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研究成果の概要（和文）：細胞内カルシウムイオン濃度の上昇、細胞内ドメインへのリン酸化蛋白の結合など、
血小板活性化時の細胞内の環境変化が、フィブリノーゲン、von Willebrand因子などの血漿蛋白とのGPIIb/IIIa
細胞ガイドメインの構造と機能を変化させるメカイズムを、分子動力学計算にて「分子レバレッジ」としての解
明を目指した。GPIIb/IIIaの細胞内・細胞膜貫通・細胞外ドメインを連成した基盤モデルの作成に成功し、細胞
外ドメインと細胞内ドメインの動的構造変化の一体的解明を可能とした。

研究成果の概要（英文）：The integrated model of Integrin αIIbβ3 (platelet GPIIb/IIIa) was 
developed by combining the extracellular domain adopted from crystal structure and the transmembrane
 and intracellular domain obtained by NMR. The trans-membrane domain was settled into the 
phosphatidylcholine (POPC) lipid bilayer model. The position coordinates and velocity vectors of all
 atoms and water molecules around them were calculated by molecular dynamic simulation with the use 
of CHARMM (Chemistry at HARvard Macromolecular Mechanics) force field in every 2 x 10－15 sec. By 
using this newly developed model. the relationship between dynamic structural changes in 
extra-cellular domain of integrin αIIbβ3 could be understood from the dynamic structural 
fluctuation in intra-cellular domain of  integrin αIIbβ3.

研究分野： 循環器内科学

キーワード： 血小板　膜糖蛋白　コンピューター　分子動力学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞は外部環境に適応して生理機能を変化させる。細胞機能の変化は各種膜蛋白の細胞ガイドメインの構造に依
存している。外部環境の変化による細胞内環境の微小変化が細胞外ドメインの構造と機能を大きく変化させるメ
カニズムを分子動力学計算にて物理卓的に解明するための方法の基盤を作成した。医学・生物学に広く応用可能
な技術となる。

※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 
 血液細胞である血小板は核がなく分裂しない。しかし、ミトコンドリアなどの細胞内小器官を
有し、エネルギー産生機能は活発である。血管壁損傷部位に接着した血小板は活性化する。血小
板の活性化は細胞内イベントとしては細胞内カルシウムイオン濃度の上昇として計測可能であ
る。細胞内ドメインに Talin などの蛋白質が結合することも知られていた。また、血小板が活性
化すると膜糖タンパク GPIIb/IIIa  (integrin IIb3)の細胞外ドメインの高次構造が変化して、
フィブリノーゲン、von Willebrand 因子 (VWF)と結合可能となる (図 1A)。生物学的研究によ
り、血小板活性化時の細胞内、細胞外の生物学的イベントについては解明されていた。しかし、
細胞内カルシウムイオン濃度の上昇に伴う細胞内環境の小さな変化が、生物学的機能の変化を
伴う GPIIb/IIIa 細胞外ドメインの大きな変化を惹起するメカニズムは未知であった。 
 申請者は、細胞内ドメインの小さな構造変化から細胞外ドメインの大きな構造変化が惹起さ

れるメカニズムとして「分子レバレッジ仮説」を提案した。細胞内ドメインを構成するアミノ酸
の位置座標のわずかな変化が、細胞ガイドメインを構成するアミノ酸の位置座標の変化を拡大
するモデルを仮説とした(図 2)。 
 周囲の環境に応じて細胞機能は変化する。細胞機能を担う各種膜蛋白の細胞外ドメインの構

造と機能を細胞が調節する基本原理を
解明できれば医学・生物学的研究として
価値が高い。本研究では細胞内ドメイン
の小さな変化が細胞外ドメインの大き
な構造、機能変化をもたらす「分子レバ
レッジ機構」の解明を目指す。分子レバ
レッジにおける細胞膜流動性の役割な
どを解明することができれば、細胞膜の
流動性を標的とした革新的創薬標的の
創出にも可能と考えた。血小板を対象と
して「活性化」という生命現象を実現す
る細胞内、細胞外のイベントについては
生物学的研究により詳細に解明されて
いた。しかし、細胞内イベントが、細胞

の機能変化を担う細胞外イベントを惹起するメカニズムが未知であった。 
 
２．研究の目的 
 申請者は自らの施設にて血流下の血管壁付着後の血小板活性化時のカルシウムイオン濃度の
経時変化、細胞ガイドメインの高次構造変化を計測する実験を自ら遂行していた。また、申請者
は理化学研究所の主導するライフサイエンスグランドチャレンジにおいて、血小板接着を担う
膜糖蛋白 GPIba と von Willebrad 因子の結合部位を構成する全ての原子および周囲に配置した
水分子の運動をスーパーコンピューター「京」にてフェムト秒ごとに計算した実績がある。さら
に、並列計算能力の進歩した GPU を自らの研究室に保有し、膜糖蛋白 GPIIb/IIIa の動的構造
解析研究が施行可能な環境にある。 
 そこで、申請者は本研究において、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



造と機能の変化を惹起する「分子レバレッジ仮説」の検証を本研究の目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) 使用するコンピューターとソフトウエア 
 GPIIb/IIIa の細胞内ドメイン・膜貫通ドメイン・細胞外ドメインを構成する全ての原子と周
囲の水分子の熱揺らぎの計算には申請者が施設内に保有するラックマウントサーバーXeon Phi™ 
7290 を用いる。分子動力学計算における GPU の効率性は証明されているので、本研究の初年度
にGPUコンピューターを購入する。計算資源として、理化学研究所の「京」、東京大学のOakforest-
PACS、GPU を搭載した Reedbush なども使用する。原子間相互作用の力場として Chemistry at 
Harvard Macromolecular Mechanics (CHARMM)-36 を用いる。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。分子動力学計算には NAnoscale Molecular Dynamics (NAMD)を
用いる (Shiozaki S, et al. Atheroscrel Thromb 2016)。Xeon Phi, 「京」などの高性能コン
ピューターでは NAMD が、AMBER, GROMACS など他の分子動力学計算ソフトウエアよりも高速に動
作することを確認済である。新規に購入した GPU においても NAMD は高速であった。 
 GPIIb/IIIa の細胞内ドメイン・膜貫通ドメイン・細胞外ドメインを構成する 207,349 分子 (原
子および水分子として約 600,000)を分子動力学計算の対象とする。全ての原子と周囲の水分子

の位置座標、質量、
電荷を入力情報と
する。万有引力と
ク ー ロ ン 力 、
CHARMM-36 にて粗
視化した量子力学
を連成した力場に
曝露後の各原子、
水分子の位置座標
と速度ベクトルを
2x10-15 秒毎に出力
する。その結果を
再度入力して計算
を継続する（図4）。
計算対象のサイズ
を210×210×210Å
とする。CPUと新規
に購入した GPU を
連成させ計算を効
率化する。 

 
(2)細胞内ドメイン・膜貫通ドメイン・細胞外ドメインを連成した GPIIb/IIIa 分子モデルの初期
構造 
 GPIIb/IIIa の細胞外ドメインの初期構造には非活性型の X線結晶構造 (Zhu J, et al, Mol 
Cell, 2008)を応用し、細胞膜貫通ドメインおよび細胞内ドメインは NMR 計測 (Yang J, et al, 
Proc Natl Acad Sci USA, 2009)と矛盾しない構造モデルを自ら作成する。細胞膜として 2-
oleoyl-1-pamlitoyl-sn-glyecro-3-phosphocholine (POPC)二重膜モデルを用い、水分子の配置
と運動には transferable intermolecular potential with 3 points (TIP3)を用いる (Humphrey 
W, et al. J Mol Graph. 1996)。細胞内・膜貫通・細胞外ドメインを構成する全ての原子および
周囲の水分子の位置座標および速度を 37 度の条件にて 2x10-15 秒毎に計算し安定構造を確認す
る。自作した初期構造では GPIIb の細胞内ドメインの Pro999 と GPIIIa の細胞内ドメインの
TYR747 の重心間距離は 19.58Åであった。しかし、自作モデルは恣意的であり、分子動力学計算
にてエネルギー的安定構造を算出する必要がある。 
 
(3)大規模計算による細胞内・細胞膜貫通・細胞外ドメインの動的構造計算 
 作成した GPIIb/IIIa の細胞内ドメイン・膜貫通ドメイン・細胞外ドメイン連成モデルを用い
て CHARMM 力場による分子動力学計算を施行した。計算は破綻せず、作成したモデルから
GPIIb/IIIa の細胞内ドメインと細胞外ドメインの構造変化を一体的に解析することを可能とし
た。 
 
４．研究成果 
(1)初期安定構造の算出 
 当初の研究計画では研究の第一ステップとして、GPIIb/IIIa の細胞内・膜貫通・細胞外ドメ
インの連成モデルを作成し、次のステップにて作成したモデルのエネルギー的安定構造の確定
を目指した。初年度の GPU コンピューター取得後、大規模並列計算は加速した。しかし、分子動
力学計算を 106ステップ以上施行してもモデルの構造は完全には安定しなかった。当初の予定で
は安定構造を確定し、安定構造における細胞内ドメインの GPIIb Pro999 と GPIIIa-TYR747 を



力点とした単純な
「分子レバレッジ」
を想定したが、計算
の継続によりレバレ
ッジのメカニズムは
さらに複雑であるこ
とが示唆された。計
算ステップごとに各
アミノ酸の位置座標
は継続的に揺らぐが
大方計算が安定した
図 4 を仮の初期構造
とした。 
 
(2)大規模計算 
 図 4 を仮の初期構
造として、各ドメイ
ンおよび細胞膜を構
成する全ての原子お

よび水分子の位置座標と速度ベクトルを大規模並列計算した。各々計算のプロセスにて各原子
の位置座標と速度ベクトルは大きく変化した。図 5に並列計算を 107ステップ以上行った 700 ナ

ノ秒の GPIIb/IIIa 細
胞内・膜貫通・細胞ガ
イドメインの構造を
示す。 
 細胞内ドメインお
よび細胞膜貫通ドメ
インの構造を拡大し
た結果を図 6 に示す。
細胞内ドメイン、膜貫
通ドメイン、細胞外ド
メインは相互に物理
的相互作用しつつ高
次構造を変化させる。
細胞内ドメインと細
胞外ドメインの構造
の関係は分子レバレ
ッジとしてまとめる

こ と も 可
能 で あ る
が、レバレ
ッ ジ は 当
初 想 定 し
た図2と比
較 し て 複
雑であり、
さ ら な る
構 造 計 算
の 継 続 が
必 要 で あ
る。 
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