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研究成果の概要（和文）：重要な修飾塩基であるイノシンとN6メチルアデノシンの２次構造エネルギーパラメタ
を、熱測定実験と分子シミュレーションの組合せで同定した。推定誤差の構造予測への影響は理論的解析と計算
機実験で評価して発表した。同定したイノシンのパラメタを用いて、miRNAによる翻訳抑制効率に対する A-to-I
 編集の影響のモデルを共同研究で構築して発表した。
2次構造確率分布の解析ツールRintDを改良し、塩基対確率の分布を計算するRintWおよび最大塩基対制約で計算
を高速化したRintCを開発して発表した。その際、フーリエ変換が数値誤差に与える影響を精度保証計算を用い
て解析し、大きな確率は信頼できることを示した。

研究成果の概要（英文）：The energy parameters of the important modified bases, inosine and N6 
methyladenosine were identified by a combination of thermometric experiments and molecular 
simulations. The effect of estimation error on structure prediction was evaluated and presented by 
theoretical analysis and computer experiments. A model of the effect of A-to-I editing on 
translational repression efficiency by miRNA was constructed and presented in a joint study using 
the identified inosine parameters.
We have improved RintD, an analysis tool for secondary structure probability distribution, by 
developing RintW, which calculates the distribution of base pair probability, and RintC, which 
speeds up the calculation with maximum base pair constraint. At that time, the effect of the Fourier
 transform on the numerical error was analyzed using the accuracy guarantee calculation, and it was 
shown that the large probability was reliable.

研究分野： バイオインフォマティクス

キーワード： 修飾塩基　RNA２次構造　エピトランスクリプトーム　バイオインフォマティクス　分子動力学　エネル
ギーパラメタ

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
重要な修飾塩基であるイノシン、m6Aの未同定のエネルギーパラメタを熱測定実験と分子シミュレーションによ
って同定し、イノシン、m6Aを含むRNA分子の２次構造予測が可能となった。
RNAの塩基修飾はRNA２次構造変化をもたらし、他の分子との相互作用の変化はその機能を変化させる。我々の成
果により、これまで不可能であったイノシン、m6A修飾の構造・相互作用へ影響の解析が可能となった。イノシ
ンのエネルギーパラメータはmiRNAによる翻訳抑制効率に対する A-to-I 編集の影響のモデルで検証された。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

ヒトゲノム DNA の大半が RNA に転写されていることが明らかになり、次世代シークエンサー技

術から得られる膨大な RNA の機能を網羅的に同定することが重要な課題となっている。生体内

の RNA は様々な修飾（RNA 修飾）を受け、生体機能に影響を及ぼす。例えば、ヒトの RNA 転写物

で発見されたイノシンは、てんかん、筋萎縮性側索硬化症（ALS）等の神経・精神疾患と強い相

関がある。また、N6 メチルアデノシンは、体内時計を制御する因子と関連する。さらに、RNA 修

飾が RNA2 次構造を大きく変化させる事例も報告されており、エピトランスクリプトームの関わ

る生命現象には、RNA 修飾による 2 次構造変化が強く関連していることが示唆されている。し

かし、修飾塩基を含む RNA の二次構造解析を実行する実用的なツールは未だに存在しない。な

ぜなら、RNA2 次構造予測をはじめとする RNA 情報解析では、自由エネルギーによる 2次構造の

安定性評価をその基礎としており、それには塩基対形成に伴うエネルギーパラメタが用いられ

ているが、修飾塩基を含むエネルギーパラメタは、すべての塩基対について整備されておらず不

完全なためである。修飾塩基が塩基対形成に関わるエネルギーパラメタが同定できれば、現存す

る豊富な RNA2 次構造解析ツールに組み込むことが可能となり、従来困難だった RNA 修飾を含む

RNA の 2次構造予測・設計が加速され、様々な生理現象や疾患メカニズムの解明、及び創薬研究

の進展に大きく貢献することが期待される。 

 
２．研究の目的 

エピトランスクリプトーム研究と RNA 創薬の基盤として、以下の研究・開発を行う。 

（１） 修飾塩基を含む RNA2 次構造のエネルギーパラメタの同定 

（２） 同定したパラメタを用いた 2 次構造情報解析 

具体的には、エピトランスクリプトーム解析で重要なイノシン（I）および N6メチルアデノシン

(m6A)について、熱化学測定実験と分子動力学計算を組み合わせてエネルギーパラメタを同定す

る。同定したパラメタを活用して、修飾塩基を含む RNA の 2 次構造予測、RNA・RNA 相互作用予

測を可能にする。本研究により、我々が開発した CentroidFold を含む既開発の多様なソフトウ

ェア群に同定した修飾塩基のパラメタが導入され、修飾塩基を含む RNA の 2 次構造情報解析の

実行が多くの研究者に可能となるため、そのインパクトは大きいと考えられる。 

 

３．研究の方法 

本研究計画策定までに、自由エネルギー摂動法（FEP）と分子動力学法（MD）を組み合わせによ

る RNA の塩基変異による熱安定性の変化（ΔΔG）の解析から、分子動力学計算は熱力学実験を

代用できることを明らかにした（J Phys Chem Lett,2015）。「RNA 変異」は「RNA 修飾」とよく似

た置換からなるため、修飾塩基のエネルギーパラメタ同定に適用できる（下図）。 

      



本研究では、分子動力学計算を小規模の熱

化学測定実験と組み合わせ、エネルギーパ

ラメタを同定する（右図）。 

Turner らが実験で熱安定性ΔGWT を求め

た RNA 配列ペアに対して修飾塩基による

置換を導入し、置換された RNA 配列の FEP

（自由エネルギー摂動法）と MD（分子動力

学）計算を行う。その結果から熱安定性の変化ΔΔGWT→MUT を求め、Turner らが求めた熱安定

性ΔGWT と組み合わせることで、修飾塩基変異を含む RNA 配列の熱安定性ΔGMUT（＝ΔGWT＋Δ

ΔGWT→MUT）を求める。3種類の塩基とペアを組むイノシンについては、追加の熱化学測定実験

を実施して不足の実験データを補い、FEP+MD 計算と組み合わせることでΔGMUT を網羅的に求

め、パラメタを同定する。熱測定実験は、イノシンと N6 メチルアデノシンについて、７塩基対

からなる修飾塩基を含む多種類の RNA を合成して実施する。 

 

４．研究成果 

（１）重要な修飾塩基であるイノシンと N6メチルアデノシンの２次構造エネルギーパラメタを、

熱測定実験と分子シミュレーションの組合せで同定した。イノシンのエネルギーパラメタにつ

いては、我々が論文を投稿したその日に他のグループが実験のみによって同定したパラメタを

論文発表した。その後の解析で、計算のみで同定したパラメタの誤差は、実験で同定したパラメ

タとほぼ同等の誤差の範囲であることを示した。 

（２）RNA の 2次構造解析で必要となるエネルギーパラメタの精度を明らかにするため、推定誤

差の構造予測への影響は理論的解析と計算機実験で評価して発表した。同時に、計算によるデー

タ（１０個）を組み合わせることによって、少ない実験データ（１０個）でも多くの実験データ

（９０個）を用いた場合と同等の精度が得られることを示した。 

（３）同定したイノシンのエネルギーパラメタを用いて、miRNA による翻訳抑制効率に対する A-

to-I 編集の影響のモデルを共同研究で構築して発表した。 

（４）2次構造確率分布の解析ツール RintD を改良し、塩基対確率の分布を計算する RintW およ

び最大塩基対制約で計算を高速化した RintC を開発して発表した。その際、フーリエ変換が数値

誤差に与える影響を精度保証計算を用いて解析し、大きな確率は信頼できることを示した。 

（５）複数の安定２次構造を持つ RNA の安定性を解析するための手法として、２つの２次構造間

の遷移において、塩基対の形成・分離に関する最小ステップ遷移における最小エネルギーバリア

を正確に計算する手法を開発・実装して論文採択された。 

 Hiroki Takizawa, Junichi Iwakiri, Goro Terai, Kiyoshi Asai, Finding the Direct 

Optimal RNA Barrier Energy and Improving Pathways with an Arbitrary Energy Model, 

Bioinformatics (accepted, 2020). 
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