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1 . は じめ に

タ ン パ ク 質の 立体構造はそ の 機能との 間に深 い相関が ある こ とが知 られ て おり
､

タン

パ ク質 の機能解析やタン パ ク質をタ ー ゲ ットとした創薬にはそ の 立体構造は欠 かせ ないものと

な っ て い る｡ 近年､ Ⅹ線結晶解析やN M R( N u cl e a r M a g n e ti c R e s o n a n c e) 分光解析な ど の

実験的な手法 に より数多く の タ ン パ ク質 の 立体構造が明 らか にされ て い るが
､ 依然と し

て 実験的なタ ン パ ク質の 立体構造決定は コ ス トと労力 を要する｡ 計算により ア ミ ノ酸配

列情報 か ら立体構造 の 決定を試みる立体構造予測は ､
こ れ ら の 実験的な手法を補助す る

に と どま らず ､ 実験的手法 の 限界に捕 らわれな い こ とか ら従来では決定が難 しか っ たタ

ン パ ク質の 構造を明 らか にする ことも期待されて おり ､ また ､ 新規の 人 工的なタ ン パ ク

質 の デザイ ン に お い て も力 を発揮すると考えられて い る｡

一

方､ 近年 の 構造ゲノ ミ ク ス の進展 は数多く の新規 フ ォ
ー ル ドの タ ン パ ク質 の 立体構

造 を明らか に したが ､ そ の
一

方で機能を有するにもか かわ らず天然状態で
一

定の フ ォ
ー

ル ドを形成 しな い
､

も しく は数十残基に わた っ て
一 定の構造をとらな いdi s o r d e r と呼 ば

れ る領域を持 つ タ ン パ ク質が数多く存在する ことが明ら か にな っ て きた ｡ さらに
､

こ れ

らの dis o r d e r 領域 の 中に は結合サイ トを有 し､ D N A 結合な ど の分子認識に関与するも の

が ある事が知 られて お り ､ di s o r d e r 領域を特定する こ とは機能 の推定に お い て も重要で

ある と考えられる ｡

そ こで ､ 本研究で は構造未知 の タ ン パ ク質の ア ミ ノ酸配列を入力と し ､ まずそ の タ ン

パ ク質 のdi EiO r d e r 領域 を予測する こと で不安定な構造をとりうる領域を同定 し
､

また
､

安定な構造 をとり うる領域に対 して
､ そ の 立体構造を予測する手法 の 開発 を行 っ た｡



2 . タ ン パ ク質の di s o r d e r 領域予測手法の 開発

タ ン パ ク質 の di s o r d e r 領域 の ア ミ ノ酸構成に は単純な配列 の繰り返 しや
､

A
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R
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, Q ,

S
,
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,
E

,
K と い っ た特定の ア ミノ 酸が そ の 他 の領域に比 べ 多く 見られるな どの 特徴的

な パ タ
ー

ン が存在 して い る ｡ そ の ため
､ そ の配列 的な特徴を利 用 して ､ ア ミ ノ酸配列情

報を入力 と したdi s o r d e r 領域 の予測が行なわれて きた . それ ら の多く は2 次構造予測手

法に類似 した ､ 局所的な配列 情報を入力と して機械学習を用 い る予測手法を利用 して い

るが ､ そ の 予測精度はQ 2(2 状態予測) で7 0 - 8 0 % 程度 にと どま っ て お り ､ 更なる予測精

度 の 向上 が望まれて い る｡

ア ミ ノ酸配列が相同なタ ン パ ク質が類似 した立体構造を持 つ ことはよく知 られて お

り
､ 僅か な配列相同性 し か存在 しな い タ ン パ ク質問で あ っ て も立体構造が よく保存され

て い る例が数多く知 られ て い るo そ の ためdi s o r d e r 領域 の保存性に つ い て 調査 を行 っ た

と こ ろ
､

di s o r d e r 領域も立体構造と同様にア ミ ノ酸配列 が大きく変異 した配列相同性 の

低 い タ ン パ ク質問で あ っ て も保存されて い る事がわか っ た｡ 特に ､ 6 0 % を超える高い 配

列相 同性を示 したホ モ ロ グに お い て は7 0 % 近 い割合で di s o r d e r 領域が保存され て い た ｡

そ こ で
､
本研究で は従来型 の 局所配列情報か ら の予測

.
と してS u p p o r t V e c t o r

M a c h i n e(S V M ) と呼ばれる2 ク ラス の分類 を行う機械学習ア ル ゴリ ズ ム を利用 した予測

を行 い
､ 同時に構造既知 で 配列相同なタ ン パ ク質との 配列ア ライ メ ン トを利用 した大域

的な 配列 情報か ら の予測を併用するこ とで予測精度 の 向上 を図 っ た新たなdi s o r d e r 領

域予測手法を開発 した｡

開発 された予測手法は ､
5

-

f o ld の ク ロ ス バ リデ ー シ ョ ン テ ス トに よ っ て 性能が評価さ

れた ｡ 局所配列情報の み に基づ く予測手法で は4 % の疑陽性(払1 s e p o sitiv e) を許容 した場

合5 7 . 7 % の感度(s e n siti v it y) が得られた の に 対 して ､ 新た に開発 され た手法 で は同 じ4 %

の 疑陽性 を許容 した場合に6 0 .3 % の 感度を示 し ､ 3 % 近 い 感度 の向上 が得 られた ｡ また
､

構造既知 の ホ モ ロ グを持 つ タ ン パ ク質チ ェ イ ン の み か らなるテ ス トセ ッ トに 対する性

能評価 で は同 じく4 % の疑陽性を 許容 した場合にお い て6 3 . 1 % の 感度を示 し5 % を越える

感度 の 向上 が得られ ､ Q 2 の 予測精度で は8 1 . 9 % と非常に 高い 予測精度が得られ た｡

3 . タ ン パ ク質立体構造予測手法の 開発

タ ン パ ク質立体構造予測手法は既知構造テ ン プ レ ー

トを利用する手法と利用 しな い

方法 との 大きく2 つ に分類でき る｡ 比較 モ デリ ン グ等の 既知構造テ ン プ レ ー トを利用す

る手 法は高い 予測精度が得 られ る 一 方
､ 新規の フ ォ

ー ル ドを予測する こ とが できず ､ 配

列 ア ライ メ ン トの得 られなか っ た領域に つ い て はモ デリ ン グの 精度が非常に低下する

と い う欠点を有して い るo 既知構造テ ンプ レ ー

トを利用 しないd e n o v o ( も しく はa b

i ni ti o) と呼 ばれ る予測手法は
､

An 丘n s e n の 坂説 に基づ き､
ア ミ ノ酸配列 に 対 して自由 エ

ネ ル ギ ー が最小 となるような構造を探索する こ とで 立体構造を予測する方法で あり
､ 多

く の 計算 コ ス トを要するが
､ 未知 の フ ォ

ー ル ドに つ い て も予測が可能 な手法で ある ｡ 本



研究で は現在既知構造テ ン プ レ ー トが存在 しな い 際に 用 い られ る手法と して最も成功

して い るフ ラ グメ ン トア セ ン ブリ法に基づ い た予測手法の 開発 と改良を行 っ た｡

現在 のd e n o v o 立体構造予測手法 の 問題 点は大きく2 つ に分けられ るQ

一

つ 目 の 問題は

構造サ ン プリ ン グの 問題 で ある｡ フ ラ グメ ン トア セ ン ブリ法は予測対象 の ア ミノ酸配列

を9 残基程度 の 断片に 分割 し
､ 個 々 の 配列 断片に対 して そ の 配列相同性によ っ て構造デ

ー タ ベ ー

ス か ら用意された候補となる局所構造を エ ネ ル ギ ー が低く なるように組み合

わせ る こ とで
､ 探索する構造空 間を効果的に制限 し

､ 効率的な構造サ ン プリ ン グを行う

手法 で ある｡ しか し
､

予測対象タ ン パ ク質が10 0残 基前後の 小 さなタ ン パ ク 質で あれば

十分 に良い 構造サ ン プリ ン グが可能で あるが
､ 数百残基とい っ た大きなタ ン パ ク質に 対

して は フ ラグメ ン トの長さが9 残基程度で は構造空 間の 制限が不十分で効果的なサ ン プ

リ ン グが でき な い
｡ また

､
ル

ー プ の ように構造バ リ エ ー シ ョ ン の多い 領域で は9 残基に

わたり天然構造に 一

致する局所構造がデ
ー

タ ベ ー ス 中に 存在 しない 場合 ､ 逆に構造空間

を制限 しすぎて しま い
､ サ ン プ ル され る構造空間中に天然に近 い構造が存在 しな い とい

う状況が起こ りうる｡ そ こ で ､ 本研究で はより効率的なサ ン プリ ン グを行い
､ 同時にサ

ン プ ル する構造空 間に天然構造が含まれなくな っ て しまうの を防ぐために ､
フ ラ グメ ン

ト長 を既知構造に 対する2 次構造と配列 の 類似性 か ら最適化するア ル ゴリ ズ ム を開発 し

た｡
こ の 手法を含めた本研究室 で 開発された立体構造予測 シ ス テ ム A B L E の 性能を検証

するた め ､ 既知 構造テ ン プ レ ー

トの 存在 しない タ ー

ゲ ッ トに つ い て の 予測を試みた と こ

ろ
､

2 0 0 残 基 を越える タ ン パ ク質に つ い て も正 し い フ ォ
ー

ル ドの 予測 に成功 した(図1) 0
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図1 予測構造と天然構造 の比較 (P h o s p h a t e･t r a n s p o rt s y st e m r e g u l a t o r P h o U ,

p u t a ti v e , T ｡ m a riti m e , p d bid : 1 S U M
,
2 3 5 残基)



現在 のd e n o v o 立体構造予測に お けるも う
一

つ の 問題 はサ ン プリ ン グに 用 い るポテ ン

シ ャ ル に関するも の で ある ｡ 計算量 の 問題 か ら構造 の エ ネル ギ ー 計算に は側鎖 を 一

つ の

代表点で 近似 した粗視化モ デル を利用 し
､ そ の モ デル に対 して 残基 レ ベ ル の解像度で設

計されたデ
ー ー 夕 べ - ス 由来の 統計ポテ ン シ ャ ル が用 い られて い る o 埋 もれ度ポテ ン シ ャ

ル はそ の ような残基 レ ベ ル の ポテ ン シ ャ ル の
一

つ で あり ､ タ ン パ ク質 の フ ォ
ー ル ディ ン

グにお い て 重要な力の
一

つ で ある疎水性相互 作用 を表すもの で ある ｡ ある残基の 周辺 に

存在する残基 の数 で表され る残基 の 埋もれ度はそ の残基の ア ミ ノ酸種毎に特徴的な分

布 を示すた め ､ 従来は ､ あ る埋もれ度 にお ける各ア ミ ノ酸種 の存在確率か ら統計ポテ ン

シ ャ ル と して 埋もれ度ポテ ン シ ャ ル が計算されて きた ｡ しか し
､ 従来 の ポテ ン シ ャ ル は

計算 コ ス トが低 い
一

方で精度に 問題 が あり ､ 天然構造が必ず しも有意に 低い エ ネ ル ギ ー

を持た な い な ど の 問題 があ っ た｡ 近年 では埋 もれ度 の予測に関する研 究の 進展 に より ､

配列 上連続する残基 の ア ミ ノ酸種情報や､ ア ミ ノ酸配列 プ ロ フ ァイ ル 情報を利用する こ

と で高い 精度 で埋 もれ度を予測する こ とが可能とな っ て い る｡ そ こ で本研究で は機械学

習ア ル ゴリ ズ ム の
一

種 であるS u p p o r t V e c t o r R e g r e s si o n (S V R)8こよ っ て 埋 もれ度を予

測 し
､

そ の値 を利用す る こ とで ､ 精度を向上 させ た埋もれポテ ン シ ャ ル を開発 した｡

構造サ ン プリ ン グの 問題 と切り離 して新たに 開発 した ポテ ン シ ャ ル を評価するため
､

天然 の タ ン パ ク質様 の 構造か らなる幾 つ か のデ コ イ セ ッ トを利用 したテ ス トに より性

能評価を行 っ た｡ ポテ ン シ ャ ル の評価 には
､

エ ネル ギ ー

に よ っ て天然構造がそ の他 の構

造か ら有意に識別 可能で あるか を判定するた めに
､ 『天然構造 の エ ネル ギ ー の デ コ イ構

造群 の エ ネ ル ギ ー

に対するz
-

s c o r e』 と
､

サ ン プ 1) ン グ の効率化 に寄与する構造類似度

と エ ネル ギ ー

との 間の相関をみるた めに 『天然構造に対するr m s d 値 と エ ネ ル ギ ー

値 と

の ピア ソ ン相関係数』 の 2 つ を用 い た｡ 新たなポテ ン シ ャ ル は z
-

s c o r e で
-

1 . 3 8 と良い 値を

示 し
､

z
･

s c o r e が -

0 . 0 8 で あ っ た従来の ポテ ン シ ヤ/ レに対 して 大幅な性能向上 が見られた｡

また ､ r m s d 値 と エ ネ ル ギ ー

値 との 相関も0 . 4 と高い値 を示 し
､

全原子 を利用 した従来 の

ス コ ア 関数で あるV E R I F Y 3I) の0 . 1 6 に対 して 非常に高い性能を示 した ｡

4 . まとめ

本研究にお い て
､

ア ミ ノ酸配列か ら
一

定の構造を とらない dis o r d e r 領域を予測 し
､

一

定の 構造 をとる領域 に対 して 立体構造 の予測 を行う
一

連の 手法の 開発を行 い
､
di s o r d e r

領域予測 ､
立体構造予測共 に従来 の手法に対 して精度の 改善が得られ た｡

し か し
､

立体

構造予測の 精度は機能解析や新規タ ン パ ク質の デザイ ン と い っ た用途に は まだまだ不

十分な も の であ る｡ 今後全原子 の モ デル を用 い たリ フ ァ イ ン メ ン トな どの更 なる改良が

必 要 で あ る と考えられ る｡

一

方dis o r d e r 予測 の精度は十分に 高い も の で あり
､
今後同定

され たdis ｡ r d e r 領域が どの ような機能を持 つ の か と い う､ タ ン パ ク質機能 の 推定 - と繋

げる こ とが で きるも の と期待され る｡




