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第 １ 章 　 序 論

　1.1 　 背 景

　グラ ム陰性細菌の一部の細菌は、 III 型分泌装置と呼ばれる タ ンパク質分泌装置を持つ。 III 型分泌装置は鞭

毛の基部に類似し た構造を持つ注射器状の形状を し てお り、 細菌が宿主細胞にタ ンパク質を注入するために使わ

れる。 裸のタ ンパク質であれば宿主細胞の免疫系の標的に されるが、 このよ う な構造を し ている こ とでタ ンパク

質を露出する こ と な く標的の細胞に注入する こ とができ る。 このと き注入される タ ンパク質はエフ ェ ク タータ ン

パク質と呼ばれる。

 このエフ ェ ク タータ ンパク質は宿主細胞の機能に様々 な影響を与え る。 例えば、 あるエフ ェ ク タータ ンパク質

は宿主細胞の表面にある分子と結合し、 細菌を細胞表面に繋ぎ と める役割を果たす。 また別のエフ ェ ク タータ ン

パク質は、 宿主細胞の骨格に影響を与えて細菌が取り付く ための台座を作る役割を果たす。 このよ う に、 分泌装

置を持つ細菌はエフ ェ ク タータ ンパク質を使っ て宿主細胞を自分自身に適し た環境に変化させてい く のである。

　し たがっ て、 III 型分泌装置とエフ ェ ク タータ ンパク質は病原細菌の病原性を表す重要な機構である と考え ら

れている。 と こ ろが近年、 共生細菌にも III 型分泌装置を持つものがいる こ とが明らかにな っ てきた。 病原細菌

の病原性を表す III 型分泌装置を なぜ共生細菌が持つのか。 III 型分泌装置とエフ ェ ク タータ ンパク質の役割と

機能に注目が集ま っ ている。

　1.2 　 先 行 研 究

　矢原耕史 , 姜英 , 柳川堯に よ る先行研究 [1] では、 病原細菌と共生細菌のエフ ェ ク タータ ンパク質の物理化学

的指標を収集し、 非線形多変量解析のカーネルロジステ ィ ッ ク回帰を用いて解析する こ と で、 両者のエフ ェ ク

タータ ンパク質を判別する こ と に成功し た。 ま た、 その判別性能をサポー ト ベク ターマシン （ 2 ク ラ スの教師あ

り分類問題を解 く ための統計的学習アルゴ リ ズム ） に よ っ て評価し、 さ ら にその相互依存関係及び最も特徴的な

領域を、 グラ フ ィ カルモデ リ ング （ 複数の確率変数間の関連を分析する多変量解析の １ つ ） と sliding window 

解析 （ 高速乗算法の １ つ ） によ っ て明らかに し た。 この先行研究におけ る病原細菌と共生細菌のエフ ェ ク タータ

ンパク質の正判別率 （ 正し く判別されたエフ ェ ク タータ ンパク質の個数の割合 ） は 84.2 ％であ り、 両者を区別

する特徴的な指標を ７ つ同定し た。

　1.3 　 本 研 究 の 目 的

 本研究では、 よ り簡単な主成分分析と線形判別分析を用いて、 線形解析のみで病原細菌と共生細菌のエフ ェ ク

タータ ンパク質を判別する こ と を目的と し た。 その結果、 線形解析のみに よ る判別でも先行研究と同等以上の判

別精度を得られたこ と を報告する。

第 ２ 章　データセッ ト

　共生細菌のエフ ェ ク タータ ンパク質 30 種、 病原細菌のエフ ェ ク タータ ンパク質 30 種、 計 60 種を解析対象



と し た。 解析対象のタ ンパク質 ID は先行研究 [1] と同様のものである。 この ID を Genbank データベースで

検索し、 タ ンパク質のア ミ ノ酸配列を得た。 アミ ノ酸配列から、 タ ンパク質の物理化学的指標 44 成分を計算す

る。 求めた物理化学的指標は [ 表1]の通り であ り、 先行研究 [1] と同様の指標である。 計算には、 配列解析のソ

フ ト ウェア EMBOSS と タ ンパク質のシグナルペプチド予測ツール SignalP を用いた。

表 1: 物理化学的指標の一覧

1 抗原性領域の個数 23 ア ミ ノ酸の割合 ： Leu

2 切断部位の個数 24 ア ミ ノ酸の割合 ： Met

3 二次構造 （ ヘリ ッ ク ス ） の個数 25 ア ミ ノ酸の割合 ： Asn

4 二次構造 （ シー ト ） の個数 26 ア ミ ノ酸の割合 ： Pro

5 二次構造 （ ターン ） の個数 27 ア ミ ノ酸の割合 ： Gln

6 二次構造 （ コイル ） の個数 28 ア ミ ノ酸の割合 ： Arg

7 疎水性モーメン ト 29 ア ミ ノ酸の割合 ： Ser

8 残基重量の平均 30 ア ミ ノ酸の割合 ： Thr

9 電荷 31 ア ミ ノ酸の割合 ： Val

10 等電点 32 ア ミ ノ酸の割合 ： Trp

11 モル吸光係数 33 ア ミ ノ酸の割合 ： Tyr

12 吸光係数 34 ア ミ ノ酸の割合 ： 短いア ミ ノ酸

13 封入体形成の確率 35 ア ミ ノ酸の割合 ： 小さいア ミ ノ酸

14 ア ミ ノ酸の割合 ： Ala 36 ア ミ ノ酸の割合 ： 脂肪族ア ミ ノ酸

15 ア ミ ノ酸の割合 ： Cys 37 ア ミ ノ酸の割合 ： 芳香族ア ミ ノ酸

16 ア ミ ノ酸の割合 ： Asp 38 ア ミ ノ酸の割合 ： 非極性ア ミ ノ酸

17 ア ミ ノ酸の割合 ： Glu 39 ア ミ ノ酸の割合 ： 極性ア ミ ノ酸

18 ア ミ ノ酸の割合 ： Phe 40 ア ミ ノ酸の割合 ： 荷電性ア ミ ノ酸

19 ア ミ ノ酸の割合 ： Gly 41 ア ミ ノ酸の割合 ： 塩基性ア ミ ノ酸

20 ア ミ ノ酸の割合 ： His 42 ア ミ ノ酸の割合 ： 酸性ア ミ ノ酸

21 ア ミ ノ酸の割合 ： Ile 43 シグナルペプチドから成熟タ ンパク

質までの切断部位の個数

22 ア ミ ノ酸の割合 ： Lys 44 シグナルペプチドの割合



第 3 章 　 判 別 結 果

　本研究では統計解析ソフ ト R を用いて解析を行っ た。 解析の始めに、 第 2 章で作成し たデータセッ ト を平均

0 、 分散 1 に標準化し た。

　3 .1 　 判 別 精 度

　主成分分析で得た合成変数に対し て交差検定法で判別分析を行っ た。 この判別に使用し た主成分数は第 9主成

分までである。 判別結果は [ 表2]の通り である。 共生細菌のエフ ェ ク タータ ンパク質 30 種の うち、 27 種が正

し く共生と判別され 3種が誤っ て病原と判別された。 ま た、 病原細菌のエフ ェ ク タータ ンパク質 30 種の うち、

2種が誤っ て共生と判別され 28 種が正し く病原と判定された。

表 2: 判別結果

判 別

共 生 病 原

真 実
共

生

(A)

27

(B)

3

病

原

(C)

2

(D)

28

　3 .2 　 共 生 性 ・ 病 原 性 に 特 徴 的 な 指 標

　判別に用いた主成分を構成する 44 成分の物理化学的指標の うち、 共生性 ・ 病原性に大き く寄与し ている指標

を調べて [ 表 3][ 表4]に ま とめた。

表 3: 共生性に寄与

抗原性領域の個数 切断部位の個数

二次構造 （ ヘ リ ッ ク ス ） の個数 二次構造 （ シー ト ） の個数

疎水性モー メ ン ト 残基重量の平均

ア ミ ノ 酸の割合 ： Ile ア ミ ノ 酸の割合 ： Lys

ア ミ ノ 酸の割合 ： Leu ア ミ ノ 酸の割合 ： Asn

ア ミ ノ 酸の割合 ： 脂肪族ア ミ ノ 酸 シグナルペプチ ドの割合

表 4: 病原性に寄与

ア ミ ノ 酸の割合 ： Ala ア ミ ノ 酸の割合 ： Asp

ア ミ ノ 酸の割合 ： Gly ア ミ ノ 酸の割合 ： Pro

ア ミ ノ 酸の割合 ： Arg ア ミ ノ 酸の割合 ： 短いア ミ ノ 酸



ア ミ ノ 酸の割合 ： 小さいア ミ ノ 酸 ア ミ ノ 酸の割合 ： 芳香族ア ミ ノ 酸

ア ミ ノ 酸の割合 ： 荷電性ア ミ ノ 酸 ア ミ ノ 酸の割合 ： 酸性ア ミ ノ 酸

 3 .3 　 主 成 分 数 の 決 定 方 法

　　主成分分析を判別に用いる際には、 主成分をい く つまでと るかが問題と な る。 これは、 使用する主成分数が

少なすぎれば元のデータ を再現し きれず、 逆に使用する主成分数を増やしすぎる と ノ イズが増えてデータの再現

性が落ちて し ま う から である。

　 3.1 の判別に使用し た主成分数は 9 であっ た。 これは使用する主成分の数を変えて判別を行い、 最も正判別率

の良い主成分数を採択し た ものである。 し たがっ て、 未知の細菌のエフ ェ ク タータ ンパク質を判別する際には適

切な主成分数を決定する方法を考え る必要がある。

　本研究では、 CV （ 交差検定 ） あ り の判別分析の結果と CV な しの判別分析の結果を比較する こ とで、 適切な

主成分数を決定する方法を考えた。

第 4 章 　 結 論

　4 .1 　 判 別 精 度

　先行研究 [1] の正判別率 84.2 ％に対し て、 本研究の正判別率は 91.7 ％である。 し たがっ て、 共生細菌と病

原細菌のエフ ェ ク タータ ンパク質を判別する判別精度と解析手法を改善する こ とができた。

　4 .2 　 共 生 性 ・ 病 原 性 に 特 徴 的 な 指 標

　タ ンパク質の 44 成分の うち共生性 ・ 病原性に特徴的な指標を示し た [ 表 3][ 表4]。 この結果には先行研究

[1] で明らかに された全7指標も含まれているため、 適切な判別ができ ている と考え られる。 ま た、 今回の結果

から細菌の病原性が解明される こ と を期待し たい。

　4 .3 　 適 切 な 主 成 分 数 の 決 定

　正解がわから ない判別、 つま り未知の細菌のエフ ェ ク タータ ンパク質の判別の際にも、 交差検定あ り の判別と

交差検定な しの判別との一致率の標準誤差のプロ ッ ト から適切な主成分数を決定する こ とが可能である。
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