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１．研究目的･内容

突然死の主要原因の一つである心筋炎はほとんどがウイルス感染により引き起こされる。ウイ

ルス性心筋炎は 3 つの病期に分かれることが提唱されており、それぞれの病期で治療法が異なる
が、高感度かつ高精度に病期を判別できるマーカーは確立されていない。本研究ではウイルス性

心筋炎マウスモデルの RNA シーケンシングデータを解析し、病期判別マーカーを同定すること
を目的として、そのデータ解析パイプラインの構築を行った。

２．研究経過及び成果

RNA シーケンシングデータ解析は一部の高額なソフトウェアを除くと、Linux 上でのみ動作す
るプログラムがほとんどであり、また大容量メモリを必要とする。そこで OS のインストールさ
れていない 32 GB メモリ搭載 PC を購入し、Linux をインストールした。

RNA シーケンシングにより得られた生データ (リード断片データ) から解析可能な遺伝子発
現データを抽出するには、以下の 4 つのステップにより構成されるパイプラインを構築する必要
があった。A) 公開されているリファレンスゲノム配列上に対応する配列をもつリード断片データ
を配置するアラインメント (マッピング)。B) 配置されたリード断片データの数を数えるリード
カウント。C) 遺伝子を同定するアノテーション。D) サンプル間および遺伝子間の比較を行うた
めの基準を設定してデータを調整する正規化。これらのステップにはそれぞれ複数の手法、プロ

グラム、データベースが存在したので、この中から目的に適した、容易に運用可能なプログラム

を選定した。リファレンスゲノムにマッピングするプログラムは大きく分けて、スプライスジャ

ンクションを含むリード断片をマッピングしない basic aligner と、スプライスジャンクションを
含むリード断片をマッピングできる splice-aware aligner がある。マッピングの効率と動作速度、
要求される PC のスペックなどを考慮して、QuasR、Bowtie2 など複数のプログラムを比較し、
splice-aware aligner である Spliced Transcripts Alignment to a References (STAR) が本研究に適する
と判断した。遺伝子のアノテーションに用いるデータベースには、頻用されているものに米国

University of California Santa Cruz (UCSC) により提供されているものと、ヨーロッパの European 
Molecular Biology Laboratory-European Bioinformatics Institute (EMBL-EBI) により提供されている
ものがあるが、両者を比較した結果、EMBL-EBI のデータベースを用いた場合には多くの抗体可
変部やマイクロ RNA が含まれているのに対して、UCSC のデータベースではほとんど含まれて
いなかったので、EMBL-EBI データベースを用いてアノテーションを行うこととした (Omura et 
al., Neuroinfection, 2018)。データ正規化の方法としては、サンプル中の総リード数を 100 万リー
ドに統一し、全ての遺伝子の長さを 1000 base に調整する Reads per kilobase of exon per million 
mapped reads (RPKM) が頻用されているが、本研究においては全てのサンプルでリード数が一定
であるとは考えにくいので、発現が変化しない遺伝子のデータからサンプル間の正規化を行う

iDEGES/edgeR を用いた。得られるデータを用いて主成分分析、因子分析などのバイオインフォ
マティクス解析を行う環境も整えた (Omura et al., Arch Virol, 2018; Sato et al., Sci Rep, 2017)。
予備的解析として、マウス脊髄の RNA シーケンシングデータを本研究で構築したパイプライ
ンを用いて解析したが、全リードの約 80% がリファレンスゲノムにマップされ、抗体可変部や T
細胞受容体可変部等を含むカウントデータが得られた。
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３．本研究と関連した今後の研究計画

 今後は実際にウイルス性心筋炎マウスモデルを作製し、各病期で解剖して心筋および血液を採

取する。RNA を抽出して RNA シーケンシングを行い、本研究において構築した解析パイプラ
インを用いて遺伝子発現データを抽出する。得られたデータを用いてバイオインフォマティクス

解析を行い、病期判別バイオマーカーおよび血中代替マーカーの同定を行う。

 さらに、バイオマーカー同定までをパイプラインに含められるよう検討し、他の疾患のバイオ

マーカー同定への応用を試みる。
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