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安定性指標に基づく蛋白質立体構造の予測法の確立
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〈研究の目的と進め方〉
遺伝子は生物の全てを決定する情報を秘めている根幹

物質であるが、生命活動を行う多様な生理活性を発揮し
ているのは、蛋白質である。蛋白質の生物活性は、アミ
ノ酸配列によって規定される立体構造に厳密に依存して
いる。遺伝子配列（アミノ酸配列）→ 蛋白質立体構造・
機能、この関連を規定している暗号を読みとることは、
今日のライフサイエンス研究における最も重要な課題の
一つである。昨今では、すさまじい勢いで、各種ゲノム
の遺伝子配列が決定されている。しかし、その遺伝子配
列に記されている蛋白質の機能・構造に関する情報を推
定することは既知相同蛋白質を除いてほとんど不可能で
ある。その中にあって、アミノ酸配列から立体構造を予
測する有力な方法として、3D-1D法と呼ばれる方法があ
る。この方法では1次元の配列(1D)ととりうる3次元の立
体構造(3D)との適合性を評価するが、その予測構造の適
合評価の基礎となる現有の「評価関数」は、経験的なも
ので精度の高いものではない。近い将来、1000種程度あ
ると言われている基本となる立体構造が全て解明された
暁に、確率の高い予測法を確立するためには理論的・実
験的に裏打ちされた精度の高い「評価関数」が必要とな
る。
3D-1D法の適合の評価をする為の多くの関数（「評価関

数」；スコアー表）が提案されている。太田ら（遺伝研）
は、「評価関数」の3Dプロフィールの数値表は点突然変
異体の安定性指標(DG)であると指摘し、正しい安定性の
指標を得ることが構造予測の精度向上に直結すると提案
している。一方、私たちは、系統的で網羅的なヒトリゾ
チーム変異型について、安定性変化と構造変化のデータ
を集積し、「安定性／構造」データーベースを構築しつつ
ある。それらのデータベースを基に、構造特性との関連
で各安定化因子の寄与の程度を定量化する「安定性／構
造」関数を導くのに成功しつつある。この関数を完成さ
せ、これを基に「評価関数」を改良としようとするのが
本研究課題である。

〈研究開始時の研究計画〉
表１には、構造上、特徴的な変異型が150種ほど記され

ている。この変異型のうち既に半数以上の変異型が作成
され、置換に伴う安定性変化を示差走査熱量計(DSC)で、
置換に伴う構造変化をX線結晶構造解析で解明し、それ
らの構造変化の特徴と安定性変化の相関を求めている。
本研究課題では、まず、表１の変異型全てについて安定
性変化と構造変化のデータを集積することである。

〈研究期間の成果〉
上に述べたように、系統的網羅的ヒトリゾチームの変

異型を用いて、置換による構造変化をX線結晶構造解析
で安定性変化を DSCで測定することにより得られた構造
変化/安定性のデータセットを用いて、蛋白質の安定化
因子の構造関数のパラメータを次のように求めることが
できた12)。

網羅的な我々が注目した安定化因子は，疎水性相互作
用，水素結合，分子内水分子，分子内キャビティ，側鎖
のエントロピー，二次構造傾向性である。これらの安定
性への寄与を，それぞれDDGHP，DDGHB，DDGH2O，
DDGcav，DDGconf，DDGspとする．変異型の安定性変
化（DDG）がこれらの和であると仮定すると，次式が成
立する。

ここでASAnon-polarとASApolarはそれぞれC/S原子，
N/O原子のASA値を，rHB[pp]，rHB[pw]とrHB[ww]は
それぞれ蛋白質-蛋白質間，蛋白質-水分子間，水分子-水
分子間の水素結合距離，nH2Oは分子内水分子の数，
pro[a]とpro[b]はアミノ酸残基の二次構造傾向性，Vcav
はキャビティ体積を示し，α，β，γ，δ，ε，ζは係
数（パラメーター）である。

式(1)から算出される安定性（ΔΔGest）と，カロリメ
トリーから得られる実験値（ΔΔGexp）が最も適合する
α，β，γ，δ，ε，ζの値を最小自乗法で求めること
ができた。これらのパラメータは表2に示すようにヒトリ
ゾチームと多くの変異型の安定性と構造変化が調べられ
ているT4リゾチームのそれぞれについて、及び両者のデ
ータを用いて得ることができた4)。これらのパラメータ
ーの値は，分子内部に埋れている疎水性表面積，親水性
表面積が1 Å2増加するとそれぞれ0.154 J/molの安定化，
0.026 kJ/molの不安定化に影響し，3 Åの水素結合形成は，
蛋白質-蛋白質間，蛋白質-水分子間，水分子-水分子間で
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それぞれ8.6，4.7，5.7 kJ/molの安定化，水1分子が蛋白
質内部に導入されるエントロピー的影響は8.45 kJ/molの
不安定化，キャビティが1 Å3増えると0.052 kJ/molの不安
定化に影響することを示している。また、二次構造傾向
性の影響は，例えば，Alaはα-helix形成能，Valはβ-
strand形成能が高いことが知られているが，α-helix上で
のVal→Ala置換は3.0 kJ/molの安定化，β-strand上での同
置換は1.5 kJ/molの不安定化であることが分かった。

また、種々な特異な構造特性における役割を明らかに
することができた。イオン結合の安定化の寄与をそのイ
オン結合の分子内部への埋もれ度との関係2)、ターン構
造残基の安定性とfoldingへの役割1)。ヒトリゾチームの6

箇所に存在する左巻きへリックス構造部位でのGly以外の
残基の構造と安定に及ぼす影響5,7)を明らかにした。

分子の表面で、α-へリックス、β-シート、ループに位
置する3箇所の残基(それぞれVal,110, Val2, Val74)を系統
的に疎水性3)及び親水性残基9)に変異させて、安定性パ
ラメータがどのように変化するかを調べた。その結果、
置換に伴い分子表面での水素結合の変化が安定性に重要
な影響を与えることが判明し、分子内部と分子表面での
水素結合と水分子の寄与の違いを定量的に明らかにする
ことができた。

更に、アミノ酸残基の疎水性パラメータの簡便利用に
供するために、表3に示すように分子内部に完全に埋もれ
ている各アミノ酸残基の安定性のパラメータを公表した
8)。

〈国内外での成果の位置づけ〉
ここで示したように、系統的で網羅的な変異型を用い

て、置換による安定性変化と構造変化を基に、安定性／
構造相関パラメータを求めた例は内外に見られない。こ
れらのパラメータを用いて、好熱菌由来蛋白質の熱安定
化メカニズムを理解するのに重宝されている。

〈今後の課題〉
蛋白質の構造変化と安定性変化のパラメータを求める

ことができたので、これを評価関数として誰もが使える
形に整備するのが今後の課題である。
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