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〈研究の目的と進め方〉
膜蛋白質は、ゲノム全体でみると、ORFの20％～30％

を占め、細胞活動の主要な機能を担うことから、網羅的
な機能解明が特に急がれている。機能及びその発現メカ
ニズムを本質的に理解するためには立体構造情報が欠か
せないが、結晶化等の実験的困難性などにより、実験的
に立体構造が解明された膜蛋白質は極めて少なく（数十
個）、本来上記のような要求に答えるには、未だ大きなギ
ャップがある。 本提案では、ゲノムワイドに配列
情報のみから、膜蛋白質の立体構造情報、機能情報を抽
出して分類することで機能発現のメカニズムを理解する
ことを目的とする。この目的で、具体的に行うことは

（１）各生物種ゲノムにおいて膜蛋白質を判別し、比較ゲ
ノム的な観点から機能を考察する。（２）配列情報から構
造の違いを識別する認識法を確立し、ゲノム中での構造
型の個数を明らかにする。（３）構造の観点からの分類情
報と機能との相関性を体系化して整理し、機能のバリエ
ーションも含めた分類にする。（４）分類後の代表配列に
対し、膜蛋白質に特化した精度の良い立体構造モデリン
グ法を確立する。(５)以上の情報を含む総合データベー
スを作成する。

もちろん本研究の最終的な目的は、全ての膜蛋白質に
対して構造、機能情報を与えることにあるが、限られた
３年間ではモデルケースとしてＧタンパク質共役型受容
体（ＧＰＣＲ）ファミリーに焦点を絞る。ＧＰＣＲは免
疫系、神経系、循環器系など多様な重篤な疾病原因とな
る膜タンパク質で、機能解明は極めて急がれている。蛋
白質は、ゲノム全体でみると、ORFの20％～30％を占め
細胞活動の主要な機能を担うことから、網羅的な機能解
明が特に急がれている。

〈研究開始時の研究計画〉
（Ａ）構造、機能分類

①ＧＰＣＲ遺伝子の網羅的収集、比較ゲノム解析：Ｇ
ＰＣＲ遺伝子予測システムを使い、ゲノム配列が決定し
たすべての生物種に対して、ＧＰＣＲ候補を予測し、比
較解析する｡ 網羅的に収集した配列は、GPCRデータベ
ース（SEVENS：http://sevens.cbrc.jp）に収める。

②構造、機能分類：極性表面による立体構造認識プロ
グラム（13年度までに開発済み）を整備し、上記で予測
した全てのＧＰＣＲ遺伝子（機能未知の遺伝子まで含め
る）を構造情報（蛋白質内部の極性表面）で分類する。

次に構造分類した配列メンバーに対して機能分類を行
う。具体的には、GPCRの機能（結合リガンド種、G蛋白
質種）に物理量（膜貫通へリックス部分、ループ部分、
リガンド、結合Ｇタンパク質等の物理化学的特徴量）を
定量的に関係付け、その関係式から機能分類する。この
機能分類法をより整備し、配列から機能を予測するプロ
グラムを作成する。
（Ｂ）立体構造モデリング

まず、膜貫通へリックスに特化したアラインメント法、
ループ部分の構造予測法の確立を目指す｡具体的には、膜

内環境で、へリックス間の極性相互作用部分が保存され
るよう制限がかかるようなアラインメント法を開発する。

このアラインメント法を基に、GPCRに特化した精度
の良い立体構造モデリングを行う。（A）"で機能分類し
た配列から、特にClass Aファミリーに属する配列を選択
する。これらは、立体構造既知のロドプシンが含まれる
ため、ロドプシンの構造をテンプレートにして、比較モ
デリングを行う。また、立体構造既知配列のホモログで
無い場合（Class Aファミリー以外）についても立体構造
モデリングの方法を確立する。へリックス間相互作用と
格子モデルを用いた方法を用いる｡予測した膜貫通へリッ
クス部分とループ部分を結合させ、分子動力学法により、
全体構造を精密化する。また、膜タンパク質立体構造を
用いて膜タンパク質専用の環境プロファイルを作成し、
モデリング構造の評価に用いる。（Ａ），（Ｂ）の研究を相
互にフィードバックし、機能のバラェテイを生ずるメカ
ニズムを理解する。
（Ｃ）総合的データベース作成：　以上の結果をデータベ
ースとしてまとめる｡データベースは、分類、予測した構
造･機能情報に加え、既知の立体構造、機能情報にもリン
クした総合的なものにする。

〈研究期間の成果〉
構造機能分類 (発表論文１,2)膜貫通へリックス部分の

極性領域の擬似座標、ループ部分の長さと平均疎水性値、
既知の低分子リガンド、ペプチド性リガンドの分子量、
疎水性値、電荷、などのGPCRの各ドメインの物理化学
的パラメータと、結合Ｇタンパク質の種類（Gi/o, Gq/11、
G12/13, Gs, Gt等）とには、有意な相関性があり、これ
を用いて結合G蛋白質のタイプを判別が可能であると示
唆された。これらのパラメータは、Gタンパク質と直接
には接触していない細胞外ループの部分の特徴量も含ま
れており興味深い１）。パラメータは多次元的にG蛋白質
種と関連していることから、これらを特徴ベクトルとし
て、機械学習ツール（SVM）により、結合Ｇタンパク質
を予測するプログラムを作成した。結合G蛋白質既知の
GPCRに対して、予測精度は85％以上になっている2)。
これを用いてヒトの機能未知GPCR、数百配列に対して
機能予測を行ったところ、約3分の２がＧｓ結合タイプで
あることが判った。
GPCRの比較ゲノム解析(発表論文3)：これまで開発済

みのGPCR遺伝子予測自動化システム(発表論文3,5)を用
いて、223種の細菌と、7種の真核生物のGPCR遺伝子を
同定した結果、細菌類ではGPCRは見出せなかったが、
多細胞生物からGPCR数が増加し、線虫、ショウジョウ
バエ、高等生物あたりから急増することが判った。また、
これらGPCRをゲノム上に貼り付け、解析したところ、
特定の染色体で遺伝子重複により、増大していることが
示唆された(ヒト11番染色体、線虫V番染色体など)。特に
ヒトゲノムの嗅覚・味覚受容体など感覚器の受容体は、
ゲノム配列上で、狭い領域に高密度に集積したクラスタ
ー領域を形成することが判った。一方、Science 誌で、
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遺伝子クラスターの上流の制御領域が、クラスター内の1

つの遺伝子を1種類の嗅覚細胞に発現させるメカニズムが
報告されていることから、ゲノム上の遺伝子分布構造か
らも機能が予測できる可能性を示された。上記のデータ
はhttp://sevens.cbrc.jp により公開している。
構造モデリング手法確率のための基礎研究(発表論文
4)：クラスAファミリーに属するGPCRに関して、比較モ
デリングで立体構造を予測し、結合リガンド構造を最適
化する方法を開発した。比較モデリングの際には、膜タ
ンパク質に特化したアラインメント法を開発した。具体
的には、膜内環境で、へリックス間の水素結合など、極
性の相互作用部分が保存されるよう制限がかかるような
アラインメント法である。また、結合リガンド構造最適
化の際には、他の既知リガンド配座との類似度と、結合
エネルギーのバランスから評価関数を作成した。

この手法をヒスタミン受容体や、嗅覚受容体に適用し、
変異体実験による機能変化をよく説明できる結果を得た
4)。この結果は、上記で示した手法の妥当性を示してい
る
総合データベース作成

以上の結果を基にしてゲノム配列が決定している全て
の生物種に対して、GPCR配列候補を収め、これに対し
て機能分類データを付加したた総合データベースを構築
した。この中の一部の生物種に対してはSEVENSデータ
ベースの中に組み込んだ。

また、上記で開発した機能予測プログラム(結合Ｇタン
パク質予測プログラム)をＷＥＢサーバーとして組み込
み、公開準備中である。

〈国内外での成果の位置づけ〉
構造、機能分類の観点では、配列情報から膜貫通へリ

ックスの本数や、トポロジーで分類を行う研究が国内外
で数グループある。（Von Heijne et al. Jones, D.T et al.
Stevens T. J et al. Mitaku. S et al.など）これらの方法では、
より詳細な構造型の違いを識別できないが、当該研究は
膜貫通ヘリックスの極性表面を比較することでこれを可
能にする。GPCRに限れば国外では隠れマルコフモデル
を使った構造認識法(Baldi, et al.)やニューラルネットを
使った認識法 (Arrigo，et al.)、サポートベクターマシン
を使った方法が報告されている。一方、当該研究は、極
性表面の差、あるいはＧＰＣＲ上の物理化学的特徴量を
指標としており、全く新しい方法である。

立体構造モデリングにおいては、極めて多くの国内外
のグループが行っている。しかしながら、構造テンプレ
ートが無い場合も含め、膜環境に特化した方法を取り入
れた精度の良いシステムに仕上げることまで見据えてい
るのは、当該研究のみである。

データベースの観点から言えば、国内では清水、中井
らのTMPDBや、美宅らのデータベースがある。これら
は、SWISS－PROT中の膜タンパク質を展開したもので
ある。一方、国外ではAlliance for Cellular Signaling

（http://www.cellularsignaling.org/）による膜蛋白質デー
タベースや、GPCRに限ればGPCRDB (Horn. H et al
http://www.gpcr.org/7tm/)が有名である｡GPCRDBでは、
既知の配列に関してあらゆる解析がなされていて非常に
整理されたデータベースである。一方私たちは、遺伝子
予測からの新規なGPCR候補も含めて、各生物種ゲノム
においてファミリー全体の概観できる点で、メリットが
ある。

GPCRの総合的案機能分類データベースは従来の
SEVENS（http://sevens.cbrc.jp)の中に組み込み、更新を

繰り返している。これは、所属機関のトップページから
もリンクを張られ、現在、月に1000件程度の利用がある。
また、このデータベースや機能分類ツールに関し得て企
業が興味を示し、共同研究が2件スタートした。さらに、
GPCRの生理活性に関連する学会から興味を持たれ、シ
ンポジウム講演を数回依頼された。

〈達成できなかったこと、予想外の困難、その理由〉
研究目的のうち、各種ゲノムからGPCRを判別、構造,

機能の観点から分類しゲノム中の構造型の数を解明し、
データベース化するという部分に関しては、ほぼ達成で
きた。また、分類後の代表配列に対する詳細な立体構造
モデリング法を確立する部分に関しては、立体構造モデ
リングの計算条件の設定など基盤整備に思いのほか時間
がかかり、大量配列に応用することは出来なかった。し
かし精度の良い方法論として確立できた意義は大きい。

〈今後の課題〉
本研究により、ゲノムが明らかになった生物種に関し

てはＧＰＣＲの機能分類まで収めた総合データベースが
できたので、これを基に今後は、機能の観点で、比較ゲ
ノム解析を本格的に行う必要がある。

また、ＧＰＣＲに特化した立体構造モデリングに関し
ては、今後方法を整備し、自動化、ハイスループット化
することにより、GPCR 総合データベースの配列に全て
に対して、立体構造構造予測を行う必要がある。
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〈公開ホームページ〉
1)SEVENS (http://sevens.cbrc.jp) 各生物種ゲノム配列か

らGPCR遺伝子を網羅的に発見し、機能分類などの解
析情報を付加したデータベース。

2)GRIFFIN (http://griffin.cbrc.jp) GPCRとＧタンパク質
との結合選択性を予測するツール。


