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アミノ酸配列からの膜タンパク質機能予測

に関する研究∗

村松 孝彦

内容梗概

膜タンパク質は生体膜に局在しているタンパク質であり、全タンパク質の約

20-40%占めているといわれており、生体機能において情報伝達や物質輸送等の重

要な役割を担っている。ゲノム解析によって新規に同定された多くの膜タンパク

質の機能解析の観点から実験を支援する計算機を用いた手法の開発は不可欠であ

るが、膜タンパク質に焦点をあてた計算機手法は少ない。本論文では、膜タンパ

ク質のアミノ酸配列からの計算機を用いた機能予測について提案する。

はじめに配列を用いた機能解析法において重要な膜タンパク質アミノ酸配列の

ペアワイズアラインメント法について述べる。ペア隠れマルコフモデルを用いて、

膜貫通領域予測を考慮しながら配列アラインメント法を行うことができる方法を

開発し、その手法が従来手法より高い精度であることを示す。次にGタンパク質

共役型受容体 (GPCR)という特定のファミリーに対するアラインメント法及び機

能予測法について議論する。汎用的なアラインメント手法よりも高精度のアライ

ンメントを作成するために、プロファイル隠れマルコフモデル使用し、さらにモ

デルに対して立体構造に基づく改良を行った。その手法で作成されたアラインメ

ントを基に 2種類の機能予測法を提案する。1番目の機能予測法として、GPCR

のペプチド・タンパク質系リガンドの残基長を予測する手法を提案する。アライ

ンメントを基にアミノ酸指標を用いた特徴量を作成し、サポートベクター回帰を

用いた。リガンド既知データを用いた評価実験による予測精度とリガンド未知の

∗ 奈良先端科学技術大学院大学 情報科学研究科 情報生命科学専攻 博士論文, NAIST-IS-
DD0361035, 2006年 3月 24日.
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GPCRに適用した結果を示す。2番目の機能予測法として、GPCRとGタンパク

質の共役選択性についての予測方法を提案する。アラインメント情報から共役選

択性と関連があると予測される部位を探す手法を提案し、予測部位と共役選択性

の関係について考察した。考察から得られた情報と他の物理化学的な特徴を特徴

量として定め、サポートベクター分類を用いて共役選択性を予測する手法を提案

する。さらに本手法を共役選択性既知のGPCRに適用した評価実験による予測

精度を示す。
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Studies on prediction of membrane protein

function from protein sequence∗

Takahiko Muramatsu

Abstract

Membrane proteins constituting about 20-40% of all proteins are located in

biological membrane, and have an important role in biological function, such as

cell communication and molecules transporter. It is important to develop com-

putational methods in order to support functional analysis of membrane proteins

identified from genome analysis. However, computational methods focused on

them have not been sufficiently developed. In this thesis I propose computa-

tional methods of protein function prediction from membrane protein sequence.

First, I propose pairwise alignment method for all types of alpha helical mem-

brane proteins. Pairwise sequence alignment method is important for protein

functional analysis. The method can solve sequence alignment and predict mem-

brane topology at the same time. Next, I discuss sequence alignment method and

protein function method for a particular membrane protein family, G-protein cou-

pled receptor (GPCR). We propose to align GPCR sequences using profile hidden

markov mode (HMM). This profile HMM is improved by using GPCR structure

information. I propose prediction method for two GPCR functions using the

GPCR alignment. First function is about GPCR-ligand interaction. I propose

the method to predict ligand residue length of peptide/protein-activated GPCR

∗ Doctoral Dissertation, Department of Bioinformatics and Genomics, Graduate School of
Information Science, Nara Institute of Science and Technology, NAIST-IS-DD0361035, March
24, 2006.
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using support vector regression (SVR). In SVR amino acid indices are used as

feature vector. I evaluated the algorithm using known peptide/protein-activated

GPCR sequences, and applied this algorithm to peptide/protein-activated orphan

GPCR sequences. Second function is about GPCR-G-protein coupling sensitiv-

ity. I propose to predict sites related to G-protein coupling sensitivity from

alignment information and discuss relationship between these predicted sites and

the function. I propose a system for predicting GPCR-G-protein coupling sensi-

tivity using support vector classification (SVC). In SVC the predicted sites and

the other phisico-chemical factors are used as feature vectors. I evaluated the

algorithm using known GPCR sequences.

Keywords:

membrane protein, sequence alignment, G-protein coupled receptor, functional

prediction, G-Protein
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第1章 序論

1.1. はじめに

膜タンパク質は全タンパク質の 20-40%を占めると言われており [66]、生体膜

に局在するタンパク質で細胞内と細胞外との間における情報や物質のやり取りを

するタンパク質など細胞に対して重要な役割をするタンパク質が多くみられる。

このような細胞内で重要な役割を果たしているものが多い膜タンパク質の機能を

解析することは重要である。ヒトをはじめとする様々な生物種でのゲノム解析の

結果、膨大な新規の膜タンパク質が同定された。これらの膨大な膜タンパク質を

すべて実験的に機能解析を行うためには、多大な時間と人員が必要であると予想

される。そのため、生物学実験による機能解析研究を計算機を用いた手法によっ

て支援することで、膜タンパク質機能解析の研究スピードを高めることが必要で

ある。

膜タンパク質はアミノ酸配列の観点からも脂質二重膜に囲まれた立体構造の

観点からも水溶性タンパク質と大きく異なっている。それにもかかわらず膜タン

パク質に特化した十分な計算機を用いた研究が行われてきていないのが現状であ

る。その理由の 1つには実験的な難しさにより膜タンパク質の決定されている立

体構造が水溶性タンパク質に比べるとかなり少ないことがあげられる。しかしな

がら、実験手法の発展により、ここ数年は水溶性タンパク質に比べると少ないも

のの徐々に立体構造データが増えつつあり、今後数年でさらに増える可能性があ

る。そのような状況をふまえると膜タンパク質の計算機を用いた機能解析では限

られた立体構造データと膨大なアミノ酸配列データをうまく組み合わせていかに

機能に迫っていくかが重要である。立体構造データと似た構造を持つと推測され

るアミノ酸配列の間の橋渡しをする技術が配列アラインメントである。立体構造

1



を持つタンパク質のアミノ酸配列とターゲットとなる機能未知のアミノ酸配列の

アラインメントを構築することにより立体構造データとアミノ酸配列データとの

対応関係がとれ、そこから様々な立体構造データを基にしたアミノ酸配列解析が

可能となる。

本研究では膜タンパク質アミノ酸配列と立体構造の橋渡しの技術であるアライ

ンメントについて、膜タンパク質に汎用的に使用できる手法と膜タンパク質の特

定のファミリーへ適用する手法を提案する。さらに、構築されたアラインメント

を基に構造データの一部を参考にしながら機能予測を行う方法を提案する。この

ような立体構造とのアラインメントを基にした機能予測方法が今後、膜タンパク

質の機能解析のスピードをさらに高めていくことが期待できる。

1.2. 本論文の構成

本論文の構成について述べる。まず始めに、第 2章では研究背景として膜タン

パク質の機能解析、アミノ酸配列アラインメント法の現状と関連研究について述

べる。また、第 4章から第 5章においてモデルケースの膜タンパク質ファミリー

として研究を行ったGタンパク質共役型受容体 (GPCR)の現状及び関連研究に

ついてもあわせて述べる。

第 3章では膜タンパク質全般にし様出るアミノ酸配列のペアワイズアラインメ

ント法について述べる。配列アラインメントは配列と構造、機能を結びつける上

で重要な解析手法の 1つである。ここでは、ペア隠れマルコフモデルを用いて、

膜貫通領域予測のモデルとアラインメントのモデルを統合して、膜貫通領域予測

を考慮しながら配列アラインメント法を行うことができる方法を開発した。構造

アラインメントに基づく正解アラインメントをもとにした評価を行うことで、既

存の標準的なグローバルアラインメントよりも性能が向上することを示す。

第 4章、第 5章においては膜タンパク質の中からその代表的なタンパク質ファ

ミリーであるGタンパク質共役型受容体 (GPCR)に関する研究について述べる。

GPCRは主に 5つのクラス (Class A, B, C, D, E)に分けられるが、本論文では

GPCRの大部分が属するClass Aに関する 2つの機能予測法を開発した。
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第 4章ではペプチド・タンパク質系のリガンドを持つGPCRに関して、アミノ

酸配列からそのリガンドの残基長を予測する手法を提案する。GPCRはリガンド

と結合することによって活性化し、細胞内にシグナルを送るため、GPCRがどの

リガンドと結合するかということはGPCRの生体内の役割を知ることや創薬の

観点から重要である。GPCRのリガンドは非常に多様であり、リガンドそのもの

を直接予測することは難しいため、ここではペプチド・タンパク質系のリガンド

の残基長を予測することで、大量のリガンド候補から絞込みを行うための手法を

開発する。まず始めにGPCR専用の配列アラインメント法について述べる。アラ

インメントの手法としてはGPCR特有の保存配列に着目し、プロファイル隠れ

マルコフモデルを用いた。さらに、立体構造がわかっているロドプシンの二次構

造情報を用いて、膜貫通領域をより正確にアラインメントを行えるように改良し

た。作成したアラインメントに関して、各カラム及び各構造領域に関してアミノ

酸指標を用いた特徴量を作成した。その特徴量に対してサポートベクター回帰を

用いてリガンドの残基長を予測した。リガンド既知のGPCR配列を用いて評価

実験を行った。さらにリガンド未知のGPCRに適用し、リガンド未知のGPCR

の残基長の分布を予測した。

第 5章ではGPCRのGタンパク質共役選択性予測手法を提案する。Gタンパ

ク質は主に 3種類のグループ (Gi/o, Gq/11, Gs)に分かれており、それぞれ細胞に

与える影響が違うことが知られている。この共役選択性を機能未知のGPCRに

対する予測は、機能未知GPCRの機能解析のためのアッセイ系構築に役立つ。ま

ず始めに、GPCRの共役選択性に関係する配列的特徴を調べるために、第 4章で

作成したアラインメント法を用いて、各GPCRと立体構造のわかっているロド

プシンとの残基間の対応関係を推定した。そして、ロドプシンの各残基において

機能の異なるGPCR間で出現するアミノ酸の違いを評価した。特に出現するア

ミノ酸の違う部位について立体構造にマッピングを行い、共役選択性に関するア

ミノ酸配列に関する特徴を考察した。次に共役選択性を予測するために、アミノ

酸出現頻度の実験からの考察から得られた情報とその他のGPCRの特徴をあら

わす特徴量を検討し、共役選択性と相関性のあるものを抽出した。それらを特徴

量としてサポートベクター分類を用いて共役選択性を予測し、その結果を示す。

3



第2章 研究背景と関連研究

この章では本論文で行われている研究の背景と現状について説明する。まず始

めに研究対象である膜タンパク質について、その特徴と研究の現状について説明

する。次に、配列アラインメントについて概説するとともに、膜タンパク質のア

ラインメントする上での問題点について説明する。最後に膜タンパク質の配列ア

ラインメントを利用した応用例として、第 4章と第 5章で述べるタンパク質共役

型受容体 (GPCR)についての概要と機能解析における課題について説明する。

2.1. 膜タンパク質

膜タンパク質は細胞膜やオルガネラ膜など生体膜に局在するタンパク質である。

計算機による推定ではタンパク質の 20-40%ぐらいが膜タンパク質だといわれて

いる。ここでは、今回の研究対象とする膜タンパク質について述べ、その後膜タ

ンパク質に関する配列データと立体構造データがどのような状況にあるかについ

て説明する。

2.1.1 研究対象とする膜タンパク質

ここで研究対象となる膜タンパク質の対象について説明する。本研究では膜貫

通型タンパク質を研究対象としている。生体膜（細胞膜、オルガネラ膜など）に

貫通はしないが、脂質修飾などで膜と結合しているタンパク質もあり、広義の膜

タンパク質はそれらも含むが今回の研究対象としては、生体膜内に局在し、膜を

貫通する領域を持つものを対象とする。膜貫通タンパク質にはαヘリックス型と

βバレル型に分かれ、その構造及び配列の特徴は大きく異なる。αヘリックス型は
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多くの生物種で見られるのに対して、βバレル型はグラム陰性のバクテリア [98]

もしくはオルガネラ膜 [8][34]でしか見つかっていない。ここでは膜貫通タンパク

質の大部分を占めるαヘリックス型膜貫通タンパク質を研究対象の膜タンパク質

として定め、解析を行う。

2.1.2 膜タンパク質に関するデータの現状

計算機を用いた解析においてはどのようなデータ数がの規模と、今後のデータ

数の推移に関する情報が、研究の方向性を決める上で重要である。ここでは、ア

ミノ酸配列及び立体構造のデータの現状と今後の動向について簡単に説明する。

アミノ酸配列データ アミノ酸配列データベース Swiss-Prot [11]及び TrEMBL

[11]に格納されているアミノ酸配列の中で膜タンパク質の数を図 2.1に示す。キー

ワードに「Transmembrane」が指定されているものを膜タンパク質としている。

ただし、TrEMBLのデータには必ずしもキーワードに関するアノテーションがつ

いているとは限らないため、データベース中の膜タンパク質の総数とは必ずしも

一致しない。図 2.1を見るとわかる通り、配列数は年々指数的に増加している。こ

の配列数の増加の背景には、近年急速に進んでいるゲノム解読の結果であると予

想される。ここ数年で多くのゲノムが解かれ、ゲノムベースによるタンパク質の

同定が進みタンパク質の配列データ数の増加をさせた。また、計算機研究の側面

でも多くの膜タンパク質予測プログラム [57][114][105][47]が開発されて、それら

の利用が同定されたタンパク質の機能解析を容易にされたことも膜タンパク質の

配列データの増加につながっている。なお、2002年でデータが増加していないの

は、2002年にデータベースのメジャーバージョンアップが行われていないためで

ある。

このグラフから読み取れることは、膜タンパク質のアミノ酸配列データは現時

点でも多数存在していて、今後も多数発見されることが予想される。また、計算

機による解析に関しても膜タンパク質か水溶性タンパク質かどうかというレベル

の機能予測は多くの方法開発され、一定の成果が得られている。今後は同定され
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た新しい膜タンパク質に対してさらに細かな機能予測（ファミリー予測や相互作

用予測など）が計算機レベルの研究の課題であると考える。
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図 2.1 Swiss-ProtS及びTrEMBL内の膜タンパク質の総数の遷移。横軸はデータ

が登録された年数、縦軸はデータの累積数を表す。

立体構造データ 立体構造分類データベース SCOP (1.69 release)において膜タ

ンパク質と分類されているエントリの総数の遷移を図 2.2に示す。解析対象とし

ている SCOP (1.69 release)内の総エントリ数が 25,973個であることを考えると、

タンパク質の約 20-40%を占めるといわれる膜タンパク質の立体構造の総数は 243

個とかなり限られている。これは膜タンパク質の立体構造の決定は発現、精製、

結晶化の過程が難しいため、構造決定は現在でもハイスループットに決定するこ

とは難しいからである [67]。しかしながら、図 2.2を見る限り、少ないながらも

着実に増加しており、今後はこの決定された限られた立体構造を利用して、機能

解析につなげていくかが重要である。
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図 2.2 SCOPで膜タンパク質として分類されいているPDB内の膜タンパク質の

総数の遷移。横軸はデータが登録された年数、縦軸はデータの累積数を表す。

2.2. 配列アラインメントと膜タンパク質配列アライン

メントの概要

ここでは配列アラインメントの概要と現状を説明し、その後膜タンパク質にお

ける配列アラインメントの問題点について説明する。

2.2.1 アミノ酸配列アラインメント

アミノ酸配列アラインメントは進化をモデルとし、置換 (match)、挿入 (inser-

tion)、欠損 (deletion)の 3つの操作により、2つのアミノ酸配列を比較し、並べる

手法である。一般的に使われるアラインメント手法では、置換の操作にはアミノ

酸置換マトリックスという 2つのアミノ酸の類似度をあらわすパラメータとギャッ

プ開始時に与えるギャップ開始ペナルティ、ギャップが連続する時に与えるギャッ

プ拡張ペナルティの 3種類のパラメータによって求められる。これらのことは図
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2.3のような有限状態オートマトンで記述することができ、動的計画法を用いて

求められる [29]。

I D

M

-e
-e

S(xi, yj)

S(xi, yj)S(xi, yj)

-d -d

Match (or Substitution)

D

D

E F

F G

Insertion Deletion

(a) (b)

図 2.3 配列アラインメントの概要。(a)置換、挿入、欠損による配列アラインメ

ントの例 (b)配列アラインメントの有限状態オートマトン。S(xi, yj)、-d、-eは

それぞれアミノ酸置換マトリックス、ギャップ開始ペナルティ、ギャップ拡張ペ

ナルティを表す。

2.2.2 アミノ酸配列アラインメントの現状

配列アラインメントはバイオインフォマティクス研究の中でも古くから研究が

行われてきた研究分野の 1つである。1970年にNeedleman&Wunschがグローバ

ルアラインメントに関する研究を発表し [87]、その後 1981年にSmith&Waterman

がローカルアラインメントに関する研究を発表した [104]。これらの 2つのアルゴ

リズムが基本となり、ローカルアラインメントに関しては主にデータベース検索

目的にFASTA [93]、BLAST [4]などの高速なアルゴリズムが開発された。一方、

グローバルアラインメントに関しては、複数配列をアラインメントするマルチプ

ルアラインメントの開発がさかんに行われ、CLUSTAL W [110]や T-COFFEE

[89]、MAFFT [60]、MUSCLE [31]、PROBCONS [26]など開発され、特にここ
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数年の研究の発展が目覚しい。ここであげた手法は全てのタンパク質を扱えるこ

とを目標に開発されている。

さらに同様の進化モデルを基にした手法としては、プロファイル隠れマルコフ

モデル（付録A.2参照）もあげられる。これは特定の配列パターンを確率モデル

の 1つである隠れマルコフモデルで記述したものであるが、特定の配列パターン

に対しての置換、挿入、欠損という 3つの操作が可能なモデルとなっている。こ

のように配列アラインメント及びそこで使用されている進化モデルはアミノ酸配

列に対する計算機を用いた多くの手法でとりいれられている。

2.2.3 膜タンパク質の配列アラインメントの問題点

一般的に配列一致度が 30%以下となるような配列ペアは「twilight zone」と呼

ばれ、正確なアラインメントが難しくなると言われている。こういった配列類似

性の低いアラインメントをいかに正確にアラインメントできるかは現在におい

てもアラインメント研究における重要な課題の 1つである。膜タンパク質のアラ

インメントに関しても配列一致度の高い配列ペアでは高い精度でアラインメン

トを作成できるが、配列一致度の低い配列ペアではアラインメントが困難なケー

スも見られる。特に膜タンパク質に関しては水溶性タンパク質に比べて立体構造

データが限られているため、立体構造予測を行う時に、ターゲットの配列との配

列一致度が低いテンプレート構造を基に立体構造を行われるケースは少なくない

[63][32][19]。このような配列類似性の低いケースにおいて、高精度な立体構造予

測を行うためには膜貫通領域を中心とした膜タンパク質の構造形成に重要な部位

について正しくアラインメントを行うことが必要である。

膜タンパク質において配列アラインメントを困難にしている大きな原因は大き

く異なる構造領域にある。膜タンパク質の構造領域は大きく分けると膜貫通領域

とループ領域（N末端ループ、C末端ループも含む。また、ここでのループは膜

貫通領域ではない全領域の意味で使用する。）に分けられる。ループ領域は様々

な構造をとる可能性が領域である。例えばGタンパク質共役型受容体の 1つであ

るロドプシン構造 [92]を見ると、C末端ループ領域に膜と平行な方向にヘリック

ス構造である部位が存在する。一方、細胞外ループには βシート構造もみれる。
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さらに、3番目の細胞内ループには特定の構造をとらない、所謂ディスオーダー

領域と予想される領域も見られる。このようにループ領域では様々な構造を持つ

可能性がある。また、ループ領域では水溶性タンパク質と同様に領域の周辺の環

境は水分子で囲まれている。このようなループ領域では、水溶性タンパク質配列

のアラインメントと同じようなパラメータでアラインメントをすることが求めら

れる。一方、膜貫通領域では今回ターゲットとしている αヘリックス型膜タンパ

ク質では一部の例外を除くとヘリックス構造となっている。ヘリックス構造では

基本的には規則正しい構造をとっているため、配列アラインメントの観点からは

ギャップは入らないと考えるのが妥当である。よって、ギャップペナルティは大き

な値であることが望ましい。また、膜貫通領域の周辺の環境を考えると脂質分子

に囲まれている。そのため、ループ領域で出現するような強い極性を持つアミノ

酸の出現は低く、全体的に疎水性の高いアミノ酸の出現が多い。このようにアミ

ノ酸の出現頻度大きく異なり、アミノ酸置換マトリックスに関しても一般で使わ

れるようなマトリックスと異なるものが必要になる。すなわち、構造領域ごとに

最適なパラメータが大きく異なっている。特殊な膜貫通領域のパラメータに対応

するために、いくつかの膜貫通領域用のアミノ酸置換マトリックスが提案されて

いる [58][88]。しかしながら、膜貫通領域用のパラメータを用意することだけで

は本質的な解決にはならない。なぜならば、アラインメントを作成したい配列に

対して、立体構造情報や膜貫通領域に関する実験情報が何も入手できない場合、

どの領域が膜貫通領域かがわからず、適切な領域で適切なパラメータを使用する

ことが難しいからである。

膜タンパク質専用のアラインメントの先行研究としては Shafrir&Guyが STAM

(simple transmembrane alignment method)というマルチプルアラインメント法

を提案している [101]。この手法ではまず始めに疎水性指標とヘリックス指標を用

いて各配列個別に膜貫通領域を予測する。次に予測された膜貫通領域同士を膜貫

通領域用のパラメータを用いてアラインメントを行う。この手法では膜貫通領域

には膜貫通領域用のパラメータを用いることができるため、膜貫通領域のギャッ

プの問題も解消できる。しかしながら、膜貫通領域予測が外れた場合アラインメ

ントに多大な影響を与える可能性がある。例えば 2本貫通の膜タンパク質の配列
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A, Bをアラインメントする場合に、Aが 1本目の膜貫通領域を予測できず、も

う片方が 2本目の膜貫通領域が予測できなかった場合、この手法ではAの 2本目

の膜貫通領域と Bの 1本目の膜貫通領域をアラインメントすることになるため、

まったく見当違いのアラインメントを作成することになる。すなわち、STAMは

膜貫通領域予測の精度に大きく依存している。Möllerらによって様々な膜貫通領

域予測法の性能を評価した論文 [82]によると、膜貫通領域予測で一番高い予測精

度で予測できるTMHMM [105]でも、膜タンパク質の全ての膜貫通領域を正確に

予測できる割合は 60%程度であると述べている。すなわち、膜貫通領域予測の現

状では、膜タンパク質に関してすべての膜貫通領域を正確に予測できるレベルに

はないため、膜貫通領域予測に強く依存したような手法を使うことは難しい。

第 3章では膜貫通領域とアラインメントを同時に行う手法を提案する。膜貫通

領域とアラインメント構築の両方を同時に行うことで、膜貫通領域を考慮しつつ

各構造領域のアラインメントパラメータを用いてアラインメントを行うことがで

きる。さらにアラインメントを考慮しつつ膜貫通領域を行うため、対応関係にな

い膜貫通領域をアラインメントする可能性を大幅に減らすことができると推測さ

れる。

2.3. Gタンパク質共役型受容体 (GPCR)

ここでは第 4章、第 5章では膜タンパク質の特定のファミリーに限定したアラ

インメント法及び機能予測法の開発を行っている。具体的にはGタンパク質共役

型受容体 (GPCR)を取り上げている。以下の理由でGPCRを選択した。

• ヒトで約 1000個と大きな膜タンパク質ファミリーである。

• 立体構造がわかっているロドプシンが属する。

• 多様なリガンドの受容体ファミリーで生体内で重要な役割をしている。

• 創薬の重要なターゲットである（市場の薬の約半分がGPCR関連 [27]）。

本節ではGPCRについてその概要及び関連研究について述べる。

11



2.3.1 GPCRの概要

GPCRの機能メカニズム GPCRの機能メカニズムを図 2.4に示す。不活性状

態のGPCRに対して細胞外からのリガンドと呼ばれる物質が結合すると、GPCR

は活性化される。活性化されたGPCRはGタンパク質と相互作用し、Gタンパ

ク質が活性化される。活性化されたGタンパク質は αサブユニットと βγサブユ

ニットに分かれて、それぞれのサブユニットが細胞内に様々な影響を与える。G

タンパク質はαサブユニットの種類により主に 3つのグループに分けられる [13]。

それぞれのグループで細胞内に異なる影響を与える。グループごとの機能は表 2.1

に示す。

表 2.1 三量体Gタンパク質の 3つの主要なファミリーとその機能 [13]

major group minor group 機能

Gi/o Gi アデニリル・シクラーゼを抑制

Gt 脊椎動物の網膜細胞で細胞でサイクリックGMP

を活性化

Gq/11 Gq ホスホリパーゼCβを活性化

Gs Gs アデニリル・シクラーゼを活性化、カルシウム

チャネルを活性化

Golf 嗅覚神経細胞でアデニリル・シクラーゼを活性化

12



Intracellular side

Extracellular side

ligand

GPCR

Gα
β
γ

G-protein

Gα
β
γ

Gα
β
γ

GTP

GTP

GDPGDP

GDP

Inactive state

Inactive state

Active state

Active state

図 2.4 GPCRの機能メカニズムの概要。Gα、β、γはそれぞれ三量体Gタンパ

ク質の α、β、γサブユニットを表す。
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GPCRの構造領域と立体構造情報 現在GPCRの中で立体構造が決定されてい

るのは bovineのロドプシン [92]のみである。bovineのロドプシンの簡単な概略

図を図 2.5に示す。GPCRは 7つの膜貫通領域とN末端ループを含む 4つの細胞

外ループ、C末端ループを含む 4つの細胞内ループで構成されている。本論文で

は細胞内ループについては配列のN末端側から細胞内ループ 1、細胞内ループ 2、

細胞内ループ 3、C末端ループもしくは IL1、IL2、IL3、CTLと呼ぶ。同様に細

胞外ループは N末端ループ、細胞外ループ 1、細胞外ループ 2、細胞外ループ 3

もしくはNTL、EL1、EL2、EL3と呼ぶ。膜貫通領域は膜貫通領域 1-7もしくは

TM1-7と呼ぶ。bovineのロドプシンに関しては、C末端ループに膜に平行な 8つ

目のヘリックスも存在する。

bovineのロドプシンの立体構造を図 2.6に示す。ロドプシンの構造は細胞外側

から視点では、反時計回りで 1本目の膜貫通領域、2本目の膜貫通領域、・・・、7

本目の膜貫通領域となっており、7本目の膜貫通領域と 1本目の膜貫通領域が互

いに隣接している。なお、この立体構造は不活性状態のロドプシンを表し、リガ

ンド結合後の活性化状態では別の構造となっていると推測されるが、活性化状態

の立体構造はまだ決定されていない。
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図 2.5 bovineのロドプシンの概略図。下側が細胞内側、上側が細胞外側を表す。

NTL、CTLはそれぞれN末端ループ、C末端ループ、EL1、EL2、EL3はそれぞ

れ細胞外ループ 1、細胞外ループ 2、細胞外ループ 3、IL1、IL2、IL3はそれぞれ

細胞内ループ 1、細胞内ループ 2、細胞内ループ 3を表す。ロドプシンの場合は 7

本の膜貫通ヘリックスに膜に平行な 8本目のヘリックスも存在する。
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(a) (b)

(c)

図 2.6 bovineのロドプシンの立体構造のリボンモデル (PDB code 1L9H chain

A) [90]。(a)横から見た構造。上側が細胞内側、下側が細胞外側 (b)細胞外側から

見た構造 (c)細胞内側から見た図。MOLMOL [64]にて描画。
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GPCRの分類 GPCRに関する階層的な分類が知られている。本論文ではGPCR

データベース GPCRDB [50][48]における分類を使用している。図 2.7に分類の

一部を示す。まず始めにGPCRはClass AからClass Eとその他に大きく分類さ

れている。これは、アミノ酸配列の特徴（配列類似性、モチーフ、N末端の長さ

など）によって決定されている。図 2.8にヒトGPCRにおける各Classの配列数

の割合を示す。ヒトには Class Dと Class Eに属するGPCRは存在しない。918

配列が分類されている Class Aが全 Class中で大部分を占める。otherの中には

「Putative / unclassified Class A GPCRs 」というカテゴリーも含むため、将来

的に分類されるClass Aはさらに多いと予想される。このようにヒトのGPCRで

はClass Aに属するものがほとんどである。本論文の第 4章、第 5章ではClass A

GPCRのみを研究対象としている。その理由は、図 2.8で示すようなデータ数の

多さ、立体構造が決定されているロドプシンがClass Aに属しているといった理

由でClass Aが選ばれている。

Class AClass BClass CPutative

family

AminePeptideHormone

Protein

OpsinNucleotide-like

Dopamine

Family

Histamine

Family

Adrenaline

Family

Serotonin

Family

図 2.7 GPCRはクラスにまず分類され、Class A GPCRはさらにサブクラス、

ファミリーと階層的に分類される。サブクラスはリガンドの種類によって分類さ

れている。その他のクラスのGPCRはファミリーに分類される。

次に Class Aの下の階層（本論文ではサブクラスと呼ぶ）について説明する。
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図 2.8 GPCRDB内のヒトGPCRにおける各クラスの配列数の割合

ここではClass A GPCRを相互作用するリガンドの大まかなタイプによって分類

されている。図 2.9はヒトのサブクラスの分類ごとの配列数の割合を示す。図 2.8

を見るとわかるように、Class Aの中ではOlfactory（嗅覚受容体）が 534配列と

大多数を占める。嗅覚受容体はヒトでは 11番染色体をはじめ、様々な染色体で多

くの遺伝子が発見されている [130]。次に多いのがPeptideで 170配列存在してい

る。GPCRの中には様々なペプチドと結合するものが存在する。数残基のペプチ

ドリガンドから 100残基を越えるペプチドリガンドまで存在する。その次に多い

のはAmineで 66配列存在している。AmineはAdrenalineや dopamineなどのサ

ブクラスであり、そのほとんどが神経伝達物質で構成されている。なおOrphan

はオーファンGPCRであり、機能未知のGPCRの総称である（以下、機能未知

GPCRのことをオーファンGPCRと呼ぶ。）その他は 30配列以下とあまり多く

はない。サブクラスの中でPeptideはOlfactoryとOrphanを除けば、54%もしめ

ておりClass Aの中ではかなりのデータ数が存在している。第 4章でペプチドリ

ガンドに焦点をあてている理由の 1つには、サブクラスの中でかなりの割合を占

めることが大きな理由である。
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Amine

Peptide

protein

opsin

Olfactory

Prostanoid

Nucleotide-like

Cannabinoid

PAF

GRH

TRH&S

Melatonin

EDG

LB4

Orphan

534

67
66

170

図 2.9 GPCRDB内でのヒトのClass A GPCRのサブクラスによる分類ごとの配

列数の割合

サブクラスの下の階層（本論文ではファミリーと呼ぶ）について説明する。図

2.7に例示してある Dopamine, Adrenalineのような特定のリガンドと結合する

GPCRのグループをファミリーとしている場合や特定のリガンド群をもとにファ

ミリーとしている場合がある。GPCRの多くはリガンドに基づいてファミリーを

決めている。

2.3.2 GPCRの機能解析の課題とそれに対する計算機による解析

ゲノム情報からGPCRを発見する計算機を用いたいくつかの手法が提案され

ており [4][91][36]、それを基にたくさんのオーファンGPCRが同定され、その機

能解析が重要となっている。GPCRの機能解析といっても様々な課題が存在する

が、その中で最も重要視されている課題はオーファンGPCRのリガンド決定で

ある。GPCRのリガンドを決定することによって、GPCRを活性化に導くアゴニ

スト（作用薬）や機能を阻害するアンタゴニスト（阻害薬）の設計にもつながり、

GPCRの生理的機能の解析も容易になる。すなわち、GPCRの機能メカニズム

の解明や創薬の観点からはオーファンGPCRのリガンド同定が研究の鍵であり、
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この課題を支援することが計算機による研究においても重要なことである。

体内に実際に存在する内因性リガンドを同定を考えた場合、実際その組織から

リガンド候補物質を抽出し、抽出物をオーファンGPCRに相互作用するか試して

みるアプローチが一般的な方法である [21]。しかしながら、このようなアプロー

チは非常に時間のかかる作業であり、オーファンGPCRのリガンド同定における

作業でボトルネックとなっている。ペプチドリガンドに限ればゲノムからペプチ

ドリガンド候補を探索するという新しいアプローチが存在する [46][56]。ペプチ

ドリガンドやタンパク質リガンドは基本的にはゲノム上に遺伝子としてコードさ

れており、ゲノムデータベースやアミノ酸配列データベースにデータとして格納

されている可能性が高い。今後はこれらのデータベースから様々な予測法を用い

てGPCRのリガンド候補を収集し、それらからリガンドを探索するというよう

なアプローチが増えてくると考えられる。そのような中で重要な研究は大量に集

まると推測されるリガンド候補をどのように優先順位をつけて実験を行っていく

かである。優先順位付けのための手法の 1つとしてリガンドの残基長に着目した

手法を第 4章で述べる。

ここまではGPCRとリガンドとの相互作用に関する先行研究をみてきたが、リ

ガンド同定の実験を行う上では、Gタンパク質側との相互作用も重要である。上

述したアプローチでリガンドを決定する場合、リガンド候補とオーファンGPCR

との相互作用を直接実験的に観察することは難しく、実際にはGタンパク質を通

じて送られる下流のシグナル（cAMPの濃度変化など）を検出する必要がある。

本章の 2.3.1で見たように、GPCRは共役するGタンパク質の種類によって下流

に送られるシグナルが異なり、それぞれ別の測定方法（アッセイ系）が必要であ

る。もちろん、全てのGタンパク質の種類に対するアッセイ系を構築すればよい

が、その分大きなコストがかかるため、可能ならば優先順位がつけられることが

望ましい。そこで、オーファンGPCRがどのようなGタンパク質共役選択性を

持つか解析することは有用である。

共役選択性の解析ではキメラ実験や変異実験など生物実験による多くの解析が

行われているが、未だに共役選択性のメカニズムはよくわかっていない [121]。こ

れまでの研究によると細胞内ループ 2(IL2)、細胞内ループ 3(IL3)の N末端側と
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C末端側が重要な働きをしているといわれている [121]。しかしながら、細胞内

ループ 1(IL1)やC末端ループ (CL)、細胞外ループや膜貫通領域も共役選択性に

重要であるといった実験データ [123]もあり、結局のところどの部位が重要であ

るかということはよくわかっていない。

計算機による解析についてはGPCRの配列に関して同じファミリー内でのマ

ルチプル配列アラインメントによる異なる共役選択性を持つもの同士の比較 [49]

が行われているが、特に共役選択性に対して、新しい知見を発見できていない。

また、共役選択性予測手法について一般的な機能予測手法としてはBLAST [4]な

どによるホモロジー検索があげられるが、配列類似性が高い配列ペアても必ずし

も共役選択性が一致しない。例えば、ムスカリン性アセチルコリンファミリーで

はサブタイプ 2とサブタイプ 3では配列一致度が 45%と高いが、異なる共役選択

性を表す。このように配列類似性が高いからいって同じ共役選択性であるとは限

らないことを考えると、配列類似性以外の情報による予測方法が必要である。ホ

モロジー検索以外のすでに提案されている予測手法としてはいずれも細胞内ルー

プの配列パターンのみを考慮している。既存の予測手法としては、弱いモチーフ

をたくさん探索し、集めたモチーフの有無で判別する手法 [83]、細胞内ループの

配列をその配列類似性を基にいくつかのグループにわけそのグループ内で配列情

報からベイズモデルを用いて判別する手法 [15]、プロファイル隠れマルコフモデ

ルでループのモデルを作成して判別する方法 [106][99]、さらにループごとにプロ

ファイル隠れマルコフモデルを用いてそこから得られるスコアを基にニューラル

ネットワークを用いて判別する手法 [100]などが提案されている。現在のところ

共役選択性に重要な配列パターンというものは発見されていないのが現状である

[120][83]。このように配列パターンが共役選択性に関与している知見がない上で

プロファイル隠れマルコフモデルなどを用いた手法を用いると本当に共役選択性

に関係する配列パターンによって判別しているのか、近縁の配列の中で共役選択

性の同じ配列情報の影響で判別しているのかがわからず、既知の GPCR配列と

の配列類似性が低いオーファンGPCRへ適用可能か疑問が残る。そこで、配列

パターン以外の視点を加えた情報基に予測を行う手法の開発が必要であると考え

る。そのような手法の 1つを第 5章で述べる。
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第3章 膜タンパク質のペアワイズア

ラインメント法

本章では汎用的な膜タンパク質の配列アラインメント法について述べる。配列

アラインメントは第 2章 2.2で述べたように、アミノ酸配列を用いた構造解析も

しくは機能解析において重要な役割を果たしている。しかしながら、膜タンパク

質は他のタンパク質とは違い、構造領域によってその配列的構造が異なる。そこ

で、各構造領域において最適なアラインメントパラメータを用いて配列アライン

メントを構築する手法を本章で提案する。まず始めに、その手法について述べ、

その後構造アラインメントを基にして作成した配列アラインメントの正解データ

を下にその手法の評価を行った。

3.1. データセットと方法

3.1.1 ペア隠れマルコフモデル (PHMM)

膜タンパク質について膜貫通領域の位置及び各ループが細胞内ループか細胞外

ループかという情報を膜貫通トポロジーと呼ぶ。これまでたくさんの膜貫通トポ

ロジー予測法が開発されてきたが、その中で高精度で予測できている方法では隠

れマルコフモデル (HMM)を使用している [114][105]。ここでは HMMの拡張で

あるペア隠れマルコフモデル (PHMM)を使用して、膜貫通トポロジー予測の先

行研究に対して拡張を加えることによって、膜貫通領域トポロジーモデルとアラ

インメントを同時に行えるような手法を提案する。PHMMはDurbin [29]により

提案された確率モデルで、スタンダードなグローバルアラインメントとほぼ同等

であることがわかっている。PHMMはこれまでは遺伝子発見 [79][3]やノンコー
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ディング RNA予測 [97]の手法に取り入れられている（HMM及び PHMMの理

論に関する説明は付録 Aを参照）。PHMMを用いることによって、各構造領域

（膜貫通領域、ループ領域）に対して、それぞれ固有の出力確率及び遷移確率を割

り当てることができる。これは各構造領域に対してそれぞれ固有の置換マトリッ

クスやギャップペナルティを割り当てていることとほぼ同等の意味を持つ。この

ようにして、膜貫通領域を予測しながら、各構造領域固有のアラインメントパラ

メーターを用いてアラインメントが可能となる。

3.1.2 膜タンパク質のアミノ酸配列の特徴

膜タンパク質配列アラインメントのモデルを説明する前に、膜タンパク質の

アミノ酸配列の特徴を説明する。アミノ酸配列の特徴を図 3.1に示す。まず大き

くは膜貫通領域とループ領域に分かれるが、膜貫通領域ではループ領域に比べて

疎水性アミノ酸の出現頻度が全体的に多いことが知られている [68]。ループ領域

は細胞内ループと細胞外ループに分かれるが、細胞内ループは細胞外ループに比

べ、膜電位の関係から塩基性アミノ酸（特にArg, Lys）の出現頻度が多くなって

いる [115]。膜貫通領域を細かくみると膜貫通領域の中央部と膜貫通領域の両端

（キャップと呼ぶ）に分かれるが、このキャップ部分では芳香族アミノ酸や側鎖が

長い極性残基（特に Lys, Arg）の出現頻度が中心部に比べ相対的に多い [81]。現

在開発されている多くの膜貫通領域予測手法は採用するアルゴリズムは違うも

のの、基本的にはここでの述べた特徴の一部もしくは全部を用いて予測している

[115][114][105][47]。
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cytoplasmic side
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membraneTM regions
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hydrophobic residues
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and long polar residues (Arg, Lys)

than other domains

Cytoplasmic loop domains

“positive inside rule”

Higher occurrence of basic residues

than extracellular loops

図 3.1 膜タンパク質のアミノ酸配列の特徴。下側が細胞内側、上側が細胞外側。

配列のアミノ酸出現に特徴が見られるのは膜貫通領域、膜貫通領域の両端のキャッ

プ領域、細胞内側のループの 3つの領域である。
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3.1.3 PHMMのアーキテクチャー

PHMMのモデルのレイアウトを図 3.2に示す。図 3.2(a)が示す通り、このモ

デルは 7つの構造セグメント（長い細胞内ループ、短い細胞内ループ、長い細胞

外ループ、短い細胞外ループ、膜貫通へリックス、N末端ギャップ領域、C末端

ギャップ領域）から構成されている。

ループには細胞内側、細胞外側の両方のループについて、長いループと短い

ループが存在している。長いループの方が短いループに比べて様々な長さをとり、

2つの配列についてループの長さの差が大きくなる可能性が高くなるので、長い

ループは短いループに比べて、ギャップが出現しやすくなっている。

図 3.2(b)は細胞内ループと細胞外ループの詳細である。このループ領域では置

換、挿入、欠損の 3つの状態が存在する。細胞内側と細胞外側のループではアミ

ノ酸の出現頻度が違うことが知られており [115]、そのためそれぞれの出力確率

は異なっている。一方長いループと短いループの出力確率は同じとしている。図

3.2(c)は両末端のギャップの領域を示している。この領域は挿入と欠損の状態で

構成されていて、アラインメントの各両端に配置されており、連続した挿入もし

くは欠損のみしか出力しない。これは、N末端やC末端の長さが大きく違い、多

くのギャップを出力するときに有効である。図 3.2(d)は膜貫通領域のモデルであ

り、膜貫通コアとキャップ領域で構成されている。キャップ領域は膜貫通コアの

両端に配置されている。膜貫通領域の長さはキャップ領域を含めて 15から 31残

基となっている。キャップ領域の長さは 5残基である。キャップ領域は細胞内側

と細胞外側でわかれ、それぞれ出力確率は異なっている。基本的には膜貫通領域

はへリックス構造をとるため、ギャップは存在しえないが、ごくまれに特殊な構

造をとり、ギャップをとりうるが、今回は簡単のため、ギャップは出力しないよ

うにした。

3.1.4 パラメータ推定

モデルのパラメータは既知構造の配列を含むマルチプル配列アラインメントか

ら推定する。まずはじめに、立体構造から膜タンパク質を自動的に収集したデー
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図 3.2 膜タンパク質配列アラインメントの PHMMのレイアウト。(a)はモデル

の全体のレイアウトを示す。non-cyto.は細胞外、CTは C末端ループ、cyto.は

細胞内、それぞれの構造セグメントは (b)、(c)、(d)のいずれかの複数の状態か

ら構成されている。(b)は通常のアラインメントを行う領域を表し、置換、挿入、

欠損のいずれの操作もとりうる。ループ領域はこの状態群で構成されている (c)

この領域は挿入もしくは欠損のいずれかのみを連続してとりうる。配列の両端に

配置されている。(d)（キャップを含む）膜貫通領域の状態群である。膜貫通領域

は 15-31残基の置換状態を出力する。
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タベース PDB TM [113]から 62個の構造データを収集した。PDB TMは PDB

[12][25]内の立体構造について、その側鎖の疎水性などから膜貫通領域だと予想

される領域を推定し、その結果を格納してあるデータベースである。ただし、評

価セットや理論モデル、ごくわずかしかわかっていない構造などの不適切な構造

については除いてある。次にその構造のホモログ配列を見つけるためにBLASTP

[4][5]を用いて、タンパク質の配列データベース Uniprot 5.0 [7]に対して検索を

行った。E-valueのカットオフ値は 10−5とし、他のオプションはデフォルトであ

る。次に発見したホモログ配列群と対象としている構造のアミノ酸配列とをマル

チプル配列アラインメントプログラムMUSCLE[31]を用いてマルチプル配列ア

ラインメントを生成した。これらのマルチプルアラインメントの膜貫通トポロジ

ーはその中に含まれる立体構造既知の配列の膜貫通トポロジーと同じであると仮

定した。なお、立体構造の膜貫通トポロジーはPDB TM から収集した。パラメ

ータについて、出力確率はアミノ酸置換マトリックスであるBLOSUMで用いら

れた計算方法 [43]と同じ計算方法で推定した。置換確率はN個のマルチプル配列

アラインメントをn(n-1)/2個のペアワイズアラインメントに分割し、膜貫通領域

のアノテーションが正しいと仮定し、状態が既知として推定した。なお、ループ

には長いループと短いループがあるが（3.1.3参照）、30残基より長いループを長

いループと定義し、30残基以下のループを短いループとしてパラメータを推定し

た。このように推定したモデルに対して、Viterbiアルゴリズムを用いて最適な

PHMMのパスを求め、そのパスが出力する残基ペア列をアラインメントとした。

PHMMのアルゴリズムについては付録A.3に書かれている。

3.1.5 評価方法

構造アラインメントを利用した評価セットを用意した。これらの評価セットを

作成するに当たり、SCOP1.65データベース [84]のファミリーの分類を使用した。

SCOPデータベースは専門家によって手動で作られた構造分類データベースであ

り、その分類は自動的に作られるものよりも信頼できる。また、各構造分類にお

ける代表構造はASTRAL [17]から抽出した。評価セットは同じファミリーに分

類されているタンパク質生物種レベル（同一のタンパク質でも、生物種が違うも
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のはそれぞれ異なる構造とする）代表構造ペアについて、構造アラインメントの

配列類似性が 50%以下のもので構成され、そのデータ数は 50ペアである。これ

らのペアについて構造アラインメントを基にした配列アラインメントを生成する

ことによって、信頼できる正解アラインメントを構築する。構造アラインメント

にはCE [102]とMATRAS [61]を使用して、両方の構造アラインメントにおいて

一致しているところをコアブロックとし、この領域が評価対象のアラインメント

とどの程度一致しているかによってアラインメントの精度を評価する。一部の構

造ペアに関しては、構造的類似度が低くなっているため、CEとMATRASの構

造アラインメントの結果がほとんど一致しない場合がある。このような構造ペア

は信頼できるコアブロックを形成しているか疑問が残るため、以下ように定義さ

れるカバレッジを使用して、このような構造ペアを取り除いた。

カバレッジ =
Lcore

min(LA, LB)
(3.1)

Lcoreはコアブロックの長さ、LALBはそれぞれ配列A,Bの長さを表す。評価セッ

トではカバレッジが 0.5以上のもののみを使用する。また、上述の配列類似性に

はCEによって算出したものを使用する。

ペアスコア (PScore)はコアブロックのアラインメントの精度を決めるために計

算する。配列A,BのコアブロックがMカラム（残基ペア）あるとすると、アラ

インメント内の各々の残基ペア (Ai, Bi)について、AiとBiが正解アラインメン

トでもペアとなっている場合に pi = 1、そうでない場合に pi = 0となるように pi

（iはカラム番号）を定義する。配列AとB間でのスコアSjは以下のように表す。

Sj =
Mj∑

i=1

Pi

Mj

(3.2)

Mjは評価セット jでのカラム数を表す。

評価セット全体での PScoreは以下のようになる。

PScore =
N∑

j=1

Sj

N
(3.3)

N は評価セットの配列ペア数を表す。

28



3.2. 結果と議論

3.2.1 PScoreの比較

今回提案した手法を評価するために標準的なグローバルアラインメントである

ALIGN [85]を用いて比較評価した。一般的にアラインメントにおけるアミノ酸置

換マトリックスに何を使用するかがALIGNに対して影響を与えると考える。膜

貫通領域用のアミノ酸置換マトリックスも JTT [58]や PHAT [88]が提案されて

いる。ALIGNのパフォーマンスを計るにあたって、BLOSUM50、BLOSUM62、

BLOSUM80、PAM250、PHAT70、PHAT75、PHAT80、PHAT85、JTT250のす

べてを使用した。また、ギャップパラメータについてギャップ開始ペナルティと

ギャップ拡張ペナルティの 2つについて合計 150の組み合わせについて試した。

結果としてはBLOSUM62でギャップ開始ペナルティ20、ギャップ拡張ペナルティ

1が最適な結果を出したので、今後はその結果のみを示す。PHATや JTT250は

BLOSUM62よりよいスコアを出すことはできなかった。これはおそらく膜タン

パク質は膜貫通領域だけではなく、ループ領域も存在し、ループ領域のアライン

メントの精度を下げる原因となるからだと推測される。

表 3.1はPScoreでのPHMMとALIGNとの比較を示す。PHMMはALIGNよ

りよい精度を出している。PScoreは 0.014改善している。このスコアの改善が統

計的有意であるかを調べてるためにウィルコクソンの符号付順位和検定 [122]を用

いて検定した。ここでは有意確率（以下、P-valueと呼ぶ）が 0.05以下をここでは

有意とする。配列全体についてのPHMMとALIGNとの間のP-valueは P-value

は 0.016となり、PScoreに関して PHMMとALIGNは有意に差がみられた。

表 3.1 評価セットについての PScoreの比較
手法

ALIGNの PScore 0.806

PHMMの PScore 0.820

ALIGNと PHMM間の P-value 0.016
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表 3.2は PHMMとALIGNの PScoreの観点から評価セット全体の各配列ペア

について改善している割合か、あるいはは悪化している割合を示している。結果

をみると、PHMMはALIGNに比べて半数弱が改善していることがみてとれる。

一方、逆に PScoreが悪化している例は 2割弱存在する。

表 3.2 PScoreの大小による配列ペア数の比較
配列ペア数 (全体の割合)

PHMMの PScore > ALIGNの PScore 24 (48 %)

PHMMの PScore = ALIGNの PScore 17 (34 %)

PHMMの PScore < ALIGNの PScore 9 (18 %)

次に各構造領域ごとの PScoreの改善について評価する。アラインメント内の

カラムを膜貫通領域とループ領域に分ける。膜貫通領域とループ領域はPDB TM

[113]データベースからから決定される。表3.3は各領域についてPHMMとALIGN

を比較を示す。膜貫通領域についてもPHMMのPScoreはALIGNに比べて改善

している。膜貫通領域に関して PScoreは 0.039改善している。P-valueは 0.002

と統計的有意に精度が改善していることがわかる。一方、ループ領域ではPScore

は 0.008改善している。その P-valueは 0.058と統計的有意差はみられなかった。

この結果は本手法は主に膜貫通領域のアラインメントの精度を改善していること

を示している。

表 3.3 各構造領域についての PScoreの比較
手法 膜貫通領域 ループ領域

ALIGNの PScore 0.793 0.789

PHMMの PScore 0.833 0.797

ALIGNと PHMM間の P-value 0.002 0.058

異なる配列類似性のレベルにPScoreを用いて評価を行った（表 3.4）。評価セッ
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トをさらにCEの配列類似性によって、0-30%（低類似性）と 30-50%（高類似性）

の 2つに分けた。低い類似性の配列ペアについてはPScoreは 0.017改善した。そ

の P-valueは 0.036であり、その差は統計的有意に差がある。一方、高類似性の

配列ペアでは、PScoreは 0.005と改善しているが、その P-valueは 0.084となっ

ており、統計的有意に改善しているとはいえなかった。よって、本手法は低類似

性の配列ペアについて特に改善が見られることがわかった。

表 3.4 配列類似性のレベルによる PScoreの比較
手法 0-30% 30-50%

ALIGNの PScore 0.747 0.864

PHMMの PScore 0.764 0.875

ALIGNと PHMM間の P-value 0.036 0.084

3.2.2 改善したアラインメントの具体例

ここではアラインメントが大きく改善した具体例について考察する。今回と

りあげる例は E. coli由来の succinate dehydrogenaseのサブユニット C (SdhC)

(PDB: 1NEK chain C) [127]とWolinella succinogenes由来のFumarate reductase

respiratory complex II-like fumarate reductaseのサブユニット C (FrdC) (PDB:

1QLA chain C) [71]の結晶構造はどちらも SCOPデータベース [84]において

fumarate reductase respiratory complex TM subunitスーパーファミリーに属し

ている。図 3.3は SdhCと FrdCのアラインメントについてALIGNと PHMMと

の比較を示している。ボックスはコアブロックに対して各手法のアラインメント

が正しい箇所を示す。コアブロック内の膜貫通領域に相当する箇所はグレーで表

現している。これらの配列のアラインメントはCEでの配列類似性が 13.5%と非常

に低いため正確にアラインメントすることは難しい。なお、このアラインメント

におけるPScoreはALIGNが 0.180、PHMMが 0.696である。SdhCはPDB TM

によると 3つの膜貫通領域を、FrdCは 5つの膜貫通領域をもっている。構造ア
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ラインメントの結果は SdhCにおける 1本目、2本目、3本目の膜貫通領域がそ

れぞれFrdCの 3本目、4本目、5本目の膜貫通領域にアラインされている。構造

アラインメントからのコアブロックはこの 3つのアラインされた膜貫通領域とそ

の付近に割り当てられている。各膜貫通領域ごとにみていくと、最初の膜貫通領

域付近のコアブロックはALIGNはすべての残基を正確にアラインメントをとる

ことに失敗している。すなわち最初の膜貫通領域が相手方の適切な膜貫通領域に

アラインメントできていない。一方 PHMMでは最初のコアブロックはすべて正

しくアラインメントができている。次に 2つ目のコアブロックについてみると、

ALIGNは膜貫通領域を含むコアブロックのN末端側の半分はうまくアラインメ

ントを生成できていない。一方で PHMMは 2本目の膜貫通領域を正確にアライ

ンメントできている。3つ目のコアブロックは双方の手法でアラインメントはう

まくできていない。膜貫通領域とその付近を高精度でアラインメントを生成する

ことは比較モデリングなどで立体構造を予測することなどにおいて非常に重要で

あり、この例では PHMMの方がALIGNより優れていることがわかる。
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Core blocks:

1NEKC

1QLAC

ALIGN:

1NEKC  MIRNV-------------KKQRPVNLDLQTIRFPITAIASILHRVSGVITFVAVGILLWLLGTSLSSPEGFEQAS

1QLAC  MTNESILESYSGVTPERKKSRMPAKLDWWQSATGLFLGLFMIGHMFFVSTILLGDNVMLWVTKKFELDFIFEGGK

Our method:

1NEKC  MIRNV-------------KKQRPVNLD------------------------------------------------

1QLAC  MTNESILESYSGVTPERKKSRMPAKLDWWQSATGLFLGLFMIGHMFFVSTILLGDNVMLWVTKKFELDFIFEGGK

Core blocks:

1NEKC                                                 AIASILHRVSGVITFVAVGILLWLLGT 

1QLAC                                                 TTLWWIQAMTGFAMFFLGSVHLYIMMT 

ALIGN:

1NEKC  AIMGSFFVKFI----------------------------------------------------------------

1QLAC  PIVVSFLAAFVFAVFIAHAFLAMRKFPINYRQYLTFKTHKDLMRHGDTTLWWIQAMTGFAMFFLGSVHLYIMMTQ

Our method:

1NEKC  --------------------LQTIRFPIT------------------AIASILHRVSGVITFVAVGILLWLLGTS

1QLAC  PIVVSFLAAFVFAVFIAHAFLAMRKFPINYRQYLTFKTHKDLMRHGDTTLWWIQAMTGFAMFFLGSVHLYIMMTQ

Core blocks:

1NEKC         EQASAIMGSFFVKFIMWGILTALAYHVVVGIRHMMM        

1QLAC         VSSSFRMVSEWMWPLYLVLLFAVELHGSVGLYRLAV        

ALIGN:

1NEKC  ------------------MWGI----LTALAYHVVVGIRHMMMDFGYLE-

1QLAC  -PQTIGPVSSSFRMVSEWMWPLYLVLLFAVELHGSVGLYRLAVKWGWFDG

Our method:

1NEKC  LSSPEGFEQASAIMGSFFVKFIMWGILTALAYHVVVGIRHMMMDFGYLE-

1QLAC  -PQTIGPVSSSFRMVSEWMWPLYLVLLFAVELHGSVGLYRLAVKWGWFDG

Core blocks:

1NEKC     EAGKRSAKISFVITVVLSLLAGVLVW

1QLAC     KTRANLKKLKTLMSAFLIVLGLLTFG

ALIGN:

1NEKC  ETFEAGKRSAKISFVITVVLSLLAGVLVW----------------------------

1QLAC  ETPDKTRANLKKLKTLMSAFLIVLGLLTFGAYVKKGLEQTDPNIDYKYFDYKRTHHR

Our method:

1NEKC  ETFEAGKRSAKISFVITVVLSLLAGVLVW----------------------------

1QLAC  ETPDKTRANLKKLKTLMSAFLIVLGLLTFGAYVKKGLEQTDPNIDYKYFDYKRTHHR

図 3.3 SdhCとFrdCの配列アラインメント。アラインメントの上からコアブロッ

ク部分のアラインメント、ALIGNによるアラインメント、PHMMのアラインメ

ントを表す。コアブロックで四角で囲われている色付き部分は膜貫通領域部分を

示す。ALIGN及びPHMMで四角で囲われている部分はコアブロックの結果と一

致している部分である。この 2つの配列一致度は CEの結果では 13.5%である。

また、ALIGNの PScoreは 0.180、PHMMを用いた手法では 0.696である。
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3.3. まとめと今後の課題

PHMMを用いた新しい膜タンパク質ペアワイズアラインメント法を提案した。

膜貫通領域とアラインメントの両方をモデル化することで、膜貫通トポロジー予

測と配列アラインメントを同時に行うことが可能となった。これまでのグローバ

ルアラインメント法は配列全長に対してすべて同じパラメータ（アミノ酸置換マ

トリックス、ギャップペナルティ）を使用しているものがほとんどであった。本手

法では各構造領域の配列はそれぞれの構造領域固有のアラインメントパラメータ

（出力確率、遷移確率）を用いてアラインメントができるようになり、膜タンパク

質のような構造領域間で大きくことなるアミノ酸置換頻度、ギャップ生成頻度の

ような場合でも対応できるようになった。提案した手法を評価したところ標準的

なグローバルアラインメントに対して、精度を向上されることができた。特に膜

貫通領域におけるアラインメントの精度の向上が顕著にみられた。また、SdhCと

FrdCのアラインメントの例のように配列類似性が低い配列ペアに対してその差が

大きいことがわかった。このような構造領域によってアラインメントパラメータ

を変更してアラインメントを行う方法は膜タンパク質に限らず、構造領域ごとに

パラメータが大きく変化するようなケースについても応用可能であると考える。

これらの改善が比較モデリング法を用いた立体構造予測などをはじめとする様々

なアラインメントを用いた手法に対してその精度を向上することが期待できる。

34



第4章 GPCRのペプチド・タンパク

質系リガンドの残基長予測

方法

本章では配列アラインメント法の応用例として、ペプチド・タンパク質系リガ

ンドによって活性化されると予想されるオーファンGPCRのリガンド残基長予

測法について説明する。第 2章 2.3.2で述べた通り、オーファンGPCRの機能解

析において主要な課題の 1つは内在性リガンドの決定である。ここでは、今後ゲ

ノム情報から同定されていくと予想されるペプチドやタンパク質リガンドの候補

に対してリガンド候補を絞り込むための新しいアプローチを提案する。今回はリ

ガンド候補の絞り込むための特性としてリガンドの残基長に焦点あてる。

本章の構成としてはまずはじめに、GPCRのアラインメント法について述べ

る。次に残基長予測のための特徴量について述べ、最後に結果と考察について述

べる。

4.1. GPCRのアラインメント法

ここでは、次節で述べる残基長予測法に使われるGPCRのアラインメント法

について述べる。なお、本手法は次章においても同じ手法でアラインメントを作

成している。
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4.1.1 手法概要

手法のフローを図 4.1に示す。全体としては、マルチプルアラインメントプロ

グラム CLUSTAL W [110]を用いて、プロファイルの基となるアラインメント

（シードアラインメント）を構築し、そのシードアラインメントを基にプロファ

イル隠れマルコフモデルのプロファイルを構築する。ここまではプロファイルを

構築する一般的流れであるが、さらにそのプロファイルに対してロドプシンの立

体構造を基に修正を加える。まず始めに修正前のプロファイルを作る過程を簡単

に説明し、その後構造によるプロファイルの修正について述べる。

GPCR sequences

including rhodopsin

Seed Alignment

Construction

Target sequence

CLUSTAL W

HMM Profile

HMMER

(hmmbuild)

Structure-based

Modification

Structure-based

Profile

Alignment

with rhodopsin

HMMER

(hmmalign)

図 4.1 Class A GPCRのアラインメントのためのプロファイルの構築フロー

4.1.2 プロファイル隠れマルコフモデルの構築

プロファイルを構築するために、GPCRDB [50][48]から Class A GPCRの全

エントリ 3482配列を取り出した。このエントリは全生物種のデータを含んでい
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る。ただし、配列内に Asx、Glx、Xaaといった特定のアミノ酸を表さない残基

が含まれている場合はその配列を取り除いた。さらに全体の配列の冗長性を減ら

すため、最短距離法のクラスタリングアルゴリズムを利用して各配列ペアの配列

類似性が 30%となるように代表配列を決めた（ただし、bovineのロドプシンは立

体構造情報を利用するため意図的に代表配列として選択した）。配列冗長性を減

らす理由は、CLUSTAL Wにおいて経験的に配列の偏りがある場合にはうまく

アラインメントを構築できないことが多いためである。次に HMMER [30]プロ

グラムを用いてプロファイル隠れマルコフモデルのプロファイルを構築した。構

築する上で、各Match状態にロドプシンの各残基がアラインされているカラムを

指定した（指定はHMMERのオプションにて設定した）。

4.1.3 立体構造を用いたプロファイルの修正

ここでは 4.1.2で構築したプロファイルに構造情報を基に修正を加える方法に

ついて述べる。ロドプシンとのアラインメントでは置換、挿入、欠損の各操作が

考えられるが、このうち置換に関しては、プロファイル隠れマルコフモデルの各

Match状態の出現確率が置換の役割をしており、特に構造領域ごとに変更を加え

る必要がない。構造領域を考えた上で修正が必要なのは挿入、欠損すなわちギャッ

プをどう考慮するかである。膜貫通領域はαヘリックス型膜タンパク質に関して

はおおむねヘリックス構造という規則正しい構造をとっているため、ギャップが

入る余地がない。しかしながらごく稀に膜貫通領域においてもギャップが入る場

合があるため、アラインメントを構築する上ではそのような場合も想定する必要

がある。そこでまず始めに立体構造の修正について述べる前に膜タンパク質の膜

貫通領域についてのギャップについて考察する。

2.6 Åの解像度の bovineのロドプシン (PDB code 1L9H chain A)の立体構造

[92][90]に対して、二次構造決定プログラムDSSP [59]を用いて、ロドプシンの各

残基は立体構造のヘリックス構造であるかそれ以外であるかを決めた。プロファ

イルの修正の方針は以下のようである。

• 膜貫通領域でヘリックス構造の場合には、欠損及び手前での挿入によるギャッ
プをなくす。
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• 膜貫通領域でヘリックス以外の構造の場合には、手前に一残基のみ挿入を
許す。

B

D2 D3

M1 M2 M3 M4

I1 I2 I3

E

図 4.2 構造によるプロファイルの修正方法に関する参考図。Bは開始状態、Eは

終端状態、正方形は一致状態、菱形は挿入状態、円形は欠損状態を表す。一致状

態が膜貫通領域の場合は、その構造にしたがって、青線もしくは赤線の遷移確率

値を変更する。

プロファイルの修正方法を図 4.2を使って説明する。（プロファイル隠れマルコフ

モデル自体の説明は付録 A.2参照)図 4.2における状態M3に対応するロドプシ

ンの残基がDSSPで’H’（ヘリックス）であり、かつ膜貫通領域である場合には図

4.2での赤線の遷移をなくす。これによって、状態M3に対応するロドプシンの

残基が欠損する場合及び状態M3の手前でギャップが挿入されることはなくなる。

次に状態M3におけるロドプシンの残基がDSSPで’H’（ヘリックス）以外である

場合、すなわち、プロリンやその他の残基の影響によってヘリックス構造が壊さ

れている場合、青線の遷移をなくす。これによって、状態M3の手前には挿入に

よるギャップは最大 1だけ入れられる。このような方法でプロファイル隠れマル

コフモデルのプロファイルを修正したものを用いて、ロドプシンとターゲット配

列とのアラインメントを構築する。
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4.2. 残基長予測のデータセットと方法

4.2.1 データセット

ヒトのGPCRはClass A, B, Cに属するが、その中でペプチドもしくはタンパ

ク質をリガンドとする既知の GPCRは Class Aの一部と Class Bのすべてであ

る。Class BのGPCRはデータ数が非常に限られており、評価を行うだけのデー

タ数が確保できなかったため、今回はClass A GPCRに焦点を絞った。学習及び

テストに使用したGPCRはGPCRの分類データベースGPCRDB [50][48]におい

てClass Aに属していて、かつ文献情報 [2]よりペプチドもしくはタンパク質と結

合するものを抽出した。抽出したGPCR配列についてBLASTCLUST [5]を用い

て各配列ペアの配列類似性が 35%以下になるようにデータセットの配列冗長性を

減らした。1つのGPCRがいくつかの内在性リガンドと相互作用する場合には、

高いアフィニティを持つリガンドの残基長の平均を用いた。リガンドが複合体を

作る場合には、すべてのサブユニットの残基長の和をリガンドの残基長とした。

4.2.2 回帰分析と特徴量

特徴量 回帰分析を用いてリガンドの長さを予測するために、GPCRの配列を表

す特徴量を定義した。本手法ではロドプシンとターゲット配列とのアラインメン

ト（4.1参照）からの位置特異的特長量とドメインベース特徴量を使った。

アミノ酸の物理化学的特性はタンパク質の構造や機能に重要な役割をしてお

り、そのような効果はリガンドの相互作用に直接もしくは間接的に影響を与えて

いる。アミノ酸の物理化学的特性としてはアミノ酸指標データベース AAindex

[86][112][62]のデータを用いた。位置特異的特徴量ではターゲットGPCR配列の

各（ロドプシン上の）位置のアミノ酸に対応するアミノ酸指標を特徴量として使

う。すなわち、疎水性のアミノ酸指標があり位置 iのアミノ酸が aだとすると、ア

ミノ酸aの疎水性アミノ酸指標の値を特徴量として使う。ただし、Asx、Glx、Xaa

など特定のアミノ酸を示さないものやギャップ領域ではアミノ酸指標の平均値を
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代用して使う。また、各アミノ酸指標は以下のような変換を行って標準化する。

v′ =
v − vmin

vmax − vmin
(4.1)

vはアミノ酸指標、vmax、vminはそれぞれ対象としているアミノ酸指標の最大値

と最小値を表す。このようにして、各アミノ酸指標を 0から 1までの範囲のスケー

ルに変換する。

次にドメインベース特徴量としては、GPCRの 15ドメイン（7つの膜貫通ドメ

イン、N末端ループを含む 4つの細胞外ループ、C末端ループを含む 4つの細胞

外ループ）について、それぞれのドメイン内の配列のアミノ酸指標の平均値を求

め、その値を使用した。ドメインの領域の定義はアラインさらたロドプシンのド

メインを利用して決めた。アミノ酸指標としては位置特異的特長量についてもド

メインベース特徴量についてもAAindex内の全 494エントリを使用した。位置特

異的特長量と同様にアミノ酸指標は式 4.1でスケールを変換した。このように求

めた位置特異的特長量とドメインベース特徴量の双方を要素とした特徴量ベクト

ルを作成した。

特徴量選択 上述の方法で特徴量ベクトルを作成したが、その次元N （= 494ア

ミノ酸指標 * 348（位置） + 494 * 15（ドメイン））を得たが、その次元は非常

に膨大である。これらの特徴量の中にはリガンドの相互作用とは関係ない位置や

ドメインが存在すると予想される。また、似たアミノ酸指標も多数AAindexには

存在しており、そのようなアミノ酸指標に対しては代表的な指標 1つで十分であ

る。このような特徴量を削り、次元を落とすことを考える。

まずはじめに、リガンドの相互作用と関係ありそうな特徴量を選択するために、

各特徴量とリガンドの長さとの間の類似度 Ti,pを求める。類似度を求める類似度

関数については後述する。位置特異的特長量及びドメインベース特徴量について

Ti,pが T Threshold以下である場合、その特徴量は使用しない。

次に AAindex内の多くの似たようなアミノ酸指標があることによる、アミノ

酸指標の冗長性を減らすことについて述べる。AAindex内のアミノ酸指標は大き

く分けると 6個のグループに分かれることが階層的クラスタリングを用いた解析

により知られている [112]。そこで、同様の手法を用いてアミノ酸指標を 6個の
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グループに分類する。アミノ酸指標間の距離 dを以下のように定義する。

d = 1− |r| (4.2)

rは Peasonの相関係数で以下のように定義される

r =

∑
i(a

x
i − āx)(ay

i − āy)√ ∑
i(a

x
i − āx)2

∑
i(a

y
i − āy)2

(4.3)

ax
i、ay

i はそれぞれアミノ酸 iのアミノ酸指標 x、yの値を表し、āx、āyはそれぞ

れアミノ酸指標 x、yの平均値を表す。この距離を用いてWard法 [119]を利用し

てAAindex内の 494アミノ酸指標を 6つのグループに分類した。そして分類され

たグループについて 1つのグループから 1つの特徴量を選択した。

Feature(G, p) = max
i∈G

(Ti,p) (4.4)

Gはアミノ酸指標グループ内のアミノ酸指標の集合、pは位置もしくはドメイン

を表す。これらの手法によって選択された特徴量を用いて回帰分析を行って予測

する。

類似度関数 本研究では以下の5つの類似度関数を特徴量選択のために使用し、比

較検討を行った。一般的なPeasonの相関係数に加え、順位相関係数である Spea-

mann順位相関係数、Kendall順位相関係数も検討した。また、そのほかにも代表

的な類似導関数として、Tanimoto係数及びCosine係数についても検討した。

1つ目は Peasonの相関係数で以下の式から求める。

Peason相関係数 =

∑
i(ai,p − āp)(li − l̄)√ ∑

i(ai,p − āp)2
∑

i(li − l̄)2
(4.5)

ai,pはGPCR配列 i内での位置 pでのアミノ酸指標の値、liはGPCR配列 iのリ

ガンドの長さ、āp、l̄はそれぞれ ai,p、liの平均を表す。

ai,p、liをそれぞれ小さい順に順位をつける。どう順位がある場合には平均順位

をつける。両者の順位の差を di、ai,p、liに関して、同順位の個数をそれぞれ nx、

ny、同順位の大きさを ti、tj (i = 1, 2, . . . , nx; j = 1, 2, . . . , nj)とする。すると、
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Speamann順位相関係数は以下のように求める。

Speamann順位相関係数 =
Tx + Ty −∑

i d
2
i

2
√

TxTy

(4.6)

Tx =
(n3 − n)−∑nx

i (t3i − ti)

12

Ty =
(n3 − n)−∑nj

j (t3j − tj)

12

ai,p、liについて小さいほうから順位をつけ、ai,pについて小さい順に並べ変え

る。同順位の場合には平均順位をつける。liについて、li < ljの個数をPi、li > lj

の個数をQiとする。すると、Kendallの順位相関係数は以下のように求める。

Kendall順位相関係数 =

∑
i Pi −∑

i Qi√
n(n−1)

2
− Tx

√
n(n−1)

2
− Ty

(4.7)

Tx =
nx∑

i

ti(ti − 1)

2

Ty =
ny∑

j

tj(tj − 1)

2

残りの 2つはTanimoto係数とCosine係数で以下の式から求める。

Tanimoto係数 =

∑
i(ai,pli)∑

i a
2
i,p +

∑
i l

2
i −

∑
i(ai,pli)

(4.8)

Cosine係数 =

∑
i(ai,pli)√ ∑
i a

2
i,p

∑
i l

2
i

(4.9)

回帰分析 回帰分析手法としては、重回帰分析といった線形モデルの最小自乗法

を用いた手法が知られている。本研究では前述の通り、高次元の特徴量として用

いることに対処するため、特徴量選択法を述べた。しかしながら、前述した特徴

量選択法は特徴量としてあまり有効でない可能性が高い特徴量を削減することを

目的としており、少数の必要最小限の特徴量まで選択することを目的としていな

い。一般に、学習データの数に対して特徴量の次元が大きい場合には、必要とす

るパラメータが増大するため、高い精度で予測できないことが知られている。こ

れらの問題に対処するため、本研究では回帰分析の手法として、Support vector

regression (SVR)を用いた（SVRは付録Bを参照）。SVRはカーネルトリックと
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組み合わせることで、マージン最大化という基準から少数の学習データに対応す

るカーネルのみが選択され、最適な非線形回帰モデルが求められる。また、特徴

量次元が大きくなるが原因で汎化能力が低下するという問題を回避できるような

高い汎化能力を持つ。SVRには LIBSVM [18]を用いて実装した。

4.2.3 手法の評価方法

予測の精度は Leave-one-outクロスバリデーション法 [70]を用いて評価した。

あるテストデータを 1つ選び、残りの評価セットで特徴量選択及び学習を行い、

学習を基に作成したモデルでテストデータのリガンドの残基長を予測する。予測

精度は正解のリガンドの残基長と予測したリガンドの残基長間の誤差の絶対位置

の平均 (Mean of absolute Error, Mean AE)、誤差の絶対位置の中央値 (Median of

absolute Error, Median AE)、誤差の自乗平均のルート (Root mean square error,

RMSE)、Peasonの相関係数 (Peason’s Correlation Coefficient, PCC)を用いて測

定した。Mean AE、Median AE、RMSEは小さいほど予測精度がよく、一方PCC

は大きいほど予測精度がよい。

MeanAE =
1

N

∑

i

∣∣∣li − lpred
i

∣∣∣ (4.10)

MedianAE =





∣∣∣lm − lpred
m

∣∣∣ nが奇数, m = (n + 1)/2

(|lm−lpred
m |+|lm+1−lpred

m+1|)
2

nが偶数, m = n/2
(4.11)

RMSE =

√√√√ 1

N

∑

i

(li − lpred
i )2 (4.12)

PCC =

∑
i(li − l̄)(lpred

i − l̄pred)√ ∑
i(li − l̄)2

∑
i(l

pred
i − l̄pred)2

(4.13)

liはGPCR配列 iの正解リガンド残基長、lpred
i は予測リガンド残基長、l̄、l̄pred

はそれぞれ正解リガンド残基長と予測リガンド残基長の平均を表す。
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4.3. 結果

4.3.1 類似度関数の決定と考察

類似度関数の比較 5つの類似度関数を提示したが、その中でどの類似度関数が

よいかについて評価を行った。評価方法としては、各類似度関数について類似度

の上位 200を特徴量として選択し、それを基に、予測を行った。その結果を表 4.1

に示す。結果が示す通り、すべての評価指標において Tanimoto係数が一番よい

結果をえている。この結果より以後は類似度関数としてはTanimoto係数を用い

て予測を行う。

表 4.1 類似度関数の評価結果
類似度関数 Mean AE Median AE RMSE PCC

Peason相関係数 15.18 12.90 19.66 0.916

Speamann順位相関係数 19.46 16.97 24.00 0.883

Kendall順位相関係数 18.67 15.87 23.02 0.891

Tanimoto係数 14.01 10.14 19.10 0.931

cosine係数 15.93 15.05 20.64 0.910
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類似度スコアについての考察 上述の結果より特徴量選択にはTanimoto係数を

使用することにした。ここでは、Tanimoto係数の類似度がリガンドとの関連性

がある特徴量を選択できているかについて考える。この妥当性を評価することは

難しい。なぜならば、リガンドの残基長と関連がある残基という情報は生物実験

などで調べることは難しく、データが存在しないためである。そこでここでは、

Tanimoto係数の類似度で上位となっている位置がロドプシン上のどのような部

位にみられるかを参考に簡易的な評価をする。

概要 表 4.2にTanimoto係数による類似度スコアの上位 25位までの位置とアミ

ノ酸指標のペアを示す (位置としては複数のアミノ酸指標があるため 16箇所)。

mutationは該当する位置においてペプチド・タンパク質をリガンドとするGPCR

の該当する残基を変異実験によって残基置換をさせた時、リガンド結合に大きな

影響を与えるものという結果を示した文献への参照である。上位 25位までの位置

に相当する多くの残基は膜貫通領域にあることがわかる。その他では細胞外ルー

プが 2例あり、細胞内ループもわずか 2例である。次に、それらの位置が実際に

ロドプシン上のどこにあるかについて、図 4.3に示す。まず、細胞膜と平行にみ

た図では多くが膜貫通領域の中心より細胞外側にあることがわかる。細胞内側に

は先ほどあげた細胞内ループの 2例が存在するだけである。次に細胞外側から見

た図について、多くの位置がロドプシンの内部側にあることがみれる。これらの

残基は各膜貫通ヘリックスの間もしくはリガンド結合ポケット付近に配置されて

おり、膜貫通ヘリックス間の相互作用やリガンドとの相互作用に影響を与えてい

ると考えられる。

膜貫通領域 膜貫通領域に関して、7本の膜貫通領域に高い類似度スコアを持つ

位置が存在している。特に集中している部位は膜貫通領域 3、膜貫通領域 5、膜

貫通領域 6の 3つの膜貫通領域がヘリックス間で相互作用している領域である。

GPCR内でのリガンド結合のための空洞に関わる残基が知られている。Surgand

らはGPCRのリガンド結合のための空洞に関わる残基として 30個の位置を提案

している [109]。提案された 30個の位置の他にもリガンド結合に重要な位置があ

るかなどは議論の余地があるが、これらの位置とその周辺がリガンド結合に関わっ
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表 4.2 類似度スコアの上位 25位までの位置とアミノ酸指標
Ti,p 位置 ドメイン AAindex ID mutation

0.834886 105 細胞外ループ 2 ZIMJ680103 [41]

0.807895 160 膜貫通領域 4 AURR980117

0.7811 265 膜貫通領域 6 QIAN880109 [126]

0.771444 121 膜貫通領域 3 CHOP780206 [35]

0.766402 146 細胞内ループ 2 FINA910101

0.757274 105 細胞外ループ 2 FAUJ880111 [41]

0.75326 215 膜貫通領域 5 FUKS010107

0.751514 171 膜貫通領域 4 ONEK900102 [40]

0.747854 212 膜貫通領域 5 MAXF760105 [40]

0.743588 212 膜貫通領域 5 KOEP990102 [40]

0.742799 212 膜貫通領域 5 BUNA790101 [40]

0.74251 261 膜貫通領域 6 HOPA770101 [54]

0.74017 296 膜貫通領域 7 MUNV940104 [69]

0.734724 261 膜貫通領域 6 FAUJ880108 [54]

0.73456 265 膜貫通領域 6 PONP800106 [126]

0.727254 87 膜貫通領域 2 MAXF760104

0.713795 122 膜貫通領域 3 CHOP780204 [94]

0.713689 31 N末端ループ RACS820104 [42]

0.711485 41 膜貫通領域 1 EISD860102

0.7076 204 膜貫通領域 5 MITS020101 [96]

0.702689 160 膜貫通領域 4 CHOP780215

0.702542 261 膜貫通領域 6 KOEP990102 [54]

0.701812 160 膜貫通領域 4 FUKS010101

0.701345 122 膜貫通領域 3 HOPA770101 [94]

0.699632 136 細胞内ループ 2 PONP800107 [9]
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図 4.3 Tanimoto係数による類似スコア上位 25位までの位置のロドプシン上の残

基。左側が細胞外側から見た図、右側が細胞膜に平行な視点で見た図で上側が細

胞外側、下側が細胞内側である。側鎖を青色のCPKで表示している部分がスコ

ア上位 25位までの位置に対応するロドプシンの残基である。MOLMOL [64] に

て描画。
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ているということは様々な変異実験の結果からわかっている [54][126][69]。空洞

にかかわる残基を図 4.4に示す。リガンド結合に関わる空洞は膜貫通領域 1、膜

貫通領域 2、膜貫通領域 3の一部、膜貫通領域 7の間の空洞であるサブグループ

1と膜貫通領域 3の一部、膜貫通領域 4、膜貫通領域 5、膜貫通領域 6の間の空洞

であるサブグループ 2の 2つに分かれる [109]。類似度スコアが高い位置でかつ空

洞に関わる位置は 5箇所あるが、そのうち 4箇所がサブグループ 2に存在する。

また、図 4.3を見ればわかるように、類似度の高い位置はサブグループ 2の空洞

に関わる位置の周辺に多く存在する。これらの位置に相当する残基がいくつかの

GPCRのリガンドとの相互作用に影響を与えていることは、表 4.2で示した。こ

れらの結果を考慮すると、サブグループ 2の空洞に接するもしくは、その周辺の

残基を中心にサブグループ 1やループ領域の一部の残基によって大きなリガンド

と小さなリガンドとの違いの認識に影響を与えている可能性を示唆している。
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図 4.4 Surgandらのリガンド結合のための空洞の残基 [109]。提案された 30個の

位置に相当するロドプシンの残基をCPKで表示した。これらの残基は 2つのサ

ブグループに分かれる。サブグループ 1(膜貫通領域 1、膜貫通領域 2、膜貫通領

域 3の一部、膜貫通領域 7)に相当する残基を青色、サブグループ 2(膜貫通領域 3

の一部、膜貫通領域 4、膜貫通領域 5、膜貫通領域 6)に相当する残基を緑色、サ

ブグループ 1の中で類似度スコアの上位 25位までのものを黄色、サブグループ

2の中で類似度スコアの上位 25位までのものを水色で表示した。MOLMOL [64]

にて描画。
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細胞外ループ 細胞外ループはわずか 2例しかない。細胞外ループがいくつかの

GPCRにおいてリガンドとの相互作用にかかわっていることは知られている。そ

の点を考えると、細胞外ループに高い類似度スコアの位置が少ないことは、ループ

領域は保存性が低いため仮にリガンドとの相互作用に重要な残基でもファミリー

の垣根を越えて保存するような残基は少ないということが理由ではないかと考え

られる。

類似度スコアの上位 25位までに入っている細胞外ループにある 2つの位置はN

末端と細胞内ループ 1に位置している。これらに相当する位置の残基はいくつか

のGPCRではリガンド結合の残基と変異実験などから推定されている [41][42]。

なんらかのリガンドのとの相互作用と関連がありそうではあるが、今回の解析で

はその残基周辺に他の類似度スコアの高い位置が発見できていないため、その位

置の役割とリガンドの残基長との関係について考察することは難しい。

細胞内ループ 細胞内ループには 2例の高い類似度スコアの位置が発見された。

2例とも細胞内ループ 2であった。細胞内ループがリガンドとの相互作用に直接

的に関わる可能性は低いので、これらの位置はノイズ（リガンド相互作用とは関

係ない）可能性も存在する。しかしながら、位置 136はDRYモチーフと呼ばれ

るもののTyrに相当する部分で、保存性は約 70%程度である。いくつかのリガン

ドサイズが大きいGPCRにはこの保存残基が別の残基に置換していることを考

えると、何らかの構造的役割を担っている可能性も存在する。

4.3.2 予測結果

3つのカーネルと多くのパラメータを試し、リガンドの予測結果について評価

指標が最大とするものを表 4.3に示す。カーネルはどちらも RBFカーネルであ

る。上のパラメータではMean AE、Median AE、RMSEが最小であった。一方、

下のパラメータではPCCが最大であった。上のパラメータのPCCの値は下のパ

ラメータに比べそれほどの差がない一方で、下のパラメータは上のパラメータに

比べ、Mean AE、Median AE、RMSEともに大きく劣っている。そこで、ここ

では上のパラメータを採用した。
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表 4.3 予測結果
C γ Mean AE Median AE RMSE PCC

7.8× 106 5.86× 10−11 11.78 8.31 16.31 0.942

1.0× 107 6.24× 10−11 17.33 13.56 22.37 0.943

次にリガンドの残基長を 3つのグループに分けて、各残基長グループでの予測

精度について考える。グループとしては”small petide”（20残基以下）、”middle

peptide”（20-50残基）、”Large peptide and Proteins”（50残基以上）に分けた。

残基長グループごとの予測結果を表 4.4に示す。”middle peptides”の予測精度が

どの評価指標でも一番よかった。それに次いで、”small peptides”の評価指標がよ

かった。”Large peptide and Proteins”に関しては予測精度があまりよくない。

表 4.4 リガンドサイズごとの予測精度

データセット数 Mean AE Median AE RMSE

Small Peptides 25 9.85 7.31 12.85

Middle Peptides 19 6.60 5.60 7.49

Large Peptides or Proteins 12 25.12 29.55 27.98

さらに詳細にリガンドの残基長と予測精度の関係について見るために、予測結

果と正解データに関する散布図を図 4.5に示す。リガンドの残基長が 50残基以下

の時と 150残基以上の時はこれらの結果はおおよそ正解の値付近にある。しかし

ながら、60-100残基のリガンドでは予測リガンド残基長は過小評価されており、

その結果が全体的な予測精度を大きく押し下げている。
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図 4.5 予測される残基長と正解である残基長の比較

4.3.3 オーファンGPCRに関する予測される残基長の分布

オーファンGPCRのリガンドの残基長の分布を推定するために、112のペプチ

ド・タンパク質によって活性化されると予測されるGPCRに対して、本手法を適

用した。その結果を図 4.6に示す。結果をみると 30-50残基ぐらいに多くのオー

ファンGPCRが存在することがわかる。ここ数年に同定された新規リガンド（例

えば、Neuropeptide W、Prolactin-releasing peptide、neuropeptide QRFPなど）

は 20-50残基のものが多く [20]、この結果と併せて考えるとオーファンGPCRの

多くのペプチドリガンドは 20-50残基付近の大きさのものが多く存在することが

示唆される。

60-90残基付近には今回のデータからでは観察されない。60-90残基の既知リガ

ンドは走化性リガンド（例えばケモカインやC5aなど）が存在している。クロス

バリデーションテストの結果をみると、60-90残基のリガンドの長さは過小評価

しているものが見られるので、もしかしたら、50残基近辺でみられるGPCRの

データの中に 60-90残基ぐらいのGPCRも含まれているのかもしれない。
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200残基以上のリガンドは観察されなかった。ホルモンタンパク質（例えば、

follicle stimulating hormone、lutropin-choriogonadotropic hormone、thyrotropin）

は 200残基以上のリガンドと知られている。今回のオーファンGPCRのデータ

セットの中にはホルモンタンパク質のリガンドが含まれていないことが今回の結

果から示唆される。
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図 4.6 オーファンGPCRに関する予測される残基長の分布

4.4. 議論とまとめ

本研究では位置特異的特徴量とドメインベース特徴量を配列アラインメントか

ら求め、それを基にペプチド・タンパク質リガンドの残基長を予測可能であるこ

とを示した。また、ペプチド・タンパク質リガンドによって活性化すると予測さ

れるオーファンGPCRのリガンドの長さの分布を示した。

本手法を利用することで予測リガンド残基長を使ってペプチドリガンドスク

リーニングライブラリの中の内在性リガンド候補の優先順位をリガンドの残基長

によって優先順位を付けることが可能である。もちろん、リガンドの残基長の情

報だけからは少数のリガンド候補に絞ることは難しいが、他の付加的なリガンド
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の特性（たとえば、電荷を持つアミノ酸の出現頻度や疎水性など）も同様の手法

で予測し、それらを組み合わせれば、リガンド候補をさらに絞り、ハイスループッ

トリガンドスクリーニング技術に対するペプチドライブラリ内のリガンド候補を

効率的に選ぶことができ、新規リガンド発見に役に立つ。この新しいアプローチ

は計算機によるオーファンGPCRの新規リガンド予測の可能性を示し、オーファ

ンGPCRのリガンド発見研究のスピードを加速することが期待できる。

54



第5章 GPCRのGタンパク質の

共役選択性予測

ここではアラインメント法の応用方法として、GPCR配列からのGタンパク質

の共役選択性予測について述べる。第 2章 2.3.2で述べた通り、オーファンGPCR

のGタンパク質共役選択性を事前に予測することはオーファンGPCRのリガン

ド同定においてのアッセイ系の構築に重要である。しかしながら、Gタンパク質

の共役選択性の問題はその原理はあまり理解できていない。また、同じ共役選択

性を持つGPCRでも必ずしも配列類似性は高くはない。そのような状況であるの

で、第 4章のような自動的な特徴選択による手法ではなく、様々な特徴量候補を

検討して、それを予測の特徴量として使用するというアプローチを行う。まずは

じめに、GPCRの配列のどの部分がGタンパク質の共役選択性に関係している

か位置に基づく解析を行った。次に、位置以外の特徴量で重要なものを探索し、

最後にそれらを特徴量として SVMを用いた予測方法を提案する。

5.1. 特定の位置のアミノ酸出現と共役選択性の関係つ

いての解析

まず始めにGPCRの配列上のどの部位（位置）がGタンパク質共役選択性と

関係していそうか、アミノ酸の出現頻度の観点から解析を行う。この解析を通じ

て、アミノ酸の出現と共役選択性との関係を考察するとともに、どのような配列

情報を特徴量に入れるべきかについての指針を得る。
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5.1.1 データセットと方法

データセット GPCR の分類データベース GPCRDB [50][48] より Class A の

GPCRを抽出し、その中から文献データ [1]より共役選択性が既知のものを選

択した。トータルのデータ数は 111（Gi/o共役GPCR: 55 Gq/11共役GPCR: 34

Gs共役 GPCR: 22）である。配列情報は Swiss-Prot [11]と一部 Entrez Protein

[75]から抽出した。近年Gタンパク質共役選択性の多様性（複数のタイプのGタ

ンパク質と共役する)が知られるようになったが、その原因は受容体のリン酸化

による切り替えや一部にはGPCRの過剰発現などの人為的な影響なども指摘さ

れており [45]、そのメカニズムはまだまだ理解できない部分が多い。今回は簡単

のため、複数のGタンパク質と共役するGPCRはすべて除いて解析を行った。

方法 テンプレートであるロドプシンとターゲット配列とのアラインメントは 4.1

と同じ方法で生成した。位置に関する定義も 4.1と同じである。各位置について

10%以上ギャップとなっているところに関しては解析対象として除外した。解析

対象の位置を”有効な位置”と呼ぶ。

機能残基を推定するためのスコアとしてグループ間のアミノ酸出現確率につい

ての Peasonの相関係数 (Peason’s Correlation Coefficient, PCC)を使用した。ア

ミノ酸出現確率の比較についてのスコア関数はいくつか提案されているが、PCC

はプロファイル-プロファイルアラインメントの精度の評価でよい成績を収めて

おり [76]、そのアミノ酸出現確率の比較のためのスコア付けとして信頼できる。

PCCは以下のように表せる。

PCC(c) =

∑
i(p

c
gi − p̂c

g)(p
c
ḡi − p̂c

ḡ)√ ∑
i(p

c
gi − p̂c

g)
2
√ ∑

i(p
c
ḡi − p̂c

ḡ)
2

(5.1)

pc
giはGタンパク質のタイプ g (Gi/o, Gq/11, Gs)のデータセットについてロドプ

シン上での位置 cのでのアミノ酸グループ iが出現する確率を表し、pc
ḡiはGタン

パク質のタイプ gと共役しないデータセットについての確率を表す。アミノ酸は

20種類もあり、データ数が少ない場合にはアミノ酸出現確率 pc
giを正確には推定

できない。そこで事前知識を加えたDirichlet混合分布による推定法 [103]を使用

してアミノ酸出現頻度を推定した。また、配列の類似性による偏りを減らすため
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に、配列類似度による重み付き出現頻度推定法 [44]もあわせて用いた。さらにア

ミノ酸をそのまま使うのではなく、アミノ酸をその特性ごとにグルーピングを行

いその各グループに含まれているアミノ酸の出現確率の合計を求め、アミノ酸の

代わりにアミノ酸グループを基にして PCCを求める。グループとしてはMirny

[80]が提案したものを修正して使う。7つのグループがあり、それぞれ脂肪族ア

ミノ酸AVLIMC、芳香族アミノ酸 FWYH、電荷のない極性アミノ酸 STNQ、正

電荷を持つアミノ酸 KR、負電荷を持つアミノ酸 DE、プロリン P、グリシンG

である。Mirnyのグルーピングでは特殊PGとしていたが、膜たんぱく質の膜貫

通領域ではグリシンとプロリンは異なる構造特性を持つため、別々のグループと

した。

PCCのランダム分布の生成 PCCの統計的有意性を評価するためにランダムサ

ンプリング法を用いてPCCのランダム分布を推定した。既知共役選択性のデータ

セットからランダムに 55配列、34配列、22配列を選択した。選択した配列に対

してロドプシンとのアラインメントを形成した。さらに有効な位置の中から 1つ

だけを選択した。その位置について上記の方法と同様にアミノ酸グループの出現

確率を推定し、PCCを求めた。この操作を乱数生成器として”Mersenne Twister”

[78]を用いて、1,000,000回上記の手続きを行ってPCCのランダム分布を求めた。

このランダム分布からあるPCC以上の累積密度を計算することでPCC以上の値

が出現する確率を求めそれを P-valueとした。

5.1.2 結果

特定の Gタンパク質の共役選択性に関係する残基を予測するために、特定の

Gタンパク質と残りの共役既知データとの間での PCCを計算し、そのスコアに

よってアミノ酸出現頻度の共役選択性との関連度合いを測定し、重要な残基を予

測した。さらにその予測した位置をアラインメントを用いてロドプシンにマッピ

ングして観察する。もし特定のGタンパク質に対するPCCが有意な値をとる位

置があるならば、その位置はその特定のGタンパク質の共役に重要であるもしく
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は、特定のGタンパク質との共役について阻害する働きがある位置であると推定

される。

PCCの有意性 この解析のPCCの有意性を調べるために各Gタンパク質につい

てPCCのランダム分布を作成した。図 5.1を見ればわかる通り、ランダム分布の

形はGi/oタイプ、Gq/11タイプ、Gsタイプそれぞれについて異なっている。これ

は PCCのランダム分布はデータセットのサイズに依存すると考えられる。PCC

の値そのままでは、異なるGタンパク質タイプ間での比較が難しいため、ランダ

ム分布よりPCCの値をP-valueに変換する。この研究では、P-valueが 0.01以下

となる位置を予測されたGタンパク質共役選択性と関係される位置（予測機能位

置と呼ぶ）とし、表 5.1にまとめた。

Correlation Coefficient Score (CCS)

o
c
c
u
rr

e
n
c
e

Gi/o

Gq/11

Gs

図 5.1 ランダムに生成したCCSの分布

予測機能位置を含むドメイン データセットとテンプレートとのアラインメント

を用いて予測機能位置の残基をロドプシンの構造上にマッピングした（図 5.2、図

5.3、表 5.1）。図 5.3では予測機能位置の残基はロドプシン内で側鎖を青い球体で
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表している。左側の図が細胞内側からの視点で、右側の図は膜に対して平行な視

点から見ている。図 5.2、図 5.3及び表 5.1では細胞内ドメインでの予測機能位置

が他のドメインより多く見られる。GPCRは細胞内側でGタンパク質と相互作

用するため、この結果は予想された結果と一致する。そのほかにも 3本目の膜貫

通へリックスの細胞外にも予測機能位置を見つけた。
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図 5.2 ロドプシンの概略図と予測機能位置に該当する残基。グレーの円形の残

基はGi/oタイプとの共役選択性と関連すると予測された残基、白色四角はGq/11

タイプ、黒色円形はGsタイプ、グレー四角はGi/oとGq/11の双方、黒色四角は

Gq/11とGsの双方、グレー円形はGi/oとGsの双方と関連すると予測された残基

を表している。

図 5.2と図 5.3(a)はGi/oタイプのGタンパク質と共役するGPCRの予測機能

位置の残基を示している。膜貫通へリックスの細胞外側には位置 33, 36, 107, 279

にあり、膜貫通領域では 3本目の位置 115にあり、細胞外側には位置 65, 148, 233,
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表 5.1 特定のGタンパク質タイプ (Gi/o、Gq/11、Gs)に共役するGPCRの予測

機能位置 (P-value < 0.01)

Gタンパク質 位置 ドメイン PCC (P-value) mutation data

33 N末端ループ 0.605 (0.0033)

36 N末端ループ 0.640 (0.0045)

65 細胞内ループ 1 0.610 (0.0029) [124][129]

107 膜貫通領域 3 0.698 (0.0081)

115 膜貫通領域 3 0.620 (0.0037)

Gi/o 148 細胞内ループ 2 0.195 (0.00004)

233 細胞内ループ 3 0.607 (0.0033) [16]

244 細胞内ループ 3 0.684 (0.0071)

279 細胞外ループ 3 0.594 (0.0030)

311 C末端ループ 0.402 (0.0004)

319 C末端ループ 0.665 (0.0058) [77]

107 N末端ループ 0.525 (0.0033)

Gq/11 231 細胞内ループ 3 0.525 (0.0045) [16]

312 C末端ループ 0.749 (0.0050)

67 細胞内ループ 1 0.476 (0.0071)

69 細胞内ループ 1 0.445 (0.0054) [6][38]

106 膜貫通領域 3 0.416 (0.0043)

111 膜貫通領域 3 0.213 (0.0006)

Gs 170 膜貫通領域 4 0.344 (0.0022) [74][73]

171 膜貫通領域 4 0.375 (0.0029) [107]

233 細胞内ループ 3 0.233 (0.0007) [16]

248 細胞内ループ 3 0.459 (0.0061) [23][72][117]

312 C末端ループ 0.366 (0.0022)
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(a)

(b)

(c)

図 5.3 共役選択性に関する予測機能位置にあるロドプシン構造上の残基。MOL-

MOL [64]にて描画。
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244, 311, 319に存在した。細胞内側の位置 65と 319は構造上は隣接している位置

にあるが、他の位置は特にお互いに構造上では隣接していなかった（図 5.3(a)）。

次に図 5.2と図 5.3(c)が示すには、Gsタイプと共役するGPCRに対する予測機能

位置は 3つのクラスターを形成しており、それらはそれぞれ 3つ目の細胞内ルー

プクラスター、1つ目の細胞内ループとC末端ループのクラスター、3本目と 4本

目の膜貫通領域のクラスターに分かれる。3つ目の細胞内ループクラスターは 6本

目の細胞内側に位置する位置 248と細胞内ループ 3の中間付近にある位置 233に

存在する。1つ目の細胞内ループとC末端のクラスターはロドプシンの構造上で

細胞内で非常に近い位置に存在する（図 5.3(c)）。Gq/11タイプと共役するGPCR

に関しては有意水準を越える位置はあまりなかった（図 5.2、図 5.3、表 5.1）。C

末端にある膜貫通領域に隣接する 8本目のへリックス（図 5.2）にある位置 312と

3つ目の細胞内ループにある位置 231、膜貫通領域の細胞外側にある位置 107のみ

が有意水準を超えている。この結果はGq/11タイプに共役するGPCRは他のタイ

プに比べて配列上での特徴が乏しいことを示唆している。Caoらの予測手法 [15]

ではGq/11タイプの予測精度が極端に低い結果となっているが、その理由は今回

の解析でGq/11において配列上の特徴が少ないことに関連している可能性がある。

表 5.2では細胞内ループに正電荷もしくは負電荷を持つアミノ酸の出現につい

て示している。各位置について正電荷もしくは負電荷を持つアミノ酸の分布はG

タンパク質の共役選択に関係する特徴的な傾向を示す。特に 3つ目の細胞内ルー

プではGi/oタイプやGq/11タイプのGPCRでは 20配列以上と多くのものに見ら

れるが、Gsタイプと共役するGPCRではわずか 1配列のみである。負電荷を持

つアミノ酸の場合、位置 311ではGi/oタイプのGPCRとその他のGPCRでは出

現頻度の差が 30%以上と大きく差がある。また、位置 312ではGsタイプと共役

するGPCRとそれ以外とでは出現頻度の差が 20%もある。

これらの結果は予測機能残基の大部分は細胞内ドメインに位置していることを

示唆している。しかしながら、表 5.1と図 5.2では細胞外側の残基のいくつかも予

測機能残基であると予測されている。例えば、位置 33、36、106、107、170、171、

279はへリックスの細胞外側付近に位置している。これらの位置のうち、170番

目の位置へリックスの細胞側にあり、特定のアミノ酸について特徴的な出現頻度
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表 5.2 細胞内ループ内の予測機能位置での正電荷/負電荷を持つアミノ酸の出現

頻度

正電荷を持つアミノ酸 負電荷を持つアミノ酸

位置 ドメイン Gi/o Gq/11 Gs Gi/o Gq/11 Gs

65 細胞内ループ 1 3 (0.06) 6 (0.18) 7 (0.32) 6 (0.11) 4 (0.12) 0 (0.00)

67 細胞内ループ 1 29 (0.53) 18 (0.53) 4 (0.18) 3 (0.05) 1 (0.03) 0 (0.00)

69 細胞内ループ 1 36 (0.65) 15 (0.44) 4 (0.18) 1 (0.02) 0 (0.00) 0 (0.00)

148 細胞内ループ 2 34 (0.62) 6 (0.18) 0 (0.00) 0 (0.00) 1 (0.03) 1 (0.00)

231 N末端ループ 30 (0.55) 8 (0.24) 15 (0.68) 0 (0.00) 3 (0.09) 1 (0.00)

233 細胞内ループ 3 16 (0.29) 9 (0.26) 0 (0.00) 0 (0.00) 2 (0.06) 0 (0.00)

244 細胞内ループ 3 16 (0.29) 4 (0.12) 0 (0.00) 6 (0.11) 0 (0.00) 0 (0.00)

248 細胞内ループ 3 34 (0.58) 22 (0.65) 1 (0.05) 1 (0.02) 0 (0.00) 0 (0.00)

311 C末端ループ 10 (0.18) 18 (0.53) 9 (0.41) 19 (0.35) 5 (0.15) 0 (0.00)

312 C末端ループ 18 (0.33) 8 (0.24) 0 (0.00) 17 (0.31) 4 (0.12) 14 (0.64)

319 C末端ループ 28 (0.51) 12 (0.35) 4 (0.18) 3 (0.05) 6 (0.18) 6 (0.27)

表内部の数字は特定の位置について正電荷 (もしくは負電荷)を持つアミノ酸が

観察される特定のGタンパク質に共役するGPCRの個数、()内はその割合、下線部は

特定のタイプのGタンパク質と共役するGPCRが他のタイプに比べて割合が 0.2以上

大きいもしくは小さいことを表す。
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が見られる。表 5.3に示す通り、プロリン (170P)はGi/oタイプ、Gq/11タイプで

はたくさんの配列で観測されるが、Gsタイプと共役する受容体では 5-HTタイプ

7受容体、アドレメデュリン受容体、バソプレッシン受容体V2でしか観測されな

い。位置 171では、Gs受容体内でプロリンが出現する頻度は高いが、その他のタ

イプではあまり観測されない。

表 5.3 予測機能位置でのプロリンの出現頻度
位置 Gi/o Gq/11 Gs

170 45 (0.82) 25 (0.74) 3 (0.14)

171 15 (0.27) 7 (0.21) 14 (0.64)

表内部の数字は特定の位置についてプロリンが観察される特定の

Gタンパク質に共役するGPCRの個数、()内はその割合を表す。

5.1.3 議論

予測機能残基をロドプシン構造にマッピングする解析はGタンパク質の共役選

択性に関係する重要だと予想される残基を明らかにする。これらの残基は 2つの

位置に分かられる (1)Gタンパク質と直接相互作用する細胞内ドメインに位置す

る残基 (2)GPCRとGタンパク質のインターフェイスから離れている膜貫通領域

や細胞外ループなどの領域に位置する残基。ここではこの 2つについて分けて予

測機能残基とGタンパク質共役選択性との関係について述べる。

細胞内ドメイン 細胞内ドメインの残基の多くはGタンパク質と直接相互作用す

ることから、細胞内ドメインに位置する残基がGタンパク質共役選択性を決定す

る上で重要な役割を果たしていると考えられる。いくつかの変異実験は細胞内ド

メイン、特に 2つ目の細胞内ループ及び 3つ目の細胞内のN末端側とC末端側の

重要性を示唆している [121]。しかしながら、Gタンパク質の相互作用の決定に

かかわる共通の配列パターンはいまだに見つかっていない [121]。
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過去の変異実験によると細胞内ループの電荷を持つ残基がGタンパク質の認識

と活性化の鍵となる役割を果たしている [117]。そのため、予測機能残基と電荷

を持つアミノ酸との関係について調べた。表 5.2は細胞内ドメインでの正電荷も

しくは負電荷を持つアミノ酸の出現を示している。つ目の細胞内ループに存在す

る位置 248ではGsタイプと共役するGPCRに比べて、その他のタイプのGPCR

は正電荷を持つアミノ酸の出現頻度は非常に大きい。いくつかの変異実験が位置

248において正電荷を持つアミノ酸の存在がGi/oもしくはGq/11との共役に重要

であることを示唆ししている [23][72][117][116]。それらの結果は位置 248での正電

荷を持つアミノ酸が出現しないことはGi/oもしくはGq/11との共役を妨げている

という可能性を示唆している。Gsタイプと共役するGPCRと他のGPCRとの間

で位置 247、248、251での正電荷を持つアミノ酸の出現頻度の差が大きい (>0.2)

（ただし、位置 247と 251はPCCの有意水準に達していない）。いくつかの変異実

験は位置 247と位置 252もGi/oもしくはGq/11との共役に重要であることを示し

ている [117][118]。これらの結果は細胞内ループ 3のC末端のいくつかの位置で

の電荷を持つ残基の存在が共役選択性に影響を与えていることを示唆している。

細胞外ドメイン及び膜貫通領域 細胞内ドメインがGタンパク質共役選択性に最

も重要な部位の 1つであることはよく知られているが、LH/CG受容体の 2つ目の

細胞外ループなどのような他のドメインの残基がGタンパク質の共役選択性につ

いて重要な役割を果たしているという実験結果も報告されている [39]。これらの

残基はGタンパク質との相互作用をする細胞内ドメインから離れている。表 5.1

が示すように、いくつかの予測機能位置はGPCRの細胞外側に位置している。細

胞外ドメインと膜貫通領域の細胞外側は一般には主にリガンド結合にかかわって

いると考えられている [108][120]。これらの残基はGPCRの活性化における構造

変化に影響を与えるもしくは制限するかもしれなく、特定のGタンパク質との相

互作用を阻害する可能性もある。へリックスの外側にある位置 170ではのGPCR

ではプロリン残基がGi/oタイプとGq/11タイプよく出現するが、Gsタイプでは

ほとんど出現しないという特徴的な出現が見られることを前述した。へリックス

構造内でのプロリン残基は一般的にへリックスを壊したり、ヘリックスを曲げた

りすることが知られており、構造フォールディングにおいて重要である。また、
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4本目の膜貫通へリックスの細胞外側での位置 170のプロリンはリガンド結合や

いくつかのGPCRについては活性化について重要であることが示唆されている

[55][74][73]。しかしながら同じリガンドと結合する特定のGPCRファミリー（例

えばセロトニン受容体ファミリーやヒスタミン受容体ファミリー、ドーパミン受

容体ファミリーなど）において必ずしも保存されていないことを考えるとリガン

ド結合以外の別の機能がある可能性がある。変異実験による裏づけはないが、こ

れらの解析は位置 170のプロリンはなんらかの形でGタンパク質共役選択性の決

定に対して直接もしくは間接的に影響を与えているかもしれない。

何よってGタンパク質共役選択性は制御されているのか？ GPCRとGタンパ

ク質との直接的な相互作用に関係する残基すなわち細胞内ループ内の残基でGタ

ンパク質共役選択性が決定されると仮定する。すると、同じ受容体の異なるドメ

インのいくつかの部位で Gタンパク質共役選択性に影響を与える。Gタンパク

質共役選択性の変化に影響のある一残基置換実験は 2つ目の細胞内ループ、3つ

目の細胞内ループ、C末端ループといったさまざまなドメインで発見されている

[120][123]。それらのドメインに存在するいくつかの予測機能位置が今回の解析

で発見された。これらの残基は異なる位置に広く散らばっており、これらの残基

から共役選択性に関係するモチーフパターンのような局所的な共通配列領域をみ

つけることはできない。これらの発見は Gタンパク質と接触する領域付近に位

置されている一残基もしくは複数の残基だけではなく、他の離れた残基が組み合

わさって共役選択性を実現していることが示唆される。これらの残基は一次配列

上では離れているかもしれないが、三次元構造上では近い領域に存在しうる（図

5.3）。Gタンパク質と直接相互作用しないいくつかの残基もまたGPCRの構造変

化を通してGタンパク質の活性化に影響を与えるかもしれない。

細胞内ドメインの立体構造がGタンパク質共役選択性を決定するという仮説は

Gタンパク質の共役選択性の変化がわずかの細胞内ループの残基や細胞内ドメイ

ンと離れた残基が関係している [123]ということも説明できる。この研究では表

5.1、図 5.2、図 5.3で示したようにGタンパク質活性化に影響を与えるいくつか

の膜貫通領域もしくは細胞外ドメインに存在する予測機能残基を示した。これら

の予測機能位置の残基が細胞内ループドメインの構造変化に直接もしくは間接的
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に影響を与えている。変異実験ではそれらの中のいくつかはGタンパク質の活性

化に重要であると示している [39][74]。

GPCRとGタンパク質の相互作用している高解像度の立体構造データの不足

のため、Gタンパク質共役選択性を理解するのに必要なだけのGPCRの構造の

知識はまだない。変異実験はGタンパク質共役選択性についての情報を提供する

けれども、この選択性を考えるためにすべてのGPCRについて実験データを得

ることは難しい。インシリコによる分析がGPCRの既知配列を基にしたGPCR

とGタンパク質の関係についての情報を提供できる。本研究は変異実験のデータ

を補完し、共役選択性に対して新しい視点を提供している。

5.2. その他の特徴量候補の探索

ここではアミノ酸出現頻度以外の観点から共役選択性予測の特徴量の候補とな

るものを探す。特定のドメインの長さやドメイン内のアミノ酸の各種指標（疎水

性値、側鎖の体積など）の平均値、GPCRのリガンドの分子量など様々な観点か

ら特徴量候補を探索した。その中で有効な特徴量候補として発見したドメインの

長さ、リガンドの分子量について説明する。

ドメインの長さに関する特徴量 GPCRは 7本の膜貫通領域を持つタンパク質で

ある。よって、ドメインは 7本の膜貫通領域、N末端ループと 3つの細胞外ルー

プ、3つの細胞内ループとC末端ループと計 15のドメインを持つ。各ドメインは

4.1で説明した手法でロドプシンの配列とターゲット配列とのアラインメントを

とり、ロドプシンの膜貫通領域とアラインされた領域をターゲット配列における

膜貫通領域とした。この手法ではほとんど膜貫通領域ではギャップは挿入されな

い。よって、膜貫通領域の長さはどのターゲット配列もロドプシンの膜貫通領域

の長さとほぼ等しく、データセット中の GPCR配列の膜貫通領域の長さはほと

んど差がない。よって、ここではループ領域の長さに着目する。解析するデータ

セットとしては文献データ [1]やアノテーション情報 [11]から抽出した 133個の

ヒトのGPCR配列 (Gi/o : 61, Gq/11 : 47, Gs : 24)を用いた。
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表 5.4 133のGPCR配列に対する各ループの長さの最頻値とその値でのデータ数
ドメイン 最頻値 最頻値でのデータ数

N末端ループ 50 8

細胞内ループ 1 10 103

細胞外ループ 1 14 62

細胞内ループ 2 20 100

細胞外ループ 2 28 19

細胞内ループ 3 19 15

細胞外ループ 3 15 23

C末端ループ 48 5

表 5.4はデータセット内の各ループの長さの最頻値とその最頻値でのデータ数

を表す。この図が示す通り、細胞内ループ 1、2と細胞外ループ 1は 4割以上の

データが同じループの長さになっていることがわかる。このようにほとんどルー

プの長さが変動しないものは各共役選択性ごとに差が出ないので、残りの 5つの

ループの長さについて検討する。

その 5つのループの共役選択性別のループの残基長の分布を表したものを図 5.4

に示す。N末端ループ、細胞内ループ 2及び細胞外ループ 3についてはどの共役

選択性も分布の形に違いがあるものの判別分析の特徴量として使えるような特徴

的な傾向は見られない。細胞外ループ 2については一部のGsタイプと共役する

GPCRにループの長さが 5残基のものが集まっているが、これらはMelanocortin

受容体ファミリーが集まっているだけで共役選択性に関係していると考えるのは

難しい。次に細胞内ループ 3について見ると、どの共役選択性についても 10-40残

基ぐらいに多くのGPCRが存在する。しかしながら、100残基以上ではGsタイプ

のGPCRは存在せず、Gi/oタイプとGq/11タイプのGPCRのみが観察される。一

方、C末端ループを見ると、多くのGPCRは 90残基以下である。90残基以上に

注目してみると、Gi/oタイプは一番データ数が多いにもかかわらず Somatostatin

受容体タイプ 3のみが 90残基以上であり、他のGPCRは 90残基以下である。一

68



方、Gq/11タイプとGsタイプでは 90残基以上のGPCRが観察される。

細胞内ループ3とC末端ループの長さについて詳細に検討ため、この2つのルー

プの長さの散布図を作成した（図 5.5）。散布図で見ると細胞内ループ 3が 80残基

以上でC末端ループが 50残基以下の領域にGi/oタイプとGq/11タイプのGPCR

が集積しており、Gsタイプは観察されない。また、細胞内ループ 3が 50-100残

基で、C末端ループが 80残基以上の領域にはGq/11タイプとGsタイプのGPCR

が集積しており、Gi/oタイプのGPCRは観察されない。他の多くのGPCRは細

胞内ループ 3が 50残基以下でC末端ループが 100残基以下の領域に観察される。

細胞内ループ 3と C末端ループの残基長が長いGPCRの一部に関して共役選択

性との関連が予想される。さらにデータをサブクラスAmineに限定した散布図を

図 5.6に示す。第 2章 2.3でも述べたが、Amineは感覚系GPCRを除くと Class

A GPCRの中ではPeptideに次いで数が多い。散布図を見ればわかるように、先

ほど指摘した細胞内ループ 3が長く C末端ループが短い領域と細胞内ループが

50-100残基程度でC末端ループが長い領域に存在するGPCRの多くはサブクラ

スAmineのGPCRである。よって、このループの長さによる特性はサブクラス

Amineに特に強く見られる傾向であることがわかる。これらのループの長さの違

いが共役選択性にどのような影響があるか現在の知見からはわからないが、共役

選択性になんらかの関係がある可能性がある。
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リガンドの大きさに関する特徴量 リガンドは直接Gタンパク質を相互作用する

わけではないので、共役選択性に関係ないとも考えられる。しかし、GPCRはリ

ガンドにより活性化され、その活性化構造がGタンパク質と相互作用するため、

リガンドとGPCRとの相互作用が共役選択性とまったくかかわりないと決め付

けることができない。そこで、リガンドと共役選択性の関係について検討してみ

る。GPCRのリガンドはAmine （Dopamine, Adrenelineなど）のような低分子

化合物もあれば、脂質、ペプチド、タンパク質など非常に多様である。このよう

なリガンドすべてで計測できる尺度を考えると、単純なものでは分子量が存在す

る。そこで共役選択性とリガンドの分子量との関係を図 5.7に示す。おおよその

目安としては分子量 500以上はペプチドもしくはタンパク質をリガンドとするも

のであり、その他のリガンドは分子量 500未満である。半分以上の GPCRが分

子量が 500未満であり、500未満の分子量ではどの共役選択性のGPCRも観察さ

れる。serotonin受容体ファミリー（serotoninの分子量:170）や adreneline受容体

ファミリー（adrenelineの分子量:183）に属するGPCRは多くあり、そのファミ

リー内では同じリガンドと結合するが、共役選択性に関してはGi/oタイプと共役

するGPCR、Gq/11タイプと共役するGPCR、Gsタイプと共役するGPCRが全

て含まれており、これらのファミリーではリガンドの分子量と共役選択性は関係

がないということは明白である。図 5.7と前述の serotoninファミリーの例などを

勘案すると、低分子において分子量と共役選択性との関係は見出せない。次に分

子量 500以上を見ると、Gq/11タイプのGPCRの多くは 1000-2000ぐらいに集中

している。一方Gi/oタイプは分子量 2500以上に偏在している。Gsは分子量 500

以上のデータ数が少ないが、存在するものを観察すると広く偏在している。分子

量 500以上ではGi/oタイプとGq/11タイプについては分布の偏りがみられる。こ

れらのリガンド分子量の違いが共役選択性にどのように関係しているか、現在の

知見からは判断はできないが、何らかの関係がある可能性がある。
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5.3. 予測方法

共役選択性に関連する要因をいくつかの観点からみてきた。ここでは、これら

の要因を統合して、ひとつの予測システムを考える。作成した予測システムの全

体的なフローは図 5.8のようになっている。予測システムは特定ファミリー判別

とGs判別、Gi/o-Gq/11判別の全部で 3つのステップからなる。

まずはじめのステップではプロファイル隠れマルコフモデルを用いて今回の解

析しているデータセットに含まれていないようなGPCRは前処理として分類さ

れる。ここまで、検討してきた共役選択性はあくまでデータセットで使われてい

るものの傾向である。データセットとしては、特定の細胞にのみ発現するGPCR

や Class A以外のGPCRは除外してきた。Opsinファミリーに属するGPCRは

視覚関連の細胞にのみ発現し、視覚関連の細胞に特異的に発現するGtタイプの

Gタンパク質と共役する。Olfactoryファミリーに属するGPCRは嗅覚関連の細

胞にのみ発現し、嗅覚関連の細胞に特異的に発現するGolf タイプのGタンパク

質と共役する。Class B GPCRは現在分かっているGPCRはすべてGsタイプと

共役する。Class C GPCRはGi/o, Gq/11タイプのどちらかのGタンパク質と共

役する。Frizzled, SmoothenedファミリーのGPCRは共役Gタンパク質は不明

である。これらの特定のファミリーや特定のClassに属するGPCRは互いに配列

の類似性が高く、プロファイル隠れマルコフモデルなどの既存の配列手法で十分

分離可能である。そこでここでは各ファミリーについてHMMER [30]を用いて、

ファミリー分類を行い。その結果を基にGタンパク質の共役選択性を予測する。

ただし、Class C GPCRは 2つのタイプの Gタンパク質と共役する可能性があ

るので、各共役選択性に対してプロファイルを作成する。すなわち、Gi/o共役型

Class C GPCRプロファイルとGq/11共役型Class C GPCRプロファイルを作成

して予測を行う。

残りの 2つのステップでは前述したファミリーではないClass A GPCRに対し

て 3つの共役選択性のどれかを予測する。ただし、本章の 5.1や 5.2の結果を見

る限り、各共役選択性に対して、それぞれで重要な特徴量が違う可能性が高い。

そこで、ここではまずはじめにGsタイプの共役選択性を判別し、最後にGi/oと

Gq/11タイプのGPCRを判別する。
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特定のファミリーの共役選択性予測 特定のファミリーに対するプロファイル隠

れマルコフモデルのプロファイルを作成した。Class A GPCRに属するOpsinファ

ミリー及びOlfactoryファミリーに対しては、4.1で作成したClass A GPCR用プ

ロファイルを用いてデータセット全体のマルチプル配列アラインメントを作成し、

そのアラインメントをシードアラインメントとして HMMERの hmmbuildコマ

ンドを用いてプロファイルを作成した。Class A GPCRではないClass B GPCR、

Class C GPCR、Frizzled、Smoothenedに関しては、CLUSTAL W [110]を用い

てデータセットのマルチプル配列アラインメントを作成し、そのアラインメント

をシードアラインメントとしてプロファイルを作成した。

Gsタイプの判別分析のための特徴量 Gsタイプの判別分析のために、細胞内ルー

プ 3の長さ、C末端ループの長さ、Amineプロファイル、3番目の細胞内ループ

のC末端の塩基性残基の数、位置 170のプロリンの有無を使用した。

細胞内ループ 3とC末端ループの長さは前述の通り共役選択性に関係性が示唆

されている。特にその傾向はサブクラスAmineに顕著に見られる。そこで、これ

らのループの長さと Amineに関するプロファイル隠れマルコフモデルを用いた

プロファイルの bit scoreの値を利用して、サブクラスAmineらしさとループの

長さを考慮した判別を考えた。Amineプロファイルは特定のファミリーの共役選

択性予測で述べたプロファイルの作成方法と同じ方法で作成した。残りの 2つの

特徴量は立体構造へのマッピングを行った研究から作成した。立体構造へのマッ

ピングの研究ではいくつかの重要と予想される残基を提示したが、この中で構造

への影響が大きそうな位置 170とプロリン、細胞内ループ 3の C末端側の塩基

性残基 (Arg, Lys)を採用した。プロリンに関しては位置 170にプロリンがあるか

ないかについて 1か 0で表現した。細胞内ループ 3のC末端の塩基性残基につい

ては位置 244、247、248、251についてLys、Argの出現数を特徴量として使用し

た。これらの位置はGsタイプのGPCRにおいて他のタイプと共役するGPCRと

比較して相対的に正電荷を持つアミノ酸の出現頻度が低い位置をピックアップし

た。これらの位置のロドプシン上の残基を図 5.9に示す。これらの位置は膜貫通

ヘリックス 6の膜から飛び出た部分と推測されるヘリックス領域に存在しており、

さらに膜貫通領域 3と膜貫通領域 5と接している位置に存在する。この膜貫通ヘ
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リックス 3、膜貫通ヘリックス 5、膜貫通ヘリックス 6の細胞内側の領域はGタ

ンパク質との相互作用に重要な領域といわれており、活性化構造ではこの 3つの

ヘリックスの配置の変化することが知られている。この塩基性アミノ酸の出現に

特徴がある位置がこの領域に存在していることは共役選択性との関連も大いに考

えられる。

TM5 TM3

TM6

IL3

251

244

248

247

図 5.9 塩基性アミノ酸の特徴量として使用した位置の残基。ロドプシン立体構

造を細胞内側から見た図。該当する残基は側鎖をCPKで表示。

Gi/oタイプの判別分析のための特徴量 残るGi/oタイプとGq/11タイプの判別分

析のために、Gsタイプの判別に使用した細胞内ループ 3の長さ、C末端ループの

長さ、Amineプロファイルの 3つの特徴量に加え、リガンドの特徴量と Peptide

プロファイルを使用した。

リガンドの特徴量は前述の通り、分子量 500以上のペプチドリガンドでその傾

向が見られる。分子量 500未満では関係性がみられないため、リガンドの分子量
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とともにサブクラスPeptideの配列プロファイルを作成した。作成方法はAmine

プロファイルの場合と同じである。このようにループの長さとリガンドの長さを

特徴量として予測を行った。

予測したリガンド分子量 この研究ではリガンドの分子量を特徴量として組み入

れている。しかしながら、Gタンパク質の共役選択性予測をリガンド未知のオー

ファンGPCRに適用するという観点からは望ましくない。そこで第 4章で開発し

たペプチド性リガンドの予測値を使う。第 4章ではペプチド、タンパク質リガン

ドの残基長を予測した。この予測残基長とアミノ酸 1残基当たりの分子量の期待

値の積を求めるという簡易的な手法で分子量を推定した。

一残基当たりの分子量の期待値 =
∑
a

fa ∗ma (5.2)

faはペプチド・タンパク質リガンドにおけるアミノ酸 aの出現頻度、maはアミ

ノ酸の分子量（PeptideMass [37]から取得）を表す。一残基当たりの分子量の期

待値は 113.70であった。

リガンドの予測長としては、ターゲット配列がリガンド予測の学習データに含

まれている場合にはそのデータを除いて学習して予測した値を、含まれていない

場合は第 4章での学習データをそのまま学習に使い予測値を求めた。

判別手法 判別手法としては線形判別法はじめ多くの手法が提案されている [28]。

今回の特徴量を観察する限りでは線形判別を用いた平面での予測は難しく、非線

形判別手法が必要であると考える (例えば、図 5.4など参照)。そこで、本研究で

はサポートベクターマシーン (SVM)を用いた（SVMの概要は付録 Bを参考）。

SVMはカーネル関数を利用することで、特徴空間において判別分析を行うこと

が可能となり、カーネル関数によっては非線形判別も可能となる。一般的に非線

形の写像によって変換した特徴空間の次元は大きくなる傾向になり、膨大な計算

量を必要とし、また汎化能力の低下にもつながる。しかしながら、SVMでは内

積が計算できれば最適な識別関数を構成することができ、計算も容易であり、パ

ラメータ次第では高い汎化能力を持つことができる。今回は SVMには LIBSVM

[18]を用いて実装した。
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予測の評価方法と評価指標 カーネル関数としては linear、RBF、polynomialの

3つを使い一番結果のよいものを採用した。パラメータC、γはそれぞれCは 2−5

から 215、γは 2−13から 23の範囲で最適なものを探した。評価方法は 4-fold クロ

スバリデーションテスト（データを 4分割し、3/4を学習データとして、1/4をテ

ストデータとして使用する）を用いた。なお、リガンドの予測値を使うときは学

習ステップから予測値を使って学習した。

評価指標としては以下のような Specificityと Sensitivityを用いた。

Specificty =
TP

TP + FP
(5.3)

Sensitivity =
TP

TP + FN
(5.4)

TP (True Positive)は正解データを正しく正解だと予測した数、FP (False Positive)

は不正解データを誤って正解だと予測した数、FN (False Negative)は正解データ

を誤って不正解だと予測した数を表す。これらの評価指標について 4-fold クロス

バリデーションテストを 10,000回行い、その平均値を求めた。

5.4. 予測結果

予測システムの予測結果の評価について述べる。評価データベースとしては、プ

ロファイル隠れマルコフモデルのステップでは、GPCR分類データベースGPCRDB

[50][48]に格納されるGPCRを対象とし、特定のファミリーに属するデータとそ

れ以外のデータとで判別できるかを評価した。データ数は全GPCRデータ 5895

個、Opsin 170配列、Olfactory 394配列、Class B 34配列、Class C Gi/o 20配

列、Class C Gq/11 9配列、Frizzled 40配列、Smoothened 5配列であった。また、

SVMを用いるステップでは文献データ [1]やアノテーション情報 [11]から抽出し

た 133個のヒトのGPCR配列 (Gi/o : 61, Gq/11 : 47, Gs : 24)を用いた。複数の

タイプのGタンパク質と共役するGPCRは除いてある。

プロファイル隠れマルコフモデルステップの結果 前処理であるプロファイル隠

れマルコフモデルの精度を表 5.5に示した。結果をみてわかるようにどのファミ

80



リーについてもほぼ完璧に近い精度で予測できている。これは各ファミリーに属

するGPCRの配列類似性が互いに高く予測が容易であることがわかる。Opsinと

Class C Gi/oファミリーについて一部誤判別が見られるが、一部の例外的な配列

を除けば、前処理としての機能は十分発揮していると判断できる。

表 5.5 前処理における隠れマルコフモデルによる予測精度
ファミリー Gタンパク質タイプ Sensitivity (%) Specificity (%) 閾値

Opsin Gt 99.7 100.0 153.9

Olfactory Golf 100.0 100.0 151.2

Class B Gs 100.0 100.0 68.0

Class C Gi/o 93.5 100.0 1054.6

Gq/11 100.0 100.0 1325.3

Frizzled 不明 100.0 100.0 168.7

Smoothened 不明 100.0 100.0 627.6
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SVMステップの結果 ここでは、SVMを用いた予測の評価の結果を表 5.6示

す。Gsタイプの判別ではRBFカーネルが、Gi/oタイプとGq/11タイプの判別では

polynomialカーネルが最適であった。それぞれのステップでの判別結果を評価し

た。結果をみると、Gsタイプ判別ステップでもGi/oタイプとGq/11タイプの判別

ステップでもどの共役選択性のタイプも Specificity、Sensitivityともに 80-90%程

度の値で予測できていることがわかる。

表 5.6 132GPCRについて SVM部分でのGsタイプに関する共役選択性の予測

精度
Gタンパク質タイプ データ数 Sensitivity (%) Specificity (%)

Gs 24 84.97 88.74

表 5.7 108GPCRについて SVM部分でのGi/oタイプとGq/11タイプに関する共

役選択性の予測精度
Gタンパク質タイプ データ数 Sensitivity (%) Specificity (%)

Gi/o 61 87.07 88.32

Gq/11 47 84.97 83.62
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リガンド予測との組み合わせ 次にリガンドデータを実際の値ではなく、第 4章

で求めた予測値を使い、それを基に共役選択性予測を行った。Gsタイプの判別

にはリガンドデータを使用していないため Gi/o タイプと Gq/11 タイプの判別の

みを行っている。ここでは両方の判別でRBFカーネルを用いている。パラメー

タの探索は前述の範囲と同じである。結果を表 5.8に示す。表 5.6と比較すると、

Specificity、Sensitivityともに 6-7%程度精度が落ちる結果となっている。今後は

第 4章の手法のさらなる改良と共役選択性に関する他の特徴量の探索が必要で

ある。

表 5.8 リガンド予測と組み合わせた場合のGタンパク質共役選択性の予測精度
Gタンパク質タイプ Sensitivity (%) Specificity (%)

Gi/o 81.72 81.66

Gq/11 75.86 76.54

5.5. 議論とまとめ

本章ではGタンパク質共役選択性予測法について述べてきた。まずはじめに、

共役選択性に関係する残基を評価するために、ロドプシンとデータセットの配列

とのアラインメントを基にどの位置の残基がアミノ酸出現頻度の観点から重要で

あるかを評価した。その手法により同定された予測機能部位をロドプシンの立体

構造にマッピングし、どのような部位が重要かを評価した。それらの残基の一部

は配列上は隣接していないが、構造上はクラスターを形成していることを発見し

た。また、ループ領域の電荷を持つアミノ酸の出現及び膜貫通ヘリックス上のプ

ロリン残基の出現に特徴があることを発見した。

次に、この考察を基に共役選択性に特に関係していそうな要因として、細胞内

ループ 3のC末端側の正電荷を持つアミノ酸の出現頻度と位置 170におけるプロ

リンの有無の予測への利用を考えた。さらに、他の要因を解析した結果、細胞内

ループ 3とC末端のループの長さとリガンドの分子量という要因を発見した。そ
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れらの要因を特徴量としてサポートベクター分類を用いて判別した。その結果、

specificity及び sensitivityともに 80-90%で予測できることがわかった。

ここまで解析を行ってきたが、依然として共役選択性がどのようなメカニズム

で実現しているか理解できていない。今後の課題としてまず構造的なアプローチ

で共役選択性の解析があげられる。今回の解析はアミノ酸配列をベースとして、

構造情報としてはロドプシンの構造情報を利用した二次構造予測とロドプシンの

構造を利用した可視化による考察のみにとどまっている。そこで、次のアプロー

チはとしては実際に比較モデリング法により立体構造予測を行い、予測構造をも

とにした解析が考えられる。

近年の研究の進展により、GPCRのリン酸化 [24]が共役選択性に変化を与える

ことが知られている。また、他のタンパク質との相互作用やGPCRの二量体化

による影響についてもまだ理解できていない。このように様々な要因と共役選択

性の関係が示唆されており、他にも関連する可能性要因も多く、ますますメカニ

ズムの解明を困難にしている。今回の特徴量ではこれらの問題に対して何も対応

できていない。そこで、予測の観点からは新しい実験の知見に関して共役選択性

との関連が示唆されるような知見に関して大量に収集し、知識ベースを蓄積し、

予測したい配列に対してこれらの知見があてはまりそうか検索する（例えば、リ

ン酸化部位の有無やどの位置かを予測など）ようなシステムを作り、その結果を

提示する、もしくは結果を基に今回のような多変量解析手法を用いて予測するな

どの解決法が考えられる。
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第6章 結論

本論文ではアミノ酸配列からの機能予測法について議論した。

第 3章では汎用的な膜タンパク質のアラインメント手法を提案した。ペア隠れ

マルコフモデルを用い、膜貫通領域とアラインメントの両方を同じモデルで記述

することによって、膜貫通領域予測とアラインメント作成を同時に行う手法を開

発した。構造アラインメントを用いた評価実験では、配列類似性が低い配列ペア

及び膜貫通領域において提案手法が既存のグローバルアラインメントより高い精

度であることを示した。

第 4章、第 5章ではGPCRという特定の膜タンパク質ファミリーに関して機能

予測法を提案した。

第 4章ではGPCRのペプチド・タンパク質系リガンドの残基長をGPCR配列

から予測する手法を提案した。まず始めに、ロドプシンとターゲット配列とのア

ラインメントを作成法について述べた。Class A GPCRの配列アラインメントを

行うために、ロドプシンの各残基を一致状態に対応したプロファイル隠れマルコ

フモデルを構築した。さらに既知立体構造における膜貫通領域のギャップについ

て考察し、ロドプシンの構造ベースとして、膜貫通領域のモデルパラメータを変

更した。そのアラインメントを用いて、ターゲット配列に対して位置とドメイン

を推定した。位置に対してはその位置のアミノ酸に対応するアミノ酸指標を特徴

量とした。ドメインに関してはドメイン内のアミノ酸に対するアミノ酸指標の平

均を特徴量とした。アミノ酸指標としてはアミノ酸指標 AAindex内のすべての

指標を利用した。さらに特徴量選択を行うためにTanimoto係数を用いて、類似

アミノ酸指標による冗長性を減らし、また残基長との類似度の低い特徴量を取り

除いた。選択された特徴量に対してサポートベクター回帰を用いて残基長を予測

した。その結果、平均 12残基、中央値 8残基程度の誤差で予測可能であることを
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示した。また、ペプチド・タンパク質系リガンドを持つと予想されるオーファン

GPCRに対して適用し、どのような残基長のリガンドを持つGPCRが潜在的に

存在するか推定した。

第 5章ではGPCRのGタンパク質共役選択性をGPCR配列から予測する手法

を提案した。4.1の手法を用いて、ロドプシンとターゲット配列とのアラインメ

ントを作成した。そのアラインメントを用いて各位置に対してアミノ酸出現頻度

と共役選択性の関係性について評価した。その結果、アミノ酸出現頻度に特徴が

ある部位をいくつか発見した。それらの残基をロドプシン構造にマッピングして

観察すると、いくつかのクラスターが存在することがわかった。そのほかにも細

胞内ループには電荷を持つアミノ酸の出現頻度に特徴がある位置が多いこと、4

本目の膜貫通領域にはプロリン残基に特徴がある位置があることがわかった。

アミノ酸出現頻度に関する解析によって得られた電荷を持つアミノ酸とプロリ

ンの出現頻度に関する情報とループの長さ、リガンドの分子量の情報を用いて特

徴量ベクトルを作成した。その特徴量を用いてサポートベクター分類を行った。

その結果 specificity及び sensitivityともに 80-90%程度の予測精度で分類できた。

本論文では特にGPCRに関する機能予測法を中心に議論を展開してきたが、今

回開発した手法はGPCR以外の膜タンパク質ファミリーにも適用できると考えて

いる。本論文はGPCR特有の機能について、GPCRの特徴を考えながら機能予

測法について議論してきたが、アラインメントを基にした位置情報及び構造領域

情報を利用した予測方法であるため、これらの部分は今回の第 3章や 4.1の方法

でアラインメントを構築することで他の膜タンパク質ファミリーにも適用可能で

ある。もちろん個別ファミリーに関する情報を活用し、より正確なアラインメン

トを基に第 4章のようなアラインメントのベースとした機能予測法や、より詳細

に特徴量を検討した第 5章のような手法を検討する必要がある。別のファミリー

に対してファミリー特有の機能について予測方法を開発する場合に本論文で述べ

た手法は重要なヒントを与えるものである。

膜タンパク質には実験の困難な場合が多く、まだ多くの機能未知遺伝子が存在

している。これらの遺伝子の機能解析は今もなお重要な課題であるが、現在の実

験手法から考えるとすぐにこの課題が解決する可能性は低い。そこで、本研究を
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基にした膜タンパク質の各ファミリーに対する機能予測法の開発し活用すること

が膜タンパク質の機能解析研究を加速させることができると期待している。
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付録

A. 隠れマルコフモデル (HMM)

隠れマルコフモデル (HMM)は確率モデルの1つであり、システムがパラメータ

未知のマルコフ過程であると仮定し、観測可能な情報からその未知のパラメータ

を推定する。配列解析分野では遺伝子発見 [125][14]、膜貫通領域予測 [114][105]、

プロファイル検索 [30]など様々な応用分野に適用されている手法である。

本節では本研究で使用したペア隠れマルコフモデル (PHMM) [29]及びHMMER

タイプのプロファイル隠れマルコフモデル (Profile HMM) [30]、その前提となる

隠れマルコフモデル (HMM) [95][29]について簡単に説明する。

A.1 隠れマルコフモデル (HMM)

N個の状態 {s1, s2, . . . , sN}を考える。プロセスはある状態から次の状態を移り
ながら状態の配列 (si1, si2, · · · , sik)を生成する。マルコフチェインの特性として、

各部分配列の状態の確率は 1つ前の状態にのみ依存する。すなわち、以下のこと

のようになる。

P (sik|s1, s2, . . . , sik−1) = P (sik|sik−1) (6.1)

状態はわからないが、各状態はM個の観測シンボル（例えば、アミノ酸）{v1, v2, . . . , vM}
の 1つをランダムに生成する。

隠れマルコフモデルを定義するために、遷移確率、出力確率を特定する必要が

ある。

遷移確率 : akl = P (πi = l|πi−1 = k)

出力確率 : ek (b) = P (xi = b|πi = k)
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Transmembrane Loop

図 6.1 簡単な膜タンパク質の隠れマルコフモデル

遷移確率、出力確率の行列を A = (akl)、B = (ei (vm))とすると、モデルは

M = (A,B)として表せれる。

ここで簡単な膜タンパク質を表すHMMの例を図 6.1に示す。状態は膜貫通領

域とループの 2つだけである。ある膜タンパク質のアミノ酸配列とモデルが与え

られた時、その配列上の各残基が膜貫通領域かループであるかを推定する場合、

以下の式のような最適パスを探さなければならない。

π∗ = arg max
π

P (x, π) (6.2)

この最適パスは動的計画法を使って、Viterbiアルゴリズムという方法で求める。

繰り返し (i = 1 . . . L) : vl (i) = el (xi) maxk (vk (i− 1) akl)

　　　　　　　　　 ptri (l) = arg maxk (vk (i− 1) akl)

最終処理 : 　　　 P (x, π∗) = maxk (vk (L))

　　　　　　　　　 π∗L = arg maxk (vk (L))

トレースバック : π∗i−1 = ptri (π
∗
i )

なお確率値は非常に低くなるため、実装上は確率を logスケールに変換して各

種アルゴリズムを実行する。

次に、アミノ酸配列とモデルが与えられた時、その配列が膜タンパク質である

かその確率を求める場合、すなわち以下の式の値を求めたい場合を考える。

P (x) =
∑
π

P (x, π) (6.3)

この場合は以下の Forwardアルゴリズムを使って求める。

繰り返し (i = 1 . . . L) : fl (i) = el (xi)
∑

k (fk (i− 1) akl)

最終処理 : 　　　 P (x) =
∑

k (fk (L))
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B

D2 D3

M1 M2 M3 M4

I1 I2 I3

E

図 6.2 HMMER Plan7のプロファイルHMMアーキテクチャーの一部

A.2 プロファイル隠れマルコフモデル (HMM)

プロファイル隠れマルコフモデルは隠れマルコフモデルの 1種であり、生物学

の配列解析の分野では、モチーフなどの特定の配列パターンをモデル化すること

に利用される。モデルのアーキテクチャーは研究ごとに若干異なるが [30][52]、こ

こでは今回使用したHMMER [30]をベースとして話を進める。

HMMERでプロファイルHMMのコアとなる部分のモデルのアーキテクチャー

を図 6.2に示す。Bと Eの状態は開始状態、終端状態を表し、シンボルは何も出

力しない。M1-M4は（一般的には）配列のコンセンサスパターンに対応し、その

パターンにマッチした場合にこの状態を通る。M1-M4ではアミノ酸残基を 1つ

だけ出力する。そのに大してD2-D3の状態はコンセンサスパターンの欠損のため

の状態であり、この状態では何も出力せず、例えばM1→D2→M3というパスを

通った場合コンセンサスパターンであるM2は出力されない。残りの I1-I3はコン

センサスパターンに対する挿入を表し、コンセンサスパターン内でパターンとは

関係ないアミノ酸を出力される。関係ないアミノ酸が出力される長さは遷移確率

によって定義されている。また、HMMERにおけるプロファイル隠れマルコフモ

デルでは図 6.3のようなNULLモデルが定義されている。状態Fでのみシンボル
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B E

図 6.3 HMMER Plan7のNULLモデル

を出力し、ランダムにアミノ酸配列を生成するモデルとなっている。状態Fでア

ミノ酸 aを出現する確率（バックグランド確率とも呼ぶ）を qaとする。

ある配列にコンセンサスパターンがあると分かっている場合に、どの残基がコ

ンセンサスパターンに当てはまるかという問題を解くには、配列の各残基に対す

る状態系列を求めればよい。状態系列を求めるアルゴリズムはViterbiアルゴリ

ズムに対応する。マッチ状態の数がm、配列長が nである場合のプロファイル隠

れマルコフモデルにおけるViterbiアルゴリズムは以下のようになる。

繰り返し : i = 1, . . . , n

vM
j (i) =

eMj
(xi)

qxi

max





aMj−1Mj
vM

j−1 (i− 1)

aIj−1Mj
vI

j−1 (i− 1)

aDj−1Mj
vD

j−1 (i− 1)

vI (i) =
eIj

(xi)

qxi

max





aMjIj
vM

j (i− 1)

aIjIj
vI

j (i− 1)

aDjIj
vD

j (i− 1)

vD (i) = max





aMj−1Dj
vM

j−1 (i)

aIj−1Dj
vI

j−1 (i)

aDj−1Dj
vD

j−1 (i)

終端処理 : vE = max
(
vMm (n) , vIm (n) , vDm (n)

)

次にある配列が特定のコンセンサスパターンを持っているかを表すスコア（コ

ンセンサスパターンを持つ確率とNULLモデルの確率との比の対数）を考える。

プロファイル隠れマルコフモデルにおける bit scoreとはこのスコアを示してい
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る。bit scoreは以下のように Forwardアルゴリズムで求めることができる。

FM
j (i) = log

eMj
(xi)

qxi

+ log[aMj−1Mj
exp

(
FM

j−1 (i− 1)
)

+ aIj−1Mj
exp

(
F I

j−1 (i− 1)
)

+ aDj−1Mj
exp

(
FD

j−1 (i− 1)
)
]

F I (i) = log
eIj

(xi)

qxi

+ log[aMjIj
exp

(
FM

j (i− 1)
)

+ aIjIj
exp

(
F I

j (i− 1)
)

+ aDjIj
exp

(
FD

j (i− 1)
)
]

FD (i) = log[aMj−1Dj
exp

(
FM

j−1 (i)
)

+ aIj−1Dj
exp

(
F I

j−1 (i)
)

+ aDj−1Dj
exp

(
FD

j−1 (i)
)
]

終端処理 : vE = vMm (n) + vIm (n) + vDm (n)

Viterbiアルゴリズムによって求めらるスコアは最適パスにおけるスコアであ

るのに対して、Forwardアルゴリズムではすべての考えられるパスについてその

確率値を加算して、さらにNULLモデルの確率で割っている値を対数化したもの

に相当している。

A.3 ペア隠れマルコフモデル

ここまで述べてきた隠れマルコフモデルは 1つ 1つのシンボル（例：残基、塩

基）を出力することで 1つの配列を生成するもでるであった。それに対してここ

で述べるペア隠れマルコフモデル (PHMM)は 2つの配列ペアX, Yに関してシン

ボルのペアを出力し、アラインメントを生成する手法である。標準的なグローバ

ル配列アラインメントと同等なペア隠れマルコフモデルを図 6.4に示す。配列X,

Yの両方からの残基ペアを出力する状態（一致・置換状態）、配列Xからの残基
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とギャップを出力する状態（挿入状態）、配列Yからの残基とギャップを出力する

状態（欠損状態）が存在している。

xi
−

−

yj

xi
yj

図 6.4 シンプルな PHMMのアーキテクチャー

2つの配列X, Yが与えられた時、その配列のアラインメント（ペア隠れマルコ

フモデルの最適な状態系列）を求める場合には以下のViterbiアルゴリズムを用

いる。

繰り返し : i = 1, . . . , n, j = 1, . . . ,m

vM (i, j) = pxiyj
max





aMMvM (i− 1, j − 1)

aMIv
M (i− 1, j − 1)

aMDvM (i− 1, j − 1)

(6.4)

vI (i, j) = qxi
max





aIMvM (i− 1, j)

aIIv
I (i− 1, j)

(6.5)

vD (i, j) = qyj
max





aDMvM (i, j − 1)

aDDvD (i, j − 1)
(6.6)

終端処理 : vE = max
(
vM (n,m) , vI (n,m) , vD (n,m)

)
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B. サポートベクターマシーン (SVM)

本節では本研究で使用した LIBSVM [18]におけるサポートベクターマシーン

(SVM)についての概要の説明する。パターン認識分野における代表的な手法の 1

つで、主に分類問題と回帰分析問題に適用される。配列解析分野では分類問題で

はアミノ酸配列からの遠縁のホモログ配列予測 [53]、細胞局在予測 [51]などに利

用されていて、回帰分析問題ではタンパク質の各残基の接触可能表面の面積予測

[128]などに利用されている。ここでは LIBSVMで実装されている分類問題のた

めに使用したC-SVCと回帰分析問題のために使用した ε-SVRについて説明する。

B.1 サポートベクター分類 (C-SVC)

ここでは第 5章で使用したサポートベクター分類の手法の 1つであるC-SVCに

ついて説明する。

2つのクラスについて学習ベクトル xi ∈ Rn、i = 1, . . . , l、yi ∈ {1,−1}となる
ようなベクトル y ∈ Rlが与えられた時、C-SVCにおける解くべき問題は以下の

ようになる。

min
w,b,ξ

1

2
wTw + C

l∑

i=1

ξi (6.7)

制約条件 yi

(
wT φ (xi) + b

)
≥ 1− ξi,

ξi ≥ 0, i = 1, . . . , l

その双対問題は以下のようになる。

min
α
　

1

2
αT Qα− eT α (6.8)

0 ≥ αI ≥ C, i = 1, . . . , l

制約条件 yT α = 0,

C > 0は上限、Qは非負定値行列で Qij ≡ yiyjK(xiyj)であり、K(xiyj) ≡
φ(xi)

T φ(xj)はカーネルを表す。ここでは訓練ベクター xiは関数 φによってより

高い次元空間に飛ばされる。
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なお、本研究で使用したカーネル関数K (xi, xj) ≡ φ (xi)
T φ (xi)は以下の 3種

類である。

linear　 kernel : K (xi, xj) = xT
i xj (6.9)

polynomial　 kernel : K (xi, xj) =
(
γxT

i xj + r
)d

, γ > 0 (6.10)

RBF 　 kernel : K (xi, xj) = exp
(
−γ ||xi − xj||2

)
, γ > 0 (6.11)

この二次計画問題は SMO-type分解法 [33]によって解かれる。

その識別関数は

f (x) = sgn

(
l∑

i=1

yiαiK (xi, x) + b

)
(6.12)

B.2 サポートベクター回帰 (ε-SVR)

ここでは第 4章で使用したサポートベクター回帰の手法の 1つである ε-SVRに

ついて説明する。

xi ∈ Rnが入力、zi ∈ R1がターゲット出力とし、データ点の集合{(x1, z1) , . . . , (xl, zl)}
が与えられた時、Support vector regressionの標準形は次のようになる。

min
w,b,ξ

1

2
wTw + C

l∑

i=1

ξi + C
l∑

i=1

ξ∗i (6.13)

wT φ (xi) + b− zi ≥ 1− ξi,

zi −wT φ (xi)− b ≥ 1− ξi,

ξi, ξ
∗
i ≥ 0, i = 1, . . . , l

その双対問題は

min
w,b,ξ

1

2
(α− α∗)T Q (α− α∗) + ε

l∑

i=1

(αi + α∗i ) +
l∑

i=1

zi (αi − α∗i )

制約条件
l∑

i=1

(αi − α∗i ) = 0, 0 ≥ αi, α
∗
i ≥ C, i = 1, . . . , l

ここでQij = K (xi, xj) ≡ φ (xi)
T φ (xj)を表す。
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近似関数は以下のようになる。

f (x) =
l∑

i=1

(−αi + α∗i ) K (xi, x) + b (6.14)
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