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研究成果の概要（和文）：球状蛋白質のフォールディング速度過程に関する文献調査を行い，蛋白質フォールデ
ィングのデータベースを構築した。データベースの総エントリー数は141（非二状態蛋白質59，二状態蛋白質
82）である。このデータベースから，非二状態蛋白質と二状態蛋白質を，それぞれ別々に取りだし，フォールデ
ィング速度定数の対数(ln kf)と，蛋白質の立体構造特性との間の相関を解析した。立体構造特性として，研究
代表者等が提案している非局所的接触クラスターの数の対数(ln Nc)を用いることにより，非二状態蛋白質と二
状態蛋白質のフォールディング分子機構の違いを明確に示すことが出来た。

研究成果の概要（英文）：We carried out literature searching on the folding kinetics of globular 
proteins, and constructed a protein-folding database. The total entry number of the database is 141,
 consisting of 59 non-two-state proteins and 82 two-state proteins. We took the non-two-state 
proteins and the two-state proteins separately from the database, and investigated correlations 
between the logarithmic rate constant (ln kf) of folding and the structural properties of proteins. 
We show that using the logarithmic number of nonlocal contact clusters, a structural property 
proposed by us, we can clearly describe differences in the molecular mechanisms of folding between 
the non-two-state and the two-state proteins.

研究分野： 生物物理学

キーワード： フォールディング　速度論　データベース

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１． 研究開始当初の背景 
(1) 蛋白質のフォールディング問題は、人工
蛋白質の de novo 設計やアルツハイマー病な
どのフォールディング病治療法の開発にも
関係した生物物理学における重要な問題で
ある。 
 
(2) 二状態フォールディングを示す小さな単
一ドメイン蛋白質のフォールディング速度
定数 kfが主鎖構造のトポロジカルな複雑さを
示す構造特性（Relative contact order 等）に強
く相関することが知られ、蛋白質のフォール
ディング機構は主鎖構造の複雑さによって
決まるのだという理解が定着しつつある。し
かし、中間体を示す、非二状態蛋白質のフォ
ールディングがどのような分子機構によっ
て決まるのかは実は未だ全く明らかではな
かった。 
 
(3) 過去数年間の間に，蛋白質のフォールデ
ィング速度に関する多くの実験データが蓄
積され，これらのデータをまとめた，新たな，
蛋白質のフォールディング速度に関するデ
ータベースを構築する必要がある。 
 
２．研究の目的 
(1) 蛋白質フォールディングデータベース構
築：最新の蛋白質フォールディング速度に関
するデータも含めた，最新の蛋白質フォール
ディングデータベースを構築する。 
 
(2) 非二状態蛋白質のフォールディング機
構：上で作成されるデータベースを基にして，
kf と様々な構造特性との間の相関解析を行う。
その際，二状態蛋白質と非二状態蛋白質を，
それぞれ，別々に解析し，非二状態蛋白質に
見出される特徴を明らかにする。非二状態蛋
白質のフォールディング分子機構の解明に
寄与する。 
 
３．研究の方法 
(1) フォールディングデータベース構築の方
法：PubMed 等で，球状蛋白質のフォールデ
ィング速度過程に関する実験の論文を検索
し，フォールディング速度に関するデータを
収集した。その際，単一ドメインの球状蛋白
質で蛋白質データバンク（PDB）に立体構造
が登録されているもののみを対象とし，複数
ドメインや PDB 未登録の蛋白質は除外した。
ジスルフィド結合や共有結合で繋がった補
欠分子族はフォールディング速度に影響す
ると考えられるので，これらを含む蛋白質も
除外した。また，アミノ酸残基数 34 未満の
小ペプチドも除外した。収集されたデータと，
既存の蛋白質フォールディングデータベー
ス（Garbuzynskiy 等[1]及び Wagaman 等[2]）
との比較を行い，最新でエントリー数最大の
データベースを構築した。既存のデータベー
スには二重登録や kf値の間違いなどがあった
ので，これらも修正した。データベース中の

エントリー項目は，蛋白質名，PDB コード，
PDB 中の蛋白質長，実際の蛋白質長，構造ク
ラス（α，β，α/β，α+β），実験条件（pH と温
度），kf の対数（ln kf），フォールディング型
（二状態または非二状態）の 8 項目である。 
 
(2) (ln kf)と構造特性との間の相関解析：上で
作成されたデータベースを基に，(ln kf) と，
様々な構造特性との間の相関解析を行った。
既存の構造特性である，Relative contact order 
(RCO) [3], Absolute contact order (ACO) [4], 
Long-range order (LRO) [5], Chain topology 
parameter (CTP) [6], Total contact distance 
(TCD) [7]に加え，研究代表者等が独自に提案
してる，非局所的接触クラスター（Nonlocal 
contact cluster, NLCC）の数の対数（ln Nc）と
(ln kf) との間の相関解析を行った。相関解析
では，各構造特性を決める各パラメータ値を，
交差検証を用いて最適化した上で，(ln kf) と
各構造特性との間の線形回帰分析から相関
係数を求めた。 
 
(3) NLCC の定義とパラメータ最適化：本研究
の NLCC は，以前，研究代表者等が提案した
構造特性に改良を加えたものであり[8]，二つ
の残基の間の接触強度 γcは，残基間の（水素
原子を除いた）原子–原子ペア（AA pair）間
の距離（dm,n）（m と n は，それぞれの残基に
属する原子の順番を表す）のロジスティック
関数の和として，次式で与えられる（図 1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 図 1：二つの残基の原子–原子ペア間の距離 
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ここで，dcutはカットオフ距離，αは関数の傾
斜強度を表す。接触強度カットオフを g とし，
γc ≥ g のとき二つの残基は互いに空間的に接
触していると定義する。さらに，空間的に接
触している，二つの残基（残基 i と j）が，配
列に沿ってカットオフ配列距離 L 以上離れて
いるとき（i.e., ǀj − iǀ ≥ L），残基 i と j は非局所
的接触をしていると定義する。非局所的接触
にある二つの残基ペア (i, j)と(k, l)が互いに
接近しているとき（i.e., ǀk − iǀ + ǀl − jǀ ≤ 4），二
つの残基ペアは同じNLCCに属すると定義す
る。ただし，NLCC には少なくとも三つ以上
の接触残基ペアがなくてはならない。これら
の定義を用いることにより，蛋白質のコンタ
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クトマップ上に NLCC を描き，その数 Nc を
求めることが出来る（図２）。(1)式を用いる
方が，dcutで不連続に接触を定義するよりも，
より良い(ln kf)と(ln Nc)との相関が観測され
た。 

 
図２：バルスターのコンタクトマップ。線で
囲まれた領域がパラメータ最適化後の NLCC
であり，Nc = 8 である。 
 
 本研究では，(ln kf)と(ln Nc)との間の相関が
最大となるように四つのパラメータ（L, α, dcut, 
g）の値を，交差検証を用いて最適化した。
作成されたデータベースから，非二状態蛋白
質と二状態蛋白質を，それぞれ別々に取り出
し，それぞれについて，パラメータの最適化
を行った。既存の構造特性（RCO, ACO, LRO, 
CTP, TCD）についても同様にパラメータの最
適化を行った。 

 
４．研究成果 
(1) データベースの構築：上記の方法に従っ
て蛋白質フォールディングデータベースを
構築した。総エントリー数は 141 であり，二
状態蛋白質 82，非二状態蛋白質 59 である。
既存のデータベースにはない，新規なエント
リー数が 32 あり，本データベースが最新で
最大のものとなる。構造クラス別に分類する
と，α 型が 35（二状態 25，非二状態 10），α/β
型が 15（二状態 1，非二状態 14），α+β 型が
41（二状態 23，非二状態 18），β 型が 50（二
状態 33，非二状態 17）であった。今後，本
データベースが，蛋白質の構造やフォールデ
ィングの理論的な研究や計算機シミュレー
ションに活用されることが期待される。完成
されたデータベースは，共同研究者である
Jooyoung Lee 教授（韓国高等科学院）の研究
室ホームページ上にアップロードされる
（ http://lee.kias.re.kr/~protein/wiki/doku.php?id
=pkhd:view）。 
 
(2) 構造特性のパラメータの最適化：データ
ベースから非二状態蛋白質と二状態蛋白質
を別々に取り出し，それぞれについて，(ln kf)

との相関が最大となるように，構造特性のパ
ラメータの最適化を行なった。NLCC の四つ
のパラメータについて，最適化した結果が表
1 である。表 1 より，非二状態蛋白質と二状
態蛋白質では，最適化パラメータの値が明確
に異なっており，これは両者の間で，フォー
ルディング分子機構に違いがあるためと考
えられる。非二状態蛋白質では，一次配列上
十分離れた（L = 16）残基同士の，空間的に
接近した（dcut = 4.4 Å）相互作用が支配的で
ある。一方，二状態蛋白質では一次構造上余
り離れていない（L = 6）残基同士の，空間的
にはもっと広い範囲に及ぶ（dcut = 8.2 Å）相
互作用も支配的である（表１）。 
 
表 1：NLCC の最適化パラメータ値 
 L α dcut g 相関

係数   (Å−1) (Å)  
非二状態 16 2.2 4.4 1.2 −0.879
二状態 6 1.8 8.2 0.6 −0.719
 
 そこで，表 1 のパラメータ値を使い，代表
的な非二状態蛋白質 4 種について，それらの
コンタクトマップ上に NLCC を描いてみた
（図３）。同様に，二状態蛋白質 4 種につい
ても NLCC を描いてみた（図４）。 
 

図３：非二状態蛋白質（A, ミオグロビン；
B, バルスター；C, バルナーゼ；D, フィブロ
ネクチン・タイプ III モジュール）のコンタ
クトマップと NLCC 
 

図４：二状態蛋白質（A, α スペクトリン R15
ドメイン；B, アポシトクローム b562；C, ア
クリルフォスファターゼ 1；D, hbLBD）のコ
ンタクトマップと NLCC 



 図３と図４の比較から，非二状態蛋白質と
二状態蛋白質のフォールディング分子機構
の違いが明らかに見て取れる。非二状態蛋白
質では，コンタクトマップ上に多くの NLCC
が描かれた（図３）。この場合，NLCC は二次
構造要素（α ヘリックス，β ヘアピン等）の
相互作用領域に対応すると見なされるので，
図３の結果は，非二状態蛋白質のフォールデ
ィングが，二次構造の形成された中間体を通
して進む，所謂，「枠組みモデル」に従って
いることを示す。一方，二状態蛋白質では，
NLCC の数が少なく，分子全体が一つの
NLCC であるか（図４B），分子の半分以上が
一つの大きな NLCC となり，それに小さな
NLCC が少数加わっている場合が多い（図４
A, C, D）。このような図４の結果は，二状態
蛋白質のフォールディングが，悉無律的な「核

形成凝縮モデル」に従っていることを示す。こ

のように，NLCC という構造特性を用いること

により，非二状態蛋白質と二状態蛋白質のフォ

ールディング分子機構の違いを明確に示すこと

ができた。また，蛋白質の立体構造から得られ

る (ln Nc)値からフォールディング速度定数 kf 
を予測する方法を確立できた。 
 
(3) (ln Nc)と既存の構造特性との比較：本研究
で提案された(ln Nc)と既存の構造特性（RCO, 
ACO, LRO, CTP, TCD）との間で，実験的に観
測された(ln kf)との相関がどのように違うか
を調べてみた。 
 非二状態蛋白質に対する比較の結果が図
５である。(ln Nc)が，他の構造特性に比べ明
らかにより良い相関を示しており，NLCC や
(ln Nc)が非二状態蛋白質のフォールディング
速度過程を記述する上での，極めて良好な構
造特性であることが明らかとなった。 
 

図５：非二状態蛋白質の各構造特性と(ln kf)
との関係 
 
 一方，二状態蛋白質においては，(ln Nc) と
(ln kf)との相関係数は−0.719 と十分有意では
あるが，LRO（相関係数= −0.769）や TCD（相
関係数= −0.723）よりは相関が弱いことが分
かった（図６）。NLCC が接触残基ペアのクラ
スター（構造要素間の接触領域）を表してい
るのに対し，LRO と TCD は，いずれも，一
次配列上離れた残基間の接触ペアの数や接
触している残基間の長さにより定義される

構造特性である[5, 7]。二状態蛋白質では，構
造要素間の相互作用よりも，残基間の相互作
用の方がより直接的にフォールディング速
度過程に関わっていることを示している。 
 

図６：二状態蛋白質の各構造特性と(ln kf)との
関係 
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