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概要 
	 生体内の代謝反応やシグナル伝達などの分子間相互作用ネットワーク、いわゆるパ

スウェイを俯瞰することは、様々な分子生物学的解析の礎となり、生命現象を理解す

る上で重要な役割を担っている。そのため KEGG PATHWAYや BioCyc、Reactome
と言った多くのパスウェイデータベースが構築されており、様々な生物種の持つパス

ウェイが計算機上で再現されている。KEGGでは、ゲノムの決定した生物種の配列デ
ータを蓄積し、ゲノムアノテーションを行うことで各生物種においてパスウェイの構

築を行っているが、パスウェイの構築には多くの専門的知識と手作業による精査が必

要であり、ゲノム配列の決定と、その生物の持つパスウェイの再現を直接結びつける

ことは容易ではない。一方で、近年の DNA シークエンス技術の発達により、多くの
配列データが蓄積されるようになり、配列データからのパスウェイ構築の自動化が求

められるようになっている。そのため本研究では３つの研究を行った。 
	 第一の研究は、遺伝子機能の自動アノテーションに基づくパスウェイの構築である。

新規に配列の決定された遺伝子の、他の生物種におけるオーソログ遺伝子を予測する

ことにより、その機能の推定を行い、推定された機能を基にリファレンスパスウェイ

にマッピングを行うことでパスウェイの構築を行った。 
	 第二の研究は、未知代謝パスウェイの予測である。生物界に存在する全ての代謝パ

スウェイを表現するにはパスウェイデータベースの整備は未だ不十分であり、中間代

謝物の判明していない代謝パスウェイが多く存在する。そのため、データベースに登

録されている既知の反応パターンを基に、新規に中間代謝物を予測することにより、

リファレンスパスウェイには登録されていない代謝パスウェイの構築を行った。 
	 第三の研究は、基質と生成物の構造を用いた代謝酵素の予測である。パスウェイデ

ータベースには代謝活性は確認されているが、触媒する酵素遺伝子が同定されていな

いオルファン酵素が、また予測されたパスウェイにも遺伝子の同定されていないミッ

シング酵素が、パスウェイの欠損として存在している。これを補完するため、データ

ベースに登録されている反応パターンを拡張することで代謝反応の類似性をより詳細

に計算することを可能とし、また反応を代謝する遺伝子のオーソログ及びパラログを

探索することで、代謝反応の酵素遺伝子を予測した。 
	 これらの研究により、パスウェイ推定の大幅な自動化が進み、様々な生物の生命現

象の解析に利用できるようになった。また予測されたパスウェイを実験にフィードバ

ックすることで、より正しいパスウェイを求めるための手がかりとして用いることが

可能であり、さらなる生命現象の理解への貢献が期待される。 
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第１章	 序論 

１．１	 ゲノム解析とパスウェイデータベース 
	 DNA シークエンス技術の発展に伴い現在では、ゲノム解析は生命現象を理解する
上で欠かすことのできない解析手法となっている。1990年代後半から 2000年代前半
までに、サンガー法 1を用いた第一世代シークエンサによりヒトを含む多くのゲノム

配列が解読され、ゲノムデータベースに蓄積されている。また、2000年代後半には第
二世代シークエンサの登場により多くの DNA 配列を超並列でシークエンスすること
が可能となり、1000 人ゲノムプロジェクト 2,3などの大型シークエンスプロジェクト

が、これまでとは桁の異なる量の配列データが産出している。また、ゲノム解析だけ

でなく RNA-Seq技術を用いたトランスクリプトーム解析も可能となり 4、mRNA配
列データも多数蓄積されるようになった。さらには、コンピュータの計算能力の向上

や、DNA 断片をつなぎ合わせるための de novo アセンブル法の発展により、生物単
体を解析するだけでなく、環境サンプルに含まれる生物集合全体をまとめて解析する

メタゲノム解析も盛んになった。その結果、腸内細菌叢メタゲノム解析や海洋メタゲ

ノム解析といった様々な環境におけるメタゲノム解析が行われ 5,6、単体生物とは規模

の異なる量の配列データも蓄積されている。2016年現在、ゲノム解析、トランスクリ
プトーム解析、メタゲノム解析等を目的としたプロジェクトを合わせると、97,212の
シークエンスプロジェクトが行われ、日々データが蓄積されている 7。さらには第三

世代シークエンサと呼ばれる、PCRによる DNAの増幅を必要としない１分子シーク
エンシング技術の開発も進んでおり 8、今後もより高速に、より安価で容易にゲノム

配列が蓄積されていくと考えられる。 
	 ゲノム配列を決定しただけでは生物を十分に理解することはできない。そのためゲ

ノム解析ではまず遺伝子領域の予測と生体内で遺伝子が担う機能を推定することが重

要である。遺伝子領域予測は確率モデルや配列相同性検索を用いて行われている。ま

た、イントロンやオルタナティブスプライシングが行われる真核生物では予め解析し

た ESTやmRNA等の転写後の配列情報を用いゲノム配列と比較することで、遺伝子
領域の予測が行われている場合もある 9。予測された遺伝子の機能を推定し、意味付

けすることを遺伝子の機能アノテーションと呼び、現在のゲノム解析においては、機

能既知の遺伝子との配列相同性によって推定される。また、遺伝子領域の予測や機能

アノテーションを生物種（ゲノム）単位で全ての遺伝子に対して行うことをゲノムア

ノテーションと呼ぶ 10。機能アノテーションに用いられる機能分類の一つに Gene 
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Ontology (GO)がある 11。GOは遺伝子の機能を階層構造で体系的に分類した語彙集で、
生物学的プロセス、細胞の構成要素、分子機能の 3つの視点で分類されている。異な
る生物で共通に扱える機能分類を用いてゲノムアノテーションを行うことで、ゲノム

の比較解析が可能となる。また、アノテーションされた個々の遺伝子を機能階層のカ

テゴリに従って分類することで、ゲノム中の遺伝子機能を俯瞰することが可能になり、

研究者が生命現象を理解するための手がかりとして利用されている。現在では GOの
他に様々な視点からの機能分類のための語彙集が作成されている 12。現在よく利用さ

れている機能分類の一つに、生物学的パスウェイに基づく分類が挙げられる。 
 
パスウェイデータベース 

	 生物学的パスウェイ（パスウェイ）とは、生体内での遺伝子やタンパク質、その他

の化合物等の分子間相互作用ネットワークを"経路"として表現したものであり、経路
を俯瞰するために図式化したもの、また計算機で扱うために電子化したものがパスウ

ェイデータベースである。1965年に初めて、ベーリンガー・マンハイム社（現エフ・
ホフマン・ラ・ロシュ社）が代謝経路全体を図式化したパスウェイを出版した 13。図

1.1 はベーリンガー・マンハイム社が出版したものと同様に代謝経路全体を示したパ

図 1.1	 代謝パスウェイの例（TCA 回路とその周辺） 
ウェブサイト[14]より引用 
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スウェイの例で、生体内で連続して起こる代謝反応を、代謝を受ける化合物（ノード、

頂点）と反応を触媒する酵素（エッジ、辺）の関係のネットワーク図で表している 14。

これにより代謝経路全体を俯瞰することが可能となり、生命現象の理解への手助けと

なっている。 
	 1990年代の計算機とインターネット技術の発展により、パスウェイを計算機上で表
現し、インターネットを通じて可視化したデータを提供することが可能となり、1995
年には KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) が、文献から集めた知
識ベースの代謝パスウェイをデータベース化したKEGG PATHWAYデータベースの
構築を開始した 12,15。また 1996年には BioCyc/MetaCycデータベースの前身となる
大腸菌代謝パスウェイデータベースである EcoCycが発表され 16,17、2004年にはヒト
を中心とした脊椎動物のパスウェイに焦点をあてた Reactomeデータベースが公開さ
れている 18。その後もタンパク質の知識ベースである UniProtKB データベースと紐
付いた UniPathway19、コミュニティベースで開発が進められている WikiPathways
など多くのパスウェイデータベースが公開されている 20。さらに、パスウェイで取り

扱う相互作用を代謝化合物と酵素という関係から、多種多様な分子間相互作用へと拡

張することによって、パスウェイデータベースは転写制御やシグナル伝達、物質輸送

や免疫システム、病気などの分子間相互作用ネットワークを表現する目的でも用いら

れるようになっている。 
	 多くのパスウェイデータベースでは分子間相互作用ネットワークを機能によって区

切ることで分類している。例えば KEGG PATHWAYデータベースでは代謝系を炭水
化物代謝、エネルギー代謝、脂質代謝など 12のパスウェイカテゴリに分類しており、
さらに炭水化物代謝は解糖系、TCA回路、ペントースリン酸回路などに細かく分けら
れている。本来生体内にある一つの大きな分子間相互作用ネットワークを、このよう

な階層構造をもった機能分類に落とし込むことで、個々の生命現象が理解しやすくな

り、またゲノムアノテーションにおいても有用な情報となる。 
	 また、いくつかのパスウェイデータベースでは、各遺伝子機能の実証実験の行われ

ていない生物種においても、オーソログ遺伝子の情報を利用することでパスウェイを

計算機上で構築している。オーソログ遺伝子とは、祖先生物における同じ遺伝子から

分岐した遺伝子であり、一般に生物間で同一の機能を持つ。パスウェイデータベース

では、他の生物において機能の実証された遺伝子に対応するオーソログ遺伝子を推定

し、同一の機能を有している同一の相互作用因子としてパスウェイ上で取り扱うこと

で、様々な生物種のパスウェイを計算機上で表現している。2016年現在、異株を含め
KEGG PATHWAYデータベースでは約 4,300種、BioCyc/MetaCycでは約 7,600種
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のパスウェイデータベースが構築されており、モデル生物に限らず多種多様な生物種

の解析においてパスウェイデータベースを利用することが可能となっている。 
	 こうして構築されたパスウェイデータベースは、ゲノムアノテーションに利用され

るだけでなく、エンリッチメント解析、シミュレーションなどバイオインフォマティ

クスの分野で広く利用されている。例えばエンリッチメント解析では、DNA マイク
ロアレイや次世代シークエンサ技術に基づいた RNA-Seq、または質量分析計を用い
たプロテオーム解析など、様々な大規模発現解析で得られた発現変動遺伝子群がどの

機能カテゴリで有意に出現しているかを知るために、パスウェイデータベースが用い

られている 21,22。また、より生命現象を理解しやすくするために、発現量の変化をパ

スウェイのネットワーク画像の上に重ね合わせて可視化する目的でも、パスウェイデ

ータベースは多くの研究で利用されている。 
 
１．２	 本論文の目的と概要 
	 上記のように、ゲノム配列の決定とパスウェイデータベースの整備により、これま

での個別の分子間相互作用に焦点をあてた解析だけでなく、ゲノムに内包される相互

作用ネットワーク全体を俯瞰した解析を行うことができるようになった。またこれに

より、複数のゲノムを用いた比較ゲノム解析も可能となり、ゲノム全体を用いた種の

進化と多様性の解明や 23、共生生物における共生関係の分子生物学的理解 24、または

病原細菌における病原性遺伝子解析や 25、モデル生物ゲノムを用いた疾患遺伝子の探

索など 26、これまでとは違った複雑な生物学的知見の獲得や利用を行うことができる

ようになってきている。しかしながら、パスウェイデータベースの構築は未だ限定的

であり、全ての生物種の全ての分子間相互作用を表現するには至っていない。また、

手作業によるキュレーションが必要であるため、将来的にもそれら全てを表現するこ

とは不可能であると考えられる。そこで本論文では、現在の限定的なパスウェイデー

タベースを利用して、ゲノムアノテーション及びパスウェイ推定を自動的に高速で行

うための手法を開発することにより、可能な限り多くの生物種の分子間相互作用ネッ

トワークを俯瞰することを可能にし、またこれらの生物種の比較ゲノム解析への利用

を促進するための基盤となる技術の開発を目的とした。 
	 現在、DNAシークエンス技術の発達により、大量のゲノム配列が産出されるため、
より高速なゲノムアノテーション法が必要になっている。ゲノムアノテーションの正

確性と高速性を両立するために、ゲノム解析では、機能既知の遺伝子との配列相同性

情報を用いて、個々の遺伝子の機能アノテーションを行っている。しかしながら、配

列相同性を持った遺伝子（ホモログ遺伝子）同士が常に同じ機能を持っているとは限
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らず、異なる機能を持った複数の遺伝子と配列相同性を有している遺伝子も多い 27,28。

そのため、より正確な機能推定を行うためには同一の祖先遺伝子から分岐し、同一の

機能を有していると考えられるオーソログ遺伝子を同定することが重要である。

KEGGではオーソロググループを作成し、新規ゲノムの遺伝子をオーソロググループ
に割り当てることで機能アノテーションを行っているが、これまで KEGG ではオー
ソログ遺伝子を自動で推定する手法が無く、手作業によるオーソログ遺伝子推定を行

っていた。そのため第２章において述べるように、生物間の遺伝子の配列相同性を基

に、オーソログ遺伝子を統計的に自動で予測することによって、遺伝子の機能アノテ

ーションを行う手法を構築した。これにより新規にシークエンスが行われた生物種に

おいても高速に精度の保たれたゲノムアノテーションを行い、パスウェイを計算機上

で可視化できるようになった。 
	 一方で未だパスウェイデータベースに登録されていない未知の分子間相互作用も多

く存在する。KEGG PATHWAYデータベースでは微生物による環境物質の分解経路
や、植物による二次代謝産物の合成経路などの知識の蓄積が遅れているために、デー

タベースに登録されていない未知の代謝経路が存在している。これら未知の代謝経路

を推測する手法の一つに、代謝反応における代謝化合物の化学的構造変化の特徴を用

いるものがある。代謝パスウェイの中には共通した、または類似した構造変化の特徴

を持った代謝反応が多く含まれていることが知られている 29。そのため、パスウェイ

データベース中の代謝反応における構造変化の特徴を反応パターンとして抽出・蓄積

し、これら反応パターンを代謝経路の不明な代謝化合物に当てはめることで、中間代

謝産物の構造を予測し、ひいては代謝経路を予測することが可能になる。KEGGでは
代謝パスウェイ中のそれぞれの代謝反応において代謝化合物の生化学的な構造変化の

パターンを蓄積したデータベースを構築している。そこで第３章で述べるように、代

謝経路が同定されていない化合物に対して、データベースに蓄積されている反応パタ

ーンを順番に当てはめることによって、パスウェイデータベースには登録されていな

い新規代謝経路を予測する手法を開発した。 
	 反応パターンを基に代謝反応を予測することが可能となったが、予測された代謝反

応には代謝を触媒する酵素が同定されずに残ることになる。また、既存の代謝パスウ

ェイデータベースにおいても代謝酵素が未だ発見されていないオルファン酵素が分子

間相互作用ネットワークの穴として存在している。過去 10 年で新たに報告された酵
素反応の約 40％では、代謝酵素が未知のまま残っている 30。これまでに、代謝酵素が

未知な反応の ECサブ−サブクラス（EC番号の前方 3桁）を予測する手法が開発され
ている 31。これは、EC 番号の前方三桁が酵素の代謝反応の種類を表し、四桁目が基
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質特異性やシリアル番号を表しているため、同一の ECサブ−サブクラスには構造変化
の特徴、反応パターンが類似した酵素が含まれている傾向があるという観測結果に基

づいている 32。しかし、ECサブ−サブクラスには多くの酵素反応が含まれており、そ
こから代謝酵素を推定することが難しかった。そこで第４章で述べるように、反応に

おいて構造変化が起こる部分を局所的に表現したこれまでの反応パターンを、より広

い範囲の構造の特徴を含む反応パターンに拡張した。これにより類似した酵素反応を

データベースから探索することが可能となり、また酵素のパラログ遺伝子、オーソロ

グ遺伝子を探索することで、オルファン酵素の候補を予測することが可能となった。 
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第２章	 遺伝子機能の自動アノテーションとパス

ウェイマッピング 

２．１	 背景 
	 遺伝情報の解析は生命現象を理解する上で重要である。1977年のジデオキシ法（サ
ンガー法）1の発明により DNAシークエンス技術は分子生物学研究の分野に広く普及
し、遺伝情報を解析するために無くてはならないものとなった。1995年に独立生活を
行う生物としては初めて、インフルエンザ菌の 1.8Mbの全ゲノム配列が決定されたの
を皮切りに 33、より大きなゲノム配列の決定が進み、真核生物である出芽酵母のゲノ

ム（12Mb）の解読 34、多細胞生物である線虫ゲノム（100Mb）の配列決定が行われ
た 35。その後のショットガン・シークエンシング法の普及とゲノムアセンブリ技術の

発展により、2004年にはヒトゲノム（3.1Gb）の解読完了が報告されるまでになった
36。さらに、近年の次世代シークエンサの登場により、より高速で安価なゲノム配列

の決定が行えるようになったことで、膨大な数のゲノム配列が解読、報告がなされて

いる。これらゲノム配列が決定された生物の生命現象を解析するためには、ゲノム上

にコードされている遺伝子の機能のアノテーションが不可欠であるが、膨大な数のゲ

ノム配列を高速に処理するためには、計算機による遺伝子の網羅的な機能予測が必要

である。それを可能とする最も効果的な手法に、機能既知な遺伝子との配列比較があ

り、Smith-Watermanアルゴリズム 37や FASTA38、BLAST39,40などの配列相同性検

索のための手法やツールが開発されている。しかしながら配列相同性を持った遺伝子

同士が常に同一の機能を有しているとはいえず、酵素遺伝子における機能予測を行っ

た研究において、90％の精度の機能予測のためには 40〜70％の配列相同性が必要で
あると報告されている 27,28。また、ゲノム上にコードされている全遺伝子との配列比

較を行うことで、種間で比較した際に最も配列相同性が高い遺伝子（ベストヒット）

かどうかの情報が遺伝子の機能予測に利用できる。オーソログ遺伝子は共通祖先遺伝

子から種分岐によって生じた、生物間で対応する遺伝子で、配列相同性を有し、機能

が保存されていると考えられている。そのため、ペアワイズゲノム比較を行うことで、

どちらの種から見てもベストヒットとなる遺伝子ペア（双方向ベストヒット）を探索

することでオーソログ遺伝子を推定することが可能である 41,42。このため、新規に解

読されたゲノム上にある遺伝子とのオーソログ遺伝子を多くの生物種との間で同定す

ることが、新規ゲノム遺伝子の機能予測への近道である。 
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	 機能予測の精度は探索を行うデータベースの質に依存する。KEGG GENESデータ
ベースはゲノム配列の決定したほぼ全ての生物種に含まれる全遺伝子が登録されてお

り、KEGG Orthology（KO）と呼ばれるパスウェイに基づいた、全生物種で統一的
に利用可能なオーソログ遺伝子の機能分類システムに従って、専門家の手作業による

精度の高い機能アノテーションが行われている 12。KO で定義されている各オーソロ
ググループは KEGG PATHWAYデータベースの各要素として紐付けされており、ゲ
ノム上の遺伝子に KOを付与していくことで、生物種の持つパスウェイを計算機上で
表現できるようになっている。また、KOシステムは KEGG BRITEと呼ばれる階層
的に編纂された語彙による機能分類にも拡張されており、KO を介して様々な機能分
類へのマッピングが可能となっている（図 2.1）。このため、KEGGはゲノムと生命シ
ステムを結びつけるのに適したデータベースとして構築されている。しかしながら

KEGGにおける遺伝子に対する KOの付与には手作業による精査が必要で、多くの時
間と労力がかかっていた。 
 

 

図 2.1	 KO を介したゲノムアノテーションの例 44 
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	 そこで本研究では、新規にゲノム配列が決定した生物種において、遺伝子の KOを
自動的に予測することで機能アノテーションを行い、KOを介してKEGG PATHWAY
にマッピングを行うことで生物種の持つパスウェイを計算機上で表現することを目的

とした。さらに、本予測手法を実装したウェブサービスを開発することで、計算資源

を持たない研究者にも広く利用できる環境を構築することを目的とした。 
 
２．２	 材料と方法 
リファレンス配列データベースと代表生物種セット 

	 リファレンス配列データベースとしての KEGG GENESデータベースと KOシス
テムは、2006年 12月に登録されていた真核生物 36種、真性細菌 402種、古細菌 31
種の計 469生物種のデータを用いた。また、提案する手法の計算コストはリファレン
スとなるデータベースのサイズに比例して大きくなる。そのため 2006 年当時、ウェ
ブサービスを展開するにあたって実用的な時間内での機能アノテーションを行うため

には、リファレンス配列データベースを制限する必要が生じた。ここでは、KO 予測
精度を大きく損なうことなく計算コストを減らすため、KEGG GENESデータベース
において比較的に、手作業によって機能アノテーションの精査が進んでいる生物種を

なるべく系統分類的に広範囲から収集した。また真核生物と原核生物では、機能アノ

テーションの差異が大きく、有効なリファレンスが異なると考えられるため、真核生

物の機能アノテーションを対象とした代表生物種セット 26 種と、原核生物の機能ア
ノテーションを対象とした代表生物種セット 28 種を策定し、ウェブサービスにおけ
るリファレンス配列データベースの代表例とした（付録 1）。 
 
手法の概要 

	 図 2.2は遺伝子に KOを割り当てるための手順を示している。まず、問い合わせ遺
伝子とリファレンス配列データベースとなる KEGG GENES データベースの遺伝子
との間で配列相同性スコア（BLASTビットスコア）を相同性検索ツール、BLASTを
用い算出し相同遺伝子として抽出した。続いて双方向ベストヒットの情報（双方向ヒ

ット率）に基づいた足切りを行い、オーソログ遺伝子候補を選択した。次にオーソロ

グ候補遺伝子を KO毎に分類し、各 KOグループにおいて確率に基づいた KO割当ス
コアを算出し、ランキングを行った。ランキングトップの KOグループを問い合わせ
配列の機能アノテーションとして割当を行った。 
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BLAST検索と双方向ヒット率 

	 BLAST を用いた相同性検索はベストヒットの情報を取得するために、機能アノテ
ーションを行う種と、リファレンス配列データベースとの間で、種対種毎に計算を行

った。その際、BLAST の設定はデフォルト設定を用いた。また BLAST は問い合わ
せ遺伝子セットとデータベースを入れ替えることにより、ビットスコアが変化する場

合があるため、順方向、逆方向の双方向でスコアを計算した。リファレンス配列デー

タにはアミノ酸配列を用い、問い合わせがアミノ酸配列である場合は双方向で

BLASTP を、問い合わせが塩基配列である場合には順方向で BLASTX、逆方向で
TBLASTNを用いることで、アミノ酸レベルでの配列相同性検索を行った。探索空間
の節約を行うため、有意性の低いと思われる、双方向のビットスコアの平均が 60 以
下の遺伝子を除外し、残りを相同遺伝子とした。BLAST は相同配列探索が比較的高

図 2.2	 手法の手順 44 
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速である一方で、Smith-Watermanアルゴリズムのような最適アライメントを保証し
ないため、誤差を許容した双方向ヒット率（Bi-directional hit rate; BHR）を次のよ
うに定義し、相同遺伝子の閾値として用いた。 
 

𝐵𝐻𝑅 = 𝑅!×𝑅! 
 
	 このとき、𝑅はベストヒット遺伝子のビットスコアに対する、各スコアの割合を示

している。例えば、生物種 Aの問い合わせ遺伝子 aと生物種 Bのターゲット遺伝子 b
間のビットスコアが 250であり、同時に遺伝子 aと生物種 Bのベストヒット遺伝子間
のビットスコアが 300であった場合、遺伝子 aと遺伝子 bのペアの割合は 250/300に
なる。また、𝑅!、𝑅!はそれぞれ順方向（forward）、逆方向（reverse）での割合を示
している。そのため、遺伝子 aと遺伝子 bが双方向ベストヒットであった場合、BHR
は 1になる。ここでは BHRが 0.95以上の遺伝子を双方向ベストヒットに近い遺伝子
とみなし、オーソログ遺伝子候補とした。 
 
KO割当スコア 

	 最適な KOを問い合わせ遺伝子に割り当てるために、それぞれの KOグループにお
いて KO割当スコア（SKO）を次のように定義した。 
 

𝑆!" = 𝑆! − log! 𝑚𝑛 − log!( 𝐶! !

!

!!!

𝑝!(1− 𝑝)!!!) 

 
	 このとき、𝑆!はそれぞれの KOグループで最も高いビットスコアを示しており、𝑛は
その際のターゲット遺伝子の配列長、𝑚は問い合わせ遺伝子の配列長、𝑁は各 KO グ
ループに含まれる生物種数、𝑥はリファレンスとなった KO グループに含まれる生物
種数、𝑝はリファレンス配列データベースの全遺伝子数に対する KO グループの遺伝
子数の割合をそれぞれ示している。第二項は配列長による第一項の補正項となってい

る。第三項はリファレンスとなった KOに含まれる遺伝子のうち上記の手順によって
検出できたオーソログ遺伝子候補の数を考慮した重み付けとなっており、偶然N種以
上でオーソログが検出できる確率（有意確率）を BLASTのビットスコア同様にビッ
トスコア化することで導出した。 
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交差検証 

	 手法の評価を行うため、交差検証（Cross-validation）を行った。まずリファレン
ス配列データベースから 1生物種抜き出して問い合わせ生物とし、残った生物種を検
定におけるリファレンスとした。続いて、提案する手法を用いて問い合わせ生物種の

遺伝子の KOを予測することで機能アノテーションを行い、再現性を検証した。検証
ではヒト（Homo sapiens）、シロイヌナズナ（Arabidopsis thaliana）、出芽酵母
（Saccharomyces cerevisiae）、大腸菌（Escherichia coli K-12 MG1655）の 4種で行
った。 
 
２．３	 結果と考察 
	 表2.1はKEGG GENESデータベース全体をリファレンス配列データベースとした
場合の交差検証の結果を示している。また表中の Sensitivity（感受性）、Specificity
（特異性）、PPV（Positive predictive value、陽性的中率）、Precision（精度）は次
のように算出した。 
 
l Sensitivity：KEGGデータベースで元来 KOがアノテーションされていた遺伝子
において、提案した手法で正しく KOの再割当てが行われた遺伝子の割合 

l Specificity：元来 KO がアノテーションされていなかった遺伝子において、KO
割り当てが行われなかった遺伝子の割合 

l PPV：KOの再割当てが行われた全遺伝子における、正しく KOの再割当てが行
われた遺伝子の割合 

l Precision：元来 KOがアノテーションされていた遺伝子で、かつ KOの再割当て
が行われた遺伝子のうち、正解した遺伝子の割合 

 

Species H. sapiens A. thaliana S. cerevisiae E. coli 
Sensitivity 83.7% 70.4% 85.2% 97.4% 
Specificity 98.6% 91.5% 94.1% 94.3% 
PPV 93.6% 47.9% 80.7% 94.9% 
Precision 98.0% 85.5% 91.6% 98.5% 
 
 

表 2.1 KEGG GENES 全体をリファレンスとした場合の KO 再割当ての精度 
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	 大腸菌では全ての指標で 94%を超えており、非常に精度の高い KO 予測を行えた。
これはリファレンスとした KEGG GENES データベースに多くの、株違いの同種を
含む近縁種が含まれていたためだと考えられる。また、ヒトでも感受性以外の指標で

93%を超える KO 再割当てが行われており、十分に高い精度で予測できたといえる。
大腸菌と比較して、ヒトでの感受性が大きく下がった理由は、近縁種が大腸菌ほど多

くないことが原因と考えられる。シロイヌナズナにおいては感受性と陽性的中率が顕

著に下がっており、これは KEGG GENES データベースに他の植物が登録されてお
らずリファレンスとなる近縁種が存在しないこと、植物遺伝子の機能同定が進んでお

らず多くの遺伝子が機能アノテーションされずに残っていることなどが主な原因と考

えられる。 
 

Species H. sapiens A. thaliana S. cerevisiae E. coli 
Sensitivity 85.4% 62.5% 86.8% 90.1% 
Specificity 98.9% 91.3% 96.8% 94.9% 
PPV 94.4% 44.3% 87.7% 93.2% 
Precision 97.9% 83.8% 94.9% 96.6% 
 
	 表 2.2はリファレンス配列データベースに代表生物種セットを用いた場合の交差検
証の結果を示しており、4 種とも極度に精度を減じることなく予測が行えている。大
腸菌では感受性が下がっており、同種の異株がリファレンスから除外されたことが影

響していると考えられる。一方、ヒトと出芽酵母では、予測精度が KEGG GENES
データベース全体をリファレンスとした場合とほぼ同程度で、幾つかの指標では数値

の向上が見られる。これは KEGG GENES データベースに登録されている生物種は
真性細菌が圧倒的に多いため、リファレンス配列データベースに含まれる生物種の系

統分類的な偏りが影響したと考えられる。 
	 2016年現在までに、提案した手法における配列相同性検索を、より精度の高い配列
相同性検索を行える SSEARCHプログラムに置き換えた手法及び、ベストヒットだけ
でなくタンパク質のドメイン情報など、より多くの情報を用いた自動アノテーション

プログラム、KOALA43によって KOのアノテーションが進み、KEGG GENESデー
タベースに登録される生物種は 4,200 種を超え、非常に多岐の系統分類に渡って KO
アノテーションがなされている。また、リファレンス配列データベースとしての質を

表 2.2 代表生物種セットをリファレンスとした場合の KO 再割当ての精度 
 



 18 
 

維持するため、本手法のリファレンスとしての対象は手作業による精査を行った生物

種に限られるが、それでも 1,500種を超えており、提案する手法にとって非常に有用
なリファレンスデータベースとなっている。 
	 本研究で提案した手法は KAAS: KEGG Automatic Annotation Server 
(http://www.genome.jp/tools/kaas/)としてウェブサービスが提供されており、FASTA
形式の問い合わせ遺伝子配列を入力し、リファレンス配列データベースを、予め設定

した代表生物種セットだけではなく KEGG GENES データベースから自由に選択す
ることにより、自動で KO アノテーションの予測を行い、KEGG PATHWATY や
BRITEへマッピングすることが可能となっている（図 2.3）44。ウェブサービスでは、

リファレンスとなる配列データベース及び機能アノテーションとなるKOシステムが
KEGG GNENSデータベースの更新に伴い逐次更新される体制を取っている。これに
より様々な生物において、これまで難しかったパスウェイ再構築が、様々な生物種に

おいて容易にできるようになり、ネットワーク解析やエンリッチメント解析に有用な

ツールとなっている。 
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図 2.3 KAAS ウェブサービス 

 



 20 
 

第 3章	 未知代謝パスウェイの予測 

３．１	 背景 
	 前章における KAAS の開発により配列相同性を基に KEGG PATHWAY データベ
ースにマッピングを行うことで、新規にゲノム配列の解読された生物の持つパスウェ

イを推定することが可能になった。しかしながら KEGG を含む既存のパスウェイデ
ータベースでは、生物の持つ全てのパスウェイを表現するには未だ不十分であり、代

謝パスウェイに限定したとしても、環境物質の生体内における分解経路や、植物にお

ける二次代謝産物の合成経路などで知識の蓄積が遅れている。さらには生物界全体の

全ての分子間相互作用の同定を行うことは、物量的に今後とも困難が続くと考えられ

る。この問題への対処の一つとして、酵素反応における代謝物の化学的構造変化の特

徴を蓄積し、それらの特徴を利用して中間代謝化合物を予測することで代謝パスウェ

イ を 推 定 す る 手 法 が 挙 げ ら れ る 。 UM-BBD （ University of Minnesota 
Biocatalysis/Biodegradation Database）は化合物の生体異物の生体内分解経路に主
軸を置いた酵素反応データベースで、反応による化合物の構造変化の特徴を抽出し、

反応規則として収集している 45。この規則を基に、UM-PPS（Pathway Prediction 
System）では基質の構造から反応による構造変化を推定し、代謝経路を予測すること
が可能になっている 46。しかしながら 2009 年当時のシステムでは一段階及び二段階
の反応経路予測に留まっており、さらに多段階の反応予測を行うには、予測された複

数生成物の中から次の基質となるものを選択する必要があるため、網羅的な反応経路

を予測するのは困難であった。 
	 一方、KEGGデータベースでは IUBMB（International Union of Biochemistry and 
Molecular Biology）Enzyme Nomenclature47及び KEGG PATHWAYデータベース
に登録されている酵素反応を蓄積した KEGG REACTION データベースを構築して
おり、生体内分解経路に限らない多くの種類の酵素反応がデータベース化されている。

また、酵素反応における基質と生成物のペア（リアクタントペア）を収集した KEGG 
RPAIRデータベースも構築しており、このデータベースでは基質と生成物の間で起こ
った生化学的な構造変化の特徴が、反応中心周辺の変化を基に定義した RDM
（Reaction center, Difference atom, Matched atom）パターンとして記述されている
（図 3.1 A）。このため基質の構造と RDMパターンだけから生成物の構造を、または
生成物の構造と RDM パターンから基質の構造を推定することが可能となっている

（図 3.1 B）。また反応の未知な化合物に対しても、適用可能な RDMパターンを当て
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はめることで、起こりうる反応を推定できる（図 3.1 C）。本研究では、この RDMパ
ターンを反応規則とし、多段階の反応経路を可能な限り多く推定する手法の開発を目

的とし、KEGG PATHWAYデータベースで特に整備の遅れている、微生物における
生体異物の生体内分解経路及び植物における二次代謝産物の合成経路の代謝経路予測

に焦点を絞って開発を行った。この手法では、KEGGをリファレンスデータベースと
することで、予測結果と配列情報を結びつけることが可能であり、他の反応予測シス

テムにはない特徴である。さらに、本手法を実装したウェブサービスを構築し、誰で

も利用可能な環境の構築を目的とした。 
 
 

図 3.1 RDM パターンを用いた反応予測 
（A）基質と生成物との間の構造変化の特徴は RDMパターンとして抽出さ
れる。（B）基質の構造と RDMパターンから生成物の構造を推定することが
可能。（C）新規化合物に RDMパターンを適用することで、反応後の構造を
類推できる。 
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３．2	 材料と手法 
リファレンスデータベース 

	 2009年 12月の段階で、KEGG COMPOUNDデータベースには 16,110化合物が
蓄積されており、KEGG RPAIRデータベースにはリアクタントペアが 12,032ペア蓄
積されている。KEGGでは化合物の各原子は、炭素、窒素、酸素、硫黄、リン酸、ハ
ロゲン原子、その他の原子に分類され、さらに周辺の結合情報により最大 3文字の記
号で表した 68種類の"KEGG atom type"で記述されている（付録 2）。表 3.1は炭素
における atom typeを示している。1文字目は原子の種類を示しており、atom species
と呼称している。2 文字目は主に機能分類と多重結合の種類を反映しており、前方か
ら二文字目までの記号を atom classと呼称している。3文字目は主に結合する原子の
数と環状構造に含まれる原子かどうかを示している。 
	 また、リアクタントペアは反応内で担う役割によって次の五つに分類されている。 
 
l main pair：KEGG PATHWAYマップに表示されるような反応における主たる化
合物のペア 

l cofac pair：酸化還元反応における cofactor化合物のペア 
l trans pair：転移反応に於ける官能基転移を行っている化合物のペア 
l ligase pair：リガーゼによる加水分解におけるヌクレオチドのペア 
l leave pair：炭素などの無機化合物の分離や結合を表現する化合物のペア 
 
	 本研究ではmain pairタイプのリアクタントペアのみに着目し、生体異物の生体内
分解経路において 724化合物からなる 853のリアクタントペア、植物の二次代謝経路
において 993化合物からなる 1,126リアクタントペアを抽出し、代謝パスウェイ予測
のためのリファレンスデータベースとした。 
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Functional group Atom species Atom class Atom type Description 

Alkane C C1 C1a R-CH3 

C1b R-CH2-R 

C1c R-CH(-R)-R 

C1d R-C(-R)2-R 

Cyclic alkane C1x ring-CH2-ring 

C1y ring-CH(-R)-ring 

C1z ring-C(-R)2-ring 

Alkene C2 C2a R=CH2 

C2b R=CH-R 

C2c R=C(-R)2 

Cyclic alkene C2x ring-CH=ring 

C2y ring-C(-R)=ring or ring-C(=R)-ring 

Alkyne C3 C3a R≡CH 

C3b R≡C-R 

Aldehyde C4 C4a R-CH=O 

Ketone C5 C5a R-C(=O)-R 

Cyclic ketone C5x ring-C(=O)-ring 

Carboxylic acid C6 C6a R-C(=O)-OH 

Carboxylic ester C7 C7a R-C(=O)-O-R 

C7x ring-C(=O)-O-ring 

Aromatic ring C8 C8x ring-CH=ring 

C8y ring-C(-R)=ring 

Undefined C C0 C0   

 
 
 
 
 

表 3.1 炭素原子における KEGG atom type の例 
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RDMパターン 

	 KEGG RPAIRデータベースでは基質と生成物上の原子間のアラインメント情報も
蓄積しており、反応前後の生化学的な構造変化の特徴を、RDM パターンとして表現

している。RDMパターンは反応中心（Reaction center）となる R原子、基質と生成
物で変化が生じた D原子（Difference  atom）、基質と生成物で変化の生じないM原
子（Matched atom）で構築されている（図 3.2）29,48。R原子は次の 3つの定義によ
り決定される。1）原子の結合に変化が生じた場合。2）原子の酸化数に変化が生じた
場合。3）シス−トランス異性化が生じた場合。また、D 原子、M 原子は R 原子に隣
接するものだけを定義している。 
 

 

 
アルゴリズム 

	 RDM パターンは反応中心の少数の原子で構成されている。そのため、ある化合物

に適応可能な RDMパターンは多く存在し、全ての可能性を想定しつつ多段階の反応
経路を予測した場合、実際には起こり得ないであろうと思われる経路を含んだ、非常

に多くの反応経路が構築されることになる。これを避けるため、全体構造が類似した

図 3.2 RDM パターン 
（A）は KEGG atom typeで表記したリアクタントペアの例を示しており、
各原子の色は R原子（赤）、D原子（青）、M原子（黄）、その他のリアクタ
ントペア間で異なっている原子（黒）、その他の一致している原子（緑）を

示している。（B）は R、D、M原子から定義される RDMパターンの記述形
式を示している。 
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化合物同士において同じ反応が起こる可能性が高いという仮定のもと、手法を構築し

た。 
	 図 3.3は手法の全体像を示している。まず、第 1ステップにおいて、代謝経路を予
測する化合物 Qを問い合わせ化合物とし、リファレンスデータベースに対し類似化合
物の検索を行った。類似化合物の検索には化合物間の最大共通部分構造探索を行う

SIMCOMPプログラムを用いた 49,50。SIMCOMPでは、atom typeレベルでの共通部
分構造探索の後に、atom speciesレベルで共通構造を伸長するモードを使用した。次
に第 2ステップとして、第 1ステップで得られた類似化合物 Ciを基質とするリアクタ

ントペアが持つ RDMパターンに対し、化合物 Qを問い合わせ化合物とした部分構造
検索を行った。ここでは化合物 Ciにおける R原子、D原子、M原子と対応する原子
が、それぞれ化合物 Qに存在する場合に検出した。表 3.2は原子の種類ごとの対応条
件を示している。対応例の括弧（ [ ] ）は、括弧の中のいずれかの文字であれば対応
することを示しており、アスタリスク（ * ）はどんな文字、数字でも対応することを
示している。R原子の対応条件は"atom classの一致"と"環状構造の一部であるかどう

図 3.3 手法の全体像 51 
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かの一致"が必要となっており最も厳しく、続いて atom classのみの一致を必要とす
る D 原子、atom  species の一致が必要な M 原子の順に、条件が緩くなるように設
定した。また、原子の機能が類似していると考えられる芳香環における炭素と窒素、

構造骨格中における炭素と硫黄を、例外としてM原子の対応条件に加えた。 
 

原子 対応条件 対応例（Ci の原子: Qの原子） 

R原子 Atom classの一致 
直鎖上 C2[abcd] : C2[abcd] 
環上 C8[xyz] : C8[xyz] 

D原子 Atom classの一致 C2* : C2* 

M原子 

Atom speciesの一致 C** : C** 

例外 
C8[xy] : N5[xy] 

C1x : S2x 
C1b : S2a 

 
	 続いて第 3 ステップとして、一致した RDM パターンを持つリアクタントペア Ci

→Ci,jをリファレンスとして、問い合わせ化合物 Q から新たに中間代謝化合物 Qi,jを

構築することで、代謝反応の予測を行った。ここで Qi,j及び Ci,jを第 2 ステップにお
ける Q及び Ciとし、第 2ステップ及び第 3ステップを繰り返すことで、連続した代
謝反応、代謝パスウェイの予測を行った（サイクル A）。また、第 2 ステップで一致
する RDMパターンが得られなくなった場合に、Qi,jを第 1ステップの Qとし、第 1
ステップのリファレンスデータベースに対し類似化合物の検索を行った（サイクル B）。
この 2つのサイクルを繰り返すことで連続した複数の経路からなる代謝パスウェイの
予測を行った。反応予測サイクルは、KEGG	 PATHWAY データベースに出現する
既知の化合物または指定した化合物にたどり着く場合に停止する。また、第 1ステッ
プ及び第 2ステップで検索結果が得られない場合にも停止する。 
 
スコアリング 

	 算出された複数の経路の妥当性を評価するため次の 2種類のスコアを定義した。一
つは予測反応を評価するスコアで、予測された各反応において、化合物 Qと参照元と
なった化合物 Ciとの間の atom speciesレベルの原子アラインメントから Jaccard係
数を算出し、反応スコアとして用いた。その際、反応中心の一致がより重要であると

表 3.2 原子の種類による対応条件 
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考えられるため、RDM原子における一致を、atom type での一致、atom classでの
一致、atom speciesでの一致の 3つに分けて考えることで、RDM原子の一致の重み
がその他の原子の 3倍になるように調整した。もう一つは予測経路を評価するスコア
で、予測された経路を構成する各反応における反応スコアの平均を、経路スコアとし

た。スコアの算出は予測の毎サイクルで行い、経路スコアの高いパスウェイを優先し

て次のサイクルを行うことで、予測経路の妥当性を保ちつつ予測される経路の数の発

散を防いだ。 
 
双方向予測 

	 予測を行う代謝経路の始点と終点の化合物が既知である場合、予測サイクルを両端

から双方向で行った。両方の予測においてサイクル Bに入る前に、双方向それぞれで
生成された中間代謝化合物間で SIMCOMP を用いた構造類似性の計測を行い、その
結果を考慮することで、双方の予測経路が連結する可能性の高い経路を優先して次の

サイクルに回すことで、予測の妥当性の保持と経路の数の発散を防いだ。 
 
３．３	 結果と考察 
	 提案する手法の評価を行うため、まず単一の反応予測の Leave-one-out交差検証を
行った。リファレンスデータベースから一つのリアクタントペアを取り除き、基質ま

たは生成物を問い合わせ化合物としてペアの対となる化合物の予測を行った。その際、

リファレンスデータベース中に一度しか現れない RDMパターンを持ったリアクタン
トペアは、取り除いた場合の予測が不可能であるため、これらを除いた植物の二次代

謝産物合成経路の 872ペア、微生物の生体異物分解経路での 477ペアを用いて検証を
行った。その結果二次代謝産物合成経路では 71.9%のペアで基質の構造を予測でき、
生体異物分解経路では 80.6％のペアで生成物の構造を予測できた。本手法では適用可
能な全ての RDMパターンを適用するのではなく、構造類似性の高い化合物に由来す
る RDMパターンを優先して適用するため、基質や生成物を予測できないものもあっ
た。また、二次代謝産物の多くは生体異物分解経路に含まれる化合物と比較して大き

く、反応による構造変化が複雑なものも多いため、正確な RDM原子のアラインメン
トが困難になり予測精度が低くなったと考えられる。 
	 次に例として、代謝経路が知られており、KEGGには登録されていない連続した反
応の予測を行った。図 3.4 Aは 1,2,3,4-テトラクロロベンゼン（Query）を始点としグ
リコール酸（C00160）を終点とした、生体内分解パスウェイを予測した結果を示し
ている。グリコール酸は炭素鎖の分解産物として比較的構造が単純な化合物であるた 
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図 3.4 テトラクロロベンゼン分解経路の予測 51 
Aは複数の予測されたパスウェイをツリー状に示したものである。丸印は化
合物を示しており、青文字で示された C番号は KEGG PATHWAYデータ
ベースに出現する化合物を、黒文字で示された CX番号は予測によって生成
された中間代謝化合物を示している。また、色の薄くなっている C、CX番
号は、経路の中に同一の化合物が存在することを意味している。線は予測さ

れた反応を示しており、線の太さは反応スコアを反映している。また連続し

た同一の色で示されている反応は、予測においてサイクル Bを経由せず、サ
イクル A の繰り返しによって予測された反応を示しており、KEGG 
PATHWAY において連続している反応をリファレンスとして予測されたこ
とを意味している。Bは始点から終点まで予測された経路における化合物の
構造を示している。 
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め、終点化合物として選択した。1,2,3,4-テトラクロロベンゼンの分解経路はUM-BBD
データベースに登録されており、図 3.4 Bで示された始点から CX0009までと一致す
る。これは図 3.4 Aの一番上に見られる緑の線に対応し、このことから、本手法は正
しい分解経路を高い妥当性を持って予測できたといえる。その他の経路として、Query
から 1,2,4-トリクロロベンゼン（C06594）へ、または CX0005から 3,4,6-トリクロロ
カテコール（C12831）へと、芳香環から塩素が取れる経路の可能性も提示している。 
	 2つ目の例として、図 3.5 Aはデルフィニジン（C05908）に 3個のグルコース（図
3.5 Bの青丸）と 2個のカフェオイル基（同赤丸）が結合した構造を持つ、ゲンチオ
デルフィン（Query、図 3.5 B）の生合成経路を予測した結果を示している。KEGG
において既知の経路を含む、グルコース及び、カフェオイル基の結合の順番の異なる、

9 つの経路が提示された。しかしながら、幾つかの経路においてはグルコースとカフ
ェオイル基が同時に結合している。これは本手法が反応中心に重点を置いているため、

結合の起こりやすい分子単位を考慮していないためだと考えられる。また、カフェオ

イル基の結合に関連するリアクタントペアは主に trans pairに分類されるため、main 
pairのみを用いたリファレンスデータベースでは、予測が正確に行えなかったと考え
られる。そのため、より反応予測に影響のあるリアクタントペアを選択する必要があ

る。 
 

 
 

図 3.5 ゲンチオデルフィン生合成経路の予測 51 
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	 3 つ目の例として、図 3.6 はジベンゾチオフェンの分解経路を予測した結果を示し
ている。赤の矢印で示した経路は UM-BBD データベースに登録されている経路を示
しており、本手法で予測された複数の経路で最も正解に近い経路を黒の矢印で示した。

前半の反応は正しく予測できているが、後半の反応では誤った経路が予測されている。

これは本手法における異性体の扱いに起因すると考えられる。CX0004と CX0005は
光学異性体であり、CX0003と CX0005は互変異性体である。KEGG atom typeを用
いた化合物の構造表記では光学異性体を識別できず、また互変異性体は全く別の異な

る化合物として扱われる。そのため、これら異性体の絡む反応を予測することが困難

になっていると考えられる。 
 

	 	 	  
 

図 3.6 ジベンゾチオフェン分解経路の予測 
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	 本研究で提案した手法は PathPred（http://www.genome.jp/tools/pathpred/）とし
て実装、公開されており、誰でも利用可能となっている（図 3.7）51。微生物における

生体異物の生体内分解経路においては生体異物を、また植物の二次代謝産物の合成経

路においては二次代謝産物を起点に、代謝経路の予測を行うことができる。化合物の

構造情報は KEGG化合物 ID（C番号）及び医薬品 ID（D番号）MDL MOL形式ま
たは SMILES形式を受け付けている。 

 
  

図 3.7 PathPred ウェブサービス 
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第４章	 基質と生成物の分子構造情報を用いた代

謝酵素の予測 

４．１	 背景 
	 2014年現在、KEGG PATHWAYデータベースの代謝パスウェイには約 6,000の代
謝化合物と約 6,200 の代謝反応が登録されている。また酵素反応データベース
IUBMB47にも同様に約 6,000 の酵素反応が登録されている。しかしながらヒトの体
内で見つかった小分子を蓄積したデータベースである HMDB (The Human 
Metabolome Database) には、すでに 40,000を超える代謝化合物が登録されており
52、また二次代謝産物を多く生産する植物界全体における代謝化合物は 100万を超え
ると推定されている 53。そのため自然界にはこれら代謝化合物と同程度のオーダーの

酵素反応が存在すると考えられ、パスウェイデータベースはそのほんの一部を蓄積し

ているに過ぎない。 
	 化合物の代謝反応経路を予測するウェブサービスとして UM-PPS46 や前章の

PathPred51などがあり、また機械学習の教師あり学習を用いた予測手法も開発されて

いる 54。これらの予測手法では、代謝パスウェイに於ける化合物の既知の化学構造変

化を基に、自然産物や環境物質、医薬品などの生体内における代謝の予測を行うこと

ができるが、化合物の構造変化を予測することを主目的としており、反応を触媒する

酵素遺伝子の予測は行っていない。このような酵素遺伝子配列の同定されていない反

応はオルファン酵素反応と呼ばれており 55、過去 10 年で新たに報告された酵素反応
の約 40％は未だ遺伝子配列の決定していないオルファン酵素反応であるという報告
がある 30。そのため、オルファン酵素の遺伝子を推定するための手法が多く開発され

ており、注目するパスウェイに関わる遺伝子群のゲノムコンテキスト、系統プロファ

イル、発現プロファイルを用いた予測が行われている 30,56–58。他にも、統計的アルゴ

リズムであるベイズモデルや 59、教師付き学習などを用いた酵素予測法の開発も行わ

れているが 60、これらの手法にはオルファン酵素反応と関連する遺伝子群の情報や、

ゲノムの情報が不可欠である。 
	 一方、反応前後の基質と生成物の分子構造の変化のみに着目し、ECサブ-サブクラ
ス（EC 番号の前方３桁）を予測するツールの一つに E-zyme がある 31。E-zyme は
KEGG RPAIRデータベースに蓄積された、反応前後の生化学的な構造変化の特徴を
抽出した RDMパターンを基に、構造変化パターンの類似度を計算することでその反
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応の EC番号の予測を行う。これは、同一の ECサブ-サブクラスを持つ酵素反応同士
の構造変化パターンは類似している傾向がある、という事実に基づいた手法となって

いる。しかしながら予測される ECサブ-サブクラスは酵素の基質特異性を表現してお
らず、非常に多くの酵素反応が含まれているため、ECサブ-サブクラスからの酵素遺
伝子の同定は容易ではない。また、化学構造から類似反応を探索する手法は多く開発

されており、結合の変化や基質と生成物間の差異をプロファイル（フィンガープリン

ト）で表現し、類似度を計算するものや 61–64、機械学習を用いて EC番号を予測する
手法も開発されている 65–68。しかしながら、これらの手法で酵素遺伝子配列そのもの

を予測しているものはまだない。 
	 本研究では、E-zyme の手法を拡張し、オルファン酵素反応の遺伝子を予測するこ
とを目的とした。基質と生成物のペア（リアクタントペア）の部分情報である RDM
パターンのみを用いるのではなく、リアクタントペア全体の構造比較を行うことで、

オルファン酵素反応と類似した反応をデータベースから探索し、これを触媒する酵素

遺伝子、またそのパラログ及びオーソログをオルファン酵素候補として抽出した。 
 
４．２	 材料 
リファレンス反応データベース 

	 酵素反応は KEGG REACTION データベース（リリース 67.0+）に登録されている
9,398反応を用いた。また、リアクタントペアを蓄積した KEGG RPAIR データベー
スには 14,218ペアが登録されており、このうちmain pair（３．１参照）の 8,846 ペ
アをリファレンスデータとして用いた。リアクタントペアは 2,831の RDMパターン
と対応している。 
 
オーソログデータベース 

	 KEGGリリース 67.0+に含まれる KEGG Orthology (KO)には、450万遺伝子から
構成される 16,791 グループが登録されており、酵素反応の代謝能と関わりのあるグ
ループは 3,868を数える。このオーソログデータベースは文献情報等を基に手作業に
より作成される。また、オーソログデータを拡張するために KEGG Ortholog Cluster 
(OC)データベース（ver. 2014-04-28）69を用いた。OCは KEGG GENESに登録され
る 3,000生物種の 1,200万遺伝子全てを、配列類似性に基づいて自動的にクラスタリ
ングしたデータベースであり、より多くのパラログ及びオーソログがグループ化され

ている。本研究では KO グループを基にオルファン酵素遺伝子の予測を行うと共に、
OCグループを用いた候補遺伝子の探索を行った。 
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４．３	 手法 
アルゴリズム 

	 図 4.1は予測手法の三つのステップを示したフローチャートである。第一ステップ
では、酵素遺伝子の予測を行う反応の基質と生成物（問い合わせペア）の間で構造ア

ラインメントを計算した。構造アラインメントには SIMCOMP プログラム 50を用い

た。また、構造アラインメントから反応中心を検出し、RDM パターンを作成した。

第二ステップでは、問い合わせペアから作成した RDMパターンと KEGG RPAIRデ

substructure profile
of query pair

substrate product

RDM pattern

substructure profiles

KEGG
RCLASS
RPAIR

KEGG
Orthology

SIMCOMP

ortholog
assignment

structure alignment

reactant pairs
with similar RDM pattern

candidate enzyme genes

step 1

step 2

step 3

substructure profile 
of RDM pattern 

図 4.1 手法のフローチャート 76 
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ータベースに蓄積された RDMパターンの間で類似度を計算し、類似度が閾値に満た
ない RDMパターンの足切りをおこなった（類似度計算の詳細は後述）。残った RDM
パターンを持つリアクタントペアを KEGG RPAIRデータベースから抽出した。第三
ステップでは、問い合わせペアと第二ステップで収集したリアクタントペアの間で類

似度を計算し、KO を用いたオーソロググループ推定及び、OC を用いた候補遺伝子
探索を行った。第二、第三ステップに於ける類似度計算では、RDM パターン、リア

クタントペアをそれぞれ整数ベクトルで表現される構造プロファイルに変換し（図

4.2 D）、プロファイル間の Tanimoto係数を RDMパターン間及びリアクタントペア
間の類似度として用いた。Tanimoto 係数は Jaccard 指数を実数ベクトルでも扱える
ように拡張した係数となっており、２つのプロファイル𝑋 = [𝑥!, 𝑥!,… , 𝑥!]、

𝑌 = [𝑦!,𝑦!,… ,𝑦!]の Tanomoto係数は次の式で表される。 
 

Tanimoto係数 =  !!!!
!!
!! !!

!! !!!!
 

 
部分構造プロファイルの構築 

	 第三ステップにおけるリアクタントペア間の類似度を定義するためには、例えば

KCF-S70や Daylight フィンガープリント 71のように化合物を部分構造のコレクショ

ンで記述する手法が既に発表されている。これと同様に、それぞれのリアクタントペ

アを、部分構造の出現頻度で表現したプロファイルに変換した。また、それぞれの部

分構造は反応の前後で対応する基質と生成物の原子を含むよう設計した。図 4.2は部
分構造プロファイルの例を示している。図 4.2 Aの基質と生成物上に灰色の線で囲ん
だ、連続して結合している 3原子は、各原子が反応の前後で対応しており、各原子を
合わせた 6原子をアラインメント部分構造として抽出した。各アライメント部分構造
は KEGG atom typeと KEGG atom classそれぞれを用いて表現した。atom typeを
用いた場合には連続して結合する全ての 2 から 3 原子の鎖を部分構造として抽出し、
一方 atom classを用いた場合には R原子または D原子を含む、2から 8原子の鎖を
部分構造として抽出した。また atom classを用いた部分構造では、その原子の生化学
的特徴を考慮し、芳香環上の原子を"A"という表記で統一し、それ以外の環上の原子を
"R"という表記で統一した。これにより、図 4.2 Cに示した例では atom typeを用い
た場合には"C6a-C6a:C8y-C1z:C8x-C2x"と表現し、atom class を用いた場合には
"C6-C6:A-R:A-R"と表現することになった。次に各アラインメント部分構造の出現頻
度を、リアクタントペアの部分構造プロファイルと定義し、問い合わせペアの部分構
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造プロファイルとリファレンスペアの部分構造プロファイルの間の Tanimoto係数を、
リアクタントペア間の類似スコアとして定義した。また、Tanimono 係数の算出には
プロファイルの要素（アラインメント部分構造）の数を揃える必要があるため、一方

のリアクタンペアにしか存在しないアラインメント部分構造は、他方では頻度 0の要
素として、部分構造プロファイルに追加した。問い合わせペアとリアクタントペア間

において、類似スコアが最も高いスコアの 3割に満たないリアクタントペアは、類似
性が低いものとして除外した。 

C8x
C8x

C8xC8x
C8x

C8y
C6a

O6a

O6a

substrate product
O1a

O1a
C1y

C2x

C2xC2x
C2x

C1z
C6a

O6a

O6a

C6a-C6a:C8y-C1z:C8x-C2x
C6-C6:A-R:A-R
C-C:C-C:C-C

atom type
atom class
atom species

C6a-C6a:O6a-O6a

C8y-C1z:C6a-C6a:O6a-O6a

C6-C6:A-R:A-R

C6a-C6a:C8y-C1z:C8x-C1y

A-R:A-R

2

2

2

1

3

Aligned substructure Frequency

......

(D)

(C)

(A)

C8y-C1z:*-O1a:C6a+C8x+C8x-C6a+C1y+C2x

C8x-C1y:*-O1a:C8x+C8y-C2x+C1z

(B)

図 4.2 RDM パターンと部分構造プロファイル 76 
（A）基質と生成物の KEGG atom typeでの表記（B）RDMパターン（C）
Aにおける灰色で示した３原子のアラインメントから得られる部分構造（D）
各部分構造の頻度を表した部分構造プロファイル。 
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	 第二ステップにおける RDMパターンもリアクタントペアと同様に、原子アライン
メント情報を保持している。そのため、RDM パターンも同様に部分構造の出現頻度

で表現したプロファイルに変換し、パターン間の類似性を定義した。RDM パターン

のプロファイルは連続して結合する全ての２から３原子の鎖を KEGG atom class及
び KEGG atom speciesで表現した。図に示した例では atom classを用いた場合には
"C6-C6:A-R:A-R"と表現し、atom species を用いた場合には"C-C:C-C:C-C"と表現し
た。プロファイル間の Tanimoto係数を RDMパターン間の類似スコアと定義し、ス
コアが 0.3に満たないものは類似性が低いものとして除外した。 
 
KOを用いたオーソロググループの推定 

	 残ったリアクタントペアを触媒する酵素遺伝子を含む KOグループから、最も可能
性の高い KOグループを酵素遺伝子候補として予測を行うため、それぞれの KOグル
ープ毎に予測スコアを定義し算出した。図 4.3はスコア算出の例を模式的に示したも
のである。この例では、ある問い合わせペア(RPQ)に対して、類似性のあるリアクタ
ントペアが６ペア(RP1~6)得られている。そのうち RP1は KO1、KO2の２つの KO
グループに入っている酵素遺伝子（KO1遺伝子）によって代謝され、また RP2~4は
KO1遺伝子のみ、RP5,6は KO2遺伝子のみによって代謝が行われている。図の KO1
のテーブルは、KO1遺伝子によって触媒されるリアクタントペアの構造プロファイル
を並べたものであり、SUB1~5が部分構造を、数値が出現頻度を表している。問い合
わせペアと KO1 遺伝子に触媒される 4 つのリアクタントペアそれぞれの構造プロフ
ァイル間で Tanimoto 係数を算出し、最も高いスコアを KO1 グループの予測スコア
とした。その際、リアクタントペアの中で出現頻度の"ばらつき"の小さな部分構造を"
必須部分構造"と定義し、必須部分構造のみを用いて Tanimoto 係数を算出した。図
4.3のKO1では灰色で示した部分構造 SUB3の出現頻度がRP1-4で 1,2,0,3とばらつ
きが大きくなっている。このため SUB3を必須部分構造では無いものとしてスコア計
算から除外した。一方、SUB5は全てのリアクタントペアで出現していない。この場
合はこの部分構造を持たないことが酵素の基質特異性に関与している可能性を考慮し

て、スコア計算に用いた。出現頻度のばらつきを基に必須部分構造を定義するため、

次の式を満たす部分構造を必須部分構造として定義した。 
 

 
 

€ 

x −σ × 2 ≥ 0
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	 ここで は各部分構造の出現頻度の平均を示しており、また は標準偏差を示してい

る。KO1、SUB3の例では平均と標準偏差はそれぞれ 1.5と 1.118になり式を満たさ
ないため、酵素の特異性に必須でない部分構造として、スコア計算から除外される。 
	 また、KO2 の例ではリアクタントペアのリストが KO1とは異なるため、必須部分
構造も異なっている。そのため異なる KOグループにおける同一のリアクタントペア
（RP1）と問い合わせペアの間の Tanimoto 係数も異なる場合がある。そのため、図
の例の場合、KO1グループの予測スコアは 0.61、KO2グループの予測スコアは 0.93
となる。 
 

 

OCを用いた候補遺伝子探索 

	 KEGG GNESEデータベースにはKOグループに分類されていない遺伝子も数多く
登録されており、酵素遺伝子候補をより広く探索するため、上記の手順により推定さ

れた KOグループに含まれる遺伝子を、少なくとも１つ含んでいるような OCグルー
プを探索した。OCグループに含まれる全ての遺伝子を候補として抽出した。 
 
４．４	 結果と考察 
交差検証 

	 提案した予測手法の評価を行うため、少なくとも２つのリアクタントペアの触媒を

€ 

x

€ 

σ

図 4.3 スコア算出の模式図 76 
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担うことが分かっている KOグループを用いて、対応する 3,357リアクタントペアに
おいて Leave-one-out交差検証を行った。それぞれのリアクタントペアを酵素遺伝子
が未知である問い合わせペアと仮定し、提案した手法によって予測スコアを算出し、

最も高い予測スコアを持つ KOグループを酵素候補とした。図 4.4は交差検証の結果
を示している。横軸は酵素候補の予測率を示しており、左側の縦軸は予測された酵素

候補の正答率を示している（青い線と対応）。また右側の縦軸はそれぞれの検証にいて

予測された酵素候補の数の平均を示している（赤い線と対応）。ここで、少なくとも１

つの正解酵素が予測された検証の回数を CA (correct-assign)、酵素候補が予測された
が不正解だった検証の回数を IA (incorrect-assign)、酵素が予測されなかった検証の
回数をNA (no-assign)とした時、正答率（correct assign rate）と予測率（assign rate） 
を次のように定義した。 
 

正答率= !"
（!"!!")

 

予測率= （!"!!")
（!"!!"!!")

 

 
	 各プロットは、予測スコアを閾値にして予測結果の足切りを行った場合の結果をそ

れぞれ示している。この結果、予測スコアの閾値を 0.98に設定した場合に、正答率が
最高となり 0.8を超えている。この場合の予測率は 0.3程度と低くなっているが、リ
アクタントペアとして 1,033ペアにおいて酵素候補を予測できている。さらに、閾値
を 0.7 に設定した場合には正答率が 0.7 となり、2,401 のリアクタントペアにおいて
酵素候補の予測が行われている。また、赤い線でしめされるように各検証において予

測される酵素候補の数は２から３個であり、化合物の分子構造以外の情報が利用でき

ない場合においても、酵素候補を絞り込むことが十分に可能であることが示された。

知られている限り、これは遺伝子発現情報などの他の情報を一切用いず、化学構造の

変化のみを用いて酵素遺伝子の予測を行う最初の研究である。 
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KEGGデータベースにおける新規酵素遺伝子の予測 

	 KEGG RPAIRデータベースには 8,846ペアのmain pairタイプのリアクタントペ
アが登録されているが、そのうち 3,865ペアは未だ KOグループの付与されていない
オルファン酵素反応に含まれている。図 4.5 Aはこれら酵素の割り当てられていない
リアクタントペアで、予測スコアの閾値を 0.7に設定し、酵素候補の予測を行った結
果を示している。その結果、リアクタントペアの 40%以上（1,641ペア）において酵
素候補を初めて予測した。これはゲノムコンテキストを用いて酵素推定を行った先行

研究 56よりも多くの酵素候補を提示できている。また各リアクタントペアには、平均

して 2.08個の KOグループが酵素候補として予測されている。一方、以前の E-zyme
のシステムで予測できる ECサブ-サブクラスを経由して KOを付与した場合、各ペア
に平均して 26.89個の KOグループが関連付けられることになり、提案した手法では
酵素候補の大規模な絞り込みが行えている。 
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	 図 4.5 Bはチロシン代謝パスウェイの一部を示している。酵素が既知である反応を
青色で、今回新たに酵素候補が予測された反応を赤色で示しており、これまで繋がっ

ていなかったパスウェイ上のミッシング経路を新たに埋めることができた。 
	 これらの予測結果を評価するため、２つのアミノ基転移反応と脱水素反応、及びメ

サコン酸パスェイにおいて文献に基づいた検証を行った。一つ目は Histidine 
transaminase反応（EC 2.6.1.38）であり、これはHistidineから Glutamateへアミ
ノ基を転移する反応にあたる（図 4.6 A）。Histidine と Histidine のアミノ基がカル
ボニル基に置き換わった Imidazol-5-pyruvateの問い合わせペアに対して、提案した
手法では予測スコア 0.971という高いスコアでKOグループK00817が予測されてい
た。この KOグループは、Phenylalanine、Tyrosine、Histidinol phosphateのアミ
ノ基をグルタミン酸に転移する機能が知られている。Histidinol phosphate は
Histidine がリン酸化された化合物であり、そのため構造もよく似ている。また発現
解析によって、Histidine のアミノ基転移能が報告されている Thermoanaerobacter 
tengcongensisの遺伝子 tte:TTE2137が K00817に含まれており 30、実験的に検証さ

れた遺伝子を正しく予測できている。 
	 二つ目は Asparagine oxo-acid transaminase 反応（EC 2.6.1.14）で、これは
Asparagine から Glutamate へアミノ基を転移する反応である（図 4.6 B）。
Streptococcus mutansの遺伝子 smu:SMU_1312がこの反応の触媒能を有しているこ
とが実験的に確かめられており 30、また、ゲノム配列を報告したオリジナル配列リポ
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ジトリでは Asparagine transaminaseの一つとして登録されている 72。今回提案した

手法では、Asparagine、Oxaloacetamideの問い合わせペアに対して予測スコア 0.581
で 10 個の KO グループが酵素候補として予測された。これら KO グループには S. 
mutansの遺伝子は登録されていなかったため、OCを用いて酵素候補の探索を行い、
結果 203の OCグループと対応が取れた。これらの OCグループにも実験的に触媒能
が確かめられた遺伝子 smu:SMU_1312 は含まれて居なかったが、smu:SMU_1312
と最も高い配列類似性を有するパラログ遺伝子 smu:SMU_24が含まれていた。 
	 三つ目は3,4-dehydroadipyl-CoA semialdehyde dehydrogenase反応（EC 1.2.1.77）
であり（図 4.6 C）、Burkholderia xenovoranの遺伝子 bxe:Bxe_A1420が反応の触媒
を担うことが実験で確かめられている 73。3,4-Didehydroadipyl-CoA semialdehyde
と3,4-Didehydroadipyl-CoAの問い合わせペアに対して、予測スコア0.732でK02618
が酵素候補として予測された。K02618もまた B. xenovoranの遺伝子を含んでいなか
ったが、この KOグループは実証された遺伝子 bxe:Bxe_A1420を含む 2つの OCグ
ループと対応が取れた。 
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図 4.6 検証に用いた反応 
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	 次に、Clostridium tetanomorphumで同定されたメサコン酸パスウェイの 2 つの
反応 74について検証を行った。このパスウェイは Glutamate を起点に Mesaconate
を経由して Pyruvateが生じる 4つの連続した反応からなり（図 4.7 A）、前半の 2つ
の反応は酵素が同定されている。また、C. tetanomorphum自体はゲノム配列が決定
されていないため酵素遺伝子のゲノム上での配置は分からないが、近縁種である C. 
tetaniのゲノム上で隣接して存在しているのが確認できる(図 4.7 B)。一方、第三、第
四の反応の酵素は未だ知られていない。ここでは酵素候補の予測に C. 
tetanomorphumの近縁種である C. tetaniのゲノム情報を組み合わせることで、予測
結果の検証を行った。 
	 第三の反応は(S)-2-methylmalate hydrolyase反応（EC 4.2.1.34）で、Mesaconate
を Citramalate に変化させる。予測の結果、C. tetani の遺伝子 ctet:BN906_02813
と ctet:BN906_02812 の２つの遺伝子が含まれる２つの KO グループ K01677 と
K01678が予測された。これらのKOグループの機能はFumarate hydratase subunits 
αと β（EC 4.2.1.2）であり、非常に似た反応を触媒している。また、これらの遺伝子

図 4.7 メサコン酸パスウェイと関連遺伝子の並び 76 
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はゲノム上で前半 2つの反応を触媒する遺伝子と隣接している（図 4.7 B）。また、EC 

4.2.1.34の触媒能を持つ酵素は EC 4.2.1.2の触媒能も有しているという報告もあり 75、

予測された酵素候補は多機能酵素である可能性も高い。 

	 第四の反応は(S3)-citramalate pyruvate-lyase反応（EC 4.1.3.22）で、Citramalate
から Pyruvateと Acetateを生成する反応である。予測の結果、C. tetaniでは Citrate 
lyase subunits α, β, γに対応する K01643、K01644、K01646が酵素候補として予測さ

れた。これら KOグループが触媒する酵素反応は EC 4.1.3.6であり、メサコン酸パス

ェイにおける酵素反応とは異なっているが、一方で 3つの酵素候補は第一、第二の反

応における酵素及び、第三の反応で予測された酵素候補に続いてゲノム上で隣接して

いる(図 4.7 B)。そのため、これらの酵素候補セットも多機能酵素である可能性が示唆

される。また、C. tetaniはゲノム中に 3つの酵素候補のパラログ遺伝子セットを有し

ている。このため、酵素候補セットとそのパラログ遺伝子セットが、EC 4.1.3.22と 
EC 4.1.3.6の 2つの酵素反応をそれぞれ分けて触媒している可能性も示唆される。 
 

	 本研究で提案した手法は E-zyme 2（http://www.genome.jp/tools/e-zyme2/）として
実装、公開されており、誰でも利用可能となっている（図 4.8）76。基質と生成物の構

造情報を入力することで、酵素候補のリスト及び関連する OCグループのリストが得
られ、生物種及び分類群による遺伝子の絞り込みが可能となっている。化合物の構造

情報はMDL MOL形式、KEGG化合物 ID、医薬品 IDのほか、PubChem ID、日化
辞 ID、KNApSAcK IDなどの入力に対応している。 
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図 4.8 E-zyme 2 ウェブサービス 
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第５章	 まとめと展望 

	 本研究の結果、新規に決定された配列に対してゲノムアノテーションを行うことで、

KEGG PATHWAYへのマッピングを介してパスウェイを計算機上で表現することが
可能になった。またリファレンスパスウェイで不足している代謝経路の予測や、反応

を担う代謝酵素の予測を行うことで、パスウェイデータベースの拡張や補完といった

解析が可能となった。また、得られたゲノムアノテーションやパスウェイを利用した

比較ゲノム解析などを行うことで、進化解析や医療・創薬などの様々な分野での解析

が可能になると考えられる。これら全ての手法を容易に利用できるウェブツールとし

て公開することで、バイオインフォマティクス分野の研究者のみならず、幅広い分野

でのパスウェイデータベースを利用した研究が進むと期待される。 
	 KAASにより、新規に配列の決定した生物種においても即座に KEGG PATHWAY
データベースを利用することが可能となった。また、KAASにおける配列類似性検索
に BLASTプログラムを用いていたが、現在までにサフィックスアレイを利用するこ
とで精度をそれほど落とさずに高速に検索を行うGHOSTX77およびGHOSTZ78プロ

グラムが発表されている。2016年現在、ウェブサービスではこれら高速プログラムを
選択できるようになっており、より高速に KOアノテーション、及びゲノム解析が行
えるようになっている。また KAASと同様に、配列類似性に基づきながら、データベ
ースを縮小することで高速に KO アノテーションを行うことを目的とした

BlastKOALA、GhostKOALAが KEGGにおいて提供されている 79。 
	 遺伝子機能の自動アノテーションは生物単位の解析で用いられるだけでなく、現在

ではメタゲノム解析にも用いられている。初期のメタゲノミクス研究では主に環境サ

ンプル中の 16S rRNA遺伝子のみをシークエンスすることによって、生物分類の解析
することを目的としていたが、近年のシークエンシングコストの低下に伴い、環境サ

ンプル中の全ての配列をシークエンシングすることが容易となった。そのため、メタ

ゲノムの全配列データに対して、KAASによる遺伝子の機能のアノテーションを行う
ことで、環境サンプルが有していると考えられる代謝・生理機能の評価を行うことを

目的としたシステム、MAPLEが開発されている 80。 
	 一方で次世代シークエンサの普及に伴い、開発当時とは異なった配列データである、

アセンブルのされていない膨大な短いリード配列が蓄積されつつある。配列類似性検

索を用いて機能アノテーションを行う KAASでは、アミノ酸配列で 100から 120残
基が必要であるため 81、現在普及している Illumina シークエンサの短いリード配列
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を直接アノテーションすることは難しかった。しかしながらシークエンスに用いる試

薬の開発が進み 300bp までリード長が伸長されため、これらに対しては KAAS によ
るアノテーションが可能であると考えられる。また鋳型となる DNA 断片の両端（ペ
アエンド）のリード情報を用いた予測を行うことでより精度の高い機能アノテーショ

ンが可能になると考えられる。 
	 PathPred では、植物の二次代謝産物合成経路及び生体異物の分解経路の代謝反応
を予測できるようになった。また現在では、３．１で先行研究として挙げたUM-PPS
においても多段階の生分解経路予測が可能となっている 82。さらに、多くの代謝化合

物が蓄積されているメタボロームデータから代謝経路を予測する手法も開発されてお

り 83、未知代謝経路の予測が重要な研究テーマとなっていることが伺える。本研究で

は計算機資源を考慮して代謝パスウェイの一部を予測の対象としたが、今後の計算能

力の発展に伴い、パスウェイカテゴリを考慮しない網羅的な経路予測が可能になるこ

とが期待される。また、本研究では光学異性体及び互変異性体などの異性体の扱いに

問題点が残った。光学異性体については RDMパターンでは区別することができない
が、KEGG COMPOUNDデータベースを参照することで区別が可能であると考えら
れる。しかしながら、KEGG COMPOUNDデータベースでは、多くの化合物の立体
構造は MDL MOL 形式同様に、"原子の xy 平面座標"と"結合の z 軸方向の向き
（up/down）"で記述されている。そのため立体異性を識別するには座標計算が必要と
なるため、困難が伴うと考えられる。一方、互変異性体については、共有結合の数を

内包した現在の KEGG atom typeでは表現が難しく、互変異性の変換を反応の一種と
して記述したリアクタントペアとして、データベースへの蓄積を行う必要性や、その

ための互変異性体を推測するツールの開発の必要性があると考えられる。 
	 E-zyme 2 によりオルファン酵素の推定が可能となったが、化合物の構造情報のみ
を用いた初めての試みであるため、まだ予測できる数は多いとは言えない。しかしな

がら本手法を用いた網羅的なオルファン酵素の探索において、数例の実証されている

遺伝子を正しく予測できることも示された。またメサコン酸パスウェイの例のように

ゲノム上における遺伝子の並びの情報を用いることで、酵素予測においてより多くの

示唆を得ることができた。そのため、さらに多くの生物学的情報を組み合わせること

によって酵素予測の精度が向上すると考えられ、検証実験の足がかりに利用されるこ

とが期待される。 
	 現在、東京工業大学においてヒト腸内細菌叢代謝パスウェイデータベースの開発が

進んでいる 84,85。これは KEGGパスウェイデータベースで収集していない代謝経路を
含んだ、腸内細菌叢における食物や薬物などの代謝経路を収集したデータベースにな
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っている。しかしながら触媒する酵素遺伝子が未だ知られていない反応経路も多く登

録されており、このヒト腸内細菌叢代謝パスウェイデータベースでは、本研究で提案

した手法で酵素遺伝子の推定を行うことで、データベースにおける遺伝子の情報を蓄

積している。このデータベースを KEGG 同様に、本論文で提案する手法のリファレ
ンスデータベースとして利用できる形式に整備することで、KAASを用いた腸内細菌
叢メタゲノムのゲノムアノテーションに有用なりリソースとなり、また PathPredや
E-zyme 2 を用いることで、薬物の腸内での代謝経路予測や、それに関わる遺伝子の
予測など、創薬や医療の分野における利用も進むことが考えられる。 
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付録１ 

代表生物種セット 
	 古くからゲノム配列が決定され、また研究が進み遺伝子の機能アノテーションが進

んでいると考えられる生物種を、真核生物と原核生物を跨いで選択した。このリスト

に、真核生物、原核生物において系統的に漏れていると思われる生物種を追加するこ

とで、真核セット及び原核セットを作成した。 
分類群 生物種名 真核セット(26) 原核セット(28) 

Eukaryotes  Homo sapiens (human) ○ ○ 

Mus musculus (mouse) ○  

Rattus norvegicus (rat) ○  

Danio rerio (zebrafish) ○  

Drosophila melanogaster (fruit fly) ○ ○ 

Caenorhabditis elegans (nematode) ○  

Arabidopsis thaliana (thale cress) ○ ○ 

Saccharomyces cerevisiae (budding yeast) ○ ○ 

Ashbya gossypii (Eremothecium gossypii) ○  

Candida albicans ○  

Schizosaccharomyces pombe (fission yeast) ○  

Encephalitozoon cuniculi ○  

Entamoeba histolytica ○  

Plasmodium falciparum 3D7 ○ ○ 

Cryptosporidium hominis ○  

Bacteria Escherichia coli K-12 MG1655 ○ ○ 

Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhi CT18  ○ 

Haemophilus influenzae Rd KW20 (serotype d)  ○ 

Pseudomonas aeruginosa PAO1  ○ 

Neisseria meningitidis MC58 (serogroup B) ○ ○ 

Helicobacter pylori 26695 ○ ○ 

Rickettsia prowazekii Madrid E  ○ 

Mesorhizobium loti  ○ 
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Bacillus subtilis subsp. subtilis 168 ○ ○ 

Staphylococcus aureus subsp. aureus N315 (MRSA/VSSA)  ○ 

Lactococcus lactis subsp. lactis Il1403 ○ ○ 

Streptococcus pneumoniae TIGR4 (virulent serotype 4)  ○ 

Clostridium acetobutylicum ATCC 824  ○ 

Mycoplasma genitalium G37 ○ ○ 

Mycobacterium tuberculosis H37Rv ○ ○ 

Synechocystis sp. PCC 6803 ○ ○ 

Chlamydia trachomatis D/UW-3/CX  ○ 

Borrelia burgdorferi B31  ○ 

Aquifex aeolicus ○ ○ 

Archaea Methanocaldococcus jannaschii ○ ○ 

Archaeoglobus fulgidus DSM 4304  ○ 

Pyrococcus horikoshii  ○ 

Aeropyrum pernix ○ ○ 
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付録２ 

KEGG atom type リスト 
Frequencyは KEGGデータベースにおける出現回数を示している。 
（http://www.genome.jp/kegg/reaction/KCF.html accessed Nov 24, 2016） 
Atom Functional group Atom type Description Frequency 

 C Alkane C1a R-CH3 16473 

C1b R-CH2-R 20193 

C1c R-CH(-R)-R 4964 

C1d R-C(-R)2-R 698 

Cyclic alkane C1x ring-CH2-ring 14010 

C1y ring-CH(-R)-ring 27376 

C1z ring-C(-R)2-ring 4463 

Alkene C2a R=CH2 634 

C2b R=CH-R 3965 

C2c R=C(-R)2 1914 

Cyclic alkene C2x ring-CH=ring 2964 

C2y ring-C(-R)=ring or ring-C(=R)-ring 3722 

Alkyne C3a R≡CH 43 

C3b R≡C-R 282 

Aldehyde C4a R-CH=O 350 

Ketone C5a R-C(=O)-R 3595 

Cyclic ketone C5x ring-C(=O)-ring 2257 

Carboxylic acid C6a R-C(=O)-OH 3190 

Carboxylic ester C7a R-C(=O)-O-R 1691 

C7x ring-C(=O)-O-ring 869 

Aromatic ring C8x ring-CH=ring 19905 

C8y ring-C(-R)=ring 20511 

Undefined C C0   8 

 N Amine N1a R-NH2 2440 

N1b R-NH-R 3003 
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N1c R-N(-R)2 374 

N1d R-N(-R)3+ 105 

Cyclic amine N1x ring-NH-ring 806 

N1y ring-N(-R)-ring 1464 

Imine N2a R=N-H 230 

N2b R=N-R 163 

Cyclic imine N2x ring-N=ring 357 

N2y ring-N(-R)+=ring 14 

Cyan N3a R≡N 119 

Aromatic ring N4x ring-NH-ring 785 

N4y ring-N(-R)-ring 840 

N5x ring-N=ring 2131 

N5y ring-N(-R)+=ring 59 

Undefined N N0   194 

 O Hydroxy O1a R-OH 18369 

O1b N-OH 198 

O1c P-OH 3111 

O1d S-OH 332 

Ether O2a R-O-R 4199 

O2b P-O-R 2481 

O2c P-O-P 502 

O2x ring-O-ring 5853 

Oxo O3a N=O 134 

O3b P=O 2248 

O3c S=O 941 

Aldehyde O4a R-CH=O 350 

Ketone O5a R-C(=O)-R 3595 

O5x ring-C(=O)-ring 2862 

Carboxylic acid O6a R-C(=0)-OH 6384 

Ester O7a R-C(=O)-O-R 3382 

O7x ring-C(=O)-O-ring 1738 

Undefined O O0   127 
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S Thiol S1a R-SH 100 

Thioether S2a R-S-R 420 

S2x ring-S-ring 261 

Disulfide S3a R-S-S-R 45 

S3x ring-S-S-ring 48 

Sulfate S4a R-SO3 267 

Undefined S S0   223 

 P Attatched to other elements P1a P-R 112 

Attatched to oxygen P1b P-O 2158 

 Other Halogens X F, Cl, Br, I 1419 

Others Z   261 

 


