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構造モデルに基づく塩基配列からの
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概要：本論文では，boxC/D型 snoRNAの一次構造，および二次構造を考慮した構造モデルに基づき，同
遺伝子を高精度に検出する手法を提案する．機能性 RNAの 1つである boxC/D型 snoRNAは真核生物
の核小体内に存在し，リボソーム RNA などのメチル化などに関与すると考えられている．RNA 修飾の
意義はよく分かっておらず，機能性 RNAの役割を明らかにするためにも，より多くの機能性 RNA遺伝
子を発見することが望まれている．提案手法では，boxC/D 型 snoRNA が持つ特徴的な塩基配列である
ボックスと，ステム構造と呼ばれる相補塩基対で構成された二次構造の双方に着目し，ボックス存在位置
などにモデルに基づく制約を課することで高精度に snoRNA遺伝子を検出する．実験により，提案手法は
97.5%の精度で boxC/D型 snoRNA遺伝子を検出できることを示した．
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Abstract: This paper proposes a method to detect boxC/D type snoRNA genes using structure model that
consisting with characteristic base sequences and secondary structure. The boxC/D type snoRNAs exist in
nucleolus of eukaryote, and they may work methylation of rRNA, but the function of such RNA modification
remains unknown. Our method utilizes both characteristic sequences called as boxes and secondary struc-
ture called as stems. We develop a structure model of boxC/D type snoRNA from actual sequences, and
also determine a sequence include a boxC/D type snoRNA gene or not based on the matching ratio of the
sequence and the model. Our method achieves 97.5% detection ratio.
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1. はじめに

ヒト DNA上の塩基配列をすべて読み取るヒトゲノム計

画 [1], [2]が 2003年に完了し，得られた塩基配列と生命活

動の関わり，すなわち，遺伝子がどのように発現し，生命

活動をどのように制御しているのか，多くの科学者が研究

を行っている．ゲノムはたんぱく質のアミノ酸配列をコー
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ドするコーディング領域と，それ以外のいわゆるノンコー

ディング領域に大別される．ゲノム配列解読当初，ノン

コーディング領域についてはその一部が遺伝子発現調節な

どに関与することが知られていたものの，大部分は意味を

持たないものと考えられ，ジャンク DNAとも呼ばれてい

た．現在では，遺伝子発現調節のほか，たんぱく質の翻訳

情報を持たないノンコーディング RNA遺伝子など，生体

機能に必須な情報がこの領域に多く含まれることが明らか

にされつつある [3], [4]．

21 世紀に入り，ノンコーディング RNA の 1 つである

機能性 RNA を発見し，生命活動における役割を明らか

にすることは，分子細胞生物学やバイオインフォマティ

クス双方において最も重要な研究課題の 1 つになってい

る [5], [6], [7]．機能性 RNAと疾患との関わりに関する研

究成果も次々に報告されており [8], [9]，創薬や再生医療分

野などで大きな進展をもたらすことが期待されている．し

かし，塩基配列の量は膨大で，医学的な検出方法では多く

の手間と時間がかかる．そのため，コンピュータによる機

能性RNA遺伝子の自動検出法の開発が必要とされている．

snoRNAは small nucleolar RNAの略称で日本語では核

小体低分子 RNAと呼ばれ，酵母からヒトまで広く存在し

ている．これまでに，ヒトで 236種類，酵母で 75種類の

snoRNAが見つかっており [9]，リボソーム RNA（rRNA）

前駆体の修飾やプロセシングなどに関与すると考えられて

いる．しかし，RNA修飾の意義などは十分解明されてお

らず，ゲノム研究のいっそうの推進のためにも，より多く

の snoRNA遺伝子の検出が期待されている．

本論文では，機能性 RNA の 1 つである核小体低分子

RNA（snoRNA）[10]を対象とし，構造モデルとの適合度に

基づき snoRNA遺伝子を自動検出する方法を提案する．提

案手法は，snoRNAに含まれる特徴的な塩基配列とステム

構造の存在確率を求め，構造モデルとの一致度を評価する

ことで，boxC/D型 snoRNA遺伝子を高精度に検出する．

本論文の構成は以下のとおりである．2 章で snoRNAに

ついて紹介する．3 章では，boxC/D型 snoRNA遺伝子の

構造モデル，およびボックス存在確率とステム存在確率の

導出方法，さらに boxC/D型 snoRNA遺伝子有無の判定

に用いるしきい値の決定法について述べる．4 章では，提

案手法による boxC/D型 snoRNA遺伝子の検出精度につ

いて議論する．5 章は本論文のまとめである．

2. snoRNAとその従来検出法

2.1 snoRNAの構造と機能

snoRNA はその構造上の特徴から boxC/D 型と

boxH/ACA型の 2つに分類される．図 1と図 2にboxC/D

型，boxH/ACA 型 snoRNA の二次構造をそれぞれ示す．

rRNA，またはその他のRNAに対し，boxC/D型 snoRNA

はメチル化，boxH/ACA型 snoRNAはシュードウリジン化

図 1 boxC/D 型 snoRNA の二次構造

Fig. 1 Secondary structure of boxC/D type snoRNA.

図 2 boxH/ACA 型 snoRNA の二次構造

Fig. 2 Secondary structure of boxH/ACA type snoRNA.

などに関与している．本論文では，これら 2種類の snoRNA

遺伝子のうち，boxC/D型を対象とする．

boxC/D型 snoRNAはおおむね 60～100塩基の長さで，

両末端の塩基がワトソン–クリックの相補塩基対（A-U，

C-G）で構成されるステム構造を持ち，これに隣接して，特

徴的な配列 boxCと boxDがある．また，ヘアピンループ

直下にもステム構造を持ち，このステム構造に隣接しても

う 1セット特徴的な配列（boxC’と boxD’）を持つ場合も

ある．boxCの 3’側と boxDの 5’側に，標的となる rRNA

と相補的な配列があり，rRNAのメチル化はこの領域で起

こる．

snoRNAによる rRNA修飾の意義は今のところ不明であ

るが，修飾の異常，または snoRNAそのものが関わってい

る可能性のある疾患として，先天性角化不全症，B細胞悪

性リンパ腫，プラダー・ウィリー症候群などが報告されて

いる [11]．

2.2 snoRNA検出の従来法

塩基配列が与えられたとき，転移 RNA（tRNA）遺伝子

や rRNA遺伝子，snoRNA遺伝子などが含まれるか否かを
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判別する様々な手法が考案されている．その手法の 1つと

して，サポートベクタマシン（Support Vector Machine，

SVM）[12]とカーネル関数 [13]を組み合わせた手法が近年

注目されている．

SVMは入力サンプルを 2つのクラスに分類する手法で

あり，学習サンプルから最適な識別境界を決定する．与え

られたサンプル集合が線形分離可能な場合と不可能な場合

の両方に適応可能であり，線形分離不可能な場合は識別関

数にカーネル関数を適用して特徴空間を写像し，識別関数

を線形化することで適切な分類結果を得ることができる．

カーネル関数は配列や木構造，グラフ，画像などといっ

た非数値的なデータも扱うことができ，バイオインフォ

マティクス解析にも応用されている [13]．本論文で比較対

象としたカーネル関数は，文字列部分列カーネル（String

Subsequence Kernel，SSK）[14]，ステムカーネル（Stem Ker-

nel，StK）[15]とその改良法であるDAG（Directed Acyclic

Graphs）based stem kernel（DAG-based StK）[16]，BPLA

（Base-pairing Profile Local Alignment）kernel [17]である．

文字列部分列カーネル（SSK）は文字列に対するカーネ

ルであり，文字配列の類似度を求めるものである．SSKで

は，文字列 xと yの類似度について，連続，または不連続

の部分配列 kの出現頻度をカウントして評価する．SSKで

の snoRNA遺伝子検出精度は 65%程度 [14]であり，十分

な精度とはいえない．

ステムカーネル（StK）はRNA配列に特化したカーネル

であり，RNAの二次構造を考慮した特徴空間をとり，任意

の長さの連続，または不連続のステム構造候補の出現頻度

を数えて特徴ベクトルとする．すなわち，ステム構造の間

にギャップが挿入される場合も含めて，すべての可能なス

テム構造の候補をカウントする．boxC/D型 snoRNA遺伝

子の StKでの検出精度は 64%程度 [15]であるが，処理速

度と特異度を大幅に向上させた DAG-based StK，さらな

る性能向上を果たした BPLA kernelと改良が続けられて

おり，BPLA kernelを用いた SVMで boxC/D型 snoRNA

遺伝子を含まないサンプルを正しく判別できる確率である

特異度が 0.92∼1.0，boxC/D型 snoRNA遺伝子を含むサ

ンプルを正しく判別できる確率である感度が 0.71と報告

されており [17]，感度の点で改良の余地がある．

Yangら [18]は boxC/D型，boxH/ACA型 snoRNA遺

伝子を検出する一連のソフトウェア snoSeekerを開発して

いる．このうち，boxC/D 型 snoRNA 遺伝子を検出する

CDseekerによりヒトのゲノムから 212個の boxC/D型遺

伝子候補を検出しており，そのうち 191個が既知の boxC/D

型 snoRNA遺伝子であり，標的不明の boxC/D型 snoRNA

遺伝子 5個，既知の snoRNA遺伝子のアイソフォーム型

2個を含む残る 21個が新規の snoRNA遺伝子候補と報告

している．CDseekerは隠れマルコフモデルを用いたボッ

クス，および標的 RNAとの相補領域の検出と，確率文脈

自由文法を用いた末端のステム構造の検出を組み合わせて

スコアを導出し，このスコアが一定値以上を示した場合に

boxC/D型 snoRNA遺伝子と判定する．

Hertelら [19]は，最小自由エネルギー値やステムを構成す

る相補塩基対数などを入力とする SVMベースの snoRNA

遺伝子検出法を提案し，これを SnoReportとして公開して

いる．

3. 構造モデルに基づく boxC/D型 snoRNA

検出法

3.1 構造モデルの設計

提案手法では，ボックスと呼ばれる特徴的塩基配列と，

ステムと呼ばれる二次構造の両方に着目し，boxC/D 型

snoRNA遺伝子の検出を行う．そこで，既知の boxC/D型

snoRNA 遺伝子を調べ，どの位置にどのような塩基が表

れるかを定めた構造モデルを作成し，このモデルと一致

する箇所に snoRNA遺伝子が存在すると判定する．その

ため，文献 [9], [20]，および snoRNA遺伝子データベース

“snOPY” [21]から塩基配列を調べる．

boxC/C’は “RUGAUGA”（Rは A，または G）の 7塩

基で構成されており，boxD/D’は “CUGA”の 4塩基で構

成されている．boxC’と boxD’は，boxC/D型 snoRNA遺

伝子内に存在しない場合もある．snoRNAの二次構造を平

面上に展開すると，図 3 のようになる．図 3 に示すとお

り，boxCと boxDの両末端に stem-1が構成され，boxC’

と boxD’間に stem-2が構成される．stem-1と stem-2は

最短 1ペアの相補塩基対を構成し，相補塩基対が多いほど

snoRNA遺伝子の構造が安定する．図 3 の黒い長方形部分

には標的となる rRNAと相補的な配列があり，9～20塩基

からなる．ヘアピンループに関しては，RNA二次構造の

予測ツール「CentroidFold」[22]を使って，“snOPY”から

取り出した 1,082個の boxC/D型 snoRNAデータに対す

る二次構造を予測すると，その塩基数は最小 4塩基である

ことが分かった．

これらの結果から，図 4 に示す構造モデルを作成した．

図 4 の n
m はm塩基中 n塩基以上が一致する必要があるこ

とを表し，n ∼は当該箇所が n塩基以上で構成されている

図 3 boxC/D 型 snoRNA の二次構造の展開図

Fig. 3 Development of the secondary structure of boxC/D type

snoRNA.
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図 4 boxC/D 型 snoRNA 遺伝子の構造モデル

Fig. 4 Proposed structure model for boxC/D type snoRNA.

ことを表す．

まず，5’端から説明する．5’端には 3’端とペアになる

stem-1が存在する．したがって，少なくとも 1つの相補対

があるものとし，boxCは 5’端から 1塩基以上離れている

ものとする．次に boxCであるが，5’端に最も近く，かつ

boxCと最も多く塩基が一致する箇所に定める．このとき，

少なくとも boxCを構成する 7塩基の半分以上，すなわち
4
7 が一致する必要があるとする．boxCに続き，標的 rRNA

との相補的な塩基配列がある．先述のとおり，この領域は

9∼20塩基，すなわち片側で平均 4.5∼10塩基からなる．そ

こで，標的 rRNAと相補的な配列は片側 4塩基以上からな

るものとした．次の boxD’は，boxC端から標的 rRNAと

の相補配列分の 4塩基以上離れ，かつ boxD’を構成する

4塩基の半分以上，すなわち 3
4 の塩基が一致する箇所に定

める．boxD’候補が複数ある場合については後に述べる．

boxD’の後には stem-2がある．stem-1と同じく，ここにも

1つ以上の相補対があるものとする．stem-2の次に，構造

の折り返しとなるヘアピンループがある．「CentroidFold」

による予測結果から，この領域は 4塩基以上からなるもの

とした．以下，1塩基以上からなる stem-2，7塩基中 4塩基

以上が一致している boxC’領域，標的 rRNAとの相補的な

4塩基以上の領域，4塩基中 3塩基以上が一致する boxD’

領域，1塩基以上の stem-1，と続く．

以上が，本研究で用いる boxC/D型 snoRNA遺伝子構

造モデルである．

3.2 boxC/D型 snoRNAの存在判定法

snoRNA 遺伝子の有無を判断する流れについて説明す

る．まず，対象とする塩基配列に各ボックスが含まれる平

均確率 PB を求める．次に，各ボックスが一定以上の確率

で含まれる塩基配列において，相補対により形成されるス

テム構造が存在する確率 PS を計算する．式 (1)に示すと

おり，PB と PS の重み付き和がしきい値 Pth を超える場

合，対象とする塩基配列に snoRNA遺伝子が含まれると判

断する．

Pth = αPS + βPB , (1)

α + β = 1.0.

ここで，α，β（≥ 0）はそれぞれ，PS，PB の寄与を調整

するパラメータである．

3.3 節と 3.4 節では，ボックス存在確率 PB とステム存

在確率 PS の導出方法について説明する．

3.3 ボックス存在確率の導出

3.3.1 ボックス存在確率の定義

boxC/D型 snoRNA遺伝子におけるボックス存在確率の

導出法について説明する．boxC/D型 snoRNAは boxC/D

を持つが，boxC’/D’は持たない場合もある．そこで，各

ボックスの存在確率をそれぞれ計算し，その平均をボック

ス存在確率 PB とし，式 (2)で定義する．

PB =
∑
各ボックスの存在確率

検出されたボックスの数
. (2)

以下，各ボックスの存在確率の計算方法について詳しく

述べる．

3.3.2 boxCの探索

boxCの探索では，7塩基からなる比較領域を，5’端か

ら 3’端に向かって 1塩基ずつずらしつつ，boxC存在確率

PC
B を計算する．boxC存在確率とは，ボックスを構成する

塩基配列と対象配列が一致する割合であり，式 (3)で定義

する．

PC
B =

1
N

N∑
i=1

d(Ci, Ti), (3)

d(Ci, Ti) =

{
1 Ci = Ti,

0 Ci �= Ti.

式 (3)において，N は比較する塩基数，Ci，Tiはそれぞ

れ対象ボックスと比較領域の i番目の塩基を表す．各比較

領域での PC
B を比較し，最も大きい PC

B を持つ比較領域を

boxCと判断する．同じ PC
B を持つ領域が複数あった場合，

塩基配列の 5’側に最も近い領域を採用する．これは，1塩

基ずつずらしながら PC
B を求めていくことから，現在 5’端

から遠い boxC候補領域もいずれ最も 5’端に近い領域とし

て選択されるからである．

boxC領域は boxC/D型 snoRNA遺伝子に必ず含まれて

いる．そこで，boxCを構成する 7塩基のうち，boxC候補

領域は少なくともこの半分以上の塩基が一致する必要があ

るとする．すなわち，boxC存在確率が 4
7 未満の場合は，

当該配列は boxC/D型 snoRNA遺伝子を含まないと判断

する．

3.3.3 boxDの探索

boxDの探索では，先に決定した boxCの末端から 3’端

まで順に，4塩基からなる比較領域を 1塩基ずつずらしつ

つ，boxDの存在確率 PD
B を計算する．PD

B も式 (3)により

boxCと同様に求める．なお，boxDは 4塩基からなるので，

式 (3)中の N は 4である．各比較領域での PD
B を比較し，

最も大きい PD
B を持つ比較領域を boxD領域とする．この

とき，同じ PD
B を持つ領域が複数ある場合が考えられる．
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図 5 標的 rRNAとの相補的塩基配列制約による boxD 候補の削除

Fig. 5 Elimination of boxD candidates by the rule of comple-

mentary base pairs for target rRNAs.

図 6 boxDを決定するための boxC/D両端末ステム構成のチェック

Fig. 6 Stem structure checking to decide the posision of boxD.

この場合，まず図 4 の「rRNAと相補的な配列」の塩基数

制限を用いて，図 5 のようにBoxCから 3’端側 4塩基以内

にある boxD候補を除外する．それでもなお複数の boxD

候補が残った場合，図 6 に示すように boxC/D両末端には

stem-1が存在することから，各 boxD候補について計算し

た stem-1存在確率が最大となる boxD候補を boxDとして

採用する．stem-1存在確率については 3.4.2 項で詳しく説

明する．それでもなお複数の boxD候補が残った場合，3’

端に最も近い boxD候補を採用する．これは，boxC/D間

の塩基数が多いほど，次に探索する boxC’，および boxD’

が存在する可能性が高くなり，中央部の stem-2やヘアピ

ンループを構成できる可能性が高くなるためである．

boxDは “CUGA”の 4塩基からなる．boxCと同じく，

対象配列の過半数，すなわち，boxD存在確率が 3
4 未満の

場合，対象配列は snoRNA遺伝子を含まないものとして

扱う．

3.3.4 boxC’と boxD’の探索

boxCとboxDの位置を決定後，boxCの 3’端からboxDの

5’端まで順に 1塩基ずつ比較領域をずらしつつ，boxC’/D’

の存在確率 PC′
B ，PD′

B を計算する．存在確率の計算には，

boxC/Dと同じく式 (3)を用いる．なお，boxC，boxDは

各ボックスと最もよく一致する領域に定めているので，そ

の中間である探索範囲に boxCや boxDとよりよく一致す

る領域は存在しない．

求めた PC′
B ，PD′

B を比較し，最も PC′
B ，PD′

B が大きい

比較領域を boxC’/D’と判断する．同じ PC′
B ，PD′

B を持つ

boxC’/D’候補が複数ある場合，以下の条件にあてはまる

候補を除外する．

• 図 5 と同様に「rRNAと相補的な配列」の塩基数制限

を用いて，boxCや boxDに近すぎる候補を除外する．

• boxC’は boxCと boxDの中間より 3’側，boxD’は 5’

側に存在する事実に基づき，図 7 に示すように，本来

存在しえない位置にある boxC’/D’候補を除外する．

• 図 8 に示すように，boxC’/D’の間に最小 4塩基から

図 7 boxC’/D’ の出現順制約による boxC’/D’ 候補の除外

Fig. 7 Elimination of boxC’/D’ candidates by appearance or-

der rule.

図 8 ヘアピンループ存在制約による boxC’/D’ 候補の除外

Fig. 8 Elimination of boxC’/D’ candidates by hairpin-loop ex-

istence rule.

図 9 複数の boxC’/D’ 候補が存在する場合のステム存在確率計算

パターン

Fig. 9 Stem existence probability calculation on an sequence

including multiple boxC’/D’ candidates.

なるヘアピンループ領域を構成しえない候補を除外

する．

上記の条件にあてはまる boxC’/D’候補領域を除外した

のち，boxC’/D’候補間には stem-2が存在することを考え，

図 9のように残っている候補間で，3.4.3項で述べる stem-2

存在確率を計算し，stem-2存在確率が最大の boxC’/D’候

補を boxC’/D’と決定する．boxC’/D’間の stem-2存在確

率を評価したあとでもなお複数の boxC’/D’候補が存在す

る場合，boxC’候補と boxD’候補の間が一番離れている組

合せを採用し，boxC’/D’に決定する．これは，boxC’と

boxD’が離れるほど，boxC’/D’間に stem-2を構成できる

塩基数が増えるためである．

boxC/Dと異なり，PC′
B が 4

7 未満，PD′
B が 3

4 未満の場合，

当該配列は snoRNA遺伝子を含まないのではなく，boxC’

や boxD’を含まないものとして扱う．

3.4 ステム存在確率の導出

3.4.1 ステム存在確率の定義

ステム存在確率の定義について説明する．2.1 節で説明

したように，ステムはワトソン–クリックの相補塩基対に

より構成される．なお，RNAではワトソン–クリックの相
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補塩基対だけでなく，G-U塩基対や G-A塩基対など様々

な塩基対が形成されることが知られているが [9]，本手法で

は最も出現頻度の高いワトソン–クリックの相補塩基対に

着目する．図 3 に示したとおり，boxC/D型 snoRNAは

boxCと boxDの両端にステム構造 stem-1を持ち，boxC’と

boxD’の間にもまた別のステム構造 stem-2を持つ．boxC’

と boxD’を含まない場合，stem-2 は boxC と boxDの間

に構成する．したがって，前節までに確定した boxC/Dや

boxC’/D’の間に存在するはずの 2つのステム構造それぞ

れに対して stem存在確率を計算し，その平均をステム存

在確率 PS とする．ステム存在確率は式 (4)で定義する．

PS =
stem-1存在確率+ stem-2存在確率

2
. (4)

3.4.2 stem-1存在確率の導出

boxC/D端に存在する stem-1の存在確率を求めるため，

boxC端から 5’側の 10塩基，boxD端から 3’側の 10塩基

に着目する．両端の塩基数が 10未満の場合は，どちらか

短い方に合わせる．着目する塩基数を 10 とした理由は，

「CentroidFold」を用いた予備実験で stem-1を構成する相

補塩基対数の最大値が 7と求められたため，余裕を含んで

設定したものである．

stem-1存在確率は，ボックス端に塩基の挿入や欠損が発

生している場合を考慮して図 10 に示す 3つのパターンで

計算し，ステムを構成できる相補塩基対数が最も多い場合

を採用する．例として，ある塩基配列X「...AAAAGUCA

（Box C）...（BoxD）GACUUUUU...」における stem-1出

現確率を求める場合について説明する．

boxCの 5’側端 8塩基，boxDの 3’側端 8塩基すべてが

ステムを構成すると仮定した場合，相補塩基対数は 8 で

あり，これを分母として用いる．図 10 (a)に示すように，

boxC端と boxD端に塩基挿入がない場合は (A-U)が 4つ

含まれることから，stem-1存在確率は 4
8 = 0.5となる．次

に，図 10 (b)に示すように boxC端に塩基挿入があった場

合を考える．図 10 (b)の例では，(G-C)が 1つ，(A-U)が

1つ，(C-G)が 1つ，(U-A)が 4つの計 7となり，この場合

の stem-1存在確率は 7
8 = 0.875となる．最後に，図 10 (c)

に示すように boxD端に塩基挿入があった場合を考える．

図 10 (c)の例では，(A-U)が 3つが含まれるので，stem-1

存在確率は 3
8 = 0.375 となる．したがって，この例では

boxC 端に塩基の挿入があった場合の図 10 (b)，0.875 が

stem-1存在確率となる．

3.4.3 stem-2存在確率の計算

図 3 に示したとおり，snoRNAは boxC’と boxD’の間

にステム構造 stem-2を構成する．boxC’や boxD’が含ま

れない場合は boxC/boxD間で stem-2を構成する．stem-2

存在確率を求めるとき，提案手法ではヘアピンループを考

慮せずに行う．これは，ヘアピンループ部分の位置が不確

定のためである．

(a) Box端に塩基の挿入・欠損が

ない場合

(b) BoxC端に塩基の挿入がある

場合

(c) BoxD 端に塩基の挿入がある場合

図 10 stem-1 存在確率を求めるときの相補塩基対構成パターン

Fig. 10 Patterns of complementary base pairs to calculate

stem-1 existence probability.

stem-2存在確率は，3.4.2 項で示した stem-1存在確率の

導出時と同じく，boxC’ と boxD’ 端に塩基挿入がない場

合，boxC’側に 1塩基が挿入されている場合，boxD’側に

1塩基が挿入されている場合の 3つのパターンで計算する．

このうち，ステムを構成できる相補塩基対数が最も多い場

合を採用し，stem-2存在確率とする．

例として，ある塩基配列 Y「...（box D’）CGGGCGGU-

CUGAAA（box C’）...」における stem-2存在確率を求め

る場合について考える．14塩基からなる塩基配列 Y がす

べてステムを構成すると仮定した場合，相補塩基対数は 7

となる．

まず，boxC’と boxD’間に塩基の挿入がない場合につい

て相補塩基対数を求める．この場合，(G-C)が 1つが含ま

れることから，stem-2存在確率は 1
7 = 0.143となる．次

に，boxC’側に 1塩基の挿入があった場合について，相補

塩基対数を求める．この場合ではステムを構成できる相補

塩基対は存在せず，stem-2存在確率は 0
7 = 0.0となる．最

後に，boxD’側に 1塩基の挿入があった場合について相補

塩基対数を求める．この場合では，(G-C)が 1つ，(C-G)

が 1つの計 2つの相補塩基対が含まれることから，stem-2

存在確率は 2
7 = 0.286となる．これら 3つの stem-2存在
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確率のうち最も大きい場合，すなわち boxD’側に 1塩基の

挿入があったとした場合の 0.286が最終的な stem-2存在

確率となる．

4. 実験と考察

4.1 実験に使用する塩基配列データ

評価実験を行うにあたり，boxC/D 型 snoRNA 遺伝子

を含む正例データと，それを含まない負例データを作成

した．これら評価実験で用いるデータは，データベース

“snOPY” [21]から取得した．実験に使用する boxC/D型

snoRNA遺伝子の鎖長分布を図 11 に示す．

評価実験で用いる正例データは，snoRNA遺伝子を中央

に配置するよう長さ 120塩基で切り出した配列で，1,100

個作成した．負例データは，正例データと同じ生物種の塩

基配列から snoRNA遺伝子をできる限り含まないように，

snoRNA遺伝子と離れた位置から長さ 120塩基で 1,100個

作成した．作成したデータのうち，正例 100個と負例 100個

は予備実験に使用する．作成した負例データは，塩基配列内

に snoRNA遺伝子が含まれていないか「CLUSTALW」[23]

を用いて検証を行った．「CLUSTALW」は広く用いられて

いる多重整列プログラムであり，これによりペアワイズア

ラインメントを行った後，正例・負例間に重複がないこと

を確認した．

4.2 ボックス存在確率係数，ステム存在確率係数，およ

びしきい値の決定

予備実験として，3.2 節で述べた boxC/D型 snoRNA遺

伝子の有無を判断するしきい値 Pth，および判定に係る

ボックス存在確率とステム存在確率の寄与を調整するパ

ラメータ α，β を決定する．ここでは先にとりおいた正例

データ 100個と負例データ 100個を用いて，αと β を 0.0

から 1.0まで 0.1刻みで変更し，各 α，βの組合せについて

Pthを 0.1から 0.9まで 0.1刻みで変更して最も高い検出精

度（Accuracy）を示した α，β，Pth の組合せを決定する．

図 11 実験に使用した正例データの鎖長分布

Fig. 11 Length distribution of boxC/D type snoRNA genes for

experiments.

ここで検出精度とは，正例，負例とその判別結果を表 1 の

ように分類したとき，式 (5)で定義される．

Accuracy =
A + D

A + B + C + D
. (5)

予備実験における各 α，β，Pthでの検出精度を表 2 に示

す．表 2 から，最も精度良く snoRNA遺伝子を検出した

(α, β, Pth)は，(0.5, 0.5, 0.5)，(0.3, 0.7, 0.6)，(0.1, 0.9, 0.7)

であり，表 2 中に太字で表す．評価実験では，この

3 つの組合せ，およびボックスとステムを均等に考慮

（α = β = 0.5）したときの Pth の影響を調べるため，

(0.5, 0.5, 0.1)，(0.5, 0.5, 0.9)の 2つを加えた 5つの組合せ

で，それぞれ boxC/D型 snoRNA遺伝子の検出を行う．

4.3 boxC/D型 snoRNA遺伝子検出実験結果

予備実験で決定した (α, β, Pth) を用いて，boxC/D 型

snoRNA遺伝子の検出実験を行う．正例データと負例デー

タをそれぞれ 1,000個を使用して実験を行い，感度（Sensi-

tivity），特異度（Specificity），検出精度を比較する．感度

とは正例を正しく判定できる確率であり，検証用データと

実験結果を表 1 のとおり分類すると式 (6)で定義される．

特異度とは負例を正しく判定できる確率であり，式 (7)で

定義される．

Sensitivity =
A

A + B
, (6)

Specificity =
D

C + D
. (7)

5種類の (α, β, Pth)の組合せについて，snoRNA遺伝子

検出実験を行った結果を表 3 に示す．

表 3 に示したとおり，(0.5, 0.5, 0.5)，(0.3, 0.7, 0.6)，

(0.1, 0.9, 0.7) の組合せにおいて，検出精度 0.97 以上を

達成している．表 3 から，β を増加すると特異度が向上

する傾向がみられる．また，(0.5, 0.5, 0.1)，(0.5, 0.5, 0.5)，

(0.5, 0.5, 0.9)での結果を比較すると，Pth を小さくしても

あまり感度は変化しないことが分かる．これは，提案手法

では boxCは 7塩基中 4塩基，boxDは 4塩基中 3塩基以上

の一致を要求しており，これを満たすサンプルの PB は約

0.66，β = 0.5によりこれが 2分の 1となっても約 0.33で，

仮にまったくステムを構成を構成できないサンプルであっ

ても（PS = 0.0），Pth = 0.1を超えるからと考えられる．

また，Pth が小さくなることで一部の負例サンプルが正例

として検出されてしまい，特異度を低下させていることが

分かる．一方，Pth を大きくすると，snoRNA遺伝子とし

表 1 判別結果の分類

Table 1 Classification of samples and detection results.

　 判別結果

　 正 負

検証用 正例 A B

データ 負例 C D
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表 2 α，β，Pth の組合せによる検出精度

Table 2 Accuracy on each combination of α, β and Pth.

　 Pth

α β 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9

1.0 0.0 0.940 0.945 0.925 0.850 0.755 0.640 0.550 0.515 0.500

0.9 0.1 0.925 0.960 0.935 0.895 0.790 0.680 0.565 0.515 0.500

0.8 0.2 0.920 0.930 0.970 0.940 0.855 0.730 0.590 0.515 0.500

0.7 0.3 0.920 0.920 0.945 0.975 0.890 0.780 0.630 0.515 0.500

0.6 0.4 0.920 0.920 0.925 0.970 0.960 0.855 0.715 0.515 0.500

0.5 0.5 0.920 0.920 0.920 0.945 0.985 0.920 0.785 0.530 0.500

0.4 0.6 0.920 0.920 0.920 0.920 0.970 0.975 0.830 0.605 0.500

0.3 0.7 0.920 0.920 0.920 0.920 0.945 0.985 0.955 0.725 0.500

0.2 0.8 0.920 0.920 0.920 0.920 0.920 0.970 0.975 0.815 0.565

0.1 0.9 0.920 0.920 0.920 0.920 0.920 0.925 0.985 0.920 0.670

0.0 1.0 0.920 0.920 0.920 0.920 0.920 0.920 0.975 0.955 0.745

表 3 boxC/D 型 snoRNA 遺伝子の検出精度

Table 3 Sensitivity, specificity and accuracy on boxC/D type

snoRNA gene detection experiments.

α β Pth 感度 特異度 検出精度

0.5 0.5 0.5 0.951 0.990 0.971

0.3 0.7 0.6 0.955 0.994 0.975

0.1 0.9 0.7 0.953 0.999 0.976

0.5 0.5 0.1 0.958 0.825 0.892

0.5 0.5 0.9 0.413 0.961 0.687

て検出されるためには，より多くの塩基が boxC/Dを構成

する配列と一致したうえ，ステムを構成する相補塩基対数

も多くなければならず，感度は大きく低下する．この感度

低下により，検出精度も低下することが表 3 から分かる．

表 3 の最初に示した 3種類の (α, β, Pth)の組合せのう

ち，最も感度が高い (0.3, 0.7, 0.6)について，従来研究との

比較を行った結果を表 4 に示す．表 4 のうち，SSK，StK，

DAG-based Stk，BPLA kernel，SnoReportについては文

献記載の値である．CDseeker [24]の結果は正例として提

案手法と同じ boxC/D型 snoRNA遺伝子そのものの配列

データを用いたときの値であり，サンプルの長さを 120塩

基に揃えていないことに注意する必要がある．これらの

うち，感度，特異度，検出精度すべてが比較できる SSK，

StK，CDseekerと提案手法との比較を図 12 に示す．

表 4，および図 12 から，提案手法は検出精度で従来研究

より大幅に向上し，感度について SnoReportと同等，特異

度について BPLA kernel，CDseekerと同等となっている．

感度を比較すると，SSKは 0.440，StKは 0.800，CDseeker

は 0.332であるのに対し，提案手法は 0.955と大きく向上

している．特異度については，BPLA kernelと CDseeker

が 1.00と最も高く，次いで提案手法の 0.994と続く．検出

精度は提案手法が 0.975と最も高く，続いて CDseekerの

0.666，SSKの 0.655，StKの 0.640となっており，提案手

法での感度の向上が検出精度の向上に大きく貢献している

ことが分かる．

4.4 考察

予備実験における α，β，および Pth について考える．

表 3 に示すように，β を大きくすると特異度が向上する

傾向が見られた．その理由として，boxC/D型 snoRNA遺

伝子における「ボックス」という特徴的塩基配列が重要

であることが考えられる．boxCは 7塩基で構成されてお

り，boxCに完全一致する塩基配列が偶然出現する確率は

小さい．そのため，snoRNA遺伝子内に高い確率で含まれ

る boxCの存在は，boxC/D型 snoRNA遺伝子の判別にお

いて非常に重要な意味を持つといえる．

感度について考える．図 12 に示すように，CDseekerで

の感度が最も低く，次いで SSKの感度が低い．CDseeker

では，snoRNA遺伝子であると判断した場合のみボックス

やステムの位置などの情報を出力し，snoRNA遺伝子でな

いと判断された場合なにも出力しないので，どのような理

由で正例が snoRNA遺伝子でないと判断されたのかは不

明である．CDseekerでは様々なパラメータを調整できる

ことから，これらを適切に設定することで感度は向上する

可能性もある．SSKについては，ボックスの情報だけで

snoRNA遺伝子の有無を判定するため，boxCに比べ少な

い塩基数で構成される boxDと同じ塩基配列が偶然表れる

可能性が高く，多くの配列を boxDと誤認する可能性があ

るため，感度が低くなったと考えられる．

特異度について考える．図 12 から，StK の特異度が

最も低い．StK は二次構造であるステムの存在確率から

snoRNA遺伝子の有無を予測するが，その際．連続，また

は不連続のステム構造候補を詳細に調べてすべてカウント

する．このため，ステム構造候補が多く出現して snoRNA

遺伝子ありと判断する場合が多くなり，感度が高く，特

異度が低くなったと考えられる．一方，StK を改良した

DAG-based StK，BPLA kernelでは，表 4 から分かるよ

うに特異度の大幅な向上を果たしていることが分かる．

提案手法では，boxC/D型 snoRNAの構造モデルに基づ

き，図 4 に示したように，ボックス候補の位置にいくつ
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表 4 従来研究との比較

Table 4 Comparison of proposed method with previous works.

手法 α β Pth 感度 特異度 検出精度

SSK [15] 0.440 0.772 0.655

StK [15] 0.800 0.606 0.640

DAG-based StK [16] 0.71 0.91 -

BPLA kernel [17] 0.71 1.00 -

CDseeker v1.1 0.332 1.00 0.666

SnoReport [17] 0.96 0.91 -

提案手法 0.3 0.7 0.6 0.955 0.994 0.975

図 12 従来研究との比較

Fig. 12 Comparison of proposed method with previous works.

かの制限を課している．そのため，ボックスの探索時に候

補が多数出現しても，その制限により存在し得ないボック

ス候補を除外し，残る候補についてステム構造を構成しう

るかを考慮し，snoRNA遺伝子か否かを判別する．すなわ

ち，ボックスとステム双方を総合的に考慮したことから，

感度，特異度，検出精度のすべてで性能が向上したと考え

られる．

4.5 長大配列からの snoRNA遺伝子検出実験

4.3節では，120塩基で切り出した配列に対し，snoRNA遺

伝子が含まれるか否かを判定し，良好な結果を得た．そこで

本節では，提案手法により長い塩基配列上の snoRNA遺伝

子を正しく検出できるか検証する．データベース “snOPY”

から，snoRNA 遺伝子を含む「host gene」からサンプル

100個を取り出す．生物種はヒト，線虫，ネズミとシロイ

ヌナズナの 4種類である．長さは生物種ごとに異なってい

るが，少なくとも 2,000塩基以上とした．

実験方法は以下のとおりである．まず，snoRNA遺伝子

が何塩基目から何塩基目までを占めるか記録しておく．次

に，配列の先頭から 1塩基ずつずらしながら，120塩基長

からなるサンプルを抜き出す．抜き出した各サンプルに対

し提案手法で snoRNA遺伝子の有無を調べ，snoRNA遺

伝子が含まれていた場合は，配列の先頭からの位置を求め

る．記録しておいた位置と検出された snoRNA遺伝子の位

置を比較し，これらが一致するかどうかを評価する．

両端の stem-1から ±5塩基の検出誤差を許して実験を

行ったところ，100サンプル中 94サンプルで snoRNA遺

伝子を正しく検出することができた．正しく検出するこ

とができなかったサンプル 6個のうち 4つがヒトのデー

タであった．例として，“SNORD74L2”というヒト遺伝子

について説明する．“SNORD74L2”では，4塩基中 3塩基

以上が一致する boxD候補が 2つ見つかる．図 4 に示し

たモデル構造に基づくと，boxCの末端から boxDの先頭

までは 26 塩基以上離れていなければならない．しかし，

“SNORD74L2”で見つかる 2つの BoxD候補はこの制限を

満たしておらず，snoRNA遺伝子として検出することがで

きなかった．

5. おわりに

近年，ノンコーディングRNAの 1つである機能性RNA

を発見し，その役割を解析することは，分子細胞生物学や

バイオインフォマティクス双方において，最も重要な研究

課題の 1つになっている．現在では，基本的な代謝から個

体発生，細胞分化までの様々な生命現象に関与する機能性

RNAが多く見いだされている．機能性 RNAと疾患との

関わりに関する研究成果も次々に報告されており，創薬や

再生医療分野などで大きな進展をもたらすことが期待され

ている．本論文では，機能性 RNAの 1つである核小体低

分子 RNA（snoRNA）を対象とし，コンピュータによって

boxC/D型 snoRNA遺伝子を高精度に自動検出することを

目的とした．

本論文では，boxC/D 型 snoRNA の特徴であるボック

スとステムの 2 つの構造両方に着目し，構造モデルとの

一致確率に基づく塩基配列からの snoRNA遺伝子検出法

を提案した．構造モデルは，1つ以上の相補塩基対からな

るステム領域 2カ所，7塩基中 4塩基以上が一致している

boxC/C’領域，4塩基中 3塩基以上が一致する boxD/D’領

域，4塩基以上の標的 rRNAとの相補領域，4塩基以上の

ヘアピンループ領域からなる．このモデル構造に基づき，

各ボックスの存在可能位置などいくつかの制限を設定して

いる．そのため，ボックス候補が多数存在しても，モデル

構造によって存在しえない候補を除外することができる．

実際の塩基配列を用いて検出精度を検証した結果，

boxC/D型 snoRNAについて 97.5%の検出精度を得ること
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ができた．さらに，長さ 2,000塩基以上の，ヒトや線虫，ネ

ズミ，シロイヌナズナの塩基配列を使い，正しく snoRNA

遺伝子の位置を特定できるかどうかの実験を行った．その

結果，100サンプル中 94サンプルで snoRNA遺伝子を正

しく検出することができた．このことより，提案手法の有

効性が示された．

今後の課題としては，長大塩基配列からの snoRNA遺伝

子検出実験で一部位置の特定ができないサンプルがあった

ことから，構造モデルを改良しての精度向上や，G-U塩基

対など RNA中に見られる塩基対の考慮，任意位置での塩

基の挿入・欠損を考慮したステム存在確率の計算などがあ

げられる．
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