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研究成果の概要（和文）：　本研究では、(1) 温度補正を取り入れ，標準温度（25℃）におけるフォールディン
グ速度定数をまとめたデータベースを構築し，インターネット上に公開した。(2) フォールディング反応の遷移
状態における構造形成度を表すΦ値と蛋白質の構造的特性との間の相関解析を行なった。α型蛋白質16種の343
箇所におけるΦ値を調べ，構造特性と遷移状態における臨界構造との関係を明らかにした。(3)フォールディン
グ速度定数とさまざまな構造特性との間の関係について調べた学術文献を調査し，見かけ上異なって見える，二
状態と非二状態フォールディング反応が，本質的に同一の物理原理に従っていることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：  In this study, (1) a standardized protein folding database, in which the 
folding rate constant of all listed proteins are calculated at the standard temperature (25°C), has
 been constructed and opened on the internet homepage. (2) The correlations between the Φ values, 
which represent the degree of structural formation in the transition state of folding, and different
 structure-based properties of proteins were analyzed, and the relationships between the 
structure-based properties and the critical structure in the transition state were discussed. (3) 
Academic literatures concerning the relationships between the folding rate constant and various 
structure-based properties were investigated, and it has been found that the two-state and the 
non-two-state folding reactions of proteins apparently seem very different, but are based on 
essentially the same physical principles.

研究分野：生物物理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　蛋白質フォールディング機構の研究は，蛋白質の間違ったフォールディングによって引き起こされる，ヒトの
様々なフォールディング病（アルツハイマー病，白内障，クロイツフェルト・ヤコブ病，パーキンソン病，II型
糖尿病など多数）などの原因解明や治療法の構築の応用研究に役立つと期待される，基盤的な研究である。本研
究で構築されたデータベースは，蛋白質フォールディングの計算機シミュレーションや理論研究の研究者によっ
て，広く活用されることが期待される。本研究で実施された，Φ値やフォールディング速度と構造特性との間の
相関解析は，本データベースを活用するための事例研究として用いることも出来る。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９，Ｆ－１９－１，Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
(1) 蛋白質のフォールディング問題は，人工蛋白質の de novo 設計やアルツハイマー病などのフ
ォールディング病治療法の開発にも関係した生物物理学における重要な問題である。 
 
(2) 蛋白質フォールディング速度と構造パラメータとの間の相関解析の研究は，近年，大変盛ん
になされており，"K-Fold"等の「蛋白質フォールディング速度予測ツール」も，現在 8 種以上が
ウェブ上に公開されている [1]。しかし，その基礎となっているフォールディング速度データは，
個々の研究者により，様々な実験条件下で得られたものであり，特に測定温度は，低いところは
5ºC，高いところでは 75ºC のデータがそのまま使われているのが現状である。 
 
(3) また，現在まで，多くの球状蛋白質のフォールディング反応遷移状態の臨界構造に関して，
変異誘発 Φ 値解析が行われ，蛋白質の遷移状態の臨界構造に関する実験データが蓄積されてい
る [2]。しかし，個々のアミノ酸残基の Φ 値と蛋白質の構造特性との間の関係は明らかではな
い。実験的に得られた Φ 値は誤差範囲内であり，蛋白質構造に関する情報はほとんど含まれて
いないとする極論もある [3]。 
 
(4) 単一ドメインの球状蛋白質には，天然状態（N）と構造の完全にほどけた状態(U）の二状態
のみを示す，二状態蛋白質と，モルテン・グロビュール（MG）状態などの中間状態（I）を示す，
非二状態蛋白質があるが，これら両者の関係は明確ではない。I 状態は，蛋白質の会合などによ
りもたらされた，間違った状態であり，真のフォールディング中間体ではないと主張する研究者
もいる [4]。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究では，以下の三点に焦点を当て，蛋白質フォールディングの分子機構を明らかにするこ
とを目的とする。 
 
(1) 温度補正を取り入れた，より質の高い，蛋白質フォールディング速度データベースを構築す
る。 
 
(2) 速度論的実験から得られた Φ 値データと蛋白質構造パラメータとの間の相関解析を行い，Φ
値が立体構造をどの様に反映しているかを明らかにする。 
 
(3) 二状態蛋白質と非二状態蛋白質のそれぞれについて，フォールディング速度と蛋白質の構造
特性との相関を研究した学術論文を調査し，二状態蛋白質と非二状態蛋白質との関係を明らか
にする。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 蛋白質フォールディング・データベースへの温度補正の導入：28 年度までの基盤研究(C)「速
度データの相関解析に基づく非二状態蛋白質のフォールディング機構研究」において，球状蛋白
質のフォールディング速度に関するデータベースを構築した。このデータベースの中から，
Eyring プロットが定量的に報告されている蛋白質のデータを選び，二状態蛋白質と非二状態蛋
白質の，それぞれについて，フォールディング及びアンフォールディング速度定数の温度補正に
必要な最適パラメータ値を求め，温度補正を取り入れた。 
 
(2) αヘリックス型蛋白質のΦ値と立体構造特性との間の相関解析：二状態転移を示すαヘリッ
クス型タンパク質のフォールディング速度過程に関する学術論文を調査し，フォールディング
反応遷移状態における，各アミノ酸残基のΦ値とその残基の立体構造特性との相関を解析した。 
 
(3) 二状態蛋白質と非二状態蛋白質との間の関係：1998 年から 2018 年の間に公表された，蛋白
質フォールディング速度と蛋白質構造特性との相関について研究した，学術論文 30 報を詳細に
検討し，二状態蛋白質と非二状態蛋白質との間で，構造特性との相関において，どのような類似
点と相違点があるかを検討した。 
 
 
４．研究成果 
(1) 蛋白質フォールディング・データベースの構築：上記の方法に従って，蛋白質フォールディ
ング速度定数の対数（ln(kf)）とアンフォールディング速度の対数（ln(ku)）に温度補正を導入し，
変性剤濃度ゼロで 25°C における，ln(kf) 及び ln(ku) の値を掲載したフォールディング・データ
ベースを構築した [5]。データベースのエントリー数は，二状態蛋白質 89 種，非二状態蛋白質
52 種の計 141 種であり，現在までの蛋白質フォールディング・データベースでは最大となる。
データベースはインターネット（http://lee.kias.re.kr/~bala/PFDB）上に公開されているので，広く，



蛋白質フォールディングのシミュレーションや理論研究に活用されることが期待される。 
 温度補正の妥当性は，以下のように確認した。14 種の蛋白質については，kf が 25°C と 25°C
から離れた温度の両点において測定されており，また，11 種の蛋白質については，ku もこれら
二つの温度で測定されている（これらの蛋白質は，上記の温度補正最適パラメータの推定に用い
られた蛋白質とは異なる）。これらを，テストセットとして用い，上記で得られた最適パラメー
タを用いて，正しく温度補正できるかを検証した結果，ln(kf) と ln(ku) のいずれも，正しく温度
補正されていることが分かった。 
 図 1 は，インターネット上に公開されている，データベース PFDB（Protein Folding DetaBase）
ホームページの画面である。各蛋白質について，最左列から順に以下の情報が掲載されている：
(i) 蛋白質の簡略名；(ii) PDB コード；(iii) 構造クラス（α, β, α/β, α+β）；(iv) SCOP 分類に基づく
フォールド；(v) PDB に登録されている構造の残基長；(vi) 実験に使われた蛋白質の残基長；(vii) 
実験条件（pH と温度）；(viii) フォールディングの型（二状態（2S）または非二状態（N2S））；
(ix) 論文中に報告されている ln(kf)；(x) 温度補正後の ln(kf)；(xi) 中間体形成速度定数の対数 ln(kI)
（非二状態蛋白質についてのみ）；(xii) 論文中に報告されている ln(ku)；(xiii) 温度補正後の
lm(ku)；(xiv) Tanford β（βT）；(xiv) 参考として AG データセット [6, 7] の値；(xv) 補記。 
 

 
 
 
(2) Φ値と立体構造特性との間の相関解析：16 種のαヘリックス型二状態蛋白質（PDB codes: 
1E41, 1IDY, 1IMQ, 1LMB, 1SS1, 1ST7, 1U4Q_R15, 1U4Q_R16, 1U4Q_R17, 1VII, 1W4E, 1W4J, 1YYJ, 
2LLH, 2WQG, 2WXC）の計 343 個のΦ値データとを対象に，Φ値と立体構造特性との相関を調
べた。立体構造特性としては，(i) AGADIR に基づくヘリックス傾向値を各蛋白質について 0 と
1 の間に規格化した値 (NHP)，(ii) 相対溶媒接触表面積 (RSA)，(iii) アミノ酸配列に沿って長距
離の残基間の原子-原子接触密度 (LCD)，(iv) 中距離の残基間原子-原子接触密度 (MCD)，(v) 短
距離の残基間原子-原子接触密度 (SCD)，について調べた。その結果，NHP と RSA に対しては，  
 

 
相関係数r = 0.15～0.20，LCDに対してはr = −0.25となり，５つ全ての構造特性の線形結合を仮定

図 1：データベース PFDB ホームページ（http://lee.kias.re.kr/~bala/PFDB）の画面（一部）

図２：多重回帰分析による理論的なΦ値（縦軸）と実験で得られたΦ値（横軸）との相関



相関係数 r = 0.15～0.20，LCDに対してはr = −0.25となり，５つ全ての構造特性の線形結合を仮
定した多重回帰分析の理論値とΦ値との相関はr = 0.34であった（図２）。また，t 検定の t 値
はt = 6.57であり，Φ値はこれらの構造特性（特に，NHP,  RSA,  LCD）と，大きくはないが，
有意に相関していることが分かった。したがって，これは，ヘリックス傾向値と溶媒接触度が大
きくて，一次構造上離れている残基と余り接触していない残基が，より大きなΦ値を取る傾向に
あることを示している。 
 
(3) 二状態蛋白質と非二状態蛋白質との間の関係：二状態蛋白質と非二状態蛋白質の双方につい
て，フォールディング速度定数の対数（ln(kf)）と以下の構造特性との相関が調べられている：(i) 
Absolute contact order (ACO); (ii) chain length; (iii) long-range order; (iv) the number of sequence-distant 
native pairs; (v) n-order contact distance; (vi) geometric contact number; (vii) inter-residue interaction 
parameter; (viii) average topological information; (ix) logarithmic ACO; (x) 鎖長と構造クラスにより
決まるアルゴリズムPREFURによる予測値; (xi) effective chain length（これらの構造特性の詳細に
ついては拙者の総説[8]を参照）。これらの構造特性は，いずれも，主鎖構造によって決まり，主
鎖構造が，一次構造上離れた残基間の相互作用によって決まる，複雑な構造であればあるほど，
ln(kf) は低下する。二状態蛋白質と非二状態蛋白質の，いずれも，これらの構造特性に対して類
似した依存性を示すので，二状態フォールディングと非二状態フォールディングの物理機構は
本質的に同じであることが期待される。非二状態蛋白質の中間体形成速度定数の対数（ln(kI)）と
二状態蛋白質のln(kf)との比較から，以下の結論がなされた。(i) MG状態などの中間体を示す階層
的非二状態フォールディングが蛋白質フォールディングの一般的な機構である。(ii) 二状態フォ
ールディングは非二状態フォールディングが単純化した結果であるが，それには二つのシナリ
オが考えられる。つまり，シナリオ１は，中間体（I）から天然状態（N）に至る過程の自由エネ
ルギー障壁が低下したことにより，UからIを蓄積せず直接Nに至るようになったというシナリオ
であり，シナリオ２は，IからNへの障壁の低下はないが，Iの不安定化により，見かけ上二状態
転移を示すシナリオである。図３は，これらのシナリオに基づく，蛋白質フォールディング反応
の自由エネルギー・プロフィールを示す[8]。 
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