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研究成果の概要（和文）：共通のpMHCに対し特異性の高低の差のあるTCRとの共結晶構造（3C5Z, 3C60）を用い
て、MM/PB(GB)SAの計算条件を検討した。MM/PBSA, MM/GBSAいずれにおいても、計算値の変動は30kCal/mol前後
におよんだ。残基間相互作用の精密解析により、TCR-pMHCの認識の特異・非特異性を理解するよう方針変更し
た。共通のpMHCを含むTCRとの共結晶５つについて、被提示ペプチドのP2, P3, P5, P8の部位に7、8、2、3種の
変異を入れた構造を生成、構造を最適化の後FMO計算を行った。PIEDAにより残基間の相互作用の精密な解析が可
能となった。

研究成果の概要（英文）：MM/PB(GB)SA calculation conditions were searched using co-crystal structures
 including common pMHC, and TCRs having different binding spectra, 3C5Z (narrow) and 3C60 (broad). 
Calculated binding free-energy fluctuated within about 30 kCal/mol, too large to the purpose. I 
exchanged the strategy to understand binding specificity based on precise residue-residue 
interaction, which are provide by fragment molecular orbital (FMO) method. Five co-crystal 
structures, 3C5Z, 3C60, 3C6L, 4P5T and 3RDT, having common pMHC and TCRs of different binding 
spectra were selected. Mutations in the sequence of presented peptide at position 2, 3, 5, 8 with 7,
 8, 2 and 3 kinds, respectively, were generated and optimized. FMO calculations were performed for 
the structures and Pair Interaction Energy Decomposition Analysis (PIEDA) were dene. Detailed 
analyses of interaction energies between residues of TCR and pMHC were enabled.  

研究分野： 情報学
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１．研究開始当初の背景 
T 細胞受容体と、被提示ペプチド＋MHC(以
下TCR-pMHC)の相互作用はT細胞の細胞運
命を決定するにも拘わらず、その結合に関す
る知見はかなり限られている。一般的に
TCR-pMHC 相互作用は被提示ペプチドに特
異的と思われているが、結合スペクトラム、
あるいは結合プロファイルとも言うべき結
合特性を実験的に決定する場合は膨大な手
間がかかり実質不可能である。In silico で結
合の自由エネルギーを算出する試みは、
Michielin & Karplus, Flower らにより熱力
学的積分法や自由エネルギー摂動法により
試みられているが、比較的弱い相互作用に限
られ、また、精密に求めるには膨大な計算量
を必要とするため、結合プロファイルを求め
ることは非現実的であるように思われた。ま
た、Kosmrlj, Chakraborty らのグループは
TCR-pMHC を string model と
Miyazawa-Jernigan 行列により評価する方
法を提案し、それなりに注目を集めたが、モ
デルが単純化されすぎており、実際の計算に
耐えるものかは疑問である。一方、水分子を
連 続 体近似 し 、非静 電 的相互 作 用 を
accessible surface area で評価、分子動力学
により結合状態と乖離状態の多数の構造を
分子動力学(MD)によりサンプリングし、各構
造での乖離－結合状態のエネルギー差をも
とめ平均化することにより結合自由エネル
ギーを求める手法（MM/PB(GB)SA）は現実
的な計算量（数 10 nSec）で実験値と比較的
良い相関を示す計算手法、という認識が受け
入れられていた。計算精度の妥当性は対象と
する系にも依存するため、MM/PB(GB)SA に
よる計算について多くの報告がなされてい
たが、あまり明瞭な結論は出ていなかったと
いうのが実情である。一方、多くのコアを持
つ画像ボードを汎用の計算に用いて効率的
に数値計算を進める手法が、ハード(GPGPU
と称される)、ソフトの両面で急速に進展しつ
つあった。分子動力学、量子力学等において
も代表的なプログラムが、GPGPU への対応
を進めており、計算の効率化が図られていた。
研究代表者は、長年にわたり TCR-pMHC 相
互作用の計算に従事していたため、GPGPU
を用いて MD 計算を効率的に行い、
MM/PB(GB)SA により現実的な計算時間で
TCR-pMHC の結合プロファイルを計算し得
る、と予想し、また、予備的な計算でも良好
な結果を示していたので、遺伝子配列と
homology modeling に基づく TCR を大量に
生成し、それぞれの TCR に関して結合プロ
フ ァ イ ル を 計 算 し 、 固 体 内 で の
TCR-repertoire の稠密性を評価することを
目指した。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、GPGPU を実装した高速計
算 機 を 用 い 、 MM-PB(GB)SA に よ り
TCR-pMHC 間の結合自由エネルギーを求

める手法を確立し、結晶構造の得られている
いくつかの TCR-pMHC complex の提示ペプ
チドに系統的なミューテーションを入れた
多くの complex 構造を生成・計算すること
によりそのTCRの結合プロファイルを求め、
更にある程度ランダムに TCR, ペプチドの
適切な組み合わせの構造を生成し、その
complex に関して計算することにより、胸腺
における T 細胞選択と自己寛容、外部エピト
ープへの応答の関係を明らかにすることで
ある。 
 
３．研究の方法 
上記目的を達成するために、 
（１）TCR-pMHC complex の MD を行い、
MM-PB(GB)SA により結合自由エネルギーを計
算するために必要な諸パラメーターを決定
する、 
（２）結合特性に関してある程度知見の得ら
れている TCR-pMHC の組み合わせ、例えば特
異性の高い認識をする TCR と pMHC との組み
合わせと、比較的広い認識をする TCR-pMHC
の組み合わせそれぞれに関して、系統的に配
列に変異を加えたペプチドとの結合エネル
ギーを計算し、結合プロファイルを求める、 
（３）マウスゲノムから TCR 遺伝子を構成さ
れる機序に基づき TCR 遺伝子を構成し、その
配列に基づき、ホモロジーモデリングにより
３次元構造を決定する。この手法の確立によ
り、遺伝子情報に基づき、結晶構造解析の有
無に拘わらずかなり広範な TCR-pMHC に対し
て MD、MM-PB(GB)SA を行うことが出来るよう
になる、 
（４）（３）により構成された種々の TCR-pMHC 
complex に対し、MD, MM-PB(GB)SA を行い、
胸腺に於いて選択されるクローンの結合特
性、特に自己ペプチド及び外来 microbe のエ
ピトープに関して比較・検討を行う、という
アプローチをとる。 
 
４．研究成果 
（１）MM/PB(GB)SA 計算について 
(i) 計 算 条 件 の 設 定  既 設 の 数 台 の
Workstation に加え、新たに Supermicro 社製
dual CPU の Workstation を購入、nVidia 製
の GPGPU, Tesla c2075, K20 等を装着、Amber 
V.12 もしくは V.14 を用い主として定温、定
圧、Langevin 過程を用いて計算を行った。
計算対象として、TCR-pMHC の結合プロファイ
ルを調べる目的で、共通のpMHCを認識する、
特異的な TCR を含む PDBID 3C5Z 及び高度に
交差反応性の認識をする TCRを含む 3C60 を、
TCR の定常ドメインを除いたもの、及び複合
体全体を含むものに（溶媒を含み、原子数そ
れぞれ約 140000、180000）を用いた。計算時
間は、数 10～200ｎSec を行った。140000 原
子の場合、Tesla C2075１枚を併用する計算
で 10 nSec/day の計算効率であった。これら
の TCR-pMHC に関しては、Huseby らにより構
造、被提示ペプチド上の変位の影響がかなり



詳細に調べられている。下に、MD により
MM/PB(GB)SA により結合自由エネルギーを計
算した結果をしめす。各ポイントは 10 nSec
の MD によるものである。横軸に MM/GBSA, 縦
軸に MM/PBSA の結果をしめしてある。 
 

 

 

 
      (単位は kCal/mol) 
 
GBSA と PBSA とはかなり良く相関しているこ
とは明らかである。しかし、いずれも値の変
動は大きく、20 回の run で 30 kCal 以上変
動している。同一の構造に対して軌跡ごとに
これだけ変動しては、被提示ペプチドの配列
依存性を調べることは困難である。 
 
(ii) MMPBSA の問題点 用いられている相互
作用の近似がかなり粗い。分子内ポテンシャ
ルはまだしも、受容体（蛋白質）－リガンド
（以下 R-L）間静電相互作用、ファン デア 
ワールス 相互作用、溶媒の影響（極性及び
非極性の）、エントロピーの評価法に問題が
ある。我々の計算結果は、軌跡ごとの変動を
示しているが、これは、サンプリングされた
構造の差がエネルギー評価の変動を生んだ
と見なしえる。MM/PB(GB)SA は元来、R-L の
結合エネルギーを評価する目的で開発され
た手法であり、対象によってはかなり良い成
績が報告されている。これらの系では、リガ
ンドが小分子であり、リガンドと相互作用す
る受容体の部分もかなり限局されるため、構
造の変動の影響が大きく現れないと思われ
る。我々の対象としている系は、被提示ペプ
チドのみならず、MHC 分子の、２つのαへリ
ックスを TCR の CDRα1, CDRα2, CDRβ1, 
CDRβ2 分子が覆い、さらに、TCR の定常ドメ
イン、MHC 分子α2, β2 ドメインは MD 時か
なり大きく動くことがVMDなどのビュワーで
見て取れる。これらの動きも遠距離ポテンシ

ャルを介して当然結合エネルギーに影響を
与える。通常、R-L 結合部位に存在する水分
子は、水素結合、疎水性相互作用を介して結
合エネルギーに大きな影響を与えることが
予想される。MM/PB(GB)SA では、これらの水
分子の影響を単純に一様な誘電体＋表面積
の効果として扱うことになるが、この近似は
大きな誤差を生むことが予想される。特に、
TCR-pMHC の系では、結合面にかなりの水分子
を含み、その水分子には、バルクの水の様に
ほぼ拘束がなく動き回るものがある一方、特
定の部位にほとんど固定された状態のもの
もある。これらの水分子をどの様に扱うかに
より、計算値に大きな差が生じると思われる。
対象とした系は 140000 原子から 180000 原子
で MD における相空間は膨大な次元となり、
その中で 10 nSec から 100 nSec という軌跡
（この手法では短い方では無い）はおそらく
全く不十分なのであろう。では、妥当なサン
プリングとは何か、という問いは、MD から統
計力学的量を求める場合に最も本質的であ
りながら尤もらしい答えは全く得られてい
ない。マルチカノニカル サンプリング, レ
プリカ交換法といった、より広域の状態まで
サンプリングする手法は提案されても、これ
で十分条件は示されていない。 
上記理由により TCR-pMHC の結合自由エネル
ギーを求め、結合プロファイルを描くことが
差し当たって困難となったため、研究の
strategy を変更することとした。すなわち、
分子認識に関与する相互作用を精密に解析
することにより、TCR-pMHC の認識の特異・非
特異性を理解しようという方針である。 
 
（２）FMO 計算 
(i) Fragment molecular orbital (FMO) 
分子を適当な断片に分け（タンパクなら１残
基～２残基、核酸なら１塩基、というように） 
各残基内で、他の残基は時間平均した固定さ
れた外場として扱い、自己無同着になるまで
その断片の分子軌道を計算、全ての断片につ
いて計算後、再び新たな断片ごとの電子軌道
に関して（外場としての効果を更新して）自
己無同着となるまで計算する。これを収束す
るまで繰り返すことにより分子全体に関し
ての電子軌道を得る。リガンドとの結合の精
密な評価に用いられ、創薬においても重要な
于法となってきている。巨大タンパク質間の
相互作用に適用するにはいくつかの問題が
あるが、前述の理由による方針変更の選択枝
の一つとして適用を試みた。京に移植された
ABINIT-MP で、MP-2，631-Gd のレベルで計算
を行い、各残基間の相互作用エネルギーを求
めた。さらに、PIEDA 計算(相互作用を静電項、
交換反発項、電荷移動項、分散項に分離)を
行い、各残基間の相互作用を計算した。 
(ii) 計算対象 共通の pMHC を認識する、結
合特性のことなる TCR との共結晶 
PDBID: 3C5Z, 3C6L, 3C60, 3RDT, 4P5T の TCR 
バリアブル ドメイン、MHC のα1, β1各ド



メイン,被提示ペプチドの計約 400 残基に、
被提示ペプチドにそれぞれのTCRで応答に差
のでる以下の変位を入れた構造 
P2: E, F, G, I, L, Y, W, Q(WT) 
P3: F, H, L, P, Q, T, V, Y, K(WT) 
P5: P, W, K(WT) 
P8: P, W, D, K(WT) 
（P2, P3, P5, P8 は被提示ペプチド上、TCR
に向かって突き出た残基である） 

の、計 105 （21 X 5）構造 

 
(From Huseby et al. Cell 112:247 (2008)
被提示ペプチド上の変異がT細胞応答に与え
る影響を示した図。赤矢印の変位を入れた構
造を生成した。 
(ii) 構造の標準化の必要性 変位を導入し
ているためそのままでは構造に大きな歪み
を生じており、不自然な構造をとっている。
FMO 計算は極めて構造に鋭敏であり、それぞ
れの構造間で、変位の比較を行うためにも構
造の標準化が必要であり、ポテンシャルエネ
ルギーが最低の状態が尤も自然であるが、ポ
テンシャル空間も極めて高次元であるため、
最安定構造を決定することは必ずしも簡単
では無い。比較容易に計算しえる最安定構造
の決定法として、レプリカ交換法 ->  
擬似焼き鈍し法(simulated annealing)で得
られた構造をいくつか比較し一致すれば妥
当と見なす、という方針が考えられ、報告者
が利用できる計算環境では現実的と思われ
た。これだけ大きな系でレプリカ交換法を行
うのはかなりの計算時間を要することが予

想され、また、各レプリカ間の温度差のとり
方も検討を要する事項である。実際に予備的
計算を行った結果、１６レプリカを温度差
１℃～１．５℃で並走させることが、変性を
来さない温度範囲（１５℃～２２．５℃）で
十分な交換効率が得られ、それなりにポテン
シャル障壁を越えて広範な相空間を探索し
ているのでは、と考えている。しかし、蛋白
質のポテンシャルのエネルギーのような超
高次元空間のエネルギー ランドスケープ
に関しての知見はほとんど無く、合理的根拠
を持ったレプリカ交換法の探索条件の設定
は一般的にはまだほとんど手つかずの状態
である。今回は、計算構造の数の膨大なこと
（105 構造）、レプリカ交換法による MD の計
算コストがかなり大きいことから、通常用い
られているポテンシャルエネルギーの最小
化（最急降下法＋共役勾配法）により構造を
決定した。 
 (iv) 計算結果 
P2 変位に関して 
CDR1α： 3C60 3 つの近い残基（Gly, Tyr, 
Pro）との相互作用は絶対値が小さく（最も
大きい Tyr と Glu 変異でさえ 3kCal 以下。他
の相互作用は 1 kCal 以下）ほとんど変化な
し。3C5Z, 3C6L, 4P5T: 変異により大きく変
動する。3C5Z においては変異間で差がみられ
Tyr と Glu 変異は-20kCal 程度、Trp, Tyr 変
異も 2kCal 程度である。3C6L においては
Asp(26),Asp(30)の変異に対する変動が大き
く、特に Glu 変異に対して 30kCal 以上の静
電的エネルギーを示す。Thr(28)、Phe(29)は、
多くの変異に対し電荷移動、分散、交換反発
による相互作用を１～２kcal の程度示す。
4P5T の相互作用もかなり 3C6L と近いが、
Asp(30)に関して、Phe 変異に対して電荷移動
のエネルギーを示さず、Tyr 変異に対して
3C6L が反発のエネルギーを示したのに対し、
引力（負）のエネルギーを示している。この
ような差は第一原理(ab-initio)計算で初め
て明らかとなることである。 
CDR3α：3C60 3 つの近い残基（Ser(94), 
Gly(95), Thr(96)）との相互作用は絶対値が
小さく（最も大きい Thr と Glu 変異でさえ
3kCal 以下。他の相互作用は 1 kCal 以下）ほ
とんど変化なし。3C5Z, 3C6L, 4P5T: CDR 上
のある残基は、変異により大きく変動する。
3C5ZにおいてはAsn(96)において変異間で差
がみられ多くの変異に対して電荷移動と分
散相互作用による負のエネルギーが-6kCal
～-8kCal である。興味深いことは、Glu 変異
に対し、静電相互作用よりも分散によるエネ
ルギー寄与の方が大きいことである。3C6L に
おいては Asp(94)の挙動であるが、Phe, Tyr
変異に対し電荷移動、分散相互作用による負
エネルギーを示すが、全ての変異に対して
5kcal 以上の反発の静電エネルギーをしめし



ていることであり、特に Glu 変異に対して
40kcal 以上のエネルギーを示す。一方
Arg(96)の変異に対する変動は全てが静電エ
ネルギーであるが、Glu 変異(約 26kcal)以外
は WT より小さく 1kcal ほどである。4P5T の
Arg(94)の相互作用はかなり 3C6L の Arg(96)
と近いが、-6kcal 程度とより強い静電相互作
用を示す。Asp(95)に関しては、Phe,Tyr 変異
に対して電荷移動、分散のエネルギーを示す
が、静電エネルギーは Tyr 変異で-1.6kcal を
とる以外は中性残基では 3～5kcal をとり、
Glu 変位では 38kcal ほどである。に対して
3C6L が反発のエネルギーを示したのに対し、
引力（負）のエネルギーを示している。この
ような差は第一原理(ab-initio)計算で初め
て明らかとなることである。 
 
P3 変位に関して 
CDR1αは、P3 変位に関してあまり差を示さ
ず、ただ、3C6L Asp(26),Asp(30), 4P5T 
asp(30)は-2～-6kcal ほどの静電エネルギー
を示す。しかし、WT の Lys が-30kcal 程の値
を示すこと考慮すると、3C6L, 4P5T はかなり
エネルギー的に不安定化するといってよい。 
CDR3αは、3C60 では Arg(99)以外は中性残基
ばかりで殆ど変異に関して差を示さない一
方、3C5Z はやはり Lys(99)以外は中性残基で
あるが、Asn(96)においては, 多くの変異い
大して負の静電相互作用(-2～-4kcal)のみ
ならず、-1kcal程度の電荷移動および-2 kcal
程度の分散エネルギーを示す。が、WT との間
に示すエネルギー 26kcal と比べると不安定
化するといえる。Thr(97)の変動は変異の種
類により変化に富む。陽性電荷を持つ His の
変異および WT では、負の静電エネルギーが
大きいが、電荷移動、分散エネルギーも-1～
-2kcal のエネルギーを示す。 
3C6L においては、Asp(94), Asn(95), Arg(96)
と並び、Asp は WT で-32kcal の大きな静電エ
ネルギーを示し、他の変位では、-3 から
-11kcal の静電エネルギーを示す。また、Tyr
変位に対して、-1 -2kcal の電荷移動、分散
エネルギーを示す。他の変位に対してはこの
両エネルギーは殆ど無い。Asn は中性である
が、WT、His に対して各々-25kcal、-2.3kcal
という静電エネルギーを示す。Tyr 変位に対
して6kCalという正の静電エネルギーを示す。
他の変位に対しては概ね1kcal程度の変動で
ある。Arg に関しては WT に対し、33kCal の
静電エネルギーを示し、他の変異に関しては
1.5～2kcal 程度の静電エネルギーを示す。
4P5T においては、Arg(94), Asp(95)は概ね
3C6L の同じ残基と近い振る舞いを示す。 
 
P5 変異に関して 
CDR1βは、3C5Z においては Asp(28), Tyr(29)

いずれも変異が 30kcal, 15kcal 程度の不安
定化を招くのに比し、3C60, 3C6L, 4P5T にお
いては 1kcal 程度の安定化をもたらす。 
CDR3βは、Asp(93)はいずれの TCR にも共通
であり、WTからの変異に対し、30kcal 程度
の不安定化をもたらす。3C60, 4P5T の
Phe(94)、3C6L の Ala(94)は WT、変異体いず
れに対しても1kcal以下の弱い相互作用しか
示さない。3C5Z の Ser(94)は-8kcal ほど
の値を示す。Trp(95)も 3C60, 3C6L, 4P5T に
共通であるが、変異に対し、各々、13kcal、
6kcal, 10kcal,(Pro)程、の不安定化、3C6L, 
5P5T の Trp 変異に対して各々、0kCal, 9kCal
の不安定化をもたらす。 
 
P8 変異に関して 
CDR1βは、3C60 においては、His(27),Asn(28), 
Tyr(29)において、変異に対する変動が比較
的小いのに比し(9kCal から-4kCal)、3C5Z の
His(27), Asp(28)は変異が 30kcal, 15kcal
程度の不安定化を招く。Tyr(29)に関しては
10kCal の安定化をもたらす。3C6L において
は、Asp 変異は His(27), Asn(28),において
25kCal、5kCal 程の安定化をもたらすが、他
の変異に関しては変動は小さい。4P5T におい
ては、His(27)において、Asp 変異は何故か
16kCal の不安定化をもたらす。また、Asn(28)
においても、Asp 変異は 12kCal 程度の不安定
化をもたらす。3C6L において見られた、電荷
移動、分散エネルギーによる安定化は、4P5T
では殆ど見られない。 
CDR3βは Asp(93)は 3C60, 3C5Z, 3C6L, 4P5T
に関して共通であり、変異に対する変動も殆
ど同じである。また、3C60, 4P5T に共通な
Asp(97)においても殆ど同じである。3C60, 
3C5Z, 3C6L,4P5T いずれにおいても、94 番残
基、95 番残基において、変異は安定化をもた
らすが、そその範囲は 3C60 においては
-27kCal, -11kCal であるのに対し、3C5Z に
おいては -12kCal, -5.7kCal, 3C6L におい
ては-12kCal, -4kCal,4P5T においては
-19kCal, -4kCal ほどであり、3C60 において
の安定化が大きい。 
 
以上より取りあえず TCR-pMHC のような比較
的大きなタンパク間の相互作用がFMO, PIEDA
により残基レベルでその性質（静電、交換反
発、電荷移動、分散）を含む定量的議論が可
能となったと言えよう。更なる解析を現在進
めており、論文発表は準備中である。 
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