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要旨

近年の分子生物学と構造生物学の発展により、巨大な膜蛋白質の立体構造が次々に解

かれている。これにより膜蛋白質の関わる生命現象の理解は飛躍的に進んだ。さらに、

生体膜中での膜蛋白質の分子動力学計算を行うことにより、その構造と機能の関係を

詳しく解析することが可能であるo しかし、膜蛋白質の動力学を正確に記述するため

には、膜蛋白質の構造のみならず、生体膜の構造や物性、膜蛋白質と生体膜の聞に働

く分子間相互作用などに関する深い理解が必要であり一筋縄ではいかない。本稿では、

我々が現在研究している筋小胞体カルシウムポンプを実例にとり、膜蛋白質と脂質二

重膜を含む全原子分子動力学計算を実行するために必要な計算手法をまとめた。また、

その結果明らかになったカルシウムポンプの機能に関する新しい知見に関しても紹

介するo

キーワード:分子動力学計算、統計集団(アンサンプル)、 pKa計算、膜蛋白質、脂

質二重膜、筋小胞体カルシウムポンプ、プロトン対抗輸送
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1.はじめに

生物体を構成する形態上・機能上の基本単位は細胞であり、その内と外は細胞膜に

より隔てられている。細胞内には、核、ミトコンドリア、小胞体、液胞などの原形質

が含まれるが、それぞれ、核膜、ミトコンドリア膜、小胞体膜、液胞膜などによって

包まれている。これらの膜構造を総称して、生体膜と呼ぶ。生体膜を実際に構成して

いるのは、脂質二重膜とその中に埋もれている膜蛋白質やコレステロールなどである。

脂質二重膜は、親水性頭部と疎水性基からなる両親媒性の脂質分子によって構成され

ており、疎水性相互作用により疎水性基同士が内側を向き、親水性頭部は外側で水と

接する構造をしている。

生体膜や膜蛋白質の研究は従来から盛んに行われているが、特に近年、大きく発展

しつつある研究分野ではなし、かと思う。その理由として、以下の2点が挙げられるの

ではないだろうか?

(1 )構造生物学の発展により、膜蛋白質に関する原子レベルで、の構造解析が可能にな

った七膜蛋白質の立体構造が明らかになり、その蛋白質が関与している生命現象に

関する理解が格段に進んだ。例えば、 2003年のノーベル化学賞は、細胞膜のチャネ

ル蛋白質に関する発見に貢献したアメリカの PeterAgre教授と RoderickMacKinnon 

教授に与えられた。 Agre教授は水分子を透過するアクアポリンという膜チャネル蛋

白質を発見したこと 2が、 MacKinnon教授はイオンチャネルの 3次元立体構造と機能

の関係を明らかにしたこと 3がその受賞理由で、あった。

(2)分子生物学の発展により、いくつかの膜蛋白質に関する遺伝子の変異と疾患の関

係が明らかになった。例えば、心臓疾患の一つで、ある拡張型心筋症は、カルシウムポ

ンプの阻害剤である 52残基の膜貫通蛋白質である phospholambanのArg9Cys変異

4と関係していることが明らかになった。また、 GPCR(G-protein coupled receptor) 

を代表とする膜受容体蛋白質はゲノム創薬において主要なターゲットでもある 5.60

このように医療や医薬開発の現場でも、膜蛋白質に関する分子レベルでの機能解析の

重要性が増している。

脂質二重膜自身に関する物理化学的な測定の精度も近年向上し、定量的な議論が可

能となってきた 70 特に、 X線・中性子散乱 7・9や核磁気共鳴 10・12などの実験により、

異なる脂質分子から構成される脂質二重膜の構造や物性の違いも明らかになってき

た。また、脂質二重膜の物性の違いが膜蛋白質の機能に与える影響 13に関しでも研究

が進められている。
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脂質二重膜・膜蛋白質の分子動力学計算

一方で、近年の計算機性能の飛躍的な向上とアルゴリズムの進歩により、従来はと

ても不可能で、あった巨大な系(原子数10万から数100万)に関する古典分子動力学

計算が可能になってきた。図 1-1に、蛋白質と生体膜に関する分子動力学計算による

主な研究の歴史をまとめた白

図1・1蛋白質と生体膜に関する主な分子動力学計算

蛋自質

1ω叩9幻7叶 真空中蛋自質の分子動力学

生体膜
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1982-1平均場での単一脂質分子の動力学|

1蜘 4水中蛋白質の分子動力学

19叶脂質二重膜(72DP附の動力学

1捌イ水中1マイクロ秒の分子動力学

2000 
2001ー寸 Potassiumchannel， aquaporinの

2000イ脂質二重膜(1叩 PPω動力学|

分子動力学計算

最も初期の蛋白質の分子動力学計算(1977年)14では、蛋白質を真空中における孤

立分子として取り扱っていた。その約 10年後には蛋白質の周囲の水分子も露わに含

む計算怖が実行された。我々の知る限り、水中での蛋白質の分子動力学計算の最長記

録は 1998年に P.A.Kollmanらにより報告されたVillinに関する 1マイクロ秒の計算

16である。一方、最も初期の生体膜の計算も、膜環境を平均場として近似した中での

単一脂質分子の系から出発した 17.180 その後 1990年代に入り、溶媒と 72分子程度

の脂質を含む系での数百ピコ秒の分子動力学計算が可能となり、脂質二重膜に関する

物理化学的な測定結果との比較が行われた 190現在では、同様の系に関する数百ナノ
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秒以上の計算 20や、脂質分子を千個以上も含む巨大な系 21での数十ナノ秒以上もの

計算も実行されている。

脂質二重膜や溶媒を露に含む膜蛋白質の全原子分子動力学計算は、系に含まれる原

子数が必然的に数万から数十万に至る巨大系となるため、本格的な計算が実行される

ようになったのは 2000年以降である。しかし、膜蛋白質内のイオンや水分子の透過

現象などに関しては、既に生物学的にも重要な知見を生み出している 22，230なぜなら、

これらの生命現象はナノ秒程度の非常に短い時間で起こるため、分子動力学計算で十

分に手の届くところにあるためである。現在では、図 1・2に示すような様々な膜蛋白

質 24却に関する分子動力学計算が実行され、膜蛋白質の機能の理解に貢献している 22，
23，30-32 

o 

本稿では、これまでに行われた膜蛋白質および脂質二重膜の計算結果を網羅的に記

すのではなく(このような目的の最近の総説としては、 Tielemanらによる総説おが

挙げられる)、我々が現在研究している筋小胞体カルシウムポンプという膜蛋白質の

分子動力学計算を実行するために用いた計算手法と得られた結果を紹介したい。まず、

次章では、脂質二重膜の分子動力学計算を行うための方法をまとめた。特に、脂質二

重膜の計算で重要な統計集団の選択に関して、実際の分子動力学計算の結果も含めて

詳しく議論した。第 3章では、カルシウムポンプの立体構造とその機能に関して簡単

に述べた上で、カルシウムポンプ・脂質二重膜・溶媒を含む原子数 30万以上の系を

構築する手順に関して述べた。最後に分子動力学計算によって得られた、カルシウム

ポンプの機能に関する最近の知見 31，34を紹介したい。
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脂質二重膜・膜蛋白質の分子動力学計算

図 1-2分子動力学計算によって、近年、解析された主な膜蛋白質の立体構造 24・29
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2.脂質二重膜の分子動力学計算

2.1.脂質二重膜の構造

生体膜を構成する脂質二重膜は、様々な種類の脂質分子からできている。図2・1に、

実験的にも理論的にもよく調べられている代表的な脂質分子である DPPC

(dipalmitylphosphatidylcholine)とDOPC(dioleoylphosphatidylcholine)の分子構造を

示す。脂質分子は、コリンとリン酸基とグリセロール基を含む親水性の頭部と、炭化

水素基を含む疎水性の脂肪酸とがエステル結合した両親媒性分子である。生体内含ま

れる脂質分子の違いは、親水性頭部と疎水性脂肪酸の種類が異なる組み合わせで結合

していることによって生ずる。例えば、図 2-1に示した 2つの脂質分子の親水性頭部

は共通であるが、脂肪酸の種類が異なっている。 DPPCの脂肪酸はすべて一重結合か

らなる飽和脂肪酸であるのに対して、 DOPCの脂肪酸は各鎖に一本の二重結合を含む

不飽和脂肪酸である口

図2・1.代表的な脂質分子である DPPCとDOPCの分子構造
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脂質二重膜・膜蛋白質の分子動力学計算

このように、脂質分子は両親媒性の分子であるため、水溶液中では疎水性相互作用

によって自発的に疎水性脂肪酸同士が凝集し、親水性頭部が溶媒に露出した二重膜を

形成する。図 2・2に我々の行った分子動力学計算によって得られた 512個の DOPC

分子で構成される脂質二重膜の構造を示す。生理的な条件下における脂質二重膜の物

理化学的な性質は、親水性頭部と疎水性脂肪酸の化学的な性質によって決定されてい

る。

図2・2.分子動力学計算で得られた脂質二重膜 (DOPC)のスナップショット

512個のDOPC分子と 16384個の水分子を含む系に関して1ナノ秒の分子動力学計算を実行する

ことによって得られた脂質二重膜の平衡構造。

液品相における脂質二重膜の構造は大きく揺らいでおり、蛋白質のような固有の立

体構造を持たない。このため、ごく最近までは脂質二重膜の物理化学的な測定に関し

ては誤差が非常に大きく、信頼できる実験値を得ることが困難で、あった。例えば、液

晶相における DPPC1分子当たりの表面積の実験値としては 57(A2)から 72(A2)まで

の大きく異なる値が報告されているえしかし近年、米国の JF.Nagleやs.Whiteら
による研究 7-9，35-42により、代表的な脂質分子から構成されている脂質二重膜に関し

てはようやく信頼できる実験データが集積されてきた。表 2-1に DPPC二重膜と

DOPC二重膜に関する主な実験データをまとめた。分子動力学計算の結果を、この表

の値(実験データ)と比較することにより、計算に用いたモデ、ルと手法の信頼性を見

積もることができる。
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表 2・1.DPPC二重膜と DOPC二重膜に関する主な実験データ*

Lipid DPPC DOPC 
干{圃_.-.-'-'

Temperature (OC) 50 30 

VL (A3) 1232 1303 

D (A) 67 63.1 

A(A
2
) 64 (62.9)帥 72.5 (72.1)帥

DHH (A) 38.3 36.9 

nw (A) 30.1 32.8 
酔柚血官、負抽叫醐医川嶋宇>'"胸骨骨骨'"'.~'向、，.."'，-......'開園--噌吋・4内向7骨居.._-司畠吋岬』骨今酬恒睡~帥令叫ヨ官剣常者同吋』市千埴，....~~事吋噛骨・俳肯合M初-~.血~" ..，句動引吟.，..'~司

VL : lipid molecular volume、 o: lamellar repeat dis泊nce、

A : average interfacial area/lipid、 Dc: thickness of hydrocarbon core、

DHH : headgroup peak-peak distance、nw: number of water molecule/lipid 
*JF. Nagle、 Biochimica et Biophysica Ac泊 1469(2000)159・195より抜粋。

柿 DPPCとDOPCの表面積に関しては、 2つの実験値をリストした。括弧内はNagleの総説とは

異なる実験値である。 我々の分子動力学計算は、 DPPCに関しては62.9(A2)43、DOPCに関して

は72.5(A2)42といういずれも古い実験データを用いて実行した。

2.2.脂質二重膜の分子動力学計算

次に、我々が脂質二重膜や膜蛋白質の分子動力学計算で用いた計算手法を紹介する。

もっとも、ほとんどの計算手法や分子力場ポテンシヤルの関数形などは水溶性蛋白質

の計算で用いられているものと何ら変わらない。例えば、脂質二重膜の分子動力学計

算で用いられる分子力場ポテンシヤル関数は、 CHARMM44-46、OPLS47、GROMOS48

(現状では、 AMBER49には生体膜のパラメタは存在しない)などの生体高分子の分

子動力学計算で標準的に用いられるものであり、通常以下のような形をしている。

異例=L kb{r一九)2+ L ka (θ一角)2+ L V[l+cos{nゆ一偽)J+L ky{r一九)2
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(2咽 1)

ここで、第一項から第四項は分子内相互作用であり、それぞれ、結合長の伸縮、結合

角の偏角、二面角の回転に関する関数である。第五項と第六項は分子問相互作用であ

り、それぞれ、 Lennard-Jones相互作用と静電相互作用を表している。我々の計算で

は、CHARMM2745，46という分子力場ポテンシヤルを用いた。その理由は、CHARMM27

は、 GROMOS48とは異なり、水素原子等も露わに含む全原子モデ、ルで、あること、蛋
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脂質二重膜・膜蛋白質の分子動力学計算

白質の分子動力学計算には最も実績があること、そして、以下に示すように脂質二重

膜の分子動力学の計算手法が既に確立していたことである。

それでは、脂質二重膜(膜蛋白質も含む)の分子動力学計算を行う上で、水溶性蛋

白質の計算と異なる条件は何だろうか?表 2・2に、(我々が考えている)主な違いを

まとめた。

表2帽2.水溶性蛋白質と脂質二重膜の分子動力学計算における異なる条件

対象 水溶性蛋白質

初期構造 構造解析で得られた

境界条件

原子モデル

周期的境界条件または

球状境界条件

特別な意味はない座標軸

統計集団

(アンサンプル)

NPT 

(原子数・圧力・温度一定)

または

NVT 
(原子数・体積・温度一定)

脂質二重膜

脂質分子を配置して作成

周期的境界条件

X、 Y軸:膜と平行

Z軸:膜と垂直

NPT 

(原子数・圧力・温度一定)

または

NPAT 

(原子数・圧力・表面積・

温度一定)

または

NPyT 

(原子数・圧力・表面張力・

温度一定)

まず、液晶相にある脂質二重膜は大きく揺らいでいるため、実験によって原子モデ

ルを得ることはできない。そのため、分子動力学計算における脂質二重膜の初期構造

は、その構造情報(膜の厚さや1分子あたりの表面積など)を再現するように脂質分

子を配置して作成するしかない。しかし、この方法を用いると、脂質二重膜を平衡化

させるために非常に長時間の計算を必要とする。最近はインターネット上で既に平衡

化された脂質二重膜の構造を公開しているサイトも存在しており、これを利用するこ

とも可能である。

次に、脂質二重膜の計算における境界条件は周期境界条件に限定される点が挙げら

れる。全原子モデ、ルを用いた場合に、現在の計算機環境で計算可能な脂質分子の数は
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たかだか数百から千程度であり、一つの細胞を被う生体膜の大きさと比較して遥かに

少ない。このため境界付近に存在する脂質分子に生ずる計算誤差を最小にするために

は、周期境界条件を課して計算せざるを得ない口計算結果の解析がしやすいように、

通常、脂質二重膜と垂直な軸をZ軸とすることが多い。脂質二重膜の計算においては、

通常の3次元の周期境界条件を用いることにより、実験で用いた系を再現できる。何

故なら、脂質二重膜の実験自身も、厚さ o(表 2-1参照)の二重膜が複数堆積した
Multilameller vesicle (MLV) 7を用いて測定しているからである。しかし、膜蛋白質に

よるイオンなどの物質輸送を計算する際には、生体膜の内と外は本来異なる環境(イ

オン濃度など)であるため、通常の 3次元の周期境界条件は大きな近似である。

脂質二重膜の分子動力学計算では、水溶性蛋白質の計算とは異なる統計集団(アン

サンブ、ル)が用いられる場合がある。特に、圧力の制御の方法として、膜面に対して

垂直方向と水平方向を区別して取り扱う NPATアンサンブ、ル(原子数・圧力・表面積・

温度一定のアンサンプル)や NPyTアンサンプル(原子数・圧力・表面張力・温度一

定のアンサンブ、ル)がよく用いられている。これらの方法は、約 10年前に米国の NIH

のグ、ループによって開発された手法 50-52であるが、生体膜の分子動力学計算を実際に

行っている研究者以外にはあまりなじみのない手法であると思われるため、次節以降

でやや詳しく紹介する。

2.3. NPAT， NP'YTアンサンブル

水溶液中の蛋白質や核酸の分子動力学計算では、通常、 NVTアンサンプルあるいは
NPTアンサンプルが用いられることが多い。しかし、これらのアンサンプルを生体膜

系の分子動力学計算に用いた場合には、脂質二重膜の重要な構造情報を再現すること

が困難であることがわかってきた。この問題を解決するために提案されている手法が、

NPATアンサンブルあるいは NPyTアンサンプルである。方法に関する厳密な議論は

原論文 50・52に譲るとして、ここでは概念的な説明を行う。

図2-4に脂質二重膜と溶媒を含む系の概念図を示す。この系では、脂質二重膜・溶

媒の境界面は表面積Aの平面と仮定され、その境界面と垂直な方向にZ軸がとられて

いる。さらに、バルクの圧力 Pと同じ圧力 (Pn)が境界面にかかっており、系に含ま

れる粒子数の変化は起こらないと仮定する。

NPATアンサンプルでは、脂質二重膜の表面積Aの初期値は対応する温度と圧力の

下での実験データを採用し、分子動力学の実行中はその値に固定する。従って、圧力

Pnに従う系の体積変化は、 Z軸方向の変化のみによって実現される。一方、 NPyTア
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ンサンブ、ルでは、表面積Aは固定せず、代わりに表面積に共役な熱力学変数である表

面張力Yを入力パラメタとする。従って、圧力 Pnによる系の体積変化は、表面積Aの

揺らぎと Z軸方向の変化の両方によって実現される。一般に、脂質二重膜における表

面張力Yの測定は表面積の実験的測定と比較して困難であるため、実際の分子動力学

計算では幾つかの表面張力の値を試すことにより、脂質二重膜の表面積の実験データ

を再現する表面張力の値を最終的に採用することが多い。

NPyTアンサンブルの概念図図2-4.NPAT、
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このように、 NPATアンサンプルや NPyTアンサンブ、ルで、は、分子動力学計算を実

行する際に、脂質二重膜の表面積という実験データを必要とする。従って、この手法

には、既に実験的に表面積の値が求められている脂質二重膜にしか適用できないとい

う大きな問題点が存在する。しかし、ここではまず、実際に NPATアンサンプルを用

いて平衡化された脂質二重膜が実験データをどの程度再現できるのか、そして、 NPT

アンサンブ、ルや NPyTアンサンブ、ルではどうなるか比較してみることにしよう。
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2.4.脂質二重膜の分子動力学計算

我々が計算に用いた脂質二重膜は、既に図2-1に示したDPPCとDOPCからなる
二重膜である。計算に用いた分子力場ポテンシャルはCHARMM2745，46であり、プロ
グラムは池口により開発されたMARBLE53を用いた。他の分子動力学ソフトウェアと
比較して、 MARBLEは以下のような特徴を持つ。

(1 )水素原子を含むメチル基などを剛体として取り扱うことが可能であること

(2) Symplectic Integratorを採用することにより、系の全エネルギーが長時間の動力

学計算の問、ほとんど完全に保存されていること

(3)通常のアンサンプル (NVE、 NV丁、 NPT)に加えて、先に述べた NPATアンサ
ンブルや NPyTアンサンプルなどの脂質二重膜・膜蛋白質のための計算手法が利
用できること

(4)並列化効率が非常に高く、100台以上のCPUを用いた場合でもスケーラブ、ルに計
算速度が加速していくこと

これらの利点が存在するため、 MARBLEを用いた分子動力学計算は他のプログラム
を使った場合と比較して高精度であり、かつ、(同じ計算機資源、を利用したとしても)

より長時間の計算が可能である。

この節で紹介する DPPCやDOPC二重膜は代表的な脂質二重膜であるため、既に
多くの計算例が報告されている 21，45，46，臼， 550 しかし、その多くは、計算機資源が劣

る1990年代に報告されており、サンプリング(計算時間)がやや不十分で、あったo
そこで、我々は、 MARBLEを用いて 10ナノ秒以上の分子動力学計算を実行すること
により、これらの結果を再検討してみた。

2.4.1. NPATアンサンプルによる分子動力学計算

まず初めに、 NPATアンサンブ、ルを用いた分子動力学計算によって得られた計算結
果と実験結果との比較を行った。既に述べたように、液晶相では脂質二重膜は大きく

揺らいでいるため、実験による測定結果は固有の立体構造を反映したものではなく熱

的平均値を求めていることに対応する。代表的な実験手段としては、 X線・中性子に

よる散乱実験 7-9，35-42や核磁気共鳴 (NMR)10-12などが挙げられる。

X線・中性子による散乱実験によって、脂質二重膜と垂直な軸に関する密度プロフ

ァイルが求められる 35390X線散乱プロファイルは、脂質分子に含まれる原子の中で
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最も電子数の多いリン酸基からの寄与が最大であるため、上層と下層のリン酸基の位

置にピークを持つ。このピーク間の距離は DHHと呼ばれ、脂質二重膜の厚さを示す重

要な構造情報の一つである。また、二重膜の中心は最も密度が低くなるため散乱プロ

ファイルの値も最小になる。図 2・5に、 DPPCの液晶相における X線散乱プロファイ

ノレを示すo 実験データとして、 2本の点線が記されているが、これらは同一の実験で

はあるがデータの解釈が異なるものである。 NPATアンサンブルを用いた分子動力学

計算から得られたX線散乱プロファイルは、実験データとよく一致しており、その誤

差範囲に含まれている。

図2-5.DPPC二重膜の X線散乱プロファイル
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72個のDPPC分子と 2094個の水分子を含む系に関して、 500C、1atmの条件で 10ナノ秒間の分

子動力学計算を実行した。表面積の値として、 62.9(A2)を採用した。実線は分子動力学計算、破

線はNagleらにより測定された実験データベ

中性子による散乱プロファイルは、負の散乱強度を持つ水素原子からの寄与を含ま

ないカルボ、ニル基の位置にピークが存在する。 s.Whiteらは、異なるピーク位置を持
つX線と中性子の散乱強度プロファイルを相補的に利用することにより、脂質分子を

構成する各化学基の分布を正確に求めることができることを示した 3541一方、分子

動力学計算では、トラジェクトリから各化学基の存在確率を計算することにより、対
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応する密度プロファイルを計算することができる。図 2・6に DOPC二重膜に含まれ

る7つの化学基 (CH3基、 CH2基、 C=C基、 カルボニル基、グリセロール基、リ

ン酸基、コリン基)と水分子の分布を示す。十分に水和された DOPC二重膜において、

これらの化学基が広い分布を持っていること、すなわち、液品相における DOPC脂

質二重膜中でそれぞれの分子の構造が大きく揺らいでいることが分かる。また、ここ

にデータは示していないが、低水和条件での DOPC二重膜の分子動力学計算によっ

て得られた各化学基の分布のピーク位置は、S.Whiteらの(対応する熱力学条件下の)
実験データとよく一致していた。

図2・6.DOPC分子に含まれる各化学基の密度プロファイル
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72個のDOPC分子と 2304個の水分子を含む系に関して、 370C、1atmの条件で 10ナノ秒間の

分子動力学計算を実行した。表面積の値として、 72.5(A2)を採用した。

表 2圃3に、 DPPCとDOPCの NPATアンサンプルを用いた分子動力学計算から得

られた脂質二重膜の主な構造情報をまとめた。表2・1に挙げたJF.Nagleらによる実

験データと非常によく一致していることがわかる。しかし、この表に記されている構

造情報は、主に脂質二重膜の厚さや体積に関係するものである。 NPATアンサンプル

による分子動力学計算では脂質分子の表面積を仮定しているため、(密度が一定であ
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ることを考慮すると)脂質二重膜の厚さが実験データと合っているのは当たり前なの

かもしれない。

表2-3. 分子動力学計算により得られた DPPCとDOPC二重膜の構造情報

Lipid 
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Vl : lipid molecular volume、 o: lamellar repeat dis也nce、

A: average interfacial area/lipid、 Dc: thickness of hydroωrbon core、

DHH : headgroup peak-peak dis旬nce、nw: number of water molecule/lipid 

そこで、異なる構造情報として重水素化された脂質分子を用いた核磁気共鳴(NMR)

の実験 10によるオーダーパラメタ (Sco)の値を計算してみた。 Scoは、脂質二重膜と

垂直な軸と脂肪酸に含まれる C-Hボンド(実際は C-D)の成す角度をθとし、以下の

式を用いて定義される。

らや3coω-1 (2・2)

この物理量は、脂質分子の脂肪酸の構造揺らぎの程度を表している。図2・7に、先ほ

どと同じ DPPCの分子動力学計算によって得られたオーダーパラメタ(Sco)を示す。

この物理量に関しても、計算による平均値は異なる 2つの実験データの誤差範囲に含

まれる程度によく一致していることが分かる。このように、脂質分子の表面積の実験

データを分子動力学計算における入力パラメタとするだけで、脂質二重膜の構造のか

なり詳細にいたるまで上手く再現できることがわかった。
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図2圃7.DPPC分子のオーダーパラメタ (SCD)
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実線は、図2・5と同じ分子動力学計算によって得られた平均値。黒丸と黒四角は、異なる 2つの

グ、ループ 10，11による実験値o sn-2鎖に含まれる C-Hからの寄与のみ考慮されている。

NPTアンサンプルと NPyTアンサンフルの比較2.4.2. 

それでは、 NPTアンサンブ、ルや表面張力を入力パラメタとした NPyTアンサンプル

を用いた計算結果はどのような振る舞いをするのであろうか?前節とは逆に、今度は、

脂質分子の表面積の時間変化に注目してみよう。図2・8に3つの異なった条件で NPT

アンサンブ、ルを用いて実行された DOPC二重膜の分子動力学計算の結果を示す。

脂質二重膜の構造が、系に含まれる水分子の数に大きく依存することはよく知られ

ている 80 十分に水和した脂質二重膜では大きな表面積をとり、水分子を少ししか含

まない乾燥した脂質二重膜では表面積が小さく厚い形になるのである。図 2・8を見る

と、脂質1分子あたり 32個の水分子を含む系では実験値(72.5(A2))と比較して表面積

が小さくなっているのに対して、脂質1分子あたり 5.4個の水分子しか含まない低水

和の条件では実験値{59.3(A2))よりもやや大きな表面積の値をとっていることが分か

る。しかし、定性的には NPTアンサンブ、ルを用いた分子動力学計算でも水和の違い
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による表面積の変化を再現している。

図2圃8.DOPC二重膜における脂質1分子の表面積 (Area/lipid)の時系列
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NPTアンサンプルを用いた 3つの分子動力学計算における表面積の時間変化。 黒色:72個の

DOPC分子と 2304個の水分子を含む系 (32wa胞げlipid)、濃灰色:72個のDOPC分子と 389個

の水分子を含む系 (5.4wa恰げlipid)、薄灰色:512個のDOPC分子と 16384個の水分子を含む系

(32 wateげlipid)に関する分子動力学。点線は、高水和条件と低水和条件での実験による表面積の測

定値を示す。

また、高水和条件での72個の DOPC分子を用いた計算では、表面積の値が 64(A2)
から 70(A2)まで大きく揺らいでいた。これは、Lindahlらによる GROMOS力場を用
いた 100ナノ秒の分子動力学計算 21でも観測された長時間に渡る大きな表面積の大

きな揺らぎに対応する。我々は、さらに、 512個の DOPC分子を含む大きな脂質二
重膜に関しても高水和条件で 10ナノ秒までの分子動力学計算を実行した。今度は、

表面積の時間変化に大きな揺らぎはみられず、 66(A2)程度の値に収束していた。しか

し、この場合でも NPTアンサンプルを用いる限り、 DOPC二重膜の表面積は実験値

とは大きく異なった値に収束していた。
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それでは、 DPPC二重膜に関してはどうであろうか?今度は、 NPTアンサンブ、ルの
みならず、異なる表面張力の値を用いた場合のNPyTアンサンプルによる計算結果も
比較する。図2・9に示すように、 NPTアンサンプルを用いた場合に DPPC二重膜の
表面積は高々1ナノ秒の聞に実験値と比較して、 5(A2)以上も小さくなってしまった。

一方、 NPyTアンサンブ、ルを用いた計算では、 y=15dyn/cmという表面張力を仮定した
場合に、ほぼ実験データを再現することができた。しかし、より大きな表面張力の値

を仮定した場合には、 DPPCの表面積は実験値と比較してずっと大きな値になってし
まった。 NPyTアンサンプルでは、脂質二重膜の表面積が小さくなり過ぎないように
表面張力を加えて引っ張っているので、その引っ張りが強すぎると、脂質二重膜の表

面積が大きくなりすぎるのである。

図2・9.DPPC二重膜のおける脂質 1分子の表面積 (Area/lipid)の時系列
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72個の DPPC分子と 2094個の水分子を含む系に関して、 500C、1atmの条件で 1ナノ秒間の分

子動力学計算を実行した。 NP丁、 NP"(Tアンサンプルを用いた。

s. Fellerによる DPPC二重膜に関する NPyTアンサンブルを用いた計算 56では、
下35"-'45dyn/cmという表面張力の値を用いた場合に、表面積の値が実験データとよ
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く一致すると報告されている。この最適な表面張力の値の違いは、使用した分子力場

パラメタの違いに起因する。我々が用いたのは CHARMM2745，46という力場であるの

に対して、 S.Fellerらは一世代前の CHARMM2257という力場を用いて分子動力学計

算を実行していた。このように、 NPyTアンサンプルを用いることによって、 DPPC

二重膜の実験データを再現することは可能ではあるのだが、計算結果は表面張力とい

う入力パラメタに大きく依存する。

以上のように、脂質二重膜の分子動力学計算において、 NPATアンサンブル以外の

計算手法を用いた場合に、脂質二重膜の表面積という最も基本的な物理量を再現する

ことは(無理ではないが)困難である。さらに、脂質二重膜に膜蛋白質やコレステロ

ールなどを埋め込み生体膜の計算をしようとしたときに、脂質二重膜がどのような形

になるか予想ができない。また、図 2圃5などに示したように、表面積の値が再現でき

ないと DHHなどで表現される膜の厚さに関しても実験値とは異なる値を持つ。膜の厚

さは膜蛋白質と脂質二重膜の聞に働く相互作用を決定する重要な因子であるため、

NPATアンサンブ、ル以外の計算手法を用いた場合には、安定な膜蛋白質の分子動力学

計算が実現できないかもしれない。このような考察から、膜蛋白質においても、 NPAT

アンサンブ、ルを用いた分子動力学計算が多く実行されている。

NPyTアンサンプルを用いた我々と S.Fellerの計算結果の相違に見られたように、

脂質二重膜の表面積は系を記述する分子力場パラメタに非常に敏感に応答する。実際、

NPATアンサンプルを開発した NIHのグループもこの点を考慮して、精度の高い量子

化学計算をベースに CHARMM力場の改良を図っている 580 また、 GROMOSカ場は

NPTアンサンブ、ルを用いて表面積の実験値を再現するように最適化されているため、

NPATアンサンブ、ルを用いていない。しかし、精度の高いX線散乱プロファイルと分

子動力学計算の詳細な比較 59によると、いずれの分子力場を用いた場合でも両者が完

全に一致しているとはいえなかった。

従って、脂質二重膜に関する全原子モデ、ルを用いた分子動力学計算をさらに信頼性

の高いものにしていくためには、より長時間の計算を実行するとともに系を記述する

分子力場ポテンシヤルの精度を高めていく努力が必要となる。また、これらと平行し

て、脂質二重膜の構造を決定している物理化学的な因子に関するさらに深い考察を進

めていくことも重要で、あると思われる。このように脂質二重膜自身の分子動力学計算

に関してもまだまだ改良すべき点が残されているが、(我々の本来の目的は膜蛋白質

そのものの動力学計算であるので)現状で最も容易に脂質二重膜の実験データを再現

する NPATアンサンプルを生体膜系の分子動力学計算に利用することにして、膜蛋白

質(主に筋小胞体カルシウムポンプ)の話題に移ろう。
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3.カルシウムポンプの分子動力学計算

3.1.カルシウムポンプの構造とその機能

筋細胞中の Ca2+は、筋小胞体 (SarcoplasmicReticulum; SR) と呼ばれるベシクル

中に蓄えられており、筋肉が収縮する際に Ca2+放出チャネルを通して細胞質中へ放出

される。一方、筋肉が弛緩するためには、放出された Ca2+を細胞質中から筋小胞体内

腔へと戻す必要があり、その輸送を行う膜蛋白質が筋小胞体カルシウムポンプ

(Ca2+ -ATPaseあるいは Sarco(Endo)plasmicReticulum Ca2+-ATPase 1; SERCA1)で

ある。

表 3-1に示すように、細胞内外での各種のイオン濃度は大きく異なっている。筋細

胞においても、細胞質中に存在する Ca2+イオンの濃度は、筋小胞体中の濃度と比較し

て約 104倍も少ない。従って、カルシウムポンプは濃度勾配に逆らって Ca2+を輸送し

ており、 ATPを加水分解することによって生じたエネルギーを使って Ca2+の輸送を

可能にしている(このような輸送を能動輸送と呼ぶ)。一方、 Ca2+放出チャネルによ

るCa2+の輸送は濃度勾配に従って行われるため、外部からのエネルギーを必要としな

い(受動輸送と呼ばれる)。このように生体膜を隔てたイオンの物質輸送を行う膜蛋

白質としてはチャネルとポンプの2種類が存在し、その機能や構造は大きく異なって

いる。

表3・1.筋細胞内外のイオン濃度の比較

種類 細胞内濃度(mM) 細胞外濃度(mM)

Na+ )
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4

 

H

H

η

4

n

U

4

E

 

，

d
1
E
a
-
-

110 

2.5 

1.8 

K+ 

Ca2+ 

Mg2+ 

カルシウムポンプは、イオンの能動輸送を行うイオンポンプ(P型 ATPase)の一つ

であり、その構造と機能に関して膨大な実験データが蓄積されている。他にも代表的

なイオンポンプとしては、ナトリウムカリウムポンプやプロトンカリウムポンプなど

が存在する。例えば、ナトリウムカリウムポンプは、 ATP1分子の加水分解によるエ

ネルギーを用いて、 3つの Na+を細胞外に運び2つの K+を細胞内に運んでいる。

このようなイオンポンプの酵素反応は、日IE2機構 60.61と呼ばれる反応機構に基づ

いて解釈されている。古典的なモデルにおいては、日状態は Ca2+と強し、親和性を持
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脂質二重膜・膜蛋白質の分子動力学計算

ち、その Ca2+結合部位が細胞質倶uからアクセス可能である状態として定義されている。
一方、 E2状態は Ca2+との親和性が低く、 Ca2+結合部位が小胞体内腔からアクセス可

能な状態であるとされている。この酵素反応をより詳しく調べると、図 3-1に示した

ように、少なくとも 8つの反応中間体が必要で、あることがわかった竺反応サイクル

の途中で自己リン酸化が起こることは、カルシウムポンプやナトリウムカリウムポン

プなどを含む P型 ATPase63に共通な性質であり、図与1に含まれる E1Pや E2Pは

ATPによってカルシウムポンプの Asp351が自己リン酸化された状態を示している。

図3-1.E1/E2モデルに基づくカルシウムポンプの反応機構

2-3H~ 

E1み!日・2Ca2+
↑2Ca2+ 灯 P

!E2 I 
Pi可 R

~ ^ "̂'...... ADP 
lE  NH+曹
mi|← E2P4fW 

2Ca2+ 

図3・1に示した反応中間体の中で、四角で固まれた 5つの中間体に相当する立体構

造 28，白羽が、豊島らによる X線結品構造解析により解かれた。このうち、日・ATPと

E1p.ADPに相当する立体構造はほとんど同一で、あったため、構造的には反応サイク

ルは図 3・2に示す4つの基本状態からなると考えて良い。この図を見てまず気がつく

ことは、反応サイクル中で、カルシウムポンプがその立体構造を大きく変化させている

ことであろう。このような大きな構造変化が Ca2+を能動輸送するために果している役

割は、原子レベルでの立体構造解析が行われて初めて明らかになった。その詳細に関

しては、原論文 28，64剖および最近の総説 69，70を参照されたい。

筋小胞体カルシウムポンプは 994残基のアミノ酸からなる 1本鎖の分子量 11万

の比較的大きな膜蛋白質であり、 10本の膜貫通ヘリックス (M1-M10) と3つの大

きな細胞質ドメインからなる(図 3・2参照)。細胞質ドメインには、その役割から、 A

(actuator)、N(nucleotide-binding)、P(phosphorylation)という名前がついているo P 

ドメインはリン酸化部位である Asp351を、NドメインはATPの塩基部分が結合する

部位を含む。一方、 Aドメインは Pシートを多く含む小さなドメインであり、その役
割は最近まで明らかではなかった。しかし、このドメインが、膜内イオン通路のゲー

ト開閉の作動装置(actuator)として重要な役割をしていることが 4つの結品構造の比

較により明らかになった。
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杉田有治、池口満徳

図3帽2.筋小胞体カルシウムポンプの反応サイクルにおける 4つの基本構造 28，創部

E1.2Ca2+ 

E2 

品 A蹄臨』

捗--

M 

d 岨圃圏

吋崎電理

M 

E1ATP 

E2・Pi

A，N，Pはそれぞれ、 Actuator，Nucleotide-binding， Phosphorylation domainを示す。また、脂質二

重膜に相当する領域 (M)を2本の直線で表現しである。 E1.2Ca2+、E1・ATP，E2・Pj，E2などは図

3-1の反応中間体に相当する。
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脂質二重膜・膜蛋白質の分子動力学計算

X線結晶構造解析は、さらに、カルシウムポンプに結合する基質(Ca2+、ATP，ADP、

Pj)の結合様式を原子レベルで明らかにした。ここでは、次節以降で関係するため、
膜貫通ドメイン内に存在する 2つの Ca2+結合部位の構造に関してのみ紹介する(図

3・3)。この 2つの結合部位には、それぞれ、 Site1とSite11という名前がついている。

Site I は、最初に結合する Ca2+の結合部位で、あり、Asn768(M5)、Glu771(M5)、Thr799

(M6)、Asp800(M6)、Glu908(M8)の側鎖の酸素原子と、 2つの水分子によって形成さ

れている。 2個目の Ca2+が結合する Site11は、 Val304(M4)、Ala305(M4)、lIe307(M4) 

の主鎖のカルボニル酸素原子と、 Glu309(M4)、Asn796(M6)、Asp800(M6)の側鎖の

酸素原子によって構成され、 Ca2+結合蛋白質によく見られる EF・hand構造とよく似

た配置をしている。 Glu309の2つの酸素原子が Site11でCa2+に配位していることを

考慮すると、 Site1とSite11のいずれも Ca2+結合蛋白質で、最もよく見られる 7配位 71

をとっていることがわかった。また、これらの Ca2+結合アミノ酸残基は、既に報告さ

れている部位特異的アミノ酸置換の結果 72，73を完全に説明できるものであった。

図3・3.カルシウムポンプ (E1・2Ca2+)における Ca2+結合部位の立体構造

2つの大きな球は配位された2つのCa2+を示し、 2つの小さな球はSiteIのCa2+に結合している

2つの水分子を示す。
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3.2.カルシウムポンプの分子動力学計算

3.2.1.膜蛋白質・脂質二重膜複合体の作成

脂質二重膜と溶媒を露に含む膜蛋白質の分子動力学計算を実行するためには、まず、

X線結晶構造解析により決定された膜蛋白質の立体構造を、分子動力学計算で平衡化

された脂質二重膜に埋めこむ必要がある。この際、できるだ、けエネルギー的に安定な

初期モデ、ルを作成することが望ましい。我々が最も初期に行ったカルシウムポンプの

分子動力学計算では、この初期モデ、ルの構築が上手くいかなかった為に、計算の初期

で脂質二重膜が大きくゆがみ、カルシウムポンプの構造も X線結晶構造から大きく

ずれてしまった。その後、様々な試行錯誤を経て、一定の手順を踏むことにより、長

時間の分子動力学計算に耐えうる信頼性の高い初期モデ、ルを構築できるようになっ

た。この手法は、他の膜蛋白質の分子動力学計算にも有効であると考えられるため、

ここで紹介したい。また、この手法は B.Rouxらによって提案されていた手法を参考

に、我々独自のソフトウェアを開発することにより実現させた。

まず、初めに考慮することは、計算で用いる脂質分子の選択である。既に述べたよ

うに、生体膜の構造や物性は脂質分子の化学的な性質によって異なっている。そのた

め、膜蛋白質の構造安定性や機能の効率も周囲の脂質分子の構成に依存する。特に、

カノレシウムポンプに関しては、その生理的機能は脂質分子に含まれる脂肪酸の長さに

大きく依存し、 DOPCを用いた脂質二重膜中で最も高い活性を示す 13ことが知られ

ていた。そこで、我々は、カルシウムポンプの立体構造を、 NPATアンサンプルを用
いた分子動力学計算によって平衡化された DOPC二重膜中に埋め込むことにした。

その際に重要だ、ったのは以下の3点である。

(1 )膜蛋白質の膜貫通部位を正しい位置と配向で脂質二重膜に挿入すること o

一般に、膜蛋白質における膜貫通部位は脂質分子の脂肪酸部分と安定に相互作用す

るために、疎水性のアミノ酸を数多く含んでいる。また、溶媒と脂質分子が接する界

面近傍には、芳香族アミノ酸(TyrとTrp)や正に帯電したアミノ酸(ArgとLys)を多く含
む特徴的なアミノ酸配列が存在すること刊も指摘されている。このようなアミノ酸配

列の特徴と立体構造の情報を元に、多くの膜蛋白質における膜貫通部位の位置と配向

は容易に予測できる。しかし、カルシウムポンプの場合の場合には、アミノ酸配列や

構造からは膜貫通部位の位置を正確に予測することは困難であり 75、複数の候補が存

在していた。そこで、我々は、複数の初期モデ、ルを実際に試した上で、複数の結品に

見られる対称性を用いてカルシウムポンプの膜貫通部位の位置と配向を決定した。

(2)膜蛋白質を脂質二重膜に挿入する前後で体積変化が生じないこと。
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膜蛋白質を脂質二重膜に挿入したモデ、ルを作成する際に、膜蛋白質の膜貫通部位と

幾つかの脂質分子の原子位置に重なりが生じるため、重なった脂質分子(や溶媒)を

モデルから取り除く必要がある。この時、取り除く脂質分子の数を決定するためには、

何らかの指針が必要である。我々は、膜蛋白質の脂質二重膜への挿入の前後でできる

だけ体積変化が生じないようにするという指針を用いた。その際、膜蛋白質に関して

は、図3-4に示したように、脂質二重膜と平行な平面でスライスした面における断面

積を二重膜の上層と下層に対応する領域に関して積分することにより体積を計算し

た。一方、脂質分子に関しては、既に分子動力学計算によって脂質 1分子あたりの体

積が得られているのでこの値を利用した。取り除く脂質分子は、カルシウムポンプと

の原子の重なりの数が多い順番に決定した。

図 3-4.脂質二重膜と平行な平面でスライスしたカルシウムポンプ (E1・2Ca2+)の断
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DOPCのX線散乱プロファイルにおける 2つのピークに点線を、脂質二重膜の中心(Z=O)に実線

を引いた。

(3)エネルギー的にで、きるだけ安定な脂質二重膜・膜蛋白質複合体を作成すること。

上記のようにして作成した脂質二重膜・膜蛋白質複合体には実はまだかなり多くの

原子の重なりが残っている。そこで我々は、カルシウムポンプの近傍の脂質分子につ
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いて、分子全体を剛体としてみなして、その位置の最適化を実行した。次に、それ以

外の原子に関しては強い拘束条件をかけてエネルギー極小化を実行し、膜蛋白質近傍

の脂質分子の構造に関して最適化した。この後さらにもう一度、膜蛋白質近傍の脂質

分子の位置を最適化することにより、初期モデルに含まれる原子の重なりをほぼゼロ

にすることができた。図3・5にこのようにして得られた初期モデ、ノレを示すo

図3・5.脂質二重膜中におけるカルシウムポンプ (E1・2Ca2+)

A 

総胞質

小飽体内股

Ca2+は点線で、囲んであり、 A、 P、 Nはそれぞれ細胞質ドメインの名称である。分子動力学計算

では周期境界条件を用いているため、カルシウムポンプと DOPC二重膜を含む直方体は溶媒分子

で満たされているが、図では省略しである。

つ山口δ



脂質二重膜・膜蛋白質の分子動力学計算

3.2.2.カルシウムポンプの動力学

こうして得られた初期モデ、ルを用いて、カルシウムポンプの分子動力学計算を実行

した。この系が熱平衡に達するまでの聞に、カルシウムポンプや脂質二重膜の構造に

急激な変化が生じないように、図 3・6に示したような拘束条件を用いた。また、計算

の初期には、 NPATアンサンブルではなく NPTアンサンプルを用いた。その理由は、

膜蛋白質を加えたことで、脂質分子の表面積に若干の変化が生じる可能性があるから

である。実際には、 NPTアンサンブ、ルを用いた 400ピコ秒の間には、脂質分子の表

面積には約2(A2)程度の小さな変化しかみられなかった。

図3・6.系を平衡化するためのスケジュール
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Distance Restraints 

for Ca2+ーbindingSites 
No Restraints 

Positional Restraints 
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平衡化においては、カルシウムポンプの原子位置に関する拘束、カルシウムの配位に関する距離

の拘束、脂質分子の頭部のZ座標に関する拘束を課した。

この計算におけるカルシウムポンプの Cα原子の初期構造 (X線結品構造)からの

構造変化(RMSD)の時間変化を図 3・7に、全体構造と各構造要素(ドメイン)の RMSD

の平均値を表3・2に示した。図 3-7から分かるように、カルシウムポンプの全体構造

は、2ナノ秒では平衡に達しておらず初期構造から大きく変化し続けている。しかし、

膜貫通ヘリックスの構造は初期構造から 1(A)程度しかずれておらず、分子動力学計

算の間非常に安定であったことがわかった。また、各膜貫通ヘリックスの Z軸に対す

る角度は初期構造からほとんど変わっていなかった。また、表3-2からわかるように、
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3つの水溶性ドメイン(A、 N、 P)の構造に関しても、表3・2に示したように2ナノ

秒の動力学計算の問、安定に存在していた。

図3・7.X線結晶構造からの Cα原子の RMSDの変化
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黒線はカルシウムポンプ全体の、灰色の実線はカルシウムポンプの膜貫通部位のみの RMSDを示

す。

X線結晶構造からの Cα原子の RMSDの平均値*表 3・2.

水溶性ドメイン 膜貫通ドメイン

Full A-domain N-domain P圃domain MトM10 M4・M6、

Structure M8 

3.46+ 1.39+ 1.51 + 1.18土 0.96+ 0.78+ 0.70士

0.99 0.15 0.11 0.17 0.07 0.09 0.07 

*平衡化後の2ナノ秒間の構造スナップショットに関する平均

M7-M10 

図3圃7に次に各アミノ酸残基の原子揺らぎ (RMSf1uctuation)を調べてみよう。
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示したように、 10本の膜貫通ヘリックスと、 P ドメインに含まれる残基の原子揺ら

ぎは非常に小さい。既に示した表3・2と合わせて考えると、これらの構造要素は分子

動力学計算中も非常に硬く、あまり初期構造から動いていないことがわかる。一方、

Aドメインと Nドメインは ドメイン内の構造は初期構造から変化していないにも関

わらず(表3・2)、原子揺らぎは非常に大きかった。 Aドメインと Pドメインは、ドメ

イン内の構造を保持したまま剛体として大きな相対運動をしているのである。さらに、

詳しいカルシウムポンプの分子運動に関する研究は現在も進行中である。

図3・8.分子動力学計算で、得られたカルシウムポンプの Cα原子の揺らぎ

s 

5 
。孟

。。 200 400 600 
Residue Number 

800 1000 

太線は分子動力学計算により得られたCα原子の揺らぎ(RMSf1uctuation)を示す。一方、細線は結

品構造解析による B-factorである。 A、N、Pは各水溶性ドメインのアミノ酸配列における位置

を、 1・10の数字は、 10本の膜貫通ヘリックスの位置を示す。

3.2.3.カルシウムポンプのプロトン対抗輸送

最後にこれまでの理論計算によって明らかになってきたカルシウムポンプの機能

に関する新しい知見を紹介する。ここでもう一度、カルシウムポンプの反応サイクル

(図 3-1)に戻ってみよう。この図に示すように、カルシウムポンプは、 ATP1分子

の加水分解のエネルギーを利用して、細胞質中の 2個の Ca2+を取り込み筋小胞体内

腔へと放出する。一方、この酵素反応サイクルの中で、筋小胞体中のプロトンを細胞

質中へと逆輸送する(プロトン対抗輸送)76，77。カルシウムポンプの立体構造が X線

結品構造解析によって解かれたことにより、その Ca2+の結合に関しては原子レベルで

F10 

口
δ
句
'
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の理解が進んだ。しかし、 X線結晶構造解析ではプロトンの位置は決定することがで

きないため、プロトン対抗輸送に関する知見を得ることはできなかった。一方、我々

が行っている全原子モデ、ルでの分子動力学計算では、水素原子も露に取り扱っている

ため、この問題を直接議論できるのではなし1かと考えた 31，340

しかし、我々が行っているのは古典力学に基づく分子動力学計算であるため、第一

原理的にカルシウムポンプに結合しているプロトンの数を計算することはできない。

そこで、我々は連続体モデ、ルを用いた静電エネルギー計算 78・81をまず初めに実行する

ことによって、カルシウムポンプに結合するプロトンの数を推定した。複数のプロト

ンの配置を仮定した個々の場合について分子動力学計算を実行し、その構造安定性を

調べるとしづ方針を用いた。

図3-9に、静電エネルギー計算で、用いた連続体モデルを示す。このモデルでは、蛋

白質の原子に関してのみ全原子モデ、ルを用い、周囲の溶媒や脂質二重膜に関しては一

定の誘電率を仮定した連続体として取り扱う。この計算では、揺らぎの大きい溶媒に

関しては通常 80という大きな誘電率が用いられるが、蛋白質や脂質分子の揺らぎは

溶媒分子と比較してやや小さいため、通常4から 20までの様々な誘電率が仮定され

ていた。そこで、カルシウムポンプと脂質二重膜に関しては4と20の2つの異なる

誘電率を仮定して計算した。

図3・9.連続体モデルによる取り扱い

静電エネルギー計算で用いた連続体モデル ((a)カルシウムポンプのE1・2Ca2+状態、(b)カルシウ

ムポンプの E2状態)。溶媒と脂質二重膜は固有の誘電率を持つ連続体として近似した。
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図 3・10に、連続体モデ、ルを用いた静電エネルギー計算を行うことによって得られ

たカルシウムポンプの Ca2+結合部位近傍にある 5つの荷電アミノ酸残基の滴定曲線

を示す。蛋白質と脂質二重膜に関して仮定した誘電率によって見かけの pKa値(プロ

トン化率が 500/0になる pHの値)が大きく異なっているものの、水溶液中の Gluの滴

定曲線と比較すると、 Glu58とGlu908の2つのアミノ酸残基の滴定曲線のみが大き

く右にシフトしていることがわかる。すなわち、 pHが中性の付近では、この 2つの

アミノ酸残基のみがプロトン化しており、他の 3つのアミノ酸はプロトン化していな

いことがわかる。

この結果を図 3-4に示した Ca2+結合部位の結晶構造を用いて考察する。この立体

構造で、 Glu58とGlu309の側鎖の酸素原子同士と、 Glu771とGlu908の側鎖の酸素

原子と非常に近い位置に存在していた。これは、 2価の正の電荷を持つ Ca2+を疎水的

な環境である膜貫通領域内で結合するために、多くの負の電荷を帯びた酸素原子が

Ca2+の周りに凝集する必要が生じていたからである。 Glu58とGlu908がプロトン化

することによりさらに側鎖の聞にも水素結合ができ、Ca2+結合部位の構造はより安定

になると予想される。

図3・10.静電エネルギー計算によって得られたカルシウムポンプ (E1.2Ca2+)に含ま

れる 5つの荷電アミノ酸残基の滴定曲線

1 
〉、....， 

..c 
悶
..c 
0 
』

205 
0 
....， 
m 
E 。....， 
O ... 乱。

(a) 

ε=4 

E309 

一30-20 -10 0 10 20 -6 -3 0 3 6 9 12 
pH pH 

(a)カルシウムポンプと脂質二重膜の誘電率を4、溶媒の誘電率を 80と仮定した静電エネルギー

計算の結果、 (b)カルシウムポンプと脂質二重膜の誘電率を 20、溶媒の誘電率を 80と仮定した

計算結果。点線は、水溶液中での Gluの滴定曲線を示す。

そこで、我々は実際に以下に示す4つの異なるプロトン化状態を持つ構造を作成し、

それぞれに関する全原子分子動力学計算を実行した。

(a) Glu58とGlu908をプロトン化する
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(b)いずれの残基もプロトン化しない。

(c) Glu58のみをプロトン化する

(d) Glu908のみをプロトン化する

600ピコ秒の平衡化の後で2ナノ秒の分子動力学計算を実行した結果得られた最終

構造を図 3・11に示す。まずモデル(a)では 2つの Ca2+結合部位の構造は、 X線結晶

構造解析によって得られたものとほとんど同一で、あった。この結果は、既に述べた連

続体モデ、ルを用いた静電エネルギー計算の結果と一致している。一方、モデル(b)では

高々 2ナノ秒の分子動力学計算の聞に2つの結合部位の Ca2+配位が大きく変化した。

図3・11では Site11の変化はそれほど大きなものには見えないが、 Glu58がプロトン

化されていないため、細胞質側から進入した水分子が結合部位を攻撃していることに

注意されたい。

図3・11.分子動力学計算で得られた Ca2+結合部位の最終構造 (E1・2Ca2+状態)

• • 

• • 

2ナノ秒後の Ca2+結合部位の構造。 (a)・(d)はそれぞれ本文中の4つのモデルに対応する。プロト

ンに関してはOで、囲った。
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さらに、モデル(c)やモデル(d)などのように一つの残基しかプロトン化していない

モデルでは、モデル(c)における SiteIやモデル(d)における Site11のようにプロトン化

されていない残基を含む結合部位が初期構造から大きく変化していた。これらの結果

をまとめると、 Glu58とGlu908の両方のアミノ酸残基のプロトン化が、 Ca2+結合部
位の構造安定性に重要な役割を果していることが結論される。

それでは、カルシウムが結合していない E2状態におけるアミノ酸残基のプロトン

化状態はどうであろうか?E2状態に関しては、既に膜貫通部位に結合するカルシウ
ムポンプの強い阻害剤である thapsigargin(TG)を結合した E2(TG)状態に関する X線
結晶構造併が得られていたが、分解能がやや低くカルシウムポンプの周囲に存在する

水分子に関する構造情報が得られていなかった o しかし、近年、 TGと
BHQ(2，5圃dトte件butyl圃1，4帽dihydroxylbenzene)の2つの阻害剤を加えることによって、

より分解能の高い X線結晶構造"が解かれ、原子レベルでの理論解析が可能になっ

た口

そこで、我々は新しいE2構造 (E2.(TG+BHQ)状態)に関しでも、 E1・2Ca2+状態

に関して行ったのと同様の計算手法を試みた 340表3・3に静電エネルギー計算によっ

て得られた結果を示す。E2状態では明らかにGlu309、Glu771、Asp800、そしてGlu908

の4つのアミノ酸残基がプロトン化することにより構造安定性を保っている。このプ

ロトン化状態を持つカルシウムポンプの分子動力学計算によっても、 E2構造におけ

る膜貫通部位の立体構造は非常に安定で、あった。

表 3・3.静電エネルギー計算によって得られた pH=7における荷電アミノ酸残基のプ

ロトン化率

Oielectric ε=4 E =20 

constant 

State E1 E2 E1 E2 

E58 1.00 0.37 0.97 0.24 

E309 0.00 1.00 0.00 1.00 

E771 0.00 1.00 0.04 1.00 

0800 0.00 1.00 0.00 0.85 

E908 1.00 1.00 0.74 0.35 

誘電率に関しては、図3・10を参照。

それでは、これらの計算結果からカルシウムポンプの機能に関して新しく何がわか

ったのだろうか?以下の2つの点にまとめることができると考えている。
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(1) Ca2+脱離後の膜貫通部位の構造安定化機構

従来、カルシウムポンプによる Ca2+の結合と脱離の分子機構は、 Ca2+結合状態

(E1・2Ca2+) と非結合状態(E2-TG)の膜貫通ヘリックスの立体構造を比較することに

よって説明されてきた例。すなわち、 Ca2+の脱離に伴い、図 3圃 12に示すように M5

がM1側にわん曲し、M4ヘリックスが下がり、M6ヘリックスが時計四りに回転する。

これによって、 Ca2+と結合する酸性アミノ酸残基の側鎖間の相対配置を大きく変化さ

せ、カルシウムポンプの Ca2+結合能を低下させている。この解釈は現在でももちろ

ん正しいのであるが、高解像度の E2構造を用いた理論解析により、この構造変化だ

けではカルシウムが脱離した後の膜貫通部位の構造安定性を維持することができず、

さらに多くプロトン(と水分子)の膜貫通部位への結合が必要であることが分子レベ

ルで明らかになった。

(2)プロトン対抗輸送の生理的意義

我々の解析で示されたカルシウムポンプの酸性アミノ酸残基のプロトン化は、図

3-1に既に示されている対抗輸送されるプロトンと深い関係があると考えられる。実

際、予想されたプロトン化数は E1-2Ca2+状態よりも E2状態の方が多い。プロトン対

抗輸送の詳細を調べるためには、その輸送経路や pH依存性などまだまだ未知の課題

がたくさんあるのだが、我々の解析はそこへの第一歩を示したものといえる。

図3・12_E1-2Ca2+から E2への Ca2+の脱離に伴う変化の概念図

山1794

E1-2Ca2+ E2(TG+BHQ) 

膜貫通ヘリックス(シリンダー)と重要なアミノ酸残基を示した。 Ca2+(1， 11)、水分子 (a咽 b，1・6)、

プロトンを、薄い球、濃い球、白抜きの球で示した。
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4.おわりに

本稿では、主に、脂質二重膜や溶媒分子を露に含んだ全原子モデ、ルを用いた膜蛋白

質の分子動力学計算に関して、我々が最近研究している筋小胞体カルシウムポンプを

例にとり紹介した。しかし、本文中にも述べたように、脂質二重膜および膜蛋白質の

分子動力学計算は、その分子力場パラメタの精度も含めて、まだまだ改良が必要な発

展途上の分野である。従って、将来に渡って、ここで我々が紹介した計算手法が使わ

れ続けるかどうかは定かではない。我々はこれまで既に(主に米国のグループによっ

て)開発済みの計算手法を用いてきたが、今後はむしろ我々独自の方法論を発展させ

ることによって、この分野に貢献していきたいと考えている。

また、カルシウムポンプの機能に関する研究に関しでも、我々はまだ出発点に立っ

たところであり、未解決の問題は多い。既に我々は、本文中に述べた計算の数十倍の

計算を実行し終えており、長時間の分子動力学計算中のカルシウムポンプの各反応中

間体における熱運動の振る舞いに注目している。そして、その熱運動が異なる反応中

間体への構造変化とどのように結びついているかを理解していきたいと考えている。

イオン自身の輸送を分子動力学計算によって実時間で観測できるチャネルと比較す

ると、蛋白質の大きな構造変化を伴うポンプのイオン輸送機構の解明は本質的に困難

なものではある。しかし、それゆえに残された研究課題もまだまだ多く存在し、その

解明には新しい理論的な枠組みの開発も含む様々な研究が必要で、あろう。我々もその

解明に貢献していきたいと考えているが、さらに多くの研究者が全く新しいアイデア

を持ちこんで参入してくることがその理解を深めるためには欠かせないと思う。
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