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多次元仮想座標とカップルした分子動力学法を用いた
mSin3複合体の立体構造探索

速水智教

大阪大学大学院生命機能研究科生命機能専攻

1. はじめに

タンパク質叫ガンド、タンパク質ータンパク質、お

よびタンパク質-DNA間の相互作用、あるいはタン

パク質のフォールディング過程などに対して計算機

シミュレーションを用いてその詳細を研究すること

は、生体分子の関わる現象を明らかにする上で非常

に重要である。それゆえ、様々な分子動力学(MD)シ

ミュレーション手法が開発されてきた。

本研究は、我々の研究グループが新規に開発した

Multidimensional Virtual-system coupled canonical MD 

(mD-VcMD)を用いて、重要な神経疾患に関与するコ

リプレッサーmSin3Bとそれに結合する薬剤候補分

了との相互作用を明らかにしようとするものである。

る。また、 NRSF/RESTのN末端側転写抑制ドメイ

ンは、非結合時では天然変性状態にあるが、 mSin3B

のクレフトに接近するとヘリックスを形成して

mSin3Bに結合する。この NRSF/RESTのヘリックス

は疎水性残基を多く含むアミノ酸配列をもち、また

mSin3B PAHlドメイン側の結合クレフトも疎水性残

基を多く含む。したがって、これらは疎水性相互作

用によって結合し安定化している[2]。

3. 計算に使用した系

mSin3BとNRSF/REST間の疎水性結合を阻害する

化合物はダウン症、ハンチントン病、髄芽種、心筋

ミオパチー、神経囚性疼痛などの神経疾患に対する

新規薬剤発見の重要なターゲットとなりうる[3,4]。

2. mSin3B PAHiドメインについて Fukunishiらは、 in-silicoスクリーニングによって

Neural restrictive silencer factor / REI-silencing NRSF/RESTとmSin3Bとの結合を阻害する多数の化

transcription factor (NRSF /REST)は、 DNA上のサイレ 合物の候補を探索した。Nishimuraらはこれらの候補

ンサーに結合し神経特異的な遺伝了の発現を抑制す 分了に対して NMR等の実験を行い mSin3Bとの相

るタンパク質である。 NRSF/RESTの N末端領域は 互作用を調査した。 ChemicalShift Perturbation (CSP) 

コリプレッサー mSin3のPairedAmphipathic Helix 1 の結果から候補分了•中最も相互作用の強かった

(PAHl) ドメインに結合し、histonedeacetylate enzyme Acitretinを本研究のターゲットとし、シミュレーシ

(HDAC)をリクルートする。 mSin3には結合相手のそ

れぞれ異なる 4つの PAHドメインおよび HDAC相

互作用ドメイン(HID)が含まれる。哺乳類の mSin3に

はmSin3AとmSin3Bの2つのアイソフォームが存

在し、機能に若干の違いがある。 Nomuraらは、 NMR

を用いてマウスの NRSF/RESTおよびmSin3BPAHl 

複合体の立体構造を明らかにした (PDBID: 2CZY) 

[I]。マウスの mSin3Bには PAHドメインが 3つ存在

し、このうち NRSF/RESTと結合する mSin3BPAHl 

ドメインと NRSF/RESTの複合体構造を図 lに示す。

mSin3B PAHiドメインは、 4つの両親媒性のヘリッ

クスバンドルから成る。これらのヘリックスをこれ

以降、 N末端側から順に Hl、H2、H3、H4と呼称す
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図1:NMRで解かれた NRSF/RESTとmSin3BPAHl 

ドメインとの複合体立体構造。 NRSF/REST(グレー）

がmSin3B(レインボー）の HtとH2の間にあるクレ

フトに結合している。



ョンを実施した。

本研究では mSin3BPAHl 

74の残見を使用する。

Ace-PVHVE DALTY LDQVK IRFGS DPATY NGFLE 

IMKEF KSQSI DTPGV IRRVS QLFHE HPDLI VGFNA 

FLPLG YRID-NH2である。先頭の Aceと末尾の NH2

は電荷を中和するキャップで Acetyl基と NH2基を

意味する。 この配列は mSin3B(UniProt ID: Q62141) 

全体の 31番から 104番に該当する。

AcitretinとmSin3BPAHlドメインを含む系を、 l

辺約 10Aの立方体の周期境界条件で作成した。溶媒

として水分了と Na+および Cl—イオンを付加した。

イオンは生理食塩水濃度になるように調節し、 Na+

を 29 個、 Cl—を 29 個付加している。

では 33,525原子になった。平衡化のために NVTと

NPTをそれぞれ20.1psと1.5TISだけ行い、結果周期

境界の 1辺の長さは 68.90856Aに変化した。タンパ

ク質の力場は Amber-basedhybrid force field (w = 0.8) 

を使用し、水分子は TIP3Pを使用した。

力場に関してはQM計算をもとに作られたパラメー

タを使用した。

psygene-Gを使用し、

omegageneを使用した。

4. mD-VcMDについて

一般的なカノニカル MDでは、系がポテンシャル

エネルギーの局所的な安定状態に捉えられやすく、

実用的な計算時間内のシミュレーション結果から統

計集団としての解析を行うには困難があった。

で、 マルチカノニカル MD法、

ング法、

た。

ドメインとその前後の

アミノ酸の配列で表すと、

この結果、全体

Acitretinの

平衡化のための計算にあたっては

中心となる 3D-VcMD計算は

そこ

アンプレラサンプリ

レプリカ交換法などの手法が開発されてき

本研究で用いる mD-VcMD 法[8] は、全原了•モデル

の系と相互作用する仮想的な状態変数から成る系、

すなわち virtualsystemを導入する点に特徴がある。

この virtualsystemを使用する手法は、 Higoらによっ

てV-McMD法[5]、V-AUS法[6]としてマルチカノニ

カル法やアンブレラサンプリング法の一種に滴用さ

れてきた。

VcMD法[7]は特定の反応座標空間をいくつかの
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図2:2D-VcMDにおける virtualsystemのイメージ。

各 virtualstateの重なり合う部分で virtualstate間の

遷移が起こるが、実際の全原子モデルの運動状態は維

持したままである。

領域に分割し、それらの領域に仮想的な系を成す状

態変数Lの値を割り当てる

stateと呼称する）。ただし、隣り合う状態変数Lは実

際の全原子モデルにおける反応座標においては重な

り合いを持つ。

し、

導入した。

irtual state 

仁ニコ #1
#2 

#3 

Eニコ #4
..... 

（ここではそれを virtual

シミュレーション中にこれらの

virtual state間をフンタムウォークするという点では

レプリカ交換法に類似するが、 VcMD法では全ての

virtual stateで同じ温度のカノニカル MDが見かけ上

行われている点が異なる。 VcMDを通して最終的に

virtual state同士の相対的な存在比が求められ、それ

が熱力学的な重みに一致する。詳しくはこれらの論

文を参照されたい。

V-AUS法や VcMD法はタンパク質の立体構造に

関するパラメータを反応座標として使用している。

本研究で使用した mD-VcMD法は、図 2のように複

数の反応座標とそれに対応する仮想系の変数を導入

VcMD法を多次元に拡張したものである。

本研究では、図 3に示すとおり 3つの反応座標を

反応座標を決めるにあたって、 まず

AcitretinとmSin3Bを構成する幾つかの原子の集ま

りを合計で 6つのグループにまとめている。反応座

標はこれらのグループの重心間距離として定義され

る。第 l反応座標入1から第 3反応座標入3までを図 3

上の点線で示した。

入1は mSin3Bの表面上にある NRSF結合部位（ク

レフト）の開閉に対応し、 il2と入孔まいずれも Acitretin
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とmSin3B間の距離に対応する。 Acitretinは直線的

な構造をしているので、Azと入3はAcitretinのhead部

分（六員環部分）と tail部分（六員環の反対）それ

ぞれと mSin3B間との距離に対応し、Acitretinのhead

部分と tail部分の向きを反応座標上で区別するため

に指定した。

本研究では 3つの反応座標を導入したので、以下

mD-VcMDを3D-VcMDと呼ぶことにする。

図3: AcitretinとmSin3Bを含む系における第 1から

第 3 までの反応座標ふ—ん。白い sphere は各グループ
の重心の位置を示す。これらの重心を結ぶ点線が反応

座標である。 mSin3B上のグループは黄、赤、橙、青で

色分けされている。

5. 結果

Acitretin-mSin3B複合体で 3D-VcMDを用いてサ

ンプリングした結果、図 4のように (Ji,J2, J3)で張

られた 3次元空間上の自由エネルギー地形が得られ

る。

この結果から、空間内で最も自由エネルギーの低

い領域は、人が 12~14A、A2と入3が 10~15Aの付近

に存在していることがわかった。この頒域は図 4の

赤い線で示した球状領域にある。準備的に行った

mSin3Bの Apo体でのカノニカルシミュレーション

では平衡化後に人の値は 13.1Aとなり、これは複合

体の最安定領域の値と一致する。 したがって、

Acitretinが存在するかしないかに関わらず、 mSin3B

はクレフトを閉じた状態が最も安定な立体構造であ

ることがわかる。他方、NRSF-mSin3B複合体の NMR

構造 (PDBID: 2CZY)を用いて入1を計算すると 16.1
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ふ

入2

図4:Acitretin-mSin3B複合体の3次元自由エネルギー

地形。黒、青、ピンク、赤の等密度線の順で自由エネ

ルギーが低くなっていく。

Aであるが、 NRSFはAcitretinよりもかなり大きな

分子なのでふの値が大きくなったと推測できる。

図5は、 Hl-H4のヘリックスの軸と直交する面に

対し mSin3BのN末端側から見た図である。図 5の

黒い等密度線で囲まれた領域は、 mSin3B周辺での

Acitretin分子の重心位置の分布から、 Acitretin分子

の存在比pが高かった領域を示している。この存在

比pは、 3D-VcMDで得られた構造サンプルに対しそ

れぞれAcitretinの重心位置を計算し、空間上のボク

セルごとに熱力学的重み付き平均をして算出した。

黒色の等密度線で示した存在比の高いAcitretinの

領域が mSin3Bの周辺にいくつか存在している。こ

れらの領域を以後クラスタと呼称する。図 5で示す

ように、 H3-H4が作る平面の溶媒側と、 Hl-H2が作

る平面の溶媒側に存在比が高く大きな容積のクラス

タが存在する。また、 Hl-H2間のクレフト、 H3-H4

間のクレフト、 H4-Hl間のクレフトにも少し小さめ

のクラスタが計3個存在している。 Hl-H2間のクラ

スタを ClusterA、H3-H4間のクラスタを ClusterB、

H4-Hl間のクラスタを ClusterC、および H3-H4の溶

媒側の最も大きなクラスタを ClusterD と以後それ

ぞれ呼称する。NRSF/RESTの結合を阻害する位置に

あるのは、 ClusterA-Cの3つのクラスタである。

CSP との比較によると、これらのクラスタは

Chemical Shift変化の大きかった mSin3Bの残基周辺

に存在している。したがって、 3D-VcMDの結果は実

験結果とも符合している。



Cluster D 

図5:mSin3B近傍における存在比の高い Acitretin

の重心の分布。いくつかのクラスタを形成してい

る。

図 6A-BはmSin3B周辺での Acitretinの向きに関

する情報（平均的分了配向）を表している。 Acitretin

の直線的な構造を利用して、図 6の矢印はいずれも

Acitretinのhead(六員環）から tail(六員環の反対側）

へ向かう方向を示している。ただし、各矢印はその

起点にあるボクセルに含まれるp= 0.01以上の

Acitretinの構造を、熱力学的な重みで平均化した形

で示している。矢印が長いほど、その方向を向く傾

向が強いことを示している。この結果から、クラス

タごとに異なる配向性をもつことがわかる。図6Aの

赤い矢印と紫の矢印でそれぞれ示している SiteAと

Site Bは、いずれも NRSFの結合部位に近い Cluster

Aに位置しているが配向は異なっている。 したがっ

て、 AcitretinがNRSFの結合部位と相互作用する場

合には、複数の結合モードが存在すると考えられる。

6. 終わりに

Acitretin-mSin3B複合体の3D-VcMDシミュレーシ

ョン結果は、サンプリングした範囲の 3次元空間内

で極小値を有する滑らかな自由エネルギー曲面を有

しており、球に近い単純な形をしている（図 4)。反

応座標空間での自由エネルギー地形が単純に見える

ということは、 3D-VcMDを用いると立体構造サン

プリングが容易になることを示している。

また、図 5や 6で示したように、 Acitretin-mSin3B

複合体の 3D-VcMDシミュレーションの結果得られ
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図6:mSin3B近傍における Acitretinの向きの分布。

矢印はその位置における熱力学的な重みに基づく平

均の向きを表す。

た熱力学的構造アンサンプルを解析することで、リ

ガンド分子が mSin3Bのどの位置と相互作用しやす

いかや、相互作用位置におけるリガンド分子の方向

性に特徴がみられるかなどを明らかにした。

このように、 mD-VcMD法はタンパク質とリガン

ド（タンパク質同士や DNAなども可能である）の

相互作用の仕方を詳細に解析する上で非常に有用で

ある。今後は他の薬剤候補分了•との間でもシミュレ

ーションを行い、 NRSFや mSin3Bの働きを阻害す

る薬剤候補の発見に役立てていく予定である。
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