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1 はじめに 
酵素は，化学反応の触媒として機能する生体高分子の

ことであり，おもにタンパク質である．すべての酵素は，

化学反応の触媒をするために固有かつ最適な形状をし

ており，特定の基質とだけ結合するポケット状の活性部

位をもつ．生体中の化学反応では，ひとつの反応の生成

物が次の反応の基質（出発物質）となり，連続して反応

が起こる．こうした一連の反応はパスウェイと呼ばれ，

さらにつながりを形成し，複雑な生体反応システムを構

築する．パスウェイを形成する酵素は複合体を形成する

ことで，活性部位どうしをつなぐ経路（低分子輸送トン

ネル）を構築し，基質を輸送する場合があることが報告

されている[1]． 
しかしこのような低分子輸送トンネルがパスウェイ

にどの程度存在するのか，またトンネルの存在がパスウ

ェイにどのような効果をもたらしているのかなどは，明

らかにされていない．現在，酵素の構造データはＸ線結

晶解析などの手法で約 60％程度が明らかになっている
が，これらのデータから低分子輸送トンネルを検出する

手法はまだ確立していない． 
そこで本研究では，タンパク質立体構造データベース

（Protein Data Bank: PDB）[2]にあるタンパク質複合
体データから，低分子輸送トンネルを自動探索する手法

を開発した．すでにトンネルがあるとわかっているタン

パク質複合体に適用し，トンネルの形状を考察した． 
 
2 提案手法 
	
 グリッド空間に酵素の構造を配置し，酵素表面からの

各グリット点までの距離に基づくスカラー関数のラプ

ラシアンを得る．これは，離散的ポアソン方程式を解く

ことに相当する．ラプラシアンは勾配の発散を意味する

ので，ポアソン方程式に与える勾配の吹き出し口部分が

極大になる．トンネルは，出入口以外は酵素を形成する

原子の壁で覆われているため，トンネルの軸は吹き出し

口に相当することになる．そこで，検知したいトンネル

の軸付近に位置するグリッドがもつラプラシアンの値

が極大になるようにスカラー場を設定し，計算を行った．

その後，閾値以上の値をもつグリッドを空間配置にもと

づいてクラスタリングし，クラスターの形状と分布を解

析することでトンネルの座標を決定した． 
2.1 グリッド空間の構築 

PDB から取得した任意のタンパク質立体構造情報を
もとに，タンパク質がおさまるグリッド空間を作成した．

グリッド幅は L(Å)とし，以下，グリッド空間はグリッド
座標 Qj(xj, yj, zj)とする． 
2.2 トンネルの座標を計算 
まずグリッド座標 Qj(xj, yj, zj)がタンパク質の内部に

存在するのか，あるいは外部に存在するかを同定する．

この際，タンパク質を構成する原子の排除体積効果を考

慮する．タンパク質を構成する原子座標 Pi(ai, bi, ci)と
Qjの距離 d を計算し，原子半径 Ri(Å)と比較する．距離
d < Riならば Qjはタンパク質の内部，そうでなければ

外部にあると判定した． 
つぎにスカラー場 u(xj, yj, zj)を計算する．Qjとタンパ

ク質内部にあると判定した全グリッド座標 Qk(xk, yk, 
zk)との距離 rkを計算し，1/rk2の和をスカラー場 u(xj, yj, 
zj)とした（ただし j≠k）．離散的に表現したラプラシア
ン式(1)にスカラー場 uを適用し ƒ(xj, yj, zj)を求めた． 
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2.2 トンネルの座標の同定 
ラプラシアン ƒ の値が閾値以上かつタンパク質の外部
にあると判定したグリッドのうち，グリッド座標間の距

離 h ≤ 

� 

3 × Lをみたすグリッドをクラスタリングした．
クラスターごとに，そのクラスターに含まれるグリッド

のラプラシアンの値の平均値，分散値，クラスターの体

積を計算してトンネル座標を決定した． 
 

3 適用結果 
3.1 テスト構造 
	
 幅は一定で内径と外径の異なる「ちくわモデル」10
種類を作成し（表 1，図 1(1), (2)），グリッド幅 L=1.0, 1.1, 
…, 5.5Åの範囲で提案手法を適用した．その結果の一部
を図 1(3)に示す．図 1(3)は L=1.0Åでちくわモデル Aに
提案手法を適用した結果で，赤色部分が検知できたトン

ネルである． 
 

 
表 1: ちくわモデルの内径と外径 

 
図 1: ちくわモデル A 

 
まず内径の異なるちくわモデル A~Hの結果を比較す

る．ラプラシアンの値の閾値を調べているときにトンネ

ルを検知している場合があれば，そのグリッド幅ではト

ンネルを検知できると判定し，その結果をグラフ 1に示
す．モデルの内径の大きさによってトンネルを検知でき

るグリッド幅に違いがあることから，グリッド幅の大き

さによって検知できるトンネルの内径が決まることが

わかった． 

 
グラフ 1: ちくわモデルの内径とトンネルを検知できた 
         ときのグリッド幅 Lの関係 



	
 つぎに外径の異なるちくわモデル A, I, Jの結果を比
較する．モデルの外径が異なるとラプラシアンの値の最

大値や最小値は異なるが，いずれのモデルも同じラプラ

シアンの値の閾値の場合にトンネルを検知することが

できた．したがって，トンネルの外径が異なっても内径

が同じであればラプラシアンの値の閾値を設定するこ

とができ，さらにトンネルをラプラシアンの値で定義可

能であることがわかった． 
3.2 トンネルがある酵素 
	
 トンネルが存在することがすでに知られている酵素

に提案手法を適用し，新規開発手法が目的通りに機能す

るかを確かめた．ここではアスパラギン酸合成酵素[3]
とトリプトファン合成酵素[4]への適用結果をまとめる．
ちくわモデルに適用した結果と基質の大きさを考慮し，

グリッド幅 L=1.5Åで適用した．ここでトンネルとは，
原子で囲まれている空間でかつタンパク質表面につな

がる出口が 2つ以上ある構造とした． 
3.2.2 アスパラギン合成酵素 
アスパラギン合成酵素は，アスパラギン酸とアンモニ

アからアスパラギンを合成する最終合成過程に関与す

る酵素である．二量体を形成するが，1つのサブユニッ
トに活性部位が 2箇所あるので，サブユニットごとに分
割して提案手法を適用した．その結果を図 2に示す（ト
ンネル部分は赤色の球の集合体で表示）．図 2(1)の矢印
はトンネルの出入口を示す．図 2(2)では検知できたトン
ネルの全体を示すために，一部のアミノ酸残基を削除し

た． 
 

 
図 2: アスパラギン合成酵素で検知できたトンネル 

（PDB ID:1ct9, chain A） 
 
	
 PDB には立体構造以外の原子情報も含まれているの
で，その構造が決定された状態を知ることができる．そ

こで，すでにトンネルが見つかっている状態のアスパラ

ギン合成酵素の情報と PDBに登録されているアスパラ
ギン合成酵素の情報を比較すると，アスパラギン合成酵

素は同じ状態であることを確かめることができた． 
 
3.2.1 トリプトファン合成酵素 
トリプトファン合成酵素は，トリプトファンの生合成

の最終段階を触媒する酵素である．二量体を形成し，そ

れぞれのサブユニットに活性部位が 1 箇所ある．PDB
にはさまざまな条件下（pH，温度，解像度など）で解
析されたトリプトファン合成酵素の構造が登録されて

おり，その数は 74種類にのぼる．これらすべてに提案
手法を適用した．その結果の一部を図 3に示す（トンネ
ル部分は赤色の球の集合体で表示）．図 3(1)の矢印はト
ンネルの出口を示す．図 3(4)では検知したトンネルの全
体を示すために，一部のアミノ酸残基を削除した．検知

したトンネルのなかには，出入口の位置が異なるものも

含まれていた．トンネルを検知できなかった結果のなか

には，タンパク質表面とつながる出口が埋まっているが

内部にトンネルの形状の一部が存在したもの，トンネル

が途中で分断されているような形状のもの，まったくト

ンネルが存在しないものなどがあった． 
そこでトンネルの形状変化をみるために，図 4(1)のト

ンネルを検知できた結果（トンネル部分はピンク色の球

の集合体）と図 4(2)のトンネルが分断されていると考え
られる結果（トンネル部分は青色の球の集合体）を比較

した．図 4(1), (2)の 2つの構造を重ね合わせたものを図
4(3)に示す．図 4(1), (2)の構造が重なることから，図 4(2)
は分断されたトンネル一部であるがわかる．よって，ト

ンネルは分断される状態があることが示された．立体構

造の決定状態が異なることからも，トリプトファン合成

酵素のトンネルは一定の形状を保っているのではなく，

基質の移動に応じて，動的に変化するものであることが

示唆された． 
 

 
図 3: トリプトファン合成酵素で検知できたトンネル

（PDB ID: 1a5b） 

 
図 4: トリプトファン合成酵素のトンネルの形状変化 

（(1) PDB ID: 1a5b，(2)PDB ID: 1k7x） 
 
5 まとめ 
本研究では，酵素内部のトンネルを検出する手法を提

案し，トンネルがあることが知られている酵素で PDB
に立体構造が登録されているアスパラギン合成酵素と

トリプトンファン合成酵素に新規開発手法を適用した．

適用結果と立体構造の決定状態からトンネル形状変化

を分析することができた． 
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