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第1章 序論

生体内で起こる代謝、免疫、運動などのさまざまな現象は、タンパク質による反応がそ

の多くを担っており、生命現象を解明する上ではタンパク質の構造、機能の理解は不可欠

なものとなる。近年、分子生物学の分野におけるさまざまな実験技術の発達によりタンパ

ク質構造の解明は加速度的に進んでいる。こうした知見の蓄積が進むことにより、タンパ

ク質構造をもとに薬剤設計を行う sructure based drug design[1, 2]などの情報科学的手法は

応用の幅が広まり、さらに重要性を増すことが予想される。このような創薬へ応用を行う

上で、薬剤分子 (リガンド)とタンパク質の相互作用の理解は不可欠であり、これまでに

様々な研究が行われてきた。こうした研究の多くはエネルギー的に安定な結合状態を理解

することに主眼が置かれており、リガンドの結合過程に着目した研究は少ない。しかしな

がら、リガンドの受容体への結合速度が薬効に大きく寄与することが明らかになってきて

おり [3, 4, 5]、結合メカニズムの解明も重要な研究課題のひとつとなる。

タンパク質-リガンド結合過程を原子レベルで詳細に解明することは実験的手法ではき

わめて困難であり、分子動力学シミュレーションを用いた計算科学的手法によりリガンド

の結合過程を直接見ることが結合メカニズムを解明する上で非常に有効な方法となると考

えられる。しかしながら、タンパク質とリガンドの結合は巨大な系に対する長時間スケー

ルの解析が必要となるため、通常の分子動力学シミュレーションの適用は計算コストが高

いことが問題となる。これまでタンパク質-リガンド結合に関する分子動力学シミュレー

ションを用いた研究としては、実験では見出せなかった thioflavin-Tと β -リッチペプチド

の結合をシミュレーションにより明らかにした例 [6]や、nicotinic acetylcholine receptorへ

の isofluraneの結合に関して複数の結合状態を見出した研究 [7]などが報告されているが、

過去のこうした研究では結合状態の予測にとどまっていた。最近になって、複数のグルー

プにより、trypsinへの benzamideの結合過程 [8]や β -adrenergic receptorに対する agonist

や antagonistの結合過程 [9]を長時間のシミュレーションにより再現した研究が報告され

ている。しかしながら、これらの研究においても、結合過程の追跡は µsのオーダーであ

るため、リガンドの結合過程の時間スケールがミリ秒に及ぶ場合もあることを考慮する

と、依然として計算コストの問題が存在するといえる。また、リガンドの結合過程はリガ

ンド結合ポケットやリガンドの形状、物理化学的性質によって異なると考えられ、結合過

程を一般的に理解するためには様々な性質を持つ多数のタンパク質-リガンドのペアにつ
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いて計算を行う必要があり、計算の効率化が望まれる。

分子動力学シミュレーションにおいて計算時間を削減するための方法として、粗視化

と呼ばれるものがある。粗視化とは、いくつかの原子をひとまとめにすることで系を単

純化し、巨大な系に対する長時間のダイナミクスを解析する手法である。生体分子に関

しては、脂質二重膜の系に対する研究が数多くなされているほか [10, 11]、タンパク質に

おいてもフォールディングなどのダイナミクスに関する研究が行われており [12, 13]、粗

視化手法は様々な対象に対して適用されている。タンパク質-リガンド結合に関しては、

HIV-1 Proteaseに対して結合過程を解析した研究などがある [14]が、このような例で用い

られている力場は特定の対象に対して最適化されたものであり、一般的なタンパク質-リ

ガンド結合への適用はまだなされていない。

本研究では、タンパク質-リガンド結合における計算コストの問題を克服し幅広い対象

について調べるため、熱力学パラメータに基づく半定量的な力場であるMARTINI粗視化

力場を用いたシミュレーションによりタンパク質-リガンド結合過程を解析した。様々な

性質をもつ多数のタンパク質-リガンドのペアに対して粗視化シミュレーションによる解

析を行い、結合経路とそれぞれの性質の間の関係性を調べることで結合過程について一

般的な知見を得ることを試みた。また一方で、MARTINI粗視化力場を用いたシミュレー

ションにおいてはタンパク質の構造を保持するために束縛をかける必要があることから、

大きな構造変化を扱えないという制約が存在し、この問題を克服するためのシミュレー

ション手法の拡張を行った。

本論文では第 2章においてMARTINIの概要に触れた後、第 3章においてタンパク質-

リガンド結合過程の比較シミュレーションについて記述する。タンパク質-リガンドの結

合過程について一般的な知見を得るため、タンパク質-リガンドペアを物理化学的性質に

基づいて分類し、異なる性質を持つ多数のタンパク質-リガンドペアについてリガンド結

合シミュレーションを実行し、結合過程の傾向に関する解析を行った。第 3章ではタンパ

ク質の大きな構造変化を扱うためのMARTINI粗視化シミュレーションの拡張について記

述する。タンパク質の構造変化を可能とするため、束縛ポテンシャルに対して dual-basin

potentialと呼ばれるポテンシャルを適用し、タンパク質の構造変化を再現することを可能

とした。さらに、この手法をタンパク質-リガンドの系に適用し、構造変化を伴うタンパ

ク質-リガンド結合過程を解析した。
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第2章 MARTINI粗視化力場

粗視化とは、巨大な系においていくつかの原子をまとめて一つの粒子とみなすことに

より系を単純化し計算時間を削減する手法であり、脂質膜をはじめとしてタンパク質の

フォールディングなど、生体分子のさまざまな系に関して粗視化シミュレーションを適用

した研究が行われている [10, 13]。本研究では、Marrinkらによって開発されたMARTINI

粗視化力場 [15, 16, 17]を用いた。従来用いられてきた粗視化モデルには様々なものが存

在するが、その多くは特定の対象とする系に対し、運動や相互作用を適切に近似するよう

にモデル化しパラメータを決定するものである。これに対し、MARTINI力場では分配自

由エネルギーなどの熱力学的データを基準とした共通のパラメータを設定することで一

般的な適用が可能となっている。MARTINI力場では脂質やアミノ酸といった生体分子に

ついてある程度力場が整備されており、様々なリガンドとタンパク質の相互作用を調べる

という本研究の目的に対し、この力場は適していると考えられる。以下ではMARTINI力

場の概要について触れる。

2.1 MARTINIにおける粗視化モデル

MARTINIによる粗視化シミュレーションでは、原則として 4つの重原子を一つの粒子

(粗視化原子)とみなして計算を行う。水分子に関しては 4分子を一つの粗視化粒子として

扱い、分子として実際に系に含めて計算を行う。ただし、ベンゼンなどの小さい環構造は

2原子を一つの粗視化原子とすることにより、3員環のような環状構造とする。各粗視化

原子はそれぞれの部分構造の極性によって大まかに charged (Q)、polar (P)、nonpolar (N)、

apolar (C)の４種類に分類され、さらにその中で極性の強さによる分類が行われ、1 (非極

性)から 5 (極性)の 5種類、あるいは水素結合形成能に基づいて d (donor)、a (accepter)、

da (donor/accepter)、0 (none)の 4種類に分類される。一例として、図 2.1にペプチド (Val-

Phe-Arg)および水のMARTINI粗視化モデルを示した。
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Peptide (Val-Phe-Arg) : Water :

図 2.1: MARTINI粗視化モデルの一例：ペプチド (Val-Phe-Arg)および水の粗視化マッピ
ング [15, 17]。

　

2.2 相互作用ポテンシャル

非結合粗視化原子間の相互作用はLennard-Jonesポテンシャルおよび静電相互作用によっ

て決まる。粗視化原子 i、j間の LJポテンシャルは 12-6ポテンシャルにより以下のように

定義される。

VLJ(r) = 4εi j

[(σi j

r

)12
−
(σi j

r

)6
]

(2.2.1)

σi j は粗視化原子間の距離に関するパラメータであり、通常 σi j = 0.47 nmとして計算さ

れる。εi jは相互作用の強さに関するパラメータであり、相互作用する粗視化原子種の組

み合わせに対応して 2.0 kJmol−1 から 5.6 kJmol−1 の異なる値をとる。ただし、環状構

造同士の相互作用においては、細かいマッピングを行っているため、小さい原子間距離

(σi j = 0.43 nm)およびスケールされた相互作用パラメータ (75 %)が用いられる。

荷電している原子 (Q)に関しては静電相互作用がクーロンポテンシャルにより定義さ

れる。

Vel(r) =
qiq j

4πε0εrr
(2.2.2)

qi、q j は粗視化原子 i、jそれぞれの電荷であり、ε0は真空の誘電率を表す。比誘電率は

εr = 15として計算される。LJポテンシャルおよび静電相互作用のカットオフ半径は 1.2 nm

であり、LJポテンシャルでは 0.9-1.2 nm、静電相互作用では 0-1.2 nmでシフトするポテ

ンシャルが用いられる。

結合原子間の相互作用は結合長、結合角、二面角に関する以下のような調和ポテンシャ
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ルにより計算される。

Vbond(R) =
1
2

Kbond(R−R0)
2 (2.2.3)

Vangle(θ) =
1
2

Kangle {cos(θ)− cos(θ0)}2 (2.2.4)

Vdih(ψ) = Kdih(ψ −ψ0)
2 (2.2.5)

ここで、R−R0、cos(θ)−cos(θ0)、ψ −ψ0は結合長、結合角、二面角の平衡状態からのず

れを表し、Kbond、Kangle、Kdihは力の定数を表す。これらの値は、全原子シミュレーショ

ンにおける構造、運動との比較により決定される。

2.3 時間スケール

分子の運動には、並進、回転、振動の 3つの自由度が存在し、回転、振動は並進に比べ

非常に速い時間スケールでの運動となる。粗視化力場では、複数の原子を一つの粗視化

原子とみなしており、分子内の振動や回転などの自由度は小さくなる。したがって、粗視

化シミュレーションでは運動の時間スケールが遅くなると考えられ、これによって大きな

時間刻みを用いることができる。MARTINI力場では通常 20 fsから 40 fs程度の時間刻み

が用いられ、これは全原子シミュレーションのおよそ 10倍程度の値となる。一方、粗視

化により分子内運動の自由度が失われることから、その自由エネルギー地形は滑らかと

なる。これにより、粗視化シミュレーションにおける分子の運動は実際よりも速くなると

いう性質を持つ。全原子シミュレーションとの拡散係数の比較から、粗視化におけるダイ

ナミクスはおよそ 2-10倍速くなることが知られている。したがって、粗視化におけるシ

ミュレーション時間は実際の時間の数倍に対応することになり、サンプリング効率が上昇

することが期待される。また、結合速度定数などの運動速度に関する値は実験値に比べ大

きく見積もられることになる。標準的には、水の拡散速度に基づき時間を 4倍にスケーリ

ングすることで実際の系と対応させる。以下、本論文ではシミュレーション時間の記述は

粗視化における時間をそのまま表すものとする。

2.4 タンパク質への適用

ペプチドのMARTINI力場はMontecelliらにより整備されている [17]。アミノ酸分子は

主鎖に対応する一つの骨格原子と側鎖に対応するいくつかの原子によりモデル化されて

おり、各アミノ酸側鎖に対してパラメータが決められている。ペプチド分子はアミノ酸分

子が連なったものとして扱われ (図 2.1)、全原子構造から機械的に構築することができる。

しかしながら、タンパク質のような複雑な構造を持つものに対してはシミュレーション
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において構造が不安定となり、通常のMARTINI力場のみでは計算ができない。したがっ

て、一定の距離に存在する原子同士を調和ポテンシャルで繋げる elastic networkモデルを

用いることにより構造を束縛することが必要となる。

水中のHIV-1 Proteaseに対してシミュレーションを行った例を図 2.2に示す。このタン

パク質は対照的な二量体を形成しており、中央に結合ポケットを有する。このタンパク質

に対し、通常のMARTINI力場のみにより 200 nsのシミュレーションを行ったものが図

2.2の下段左の図であり、中央のポケットが崩れ、タンパク質構造が壊れていることがわ

かる。これに対し、elastic network modelにより主鎖原子に束縛を行ったものが図 2.2の

下段右の図であり、初期構造が保存されていることがわかる。

 

図 2.2: 水中のHIV-1 Proteaseに対するMARTINI粗視化シミュレーションにおけるタンパ
ク質の粗視化構造。ベージュおよび黄色の部分はそれぞれタンパク質の主鎖、側鎖に対応
する。上段は初期構造を表し、下段は 200 nsのシミュレーション後における構造を表す。
左は通常のMARTINI力場のみを用いた場合、右はそれに加えて elastic network modelに
より構造の束縛をかけたときの構造を表す。
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このように現段階では、MARTINI力場によるシミュレーションにおいてはタンパク質

構造の束縛を行う必要があり、そのためタンパク質の大きな構造変化を伴う現象を取り扱

うことができないという制約が存在する。
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第3章 MARTINI粗視化力場を用いたタ

ンパク質-リガンド結合過程の比

較シミュレーション

タンパク質-リガンド結合過程に関する一般的な知見を得るために、様々な種類のタン

パク質-リガンドのペアについて粗視化シミュレーションを行い、結合過程の傾向の解析

を行った。本研究では、結合ポケットおよびリガンドについて異なる性質を持つ様々なタ

ンパク質-リガンドペアを選んでシミュレーションを行い、それらの性質と結合過程の関

係について見出すというアプローチをとることとした。はじめにタンパク質-リガンドペ

アをリガンド結合ポケットおよびリガンドの性質に基づいて分類し、その後各分類につい

て具体例を選択してリガンド結合シミュレーションを行い、結合過程を解析した。

本章ではまずはじめに 3.1節においてタンパク質-リガンドペアの分類について触れた

後、3.2節でリガンド結合シミュレーションの方法論について述べる。その後、3.3節にお

いて結合経路や速度定数などに関する解析結果、考察を述べる。

3.1 タンパク質-リガンド複合体の分類および計算対象

3.1.1 タンパク質-リガンドペアの分類手法

本項の内容は、共著論文 (Journal of Computational Chemistry, Vol. 35, No. 25, pp. 1835-

1845)として学術雑誌に掲載された内容に関連しており、インターネット公表に対する共

著者全員の同意が得られていないため公表できない。

3.1.2 分類結果

データセットの分類結果は表 3.1のようになった。分類結果から、リガンド結合ポケッ

トの疎水性、親水性のリガンドは親水性の基質結合ポケットに結合し、疎水性のリガンド
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は疎水性の基質結合ポケットに結合する傾向を見出すことができた。タンパク質-リガン

ドペアの数が多く一般的なものと考えられるこれらの分類を表に示したように分類 I∼VI

とし、これらの分類に属するものに対して粗視化シミュレーションによる解析を行うこと

とした。

表 3.1: タンパク質-リガンド複合体の分類結果。表の数は、90パーセント以上の相同性を

持つものに関してBLASTClust[18]によるクラスタリングを行い、冗長性を排除した後の

値を示している。

リガンド

親水性・ 親水性・ 疎水性

リガンド結合ポケット 静電相互作用あり 静電相互作用なし

親水性
狭い 179 · · · I 46 · · · III 11

広い 260 · · · II 132 · · · IV 37

疎水性
狭い 26 12 142 · · ·V

広い 39 21 105 · · ·VI

3.1.3 計算対象

3.1における分類 I～VIから 2組ずつタンパク質-リガンドペアを選び、それぞれについ

てタンパク質-リガンド結合シミュレーションを行った。表 3.2に選択したタンパク質を

示す。
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表 3.2: 計算対象に選択したタンパク質

PDB ID

Class Protein ligand-free complex (ligand)

I 3-Deoxy-D-arabino-heptulosonate
7-phosphate synthase from
Saccharomyces cerevisiae

(DAHPS)

1OFB[19] 1HFB (phosphoenol
pyruvate)[19]

Aspartate aminotransferase from
Escherichia coli (AST)

1AAW[20] 1ASM (maleic
acid)[20]

II 6-phosphogluconolactonase from
Trypanosoma brucei (6PGL)

2J0E [21] 3EB9 (citric acid)[22]

Histidine acid phosphatase from
Francisella tularensis subsp.

holarctica LVS (HAP)

3IT2 [23] 3IT1 (tartaric acid)[23]

III Purine nucleoside phosphorylase
from Thermus thermophilus HB8

(PNP)

1ODL[24] 1ODJ (guanosine)[24]

Nucleoside
2-deoxyribosyltransferase from

Lactobacillus leichmannii (NdRT)

1F8X [25] 1F8Y (5-methyl-2’-
deoxypseudouridine)[25]

IV Levansucrase from Bacillus subtilis
(Lev)

1OYG [26] 1PT2 (sucrose)[26]

Pterocarpus angolensis Lectin from
Pterocarpus angolensis (PAL)

1S1A [27] 2ARE (mannose)[28]

V Haloalkane dehalogenase LinB
from Sphingomonas paucimobilis

(LinB)

1IZ7 [29] 1G5F
(dichroloethane)[29]

Penicillin G acylase from
Escherichia coli (PGA)

1PNK [30] 1AI7 (phenol)[31]

VI Ketosteroid isomerase from
Pseudomonas putida (KSI)

3VSY[32] 2PZV (phenol) [33]

Catalytic domain of human
phosphodiesterase 4D (PDE4D)

3SL3 [34] 1Y2B (Ethyl 3,5-
dimethyl-1H-pyrazole-

4-carboxylate)[35]
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MARTINIにおいてタンパク質の大きな構造変化を扱うことができないという制約のた

め、以上の計算対象はいずれもリガンド結合状態と非結合状態において構造変化の小さい

もの (主鎖構造の RMSD < 1Å)を選び、リガンドの運動に着目して解析を進めることと

した。

3.2 計算手法

3.2.1 シミュレーション条件

MARTINI粗視化力場を用いたシミュレーションにより、リガンドが溶液中からタンパ

ク質の結合部位に進入する様子を追跡することを試みた。一般に、粗視化シミュレーショ

ンは通常の全原子シミュレーションに比べ精度が劣るため、多数のシミュレーションを

行ってそれらの結果を統計的に解析するというアプローチをとることとした。

シミュレーションの系の構成およびシミュレーション時間はそれぞれの計算対象につい

て以下の表 3.3のような条件で行った。これらの系はタンパク質分子の周りに少数のリガ

ンド分子をランダムに配置し、水溶媒中に溶解することにより構築した (図 3.1)。シミュ

レーションは、それぞれ異なるリガンドの初期配置に対し数十回から百回のシミュレー

ションを行った。時間刻みは 20 fsを用い、温度および圧力は 1 bar、310 Kで一定とした。

シミュレーションにはプログラムパッケージGROMACS 4.0.7[36]を用いた。
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表 3.3: シミュレーション条件

計算対象 リガンド 濃度 (clig) / mM シミュレーション時間

DAHPS Phosphoenolpyruvate ×10 15 5 µs ×50

AST Maleic acid ×50 45 2 µs ×50

6PGL Citric acid ×10 17 5 µs ×50

HAP Tartaric acid ×30 33 2 µs ×50

PNP Guanosine ×10 9.4 5 µs ×50

NdRT 2 ’-deoxycytidine ×15 23 5 µs ×50

Lev Sucrose ×5 14 4 µs ×50

PAL Glucose ×5 18 1 µs ×100

LinB Dichloroethane ×10 41 1 µs ×100

PGA Phenol ×30 39 5 µs ×50

KSI Phenol ×10 10 2 µs ×50

PDE4D Ethyl 3,5-dimethyl-
1H-pyrazole-4-

carboxylate

×5 12 5 µs ×50
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図 3.1: Levansucrase(Lev)-sucroseのシミュレーションにおける初期配置の例。茶色はタン
パク質分子の主鎖構造、緑色はリガンド分子、水色は粗視化水分子 (通常の水分子 4分子
に相当)を表す。
　
　

3.2.2 粗視化モデルのマッピングおよびパラメータ

3.2.2.1 タンパク質

タンパク質構造のMARTINIモデルは既存のプロトコルにより X線結晶構造から生成

し、タンパク質形状はELNEDYN[37]と呼ばれる elastic networkモデルを用いて束縛した。

束縛は 0.9 nm以内にある主鎖原子同士に対して力の定数 500 kJmol−1 nm−2、0.43 nm以

内の距離にある側鎖原子同士に対して力の定数 50 kJmol−1 nm−2の調和ポテンシャルを用

いた。

3.2.2.2 リガンド

結合シミュレーションに用いたリガンドのマッピングおよび結合パラメータを図 3.2お

よび表 3.4に示した。Glucoseおよび sucroseの粗視化モデルは Lpezらによって設計され

たものを用いた [38]。また、phenolについては tyrosineの側鎖の類縁体と見なし、tyrosine

の粗視化構造の側鎖部分を phenolとして用いることとした。アミノ酸側鎖のパラメータの

決定は、側鎖部分のみの構造に対して、全原子シミュレーションと粗視化シミュレーショ

ンにおける物理化学的性質の比較を行うことによりなされている [17]ため、phenolの性

質を再現できるものと考えられる。Dichloroethaneは４つの重原子からなるため、一つの
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粗視化原子により表すこととした。粗視化原子の種類は、dichloroethaneの水-オクタノー

ル分配自由エネルギーの実験値∆Gpart =−8.5kJmol−1[39]に基づき、それに最も近い値を

持つC4粗視化原子 (∆Gpart = 9kJmol−1[16])を選んだ。それ以外の分子に関しては、付録

Aのプロトコルの通りに決定した。

 

B3: SP1

B1: P1
B3: P4

B4: P1

B6: P4

B2: P2

B2: P4

B2: SP2

B1: P1B3: P4

B2: SC5B1: SC5

Phenol                                     Ethyl 3,5-dimethyl-1H-pyrazole-4-carboxylate 

B3: SC5

B1: Na

B4: SNda

B2: SC5

B5: P1

B1: C4

Glucose                                  Sucose                                                      1,2-dichloroethane 

B3: SN0

B4: SNa

B1: SP2

B5: SP3

B6: SP1

B3: QaB2: Qa
B2: Qa

B1: Qa

B2: SP4

B2: Qa B1: Qa

B3: SN0

B4: SNa

B7: SNa

B1: SP2

Tartalic acid                           Guanosine                                                2-Deoxycytidine 

B1: Qa B2: Qa

Phosphoenolpyruvate        Maleic acid                                               Citric acid 

B5: SP2

B6: SP3

B1: Qa

図 3.2: リガンドのMARTINI粗視化マッピング。水素原子以外の原子に対して 3˜5個程度
のグループに分け、粗視化粒子 (B1,B2, . . .)を割り当てた。
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表 3.4: リガンドの結合パラメータ。Kbondが const.であるものについては、距離を一定と
見なし、シミュレーション時に LINCSアルゴリズム [40]により結合長を固定した。
　

Kbond Kangle Kdih

リガンド bonds R0 / nm / kJmol−1nm−2 angles θ0 / deg / kJmol−1 dihedrals φ0 / deg / kJmol−1

Phosphoenol-
pyruvate

B1-B2 0.290 const.

Maleic acid B1-B2 0.323 const.
Citric acid B1-B2 0.300 18000 B1-B2-B3 95 170

B2-B3 0.300 18000
Tartaric acid B1-B2 0.313 const.
Guanosine B1-B2 0.353 30000 B1-B3-B4 150 200 B1-B2-B3-B4 155 60

B1-B3 0.257 30000 B2-B3-B4 103 300 B2-B3-B4-B5 78 25
B2-B3 0.241 const. B3-B4-B5 128 300 B4-B5-B7-B6 180 200
B3-B4 0.244 const. B3-B4-B7 120 400
B4-B5 0.295 const. B4-B5-B6 69 200
B4-B7 0.161 const. B5-B4-B7 125 200
B5-B6 0.294 const. B5-B6-B7 84 200
B5-B7 0.390 const. B6-B7-B4 94 200
B6-B7 0.290 const.

2- B1-B2 0.317 const. B1-B3-B4 123 400 B1-B3-B4-B5 -145 30
deoxycytidine B1-B3 0.280 const. B2-B3-B4 150 400 B2-B1-B3-B4 -157 30

B2-B3 0.244 const. B3-B4-B5 104 500 B3-B4-B5-B6 -177 150
B3-B4 0.219 const.
B4-B5 0.220 const.
B4-B6 0.268 const.
B5-B6 0.285 const.

Glucose B1-B2 0.375 35000
B1-B3 0.331 35000
B2-B3 0.322 50000

Sucrose B1-B2 0.222 30000 B1-B2-B4 130 10 B1-B3-B4-B5 130 25
B2-B3 0.247 30000 B3-B2-B4 110 150 B2-B1-B3-B4 80 2
B2-B4 0.429 30000 B5-B4-B2 20 50 B3-B4-B5-B6 -70 20
B4-B5 0.293 30000 B6-B4-B2 85 150
B4-B6 0.372 30000

Phenol B1-B2 0.270 const.
B1-B3 0.270 const.
B2-B3 0.270 const.

Ethyl B1-B2 0.303 const. B1-B2-B4 136 500
3,5-dimethyl- B1-B3 0.355 const. B1-B3-B4 110 500
1H-pyrazole-4- B2-B3 0.244 const.
carboxylate B2-B4 0.206 const.

B3-B4 0.213 const.
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3.3 結果

本項の内容は、共著論文 (Journal of Computational Chemistry, Vol. 35, No. 25, pp. 1835-

1845)として学術雑誌に掲載された内容に関連しており、インターネット公表に対する共

著者全員の同意が得られていないため公表できない。

3.4 まとめ

それぞれ異なる性質を持つ多数のタンパク質-リガンドペアの系に対してMARTINI粗

視化力場を用いたリガンド結合シミュレーションを行った結果、いずれの系においてもリ

ガンドが溶液中に溶解している状態から基質結合ポケットへ結合した状態を再現するこ

とに成功した。その後、3次元密度分布による解析および結合親和性に関する解析から、

リガンドは基質結合ポケット内部で比較的安定に存在することを見出した。また、結合、

解離の速度や結合親和性について実験値との比較を行った結果、エネルギー的、速度的な

性質を概ね正しく表現できていることが示された。一部の系については従来のMARTINI

の力場のままでは実験結果と一致しないものが存在したが、MARTINIでは扱われない相

互作用や、全原子シミュレーションにおける結果を考慮してパラメータを修正することに

より、MARTINIの枠組みの中で実験結果の再現が可能であることを示した。これらのこ

とから、MARTINI粗視化力場によるリガンド結合シミュレーションによって、実験結果

を再現できる妥当性の高い解析を行うことができることが示唆された。ただ一方では、解

離に関するサンプリングが十分でなく、親和性が正しく評価できない系も存在した。この

ような例に対してはさらに長時間のシミュレーションが必要になることが考えられるが、

タンパク質-リガンドの系によっては結合、解離時間スケールが非常に遅いことが考えら

れ、効率的なサンプリング手法の開発が必要になると考えられる。

さらに、結合経路に関して解析を行った結果、リガンドが特異的な経路を通過して基質

結合ポケットに侵入することが見出された。さらに、タンパク質表面における形状や物理

化学的性質との関係を見ることで、リガンドの性質によって異なる特徴を持つ結合経路を

通過していることが明らかとなった。親水性のリガンドは親水性のタンパク質表面、疎水

性のリガンドは疎水性の表面付近を通過する傾向にあることを見出し、リガンドの疎水性

は結合位置周辺のみで無くタンパク表面付近におけるリガンドの経路についても影響し

ていることが分かった。また、タンパク質における溝との位置関係を解析することで、リ

ガンドはタンパク質表面における溝に沿って結合する傾向にあることが示唆された。ただ

し、電荷を持ったリガンドについては電荷による相互作用が強く働くため、電荷を持つア
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ミノ酸残基に強く影響を受けることが示唆された。これらの結果より、タンパク質の表面

における溝や疎水性といった一般的な性質とリガンドの結合経路の関係性を結びつけるこ

とができる可能性が示唆された。

また、今回のシミュレーション結果から、基質結合ポケットにおける水とリガンドの交

換がタンパク質によって異なるメカニズムで生じていることが確認された。これは基質結

合ポケットの広さによる違いによる生じるものであると予想され、また速度定数の解析結

果から水とリガンドの交換メカニズムの違いが結合、解離速度の時間スケールに影響して

いると考えられる。今後は、こうしたポケットの広さによる水の挙動の違いや、それが速

度定数に与える影響などについても詳しく解析していきたいと考えている。
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第4章 Dual-basin potentialによる

MARTINI粗視化シミュレーショ

ンの拡張

2.4節において述べたように、MARTINIにおけるシミュレーションにおいてはタンパ

ク質の構造を束縛する必要があり、そのためにタンパク質の大きな構造変化を伴う系につ

いては適用不可能となる。一方、タンパク質とリガンドの結合の過程でタンパク質の大

きな構造変化を伴うような例は数多く知られており、一般的にタンパク質-リガンド結合

過程を調べる上ではタンパク質の構造変化を扱うことが必要となる。この問題を克服す

るため、dual-basin potential[41, 42]の手法をMARTINI粗視化力場と組み合わせた拡張を

行うことで、構造変化を表現することを試みた。この章では、dual-basin potentialによる

MARTINI粗視化シミュレーションの拡張方法について触れた後、この手法を用いたタン

パク質の構造変化シミュレーションおよび構造変化を伴うタンパク質-リガンド結合の解

析について述べる。

4.1 Dual-basin potential

本項の内容は、共著論文 (Journal of Computational Chemistry, Vol. 35, No. 25, pp. 1835-

1845)として学術雑誌に掲載された内容に関連しており、インターネット公表に対する共

著者全員の同意が得られていないため公表できない。

4.2 タンパク質の構造変化シミュレーション

本項の内容は、共著論文 (Journal of Computational Chemistry, Vol. 35, No. 25, pp. 1835-

1845)として学術雑誌に掲載された内容に関連しており、インターネット公表に対する共

著者全員の同意が得られていないため公表できない。
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4.3 タンパク質-リガンド結合シミュレーションへの適用

本項の内容は、共著論文 (Journal of Computational Chemistry, Vol. 35, No. 25, pp. 1835-

1845)として学術雑誌に掲載された内容に関連しており、インターネット公表に対する共

著者全員の同意が得られていないため公表できない。

4.4 まとめ

MARTINI粗視化力場においてタンパク質の構造変化を扱うため、dual-basin potential

と組み合わせた手法の開発を行った。MARTINIにおける束縛ポテンシャルを dual-basin

potentialに適用することで、タンパク質構造が開閉する大きな構造変化を扱うことに成功

した。さらに、構造変化を伴うタンパク質とリガンドの系に適用し、リガンド結合シミュ

レーションを行ったところ、リガンドの結合に伴って構造が変化し、結晶構造と同様の構

造を再現することに成功した。また、状態遷移に関する解析から、リガンドが結合するこ

とによりタンパク質が閉じた構造で安定となることが見出された。
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第5章 総括

本研究では、タンパク質とリガンドの結合過程に対する一般的な知見を得ることを目的

として、様々な性質を持つ多数のタンパク質-リガンドの系を対象にMARTINI粗視化力

場を用いた分子動力学シミュレーションを行い、リガンド結合過程の比較解析を行った。

さらに、MARTINI粗視化シミュレーションの適用の幅を広げることを目的とし、構造変

化を扱うことができるようなシミュレーション手法の拡張にも取り組んだ。

リガンド結合過程の比較解析においては、タンパク質-リガンドペアをリガンドおよび

基質結合ポケットの性質に基づいて分類し、異なる性質を持つ多数の例に対して解析を

行った。リガンド結合シミュレーションによる解析の結果、リガンドが結晶構造と同様の

基質結合ポケットに比較的安定に結合すルことが明らかとなった。また、結合速度や結合

親和性のパラメータに関する解析より、MARTINI粗視化力場の枠組みの中で実際の性質

を再現することが可能であることを示した。したがって、MARTINI粗視化力場を用いた

解析により妥当性の高い結果が得られるものと考えられる。しかし一方で、十分な結合、

解離が確認されず、結合親和性の評価ができなかった例なども存在した。このような例は

結合、解離の時間スケールが長くなると考えられるため、効率的なサンプリング手法の開

発が必要となる。現在、解離過程のシミュレーションにおいて、結合位置にエネルギー的

なペナルティを与えることによるサンプリングの効率化を検討している。

さらに、結合経路に関する解析から、タンパク質-リガンド結合過程において特異的な

経路を通過して結合することが見出され、タンパク質表面における溝などの形状や、疎水

性などの物理化学的性質がリガンドの結合過程に関係していることが示唆された。こうし

た解析をさらに進めて一般化し、結合経路に関する汎用性の高い知見を得ることができれ

ば、リガンドの結合過程の予測などにもつなげることができると期待される。今回の解析

からは、タンパク質の基質結合ポケットの広さによるリガンドの結合過程における大きな

違いは見出されなかったが、リガンドの結合過程においては水とリガンドの交換を伴うこ

とから、ポケットの広さが水とリガンドの交換メカニズムや結合、解離の時間スケールな

どに影響する可能性が考えられ、今後の研究課題となる。

また、MARTINI粗視化力場と dual-basin potentialを組み合わせた拡張を行うことによ

り、タンパク質の大きな構造変化を再現することに成功した。さらに、リガンド結合シ

ミュレーションに適用することで、タンパク質の開閉を伴うリガンド結合を再現すること
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ができ、構造変化を伴うリガンド結合過程の解析への有効性が示唆された。この結果か

ら、構造変化を伴うタンパク質-リガンドの系についてもリガンド結合過程のシミュレー

ションが可能になり、さらに一般的な解析を行うことができると期待される。
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付録A
化合物のMARTINI粗視化力場パ

ラメータの決定

A.1 力場決定の手順

MARTINI力場においてはタンパク質のほか、糖や脂質などのいくつかの一般的な生体

分子に関してパラメータが整備されている。しかしながら、パラメータが作成されていな

い分子に関してはパラメータの作成を手動で行う必要がある。

新たにパラメータを作成する場合、実験データや全原子シミュレーションの結果を再現

するように決定する。本研究では、MARTINIの論文 [16]に記されている手順に従い、最

初に全原子シミュレーションとの比較により粗視化粒子の割り当て (マッピング)および

結合長や結合角などの構造に関するポテンシャルを決定し、その後水-オクタノール分配

係数 (LogP)を実験値や全原子シミュレーションなどの結果を再現するように粗視化粒子

の種類を決定した。ただし、電荷を持つリガンドについては、論文で示されている標準的

な対応付けに基づいて決定することとした。以下に本研究でのパラメータ決定の手順を示

した。

結合パラメータの決定：

1. 全原子力場のパラメータが存在していない場合、量子化学計算により構造最適化、

電荷の計算を行い、全原子のパラメータを決定する

2. 水中での化合物単体の全原子シミュレーションを行う

3. 粗視化粒子のマッピングを行う結合パラメータを設定する

4. 水中での化合物単体の粗視化シミュレーションを行う

5. 結合距離の分布などに関して全原子の結果との比較を行い、一致していれば決定し、

一致していなければ 2から再度行う

粗視化粒子種の決定 (電荷を持たないリガンド)：
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1. 実験値ががわかっていない場合、全原子シミュレーションまたは予測プログラムに

よる LogPの予測を行う

2. 粗視化粒子種を設定する

3. 粗視化シミュレーションにより LogPを計算する

4. LogPについて実験値または 1による推定値と粗視化シミュレーションの結果との比

較を行い、一致していれば決定し、一致していなければ 2から再度行う

A.2 結合パラメータの比較

結合パラメータは、水中の化合物のシミュレーションを全原子力場および粗視化力場

それぞれで行い、シミュレーション中における分子の形状 (結合距離、結合角)を比較す

ることで決定した。本研究では先行研究に倣い、MARTINI粗視化パラメータを決定する

際に比較に用いる力場に OPLS力場 [43]を用いた。化合物の全原子力場パラメータが存

在しない場合、はじめに全原子パラメータの作成を行った。まず、目的化合物の構造を

PDBechemより取得し、Openbabel[44]を用いて PH = 7の条件で水素を負荷した。この構

造を初期構造として HF/6-31G*レベルでの量子計算による構造最適化をプログラムパッ

ケージ gaussian09[45]を用いて行った。その後、antechamber[46]およびACPYPE[47]を用

いてRESP電荷の計算、OPLS力場パラメータの割り当てを行った。全原子力場および粗

視化力場それぞれにおけるシミュレーション条件を表A.1に示した。

表 A.1: 水中における化合物のシミュレーションの条件。AAは全原子シミュレーション、
CGは粗視化シミュレーションを表す

system

Simulation compound SPC water simulation time / ns

AA 1 1500 200

CG 1 490 200

全原子シミュレーションにおいては水分子に Single point charge (SPC)モデル [48]を用

いた。それぞれのシミュレーションは、310 K、1 barの定温定圧条件下で行った。

これらのシミュレーション結果から、全原子モデルと粗視化モデルの結合距離、結合角

の分布の比較を行った。まず、全原子シミュレーション結果から、マッピングに従って化

合物の各粗視化粒子に対応する原子のグループの重心位置を計算し、仮想的な粗視化モデ
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ルのトラジェクトリを作成した。次に、このように作成した全原子のトラジェクトリと、

粗視化シミュレーションにより得られたトラジェクトリについて、粗視化粒子における結

合長や結合角等の分布を計算し、比較を行った。

本研究においてパラメータを作成したリガンドについて、最終的に決定した粗視化分子

と全原子分子の比較を図A.1∼A.5に示した。
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図 A.1: Citrate anion分子のダイナミクスの比較 (結合長、結合角)。
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図 A.2: Guanosine分子のダイナミクスの比較 (結合長)。
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図 A.3: Guanosine分子のダイナミクスの比較 (結合角、二面角)。

27



0

0.02

0.04

0.06

0.08

0.1

80 100 120 140 160
Angle / degrees

Angle (B1-B3-B4):

��

��

0

0.02

0.04

0.06

0.08

0.1

100 150 200
Angle / degrees

Angle (B2-B3-B4):

��

��

0

0.05

0.1

0.15

0.2

80 100 120 140
Angle / degrees

Angle (B3-B4-B5):

��

��

0

0.05

0.1

0.15

140 160 180 200
Angle / degrees

Angle (B3-B4-B6):

��

��

0

0.01

0.02

0.03

0.04

-220 -180 -140 -100 -60
Angle / degrees

Dihedral (B1-B3-B4-B5):

��

��

0

0.01

0.02

0.03

0.04

0.05

-240 -200 -160 -120 -80
Angle / degrees

Dihedral (B2-B1-B3-B4):

��

��

0

0.02

0.04

0.06

0.08

-240 -220 -200 -180 -160 -140 -120
Angle / degrees

Dihedral (B3-B4-B5-B6):

��

��

図 A.4: 2 ’-deoxycytidine分子のダイナミクスの比較 (結合角、二面角)。
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図 A.5: Ethyl 3,5-dimethyl-1H-pyrazole-4-carboxylate分子のダイナミクスの比較 (結合角、
二面角)。

A.3 水-オクタノール分配係数の比較

水-オクタノール分配係数 LogPは、水およびオクタノールに対する溶媒和自由エネル

ギーを ∆Gw、∆Goct として、

logP = log
(

exp
(

∆Gw −∆Goct

RT

))
=

∆Gw −∆Goct

2.303RT
(A.3.1)

と求められる。本研究では、シミュレーションにより水およびオクタノールに対する化合

物の溶媒和自由エネルギーを求め、そこから式に従って LogPを計算することとした。溶

媒和自由エネルギーの算出は、化合物と周りの溶媒の相互作用が存在しない状態 (λ = 0:

真空中と同様)から相互作用が完全に存在する状態 (λ = 1)の間の遷移を考え、この間の

エネルギー差を求めることにより行う。エネルギー差を計算するにあたって、λ = 0 ∼ 1

の間を 0.05刻みで変化させ、それぞれの中間状態についてシミュレーションを行った。そ

の後、各段階のエネルギー差を Benett acceptance ratio (BAR)法 [49]により計算し、その

和を求めることによって最終的な値を得た。

粗視化力場について LogPを計算し、実験データを再現するように原子種の割り当てを

行った。実験データが存在しない場合には、全原子についても同様の計算を行うことによ
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りLogPを算出し、粗視化シミュレーションと全原子シミュレーションの結果を比較した。

全原子および粗視化モデルによるシミュレーションの系およびシミュレーション時間は

それぞれ表A.2のように設定した。オクタノールの系については水分子を飽和濃度分だけ

含めた。各シミュレーションにおける温度、圧力はいずれも 310 K、1 barとした。本研究

においてパラメータを決定した電荷を持たないリガンドについて、最終的に決定した粗視

化分子と全原子分子の LogPの比較を表A.3に示した。

表 A.2: シミュレーション条件

system

Simulation compound water octanol simulation time

AA octanol 1 66 199 6 ns×20

water 1 1400 6 ns×20

CG octanol 1 43 519 10 ns×20

water 1 1000 10 ns×20

表 A.3: 水-オクタノール分配係数の比較。CGおよびAAはそれぞれ粗視化シミュレーショ
ン、全原子シミュレーションから推定した値を表す。Exp.は実験値を表し、AlogPSはソ
フトウェアAlogPS 3.0による推定値を表す。

LogP
リガンド CG Exp. AA AlogPS

Guanosine -2.18 -2.461[50]
2 ’-deoxycytidine -1.59 -1.06 -1.9
Ethyl 3,5-dimethyl-1H-pyrazole-4-carboxylate 1.58 2.89 1.1
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付録B 結合、解離速度定数の推定

B.1 ベイズ推定による速度定数の推定

速度定数の解析においては、ベイズ推定により速度定数の確率分布を求め、その平均値

を推定値として用いた。

リガンド結合がポアソン分布に従って生じると仮定する。結合の速度定数を kon、系全

体のリガンド濃度を cligとすると、時間 T の間にリガンドが nbind回だけ結合する確率は

次のように表せる。

p(nbind|kon,T ) =
(koncligT )nbind

nbind!
e−koncligT (B.1.1)

いま、konの事前確率分布を p(kon)とする。これに対しシミュレーションを行い、シミュ

レーション iにおいて観測された結合回数を ni、結合にかかった時間の総和をTiとし、観測

を行った後の事後確率分布 p(kon|{ni},{Ti})を求める。ベイズの定理P(X |Y ) ∝ P(Y |X)P(X)

において、尤度関数P(Y |X)を p({ni}|kon,{Ti})、とすることで、事後分布 p(kon|{ni},{Ti})
は次のように表すことができる。

p(kon|{ni},{Ti}) ∝ p({ni}|kon,{Ti})p(kon) (B.1.2)

シミュレーションを全N回実行した後の事後分布 p(kon|{n1,n2, . . . ,nN},{T1,T2, . . . ,TN})を
考えると、同様の計算を繰り返すことで

p(kon|{n1,n2, . . . ,nN},{T1,T2, . . . ,TN}) ∝
N

∏
i=1

p({ni}|kon,{Ti})p(kon) (B.1.3)

のように求められる。速度定数に関する事前情報は一切無く、シミュレーションを行う前

の事前分布 p(kon)を一様な分布とすれば、シミュレーション後の事後確率分布は最終的

に次のように表現できる。

p(kon|{n1,n2, . . . ,nN},{T1,T2, . . . ,TN}) =

N

∏
i=1

p({ni}|kon,{Ti})∫ ∞

0

N

∏
i=1

p({ni}|kon,{Ti})dkon

(B.1.4)
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したがって、この事後分布における konの平均値 ⟨kon⟩は

⟨kon⟩ =
∫ ∞

0
kon p(kon|{n1,n2, . . . ,nN},{T1,T2, . . . ,TN})dkon

=

∫ ∞

0
kon

N

∏
i=1

p({ni}|kon,{Ti})dkon∫ ∞

0

N

∏
i=1

p({ni}|kon,{Ti})dkon

(∵式 B.1.4)

=

∫ ∞

0
kon

N

∏
i=1

(koncligTi)
ni

ni!
e−koncligTidkon∫ ∞

0

N

∏
i=1

(koncligTi)
ni

ni!
e−koncligTidkon

(∵式 B.1.1)

=

∫ ∞

0
k(∑ni+1)

on e−konclig ∑Tidkon∫ ∞

0
k(∑ni)

on e−konclig ∑Tidkon

=
∑ni +1
clig ∑Ti

(B.1.5)

のように求められ、これを推定値とした。また、分散 σ2
onは

σ2
on =

⟨
k2

on
⟩
−⟨kon⟩2

=
∫ ∞

0
k2

on p(kon|{n1,n2, . . . ,nN},{T1,T2, . . . ,TN})dkon −⟨kon⟩2

=

∫ ∞

0
k(∑ni+2)

on e−konclig ∑Tidkon∫ ∞

0
k(∑ni)

on e−konclig ∑Tidkon

−
(

∑ni +1
clig ∑Ti

)2

(∵式 B.1.1)

=
∑ni +1

(clig ∑Ti)2 (B.1.6)

と求められる。

リガンドの解離についても同様にポアソン分布に従うとすると、解離の速度定数を koff

としたとき、時間 T の間にリガンドが nunbind回だけ解離する確率は

p(nunbind|koff,T ) =
(koffT )nunbind

nunbind!
e−koffT (B.1.7)

と求められる。結合速度との違いは濃度への依存の有無のみであり、結合定数のときと同

様の計算を行うことで平均値 ⟨koff⟩および分散 σ2
offは

⟨koff⟩=
∑ni +1

∑Ti
(B.1.8)
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σ2
off =

∑ni +1
(∑Ti)2 (B.1.9)

と推定できる。

B.2 結合、解離の定義による速度定数の依存性

本項の内容は、共著論文 (Journal of Computational Chemistry, Vol. 35, No. 25, pp. 1835-

1845)として学術雑誌に掲載された内容に関連しており、インターネット公表に対する共

著者全員の同意が得られていないため公表できない。
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