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研究成果の概要（和文）：分子動力学計算により、DNA配列探索中の蛋白質のカイネティクスについて研究を行
った。ABFの方法を使って様々な方向にバイアスフォースを加えることで蛋白質の運動を調べた。結合サイトと
蛋白質重心間のベクトル方向に力を加えていくと、蛋白質がDNAの溝に沿ってらせん状に動いていく様子が見ら
れた。これは、DNA配列探索中の蛋白質がらせん運動していることを示唆する結果である。自由エネルギー計算
の結果からは、蛋白質がいったんDNAに結合すると、解離方向よりもスライド方向に移動しやすいことが分かっ
た。自由エネルギー地形から遷移状態理論をもとに遷移レートを計算するための理論的背景について検証を行っ
た。

研究成果の概要（英文）：Molecular dynamics simulations are performed to explore the kinetics of a 
protein searching for the recognition sequence of DNA. By applying bias force, various protein 
motions were induced. Among them, a possible motion was obtained when the bias force was applied to 
the direction from the binding site to the protein center of mass. Simulations with this setting 
successfully produced spiral motion of protein where the protein slides on the DNA while maintaining
 the DNA-protein contact surface. Results of free-energy calculations suggest that such protein 
sliding is much preferred to dissociation. Relation between free-energy profiles and transition rate
 constant is also discussed within the framework of transition state theory, which enables us to 
make more reliable discussion about the protein kinetics.

研究分野： 化学物理・生物物理

キーワード： 分子動力学シミュレーション　自由エネルギー　レアイベント　カイネティクス　レートコンスタント
　生体分子
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１．研究開始当初の背景 
数々のゲノム DNA の塩基配列が明らかに

なってきた。DNA に結合する蛋白質は、膨大
な DNA 塩基配列の中から、どのようにして
ターゲット配列を見つけ出すのだろうか？
配列探索の過程は、遺伝子発現の出発点とな
る重要な段階であり、これを分子レベルで捉
えることができれば、生命現象の本質的理解
につながる。これまでに一分子蛍光測定や
NMR測定が行われ、配列探索中の蛋白質は、
１次元サーチと３次元サーチの２つの過程
を利用していることが分かってきた（図１） 
[Zukrzewska, Lavery, Curr. Opin. Struct. Biol. 
2012]。１次元サーチでは、蛋白質が DNA に
沿ってスライドしながら移動するのに対し、
３次元サーチでは、DNA から離れて溶液中を
移動する（ホッピング、ジャンピング）。 
しかし、その分子レベルの様子については

明確になっていなかった。例えば、１次元サ
ーチで蛋白質が DNA 上をスライドする際、
DNA２重らせんの溝に沿ってらせん運動 
[Blainey et al, Nat. Struct. Biol. 2009] している
のか、それとも DNA の溝とは無関係にラン
ダム運動 [Kampmann, J. Biol. Chem. 2004] し
ているのか、といった点など、明確な答えは
得られていなかった。 

 
 

 
図１：実験データから考えられている蛋白質
の DNA 配列探索過程。 

 
２．研究の目的 
本研究課題の目的は、全原子モデルの動力

学計算シミュレーションを使って、自由エネ
ルギー地形を計算し、DNA 配列探索中の蛋白
質の分子動態を明らかにすることである。
DNA に結合した蛋白質の構造は、X 線や
NMR の実験から解かれており、配列による
結合状態の違いが明らかにされてきた。しか
し、配列探索中の蛋白質を捉えるには、結合
状態からの変化を調べる必要がある。これを
実験的手法のみから導くことは困難である。
本申請課題の特色は、結合状態の実験構造か
らシミュレーションを開始し、蛋白質の構造
変化と自由エネルギーをもとに、蛋白質の分

子動態を導きだそうとする点にある。そのた
め、自由エネルギー地形から分子動態を議論
するための理論的枠組みについても検証を
行った。 
 
３．研究の方法 

Adaptive Biasing Force (ABF) のアルゴリズ
ム [Darve et al, J. Chem. Phys. 2008] をもとに、
自由エネルギーの計算プログラムを開発し
た。そして、AMBER10 の分子動力学計算モ
ジュールに実装した。反応座標としては、原
子間距離、原子集団の重心間距離、DNA の
長軸ベクトルと蛋白質の重心間距離などを
利用できるようにした。また、多次元自由エ
ネルギー地形計算への拡張も行った。 

ABF法を実装したAMBER10プログラムを
使って、DNA とラックリプレッサー蛋白質を
対象に、分子動力学シミュレーションを行っ
た。初期構造には、NMR によって解かれて
いる２つの分子構造データを利用した。これ
ら２つは、DNA の配列に違いがあり、DNA
と蛋白質の構造にも違いがみられる。DNA と
ラックリプレッサー蛋白質をシミュレーシ
ョンボックスの真中に置き、周りに水分子を
並べ、３次元周期境界条件を課した。ボック
スサイズは、DNA と蛋白質が離れた状態でも
隣のイメージに接触しないように設定した。
蛋白質と DNA の力場パラメータは、それぞ
れAmber ff99SBと bsc0、水はTIP3Pを用いた。
系を中和するために、カウンターイオン K+

を加えた。 
最初、エネルギー極小化を行い、その後、

分子動力学シミュレーションを開始した。最
初は、原子位置に束縛をかけて平衡化を行い、
その後、300K、１気圧の条件でシミュレーシ
ョンを行った。シミュレーション中、水素原
子を含む共有結合の距離は拘束しながら、 2 
fs の時間ステップで運動方程式を解いた。温
度と圧力は、weak coupling により制御した。
系の平衡化後、ABF 法を用いて蛋白質にバイ
アスフォースを加え、蛋白質を元の結合サイ
トから変位させるシミュレーションを行っ
た。 
 
４．研究成果 
 初めに、開発した自由エネルギー計算プロ
グラムのテスト計算の結果を示す（図２）。
水中の C6H6分子の系をテスト系として、2つ
の分子重心間距離に対する自由エネルギー
地形を計算した。長時間シミュレーションか
ら求めたものと対応することを確認するこ
とで、開発したプログラムが自由エネルギー
を正しく計算できていることを確認した。 
 
 



図２：テスト計算の結果。（黒線）開発した
プログラムを使って計算した自由エネルギ
ープロファイル。（破線）長時間シミュレー
ションの分布から求めた結果。（赤線）動径
方向の空間的広がりに対応するする成分（ヤ
コビアン項）を含めた自由エネルギー。 
 
次に、開発した計算プログラムを使って、

DNA 配列探索中の蛋白質の分子動態を調査
した。DNA に結合した状態で、分動力学シミ
ュレーションを行い、ABF 法を使って蛋白質
の重心にバイアスフォースを加え、変化する
様子を調べた。このとき、バイアスフォース
を加える方向は、次の 3通りについて調査し
た。（１）結合サイトの重心と蛋白質の重心
を結ぶベクトル方向、（２）DNA の長軸方向
（３）DNA の長軸に垂直で、蛋白質の重心を
通るベクトル方向。 
（１）の場合、バイアスフォースを加えて

いっても、最初のうち、蛋白質はあまり変化
しなかったが、バイアスフォースがある程度
の大きさになった段階で、大きく動き始めた。
このとき、蛋白質は、DNA の表面からから離
れることはなく、らせん状に移動する様子が
見られた。この結果は、DNA 配列探索中のラ
ックリプレッサーが、ランダム運動ではなく、
らせん運動することを示唆するものである。 
通常の分子動力学計算では、このような蛋

白質の大きな変位は起こらない。今回の計算
では、人為的にバイアスフォースを加えて変
化を誘導したため、自然な熱揺らぎのもとで
の運動を観測できたわけではない。しかし、
バイアスフォースを少しずつ大きくしてい
くことで、もとの配置からもっとも起こりや
すい変化が誘導されたと考えられる。 
（２）の場合、蛋白質が DNA の長軸方向

に移動し始めると期待していたが、うまくい
かなかった。系に加わったエネルギーが、回
転運動の自由度に分配されてしまい、蛋白質
の運動をうまく誘導することができなかっ
た。 
（３）の場合は、蛋白質が DNA の表面か

ら離れていく方向に解離していく変化がみ
られた。また、その過程の自由エネルギー変
化を計算し、解離の自由エネルギー障壁が、
少なくとも 16 kcal/mol 程度あることが分か
った（図３）。 

 

 

図３：蛋白質－DNA の距離に対する自由エネ
ルギー変化。Specific と Nonspecific は、それ
ぞれ配列特異的結合状態、非特異的結合状態
に対する結果。 
 
得られた計算結果をもとに、蛋白質が DNA

配列を探索する分子動態について検討した。
前述したように、DNA に沿った１次元移動と
DNA から離れた３次元移動の２つが考えら
れているが、各頻度は、どの程度であろうか。
ここでは、蛋白質が DNA にいったん結合し
た状況を考えてみよう。結合した蛋白質が，
次に動くとすれば、DNA に沿った方向か、そ
れとも DNA から離れる方向であろうか。先
ほど示したように、解離の自由エネルギー障
壁は、少なくとも 16 kcal/mol 以上ある。一
方、DNA に沿ったスライド方向に対しては、
～8.7 kcal/mol あることが、先行研究により示
されている。両者の自由エネルギーの障壁を
比較すると、明らかに解離よりもスライド方
向の変化の方が起こりやすいといえる。また、
両者のエネルギーの差を、遷移の頻度に換算
するとexp [-(8.7-16)/kBT] = 1.9 × 105 となる。
これは、解離は、スライド 19 万回に 1 回程
度であることを示唆している。実際には、ス
ライド方向のエネルギー障壁は、8.7 kcal/mol
よりも低い可能性が指摘されており、そうで
あれば、スライドに対する解離の割合はさら
に小さくなると予想される。 
先ほど自由エネルギーの障壁をもとに遷

移レートの相対値を比較したが、より正確
には、エネルギー障壁の部分だけでなく他
の要素も考慮しなければならない。自由エ
ネルギー地形と分子運動の関係より慎重に
議論するため、自由エネルギーと遷移レート
の関係を検証した。遷移状態理論の形式を利
用すると、遷移レートコンスタント kTST は、
以下のように表される。 

   (1) 

ここで、は、反応座標 r にそった変化に対
する換算質量、r*は遷移状態である。 
水中のイオンペアをテストケースとして、

この関係式を検証した。この系の利点は、解
離イベントがシミュレーション中に頻繁に



起こるため、それをカウントすることで遷移
レートを直接見積もることができる点にあ
る。これは、自由エネルギーから求めた結果
と直接比較することが可能である。DNA-蛋
白質の系では、通常のシミュレーションで遷
移イベントを観測することは難しい。 

実際に、分子動力学シミュレーションによ
り解離イベントを観測し、Reactive Flux の手
順を使って遷移レートを求めると、kTST = 
0.108 ps-1となった。一方、イオン間の距離 r
に対する自由エネルギー地形 G(r)を求めて、
式(1) を使って遷移レートを計算すると、kTST 
= 0.113 ps-1となった。両者の値は、よく一致
しており、自由エネルギー地形をもとに、式
(1) を使って遷移レート kTST を評価できるこ
とが確認できた。 
自由エネルギーと kTST の関係式を使えば、

エネルギー障壁の高さだけでなく、自由エネ
ルギープロファイル全体からの寄与を考慮
して、遷移レート kTSTを評価することができ
る。スライド方向と解離方向の自由エネルギ
ー地形をもとに kTSTを評価すれば、蛋白質の
分子カイネティクスについてより信頼性の
高い議論ができる。しかし、遷移レートの絶
対値について議論することは、現時点では難
しい。実際の遷移レート k は、kTST の他に透
過係数の項を含んでおり、この部分を自由
エネルギー地形から求めることができない
からである。の計算には、今回進めてきた
自由エネルギーの計算の他に、別の手続きが
必要になる。そのような取組みは、最近、海
外のグループから報告されており、今後、検
討していかなければならないだろう。 
本研究では、蛋白質の分子動態の解明を主

眼として自由エネルギー地形の計算を進め
てきたが、自由エネルギーは、原子・分子集
合体の安定性、カイネティクスを評価する上
で重要な指標であり、様々な対象への応用が
期待される。例えば、DNA－蛋白質の部分を、
蛋白質－リガンドに置き換えることで、ドラ
ッグ分子の分子動態解析が可能になる。図４
に、本研究で開発した自由エネルギー計算の
手順を、蛋白質－リガンド系へ応用した場合
を示す。蛋白質に結合したリガンド、ベンズ
アミジンが解離していく過程の自由エネル
ギー変化である。結合状態 ( = ~2 Å) では、
蛋白質とリガンド間に複数の水素結合が形
成されているが、リガンドが解離していくに
つれてこれらの水素結合が壊れていく。それ
に伴って、自由エネルギーが大きく上昇する。
自由エネルギーの変化を水素結合様式の変
化と関連づけて解釈することで、リガンドの
解離の分子論的起源、つまり、どのようなき
っかけで始まり、どのように進行していくの
か、を明らかにすることができるだろう。ま
た、自由エネルギー地形をもとに、遷移レー
トを評価することで、分子カイネティクスを
もとに、リガンド分子の働きや効能を検証す
ることができるようになるだろう。 
 

図４：開発した計算プログラムの応用例。蛋
白質－リガンド解離の自由エネルギープロ
ファイル 
 
 

DNA と蛋白質の複合体は、自由エネルギー
計算の対象としては、少しサイズが大きく、
これまで自由エネルギーを正しく評価する
のは困難だった。しかし、近年，コンピュー
タの高速化やアルゴリズムの高度化により
手の届く範囲に入ってきた。今回扱った計算
対象は、DNA に結合するラックリプレッサー
の一部分を取り出したものであり、細胞内の
様子をより忠実に表現するには、さらに大き
な複合体を扱う必要がある。そのような大規
模系に展開していくことで、DNA と蛋白質が
関係する生命現象の更なる一面を解明する
ことができるだろう。 
今回の研究課題では、全原子モデルを扱っ

たが、最近、粗視化モデルによる研究も盛ん
に行われている。粗視化モデルの場合は，蛋
白質－DNA 相互作用の自由エネルギー地形
を定量的に評価することは難しいが、広い空
間に対する定性的な傾向を把握することが
可能になる。一方、全原子モデルでは、その
ような広い探索は難しいが、特異的結合、非
特異的結合など、蛋白質－DNA 相互作用の詳
細を捉えることができる。今後、それぞれの
アプローチから導かれた結果をもとに蛋白
質－DNA 相互作用の全体像がみえてくると
期待される。 
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