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タンパク質分子は、ほどけた紐のよ
うな状態からアミノ酸配列に指定さ
れた立体構造に折り畳むことで機能を
発揮しています。また、タンパク質の
配列空間は天文学的に広いです。例
えば100残基のタンパク質のアミノ
酸配列パターンの総数は20100 ( ～
10130)通り考えることができますが、
地球上に存在する1,000万の生物種
が、それぞれ10万種類の遺伝子を持
つとしたときのアミノ酸配列パター
ンの総数は1012通りしかなく、前述
の10130通りは圧倒的に大きい数と
理解することができます。古賀グルー
プでは、この広大な配列空間の中から、
新規タンパク質を創り出すための合理
設計手法を開発してきました。特に、

主鎖を含めてゼロからタンパク質を創
り出すこと、もうひとつは自然界のタ
ンパク質を改造することの２つのアプ
ローチで研究を行ってきました。紙面
の都合上、本稿では前者に絞って記し
ます。

整合する局所および非局所相互作用に
関するデザインルール
自然界のタンパク質構造を観察する

と、タンパク質が発現する機能は、複
雑で多様なタンパク質構造が生み出し
ていることが分かります。そのため
私達の望む機能を持つタンパク質を
創るためには、タンパク質構造を自在
に設計する技術の構築が重要となり
ます。ノーベル賞をとったAnfinsen

は「タンパク質は自由エネルギー最小
に対応する立体構造に折りたたむ」と
いうタンパク質熱力学原理を提唱しま
した（Anfi nsen, C. B. Science 181 , 223-

230, 1973）。これをタンパク質折り畳

み第１原理とすると、郷は第2原理で
ある整合性原理を提唱しました（Go, 

N. Annu. Rev. Biophys. Bioeng. 12 , 183-

210,1983）。これは「折り畳み後のタン

パク質構造は、自由エネルギー最小で
あることに加えて、アミノ酸配列上近
い残基間に働く局所相互作用と、遠い
残基間に働く非局所相互作用が、矛盾
なく天然構造を安定化するように設計
されている」というものです。私達は、
この原理を満たすようなタンパク質を
設計するためには、どうすれば良いか
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ゼロからの新規タンパク質デザイン
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図1  デザインルールを用いた構造設計。
A) 整合する局所および非局所構造に関するデザインルール。B) 主鎖構造設計図：N, CはN, C末端、四角はストランド残基、細長い長方形は
ヘリックス、曲線はループを表す。赤の四角はヘリックス、白と青の四角はストランド、黒はループを示す。数字はルールで決めたヘリックス
とループの長さを表す。青の四角は側鎖が紙面手前に、白の四角は側鎖が紙面奥にあることを示す。C) 設計図を基に構築された主鎖構造。
D) 設計されたタンパク質構造。Cで設計された主鎖構造をもとに、これを安定にするような側鎖構造を構築する。
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と考え研究を進め、その結果、整合す
る局所および非局所構造に関するデザ
インルールを発見しました（図1A）[1]。
このデザインルールは、連続する2次
構造が形成する非局所構造と辻褄の合
う局所主鎖構造（ヘリックスやス
トランドの長さおよびループの長さと
形状）を記述するものです。一般的に、
タンパク質がどのような立体構造に折
り畳むのかは、アミノ酸配列、言い換
えると側鎖の並びに着目されがちです。
しかし、これらのルールは、タンパク
質がどのような構造に折り畳むのかは、
側鎖（アミノ酸配列）の詳細というよ
りも、局所主鎖構造が重要であること
を意味しています。私達は、これらデ
ザインルールを使って、様々な型

タンパク質の主鎖構造設計図を描き
（図1B）、この設計図をもとに主鎖構
造を構築し（図1C）、この主鎖構造
を安定にするような側鎖構造を設計し
たところ（図1D）、４本ストランド
からなる様々なトポロジー（2次構造
の3次元空間上の配置と、ループによ
るこれら2次構造のつなぎ方）の

型タンパク質構造について原子レベル
の正確さで主鎖を含めてゼロから構造
を設計することに成功しました（図2）
（Koga, N. et al. Nature 491, 222-227 , 

2012; Lin, Y.-R. et al. Proc. Natl. Acad. 

Sci. USA 112 , E5478-E5485, 2015）。

疎水性コアがほぼバリンでも折りたた
み超安定なデザインタンパク質

興味深いことに、我々
がデザインしたタンパク
質は自然界のタンパク質
とは異なって、殆どのも
のが100℃でも変性しな
い超安定な構造を形成し
ていました（図2）。そこ
で、なぜこれら人工設計
タンパク質が極めて高い
安定性を示すのかその理
由に迫りました[2]。タ
ンパク質構造の安定性は、

タンパク質構造内部の様々な疎水性ア
ミノ酸残基によるジグソーパズルのよ
うに密な側鎖パッキングが重要である
ことが、これまでの多くの研究で示さ
れています。実際、私達がタンパク質
を人工設計する際にも、このような密
な疎水性側鎖パッキングを持つように
タンパク質を設計していました。しか
しながら一方で、私達が発見したデザ
インルールは、様々な疎水性アミノ酸
残基による疎水性パッキングというよ
りも局所主鎖構造の重要性を示唆して
います。そこで、タンパク質構造内部
の疎水性アミノ酸残基の大半をサイズ
の小さい残基（バリン）に置換し、疎
水性パッキングをゆるめたときに、折
り畳みおよび安定性がどのように変化
するのかを調べました。驚いたことに、
疎水性アミノ酸の88%がバリンにな
るよう置換した人工設計タンパク質で
も、設計した構造への折り畳み能を示
し、加えて変性温度が100℃以上の
高い熱安定性を持つことが判明しまし
た（図3）。すなわち、デザインタン
パク質の高い熱安定性は、疎水性アミ
ノ酸残基によるパッキングというより
も、ルールを用いて設計した主鎖構造
に起因することが本研究により示され
ました。
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図3  構造内部の疎水性パッキングを壊しても超安定に折りたたむデザインタンパク質。
赤、ピンク、緑の残基それぞれ、ロイシン、イソロイシン、バリンを示す。デザイン
ルールを用いて設計したタンパク質（左）はロイシンとイソロイシンを全てバリン
に変異させても、折り畳み能を示し超安定であった（右）。

図2  ゼロからデザインした様々な型タンパク質。
デザインしたタンパク質の名前、計算機構造、安定性（変性
温度Tm）を示す。変性温度は、室温から170℃まで温度
を上昇させながら円偏光二色性を測定し求めた。
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設計図通りに折り畳まない
デザインタンパク質
次に私達は、デザインルールがより
大きく複雑なタンパク質構造のデザイ
ンにも適用できるか、5本および6本
のストランドからなる100残基以
上のサイズの型タンパク質構造の
人工設計に挑戦しました[3]。しかし、
実験で決定された構造は、計算機で設
計した構造と異なり、内部のストラン
ドの並びが入れ替わったトポロジーに
折り畳んでいました（図4A）。なぜ、
デザインしたトポロジーに折り畳まな
いのか、この問題を解決するために
様々な仮説を立て研究を行ったところ、

デザインルールを用いて作成した設計
図をもとに構築したタンパク質は、数
個の連続する２次構造において整合性
原理を満たしていても、全体構造とい
う観点から整合性原理を満たしておら
ず主鎖構造の歪みが生じているのでは
ないかという仮説にたどりつきました。
そこでこの仮説をもとに、折り畳みシ
ミュレーションを行ったところ、デザ
インに用いた設計図は、ストランドの
並びが入れ替わったトポロジーの実験
構造から復元した設計図と比べて、「

シート形成度」および「両末端ヘリッ
クス間のパッキング度」が低いこと
を明らかにしました（図4B）。さら

に、ストランドの長さを短くすること
や、ストランド間の相対的な位置を
調整することで、主鎖構造の歪みを抑
えながら、シート形成および両末端
ヘリックス間のパッキング度合いを高
められることを明らかにしました（図
4C）。次に私達は、これらの発見を基
に「シート形成度」および「両末端
ヘリックス間パッキング度」が高くな
るような、主鎖構造歪みの低い主鎖構
造設計図を描き、これら設計図を基に
タンパク質を設計したところ、5本お
よび6本ストランドからなる大きく複
雑な型タンパク質のデザインに成
功しました（図3D）。

図4 5本および6本ストランドからなる型タンパク質構造のデザイン。
A. 構造の右隣の絵に、ストランドおよびヘリックスの3次元的な配置および、それらがどのようにループで連結されているのかを模式的に
示した。N, Cはアミノ酸配列のN, C末端を表し、三角はストランド、丸はヘリックス、直線はループを表す。計算機で設計した構造と比べて、
実験構造では青と緑のストランドの位置が入れ替わっていることがわかる。 B. 折り畳みシミュレーションで明らかにした主鎖構造歪み。設計構造
を構築するために用いた設計図と、実験構造から復元した設計図をもとに折り畳みシミュレーションを行ったときの、「シート形成度」と「両末
端ヘリックス間パッキング度」を示す。右上にいくほど、主鎖構造の歪み無く、シートと両末端ヘリックス間パッキングが形成されることを表す。
C. 5本および6本ストランドの型タンパク質の様々な主鎖構造設計図と、シート形成度および両末端ヘリックス間パッキング度の関係。ストラ
ンドの長さが短いほどシート形成度が高くなる（設計図4から5の変化に対応）。また、ストランド間の相対的な位置を変えることで、シート
の曲率が変わり、両端ヘリックス間距離が変わり、ヘリックス間のパッキング度が変化する（設計図1から2の変化に対応、または1から3の
変化に対応）。D. Cの設計図3と設計図5を用いて、デザインした5本および6本ストランドの型タンパク質。計算機構造（上）と実験構造（下）。
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自然界で未発見のタンパク質トポロジー
さらに私達は、自然界で発見されて
いない新規トポロジーについての研究
を行いました[4]。タンパク質構造は年
間1万個以上のペースで決定され続け、
現在では20万個以上の構造が蛋白質
構造データベース（PDB）に登録さ
れています。しかしながら近年、トポ
ロジーという観点からは、新規トポロ
ジーが発見されることは極めて稀であ
ることが知られています。そこで、自
然は物理化学的に折り畳み可能なトポ
ロジーを全て探索し尽くしたのか、そ
れとも自然が探索していないトポロ
ジーはまだ多数存在しているのかにつ
いて研究を行いました。まず、物理化
学的に折り畳み可能なトポロジーを見

分けるルールを考え、これらを用いて
現在のPDBには存在しないが物理化
学的には折り畳み可能と考えられる4
本ストランドからなるシートを持つ
型トポロジーを8種類予測しました。
続いて、これら予測したトポロジーを
持つタンパク質を実際にデザインでき
るかどうか調べました。その結果、私
達はこれら全ての新規トポロジーを持
つタンパク質のデザインに成功しまし
た（図5）。この結果は、物理化学的に
折り畳み可能なトポロジーを見分ける
ルールの妥当性を示しています。そこ
で、5-8本ストランドからなるシー
トを持つ新規型トポロジーを予測
したところ、約1万個もの新規トポロ
ジーが存在することが予測されました。

自然界に存在する型トポロジーは
約400個程度であることを踏まえる
と、自然は物理化学的に折り畳み可能
なトポロジーの殆どを発見しておらず、
未踏の広大なタンパク質構造空間が存
在することを本研究は示唆しています。

まとめ
これまでに新規タンパク質を創り出
すための合理設計手法を開発し、広大
な配列空間を探索することで、自然界
に存在しない構造およびトポロジーを
持つタンパク質をデザインしてきまし
た。本稿では型タンパク質のデザ
インについて紹介しましたが、AII-
型タンパク質のデザイン[5]やこれ
らを用いたタンパク質の動的機能の
制御[6]にも成功しています。今後は、
特定の構造に折り畳むだけでなく、機
能するタンパク質の創出に挑戦したい
と考えています。
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