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酵素反応式中の化合物グラフマッチング  
簡略化手法の開発  

 

小寺正明†1†時松敏明†1 中川善一†1  
守屋勇樹†1 金久實†1,†2 五斗進†1 

 

多様な二次代謝化合物の生合成経路を推定するには，酵素反応式中で変化また
は保存する化学構造を求める必要がある．これは，反応式の両辺を構成する化合
物をそれぞれグラフとして定義しマッチングを求めることに相当するが，酵素反
応の性質を考慮することで一般的なグラフマッチングより簡略な解法が可能で
ある．本研究では，与えられた完全または部分反応式から原子の移動を表す化合
物ペアを自動抽出する方法を報告する． 

 

Development of a simplified method for 
compound graph matching in enzyme reactions 
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Identifying conserved or changing chemical substructures in enzyme reactions 
facilitates predicting possible biosynthetic pathways of various secondary metabolites. 
This issue can be formulated as a matching problem where each side of the reaction 
equation is depicted as a graph. Graph matching is known to be NP-hard, but with the 
nature of enzyme reactions, simpler solutions are possible. In this study, we developed a 
simplified method to decompose a complete or partial equation into a set of compound 
pairs representing the flow of atoms.   
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1. 背景と目的   

ゲノムにコードされている様々な酵素タンパク質は生物固有の代謝経路を構成す

ることで，その生物の生存戦略に貢献している．現在知られている酵素反応は現在 
KEGG データベース1) に登録されているだけでも約 8,400 反応に及ぶが，実験的に
活性が確認された酵素のタンパク質配列が登録されているものは約 4,300 反応に過
ぎず，大半の酵素反応は酵素タンパク質やその遺伝子との対応関係が不明なまま残さ

れている．また，ガスクロマトグラフィーや高速液体クロマトグラフィー，質量分析

法や核磁気共鳴分光法などの分析技術の向上により，細胞の活動によって生じる様々

な分子を網羅的に分離・検出し分析するメタボロミクスが近年発達している．このこ

とは，既に代謝経路が同定されている化合物についてその濃度変化を網羅的に調べる

ことを可能にしただけにとどまらず，今まで存在の知られていなかった化合物が新た

に検出される可能性を高めている．これによって，代謝経路が不明な化合物の数は大

幅に増えることが予想される 
このような化合物の多くは，二次代謝産物と呼ばれる化合物群に分類される．二次

代謝産物とは，生物が生合成する化合物のうち，その生物自身が成育する上で直接は

必要がない（と考えられていた）化合物のことを指す．有名なものとして抗菌物質や

色素がある．たとえばアオカビは抗菌物質ペニシリンを合成して周囲の細菌の発育を

阻害する．しかし，もしも周囲に敵（細菌）が存在しなければペニシリンは不必要で

あると考えることができる．このような二次代謝産物は他にも植物や菌類などに多く

見られ，それらの代謝経路を明らかにし，それを構成する酵素タンパク質や遺伝子を

同定することは，代謝医学・薬学的あるいは工学的に大きな価値がある．そのために

は，実験手法の開発は勿論ではあるが，情報学的な予測手法の確立も欠かせない． 
我々は生物体内で起こる可能性のある酵素反応を酵素タンパク質や酵素遺伝子と

関連づけるために，酵素反応の化学構造情報に基づいて適切な酵素番号  (EC 
number)2),3) などの反応分類に自動的に割り当てる方法の研究を行い4)，それをウェブ

プログラム E-zyme として実装した5)．ここで酵素番号とは国際生化学分子生物学連

合 (IUBMB) の酵素委員会 (EC)2) により管理されている酵素分類であり，代謝化合物
の化学情報とそれを代謝する酵素タンパク質の配列情報とをつなぐ基本情報を提供し

ている． 
E-zyme で用いた方法のうち，化学構造変換パターンの抽出法を示したのが図 1 で

ある．化合物はグラフ6)と呼ばれるデータ構造で表され， 反応前後で得られる化合物
の構造比較から，保存されている部分構造は共通部分グラフとして，反応により結合

あるいは脱離した部分構造はそれ以外の部分グラフとして表される．その境界領域は

その酵素反応の反応中心 (reaction center) であると見なせる．化合物グラフでは各原
子は官能基などの情報を持つ頂点（たとえば N1a = アミノ基）として表され，反応中
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心はこれらの情報を連結した  RDM 化学構造変換パターン  (RDM chemical 
transformation patterns) として計算機的に表現される．生成された RDM パターンに対
する酵素番号は，既知の酵素反応のパターンとの類似性に基づき選ばれる． 

 

 
 

図 1 化合物構造比較と RDM パターン 
Figure 1 Chemical structure comparison and the RDM patttern. 

 
現バージョンの E-zyme では，このように構造比較を行うべき基質・生成物ペア 

(reactant pair) を入力時に指定する必要がある．基質・生成物ペアは酵素反応式中の原
子の移動を表した二部グラフ（ここでは reactant pair graph と呼ぶことにする）の辺
として表現できる．典型的な酵素反応の基質・生成物ペアを図 2 に示した（水素原子
の流れに注目したペアは点線で表されているが，これらは省略され基質・生成物ペア

とは見なされない）．E-zyme の教師セットとなる RPAIR データベース7)を作成する

際にも，既知の酵素反応式からに変換する作業を手作業で行っている．RPAIR データ
ベース作成においては，手作業で指定された各々のペアについて化合物構造比較プロ

グラムである SIMCOMP8)を用いて化合物構造比較を行い，得られた結果をさらに手

作業で精査して反応中心を同定している． 
酵素反応式を基質・生成物ペアの組み合わせ (reactant pair graph) として表現するこ

とは，メタボローム研究の視点からも，情報学的な視点からも利点がある．まず，メ

タボローム研究の視点からは，様々な技術によって直接検出されるのは化合物の集合

であり，酵素反応式の集合ではない．したがって，代謝経路を予測したり酵素タンパ

ク質や遺伝子との関係を解析したりするには，化合物の集合から任意の 2 つを取り出
し，その間をつなぐ反応が存在しうるかどうかを考える必要がある9),10),11),12),13),14)．そ

のときに，酵素反応を完全な反応式ではなく reactant pair graph として表現し reactant 
pair 単位で解析できるようにすると便利である．実際に，代謝経路予測ウェブツール 
PathPred9) では既知の酵素反応の情報を reactant pair の形で蓄え，ユーザが興味のあ
る化合物を入力するとそれがどのように代謝されるかを連続的に予想しツリー状の予

測経路が描画される． 
 

 

図 2 酵素反応式と基質・生成物ペアグラフ 
Figure 2 Enzyme reaction equations and reactant pair graphs. 

 
また，情報学的な観点からは，基質・生成物ペアに分解することによりグラフマッ

チングに必要な計算量が少なくて済む利点がある．例えば図 2 の右上にある “AB + 
C = A + BC” という酵素反応式は，化合物 AB から化合物 C へ部分構造 B が転移
して化合物  A と化合物 BC を生成する反応を表しており，このときペア  AB-A は部
分構造 A を，ペア AB-BC は部分構造 B を，ペア C-BC は部分構造 C をそれぞれ
保存しているため結線が引かれるが，ペア C-A には引かれない．このことは，酵素
反応式中で変化した化学結合を同定するにあたって，化合物 C と化合物  A の化学構
造を比較する必要がないことを示している．したがって，正しいペアを選ぶ効率を高

めることで，反応式全体を直接扱うよりも少ない計算量でマッチングできるようにな

ると考えられる． 
本研究では，この基質・生成物ペアを，与えられた酵素反応式から自動的に予測す

る方法の開発を行った．2 つの基質が反応し 2 つの生成物が生じる反応 C1 + C2 = 
C3 + C4 を例に説明すると，可能な基質・生成物ペアは図 3 に示したように全 7 通
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り存在する．本研究で扱う問題は，その中でどれが実際の反応を反映したものである

かを予測する問題に相当する．ペアの予測は，与えられた反応の両辺に含まれる化学

構造をそれぞれグラフとして表現したあと，複数の部分構造に切断し，両辺の部分構

造式の組み合わせ最適化問題を解くことにより実現した．計算結果は手作業による基

質・生成物ペアのデータベース RPAIR との一致度により評価し，約 75% の精度を
得た．今後は予測精度の向上および，ウェブツールへの実装を行う予定である．これ

によって，予測された酵素反応から酵素タンパク質や遺伝子への対応付けがより効率

化することが期待できる． 

2. データと方法  

本研究ではまず，KEGG データベースに登録されていた 8,421 反応のうち，原子
の情報のない糖鎖を含む 396 反応を除去し 8,025 反応を得た．その中で両辺のうち
一方でも化合物数が 1 である反応 (図 2 の右下に相当) は 2167 あり，これらは基
質・生成物ペアが自明であるため本法は不要であると判断し除去した．最終的に残っ

た 5,858 反応を本研究の対象として用いた． 
 

 
図 3 酵素反応 C1 + C2 = C3 + C4 を構成する基質・生成物ペア 

Figure 3 Possible reactant pair graphs forming the equation C1 + C2 = C3 + C4. 
 

今回の方法の正解データとして，基質・生成物ペアを格納している RPAIR データ
ベースを用いた．ここで，基質・生成物ペアについていくつかの単語を定義しておく．

酵素反応 C1 + C2 = C3 + C4 を例にとると，可能な化合物ペアは C1-C3，C1-C4，C2-C3，
C2-C4 の 4 通りである．実際の酵素反応式を表現する際に，これらのペアの有無を
ビット列で表すと，0000 - 1111 まで全 16 通りの reactant pair graph が得られ，次数 0 
の頂点を含むものを除去すると 7 通りになる（図 3）． このうち 1001 と 0110 は典

型的な酸化還元反応に見られ（図 2 の左上に相当），グラフのトポロジーとしては同
形であり，2 つの辺は互いに離れて存在する．これらの辺を “Independent pair” と呼
ぶことにする．一方，1011，1101，0111，1110 も互いに同形であり，S字型の reactant 
pair graph として表せる．このうち，グラフ 1011 の C1-C3 のように右辺の頂点の次
数が 1 であるものを “Right terminal pair”，C2-C4 のように左辺の頂点の次数が 1 の
ものを “Left terminal pair”，C1-C4 のように両辺の頂点が 2 以上のものを “Internal 
pair” と呼ぶことにする．この S 字型の reactant pair graph は典型的な転移反応に見
られる（図 2 の右上に相当）．最後の 1111 は 8 の字型のグラフであり，転移反応に
見られるが数は少ない． 

 

図 4 部分構造フラグメントへの分解 
Figure 4 Fragmentation of compounds. 

 
今回用いた方法を，酵素番号 2.3.1.35 に分類される酵素反応 C1 + C2 = C3 + C4 を

例に説明する (図 4a)．まず化合物 C1，C2，C3，C4 それぞれについて，任意の結合
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を切断して生成した仮想的な断片を考えた．化合物に含まれる結合の数を b とすると，
切断の方法は全部で b! 通り存在するが， ここでは説明を簡単にするため，例えば化
合物 C1 からは３通りの断片セット（F1.1，F1.2，F1.3）しか生じず，同様に化合物 C2，
C3，C4 からはそれぞれ 2，2，3 通りの断片セットしか生成しないものとする（図 4b）． 

 
図 5 基質・生成物ペアを探索するための部分構造組み合わせグラフ 

Figure 5 Fragment matching graph to find optimal reactant pairs. 
 
次に，左辺と右辺の化合物グラフ，および断片グラフをそれぞれ頂点とする新しい

Acグラフを考えた (図 5a)．両辺の化合物および断片グラフをそれぞれ左右に配置し，
ある切断法により生じる断片グラフ間 (たとえば F1.1a と F1.1b) を辺で結んだ．ま
た， 左右の辺で同形の化合物または断片グラフ間も辺で結んだ．たとえば左辺の化合
物 C1 から生じた断片 F1.1a は右辺の化合物 C4 から生じた断片 F4.3a と同一であ
るので，辺で結ばれた．このようなグラフを定義することにより，左右で原子の過不

足が極小になるような部分グラフを発見する問題として表現することができ， 選ばれ
た最大部分グラフが基質・生成物ペアを，選ばれたフラグメント対が化学構造アライ

ンメントを表す問題となる． 
以上に示したような方法をそのまま適用すると，たとえば２つの化合物が反応して

２つの化合物を生成する反応においてそれぞれの化合物の結合数をそれぞれ b1，b2，
b3，b4 とすると (b1 + 1)!(b2 + 1)!(b3 + 1)!(b4 + 1)! 通りの中から１つを選ばなければ

ならないため，大変効率が悪い．そこで本法では，この問題の効率を高めるために様々

なヒューリスティクスを用いた． 
まず使ったのは，既知反応から得られる reactant pair graph のトポロジーの偏りで

ある．RPAIRデータベースに登録されているペアから各反応を表す reactant pair graph 
を構築すると，C1 + C2 = C3 + C4 の形をとる 3,020 反応のうち最初のトポロジー
（1001 または 0110，図3）の reactant pair graph は 226 反応， S字型の reactant pair 
graph は 2411 反応，8 の字型は 165 反応存在した（残りの 39 反応と 179 反応は
化学構造が曖昧であるなどの理由で，ペアがそれぞれ 0 個または 1 個しか定義され
ていない反応であった）．続いて reactant pair graph 中に現れる頂点（化合物）の次数
の分布を調べたところ，次数 1 の頂点は全体の 65.8%，次数 2 の頂点は 32.5% で
あり，次数 3 以上の頂点は全体の 1.7% に過ぎなかった．このように，可能な二部
グラフのうち実際に見られる reactant pair graph のトポロジーには偏りがあることが
分かった． 
この知見を使うことで，（既に図 5a で例示したように）1 つの化合物から得られる

断片の数が最大 2 つになるように切断する結合を制限でき，扱える酵素反応の数をほ
とんど減らすこと無く計算量を大幅に減らした．また，reactant pair graph の頂点の次
数は 1 が多いことを利用して，Left-terminal または Right-terminal pair から探索する
方法を利用した． 図 5a に示したグラフから結合成分を取り出すと図 5b，5c, 5d が
得られるが，そのうち Left-terminal または Right-terminal pair を含むものは図 5b だ
けである．そして実際にこの図 5b が正しく原子の移動を表す reactant pair graph で
あった． 
実際の手順は次の通りである．まず，酵素反応中で指定されたプロトン（H+）以外

の化合物を 2 通りの方法で表現した． 1 つめは水素以外の原子を頂点とし結合を辺
としたグラフであり，もう 1 つは水素原子を無視した構造式である (例えば図 4 の 
C1 は C7N2O3 と表した)．次に，両辺の分子の構造式を比較して，同じ構造式を持つペ
アを抜き出し Independent pair とした．たとえば C1 + C2 + NAD+ = C3 + C4 + NADH + 
H+ のような酵素反応式があった場合，まず H+が無視され，NAD+ と NADH がどち
らも同じ C21N7O14P2 と表現されるので Independent pair として取り出され，残された
部分反応式 C1 + C2 = C3 + C4 だけを取り扱えばよいことにした． 
続いて，残された部分反応式の両辺の分子を総当たりで比較し，Left terminal また

は Right terminal pair になる可能性を検討した．まず両辺の分子を構造式で比較し，
一方が他方に含まれうるか調べた．たとえば図 4a のように化合物 C1 と C3 の構造
式がそれぞれ C7N2O3 と C5N2O2 だった場合，共通部分は最大で C5N2O2であり，両

辺からC5N2O2を除くと左辺には C2O1 が余り，右辺には何も余らない．このようなと

き大きい化合物C1 のグラフ構造をチェックし，最小の切断で C5N2O2 と C2O1 の断
片を得るような結合を幅優先（深さ優先でもよい）探索し（図 4b の F1.2 がそれに
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あたる），そのような結合が存在する場合，そのペアは Right terminal pair になる可能
性のあるペアとして記録した．同様に，C2 (C5N1O4) と C4 (C7N1O5)を比較すると 
C5N1O4を共通部分とし，右辺に C2O1 が余り左辺に何も余らない Left terminal pair 候
補を得た．一方 C1 と C4 を比較した場合は, 共通部分 C7N1O3 が得られるが，左辺
に N1 右辺に O2 が余るので terminal には成り得ない．同様に C2 と C3 も右辺に 
O2 右辺に N1 が余るので terminal にはなりえない．つまりこれらのペアは，もしも  
reactant pair graph 中に組み込まれるとしても internal pair にしかなりえない． 
このようにして，酵素反応式中の化合物ペアの総当たりに対して，Independent pair，

Terminal pair，Internal pair としてラベル付けした．このうち Terminal pair と Internal 
pair をそれぞれ頂点とする新しいグラフを考え，ある頂点の「余り」が他の頂点の「共
通部分」と一致すれば辺を結んだ．そして，共通部分が最も大きい頂点から深さ優先

探索を行うことで連結成分を取り出し，それを Independent pair と合わせることで 
reactant pair graph を得た． 

3. 結果と考察 

結果は RPAIR データベースで定義された化合物ペアとの一致度で評価した．本研
究との比較として，まずはランダムに予想した場合の的中率を以下のように計算した．

対象とする反応中，左右の化合物の可能な組み合わせは 32,349 ペアであった．その
中で RPAIR データベース中で定義されているのは 16,087 ペアだった．そこで，酵
素反応式が与えられた場合に 16,087 / 32,349 = 0.497 の確率でランダムに基質・生成
物ペアを割り当ててみたところ，36% の割合で reactant pair graph が一致した．一方，
本研究で用いた方法では 75% の割合で一致した．ペア単位で見た場合，RPAIR デー
タベース中で定義されていたペアのうち本法で予測できたペアは 85%, 両辺の化合
物の組み合わせを総当たりで取った場合に出現するが実際には RPAIR 中で定義され
ていないペアのうち，本法でも解答として出力しなかったペアは 90% であった．ペ
ア単位で見た場合に比べグラフ単位で見た場合に正解率が著しく落ちているのは，ペ

アが 1 つでも間違っていればグラフが間違っていると判定しているためである． 
今回の研究の第一の目的は，酵素反応から反応中心を発見し酵素タンパク質や酵素

遺伝子と関連づけるにあたって，与えられた反応式を基質・生成物ペアの組み合わせ

に分解することによって，必要な化学構造アラインメントの回数を減らすことにあっ

た．言い換えれば以前に開発した E-zyme を行うための前処理なので，この前処理を
行うことによってかえって計算時間が増えたり予測精度が落ちたりしないようにする

必要がある．そこで本法では化合物グラフマッチングを直接は行わず，基本的には構

造式のマッチングだけで済ませ，必要が生じた場合だけ化合物グラフを分解し，断片

のマッチングも構造式のマッチングだけで済ませるだけにして必要な計算時間を極力

節約した．その結果，1.33 GHz PowerPC G4 (1GB DDR SDRAM) で計算して 1 反応あ
たりの平均計算時間は約 0.11 秒まで縮まった．ただし reactant pair graph 単位での正
解率はまだまだ改善の余地は残されていると思われ，酵素番号などの予測に与える影

響についてはまだ調査中である． 

 
図 6 今回の方法により改善した例 

Figure 6 An example improved matching. 
 
しかしながら，本法の利用による好影響がありそうな例がいくつか見られる．現在

のバージョンの E-zyme は，与えられた基質・生成物ペアが複数であってもそれぞれ
独立に化学構造比較を行うため，得られた複数の化学構造アラインメント間に矛盾が

生じる場合がある．今回の方法の応用により，基質・生成物ペア中でマッチング可能

な左辺の断片と右辺の断片が限定されるため，酵素反応式として与えられた両辺の化

合物を全体として矛盾なく構造比較することが可能にできると考えられる．たとえば

図 6a に示したような反応の両辺を総当たりで構造比較した場合，図 6b に示した 4 
つのペアでグレーで示したマッチングが得られる．これらのうち実際の原子の移動を

反映したマッチングは C1-C4 と C2-C3 の 2 つだけである．本法では，C1-C3 のよ
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うなペアは両辺に余りが存在するため Terminal pair とは見なされず後回しにされ，次
に C1-C4 と C2-C3 が Terminal pair として同定された．続いて，それぞれの余りを
補うペアとして，図 6b 中のものとは異なるマッチングをした C1-C3 (図 6c) が得ら
れた．このように本法は化学構造比較の回数を減らしながらも，反応式全体を眺めた

効果的なマッチングを実現している． 
また，図 7 に示したように，不完全な反応式でも十分なマッチングが得られる例

が見られた．完全な酵素反応式 C1 + C2 + H2O = C3 + C4 + H+ (図 7a) を入力したとき，
プロトン H+は水素原子しか含まないので基質・生成物ペアを形成せず無視され (図  
7b)，Left terminal pair が 2 つと Independent pair が 2 つの reactant pair graph が形成
された (図 7c)．このグラフは水素原子以外の原子の移動を正しく表している．一方，
不完全な酵素反応式 C1 + C2 = C3 + C4 を入力した場合，図 7d のような reactant pair 
graph が得られた．水分子 H2O のマッチング情報が欠落しているが， E-zyme で酵
素番号を予測する際には水分子を含む基質・生成物ペアは必要としないので，ここで

得られたペアで十分である． 

 

図 7 不完全な反応式のマッチング例 
Figure 7 An example matching of incomplete equations. 

4. 結論  

本研究では，酵素反応式から基質・生成物ペアを予測する方法を開発することで， 
EC 番号予想プログラム E-zyme の機能向上を試みた．今後は計算時間を極力犠牲に
せずにペア予測精度を改善する方法を検討し，また酵素番号予測精度に対する影響な

どを調査し，実用化につなげる予定である． 
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