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研究成果の概要（和文）：　本研究課題では、トランスポーターが基質を輸送する際の構造遷移ダイナミクスを
分子動力学シミュレーションで明らかにして、基質輸送速度を変える変異の予測を行った。Na+/H+交換輸送体で
あるPaNhaPを対象として、基質輸送過程における内向き開・外向き開構造状態間の遷移ダイナミクスの全原子シ
ミュレーションを行い、外側疎水性ゲートの開放が律速過程であることを同定した。そして、外側疎水性ゲート
の相互作用を弱めた変異体における基質輸送能の測定実験を行い、野生型よりも基質輸送速度が向上しているこ
とを確認した。これにより、トランスポーターの機能制御メカニズムを解明することができた。

研究成果の概要（英文）：In this project, we used molecular dynamics simulations to elucidate the 
structural transition dynamics during substrate transport by transporter proteins, and to predict 
mutations that alter the substrate transport rate. We performed all-atom simulations of the 
transition dynamics between the inward- and outward-open conformations during substrate transport in
 the Na+/H+ antiporter PaNhaP, and identified the opening of the outside hydrophobic gate as the 
rate-limiting process. Then, we experimentally measured the substrate transport rate of the mutant 
with weakened interaction of the outside hydrophobic gate, and confirmed that the substrate 
transport rate was enhanced compared with the wild type. This study helped to elucidate the 
mechanism of functional regulation of the transporter.

研究分野：生物物理学

キーワード： トランスポーター　分子動力学シミュレーション　遷移パス　基質輸送速度　疎水性ゲート
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　トランスポーターは細胞内外のイオン等基質濃度の制御に関わっており、その機能不全により様々な病気が引
き起こされる。例えば、我々が研究対象としているNa+/H+交換輸送体はヒトにおいてはNHEと呼ばれており心不
全や自閉症の発症に関わっている。従って、トランスポーターの動作メカニズム解明は、創薬など医学的な応用
につながり得る。さらに、基質輸送速度を向上させる改変は、植物の塩耐性向上や糖度向上など農学的な応用の
可能性もある。このような応用可能性に加えて、トランスポーターの物理化学的メカニズム解明は、分子科学に
おいて新しいチャレンジであり重要な成果である。

※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 
 
近年、膜タンパク質の結晶化技術の向上や、クライオ電子顕微鏡法の解像度向上により、トラ
ンスポーターの構造が続々と解かれている状況にある。一般的に、トランスポーターは内向き開
構造と外向き開構造を交互に取る交互アクセスメカニズムで動作しているが、それらの状態や
その中間状態に対応する高解像度な構造が、様々なトランスポーターで得られてきている。本研
究課題で主に対象とする Na+/H+ アンチポーターについても、Na+と H+を 1:1 で交換するタイ
プについて、結晶構造解析による高解像度の内向き開構造と電子顕微鏡法による低解像度の外
向き開構造が得られた。 
しかしながら、このような静的なスナップショット構造のみでは、基質輸送メカニズムの全貌
は分からない。動的な基質輸送過程を原子レベルで解明できるのが、分子動力学シミュレーショ
ンである。申請者は、上記の Na+/H+ アンチポーターにおける外向き開構造の原子レベル構造を
モデリング後、基質イオン輸送の律速過程である内向き開構造外向き開構造間遷移の予備的
なシミュレーションを行っている。 
本研究課題では、トランスポーターの構造遷移ダイナミクスに基づいて、基質輸送速度を変え
る変異の予測を行う。それによって、基質輸送速度はどのように制御されているのかという問い
に取り組む。輸送速度は、細胞内外での濃度調節をうまく行うために最適化されていると考えら
れ、それを変化させる変異の予測ができれば、トランスポーターを意のままに操作できるように
なる可能性がある。また、内向き開構造外向き開構造遷移の行き・帰りの速度定数の比（つま
り両状態の相対的安定性）を改変する変異を見つけられれば、野生型で不安定な状態を安定化し
て高解像度結晶構造が解ける可能性がある。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、Na+/H+アンチポーターを主な対象にして、その基質輸送速度改変を目標に、以
下のような 2つの目的を持って進める。 
目的 1 は、基質輸送の律速過程となっているトランスポーターの構造変化（内向き開構造
外向き開構造）ダイナミクスを全原子分子動力学シミュレーションによりサンプリングするこ
とである。トランスポーターのような大規模シミュレーション系（水や脂質膜も含め数十万原子
数）だと、現状ではマイクロ秒程度のシミュレーションがやっとであるが、これは実際に基質輸
送が起こるミリ秒〜秒のオーダーに遠く及ばない。そこで、この機能的運動の時間スケールのう
ちほとんどは何も起こらない待ち時間であり、今注目する遷移が始まって終わるまでに要する
時間はずっと短いことに着目して、この遷移する部分を集中的にシミュレーションする（図 1）。
この遷移パスシミュレーションにより、基質輸送ダイナミクスの律速になっている構造遷移を
原子レベルで「見て」メカニズムを理解することが可能になる。また、輸送速度改変への重要な
情報を得ることができる。 
目的 2 は、解明した構造遷移ダイナミクスに基づいて、輸送速度を変える変異を予測するこ
とである。遷移パスシミュレーションの結果から得られた構造遷移パス・アンサンブル（統計集
団）から、遷移過程のどの段階で特定の相互作用が形成・消滅するのかを解析して、特定の変異
が与える影響を定量化する。変異トランスポーターについて遷移パスシミュレーションをやり
直すのではなく、野生型での構造遷移パス・アンサンブルの解析から、それぞれの変異が構造遷
移の遷移状態もしくは始・終状態の安定性のどちらに影響するのかを定量化する。前者の場合は
構造遷移速度の改変、後者の場合は安定性の改変につながる。 

 
 
 
 
 
 
図 1．トランスポーターの構造
遷移ダイナミクスの模式図 
 
 

 
３．研究の方法 
 
 全原子モデルを用いた分子動力学法を用いて、トランスポーターにおける構造遷移をシミュ
レーションした。しかしながら、上で述べたように実際に基質輸送が起こるミリ秒〜秒の時間オ
ーダーの直接的シミュレーションは現時点で不可能であるので、遷移パスサンプリング



（Transition Path Sampling）を用いて遷移ダイナミクスを集中的にシミュレーションした。こ
の手法は 1998 年頃から開発されてきたが、我々が開発した Shooting from the top アルゴリズ
ム 1)を用いることでより効率的に新しい遷移パスを生成でき大規模系でも使える。さらに、遷移
パスシューティングの結果を用いた最尤法による反応座標の解析を行うことで遷移状態を決め
ている律速過程を同定した。この律速過程に基づいて、基質輸送速度を変える変異の予測を行っ
た。 
 予測された基質輸送速度を変える変異体トランスポーターを実験的に検証するために、リポ
ソームに発現させて、外向きにプロトン濃度勾配をかけた状況で放射性ナトリウムイオンがリ
ポソーム内に輸送される速度を測定した。 
 
４．研究成果 
 
 Na+/H+アンチポーターは、ナトリウムイオンとプロトンを細胞内外で交換するトランスポータ
ーで、ヒトにおいては NHE と呼ばれていて心不全や自閉症などの発症に関与していて創薬ター
ゲットにもなっている。ヒト由来 NHE の立体構造はよくわかっていないが、古細菌由来のもの
（PaNhaP）の内向き開構造は結晶構造解析で得られていた。 
 
 まず我々は、未解決であった外向き開構造について、低分解能電子顕微鏡像を用いた構造モデ
リングとマイクロ秒オーダーの長時間シミュレーションを行うにより安定な外向き開構造を得
た（図２）2)。 

 
図 2.交互アクセスメカニズムにおける内向き開・外向き開構造。(A) 内向き開・外向き開構造
の比較。ダイマー化ドメイン（灰色）を重ねあわせた時のトランスポータードメイン（青色：内
向き開、赤色：外向き開）の変化。(B) 内向き開・外向き開構造における水の平均密度（青色：
バルク水、赤色：水なし）と結合サイト（緑色）。 
 
さらに我々は、遷移パスサンプリングという重要な動きが起こる瞬間だけを切り出してシミ
ュレーションを行う技術を応用することで、イオン輸送が起こる瞬間のシミュレーションに成
功した。そして、そのシミュレーション結果から、イオン結合サイトへのゲートの役割を果たし
ている疎水性残基ペアを発見した（図３）2)。 

 
 
 
 
 
 
図 3. イオン輸送が起こる瞬間のシミュレー
ションと疎水性ゲート。発見された疎水性ゲ
ート（Ile163-Tyr255, Ile69-Ala123）をそれ
ぞれ紫色とオレンジ色で示した。 
 

 
 シミュレーション結果から分かったドメイン運動や疎水性ゲートを取り入れた反応座標解析
により、外側疎水性ゲートの開放が律速過程であることが分かった。従って、その相互作用を弱
める変異により構造遷移が起こりやすくなり基質輸送速度向上につながると予測した。実験的
にこの相互作用を弱める変異を施してやると、予測通り野生型よりもイオンを２倍以上速く輸
送するということが分かった 2)。このように、構造遷移メカニズムに基づいて基質輸送速度を変
化させた改変は前例がなく重要な成果である。 



 
 
 
 
 
 
図 4. 疎水性ゲートの相互
作用を弱くすると、輸送速
度が上がる。 
 
 
 

 
 上記の成果以外にも、Na+/H+アンチポーターにおけるイオン選択性の自由エネルギー計算を
行った 3)。また、反応座標解析等の方法論開発 4,5)や生体膜変形現象の分子シミュレーション 6,7)

も行った。 
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遷移パスサンプリングによる膜輸送タンパク質の基質輸送メカニズムの解明


