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＜研究の目的と進め方＞
遺伝子発現制御は最も重要な生物機能のひとつでありそれは膨

大な転写因子とそのターゲット遺伝子の複雑なネットワークで実
現される。本研究では、これまでに開発してきた転写因子とター
ゲット予測法を組み合わせることにより、転写制御ネットワーク
をゲノムスケールで解析するストラテジーを確立したい。まず、
アミノ酸配列情報、進化情報、および構造情報を組み合わせて
DNA 結合および RNA 結合蛋白質を精度よく予測する。また、配
列情報、構造情報および計算機シミュレーションを組み合わせ
て、転写因子のターゲットをゲノムスケールで精度よく予測す
る。これらの予測結果は、実験による既知データとともにすべて
データベースに統合し、これらの転写因子とターゲットをゲノム
スケールで網羅的に解析することにより、転写制御ネットワーク
の階層性やモジュール構造などを明らかにしたい。

＜研究開始時の研究計画＞
本研究は、以下のような情報解析技術の開発を行う。

（１）転写因子の予測
ゲノム解析からもたらされる多くの機能未知遺伝子から、転写

因子かどうかを予測する方法を開発する。これまでに開発した配
列組成やコンテクスト情報、アラインメントを利用した進化情
報、および構造を利用した予測法を組み合わせて予測率を上げる
ことを試みる。複数の方法の組み合わせで予測精度を上げられる
ことがわかっており、これらの統合した予測を自動的に行えるよ
うにする。さらに予測方法の精度を上げるため、転写因子のファ
ミリーの情報などを追加した方法を開発する。また構造情報のな
い場合でも、ゲノム配列からまず蛋白質の構造をホモロジーモデ
リングで予測し、さらにそれが転写因子かどうかを予測する方法
を開発する。これらの方法を用いて転写因子をゲノムスケールで
予測することを試みる。一方、蛋白質の全配列を用いた場合とド
メインごとの配列と構造を用いた場合で予測精度に差がでるかど
うか検証する。これらの予測を酵母のすべての ORF について網
羅的に行い、方法論の検証を行う。
（２）転写因子のターゲット予測
予測された転写因子についてそのターゲット遺伝子を予測す

る。これまでに開発した蛋白質・DNA 複合体の構造情報に基づ
くターゲット予測法をさらに改良する。まず、蛋白質・DNA 複
合体の構造データベースを更新し、塩基とアミノ酸の相互作用お
よび配列依存の DNA 構造に関する統計ポテンシャルを更新す
る。また、これらの統計ポテンシャルによる方法を補うために、
蛋白質／ DNA の計算機シミュレーションをすすめる。間接認識
に関しては、計算機シミュレーションにより DNA の配列に依存
したコンフォメーションエネルギーを計算する。これらの方法を
用いて実際の酵母ゲノムの転写系について網羅的な予測を行い、
ChIP-chip などの実験データと比較する。その際、精度よい予測
を行うために、いくつかの異なる方法を組み合わせる。これらの
統合した予測をゲノムスケールで自動的に行うためのツールを作

成し Web 上で公開する。
（３）データベース・ツールの開発と公開
本研究と関連して、蛋白質・核酸相互作用熱力学データベース、

ProNIT、酵母の転写制御データベース、転写制御ポータルサイ
ト、構造情報に基づいて蛋白質と DNA の直接認識と間接認識の
特異性を計算する Web サーバ、ReadOUT、などのデータベース
や解析ツールをインターネット上で公開し、データの更新や機能
強化を推進する。

＜研究期間の成果＞
本研究により以下のような成果を得た。

（１）転写因子の予測
機能未知遺伝子から転写因子かどうかを予測するため、まず蛋

白質が DNA に結合するかどうかを、配列情報、アラインメント
を用いた進化的な情報、構造情報を用いる３種類の方法を組み合
わせて予測した。配列アラインメントから得られる PSSM 
(Position Specific Scoring Matrix) を用いて予測を行う方法を開
発し、配列情報のみを用いる場合よりも予測精度が大幅に改善さ
れることを示した。また、これまでに開発した方法を用いて、
DNA 結合蛋白質のファミリーごとに予測を行った。その結果、
ファミリーごとに各々の情報の特性が異なっており、ファミリー
に分けることにより、より詳細な予測を行えることがわかった。
一方、これらの方法を用いて RNA 結合蛋白質の予測も試みた。
DNA 結合蛋白質と同様に、RNA 結合蛋白質の予測も十分な精度
で予測できることがわかった。DNA 結合蛋白質及び RNA 結合蛋
白質の予測をゲノムスケールで行うため、まずパイロット研究と
して、酵母のデータベースを作成し、予測に必要な配列や構造の
情報を収集した。構造情報については、すでに実験的に構造が決
定されているもの以外についても、配列の類似性のあるものはホ
モロジーモデリングで予測した構造を追加した。これによって、
かなりの ORF について構造情報が得られることがわかった。こ
の予測結果もデータベースに追加した。
（２）転写因子のターゲット予測
これまでに転写因子のターゲットを予測する方法をいくつか開

発してきたが、特に蛋白質・DNA 複合体の構造情報に基づくター
ゲット予測法をさらに改良するため、蛋白質・DNA 複合体の構
造データベースを更新し、塩基とアミノ酸の相互作用および配列
依存の DNA 構造に関する統計ポテンシャルを更新した。この統
計ポテンシャルを用いて、蛋白質・DNA 相互作用のエネルギー、
蛋白質・DNA 認識の特異性の計算などを行った。蛋白質・DNA
認識は、アミノ酸と塩基に直接相互作用による直接認識と DNA
の構造や物性をとおして配列を認識する間接認識とがある。後者
では、DNA の配列に依存したコンフォメーションエネルギーを
評価する必要があるが、このために DNA の計算機シミュレーショ
ンを行った。この計算では、すべての４塩基の組み合わせ配列を
含む DNA（136 種類）の 10ns の分子動力学計算を行い、そのト
ラジェクトリーからすべての塩基ステップの平均場ポテンシャル
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という量を計算した。これにより、任意の配列と構造を持つ
DNA に対して DNA のコンフォメーションエネルギーといわゆる
間接認識の特異性を予測することができるようになった。また、
間接認識の分子メカニズムを明らかにするため、DNA のバック
ボーン構造や塩基間のステップパラメータの配列依存性について
詳細な解析を行った。これまでは、そのトラジェクトリーからす
べての塩基ステップのパラメータの分布を調べ、共分散行列から
調和近似を用いて平均場ポテンシャルという量を計算した。しか
し、パラメータの分布を調べてみると、極値が複数ある場合など
必ずしもガウス分布しているとは限らず、調和近似には限界があ
る。そこで、パラメータの分布そのものの情報を用いて直接に平
均場ポテンシャルを計算する方法を開発した。これを用いて、ま
ず DNA の構造について配列と構造の適合性をスレッディングと
いう方法で評価したところ、従来の方法 よりも高い特異性
（Z-score）が得られた。この方法により、予測の精度を上げる
ことができると期待される。

間接認識は、ヌクレオソームのポジショニングにも重要と思わ
れる。ヌクレオソーム形成はゲノムスケールでの転写の制御に深
く関わっていると考えられている。そこで、我々の平均場ポテン
シャルを用いてヌクレオソーム複合体構造の配列と構造のスレッ
ディングを行ったところ、ヌクレオソーム配列は複合体構造に特
異性を示した。このことは、ヌクレオソーム形成において、DNA
の配列に依存したコンフォメーションや曲がりやすさが重要な役
割を果たしていることを示唆する。さらに特異性のメカニズムを
詳しく解析するため、すべての塩基ステップ（２塩基配列）につ
いて配列・構造スレッディングを行ったところ、ポテンシャルエ
ネルギーは DNA のピッチで周期的に変動することがわかった。
フーリエ解析により周期性の程度を計算すると、特定の塩基ス
テップが周期性に寄与していることがわかった。これらの結果を
用いて、ヌクレオソームのポジショニングの予測をゲノムスケー
ルで行ったところ実験結果との良い一致がみられた。

一方、アミノ酸と塩基に直接相互作用による直接認識につい
て、蛋白質・DNA 複合体の構造情報を用いた予測法を ChIP-chip
データと組み合わせて評価を行った。ChIP-chip データそのもの
にはまだ実験的な不確定性があるが、直接認識の統計ポテンシャ
ルを組み合わせると特異性が上がる場合のあることがわかった。
これは、ChIP-chip データ単独よりも精度よくターゲットを同定
できることを示唆している。これらの方法を用いて、酵母の細胞
周期にかかわる転写因子などについてパイロット研究をすすめて
いる。

また、我々はこれまでに蛋白質と DNA の相互作用の実験デー
タを用いて結合サイトを予測する方法を開発したが、今回この方
法をシアノバクテリアのゲノムに応用し、転写因子 SYCRP1 に
ついてゲノムスケールでターゲット部位と遺伝子を予測した。予
測結果を検証するため、予測された結合配列と転写因子との結合
実験を行ったところ、ほとんどの予測結合サイトに SYCRP1 が
実際に結合することが確かめられた。
（３）データベース・ツールの開発と公開
これまでに、蛋白質・核酸認識や転写因子予測に関係したデー

タベース・解析技術を開発しインターネットで公開している。蛋
白質・核酸相互作用熱力学データベース、ProNIT、には新たなデー
タを追加し、9,500 件を超えた。翻訳シグナルデータベース
TRSIG は、データの追加とインターフェイスの大幅な更新を行っ
た。解析ツールでは、PSSM を用いて DNA 結合蛋白質を予測す
るサーバ DBS-PSSM を公開した。転写因子のターゲット予測の
関連では、構造情報に基づいて蛋白質と DNA の直接認識と間接
認識の特異性を計算する Web サーバ、ReadOUT、を公開した。

一方、蛋白質構造データベース (PDB) に含まれるすべての分子に
ついてお互いの相互作用の関係を解析し、それらの情報を検索・
可視化するためのツール、PDBnet、を開発し公開した。これは
いわば、構造空間（ストラクチュローム）を鳥瞰図として眺め、個々
の分子構造と相互作用ネットワークでの位置づけを俯瞰すること
ができるようになっている。転写因子などの蛋白質と DNA の相
互作用ネットワークも含むので、これを用いて、転写因子による
ターゲット認識の協同性の解析を行っている。一方、転写制御研
究者を支援するため、転写制御に関する各種データベースや解析
ツールなどを集めた転写制御ポータルサイトを作成し公開した。

転写因子やそのターゲットをゲノムスケールで予測するため、
パイロット研究として酵母の転写因子データベースを作成した。
このデータベースには、ゲノム配列、ORF、プロモータ、既知の
転写因子結合部位・コンセンサス配列や、weight matrix、構造情
報やその他のアノテーションを収集した。そして、前述の方法で
予測された転写因子やターゲット部位の方法も記載している。

＜国内外での成果の位置づけ＞
これまでに、配列情報に基づいて転写因子のターゲット予測が

行われているが、精度の点で大きな問題がある。また、最近は遺
伝子発現データや ChIP-Chip データなどが増加し、これらのデー
タから転写制御ネットワークが推定されている。しかし、これら
の実験データの精度や推定方法にも問題がある。したがって、今
後は予測や実験の精度をさらに向上させる必要がある。我々はこ
れまでに、転写因子とそのターゲットを予測する方法をいくつか
開発してきた。そして、複数の方法を組み合わせることにより、
単独の情報を用いる方法よりも精度を上げることができることを
示してきた。そこで本研究では、これをさらに発展させ、精度を
上げた方法により、ゲノムスケールで転写因子とそのターゲット
を予測し、このデータを既知の実験データなどと組み合わせて解
析することにより、転写制御ネットワークを構築するというスト
ラテジーを確立しようとしている。本研究で開発された新しい情
報解析技術や統合データベースは、ゲノム機能解析に大きく貢献
するであろう。

＜達成できなかったこと、予想外の困難、その理由＞
研究はほぼ計画どおりすすめることができた。ただ、ゲノムス

ケールでの膨大な情報の網羅的な解析や、それを支援するデータ
ベースや解析ツールの開発には、多くの資金や人的資源が必要で
あり、現在の体制ではなかなか望むようなスピードではすすまな
い。

＜今後の課題、展望＞
これまでの研究をもとに得られたさまざまなノウハウを予測法

のさらなる改良にフィードバックする。予測結果が既知データと
明らかに異なる場合は、その原因を調べて予測法の改良にフィー
ドバックする必要がある。そして、精度を上げた予測結果をさら
に比較するというサイクルを繰り返す。いまだに完成されていな
い予測法に関しては必要に応じて更なる改良を続ける。特に、予
測の基礎となる蛋白質・DNA 認識のメカニズムなどについては、
さらに詳しい研究を行う必要がある。予測された転写制御ネット
ワークについては、既知の知見と詳しく比較検討し、そこから得
られる遺伝子発現のメカニズムの妥当性を細胞周期などの具体的
な例について詳細に検討する。また、プロモータ・遺伝子レベル
での転写因子の協同性やコンテクスト、ネットワークレベルでの
転写制御の階層構造や因果関係などについて解析をすすめたい。
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