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1
. 序

1 . 1 タ ン パ ク質の フ ォ
ー

ル ディ ン グ

生命現象の 担 い手 で ある タ ン パ ク質は ､ 固有 の 立体構造 ( 天然状態) に折り畳まれ る こ と

で
､ そ の 生化学的機能を発揮す る ｡ タ ン パ ク質の配 列か らの 天然状態 の 立 体構造 の 予測 ､

ま た 天然 状態 に至 る経路 を求め る問題 は
､

一 般 に フ ォ ー ル ディ ン グ問題 と呼ばれ ､ 分子 生

物学の 分野にお ける未解決問題 の
一

つ で ある｡ こ の タ ン パ ク質の フ ォ
ー

ル デ ィ ン グ問題 を

解決す る こ とは ､
タ ン パ ク質分子 の機能発現の 機構 を解明する と同時に ､ 創薬､ 特定の 生

化学的機能を持 っ た 人 工 タ ン パ ク質の設計開発 ､ ア ル ツ ハ イ マ
ー 病な どの タ ン パ ク質 の誤

っ た フ ォ
ー ル ディ ン グに由来す るとされ る病 理 の解明 - と直接つ なが る と期待され る｡

1 .2 フ ォ
ー

ル デ ィ ン グシ ミ ュ レ
ー

シ ョ ン

C h ri sti a n A n fi n s e n に よる Rib o n u cl e a s e A の 巻き戻 し実験に よ っ て ､ タ ン パ ク質の フ ォ

ー ル デ ィ ン グは配列情報の み に よ っ て決定され る こ とが 示唆 された ｡
一

方 で計算機技術 ･

資渡 の充実 にもか かわ らず ､ 配列情報 の み を用 い た計算機 シ ミ ュ レ
ー

シ ョ ン に よ る立体構

造 の 予測･は依然 と して 困難 な問題で あるo タ ン パ ク質の フ ォ
ー

ルデ ィ ン グシ ミ ュ レ
- シ ョ



ン を実現す る上 で の 困難 は主に 2 点ある ｡ 第
一

は構 造探索の 問題で ある ｡ 熱力学的仮説 に

よれ ばタ ン パ ク質の天然構 造は溶媒環境を含めた自由 エ ネル ギ
ー

最小状態に対応す る ｡ し

か しなが らタ ン パ ク 質分子 の 内部自由度が膨大 なため ､ 構造探索を行う際
､
無数に存在す

る エ ネ ル ギ ー 極小状態 に とどまり自由 エ ネル ギ
ー

最小状態に到達で きない とい う問題 が あ

る o 第二 は溶媒効果 の 膨大な計算量で ある. タ ン パ ク質分子 は生体内にお い て 溶液環境 に

ある ｡ シ ミ ュ レ
ー

シ ョ ン の 系にお い て明示 的に水分子 を配置 した 際､
そ の原子数 の 2 乗 に

比 例 して 計算量が増大す る こ とにな る｡ よ っ て ､
タ ン パ ク質の フ ォ

ー

ル デ ィ ン グシ ミ ュ レ

ー シ ョ ン を実現す るた め には ､ 構造探索手法の 改良と効率的 な溶媒効果 の計算手法 の 両立

が要求され る｡ 本研究では
､
こ う した困難に挑戦 し, 1) タ ン パ ク質分子 の 配列情報の み に

基づ い た立 体構造予測 に有効な全原子 シ ミ ュ レ ー シ ョ ン法を確立 し､ 2) タ ン パ ク質の フ ォ

ー

ル デ ィ ン グに重要とされ る配列上離れた残基同士 に よ る水素結合 ･ 疎水 コ ア 形成 の メカ

ニ ズム を原子 レ ベ ル で解明す るこ とを目指 した｡

2 . 方法

2 . 1 計算手法

従来型 の定 温分子動力学シ ミ ュ レ
ー

シ ョ ン では構造探索範囲が初期構造近傍 に限定され

て しま い 自由 エ ネル ギ
ー

最小状態 に到達す る こ とが 困難 で あると いう問題 が知 られ て い る
｡

こ の 間題 を解決す るた め の構造探索手法 の
一

つ と して ､ 拡張ア ン サ ンブ ル 法が提案されて

い る ｡ 拡張ア ン サ ン ブル 法で は エ ネル ギ ー 軸上 をラ ン ダム ウオ ー

クす る こ とで エ ネル ギ ー

極小状態か ら効率良く抜 け出 し ､ 自由 エ ネル ギ ー 最小状態 - 到達す るこ と を目指す ｡ 本研

究で は拡張ア ン サ ン ブル 法 の
一

種で ある マ ル チカノ ニ カ ル 分子動力学法 を適用 した o マ ル

チ カノ ニ カ ル分子動力学法で は ､

一

度広域な構造探索を行 っ た後､
r e w ei gh ti n g と呼ばれ る

操作を施すこ とで任意の 温度で の カノ ニ カ ル分布 を得られ るとい う特徴を持 っ て い る｡ こ

の 特徴に よ り ､ 最終的な立体構造予測だけにと どまらず ､ 多様 な変性状態やフ ォ ー ル ディ

ン グ中間体を含む 自由 エ ネル ギ
ー 地形 を得るこ とができ る｡

また
､ 本研究で は ､

溶媒効果と して連続誘電体 モデ ル の
一 種 で ある G B /S A モ デ ル を適用

した ｡ G B/S A モ デル を適用す るこ とに より ､
溶媒効果 の計算の 際に生ず る膨大な計算 コ ス

トを節約 し､ 現実的な計算資源 の範囲内 で ､ 溶媒効果 の考慮と十分な構造探索を両立可能

と した｡

次に ､ 分子 動力学 シ ミ ュ レ
ー シ ョ ン から得 られた軌跡 か ら ｢ と りやす い構造｣ を抽出す

る た めに ､ ク ラ ス タリ ン グ解析 を行 っ た｡ ク ラス タリ ン グ解析は 以下の 手順で 実行 した｡

まず ､ 存在確率 の 高い 順番 に構造 を選択す る｡ 次に ､
全量原子 R M S D 値が 2 . 0 Å以内の 構

造 を選択 し
､
選択され た構造か ら平均構造を算出 しこれ をク ラス タ中心 とす る ｡ 算出され

た ク ラ ス タ中心 か ら全重原 子 R M S D で 2 . 0 Å以内の構造 を選択 し､ 平均構造 を算出 しク ラ

ス タ 中心 を更新す る｡ ク ラ ス タ中心位置が収束す るま で こ の 手続きを繰 り返す ｡



2 .字C hi g n o li n

C hig n oli n (G Y I) P E T G T W G) は ､ p r o t ei n G の B l ドメイ ン の 4 5 - 5 2 残基 の ア ミ ノ酸配列

に基づ い て 人 工的に設計 ･ 合成された 1 0 ア ミノ 酸から構成される ポリ ペ プチ ド鎖で ある｡

現在まで に ､ 水溶液中にお い てβ
-

h air p i n を安定に形成す る こ とが ､ 核磁気共鳴 (N M R)

法 ､ 円偏光 二色性 ( C D) 分散 の実験に よ っ て確 か められて い る｡ また
､
温度変化 に伴 い 可

逆的か つ 協同的な 2 状態構造転移 を示す こ とから､ 現在まで の とこ ろ ｢ 最小の タ ン パ ク質｣

と呼ばれて い る｡ 本研究では まず ､
ch ig n o lm に対す る フ ォ

ー ル デ ィ ン グシ ミ ュ レ
ー

シ ョ ン

を実行 し
､ 配列上離れた残基 同士 に よる水素結合 ･

疎水 コ ア 形成 の メ カ ニ ズ ム を含む フ ォ
ー

ル デ ィ ン グ過程 を原子 レ ベ ル で解明する こ とを目指 したo 具体的には ,
ch ig n o lm に対 し

て 完全 に伸展 した構造 を初期構造と して マ ル チ カ ノ ニ カ ル 分子動力学計算を行 い ､ フ ォ
ー

ル デ ィ ン グ過程に おける構造分布 の解析 を行 っ た ｡

2 . 3 G P M 1 2

C王Iig n oli n の 設計構造鋳型で ある p r o t ei n G の B l ドメイ ン の 4 5 - 5 2 残基 の ア ミ ノ酸配列

に対応す る G P M 1 2 ( G Y D D A T K T F G) と呼ばれ る分子は ､ c hig n oli n と同 じ実験条件下にお

い て
､ 水溶 液 中で ラ ン ダ ム 様構 造 をと っ て い ると の 報 告が なされて い た ｡ 本研 究 で は

e hig n o li n と同様 の計算プ ロ ト コ ル を用 い た フ ォ
ー

ル デ ィ ン グシ ミ ュ レ ー シ ョ ン を実行 し
､

ch i g n o li n と の フ ォ
ー ル デ ィ ン グ自由 エ ネル ギ ー 地形の 比較を試 みた ｡

2 . 4 VV W d o m a i n

W W ドメイ ン は ､ リガン ド分子や ジス フ ィ ル ド結合の助けな しで
､ 安定 した 3 本 の 逆蒋行

β シ
-

卜構造 を形成す るこ との で きる約 4 0 残基の ミ ニ タ ン パ ク質で ある, 両末端近傍 に保

存され た トリ プ トフ ァ ン を持 つ の が特徴で ､
プ ロ リン を多く含む リ ガン ドと結合す る こと

で
､
シ グナ ル 伝達に 関与 して い る｡ 現在までに構造決定され て い る W W ドメ イ ン の うち､

p e p tid y l
･

p r oly l ci s/t r a m s i s o m e r a s e (P i n l) 由来の も の の フ ォ
ー ル デ ィ ン グ過程は 2 状態遷

移 で あり ､
fo T m i n

･

bi n di n g p r o t ei n (F B P) 由来 のも の は ､
3 0 番 目 の トリ プ トフ ァ ン をア ラ

ニ ン に置換す る こ とに よ っ て ､ その フ ォ ー ルデ ィ ン グ過程を 3 状態転移 から 2 状態転移 -

調節可能 で ある羊とが実験的 に確 かめ られて い る ｡ 本研究で は ､
W W ドメイ ン を対象と し

た フ ォ
ー ル デ ィ ン グシ ミ ュ レ

ー シ ョ ン を行 い ､ より巨大なタ ン パ ク質に対す るフ ォ ー ル デ

イ ン グ シ ミ ュ レ
ー

シ ョ ン の 手順 を確立す ると同時 に ､ 逆平行β シ
ー ト構造 の形成メ カ ニ ズ

ム を原子 レ ベ ル で解明す る こ とを目的と した｡

3 一 緒果と考察

3 . 1 C hi g n oli n

1 8 0 n s の マ ル チ カ ノ ニ カ ル 分子動力学 シ ミ ュ レ
ー

シ ョ ン を行 っ た結果 ､
2 9 0 K から 7 0 0 K

の エ ネル ギ ー

領域を覆う マ ル チカ ノ ニ カ ル ア ン サ ン プル を得た ｡ 得 られた構造 ア ン サ ンブ



ル 中に ､ 実験構造に対す る主鎖 C α R M S D 値 が 0 .5 Å以下 ､ また N M R 実験の 際 に用 い ら

れ た拘束条件 を 9 9 % を満 たす構造群 を見出す こ とに成功 した｡ 引き続き行 っ たク ラ ス タリ

ン グ解析 か らは ､
これ らの 構造群 が高 い存在確 率を伴 っ て 構造空間 中で ク ラ ス タ を形成 し

て お り
､
天然構造安定化に重要な主鎖間水素結合､ 芳香環側鎖の 配向を再現 して い る こ と

が確認 され た ｡ シ ミ ュ レ ー

シ ョ ン 中にお ける変性状態(C α R M S D ～ 4 . 0 A) か ら天然状態

(c α R M S D ≦ 1 . 0 Å) - 至 る フ ォ ー

ルデ ィ ン グイ ベ ン トは 1 5 9 回に及 んだ｡

3 .2 G P M 1 2

C hi g n oli n と同様 の 手法 で 1 8 0 n s の マ ル チカ ノ ニ カ ル 分子動力学 シ ミ ュ レ ー

シ ョ ンを実

行 し
､
3 0 0 K か ら 7 0 0 K の エ ネル ギ ー

領域を覆う マ ル チ カ ノ ニ か レア ン サ ンプル を得た｡

得 られ た構造ア ン サン ブル 中に ､ p r o t ei n G の 実験構造 に対す る主鎖 C α R M S D 値が 0 . S s Å

の 構造を見出す こ とに成功 した ｡ 引き続き行 っ た ク ラ ス タリ ン グ解析で は ､ 存在確 率の 高

い ク ラ ス タに多様 な 2 次構造傾 向が観察され ､ G P M 1 2 が水溶液 中で特定 の構造を保持 しな

い と いう実験 と
一

致す る結果が得られた o ま た c hig n o lm と比較 して ､ G P M 1 2 にお い て は

A sp 4 と L y s 7 間 の相互 作用 に よ っ てβ
-

h ai r p i n 形成が不安定化されて い る こ とが 明らか とな

っ た｡

3 . 3 W W d o m a i n

完全 に伸展 した構造 を初期構造と して ､
マ ル チ カノ ニ カ ル 分子動力学シ ミ ュ レ ー シ ョ ン

を実行 したo F B P の W 3 0 A 変異体
､
お よび P in l の 系に対する 1 3 0 n s の シ ミ ュ レ ー シ ョ ン

か ら､
7 0 0 K か ら 3 5 0 K の エ ネル ギ ー

領域を覆う マ ル チカノ ニ カル ア ン サン プ ル を得 た｡

得 られた構造 ア ン サン ブル 中に ､
F B P の W 3 0 A 変異体 P i n l ともに ､

ル ー プ部 を除い た N M R

構造との R M S D で約 3 . 7 Å の構造を見出す こ とに成功 したo

4 . 結論

水溶液中で安定なβ
･

h a i rp i n 構造を形成維持でき るタ ン パ ク質で ある chig l o lm に対 して完

全 に伸展 した状態を初期構造と した フ ォ ー ルデ ィ ン グシ ミ ュ レ ー シ ョ ン を実行 し
､
N M R 実

験構 造に対す る C α R M S D 値が 0 . 5 Å以下 ､ また構造決定の 際に用 い られ た拘束条件 を9 9 %

を満たす構造群 を見出す こ とに成功 した｡ また ､ 同じ計算手法 を G P M 1 2 に適用 したとこ

ろ
､ 計算の軌跡 に対す るク ラ ス タリ ン グ解析か ら､

clli g n oli n と同 じ実験条件下で特定の 構

造 を保持 しない と い う配列依存性 を再現す る結果 を得 る こ とがで きた｡ さらに ､ 永溶液 中

で 安 定 した 3 本 の 逆 平行 β シ
ー ト構 造 を形成す る こ と の で き る よ り 配列 の 長 い W W

d o m a i n に対 して こ の 計算手法を適用 したとこ ろ ､ 実験構造に対 して R M S D 億が約 3 /7 A

の構造 を見出す こ とに成功 した ｡ 今後は ､ 現在手が けて い る他 の 様々 な配列種 に対す るフ

ォ
ー ル ディ ン グシ ミ ュ レ ー シ ョ ン を通 して ､ A n 丘n s e n に よ っ て示唆されたタ ン パ ク質立体

構造形成 の 配列依存性 の解明が期待され る｡




