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Homologous-ncRNA search 
in genomic scale

• 二次構造を考慮してncRNAのホモログを探索するのは, 時間
O(n4)以上, メモリO(n3)以上の計算量を要する. 

• 例えば, ヒトのncRNA数本をマウスの全ncRNA(約18,000)に対し
て探索するのはスパコンを使わない限り無理. 

• 重い計算量の原因はアラインメントO(n2)とRNAの折りたたみ(= 
folding)O(n2) ≦を同時に解いていること. 

• 2次構造を明示的に考慮せず, 確率的(暗示的)に考慮すれば, 
BLAST-likeに探索が行えるのでは?



アラインメント with folding
• Sankoff algorithm: ncRNAのfoldingとアラインメ
ントを同時に解くアルゴリズム. 時間計算量O(n6), 
空間計算量O(n4).

• Sankoff alg.の厳密計算は, 現代のPCでは非実用的. 

• Foldalign(枝切り)やbanded Sankoff alg.といった
ヒューリスティックスがあるが, それでも時間O(n4), 
メモリO(n3)以上.

http://epubs.siam.org/doi/abs/10.1137/0145048
http://journals.plos.org/ploscompbiol/article?id=10.1371/journal.pcbi.0030193
https://academic.oup.com/bioinformatics/article/20/14/2222/214007/Alignment-of-RNA-base-pairing-probability-matrices


NcRNA context確率分布
• foldingでRNA2次構造を明示的に考慮する限り, 計算量はヒューリス
ティックス以下にならないのでは? 

• CapRやRNAplfoldは, ncRNAの各塩基が2次構造モチーフ(e.g., stem)
を取る確率の分布(context確率分布)をO(w2n, w: 最大塩基対幅)で計
算. 

• wを定数(e.g. w = 200)と考えれば, O(n)とみなせる.  

• ncRNAの2次構造を確率分布列に変換し, BLAST-likeなスコアリン
グシステムに組み込めば, ヒューリスティックス以下になるのでは?

https://genomebiology.biomedcentral.com/articles/10.1186/gb-2014-15-1-r16
https://almob.biomedcentral.com/articles/10.1186/1748-7188-6-26


RNA motif
Pseudoknotは他のモチーフと異なり入れ子になった(図だと2つの
helixに挟まれてる)モチーフなので, 通常計算対象にはならない.

http://rna.urmc.rochester.edu/NNDB/RS1141-edited.gif


NcRNA context確率分布列の例
左からbulge, internal, hairpin, exterior, multi-branch loop, helixの確率. 

e-x = 10の-x乗で, 画像はヒトlncRNAをCapRにかけたもの.
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BLAST
• BLAST: 2配列間のアラインメントをO(mn)で計算する

Smith Waterman alg.のヒューリスティックス. 

• BLASTは, 条件をクリアするseed(完全一致する短い
配列)とギャップ無し/有りアラインメントを持つ2配列
間のみでO(mn)のギャップありアラインメントを解く.

• seed発見には, 時間計算量O(log(n))のsuffix arrayの二
分探索とO(1)のハッシュマップを用いる.

https://scholar.google.com/scholar_url?url=http://nar.oxfordjournals.org/content/25/17/3389.short&hl=en&sa=T&oi=gsb&ct=res&cd=1&ei=SUzuWKbxOYL5jAHU7baIBQ&scisig=AAGBfm3A4ClVzgiQknVdUiZMofOBvqYnWg
http://epubs.siam.org/doi/abs/10.1137/0222058


BLAST1アルゴリズムの概観
BLAST2ではギャップ無し/有りアラインメントの後に, 動的計画法(DP)を用いて
ギャップ有りアラインメントを行う. (アラインメントを1つだけにするため.)

http://petang.cgu.edu.tw/Bioinfomatics/MANUALS/NCBIblast/BLAST_algorithm.gif


LAST
• LAST: BLASTの短い固定長の配列によるseed発見を短い配列の

ref. seq.内での頻度(e.g., 頻度10以下)に置き換えたもの. 

• seedがref. seq.の長さに対して線形に増える(BLASTは2乗)た
め, O(n)になる.

• BLASTで実際に観測されるseedの数は, seed長から期待される
ものよりかなり大きくなる. (sensitivityが下がる.) 

• BLASTのseedの増大は, 現実の生物配列内での塩基分布が一様
分布(e.g., A:T:C:G = 1:1:1:1)から離れているため.

https://scholar.google.com/scholar_url?url=http://genome.cshlp.org/content/21/3/487.short&hl=en&sa=T&oi=gsb&ct=res&cd=0&ei=rUTuWI-HBoqrjAGXm5qQCQ&scisig=AAGBfm2CrS3KnFVBzDorB1himjIxK_lPlw


LASTのseed発見の概観
reference配列内でレアな短い配列をseedにする. 

同じ閾値を用いても, ゲノムとスクリプトではseedの長さは異なる.

GTATCA…ATGCATC…AAAAA
ターゲット配列

reference配列
CAGCT…ATGCATC…ATGCATC…ATGCATC…AAAAA

f = 3 <= tf = 3



Context RNA Alignment 
Search Tool

• CRASTというLASTベースのアラインメントツールを作成. 

• マウスにホモログを持つヒトlncRNA34本とマウスのncRNA全て(18,185本)を
用いて実験し, TPを2つ増やし, FPを1/3以下に減らすことを確認した.

• LASTのseed発見の条件に, seed間のcontext確率分布列の類似度の条件を加
え, 更にseedを減らした.

• 確率分布の類似度を測る = 確率分布の距離を測る. 

• 確率分布p, qのJensen-Shannon distanceを距離に使い, d(p, q) < dtとなる場合
をマッチとしてスコア = +1, それ以外をミスマッチとしてスコア = -1. 

• 加えた条件は2項分布とスコアを元にしたseed数の期待値の閾値.

https://scholar.google.com/scholar_url?url=http://ieeexplore.ieee.org/abstract/document/1207388/&hl=en&sa=T&oi=gsb&ct=res&cd=0&ei=N0XuWLz4C8SK2AaNwId4&scisig=AAGBfm1ppbD8CDA3NAkOHcJuOOpmkprBbQ


2項分布
• 2項分布: コインの表/裏のような2つの状態を, ある試行回数内で観測する
回数(e.g., 表が出る確率p = 0.25のコインを5回投げて3回表)をモデル化す
る確率分布. 

• context確率分布列のマッチ/ミスマッチもこれに従う. (分布のマッチ確率0 
< p (= dt) < 0.5.) 

• 分布のマッチ回数がn以上となる長さNのseed数xの期待値は, E[x| n, N] = 
(target seq. len. - N + 1) * (1 - P(x <= n)).

• p < 0.5 としているのは, スコアの期待値を0より小さくし, significantなア
ラインメントとそれ以外を区別できるようにするため. (期待値0以上の場
合, ランダム(相関なし)の配列でもアラインメントを作れる.)

http://last.cbrc.jp/mcf-kyoto08.pdf
http://last.cbrc.jp/mcf-kyoto08.pdf
http://last.cbrc.jp/mcf-kyoto08.pdf


2項分布の例
pが0.5から離れるほど, 平均はシフトし, 分散は小さくなる.

https://i.stack.imgur.com/tYJR4.png


CRASTのseed発見の概観
LASTのseed発見の条件に, context確率分布列の相似度を元にし

た期待値の条件teを追加.

GTATCA…ATGCATC…AAAAA
ターゲット配列

reference配列
CAGCT…ATGCATC…ATGCATC…ATGCATC…AAAAA

f = 3 <= tf = 3
&
E[x] < te



スコアリングシステム
• 塩基のマッチ/ミスマッチは, スコア+1/-1, ギャップ
オープン/エクステンションは, コスト-7/-1. (比較の
ためLASTのデフォルトと同じ.) 

• 塩基とcontext確率分布のスコアを組み合わせたス
コアをアラインメントに用いるスコアとする.

• s = rsb + (1 - r)sc, 0 ≦ r ≦ 1: 塩基の寄与率, sb: 塩基の
スコア, sc: 分布のスコア.



貪欲な(速い)アラインメント
• X-drop alg.: 貪欲的にギャップ無し/ありアラインメントを行うアルゴ
リズム. seedの一端を伸長しながら最大スコアを記録, スコアが最大ス
コアよりx下回れば伸長停止し, 最大スコアとなった伸長に戻る.

• xの値を大きく取れば, スコアの悪い領域が高い領域に挟まれていても
高い領域を含むことができる. 

• 短い配列に対しては, 大きいxは無駄な探索を行いやすい. 

• アラインメント後にseed同様に期待値を計算, 閾値以上のものを捨て
る. (但し, 塩基とcontext確率分布の一致それぞれ別々に期待値を計算.)

http://online.liebertpub.com/doi/abs/10.1089/10665270050081478


アラインメントの期待値
• ギャップ部分は挿入/欠失が起こった部分であるため, ギャップを考慮すると
ギャップ無しアラインメントと同じく二項分布で期待値が計算できない.

• この場合, スコアの分布を考えるのが一般的で, それに用いる分布がGumbel分布. 

• 但し, Gumbel分布にはパラメータが2つあり, これを推定するためにランダム配列
(e.g., シャッフル配列)を用いてアラインメントを行う必要がある. 

• このパラメータ推定をしてしまうと, ユーザが使えるパラメータの範囲(e.g., 塩基
の寄与率rは0.0, 0.1, …, 1.0のみ)が限られ, 推定できるとも限らない. 

• よって, ギャップ部分はgivenである(未知だから無視する)とし, ギャップ無しア
ラインメントと同様に期待値を求める.



X-drop alg.の概観
最大スコアよりX下回れば伸長を終了, 最大スコアの伸長に戻る. 
スコアの期待値が0以上だと無相関でも伸ばせることが分かる.



ギャップありアラインメント
• Constrained Smith Waterman alg.: DPのテーブルを
ギャップありアラインメントで制限された範囲で解く.

• ギャップありアラインメントがたくさん見つかれば, 
その分テーブルの解く範囲はmnから小さくなる. 

• ギャップありアラインメント同士がオーバラップする
場合, スコアが低いアラインメントの除去を行う必要
がある.



Constrained SW alg.の概観
MAFFTのDPテーブルの解き方. (太矢印はS23 > S32の場合, S32を捨てるということ.) 
陰影部分はDPを解かない. CRASTも同じようにオーバラップするどちらかを捨てる.

https://academic.oup.com/nar/article/30/14/3059/2904316/MAFFT-a-novel-method-for-rapid-multiple-sequence
https://academic.oup.com/nar/article/30/14/3059/2904316/MAFFT-a-novel-method-for-rapid-multiple-sequence


BLAST系ツールとの比較実験
• 実験に用いるのは, マウスにホモログを持つヒトlncRNA34
本(e.g., MALAT-1やXist)とマウスのncRNA全て. 

• ヒトのlncRNAをuShuffleでdinucleotide shuffleしたものを
ネガティブデータとした. (dinucleotide shuffle = 2-merの
頻度を保ったまま配列をシャッフルすること.) 

• lncRNAが対応するマウスのホモログにマップされればTP, 
それ以外にされればFP, シャッフルしたlncRNAがホモログ
以外にマップされればTN, ホモログにマップされればFN.

https://bmcbioinformatics.biomedcentral.com/articles/10.1186/1471-2105-9-192


BLAST系ツールとの比較実験

TPs FPs TNs FNs F-meas. DB time Align. 
time

CRAST 65 107 0 0 0.548 189.5[m] 34.60[s]

LAST 63 365 0 0 0.256 7.246[s] 0.195[s]

BLASTN 63 623 20 0 0.168 1.646[s] 1.007[s]

https://link.springer.com/referenceworkentry/10.1007%2F978-0-387-39940-9_483


BLAST系ツールとの比較実験



BLAST系ツールとの比較実験
• CRASTでマウスのncRNA全てのDBを作るのが遅いのは, CapRのO(w2n)
が時間計算量全体を支配してるから. 

• CRASTのアラインメントがseedを減らしているのにも関わらず遅いのは:  

• seedの頻度の大体使われるであろう範囲(e.g., 1~10)で事前にDB配列
のsuffix arrayを2分探索することで, seedの候補を絞ってないこと(こ
れをすると遅い2分探索をDBに対してしなくてよくなり, アルゴリズム
のパフォーマンスの計測にならない) 

• Jensen-Shannon distanceがlogの計算を含んでいて遅いこと(近似log
を使って軽減はしている).



補足
• CRASTのパラメータとホモログ検出能の関係は論文に書いてある. 

• 論文にCRASTとFoldalignの比較も載せたが, 予想に反してFoldalignのホモログ検出能はどの
BLAST系ツールより低かった. (TPが32と少なく, FPが1,923とかなり多い, 考察と検証は論文に.)

• C/C++ではなくRustで実装, Rustを選んだ理由(メリット)は: 

• スレッドセーフ(並列実行してもデータ競合が無いことを保証すること) 

• ゼロコストアブストラクション(言語機能を追加/使用するのに要する実行時間やメモリの大
きさが最小なこと, ヒープ管理にガベコレを使わないとか) 

• 基本的にデータがimmutableで, コンパイラの型チェックが厳しいので, 人間では発見するの
が難しいランタイムエラー(セグフォ, 副作用が元になった状態依存のバグ)を弾ける/減らせ
る事.

https://www.rust-lang.org/en-US/


最後に
• 論文とこのドキュメントを読んでも分からない所はメー
ルで聞いて下さい. 

• バグ/機能の不足があれば改善方法は2通り: 

• Github上でプルリクエスト(リポジトリをフォーク -> 
編集用のブランチを生成 -> そのブランチで変更を入
れる -> リクエストを送る) 

• Github上の”issues”で報告.


