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研究成果の概要（和文）：細胞表面のタンパク質を覆う糖鎖は抗体や受容体の認識に関係するが、それらの立体
構造について知られていることは極少ない。本研究では、典型的なモデル系としてラッサウイルスのエンベロー
プタンパク質を取り上げ、分子動力学計算による糖鎖集合系の立体構造計算法を確立し、糖鎖がタンパク質表面
で複数のクラスタを形成し抗体結合を阻害する様子を明らかにした。得られた立体構造情報を情報学的なエピト
ープ予測法と組み合わせることで、既知のエピトープを再現するだけでなく、新たなエピトープ予測にも成功し
た。

研究成果の概要（英文）：The protein glycosylation affects a protein-antibody interaction, but a 
little is known about the effect because of the diverse structures and interactions of glycans. 
Here, we built an atomistic model of a fully glycosylated envelope protein complex of the Lassa 
virus. Using molecular dynamics simulations, we show that the glycans form distinct clusters to 
non-uniformly shield the protein surface. We integrated the simulation results with existing 
sequence- and structure-based epitope prediction methods and successfully recovered known protein 
epitopes and even predicted new ones. This work provides a molecular basis for integrating otherwise
 elusive structural properties of glycans into vaccine and neutralizing antibody developments.

研究分野：計算化学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞表面を覆う糖鎖はがんや感染症など多くの病気と関係する。しかし、複雑で柔らかい糖鎖構造を実験で見る
のは未だ難しい。特に複数の糖鎖が集まった時にどの様な構造をとるかはほとんど知られていなかった。本研究
成果は糖鎖集合のクラスタ形成を原子解像度で示すもので、従来仕組みのわからなかった高度な糖鎖機能を説明
する新たな視点を与える。さらに、糖鎖を標的とするワクチン開発にも役立つと期待され、学術的にも社会的に
も意義は大きい。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
糖鎖は単糖が枝分れ状につながった生体分子で、生体内には単糖の種類や長さ、分岐数の異
なる無数の糖鎖が存在する。それらの多くは、タンパク質や脂質に結合している。真核生物のタ
ンパク質の約 50％、膜タンパク質ではそのほとんどに糖鎖が結合している。特に、アスパラギ
ン酸に結合する「N 型糖鎖」は細胞間の認識と関係して重要である。細胞表面を覆う N 型糖鎖
は、クラスタを形成して個々の糖鎖分子では成し得ない高度な細胞認識を実現していると考え
られている。実際に、ウィルス表面糖鎖を認識するワクチンの開発も進められており、がんやウ
イルス感染といった病気の解明、治療薬の標的ともなっている（Behrens, A. J. et al. Curr. Opin. 
Struct.  Biol. 2017, 44:125-133、Crispin, M. et al. Cuur. Opin. Virol. 2016, 18:70-75）。しかし、糖鎖ク
ラスタの立体構造に関する研究はほとんど行われておらず、糖鎖クラスタがどのように細胞や
受容体を識別するのか、分子レベルでわかっていることは極少ない。 
糖鎖の構造は複雑で柔軟なため、X線結晶構造解析をはじめ、従来の構造生物学的な解析で
立体構造を決定することができない。NMR分析やイオンモビリティー質量分析の技術的な進歩
に伴い複雑な糖鎖構造の識別や定量解析が可能になってきたが、立体構造情報は未だ限定的な
状況にあり新たな技術基盤が必要である。分子動力学―MD (Molecular Dynamics)―計算は、DNA
やタンパク質など生体分子の立体構造ダイナミクスの研究に広く用いられており、糖鎖の立体
構造情報を得る有力な手段となりえる。研究開始当初、申請者らは、タンパク質の立体構造予測
で広く用いられているレプリカ交換MD法（REMD法, Replica-Exchange Molecular Dynamics法）
（Sugita, Y.; Okamoto, Y. Chem. Phys. Lett. 1999, 314:141–151）を一早く糖鎖の問題に適用し、糖鎖
の立体構造アンサンブル（柔軟な生体分子構造を表現する、複数の立体構造からなる構造モデル）
を原子解像度で求める計算基盤を構築していた。この手法は、温度の異なる複数のレプリカ（系
のコピー）の MD計算を並列•独立に実行し、ある頻度で隣接する温度を交換することで、定温
の MD 計算では実現できない広い構造空間の探索を可能にする。一方で、計算の標的は水中の
単一糖鎖に限られており、ウィルス表面糖鎖のように、多数の糖鎖が集積した「糖鎖集合系」の
計算に適用できる段階ではなかった。 

 
 
２．研究の目的 
本課題では、糖鎖クラスタの分子動力学計算モデルを確立し、それを応用しウイルス表面を
覆う糖鎖クラスタの立体構造を明らかにした上で、表面糖鎖の遮蔽効果を取り込んだエピトー
プ予測を実現することを目的とした。そのために、(1)実験データに基づくリアリスティックな
糖鎖を結合したモデルの作成、(2)糖鎖集合系の計算と解析手法の確立、(3)糖鎖を考慮したエピ
トープ予測法の構築を具体的な目標として、これらを通じてウィルス表面での糖鎖クラスタ形
成の有無と糖鎖種による違いを明らかにすることを目指した。 
 
３．研究の方法 
本課題では、具体的な対象としてラッサ熱ウィルスの糖タンパク質 3量体モデル（LASV GPC: 

Lassa virus glycoprotein complex）に着目した。この系については、X線結晶構造が存在し表面に
結合する糖鎖種も同定されている（Watanabe, Y. et al. PNAS 2018, 115:7320-7325、Hastie, K. M. et 
al. Science 2017, 356:923-928）。そこで、結晶構造（PDBID: 5VK2）に基づき、33本の結合糖鎖を
ウェブツール CHARMM-GUI Glycan Modelerを用いて付加したモデルを作成した。分子動力学計
算は、CHARMM36m力場と TIP3Pパラメタを用いて、300 K、1 atmの定圧条件下（NPT）で行
った。各系に対して、100 nsの平衡化計算を実施した後、1μsの計算を実施した。次いで、糖鎖
の構造探索を加速するために、レプリカ交換法の一つである generalized Replica-Exchange Solute 

図 1 計算に用いた複合糖鎖モデル（モデル 3）の構造とタンパク質アミノ酸残基の揺らぎ

（モデル 2はオリゴマンノース糖鎖モデル） 



Tempering（gREST）法（Kamiya, M.; Sugita, Y. J. Chem. Phys. 2018, 149:072304）を用いた計算も
実施した。この手法では、部分系のみでレプリカ交換を行うことで、精度を保ちつつ計算コスト
を大幅に軽減できる。本課題では、糖鎖の二面角エネルギー項のみを「Solute」として、4 レプ
リカ（Solute temperature: 300.0 K、316.7 K、 336.3 K、356.5 K）を用いた。すべての計算は、GENESIS
プログラム（J. Jung et al. Wiley Interdiscip. Rev. Comput. Mol. Sci.2015, C. Kobayashi et al. J. Comput. 
Chem. 2017）を用いて行った。エピトープ予測には、既存の配列・構造ベースの手法（BepiPred
と Ellipro）を用いた。具体的には、分子動力学計算から得られた糖鎖の立体構造ダイナミクスの
情報をスコア化し、上記手法で得られたスコアと組み合わせることで総合的に評価する手法を
構築した。 
 
４．研究成果 
（１）Lasv GPC表面糖鎖の立体構造ダイナミクス（計算モデルと解析） 
結合糖鎖の種類による違いも見るために、結合糖鎖なし（モデル１）、オリゴマンノース型
（Man9GlcNAc2）のみ（モデル 2）、オリゴマンノース、複合型、ハイブリッド型 N型糖鎖が結
合（モデル 3）した 3つのモデルを構築し分子動力学計算を実施した。図 1には、モデル 3に対
して実験的に最も分布が多いとされる結合糖鎖（Watanabe, Y. et al. PNAS 2018, 115:7320-7325、
Hastie, K. M. et al. Science 2017, 356:923-928）と CHARMM-GUIを用いて構築した全原子モデ
ルを示す。また、モデル 2とモデル 3のGPCのCα原子に対して求めた平均二乗揺らぎ（RMSF）
を示す。両モデルともに糖鎖なし（モデル 1）の RMSFと比べ大きな違いは見られない。従って、
表面糖鎖がタンパク質運動に与える影響は小さいと言える。モデル 1と比べて Gly391付近のピ
ークが顕著に抑制されているのは、近接する結合糖鎖とのタンパク質―糖鎖相互作用によるも
のと考えられる。また、モデル 3 特異的に Ala202 付近のピークが抑制されているが、モデル 2
とモデル 3 の揺らぎは全体的に酷似しており、結合糖鎖の種類によりタンパク質機能が大きく
異なるとは考えにくい。 
タンパク質表面を覆う結合糖鎖の影響を調べるために、GP1 と GP2 ドメインの溶媒露出表面積
（Solvent Accessible Surface Area: SASA）を糖鎖がある場合と無い場合とで計算し、それらの値か
ら糖鎖による遮蔽度合いを求めた。図 2は、モデル 2とモデル 3に対して、大きさの異なるプロ
ーブ球（水分子に相当する 1.4Åから抗体の部分構造を模した大きな値まで）を用いて求めた各
ドメインの遮蔽度合いを示す。全領域で GP1の遮蔽度合いが GP2よりも高く、その差はプロー
ブ球の値が大きくなるにつれて顕著に
なる。つまり、受容体や抗体は GP1 よ
りも GP2 ドメインに優位に結合するこ
とを示唆する。この傾向は糖鎖修飾の進
んだモデル 3でより顕著になっており、
糖鎖修飾の進行が特異的な分子認識機
能の獲得と関係することを示唆する。 
次いで、モデル 3に対して、ウィルス表
面での糖鎖クラスタ形成の有無を調べ
るために糖鎖間コンタクトを解析した。
ここでは、各糖鎖ペアに対して重原子間
距離が 5Å未満ならコンタクトしている
と見なした。その結果、図 3に示すよう
な 2 種類のクラスタが形成されている
ことがわかった。一つは、LASV GPCを
構成するプロトマー（単量体）の GP1結
合糖鎖（N79、N99、N109、N167）と GP2
結合糖鎖（N365、N390、および N395）
を含むプロトマー内クラスタで、他方は
3つのプロトマー（3量体）の GP1結合
糖鎖N119からなるプロトマー間クラス
タである。前者は GPC側面（特に GP2
部分）を、後者は GPC上部（GP1部分）
を遮蔽している。プロトマー間クラスタ
は宿主細胞への侵入に関連する α-ジス
トログリカン（α-DG）との結合部位を覆
う一方、プロトマー内クラスタはGP1解
離に関連するリソソーム関連膜タンパ
ク質 1（LAMP1）の結合部位を覆ってい
る。表面糖鎖は、クラスタを形成するこ
とで、機能部位を効率的に保護している
ことを示唆する。 
 

図 2 タンパク質表面の糖鎖遮蔽度合い 

図 3 プロトマー内・プロトマー間クラスター 



（２）糖鎖を考慮したエピトープ予
測 
分子動力学計算から得られた表面糖
鎖の立体構造ダイナミクス情報を用
いて、抗体のエピトープ予測を試み
た。インシリコの抗体エピトープ予
測では、これまで配列・構造ベース
の様々な手法が開発され広く用いら
れてきた。しかし、現状では表面糖
鎖の影響は考慮されておらず、分子
動力学計算から得られた糖鎖の立体
構造情報を組み合わせることで予測
精度の向上が期待される。具体的に
は、分子動力学計算から求めた表面
糖鎖の構造揺らぎ、SASA値、微視的
相互作用の情報をスコア化し、既存
の配列・構造ベースの手法で求めた
スコアと組み合わせてエピトープを
予測した。その結果、LASV の既知
エピトープが正しく予測されただけ
でなく、新たなエピトープ候補の情
報も得ることができた（図 3）。 
 
（３）gREST法を用いた糖鎖構造探
索の加速 
最後に、糖鎖の構造探索を加速する
ために、４レプリカを用いた gREST
計算を実施した。gRESTの溶質温度
（Solute temperature）は、GENESISに実装されている自動チューニングを用いて決定した。初期
温度を 300.0 K、410.0 K、510.0 K、610.0 Kに設定し、交換率が 25%になるようチューニングし
た結果、最終的な溶質温度は 300.00 K、316.7 K、336.3 K、356.5 Kとなった。各レプリカあたり
300 nsの計算（全体で 300 ns x 4レプリカ = 1.2 μs相当）を行った結果、レプリカ交換の受容比
は平均して 18.4%となり、各レプリカの間で交換が適切に行われていることを確認した。糖鎖間
コンタクトを解析した結果、通常の分子動力学計算では見えなかった、あるいは見えにくかった
プロトマー間コンタクトが捕らえられていることもわかった。4レプリカを用いて糖鎖の二面角
エネルギー項の温度を少し高めた（二面角の回転障壁を少し弱めた）だけでも、構造探索が有意
に加速それることを示した。同時に、プロトマー間クラスタが複数存在する可能性も見いだした。 
 
（４）まとめ 
本課題では、糖鎖クラスタの分子動力学計算モデルを確立し、具体例としてラッサ熱ウィル
ス表面を覆う糖鎖クラスタの立体構造を予測した。gREST 法を用いることで糖鎖構造探索を有
意に加速しうることを示したほか、分子動力学計算の結果を従来の配列・構造ベースのエピトー
プ予測と組み合わせることで、表面糖鎖を考慮した高精度エピトープ予測にも成功した。本研究
の成果は、ウィルス表面の糖鎖が、単に立体的な遮蔽をもたらすだけでなく、クラスタ形成によ
り微細な「機能環境」を形成していることを示唆するもので、今後、実験的な糖鎖構造解析とと
もに、ウィルス表面糖鎖の立体構造に基づいた機能解析への展開が期待される。 

図４糖鎖を考慮したエピトープ予測結果 

図 3 糖鎖間コンタクト解析の比較 
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