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研究成果の概要（和文）：細胞内環境は生体分子が混み合った分子クラウディング環境であり、近年、そのよう
な環境下における蛋白質の機能は、従来用いられてきたin vitroの希薄溶液環境下のそれから大きな変調を受け
ることが指摘されている。分子クラウディング環境下における機能変調メカニズムを明らかにするためには、そ
のような環境下における蛋白質の構造揺らぎを可視化する必要が有るが、それを可能とする測定手法は存在しな
い。そこで、本研究においては、分子クラウディング環境下においても目的分子の構造情報のみを得る先端計測
手法と、分子動力学シミュレーションを組み合わせた手法の開発を主に理論面から進めた。

研究成果の概要（英文）：The recent studies have shown that protein functions are modulated in 
molecular crowding environment such as intracellular environment. However, since there are no 
methods that can visualize protein dynamics in molecular crowding environment, the mechanism of how 
the environment modulates protein functions is unclear. In our previous studies, we have developed 
the MD-SAXS method that combines molecular dynamics simulation and solution X-ray scattering 
experiment, and the method enables us to visualize protein dynamics in dilute solution of in vitro. 
In this study, we are developing the method that visualizes protein dynamics in molecular crowding 
environment based on the MD-SAXS method.

研究分野：生物物理

キーワード： 分子クラウディング　蛋白質ダイナミクス　分子動力学シミュレーション　溶液中性子散乱　溶液X戦散
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研究成果の学術的意義や社会的意義
研究代表者はこれまで、溶液X線散乱と分子動力学(MD)シミュレーションを組み合わせたMD-SAXS法を開発するこ
とにより、溶液環境下における蛋白質の構造揺らぎを可視化し、その揺らぎが蛋白質の機能を制御していること
を明らかにしてきた。しかしながら、分子クラウディング環境下で目的の生体分子についてのみ構造揺らぎの情
報を得る手法は未だ存在せず、したがって、蛋白質機能がその環境下で変調を受ける機構は明らかになっていな
い。本研究は、分子クラウディング環境下での構造揺らぎ観察に初めて挑戦するものであり、構造機能相関の研
究をin vitroからin vivoへ発展させる基盤となり得る。

※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、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 

研究代表者はこれまで、溶液 X 線散乱(SAXS)や原子間力顕微鏡(AFM)といった構造解析実
験と、分子動力学(MD)シミュレーションを組み合わせた手法(MD-SAXS 法)を開発してきた。
これにより、in vitroの溶液中にて蛋白質構造は柔らかく揺らいでおり、さらに、その揺らぎが
機能と深く相関することを明らかにしてきた(Oroguchii et al., Biophys. J. (2009), J. Chem. Phys. 
(2011), Chem. Phys. Lett. (2012), Sci. Rep. (2016))。このように in vitroでの溶液構造の研究により、
希薄溶液環境において蛋白質構造がどのようにその機能を発現させているかが明らかになりつ
つあるが、一方で、実際に生体分子が機能を発揮する細胞内環境は体積の 30 %が生体分子によ
って混み合った環境(分子クラウディング環境)であり、これまでの大半の蛋白質研究が用いて
きた希薄溶液環境とは大いに異なる。 

近年、細胞内環境を模倣した分子クラウディング溶液を用いた生物化学実験により、分子ク
ラウディング環境下での蛋白質機能は希薄溶液環境のそれから大きく変調を受けることが明ら
かにされつつある。したがって、細胞内環境における蛋白質機能を理解するためには、分子ク
ラウディング環境下で蛋白質機能が変調を受けるメカニズムを明らかにする必要が有り、その
ためには、その環境下における蛋白質の構造揺らぎを可視化することが必須である。しかしな
がら、多数種の生体分子が含まれた分子クラウディング環境下で、測定対象の蛋白質分子の構
造を可視化できる手法は未だに実現されていない。そこで本研究では、分子クラウディング環
境下において測定対象の蛋白質分子の構造揺らぎを可視化することを目標として、研究代表者
がこれまで開発してきたMD-SAXS法を発展させ、分子クラウディング環境下における蛋白質
分子の構造情報を得られる先端計測手法とMDシミュレーションを組み合わせた手法の開発を
行ってきた。 

 
２．研究の目的 

本研究は、細胞内環境という生体分子が混み合った環境においても、蛋白質の構造揺らぎ
を測定・解析できる手法の開発を目的としている。研究代表者はこれまで、SAXSや AFMと
いった構造解析実験と、MDシミュレーションを組み合わせた MD-SAXS法を開発してきた。
これにより、溶液中にて蛋白質構造は柔らかく揺らいでおり、さらに、その揺らぎが機能と
深く相関することを明らかにしてきた。しかしながら、これらの研究で用いてきた測定手法
では、分子クラウディング環境下における蛋白質の構造揺らぎを解析することができない。
そこで、ラベルした目的生体分子の構造のみを選択的に計測する中性子溶液散乱法 (SANS)
及び、電子―電子二重共鳴計測(DEER)といった先端計測手法と、MD シミュレーションを組
み合わせて、分子クラウディング環境下における蛋白質の構造揺らぎを可視化する手法の開
発を目的とした。 

 
３．研究の方法 

本研究においては、分子クラウディング環境下における実験情報を再現する蛋白質の構造ア
ンサンブルを MD シミュレーションで得ることによって、蛋白質の構造揺らぎを可視化する。
これは、例えば蛋白質の構造座標を Xと表すと、確率密度分布関数 p(X)を得る事に相当する。
したがって、測定対象となる物理量を Y (X)とおくと、測定結果 Y EXPは、 

   EXPY Y p d  X X X  

となる。MD-SAXS 法では、MD シミュレーションによって pMD(X)を得ると、それを用いてシ
測定量の計算結果 Y MDは、 

   MD MDY Y p d  X X X  

によって得られる。測定量 Yiが N個あったとすると、MDシミュレーションによる実験再現性
は、次のパラメータ 
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によって定量的に評価することができる。MD-SAXS 法では、何もバイアスを掛けない通常の
MDランを複数行い、低いが得られたMDランの pMD(X)を採用していた。しかしながら、分
子クラウディング環境の系は極めて多数の原子から構成されるため、水分子までを厳密に扱う
全原子MDによって実験再現性が高い pMD(X)を得るのは計算コストの面から困難である。した
がって、本研究では、(1)実験情報を取り込んでシミュレーションを行う事を可能にするMD手
法の開発、(2) 計算コストを下げた粗視化 MD シミュレーションから測定量を計算する手法の



開発、の 2項目を進めた。 

 
４．研究成果 

本研究において成果が得られた、もしくは進行中の研究項目は主に 4つある。以下にそれぞ
れについて説明する。 

(1) 実験情報を取り込んだMD手法の定式化 

本研究項目では、機械学習の一つであるベイズ統計を用いて、実験情報を MD シミュレー
ションに取り込む計算方法を定式化し、現在はその方法の実装と検証を進めている。ベイズ統
計の枠組みを用いると、実験データ Yi EXP (i = 1~N)が得られた際、構造アンサンブルのモデル
pcalc(X)の確からしさである尤度は、MDで得られるアンサンブル pMD(X)及びを用いて、 
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と表せる。パラメータは、実験情報をどれ程 MD に取り込むかを表すパラメータであり、0
から 1 までの値を取る。上式の尤度 P を最大化する pcalc(X)を pOPT(X)が、実験情報を取り入れ
た計算の構造アンサンブルとなる。詳細を省くが、pOPT(X)は 
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となる。上式は、指数関数の中をバイアスポテンシャルとしてMDに取り入れると、実験情報
をなるべく再現する構造アンサンブルが得られることを示している。ただし、バイアスポテン
シャルとして導入すると蛋白質構造の立体配座を悪化させることが想定される。そこで、本研
究では複数のMDランを並行して流し、最適なMDランを選択していくカスケードMD法に上
式に実装するため、バイアスポテンシャルの低下をモニタリングする評価関数によってMDラ
ンを選択していく計算方法を開発した。現在は、開発した計算方法の検証を行うため、pMD(X)
を人工的に構築できる粗視化MDに本計算方法を実装し、実験データを再現することが可能か
どうかを調べている。 

(2) 正しく蛋白質構造を取り扱えるMD力場の検証及び開発 

研究項目(A)における手法において重要となる点は、。そのために、正しく蛋白質構造を取り
扱えるMD力場の検証及び開発を行った。 

① 実験の水和構造を再現するMD力場の開発 

MD-SAXS法のもう一つの成果は、生体分子周りの水は一様な媒質として近似する従来の考
え方では説明できない、分子表面の性質に依存した特異的な水和構造の形があることを明らか
にしたことである(Oroguchii et al., Sci. Rep. (2016))。このことは、生体分子間の相互作用は水和
構造を介して行われることを示しており、したがって、その相互作用を理論的に厳密に取り扱
えるようにするためには、実験データを再現できる厳密な水和構造を計算で得る必要がある。 

本研究項目においては、水和構造の実験データとして低温 X 線結晶構造データベースから
構築した実験水和構造を用いて、量子化学計算とMD計算の併用によって得られる計算水和構
造との比較を行った。これにより、理論計算において水和構造を正しく取り扱うためには、極
性原子の非共有電子対を点電荷として導入した力場モデルが有効であることを明らかにした
(Oroguchii et al., Sci. Rep. (2017))。 

② 低温電子顕微鏡データを用いたMD力場の信頼性評価 

本研究項目においては、低温電子顕微鏡法(cryoEM)によって得られた溶液中の生体分子構造
を参照として、MD力場セットの信頼性評価を行った。cryoEMの構造情報は局所構造・全体構
造の情報を共に含んでおり、MD シミュレーションにおける分子構造の評価に有用だと思われ
るが、低解像度・分子量の大きさ等の問題により、これまで用いられたことはなかった。本研
究では、高解像度で得られた cryoEMデータを用いた力場セットの評価を世界で初めて行った。
その結果、AMBER ff15FB力場が最も良く実験データを再現し、対して CHARMM系の力場は



再現性が低いことが明らかになった(J. Phys. Chem. Bにて論文査読中)。 

(3) 粗視化MDシミュレーションから SAXSデータを計算する手法の開発 

研究項目(A, B)では、全原子MDを用いることを想定して開発を進めてきたが、分子クラウ
ディング環境の系は極めて多数の原子から構成されるため、計算コストの面から、(A)における
手法を用いても実験データを再現する構造アンサンブルを得ることは困難であることが予想さ
れる。そこで、粗視化 MDの一つである cafemolのトラジェクトリーデータから SAXSデータ
及び中性子散乱(SANS)データを計算できる手法を開発した(Ekimoto et al., Biophys. Physcobiol. 
(2019))。開発した手法を複数の球状蛋白質に対して適用したところ、実験データを再現できる
ことが確認された。 
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