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研究成果の概要（和文）：タンパク質立体構造の線形応答理論において、基質結合による構造変

化は基質結合という摂動に対する応答として捉えられ、この理論は多くの協同的構造変化を予

測することができる。この方法の精度を上げるために、理論をデカルト座標系から二面角内部

座標系に拡張した。さらに、弾性ネットワークモデルによる応答関数を線形応答理論に適用す

る方法を開発することで、データベース中のタンパク質について網羅的に理論を適用すること

を可能とし、基質結合と構造変化の因果関係についてのデータベース解析を行うことができた。 

 

研究成果の概要（英文）：Protein structural changes are described based on the linear response theory as 

a response to the perturbation such as ligand binding. This theory succeeded to predict various 

cooperative structural changes upon ligand binding. First, to improve the accuracy of the prediction, we 

have extended the theory in terms of the Cartesian coordinates to the one in the dihedral angles. Then, 

by developing the method calculating the response function in the linear response theory by the elastic 

network model, we can exhaustively apply the theory to numerous protein structures in the database. 

Using this method, we successfully carried out the database analysis of the causal relationship between 

protein structural changes and ligand binding. 
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１．研究開始当初の背景 

一般的にタンパク質機能は、「基質分子な
どとの結合によって引き起こされる立体構
造変化とそれに伴う化学反応」と言うことが
できる。そのような立場に立つとき、タンパ
ク質の分子機能を理解することは、結合→構
造変化、構造変化→反応（反応場の形成）と
いう現象の原因と結果の因果関係を明らか

にすること、と言い換えることができるだろ
う。以下では便宜的に、タンパク質と分子間
相互作用をする物質すべて（低分子化合物、
タンパク質、核酸など）を基質と呼ぶことと
する。 

このような認識のもと、我々はこれまでに
基質結合と構造変化の因果関係を記述する
一般的な理論であるタンパク質構造変化の
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線形応答理論を提案している。その理論は、
最もわかりやすい形に近似すれば、 
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という形をとる。これは単純な静的線形応答
関係を記述するもので、右辺の基質からの相
互作用力 frが系にかかったときに、非結合状
態における平衡ゆらぎの共分散行列<ΔrΔr>0

に比例して、左辺の基質結合によるタンパク
質の座標値の変化<Δr>1が求まるというもの
である。これによって、右辺の原因である相
互作用 fr と左辺の結果である構造変化<Δr>1

を接続する因果関係を簡潔に表現すること
ができる。 

  これまで、分子動力学シミュレーションに
よって求めた基質非結合状態の平衡ゆらぎ
の共分散行列<ΔrΔr>0 を用いて、多数のタン
パク質－低分子基質複合体について、この理
論が結晶構造に見られる基質結合→構造変
化の因果関係を再現できることを示してき
た。この方法をデータベース中の構造変化に
ついて網羅的に適用するためには、少ない計
算量で近似的に共分散行列を計算すること
のできる「弾性ネットワークモデル」（粗視
化された基準振動解析法）を用いる必要があ
る。これまでに、弾性ネットワークモデルは、
主鎖の大規模運動に関する限り、分子動力学
シミュレーションと大差ない結果を与える
ことを確認している。ここに、線形応答理論
によるタンパク質構造変化の網羅的解析の
可能性が見えてきた。これまでの低分子物質
との複合体についての予備的な解析の結果
によれば、大規模な構造変化をするものの約
2/3 が上記の線形応答理論で説明可能である
ことが分かっている。本研究課題の提案は、
この線形応答理論を基本的な枠組みとして、
基質結合→構造変化の因果関係の一般的な
論理（ルール）を同定しようとするものであ
る。 

 

２．研究の目的 

立体構造データベース（PDB）から、ひとつの
タンパク質で基質結合状態と非結合状態の両
方を持つものを集積し、相同性等の重複を除い
た 2次データベースを構築する。それを用いて
以下を明らかにする。 

構造変化は、タンパク質全体のドメイン運動を含
むものと、局所的なループ、側鎖構造のみを変
化させるものに大別される。まず最初に、それら
の中に多く、構造変化部位が基質結合部位とか
け離れたところにあり、結晶場の変化を原因とす
る構造変化と思われる例が相当数あり、それらを
機能的運動でないとして区別しておく必要があ
る。基質結合が原因であるときに、上記の線形
応答理論が成立する線形的な構造変化と、結
合に際して局所的なフォールディング/アンフォ

ールディングを伴う（典型的にはディスオーダー
領域の結合に伴う構造形成）非線形的な構造変
化をするものに分類する。これらの分類結果に
対して、機能発現機構との相関を明らかにする
立場から、基質結合場（基質結合残基の空間配
置）、酵素反応場（反応に関与する残基の空間
配置）がどのように構造変化に伴って形成される
かを個別タンパク質機能と関わる形で整理する。
最終的には、基質結合→構造変化の因果関係
を線形応答理論に基づいて理解するために、
その理論が要求する情報（平衡ゆらぎ、基質
結合位置）を基質非結合状態の構造のみから
与える枠組みを作る。 

 

３．研究の方法 

ここで用いる方法は、タンパク質立体構造
変化の線形応答理論の拡張とそれに伴うデ
ータベース解析である。 

3.1 二面角系線形応答理論 

二面角系線形応答理論は単純には、 
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となるが、この振る舞いは極めて悪いことが
予想されている。そのときに、どのような問
題解決策があり得るのかが課題となる。また、
その問題が解決したときには、二面角系ダイ
ナミクスの本質的な問題を解く端緒が得ら
れることになり、そこからの展開があり得る。 

3.2 弾性ネットワークモデル 

タンパク質立体構造変化の線形応答理論
は、基質結合の影響を外力によって表現する。
その際に、加えた外力に対する反作用を露わ
に考慮する必要から、運動を相対運動にして、
動かない部分を足場にして動かす部分に力
を加える。その場合に、応答関数である共分
散行列は、動かない部分の外部運動を取り除
く必要があるが、弾性ネットワークモデルは
そのままの形では、重心まわりの外部運動が
除かれたEckart frameになる。そこで課題は、
任意の non-Eckart frame における弾性ネット
ワークモデルの構築である。 

3.3 データベース解析 

データベースの構築では、PDB からリガン
ド結合状態と非結合状態の両者で結晶構造
が解かれたエントリーを抽出するのだが、リ
ガンドはこの場合低分子化合物に限り、結晶
化剤などを除く必要がある。さらに、結晶中
の会合状態、冗長性を防ぐための配列相同性、
missing atom の同定、等を考慮する必要があ
る。 

運動の分類では、ドメイン運動、局所運動
などの分類を行うが、局所運動は新たにここ
で、明快な定義を与える必要がある。天然変
成部位がある場合は、基質結合状態で座標値
が与えられていれば、それを構造変化したと
扱う必要がある。 



 

 

立体構造変化とリガンド結合の因果関係
の検証では、すべての場合に線形応答理論が
成り立つわけではないので、結合状態でリガ
ンドが固定部と運動部の両者から近いとい
うような定義で、因果関係を定義する必要が
ある。 

 

４．研究成果 
4.1 タンパク質の揺らぎに適した新しい基
準振動解析 

タンパク質の平衡揺らぎは幅広い時空間
スケールにわたって生じている。しかし、タ
ンパク質揺らぎの大部分は、少数の低振動モ
ードで指定される低次元空間内の運動によ
って占められていることが知られている。こ
の低振動モードを求める簡便で有用な手法
が基準振動解析である。現在までに、数多く
のタンパク質にこの解析が適用され、タンパ
ク質の揺らぎと機能の関係が明らかにされ
てきた。 
ここで、例として、T4 リゾチームの 3 つ

の最低振動モードを図(a-c) に示す。2 つのド
メインからなる T4 リゾチームでは、3 つの
最低振動モードはいずれもドメイン運動を
表していることがわかる。しかし、矢印で示
された運動がドメイン運動であることを理
解するのには少々の時間を要するかもしれ
ない。ドメイン運動を表示するには一方のド
メインの運動方向を示せば十分であるにも
かかわらず、振動モードでは 2 つのドメイ 

ンが両方とも動くような形で運動が記述さ
れているからである。その理由は外部運動の
取り扱いにある。 

タンパク質の内部運動を考えるときには、
あらかじめ外部運動（並進と回転）を取り除
いておく必要がある。立体構造の重ね合わせ
はこの作業に相当する。従来の基準振動解析
ではタンパク質全体の外部運動が自動的に
取り除かれる。その結果、振動モードは図(a-c)

に示したような複雑な運動として表わされ
る。 

しかし、タンパク質全体を用いた重ね合わ
せ（Eckart frame と呼ぶ）が運動の理解に最
適であるとは限らない。ドメイン運動が起 

こっている場合、一方のドメインを用いて重
ね合わせを行い、もう一方のドメインの動き
を観察する方がはるかに運動を理解しやす
い。基準振動解析でも同様のことができれば、
振動モードで記述される運動の把握が容易
になることが期待される。 

本研究では、分子の一部分の外部運動を取
り除いた場合（non-Eckart frame）の基準振動
解析を実現する方法論を構築した。その中核
は、Eckart frame における共分散行列を
non-Eckart frame における共分散行列へと変
換する公式である。この公式によって得られ
た non-Eckart frame における共分散行列を対

角化することにより、望みの振動モードを得
ることができる。 

T4 リゾチームの一方のドメイン（図 1 の
右側、青）の外部運動を取り除いた場合の結
果を図(d-f) に示す。期待通り、3 つの低振動
モードはもう一方のドメイン（図の左側、赤）
の運動として記述されており、いずれもドメ
イン運動であることが容易にわかる。 

新しい基準振動解析は運動の表示法を変
更したに過ぎず、従来のものと本質的に等価
である。しかし、異なる視点からの解析結果
は、複雑なタンパク質の運動を理解する上で
大きな助けとなるだろう。また、本研究で得
られた変換公式は、線形応答理論による構造
変化の記述を基準振動解析に基づいて行う
ことを可能とする。今後、タンパク質立体構
造変化の因果関係解明に役立つと期待され
る。 

 
4.2 二面角系線形応答理論 

我々はこれまでに基質結合と構造変化の因
果関係を記述する一般的な理論であるタンパク
質構造変化の線形応答理論を提案している。そ
の理論は、最もわかりやすい形に近似すれば、 
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という形をとる。[1]式は単純な静的線形応答関
係を記述するもので、右辺の基質からの相互作
用力 fr が系にかかったときに、非結合状態にお
ける平衡ゆらぎの共分散行列<ΔrΔr>0 に比例し
て、左辺の基質結合によるタンパク質の座標値
の変化<Δr>1が求まるというものである。これによ
って、右辺の原因である相互作用 fr と左辺の結

図 1  T4 リゾチームの低振動モード。2 つの
ドメインを赤と青で色付けしてある。矢印が
各振動モードにおける運動の方向を示してい
る。(a-c) 従来の基準振動解析。 (d-f) 右側の
ドメインの外部運動を取り除いた場合。 



 

 

果である構造変化<Δr>1 を接続する因果関係を
簡潔に表現することができる。 

[1]式の線形応答理論は、デカルト座標系のも
のである。[1]式に従って、構造変化を<Δr>1 とし
て直線ベクトルで表現することは、ふたつの問題
を生む可能性がある。第一に、タンパク質の大
規模な構造変化はドメインの剛体的な回転運動
であり、それを直線のベクトルで表現しようとする
と、結合状態の構造を厳密には再現できず、結
合長、結合角などの共有結合によってできあが
る局所構造を変形することとなる。第二に、タン
パク質の局所的な運動は、ループの構造変化、
側鎖ロータマーの変化と、基本的には二面角の
変化として現れ、デカルト座標の変化として表現
することは困難な場合がある。これらふたつの問
題を回避するために、回転を表現する内部座標
である二面角を自由度とする線形応答理論を開
発する必要がある。 

そこで我々は、以下の線形応答理論を構築し
た。 
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これは、基質からの相互作用力 frが系にかかっ
たときに、二面角値の変化<Δ>1 が求まるという
ものである。ここで、  d dK r θ である。これ
は、単純に 
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[3]   

とすることができないことを言っている。二
面角を変数としたとき、強い非線形性のため
に、高次モーメントの影響が強く、[3]式の近
似が成立しないため、デカルト座標系におい
ての擬調和近似を二面角系に線形変換した
ものを用いた。 

図 2 に、[1]式と[2]式による鉄結合タンパク
質における構造変化を結果を比較した。図 2

の右にあるように、予測結果はデカルト座標
系では、回転運動の接線方向に強くバイアス
しているが、二面角系の[2]式による結果は、
そのバイアスを正しく取り除くことに成功
している。 

これによって二面角系の線形応答理論が
完成したと言える。 

 
4.3 タンパク質構造揺らぎにおける主鎖二
面角の補償的運動 

タンパク質の構造変化は、主に主鎖二面角
()の変化によってもたらされる。タンパク
質の平衡状態での構造揺らぎでは、主鎖二面
角はタンパク質の球状構造を維持するため
には、2 つ以上の二面角が互いの二面角変位
によってもたらされた動きを補償するよう
に動く必要がある。しかし、これまでにその
ようなタンパク質の二面角ダイナミクスの
詳細は明らかにされていない。そこで本研究
では、球状タンパク質の立体構造を維持する
主鎖二面角の補償的運動の仕組みを、二面角
の二体相関のレベルで調べた。 

多くの場合、タンパク質の平衡状態での構
造揺らぎは、分子動力学(MD)シミュレーショ
ンの軌跡から得られるデカルト座標系分散
共分散行列の固有値問題として解かれる主
成分分析により記述され、大振幅の主成分で
張られる低次元空間においてタンパク質の
機能に関わる運動が説明されてきた。本研究
では、二面角ダイナミクスの解析に、二面角
系にあらわに存在する高次相関の影響を避
けるために、デカルト座標系分散共分散行列
からの線形変換によって得られた二面角系
分散共分散行列を用いて二面角の二体相関
を定義した。 

座標値の平均二乗変位(MSD)は、二面角系
分散共分散行列 Σ とメトリック行列 H

（K
t
K；K = (dr/d)）によって以下のように

記述される。 

MSD = tr(HΣ)/N 

ここで、tr は対角和を表し、N は原子数。こ
れから、MSD は、H と Σ の対応する固有ベ
クトルの固有値が順相関の時に最大値を、逆
相関のときに最小値になることが理解でき
る。そして実際に、MD の結果は逆相関の関
係を与え、MSD に最小値をもたらすことが示
された（図 3）。これから、二面角の補償的運
動は、H と Σ との間にある固有値の逆相関に
よることが分かった。 

Hの大きな固有値に対応する固有ベクトル
方向（わずかな二面角の変化で大きな座標の
変化を生む方向）に二面角が変位した場合、
蛋白質の球状構造に歪みが生じてポテンシ
ャルエネルギーの急激な増加を与える。従っ 

図 2  鉄結合タンパク質の鉄イオン結合に伴
う構造変化の予測。(a)デカルト座標系線形応
答理論による予測（[1]式）。右図は、正解ベ
クトルとのなす角。負の値は回転の接線方向
にあることを示している。(b)二面角系線形応
答理論による予測（[2]式）。 

 



 

 

て、その方向は Σ の小さな固有値を持つ固有
ベクトル方向（ポテンシャル面の曲率が大き
い方向）と一致する。そのために逆相関が表
れ、結果として二面角空間での揺らぎによる
座標値の変化が小さく抑えられることとな
る。これは蛋白質の球状構造がもたらしてい
る特徴であると言える。実際、同様な解析を
球状でないほどけた形状のペプチドに適用
すると、このような補償的運動は見ることが
できなかった。この関係は、もうひとつの二
面角ダイナミクスの特徴に結びつく。H の固
有値が、単位二面角変化による座標値変化の
自乗であることを考えると、補償的運動にお
ける逆相関は、二面角空間での大振幅の主成
分ほど座標値に小さな変化を与える。逆に小
振幅の主成分は座標値を大きく変化させや
すい。結果として、二面角系ではほぼ全ての
主成分が均等に構造揺らぎに寄与すること
となり、少数の主成分のみが支配的なデカル
ト系の場合と全く異なった様相を呈してい
ることが明らかとなった。 

 

4.4 タンパク質の基質結合に伴う立体構造
変化のデータベース解析 

タンパク質の分子機能はその揺らぎに即
して以下のように定義できる：リガンド相互
作用などの外部の刺激に応答して起こるタ
ンパク質の立体構造の変化とそれにともな
う化学反応。タンパク質の立体構造変化の研
究では、Gerstein や Hayward の立体構像変化
データベースがあるが、分子機能につながる
外部摂動と立体構像変化の因果関係の記述
がない。そこで我々は、低分子リガンドの相
互作用によるタンパク質立体構造変化の全

体像を明らかにするために、その因果関係の
注釈付を PDB の代表構造について網羅的に
行った。 

低分子化合物（以下基質と呼ぶ）との結合
状態と非結合状態の両者を含む立体構造の
非冗長な 839 セットからなるデータベース
を構築した（図 1）。その中から、閾値以下
の立体構造変化に止まるもの 311 セットを
除いた（図 1 第 1 層）。運動をするセット
について、その分類をドメイン運動、局所運
動、他の運動、buried ligand に分類した（図 1 

第 2 層）。ここで、buried ligand は、閾値以
下の立体構造変化であるにもかかわらず、結
合している基質がタンパク質内部に埋もれ
ているものを指す。これは単なる例外ではな
く、全体の 10%を越える新たな立体構造変化
のカテゴリーである。 

つぎに、基質結合と立体構造変化の間の因
果関係を二つの方法で同定した：(i) 線形応答
理論[1]、(ii) 結晶構造における基質結合位置。
線形応答理論は、 

Δr = β Σf 

と表され、f は原因となるリガンド相互作用、
Δr は結果としての立体構造変化を示す。Σ 

は応答関数としての非摂動時の揺らぎを表
現する分散共分散行列（弾性ネットワークモ
デルによって評価）。この計算結果が、基質
結合から予想される応答である。これが結晶
構造における実測の構造変化と高い相関を
持てば、その因果関係が同定されたとする。
基質結合位置による方法は単純に結晶構造
を観察し、非結合状態では形成されたい相互
作用が結合状態で現れたときに、因果関係が
あると同定する。 

結果として、全体の 64%が基質結合が原因
となって立体構造変化をしていると同定さ
れた（図 1 第 3 層）。他の 36%は、基質結
合とは無関係に、結晶場にトラップされた多
型のうちのふたつであると考えられる。 

線形応答理論は、76%のドメイン運動を説

図3 インフルエンザ菌ペリプラズム鉄結合
タンパク質の二面角系分散共分散行列Σの
固有ベクトル(横軸)とメトリック行列H の
固有ベクトル(縦軸)の相関係数。縦軸と横
軸はそれぞれの固有ベクトルに対応する固
有値を表す。相関係数の大きさはグレース
ケールで表した。 

 

図 4 低分子の結合に伴うタンパク質立体構
造の変化の結果 

 



 

 

明することができたが、局所運動ではわずか
に 39%のみであった。これは、擬調和近似の
範囲で、それらの基質結合に伴う立体構造変
化が線形的であることを意味する。 

さらに、運動を閉じる運動と開く運動に分
類した（図 1 第 4 層）。ドメイン運動、局
所運動ともに閉じる運動が多数であること
が分かる。非線形的な運動は、ドメイン運動
の開く運動と局所運動の order-disorder 転移、
helix-coil 転移をするものに多く観察された。
実際にそのような転移運動は、局所運動の
61%に上った。 

機能との関わりでは、酵素反応に関わって、
閉じるドメイン運動の多数は転移酵素
（EC=2）が占め、動かないものは、加水分解
酵素（EC=3）が占めていた。 
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