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 １ 研究実施の概要 

 

 ナノバイオテクノロジーの基礎となるデータは、目的の機能を果たす生体分子の立体構造情

報である。タンパク質分子が関与する生体内反応を模倣してナノマシンを開発するのであれば、

その動作原理を理解するためには詳細な分子構造を知ることが第一歩である。ゲノムプロジェ

クトによるゲノム塩基配列決定に続き、ゲノムにコードされているタンパク質の立体構造を可能

な限りすべて決定するプロジェクトが世界中で進められている。これらのプロジェクトでは、おも

にＸ線結晶解析の手段を用いて、タンパク質単体の立体構造決定が行われており、これらの

プロジェクトの成果はナノバイオロジーの基礎データとなり得るはずである。しかし、結晶化され

たタンパク質の構造は必ずしも生体中で機能するタンパク質の構造と一致しない。さらに、生

体中で実際に機能しているタンパク質は、非常に大きな複合体（生体超分子）である場合が多

い。このような生体超分子の立体構造は、Ｘ線結晶解析によって原子構造を明らかにすること

は容易ではない。Ｘ線結晶解析で明らかにできるタンパク質の大きさは、せいぜい10nmのスケ

ールであり、約100nm以上のスケールをもつ生体超分子の構造決定は困難を極める。 

 昨今の技術革新により、電子顕微鏡による単粒子解析の技術を用いれば、生体超分子を結

晶化することなく、構造を明らかにすることができるようになってきた。しかし、電子顕微鏡単粒

子解析によって得られる分子構造と、Ｘ線結晶解析により得られる原子分解能の分子構造とに

は、一般的には解像度にして１０倍以上の差がある。電子顕微鏡を用いて得られる生体超分

子の構造では、分子を構成する原子の位置が判明する場合は非常にまれである。よって電子

顕微鏡観測によって得られる生体分子の構造情報は、生体分子の機能の詳細を理解するに

は十分ではない。 

 このような状況においてなすべきことは、Ｘ線結晶解析の手法で明らかになる生体超分子を

構成する要素分子の原子分解能構造を、電子顕微鏡単粒子解析で得られる生体超分子全体

の低分解能構造にあてはめて、生体超分子の原子分解能構造を推定すること、およびＸ線結

晶解析の手法で明らかになる結晶中の原子分解能生体分子構造を、電子顕微鏡で得られる

生体中に近い状態の低分解能生体分子構造にあてはめて、原子分解能の活性型構造を推

定することである。現在進行中の構造ゲノミクスによって、多くのタンパク質立体構造が原子分

解能で判明しつつあると同時に、電子顕微鏡単粒子解析による生体分子像も多く得られるよう

になっている。シミュレーション技術を用いて、これら異なる解像度のふたつの情報を橋渡しす

ることで、実験により得られるデータをより有効に利用できるようになると考えられる。 

 電子顕微鏡単粒子解析によって得られる生体分子低分解能構造に要素分子原子分解能構

造をあてはめる技法開発のために、タンパク質立体構造のホモロジーモデリング、要素分子間

相互作用部位の推定、タンパク質の分子動力学と基準振動解析、電子顕微鏡から得られる画

像データ解析の技術が必要である。そこで本プロジェクトでは、これらの技術を扱う３つのグル

ープを設置し、チーム構成員がそれぞれの専門技術を生かしてあてはめ技法の構築をめざす

こととした。３つのグループは、生体超分子バイオインフォマティクス研究グループ、生体超分

子シミュレーション研究グループ、生体超分子電子顕微鏡像測定研究グループと称した。 
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 それぞれのチームが３年間で得た成果は以下の通りである。 

 

１．生体超分子バイオインフォマティクス研究グループ 

Ａ．低分解能画像データに原子分解能座標データあてはめるアルゴリズムの開発 

 低分解能で得られている生体超分子全体構造に、高分解能で得られている要素分子の構

造を最適にあてはめることは、解像度の違いがあるために容易ではない。また要素分子の構

造座標がどの程度得られているかに依存して、最適なあてはめ位置を見出す難易度が異な

ってくる。本グループでは要素分子は剛体として取扱い、いろいろな状況に対応できるように、

３つの手法を独立に開発した。 

 第１の手法は混合正規分布モデル法と称し、すべての要素分子の原子分解能構造が判明

している場合に利用する最も汎用的な手法である。電子顕微鏡単粒子解析で判明した生体

超分子低分解能全体像とＸ線結晶解析で判明した原子分解能要素分子座標の両者を、それ

ぞれ複数の三次元ガウス関数で表現し、要素分子由来のガウス関数群を、生体超分子全体

像由来のガウス関数群に重ね合わせた最適な相対位置を数値計算で見出す。原子数が非

常に多くなった場合でも、分子全体を数個のガウス関数で近似するため、高速なあてはめが

可能である。 

 第２の手法は慣性主軸法と称し、Ｘ線結晶解析によって生体超分子全体構造が原子分解

能で判明しており、結晶構造解析とは異なる環境で同一の生体超分子の電子顕微鏡単粒子

解析結果が得られている場合に用いる。原子分解能で判明している生体超分子構造の３つ

の慣性主軸を求める。また電子顕微鏡単粒子解析三次元像を、均一の物体と仮定して３つの

慣性主軸を求める。それぞれの慣性主軸を完全に一致させた後に、それぞれの構造を三次

元グリッド（ボクセル）で表現し、ボクセルの重なり数が最大になるように、原子分解能構造を重

心のまわりに微小回転させて、あてはめを精密化する。 

 第３の手法はジオメトリックハッシング法と称し、一部の要素分子の原子分解能座標しかわか

っていない場合のあてはめに用いる。電子顕微鏡単粒子解析による三次元像と要素分子原

子分解能座標をそれぞれボクセルで表現し、要素分子のボクセルを生体超分子ボクセルに

対して全並進回転移動を考慮して配置し、重なり合うボクセル数が最大になる配置を探す手

法である。計算時間が膨大にかかる手法ではあるが、生体超分子における要素分子の位置

を確実に見出すことができる。 

Ｂ．要素タンパク質の粗視化モデリングと複合体のホモロジーモデリングを評価する方法 

 要素タンパク質複合体のモデリングには様々な解像度のモデルとその評価が必要である。 

 第１のモデルは、粗視化されたタンパク質ドメインのモデルである。生体超分子を構成する

要素タンパク質の立体構造は、つねに判明しているわけではない。しかし、昨今のゲノム塩基

配列決定プロジェクトにより、要素タンパク質のアミノ酸配列が判明していることは十分期待で

きる。我々はアミノ酸配列から要素タンパク質の粗視化モデルを構築し、粗いモデルを電子顕

微鏡で得られた生体超分子の二次元画像にあてはめることで、生体超分子のおよその内部

構造を推定することに成功した（原著論文発表 [2]）。 
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 第２のモデルは一部の要素タンパク質の複合体ホモロジーモデリングとその精度評価である。

生体超分子の低分解能像に要素分子をあてはめる際に、あてはめ位置が一意的に決定でき

るとは限らない。そこで生体超分子内でとなりあう要素分子を推定することで、複数得られるあ

てはめ結果から、より確からしいあてはめ結果を見出す必要がある。その一つの手法として、

要素タンパク質複合体のホモロジーモデリングとその精度評価方法を開発した。構造ゲノムプ

ロジェクトの進展により、タンパク質複合体の原子分解能立体構造情報が集まってきている。

これらの複合体構造には生体超分子の一部をなすタンパク質と共通祖先由来のタンパク質も

含まれるようになってきた。そこで原子分解能で判明したタンパク質複合体が、電子顕微鏡で

測定した生体超分子内でも複合体を構成しているか否かを判断する手法を開発し、比較的

高精度で適確な判断ができるようになった（原著論文発表 [10]）。 

Ｃ．要素分子間の界面部位を推定するアルゴリズムの開発 

 要素タンパク質複合体原子分解能構造がわからない場合でも、要素分子の最適なあてはめ

位置を選別するために、要素タンパク質単体の原子分解能構造から、他の要素分子との相互

作用面を推定する手法を開発した。すでに原子分解能で判明しているタンパク質とRNA、タン

パク質とDNA、およびタンパク質とタンパク質の相互作用立体構造から、タンパク質のどのよう

なアミノ酸残基が相互作用に関与するかを調べ上げて統計処理をすることで、要素タンパク

質の表面でどのようなアミノ酸残基が集まっているところが、他の要素分子の相互作用面にな

るかを推定することができるようになった（原著論文発表 [1, 6]）。 

 

２．生体超分子シミュレーション研究グループ 

Ａ．不活性型構造から活性化型構造を得るためのアルゴリズム開発 

 不活性型の生体高分子構造（Ｘ線結晶解析構造）を活性型の電子顕微鏡単粒子測定像に

あてはめるために、従来はタンパク質を部分構造（ドメイン）に切断し、ドメイン構造単位で電子

顕微鏡測定像にあてはめることが行われてきた。しかし、実際には生体分子が切断されて再配

置されることで活性化型になるわけではないため、ドメイン構造単位であてはめを実行した場

合に、できあがった構造が不活性型構造から物理的に到達できる構造である保証がない。タ

ンパク質を切断することなく変形することでこの問題は解決するが、分子動力学シミュレーショ

ンによってタンパク質を変形させることは困難である。そこで基準振動解析の手法を導入してタ

ンパク質の構造変化を推定する方法を開発した。この方法では生体高分子の基準振動解析

計算と最低モード方向への微小変化構造構築を反復することで、少しずつ生体高分子構造を

変形させ、活性化型構造を推定する。この手法を細胞間情報伝達タンパク質インテグリン複合

体に適用することで、不活性型Ｘ線結晶構造解析構造を活性化型電子顕微鏡測定像にあて

はめることができるようになったとともに、不活性化型から活性化型へどのように構造変化する

かを推定できるようになった（Matsumoto, Kamata, Takagi, Iwasaki, Yura 投稿中）。 

Ｂ．低分解能画像データにあてはめられた原子分解能構造の最適化アルゴリズム開発 

 要素分子を剛体として扱ったあてはめの結果を最適化するための分子動力学シミュレーショ

ン法を開発した。要素分子を剛体としてあてはめた場合には、原子の異常接近や要素分子の
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一部が電子顕微鏡単粒子解析像から大きく外れている部分が発生する。これらはあてはめの

問題なのか、電子顕微鏡測定像の解像度の問題なのかはわからない。そこで、電子顕微鏡像

にあてはめた原子分解能全要素分子の分子動力学シミュレーションを行い、あてはめを最適

化した。シミュレーションの際には、電子顕微鏡測定像から要素分子が大きくずれないようにす

るために、電子顕微鏡像内に分子が収まるための拘束をかける。拘束を徐々に弱め、シミュレ

ーションの最終段階は、分子動力学で用いる力場だけで構造を最適化することができるように

なった。また長距離力である静電相互作用はカットオフを導入することなくシミュレーションをす

ることが正確なシミュレーションのためには重要であることがわかった（原著論文発表 [9]）。上

記最適化手法を用いて、ペプチド合成生体超分子リボソームのあてはめ構造最適化を行っ

た。 

 

３．生体超分子電子顕微鏡像測定研究グループ 

Ａ．単粒子トモグラフィー法の開発 

 単粒子解析法における最大の弱点は、最終構造の信頼性を評価する手段がないことであ

る。このために、慎重な構造解析が要求される。特に初期構造は重要であり、得られる結果も

初期構造の影響を受けるため、たとえ低分解能であっても正しい構造である必要がある。そこ

で本グループは、原子分解能要素立体構造のあてはめに耐えうる、十分な信頼性をもつ三

次元低分解能構造を他チームへ提供することを目的とし、単粒子トモグラフィーの手法を開発

した。この手法は通常、細胞のオルガネラなどの三次元可視化に使われる。試料を電子顕微

鏡内で-70°〜+70°まで、あるいは-60°〜+60°まで 1°〜2°おきに傾斜させながら撮影

し、得られた傾斜像シリーズから逆投影法などの方法により三次元像再構成する。この方法を

生体高分子に適用し、信頼性の高い三次元構造が得られるようになった（原著論文発表 

[7]）。 

Ｂ．細胞間接着タンパク質インテグリン複合体単粒子解析 

 単粒子トモグラフィー法を用いてインテグリンの活性化型と非活性化型の低分解能構造と原

子分解能あてはめ構造を得ることができた。その結果インテグリンの活性化メカニズムに示唆

を与える結果を得られた（原著論文発表 [4,5]）。 

Ｃ．脳神経系タンパク質リーリン単粒子解析 

 単粒子トモグラフィー法を用いて、わずか１０個の粒子からリーリンタンパク質の三次元像を

得ることができた。（原著論文発表 [8]）。 

Ｄ．DNA修復促進タンパク質PprA単粒子解析 

 ランダムコニカルティルト法およびコモンライン法を用いてPprA多量体の初期構造を得ること

ができた。 

Ｅ．DNA複製に関与する生体超分子クランプ-クランプローダー複合体単粒子解析 

 クランプとクランプローダーおよびDNAの複合体の電子顕微鏡単粒子解析を、ネガティブ染

色した資料を用いて行った。その結果クランプの開閉メカニズムがわかった（原著論文発表 

[3]）。 
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２ 研究構想及び実施体制 

(1) 研究構想 

 本プロジェクトでは、第１年次に次の目標を設定した。（１）画像あてはめ法の開発、（２）ホモ

ロジーモデリング法の開発、（３）相互作用部位同定法の開発、（４）基準振動解析法の開発、

（５）あてはめの精密化法の開発、（６）実データ取得および、（７）実データへのあてはめ手法

適用。本プロジェクトではこれらの目標を達成するために、３つの研究グループ（生体超分子バ

イオインフォマティクス研究グループ、生体超分子シミュレーション研究グループ、生体超分子

電子顕微鏡像測定研究グループ）を置き、（１）〜（３）は生体超分子バイオインフォマティクス

研究グループが担当、（４）〜（５）は生体超分子シミュレーション研究グループが担当、（６）は

生体超分子電子顕微鏡像測定研究グループが担当し、（７）は全員で実行することとした。第１

年次（６ヶ月）には、目標項目に対応した技法を各研究者が開発し、最初の開発を第２年次前

半までに完了させる。生物学的に重要な生体超分子の電子顕微鏡単粒子測定は継続的に行

う。第２年次中旬までには技法を接続し、構築技法を実現したツールのプロトタイプを完成させ

ることとした。そのツールを用いて、構造既知生体超分子の構造再構築を行う。ここまでにツー

ルの問題点を明らかにし、問題点の整理および経験的に理解したツールの特性にもとづき技

法を改良し、第３年次には試験版を構築することとした。第４年次（６ヶ月）にはマニュアルを整

備するとともに、生物学的に特に重要な生体超分子の構造決定に挑戦することとした。 

 研究開発の展開において、Ｘ線結晶解析で判明する不活性型のタンパク質構造を電子顕微

鏡単粒子解析で判明する活性型タンパク質の構造にあてはめるために、不活性型構造から活

性型構造を推定することが重要であることが明らかになり、（４）の中に活性化型構造の推定を

含めた。 

 

(2)実施体制  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

生体超分子バイオインフォマティクス研究グループ 

・日本原子力研究開発機構 システム計算科学センター 

 シミュレーション技術開発室 量子生命情報解析チーム 

・奈良先端科学技術大学院大学 情報科学研究科 

 情報生命科学専攻 蛋白質機能予測学講座 

画像あてはめ法開発、ホモロジーモデリング法開発、お

よび相互作用部位同定法開発を担当 

生体超分子シミュレーション研究グループ 

・日本原子力研究開発機構 量子ビーム応用研究部門 

 生体分子シミュレーショングループ 

・日本原子力研究開発機構 システム計算科学センター 

 シミュレーション技術開発室 量子生命情報解析チーム 

基準振動解析法開発、およびあてはめの精密化法の

開発を担当 

研究代表者 

由良 敬 
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３ 研究実施内容及び成果  

３．１ 画像あてはめ法開発、ホモロジーモデリング法開発、および相互作用部位同定法開

発（日本原子力研究開発機構、奈良先端科学技術大学院大学 生体超分子バイオインフォ

マティクス研究グループ） 

A. 高分解能構造の低分解能像へのあてはめ法の開発 

A-1. 混合正規分布モデル法（川端） 

(1)研究実施内容及び成果 

 複合体の低解像度三次元画像に、高解像

度単量体の原子モデルを重ね合わせて、高

解像度の複合体モデルを作成することが本

研究の目的である。この計算は本質的に多

量体のドッキングの計算であるため、複雑な

探索計算が必要となる。また、低解像度であ

っても三次元画像の画素数は１０万から１００

万程度の非常に大きな数となるため、原子モ

デルと複合体画像の重なりをチェックするた

めの計算コストも高い。そこで、ここでは重ね合わせの配置探索を高速に実行するために、混

合正規分布モデルを採用し、複合体の三次元画像および単量体の原子モデルを、少数の三

次元正規分布の和で近似的に記述する手法を開発した。混合正規分布モデルは、もともと

観察データから確率分布を統計推定するために開発された手法であり、三次元形状の近似

表現に用いられた例はほとんどない。形状の近似表現を用いて同様の重ね合わせ計算を高

速に行う手法としては、自己組織化ネットワークを用いて形状の代表点を置く方法(ベクトル量

子化)を採用したプログラム SITUS (Wriggers et al, J.Mol.Biol., (1998), 284, 1247-1254)が有

名である。SITUS は点の集合で形状を表現しているが、ここで開発する手法では三次元正規

分布の集合を用いて形状を表現する。三次元正規分布は、一つの分布で楕円球の形状を表

現できるため、正規分布の集合は、点の集合のモデルより、高い表現力を持っていると期待

される。 

 混合正規分布モデルでは、三次元形状は、以下のような MG 個の三次元の正規分布の線

形和の確率分布 G(x)で表現される。 

生体超分子電子顕微鏡像測定研究グループ 

・大阪大学 蛋白質研究所 プロテオミクス総合研究センター

 プロテオーム物質創製研究系 

・生物分子工学研究所 構造解析研究部 

実データ取得を担当

図１：混合正規分布モデル法の概要 
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G(x) = βi pi (x)
i=1

MG

∑  

ここで、x は三次元空間の位置ベクトル、pi(x)は i 番目の正規分布であり、βi は重み係数で

ある。三次元の正規分布 p(x)は以下の式で表される。 

   
pi (x) = 1

(2π )3/ 2 | Σ i |
exp −

1
2

(x − μi )
T Σ i

−1(x − μi )
⎡

⎣
⎢

⎤

⎦
⎥  

与えられた原子モデルや三次元画像を表現するためのパラメータ（MG 個のμi とΣi ）を決定す

るために、反復解法である EMアルゴリズム(Expectation Maximization)を用いる。EMアルゴリ

ズムは、観察されたデータ群を出力する尤もらしい確率分布を推定する統計的な手法である。

本研究では、原子モデルにおける各原子の位置を観察された点群とみなし、三次元画像に

おける画素の位置には、画素の濃度に比例した観察点があるとみなして計算を行う。原子モ

デルから得られたモデルを単量体モデル、三次元画像から得られたモデルを複合体モデル

とよぶ。 

 二種の混合正規分布モデルの重ね合わせには少なくとも２種のエネルギーが必要である。

すなわち、複合体と単量体モデルが重複するための引力エネルギーEimgovr、単量体モデルど

うしが接触しないための斥力エネルギーErepuls である。混合正規分布モデルでは、これら二つ

のエネルギーは、以下の ov(pi,pj)、すなわち二つの正規分布 pi(x)と pj(x)の積の全空間にお

ける積分で表現することができる。この積分 ov(pi,pj)は解析的に解を求めることができる。 

   

ov( pi , pj ) = pi (x) ⋅ pj (x)dx
−∞

∞

∫ =

1
(2π )3/ 2 | Σ i + Σ j |1/ 2 exp −

1
2

(μi − μ j )
T (Σ i + Σ j )

−1(μi − μ j )
⎡

⎣
⎢

⎤

⎦
⎥

 

Eimgovr では、単量体モデルと複合体モデルの正規分布の間に負の ov のエネルギーが働くよ

うに設定し、引力を誘導する。Erepuls におい

ては、単量体モデルと別の単量体モデル

の正規分布の間に正の ov のエネルギーが

働くように設定し斥力を誘導する。また、ホ

モ多量体の構造を導出する場合には、こ

れらの二つのエネルギーのほかに、対称

性のための拘束エネルギーEsymmet を補助

的に導入する。このエネルギーは、ホモ多

量体の対称性を維持するための拘束のエ

ネルギーである。これら三つのエネルギー

を重みを乗じて加算した量を全体のエネルギーEtotal とした。 

total imgovr imgovr repuls repuls symmet symmetE w E w E w E= ⋅ + ⋅ + ⋅  

 このように定義したエネルギー関数 Etotal を最小にするような単量体モデルの配置を以下の

方法で探索した。まず、複合体画像を固定し、単量体モデルを並進と回転の自由度に従って

図２：モデルに働く力とトルク 
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動かすことにする。ここで、上で定義したエネルギーEtotal に起因する力 F とトルクＴを解析的

に計算する。これらを用いて、並進の変移をΔr=αF、回転の変移をΔw=βT とすることで最急

降下法を実装した。最急降下法は局所解に陥りやすいため、初期配置をランダムに変えて探

索を繰り返し、最もエネルギーが低い配置を採用する方針を採用した。 

  

 開発したプログラムの性能評価として、次の試験計算を行った。ホモ４量体である

Adenosylhomocysteinase の結晶解析による原子モデル(PDB コード:1a7a)を題材とし、まず４

量体全体を混合正規分布モデル(正規分布の数は４)に変換し、これを低解像度の複合体画

像とみなすこととした。次に、結晶構造から単量体構造だけを抜き出し、これら４つを低解像

の複合体画像にあてはめる問題を解くことにした。単量体のそれぞれを混合正規分布モデル

(正規分布の数は４)に変換した。４量体全体の混合正規分布モデル（図３下中央、緑色の分

布）に、単量体の混合正規分布モデルを４つ（図３上中央、青シアン黄赤の分布）重ねる計算

を行った。ここで、４つの単量体の配置には D2 の対称性を持つ拘束のエネルギーEsymmet を

設定した。最急降下法によるエネルギー最小化計算を初期値を変えて１０００回繰り返した。

この探索計算は非常に高速であり、標準的な計算機(Pentium 4, 3GHz)を用いて２５秒ほどで

完了した。最もエネルギーが低い配置では、もとにした結晶構造と 36Åのずれにあることがわ

かった。このエネルギー最小構造は、原子衝突が起こっており、まだ改善の余地があるが、あ

てはめの最適化を行うための初期構造としては十分有効であると思われる。 

(2)研究成果の今後期待される効果 

 混合正規分布法は、超分子低分解能像への要素分子のあてはめが、一般的なコンピュー

タを用いて高速で実行できるところに特徴がある。そのため本技法は、電子顕微鏡単粒子構

造解析を行っている研究者に広がる可能性がある。あてはめの精度評価を行った後に、でき

図３：混合正規分布法によるあてはめの実例
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るだけはやく公開していく予定である。 

 

A-2. 慣性主軸法（松本） 

(1)研究実施内容及び成果 

 Ｘ線結晶解析の手法が強力になるにしたがい、Ｘ線結晶解析法によって生体超分子全体構

造が原子分解能で判明する場合が出てきている。Ｘ線で測定できる全体構造は結晶中での

原子分解能構造である。一方電子顕微鏡単粒子解析では、水溶液中（またはそれに非常に

近い環境）での全体構造が低分解能で得ることができる。例えば、結晶中では不活性型であ

り、水溶液中では活性型に近い構造を得る場合がある。そこで、Ｘ線結晶解析でえられた原

子分解能立体構造を低分解能構造にあてはめることができれば、生体内の構造に近い原子

分解能構造を導出するための初期データを得ることができる。ここで開発したあてはめ手法は、

2つの手続きからなる。第１段階では、慣性主軸を利用したおおまかなあてはめを実行し、第２

段階ではＸ線結晶解析構造の微小回転による精密化である。いずれの段階も分子を剛体とし

て取り扱った。 

 電子顕微鏡単粒子解析で得られた三次元像は均質な素材で構成されている物体と見なせ

ば、その重心および慣性主軸を決定することができる。電子顕微鏡単粒子解析による生体分

子の構造情報は、実際にはグリッド情報なので、グリッドに等質量の物体が配置していると考

える。このモデル構造において、慣性主軸は以下の慣性テンソルから求めることができる。 

  

I =

mi ( yi
2 + zi

2 )
i
∑ − mi xi yi

i
∑ − mi xi zi

i
∑

− mi yi xi
i
∑ mi (xi

2 + zi
2 )

i
∑ − mi yi zi

i
∑

− mi zi xi
i
∑ − mi zi yi

i
∑ mi (xi

2 + yi
2 )

i
∑

⎛

⎝

⎜
⎜
⎜
⎜
⎜
⎜

⎞

⎠

⎟
⎟
⎟
⎟
⎟
⎟

 

ここで、xi, yi, zi はモデル構造の幾何学重心を原点としたグリッド点 i の座標、mi はグリッドに配

置した質量（1.0）を意味する。慣性テンソル I が求まれば、慣性主軸 ex, ey, ez は、以下の式を

満たすことになる。 

Iex = I1ex , Iey =I2ey , Iez=I3ez (I1 ≥ I2 ≥ I3)  

同様の手法でＸ線結晶解析構造の慣性

主軸を求めることができる。この場合、xi, 

yi, zi は超分子の重心を原点とした原

子 i の座標を、mi はその原子の質量を

意味する。両構造の慣性主軸が決定で

きれば、両原点とＸ軸を一致させた後に、

Ｘ軸とＹ軸のまわりで回転させれば、両

構造（の慣性主軸）は完全に一致する

（図４）。 

 第２段階では、電子顕微鏡単粒子解
図４：電子顕微鏡単粒子解析像と原子分解能像の主軸

を一致させる 
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析に由来するデータを空間に固定し、原子分

解能構造を微小移動および微小回転させること

で、あてはめを精密化する。微小移動および微

小回転をおこなうための軸は、慣性主軸に限ら

ずに以下に示す方法で導入する軸を利用する。

慣性主軸で構築された直交座標の原点に、正

20 面体を設置する。Ｚ軸上に正 20 面体のひと

つの頂点が配置されるようにする。原点から正

20 面体の各頂点に向かうベクトルを考え、この

ベクトルの方向（正負）に分子を微小移動させ、

かつこのベクトルのまわりで分子を微小回転させる。あてはめのよさは、電子顕微鏡単粒子解

析データによるグリッド点のうち、どれだけを原子座標でしめることができるかで決める。グリッ

ド点からある距離以内に原子が存在する場合の数を数え上げ、数が最大になる微小移動/回

転を採択する。あてはめが改善される移動/回転をもたらした頂点のまわりには、5 個の別の頂

点が存在する。それらの頂点とで構成される辺の中点と原点を結ぶベクトルを考え、これら 5

本のベクトルを用いて同様の精密化を行う（図５）。 

 この手法をペプチド合成生体超分子リボソームに適用した。リボソームは生体中でいろいろ

な構造変化が起こると考えられている。その変化は、ペプチドを合成していない状態、合成を

開始する状態、合成途中の状態、および合成を完了する状態の少なくとも４つの状態で起こ

ると考えられる。リボソームの原子分解能立体構造はＸ線結晶解析で決定されており、様々な

状態での低分解能構造が電子顕微鏡単粒子解析で得られている。これらの低分解能構造に

Ｘ線結晶解析構造をあてはめると、慣性主軸をあわせることで、約 60%の原子（全重原子数は

約１４８，０００）がグリッドと一致する。正 20 面体による精密化で、この数は約 70%に向上できる

ことがわかった。このあてはめ結果を初期構造として、生体超分子シミュレーション研究グルー

プの開発する精密化を行うことで、さまざまな状態でのリボソームの原子分解能構造が得られ

ることになる。 

(2)研究成果の今後期待される効果 

 慣性主軸法の利用は、生体超分子の構造が原子分解能で明らかになっていることが前提

である。現在はこのような状況はまれであるが、近年のＸ線結晶解析法の向上から、近い将来

にはこの手法が適用できる範囲は広がっていくと考えられる。本技法をできるだけはやく発表

し、構造解析研究者にとっての重要な解析ツールとなるようにする。 

 

A-3. ジオメトリックハッシング法（由良） 

(1)研究実施内容及び成果 

 電子顕微鏡単粒子解析によって低分解能で構造が判明する生体超分子において、すべて

の要素タンパク質の原子分解能立体構造が常に明らかになっているわけではない。一部の

要素タンパク質の原子分解能立体構造が判明している場合には、低分解能で判明した生体

図５：正２０面体を用いたあてはめの最適化 
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超分子構造全体に対して、その要素タンパク質だけがどこに存在するかを知ることが必要とな

る。上記Ａ-1 および A-2 の方法は、すべての要素タンパク質の原子分解能立体構造が判明

していることを前提としている。ここではジオメトリックハッシングの方法を用いて、ひとつの原

子分解能要素タンパク質座標を低分解能生体超分子座標にあてはめる手法を開発した。 

 ジオメトリックハッシング法による要素タンパク質のあてはめは、以下の手続きで行った。（１）

生体超分子三次元像をボクセルで表現する。電子顕微鏡単粒子解析による生体分子の構造

情報とは、グリッドで表現される三次元空間の各グリッド点における物質の存在確率である。

現在の電子顕微鏡単粒子解析では、１回の測定で得られる二次元画像は S/N 比が非常に悪

いため、数百枚程度の測定を重ね合わせて S/N 比を改善している。この結果得られる画像は、

生体超分子の二次元投影画像であるため、あらゆる方向への二次元投影画像を得た後に、

それらの画像をもとにして三次元構造を構築する。よって得られた三次元構造における各グリ

ッド点には、その点付近に物質を観測できた画像数に比例する数値が配置される。グリッド点

の間隔は電子顕微鏡に依存するが、電子顕微鏡単粒子解析データベースには、グリッド間隔

約３Å前後のデータが多く存在する。雑音の非常に多いデータであるため、数値の閾値を設

定しその閾値以上の値を持つ部分に生体超分子が存在すると見なす。生体超分子のおよそ

の分子量はゲノム情報を用いて推定し、分子量から体積を推定することが可能なので、推定

体積を満たすように閾値を決定することができる。この結果、電子顕微鏡単粒子解析データ

は、ボクセル（三次元ピクセル）で表現できたことになる。以降の計算で用いるデータは、この

ボクセルデータ、または周辺のボクセルを融合した粗視化ボクセルデータである。（２）ボクセ

ルで表現された生体超分子三次元像のハッシュテーブルを作成する。ボクセル化した生体超

分子に要素タンパク質をあてはめるにあたって、生体超分子の表面構造が一番重要な情報

を持つ。あるボクセルに注目し、前後左右６方位のいずれかにボクセルが存在しない場合、そ

のボクセルは表面にあると見なし、それ以外のボクセルは生体超分子内部に存在すると見な

す。表面ボクセルのみを用いて、ジオメトリックハッシュテーブルを作成する。ここでのハッシュ

テーブルは、生体超分子の最長辺の２倍の長さをもつ三次元マトリックスであり、マトリックスの

各要素は、以下に示すローカル座標に割り当てられた数値の配列とする。表面ボクセル群か

ら、直線上に位置しない３個の表面ボクセルを選び、その３個を用いてローカル座標を定義す

る。任意の１個を原点とし、原点と残りのうちの１個とからできるベクトルを規格化してＸ軸とする。

原点と最後の１個とからなるベクトルを作り、Ｘ軸とこのベクトルとの外積でできるベクトルを規

格化してＺ軸とする。Ｚ軸とＸ軸の外積でＹ軸を構築する。このローカル座標を用いて、すべて

の表面ボクセルの位置を記述する。各表面ボクセルの位置に対応するハッシュテーブルの要

素にローカル座標に割り当てた数値を入れる。以上の操作を可能なすべてのローカル座標で

実行する。できあがったハッシュテーブルの要素には、生体超分子の表面をあらゆる方向から

見たときの情報が書き込まれたことになる。実際には、コンピュータのメモリ量の制約があるた

めに、全方向からの情報をハッシュテーブルに書き込むことができない場合が多い。乱数を

用いてローカル座標を間引く必要がある。（３）要素タンパク質立体構造をボクセルで表現する。

生体超分子のジオメトリックハッシュテーブルを作成した際に用いたグリッドと同じ大きさのグリ
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ッドを用いて、要素タンパク質の原子分解能構造データをボクセル化する。要素タンパク質の

存在する空間をグリッドに切り、あるグリッド点が表面原子に対応するかどうかによって、要素タ

ンパク質のボクセル化を行う。（４）要素タンパク質の任意の方位を選び、その方位を用いた要

素タンパク質構造の記述とできるだけ一致する記述をハッシュテーブルから探す。ボクセル化

された要素タンパク質立体構造データから、直線上にのらない任意のボクセル３個を選び、ロ

ーカル座標を定義する。このローカル座標を用いて、すべてのボクセルの位置を記述する。

要素タンパク質の各ボクセル座標と一致するハッシュテーブルの要素を探す。この要素に格

納されたローカル座標の数値をすべて記憶する。全ボクセルに対してハッシュテーブルの問

い合わせを完了した時点で、一番多く記憶されたローカル座標の数値を取り出す。このローカ

ル座標と要素タンパク質のローカル座標を重ね合わせることで、生体超分子に対する要素タ

ンパク質の最良のあてはめができたことになる。実際には、メモリ量の制約からハッシュテーブ

ルが完全ではないため、要素タンパク質ボクセルのローカル座標を数個の異なる原点で構築

し、同じ手続きをへてあてはめ像を構築する。それらの中で最良のあてはめを実現している場

合を選択する。この手続きによって、ボクセルサイズの解像度において、全あてはめ探索をし

たことに相当する。 

 ジオメトリックハッシング法を用いて、要素タンパク質のあてはめをテストしたところ、図６に示

すような結果となった。これはほぼ正解に近い位置に要素タンパク質をあてはめることができ

た結果である。この方法は非常に大きなメモリを要することとが問題であるが、一部の要素タン

パク質の構造のみが判明している場合には有効であることがわかった。また生体超分子が何

個の要素タンパク質を含んでいるかが不明な場合も、この手法で要素タンパク質を１つずつあ

てはめていくことで、生体超分子ボクセルに何個の要素タンパク質があてはめることができる

かがわかるようになる。 

(2)研究成果の今後期待される効果 

 ジオメトリックハッシング法による生体分子の取扱いは、国外で開発されている同様なソフト

ウエアにも用いられている。さらに、複数タンパク質のドッキング問題を解くためや、タンパク質

の構造比較のためにもジオメトリックハッシング法は用いられている。この手法開発そのものに、

本プロジェクトの独自性はない。しかし、この手法と他の手法を組み合わせて低分解能生体超

図６：ジオメトリックハッシング法による要素タンパク質あてはめ実験結果 
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分子像から高分解能像を構築する努力は、本研究グループのもつ特徴である。 

 

 

Ｂ．要素タンパク質の粗視化モデリングと複合体のホモロジーモデリングを評価する方法 

B-1. 二次元電子顕微鏡像あてはめのためのタンパク質ドメイン粗視化モデリング（由良） 

(1)研究実施内容及び成果 

  低い分解能で生体超分子立体構造が判明した場合や要素タンパク質立体構造が判明し

ていない場合には、生体超分子の原子分解能構造構築が困難な場合がある。そのような場

合でも、生体超分子のどの付近に、どのようなタンパク

質が存在するかを推定することができれば、ゲノム情

報と生体超分子構造情報をつなぐ重要な情報となる。

ゲノム塩基配列から推定されるアミノ酸配列のどの部

分が、生体超分子構造のどの付近に存在するかがわ

かることで、生体超分子の抗体作製や変異体作製を

進めることができるようになるからである。本プロジェク

トでは、Mycoplasma mobile の運動に関与すると考え

られている生体超分子 Gli349 の電子顕微鏡像（図７）

とゲノム塩基配列から推定されるアミノ酸配列にもとづき、Gli349 の粗視化モデル構造を構築

することができた（原著論文発表 [2]）。 

 ゲノム塩基配列から推定される Gli349 のアミノ酸配列、および共通祖先由来のアミノ酸配列

を詳細に調べたところ、140 残基程度からなるドメインの繰り返し構造があることがわかった。ア

ミノ酸配列類似性の統計的有意性を確認したところ、3183 アミノ酸残基から構成される Gli349

には、少なくとも 18 回の類似ドメインの繰り返しがあることがわかった。Gli349 の約 80%の領域

が、この繰り返し構造の中に含まれる。このドメインの立体構造を原子分解能でモデリングする

ことはできなかったが、140 残基程度から構成されること、および既存の立体構造予測法を用

いて推定される立体構造にもとづき、このドメインは長軸が約 42Å 程度の回転楕円体で近似

できることが推定できた。 

 Gli349 の電子顕微鏡二次元像は Adan-Kubo らにより測定されていた（図７）。この二次元像

から、Gli349 は棒状に延びており、3 カ所

で屈曲している構造と推定された。屈曲

により 4 分割される各棒状部分の長さも、

電子顕微鏡二次元像からほぼ推定するこ

とができていた。そこで、本プロジェクトで

は、この電子顕微鏡二次元像にドメインの

回転楕円体モデルをあてはめることで、

全体の粗視化モデルを構築することがで

きた（図８）。 

200nm

図７: Gli349 の電子顕微鏡二次元像
（Adan-Kubo, et al. (2006) J. Bacteriol. 
188, 2821-2828,  Fig3 より） 

図８：電子顕微鏡像（外形）に回転楕円体ドメインモ

デルをあてはめた結果 
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(2)研究成果の今後期待される効果 

 Gli349 の粗視化モデルは、M. mobile の運動メカニズムの解明に現在貢献している。原著論

文発表[2]は、発表以来少なくとも 8 回（2007 年 9 月現在）引用されており、Proceedings of the 

National Academy of Science in USA における解析記事にも引用された。Mobile には病原性

種もあることから、本プロジェクトの結果が何らかの形で病原性解明の一助になることが期待さ

れる。 

 

B-2. タンパク質複合体のホモロジーモデリング評価（川端） 

(1)研究実施内容及び成果 

 生体超分子を構成する要素タンパク質そのものの立体構造がすべて決まっていることは、ま

れである。しかし共通祖先由来タンパク質の立体構造が決まっていることは多い。そこで、共

通祖先由来の立体構造既知タンパク質をもとにして、要素タンパク質の立体構造を推定（ホモ

ロジーモデリング）する必要がある。ホモロジーモデリングの技術はすでにほぼ確立している

が、要素タンパク質の立体構造を正しく推定できるかを評価する方法は確立していない。要素

タンパク質は、他の要素分子と相互作用して生体超分子を構成していることから、要素タンパ

ク質単体ではなく、複数の要素タンパク質の複合体が正しく構築されているかを評価する必

要もある。そこで、2つのタンパク質の立体構造が複合体で判明しており、両タンパク質が生体

超分子の要素タンパク質である場合に、その複合体立体構造をもとにしてホモロジーモデリン

グした構造が、生体超分子の要素として適当かどうかを判断する方法を開発した（原著論文

発表 [10]）。 

 複合体立体構造の評価に重要なことは、構築された複合体構造界面で相互作用するアミノ

酸残基対が適切であるかどうかを見極めることである。最善の方法は、分子シミュレーションを

用いて会合の自由エネルギーを正確に計算することであるが、ホモロジーモデリングの場合

には、アミノ酸残基を構成する原子の位置が厳密に予測できておらず、またタンパク質複合体

が置かれている溶媒環境が厳密にはわからないために各種のエネルギーパラメターを決定

することができない。そこで、ここでは物理化学的な計算と経験則とを併用して、３つの値によ

る評価方法を構築した。 

 第 1 の指標として、タンパク質の複合体において、どのようなアミノ酸残基が対を形成するか

をデータベースから調べ、観測値から擬似コンタクトエネ

ルギーecon を構築した。擬似コンタクトエネルギーは以下

の式で定義する。 

               

ここで、a, b はアミノ酸残基２０種類のいずれかひとつ、

P(a)はアミノ酸残基種 a がタンパク質の表面に出現する

頻度（ P(ai )
i=1

20

∑ = 1.0 ）、Q(a, b)は複合体を構築するタン
図９：econ の値。縦横両軸はアミノ酸

残基種を意味し、疑似エネルギーの

値を色で示した。 
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パク質 A と B において、A におけるアミノ酸残基種 a と B におけるアミノ酸残基種 b が 7.0Å

以内に存在する場合の頻度を意味する。econ の値は図９に示すように分布する。この分布は、

今までに経験的に知られている界面におけるアミノ酸残基対の出現とよく呼応する。疎水性ア

ミノ酸残基対ではエネルギーが下がり、同一符号電荷をもつアミノ酸残基対では、エネルギー

が高くなる。ホモロジーモデリングによって構築された複合体に対しては、以下の式を用いて

第１の指標のエネルギーを求める。 

 

 第２の指標では、静電相互作用を評価する。特に遠距離におけるタンパク質間の相互作用

においては、静電的な力が重要な役割を果たしていることは、実験的に指摘されている。ここ

では、距離 r だけ離れた二つの電荷 q1 と q2 に対して、以下の式にしたがってエネルギーeele

を計算する。 

 

ここで、κはデバイ-ヒュッケルの遮蔽因子（= 0.488Å-1）であり、a は 6.0Å とした。ホモロジーモ

デリングにより構築したタンパク質複合体界面アミノ酸残基がもつ電荷の位置を厳密に求める

ことはできない。そこでテンプレートとなったアミノ酸残基の側鎖の構造を固定し、各原子をタ

ーゲットとなるアミノ酸残基の側鎖原子に可能な限り交換し、交換できなかった原子（テンプレ

ートの側鎖がターゲットのアミノ酸残基側鎖よりも短い場合などに発生）は、テンプレートのアミ

ノ酸残基側鎖末端原子に仮想的に縮退させた。この構造を用いて、アミノ酸残基側鎖の各原

子に電荷を配置し eele を計算する。ホモロジーモデリングによって構築された複合体に対して

は、以下の式を用いて第２の指標のエネルギーを求める。 

 

 第３の指標では、アミノ酸配列の一致度を評価する。共通祖先由来のタンパク質は、アミノ酸

配列の一致度が高ければ、相互作用するタンパク質もまた共通祖先由来のタンパク質である

ことが多いことが、経験的に知られている。そこで、ホモロジーモデリングをした複合体要素タ

ンパク質において、それらのアミノ酸配列がテンプレートとなったタンパク質複合体のアミノ酸

配列と一致度が高ければ、複合体立体構造の信頼性は高いと考えることができる。テンプレ

ートのタンパク質複合体ＡＢと、ホモロジモデリングをした要素タンパク質複合体 A'B'において、

アミノ酸配列の一致を測定すると、A 対 A'の一致度と B 対 B'の一致度が得られる。ここでのス

コアは、 

Eiden = min ( identity(A,A'), identity(B,B')) 

とした。 

 以上３つの指標は、単位が異なる値のため直接比較することができない。そこでそれぞれの

指標をＺスコア（値を平均値から引き標準偏差で割った値）にし、お互いを比較可能とした。

econ と eele の平均値と標準偏差は、タンパク質表面にあらわれるアミノ酸残基のランダムサンプ
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リングから、identity の平均値と標準偏差は、アミノ酸配列を構成するアミノ酸残基の攪拌によ

って構築されるランダム配列から計算した。 

 タンパク質複合体を構築し、これらの指標に

よりその正否を評価すると図１０のようになっ

た。３つの評価値はいずれも数値を与えるの

で、閾値を設定しその閾値以上のタンパク質

複合体が、複合体を形成している実験的な

証拠があるかないかで評価することができる。

様々な閾値で評価をするため、評価結果は

図１０にあるように連続した線になる。横軸

Recall は実験的な証拠があるすべての複合

体に対して、予測された複合体の割合を、縦

軸 Precision は複合体を形成すると予測されたすべての結果に対して、実験的な証拠がある

複合体の割合を意味する。グラフの右上に線が近づくほど、高い予測性能を持つ指標である

ことを示す。 

 ３つの指標単独では、アミノ酸配列の一致度にもとづく指標以外は、あまりよい結果ではな

い。しかし３つの指標をたしあわせて複合体構造を評価する（赤）ことで、より正しい複合体が

推定できることが判明した。 

(2)研究成果の今後期待される効果 

 この評価方法を用いることで、要素タンパク質の複合体モデルを評価することができるように

なった。既存のタンパク質複合体立体構造をテンプレートにして、生体超分子の一部を構成

する要素タンパク質複合体立体構造を構築した際には、テンプレートとした立体構造が生体

超分子内部での構造と類似であるかどうかは明らかではなかった。ここで開発した指標によっ

て、生体超分子の一部分をなす要素タンパク質複合体構造を可能な限り正しく構築する道が

開けた。原著論文発表[10]に発表した指標は、タンパク質間相互作用一般のデータ評価にも

利用できる指標であることから、現在盛んに進められている生体分子ネットワーク解析にも利

用されていくことが期待される。 

 

C. 要素分子相互作用部位推定法開発（由良） 

(1)研究実施内容及び成果 

 電子顕微鏡単粒子解析で得られる低分解能生体超分子構造に、原子分解能で構造が判

明している要素分子をあてはめる場合、分解能に大きな差があるために要素分子が様々な位

置および方位であてはまり、一意的に決定できない場合が多々ある。この場合には、まったく

別の情報を用いて、複数の候補から尤もらしい位置と方位を選び出す必要がある。ある要素

分子が適確な位置に適確な方位であてはまっているかを立体構造以外の情報から推定する

方法のひとつとして、その要素分子と他の要素分子との相対的な位置関係が妥当であるかど

うかを推定することが考えられる。問題となる要素分子を電子顕微鏡像にあてはめた結果、他

図１０：３つの指標によるタンパク質複合体の評価

結果 
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の要素分子と相互作用することになる面が正しい相互作用面であるか、またあてはめた結果、

生体超分子全体の溶媒接触面になる要素分子の表面が、他の要素分子と相互作用する面

ではないかを推定できるようになると、あてはめ結果を評価できるようになる。 

 生体高分子における相互作用面を高い信頼性で

推定する方法の開発は、構造バイオインフォマティ

クスにおける最重要課題のひとつでもある。生体高

分子の相互作用は、環境の詳細が判明していない

細胞中で、非常に多くの原子が関与する相互作用

であり、二つの生体高分子が接触しているときと、接

触していないときとの自由エネルギー差が小さいた

めに、分子動力学シミュレーションを用いて複合体

構造を見出すことはむずかしい。そのため既知複合

体構造から複合体形成に重要と考えられる特徴を

抽出し、その特徴量を用いて相互作用面を推定す

る経験的手法の方が有望と考えられる。そこで経験則を導出するために、立体構造既知の生

体分子複合体を収集したデータベース EXOM (Experiment of MacroMolecule)を構築した（図

１１）。EXOM には５４５個の超分子立体構造が格納され（共通祖先由来の超分子はひとつと

数えた）、そのうちの約３０％は RNA または DNA を含む生体超分子構造であることがわかった。

さらに文献調査をおこなったところ、生体超分子には RNA または DNA を含む場合が非常に

多いことがわかった。つまり、要素タンパク質のどの表面が RNA, DNA, 他の要素タンパク質

の界面となっているかを推定する必要があることがわかった。そこで本研究では、要素タンパ

ク質の RNA 界面の推定方法の開発から開始した（原著論文発表 [1, 6]）。 

 タンパク質の RNA 界面における立体構造の特徴は、今までに明らかにされていない。そこ

で、EXOM に格納された要素タンパク質と要素 RNA から構成される生体超分子を重複なく８６

個取り出し、界面の構造特性を調べた。タンパク質の RNA 界面は、タンパク質を構成するアミ

ノ酸残基の溶媒接触表面積にもとづいて同定した。タ

ンパク質と RNA の複合体座標を用いて、タンパク質の

全アミノ酸残基の溶媒接触表面積を計算し、次に

RNA を無視してタンパク質の座標のみで全アミノ酸残

基の溶媒接触表面積を計算する。溶媒接触表面積の

値が変化したアミノ酸残基を、RNA 界面のアミノ酸残

基とした。このようにして同定された RNA 界面を構成

するアミノ酸残基を、最短距離法（ single linkage 

clustering）を用いてまとめ、RNA 界面を同定した。最

短距離法の閾値は 7.0Å とし、異なる RNA 界面に存

在するアミノ酸残基は、すべてが 7.0Å よりも離れるよう

にした。この結果、タンパク質は１つないしは２つの面

図１１：超分子構造データベース EXOM

図１２：好熱菌の Val-tRNA 合成酵素。

赤と緑が tRNA との相互作用面。tRNA
はスティックモデルで、タンパク質は空

間充填モデルで表示。 
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で RNA と相互作用していることがわかった。好熱菌の Val-tRNA 合成酵素では、図１２に示す

二つの界面（赤と緑）で tRNA と相互作用している。８６個のタンパク質では、面の広さは

200Å2 から 7,000Å2 までにほぼ分布し、面の広さと面を構成するアミノ酸残基数は比例関係に

あった。ひとつのアミノ酸残基は約 40Å2 をしめることがわかった（図１３）。 

 次に、RNA 界面におけるアミノ酸残基種 i の

出現頻度を測定した。出現頻度 fiは以下の式で

求めることができる。 

fi =
ni

ni
i=1

20

∑
  (1) 

ここで、ni はアミノ酸残基種 i が RNA 界面にあら

われる回数である。この値を、タンパク質の表面

にあらわれるアミノ酸残基の頻度 f
i
と比較する

ことで、RNA 界面にどのような残基があらわれ

やすいかを数値 Pi（singlet propensity）で表現す

ることができる。 

fi =
ni

ni
i=1

20

∑
          (2) 

Pi =
fi

fi

            (3) 

ここで、 ni はアミノ酸残基種 i がタンパク質表面にあらわれる回数である。 

 先に示したように、要素タンパク質の RNA 界面は空間的にまとまって存在する。これは RNA

界面になっているアミノ酸残基の隣に存在するアミノ酸残基も RNA 界面を構成する場合が多

いことを意味する。それならば、RNA 界面を構成する隣り合ったアミノ酸残基の出現頻度には、

RNA 界面ではない部分で隣り合っているアミノ酸残基の出現頻度とは異なった傾向が見られ

ることが予想できる。RNA 界面における隣り合うアミノ酸残基種 i と j の出現頻度 fij および、タ

ンパク質表面における隣り合うアミノ酸残基の出現頻度 f
ij
は以下の式で求める。 

  

fij =
nij

nij
j=1

20

∑
i=1

20

∑
,  fij =

nij

nij
j=1

20

∑
i=1

20

∑
          (4) 

ここで、nij はアミノ酸残基種 i,j が RNA 界面にあらわれる回数、 n
ij
はアミノ酸残基種 i,j がタン

パク質表面にあらわれる回数である。fij および f
ij
は、それぞれ fi と f

i
とは独立ではなく、以下

の関係にある。 
fij = fi × f j × Cij ,   fij = fi × f j × Dij            (5) 

Cij と Dij は、それぞれ fij および f
ij
の fi および f

i
からの独立度を示す係数である。アミノ酸残

図１３：要素タンパク質の各 RNA 界面のアミノ

酸残基数と面積の関係 
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基 i と j が隣り合う頻度がまったく独立に決まっているならば、CijとDijは 1 になる。そこで、RNA

界面にどのようなアミノ酸残基対があらわれやすいかを数値 Pij (doublet propensity)で表現す

ると以下のようになる。 

 
Pij =

Dij

Cij

              (6) 

 ８６個の要素タンパク質と

RNA の複合体構造において、

Pi と Pij を調べたところ図１４と

図１５のようになった。どちら

の図も傾向値を底２の対数で

表 示 し て い る 。 singlet 

propensity（図１４）では Arg 残

基が突出しており、その後に

Lys が続く。両者は正電荷を

もつアミノ酸残基であり、RNA

分子が負電荷を帯びた生体高分子であることを考えると当然の結果である。Lys 残基と Arg 残

基はどちらも正電荷をもつ残基であるにもかかわらず、RNA との界面にあらわれる傾向に有

意な差がある。この差が何に由来するのかは不明である。Arg、Lys 残基の次に His, Tyr, Met

残基が比較的強い傾向をもつ。タンパク質における RNA との界面には、芳香環をもつアミノ

酸残基が多くあらわれることが、以前から指摘されている。Tyr 残基が強い傾向を持っている

のは、今までの観測事実と呼応する。しかし同様に芳香環を持つ Phe 残基が Tyr 残基よりも有

意に低い傾向をもつ理由は定かではない。doublet propensity（図１５）では、正電荷を持つ

Arg, Lys 残基の傾向はほとんど零であ

る。負電荷を持つ Glu, Asp 残基の傾

向は負、芳香環をもつ Tyr, Phe 残基の

傾向は正である。Lys-Tyr が大きく負に

偏っていること、および Ile-Ile が大きく

正に偏っていることなどは、今までに

指摘されていないことであり、また物理

化学的な理由もよくわからないことであ

る。doublet propensity をこのように示し

たのは、本研究がはじめてである。 

  EXOM データベースから得ることが

できたこれらの傾向値を利用すること

で、要素タンパク質の RNA 界面を推

定できる可能性がある。最も単純な予

測方法は、要素タンパク質の表面に存

図１４: singlet propensity Pi の測定結果。エラーバーは 1000
回のブートストラップ計算により求めた。 

図１５: doublet propensity Pij の測定結果。×印は 1000
回のブートストラップ計算にもとづいて有意な結果を得

られなかった部分。 
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在する各残基に singlet propensity 式(3)を割り振り、大きな値をもつ表面を RNA 界面と見なす

方法である。 
Sx S( )= log2 P

i x( ) 

ここで、x はタンパク質表面のある位置を意味し、i はその位置に存在するアミノ酸残基種を意

味する。この方法で要素タンパク質の RNA 界面推定を行うと、正答率が非常に低いことが判

明した。そこで、要素タンパク質表面の近隣に存在するアミノ酸残基の予測値の平滑化と、

doublet propensity 式(6)の導入を行った。 

  
Sx ( AS) =

1
Nx

log2 P
j y( )

y∈7.0Α

Nx

∑  

  
Sx ( ASD) = Sx ( AS) +

1
Nx

log2 Pi( x ) j( y )
y∈7.0Α, y≠ x

Nx −1

∑  

  
Sx ( A2SD) =

1
Nx

Sy ( ASD)
y∈7.0 A

Nx

∑  

 タンパク質の機能部位を形成するアミノ酸残基は、分子進化の過程でよく保存されることが

わかっている。そこでゲノム塩基配列情報から、要素タンパク質と共通祖先由来のタンパク質

をすべて選び出し、アミノ酸配列の保存度を上記予測法と融合すれば、よい予測が可能であ

ると考えられる。共通祖先由来のタンパク質において、同一アミノ酸残基部位由来部分を見出

す手法（マルチプルアラインメント）によって、位置 x にあるアミノ酸残基種が判明した場合、位

置 x のアミノ酸残基保存度を以下の式であらわすことができる。 

  

Vi x( )= mi x( )
mj x( )

j=1

20

∑
,  Vi x( )= 1∑

⎛

⎝⎜
⎞

⎠⎟
 

ここで、mi(x)とは位置 x にあるアミノ酸残基種 i の数である。同様に位置 x と位置 y におけるア

ミノ酸残基ペアの保存度は、 

  

Uij x, y( )= mij x, y( )
mkl x, y( )

k ,l=1

20

∑
,  Uij x, y( )= 1

i, j=1

20

∑
⎛

⎝⎜
⎞

⎠⎟
 

ここで、mij(x, y)とは位置 x にあるアミノ酸残基種が i で、位置 y にあるアミノ酸残基種が j であ

る場合の数を意味する。これら保存度と singlet propensity および doublet propensity を利用し

て、要素タンパク質における RNA 界面を予測するには、以下のそれぞれの式を用いる。 

  
Sx (P) = − Vi x( )log2 Vi x( )

i=1

20

∑  

  
Sx (SP) = Vi x( )log2 Pi

i=1

20

∑  
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Sx ( ASP) =

1
Nx

Vj ( y) log2 Pj
j=1

20

∑
y∈7.0Α

Nx

∑  

  
Sx ( ASPD) = Sx ( ASP) +

1
Nx

Uij x, y( )log2 Pij
j=1

20

∑
i=1

20

∑
y∈7.0Α, y≠ x

Nx −1

∑  

  
Sx ( A2SPD) =

1
Nx

Sy ( ASPD)
y∈7.0 A

Nx

∑  

これらの予測方法を評価した結果、Sx(A2SPD)

による予測が約 80%の精度を持っていることが

わかった（図１６）。ここでいう精度とは、本予測

法によって、RNA 界面を構成すると予測された

残基のうちの約 80%が本当に RNA 界面を構成

していたという評価結果にもとづく。この予測に

おいては、すべての RNA 相互作用残基を予測

できたわけではなく、わずか 10%の RNA 相互

作用残基を推定できたにすぎない。つまり、

RNA 界面に存在すると予測された残基は、ほ

ぼ間違いなく実際に RNA 界面に存在するが、

まだまだ多くのアミノ酸残基が RNA 界面に存在

することを意味する。この程度の精度ならば、低

分解能像にあてはめた要素タンパク質の RNA

界面を予測した際に、予測された部分が RNA

界面になっていない場合は、そのあてはめの信

頼性が低いと見なすことが十分可能である。 

 生体超分子のひとつであるスプライセオゾームは多くの

タンパク質と RNA か

ら構成されている。そ

の構成要素のひとつ

であるタンパク質 P14

の RNA 相互作用面

を上記の方法で推定

できた（図１７）。この

予測により、図１７の

手前の面が、超分子

内部にある RNA 側を

向いており、奥側が超分子表面になっている可能性が

高いことがわかる。この情報と整合性をもつ電子顕微鏡

図１６：それぞれの予測法を用いて、86 タンパ

ク質の RNA 界面を予測した結果。横軸は本物

の RNA 界面残基を予測した割合。縦軸は予

測した RNA 界面残基が本当に RNA 界面であ

る割合。各残基の予測結果は数値で出るた

め、ある閾値を用いて予測結果を二分した。い

ろいろな閾値で評価したため、各予測法の評

価がグラフ内で線として表現されている。 

図１７：スプライセオゾームの要素タ

ンパク質における推定 RNA 界面 

図１８：要素タンパク質間の singlet 
propensity と doublet propensity 
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像へのあてはめ結果を選別できるようになった。 

 生体超分子の構造構築において、このような予測を積極的に用いている方法はまれであり、

多くの場合は、可視化された生体超分子構造を、研究者が過去の経験にもとづいて選別して

いるのが現状である。本グループによる研究は、選別の定量化と自動化に貢献すると考えら

れる。 

 同じ予測方法は、要素タンパク質の DNA 界面予測及び要素タンパク質間の相互作用面予

測に拡張できる。要素タンパク質界面の傾向に拡張した結果は図１８の通りである。このパラメ

ターを用いて要素タンパク質の相互作用部位推定が可能と考えられる。これらの拡張はこれ

からなされなければならない。 

(2)研究成果の今後期待される効果 

 原著論文発表[6]にあるタンパク質の RNA 界面を予測する方法は、今までにない新規の手

法である。また構造バイオインフォマティクスにおける様々な予測において、80%の精度をも

つ予測法は、高精度の手法と見なされることが一般的である。よってここで開発できた手法は、

タンパク質のRNA界面を推定する高精度の手法と位置づけることができる。原著論文発表[6]

に付随して、RNA 相互作用面予測ツールをインターネット上で利用可能としたところ

（http://yayoi.kansai.jaea.go.jp/qbg/kyg/）、本ツールの利用は、１日１.5 件以上の割合で利用さ

れ続けており、世界中のタンパク質-RNA 相互作用研究に貢献している。 
 

３．２ 基準振動解析による要素分子の構造変化推定法開発とあてはめの精密化法の開発

（日本原子力研究開発機構 生体超分子シミュレーション研究グループ）  

A. 基準振動解析法の開発（松本） 

(1)研究実施内容及び成果 

 ある生体高分子の原子分解能構造をＸ線結晶解析で得た場合と、同一の生体高分子

を電子顕微鏡単粒子解析した場合とでは、一見して立体構造が大きく異なる場合があ

る。この理由は、生体高分子の結晶構造形成による構造変化と、生体高分子が存在す

る環境の違いによる活性化型と不活性型の構造転移があげられる。いずれの場合でも、Ｘ

線結晶構造解析による原子分解能構造を、低分解能三次元像にあてはめるためには、原子

分解能構造を変形させる必要がある。従来は、タンパク質を部分構造（ドメイン）に切断し、ド

メイン構造単位で電子顕微鏡測定像にあてはめることが行われてきた。しかし生体中では、

生体分子が切断されて再配置されることで活性化型に変化するわけではない。ドメイン構造

単位であてはめを実行した場合にできあがった構造が、不活性型構造から物理的に到達で

きる構造である保証がない。タンパク質を切断することなく変形することでこの問題は解決でき

るが、分子動力学シミュレーションによってタンパク質を大きく変形させることは困難である。 

 そこで基準振動解析の手法を導入してタンパク質の構造変化を推定し、変形させた構造を

低分解能構造にあてはめる方法を開発した。従来のタンパク質基準振動解析では、タンパク

質全原子を用いた基準振動解析の結果が、タンパク質の熱揺らぎとよく対応することが議論

されてきた。昨今のタンパク質の基準振動解析研究では、低モードによる振動とタンパク質が
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機能を発揮するために必要な運動との関係が精力的に研究されている。その結果、低モード

方向の変形は、タンパク質の機能と関連している場合が多いことが判明してきている。さらに

基準振動解析手法を簡略化した方法が試されるようになり、タンパク質を構成する全原子で

はなく、アミノ酸残基をひとつの原子で代表させ、それらの原子を仮想的なバネで結合したモ

デルでも、タンパク質の運動を解析するためには十分なモデルであることがわかってきている。

基準振動と機能との関係、およびモデルの簡易化が実現したことは、生体超分子の基準振

動解析と不活性型構造から活性化型構造の推定ができるようになったことを意味する。そこで、

本プロジェクトでは、細胞膜外生体超分子インテグリンの不活性型Ｘ線結晶解析構造を、電

子顕微鏡単粒子解析で得られている活性化型構造へあてはめるための、基準振動解析シミ

ュレーションを行った（A. Matsumoto, T. Kamata, J. Takagi, K. Iwasaki, K. Yura 投稿中）。 

 今までのタンパク質基準振動解析研究による知見を利用して、ここではアミノ酸残基ひとつ

をひとつの原子（Cα）で表現をする簡易モデルを用いることとした。原子間の仮想的な結合は、

以下の基準にしたがって求めた。二つのアミノ酸残基 i, j において、それぞれの残基を構成

する原子（水素原子を除く）のいずれかの組みが距離 r 以内に存在するならば、i と j を表現

する原子を仮想的に結合する。結合のバネ定数は k とし、すべての結合で同一の値とする。

また、現在の距離では力がかからないとする（ティリオン・ポテンシャル）。さらに i と i+2、およ

び i と i+3 の残基間には、無条件で仮想的結合を導入する。このようにしてできたモデルの基

準振動を求める。 

 従来の研究で、低いモードの方向への動きがタンパク質の機能に関係する動きと関連する

ことが言われている。そこで、最低モードを含めて低い方から３つのモードによるインテグリン

タンパク質の構造変化を調べた。ここで用いた基準振動解析では、各モードにおける振幅を

決めることはできない。そこで、モデルを構築している原子の平均二乗変位が 0.1Å 以内にな

る最大の振幅を与えた。電子顕微鏡単粒子解析で得られているインテグリンの構造は、ほぼ

直線上に延びており、Ｘ線結晶構造解析により得られている原子分解能構造は、分子の中央

付近で二つ折りになっている。このような大きな構造変化を、１回の基準振動解析の結果から

見出すことは不可能である。そこで、３つのモードによる構造変化のうち最も延びる構造を選

択し、その構造を出発点にして再び基準振動解析を行う。この手続きを繰り返すことで少しず

つ構造を開いていき、電子顕微鏡像にもっともよく合う構造を導出した。基準振動解析計算

の繰り返しはモデル構造に変化が見られる限り続けた。 

 

 

図１９：基準振動解析の手法を繰り返し適用し、不活性型インテグリン（左）を活性化型（右）まで立ち上げた。 

 

 以上の方法を用いることで、インテグリン細胞外ドメインの構造を図１９のように変形させるこ
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とができた。ただし、この構造変化を起こさせるためには、375 番目の Leu、389 番目の Leu お

よび 633 番目の Arg において形成される仮想的結合を、切断する必要があった。これらのアミ

ノ酸残基は、Ｘ線結晶構造解析ではお互いに近くに存在し、インテグリンが立ち上がらないよ

うに施錠しているようにも見えた。 

 上記の構造変化をもたらすために用いたモードは、ほぼすべての段階で最低振動モードで

あった。このことは、インテグリンの構造変化が位相空間内の谷間に沿って移動して行ったこ

とを意味しており、Ｘ線結晶解析による折れ曲がった構造から立ち

上がった構造に至るまでの間に大きなエネルギー障壁はないと考

えられる。 

 立ち上がった構造を本プロジェクトで得られているインテグリンの

電子顕微鏡低分解能像にあてはめると、図２０のようになった。あ

てはめは本プロジェクトで開発した慣性主軸法を用いた。インテグ

リンは本来はα鎖とβ鎖の２量体であるが、Ｘ線結晶解析では、β

鎖の大部分が見えていない。図２０の右側は、β鎖が入る部分と

考えられるので、その部分の密度を無視してあてはめを行った。

基準振動解析により立ち上がった構造（赤）が低分解能像によくあ

てはまっていることがわかる。 

(2)研究成果の今後期待される効果 

 現在投稿中の論文（A. Matsumoto, T. Kamata, J. Takagi, K. Iwasaki, and K. Yura）では、電

子顕微鏡単粒子解析データにあてはめることができるタンパク質の原子分解能構造を提供で

きただけでなく、その構造を得るためには、375 番目の Leu、389 番目の Leu および 633 番目

の Arg の相互作用が何らかの方法で失わなければならないことを示した。活性化にこの相互

作用が重要であることを示したのははじめてであったため、分子生物学の手法を用いて、この

相互作用が構造変化を妨げる鍵になっているかどうかを確かめた。その結果これらのアミノ酸

残基を小型のアミノ酸残基に置換すると、インテグリンの機能制御がうまくいかなくなることが

判明した。今回の研究結果は、インテグリンの研究者に対して機能に重要な新しい部位を新

たに提示できたことを意味し、インテグリン研究の発展に貢献できたと考えられる。インテグリ

ンは細胞間相互作用に関与するタンパク質であり、血液凝固や免疫反応の際に活躍すること

がわかっている。そのため炎症抑制剤や血液凝固剤などの研究では、インテグリンと薬剤分

子との相互作用の研究が盛んに進められている。さらに今回の計算結果は、計算機によるタ

ンパク質基準振動解析の結果が、タンパク質の機能に重要な部位を予測できたことを意味す

る。インテグリンの例のように、局所的な相互作用の変化が大規模な構造の変化を引き起こ

すことは、タンパク質では頻繁に起こっていると考えられるので、ここで用いた手法が他のタン

パク質の構造変化の解析においても力を発揮すると期待される。 

 

B. あてはめの精密化法の開発（石田、堤、米谷） 

(1)研究実施内容及び成果 

図２０：立ち上がったイン

テグリン原子分解能構造

（赤と青）を電子顕微鏡

単粒子解析像（灰色）に

あてはめた。 
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 生体超分子低分解能像に、原子分解能要素分子構造をあてはめた直後には、要素分子を

剛体として扱っているために、あてはめがうまくいっていない部分が随所に存在する。生体超

分子構造形成過程では、要素分子の構造変化がある程度起こっているためと考えられる。ま

た要素分子のみでのＸ線結晶解析を行った結果、分子の結晶化の際に生体超分子内では

見られない相互作用が発生し、構造が変化してしまっていることも考えられる。よって要素分

子の構造変化（柔らかさ）を考慮しながら要素分子構造を低分解能の超分子構造にあてはめ

る必要がある。そこで本研究グループでは、立体化学的な拘束条件下で、分子動力学シミュ

レーションの手法を用いて要素分子の立体構造を生体超分子の低分解能像にあてはめる技

法を開発した。 

 分子動力学シミュレーションによるあてはめの最適化では、あてはめられた立体構造から擬

似的な電子顕微鏡像を次式で求める。 

sim ( ) ( )
k kM i M i

i
Gρ ρ= −∑r r r    （１） 

ここで、 sim ( )
kMρ r は k 番目のグリッド位置

kMr における計算による電子顕微鏡像のデータ値

で、 ρi は原子 i の原子質量、 ir  は原子 i の原子座標、G は Gaussian 関数である。  本技

法で用いる分子シミュレーションでは、次のエネルギー関数にもとづいて分子を運動させる。 

total EM EM strU k U U= ⋅ +    （２） 

ここで、 EMk は重み定数、 EMU は実験による電子顕微鏡像と計算による電子顕微鏡像との不

一致度を表す量で、次式のように求める。 

{ } { }( ) ( )2

exp simexp sim
1

1, ( ) ( )
2 k k

n

EM M M M M
k

U ρ ρ
=

= −∑r r r r  （３） 

ここで、 { }expMr  と { }simMr  はグリッド
1 2
, ,...,

nM M Mr r r におけるそれぞれ実験と計算による

電子顕微鏡像データの集合を表す。 (３)を最小化すれば実験による電子顕微鏡単粒子解析

像と、計算による電子顕微鏡像が最大限に一致するが、過度にあてはめると原子間に不自然

な衝突が生じる恐れがある。（２）の EMk  は、そのような過度なあてはめを抑制する適切な値

をもつパラメターである。 strU は、分子動力学シミュレーションで通常扱われる原子間の共有

結合と非共有結合にもとづく原子間相互作用エネルギーである。実験による電子顕微鏡像と、

計算による電子顕微鏡像の違いを最小になるように人工的な力（フィッティング力）は、次式に

したがい計算する。 

( ) ( )exp sim sim
1 sim

( )
( ) ( ) ( ) ( )

( )
k

k k M k

k

n
i M i

EM i M M M
k M

Gρ
ρ ρ ρ

ρ=

⎧ ⎫⋅ −⎪ ⎪= − ⋅ −Δ ×⎨ ⎬
⎪ ⎪⎩ ⎭

∑ r

r r
F r r r r

r
 （４） 

ここで、
M

Δr は
kMr 周りの差分演算子である。このフィッティング力を分子動力学シミュレーショ

ンが通常扱う共有結合と非共有結合にもとづく原子間相互作用力に加えて、分子を熱運動さ

せる。 

 分子動力学シミュレーションを用いて（２）を最小化するためには、系の温度を高温からゆっ

くりと 0 度に冷やすシミュレーティッドアニーリング法を用いるのが有力である。このように分子

動力学シミュレーションを用いることにより、物理化学的に可能な範囲の中で構造を変化させ
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ることができる。電子顕微鏡像の解像度によっては、タンパク質の二次構造など部分的な形状

が明瞭でない場合もありえる。このような状況にも対応できるように、分子動力学シミュレーショ

ンの実行時に、要素分子立体構造の任意の部分を剛体として扱えるようにした。これにより、

電子顕微鏡像において、信頼性の低い部分には原子を無理やりあてはめず、信頼性の低い

部分はシミュレーション開始時に構造を固定することも可能とした。 

 この技法を用いて、ポリペプチド合成生体超分子リボソームのＸ線結晶解析構造を、様々な

反応状態の電子顕微鏡単粒子解析像にあてはめることで、それぞれの反応状態に相当する

立体構造モデルを原子レベルで構築した。リボソームは要素分子であるタンパク質と核酸が

約５０個集合して構成される生体超分子である。 

 リボソームの原子解像度構造として、30S サブユニットと 50S サブユニットのＸ線結晶解析に

よる立体構造（PDB:1YL3 と 1YL4、解像度 5.5 Å、高度好熱菌由来、遺伝子情報翻訳進行状

態）を用いた。電子顕微鏡単粒子解析データとしては、EMBL-EBI に登録されている大腸菌

由来のリボソーム像で、以下の４つの状態にある６つを用いた。（１）ポリペプチド合成初期状

態のリボソームの像（登録番号 1003（解像度 11.5 Å、グリッド間隔 2.93 Å）） 。（２）ポリペプチド

合成状態のリボソームの像（登録番号1004（解像度13 Å、グリッド間隔2.25 Å））。（３）ポリペプ

チド合成終了状態のリボソームの像（登録番号 1005（解像度 14 Å、グリッド間隔 2.419 Å）、登

録番号 1006（解像度 11.3 Å、グリッド間隔 2.82 Å）、登録番号 1007（解像度 12.9 Å、グリッド間

隔 2.82 Å））。（４）ポリペプチド合成休止状態のリボソームの像（登録番号 1068（解像度 13.4 Å、

グリッド間隔 3.33 Å））。これらの電子顕微鏡単粒子解析データは、三次元グリッドの各点にス

カラ量をもつデータである。観測データとＸ線結晶解析により得られる構造との体積を合わせ

るために、電子顕微鏡データのグリッド点における値が閾値以上の場合は、グリッド点の値を

1 に、閾値未満の場合は値を 0 にした。閾値はリボソームの分子量から推定される体積にもと

づいて決定した。この２値化によって式（４）にあげるフィッティング力は、生体超分子表面で顕

著に現れるようになる。要素分子の構造変化は、多くの場合分子表面で起こることが期待され

るので、２値化は妥当な手続きと考えられる。分子動力学シミュレーションでは系の温度を高

温からゆっくりと 0 度に冷やすシミュレーティッドアニーリング法を用いて、物理化学的に可能

な範囲の中でリボソーム立体構造の最適化を実行した。なお最適化においては、静電相互作

用の計算に十分注意する必要がある。静電相互作用は長距離力であり、静電相互作用計算

を実行する際に長距離部分を無視するカットオフ距離を導入すると、そのことが原因になり、

シミュレーション結果に不自然なことが発生する（原著論文発表 [9]）。 

 本プロジェクトで開発した慣性主軸法を用いて、リボソーム X 線立体構造全体を電子顕微鏡

像にあてはめると、電顕微鏡像データの値をもつ全グリッド点のうち約 70%のグリッド点の近傍

に原子が存在するようになった（表）。その構造を初期値として分子動力学シミュレーションに

よる最適化を行ったところ、7%程度の向上が見られた。つまり、要素分子の柔らかさを考慮し

た手法は、剛体フィッティングより約 7%程度あてはめを向上させることができた。構築したリボ

ソームの立体構造と初期構造との違いは、全原子の平均二乗変位で約 5 Å 程度であった。ま

た各要素タンパク質は初期構造と比較すると、2 から 6Å 程度移動していることがわかった。こ
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れらの構造変化は、リボソームのポリペプチド合成の様々な反応状態における立体構造の違

いを反映していると考えられる。 

 立体構造モデルを電子顕微鏡単粒子解析像にあてはめる際には、要素分子の立体構造は

剛体として扱われる場合が多い。そのために、要素分子を構成する原子間に不自然な衝突が

生じたり、電子顕微鏡像と要素分子とのずれが残ることが問題となる。そこで本プロジェクトで

は、要素分子の柔らかさも考慮しながら要素分子を電子顕微鏡像にあてはめるための分子動

力学シミュレーションを実行するプログラムを開発し、より現実的な生体超分子原子分解能立

体構造をえることができるようにした。要素分子の柔らかさも考慮しながら要素分子を電子顕

微鏡像にあてはめる計算機的技法は、本プロジェクト以外でも開発されている。しかし多くの

技法では、計算コストを下げるために立体構造の変化を限定しているため、原子間の不自然

な衝突を完全に解消することができていない。ここで開発した技法は計算コストの問題を計算

手法の並列化によって解決し、要素分子を完全な形で取り扱うことを実現している。 

 

              表：さまざまなリボソームの状態にＸ線構造をあてはめた結果 

データベース登録番号 1003 1004 1005 1006 1007 1068 

剛体あてはめ度(%) 76.9 64.4 58.7 70.3 71.8 73.0 

最適化後(%) 83.1 72.6 65.8 79.6 80.0 77.7 

変異(Å) 5.04 5.77 4.59 4.54 4.67 3.50 

重心移動(Å) 1.27 1.96 1.20 3.08 3.21 1.53 

要素分子の配向(度) 2.44 3.40 3.10 6.57 6.75 2.81 

 

(2)研究成果の今後期待される効果 

 この技法を用いれば、様々な反応状態のリボソームの原子分解能の立体構造を網羅的に

構築することが可能になった。これらの立体構造の違いを詳しく解析することで、リボソームの

ポリペプチド合成機構の詳細がわかってくることが期待できる。 

 

 

３．３ 生体分子像データの取得（大阪大学 生体超分子電子顕微鏡像測定研究グループ）  

(1)研究実施内容及び成果 

 本グループは、原子分解能で判明している要素分子の立体構造をあてはめるための生体

分子低分解能密度図を提供してきた。透過型電子顕微鏡による生体分子の三次元構造解析

には、単粒子解析法がもっともよく使われる。しかし、単粒子解析法における最大の弱点は、

最終構造の信頼性を評価する手段がないことである。このために、慎重な構造解析が要求さ

れる。特に初期構造は重要であり、得られる結果も初期構造の影響を受けるため、たとえ低分

解能であっても正しい構造である必要がある。昨今は、単粒子解析用ソフトウェアパッケージ

の普及と共に、中央断面定理に基づいたコモンライン法（角度再構成法）による初期構造の

計算が頻繁に使用されるようになってきた。この方法を用いると、初期構造を得るために、改
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めてデータを取り直す必要がなく、非常に簡便に初期構造が得られるがゆえに、頻繁に使わ

れるようになっていると考えられる。対称性を内在する分子や、核酸などの強いコントラストをも

つ分子であれば、この方法を用いることは妥当である。しかし、対称性のない分子や構造が柔

軟に変化する生体分子では、コモンライン法はうまく動作しない。さらにこの方法で導出された

低分解能構造が正しいかどうかを評価できない。そこで本グループは、原子分解能要素立体

構造のあてはめに耐えうる、十分信頼性のある三次元低分解能構造を他チームへ提供するこ

とを第一の目的とし、低分解能構造導出法の開発も行った。 

 

Ａ．単粒子トモグラフィー（岩崎） 

 原子分解能要素立体構造のあてはめに耐えうる、十分信頼性のある三次元低分解能構造

を得るために単粒子トモグラフィーの手法を開発した（原著論文発表 [7]）。電子線トモグラフ

ィーは、通常、細胞のオルガネラなどの三次元可視化に使われる。つまり、平均化のできない

構造物を三次元再構成するための道具である。試料を電子顕微鏡内で-70°〜+70°まで、

あるいは-60°〜+60°まで 1°〜2°おきに傾斜させながら撮影し、得られた傾斜像シリーズ

から逆投影法などの方法により再構成する。この方法を生体高分子に使えば、角度が既知の

ため信頼性の高い三次元構造が得られる。 

 この方法は、大きな構造変化をおこす分子の解析にも利点がある。透過型電子顕微鏡の写

真は生体分子の投影像となっているため、同種の分子であるにもかかわらず異なる構造の像

が混ざっている場合には、一般的には粒子の配向が異なるためにそのように見えていると考

えられる。しかし生体分子が大きな構造変化を起こしている場合でも、異なる構造の像が混在

することになるため、実際には両者の区別はつかない。しかし電子線トモグラフィーの手法を

用いれば、真に一つ一つの粒子の三次元構造を求めることになるので、三次元構造に基づ

いて粒子の分類が可能になる。さらに、それら同一の構造をもった分子で像の平均化を行うこ

とができるので、分解能が改善された構造の異なる分子像が得られるようになる。このことは、

電子線トモグラフィーの手法が固有にもつ、試料傾斜角が制限されるためにおこるデータ欠

損領域による分解能の異方性の問題も解消できるのである。 

 本グループでは、電子線トモグラフィーの手法を生体高分子に適用するにあたり、新たにサ

ブティルトシリーズという概念を導入した。生体分子の電子線トモグラフィーの手法では、精製

した生体分子をネガティブ染色し傾斜像シリーズを撮った後に全体像を三次元再構成し、粒

子を切り出す方法が考えられる。しかしこの手続きでは、傾斜像シリーズを撮影している間に

試料が付着している支持膜（カーボン膜）が、電子線による照射のためにわずかながら変動す

る。そのために、トモグラフィーによる再構成領域が広がれば広がるほど、この歪みの影響が

深刻になり、得られる像が全体的にぼけた像となる。そこで、本グループは細胞のような大きな

構造物でなく、生体分子の三次元構造が目的であることを生かし、次の手順で解析を行った。

まず粒子一つ一つの画像を各傾斜像から切り出し、粒子一個一個についての傾斜像シリー

ズ（サブティルトシリーズ）を作製する。次にそれぞれで画像アライメントを行い、逆投影法によ

り再構成する。得られた三次元像の立体像アライメントを行い平均化する。この結果、アライメ
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ントの精度が格段によくなり、原子構造があてはめられるほどの質のよい生体分子三次元像を

得られるようになった。 

 

Ｂ．インテグリン（岩崎、永井） 

 単粒子トモグラフィー法を用いて、細胞接着分子受容体インテグリンの、α2β1 の三次元初

期構造を求めた。インテグリンは、αサブユニット 1８種類、βサブユニット８種類からなる２４種

類のヘテロダイマーを形成するタンパク質群の総称である。動物の基底膜や血小板など様々

な組織に存在することから、創薬と病理解明のターゲットとしても非常によく研究されている。

血小板や白血球に存在するインテグリンは、必要な時にのみリガンドに対する結合能を迅速

に発揮しなければならないが、その分子メカニズムは不明であった。２００１年に Arnaout らの

αvβ3 細胞外ドメインの原子構造の報告、および２００２年の高木らのジャックナイフモデルの

報告にて、分子メカニズムの解明が急速に展開した。 

 α2β１は I ドメインとよばれる部分を介して、コラーゲンな

ど様々なマトリックスおよび非マトリックスリガンドと結合する。

α2β1 は免疫応答において非常に重要な役割を果たして

おり、活性化された T 細胞や NK 細胞などに高発現している。

I ドメインを介してインテグリンがリガンドと結合したことが、何

らかの形で細胞内部に伝わり、その結果細胞に変化が生じ

ることが細胞生物学の手法によって明らかにされているが、

どのようにしてシグナルが細胞内へと伝わるかはまだ明らか

にされていない。この謎を解くためには、α2β1 の原子分

解能立体構造モデルが必要だが、インテグリンの結晶化は

非常に困難であるうえに、α2β1 インテグリンは糖鎖修飾が

他のインテグリンより非常に多いために、Ｘ線結晶解析は絶

望的である。しかし、幸いなことに I ドメインのみの結晶構造

は解かれており、その他のドメインは、αｖβ3 インテグリンと

類似であることが期待されるので、α2β1 の低分

解能像にそれらをあてはめることができれば、α2

β1 の原子分解能立体構造を得ることができ、活

性化のメカニズム解明の一助となりうる。活性化抗

体 TS2-16 を HEK 細胞で発現したインテグリンα2

β１の三次元像を、単粒子トモグラフィーの手法で

求めたところ、起き上がり型（図２１）と折れ曲がり型

と推測できる二種類の構造が観察された。 

 同様に、αvβ3 インテグリンの電子顕微鏡三次

元像をリガンド低親和性状態で単粒子解析で測定

し、すでにＸ線結晶解析によって原子分解能で明

図２１：インテグリンα２β１の

単粒子トモグラフィー法による

構造解析結果 

図２２：インテグリンαvβ３の非活性化型構

造を単粒子トモグラフィー法により明らかに

し、基準振動解析法により変形したＸ線原

子分解能構造をあてはめた結果。 
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らかになっている構造のあてはめを試みた。αvβ3 の結晶構造は折れ曲がっているために本

プロジェクトで開発した基準振動解析の方法により、構造を変形する必要がある。折れ曲がっ

た構造は、当初は結晶化による人為的構造変化だと思われていた。しかしその後、折れ曲が

った構造はリガンドに対する低親和性状態を反映している構造（非活性型）であることが実験

的に判明している。本グループでは、低親和性状態をつくりだす 5mMCa2+の条件下でαvβ

3 インテグリンを固定し、電子顕微鏡観察を行った。得られた像は非常に均一な構造に由来し

ていたことより、単粒子解析法を用いてαvβ3 インテグリンの非活性型三次元構造を得た。Ｘ

線結晶解析で得られている非活性型原子構造をあてはめたところ、Ｘ線結晶解析による構造

そのままではあてはまり度が悪く、分子の折れ曲がり角度をすこし緩くする必要があった（図２

２）。このことは、インテグリンの低親和性状態は、結晶構造解析の構造よりもやや開いており、

結晶内の構造は実際の折れ曲がり角度よりさらに曲げられていることを示唆している（原著論

文発表 [4,5]）。 

 

Ｃ．リーリン（岩崎） 

 単粒子トモグラフィー法により、脳の層構造形成をつかさどる細胞外タンパク質リーリンの構

造解析をおこなった。リーリンは、分子量 388kDa で、大脳皮質や海馬の神経構造の形成に

必須であることが知られている。リーリンのアミノ酸配列には、特徴的な繰り返し配列(リーリンリ

ピート)が 8 つタンデムに存在する。このリピートの一単位（第３リピ

ート）の結晶構造が岩崎の所属する研究室の禾らによって解かれ

た。さらに高次構造を求めるため、このうち 3 番目から 6 番目のリ

ーリンリピートからなる断片を発現精製した試料をネガティブ染色

にて観察した。この断片は、受容体に結合することが報告されて

いる。単粒子トモグラフィー法を適用したが、今回はさらに二軸で

の撮影を行い、データ欠損領域を抑えた。その結果、わずか１０

個の粒子から（単粒子解析では、通常４０００〜３０，０００個の粒子

を使用する）ドメイン一つ一つが区別できるほどの三次元像を得

ることができた。第３リピートの原子分解能立体構造を４つのドメイ

ンにあてはめたところ、互いに平行移動の関係にあることがわか

った（図２３）。非常に珍しい配向だが、第５リピートと第６リピート断

片のつながった結晶構造が同研究室より報告され、このあてはめ

が正しいことが証明された（原著論文発表 [8]）。 

 

Ｄ．PprA（岩崎） 

 DNA 修復促進タンパク質 PprA は、本プロジェクトの代表研究者らが所属する日本原子力

研究開発機構で単離同定されたタンパク質である。このタンパク質は、放射線抵抗性細菌

Deinococcus radiodurans の放射線抵抗性を生み出す因子のひとつと考えられている。単体

の分子量が 31kDa と小さいことから、ランダムコニカルティルト法を用いて初期構造を測定した。

図２３：リーリンの単粒子ト

モグラフィー解析と原子分

解能ドメインのあてはめ結

果
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ランダムコニカルティルト法は、カーボン膜への分子の吸着方向に嗜好性がある場合には利

用できる方法である。ただし、対称性のない生体分子の場合には、非傾斜像と傾斜像のペア

を４０００個以上の粒子数が含まれるまで撮影しなければならない上に、生体分子がランダム

にカーボン膜へ吸着している場合には本方法はうまくいかない。PprA は多量体を形成するこ

とから対称性をもつので、コモンライン法により初期構造を求めることもできた。コモンライン法

は、中央断面定理を用いて単粒子解析用のデータから初期構造を得る方法で、初期構造の

ためにあらためてデータを取り直す必要がない。しかし、ノイズに影響されやすく、対称性がな

い分子では間違った構造を与えてしまうことが多い。これらの手法により、PprA の初期構造生

成がうまくいった。 

 

Ｅ．クランプとクランプローダー（真柳、鈴木） 

 DNA は生物一個体のすべての情報を保存する分子であり、遺伝とはこの分子がもつ情報を

次世代に写すことに他ならない。DNA の情報を写す行為は細胞分裂の際にも起こる。DNA

の複製は、DNA ポリメラーゼによって行われる。DNA ポリメラーゼが DNA と相互作用し、

DNA を連続的に正しく複製するためには、DNA ポリメラーゼを DNA につなぎ止める分子が

必要である。クランプとよばれるこの分子は、環状構造をしており、DNA を完全に取り囲んで

いる。クランプと強く相互作用した DNA ポリメラーゼは、DNA の近傍に常に存在しながら、

DNA 上を移動することができ、連続して複製を実行することができるようになる。環状構造のク

ランプを DNA に装着する生体分子がクランプローダー

であり、クランプとクランプローダーの複合体は、DNA 複

製装置には欠かせない生体超分子である。 

 クランプとクランプローダーおよび DNA の複合体を構

築し、ネガティブ染色した資料を用いて単粒子解析を行

った。その結果 DNA を含むすべての要素分子の構造を

低分解能で明らかにすることができた（図２４）。えられた

構造からは、クランプが上下に開いていることがはじめて

明らかになった（図２４上）。本構造が発表されるまでは、

クランプローダーがクランプをどのように変形しているの

かは明らかになっていなかった。本グループの解析結果

は、クランプが左右ではなく上下に開くことを明らかにで

きたことが重要である（原著論文発表 [3]）。 

 

(2)研究成果の今後期待される効果 

 単粒子トモグラフィーの開発により、信頼性のある初期構造を素早く手に入れることができる

ようになった。これにより単粒子解析法の信頼性が高まり、結晶化の困難なタンパク質や大き

な構造変化が発生するタンパク質の構造解析への普及が進むものと考えられる。 

 ここで構造を明らかにできたいずれの分子もが医学薬学的に重要であり、ここでの成果が同

図２４：クランプ、クランプローダー、

およびＤＮＡから構成される複製生

体超分子の単粒子解析結果。 
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分野に貢献することが期待できる。 

 

 

４ 研究参加者 

   ①研究グループ名：生体超分子バイオインフォマティクス研究グループ 

氏 名 所 属 役 職 研究項目 参加時期 

由良 敬 日 本 原 子 力 研

究開発機構・シ

ステム計算科学

センター 

研 究 副 主

幹 

相互作用部位推定 平成 16 年 10 月～ 

 平成 20 年 3 月 

川端 猛 奈 良 先 端 科 学

技 術 大 学 院 大

学・情報科学研

究科 

准教授 画像フィッティング 平成 16 年 10 月～ 

 平成 20 年 3 月 

米谷佳晃 

 

科 学 技 術 振 興

機構 

Ｃ Ｒ Ｅ Ｓ Ｔ

研究員 
精密化手法開発におけ

る長距離相互作用の取

扱い 

平成 17 年 10 月〜 

 平成 19 年 3 月 

楫 和子 科 学 技 術 振 興

機構 

Ｃ Ｒ Ｅ Ｓ Ｔ

事務員 
事務整理 平成 16 年 12 月〜 

 平成 20 年 3 月 

 

   ②研究グループ名：生体超分子シミュレーション研究グループ 

氏 名 所 属 役 職 研究項目 参加時期 

石田 恒 日 本 原 子 力 研

究開発機構・量

子ビーム応用研

究部門 

研究員 精密化手法開発 平成 16 年 10 月～ 

 平成 20 年 3 月 

松本 淳 日 本 原 子 力 研

究開発機構・シ

ステム計算科学

センター 

研究員 基準振動解析法開発 平成 16 年 10 月〜 

 平成 20 年 3 月 

堤 遊 科 学 技 術 振 興

機構 

Ｃ Ｒ Ｅ Ｓ Ｔ

研究員 

精密化手法開発 平成 17 年 4 月〜 

 平成 18 年 11 月 

 

   ③研究グループ名：生体超分子電子顕微鏡像測定研究グループ 

氏 名 所 属 役 職 研究項目 参加時期 

岩崎憲治 大阪大学・蛋白

質研究所 

准教授 電顕像データ取得 平成 16 年 10 月～ 

 平成 20 年 3 月 

真柳浩太 

 

生 物 分 子 工 学

研究所・構造解

析研究部 

 

主 任 研 究

員 

電顕像データ取得 平成 16 年 10 月〜 

 平成 17 年 9 月 

鈴木博文 

 

科 学 技 術 振 興

機構 

Ｃ Ｒ Ｅ Ｓ Ｔ

研究員 

電顕像データ取得 平成 17 年 10 月〜 

 平成 18 年 5 月 
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永井里奈 

 

科 学 技 術 振 興

機構 

Ｃ Ｒ Ｅ Ｓ Ｔ

研究員 

電顕像データ取得 平成 18 年 4 月〜 

 平成 19 年 3 月 

 

 

５ 招聘した研究者等 

氏 名（所属、役職） 招聘の目的 滞在先 滞在期間 

宮下 治 （アリゾナ大学・助教授） 超分子構成要素タ

ンパク質の構造変

化を推定する手法

に関して話し合うた

め。 

日本原子力 研究

開発機構・システ

ム計算科学センタ

ー内 

平成 17 年 11 月

2 日～12 月 

12 日 

Steven J. Hayward （英国東アング

リア大学・上級講師） 

生体超分子構造の

要素タンパク質間界

面構造の詳細な分

類を共同で行い、要

素タンパク質構造あ

てはめの際に必要

なあてはまり度を測

定する基準構築を

試みるため。 

日本原子力 研究

開発機構・システ

ム計算科学センタ

ー内 

平成 19 年 2 月

25 日～4 月 6 日
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(４)特許出願 

①国内出願 (0 件)  

 

②海外出願 (0 件) 

 

(５)受賞等  

    ①受賞       なし 
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    ②新聞報道   なし 

 

    ③その他     なし 

 

７ 研究期間中の主な活動（ワークショップ・シンポジウム等）  

年月日 名称 場所 参加人数 概要 

平成16年 10

月 12 日 

CREST 研究の立ち上げ

に際して 

日本原子力

研究所関西

研究所 

6 名 予算打ち合わせと研究分

担について 

平成16年 

12 月 16 日 

最新情報交換 京都テルサ

第3セミナ

ー室 

6 名 バイオインフォマティッ

クスによる予測の現状と

電子顕微鏡で得られてい

るデータの報告 

平成16年 

12 月 22 日 

ターゲットの生体超分

子について 

大阪大学超

高圧電子顕

微鏡センタ

ー 

3 名 インテグリンの生物学的

意味の議論 

平成 17 年 5

月 12 日 

研究チーム会議 生物分子工

学研究所 

4 名 クランプ・クランプローダ構

造の解析について 

平成 17 年 5

月 18 日 

研究チーム会議 大阪大学蛋

白質研究所

3 名 COP９の構造の解析につい

て 

平成 17 年 7

月 19 日 

ナノテクノロジー分野別

バーチャルラボ間交流

セミナー 

日 本 原 子

力 研 究 所

関 西 研 究

所 

18 名 CREST 研究領域「ソフトナノ

マシン等の高次機能構造体

の構築と利用」の池口氏（横

浜市立大学）と情報交換 

平成 17 年 11

月 14 日 

研究チーム会議 大阪大学蛋

白質研究所

5 名 クランプ・クランプローダ構

造の解析進捗状況について

平成 18 年 8

月 21 日 

研究チーム会議 日 本 原 子

力 研 究 開

発 機 構 内

会議室 

15 名 マドリッド自由大学バイオテ

クノロジーセンターのホセ・

マリア・カルロス先生を招待

し、生体超分子電子顕微鏡

像のデータフォーマット統一

の動向と最新のあてはめ結

果の議論を行った。 

平成 18 年 11

月 8 日 

研究チーム会議 日 本 原 子

力 研 究 開

発 機 構 内

会議室 

12 名 フランス国立大学科学研究

センターのパスカル・アウフ

フィンガー先生を招待し、生

体超分子におけるタンパク

質と RNA との相互作用面の

構造についての議論を行っ

た。 

 

８ 研究成果の展開 

(1)他の研究事業への展開 

Ａ．文部科学省科学研究費補助金・基盤研究（Ｃ）（由良敬） 
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 本プロジェクトでは、要素タンパク質間相互作用の予測が重要な課題のひとつであった。その

研究を通して、超分子を形成しないタンパク質の相互作用を推定することの重要性が見えてき

たとともに、要素タンパク質間相互作用を推定する方法と同じ方法で、超分子を形成しないタン

パク質の相互作用も推定できる可能性が出てきた。そこでタンパク質一般の相互作用面と相互

作用の組みを推定する研究を独立の課題として、文部科学省科学研究費補助金・基盤研究(C)

に応募したところ、平成１９年度から２年間の研究として採択された。 

Ｂ．文部科学省ターゲットタンパク研究プログラム・基本的な生命の解明（岩崎憲治） 

 本プロジェクトにおいて、電子顕微鏡のよる生体分子単粒子解析の方法と、データの解析方法

を向上させることができた。ここで蓄積した技術、特に単粒子トモグラフィーの技術開発により、

細胞外に存在する可変性のタンパク質構造解析の道が開けた。そこで細胞接着装置を構成す

るタンパク質の総合的な研究展開として、「文部科学省ターゲットタンパク研究プログラム・基本

的な生命の解明」に応募したところ、平成１９年度より５年間の研究として採択された。 

Ｃ．文部科学省ターゲットタンパク研究プログラム・情報プラットフォーム（由良敬） 

 本プロジェクトにおいて、要素タンパク質のホモロジーモデリングの手法を多用した。プロジェク

ト開始時点では、ホモロジーモデリングの手法はほぼ完成していると考え、この手法を改良する

ことは視野に入れていなかったが、プロジェクト期間での利用を通して、解決しなければならない

問題点とその解決方法の案が見えてきた。そこで、タンパク質複合体のホモロジーモデリングの

手法を改良する研究課題として、「文部科学省ターゲットタンパク研究プログラム・情報プラットフ

ォーム」に応募したところ、平成１９年度より３年間の研究として採択された。 

 

(2)実用化に向けた展開 

 技術移転や実用化に向けた展開には到達しなかった。 

 

９ 他チーム、他領域との活動とその効果 

(1)領域内の活動とその効果 

 領域会議の場で別チームの研究代表者より、共同での研究展開のお話はあったが、本チーム

の研究開発時期との調整がうまくつかず、共同研究までは発展できなかった。 

 

(2)領域横断的活動とその効果 

 ＪＳＴ個人型研究さきがけとの交流により、大阪市立大学大学院理学研究科宮田真人氏（さき

がけ研究者）のマイコプラズマ滑走運動の研究を、日本原子力研究開発機構量子ビーム応用

研究部門河野秀俊氏（さきがけ研究者）とともにお手伝いすることができた（原著発表論文 [2]）。

病原性株も含まれるマイコプラズマは自発的に移動（運動）をすることができるが、その分子メカ

ニズムは明らかにされていない。宮田氏は運動に関係するタンパク質の遺伝子と、タンパク質の

二次元電子顕微鏡像を得ることに成功していたが、両情報を有機的に結合することができてい

なかった。本プロジェクトによるバイオインフォマティクス技術とあてはめ技術および河野氏のバ

イオインフォマティクス技術を融合することで、両情報をつなぐことに成功した。 
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 また、ＪＳＴ戦略的国際科学技術協力推進事業における対英国バイオナノテクノロジー分野との

交流により、日本原子力研究開発機構量子ビーム応用研究部門 石田恒氏（国際科学技術協

力推進事業研究代表者）が展開する「生体超分子を構成するタンパク質の構造変化研究」と協

力することができた。 

 

１０ 研究成果の今後の貢献について 

(1)科学技術の進歩が期待される成果 

 現在、電子顕微鏡イメージングにより得られた三次元構造への原子分解能立体構造のあては

めは、タンパク質の重要な性質である「一本鎖のポリペプチド」と「分子進化の産物」をほとんど無

視したやり方で行われている。これらを無視した手法では、生体中では不可能な構造も導出して

しまう場合があるため、正しい原子分解能の生体超分子構造がえられる確証がない。本プロジェ

クトで開発したあてはめ技法では、アミノ酸配列の連続性と相互作用界面の性質を考慮に入れ

たあてはめを実現しており、その結果として得られる原子分解能構造の信頼性は従来の結果よ

りも高いことが期待される。この期待のもとに、本プロジェクト終了後は、このあてはめ技法をさま

ざまなタンパク質の構造解析に使用し、方法の普及をはかる予定である。例えば、細胞外環境

に存在する生体分子は、未成熟細胞の分化を制御している。再生医療が重要視されている今

日、これら分子の構造情報を提供することは、分野の発展の基盤として重要であると考えてい

る。 

 

(2)社会・経済の発展が期待される成果 

 本プロジェクトでは、近年発展してきた電子顕微鏡単粒子解析を用いて、分子生物学の基礎

である生体分子の詳細な立体構造情報を導出する計算技術の開発を目的とした。本プロジェク

トの成果は基礎科学に位置づけられるため、成果が直接社会的な価値の向上をもたらすことは

むずかしいと思われる。しかし、本プロジェクトによる開発技術を洗練させることで、間接的に社

会に影響を及ぼす時が来ることを期待する。 

 

１１ 結び 

 本プロジェクトでは、低分解能生体超分子像に原子分解能要素分子構造をあてはめて、高分解

能生体超分子構造を導出する技法を３年間で開発し、電子顕微鏡による構造解析を行っている研

究者に使ってもらえるソフトウエアの開発を試みることをめざした。３年間の研究期間を終えてみる

と、技法開発の目途がほぼたったところで期限がきてしまい、ソフトウエアの開発まではできなかっ

た。技法開発も完成したとは言い難く、まだまだやるべきことが残ってしまった。プロジェクト立案当

初の読みの甘さを反省する次第である。 

 技法開発の段階で、あてはめの実行には予想以上の計算機能力が必要であることが判明し、普

通のＰＣで利用できるソフトウエアの開発は困難であることがほぼ明らかになった。本プロジェクトに

おいて、あてはめ初期構造形成には膨大なコンピュータメモリを利用する場合もあり、あてはめ構

造の最適化には並列大型コンピュータが必要であった。よって第２番目の目標の実現には、これか
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らのコンピュータ能力の発展を待たなければならない。 

 本プロジェクトで得られた技術は、いずれもが利用価値が高くこれからの発展が十分期待できる

ものと考えられる。低分解能生体超分子像への要素分子剛体あてはめ技術には、今までにないア

イディアが含まれており、これからの利用が期待される。要素分子の相互作用面推定は、生体超分

子の領域をすでに越え、世界中の構造生物学研究者が使いはじめている。基準振動解析の手法

を応用してタンパク質の活性型を推定する技術は、一部の細胞生物学者らに驚きとともに受け入

れらはじめている。単粒子トモグラフィー法は単粒子解析の新しい方法として受け入れられはじめ、

これからの発展が期待できる。本プロジェクトにおける個々の技術開発は、うまくいったと考えてい

る。これらの技術をくみ上げて統合技術にまでもっていくことができなかったところが、本プロジェク

トの未達成事項として残ってしまった。本プロジェクトの研究期間は終了してしまうが、プロジェクトメ

ンバー間での共同研究は引き続き継続し、本プロジェクトで開発した技法を組み上げた統合技術

の開発を試みる。 

 本プロジェクトの研究代表者を３年間務めさせていただいたが、研究代表者として痛感したことは

以下の２点である。第１は、プロジェクトメンバーに対してプロジェクトにおいてやるべきことを明確に

伝えることの困難さである。本プロジェクトでは技法の開発を目的としたが、技法の開発のみで終わ

っていては、技法が利用されることなく技法開発の意味がなくなってしまう。また技法は適用事例が

あってはじめて生きてくるものであり、また技法の問題点は適用事例のなかから見出されるものであ

る。技法開発の細かいことに埋没してしまうことは、大局的に見て有意義ではない。この理解のうえ

で、研究代表者は生物学的に重要な問題への技法適用を促し続けたが、理解を得られるまでに

かなりの時間を費やしてしまった。第２は、若手研究者育成の困難さである。本プロジェクトで実現

しようとした技法開発に必要な知識は、現在の大学の教育カリキュラムから見ると非常に多岐に渡

っており、そのためにむずかしい分野に見えてしまう。そのような状況であったために、本プロジェク

トに参加してくれる若手研究員を見出すことは困難を極めた。さらに、本プロジェクトに参加してい

る研究員すべてが「地方」に研究拠点を置いていることが、困難さに拍車をかけることとなった。研

究期間を通して４名の博士研究員に参加してもらえたが、この人数は当初計画の半数であった。

本プロジェクトのような学際的な分野を切り開くには、大学に身をおき時間をかけて研究者を育てる

必要があることを痛感した次第である。 

 以下に、本プロジェクトに参加してくれた方々の写真を掲載しプロジェクトに協力してくれたことに

感謝を示す。また本プロ

ジェクトで購入またはリー

スし、計算を実行した物品

の写真もここに掲載する。 

 最後に、本プロジェクト

の推進にご支援とご助言

を下さった、研究総括の

相澤益男先生と雀部博之

先生に感謝いたします。 
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