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冨田・内藤・中山研究プロジェクト

慶慮義塾大学湘南藤沢学会





「研究プ ロジェク ト」優秀論文推薦の ことば

近年、生命科学 の分野では、バ クテ リアか らヒ トに至 るまで、いろいろな種でそ

のゲ ノム配列(遺 伝子DNAの 塩基配列の並び方}が 決定 されました。今世紀はこれ ら

遺伝子 の機能 を明 らかにすることに研究の中心が移 っていますが、ゲ ノムにコー ド

されている全タンパク質(プ ロテオーム)の 約半分は機能が未知のままです。藤島

君は機能が既知 のタ ンパ ク質 に現れるアミノ酸の種類やその頻度、周期 性をコンピ

ュー タ解析 によ り、詳細 に検討することで、これ までにない、新 しいタンパ ク質の

機能推定法 を考案 いた しました。

さ らに、 この方法 を駆使することで、機能未知で あったタンパク質の中か ら、核

酸制御 に関わる新規 の遺伝子産物 を推定 していくことに成功いた しま した。これは、

学部の学生が成 し遂げた成果 として、 目をみはるものがあ ります。

また、彼の研究 に対す る態度は極めて実直で、そ の解析データは信頼のおけるも

のです。この意味で も、今回の藤島君の研究論文を湘南藤沢学会の優秀論文 として

推薦 いた します。

慶磨義塾大学 環境情報学部助教授

(同 ・先端生命科学研究所助教授)

金井 昭夫





ゲノム情報 を利用 した新規RNA結 合 蛋 白質推 定と

その構造パターン予測

環境情報学部 藤島 皓介
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1要 旨

生命 情報工学(バ イ オイ ンフォマテ ィクス)を 用 いた新 たな2つ の蛋 白質機能推 定法 に

関 して報告 したい.こ こで,実 験生物学で の実証 を鑑 み,ゲ ノム情報 が既 知であ り,か

っ生化学的 な実験 に適 した超 好熱性 古細菌Rvrococcusfuriosusを モデル 生物 に選んだ.

また,機 能性 蛋 白質 と して新規 のRNA結 合蛋 白質 を推 定す ることを 目的に した.ま ず,

プ ロテオー ムを構成す るア ミノ酸の使 用頻度,分 子 量,疎 水度お よび特 定のア ミノ酸の

周期性 に関 して解析 し,こ れ らの指標 を段階 的に用 い ることで,あ る種 の機 能性 蛋 白質

(特 に膜蛋 白質,リ ボ ソー ム蛋 白質,遺 伝 子制御蛋 白質 な ど)を 分画可能 な ことを示す.

本法 を用い て,特 に新規 のRNA結 合蛋 白質候補29種 を挙 げる ことが出来た.こ の う

ち2っ の候補 につ いて遺伝 子工学 を用いた実験 をお こない,そ のRNA結 合性 を確認 し

た.次 に,蛋 白質 を構成す るア ミノ酸が有す る電荷 の周期性 に着 目 した解析 を行 なった.

この周期性 を ウェーブ レ ッ ト変換す るこ とで,無 駄 な ノイズ を除去 し,電 荷 情報 の再構

築 を行 った.こ の結果,大 腸 菌EscherichiacotiとRfuriosusに 共通 に保存 され てい る

RNA分 解酵 素RNaseHIIに おいて,ア ミノ酸配列の相 同性 が約30%程 度 しかないに も

かか わ らず,再 構築 した波形が酷似 した.以 上は,本 稿で提唱 した2つ の方法 が蛋 白質

の機能推定法 として極 めて有用で あるこ とを示唆 している.

キー ワー ド:バ イオインフォマティクス,プ ロテオー ム,蛋 白質機能予測,周 期性,RNA

結合蛋 白質,超 好熱性 古細菌
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皿 序論

2.1背 景

20世 紀 の終 わ りか ら今 世紀 にか けて,大 腸 菌か ら酵母,線 虫,マ ウス,ヒ トに至 る まで多

種 多様 な生 物 の全 ゲ ノム配 列 が相 次い で決 定 され た.時 代 は今,ポ ス トゲ ノム の幕 開 けを

迎 えて い る.現 在 ま でに微 生物 と高等 生物併せ て177種,ウ ィル ス ゲノ ムでは約1000種 に

も及 ぶ 生 物 種 の 全 ゲ ノム が デ ー タベ ー ス と して 存 在 して い る(1/31/2004updatedNCBI

database).ま た,こ の状況 に伴 い ゲ ノム情報 が規 定 して い る蛋 白質 の機 能 予測 も重要 視 され

て き た.従 来の代 表的 な機 能 予測 法 は1990年 に考案 され たBLAST[1]を 用 い て,機 能既 知

蛋 白質 との ア ミノ酸 配 列 の相 同性(ホ モ ロジー)を 比較 し,機 能 を推 定 す る方法 で あ る.

また,最 近 で はDNAポ リメラ ーゼ サ ブユ ニ ッ トや リボ ソー ム蛋 白質群 の よ うに複数 の蛋 白

質 が協 調 的 に作用 す る もの同 士が似 た性質,機 能 を持 つ こ とを利用 した 蛋 白質 問相 互作 用

(Protein-ProteinInteraction)が 注 目され てお り,デ ー タベ ー スやviewerな ども開発 され てい

る[2].さ らに,オ ー ソログ とい い,進 化 的 関連 性 が あ る遺伝 子 同士 のデ ー タベ ー ス も存 在

す る.同 じオー ソ ログ ジー ンの 中 には配 列 に相 同性 が 見 られ ない もの もい くっ か含 まれ て

い るた め,こ れ もプ ロテ オー ム の機 能 分 類法 と して近 年注 目を浴 び てい る.し か し原核 生

物,真 核 生 物,古 細 菌 にか かわ らず,ゲ ノム上 に存 在す る約50%の 遺伝 子(蛋 白質)は い

まだ に機 能 が 同定 され て お らず,蛋 白質機 能 推 定法 の 大 半は配 列 の相 同性 解 析 に依 存 して

い るのが現 状 であ る.

2.2新 規機 能推定法

我 々はこれまでに配列の相 同性に依存 しない解析手法 をい くつか模 索 してきた。主にア ミ

ノ酸の疎水度 と分子量 を用いた解析,使 用頻度解析,周 期性解析 の3方 法である.そ れぞ

れの解析 はある程度の基準をも うけてやれば,機 能推定に有効であることが示唆 されてい

る.し たが って本稿 ではそれぞれ の解析 について詳 しく述べ るとともに,3っ の解析 を段

階的に用いることで,新 規のRNA結 合蛋白質 を高い精度で予測することを可能 とした結果

にっいてま とめた.ま た我 々が提唱する2つ 目の新規蛋 白質機能推定法はア ミノ酸の一次

配列上に分布する電荷の増減か らノイズを除去 し,高 次構造を予測する方法である.

2.3超 好 熱 性 古 細 菌Ryrococcusノ 観 ∂∫粥

本 研 究 に用 いた生 物種 は超 好熱 性 古細菌Pyrococcusfuriosusで あ り,2001年 に全ゲ ノムシ

ー ケ ンスが公 開 され た深 海 に生 息 す る菌 で あ る .ゲ ノムサ イ ズ も2Mbpと 小 さ く(大 腸 菌 の

約 半 分)で,推 定 され る遺伝 子 は2065個 で あ る.ま た遺伝 子産 物 の多 くが 耐熱性 を獲 得 し

て い る と考 え られ てお り,生 化 学 的 に非 常 に扱 いやす い こ とが挙 げ られ る[3][4].

2.4RNAとRNA結 合 蛋白質

RNAはDNAか ら転写 され る核酸物質で生命現象 と深い結びつ きがある.RNAは 遺伝子発

現の段階ではmRNAと してDNAの 転写に携 わ り,翻 訳段階ではrRNAやtRNAな どが蛋 白

質 との複合体 を形成 し,ア ミノ酸をつ なげて蛋 白質 を合成す る.近 年RNA干 渉 といい

miRNAやsiRNAな どの小 さいRNA断 片が複数 のmRNAに 部分結合す ることで翻訳 レベル

5



で遺伝子を制御す る現象も発見された.こ の ようにRNAを 中心 とした生命現象は今後 さら

に発展 してい く兆 しをみせている.同 様にRNA結 合蛋白質 も生体内で重要な役割 を果た し

ていることがわか っている.例 えばRNAポ リメラーゼがなければRNAは 伸長す ることが

できず,RNA分 解酵素がなければRNAが 細胞内に溢れかえって しま う.し たがって我 々は

RNA結 合蛋白質を網羅的に予測する とい う方向性か ら,RNAを 中心 としたダイナ ミックな

系の解明,し いては生命の起源の謎 を解き明かそ うと考えている.そ こで本稿 では超好熱

性古細菌P.furiosusの ゲ ノム情報を用いて,新 規のRNA結 合蛋 白質推定法を確立す ること

を具体的 な目標にすえた.

皿 ゲノム情報による蛋白質機能解析

3.1疎 水 度 分 布 解 析

3.1。1目 的

疎 水度(hydropathy)と は ア ミノ酸 の持 つ性 質の 一つ で,1982年 にKyteとDoolittleに よ って数

値 化 され た こ とに よ り定 量 的な扱 い が可能 とな った[5j.ま た,こ の数 値 は主 に蛋 白質折 り

たた み時 の トポ ロジー 計 算 な どに使 われ て お り[6],重 要 な指標 の一 つ で あ る.こ こで生 体

で用 い られ て い る20種 のア ミノ酸 の うち9種 が疎 水性 ア ミノ酸 で あ る(TABLEI).

ア こノ酸 3文 字略号 1文字略号 側鎖 、性 質 分子量 等電点 Hyd叫 日thy

グリシン Gly G 脂肪族、親水性 75 597 一〇4

アラニン Ala A 脂肪族 疎水性 89 600 1B

バ リン vaI 〉 脂肪族、疎水性 117 5B6 42

ロイシン Leu L 脂肪族 疎水性 131 5.9B 38

イソロイシン Ib 1 脂肪族 疎水性 131 602 4.5

プロリン Pm P イミノ酸、疎 水 性 115 630 一1
。6

セリン Ser s 水酸基、親水性 105 56B 一〇8

スレオニン Thr T 水酸基、親水性 119 6.16 一〇7

システイン Cys o 含硫、親水性 121 507 25

メチ オニン Met M 含硫 疎水性 149 574 1B

アス パラギン酸 Asp D 酸性、親水性 133 277 一35

アス パラギン Asn N ア ミド、親 水 性 132 541 一35

グル タこン酸 Glu E 酸 性、親 水 性 147 322 一35

グルタこン Gln Q ア こド、親 水 性 146 565 一35

リジン Lys K 塩基性、親水性 146 9741 一39

アル ギニン Arg R 塩基性、親水性 174 1076i-45
ヒス チジン His H 塩基性、親水性 155 759 一32

フェニル アラニン Ph已 F 芳香族、疎水性 165 54日 28

チロシン Tyr Y 芳香 族(水 酸 基)、疎 水 性 181 566 一13

トリプトファン Trp W 芳香族、疎水性 204 5日9 一〇9

TABLEl:各 アミノ酸 につ いての パ ラメーター詳 細

慶慮義塾大学先端生命科学研究所 の鈴木治夫氏はア ミノ酸 の変動の第一要因が疎水度だ と

い うことを,主 成分分析 を用いて導 きだ した[H.Suzuki,unpublishedwork].そ こで我 々は蛋

白質の機能が疎水度 に一部依存 しているのではないか とい う仮説 を立て,疎 水度 と分子量

の相関図に機能既知蛋 白質をプ ロッ トす ることで機能 ごとに分類 され る領域 があるか調べ

た.

6



3.1.2方 法

蚕ずNCBIで 公 開 され 、1・る超 好熱 性古細菌Pyrocoecusfztriosus(NC _OO3413)のgenbankfile

か ら全 蛋 白質2065個rノ"rミ ノ酸 配 列 を抽 出 した.予 想 され る機 能の 内訳 をTABLE2に 示

す.次 に機 能 ア ノテーF一 ンにConservedhypothetical(機 能 不 定)が 付 い てい る もの をす べ

で取 り除い た ところ,1{Bl個 の 蛋 白質 が残 っ た.1031個 の蛋 白質 それ ぞれ につい て疎 水度

(Hydropathy)と 分 鋳1を 算 出 した.さ らに疎 水 度 を縦 軸 に,分 子 量 を横 軸 に用 い た2変 量

の報 関 グ ラフを作成 し,1031個 の 蛋 白質 をす べ てプ ロ ッ トした.比 較 の た め,代 表 的 な原

核 生物3種 類 にっ いて も同様 の解析 を行 った.さ らに,似 た機 能 を持 つ 蛋 白質同 士が グラ

フLに どの よ うに分布{て い ろか を調 べた.

機能群 個数

AminoAcidBiosynthesis

AutotrophicMetabolism

Biosynthesis

CellEnvelope

CellularProcesses

Centra畳Internlediarv

ConservedHypothetical

EnergyMetabolism」v

FattンAcid

Other("ategories

Purines,Pyrimidines

Reguiaroryfunctions

Replication

Transcrlpnon

Translation

Transport

Un㎞own

1

3

6

5

7

1

4

0

2

8

5

1

9

9

7

2

5

9

5

4

5

5

2

2

1

4

4

5

3

3

5

3

9

0

1
-

-

'1

1

Total 2065

TABLE2:P. .furiosusの 全 蛋 白 質 の 機 能 内 訳

3.1.3結 果

図1(a)に 示 す よ うに1031個 の蛋 白質 がや じ りの形 に分布 す る特 徴的 なパ ター ンが,種 を超

え て保存 され て い る こ とが確認 され た.こ の うちRfuriosusの 解析 結 果 を用 いて複 数 の蛋 白

質群 にっ いて 分布 領域 を調 べ た結 果,幾 種類 か の機 能 蛋 白質 は グ ラ フ上の 特 定の 領域 に集

合す る ことを見 出 した.図1(C)に 傾 向が顕 著 に見 られ た蛋 白質 群9種 を示す.ま た,一 部 重

な って はい る ものの,明 らか に異 な る分布 を示 した膜 蛋 白質,RNA結 合 蛋 白質,リ ボ ソー

ム蛋 白質 の3種 につ いて 図1(b)に 示 した.
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3.1.4考 察

これ らの結果か ら機能既知蛋 白質を疎水度/分子量で表 した分布図が種を超 えて保存 されて

いることが確認 された.P.furiosusに おいて蛋白質を機能群 ごとに分類 した結果,少 なくと

もある種の蛋白質群(膜 蛋 白質,リ ボソーム蛋 白質な ど)に 関 しては特定の領域 に集合 し

た.こ のことは蛋 白質の有す る疎水度 はその生物が生育す る環境や種 に依存せずに,機 能

分類のための指標 となるこ とを示唆 してい る.

3.2ア ミノ酸 頻 度 解 析

3.2.1目 的

ア ミノ酸頻度 解析 の歴 史は深 く,1983年 に300個 あ ま りの 蛋 白質 をア ミノ酸 使 用頻度 に よ

って分 類す る こ とが行 われ て いた.し か し当時 は機 能 が既 知 な サ ンプル が非 常 に少 な く,

大 まか に4つ の機 能 群 に分 類す るの が精一杯 で あ った[7].我 々 はア ミノ酸20種 類 の使 用

頻度 を用 いて,Rfuriosusに お け る全蛋 白質 ク ラ スタ リング を行 い,よ り詳 細 な機 能 分類 を

目指 した.

3.2.2方 法

本 解析 には前述 の疎 水度 分布 解析(3.1)で 用 いたP.furiosusの1031個 の蛋 白質 を使 用 した.

1っ の蛋 白質 につ き,ア ミノ酸1種 類 の数 をア ミノ酸 の総 数 で割 り,20種 類す べ ての ア ミ

ノ酸 につ い て使 用頻 度 を算 出 した.し か し蛋 白質 を構 成 す る20種 類 の ア ミノ酸 は必ず し

も均 等 に使 われ て い るわ け で はな い.そ こで 各 々の ア ミノ酸 の使用 頻 度 と全 蛋 白質 の 平均

との差 を もってア ミノ酸 使 用頻 度 と定義 した.さ らに20種 のア ミノ酸 のス コア を一っ の蛋

白質 が持 つ要 素 と し,1031個 の 蛋 白質 に対 して米Stanford大 学.のEisen研 究室 が 開発 し

た ク ラス タ リング ソフ トウェアClusterと,解 析結 果 を視覚 化す る ソフ トウェアTreeviewを

用 いて階 層的 クラス タ リン グを行 な った.

3.2.3結 果

1031個 の蛋 白質 に よ る階 層的 ク ラス タ リン グの結 果,tRNA-synthetase,リ ボ ソー ム蛋 白質,

transposase,DEXX-boxATPaseは 一群 に ク ラス タ リン グ され る こ とが 明 らか にな った.そ

の うちの2ク ラス タ を図2.aに 示す.一 方 でATP結 合 蛋 白質 やRNA結 合 蛋 白質 な どは複

数 箇所 で小 ク ラス タを形成 した.ま ず 膜 蛋 白質 は電 荷 を持 っ たア ミノ酸D,E,R,Kの 使

用頻 度 が極端 に低 か った.中 で もグル タ ミン酸(E),リ ジ ン(K)が 特 に顕著 で あ った(図2.

bの1レ ー ン 目).リ ボ ソー ム蛋 白質 は塩 基性 ア ミノ酸で あ るアル ギ ニ ン(R),リ ジン(K)

を極 端 に好 んで使 用 して い る半 面,疎 水 性 ア ミノ酸 の ロイ シ ン(L),イ ソロイ シ ン(1)の

使 用頻度 は極 端 に低 か った(図2。bの2レ ー ン 目).RNAに 結 合す る蛋 白質 は総 じて電 荷

を持っ ア ミノ酸 を多 く持 つ傾 向 に あっ た.特 に リジ ン(K)の 割 合 が 高か った.一 方,同 じ

正電荷 ア ミノ酸 で あ るアル ギニ ン(R.)は 全蛋 白質 平均 と同程度 の使 用頻 度 だ った(図2.bの

3-6レ ー ン 目).
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図2.b機 能別アミノ酸頻度 クラスタリング

20種 類のアミノ酸を横軸にとり,それぞれの使用頻度を色で示した,赤 いマスは該 当するアミノ酸が全体平均よりも高い頻度で

使 わ れて いることを示 し,緑 のマ スは 逆 に使 用 頻 度 が低 いことを示 してい る.1MembraneProtein 2RibosomalProtein3

RNaseHH4mRNAend-processingfactor5DNAdirectedRNA-polymerasesubunitl,6tRNAnucleotldyltrans色rase

3.2.4考 察
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ア ミノ酸使用頻度の偏 りを1つ の指標 として捉えることで,ま た別の切 り口か らの蛋 白質

機能推定が 可能 となった.リ ボ ソーム蛋 白質 を生化学的な分野か らみ ると負電荷 をもつ

RNAに 効率 よく結合す るために正電荷を豊富に含 んでいると理解す ることができる.し か

し同 じRNA結 合特性 を持つ蛋 白質で も,DNA依 存でRNAを 伸張 させ るもの,RNAを 分

解す るもの,複 数のRNAを つなげるものな ど細胞内で広い用途で使用 されているがために,

その多様性が ゲノム配列,し いてはア ミノ酸の頻度の差 を生み,小 クラスタが複数で きた

と考えられる.し か し一…方で リジン(K)の よ うな正電荷ア ミノ酸がRNA結 合蛋 白質全般

にわた って強 く保存 されていることを確認す ることができた,こ れ らのア ミノ酸が一次配

列Lで どのよ うに配置 されているかを調べ ることも重要である.

3.3周 期 性 解 析

3.3.1目 的

慶慮義塾大学先端生命科学研 究所の金井昭夫氏 らはある種のRNA結 合蛋 白質 にはその一

次配列一Lに電荷 を有 したア ミノ酸残基が周期的に出現す ることに気 がついた[8]、 そ こで

我 々は電荷を有 したア ミノ酸の周期性 をプロテオーム レベルで解析すれ ば新規のRNA結 合

蛋白質候補を見出せ ると考えた,本 研究の 目的は周期 を抽 出す るよ うな独 自の解析 プ ログ

ラムを作成 し,そ の周期 を指標 としたクラ スタ リングでRNA結 合蛋白質を抽 出することで

ある.

3.3.2ア ミノ酸 周 期 性 探 索プログラム(APS)の 作 成

この 目的 のた め,ま ず,ア ミノ酸周 期性 探 索プ ログラ ム(AminoacidPeriodicitySearch)を

作成 した.APSは 指 定 した蛋 白質,ア ミ ノ酸t周 期 にマ ッチ した もの を 自動 的 に抽 出す る.

Outputと して周 期 の長 さ,配 列 上の ポ ジ シ ョンを,オ プ シ ョン と して配 列 の長 さ,ア ミノ

酸 配 列 の カ ラー 表 示 な どを行 うこ とが 可能 で あ る.こ のプ ログ ラム は以 下 の よ うに実行 す

る.口 の中 はユー ザー が指 定す る条件 で あ る.

/period _search.plIFILE名Hア ミノ酸)1周 期)1蛋 白質名or遺 伝 子番 号J[誤 差1

rFILE名]… 現 在 はgenbankfileか ら生成 した ア ミノ酸配 列 の リス トを与 えて い るが,近 い

うちにgenbankfileで 実 行 可能 にす る予 定.

[ア ミノ酸1… 周 期 を見た い ア ミノ酸 を指 定 す る.例 え ば電 荷 を有 す るア ミノ酸D,E,R,K.H

な ど

[周期]… 主 に3か ら20の 間 で行 な う.両 親 媒性 アル フ ァーヘ リ ックス上 で の周期 な らば3.

6ピ ッチ,リ ピー トドメイン な どの 場合 に は9～20程 度 の周期 で探 索す るのが 良い.

[蛋 白質名or遺 伝 子番 号}… 特 定 の遺 伝 子群 を網 羅 的 に調 べ るな ら機 能 ア ノテ ー シ ョンを

いれ れ ば よい.特 定 の蛋 白質 だ け を解 析 したけれ ばそ の遺伝 子 番 号 を入 れ る。

[誤差]… 通 常 は1.必 ず1、 も特 定 の ア ミノ酸 が 正確 な周 期で 存在 してい るわ け では ないの で

それ を考慮 にいれ た誤 差 の こ とで ある.

3.3.3方 法
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上記 のプ ログ ラム を用 い,ま ず1031個 の機 能既 知蛋 白質 につ いて酸 性/塩基性 ア ミノ酸 の出

現す る周期 が3-28ま で の もの(誤 差1)・tい う条件 で解析 し,周 期 が存在す る部分 の割合(こ

れ をpossessionと 定義 す る)を 算 出 した.例 えばアル フ ァーヘ リックス とい う構 造 にお いて は,

ア ミノ酸平 均3.6残 基 で構 造的 に一周期 を成す こ とが よく知 られ てい る.本 解 析 に用い た

3-28周 期 とい うのはアル フ ァーヘ リックスが持 つそれ の約8倍 長 まで に相 当す る.ま たR

furiosusに おけ る平 均的 な蛋 白質 は約282ア ミノ酸残基 によ り構 成 され る ことを考慮 すれ ば,

その長 さの約1/10ま で の周 期 を ここで は検 討す るこ とにな る.

さ ら に新 規 のRNA結 合 蛋 白質 候 補 を抽 出す る た め,機 能 既 知 蛋 白質 ば か りで な く

Conservedhypotheticalproteinを 加 えた全2065個 の蛋 白質 に対 して同様 の解析 を行 った.こ

こで,ア ミノ酸頻 度解 析 と同様 に,大 規模 なク ラスタ リングでは抽 出 したい対 象 が複 数 の

クラスタ に分散す る傾 向が あ る.そ こで類似度 が高い もの か ら中心近傍 にそ ろえるcentered

とい うオプ シ ョンを使 用 した.

3.3.4結 果

本 プ ログラムをRNA結 合 蛋 白質FAU-1(RNaseElikeprotein)[8]に 対 して行 った結果 を図3。a

に示 す.こ こで は7cycleで 解 析 した結果 につい て示 した.図 中の酸性 ア ミノ酸 と塩基 性ア

ミノ酸 のク ラス タ領 域が 可視 化 されて い るのがわか る.

RNADNA結 合蛋 白質 が中心領域 に集 まって ク ラス タを形成 した.核 酸 結合 蛋 白質 の クラス

タ分布 を ヒス トグ ラムで確 認 した とこ ろ,77個 のRNA結 合 蛋 白質の うち30個 が 中心領域

に存在 してい る こ とが 明 らか とな った.DNA結 合蛋 白質 もほぼ 同 じ形で分布 してい るもの

の,RNA結 合 蛋 白質 に比 べて 中心 近傍 に収束す る強い傾 向 は見 えなかった(図3.b).
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図3.aFAU-1蛋 白 質 のAPS実 行 結 果 図3.b核 酸 結 合 蛋 白 質 の 局 在 を表 す ヒス トグ ラム

図3.a金 井氏らによって新規に発見されたRNA結 合蛋 白質FAU-1のAminoacidPeriodSearchプ ログラム実行結果.出 力

結果 は上から順に名前,遺 伝 子番号,長 さ,周期,ア ミノ酸 配列上に占める割合,周 期が存在する箇所の数 そして一次配 列

上でのポジションである.周 期7の 酸性と塩基性 の領域が交互 に存在していることが確認できる.

図3.b縦 軸に機能既知蛋白質 豊031個が並んでおり,501-600の 中心領域 に30個 のRNA結 合蛋白質が集合した.中 心領域

のRNA結 合蛋 白質の数は他の領域とくらべて5～10倍 の数存在する.一 方DNA結 合蛋白質は2～7倍 程度であった.
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3.3.5考 察

本解析においてRNA結 合蛋白質 とリボ ソーム蛋 白質に関 しては区別化に成功 した といえる.

使用 しているア ミノ酸及びその周期パ ター ンに大きな違いが見 られたため,完 全に別のク

ラスタを形成 した と考えられ る.一 一方,RNAとDNA結 合蛋 白質に関 しては完全な分類は

不可能だった,RNAとDNA両 方とも核酸であるため,負 電荷 を帯びているので,認 識す

る蛋白質の性質 も類似 して くるもの と思われ る.ま た中にはRNaseHIIの よ うにDNA依 存

のRNA結 合蛋 白質 も存在するため,厳 密な区別をつけるのは難 しい,し か しそれでもRNA

だけを認識す る ドメインが存在す るよ うに,RNAに 特化 した周期的なア ミノ酸の配置が存

在 していて も不思議ではない.本 解析はそのような隠れたルール の一部を浮き彫 りに した

と考えてよい と思われ る.

機能推定に用いた際にはcenteredオ プシ ョンは避け、周期デー タも3-20に 減 らした.過

剰な周期はかえってクラスタ リングの際に逆効果になるか らである.ま た,配 列長 が近い

もの同士でクラスタ リングさせ ることで誤差を失 くそ うと考 えた.さ らにア ミノ酸頻度 と

possessionを 同時にクラスタ リング要素 として した場合,互 いに傾向を打ち消 しあって しま

うことが確認 された.以 上の理 由か らそれぞれの解析 を段階的 に使用す る新規RNA結 合蛋

白質抽出法を考案 した.

3.4統 合 解 析

3.4.1目 的

先の疎水度分布解析(4.1),使 用頻度解析(4.2),周 期性解析(4.3)は それぞれ蛋 白質機能

分類に対 してある程度の基準を設けてやれ ば有効であることがわか った.全 蛋 白質 を網羅

的に扱 うプロテオーム解析においては個々の解析 手法 を単独で使用するよ りも,そ れ らを

統合す ることで新規のRNA結 合蛋白質を見つけそ可能性が高い と考えた.そ こで我々は先

の3種 の解析手法 を段階的 に用いることで新規のRNA結 合蛋 白質候補の抽出をそjった.

3.4.2先 の解析 との変更点

疎水度分布解析についてはRNA結 合性 を有する候補 を高い精度 で抽出す るため,疎 水度あ

た りの分子量(相 関プロッ ト上の傾 き)を 数値化 した.そ して転写翻訳に関わるRNA/DNA

結合蛋白質群の値で ヒス トグラムを作成 し,機 能未知蛋 白質 をふ るいにかけるための閾値

を定めた.

ア ミノ酸頻度解析 ではRNA結 合蛋 白質に特化 した解析 を行 うため,ア ミノ酸を20種 類

か ら7っ のグループに分類 した.ア ミノ酸を性質別に分類することでア ミノ酸配列から機

能に関わる部位 を高い精度で予測 した とい う研究が報告 されている[9」.そ こで我々は各グ

ループごとに使用頻度 を算出 し,そ の値 をクラスタリング要素 として用いた.

周期性解析は周期3-20で 行った.ま たクラスタリングは誤差 を最小限に抑 えるために,

ア ミノ酸配列長の近いもの同士で行 った.

3.4.3手 法 ～新規RNA結 合蛋 白質の抽 出～

3.4.3aデ ー タ セ ッ ト

蛋 白 質 の 機 能 ア ノ テ ー シ ョ ン にputative,unknown,Conservedhypotheticalが つ い て い る も の
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をすべて除去 した842個 をモデルデー タセ ッ トとした.機 能アノテー ションにputativeと 記

述 されてい る蛋白質には予測 された蛋 白質 の機能名が付加 されてい るが,信 頼性 が低いた

め本解析では扱わないことに した.ま た候補蛋 白質抽 出のために1024個 の機 能未知蛋 白質

を用意 した.

3、4.3b疎 水 度分 布解 析を用 いたフィル タリング

まず機 能 ア ノテー シ ョンにTranslationも しくはTranscriptionと 明 記 され てい る転写 ・翻 訳制

御 蛋 白質 の合 計196個 がRNA結 合 蛋 白質 の疎 水度 特性 を十 分 に模倣 して い る と仮定 した.

次 に196個 の蛋 白質 に対 して疎水 度/分 子量 の ス コア を用 いた ヒス トグラ ムを作成 す る.最

終的 に196個 の蛋 白質 の約9割 を内包 す る値 を 上限 と下限 に閾 値 と して設定 し,候 補 蛋 白

質 を フ ィル タ リング した.

3.4.3cア ミノ酸 頻 度解 析を用 いた候補 の絞 込み

20種 類 のア ミノ酸 を次 の性 質 の異 な る7グ ルー プ に分類 した.DE一 酸 性,RKH塩 基性,NQ一

ア ミ ド,FYW一 芳香 族,GAVLIP-・ 脂肪 族,STL水 酸基,CM一 含硫

そ れ ぞれ の使 用頻 度 を計算 し,群 平均 法 を用い て先 の解析 で フ ィル タ リン グ され た機 能既

知 蛋 白質 に対 して クラス タ リン グを行 った.既 知 のRNA結 合 蛋 白質 と隣接す る機 能 未知 蛋

白質 は新規 のRNA結 合 蛋 白質 の可能性 が高 い と仮 定 し,周 期性 解析 用 のデ ー タ と して抽 出

した.そ の際,解 析 の信 頼性 を調べ るため にtruepositive,falsenegativeを 算 出 した.

3.4.3d群 平均法

群平均法 とはクラスタ間の非類似度 を対象間の平均的な値 で定義 しよ うとい う考 え方であ

る.メ リッ トとして リボ ソー ムや膜蛋 白質の ようにあるア ミノ酸を多量に持っ特異的な蛋

白質が多少そのクラスタに含まれてようと,そ れ ら少数の"は ずれ値"に よってクラスタの傾

向が変わる心配がない.逆 に最短距離法や最長距離法 はクラスタ内の対象間の類似度の最

も高い値,低 い値を用い るため,極 端な値 を持 った蛋白質が存在す る場合,そ の蛋 白質 の

傾向が色濃 くでて しま う可能性がある.

3.4.3e周 期性解析を用いた最終候補の抽出

ア ミノ酸頻度解析によって抽 出 した候補蛋 白質の精度 を高めるために周期性解析で最終候

補 を選択 した.周 期性解析(4.3)で 用いたpossessionを 配列長で割 ることで正規化を行 った.

さらにア ミノ酸配列 が200-300の よ うにア ミノ酸100残 基 ごとにクラスタ リングを実行する

ことで誤差 を最小限に抑 えるよ うに した.最 終的に既知のRNA結 合蛋白質 に隣接す るよう

にクラスタ リングされた未知の蛋 白質を最終的に新規のRNA結 合蛋 白質候補 として選択 し

た.

3.4.4結 果

P.furiossusの ゲ ノム中 に存在 した196個 の転 写 ・翻 訳制 御 蛋 白質 は疎水度/分 子 量 の ヒス ト

グ ラムか ら,そ の値 が一〇.506～0.232の 範 囲 に約88%存 在 す る こ とが明 らか とな った.そ

こで この範 囲 内 に該 当す る機 能 未知 蛋 白質 はRNA結 合性 を有す る可能 性 が高 い と仮 定 しフ
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イル タ リング を行 った.そ の結 果268個 が候補 外 とな り1024個 か ら268個 を除去 した756

個 の蛋 白質 をア ミノ酸頻 度解析 用 のデ ー タセ ッ トと して残 した.機 能既 知蛋 白質 も128個

除外 され,714個 が残 った.除 外 され た蛋 白質 の大 半はTransportprotein(輸 送 蛋 白質,膜 状

に多数存在す る)が 占めていた.
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0.232
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図4.疎 水度/分 子量スコアの ヒストグラム

濃い棒が転写翻訳制御蛋白質,薄い棒が機能未知蛋白質である.点線に挟まれた範囲が転写翻訳制御蛋白質の約88%が 存

在している領域.

残 った機能既知蛋白質714個 を群平均法によって階層 クラスタに分割 したところ,転 写翻

訳関連蛋 白質が偏っている大 クラスタが存在することが確認 できた.機 能未知蛋 白質756

個を含めた1478個 の蛋白質 に対 して同様のクラスタ リングを行 った結果,RNA結 合蛋 白質

と同 じクラスタ内に複数の機能未知蛋 白質が集合 したため,そ れ らの中か ら特 に相関が高

いもの133個 を抽出 した.解 析結果の信頼性は以下に示す(TABLE3).

Prote㎞FunctbnT()ta1 Sens廿v.%C】 ㎞s斡rnodePoss丑)皿 ●%

RNA-binding

DNA-binding

RjbOsoma1

77

31

48

truepos虻ive61

fa㎏enegativel6

trueposrtrve23

falSenegatiVe8

truepos抗lve28

faISenegative20

へ
∠

8

Q
/

0

7
」

凸
∠

へ
∠

0
0

4
、

《
ゾ

7
ザ

へ
∠

3

弓
1

0
0

1

く
4

4

225

225

38

61/225=27.1

23/225=10.2

28/38==73.6

TABLE3:ク ラスタリング結果の信頼性(蛋 白質機能別)

*truepositive:本 解 析 によって同 機 能 群 が集 合 した クラスタに属 し,且 つRNA結 合 性 を持 つ 蛋 白 質 の個 数

*falsenegative:本 解 析 によって同 機 能 群 が 集合 した クラスタに属 し,且 つRNA結 合 性 を持 つ 蛋 白 質 の個 数
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最終的に133個 の候補蛋白質に対 して先に述べた条件(3.4.3e)で 周期1生解析を行なった と

ころ,既 知のRNA結 合蛋 白質 と類似性の高い周期を持つ蛋 白質が29個 確認 されたので,

それ らを最終的な候補 として リス トア ップ した.(TABLE4)

GenenumberLength(aa) PredictedProteinFunction*
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9

7

1

9

0

3

5

0

6

1

8

9

8

9

9

7

0

2
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0

7

8

4

5

4

2

5

0

2
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5

6

7

9

4
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5

4

3

5
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7
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0

1

1
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8
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1
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H
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F

F

F

F

F

F

F

F

F

F

F

F

F

F

F

F

F

F

F

F

F

F

F

F

F

F

F

F

F

P

P

P

P

P

P

P

P

P

P

P

P

P

P

P

P

P

P

P

P

P

P

P

P

P

P

P

P

P

6

8

5

0

9

4

0

8

3

3

1

4

3

0

6

2

0

7

6

4

3

7

6

8

2

8

1

6

1

49

47

56

22

8

11

66

9

24

13

10

8

25

28

12

87

14

49

23

7

24

23

41

20

13

嘱

10

42

39

tRNAmodification

tRNAsynthetase

RNAprocessing

transbtioninitiationfactor

translationebngationfactor

transcriptionalregulator

tRNAsynthetase

proteintransiationfactor

RNAprocessing

DNAdirectedRNApOlymerase

translationinitiationfactor

DNAdirectedRNApOlymerase

ril)osomalproteinmOdofication

tRNAsynthetase

translationinitiationfactor

DNAdirectedRNApolymerase

transねtioninitiationfactor

RNAprocessing

Ribonuclease

proteintranslationfactor

tRNAsynthetase

tRNAsynthetase

tRNAsynthetase

transねtioninitiationfactor

translationebngationfactor

tRNAsynthetase

rRNA-binding

RNAのNAreplication

translation㎞ 孟iationfactor

*近接した既知蛋白質の機能

TABLE4:新 規RNA結 合蛋 白質 の候補
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3.5実 験的検証

我々は先 の周期性解析(3.3)で 挙 げたRNA結 合性 を有す るで あろ う候補蛋 白質 の リス

トの 中か らランダムに3つ を選び,分 子生物学的な検証を行 った.そ の候補はPFOO29,

PFO547,PFI912の 各蛋 白質である.そ の うちPFOO29,PF1912は 統合解析(3.4)の 最

終候補に選 ばれている.本 検証は慶磨義塾大学先端生命科学研究所助教授 の金井 昭夫氏

と同技術員/非 常勤講師である佐藤朝子氏 によって行われた.

3.5.1組 換 え体 蛋 白 質の 発 現 と精 製

まず,Pyrococcusfuriosusの ゲ ノムDNAか ら,目 的遺 伝子 をPCR法 に よ り増 幅 し,pET-23b

発現ベ クター にサブ ク ロー ニ ング した.こ のベ クター は蛋 白質C末 端側 に6っ の ヒスチ ジ

ン(His-tag)を 付加 す る こ とが可能で あ り,組 換 え体蛋 白質 の精製 の際 にア フィニテ ィタ グ と

して用 い る ことが 出来 る.組 換 え体 蛋 白質 はフ ァー ジT7プ ロモー ター の制御 下 にE.coli

BL21(DE3)株 にて過剰発 現 させ,Ni2+-Sepharoseカ ラムを用い る こ とで,SDSポ リア ク リル

ア ミ ドゲル電 気泳動 上で主 な成分 にな るまで精製 した(図5).
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図5.精 製 した候補 蛋 白質 のSDS一 ポ リアクリル アミドゲ ル電 気 泳 動 による確 認

CBB染 色により蛋白質を検出した.目的の蛋白質を矢頭にて示す.

3.5e2ゲ ルシフト法 によるRNA結 合性の解 析

精製 した組換 え体 蛋 白質 がRNA結 合 性 を有す るか ど うかに関 して,ゲ ル シフ ト法 を用 い て

検討 した.こ の際,ス テ ムルー プ構 造 を持 つ合 成RNAで あ る5'-FAM-end-labeledオ リゴヌ

ク レオチ ドS-5を プ ロー ブ として用い た.こ のS-5プ ロー・一・・ブ と精製 蛋 白質 とを75℃ にて15

分 間イ ンキュベー トす る ことでRNA一 蛋 白質複 合体 の形成反応 を行 な った.そ の結果,少 な

くともPFOO29とPFlgl2の2種 の蛋 白質 において は,精 製 した蛋 白質 の容 量依存 的 に未変
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性ゲル電気泳動上でシフ トしたバ ン ドが検出 され,こ れ らの蛋白質はRNA結 合活性を有す

ると結論 した(図6).
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図6.ゲ ル シ フ ト法 に よるRNA結 合 性 の 確 認

図の下部分にあるループ構造を持つRNAが プローブ。RNA結 合性をゲルシフト法で確認した.PFOO29,PF1912の2つ の蛋白

質がRNA結 合性を示した.

3.5.3考 察

実験 的検 証 の結果 か ら,PFOO29,PFlgl2二 つ の蛋 白質 に関 してS-5プ ローブ の濃度 を0～

1.5μgと 増や して い くにつれ て シフ トしたバ ン ドが見受 け られ た.こ の こ とは蛋 白質 がRNA

結合性 を有す るこ とを強 く支持す る結果 であ る.PFO547はRNA今 回の実験 ではRNA結 合

性 を確 認す るこ とがで きなか った.だ が今 回用 い たプ ロー ブ とは別 のRNA構 造 を認識 して

い る可能性 もある,し たが って今 回調 べた例数 は少 ない もの の,本 方 法が新規RNA結 合蛋

白質 を推 定す る上 で非常 に有効 な手段 であ るこ とを実験 的 に立証す る ことに成功 した.

ウェーブレット変換を用いた新規機能推定法

4.1概 論

これまでの章ではア ミノ酸の疎水度,頻 度そ して周期性 と機能の関連性について述べてき

た.こ こでは周期性 に特化 し,配 列上に存在す る様々な周期を,数 学的手法を用いて解 く

方法について述べ る.

フー リエはすべての周期的な信号はフー リエ級数 とい うサイ ン及びコサインの和に分解
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して表現す ることが可能であることを19世 紀 に証明 した.ま た分解 した成分か ら元の信号

を再構築す ることも可能である.従 ってフー リエ変換 により,周 期的な時系列データを振

動で表現す るこ とが可能 となった.フ ー リエ変換は波長 をすべて正弦波に分解す るため,

定常的な信号ほ ど分解 しやす く,高 い効果 を発揮する.一 方で短 い信号,特 にノイズが混

じった非定常的 な信 号を正弦波で表示するには限界があ り効果が薄い.こ の問題を解決す

るために ウェーブ レッ ト変換 を用いることが可能である.ウ ェーブ レッ ト変換 の強みはサ

イ ン,コ サインの代わ りに独 自の分析関数 を定めるところにある.っ ま り一っの波形が与

えられた時 にそれ を表現することができる分析 関数(基 底 ウェーブ レッ ト)を 定め,そ れ

を用 いて波形を表現す ることができる.ウ ェーブ レッ ト変換 には10種 類以上の基底 ウェ

ーブ レッ トが用意 され てお り
,分 析 したい波形 にあわせて選択することができる利 点があ

る.さ らに基底 ウェーブ レッ トを伸 ば した り縮 めた りす ることで低周波から高周波まで幅

広い域(ス ケール)に おいて詳細 な分析が可能である[10].従 って周期性解析(4.3)を本方法

で解析す ることで,よ りノイズの少ない周期的特徴を抽出することができると考える.

4.2ア ミノ酸 機 能 予 測 へ の 応 用

4.2.1生 物学 的アプローチ

ここで蛋 白質のア ミノ酸一次配列において特定のア ミノ酸が周期的に存在す る場合,そ れ

は配列が周期的信号を保有 してい るとみなす ことができる.し たがって,ア ミノ酸配列に

お ける空間振動数 をフー リエ変換で導出す ることができるとい うことになる.実 際にフー

リエ変換はDNAレ ベルで クロマチ ン構造のようなフラクタル 性の解析[11]や リピー ト配列

の検出に用い られてい る[12].ま たプ ロテオームレベルでも膜蛋 白質の膜貫通領域の両親

媒性アルファ〈 リックスの予測な どに用い られている[13】[14].こ こ数年,数 多 くの蛋 白

質の立体構造が同定 され るにつれ,一 次配列の相同性ではな く構造上の類似性 によって機

能を推定する手法 も考案 された[15].こ れか らは一次配列データか らより多 くの情報を抽

出す る方法の開発が望 まれる.し か し蛋白質の立体構造をア ミノ酸 の一次配列か ら予測す

ることは困難であるといわれている,そ れ は蛋白質の取 り得 るコンフォメーシ ョン空間が

膨大であるか らである(Levinthal'sparadox).そ こで本稿では立体構造を正確 に予測す るの

ではな く,電 荷の増減で表現 される構造特性の類似性か ら機能予測 をお こなった.

4.2.2先 行研究 と問題点

ア ミノ酸の一次配列か ら蛋 白質の高次構造 を予測する手法 としては,こ れまでにア ミノ酸

配列 に相 同性 を有する蛋 白質同士を多種間で比較することによ り種 を超 えて保存 されてい

る部位 を特定 し,機 能に関連す る構造を予測するとい う研究が報告 されている[16].同 論

文中ではマルチプルアライメン トを用いることで複数のア ミノ酸配列を相同性 を有す る部

位 が最大限マ ッチするよ うに列挙 し,次 に情報の複雑度を表現す るシャノン ・エン トロピ
ーを用いて各ポジションごとのア ミノ酸残基の多様性 を数値化す る.最 終的に離散 フー リ

エ変換を用いて数値 の増減か ら構造パター ンを抽出す るとい う手法である.し か し問題点

としてRfuriosusを は じめ とする好熱 性古細菌のア ミノ酸配列は原核生物や真核生物に比べ

特徴的なア ミノ酸の使い方を していることが確認 されてお り[17],大 量の類似配列 を用いる

ような多種間比較は困難である.従 って単一のア ミノ酸配列か ら構造 にかかわる情報だ
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けを抽出す る新規の手法が求 められている.

4.3目 的

本 研 究 では 単独 の ア ミノ酸 の一 次配 列 か ら構 造 パ ター ンを予 測す るた め,ウ ェー ブ レッ ト

変換 を解析 に用 い た独 自の手法 を考案 した.解 析 対象 と して先 の周期 性解 析(4.3)で は有意

に ク ラス タ リング され なか っ たRNA結 合 蛋 白質RNaseHIIに 対 して構造 に 関わ る特徴 の抽

出 を試 み た.P.furiosusのRNaseHIIは 実験 的 に機 能が 特定 され てお り[18],将 来 的 に構 造

と機 能 の関係 を調 べ る上 で非 常 に有 効 だ と考 えた.ま た,抽 出 した構 造 特徴 が 一 次配 列 の

相 同性 に依存 しない こ とを証 明す るた めに,E.coliのRNaseHIIに 対 して も同様 の解析 を行

な った.E.coliとP.furiosusの 配列 はア ライ メ ン ト結果 で30%程 度 の類似 性 しか ない こ とが

知 られ てい る.本 解 析 に は解 析 ソフ トSPLUSの ウェー ブ レッ ト変換 モ ジ ュー ル を使 用 した.

4.4解 析 手 法

RNA結 合 性 を有す る蛋 白質 の立体 構造 の表 面 には広域 にま たが って正負 の電 荷 ポテ ン シャ

ル が存在 し,そ れ らが機 能 に深 く関わ ってい るこ とが知 られ て い る[19】,そ こでRNA結 合

蛋 白質 の 一次 配 列上 で の電 荷 の分布 を用 い て蛋 白質 の高 次構造 の情 報 を抽 出す る手法 を考

案 した.以 下 にそ の解 析 手順 を示 す.

まずP.furiosusとE.coliに つい てRNaseHIIの ア ミノ酸 配 列 を用 意す る.そ してそれ ぞれ

の蛋 白質 につ い て ア ミノ酸 が持 つ 静電 ポ テ ン シャル(等 電 点)の 値 をア ミノ酸 残 基 ご とに

プ ロ ッ トし,グ ラフ を作 成す る.

グ ラフの波形 デ ー タに対 して フー リエ 変換 を行 い,特 徴 的 な周期 が存在 す るか 確認す る.

*ア ミノ酸の電荷の増減は非定常的な信号であり,配 列長が短いため,こ こでは白色雑音(波 形が特異的

なピークをまったくもたない,限 りな くフラットにゆらいでいる状態)で はないことだけ確認できれば良

い.

ピー クが多数存在することを確認 し,ウ ェーブ レッ ト変換 によって5段 階のスケール(解

像度)ご とに波形を分解 し,ウ ェーブ レッ ト係数を得る.

係数の ピー クの大き さはす なわちその信号への影響力 を表す.従 って ウェーブ レッ ト係数

が大きい もの上位10個 だけを残 し,そ れ以外をノイズ としてすべて取 り除 く.最 終的に残

った係数で元の波形 を再構築す ることで隠れていた高次構造の波形を浮き彫 りにす る.

4.5結 果

P.furiosus及 びE、coli由 来 のRNaseHIIに 関 して本 解析 を行 った.ま ず,各 蛋 白質 にお け る

ア ミノ酸 の静電 ポ テ ンシ ャル の分布 を図7に 示 す.両 蛋 白質 ともに多 数 の ピー クが存 在 し,

これ らのパ ター ンか ら共通 性 や異 質性 を抽 出す るの は困難 で あ った.ま た,電 荷 の増 減 に

周 期性 が存在 す るか ど うか を フー リエ変 換 に よっ て確認 した結 果,周 期 的 に現れ る電 荷 の

ピー クが多数 存 在す る こ とは確 認 で きたが,構 造 に関 わ る よ うな 特徴 を抽 出す るこ とは出

来 なか った(datanotshown).

そ こで,フ ー リエ 変換 の代 わ りに ウェー ブ レッ ト変換 を用 いて 波形 の 再構 築 を行 な った

ところ,再 構 築 され た波 形 が両 蛋 白質 にお い て酷似 す る こ とが確認 され た(図8).
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V総 合考察

本研究の前半で提唱 した新規機能推定法(統 合解析3.4)は ア ミノ酸の持つ性質や配列上

における"周 期"を 定義することで機能予測を行 った新規の解析手法であるといえる.こ の手

法の有効性 に関 しては リス トア ップ した候補蛋白質(TABLEIV)の い くっかをランダムに

選択 し,実 験によって検証することで確認 できると考 える.そ して新規のRNA結 合蛋 白質

であると確認で きたものの割合が既知のtruepositiveで 予測 した割合 に近 けれ ば,本 手法の

有効性を支持す る結果 とな りうる.ま たオv"一一一・ソログ,BLAST,PPIな どの従来のバイオイン

フォマテ ィクスを用 いた手法で予測 した結果 と比較す ることで本解析 の信頼性の指標を得

ることができると考 える.

一方で解析手法はこれ で完成 したわけではなく
,改 良の余地が十分にあると考える.精

度 を高める具体案 としてフィルタ リングの順番 を替 える,ク ラスタ リングに使用す る周期

の最適な組み合わせ を模索す る,SVM(supportvectormachine)を 用いた クラスタ リング手法

を試 みる,な どが挙げ られる.今 後29個 の候補蛋 白質について候補蛋 白質の リス トの予測

結果 と比較検討 していきたい と考 える.ま た実験を用いた候補蛋白質の機能検証を行って

いきたい.

ウェーブ レッ ト解析に関 しては,従 来のフー リエ変換 では抽 出す ることができなかった

周期的特徴を得 ることが可能 となった.仮 に前半部分 に低周波数,後 半部分 に高周波数の

を持っよ うな信号がある場合,こ の信号 をフー リエ変換 して も前半 と後半部分の特徴が打

ち消 しあってノイズ として埋 もれ て しま う.逆 にWavelet変 換では配列特性 を逃す ことな く

表現することが可能 であるこ とが今回の解析 ではある程度確認 できた といえる.一 方で再

構築 した波形の類似性がなにに依存 してい るかを調べ ることが今後の課題だ といえる.本

研究で用いたRNaseHIIの 場合,一 次配列の約30%の 類似性の特徴 が色濃 く反映 されたのか,

それ ともアルファーヘ リックスやべ一ターシー トのよ うな高次構造に依存 した結果なのか,つ

ま りどの次元の情報の影響を再現 しているのかを調べていく必要性がある.
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