
体内における薬物の代謝，薬効，副作用の発現
などには個人差が生じることが知られており，そ
の原因の１つにタンパク質の変異体が関与してい
ることが考えられる．1）そのため，タンパク質の
一部に変異が生じたときにタンパク質全体の構造
がどのように変化するか，また，変異体の性質や
変異体の及ぼす影響はどのようなものかなどを考
慮することが重要である．その際に，計算機を用
いたシミュレーションを行うことにより，実際に
起こりうる変化を短時間で予測することができる．
本研究では分子動力学（Molecular dynamics，
Md）法に基づくシミュレーションを行った．Md
シミュレーションは，計算機を用いて原子や分子
１つ１つに対してニュートンの運動方程式を数値
的に解き，位置，速度，エネルギーなどの時間変
化を追跡する手法である．2）この Md シミュレー
ションの信頼性を評価するため，bovine pancreatic
trypsin inhibitor（bPTi）を用いて解析を試みた．

bPTi はウシ膵臓由来のトリプシン阻害剤であ
る．これまでに，bPTi のアミノ酸配列の一部を変
異させた変異体について，安定性が多く報告され
ている．3,4）bPTi は 57 残基からなるタンパク質
で，Cys5-Cys55，Cys14-Cys38，Cys30-Cys51 の 3
カ所にジスルフィド結合を有している．これまで
の研究から，この 3 つのジスルフィド結合のうち
Cys5-Cys55 が bPTi の立体構造形成に重要である
ことが示唆されている．5）この Cys5-Cys55 間のジ

スルフィド結合があれば，他のシステインを変異
させても bPTi の立体構造が保たれる．一方で，
システイン以外の残基を変異させた場合でも bPTi
の立体構造が失われる例が報告されており，3,6）

bPTi は残基の変異が立体構造に影響を与える顕著
な例となっている．そのため，bPTi の変異体に対
する分子シミュレーションは bPTi の構造的特徴
を解明するだけでなく，シミュレーション手法が
残基の変異による影響を正しく評価できるかどう
かのテストとしても重要である．近年，創薬にお
いても遺伝多型による薬物代謝酵素等の変異が重
要なトピックスとなっており，これを計算機シ
ミュレーションによって正しく評価することは，
副作用の軽減などの面において非常に重要である．

Md シミュレーションを行う際，計算対象とす
るタンパク質に及ぼす溶媒効果を扱う方法には，
溶媒分子をあらわに取り扱う explicit solvent 条件
と，平均的な溶媒環境をパラメータとして近似的
に取り扱う implicit solvent 条件がある．7）以前，
我々が行った implicit solvent 条件における bPTi
を用いた brownian 動力学シミュレーションおよび
Md シミュレーションでは，実験で得られている
立体構造の変化をおおむね再現できていた．8）

本研究では explicit solvent 条件において，Md シ
ミュレーションが変異体のシミュレーションに対して
用いることができるかどうかを検討した．また，用
いる力場の違いによる計算結果の違いにも注目した．
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Computational simulations can reproduce or predict structural changes of proteins upon various mutations in a
short time. in this study, molecular dynamics simulations of the wild type and mutants of bovine pancreatic trypsin
inhibitor with explicit solvent were carried out to evaluate reliability of molecular dynamics simulation. We used
two force fields, ff03 and ff99sb, and compared the results. Effects of the amino acid mutations on structural stability
were largely reproduced by the simulations.
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方　　　　　法

本研究では，野生型および変異型の bPTi につ
いて Md シミュレーションを行った．bPTi の立
体構造は，PRoTEiN daTa baNK 9）に登録され
ている実験的に解明された構造を用いた（Pdb id:

6pti）．使用した変異体を Table 1 に示す．変異体
の立体構造は，ジスルフィド結合を切断するため
にアミノ酸の側鎖を削除しアラニンに置き換える
ことにより，人工的に作成した．さらに，実験で
得られている変異体の構造安定性も同時に示して
あり，melting point が 300 K 以上である変異体を

“stable”と表記している．
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Table 1. Numbering and stability of the wild type and mutants of bPTi used in this study.

number mutations stability

Ⅰ wild type stable
Ⅱ C5a, C14a, C30a, C38a, C51a, C55a instable
Ⅲ C14a, C30a, C38a, C51a stable
Ⅳ C30a, C51a stable
Ⅴ C14a, C30a, y35a, C38a, C51a stable
Ⅵ C14a, y23a, C30a, C38a, C51a instable
Ⅶ C14a, C30a, F33a, C38a, C51a instable

Fig. 1.  RMsds of for the main chains of the wild type, mutant Ⅱ, and mutant Ⅲ.



はじめに，上記の bPTi の立体構造から水分子
とリン酸を取り除いた．得られたこの立体構造に
対し，構造最適化および Md シミュレーションを
行った．このとき，基本セルと同じ構成の分子を
持ったイメージセルを周期的に配置する，周期境
界条件を用いて計算を行った．また，cutoff 距離は
10 Å とし，さらに，長距離に及ぶ静電相互作用を
考慮するために Particle Mesh Eward 法 10）を使用し
た．そして，タンパク質の表面から 8 Å の幅を確保
した上で水を配置し，全体の電荷を中和するための
カウンターイオンには Cl−を用いた．explicit
solvent 条件における計算を行うため，水をあらわ
に取り扱う TiP3P 11）を用いて溶媒和した．TiP3P
は水分子を酸素原子 1 個，水素原子 2 個で表す 3
点モデルであり，各原子上に電荷を配置している．

力場は aMbER 力場の ff03 力場 12,13）と ff99sb 力場
14）の 2 種類を使用し，比較検討を行った．ff99sb
力場は ff99 力場 15）の改良版である．ff99 力場は現
在のところ生体高分子の計算に広く使用されてい
る力場であり，それまでの ff94 力場 16）では扱いの
不十分だった二面角のパラメータに修正を加えて
いる．また，ff94 力場と同じ式を用いて計算するた
め，トポロジー等については互換性を保っている．
しかし，一方で ff99 力場はヘリックス構造と β構
造との間の配座変化に必要なエネルギーを正確に
算出することができず，また，グリシン関連のパ
ラメータに不備が存在することが知られている．
そこで，simmerling らによって ff99 力場に改良が
加えられ ff99sb 力場が開発された．これは，二面
角の力場パラメータをを量子化学計算を用いて再
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Fig. 2.  RMsds of for the main chains of the wild type, mutant Ⅳ, and mutant Ⅶ.



パラメータ化し，2 次構造の出現頻度が妥当な値に
なるように調整した力場である．一方の ff03 力場
も ff99sb 力場の改良であるが，こちらについては，
量子化学計算によって原子電荷を算出する際に
implicit solvent を使用し，この段階から溶媒効果を
取り込んだ点が特徴である．また，主鎖の二面角の
パラメータにも改良を加え，ff99 のへリックスを過
剰に取りやすい傾向を修正している．

まず，0 K から 300 K まで温度を上げるシミュ
レーションを行い，その後 300 K の平衡状態におい
て定圧下シミュレーションを行った．昇温時には
1.0 fs のタイムステップで計 20 ps のシミュレーショ
ンを，また，平衡状態では 1.0 fs のタイムステップ
で計 20 ns（20000 ps）のシミュレーションを行っ
た．これらの計算には全て aMbER917）を使用した．

結　　　　　果

野生型 Ⅰと変異体 Ⅱ，Ⅲについて，Md シミュ
レーションを行ったときの主鎖の root mean square
deviation（RMsd）の変化を，ff03 力場と ff99sb
力場にわけて Fig. 1 に示す．まず，ff03 力場におい
て，野生型 Ⅰと，全てのジスルフィド結合を切断
した変異体 Ⅱの結果を比較する．野生型 Ⅰでは初
期構造との RMsd がおよそ 1.5 Å であるのに対し，
変異体 Ⅱでは 6 ns から 10 ns まで 2.0 Å 程度の
RMsd 値を示し，野生型 Ⅰよりも大きい値であ
る．また，10 ns 以降では野生型 Ⅰと同程度の
RMsd 値を示しているものの，2.5 Å を超える値も
あるため，構造が壊れていることが示唆される．
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Fig. 3.  RMsds of for the main chains of the wild type, mutant Ⅵ, and mutant Ⅶ.



これは変異体 Ⅱが立体構造を保持する上で不安定
であるという実験結果と一致している．一方，
ff99sb 力場において，変異体 Ⅱは野生型 Ⅰと同程
度の RMsd 値を示しているため構造が壊れている
とはいえず，立体構造を保持する上で不安定であ
るという実験結果を再現できていない．また，変
異体 Ⅲについては，ff03 力場，ff99sb 力場とも
RMsd は 1.0 Å 程度を示しており，初期構造から
あまり離れていないことがわかる．従って，どち
らの力場でも変異体 Ⅲが安定構造を示すという実
験結果と一致しているといえる．

次に，ff03 力場と ff99sb 力場における変異体
Ⅳ，Ⅴの RMsd の変化を Fig. 2 に示す．比較のた
めに野生型 Ⅰの結果も再度示している．変異体
Ⅳ，Ⅴでは ff03 力場，ff99sb 力場ともに RMsd 値
は 1.0〜1.5 Å 程度を示しているため初期構造から
あまり離れておらず，実験で得られている安定構
造を示すという結果と一致している．これは，Md
シミュレーションが bPTi の安定性を評価しうる
可能性を示唆している．また，用いた力場で大き
な差は見られなかった．

最後に，ff03 力場と ff99sb 力場における不安定
変異体 Ⅵ，Ⅶの RMsd の変化を Fig. 3 に示す．
Fig. 2 同様，比較のために野生型 Ⅰの結果も再度
示している．まず，ff03 力場では変異体 Ⅵが野生
型 Ⅰとはかけ離れた挙動を示しており，変異体 Ⅵ
の構造が壊れていることが示唆される．しかし，
変異体 Ⅶでは野生型 Ⅰとあまり変わらない RMsd
値を示しているため，初期構造から大きな変化が
ないものと思われる．これは，変異体 Ⅶが立体構
造を保持する上で不安定である実験結果とは異
なった結果となっている．一方，ff99sb 力場にお
いては，変異体 Ⅵは 2.0 Å 程度あるいはそれ以上
の RMsd 値を示し，変異体の構造が壊れているこ
とがわかる．しかし，変異体 Ⅶでは，10 ns までは
RMsd 値が大きくなっているものの，10 ns 以降は
野生型とほぼ同じ挙動を示していた．

考　　　　　察

変異体 Ⅵを例にとると ff03 力場では約 4 ns 以
降，また，ff99sb 力場では約 2 ns 以降で初期構造
から大きく離れている．このことから，Md シ
ミュレーションは計算時間が短すぎると高い信頼
性を得ることができないと考えられる．一般に，

explicit solvent を使用した場合は，計算時間をは
じめとしたコンピュータ資源を多く必要とするた
め，数 ns 程度で Md シミュレーションを終了させ
ることが多い．側鎖の変化などの微小な変化につ
いては，そのようなシミュレーションであっても
妥当な結果が得られる可能性があるが，本研究の
ように残基変異に伴った立体構造の変化など，主
鎖も関係した構造変化のシミュレーションを行う
場合には，十分に長い時間のシミュレーションが
必須であることが示唆されている．本研究では 20
ns までシミュレーションを実行したが，不安定な
構造をとる変異体では 10 ns までに構造が壊れてい
た．従って，信頼性の高いシミュレーションを行
うためには，10 ns 程度の計算を実行することが望
ましいと考えられる．

また，変異体 Ⅶは implicit solvent 条件下で行っ
たシミュレーションでも正しく安定性を評価でき
ていない．前述のように，ff99 力場はヘリックス構
造を過剰に取る傾向があることが知られており，
改良版の ff03 力場，ff99sb 力場でも同様の傾向が
残っているのかもしれない．それが，変異体 Ⅶの
結果に影響を与えた可能性がある．一方で変異体
Ⅱについては，ff99sb 力場では変異の効果が再現
できていないのに対して，ff03 力場では変異の影響
を正しく再現することができた．ff03 力場，ff99sb
力 場 と も に ff99 力 場 に 修 正 を 加 え て い る が ，
ff99sb 力場に比べて ff03 力場の方が大きな変更が
加えられている．bPTi は両末端領域にヘリックス
を含んでおり，立体構造の保持において重要とさ
れる Cys5，Cys55 はこの両端領域に存在している．
従って，ff99sb 力場が過剰にヘリックスを保とう
とする傾向があるためにこの領域の構造が変化せ
ず，本来不安定となるべき bPTi の変異体全体の
構造が保たれてしまったのかもしれない．ff03 力場
は，特に原子電荷において ff99sb 力場とは根本的
に異なっており，この問題を回避できた可能性が
ある．ただし，ff03 力場については ff99 力場と比
べてテストが十分ではなく，また，それまでの力
場と設計思想が大きく異なっているため，さらな
る検討が必要であろうと考えている．また，ff99sb
力場でも安定変異体については構造を保っており，
ff03 力場よりも多数のテストが行われている現状と
あわせて，bPTi に限らず，立体構造が壊れない安
定変異体に対しては十分に有用であろうと考えら
れる．
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ま　　と　　め

本研究では bPTi を用いて，明示的に水を取り
扱う explicit solvent 条件のもと，Md シミュレー
ションがアミノ酸変異の影響を正しく再現できる
かどうかを検討し，構造安定性についての実験結
果をほぼ再現することができた．従って，implicit
solvent 条件に限らず，explicit solvent 条件におい
ても Md シミュレーションが有用であると考える．
このことから，遺伝多型に起因する薬物の代謝，
薬効，副作用などの個人差を考慮する上で，短時
間で予測しうる Md シミュレーションの利用が期
待される．
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