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研究成果の概要（和文）：タンパク質が形成する空洞を網羅的に解析する方法のパーシステントホモロジー群は,タン
パク質内の原子を０単体とし，各ファンデルワールス半径からなる球で近似した3次元対象のnerveをとり，ファンデル
ワールス半径を実数倍し，トポロジカル・キャビティがホモロジー群として生成・消滅する。この解析を施すと、リパ
ーゼでは半径関数0.8付近のピークは小さな空洞を，半径関数1.5付近のピークは大きな空洞(ロバスト空洞)を表す。
本研究では，様々な種類のタンパク質にHD交換実験を行い，各タンパク質のHD交換速度を算出し，その結果とパーシス
テントホモロジーの相関からタンパク質の空洞がHD交換に及ぼす影響を考察した。

研究成果の概要（英文）：Speed of the fluctuation of the protein is measured in such as hydrogen deuterium 
(HD) exchange rate. In the present study, the HD exchange rate that tied the cavity of the protein 
(cavity), heading the relationship between the common structure of the speed and protein fluctuations, 
discussed the features of the HD exchange method in protein.

研究分野： タンパク質の質量分析を用いた構造解析
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１．研究開始当初の背景 
本研究は蛋白質の揺らぎを位相幾何学的な
切り口で論じることを目的とする。蛋白質内
部に存在するキャビティは，蛋白質の揺らぎ
の発生源となっており，機能を発現・制御す
る際に重要であることが明らかになりつつ
ある。しかしながらキャビティの定義は，研
究者によって異なっている。本研究において
我々は，位相幾何学的にキャビティを定義し，
そのあいまいさを廃するとともに，蛋白質内
の網羅的なキャビティの数え上げとその位
置を特定する方法論を確立する。従来のキャ
ビティの定義があいまいなのは，グリッドベ
ースでキャビティを定義することによる。す
なわち「ここには○○が入るくらいの隙間が
空いている」と言う定義であり，その研究者
がキャビティに入る分子として何に注目す
るかによって，キャビティの数も位置も異な
ってしまう。 一方，位相幾何学的に「ここ
にはファンデルワールス半径が○○倍広が
ってもつぶれない隙間が空いている」と言う
定義をすれば，一意的・網羅的にキャビティ
を特定することができる。 
一方，我々は質量分析による H/D 交換速度を
詳細に測定することによって，蛋白質に基質
が結合することや変異を加えたときに，その
揺らぎの速度がどのように変化するかを調
べてきている。また最近では，リボソームの
ような巨大分子でも各サブユニットの H/D
交換速度を測定することによって，リボソー
ム構成の機序を明らかにした。しかしながら
質量分析の結果に限らず，これまでの蛋白質
の揺らぎの速度論的研究は，研究者の興味の
ある蛋白質で調べられているにすぎず，系統
的な研究は極めて少ない。また H/D 交換速度
から割り出される揺らぎを蛋白質の構造と
結びつける場合も，2 次構造やドメイン・フ
ォールドなどの 3次構造に分けて評価するこ
とが一般的であり，もっと根源的な構造情報
に基づいて考察している例は少ない。我々は，
本研究課題において質量分析を用いて得ら
れる蛋白質の揺らぎの速度を位相幾何学的
な定義によるキャビティ（トポロジカル・キ
ャビティ：以下 T-キャビティ）と結びつける
ことで，そこから揺らぎの速度を支配する蛋
白質内の共通の構造を見出し，さらに揺らぎ
がどのように伝播してゆくのかを明らかに
する。 
 
２．研究の目的 
質量分析を用いて得られる蛋白質の揺らぎ
の速度を位相幾何学的な定義によるキャビ
ティと結びつけることで，そこから揺らぎの
速度を支配する蛋白質内の共通の構造を見
出し，さらに揺らぎがどのように伝播してゆ
くのかを明らかにする。 
キャビティを位相幾何学的な手法で網羅的
に数え上げる方法論はこれまでになく，キャ
ビティオミクス解析と呼ぶべき新しい切り
口である。これと蛋白質分子の揺らぎとを組

み合わせることによって，蛋白質の揺らぎの
根源（＝揺らぎの震源地）の構造の特定をめ
ざす。この「揺らぎの震源地」が特定できる
と，構造生物学の他，酵素工学や生合成工学
など蛋白質の機能改変にも波及する概念が
確立する。 
 
３．研究の方法 
Ⅰ-(a) ホモロジー群を用いる蛋白質のト
ポロジカル・キャビティ（Ｔ-キャビティ）
の定量化 
球状蛋白質を用いて，適切な幾何モデルの導
出とそれに対するホモロジー群を用いた蛋
白質内のキャビティの位相幾何学的定量化
を行う。ここでは基本データとして蛋白質の
X 線結晶解析像を用い，幾何モデルとしては
以下を考える： 
 
・ Cech複体：蛋白質内の原子を0単体とし，

それらを各ファンデルワールス半径から
なる球で近似した３次元対象のnerveをと
ったもの。 

・ Rips複体：蛋白質内の原子を0単体とし，
2 つの原子 a,b（それぞれのファンデルワ
ールス半径を ra,rb とする）間距離が
ra+rb 以下のときに 1 単体を張る。(k+1)
個の原子からなるk単体はその中の任意の
原子対に１単体が張られているものから
構成される。 

上 記 モ デ ル の そ れ ぞ れ に 対 応 す る
Persistence Diagram を作成する。Cech 複体，
Rips 複体それぞれは，ファンデルワールス半
径などのパラメータを含んでいるので，その
パラメータを実数倍することによって，Ｔ-
キャビティがホモロジー群として生成・消滅
する。このＴ-キャビティ群の生成・消滅の
振舞いを Persistence Diagram と呼ぶ。すな
わち蛋白質は構成原子のファンデルワール
ス半径を実数倍変化させることによって，そ
の蛋白質に固有の Persistence Diagram を記
述する。 
このキャビティ・スペクトルを研究分担者の
平岡氏と共に，Ⅱ-(a)で H/D 交換を行うすべ
ての蛋白質について作成する。 
Ⅱ-(a) H/D 交換反応を用いる蛋白質のゆら
ぎの解析 
 水溶液中での蛋白質全体のH/D交換反応速
度を ESI イオン化法により測定する。この手
法は，我々の研究室で 10 年来培ってきた技
術で，H/D 交換量の経時的変化は蛋白質のＸ
線結晶解析が行われた条件を考慮しつつ，そ
の pH や濃度においては生理的条件に近い条
件で行う。ESI イオン化は温度制御が可能で，
できるだけサンプル量を少なくできるよう
に Nano スプレーイオン化を採用する。 
Ⅰ-(b)  ホモロジー群を用いたＴ-キャビ
ティの生成元の解析 
Ｔ-キャビティの生成元を求めることは，上
記の幾何モデル上で２次ホモロジー群の最
小生成元を求めることと同値である。Ⅰ-(a)



によって２次ホモロジー群の各生成元に対
する代表元がそれぞれ得られるので，課題は
「代表元を種にして真のキャビティに対応
する最小生成元を見いだす」ことと言い換え
られる。しかしながら一般に Computational 
Topology の問題として代数的厳密解を求め
ることはNP困難であることが知られている。
そこで我々は代数的に解を厳密に求めるの
ではなく，高精度な近似解を高速に求めるこ
とをめざす立場をとる。つまりここでの基本
方針は，蛋白質の幾何モデル上で最小生成元
を双曲安定定常解に持つような偏微分方程
式モデルを導入し，ホモロジー群計算で定ま
る代表元を初期値にして解の時間発展を追
うことで最小生成元を近似的に求めようと
いうものである。そのメリットとしては，数
学的には時間無限大の極限で到達可能な最
小生成元ではあるが，双曲性を積極的に利用
することで解の収束を早め，有限時間で良い
近似解を得ることを可能とする。 
ここで解決されるべき課題としては，１）手
呂・小林モデルの２次元版偏微分方程式モデ
ルの確立，２）幾何モデルの特異性を扱うこ
とが可能な数値計算手法の提案，が挙げられ
る。特に２）については幾何モデルに現れる
0 単体と１単体上での微分方程式の定式化を
考えることと同値であるが，これは有限要素
法を参考に適切な弱形式化を導入すること
で対応する予定である。この計画を実行する
為には，数理解析および変分法における業績
を持つ平岡氏の研究分担者としての参加が
不可欠である。 
Ⅱ-(b) 揺らぎの空間的伝播と T-キャビテ
ィの生成元との相関 
 蛋白質の H/D 交換位置を決定するために，
我々が開発したペプシンとMALDIイオン化を
組み合わせた手法を用いて，ペプシンフラグ
メントのH/D交換速度とその位置を観測する。
H/D 交換変化率は色分けし，揺らぎの空間的
伝播情報を可視化する。この際に，蛋白質に
よっては，夾雑する低分子化合物のためにス
ペクトルを複雑にする懸念がある。この問題
に対しては１）㈱島津製作所の福山・田中ら
と共同開発したマトリックスを用いて，当該
ペプチドを優先的にイオン化すること，２）
MSn測定により帰属の確度を向上させること，
で解消する。 
 
このようにして得られた揺らぎの空間的伝
播情報から「揺らぎの震源地」を明らかにす
る。この震源地がⅠ-(b)で求めた位相幾何学
的な生成元とどのように相関するのかを調
べる。特に，ある特徴的な大きさのＴ・キャ
ビティがあることが，揺らぎを伝播させる要
因になっているのかどうかを，Ⅰ-(a)で求め
たキャビティ・スペクトルと関連させながら
解析する。 
 
４．研究成果 
タンパク質構造の解析手法の一つに質量分

析法とHD交換法を組み合わせる手法がある。
また、タンパク質が形成する空洞を網羅的に
解析する方法として,パーシステントホモロ
ジー群がある。パーシステントホモロジー群
は,平成 23 年に濃野・平岡らが提唱した解析
手法であり,たんぱく質内の原子を 0 単体と
し,それらを各ファンデルワールス半径から
なる球で近似した 3次元対象の nerve をとっ
たものから,ファンデルワールス半径などを
実数倍することで,トポロジカル・キャビテ
ィー（T-キャビティ）がホモロジー群として
生成・消滅する。半径関数 0.8 付近のピーク
は小さな空洞を,半径関数 1.5 付近のピーク
は多きな空洞（ロバスト空洞）を表している。 
本研究では,様々な種類のタンパク質にHD交
換実験を行うことで,各タンパク質のHD交換
速度を算出し,それらの結果とパーシステン
トホモロジーの相関から,タンパク質の空洞
が HD 交換に及ぼす影響を考察した。タンパ
ク質の HD 交換速度とタンパク質を構成する
疎水性アミノ酸の数に相関があることがわ
かった。また,HD 交換速度とパーシステント
ホモロジーとの相関から,タンパク質の疎水
制度と空洞の数,大きさもHD交換速度を決め
ることが明らかとなった。このことから,従
来のHD交換実験において,HD交換速度はタン
パク質の持つ水素結合で決定されていたが, 
タンパク質内部の疎水性アミノ酸がもたら
す空洞に重水が入る速度がタンパク質の HD
交換速度を決めている要因の一つであるこ
とが示唆された。 
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