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研究成果の概要（和文）：構造生物学を分子遺伝学に応用し、遺伝性疾患の発症機構を解明することを目指ざし
た。国内外の遺伝学研究室によって遺伝性疾患の原因として新たに同定された遺伝子変異がタンパク質構造に与
える影響について、ホモロジーモデリングによる分子モデル構築や自由エネルギー計算などの静的な解析に加
え、分子動力学計算(MD)による動的な解析により調べた。その結果、静的な解析だけでは捉えることができなか
った、NUP107遺伝子の変異による分子構造への影響について、MDを併用することで明らかにし、遺伝学研究にお
けるMDの有用性を示した。

研究成果の概要（英文）：Rapid progress in structural biology and molecular genetics is obvious, yet 
their cooperation remains out of reach. Our aim is to develop in silico pipeline, which enables us 
to assess the impact of the mutations found by domestic and international genetics laboratories from
 the structural viewpoint. Specifically, we analyzed the mutations not only by static structural 
analysis such as homology modeling and free energy change calculation but also by dynamic analysis 
using molecular dynamics (MD) simulation. We showed that MD is a powerful tool to evaluate effects 
of gene mutations on protein structure and function. 

研究分野：生化学、構造生物学
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１．研究開始当初の背景 
タンパク質や核酸の立体構造を解析する構
造生物学と、疾患の原因となる遺伝子変異を
探索する分子遺伝学は、ともに解析技術の発
展や普及によって近年研究が加速した研究
分野である。 
 構造生物学では、タンパク質や核酸の三次
元構造は、X線結晶構造解析、核磁気共鳴法
（NMR）および電子顕微鏡により実験的に
決定され、蛋白質構造データバンク（PDB; 
Protein Data Bank）に登録される。放射光
技術と結晶化技術の進歩に伴って、PDB登録
数は加速度的に増加し、現在は 7万を優に超
えている。 
 一方、分子遺伝学では、遺伝性疾患を標的
としたエクソーム解析において、次世代シー
クエンサーの登場によって解析が加速し、疾
患の発症に関与する、エクソン領域における
遺伝子変異が日々発見、同定されつつある。 
 この２つの研究分野は、これまで全く個別
に発展してきており、両者の融合によって疾
患の発症機構を分子構造レベルで理解する
ための研究体制は十分ではない。その理由と
して、分子構造を利用するためには、生体分
子の構造そのものの理解に加え、計算科学的
手法などの専門知識を必要とするため、分子
遺伝学者が自ら参入するには障壁が高いこ
とが挙げられる。そこで、構造生物学者の協
力が必要となるが、ヒト遺伝学研究者の多く
は医学部に在籍しており、理工系に多い構造
生物学者の協力が得られにくい環境にある
ことが多い。 
 構造生物学を専門とする本研究室は、医学
部に所属するため本学遺伝学教室との共同
研究に取り組みやすい環境にあり、アミノ酸
変異による立体構造への影響を多数解析し
てきた(Tsurusaki Y, et.al.,Nat Genet, 2012
など)。最近では、ハーバード大や西オースト
ラリア大の分子遺伝学研究グループとの共
同研究にも取り組み、成果を上げている
(Ravenscroft G, et.al., Am J Hum 
Genet 2013 Jul 11;93(1):6-18 
, Gupta V, et.al., Am J Hum Genet 2013 
Dec 5;93(6):1108-1117)。 
 これらの解析の経験から、疾患の発症につ
ながるアミノ酸変異において、タンパク質の
折り畳みを阻害する、あるいは、タンパク質
間相互作用を阻害することが容易に予想で
きる例がある一方で、変異の分子構造への影
響を判断することが難しいケースもあるこ
とがわかってきた。後者を解析するためには、
より精度の高い解析手法が必要であると考
えられる。 
 我々がこれまでに確立した、アミノ酸変異
をもつ分子構造を用いた評価パイプライン
は、以下の如くである。まず、アミノ酸変異
が認められたタンパク質の分子構造を PDB
データベースを利用して検索する。該当する
タンパク質の立体構造がデータベース上に
見つからない場合は、ホモロジー検索を行い、

類似性の高い立体構造で代用する。この構造
を基に、コンピューター上でアミノ酸変異を
導入し、野生型および変異型タンパク質の自
由エネルギー差を、FOLDX などのソフトウ
ェアを用いて計算し、タンパク質の安定性に
対するアミノ酸変異による影響の指標とす
る。さらに、立体構造中にアミノ酸変異部位
をマップし、二次構造や疎水性コア、活性中
心や他のタンパク質との相互作用部位など
との位置関係を調べ、定性的に考察する。し
かし、この解析方法は静的な構造のみを評価
しており、タンパク質の機能発現において極
めて重要な分子構造の動的性質を考慮して
いない点に問題がある。この問題は、X線結
晶構造からは分子構造の動的な性質につい
ての情報が得られないことに起因している。
分子構造の動的な情報はNMRによる緩和時
間測定によって得られるが、測定までに手間
と時間を要する上に、測定原理上、解析可能
な分子量に上限があり、実際の解析に適用で
きるケースは極めて少ない。そこで、本研究
では、分子の動的情報を得るための有効な方
法の一つである分子動力学計算（MD）によ
るコンピューターシミュレーションを併せ
て用いることで、この問題に取り組む。 
 構造生物学も遺伝学も、技術革新により大
量の情報を蓄積することに成功してきた。ま
た、コンピューターの性能の劇的な向上によ
り、従来は計算に長時間を要した動的な分子
シミュレーションについても、今では一般の
研究室レベルで可能となりつつある。蓄積さ
れた膨大な情報をうまく融合して利用し、よ
り有用な情報を引き出して現実の問題解決
に役立てていく段階であると思われる。 
 
２．研究の目的 
本研究は、エクソーム解析を行う遺伝学研究
者が見出した遺伝子変異が分子構造に与え
る影響を評価するため、従来の静的分子構造
解析に加え、MDシミュレーションを取り入
れた解析パイプラインを整備し、疾患発症機
構をより正確に理解することを目指す。 
 
３．研究の方法 
遺伝性疾患の発症に関与する遺伝子変異に
よって引き起こされる変異タンパク質の機
能不全について、静的および動的な分子構造
の観点から解析する。その目的で、高性能ワ
ークステーションを導入し、分子動力学（MD）
シミュレーションを行う。 
 
４．研究成果 
遺伝性疾患の原因として国内外の遺伝学研
究者により新たに見出された分子変異につ
いて、ホモロジーモデリングによる分子モデ
ル構築、自由エネルギー計算、および分子動
力学計算(MD)を組み合わせた解析システム
を併用して解析を行い、原著論文 21 報に報
告した。 
 これらの解析では、遺伝子変異によって変



異型タンパク質の機能不全が引き起こされ
る機序を静的な分子構造の観点から説明す
ることが可能なケースもあったが、変異型タ
ンパク質の機能異常が実験的に確かめられ
ているのにも関わらず、分子構造モデルを利
用した自由エネルギー計算では、アミノ酸置
換変異の影響を捉えることができない例も
散見された。例えば、核膜孔複合体を構成す
るタンパク質の一つNUP107の遺伝子変異は、
ステロイド抵抗性を示す小児期早期発症の
ネフローゼ症候群を引き起こす原因として
同定された。変異型のNUP107タンパク質は、
既知の結合タンパク質である NUP133 との結
合が障害されること、および核膜孔への局在
が障害されることが in vitro の実験で解明
されている。しかし、Ｘ線結晶構造上では、
変異部位は NUP107 と NUP133 との相互作用部
位とは離れた領域にあり、自由エネルギー計
算でも変異の影響を捉えることはできなか
った。そこで、同定された遺伝子変異が、タ
ンパク質の動的な性質に影響を与えること
で分子間相互作用を阻害している可能性を
考え、これを検証するため、分子動力学計算
(MD)を用いて遺伝子変異が分子構造に与え
る影響をシミュレートした。具体的には、野
生型および変異型タンパク質について、新た
に導入したワークステーションを用いて、
GROMACS および OPLS-(AAL)/L 力場による
30nsec の MD シミュレーションを行った。そ
の結果、同定された NUP107 のアミノ酸置換
変異が、分子構造上で変異部位とは離れた領
域の分子の揺らぎを増大させることが推定
された。揺らぎの増大が認められた分子領域
は、NUP133 との相互作用領域に相当していた。
このことから、新規に同定された NUP107 の
アミノ酸変異は、変異部位とは離れた領域の
分子のゆらぎを増大させ、遠隔からその分子
間相互作用を弱めている可能性が示唆され
た。 
 タンパク質のアミノ酸置換変異が、変異部
位とは構造的に離れた分子領域に与える影
響を予想することは、単にアミノ酸変異を結
晶構造上にプロットしただけでは困難なこ
とが多い。しかし、実験的な動的構造解析は、
技術的な限界とコスト面での制約が大きく、
多くの場合、実行困難である。MD シミュレー
ションであれば、計算機が使用できる環境と、
基本的な計算技術さえ身につければ実行可
能であり、NUP107 の遺伝子変異の解析例のよ
うに、変板型タンパク質の機能異常を実験レ
ベルで証明している場合には特に、MD シミュ
レーションによる解析は、変異による機能破
綻の分子機構を理解するうえで極めて有用
であると思われる。 
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