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概要 

 
遺伝子の転写制御は、発生や分化などのすべての生命現象の根幹をなすものである。

転写制御の仕組みを知るためには、まず各種の転写因子がプロモーター領域のどのよう

な特徴を認識しているのかを明らかにしていかなければならず、プロモーター領域の特

徴解析は大きな課題の一つである。近年、シロイヌナズナとイネといった植物において

大量の完全長 cDNA データが利用可能になったことにより、転写開始点（TSS）を正

確に決定でき、プロモーター領域のゲノムワイドな解析が可能になった。本研究では、

主にシロイヌナズナとイネにおける種間及び種内でのプロモーター領域の塩基配列の

共通性と多様性を明らかにするため、特徴解析とプロモーター領域の予測を行った。 
特徴解析においては、繰り返し配列、GC 含量、GC-skew、CpG/CpNpG アイランド、

エントロピーという特徴に注目し解析を行った。これまで、植物のプロモーター領域

（TSS 周辺）には２塩基から６塩基の短い繰り返し配列が多数存在すること事が報告

されていた。本研究では、繰り返し配列のないプロモーター領域でも、di-mer や tri-mer
といった配列が高頻度に存在し、これらは TSS 周辺の GC-skew や GC 含量の推移と大

きく相関があることを明らかにした。このような領域は転写因子によって認識されてい

る可能性がある。CpG/CpNpG アイランドはこれまでシロイヌナズナのプロモーター領

域に存在するとされてきたが、これらはイネにも存在し、プロモーター領域よりもむし

ろ UTR や遺伝子領域の N 末端周辺に多数存在することが分かった。また、イネのプロ

モーター領域はシロイヌナズナのプロモーター領域に比べてエントロピーが高く、塩基

配列の多様性をもつことを明らかにした。 
次に、特徴解析の結果を踏まえ、２次のマルコフモデルと重回帰分析による位置のス

コアに対する重み付けの併用によって、コアプロモーター領域の予測を行った。これは

単純な手法であるにもかかわらず、シロイヌナズナにおいては感度 88.66％、特異度

89.63％という高い予測精度を示した。このことは、プロモーター領域周辺の塩基組成

が種内で共通していることを示していると考えられる。イネにおいては、tri-mer の出

現頻度に基づく k-means クラスタリングをさらに使用することで、感度 84.63％、特

異度 76.55％という予測精度を示した。各クラスタはそれぞれ異なる特徴をもち、全体

のうち約 20%を占める一つのクラスはシロイヌナズナと類似した特徴をもつことを明

らかにした。今後、他の植物のデータが利用可能になれば、進化的に保存されたプロモ

ーター領域を明らかにすることも可能になるだろう。
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第１章 
 

序論 

 
 
 
真核生物における発生及び分化過程は、遺伝子の発現（転写）の段階で多くの制御が

行われている。RNA ポリメラーゼⅡによって転写が開始されるためには、転写開始点

（TSS）の近くに存在するコアプロモーターを転写基本因子が認識し、転写開始複合体

が形成される必要がある。次に、転写開始複合体がコアプロモーターの上流に存在する

転写制御領域を認識して転写活性化因子が結合し、転写装置が形成されて転写が開始さ

れる（図 1.1）。これら転写制御の仕組みを知るためには、まず各種の転写因子がプロモ

ーター領域のどのような特徴を認識しているのかを明らかにしていかなければならず、

プロモーター領域の特徴解析は大きな課題の一つである。 
真核生物において、転写基本因子によって認識されるコアプロモーターには

TATAboxや Initiatorといったモチーフが存在することが知られている。しかしながら、

TATAbox をもつコアプロモーターは多くても全体の約半数に過ぎず(Shahmuradov et 
al 2003、Carlos and Erich 2005)、Initiator に関しても数塩基程度のモチーフに過ぎ

ない。 
そのため、まずはプロモーター領域周辺に存在するその他の特徴を明らかにする必要

がある。さらに、その特徴を明らかにするにはプロモーター領域を同定する必要がある。

近年、オリゴキャップ法（Suzuki et al 1997）、キャップラッパー法(Carninci et al 1996)
というような mRNA の両端をより正確に解析する技術が開発されることでその問題が

大きく解決された。この技術はヒト（Yudate et al 2001、Kikuno et al 2002）、マウス

（Okazaki et al 2002）、ショウジョウバエ（Rubin et al 2000）といった生物にて適応

され、完全長の cDNA の配列を得られるようになった。この cDNA 配列をゲノム配列

にマップすることで、正確かつ大量に転写開始点（TSS）を決定でき、プロモーター領

域のゲノムワイドな解析が可能になった。この結果、哺乳類では CpG アイランドとい

うプロモーター領域を強く示唆する特徴が発見され、この特徴によってプロモーター領

域の予測プログラムの精度が大きく向上した (Davuluri et al 2002、Down and 
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Hubbard 2002、Bajic et al 2003、Bajic et al 2004)。 
その後、シロイヌナズナ（Seki et al 2002）、イネ（Kikuchi et al 2003）といった植

物で完全長の cDNA のデータが使えるようになった。それに伴い、プロモーター領域

のゲノムワイドな解析が行われ、シロイヌナズナとイネを使った解析により繰り返し配

列が TSS 周辺に存在すること(Fujimori et al 2003)、シロイヌナズナを使った解析によ

り CpG アイランドがプロモーター領域に多数存在すること（Rombauts et al 2003）、
シロイヌナズナを使った解析によりコアプロモーター領域にいくつかのモチーフが存

在すること(Carlos and Erich 2005)などの解析が行われている。 
しかしながら、植物のプロモーター領域のゲノムワイドな解析はまだ始まったばかり

であり、更なるプロモーター領域の特徴解析を行う必要がある。 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
図 1.1 遺伝子調節領域の略図 
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第２章 
 

プロモーター領域の特徴解析 

 
 
 

2.1 背景と目的 

 
植物は、多様な発生様式を持ち、その結果できる形態も多様である。発生過程の進化

は転写因子の多様化によって説明できるのではないかと考えられており、実際、シロイ

ヌナズナの解析によって 3000 個以上の転写に関わる遺伝子が発見され、そのうち半分

以上が転写因子であるという報告がされている(Seki et al 2002)。プロモーター領域と

転写因子の関係を明らかにするためには、まずはこれら多様な転写因子が認識しうるプ

ロモーター領域の特徴を知らなければならない。 
現在、完全長の cDNA の解析によって、mRNA の両端が正確に決定され、これらの

配列を使って転写開始点（TSS）がより正確にかつ大量に決定されるようになった。こ

のことによって、コアプロモーターを含む TSS の上流下流約数百 bp の領域について解

析が行われるようになりつつある(Carlos and Erich 2005)。 
植物では２塩基から６塩基の短い繰り返し配列（マイクロサテライト）が TSS から

5’UTR の領域にかけて多数存在することが報告されている(Fujimori et al 2003)。この

ような短い繰り返し配列は、哺乳類では TSS や 5’UTR よりイントロンの領域に多数存

在する。しかしながら、この研究では繰り返し配列の種類（繰り返す塩基の種類や個数

など）ごとに詳細な解析が行われていない。 
 ゲノム上において、CpG というシトシン（C）とグアニン（G）が連続した配列が高

密度に存在する領域を CpG アイランド(Island)といい、遺伝子発現の調節、インプリ

ンティング等に関係していると言われている（Jeddeloh et al 1998、Kooter et al 1999、
Bender 2001、Richards et al 2002）。CpG という配列では C がメチル化されているこ

と多いのだが、CpG アイランドの C はあまりメチル化されておらず、哺乳類において

はプロモーター領域周辺に多数存在することが分かっている（Feltus et al 2003）。植
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物では CpG だけでなく、CpNpG、その他の３塩基（CpHpH、H=A,T,C）といった領

域であるにおいてもCのメチル化が起こることが知られている（Antequera et al 1988、
Finnegan and Kovac 2000）。近年、CpG アイランドと CpNpG アイランドがシロイヌ

ナズナのプロモーター領域を示唆できるという報告がある（Rombauts et al 2003）。し

かしながら、これらがイネなどその他の植物について当てはまるかどうかについては検

証を行う必要がある。 
この章ではコアプロモーター領域を含む TSS から上流 1000bp から下流の 500bp ま

での領域を主な解析対称とする。これらの領域にはコアプロモーターはもちろんのこと、

その上流に存在する転写制御領域、TSS 下流から開始コドンまでの領域である 5’UTR
の領域、遺伝子領域のＮ末端周辺の領域などを含んでいる。植物におけるプロモーター

領域の特徴を明らかにするために、先に述べた繰り返し配列の種類の違いによる詳細な

解析やイネのプロモーター領域におけるCpG/CpNpGアイランドの有無をはじめとし、

GC 含量、GC-skew やエントロピーといった特徴にも注目して解析を行った。 
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2.2 方法 

 

2.2.1 データセット及び特徴解析領域の抽出法 

 
シロイヌナズナとイネの 2 種類の植物を主な解析対象にした。これは先に述べたよう

にシロイヌナズナとイネの 2 種で完全長の cDNA の解析が進んでいることに加えて完

全長のゲノム配列が決定しているためである（Arabidopsis Genome Initiative 2000、
Goff et al 2002）。 
シロイヌナズナについては、cDNA の配列を RARGE(http://rarge.gsc.riken.jp/)から、

ゲノム配列を NCBI からそれぞれダウンロードして利用した。RARGE は完全長の

cDNA の解析によって得られた配列と EST 配列から cDNA の 5’側（TSS）を決定し、

その cDNA 配列と TSS から上流 100bp までの領域を格納しているデータベースである。

１遺伝子座につき一つの cDNA 配列が格納されており、冗長性の無いデータである。

ゲノム配列は Accession 番号が NC_003070、NC_003071、NC003072、NC003075、
NC00306 の配列を利用した。それぞれ染色体の 1 番から 5 番までの配列に相当する。

なお、ゲノムサイズは約 120Mbp である。 
イネについては、cDNA配列をTIGR(http://www.tigr.org/)から、ゲノム配列を IRGSP

（http://rgp.dna.affrc.go.jp/J/IRGSP)からそれぞれダウンロードして利用した。TIGR
は完全長の cDNA 配列によって得られた配列によってオルタナティブスプライシング

などを考慮して１遺伝子座につき複数の cDNA配列が格納されている。IRGSPはBuild 
4.0 を使用した。染色体数は 12 本であり、ゲノムサイズは約 390Mbp である。 

先に述べた cDNA 配列を BLAST（Altschul et al 1990）、sim4(Florea et al 1998)を
用いてゲノム配列にマップし、そのゲノム上にマップされた cDNA 配列の 5’側の位置

を TSS として決定した。イネの場合は１遺伝子座につき複数の cDNA 配列が格納され

ているため、マップされた 5’側のうち最も頻度が多かったものを TSS とした。決定し

た TSS の上流 1000bp から 下流 500bp の領域[-1000,+500]をプロモーター領域の正解

とし主な解析対称とした。なお、この領域はコアプロモーター、UTR、転写制御領域

を含んでいる。作成したデータ数はシロイヌナズナが 15166 個、イネが 18731 個であ

った。また、プロモーター領域以外のデータセットを作るために[-2000,+1000]の領域

をすべてマスクし、それ以外の領域から長さ 1500bp の配列を抽出し不正解セットとし

た。なお、十分な領域が取れなかったもの、ATGC 以外の塩基を含むものはデータセッ

トから取り除いた。 
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2.2.2 繰り返し配列 

 
繰り返し配列の抽出には Sputnik(http://espressosoftware.com/pages/sputnik.jsp) 

を利用した。ここでは、図 2.1 を用いて抽出方法を説明する。例えば 2 塩基の繰り返し

配列を抽出したいとして、配列の１番目と 2番目にCTという塩基配列があったとする。

３番目の配列が 1 番目の配列と同じ C ならばスコアに＋１を与え、それ以外の塩基な

らば－６を与える。次に４番目の配列が 2 番目の配列と同じ T ならば＋１を加え、－

６を与えるという操作を繰り返すことによって繰り返し配列を抽出する。 
 
 
 
 

図 2.1 
 
 
このアルゴリズムにしたがって、すべての領域を探索する。ただし、そのスコアが０

以下になったら探索を止める。最終的にスコアが 9 以上になった配列のみを抽出し、繰

り返し配列とした。図 2.1 の場合では※～※の間でスコアは 10 となり C と T の 2 塩基

の繰り返し配列となる。 
 繰り返し配列として抽出されるためには、2 塩基の繰り返し配列は長さ 11bp 以上、3
塩基の繰り返し配列は長さ 12bp 以上、3 塩基の繰り返し配列は長さ 13bp 以上、5 塩基

の繰り返し配列は長さ 14bp 以上が最低限必要である。 
 

2.2.3 GC-skew 

 
 GC-skew の値は与えられた塩基配列中の C、G の塩基配列の出現頻度によって、以

下の式よって導かれる。n(N)は与えられた配列に存在する塩基配列 N の個数を示して

いる。 
 
 
 
 
 

終※※

-66111111111-61111111
AGCTCTCTCTCGCTCTCTCTC

−++++++++++++++++

)()(
)()(

CnGn
GnCn-

+
−

=skewGC )1.2(
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塩基配列の頻度を計算するウィンドウのサイズは 100bp で、1bp ずつずらして各領

域の値を計算した。 
 

2.2.4 CpG/CpNpG アイランド 

 
 ある長さ 200bp の領域の GC 含量が 50%以上で、領域内に存在する CpG が観測値/
期待値(Obs/Exp)が 0.6 以上の場合に、その領域を CpG アイランドと定義している

（Gardiner-Garden and Frommer 1987）。観測値とは単純に CpG の表れる回数で、

期待値とはその時の領域中の C と G の頻度によって導き出される期待値である。同様

に CpNpG アイランドも長さ、GC 含量、観測値/期待値によって導くことが出来る。

CpNpG アイランドに関してはこれら３つの閾値は定義されていない。 
 今回はLarsen(1992)らによって開発されたCpGアイランドの抽出プログラムを使用

した。このプログラムに改良を加え、CpNpG アイランドも抽出可能にした。なお、こ

のプログラムはＣで書かれている。 
 

2.2.5 情報エントロピー（情報量） 

 
 シャノンのよって定義された情報量の考えに基づき、与えられた固定長の配列データ

セットにおいて、地点 i における各領域での k-mer(k=2~5)の出現確率によって以下の

ように求めることができる。 
 
 
 
ここで、Pi(N)はある地点 i での k-mer(N)の出現確率である。Ωは k-mer の起こりう

るすべて配列で、例えば k=３のときに Ω＝｛AAA,AAC,…,TTG,TTT｝となる。 
 
 この指標は直感と一致よく一致するものである。例えば、与えられた配列群の地点 i
における 3-mer の出現確率 Piによってエントロピーを求めた時に、Pi＝1（すべてのデ

ータの地点 iが同一のk-merである）ならばエントロピーは 0で特徴的な領域といえる。

なお、Pi＝1/64（配列が完全にランダムに並んでいる）ならばエントロピーは６である。 
 
 
以上、特にプログラムの明記が無い場合には、perl、java、R、を使用して解析を行

った。 

∑
∈

−=
ΩN

iiii NPNPPH )(log)()( 2 )3.2(
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2.3 結果と考察 

 

2.3.1 繰り返し配列 

 
植物の TSS から 5’UTR の領域には繰り返し配列が存在することが知られている

(Fujimori et al 2003)。しかしながら、繰り返す配列の数や塩基組成や位置といった詳

細な解析は行われていない。今回はこれらについて詳細な解析を行った（表 2.1、表 2.2）。 
プロモーター領域のデータセット（正解セット）のうち、少なくとも一つ繰り返し配

列をもつデータ数はシロイヌナズナで 4470(29.49%)、イネで 5983(31.94%)であった。

プロモーター領域以外のデータセット（不正解セット）においてはシロイヌナズナで

2037(13.43%)、イネで 2095(11.18%)であった。不正解セットと比較して、シロイヌナ

ズナでは２塩基と３塩基の繰り返し配列が多く、イネでは３塩基の繰り返し配列が最も

多く観察された。このことから、植物のプロモーター領域には２～３塩基程度の短い繰

り返し配列が頻出することが再確認された。 
 
 
 

 
表 2.1 TSS 周辺[-100,200]に存在する繰り返し配列(シロイヌナズナ) 
  正解セット 不正解セット 

繰り返しの種類 個数 割合(%) 個数 割合(%) 

２塩基 1821 12.01 645 4.26 

３塩基 2344 15.46 759 5.01 

４塩基 342 2.26 272 1.80 

５塩基 550 3.63 458 3.02 

2∪3 3861 25.46 1372 9.05 

2∪3∪4∪5 4470 29.47 2037 13.43 

 
繰り返しの種類について、２～５塩基とは少なくとも一つ２～５塩基の

繰り返し配列を持つデータの数と割合を表している。２∪３は２塩基も

しくは３塩基の繰り返し配列、２∪３∪４∪５は少なくとも一つ繰り返

し配列を持つデータの数と割合と表している。 



 

 - 11 -

 
 
 
 
 

表 2.2 TSS 周辺[-100,200]に存在する繰り返し配列(イネ) 

  正解セット 不正解セット 

繰り返しの種類 個数 割合(%) 個数 割合(%) 

２塩基 1380 7.37 625 3.34 

３塩基 3935 21.01 893 4.77 

４塩基 984 5.26 396 2.12 

５塩基 1272 6.80 386 2.07 

2∪3 4820 25.73 1460 7.79 

2∪3∪4∪5 5983 31.94 2095 11.18 

 
繰り返しの種類について、２～５塩基とは少なくとも一つ２～５塩基の

繰り返し配列を持つデータの数と割合を表している。２∪３は２塩基も

しくは３塩基の繰り返し配列、２∪３∪４∪５は少なくとも一つ繰り返

し配列を持つデータの数と割合と表している。 

 
 
 
 
 
 
次に、繰り返し配列の長さと観察される詳細な位置について検証を行った(図 2.2、2.3)。

ここでは、TSS から少し離れた転写制御領域などについても繰り返し配列が観察でき

るか確認するため、領域を[-1000,500]にした。どちらの植物とも正解セット中の 2 塩

基の繰り返し配列は TSS 周辺に多いのに対して、3 塩基の繰り返し配列は TSS の下流

にかけて多いことが分かる。特に、イネの 3 塩基の繰り返し配列は TSS の下流に広範

囲に渡って観察された。シロイヌナズナでは５塩基の繰り返し配列がTSSの上流400bp
周辺で若干観察され、イネでは３塩基の繰り返し配列は TSS の上流数百 bp に渡って観

察された。これらの領域の繰り返し配列は転写制御領域の特徴を示している可能性があ

る。 
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図 2.2 繰り返し配列の出現位置（シロイヌナズナ）。縦軸は繰り返し配列の出現頻度

(%)、横軸は TSS からの相対位置(bp)。TSS を中心として各領域で繰り返し配列を検

出したデータの割合を示している。a ２塩基から成る繰り返し配列。b ３塩基から成

る繰り返し配列。c ４塩基から成る繰り返し配列。d ５塩基から成る繰り返し配列。 
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図 2.3 繰り返し配列の出現位置（イネ）。縦軸は繰り返し配列の出現頻度(%)、横軸は

TSS からの相対位置(bp)。TSS を中心として各領域で繰り返し配列を検出したデータ

の割合を示している。a ２塩基から成る繰り返し配列。b ３塩基から成る繰り返し配

列。c ４塩基から成る繰り返し配列。d 5 塩基から成る繰り返し配列。 
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プロモーター領域[-1000,500]に繰り返し配列が存在することが確認できた。先の解

析では TSS 周辺の領域は繰り返す塩基の長さによってのみ分類し観察を行った。一見

すると２種の間で共通性が高いように見えるが、同じ２塩基の繰り返し配列であったと

しても構成される塩基組成は異なっている可能性もある。よって、次に個別の塩基の種

類の違いによってどのような繰り返し配列が存在するのか検証した（表 2.3、2.4）。 
 
 
 
 
表 2.3 繰り返し配列の種類と個数（シロイヌナズナ）表 2.4 繰り返し配列の種類と個数（イネ） 

種類 
正解セット 

中の個数 

不正解セット 

中の個数 
正解/不正解

CG 1 0 ∞

CT 1223 96 12.74 

ACG 42 4 10.50 

CGT 33 4 8.25 

CTT 1235 179 6.90 

CGG 12 2 6.00 

CCT 128 24 5.33 

AG 476 133 3.58 

ATC 182 59 3.08 

AGC 24 8 3.00 

AAG 463 168 2.76 

CCG 17 7 2.43 

AAC 140 60 2.33 

ACC 44 19 2.32 

AC 93 46 2.02 

ACT 17 9 1.89 

CTG 9 7 1.29 

AGG 39 33 1.18 

GT 38 33 1.15 

GTT 55 61 0.90 

ATT 38 46 0.83 

ATG 43 53 0.81 

AGT 11 15 0.73 

GGT 19 30 0.63 

AAT 34 56 0.61 

AT 152 376 0.40 

 
ここでは、２塩基と３塩基の繰り返し配列についてのみの結果を示した。青はＣと T のみから

成る繰り返し配列、緑は C と G のみから成る繰り返し配列、黄色は A と G のみから成る繰り返

し配列、赤は A と T のみから成る繰り返し配列を示している。 

種類 
正解セット

中の個数 

不正解セット 

中の個数 
正解/不正解

CCT 712 51 13.96 

CTT 172 24 7.17 

AAG 90 15 6.00 

CCG 1154 200 5.77 

ACC 240 43 5.58 

AGC 188 41 4.59 

CGG 859 200 4.30 

CT 554 133 4.17 

AGG 247 59 4.19 

CGT 149 42 3.55 

CTG 138 40 3.45 

ACG 98 29 3.38 

GGT 105 32 3.28 

CG 161 61 2.64 

AC 98 40 2.45 

ACT 34 14 2.43 

AAC 18 8 2.25 

GTT 27 14 1.93 

AGT 33 18 1.83 

AG 271 158 1.72 

ATC 35 21 1.67 

GT 51 32 1.59 

AAT 33 24 1.38 

ATG 24 18 1.33 

ATT 30 31 0.97 

AT 166 192 0.86 
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C と T のみから成る繰り返し配列が 2 種で多いことが分かる。また、C と T の相補鎖

である A と G の 2 塩基のみから成る繰り返し配列も比較的検出されている。逆に、A
と T のみから成る繰り返し配列は 2 種とも少ない。C と G のみから成る繰り返し配列

はシロイヌナズナではあまり検出されないにもかかわらず、イネでは多数検出されてい

る。また、(CG)n,(AGC)n,(CCG)n,(CGG)n,(CTG)n といった CpG/CpNpG アイランド

に類似した繰り返し配列もイネで多数観察された。以上から、C と T からのみ成る繰り

返し配列の存在はシロイヌナズナとイネのプロモーター領域に共通した特徴で、C と G
のみから成る繰り返し配列の存在はイネのプロモーター領域において特徴的であるこ

とが明らかになった。 
 
 

 
図 2.4 繰り返し配列の出現位置（シロイヌナズナ）。縦軸は繰り返し配列の出現頻度

(%)、横軸は TSS からの相対位置(bp)。a C と T のみから成る繰り返し配列。b C と G

のみから成る繰り返し配列。c A と G のみから成る繰り返し配列。d A と T のみから

成る繰り返し配列。 
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次に、先ほどと同様に繰り返し配列が観察される詳細な位置について検証を行う。C

と T のみ、C と G のみ、A と G のみ、A と T のみから成る繰り返し配列が TSS を中

心として、どの領域に存在するのか観察した（図 2.4、2.5）。２種の植物で共通して、

C と T のみから成る繰り返し配列が TSS 周辺の上流 100bp から TSS の下流にかけて

多く観察された。イネで多数存在した C と G のみから成る繰り返し配列は TSS から下

流にかけて観察された。 
 
 

 
 

 
図 2.5 繰り返し配列と TSS からの相対位置（イネ）。縦軸は繰り返し配列の出現頻度

(%)、横軸は TSS からの相対位置(bp)。a C と T のみから成る繰り返し配列。b C と G

のみから成る繰り返し配列。c A と G のみから成る繰り返し配列。d A と T のみから

成る繰り返し配列。 
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以上の結果から、シロイヌナズナとイネでは２種に共通して２~３塩基の比較的単純

な繰り返し配列が多いことを確認した。さらに、その繰り返し配列を構成する塩基の種

類に偏りがあることが分かった。その中でも、２種に共通して C と T のみから成る繰

り返し配列が TSS 周辺に多数存在している。また、種に特異的な例として、シロイヌ

ナズナの TSS 下流では A と T のみから成る繰り返し配列が少ないことや、イネの TSS
下流では C と G のみから成る繰り返し配列が多数存在していることが観察された。 
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2.3.2 GC 含量と繰り返し配列 

 
文献から抽出したプロモーター領域の配列を格納した The Eukaryotic Promoter 

Database （Schmid et al 2004）というデータベースがある。このデータベースには多

種の植物のプロモーター領域が格納されており、それらのデータにおいては GC 含量が

TSS 上流で減少し、TSS 下流で増加することが確認されている(Kanhere and Bansal 
2005)。まず正解セットと不正解セットを用いてこの傾向を確認する（図 2.6）。 
２種ともに TSS 下流で GC 含量が増加することが確認された。TSS 上流で GC 含量

が減少することはシロイヌナズナでは確認できたが、イネではバックグラウンドをそれ

ほど変わらなかった。ただ、TSS の上流 200bp の周辺では、TSS の他の領域[-600,300]
に比べて減少している。イネについては TSS 下流の GC 含量の増加は C と G のみから

成る繰り返し配列と同じ領域で観察されている(図 2.5b)ことから、イネの正解セットの

繰り返し配列と GC 含量の関係を検証するため、TSS 周辺に繰り返し配列があるもの

とないものにデータセットを分けて GC 含量の推移を観察した(図 2.7)。シロイヌナズ

ナについても確認のため同様に GC 含量の推移を観察した。 
 
 
 

 
図 2.6 GC 含量の推移。縦軸は GC 含量(%)の値、横軸は TSS からの相対位置(bp)。a シロイヌ

ナズナ。b イネ。 
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シロイヌナズナについては、C と G のみから成る繰り返し配列がほとんど検出されな

かったことからも予想できたように、GC 含量は繰り返し配列の有無でほとんど推移に

差が無かった。一方、イネついては、繰り返し配列の有無で異なる推移を観察した。具

体的には繰り返し配列のあるデータセットにおいて TSS 下流 200bp 周辺で大きく

GC-skew が増加した。また、イネの繰り返し配列のないデータセットにおいて TSS 上

流 100bp 周辺で GC 含量が減少し、TSS 上流 400bp 周辺で GC 含量が増加している。 
結果、イネの正解セットの GC 含量の推移を次のように説明できる。TSS 上流 400bp

周辺の値の増加と TSS 上流 100bp 周辺の値の減少は繰り返し配列のないデータセット

に起因し、TSS 下流 200 周辺の値の上昇は繰り返し配列のあるデータセットに起因し

ている可能性がある。 
 
 
 

 
図 2.7 繰り返し配列の有無による GC 含量の推移の違い。縦軸は GC 含量(%)の値、横軸は TSS
からの相対位置(bp)。a シロイヌナズナ。b イネ。 
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2.3.3 GC-skew と繰り返し配列 

 
植物のプロモーター領域（TSS 周辺）では、シロイヌナズナとイネについて GC-skew
が増加する、すなわち C と G の出現頻度に差があることが確認されている(Fujimori et 
al 2005)。ここでは、まず正解セットと不正解セットを用いてこの傾向を確認する（図

2.8）。２種とも、GC-skew の増加は TSS 周辺で観察された。イネのデータセットにお

いて、GC-skew の値が TSS 上流 200bp でバックグラウンドより低くなることを観察し

た。 
次に、この GC-skew の推移が先にその存在を確認した繰り返し配列によるものか否

かを検討する。まず、TSS 周辺に繰り返し配列があるものとないものに正解セットを

分けて GC-skew の推移を観察した (図 2.9)。シロイヌナズナについては、GC-skew の

推移が繰り返し配列の有無でほとんど差が無かった。一方、イネついては、繰り返し配

列の有無で異なる推移を観察した。具体的には繰り返し配列のあるデータセットにおい

て TSS 周辺で大きく GC-skew が増加した。この推移はシロイヌナズナと類似した推移

を示している。また、イネの繰り返し配列のないデータセットにおいて TSS 下流 200bp
で GC-skew が減少した。 

 
 

 
 

図 2.8 GC-skew の推移。縦軸は GC-skew の値、横軸は TSS からの相対位置(bp)。a シロイヌ

ナズナ。 b イネ。 
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図 2.9 繰り返し配列の有無による GC-skew の推移の違い。縦軸は GC-skew の値、横軸は TSS
からの相対位置(bp)。a シロイヌナズナ。b イネ。 
 
 
 
 
 
結果、イネの正解セットの GC-skewの推移を次のように説明できる。TSS上流 200bp

周辺の値の減少は繰り返し配列のないデータセットに起因し、TSS 周辺の値の上昇は

繰り返し配列のあるデータセットに起因している可能性がある。 
シロイヌナズナのプロモーター領域には多数の C と T のみから成る繰り返し配列が

あることから、繰り返し配列のあるデータセットで GC-skew が増加することは予想で

きた。しかしながら、シロイヌナズナの繰り返し配列がないデータセットにおいても

GC-skew が観察された。この原因を探すため、繰り返し配列の有無でデータセットを

分けて di-mer の頻度を観察した（図 2.10）。ここでは C と T のみから成る繰り返し配

列を多数確認していたことから CT と TC の頻度を観察したものを示す。 
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図 2.10 繰り返し配列の有無による CT と TC の出現頻度の違い。縦軸は TSS からの各位置に

おける CT と TC の頻度（％）、横軸は TSS からの相対位置(bp)。a シロイヌナズナ。b イネ。 
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頻度が若干多くなっていた。しかしながら、繰り返し配列の有無で比較すると顕著な差

が確認できることから、これらは異なる発現制御配列をもつ可能性が考えられる。 
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2.3.4 CpG/CpNpG アイランド 

 
シロイヌナズナではプロモーター領域で CpG/CpNpG アイランドがイントロン領域

や遺伝子間領域と比べて多数存在することが報告されている（Rombauts et al 2003）
が、イネでの解析はまだ行われていない。ここでは、イネの GpG/CpNpG アイランド

が観察可能かどうか、また、どの領域に観察できるのか検証した。 
各生物で塩基組成には大きな違いがあり、生物種ごとに同一の定義を使って

CpG/CpNpG アイランドを検出することは出来ない。ここでは先に述べた定義の３つの

指標（GC 含量が 50％、領域の長さが 200bp、観測値/期待値が 0.6）を基準として、一

つの指標のみを変化させながら CpG アイランドを検出した。変化させた幅はそれぞれ

GC 含量では 10％、領域の長さ（length）では 100bp、観測値/期待値(Obs/Exp)では

0.3 ずつである。さらに CpNpG アイランドも CpG アイランドと同様の定義を基準と

し、GC 含量、領域の長さ、観測値/期待値をそれぞれ変化させて CpNpG アイランドを

検出した。CpGアイランドに関して、シロイヌナズナではGC含量が40％、長さが200bp、
観測値/期待値が 1.5、イネでは GC 含量が 70％、長さが 400bp、観測値/期待値が 0.9
の時に正解と不正解の比が最大となった。CpNpG アイランドに関して、シロイヌナズ

ナではGC含量が 50％、長さが 200bp、観測値/期待値が 1.5、イネではGC含量が 70％、

長さが 300bp、観測値/期待値が 0.6 の時に正解と不正解の比が最大となった。 
正解と不正解の比がそれぞれ最大になった指標の閾値を利用して、再度 CpG/CpNpG

アイランドを検出すると、CpG アイランドに関して、TSS 周辺[-100,200]におけるシロ

イヌナズナの正解セットで 498 個、不正解セットで 104 個、イネの正解セットで 122
個、不正解セットで 104 個確認できた。CpNpG アイランドに関して、TSS 周辺

[-100,200]におけるシロイヌナズナの正解セットで 43 個、不正解セットで 17 個、イネ

の正解セットで 122 個、不正解セットで 100 個確認できた。以上のことから、イネに

おいても TSS 周辺で CpG と CpNpG の頻度が高くなっていることが確認できた。次に

この CpG/CpNpG アイランドがどの領域に存在するのか観察した（図 2.11、図 2.12）
シロイヌナズナでは TSS の上流 100bp から TSS 下流数百 bp にかけて、CpG アイラン

ドが検出されている。既存の研究で報告されているように、シロイヌナズナのプロモー

ター領域で CpG アイランドは検出されるが、プロモーター領域よりむしろ UTR 領域

で検出されることが新たに明らかになった。一方、イネでは TSS の下流 300bp 以降の

領域で CpG アイランドが検出されている。プロモーター領域には全く検出されなかっ

た。 
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図 2.11 CpG アイランドの出現位置。横軸は CpG アイランドの出現頻度(%)、縦軸は TSS から

の相対位置(bp)。a シロイヌナズナ。b イネ。 

 
 
 
 

 

図 2.12 CpNpG アイランドの出現位置。横軸は CpG アイランドの出現頻度(%)、縦軸は TSS
からの相対位置(bp)。a シロイヌナズナ。b イネ。 
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シロイヌナズナでは CpG アイランドと同様に CpNpG アイランドでもプロモーター

領域を示唆できるという報告がされていたが、今回の結果をみると、プロモーター領域

よりUTRやその下流の遺伝子領域のN末端周辺に観察された。イネに関しても同様に、

CpG/CpNpG アイランドのどちらもプロモーター領域では検出されず、シロイヌナズナ

と同様に UTR やその下流の遺伝子領域の N 末端周辺では観察された。 
以上のことから、CpG アイランドと CpNpG アイランドは種間で共通して UTR やそ

の下流の遺伝子領域のＮ末端周辺に存在すると言える。このことから、CpG/CpNpG ア

イランド何らかの形で植物の転写制御に影響を与えている可能性は十分にある。 
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2.3.5 情報エントロピー 

 
 これまでは主にシロイヌナズナとイネの間でプロモーター領域の特徴を比較してき

た。ここでは種内での多様性又は共通性を確認するために、プロモーター領域周辺にお

けるエントロピーの推移を観察した。繰り返し配列や k-mer の頻度解析によって 2 塩

基や 3 塩基の単純な配列が TSS 周辺で位置特異的に存在することが観察されている。

ここでは tri-mer の出現頻度によって、正解/不正解セット中の各領域のエントロピーを

求めた（図 2.13）。これにより、プロモーター領域における共通性の高い領域を抽出す

ることが出来る。 
  
 
 
 
 
 
 

 
図 2.13 エントロピーの推移。横軸はエントロピー(bit)、縦軸は TSS からの相対位置(bp)。
a シロイヌナズナ。b イネ。 
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２種とも TSS 上流 30bp と TSS にそれぞれ TATAbox と Initiator と考えられるエント

ロピーの減少のピークを確認できた。シロイヌナズナにおいては、TSS 上流の数百 bp
に渡ってエントロピーが低い領域を観察した。このことからプロモーター領域の共通性

が高いことが分かる。この領域には共通な発現制御配列が存在する可能性がある。イネ

においては、不正解セットと同程度に低い場所が TSS 上流に存在することが観察され

た。なお、ゲノム配列は完全にランダムな配列が存在しているわけではなく、あるパタ

ーンを持つ配列が並んでいる。このことから、各領域のエントロピーが６以下を推移し

ている。イネでは TSS 上流に異なるパターンを持つ配列が混在する可能性が示唆され

た。実際に、後の解析において、イネのデータセットが異なる 4 つのグループに分けら

れることが確認された（3.3.4）。シロイヌナズナとイネの２種ともに TSS の下流でエン

トロピーが大きい理由は遺伝子コード領域（CDS）による可能性が考えられる。実際に、

UTR の長さを確認したところ、シロイヌナズナでは平均 137.2bp、中間値 98bp、イネ

では平均 267.4bp、中間値 125bp という値になった。このことから、シロイヌナズナ

に関しては CDS の領域によってエントロピーが増加している可能性が高い。イネに関

しては UTR 領域でもエントロピーが増加しているようだ。後の解析にて４つのグルー

プに分けた時に、各クラスでの UTR 領域のエントロピーが低くなっていたため、実際

にイネの UTR には他の領域に比べて異なるパターンの配列が存在していると考えられ

る。 
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2.4 まとめ 

 
本章では、植物のプロモーター領域周辺もしくは TSS 周辺に存在すると報告のあっ

た繰り返し配列や CpG/CpNpG アイランドの解析を通して、種間での共通性を確認し

た。例えば、C と T のみから成る２～３塩基の繰り返し配列が TSS 周辺で多いこと、

CpG アイランドと CpNpG アイランドは UTR やその下流の遺伝子領域の C 末端周辺

に存在することである。これらは植物のもつ転写因子が共通して認識をする特徴である

と考えられる。 
 シロイヌナズナでは繰り返し配列の有無で正解セットを分けても GC-skew や GC 含

量の推移がほとんど変わらず、エントロピーの値も低かった。このことからプロモータ

ー領域の共通性が高いことが考えられる。イネでは繰り返し配列の有無で GC-skew や

GC 含量の推移が異なること、エントロピーの値が高いことからシロイヌナズナのプロ

モーター領域に比べて多様な特徴をもつことを明らかにした。 
動物に比べ多くの転写因子を持っている植物においてはプロモーター領域も多様で

あると考えていたにもかかわらず、シロイヌナズナのプロモーター領域の共通性が高い

と言うことは興味深い結果と言える。このプロモーター領域の共通性と転写因子の増加

を考えると、一つのプロモーター領域と多数の種類の転写因子が結合すると考えられる。

一方で、動物（哺乳類）は植物に比べると転写因子が少なく、さらにオルタナティブプ

ロモーターが存在することも確認されている（Suzuki et al 2002、Landry et al 2003、
Kimura et al 2006）。このことは、動物は一つのプロモーター領域と少ない種類の転写

因子が結合していると考えられ、プロモーター領域に結合する転写因子の特異性が高い

と考えられる。 
今後、完全長の cDNA の解析が進み、データが蓄積されれば、単子葉植物及び双子

葉植物としての共通性や多様性を明らかすることや、植物と動物とを比較することで高

等生物としての共通性や多様性を明らかにすることも可能になるだろう。 
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第３章 
 

プロモーター領域の予測 

 
 
 

3.1 背景と目的 

 
 近年の完全長の cDNA の解析によって、正確かつ大量にプロモーター領域を同定す

ることが可能になり、それに伴い特徴解析も行われている。次なる目的プロモーター領

域の予測を行い、その予測精度を検証することで新たな知見を得る試みを行う。 
プロモーター領域の予測は哺乳類や酵母で研究が進んでいる。特に先に述べた CpG

アイランドによって哺乳類のプロモーター領域の予測プログラムの精度は大きく改善

した(Davuluri et al 2002、Down and Hubbard 2002、Bajic et al 2003、Bajic et al 
2004)。一方で植物に特化したプロモーター領域の予測プログラムは Shahmuradov ら

によって 2005 年に発表された（Shahmuradov et al 2005）。この研究では、PlantProm
と呼ばれる文献から得られたプロモーター領域のデータベース（単子葉植物から 71 個、

双子葉植物から 220 個、その他の植物から 14 個、計 305 個）を利用している。このプ

ログラムでは TATAbox の有無でモデルを分け、CpG アイランドや転写因子結合領域の

モチーフといった特徴を利用し、Support Vector Machine を使って予測を行っている。

このプログラムではシロイヌナズナの 13,350 個の遺伝子のタンパク質コード領域 
(CDS)を利用して、その上流 5000bp の領域までを探索し、9,633 個を正解と予測した

（感度 72.3％）と報告されている。 
このプログラムの問題点として２つの点が上げられる。１つ目は多種多様な植物のプ

ロモーター領域の予測を目的としているにもかかわらず、シロイヌナズナでしか有効性

の報告が無い CpG アイランドを予測に組み込んでいる点である。２つ目はすべての植

物のプロモーター領域の予測を共通のモデルで予測しようとしている点である。 
この章では、特徴解析によって得られた知見を利用して、プロモーター領域の予測を

行う。また既存の研究では検討がされなかった植物のプロモーター領域を一つのモデル
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で予測できるのかという問題について、一つの生物によって作ったモデルを他の植物の

データに適応することで検証を行う。また、これらの解析を通して、種間及び種内での

プロモーター領域の特徴の共通性や多様性を明らかにしていく。 
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3.2 方法 

 

3.2.1 データセット及び解析対象領域の抽出法 

 
シロイヌナズナとイネのデータセットは特徴解析に作成したものを使用した（2.2.1）。

これまでと同様の定義により、プロモーター領域のデータセットを正解セット、プロモ

ーター領域以外のデータセットを不正解セットとした。ここでは、上記の２種に加えて

タ ル ウ マ ゴ ヤ シ の デ ー タ セ ッ ト も 作 成 し た 。 cDNA 配 列 を MtGI 
(http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/cgi-bin/tgi/gimain.pl?gudb=medicago)から、ゲノ

ム配列を IMGAG（http://www.medicago.org/genome/IMGAG/）から、それぞれダウ

ンロードして利用した。MtGIはEST配列から作成した cDNA配列が格納されている。

タルウマゴヤシは完全長のゲノム配列の解読が完了しておらず、IMGAG には BAC の

配列が格納されている。特徴解析の場合と同様に cDNA 配列をゲノム配列にマップし

て TSS を決定する。決定した TSS から上流 1000bp から  下流 500bp の領域

[-1000,+500]を正解セット（プロモーター領域）とし、[-2000,+1000]以外の領域から長

さ 1501bp の領域を抽出し不正解セットとした。それぞれ 1793 個の正解セットと不正

解セットを作成した。 
 

3.2.2 評価方法 

 
予測の評価は 10 分割交差検定により行った。予測精度の評価指標としては感度(Sn)、

特異度(Sp)、相関係数(Cc)を用いた。それぞれの定義は以下の通りである。 
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ここで、TP は正解と予測したもののうち実際に正解のもの、TN は不正解と予想し

たもののうち実際に不正解のもの、FP は正解と予測したもののうち実際は不正解のも

の、FN は不正解と予測したものうち実際は正解のものである。 
また、他の予測精度の指標として受信者動作特性（ROC）曲線を用いる。ROC 曲線

とは縦軸に感度、横軸に（１－特異度）をプロットし、閾値（カットオフポイント）を

媒介変数として変化させた時に描ける曲線のことである。単位正方形の中で ROC 曲線

よりも下側の領域の面積、Area Under the Curve（AUC）は、正答率とみなせること

が証明されている（Green and Swets 1966）。求められた ROC 曲線から AUC を求め

て予測精度の一つの指標とする。 
 

3.2.3 ２次のマルコフモデルを使った予測 

 
１次のマルコフモデルを利用した判別（阿久津ら 2001）を２次のマルコフモデルに

改良し予測を行った。具体的なアルゴリズムは以下の通りである。 
有限個の状態の集合Ｓ＝{s1,s2,…,sm}を値にとる確率過程の状態時系列 x=x1x2…xT に

おいて、任意の時点 t での状態 xtがそれ以前の２個の状態系列 xt-1xt-2だけを条件として

決定すると仮定すると、ある状態が別の状態に移行する確率（遷移確率）は次の式にて

表すことができる。 
 

 
 
ゲノム配列に関する任意の確率モデルについて P(X,Y)=P(X|Y)P(Y)を何度も適応するこ

とによって、配列の確率は次のように表すことが出来る。 
 
 
 
 

 
２次のマルコフ過程を仮定していることから、各シンボル xiの確率が先行するシンボル

xi-1xi-2 にだけ依存し、それ以前に現れた配列には依存しない。それゆえ、式(3.4)を使っ

て前出の式は以下のようになる。 
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式(3.5)を使って最尤比検定を行う。まず、正解セット(+)と不正解セット(-)各々の遷移

確率を次式によって求める。 
 
 
 
 
a-についても同様に求める。ここでＣs,uは任意の地点 t における配列 s に続く配列 u の
出現回数である。これらの正解セット(+)と不正解セット(-)のモデルを判別に利用する

ために対数オッズ比を計算する。 
 
 
 
 
 
 

ここで x は配列、βxi-1xi-2,xiは対応する遷移確率の対数尤度比である。このスコア S(x)
の値によって判別を行う。 
 

3.2.4 重回帰分析 

  
 先の遷移確率の対数尤度比βxi-1xi-2,xiに対して、各領域 iの予測へ影響度の違いにより

重み付けし、予測精度の向上を図る。ここでは、重みを重回帰により決定する。目的変

数(Y)に正解セットでは１、不正解セットでは－１を与え、βxi-1xi-2,xiを説明変数とした。

回帰式は以下のようになり、この係数 kiを最小二乗法で決定する。なお、各領域のスコ

アは独立なものであると仮定している。 
 
 
 
この係数 kiは各領域の重要度を示すもので、この値が高い領域ほど予測時に与える影

響が強い。 
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3.2.5 クラスタリング 

 

 クラスタリングとはデータセットを互いに類似したデータごとにグループ分けする

ことである。2.3.5 にてイネの正解セットはシロイヌナズナの正解セットに比べて多様

性が存在することが確認されている。多様性の高いデータセットを一つのモデルで予測

するより、データを各 DNA 配列の類似度にて分類することで予測精度の向上が期待で

きる。具体的には、配列中から k-mer の出現頻度によって４の k 乗次元の変数を抽出し

てデータセットを作成する。これらのデータセットを使用し、非階層的クラスタリング

である K-means クラスタリングを行った。 

 

3.2.6 Gene Ontology (GO) 

 
 イネのプロモーター領域のもつ特徴と遺伝子の機能について検討するためにイネの

遺伝子にアノテーションされている GO を利用した。今回の解析で使用した TIGR のデ

ー タ ベ ー ス に は GO の ア ノ テ ー シ ョ ン が つ い て い な い た め 、

KOME(http://cdna01.dna.affrc.go.jp/cDNA/)のデータベースを利用し、TIGR のデータ

に対して GO のアノテーションをつけた。KOME には TIGR と同様に完全長 cDNA が

格納されており、GO によるアノテーションがついている。この KOME の配列に TIGR
の配列を BLAST にかけて、最も相同性が高いものを選択し、TIGR の配列に GO のア

ノテーションをつけた。なお、相同性が 95％以下のものは取り除いた。 
分類する termの選択はKikuchiらの行ったイネの完全長 cDNAの論文を参考に決定

した(Kikuchi et al. 2003)。具体的には、1.代謝(Metabolism)、2.輸送(Transport)、3.
転 写 (Transcription) 、 4. 翻 訳 (Translation) 、 5. エ ネ ル ギ ー (Energy) 、 6. 発 生

(Development)、7.局在(Localization)、8.刺激(Stimulus)、9.細胞死(death)、の９つ

GOterm を採用した。 
 
 
以上、特にプログラムの明記が無い場合には、perl、java、R、を使用して解析を行

った。 
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3.3 結果と考察 

 

3.3.1 マルコフモデルを使った予測 

 
繰り返し配列や k-mer の出現頻度の解析によって、di-mer、tri-mer といった単純な

配列の頻度がプロモーター領域周辺で位置特異的に変化していることが分かった（第２

章）。そこで、低次のマルコフモデルを使うことによってこれらの特徴を捕らえること

が出来ると考え、２次のマルコフモデルを使ってプロモーター領域の予測を行った。予

測時の学習領域が予測精度に違いを生むため、まず学習領域を決定する必要がある。そ

こで、TSS から上流 500bp から下流 200bp まで領域[-500,200]を検証する学習領域と

定め、その領域内で上限と下限を 100bp ずつずらし、ウィンドウ幅も変えて予測精度

の検証を行うことした。この手法をシロイヌナズナとイネのデータセットにそれぞれ適

応し、学習領域と予測精度について検証を行った（図 3.1、3.2）。 
シロイヌナズナでは[－300,200]の領域を、イネでは[－400,100]を学習領域として予

測に組み込むことで予測精度（AUC）が最大となった。UTR の領域を組み込むことで

予測精度が改善されていることが分かる。予測精度が最大値を示したときの学習領域を

利用して予測した結果を ROC 曲線にて示す（図 3.3）。相関係数(Cc)が最大になるよう

に閾値を設定するとシロイヌナズナで Sn＝88.66％、Sp= 89.63％、Cc= 70.73％、イネ

で Sn=83.83％、Sp= 64.31％、Cc＝44.90％という結果となった。 
イネの予測精度はシロイヌナズナと比べて低い。この結果は、イネではプロモーター

領域にシロイヌナズナと比べて多様性がみられたこと（2.3.5）に起因するものと考え

られる。 
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図 3.1 学習領域と予測精度の関係（シロイヌナズナ） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3.2 学習領域と予測精度の関係（イネ） 
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図 3.3 ２次のマルコフモデルを使った予測。縦軸は感

度、横軸は 1-特異度。 
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3.3.2 重回帰分析を併用した予測 

  
ここでは、２次のマルコフモデルを使った予測から、予測精度を高めることを検討す

る。これまでの k-mer やエントロピーの解析によって、プロモーター領域の周辺では

共通性の高い領域と低い領域が存在することが確認された（2.3）。例えば、TSS 周辺に

は Initiator、TSS 上流 30bp には TATAbox という特徴的な配列が存在する(2.3.5)。こ

れらの領域は正解セットの中で比較的共通性が高く、他の領域に比べて強くプロモータ

ー領域を示唆することが考えられる。そこで各領域に与えられたスコア（遷移確率の対

数尤度）に対して重回帰分析により重みをつけ、予測を行った。シロイヌナズナとイネ

のデータセットにそれぞれ適応し、既存の２次のマルコフモデルとの予測精度の比較を

行った（図 3.4）。 
 
 

 

図 3.4 重回帰分析を使った重み付けの有無による予測精度の違い。縦軸は感度、横軸は 1-特異

度。a シロイヌナズナ。 b イネ。 
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 ２種ともに予測精度の改善が確認された。相関係数(Cc)が最大になるように閾値を設

定したときの予測精度を示す（表 3.1、表 3.2）。シロイヌナズナでは感度を 0.72 ポイ

ント、特異度を 1.41 ポイント上昇させることに成功した。イネでは感度を 0.8 ポイン

ト、特異度を 3.8 ポイント上昇させることに成功した。 
 
 
 
 

表 3.1 重回帰分析を使った重み付けによる予測精度の改善（シロイヌナズナ) 
Sn（％） Sp（％） Cc（％）

重み付けなし 88.66 89.63 70.72

重み付けあり 89.38 91.04 73.22

 
 

 
表 3.2 重回帰分析を使った重み付けによる予測精度の改善（イネ） 

  Sn（％） Sp（％） Cc（％）

重み付けなし 83.83 64.31 44.90

重み付けあり 84.63 68.11 48.05

 

 
 
 
 
 次に、実際にどの領域に対して高く重み付けがされているのか確認するために、重回

帰分析によって得られた各領域の重みを示す（図 3.5）。TSS 周辺で重みは増加し、上

流 30bp 辺りでも増加していることが２種で確認できた。この結果は（2.3.5）に述べた

結果に矛盾しない。また、これらの重みの推移はエントロピーの推移と類似しており、

もっともらしい重み付けがされていると考えられる。 
以上の結果から、２次のマルコフモデルと重回帰分析による位置の重み付けを組み合

わせた提案手法はシロイヌナズナとイネのプロモーター領域の予測に有効であると考

えられる。 
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図 3.5 重回帰分析による重みの推移。縦軸は係数の値、横軸は TSS からの相対位置(bp)。a シ

ロイヌナズナ。b イネ。 
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3.3.3 クラスタリングを併用した予測 

 
3.3.1、3.3.2 に述べた予測では、イネの予測精度はシロイヌナズナと比べるとかなり

低かった。ここでは、主にイネについて重み付けとは異なる方法で予測精度の向上を試

みる。イネでは、全体の領域を通してエントロピーの値が高いことや、繰り返し配列の

有無で GC-skew や GC 含量に大きな違いがあることが分かっている（2.3）。このこと

から、シロイヌナズナと比べて、プロモーター領域の塩基組成に共通性が低いことが推

測できる。そこで、すべてのデータセットを一つのモデルとして学習するのではなく、

いくつかのクラスに分けてそれぞれ別のモデルで学習することを検討する。このことに

よって各クラス内での塩基組成の共通性が高まり、予測精度が改善すると期待される。

2 次のマルコフモデルを使用していることから、ここでは 3-mer の出現頻度（64 次元

の変数）に基づき K-means によりクラスタリングを行う。 
K-means クラスタリングにおいては、そのクラスタ数についてまず検討する必要が

ある。ここでは、クラスタリング後のデータセットにおいて２次のマルコフモデルを学

習させ、10 分割交差検定において予測精度が高いものほど良い分類であるとし、その

ときの K の値を採用することにした。また、クラスタリングの際に必要な変数（3-mer
の出現頻度）を作成する時に利用する領域も決定しなければならない。その領域によっ

て、クラスタリングの精度は大きく異なってくる。例えば、バックグラウンドと変わら

ない特徴を持つ領域と、TSS や UTR のように繰り返し配列の有無で GC 含量や

GC-skew の推移の違いがはっきり観察できた領域では後者の領域を使う方がデータセ

ットをうまく分類できるはずである。 
以上のことから、まずはイネのデータセットにおいてクラスタ数とクラスタリング時

に使用する学習領域と予測精度について検証を行った（図 3.4）。クラスタ数は２～５個、

使用する領域は TSS の上流 500bp から下流 200bp まで上限と下限を 100bp ずつずら

して予測精度の検証を行った。同様にシロイヌナズナのデータセットでも検証を行った

（図 3.5）。 
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図 3.4 クラスタ数と使用する領域の違いによる予測精度の違い（イネ） 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
          

図 3.5 クラスタ数と使用する領域の違いによる予測精度の違い（シロイヌナズナ） 
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イネにおいては、クラスタ数が４でクラスタリング時に使用する領域が[-100,200]の

ときに AUC の値が 0.87 となり、予測精度が最大になった。この領域は繰り返し配列

が多数存在した領域や、エントロピーの減少が見られた領域と一致している。イネのす

べてのデータセットを使った時の予測では AUC の値が 0.82 であったことから、クラ

スタリングを併用することで予測精度が改善された。特異度にして約 10 ポイントの上

昇が確認できた。 
シロイヌナズナにおいては、クラスタ数が２でクラスタリング時に使用する領域が

[-400,-100]のときに AUC の値が 0.95 となり、予測精度が最大になった。シロイヌナズ

ナのすべてのデータセットを使った予測では AUC の値が 0.95 であったことから、ク

ラスタリングを併用しても予測精度はほとんど改善されなかった。特異度にして約 0.6
ポイントの上昇に過ぎなかった。このことは、シロイヌナズナの場合はプロモーター領

域の共通性が高いという結果（2.3.5）に矛盾しない。よって、シロイヌナズナのデー

タセットに関しては一つのモデルで予測したほうが良いと考えられる。 
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3.3.4 重回帰分析とクラスタリングを組み合わせた予測 

 
 イネに関してはクラスタリングを使った予測と重回帰分析を使った予測のどちらも

予測精度の向上に成功した。これらの予測を組み合わせることで、イネの予測精度がど

の程度まで高くなるか検証した（図 3.6）。具体的には、クラスタリング後の各データセ

ットにおいて重回帰分析による重み付けを行った。ROC 曲線をみると、予測精度が向

上したことが分かる。クラスタリングを使った予測、重回帰分析を使った予測、それら

を組み合わせた予測について、閾値を相関係数（Cc）が最大になるように設定した時

の予測精度を整理したものを表 3.3 に示す。2 次のマルコフモデルのみ使った予測と比

較して、重回帰分析とクラスタリングを併用した場合は感度が 0.8 ポイント、特異度が

12.24 ポイント上昇した。 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3.6 各種予測の予測精度の改善。縦軸は感度、横軸は 1-特異度。 
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表 3.3 改良された予測精度 

  Sn（％） Sp（％） Cc（％）

マルコフモデル 83.83 64.31 44.90

重回帰分析を併用 84.63 68.11 48.05

クラスタリングを併用 83.52 74.34 51.02

組み合わせ 84.63 76.55 53.90

 
相関係数(Cc)が最大になるように閾値を設定している。 

  
 
 



 

 - 46 -

 

3.3.5 クラスタリングによって得られた各クラスの特徴 

 
先の解析で、イネのデータセットを TSS 周辺の 3-mer の出現頻度によって４つのク

ラスに分類することで、予測精度を向上できることを明らかにした。このことはイネの

プロモーター領域がシロイヌナズナにない多様性を持っていることを示唆している。こ

こでは、これらの各クラスにどのような特徴が存在するかを明らかにするために、イネ

について、各クラスの GC 含量、GC-skew、エントロピーについて解析を行った。ま

た、特徴の違うプロモーター領域はそれぞれどのような機能を持つ遺伝子の発現に関わ

るのかを明らかにするために、遺伝子にアノテーションされた GO を利用し、各クラス

の違いを観察した。 
 
3.3.5.1 各クラスの GC 含量と GC-skew 

 
まず、各クラスで TSS からの相対位置による GC 含量や GC-skew の推移を観察した

（図 3.7、3.8）。ここで各クラスに対して１から４までの番号をつけた。クラス１の個

数は8205(43.81%)、クラス２の個数は3297(17.60%)、クラス３の個数は3312(17.68%)、
クラス４の個数は 3917(20.91%)である。 
クラス１では TSS 周辺の GC-skew の増加が観察できず、GC 含量の推移も他のクラ

スのプロモーター領域の特徴とは大きく異なっている。さらにその数は全体の 43.81%
と多い。このような推移をもつプロモーター領域がシロイヌナズナでも観察できるか確

かめるために、先ほどのクラスタリング手法でシロイヌナズナのデータセットを２～５

個のクラスに分けて、それぞれで GC 含量と GC-skew の推移を観察したが、イネのク

ラス１のようなものは観察できなかった。このことから、イネのクラス１はシロイヌナ

ズナにはほとんど存在しないプロモーター領域であると考えられる。その他のクラスで

は、クラス３で TSS 周辺の GC-skew が強く増加していることや、クラス２と３で UTR
領域の GC 含量が強く増加するなど、各クラスでそれぞれ異なる特徴が存在することを

確認した。 
GC 含量に注目すると、クラスタリングに使用した領域[-100,200]から離れた領域

[-600,-200]においても GC 含量の推移に違いを観察した。このことは TSS 周辺の

[-100,200]の領域と TSS 上流[-600,-200]の領域には何らかの関係があることを示唆し

ている可能性がある。 
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図 3.7 各クラスでの GC 含量の推移。縦軸は GC 含量

(％)、横軸は TSS からの相対位置(bp)。 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3.8 各クラスでの GC-skew の推移。縦軸は GC-skew、

横軸は TSS からの相対位置(bp)。 
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3.3.5.2 各クラスの情報エントロピー 

 
 GC 含量や GC-skew といった統計量には各クラス間で違いが分かること分かった。

次に、エントロピーを確認することで、各クラス内の共通性を確認する。また、すべて

のデータセットを使った時のエントロピーと比較し、各クラス内での共通性が高くなっ

たかどうか確認する。正解/不正解セット中の各領域のエントロピーを求め、各クラス

内での塩基組成の多様性と共通性を観察した（図 3.9）。 
 どのクラスでも TSS から UTR にかけて、正解セットのエントロピーの減少が確認で

きる。各クラス内の正解セットと不正解セットの差を見ても、クラス３に例外が見られ

るものの、イネのすべてのデータセットを使った場合（図 2.13）より大きくなってい

ることが分かる。このことからクラスタリングを行うことによってクラス内の共通性が

高まり、予測精度の向上に繋がったといえる。 
 クラス１に関しては他のクラスと違った特徴が確認された。例えば、他のクラスと比

べて TSS でのエントロピーの減少が大きいこと、TSS 上流 10 bp 辺りにエントロピー

の減少が観察された。また、TSS 周辺[-10,10]のモチーフを各クラスで抽出したところ、

クラス１では TTTkyT、クラス２では CkCCnC、クラス３では CnCCnC、クラス４で

は CTTsCw というモチーフを検出した。このことから、クラス１に関して Initiator の

モチーフが他のクラスと全く違うことが分かった。 
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図 3.9 各クラスのエントロピーの TSS からの距離による推移。縦軸はエントロピー(bit)、横軸

は TSS からの相対位置(bp)。a クラス１。 b クラス２。 c クラス３。 d クラス４。 
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3.3.5.3 関連遺伝子の GO アノテーション 

 
 今回作成した４つのクラスのプロモーター領域のそれぞれに特徴が見られることが

分かった。ここでは、各クラスのプロモーター領域とその下流にある遺伝子の機能の関

係について解析を試みた。ここでは、GO アノテーションを用いて、各クラスのプロモ

ーター領域と関連する遺伝子の機能を調べた（図 3.9）。GO のアノテーションを少なく

とも一つ付けることが出来た遺伝子はクラス１で 3673 個（クラスでアノテーションさ

れた割合は 44.77%）、クラス２で 1494 個(45.31%)、クラス３で 1489 個(44.96%)、ク

ラス４で 1790 個(45.70%)、すべてのクラスで 8469 個(45.21%)であった。 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
図 3.9 各クラスのプロモーターをもつ遺伝子の GO。a クラス１。b クラス２。c クラス３。d
クラス４。 
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 結果、各クラスと遺伝子の機能には関連が見られなかった。しかしながら、今回示し

た GOterm は大きな分類の機能しか選んでいない。特定の機能を表す GOterm を選ぶ

ことで各クラスに違いが確認できる可能性はあるだろう。例えば、特定の機能を表す

GOterm を選んだところ、「light-harvesting complex」とアノテーションされた遺伝子

の 83 個のうち 53 個（63.86%）をクラス１で確認した。クラス２、３、４ではそれぞ

れ 8 個、13 個、9 個を確認した。これらは感光性に関与すると示された遺伝子である。

シロイヌナズナとイネは長日植物と短日植物であり、開花時期の違う植物である。クラ

ス１のプロモーター領域がシロイヌナズナにはほとんど存在しない GC 含量と

GC-skew の推移を示すことから、これらクラス１のプロモーター領域と感光性に関与

する遺伝子に何らかの関係がある可能性が考えられる。 
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3.3.6 他の植物への適用 

 
シロイヌナズナとイネという 2 つの植物のプロモーター領域を同じモデルで予測可

能かどうかを検討するため、ここでは高い予測精度を示したシロイヌナズナのモデルを

使ってイネのデータセットを予測した。イネのすべてのデータセットと 2.2.3 で作成し

た４つのクラスの計 5 個のテスト用のデータセットを用意し予測を行った（図 2.13）。
クラス２について最も良い予測精度を示した。の精度は比較的良い結果を示した。相関

係数（Cc）を最大するように閾値を設定した時のクラス２の予測精度は Sn=90.26％、

Sp=52.09％、Cc=53.87％となった。この予測精度はイネのすべてのデータセットで２

次のマルコフモデルを使って予測を行った時より高い予測結果となった。一方でクラス

１は全く予測できなかった。このことから、これらのシロイヌナズナのプロモーター領

域ではほとんど存在しないと考えられるプロモーター領域のデータセット（クラス１）

によって、すべてのイネデータセットを使ったときの予測精度が低いと考えられる。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 図 3.13 シロイヌナズナのモデルでイネのデータセットを予測した時の予測精度。縦軸は感

度、横軸は 1-特異度。 
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 シロイヌナズナのモデルでイネの一部のデータセットに関しては予測が可能であ

ることが分かった。次に、イネよりシロイヌナズナに進化的に近い植物であるタルウマ

ゴヤシのデータセットを作り、シロイヌナズナのモデルでどの程度予測可能なのかの検

証を行った（図 3.14）。タルウマゴヤシのデータセットの数は 1793 個である。なお、

作成したタルウマゴヤシのデータセット数が少ないのは、ゲノム配列として完全長のゲ

ノム配列ではなく BAC の配列を利用したため、ゲノム配列にマップできた cDNA 配列

が少なかったからである。シロイヌナズナのモデルでイネの予測を行った時と比較する

と、予想に反し低い予測精度となった。シロイヌナズナやイネが完全長 cDNA の配列

によって作られた cDNA 配列なのに対して、タルウマゴヤシのデータが EST 配列によ

って作られた cDNA の配列を使用しているため、正しいデータセットが作成できてい

ない可能性がある。このことを検証するため、エントロピーと GC-skew の解析、及び

2 次のマルコフモデルによる交差検定を行った。（図 3.15~3.17） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3.14 シロイヌナズナのモデルでタルウマゴヤシとイネのデータセットを予測した時の予測

精度の違い。縦軸は感度、横軸は 1-特異度。 
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図 3.15 エントロピーの推移。縦軸はエントロピー(bit)、
横軸は TSS からの相対位置(bp)。 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3.16 GC-skew の推移。縦軸は GC-skew、横軸は TSS
からの相対位置(bp)。 
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図 3.17 ３種のデータセットによる２次のマルコフモデルを

使った交差検定の精度の違い。縦軸は感度、横軸は 1-特異度。 

 
 
 
エントロピーに関しては、バックグラウンドと比較して、TSS の上流の領域[-200,0]で
値が高いこと、TSS の下流の領域[0,50]で値が低いことが観察された。また、TSS での

エントロピーの減少が観察できるものの、シロイヌナズナやイネのような（図 2.13）
急激な減少は観察できない。GC-skew に関しては、シロイヌナズナとイネで観察され

た結果と同様に TSS 周辺で増加することが確認された。2 次のマルコフモデルでの交

差検定はシロイヌナズナやイネの交差検定より精度が低い結果となった。 
以上の結果から、GC-skew の増加という植物での TSS 周辺の特徴を捉えてはいるも

のの、エントロピーの TSS での減少がシロイヌナズナとイネの２種に比べてわずかで

あること、２次のマルコフモデルでの交差検定の精度が２種に比べて低いこと、など考

えると、先の２種のデータセットに比べるとタルウマゴヤシのデータセットは TSS を

正確に捕らえられていない可能性がある。 
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3.4 まとめ 

 
シロイヌナズナのデータセットについては、２次のマルコフモデルを使った予測によ

って、Sn＝88.66％、Sp= 89.63％、Cc= 89.14％という精度で予測が可能であった。さ

らに各領域のスコアに重回帰分析による重み付けをすることによって、Sn=89.38％、

Sp=91.04％、Cc=73.32％という精度で予測が可能であった。シロイヌナズナに関して

は K-means によるクラスタリングを行ってデータを分けても予測精度の向上がほとん

どなく、プロモーター領域に高い共通性が存在すると考えられる。 
イネのデータセットについては、２次のマルコフモデルを使った予測によって

Sn=83.83％、Sp= 64.31％、Cc＝44.90％というシロイヌナズナに比べて低い予測精度

を示した。特徴解析によってイネのプロモーター領域には多様性が存在することを確認

していたため、K-means によるクラスタリングを行い、イネのデータセットを分けて、

それぞれのクラスで２次のマルコフモデルを使った予測を行い予測精度が向上するこ

とを確認した。さらに各領域のスコアに重回帰分析による重み付けをすることによって、

Sn=84.63％、Sp=76.55％、Cc=59.90％という精度で予測できる事を示した。 
クラスタリングと２次のマルコフモデルによる予測を併用した際に、イネのデータセ

ットを４つのクラスに分類することで、予測精度が最大値を示した。これらの各クラス

における特徴を観測したところ、GC-skew や GC 含量の推移、Initiator などといった

特徴に違いを観測した。この中の一つのクラスはシロイヌナズナにはない特徴をもつに

も関わらず、全体の約４０％を占めることが確認された。イネのプロモーター領域はシ

ロイヌナズナに比べて多様性を持っていると考えられる。 
植物のプロモーター領域を一つのモデルで予測するということが可能なのかという

問題については、種間で共通性の高い一部のプロモーター領域に限れば、予測が可能で

あった。この結果は植物の種間で共通なプロモーター領域が存在することを示唆してい

る。予測の対象をこういった植物に共通に存在するプロモーター領域に限る事もしくは

プロモーター領域の特徴によって予測モデルを複数作る事によって、植物を共通なモデ

ルで予測可能であることが示唆された。 
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第４章 
 

結論 

 
 
 
 植物のプロモーター領域（TSS 周辺）には２塩基から６塩基の短い繰り返し配列が

多数存在すること事が報告されている。本研究では、シロイヌナズナとイネについて、

繰り返し配列のないプロモーター領域でも、di-mer や tri-mer といった配列が高頻度に

存在すること、及びこれらは TSS 周辺の GC-skew や GC 含量の推移と大きく相関があ

ることを明らかにした。転写因子は、繰り返し配列以外にも、このような短い配列が高

頻度に出現するような領域を認識している可能性がある。 
di-mer や tri-mer の塩基組成については、２種に共通して、TSS 周辺に C と T が多

数存在した。一方、それらの出現頻度には違いが確認できた。di-mer や tri-mer の出現

パターンを学習するために、２次のマルコフモデルと重回帰分析による位置のスコアに

対する重み付けの併用によって、コアプロモーター領域に限り予測を試みたところ、シ

ロイヌナズナについては高い精度にて予測することが出来た（感度 89.38％、特異度

91.04％）。単純なモデルにも関わらず、このような精度を得たことは、プロモーター領

域周辺の塩基組成が種内で共通していることを示していると考えられる。一方イネでは、

コアプロモーター領域を４クラスに分け、それぞれ別にモデルを学習させることで高い

予測精度を示した（感度 84.63％、特異度 76.55％）。そのうち一つのクラスは全正解セ

ットの約 20％を占め、シロイヌナズナと類似した特徴をもつことを明らかにした。ま

た、このクラスをシロイヌナズナの予測モデルを使って予測すると、高い予測精度を示

すことが分かった。このクラスは進化的に保存されているコアプロモーター領域である

可能性がある。 
 今後、プロモーター領域の予測精度を向上させるためには、コアプロモーター領域の

特徴のみならず、繰り返しの有無、開始コドンの位置や UTR の長さなど、他の情報を

組み込む必要があるだろう。また、イネのプロモーター領域がそれぞれ特徴の異なる複

数のクラスに分類できることは進化の観点から興味深い。他の植物のデータを利用して、

進化的に保存されたプロモーター領域を明らかにすることや、それらとその下流にある
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遺伝子の関係のより詳細な解析を行うことは重要であろう。 
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