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研究成果の概要（和文）：脂質二分子膜へのドラッグ・機能性分子の結合様式は、薬理作用や麻

酔作用を理解するための必須の情報である。本研究では、理論的手法（大規模分子動力学シミ

ュレーションとエネルギー表示溶液理論）を主とし、実験的手法（NMR-NOE法）を相補的に
用いることで、官能基を系統的に変えた小分子から麻酔剤や 20 残基程度の膜貫通タンパク質
までの、結合量・結合配置・大域的運動様式を、全原子レベルで解析した。 
 
研究成果の概要（英文）：The insight of the molecular binding into lipid bilayer is crucial in 
understanding the drug and anesthesia actions. In the present project, an approach is 
established which combines the theoretical/computational method (large-scale molecular 
simulation and solution theory in the energy representation) and the experimental method 
(NMR-NOE). The binding strength and mode are analyzed for a variety of molecules 
ranging from small anesthetic to transmembrane protein of ~20 residues. 
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１．研究開始当初の背景 
脂質膜の結合機能の分子論的描像を得るた
めには、結合量と結合サイト（位置・配向）
を解析する必要がある。鍵を握るのは、脂質
膜系の自由エネルギー評価法の確立である。
しかし、膜系は、大きな構造ゆらぎをもつソ
フトな不均一場であり、標準的な自由エネル
ギー計算手法では、膨大な計算時間が必要と
されていた。全原子モデルで分子間相互作用
を取り入れ、麻酔剤・タンパク質のような機

能性分子の膜結合を解析し、実験と比較・検
討することが強く望まれていた。 
 
２．研究の目的 
下記(1)(2)のそれぞれについて、大規模分子動
力学シミュレーションとエネルギー表示溶
液理論による自由エネルギー計算・解析を行
い、さらに、NMR-NOE 測定を相補的に運用
することで、結合様式の自由エネルギー解析
を行う。 
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(1) 小分子の結合：halothane（BrClHC2F3、
麻酔剤）や疎水性／親水性の系統的変化 

(2) 機能性分子：へリックスを形成する
glycophorin Aの膜貫通部位（23残基） 

 
３．研究の方法 
1) リン脂質は DMPC または DPPC、小分子
はナフトール、メチルナフタレンと halothane
とした。膜貫通タンパク質は、23残基からな
る。 
2) 自由エネルギー計算には、エネルギー表示
法を用いた。エネルギー表示法とは、分子動
力学シミュレーションに基づいて、溶媒和自
由エネルギーを、高速・正確に計算する溶液
理論である。対象溶液系と参照溶媒系の分子
シミュレーションのみを行い、そこで得られ
たエネルギー分布関数から、近似汎関数を用
いて、自由エネルギーを構成する。アミノ酸
残基アナログ分子の調査によって、汎関数に
よる誤差は、力場そのものによる誤差より小
さいことが明らかになっている。また、
flexible な分子や不均一系への適用が容易で
ある。本研究では、膜貫通タンパク質のよう
な flexible な機能性分子の脂質膜結合を、脂
質分子と水を混合溶媒、タンパク質を溶質と
見て、不均一混合溶媒への溶媒和として、エ
ネルギー表示法の枠内で取扱う。自由エネル
ギー解析では、溶質分子の位置・配向に拘束
をかけることによって、自由エネルギーの位
置・配向依存性を検討した。 
3) NMR測定には、曲率の小さい脂質二重膜
でも、NOE交差緩和速度定数を定量的に決定
できる transient NOE-SE法を用いた。この方
法は、脂質分子の横緩和の早いことを利用し
て、スピンエコー時間の間に幅広成分を減衰
させて、シャープな成分を際立たせる方法で
ある。baseline がうねるために定量的な解析
が困難であった脂質膜系に対して、baseline
を事実上 flat にして、定量的解析を可能にす
る。 
	 
４．研究成果	 
1) 生体膜のような不均一系における分子結
合とダイナミクスを原子レベルで議論する
には、溶液NMR法やMD計算が強力である。
これらの相補的な組み合わせで、静的な情報
と動的な情報の分離が可能となる。異なる曲
率の生体モデル膜に対し、核オーバーハウザ
ー効果(NOE)を測定した。さらに、大規模 MD
計算をミセルおよび平面二分子膜に対して
行い、NOE実験の結果と組み合わせて、モデ
ル膜の構造・ダイナミクスについて議論した。
DPPC二分子膜（直径 30-800 nm）、PaLPCミ
セル(直径 5 nm)の 2種の系に対し、親水基末
端の PCγを選択的に照射する transient NOE測
定を行った。NOE強度は核間距離 rの 6乗に
反比例し、相関プロトン対の回転相関時間τc

に比例する。また、 PaLPC ミセルと DPPC
平面膜の MD計算を行った。NOE実験におい
て、直径 800 nm においても分子の末端同士
である PCγと PC16との大きな NOEが観測さ
れた。この NOEの起源を明らかにするため、
PCγおよび PC16について、PCγとの距離 rお
よび回転時間相関関数をMD計算により求め
た。NOE観測強度を組み合わせることにより、
各τcを見積もった。その結果、曲率が小さく
なるほどτcのサイト依存性が大きく、曲率の
小さな膜の NOE はτcの影響を大きく受け、
MD などから得られる構造情報と組合せるこ
とで、ダイナミクスを敏感に反映することが
分かった。 
2) 麻酔剤の DMPC 膜内結合位置の自由エネ
ルギー解析を行った。特に、古くからの問題
である圧拮抗の機構解析に資するために、圧
力効果に焦点を当てた．圧拮抗は通常、数百
気圧以下で起きることが知られている。しか
し、自由エネルギー計算によると、麻酔剤と
脂質二重膜の結合位置・強度は、数百気圧程
度の圧力であれば、ほぼ不変であることが見
出された。さらに圧力を上げると、膜への結
合が強化されることを示した。この原因を探
るために、膜－水間の麻酔剤の分配と、膜－
麻酔剤、および、水－麻酔剤相互作用の関係
を調べた。その結果、圧力上昇にともって、
水－麻酔剤相互作用が、より斥力的になるこ
とが分かった。 
3) 膜貫通タンパク質の脂質膜結合の自由エ
ネルギー解析を行った。脂質分子は DMPC、
膜貫通タンパク質として、glycophorin Aの膜
貫通ドメインを検討した。23 残基からなり、
へリックスを形成することが知られている。
膜貫通型の配置（垂直配置）と、タンパク質
が膜に埋め込まれた配置（水平配置）の 2つ
を比較検討した。水平配置では、水との直接
接触はほとんどない。タンパク質の溶媒和自
由エネルギーの計算には、エネルギー表示法
を用いた。ここでの溶媒和とは、タンパク質
の真空から膜内の上記 2つの配置への移行で
ある。溶媒和自由エネルギー計算において、
溶媒種と扱われるのは DMPCと水、溶質はタ
ンパク質そのものである。実験に符合して、
溶媒和自由エネルギーは、垂直配置がより安
定であることが確認された。自由エネルギー
値を、DMPCからの寄与と水からの寄与に分
割した。 
4) 膜貫通タンパク質の膜内フリップ－フロ
ップ運動に関連した膜内配置をいくつか用
意し、全原子型のシミュレーションを行って、
それぞれの配置における自由エネルギーを
計算した。フリップ－フロップ運動に関して、
2 つの経路を考えた。一つは膜内にタンパク
質全体が埋まる経路であり、もう一つはタン
パク質がいったん膜外に出る経路である。上
と同じ系を対象とした。自由エネルギー計算



は、全原子分子動力学シミュレーションとエ
ネルギー表示法によって遂行した。その結果、
膜内経路の方が低い自由エネルギー障壁を
持つことが明らかになった。 
5) 異なる極性の小分子を含む生体モデル膜
について核オーバーハウザー効果（NOE）測
定と MD計算を行った。これらを相補的に組
み合わせることにより、脂質膜中における小
分子の位置やダイナミクスを議論した。リン
脂質は DMPC を、小分子として、疎水性で
ある 1-methylnaphthaleneおよび親水基をもつ
1-naphtholを用いた。transient NOE-SEによっ
て、親水基末端照射と疎水基末端照射の場合
の、1-naphthol および 1-methylnaphthalene の
各プロトンサイトの NOE 交差緩和速度定数
を決定し、疎水性小分子がリン脂質親水部と
も近接するという結果を得た。これは、以前
の MD研究による指摘と一致した。ナフタレ
ン誘導体の膜結合モードのより詳細な解析
を行うため、MD シミュレーションを相補的
に組み合わせ、NOE緩和速度定数に対する距
離と相関時間の寄与を分割した。親水基をも
つ 1-naphthol は 、 親 水 基 を も た な い
1-methylnaphthalene よりも膜中の運動が遅く、
その OH基をリン脂質の親水基側に向ける弱
い配向性をもつことが明らかになった。一方
で、親水基をもたない 1-methylnaphthaleneの
配向性については、本研究から明らかな結論
は下せなかった。脂質同士の NOE とは異な
り、NOE交差緩和速度定数は距離情報を主に
反映することが分かった。つまり、小分子の
運動のタイムスケールは、リン脂質の運動に
比べてサイト依存性が弱く、均一である。さ
らに、エネルギー表示法に基づく自由エネル
ギー解析によって、水と小分子溶質との引力
的相互作用のために、疎水性小分子の非局在
化が惹起こされることが分かった。分子レベ
ルの機構が、気液表面における疎水分子の蓄
積や低中密度超臨界水における疎水性分子
の混合と同じであることを明らかにした。 
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