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研究成果の概要（和文）：たんぱく質立体構造データベース（PDB）の大規模データ分析による候補配列の設計
を行い、35種の候補を得た。これらをカノニカル分子動力学法（MD）とマルチカノニカル分子動力学法を用いて
絞り込み、3つの候補を得た。これらについてペプチドを合成し、蛍光相関法によって相互作用の安定性を確認
した。予備的な結果ではあるものの、少なくとも1つの候補について弱い相互作用を確認した。この結果につい
て、15件の論文の出版（うち14件が査読付き）、50件の学会発表、1件の図書出版、1件の特許出願を行った。

研究成果の概要（英文）：Candidates of amino acid sequences was screened from the Protein Data Bank 
in terms of intermolecular and intramolecular contacts. We identified 35 peptides and examined their
 interaction stability by using canonical and multicanonical molecular dynamics simulations. We 
obtained three pairs of peptides with weak interactions. We synthesized these peptides, and their 
interactions were examined with the fluorescence correlation spectroscopy. In preliminary results of
 this experiment, we confirmed that at least one designed peptide pair interacted. We have published
 15 articles (14 of them were peer reviewed), performed 50 presentations in conferences, wrote 1 
book, submitted 1 domestic patent.

研究分野： 計算生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
くすりの開発には多くの費用と時間が必要となる。特に最近では「ペプチド」と呼ばれる小さなたんぱく質から
成るくすりの開発が重要になっているが、正しく機能するペプチドを設計することは容易ではない。この研究で
は、これまでに明らかにされてきた全てのたんぱく質のデータを調べ、その中から一部分を切り取ることで、機
能するペプチドの開発を行った。その結果、ペプチドが一定の機能をもつことが試験管内での実験によって確認
できた。現状ではくすりそのものが作れたわけではないが、そのための第一歩を達成できたと言える。新しいく
すりを効率的に開発する方法となる可能性を示すことができ、その社会的意義は高い。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 人工的なたんぱく質のデザインは生物物理学における主要な課題のひとつである。近年では
米国の David Baker らや、分子研の古賀らが計算機を駆使することで成功を収めており、大き
な話題となっている(Koga et al., Nature (2012) 491, 222 など)。しかしながら安定にフォ
ールドするたんぱく質のデザインには一定の成功を収めているものの、機能のデザイン、すな
わち特異的な分子間相互作用をもつたんぱく質のデザインは現時点において困難な状況にある。
特異的な相互作用は極めて複雑な 3次元形状の相補性で成り立っており、その構築原理の理解
とデザインは未だ進んでいない。 
 一方で最近では特定の結合構造をもたないファジーな相互作用が報告されている(Mittag et 
al., J Mol Recognit (2010) 23, 105)。これは過渡的な弱い相互作用であるにも関わらず、特
異的に結合するという、古典的なモデルとはかけ離れた性質を備えている。このような過渡的
な結合でも機能性を持つことは興味深い事実である。すなわち、3 次元的な「面と面」の相補
性ではなく、「線と線」の過渡的で弱い相互作用であっても機能性を持ち得ると言える。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、このような「線と線」の弱い相互作用をもつたんぱく質をデザインすることを
目的とする。特に、アミノ酸 10 残基程度の小さなたんぱく質（ペプチド）の設計を行う。 
 
３．研究の方法 
 大きく 3つのステップに分けられる。(1)たんぱく質立体構造データベース（PDB）の大規模
データ分析による候補配列の設計。(2)分子動力学法（MD）による候補配列の絞り込み。(3)実
験による実証。ステップ(1)では PDB に含まれる膨大なたんぱく質立体構造データ中から、弱い
相互作用をもつ領域を探索した。相互作用している領域のペアを立体構造全体から切り出し、
短いペプチドのペアとして収集した。ステップ(2)ではこの構造について、MD シミュレーショ
ンを行うことで、相互作用の安定性を評価した。ステップ(3)では、安定性が確認された配列を
実際に合成し、蛍光相関法によって相互作用の安定性を確認した。 
 また、これら一連のステップを実施するために、様々な計算手法の開発や、計算の効率化に
関する基礎的な検討、たんぱく質やペプチドの基本的物性の理解のための検討を並行して行っ
た。 
  
４．研究成果 
 まず上記ステップ(1)について、PDB に対する統計解析を行った。PDB に含まれるたんぱく質
群から、「分子内接触がないが分子間接触のある部位」を探索し、ペプチド設計候補とするとと
もに、この部位の基本的な性質を調べた（論文 2）。このような部位の殆どは 3〜4 残基程度の
長さしか持たず、10残基程度の長い領域は多くなかった。長いものとしてはコイルドコイル構
造が多く見られたが、今回のデザインの候補からはコイルドコイルは除外した。その結果、35
種類のペプチドのペアが得られた。このような「分子内接触がないが分子間接触のある部位」
のアミノ酸組成については、表面残基とほとんど同じ傾向を示したが、アルギニンが少ないな
ど、いくつか特徴が見られた。 
 上記ステップ(2)について、MD シミュレーションを用いたペプチドの安定性解析のための
様々な基礎的検討と手法の開発を行った。本研究では水溶液中のペプチドが「弱く」相互作用
する様子を MDシミュレーションによって検討する。従来行われてきた MDシミュレーションの
多くは、たんぱく質の安定な構造周辺での熱揺らぎをみるものであり、このような「弱い」相
互作用の検出はまだ技術が確立されていない。そのため、揺らぎの大きい系を検討するための
方法論を開発した。ひとつは Virtual-system coupled canonical MD 法(論文 6,8,11)である。
これは任意の構造パラメータ（例えば分子間距離）などについてバイアスを掛け、構造パラメ
ータに沿った自由エネルギー地形を描く拡張アンサンブル法の一種である。バイアスは
flat-bottom ポテンシャルを用い、異なるバイアスポテンシャル間での遷移を確率的に行う。
これによってシミュレーション中は外力が加わらない状況を作ることができ、外力によるアー
ティファクトを最小限に抑えられることができる。「弱い」相互作用による認識には外力のアー
ティファクトが無視できない影響を及ぼすと考えられ、このような手法が必要を開発した。ま
た、この手法を始めとする種々の独自手法を効率良く用いるために、独自の MDシミュレーショ
ンプログラムを開発した（論文 9、12、14）。さらに、計算条件に関する基本的なベンチマーク
を行った（論文 3、5）。 
 次に、「弱い」相互作用またはファジーな相互作用の物性に関する基礎的な検討を行った。フ
ァジーな相互作用はこれまでに多くの報告例があり、天然変性領域の機能メカニズムとして重
要性がよく知られている。しかしこのような相互作用を MD で正確に評価できるかはまだ知見が
少ない。新規デザインの前に、既知の対象に対して適用して検証を行うと共に、ファジーな相
互作用の基礎的な理解を目指した。具体的には２つの転写因子、p53（論文 1）と Ets1（論文 7、
10、15）について、天然変性領域のファジーな相互作用による機能メカニズムを MD シミュレー
ションによって解明することができた。また、ペプチドの二次構造が崩壊するプロセスの詳細
や（論文 3）、イオンとたんぱく質の過渡的な相互作用（論文 13）についても解析を行ってきた。 
 これら要素技術の開発と並行して、MD シミュレーションによるデザインペプチドの絞り込み



を行った。ステップ(1)で同定した 35のペプチドペアについてカノニカル MDによるシミュレー
ションを行った結果、4 つの候補のみが結合を維持した。この 4 つについて、マルチカノニカ
ル MD による精密な相互作用の解析を行った。いずれにおいても様々な準安定複合体構造が見ら
れ、ファジーな相互作用を作っていることが分かった。この 4つのうち 2つはほぼ同じ配列で
あった為、実質的には 3つの候補が得られたと言える。 
最後にステップ(3)では、実験による検証を行った。上記ステップ(2)で絞り込んだ 3つのペ

プチドペアと、結合しないものと判定されたペプチドペア 1つ（ネガティブコントロールとし
て）を選定し、合計 4 つを化学合成した。合成に際しては、FAM による修飾を行ったものと、
修飾のないものを用意した。これらについて蛍光相関法による相互作用測定を行った。現時点
では予備的な結果ではあるものの、3 つのうち少なくとも 1 つについては明確に蛍光プロファ
イルのずれが見られ、デザインペプチド間での相互作用を確認することができた。今後さらに
詳細な検討を行い、相互作用するペプチドがデザイン出来たことを実証し、論文として報告す
る予定である。 
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