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研究成果の概要（和文）：多くのシステムバイオロジー的アプローチでは、個々の機能分子が過度に抽象化され分子と
しての実体を失った情報としてしか扱われない。その結果、変異の影響や薬剤との相互作用等を論じることが困難にな
っている。そこで、本研究では他の階層とのつながりを意識しつつ、分子レベルでの計算基盤の構築を行った。具体的
には、チャネルタンパク質をターゲットとしたモデル構築手法の開発、長時間分子動力学シミュレーションの結果の解
析法の開発、変異体のシミュレーションプロトコルの開発を行った。

研究成果の概要（英文）：Systems-biology approaches often suffer from the description of molecular 
details, because atomic details are too much to be considered with whole systems at the same time. As a 
result, it becomes hard to consider molecular interactions with drugs and to evaluate the effect of 
genomic variations due to the individual differences. To overcome the difficulty, we have developed a few 
methods to consider the interaction between molecular level and an upper level of the different 
biological layers. More specifically, we develop a method of model building for channel proteins, a 
method to analyze long-time molecular dynamics simulation results, and a method to simulate the mutant 
proteins to evaluate the molecular function differences.

研究分野： 生命情報科学
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１．研究開始当初の背景 
	 これまでの分子生物学は要素還元主義的
アプローチで数多くの要素を明らかにする
研究を行ってきた。このようなアプローチは、
ゲノム、トランスクリプトーム、プロテオー
ム、インタラクトームなど、生命現象のあら
ゆる階層で精力的に推し進められ、個々の階
層で膨大なデータを蓄積してきた。その結果、
Molecular Biology of the Cellに代表される
生物学の教科書は版を重ねる毎に厚みを増
し、昔のように少数の研究者が一冊の教科書
を著す事すらきわめて困難な程、分野は細分
化され統合的な理解が失われつつある。そこ
で、生命システムを統合的にとらえたアプロ
ーチとしてシステムバイオロジー的アプロ
ーチが必要になってきている。しかし、多く
のシステムバイオロジー的アプローチでは、
一気に全体を見ようとするあまり、個々の機
能分子が高度に抽象化され、それらは分子と
しての実体を失った情報としてしか扱われ
ない。その結果、従来の生物学的な知見との
連携がうまくとれていないのが現状である。
さらに、近年数多く明らかにされているタン
パク質の立体構造情報を全く反映すること
ができていないため、薬物の作用がどのよう
に表現型へと至るかを理解するのが困難で
ある。 
	 以前、我々は特定領域研究に於いて「トラ
ンスポートソームを対象とした分子実体を
伴った相互作用ネットワークの解析」として
分子実体（＝立体構造）を考慮した相互作用
ネットワークの構築と解析を行ってきた。そ
の研究では、トランスクリプトームの階層情
報である遺伝子共発現情報を利用して「何
が」相互作用するのかを明らかにする手法の
開発を行い、インタラクトームの階層である
タンパク質相互作用に関して複合体の構造
予測法の開発により「どのように」相互作用
するのかを予測し、複合体情報（＝分子実体）
を伴った相互作用ネットワークの構築を行
った。その結果、異なる階層の情報を統合し
た遺伝子共発現データベースとして
COXPRESdb、及び複合体の予測手法として
SurfItの開発を行う事ができた。共発現デー
タベースは、世界各国から 2014 年には年間
14 万のユニーク訪問を受けるデータベース
に成長した。また SurfItは、複合体の予測コ
ンテストＣＡＰＲＩで、コンスタントに上位
の成績をあげられるようになっており、世界
的にもトップレベルの手法となっている。こ
のように、先の特定領域で一定の成果を上げ
ることが出来た。そこで本計画研究では、薬
剤との相互作用を扱えるように「実体化」を
さらに推し進め、統合的多階層生体機能学の
分子階層をターゲットとすることにした。分
子階層ではこれまで数多くなされているよ
うに、シミュレーションによる理解が強力な
手段となる。そこで我々は、分子階層での新
しいシミュレーション基盤技術の研究を計
画するに至った。 

２．研究の目的 
複雑な生命現象の理解にはシミュレーショ
ンが有効なことが多いが、分子をあらわに考
慮したシミュレーションでは、生理学的に興
味深い生命現象の起こる時間スケールに到
達する事は現実的でない。そこで生命現象の
多階層性を考慮して、異なる階層でのシミュ
レーションを行い、ミクロな階層でのシミュ
レーション結果を 1段階マクロなレベルのシ
ミュレーションにフィードバックすること
で、分子論的な理解とマクロなレベルの理解
をつなぐことが必要である。そこで本研究で
は、生理学的に非常に重要だが立体構造情報
に乏しく、分子論的なシミュレーションが十
分になされていないヒトのチャネルタンパ
ク質のモデル構築からスタートし、分子シミ
ュレーション及び、一階層上のイオンの透過
率の定量的計算までを行う基盤を確立し、薬
剤やアミノ酸の点変異がイオンチャネルの
マクロな機能に与える影響を明らかにする
事をめざす。 
そのために、まず、構造情報が少ない膜タン
パク質の高精度モデリング手法の開発を行
う。従来は、膜タンパク質であることを考慮
せず水溶性タンパク質と同様の方法でホモ
ロジーモデリングがなされていたが、定量的
な解析には膜タンパク質であることをあら
わに考慮したより精緻なモデル構築法が必
要である。この際、特に我々の強みである構
造の評価関数に注力し、新しいモデリング法
の開発を行う。次に、これまでは単純な膜で
行われていた膜タンパク質の分子動力学
（MD）シミュレーションを、生理条件に近
い膜構造を再現した系でシミュレーション
を行う。最終的には、変異などの影響を定量
的にシミュレートし、上の階層の計算に必要
な電流・電圧特性を計算する。それにより、
分子階層での細かな違いが上の階層へ及ぼ
す影響を評価する基盤を構築する。 
３．研究の方法 
	 まず既に構造が解かれているタンパク質
として Kv1.2 を対象として、長時間 MD（分子
動力学法）で計算を行い、その結果を情報科
学的に解析する新しい手法（状態遷移グラフ
解析）の開発を行った。この方法では、微視
的な状態を定義し、その状態間の遷移率を求
め、イオン透過の全体の様子を可視化するこ
とができる（図１）。	 

図１：遷移状態グラフによる解析	 



本プロジェクトのもう一つの重要な課題と
して、全てのヒトタンパク質の構造が解かれ
ていない事を鑑み、モデル構造でのシミュレ
ーションの実行とイオン透過率の計算のた
めに、高精度モデリング手法の開発を行った。
モデル構築に関しては、チャネルタンパク質
が疎水性の脂質二重層の中に極性を持つポ
アを埋め込まれている特殊性を考慮した配
列アラインメントが要求される。また、構築
したモデルの妥当性を検証するための評価
関数も重要になってくる。これに対して我々
は、タンパク質の原子レベル構造評価関数を
構築した（Shirota	 et	 al,	 2011）。	 
変異体シミュレーションに関しては、実験的
にイオン透過が起こらなくなることで知ら
れる Shaker	 W434F 変異体（Kv1.2 では W366F
に対応）、コンダクタンスが劇的に増加する
ことで知られる Shaker	 P475D 変異体（Kv1.2
では P407D に対応）、細胞外側の荷電残基（ア
スパラギン酸）を非荷電性残基にした
D352SD355S、	 D355S 変異体、およびそれらを
組み合わせた変異体を用いて計算を行った。
実験結果から W366F 変 異 体は C-type	 	 
inactivation と呼ばれる不活性化が起こる
と考えられているが、詳細なメカニズムは未
だ解明されていない。本研究ではイオン透過
を観察するため、系全体に一様な電場（z 軸
方向）をかけた。各シミュレーションは 60mV
（selectivity	 filter 部分での換算値、
0.04V/nm）の電圧をかけて 300 ナノ秒行った。	 
野生型（WT）および P407D 変異体については、
I-V 特性を調べるために 0mV、	 30mV のシミュ
レーションも行った。	 
	 粗視化モデルでのシミュレーションとし
ては、力場として Martini 力場を用いた。
Martini 力場では重原子４個程度を１つの粒
子で粗視化するため、各残基の側鎖は１、２
個程度の粒子で表現される。この粗視化モデ
ルをアンキリンに対して適用した。アンキリ
ンは膜近辺に様々なタンパク質を集める足
場としての役割を担うが、アンキリンが膜に
とどまるメカニズムとしてシステイン残基
が S-パルミトイル化されることが示唆され
ていた。そこで、S パルミトイル化されたア
ンキリンと、パルミトイル基が結合していな
いアンキリンのシミュレーションを行い、比
較することで、パルミトイル化の生理学的意
味の検討を行った。粗視化シミュレーション
に当たっては、S-パルミトイル化システイン
については、通常のシステイン残基の側鎖の
粒子を脂質のパルミトイル基に置き換えた
ものを使用した。また、タンパク質の全体構
造（3 次構造）はエラスティックネットワー
クモデルを用いて固定した。各シミュレーシ
ョンは１マイクロ秒行い、初期構造における
タンパク質の向きを変えて、パルミトイル化
アンキリンの系では１００本（計１００マイ
クロ秒）、非パルミトイル化アンキリンの系
では１０本（計１０マイクロ秒）のシミュレ
ーションを行った。	 

４．研究成果	 
	 遷移状態グラフによる解析の結果、Kv1.2
のイオン透過のメカニズムがカリウムイオ
ン濃度に応じてスイッチする現象を発見し
報告している（Kasahara	 et	 al,	 2013）。こ
の方法では、微視的状態を定義する必要があ
るため、全ての膜タンパク質に応用可能では
無いが、イオンチャネルのように結合してい
るイオン数とその結合部位を状態にするこ
とができる系では利用可能であり汎用性が
高い。分子レベルの計算に関しては、他の階
層でのシミュレーションとの連携のために、
計算の高速化も非常に重要なステップであ
る。これに対して我々は、MD の計算プロトコ
ルの最適化を行い、144CPU コアの計算機で
1nsの計算を0.5時間で達成する事ができた。
その結果、Kv1.2 に関しては、複数の電圧、
複数のイオン濃度での計算を行い、合計 9.1
μ秒のシミュレーションを行う事ができ、実
験値とも整合性の高い電流電圧曲線（I-V 曲
線）を得る事ができた。この曲線を利用する
ことで、細胞階層のシミュレーションにつな
ぐ方向性を示すことができた。	 
	 モデリングに関しては、ポアの構造を重視
した配列アラインメント手法の開発の前段
階として、ヒトのプロトンチャネルである
VSOP(Voltage	 sensor	 only	 protein)の構造
モデリングを Na+チャネルの電位感受性ドメ
インを鋳型として行った。その後、VSOP の構
造が解析されたことを受けて、結晶構造解析
の結果とモデルを比較しながらモデルの妥
当性やプロトン透過メカニズムの検討を進
めている（大阪大学岡村教授らとの共同研
究）。	 
	 変異体シミュレーションに関しては、
P407D 変異体で、WT に比べてコンダクタンス
の増加が見られた。60mV でのイオン透過の様
子を図２に示す。縦軸は z軸、各線は各イオ
ンの軌跡を表している。この結果から、P407D
変異体では Cavity へのイオンの侵入が律速
にはならず、電圧にもほぼ依存しないことが
観察された。	 

図２：イオン透過のトラジェクトリー	 
	 次に、W366F 変異体のシミュレーションで
はイオンの透過はほぼ抑制されていた。構造
解析の結果、このイオン透過の抑制は SF の
構造変化に起因することが示唆された。この
現象は、	 持続時間は短いものの、WT や他の
変異体でも観察された。また、W366F 変異体
に P407D 変異を導入することでイオンの透過
率の上昇が見られた。最後に、D352SD355S、	 
D355S 変異体では、タンパク質付近（細胞外



側）のカリウムイオン濃度が低下し、イオン
透過機構に変化が見られた。更にこれらの変
異体に P407D 変異を導入することで、細胞内
外のイオン分布を変化させたときのイオン
透過機構の変化も観察した。本研究結果は実
験結果を再現してだけではなく、マクロな現
象の原子レベルでの構造変化から説明する
重要な知見である。（論文投稿準備中）	 
粗視化モデルによる長時間シミュレーショ
ンでは、大阪大学藤原先生との共同研究によ
り、まだ公開されていないアンキリン Gの構
造を元にシミュレーションを行った。脂質修
飾タンパク質アンキリン G は細胞膜上で S-
パルミトイル化され、細胞膜にアンカーされ
ることでイオンチャネルなどの足場として
機能すると考えられている。その立体構造は
明らかになったものの、細胞膜上での動態に
関する知見は得られていない。そこで、粗視
化分子動力学（MD）シミュレーションを用い
てパルミトイル化の役割や細胞膜との相互
作用について考察した。その結果、パルミト
イル化アンキリン、および非パルミトイル化
アンキリン、どちらの系でも、従来の全原子
MD では再現が難しい時間スケールの現象と
して、タンパク質の細胞膜への接触現象を観
察出来た（図３）。	 

図 3：時間に対する接触率（Ratio）の違い	 
	 また、パルミトイル化アンキリンの系では、
膜にパルミトイル基が挿入される現象をシ
ミュレーションし、膜から離れなくなること
ためにパルミトイル化が必須であること、及
び非パルミトイル化アンキリンでは相互作
用残基が定まらないのに対して、パルミトイ
ル化アンキリンでは相互作用する残基が限
られてくることがわかった（結果に関しては
論文準備中）。	 
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