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⼆次構造を形成している RNAに 1M7 試薬で反応させる
→ 塩基が露出しているところに修飾 が⼊る
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Background:
u RNA の⼆次構造は、機能を⽀える重要な要素 (Fig1)。
u しかし既知の RNA ⽴体構造はタンパク質のわずか約3%にとどまる。（実験による決定は⾼コスト）
u SHAPE 実験は各塩基の reactivity (柔らかさの指標）を低コストかつ⾼スループットに測定。
Challenges: Energy parameters for modified RNAs
u RNAには 140 以上の塩基修飾があり、それぞれ異なる安定性寄与（エネルギーパラメータ）がある。
u 修飾塩基のエネルギーパラメータは、正確な構造予測に不可⽋だが、効率的な推定法は未確⽴。
u SHAPEのような⾼スループット実験データを⽤いた計算的パラメータ推定が期待されている。(Fig2)
Prior work & limitations
u 先⾏研究︓ループの種類やループ内の位置と、 SHAPE reactivity の相関が報告され、

その情報を利⽤した⼆次構造予測⼿法も提案されている。
u しかし︓単⼀の代表構造に基づく解析であり、RNA 構造のゆらぎ・確率的変動や構造アンサンブル

を⼗分には考慮していない。さらに利⽤したデータの規模が⼩さい。
Our idea: Loop profiles
u塩基 𝑖 が Stem/ Hairpin / Internal / Bulge / Multiloop / Exterior (Fig3) のどのループ

に属するかを表す確率ベクトル = 『ループプロファイル』に注⽬。
uエネルギーパラメータに基づいて計算される、構造アンサンブルを反映した指標である。(Fukunaga et al., 2014)

Aim of this study
u⼤規模 SHAPE データセットを⽤いてループプロファイルと reactivity の関係を網羅的に解析する。
uその結果をもとに、①SHAPE-guided ⼆次構造予測 と ②エネルギーパラメータ推定 への応⽤を

⾒据えた統計的基盤を築く。

💡 Introduction

Fig2. SHAPE実験: 各塩基の 2 -̓OH に応じた修飾を施す化学的プロービング。
修飾位置で逆転写が停⽌→位置ごとに「反応性(reactivity)」として定量できる︓
⾼ reactivity = ⾮対合・柔軟な領域,  低 reactivity = ⼆本鎖・拘束された領域

Dataset
RMDB から ⾼信頼度の SHAPE データのみを取得した。(⻑さ ≤440nt)
1M7 試薬を⽤いたデータに限定した。1M7 試薬︓塩基種類のバイアスが⼩さい
ループプロファイルとその計算⽅法
各塩基 𝑥! がループ 𝑙𝑜𝑜𝑝 に所在する確率=『ループプロファイル 𝑝 𝑙𝑜𝑜𝑝 𝑥!)』 と呼び、
CapR (Fukunaga et al., 2014) と LinCapR (Otagaki et al., 投稿中) 
を⽤いて計算した。(Fig4)
𝑙𝑜𝑜𝑝 ∈ {Stem,Hairpin, Internal, Bulge,Multiloop, Exterior}

Fig5 に⽰す概略のように、各塩基の reactivity とループプロファイルの値を⽐較した。

Fig1. RNA は⼆次構造をとる Fig3. ⼆次構造の様々なループ
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Fig4. CapRによるループプロファイルの例

Fig5. 解析フロー
Reactivity とループプロファイルを塩基単位で

網羅的に⽐較し、傾向を観察する

RMDB に登録されている⼤量の配列
54,805 配列（4,292,020 塩基）

RMDB から取得できる
各配列,各塩基の

Reactivity 

CapR で計算される
各配列,各塩基の
ループプロファイル
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Cao et al. (2021) の研究
Reactivity: 
Hairpin Inner > Hairpin Root 

Reactivity: 
Internal Longer > Internal Shorter

特定構造を強く形成する短く少数の配列から、
特定の loop 構造と reactivity の関係性を⽰した。

https://github.com/jax-ml/jax

1.⽐較的⻑い配列を含む 50,000 以上の配列からなる⼤規模データについて、
網羅的解析によってループプロファイルと reactivity の傾向を⽰した

2.ループプロファイルが、単なる塩基対確率よりも多くの reactivity の
情報を持つということが⽰唆された。

→ ループプロファイルを⽤いたエネルギーパラメータ推定へ活⽤できる重要な観察結果。
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🧪 Materials and methods

📈 Results

Fig6. SHAPE reactivity を bin に分け、各 bin ごとのルー
ププロファイル平均を⽰した。Reactivity が⾼いほど 塩基対確
率 (Stem; S) の確率が低下し，hairpin 内側 (H_in) の確率
が上昇する。これらの傾向は右上の先⾏研究と整合的であり，
⼤規模データでも同様のパターンが確認された。また Exterior 
(E), Multiloop (M) は中程度の reactivity で最⼤を取る。

🧠 Discussion 🚀 Future Work
①エネルギーパラメータ推定︓ 各 reactivity の値に対して定まるループプロファイルの平均値
𝜇"##$ | & を 正しいループプロファイルだとみなし、それに沿うプロファイルを出⼒するためのエネル
ギーパラメータを、微分可能 CapR (JAX-CapR) と勾配法により最適化する。(Fig8)
②SHAPE-guided ⼆次構造予測︓reactivity 𝑟' が観測された時の ループプロファイルの
期待値 𝜇"##$ | &! が⾼いループ構造 𝑙𝑜𝑜𝑝 をなるべく予測する構造予測。(Fig9)

③修飾塩基の reactivity の公開データは少ないため、
東京⼤学 定量科学研究所 ⿑藤研 にて実験を実施中。

Fig8. ①勾配法と微分可能 CapR によるエネルギーパラメータ推定の概念図 Fig9. Reactivity を利⽤した⼆次構造予測

Reactivity 𝑟" が観測された時の あるループ種類（例えば hairpin) についての
その塩基のループプロファイルの平均値(期待値)。
これが⾼いほど塩基 𝑖 をそのループに 割り当てる構造が選ばれやすくなる

Fig7.各 reactivity bin におけるループプロファイル平均 𝜇"##$,& と 全塩基での平均 𝜇"##$ の対数オッズ⽐を⽰す。
⻑い⽅の internal loop (Internal asym long)、内側 hairpin (hairpin inner)、bulge は⾼ reactivity で、
短い⽅の internal loop (Internal asym short) や対称な internal loop は中程度の reactivity で、
それぞれエンリッチしており、ループ種類ごとに異なる reactivity パターンが現れている。

Take Home Message: ループプロファイルは塩基対確率単体と比べて、SHAPE 
reactivity をよりよく反映しうる構造指標であることを、大規模データで示した。

7 番目の塩基が hairpin loop
に所在する確率が 98%

①,② ともに、本解析によって得られた、
reactivity 𝑟 を観測した時のループ 𝑙𝑜𝑜𝑝 についての
ループプロファイルの平均値 𝜇!""# | %を活⽤する.

+ 配列 𝑥

勾配:

高 reactivity ほど Stem 確率 ↓、Hairpin 内側確率 ↑
Exterior / Multiloop は中程度の reactivity で極大

Figure 2. Characteristic SHAPE patterns for hairpin, internal, and bulge loop motifs (Cao et al., Nucleic Acids Res, 2021).
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ループプロファイルは、単なる塩基対確率よりも SHAPE reactivity をよく説明する
Loop context profiles capture SHAPE reactivity better than base-pair probabilities.

Feel free to talk to me in Japanese or English!


