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一、中文摘要

生物學者已經確定基因的控制與調控主要是
由位於基因周圍相當短的序列所決定的。這些序列
在長度、位置、重複性、方向性，以及鹼基上各有
不同。對分子生物學而言，尋找這些短的序列是個
重要的問題，它有著其它重要的應用。儘管目前已
存在許多不同的方式用來尋找這些訊號(signal，也
就是短序列)，根據一些最新的研究顯示，這個問
題仍有許多改善的空間。在 2000 年，Pevzner 與 Sze
兩人提出了特色構形偵測的挑戰問題。他們指出目
前尋找特色構形的最新演算法也不能偵測出在挑
戰問題裡的特色構形目標物。這篇論文，藉著使用
反覆重新開始的設計，我們的新演算法可以正確地
找出這些特色構形目標物。更者，再加上考慮某些
轉錄因子會形成二聚體或是更複雜的結構，以及轉
錄過程中可能涉及多個含有間隔的轉錄因子，我們
將問題進一步延伸成尋找具有間隔變化的組合式
訊息，使問題更有挑戰性。為了展示我們演算法的
有效性，我們拿它來測試一系列新的挑戰問題，以
及真實的基因家族，並與目前其它具有代表性的特
色構形演算法做比較。

關鍵詞: 基因調控、基因家族、調控訊號

Abstract
Biologists have determined that the control and 

regulation of gene expression is primarily determined 
by relatively short sequences in the region surrounding 
a gene. These sequences vary in length, position, 
redundancy, orientation, and bases. Finding these short
sequences is a fundamental problem in molecular 
biology with important applications. Though there 
exist many different approaches to signal (i.e. short 
sequence) finding, some new study shows that this 
problem still leaves plenty of room for improvement. 
In 2000, Pevzner and Sze proposed the Challenge 
Problem of motif detection. They reported that most 
current motif finding algorithms are incapable of 
detecting the target motifs in their Challenge Problem. 
In this paper, we show that using an iterative-restart 
design, our new algorithm can correctly find the target 
motifs. Furthermore, taking into account the fact that 
some transcription factors form a dimer or even more 
complex structures, and transcription process can 
sometimes involve multiple factors with variable 

spacers in between, we extend the original problem to 
an even more challenging one by addressing the issue 
of combinatorial signals with gaps of variable lengths. 
To demonstrate the effectiveness of our algorithm, we 
tested it on a series of the new challenge problem as 
well as real regulons, and compared it with some 
current representative motif-finding algorithms.

Keywords: gene regulation, gene family, regulatory 
signal

二、緣由與目的

許多不同的基因體計劃已經產生了大量生物
序列資料。然而，我們的生物知識進步的腳步跟不
上資料產生的速度。這種不平衡的情況刺激了新方
法與新器材的發展，以便於用在如新基因的註解
(annotation)等方面上。其中一個最有發展潛力的新
發明是 microarray gene chip，它可以同時直接測量
基因體上每個基因 expression level 的改變[1][2]。根
據 expression level 的改變，生物學家可以輕易隔離
出共調控基因。這不僅提升了 gene expression實驗
的效率，也提供了以整個基因組巨觀的角度來觀察
基因的行為。

由測量 gene expression 所隔離出來的共調控
基因群聚只能顯示出哪些基因對同一個刺激因素
有類似的反應。生物學家更想了解的是何種機制與
這個反應有關係。細胞對刺激因素的反應是由轉錄
因子的行為所控制。轉錄因子本身是一種特殊的蛋
白質，它可以辨認特定的 DNA 序列。轉錄因子會
連結到調控區，並與 RNA 聚 合�(polymerase)起反
應，藉此活化或抑制一組特定基因的表現。有了一
個對特定刺激有相同反應的基因家族，我們想解答
的問題是尋找他們的調控訊息(也稱為特色構形
motif 或模式 pattern)，也就是轉錄因子的結合區，
這些結合區是控制基因所共有的區域。

尋找特色構形的問題可以定義如下：給定一
些以特定符號組成序列的樣本(例如由A, G, C, T符
號組成的 DNA序列)，在這些序列裡不同的位置上
有未知隱含的模式(特色構形)，我們該如何找出這
些未知的模式？根據特色構形的表示方式、重要性
測量方式與尋找的策略的不同，這個問題發展出了
許多不一樣的方法來解答[3-9]。雖然這些演算法實
際上在許多不同的領域都被證明出很有效用，但新
的報告指出好幾個具有代表性用以尋找特色構形
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的演算法，仍然無法找出具有特殊形態的細微特色
構形。這在尋找特色構形的挑戰問題中被提出來
[10]。為了降低目前方法的做的限制，我們提出新
的演算法 MERMAID，它採用矩陣來表示特色構
形，它也可處理具有長度變化的間隔。這個方法延
伸前人的做法，合併了數種特色構形重要性的測量
方法，並改進重覆取樣的技術。我們以原來的挑戰
問題與延伸的問題來證明新方法的效果，並與其它
主要的特色構形尋找演算法做比較。為了驗證它在
實際環境應用上的可行性，我們也用許多已知共同
調 控 特 色 構 形 的 酵 母 菌 基 因 家 族 來 測 試
MERMAID。

分析基因體上的非編碼區以了解控制機制是
個困難的問題。由於對示範基因相當密集的研究，
某些調控，包括位置的影響、調控特色構形的多樣
性、特色構形的方向性與不同特色構形的組合，雖
然值得稱許，但仍不夠廣泛。儘管細微特色構形調
控訊息的研究已經許多年了，但仍吸引了許多人的
注意，因為它是研究基因體重要的步驟之一。逐漸
增加的基因體基因活動知識，加上用來推論特色構
形的演算法、聯結特色構形與活動的演算法，讓我
們對未知的基因調控部份有更深的了解。

根據 Pevzner 與 Sze，儘管目前已存有許多各
式各樣的演算法，這個問題仍然沒有被解決。他們
發現許多常用的特色構形尋找演算法無法找到下
面定義的挑戰問題：

S = { s1, … , st }是有 t 條由 n 個字母組成的序列集
合。每條序列包含(l, d)-signal，也就是一個長度為
l，不吻合個數(mismatch)為 d 的訊息。問題是如何
找出正確的(l, d)-signal。

在他們的實驗中，他們在 20 條樣本序列裡隱藏了
一個(15,4)-signal。為了驗證序列長度的影響，n 設
為 100 至 1000。實驗結果顯示，當序列的長度漸
增，MEME、CONSENSUS與 Gibbs sampler 的效能
劇烈下降。有兩個原因導致這失敗。第一個原因，
演算法可能卡在 local optima。序列長度的增加產生
更多的 local optima，因而使問題更加惡化。第二個
原因，這些演算法期望在樣本中的訊息本身也會顯
露自己。然而在挑戰問題中，樣本並沒有明確的訊
息存在，只有 4 個不吻合的變形實例。Pevzner 與
Sze 提出 WINNOWER 和 SP-STAR 來解決挑戰問
題，但 WINNOWER 的可應用性被複雜度所侷限，
而 SP-STAR 的效能和其它演算法一樣隨著序列長
度增加而大量下滑[10]。

三、設計考量

目前大多數的方法是基於 greedy 或是 stochastic 
hill-climbing 演算法，它們對比重矩陣序列上每個
位置都有最佳化[3][4]。這些不但沒有效率，在含
有細微訊息的長序列上因為可能有較多相似的的
隨機模式同時存在於序列上，也會增加陷在 local 
optima 的機會。為了避免這個缺點，我們一開始允
許每條長度為 l 的子字串都是可能的候選訊息。採

納由[5]得來的想法，我們將這個特殊的子字串轉換
成機率矩陣。這讓我們得到一組初始的機率矩陣，
之後再做反覆的改進。我們使用初始的矩陣來標定
那些吻合分數超過某個上限而可能是訊息的位
置。最佳化的程序只檢查序列中這些可能的位置，
而不是所有的位置。把注意力轉移到被視為可能是
特色構形，而且與子字串相同或相似的模式上，我
們可以在反覆改進的程序中大量減少搜尋的空間。

然而，當目標訊息十分的細微，例如 (15, 
4)-signal，若只考慮我們選擇出來可能的訊息位
置，這種偏好(bias)可能是有害處的。上面的偏好是
基於樣本中的目標訊息有足夠的規律性，因此最終
可以最佳化的方式來推導出正確目標訊息。不幸的
是，如果訊息本身的規律性無法與其它相似的隨機
模式有所區分的話，這個樂觀的假設並不成立。因
此，誤把隨機模式當成是真的訊息的機會增高。這
個演算法會誤導致變形的模式，而非真正的訊息。

處理細微的訊息時，由於相似隨機模式的影
響，stochastic 最佳化並不保證能找出正確的目標訊
息。然而，收斂的模式必定與目標訊息很接近，因
為隨機模式也必定與目標訊息有些許的相似；否則
的話，他們也不會被選擇參與最佳化的程序。假設
目標訊息如預期一般是樣本中最保留的模式，而我
們使用一個訊息實例做為最佳化的起點。不論最後
的模式收斂為何，至少它會比當做起點的子字串更
接近目標訊息，即使它跟目標訊息並不完全相同。
既然收斂的模式接近目標訊息，一個改進的方式即
是再使用這個模式當做起點，重新執行最佳化的程
序。我們可以用改進過的模式當起點，反覆地執行
最佳化程序，直到不再有改進為止。我們期望這個
反覆開始的策略可以成功找出挑戰問題中類似(l, 
d)-signal 的細微訊息。

Pevzner與 Sze提出了 SP-STAR的延伸來處理
有間隔的訊息，但他們只處理了固定間隔的問題。
然而在實際的領域，特色構形含有長度不一的間
隔，而且起始轉錄需要兩個或多個鄰近的轉錄因子
同時連結。因此 Pevzner 與 Sze 提出的挑戰問題很
自然地可延伸成尋找組合式的(l, d)-signal。組合式
的(l, d)-signal 是由多個(l, d)-signal 所組成，而兩個
訊息之間的間隔長度介於特定範圍之內。例如，一
個組合訊息(l, d)- X(m, n)-(l, d)-signal 是由兩個(l, 
d)-signal 所組成，而間隔的長度介於 m至 n 個鹼基
對之間。注意，不同元件(component)的訊息長度與
突變數目可能不同。

通常有兩種方法來尋找組合式訊息。第一種
方法有兩個步驟。首先第一個步驟是尋找可能的訊
息元件。第二個步驟是將訊息元件結合成組合式訊
息，並驗證他們的重要性。這個方法只有在元件本
身有足夠的重要性，因此在第一步驟可被隔離出
來，以便於第二步驟的組合性測式時，才能顯示出
它的效果。當訊息元件只有在組合時才能顯示出重
要性，前述的方法會低估元件間的互動性而無法找
出組合。為了避免這個限制，一個替代的方法是直
接尋找組合式訊息。根據上述的設計考量，我們發
展 出 MERMAID(Matrix-based Enumeration and 
Ranking of Motifs with gAps by an Iterative-restart 
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Design)來處理細微的組合式訊息。MERMAID 列舉
在給定範圍內所有可能不同間隔長度的子字串組
合。它為每個訊息元件建立一個機率矩陣，然後使
用反覆開始的程序對矩陣做最佳化。假設間隔的範
圍相當小，則 MERMAID 的時間複雜度並不會劇烈
增加。

四、結果與討論

這篇論文的其中一個目標，是證明可應用簡
單的重覆開始策略，我們的特色構形偵測演算法可
以找到細微的訊息，例如(15, 4)-signal。根據定義，
我們重現了挑戰問題，並用它來比較我們與其它人
的 演 算 法 。 我 們 用 八 個 樣 本 資 料 來 測 式
MERMAID，如同 Pevzner 與 Sze 所為，每個樣本包
含 20 條 i.i.d.的 1000 個鹼基對序列。設 K是樣本中
已知的訊息位置集合，而 P 是預測出來的位置集
合。效能係數定義為 | K∩ P | / | K∪ P |。更者，為
了顯示出 MERMAID 由於重覆開始策略，與結合數
個客觀函數的最佳化程序合力的結果，可幫助找出
細微的訊息，我們在樣本中隨機的位置上置入由
MEME 所找出來，與目標訊息的 mismatch 值最小
的特色構形。然後我們重新執行 MEME。重複上述
過程，並檢查光以重覆開始策略是否能改進 MEME
的效能。我們測試 MEME 的原因是 MERMAID 採
用了相同的特色構形列舉方式。因為 MEME 徹底
測試了樣本中的每個子字串，我們置入的子字串會
在下個回合使用到。我們只置入最接近實際訊息
(也就是有最小的 mismatch)的特色構形，以確保樣
本的基本分布幾乎沒有改變。雖然我們沒有重寫
MEME 程式，這個約略的模擬仍然可以反映出它的
效 能 。 結 果 指 出 MERMAID 表 現 得 比
CONSENSUS、Gibbs sampler 與 MEME(有或沒有重
覆開始)要好很多。對於有間隔長度變化的特色構
形，我們先測試 20 條長度 1000 鹼基對序列的
(6,1)-X(1,g)-(6,1)-signal，g值變化由 3 到 9。實驗的
結果顯示 MERMAID 的效能相當穩定，直到間隔長
度為 9。我們也用同樣的資料測試 CONSENSUS、
Gibbs sampler、MEME 與 oligonucleotide analysis。
以上每個演算法的效能係數在各種長度都接近零。

尋找生物上有意義的特色構形，其困難在於
以下幾點變化(1)特色構形每個位置上的鹼基，(2)
特色構形在序列上的位置，(3)序列上特色構形出現
的多樣性。除此之外，許多生物上有重要意義的特
色構形很短，而且只有與其它特色構形組合時才有
重要性，因此更難尋找[11]。儘管許多蛋白質與
DNA 的結合區域只與有限數目的鄰近核甘酸建立
連繫，有不少轉錄因子會與兩個或以上由非保留區
所分隔的短保留序列連結。

不少用來從功能性相關的生物序列上辨認共
同的特色構形方法被提出來。每個方法用來尋找特
色構形的模型不同。我們回顧這些方法，並與我們
的做比較。選擇這些方法是基於他們發展成熟，且
可由網路上免費取得，還有不同想法，如表五所
示。雖然這些方法只能尋找連續的核甘酸，有些演
算法採用這些方法並發展成可偵測有間隔的特色

構形[7][11][12]。MERMAID 不同於目前只能偵測
固定間隔特色構形的演算法，它能尋找組合式變化
間隔的細微訊息。實驗顯示 MERMAID 不僅在人造
領域上可偵測由鄰近元件組成的組合式訊息，也可
成功辦認在實際 regulon 中有間隔的已知特色構
形。MERMAID 萃取單一變化間隔的特色構形能力
可進一步推廣到辨認特色構形的組合。
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