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研究成果の概要（和文）：本研究では、膜蛋白質の折り畳みにおいて最も基礎的な現象である膜貫通αヘリック
スの会合メカニズムに焦点を当て、脂質二重膜中における人工設計αヘリックスペプチドの会合過程を構造モデ
リングおよび分子動力学計算によって解析した。さらに計算結果に基づいてアミノ酸配列を再設計したペプチド
を合成し、構造・機能解析を行う実験条件の最適化を実施した。これにより、天然では見られない安定性を持つ
人工設計ペプチド会合体の脂質二重膜との相互作用について新たな知見を得た。

研究成果の概要（英文）：This study focuses on the association mechanism of transmembrane α-helices,
 the most fundamental phenomenon in membrane protein folding. The assembling process of rationally 
designed α-helix peptides in lipid bilayers was analysed by using structural modelling and 
molecular dynamics simulations. Based on the simulation results, peptides with redesigned amino acid
 sequences were synthesised, and their experimental conditions for structural and functional 
analyses were optimised. The obtained results provide new insights into the interaction of the 
highly stable designed peptide assemblies with lipid bilayers.

研究分野：生物物理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で得られた人工設計αヘリックスペプチド会合体と脂質二重膜の相互作用に関する新たな知見は、タンパ
ク質の折り畳みを理解することに加えて未だ黎明期にある人工膜タンパク質の実現に寄与する。また新たに設計
したペプチドは新規生体分子材料として利用可能であり、工学的応用を通して研究成果を社会に還元できると期
待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

 

 細胞の脂質二重膜中に存在する膜タンパク質は細胞内外の物質移動や細胞間コミュニケーシ
ョンで重要な役割を担う。タンパク質の機能はその立体構造によって決定される。したがって、
タンパク質がアミノ酸の直鎖上配列から立体的に折りたたまれ、機能を発現するに至る、折り畳
み機構を知ることがタンパク質機能の理解に重要である。しかしながら、水溶性タンパク質に比
べ、膜タンパク質は高分解能（原子レベル）の構造情報が格段に少ないために、折り畳み機構の
理解は未だ進んでいない。 

 そのような状況を打破する一つの方法が、人工タンパク質の設計である[1]。ここで人工タン
パク質の設計とは、目的の立体構造(＝機能)に折り畳まれるようにアミノ酸の一次配列を設計す
ることを指す。タンパク質の設計には折り畳み機構の理解が不可欠であり、また設計したタンパ
ク質の構造分析を通して折り畳み機構のさらなる理解を深めることができる。さらに望みの立
体構造を持つような設計タンパク質は、新たな生体材料として利用可能であり、タンパク質の設
計研究は幅広い工学的応用も射程に入れることができる。 

 そこで本研究では、膜タンパク質の折り畳みにおいてもっとも基礎的な現象であるαヘリッ
クスの会合に焦点を当て、脂質二重膜中で自己会合するαヘリックスペプチドの設計とその会
合過程の解明を目指す。これに関し、我々はこれまでに、人工脂質二重膜に貫通し自己会合して
中心に非選択的にイオンを伝導するチャネルを持つ筒型構造を形成する、αヘリックスペプチ
ド（cWza ペプチド）を開発した[2]。cWza ペプチドは、従来報告されてきたチャネルを形成す
るペプチドには例を見ない、非常に安定な筒型 8 量体を形成することがこれまでの電気化学実
験（一分子チャネル電流測定法）および分光分析（円偏光二色性スペクトル、分析超遠心等）か
ら明らかとなっている。しかしながらその 8量体の詳細な形成機構に関しては、電気化学実験の
結果をもとにしたモデルを提唱するにとどまっている。本研究においては、実験的に観測が難し
い動的な cWzaペプチドの会合過程を、分子動力学法により明らかにする。さらに得られた計算
結果をもとにして、より単純化・最小化された次世代 cWza ペプチドを設計する。これにより、
cWza ペプチドの会合に必要不可欠なアミノ酸残基の種類と数を明らかにする。 

 先行研究において、チャネルを形成する膜貫通αヘリックスペプチドを対象とした実験によ
る構造解析と分子動力学法による会合機構の分析は報告があるものの、対象の会合体自身の安
定性が極めて低いために十分な情報を得ることは難しかった。これに対し本研究で標的とする
cWza ペプチドの会合体は非常に高い安定性を持つ。したがって本研究は、従来では得られなか
った膜タンパク質の折り畳み機構、特にαヘリックスの脂質二重膜中での会合に関する新たな
知見を与えると期待される。 

 

２．研究の目的 

 

 本研究は、脂質二重膜に貫通して自己会合する人工αヘリックスペプチドの分子動力学計算
による会合過程の分析とペプチド配列の再設計を通し、膜内αヘリックス会合機構を解明する
ことを目的とする。 

 

３．研究の方法 

 

 本研究では、理論計算と実験を相補的に用いて、人工設計αヘリックスペプチドの会合機構の
分析と、ペプチドの再設計を以下のように行う。 

（１）これまでの実験から得られたペプチド会合体の静的構造情報をもとにして、計算機を用い
て分子動力学法によりペプチド会合体形成の動的構造解析を実施する。 

（２）計算結果を利用した次世代ペプチドの再設計とペプチドの合成、構造・機能分析を行い、
計算結果を検証する。 

 
４．研究成果 
 
（１）分子動力学計算による cWzaペプチドの会合過程の解析 
 
 本課題では、①膜内で会合したモデル構造、②ペプチドが水層から脂質二重膜に結合する過程、
に注目して計算を行った。①について、cWza の設計の基礎である Wza タンパク質の結晶構造を
基にしたペプチド筒型 8 量体の構造モデルを作製し、脂質二重膜中での分子動力学計算を実施
した（図 1）。200nsの計算でペプチド会合体の構造が平衡化し、安定にその構造を保つことを確
認した。また先の研究において実施した計算結果との比較から、構造モデルの安定性が計算に使
用する力場に大きく依存することが明らかとなった。②について、ペプチドの膜結合は通常の全



 

 

原子分子動力学計算では観測されなかったため、ペプチド
および脂質のダイナミクスを加速できる計算方法の検討
を行った。その結果、短い脂質と有機溶媒を組み合わせる
ことで脂質の拡散が加速される膜モデルが最も効率的な
方法であるという結論に達した。そこでこの計算方法を用
いてαヘリックスペプチドが膜に対して異なる配置とな
るように 4 種の初期構造を準備し、各 200ns 計 12 本の独
立した計算を実施した。計算結果の解析から膜に接触する
際に鍵となるペプチド部位が示唆され、また膜表面結合時
の安定構造が得られた。今後①および②で得られた構造を
初期構造として利用することで、2状態を繋ぐ計算として
ペプチドが膜に挿入し会合体を形成する過程の分子動力
学計算を実施することができる。これにより cWza ペプチ
ドの会合過程の全容が明らかとなり、これまでに得られた新たな知見と合わせてタンパク質の
折り畳みを理解し、未だ黎明期にある人工膜タンパク質の実現に寄与すると期待される。 

 

（２）cWza ペプチドの再設計と構造・機能解析 

 

 １で実施した計算結果をもとに cWza ペプチドを最小化・単純化したペプチドを設計し、化学
合成したペプチドの脂質二重膜中における構造・機能解析の実験条件の検討を行った。二次構造
解析として円偏光二色性スペクトル、機能解析として一分子チャネル電流測定を用いた。リポソ
ームを用いた二次構造解析から、ペプチドの二次構造は試料調製方法に依存することが明らか
となり、さらなる試料調製方法の検討が必要と考えられた。今後実験条件の検討を完了し、構造・
機能解析と計算結果との比較を行うことで、cWzaペプチドの会合に寄与の大きいアミノ酸配列
部位が明らかになると期待される。 

 

（３）人工設計ペプチドチャネルのモデル構造最適化 

 

 上記の課題と平行して、新たに人工設計した膜貫通ペプチドチャネルについて構造モデルの
最適化およびチャネルの水分子透過性の検証を分子動力学計算により実施した。計算による検
証はこれまでの実験研究を支持する結果となった。これらの成果を日本生物物理学会、日本化学
会の年会にて発表した。 

 

（４）膜ペプチドと低分子の脂質二重膜中における相互作用解析 

 

 膜タンパク質は既知の薬剤の 70％
が標的としており、膜タンパク質の
構造・機能を理解するためには低分
子との相互作用メカニズムの解明も
重要となる。そこで、事前検討におい
て巨大膜タンパク質である電位依存
性ナトリウムチャネルの膜貫通部位
のモデルペプチドを合成し、溶液
NMR、固体 NMR、スペクトルシミュ
レーション、レプリカ交換分子動力
学計算を組み合わせることで、脂質
二重膜中におけるモデルペプチドと
膜貫通部位に結合する神経毒ベラト
リジンの相互作用を解析した。本課
題では、モデルとした膜貫通αヘリ
ックスペプチドと脂溶性アルカロイドの固体 NMR による相互作用観測データを詳細に分析し、
その結果に基づいて膜タンパク質－低分子のドッキングシミュレーションを行った（図２）。そ
の結果、ベラトリジンがナトリウムチャネルに作用する過程が 2段階であること、ベラトリジン
の結合部位がナトリウムチャネルの脂質面に露出していることを、初めて結合の直接観測によ
り示した。この知見は今後ナトリウムチャネルを標的とする薬剤分子の開発に貢献すると期待
される。この研究成果は Bioorganic and Medicinal Chemistry誌に発表した。 
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図１ cWzaペプチド 8量体の分

子動力学計算スナップショット 

図２ （左） バクテリアナトリウムチャネルの結晶構
造と本研究で分析した膜貫通部位ペプチド（シアン）
の構造アラインメント。（右）ドッキングシミュレーシ
ョンから得られたバクテリアナトリウムチャネル
（Surface）上のベラトリジン（Sphere）の結合ポーズ。 
本研究で同定した結合部位はオレンジで示した。  
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