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MSDC-MDによる天然変性蛋白質の熱力学解析と構造予測

下山紘充

北里大学薬学部

1. 序論

多くの蛋白質は溶液中で秩序だった三次元構造へ

と折れ畳むことが知られている。これは天然構造と

呼ばれ、蛋白質の機能と深く関わっている。その一

方で、蛋白質の中には溶液中にあるにも関わらず秩

序だった構造を持たない蛋白質が存在する（天然変

性蛋白質、以下 IDP)。IDPの中には特定の対象蛋白

質と結合することでフォールディングし、秩序だっ

た天然構造を獲得するものが存在する。この現象は

coupled folding and bindingと呼ばれ、蛋白質が情報

伝達を行う手段として関心が集まっている。

カルシニューリン(CaN)は細胞内でセリンやスレ

オニンを脱リン酸化する“分子スイッチ”であり、

多くの細胞内反応に関わる重要な蛋白質として知ら

れている。 CaNは単独では触媒ドメインが塞がれて

いるが（図 l上）、カルモジュリン(CaM)とカルモジ

ュリン結合部位(CaMBD)が結合することによって

CaMBDがfoldingを起こし、結果的に活性を獲得す

る（図 l下）。

図t:CaNの活性獲得

メカニズム。 IDPで

ある CaMBDがCaM

と結合し foldingする

ことで触媒ドメイン

が解放される

蛋白質の性質を調べる手段として、分子動力学

(MD)は非常に有用な手法である。しかし蛋白質は多

谷構造を持つ自由エネルギー地形(FEL)によって特

徴付けられる複雑な系であり、これらの谷は高い自

由エネルギーバリアによって隔てられている。この
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ため通常の全原子(AAM)-MDはいわゆる kinetic

trappingと呼ばれる問題に悩まされることになる。

このような間題を解決するため、拡張アンサンブ

ル法が開発されてきた。例えばレプリカ交換法[I]、

マルチバーリックーマルチサーマル法[2]、マルチカ

ノニカル法[3]、Wang-Landau法[4]、MetaD[5]などで

ある。他にも反応座標の特定の部分をサンプルする

アンプレラ法[6]や、反応座標の特定の経路に沿って

サンプルするストリング法[7]などがある。

MDを高速化するもう一つの方法は疎視化モデル

(CGM)の活用である。CGMは複数の原子を一つの質

息として扱う簡易的なモデルであり、精度に劣るが

速度に勝る。近年では AAMの精度と COMの速度

を両立させるマルチスケールシミュレーション

(MSS)が注目を集めている。 MSSは主に三つのタイ

プに分けることができる。一つ目は AAMと CGM

を同時に用いて蛋白質をモデリングずる混成モデル

である。二つ目は、まず AAM-MDを行い、その結

果を用いてCGMの力場を改良してCGM-MDを行う

タイプである。 force-matching,fluctuation-matching法

が有名である。三つ目は、まずCOM-MDを行いCOM

構造を取得し、その構造情報を元にして AAM-MD

を実行するタイプである。

筆者は以前の研究で三つ目のタイプの MSSをマ

ルチカノニカル法と組み合わせ、エネルギー空間上

でのサンプリング効率を 10倍にした[8]。本研究で

はMulti-scaleDivide-and-conquer MD (MSDC-MD)と

いう新しい手法を提唱した。具体的にはアンプレラ

サンプリングを用い、エネルギー空間の代わりに主

成分空間上でMSSを実行した。結果として CaMBD

の FELの算出に成功し、本来単独では得られない

CaMBDの天然構造のサンプリングに成功した。ま

たCaMBDがIDPである理由を熱力学的に解明した。



2. 蛋白質と手法

2. 1 CaM-CaMBDの複合体

CaMBDは24残機の長さであり、 CaNの天然構造

内において無秩序化しているが、 CaMと結合するこ

とで ex-helix構造を取ることがわかっている(PDB

ID 4Q5U)。図 2に4Q5Uの構造を示す。

2.2 MSDC-MDの手続き

図2:

4Q5Uの構造。

CaMBD (シアン）
CaM (緑）

MSDC-MDの手続きは主に 4つに分けることがで

きる（図 3)。
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図3:MSD-MDの手続き概要

Stepl: CGM-MD 

Step2: PCA 

Step3: Modeling 

Step4: 
umbrella-sampling 

（ステップ I)広い構造空間をサンプルするため、

CGM-MDを実行する。本研究ではUNRESserverを

用いた。 UNRESは残機あたり二つの相互作用サイ

トしか持っていないため AAMに比べて 1000-4000

倍早い MDが可能であるとされている。 FF2カ場を

用いた LangevinDynamicssを IOOns相当行なった。

構造は lns毎に取得した。初期構造は完全に伸びき

った構浩から始めた。なるべく広い範囲の構浩をサ

ンプルするため、 T=290,300, 320, 340, 400 の

COM-MDを行なった。
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（ステップ 2) ステップ］の COMトラジェクトリ

ーを一纏めにし、COM構造の Ca:位置に位置裔速を

かけながら、主成分分析(PCA)にかけた。回転と並

進の影響を取り除くため、 RMSDフィッティングを

T=290, Insの構造に対して行なった。 Nー，C-末端の揺

らぎが大きいため、フィッティングは 5-19残機に対

して行なったo RMSDフィッティングは以下のよう

に書ける。

r'i = R(ri―Q) for i = l…24 

Q=紐二れ
R = (AtA)112 A―1 

ここで、 ri= (xi,Yi,zJは元の座標、行列Rは3X3の

回転行列であり、行列Aは以下のように書ける

Aij =>::5(rki -Qi)(skj -Pj) for i,j = 1…3 
1 19 

P=吟こi=SSl

ここでSkjはT=290,lnsの座標である。フィッティン

グ後の座標X'=(r'v…，r'N)をPCAにかけることで

固有ベクトルと固有値を算出した。構造の第n固有

値に対する射影は固=Li=l…3Nc(n)i・X'iである。こ

こでcCn)はX'の分散共分散行列の第 n固有ベクトル

であり、 (A)ij=〈(X'i-〈X';〉） • (x'j -〈X'1〉）〉（〈…〉は

熱力学平均）に対して以下の方程式を満たす。

J1cCn) = An・cCn) 

（ステップ 3)Vげ 2平面上に射影した構造を「小範

囲」に分割した（図 4点線）。各小範囲に含まれる

CGM構浩を MODELLERプログラムによって AAM

構浩へ復元した。この際Ca構浩に位置拘束をかけ、

CGM構浩の情報が失われないようにした。なお説

明のために各小領域には図 4のように番号を振って

ある。

（ステップ4)複数の AAM-MDを復元した AAMか

ら始めた。使用プログラムは改造版 GROMACSで、

温度 300K、圧力 latmになるよう Berendsen法を用
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ここでm= 1 or 2, k = 0.7kJ/moljnm2, v盟inとv郡ax

は「サンプリング領域」の上限と下限である。サン

プリング領域は隣の小範囲と重複するよう設定され

ており、例えばサンプリング領域 l、2のパラメータ

はv;iaxc1)_ v;1in(2) = sAと設定されている。このた

め、サンプリング領域 l、2の祖対重率はv;1in(2):S 

V1 :S v;iax(1)に含まれるサンプル数N1とNzから

叫 2= log(N2) -log(N1)と求めることができる。

ここで力は以下のように書ける。

-V<f>(vm) 

『(v盟m-vm)Vvm foe Vm < V盟m
= 0 for V盟in::; Vm :::; V盟ax
k(vm -v盟ax)Vvm for V盟ax<Vm 

RとQはxi=(rv…，rりに依存するため微分される。

差＝ここ=1C瓢 a~喜十k

＝ここc芦｛こ笠(x勾+l―Q1)
+ Rk1(8i,3j+l―Qz) + Rkl (x3j+l --

aQz 
ax)} 

3. 結果と議論

まずCaMBDのCGM-MDを行いPCAで解析した。

構造の散布図が図 4である。ここで重要なのは小傾

域 17の天然構造（大きな＋マーク）が CGM構造に

よって囲まれている点である。これらの CGMは天

然構造に似通っているため、 AAMに復元しても天

然構造に似た構造になると期待できる。これらの

AAM構造は天然構造をサンプルする上で有益な初

期構造になる。ただし CaMBDがIDPであるため、

このまま AAM-MDを実行しても全ての構造は無秩

序化してしまう。そこでアンブレラポテンシャルを

用いて CaMBDをサンプリング領域内に閉じ込め、

無秩序化を防ぎ天然構造のサンプリング確率を大輻

に底上げする。
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図4:CGM-MDの構造の散布図

主成分分析の結果得られた固有ベクトルを図 5に

示す。第一固有ベクトルは折れ曲がり、第二固有べ

クトルはねじれ運動に対応していた。

図5:PCAの

(a)第一固有

ベクトルと

(b)第二固有

ベクトル

各小領域にある CGM構造を AAM構造に復元し、

AAM-MDを同時並列的に行なった。全体の FELは

各サンプリング領域の重率から再重率化を行うこと

で算出した（図 6)。比較のために通常の AAM-MD

で得られたFELを図7に示す。図7はV1$ -13、Vz$ 

-4の範囲においてサンプルが明らかに足りていな

いが、図 6ははっきりと FELの形状が見える。

CaMBDの天然構造は一43.5$ V1 $ -28.5、11.5$ 

Vz $ 26.5のくぼみに対応するが、図 6からはそれよ

りも低い多谷構造が観測された。これは CaMBDが

IDPである熱力学的理由であると言える。
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図6:MSDC-MDで得られた FEL
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図7:通常の AAM-MDで得られたFEL

また MSDC-MDの精度を比較するため、 1次元の

FELを算出した。MSDC-MDの結果と通常の AAM

-MD結果は統計限差の範囲で一致していた。
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図8: 1次元FELの比較。
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サンプリングの効率を比較するため、 TMスコア

の時系列を比較した。 TMスコアは二つの蛋白質の

構造類似性を表す指標であり O~I の値をとる。］に

近いほど互いの構造は似ている。本研究では図 2の

CaMBD構造に対する MSDC-MD(サンプリング領

域 17) の構造の類似性と、同じく AAM-MDの構造

の類似性の時系列を解析した（図 9)。
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図9では上下軸の時間スケールが異なることに注

意していただきたい。通常の AAM-MDでは 400ナ

ノ秒の計算を行っても TM スコアは 0.1~0.3 程度に

とどまっている。一方で MSDC-MD では 0.3~0.6 の

間を 90ナノ秒の間に頻繁に往復している。これはア

ンブレラポテンシャルが無秩序化を防ぎ、秩序構造

のサンプリング確率を上げている結果であると考え

られる。
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図9:TMスコアの時系列

本来 IDP であるはずの CaMBD で TM スコア~0.6

という値をとったのは驚くべき結果である。その構

造を図 10(a)に示す。短い MSDC-MDをCaMにも行

い、 CaNとCaMのドッキングを行った結果が図 b

である。 4Q5Uに対する RMSDは7.8であったが、

大まかな位置関係は図 2と類似していた。

図10: (a)MSDC-MDの構造（緑）と実験構造（シアン）。
(b)ドッキングの結果。色は図 2に同じ。



4. 終わりに

MSDC-MDはAAMの精度と CGMの速度とアン

プレラサンプリングを組み合わせた手法である。本

研究でMSDC-MDはIDPの秩序構造のようなレアイ

ベントのサンプリングを効率的に行うことができる

ことを示した。また自由エネルギーを算出すること

で、 CaMBDがなぜ IDPなのかということも明らか

にした。

本手法の利点は、本来二つの蛋白質を同時に扱わ

なければならないところを、別々の MSDC-MDに分

けて計算し、 ドッキングによって一つに統合できる

点である。多体間題に対する計算コストを大幅に削

減できると考えている。今後は本手法をさらに複雑

なタンパク質に応用することで、生体反応の間題解

明に役立てていきたいと考えている。
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