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研究成果の概要（和文）：ゲノムにコードされている遺伝子の数は予想よりも少なく、遺伝子の

転写後に起きる選択的スプライシングによって、ひとつの遺伝子から複数個の転写産物ができ

ることが明らかになっている。ひとつの遺伝子由来の複数のタンパク質にどのような構造の違

いがあり、どのように機能が変化しているのかを実験的に調べることは困難である。そこでタ

ンパク質の構造と機能の変化を計算生物学の手法で推定できるようにした。選択的スプライシ

ングを起こす遺伝子を実験データから明らかにする方法を構築し、それらのタンパク質の構造

を推定する方法を開発し、タンパク質の構造を推定することができた。立体構造の違いから、

機能がどのように変化するのか、いくつかのタンパク質の場合について推定することができた。 
 
研究成果の概要（英文）：The number of genes in the genome was turned out to be unexpectedly 
small and alternative splicing (AS), a mechanism to produce more than one product out 
of a single gene, is expected to fill the gap in the numbers. It is difficult to 
experimentally elucidate the mechanisms of functional diversity of proteins produced by 
alternative splicing of the single genes. We built methods to identify AS products from 
the measured data, to predict structures of AS products (proteins), and to estimate 
difference of biochemical function of the products. The methods elucidated the 
differences in a number of cases. 
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１．研究開始当初の背景 
 ヒトゲノムの決定により、2 万 5 千程度の
遺伝子がゲノム塩基配列中にコードされて
いることが明らかになった。これは当初予想
されていた遺伝子数から極端に少ない。EST
とゲノム上の遺伝子座の対応関係の解析に
より、ヒトゲノムにコードされている遺伝子
のうち 40%ぐらいが、２つ以上の異なる成熟
mRNA を生み出していることがわかってきて
いた。mRNA の成熟過程において、状況に応じ
てあるエクソンをイントロンと見なして切
り出し、同一の mRNA から複数の転写産物を
得られることが、古くから知られている（選
択的スプライシング）。エクソン境界のマイ
クロアレイにより、ヒトゲノムで選択的スプ
ライシングが 70%程度起こっていることが明
らかになった(Johnson et al. Science, 302, 
2141-2144, 2003)。成熟 mRNA の多様化によ
り、ひとつの遺伝子からアミノ酸配列が部分
的に異なるタンパク質が翻訳され、その結果
として多様な機能をもつタンパク質が生み
出されることが期待される。 
 タンパク質の機能は通常、立体構造を形成
することで実現される。選択的スプライシン
グにより生じるアイソフォームの立体構造
解析は本研究開始までに数例なされており、
ほとんどの場合は選択的スプライシングが
ループ部分の構造変化をもたらしていた。選
択的スプライシングによるタンパク質立体
構造の変化はループの挿入欠失程度と思わ
れてきた。しかし、Piccolo C2A ドメインで
は、選択的スプライシングによって、予想外
の構造変化が起こっていることが判明した
(Garcia et al. Nat. Struct. Mol. Biol., 11, 
45-53, 2004)。短いアイソフォームではβシ
ートの一部を形成している部分が、長いアイ
ソフォームではαヘリックス構造を形成し、
長いアイソフォームに挿入された9残基がβ
シートの一部を形成するようになっている。
選択的スプライシングによるアイソフォー
ムの立体構造は、選択的に用いられるエクソ
ン部分の単なる挿入欠失ではなく、タンパク
質の全体構造に影響を及ぼす場合がある。 
 選択的スプライシングによって生産され
るアイソフォームに、立体構造上どのような
変化がもたらされ、選択的スプライシングが
タンパク質の分子性および細胞性機能にど
のような変化をもたらすのかを知ることは、
ゲノムにコードされる遺伝子の機能の理解
や、高等真核生物における選択的スプライシ
ングの意義を理解するために必要である。し
かし、選択的スプライシングがヒト遺伝子の
40%から 70%で起こっていることより、すべて
の選択的スプライシング産物であるタンパ
ク質立体構造を実験的に決定することは、短
い時間では不可能である。そのために、選択
的スプライシングにより生じるアイソフォ

ームの立体構造を推定する手法の開発が重
要である。 
 
 
２．研究の目的 
 ヒトゲノムにコードされている大部分の
遺伝子では、ｍＲＮＡの成熟過程において選
択的スプライシング（以下ＡＳ）により、情
況に応じてひとつの遺伝子から２つ以上の
異なる成熟ｍＲＮＡを生み出していること
がわかってきた。そこで本申請研究では、Ａ
Ｓによってできるタンパク質がどのような
立体構造をとっているのかを計算生物学の
手法で推定し、分子性機能および細胞性機能
にどのような変化が起きるのかを推定する
ことを目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
（１）ＡＳデータベースの作成 
 ゲノムが決定されている生物種の全塩基
配列に全長ｍＲＮＡのデータを対応させる
ことで、ＡＳが起こることにより変化するタ
ンパク質上の領域（ＡＳ領域）を同定するア
ルゴリズムを開発した。ゲノムが決定してい
ない生物種については、タンパク質アミノ酸
配列のデータベースであるUniProtKBにもと
づいてＡＳ領域の情報を収集するアルゴリ
ズムを作成した。また、得られたＡＳ領域と
タンパク質の立体構造を対応させ、タンパク
質立体構造安定性に関わる疎水性コア、およ
び、立体構造情報から求めた他分子との相互
作用部位とＡＳ領域との関係を求めるアル
ゴリズムを開発した。さらに、これらのアル
ゴリズムにより得られた結果を検索し、ＡＳ
領域と立体構造の関係を簡単に観察するこ
とのできる機能を持つＷｅｂデータベース
を作成した。このデータベースに格納された
データの中から、他分子との相互作用部位を
変化させ、かつ、疎水性コアには影響を与え
ず安定な立体構造を形成できると考えられ
るＡＳ領域のデータを収集し、ＡＳアイソフ
ォームのモデリングを行った。ＡＳ同様にｍ
ＲＮＡ上でゲノム情報が変化し遺伝情報の
多様化に関係している可能性があるＲＮＡ
編集についても、国際塩基配列データベース
から関連情報を取得するアルゴリズムを作
成し、植物オルガネラ由来のＲＮＡ編集の情
報を収集した。ＲＮＡ編集により変化するア
ミノ酸残基の部位とタンパク質の立体構造
との関係を簡単に検索することができるＷ
ｅｂデータベース（ＲＥＳＯＰＳ）を作成し
た。 
 
（２）ＡＳ産物のホモロジーモデリング法の
開発 
 ホモロジーモデリング法は、テンプレート



 

 

（鋳型タンパク質）の検索法、アラインメン
ト（アミノ酸残基の対応関係導出）法、原子
座標の導出法に分解することができる。テン
プレートとターゲット（立体構造を推定した
いタンパク質）のアミノ酸配列一致度は一般
的には低いため、ホモロジーモデリングにお
いて、低いアミノ酸配列一致度であっても正
しくアラインメントを構築することが問題
になっている。そこでＡＳ産物のホモロジー
モデリング用に、低いアミノ酸配列の一致度
であっても精度よいアライメントを得られ
る方法を構築した。類縁タンパク質の立体構
造を比較することで、タンパク質の構造変化
は立体構造のどのような部位で発生するの
かを導出し、この経験則を定式化し自動アラ
インメント内に組み込むことで、高精度アラ
イメントを実現した。 
 
（３）ＡＳによる機能部位変化の検証 
 ＡＳデータベースからＡＳが機能部位に
改変をもたらしている可能性がある場合を
検索し、本研究で開発したアラインメント法
を利用してホモロジーモデリングを行い、ア
イソフォーム間の立体構造変化を明らかに
し、変化にもとづく機能変化を推定した。さ
らに推定された変化が実際に起こっている
かを文献から調べた。 
 
 
４．研究成果 
（１）ＡＳデータベースの作成 
 ゲノム全塩基配列が決定されている生物
において、ＡＳにより影響を受けるアミノ酸
配列上の領域をゲノム塩基配列データと遺
伝子発現データから同定する計算手法を確
立した（Shionyu, Go, et al., 投稿準備中。
発表後にホームページから詳細を公開）。開
発した方法を、高等真核生物（ただしヒトと
マウスを除く）に適用し、４３００個以上の
ＡＳデータを集めることができた。得られた
データを解析し、Ｃ末端側のアミノ酸配列が
変化するＡＳが多く見られることが明らか
になった。転写産物をゲノム全塩基配列に対
応させる過程で、一塩基の違いが植物オルガ
ネラで頻繁に起こっていることが明らかに
なった。これらはＡＳとは異なる機構でｍＲ
ＮＡが改変された結果であり、これらの変化
がタンパク質の立体構造形成に影響をおよ
ぼす変化であることを明らかにした（発表論
文３）。植物オルガネラで起こっているＲＮ
Ａ編集に関しては、独立のデータベースを構
築し公開するとともに、その起源が植物の上
陸と関係があることを推定した（発表論文
１）。 
 
（２）ＡＳ産物のホモロジーモデリング法の
開発 

 ＡＳ産物のホモロジーモデリングにおい
ては、テンプレートとターゲットのアミノ酸
配列の一致度が非常に低い場合と、ＡＳを起
こしているエクソン部分のテンプレートと
のアミノ酸配列一致度が非常に低い場合が
想定される。アミノ酸配列の一致度が低いタ
ンパク質では、アミノ酸残基の置換のみなら
ず、アミノ酸残基の挿入欠失が非常に多く起
こっていることが、共通祖先由来のタンパク
質の立体構造を比較することで明らかにで
きた。それらの挿入欠失部位がタンパク質立
体構造のどのような部位で起こっているの
かを調べたところ、タンパク質の内部よりも
表面の方で非常に頻繁に起こっていること
が明らかになった。アミノ酸残基の溶媒接触
率と挿入欠失の頻度との間には相関関係が
あり、溶媒接触率から挿入欠失の頻度を推定
する経験式を導出することができた。その式
をアラインメントの手続きに導入すること
で、ホモロジーモデリングをするために必要
な精度よいアラインメントを構築すること
ができるようになった。同方法を ALAdeGAP
と命名した（Yura, Go, et al. 投稿中。発
表後にホームページから詳細を公開）。 
 
（３）ＡＳによる機能部位変化の検証 
 ＡＳデータベースを用いて、機能部位（基
質結合部位、サブユニット相互作用部位な
ど）にＡＳがおよぶ場合を、見いだすことが
できるようになった。データベースからその
ような変異を起こしているＡＳ産物の組み
を抽出し、ALAdeGAP を用いたアラインメン
トにもとづきホモロジーモデリングを行っ
た。 

 
 MAP kinase kinase 5 の場合は、サブユニ
ットとの相互作用をすると考えられている
部位で、ＡＳにより１０残基の欠失が発生す
る。この欠失によりどのような立体構造変化
が発生するかをホモロジーモデリングで明
らかにすることができた（上図）。ひとつの
エクソンにコードされている１０アミノ酸
残基（上図赤部分）を失うことで、タンパク
質の表面につきだしているαヘリックスが
短くなるとともに、１０残基の直後にコード
されているアミノ酸残基で構築される、表面



 

 

に突き出たループも失ってしまうことがわ
かった。このループの部分が失われた１０ア
ミノ酸残基部分を補っていることがわかっ
た。これらの変化が MAP キナーゼカスケード
におけるタンパク質の物理的相互作用に影
響を及ぼすことが考えられる。 
 アシルタンパク質チオエステラーゼ１で
は、ＡＳにより２量体形成部位を失ってしま
い、２量体が形成できなくなる可能性がホモ
ロジーモデリングにより示唆された（発表論
文５）。エクソンにコードされている部位を
失うことで、２量体間の接触表面積が１３０
０平方Åから９００平方Å程度になり、その
結果２量体としての構造は維持できないと
考えられる。このタンパク質は２量体を形成
することで活性を調整（抑制）していると考
えられている。２量体形成が不可能になるこ
とで、活性を調整できなくなり、活性を常に
持っている構造になると考えられる。 
 ミトコンドリアにあるリン脂質アシル基
転移酵素には、第５番目のエクソンにコード
される部分が存在しない産物があり、この酵
素の立体構造が植物にある遠縁のタンパク
質をテンプレートとしてホモロジーモデリ
ングをすることができた。ホモロジーモデリ
ングの結果、エクソン５にコードされる部分
は活性部位の側にあり、かつ不安定なループ
構造を形成する可能性が高いことが明らか
になった。このループの有無によって基質特
異性に影響が出ている可能性があることが
わかった（Hijikata, Yura, Go, et al., 投
稿準備中。発表後にホームページから詳細を
公開）。 
 以上のように、ＡＳによるタンパク質の構
造変化をホモロジーモデリングすることが
できるようになり、構造変化から機能にどの
ような変化がおよぶかを推定することがで
きるようになった。 
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