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研究成果の概要（和文）：本研究では、主として以下の成果を得た。（a）新しいマイクロRNA予測ツールを開発し、既
存のツールよりも、誤検出が少ないことを示した。(b)二次構造的なアクセシビリティを検出するツールを開発し、ゲ
ノム上のマイクロRNA結合サイト周辺に働く二次構造的な制約を検出した。(c)変異による構造エネルギーや揺らぎの変
化を計算するツールを開発した。これを用いて、ミトコンドリアtRNAの解析を行い、構造揺らぎの増加が疾患と相関す
ることを示した。(d)RNA配列の各位置の構造的文脈を予測するツールを開発し、RNA結合たんぱく質の結合領域周辺の
構造的な特異性を検出した。

研究成果の概要（英文）：The following is the main results of this project. (a) We developed a microRNA fin
ding tool, which combines structural and evolutionary features of microRNAs. We showed that our tool outpe
rforms previous methods with less false positives. (b) We developed an algorithm for computing secondary s
tructural accessibilities of RNA sequences. We were able to detect the evolutionary constraints around the
 target sites of microRNAs. (c) We developed a tool to calculate the changes of free energies and entropie
s of RNA secondary structures in response to mutations. We applied our method to mitochondrial tRNAs and s
howed that the increase of structural fluctuation caused by mutations correlated with disease susceptibili
ty. (d) We developed a tool to predict potential secondary structural contexts for each base of an RNA seq
uence. We applied our method to binding sites of RNA-binding proteins and detected the structural specific
ities of the proteins.
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１．研究開始当初の背景 
(1)  2000 年前後に最初のヒトゲノム配列
が公開されてから、ゲノム配列機能の網羅的
解析がおこなわれてきた。中でも ACGT の４
文字からなる文字列で表現されたゲノム配
列は、計算機を用いた情報解析と親和性が高
く、遺伝子の構造や機能のバイオインフォマ
ティクス解析が広く行われている。 
 
(2) それと前後して、ゲノムからの転写物を
網羅的に計測する大規模な研究もおこなわ
れていた。これらの研究により、ヒトゲノム
の大半の領域が、何らかの条件下、あるいは
タイミングで、一度は転写されることが明ら
かにされた。また、マイクロ RNA や snoRNA
などの、機能性構造 RNA も多数発見された。
しかし、発見された RNA の大部分は、機能
未知であり、それを明らかにすることが重要
課題となっている。 
 
２．研究の目的 
 (1) 様々な非コード RNA の中でも、マイ
クロ RNA や snoRNA は、比較的安定した二
次構造を持ち、ループ部分がターゲット RNA
と相補的に結合するという点で、共通点があ
る。このような特徴は、二次構造解析や配列
アライメントを行うバイオインフォマティ
クス解析と親和性が高い。そこで、計算機解
析をフル活用して、ゲノムからマイクロ RNA
と snoRNA を網羅的に発見するツールを開
発する。 
 
 (2) マイクロ RNA や snoRNA が見つかっ
ても、その機能がわからなければ生命の理解
につながらない。このため、ターゲット候補
領域周辺の二次構造的アクセシビリティ計
算などを行い、これらの RNA のターゲット
領域を精度よく網羅的に予測する。予測の正
しさは次世代シーケンシング解析などによ
り検証する。 
 
３．研究の方法 
(1) マイクロ RNA・snoRNA の発見には、細
胞内の転写物を次世代シーケンシング解析
により計測する実験的方法と、マイクロ
RNA・snoRNA の二次構造に注目し、ゲノム配
列からマイクロ RNA・snoRNA と同じ二次構造
を取りうる領域を予測する計算機的方法が
あるが、本研究では、計算機的方法でマイク
ロ RNA・snoRNAを高い精度で予測する方法を
開発する。そのために、RNA のエネルギーパ
ラメータに基づく塩基対確率と、マイクロ
RNA・snoRNA の進化的保存度を両方考慮した
モデルにより、マイクロ RNA・snoRNA遺伝子
領域を発見する手法を開発する。 
 
(2)  マイクロ RNA・snoRNA の結合領域は、 
マイクロ RNA・snoRNAと相補鎖をもたねばな
らないため、転写物の相補領域が、候補とな
るが、単に相補領域を探すのみでは、特異性

が低すぎて、擬陽性がほとんどになってしま
う。本研究においては、結合領域が二次構造
的にアクセシブルでなければ、マイクロ
RNA・snoRNA は効率的に相互作用できない、
という特徴を利用し、アクセシビリティを網
羅的に計算するツールの開発を行い、結合領
域予測における擬陽性を減らすことを行う。 
 
４．研究成果 
 本研究課題はマイクロ RNA と snoRNA とそ
れらのターゲットサイトを網羅的に予測す
し、それを次世代シーケンシング解析などに
より実験的に検証することであった。研究期
間の半ばでメンバーの異動に伴う変更にと
もない、多少研究方針が修正され、RNA の二
次構造解析手法の開発に、より重点をおいた
研究を行うことになった。 
 結果として、二次構造アルゴリズムのゲノ
ム解析への応用に関しては、国際的にみても
トップクラスのレベルの高い研究成果が
続々と生まれた。このような研究を継続して
いくことができれば、今後、RNA のバイオイ
ンフォマティクス研究の国際的な拠点が形
成されるだろうと考えられる。  
 研究期間内で得られた主な研究成果は以
下のとおりである。 
 
(1) ゲノムからのマイクロ RNA遺伝子の発見 
 マイクロ RNAの前駆体はヘアピン型の二次
構造を組むことが知られている。また、多く
のマイクロ RNA のファミリーでは、ヘアピン
構造のステム領域は非常によく保存してい
ることが知られている(図１)。 

 

 

これらの特徴をベクトル量として、条件付き
確率場（Conditional Random Field）の方法
により、マイクロ RNA 遺伝子をモデル化し、
既知のマイクロ RNA遺伝子を用いて、パラメ
ータを最適化した。この最適化したモデル
(miRRim2)により、ゲノムから網羅的にマイ
クロ RNA を予測した所、既存の手法より、精
度が向上することがわかった。 
 
(2) RNAのアクセシビリティ計算法の開発 
 siRNA やマイクロ RNA が効率的にメッセン
ジャーRNA に結合するためには、ターゲット
領域周辺が二次構造的に開かれた状態であ
る必要がある。従って、一次配列的特徴から

図１．マイクロ RNA 遺伝子領域の進化的保存

性（実線）とステム形成確率（灰色）。 



予測された、各ターゲット領域候補について
二次構造的なアクセシビリティを計算する
ことにより、siRNA やマイクロ RNA が効率的
に相互作用するかどうかを調べることがで
きる。そこで、RNA 配列から、二次構造アル
ゴリズムを用いて、網羅的に配列の各領域の
アクセシビリティを計算するアルゴリズム
を開発し実装した（Raccess）。このプログラ
ムを用いて、siRNA の抑制効率とアクセシビ
リティの相関をとったところ、siRNA のター
ゲットサイトの３’末端がアクセシブルで
あることが、抑制効率を最も高めることが明
らかになった（図 2）。 

 

 

 また、siRNA が、意図せずマイクロ RNA の
作用パスウェイに入り、様々な遺伝子を抑制
してしまうオフターゲット効果も検出する
ことができた。 
 
(3) 塩基変異のもとでの二次構造変化の計算 
 塩基変異のもとで、RNA の構造や機能がど
う変化するかを調べるのは、RNA の進化解析
や機能解析で重要である。この研究では、塩
基変異のもとでの、RNA 二次構造の自由エネ
ルギーやエントロピーの変化量を網羅的に
計算する手法を開発した(Rchange)(図 3)。 

 

 
 このプログラムを用いて、ヒトのミトコン
ドリア tRNA 遺伝子の変異と疾患の関係を調
べたところ、変異による二次構造揺らぎの増
加が、さまざまな疾患と相関していることが
示された。 

 
(4) RNA 結合たんぱく質の二次構造特異性 
 ヒトにおいて、たんぱく質コード遺伝子の
９０％以上は、何らかの条件・タイミングで、
選択的スプライシングを受けることが知ら
れている。スプライシングパターンは多くの
場合、RNA 結合たんぱく質が、スプライシン
グ領域周辺に結合することにより制御され
る。RNA 結合たんぱく質は、メッセンジャー
RNA の一次配列的特徴を認識するが、DNA 結
合性の転写因子などと異なり、二次構造的特
徴にも特異性をもつと予想される。そこで、
RNA 二次構造アルゴリズムを用いて、RNA 配
列の各塩基の二次構造的なコンテキストを
網羅的に計算するアルゴリズムを開発し、実
装した（CapR）。 
 このプログラムを用いて、CLIP-seqの手法
により計測された、さまざまな RNA 結合たん
ぱく質の結合領域について、結合領域周辺の
二次構造的な特徴を調べたところ、RNA 結合
たんぱく質の多くは、強い二次構造的特異性
を持っていることを示すことができた。 
 例えば、Novaたんぱく質は、脳で特異的に
発現し、スプライシングを制御する RNA結合
たんぱく質だが、このたんぱく質の結合領域
は、結合モチーフ領域の直前が、非構造領域
であることが多いことを示すことができた
（図 4）。 
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