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研究成果の概要（和文）：タンパク質－タンパク質間相互作用は、多くの場合幅広い準安定状態を含む相互作用界面を
持っているとされている。そのような相互作用の自由エネルギーランドスケープをBarnase/Barstar複合体とEIN/HPr複
合体について水中の全原子網羅的サンプリングシミュレーションを用いて決定した。その結果、高々μモル程度の解離
定数を持つタンパク質－タンパク質間相互作用における過渡的複合体は、相互作用形成経路上の準安定状態ではなく、
平衡状態における極めて広い構造分布の準安定構造であり、それらは生状態の機能的構造の出現を一過性の過渡的なも
のとしていることが分かった。

研究成果の概要（英文）：Protein-protein interactions are characterized by the extensive interaction 
surfaces with a number of the metastable states. The free energy landscapes of such complex interactions 
were investigated for the complex systems of Barnase/Barstar and EIN/HPr by the exhaustive sampling 
simulations of their all-atom model in explicit solvents. The simulation results revealed that the 
encounter complexes of the protein complex with micro molar Kd should be understood as the metastable 
states in broad equilibrium distributions, but not as those appeared in the kinetic process of the 
complex formation. Those metastable states make the functional native structure more transient, or 
entropically unstable.

研究分野： 計算生命科学

キーワード： タンパク質複合体　分子シミュレーション　遭遇複合体　マルチスケールモデル
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１．研究開始当初の背景 
タンパク質が特異的認識によって複合体

を形成する過程を理解することは、タンパク
質の機能研究の最も重要な課題の一つであ
り、分光学的手法などを用いた多くの研究が
なされてきた。これまでに、遭遇複合体
（encounter complex）の存在、速度定数への
環境変数の影響など多くの知見が蓄積され
てきている。その中で、分子シミュレーショ
ンは、間接的実験情報を統合し、拡散過程か
ら結合までの過程を目に見える実像（モデ
ル）として表現することで、複合体形成過程
の理解に大きな役割を果たしてきた。しかし
ながら、その複合体系は計算するには巨大で
あり、その過程は長時間にわたることから、
全過程を通したシミュレーションを行うに
は、モデルの大幅な粗視化（剛体の Brown 動
力学、粗視化モデル）が不可避であったため、
得られたシミュレーション結果の精度は著
しく限定されていた。 
 計算精度が十分に高い水中の全原子モデ
ルを用いながら、タンパク質複合体という巨
大な系についてその時間スケールのギャッ
プを埋めることを可能にするために我々は、 
研 究 開 始 以 前 に 、 Multiscale Enhanced 
Sampling（MSES）法（図 1）を提案してきた。
この方法を用いた網羅的サンプリングをす
ることで、遭遇複合体の原子レベルでのあり
方を示すことが可能であると考えた。 
  
２．研究の目的 
タンパク質－タンパク質複合体の形成過

程を水中での全原子モデルに基づいた精密
なシミュレーションを行う。これまで困難で
あったこの計算は、これまでに開発してきた
マルチスケールシミュレーション法（MSES
法）によって実現できる。計算対象は、まっ
たく異なった結合状態の以下のふたつの複
合体を選択する。 
① 実験データが豊富にあり強固な結合をし

ている Barnase-Barstar 複合体 
② 遭遇複合体が顕著に見られる弱い過渡

的な結合を行う Enzyme I N-terminal 
domain（EIN）－Phosphocarrier protein 
（HPr）複合体 

これらのシミュレーションによってはじめ
て、遭遇複合体について、その分布、特異的
複合体との自由エネルギー差とその成分（静
電相互作用、水和など）が評価可能となり、
拡散過程から特異的複合体形成までの実像
を明らかにすることができる。 
 
３．研究の方法 
(1) Multiscale Enhanced Sampling（MSES）法
（全原子モデル-粗視化モデル連成法；図 1） 
 この方法では、計算機上に構築した水分子
を含んだ全原子モデル（ポテンシャル VMM；
図 1）と自由度がはるかに低く十分に自由に
動き回ることのできる粗視化モデル（ポテン
シャル VCG）のふたつを連成させる。共役は、
ポテンシャル VMMCGによって、全原子モデル
の座標値と対応する粗視化モデルの座標値
を調和バネで結ぶことによって実現する。こ
れによって、粗視化モデルが広い空間のサン
プリングを行い、粗視化モデルの自由度と共
役した全原子モデルがその後を精密な力場
で跡付けることになる。しかしこのままでは、
VMMCG によるバイアスを含んだ結果となって
しまう。そこで、ハミルトニアン交換法
（Hamiltonian Exchange：少しずつ異なるポテ
ンシャルを持つレプリカを多数計算機中に
作り、その間をシミュレーションシステムが
確率的に遷移することで、そのままでは計算
しにくいでこぼこしたポテンシャル上での
自由エネルギー地形を求めようとする方
法；レプリカ交換法の一種）を用いて、共役
の強さを決める係数である kMMCGが有限の値
を持つレプリカから kMMCG = 0 とするレプリ
カに接続することで、VMMCG によるバイアス
を取り除く。 
 この方法がスケーラブル（巨大系に適用可
能）であるのは、ハミルトニアン交換法にお
ける遷移を決定する Metropolis の判断基準に、
全原子モデルのポテンシャル VMM が現れず、
共役ポテンシャル VMMCG、即ち共役する変数
のみが現れることによる。全原子モデルの自
由度の大きさによらず、粗視化自由度との共
役変数の数を限定することができれば、
VMMCG の変動空間の大きさを限定することが
でき、ハミルトニアン交換法による効率的な
計算が可能となる。 
 ここで用いた粗視化モデルは、C原子のみ
からなる弾性ネットワークモデル（Elastic 
Network Model）を用い、分子内と分子間でそ
れぞれ異なった、全原子モデルによる結果を
再現するよう最適に決められた弾性パラメ
ータを用いて構築した。 
  MSES 法について、十分なサンプリングを
短時間に得るために、本研究では以下のふた
つの方法を用いた。 

図 1 MSES 法。粗視化モデルの影響は
Hamiltonian Exchange 法で除去することで正
しい全原子モデルの自由エネルギーを求め
ることができる。 



① それぞれの間に反発力を有する二つの粗
視化モデルを全原子モデルにつなぐこと
で、サンプリング効率を上げる。これは
Barnase-Barstar 複合体のような、有力な安
定構造が大きな存在確率を与える場合に
最も有効である。また、②の方法でも計算
を行い、ふたつで同じ結果を与えることを
示し、正しいサンプリングができているこ
とを確認している。 

② 粗視化モデルを高温で動かすことで、サン
プリング効率を上げる。これは、粗視化モ
デルに大きな質量を与えることで、大きな
慣性と著しく遅い運動にすることで、全原
子 モ デ ル と の 断 熱 分 離 （ Adiabatic 
Separation：ふたつの運動モードがふたつ
の周波数領域に分離して、両者の間に運動
エネルギー移動が起こらない）が実現し、
正しい全原子モデルのサンプリングが可
能となる。これは、EIN-HPr のような浅く
広いエネルギー地形を持つような複合体
において最も有効な方法となる。 

(2) Barnase-Barstar 複合体 
初期構造は、複合体結晶構造（PDB entry 

1BRS）を用いた。約 11,000 個の水分子中に
AMBER ff99SBildn力場による全原子モデルを
構築し、全系の大きさが 35,656 原子となる系
を用意した。その系を用いて、周期境界条件
の下、300K、1atm で 100ns のシミュレーショ
ンを行った。ふたつ用いる粗視化モデルは、
同様に 300K で Cの質量を 10x103 として
Langevinシミュレーションでサンプリングを
行った。Hamiltonian Exchange では、12 個の
レプリカを用意し、それぞれに異なった
coupling 強度 kMMCG を設定した（レプリカに
あるふたつの kMMCGは同じとした）。結果とし
て、40 万原子を越える系のシミュレーション
を行うこととなった。そして、その 12 レプ
リカからなる全系を、Metropolis 条件下で
kMMCG の値を 100ns の間交換することで、最

終的に kMMCG = 0 のレプリカの結果を得た。 
(3) EIN-HPr 複合体 
初期構造は、複合体 NMR 構造（PDB entry 

3EZB(model28)）を用いた。14,291 個の水分
子を入れた周期境界 box の中に AMBER 
ff99SBildn+NMR 力場による全原子モデルを
構築し、全系の大きさが 62,358 原子になる系
を用意した。その系を用いて、300K、1atm
で 100ns のシミュレーションを行った。ここ
では、粗視化モデルは 192x103K と高温にし、
Cの質量を 64x106として Langevin シミュレ
ーションによるサンプリングを行った。この
質量によって、Adiabatic Separation が実現さ
れている。Hamiltonian Exchange では、20 個
のレプリカを用意し、それぞれに異なった
coupling強度 kMMCGを設定した。結果として、
120 万原子を越えるシミュレーション系とな
った。そして、その 20 レプリカからなる全
系を、Metropolis 条件下で kMMCGの値を 100ns
の間交換することで、最終的に kMMCG = 0 の
レプリカの結果を得た。 

 
４．研究成果 
(1) Barnase-Barstar 複合体  

Barnase-Barstar 複合体は、核酸分解酵素-阻
害タンパク質の複合体であり、タンパク質複
合体での最大の結合強度（Kd = 10-14 M）、最
大の結合速度（kon = 108s-1M-1）を持つもの

Interface1 Interface1 

Interface2 Interface2 

Barnase Barstar 

E 

図 2 
シミュレー
ションの結
果を barnase
を 重 ね て
barstar の構
造アンサン
ブルとして
表示した。
MM は通常
の 300Kでの
水中での分
子動力学計
算の結果。 

図 3 Q 値（生状態の原子間相互作用ができて
いる割合）で見たエネルギー地形。 
A. 生状態からの平均分子間距離 dN  
B. 分子間コンタクトの数 NC 
C. 分子界面にある水和水の数 NW 
D. 界面をふたつに分けたときのそれぞれの
極性コンタクトの数 
E. ふたつの界面にある極性残基の位置：
interface1(赤)、interface2(黄) 



として知られている。そのような系におけ
るタンパク質－タンパク質相互作用エネル
ギー地形を書くことに成功した。 
 図 2 に従来法とのサンプリング効率の違い
を示した。このように、サンプリングは
Barnase の活性部位に Barstar が結合した生状
態に止まらず、解離状態近傍にまで拡張され
ていることがわかる。 
 このエネルギー地形を解析した結果を図 3
に示す。様々な指標から見えてくる結合過程
は、中間安定状態を経ずに最安定結合構造に
至るフォールディングで見られるファネル
（Funnel）型を示している。また、極性コン
タクトは主にふたつの界面、interface 1 と
interface 2 からなり、それぞれについてもフ
ァネル型であることが分かる。このエネルギ
ー地形の平坦さがこそが、著しく高速な結合
速度の原因となっている。しかし、次に見る
ようにより過渡的な複合体は一般的により
広くでこぼこしたエネルギー地形を示す。 
(2) EIN-HPr 複合体 
 細菌における糖の取込に必要なリン酸化
酵素である Enzyme I の N-terminal domain 
(EIN)と Phosphocarrier Protein（HPr）との複合
体であり、解離定数は、Kd～10M という過
渡的複合体に典型的な大きな値を示す。また
この系では、 NMR による Paramagnetic 
Relaxation Enhancement [PRE；常磁性緩和促
進：Mn2+などの常磁性金属イオンを含んだ錯
体をプローブとして、イオンとタンパク質原
子の距離を測定する方法。常磁性イオンの不

対電子が観測核種の核スピンに対して双極
子間相互作用（r-6）により、スピン緩和時間
に影響を与えることで、スペクトルが広幅化
することを用いている] 実験が行われており、
それと対比することで、計算の妥当性を議論
することができる。 
 MSES 法によるシミュレーションの結果を
図 4に示す。HPrの重心分布が著しく広くEIN
の表面の多くの部分を覆っていることがわ
かり、通常のシミュレーション法に比べたと
きの有意性が明瞭にわかる。 

A 

B 

C 

HPr:E5 

HPr:E25 

HPr:E32 

図5  Paramagnetic Relaxation Enhancement
の大きさをシミュレートしたものを縦軸
に、横軸は EIN の残基番号をプロットして
いる。HPr の 3 つの Glu を Cys に変換して
常磁性プローブを付けている。その影響を
シミュレーとしたものを点で記した。実線
は NMR 平均構造のもので、灰色の領域が
実験で、平均構造では説明できない近接距
離の情報が出ている構造部分。 

 

図 6 塩橋の 1 次元的掛け替えによる構
造分布の説明。 

図 4  
A. NMR 構造
（ 3EZB ）。
EIN を グ レ
イ、HPr を紫
の cartoon で
書いた。 
B. MSES 法に
よる HPr の重
心位値の 分
布。 
C. 通常の分
子動力学計算
法による HPr
の重心分布。 

 



 これらの分布は実験による PRE を定性的
にではあるが再現する（図 5）。 
 この結果は、EIN の側鎖負電荷（Glu と Asp）
と HPr の正電荷（Lys と Arg）の塩橋の掛け
替えによる分布として説明できる（図 6）。 
存在確率、塩橋の数、相互作用面の広さは、

NMR 構造に対応する shift = 0 が最も大きく、
HPrのNMR構造からの回転角は最も小さく、
NMR 構造の優位性を示している。しかしな
がら、その周辺の塩橋が掛け替えられた多く
の準安定状態＝遭遇複合体が、周辺に大きな
確率で存在していることが明らかとなった。 
 以上のふたつの計算例から分かることは、
遭遇複合体と呼ばれている生状態周辺の準
安定構造は、過渡的に現れる複合体形成過程
の動力学的なものというよりは、熱力学的な
マイナーコンポーネントとしての準安定状
態として幅広く存在しており、特にそれは
EIN-HPr 複合体系で顕著に表れてきている。
このような広い分布状態こそが、M 程度の
Kd値を与える相互作用の実像であろう。その

中の機能的状態は最も高い確率で存在する
ものの、過渡的なものにすぎず、短時間で起
こる酵素反応（EIN-HPr の場合はリン酸転移
反応）後には、速やかに解離し得る相互作用
構造を持っているものと考えられる。 
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