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研究成果の概要（和文）：ケモカイン受容体はGPCRに属し、恒常性維持や炎症・免疫反応を担っている。これに類縁な
デコイ受容体、ウイルス由来受容体では機能が異なっている。進化の過程でこのような機能の多様化が引き起こされた
機構を解明するために、計算科学的手法で３群間の比較を行った。アミノ酸配列、DNA配列の比較解析、モデル構造作
成の結果から、リガンド結合、シグナル伝達に関与するサイトに各受容体群で特徴的な変異が蓄積されていることがわ
かった。本研究の成果から、GPCRの機能改変や創薬分野への応用が期待される。

研究成果の概要（英文）：Chemokine receptors (CKRs), which are involved in homeostasis, inflammation, and 
immune response, constitute a subfamily of the G protein-coupled receptors. Both decoy and viral 
receptors are the homologs of CKRs, but their functions are different not only from those of the typical 
CKRs, but also from each other. To identify the changes which have induced the functional differentiation 
of the CKR homologs during the molecular evolution, we compared the three groups with bioinformatics 
methods.
From amino acid or nucleotide sequence comparisons and model structure buildings, we found that the 
several sites, which might be involved in the ligand binding and/or the signal transduction in the CKRs, 
had changed in each group. The results of our analyses would be expected to the modification of GPCR 
functions and the drug development.

研究分野：バイオインフォマティクス
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１．研究開始当初の背景 
 
ケモカイン受容体群(CKR)は脊椎動物に広く
存在し、恒常性維持、免疫・炎症反応への応
答、ウイルス感染、がんの転移など、多様な
生体反応に関与するため、機能の解明、創薬
の対象として研究が進められてきた。この受
容体群の類縁タンパク質として、デコイ受容
体とウイルス由来受容体がある。前者は、リ
ガンドを結合するもののシグナルを伝達せ
ず、後者はリガンドの有無にかかわらずシグ
ナルを構成的に送り続ける。このような機能
の多様化は、進化の過程で獲得されたと考え
られているが、そのメカニズムは不明で、3
群間の関係性も未知な部分が多い。タンパク
質の機能の分化とアミノ酸配列や立体構造
の変化との関連が明らかにされれば、人工的
な機能改変や医薬品開発に応用できる。また、
CKR 群は、ヒトゲノムに約 1000 種類もある
GPCR のサブファミリーでもあるため、CKR
におけるアミノ酸の変異と機能変化の研究
は、GPCR のシグナル伝達の作用機作の解明
などにも応用することができる。 
 
２．研究の目的 
CKR、デコイ受容体、ウイルス由来受容体間
の機能差をもたらすメカニズムを明らかに
するために、それらのアミノ酸配列の比較を
行い、機能差に関連すると考えられるサイト
を計算科学的手法にて推定する。さらに、そ
れらのサイトを立体構造モデルにマッピン
グすることにより、機能的意味を明らかにす
る。これらの解析を通じて CKR、デコイ受容
体、ウイルス由来受容体間の機能差を明らか
にするだけにとどまらず、GPCR におけるシ
グナル伝達機構へと応用し、一般化を検討す
る。 
 
３．研究の方法 
(1) 配列の収集と分子進化系統解析 
NCBI(米国立生物工学情報センター)のアミ
ノ酸およびゲノム配列データベースから相
同性検索によって CKR とその類縁タンパク
質の配列を収集し、MAFFT によってアライ
ンメントを行い、NJ 法にて分子系統樹を作成
した。その際、遺伝的距離は、JTT モデルに
基づき最尤法で計算した。 
 
(2) 各群のアミノ酸配列の特徴抽出 
類縁タンパク質群の機能分化を引き起こし
たサイトを検出する方法として、CKR とデコ
イ受容体、CKR とウイルス由来受容体の２群
間でアミノ酸配列のアラインメントを作成
した。デコイ受容体、ウイルス由来受容体は
サブファミリーごとに分けてアミノ酸出現
頻度を計算し、CKR との違いをカルバック・
ライブラ情報量(KLI)で評価した。全サイトか
ら得られた KLI の上位 5%に対応するサイト
を機能差に寄与する特徴的なサイトの候補
として抽出した。 

 
(3) モデル構造の構築 
デコイ受容体から CCRL2 および CXCR7、ウ
イルス由来受容体から ORF74 のモデル構造
を 作 成 し た 。 鋳 型 と し た 結 晶 構 造 は
CXCR4(pdbID: 3oe8)と CCR5(pdbID: 4mbs)で、
ターゲットと鋳型のアミノ酸配列のアライ
ンメントを基に SWISS-MODEL でモデル構
造を構築した。これらのモデル構造や結晶構
造に対して、(2)で検出されたサイトをマッピ
ングし、それらの空間的配向を調べると同時
に、モチーフなどとの近接性などから機能的
意味を考察した。 
 
(4) 塩基レベルでの特徴的な変異サイトの検
出 
機能的制約の三群間での違いを調べるため、
アミノ酸コード領域の塩基配列にPAMLのサ
イトモデルに基づく尤度比検定を適応して
正の選択(positive selection、以下 ps)の有無を
調べた。尤度比検定により ps がはたらいてい
ることが示唆された場合に、PAML のベイズ
推定の機能により、ps の事後確率が 0.8 以上
のコドンサイトを、非同義置換が加速化され
ているサイトとして抽出した。各サブファミ
リーにおいて、dN、dS を計算し、ヒトから
みて同義塩基置換率が飽和に達していない
生物種までを比較対象とした。 
 
４．研究成果 
 
(1) CKR と類縁受容体の進化関係 
アミノ酸配列の類似性から、デコイ受容体は
CCRL1、CCRL2、CXCR7、CCBP2、DARC、
ウイルス由来受容体は E1、ORF74、UL33、
β-herpes virus 群、pox virus 由来に分類された。
系統樹から、これらのグループは祖先型であ
る CKR からそれぞれ独立に何度も派生して
きたことが示唆された（図１）。 

 
図１ ケモカイン受容体群の分子系統樹 
  赤：デコイ、青:ウイルス由来受容体 
 
デコイ受容体の５種は、CKR から独立に遺伝
子重複により分化し、その後、各々がデコイ
受容体としての機能（シグナル伝達量の制
御）を獲得してきたことが示唆された。同様
に、ウイルス由来受容体でも、何度も独立し
てウイルスゲノムへの取り込みがおき、やは
りそれぞれがウイルス由来受容体としての
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機能(シグナル伝達の撹乱)を獲得してきたこ
とが示された。 
 
(2) 類縁受容体３群間の配列と機能分化の関
係性 
機能差に関与するアミノ酸を推定するため
に、祖先型(CKR)と派生型(デコイあるいはウ
イルス由来受容体)の２群間で配列比較を行
った。CKR と比較して各受容体サブファミリ
ーに特徴的なサイトを KLI にて抽出し、それ
らを立体構造上にマッピングしたのが、図２
である。 
 

図２ デコイ、ウイルス由来受容体各サブフ
ァミリーにおける KLI 上位 5%サイトの立体
構造へのマッピング 
 
この図から、デコイ受容体では細胞質側に
KLI で選択されたサイトが集中しているよう
に見える。この点を統計的に評価するために、
細胞膜に垂直な軸を仮定して各アミノ酸の
α炭素をその軸に射影し、KLI から選択され
た特徴的なサイトが細胞外側、細胞質側のど
ちらに偏っているかを二項検定によって調
べた（図３）。その結果、デコイ受容体では
細胞質側により多くのKLIで選択されたサイ
トが集まっていることが判明した。細胞質側
で見つかったサイトの中には、シグナル伝達
に不可欠とされている DRY motif に対応す
るものもあった。このことは、リガンド結合
能を保持したままでシグナル伝達能を喪失
したデコイ受容体の機能変化と合致するも
のである。一方、ウイルス由来受容体では、
リガンドを認識する細胞外側にも変化が多
く、構造全体に変化が分布していた。上記と
同様に二項検定を行ったが、有意な結果は得
られなかった。ウイルス由来受容体では立体
構造の維持やシグナル伝達に関与するとさ

れるいくつかのモチーフ配列にも変化が生
じていた。以上の結果は、リガンド結合に対
する機能的制約が緩んだことに加え、活性型
コンフォメーションを維持し構成的にシグ
ナルを伝達できるような細胞質側での機能
的制約の変化の両方が生じていることが示
唆された。 
 

 
図３ KLI 上位 5%サイトの空間的配向の模
式図 
 
(3) 正の選択圧の検出 
これまでに、いくつかの CKR とウイルス由
来受容体から、非同義塩基置換速度が同義塩
基置換速度より大きい正の選択 (positive 
selection、以下 ps)が検出されたことが報告さ
れている。今回、CKR17 種類、デコイ、ウイ
ルス由来受容体のそれぞれ５種類のサブフ
ァミリー内で、ps の有無を計算した。その結
果、CKR からは６グループ、デコイ受容体は
４グループ、ウイルス由来受容体では３グル
ープに ps が検出された。デコイ受容体での
ps の報告は本研究が初めてであり、他の２群
からも、今回初めて検出されたグループがあ
った。 
KLIで選択されたサイトや psをうけているサ
イトの機能的な意義を調べるため、立体構造
情報（今回はモデル構造の座標データ）を用
い、選択されたサイトやモチーフ、突然変異
実験対象の残基などをネットワーク図とし
て可視化するツールを開発した（図４）。こ
のように、１つの図にサイト間の相互作用や
空間的分布を表記することは、選択されたサ
イトと機能に重要なサイトとの関係を考察
する手助けとなる。当プログラムでは、側鎖
の幾何重心間距離が 7.5Å以内の残基ペアを
接触しているものと設定した。KLI 計算プロ
グラムからの入力データと構造情報データ
からネットワーク図を作成するプログラム
は、R のスクリプトとして作成された。各サ
イトは、ネットワーク中に色分けされたノー
ドで表した。接触している残基ペアのノード
はエッジで結ばれている。R のスクリプト中、
構造情報の読み取りには bio3d パッケージ、
ネットワーク図作成には sna パッケージを用
いた。 
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図３ ps サイトと他のサイトとの近接性を
示すネットワーク図 
 
３群ともリガンド認識に関与するとされる N
末側や第４ループ上に多くの ps が検出され
た。これは、１つの受容体が複数種のリガン
ドと結合することができる CKR ファミリー
の特性を示している可能性がある。デコイ受
容体では、さらに DRY motif 近傍にも ps が検
出され、これらがシグナル伝達阻害に加担し
ている可能性がある。また、デコイ受容体の
うち、とりわけ CCRL2 と DARC では検出さ
れたサイトが際立って多かった。この２種の
受容体は、ケモカイン以外のリガンドも基質
として認識することが知られており、他の
CKR とは異なる選択圧を受けている可能性
が示唆された。デコイ受容体における ps の存
在や、ps が細胞外のみならず細胞内でも作用
することはこれまで指摘されておらず、進化
的にも、またこれらの機能を考える上でも新
たな方向を示唆する重要な発見であると考
えられる。 
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