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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、構造柔軟性を持つ糖鎖リガンドに着目し、計算機を用いた低親和性複合体
の構造予測に必要な計算基盤を構築した。既存のCHARMM糖鎖力場に対して新たなCMAP補正を開発し、レプリカ交換アン
ブレラサンプリングを用いて実験的な糖鎖構造を良く再現することに成功した。レクチンと糖鎖複合体構造の初期モデ
リングを行い、今後の本計算に向けた予備的な知見を得た。

研究成果の概要（英文）：Protein-ligand interaction is essential for numerous biological functions. We focu
sed on the biding of a flexible ligand as glycan and built a computational basis for the prediction of wee
kly bound protein-ligand complexes. We have developed the CMAP correction for glycans based on the origina
l CHARMM force field and tested for small models using the replica-exchange umbrella sampling method. The 
results show that new CMAP correction gives better description of glycan conformations compared with the o
riginal CHARMM force field. We have also examined the N-glycan binding of OS9 lectin by using the conventi
onal molecular dynamics simulation. The results show the importance of WW motif as suggested by the experi
ment, but imply the presence of other factors governing the binding affinity of OS9-glycan interactions. T
hese outcomes are all relevant to develop the computational method for the prediction of weekly bound prot
ein-ligand complex structures.
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１．研究開始当初の背景 
タンパク質によるリガンド認識は、生物科学
のみならず創薬化学においても中心的課題
の１つである。リガンド認識については、古
くからタンパク質を鍵穴、基質を鍵とみなす
「鍵と鍵穴モデル」を用いて理解されてきた。
このモデルはタンパク質と基質ともに剛体
であると仮定しており、現実にそぐわないも
のであるが、低分子化合物をリガンドとする
分子認識機構を良く説明できる場合もある。
しかし、近年、タンパク質や基質の構造柔軟
性を取り入れた分子認識機構（適合融合モデ
ルや構造選択モデルなど）が複数提案され、
実験的にも理論的にも検証されつつある。糖
鎖をリガンドとした場合、糖鎖は他の基質と
比べ際立って高い柔軟性を持つため「複数鍵
モデル」が提案されている。糖鎖は複数のコ
ンフォマーをとっており、その各々が別々の
認識に用いられているというモデルである。
我々は近年、このモデルを検証するため、溶
液中の糖鎖構造の柔軟性を分子シミュレー
ションで検証し、NMR や質量分析などの実
験と良く一致する結果を得た。しかし、この
ようなモデルに基づく複合体構造予測法は
まだ確立されていない。また、構造解析が実
現できる程度の高親和性基質認識構造の予
測は可能であるが、低親和性複合体構造の予
測は非常に困難である。 
 
２．研究の目的 
原子レベルでの詳細な解析を行うためには、
複合体の X 線結晶構造解析が有効であるが、
糖鎖のような構造柔軟性を持つリガンド、低
い親和性を持つリガンドなどの認識機構を X
線結晶構造解析で解明するのは困難である。
本研究課題では、計算機を用いた新しいシミ
ュレーション技法を開発して、親和性が低く、
さらに構造に柔軟性のあるリガンド認識機
構の解明を目指す。具体的には、研究対象を
レクチン OS9 と低親和性糖鎖の複合体予測
と分子認識機構に限定し、その予測法の開発
と実際のシミュレーションを実施する。予測
構造のみならず、糖鎖とタンパク質結合距離
に対する自由エネルギー変化を記述するこ
とで、他の基質にも応用可能な一般的な手法
を提案することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
レクチン OS9 にターゲットを絞り、このタン
パク質が高親和性の糖鎖と低親和性の糖鎖
を認識する分子機構を解明する。また、その
ために必要な計算手法を独自に開発する。糖
鎖のような構造柔軟性を持つ低親和性リガ
ンドとの複合体構造を予測することは挑戦
的課題であるが、ここでは３つのステップに
分けて研究を行う。 
 
(1) 糖鎖構造の溶液中でのシミュレーショ
ンにより糖鎖が本来持つ柔軟性と安定構造
を予測する。 

 
(2) 既に 2.1Åの解像度で得られた高親和性
糖鎖との複合体構造のシミュレーションを
行い、複合体構造中での糖鎖の安定性および
高親和性糖鎖がレクチンに結合する分子機
構を解明する。 
 
(3) 同様の手法を低親和性糖鎖に適用し、高
親和性糖鎖の計算結果、および、NMR などの
実験結果と比較し、信頼できる予測法を確立
する。 
 
４．研究成果 
(1) 糖鎖の既存力場の検証と新たな CMAP 補
正の開発 
糖鎖が溶液中でとりうる立体構造分布の解
明は、低親和性糖鎖の結合構造予測を実現す
るための前提となる。溶液中の糖鎖は単一構
造ではなく幾つかのコンフォマーとして存
在することが知られており、それらがどの様
な形、割合で存在しているか（「柔軟性」）を
正しく記述出来るか否かが計算精度の信頼
性を多きく左右する。そこで、現在広く用い
られている AMBER と CHARMM 力場を用いて溶
液中の N 型複合型糖鎖の構造計算を行った。
その結果、各力場を用いた計算から求まる平
衡構造分布に顕著な違いが見られた。具体的
には、α1-6 グリコシド結合の回転配向（ゴ
ーシュゴーシュ、ゴーシュトランスなどで表
される）が大きく異なる。α1-6 結合は他の
グリコシド結合に比べ柔軟性が高いことが
知られており、糖鎖の全体構造に最も大きな
影響を与えると考えられる。そこで、近年精
力的に開発が進められている CHARMM 力場に
着目し、α1-6 結合の回転配向を表す 2 つの
パラメタ（ψとω）の改良を行った。本研究
では、既存のパラメタ決定に比べてより現実
的なモデル化合物を用いるとともに、タンパ
ク質ペプチド結合の2面角パラメタを改良す
る際に用いられる CMAP 補正をグリコシド結
合に応用することで既存力場の改良を試み
た。CMAP 補正は、既存力場関数にグリッド補
正を行い高精度量子化学計算のポテンシャ
ル面を再現する補正である。本研究では、糖
鎖α1-6グリコシド結合に対するCMAP補正を
開発し、新たな CMAP 補正を用いて 2糖、3糖
のモデル計算によりその精度を検証した。計
算には、十分な構造探索を行うためにレプリ
カ交換分子動力学（REMD）法を用いた。新た

図 1 温度をパラメタとしたレプリカ交換分子動力
学計算から求めたα1-6結合の（ψ/ω）分布. 



なパラメタを用いた REMD 計算により求めた
α1-6 結合の 2面角（ψ/ω）分布は、既存力
場の計算結果と比べ、実験値に近い配向分布
となっており、力場精度の改善が見られた。
しかし、その改善程度は当初の予想より小さ
く、さらなる検討を余儀なくされた。 
 
(2) 構造探索法の検証 
糖鎖の構造柔軟性を正しく求めるためには、
力場の精度とともに、十分な構造探索が必要
である。我々は柔軟性の高い糖鎖構造を十分
に探索するために、温度をパラメタとしたレ
プリカ交換分子動力学法（REMD）を用いてき
た。これまでの計算から、REMD 法を用いるこ
とで従来の分子動力学計算に比べ構造探索
を飛躍的に向上することができるものの、グ
リコシド結合の回転の様に比較的大きなエ
ネルギー障壁を伴う構造変化の探索を十分
に行えていない可能性は否めない。そこで、
α1-6 結合の 2つの二面角（ψ/ω）をパラメ
タとしたレプリカ交換アンブレラサンプリ
ング法（REUS）を用いて 2 糖、3 糖の計算を
行った。温度のみをパラメタとした REMD 計
算の結果に比べ、REUS 計算ではα1-6 結合の
2 面角（ψ/ω）空間が広く探索されており、
既存力場を用いた計算結果と新たな CMAP 補
正を用いたものとの違いも明白に見てとれ
る。以上の結果から、本研究で新たに開発し
た CMAP 補正を用いることで糖鎖構造の「柔
軟性」を高い信頼性で計算できること、及び
REUS 計算の様にグリコシド結合の回転に関
する座標をパラメタとした拡張アンサンブ
ル法を用いることで糖鎖構造の柔軟性を高
い精度で計算できることがわかった。 
 

(3) OS9 と糖鎖複合体構造解析 
2.1Åの解像度で得られた高親和性糖鎖との
複合体構造を用いた分子動力学シミュレー
ションを行い、複合体構造中での糖鎖の安定
性および結合様式を解析した。従来法を用い
た計算結果は、高親和性糖鎖との複合体構造
は非常に安定しており、実験で示唆された通
り、2つのトリプロファン（「WW モチーフ」）
が糖鎖リガンドの安定化に重要な役割を果
たしていることを支持する。低親和性糖鎖と
の複合体については、結晶構造がないため、
高親和性糖鎖の結晶構造を用いたモデリン
グにより初期構造を作成した。低親和性糖鎖

複合体の計算結果は、高親和性糖鎖のものに
比べ、複合体中の糖鎖リガンドが大きくゆら
いでいることを示唆する。計算から得られた
構造のクラスタリング解析を行った結果、高
親和性と低親和性糖鎖とで主な結合状態の
構造が異なることもわかってきた。タンパク
質—リガンド結合の解析に現在広く用いられ
る MMPBSA 法により結合エネルギーを求めた
結果も実験結果と一致する。しかし、糖鎖認
識で重要とされる「WW モチーフ」との相互作
用は、むしろ低親和性構造で安定に保たれて
おり、別の結合モードの寄与など、親和性の
違いが他の要因によることを示唆する。 
 
(4)まとめと今後の展望 
広く用いられている CHARMM 糖鎖力場に対し
て、新たな CMAP 補正を開発した。さらに、
レプリカ交換アンブレラサンプリング法を
用いたモデル糖鎖の計算により実験データ
を良く再現することもわかり、糖鎖複合体計
算を高い信頼性で行う計算基盤が得られた。
力場開発と構造探索法の検証に予想以上の
時間を要した結果、当初計画した OS9 と糖鎖
複合体構造の予測については、初期モデリン
グと従来法を用いた予備計算に留まった。従
来法を用いた計算は、実験的に示唆された
「WW モチーフ」を用いた糖鎖認識の重要性を
支持するものの、親和性の違いが他の要因に
よることを示唆する。今後、複合体構造の本
格的な計算を実施し、結晶構造とは異なる結
合モードの寄与NMRなどの実験結果と比較し、
信頼できる予測法の確立を目指す。 
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