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期待精度最大化に基づくRNAシュードノット予測

佐藤 健吾 ∗1,†1 加藤 有己 ∗1,†2

阿久津 達也†2 浅 井 潔†1,†3

RNA に観測されるシュードノットと呼ばれる部分構造は，多くの場合３次元空間
上での折り畳みを補助する役割を担うことが知られており，シュードノットを含めた
RNA２次構造予測はその立体構造決定への手がかりを与えるものと期待される．本稿
では，期待精度最大化に基づくシュードノット構造予測法 IPknotを提案する．IPknot
では，シュードノットを考慮した事後塩基対確率分布を，シュードノットを含まない塩
基対の各集合に対する事後分布の積で近似する．この期待精度最大化問題は閾値カッ
トを用いた整数計画法で解く．また，計算機実験により，IPknotは高い予測精度と高
速な計算速度を達成することを示す．

RNA Pseudoknot Prediction Based on
Maximizing Expected Accuracy

Kengo Sato∗1,†1 Yuki Kato∗1,†2 Tatsuya Akutsu†2

and Kiyoshi Asai†1,†3

Pseudoknots, substructures observed in RNA secondary structures, play a
role in assisting the overall 3D folding in many cases, and thus prediction of
RNA secondary structures including pseudoknots is expected to provide a clue
to determine the 3D structures of RNA molecules. In this technical report, we
propose IPknot, a computational method for predicting pseudoknotted struc-
tures based on maximizing expected accuracy. IPknot approximates a posterior
base pairing probability distribution that considers pseudoknots by decompos-
ing it into the product of respective posterior distributions over pseudoknot-free
structures. We solve the problem of maximizing expected accuracy using inte-
ger programming with threshold cut. Experimental results show that IPknot
achieves high prediction accuracy and fast computation time.

1. は じ め に

生体分子の一種である RNAは，遺伝情報のメッセンジャーとしての受動的な役割から，

遺伝子発現量の調節や細胞のプロセスにおける触媒としての能動的な役割まで，幅広い役割

を担う核酸であり，その機能の解明に注目が集まっている9)．RNAの立体構造と機能の間

には相関があると言われており，機能の解明のためには構造を予測することが重要となる．

立体構造を２次元平面上に射影し，塩基間の水素結合の情報のみを表したものを２次構造と

呼ぶ．特に，２次構造の中で構成する塩基対が１次配列上で互いに交差する関係にある部

分構造はシュードノットと呼ばれている．シュードノットはリボソーム RNAやグループ I

イントロン，ウイルス RNAなどの多くの RNA分子の２次構造で観測されている．また，

シュードノットは翻訳やスプライシングの調節，リボソームの読み枠の移動などに関与して

いることが知られている．さらに，シュードノットは多くの場合，３次元空間上での折り畳

みを補助する役割を担うとされており，立体構造解析のためにはシュードノットを考慮した

２次構造を予測することが重要となる．

現在まで，多くの RNA ２次構造予測法が情報科学的アプローチに基づいて開発されて

いる．これらは比較配列解析法と単一配列解析法に大別される．初期の２次構造解析法は，

計算の複雑さの観点からシュードノットを考慮しない構造を扱うことが多く，以下に述べる

２次構造解析法はシュードノットを考慮しないことに注意されたい．比較解析に基づく手法

として代表的なものは，確率文脈自由文法（SCFG）の構文解析技術に基づく２次構造予測

法が挙げられる8),14)．比較解析によるアプローチは進化的な保存情報を考慮するため予測

精度が高いという利点があるが，事前に相同な配列群を必要とするため，常に適用可能と

は限らない．一方，単一配列解析法では，自由エネルギー最小化に基づくアプローチが代

表的である．自由エネルギー最小の２次構造は動的計画法により O(n3)時間で計算するこ

とができ，mfold24),25)，RNAfold11),12) などで利用可能である．ここで，n は入力塩基配
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列の長さを表す．なお，２次構造のエネルギーは各種ループ部分構造の持つエネルギーパラ

メータの和で計算され，実験的に決定されているものが利用可能である16)．また，上記動

的計画法に基づく手法は，RNA２次構造の分配関数の計算に応用されており17)，これによ

り塩基対確率などの事後確率の計算が可能になる．最近では，自由エネルギー最小の２次構

造は実際の構造と異なる場合が多いと指摘されているため，可能な２次構造全体からなる

空間上で，予測構造の期待精度が最大となるような２次構造を求める手法（CONTRAfold7)，

CentroidFold10) など）が開発されており，高い予測精度を上げることに成功している．

一方，任意のシュードノットを考慮したとき，自由エネルギー最小の２次構造を予測する

問題は NP困難であることが証明されている1),15)．そのため，考慮するシュードノットの

クラスを限定した２次構造予測に対する O(n4) ∼ O(n6)時間の動的計画アルゴリズムがい

くつか開発されている1),2),6),15),19),21)．それらの中で，PKNOTS21) は最も広範囲なシュード

ノットのクラスを扱えるアルゴリズムであるが5)，その時間計算量は O(n6)であり，数百

塩基といった長い塩基配列への適用は難しい．pknotsRG19) は，扱うシュードノットのクラ

スを PKNOTSからさらに狭めることで，その時間計算量を O(n4)に削減したアルゴリズム

である．また，整数計画法を用ることで，最小自由エネルギー構造を計算するアプローチも

提案されている18)．シュードノットに対する厳密なエネルギーパラメータは現在のところ

利用困難であるため，上記いずれの手法もシュードノットに対する近似エネルギーパラメー

タを用いており，予測性能はその数理モデルにより限定的であると考えられる．また，入力

配列サイズが大きくなると実行不能となる可能性をはらんでいる．

動的計画法が扱うシュードノットの複雑さに起因する計算量の問題を克服するために，

ヒューリスティクスに基づくいくつかのアプローチが提案されている2),4),20),22)．ILM22)，

HotKnots20)，FlexStem4) は，２次構造の構成要素の１つであるステムの候補を段階的に

追加，削除する手法であり，数百塩基以上の比較的長い配列に対しても，高速に２次構造を

予測することが可能となっている．これらヒューリスティクスに基づく手法は予測構造の最

適性が保証されないものの，計算量を増加させることなく広範囲なシュードノットのクラス

を扱うことができ，長い配列に対しても現実的な時間内で予測できる利点を持つ．

本稿では，期待精度最大化に基づくシュードノット構造予測法 IPknotを提案する．ここ

で，予測構造の期待精度を計算するために，シュードノットを考慮した２次構造全体からな

る空間上の事後確率分布が必要になる．IPknotでは，シュードノットを考慮した事後塩基

対確率分布を，シュードノットを含まない塩基対の有限個の集合に対する事後分布の積で

近似する．この分解法により，任意のシュードノットを表現することが可能となる．期待精

度最大化問題は閾値カットを用いた整数計画法で解く．閾値カットにより，予測構造の期待

精度の向上に寄与しない塩基対はあらかじめ問題の定式化から除外するため，整数計画問

題のサイズが格段に小さくなり，最適化に要する時間が大幅に短縮される．計算機実験で

は，シュードノットを含むことが知られている配列データセットに対し，いくつかの RNA

２次構造予測法との比較を行い，IPknotが高い予測精度と高速な計算速度を達成すること

を示す．

2. 手 法

RNA 配列 x = x1x2 · · ·xn が取りうるシュードノットを含む２次構造全体の集合を S(x)，

シュードノットを含まない２次構造全体の集合を S ′(x) とする．２次構造 y ∈ S(x) あるい

は y ∈ S ′(x) は２値の上三角行列 y = (yij)i<j (yij ∈ {0, 1}) で表され，yij の値は塩基 xi

と xj が塩基対を形成しているかどうかを表す．

ここで，シュードノットを含む２次構造 y ∈ S(x) が，シュードノットを含まないm 個の

互いに素な２次構造からなる集合 {y(1), y(2), . . . , y(m) | y(p) ∈ S ′(x) for 1 ≤ p ≤ m} に分
割できると仮定する．ただし，y(p) に含まれる任意の塩基対は y(q) (∀q < p) に含まれる塩

基対のいずれかとシュードノットの関係にあるとする⋆1．この分割に基づき，シュードノッ

トを考慮した２次構造に関する利益関数を次のように定義する:

G(y, ŷ) =
∑

1≤p≤m

α(p) Gγ(p)(y
(p), ŷ(p)), (1)

Gγ(y, ŷ) = γ TP (y, ŷ) + TN(y, ŷ)

=
∑
i<j

[γ I(yij = 1) I(ŷij = 1) + I(yij = 0) I(ŷij = 0)] .

ここで，y は参照２次構造，ŷ は予測２次構造，
∑

p
α(p) = 1，γ > 0 とする．また，

I(condition)は条件 conditionが真のとき 1，偽のとき 0の値をとる指標関数である．

与えられた RNA 配列 x のシュードノットを含む２次構造の確率分布 P (y | x) の下で，

利益関数 (1) の期待値

Ey|x[G(y, ŷ)] =
∑

y∈S(x)

G(y, ŷ) P (y | x) (2)

が最大となるような２次構造 ŷ ∈ S(x) を求めたい．しかしながら，あらゆるシュードノッ

⋆1 この分割は一意には定まらないが，最終的には以下に説明する目的関数に関して最適なものを選ぶため，問題に
はならない．
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図 1 m = 3 のときの確率分布の分解の式 (3) の説明図．破線は塩基対を表す．

トを考慮した２次構造の確率分布の計算は NP 困難であることが知られており2)，比較的

単純なシュードノットに限定して動的計画法により計算したとしても O(n4) ∼ O(n6) 時間

（n は配列長）もかかるため，式 (2) をそのまま計算することは実用的ではない．そこで本

手法では上記の分割に基づき，シュードノットを含んだ２次構造の確率分布をシュードノッ

トを含まない２次構造の確率分布の積で近似する（図 1参照）:

P (y | x) ≃
∏

1≤p≤m

P ′(y(p) | x). (3)

ここで P ′(y | x) はシュードノットを含まない２次構造の確率分布であり，O(n3) で計算

することができる．この近似により，期待利益関数 (2) は次のように置き換えることがで

きる:

Ey|x[G(y, ŷ)] ≃
∑

1≤p≤m

α(p)
∑

y(p)∈S′(x)

Gγ(p)(y
(p), ŷ(p)) P ′(y(p) | x)

=
∑

1≤p≤m

α(p)
∑
i<j

[
(γ(p) + 1)pij − 1

]
ŷ
(p)
ij + C. (4)

ここで C は 予測２次構造 ŷに依存しない定数であり，pij =
∑

y∈S′(x)
I(yij = 1)P ′(y | x)

は塩基対確率（塩基 xi と xj が塩基対を形成する確率）を表している．式 (4) を最大化す

ることは，各 p (1 ≤ p ≤ m) の部分２次構造内の塩基対 y
(p)
ij に対応する塩基対確率 pij が

与えられた閾値 θ(p) = 1/(γ(p) + 1) よりも大きくなるものだけを考えればよいことを意味

する．

m = 1 の時は，シュードノットを考えない場合に相当する．この時，利益関数 (1) や期

待利益関数 (4) は CentroidFold10) の場合と等価になり，本手法は CentroidFold の自然

な拡張となっていることがわかる．

最終的には，式 (4) を最大化する問題は次の整数計画問題として定式化できる:

maximize
∑

1≤p≤m

α(p)
∑
i<j

pijy
(p)
ij (5)

subject to
∑

1≤p≤m

{
i−1∑
j=1

y
(p)
ji +

n∑
j=i+1

y
(p)
ij

}
≤ 1 (1 ≤ ∀i ≤ n), (6)

y
(p)
ij + y

(p)
kl ≤ 1 (1 ≤ ∀p ≤ m, 1 ≤ ∀i < ∀k < ∀j < ∀ < l ≤ n), (7)∑

i<k<j<l

y
(q)
ij +

∑
k<i′<l<j′

y
(q)

i′j′ ≥ y
(p)
kl (1 ≤ ∀q < ∀p ≤ m; 1 ≤ ∀k < ∀l ≤ n).

(8)

式 (4) から，塩基対確率 pij が閾値 θ(p) よりも大きい塩基対 y
(p)
ij のみを考えればよいた

め，整数計画問題の規模を大幅に小さくすることができる．制約 (6) は，各々の塩基 xi は

他の塩基と塩基対を形成することができるのは高々一回のみであることを意味している．制

約 (7) により，部分２次構造 y(p) の内部ではシュードノットを許さない．制約 (8) は，y(p)

に含まれる任意の塩基対は y(q) (∀q < p) に含まれる塩基対のいずれかとシュードノットの

関係にあることを表している．

一般に，RNA ２次構造において塩基対が単独で孤立して存在することは稀であり，２つ

以上の塩基対が重なって現れることが多い（スタッキング）．本手法では，整数計画問題に

以下のような制約を加えることにより，孤立塩基対が出現しないようにする:

ℓ
(p)
i−1 + (1 − ℓ

(p)
i ) + ℓ

(p)
i+1 ≥ 1 (1 < ∀i < n; 1 ≤ ∀p ≤ m), (9)

r
(p)
i−1 + (1 − r

(p)
i ) + r

(p)
i+1 ≥ 1 (1 < ∀i < n; 1 ≤ ∀p ≤ m). (10)
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ただし，ℓ
(p)
i , r

(p)
i は２値変数であり，下式で定義される:

ℓ
(p)
i =

n∑
j=i+1

y
(p)
ij (1 ≤ ∀i < n; 1 ≤ ∀p ≤ m),

r
(p)
i =

i−1∑
j=1

y
(p)
ij (1 < ∀i ≤ n; 1 ≤ ∀p ≤ m).

3. 結 果

2 節で述べた手法 IPknot を実装し，既存手法と比較するための計算機実験を行った．整

数計画法のソルバーには GNU Linear Programming Toolkit (GLPK) を用いた．また，

塩基対確率を計算するためのシュードノットを含まない２次構造の確率分布として CON-

TRAfold model7) とMcCaskill model17) を使用し，パラメータには次の値を用いた: m = 2,

α(1) = 0.6, α(2) = 0.4, γ(1), γ(2) ∈ {2n | n = −2, . . . 4}．比較対象として，シュードノット
予測が可能な手法 ILM22), pknotsRG19), FlexStem4) と，シュードノット予測が不可能な手

法 RNAfold11),12), CentroidFold10) (CONTRAfold model, McCaskill model) を用いた．

実験に用いる配列は RNA STRAND データベース3) から取得した．少なくとも１つ

はシュードノットを含み，配列長が 500 bp 以下の配列群をデータベースから選んだ後，

blastclust による single linkage clustering を行い，配列相同性が 85 % 以上となる冗長な

配列を除いた．その結果，399 本の RNA 配列が得られた．

２次構造予測の精度は，次式で定義される塩基対の Sensitivity (Sen) と Positive Pre-

dictive Value (PPV) で評価した:

sensitivity =
TP

TP + FN
, PPV =

TP

TP + FP
.

ここで，TP は正しい予測塩基対の数，FN は予測できなかった正解塩基対の数，FP は

正しくなかった予測塩基対の数である．また，Sen と PPV はトレードオフの関係にある

ため，両者のバランスを取った評価尺度として，次式の Matthews Correlation Coefficient

(MCC) を用いた:

MCC =
TP × TN − FP × FN√

(TP + FP )(TP + FN)(TN + FP )(TN + FN)
.

ここで，TN は塩基対でないと正しく予測した数である．

図 2 に，各手法の予測精度を横軸 PPV，縦軸 Sen でプロットしたグラフを示す．IPknot

と CentroidFold は Sen と PPV を調節するためのパラメータ γ があるため，複数の点が

プロットされている． このグラフから，本提案手法 IPknot は既存手法（シュードノット

予測可，不可ともに）よりも精度良くシュードノットを考慮に入れた RNA２次構造が予測

0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8

0.
1

0.
2

0.
3

0.
4

0.
5

0.
6

Positive Predictive Value
S

en
si

tiv
ity

MCC=0.535

0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8

0.
1

0.
2

0.
3

0.
4

0.
5

0.
6

Positive Predictive Value
S

en
si

tiv
ity

0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8

0.
1

0.
2

0.
3

0.
4

0.
5

0.
6

Positive Predictive Value
S

en
si

tiv
ity

0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8

0.
1

0.
2

0.
3

0.
4

0.
5

0.
6

Positive Predictive Value
S

en
si

tiv
ity

0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8

0.
1

0.
2

0.
3

0.
4

0.
5

0.
6

Positive Predictive Value
S

en
si

tiv
ity

0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8

0.
1

0.
2

0.
3

0.
4

0.
5

0.
6

Positive Predictive Value
S

en
si

tiv
ity

0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8

0.
1

0.
2

0.
3

0.
4

0.
5

0.
6

Positive Predictive Value
S

en
si

tiv
ity

0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8

0.
1

0.
2

0.
3

0.
4

0.
5

0.
6

Positive Predictive Value
S

en
si

tiv
ity

IPknot (CONTRAfold model)
IPknot (McCaskill model)
ILM
pknotsRG
FlexStem
CentroidFold (CONTRAfold model)
CentroidFold (McCaskill model)
RNAfold

図 2 PPV–Sensitivity Plots. 矢印で示した点は MCC が最も高かったパラメータの組み合わせ
γ(1) = 4, γ(2) = 8 である．
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表 1 最も長い配列 CRW 00614 (497 bp) 上での 実行時間．CentroidFold は γ = 4, IPknot は
γ(1) = 4, γ(2) = 8 の時の実行時間を表す．

Method time (s)

IPknot (CONTRAfold model) 0.75

IPknot (McCaskill model) 0.44

pknotsRG 5.51

ILM 0.18

FlexStem 9.66

CentroidFold (CONTRAfold model) 0.73

CentroidFold (McCaskill model) 0.41

RNAfold 0.14

できることがわかる．

表 1 は，データセット中で最も長い配列 CRW 00614 (497 bp) の２次構造予測を実行する

のに要した計算時間 (Linux OS, Intel Xeon E5540 2.53 GHz) である． ILM 以外のシュー

ドノット予測ツールと比べて有意に高速であり，かつ精度の面でも上回っていることがわ

かる．

4. お わ り に

本稿では，期待精度最大化に基づく RNA シュードノット予測法 IPknot を開発した．

IPknotはシュードノットの平面的分解により，任意のシュードノットを扱うことが可能な

モデルである．予測法の中核をなす期待精度最大化は閾値カットを用いた整数計画法により

実現し，他の最新の予測手法と比較して高速かつ高精度な予測を達成した．なお，IPknot

は，http://www.ncrna.org/software/ipknot/から入手可能である．

今回の計算機実験による性能評価では，RNA STRAND3) から独自に編纂した 399本の

RNA配列からなるデータセットを用いた．一方，文献 4)，13)では，シュードノットを収

集した信頼性の高いデータベース PseudoBase23) から，単純シュードノット（H型シュー

ドノット）2) を含むことが知られている冗長でない 168本の配列セット pk168をベンチマー

クとして用いている．IPknotが pk168上でどの程度の予測性能を上げるかを検証すること

が，今後の課題として挙げられる．また，多重配列アライメントが与えられたとき，それら

の共通２次構造を予測する問題も重要である．IPknotは共通２次構造予測問題にも適用可

能と考えており，今後の課題として取り組む予定である．
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