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第 I部 総合序論 

 

 

 

 

 

 

 
はじめに 

 第 I部では，本研究の主題を述べる．第 1章では

分子動力学 (molecular dynamics, MD) 計算による

タンパク質機能解析の目的を提示し，全体像の概

要を述べる．第 2 章では MD 計算の方法と解析方

法の概要を示す．第 3 章ではミトコンドリア外膜

受容体 Tom20-シグナル配列複合体のMD計算の概

要を示し，第 4 章では筋小胞体カルシウムポンプ

の MD 計算の概要を示す．第 5 章では本研究の総

括の概要を示す． 

 

1. 分子動力学計算によるタンパク質機能の解析 

 タンパク質はアミノ酸がペプチド結合により繋

がった鎖状の生体高分子であり，アミノ酸配列に

特異的な立体構造を形成する．生体内に存在する

タンパク質は，化学反応の触媒や，細胞情報のシ

グナル伝達，物質の輸送，筋肉の運動を担うモー

ターなど，多様な機能を有している．これら生体

機能の素過程は，タンパク質と基質，あるいはタ

ンパク質間の相互作用によって決定されている．

基質とはタンパク質が作用する相手の分子であり，

生体内ではアデノシン三リン酸  (adenosine 

triphosphate, ATP) が機能発現に必要な自由エネル

ギーの運搬体となっている 1． 

 タンパク質と基質の相互作用の代表的な解析方

法には X 線結晶構造解析がある．この方法は分子

の結晶に X線を照射し，通過した X線の回折パタ

ーンに基づいてその分子中の原子の 3 次元的配置
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を求める手法である．これにより基質が結合した

タンパク質の立体構造をオングストロームの分解

能で得ることができ，両者の構造的な相互作用を

解析できる．しかし得られた構造は固体結晶中の

packingの影響を受けた静的な状態であり，結晶化

条件は生理的環境ではない．近年，タンパク質の

機能発現は，基質の結合によって誘起される立体

構造変化と強く相関していることが明らかになっ

てきた．生体内で実現している基質が結合したタ

ンパク質の立体構造は，結晶で得られた構造と異

なっているはずである．従って，生体環境中で熱

雑音を受けた基質とタンパク質の構造変化を観測

する必要がある． 

 本研究で用いた分子動力学 (molecular dynamics, 

MD) 法 2 は，系を構成する全ての原子について

Newtonの運動方程式を逐一解き，各原子の運動の

軌跡を得る方法である．本手法によって，生理的

環境を再現した系におけるタンパク質と基質の熱

運動が観測でき，相互作用の時間変化を原子分解

能で解析できる．一般に生体高分子の MD 計算で

は，平衡揺らぎの解析や，構造変化に伴う自由エ

ネルギー変化の見積もり，また機能を実現する分

子機構の解明などが主な目的である．しかし，MD

計算にも大きく 2つの問題がある．1つ目は現在の

計算機資源の下で通常の MD 計算によって到達可

能なタイムスケールは，現状では 100ナノ秒から 1 

マイクロ秒が限界である．それに対し，タンパク

質の機能に関わる構造変化はミリ秒に渡るため，

このギャップを埋める必要がある．2つ目は MD計

算で対象とする系は古典力学に基づいてモデル化

され，分子の力場（ポテンシャルエネルギー）が

定義されている．本来，系を構成する全ての原子

は電子状態を露わに考慮した量子化学計算による

記述が理想的であるが，通常 MD 計算が取り扱う

原子数は数万原子以上であり，計算量が膨大にな

るため古典力場による記述に限定されている．こ

の力場によって計算結果が大きく変わるため，常

に分子力場の精度に留意しなければならない． 

 以上のことから本研究では，MD計算のタイムス

ケールと分子力場の改良によって，より信頼性の

高いタンパク質と基質の相互作用解析を主題とし

た．対象とする系は，ミトコンドリア外膜 Tom20-

シグナル配列複合体と筋小胞体カルシウムポンプ

とし，生体環境における MD 計算を実行してタン

パク質と基質の熱運動の下での相互作用を解析し

た．Tom20-シグナル配列複合体では，拡張アンサ

ンブル法の 1 つであるレプリカ交換分子動力学 

(replica-exchange molecular dynamics, REMD) 法を

用いてマイクロ秒相当のタイムスケールを実現し

解析を行った 3．筋小胞体カルシウムポンプでは，

重要な基質である ATPの分子力場を従来の力場か

ら高精度に改良し，生化学実験と整合性のある MD

計算を実現した 4．これらの結果から，タンパク質

と基質が織りなす相互作用の解析には X 線結晶構

造だけでは不十分であり，MD計算によって生理的

環境下での熱雑音を考慮した基質とタンパク質の

構造変化を観測する必要があることを示した．こ

れによって相互作用の物理化学起源に言及でき，

生命現象を担うタンパク質の機能や基質との反応

を論じることが可能となる． 

 最後に MD 計算によるタンパク質機能解析のさ

らなる発展として，タンパク質構造変化過程にお

ける遷移経路を探索し，遷移状態を安定に同定す

るパスサンプリング (path sampling) 法を挙げ，そ

の方法の 1つであるストリング (string) 法 5を詳述

した．さらにタンパク質の活性中心については分
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子の電子状態を露わに取り扱い，その他の部分に

ついては，分子力学に基づいて計算を行う QM 

(quantum mechanics) /MM (molecular mechanics) 法

6-7 を詳述した．これらの適用可能性について論じ

た． 

 

 

2. 第 II部の概要：分子動力学計算の方法と解析方法 

 第Ⅱ部では，MD計算や分子力場をはじめ，カノ

ニカルアンサンブルや定圧定温アンサンブルの実

現方法を詳述した．系のハミルトニアンをどのよ

うに決めるのか，分子のダイナミクス（時間発展）

はどのようにして得られるのかを記した．一般に

タンパク質の立体構造は高次元空間で定義される

多谷型の自由エネルギー地形に従って変化する．

よってタンパク質の機能を理解するには，構造変

化に対する自由エネルギー地形を解析することが

本質的に重要である．しかし生体分子を対象とし

た場合には系の自由度が大きくなり，複雑な自由

エネルギー地形を持つことから，MD計算中の生体

分子は無数の局所的な自由エネルギー極小状態に

陥ってしまう．このことから通常の MD 計算にお

けるダイナミクスの緩和は非常に遅くなり，物理

量を正確に見積もることが難しくなる．無限時間

の MD 計算を実行すれば自由エネルギー障壁を乗

り越えるイベントが出現し，状態を隈なく経巡る

ことは可能だが，非現実的である．そこでこの困

難を克服するため，効率的にサンプリングする方

法が数多く提案されてきた．本論文では，アンブ

レラサンプリング法 2 や拡張アンサンブル法，

REMD 法 8-9，非平衡統計力学からのアプローチで

ある Targeted MD法 10，これらの手法から自由エネ

ルギー差を得る方法も説明した．最後に MD 計算

によって得られたトラジェクトリから，タンパク

質の構造変化や類似性の指標となる平均二乗偏差 

(root-mean-square deviation, RMSD) や，揺らぎの大

きさと方向を記述する主成分分析  (principal 

component analysis, PCA)11-12，またタンパク質の構

造変化を記述する平均力ポテンシャル (potential of 

mean force, PMF) の計算や，MD計算で出現した多

数の構造を分類するクラスター分析法について詳

述した． 

 

3. 第 III部の概要：ミトコンドリア外膜受容体 Tom20とシグナル配列複合体

の分子動力学計算 

はじめに  

 多様な生命現象の素過程となるタンパク質と基

質の相互作用は，これまでさまざまな実験・理論

的手法により活発に研究されてきた．特に，基質

の結合に伴うタンパク質の構造変化には数多くの

報告があり，基質の認識過程を説明するモデルが

複数提唱されている 13-15．このように従来は，タン

パク質に焦点が当てられてきた一方で，基質一分

子の構造変化や結合過程についての知見は，実

験・理論の両面とも未だ十分に得られていなく発

展途上にある． 

概要  

 第 III 部では，ミトコンドリアへの輸送タンパク

質に付加されたシグナル配列（タンパク質の輸送
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先を示す数十残基のアミノ酸配列）とその受容体

タンパク質 Tom20 の複合体を対象とした．Tom20

は，さまざまなタンパク質の中からミトコンドリ

ア内部で機能するタンパク質を選択的に識別して

透過する重要な受容体膜タンパク質である 16-22．こ

の識別には，選別されるタンパク質に付加された

シグナル配列と Tom20の結合，及びそれに伴う相

互作用変化が重要な役割を果たす．はじめに細胞

内でのタンパク質輸送を概観し，特にミトコンド

リアに輸送されるタンパク質と，これに付加され

輸送過程で重要な役割を担うシグナル配列につい

て詳述した．次に，Tom20-シグナル配列複合体に

関する X 線結晶構造解析や NMR 緩和時間解析に

よるこれまでの報告を示した．Tom20 にシグナル

配列が結合した 3 種類の複合体の X 線結晶構造

(A-pose, M-pose, Y-pose) は，Tom20に対するシグ

ナル配列の結合様式が異なっていた 23-24．構造解析

では 3 種類の結合様式は全て同じ確率で存在し，

等しく安定な複合体構造であると考えられていた．

しかし結晶構造解析では動的な情報は得られず，

溶液中での複合体の安定性や各結合様式の存在割

合は不明である．本研究では，REMD 計算を用い

てマイクロ秒相当のタイムスケールを実現した．

得られた結果から，シグナル配列の自由エネルギ

ー地形と結合様式のクラスター分析を行い，シグ

ナル配列のダイナミクスが主役となる認識過程を

示した．Appendix. Aには，アンブレラサンプリン

グ計算と Targeted MD 計算の結果も示し，REMD

計算で得られた自由エネルギー地形と比較し各手

法について議論した．最後にタンパク質による基

質の認識・結合に関するこれまでの研究報告と比

較し，MD 計算によって明らかになった Tom20 に

よるシグナル配列の認識機構を提唱した．

 

4. 第 IV部の概要：筋小胞体カルシウムポンプの分子動力学計算 

はじめに  

 細胞中のタンパク質は，環境から絶えず熱雑音

を受けながら分子機械としての機能を果たしてい

る．そのような環境下で，モータータンパク質や

膜輸送タンパク質は自身の機能を発現させる基質

として ATPを利用している．これらのタンパク質

は，ATP 加水分解によって得られた自由エネルギ

ーを力学的な力に変換し特異的な機能発現のため

自身の構造を大規模に変化させる．エネルギー変

換を実現する分子機構はこれまで精力的に調べら

れてきた．特に，原子分解能におけるタンパク質

構造の理解においては X 線結晶構造解析が有用で

あり，現在 1300個以上の ATP結合タンパク質の X

線結晶構造が Protein Data Bank (PDB) に収容され

ている．筋小胞体カルシウムポンプは P 型の ATP

加水分解酵素であり，筋小胞体膜中に存在する膜

タンパク質である 1．1 個の ATP を加水分解し，2

個の Ca2+ を細胞質から小胞体内腔へ 1万倍の濃度

勾配に逆らって能動輸送する 25．これまで X 線結

晶構造解析によって輸送サイクルに含まれる反応

中間体の立体構造が決定され，カルシウムポンプ

は大規模な構造変化によってイオン輸送を実現し

ていることが示唆された 26．しかし X 線結晶構造

解析で得られた立体構造は，リガンドを模倣した

阻害剤によって状態が固定されているため全てを

信頼できない．例えば，カルシウムポンプの ATP
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結合状態 27-28 は，ATP ではなくアナログである

AMPPCP (adenylyl 5'-(beta,gamma-methylene) 

diphosphonate) で結晶化された．また生理的環境下

で ATP に配位するイオンは Mg2+ であるが，ATP

結合状態は Ca2+ 高濃度下で結晶化されたため，

Mg2+ が Ca2+ に置き換わり配位していた 27-28．カル

シウムポンプが自己リン酸化したアデノシン二リ

ン酸 (adenosine diphosphate, ADP) 結合状態 28-29は

リン酸基が ATPのγリン酸基でなくアナログであ

る AlF-
4を用いて結晶化された．従って，生体環境

中のカルシウムポンプの熱運動を解析するために

は，MD計算によって本来の基質が結合した状態の

カルシウムポンプの熱運動を観測する必要がある． 

概要  

 筋小胞体カルシウムポンプの機能を詳述し，

ATP/ADP結合状態のX線結晶構造について述べた．

カルシウムポンプの MD 計算の先行研究を概観し

た 後 ， CHARMM (Chemistry at HARvard 

Macromolecular Mechanics) の ATP力場 30をについ

て言及し，多リン酸分子の力場パラメタの改良の

必要性を示した．力場パラメタの作成手順と改良

した力場をカルシウムポンプや他の 4 種類の ATP

結合タンパク質の MD 計算に適用した結果を示し

た．溶液中 ATPの REMD計算も実行し，オリジナ

ルの力場との比較による検証も詳述した．改良さ

れた多リン酸分子力場は，ATP を含む多くのタン

パク質の MD 計算において有用であることを示し

た．改良された多リン酸力場を用いて，ATP/ADP

結合状態のカルシウムポンプの MD 計算を 200 ns

実行した．その結果，ヌクレオチド結合部位に配

位する Mg2+の個数が ATPや ADPの結合状安定性

に影響を与えることを示した．さらに量子化学計

算を行って ATP と Mg2+，ATP のアナログである

AMPPCPとMg2+の相互作用エネルギーを比較した．

ATP 結合状態のヌクレオチド結合部位への 2 個の

Mg2+の結合可能性を示唆し，他の加水分解酵素 

(ATPase) も含めた先行研究と比較した．最後にヌ

クレオチド結合部位への 2個の Mg2+の配位によっ

て実現するリン酸化反応の反応機構を提唱した． 

 

 

5. 第 V部の概要：総合結論

 第V部では Tom20-シグナル配列複合体のMD計

算とカルシウムポンプの MD 計算について総括し

た．最後に，MD計算によるタンパク質機能解析の

さらなる発展として，パスサンプリング法の 1 つ

であるストリング法と QM/MM 法への応用を言及

した． 
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