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学位論文内容の要旨

    最近、コンピュータを駆使した大量のゲノム配列や立体構造の情報解析から、生物の基本的な原

理を解き明かすバイオインフオマテイクス研究が注目を集めている。本論文においてコンピュータを

利用した幾何学的解析から蛋白質の立体構造の原理を解明した。まず、最小二乗法により3次元のデー

夕点から最適な円を求める方法(3D circle fitting法）と最適なヘリックスを求める方法(Helix fitting

法）を開発した。この3D circle fitting法をロイシンリッチリピート(LRR)蛋白質の立体構造に適用し、

一つの構造原理を見出した。さらに、Helix fitting法を二次構造のーつである310- helixに適用し、蛋

白 質 中 の 3io- helixは 本 質 的 に 不 完 全 な へ り ッ ク ス で あ る こ と を 見 出 し た 。

    3D circle fitting法とHelix fittinq法堕囲登；最小二乗法を利用して、これらのフイッテイン

グ法を開発した。最小二乗法は、二次元のデー夕点から最適な直線の方程式を導くためによく使われ

ており、この方法を3次元のデー夕点から最適な円を求める方法に拡張した。デー夕点Xiから任意

の円までの最短距離を戚薑）とする。そして、lterationのテクニックによりこのd(Xi)の二乗の和(rmsd)

を最小にした。このrmsdが最小の時、最適な円の半径尺と円の中心座標を与える。この方法により最

小3個のデータ点から正確な半径尺を求めることができる。

    ヘリックスはラセン構造で、ヘリックスピッチ(P)（1回転当たりのヘリックス軸方向の距離）

とへりックスの半径（r）を用いて表すことができる。デー夕点Xiから任意のヘリックスまでの最短

距離をd(Xi)とする。このd(Xi)の二乗の和(rmsd)が最小になる時、最適なPとr丶さらにへりックス

軸を与える。この方法により、最少で4個のデータ点から正確なへりックスパラメータを計算すること

が で き る 。 こ の 計算 の ため の ア ルゴ リ ズム は 、 世界 で は じめ て 独自 に 開 発さ れ た。

    慝墮形里i2Z塑Z乏塑望ニb蛋白質堕麓位鰹抵； LRR蛋白質は、バクテリアからヒトまで4千種類以上

の蛋白質中に見いだされており、その数は爆発的に増加している。植物LRR蛋白質においても2千個以上

存在することが知られている。このLRR蛋白質は、植物の病原体抵抗性、動物の自然免疫、アポトーシス、

細胞接着、遺伝子の組み替え、DNA修復、転写などの様々な機能発現に関与している。例えばりボヌクレ

アーゼインヒビター(RI)の一次構造は、28残基あるいは29残基からなるりピートが連続して17
回繰り返ししている。このLRRのコンセンサス配列は、Lx函Lxx（N′C）xLx砲≦2墜xxLxxxLxxxxxで表わ

される。ここで、Lはロイシン、Nはアスパラギンを示す。このRIの立体構造は、分子全体として

馬蹄形をしていることが明らかにされた。また、それぞれのLRRモチーフはp‐シート（コンセンサ

ス配列の図の部分）、ループ、伐ーヘリックス（コンセンサス配列の翌墜xxLxxxLの部分）からなる超
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二次 構造を とってい る。ここで、この超二次構造をp哦モチーフと名づける。しかしながら、Rlの

LRRとは異 なるさま ざまな モチーフ が、少 なくとも6種類以上存在していることが知られている。

我々は、このような著しい多様性が、蛋白質立体構造の原理を理解する上で格好の材料を提供していると

考 え 、 こ れ ま で 立 体 構 造 が 解 かれ た 15個 の LRR蛋 白 質 に3D circle fitting法 を 適用 し た 。

  すべてのLRR蛋白質は馬蹄形をしているので、円弧とみなすことができる。3D circle fitting法に

より円弧の半径(R)と回転角を求めた。実際のデータはグ・シート部分に相当するコンセンサス配列

の4番目 のロイシ ンのa炭素の 座標を用 いた。 RlではLRRが17回繰 り返して いるので、デー夕点は

17個となる。

    Rlはp-aモチーフ、internalinは汐-310モチーフ、yopMはグ‐ポリプロリン1｜(pll)モチーフ、

Nogo receptorはpザター ンモチー フをと る。これらのモチーフの違いに依存して、さまざまな値

の半 径をと ることが 明らかにし、p-a、p- 3io丶p- pll、p-pの順序で、円弧の半径Rが大きくなる

ことをみいだした。逆に、繰り返し単位当たりの回転角ずは、半径Rとは異なり、この順序で小さく

なる。  隣り合ったデー夕点とデー夕点の間の平均距離すなわちp-シート間の平均距離は、半径尺

と回転角≠を使って2 Rs加r≠／2）と表わされる。計算結果は、この平均距離が立体構造が解かれたす

べてのLRR蛋白質において一定であることを示した。

    次に、LRRリピートのそれぞれのp‐シートを3次元空間中にーつのべクトルで表した。このべク

トル表示1ま、LRRにおいてーつの面を形成し、この面の傾きは次第に変化することを明らかにした。

こ の 面 は ト ポ ロ ジ ー の 分 野 で 有 名 な メ ビ ウ ス の 帯 で 近 似 で き る こ と を 示 唆 し た 。

    三迭接造墨10＝仝竺22墨堕捷遣鰹蚯；  蛋白質にはa-helix、3io- helix、n-helixの3種類のへりック

ス構造が知られている。310- helixは3残基で1回転するへりックス構造である。この310- helixはf番目の残

基のカルボニル酸素とf十3番目の残基のアミドプロトンとの間に水素結合が繰り返して形成される。Idealな

3io- helixは、-49°と-26°の2面体角（¢、(）で表される。我々は立体意構造が解明されているすべて

の蛋白質の3io- helix部分を同定し、Helix fitting法を適用した。1.6A以のX線構造解析PDBファイルか

ら抽出した689個の蛋白質から検出した3io- helix部分のa炭素の原子座標を用いて、ヘリックスパラメータ

ー （ ヘ リ ッ ク ス ピ ッ チ P、 1回 転 当 た り の 平 均 残 基 数 n、 ヘ リ ッ ク ス 半 径 r） を 求 め た 。

  まず、3io- helixの2面体角（¢、¢）をRamachandranプロットした。5-7残基からなる3io- helixにお

いて、各位置がC末端側に近づくにっれ¢は増加し、逆に(は減少した。また、8残基および9残基からな

る3io- helixの場合、このようなシフトが2回繰りかえしていた。

  次に、我々はrmsdに基づぃて、3io- helixをregularとirregularの2つのタイプに分類した。その結果、

regularな310- helixにおいて、P、n、rの全てが、ヘリックスの長さにかかわらずidealな値(P= 5.80A、

n‘3．0．r二ニ1.89 A)よりも大きくなっていた。また、ヘリックスが5残基から8残基と長くなるにっれ、Pは増加

した。逆に、nとrは減少した。このことはへりックスが長くなるにっれ、3io- helixは、細くて長くなることを示し

ている。さらに、regularな310ーhelixが存在する割合が、ヘリックスが長くなるにっれ減少した。そして、9残基

より長い310ーhelixはすべてirregularを示した。平均構造を用いたエネルギー計算の結果から、regularな

310- helixがへりックスが長くなるにっれ、不安定になることが示唆された。

    以上の結果から、蛋白質中に存在する3io- helixは、無限に長いregularなhelixはinherentな性質と

して不可能であることを示している。このような特徴をもつ3io- helixに対して、高分子結晶学の分野で知られ

ているパラクリスタルとの類似性から、パラヘリックスと名づけた。

本研究において、3D circle fitting法とHelix fitting法を開発することを世界ではじめて成功した。こ
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れら2つの方法は、蛋白質の立体構造の特徴およびその原理の解明に有効であることを明らかにした。

これらの知見は蛋白質の立体構造予測法の開発やドラッグデザインの開発にも役立っものと期待し

ている。
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学位論文審査の要旨
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    学位論文題名

    Structural Principles of Proteins Revealed

    by Computer-aided Geometrical Analysis

（蛋白質の立体構造原理解明へのバイオインフオマテイクス研究）

    本論文は6章からなり図20，表6、総頁95からなる英文論文で、別に参考論文1編

が付されている。

    コンピュータを駆使した大量のゲノム配列や立体構造の情報解析から、生物の基本的な

原理を解き明かすバイオインフオマテイクス研究が注目を集めている。本論文は蛋白質の立

体構造の定量的幾何学的解析のための新しいプログラムを開発し、そのプログラムをロイシ

ン リッ チリ ピート (LRR)蛋 白質 と蛋 白質 中の3io- helixに適用したものである。

  3D circle fitting法とHelix fitting法の開発（第2章および第3章）：まず、最小二乗法

により3次元のデー夕点から最適な円を求める方法（3D circle fitting法）と最適なへりック

スを求める方法（Helix fitting法）を開発している。3Dcircle fitting法から、最少3個のデー

タ点から最適な円の半径尺と円の中心座標を得られる。また、Helix fitting法からは、最少4

個のデータ点から最適なヘリックスピッチPとへりックス半径を同時に精度よく得られる。こ

のHelix fitting法のためのアルゴリズムは、本研究において世界ではじめて独自に開発され

たものである。

  馬蹄形ロイシンリッチリピート(LRR)蛋白質の定量的幾何解析（第4章）：LRR蛋白質は、バクテ

リアからヒトまで4，000以上の蛋白質中に見いだされており、その数は爆発的に増加している。植物L

RR蛋白質においても2，000個以上存在することが知られている。ほとんどのLRR蛋白質は、蛋白質

ーリガンド相互作用に関与することが知られている。この相互作用をとうして植物の病原体抵抗性、動

物の自然免疫、アポトーシス、細胞接着、遺伝子の組み替え、DNA修復、転写などの様々な機能発

現に関与している。

    これまでLLRドメインを含む立体構造は、15種類のLRR蛋白質について原子座標レベルで解

かれている。それらのLRR蛋白質はすべて、馬蹄形をしていることが明らかにされた。

Enkhbayar氏は、馬蹄形が円の一部（円弧）とみなせることに気づき、3Dcircle fitting
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法から円弧の半径Rと回転角Vを求めた。この回転角Vを使って、リピート単位あたりの平

均の回転角（(o)を計算した。

    3 Dcircle fittingの解析結果から、Rにおいて16Aから46Aに値を得た。一方、のは

6°から17°の値を得た。R｜はp-aモチーフ、internalinはp-3ioモチーフ、yopMはp-ポリ
プロリン1｜(pll）モチーフ、Nogo receptorはp-p夕ーンモチーフをとる。したがって、こ

れらのさまざまなRとmの値は、それぞれのLRR蛋白質の構造を特徴づけている。さらに

Rとmの値から、2 Rsin(¢ /2)の量をい計算し、この量がすべてのLRR蛋白質におして一

定であることをみいだした。
    次に、LRR1」ピートのそれぞれのp-シートを3次元空間中にーつのべクトルで表す方

法を開発している。このべクトル表示から、LRRにおいてーつの面を形成し、この面の傾
きは次第に変化することを明らかにした。この面はトポロジーの分野で有名なメピウスの帯

で近似できることを示唆した。゛
    以上の、本研究において行われた定量的幾何解析は、他に類をみないまったく独自な

アプローチである。

二次構造3 io-ヘリックスの構造解析（第5章）：  3io- helixは3残基で1回転する

へりックス構造である。、Idealな3io- helixは、n=3.0、P=5.8Ar“1.89Aのへりックススパ

ラメータをとる。ところが、蛋白質中の310- helixのコンフォメーションは、ldealな3io- helix
と異なることが報告されている。そこで、Enkhbayar氏は、蛋白質中の3io- helixの精度の

よいへ1」ックススパラメ一夕を、本研究において開発したHelix fitting法を用いても求めた。

同時に、蛋白質中の3io- helixをregularとirregularの2つのタイプに分類する評価法も開

発している。その結果、「egularな3io- helixにおいて、P、n、rの全てが、ヘリックスの長

さにかかわらずidealな値よりも大きく。なることを示した。さらに、ヘリックスが長くなる
にっれ、3io- helixは、細くて長くなり、また、regularな3io- helixが存在する割合が、ヘ

リックスが長くなるにっれ減少することをみいだした。さらに、工ネルギー計算から、「egular
な310- helixがへりックスが 長くなるにっ れ、不安定になることを示した。

    以上の結果から、蛋白質中に存在する3io- helixは、無限に長いregula「なhelixは
inherentな性質として不可能であることを明らかにした。蛋白質中の310- helixを、高分子

結晶学の分野で知られているバラクリスタルとの類似性から、バラヘ1」ックスと名づけるこ
とを提案している。

    本研究で開発した3 Dcircle fitting法、Helix fitting法は、蛋白質の立体構造解析のため

の基本的なツールになることが期待される。また、この立体構造解析手法をLRR蛋白質と

りガンドとの相互作用のメカニズムの解明に適応することにより、植物の抵抗性遺伝子の機

能発現の解明にも役立っものと期待される。よって審査員一同は，Purevj avEnkhbayarが博

士（農学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認めた。
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