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R N ase D iCE: R ibonuclease D iscrim inative C onserved E lem ent for identifying
novel R ibonuclease

(RNase DiCE:新規リボヌクレア一ゼ予測のための進化的に保存された識別配列）

慶應義塾大学環境情報学部  

今井淳之介

論文要旨

RNA代謝は全ての転写産物のプロセシング， RNA編 集 ，翻 訳 ， 分 解 の 全 て の 過 程 を 示 し ，全て 

の生物が持つ普遍的な機構である . このRNA代 謝 の中でも RNA分 子 の プ ロ セ シ ン グ •分 解 を 担 う  

実態は Ribonuclease (R N a se )であり，本酵素と RNA分子との相互作用やその分子進化を解明する事 

は生物の有する遺伝子制御系の中心的な理解につながると考えられる .

これまでRNaseについては様々な生物種で実験的にその同定が行われてきた . しかし， 同一の機 

能を持ち，幅広い生物種に保存されている RNaseであっても生物種に応じて RNA結合ドメインや切 

断活性領域が多様であるため，既存の情報科学的な配列解析手法では，多様な RNaseを統一的に理 

解 し た り ，新しい RN aseの 予 測 が 困 難 で あ っ た . これらの問題 に 対 処 す る た め ， 本研究では既知  

RNaseに対して，全生物種におけるゲノム上での存在比を勘案した R N aseホモログの識別に有用な 

ペ プ チ ド 断 片 (Discrim inated Conserved Element; D i C E )の 抽 出 手 法 を 考 案 し ， 原核生物 48種 

(Bacteria : 34種 ， Archaea : 14種 )，真核生物 5種の既知 RNaseか ら 実 際 に 139個の DiCEが抽出に成功 

した . 抽出された DiCEを用いて既知 R N ase1_11本 （ Bacteria : 77本 ， Archaea : 丨8本 ， Eukaryota : 16本 ) 

に対して予測精度検証を行った結果， 97% (1 0 8 /1 1 1 )の精度で予測に成功し， その有用性を確認す 

ることができた . そこで，将 来 の 分 子 生 物 学 的 な 検 証 実 験 も 視 野 に 入 れ て ，超好熱性のアーキア 

で あ り ，所 有 す る タ ン パ ク 質 が 耐 熱 性 を 呈 す る こ と に よ り 生 化 学 的 な 解 析 に 適 し た / 似  

カ/咖 應 （户 加ゾ〇通） の全タンパク質 2,045本を対象として新規 RNase候補タンパク質の予測を行つ 

た . その結果， 40本 の新規 RNase候補タンパク質と丨 .4本 の既知 RNaseが 予 測 さ れ た .こ れ ら の 結 果  

に加えて本卒業論文では DiCEの既知 RNaseにおける保存部位や系統分布を明らかにし，既知 RNase 

の配列進化過程についても議論を行いたい .
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1.背景

RNA代謝はすべての転写産物のプロセシンク ' : 編 集 ，発現抑制，分解のすべての過程を示し，す 

ベての生物が持つ普遍的な機構である . このRNA代 謝 の 中 で も RNA分 子 の プ ロ セ シ ン グ •分 解 は

Ribonuclease (R N a s e )によって行なわれている . RNA分子の分解を担う R N aseとRNA分子との相互 

作用や起源や進化を解明する事は複雑な生命システムの包括的に理解につながると考える .

これまで， RNA代謝については主に RNaseによる機能性 non-coding RNAのプロセシングを中心に 

議論がなされてきた丨1-3】. しかし近年，機能性 non-coding RNAのプロセシングだけでなく ， RNA 

分 子 の 分 解 に よ る 生 体 内 で 様 々 な 役 割 が 明 ら か に さ れ て き た . 例 え ば ，真核生物では生体内にお  

けるウイルスや酸化ストレスに対するに応答反応として tRNAのアンチコドンループや rRN Aを切断

することで mRNAの翻訳を制御する事が報告されている丨 4 ] . また tRNAの分解産物が s m a llR N A と 

して遺伝子発現制御に関与する事が報告されている丨 5】. さらに環境サンプル中のメタトランスク 

リブトーム解析により， tRNAの新規切断部位が同定された事により新規の tRNA分解機構が示唆さ 

れ た 间 .

上述のように RNA分 解 の 生 体 内 に お け る 役 割 は 様 々 な 広 が り を 見 せ て い る . しかしながら， 同 

一の機能を持ち， 幅広い生物種に保存されている RNaseであっても生物種に応じて RNA結合ドメイ 

ン や 切 断 活 性領域が多様であり，既 存 の 配 列 解 析 手 法 で は R N aseの 予 測 が 困 難 で あ っ た P ] . その 

ため，既存の RNaseに関しては， その分子メカニズムについては精力的に研究されている一方で， 

配列解析による多様な RNaseの統一的な理解や配列進化過程に関する報告が少ない .

そこで我々は， これらの問題に対処するため，既知 RN aseに対して，全生物種におけるゲノム上 

で の 存 在 比 を 勘 案 し た R N aseホ モ ロ グ の 識 別 に 有 用 な ペ プ チ ド 断 片 (D iscrim inated Conserved 

Element; D iC E )の抽出手法を考案し，原核生物 48種 （Bacteria: 34種，A rc h a e a :14種 )， 真核生物 5種 

の既知 RNaseから実際に 139個 の DiCEが抽出に成功した .

本 卒 業 論 文 ダ ^ ジヱストでは卒業論文で言及した， 以下の :2つ の成果について述べる . まず； こ 

の抽出された DiCEを用いて既知 R N a se 11丨本（ Bacteria : 77本 ， Archaea : 18本 ， Eukaryota : 16本）に 

対して予測精度検証を行った結果，97%  (1 0 8 /1 1 1 )の精度で予測に成功し， その有用性を確認する 

ことができた . さらに，既存のモチーフ抽出ソフトウェアである HMMER，及び MEME/MASTから 

抽出されたモチーフとの検出精度比較を行った結果，本手法により抽出された RNase DiCEは正確 

性の高い新規 RNase候補の予測が可能である事が示唆された .

次に， 生物種間での既知 RN aseとRNase D iC Eとの系統分布に着目し，既 知 R N aseとRNase DiCEを 

用いて系統プロファイル解析を行った . その結果， 種特異的に保存されている RNaseであっても， 

RNase D iC Eレベルでの保存性をみると幅広い生物種に渡って RNaseホモログが存在する事が示唆  

された .
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2.対象と手法

2.1•デ一夕セット

本研究ではタイプ種と認定されている真核生物5種，原核生物34種，古 細 菌 14種を対象と 

し，タンパク質データベースであるUniprotKB/Swiss-Protより計601本の既知RNaseのアミノ酸配 

列情報を取得した(表1) .また，ゲノム中のRNaseの部分領域の抽出にはNational Center for 
Biotechnology Information Reference sequence database (NCBI Refseq) に登録されている原 

核生物1,951種（3,819本)，古細菌125種 （201本)，計4,020本のゲノム配列を取得した.

2.2.配列類似度に基づいた既知RNaseの分類

RNaseは広範な生物種にわたって多様な機能カテゴリが存在する.まず；これらのRNaseを機能 

カテゴリ毎に分類を行うため配列類似性に基づいてクラス夕リングを行った.クラスタリングを行 

う際に，既知RNaseのアミノ酸配列に対して総当たりでBLAST (Version 2.2.25, -p blastp, -e 
le -10，-F F ，-M BLO USU M 62)を用いて相同性検索を行った[7】. 次に相同性検索により得られ 

た所h o 抓に基づいて配列類似スコア沿wケガを算出した（式り.

，、 max(S' biu(x,y) ,S '
. —，〉 max(S'bin(x,x),S'bitx(y,y)) (式1)

こ こ で 及 は 配 列 x,y間の⑶戌の最大値を比較した値であり，これにより配列x,y間の相同性 

が0説 《2ケ,>#1の範囲の距離として算出される.601本のRNaseの ア ミ ノ 酸 配 列 の 算 出 後 ， 

Spectral Clustering of Protein Sequence (SCPS) (Version 0.9.5, Clustering algorithm : Spectral clustering, 
Number of clusters : Automatic) を用いてスペクトラルクラス夕リングを行った間•スペクトラルク 

ラスタリングはネットワークの構造に基づいてネットワークを分割する手法であり，多様なファ 
ミリータンパク質をもつタンパク質の機 能 分類を行うための有効な手法であると考える.

2 J . RNase DiCEの抽出

真正細菌•古細菌のゲノム配列中から進化的に高度に保存されたR N aseの領域を抽出するた 

め， BLAST (Version 2.2.25， p tblastn， -e l e -2, -F F， -M BLOUSUM 6 2 )を用いて601本の 

既知RNaseを問い合わせ配列として，4,020本のゲノム配列に対して相同性検索を行った.

次に，RNaseのアミノ酸配列上より共通した保存領域を取得するためスペクトラルクラスタリ 

ングにより分類後の既知RNaseのアミノ酸配列それぞれに対してマルチプノレアライメントを行っ 

た.本解析では類似性の高い配列に対してアライメント精度の信頼性が高いT-COFFEE (Version
9.01.r l l 213 ， -gapopen = 0 ， gapext = 0 >を用いてアライメントを行った[9].

RNaseのアミノ酸配列上の保存領域に対してゲノム上の保存度合いを見るため，T-COFFEEに 
よってアライメントされた配列上の各残基に対して，BLAST解析により得られたRNaseの領域を 

BLOUSUM 62のスコアに基づくスコアを積算して行った.また各残基における保存性を定量化す 

るため，1残基ごとに以下のようにの/£ 値を定義した（式幻.
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(式2)

(0-E)/E値によるアライメント後の各残基における保存性の定量化後，RNaseの進イ匕的に保存さ 
れた領域を定義するため，マイクロアレイ発現データなどの正規化に用いられるノンパラメトリッ 

ク局所回帰手法の一つであるLocally Scatterprot Smoothing (LOWESS)法を用いて(0-E)/E値の 

平滑化を行った. LOWESS法はデータに対して局所的に回帰曲線を当てはめる手法の一つであ 

り， RNase DiCE抽出の際に生じる外れ値の影響の除外を意図して使用した. 最終的にLOWESS 
による平滑化後の領域でかつfO-母/五値が0以上の領域を本研究ではDiCEと定義した.

2.4. RNase DiCEを抽出する際の最尤パラメ一夕一探索と既存のモチーフ抽出手法との精度比較 

本手法では，データセットの構成およびLOWESS法による平滑幅といった2つのパラメ一夕一が 

存在し，抽出されるDiCEの候補領域はこの2つのパラメ一夕一に依存して変化する. そこで， 

DiCEのを抽出する際の最尤パラメ一夕一を探索するため，全ての既知R N aseを統合したデ一夕 

セット，また，真核生物，原核生物，古細菌の3つにデータセット分割したの2パター.ンのデ一夕 

セットを用いて，それぞれLOWESS法による3条件の平滑幅を用いてDiCEを抽出を行った.また 

本研究では，既知モチーフ抽出手法であるMEME/MAST，及びHMMERでの予測精度比較を行っ 

た. 予測精度検証の際に適合率（P recision ),再現率（Recall)，F値 （F-m easure)の3つの指標を使 

用した.

2.5. RNase DiCEと既知RNaseの保存性解析

本研究で抽出されたRNase DiCEと既知RNaseとの系統分布に違いが見られるかを検証するた 

め，既知RNaseとRNase DiCEについて保存性解析を行った. まず；RNase DiCEの抽出の際に用 

いた601本の既知RNase，また抽出されたRNase DiCEをそれぞれクエリーとして，本研究で対象 

とした真正細菌34種，古細菌14種のゲノム配列に対して81^ 5丁（ソ6巧1〇112.2.25，卞出138彷， - 
e l e - 2 ，-F F -M B L O S U M 6 2 )を用いて相同性検索を行い，最も高い及が算出された領域を 

抽出した.次に既知RNaseおよびRNase DiCE同士でヒットした所scoreの最大値を同様に算出 

し，その後，配列類似スコア汾所ケ，勿を算出し，配列の保存度合いを0 -1にスケーリングを行った 

(式1).
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3•結果と議論

3.1. RNase DiCEの抽出における最尤パラメーター探索

本手法ではクラス夕リング条件，LOWESS法による平滑幅の2つのパラメーター依存して抽出さ 

れるRNase DiCEの領域が変化する. RNase DiCEを用いた新規RNase候補予測の予測性能が最大 

となるRNase DiCEの抽出パラメーターの探索を行うため，クラス夕リング条件を2条件，平滑幅 

の条件を3条件，計6パ夕ーンの条件下で1 ^ 3 8 6〇̂ ^ を抽出し，^^]\/1]\^11汴6『3 .(^ 3)を用いて， 

今回テストデータとした14種の生物種（真核生物1種，原核生物10種，古細菌3衝の全タンパク 

質のアミノ酸配列情報13,223本 （正解セットとして既知R N a s e 111本を含む）に対して予測精度 

検証を行った. 再現率，適合率による各条件での予測精度を示す（表り.
まず；真核生物，原核生物，古細菌の全ての既知RNaseを統合してクラスタリングを行ったデ一 

夕セットから抽出されたRNase DiCEの予測精度について述べる. 全体として，再現率は0.75 ~
0 .8の間の値になり，その中でも最も高い再現率を示した条件は平滑幅0 .01の条件下で抽出された 

RNase DiCEの0 .7 9 2であった. 適合率については，0 .1また0 .0 1の条件下で抽出されたRNase 
DiCEが共に0.081であった. F値についても，平滑幅0 .01，0 .1ともに，適合率，再現率に大きな 

差がみられなかったため，0.148を示した.
次に真核生物，原核生物，古細菌の門毎にデータセットを分割してクラス夕リングを行ったデ一 

夕セットから抽出されたRNase DiCEの予測精度について述べる. 再現率，適合率，F値は共に， 

真核生物，原核生物，古細菌の全ての既知RNaseを統合してクラスタリングを行ったデータセット 

から抽出されたRNase DiCEと比較すると，高い予測精度が算出された.予測精度を算出した平滑 

幅の条件下の中で，再現率，適合率，F値の最大値を示した条件は平滑幅0 .1の条件で抽出された 

RNase DiCEで，それぞれ再現率0.972，適合率0.096，F値0.175であった. また，0.1での条件下 

以外にも着目すると，平滑幅0 .0 1，0.001共に，再現率0.981，適合率0 .88であった.
真核生物，原核生物，古細菌のデ一夕セットを統合した場合，門毎に分割した場合の2条件で， 

平滑幅を3条件に変化させて，抽出したRNase DiCEを用いて既知RNaseの予測精度が最大となる 

パラメ一夕一探索を行った結果，門毎に分割した場合のデ一夕セットでRNase DiCEの抽出を行っ 

た場合の方が全体として高い再現率，適合率であった. 真核生物，原核生物，古細菌のデ一夕 

セットを統合してクラス夕リングを行ったデータセットに着目すると，複数のRNaseがファミリー 

タンパク質として同じクラスターに属している事がわかる（卒業論文を参照）.これらのクラス 

ターのアライメントに対して，ゲノムから抽出したRNaseの保存領域をマッピングし，（0-E)/E値 

によるスクリーニングを行う際，種特異的なRNaseが保存しているはずの領域の保存度合いが低 

く算出されてしまい， RNase DiCEとして抽出されてこない可能性が挙げられる. 一方で，門毎に 

デ一夕セットを分割してクラスタリングを行ったものに関しては，上述したような種特異的に保存 

されているRNaseの領域をスクリーニングしてしまう可能性を最小限にとどめる事ができたため， 

高い再現率，適合率を可能にしたと考える. 以上の結果から，真核生物，原核生物，古細菌を門 
毎に分割したデータセットを用いる事で広く保存されているR N aseの保存領域を反映する一方 

で，種特異的に保存されているRNaseの領域の抽出が可能である事が示唆された.

77



3 .2 .既存のモチーフ抽出手法との精度比較結果

これまで転写因子のDNA結合領域の予測手法をはじめとする，数々のモチーフ抽出手法が考案 

されてきた. 既存のモチーフ抽出手法の代表的なアルゴリズムとして，隠れマルコフモデル， EM 
アルゴリズム， Gibbs Samplingアルゴリズムの3つが挙げられる[ref-ref].そこで，本手法により 

抽出された，RNaseDiCEの予測性能の検証するため，アミノ酸配列からモチーフ抽出が可能なソ 

フトウェアであり，隠れマルコフモデルとEMアルゴリズムをそれぞれ実装したモチーフ抽出ソフ 

トウヱアであるHMMER，MEME/MASTに対して既知RNaseの検出精度比較を行った(表1).その 

結果，真核生物，原核生物，古細菌の門毎にデ一夕セットを分割してクラス夕リングを行ったデ一 

夕セット，統合してクラス夕リングを行ったデータセット，共にHMMERによりモチーフ抽出を 

行ったものは0.972 ( 1 0 8 / 1 1 1 )と最も高い再現率示した. 一方で適合率に着目すると，本手法を 

用いて抽出されたRNase DiCEは0.096  (108/1120)と最も高い適合率を示した.

表1 :データセット及び，モチーフ抽出手法毎の再現率，適合率の比較結果

Clustering Methods Smoother span (LOWESS) Recall (TP/rp+FN) Precision {TP/TP+FP) F-measure
111111 _議_瞧i _ i _ 議議_ _

_■議1 1 1 1 1 議雇 811111議| | _ 纖| |漏_ _ 圓議画_ n.m
ASS c*u»tering _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 圓|讓画_ _ _ _ _ 誦 _義_議議議11 C?,14S

hmmbuU6 0,981{109/111} 0.090(109/1201} 0.166
^ ■ 謹_ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _雜_餞賴賴_賴賴賴議孩i丨胃籍議議丨丨_議丨丨_ _ _ 11^■圖 ■ 酬 _ _ _ 顔1 0,1妨

0J {108/1120) DJ75
This method ̂  hmmbmid 0,01 0,891{99/111} 0.0BB (99/1120) 0.180

Archaea/Bacterla/Eukaryota 0.001 0.891(99/111) 0,088 {99/1116} 0,161
111111111111111111IH ^ ■ 臟義議_ |議___|_|議1謹̂画 11___ 0,169

M E M E  / M A S T "■ 0 9̂ v1C/： i n 0.062(107/1712) 0.117
データセット及びモチーフ抽出手法毎の再現率，適合率の結果を示す. 左からクラス夕リングを行ったデータセット， 

モチーフ抽出手法，RNaseDiCE抽出の際の予測パラメ一夕一，再現率，適合率，F値を示す.

3 .3•既知RNaseおよびRNase DiCEの保存性

次に生物種間の既知 R N aseとRNase DiCEの保存性の違いを明らかにするため， 今回対象とした 

真正細菌 34種，古 細 菌 14種における既知 RNaseの全長配列と RNase DiCEの 保 存 性 解 析 を 行 っ た （卒 

業論文参照） . エキソリボヌクレアーゼにおける RNase全 長 と RNase DiCEの保存性についてまず； 

真正細菌の PNPase (C lu s te r1 )とRNase PH (Cluster 5)に 着 目 し た い（図1 ) • まず； これら2つの RNase 

は真正細菌 27種 に お い て 幅 広 く 保 存 さ れ い る が 古 細 菌 に お い て は 保 存 性 が み ら れ な か っ た .し か  

し， RNase D iC Eレベルでの保存性に着目すると ， PNPase ( C l u s t e r丨） 由来の DiCE2において， 

Eury泔cheolaf3であるMethanopyrus kandkri， Pyrococcus fw.iosus， Methanocaldococcus jan̂  ̂
Halobacterium saH如rumの4種，Crenarehaeota\u]であるPyrobaculum aeroDhihm， Aerop 
2 種，Nanoarchaeota門である . 酬 に 保 存 性 が 見 ら れ た . また ， RNase PH (Cluster

5 ) に関しても同様に RNase D iC Eレベルの保存性に着固したところ ， DiCE 3， DiCE 4 において， 

Euryarcheota門 で あ る ィ t o 如砂 r似た働 i /m ’， ゴococmワ Na^

叫  w/tora， Korarchaeota門である  cry/?叫/ にいて保存されていた .

同様に古細菌由来の RNase及 び RNase DiCEについても同様の傾向がみられ，例 え ば ， Exosome 

complex (C luster1) では，配列全長レベルでは古細菌特異的に保存されていたが，DiCE2, DiCE3で 

は真正細菌全般で強く保存されている .
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近年， R N aseEのN末端部分または R N aseドメインの一部分に，相同領域がある新規 RNase候補夕 

ンパク質がPyrococcus furiosus (P.furiosus) , Pyrococcus horikoshii (P.horikoshii) からそれそれ単麗

された丨10】. 本研究の結果は， 一見，種特異的に保存されている RNa.seであっても RNase DiCEレべ 

ルでの保存性を見ると， 上記の先行研究のような部分的な領域にのみ相同領域が存在する RNase候 

補が幅広く存在する可能性を示唆している .
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