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卒論論文ダイジェスト

RNA編集サイ卜の検出ソフトウェアの設計と実装

慶應義塾大学環境情報学部 

石 黒 宗

要旨

R N A 編集とは、転写物へ位置特異的に一塩基置換を引き起こす転写後修飾の一種として知ら 

れ、 ア デ ニ ン （A )からイノ シ ン （I )へのA -t o - I編集がヒトやマウス、 ショウジョウバエから多数報告 

されている。 このA - t o - I編集は A D A R と呼ばれるニ本鎖R N A 結合タンパク質によって触媒されるこ 

とが知られており、翻訳の段階で置換されたイノシンはグアノシンとして認識されるため、編集を 

受けた転写物は翻訳の過程において、非同義置換によるスプライシングサイトの変化やタンパク質 

の高次構造の変化、m i R N A や s iR N A 編集を介した遺伝子発現の抑制など転写調節に幅広く関与し 

ていることが報告されている。近年、R N A -s e qデ一夕を用いたゲノムワイドな編集サイトの同定が 

多数の組織およびセルラインを用いて行われ、 ヒトでは数万箇所の編集サイトが報告されてい 

る。R N A 編集サイトはゲノムと転写物の一塩基のミスマッチとして検出可能だが、 シーケンシン 

グやマッピングに起因した擬陽性を多く含むため、真の編集サイトと擬陽性を高精度に分離する 

検出手法がこれまで多く提案されてきた。 しかしながら、解析に使用された手法の多くはソフト 

ウェアとして公開されておらず、R N A -s e qデータを対象とした編集サイトの検出ソフトウヱアは現 

時点で一つ存在するのみである。 そこで本研究では、既存のソフトウヱアよりも高精度かつ、高 

速に動作するR N A 編集サイトの検出ソフトウヱアの開発を行った。開 発 し た R N A 編集サイトの検 

出ソフトウヱアをグリア芽細胞腫由来のR N A -s e qデータへ適用したところ、既存のソフトウェアと 

比較して同等のメモリ効率で 2倍程度高速に動作することが確かめられたほか、全ての染色体にお 

いて高い再現率を示す手法であることが明らかとなった。本研究は、超並列シーケンサーデータ 

を用いた R N A 編集サイトの高精度かつ高速な検出手法の開発に貢献することが期待される。

ヤーワート ： R N A  editing, H igh -th ro u gh pu t sequencing， Bioinform atics
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1 . 1研究背景

現在、R N A -s e q デ一夕を対象としたR N A 編集サイトの検出ソフトウェアは 、 R E D Ito o ls  (P ica rd i 

and Pesole, 2 0 1 3 )の一つの実装に限られている。 そのため、編集サイトの検出には S N Pや S N V を 

D N A -s e qデ一夕から検出する変異解析用のソフトウェアとして開発された S A M to o ls  m pileup ( L i  W 

«/ .，2009)やG A T K  (M c K e n n a  以 《 /., 2010) 、S O A P s叩 （YuandSun, 2013)を転用した研究例も複数ある 

(C he n  and Bundschuh, 2012; Danecek e/ a/., 2012; Peng 以 a/., 2012; Sanjana が (3/., 2012)。 このような流 

用を可能にしているのは、R N A 編集サイトも S N P / S N V の検出も本質的にはショートリードのマッ 

ビング結果から参照ゲノム配列との一塩基ミスマッチを検出することにほかならないからであ 

る。 しかしながら、D N A -s e q とR N A -s e qのアラインメント結果を観察すると、一般にR N A -s e qデ一 

夕はD N A -s e q に対して数百倍の変異箇所が見られる。 これらの多くは、A D A R など生物学的な事象 

を背景にした塩基修飾ではなく、R N A 分子の不安定性や複数のマッピングバイアスなどを原因と 

した技術的なエラーに起因する。

こういった現状において、一つのソフトウヱアでR N A 編集サイトの検出が完結した例はこれま 

でになく、実験で得られたR N A -s e qデ一夕を参照ゲノム配列へ適切なパラメ一夕でマッピングし、 

そのアラインメントについて数個から多い時には2 0以上のフィルタリングを通し、最終的に通過し 

た箇所をR N A 編集サイトとしてリストするという方法が用いられる。変異解析のソフトウェアを 

用いた場合でも、下流解析では独自のフィルタリング過程をほぼ必ず設けており、擬陽性を減少 

させる工夫が行われている。 そのため、必然的に情報解析のワークフローは複数のフィル夕リング 

と条件分岐によって複雑化 ;する。

超並列シーケンスデータを用いたR N A 編集サイトの検出には、現在二つの問題がある。一つ目 

は、高精度な検出のために解析が複雑化し、簡便かつ高速な解析が困難となっていることであ 

る。使用したソフトウヱアや解析方法の詳細なパラメ一夕に関しては、論文中では記述されため、 

論文ごとに解析手法の記述には粒度の違いが見られ、完全な再現が困難な場合もある。 こういっ 

た現状では、仮に先行研究ごとにシーケンスデータが公開されていたとしても、複雑な解析パイ 

プラインを再現し、優れた手法を他のデ一夕へ適用することや、追証実験を行い難いという問題 

を発生させる。二つ目の問題は、新規の検出手法によって編集サイトを検出した場合に、検出精度 

の検証方法がばらつき、手法やパラメ一夕の影響についての比較検討が困難だということであ 

る。卒業論文の第 2章では、検出手法の精度比較を主題とし、情報検索の分野で利用されてきた適 

合率や再現率の導入による解決方法の提案を試みたものであった。

本研究では、上記二つの問題を解決するため、超並列シーケンスデータを対象としたR N A 編集 

サイトの高速かつ高精度な検出に加え、精度検証を行うソフトウェア•パッケージ I v y の開発を行 

った。 I v y はコマンドラインツールとして実装され、R N A 編集サイトを検出するためのツールと精 

度検証を行うためのベンチマークツールが付属する。 I v y は 、 G N U  G P L v 3  ( G N U  General Public 

License ve rs io n 3 )の元、オープンソースのフリーウェアとして、https://github.com /soh-i/Ivyにおいて 

ソースコードを公開している。
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1 . 2 システムの設計 

1.2.1丨v y の設計と実装

IvyはUnix環境で動作するコマンドラインツールとしてPython V 2 .7 .5によって実装された。図 1.1 
には、 Ivyシステムの設計の全体像を示した。 Ivyは、オブジェクト指向プログラミングによる開発 

手法を取り入れており、適切なクラス設計によりユーザーとなる研究者からの追加機能の要望に 

も柔軟に対応できるような拡張性の高い実装を実現している。 Iv yは、 ユーザーから与えられた 

RNA-seq/DNA-seqのアラインメントファイルと参照ゲノム配列を解析のパラメ一夕を引数として受 

け取り、動作する。基本的な動作として、受け取った引数から參照ゲノム配列の一塩基ごとにアラ 

インメント結果を解析する。一塩基ごとのアラインメント情報の取得は、ストリーミングで処理 

され、各種のフィル夕リング処理が行われる。設定されたフィル夕リングを通過した最終的な候補 

サイトは、V C Fファイルへと書き出され、 iv yによる計算は終了する。 edit_benchは、検出された 

RNA編集サイトの精度検証を行うためのベンチマークツールとして開発された。精度検証には、 

再現率、適合率および F 値と呼ばれる指標を用いた。

図1.1:丨v y の設計の概要.

設計された Ivyの全体像を示す。 ここで示した全体像は、実装を簡略化して示している。矢印は、 

入力として受け取ったRNA-seq/DNA-seqデータと解析パラメータを受け取り、最終的にRNA編 

集サイ卜が検出されるまでの流れを示す。

1_2.2入出力の形式

Ivyの実行時に入力されたBAM (Binary sequence alignment/map form at)ファイルは、Pysamライブ 

ラリを使用して、 リファレンスゲノムへのアラインメント結果の取得に用いている。 Pysamは、C 
言語で書かれたBAMのパーサーライブラリ （ SAMtools C API)のラッパ一であり、内部では直接C言 

語のA P Iを呼び出しているため高速にアラインメント情報を取得可能であることから iv yに使用し

た。

Ivyによって検出されたA-to-I編集サイトは、V CFv4 .1によって出力される。 このV C Fフォーマッ 

トは、SNPや SNVの検出といった変異解析に標準的に用いられているフォーマットを指し、 1000 
genomes projectなど国際プロジヱクトでも採用されているデ '— 夕形式である。RNA編集サイトも 

SN Pも本質的にはゲノムのある座標における一塩基置換として表現可能であるから、検出したRNA 
編集サイトもVCF形式で出力することが望ましいと考えた。V C Fを出力フォーマットとする利点と 

して、変異解析のために開発された他のミドルウェアを組み合わせた更なる解析が可能となる点で 

ある。 S N P解 析 で は 検 出 し た S N Pそ れ ぞ れの遺伝子名やアミノ酸置換の有無などを A n n o v ar 
(Wange如 /.,2010 ) とったソフトウェアを用いてアノテーシヨンする場合が多い。 ivゾで出力された結 

果もまたV CFであるから、Annovar•など他のツールと連携させた下流解析を容易に行うことができ 

るという利点を持つ。REDItoolsは、独自のタブ区切りテキストを出力とする。
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1 . 3 本手法の性能評価

1_3.1性能評価に用いたRNA-seqデータ

本研究によって開発されたR N A 編集サイトの検出ソフトウヱァ I v y の性能評価を行った。性能評 

価をするにあたり、R N A 編集サイトの検出を目的とした先行研究でシーケンスされた R N A -s e q デ 

一夕の再解析を行った。 ヒトを対象とした性能評価には 、 S R A  (S e q u e n c e  R e a d  A r c h i v e ,  

\ ^ ^ \ ^以̂ .1 1〗111.11丨11.0〇ソ/3從) において公聞されている6 汪1111以 a/. (2 0 1 2 )のシーケンスデ一夕を用いた。 

B a h n が a/. (2 0 1 2 )の手法は、高い精度を示した研究事例であると同時に、s iR N A によるA / a rのノッ 

クダウン株を同時にシーケンスしているため、実装した 4 ぬ し オ プ シ ョ ンの効果も検証できる  

と考えた。加えて、アラインメントデ一夕を同時に公開していることから、マッピング処理におけ 

るデータの再現性の問題を回避することが出来ることも理由の一つである。以下に取得したデ一 

夕の内訳を示す。

表1.1:検証に用いたヒ卜のRNA-seqサンプルの内訳

Bahn ef a/. (2012)によってシーケンスされたヒ卜のグリア芽細胞腫由来のセルラインU8 7 MGの 

RNA-seq (Adar_ control)とsiRNAによるノックダウン株のRNA-seqデ 一 夕 （Adar_ null)の情報を示 

す。二種類のサンプルは、 どちらも2回の実験を行った生物学レプリケー卜があり、合計のサンプ 

ル数は4 つである。GSMIDは、塩基配列データなどが公開されているNCBIGEOの登録 IDを指す。

Sample GSMID Cell line Tissue Replicate
Adar_controi GSM693747 U87MG Glioblastoma 2

Adar一 null GSM693746 U87MG Glioblastoma 2
I v y の実行には、參照ゲノム配列や遺伝子アノテーシヨンを必要とする。 これらのデ一夕は、 

U C S C の提供する参照ゲノム配列や遺伝子のアノテ一シヨ y ^ >ftp :/ / ig e n o m e :G 3 n o m 3 s 4 u @ u s s d - 

ftp.i11um ina.com /Hom o_sapiens/UCSC/hg19/Hom o sapiens U C S C _ h g 1 9 .ta r .g z  より取得し、 アノ テ'— シ 

ヨンはgenes.gtf、参照ゲノム配列は genom e.faをそれぞれ用いることで解析を行った。

1 _3.2性能比較に用いたソフ卜ウェア

ソフトウヱアの検出精度や実行時間などに関する性能評価には 、 i v y  V .O .O . l -d e v の他に、 

R E D Ito o ls  vO .1 .3に同梱されているR E D Ito o lD e n o v o .p yおよびS A M to o ls  v .0 .1 .1 9を用いた 。 R E D Ito o ls  

はR N A -s e qデータを入力としたR N A 編集サイトの検出ソフトウェア、 S A M to o lsはS N Pや S N V を検出 

するためのソフトウェアである。 S A M to o lsは厳密にはR N A 編集サイトの検出を目的としたソフト 

ウェアではないが、先行研究で用いられた例があるため比較対象として適当だと考えた。 それぞ 

れ3つのソフトウヱアは、基本的にデフオルト値での実行を行った。

I v y は、 iv y  - f h g l9 .f a -  r  U 8 7 M G _ l_ c h r l .b a m  - G  ge n e .g tf-o n e -b a se d  のように実行した。実行時のオ 

プシヨンは、ィがR N A -s e qのアラインメントデ一夕、- G は遺伝子のアノテーシヨン、-one-basedはゲ 

ノム座標の表現を1 -o rig inにするためである。
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図1.2:染色体ごとの適合率の比較結果

R E D Ito o lsは、 R E D Ito o ls -1 .0 .3 /R E D Ito o lsD e n o ve .p y  - i  U 8 7 M G _ l_ c h r l .b a m  - f  hum an h g l9 .fa  - 1 -e  -E

-d  -p  -u  - W のように実行した。実行時に用いた各種のフィル夕リングパラメ一夕は、_iで編集サイ 

トのみを出力、 -eで複数座標にマップされたリードの排除、 - E で複数種の塩基置換が見られた箇所 

を排除、 -d でP C R 重複したリードの排除、 - pで適切なペアエンドリードのみを使用、_uではマ ッ ピ  

ングクオリティの考慮、 - W でホモポリマー領域のフィルターをそれぞれ意味する。 このパラメ 一  

夕は、R E D Ito o lsの論文 P ic a rd ia n d P e s o le ( 2〇1 3 )において使用されているパラメ一夕を参考にした。

S A M to o lsは、以下のように実行した。 S A M to o lsはm p ie lu pとよばれるサブコマンドと bcfto o lsの 

v i e w と呼ばれるサブコマンドを組み合わせることで使用する。m p ile u pは、b a m ファイルをpileup形 

式 に 変 換 し 、 b c f t o o ls が 変 異 筒 所 を 検 出 す る 。 s a m to o ls  m p ile u p  - u g D S I  - f  h u m a n _ h g .f a  

U 8 7 M G _ l_ c h r l .b a m  | bcftools v ie w  -v c g I N と実行した。 S A M to o ls  m p ile u pはそれぞれ、 -u g D は解析結 

果の出力に関するオプション、 - S はstrandbiasの計算、 -1はI N D E L を検出しない、 - f はリファレンス 

ゲノムを意味する。 b c fto o ls v ie wは、 - v で変異箇所のみを出力 、 - e gにより変異を検出 、 -1はI N D E L  

のスキップ、 - N は参照ゲノムがN の場合にスキップするオプションである。

1 . 4 検出精度の検証

表 1.1におけるAdar controlのRNA-seqデータに対して、Bahn d  «/• (2012)で報告されている12,800 

個のA-to-I編集サイトについての再現性を比較することにより、検出精度を評価した。図 L 2 には、 

適合率による精度検証を行った結果を示す。SAMtoolsとREDItoolsとの比較において、 i v y は低い適 

合率を持つことが示された。 また、SAMtoolsは、2〇番から22番染色体などにおいては3つのソフト 

ウヱアの中でも比較的高い適合率を示した。

検出精度を再現率によって評価した結果を図 1 .3に示す。適合率を各染色体ごとに算出したとこ 

ろ、本研究によって開発した i v y は 18番染色体を除いた全ての染色体において、他の二つのソフト 

ウェアと比較して高い再現率を示した。 i v y の次に高い再現率を示した手法は S A M t o o lsであり、 

R E D Ito o lsは全ての染色体を通して、低い再現率を示すことが明らかとなった。
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縦軸に適合率、横軸に染色体をそれぞれの手法ごとに示す。赤がS A M too ls、青が ivy、緑が 

SAMtoolsによる適合率をそれぞれ示す。

_ 誠hCKi

♦  samlools 

ivy

RED tool 黎

縦軸に再現率、横軸に染色体をそれぞれ比較した3 つの手法ごとに色分けして示した。

1 . 5  m m
本研究は、R N A -s e q データを用いた高精度かつ高速なR N A 編集サイトの検出手法の開発を目的 

としたソフトウェア • パッケージ I v y の設計と実装を行い、オープンソースのフリーウェアとして 

公開した。 I v y は、R N A 編集サイトの検出と検出結果から精度検証を行うことのできるソフトウヱ 

ア •パッケージである。

開発した i v y を他のR N A 編集サイトおよび変異解析のソフトウェアとの精度比較を行った結果（図 

1.2および図 1 .3 )、 i v y は適合率が低い一方で 3つのソフトウヱアの中で最も高い再現率を示した。適 

合率が低かった原因については、R N A 編集サイトとして検出した箇所が i v y の場合は他のソフトウ 

ェアと比較して数倍程度多かったことが挙げられる。適合率は、検出した全サイトに正解が含まれ 

る割合として計算される。 このため、検出数が高くなるにつれて適合率は低くなる傾向にある。 

対して、 i v y は一部の染色体を除いて高い再現率を示した。高い再現率はすなわちB ahn W  fl/.(2012) 

による結果を最もよく再現した手法であることを意味している。 この高い再現率を示した原因と 

して、 i v y は他の2つのソフトウヱアに対して、遺伝子のアノテーシヨンを利用した転写物の方向性 

を考慮した計算を可能にした点が挙げられる。A D A R によるA - t o - G 編集は、センス鎖の場合は A -  

to -G 変異であるが、 アンチセンス鎖の転写物に入った場合には T - t o -C 変異として検出される。本研 

究で、精度検証に用いたR N A -s e qデータは、P o ly A セレクションをした通常のライブラリ調整をし 

ているため、転写物の方向は不明である。 i v y では既存の遺伝子モデルのアノテーシヨン情報を利 

用することで、 s tra n d s p e c ific R N A -s e qデ一夕でない入力の場合にも、適切なミスマッチパタンの分 

類を行うことを可能にしたことが、本手法の高い再現率に貢献していると考えられた。
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開発したソフトウヱア•パッケージには、精度検証を行うツールedit_benchが同梱されている。 

edit_benchは、新規にRNA編集サイトを検出した場合に、検出精度を比較可能な指標で評価するこ 

とを目的として開発された。 このツールは、 ivyや他の研究によって同定されたRNA編集サイトの 

検出精度を簡便に測定するできることから、異なる検出手法やパラメ一夕の統一的な比較を可能 

にしたと考えられる。

本研究により開発されたRNA編集サイトの検出ソフトウヱア ivyは、今後より再現率および適合 

率を向上させるための実装が求められる。特に、既存のソフトウヱアよりも適合率が低いことは 

課題である。適合率を向上させるためには、現在は未実装であるスプライスサイト周辺のフィル夕 

リングや、dbSNPなどのデ一夕を用いたゲノムの変異箇所のフィルタリング、BLASTやBLATを用 

いた編集サイト周辺のリアラインメントが必要だと考えている。 これらのフィルタリングはより厳 

格なフィル夕リングを可能するため、検出サイトは減少することが予想されるが、同時に適合率が 

上昇することが期待される。

現在、ivyの並列化の実装は、Pythonのmultiprocessingモジュールを利用し、染色体ごとの並列処 

理に対応している。 しかしながら、染色体やコンティグには総塩基長に数倍以上の差があり、現 

在の実装では染色体は一つ以上のスレッドを使用できない。将来的には、各スレッドが解析する 

塩基長を均一化することで、 より効率的な計算が可能な実装に変更する予定である。加えて、主 

要なクラスをCythonを介したCのコードに書き換えることで、計算時間の短縮化を検討している。

Ivyの開発は、現在はベー夕版（v.〇.〇.l-dev)のリリースにとどまっており、開発が続行されている 

プロジェクトである。 これまでに議論したようなアラインメントデ一夕へのフィルタリング手法の 

更なる実装に加えて、多様なRNA-seqデ一夕に対して安定した再現率および適合率を示すことが今 

後の開発に残された重要な課題だと考える。
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