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研究成果の概要（和文）：タンパク質などの生体分子は、他のタンパク質や低分子化合物（リガンド）と特異的
に相互作用することにより構造を変化させ、シグナル伝達や転写制御といった機能を発揮する。
本研究では、研究代表者が開発したMulti-scale Enhanced Sampling法の適用によりリガンド結合過程の計算機
シミュレーションに取り組み、生理学的環境に沿った溶媒中での網羅的な全原子構造探索に成功した。得られた
構造アンサンブルから自由エネルギー地形を計算し、受容体タンパク質の大きな構造変化とカップルしたリガン
ド結合過程の最適パスウェイを、側鎖相互作用形成や脱水和過程といった観点から明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Biomacromolecules such as proteins realize the molecular functions such as 
signal transduction and transcriptional regulation through the structural changes which are highly 
regulated by the specific interactions with other proteins or ligand molecules. In this study, 
computer simulations of protein-ligand complexes were performed by applying our newly developed 
Multi-scale Enhanced Sampling, allowing all-atom structural sampling of the protein-ligand 
interaction processes in solution to be successfully achieved. The free-energy landscape was 
calculated using the derived structural ensemble and revealed the most probable pathway of the 
protein-ligand binding coupled with the protein structural change by way of the native side-chain 
interaction formations and the desolvation at atomistic resolution.

研究分野： 計算生物物理

キーワード： リガンド結合　グルタミン結合タンパク質　グルタミン酸受容体　分子動力学シミュレーション　MSES
法　全原子空間探索
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１．研究開始当初の背景 
タンパク質などの生体分子は、他のタンパ

ク質や低分子化合物（リガンド）と特異的に
相互作用することにより構造を変化させ、シ
グナル伝達や転写制御といった機能を発揮
する。受容体タンパク質が揺らぎのなかでリ
ガンド分子を認識・結合しそれをスイッチと
して構造変化する「リガンド結合」のダイナ
ミックな分子メカニズムを解明することは、
細胞内における生命現象の素過程の物理化
学的理解、さらに、立体構造に基づいた機能
性分子の効率的な新規設計につながる。 
 リガンド結合は代謝系や細胞内外の情報
伝達系などで見られる生命現象を特徴づけ
る重要な化学過程の一つであり、従来から数
多くの実験・計算的手法により解析が行われ
てきた。マクロな現象論としてまず速度論に
基づいた解離定数や結合自由エネルギーの
測定があり、構造生物学の発展に伴い、数多
くのタンパク質-リガンド複合体の立体構造
が X 線結晶解析実験や NMR により解かれ、
リガンド結合・非結合構造データベースの構
築やアナログ分子が結合した遷移・中間構造
の同定も行われた。また、X 線小角散乱
(SAXS)や蛍光共鳴エネルギー移動 (FRET)
などの一分子計測によりリガンド結合によ
るタンパク質構造や揺らぎの変化が測定さ
れた。さらに応用研究として、ドッキングシ
ミュレーションによるタンパク質-リガンド
複合体の立体構造予測、また、例えば酵素反
応阻害剤といった薬剤の分子設計を立体構
造に基づき行う手法の開発も進められた。し
かしながら、リガンド相互作用に伴い基質ポ
ケットの構造が変化する（誘導適合が起き
る）ことがよく知られており、そのようなタ
ンパク質の動的な効果を考慮するためには
分子動力学(MD)といった計算手法を併用す
る必要がある。例えば、リガンド結合におけ
る自由エネルギー変化が MD で計算されて
おり、最近では、大規模計算資源を用いて（例
えば反応座標に沿ったたくさんのレプリカ
で）計算を行うような統計力学的アプローチ
により精密な結合自由エネルギーを計算す
ることも試みられている。このような応用研
究はスパコンを活用した「インシリコ創薬」
として重要になっているが、ある特定の計算
可能な経路に沿った過程、例えば、リガン
ド・タンパク質間距離をある一方向に遠ざけ
たときの自由エネルギー変化のみに注目し
ており、リガンドの結合とタンパク質の構造
変化が共役した過程を直接観測していない
点に不満が残る。そこで本研究では、計算機
手法を適用し、生理学的環境下でのリガンド
結合過程を原子レベルの解像度で直接シミ
ュレートすることを目指した。 
 
 
２．研究の目的 
 生理学的環境下でのリガンド結合過程の
シミュレーションを原子レベルの解像度で

実現し、複雑なリガンド-タンパク質側鎖間相
互作用や水の脱水和過程が絡み合った環境
で実体としての全原子立体構造に基づいた
リガンド結合のイメージを構築することを
研究目的とした。 
従来の分子動力学シミュレーションでは、

ミリ秒に及ぶ長時間のリガンド結合過程を
直接シミュレートすることが困難であり、マ
ルチカノニカル法や温度レプリカ交換法と
いった拡張アンサンブル法の導入が必須で
ある。これらはタンパク質のフォールディン
グ経路計算など幅広く用いられてきた手法
であるが、自由度の大きな系、特に、溶媒を
たくさん含んだ系への適用が難しく、また、
構造変化とリガンド結合両方の自由度を拡
張させるのは困難である。そこで、本研究代
表者らが開発した新規の拡張アンサンブル
法である MultiScale Enhanced Sampling 
(MSES)法を適用する。この MSES 法では、
全原子自由度モデル（MM）とタンパク質自
由度を粗視化したモデル（CG）両方の自由
度で個々にシミュレーションを実行し、高速
かつ広範に動くCGモデルがMMをドライブ
することにより高解像度な全原子構造を効
率的に得ることができる。本研究では、リガ
ンド結合モデルとして実験や計算で研究が
進んでいるグルタミン結合タンパク質と多
くのアゴニスト・アンタゴニスト結合構造が
解かれているイオンチャネル共役型グルタ
ミン酸受容体に対して MSES 法を適用し、リ
ガンドがタンパク質の基質ポケットに結合
する経路を網羅的に探索した。また、リガン
ド結合経路上でリガンドが遷移・中間的に結
合する立体構造を同定し、アゴニスト・アン
タゴニスト構造との比較から新規薬剤の設
計を試みた。 
 
 
３．研究の方法 
リガンド結合モデルとして実験や計算が

行われているグルタミン結合タンパク質
（GlnBP）と多くのアゴニスト・アンタゴニ
スト結合構造が解かれているイオンチャネ
ル共役型グルタミン酸受容体 (iGluR)に対し
て、全原子構造サンプリングを MSES 法を用
いて行った。GlnBP の研究では、得られた構
造アンサンブルからグルタミンが GlnBP 基
質ポケットに結合する経路を決定し、リガン
ド相互作用が誘起する GlnBP 構造変化過程、
また、結合経路上でのグルタミン-基質間水素
結合の形成過程を明らかにした。iGluR の研
究では、グルタミン酸結合経路上の立体構造
を遷移・中間状態を含めて決定し、カイニン
酸などのアゴニスト・アンタゴニスト結合構
造との比較を行った。 
 
① グルタミン結合タンパク質（GlnBP） 

MSES 法では、全原子モデル（VMM）、粗視
化モデル（VCG）とそのカップリング（VMMCG）
の力場を必要とする。VMM としては初期構造



モデルとして結合構造（PDB: 1WDN）の結晶
構造を用い、溶媒水を陽に含んだモデル（約
3 万原子系）を構築した。力場は AMBER 
ff99SBildn を用いた。粗視化モデルの自由度
としては C原子を用いる。全原子モデルの
運動をドライブするための粗視化力場は、タ
ンパク質構造変化を表現するタンパク質内
相互作用とリガンド結合を表現するリガン
ド・タンパク質相互作用に分割し、タンパク
質内相互作用としてはリガンド結合・非結合
の 2構造をつないだ(タンパク質の粗視化MD
研究でよく用いられる) double-well 弾性ネッ
トワークモデル、リガンド・タンパク質相互
作用はリガンド結合構造において相互作用
エネルギーが最安定になるような Lennard 
Jones 型ポテンシャルを用い、リガンドが結
合サイト近傍をゆるやかに遷移できるよう
にした。VMMCG としては、タンパク質内（2
つのドメイン間）およびリガンド・タンパク
質間の C原子ペアの距離を拘束した。ハミ
ルトニアンレプリカ交換MSESシミュレーシ
ョンは、理化学研究所の自チームで独自に開
発したマルチスケールシミュレーションプ
ログラム2lib により実行した。 
 
② イオンチャネル共役型グルタミン酸受
容体リガンド結合ドメイン(iGluR) 
初期構造としては、X 線結晶解析の構造モ

デル(PDB: 1FTJ)を用いた。MSES での力場は
GlnBP 研究と同様に作成した。アゴニスト・
アンタゴニスト複合体構造との比較を目的
とすることから、リガンド運動をより広範に
見る必要があるため、VCG のリガンド・タン
パク質相互作用を調整することで基質の結
合サイトから 15 Å 程度の解離を可能にした。 
 
 
４．研究成果 
①  MSES 拡張手法の開発 

MSES 法を巨大タンパク質のような広範な
構造探索を必要とする系に適用するにあた
り、全原子モデル(MM)の運動を効率的に高速
化できるかという問題が生じる。本研究では、
拡 張 手 法 と し て 、 断 熱 分 離 (adiabatic 
separation)の考え方に基づき粗視化モデルを
運動エネルギー的に全原子モデルから切り
離すことで粗視化モデルに高い運動エネル
ギーを与える近似を提案した。この拡張法で
は、Gibbs サンプリングに基づき CG シミュ
レーションを MM によらず単独で実行する
ため、従来法では時間を要した CG パラメタ
決定が容易になる点においても、大規模系へ
の応用に適していると考えられる。 
この拡張法を溶媒中シニョリンのフォー

ルディング過程に適用し、手法の妥当性を示
した。折れ畳み構造からの RMSD 分布を見る
とほぼ同じアンサンブルを生成することか
ら、この近似手法でも十分な精度で正しい構
造分布が得られることを示した（図 1）。また、
CG 質量が小さいような近似適用範囲外の場

合には、得られる分布も正しくないことを実
証した。 

 
図 1：シニョリン折れ畳み構造からの RMSD 分布。
従来法（青）と拡張法（赤、mCG = 20000）。緑は
拡張法で mCG = 200 の場合。 
 
② グルタミン結合タンパク質（GlnBP） 
タンパク質への低分子化合物（リガンド）

の結合は、代謝系や細胞内・外のシグナル伝
達系に数多くみられる、生命活動を特徴づけ
る重要な化学過程の１つである。タンパク質
とリガンドの複合体の立体構造は数多く決
定されているが、そのリガンドがタンパク質
に結合する過程に関する知見は、実験の困難
さから、ほとんど得られていない。また、分
子シミュレーション研究でも、タンパク質の
立体構造変化を伴うようなリガンド結合過
程に関する知見は得られていない。 
 本研究では、リガンド結合過程の物理化学
的理解を目指し、リガンド結合タンパク質の
モデルとして実験・理論で用いられている
GlnBP に対して MSES 法を適用し全原子構造
探索を行った。16 個のレプリカを用いたハミ
ルトニアンレプリカ交換 MSES により、計
250 ns のプロダクトランを実行した。 
得られた全原子トラジェクトリについて

まず GlnBP の結合構造からの RMSD と
GlnBP/グルタミン間の native な原子コンタク
トの割合(Q)を計算した結果、タンパク質構
造・リガンド相互作用の両方に対して従来の
brute-force MD に比べて広範なサンプリング
が実現されることが示された。2 次元の自由
エネルギー地形を見ると、概してリガンド結
合構造を中心とした downhill なランドスケー
プであることがわかる(図 2)。 

図 2： GlnBP 構造変化とグルタミン相互作用を軸
にした自由エネルギー地形 



さらに、得られた構造アンサンブルについ
てタンパク質構造・リガンド相互作用を軸と
してクラスタリングを実行した結果、図 3 の
ような 6 つの状態に分けられることがわかっ
た。つまり、S3U → S3L → S2L → S2LS → S1
のようなリガンドが先に左側のドメインに
結合してから GlnBP の構造が閉じるといっ
たリガンド結合過程のパスウェイが得られ
ると同時に、GlnBP の構造が閉じつつもリガ
ンド相互作用が正しくない S2U の状態が
dead-endであることを見出した。また、S2L と
S2LS の間に rate-limiting な状態変化があり、
その間に脱水和しつつリガンド相互作用が
完成することを明らかにした。 

図 3： GlnBP リガンド結合過程における 6 つの状
態とその代表構造 
 
② イオンチャネル共役型グルタミン酸受
容体リガンド結合ドメイン(iGluR) 

iGluR はグルタミン酸結合を介してイオン
チャンネルの開閉を制御しており、中枢神経
系における記憶や学習等の脳の高次機能に
重要な役割を果たしている。グルタミン酸結
合・非結合の X 線結晶構造が解かれており、
グルタミン酸の結合と受容体タンパク質の
大きなドメイン運動がカップルしている。本
研究では、MSES 法により広範な全原子構造
サンプリングを iGluR のグルタミン酸結合構
造近傍で行うことで、グルタミン酸の結合解
離経路を明らかにし、その分子認識機構を原
子レベルで理解することを目的とした。 

MSES 法による全原子構造サンプリングを
実行し、iGluR グルタミン酸複合体の 300 ns
にわたる複合体形成シミュレーションを実
行した。得られた構造アンサンブルから自由
エネルギーランドスケープを計算した結果、
MSES 法により複合体構造近傍だけではなく、
グルタミン酸の結合解離と iGluR のドメイン
運動両方の自由度について、広範な構造サン
プリングが実現できた（図 4）。また、複合体
構造を最安定とするファネル状のランドス
ケープであることを示した。この結果は、
iGluR グルタミン酸複合体のリガンド選択性
の大きさを表していると言える。 
 
 
 
 
 

図 4： iGluR グルタミン酸複合体の自由エネルギ
ーランドスケープ。100 ns 全原子 MD からの結果
を上図右に示した。下図は、複合体近傍とグルタ
ミン酸解離/ iGluR open 状態での代表構造。 
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