特定すること  

(iv) 疾患病態に重要と考えられる候補 miRNA を特定すること  

我々の研究結果から、miRNA は標的遺伝子の転写物に影響を与え、さら

に標的遺伝子は発現量調節を介して形質に関与しているという病態の

一例を検出することができた。また、候補 miRNA に関しては、バイオ

マーカーや創薬ターゲットのための実験検証のために prioritizationをで

きるという意味で、GWAS 単独ではできなかった意義深いものと考えて

いる。  

 

最後に、本研究の limitation と将来への展望を数点挙げる。  

第一に、今回、網羅的な細胞種特異的 miRNA 発現データは健常人由

来のものであったが、疾患においては miRNA プロファイルが異なる可

能性は考慮される。これまで、トランスクリプトームやエピゲノムを用

いて重要な細胞種・組織を GWAS から検出する研究 12,32 もまた、健常



 

 

49 

人由来のデータを使用していることからそれに倣ったが、もし将来的に

疾患由来の網羅的発現データが得られることがあれば、検討の余地はあ

るものと思われる。  

第二に、miRNA と標的遺伝子の予測アルゴリズムには不確実性があ

ることが挙げられる。これに対応するため、4 つのアルゴリズムからの

統計量の統合を行うという手法を取っており、実際、最近公開された

miRTarBase という実験的な miRNA と標的遺伝子の結合関係の情報デー

タベースと照らし合わせる 37 と、複数のデータベースの統合解析により

正確な予測が可能となったことが判明した (図８ )。  
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図８：miRNA-標的遺伝子のインシリコ予測アルゴリズムのインビトロ

データベース（miRTarBase）による再現確認  

 

In silico に 予 測 さ れ た miRNA- 遺 伝 子 標 的 ペ ア の う ち 、

miRTarBase(reporter assay, western blot, microarray あるいは次世代シーク

エンサー )でも実験的にペアであることが示されている割合を (a)各アル

ゴリズムのしきい値ごとにまたは (b)統合解析するうえで使用したアル

ゴリズム数ごとにプロットしたもの  
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第三に、GWAS を元にしたエンリッチメント解析では GWAS の統計

量自体のインフレーションで MIGWAS の統計量のインフレーションが

引き起こされる危険性も考慮された。これに対応するため、今回エンリ

ッチメント解析においてはパーミュテーション法を用いた帰無分布を

使用しており、人為的にインフレーションさせた GWAS でのシミュレ

ーションでも統計量のインフレーションを認めないことを以前示して

いる 38。  

第四に、今回の手法に組織特異的遺伝子発現の情報を組み入れていな

いことが挙げられる。miRNA×遺伝子ごとの組織特異的発現の組み合わ

せでの計算が膨大であることからそれについての詳細な検討を行わな

かったが、将来的にさらなる統合解析を行うことは興味深いと考えられ

る。  

第五に、本解析では、miRNA の発現量が周囲の cis-eQTL 効果を持つ

SNP により遺伝子発現と同様の調節を受けていることを仮定した。現時

点で miRNA eQTL の網羅的データベースが存在しないのが現状である。

また、今回同定した 4 つの miRNA の周囲にも、GAL3ST4, RNF40, PHKG2, 

UBE2L3 等の遺伝子が存在することから、これらの遺伝子の影響を完全

に排除できない。miRNA-cis-eQTL 効果の仮定に関しては今後次世代シ
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ークエンサーを用いた網羅的発現データと遺伝子多型情報の解析によ

り明らかにする必要がある。  
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結  語  

本研究で開発した手法 MIGWAS により、細胞種特異的な文脈で

miRNA とその標的遺伝子がヒトの複雑形質に関与していることが示さ

れ、またバイオマーカー候補 miRNA を同定した。  

 この 20 年で GWAS に代表されるヒトゲノム情報の解析がもたらした

生命現象への知見は大きいが、その一方で未だその解釈に課題が残って

いることも事実である。ここ数年はハイスループットな実験系の発展が

花盛りを迎えており、マルチオミクス情報は急速に蓄積されつつある。

今回の研究で実施したような多層の生命情報の統合解析を行うことで、

生まれ持ったゲノム情報が、どのようにしてその後の時空間的な文脈や

環境因子への暴露によって我々の多様性を形作るかを理解すること、そ

れによりゲノム研究を臨床現場にまで還元することに貢献したいと考

えている。  
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 MIGWAS source code, https://github.com/saorisakaue/MIGWAS 

 FANTOM5 consortium, http://fantom.gsc.riken.jp/5/  

 The BioBank Japan Project (BBJ), 

https://biobankjp.org/english/index.html 

 miRBase, http://www.mirbase.org/  

 miRDB, http://www.mirdb.org/ 

 TargetScan Human, http://www.targetscan.org/vert_72/  

 DIANA-TarBase, http://diana.imis.athena-

innovation.gr/DianaTools/index.php 

 PITA, https://genie.weizmann.ac.il/pubs/mir07/mir07_data.html  

 GTEx consortium, https://www.gtexportal.org/home/ 

 CAGE eQTL data, http://cnsgenomics.com/shiny/CAGE/  

 R DESeq2 package, 

https://bioconductor.org/packages/release/bioc/html/DESeq2.html  

 R preprocessCore package, 

https://bioconductor.org/packages/release/bioc/html/preprocessCore.html  

 SMR software, cnsgenomics.com/software/smr/ 
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 CIRCOS, http://circos.ca/ 

 Cutadapt, cutadapt.readthedocs.io/en/stable/  

 Bowtie, http://bowtie-bio.sourceforge.net/index.shtml 

 EnrichR, https://amp.pharm.mssm.edu/Enrichr/ 
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