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１． 本課題の研究の背景、目的、関係するプロジェク

トとの関係 

タンパク質への基質の結合過程は最も基礎的な化学

過程の１つである．その代表例として，シグナル伝達が

挙げられる．この過程は，標的タンパク質への ATP や

GTPといった基質分子の結合・反応によって進行する．

リガンドの結合によるタンパク質の化学反応・構造変

化の情報が他のタンパク質にシグナルとして順次伝わ

っていき，細胞増殖などの細胞・組織スケールの現象を

発現する．癌化細胞の多くでは，シグナル伝達が異常進

行し，過剰な細胞増殖や腫瘍形成に至る．このような異

常なシグナル伝達を阻害する薬剤分子（リガンド）の開

発がこれまで精力的に行われている．しかし，希薄溶液

環境（Dilute）で設計された薬剤候補分子はしばしば細

胞環境中で薬効を示さない．これは，標的タンパク質と

その周囲の混雑タンパク質の間に働く相互作用（タン

パク質―タンパク質相互作用）と混雑タンパク質―リ

ガンド分子間の相互作用が影響していると考えられて

いる．混雑環境のリガンド結合過程に対する効果のメ

カニズムを明らかにすることで，より合理的な薬剤分

子設計指針の構築に貢献することが出来ると期待出来

る． 

申請者らは，これまでも分子動力学（MD）シミュレ

ーション法を用いて，混雑環境下でのタンパク質とリ

ガンド分子の動態について解析を行ってきたが，特定

の混雑タンパク質濃度での計算しか行っていなかった．

実際の細胞質は不均一であり，細胞内の位置によって

タンパク質濃度は大きく異なる．従って，混雑環境効果

の濃度変化に対する系統的な検証は重要である．また，

このように複数の混雑環境の計算を効率よく行ってい

くためには，混雑環境モデルを構築する方法論やプロ

グラムの整備も重要である． 

本申請課題では，タンパク質―リガンド結合過程に

対するタンパク質混雑環境の影響を，様々な混雑タン

パク濃度環境で解析した．また，粗視化 MD 計算を用

いた大規模混雑環境モデルを構築するスキームの開発

を行った． 

２． 具体的な利用内容、計算方法 

(1) タンパク質混雑環境中におけるタンパク質―リガ

ンド結合過程のMDシミュレーション 

タンパク質表面における薬剤分子（リガンド）の局所

濃度は，薬効において重要である．局所濃度が低い場合

は，薬剤分子が薬効を示すために多量の投与が必要と

なる．混雑環境はタンパク質表面の環境を変化させ，リ

ガンド分子の結合経路や速度に影響していると考えら

れている．本研究では，分子混雑環境におけるタンパク

質–リガンド結合の分子メカニズムを系統的に解析す

るために，混雑具合が異なる混雑環境のリガンド結合

過程の MD シミュレーションを実施した．リガンドの

長時間ダイナミクスを追い，リガンドの拡散とタンパ

クとの結合への分子混雑の影響を調べた． 

 

(2) 粗視化 MD 法を用いた大規模混雑環境のマルチス

ケールモデリング法の開発 

 混雑環境系の MD 計算を行うためには，多量のタン

パク質などの生体高分子群の初期配置を用意する必要

があるが，その際，生体高分子同士が互いに非物理的な

重なりを持たないように配置しなければならない．

我々が以前用いていたスキームは，（i）タンパク質を

ランダムに配置し，（ii） Monte-Carlo法で重なりを解

消するように高分子を並進・回転させる，というもので

あった．しかしこのスキームでは，細胞質のような大規

模高濃度混雑環境では，重なりを取り除くのに膨大な

回数のサンプリングが必要となり，完全には重なりが

とれないことも多い．加えて，このようにして得られた

初期配置は平衡状態からは遠く，MD計算での平衡化を
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長時間行う必要がある．本研究では，粗視化モデルMD

（Coarse-Grained MD，CG-MD）計算を用いた大規模混

雑環境の構築スキーム及びプログラムを開発した．生

体高分子を粗視化モデルで表現することで，系の構成

要素数を 100 分の 1 まで減らすことが可能であり，大

規模系であっても長時間スケールの MD 計算が可能で

ある．これにより，非物理的な重なりを取りつつ系の平

衡化が可能である。さらに，低濃度混雑環境のシミュレ

ーションボックスを徐々に縮小しながら CG-MD 計算

を行うことで，より高効率に高濃度混雑環境を構築出

来るようにした．一連のスキームを，粒子系生物物理研

究チーム（R-CCS）の Jeong Jung博士，小林千種博士，

Cheng Tan 博士と協力し，大規模 MD 計算プログラム

GENESISに実装した． 

 

３． 結果 

(1) タンパク質混雑環境中におけるタンパク質―リガンド結

合過程のMDシミュレーション 

本研究では，c-Src キナーゼへの PP1 リガンド分子の結

合過程のマイクロ秒スケールのMD計算を行った．c-Srcキ

ナーゼは ATPが結合することで機能発現するタンパク質で

あり，PP1 分子は c-Src キナーゼの ATP 結合サイト（ネイテ

ィブ結合サイト）に結合して機能を阻害する．混雑タンパク

質として bovine serum albumin （BSA）を用い，0個（Dilute），

2 個（Src2BSA），4 個（Src4BSA），及び 8 個（Src8BSA）含

んだ系での計算を行った．また，それぞれの系でのタンパ

ク質体積分率は 0%, 11%, 17%, 30%である． 

 Fig. 1(a)にc-Srcキナーゼ周囲のPP1の空間分布を示す．

Dilute 条件では，ネイティブ結合サイトに対応するピークに

加えて，多数のピークが現れており，これらは弱結合サイト

に対応する．同様の結果は，サブミリ秒スケールの MD 計

算を行っている Shanらの先行研究でも現れている［Y. Shan 

et al., J. Am. Chem. Soc., 133, 9181 (2011)］．タンパク質体積

分率が高くなると，これらの弱結合サイトのピーク数は顕著

に減少しているのが分かる．一方で，体積分率の増加に伴

って，c-Src キナーゼの表面を覆う BSA の割合が増加して

いる．従って，c-Src キナーゼと BSA の間のタンパク質―タ

ンパク質相互作用によって，弱結合サイトが立体障害的に

塞がれたことが，混雑化に伴うピーク減少の原因であると考

えられる．また，c-Src表面でのPP1の存在確率を求めると，

Dilute，Src2BSA，Src4BSA，Src8BSA でそれぞれ 26%，

20%，13%，8%であり，混雑環境による薬効低下を示唆し

ている． 

  次に，PP1の c-Srcキナーゼへのネイティブ結合サイトへ

の結合経路について述べる．我々が行ったMD計算では，

Dilute 条件で 4回，Src8BSA条件で 2回の結合イベントを

観測し，混雑環境効果によって結合経路が変化することが

分かった．Fig. 2 に，Dilute 条件と Src8BSA 条件で観測さ

れた結合経路を示す．Dilute条件では，G-loopから結合が

進行するのに対し，Src8BSA では hinge 領域から進行する． 

 

 

Figure 1: (a) c-Srcキナーゼ周囲の PP1分子分布．黄

色の丸は ATP 結合サイトの位置を表している．(b) c-

Srcキナーゼ周囲の BSA分布． 

 

Figure 2: Dilute環境と混雑環境（Src8BSA）の PP1結

合経路． 
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(2) 粗視化 MD 法を用いた大規模混雑環境のマルチスケ

ールモデリング法の開発 

新規スキームを用いて，Yuらが行った約 1億原子から構

成されるマイコプラズマジェニタリウムの細胞質環境（１億原

子） [I. Yu et al., eLife, 5, e19274 (2016)]の構築を行った．

タンパク質の粗視化モデルとして，Clementiによって提案さ

れた C-Go モデルを用いた．これにより，系の構成要素数

は 100 万原子程度となる．20003 Å3 のシミュレーションボッ

クスから出発して，GENESIS（spdyn）を用いてナノ秒スケー

ルのCG-MD計算を実行し，10003 Å3の濃厚混雑環境を構

築した．さらに，原子解像度の生体高分子モデルに変換し，

電解質溶液とATP等の代謝物質分子を加えることで，生体

高分子同士が非物理的な重なりを持たず，直ちに原子解

像度の細胞混雑環境の MD 計算を実行することが可能な

モデルを構築出来た． 

 

(3) まとめ 

  タンパク質混雑環境におけるタンパク質―リガンド結合

の MD シミュレーションを様々な混雑具合の系で行うことで，

(i) 混雑化により標的タンパク質周囲の環境が大きく変化し，

リガンド濃度が減少すること，(ii)  タンパク質―タンパク質

相互作用がリガンド結合過程へ影響すること，(iii) ネイティ

ブ結合サイトへの結合過程が混雑化によって異なることを

明らかにした． 

  粗視化MDシミュレーション法を用いた混雑環境のマル

チスケールモデリング法を開発した．従来の原子解像度モ

デルを構築する際に生じる，生体高分子同士の非物理的

な重なりの解消及び，平衡化の問題を改良することが出来

た． 

 

(4) 今後の計画・展望 

 本研究では，タンパク質―タンパク質相互作用がリガンド

結合過程に及ぼす影響について主に解析を行ってきたが，

タンパク質―タンパク質相互作用そのものも細胞内におけ

るシグナル伝達で重要である．今後は，生体高分子同士の

会合・解離の熱力学的・動力学的性質の解析を実現する

拡張アンサンブル等の効率の良い計算手法の開発を行っ

ていく． 

 

 

 

 
Figure 3: 混雑環境モデルの構築スキーム． 
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