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研究成果の概要（和文）：タンパク質のフォールドの種類はおよそ1000種類ほどしかないということが広く受け
入れられているが、なぜこのように限られた数しかないのだろうか？また、このうち何パーセントくらいを人類
は既に知っていて、新規フォールドはどれくらい残されているのだろうか？この問題を解決するため、デザイン
しやすいフォールドの条件を判定する理論を開発した。この理論の妥当性を検証するため、理論によって予測さ
れた新規フォールドを実験的に合成し、構造決定を行ったところ、完全に理論の予測通りの結果が得られた。

研究成果の概要（英文）：It is widely accepted that there are only about 1000 different protein 
folds. 
Why is there such a limited number? Also, what percentage of these are already known to mankind, and
 how many novel folds are left? To address these questions, a theory was developed to determine the 
conditions for highly designable folds.  To test the validity of this theory, novel folds predicted 
by the theory were experimentally synthesised and their structures were determined. The results were
 completely in line with the theory's predictions.

研究分野： 生物物理

キーワード： タンパク質　合理的デザイン

  ２版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
これまで、与えられたタンパク質の構造がデザインしやすいのか否かを判定する基準が存在しなかった。このよ
うな状況でタンパク質デザインを行うことは、方程式の解が存在するか否かわからないまま方程式を解こうとす
ることに相当する。本研究では、タンパク質の構造がデザインしやすいか否かを判定する理論を世界で初めて開
発することに成功し、この問題を解決した。また、未だ生物進化が発見していないが物理的に設計可能なタンパ
ク質フォールドの数を見積もったところ、少なくとも既知のフォールドの数十倍はあることが明らかとなった。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
タンパク質の合理的設計（合理的デザイン）とは、まず目標とするタンパク質立体構造を人間

が指定し、次にその構造に自発的に折り畳むようなアミノ酸配列を物理の法則に従って探すこ
とである。合理設計の研究の意義は、タンパク質の配列と構造の関係を構造予測とは逆の視点か
ら眺めることが出来ること、そして、全く新しい人工的な分子を創造し工学的に役立てることが
できる、という二つの側面がある。 
近年、タンパク質の合理設計の研究が凄まじい勢いで進展している。合理設計の研究は、1997

年の Mayo らによるジンクフィンガーモチーフ構造をもつタンパク質の合理設計の成功
（Dahiyat & Mayo, Science 1997）に始まるが、これ以降、新規フォールドタンパク質（Kuhlman 
et al. Science 2003）、蛍光タンパク質（Dou et al. Nature 2018）など、数十例の合理設計の成
功報告例がある。本研究課題分担者の古賀も、自然界にはない理想的な形状を持つタンパク質の
合理設計に成功しており（Koga et al. Nature 2013）世界をリードしてきた。このようにタンパ
ク質の合理設計のテクノロジーが飛躍的に向上したため、Science 誌の 2016 年のブレイクスル
ー・オブ・ザ・イヤーの一つにタンパク質の合理設計が選ばれており、世界的に注目を浴びてい
るテーマの一つである。 
タンパク質の合理設計の究極の目標は、「任意の構造に折り畳むアミノ酸配列を自由自在に設

計できるようになること」であるが、この観点からすると、これまでの研究では全く手付かずの
重要な課題が未解決のまま残されていた。それは、合理設計の最初のステップで人間が目標構造
を設定する必要があるが、この際に「どんなフォールドなら物理的に設計可能なのか」を判断す
る基準がない、ということである。これは言い換えると、「タンパク質の天然構造として存在す
ることができる条件とは何か」という根源的な問題が未解決であるということである。それゆえ、
たった一例を除いて、これまでの全ての合理設計の研究では、目標とする構造として（物理的に
設計可能であるという保証がある）既知のフォールドが使われてきた。唯一の例外である新規フ
ォールドタンパク質の設計の成功例（Kuhlman et al. Science 2003）では、目標構造が Kuhlman
の直感によって選ばれたため、たまたま成功したと言わざるを得ない。研究開始当初では、既知
のフォールド以外でどのようなフォールドが設計可能なのかを判断できるガイドラインが存在
しなかった。これが、当時としてはタンパク質の合理設計の究極目標到達へのボトルネックにな
っていた。 
 
２．研究の目的 
本研究で目指すことは、物理的に設計可能なタンパク質フォールドの条件を明らかにすること
である。これを達成するための具体的な例題として、本研究では４本ストランドからなるβシー
トタンパク質に対象を限定し、以下の二つを達成することを目的とする。 
① 物理的に設計可能なタンパク質フォールドと不可能なものを判別できる理論を構築する。 
② 物理的に設計可能と予測された新規フォールド「全て」に対し、それを天然構造にもつ人工
タンパク質を合理的に設計し、実際に合成・構造決定まで行い、理論の妥当性を批判的に検証す
る。 
 
３．研究の方法 
本研究方法の概要は、βシートタンパク質に対する『物理的に設計可能なフォールドの条件』を
以下のような手順で明らかにし、その妥当性を実験的に検証する、というものである。 
①『物理的に設計可能な条件』の探索 
⑴ タンパク質立体構造データベース解析による経験的ルールの発見 
⑵ シミュレーションによる経験的ルールの物理的起源の解明（経験則から物理法則へ） 
⑶ 物理的に設計可能な（フラストレーションのない）フォールドの特定 

② 新規フォールドの合理設計および実験的検証 
⑷  理論で予測された「物理的に設計可能な新規フォールド」を持つタンパク質の合理設 
⑸  合理設計によって作られた人工タンパク質の合成・物性評価の実験 
⑹  NMR による構造決定 

③ 上記の⑴から⑹を多数の標的タンパク質に対して行い、実験と理論を比較する。目標構造通
りにならなかった場合、得られた構造から見落としていた点を学び、理論へフィードバックし、
より正しい理論へと改良を行う。 
 
より具体的には方法を以下に記述する。 
⑴  タンパク質立体構造データベース解析による経験的ルールの発見 
一見よく似て見える構造ペアの中に、これまで誰も気づかなかった経験的ルールを見いだすこ
とが出来る。例えば、鎖の方向を反転させた関係にあるβストランド３本からなるモチーフのペ
アの例である。これらのペアは、一見するとよく似た構造であるが、データベース中での出現頻
度は大きく異なり、片方は物理的に好ましくない可能性を示している。本研究の第一段階では、



このようなペアを網羅的に特定し、タンパク質立体構造の経験則のコレクションを作成する。 
⑵  シミュレーションによる経験的ルールの物理的起源の解明（経験則から物理法則へ） 
 第一段階で得られた経験則が物理法則による必然的帰結なのか、あるいは進化による偶然な
のかを明らかにするため、得られた経験則が全原子シミュレーションでも再現できるかを検証
する。再現できた場合はそのルールの物理的起源を解明する。 
⑶  物理的に設計可能な（フラストレーションのない）フォールドの特定 
第二段階で得られた複数の物理法則（ルール）を用いると、全てのルールを満たすことができる
（フラストレーションがない）フォールドと、満たすことができない（フラストレーションがあ
る）ものがあることがわかる。フラストレーションがないフォールドはデザイナビリティーが高
いのか否かを格子モデルを用いた理論計算による明らかにする。さらに、これらの理論の妥当性
を検証するために、フラストレーションのない新規フォールドを特定し、そのようなフォールド
をもつ４本βストランドからなるタンパク質を全て合理設計し、実際に合成・実験および構造決
定を行う。 
 
４．研究成果 
 
① タンパク質立体構造のルールを発見するため
に、我々はβシートのレジスターシフトに着目した。
βシートのレジスタシフトとは、図１（A）から（D）
に示したように、隣り合うβストランド間の末端の
ズレを表したものである。レジスターシフトは、βシ
ートタンパク質をデノボデザインしようとする際
に、設計図として指定する必要がある重要な量であ
るが、これまで、レジスターシフトに関する研究は全
くなかった。我々は、まず、立体構造データベース解
析を行い、図１（E）に示した経験則を発見した。こ
の経験則は、βストランドのズレ方は右上がりでな
ければならない、というものである。 
ついで、この経験則が、物理的相互作用の必然的な

帰結なのか、あるいは、進化の偶然によるサンプリン
グバイアスなのかを明らかにするため、この系を模
倣したシステムに対し、全原子モデルと網羅的構造
探索を用いた計算を行ない、計算結果と経験則を比
較した。その結果、経験則と全原子モデルによる計算
結果は定量的によく一致した。このことから、ここで
得られた経験則は偶然の産物ではなく、物理的相互
作用による必然的な帰結であることが示唆された。 
さらに、計算結果を詳細に解析することにより、な

ぜ負のレジスターシフトがデータベースで観測され
ないのかを検討したところ、主鎖原子間の立体障害と、水素結合不満足によって、負のレジスタ
シフトはエネルギー的に極めて不安定であることが明らかとなった。以上のことから、我々が発
見したレジスタシフトの経験則は、物理的相互作用の帰結であることが証明された。 
この結果を踏まえて、過去のデノボデザインの失敗例を眺め直すと、このレジスタシフトのル

ールを破っている設計図を用いたデノボデザインは、全てその領域のデザインに失敗していた
ことがわかった。このことから、レジスタシフトルールはデザインの設計図を作成する際に極め
て重要な役割を果たすことが示された。 
 
② タンパク質立体構造における更なるルール発見に取り組んだ。ここで着目したのがαβユニ
ットとβαユニットの幾何学的なルールである。具体的には、図２（A）（B）に示したように、
βストランドで定義される面からのαヘリックスの位置に関する経験的なルールをデータベー
ス解析で発見した。これは、αβユニットではαヘリックスの末端とβストランドの末端の位置
は同じ位置である傾向が強いのに対し、βαユニットではαヘリックスの末端の位置がβスト
ランドの末端の右側にくる傾向が強い、というものである（図 2 B）。このルールを組み合わせ
ると、同時にルールを満たせるフォールドと、満たせないフォールドがあることがわかった（図
2 C-E）。興味深いことに、同時にルールを満たせるフォールドはスーパーフォールドであり、満
たせないフォールドは非スーパーフォールドであった。このことから、デザイナビリティーの高
低は、種々の構造のルールを同時に満たせるか、満たせないかで決まっていることが示唆された
（図 3）。 
 

図１：βシートのレジスタシフト 



 

 
 
③ 上記の研究の成果から、様々な構造のルールが得られ、また、それらルールを全て同時に満
たすことができるフォールドがデザインしやすいフォールドで、同時に満たすことができない
（フラストレーションがある）フォールドがデザインしにくいフォールドであることが示唆さ
れた。つまりフラストレーションの有無でデザインしやすいか否かを予測できるようになった。
この理論を用いて、４本ストランドの全てのフォールドに対してデザインしやすいが、データベ
ースにはないフォールドを特定したところ、図４左のように８個のフォールドが、デザイン可能
な新規フォールドであると予測された。この理論および予測の妥当性を検証するために、この８
個のフォールドをもつタンパク質を計算機でデザインし、実際にそれらを実験的に合成・測定・
および NMR による構造決定まで行った。結果として、理論的に予測されたデザイン可能な新規フ
ォールは、全て目標通りの構造を持つことが明らかとなった（図 4右）。以上のことから、我々
の開発したデザインしやすさを予測する理論の妥当性が示され、デザインしやすいフォールド
とは、フラストレーションのないフォールドであるものであることが証明された。また、この理
論を用いて、デザイン可能な新規フォールドの数を見積もったところ、少なくとも、数万種類あ
ることがわかった。このことは、既知のフォールドは進化の過程でたまたま見つかったごくわず
かなものであり、未だに生物進化が発見していない有用な機能を持つタンパク質がデノボデザ
インによって発見さあれることがあることを示唆している。 
 

 

 
 
 
 

 
 

図４：デザイン可能な新規フォールドの特定と、新規フォールドタンパク質デザインの結果 

図２：βαユニットとαβユニットの経験則 

とそれから導かれる種々のルール 

図３：データベース中でのリバース関係にある

トポロジーの出現頻度とフラストレーション 
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