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論文題目 

分子動力学シミュレーションによる staphylococcal protein A の 

B ドメインのフォールディング機構の研究 

 

 

 

１、序 

タンパク質は、生体内のあらゆる生命活動を支える生化学的過程に関わっている。生体

中で合成されたアミノ酸の鎖状構造が、生化学的過程に関わる機能を発揮するためには、

特異的な天然立体構造へ折れ畳むことが必要である。折れ畳み、即ちフォールディングの

機構を解明し、その物理化学的知見を得ることができれば、構造未知タンパク質の構造決

定や人工機能タンパク質の設計への貢献が期待できる。現在まで、タンパク質工学的アプ

ローチ及び理論的アプローチの両面からフォールディングの研究がなされ、様々なフォー

ルディングモデルが提案されている。しかしながら、アミノ酸配列から立体構造へのフォ

ールディングの再現は未だ難しく、タンパク質構築原理の解明は現代構造生物学の最も大

きな課題のひとつである。 

理論的アプローチの１つとして、タンパク質のフォールディングを計算機による分子動

力学シミュレーション(MD シミュレーション)を用いて再現する試みが行われている。MD

シミュレーションは分子を構成する全原子の位置の時間発展を計算で求めることにより、

実験では観測することが困難な原子レベルの分子運動の情報を得ることができる。よって

MD シミュレーションを使って配列から立体構造の再現を成功させることができれば、フォ

ールディングの詳細な物理化学的知見を得ることに繋がる。ところが、MD シミュレーショ

ンによるフォールディングの再現には２つの大きな問題がある。１つ目はポテンシャルエ

ネルギー関数の精度の問題、２つ目は膨大な構造空間の探索に長時間のシミュレーション



を必要とすることである。 

本研究では、これらの問題を解決するため、二次構造拘束を導入することにより、天然

状態への到達を効率良く達成できる MD シミュレーションの新たな手法を開発した。そし

てこの手法を 1) staphylococcal protein A の B ドメイン野生体、2) 実験的に野生体の天然

状態をとらないことが確かめられている B ドメイン変異体、3) B ドメインと同じ helix 

bundle構造をとるEngrailed homeodomainの３つに適用して実験結果と比較することで、

本手法の有効性を確認し、またこれらの分子のフォールディング過程を原子レベルで詳細

に解析した。タンパク質分子の主鎖二面角に天然二次構造と同一の二次構造を保ち続ける

ような拘束を加えることにより、天然状態に到達するまでに探索し得る構造空間を制限す

ることができ、さらにポテンシャルエネルギー関数による誤った原子間相互作用がもたら

す影響を軽減できる。対象に選んだ staphylococcal protein A の B ドメインは、溶液中で３

本のα-helix を 2 本の turn が繋ぐシンプルな three helix bundle 構造をとる。フォールデ

ィング過程で天然状態と変性状態の二状態遷移をすること、天然に存在するドメインの中

で最も高速(10 µs 以内)に折れ畳むといわれていることから、フォールディングシミュレー

ションの対象として、しばしば取り上げられてきた。 

 

２、方法 

2.1 計算手法 

通常のMDフォールディングシミュレーションは、温度条件を常温付近に設定して行う。

しかし、タンパク質分子は内部自由度が膨大であるため、構造探索範囲が初期構造近傍に

限定され自由エネルギー最小構造への到達が困難になるローカルミニマム問題が発生する。

この問題を克服するため、本研究では温度条件を、二次構造拘束を導入した MD シミュレ

ーションにおいてフォールディング・アンフォールディングが頻繁に起こることが確かめ

られている温度
[1] (400 K)に設定した。溶媒効果に連続誘電体溶媒モデルである GB/SA 溶

媒を適用した。GB/SA 溶媒を使用することで、明示的に水分子を配置する場合に比べて計

算コストを下げることができ、現実的な計算時間内でのシミュレーションを可能とした。 

シミュレーションから得られたスナップショット構造群をクラスタリングによりグルー

プ化し、クラスタに含まれる構造、クラスタ間遷移の解析を行った。また、3 本のα-helix

から求められる角度を反応座標とし、フォールディング自由エネルギー地形を求めて、フ

ォールディング過程の解析を行った。 

 

2.2 staphylococcal protein A の B ドメイン野生体 

staphylococcal protein A の B ドメイン野生体の 46 残基配列から作られた伸展構造に、

天然構造と同一のα-helix を導入した構造を初期構造とし、主鎖二面角にα-helix を保ち続け

るような拘束をかけてシミュレーションを行い、天然状態の再現を試みた。得られたトラ

ジェクトリからフォールディング過程の解析を行った。 

 



2.3 staphylococcal protein A の B ドメイン変異体 

実験的に野生体の天然状態をとらないことが確かめられている B ドメインの L23G 変異

体と L20G/L23G 二重変異体を対象に、野生体と同様の手法を適用した場合に実験結果を再

現するかどうかを試みると同時に、変異がフォールディングにもたらす影響を明らかにす

ることを目的にシミュレーションを実行した。得られたトラジェクトリからフォールディ

ング過程の解析を行った。 

 

2.4 Engrailed homeodomain 

Engrailed homeodomain は B ドメインと同じ helix bundle 構造をとる 54 残基のタンパ

ク質である。本研究では、Engrailed homeodomain を対象に、B ドメインと同様の手法で、

天然構造の再現を試みた。 

 

３、結果と考察 

3.1 staphylococcal protein A の B ドメイン野生体 

100 ns の二次構造拘束を導入したシミュレーションを初速度を変えて 10 回行った結果、

天然状態(天然構造に対する CαRMSD≦2.0 Å)への到達に成功した。天然構造に対する

CαRMSD が 8.0 Å以上を変性状態と定義すると、合計 1 µs のシミュレーション中にフォ

ールディングイベント/アンフォールディングイベントを合計 121 回観測した。構造分布を

調べたところ、最小自由エネルギー構造は天然状態の構造であった。またフォールディン

グ過程の解析から、A)Helix1 と Helix2 が接近する過程、B)全ての Helix が天然状態と同じ

位置に移動する過程、C)Helix2 と Helix3 が接近する過程、D)全ての Helix が噛み合う過

程を経て B ドメインが構築されていくことが示唆された(図)。 

 

3.2 staphylococcal protein A の B ドメイン変異体 

100 ns の二次構造拘束を導入したシミュレーションを、初速度を変えて 5 回行った。天

然状態(野生体の天然構造に対する CαRMSD≦2.0 Å)をとる期間が、野生体に比べ減少

(L23G は野生体の 3.7%、L20G/L23G は野生体の 0.02%)し、溶液中でアンフォールド状態

であるという実験結果を再現する結果を得た。Leu 側鎖が立体障害となって妨げていた非

天然水素結合 (Asn22OD1-Leu23N)が、 turn を形成するために必要な天然水素結合

(Leu20O-Leu23N)の形成を阻害していることが、溶液中でアンフォールド状態である原因

であることが示唆された。 

 

3.3 Engrailed homeodomain 

Engrailed homeodomain に対して 50 ns の二次構造拘束を導入したシミュレーションを、

初速度を変えて 5 回行った。天然構造に対する最小 CαRMSD は 1.5 Åで、天然状態への

到達に成功した。B ドメインと同様の helix bundle 構造をとるタンパク質への適用が可能

であることが示唆された。 



４、まとめ 

 

本研究では、天然状態への到達を効率良く達成できる MD シミュレーションの新たな手法

を開発し、それを B ドメイン野生体に適用することで、天然状態(天然構造に対する

CαRMSD≦2.0 Å)への到達に成功した。また実験的に野生体の天然状態をとらないことが

確かめられている B ドメイン変異体に適用したところ、turn の形成に必要な天然水素結合

を妨げる非天然水素結合の存在を見出し、フォールディング過程において各残基が果たす

役割を原子レベルで解明することができた。さらに、B ドメインと同じ helix bundle 構造

をとる Engrailed homeodomain についても、天然状態への到達に成功し、提案手法が汎用

的であることが確認できた。B ドメインや Engrailed homeodomain のような helix bundle

構造をとるタンパク質のフォールディング観測に、二次構造拘束を導入した MD シミュレ

ーションは有効な手法であることが確認できた。この手法をさらに他の helix bundle 構造

あるいはそれ以外のタンパク質に適用することで、普遍的なタンパク質立体構造構築原理

の解明につながる知見が得られることが期待される。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図. B ドメイン野生体のフォールディング過程 
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