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研究成果の概要（和文）：本研究では柔らかさの特徴を織り込んだ理論開発と柔らかさと機能の関係解明を行っ
た。柔らかさの特徴を織り込んだ理論開発と柔らかさと機能の関係解明においては、MuSTAR MD法とPaCS-MD法を
開発し、タンパク質の柔らかな構造変化と機能の関係を明らかにした。理論と実験の比較に基づく理論計算の改
良と柔らかさの統合的な理解では、A02計測項目の研究者と協力し、DNAおよびRNAヘアピンの構造形成と安定性
の根本的な違いを明らかにするなど、様々な研究が展開できた。柔らかさを考慮した立体構造・分子機能の予測
と設計に関しては、DNA光修復酵素の反応機構の解明など、A03項目研究者と共同研究を推進した。

研究成果の概要（英文）：We have investigated softness of complex molecular systems by developing 
simulation methods, and applying them to investigate softness-function relationship. To investigate 
relationship between softness and function, we developed simulation methods, MuSTAR MD and PaCS-MD, 
by considering features of soft molecular systems. In collaboration with the researchers in A02, we 
carefully compared computational and theoretical results as seen in the study of DNA and RNA hairpin
 structure formation and stability. In collaboration with the researchers in A03, we predicted and 
designed protein structure and function as seen in the case of DNA photolyase studies.

研究分野： 理論化学、生物物理学、計算生物学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
タンパク質のような巨大分子やそれらの

分子集合体が機能を発揮するために柔らか
さは不可欠であり、柔らかさと機能の関係を
明らかにすることは、高度な機能性を理解す
るための鍵である。柔らかな分子系を研究す
るための理論計算は、計算機の高速化と共に
発展を続け、理想系・モデル系=>複雑な実在
系=>巨大な超分子系へと研究対象を広げて
きた。しかし、最先端の計算機を持ってして
も、従来の理論だけでは広い時空間をまたぐ
現象の解明には未だ不十分である。 
柔らかな分子系の振る舞いはエンタルピ

ーとエントロピーの絶妙なバランスの上に
成り立っている。ポテンシャルエネルギー計
算精度が改善している中、理論に柔らかさの
本質を取り込むことが重要課題であった。研
究開始当初、分子系の柔らかさを誘起させる
TRS 法(Kitao, 2011)によって更に効率的な計
算を実現した。また、独立な多数のシミュレ
ーションを統合して自由エネルギー面を計
算する MMMM 法(Sakuraba & Kitao, 2009)・
MSFEL 法(Harada & Kitao, 2011-2)などで超並
列向けの計算法を開発するなど、解決の方向
性が見え始めていた。 
理論計算の進化にも関わらず、時系列・ス

ペクトル・エネルギーいずれにおいても実験
との対応はまだ不十分であった。とはいえ、
実験との直接的比較による改良が可能な状
況になっていた。より多面的な理論―実験の
比較からモデルや理論計算を改良していく
ことが当初の課題となっていた。 
 
２．研究の目的 
このような背景を踏まえ、本研究課題では

下記の 3 項目を目的として研究を行った。 
（１）柔らかさの特徴を織り込んだ理論開発
と柔らかさと機能の関係解明 
原子解像度の分子力学モデルおよびマル

チスケールモデルを用いて系を取扱い、分子
系の柔らかさの特徴を織り込んだ新たな理
論とシミュレーション法を開発する。これら
を用い、巨大分子や分子集合体の立体構造形
成・分子認識・化学反応などにおいて、柔ら
かさと機能の関係を原子解像度で明らかし、
従来の時間スケールの制約を打破すること
を目指した研究を行う。 
（２）理論と実験の比較に基づく理論計算の
改良と柔らかさの統合的な理解 
巨大分子や分子集合体のシミュレーショ

ン結果を、A02 項目の最先端の計測結果と比
較することで、モデルやシミュレーション法
の改良を行い、より定量性の高い理論研究を
実現する。また、理論―実験両面から柔らか
さが関わる現象の統合的理解を目指す。 
（３）柔らかさを考慮した立体構造・分子

機能の予測と設計 
巨大分子や分子集合体の立体構造や機能

の予測を行い、また新規システムの設計を行
う。これを現実の分子系創成に用いるべく、

A03 項目の研究者と協力した研究を展開す
る。 
 
３．研究の方法 
（１）柔らかさの特徴を織り込んだ理論開

発と柔らかさと機能の関係解明においては、
これまで開発してきたシミュレーション法
の応用・改良を進めると共に、いくつかの巨
大分子・分子集合体に関して柔らかさと機能
の関係解明を進める。これには異なる初期条
件から同時に多数の分子動力学シミュレー
ションを行い、適当なものを選択していくこ
とで、バイアスをかけることなくターゲット
構造に向かうパスウェイを探索することが
できる PaCS-MD (Parallel Cascade Selection 
Molecular Dynamics)法等を改良して用いた。 
（２）理論と実験の比較に基づく理論計算

の改良と柔らかさの統合的な理解では、A02 
項目の田原グループをはじめとする、最先端
の計測結果との比較解析をおこなった。これ
には REMD （ Replica Exchange Molecular 
Dynamics）法などの大規模な構造サンプリン
グシミュレーションを用いた。 
（３）柔らかさを考慮した立体構造・分子

機能の予測と設計では、A03 神取グループと
の共同研究による、光を利用して DNA を修
復する DNA 光修復酵素など、柔らかさが分
子機能に密接に関係したタンパク質の改変
による機能変化の研究を行った。このために
MD 計算やそれを応用した結合自由エネルギ
ー計算、QM/MM 法による反応経路解析を駆
使して解析をおこなった。 
 
４．研究成果 
（１）柔らかさの特徴を織り込んだ理論開

発と柔らかさと機能の関係解明 
柔らかな構造変化を効率的にサンプリン

グするシミュレーション法としては、集団座
標の関数として自由エネルギー地形を高効
率 で 計 算 す る MuSTAR MD (Multi-scale 
Sampling using Temperature Accelerated and 
Replica exchange Molecular Dynamics)を開発
した(J Chem. Phys. 2013)。このシミュレーシ
ョンでは従来の方法より効率的にエネルギ
ーが高い構造空間も探索できることを実証
した。 
また、構造遷移パスウェイを効率的に探索

す る Parallel Cascade Selection Molecular 
Dynamics (PaCS-MD)を開発した。ミニタンパ
ク質シニョリンのフォールディング・アンフ
ォールディングや T4 リゾチームのオープ
ン・クローズ遷移を効率的に観察できること
を示した(J Chem. Phys. 2013)。 
更に PaCS-MD 法を改良し、標的を設定す

ることなくより柔らかい方向を探査する
non-targeted の PaCS-MD を開発した。その結
果、従来と同様にタンパク質のフォールディ
ングやドメイン運動を効率的に観察できる
ことが示せた（J Chem. Theory Comput. 2015）。
PaCS-MD)を応用した研究では、細菌べん毛



繊維の超らせん構造変化の解明に取り組み、
３２０万原子からなる細菌べん毛繊維を左
巻き超らせんから右巻き超らせんに構造変
化させるシミュレーションを行い、マルコフ
状態モデルで解析して自由エネルギー面を
明らかにした(AIP Conf. Proc. 2016)。さらに、
PaCS-MD 法はタンパク質の結合自由エネル
ギーを計算することや、解離経路を探索にも
有効であることを明らかにできた(J. Chem. 
Theory Comput. 2018)。具体的には、PaCS-MD
を用いて蛋白質複合体を解離させ、マルコフ
状態モデルで解析することで、解離経路上の
マイクロステートの存在確率を計算して、こ
れを用いた解離自由エネルギーを求め、実験
値に対応する値を得ることができることを
示すことができた。 
理論計算を用いた柔らかな分子の機能解

明には様々な成果があった。深海魚のアクチ
ンが圧力耐性圧力耐性をもつ仕組みを分子
動力学によって解明した（PLOS ONE 2014）。
深海魚はわずか 2 つのアミノ酸の変化によっ
て、分子内の塩橋のパターンを組み替えて、
ATPの結合とサブドメイン間の相互作用を高
圧力環境においても安定化していることを
明らかにした。また、時間依存の線型応答理
論を定式化し、リガンド結合によるタンパク
質応答のダイナミクス研究を可能にした。CO
結合時のミオグロビンの立体構造変化を調
べることで、2 段階の緩和があることが観察
できた。摂動に速くレスポンスするアミノ酸
残基保存性も明らかにした（Biophys. J. 2014）。
イオンチャネル TRPV4 のアンキリンリピー
トドメイン（ARD）と脂質膜の結合をドッキ
ング計算や分子動力学計算からは、ARD が脂
質膜に安定に結合することを示した。また、
TRPV1 の 4 量体の分子動力学計算からは、
TRPV1 と脂質膜はある程度の柔軟性を有し、
ARD は脂質膜中の PI(4,5)P2 と十分に相互作
用し得ることを示した（Nature Communication 
2014）。生物が持つ柔らかな多燃料エンジン
の仕組みについても明らかにすることがで
きた（Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 2015）。具体
的には、細菌べん毛のイオン透過過程に関し
て、複数種類のイオンを透過してモーター固
定子として機能する MotA/B の立体構造をモ
デリングし、分子シミュレーションによって
そのイオン透過機構を明らかにし、更にラチ
ェット的な運動を誘起できる可能性につい
ても明らかにした。ダイナミクス駆動のアロ
ステリックサイトの研究においても柔らか
さとアロステリーの関係を解明することが
できた(Biophys. Physicobiol. 2016）。偶然発見
された構造変化を伴わない単量体のアロス
テリックサイトを系統的に探し出し、粗視化
モデルと基準振動解析を用いてアロステリ
ックサイトとのそれ以外のポケットにリガ
ンドが結合した際の効果の違いを明らかに
した。これらのアロステリック効果は、その
周りの蛋白質揺らぎを大きく変化させるも
のであることが明らかになった。I-BAR ドメ

インによる膜変形機構の研究も、タンパク質
の柔らかさと機能を明らかにした典型的な
成功例である(Sci. Rep. 2017)。 我々は I-BAR
ドメインが膜に結合し、曲率を変化させるメ
カニズムを分子動力学計算で調べた。その結
果 I-BAR と膜間の塩橋形成が脂質の局所密
度を増加させ、膜を凹形に変形させることが
示された。また、I-BAR の剛性は膜変形にと
って重要であるが、I-BAR は完全に剛体的な
テンプレートとしては機能しないことが明
らかになった。 
 
（２）理論と実験の比較に基づく理論計算の
改良と柔らかさの統合的な理解 

A02 計測項目の研究者と協力することで、
様々な研究が展開できた。A02 田原グループ
との共同研究では、DNA および RNA ヘアピ
ンの構造形成と安定性の根本的な違いを理
解するための研究を行った (Phys. Chem. 
Chem. Phys. 2018)。その結果、室温で RNA が
コンパクトな構造をとっているのに対して、
DNA はヘアピン構造だけでなく大きく広が
った構造を形成していることが明らかにな
った。 

A02 藤井グループとの共同研究では、気相
中のペプチドが取りうる構造を REMD 法で
サンプリングし、QM 計算でスペクトルを計
算し、実験との比較を行っている。A02 水谷
グループとの共同研究では、変異によるタン
パク質構造を予測することで、水谷グループ
が計測したエネルギー緩和データ解析の基
礎データとすることができた。 

 
（３）柔らかさを考慮した立体構造・分子機
能の予測と設計 
 A03 項目の研究者と共同研究にも成果があ
った。特に A03 神取グループとの共同研究に
よって DNA 光修復酵素の反応機構を明らか
にすることができた。 
 まず、CPD および(6-4)DNA 光修復酵素の
研究では、これらの機能転換の非対称性に関
して、MD 計算から複合体安定性を予測し、
またQM/MM計算から変異体の触媒メカニズ
ムを明らかにした(Biochemistry 2016)。 
次に、(6-4)損傷 DNA 光修復酵素の触媒メ

カニズムを明らかにするため、活性部位にあ
るヒスチジン残基が取りうるすべてのプロ
トネーション状態の組み合わせを作ってそ
れぞれの立体構造と安定性をMD計算を用い
て調べ、最も可能性の高いプロトネーション
状態の組み合わせを明らかにした (ACS 
Catalysis 2016)。 
さらに、A03 神取グループとの共同研究で、

(6-4)損傷DNA光修復酵素によるT(6-4)T損傷
修復の触媒メカニズムを MD および QM/MM
を用いて研究し、そのメカニズムを明らかに
した(ACS Catalysis 2017)。現在 T(6-4)C 損傷
修復の触媒メカニズムに関する論文も投稿
中である。 
 



上述のように、本研究の期間のうちに、目
標としていた、柔らかさの特徴を織り込んだ
理論開発と柔らかさと機能の関係解明、理論
と実験の比較に基づく理論計算の改良と柔
らかさの統合的な理解、柔らかさを考慮した
立体構造・分子機能の予測と設計を期待通り
に進展させることができ、大きな成果が得ら
れた。 
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