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研究成果の概要（和文）：構造変化を伴う機能性ＲＮＡ配列設計のためのアルゴリズム開発を行った。本研究課題で開
発した手法では、多目的遺伝的アルゴリズムを用いたことにより、複数の二次構造を安定に持つだけでなく、二次構造
間のエネルギーバリアの値や、ＧＣ含量を指定した設計を、人為的な目的関数間の重みづけを行うことなしに実行でき
る。開発した手法の設計性能を構造変化を伴う機能性ＲＮＡ配列設計のための従来アルゴリズム（RNAdesign法、Frnak
enstein法）と比較したところ、同等以上の設計性能を示すことが分かった。本研究課題で開発した手法は、小分子を
入力として動作する人工リボスイッチの設計に有用と考えられる。

研究成果の概要（英文）：We have developed a novel algorithm for designing functional RNAs with 
conformational changes such as artificial riboswitches. By using the method developed in the present 
study, by virtue of a multi-objective genetic algorithm which was employed in the present study, we can 
design RNA sequences which not only have multistable structures but also have various specified features 
such as an energy barrier height and the GC content without empirical weight parameters among the 
objective functions. We compared the present method with the previous design methods (RNAdesign and 
Frnakenstein) and found that the present method shows comparable or better design performances compared 
to the previous methods.

研究分野：バイオインフォマティクス

キーワード： 進化的計算　多目的最適化　RNA工学　人工リボスイッチ
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１．研究開始当初の背景 
２００２年のブレーカーらによる発見以
来、「ＲＮＡ二次構造を変化させて遺伝子の
翻訳調節を行うシスエレメント」であるリボ
スイッチについての研究が盛んに行われて
いる。リボスイッチは遺伝子調節メカニズム
の理解のために重要であるだけでなく、人工
的な遺伝子ネットワークを構築する際のセ
ンサー・アクチュエーター部品として幅広い
応用の可能性を持っており、生命機能の解明
という視点からだけではなく、バイオテクノ
ロジーの観点からもその重要性は今後さら
に高まることが予想される。 
 
２．研究の目的 
小分子（リガンド）の有無により二次構造
を変化させて機能するＲＮＡ（リボスイッ
チ）が持ちうる特徴を指定して人工リボスイ
ッチを設計できる、機能性ＲＮＡ配列設計の
ためのコンピュータ援用設計手法の開発を
行う。また、ゲノム配列からＲＮＡシスエレ
メントの候補を予測するシステムの構築や、
ＲＮＡ二次構造変化経路予測法の開発も目
的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) 構造変化を伴うＲＮＡ配列設計のため
のアルゴリズム開発を以下の方針で行った。
本研究課題以前に本研究課題の代表者は多
目的遺伝的アルゴリズムに基づくＲＮＡ逆
フォールディング（指定した二次構造を最適
構造として持つＲＮＡ配列を自動的に設計
する手法）の独自手法を発表しており①、こ
れを元に構造変化を伴う機能性ＲＮＡ配列
設計手法の開発を行う。多目的遺伝的アルゴ
リズムでは、人為的な重みづけを行うことな
しに複数の目的関数を持つ系の最適解を探
索することが可能であり、複数のリボスイッ
チが持つべき特徴（複数の指定された二次構
造を安定に有すること、指定された配列モチ
ーフ、エネルギーバリアの高さ等）を目的関
数（設計した配列を評価する際の評価値）等
として利用し、リボスイッチに特有な特徴を
持つ配列の設計を行う手法を開発する。 
(2) 構造変化を伴う機能性ＲＮＡ配列設計
のウェブブラウザを通した実行を可能にす
るために、「ユーザーが指定した既知機能性
ＲＮＡ（アプタマーなど）の配列モチーフや
二次構造をモジュール的に結合して、センサ
ー部分の状態により機能（遺伝子発現の調節
など）をスイッチする人工機能性ＲＮＡ配
列」を設計するためのグラフィカルユーザー
インターフェース付き設計ツールを開発し、
ウェブサービスとして公開する。 
(3) RefSeq のデータベースから取得できる
原核生物ゲノムを対象としてペアワイズ比
較ゲノムを行い、リボスイッチ等の機能性Ｒ
ＮＡ候補を含みうる領域を予測するシステ
ムを構築する。 
(4) リボスイッチ二次構造を特徴づけると

考えられる「エネルギーバリアに隔てられた
複数の局所最適解の間の二次構造変化経路」
を予測することを目指し、進化的アルゴリズ
ムに基づくＲＮＡ二次構造変化経路予測法
を独自に開発する。 
 
４．研究成果 
(1) 複数の二次構造をターゲット構造とし
て指定して設計を行える、構造変化を伴う機
能性ＲＮＡ配列設計アルゴリズムの開発に
成功した。今回開発したアルゴリズムの特徴
としては、様々な二次構造予測手法で予測さ
れた目的関数を用いて非常に柔軟な指定を
した配列設計が可能な点、そしてＮＳＧＡ２
（Non-dominated Sorting Genetic Algorithm 
2）アルゴリズムを用いた多目的最適化によ
り、構造変化を伴う機能性ＲＮＡが持つべき
複数の特徴を持った配列の設計を行える点
が挙げられる。 
目的関数としては、予測された最小自由エ
ネルギー値、指定した二次構造と最小自由エ
ネルギー構造との間の一致度、ボルツマンの
確率、指定した二次構造の自由エネルギー値、
指定した２つの二次構造の間のエネルギー
バリアの上限値、設計された配列のGC含量、
設計した配列を評価する際に従来用いられ
ている集団欠陥（ensemble defect）の値、
などの機能性RNA配列設計を行う際に有用と
考えられるものをリストアップして実装し、
容易に必要な特徴量を指定してＲＮＡ配列
設計時を行えるアルゴリズムとした。 
さらに、構造変化を伴う機能性ＲＮＡ設計
に重要な機能として、「一部の配列を指定し
たものに固定して設計する機能」と、「一部
の二次構造を指定したものに固定して二次
構造予測を行った結果を設計に反映する機
能」を実装した。一部の配列を指定したもの
に固定して設計する機能は、リボスイッチ中
の小分子のセンサー部分であるアプタマー
部分の配列モチーフを指定するのに有用で
ある。また、一部の二次構造を指定したもの
に固定して二次構造予測を行った結果を設
計に反映する機能は、アプタマー配列が小分
子と結合した際の既知二次構造を指定する
際に有用である。リボスイッチ設計では、小
分子が存在しない状態と存在する状態の２
種類の状態を配列設計の条件として指定す
る必要があるが、小分子が存在する状態はセ
ンサーとして機能するアプタマー配列部分
が指定した二次構造を必ずとるとして二次
構造予測を行うことで考慮することができ
るため、この機能はリボスイッチ設計を行う
際に有用である。 
 今回開発した構造変化を伴う機能性ＲＮ
Ａ配列設計アルゴリズムでは、独自開発の遺
伝的アルゴリズム突然変異オペレーターや
交叉オペレーターを利用することで高性能
な配列設計を可能とした。一般的に遺伝的ア
ルゴリズムによる配列設計では、ランダムに
選んだ塩基をランダムに別なものへ変化さ



せる処理を膨大な回数繰り返す必要がある。
本研究課題では、構造変化を伴う機能性ＲＮ
Ａ設計で考慮する必要がある塩基配列間の
複雑な依存関係を表す依存性グラフと呼ば
れるグラフ構造を考慮した突然変異オペレ
ーターと交叉オペレーターを独自開発し利
用した。また、指定した性質を持つＲＮＡ配
列を効率的に探索するために、ネガティブデ
ザインオペレーター、ポジティブデザインオ
ペレーターと呼んでいる新しい突然変異ア
ルゴリズムを開発した。 
 本研究課題で開発した配列設計手法では、
設計した配列を実験で確認する際に必要に
なると想定される機能として、指定した制限
酵素部位などの望まれない配列モチーフを
突然変異処理により除去する機能も実装し
た。 
開発した配列設計手法の性能評価として、
２つのターゲット二次構造を指定した設計、
３つまたは４つのターゲット構造を指定し
た設計を行った。同様な設計を構造変化を伴
う機能性ＲＮＡ配列設計の従来手法である
RNAdesign 法、Frnakenstein 法でも行い、設
計結果の比較を行った。その結果、従来手法
と同等以上の設計結果を本研究課題で開発
した設計手法により得ることができた。 
また、配列の一部を指定した設計を行っ
た際の設計性能を評価するために、一部の配
列を固定し２つ、３つまたは４つのターゲッ
ト構造を指定した設計を行った。その結果、
２つのターゲットを指定した設計ではやや
設計性能の低下がみられたが、３つ、４つの
ターゲットを指定した設計では一部の配列
を固定しなかった場合と同程度の設計性能
が得られることが分かった。 
従来の構造変化を伴う機能性ＲＮＡ配列
設 計 ア ル ゴ リ ズ ム （ RNAdesign 法 、
Frnakenstein 法）では実行できない設計とし
て、２つのターゲットシュードノット構造を
指定した設計、２つのターゲット二次構造を
指定した人工リボスイッチ（ＲＮＡデバイス
配列）設計を行い、指定した人工リボスイッ
チの特徴を全て満たすＲＮＡ配列を自動的
に得ることができ、本設計手法のＲＮＡデバ
イス設計アルゴリズムとしての有用性を示
すことができた。 
(2) 本研究課題で開発したＲＮＡ配列設計
手法をより容易に実行できる環境を開発す
るために、構造変化を伴う機能性ＲＮＡ配列
を多目的遺伝的アルゴリズムに基づき設計
するウェブサーバシステムの開発を行った。
開発したシステムでは、２つのターゲット二
次構造、固定を希望する部分配列、リガンド
が結合した状態を表す部分二次構造を指定
し submit ボタンをクリックすると、指定し
た特徴を持つＲＮＡ配列を自動的に設計し
結果を表示する。設計の程度を制御するため
に、遺伝的アルゴリズムの集団数を変更した
設計や、ＧＣ含量を指定した設計も可能とし
た。図１に開発したウェブサービスシステム

のＲＮＡ配列の特徴を指定する画面を、図２
に設計結果表示画面の例を示す。図２に示し
たように、遺伝的アルゴリズムでは複数の解
を一度の計算で処理するため、設計された複
数の配列を一度の計算で得ることができる
システムとなっている。 
(3) ペアワイズ比較ゲノムに基づく機能性
ＲＮＡ配列遺伝子予測によりＲＮＡシスエ
レメントを探索するシステムの構築とその S. 
oneidensis ならびにその近縁種ゲノム配列
への適用を行った。引用文献②のアプローチ
を踏襲して、S. oneidensis のタンパク質遺
伝子配列をクエリとして近縁種のゲノムに
対して BLAST によるホモロジー検索を行い、
それぞれのクエリ配列に対してヒットした

図１ ＲＮＡ配列設計ウェブサーバ画面例 

図２ ＲＮＡ配列設計ウェブサーバ出力例 



配列群の上流にあるＵＴＲ配列をそのクエ
リ配列に対するＵＴＲ配列群として得た（原
核生物ゲノムのＵＴＲを調べる場合オペロ
ンを考慮する必要があるので、引用文献②の
方針を参考にして、同じストランド上でお互
いに接近したコード領域は同じオペロンに
属すると判断してＵＴＲ配列の抽出を行っ
た）。以上のようにして抽出したそれぞれの
ＵＴＲ配列群に対し、Cofolga2mo 法を利用し
て二次構造を考慮したペアワイズＲＮＡ配
列アライメントを行い、統計的に有意な共通
二次構造を持つ領域として複数の機能性Ｒ
ＮＡ候補領域を得た（共通二次構造のスキャ
ンは１５０塩基程度のサイズのスライディ
ングウィンドウを利用して行った）。 
(4) アントコロニー最適化に基づき、指定
した出発構造から終点構造までＲＮＡ二次
構造を変化させた際のエネルギーバリア値
（経路中の最高エネルギー値）とエネルギー
バリアの低い変化経路を探索する手法を開
発した。これまでに、ＲＮＡ二次構造変化経
路予測法手法が複数発表されているが、エネ
ルギーバリア予測問題はＮＰ完全であるこ
とがコンドンのグループにより報告されて
いることから、ヒューリスティクスを用いた
アルゴリズムの開発を行った。動作テスト行
い、ＲＮＡ二次構造が変化する様子（変化経
路）やその経路の最高自由エネルギー値（エ
ネルギーバリア値）が得られることを確認し
た。本研究課題で開発したＲＮＡ二次構造変
化経路予測法についてはさらに改善を行い、
他の手法との比較等を行った後、論文発表を
行いたいと考えている。 
(5) 現在、本研究課題の成果として、構造
変化を伴う機能性ＲＮＡを多目的遺伝的ア
ルゴリズムを応用して設計するバイオイン
フォマティクスツールについて、論文を国際
誌に投稿中である。 
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