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SELEX法を用いた核酸アプタマー推定のための
高速クラスタリング手法とその性能評価
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概要：標的分子と特異的に結合する核酸分子（アプタマー）は，Systematic Evolution of Ligands by

EXponential enrichment (SELEX) 法により選択される．SELEX法とは，ランダムに初期化された核酸

ライブラリーから標的分子による選択と Polymerase Chain Reaction (PCR)による増幅を繰り返す実験

手法である．SELEX 法から得られた核酸ライブラリーを次世代ゲノムシーケンサーで読み取り，大量の

アプタマー候補の塩基配列を得る．候補配列すべてを実験的に評価することは現実的ではないため，至適

配列を効率的に選択する必要がある．本稿では，大量の候補配列をクラスター化し，その代表配列をアプ

タマーの至適配列とするための高速なクラスタリング手法を提案する．性能評価実験を通して，速度と精

度における提案手法の有効性を示す．

キーワード：アプタマー，SELEX 法，次世代ゲノムシーケンサー，クラスタリング

A Fast Clustering Method for Aptamer Estimation Using SELEX
Sequence Data and Its Performance Evaluation

1. はじめに

アプタマー [1] とは，その塩基配列・三次構造の両方によ

り，標的分子と特異的に結合する一本鎖の核酸分子（RNA

または DNA）である．タンパク質，ペプチド，低分子化

合物，金属イオンなどの標的分子に対し，強い結合力と特

異な選択性を持つため，分子バイオセンサー [2]や診断薬，

治療薬 [3], [4] に応用されている．

アプタマーの実験的な選別方法として，Systematic Evo-

lution of Ligands by EXponential enrichment (SELEX)

法 [5] が用いられている．SELEX 法の概要を 図 1 に示

す．SELEX 法は，(i) 初期の核酸ライブラリーの作成，(ii)

標的分子による核酸分子の選択，(iii)標的分子と結合しない

核酸分子の洗浄，(iv) 標的分子と結合する核酸分子の溶出，

(v) ポリメラーゼ連鎖反応 (Polymerase Chain Reaction:

PCR)*1による溶出した核酸分子の増幅の 5 ステップで構
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図 1 SELEX 法の手順

Fig. 1 SELEX procedure.

成される．核酸分子は，PCR のためのプライマー領域が

両端に配置され，その間をランダムな塩基配列で構成され

る．初期ライブラリーには，約 1014～1015 個の核酸分子

が格納される [7]．(ii)∼(v) を 1 ラウンドとして，これを

*1 鋳型 DNA，DNA ポリメラーゼとその補助因子，プライマー（鋳
型 DNA の両端の配列を含む 2種類の短い一本鎖 DNA)を含む
溶液の温度を周期的に変化させることで，DNA を指数関数的に
増幅させる [6]．
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繰り返すことで最終的に，標的分子と結合する核酸分子

（アプタマー）が試験管内に濃縮される．各ラウンドにお

ける核酸ライブラリーを次世代ゲノムシーケンサー (Next

Generation Sequencer: NGS) で読み取ることで，大量の

アプタマー候補の塩基配列を得ることができる．

核酸分子が十分に濃縮された核酸ライブラリーを，NGS

で読み取り得られた候補配列から，アプタマーの配列を推

定することができる．しかし，観測されたすべての候補配

列が標的分子と結合しているわけではない．標的分子によ

る選択以外に，PCR バイアス [8], [9] や標的分子以外への

結合により，濃縮された核酸分子が存在する．そのため，

候補配列が標的分子に対する強い結合力と特異な選択性を

有しているかを実験的に評価する必要がある（図 1 (iv)）．

一方で，NGS で読み取った大量の候補配列すべてを実験

的に評価することは現実的ではない．そのため，類似する

配列をクラスター化し，その代表配列をアプタマーの至適

配列とする必要がある．

SELEX 法から得られた大量の配列データをクラスタリ

ングする既存手法に，FASTAptamer [10] や AptaCluster

[11]，APTANI [12]がある．FASTAptamer，AptaCluster，

APTANI は，それぞれ Levenshtein Distance (LD) ，局所

性鋭敏型ハッシュ (Locality Sensitive Hashing: LSH) と

k-mer 類似度，マルチプルアラインメント [13] に基づい

てクラスタリングを行う．通常，アプタマーは，結合に関

与する共通の部分配列（モチーフ）により，標的分子と結

合しているため，モチーフに基づいてクラスタリングを行

うべきである．しかし，これらのクラスタリング手法は，

配列全体の類似度を考慮しているが，類似したモチーフに

基づいて配列をクラスタリングするようには設計されてい

ない．

そこで，本稿では，SELEX 法において NGS で読み取っ

た大量の候補配列から効率的かつ正確にアプタマーの至

適配列を選択するため，配列の類似度ではなく，モチーフ

を考慮した新たなクラスタリング手法を提案する．精度評

価実験を通して，速度と精度における提案手法の有効性を

示す．

2. 提案手法

配列データが与えられたとき，長さ lmin から lmax の部

分配列を探索しながらモチーフを推定し，モチーフをもと

に効率的にクラスタリングを行う方法について説明する．

2.1 では，スコアの定義で必要となる，特定の部分配列を

含む配列が出現する確率の計算方法を説明する．2.2 では，

モチーフを推定する際の指標となる統計量 Z スコアを定

義する．2.3 では，Z スコアをもとに，長さ lmin から lmax

の部分配列を探索しながらモチーフを推定し，モチーフを

もとにクラスタリングを行う手法について説明する．

2.1 特定の部分配列を含む配列の出現確率

長さ L の配列 s 内に長さ l の部分配列 m が出現する

確率 Pa(m,L) を考える．全長配列 s の i 番目の文字を

s[i] と表し，s の i1 番目から i2 番目までの部分文字列を

s[i1..i2] と表す．m に対しても同様とする．Ω を文字の集

合する．塩基を扱う場合は，Ω = {A,C,G,T(U)} となる．
s の i 番目の文字が c (∈ Ω) であるという事象は互いに独

立であるとする．各文字の出現確率を p0(c) (c ∈ Ω) とす

ると，長さ l の配列が m である確率 Q(m) は，以下の式

で表せる．

Q(m) =

l∏
i=1

p0(m[i]) (1)

また，m 内で自己重複している文字列の集合を T と
する．m が “ATATA” であるとき，T = {A,ATA} と
なる．m 内で自己重複している文字列 t ∈ T は，
m[1],m[1..2], . . . ,m[1..l − 1] のいずれかの文字列である．

|t| を t の長さとするとき，長さ |t| の配列が t である確率

q(t) は，以下の式で表すことができる．

q(t) =

|t|∏
i=1

p0(t[i]) (2)

2.1.1 部分配列 m に自己重複がないとき

長さ l の部分配列 m に自己重複する文字列がないとき，

長さ L の配列 s に部分配列 m が出現する確率 Pa(m,L)

は，以下の漸化式で表される．

Pa(m,L) ={
0 (L < l)

Pa(m,L− 1) +Q(m)[1− Pa(m,L− l)] (l ≤ L)

(3)

Pa(m,L) は，長さ L− 1 の配列内に部分配列 m が出現す

る確率 Pa(m,L−1)と，s[L− l+1..L]が mかつ s[1..L− l]

に m が出現しない確率 Q(m)[1− Pa(m,L− l)] との和に

より求まる．図 2 (a) (1) に示すように，長さ L− 1 の配

列の長さを L に伸長すると，s[L− l+1..L] が m である事

象が新たに生じる．s[L− l+1..L] に m が存在する事象の

確率を計算すると，s[1..L− l] における文字は任意である

ため，
∏L−l

i=1 Σc∈Ωp0(c) ·
∏l

j=1 p0(m[j]) = 1 ·Q(m) = Q(m)

となる．しかし，この事象の確率のうち，s[1..L− l] に m

が存在する事象（図 2 (a) (2)）の確率は Pa(m,L − 1) で

計算しているため，s[L− l+1..L] が m かつ s[1..L− l] に

m が存在する事象の確率 Q(m)Pa(m,L− l) を引く必要が

ある．したがって，部分配列 m に自己重複する文字列が

ないとき，配列 s に m が出現する確率は，式 (3) で表さ

れる．

2.1.2 部分配列 m に自己重複があるとき

部分配列 m に自己重複する文字列があるとき，配列 s に
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(b) With self-overlapping
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Pa(m,L−l+|t|) − Pa(m,L−l+|t|-1)

図 2 漸化式（式 (3)，(4)）の説明

Fig. 2 Illustration of recurrence formulas Eq. (3) and Eq. (4).

m が出現する確率 Pa(m,L) は，以下の漸化式で表される．

Pa(m,L) =
0 (L < l)

Pa(m,L− 1) +Q(m)[1− Pa(m,L− l)]

−
∑

t∈T
Q(m)
q(t) [Pa(m,L− l + |t|)

−Pa(m,L− l + |t| − 1)] (l ≤ L)

(4)

式 (3)と同様に，長さ L−1の配列内に部分配列mが出現す

る確率 Pa(m,L−1)と，s[L−l+1..L]がmかつ s[1..L−l]に
mが出現しない確率 Q(m)[1−Pa(m,L−l)]を項に含む．加
えて，図 2 (b) (2-2)に示すように，s[L−2l+|t|+1..L−l+|t|]
が m かつ，s[L − l + |t| + 1..L] が m[|t| + 1..l] である

事象の確率は，Pa(m,L − 1) で計算しているため，こ

の事象の確率を引く必要がある．この事象の確率は，

s[L − l + |t| + 1..L] が m[|t| + 1..l] である確率のうち，

長さ s[1..L − l + |t|] に部分配列 m が出現する確率から，

s[1..L− l+ |t| − 1] に部分配列 m が出現する確率を引いた

Q(m)/q(t)[Pa(m,L− l+ |t|)−Pa(m,L− l+ |t| − 1)] で表

すことができる．また，部分配列 m には，自己重複する文

字列が複数存在する場合を考慮すると，Pa(m,L) は式 (4)

で表される．

2.2 スコアの定義

配列データ内で有意に現れる部分配列が，モチーフであ

ると推定するための統計量を定義する．SELEX 法では，

核酸分子に対して塩基の挿入や削除が起こるために，NGS

で読み取った各候補配列の長さが異なることがある．この

ような，配列データ内に異なる長さの配列が含まれること

を考慮して，配列データ S = {s1, s2, · · · , s|S|} における部
分配列 m を含む配列の出現確率 Pd(m,S) を，以下の式に

より求める．

Pd(m,S) =
1

|S|

|S|∑
i

Pa(m, |si|) (5)

ここで，|si| は配列 si の長さを表す．統計量 Z スコア

Z(m,S) を Pd(m,S) を用いて，以下の式により定義する．

Z(m,S) =

Fm

|S| − Pd(m,S)√
Pd(m,S)[1−Pd(m,S)]

|S|

(6)

ここで，Fm は部分配列 m を含む配列の観測数を表す．

2.3 高速なクラスタリング手法

2.3.1 モチーフの推定

配列データ内に現れる部分配列を探索し，Z スコアをもと

にモチーフを推定する．モチーフの推定を行う前に，各文字

の出現確率を推定する．配列データ S = {s1, s2, · · · , s|S|}
が与えられたとき，配列 si の長さを |si|，si に含まれる各
文字の数を nc

i (c ∈ Ω) として，各文字の出現確率を以下の

式により推定する．

p̂0(c) =

|S|∑
i=1

nc
i

|si|
(7)

各文字の出現確率の推定値 p̂0(c) を Z スコアの算出に用

いる．これにより，配列データ全体における文字の比率の

偏りを考慮することができる．

モチーフの推定は，以下の (i) ∼ (v) の処理により行う．

長さ lmin から lmax にわたり，部分配列を 1 文字ずつ伸

長して，伸長前後の部分配列の Z スコアを比較すること

で，探索する部分配列の数を削減しながらモチーフを推定

する．

(i) 長さ lmin のすべての部分配列に対して，それぞれ Z
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スコアを計算する．Z スコアが 0 より大きい部分配列

をモチーフとする．

(ii) l← lmin とする．

(iii) 推定したモチーフに Ω の任意の 1 文字を付加して伸

長し，伸長した部分配列の Z スコアを計算する．Z

スコアが，伸長前の Z スコアよりも大きい部分配列

をモチーフとする．

(iv) l + 1 > lmax のとき，モチーフの推定を終了する．

(v) l← l + 1 として (iii) に戻る．

Algorithm 1 Procedure for motifs estimation

Require: Sequence data: S = {s1, s2, · · · , s|S|};
A character set: Ω;

Subsequences: M = [m1,m2, · · · ,m|Ω|lmin ];

The minimum/maximum length of subsequences: lmin, lmax;

Ensure: The estimated motifs: M ′;

for i = 1 to |Ω|lmin do

z ← Z(mi, S)

if z > 0 then

Add mi to the end of the array M∗

Add z to the end of the array Z

end if

end for

M ←M∗

Add elements of M∗ to M ′

Remove all elements of M∗

l← lmin

while l + 1 ≤ lmax do

for c ∈ Ω do

for i = 1 to |M | do
m← a string concatenated c with the i-th element of

M

z ← Z(m,S)

if zi < z then

// zi is the i-th element of Z

Add m to the end of the array M∗

Add z to the end of the array Z∗

end if

end for

end for

M ←M∗, Add elements of M∗ to M ′

Z ← Z∗

Remove all elements of M∗ and Z∗

l← l + 1

end while

2.3.2 クラスタリング

推定したモチーフをもとに配列データのクラスタリング

を行う．長さが異なるモチーフの Z スコアを比較するため

に，モチーフ m′ の Z スコアを以下の式より正規化する．

Z∗(m′, S) =
Z(m′, S)− µ̂|m′|

σ̂|m′|
(8)

ここで，|m′| を m′ の長さ，µ̂|m′| と σ̂|m′| を，長さ |m′|
のモチーフの Z スコアの平均と標準偏差とする．モチー

フを Z∗(m′, S) により降順に整列し，モチーフをもとに配

列をクラスタリングする．モチーフに基づいたクラスタリ

ングの詳細を以下に示す．

(i) i← 1 とする．

(ii) i 番目のモチーフをクラスターシードとして選択する．

配列データから i 番目のモチーフを有する配列を抽

出し，i 番目のクラスターに含める．ここで，i 番目

のモチーフを含む配列が存在しないとき，クラスタリ

ングを終了する．配列データから抽出した配列を取り

除く．

(iii) i← i+ 1 として (2) に戻る．

Algorithm 2 Procedure for clustering
Require: Unique sequences of sequence data S sorted by fre-

quency in descending order: S′;

The motifs sorted by Z∗(m′, S) in descending order: M ′′;

Ensure: The clusters C = {C1, C2, . . .};
i← 1

while |S′| > 0 and M ′′ has the i-th element do

for j = 1 to |S′| do
if m′′

i in s′j then

// m′′
i is the i-th element of M ′′

// s′j is the j-th element of S′

Add s′j to the cluster Ci

else

Add s′j to the array S′′

end if

end for

i← i+ 1

S′ ← S′′, Remove all elements of S′′

end while

3. 実験・結果

ヒト ES 細胞 H1 株を標的として，SELEX 法を 5 ラウ

ンドまで行なって得られた配列データ [14] を用いて，既

存手法と提案手法の速度と精度を評価する．本実験で用い

た [14] の 5 ラウンド目のデータは，実験的に結合するこ

とが確認された配列と結合しないことが確認された配列を

含む 15,327,604個のデータからなり，そのうち一意な配列

は 4,381,160個存在する．実験で用いる計算機は，OS が

Ubuntu 16.04 (Xenial Xerus) 64 bit で，CPU が Intel(R)

Xenon(R) CPU E5-1650v4@3.60Ghz，メモリが 64 GB で

ある．実験を行う際，FASTAptamer-Cluster における LD

の閾値は，FASTAptamer のユーザガイドに従い d = 7 と

する．APTANI は，配列の出現頻度による標準のフィルタ

リング機能を用いず，配列の長さをデータに適した値に設

定する．AptaCluster は，既定の設定を用いる．また，提

案手法においては，lmin = 5，lmax = 10 とする．

3.1 処理時間

出現頻度 f (≥ 1, 10, 100)でフィルタリングした配列デー

タを用いて，既存手法と提案手法の処理速度を比較する．

出現頻度とは，配列データ内に同じ配列が重複して存在す
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表 1 異なる大きさのデータに対する各手法の処理時間

Table 1 Processing time of each method for different data size.

Method All sequences Sequences (≥ 10) Sequences (≥ 100)

FASTAptamer DNF1 15h51m6s 17m57s

AptaCluster 7m53s 1m30s 46s

APTANI DNF2 32m52s 1m47s

Ours 4h50m8s 9m11s 35s

1 FASTAptamer did not finish the process in 7 days with all sequences.
2 APTANI exited with an error message after the prediction of secondary

structure which took 25 hours.

る数を表す．出現頻度 f ≥ 10 の核酸配列は 8,799,219 個

であり，そのうち一意な配列は 156,587 個である．出現頻

度 f ≥ 100 の核酸配列は 4,947,522 個であり，そのうち一

意な配列は 6,193 個である．既存手法と提案手法の処理時

間を 表 1 に示す．f ≥ 100 でフィルタリングしたデータ

に対しては，提案手法の処理時間が 35 秒で最も短かった．

f ≥ 10 でフィルタリングしたデータに対して，処理時間

は AptaCluster が 1 分 30 秒と最も短く，提案手法が 9 分

11 秒と 2 番目に短かった．全データに対して処理を行っ

たとき，FASTAptamer-Cluster は，7 日以上計算しても終

了せず，APTANI はエラーを生じた．提案手法の処理時

間は 4 時間 50 分 8 秒であった．提案手法は，既存手法の

中で 2 番目に高速に処理することができ，大量の配列デー

タに対しても処理を行うことができた．

3.2 精度

出現頻度 f ≥ 10 でフィルタリングした配列データに対

して，既存手法と提案手法によりクラスタリングを行い，

標的分子と結合する配列と結合しない配列のクラスタリ

ング結果から，クラスタリングの精度を比較する．クラ

スタリング結果を 表 2 に示す．表 2 の項目は，標的分

子と結合する・しないことが確認されている配列と，デー

タ内における出現頻度の順位，出現頻度，標的分子と結

合するか否か，各手法におけるクラスターの順位が示さ

れている．ここで，クラスター順位 (ranking) は，各クラ

スターに対して上位のものから順に割り当てた番号であ

る．また，AptaCluster と APTANI における丸括弧内の

“Freq.”・“Div.” は，クラスターに含まれる配列の出現頻

度・配列の多様性（一意な配列の数）によってクラスター

順位を決定したことを表す．クラスタリング結果におい

て，上位のクラスターに含まれる配列がアプタマーの至適

配列として選択される．FASTAptamer-Cluster は結合す

る配列を 6 番目以降，AptaCluster (Freq.) は 7 番目以降，

AptaCluster (Div.) は 5 番目以降，APTANI (Freq.) は

7 番目以降，APTANI (Div.) は 870 番目以降の複数のク

ラスターに分類しているが，提案手法は，1 番目と 5 番目

のクラスターに分類している．FASTAptamer-Cluster や，

AptaCluster，APTANI はデータ内で出現頻度の最も高い

配列を 2 番目以上の上位のクラスターに分類しているが，

これは標的分子に結合しない配列である．提案手法は，こ

の配列を 26 番目のクラスターに分類し，結合する配列を

含むクラスターよりも下位のクラスターに分類している．

したがって，提案手法は，既存手法よりも正確に標的分子

と結合する・結合しない配列を分類できているといえる．

また，この結果をもとに計算した両手法の受信者操作

特性 (Receiver Operating Characteristic: ROC) 曲線と曲

線下面積 (Area Under the Curve: AUC) を 図 3 に示す．

ここで，カットオフ値以下の順位・より大きい順位をも

つクラスターに配列が分類されていることを，それぞれ

陽性 (positive) ・陰性 (negative) とする．また，結合配

列が陽性・陰性と判断されるとき，それぞれ真陽性 (True

Positive: TP)・偽陽性 (False Positive: FP) とし，結合し

ない配列が陽性・陰性と判断されるとき，それぞれ偽陰性

(False Negative: FN) ・真陰性 (True Negative: TN)とす

る．このとき，真陽性率 (True Positive Rate: TPR) と偽

陽性率 (False Positive Rate: FPR) はそれぞれ以下の式で

求められる．

TPR =
TP

TP + FN
, FPR =

FP

FP + TN
(9)

ROC 曲線は，縦軸に真陽性率 (TPR)，横軸に偽陽性率

(FPR) をとり，カットオフ値を変動させることで得られる

曲線であり，AUC が 1 に近いほど，精度が高い．図 3 よ

り，提案手法の AUC は，1 であり，既存手法よりも高精

度であった．以上より，提案手法を用いることで高速かつ

正確にアプタマーの至適配列を推定することができる．

4. まとめ・今後の課題

本稿では，SELEX 法から得られる大量の核酸配列デー

タに対する高速なクラスタリング手法を提案した．長さの

短いモチーフから探索し，推定されたモチーフを伸長しな

がら探索を行うことで可変長のモチーフを高速に探索し，

推定されたモチーフをもつ配列同士でクラスターを形成す

る手法を提案した．精度評価実験を通して，速度と精度に

おける提案手法の有効性を示した．今後は，他のラウンド

のデータや，標的分子の異なる SELEX 法から得られた配

列データを用いて，性能評価実験を行う予定である．
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表 2 結合する・しない配列のクラスター順位

Table 2 Cluster ranking for binding/non-binding sequences.

Sequence information Cluster ranking

Sequence Ranking Frequency Binding FASTAptamer AptaCluster (Freq.) AptaCluster (Div.) APTANI (Freq.) APTANI (Div.) Ours

aggaggggGACTTaggactgggtttaggg 6 92237 Yes 6 7 5 7 870 5

agggTATGGACTTCgacgtctcggctgaa 24 20057 Yes 15 17 15 15 699 1

cgcacaggaaggTATGGACTTCgacgttt 63 8750 Yes 24 64 65 58 290 1

ggTATGGACTTCgacgtcttctgacctaa 82 6753 Yes 15 81 72 68 2188 1

gaaaTATGGACTTCgatacgccggctgag 255 1483 Yes 60 229 112740 102 6262 1

agtatctatccGACTTggatttacgttcg 8459 84 Yes 546 9921 28056 1993 6262 5
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ggtgaggcgGACGTatcttttagcaaatc 12 45038 No 10 12 13 13 520 41

tcgcttgaacggggaactactccaGACGT 23 20380 No 14 21 23 45 2270 41
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