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1.はじめに

タンパク質は自然界に存在する最 も複雑な分子である.この分子は,小さいものでは

数十個から大きいものでは数千個のアミノ酸が鎖状につながった生体高分子であ り,DNA

及びRNAと共に生命現象の中枢を担っている.特に,タンパク質分子の立体構造とその

生化学的機能の間には密接な関係があることから,その立体構造予測が重要な研究テーマ

とされてきた.

また,タンパク質の立体構造がどのような物理的原理や機構によって構築されるかを

理解しようとする問題はタンパク質の折 り畳み問題 (proteinfoldiIlgprOblem)と呼ばれ,

多 くの実験家及び理論家を魅了してきた.タンパク質の折 り畳み問題を理解するには,タ

ンパク質の自然の立体構造ばか りでな く,変性状態や折 り畳みの中間状態等,配位空間全

体の情報が必要となる.よって,配位空間を幅広 くサンプルすることができる,拡張アン

サンブル法 (generalized-ensemblealgorithms)が特に有効なシミュレーション手法である

(拡張アンサンブル法のタンパク質の立体構造予測問題及び折 り畳み問題-の適用に関す

る解説としては,例えば,文献 回を参照.1 )

本講演では,拡張アンサンブル法によるタンパク質の第一原理からの立体構造予測問

題及び折 り畳み問題の研究の最近の発展について報告する.

2.シミュレーション手法

2.1タンパク質の系のエネルギー関数

ここでは,タンパク質の系として,タンパク質分子 1分子とそれを取 り巻 く多数の溶

媒分子の系を考える.本講演では,簡単のため~,溶媒の寄与は無視するか誘電率として考

慮した場合の結果のみを紹介する.一般的なタンパク質の系の仝ポテンシャルエネルギー

1 日本語の拡張アンサンブル法という名前は,かなり定着しているようなので,筆者も使わせてもらって

いるが,英語ではまだはっき侶ノたものがないようである.筆者らはgeneralizedenseIllbleという言葉を

使っている.【2]
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関数 Etot (単位はkcal/mol)は,静電相互作用項 Ec,12-6レナード･ジョーンズ項 EL.),

水素結合項 β〃βの分子内の全ての原子対についての和に,全てのボンドの周 りの回転角

についての和である,ねじれエネルギ一項 Elo,を足したもので与えられる.エネルギー

関数内の諸々のパラメタ一については,標準的なエネルギー関数のものを使った.特に,

モンテカルロシミュレーションでは,ECEPP/2【3]のものを,また,分子動力学シミュ

レーションでは,Amber4.1[4]のものを使った.

2.2拡張アンサンブル法

絶対温度rにおける従来のカノニカルアンサンブルに基づ く統計力学系では,エネル

ギーEを持つ各状態の出現確率は以下のボルツマン因子に比例する.

WB(E)-exp(-βE). (1)

ここで,β≡1/kBTはボルツマン定数と温度の積の逆数である.すると,エネルギーの

確率分布は次で与えられる.

PB(T,E) a n(E)TrB(E). (2)

ここで,n(E)は状態密度である.状態密度n(E)はEの増加関数であるが,ボルツマン

因子 WB(E)はEと共に指数関数的に減少するから,確率分布 PB(T,E)は一般にベル型

をしている.高温では βが小 さいので,WB(E)は Eと共にゆっくり減少する.よって,

PB(T,E)は幅広いベル型をしている･一方,低温では3が大きく,WB(E)が E と共に急

速に減少する.よって,PB(T,E)は幅の狭いベル型をしている.そして,T｣ OKの極

限で,PB(T,E)は6(E-EGS)に比例する.ここで,EGSは最小エネルギー値である.し

かし,従来のシミュレーション法では低温におけるカノニカル分布を得るのは非常に困難

である.これは,低温では熟的揺らぎが小 さいためにシミュレーションが エネルギー極小

状態に留まってしまうからである.

拡張アンサンブル法 (generalized-ensemblealgorithms)は,エネルギー空間上の一次

元酔歩を実現する手法である.よって,シミュレーションがどんなエネルギー障害も乗 り

越えることができ,エネルギー極小状態に留まるのを避けることができる.

マルチカノニカル法 (multicanonicalalgorithm)神 ま拡張アンサンブル法でも最も知

られた方法の一つであろう.マルチカノニカルアンサンブルでは,エネルギーの確率分布

が次で定義される.

Pmu(E)a n(E)Wmu(E)=constant･
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よって,マルチカノニカル法の重み因子はボルツマン因子ではなく,次で与えられる.

ll,mu(E)α n-1(E). (4)

一般に,この重み因子は前もって分っていないので,数回の試行シミュレーションの繰 り

返しで,逐次的に求めなければならない (求め方の詳細については,例えば文献 [6]参照).

重み因子Wmu(E)が求まれば,それを使って,長いシミュレーションを一回だけ実行すれ

ば良い.マルチカノニカル法の利点はこの一回のシミュレーションの結果から,最小エネ

ルギー状態ばか りでな く,任意の温度T(-1/LIBlβ)におけるカノニカル分布 pB(T,E)が

得られることである.後者については再重法 (ヒストグラム法)【7]を用いる.すなわち,

PB(T,E)は重み因子 Wmu(E)と最終的に得られたエネルギー分布Pmu(E)から次の式で

与えられる.

PB(T,E)- Pmu(E)ll霊 (E)e~PE

/dE′p-u(E′)Wm-i(E/)e-βE'

すると,物理量Aの温度Tにおける期待値は以下で得られる.

･A,T - /dEA(E)PB(T,E)･

(5)

(6)

マルチカノニカル法及びその類似法のタンパク質の立体構造予測問題への適用は数年

前に提唱された.[8]それ以後,タンパク質や高分子の分野で,いろいろな応用が試みら

れた (例えば,文献 【9日18】参照).また,マルチカノニカル法の分子動力学法版も開発

された.【19日21】

マルチカノニカル法ではエネルギー空間上の自由酔歩を実現するが,焼き戻し法 (simulated

tempering)【22]では,温度空間上の自由酔歩を,また,1/k法 [23】ではエントロピー空間

上の自由酔歩をそれぞれ実現する.これらの拡張アンサンブル法では同時にエネルギー空

間上の (重みのついた)酔歩も実現するため,シミュレーションがエネルギー極小状態か

ら逃れることができる.これら三つの手法のタンパク質の問題における有効性め比較が最

近なされた.[2]また,拡張アンサンブル法と徐冷法 (simulatedannealing)[24】とを組み

合わせると,従来の徐冷法より更に有効に,最低エネルギー状態を求めることができるこ

とも示された.[21

上に述べたように,拡張アンサンブル法における重み因子は,短いシミュレーション

によって逐次的に決めなければならないが,系によっては,なかなか重み因子の決定が困

-161-



研究会報告

Figurel:エンケファリンの気相中における最小エネルギー構造

難である場合がある.よって,簡単な重み因子に基づ く手法の開発が強 く望まれている.

我々は以下のようなTsallisの重み因子に基づいた拡張アンサンブル法を開発した.囲

ー叩 )∝(1+β
E- EGS

nF ) -nF (7)

ここで,EGSは最小エネルギー値であ り, nFは系の自由度の数である (タンパ ク質のモ

ンテカルロシミュレーションでは, nF は回転角の数である).

レプリカ交換法 (replica-exchangemethod)[26]も,マルチカノニカル法等より準備が

非常に簡単な有望な手法である(レプリカ交換法の歴史については,例えば文献 [27]を参

鰭).この方法も既にタンパク質の系に導入されている.[28,29]

3.結果

ここで,拡張アンサンブル法による,筆者等の計算結果を紹介する.

最初の例は Met-enkephalinというペプチドである.このペプチドは 5個のア ミノ酸

からなり,Tyr-Gly-Gly-Phe-Metというアミノ酸配列を持つ.このペプチドのECEPP/2

エネルギー関数に基づいた気相中(E-2)における最小エネルギー構造はいろいろな方

法から得られている.[30]そして,このペプチドはECEPP/2エネルギーで Elol≦-ll

kcal/molの領域で,最小エネルギー構造をしていることが分っている.[31,8]図 1にこ

の最小エネルギー構造を示す.

図2には,マルチカノニカルシミュレーションにおける全構造エネルギーElolをMC
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Figure2‥マルチカノニカルモンテカルロシミュレーションにおけるエンケファリンの構

造エネルギーEtot(kcal/mol)の ｢時間発展｣.

sweepの関数として表したものを示す.この試行は最小エネルギー領域と高エネルギー領

域の間を実際に酔歩していることが良 く分る.他の拡張アンサンブル法による結果もエネ

ルギー空間上の類似の酔歩を実現する.【2,25】

拡張アンサンブル法では,式 (5)と(6)の再重法を使って,唯一回のシミュレーション

の結果から,いろいろな熱力学量を温度の関数として求めることができる.その例 とし

て,1,000,000回のMCsl＼,eepのシミュレーションから得られた,エンケファリンの系の

平均エネルギーと比熱を温度の関数として表したものを図3に示す.ここで,比熱は次の

式で定義される (〟 (-5)はこのペプチドのアミノ酸数である).

C≡ 1 d(<Etot>T) n2 <Etot2>T -<Etol>を
N kB dT rJ N '

(8)

図3は上述の4つの拡張アンサンブル法 (マルチカノニカル法,焼き戻し法,1/k法及び

Tsallis重みによる手法)の結果 [2,25]を重ね描きしたものであるが,良い一致が得られて

い る.

タンパク質が折 り畳まれるとき,最低二段階を経ると考えられる.第一段階はランダ

ムコイル状態からコンパクトなグロビュール状態に移行する段階であり,第二段階はコン

パクトな構造の中から自然の立体構造 (最小エネルギー構造)に最終的に折 り畳まれる段

階である･これら二つの転移に対応してそれぞれ転移温度ToとT/が存在する･前者は高

分子の分野で広 く知られるコイル ･グロビュール転移温度 (鋸昆度)である.後者は ｢折

り畳み温度｣と呼ばれる.
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Figure3‥Meトenkephalinの全構造エネルギー Etotの平均値 (kcal/mol)(a)及び比熱 C

(b)を温度 T(K)の関数として表したもの.これらは4つの異なった拡張アンサンブル法
の結果を重ね合わせたものである.

これらの温度の計算の例として,我々は気相中のエンケファリンにおいて,新しい拡

張アンサンブル法 [25]による計算を実行した.[32]まず,Toは温度の関数としてタンパ

ク質の平均体積が最も急速に変化する温度として定義した.すなわち,平均体積の温度微

分が最大になる温度を求めた訳である.図4にこれらの量を温度の関数として表したもの

を示す.この結果から,To-280士20Kを得た.【32]実は,図3(b)からも分るように,

この温度は比熱の最大値を取る温度に対応している.この量からは,T0-310士20Kが

得られ 上の値と誤差の範囲内で一致している.

一164-



｢モンテカルロ法の新展開｣

1470

1450

1430

i 1410
V

1390

1370

1350
0 100 200 300 400 500 600 700 800 9001000

T

Figure4:Met-enkephalinの平均体積 < V>T(Å3)(a)とそれの温度 T(K)による微分

(b)･

一方,折 り畳み温度Tfの方は,最小エわ レギー構造とのオーバーラップの平均値の温

度微分の絶対値が最大となる温度で定義した.ここで,最小エネルギー構造とのオーバー

ラップとは問題にしている構造がどれぐらい最小エネルギー構造に似ているかを表す量で

あり,最小エネルギー構造と完全に一致するとき1,完全にランダムな構造のときOの値

を取る.定義式は以下で与えられる.

0 - 1一 志 墓匡i-at'G S1 , (9)

ここで,αitαt(GS)は,それぞれ,問題にする構造と最小エネルギー構造の (n,個の)対

応する二面角である｡ 図5にこれらの量を温度の関数として示した･この結果からT/-

230土 30Kを得た.[32】

この拡張アンサンブル法による,エンケファリンの折 り畳みに関する研究は更に進め

られ,最近,自由エネルギー曲面がいろいろな温度において直接求められた.囲

また,エンケファリンにおける最新の結果として,交換分子動力学法の結果を紹介し

よう.[29】ここでは,8つのレプリカを用いた.あるレプリカにおける温度の分子動力学

シミュレーションの時間ステップに対する変化を図6に示す.最低温度 150K と最高温

度 500K の間を頻繁にランダムウオークしていることが分かる.

図7では交換法によって得られた,エネルギーのカノニカル確率分布と,従来のカノ

ニカル分子動力学シミュレーションから得られた確率分布を比較する.低温で,従来のカ

ノニカルシミュレーションがエネルギ一極′J､状態にひっかかってしまうのに対して,交換

ー 16 5 -
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Figure5:Met-enkephalinの最小エネルギー構造との平均オーバーラップ <0>T(a)と

それの温度 r(K)による微分 (b)･
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Figure6:交換分子動力学法の一つのレプ リカにおける温度のランダムウオーク

法は正しい分布が得られることが分かった.【29]

最後に,もう少し大きい系の例として,ribonucleaseAの C-peptideにおける結果を

示そう.このペプチドは13個のアミノ酸からなるが,酵素全体のX線回折実験データか

ら,Ala-4からGln-11までが約3周のα-ヘ リックス構造を持つことが知られている.【34]

また,孤立したC-peptideにおいても,NMR実験 [35]等で,α-ヘリックスの形成が観測

されている.我々はまず,気相中の徐冷シミュレーションによって得られた最小エネル

ギー構造が,X線と同じ場所にα-ヘ リックスを持つことを示した･[36]しかし,この計

算では側鎖の構造までの一致は得られなかった.特に,酵素全体のX線実験及び孤立し
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Figure7:交換分子動力学法から得られたカノニカル分布 (PT)と従来の一定温度の分子

動力学シミュレーションから得られた分布 (C).

たC-peptideのNMR実験の両方で確認されていた,Glu-2~とArg-10+間の塩橋が得ら

れなかった.今回我々は距離に依存した誘電率を取 り入れて,マルチカノニカルシミュ

レーションを実行した.【18]図8にX線構造とこの計算から得られた最小エネルギー構造

を比較する.両者のα-ヘリックスの位置が完全に一致していると共に,上述のGlu-2~と

Arg-10+間の塩橋も今回は得られていることに注目されたい.

4.おわりに

この講演では筆者等のタンパク質の第-原理からの立体構造予測及び折 り畳み問題に

おける拡張アンサンブルシミュレーションの結果を紹介した.タンパク質の折 り畳み問題

を理解するには,自然状態ばか りでな く,変性状態や折 り畳みの中間状態等,配位空間全

体の情報が必要となる.よって,この問題には,配位空間を幅広 くサンプルすることがで

きる,拡張アンサンブル法が特に有効であることを主張した.

最後に,本講演で紹介した結果の共同研究者である,UlrichHansmann氏 (元分子研,

硯 ミシガン工大)及び杉田有治氏 (分子研)に感謝する.
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Figure8‥RibonucleaseAのX線実験で決められた構造の C-peptideの部分 (a)と距離に

依存 した誘電率を導入したマルチカノニカル法で得られた C-peptideの最小エネルギー

構造 (b).
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