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第 V部 総合結論 

 

 

 

 

 

 

 
1. Tom20-シグナル配列複合体のMD計算の総括 

1.1 REMD法によるマイクロ秒スケールの計算

時間による解析 

 溶液中の Tom20-シグナル配列複合体に対するマ

イクロ秒の全原子 REMD計算を実行した．その結

果，Tom20 がシグナル配列と相互作用する様子を

分子レベルで解析することに成功した．統計的な

手法を用いることで室温における自由エネルギー

地形を求め，そこから複合体の安定性と各結合モ

ードの存在割合を算出した． 

 通常の MD 計算やアンブレラサンプリング法，

Targeted MD法も実行し，Tom20に対するシグナル

配列の配向の自由エネルギー地形について REMD

計算と比較した．結果的に REMD計算がシグナル

配列の構造空間のサンプリングを最もよく示して

おり，結果の信頼性が検証された．これまで，REMD

計算はタンパク質のフォールディングやタンパク

質自身の構造変化の研究に対して用いられること

が多かったが，本研究のようなタンパク質と基質

一分子の相互作用解析にも有用であることを示し

た． 

 

1.2 REMD計算によって得られた結果 

 以下に本研究によって得られた Tom20-シグナル

配列複合体の REMD計算の計算結果を示す． 

i.  自由エネルギー地形の安定領域は，A-pose, 

Y-poseの結合様式に対応していることから，この 2

つの複合体は溶液中で安定に存在することが明ら

かになった．一方，M-poseは準安定状態であった． 

ii. 結合様式の存在割合から，A-pose (クラスター

III = 80.0 %) がメジャーであり，Y-pose (クラスタ
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ーI + クラスターII = 9.89 %) はマイナーな複合体

である．すなわち A-poseがシグナル配列の認識に

おいて最も重要な結合様式である． 

iii. A-pose と Y-pose の自由エネルギー差は 1.8 

kcal/mol，自由エネルギー障壁は 2-3 kcal/mol 以下

であった．この大きさは，室温での熱揺らぎと同

程度である．よって溶液中では，シグナル配列が

熱揺らぎを利用して複数の結合様式を遷移するダ

イナミックな認識機構が実現している． 

 

1.3 熱雑音環境下でのTom20によるシグナル配

列の認識機構 

 シグナル配列は熱揺らぎの中で Tom20と緩く相

互作用し配向を変化させながら結合している．

Tom20 の認識部位は狭く，シグナル配列の 3 つの

疎水性アミノ酸を同時に全て認識することができ

ない．この点に起因する構造的なフラストレーシ

ョンが Tom20とシグナル配列の緩い結合を実現し

ている．Tom20 は細胞質で合成されたミトコンド

リアタンパク質を速やかに次の輸送段階へ受け渡

必要がある．さもないとタンパク質輸送が最初の

段階で滞る．従って Tom20による認識では，シグ

ナル配列との結合と解離の両方が本質的に重要で

ある．本研究は，Tom20-シグナル配列複合体が溶

液中で実現しているダイナミックな認識機構を初

めて定量的に明らかにした．本成果は，受容体タ

ンパク質による基質一分子の認識に対し自由エネ

ルギーに基づく描像を与えた点が新しい．これま

で，緩く結合するタンパク質と基質の複合体を捉

えることは両者の解離定数が大きく技術的に困難

であったが，近年の実験手法の発展に伴い，よう

やく結晶構造が得られるようになってきた．本研

究で明らかになった基質のダイナミクスが主役と

なる認識の一般性の議論は知見が少なく難しいが，

輸送タンパク質と Tom20のような細胞小器官の標

的膜上の受容体との相互作用では，広く受け入れ

られると考えている． 

 

 

2. 筋小胞体カルシウムポンプのMD計算の総括 

2.1 多リン酸分子力場の改良 

 脂質二重膜に埋め込まれたATPとADPそれぞれ

の結合状態の筋小胞体カルシウムポンプの全原子

MD 計算を実行した．ATP の標準的な分子力場で

ある CHARMMはこれまで多くの ATP結合タンパ

ク質の MD 計算に用いられて来たが，ATP 結合状

態のカルシウムポンプのモデリングには不適当で

あることが分かった．従って本研究では，多リン

酸分子の力場パラメタをより高精度に改良した．

改良された力場パラメタを ATP結合状態のカルシ

ウムポンプだけでなく，他の ATP結合タンパク質

の MD 計算に適用して検証を行った．また，ATP

の取り得るコンフォメーションの多様性の比較の

ため，改良した力場とオリジナルの力場を用いて

溶液中 ATPの REMD計算を行った．カルシウムポ

ンプの場合では，従来の力場を用いると ATPの構

造が大きく崩れてしまう結果に対し，改良された

力場では ATPの構造は安定に保持した．他の 4種

類の ATP結合タンパク質を用いた場合でも同様な

結果が得られた．また溶液中 ATPの REMD計算を
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実行して，三リン酸部分の取り得るコンフォメー

ションの広さを従来の力場と比較した．従来の力

場を用いた場合では ATPの三リン酸部分が伸びき

った構造のみ出現したが，改良された力場ではこ

の構造も含むより広範囲なコンフォメーションを

実現していた．改良された力場で得られた三リン

酸構造の分布は，PDB に収容されているタンパク

質に結合した ATPの構造との重なり合いが見られ

た．以下にオリジナルの C27(ATP)に対する

mod-C27(ATP)の変更点をまとめる． 

i.  C27(ATP)ではモデル化合物として MDP を用

いたが，mod-C27(ATP)では MTP を用いた．MTP

は三リン酸分子であるので，MDPよりも分子構造

や電荷が ATPを再現している． 

ii.  C27(ATP)では量子化学計算精度として 

HF/6-31+G*を用いていたが，mod-C27(ATP)ではよ

り高精度な MP2/6-31+G*を採用し電子相関を考慮

した． 

iii.  C27(ATP)では多リン酸分子の bond angle 

P-O-Pの ab initio振動数の再現のため UB項に対し

負の force constantを用いていたが，mod-C27(ATP)

ではこの項を除いた．この結果カルシウムポンプ

のMD計算中では bond angle P-O-Pは平衡角を安定

に保ったが，ab initio 振動数の再現性は C27(ATP)

よりも低くなった． 

 分子の全ての特性を既存の古典力場で再現する

ことは難しく，生体機能の研究において ATPは溶

液中やタンパク質に結合した状態での平衡構造の

再現が最も重要であるため，本研究では平衡角の

再現を優先した．従って mod-C27(ATP)は生体分子

のダイナミクスの研究に適しており，カルシウム

ポンプや一般のタンパク質の MD 計算における

ATPの熱運動の解析に有用であることを示した． 

 

2.2 活性中心における ATPと ADPの熱運動 

 ATP結合状態の MD(sim4), MD(sim5)の計算から，

リン酸化反応の触媒として機能する Mg2+(I)のみで

は ATPを固定させることができず，Mg2+(II)の配位

によって ATP の結合が安定化し，ATPγ リン酸基

が転移する構造を形成すると考えられる．ADP 結

合状態の MD(sim6), MD(sim7)の計算から，リン酸

化反応後は Mg2+(II)がヌクレオチド結合部位から

先に脱離することで ADPの脱離が可能となり，次

の E1P状態へ誘起されることが示唆された． 

 カルシウムポンプのリン酸化反応の求核剤は

Asp351 の酸素原子であり，負電荷を持った ATPγ

リン酸基とAsp351の両者を安定に近接させるには

2 個の Mg2+が必要であると考えられる．静電ポテ

ンシャル解析によって，ATP結合状態の ATP三リ

ン酸の周辺に 2 つ目の正電荷イオンの結合可能性

が示唆された．実際カルシウムポンプは 1 個の

Mg2+が配位した状態でも酵素反応は可能だが，

ATP の熱揺らぎが大きく不安定である．最大活性

を得るには Mg2+ATPともう 1つの Mg2+が ATPに

配位し，熱雑音を受けた ATPを安定化させる必要

があると考えられる． 
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3. 本研究の総合結論と今後の展望

3.1 本研究の総合結論 

 タンパク質と基質の相互作用を解析するには，X

線結晶構造解析だけでは不十分であり，static な描

像で生体現象を記述するには限界がある．そこで

MD 計算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を解析する必要があ

る．これによって物理化学的相互作用に言及でき，

生命現象を担うタンパク質の機能を論じることが

可能となる． 

 

3.2 今後の展望 

 さらなる MD 計算の発展には，サンプリングの

時間スケール問題に対しては，パスサンプリング

法が有効であり，分子の古典力場の問題に対して

は，QM/MM法が有効である． 

 パスサンプリング（ストリング）法 1-16は，系の

多数のコピーを並列に MD 計算し，自由エネルギ

ーの低い構造変化経路を効率よく探索する方法で

ある．本研究で行った温度 REMD計算では，高い

温度を持つレプリカが起伏の激しい自由エネルギ

ー地形の障壁を乗り越えて他の自由エネルギー安

定状態を探索し，それが低い温度（室温 300 K）の

レプリカと交換され，室温での安定構造が求まる．

このため，未知の安定構造を探索するには有力な

方法であるが，安定構造間を繋ぐ遷移経路を途中

の遷移状態も含めて探索することには適していな

い．ストリング法は，系の多数のコピーを遷移経

路上に初期配置して，遷移経路を 1 つのストリン

グとして表現し，系の自由エネルギー勾配を評価

しながらストリングを動かし，遷移状態も含めた

遷移経路を自由エネルギーの下で最適化する．

REMD 法と同様にコピー間の通信は粗であるため，

大規模な並列計算で有用性を発揮する．この方法

をカルシウムポンプに適用すれば，輸送サイクル

中の反応中間体の大規模な構造変化を観測でき，

両者の自由エネルギー差も計算できる可能性があ

る． 

 QM/MM 法 17-19 は，量子化学計算  (quantum 

mechanics) と分子力学 (molecular mechanics) を組

み合わせた方法である．タンパク質の活性中心に

ついては，量子化学計算によって電子状態を露わ

に取り扱い，その他の部分については，分子力学

計算によって解析する方法である．この方法をカ

ルシウムポンプの活性中心に適用すれば，ATP 加

水分解とリン酸化反応の詳細な反応機構を解析す

ることができる．MD計算による熱運動の解析結果

と組み合わせることで，生体環境中のカルシウム

ポンプの反応機構を解明したい． 
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