
 

様式Ｃ－１９ 

 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 
平成 25 年 5 月 31 日現在 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）： 
糖鎖残基間の相互作用の解析を、７種類の糖鎖系列に対し分子動力学法を用いて分子シミュレ
ーションを行い，３つの糖鎖コンホメーションを変化させる要因を示唆した。 またサポートベ
クターマシンを用いて，２つの脂質メディエータ（プロスタグランジン、スフィンゴ 1 リン酸）
の受容体に対して阻害活性化合物の予測を行った。さらに予測された化学構造から活性に関す
る部分構造を詳細に解析した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
The interaction of carbohydrate chains was analyzed to the 7 types of carbohydrate chains 
by using molecular dynamics simulation. We suggested three factors of changing the 
conformation. Moreover, we predicted inhibitory activity of two lipid mediators using 
support vector machine. The predicted chemical structures were analyzed a partial 
structures for activity in detail. 
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１．研究開始当初の背景 
ヒトゲノム解読が終了し，時代はポストゲノ
ムシーケンス時代に移行し，着実に「生命シ
ステムの再現と理解」に向けて前進している．
しかしその一方，生命システムは従来のセン
トラルドグマだけでは表せない複雑なシス
テムであることもわかってきた（図１）．そ
の生命システムを階層的に捕らえると，個体
を理解するには組織を理解しなければなら

ならず，細胞認識や細胞間相互作用に深く関
与している糖タンパク質と糖脂質などの複
合糖質の構造と機能を理解することは，非常
に重要な課題である．また糖鎖は，DNA とタ
ンパク質に次ぐ第三の生命鎖と呼ばれてお
り，発生・分化，脳・神経機能，免疫応答，
生活習慣病，遺伝的疾患など様々な生体反応
において重要な機能を有していることが明
らかとなってきている．さらに，生体内に含
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まれるタンパク質の 50％以上は糖タンパク
質であると推定されており，糖鎖付加は，タ
ンパク質の最も主要な翻訳後修飾である．し
かしながら，糖鎖は代謝を経て合成されるい
わゆる遺伝子の二次産物である故，ゲノム情
報を直接扱うことは難しく，ゲノム配列から
構造や機能への規則は未だ見出されていな
い．そこでわれわれは，糖鎖の生物機能の解
明を目指し，研究を進めている． 
 
２．研究の目的 
第三の生体鎖である糖鎖は，発生・分化，免
疫応答など様々な生体反応において重要な
機能を有し，細胞間認識や細胞間相互作用な
どに深く関与している理由から，ポストゲノ
ム研究として注目されている．従来の糖鎖に
対する計算機アプローチは，糖鎖はタンパク
質のリガンドひとつとしてしか扱っておら
ず，ゆえに糖鎖構造に対する統計的解析や処
理は行われていない．そこで本研究では，糖
鎖構造から，立体構造，側鎖パッキング，疎
水性指数などの糖鎖構造適合性評価関数を
見出し，糖鎖を主にした生体内相互作用シス
テムの構築を行い，さらには生命機能におけ
る糖鎖の重要的な役割の解明や，それを利用
した創薬研究に多大なる貢献を目指す． 
 
３．研究の方法 
（１）ラマチャンドランプロットを用いた糖
鎖構造解析 
本研究では糖脂質のコンホメーションを

比較する手法として，アミノ酸主鎖の二面角
よりタンパク質の二次構造を予測すること
が可能なラマチャンドランプロットを用い
た． 
タンパク質のポリペプチド主鎖はアミノ

酸同士のペプチド結合により構成され，各残
基の窒素とα炭素原子間の結合まわりの二
面角と，α炭素原子とカルボニル炭素原子間
の結合まわりの二面角によって記述される．
これら二面角の前者をφ，後者をψと呼ぶ．
これら二面角には立体的な制約が存在する．
φ，ψの組み合わせによって，隣接する残基
のアミド水素，カルボニル酸素などがぶつか
る場合があり，お互いのファンデルワールス
半径内に入ってしまうコンホメーションは
立体的に起こり得ない．物理的に取り得るコ
ンホメーションの許容範囲を示したものが
ラマチャンドランプロットである． 
 ここで，ペプチド結合の二面角によってペ
プチド主鎖の構造を記述することが可能な
のと同様に，糖鎖のコンホメーションは糖鎖
の糖残基間の結合の二面角によって記述で
きる．アミノ酸における二面角φ，ψの定義
は上記したが，本研究での対象は糖脂質にお
ける糖鎖なので，糖鎖におけるラマチャンド
ランプロットとしてφ，ψを定義した． 

糖鎖を構成するグリコシド結合には２つ
の回転可能な結合があり，これらの二面角を
φ，ψとして定義した．詳しくは環内の酸素
原子，１位の炭素原子，グリコシド結合を形
成している酸素原子，およびそれに隣接する
炭素原子の４原子がなす二面角をφ，１位の
炭素原子，グリコシド結合を形成している酸
素原子，それに隣接する炭素原子，およびそ
の炭素原子より１位若い位置番号の炭素原
子の４原子がなす二面角をψとした（図１）． 
次にラマチャンドランプロットの作成に

用いる二面角についてである．糖脂質はタン
パク質と比較すると，1 つの分子が取り得る
二面角の個数がかなり少ないので，タンパク
質の全アミノ酸残基間の二面角からラマチ
ャンドランプロットを作成する作図法をそ
のまま適用するのは適当ではない．そこで，
本研究では，糖脂質がコア構造から伸張する
際に単糖が取り得る結合様式や結合位置を
予測することを最終目標としているので，コ
ア構造の二面角のみを算出することにした．
一つの糖鎖に含まれる全グリコシド結合か
らなる二面角でラマチャンドランプロット
を作成するのではなく，同じ系列に含まれる
複数の糖鎖から同じ残基間の二面角を求め
るのである．例えば，1-2 残基間の二面角を
求める際は，ある系列内のすべての糖鎖の
1-2 残基間の二面角を算出し，そこからラマ
チャンドランプロットを作成した．また，コ
ア構造の二面角を 1つのラマチャンドランプ
ロットにプロットすると，二面角の分布が 3
つの残基間で区別が付かなくなるため，残基
間別にプロットした． 

図１．糖鎖における二面角（φ，ψ） 
 
また糖鎖ラマチャンドランプロットの作

図法については基本的にタンパク質の場合
と同様である． 
 まずは糖鎖のコア構造の二面角を求めた．
すなわち 1-2 残基間，2-3 残基間，3-4 残基
間の 3つの二面角である．これを同系列の糖
鎖で全ておこない，求めた二面角を同系列で
の残基間ごとに-180°から 180°の領域でφ
を横軸に，ψを縦軸に散布図をプロットした．
これらの点の密度分布によって領域の境界
線を引いたものをラマチャンドランプロッ
トとする． 
 分子動力学法による MD 計算は，以下のよ



うに行った．SWEETⅡによって得られた糖鎖
配列情報をエネルギー極小化とファンデル
ワールス力の計算は行われているが，十分と
はいえず実際の構造とは異なる可能性が高
い．実際に，脂質部分は直線状に配置されて
いる訳ではない．従って，少しでも実際の構
造に近づける為に脂質部分を Protein Data 
Bank（PDB）より取得したものと置き換えた．
ここでは糖脂質を含む糖脂質輸送タンパク
質（Human Glycolipid Transfer protein，
PDB ID；1SX6）を使用した．糖脂質輸送タン
パク質のタンパク質部分を消去することで
得られた糖脂質から，糖鎖部分を消去して脂
質構造を取得した（図２）．この脂質部位に
MD シミュレーションの対象である糖鎖を付
加した．これを MD シミュレーションにおけ
る初期構造とした．この構造に対し，極小化，
熱処理，平衡化を行った後に MD 計算を行っ
た．その際用いたパラメータは，ステップ数
100000ns，時間幅 1fs，温度 300.0K，アンサ
ンブル NPT，溶媒 水，力場ねれるぎー 
CHARMm である．最終的な構造をポテンシャル
エネルギーが安定している構造であるとし，
この状態に対しラマチャンドランプロット
を作成した． 

図２．Human Glycolipid Transfer protein 
(PDB ID: 1SX6)より得られた脂質構造部位 
 
（２）サポートベクターマシンによるヒット
化合物の探索 
化合物は構造や分子量ならびに疎水性な

どの化学的性質まとめられた mol ファイルや
SDF ファイルなどの形式的をもつファイルと
してデータベースで管理されている．それら
の化合物ファイルは ChEBI や ZINC ならびに
PubChem などの公共データベースから利用で
きる．特に PubChem データベースは，PubChem 
Compound と PubChem SubStance ならびに
PubChem BioAssayの３つのサブデータベース
から構成され， PubChem BioAssay からは標
的に対して，生物学的検定が行われた化合物
データを取得できる．本研究では，プロスタ
グランジン EP2受容体に対しての化合物阻害
活性実験データ(AID1422)と，スフィンゴシ
ン 1 リン酸 4(S1P4)受容体に対しての化合物
阻害活性データ(AID1510)の 2つを取得した．

各実験データの化合物数はAID1422では約25
万，AID1510 では約 21 万であった．この実験
系における阻害活性値は，エネルギー共鳴移
動(Fluorescence resonance energy transfer 
FRET)によって解析され，0~100 の範囲で定義
付けられる．本研究では阻害活性ありの閾値
を，EP2 では 40 以上，S1P4 では 25 以上とし
た．その結果，阻害活性を持つ化合物数はプ
ロスタグランジン受容体のデータ AID1422で
は 1304，スフィンゴシン 1 リン酸 4(S1P4)受
容体 AID1510 では 596 であった．また本研究
では，機械学習の一種であるサポートベクタ
ーマシン（SVM）を用いて各受容体に対して
活性の有無を予測する．その学習には，活性
ありと活性なしのデータに偏りがあっては
ならない．すなわち，活性なしの化合物はあ
りの化合物と比較して，約 200～400 倍多い
ので，阻害活性なしの化合物のデータセット
は，阻害活性のある化合物と同数になるよう
に活性なしの化合物分布に沿ってランダム
に取得した． 
 更に，Fingerprint 法により化合物をビッ
ト列に変更した．即ち，化合物の構造を頂点
と辺からなるグラフ構造として扱い，それら
グラフ間で類似性や一致を見ることは，厳密
には NP 困難な問題である．従って，化合物
の構造は 0と 1の 2進数で表現して化合物に
含まれる特徴を数値化した記述子として取
り扱った．この方法を Fingerprint法と呼び，
その 1つの MACCSkey を本研究では採用した．
MACCSkey は予めに定義された 166 種類の部
分構造に基づいて化合物を表現する．このと
き，166 種類の部分構造は SMARTS と呼ばれる
部分構造を表す特殊な符号によって表され
る．本研究では MACCSkey のおける化合物の
構造 rdkit を用いて 166bit の特徴ベクトル
に変換した． 
 これら得られたビット列に対し，サポート
ベクターマシンによりヒット化合物に対す
る予測器を開発した． 
 
４．研究成果 
（１）ラマチャンドランプロットを用いた糖
鎖構造解析 
 取得した 3 種（1-2 残基間，2-3 残基間，
3-4 残基間）のラマチャンドランプロット
の分布が 1 箇所に集中している場合，糖鎖
は特定のコンホメーションを取る傾向があ
るということがいえる．対して，分布領域
が分かれている場合，同系列の中に複数の
コンホメーションが存在することを示して
いる．本研究では，コンホメーションを変
化させる要因を調べることを目的としてい
るので，分布領域が分かれているラマチャ
ンドランプロットを解析したい．よって，
比較的に分布領域が分かれているラマチャ
ンドランプロットに着目し，解析を行った． 



 ラマチャンドランプロットによって二面
角の分布が境界面で分断されている場合が
ある．二面角の-180°と 180°は同等であ
るので，この場合は上部の領域と下部の領
域は分布が分かれているのではなく，同領
域に含まれているとみなすことができる．
しかしながら，境界面で分布が分かれたラ
マチャンドランプロットでは領域の密度分
布が視覚的にとらえにくい．この問題を解
決する為に，分布が境界面で分断されてい
る場合は，ψ軸を 180°ずらすことによっ
て 0°から 360°の間で二面角を表示し，
ラマチャンドランプロットを作成した． 
 分布が分かれているラマチャンドランプ
ロットの解析について，領域が 2 つに分か
れている場合は，赤で囲んだ領域を class1，
橙で囲んだ領域を class2 とした．同様に，
領域が 3 つに分かれている場合は，赤で囲
んだ領域を class1，橙で囲んだ領域を
class2，黄緑で囲んだ領域を class3 とした．
各 class に含まれる糖脂質を抜き出すため
に，ラマチャンドランプロットを二面角の
散布図と比較対照し，そこから KEGG 
Entry ID を抽出した．class 分けがあいま
いな糖脂質は排除している．各 class にお
ける構造の特徴を比較したいため，class 別
に構造のモデル図を示した．この流れを全系
列に行った． 
 
（２）サポートベクターマシンによるヒット
化合物の探索 
 EP2 において SVM が最も予測精度が高いこ
とを示した．その際，Accuracy は 79.0%，
Sensitivity は 78.0%，Specificity は 80.1%，
Precision は 80.0%であった．また S1P4でも
同様に SVM による分類が最精度で予測でき，
Accuracy は 72.2%，Sensitivity は 71.1%，
Specificity は 71.1%，Precision は 71.2%で
あった．EP2 と S1P4にて Specificity の高精
度な理由として，阻害活性を持つ化合物より、
阻害活性を持たない化合物の方がデータ空
間上で広く散らばっているために、学習後の
阻害活性を持たない化合物の予測領域が大
きくなることが理由であると推定された． 
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