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はじめに 
タンパク質上の単なる窪みと結合サイトと

の違いは、どこにあるのか？ 我々は、リガン

ドの結合サイトは、タンパク質上の他の窪みよ

りも疎水性が高いと考え、経験的疎水性ポテン

シャル 1)に基づく結合サイト探索プログラム

HBOP を開発した 2,3)。そして、タンパク質-リ
ガンド複合体 X 線構造のあるタンパク質 26 種

（複合体構造 72 個）において検証した結果、

結合サイトを 100%検出できた。しかしながら、

HBOP で真の結合サイトを含む複数の疎水性サ

イトが検出された場合に、U1A Protein のように、

疎水性の最も強いサイトが結合サイトでない

タンパク質もあることがわかった。結果として、

約 92%のリガンドが、最も疎水的な領域に結合

していることを示せたが、複数検出された場合

には、結合サイトを 1 つにまで絞り込むことは

できなかった。 
一般に、リガンド（鍵）が、タンパク質の結

合サイト（鍵穴）に結合する際に、多かれ（主

鎖レベル）少なかれ（側鎖レベル）、結合サイ

トの induced fit が起きると考えられている。そ

こで、この動的柔軟性が、結合サイトのもう 1
つの特徴でないかと考え、タンパク質のリガン

ドが結合していない状態の X 線構造にブラウ

ン動力学法を適用して、結合サイトとその他の

疎水性サイトの動的揺らぎを測定した。 

 

方法 
タンパク質検証セット 
表 1 に、検証に用いたタンパク質のリガンド

非結合時、結合時、それぞれの PDB ID を示し

た。Induced fit が大きなタンパク質 2 種、U1A 
Protein と Protein-Tyrosine Phosphatase 1B 
(PTP1B)、小さなタンパク質 2 種、β-Tripsin と

Neuraminidase、の計 4 種を検証に用いた。結合

サイトを構成するアミノ酸残基の N、Cα、Cβ、

C、O 原子を用いて測定した rmsd 値も併せて表

に示す。 
 

表 1 タンパク質検証セット 

PDB ID rmsd
Protein 

Free Bind (Å)

U1A Protein 1FHT 1URN 5.465
PTP1B 2HNP 1C85 2.771

β-Tripsin 2PTN 3PTB 0.395

Neuraminidase 1NN2 2BAT 0.392

 

HBOP による疎水性サイトの検出 
4 種類のタンパク質について、リガンド非結

合時の X 線構造の周り 10Å に、1Å 間隔で格子

点を発生させ、各点における疎水性ポテンシャ

ルエネルギー1)（式 1）を計算した。 
 

10/0.2 D
H eRG −−=∆ ・・・(1) 

 

ここで、∆GHは、疎水性ポテンシャルエネルギ

ー（kcal/mol）。R=R1R2/(R1+R2)、R1 は、タンパyamaotsun@pharm.kitasato-u.ac.jp 
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ク質中の炭素原子の半径、R2は、格子点上のプ

ローブ炭素原子の半径。D=R12-(R1+R2)、R12 は、

タンパク質中の炭素原子と格子点間の距離。計

算には、タンパク質中の疎水性残基（Gly, Ala, 
Val, Leu, Ile, Met, Trp, Phe, Pro）のカルボニル炭

素を除く炭素原子を用いた 4)。そして、最も疎

水性の強い領域をリガンド結合サイトとして

同定した（式 2）。 
 

( )maxminmin 3.07.0 HHHH GGGG ∆+∆≤∆≤∆ ・・・(2) 
 

ここで、 min
HG∆ は、最小疎水性ポテンシャルエ

ネルギー値、 max
HG∆ は、最大疎水性ポテンシャ

ルエネルギー値。HBOP により検出された疎水

性サイトの格子点から 4Å 以内のアミノ酸残基

を結合サイトの候補として定義した。 
 

ブラウン動力学法による平衡アンサンブルの 
生成 

溶液中でブラウン運動する粒子の運動は、ラ

ンジュバン方程式（式 3）によって記述される。 
 

Bm
dt
dm FvFv

+−= ζ ・・・(3) 

 

ここで、m は、粒子の質量、v は、速度、t は、

時間、F は、相互作用力、mζは、摩擦係数、FB

は、ランダム力である。ζは、ストークスの法

則から、(4)式で導かれる。 
 

maπηζ 6= ・・・(4) 

 

ここで、ηは、粘度、a は、粒子半径である。 
我々は、ブラウン動力学法のためのアルゴリ

ズムとして、Ermak と Buckholz の式を採用した
5,6)。 

各タンパク質の X 線構造を初期構造として、

ブラウン動力学法プログラム brownian7-10)を用

いて、1 ns ブラウン動力学法を行い平衡化し、

構造アンサンブルを得た。 
 

回転楕円体近似による結合サイトの特徴抽出 
HBOP より検出された候補結合サイトを構成

するアミノ酸残基の重原子の座標に関して主

成分分析を行い、得られた 3 つの主成分（長軸、

中軸、短軸）を用いて、アミノ酸残基の空間的

配置を回転楕円体近似した（図 1）。ブラウン動

力学法により得られた構造アンサンブルにつ

いて、各候補結合サイトの動的揺らぎの指標と

して、回転楕円体体積の平均と標準偏差を求め

た。そして、体積変動の大きさ（回転楕円体体

積の標準偏差）を真の結合サイトと、検出され

た他のサイトとで比較した。 
 

 
図 1 サイトを構成するアミノ酸残基（Ball & Stick）とそ

の配置の回転楕円体近似（太線）。点線は、タンパク質表

面。 

 

結果と考察 
HBOP により検出された疎水性サイト 

4 種類のタンパク質のリガンド非結合時の X
線構造について、HBOP プログラムを用いて、

疎水性サイトを検出したところ、いずれも真の

結合サイトを含む複数の疎水性サイトを検出

し た （ 図 2 ）。 Neuraminidase 、 β-Tripsin 、

Protein-Tyrosine Phosphatase 1B (PTP1B)につい

ては、疎水性の最も高いサイトが、結合サイト

であった（図 2b～d）。しかしながら、U1A Protein



97 

については、3 番目の疎水性サイトが、結合サ

イトであった（図 2a）。 
 

結合サイトの特徴 
表 2 に示すように、4 種類のタンパク質全て

で、トラジェクトリ中の結合サイトの体積変動

が、他の疎水性サイトに比べて大きかった。こ

れは、結合サイトが、他のサイトと比べて、揺

らいでいることを意味している。 
 

表 2 各タンパク質のトラジェクトリ中における疎水性

サイトの体積変動 

Protein Site Volume (Å3)

U1A Protein 1 1041.8 ±39.5
 2 863.4 ±71.2

 3 710.1 ±73.4

 4 587.5 ±32.5

PTP1B 1 1232.1 ±97.0

 2 1152.2 ±54.6
 3 897.0 ±63.3

β-Tripsin 1 1488.4 ±59.1

 2 868.4 ±47.6
 3 838.3 ±56.5

Neuraminidase 1 1770.1 ±107.0

 2 1692.3 ±105.8

枠線は、結合サイト。 

 

U1A Protein や PTP1B のように、induced fit
が起きるタンパク質において、リガンドフリー

の状態で、結合サイトが元々揺らいでいるのは、

きわめて妥当である。しかし、induced fit のあ

まり起きていない Neuraminidase やβ-Tripsin に

おいても、結合サイトが他の疎水性サイトより

も揺らいでいるという結果は、一見矛盾してい

るように思われる。 

a) U1A Protein 

 
b) PTP1B 

 
c) β-Tripsin 

 
d) Neuraminidase 

 
図 2 タンパク質単独の X 線構造で検出された疎水性サ

イト（左）と複合体 X 構造（右）。番号は、疎水性の強さ

の順序を表している。 
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しかしながら、次のように考えることで統一

的な解釈が可能である。酵素の場合、反応物で

ある基質をしっかりとキャッチし、遷移状態に

構造変化して触媒反応を進め、最後に生成物を

スムーズにリリースするためには、タンパク質

に動的柔軟性がなければならない。また、受容

体であれば、シグナル伝達を起こすために、タ

ンパク質の構造変化が必要であろう。従って、

この動的柔軟性は、タンパク質のリガンド結合

サイト固有の性質であると考えられる。 
 

結論 
Induced fit の大きなタンパク質 2 種、小さな

タンパク質 2 種の合計 4 種類のタンパク質につ

いて、結合サイトの揺らぎを他のサイトと比較

した結果、全てのタンパク質で、結合サイトは

他に比べて大きく揺らいでいた。このことから、

動的柔軟性が、リガンド結合サイトの重要な特

徴であると思われる。 
従って、疎水性によるサイト探索法とこの動

的柔軟性の 2 つの指標を用いることで、ほぼ確

実にタンパク質上のリガンド結合部位を同定

することが可能となると考えられる。 
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