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１．研究実施の概要  

 

本研究は、これまでの複合体構造予測の限界を打破し、より高精度で効率的なバイオ分

子間相互作用形態モデリングを目指すものである。19 年度、分子力場モデリンググループ

（東大分生研・北尾グループ）では、モデリング全体を可能とする最小限のフローをデザ

インと必要なモジュールの検討を行なった。また、結合部位予測の観点から、酵素－基質

系に関して、蛋白質ダイナミクスと触媒部位との高い相関を明らかにした。更に既知の蛋

白質―蛋白質複合体に関しては、静電相互作用が複合体配向の決定に統計的に有意に寄与

していることを示した。空間的粗視化モデリンググループ（京大院理・高田グループ）で

は、コンポーネント構造モデリングおよび粗視化・階層的シミュレーションによる構造変

化予測に取り組んだ。また、これまで開発してきた空間的粗視化シミュレーション手法を

応用して、蛋白質の一部が大きく構造変化する可能性を予測する手法、および、複数レベ

ルのモデルを組み合わせた階層的シミュレーション（多分解能レプリカ交換法等）の理論

的検討を行った。情報的粗視化モデリンググループ（京大化研・松林グループ）の目的は、

蛋白質のようなナノスケール分子種に対する溶媒効果の自由エネルギー評価を定量的に行

なうことである。これまでに開発してきたエネルギー表示溶液理論のプログラムモジュー

ルを一般化し、2000 原子程度の蛋白質の分子丸ごとの水和自由エネルギーの全原子型計算

に適用した。また、ナノスケール不均一な生体モデル膜系への拡張を行い、膜―水分配係

数の計算を可能とした。モデル精密化・検証グループ（岐阜大・桑田グループ）は、本プ

ロジェクトでは、大規模な生体分子の分子間相互作用を精度良く・効率的に計算するため、

研究・開発の基盤となる基礎データの収集に取り組んだ。また、実験的にプロテアーゼによる

基質ペプチドの分解反応を正確に追跡できるシステムとして、高速液体クロマトグラフ質量分析計

(LC-MS)を用いたアッセイシステムを構築した。さらに標的タンパク質との複合体の原子座標を

得るため、リゾチームと阻害剤との複合体 X 線結晶解析を行った。 
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２．研究実施内容  

（文中にある参照番号は４．(1)に対応する） 

 
分子力場モデリンググループ（東大分生研・北尾グループ） 
まず階層的モデリング全体の骨格を決定するモデリングフローを構築と精査を開始した。

モデリングフローは全年度にわたって徐々に改良していく必要があると考えているので、

本年度はモデリング全体を可能とする最小限のフローをデザインし、これに必要なモジュ

ールの検討を行なった。 
また、フローを実行するために必要なモジュールのひとつとして、結合部位予測の研究

を開始した。まずその中でも比較的予測がしやすいと期待される蛋白質―低分子複合体に

関して、情報生物学的な知見と形状という物理学的な知見を統合してモジュール開発を進

めることを目指した。その結果、アミノ酸の組成の情報を無視し、蛋白質分子の Cα原子の

みの形状情報を用いたネットワークモデルによるシミュレーションによって得られるダイ

ナミクス用いて、触媒部位を有意に予測できることが明らかになってきた。構造情報を更

に粗視化した場合にもこれが成り立つことから、蛋白質の形状そのものが機能をかなり規

定していることが示唆された。 
また、蛋白質―蛋白質複合体の結合部位予測に関しては、まず情報生物学的解析を進め、

複合体インターフェイスの位置や複合体形成時の構造変化に関する情報を集積し解析を開

始した。その第 1 歩として蛋白質同士の結合過程において、正しい結合構造が決まるた

めの主な要因として長距離相互作用が働いているという仮説を検証した。具体的には複

合体構造が既知の蛋白質ペアを特定の距離に離してそれぞれ回転させた構造を生成し、

各配向のポテンシャルエネルギーを計算した。これにより真の結合構造をそのまま離し

た配向と、その他の配向のエネルギーの違いを測定できる。その結果から真の配向がエ

ネルギー的・確率的に有利であるかどうかを検証し、さらに長距離での配向と関係のあ

る蛋白質の静的性質を検討した。その結果、真の結合配向は長距離においてエネルギー

的に最安定にはなっていないが、特に生理的な塩濃度下では多くのペアで確率的に有利

になっていることを統計的に明らかにした。 
空間的粗視化モデリンググループ（京大院理・高田グループ） 
19 年度は、モデリングフローのモジュールの中で、これまでの研究で準備が整っていた、

コンポーネント構造モデリングについて、テスト計算を行い、フローへの適応性を検討し

た。 
また、これまで開発してきた空間的粗視化シミュレーション手法を応用して、蛋白質の

一部が大きく構造変化する可能性を予測する手法の検討を行った。粗視化シミュレーショ

ンでこれまで行ってきたフラグメントアセンブリ法では、蛋白質の一部の構造変化を取り

扱うのに不向きである。そこで、フラグメントアセンブリ法の利点を生かしつつ、より柔

軟な構造変化を実現できると期待できる分子動力学シミュレーションの方法を採用すべき



であろう判断した。具体的なアルゴリズムについても検討を行った。 
さらに、複数レベルのモデルを組み合わせた階層的シミュレーション（多分解能レプリ

カ交換法等）の理論的検討を行った。小型蛋白質 protein G を例にとって、粗視化シミュレ

ーションによって得られた約 20 万構造集団の各構造を初期構造として、それぞれに対して

全原子モデルを構築し、最適化および短時間の分子動力学シミュレーションによって構造

緩和を行って、モデルのリファイメントのテストを行った。その結果、１）粗視化シミュ

レーションで得られたほぼ全ての構造から、無理なく全原子モデル構造を構築できること、

２）得られた全原子初期構造から数十ピコ秒のシミュレーションで、初期の構造緩和が概

ね終わること、３）この間に、個々の構造がより天然構造に近づくことはないこと、４）

粗視化モデルで天然構造と近い安定性を示したミスフォールド構造は、全原子モデルでは

ずっと不安定化することなどが明らかになりつつある。 
情報的粗視化モデリンググループ（京大化研・松林グループ） 
このグループの研究目的は、溶媒効果の自由エネルギーの定量的解析である。蛋白質の

ようなナノスケール分子種の水和・溶媒和の自由エネルギーを、全原子型の力場から求め

ることは、通常のシミュレーションでは不可能といってよい。松林グループでは、MD から

得られる溶質－溶媒相互作用エネルギーの分布関数によって、溶媒和自由エネルギーを構

成するスキーム（エネルギー表示法）を開発し、ナノスケール不均一系の自由エネルギー

解析を行う。本年度は、このスキームを実現するための一般的プログラムモジュールを開

発した。このプログラムによって、2000 原子程度からなるαラクトアルブミンの水和自由

エネルギーを計算した。計算値は 1500 kcal/mol 程度におよぶ大きなものであった。蛋白質

配座を固定した場合、100 ps 程度の短時間 MD によって、計算誤差は 1 %程度となること

も分かった。さらに、アンフォールディング経路に沿った、溶媒効果の自由エネルギー安

定化が見出され、分子内効果との競合を定量的に明らかにした。また、DMPC 膜への小分

子結合の自由エネルギー解析を行った（原著論文 1）。疎水性分子の場合、膜中で大きな自

由エネルギー安定化が起きるが、膜内部では強い局在化の傾向が無いことを示した。SDS

ミセルの場合には疎水性コアへの局在化を見出しており、DMPC 頭部がいくつかのメチル

やメチレン基を結合し親水性が「中途半端」であることによって、疎水性コアでの局在度

が DMPC の場合に弱くなることを明らかにした。さらに、膜系で確立した不均一系の自由

エネルギー解析を拡張し、電子１個を溶質とみなす新定式化によって、溶液系・生体分子

系での還元電位の計算を可能とした（原著論文 2）。 

モデル精密化・検証グループ（岐阜大・桑田グループ） 
① Ab initio 量子化学計算を用いた分子間相互作用の計算 

ab initio  量子化学計算を用いた方法により、構造変化や錯体形成に伴う分子間相互作

用の変化について定量的評価を行った。その結果、構造変化に伴って静電ポテンシャルマ

ップが大きく変化しており、このような系における分極効果が著しいことが明らかとなっ

た（図１）。 



したがって、古典力場モデルを用いて蛋白

質・金属イオン複合体を扱う場合、構造変化

に伴う分極効果を考慮するために、適切かつ

迅速に部分電荷を修正する工夫が不可欠と

なる。現在、予備研究の結果を受けて、Rappe 

と Godda rd が提唱した電荷平衡 (QEq) 

法に基づいた新しい分極可能ポテンシャル

の開発に取り組んでいるところである。 

 

② プロテアーゼ阻害剤スクリーニングのためのアッセイ系の確立 

本システムを用い、セリンプロテアーゼの一種であるα-chymotrypsin による基質ペプチド

（Ala-Ala-Phe-CH2Cl）の分解反応を観測した例を示す（図２）。 

 

図 ２ . α-chymotrypsin

による基質ペプチドの

分解反応。左図は、基

質添加後のクロマトグラ

ムの変化を示す。基質

添加後、徐々に基質ペ

プチドが分解され分解

産物が増えていく。右

図は、基質ペプチドの

吸収シグナルの経時変

化を示す。 

 

③ 複合体立体構造決定 

分子間相互作用予測の出発点として、選抜された化合物と

標的タンパク質との複合体の原子座標を得ることが重要で

ある（原著論文  3）。我々は、リゾチームと阻害剤

tri-N-Acetylglucosamine（緑色）の複合体の結晶構造解析

を行い、基質結合部に阻害剤の電子密度を確認した（図３（右

図）） 

 

 

 

 図１ Cu-His-Gly-Gly という銅・トリ

ペプチドについて量子化学計算を

行い、その結果をもとに electro 

static potential を作図した。 

 



３．研究実施体制  

 

（１）「北尾」グループ 

① 研究分担グループ長：北尾 彰朗（東京大学、准教授） 

② 研究項目 

・モデリングフローの精査 
・結合部位予測 
 

（２）「高田」グループ 

① 研究分担グループ長：高田 彰二（京都大学、准教授） 

② 研究項目 

・複合体のコンポーネントである各バイオ分子の立体構造予測 
・複合体形成時に部分的な構造形成（あるいは変化）を伴う場合の複合体構造、複合体形

態の予測 

 
（３）「松林」グループ 

① 研究分担グループ長：松林 伸幸（京都大学、准教授） 

② 研究項目 

・分子力場モデルでの溶媒効果評価 
・分子力場モデルでの結合部位予測 
・分子間相互作用 → 分布関数 → 自由エネルギーという解析フローの確立 
・溶媒である水の役割の分子論的解明 
 

（４）「桑田」グループ 

① 研究分担グループ長：桑田 一夫（岐阜大学人獣感染防御研究センター、教授） 

② 研究項目 

・本年度は、分子間相互作用モデリングの新たな体系化に向けた研究・開発の基礎となる基礎デ

ータを収集する。 

・オンラインの立体構造情報データベースで単体構造と複合体構造が報告されている既知のタン

パク質・リガンド複合体系を対象として、古典的な分子力場を用いた方法と、ab initio 量子化学計

算を用いた方法で分子間相互作用の比較を行い、両者で得られた結果の比較・検討を行う。 

・BIACORE を用いて、種々のタンパク質とリガンドとの結合定数やエンタルピーを実測し、計算結

果と比較する。 

・NMR 及び X 線結晶解析を用い、リゾチームとリガンドとの結合サイトや複合体構造を実測し、計

算結果と比較する。 
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