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要旨 

 

タンパク質の多くは生体内で他のタンパク質と相互作用することで機能しており、タン

パク質間の相互作用も立体構造の観点から理解することが重要である。しかしながら、タ

ンパク質が相互作用して形成する複合体の立体構造の決定は実験手法の制約から難しいこ

とも多い。そこで本研究では、単体のタンパク質立体構造がそれぞれ既知である場合に、

計算科学のアプローチを用いて、それらが形成するタンパク質複合体の構造を決定するた

めの 2つの新規解析手法を開発した。 

1つ目の解析手法は、核磁気共鳴(NMR)のアミノ酸選択的交差飽和法の実験データと分子

動力学計算を組み合わせ高い精度の複合体構造を構築する手法である。NMR による実験法

の１つである交差飽和法は、相互作用する 2つのタンパク質のうちの一方を同位体標識し、

スピン緩和実験によりタンパク質―タンパク質相互作用面にあるアミノ酸残基の同定を可

能にする手法である。高分子量のタンパク質にも適用できる手法だが、複合体の立体構造

を決定するためには得られる情報が不十分であった。 

アミノ酸選択的交差飽和法は交差飽和法を発展させた手法で、アミノ酸の種類ごとに標

識が可能なため、交差飽和源となるアミノ酸残基についても情報が得られる。実験で観測

されるシグナル強度の変化は、タンパク質複合体モデルからブロッホ方程式を解くことで

計算できる。よって、観測値と計算値の差をペナルティ関数として取り入れ、分子動力学

計算による Simulated Annealing（焼きなまし法）により構造を探索することで実験値を

再現するような精度の高い複合体構造を得ることができる。 

本手法を酵母ユビキチンと酵母ユビキチンヒドロラーゼ 1の複合体に適用したところ、

初期構造として結合状態のユビキチンを用いた場合でも、非結合状態のユビキチンを用い

た場合でも X線結晶構造により得られている既知複合体構造と非常に高い精度で一致する

構造を得ることができた。得られた構造は、顕な水中での分子動力学計算によりさらに精

度を高めることができた。さらに、得られた複合体が実験結果を満たすためのペナルティ

関数の基準について検討し本手法の適用可能性について考察した。 

2つ目の解析手法は、タンパク質間相互作用についての実験データを使用せずに、2つの

単体の立体構造からタンパク質複合体の構造を予測する手法である（タンパク質－タンパ

ク質ドッキング）。複合体構造の予測には構造を評価するための目的関数が重要となる。そ

こで、タンパク質の相互作用部位を Evolutionary Trace法を用いてアミノ酸配列の保存度

により予測し、その値と分子表面の相補性により構造を評価する目的関数を定義した。265

個の既知のタンパク質相互作用面について解析したところ、酵素タンパク質とシグナル伝
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達タンパク質において、配列保存度の高いアミノ酸残基ほど相互作用部位になりやすいと

いう相関がみられた。 

本手法を評価するため、タンパク質複合体構造予測法の評価のための国際的コミュニテ

ィである CAPRIのブラインドテストを用いたところ、TolB/Pal複合体などの例において非

結合状態のタンパク質を初期構造として用いて天然の複合体構造と類似の複合体構造を得

ることができた。さらに開発した目的関数を基に複合体構造予測を自動化するサーバを構

築し、いくつかのブラインドテストにおいて CAPRIコミュニティで最も精度の高い構造の

構築に成功した。 

  



4 

 

目次 

序論 ................................................................................................................ 7 

1 アミノ酸選択的交差飽和法と分子動力学計算を用いたタンパク質複合体の

構造決定法 .............................................................................................. 14 

1-1 要旨 ....................................................................................................................... 14 

1-2 序論 ....................................................................................................................... 14 

1-3 方法 ....................................................................................................................... 19 

1-3-1 CS源となる残基の組み合わせ候補の作成 .................................................... 19 

1-3-2 Ubと YUH1の初期構造の準備 ..................................................................... 19 

1-3-3 3次元構造の構築 ........................................................................................... 20 

1-3-4 Simulated Annealing（焼きなまし法）によるモデル構築 .......................... 22 

1-4 結果と考察 ............................................................................................................ 23 

1-4-1 ASCS実験結果による CS源残基の組み合わせ候補の作成 .......................... 23 

1-4-2 Ub-YUH1タンパク質複合体のモデル構築 ................................................... 25 

1-4-3 EASCSと RMSDの関係 .................................................................................. 33 

1-4-4 ASCS法の適用可能性 .................................................................................... 35 

1-5 結論 ....................................................................................................................... 36 

  参考文献 ......................................................................................................................... 38 

2 Evolutionary Trace 法を用いた分子表面によるタンパク質複合体構造の予

測............................................................................................................ 41 

2-1 要旨 ....................................................................................................................... 41 

2-2 序論 ....................................................................................................................... 41 

2-3 方法 ....................................................................................................................... 42 



5 

 

   2-3-1 概観 ................................................................................................................. 42 

   2-3-2 目的関数 ......................................................................................................... 44 

   2-3-3 最適化 ............................................................................................................. 45 

2-4 結果と考察 ............................................................................................................ 48 

   2-4-1 既知の複合体構造を学習データセットに用いたパラメータの決定 .............. 48 

   2-4-2 Evolutionary Trace 法による予測部位とタンパク質間相互作用部位の相関

 ......................................................................................................................... 49 

   2-4-3 CAPRIターゲットを用いたテスト ............................................................... 52 

   2-4-4 ターゲット 12:cohesinと dockerinのドッキング ........................................ 53 

   2-4-5 ターゲット 18:xylanaseと TAXI xylanase inhibitor のドッキング ............ 54 

   2-4-6 ターゲット 21:Orc1pと Sir1pのドッキング ................................................ 55 

   2-4-7 ターゲット 24および 25:ARF1と ArfBDのドッキング .............................. 56 

   2-4-8 ターゲット 26:TolBと Palのドッキング ...................................................... 57 

   2-4-9 ターゲット 27:E2-25Kと Ubc9のドッキング .............................................. 60 

   2-4-10 ターゲット 28:NEDD4Lのホモ二量体構造の予測 ..................................... 61 

   2-4-11 ターゲット 40:Trypsinと API-Aのドッキング .......................................... 62 

   2-4-12 ターゲット 42:TPRモチーフのつくるホモ二量体構造の予測 .................... 64 

2-5 結論 ....................................................................................................................... 65 

参考文献 ......................................................................................................................... 66 

Appendix ......................................................................................................... 69 

A アミノ酸選択的交差飽和実験の方法と結果 ............................................................ 69 



6 

 

B CAPRI(Critical Assessment of PRedicted Interactions) ..................................... 73 

C Evolutionary Trace法 ............................................................................................ 77 

謝辞 .............................................................................................................. 80 

 

  



7 

 

序論 

 

 タンパク質の機能をその立体構造から解明する取り組みは 1958年のジョン・ケンドリュ

ーらによるミオグロビンの X 線結晶構造解析[1]以来続けられており、近年のタンパク質の

発現、精製、結晶化の技術の発展、シンクロトロン放射光の利用、計算機の高性能化によ

ってますます加速され、2011 年 11 月現在では 77,243 件の構造が PDB(Protein Data 

Bank)[2]に登録されている。 

 しかしながら、多くのタンパク質は、他のタンパク質を含む生体分子と相互作用して機

能を発揮しており、タンパク質単体の立体構造が明らかになっても、タンパク質の機能を

理解するには十分でない。タンパク質－タンパク質の相互作用を立体構造の観点から理解

することが必要である。 

 一方、近年 two-hybrid法等の技術によりタンパク質－タンパク質の相互作用が大規模に

解析されるようになり[3,4]、生体内でのタンパク質間のネットワークが解明されるように

なった。 

タンパク質－タンパク質相互作用の理解は応用面からも重要性が増している。タンパク

質－タンパク質相互作用面に特異的に結合し相互作用を阻害する低分子や抗体は医薬品と

しての利用が期待できるためである。図 1は 2005年の種類別の薬の標的の数であり、タン

パク質－タンパク質相互作用を標的としたものが 20%を占めるようになっている[5]。

GPCR(G protein-coupled receptor)などの創薬に適した標的が今後枯渇した場合、これまで

困難とされてきたタンパク質－タンパク質相互作用を標的とした新薬開発の重要度がいっ

そう増していくと考えられる。 

タンパク質－タンパク質相互作用を創薬標的とした例としてはがん抑制タンパク質 p53

とタンパク質MDM2の例が良く知られている。MDM2は p53と相互作用し p53を抑制的

に調節する。多くの悪性腫瘍でMDM2の過剰発現がみられており p53とMDM2の相互作

用の阻害はがん治療法として期待されている[6]。p53 と MDM2 の複合体の立体構造は X

線結晶構造解析により決定され[7]、明らかにされた相互作用に基づいて薬物の探索が行わ

れた。2004 年に Nutlin と呼ばれる強い阻害活性を持つ低分子化合物が報告された[6]。

MDM2とNutlinの複合体構造が X線結晶構造解析により解かれ、Nutlinは p53をミミッ

クする形でMDM2に結合していた。このように、タンパク質－タンパク質複合体構造を決

定し、タンパク質－タンパク質相互作用部位と相互作用様式を明らかにすることは応用面

からも極めて重要である。 
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図 1 種類別の薬の標的の数(2005年) 

 

以上のような状況から、タンパク質が相互作用して形成する複合体の立体構造を決定す

ることが重要な課題となってきたが、タンパク質複合体を実験的に決定することは容易で

はない。 

 タンパク質複合体の構造決定法としては、通常の単体のタンパク質と同じように X 線結

晶構造解析を用いることが最も高精度で信頼性の高い構造を得る方法であり、原子分解能

の構造を決定することができる。しかし、そのためには相互作用する複数のタンパク質を

精製し、複合体を形成した状態で結晶化する条件を見つけなければならず極めて困難な課

題となる。また、このような特徴から安定な複合体には比較的適用可能であるが、細胞内

でのシグナル伝達のために生じるような一時的なタンパク質複合体の構造決定には適して

いない。 

 このような事情から、タンパク質単体の構造がそれぞれ既知であり、それらが直接的な

相互作用をする場合に、既知の単体の構造を活用して複合体の立体構造を決定する手法が

開発されるようになった。 

そのような手法は大きく２つに分けられる。実験の情報を基に計算機による解析で複合

体構造を構築する手法[8]と主に計算機を用いる予測法である。 

 前者で用いられる実験手法は多岐にわたり、得られる構造情報の種類、空間分解能、精

度、適用可能な対象が手法によって異なる。実験手法の１つは、低温電子顕微鏡による単

粒子解析等の手法で得られた 10-20Å程度の低分解能の像に単体の構造を当てはめる手法

である[9]。この手法は多くのタンパク質から構成される対称性が高く分子量の大きい複合

体の構築に適しており複合体全体の形状と分子の大まかな配置を決定するのに適している。 
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他の実験手法としては、X線小角散乱（small-angle X-ray scattering、SAXS）が知られ

ている、この手法からも複合体の形状についての低分解能の構造情報が得られる。この情

報と既知の単体の構造を組み合わせることで、複合体モデルを作成することができる[10]。

この手法の利点は、低温電子顕微鏡や核磁気共鳴を適用するのが難しい 50-250kDaの分子

量の複合体に適していることである。また本手法は溶液条件を変えることが容易なため、

溶液条件の変化により異なった状態の複合体構造を捉えることが可能である[8]。 

その他、蛍光共鳴エネルギー移動（fluorescence resonance energy transfer, FRET）

[11,12]法では相互作用するタンパク質の蛍光標識した部位間の距離情報が得られる他、質

量分析[13,14]や部位特異的アミノ酸変異実験[15]といった手法によってもタンパク質複合

体の構造情報を得ることができる。 

以上のように様々な実験手法がある中、タンパク質分子間の相互作用面を同定するのに

最も適しているのが核磁気共鳴（NMR）による手法である。本手法は生理的条件に近い溶

液中で測定が可能である点が特徴である。NMRの手法としては、ケミカルシフトパータベ

ーション法[16]や水素-重水素交換実験[17]が知られているが、予測される相互作用面の精度

は高くなかった。2000 年に高橋らによって報告された交差飽和法は、タンパク質間のスピ

ン緩和を測定することで、より信頼性の高い相互作用面の情報を得ることが可能であるこ

とを示した[18,19]。 

しかし、これらの手法は相互作用面の同定はできるが、同定された相互作用面を用いた

複合体構造は複数考えられるため、一意の複合体構造を高い信頼度で決定するためにはさ

らに他の実験結果を要する。 

そこで、交差飽和法を発展させた手法として、アミノ酸選択的交差飽和法が提案された

[20]。この手法はアミノ酸選択的な同位体標識を行うことで単なる相互作用面の情報ではな

くアミノ酸残基の相互作用ペアに近い情報を与える。 

本論文の第 1 章では、このアミノ酸選択的交差飽和法で得られた実験データを利用し、

分子動力学計算による Simulated Annealing（焼きなまし法）により、実験データを再現

する高い精度の複合体構造を決定する手法について述べる。 

 一方、計算機による複合体構造の予測法としては、1978 年に Wodak らにより先駆的な

研究がなされた[21]。その後、タンパク質間相互作用が注目を集めるようになったことと、

高速な計算機が使用できるようになったことにより、近年多くのアルゴリズムが提案され

るようになった。 

 ZDOCK[22]や PIPER[23]などのプログラムは高速フーリエ変換を用いることで構造探

索を高速化している。また、ICM-DISCO[24]や RosettaDock[25]などのプログラムはモン
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テカルロ法による構造探索を行う。一方、PatchDock[26]は幾何学的ハッシングと呼ばれる

技法を用いる。このように各プログラムでは分子の形状や特性の相補性を評価するために

多様な手法が用いられている。 

 本論文の第 2 章では、木下らがタンパク質分子の表面形状をもとにタンパク質の機能推

定を行うデータベースを作成した[27,28]点から着想を得て開発した、タンパク質分子の形

状相補性の評価のために分子表面の表現を用いた複合体構造予測法について述べる。相互

作用部位の予測法としては、Evolutionary Trace法（進化追跡法）[29]によるアミノ酸配列

の保存度を適用した。 

以上のようにタンパク質複合体の構造決定法には実験の情報を用いる手法と計算機によ

る予測法があり、それぞれ新しい手法を発展させている。本論文ではそれぞれについて新

しいアプローチの解析手法を述べるが、これらは相補的な関係にあり、実際は厳密な区別

はできない。すなわち、前者は実験情報に基づく手法であるが、実験で得られる情報が部

分的で、一意な構造を決定するのに不十分である場合は、他の実験情報も含め、後者によ

る計算機による予測法を統合的に用いて精度を向上させるように利用される。一方、後者

の手法はケースによっては複数の候補の中に正しい構造を提示することが可能であるが構

造の正しさを定量的に評価することが難しい。よって、文献情報等から得られる実験の情

報が精度を高めるために用いられる。また、後者の方法は常に正しい答えを提示すること

は難しいが、更なる実験のための仮説となる複合体モデルを提供することで実験の負担を

削減することに利用されている。 
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1 アミノ酸選択的交差飽和法と分子動力学計算を用いたタンパ

ク質複合体の構造決定法 

 

1-1 要旨 

 

核磁気共鳴（Nuclear Magnetic Resonance、以下NMRとする）による実験法の１つで

ある交差飽和(Cross-Saturation、以下 CS とする)法はスピン緩和実験によりタンパク質複

合体の相互作用面を同定することを可能にする。CS法をさらに発展させた、アミノ酸選択

的交差飽和法（Amino Acid Selective Cross-Saturation、以下 ASCSとする）法では、CS

ドナー側をアミノ酸選択的に同位体ラベルすることが可能になったことにより、それら選

択的にラベルされたアミノ酸の近傍にある CS アクセプター側アミノ酸残基を同定するこ

とが可能となった。 

これらの ASCS法の実験データと分子動力学計算による Simulated Annealing（焼きな

まし法）を組み合わせて、ASCS法の実験値を再現する正確なタンパク質複合体の構造を決

定する新規の手法を開発した。 

この手法を酵母ユビキチン（Ubiquitin、以下 Ub とする）と酵母ユビキチンヒドロラー

ゼ 1（Yeast Ubiquitin Hydrolase 1、以下 YUH1とする）の複合体に適用したところ、X

線結晶構造により得られた既知複合体構造と非常に高い精度で一致する構造を得ることが

できた。 

 

1-2 序論 

 

近年の構造生物学の手法の発展により、タンパク質の立体構造の決定はおおいに加速し、

ますます多くのタンパク質立体構造が公共データベース Protein Data Bank（以下、PDB

とする） [1]に登録され公開されるようになった。 

しかしながら、多くのタンパク質は他のタンパク質をはじめとする生体分子と相互作用

することで機能しており、単体のタンパク質の立体構造が得られただけでは相互作用によ

って実現される機能およびそのメカニズムを十分に理解することができない。 

よって、タンパク質間の相互作用についても立体構造の観点から明らかにすることが重

要である[2-6]。特に、タンパク質が相互作用し複合体を形成したときの構造を決定するこ

とができれば、大きな手掛かりとなる。 

これまでに X線結晶構造解析、電子顕微鏡、X線小角散乱、そして核磁気共鳴（Nuclear 
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Magnetic Resonance、以下 NMRとする）といったいくつかの実験手法がタンパク質間の

相互作用の解析やタンパク質複合体の構造決定に適用されている[7]。 

各手法は、それぞれ長所と短所を有しており場合により使い分けられる。X線結晶構造解

析は、タンパク質立体構造を決定する手法として最も広く適用され、分解能の高い構造を

決定することができる。タンパク質複合体の場合でもタンパク質単体の場合と同じように

適用可能である。しかし、X線結晶構造解析において最も困難となるのはタンパク質の結晶

化であるが、タンパク質複合体の場合は、タンパク質が複合体を形成した状態で結晶化す

る結晶化条件を見つけることが必要となり、単体のタンパク質の構造決定よりもさらに困

難となる。また、タンパク質間相互作用は結合力が弱く、形成される複合体が安定ではな

いものも多いためこういった場合複合体の結晶化はより困難となる。 

一方、NMRによるタンパク質立体構造の決定法もよく利用される手法である。溶液の状

態で測定ができるためタンパク質の結晶化の必要がなく、生理的条件下でのタンパク質の

構造情報が取得できる点に特徴がある。NMRによるタンパク質立体構造決定における問題

点は適用できるタンパク質の大きさに上限があることである。洗練されたNMRのパルステ

クニック[8]と Stereoarray Isotope Labeling (SAIL) [9]のような特異的な同位体ラベリン

グにより、現在では分子量 30kDaのタンパク質の立体構造を決定することができるように

なった[10]。しかしながら、分子量の大きいタンパク質複合体の構造決定はいまだ困難な課

題である。 

NMRは立体構造（原子座標）を決定するだけの手法ではなく、ケミカルシフトパータベ

ーション法(Chemical Shift Perturbation 法)[11]や水素-重水素交換実験[12]により、タンパ

ク質複合体の相互作用面を見積もることが可能であり現在では一般的な手法となっている。 

2000 年に高橋らによって報告された、交差飽和（Cross-Saturation、以下 CS という）

法は、CSアクセプター側タンパク質におけるスピン緩和を測定することで、より信頼性の

高い相互作用面の情報を与えることが可能な方法である[13,14]（図 1-1）。 
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図 1-1 

CS法の原理（模式図） 

 アクセプター側タンパク質は 2H、15N で標識されており、ドナー側タンパク質は標識

されていない。炭化水素プロトンをラジオ波照射するとドナー側炭化水素プロトンの磁化

が飽和される。飽和は双極子‐双極子相互作用により直接照射されていない他のプロトン

にも伝播し、相互作用面をとおしてアクセプター側の近傍のプロトンにも及ぶ。アクセプ

ター側のプロトン磁化の飽和は 1H-15N HSQC スペクトルのシグナル強度の減少として観

測される。 

 

CS 法では、CS はアクセプター側タンパク質の主鎖の窒素原子とアミドプロトンの

1H-15N HSQC（Hetero-nuclear Single Quantum Coherence：異種核単量子コヒーレン

ス）スペクトル[15]のシグナルの減少として観測される。1H-15N HSQCは共有結合した水

素原子と窒素原子の相関シグナルを検出する方法で、プロトンの磁化が飽和するとシグナ

ルが減少する。よって、ラジオ波を当てた場合と当てない場合のシグナル強度比からプロ

トン磁化の飽和が検出できる。CSの強さはドナーからの距離に依存しており相互作用面近

傍のみに及ぶ。よって、HSQC シグナルのアミノ酸ごとの帰属があれば、シグナル強度の

減少したアミノ酸（すなわち相互作用面近傍にあるアミノ酸）がどのアミノ酸残基である

かが同定できることになる。 

CS 法では CS アクセプター側タンパク質のシグナルの帰属は必要であるが、CS ドナー

側タンパク質のシグナルの帰属は要さないため、CSドナー側としては高分子量のタンパク

質を用いることができる。 

従来のCS法はCSアクセプター側タンパク質のタンパク質―タンパク質相互作用面を同

-NH
-CH

-15NH
-C2H

ラジオ波照射

交差飽和
ドナー

アクセプター
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定することはできたが、CSドナー側に関する情報はほとんど得ることができなかった。よ

って、そこから予測されるタンパク質複合体構造としては多様な候補が考えられ、他に十

分な情報を与えなければ、候補を絞り込むことができなかった[16,17,18]。 

一方、CS法を発展させた手法である、アミノ酸選択的交差飽和法（Amino acid selective 

cross-saturation、以下 ASCS とする）法では、CS ドナー側のタンパク質を、アミノ酸選

択的に 1H ラベルし、バックグラウンドは 2H ラベルとする[19]。また CS アクセプター側

は 2H、15Nで均一にラベルする。このラベル法を用いると、CSドナータンパク質の選択的

に 1Hラベルされたアミノ酸のみから交差飽和が起こる。 

図 1-2 A)の 3つの図は、それぞれアミノ酸種 X、Y、Zを選択的にラベルした際の交差飽

和実験の結果を模式的に示している。それぞれのラべル実験に対し、CSアクセプタータン

パク質のアミドプロトン H1、H2、H3、H4 が交差飽和している。これらの結果をそれぞ

れ単独で見た場合、CSアクセプター側で交差飽和が観測されても CSドナー側で交差飽和

源となりうるアミノ酸は通常複数あり特定することができない。 

しかし図 1-2 B)のようにこれらの実験結果を組み合わせると、CS源となるアミノ酸残基

X、Y、Z の分布と CS アクセプター側で交差飽和したアミノ酸残基の分布が空間上で対応

する組み合わせは極めて限定されることが分かる。 

このように、CSドナータンパク質と CSアクセプタータンパク質の各立体構造と、異な

ったアミノ酸をラベリングした複数の ASCS実験の結果を組み合わせた解析を行えば、CS

ドナータンパク質中の CSの原因となったアミノ酸残基（以後 CS源と呼ぶ）となったアミ

ノ酸残基と CS アクセプタータンパク質中で交差飽和を受けたアミノ酸残基の組み合わせ

をある程度特定することが可能となる。 

しかし、組み合わせが絞られただけでは複合体構造は決定できない。ASCSの実験結果を

再現しながらも、タンパク質複合体構造として妥当なコンフォメーションエネルギーをも

つ構造を構築する必要がある。そこで、次にこれらの CS源と CSアクセプター側の残基の

組み合わせ候補に対応する初期複合体構造から開始して、分子動力学計算による Simulated 

Annealing（焼きなまし法）を用いて ASCSの実験値を定量的に満たすような複合体構造を

構築した。ここで、CSアクセプタータンパク質の各アミノ酸残基の ASCSの値（シグナル

強度比）は、複合体構造モデルに基づいてブロッホ方程式を解くことにより精密に求める

ことができる。よって、実験値と計算値の ASCS の値の差の 2 乗の和をペナルティ関数と

して分子動力学の系におけるコンフォメーションエネルギーとして加えることで実験値を

再現するような構造を探索でき、得られたモデルを定量的に評価することができる。 

ASCS法と分子動力学計算による本構造決定手法を検証するため、タンパク質複合体とし
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て酵母ユビキチン(ubiquitin、以下Ubとする)と酵母ユビキチンヒドロラーゼ 1の C90S変

異体（以下、単に YUH1 とする。）の複合体を用いた[20]。CS 源となるアミノ酸残基と交

差飽和が観測されたアミドプロトンの可能な組み合わせを探索したところ、考えられる全

組み合わせのうち、3次元空間上で相補的な対応となるいくつかの妥当な組み合わせが得ら

れた。これらの組み合わせから得られる Ub と YUH1 の複合体構造候補から分子動力学計

算を開始して、最終的に ASCS の実験結果とも合致する複合体構造を得ることができた。

得られた複合体構造の精度を X 線結晶構造解析で得られている既知の複合体構造と比較し

て議論する。 

 

 

 

図 1-2 

A) ASCS実験の模式図 

各図において、CSドナー分子側のアミノ酸種 X、Y、Zがそれぞれ選択的に 1Hラベル

されている。その他のアミノ酸は 2Hとなっている。 

CS アクセプター側では選択的にラベルされた X、Y、Z の近傍のアミドプロトン H1、

H2、H3、H4のみで交差飽和が観測される。 
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B) ASCS実験結果の組み合わせによる近接する残基ペアの推定 

CSドナー分子中で実際に CSの原因となったアミノ酸残基（CS源）は、複数の ASCS

実験結果を組み合わせ、CS源候補となるアミノ酸残基と交差飽和したアミドプロトンの

空間的な相補性を評価することにより推定できる。 

 

1-3 方法 

 

1-3-1 CS源となる残基の組み合わせ候補の作成 

CS ドナー側タンパク質にアミノ酸種 X、Y、Z がそれぞれ x、y、z 個含まれ、これらを

選択的にラベルして ASCS 実験を行った結果、各実験について CS アクセプター側タンパ

ク質で a、b、c 個の残基から顕著な交差飽和が観測されたとする。ドナー側の 1 つの CS

源に対してアクセプター側の複数のアミノ酸残基が近傍にあって交差飽和を受けることも

あるので重複を許して計算すると、a+b+c 個の残基に対する CS 源の可能な組み合わせは

xa×yb×zc個となる。それらの組み合わせを空間的配置から妥当な順に並べる必要がある。 

CS 源となる残基の組み合わせは「最大距離」を用いて次のように評価した。まず、CS

ドナータンパク質の立体構造を用いて CS源候補の各アミノ酸残基に対し、その側鎖の全プ

ロトンの重心を代表点と定義する。一方 CSアクセプタータンパク質側については顕著な交

差飽和が観測されたアミドプロトンの位置を用いる。 

CS 源となる残基の組み合わせに対して、CS 源代表点とアミドプロトンのペアの距離が

計算できる。例えば、CS を受けたアミノ酸残基 a1、a2、a3について、それぞれ X1、X2、

X3が CS源として対応する組み合わせでは、a1-X1、a2-X2、a3-X3の各距離が計算できる。

そのうちの最大の距離が最小になるような最適な相対配置を探す。最適配置での「最大距

離」をその CS源となる残基の組み合わせに対する「最大距離」と定義する。 

可能な CS源の組み合わせのうち、より小さい「最大距離」を与える CS源の組み合わせ

がもっともらしいと考えることができる。 

 

1-3-2 Ubと YUH1の初期構造の準備 

Ubと YUH1の立体構造（原子座標）は X線結晶構造解析により決定された Ubと YUH

1の複合体構造（PDB code:1cmx）を用いて準備した[20]。本研究で検証に用いたタンパク

質のアミノ酸配列は 1cmx のものとは僅かに異なる。実際に用いた実験系に合わせて、Ub

の 19 番目の Pro、24 番目の Glu、28 番目の Ala の各アミノ酸残基をそれぞれ Ser、Asp、

Serに立体構造モデル上で変異させた。一方、YUH1は 90番目のアミノ酸残基 Cysを Ser
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に変異させた。Ub の C 末端と YUH1 の 90 番目の Cys の S 原子に形成されていた共有結

合は切断した。その後、水素原子を myPresto/tplgene プログラムにより発生させた。AM

BER param 96力場[21]を用いて、この構造をmyPresto/cosgeneプログラム(myPresto: 

http://presto.protein.osaka-u.ac.jp/myPresto4/)[22]によりエネルギー極小化した。この複

合体構造を本研究中で以後、参照構造として比較の対象とする。 

本参照構造は残基番号 1-76 の Ub と残基番号 6-234 の YUH1 からなる。YUH1 のうち

残基番号 63-77 の領域は 1cmx の構造には含まれていなかった。よって、YUH1 のモデル

はこれらの領域を含まない 2 つのチェーンとして取り扱った。次に、本 Ub-YUH1 複合体

構造を Ubと YUH1の二つに切り離す。 

複合体の初期構造は単純な構造重ね合わせによる粗いドッキングで次のように作成する。

ASCS 実験は YUH1 のラベルされたアミノ酸残基と Ub の交差飽和が起きたアミノ酸の多

くの組み合わせ候補を提示する。それらの組み合わせは、1-3-1節で述べた方法によってリ

ストアップされる。 

Ub と YUH1 の初期複合体構造の候補はそれらの組み合わせに基づいて、Ub の構造と

YUH1の構造のペアとなるアミノ酸残基を重ね合わせることで得られる。その際 YUH1の

CS源候補残基の側鎖原子と Ubの主鎖プロトンの位置を重ね合わせる。YUH1の側鎖原子

としては、Ala、Leu、Tyr、Proのアミノ酸種について、それぞれ C、C、C、C原子を

代表として用いた。 

これらの粗いドッキングで得た複合体には原子間の衝突がみられる。よって、YUH1 分

子の重心と Ub 分子の重心を結ぶ方向に、Ub 分子を 15Å平行移動して YUH1 分子から引

き離す。これらの複合体をエネルギー極小化した構造を以降の節において初期構造として

用いる。 

 

1-3-3 3次元構造の構築 

ASCS の実験値（ラジオ波を照射した時としていない時の HSQC スペクトルのシグナル

強度比）を再現する三次元複合体構造を構築するために、以前報告されたアルゴリズム

[16,17]を改良し、ASCS の実験値と計算値の差の 2 乗を足し合わせ、ペナルティ関数とし

て分子動力学計算におけるコンフォメーションエネルギーに加えた。ここでその手続きを

簡単に述べる。 

CS ドナータンパク質（タンパク質 D）の j 番目のプロトン(m+1≦j≦n)がラジオ波照射

された時、CSアクセプタータンパク質（タンパク質 A）の i番目のプロトン(1≦i≦m)に対

するブロッホ方程式は次のように書ける[17]。 
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d𝑀𝑧
𝑖

d𝑡
= −𝜌𝑖(𝑀𝑧

𝑖 − 𝑀0
𝑖) − ∑ 𝜎𝑖𝑘

𝑚

𝑘=1,𝑘≠𝑖

(𝑀𝑧
𝑘 − 𝑀0

𝑘) + ∑ 𝜎𝑖𝑗

𝑛

𝑗=𝑚+1

𝑀0
𝑗
    … (1) 

ここで Mzおよび M0はそれぞれ磁化の垂直成分の値およびその平衡値を示す。パラメー

タとはそれぞれ交差緩和速度定数（cross-relaxation rate constant）と自己緩和速度定数

（auto-relaxation rate constant）を表す。2スピン系においてパラメータとは次のよう

に与えられる[23]。 

𝜎𝑖𝑗 =
ℏ2𝛾𝑖

2𝛾𝑗
2

10𝑟6
{

6𝜏𝑐

1 + (𝜔𝑖 + 𝜔𝑗)
2
𝜏𝑐

2
−

𝜏𝑐

1 + (𝜔𝑖 − 𝜔𝑗)
2
𝜏𝑐

2
}    … (2) 

𝜌𝑖𝑗 =
ℏ2𝛾𝑖

2𝛾𝑗
2

10𝑟6
{

𝜏𝑐

1 + (𝜔𝑖 − 𝜔𝑗)
2
𝜏𝑐

2
+

3𝜏𝑐

1 + 𝜔𝑖
2𝜏𝑐

2
+

6𝜏𝑐

1 + (𝜔𝑖 + 𝜔𝑗)
2
𝜏𝑐

2
} , 𝜌𝑖 = ∑𝜌𝑖𝑗

𝑖≠𝑗

    … (3) 

ℏ = ℎ 2𝜋⁄  

これらの等式において、c、、、h、rはそれぞれ分子相関時間、核磁気回転比、ラーモ

ア周波数、プランク定数、原子間距離をあらわす。上記の式を行列形式で表すと、𝑀0
𝑖は全

スピンについて同じであるため[23]、 

d𝜼

d𝑡
= −𝐑 ⋅ 𝜼 + 𝚵    … (4) 

となる。ここで、 

𝜼 =

[
 
 
 
 
𝑀𝑧

1 − 𝑀0

𝑀0

⋮
𝑀𝑧

𝑚 − 𝑀0

𝑀0 ]
 
 
 
 

,  𝐑 =

[
 
 
 
 

𝜌1 𝜎12

𝜎21 𝜌2

⋯
⋯

𝜎1(𝑚−1) 𝜎1𝑚

𝜎2(𝑚−1) 𝜎2𝑚

⋮ ⋱ ⋮
𝜎(𝑚−1)1 𝜎(𝑚−1)2

𝜎𝑚1 𝜎𝑚2

⋯
⋯

𝜌𝑚−1 𝜎(𝑚−1)𝑚

𝜎𝑚(𝑚−1) 𝜌𝑚 ]
 
 
 
 

, 

 𝚵 =

[
 
 
 
 
 
 ∑ 𝜎1𝑗

𝑛

𝑗=𝑚+1

⋮

∑ 𝜎𝑚𝑗

𝑛

𝑗=𝑚+1 ]
 
 
 
 
 
 

    … (5) 

である。微分方程式(4)を解くとは次のようになる[23]。 

𝜼 = {𝐄 − 𝐓 ⋅ exp(−𝚲 ⋅ 𝑡) ⋅ 𝐓−𝟏} ⋅ 𝐑−1 ⋅ 𝚵    … (6) 

ここで、は Rの対角化で得られる対角化された固有値行列である。 

𝚲 = 𝐓−1 ⋅ 𝐑 ⋅ 𝐓    … (7) 

一方、𝑀𝑧
𝑖 𝑀0⁄ はラジオ波を照射した時としていない時のHSQCスペクトルのシグナル強

度比（intensity ratio）と等しいためは実験的にも得ることができる。（(intensity 
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ratio)-1）。よって、ペナルティ関数は擬似ポテンシャルエネルギーEASCSとして、の理論

値calc.)と実験的に観測された値exp.)の差の 2乗の和として計算できる。 

𝐸𝐴𝑆𝐶𝑆 =
1

2
∑ 𝑊ℎ ∑ (𝜂𝑐𝑎𝑙𝑐. − 𝜂𝑒𝑥𝑝.)

2

acceptor
residues

𝐻

ℎ=1

    … (8) 

ここで h は 1 から H までの異なったラベリングによる ASCS の実験を示す。Whは h 番

目の実験の重みとする。 

あるタンパク質複合体モデルに対する系の全エネルギーEtotalは次のように書ける。 

𝐸𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 = 𝐸𝑀𝑀 + 𝐸𝐴𝑆𝐶𝑆     … (9) 

ここで EMMは通常のコンフォメーションエネルギーである。本研究では、これは AMBER 

param 96 力場[21]を用いて計算される。分子動力学計算は式(9)を用いて、機能追加した

myPresto/cosgeneプログラム[22]で実行された。 

 

1-3-4 Simulated Annealing（焼きなまし法）によるモデル構築 

この段階での第一の過程は、前述の EASCSを含んだ Etotalを用いて、候補複合体モデルの

分子動力学計算による Simulated Annealing（焼きなまし法）を行うことである。顕に水

分子を考慮しない真空中の計算で溶媒の効果を考慮するため距離依存の誘電率 4R を用い

た（R は原子間距離（Å））。1-3-1 節で得られた CS 源の組み合わせに対して 1-3-2 節の手

順により作成した初期候補構造それぞれに対して、初期速度を変えることで各 2 つの

Simulated Annealing計算を実行した。冷却のスケジュールは、500 Kから 100 Kまでを

150 psec の間に一定の割合で冷却することとした。静電相互作用とファンデルワールス相

互作用の計算は 20 Åのカットオフ計算とした。 

タイムステップは 1.0 fs とし、水素原子には SHAKE メソッドを適用して結合長を拘束

した。  

高温真空中の計算で YUH1 と Ub のそれぞれの構造が大きく壊れることのないよう、そ

れぞれの分子内で原子間の距離を一定の範囲内に保つように拘束ポテンシャルを適用した。

この距離による拘束法は神谷らによって開発されたもので[24]、残基間距離拘束と残基内距

離拘束の 2種類からなる。残基間距離拘束は異なった残基間の 6Å以内の主鎖原子（N、C、

C、O、C）間の拘束である、ただしアミノ酸配列で隣り合う残基間には適用しない。残基

内距離拘束は同一残基内で側鎖重原子と主鎖重原子（N、C、C）間の距離拘束である。こ

の拘束方法は、適度な柔軟性を許容するため、深いポケットへ分子をドッキングさせるシ

ミュレーションに適している。分子の構造変化を許さないと原子間の衝突によりドッキン
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グできないためである。 

Ub 分子の C 末端領域は、YUH1 のポケットに結合する重要な領域だが柔軟性が高い。

高温中の計算で大きく変化しないよう C末端 6残基の主鎖の面角およびに角度の変異

を度以内に押さえるような追加の拘束ポテンシャルを与えた。 

Ala、Arg、Leu、Tyr、Proをそれぞれラベルした 5つの実験データを用いて、式(8)によ

りEASCSを計算した。式(8)における重みWhはすべての実験hに対して50 kcal/molとした。

また、シグナル強度比が 0.85 よりも大きいものについては実験ノイズとして計算に加えな

い。これらの条件は以前に報告された研究[16]と同じ条件である。 

 

1-4 結果と考察 

 

1-4-1 ASCS実験結果による CS源残基の組み合わせ候補の作成 

YUH1の 5種類のアミノ酸（Ala、Arg、Leu、Tyr、Pro）をそれぞれ選択的に 1H標識

した ASCS実験（Appendix A を参照）の結果、Ubの各アミノ酸のアミドプロトンのシグ

ナル強度比（図 1-3、赤丸）が得られた。 

ここで、CS アクセプタータンパク質から、シグナル強度比<0.80 となる顕著な交差飽和

が起きたアミノ酸残基を取り出し、それらに対して CS源となるアミノ酸残基の可能な組み

合わせを作成した。Ala、Leu、Tyr、Proを選択的に標識した実験データについて、それぞ

れ、2 個（L71 と L73）、3 個(L73、R74、G75)、1 個(G75)、1 個(G75)の計 7 個のアミノ

酸残基を取り出した。Argを選択的に標識したデータについては顕著な交差飽和が起きたア

ミノ酸残基は観測されなかった。 

次に、1-3-1 節で述べた手法を用いて、CS 源アミノ酸残基の可能な組み合わせを発生さ

せた。 

YUH1には 10個の Ala、17個の Leu、4個の Tyr、そして 11個の Proがあるため、CS

源候補の組み合わせの数は 102×173×41×111=21,617,200個となる。 
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図 1-3 

5種類のアミノ酸を選択的に標識した ASCS実験で観測されたシグナル強度比。 

CS源として、それぞれ A)Ala、B)Arg、C)Leu、D)Tyr、E)Proを用いた。 

赤丸と実線は実験で観測された値、青丸は最小のEASCSを示した構造から計算した値、

×は参照構造から計算した値を示す。 

A ) Ala B ) Arg 

C ) Leu D ) Tyr 

E ) Pro 
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1-4-2 Ub-YUH1タンパク質複合体のモデル構築 

CS源候補の組み合わせを「最大距離」の小さいものから並べた。アミノ酸残基のペアの

リストに基づいて、1-3-2節で述べたように、Ubと YUH1のモデルを粗くドッキングする

ことで Ub-YUH1複合体の初期構造が得られる。「最大距離」が 6.0Å未満となる 76個のペ

アリストについて初期構造を作成した。 

次に、これら 76個の候補には似た構造も多く含まれるため RMSD（Root Mean Square 

Deviation：平均二乗偏差、Appendix B-2を参照）によってクラスタリングすると、図 1-4

および表 1-1に示すような 42個の候補に絞られた。 

 

 

図 1-4 

分子動力学計算の初期構造。YUH1 側を固定とし Ub 分子の相対位置を示す。緑の球は

42 個の初期構造における Ub 分子の重心を示す。残基ペアリストの 1 番目および 34 番目

から発生させた Ub の初期構造をそれぞれ赤および青で示した。参照構造における YUH1

および Ub分子をそれぞれ薄青とオレンジで示した。Ub分子の C末端の C原子をスペー

スフィルドモデルで示している。 
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表 1-1 

交差飽和源候補のアミノ酸残基(YUH1)と顕著な交差飽和が観測されたアミノ酸残基

(Ub)の組み合わせリスト。「最大距離」が小さい上位 42個。 

アミドプロトンが

交差飽和された

アミノ酸残基

(Ub) 

モデ

ル番

号 

L71 L73 L73 R74 G75 G75 G75 
最大距離 

(Å) 

交差飽和源候

補のアミノ酸残

基(YUH1) 

1 A227 A227 L58 L165 L58 Y167 P10 4.809  

2 A227 A227 L165 L58 L58 Y167 P10 4.892  

3 A227 A227 L58 L58 L165 Y167 P10 5.065  

 
4 A218 A227 L165 L165 L165 Y167 P10 5.365  

 
5 A218 A227 L165 L58 L165 Y167 P10 5.372  

 
6 A218 A227 L165 L165 L58 Y167 P10 5.372  

 
7 A46 A46 L45 L48 L48 Y37 P49 5.393  

 
8 A46 A46 L48 L45 L48 Y37 P49 5.393  

 
9 A227 A227 L229 L165 L58 Y167 P10 5.405  

 
10 A46 A46 L44 L44 L48 Y37 P49 5.408  

 
11 A46 A46 L45 L44 L48 Y37 P49 5.409  

 
12 A46 A46 L44 L48 L48 Y37 P49 5.410  

 
13 A46 A46 L44 L45 L48 Y37 P49 5.415  

 
14 A218 A227 L58 L58 L165 Y167 P10 5.469  

 
15 A218 A227 L165 L58 L58 Y167 P10 5.469  

 
16 A227 A227 L229 L48 L48 Y37 P49 5.596  

 
17 A227 A227 L58 L229 L58 Y167 P10 5.656  

 
18 A32 A32 L229 L229 L48 Y37 P49 5.660  

 
19 A32 A32 L48 L48 L48 Y37 P49 5.828  

 
20 A227 A227 L165 L229 L58 Y167 P10 5.839  

 
21 A227 A227 L229 L229 L229 Y37 P15 5.840  

 
22 A227 A227 L229 L58 L58 Y167 P60 5.845  

 
23 A227 A227 L229 L165 L58 Y167 P60 5.846  

 
24 A227 A227 L229 L229 L48 Y37 P15 5.847  
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25 A32 A32 L229 L229 L229 Y167 P15 5.858  

 
26 A156 A227 L58 L58 L58 Y167 P60 5.884  

 
27 A218 A227 L58 L229 L229 Y167 P15 5.886  

 
28 A227 A227 L229 L39 L48 Y37 P49 5.887  

 
29 A46 A46 L48 L48 L44 Y37 P42 5.888  

 
30 A218 A227 L229 L229 L229 Y167 P15 5.898  

 
31 A46 A46 L45 L45 L45 Y37 P42 5.906  

 
32 A46 A46 L48 L45 L45 Y37 P42 5.906  

 
33 A32 A32 L229 L48 L229 Y37 P15 5.916  

 
34 A227 A227 L58 L58 L229 Y167 P15 5.925  

 
35 A46 A46 L48 L45 L44 Y37 P42 5.934  

 
36 A46 A46 L48 L44 L45 Y37 P42 5.952  

 
37 A32 A32 L229 L229 L48 Y37 P15 5.984  

 
38 A227 A227 L165 L165 L58 Y214 P60 5.992  

 
39 A227 A227 L58 L58 L165 Y167 P60 5.996  

 
40 A227 A227 L165 L58 L58 Y167 P60 5.996  

 
41 A227 A227 L58 L58 L58 Y214 P60 5.996  

 
42 A218 A218 L165 L165 L58 Y214 P60 5.996  

 

図 1-4をみると、42個の候補の Ub分子の重心は YUH1の周りに幅広く分布しているこ

とが分かる。 

次に、これらの構造に分子動力学計算による Simulated Annealingを適用して 84個(42

個の候補について各 2 個ずつ)の構造を作成した。この分子動力学計算において式(8)の

EASCSを計算する際に、ノイズを除くためシグナル強度比<0.85 であった計 28 個のアミノ

酸残基を用いた。その内訳は Ala、Arg、Leu、Tyr、Proを選択的にラベルしたデータにつ

いてそれぞれ 5個、1個、14個、4個、4個であった。 

計算の結果、この 84 個の計算のうち 9 個は参照構造と比較して RMSDtotalが 5.0Å未満

の構造に至った。ここで RMSDtotal とは計算で得た複合体と参照構造の複合体を、YUH1

分子側で重ね合わせたときに、Ub分子側の主鎖原子の RMSDの値として定義した。 

これらの 9 個の構造は、表 1-1 のリストのうち 1番目、2番目、9番目、22 番目、34 番

目、41番目、42番目の残基ペアのリストから作成した初期構造から得られた。特に 1番目

と 34 番目の初期構造からは初期速度を変えた 2 つの計算が両方とも RMSDtotalが 5.0Å未
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満の構造に至った。しかしながら、図 1-4をみるとこれらは初期構造の時点では非常に異な

っていることが分かる。この結果は今回の Simulated Annealingの手順が構造空間を十分

に探索できるため、最終的に得られるモデルは初期構造にはそれほど強く依存しないこと

を示唆する。 

150 psecのSimulated Annealing計算終了時、これらの構造のRMSDtotalはそれぞれ2.47、

4.28、2.53、3.86、2.33、2.73、2.73 Åであった。 

図 1-5は、84個（42×2個）の 150 psecのトラジェクトリーから 1.0 psecずつ構造のス

ナップショットを取り出し、参照構造に対する RMSDtotalと、EASCS値をプロットしたもの

である。 

 

 

図 1-5 

分子動力学計算によりサンプルされた構造群の EASCS値と Ub の RMSDtotal値の関係。

RMSDtotal=0 の位置の○は参照構造から計算された EASCS 値を示す。破線は

EASCS=15.4kcal/molを示す。 

 

RMSDtotalと EASCS値の相関係数は 0.61であり、EASCS値が小さい複合体構造は EASCS値

が大きい複合体構造よりももっともらしい構造であることを示す。図 1-5中には RMSDtotal

が 2.0–5.0Å で EASCS値が 10–20 kcal/molに相当する位置に 1つの構造クラスターがある

ことも分かる。図 1-5中、最小の EASCS値(EASCS = 7.88 kcal/mol)を持つ構造の RMSDtotal
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は 3.05 Åで、図 1-6にその立体構造を参照構造に重ね合わせて示した。参照構造のタンパ

ク質複合体構造がよく再構成されているのが分かる。 

 

 

図 1-6 

YUH1 と Ub の複合体構造。最小の EASCSをとった構造の YUH1 と Ub をそれぞれ青お

よび赤で示した。顕わな水分子中で平衡化を行った後の YUH1 と Ub をそれぞれ緑および

紫で示した。さらに参照構造の YUH1 と Ub をそれぞれ薄青およびオレンジで示した。全

ての複合体は YUH1を参照構造の YUH1に重ね合わせてある。 

 

この構造は表 1-1において 34番目のペアリストから初期構造を作成し計算を行ったとき

に、温度 345 K、時間 54 psec の時にサンプルされた構造であった。本構造の、相互作用

面の RMSD値（RMSDinterfaceとする）は 2.81Åで C末端の RMSD値（RMSDc-terとする）

は 0.77Åであった。 

ここで、RMSDinterfaceは Ub 分子のアミノ酸残基のうち YUH1 分子から 5Å以内にある

32アミノ酸残基の主鎖原子の RMSD値である。また、RMSDc-terはUbの C末端 8残基の

主鎖原子の RMSD 値である。RMSDinterface と RMSDc-ter はともに YUH1 を参照構造の

YUH1 に重ね合わせて計算した。図 1-7 は EASCS値と RMSDtotalの時間変化を示している。

EASCS値も RMSDtotalも 100 psec 以内に十分に収束していることが分かる。 
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図 1-7 

分子動力学計算時の EASCS値（実線）と RMSDtotal値（破線）の時間変化 

 

最小の RMSDtotalを持つタンパク質複合体構造は、表 1-1の 1番目のペアリストから初期

構造を作成して計算をした時に温度 356 K、時間 54 psecの時にサンプルされた。この構造

の EASCS値は 8.64 kcal/mol で、RMSDtotalは 1.63Å、RMSDinterfaceは 1.60Å、RMSDc-ter

は 0.56Åであった。 

図 1-3中の青丸は最小の EASCS値をとった構造から計算される、Ub分子の各アミノ酸残

基のシグナル強度比を示す。比較のため併せて参照構造から計算されるシグナル強度比も

図中×で示す。参照構造から計算される EASCS値は、17.35 kcal/molであった。よって、図

1-5中に示したように EASCS値の理論的な下限は 17.35 kcal/mol程度であると考えられる。

このとき式（８）を用いると残基 1つあたりのシグナル強度比の平均の誤差は程度であ

ると見積もられる。 

顕わな水中でさらに分子動力学計算を行うことで、複合体構造の精度をさらに改善する

ことができる。最小の EASCS値をとった複合体構造を、半径 42Åの水分子のドロップの中

に入れ、温度 300 Kで 300 psecの分子動力学計算を行った。この計算において原子間距離

による拘束は適用したが EASCS項は計算に含めていない。ただし原子間距離による拘束は、

より分子の柔軟性を許容するため残基間の拘束のみとし、柔軟な構造をとると考えられる

Ub分子の C末端領域には拘束を適用していない。 

図 1-6 中の緑および紫のモデルがこの分子動力学計算の最終構造を示す。RMSDtotal は
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1.44Å、RMSDinterfaceは 1.32Å、RMSDc-terは 0.87Åであった。 

このように顕わな水中で行った計算により、真空中で Simulated Annealingにより得た

構造の精度をさらに高めることができた。これは、溶媒モデルが改善されたためであると

考えられる。 

しかしながら、同じ顕わな水中での計算において、EASCS項も計算に含めた場合には、最

終構造は、RMSDtotalは 3.00Å、RMSDinterfaceは 2.68Å、RMSDc-terは 0.99Åとなり、構造

を改善することはできなかった。 

結果として、EASCS項の導入は、計算において複合体形成の過程を加速することができる

が、通常の力場に加え EASCS項による力が重ねて働くことで複合体構造を歪めてしまうこと

があると考えられる。 

以上の計算は、複合体構造をいわゆる bound-boundドッキングにより構築した。つまり、

両タンパク質分子の初期モデルとしてそれぞれ結合時の構造を用いた。それらはインデュ

ースドフィット(誘導適合)によりすでに構造変化したものである。本研究で提案する手法を

実用上使用するためには、unbound(非結合状態)構造を用いて、複合体構造を構築する必要

がある。本手法は分子動力学計算を使用することで、タンパク質分子の柔軟性を許容する

手法であるため、インデュースドフィットの効果もうまく表現されるであろうことが期待

できる。 

そこで unbound-bound ドッキングの場合についても有効性のテストを行った。Ub の初

期構造として unbound 構造(PDB code:1ubq)を使用して[25]、YUH1の bound 構造へのド

ッキングを試みた。Ubの unbound構造と bound 構造の違いは、重原子の RMSD値、C

原子の RMSD 値、C 末端 6 残基の重原子の RMSD 値、C 末端 6 残基の C原子の RMSD

値がそれぞれ 1.68Å、1.02Å、2.30Å、1.81Åである。 

Ub 分子の unbound 状態の構造モデルは、1-3-2 節で述べた bound 状態の構造モデルと

同様の手順で用意した。 

つまり、三か所の変異(P19S、E24D、A28S)を立体構造モデルに手動で導入して、原子

間距離拘束も同様とした。この unbound 状態のUb分子モデルを、bound-boundのケース

で用意した YUH1 から 15Å引き離した初期構造に重ね合わせた。初期構造は表 1-1 の 34

番目のペアリストのものを用いた。その後、bound-bound ドッキングのケースで説明した

ものと同じ条件で分子動力学計算による Simulated Annealingを実行した。 

図 1-8は EASCSと RMSDtotalの時間変化を示す。分子動力学の最終構造は図 1-9に示した

ようになり、RMSDtotalは 4.06Å、RMSDinterfaceは 3.82Å、RMSDc-terは 2.03Åとなった。 
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図 1-8 

bound-unbound モデルを初期構造に用いた分子動力学計算の EASCS 値（実線）と

RMSDtotal値（破線）の時間変化 

 

 

図 1-9 

bound-unbound モデルから作成した YUH1とUbの複合体構造。YUH1とUbをそれぞ

れ青および赤で示した。顕わな水分子中で平衡化を行った後の YUH1 と Ub をそれぞれ緑

および紫で示した。さらに参照構造の YUH1 と Ub をそれぞれ薄青およびオレンジで示し

た。全ての複合体は YUH1を参照構造の YUH1に重ね合わせてある。 
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さらに、bound-bound のケースで述べた手順と同じようにして、顕わな水中での分子動

力学計算を実行すると、RMSDtotalが 2.67Å、RMSDinterfaceが 2.43Å、RMSDc-terが 0.83

Åとなり、構造がさらに改善された。この最終構造も図 1-9中に示した。 

この結果は、今回の Simulated Annealingの手順が構造の柔軟性を許容しているため、

bound 状態の構造を使った場合でも、unbound 状態の構造を使った場合でも正確にタンパ

ク質複合体構造を予測できることを示す。 

この研究では、タンパク質の柔軟性を許容する新規手法を用いて、タンパク質複合体構

造を高い精度で予測することができた。Ubの C 末端部分にインデュースドフィットによる

構造変化が見られるため、剛体モデルによるドッキング手法では十分な精度で複合体構造

が予測できない可能性がある。 

ASCSのシグナル()は原子間距離に強く依存する。すなわち、 値は r-6に比例するため

原子が衝突するほど接近するとcalc.値に大きな誤差をもたらす。今回は分子動力学計算を使

っているため、分子力場によりこの誤差を避けることができた。 

タンパク質―タンパク質ドッキングプログラムとしては HADDOCK[26]というプログラ

ムが知られている。このプログラムでは、CS実験や、化学シフトパータベーション、変異

体実験などにより得られたタンパク質―タンパク質相互作用のデータを ambiguous 

interaction restraint (AIR) として利用することができる。AIRとは、原子間距離の拘束方

法の一種である。しかしながら、HADDOCKはそのものを計算するものではない。一方、

本研究の手法はタンパク質複合体モデルから直接値の正確な計算を行う。それゆえ、

Simulated Annealing 計算時に、calc.とexp.を直接比較することができる。これによって、

計算した構造が実験結果を再現しているかどうかの定量的評価が可能である。 

 

1-4-3 EASCSと RMSDの関係 

今回の Ub-YUH1複合体の系においては、EASCS値が最小となる構造は天然状態の複合体

構造をよく再現した。 

しかし、本手法を適用して、未知の複合体構造を構築するためには、予測された複合体

構造が、ASCS実験の結果と十分一致していることを示すための EASCSの基準値が必要であ

る。そこで、図 1-5で示した構造の RMSDinterfaceと EASCSの関係をさらに解析した。 

ここで、EASCSの大きさは式(8)の定義から分かるように計算に用いる残基数に依存するた

め、次式(10)であらわされるの乗誤差の残基平均であるcalc.exp.

を計算することと

する。
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〈(𝜂𝑐𝑎𝑙𝑐. − 𝜂𝑒𝑥𝑝.)
2
〉 ≡

2𝐸𝐴𝑆𝐶𝑆

(Number of residues) × W
    … (10) 

ここで、YUH1-Ubの系では、Number of residues = 28、重みW = 50 kcal/molであっ

た。サンプルされた構造を RMSDinterfaceの値で 1Åから 7Åの 1Å区切りのクラスに分ける

と、各クラスのcalc.exp.

の分布は図-に示すようになった。Å、Å、Åの

クラスの分布のピークは 0.02 のほぼ同一の位置に観測された。その他のクラス、特に

Å、Åのクラスのピークは有意に 0.04 よりcalc.exp.

が大きい位置に観測された。

同一の位置にピークが観測されたクラスÅ、Å、Åを統合すると、クラスÅ

のcalc.exp.

の平均値mは 0.022、標準偏差は 0.007となった。 

結果として、サンプルされた構造のcalc.exp.

がこの平均値 m(=0.022)よりも小さい

か、あるいは大きくてもm + 程度であれば、その構造は ASCSの実験結果と矛盾

がないと考えることができる。 

今回の系では、図 1-5に示したように平均値m(=0.022)は EASCS = 15.4 kcal/molに対応

する。ここで、EASCS が 15.4 kcal/molを下回るような構造の集団は天然構造に近いもの以

外には観測されていない。 

 

図 1-10 

RMSDinterfaceにより区分した時のcalc.exp.

の分布。

RMSDinterface による区分 1-2Å、2-3Å、3-4Å、4-5Å、5-6Å、6-7Åにおける分布をそ

れぞれ青、赤、緑、紫、シアン、オレンジの線で示した。 
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1-4-4 ASCS法の適用可能性 

ASCS法は、タンパク質複合体において、分子間の近接するアミノ酸残基ペアの情報を得

るための一般的な手法である。この手法を用いるための条件として(1)CSドナータンパク質

のアミノ酸選択的安定同位体標識および 2H、15N で一様に標識した CS アクセプタータン

パク質。(2)CSドナータンパク質との複合体形成時の CSアクセプタータンパク質の主鎖の

NMRシグナルの帰属。(3)CS アクセプタータンパク質と CSドナータンパク質の単体の立

体構造の 3点を必要とする[19]。 

アミノ酸選択的ラべリングは、11種類のアミノ酸(Ala、Arg、His、Ile、Leu、Lys、Met、 

Phe、Pro、Tyr、Trp)については高効率で行うことができるため[19]、ほとんどのタンパク

質複合体のケースに適用し、CSドナータンパク質の接触面を同定することが可能であると

考えられる。実際に、PDB に登録されている既知のタンパク質複合体構造で、タンパク質

ドッキング評価のベンチマークセット[27]に含まれる 88 個のタンパク質複合体について調

べたところ、少なくとも 5残基以上の CS源となりうるアミノ酸残基が CSアクセプター分

子との相互作用面近傍に存在することが分かった。ここで相互作用面近傍に存在する CS源

となりうるアミノ酸残基の平均数は 8.9であった。この手法は上記の(1)-(3)の要件を満たせ

ば多くのタンパク質―タンパク質相互作用に適用できる手法であるが、本質的に 2 つの制

限がある。分子のサイズが大きい場合と複合体形成時の構造変化が大きい場合である。 

一つ目の問題については、構造データベース中のタンパク質―タンパク質複合体につい

ての解析により、タンパク質の表面全体に存在するアミノ酸残基数に対する、相互作用の

面に存在するアミノ酸残基数の割合は、タンパク質のサイズが大きくなるにつれて減少す

る傾向がある[28]。よって、タンパク質の分子量が大きい場合、立体構造上同じようなアミ

ノ酸残基の分布が現れる可能性が増すことになり、複数の相互作用部位候補から正しいも

のを一つに限定することが難しくなる。 

解析の結果、タンパク質のサイズが 40 kDaより大きいと似たアミノ酸配置が複数現れる

傾向があることが分かった。そういった場合、これらアミノ酸残基の配置が似た相互作用

部位候補も ASCS 実験の結果を満たすようになるため、唯一のものとして適切なモデルを

構築することが難しくなると考えられる。 

そういった場合には、さらにサイト特異的なラベリング手法や変異実験による実験デー

タなどを使うことにより、複数の相互作用部位候補から適切な部位を限定するか、複数の

複合体構造候補を得た後に、実験結果を満たす唯一の候補を選択する必要がある。 

二つ目の問題について、今回提案する手法は 1-3-3節でも述べたように、疑似ポテンシャ

ルエネルギーEASCSを使った分子動力学計算によるため、複合体形成時にインデュースドフ
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ィットによりいくらかの構造変化がある場合にも適用できる。 

しかしながら、intrinsically disordered protein [29]においてよく見られる、インデュー

スドフォールディングと呼ばれる二次構造の変化を伴うような大きな構造変化がある場合

にはこの手法を用いることができない。そのような場合には相互作用面のアミノ酸残基の

化学シフトが大きく変わってしまうと思われる。さらなる実験を行い相互作用部位の新た

な構造モデルを構築する必要がある。 

 

1-5 結論 

 

アミノ酸選択的交差飽和(ASCS)法の実験データと分子動力学計算を組み合わせた新しい

タンパク質―タンパク質複合体構造構築法を開発した。 

タンパク質―タンパク質複合体において、一方のタンパク質中の交差飽和ドナーとなる

アミノ酸残基を選択的にラベルする。NMRの交差飽和実験によって、相互作用するタンパ

ク質中の交差飽和アクセプターとなるアミノ酸残基を観測することができる。 

分子動力学計算において構造モデルからアミノ酸残基の ASCS の値を直接計算するこ

とができる。実験で得られた ASCS の値と構造モデルから計算によって得られた ASCS

の値の差をペナルティ関数として分子動力学計算を行う。そのペナルティ関数によるエネ

ルギーと通常の力場によるエネルギーの総和が最小化されることにより最適なタンパク質

―タンパク質複合体モデルを得ることができる。 

ASCS実験データに基づいた荒いドッキングにより、複数のタンパク質複合体構造の候補

を作成できる。その後これらの構造をクラスタリングすることにより候補が絞られる。こ

れらの候補構造をそれぞれ一定の距離引き離して配置し、分子動力学計算による Simulated 

Annealing の初期構造として用いる。分子動力学計算の結果、多数のタンパク質複合体構

造が得られる。これらの構造のうち実験値に最も近い ASCSの値を示す構造をもっともら

しい構造として選択する。

この手法をユビキチンと酵母ユビキチンヒドロラーゼ 1 (Ub-YUH1)複合体構造に適用し

たところ、ASCS実験データを用いることで高い精度で構造を決定することができた。 

実行した 84 個の分子動力学計算のうち 9 個は RMSDtotalの値が 5Å未満となり、X 線結

晶構造解析で得られた構造に類似した構造に至った。さらにその後、顕わな水分子中で分

子動力学計算を行うことにより RMSDtotal 値が 1.44Åとなり、より正確な構造を得ること

ができた。 

初期構造として unbound-bound 構造を用いた場合でも高精度で正しい複合体が計算可
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能であった。予測された構造の RMSDtotal値は 2.67Åであった。 
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2 Evolutionary Trace 法を用いた分子表面によるタンパク質複

合体構造の予測 

 

2-1 要旨 

 

タンパク質分子表面の形状相補性と Evolutionary Trace 法（進化追跡法。以下、ET 法

とする）を用いて得られたアミノ酸配列の保存度を用いた新規のタンパク質―タンパク質

複合体の構造予測法を開発した。 

複合体構造の予測は保存度の重みをつけた形状相補性を評価する目的関数を最適化する

ことによって行う。目的関数の最適化は、遺伝的アルゴリズムとモンテカルロ法による構

造サンプリングにより行った。 

この手法をタンパク質複合体予測の国際的なコミュニティである CAPRI のターゲット

（ブラインドテストの課題となる複合体構造）に適用して性能を評価したところ、いくつ

かのターゲットについて天然状態に近い構造を予測することができた。 

さらに、複合体構造予測における、ET法の有効性を調べたところ、アミノ酸配列の保存

度の情報は限られた種類のタンパク質（シグナル伝達関連と酵素タンパク質）について有

用であることがわかった。 

 

2-2 序論 

 

タンパク質構造の情報はタンパク質の分子機能を理解するために極めて重要である。タ

ンパク質の機能は通常他のタンパク質または低分子との相互作用を通して実現されるため、

タンパク質と他の分子の結合様式を予測することは、タンパク質の生物学的機能を理解す

るための第一段階となる。 

この目的のため、これまで多くの手法が提案されてきた[1,2]。ひとつの方法は、タンパ

ク質立体構造の予測に threading 法が用いられているように、すでに知られた複合体に対

して類似性探索を行うことである。 

しかしながら、単体のタンパク質立体構造と比べ、既知のタンパク質―タンパク質複合

体の数は少なく、特に PDB に登録されているヘテロ複合体構造は 8654件である[3]。 

よって、タンパク質―タンパク質複合体予測の別の有望な方法として、タンパク質―タ

ンパク質ドッキング計算が期待されている。 

これまでにタンパク質―タンパク質ドッキングのためのいくつかの手法が提案されてお
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り、ZDOCK[4]、Haddock[5]、Molfit[6]、RosettaDock[7]などのプログラムソフトが利用

可能となっている。 

これらの手法はいくつかのケースにおいて正しい構造を予測することに成功しており、

精度は徐々に向上してきているが、これまでの CAPRI（Critical Assessment of PRedicted 

Interactions、ブラインドテストによりタンパク質複合体構造予測法の評価を行う国際的な

コミュニティ。詳細は Appendix Bを参照）の結果[8,9]によるとどのソフトもすべてのケー

スについて正しい予測ができるわけではない。 

本研究では、タンパク質の分子表面に基づいた新しいタンパク質―タンパク質複合体の

予測法について述べる。 

分子表面の形状を用いることで低分子の結合の予測が可能であることはこれまでの研究

で報告されている[10,11]。タンパク質―タンパク質ドッキングに応用するために、分子表

面の形状、物理化学的特性と進化的保存度の情報を組み合わせた方法を開発した。進化的

保存度はReal-valued Evolutionary Trace法（以下単にET法とする）[12]（詳細はAppendix 

Cを参照）により計算され、分子表面のうちのホットスポットを推定するために利用できる。 

予測された複合体構造はエネルギー極小化を行い、さらに相互作用面の静電ポテンシャ

ル、疎水性、形状の相補性により評価した。 

 

2-3 方法 

 

2-3-1 概観 

タンパク質表面のペアのドッキングは、目的関数の最適化によって行う。目的関数は

Connollyのアルゴリズム[13]で作成された分子表面の頂点（図 2-1）を用いた関数で、頂点

に最近接するアミノ酸残基の配列保存度と形状の相補性を評価する関数として定義した。 
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図 2-1 分子表面を用いた目的関数の定義 

相互作用する 2つのタンパク質を分子 A、分子 Bとする。各分子の原子を vdW（van der 

Waals）半径の破線の円で示し、分子表面を曲線で示した。分子表面は分子の表面を原子と

衝突しないように探査球を転がすことによって作成される。分子表面は離散化された頂点

の集まりで表現され、目的関数の定義はこれらの頂点を用いる。図中で各頂点を矢印で示

した。各頂点は位置座標（図中矢印の始点）と単位法線ベクトル（図中矢印の向き）の値

をもつ。目的関数における頂点間の距離および原子間の距離をそれぞれ rおよびRで示す。

 

目的関数の最適化は遺伝的アルゴリズムとモンテカルロ法によるサンプリングを用いて

行った。すなわち前者による大域的な探索と後者による局所探索を組み合わせて行う。 

まず、遺伝的アルゴリズムの過程で相補的な表面の組み合わせを探索して構造の初期候

補を与え、その後、モンテカルロ法の過程ではその構造に対して、局所的な配置の最適化

を行う。 

このアルゴリズムを目的関数のスコアの差が 10 サイクル続けて 0.01 未満になるまで繰

り返し適用し複数の候補複合体構造を得た。 

さらにそれらの候補を静電ポテンシャル、疎水性、形状の相補性により、さらに評価し

た。 

 

R

r

分子A

分子B



44 

 

2-3-2 目的関数 

相互作用する 2つのタンパク質分子 Aおよび Bからそれぞれ作成した分子表面をドッキ

ングさせるとする。2つの項からなる目的関数を次式のように定義し、値 Fを最大化する構

造を探索するものとする。ここで aと bは適切な重みとする。 

F = aF1 + bF2     … (1) 

関数の第一項 F1は本手法の主要な項で、タンパク質分子表面を表す頂点（図 2-1 中の矢

印）を用いて分子表面の形状相補性を評価する。その際、頂点が由来するアミノ酸残基の

保存度と頂点ペアの距離によるダンピングファクターを考慮する。 

F1 = ∑ 𝐼2 ∙ (𝑐𝐴𝑐𝐵)2 ∙ 𝐷

𝑣𝑒𝑟𝑡𝑒𝑥 𝑝𝑎𝑖𝑟𝑠

  … (2) 

ここで、 

I =
−𝐧A ∙ 𝐧B + 1

2
 … (3) 

とする。 nAおよび nBはそれぞれ頂点ペアをつくる分子表面 A、B 上の頂点の法線ベクト

ルとする。cA、cBはそれぞれ分子表面 A、B上の頂点の保存度スコアとする。Dはダンピン

グファクターで、 

D = {

1

4rAB
2 , (rAB > 0.5)

1.0, (rAB ≤ 0.5)

  … (4) 

とする。rAB（図 2-1中の r）は頂点ペア間の距離（Å）である。 

式(2)は分子表面 A、B から１つずつ頂点を取り出してできる全ての頂点ペアについての

和となっている。ただし、モンテカルロ法による最適化時には、計算時間を短縮するため

必要に応じて、カットオフテーブルを用いてカットオフ計算を行う。 

それぞれの頂点の保存度スコアの値 c はその頂点にもっとも近い原子の属するアミノ酸

残基の保存度スコアを用いる。アミノ酸残基の保存度スコアはマルチプルアライメントさ

れたアミノ酸配列群に対して real-valued ET法[12]のスコアを用いて下記のように求める。 

𝑐𝑖 = 1 −
∫ exp (− (𝑡 − 𝑚)2 2𝜎2⁄ )d𝑡

𝑠𝑖

−∞

∫ exp (− (𝑡 − 𝑚)2 2𝜎2⁄ )d𝑡
+∞

−∞

= 1 −
1

√2πσ
∫ exp (− (𝑡 − 𝑚)2 2𝜎2⁄ )d𝑡

𝑠𝑖

−∞

  … (5) 

ここで siは i番目のアミノ酸残基の ET法によるスコアであり、mおよびはそれぞれス

コアの平均および標準偏差である。よって保存度のスコア ci は最も変異の起こりやすいア

ミノ酸残基ほど 0.0に近く、保存度の高いアミノ酸残基ほど 1.0に近い値をとる。 

ET 法に使用するアミノ酸配列のマルチプルアライメントは Swiss-Prot[14]や nr といっ

た配列データベースに対するBLAST[15]検索により集めた配列を clustalW[16]でアライメ
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ントすることにより得た。 

本研究の応用例においては基本的に Swiss-Protデータベースを用いたが、Swiss-Protに

ほとんど相同な配列がみつからないときは nrデータベースを用いた。各適用例についての

データベース選択については 2-4節で述べる。 

第二項はタンパク質 A、B の原子間の衝突を避けるために導入した。基本的に van der 

Waalsエネルギーと同じ形の関数で符号を逆にしたものである。 

F2 = ∑ max [4.0((
𝜎

𝑅𝐴𝐵
)
6

− (
𝜎

𝑅𝐴𝐵
)
12

) ,−10.0]

𝑎𝑡𝑜𝑚 𝑝𝑎𝑖𝑟𝑠

  … (6) 

ここで RAB（図 2-1中の R）はタンパク質 Aおよび Bの原子間の距離であり、 

σ =
ρA + ρB

2
1
6

  … (7) 

とする(は原子の van der Waals半径)。F2には原子ペアに対する下限（-10.0）を定義して

ある。これは最適化の際に大きな負の値になるのを避けるために導入した。和はタンパク

質 A、B 間のすべての原子ペアについてとる。これについても適宜カットオフを適用して、

計算を高速化する。 

 

2-3-3 最適化 

目的関数の最適化による構造の探索は次の 4段階の過程で行う（図 2-2）。 

Step 1: はじめにタンパク質 A および B の分子表面をそれぞれ 3Åの 3 次元のグリッ

ドで分割する。そして、グリッドで分割された各部分表面において頂点の平均の法線ベク

トルと平均の位置を計算する。ここで、頂点の数が 5 に満たない部分表面については計算

の効率化のために以後の過程で扱わないことにする。 

Step 2: 一方の部分表面を表面 A から、もう一方の部分表面を表面 B からランダムに

選ぶことにより部分表面のペアを作成する。200個の部分表面のペアを作成し初期候補群と

する。次に、以下のようにして部分表面の各ペアを相補的になるよう配置することで、分

子 A、分子 Bの相対位置が決まり、複合体の初期構造を発生させることができる。 

（１）部分表面 A、B の重心が原点に一致するように平行移動する。 

（２）次に、部分表面 A、Bの平均の法線ベクトルが x軸上で、反対を向くように配置する。

（３）x軸周りの回転の自由度が残るため、部分表面の第一主軸を y軸方向に向くようにす

る。 

Step 3: それぞれの部分表面の組み合わせから作成される複合体の初期構造に対して、

Step 2で用意した座標系を用いて、モンテカルロ法により式（１）で示した目的関数 Fを
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最適化する。 

表面 A は固定し、表面 Bにランダムな微小変位（回転および並進移動）を与える。ラン

ダムな変位の大きさは以下の範囲とする。回転移動については、x軸まわりの回転を-0.125

から 0.125ラジアン、y軸および z軸まわりの回転を-0.05から 0.05ラジアンとする。並進

移動については x 軸方向の移動を-0.1 から 0.1Å、y 軸および z 軸方向の移動を-0.25 から

0.25Åとする。ここで、最初に x軸と部分表面の法線ベクトルの向きを平行にそろえたため

x 軸は、y 軸および z 軸と異なった取り扱いをしている。y 軸および z 軸まわりの大きな回

転、および x軸方向の大きな並進移動は分子表面が衝突する結果になり易いためである。 

微小変位により目的関数 F が増大した場合には、その変位を受け入れさらに次のランダ

ムな微小変位を発生させる。Fが減少した場合にはその微小変位を却下する。ランダムな変

位と目的関数の評価は目的関数 Fが 10回続けて改善しなくなるまで繰り返し実行する。 
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図 2-2 

ドッキングにおける構造探索過程のフローチャート 

  

分子表面 A 

グリッドによる 

部分表面への分割

aration 

分子表面 B 

グリッドによる 

部分表面への分割 

部分表面の組み合わせ 200 個 

モンテカルロ法による最適化 

改善したか？ 終了 

上位 50個の

組み合わせ

Combination 

GAによる 300個の組み合わせの作成 

30個：Conservation（保存） 

70個：Crossing（交差） 

90個：Mutation（変異） 

110個：新規組み合わせ 

No 

Yes 

step-1 

step-2 

step-3 

step-4 
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Step 4: 前のステップで目的関数 F を最適化した部分表面の組み合わせを基にして、

次の世代となる 300 個の新しい組み合わせを作成する。ここで部分表面の組み合わせを探

索するために、次のように遺伝的アルゴリズムの方法を用いて新しい組み合わせを作成し

た。まず目的関数の上位 30 個は次の世代でもそのまま残す（Conservation：保存）。次に

上位 50個の組み合わせから、ランダムに二つの組み合わせを選びそのうちの一方の組み合

わせの部分表面 A と他方の組み合わせの部分表面 B を組み合わせる(Crossing：交差)。こ

れを繰り返して、70個の新しい組み合わせを発生させる。次に、上位 50個の組み合わせか

ら一つのペアをランダムに選び、部分表面 A および B のどちらかを、3 次元のグリッドに

おいて隣接するグリッドの部分表面と入れ替える(Mutation：突然変異)。これにより、50

個の新しい組み合わせを発生させる。同様にして、ランダムに選んだ組み合わせに対して、

A、B のうちの一方の部分表面を、全表面からランダムに選択した部分表面と入れ替える。

これにより、40 個の新しい組み合わせを発生させる。さらに、全く新しい候補を取り入れ

るため、全表面から完全にランダムに選択した部分表面 A、B の組み合わせを 110 個追加

する。上記の過程で、同じ部分表面の組み合わせが現れたときは却下し新しい組み合わせ

が得られるまで乱数を発生させる。 

結果として遺伝的アルゴリズムの過程で 300 個の新しい組み合わせが得られる。それら

は再び Step 3のモンテカルロ法による目的関数 Fの最適化に供される。 

CAPRIコンテストでは、最終的に得られた上位の候補を目視により検討し、さらに表面

の相補性を評価した。相補性は静電ポテンシャル、疎水性、分子表面の点から相補性の度

合いを統計的に評価した[17]。 

計算時間は、タンパク質のサイズと予測された相互作用面の大きさに依存する。典型的

な例で、保存度の高い部位として相互作用面を検出できる場合は予め可能性の高い部位の

表面のみを使うことで 2-3時間で計算できる。一方、結合サイトに関して全く情報が得られ

ない場合にはタンパク質の表面全体を使用することになり 3、4日の計算時間を要する。 

同様に必要となる構造探索もそれぞれのタンパク質によって異なるが、一般的な例では、

モンテカルロ法による探索は 200-500 回、遺伝的アルゴリズムによる候補の発生は 20-30

世代必要となる。 

 

2-4 結果と考察 

 

2-4-1 既知の複合体構造を学習データセットに用いたパラメータの決定 

調節可能なパラメータを決定するため、複合体構造が既知で PDBに登録されている以下
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の 7 個のタンパク質複合体構造を使用した。それぞれの PDB code と相互作用する分子の

チェーン IDを示す。Rap1A/CRaf1(PDB code:1c1y、A-B)、Rac1/SptP(PDB code:1g4u、

R-S)、RhoGAP/RhoA(PDB code:1tx4、A-B)、Rac/RhoGDI(PDB code: 1ds6:A-B)、

RalGDS/Ras(PDB code:1lfd 、 A-B) 、 Ras/Ras-GAP(PDB code:1wq1 、 R-G) 、

Rab3A/rabphilin-3A (PDB code:1zbd、A-B)。 

これらの構造は、small Gタンパク質の関与するタンパク質複合体[18]のうち、Swiss-Prot

または nrデータベースに 100以上の相同なアミノ酸配列が存在するものである。 

これらのタンパク質について、構造探索によって得られた目的関数の最大値を持つ構造

と X 線結晶構造との RMSD が 1.0Å程度になるように、式（１）の目的関数の変数 a と b

を調整した。その結果、後述の CAPRI ターゲット 27 以降のタンパク質を除き、その他の

タンパク質へ適用する際は a=2.0、b=3.0 を用いた。ターゲット 27以降については、分子

表面の作成プログラムとして、MSMSではなくmsrollというプログラムを使用した。これ

らは共に Connollyの方法に基づいたプログラムであるが、プログラムで使用されているパ

ラメータが若干異なり、msroll で作成した表面の方がポリゴンを表現する頂点の密度が高

いため、msrollで作成した分子表面を使用する際は a=1.3、b=3.0を使用した。 

 

2-4-2 Evolutionary Trace法による予測部位とタンパク質間相互作用部位の相関 

本研究のタンパク質－タンパク質ドッキング手法は、式（１）の目的関数 F における分

子表面の頂点の重みとして、アミノ酸配列の保存度だけを用いることを目的としたもので

は無く、後ほど CAPRI ターゲット 21 への適用結果として述べるように、重みとして例え

ばアミノ酸変異実験の結果などあらゆるものを取り入れることが可能である。 

 しかしながら、アミノ酸配列の保存度の利用は計算機による方法としては最も使用し易

くかつ強力である[12]。さらに、今後も配列データベースは急速な拡大を続け、機能に関す

るアノテーションも進むと考えられるため、将来的にもさらに役に立つ方法になると期待

される。 

よってここで、どのような種類のタンパク質複合体が、アミノ酸配列の保存度を利用し

た相互作用部位の推定に適しているのかを検討する。 

この目的のため、209 個の立体構造既知のタンパク質複合体を使用して 265 個のタンパ

ク質―タンパク質相互作用面についてアミノ酸配列の保存度の解析を行った。これらは

MintserisとWengらの研究[18]で用いられたタンパク質複合体のセットである。 

アミノ酸配列の保存度と、タンパク質―タンパク質相互作用面に含まれることの相関を

調べるために、265個の相互作用面をそのタンパク質の機能に従って次のように大まかに分
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類した。シグナル伝達(signal transduction、72個)、酵素(enzyme、43個)、インヒビター

(inhibitor、19個)、抗体(antibody、36個)、抗原(antigen、31個)、その他(64 個)である。 

各分類のタンパク質複合体の PDB codeを表 2-1に示す。 

 

表 2-1 ET法の評価に用いたタンパク質複合体の分類 

各分類の複合体を(PDB code):(解析対象のチェーン ID):(相互作用の相手のチェーン ID)

の形式で記述した。 

signal transduction 

1A2K:D:A 1AGR:A:E 1AGR:E:A 1AVZ:B:C 1AVZ:C:B 1B6C:A:B 1B6C:B:A 1BDJ:A:B 1BLX:A:B 1BLX:B:A 

1BUH:A:B 1C1Y:A:B 1C4Z:A:D 1C4Z:D:A 1CDM:A:B 1CMX:B:A 1DS6:A:B 1DU3:D:A 1DU3:F:A 1EAY:A:C 

1ES7:A:D 1ES7:C:D 1EV2:A:E 1EV2:E:A 1F51:E:A 1F5Q:A:B 1F5Q:B:A 1FLT:V:Y 1FOE:A:B 1FOE:B:A 

1FQ1:B:A 1FQK:A:B 1FQK:B:A 1G3N:A:C 1G3N:C:A 1G4U:R:S 1G4Y:R:B 1GCQ:B:C 1GOT:A:B 1GOT:B:A 

1HCF:A:Y 1HCF:B:Y 1HE1:C:A 1HE8:A:B 1HE8:B:A 1I2M:A:B 1I2M:B:A 1I4D:D:A 1IB1:A:E 1IBR:A:B 

1JDP:A:H 1JMA:B:A 1K90:D:A 1LFD:B:A 1LFD:B:C 1QAV:A:B 1QAV:B:A 1QBK:C:B 1QMZ:A:B 1QMZ:B:A 

1RRP:A:B 1TNR:A:R 1TNR:R:A 1TX4:A:B 1TX4:B:A 1VRK:A:B 1WQ1:G:R 1WQ1:R:G 1WWW:V:Y 1WWW:W:Y 

1ZBD:A:B 1ZBD:B:A 

enzymes 

1A4Y:B:A 1ACB:E:I 1AVA:A:C 1AVW:A:B 1AZZ:A:C 1AZZ:A:D 1BQQ:M:T 1BVN:P:T 1CDK:A:I 1CHO:E:I 

1CLV:A:I 1CSE:E:I 1D6R:A:I 1DFJ:E:I 1DHK:A:B 1DPJ:A:B 1DTD:A:B 1EAI:A:C 1EJA:A:B 1F34:A:B 

1F7Z:A:I 1FAK:H:I 1FLE:E:I 1GL0:E:I 1HIA:B:I 1HX1:A:B 1I4O:A:C 1JIW:P:I 1JLT:B:A 1JTD:A:B 

1JTG:A:B 1KIG:H:I 1PPF:E:I 1SLU:B:A 1STF:E:I 1TBR:H:R 1TMQ:A:B 1TOC:B:R 1UGH:E:I 2BTC:E:I 

2SIC:E:I 3BTH:E:I 4HTC:H:I 

inhibitors 

1A4Y:A:B 1AVA:C:A 1AVW:B:A 1BQQ:T:M 1CHO:I:E 1D6R:I:A 1DF9:C:B 1DFJ:I:E 1DHK:B:A 1F7Z:I:A 

1FAK:I:H 1G73:D:A 1JLT:A:B 1K9O:I:E 1PPF:I:E 1SGP:I:E 1TBR:R:H 2SIC:I:E 3BTH:I:E 

antibody 

1A2Y:A:C 1A2Y:B:C 1BGX:H:T 1BGX:L:T 1BJ1:H:W 1BZQ:L:A 1DEE:D:G 1DQJ:A:C 1DQJ:B:C 1E6J:H:P 

1EGJ:H:A 1EO8:H:A 1FBI:H:X 1FC2:D:C 1FE8:H:A 1FE8:L:A 1FJ1:A:F 1FJ1:B:F 1FNS:H:A 1FSK:C:A 

1G9M:H:G 1IIS:C:B 1JHL:H:A 1JPS:H:T 1JTP:A:L 1MLC:B:E 1NCC:H:N 1NCC:L:N 1OSP:H:O 1OSP:L:O 

1QKZ:H:A 1WEJ:H:F 1WEJ:L:F 2HMI:D:B 2JEL:H:P 2VIR:B:C 

antigen 
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1ADQ:A:H 1BGX:T:H 1BGX:T:L 1BJ1:W:H 1BZQ:A:L 1DQJ:C:A 1DQJ:C:B 1DZB:X:A 1E0O:A:B 1E0O:B:A 

1E6J:P:H 1E96:A:B 1EO8:A:H 1FBI:X:H 1FE8:A:L 1FNS:A:H 1FSK:A:C 1G9M:G:C 1G9M:G:H 1HEZ:A:E 

1IIS:A:C 1IIS:B:C 1JHL:A:H 1JTP:L:A 1MLC:E:A 1MLC:E:B 1NCC:N:H 1NCC:N:L 1WEJ:F:H 2JEL:P:H 

2VIR:C:B 

other 

1AIP:A:C 1AIP:A:D 1AIP:C:A 1AIP:D:A 1AK4:A:D 1AK4:D:A 1ARO:P:L 1ATN:A:D 1AXI:A:B 1AXI:B:A 

1B41:A:B 1BML:A:C 1BP3:A:B 1BP3:B:A 1CD9:B:A 1CIC:B:C 1CIC:C:B 1D5M:A:C 1DKG:A:D 1DKG:D:A 

1DN1:A:B 1DN1:B:A 1DX5:I:M 1DX5:M:I 1EBD:B:C 1EFU:A:B 1EFU:B:A 1F60:A:B 1F60:B:A 1FAK:H:T 

1FAK:L:T 1GH6:A:B 1HYR:A:C 1HYR:B:C 1HYR:C:A 1HYR:C:B 1I1R:A:B 1I5K:A:C 1I7W:B:A 1ICF:A:I 

1IM3:A:D 1IM9:A:D 1IM9:D:A 1IRA:X:Y 1IRA:Y:X 1ITB:A:B 1ITB:B:A 1J7V:L:R 1KAC:B:A 1KCG:A:C 

1KCG:B:C 1KCG:C:A 1KCG:C:B 1LPB:B:A 1NRN:H:R 1QO3:A:C 1QO3:C:A 1SBB:A:B 1T7P:A:B 1T7P:B:A 

1YCS:A:B 1YCS:B:A 2PCC:A:B 2PCC:B:A 

 

各複合体について相互作用部位を予測する側のタンパク質のアミノ酸配列を問い合わせ

配列とし、Swiss-Prot データベースに対し BLAST 検索で相同な配列を検索した。相同性

が低いと立体構造の違いが大きいため、見つかった配列のうち相同性が 25%以上のものを

用いた。また、問い合わせ配列全体の長さのうち一部分とのみ相同性を有する配列を除く

ため、問い合わせ配列の 70%以上と相同性を有する配列のみを用いた（これをカバー率と

定義する）。 

タンパク質 Aおよび Bからなるタンパク質複合体がある場合、Aにおける Bの相互作用

部位と B における A の相互作用部位の解析ができる。また、2 個のサブユニットからなる

ものだけでなく 3 個以上のサブユニットを有するものもあるため 209 個のタンパク質複合

体から 455個の解析対象を見出すことができた。これらのうち、20個以上の相同配列を利

用でき、相互作用部位に 5 個以上のアミノ酸残基を有するものだけを調べた結果 265 個と

なった。 

次に clustalW を用いてマルチプルアライメント（多重配列）を作成した。次に 2-3-2 節

の式(5)によりアミノ酸配列の各サイトの配列保存度 ciを計算した。この ciの値を用いて、

配列保存度の高い上位 8%のサイトでかつ溶媒に露出しているアミノ酸残基を予測された

相互作用部位のアミノ酸残基として取り出す。一方、複合体構造を用いることで、実際に

相互作用部位に位置するアミノ酸残基を定義できる。本研究では、アミノ酸残基中の一つ

以上の原子（水素を除く）がもう一方のタンパク質から 4.0Å以内にある場合に相互作用部

位のアミノ酸残基として定義する。こうして相互作用部位にあると予想されたアミノ酸残
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基が実際に相互作用部位に存在するかを調べることができる。 

相互作用部位にあると予測したアミノ酸が実際に相互作用部位に存在するかの相関を次

式のMatthewsの相関係数(MCC：Matthews Correlation Coefficient)[19]を用いて評価し

た。 

MCC =
TP × TN − FP × FN

√(TP + FP) × (TN + FN) × (TP + FN) × (TN + FP)
 

ここで TP、TN、FP、FN はそれぞれ真陽性（相互作用部位にあると予測したアミノ酸

が実際に相互作用部位にある）、真陰性（相互作用部位にあると予測していないアミノ酸が

実際に相互作用部位にない）、偽陽性（相互作用部位にあると予測したアミノ酸が実際は相

互作用部位にない）、偽陰性（相互作用部位にあると予測していないアミノ酸が実際は相互

作用部位にある）となったアミノ酸残基の数である。 

各機能分類について、平均のMCCは次のようであった。 

シグナル伝達 0.14(0.22)、酵素 0.24(0.14)、インヒビター-0.01(0.14)、抗体-0.05(0.09)、

抗原 0.02(0.13)、その他 0.02(0.19)であった。括弧内の値は MCC の値の標準偏差を示す。

シグナル伝達の機能をもつタンパク質と酵素タンパク質において相互作用面のアミノ酸配

列の保存度が他に比べて比較的高いことが分かる。注目すべき点として、シグナル伝達関

連タンパク質の高いMCC値は、21個の small Gタンパク質に由来していることが分かっ

た。これら small Gタンパク質に対する平均のMCC値は 0.30であった。その他の興味深

い点は、酵素とインヒビターの組み合わせで複合体が構成されるが、酵素に対するMCC値

が 0.24であるのに対して、インヒビターに対するMCC値は-0.01となり、保存度が逆の傾

向を示している点である。これは BradfordとWesthead らによって別の方法によっても指

摘されている[20]。 

この解析の結果、対象のタンパク質がシグナル伝達関連か酵素の場合には ET法を使用し

て潜在的な相互作用部位を推定するのがよいと考えられる。 

しかしながら、各分類において、標準偏差が示すようにMCCの値のばらつきは小さくな

いため、ET法の有効性については、対象のタンパク質ごとに注意深く検討する必要がある。  

 

2-4-3 CAPRIターゲットを用いたテスト 

本研究で考案したタンパク質―タンパク質ドッキング手法の性能を評価するため、本手

法をCAPRIのターゲット（ブラインドテストの課題となる複合体構造をターゲットと呼ぶ）

に適用した。 

まず、すでにブラインドテストが終了し結果が公表されている過去のターゲットについ
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ての追試を行った。過去のターゲットのうち抗原―抗体複合体（ターゲット 2-7、13 およ

び 19）、ホモオリゴマー（ターゲット 1、9 および 10）、タンパク質単体の構造が未知であ

るためホモロジーモデリングによる単体構造の作成を必要とするターゲット 11と 14。対象

のタンパク質の相同なアミノ酸配列が十分得られないターゲット 8 などを除いた結果、本

研究の手法が適用できるターゲット 12、18、21に対して評価した。 

ターゲット 24以降についてはブラインドテストに参加して評価を行った。 

適用においては、先に述べた small G タンパク質を学習セットに用いて決定したパラメ

ータを用いて同じ条件で行い、目的関数 F の高い複数の構造を候補として選択し評価を行

った。 

CAPRIで用いられている呼び方に従って便宜的に、複合体のうち分子量の大きい側のタ

ンパク質を”receptor”、小さい側のタンパク質を”ligand”と呼ぶこととする。 

 

2-4-4 ターゲット 12: cohesinと dockerinのドッキング 

ターゲット 12 は cohesin と dockerin のドッキングである。cohesin はセルロソーム

（cellulosome）の分子骨格（scaffold）タンパク質のドメインである。dockerin は酵素活

性を持つサブユニットのドメインであり、cohesin―dockerinの相互作用により、分子骨格

に触媒を行うサブユニットが付け加えられる[21]。 cohesin と dockerin の複合体生成は

cellulosome構築の基礎的な過程ということになる。よって、これらのタンパク質を先述の

機能によって分類した場合、その他に分類される。CAPRI では unbound 構造の cohesin

（PDB code: 1anu）と bound構造の dockerinを用いて複合体を予測することが求められ

た。 

dockerinに対しては、BLAST検索により、Swiss-Protデータベースから 14個の相同性

の高いアミノ酸配列が見つかった。各アミノ酸残基に対して保存度のスコアを計算し、そ

れを重みとして dockerinの全表面をドッキング計算に用いた。一方、cohesinに対しては、

BLAST検索によって、相同性のある配列を見つけることができなかったため、全表面に対

して等しく重みを 0.9 として計算を行った。このケースにおいては、目的関数 F が最大と

なる候補として、X線結晶構造解析で得られた構造（PDB code: 1ohz）[22]に類似の構造を

得ることができた。X線結晶構造と比較すると、receptor側である cohesinのタンパク質で

重ね合わせを行った時、ligand 側である dockerinの全 C原子の RMSDが 1.03Åであり、

界面のアミノ酸の C原子の RMSDは 0.66Åであった（図 2-3）。 
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図 2-3 ターゲット 12についての最も精度の高い予測構造と結晶構造の比較 

cohesin(receptor)及び dockerin(ligand)の複合体の結晶構造(PDB code:1ohz)の C原子

のトレースをそれぞれ赤および青で示した。それらに対応する予測構造を紫および薄青で

示した。構造は receptor側分子である cohesinで構造重ね合わせがされている。



2-4-5 ターゲット 18: xylanaseと TAXI xylanase inhibitorのドッキング 

 ターゲット 18は xylanaseと TAXI xylanase inhibitorの複合体の予測であった。これは、

酵素とそのインヒビターがつくる複合体構造の予測である。xyalnaseについては unbound

構造（PDB code:1ukr）、インヒビターについては単体の構造が知られていないため bound

構造を用いたドッキングを行う。xylanaseに対しては、BLAST検索により 27個の相同タ

ンパク質のアミノ酸配列を見つけることができた。xylanase の分子表面全体のうち相同性

の高い 25%のアミノ酸残基の作る表面をドッキングに使った。一方、TAXI inhibitor につ

いては、分子表面全体を等しい重み(=0.9)としてドッキングに使用した。これは 2-4-2節で

述べたようにインヒビターにおいては、アミノ酸の保存度は相互作用部位を推定するのに

よい指標にならないためである。 

 ドッキングの結果、実験構造（PDB code:1t6g）[23]と最も近い複合体モデルの xylanase

（ligand 側）の全 C原子の RMSD は 5.8Åであった。相互作用面の C原子の RMSD は

3.5Åであった。このケースでは、もっとも実験構造に近い構造は、目的関数 Fが 5番目に

高い構造であった（図 2-4）。 
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図 2-4 ターゲット 18についての最も精度の高い予測構造と結晶構造の比較 

xylanase inhibitor(receptor)及び xylanase(ligand)の複合体の結晶構造(PDB code:1t6g)

の C原子のトレースをそれぞれ赤および青で示した。それらに対応する予測構造を紫およ

び薄青で示した。構造は receptor側分子である xylanase inhibitorで構造重ね合わせがさ

れている。

 

2-4-6 ターゲット 21: Orc1pと Sir1pのドッキング 

ターゲット 21 は Orc1p(origin recognition complex) と Sir1p (silent information 

regulator protein)の作る複合体構造の予測であった。 

Orc1pとして PDB code:1m4z、Sir1pとして PDB code:1z1aを使う unbound-unbound

ドッキングである。 

相同性検索により、Orc1pに対してはわずか 4つ、Sir1pに対しては全く相同なアミノ酸

は配列が見つからなかった。こういった場合、前述の他のターゲットに対してはタンパク

質の全表面を等しい重みで用いたが、今回は、変異実験により推定される相互作用部位の

情報があったため[24-26]、これらの文献情報により推定される部位の分子表面を用いた。 

Sir1pについては、Y483、V484、S485、R487、A505のアミノ酸残基の周りが相互作用

部位と推定された[26]。Orc1p については H ドメインが Sir1p との相互作用部位であると

報告されている[25]。 

これらの情報を用いることで正しい予測モデルを得ることができた。実験で得られた複

合体構造（PDB code:1zhi）[27]に最も近いモデルは、Sir1（ligand側）の全 C原子の RMSD

は 7.7Å、相互作用面の C原子の RMSDは 3.4Åであった。これらの値は、ターゲット 12

や 18に対するものよりも大きいが、CAPRIの基準によると”acceptable”カテゴリーの予測

精度には相当する。このケースでは、目的関数 F が最大のモデルが、最良のモデルであっ



56 

 

た（図 2-5）。 

 

図 2-5 ターゲット 21についての最も精度の高い予測構造と結晶構造の比較 

Orc1(receptor)及び Sir1(ligand)の複合体の結晶構造(PDB code:1zhi)の C原子のトレー

スをそれぞれ赤および青で示した。それらに対応する予測構造を紫および薄青で示した。

構造は receptor側分子である Orc1で構造重ね合わせがされている。



 

2-4-7 ターゲット 24 および 25: ARF1と ArfBDのドッキング 

ターゲット 24 と 25 は small GTPase である ARF1 と ARHGAP21 の Arf-binding 

domain(ArfBD)のつくる複合体構造の予測であった。ARHGAP21 は ARF1 に結合するこ

とでゴルジ体にリクルートされる。ArfBD の単体の立体構造が知られていなかったため、

ターゲット 24ではホモロジーモデリングにより PDB code:1btnを鋳型に ArfBDを構築し

て homology-unbound ドッキングを行うことが求められた。ターゲット 25では ArfBD構

造として bound構造が用いられた。ARF1の構造は PDB code:1o3yを用いる。 

前述のターゲットとは異なり、このターゲットでは複合体の予測にあたり、Ran と

RanBDの複合体(PDB code:1k5d、チェーン A および B)についての文献情報[28]により影

響を受け、かえって誤った構造を選択する結果となった。 

ARF1と Ranの配列相同性は 22%程度であるが、ARF1と Ranを構造で比較すると、166

アミノ酸残基中 125 残基は立体構造上対応している。機能も関連しており、ともに Ras ス

ーパーファミリーに属する small GTPaseである。同様に ArfBDと RanBDの配列相同性

は 9%しかないが、113アミノ酸残基中 70残基は立体構造上対応している。これらは共に、

対応するGTPaseのGTP結合構造に特異的に結合する。このような類似性を考慮して、Ran

―RanBD複合体に類似した結合様式のモデルをARF1―ArfBD複合体の予測モデルとして
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選択し提出した。 

しかしながら、このような類似性にかかわらず、結果として ARF1-ArfBDと Ran-RanBD

の結合モードは全く異なっていることが分かった。ARF1―ArfBD の複合体構造は PDB 

code:2j59として公開された[29]。 

ArfBD、RanBDとも対応する GTPaseの”Switch I”領域と PHドメインで相互作用して

いたが、ArfBDはさらに C末端へリックスによって”Switch II”領域とも相互作用していた。 

Ran-RanBD複合体においては、”Switch II”領域はさらに別のタンパク質である ranGAP

と結合する。よって、ARF1-ArfBD と Ran-RanBD の GTPase の構造を重ね合わせても、

ArfBDと RanBDは PHドメインの構造についても空間的な重なりが見られなかった。 

そこで、Ran-RanBD複合体に関する文献情報を利用しないで、ET法による重みによっ

て探索した構造アンサンブルから、正しい複合体に類似の構造を探したところ、ターゲッ

ト 25 については”medium”カテゴリーに相当する精度の構造をアンサンブルの中に見つけ

ることが出来た。（図 2-6） 

このモデルは、目的関数 F で見た場合に 44 番目に高い構造であった。全 C原子に対す

る RMSD=2.86Å、相互作用面の C原子に対する RMSD=2.59Åであった。 



図 2-6 ターゲット 25についての最も精度の高い予測構造と結晶構造の比較 

ARF1(receptor)及び ArfBD(ligand)の複合体の結晶構造(PDB code:2j59)の C原子のト

レースをそれぞれ赤および青で示した。それらに対応する予測構造を紫および薄青で示し

た。構造は receptor側分子である ARF1で構造重ね合わせがされている。



2-4-8 ターゲット 26 : TolBと Palのドッキング 

ターゲット 26は TolB （PDB code: 1c5k）と Pal periplasmic domain（PDB code: 1oap, 

65–137）のつくる複合体構造（PDB code: 2hqs）[30]の予測である。ともに unbound 構造
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を用いて行う予測である。 

BLAST により、相同性が 25%以上で配列のカバー率が 70%以上の配列を検索すると、

TolB に対して 46 個、Pal に対して 41 個の相同配列が見つかった。これらは殆ど同じ配列

も含んでいるため、2 つの配列を選んだ時に全ての組み合わせで相同性が 95%以下となる

ようクラスタリングで代表配列を選ぶと、TolBに対して 28個、Palに対して 26個の相同

な配列が残された。これらの配列を用いて ET 法の解析を行ったあと、保存度の高い 35%

のアミノ酸残基のつくる分子表面を、相互作用面の可能性のある部分として抜き出してド

ッキングに用いた。同じように保存度の高い 50%のアミノ酸残基の作る分子表面でもドッ

キングを行った。 

さらに TolB 側についてはアミノ酸変異実験に関する文献情報[31]により残基番号 218、

246、249、250、267、292、293、306、308、313、380が相互作用部位になると示唆され

ていた。よってこれらのアミノ酸残基とその周りのアミノ酸残基 204、205、248、262、264、

268、269、290、307、334、336、337 の分子表面を切り出し、目的関数の F1項における

重みを 0.9として用いたドッキングも行った。Pal側は ET法で特定した 50%の分子表面を

用いた。 

ドッキングの結果得られた目的関数が高い計 120 個の予測モデルからさらに目視での選

別を行った。その結果、最終的な 10 個の構造に含めることはできなかったが、Scoring 部

門で利用するための追加の 100構造として、 3個の”medium”カテゴリーの精度の構造と 4

個の”acceptable”カテゴリーの精度の構造を登録することができた。3個の”medium”カテゴ

リーの構造は 3種類のドッキング条件から 1つずつ得られた。 

ここで最も精度の高かったモデルは、35%の分子表面を使った際に目的関数 Fが 14番目

に高い構造であり、L_rms=4.281Å、I_rms=1.970Åであった（図 2-7）。 

 

図 2-7 ターゲット 26についての最も精度の高い予測構造と結晶構造の比較 
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TolB(receptor)及び Pal(ligand)の複合体の結晶構造(PDB code:2hqs)の C原子のトレー

スをそれぞれ赤および青で示した。それらに対応する予測構造を紫および薄青で示した。

構造は receptor側分子である TolBで構造重ね合わせがされている。

 

ET法で予測した相互作用部位およびドッキングにより予測した複合体構造から得られ

る相互作用部位が、実験で得られた複合体の相互作用部位とどの程度一致しているかの評

価を行った。予測構造および実験で得られた複合体については相互作用の相手側の分子か

ら 4Å以内にあるアミノ酸残基を相互作用部位としてアミノ酸残基単位での評価を行った。 

Palを相互作用の相手側として TolB側について解析すると図 2-8のようになった。TolB

分子を空間充填モデルで示し、予測される相互作用部位（図 Cについては実験構造から得

られた相互作用部位）を赤で示した。Pal分子は青線で示した。図 Aは ET法で予測された

相互作用部位を示しており Palとの現実の相互作用部位とある程度一致している。実験で

得られた相互作用部位（図 C）を正解として感度=TP/(TP+FN)と定義すると 0.48となり真

の相互作用部位の半数近くを検出しているが、正しい部位以外の予測（偽陽性）も多く、

特異性=TP/(TP+FP)と定義すると 0.13であり、相関係数MCCは 0.14であった。図 Bは

ドッキングによる予測構造から得られた相互作用部位であり、同じように評価すると、感

度=0.55、特異性=0.71、MCC=0.60となり、ET法だけによる予測よりも精度が向上する。 

 

 

図 2-8 ターゲット 26のTolB分子についてET法およびドッキング構造から予測される

相互作用部位と実験で得られた構造の相互作用部位の比較。TolB分子を空間充填モデルで

示し、相互作用部位を赤で示した。Pal分子を青で示している。比較のため実験で得られた

構造を用いて表示している。Aは ET法で予測された相互作用部位（保存度の高い 35%部

分）を示す。Bはドッキングで得られた最も精度の高い構造から得られた相互作用部位、C

は実験構造から得られた相互作用部位を比較のために示す。 

A B C 
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同様にして TolBを相互作用の相手側として Pal側について解析すると図 2-9のようにな

った。Pal分子を空間充填モデルで示し、予測される相互作用部位（図 Cについては実験

構造から得られた相互作用部位）を赤で示した。TolB分子は青線で示した。ET法による

予測結果（図 A）によると、TolBでの予測と同じようにある程度真の相互作用部位を予測

できているが、偽陽性が多く、感度=0.41、特異性=0.29、MCC=0.14となった。ドッキン

グによる予測構造から得られた相互作用部位（図 B）は感度=0.73、特異性=1.00、MCC=0.82

となり、ET法だけによる予測よりも精度が向上する。 

 

 

図 2-9 ターゲット 26の Pal分子について ET法およびドッキング構造から予測される

相互作用部位と実験で得られた構造の相互作用部位の比較。Pal分子を空間充填モデルで示

し、相互作用部位を赤で示した。TolB分子を青で示している。比較のため実験で得られた

構造を用いて表示している。Aは ET法で予測された相互作用部位（保存度の高い 35%部

分）を示す。Bはドッキングで得られた最も精度の高い構造から得られた相互作用部位、C

は実験構造から得られた相互作用部位を比較のために示す。 

 

このように、ET法による予測の相関係数が 0.14程度でも、本手法によるドッキングに

より実験構造に近い構造を得ることが可能である。ドッキングの結果、ET法で予測された

相互作用部位のうち複合体構造を形成する際には妥当でないものが除かれることにより相

互作用部位の予測精度を向上させることができた。 

 

2-4-9 ターゲット 27 : E2-25Kと Ubc9のドッキング 

ターゲット 27 は Ubiquitin-conjugating enzyme E2-25 kDa (PDB code: 1yla)と

SUMO-1-conjugating enzyme UBC9 (PDB code: 1a3s)がつくる複合体構造の予測である。 

BLAST 検索から、E2-25 kDa と UBC9 に対しそれぞれ、93 個と 92 個の相同な配列が
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見つかった。その後、クラスタリングによりそれぞれ 41 個と 69 個の配列に絞り込まれ、

マルチプルアライメントのあと ET法による解析を行った。 

これらのタンパク質はネットワークのハブとして多くの異なったタンパク質と相互作用

することが可能であるため、通常より広く、保存度の高い全体の 60%の表面を相互作用の

可能性のある表面として使った。また、ET 法による解析を行わないで、目的関数 F1 の重

みを等しく 0.9とした場合のドッキングも行った。 

結果としてドッキングにより構築した 400 個の構造には、正解の結晶構造(PDB code: 

2o25)に類似する構造を得ることはできなかった。 

本ターゲットの結晶構造では、相互作用面の面積が 1095.2Å2であり、他の CAPRIター

ゲットの半分程度と顕著に小さかった。本研究でほぼ正しい構造をサンプルすることがで

きたターゲット 25の相互作用面の面積は 1731.3Å2、ターゲット 26の相互作用面の面積は

2405.6Å2であり、この結果は本研究の手法が大きな相互作用面をもつ候補を優位に評価し

やすい傾向をもつためであると考えられる。この傾向は次節のターゲット 28で大きな相互

作用面をもつホモダイマーの構造を比較的正しく予測することができたことでも確かめら

れた。 

 

2-4-10 ターゲット 28 : NEDD4Lのホモ二量体構造の予測 

ターゲット 28はNEDD4Lタンパク質のHECTドメインが形成するホモ二量体の予測で

あった。単体の構造が知られておらず、約 50%のアミノ酸配列相同性を持つタンパク質の

構造（PDB code:1zvd）をもとにホモロジーモデルを作成しドッキングを行った。ホモ二量

体の予測の場合、通常二回対称性を有することが期待できる。よって発生させたモデルの

うち、二回対称性を有するものだけを考慮した。ホモ多量体の相互作用面の予測にアミノ

酸配列の保存度が有効であるか不明であったため、分子表面全体を一様な重みでドッキン

グに用いた。 

実験で得られた構造（PDB code:2oni）を用いて予測モデルの評価が行われた結果、単体

の構造において鋳型構造と実験で得られた構造にはドメイン間の相対位置に大きな違いが

見られた。よって複合体構造にも大きな影響があり、参加者の全 357 モデル中に正しい構

造は存在しなかった。しかしながら、本手法により提出したモデルの１つは、大きな構造

変化のため L_rmsは 23.9Åと大きいものの、相互作用部位の一致を評価する I_rmsは 4.5

Åと全モデルの中で 2 番目に小さく acceptable カテゴリーに近い構造であった。このター

ゲットの相互作用面は 4160.3Å2であり、広い相互作用面を有するため本研究の手法がよく

働いたと考えられる。 
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複合体形成時の構造変化は unbound構造を用いたドッキングにおいて主要な問題の一つ

である。一般的に、ターゲット 24 や 28 のように非常に大きな構造を伴う場合にはタンパ

ク質を剛体とみなして行うドッキングで複合体構造を予測することは極めて困難である。 

しかしながらターゲット 12、18、21、25、26 のように構造変化がそれほど大きくない

ケースでは前述のように本研究の方法で天然状態に近い構造を見つけることができている。

これは恐らく、目的関数 F の F2項で vdW エネルギーに一定の制限をかけ、多少の原子衝

突を許すよう関数のソフト化をしているためであると考えられる。 

 

2-4-11 ターゲット 40: Trypsinと API-Aのドッキング 

本研究で定義した目的関数 F を用いて、自動予測のための WEB サーバを構築した

（http://sysimm.ifrec.osaka-u.ac.jp/surFit/）。本サーバでは、目的関数 F における頂点の

重みとして ET法による結果のほかユーザが指定する重みを活用することができる。以降の

ターゲットでは本サーバにより、候補構造を生成したのちさらに検討を加えて構造候補を

決定した。 

ターゲット 40 は Trypsin とそのインヒビターAPI-A のドッキングである。Trypsin は

unbound 構造（PDB code: 1bty）を用いる。API-Aは単体の構造が未知のため bound構造

が用いられた。このインヒビターAPI-Aは、Trypsinを阻害する部位が 2つあるため、実験

で得られた複合体構造（PDB code: 3e8l）[32]では、API-A（チェーン ID:C）と 2つの Trypsin

（チェーン ID:A および B）が 3 分子の複合体をつくる。よって、Trypsin と API-A の 2

種類の結合モード（チェーン Aと C、チェーン Bと C）の予測が求められた。 

予測の結果、WEB サーバにより自動的に作成した 10 モデル中、スコアが最も高いモデ

ルが結合モード Bと C の予測において、L_rms=5.20Å、I_rms=1.29Åでmediumカテゴ

リーに分類される良好な構造であった。またスコアが 5 番目の構造も L_rms=13.18Å、

I_rms=3.39Åで acceptableカテゴリーに分類される構造であった。一方、結合モード Aと

Cに対応する構造は含まれなかった。 

次にサーバが作成した多くの構造に対して Tyrpsin の活性部位とインヒビターの阻害部

位の情報を含めて検討した結果、スコア 1位の構造と、スコア 41位の構造がそれぞれ結合

モード B と C、A と C に対応することが分かった。これらのモデルを基に、それぞれの結

合モードに対して 5 つずつ最終構造を作成した。精度評価の結果、表 2-2 のように両方の

結合モードに対して、high カテゴリーを含む構造の作成に成功した（図 2-10、図 2-11）。

L_rmsが 1.0Å以下となっており実験構造とほぼ一致するものといってよい。特に、モデル

番号 3は B-Cの結合モードの予測において参加グループの全 368構造の中で最も精度が高
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い結果を示した（図 2-10）。 

 

表 2-2 ターゲット 40の予測構造の精度評価 

 モデル番号 f_nat L_rms（Å） I_rms（Å） カテゴリー 

B-Cの予測 1 0.95 0.84 0.44 high 

2 0.76 1.79 0.64 high 

3 0.88 0.67 0.47 high 

4 0.45 5.34 2.06 acceptable 

5 0.76 1.23 0.80 high 

A-Cの予測 6 0.63 5.95 1.31 medium 

7 0.88 2.82 1.26 medium 

8 0.83 4.55 1.00 medium 

9 0.89 1.00 0.45 high 

10 0.86 2.31 0.71 high 

 

 

図 2-10 ターゲット 40（B-C複合体）についての最も精度の高い予測構造（モデル番号

3）と結晶構造の比較 

Trypsinと API-A複合体の結晶構造(PDB code:3e8l2 B-C複合体)の C原子のトレース

をそれぞれ赤および青で示した。それらに対応する予測構造を紫および薄青で示した。構

造は Trypsinで構造重ね合わせがされている。
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図 2-11 ターゲット 40（A-C複合体）についての最も精度の高い予測構造（モデル番号

9）と結晶構造の比較 

Trypsinと API-A複合体の結晶構造(PDB code:3e8l2 A-C複合体)の C原子のトレース

をそれぞれ赤および青で示した。それらに対応する予測構造を紫および薄青で示した。構

造は Trypsinで構造重ね合わせがされている。

 

 

2-4-12 ターゲット 42: TPRモチーフのつくるホモ二量体構造の予測 

ターゲット 42は TPR(tetratricopeptide repeat)モチーフがつくるホモ二量体構造の予測

である。TPR はタンパク質間相互作用部位によくみられるモチーフとして知られる。本タ

ーゲットは、TPR 同士が会合するように改変して得られた人工的なタンパク質複合体の予

測である。実験で得られた構造（PDB code:2wqh）[33]には 2 種類の結合モードが存在し

たため、それぞれについて評価が行われた。 

単体の構造は知られていないため、配列相同性の高い構造（PDB code:1na0）を基に三

か所にアミノ酸変異を導入した。これはホモロジーモデリングサーバ Spanner（http://sys

imm.ifrec.osaka-u.ac.jp/spanner/）により行った。 

自動予測サーバにより複合体候補を作成し、2回軸の存在するものだけを考慮した。スコ

ア上位 10モデル内には実験構造と一致する構造はみられなかったが、スコア上位の構造を

文献 16の方法により静電相互作用、疎水性、形状の相補性により再検討した。結果、最終

候補構造の 1つ（対称性を持つ構造でスコア 11番目の構造）として実験構造の結合モード

の 1つを再現する構造を高精度に予測することができた。この構造は f_nat=0.658、L_rms

d=1.290Å、I_rmsd=0.732Åで highカテゴリーに分類されるものであり、参加者の全 278

構造のうちでもっとも精度の高い構造であった（図 2-12）。 
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図 2-12 ターゲット 42についての最も精度の高い予測構造と結晶構造の比較 

TPRの複合体（ホモ二量体）の結晶構造(PDB code:2wqh)の C原子のトレースをそれぞ

れ赤および青で示した（結晶の対称性により作成）。それらに対応する予測構造を紫および

薄青で示した。構造は赤、及び紫で示した分子で構造重ね合わせがされている。

 

2-5 結論 

 

タンパク質の分子表面の相補性と ET 法によるアミノ酸配列の保存度を用いたタンパク

質複合体構造の予測法（タンパク質―タンパク質ドッキング）を開発した。 265個のタン

パク質―タンパク質相互作用面を ET法により網羅的に解析した結果、酵素タンパク質およ

びシグナル伝達に関係するタンパク質において、アミノ酸配列の保存度とタンパク質間の

相互作用部位へのなり易さの間に相関がみられた。相関係数はそれぞれ 0.24および 0.14で

あった。 

分子表面の相補性と配列保存度のスコアを用いて複合体構造を評価する目的関数を定義

し、それに適した構造探索法を開発した。 

開発した手法を CAPRIターゲットに適用したところ、いくつかのケースにおいて実験で

得られる複合体と類似の構造を得ることができた。 

また、開発した関数を利用して複合体予測の自動化サーバが構築された。このサーバの

出力する候補を用いていくつかの CAPRI ターゲットの予測を行ったところいくつかの例

（ターゲット 40、42）で CAPRI コミュニティ全体において最も精度の高い複合体構造を

予測することに成功した。 
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Appendix 

 

A アミノ酸選択的交差飽和実験の方法と結果 

 

A-1 サンプル調整 

アミノ酸選択的 1Hラべリング（バックグランドは 2Hとする）は YUH1に対して行われ

た。YUH1タンパク質は E. coli C41 strain で発現させた。細胞は 1.0 gの塩化アンモニウ

ム、2.0 gの D-glucose-d6、0.5 gの 2H-Celtone® Base powderを含むM9 minimal medium

を用いて 1.0 L の 2H2O (ISOTEC)中で 37℃にて培養した。 

600 nm で の 吸 光 度 が 0.8 に 達 し た 時 、 最 終 濃 度 1.0 mM と な る

Isopropyl--D(-)-thiogalactopyranoside (IPTG)を YUH1の発現誘導のために加えた。 

 同時に、2H-Celtone® Base Powderに含まれる 2Hアミノ酸の 5倍の濃度でラベル対象

の 1H アミノ酸(Ala、Arg、Leu、Tyr、Pro)を加えた(表 A-1)。細胞は発現誘導の 6 時間後

に収集した。 タンパク質は DEAE Sepharose Fast Flow (GE Healthcare) 、MonoQ 5/50 

GL anion exchange columns)、HiLoad 26/60 Superdex 75 pg size-exclusion column (GE 

Healthcare)によるカラムクロマトグラフィにより精製した。1.0 Lの培養から 5 mgの収量

のタンパク質 が得られた。 

2H、15Nで均一にラベルしたUbタンパク質の発現は 1.0 gの 15Nラベルした塩化アンモ

ニウム、2.0 g の D-glucose-d6、1.0 gの 2H,15N-Celtone® Base powder を含むM9 minimal 

medium を用いて 1.0 L 2H2O中で IPTGにより誘導した。タンパク質の精製は以前の文献

に従って行われた[1]。 

 

表 A-1 

Celtone® Base Powder(Cambridge Isotope Laboratories, Inc.)のアミノ酸組成 

Celtone® Base Powderにおけるアミノ酸の割合はおよそ 70%である 

Ala 7.6%  Arg 5.6%  Asp 9.6% 

Cys 0.7%  Glu 10.2%  Gly 6.4% 

His 2.3%  Ile 3.1%  Leu 8.4% 

Lys 12.0%  Met 1.6%  Phe 8.3% 

Pro 5.6%  Ser 4.4%  Thr 4.8% 

Trp 0.2%  Tyr 3.8%  Val 4.5% 
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A-2 方法 

交差飽和（Cross-Saturation、以下 CS とする）実験およびアミノ酸選択的交差飽和

（Amino Acid Selective Cross-Saturation、以下 ASCSとする）実験のための試料は、CS

ドナー分子として異なったラベリングを施した YUH1タンパク質 1.2 mMと CSアクセプ

ター分子として 2H,15Nで一様にラベルしたUbタンパク質 1.0 mMを混合したものが用い

られた。サンプルバッファーは 50 mMのリン酸ナトリウム(pH 6.5)と 50 mMの塩化ナト

リウムを含む 20% H2O/80% 2H2O 水溶液とした。CS実験及び ASCS 実験は 30℃で実行

された。炭化水素プロトンへのラジオ波照射は 0.83 ppmを中心としたWURST（Wideband, 

Uniform Rate, and Smooth Truncation）-2デカップリング法を用い 1.5秒間行われた。

WURST-2 のバンド幅は 4.5 kHz に設定した。 よってWURST-2による飽和は 600 MHz

の NMR装置において-3.0～4.6 ppmであった。 recycling delayは 3.5秒に設定した。記

録時間は 1サンプル当たり、3-12時間であった。  

 

A-3 結果 

ASCSでは CSドナータンパク質において CS源となる水素原子を限定するために、アミ

ノ酸選択的な 1Hラベルを使用する。図 A-1(A)は、2Hバックグラウンドの中で Tyrを選択

的に 1Hラベルした YUH1を CSドナータンパク質とした際の ASCS実験の結果を示す。 

ラジオ波照射がある場合(+)とない場合(-)の 2 次元 HSQC スペクトルと 1 次元 HSQC ス

ペクトルは、Ub(CS アクセプター)の Gly 75 のアミドプロトンのシグナル強度が飽和によ

って減少するのを示している。しかし、Ubの Thr 9においては、シグナル強度の減少が見

られない。これらのスペクトルは明らかにタンパク質複合体中において、YUH1 中の１つ

以上の Tyr残基が、Ubの Gly 75の近傍に位置する一方、Thr 9からは遠い位置に存在す

ることを示す。 

一方、図 A-1(B)は従来の CS実験の結果である。CSドナーである YUH1は一様に 1Hラ

ベルされている。この場合は、Thr 9と Gly 75のピーク強度はともに大きく減少しており、

Thr 9と Gly 75がともにタンパク質複合体において相互作用面に位置することを示す。 
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図 A-1 

YUH1(C90S変異体)からの交差飽和はUbにおいてHSQCシグナル強度の減衰として

観測される。 

YUH1を CSドナーとして、図 Aは Tyr を選択的に 1H ラベルした時、図 B は選択的

ラベルをしていない（一様に 1H ラベルした）時の 2 次元 HSQC スペクトルを示す。左

側の図はラジオ波を照射していないとき Saturation(-)、右側の図はラジオ波を照射して

交差飽和が起きているとき Saturation(+)のスペクトルを示す。 

T9 と G75 のシグナルピークを通る直線上のシグナル強度（1 次元 HSQC）をそれぞ

れ青、マゼンタの線で示した。交差飽和によるシグナル強度の減衰を矢印で示した。 

 

1. Sakamoto T, Tanaka T, Ito Y, Rajesh S, Iwamoto-Sugai M, Kodera Y, Tsuchida N, 

Shibata T, Kohno T. An NMR analysis of ubiquitin recognition by yeast ubiquitin 
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hydrolase: evidence for novel substrate recognition by a cysteine protease. Biochemistry. 

1999;38:11634–11642. 
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B CAPRI(Critical Assessment of PRedicted Interactions) 

 

B-1 概要 

CAPRI(Critical Assessment of PRedicted Interactions)はタンパク質複合体構造予測（タ

ンパク質―タンパク質ドッキング）の性能をブラインドテストによって客観的に評価する

ための worldwideなコミュニティである。タンパク質立体構造の予測を目的とする

CASP(Critical Assessment of methods for Structure Prediction)[1]を参考にして 2001年

に開始された。CAPRIのWEBページは EBI（European Bioinformatics Institute）で管

理されている。（http://www.ebi.ac.uk/msd-srv/capri/capri.html）。 

X線結晶構造解析などで実験的にタンパク質複合体の構造決定を行っている研究者から、

未公表の複合体構造が提供されテストに用いられる（予測対象の複合体はターゲットと呼

ばれる）。予測法の開発に取り組んでいる研究者は、ターゲットのタンパク質複合体を構成

しているサブユニットが単体で構造決定されたときの構造(unbound構造と呼ばれる)が与

えられこれに基づいて複合体構造を予測する。 

通常 2-3週間程度の期間が与えられ、定められた期日までに各グループは予測した複合体

モデルを 10個まで事務局に登録する。そののち独立した評価チームにより各モデルの精度

が評価される。 

通常、基にするサブユニットの構造はともに unbound 構造であり、複合体形成時の構造

の変化を考慮する必要がある(unbound-unboundドッキングと呼ぶ)。構成要素のサブユニ

ットの単体での構造が決定されていない場合は、便宜上、一方について複合体構成時の構

造(bound構造と呼ばれる)を使う場合もある(bound-unbound ドッキング)。また、そのもの

の単体構造は未知であるが、配列相同性のあるタンパク質の構造が既知の場合、それに基

づいたホモロジーモデルを作成し、ドッキングを行うことが求められる。この場合は、通

常の unbound-unboundドッキングに比べ一般的に難易度が高くなる。 

 

B-2 評価法 

CAPRIでの予測構造の評価は、提出された各構造について計算される 3つの値（fnat、

L_rms、I_rms）によって行われ、これらにより精度の高いものから High、Medium、Acceptable、

Incorrectの 4つのカテゴリーに分類される[2]。 

3つの値は以下のように計算される。便宜的に複合体を作る二つのタンパク質のうち、分

子量の大きい分子を Receptor、分子量の小さい分子を Ligand と呼ぶ。 
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（１）fnatは分子間で接触している残基ペアをどれだけ再現できたか示す指標で、次のよう

に定義される。Receptorと Ligandの間で、いずれかの原子の間の距離が 5Å以下であるア

ミノ酸残基のペアを接触しているとみなし、残基ペアと定義する。実験的に決定された天

然の複合体構造と、予測された複合体構造に対して残基ペアを同定し、fnatは次式により計

算される。 

fnat =
天然構造の残基ペアのうち予測構造にもみられた残基ペアの数

天然構造の残基ペアの数
 

（２）L_rmsは天然構造と予測構造を Receptor側の分子で重ね合わせを行った時の、Ligand

側分子の RMSD(Root mean square deviation)で定義される。重ね合わせと RMSDの計算

は主鎖原子（N、C、C、O原子）で行う。 

RMSDは構造間の差を示すためによく用いられる指標で次式であらわされる。ここでNは

原子数、r1、r2は比較する構造 1、2の原子の座標を示す。 

RMSD = √
1

N
∑ (𝐫i

1 − 𝐫i
2)2

atoms

i

 

（３）I_rmsは天然構造と予測構造の相互作用面周辺での RMSDである。L_rmsはモデル全

体の一致度を示すためによい指標であるが分子のサイズに依存する値である。相互作用面

付近で良く構造が一致していてもわずかに向きが異なれば大きな分子では相互作用面から

遠い部分の寄与で値が大きくなってしまい評価に適当でない場合がある。そこで、天然の

複合体構造において Receptorと Ligandの間で、いずれかの原子の間の距離が 10Å以下で

あるアミノ酸残基を相互作用面のアミノ酸残基と定義する。これらの主鎖原子（N、C、C、

O原子）をそれぞれ対応する予測構造の主鎖原子と重ね合わせを行い RMSD を計算する。

これを I_rmsと定義する。 

以上のように評価は 3種類の指標で行われる。これは複合体の予測構造を inhibitorの設

計やアミノ酸変異実験の指針として用いるためには分子間の結合モードが重要になるため

fnatのような指標が重要である一方、全体の分子の配置が重要な場合には L_rmsが良い指標

になるといった目的の違いのためである。 

上記（１）（２）（３）の値の評価の他に分子間で原子の衝突が一定数より多い複合体構

造は却下される。これは、分子間で原子の衝突が多い構造は、モデルとしてふさわしくな

いのは明らかであるが残基ペアの数が多くなり fnatの値が大きくなる場合があるためであ

る。 

fnat、L_rms、I_rmsが計算されると下記表 B-1に基づいて、カテゴリーが判定される。 
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表 B-1 CAPRIにおける構造の評価基準 

カテゴリー 評価基準 

High fnat≧0.5かつ（L_rms≦1.0 または I_rms≦1.0） 

Medium （fnat≧0.3かつ fnat＜0.5）かつ（L_rms≦5.0 または I_rms≦2.0） 

または 

fnat≧0.5かつ L_rms＞1.0 かつ I_rms＞1.0 

Acceptable （fnat≧0.1かつ fnat＜0.3）かつ（L_rms≦10.0 または I_rms≦4.0） 

または 

fnat≧0.3かつ L_rms＞5.0 かつ I_rms＞2.0 

Incorrect fnat＜0.1または（L_rms＞10.0 かつ I_rms＞4.0） 

 

B-3 サーバ部門、Scoring Experiment 

CAPRIには、通常の予測部門のほかサーバ部門がある。これは相互作用する 2つの分子

構造を入力すると複合体構造を自動的に予測して出力する機能を持つWEB サーバの評価

を目的とした部門である。サーバ部門のWEBサーバは一般に公開され利用できるものであ

ることが求められる。また、予測開始から 24時間以内に事務局に結果を送付する必要があ

る。ターゲット個別の事情や文献情報を考慮できないこと及び制限時間のため通常部門に

比べて結果が劣る場合が多いが、容易なターゲットでは精度の高い構造の出力に成功する

ケースもみられる。特別な予備知識を必要とせず自動的に精度の高い複合体構造を出力さ

せるサーバは利用者にとって有用であり今後のさらなる発展が望まれる。 

さらに通常の予測のほかターゲット 22以降 Scoring Experiment部門が実施されている

[3]。これは複合体構造候補を発生させること（構造サンプリング）とは独立して構造の評

価法(Scoring)を発展させることを目的とした部門である。通常の予測部門の参加者は 10個

の予測構造の登録の他 100個までの構造をこの部門のために提供することができる。各グ

ループから提供された構造はまとめられ提供者を分からないようにして Scoring 

Experiment部門の参加者に配布される。参加者はこの中から独自の評価法によって 10個

の構造を選び登録する。必要に応じて構造の最適化も許される。Scoring Experimentによ

って構造提供者が判別できなかった正解構造が発見されたり、提供された構造よりさらに

構造が精密化されたりすることもある。 
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C Evolutionary Trace 法 

 

C-1 概要 

Evoutionary Trace法(進化追跡法、以下、ET法とする)は 1986年に Lichtargeらによっ

て提案されたタンパク質の機能解析法である[1]。ET法はアミノ酸配列からタンパク質間の

相互作用部位や低分子の結合部位などの機能部位を推定するために用いられる。ET 法は、

系統樹を用いる点とタンパク質立体構造を利用する点に特徴がある。 

 その方法の概要を図 C-1に示す簡単な例を用いて説明する。まず解析対象のタンパク質

のアミノ酸配列及び相同性のある配列を収集し、マルチプルアライメントを行い系統樹を

作成する(図 C-1(A))。ここで解析の着眼点に基づいて配列のグループ分けをする。例えばあ

る低分子の結合部位を調べるためには、各配列に関する知見から結合能を有するグループ、

有しないグループに分ける。図では Group 1と Group 2の 2つに分割した。次に各グルー

プ内において保存しているアミノ酸残基を取り出す(図 C-1(B))。次に、各グループ内での保

存残基をグループ間で比較する(図 C-1(C))。ここでグループ間でも保存されている残基は

Conserved、グループ内のみで保存されている残基は Group-specificと分類される。これら

は併せて TR(Trace Residue)と呼ばれる。Conserved とされた残基は Group 1、2に共通の

機能を担っており、Group-specificとされた残基は Group間の機能の差異を担っていると

解釈することができる。最後に、TRをタンパク質立体構造上にマッピングする(図C-1(D))。

タンパク質立体構造は相同配列の中のどれか 1つについて既知であればそれを利用するこ

とができる。ここで空間的に孤立して存在する TRはノイズとして除去することができるた

め、タンパク質立体構造を利用して精度を向上させることができる。 

 

図 C-1 ET法の概要 
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C-2 Real-valued ET法 

前節 C-1 で述べた ET 法では系統樹の作成後、各配列の機能に関する知見から配列をグ

ループ分けする必要がある。本研究で用いたように多数のタンパク質について適用する場

合にはグループ分けは困難であるし、得られた配列に対して十分な機能情報が得られない

場合も多い。また、従来の ET法ではグループ内で完全に保存されたアミノ酸残基しか扱わ

ないため 1 つでも保存していない配列があると全く考慮されない点も問題であった。そこ

で本研究では 2004 年に Lichtarge らによって提案された real-valued ET 法[2]を用いた。

real-valued ET法の概要を下記に説明する。 

系統樹の作成までの手順は従来の ET法と同じであるが real-valued ET法ではアミノ酸

配列の各残基(残基番号 i)に対して次式により重要度の score(i)を計算する。 

score(i) = ∑
1

num. of groups
∑ ∑ −P

residue typegroupnode

lnP 

 上式においてグループの分割の方法は系統樹の node 数(=配列数-1)通り考えられるため

(図 C-2の点線の各位置)、全ての分割方法についての和とする。またアミノ酸残基の種類(20

種)について情報エントロピーの和をとる。P はグループ内でそのアミノ酸種が占めている

割合を示す。これにより完全保存でない場合も考慮されることになる。図C-2の例の score(i)

は図中に示したようになり保存度が高い位置ほどスコアは小さく完全保存の場合 0となる。

保存度の高い位置のアミノ酸を取り出し従来の ET 法と同じように立体構造上にマッピン

グすることができる。 

 

図 C-2 real valued ET法の概要 
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2. Mihalek I, Res I, Lichtarge O. A family of evolution-entropy hybrid methods for 

ranking protein residues by importance. J Mol Biol. 2004;336:1265–1282. 
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