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計画研究：2000～2004年度

タンパク質立体構造情報からのゲノム機能解読・進化の解析

●郷　通子1) ◆高橋　健一1) ◆白井　剛2) ◆曽田　邦嗣3) ◆由良　敬4)

1) 長浜バイオ大学バイオサイエンス学部　2) 生物分子工学研究所生命情報解析部門　3) 長岡技術科学大学工学部　4) 日本原子力研究所
計算科学技術推進センター

〈研究の目的と進め方〉
ゲノム情報から機能情報を抽出するために、タンパク

質原子座標などの連続量を導入した新しい予測法を開発
して、個々のタンパク質の立体構造を予測し、基質との
相互作用やリガンド結合などの局所的機能部位を予測す
ることが第１の目的である。また、ゲノム内部構築の生
物間共通性と多様性について、およびゲノムの構築とプ
ロテオームとの関わりについて明らかとすることが第２
の目的である。個々の具体的な研究目的と進め方を以下
にまとめる。
（１）モジュールにもとづくゲノムの機能予測

現在200種以上の生物においてゲノム塩基配列が判明
し、ゲノム塩基配列にコードされているタンパク質の
40%から50%は、その機能が推定できないことがわかって
きた。そこでゲノム塩基配列から推定されるタンパク質
のアミノ酸配列にもとづき、タンパク質の機能を予測す
る方法を開発することを本研究の目的とする。タンパク
質立体構造の部品であるモジュールの構造とモジュール
に局在する機能の情報から、3Dキーノートの概念を構築
し、この概念にもとづいてゲノムにコードされているタ
ンパク質の機能をアミノ酸配列から予測する。さらに共
同研究により予測を実験的に検証し、機能予測法の正確
さを評価する（由良、郷）。
（２）経験則を利用したタンパク質―リガンド予測法の開
発

ゲノム研究の成果を細胞機能に結びつけるには、遺伝
子産物の構造から、それらの分子による相互作用を原子
レベルで予測する方法論が必用である。この研究では、
タンパク質立体構造データベースであるPDBから経験則
を抽出し、未知の複合体構造を予測するバイオインフォ
マティクスツールの開発を目的とした。具体的には、複
合体中のリガンド周辺タンパク質原子空間配置の経験則
を利用し検体タンパク質内の原子配置と比較することで
分子間相互作用を予測するプログラムを開発する。

また、計算機による方法論の検証も平衡して行うこと
を目的とする。これは、糖鎖結合タンパク質と糖鎖複合
体の立体構造をＸ線結晶解析により多数明らかにし、プ
ログラムによる予測と比較することでパラメータの改良
を行い、また、プログラムが利用する経験則を供給する
ことを目的とする（白井）。
（３）タンパク質相互作用様式の解析と分子モデリング

タンパク質の立体構造情報と配列情報から相互作用部
位・様式をどの程度予測することが可能かを知るために、
いくつかの種類のタンパク質について、相互作用部位と
保存部位との関係や相互作用様式のパターンなどを明ら
かとし、相互作用様式の予測を試みる。また、ドメイン
間相互作用様式を予測する手法を開発し、複数のドメイ
ンからなるタンパク質のモデリング手法の開発や、生物
的に重要な機能を予測するための基盤とする（郷）。

ゲノム解析や構造ゲノミクスプロジェクトはタンパク
質機能に関する大量のデータを提供することになるが、
現在でもPDBにはタンパク質と金属やヌクレオチド、糖
との相互作用を研究するに十分なデータがあり、これら
の相互作用の情報は、ゲノム配列からのタンパク質機能
推定の基礎データとなる。しかしこれまで充分活用され
ているとは言えない状況である。そこで、使いやすい形
に加工したデータベースとして公開し、それを利用して
相互作用の特徴を抽出する（郷）。
（４）進化的に保存した立体構造上の特徴と機能の関連づ
け

タンパク質立体構造情報からのゲノム機能解読を実現
するには、立体構造と機能の相関を明らかにする必要が
ある。特に機能と密接に関係する構造的特徴を見つける
ことが重要である。タンパク質一般が示す最も基本的な
機能は他の分子との相互作用とそれに伴う構造変化であ
る。そこで、相互作用という点から見て重要と思われる
構造的特徴として、タンパク質表面の形状や静電ポテン
シャルの分布などが挙げられる。また、構造の柔らかさ
や大きな構造変化に関係があると思われる立体構造的特
徴として、タンパク質内部のすき間が考えられる。一方、
機能的に重要なものは進化的に保存されているはずであ
るから、上記の構造的特徴がホモロガスなタンパク質に
おいて共通に存在するのか確かめることが重要である。
そこで、機能とむすびつく構造的特徴を見つけるために、
進化的に保存された立体構造上の特徴を抽出することを
目的とする。特に、従来研究の未熟なすき間についてそ
の保存性の有無と機能との関係を明らかとする（高橋）。
（５）タンパク質の構造形成における疎水核の役割の解析

X線結晶構造解析法や多次元NMR溶液構造解析法の研
究成果として、多くの蛋白質の立体構造が解明され、
PDB等のデータベースに集積されている。これらの立体
構造データを用いて、進化的に類縁関係にある蛋白質の
立体構造を、ゲノム配列から予測する相同モデリング法
が大きな成果を上げている。その一方で、相同モデリン
グ法では、参照構造のない新規蛋白質については予測不
能であり、その存在は未だ無視できない。蛋白質折り畳
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みの分子機構の解明という純蛋白質科学の視点からも、
折り畳みを単分子反応として捉え、最終生成物としての
天然構造を物理法則のみに基づいて予測するab initio 予
測能を強化する意義と必要性は高い。本研究の目的は、
蓄積されている原子座標データベースを用いた蛋白質立
体構造の網羅的な解析と、分子動力学模擬計算（MDS）
法による蛋白質折り畳みの分子シミュレーションにより、
ab initio 予測能の向上を支援できる情報を得ることであ
る。

天然の球状蛋白質は、残基数< 20の小蛋白質を除いて、
普遍的にその立体構造の内部に、非極性アミノ酸残基が
凝集した疎水クラスタ (HPC) 構造を形成しており、その
最重要部分は疎水核と呼ばれている（図２）。

従って、蛋白分子内部の構造的な特徴、特にHPCの構造
特性の詳細を明らかにすることは、天然蛋白質の立体構
造の設計指針を解読する上で重要と考えられる。本研究
の第１の目的は、上記の点を明らかにすることである。
具体的には、蛋白質分子を構成する各原子が占有する空
間の体積を、解析的、あるいは数値的に評価する方法を
開発する。これを用いて、蛋白分子内部の原子充填状態
を明らかにする。次に、与えられた蛋白質の立体構造に
対して、そのHPC構成残基を自動同定するプログラムを
開発する。これを立体構造データベースの多くの蛋白質
に適用して、多数の蛋白質のHPCを網羅的に同定し、そ
の構造特性、特にトポロジー（鎖の走り方）を明らかに
する。

HPC残基の間には、折り畳みの途上で疎水相互作用に
よる凝集力が働き、所謂、疎水凝集効果を生成すること
が予想される。そこでHPC残基を、残基番号順に仮想的
なバネで繋いだ擬ペプヂド鎖を計算機内に生成させ、
MDS法によりその動力学的挙動を解析する。これによっ
て、折り畳み過程において重要な役割を果たすことが示
唆されている疎水凝集効果の分子的実態と、折り畳み過
程での分子鎖トポロジーの決定機構に関わる因子を解明
することが、本研究の第２の目的である。

もし第１の目的が良く達成され、その結果から蛋白質
の一次構造の特徴とHPC残基の分布の間に、何らかの規
則性が見出されるならば、アミノ酸配列からのHPC残基
の予測可能性が生まれる。更に第２の目的が良く達成さ
れれば、上と組み合わせることにより、疎水クラスタの
予測からトポロジー予測へ進む可能性が期待される。こ
の可能性を調べることが、本研究の第３の目的である。
(曽田)
（６）ゲノム構造とプロテオームとの関わり

ゲノム構造の成り立ちは生物種によって、どこまでが
共通であり、あるいは多様であるのか。ゲノムの構築は
プロテオームにどう反映しているのか。真核生物遺伝子

のエクソン・イントロン構造とプロテオームのタンパク
質間相互作用、機能、進化とはどのように関わっている
のか。真核生物のゲノムのイントロンの起源と機能を知
ることは、ゲノムの構築原理を明らかとする第１ステッ
プである。それに向けてタンパク質の構造部品モジュー
ルとエクソンとの関係をゲノム規模で明らかにする（郷、
由良）。遺伝子のエクソン・イントロン構造の存在によっ
て可能となる選択的スプライシングに関して、ヒトでは
遺伝子数が当初の想定よりもずっと少なく、限られた数
の遺伝子から選択的スプライシングによりタンパク質の
多様性を増している可能性が示唆されている。選択的ス
プライシングによりタンパク質の立体構造がどのように
多様化するのか、それによりタンパク質の機能の多様化、
相互作用の多様性獲得へどのようにつながるのかをタン
パク質立体構造情報に基づいて明らかにする（郷、高橋）。

〈研究開始時の研究計画〉
（１）タンパク質の部品であるモジュールをタンパク質の

立体構造から同定し、それぞれのモジュールにどの
ような機能があるかを、タンパク質と低分子との相
互作用情報から抽出する。低分子との相互作用構造
座標にもとづきモジュールの機能部位を同定し、モ
ジュールの立体構造とアミノ酸配列及び機能との関
係から、3Dキーノートの概念を構築する。この概
念にもとづいて、いろいろなモジュールの3Dキー
ノートを構築する。さらに、アミノ酸配列から3D
キーノートに相当する部位を予測する手法を開発
し、判明しているすべてのゲノム塩基配列にたいし
て、3Dキーノートによるタンパク質の機能予測を
行う。それらの予測を計算生物学的に評価するとと
もに、共同研究により実験的にも検証し、機能予測
法の正確さを評価する（由良、郷）。

（２）(i) PDB経験則による相互作用予測法の開発。PDB
の立体構造情報を処理し、原子分布統計をとるプロ
グラムを作成する。また統計を元にタンパク質構造
をスキャンニングし、リガンド結合位置を予測する
アプリケーションを作成する。(ii) リガンド予測シ
ステムについて実験的検証を同時に進める。具体的
には、コンジェリン(糖鎖結合タンパク質)や糖代謝
酵素などとリガンドの複合体の立体構造をＸ線結晶
解析により明らかにし、予測システムの検証、およ
びシステムの入力データを補強する（白井）。

（３）プロテオームにおけるタンパク質間相互作用の実態
を明らかにするために、立体構造既知の蛋白質にお
けるサブユニット間相互作用をグロビンファミリー
で解析する。グロビンファミリーは、由来する生物
種により様々な四次構造を形成することが知られて
いる。これは、進化の過程で起きたタンパク質サブ
ユニット表面のアミノ酸残基の置換が、サブユニッ
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ト間の安定な接触様式を変えたことによると考えら
れる。そこで、サブユニット接触面とそれ以外のサ
ブユニット表面を構成するアミノ酸残基を比較する
ことで、サブユニット接触様式が変化するメカニズ
ムの知見を得ることをめざす（郷）。

ドメイン間相互作用様式を予測する新しい手法を開発
し、その手法をバーシカンと呼ばれる糖タンパク質のヒ
アルロン酸結合セグメント、Bドメイン＋B'ドメインに
おけるドメインの相互作用予測に適用する（郷）。

アミノアシルtRNA合成酵素（ARS）について立体構造
情報と配列情報からRNAとの相互作用部位・相互作用様
式の特徴を把握し、また、特異的相互作用と非特異的相
互作用における違いを見つける（高橋）。

PDBに存在する、タンパク質とリガンド（金属やヌク
レオチド、糖など）との相互作用の情報を活用するため
に、リガンドから検索ができ、タンパク質との相互作用
様式を立体構造上に表現するデータベースを公開し、ま
たそれを利用して各リガンドとの相互作用に関わるアミ
ノ酸残基を解析する（郷）。

立体構造情報に基づき、核酸とタンパク質の相互作用
様式をスコア化し、相互作用部位の予測能を評価する

（白井、郷）。
（４）タンパク質の機能に関係する立体構造上の特徴を抽

出し、タンパク質の機能予測に利用することを目指
すために、タンパク質内部のすき間に注目し、すき
間と機能との関係を明らかとする。すき間の検出や
すき間の位置の比較など、共通のすき間の有無を調
べるための一連のプログラムを作成し、多くの生物
種から立体構造の決定がなされているタンパク質フ
ァミリーを選び、共通のすき間が存在するか解析す
る。存在する場合、機能部位との関係、タンパク質
の種類との関係を解析する(高橋)。

（５）目的1、 2 の各々に対応して、以下の研究計画を立
てた：

１．蛋白質の疎水クラスタの解析
(1.1) 蛋白質分子の体積量評価法の開発
分子内の各原子、残基、二次構造セグメント等、階層

構造単位の原子充填状態を定量的に評価する為に必要な、
各種体積の計算法を開発する。具体的には、

(a) 原子単位での、van der Waals 体積、排除体積の計
算プログラムを開発する。

(b) 各原子への寄与に分割可能な、分子体積の解析的、
数値的計算法を開発する。

(c) 蛋白分子体積の各原子への空間分割による原子占有
体積の計算法を開発する。

(1.2) 疎水クラスタの構造特性の解析
(a) 与えられた蛋白質の構造に対して、そのHPC残基

を自動同定するプログラムを開発する。
(b) (a) を用いて、リガンドを持つ蛋白質も含めて、

SCOP folds の全蛋白質ファミリが少なく共１個の
代表蛋白質を持つように、基礎構造のデータと「疎
水クラスタ残基データベース」を構築する。

(c) (a) の体積計算法と (b)の「データベース」を用い
て、約1300種の蛋白質のHPCについて、原子充填状
態と構造特性を解析する。

(d) (c) の結果に基づいて、HPC残基と蛋白質の立体構
造の相関、及びHPCのトポロジー特性を明らかにす
る。

(e) 以上の結果と、2次構造予測などの情報を併用して、
１次配列からHPC鎖のトポロジーを予測する可能
性を検討する。

２．疎水凝集効果の特性と寄与の解析
折り畳み過程でHPC残基間に働く、疎水相互作用によ

る分子内の大局的な引力としての疎水凝集効果の特性と
寄与の大きさを調べる。

(a) HPC残基を、特性を指定した仮想的なバネで残基
番号順に繋いで生成させた擬ペプチド鎖に、MDS
法を適用して、疎水凝集効果の寄与を含む原子座標
値の時間変化データを得る。

(b) 対照として、(a) と同様のMDSを、極性残基に置換
した擬ペプチド鎖について行う。

(c) (a) と(b) で生成する構造のクラスタ解析と両者の
比較により、天然構造の分子鎖トポロジーの探索に
果たす、分子内疎水凝集効果の役割と寄与を明らか
にする。

(d) 以上の結果に基づいて、蛋白質折り畳みに果たす
HPC残基とそれ以外の残基の役割、協同効果を考
察する。（曽田）

（６）線虫、ショウジョウバエ、アラビドプシス、マウス、
ヒトなど多くの多細胞真核生物のゲノム解読が終了
し、膨大なイントロン情報が蓄積しており、それら
を利用してゲノムワイドのスケールで、真核生物ゲ
ノムで明らかとなってきたイントロンとモジュール
の相関の普遍性を調べる（郷、由良）。

ヒトの完全長ｃＤＮＡの情報を利用して、大規模にス
プライシング・バリアントの同定を行い、選択的スプラ
イシングにより変化（欠失、挿入、変異）のある領域を
同定する。ホモログの立体構造情報を基に、選択的スプ
ライシングが立体構造レベルでどういった効果を及ぼす
のかを調べる。特に疎水性コアへ与える影響や他分子と
の相互作用部位へ与える影響に注目して解析する。これ
ら立体構造上の変化がタンパク質の機能の変化、相互作
用の変化にどうつながるのか推定する（郷、高橋）。

〈研究期間の成果〉
（１）タンパク質のサブユニット間相互作用に関与する部
位が、フィコシアニンの場合は１つないしは２つのモジ
ュールに局在していることがわかった(2)。さらに酵素タ
ンパク質において、タンパク質の機能部位がモジュール
を単位として形成されていることが実験的に示すことが
できた(1、3、20)。これらの結果を受けて、3Dキーノー
トを構築するデータ収集のために、タンパク質の機能部
位を立体構造情報から自動的に同定する方法の開発に着
手した。タンパク質立体構造データベースに格納されて
いるデータから低分子の情報を抽出整理し(21)、それら
低分子とモジュールとの相互作用座標情報から、モジュ
ールの機能部位を自動同定できるようにした。その結果
として例えば、金属イオンを配位するモジュールの3Dキ
ーノートを立体構造の情報から自動生成することができ
るようになった。DNAのリン酸基と相互作用するモジュ
ールの3Dキーノートをきっかけにして、らん藻の形質転
換の初期段階を担うと予測された遺伝子slr0197に、予測
通り形質転換の機能があることを、領域「ゲノム生物学」
の班員である池内昌彦、大森正之両氏との共同研究によ
り実証することができた(4)。モジュール3Dキーノート
による機能予測が有効であることが判明したことを受け
て、2001年度には各種機能の3Dキーノートの自動作成方
法の確立を開始し、196種類の3Dキーノート作成に成功
した。それらの予測精度を評価する方法を考案し適用し
た結果、これらの3Dキーノートは平均約85%の精度を持
つことがわかった。
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らん藻全ゲノムに３Ｄキーノートを適用したところ、機
能未知のORFの約12%に機能を推定する手がかりを与え
た。さらにヒト転写産物から推定されるタンパク質のア
ミノ酸配列に対して3Dキーノートを適用したところ、
350個の機能不明cDNAに機能を推定する手がかりを与え
ることができた(19)（由良、郷）。

（２）PDBに含まれるタンパク質複合体の情報から、特定
のリガンド周辺のタンパク質原子分布の統計を求め、それ
をスコアシステムとしてリガンド結合予測を行うプログラ
ムを作成し、報告した(12)。これは、リガンド分子中でリ
ジッドな原子団(プロトグループ)の座標を元に重複のない
タンパク質を重ね合わせ、ある位置で観測されたタンパク
質原子数の平均値からの標準偏差で計ったずれを得点とし
て、特定のリガンド分子の安定性を見積もる方法である。

このプログラムは様々種類のリガンドに対応することが
できるが、研究後半では実験的検証とも関連して、ポスト
ゲノムで重要な「第３の生命鎖」として注目される糖鎖と
タンパク質の相互作用を主に扱った。開発した方法の、糖
鎖－タンパク質相互作用予測システムとしての性能をテス
トした結果、予測効率は厳密評価で 19% (図６のStrict-Site
base、予測第１位の糖結合部位からrmad 3A以内で実際の
糖残基が見つかる割合)、ゆるやかな評価で 69%(図６の
tolerant-chain base、予測第３位までの結合部位から3A以内
に実際の糖鎖が見つかる割合)であり、既存の方法よりか
なり向上していた。

さらに、予測システムの実験的検証の為、糖鎖結合タ
ンパク質レクチン(7,8,12,14,15,22,27,28)やセルラーゼな
どの糖代謝酵素(5,13)の糖鎖複合体の結晶構造解析を行
った。特にβガラクトシド特異的レクチンであるコンジ
ェリンについては、20種を越える様々な糖鎖との結合定
数のデータをもとに、網羅的な複合体構造解析を試みた。
これは、結合定数-立体構造-予測プログラムによる安定性
評価を対応させることで、より効率的に予測プログラム
のパラメータをfittingできると考えたからである。

コンジェリンIIについては、7種(lactose、 lacto-N-
fucopentaose I、 II、 III、 2’-fuocyllactose、 lacot-N-
tetraose、 lacto-N-neotetraose)の新規複合体の構造解析を
行った(図７)。

コンジェリンIIについては、主要な糖鎖(ガラクトース)
結合部位が予測プログラムで最上位に予測されること、
及び、２位以下の予測部位がこれまで指摘されていない
位置に予測されたが、それらの予測結合部位が実際に延
長結合部位として利用されていることを実験的に示すこ
とに成功した。よって、当初計画した実験による予測シ
ステムの検証はある程度達成できた（白井）。

（３）生物種によりサブユニット間相互作用が様々に変化
しているグロビンファミリーについて、サブユニット間
相互作用の特徴を解析し、相互作用の形成に必要な因子
の解明を試み、サブユニット接触様式が変化するメカニ
ズムの知見を得た。２０種類のアミノ酸を親水性・中
性・疎水性の３種類に分類し、ヒト、ナマコ、アカガイ、
ユムシの四量体もしくは二量体を形成するヘモグロビン
について、サブユニット接触面とその他の表面における
出現頻度を求めた。その結果、サブユニット接触面では、
その他の表面に比べて主に中性残基の出現頻度が減り、
その分疎水性残基の出現頻度が約10%増加していた。こ
の接触面における疎水性残基の増加は、サブユニット間
の接触をより安定化するのに寄与していると考えられた。
ただし、解析したヘモグロビンにおいて接触面を形成す
るアミノ酸残基の数は平均約13残基と少なく、観察され
た疎水性残基の割合の増加はサブユニット接触面におけ
る１から２個の中性残基の疎水性残基への置換により説
明できた。多くの中立的な変異はタンパク質表面におい
て起こるため、この程度のサブユニット表面における疎
水性残基へのアミノ酸残基置換は進化の過程で偶然にで
も十分起こり得ると考えられる。実際に、動物の進化の
過程でヘモグロビンの表面残基はほとんどすべて置換さ
れており、例えばヒトヘモグロビンαサブユニットとア
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カガイヘモグロビンＩのサブユニット表面では、約91%
のアミノ酸残基が異なっていた。一方、サブユニット接
触面においても約91%のアミノ酸残基が異なっており、
サブユニット接触面において特にアミノ酸残基の置換の
割合が高いということは無かった。これらのことから、
サブユニット表面において起きた中立的な変異が局所的
に疎水性の高い面が生じるさせることが、新たなサブユ
ニット接触面の形成と多様な接触様式を形成するための
重要なメカニズムだと考えられた。以上のことは、ある
生物種において観察されたサブユニット間やタンパク質
間の相互作用様式が、他の生物種における同祖タンパク
質において共通しているとは限らず、ホモロジーモデリ
ングなどによるタンパク質複合体の立体構造推定には注
意を必要とすることを示している(6)（郷）。

ドメイン間相互作用様式を予測する新しい手法を開発
し、その手法をリンクモジュールと呼ばれるドメインの
相互作用予測に適用した。バーシカンと呼ばれる糖タン
パク質は、心臓や血管、神経系などの広い範囲の組織に
発現し、細胞表面にあるヒアルロン酸と結合する。これ
によって作られるタンパク質糖鎖集合体が、細胞間マト
リックスの形成に重要であると考えられている。バーシ
カンのN末端にはA、B、B'の３つのサブドメインから構
成されるG1ドメインが存在する。特にBとB'は、ヒアル
ロン酸結合タンパク質であるTSG-6やCD44のリンクモジ
ュールと相同性がある重複したドメインであり、バーシ
カンのヒアルロン酸結合能は、BおよびB'により担われ
ていると考えられる。実際にBとB'のみからなるポリペ
プチド（B-B'セグメント）がヒアルロン酸を結合するこ
とが実験的に示されている。そこで、B-B'セグメントの
立体構造を推定し、B-B'セグメントがどのような様式で
ヒアルロン酸と結合するか推定した。まず、立体構造既
知であるTSG-6由来のリンクモジュールを鋳型としてホ
モロジーモデリングによりBとB'それぞれの立体構造を
推定した。さらに、TSG-6とCD44のリンクモジュールで
調べられているヒアルロン酸結合に関わる残基の情報を
用いて、BおよびB'それぞれにおけるヒアルロン酸結合
部位を推定した。次に、BおよびB'を含むリンクモジュ
ールファミリーのマルチプルアラインメントおよび系統
樹を作成してBとB'の重複後に特徴的に見られる変化を
探すことで、B-B'セグメントにおけるドメイン間相互作
用部位の推定を行った。その結果、単独で存在するリン
クモジュールと比較して、Bには特有の挿入、B'には特
有の欠失が明らかとなった。特にB'特有の欠失がヒアル
ロン酸結合に関わると考えられる座位と重なることから、

これらの挿入・欠失は単独のリンクモジュールが重複し
た後に、ドメイン同士の接触のために起きた可能性が高
いと考えられた。最後に、1)BおよびB'に存在する挿入・
欠失がドメイン間相互作用部位の一部であると考えられ
ること、2)BとB'間にはリンカー配列がないこと、3)Bと
B'の両方が直鎖状のヒアルロン酸と結合するために、ヒ
アルロン酸結合部位が直線上にあると考えられること、
の３点からBとB'の相互作用の配向を推定し、B-B'セグメ
ント全体の立体構造の推定を行った。
推定した立体構造上に直鎖状のヒアルロン酸分子を配置
したところ、ヒアルロン酸結合面には１０個の糖からな
るヒアルロン酸が結合すると考えられた。これは実験的
に示されているB-B'セグメントのヒアルロン酸最小結合
単位と一致しており、推定したB-B'セグメントのモデル
が妥当であることを意味している。また、作成したモデ
ルにおいてヒアルロン酸と近接しているアミノ酸残基が
実際のヒアルロン酸結合残基である可能性が高く、実験
による検証が可能となった(18)（郷）。

タンパク質の立体構造情報と配列情報からRNAとの相
互作用部位・相互作用様式の特徴を把握するために、
ARSとtRNAとの複合体の立体構造情報、およびARS、
tRNAの配列情報を組み合わせた解析を行い、以下の知見
が得られた。ARSの立体構造上の配列保存部位の分布に
局在性が見られた。その部位はtRNAとの相互作用部位に
含まれるが、保存部位以外にもtRNAとの相互作用部位は
存在した。しかしアイデンティティ決定に重要なtRNA上
の部位との相互作用部位（特異的相互作用部位）とよい
対応関係があった。特異的相互作用様式の特徴として、
基本的には相互作用面の形状や物理化学的性質の相補性
が見られ、いわゆる鍵と鍵穴のモデルに合う特徴が見ら
れた。しかし、そのように単純には捉えられないものと
して、複数の塩基を他の複数の塩基から識別する部位が
いくつか存在した。たとえば、大腸菌のイソロイシル
tRNA合成酵素において、同じアンチコドン結合部位を使
って、グアニンとリシジン塩基をそれ以外の塩基から識
別している。その複雑な識別を実現するための相互作用
様式については未解明であったが、立体構造上の特徴

（相補性）や保存部位の分布、および分子モデリングの手
法により、その相互作用様式を推定することができた

（高橋）。
タンパク質に結合したヘテロアトムをPDBから検索

し、３次構造上に表現するデータベースHetPDB-Naviを
公開し毎月更新した(24,25)。検索機能の強化、および、
ユーザーインターフェースの改良も進めた。このデータ
ベースは、タンパク質とリガンとのの相互作用を解析し、
さらに予測するための基盤として有用である。
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PDB中には35,557の低分子が含まれており、3文字コー
ドで4,189グループに分類されている（2003.4）。このうち
29種の低分子でPDB中の低分子の約64%を占める。この
中には、タンパク質の結晶化のために使用されたものも
含まれているが、結晶化のために加えられた硫黄イオン
が、タンパク質と結合したDNA分子のリン酸基と同じ位
置をとる例などが知られており、人工的に加えられた分
子の結合部位も生物学的に重要な部位であると考えられ
る。上位29種の内11種はカルシウム、亜鉛、マグネシウ
ムなどの金属イオンであり、その次に糖分子やヌクレオ
チドが多く含まれることがわかった。各低分子とタンパ
ク質の相互作用では、相互作用部位に位置する残基に異
なる傾向が見られた。まず金属イオンについて：マグネ
シウムイオンとの相互作用相手は水分子が最も多く、つ
いでヌクレオチドが多い。アミノ酸残基ではAsp、Gluが
多い。カルシウムイオンはアミノ酸側鎖との相互作用は
Asp、Gluが多いが、主鎖のカルボニル基との相互作用が
全体の1/4を占める。亜鉛イオンではCys、Hisが多くマ
グネシウムイオンやカルシウムイオンとは異なり銅イオ
ンと同傾向であった。銅イオンは酸素原子との結合はま
れだと考えられていたが、全体の1/4ほどがAsp、Glu、
水の酸素原子であるという結果が得られた。次にヌクレ
オチドについて：ATP、GTP 結合する残基上位は以前
から報告があったようにArg、Lys、Glyで共通だが、そ
の次に多いのがATPではPheや脂肪族の残基であるのに
対し、GTPではTrp、Asp、GluとATPと異なる傾向があ
った。NAD+、NADPHについて：ATPと同様の傾向を示
すとの期待どおりGly、Argが上位だったが、Lys、Pheは
ATPと異なり観察されなかった。PLPについて：Gly、
Ser、Tyrが上位。Ser、TyrがPLP結合部位の特徴。糖に
ついて：マンノースは、Aspの側鎖との共有結合が知ら
れているが、特にAspと相互作用しているといった傾向
は無く、相互作用するアミノ酸残基に明確な傾向が無か
った。グルコースは、マンノースと異なり負電荷や芳香
環をもつ残基と相互作用する傾向があった。相互作用す
るタンパク質の機能の違い（マンノースは糖タンパク質、
グルコースは細胞呼吸や代謝経路）と関連していると考
えられる(21)（郷）。

複合体の立体構造情報を利用して、核酸ータンパク質
相互作用の経験的スコアを作成した。それにより従来知
られている核酸結合モチーフとは異なる構造モチーフを
見いだした。核酸結合部位の予測能を評価したところ、
アデニン、グアニン、ニコチンアミド、フラビンのそれ
ぞれについて、31、29、32、40%であった(23)（白井、郷）。

（４）機能に関係する立体構造上の特徴として蛋白質内部
のすき間に注目し、その進化的保存性の解析を行った。
118タンパク質ファミリーを解析し、少なくとも65%のタ
ンパク質ファミリー内に共通のすき間を発見した。酵素
と非酵素に分けて見た場合、すき間の保存性の見られる
ファミリーは酵素では77%、非酵素では52%と多少差があ
った。保存したすき間が触媒部位の近傍に存在する酵素
ファミリーがあったが数例に留まった。機能との関係づ
けにはダイナミクス解析が不可欠であることが明らかと
なった（高橋）。

（５）１．蛋白分子内部の原子充填率の解析
前項「研究計画」の (1.1) 蛋白質分子の体積量評価法

で述べた、全ての体積計算プログラムを開発した。有機
小分子、アミノ酸、ジペプチド、球状蛋白質など、サイ
ズの大きく異なる分子の体積計算にこれを適用して、実
測が良く再現されることを確認した。更に、この計算法
を蛋白質分子内部に適用し、側鎖の平均原子充填率が ～
0.62と、有機液体のそれより有意に高いことを見出した。
この結果は、蛋白質の分子内部が固体的に密に原子充填
されていることを示しており、HPC残基の空間配置が、
蛋白質の立体構造安定性と共に、折り畳み構造自体の決
定に関与している可能性を強く示唆する。
２．疎水クラスタのデータベース構築と構造特性
(2.1) 疎水クラスタのデータベースの構築
蛋白質の原子座標データから、そのHPC残基を同定する
アルゴリズムを考案し、判定プログラムを開発した。こ
れを用いて、SCOP folds の全ファミリの代表蛋白質を含
む、2,000種以上の蛋白質のHPCを同定し、「疎水クラス
タ残基データベース」を構築すると共に、1次構造上の分
布、2次構造との相関等を解析した。
(2.2) 疎水クラスタ残基の分布

代表蛋白質の多くは１個のHPCを持つが、全く持たな
いものや、2個以上持つものもあり、綱種に依存する。数
十残基以下の小さい蛋白質を除くと、HPC残基数は、ア
ミノ酸残基数にほぼ比例する。蛋白分子鎖を、郷通子代
表らが考案した centripetal profile 法を用いてモジュール
に分割すると、HPC残基はモジュールの境界に現れる傾
向を示すことが見出された。これは、モジュール構造が
遺伝子の分断構造と対応しているときは、ゲノム配列か
らHPC残基が予測できる可能性を示している。HPC残基
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とモジュール境界との相関は、進化による蛋白質の立体
構造設計における、モジュール構造の物理的な意義を確
認するものと考えられる。
(2.3) 疎水クラスタ鎖のトポロジー

HPC残基は、１次配列上に偏在せず、ほぼ一様に分布
していることも見出された。これは、HPC残基を繋いだ
鎖が、蛋白分子鎖と実質的に同じトポロジー（空間的な
走り方）をもつこと、すなわち鎖トポロジーの表現にお
いて、HPC鎖が分子鎖全体の簡約表現になっていること
を意味している。この事実は、HPCが折り畳み過程で、
極めて重要な役割を果たす可能性を示している。それは、
HPC鎖のトポロジーの正否が、折り畳みの正否、つまり
正しいトポロジーを持つ天然構造の形成を決定する可能
性があるからである。また上の事実に基づいて、異なる
蛋白質分子間のHPCトポロジーの類似性を評価すること
により、立体構造の相同性を自動判定できる可能性も予
測される。
３．疎水クラスタ鎖の凝集効果とモジュール・ペプチド
鎖の動力学
3種の蛋白質（1abo: Abl tyrosine kinase Sh3 domain,

1enh: DNA binding protein (engrailed homeodomain),
1csp: bacillus subtilis cold shock protein）についてHPC残
基からなる擬ペプチド鎖の、またbarnaseについてHPC残
基間を連結するモジュール・ペプチド鎖のMDSを実行
し、折り畳みにおける疎水効果の役割と構造形成傾向を
調べた。
(3.1) 疎水クラスタ鎖の凝集効果

HPC残基を繋いで構築した擬ペプチド鎖に対するMDS
の解析から、以下が明らかになった：
HPC残基は、非特異的な疎水凝集力によって分子鎖をコ
ンパクト化し、変性状態にある蛋白質分子内に大局的な
凝集力を生む。これは、空間的な広がりの小さい構造集
団を生成させて探索空間を大幅に減少させることにより、
折り畳み過程を加速する役割を果たす可能性が予測され
る。然し疎水凝集した構造の安定性は低く、多くの異な
る構造間を急速に渡り歩く。これは、局所的な安定構造
にトラップされることなく、凝集状態を保った儘での構
造空間の探索を可能にする。
(3.2) モジュール・ペプチド鎖の動力学

モジュール・ペプチド鎖の多くも、多様な構造間を急速
に渡り歩くことが見出された。その一方で、単独でも天然
構造に類似の局所構造を取り易いモジュール鎖は、折り畳
みの鍵残基を提供する可能性があることが明らかになっ
た。これから、蛋白質分子の折り畳みでは、大局的な疎水
凝集力と、局所的・特異的な極性相互作用の間の協同効果
が重要であることが、数種の擬ペプチド鎖とモジュール・
ペプチド鎖の解析から強く示唆された。（曽田）

（６）ゲノム上のイントロン位置とタンパク質のモジュー
ル境界との相関に関して、ゲノム情報に基づく大規模な
解析を行ったところ、統計的に有意な相関があること、
および、イントロンの数が増えるに従って、その相関が
一層明確になることがわかった（郷、由良）。

選択的スプライシング（AS）同定法を独自に開発し、
ヒト完全長cDNAデータに対して網羅的に解析した結果、
ASにより欠失、挿入、配列置換等の変化を受ける領域

（AS領域）の大多数はタンパク質の一般的なドメイン・
サイズ（150アミノ酸残基程度）よりも短いことがわかっ
た。次に、それ自身の、またはホモログの立体構造情報
を基にAS領域をタンパク質立体構造上にマッピングし、
疎水性コアとの関係、および他分子との相互作用部位と
の関係を解析した。その結果、立体構造上にマッピング
できた243のAS領域のうち、177が疎水性コアに大きく影
響を与えると考えられるものであり、139は相互作用部位
を変化させるものであった。これらを合わせると、AS領
域の83%がタンパク質の構造・機能上影響を与えると考
えられるものとなる。また相互作用部位について、相互
作用の相手により分類すると、約半数はタンパク質ータ
ンパク質相互作用に関わる部位であった。

たとえば、G蛋白質共役受容体にASが起こることによ
りG蛋白質αサブユニットとの相互作用部位が欠失し、
また、G蛋白質βサブユニットにASが起こることにより
G蛋白質αサブユニットとの相互作用部位が欠失する例
などがあった。この場合、ASにより、シグナル伝達経路
のタンパク質間相互作用が変化することにより、シグナ
ルの経路や伝わり方が変化する可能性が考えられる。

これらのことから、ASによる変化はタンパク質の立体
構造の不安定化または相互作用部位の消失などにつなが
り、それによりタンパク質間相互作用を変化させること
が考えられ、ASがタンパク質ネットワークの制御に関わ
っている可能性が見出された（郷、高橋）。

〈国内外での成果の位置づけ〉
（１）ゲノム塩基配列から推定される機能未知タンパク質
の機能を予測する方法は、現在でも確固としたものはな
い。また機能予測方法開発においては、予測の実験的検
証がなされていない場合が多い。このような情況におい
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て、3Dキーノートによる機能予測の方法は他には存在し
ない独自のものであり、また、モジュールの情報の集積
により開発された、日本のオリジナルな成果である。ヒ
トゲノムの機能未知のORFの機能を予測するためにも使
われた（由良、郷）。

（２）糖鎖研究のためのバイオインフォマティクスは整備
が遅れているため、特に糖鎖に対象を絞ったことにより、
本研究で開発したリガンド予測システムの評価は対外的
にも良好であったと思われる。本課題実施後を含めて３
件の海外のシンポジウムで、この成果について招待講演
により紹介したが、反響は良好であった。プログラムに
ついてはネットでの公開は出来ていないが、リクエスト
に応じて配布しており、現在までに数件の譲渡要求に応
じた（白井）。

（３）国内のウェット系研究者に興味を持ってもらい、推
定した相互作用様式を検証するための共同研究を開始し
た(高橋)。

タンパク質に結合したヘテロアトムをPDBから検索
し、３次構造上に表現するデータベースHetPDB-Naviは、
創薬のためのリガンド検索などに使われている。世界中
から多くの研究者が高頻度にアクセスしており、Protein
Data Bank（PDB）からの要望によりPDBにリンクされ
た。また Nucleic Acids Research のデータベース集に登
録された（郷）。

（４）国内外ともにあまり注目されていないタンパク質内
部のすき間の重要性を明かにした (高橋)。

（５）蛋白質の立体構造に果たす疎水相互作用の役割を調
べた研究は多数ある。天然及び中間状態での疎水核に関
する実験的研究も、数多い。然し蛋白質の立体構造安定
性に関連した疎水核の構造解析に関する研究は、国外で
は2, 3あるが、国内には未だない。また折り畳み過程に果
たす疎水クラスタの役割の解明をめざす研究は皆無であ
り、本研究のユニークさはこの点にある。

蛋白質の天然構造は安定な特異的構造でなければなら
ないが、これが、蛋白分子鎖内の大局的な凝集力である
疎水相互作用を生成する疎水クラスタと、それに隣接す
る極性相互作用の協同効果で実現される可能性に着目し
ている点が、本研究の独創的な点であり、本研究を進め
る意義はこの点にある。

蛋白質の立体構造の形成は、分子形に基づく斥力と多
くの極性、非極性相互作用の集積の結果であるが、その
中で、実験による解析が困難な疎水相互作用の役割、特
に極性相互作用と協調作用する機構の分子的詳細を明ら
かにしていることの意義は大きい。蛋白質分子を、疎水
クラスタ残基と連結モジュール・ププチド鎖に分解し、
折り畳みに果たすそれらの役割を評価し、それらの協同
として折り畳みの分子機構の解明と立体構造予測を目指
す研究は殆ど無い(曽田) 。

（６）モジュールは日本発のタンパク質の構造・機能概念
であるため、イントロンとモジュールの相関は、国内外
を通して全くオリジナルな成果である（郷、由良）。

大規模なcDNA配列解析などによりスプライシング・
バリアントが大量に見つかってきており、配列レベルの
情報を集めたデータベースもいくつか存在するが、バリ
アントの役割についてはわかっていないものばかりであ
り、今後多くの機能解析実験が必要である。そのような
状況で、ASによりタンパク質の立体構造上どのような効
果が及ぶのかを解析した本研究のデータは、ASの役割を
解明していくための基盤となり、また今後どのバリアン
トに注目して機能解析実験を進めていくべきか指針を与
えるものである（郷、高橋）。

〈達成できなかったこと、予想外の困難、その理由〉
（１）ゲノム塩基配列の決定速度は爆発的に向上し、それ
らに対する3Dキーノートの適用に時間的な困難が生じて
きている。さらに、増大しているタンパク質立体構造か
らの3Dキーノート作成も多くの時間を要すようになって
きている。これら両工程の完全自動化と並列化が必要と
なってきている（由良）。

（２）コンジェリンII複合体の解析は、予想外の結晶化の
困難さから7種の解析にとどまった。これは、図７に示さ
れた複合体構造がすべて異なる結晶系から得られた事に
よる。コンジェリンIIについては高分解能系を含め幾つ
かの結晶系が得られていたので、20数種類に及び複合体
解析はそれほど困難でないと予想したが、上記の理由の
ため、それぞれの糖鎖複合体について結晶化条件の探索
を繰り返す必用が生じ、結果として予定した複合体全て
を解析することが出来なかった（白井）。

（４）進化的に保存したすき間を見いだすことができたが、
その機能的な意味付けにはダイナミクスの解析に踏み込
む必要が生じた。新しい発見であるだけに、今後の解析
が必須である（高橋）。

（５）(i) 他の予測法との結合など、１次配列のみから
HPCを予測するのに必要な準備作業が未着手である。こ
れは、計算量を削減する手法の開発がネックになってい
る。

(ii) 蛋白質立体構造のab initio予測における最大の問題
は、要探索空間の厖大さである。従って、ab initio予測能
を上げるためには、探索空間を最小にする手法の開発が
必須である。本研究は、HPCが立体構造安定化だけでな
く、折り畳み過程でも重要な役割を果たすことを示した。
もし一次構造からHPC残基が予測できれば、探索空間の
削減に寄与できる可能性は高いが、残念乍ら未だ有効な
手法が開発できていない。これについては、HPC残基の
序列化による分類、２次構造予測との組み合せ、MDS法
の併用等により、他の可能性を追求している。

(iii) 同定されたHPC残基を、ランク付けして更に分類
し、折り畳み過程で重要なφ値の高い残基を決める因子
が何かを予測する規則が見出されていない。

(iv) MDSで得られる擬ペプチド鎖の構造クラスタの多
様性が高く、2次構造予測との組み合わせによる天然トポ
ロジーの構造絞り込みが困難である。(曽田) 

〈今後の課題〉
（１）ゲノムにコードされたすべてのORF のうち約半数
は機能不明である。３Ｄキーノートを用いて機能を予測
したORFの機能を検証するための共同研究を、すべての
解読済みのゲノムに関して展開していきたい。多くの生
物学研究者は特定の遺伝子やタンパク質については実現
可能だが、網羅的な予測機能の検証については、今後、
大規模なプロジェクトを組むなどして、共同研究により
機能を検証することが今後の課題である（由良、郷）。

（２）リガンド予測システムについては、いまだ改良の余
地があり(例えば分子動力学計算による予測結合構造の精
密化など)、インターネットでの公開には至っていない。
今後改良を進めると同時に、日本からの公開を目指して
いる糖鎖構造データベースの一部として公開する案が浮
上しているので、最終的には公開を目指したい。

コンジェリンIIと糖鎖複合体の網羅的構造解析につい
ては、目標を十分に達成できなかったが、解析は今後も
継続して行い、当初目的の立体構造と予測構造の対応を
解明したいと考えている（白井）。

（４）本研究で見いだした保存性の見られるすき間につい
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て、タンパク質のダイナミクスとの関係を解析すること
により、その機能的重要性を明らかとしていきたい（高
橋）。

（５）本研究は ab initio構造予測能の向上を支援すること
を当初からの目的としてきた。立体構造未知の蛋白分子
鎖にMDS法を適用し、その到達構造から天然構造を予測
することは、数十残基程度の小さい蛋白質を除いて、実
際上不可能に近い。それは、蛋白分子鎖が取り得るコン
ホメーション空間が厖大なために、現在の計算機の能力
を以てしても、折り畳みの全過程を再現することが困難
だからである。一方、現実の蛋白分子は、原理的に取り
得る構造空間に対して、無限小に近い空間しか探索して
いない。従って、この微小空間の実体を解明し、それの
みを探索する方法を如何にして見出すかが、ab initio法に
課せられた大きな課題である。

本研究により、HPC残基間に作用する疎水凝集効果は、
探索空間の大幅な削減を実現して、蛋白質の折り畳みを
加速する効果を持つと共に、天然構造の鎖トポロジーの
選別においても重要な役割も果たし得ることが明らかに
された。従って、HPC残基が与えられれば、天然構造を
特定はできなくても、少数の候補構造に絞ることが可能
になり、ab initio 予測能の向上に大きく貢献できる可能
性がある。非極性残基の中には、分子表面に露出してい
るものも多い。本研究でも幾つかの可能性は試したが、
一次構造情報からHPC残基候補を選び出す手法の開発が
今後の課題となっている。 (曽田) 

（６）ASがタンパク質の立体構造へ与える影響について、
分子モデリングなどにより精密に評価する方法を開発し
て、より精度の高い情報を発信していきたい。一方、実
験からのフィードバックを得られるような共同研究体制
を作りたいと考えている（郷、高橋）。
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