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公募研究：2005 年度

構造プロテオミクスに基づく蛋白質間相互作用の解析と予測

●中村 春木 1)　◆木下 賢吾 2)　 ◆塩生 くらら 1)　　　　　　
1) 大阪大学蛋白質研究所　　2) 東京大学医科学研究所

＜研究の目的と進め方＞
蛋白質間の相同性という概念を蛋白質間の相互作用における相

同性という概念に発展させ、さらに構造プロテオミクスによる立
体構造情報を加えた解析を行って、各遺伝子産物の生化学的およ
び生物学的機能の同定を行うことを目的とする。具体的には、複
数の異なる生物種間で保存されたホモログ / オーソログ蛋白質間
の相互作用を同定し、Homologous Interaction Database (HINTdb)
を構築・公開し、新しい相互作用の推定と機能未知の蛋白質の機
能推定を行い、進化的情報を利用した Evolutionary Trace(ET) 法
と蛋白質分子表面上の相互作用部位の特徴を基に、新たな蛋白質
間ドッキング・シミュレーション法を開発する。さらに flexible
ループの構造予測を行い、立体構造情報を加えた蛋白質間相互作
用機序の高精度解析と複合体構造予測を行う。

＜研究開始時の研究計画＞
(i) 蛋白質間の相同相互作用を同定しHINTdbを構築・公開する。

種々の蛋白質間相互作用データを収集して相同性があるホモロ
グを同定する。そして、ドメイン情報を加えて新たなデータベー
ス (HINT db) を開発する。蛋白質の相同相互作用のデータベース
として立体構造上 fold に類似性が有意に認められるものについて
はファミリーのメンバー候補と考えることにし、相同相互作用
データベースに登録される件数を増やす。fold の類似性の抽出に
は、我々が最近開発した NER (Number of Equivalent Residues) 
を利用する。このHINTdbに登録された相互作用データに対して、
その信頼性スコアを開発しスコアに応じた信頼度付の蛋白質機能
アノテーションを行う。
(ii) ET法と蛋白質分子表面上の相互作用部位の特徴を基に、蛋白
質間のドッキング・シミュレーション手法を開発し、立体構造情
報を加えた蛋白質間相互作用メカニズムの解析と複合体構造予測
を行う。

蛋白質間相互作用が発現される場は蛋白質分子表面であること
から、蛋白質分子表面の形状とそこでの物理化学的特性に注目し
て、従来より蛋白質分子認識機構の解析を行ってきた。具体的に
は、蛋白質機能部位における分子表面の形状と物性のデータベー
ス (eF-site) の構築と、グラフ理論を基にしたクリーク探索法によ
る分子表面の高速識別手法を開発・応用した。さらに、DNA 二
重鎖の結合部位を、蛋白質分子表面の曲率と静電ポテンシャルの
分布とから計算機に学習を行わせ、86% 以上の高精度で結合部位
の推定を実現している。これらに基づき、ET 法を相互作用する
蛋白質ペアの双方に対して同時に実施し、ペアの双方に共通な進
化的特長を抽出して蛋白質双方の相互作用部位を同定する。複合
体形成におけるスコア関数を用いて、２つの分子表面で記述され
た蛋白質ペアのドッキング・シミュレーションを行う。その際、
flexible loop の構造アンサンブル予測を、GB/SA 法と Force-
biased マルチカノニカル分子動力学（McMD）法を組み合わせて
実施する。
(iii) 以上をまとめ、複合体立体構造が未知の複数の蛋白質に対し

ても蛋白質間相互作用を原子レベルで推定する一連のシステムを
構築して応用し、データベース化を図る。

＜研究期間の成果＞
本年度の研究計画で述べた蛋白質間の相同相互作用データベー

ス (HINTdb) を開発し、インターネットでアクセスできる Web 
page を公開した。また、それをもとにした相互作用の評価サイト
（HitPredict）を公開した。ヒトの HPT な相互作用データも新た
に解析・公開されたので、それらのデータについても解析を追加
した。一般に、質量分析による解析は精度が高く 70% ほどの信
頼性があるが、Y2H による解析は 30% 程度の信頼性しか得られ
ないという傾向がある。

さらに、これらデータベースを利用して、蛋白質間相互作用ネッ
トワークにおけるハブ蛋白質の構造的特徴を解析した。この際、
５つ以上の異なる蛋白質と相互作用することが知られているもの
をハブ蛋白質、相互作用する相手の蛋白質として知られているも
のが１つのみの場合を仮にノンハブ蛋白質として、その構造的な
差を解析した。ハブ蛋白質ではフレキシブルなループ構造がノン
ハブ蛋白質に比較して多いかと直感的に思われたが、統計的には
逆の結果が得られた。一方、興味深いことに、ハブ蛋白質のアミ
ノ酸配列から予測される Naturally disordered region および、そ
の立体構造解析によって観測されない広い領域として考えられる
Naturally disordered region が、ノンハブ蛋白質の場合に比較し
て有意に多いことがわかった。また、この現象は、大きなハブ蛋
白質において観測される現象であり、小さなハブ蛋白質では
Naturally disordered region を持つという特徴は顕著でなく、む
しろ、多くの荷電残基をもつという特徴が有意に多く観測され
た。これらの知見は、ハブ蛋白質がどのように複数の異なる蛋白
質と、それなりの特異的な相互作用をしながら分子認識をしてい
るのか、という問題を解く鍵を与えていると思われる。

一方、ET 法を利用した蛋白質間のドッキング・シミュレーショ
ンを行うため、まず ET 法専用のサーバを構築し、インターネッ
ト上に公開した。２つの蛋白質にそれぞれ別々に ET 法を適用し
て、進化的に有意な機能部位の可能性があると思われる部位の表
面をまず抽出し、ET 法のスコアに応じた重み付けを行う。次に、
２つの蛋白質の表面同士が最も法線方向ベクトルが反対を向くよ
うに、ET 法スコアによる重み付けを掛け合わせたドッキングス
コアを計算し、このドッキングスコアが最大になるように、モン
テカルロ法と GA 法を利用して、高速かつ exhaustive な探索を行
う。ドッキングスコアには、分子同士の衝突を避けるために、原
子間の van der Waals ポテンシャルを模したエネルギーを加えて
おく。このようなアルゴリズムによるドッキング・シミュレーショ
ン・プログラムをほぼ完成させ、CAPRI に提出された問題とシ
グナル伝達系の蛋白質間相互作用の系に応用した。高速性を得る
ためには、ET 法のスコアが低い所については表面同士のドッキ
ングスコアを計算せず、探索を減らす工夫をした。このようにし
て蛋白質複合体モデルを算出した結果、多くの場合に良好なドッ
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キング結果が得られた。
さらに、flexible loop の構造アンサンブル予測を精度良く行う

ため、蛋白質分子のループ領域以外の所はフィックスしておき、
ループ領域についてのみ自由度を与えて、そのフラグメントの構
造多形を探索した。この際、ループ領域のペプチド・フラグメン
トの N 末と C 末の残基には、それぞれ position restraint を与え、
構造に束縛を加えた。具体的な構造探索計算では、explicit な水
分子を用いる計算よりも高速化を図るため、GB/SA 法を用いた
implicit な溶媒モデルを用い、Force-biased McMD 法によって
300K から 700K までの広い温度領域でエネルギーが平坦となる
マルチカノニカル・アンサンブルを作成した。このアンサンブル
から 300K によるカノニカル・アンサンブルを再構築し、サンプ
リングしたループ領域のペプチド構造間の類似性を表す尺度か
ら、主成分解析によって自由エネルギー地形を描いた。この手法
をまず NMR と X 線結晶解析の双方で立体構造が得られている
RNase A の 64-71 の 8 残基のループと 13-24 の 12 残基のループ
の双方について実施した。その結果、300K でのアンサンブルか
ら得られた自由エネルギー地形は、それぞれ３つおよび２つのク
ラスターに分離されたが、それぞれのクラスターの中で最も主要
なものは、X 線結晶解析および NMR 構造解析によるループ構造
と類似したものであった。さらに、DHFR（ジヒドロ葉酸還元酵
素）のリガンド・フリーの立体構造では、リガンド結合部位付近
に存在する M20 ループ構造がフレキシブルで電子密度が観測さ
れないため、M20 ループの構造が決められていない。ランダムな
M20 ループ構造から出発し、上記のシミュレーション手法で
300K における M20 ループ構造の自由エネルギー地形を描いたと
ころ、ほぼ４つのクラスターに分離された。そのうち１つのクラ
スターは、リガンド（葉酸）結合時に観測される M20 ループ構
造と重なったが、主要なクラスターはそれらのホロ体のループ構
造とは異なっており、アポ体の主な構造であることが示唆され
た。さらに、各クラスターの中心構造を基に、リガンドとのフレ
キシブル・ドッキングを実行したところ、ホロ体の M20 ループ
構造と重なるクラスターとのドッキングが良いスコアを与えるこ
とを見いだした。すなわち、この方法によって、リガンド結合状
態のループ構造を推定し、リガンドとのドッキング計算により
induced fitting が起こるシステムにも応用できることを示した。

＜国内外での成果の位置づけ＞
分子間相互作用を、分子表面に着目して解析し予測する手法

は、国際的にも、我々が先手を打って進めており、低分子リガン
ドとの相互作用を解析するためのデータベース：eF-site につい
ては、Curr. Opin. Struct. Biol. 誌等でも紹介され、蛋白質機能部
位のデータベースとして広く利用されている。蛋白質間相互作用
への応用では、A. Olson による SurfDock というプログラムもあ
るが、必ずしも完成度は高くなく、多くの各論による蛋白質間相
互作用に対して、様々なアプローチで対応する必要がある。

ペプチド・フラグメントを拡張アンサンブル法によって構造予
測を行う研究は、我々のグループも含めて、特にβ－ヘアピン
に対して多くなされているが、ループ構造を McMD 法でモデル
化する手法は我々のグループ以外にはほとんどなされていない。
今回の計算手法は、計算時間の短縮のための GB/SA 法と、自動
的にマルチカノニカル・アンサンブルを構築できる FBMcMD と
を組み合わせたものであり、応用領域は広い。

＜達成できなかったこと、予想外の困難、その理由＞
既に CAPRI に参加しているが、必ずしも複合体構造の「予測」

という意味では成功していない。その原因は、ET 法によって機

能部位と思われる部分を抽出する際に、複数の機能部位を持つ蛋
白質の場合に、対象の蛋白質ペア以外の機能部位も一緒に抽出さ
れてしまい、時に、他の部位の方が主要と見なされてしまうケー
スがあったためである。これについては、分子生物学の実験結果
を念頭に置いて判断する者のバイアスもかかるため、ET 法によ
る機能部位の抽出は、低い可能性でもそれを尊重する姿勢によっ
て今後は改善されよう。

＜今後の課題＞
蛋白質間相互作用のデータベース HINTdb の情報をもとに、立

体構造既知の単体の蛋白質構造から出発し、今回開発・応用した
ループ構造のモデリングを加えてホモロジー・モデリングの精度
もあげることにより、複合体の立体構造が知られていない蛋白質
ペアについて、その複合体の立体構造モデルを構築する。これら
をある程度網羅的に行うことにより構造インタラクトームの研究
を行い、分子認識機構を網羅的・俯瞰的に理解する。
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