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研究成果の概要（和文）：タンパク質のアミノ酸配列とその天然構造の関係を理解することは、遺伝暗号解読問
題として興味深いばかりでなく、医学的な応用という観点でも重要である。本研究では新規フォールドを持つタ
ンパク質に対しても立体構造予測が可能な手法の一つである既知構造の再配線という手法に着目した。再配線を
行う際に最も重要なことは、物理的に許される再配線と許されないものを見分けることであるが、これまではこ
れを見分ける基準がなかった。本研究で、局所構造のルールのフラストレーションがこの基準になる事がわかっ
た。この結果は立体構造予測ばかりでなく、合理的デザインにおける目標構造をする際にも役に立つ。

研究成果の概要（英文）：Understanding the relationship between the amino acid sequence of a protein 
and its native structure is not only interesting as a genetic code deciphering problem, but also 
important in terms of medical applications. In this study, we focused on the rewiring technique of 
known structures, which is one of the methods that can predict the 3D structure of proteins with 
novel folds. The most important thing of the rewiring technique is to distinguish between physically
 permissible folds and impossible ones, but until now there has been no standard for distinguishing 
this. In the present study, we find that the frustration of the local structure rule is the 
criterion for this. The results are useful not only for three-dimensional structure prediction, but 
also for target structure selection in rational protein design.

研究分野： 生物物理

キーワード： タンパク質

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
タンパク質の天然構造をそのアミノ酸配列のみから予測したり（立体構造予測）、逆に望みの立体構造を持つア
ミノ酸配列を予測すること（デザイン）は、遺伝暗号解読問題として興味深いばかりでなく、医学的な応用とい
う観点でも重要である。立体構造予測とデザインの両方を行う際に、どのような構造がタンパク質の天然構造に
なりうるのかを把握しておくことは問題を解く上で本質的に重要である。本研究では立体構造予測の研究を通し
て、これまで知られていなかった天然構造の条件の一つを明らかにする事が出来た。

※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 

1960 年代に Anfinsen が「タンパク質の天然構造は自由エネルギー最小の状態である」と
いうことを実験的に示して以来、アミノ酸配列の情報のみからタンパク質の立体構造を理
論的に予測するという、いわゆる「タンパク質の折り畳み問題」は多くの研究者を惹きつけ
てきた。進化情報に頼らないタンパク質立体構造予測（非ホモロジーモデリング）が可能に
なるということは、アミノ酸配列という遺伝子型の情報から立体構造という表現型への情
報への変換過程を理解するという観点で興味深いばかりでなく、この情報変換過程が翻訳
時のリボソームのような大掛かりな装置を必要とせずに、それ単独で自発的に行われると
いう物理的観点からも興味深い課題である。また、このような非ホモロジーモデリングによ
るタンパク質立体構造予測は学問的な興味だけではなく、実用的な観点からも重要である。
医学・薬学・生物学・工学的に重要なタンパク質の中には、実験的な構造解析が困難でかつ、
現時点ではホモロジーモデリングが不可能なものが依然として多く存在する。Levitt らの
報告によると、配列データベースに存在する全タンパク質ドメインのうち、ホモロジーモデ
リング可能なファミリーは、全体の約２５％に過ぎなかった(PNAS 2009)。そのようなもの
の中で、工学的に注目を浴びている実験的構造解析が困難なタンパク質の例として、石油を
作るタンパク質であるアルカン合成酵素(Schimer et al. Science 2010)など、多数の重要な
タンパク質が挙げられる。このようなタンパク質の機能の理解・およびそれに基づく合理的
改良には構造情報が重要である。実際、乳ガンの増殖メカニズムの解明に立体構造予測が重
要な役割を果たした例が報告されており(Yoshimaru et al. Nature Comm. 2013)、構造情報
の重要性がますます高まっている。以上のことから、非ホモロジーモデリングによるタンパ
ク質立体構造は実用的な観点からも極めて重要な課題であると言える。 
非ホモロジーモデリングによる立体構造予測の現状を客観的に把握するには、世界的規

模で行われているタンパク質立体構造予測のブラインドコンテスト CASP の結果を眺める
のが最もよい方法である。最近の CASP の結果によると、1997 年に発表された Baker ら
によるフラグメントアセンブリ(Fragment Assembly:FA)法の登場により、非ホモロジーモ
デリングによる立体構造予測の成功例が報告され始め、現在に至るまで FA 法が最も強力
な非ホモロジーモデリング手法であるとされている。しかし、FA 法の成功確率は極めて低
く、最も優秀なチームの成功確率でさえ 10%に満たないと報告されている(Tai et al. 
Proteins 2014)。FA 法の成功率はなぜ低いのだろうか？我々は FA 法の長所とその限界に
関して丁寧に調べてきた。その結果、FA 法で行われているような配列類似性検索を用いた
局所構造予測では、正解構造に近い局所構造を予測することが極めて難しいこと、そして局
所構造予測に失敗した場合、安定な二次構造パッキング構造をシミュレーション中に生成
することが不可能であることが明らかとなった(Chikenji et al. PNAS 2006)。また、Kim ら
は FA 法による複雑なトポロジーをもったタンパク質の立体構造予測が失敗する理由は、
FA 法では複雑なトポロジー構造のサンプリングが難しいからである、と報告している
(JMB 2009)。以上から、非ホモロジーモデリングによるタンパク質立体構造予測の精度を
向上させるための最重要課題の一つとして、複雑なトポロジーであっても効率的に構造生
成できる手法を開発することが挙げられる。 
どのようにすれば複雑なトポロジー構造を効率的に生成できるだろうか？本研究では、

「配列順序をあえて無視した構造類似性」に着目する。配列順序を無視した構造類似性とは、
トポロジー（二次構造のつながり方）は異なるが、二次構造のパッキングの仕方は類似して
いる性質のことである。以前から、CASP の新規フォールド部門の問題として出題されたタ
ンパク質の天然構造の多くは、既知構造と二次構造のパッキングの仕方が似ている事が指
摘されていた。つまり、複雑なトポロジーをもつ新規フォールド構造であっても、既知のフ
ォールドの二次構造のつながり方を変える（再配線する）だけで極めて高い精度で構造生成
できる、という事である。このように既知のフォールドのつなぎかえでどれくらいの新規フ
ォールドの構造を生成できるのだろうか？我々はこの疑問に答えるために、高性能な配列
順序を無視した構造比較方法を開発し(Minami et al. BMC bioinformatics 2013)、それを用
いて異なるフォールド間で同じ二次構造パッキングを共有しているかを調べた(Minami et 
al. PloS ONE 2014)。その結果、約８０％のフォールドは他のフォールドのつなぎかえでよ
く表現できることが明らかとなった。これは新規フォールド構造であっても、８０％の確率
で既知構造を改変することにより構造生成できることを示唆している。 
しかしながら、再配線する際に理解しておかなければならない深刻な問題がある。それは、

現時点では、再配線したフォールドが物理的にタンパク質の天然構造として存在できるも
のなのか否かを判定する基準がない、という事である。また、この問題を解明することは、
なぜタンパク質のフォールドは約１０００種類程しかないのか、という問題に対する回答
を与える事ができるという意味でも重要である。 

 
２．研究の目的 

本研究の目標は、再配線を用いて新規フォールド構造を持つタンパク質の立体構造を予測
できるようになるために、既知のタンパク質立体構造の二次構造の順番を入れ替えて（再配
線して）新規フォールド構造を生成して新規フォールド構造を作成した際に、その新規フォ
ールドが物理的にタンパク質の天然構造として存在できるものなのか否かを判定する基準



を作る事である。そしてそれをもとに、なぜタンパク質のフォールドの種類が極めて少ない
のかという問題に対する回答を与えることを目指す。 

 
 
３．研究の方法 

1. 高精度なシークエンシャル構造アラインメント手法の開発 
再配線の恩恵を正しく定量的に評価するためには、配列順序を無視した構造アラインメ
ントと配列順序を保った（シークエンシャルな）構造アラインメントの両方が必要であ
る。我々はこれまで、世界最高レベルの高精度な配列順序を無視した構造アラインメン
ト手法を開発してきたが、これと同等なシークエンシャル構造アラインメント手法が必
要である。本研究ではまず準備段階として、高精度なシークエンシャル構造アラインメ
ント方法を開発する。そしてそれを用いて再配線の恩恵を正しく評価する。 

2. 再配線によって作られたフォールドが物理的に天然構造として存在できるか否かを判
定する基準の開発 
一つの既知構造を用いて再配線を行った場合、膨大な数のフォールドを生成する事がで
きる。しかし、それらが全て物理的に天然構造として存在できるものかどうかは自明で
ない。実際、現在タンパク質の立体構造データベースに登録されているフォールドの数
を考えると、再配線を行ったフォールドの数と比べると極めて少ない事がわかる。これ
らのデータベース中に存在しないものは物理的に不可能だから存在しないのだろう
か？あるいは、物理的には可能だが進化がたまたまサンプリングしていないだけなのだ
ろうか？本研究では、ループの繋がり方によって物理的に天然構造として存在できるも
のとそうでないものを見分ける方法を開発し、理論的に考えられる膨大なフォールドの
うち、物理的に可能なものはどれなのかを明らかにする。 

 
 
 
４．研究成果 

1. 高精度なシークエンシャル構造アラインメ
ント手法の開発 
再配線の恩恵を正しく定量的に評価するた
めに、シークエンシャルな構造アラインメン
ト（MICAN-SQ）を開発した。MICAN-SQ
は、我々がこれまでに開発してきた世界最高
レベルの高精度な配列順序を無視した構造
アラインメント手法（MICAN）に、配列順序
を保つような束縛条件を加える改良を施す
ことによって開発した。それゆえ、MICAN
プログラムはアラインメント時に①配列順
序を保ったもの（SQ）、二次構造の順序は無
視するが鎖の方向は保ったもの（RW）、二次
構造の順序も鎖の方向も考慮しないもの
（RR）の３つのアラインメント方法を一つ
のプログラムで実行する事ができる。さら
に、これら３つのプログラムは束縛条件のみ
が異なるので、鎖の繋がり方の違いの影響の
みを計算する事ができる世界で唯一のプロ
グラムである。 
 MICAN-SQ の性能を評価するために、構
造アラインメントの性能評価でよく使われ
ているベンチマークセット（MALIDUP と
MALISAM）を用いてベンチマークテストを
行い、既存手法（DeepAlign、Dali-Lite、
TMalign、MICAN-RW、MICAN-RR、MMalign、TopMatch）と性能を比較した（右
図）。性能評価の結果、既存のどのプログラムよりも統計的優位差を持って MICAN-SQ
は優れている事がわかった。 
 MICAN-SQ を用いて、新規フォールドを再配線を用いて予測する際の恩恵がどれくら
いあるか見積もったところ、約８０％のフォールドに対して再配線によって類似した構
造が構築できる事がわかった。これは TMalign を用いた評価である約４０％と比べて
非常に大きく、TMalign は構造類似性を過大評価している事が示唆された。 
 MICAN-SQ のもう一つの大きな特徴は、他のどのシークエンシャルな構造アラインメ
ントプログラムとも異なり、モノマー同士、モノマーと多量体、あるいは（鎖の本数が
異なる）多量体と多量体のペアに対しても、鎖の対応関係を含めた構造アラインメント
を行う事ができる、ということである。これを応用して、これまで手動で行われてきた 



glyoxalase/bleomycin resistance protein (BRP)ファミリーに対して構造アラインメン
トを行い、系統樹を作成したところ、正しく系統樹が構築できたばかりでなく、新しい
構造変化の様式を特定する事が出来た（下図）。 

 
 
 
 
 

2. ４本のβストランドと２本のαヘリックスからなるフォールドの解析 
ループの繋がり方によって物理的に天然構造として存在できるものとそうでないもの
を見分ける方法を開発するために、４本のβストランドと２本のαヘリックスからなる
フォールドを例題として解析を行った。 
まず、理論上可能な４本のβストランドと２本のαヘリックスからなるフォールド全

てを列挙し、その中のどのフォールドがタンパク質立体構造データベースに登録されて
いるかを計算した（下図）。 

 
理論上可能なものとデータベースに登録されているものを比べると、データベース上
に多く存在しているものは、二つのレイヤー間を交差する回数（ILC loop）が多く、β
シートの水素結合が配列に沿って非局所的なもの（NLB pair）が多い事がわかった。こ
のことは、デザインしやすい構造は協同的な相互作用を持っている必要があること、逆
に、協同的な相互作用がないフォールドは物理的に天然構造として存在しにくい、とい
う事が示唆された。この事を利用すると、立体構造予測をする際に、再配線して生成し
た構造の非局所的な接触の割合を調べる事で、生成した構造の中から天然構造になりに
くいものをフィルタリングする事ができるようになった。課題として、鎖の N 末端か
ら C 末端の方向だけを入れ替えた“リバースの関係”にあるフォールドは、NLB pair 
の数も ILC loop の数も同じであるが、データベース中での存在数は大きく異なってい
るのは、物理的な要因の帰結なのか進化のサンプリングバイアスなのか明らかにする必
要がある、というものが残された。 
 
 

3. 平行βシートの解析 
４本のβストランドと２本のαヘリックスからなるフォールドの解析で課題として残



された「N 末端から C 末端への鎖の方向の逆転」の効果を理解するために、問題を単純
化して、平行βシートのみを対象として研究を行った。 
 具体的には３本から６本からなる平行βシートフォールドを考えた。これは理論的に
は４３５個の繋がり方がありうるが、そのほとんどはデータベース中に存在せず、ほん
の数種類しか存在しないことがわかった（下図）。 

データベース中に存在しているフォールドの中で、特に頻出するものはスーパーフォ
ールドと呼ばれるが、スーパーフォールドのリバース構造はデータベース中に存在しな
いか、存在するとしても極めて少なかった。また、スーパーフォールドは必ず C 末端の
βストランドがβシートの端に位置しているのに対し、スーパーフォールドのリバース
構造は N 末端のβストランドがβシートの端に位置していた（下図）。 

 

 
この非対称性を説明する物理的要因を探ったところ、以下の三つの物理的なルールを
満たす事ができるフォールドがスーパーフォールドで、ストランドの配置や長さをどう
やっても三つのルールを同時に満たす事が出来ない（フラストレーションがある）フォ
ールドがデータベース中に存在しない事がわかった。 
ここで、三つのルールとは、①β-α-βユニットは右巻きでなければならない
(J.Richardson 1977)、②α-βユニットは反平行でなければならない（Koga et al. 
2012）、③平行βシートのレジスタシフトは 0以上でなければならない（本研究で発見）、
である。なお、レジスタシフトのルールは本研究で立体構造データベース解析により発
見し、次いでそれが物理で説明できることも証明した。 
 以上のように、ミクロなルールを組み合わせることによって物理的に禁止されるフォ
ールドとそうでないものがある事がわかった。物理的に禁止されているフォールドは全
て立体構造データベース中にない事からこの理論の妥当性が支持される。この理論を用
いることによってタンパク質立体構造予測の際に再配線によって生成した構造が物理
的に天然構造として存在できるのか否か判断できるようになった。また、なぜタンパク
質のフォールドの種類が有限であることを説明する理論としても有効なものであると
考える事ができる。 
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