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研究成果の概要（和文）：細胞機能は環境に応じて変化する。各種細胞膜蛋白質の細胞外ドメインが細胞に特異
的な生理機能を担う。血小板ではGPIIb/IIIaの細胞外ドメインの高次構造変化が細胞活性化後に起こる。活性型
構造のGPIIb/IIIaはフィブリノーゲンなどのリガンドに結合し、血小板凝集、血栓の成長に寄与する。活性化に
伴う血小板細胞内の環境変化はカルシウムイオン濃度上昇など大きくない。小さな細胞内環境変化が細胞外ドメ
インの大きな構造変化を惹起する力学メカニズムとして「分子レバレッジ仮説」を提案し、妥当性を分子動力学
計算により検証した。

研究成果の概要（英文）：Platelet activated upon various stimulation. Intra-cellular calcium ion 
slightly increased upon activation. But, in general, change in intra-cellular environment is not 
huge. The mechanism transmitting small change in intra-cellar domain of various membrane proteins on
 the substantial structural changes in extra-cellular domain is unknown. We are proposing "molecular
 leverage hypothesis" to explain the enlargement of small changes to the larger one by high 
performance super computers.  

研究分野：循環器内科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
血小板細胞は刺激に応じて活性化する。非活性化血小板は凝集し、活性化血小板は凝集する。血小板凝集は血小
板膜糖蛋白GPIIb/IIIaの活性化構造変化に依存する。活性化とともに血小板細胞内のカルシウムイオン濃度は上
昇する。GPIIb/IIIaの細胞内ドメインにはTalinなどの接着斑蛋白が結合する。細胞内ドメインの構造も細胞活
性化により変化すると想定されるが細胞内ドメインは短いので、構造変化は大きくない。この小さな細胞内ドメ
インの構造変化が、細胞外ドメインの大きな構造変化と血小板細胞の性質変化を惹起するメカニズムは未知であ
る。このメカニズムとして分子レバレッジ仮説を提案し、妥当性を検証する。



様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	
1. 研究開始当初の背景 
	 申請者は、循環器内科の専門医として、有病率の高い循環器病としての心筋梗塞、脳梗塞など

の血栓性疾患の制圧を目指す研究を進めてきた。心筋梗塞を惹起する冠動脈血栓の形成に必須

の役割を演じる血小板細胞の生理機能の解明を目指す生物学的研究を継続した（Goto S, et al. 
Circulation 1992, Goto S, et al. J Biol Chem, 1995, Goto S, et al. J Clin Invest 1998, Goto S, et 
al. Circulation 2002, Goto S, et al. J Am Coll Cardiol 2006など）。生物学的研究により仮説の検
証は可能であるが、生命現象の本質を解明し、現象を説明可能な理論の樹立は困難と考えた。生

物学的研究成果に理論性を持たせるためにスーパーコンピューターを用いたシミュレーション

研究を開始した。止血、血栓形成に特化した機能を有する血小板細胞の生理機能のコンピュータ

ー上への再現を目指したシミュレーター開発研究を開始した。 
	 コンピューター上に数式化して生命現象を再現するためには、生物学的現象を物理、化学の諸

原則からの再構成する必要がある。コンピューターは高性能化し、100万程度の現象を統合的に
理解することを可能とした。実証的生物学的研究により、血流条件下の血小板細胞の血管壁損傷

部位への接着には血小板膜糖蛋白 GPIbalphaと von Willebrand因子（VWF）の相互作用が必須
の役割を演じることを確認していた (Goto S, et al. J Clin Invest 1998)。血小板膜糖蛋白
GPIbalphaと運動方程式を解くことにより予測する QM/MM計算を始めた。GPIbalphaと VWF
を構成する原子および周囲の水分子の運動を解くことにより、両分子の動的結合構造、結合エネ

ルギー、結合力の予測計算には成功した（Shiozaki S, et al. J Atheroscler Thromb, 2016）。 
	 血小板細胞が活性化すると細胞内カルシウムイオン濃度が上昇し、細胞内環境が変化する。血

小板膜糖蛋白の中でも GPIIb/IIIa は細胞活性化と同時に細胞外ドメインの構造が大きく変化す
ることを知られる。細胞内環境のわずかな変化が細胞外ドメインの大きな構造変化を惹起する

メカニズムとして「分子レバレッジ仮説」を考案した。GPIIb/IIIaの細胞街ドメインに複数のエ
ネルギー的安定構造が存在することを示せば、細胞内ドメインの構造のわずかな変化が細胞外

ドメインの大きな構造変化を惹起するメカニズムの解明につながると考えた。活性型 GPIIb/IIIa
と非活性型 GPIIb/IIIaのエネルギー障壁が低いことを示し、細胞膜を介した「てこ」による細胞
外ドメイン構造変化の構成論的を目指した。 
 
 
２． 研究の目的 
 
(1) 外部環境変化時の細胞機能変化の基本メカニズムとしての「分子レバレッジ仮説」の設定と
検証 

	 本研究は挑戦的研究（萌芽）として、生命現象の本質の解明を目指すための挑戦的仮説として
「分子レバレッジ仮説」を設定する。さらに、「分子レバレッジ仮説」の妥当性の検証のために、
GPIIb/IIIaの細胞外ドメインのエネルギー的安定構造が複数存在することを示して仮説の妥当性
検証を行う。さらに、研究の将来の発展を目指す。具体的には以下の 2つの研究目的の達成を目
指す。 
① 「分子レバレッジ仮説」の設定 
	 血小板細胞活性化時の細胞機能変化として、1) 細胞内カルシウムイオン濃度の上昇、2) 血小
板膜糖蛋白 GPIIb/IIIa の高次構造変化、はすでに確認されていた。細胞内環境の変化とともに
GPIIb/IIIa の細胞内ドメインに Talin, Kinlin などの蛋白質が結合することも知られていた。しか
し、細胞内ドメインの変化と細胞外ドメイン構造の大きな変化の関連を説明する理論は確立さ
れていない。そこで、細胞内ドメインのわずかな構造変化が細胞外ドメインの大きな構造変化を
もたらす力学的メカニズムとして「分子レバレッジ仮説」を提案する。本仮説では、細胞膜を貫
通する GPIIb/IIIaの分子全体を力学的な「てこ」と仮定し、仮に細胞膜貫通ドメインを「支点」、
細胞内ドメインを「力点」、細胞外ドメインを「作用点」とする。血小板細胞活性化時に「支点」
である細胞内ドメインには Talinなどが結合し、GPIIbと GPIIIaの細胞内ドメインの座標が変位
する。細胞膜貫通ドメインが、細胞内ドメインの構造変化を拡大させ、「作用点」である細胞外
ドメインが大きな構造変化を惹起するモデルにおいて「分子レバレッジ仮説」を設定する。 
 
②「分子レバレッジ仮説」の妥当性検証 
	 スーパーコンピューターと分子動力学計算の手法により「分子レバレッジ仮説」の妥当性検証
を行う。「力点」である細胞内ドメインは蛋白質濃度が稠密な細胞内に存在する。Talinなどが結
合しても構造の変化は数十オングストローム程度と想定される。しかし、X線結晶構造解析にて
解明された GPIIb/IIIa 細胞外ドメインの非活性型から活性型への変位は数百オングストローム
におよぶ。細胞内ドメインの構造変化が細胞外ドメインの膜貫通部位に作用する力は大きくな
いと想定される。また、GPIIb/IIIaの活性化構造変化によるエネルギー消費はわずかである。小
さなエネルギーと小さな構造変化が大きな構造変化を起こすためには、細胞外ドメインに複数
のエネルギー的安定構造が存在し、かつ複数の安定構造間の構造変化のためのエネルギー障壁
が低い必要がある。そこで、本研究では分子動力学計算により GPIIb/IIIaの細胞外ドメインの立



体構造の熱揺らぎを再現する。リガンドが結合した活性型構造から計算を開始して、非活性型構
造に向けた構造変化が熱揺らぎの中で起こるか否かを検証する。 
 
(2)「分子レバレッジ仮説」普遍化に向けた基盤整備 
	 (1)の研究目的を到達したら、GPIIb/IIIaの細胞内ドメイン・細胞膜貫通ドメイン・細胞外ドメ
インを連成した GPIIb/IIIaモデルを作成する。生物学的に妥当なモデルを作成するために公開さ
れた X線結晶構造解析、NMRなど GPIIb/IIIaに関する生化学研究成果をまとめてモデルを作成
する。 
 
 
３．研究の方法 
(1) ハードウエアとソフトウエアの準備 
	 ①ハードウエアの整備：分子動力学計算には高性能コンピューターを用いた大規模計算が必

須である。血小板膜糖蛋白 GPIbalphと VWFの結合構造計算には学外コンピューターとして理
化学研究所の「京」、「HOKUSAI」などを用いた。国家プロジェクトして整備されたスーパーコ
ンピューターを使用しなくても対象とする原子数が数十万程度の蛋白質の動的構造解析のため

の大規模計算は可能となった。本研究開始前に、学内には 4 ノードのスーパーコンピューター
を保有していた。本研究資金により高速計算可能な Xeon Phi™ を搭載した 4ノードのラックマ
ウントサーバーPC3000-XKL2Quad 48GB を購入した。コンピューターの機能を維持するため
に、個室空調可能なコンピューター室およびハードウエアの専門家の常駐可能な体制を構築し

研究推進のためのハードウエアを整備した。 
	 ②ソフトウエアと力場：GPIIb/IIIaの細胞外ドメインを構成する原子、周囲の水分子の運動方
程式を解くための力場として Chemistry at Harvard Macromolecular Mechanics (CHARMM)-36 
を用いた。CHARMM-36 はリン酸化アミノ酸にも最適化された力場を提供する。コンピュータ
ー上にて CHARMM 力場に基づいた分子動力学計算を行うために NAnoscale Molecular 
Dynamics (NAMD)をコンパイルして使用した。 
 
(2) 初期構造と分子動力学計算 
	 ①GPIIb/IIIaの細胞外ドメインを計算の標的とした。GPIIb/IIIaの構造は、血小板細胞活性時の
活性型構造、非活性化時の非活性型構造などのX線結晶構造解析の結果が既に公表されている。
活性型構造にて、リガンドとしてのフィブリノーゲンドデカペプチドと結合した構造を初期構
造とした。 
	 ②GPIbalpha の場合、計算を 105ステップ以上継続しても 3 次元構造の大きな変化は起こら
なかった。GPIIb/IIIaでは活性型構造自体がエネルギー的に不安定である可能性がある。37度の
条件にて全ての原子・水分子の座標と速度を 105ステップ以上計算し、構造変化の有無を予測計
算する。GPIbalphaの場合には計算を継続しても構造は安定していたが、GPIIb/IIIaでは熱揺ら
ぎにより活性型から非活性型に向けた構造変化が起こるとの仮説を検証する。 
	
4.研究成果	
(1). 計算環境の確立 
	 Xeon Phi™ を搭載した 4ノードのラックマウントサーバーPC3000-XKL2Quad 48GBを購入
し、既存の 4ノードを合わせて 8ノードの高速計算環境を構築した。CHARMM-36力場を解く
ためのソフトウエアとして NAnoscale Molecular Dynamics (NAMD)を、自らの研究環境にてコ
ンパイルすることに成功した。GPIbalpha と von Willebrand 因子の結合構造を解いたように、
GPIIb/IIIaを構成する全ての原子および水分子について、力 (force: F) = 質量 (mass: M) x 加速
度 (acceleration: A)の運動方程式を x-2 x 10-15秒ごとに解く環境を確立させた。 
 
(2)GPIIb/IIIaの初期構造と熱揺らぎ 

	 図 1 左に本研究により
算出した GPIIb/IIIa の細
胞外ドメインの活性型に、
フィブリノーゲン γ 鎖ド
デカペプチド が結合し
た構造を示す。GPIIb/IIIa
の構造の熱揺らぎは
GPIbalpha よりも大きか
った。 
 
(3)活性型構造から非活性
型構造への転換 
	 図 1中央 (B)のように、
熱 揺 ら ぎ と と も に



GPIIb/IIIa細胞外ドメインは安定せず、大きな 3次元構造変化を起こした。。2x10-15秒ごとに 105

ステップ、GPIIb/IIIaの細胞外ドメインを構成する全ての原子と水分子の座標および速度を計算
した結果を図 1中央に示す。活性型では引き伸ばされていた GPIIb/IIIaが分子の中央部分から屈
曲し、非活性型構造に向けて変化することが示唆された。 
 GPIIb/IIIaに結合していたフィブリノーゲン γ鎖ドデカペプチド は構造が非活性型に向かうと
ともに外れた。 
	 図 1右（C）に Aと Bの構造を重ねて示す。リガンドが外れたのちには GPIIb/IIIaは非活性型
構造に向けて熱揺らぎをしながら構造変化することが示された。構造変化は膜貫通部位を不変
として変化するというよりも、細胞外ドメインの中心付近の座標が不変で折り畳むように見え
た。 
	 細胞内ドメイン・細胞膜貫通ドメイン・細胞外ドメインを連成した GPIIb/IIIa分子モデルによ
る「分子レバレッジ仮説」の普遍化の際に細胞膜貫通部位を「支点」とするよりも、細胞外ドメ
イン中央部に「支点」があると想定してモデルを作成する方向性もあることが示唆された。 
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