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研究成果の概要（和文）：RNA二次構造特異的に化学修飾を引き起こす化合物でRNA配列を処理し，ナノポアシー
クエンサーでその化学修飾を直接読み取ることによって二次構造プロファイルを計測する方法を確立した．深層
学習によるRNA二次構造予測法MXfold2を開発し，世界最高精度を達成した．さらに，RNA二次構造特異的な化学
修飾の反応度を考慮し，これになるべく適合するRNA二次構造を予測する手法を実装した．

研究成果の概要（英文）：We established a method to measure secondary structure profiles by treating 
RNA sequences with compounds that induce chemical modifications specific to RNA secondary structures
 and directly reading the chemical modifications with a nanopore sequencer. We developed MXfold2, a 
deep learning method for RNA secondary structure prediction, and achieved the world's highest 
accuracy. Furthermore, we implemented a method to predict the RNA secondary structure that fits the 
reactivity of the chemical modification specific to the RNA secondary structure as much as possible.

研究分野： バイオインフォマティクス

キーワード： バイオインフォマティクス　RNA二次構造　ナノポアシークエンサー　RNA修飾　深層学習

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
RNAの構造と機能の網羅的な相関解析に期待が集まっている．ここでの基盤技術であるRNA二次構造決定法の多く
は，RNAの構造に大きな影響を与えるRNA修飾の存在を無視しており，特に配列長が長く塩基修飾が含まれている
RNA配列に関して未だに十分な予測精度とは言えない．エピトランスクリプトームを意識したRNAの構造と機能の
網羅的な相関解析へ向けて，RNA修飾を考慮した二次構造予測を実現し，予測精度を改善することが最重要な課
題となっている．本研究の成果はこの課題を克服するための基盤となる技術である．

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
非コード RNA の配列情報解析においては，配列のみでなく構造を考慮する必要がある．タン

パク質コード領域は，コドン使用頻度やフレームシフトを起こさないといった選択圧があるた
めに，配列自体が高度に保存される傾向にある．それに対し，非コード RNA の多くは同じ機能
を持つもの同士であっても配列相同性はあまり高くない一方で，立体構造を形成することによ
って機能を発揮することから，非コード RNA の機能と構造の間には強い相関があると考えられ
ている． 
実験的に RNA 立体構造を決定する手法の多くは高コストかつ低スループットであるため，

RNA 分子内に形成される塩基対の集合として規定される RNA 二次構造を計算機で予測する手
法が広く用いられてきた．近年の RNA 二次構造予測技術の進歩により，短い配列に関しては高
精度の予測が可能となったものの，長い RNA 配列からの二次構造予測には精度の限界があり，
配列長が 500 塩基を超えたあたりから予測精度が著しく悪化する傾向にある． 
次世代シークエンサー（NGS）の普及により，大量の DNA 配列を高速かつ低コストで解読す

ることが可能となり，RNA 二次構造に関しても NGS を利用した解析手法がいくつか開発され
ている．RNA から DNA への逆転写伸長反応を阻害する化学修飾をループ部位の RNA 塩基の
みに付加後に逆転写し，NGS で cDNA 配列を読むことによって，塩基対を形成しにくい部位の
シグナル（二次構造プロファイル）を得ることができる．得られた二次構造プロファイルを手が
かりに計算機で RNA 二次構造を推定することによって，予測精度の向上を実現している． 
近年，第 3 世代シークエンサーの一つであるナノポアシークエンサーが注目を集めている．

ナノポアシークエンサーは DNA の伸長反応に依らないため，長い配列を一気に解読してロング
リードを得ることが可能という特長がある．また，塩基相補性に依らずナノポアを通過する分子
を直接観測するため，RNA を逆転写した cDNA ではなく RNA を直接読む direct RNA-seq が
可能であるという特長があり，メチル化など DNA/RNA に付加された塩基修飾を検出できる可
能性が報告されている． 
 
２．研究の目的 
  本研究では，RNA の構造と機能の網羅的な相関解析へ向けて，その基盤となる RNA 二次構
造決定のための新しい技術を開発する．具体的には，RNA 二次構造特異的な化学修飾を引き起
こす化合物で RNA 配列を処理し，ナノポアシークエンサーでその化学修飾を直接読み取ること
によって二次構造プロファイルを計測する方法を確立する．また，得られた二次構造プロファイ
ルを RNA 二次構造予測に利用することによって予測精度の劇的な向上を目指す．  
 
３．研究の方法 
ナノポアシークエンサーを用いた RNA 二次構造決定法の開発を実現するために，以下の各項

目を実施する． 
 

課題(1) ナノポアシークエンサーで読み取り可能な二次構造特異的化学修飾の条件検討 
詳細な二次構造情報が解明されている rRNA をナノポアシークエンサーを用いてシークエン

スするために，HeLa 細胞から抽出した Total RNA にポリ A 鎖を付加し，ナノポアシークエン
サーを用いて Direct RNA-Seq を行う．次に非塩基対に特異的に化学修飾を施す 1-methyl-7-
nitroisatoic anhydride (1M7)を使用して，熱変性させたポリ A 鎖付き Total RNA を化学修飾
し，Direct RNA-Seq を行うことで化学修飾によるリードの品質の差異を調べる．また，HeLa
細胞に直接 1M7 を 3 条件の濃度で添加し，Total RNA にポリ A 鎖を付加した後 Direct RNA-
Seq を行う．Tombo (Stoiber et al. 2016) を用いて，得られた化学修飾データとネガティブコ
ントロールのデータを比較することで化学修飾部位の検出を行う． 
 
課題(2) 様々な修飾塩基に対応した direct RNA-seq 用ベースコールアルゴリズムの開発 
修飾塩基に対応した direct RNA-seq 用ベースコールアルゴリズムを開発し，ベースコール精

度の向上を目指す．時系列モデルには再帰的ニューラルネットワークを採用する．ONT 社が中
心となって公開しているヒト培養細胞のトランスクリプトームの direct RNA-seq データを利用
し，既知の修飾塩基を教師データとしてモデルを学習する. 
 
課題(3) 二次構造特異的な化学修飾の検出アルゴリズムの開発 
同一のサンプルを 3 種類の条件，すなわち SHAPE 試薬を入れた条件 (SHAPE+) ，SHAPE

試薬を入れない条件 (SHAPE−) ，熱変性によって二次構造を壊してから SHAPE 試薬を入れた
条件 (DC) でシークエンシングする．SHAPE+条件では，塩基対を形成しない塩基に SHAPE
修飾が付加される．SHAPE−条件では，SHAPE 修飾は一ヶ所も付加されない．DC 条件では，
配列中に塩基対が形成されないため均等に SHAPE 修飾が付加される．これらの電流波形を参
照ゲノム配列にマッピングし，統計的検定によって差異を検出することによって，SHAPE 修飾



の位置を特定する．そして，検出結果を課題 (2) における教師データとして使用することによ
って，参照ゲノム配列にマッピングすることなく対照条件 (SHAPE−，DC) なしで SHAPE 修
飾を検出できるようにベースコールアルゴリズムを改良する． 
 
課題(4) 二次構造プロファイルを利用した RNA 二次構造予測アルゴリズムの開発 
従来型のシークエンサーにより得られる二次構造プロファイルは，リファレンスゲノムの各

塩基に対して，リードのマッピング結果に基づいて推定される RT-stop や RT-mutate の割合か
ら，二次構造特異的な SHAPE 修飾が付加される傾向(リアクティビティ)を計算する．リアク
ティビティの値から疑似自由エネルギーを算出し，二次構造予測に反映する(Deigan et al., 
PNAS, 2009)．一方，本研究において開発するナノポアシークエンサーを用いた二次構造プロフ
ァイルの計測では，各リードのベースコール時に SHAPE 修飾を検出する．これにより塩基対
を形成しない塩基を直接同定することができるため，二次構造予測や RNA と他分子（タンパク
質や低分子化合物）の相互作用予測などに対して，二次構造プロファイルをより簡潔に反映させ
ることが可能となる． 
 
４．研究成果 
各実験条件のシーケンス結果を表 1 に示した．mRNA のシークエンスデータのマッピング率

が 97.29%であったのに対し，Total RNA のシークエンスデータのマッピング率は 59.09%と低
い結果となった．これは mRNA に比べ，Total RNA の平均リード長が短く，マッピングがより
困難であったと考えられる．また，熱変性させた RNA に化学修飾を施したサンプルはネガティ
ブコントロールに比べて平均リード長が短く，平均 Q スコアが低い結果となった．これは熱変
性させることで RNA 二次構造を壊し，過剰に化学修飾が付加されることでシーケンスが中断さ
れたと考えられる．また，In-cell(+)に関しても 1M7 修飾濃度が高くなる程平均 Q スコアが下
がることから，同様の考察が得られる． 

表 1 リード品質の比較 

 
各細胞内 RNA 修飾条件での 1M7 修飾検出結果を表 2 に示した．5S rRNA 配列中の非塩基

対の割合に比べ，修飾検出位置と非塩基対位置が一致した割合（位置 0 の割合）が低いことが分
かった．しかし，修飾検出位置が非塩基対位置から 1〜2 離れた結果の割合（位置 0〜2 の割合）
を正解に含めると修飾条件濃度が高いほど割合が高くなることが分かった．これはシークエン
スの際に，ナノポア内に 5 塩基含まれた電流値を計測しているため，実際の修飾位置の前後 2 塩
基に影響を与えたと考えられる． 

 

表 2 1M7 修飾の検出 

 
 
深層学習を用いた RNA 二次構造予測法 MXfold2 を開発した．熱力学モデルと深層学習を組

み合わせることによって RNA 二次構造予測の精度を向上させることに成功し，既存手法との比
較実験によって世界最高精度であることを確認した．機械学習・深層学習に基づく既存手法のい
くつかが訓練データへの過学習による致命的な欠陥があることを示した一方で，本手法は熱力
学モデルを組み合わせることで過学習を克服し、高精度なだけでなく頑健な RNA 二次構造予測
を実現した（図 1）．本手法によって計算される RNA 二次構造の評価値が熱力学安定性と強い
相関を持つことが示唆された．また，MXfold2 に対し，1M7 など RNA 二次構造特異的な化学
修飾の反応度を考慮し，これになるべく適合する RNA 二次構造を予測する手法を実装した． 

MXfold2 とは異なる方法での深層学習による RNA 二次構造予測手法を開発した．この手法
は深層学習による RNA 二次構造予測法の既存の方法と類似した手法である．この手法を用い
て，訓練データに対する過剰適合に関する大規模な実験を行った. 
 
 



 
図 1 既存手法との精度比較。PPV は予測した塩基対が正解構造に含まれる割合（正解

率）を表し、SEN は正解構造に含まれる塩基対を予測できた割合（網羅率）を表す。 
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