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研究成果の概要（和文）：生体膜融合の分子プロセスの解明のため、全原子モデルを元に定量的粗視化分子モデルを作
成し、ベシクルなどの曲率を持った膜間の相互作用や膜融合の解析を分子シミュレーションによって行い、さらに自由
エネルギー障壁を解析した。膜を構成する脂質分子種やペプチドによる膜融合への影響を明らかにすると同時に、膜の
線張力、曲げ弾性係数などを分子系から定量的に測定する手法開発を行い、これによって連続体モデルと分子シミュレ
ーションの結果の比較を行い、膜弾性理論は融合エネルギーを定性的に説明できるが、定量性はなく分子のコンフォメ
ーションの変化による影響が大きいことを示唆された。

研究成果の概要（英文）：In order to understand the molecular mechanism in the membrane fusion process, a 
series of molecular dynamics simulation of membrane systems including vesicles has been conducted using a 
newly developed (semi)-quantitative coarse-grained molecular model on the basis of all-atom molecular 
dynamics trajectories. Interaction between curved membranes such as vesicles and fusion process has been 
investigated in terms of free energy analysis. Effects of lipid components and the presence of the 
peptides have been analyzed in the free energy calculations. New methods to accurately evaluate the line 
tension and curvature moduli of membranes have been also developed. The calculated physical constants 
were used to compare a simple continuum model and molecular dynamics for the free energy barriers of 
membrane fusion, which elucidated that the elastic energy contribution explains the fusion energy barrier 
only qualitatively.

研究分野：物理化学、分子シミュレーション
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１．研究開始当初の背景 
(1) 生体膜融合過程の分子論的な研究は、現
象論的な粒子モデルや連続体モデルによる
研究がなされていたが、化学的な分子の詳細
に踏み込んだ分子力場を用いた解析は十分
になされておらず、実験からの生体膜融合過
程の分子論的な情報も乏しい状況であった。 
 
(2) 分子動力学法による膜融合過程の解析
の取り組みも一部が始まっていたが、系の規
模や時間が限定されており、初期配置の問題
などクリアすべき問題が多い状況であった。
また、膜融合過程の自由エネルギーによる解
析は全く不十分な状況であった。 
 
(3) 一方で、全原子モデルに基づいた粗視化
モデリング手法がいくつか提案されていた。
特に膜融合の自由エネルギー障壁を取り扱
うために必要な膜変形時のエネルギー得失
を定量的に表現しうる精密な粗視化モデル
の候補が中性脂質についてはすでに完成し
ており、大変形を伴う構造変化や自由エネル
ギー変化の解析が望まれていた。 
 
２．研究の目的 
(1) 生体系における情報・物質伝搬の重要な
プロセスである膜融合について、脂質分子の
種類・組成変化の影響及び融合ペプチド・タ
ンパクなどの役割を分子論的に解明する。 
この目的を、分子シミュレーションを用いて
達成するため、以下の３つの項目を具体的な
目標とした。 
 
(A) 全原子及び粗視化分子モデルを併用した
階層的分子モデリング技術を構築・応用し、
50-100nmの系の分子シミュレーションを実現
する。 
 
(B) 従来、不可能であった曲率を持った生体
膜の変形、付着、細孔形成、融合などの動的
過程を直接観測し、脂質分子の自発曲率など
の分子レベルの情報をもとに分子集合体構造
変化の解析を行う。 
 
(C) 膜融合プロセスで見られる融合中間体間
の構造遷移の自由エネルギー計算を行い、そ
の分子メカニズムの解明に取り組む  
 
３．研究の方法 
(1) 粗視化分子モデルの構築には、表面・界
面張力、密度、膜面積弾性率、溶媒和自由エ
ネルギー、また、全原子モデルによる分子動
力学シミュレーションから得られた構造(分
布関数)を目的物性として最適化を行う。レ
ファレンスとする全原子モデルは CHARMM36
力場を用い、特に実験では評価が困難なアミ
ノ酸残基の膜を横切る自由エネルギープロ
フィールなどを計算し、それを粗視化モデル

においても再現するようにパラメータフィ
ッティングを行った。 
 
(2) 粗視化分子モデルによって膜系を構築
し、分子動力学シミュレーションを用いて、
膜の変形、付着、細孔形成、融合の自由エネ
ルギーを見積もる計算手法を開発し、これに
よって膜融合過程における自由エネルギー
障壁の高さを定量的に評価する。さらに脂質
分子種や添加分子の違いによる自由エネル
ギーの変化とその原因を分子論的に解明す
る。 
 
(3)階層的なシミュレーション技術の確立の
ため、分子シミュレーションから膜の曲げ弾
性係数、線張力などを精密に求める手法を開
発し、連続体モデルの評価や限界を明らかに
するとともに、階層的シミュレーション技術
の向上に貢献する。 
 
４．研究成果 
(1)分子シミュレーションによって脂質膜系
の曲げ弾性係数や線張力を定量的に評価す
るため、膜に曲げや細孔形成を誘起する外場
を与え、外場への膜系からの応答を観測する
手法を開発した。曲げや細孔形成という変化
に必要な自由エネルギーの観測に基づく手
法であり、粗視化分子モデルで記述された膜
系においては曲げ弾性係数や線張力を高い
精度で決定できる手法であることがわかっ
た。曲げ弾性係数は従来、膜面高さの揺らぎ
のスペクトル解析から求められるが、フィッ
ティング誤差の影響を受けやすい問題があ
ったが、外場による方法ではこの問題が改善
されている。また、ガウス弾性係数を測定す
るため、膜を横切るストレスプロフィールを
計算する手法を開発した。特に、この手法を
球座標系に拡張し、小さなリポソーム(ベシ
クル)のような球状に閉じた膜系においても
ストレス分布を正確に求めることができる
方法を開発し、汎用分子動力学ソフトウェア
LAMMPS に組み込み公開した。これにより、球
状の分子集合系の表面張力を精密に測定す
ることが可能となった。さらに、理論解析手
法の開発により、ベシクルを形成した曲がっ
た膜のガウス弾性係数を算出することに成
功し、弾性係数の曲率依存性を議論すること
が可能とした。 
 
(2)粗視化分子モデルによる分子シミュレー
ションによって、脂質凝集体の自己粗視化構
造変化を時系列で観測することができ、小さ
な凝集体はバイセルと呼ばれる円盤構造に
転移するのに対し、より大きな凝集体は球状
ベシクル(リポソーム)に転移することが見
いだされた。より大きな系ではランダムな脂
質集合体からマルチラメラベシクル(多重層
膜のベシクル)が形成されることも見いださ
れた。粗視化分子動力学シミュレーションに
よって、50nm 以上のサイズを持つ膜系におい



ても構造形成や変化の観測は十分に達成さ
れている。最も小さなベシクルは 16-17nm ほ
どの直径であり、実験的に観測されている最
も小さなベシクルサイズ(15-23nm)と良い一
致が得られた。このサイズの凝集体はベシク
ル・バイセルの両構造で安定性を示し、一端
どちらかの構造が形成されると他の構造へ
の変化は、シミュレーション時間内(～10μ
s)に観測することが困難であった。そこで、
ベシクル構造安定性の議論を行うため、これ
らの構造間転移の自由エネルギーを計算す
ることにした。外場による自由エネルギー評
価手法を球状ベシクルに適用することによ
って、ベシクルからバイセルへの転移の自由
エネルギー障壁を測定することに成功した。
図1はこの自由エネルギー変化を脂質膜の縁
の長さの関数としてプロットしたものであ
り、縁の長さゼロは完全な球状ベシクルで、
ベシクルが開口し徐々に円盤状に変化する
際の自由エネルギー変化である。この自由エ
ネルギー変化を連続体理論である Fromherz
の理論式と比較した。最初、平面膜に対して
分子動力学シミュレーションから見積もら
れた弾性係数や線張力の値を用いて、
Formherz 式を評価したところ、自由エネルギ
ー障壁を大きく過大評価することがわかっ
た。しかしながら、(1)で求めた弾性係数の
曲率依存性を考慮して理論を組み立てるこ
とにより、分子シミュレーションの自由エネ
ルギー変化をより定量的に再現できること
を見いだした。図 1には弾性係数をベシクル
から見積もった際の自由エネルギー曲線の
立ち上がりを赤線で示している。弾性係数の
曲率依存性を考慮することで、連続体モデル
でも、粗視化分子シミュレーションから得ら
れた自由エネルギー曲線をよく再現するこ
とがわかる。 

図 1: ベシクルからバイセルへの転移の自由
エネルギー障壁。横軸は開口した膜端の長さ 
 
(3) ベシクル間相互作用を自由エネルギー
計算によって評価した。ホスファチジルコリ
ン(PC)脂質とホスファチジルエタノールア
ミン(PE)脂質を評価し、PCではベシクル間相
互作用は単純な斥力であるのに対し、PEでは
付着性を示すことが示唆された。さらに、
PC/PE 混合のベシクルでは、ベシクル間の接
触に際して脂質ソーティング(特定の脂質分

子種が局所的に集積する現象)が見られ、こ
の現象によって膜の変形に伴う自由エネル
ギー損が混合膜の場合に著しく下がること
が判明した。すなわち、混合膜はより柔らか
く変形によるエネルギー損が少ない。これは
膜融合過程の自由エネルギー変化にも非常
に密接に関係する。これらの計算によって、
別にわかったことは、小さなベシクルであっ
ても単純な接着のみでは簡単に膜融合は進
行せず、接着状態を保っていても自発的に融
合が進む現象は、シミュレーション時間内で
は確認されなかった。 
 
(4)実験的に観測されている融合中間体スト
ーク構造を経由する経路に沿って、膜融合過
程の自由エネルギー障壁の高さを精度良く
見積もる分子シミュレーション手法の開発
に成功した。この手法では、外場ポテンシャ
ルを用いることによって脂質膜の局所的な
親水・疎水界面を制御することで 2枚膜から
ストーク形成を経て、融合ポア形成に至る一
連のプロセスの自由エネルギー計算を可能
とした。この計算には、融合過程を制御する
いくつかの制御パラメータが必要であるが、
各パラメータの適切な選択についても検討
し、最小エネルギー経路(近傍)をたどる融合
自由エネルギーの定量的な評価手法として
確立することができた。図 2 には 2 枚の PC
平面膜の融合過程に沿った自由エネルギー
計算結果を示している。この場合は最も高い
自由エネルギー障壁を示しており、これをレ
ファレンスとして、①脂質混合系における PE
系脂質の役割、②膜の曲率の影響を明らかに
した。①については、PC のみで構成される脂
質膜間融合と、PC/PE(1:1)の混合膜での融合
の自由エネルギーを比較した。融合の自由エ
ネルギー障壁は PE が入ることによって著し
く低下し、中間状態のストーク構造の安定性
も高める結果となった。これは融合プロセス
において生じる負の曲率を持つ膜表面(例え
ばストーク周辺)に PEが集積することによっ
て、弾性エネルギー損を低減するためと考え
られる。先に述べたように、このような脂質
ソーティングは、膜変形時にも観測されてい
るが、その自由エネルギーへの影響は大きく、
数十 kT のエネルギー障壁の低下となった。
また、②については、平面膜間の融合とベシ
クル間の融合の自由エネルギー変化を比較
することによって評価した。平面膜において
は、ストーク形成、融合ポア形成にかけてほ
とんど自由エネルギーが増加していく傾向
であったが、ベシクル間ではストークや融合
ポアの自由エネルギーが著しく低下した。こ
の結果は弾性体理論から予測される傾向と
良く一致したが、弾性エネルギーのみでは自
由エネルギー変化をおよそ 3倍程度に過大評
価することを見いだした。その主な原因は、
連続体理論では考慮されない脂質分子の主
に疎水鎖のコンフォメーション変化の寄与
が大きいことが解析によって示された。また、



PE の影響として水和エネルギーが通常の脂
質よりも小さいことが原因として指摘され
てきたが、本研究の解析結果は PE膜の負の
自発曲率による弾性エネルギーの利得によ
る融合促進効果が大きいことを示唆した。 

図 2: 2 枚の平面膜(PC)からストークを経て、
融合ポアに至る融合過程の自由エネルギー
プロフィール。λは膜融合のストークモデル
に沿って膜を変形させる外部パラメータ。 
 
(5) 膜融合過程へのタンパク質・ペプチドの
影響を観測するため、これらの粗視化分子モ
デルの構築に取り組んだ。すでに構築した脂
質分子の粗視化モデルとの整合性を綿密に
検討し、各残基の膜を横切る自由エネルギー
プロフィール、各種膜タンパクの膜内での配
向、分布、タンパク質（ヘリックス）同士の
会合自由エネルギーを実験や全原子シミュ
レーションと一致するように最適化を行っ
た。レファレンス系を増やしたため、最適化
には多大な試行と時間が必要となったが、多
くの膜タンパクに適応可能な粗視化モデル
が完成した。本粗視化モデルは生体膜系の
様々な現象解明の研究に適用可能と考えて
いる。この粗視化モデルを用いて、例として
融合ペプチド、ヘマグルチニン(HA)の働きを
検討した。HAを 2枚の膜間に添加するとスト
ークモデルに沿った融合過程の自由エネル
ギー障壁は予想に反し上昇する結果となっ
た。HA は膜表面へ吸着後、膜に正の曲率を誘
起することがわかった。さらに 3～5 分子の
HA が膜細孔の縁に吸着し、膜細孔を安定化す
ることがわかった。この結果は、HA は SNARE
タンパクなどとは異なり、ストーク形成その
ものを促進するのではなく、膜の線張力を制
御して細孔形成や細孔を経由した脂質分子
交換などにより、融合を促進する可能性が示
唆された。 
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