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概要

　Molucukar　dynamics（MD）シミュレーションはタンパク質の構造、機i能

解明において大変重要な役割を担っている。MDシミュレーションの結果

は使用する力場パラメータに大きく依存する。ところが、力場パラメータ

の精度が不十分であるために実験的事実を再現できない場合が少なくなく、

現在も深刻な問題となっている。本研究ではまず、MDシミュレーション

プログラムであるAMBER8と、現在提供されている力場パラメータの中

で最新のffO3　force　fieldを使ってタンパク質立体構造予測に取り組んだ。

この取り組みをi通して、ffO3　force　fieldの問題提示、溶媒効果の重要性と最

適な溶媒効果の選択、タンパク質立体構造予測法の考察を行った。次いで、

ffO3　force　filedの問題点を解消した新規高精度力場パラメータの開発を行

った。最後に新規力場パラメータを使ったMDシミュレーションを実行す

ることで、（1）コンフォメーションレベルでの新規力場パラメータの精

度評価、（2）タンパク質立体構造予測から、タンパク質構造レベルでの

新規力場パラメータの精度評価、（3）β　－sheet構造を持つタンパク質に対

するMDシミュレーションにより、タンパク質二次構造レベルでの新規力

場パラメータの精度評価を行った。また、タンパク質立体構造折り畳みシ

ミュレーションの効果的なシミュレーション方法についてもあわせて考察

を行った。
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序論

　近年、コンピュータ技術の著しい発展により、これまで計算機シミ，ユレーシ

ョンが困難であった巨大タンパク質や複雑な生命現象について、簡便に且つ高

速でシミ、ユレーションを行うことが可能になってきたロ，2】。これにともない、

生命科学分野における計算科学の役割は重要なものとなってきている。特に創

薬分野においては、新薬を迅速且つ簡便に設計するための手法の一つとして計

算科学に多くの期待が寄せられているeこれまでも、薬と受容体の結合エネル

ギーをシミュレーションすることによって薬の効果を予測する試み［3・4］、薬と

受容体の結合によって引き起こされる受容体の構造変化をシミュレーションす

る試み15，6］、受容体の構造から薬の構造を予測する試み［7・8】など、数多くの計算

科学を用いた創薬研究がなされてきた。しかし、これらの予測結果と実験的結

果の相関は必ずしも高いとは言えないeコンピュータが高速化し、計算科学が

多くの創薬研究に用いられていく一方で、生体分子シミ，ユレーション精度向上

のための技術がまだ成熟していない点が問題である。

　創薬研究において、タンパク質立体構造予測も計算科学に期待されているこ

とのひとつである。SNP解析により、病気の直接的な原因であるDNAの識別

が明確化されるようになった19］。しかし、薬の直接のターゲットとなる受容体

の立体構造まで生化学的実験により決定することは難iしい。現在NCBIの

Genl3　ankにはタンパク質について2，　135，138種のSequenceデータが登録され

ているが【10】、一方でProtein・Data・Bank（PDB）には、同じくタンパク質について

31444種のタンパク質立体構造が登録されるに留まっているIll】。タンパク質立

体構造登録件数は近年急激に増加しているが、全てのタンパク質立体構造を生

化学的実験により決定することはまだまだ難しいのが現状である。そこで、理

論的方法によりタンパク質立体構造を予測する取り組みがこれまでに数多くな

されてきた。その方法の一つであるホモロジー法は、近年のコンピュータ技術

の発展とタンパク質立体構造登録件数の増加により、タンパク質立体構造を一

通り予測することを可能にした［n］。しかし、新たに構造を知りたいアミノ酸配

列と・すでに構造が分かっているタンパク質のアミノ酸配列の相同性が低い場

合・予測精度は著しく低下してしまう。将来的には鋳型となるタンパク質立体

構造の登録数の増加に従って、予測精度は向上していくと考えられているが、

全く同じ配列を持っていても違う二次構造を示す部分構造も存在するため、予
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測精度が飛躍的に向上するとは考えにくい。実際、PDB　code　IAMPI13】の

ALA63～SER69とPDB　code　IGKyl14】のALA83～SER89はともにALA－SER－VAL－

LYS－GLN－VAL－SERの7残基の配列を持つが、1AMPはβ一sheet構造をとり、

1GKYはα一helix構造をとる。これは、配列相同性だけに依存した構造予測法

には限界があることを示している。この限界を打開するためには、「Molecular

dynamics（MD）シミュレーションを用いた、配列相同性に依存しないタンパク

質立体構造予測法」が必要である。このようなMDシミュレーションを用いた

タンパク質立体構造予測法は、配列相同性が低いタンパク質立体構造予測に有

効であるだけでなく、配列相同性が高く、これを重視するタンパク質立体構造

予測においても最終的な構造の最適化に有効であり、大変応用が利く手法であ

る。そのため、ホモロジー法を用いてタンパク質立体構造予測を行っている研

究者からも期待されている方法である。また、MDシミュレーションを用いる

ことにより、タンパク質構造に関する基礎物理的理解の進展や、タンパク質立

体構造構成原理の解明に大きく寄与するものと期待できる。このようにMDシ

ミュレーションを用いる立体構造予測法は多くの期待が寄せられているが、MD

シミュレーションにより立体構造予測に成功した例は、現在までにPDB　code

lL2Yで示される20残基のmini－proteinの成功例だけである115】。しかも1L2Y

は、タンパク質を構成する2次構造がhelix構造とstrand構造だけの単純な立

体構造である。さらにstrand領域はPROの連続体であるためにとりうる構造の

自由度が低く、比較的予測しやすい。世界的に見て、MDシミュレーションだ

けを使い、物理化学的法則に基づき、helix構造とβ一sheetとturn構造が絡み合

った複雑な立体構造を高精度で予測した例はない。

　一方、これまで多くの研究者がMDシミュレーション精度の向上を目指し、

様々な取り組みを行ってきたeMDシミュレーション中の溶媒項計算に用いる

scoring　functionを改良する取り組みE16】、　MDシミュレーションにLangevin

Dynamicsを導入する取り組み【17］、　MDシミュレーションに実際に水分子を配置

しMDシミュレーションを実行する取り組み［18】、溶媒項計算そのものを改良す

る取り組み119‘21】などである。またごく少数ではあるが、MDシミュレーション

に用いる力場パラメータを改良する取り組み122］も行われてきた。その結果、比

較的分子量の小さな分子や、ごく一部のタンパク質で生化学的実験事実との相

関が得られるようになってきた。しかし、タンパク質立体構造予測の分野が要

求するほどの高いシミュレーション精度は得られていない。また、これまでの
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低い予測精度は「何」が原因で「どうすればよい」のかが明らかにされていな

い。我々はこの「何を」、「どうすればよいのか」を明らかにし、タンパク質立

体構造予測精度向上に取り組んできた。

　最初の取り組みとして、タンパク質立体構造の構成原理を解明する目的で、

α一helix構造やβ　－sheet構造のような二次構造の構成原理の詳細な研究を行った。

局所的二次構造が後のタンパク質全体の構造形成を引き起こすことが考えられ

るからだ。

　重要な問題の一つとして、「特定のアミノ酸配列に対する局所的二次構造の

差異は何によって生じているのか」ということが挙げられる。この構造形成の

疑問に対する妥当な説明として以下のことが考えられる。まず、タンパク質合

成の初期過程において、適当な長さのペプチドはhelix構造のような二次構造

で安定化する。そして、エネルギ・・・・・…的に安定な方向へとタンパク質合成を進め、

立体構造を形成していく。この考えに基づけばβ一sheet構造も一度helix様構造

をとり、そのhelix構造の構造変化から形成されることになる。実際に、β一

lactoglobulinのタンパク質立体構造形成の過程において、　helix構造からβ一sheet

構造への構造変化が確認されているIas1。また、分子動力学的研究により、β．sheet

構造はタンパク質立体構造形成の後期過程に形成されることが確認されている

iM］。もう一つの重要な問題は、タンパク質合成過程で、なぜ特定のアミノ酸配

列が来るとα一helix構造の形成が終わり、他の二次構造が形成されていくのか？

また、そのようにして、なぜ特定部位にtum構造やβ一sheet構造が現れるのか？

ということである。これらの問題に対する答えが局所的二次構造の形成過程を

解明するであろうと考えられる。これらの観点からすると、β一sheet構造の構

成メカニズムを理論的に調査することが重要である。そこで我々は、MV－1

protea8eとmyosinを例にとり、タンパク質の特定部位でβ一sheet構造が形成さ

れる要因を量子化学的に解明した。

　その結果、β　－sheet構造の安定化には、水分子の存在と水素結合による安定

化エネルギーが最も主要な役割を果たすことが分かった。この研究はβ一sheet

構造を形成している一部分の構造を抜き出して研究対象としており、タンパク

質全体を考慮していないにも関わらず、実際に存在するβ一sheet構造の安定性

を正当に評価することができた。そこで、「β一sheet構造は近傍のわずかな残基

と水分子までを含めた局所的相互作用によって安定化される」、「β．sheet構造

の安定性は水分子の存在を考慮すると、POtential　energyで評価可能である」と
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いう2つの結論を導き出したEes］。一方α一helix構造についても構造安定性の要

因を量子化学的に解明した。α　－helixの場合もβsheet構造の場合と同様に、タ

ンパク質だけではなく周囲の環境までを含めた局所的相互作用によって安定化

することが分かった［26］。

　ここまでの研究で、局所的二次構造の形成要因について核心に迫る理解を得

ることができた。特にβ　－sheet構造の安定性には水分子の存在が必要不可欠で

あることが分かった。

　一般的にMDシミュレーション実行時には、水分子を実際に配置し、水の溶

媒効果を表現している。また、シミュレーションモデルが巨大な場合やタンパ

ク質立体構造予測シミュレーションのような長いシミュレーション時間が必要

な場合、計算コスト削減を目的として、連続溶媒モデルにより水分子の溶媒効

果を近似する方法が用いられる。このような連続溶媒モデルにはGeneralized－

Bom（GB）法IM’28］とPoisson－Boltzmann（PB）Vikl29－3e1　）b　x一ある。　PB法はGB法に比

べ精度の高い方法であるが計算量が膨大になる欠点があるため、生体分子シミ

ュレ・一・…一ション実行時にはGB法を用いるのが一般的である。　PB法はシミュレー

ション後のある目的の構造に対して、ポテンシャルエネルギーの再評価に多く

用いられている。

　本研究では、以上の知見を基に、水の溶媒効果に注目して、これまでのMD

シミュレーションを用いた立体構造予測法の問題点を精査した。次いで、この

精査から導かれた既存力場パラメータの問題点を明らかにし、この問題点を改

善するために新規力場パラメータの開発を行った。最後に、新たに開発した力

場パラメータにより、タンパク質立体構造予測を再び行い、新規力場パラメー

タの評価、立体構造予測精度評価を行った。このとき、主にβ一sheet構造から

なるいくつかのタンパク質について、新規力場パラメータのβ　－sheet構造に対

する信頼性評価も行った。

　MDシミュレーションに用いる高精度力場パラメータを開発したことにより、

タンパク質立体構造予測分野の発展だけではなく、生体分子シミュレーション

を使う全ての分野に大きな発展があることを強く確信している。
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方法

（1）既存力場パラメータffO3　force　fieldを用いたタンパク質立体構造予測

　　全てのタンパク質立体構造予測はCPU：Intel⑪Xeon・M　3．20GHz　4CPU、

　OS：Red　Hat　Linux　7．3．2のコンピュータ上で行われた。構造予測に用いる

　Molecular　dynamics（MD）シミュレーションはAMBER8ソフトウエアパッ

　ケージ1311のsanderモジュールを用いて実行された。このAMBER8ソフト

　ウエアはlntel⑪　Fortran　Compiler　for　IA－32・Version・8．1により、コンパイルさ

　れた。またコンパイルの際、Intel⑪　Math　Kernel　Library　Version　7．2を使用し

　た。MDシミュレーションの並列化計算にはMPICH　Version　1．2．6を使用し

　た。

　　予測対象として、PDB　code　ILE3［321で示されるβ一sheet構造のみからなる

　17残基のタンパク質、PDB　code　IL2Yエ33］で示される2つのor・－helixと1つ

　のstrand構造からなる20残基のタンパク質、　PDB　code　IVII［34］で示される

　3つのα一helix構造からなる36残基のタンパク質、　PDB　code　IPGB［3s】で示

　される1つのα一helixと4本のβ一sheet構造からなる56残基のタンパク質、

　の合計4つのタンパク質を選択した。1LE3はβ一sheet構造を形成するタン

　パク質の中で残基数が少なく、MDシミュレーションモデルとして優れた

　モデルである。1L2Yはhelix構造とstrand構造の2つの二次構造を持つタ

　ンパク質の中で最も残基数が少ない。また、このタンパク質についてのみ

　MDシミュレーションによるタンパク質立体構造予測が成功している。1VII

　はhelix構造のみからなり、且つ、2本以上のhelix構造を持つタンパク質

　の中で最も残基数の少ないタンパク質である。1PGBはhelix構造とsheet

　構造の両方を持ち、多くの研究者がこのタンパク質立体構造予測を目指し

　ている。

　　立体構造予測に用いられる全ての初期構造は直鎖状構造であり、

　AMBER8プログラムパッケージのLeapモジュールを使って作成された。100

　stepのエネルギー極小化計算の後、　DT＝1　－fs“1のtime　stepを使い、80－psで

　500Kまで昇温し、5－nsで300Kまで徐々に温度を落とした。さらに1LE3

　は288KでNMRによって測定された構造であること、1L2Yは282KでNMR

　によって測定された構造であること、1VIIは303KでNMRによって測定

　された構造であること、1PGBはX線結晶解析構造であることから、1－ns
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かけて300Kから1LE3では288Kまで、IL2Yでは282KまでJVIIでは303K

まで、1PGBでは5Kまで温度変化を行った。

　溶媒項計算に関して、Generalized－Bom法を使用した。AMBER8にIGB＝1’2，

IGB＝2’3，　I　GB＝5’4として用意されている3種類のGB法全てについてMD

シミュレーションを行った。また、各溶媒条件について、タンパク質の表

面積計算（SA計算）を導入しない場合（gbsa＝O’5）と導入する場合（gbsa＝ゴら

についてMDシミュレーションを行った。よって、合計6パターンの条件

により、タンパク質立体構造予測を行った。

　遠距離相互作用項について、cuTニ200A宰7、　RGBMAx＝200A’8のキーワ

ードを用い、すべての原子間の相互作用計算に近似を用いない、No・Cut・Off

によるMDシミュレーションを実行した。温度変化に関してnmropt＝ゴ9、IGB

キー一ワードの実行に関してnrespa＝2’ioキーワードを用いてMDシミュレー

ションを実行した。これら2つのキーワードはAMBER8ユーザーズマニ

ュアルにより使用が推奨されている。

　シミュレーション中の温度の取り扱いについて、IGB＝1、2の全てのパ

ターンではntt＝1‡11　Se・一ワードを用いた。一方、　IGBニ5の全てのパターン

ではnttニ3率12キーワードを用いてLangevin　dynamicsを実行した。このとき、

溶媒である水分子の衝突頻度gamma」n’13は1－ps’1と定義した。ここで、300K

における実際の水分子の衝突頻度は50－ps－1程度であるが、　AMBER8開発

者等はこれよりもかなり小さな5～IO－ps’1を推奨値としている。また、これ

より小さい値も良いとされ、ユーザーズマニュァルのExampleには　1－ps’1

が記載されている。

　溶媒項計算を実行する際の各原子のBom半径はIGB＝1の全ての場合で

デフォルトの半径を使った。IGB＝2、5についてはmbondi2半径を使った。

これらの半径についてもAMBER8ユーザーズマニュアルにより推奨され

ている半径である。

　力場パラメータには最新の力場パラメータとして提供されているffO3

force　fieldを使用した。これまでの研究でそれ以前の力場パラメータ（ff94、

ff96、　ff98、　ff99、　ffO2、　ffO2EP）よりも、最も良くタンパク質構造を表現で

きることが分かっている122】。

　その他のキーワードについてはすべてデフォルト値を使用した。

　全てのMDシミュレーション終了後、MDシミュレーションの最後のsnap
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shotの構造を予測構造とした。最後にPDB構造と予測構造の主鎖Cαの

RMSDを比較した。

（2）予測構造とNative構造のポテンシャルエネルギー比較

　　　（1）のときと同じマシン、ソフトウエアを使用した。

　　1LE3、1L2Y、1VII、　IPGBの4つの対象タンパク質のPDB構造を初期

　構造とした。構造を緩和させる目的で5slepのエネルギー一極小化計算の後、

　DT＝1－fsのtime　stepを使い、5－psで300Kまで昇温し、300Kの状態を保

　ち、わずか5－psのMDシミュレーションを行った。1－psおきに構造を得、

　最後のsnap　shotをNative構造とした。各シミュレー一ション条件、力場パラ

　メータは（1）の揚合と同じである。よって4つのタンパク質に対して合

　計6パターンのMDシミュレーションを実行した。

　　一方予測構造に関して、タンパク質立体構造予測シミュレーション中の

　300K付近の5つの構造を取りだした。

　　予測構造のGB一ポテンシャルエネル」F・一について、5つの構造の各ポテ

　ンシャルエネルギーの平均をとり、予測構造のGB一ポテンシャルエネルギ

　ーとした。Native構造のGB一ポテンシャルエネルギーは、300Kにおける

　MDシミュレー一．一一ションの5つのsnap　shot由来のエネルギーを平均して得た。

　このようにして得られた両者のGB一ポテンシャルエネルギーを比較した。

　この比較により、予測構造がPDB構造と比べ、ポテンシャルエネルギー

　的に十分に安定な構造であるかの確認ができ、シミュレ・・一・・一ション時間とシ

　ミュレーション方法の妥当性を評価できる。

　　PB法によるポテンシャルエネルギーについて、　Native構造では300Kに

　おけるMDシミュレーションの5つのsnap　shot構造を使った。　AMBER8

　のpbsaプログラムを使用し、この構造のPB一ポテンシャルヱネルギーを再

　計算し、その平均をとってNative構造のPB一ポテンシャルエネルギーとし

　た。予測構造ではGB一ポテンシャルエネルギー計算に用いたときと同じ5

　つの構造を使った。まず5つのPB一ポテンシャルエネルギーを計算し、そ

　の平均をとって予測構造のPB一ポテンシャルエネルギーとした。　MM－PBSA

　計算に用いた条件は以下の通りである。Reaction　field　energyは（溶媒比誘

　電率）1（分子の比誘電率）によって計算された。このとき溶媒比誘電率は

　80．0、分子の比誘電率は1．0であった。PB計算に用いる格子点は2．oAお
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きに配置された。PB計算の繰り返し数は最大500回までを許容した。溶

媒接触半径は1．6Aとした。分子のcavity半径はpbsa計算の初期化過程で

最適化された。表面張力は0．0050kcal　morl　A2とした。

（3）既存力場パラメータffO3　force　fieldのアミノ酸コンフォメーション安定

　　性と量子化学的手法によるアミノ酸コンフォメーション安定性の比較

　　全てのMDシミュレーションはCPU　：　lntel⑪　Xeon’M　l．70GHz　2CPU、　OS：

　Red　Hat　Linux　2．4．18のコンピュータ上で行われた。　MDシミュレーション

　はAMBER8ソフトウエアパッケージのsanderモジュールを用いて実行さ

　れた。このAMBER8ソフトウエアはIntel⑪　Fortran　Compiler　for　IA－32・Version

　8．1により、コンパイルされた。またコンパイルの際、Intel⑪Math　Kemel

　Library　Version　7．2を使用した。　MDシミュレーションの並列化計算には

　MPI　CH　Version　1．2．6を使用した。

　　ALA、　ARG、　ASN、　ASP、　CYS、　GLN、　GLU、　GLY、　HID（δ位に水素

　がついたHIS）、　ILE、　LEU、　LYS、　MET、　P肥、　PRO、　SER、　THR、　TRP、

　TYR、　VALの20種類のアミノ酸について、　N末端側にACE（acety1基）

　を、C末端側にNME（N－methyl基）を結合し、　ACE－X　X　X－NME（XXXは

　任意のアミノ酸）ジペプチドモデルを作成した。これらのモデルはAMBER8

　プログラムパッケージのLeapモジュールを使用し、　sequenceコマンドによ

　り作成された。10000　stepのエネルギー極小化計算の後、DT＝1－fsのtime　step

　を使い、20－psで300Kまで昇温し、300Kの状態を保ち6－nsのMDシミュ

　レーションを行った。各シミュレーション条件、力場パラメータは（1）

　の場合と同じである。よって20種類のアミノ酸に対して合計6パター・・一一一ン

　のMDシミュレーションを実行した。

　　6－nsのシミュレーションの間1－psずつ構造を得、合計6000個の構造を

　得た。これらの構造に対し、phi－psi角をそれぞれ求め、（phi：psD＝（－110～

　－30：－90N40）、　（－180～－110，1601・b・・180：－180～－150，110・・v　180）、　（－110～－50：

　40～110）、　（40t…r90：－140　J・・v－30）、　（－110　iv－40：110　N　180，－180～－150）、　（－180

　…　－110：－20・一・SO）、（30・・一・SO：10・一・80）に存在した構造をそれぞれαR、　C5、

　C7eq、　C7ax、β、β2、αLのコンフォメーションとみなした。　Boltzmann

　分布の式よりそれぞれのコンフォメーションの存在比から、C7eqコンフォ

　メーションに対する各コンフォメーションのエネルギー差を求めた。
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　ACE－ALA－NMEモデルについてのみ、実際に水分子を発生させたモデル

のコンフォメーション安定性解析を行った。AMBER8のleapモジュール

を使い、タンパク質の周囲x、y、　z方向に10Aの厚さの水分子を発生させ

た。タンパク質と水分子の原子問の衝突を避けるため、タンパク質と水分

子の間に1．oAの空間を作った。合計630個の水分子を発生させた。遠距

離相互作用項について、CUT＝8．oA、キーワードを用い、原子間距離が8．O

A以上の原子問の相互作用計算を省略するCut　OffによるMDシミュレー

ションを実行した。なお、このMDシミュレーションは周期的境界条件下

で行われた。連続溶媒モデルの場合と同様にして、10000stepのエネルギ

L…一一ﾉ小化計算の後、DT＝1－fsのtime　stepを使い、20－psで300Kまで昇温

し、300Kの状態を保ち6－nsのMDシミュレーションを行った。昇温過程

について、ntb＝1’14、　ntp＝O’15のキーワードを使い一定体積のもとMDシミ

ュレーションを行った。次に、ntb＝2’　14、　ntp＝ゴ15のキーワードを使い、一

定圧力のもとMDシミュレーションを行った。その他のキーワードについ

てはすべてデフォルト値を使用した。6－nsのシミュレーションの問1－psず

つ構造を得、合計6000個の構造を得た。これらの構造に対し、連続溶媒

モデルと同様の方法を使ってコンフォメーションを分類した。また、

Boltzmann分布の式よりそれぞれのコンフォメーションの存在比から、C7eq

コンフォメーションに対する各コンフォメーションのエネルギー差を求め

た。

　より精度の高いコンフォメーション安定性解析を行う目的で、量子化学

計算を使った安定性解析を行った。タンパク質構造の主要な二次構造のα一

helix構造とβ　－sheet構造を形成しているαRコンフォメーションとC5コ

ンフオメkeションに注目して量子化学計算を実行した。全ての量子化学計

算はCPU：Intel　1．6GHz　2CPU、　IA－64、　Itanium2、　OS：Red　Hat　Linux　2．4．29の

コンピュータ上で行われた。量子化学計算はGaussianO3ソフトウエアパッ

ケージを用いて実行された。

　αRコンフォメーションとして、（phi　l　psi）＝（－60：－40）の主鎖構造を

持つものを初期構造とし、c5コンフォメーションとして、（phi：psi）＝（－

180：－180）の主鎖構造を持つものを初期構造とした。PROについてのみ主

鎖が側鎖とつながった構造をしているため、αRコンフォメーションで（－

61：－35）、C5コンフォメーションで（－65：150）の初期構造を使用した。［36］
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量子化学計算の計算条件は以下の通りである。各モデルの構造最適化計算

にはHF法を使い、基底系は6－31G＊＊を用いた。水の溶媒効果を取り入れ

るため、SCRF法のIEFPCM法を使用し、　Solvent　・Waterキーワ・一ドを使用

した。分子のCavity半径にはUAHF半径を使用した。次いで、最適化され

た構造に対して、B3LYP／㏄一pVTZでSingle　Point　Energy計算を行いポテン

シャルエネルギーの再評価を行った。このとき、SCF計算については収束

条件を最も厳しくするためにSCF」Tightキーワードを用いた。水の溶媒効

果は構造最適化計算の時と同じものを用いた。こうして求めたαR一ポテン

シャルエネルギーとC5一ポテンシャルエネルギーの差をとり、MDシミュ

レーションのコンフォメーション安定性と比較した。

（4）高精度新規力場パラメータの開発

　　　（3）で求めた、量子化学的アミノ酸コンフォメーション安定性をMD

　シミュレーションが再現するようにするため、高精度新規力場パラメータ

　の開発を行った。特に、静電的相互作用項がMDシミュレーションに最も

　大きな影響を与えるため、新しい電荷パラメータを作成した。

　　　（3）の量子化学計算で使用したものと同じマシン、ソフトウエア、

　ACE．XXX－NMEモデルを使った。（3）の量子化学計算実行時と同じ計算

　条件で構造最適化を行った後、最適化された構造に対して、B3LY　P／cc－pVTZ

　で静電ポテンシャル計算を行った。このとき、SCF計算については（3）

　と同様に、収束条件を最も厳しくするためにSCF＝Tightキーワードを用い

　た。水の溶媒効果は（3）と同じく構造最適化計算の時と同じものを用い

　た。

　　こうして得られた静電ポテンシャルから、RESP法E37］を使い各アミノ酸

　に電荷が割り当てられた。その際、2－stage－fi　tting法を使用した。1st－stage

　ではαRコンフォメーションとC5コンフォメーションの2つのコンフォ

　メーションを組み合わせて電荷が割当てられた。この際、ACE、　NMEの

　BI㏄king　groupは合計の電荷が0になるように調整した。2nd－stageでは化

　学的に同等である原子に同じ電荷を割り振るように指定した。この時、

　B1㏄king　groupと重原子はlst－stageの電荷を保存するように固定した。こ

　うして各アミノ酸の水の溶媒効果を加味した電荷を得た。次に、全てのア

　ミノ酸に対するジペプチドモデルのACEとNMEが同じ電荷を持つように
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操作し、ACE、　NMEの電荷を得た。最後に、　Piotr　Cieplak等と同様の方法【37】

を使い、N末端、　C末端のアミノ酸についても水の溶媒効果を加味した電

荷を得た。

　こうして新たに作成された力場パラメータを使って、（3）のときと同

様にACE－XXX－NMEモデラレのMDシミュレーションを行った。（3）と同

じく、MDシミュレL・一一一ションの結果から各アミノ酸のコンフォメーション

安定性を求め、量子化学的アミノ酸コンフォメーション安定性と比較した。

（5）高精度新規力場パラメータを用いたタンパク質立体構造予測

　　　（1）と同じ1LE　3、1L2Y、1VII、1PGBの4つのタンパク質を対象にタ

　ンパク質立体構造予測を行った。使用したマシン、ソフトウエアは（1）

　と同じである。（1）と同じく、立体構造予測に用いられる全ての初期構

　造は直鎖状構造であり、AMBER8プログラムパッケージのLeapモジュー

　ルを使って作成された。100stepのエネルギー極小化計算の後、80－psで5K

　から375Kまで昇温した。その後375Kで30－nsのMDシミュレー一一ションを

　行った。通常、タンパク質の折り畳みは秒オーダーでおこる現象であるた

　め、加速的に折り畳みシミュ、レーションを行う目的で、やや高い温度でMD

　シミュレーションを行った。1－psごとに構造を得、合計30000個の予測構

　造を得た。このうち、MD　simulation中におけるポテンシャルエネルギーが

　最も低い方から、5つの予測構造を抜き出した。この5つの予測構造が集

　団を形成する場合は、その集団において最も初期構造から離れている構造

　を最終的な予測構造として採用した。5つの予測構造が全く集団を形成し

　ない場合は、5つの予測構造の中で最も初期構造から離れた構造を最終的

　な予測構造として採用した。初期構造からの予測構造の離れ具合は、30000

　個の予測構造に対する主成分解析の結果から求めた。

（6）β一sheet構造における新規力場パラメータの信頼性評価

　　PDB　code　IBO3［381、　IJ4M【39】、1LEO（40］、1LE1圃、　ILE3、1NIZ【41】で示さ

　れるの6つのβ一sheet構造に対して、既存力場パラメータであるffO3　force

　fieldと本研究で開発した新規力場パラメータの2つの力場パラメータを使

　い、MDシミュレーションを実行した。全てのMDシミュレーションはCPU：

　Intel⑪　Xeon：N　1！70GHz　2CPU、　OS：Red　Hat　Linux　7．3．2のコンピュータ上で
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行われた。MDシミュレーションに使用したソフトウエアは（1）と同じ

である。

　1BO3は残基数18、1J4Mは残基数14、1LEOは残基数13、1LE1は残基

数13、1LE3は残基数17、1NIZは残基数16である。この6つのタンパク

質は、PDBに登録されている構造の中で以下の8つの条件を全て満たした

ものである。①Proteinであること。（DNAやRNAやウイルス等の構造で

はない。）②残基数が30残基以下であること。③1量体であること。④タ

ンパク質構造の組成がβ一sheet構造30％以上100％以下となるもの。⑤タン

パク質構造組成がhelix構造0％となるもの。⑥β　－sheet構造は1本以上2

本以下となるもの。⑦複合体構造などの他の構造を含まず、単独でPDB

に登録されているもの。⑧CYSによるジスルフィド結合を含まないもの。

ここで、　INIZは’－HIGP（・iRAFYTTKNIIG”の配列を持りがN末

側のYNKRとC末側のKNIIGの構造が無い。そこで、1NIZのみ、　N末に

ACE、　C末にNMEを付加した。また、　NMRでの測定条件が”pH＝5”、”lonic

strength＝10mM”であったことから、　HIS残基はδ位とε位に水素がっいた

構造（HIP）とし、イオン濃度に関してはsaltcon＝O．OI’16オプションを使用

した。

　まず、タンパク質の主鎖Φ，Ψ角を全てのアミノ酸に対して（Φ，Ψ）＝（－60，

－40）としたものを”all＿helix構造”の初期構造とし、　PDB構造のままのもの

を”Native構造”の初期構造とした。この計算モデルに対し、　MDシミュレ

ーションを実行した。両者ともに500－stepのminimize後、5－psで100Kか

ら300Kまで昇温した。その後300Kで5－psのMDシミュレー一ションを行

い、1－psずつ構造を得、合計5っの構造を得た。1LE1の場合のみ、　Native

構造に対して5－psのMDシミュレーションでは、　NMR測定構造の側鎖の

異常接近が解消されなかったため、50－psのMDシミュレーションを行い

最後5つの構造を得た。

　このようにして得られた各々の5つの構造に対してMMPBSA（GBSA）計

算を行った。MMPBSA（GBSA）計算に用いたマシンはMDシミュレーショ

ンに用いたものと同じである。GBSA計算はMDシミュレーションと同じ

計算条件で実行された。また、MDシミュレーションに用いた計算Option

は、IGB＝5、　ntt＝3、　gamma」n＝1．e、　cut＝200．0、　rgbmax＝200．O、　nrespa＝2、　gbsa＝1

であり、残りはdefault値を使用した。　PBSA計算に用いた計算条件は（2）
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のときと同じものを用いた。

　最後に、各々の方法のNative構造のポテンシャルエネルギーとal1＿helix

構造のポテンシャルエネルギーの差をとり、ffO3　force　fi・ledのときのポテ

ンシャルエネルギー差と比べることで、新規力場パラメータの信頼性評価

を行った。
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結果

（1）既存力場パラメータffO3・force・fieldを用いたタンパク質立体構造予測

　　IGB＝1（gbsa＝0），　IGB＝1（gbsa＝1），　IGB＝2（gbsa＝0），　IGB＝2（gbsa＝1），　IGB＝5

　（gbsa＝0），　IGB＝5（gbsa＝1）の6つの溶媒条件パターンで、　I　LE3、1L2Y、1VII、

　IPGBの4つのタンパク質について立体構造予測を行った。

　　IGBニ1（gbsa＝O）の時の予測構造とPDB構造を、主鎖Cα原子について

　最も距離変位が小さくなるように重ねあわせた図をFig、1に示す。

　　1LE3について、　PDB構造と予測構造の主鎖Cα原子のRMSDは6．374　A

　であった。PDB構造では4つのTRPの側鎖の環構造が交互に並ぶことで、

　π一π相互作用をとり、β一sheet構造を安定化している。一方予測構造では、

　4つのTRP側鎖の環構造が交互に並ぶことは無く、2つのhelix構造を形成

　した。また、PDB構造では7ASP、8ALA、　SrrHR、10LYSでtum構造をと

　るが、予測構造ではturn構造が予測できていなかった。構造予測には完全

　に失敗した。1L2Yについて、　PDB構造と予測構造の主鎖Cα原子のRMSD

　は1．567Aであった。　PDB構造では1つのhelix構造、1つの3－iohelix構造、

　1つのstrand構造を形成している。予測構造では、2つのhelix構造と1っ

　のstrand構造が形成された。3－1。helix構造を予測することはできなかった

　が、全体的に良く似ている構造が予測できた。また、IL2Yの構造形成に

　重要なPRO側鎖と疎水的相互作用を形成するTYR、　TRPの2つのアミノ

　酸側鎖について、側鎖の向きもほぼ一一一1IQしていた。1VIIについて、　PDB構

　造と予測構造の主鎖cα原子のRMsDは5．574Aであった。　PDB構造では

　3本のhelix構造を形成している。また、　N末端側から数えて1本目のhelix

　構造と2本目のhelix構造は7PHE、11PHE、18PHEの3つの側鎖環構造の

　作るx一π相互作用により構造が安定化されている。予測構造では、4本のhelix

　構造が形成された。7PHE、11PHE、18PHEの3っの側鎖環構造の作る：一［－x

　相互作用は形成されなかったため、1本目と2本目のhelix構造の距離がPDB

　構造に比べると大きくなっていた。全体的な構造は似ているが、予測は完

　全には成功していなかった。1PGBについて、　PDB構造と予測構造の主鎖

　cα原子のRMSDは11．520Aであった。　PDB構造では1本のhelix構造と4

　っのβ一sheet構造を形成している。一方予測構造では、4本のhelix構造を

　形成し、β一sheet構造を1つも予測できなかった。
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1LE3

1Vll

1L2V

、

Fi　g．1：Prediction　structures（cyan）and　PDB　structures（green）were　represented　as

a　cartoon　expression　i　n　case　of　the　I　GB＝1，　gbsa＝0．　Four　TRP　residues　in　l　LE3　and

TYR　and　TRP　residues　in　IL2Y　vvere　represented　as　a　stick　expression．

16



　IGB＝1（gbsa＝1）の時の予測構造とPDB構造を、主鎖Cα原子について

最も距離変位が小さくなるように重ねあわせた図をFig．2に示す。

　1LE3について、　PDB構造と予測構造の主鎖cα原子のRMsDは5．604A

であった。IGB＝1（gbsa＝O）の時と同様に、予測構造は2つのhelix構造を

形成した。また、4つのTRP側鎖の環構造が交互に並ぶx－x相互作用はみ

られなかった。さらに、tum構造をとるべき領域についても予測に失敗し

た。1L2Yについて、　PDB構造と予測構造の主鎖Cα原子のRMSDは3・299

Aであった。IGB＝1（gbsa＝O）の時と同様に、予測構造は2つのhelix構造

と1つのstrand構造を形成した。3．1。helix構造を予測することはできなか

った。TYR、　TRPの2つのアミノ酸側鎖の向きはPDBに近い向きを示し

たが全体構造としてはあまり似ていなかった。1VIIについて、　PDB構造と

予測構造の主鎖cα原子のRMSDは5．085　Aであった。予測構造は4本の

helix構造を形成した。7P肥、11P肥、18PHEの3つの側鎖環構造の作るπ一π

相互作用は形成されなかったため、1本目と2本目のhelix構造の距離がPDB

構造に比べると大きくなっていた。また、C末端側の3本目のhelix構造を

とるべき領域で、helix構造は2本にわかれてしまった。全体的な構造は似

ているが、予測は完全には成功していなかった。1PGBについて、　PDB構

造と予測構造の主鎖cα原子のRMsDは10．894Aであった。予測構造は4

本のhelix構造を形成した。β一sheet構造は一つも予測できなかった。
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1LE3

1　Vll

11・2Y

4

Fi　g．2：Prediction　stnuctures（cyan）and　PDB　structures（green）were　represented　as

a　cartoon　expression　in　case　of　the　IGB＝1，　gbsa＝1．　Four　TRP　residues　in　I　LE3　and

TYR　and　TRP　residues　in　I　L2Y　were　represented　as　a　stick　expression．
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　IGB＝2（gbsa＝0）の時の予測構造とPDB構造を、主鎖Cα原子について

最も距離変位が小さくなるように重ねあわせた図をFig．3に示す。

　1LE3について、　PDB構造と予測構造の主鎖cα原子のRMsDは6．823　A

であった。IGB＝1（gbsa＝O，　1）の2つの場合と同様に、予測構造は2つのhelix

構造を形成した。また、4つのTRP側鎖の環構造が交互に並ぶ：π一π相互作

用はみられなかった。さらに、turn構造をとるべき領域についても予測に

失敗した．1L2Yについて、　PDB構造と予測構造の主鎖Cα原子のRMSD

は6．030Aであった。予測構造はhelix構造を形成せず、全体がstrand様構

造になっていた。TYR，　TRPの位置もPDB構造とは大きくずれていた。IGB＝1

（gbsa＝O，1）の2つの場合とは異なり、予測には大きく失敗した。1VIIにっ

いて、PDB構造と予測構造の主鎖Cα原子のRMSDは9．799　Aであった。

予測構造はPDB構造と同じ3本のhelix構造を形成した。しかし、7PHE、

11PHE、18PHEの3つの側鎖環構造の作るx一π相互作用は形成されなかった。

二次構造的にはPDB構造に近い構造を予測できたが、三次構造的には完

全に予測に失敗した。1PGBについて、　PDB構造と予測構造の主鎖Cα原

子のRMSDは10．586Aであった。予測構造は6本のhelix構造を形成した。

helix構造を形成するべき領域では正しくhelix構造が予測できたが、β一sheet

構造を形成するべき領域では小さな5本のhelix構造が形成された。β一sheet

構造は一つも予測できなかった。

19



IVII

1L2Y

IPGB

Fi　g．3：Prediction　structUres（cyan）and　PDB　structures（gr㏄n）were　represented　as

a　cartoon　expression　i　n　case　of　the　I　GB＝2，　gbsa＝0　Four　TRP　residues　i　n　l　LE3　and

TYR　and　TRP　residues　in　IL2Y　were　represented　as　a　stick　expression．
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　IGB＝2（gbsa＝1）の時の予測構造とPDB構造を、主鎖Cα原子について

最も距離変位が小さくなるように重ねあわせた図をFig．　4に示す・

　1LE3について、　PDB構造と予測構造の主鎖Cα原子のRMSDは6．232A

であった。予測構造は1本のhelix構造を形成した。このhelix構造はturn

構造を形成するべき領域で形成された。また、4つのTRP側鎖の環構造が

交互に並ぶx－x相互作用はみられなかった。これまでの場合と同様に、β一

sheet構造は予測されなかった。1L2Yについて、　PDB構造と予測構造の主

鎖cα原子のRMSDは3．478Aであった。予測構造は1本のhelix構造を形

成した。3－1。helix構造を予測することはできなかった。　TYRに対するTRP

の向きはPDB構造に近い構造だった。予測にはやや成功している。　IVII

について、PDB構造と予測構造の主鎖cα原子のRMSDは6．701Aであっ

た。予測構造は2本のhelix構造を形成した。　PDB構造においてN末端か

ら数えて2本目のhelix構造を形成するべき領域でhelix構造の予測に失敗

した。また、7PHE、11P肥、18PHEの3つの側鎖環構造の作るsc－x相互作

用は形成されなかった。1PGBについて、　PDB構造と予測構造の主鎖Cα

原子のRMSDは11．632Aであった。予測構造は3本のhelix構造を形成し

た。これまでの場合と同様に、β　－sheet構造は一つも予測できなかった。

予測には大きく失敗した。
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1LE3 1L2V

1Vll 1PG

Fi　g．4：Prediction　structures（cyan）and　PDB　struc血1res（gloen）were　represented

as　a　cartoon　expression　in　case　of　the　IGB＝2，　gbsa＝1　Four　TRP　residues　in　l　LE3

and　TYR　and　TRP　residues　i　n　I　L2Y　were　represented　as　a　stick　expression．
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　IGB＝5（gbsa＝O）の時の予測構造とPDB構造を・主鎖Cα原子について

最も距離変位が小さくなるように重ねあわせた図をFig．5に示す。

　1LE3について、　PDB構造と予測構造の主鎖Cα原子のRMsDは＆019A

であった。予測構造は比較的長い1本のhelix構造を形成した。これまで

と同様に、4つのTRP側鎖の環構造が交互に並ぶπ一π相互作用はみられず、

β一sheet構造も予測されなかった。1L2Yについて、　PDB構造と予測構造の

主鎖cα原子のRMSDは2．960Aであった。予測構造は41LE・・9ASPで1本

のhelix構造を形成した。3．1ohelix構造を予測することはできなかった。　TYR

に対するTRPの向きはPDB構造とは大きく異なった。全体としては予測

にやや成功しているが側鎖の向きについては大きく失敗している。1VIIに

ついて、PDB構造と予測構造の主鎖cα原子のRMsDは5・903　Aであった・

予測構造はPDB構造と同じ3本のhelix構造を形成した。しかし、　C末端

側の3本目のhelix構造を形成するべき領域で、完全なhelix構造が形成さ

れず小さなhelix構造と長い無定形構造が予測された。これまでと同様に

7PHE、11P肥、18PHEの3つの側鎖環構造の作るπ一π相互作用は形成され

なかった。IPGBについて、　PDB構造と予測構造の主鎖Cα原子のRMSD

は13．648Aであった。予測構造は3本のhelix構造を形成した・これまで

の場合と同様にβ一sheet構造は1つも予測できず、予測には大きく失敗し

た。
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IVII

1L2Y

1PGB

Fi　g．5：Prediction　structures（cyan）and　PDB　structures（green）were　replesented　as

a　cartoon　expression　in　case　of　the　IGB＝5，　gbsa＝《）Fbur　TRP　residues　in　l　LE3　and

TYR　and　TRP　residues　in　I　L2Y　were　represented　as　a　stick　expression．
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　IGB＝5（gbsa＝1）の時の予測構造とPDB構造を、主鎖Cα原子について

最も距離変位が小さくなるように重ねあわせた図をFig．6に示す。

　lLE3について、　PDB構造と予測構造の主鎖Cα原子のRMSDは7．812A

であった。予測構造はIGB＝5（gbsa＝0）のときのような比較的長い1本の

helix構造を形成した。これまでと同様に、4つのTRP側鎖の環構造が交互

に並ぶ瓢相互作用はみられず、β一sheet構造も予測されなかった。1L2Y

について、PDB構造と予測構造の主鎖Cα原子のRMSDは3．133　Aであっ

た。予測構造は1本のhelix構造を形成したが3．iohelix構造を予測すること

はできなかった。主鎖構造はPDB構造と似ているが、　TYR、　TRPの側鎖

構造が全く似ていない。1VIIについて、　PDB構造と予測構造の主鎖Cα原

子のRMsDは6．463　Aであった。予測構造は4本のhelix構造を形成した。

最もC末端側の3本目のhelix構造を形成するべき領域で、一部helix構造

がほどけてしまい、2本のhelix構造に別れてしまった。これまでと同様に

7PHE、11P肥、18PHEの3つの側鎖環構造の作るπ一π相互作用は形成され

なかった。1PGBについて、　PDB構造と予測構造の主鎖Cα原子のRMSD

は14．507Aであった。予測構造は4本のhelix構造を形成した。これまで

の場合と同様にβ一sheet構造は1つも予測できず、予測には大きく失敗し

た。
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1LE3 IL

1Vn 1PGB

Fi　g．6：Prediction　structu陀s（cyan）and　PDB　structures（green）were　represented　as

acα7多ooπexpression　in　case　of　the　IGB＝5，　gbsa＝l　Fbur　TRP　residues　in　lLE3　and

TYR　and　TRP　residues　in　I　L2Y　were　represented　as　a　sガclヒexpression．
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（2）予測構造とNative構造のポテンシャルエネルギー比較

　　予測構造とNative構造のポテンシャルエネルギー比較を行った。ポテン

　シャルエネルギー計算に先立ち、PDB構造を緩和する目的でMDシミュレ

　ー一ションを行った。MDシミュレーション後の構造をNative構造とし、予

　測構造との比較に用いた。

　　Table　1にIGB＝1（gbsa＝O，1）の時の各タンパク質における1．　PDB構造と

　Native構造の主鎖Cα原子のRMSD、2．（1）で求めたPDB構造と予測

　構造の主鎖Cα原子のRMSD、3．　GB法によるポテンシャルエネルギー差、

　4．　PB法によるポテンシャルエネルギー差を示す。

　　1LE3におけるPDB－NativeのRMSD（Cα）はgbsa＝0で1．722A、　gbsaニ1で

　0．828Aであった。いずれもPDB構造をよく保存しMDシミュレーション

　が実行された。1L2YにおけるPDB－NativeのRMSD（Cα）はgbsa＝0で3．241

　A、gbsa＝1で2，675　Aであった。両者ともに3－iohelix構造領域においてMD

　シミュレーション後にhelixが緩くなってしまっていた。このため比較的

　大きなRMSDであったが、その他の領域でPDB構造をよく保存していた。

　1vlIにおけるPDB－NativeのRMSD（cα）はgbsa＝0で16．466A、　gbsa＝1で

　11．432Aであった。両者ともにたった5－psのMDシミュレN－一一・一ションでPDB

　構造が崩壊した。したがって、これをPDB構造由来の構造と考えること

　はできないので、ポテンシャルエネルギー比較の値は参考値とした。1PGB

　におけるPDB－NativeのRMsD（cα）はgbsa＝oでo．90s　A、　gbsa＝1で1．464A

　であった。両者ともにPDB構造をよく保存しMDシミュレーションが実

　行された。IGB＝1では1LE3、1L2Y、1PGBのタンパク質でPDB構造をよ

　　く保存してMDシミュレーションが実行された。

　　1LE3におけるGB一ポテンシャルエネルギー差（△EGB予測構造一△EGB

　Native）はgbsa＝0の場合6．12　kcal／molでNative構造の方が安定であった。

　gbsaニ1の場合一4．61　kcal！molで予測構造の方が安定であった。1L2Yにおけ

　　るGB一ポテンシャルエネルギー差はgbsa＝0の場合8．84　kcal／molで予測構

　造の方が安定であった。gbsa＝1の場合一7．99　kcal／molで予測構造の方が安定

　　であった。1VIIにおけるGB一ポテンシャルエネルギー差は参考値として、

　gbsa＝0の場合一70．88　kcal！molで予測構造の方が安定であった。　gbsa＝1の場

　合一49．82kcailmolで予測構造の方が安定であった。　IPGBにおけるGB一ポテ

　　ンシャルエネルギー一差はgbsa＝Oの場合一3・．08　kcallmolで予測構造の方が安
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定であった。gbsa＝1の場合1．89　kcal／mo1でNative構造の方が安定であった。

　より精度の高いエネルギー計算を実行する目的で、Native構造と予測構

造の2つの構造に対して、PB法を用いてポテンシャルエネルギーの再評

価を行った。1LE3におけるPB一ポテンシャルエネルギー差（△EPB予測構

造一△EpB　Native）はgbsa＝0の場合　O．32　kcal／mo1でNative構造の方が安定

であった。GB法では6．　12　kcal／molあった両構造のエネルギー差がPB法を

用いた場合ほとんど無くなった。gbsa＝1の場合1．45　kcal／molでNative構造

の方が安定であった。GB法では予測構造の方が安定であるが、　PB法では

Native構造が安定となった。1L2YにおけるPB一ポテンシャルエネルギー差

はgbsa＝Oの場合一11．23　kcal／molで予測構造の方が安定であった。　GB法よ

りも予測構造が2・39kcal／mol安定化した。　gbsa＝1の場合．12．74　kcallmolで

予測構造の方が安定であった。GB法よりも予測構造が4．79　kcallmol安定

化した。1VIIにおけるPB一ポテンシャルエネルギー差は参考値として、

gbsa＝Oの場合一36．3　1　kcal／molで予測構造の方が安定であった。　gbsa＝1の場

合一15．46kcallmolで予測構造の方が安定であった。1PGBにおけるPB一ポテ

ンシャルエネルギー差はgbsa＝0の揚合42．63　kcal／molでNative構造の方が

安定であった・GB法では一3．08　k（）al／molで予測構造が安定であったが、　PB

法では逆に、大きくNative構造が安定であった。gbsa＝1の場合52．38　kcal／mol

でNative構造の方が安定であった。　GB法では1．89　kca　llmolしか無かった

両構造のポテンシャルエネルギー・一一差はPB法では大きく開いた。
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Table　l

Energy　and　RMSD（Cα）comparisons　between　the　PDB　structure　and　the　prediction

structure　in　case　of　IGB＝1（gbsa＝0，1）

IGB＝1

GBSA＝0
RMSD（）
oDB．Native

RMSD（）PDB－Prediction △EGB（kcallm・1）

｢EPredicdon－△ENative

　△EPB（kcaユノ皿01）

｢EPred1c臓on－△ENa直ve

1L正B 1，722 6，374 6．12 o．32

1L2Y 3，241 1，567 ・8．84 ・11．23

lVLL 16，466 5，574 （・70．88） （・36．31）

1PGB 0，908 11，520 ・3．08 42．63

GBSAニ1
RMSD（）
oD彊一Na廿ve

RMSD（）
oDB－Prediction

△EG日（匙callm・1）

｢EPredicdon－△ENahve

　△EP1∋（kcal1皿01）

｢EPrediction－△ENatiΨe

1LE3 0，828 5，604 4．61 1．45

1L2Y 2，675 3，299 ・7．99 ・12．74

1VLL 11，432 5，085 （・49．82） （－15．46）

1PGB 1，464 10，894 1．89 52．38
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　Table　2にIGB＝2（gbsaニ0，1）の時の各タンパク質における1．　PDB構造と

Native構造の主鎖Cα原子のRMSD、2．（1）で求めたPDB構造と予測

構造の主鎖Cα原子のRMSD、3．　GB法によるポテンシャルエネルギー差、

4、PB法によるポテンシャルエネルギー差を示す。

　1LE3におけるPDB－NativeのRMSD（Cα）はgbsa＝0で0．848A、　gbsa＝1で

0．963Aであった。いずれもPDB構造をよく保存しMDシミュレーション

が実行された。1L2YにおけるPDB－NativeのRMSD（Cα）はgbsa＝0で3．721

A、gbsa＝1で2．619Aであった。両者ともにRMSD（Cα）は小さいが、　helix

構造が完全にほどけてしまった。また、3．1。helix構造も形成されていなか

った。二次構造的特性を全く保存できなかったため、これをPDB構造由

来の構造として取り扱うことはできないと判断した。よって、ポテンシャ

ルエネルギー比較の値は参考値とした。1VIIにおけるPDB－Nativeの

RMSD（Cα）はgbsa＝0で16350　A、gbsa＝1で16．948Aであった。IGBニ1（gbsaニO，

1）のときと同様に、両者ともにたった5－psのMDシミュレーションでPDB

構造が崩壊した。したがって、これをPDB構造由来の構造と考えること

はできないと判断し、ポテンシャルエネルギー比較の値は参考値とした。

1PGBにおけるPDB－NativeのRMsD（cα）はgbsa＝oで2．408A、　gbsa＝1で

o．983　Aであった。両者ともにPDB構造をよく保存しMDシミュレーショ

ンが実行された。IGBニ2では1LE3と1PGBのタンパク質でPDB構造をよ

く保存してMDシミュレーションが実行された。

　1LE3におけるGB一ポテンシャルエネルギー差はgbsa＝0の場合4．96

kcal／molでNative構造の方が安定であった。　gbsa＝1の場合11．43　kcallmo1

でNative構造の方が安定であった。1L2YにおけるGB一ポテンシャルエネ

ルギー差は参考値として、gbsa＝0の場合21．45　kcal／mo1でNative構造の方

が安定であった。gbsa＝1の場合一5．63　kcallmolで予測構造の方が安定であっ

た。1VIIにおけるGB一ポテンシャルエネルギー一差は参考値として、　gbsa竺0

の場合一48．56・kcal／molで予測構造の方が安定であった。　gbsa＝1の場合一36．81

kcallmolで予測構造の方が安定であった。1PGBにおけるGB一ポテンシャル

エネルギー差はgbsa＝0の場合11．33　kcallmolでNative構造の方が安定であ

った。gbsa＝　1の場合42．94　kcallmo1でNative構造の方が安定であった。両

者とも大きくNative構造が安定であった。特にgbsa＝1のときにNative構

造の安定性が大きく増加した。参考値である1L2Yと1VIIを除く全ての場
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合でNative構造の方が安定となった。

　1LE3におけるPB一ポテンシャルエネルギー差はgbsa＝0の場合8．24

kcallmo正でGB法の時と同様にNative構造の方が安定であった。　Native構

造の安定性はGB法と比べると、3．28　kcallmo1増加した。　gbsa＝1の場合6．52

kcal／molでGB法の時と同様にNative構造の方が安定であった。　Native構

造の安定性はGB法と比べると4．91　kcallmol減少した。1L2YにおけるPB一

ポテンシャルエネルギー差は参考値として、gbsa＝0の場合16．63　kcailmol

でNative構造の方が安定であった。　gbsa＝1の場合一7！72　kcal／molで予測構造

の方が安定であった。IVIIにおけるPB一ポテンシャルエネルギー差は参考

値として、gbsa＝0の場合一6．40　kcallmolで予測構造の方が安定であった。

gbsaニ1の場合一9．66　kcallmolで予測構造の方が安定であった。1PGBにおけ

るPB一ポテンシャルエネルギー差はgbsa＝0の場合31．89　kcal！molでNative

構造の方が安定であった。GB法の場合と同様に、大きくNative構造が安

定であった。gbsaニ1の場合59．09　kcallmolでNative構造の方が安定であっ

た。GB法においてもNative構造が非常に大きく安定であったが、　PB法に

おいても同様に大きく安定した。参考値である1L2Y、1VIIを除く全ての

：場合でNative構造の方が安定となった。
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Table　2

Energy　and　RMSD（Cα）comparisons　between　the　PDB　structUre　and　the　prediction

structure　in　case　of　IGB＝2（gbsa＝O，1）

IGB＝：2

GBSA＝0
RMSD（）
oDB－Native

RMSD（）PDB－Predictio皿 　△EGB（kca1／mol）

｢EPred玉c髄on－△ENatiΨe

　△EPB（kcallmol）

｢EPredichon－△ENative

lLE3 0，848 6，823 4．96 8．24

1L2Y 3，721 6，030 （21．45） （16，63）

1VLL 16，350 9，799 （・48．56） （－6．40）

1PGB 2，408 10586 11．33 3L89

GBSA＝1
RMSD（）PDB－NadΨe RMSD（）PDB－Predictio皿 　△EGB（kcal1皿ol）

｢EPrediction－△ENatiΨe

　△EPB（kcallmol）

｢EPredic廿on－△ENative

1LE3 0，963 6，232 lL43 6．52

1L2Y 2，619 3，478 （・5．63） （・7．72）

1VLL 16，948 6，701 （・36．81） （・9．66）

1PGB 0，983 11，632 42．94 59．09
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　Table　3にIGB＝5（gbsa＝0，1）の時の各タンパク質における1．　PDB構造と

Native構造の主鎖Cα原子のRMSD、2．（1）で求めたPDB構造と予測

構造の主鎖Cα原子のRMSD、3．　GB法によるポテンシャルエネルギー差、

4．　PB法によるポテンシャルエネルギー差を示す。

　1LE3におけるPDB－NativeのRMSD（Cα）はgbsa＝0で0．704　A、　gbsaニ1で

0．611Aであった。いずれもPDB構造をよく保存しMDシミュレー一ション

が実行された。1L2YにおけるPDB－NativeのRMSD（Cα）はgbsa＝Oで0・700

A、gbsa＝1でo、713　Aであった。両者ともにPDB構造をよく保存していた・

3－1。helix構造についてもよくPDB構造を保存していた。1VIIにおける

PDB．NativeのRMsD（Cα）はgbsa＝oで1．584A、　gbsa＝1で1・600Aであったe

両者ともにPDB構造をよく保存していた。また、7P肥、11PHE、18PHE

の3つの側鎖環構造の作るπ一π相互作用もよく保存されていた。1PGBにお

けるPDB－NativeのRMsD（cα）はgbsa＝oでo．908　A、　gbsa＝1で1・464Aであ

った。両者ともにPDB構造をよく保存していた。　IGB＝5（gbsa＝O，　1）では、

全てのタンパク質についてPDB構造をよく保存してMDシミュレーショ

ンが実行された。

　1LE3におけるGB一ポテンシャルエネルギー差はgbsa＝0の場合13．56

kcallmolでNative構造の方が安定であった。　gbsa＝1の場合一1．14　kcal／molで

予測構造の方が安定であった。1L2YにおけるGB一ポテンシャルエネルギ

ー差はgbsa＝0の場合2．25　kcal／molでNative構造の方が安定であった。gbsa＝1

の場合一23．53kcallmolで予測構造の方が安定であった。1VIIにおけるGB一

ポテンシャルエネルギー差はgbsa＝0の場合1．36　kcaユ／molでNative構造の

方が安定であった。gbsa＝1の場合一32．38　kca1！molで予測構造の方が安定で

あった。1PGBにおけるGB一ポテンシャルエネルギー差はgbsa＝Oの場合

94．27kcal／molでNative構造の方が安定であった。　gbsa＝1の場合56．84

kcallmolでNative構造の方が安定であった。両者とも大きくNative構造が

安定であった。全てのタンパク質についてgbsa＝0ではNative構造の方が

安定であった。gbsa＝1では最も残基数の多い1PGB以外で予測構造の方が

安定であった。

　1LE3におけるPB一ポテンシャルエネルギー差はgbsa＝Oの場合一2．62

kcal！molで予測構造の方が安定であった。　GB法ではNative構造の方が安

定であったが、PB法では逆に予測構造の方が安定であった。　gbsa＝1の場
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合一〇22kcal／mo1でGB法の時と同様に予測構造の方が安定であった。1L2Y

におけるPB一ポテンシャルヱネルギー差はgbsa＝0の場合3．94　kcal／molでGB

法の場合と同様にNative構造の方が安定であった。　gbsaニ1の場合一18．43

kcal／molでGB法の場合と同様に予測構造の方が安定であった。1VIIにお

けるPB一ポテンシャルエネルギー差はgbsa＝Oの場合0．49　kcallmo1でGB法

の場合と同様にNative構造の方が安定であった。　gbsa＝1の場合一23．62

kcal／molでGB法の場合と同様に予測構造の方が安定であった。1PGBにお

けるPB一ポテンシャルエネルギー差はgbsa＝Oの場合7L17　kcal！mo1でGB

法の場合と同様にNative構造の方が安定であった。　gbsa＝1の場合56．66

kcal／molでNative構造の方が安定であった。1LE3を除く全てのタンパク質

についてgbsa＝OではNative構造の方が安定となった。　gbsa＝1では残基数

の最も大きな1PGB以外の全てのタンパク質で予測構造の方が安定となっ

た。また、gbsa＝1のときはGB法とPB法のポテンシャルエネルギー差の

値がよく似ていた。
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Table　3

Energy　and　RMSD（Cα）comparisons　between　the　PDB　structure　and　the　prediction

structure　in　case　of　I　GB＝5（gbsa＝0，1）

IGB＝5
GBSA二〇

RMSD（）
oDB－Native

RMSD（）
oDB－Predictio皿

　△EGB（kcallmol）

｢EPredicUon－△ENative

　△EPB（kcallmoI）

｢EPredicdon．△ENa廿Ψe

1LE3 0，704 8，019 13．56 一2．62

lL2Y 0，700 2，960 2．25 3．94

1VLL 1，584 5，903 1．36 0．49

1PGB 0，982 13，648 94．27 71．17

GBSA：＝1

RMSD（）
oDB－Na“ve

RMSD（）
oDB－Prediction

　△EGB（kca1！mol）

｢EPrediction－△ENa瓠ve

　△EPB（kc紐1mol）

｢EPredicdon－△ENative

1LE3 0，611 7，812 ・1．14 ・0．22

1L2Y 0，713 3，133 ・23．53 ・18．43

1VLL L600 6，463 ．32．38 一23．62

1PGB 0，867 14，507 56．84 56．66
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（3）既存力場パラメータffO3　force　fieldのアミノ酸コンフォメーション安定

　　性と量子化学的手法によるアミノ酸コンフォメーション安定性の比較

　　既存力場パラメータffO3　force　fieldのアミノ酸コンフォメーション安定

　性について精査した。IGB＝1（gbsa＝0）の時の全てのアミノ酸の各コンフォ

　メーションの安定性をTable　4に示す。　ALA、　ARG、　GLY、　MET、　PHE、　PRO、

　の6個のアミノ酸でβコンフォメーションが最も安定となった。ASN、　ASP、

　CYS、　HID、　ILE、　LEU、　LYS、　SER、　THR、　TRP、　TYRの11個のアミノ酸

　でαRコンフォメーションが最も安定となった。GLN、　GLU、　VALの3個

　のアミノ酸でC5コンフォメーションが最も安定となった。　C5コンフォメ

　ーションが構造的に不利なPROを除いた全てのアミノ酸について、　C5コ

　ンフォメ・一一・一・・ションとαRコンフォメーションだけに注目した場合、ALA、

　ARG、　GLN、　GLU、　GLY、　ILE、　PHE、　VALの8個のアミノ酸でC5コン

　フォメーションの方が安定であった。その他の11個のアミノ酸ではαRコ

　ンフォメーションの方が安定であった。

　　IGB＝1（gbsaニ1）の時の全てのアミノ酸の各コンフォメーションの安定性

　をTable　5に示す。　ALA、　ASN、　ASP、　CYS、　ILE、　LEU、　LYS、　PHE、　SER、

　THR、　TRP、　TYRの12個のアミノ酸でαRコンフォメーションが最も安

　定となった。ARG、　GLY、　MET、　PROの4個のアミノ酸でβコンフォメー

　ションが最も安定となった。GLN、　GLU、　HID、　VALの4個のアミノ酸で

　C5コンフォメーションが最も安定となった。　PROを除いた全てのアミノ

　酸について、C5コンフォメーションとαRコンフォメーションだけに注目

　した場合、ALA、　ASN、　ASP、　CYS、　GLY、　ILE、　LEU、　LYS、　MET、　PHE、

　THR、　SER、　TRP、　TYRの14個のアミノ酸でαRコンフォメーションの方

　が安定であった。その他の5個のアミノ酸ではC5コンフォメーションの

　方が安定であった。

　　IGB＝1の方法を用いた場合、　gbsa＝0、　gbsa＝1の両方法において、αRコ

　ンフォメL・一ションが最も安定となるアミノ酸が最も多く存在した。

　　IGB＝2（gbsaニ0）の時の全てのアミノ酸の各コンフォメーションの安定性

　をTable　6に示す。　ALA、　ASN、　ASP、　CYS、　GLN、　HID、　ILE、　LEU、　LYS、

　MET、　SER、　THR、　TRP、　TYRの14個のアミノ酸でαRコンフォメーシ

　ョンが最も安定となった。ARG、　GLY、　PHE、　PROの4個のアミノ酸でβ

　コンフォメーションが最も安定となった。GLU、　VALの2個のアミノ酸で
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C5コンフォメーションが最も安定となった。　PROを除いた全てのアミノ

酸について、C5コンフォメーションとαRコンフォメーションだけに注目

した場合、ALA、　ARG、　ASN、　ASP、　CYS、　GLN、　HID、　ILE、　LEU、　LYS、

MET、　SER、　THR、　TRP、　TYRの15個のアミノi酸でαRコンフォメーシ

ョンの方が安定であった。その他の4個のアミノ酸ではC5コンフォメー

ションの方が安定であった。

　IGB＝2（gbsa＝1）の時の全てのアミノ酸の各コンフオメーションの安定性

をTable　7に示す。　ALA、　ASN、　ASP、　CYS、　GLN、　HID、　ILE、　LEU、　LYS、

MET、　PHE、　SER、　THR、　TRPの14個のアミノ酸でαRコンフォメーショ

ンが最も安定となった。ARG、　GLU、　GLY、　PRO、　TYRの5個のアミノ酸

でβコンフォメーションが最も安定となった。VALだけでC5コンフォメ

ーションが最も安定であった。PROを除いた全てのアミノ酸について、　C5

コンフォメーションとαRコンフォメーションだけに注目した場合、ALA、

ARG、　ASN、　ASP、　CY　S、　GLN、　GLU、　HI　D、　ILE、　LEU、　LY　S、　MET、　PHE、

SER、　THR、　TRPの16個のアミノ酸でαRコンフォメーションの方が安定

であった。その他の3個のアミノ酸ではC5コンフォメーションの方が安

定であった。

　IGBニ2の方法を用いた場合、　gbsa＝O、　gbsa＝1の両方法において、αRコ

ンフォメーションが最も安定となるアミノ酸が最も多く存在した。

　IGB＝5（gbsa＝O）の時の全てのアミノ酸の各コンフオメーションの安定性

をTable　8に示す。　ALA、　ASP、　CY　S、　HID、　ILE、　LEU、　LYS、　MET、　PHE、

SER、　THR、　TRP、　TYRの13個のアミノ酸でαRコンフォメー一ションが最

も安定となった。ARG、　ASN、　GLU、　GLY、　PROの5個のアミノ酸でβコ

ンフォメーションが最も安定となった。GLN、　VALの2個のアミノ酸でC5

コンフォメーションが最も安定となった。PROを除いた全てのアミノ酸に

ついて、C5コンフォメーションとαRコンフォメーションだけに注目した

場合、ALA、　ARG、　ASN、　A　SP、　CYS、　GLY、　HID、　I　LE、　LEU、　LYS、　MET、

PHE、　SER、　THR、　TRP、　TYRの16個のアミノ酸でαRコンフォメーショ

ンの方が安定であった。その他の3個のアミノ酸ではC5コンフォメーシ

ョンの方が安定であった。

　IGBニ5（gbsa＝1）の時の全てのアミノ酸の各コンフォメーションの安定性

をTable　9に示す。　ALA、　ASN、　ASP、　CYS、　HID、　ILE、　LYS、　MET、　SER、
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THR、　TRP、　TYRの12個のアミノ酸でαRコンフォメー一ションが最も安

定となった。ARG、　GLY、　LEU、　PHE、　PROの5個のアミノ酸でβコンフ

ォメーションが最も安定となった。GLN、　GLU、　VALの3個のアミノ酸で

C5コンフォメーションが最も安定となった。　PROを除いた全てのアミノ

酸について、C5コンフォメーションとαRコンフォメーションだけに注目

した場合、ALA、　ASN、　ASP、　CYS、　HID、　ILE、　LEU、　LYS、　MET、　SER、

THR、　TRP、　TYRの13個のアミノ酸でαRコンフォ・メーションの方が安

定であった。その他の6個のアミノ酸ではC5コンフォメーションの方が

安定であった。

　IGB＝5の方法を用いた場合、　gbsa＝O、　gbsa＝1の両方法において、αRコ

ンフォメーションが最も安定となるアミノ酸が最も多く存在した。
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Table　4
Confo皿ational　stabilities　of　alk血no　aci（IS　in　case　of　IGB＝1（gbsa＝0＞

ALA
（7已q

C5
αR
β

く7qx

β2

αL

＝　②・e②②eee

＝　一ユ，．7136②2

冒　一1．614826

”　－1．816121

置　2．774533

謂　0．023155

＝Z．774533

ARG
C7eq
C5

αR
β

C7ax
β2

aL

＝　⑦・e②e⑭②∈う

＝　－1．16⑭⑭85

壽　一〇．91②372

＝　－1．554038

鵠　3．215497

＝　0．435313

＝　3．215497

ASN
C7eq
C5
αR
β

C7ax
β2

αL

＝②．e㊨②②②e

＝　－1．21814Z

冒　一1．525324

＝　－1．487849

＝　3．058271

＝　O．266944

＝　3．②58271

ASP
C7eq
C5
αR
β

C7ax
βz

αL

≡　e・eeeeee

＝　－1．516537

＝　　－2．②08663

＝　－1．463298

＝　2．763②67

＝　一②．Z84525

冒　2．763②67

CYS
C7eq
（5

αR
β

（：7ax

β2

αL

＝②．eo⑭ee⑭

＝　－1，182871

＝　－Z．38593⑭

＝　－1．449614

昌　2、589629
二　　曽⑭．54」辱711

＝　2．589629

GLN
C7eq
く5

αR
β

C7ax
βZ

αL

言②．eo⑭eMbe

＝　－2．752889

昌　一1．744823

＝　－1．988183

置2．1844b91
＝　一②．567287

＝　Z．184⑭91

（≡LU

C7eq
Cs

aR
β

C7ax
β2

αL

工LE

C7eq
C5
αR
β

C7ax
β2

αL

MET
C7eq
C5

αR
β

c7ax
β2

αL

＝：　⑭・⑭②②o｛｝e

冒　一1．804383

＝　一工．064322

＝　－1．7②7797

＝　2會897255

＝　0，34765Z

＝　2．897255

＝e．②②e②ee

＝　－3．358615

＝　－2．718716

冒　一2．53477②

＝　1．529135
＝　－1．②5Z7②②

＝　1．5Z9135

言⑦．e②e②Kbe

＝　－1．4¢7845

置　一1．72②3e4

話　一1．761776

＝　2．839｛b46

＝　　轍②．24ee23

≡　2．83ge46

GLY
C7eq
C5
αR
β

（：7ax

β2

αL

LEU
（7eq

C5

αR
β

c7ax
β2

¢L

PHE
く7eq
く5

αR
β

（7αx

β2

αL

厘　o・②oo∈）〔1）⑦

＝　－1．193631

＝　－O，8e8197

雪　一1．486534

＝　一②．574369

昌　0．4・78332

盟　一②．②72498

＝e．eee⑭Xbe
＝　一⑭．66②39②

＝　－1．584672

＝　－1．534903

＝・3．1②2452

＝0．595757
置　3．1②2452

塁｛う．⑭oe②②②

＝　－1．719853

旨　一1．554471

2　－1．913767

＝　2．751378
茜⑭．⑭oo⑦②②

扁2．751378

H工D

（7eq
⊂5

αR
β

C7ax
β2

αL

LYS
C7eq
C5

αR
β

〔7ax

β2

αL

PRO
C7eq
（5

αR
β

C7ax
βz

αL

＝　eL　e②②〔｝②⑭

＝・－1．761482

＝　－2．②39865

＝　－1．32414¢

置　2．695736

＝　一②．819946

＝　2．695736

＝　e．ee②②e②

＝　　一②．489441

＝　－2．256②05

岩　一1．415138

冒　2．739454
＝　一②．322334

＝　2．739454

需⑭．⑭②⑦⑭②⑭

＝　2．479384

≡　－1、692344

嵩　一2．57555Z

＝　2．479384
冒　2．4・79384

鵠　2．479384

5ER
（7eq
〔5

αR
β

く7σx

β2

αt

＝o．o②②②②o

＝　－1．274581

塁　一2．654167

ニ　ー1．e87391

＝　2．399777

＝　一②．8157Z②

＝　2．399777

THR
C7eq
C5

αR
β

C7ax
β2

αL

盟⑭．②o②②⑦o

＝　－2．22364・②

＝　　－Z．53　eM61

＝　　－2，⑭5②5SZ

翠　2．工99184

＝　一②．763649

謂　2．199184

TRP
C7eq
〔5

aR
β

く7σX

βz

αL

＝e．⑦goooe
＝　－1．459736

＝　－2．878749

冨　一1．771297

＝　Z．119577

≡　－1．3693e6

盟　2．119577

TYR
C7eq
〔5

αR
β

く70x

β2

αL

＝②．②e②oe②

＝・－1．355849

＝　－Z．75439⑭

＝　－1．7185⑤2

＝　　2．2423eo

＝　－1．156111

＝2．24230⑭

VAL
C7eq
（5

αR
β

く7σx

β2

aL

＝o．②⑦②eKbe

＝　・－2．088319

＝　一ユ．195975

＝　－1．71⑭974

＃　2．739454

＝　⑭．2②6646

＝　2．739454
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Table　5
Confo皿at童onal　s電abilities　of　al1　amino　acids　in　case　of　IGB＝1（gbsaニ1）

ALA
C7eq
C5

αR
β

C7ax
β2

αL

扁　　②・e②ee②e

＝　－1．6②6811

＝　－1，790811

＝　－1．654952

＝　2．8⑦2266

＝　－0．：L22092

＝・2．8②2266

ARG
C7eq
C5

αR
β

C7ax
βz

αL

＝自　⑭・②oo⑭⑭o

＝　－1．14565②

＝　－1．092865

＝　－1．560548

＝　3、184918

＝・O．482736

昌　3．184918

ASN
く7eq
（5

αR
β

C7ax
β2

αL

器　　o・e②②｛う②o

＝言　一1．137②87

＝　－1．762193

冨　一1，369159

＝　1．096484

＝　－0．170518

冨　1．205178

ASP
⊂7eq

C5

αR
β

C7ax
β2

αL

旨：②．〔beee②②

＝　－1．536978

＝　－1．788635

＝　－1．49②710

＝　2．863994

＝　0．O②9854

＝　2．863994

〔YS

cアeq

C5

αR
β

（：7ax

β2

αL

寓②．¢②②②oe

＝　－0，49②1工0

言　一1．797398

謡　一1．3②9538

＝　3．089203
＝　∈）．201263

盟　3．OS92⑭3

GLN
C7eq
C5
αR
β

C7ax
β2

αL

＝　　⑭・eee②②②

＝　－1．718428

＝　　p1．544112

＝　－1，41964・7

＝　0．592613

＝　一②．233849

＝　⑭．968955

GLU
C7eq
（5

αR
β

（7ax

β2

αL

＝　（∂■②oooo⑭

＝　－1．888919

＝　。1．175249
：＝　－1，∈叫12⑦3

＝　2．863994
言　②，366264・

＝　2．863994

GLY
C7eq
C5

αR
β

C7ax
βZ

αL

＝　⑦．¢②e⑦⑤⑭

＝　一②．887141

＝　－0．888741

＝　－1．1②　Z⑭9S

＝　－0．449373

＝　0．623844

＝　0，139273

H工D

〔7eq

C5

αR
β

C7ax
β2

αL

＝　　e．¢［②②②e⑭

＝　－1．783676

＝　－1．698793

＝　－1．321⑦33
冒　 2．84412⑦
旨　一②．461726

≡2．　84d4120

ILE
C7eq
く5

αR
β

（7αx

β2

αL

＝　②・②②⑭e②②

＝　－1．567611

＝　－1．9135②9

＝　一・1．663475

＝2．774533
＝　1．53484e

＝　2．774533

LEU
C7eq
（5

αR
β

C7ロx

β2

αL

＝②．②②②②②o

富量　一1．030407

＝　－1．715024

＝　－1．529739

＝　2．995②66

＝　⑭．226238

＝　2．995｛う66

LYS
C7eq
C5

αR
β

C7ax
β2

aL

ニ②．②⑭②②②〇

ニ　ーeL　423335

＝　－2．157eg7

＝　－1．260964

＝　2．839②46

＝　一②．334351

＝　Z．839046

MET
く7eq

⊂5

αR
β

C7回x

β2

αL

＝　o．¢②②o⑭②

量　一1．229463

＝　－1．4も1692

＝　－1．553071

＝　3．②58271

＝　⑭．133913

＝　3．05827工

PHE
C7eq
C5

αR
β

C7ax
β2

aL

≡　　｛う・ee②⑤eg

＝　－1．ア19645

塁　一1．985986

嬬　一1．967185

＝・2．581836

＝　－0．68054・6

累　2．581836

PRO
C7eq
C5

αR
β

C7ax
β2

αL

＝e．e②e②②②

ニ2．52423②
冨　一1．751267

冨　一2⇔503721

＝　2．524230

＝　2．52423②

＝2．52423｛う

SER
C7eq
（5

αR
β

C7ax
β2

αL

＝o．⑦②②②②②

需　一②．917392

＝　－2．8395②9

言　一②．914477

寓　2．256②②5

罷　　一1畢1②3265

＝2．256②05

THR
C7eq
C5

αR
β

C7ax
β2

aL

＝②．②⑭②e⑦e

＝　－0．76ZZ96

＝　－2．719459

＝　－1．568955

＝　2．3Z｛b171

＝　－0．964339

盟　Z．32⑭171

TRP
C7eq
C5

αR
β

C7ロx

β2

αL

＝　②，e②eee②

＝　一②．98⑭786

＝　－Z．Z35964

＝　－1．582917

＝　2．669236

＝　－O．715⑭52

冒　2．669236

τYR

C7eq
C5

aR
β

C7ax
β2

αL

冨o．e⑦Kb②Mbe

＝　－1．417238

富　一1．981019

＝－1．92644⑦

胃　Z．675972

＝・－?D131689
冨　2．675972

VAL
C7eq
C5

αR
β

C7ax
β2

aL

昌⑦．o②②②②⑭

＝　日3．618019

＝　－1昼108212

冒　一Z．393535

＝　1．481417

＝②．241724

需1．481417
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丁able　6
Conformational　stabilities　of　al1　amino　acids　in　case　of　IGB＝2（gbsa＝O）

ALA
C7eq
C5
αR
β

C7ax
β2

αL

ASP
（7eq
〔二5

aR
β

C7ax
β2

αL

GLU
⊂7eq

C5
αR
β

C7ax
β2

αL

盟　　o．eeeee②

冨　一1．611821

＝　－2．⑦②5884

冨　一1．712492

＝　2．034266

鐸　一〇．343831

盟　2．689Z21

　＝：　⑭，⑭②eee②

　；　－1．486584

　＝　－1．710653

．＝　－1．4747②5

　＝　Z．919925

　富　⑭．237292

　昌　Z．919925

≡　e，ee②eee

＝　－1．8｛∂9288

冨　一1．389517

＝　－1．67142②

＝　2．849151

＝　②．086083

＝　2．849151

ARG
C7eq
く5

αR
β

く7αx

β2

αL

（YS

（二7eq

C5
αR
β

（：7回x

β2

αL

GLY
（二7∈q

C5
αR
β

C7ax
β2
αL

＝⑭，o②¢⑭o⑭

盟　一1．②73133

言　一1．4495Z8

＝　－1．7025⑭2

貫　3．②25｛シ46

量　e・042∠匠i4

謂　3．②25餌6

富　②．o②e②②②

＝　－O．754339

＝　－1．802945

謂　一1．586Z11

・＝　2．975126

＝　0．②91899

＝　2．975126

＝②．⑭㊤o②②⑭

＝　　－1．183156

冒　一⑭．931596

＝　－1．471878

；　－0．48②287

呂　②．177Z11

＝　一②．1672ヨ3

ASN
〔7eq
（5

αR
β

C7ax
β2

αL

GLN
C7eq
C5

αR
β

C7ax
β2

αL

HID
C7eq
（二5

αR
β

C7ロx

β2

αL

≡⑭．⑦e②eo②

＝　一｛う，860755

望　一1．854」㊤76

＝　－1．291321

＝　2．995066
扁　一②．357781

＝　2．581836

詔　¢・⑭②eee②

＝　－1．755727

＝　－1．947242

＝　－1．617565

＝　2．675972

＝　一②．652718

冨　2．675972

冨⑭．②②②②②②

＝　－1．881575

＝　－2．Z137②6

＝　－1．397516

＝　2．557826
＝　一⑦．927622

＝　2．557826

工LE

C7eq
C5

aR
β

C7ax
β2

αL

MET
C7eq
（5

αR
β

C7ax
β2

aL

＝　　②・eee②ee

＝　－Z．544985

＝　－3．714010

＝　－1．974599

＝　1．309911

＝　－2．036445

話　1．309911

＝　o，e⑦Hbeee

嵩　　一1．825546

＝　－2．②62416

＝　－1．836965

＝　2．5　73944b

＝　－O．602359

譜　2．57394⑭

LEU
C7eq
⊂5

αR
β

く7σx

β2

αL

PHE
C7eq
⊂5

αR
β

く7ロx

β2

αL

＝e．②⑭⑦②②e

＝　－1．169983

＝　一工．744490

＝　一・1．706613

ヨ　2．892615

昌　0．②90349

冒　2．892615

＝：　｛う．②eva②ee

旨　一1．9349②1

＝　－1．733761

＝　－2．196548

鵠　2．515527

＝　一②．118835

＝2．515527

LYS
く7eq
（5

αR
β

⊂7ロx

β2

αL

PRO
く7eq
（：5

αR
β

（7αx

βz

αL

＝e　．　e②②eNbe

冨　一⑭．683761

＝　－2．158264
＝　・－1．613664b

冨2．751378
＝　－0．341165

＝　2．751378

＝⑭．②②②eo②

＝2．46tb457
＝　－1．78931②

＝・－ Q．575348
＝　2．46⑭457

冨・2，46②457

＃　2．460457

SER
C7eq
C5
αR
β

C7ax
β2

aL

＝　¢1■②②eeee

＝　－1．345707

＝　－2、364671

冨　一②．965499

＝　　1．¢131〔遍0

言　一〇，87②103

＝　0．735641

THR
C7eq
く5

αR
β

C7ロx

β2

αL

＝：　o・②②ee②e

冨　一1．401571

＝　－1虚8⑭3478

＝　－1．651983

鵠　2．849151
＝　－0．Z4の⑭5Z

≡　2。849151

丁RP

C7eq
⊂5

αR
β

C7ax
β2

αL

言②．eee②ee
＝　－1．4963工1

冒　一2．47の165

＝　－1．86②885

＝　2．399777

冨　一1．012429

＝　Z脅399777

TYR
（7eq

C5
αR
β

く7回x

β2

αL

盟　　o．e②②e⑭⑭

＝　－1．511482

＝　－2．446366

冨　一1，829547

＝　2．420　698

言　一1．OXb　8790

謡　2．420698

VAL
C7eq
C5

αR
β

（7ax
β2

αL

≡e．②eeeoe
置　一2、050663

＝　－1．OS2⑭S3

冨　一1．67771⑭

＝Z，78②184
霜　②、222358

呂　2．780184
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Table　7
Confommat三〇na1　stabilities　of　al1　a皿ino　acidS　in　case　of　IGB＝2（gbsa＝1）

ALA
く7eq

C5

αR
β

C7回x
β2

αL

＝　　⑦置②②②②e②

＝　－1．769751

盟　一2．149663

＝　一ユ．9344b②0

醤　2．52423⑦

＝　－0．501416

冨Z．524230

ARG
C7eq
｛5

αR
β

く7ロx

β2

αL

箒　②．o②②⑦oo

＝：　－1．744の87

＝　－1．829865

＝　－1．899482

＝　2．662422

＝　一②．525341

冒　2．66242Z

ASN
く7eq

C5
αR
β

C7αx
β2

αL

＝　　②・e②e②ee

＝　－O．877838

＝　－1．522449

＝　－1．375103

＝　3．158676

＝　0．②2124e

＝　3．工58676

ASP
C7eq
C5

aR
β

C7ax
β2

αL

＝：　e．②②⑭eee

＝　－1．483573

＝　－1．64⑦647

＝　－1．473808

＝②．972595
冨②。216352

篇：L977969

cys
C7eq
C5

αR
β

C7ax
β2

αL

扁　o．⑭②②②oo

塁　一〇．661863

冨　一1．895862

＝　－1．506586

＝　2．958679

＝　0．129912

＝　2．958679

GLN
く7eq

C5
αR
β

く7σx

β2

αL

塁　e，eeeee②

＝　－1．591987

＝　－1．746074

盟　一1．4」65338

＝　2．849151
＝　一⑭．59344②

＝　2．849151

GLU
c7eq
く5

αR
β

C7ax
β2

aL

＝　　e・eee②ee

＝　－1．6②9843

＝　－1．712538

＝　－1．7Z鱗13

＝　⑦．053962

＝　一⑭．23②148

＝・0．348130

GLY
く7eq
C5

αR
β

く7ロx

β2

αL

冒　o．oo②②②⑭

岩　　一1・②13｛a61

需　一1．②85758

舞　一1．411676

＝　一②．577⑦44

冒　②．388283

＝　一②．236607

HID
く7eq
（5

αR
β

C7ロx

β2

αL

＝　⑭．o②eeee

＝　－2．471346

＝　－2．587635

＝　－1．757164

＝　2，119577

呂　一1．357192

＝　2．119577

ILE
C7eq
⊂5

αR
β

く7αx

β2

aL

詰　　⑦・臼e⑭eee

＝　　－3．②②5114

嵩　一3．329251

＝　－2．321184

＝　1．481417

置　一1．773402

昌　1，481417

LEU
C7eq
C5

αR
β

C7ax
β2

αL

言　　o．eeeeee

＝　一②．871962

冨　一工．8⑭2377

＝　－1．54・2273

＝2．966959
＝　0．025194

＝　2，966959

LYS
く7eq
く5

αR
β

C7ax
β2

aL

壽：　②．②e②e②②

＝　一⑭．669421

＝　－2．228868

＝　－1．55餌ア2

≡　2．714866
岩　　騨②，481354

零　2．714866

ME丁

C7eq
C5

αR
β

⊂7ロx

β2

aL

＃e．ee⑭②②o

・＝　－1．⑦②9075

＝　　－2・幽364，2

＝　－1．457190

篇　2．8183②8

＝　－0．685798

＝2．818308

PHE
C7eq
C5
αR
β

C7ax
β2

αL

目⑭．e②e②②⑭

＝　－1．85②849

＝　－2．643②97

＝　－2．②1614¢

＝　2．199184

＝　－1．216906

置　2．199184

PRO
c7eq
く5

aR
β

C7σx

β2

aL

＝：　②」o②②②⑭o

＝　2．64ユ5②Z

置　一1．457277

冨　一2．426300

冒　2．6415②2

＝2．6415¢2

＝2．641502

SER
C7eq
C5

αR
β

C7ax
β2

αL

＝　o．②②⑦②oo

扁　一1．888154

＝　－2．6②2345

＝　－1．297866

＝　2．332215

＝　－1．②27055

＝　Z．332Z15

THR
C7eq
⊂5

aR
β

⊂7回x

β2

αL

＝　　o．e⑦eeee

昌　一1．199743

＝　－1．849262

＝　－1．848Z69

＝　2。791327

躊　一⑭．2⑭3739

＝　2．791327

TRP
C7eq
C5

αR
β

C7ax
β2

αL

＝：　o・②eNbee嘔う

扁　一：L．9②32餌

＝　－Z．349955

＝　－2．19⑭298

＝　2．32⑭171

＝　－O．847382

＝2．320171

TYR
cアeq

C5
αR
β

C7ax
β2

aL

＝⑭、②9⑭②⑭o

＝　－2．264285

自　一2．157644

耳　一2．503e33

＝Zユ84091
冨　一〇．649838

＝2．184¢191

VAL
C7eq
C5

αR
β

〔7ロx

β2

αL

＝e．e②⑦e②e

望　一1．945457

＝　－0．884014

三＝　－1．826691

＝　2，8e7662

＝②．593756
出　2．807662
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Tロble　8
Conformational　stabilities　of　al1　amino　acids　i皿case　of　IGB＝5（gbsa＝0）

ALA
C7eq
C5
αR
β

C7ax
β2

αL

ASP
C7eq
C5
αR
β

C7回x

β2

αL

GLU
く7eq
⊂5

αR
β

（7σx

β2

αL

ILE
C7eq
C5

αR
β

C7ax
β2
αし

MET
⊂7eq
く5

αR
β

C7ロx

β2

aL

＝　　②．eeeee②

＝　－1。6②51⑦1

＝　－1．978209

＝　－1．763683

冨　1．372723
＝＝　一②，502284

＝　2．682633

＝：　o．（∋e②②②e

置　一1．544229

＝　－1．6395②6

器　一1．524952

冒　2．91096②

＝　O．2②24⑭2

置　2．910960

＝　　e．e⑭②e②9

＝　－1．53⑭124

＝：　－1．45②612

胃　一1．648889

＝　2．941765

＝　②．139499

＝・2．941765

冒の．ee⑦②⑭e

＝　－2．512891

＝　－2．725441

＝　－1．882941

＝　2．②27678

＝　－1．109759

＝　2．②27678

＝　②・⑭②ee②②

＝　－1．64名911

＝　－1、925794

＝　－1．762013

冨　2．708558

＝　一②．197869

＝　2．7唾）8558

ARG
C7eq
C5
αR
β

く7σx

β2

αL

CYS
⊂7eq
く5

αR
β

（：7ロx

βZ

αL

GLY
C7eq
C5
αR
β

⊂7dX
β2

αL

LEU
C7eq
C5
αR
β

C7ax
β2

αL

PHE
〔7eq

C5
αR
β

C7ロx
β2

αL

＝：　②，eee②ee

＝　－0．9②7Z87

謂　一②．98e叫66

＝　－1．599865

＝　3．Z394②O

＝　⑭．689797

＝　3，2394⑭⑭

冨o．e⑭e⑦②臼

＝　－0．79㊤1ge

岩　一1．922781

＝　－1．391068

＝・2．962833
＝　②、②21068

＝　2．962833

＝　　e．eo②e②②

＝　－1．②462Z②

＝・－1．052579

呂　一1．353945

言　一②．413231

＝　0．176146
・＝　一②．⑭315②3

＝o．②②e②②e

＝　－1．091232

＝　－1．685023

＝　－1．590893

旨　2．979168
＝　　0．15②44b1

＝　2．979168

冒②．②oo⑭②②

＝　－1．6ユ1496

＝　一ユ．97406Z

＝　－1．967314

茜　2．619821

＝　－O．27Z794

＝　Z．619821

ASN
〔7eq
〔5

αR
β

C7ax
β2

aL

GLN
C7eq
C5
αR
β

く7ax

β2

αL

HID
C7eq
C5

αR
β

C7ax
β2

αL

LYS
C7eq
⊂5

αR
β

C7ax
β2

αL

PRO
C7eq
C5

αR
β

C7ax
β2

aL

＝　　o，oe②e②e

富　　一1．11284e

＝　－1．349976

＝　－1．4975②3

冒　　3・143583

＝　　0・435②25

＝　3．143583

＝②．②②oのee

＝　－2．1249②7

＝　－1．943⑭21

冨　一1、698509

＝Z．5328⑭8
＝　－O．688084

望　2．532808

置　e巳o∈｝∈）ee⑭

＝　－1．898316

＝　一・2、037653

＝　－1．552452

＝　2．619821
言　一②．7②437②

冨　2．619821

＝o．②o⑭②②e

斎　一②．58e853

＝　　－2・4・133ユ1

＝呂　一1．5Z1945

二　2．589629
＝　一②．63661②

躊　2．589629

＝o．②②o②②o

＝　2．488628

量　一1．919718

＝・－2．496199

＝　Z．488628

＝　2．488628

器　2．488628

SER
（二7eq

C5
αR
β

C7ax
β2

αL

器　②．②ee②e②

＝　－1．640145

＝：　－Z．543361

＝　－1，222137

扁0．676636
＝　－1，016313

屋②．200593

THR
C7eq
C5

aR
β

c7ax
β2

αL

＝e．e②②e⑭e

：＝　－1．6⑭2155

＝・－1．894647

＝　－1．696533

＝⑭．686175
＝　－O．204②59

ニ　1．⑭10Z60

TRP
C7eq
（5

αR
β

C7ax
β2

αL

＝②．⑭o②e②o

≡　－1．854276

冨　一Z．533¢11

ニ　ー2．22318¢1

；2．22827工
＝　一②．801089

冒　2．2Z8271

丁YR

（7eq
〔5

αR
β

C7ax
β2

αL

＝　　¢，eeee②②

＝　－1．456044

；　－2．824866

＝　－1．9936e2

＝　2．136372

＝言　一1．26eo41

＝　2．136372

VAL
C7eq
C5

αR
B
（：7ax

βZ

αL

＝o．②②ee②e

＝　－3．253750

＝　。1．186391

ヨ　ー2．138981

＝　－1．58Z214

盟　0．Z73957

＝　－e．252093
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Tab1e　9
Co皿feエmational　s　tabilities　of　aI1　ami皿o　acidS　i皿case　of　IGB＝5（gbsa＝1＞

ALA
く7eq
く5

αR
β

c7ax
β2

αL

盟　②．¢eee②e

＝・－ P．578332
≡　－4．953117

＝　－1．772②09

≡　2．7②2182

＝　一｛）．352551

＝　2，7②21S2

ARG
C7eq
C5
αR
β

C7ax
β2

αL

胃　　e．eee②②e

三　一・1．176687

・＝　－1．14②455

ニ　ー1．7484②2

：＝　3・e68761

厘0．471439
＝　3．②68761

ASN
〔7eq
く5

αR
β

C7αx

β2

αL

＝　　e・②o⑦⑭o②

＝　一②．924754

置　一1．528486

＝　－1，26②758

＝　3．193414

冒　⑦．453960

＝　3．193414

ASP
C7eq
C5
αR
β

（：7ax

β2

αL

＝　　o・②o②⑭｛う②

＝　－1．567796

＝　　輯1．702211

器　一1．562574

＝　1．563777

＝　0．239326

＝　2．46⑦457

cys
C7eq
C5
αR
β

C7ロx

β2
αL

＝　　o．⑦｛う¢o唖）②

＝　一②．801924

2　－1．793217

＝　－1．491271

≡　　3．②06718

＝　⑭．②73593

＝　3．②⑭6718

GLN
〔7eq
⊂5

αR
β

⊂7ロx

β2

αL

＝②．②o〔萸〕⑦o

ニ　ー2．649815

詰　一2．1187②3

需　一1．895284

＝2．184B91
冨　一〇．986392

＝　2．184eg1

GLU
C7eq
c5

αR
β

C7ax
β2

αL

＝　②．⑦oe②e¢

＝　・－1．699957

＝　－1．286726

＝　－1．665851

≡2．919925
＝②，285563
ニ　2．919925

GLY
c7eq
C5

αR
β

C7ロx

β2

αL

＝　②．②o⑭②②②

＝　－1．209113

＝　－1．17688②

＝　－1．541Z41

＝　－0．737316

＝　0、②7②218

＝　－0．389584

H工D

C7eq
C5
αR
β

C7ax
β2

αL

＝　　e・②eee②e

當　・－1．655782

＝　－2．②71⑭47

昌　一1．472617

＝　Z．689221

＝　一②．738371

冨　2．689221

工LE

C7eq
C5
αR
β

⊂7ロx

β2

αL
く7eq

MET
c5
αR
β

（：7ax

β2

αL

＝　②1⑭eeeeo

耳　一1．681418

＝　－2．481863

＝　－1．492898

＝2．44②eO9
＝　－0．588451

＝2．44｛b9②9

＝②．臼e②e②e

＝　－1．44b8227

嵩　一2．191171

＝　－1．512758

＝2畢669236
富　一⑭．713②06

需　2．669236

LEU
⊂7已q

⊂5

αR
β

C7ax
β2

αL
（7eq

PHE
C5
αR
β

C7ax
β2

αL

置　⑭・e⑦e⑭e⑭

雷　一1．284538

＝　　r1．551345

＝　　－1．6⑦e425

＝　2、995066

冨　②，31Z433

岩　2．995066
：＝　e．o¢嘔）②②｛∂

＝　－2．114231

＝　　－1．44b3582

＝　－2。2725②②

講　2．479384

昌　⑭．②28621

＝2．479384

LYS
C7eq
C5
αR
β

C7ax
β2

αL
C7eq

PRO
C5
αR
β

C7ax
β2

aL

＝　の．eee②②②

富　一②．748163

嵩　一2．510379

＝　－1．647741

＝2．488628
＝　一⑭．M2599

：＝　2．488628

岩　　②慶eeeeee

ニ2．44②9②9

置　一1．802127

＝　－Z．597194

＝2．44eg（）9

＝2．44⑭909

署2．440909

SER
C7eq
C5
αR
β

〔7ax

β2

αL

＝e．⑭e⑭e⑭e

＝　－1．571846

＝　－Z．546454

謂　一1．23②63¢

二　1．181②06

自・　－1．②5②804

＝　⑭．847382

THR
C7eq
C5
αR
β

C7ax
β2

αL

冨e．②e②e②⑭

＝　一②．9ア8221

＝　－2．工920e6

＝　－1．553979

＝　1．135242

岩　一e．546261

＝　2．708558

TRP
C7eq
く5

αR
β

く7αx

β2

αL

＝②．②②⑭②②②

＝　－1．942875

＝　－2．254799

置　一2．415421

器　2．269403
耳　一〇．57974・8

＝　2，2694②3

τYR

く7eq

C5

aR
β

く7回x

βz

αL

＝②，②②⑭②⑤⑭

＝　－1、427130

冒　　一1・9957②3

＝　－1．87②138

鵠②．927259
＝　一②．288423

冒　1．72314工

VAL
C7eq
く5

aR
β

く7αx

β2

αL

＝②．eeeg⑭②

言　一2．79M31

＝　－1．181983

＝・－1．866181

＝　2．Z28271

＝　1．16⑭085

＝　2．228Z71
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　量子化学的手法により、各アミノ酸コンフォメーション安定性について

精査した。C5コンフォメーションとαRコンフォメーションの最適化され

た構造のphi角、　psi角と、両コンフォメー一ションのポテンシャルエネルギ

ー差をTable　lOに示す。全てのアミノ酸について、初期構造コンフォメー

ションをよく保存した最適化構造が得られた。PRO以外のアミノ酸にっい

て、HF／6－3　1G＊＊によるポテンシャルエネルギー一差はGLY・MET・THRを

除く全てについでマイナス値となり、C5コンフォメーションの方が安定で

あった。一方、GLY、　MET、　THRはαRコンフォメーションが安定となっ

た。PROについて、ポテンシャルエネルギー差はマイナス値となりβコン

フォメ・一・・一・ションが安定となった。B3LYP／cc－pVTZによりポテンシャルエネ

ル・ギーの再評価を行った。PRO以外のアミノ酸について、　MET、　THRを

除く全てのアミノ酸について、C5コンフォメーションの方が安定となった。

PROはβコンフォメーションの方が安定となった。

　以上の結果から、αRコンフォメーションとC5コンフォメーションの2

つのコンフォメーションに注目して、既存力場パラメータffO3　force　field

のアミノ酸コンフォメーション安定性と量子化学的手法によるアミノ酸コ

ンフォメーション安定性の比較を行った。IGB＝1の場合のffO3　force　field

による結果と量子化学計算の結果との比較をFig　7に示す。量子化学計算

結果とgbsa＝0の結果を比べた時、　ASN、　ASP、　CY　S、　HID、　LEU、　LY　S、　SER、

TRP、　TYRの9個のアミノ酸でそれぞれ矛盾する結果が得られた。いずれ

のアミノ酸についても、量子化学計算ではC5コンフォメーションが安定

なのだが、ffO3　force　fieldではαRコンフォメーションが安定となった。

gbsa＝1の時、　ALA、　ASN、　ASP、　CYS、　ILE・LEU・LYS・PHE・SER・TRP・

TYRの11個のアミノ酸で、量子化学計算結果と反対のαRコンフォメー

ションが安定という結果が得られた。IGB＝2の場合の結果と量子化学計算

の結果との比較をFig　8に示す。　gbsa＝Oの時、　ALA、　ARG、　ASN、　ASP、

CYS、　GLN、　HID、　ILE、　LEU、　LYS、　SER、　TRP、　TYRの13個のアミノ

酸で量子化学計算結果とは逆のαRコンフォメーションが安定という結果

になった。gbsa＝1の時、　ALA、　ARG、　ASN、　ASP、　CYS・GLN・GLU・GLY・

HID、　ILE、　LEU、　LYS、　PHE、　SER、　TRPの15個のアミノ酸で量子化学計

算結果とは逆のαRコンフォメーションが安定という結果になった。　IGB＝5

の場合の結果と量子化学計算の結果との比較をFig　9に示す。　gbsa＝0の時、
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ALA、　ARG、　ASN、　ASP、　CYS、　GLY、　HID、　I　LE、　LEU、　LYS、　PHE、　SER、

TRP、　TYRの14個のアミノ酸で量子化学計算結果とは逆のαRコンフォ

メーションが安定という結果になった。gbsa＝1の時、　ALA、　ASN、　ASP、

CYS、　HID、　ILE、　LEU、　LYS、　SER、　TRP、　TYRの11個のアミノ酸で量子

化学計算結果とは逆のαRコンフォメーションが安定という結果になった。

　量子化学計算において、他とは異なりαRコンフォメーションの方が安

定となったTHRについて、βコンフォメーションの：構造最適化計算を行

った。その結果、（phi，　psi）＝（－83．1352，122．9532）の主鎖二面角をもつβコン

フォメーション構造を得た。最適化されたC5コンフォメーション、αR

コンフォメー一ション、βコンフォメーションについて、B3LYP／6－

311＋＋g（2d，2p）でポテンシャルエネルギーの再評価を行った。すると、βコ

ンフォメーションが最も安定なコンフォメーションであることが分かった。

次いでαRコンフォメーション、C5コンフォメーションの順に安定となっ

た。βコンフォメーションとαRコンフォメーションのポテンシャルエネ

ルギー差は0．2947kcallmolであった。βコンフォメーションとC5コンフ

ォメーションのポテンシャルエネルギー差は1．1511kcallmolであった。

　ここで溶媒効果に注目し、連続溶媒モデルではなく実際に水分子を発生

させた時のコンフォメーション安定性について検討を行った。ACE－ALA－

NMEのジペプチドモデルについてのみ、水分子を実際に発生させた計算

モデルを作成し、MDシミュレーションを実行した。各コンフォメーショ

ンの安定性の図をFig．10に示す。　c7eqコンフォメー・一・・一一ションのポテンシャ

ルエネルギーをOkcallmo1とした時、　C5、αR、β、　C7ax、β2、αLコン

フォメーションはそれぞれ、－1．6235kcallmoI、－2．0161　kca1／mol、－1．9119

kcal！mol、2．5973　kcal／mol、－0．7971　kcal／mol、25973　kca／molであった。　C5

コンフォメーションとαRコンフォメーションを比べた時、量子化学計算

ではC5コンフォメーションの方が安定であったが、　MDシミ、ユレーショ

ンの結果ではαRコンフォメー一ションの方が約O．4・kca　llmol安定となった。

さらに、その他のコンフォメーションと比較しても、αRコンフォメーシ

ョンが最も安定となっており、水分子を実際に発生させたモデルでも量子

化学計算を再現することはできなかった。
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Table　10

The　main－chain　torsion　angles　and　the　energy　differences　of　all　amino　ac孟ds

ALA

ARG

ASN

ASP

CYS

GLN

GLU

GLY

HID

ILE

LEU

LYS

MET

PHE

PRO

SER

THR

TRP

TYR

VAL

C5　conformation

　　　Φvalue

　　　Ψvalue

■156．4302

149．4884
量152．7190

130．6847
一160．5020

168．9922
．153．6053

142．3152
■152．3512

116．5909

口15L8713
130．5908
，149．8313

132．7859

179．4482
．179．3906

國146．8105

122．9691
・151．0311

137．9397

一153．9757

125．7698
国152。5715

129．9444

．15L8990
130．9927
■155。5316

130．6818
■61．Ol45

147．3009
一152．1266

129．3507
■119。9441

165．4372
・153．2736

126。7709
一154．1476

128．9232

・15L8550
139．0828

α　R　conformation

　　　Φ▼a置ue

　　　Ψvalue

■77．9649

・26．2124

一73。6131

，33．6495

・79．12①9

■25、4354

昌71．8354

凹35．6883

一74．1422

幽35．8960

・73．2673

－34．0387

一71．6697

・37．7150

■80．5794

．20．352「9

一71。1386

．40．9116

一76．5114

・248808
脚71．1250

－37．8365

一75．2446

－33．1864

■80．7571

・24．0864

・68．4814

・41．5152

幽66．4779

・30．6649

塵73．3657

－43．4088

・94．4409

・6．6334

．64．1460

・43．0071

・70．2024

髄40．4023

．75．3002

－24．6655

△E＝E（C5）・E（αR）Ikcaレmol】

　　　　　　HF／6・31G＊＊

　　　　　b3夏　lcc・VTZ

躊0．2549981011

匿0．6849447352
一〇．7460347163

■L2718510732
，①。0492036866

－0．1267519999

胴1．122632962＊

闘1．9433005784

・2。9288119360

．3．3552325914

，0．0622590321

■0。4031801950

■0．5042569958
■0．9359104571

一〇．1464131432

椰3．0410377069串

“3．6913896984

■0．9254743383

■1．3785051828

■1。2845456005

＿L5961394560
咀0．9178049111

儒L6454906075
Q，11ll1Zl31111

0．00748036
舳4．0599708747

隔3．7391356793

嘗0．7320255555

・1．1486156393

一L9588245483
＿2．Ol27929183

Q，21czs2s2gz
咀0．4024874240＊

餉0．4995795363

一1。4395481006
■1．6607936939

“O．8786766005

“L5299164432

△E　suggests　the　energy　differences　betvveen　C5　c・nf・rmati・n　and　aR　c・nf°「「nati°n

calculated　by　GaitssianO3．
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Fig．　7

comparison　be鱈veen　QM　and　MM　energies　of　the　all　di　pePtide　mOdels．

The　bl　ue　bar　suggests　the　QM　energy　differences　between　c5　conformation　andαR

conformati　on・　The　red　and　yellow　bars　suggest　the　MM　energy　differences．　The　case　of

the　IGB＝1（gbsa＝0）is　represented　by　red　color，　and　IGB＝1（gbsa＝1）is　represented　by

yellow　color・　All　amino　acids　are　expressed　by　the　one－1etter　code　in　hori　zontal　axis．
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国B3LYP／cc－pVTZ■ffO　31GB　2　GBSA＝O口ffO31GB

Fig．8

compari　son　between　QM　and　MM　energies　of　the　al1　dipePtide　mOdels・

・The　blue　bar　suggests　the　QM　energy　di　fferences　between　C5　confbrmation　andαR

conformation．　The　red　and　yellow　bars　suggest　the　MM　energy　di衡℃n㏄s．　The　case　of

　the　IGB＝2（gbsa＝0）is　represented　by　red　color，　and　IGB＝2（gbsa＝1）is　represented　by

yell・w。・1・r．・All・amin・acids　are　expressed　by山e・ne－letter。・de　in　h・「iz・n並燃is・

49



r一 「

◆

Fig．9

compari　son　between　QM　and　MM　energies　of　the　a　11　di　pePtide　models・

The　bl　ue　bar　suggests　the　QM　energy　diffeKうnces　between　c5　conformation　andαR

conf（）㎜atiolL　The　red　and　yellow　bars　suggest　the　MM　energy　differences．　The　case　of

the　IGB＝5（gbsaニ0）is　represented　by　red　ooloらand　IGB＝5（gbsa＝1）is　represented　by

yellow　ooloL　AII　amino　acids　are　expressed　by　the　one－1etter　code　in　horizontal　axis・
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3210123

ACE－ALA－NME
●　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　・

1

0
“

、　　．

r 亀ヤ@ー　， 哨

一〇．797088

一　　　●

@　　　　　　　　　　　－1．911911

@　　　　一

C7eq　C5 αR　　β　　C7ax　β2

Conformation

αL

Fig．10

Conformational　stabilities　of　ACE。ALA－NME　dipeptide　mOdel　in　the　presence　of

explicit　water　molecules・
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（4）高精度新規力場パラメータの開発

　　量子化学的手法により求めた各アミノ酸コンフォメーションの最適化構

　造に対して、静電ポテンシャル計算を実行した。得られた静電ポテンシャ

　ルに対してRESP計算を実行し、水の溶媒効果を含めた各アミノ酸の電荷

　パラメータを新規に作成した。各アミノ酸の電荷をTable　llに示す。

　　こうして得られた新規力場パラメータのアミノ酸コンフォメーション安

　定性について精査した。（3）の時と同様に、ACE－XXX－NMEモデルに対

　してMDシミュレ・・一・…一ションを実行した。　IGB＝5（gbsa＝1）の時の全てのアミ

　ノ酸の各コンフォメーションの安定性をTable　12に示す。　ALA、　ARG、　ASN、

　ASP、　GLN、　GLU、　GLY、　LYS、　MET、　PHE、　TRP、　TYRの12個のアミノ

　酸でC5コンフォメーションが最も安定となった。　CYS、　HID、　ILE、　LEU、

　PRO、　SER、　THRの7個のアミノ酸でβコンフォメーションが最も安定と

　なった。VALのみαRコンフォメーションが最も安定となった。　PROを除

　いた全てのアミノ酸について、C5コンフォメーションとαRコンフォメー

　ションだけに注目した場合、CYSとVALを除く全ての場合でC5コンフォ

　メーションの方が安定となった。量子化学計算によるC5コンフォメーシ

　ョンとαRコンフォメーションの安定性とは、CYS、　MET、　THR、　VALを

　除く全てのアミノ酸で一一致した。（Fig．11）PROについて、　MDシミュレー

　ションの結果、βコンフォメーションの方がαRコンフォメーションより

　も安定であった。これは量子化学計算の結果を支持する結果であった。MD

　シミュレL・・…一ションにおけるTHRのC5、αR、βの3つのコンフォメーシ

　ョン安定性に注目した場合、量子化学計算同様、βコンフォメーションが

　最も安定となった。
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（5）高精度新規力揚パラメータを用いたタンパク質立体構造予測

　　IGB＝5（gbsa＝1）の溶媒効果を用いて、1LE3、1L2Y、1VII、1PGBの4つ

　のタンパク質について立体構造予測を行った。加速的にシミュレーション

　を行う目的で375Kという比較的高い温度を保ったままMDシミュレーシ

　ョンを実行した。また、（1）の揚合6－nsであったシミュレーション時間

　を、今回のシミュレーションでは5倍の30－nsとした。1－psずつ構造を得・、

　合計　30000個のシミュレーション構造を得た。

　　1LE3の全シミュレーション構造のポテンシャルエネルギーのグラフを

　Fig．ユ2（a）に示す。最もポテンシャルエネルギーが安定な方から数えて5

　つの構造（3149－ps、9698－ps、11128－ps、22954ps、25384－ps）を取り出した。

　この5つの構造について、ポテンシャルエネルギー、主成分解析、PDB構

　造とのRMSD（Cα）の観点から、詳細な解析を行った（Table　13）。5つの

　構造それぞれのポテンシャルエネルギーは、－69C．1099　kcal／mol、－700．2021

　kcallmol、－687．6569　kcal／mol、－691．1505　kcal／mol、－691．0521　kcal！molであ

　った。一方、全シミュレーション構造の主鎖Cα原子について、座標変位

　の共分散行列を作成した。この行列を対角化し、固有値の大きい方より5

　つの嗣有ベクトルと5つの固有値を得た。この5つの固有ベクトルと固有

　値を持った空問に、再度、全シミュレーション構造の主鎖Cα原子座標を

　投影し直した。最後にこれを主成分解析した（Fi　g．12（c））。一般的にMD

　シミ、ユレーションにより構造が平衡に達した状態とは、この主成分解析に

　おいて、ある領域で集団を形成し、その状態からあまり動かなくなる状態

　を言う。しかし、そのような状態を確認することはできなかった。主成分

　解析後のX、Y軸成分として、5つの構造に対してそれぞれ、（X，Y）＝（－

　160、344，－1．763）、　（－57．297，－21．278）、　（6．431，29．334）、　（142．092，－102．974）、

　（49、603，－103．619）を得た。立体構造予測の初期構造である直鎖状構造のX、

　Y軸成分はは（X，Y）＝（－89．704，23．147）であった。この初期構造からの各

　成分の距離はそれぞれ、74．903、54．989、96．334、263．886、188351であっ

　た。

　　主成分解析後のX、Y軸成分から、5つの構造は同グループにいないこ

　とが示されたeそこで、ポテンシャルエネルギーが最も低い方から数えて

　5つの構造のうち、最も初期構造と離れた22954－psの構造を予測構造とし

　て採用した。
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　ここで、PDB構造と全シミュレーション構造の、主鎖Cα原子における

RMSD（Cα）をFig。12（b）に示す。5つの構造に対するRMSD（Cα）はそれ

ぞれ、6．260A、4．852　A、8．190　A、3．869A、7．271　Aであった。

　1L2Yの全シミュレー一ション構造のポテンシャルエネルギーのグラフを

Fig．13（a）に示す。最もポテンシャルエネルギーが安定な方から数えて5

つの構造（4119－ps、10288－ps、10647－ps、28966－ps、29995－ps）を取り出し

た。それぞれポテンシャルエネルギーは、－584．2869kcal／mol、－589．4253

kcal／mol、－583　．7379　kcallmol、－582．6607　kcallmol、－585、0238　kcal／melであ

った。主成分解析を行った結果、MDシミュレー一ションが十分平衡に達し

たことを示す集団を確認することはできなかった（Fig．13（c））。主成分解

析後のXy軸成分は5つの構造に対しそれぞれ、（－152．997，　17．993）、（41．197，

76．887）、（－75．456，－19．949）、（140．106，25．170）、（127．465，29．301）であった。

立体構造予測の初期構造である直鎖状構造のX、Y軸成分は（5．104，60．290）

であった。初期構造からの構造のずれを示す主成分解析データの各成分距

離は、それぞれ、163．661、49．186、90．096、139．495、126．224であった。

　主成分解析後のX、Y軸成分から、28966－psと29995－psが同一グループ

の構造をとっているものと考えられた。その他の構造はグループを形成す

ることは無かった。そこで、グループを形成した2つの構造のうち、最も

初期構造と離れた28966－psの構造を予測構造として採用した。

　ここで、1L2YのRMsD（cα）をFig．13（b）に示す。5つの構造に対す

るRMSD（Cα）はそれぞれ、3．689　A、4．464　A、3．143　A、2．646　A、　2．319　Aで

あった。

　1VIIの全シミュレーション構造のポテンシャルエネルギーのグラフを

Fig．14（a）に示す。最もポテンシャルエネルギーが安定な方から数えて5

つの構造（24067－ps、24341－ps、25207－ps、25388・－ps、26541－ps）を取り出し

た。それぞれポテンシャルエネルギーは、・・1193．6375kcal／mol、－1195、6899

kca1！mol、－1222．8089　kcallmol　．1191．1037　kcallmol、－1201．0559　kcallmolで

あった。主成分解析を行った結果、MDシミュレーションが十分平衡に達

したことを示す集団を確認することはできなかった（Fig．14（c））。主成分

解析後のX、Y軸成分は5つの構造に対しそれぞれ、（102521，－25．685）、

（8＆729，－3．683）、（87398，71．529）、（91．530　，　89．550）、（879997　，　87．025）であ

った。立体構造予測の初期構造である直鎖状構造のX、Y軸成分は（－347．833　，
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22．757）であった。初期構造からの構造のずれを示す主成分解析データの

各成分距離は、それぞれ、452．952、437．362、437．955、444．411、440．543で

あった。

　主成分解析後のX、Y軸成分から、25207－ps、25388－ps、26541－psの3

つがグループを形成していることが考えられた。他の2つの構造はグルー

プを形成することは無かった。そこで、グループを形成した3つの構造の

うち、最も初期構造と離れた25388－psの構造を予測構造として採用した。

　ここで、1vllのRMsD（cα）をFig．14（b）に示す。5つの構造に対する

RMSD（Cα）はそれぞれ、7．　IS3　A、6．958　A、6．537　A、5．809　A、7．674　Aで

あつた。

　lPGBの全シミュレーション構造のポテンシャルエネルギーのグラフを

Fig．15（a）に示す。最もポテンシャルエネルギーが安定な方から数えて5

つの講造（15273　－ps、19054－ps、29564－ps、29855－ps、30006－ps）を取り出し

た。それぞれポテンシャルエネルギーは、－2021．5143kcal／mol、－2012．2551

kcal／mol、－2015．4301　kca1／mol、－2022．9451　kcal／mol、2016．9702　kcal／molで

あった。主成分解析を行った結果、MDシミュレーションが十分平衡に達

したことを示す集団を確認することはできなかった（Fig．15（c））。主成分

解析後のX、Y軸成分は5つの構造に対しそれぞれ、（52．492，226、854）、

（115．482，108．432）、　（274627，－183．678）、　（273．976，－205．036）、　（319．212　，－

209．225）であった。立体構造予測の初期構造である直鎖状構造のX、Y軸

成分は（－509．793，－52．367）であった。初期構造からの構造のずれを示す主

成分解析データの各成分距離は、それぞれ、627．797、645．620、795．335、

798500、843！ア14であった。

　主成分解析後のX、Y軸成分から、29564－psと29855－psの2つがグルー

プを形成していることが考えられた。そこで、グループを形成した2つの

構造のうち、最も初期構造と離れた29855－psの構造を予測構造として採

用した。

　ここで、1PGBのRMsD（cα）をFig．15（b）に示す。5つの構造に対す

るRMSD（Cα）はそれぞれ、17．787　A、14．702　A、13．054　A、15．976A、16．308

Aであった。
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Fig．12：About　ILE3　protein．（a）The　potentia亘energy　plot　fbr　all　simulation

structures（80－ps＋30－ns）in　375K．（b）The　RMSD（Cα）plot　between　PDB　stmcture

and　prediction　stmcture　fbr　all　simulation　stmctures．（c）The　principal　component

analysis　fbr　all　simulation　stnlctures．　The　start　pOint　is【－89．704，23．147］，　and　the　end

point　is［114．997，27．753】．
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Fig．13：AbOut　lL2Y　protein．（a）The　potential　energy　plot　fbr　all　simulation

structures（80－ps＋30－ns）in　375K．（b）The　RMSD（Cα）plot　between　PDB　structure

and　prediction　structure　fbr　all　simulation　structures．（c）The　principal　compOnent

analysis　for　all　simulation　structures．　The　start　pOint　is［5．104，60．290】，　and　the　end

POint　is【110．083，21．398］．
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Fig．14：About　lVII　protein．（a）The　potential　energy　plot　for　all　simulation

structures（80。ps＋30。ns）in　375K．（b）The　RMSD（Cα）plot　between　PDB　stnlcture

and　prediction　structure　fbr　all　simulation　structures．（c）The　principal　component

analysis　for　all　simulation　stmctures．　The　start　point　is卜347．833，22．757］，　and　the

end　point　is【38．370，170．5791．
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Fig．15：About　IPGB　protein．（a）The　potential　energy　plot　for　all　simulation

stmctures（80。ps＋30－ns）in　375K．（b）The　RMSD（Cα）plot　between　PDB　structure

and　pre《liction　stmcture　for　all　simulation　stnユctures．（c）The　principal　component

analysis　for　all　simulation　strlctures．　The　start　point　is【－509．793，－52．367L　and　the

end　point　is【331．422，－209・8401・
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Table　13

Comparisons　about　4　viewpoints（potential　energies，　principal　component　arlalysis，

structural　differences　between　the　initial　structure　and　the　prediction　structre，　structural

differences　between　the　PDB　structure　and　the　prediction　structure）for　5　stable

structures．

1LE3

Time［s工 Eot［kcallmol］ Princi　al（X，Y） Distance RMSD［A】

3149 一690．1099 一160．344，－1．763 74．9033891089 6．25961

9698 一700．2021 一57．297，－21．278 54．9890377620 4．85249

11128 一687．6569 6，431，29，334 96．3338839349 8．19030

22954 一691．1505 142，092，－102，9ワ4 2638861350222 3．86907

25384 一691．0521 49，603，－103，619 188．3508932949 7．27131

lL2Y

Time［s］ Epot［kcal／mol］ Princi　al（X，Y） Distance RMSD［A］

4119 一584．2869 一152．997，17．993 163．661120（シ426 3．68851

10288 一589．4253 一41．197，76．887 49．1858008982 4．46437

10647 一583．7379 一75．456，－19．949 90．0961146831 3．14319

28966 一582．6607 140，106，25，170 139．4953562094 2．64643

29995 一585．0238 127，465，29，301 126．2241357348 231854

1VII

Time［ps］ Epot［kcal／mol］ Pri　ncipa1（X，Y） Distance RMSD［A］

24067 一1193．6375 102，521，－25，685 452．9518215881 7．18271

24341 一1195．6899 88，729，－3，683 437．3619250049 6．95795

25207 一1222．8089 87，398，71，529 437．9549477526 6．53695

25388 一1191．1037 91，530，89，550 444．4110154102 5．80869

26541 一120LO559 87，997，87，025 440．5430339070 7．67407

1PGB

Time［ps］ Epot［kcal／mol】 Pdncipal（X，Y） Distance RMSD［A］

15273 一2021．5143 52，492，226，854 627．7967729018 17．78742

19054 一2012．2551 115，482，108，432 645．6199687323 14．70230

29564 一2015．4301 274，627，－183，678 795．3347189209 13．05362

29855 一2022．9451 273，976，－205，036 798．4996361489 1597558

30006 一2016．9702 319，212，－209，225 843．7142420209 16．30779
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　予測構造とPDB構造を、主鎖cα原子について最も距離変位が小さくな

るように重ねあわせた図をFig．16に示す。

　1LE3について、　PDB構造と予測構造の主鎖cα原子のRMsDは3．87　A

であった。完全なβ一sheet構造を予測することはできなかったが、非常に

近い構造の予測に成功した。また予測構造について、4つのTRPの側鎖の

芳香族環はPDBのように整然と並ぶことは無かったが、（1）のffO3　force

fieldを用いた場合と比べると、4つのTRPはよく集まっていた（Fig．17（a））。

tum構造領域において、予測構造はPDB構造と同じ7ASP、8ALA、9THR、

10LYSでtum構造を形成し、正しい位置でのtum構造予測に成功した。　PDB

構造と予測構造のポテンシャルエネルギー差について、△EGBは3．41

kcal／molでありPDB構造の方が、△EpBは一16．64　kcallmolであり予測構造

の方が安定であった。1L2Yについて、　PDB溝造と予測構造の主鎖Cα原

子のRMSDは2．32Aであった。2つのhelix構造と1つのstrand構造を予

測し、全体的にPDB構造とよく似た構造の予測に成功した。　PDB構造の

TRP側鎖はPRO　12と疎水的相互作用を形成するが、予測構造のTRP側鎖

はPRO17と疎水的相互作用を形成した（Fig．17（b））。このことにより、予

測構造のTRP側鎖の向きはPDB構造の向きとは異なった。　PDB構造と予

測構造のポテンシャルエネルギー差について、△EGBは一39．’ア3　kcal／mol、△

EpBは一36．・18　kcal／molで、いずれも予測構造の方が安定であった。1VIIに

ついて、PDB構造と予測構造の主鎖Cα原子のRMSDは5．81Aであった。

予測構造はPDB構造と同様の領域に3本のhelix構造を形成し、二次構造

的には高精度で構造予測に成功した。N末端側から数えて1本目のhelix

構造と2本目のhelix構造の問のπ一π相互作用について、　PDB構造では

PHE7－・PHE・1・8、　PHE1・1・－PHE・1・8の2つのπ一π相互作用が存在するが、予測構

造ではPHE11－PHE18の1つのπ一π相互作用のみであった　（Fig、17（c））。

予測構造のPHE7－PHE11のπ一π相互作…用は1本目のhelix構造どうしのπ一

π相互作用であった。このπ一π相互作用の違いにより、1本目のhelix構

造の向きがPDB構造とは異なったが、全体としては良く似た構造を予測

できた。PDB構造と予測構造のポテンシャルエネルギー差について、△EGB

は一59・58kcal／mol、△EPBは一37．28　kcal／molで、いずれも予測構造の方が安

定であった。1PGBについて、　PDB構造と予測構造の主鎖Cα原子のRMSD

は15．98Aであった。　ALA23～AsN37のhelix領域における、　PDB構造と予
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測構造の主鎖cα原子のRMsDは1．891Aであった（Fig　17（d））。helix構

造領域における構i造予測には高精度で予測に成功した。β一sheet構造領域

について、構造予測には完全に失敗した。また、構造全体としても立体構

造折り畳みが不十分であり、二次構造一二次構造間の距離が比較的大きかっ

た。PDB構造と予測構造のポテンシャルエネルギー差について、△EGBは

127．54　kcallmol、△EPBは72．64　kcallmolで、いずれも予測構造の方が安定

であった。PDB構造のポテンシャルエネルギー計算において、全てのタン

パク質でNative構造はPDB構造を良く保存しMDシミュレーションが実

行された。
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Fi　g．16：Prediction　structUres（cyan）and　PDB　structUres（green）were　represented　as

a　cartoon　expression　in　case　of　the　I　GB＝5，　gbsa＝1　by　using　the　ori8inat　foi℃e　field．
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Fig．17：（a）4TRP　residuesαm　not　be　fbmedπ一x　i　nterac廿ons．（b）TRP　fbnns止e

hydrophobic　interacdon　with　PRO　17　instead　of　PRO　l2．（c）PHE18　makesπ一π

interaction　with　PHE11，　but　cannot　interact　with　PHE7．（d）The　helix　region　of

PDB　stmcture　and　pr｛xliction　structure　i　s　co1派）med　to　be　highly　acculate．
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Table　14

Energy　and　RMSD（Cα）comparisons　between　the　PDB　structure　and　the　prediction

structure　in　case　of　IGB＝5（gbsa＝1）by　using　the　original　developed　force　field．

IGB＝5
GBSA＝1

RMSD（）PDB－Native RMSD（）PDB－Prediction 　△EGB（kc｛旺ノmoD△EP祀dic臆on－△ENa赴Ψe 　△EPB（kcallmo1）△EPredlchon－△ENa籠Ψe

1LE3 0．52 3．87 3．41 ・16．46

1L2Y 1．61 2．32 厨39．73 ・36．18

1VLL 1．87 5．81 ・59．58 層37．28

1PGB 0．82 15．98 127．54 72．64
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（6）β　－sheet構造における新規力場パラメータの信頼性評価

　　1BO3、1J4M、1LEO、1LE1、1LE3、1NIZの6つのタンパク質における、

　all＿helix構造とNative構造のMMPBSA（GBSA）計算によるポテンシャルエ

　ネルギー差をTable　13に示す。　ffO3　force　fieldを用いた揚合、　GB法による

　Native構造とhelix構造のエネルギー差△EGB［EGB（Native）－EGB

　（All＿helix）ユはIBO3、1J4M、1LEO、1LE1、1LE3、1NIZでそれぞれ、1．84、

　23．42、－14．82、14．・50、18．50、17．・58（kcal／mol）であった。1LEOを除く全て

　のタンパク質について、All＿helix構造の方がエネルギー的に安定となった。

　また、△EPB［EPB（Native）－EPB（AILhelix）エは1BO3、1J4M、1LEO、1LE1、

　1LE3、　I　NIZでそれぞれ、－14．40、20．14、－12．38、13．88、9．54、15．78（kcal／mol）

　であった。1BO3と1LEOを除く全てのタンパク質について、　GB法でのエ

　ネルギー一評価と同様に、All＿helix構造の方がエネルギー一・・・…的に安定となった。

　また、1BO3を除く全てのタンパク質で、　GB法とPB法による△EGBの符

　号が一致し、両方法で安定と判断される構造が一致した。

　　一方、新規に開発したOriginal　force　fieldを用いた場合、△EGBは1BO3、

　1J4M、　ILEO、　ILEI、　ILE3、1NIZでそれぞれ、－7．60、－2．01、－23．66、－1．53、

　－15．80、20．77（kca1／mo1）であった。また、△EPBはそれぞれ、－25．72、－18、27、

　－22．66、－5、49、－10．71、15．93（kcal／mol）であった。1NIZ以外の全てのタン

　パク質について、Native構造の方がエネルギー的に安定となった。また、

　全てのタンパク質の場合において、△EGBと△EPBの符号が一致し、　GB

　法による構造安定性とPB法による構造安定性の間に相関が見られた。
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Table　15

Comparisons　of　energy　differences

structure．　Two　different　force　fields
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　，

field，　are　compared．

between　the　native　structure　and　the　all　heHx

ffO3　force　field　and　the　original　developed　force

△EGB（虻caVm・1）

@　　鉦03

△EPB御aげm。韮）

@　　㎜3

△EGB（匙㎝》mo董）

nr垂韮盤a養FF
△EPB伽8ym・珍
nri韮na董FF

1BO3 1．84 ・14．40 ・7．60 曹25．72

1」4】匝 23．42 20．14 曹2．01 馴18．27

1LEO ・14．82 42．38 層23．66 瞬22．轟6

1LE1 14副50 13．88 邑1．53 一549

1LE3 18．5④ 9．54 瞬15．80 ・10．71

1NIZ 17石8 15．78 20．77 15．93
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考察

既存力場のhelix構造過剰評価とタンパク質立体構造予測の力場依存性

　　既存の力場パラメータを用いてタンパク質立体構造予測を行った場合、

　一つもβ　－sheet構造の予測に成功しなかった。β　・・sheet構造となるべき領域

　でhelix構造が形成されてしまった。　ILE3のPDB構造はGLU2、TRP3、THR4、

　THRI1、　THR13、　THR15の6残基がC5コンフォメーションをとり、TRP5、

　TRP　12、　TRP　14の3残基がβコンフォメーションをとっている。その結果、

　GLU、　TRP、　THRの3つのアミノ酸がβ一sheet構造を形成している。ここ

　で、β一sheet構造を形成している9残基中8残基を占めるTHRとTRPの

　コンフォメーション安定性について注目すると、MDシミュレーションに

　おけるIGB＝1（gbsa＝0，1）、　IGB＝2（gbsa＝O，1）、　IGBニ5（gbsa＝O）の場合でαR

　コンフォメーションが最も安定であった。また、IGB＝5（gbsa＝1）において

　はβコンフォメーションが最も安定であった。これらの安定性は量子化学

　計算による安定性とは異なる結果である。通常helix構造は4残基ごとの

　水素結合によって形成される。しかし、この水素結合系が存在しない

ACE－XXX－NMEジペプチドモデルにおいてαRコンフォメーションが最も

　安定になるということは、helix構造を過剰に安定化してしまう力場パラメ

　ータであると考えることができるeIGB＝5（gbsa＝1）の場合はβコンフォメ

　ーションが最も安定であったものの、β一sheet構造を形成するC5コンフォ

　メーションはαRコンフォメーションよりも不安定であった。この安定性

順位は量子化学的安定性とは逆の結果である。IGB＝5（gbsa＝1）の場合でも

　αRコンフォメーションを過剰に安定化し、helix構造を不当に安定評価す

　る力場であると考えることができる。よって、THR、　TRPが連続して存在

する1LE3では、αRコンフォメーションが過剰に安定化する力場パラメ

ータに依存してβ一sheet構造が予測できなかったと考えられる。また、　IPGB

　のβ一sheet構造領域について、　PDB構造はTY　R3、　LY　S4、　LEU5、　I　LE6、　LEU7、

　LEU　12、　LYS13、　GLU　15、　THR　16、　THR　17、　THR．18、　GLU　19、　A　LA20、　GLY41、

　TRP43、　THR44、　TYR45、　ASP46、　THR51、　PHE52、　THR53、　VAL54、　THR55

がC5コンフォメーションをとっている。その結果、　ALA、　ASP、　GLU、　GLY、

ILE、　LEU、　LYS、　PHE、　THR、　TRP、　TYR、　VALの12種類のアミノ酸に

　よってIPGBのβ一sheet構造は形成されている。これらのアミノ酸のコン
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フォメーション安定性に注目すると、GLU、　GLY、　PHE、　VALの4種類以

外のアミノ酸はMDシミュレーションのほぼ全ての方法でαRコンフォメ

ーションが最も安定であった。この結果は量子化学計算の結果と異なる結

果であるeILE3の場合と同様に1PGBの場合も、β一sheet構造が予測でき

なかった原因はhelix構造を過剰に安定化してしまう力場パラメータにあ

ると考えることができる。

　一方、1L2YはIGB＝2（gbsa＝O）の場合を除くすべての方法で比較的精度良

く予測に成功している。1L2YのPDB構造は3つの主要な二次構造から形

成されている。LEU2、　TYR3、　ILE4、　GLN5、　TRP6、　LEU7、　LYS8、　ASP9

の8残基がαRコンフォメーションをとりhelix構造を形成し、　PRO　I2、

SERI3の2残基がαRコンフォメーションをとり3－10・helix構造を形成し、

ARG　16がC5コンフォメーションを、　PRO17、　PRO18、　PRO　19がβコンフ

ォメーションをとり、strand構造を形成している。また、各構造と構造の

間のターン様構造領域には、主鎖二面角の回転自由度がアミノ酸20種の

中で最も大きいGLYが存在している。まずhelix構造を形成している、ASP、

GLN、　ILE、　LEU、　TRP、　TYRのコンフォメーション安定性について注目

すると、GLN以外のアミノ酸について、　MDシミュレーションのほぼ全て

の方法で量子化学計算の結果とは異なりαRコンフォメーションが最も安

定となった。helix構造をとるべき領域で都合良く、helix構造を安定化す

る力場パラメータが存在したため、helix構造の予測に成功したものと考え

られる。次に3－10helix構造を形成しているPRO、　SERのコンフォメーシ

ョン安定性について注Hすると、SERでは量子化学計算の結果と異なりα

Rコンフォメーションが、PROでは量子化学計算と伺じくβコンフォメ・一

ションがそれぞれ安定であった。この領域の予測に成功した方法はIGB＝1

（gbsa＝0，1）の2つの方法だけである。その他の方法ではhelixの巻が緩くな

ってしまい、予測には失敗した。SERのコンフォメーション安定姓につい

て、MDシミュレーションのどの方法においてもαRコンフォメーション

が最も安定であり、次に安定なコンフォメーションはC5コンフォメー・一一一シ

ョンである。両コンフォメーションの差はIGB＝1（gbsa＝0）：1．38　kca｛ノmolで

あり、IGB＝1（gbsa＝1＞：1．92　kcal／molであった。その他の方法では、0、71

kcal／mol　N　1．02　kcal／molであった。　I　GB＝1（gbsa＝0，1＞が最もαRの安定性が

局い・そのためIGB＝1（gbsa＝e，1）のみ、この領域のhelix構造の予漏に成功
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したものと考えられる。最後にstrand構造を形成しているARG、　PROに

注目した。コンフォメーション安定性について、MDシミュレーションの

全ての方法でβコンフォメーションが最も安定であった。ARGのみ量子化

学計算とは異なる結果であった。この場合もhelix構造領域の時と同様に、

strand構造領域で都合良くstra皿d構造をとりやすいβコンフォメーション

を安定化する力場パラメータを持つアミノ酸が多く存在したため、strand

構造の予測に成功したものと考えられる。1L2Yはhelix構造を過剰に安定

化する力場を用いれば、GLYがtum様領域に存在することと、　PROがそ

の構造特性上strand用構造をとりやすいことから、比較的容易に予測可能

なモデルであると言える。これまで報告されているMDシミュレーション

によるフォールディングの成功例が1L2Yだけであることも、以上の理由

から理解することができる。

　1VIIはIGB＝1とIGB＝5の場合、ある程度予測精度は良好であった。二

次構造的特性は比較的良く予測に成功している。lVIIのPDB構造は、　ASP4、

GLU5、　A　S　P6、　PHE7　，　LY　S8、　A　LA　9、　ARG　15、　SER　16、　A　LA　17、　PHE　18、

ALA　19、　LEU23、　TRP24、　LY　S25、　GLN26、　GLN27、　A　SN28、　LEU29、　LY　S30、

LYS31、　GLU32がαRコンフォメーションをとりhelix構造を形成してい

る。helix構造とhelix構造の間の2ヶ所の無定形部位には、　GLYまたはPRO

が存在している。まずhelix構造を形成している、　ALA、　ARG、　ASP、　GLN、

GLU、　LEU、　LY　S、　PHE、　SER、　TRPのコンフォメーション安定性につい

て注目すると、ARG、　GLN、　GLU、　PHE以外のアミノ酸について、　MDシ

ミュレーションのほぼ全ての方法で量子化学計算の結果とは異なりαRコ

ンフォメーションが最も安定となった。この安定性により、helix領域は比

較的よく予測に成功していたと考えることができる。ARG、　GLN、　GLU、

PHEは他のアミノ酸に比べ、αRコンフォメーションの安定性が低い。予

測構造でもこのアミノ酸の存在する部分でhelix構造の巻きが緩くなる傾

向があった。

　1PGBのhelix領域について、　PDB構造ではALA23、　ALA24、　THR25、

ALA26、　GLU27、　LY　S28、　VAL29、　PHE30、　LY　S31、　GLN32、　TYR33、　ALA34、

ASN35、　ASP36、　ASN37がαRコンフォメーションをとり、helix構造を形

成している。ALA、　ASN、　ASP、　GLN、　GLU、　LYS、　PHE、　THR、　TYR、　VAL

のコンフォメーション安定性はMDシミュレーションではGLN、　GLU、　PHE、
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VALを除くすべてのアミノ酸で、ほぼすべての方法でαRコンフォメーシ

ョンが安定となった。この結果は量子化学的安定性とは異なる結果である。

IPGBはβ一sheet領域では予測が全く外れてしまったが、　helix領域では比

較的予測が成功していた。これも、helix構造をとる領域で都合よくhelix

構造を過剰に安定評価する力場があったためと考えられる。

　これまでに述べてきた過剰なhelix構造の安定性は、（6）のβ一sheet構

造における力場パラメータの信頼性評価でも確認された。ffO3　force　fiel　dを

用い、IGB＝5（gbsa＝1）を使用した場合、6個中4個でPDB構造とは全く異

なるal1＿helix構造を過剰に安定化した。このことからも、　ffO3　force・fieldは

過剰にhelix構造を安定化する力場パラメータであり、MDシミュレーショ

ンにより安定化される構造は、力場パラメータの影響を強く受けることが

示された。

量子化学計算の妥当性と水の溶媒効果の重要性

　　ACE－XXX－NMEのジペプチドモデルを使用し、各アミノ酸のC5コンフ

　ォメーションとαRコンフォメーションの安定性を量子化学的に評価した。

　C5コンフォメーションはβ　－sheet構造を形成する重要なコンフニォメーショ

　ンとして、αRコンフォメーションはhelix構造を形成する重要なコンフォ

　メーションとして注目した。このうちACE－ALA－NMEモデルについては

20（n年にYong　Duan等によって、真空中、　Ether溶媒中（ε＝4．335）、　Water

　溶媒中（ε＝78．39）の3つの異なった条件におけるコンフォメーション安

　定性の詳細な研究が行われた。［42】その研究によれば、真空中とElher溶媒

　中では共にC7eqコンフォメーションが最も安定となり、helix構造やβ一sheet

　構造などの主要な二次構造を形成するαRコンフォメーション、C5コンフ

　ォメーション、βコンフォメーションはC7eqコンフォメーションよりも

　不安定となっていた。一方、Water溶媒中ではαRコンフォメーション、　C5

　コンフォメーション、βコンフォメーションがC7eqコンフォメーション

　よりも安定となっていた。さらに、この3つのコンフォメーションの中で

　C5コンフォメーションが最も安定となっていた。αRコンフォメーション

　よりもC5コンフォメーションの方が安定であるという結果は我々の量子

　化学計算ともよく一致した。また、彼等の求めたαRコンフォメーション

　の最適化構造とC5コンフォメL・・一・一ションの最適化構造の主鎖Φ、Ψ角はそ
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れそれ、（Φ、Ψ）＝（－70．5、－32．・1）、（Φ、Ψ）＝（－1・56．4、143．8）であり、我々

の求めた最適化構造の（Φ、Ψ）＝（－77．9、－26．2）、（Φ、Ψ）＝（－156．4、1495）

はよく一致した。ここで、Yong　Duan等の量子化学計算では構造最適化計

算にMP2／6－31G＊＊を用い、各コンフォメーションポテンシャルエネルギー

計算にはMP21cc－pVTZを用いており（MP2／6－31G＊＊〃MP2！cc－pVTZ）、我々

の使用したHF／6－31G＊解B3LY　P／cc－pVTZに比べると精度が高い方法を使用

している。しかし、我々が行った量子化学計算は、彼等の行った量子化学

計算とコンフォメーション安定性的にも、構造的にもよく一致した結果を

得ており、妥当な計算であると言える。

　Yong　Duan等の真空中とEther条件下の量子化学計算の結果は、誘電率

が小さな系では、タンパク質構造が正しく折り畳まれない可能性があるこ

とを強く示している。特に、この条件下で最も安定となったC7eqコンフ

ォメーションは、分子内でACEのC＝0とNMEのN－Hが水素結合を取る

ことによって形成される構造であることから、近傍の電気的相互作用を過

剰に見積った構造を安定化してしまう恐れがある。また、タンパク質の二

次構造的知見から考えると、分子内水素結合はβ一sheet構造よりもhelix構

造の方が多いことから、誘電率が小さいとhelix構造を過剰に安定化させ

てしまう可能性がある。実際にいくつかの実験において、誘電率が低けれ

ばタンパク質はhelix構造を形成しやすくなることが確認されている。　E43－45】

一方、水の溶媒効果を加味した場合、helix構造やβ　－sheet構造などの主要

な二次構造を形成するαRコンフォメーション、C5コンフォメーション、

βコンフォメーションが他のコンフォメーションに比べ良く安定化されて

いた。さらに、真空中とEther条件下では構造が不安定すぎるため、構造

最適化計算の後、C5コンフォメーションかC7eqコンフォメーションの構

造になってしまっていたβコンフォメーションが、Water条件下ではよく

安定化されている。βコンフォメーションはstrand構造や一部のβ一sheet

構造を形成する上で重要なコンフォメーションである。このことから、タ

ンパク質の正常な折り畳みには水の溶媒効果が大変重要な役割を示すこと

が考えられる。これまでの我々の研究においても、タンパク質構造の正常

な折り畳みには水分子が重要であることが示されている。［25’26］
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既存力場を用いたMDシミュレーションによるコンフォメーション安定

性と溶媒効果

　　既存力場パラメータであるffO3　force　filedを使い、　ACE－XXX－NMEジペ

　プチドモデルに対してMDシミュレーションを実行した。　I　GBオプション

　が1、2、5の3つの全ての連続溶媒モデルを試行し、その各々』の場合につ

　いてSA計算を導入する場合（gbsaニ0）と導入しない場合（gbsa＝1）の2っ

　の方法を試した。しかし、いずれのIGBオプションを使用しても、また、

　SA計算を導入してもしなくても、多くのアミノ酸でαRコンフォメーシ

　ョンの過剰な安定性が確認された。特に、アミノ酸主鎖のΦ角が一60°付近

　で大きく安定化しているため、αRやβコンフォメー－Hr・一ションが過剰に安定

　化してしまい、Φ角が一180°付近のC5コンフォメーションが不安定化し

　ている。一般的にタンパク構造の振る舞いはMDシミュレーションの力場

　パラメータと周囲の環境に大きく依存する。周囲の環境をIGBとgbsaオ

　プションにより6つの方法でそれぞれ試したが、どの方法でもαRコンフ

　ォメーションの過剰安定性を改善することができなかった。よって、この

　ようなαRコンフォメーション過剰安定性は力場パラメータに強く依存し

　た結果誤って導出された安定性である可能性が高い。

　　一方、連続溶媒モデルではなく、実際に水分子をACE－ALA－NMEジペ

　プチドモデルの周囲に発生させた系についてMDシミュレーションを行っ

　た。しかし、この場合も連続溶媒モデルを使用した場合と同様に、Φ角の一

　60°付近の大きな安定化が見られ、それにともないαR、βコンフォメー

　ションが過剰に安定化した。水分子を実際に発生させた系であっても、連

　続溶媒モデルにより溶媒効果を取り入れた系とコンフォメーション安定性

　には差はないことが考えられる。

　　タンパク質構造は種々のアミノ酸構造の集まりからなる。このアミノ酸

構造の正しいコンフォメーションを評価できないパラメータを使っている

　限り、周囲の環境やモデル計算系をどんなに精度良く表現したとしても、

　正しいMDシミュレーションは実行されない可能性が高い。このことを示

　すように、αRコンフォメーション安定性が高いffO3　force　fieldを使った

　タンパク質立体構造予測は、β　－sheet構造領域で全く成功していない。
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既存力場パラメータによるタンパク質立体構造予測に対する、

MMPBSA（GBSA）計算を使った計算条件検討

　　既存パラメータffO3　force　fieldを用いたタンパク質立体構造予測の後、

　Native構造と予測構造のポテンシャルエネルギー計算をMMPBSA（GBSA）

　法を用いて評価した。IGB＝1（gbsa＝0，1）では1LE3と1PGBで△EGBと△EPB

　の差が大きく、特に、gbsa＝0の1PGB、　gbsa＝1の1LE3と1PGBではエネ

　ルギーの符号が逆転し、GB法とPB法で安定と判断される構造が逆になっ

　てしまった。GB法とPB法では同じ構造のエネルi’一’差を評価しているに

　も関わらず、両エネルギー差に相関が見られないことから、IGB＝1（gbsa＝0，

　1）は正しく溶媒効果を表現できていないことが考えられる。また、1LE3と

　1PGBはともにβ一sheet構造をとることから、　IGB＝1（gbsa＝0，1）は特に、β一

　sheet構造を正しく評価できない方法であるとも言える。これまでの研究で

　β一sheet構造には水の溶媒効果が重要であることが分かっているが、【凋溶

　媒効果が不十分なためにβ一sheet構造を持つ1LE3と1PGBのみエネルギー

　評価が正しく行われないというこの結果は、この研究結果とも矛盾しない。

　1VIIではNative構造がMDシミュレーションにより完全に崩壊してしまっ

　た。1VIIは3つのhelix構造が3つのPHE側鎖のπ一π相互作用とhelixど

　うしの疎水的相互作用によって折り畳まれている構造である。よって、

　IGB＝1（gbsa＝O，1）は疎水的相互作用やπ一π相互作用を正しく表…現できてい

　ないことが考えられる。

　　IGB＝2（gbsa＝O，1）ではすべてのタンパク質で△EGBと△EPBのエネルギ

　ーの符号が一致し、GB法とPB法で安定と判断される構造が同じものとな

　った。しかし、1L2Yと1VIIでNative構造がMDシミュレーションにより

　即座に崩壊してしまった。1L2YではTYR、　TRPのπ一π相互作用と、TRP、

　PROの疎水的相互作用が構造形成に重要な役割を示している。　I　VIIもπ一

　π相互作用と疎水的相互作用によって構造が形成されている。このことか

　ら、IGB＝2（gbsa＝O，　1）は疎水的相互作用やπ一π相互作用を正しく表…現でき

　ていないことが考えられる。

　　IGBニ5（gbsa＝0）では1LE3を除くすべてのタンパク質について△EGBと

　△EPBのエネルギーの符号が一致し、　GB法とPB法で安定と判断される構

　i造が同じものとなった。また、IGB＝1（gbsa＝O，1）、　IGB＝2（gbsa＝0，1）に比

　べ、△EGBと△EPBのエネルギー値そのものが近い値をとっている。また、
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IGB＝1（gbsa＝O，1）、　IGB＝2（gbsa＝O，1）ではこれまで1L2Yや1VIIについて

MDシミュレーションにより構造が即座に壊れてしまっていたが、　IGB＝5

（gbsa＝0）ではPDB構造をよく保ったままMDシミュレu…一ションが実行さ

れた。IGB＝5（gbsa＝0）は疎水的相互作用やπ一π相互作用は比較的良く表現

できるものの、一部のβ一sheet構造に対して：溶媒効果を正しく表現できな

い方法であると言える。一方IGB＝5（gbsa＝1）では、すべてのタンパク質に

ついて△EGBと△EPBのエネルギーの符号が一致し、　GB法とPB法で安定

と判断される構造が同じものとなった。また、これまでの方法の中で最も

△EGBと△BpBのエネルギー値が近い値となった。これはIGB＝5（gbsa＝1）が

全てのGB法の中で最も精度が高いことを示している。また、IGB＝1（gbsa＝O，

1）、IGB＝2（gbsa＝0，1）で見られたMDシミュレーション中の構造崩壊は

見られなかった。よって、IGB＝5（gbsa＝1）は最もよく溶媒効果を表現した

連続溶媒和モデルであると判断できる。

　IGB＝5（gbsa＝1）について、1PGBを除く全てのタンパク質で、　Native構

造よりも予測構造の方が安定であった。これは、1LE3、1L2Y、1VIIでは

エネルギー的に十分安定な構造を予測できており、エネルギーの底を見つ

けるという目的に対して、この計算条件は妥当であることを示している。

しかし1LE3と1VIIに対して、得られた予測構造はPDB構造とは大きく

異なった。特に、1LE3ではβ一sheet構造を形成するべき領域でhelix構造

を形成した。予測構造はPDB構造と全く異なるにも関わらず、　Native構造

よりも予測構造の方がエネルギー的に安定であるということは、ffO3　force

fieldを用いたMDシミュレーションによる立体構造予測ではPDB構造を

予測することは不可能であると判断できる。1PGBではNative構造の方が

エネルギー的に安定である。これは、まだ十分にエネルギーの底を見つけ

ることができていないことを示しており、より長いMDシミュレーション

時間を必要としている可能性がある。1PGBは残基数56で、1LE3（残基数：

17）、1L2Y（残基数：20）、1VII（残基数：36）と比べても大きいことが分

かる。通常、タンパク質フォールディングはミリ秒～秒オーダーでおこる

言われている。｛4（5］しかし、今回行われたタンパク質立体構造予測シミュ

レーションは秒よりも非常に短いナノ秒オーダーのシミュレーションであ

り、10「9秒スケールの非常に短い現象を追ったに過ぎない。1PGBのよう

なhelix構造とβ一sheet構造の両方を持つ複雑なタンパク質については、秒
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オーダーの長期シミュレーションの実行が理想的である。しかし、現在の

計算機能力ではこの長期シミュレーションは難しい。今後は短時問のシミ

ュレーションで長期シミュレーションを再現できるような、理想的な加速

試験法の考案が必要不可欠である。

新規力場パラメータの妥当性

（a）コンフォメーション安定性における新規力場パラメータの妥当性

　　新規に開発した力場パラメータを使い、ACE－XXX－NMEジペプチドモデ

　ルに対してMDシミュレーションを実行した。既存のffO3　force　fieldを用

　いた場合で、最も精度の高い溶媒効果であったIGB＝5（gbsa＝1）の連続溶媒

　モデルを使った。C5コンフォメーションとαRコンフォメーションのエネ

　ルギー安定性について、CY　S、　MET、　THR、　VALを除く全てのアミノ酸で

　量子化学計算と矛盾の無い結果が得られた。このことは力場パラメータの

　精度が大きく改善したことを示している。この計算モデルはhelix構造形

　成のための水素結合系の無いジペプチドモデルである。その計算モデルに

　おいて、αRコンフォメーションよりもC5コンフォメーションの方がエ

　ネルギー的に安定となったことは、タンパク質立体構造シミュレーション

　中にhelix構造を過剰に安定化していた問題は改善できたことを示してい

　る。ここで量子化学計算と矛盾のあったTHRの最安定コンフォメーショ

　ンについて注目した場合、量子化学計算においてもMDシミュレーション

　においてもβコンフォメーションが最も安定となった。最安定コンフォメ

　ーションが矛盾の無いコンフォメーションであったことから、THRについ

　ては量子化学計算の結果を大きく無視した力場パラメータではないと判断

　できる。コンフォメーションレベルにおいて、量子化学計算と矛盾の無い

　高精度の力場パラメータ開発に成功したものといえる。

（b）タンパク質構造予測における新規力場パラメータの妥当性

　既存の力場パラメータを用いてタンパク質立体構造予測を行った：場合、

一つもβ一sheet構造の予測に成功しなかったが、新規に開発した力場パラ

メータを用いてタンパク質立体構造予測を行った場合、ILE3のβ　－sheet構

造となるべき領域でβ　－sheet様構造を予測することに成功した。しかし、

1PGBのβ　－sheet構造領域では予測に失敗した。1PGBでは、予測構造とPDB
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構造のポテンシャルエネルギー差（△EGB）は127．54　kcal／molであり予測

構造はまだ十分に折り畳みができていないものと考えられる。したがって、

1PGBの予測失敗の原因は力場パラメータではなく、シミュレーション時

間である可能性が高い。また、1PGBのβ一sheet構造領域で一部helix構造

を形成してしまっているが、これもシミュレーション時間が十分でないこ

とが原因であると考えることができる。1PGBのβ一sheet構造領域は4本の

β一sheet構造からなるため、この4本の構造が十分近づき、相互作用系を

形成した時、はじめてβ一sheet構造が安定になると考えられる、実際にβ一

lactglobrinは4本のhelix構造が集まった後、β一sheet構造を形成している。

｛23］一方1L2Y、　IVIIにおいて、　helix構造をとるべき領域で正しくhelix構

造が予測された。このことは、新規力場パラメータが正確に、helix構造を

形成する際の水素結合による安定化によって、正しくhelix構造を安定化

していることを示している。

　ここで、1LE3、1L2Y、1VII、1PGBのMDシミュレーション中の全構造

に対するポテンシャルエネルギーグラフとRMSD（Cα）グラフに注目する

と（Fig、12（a）一（b）、　Fig．13（a）一（b）、　Fig．14（a）一（b）、　Fig．15（a）一（b））、両データに

相関関係があると考えることができる。1LE3において、0－ps－2500－psで

はポテンシャルエネルギーが徐々に減少する傾向にあるが、このとき、

RMSD（Cα）も徐々に減少傾向を示すようになっている。次いで2500－ps～

5000－psで再びポテンシャルエネルギーが上昇するが、この時もRMSD（C

α）が徐々に大きな値をとっている。次に特徴的なのが、20000－ps前後で

の振る舞いである。2㎜一ps手前ではポテンシャルェネノレギー、　RMSD（C

α）ともに減少傾向を示し、20000－psを超えたあたりから再び上昇傾向を

示している。最後に25000－ps手前で再び両データは減少傾向を示した。

1L2Yについても同様に、ポテンシャルエネルギーとRMSD（Cα）が同方

向への振る舞いを見せた。5000－ps　一　10000－psの間でこれら2っのデー・…一一タは

1回上昇傾向を示し、20000－ps－25000－psの間では平均的に高い値をとっ

ていた。IVII、1PGBについても同様に、2つのデータはシミ，ユレーション

が進むにつれ、徐々に小さな値をとる傾向を示した。これらの事実から、

新規に開発した力場パラメータでは、PDB構造に近ければ近いほどエネル

ギー的に安定であると考えることができる。すなわち、この新規力場パラ

メータはポテンシャルエネルギー・・一一一一で構造安定性が議論できるほど、高精度

84



なパラメータであると考えられる。一方、既存ffO3・force・fieldでは過剰なhelix

構造への安定傾向があったため、ポテンシャルエネルギーとタンパク質構

造安定性との間にこのような明確な傾向を見ることはできなかった。

（c）β一sheet構造に対する新規力場パラメータの妥当性

　1NIZ以外のすべてのタンパク質について、　Native構造の方が安定となっ

た。1NIZ構造だけが新規力場パラメータを用いてもalLhelix構造が安定で

あった。1NIZ構造はHIV－1　gb　l20のV3100p構造の一部であり、この領域

の本来の配列は301・”335で’℃TRPNYNKRK　RIHIGPGRAF　YTTKNIIGT正

RQAHc”である。また、301のCYSと335のcYSのジスルフィド結合が形

成されていることが知られている。さらに、PDBには単独の構造として登

録されているが、NMRの構造決定の際には”447－52D　A　HUMAN　MV－1

NEUTRALIZING　ANTIBODY”と複合体を形成しているため、真に独立した

構造ではない。1NIZ以外の構造はすべてPeptide　synthesizerによって合成

され、単独で構造が決定されたものである。これらの事実から、”ACE－

＜KRIHIGPGRAFYTT＞－NME”単独の系では真にNMR測定環境を再現してお

らず、この系単独ならばhelix構造の方が安定である可能性がある。

　ここで1CE4は1NIZの’KRIHIGPGRAFYTT”とよく似た配列を持ち、且

つ、Peptide　synthesizerによって合成され、単独で構造が決定されたもので

ある。［47】単独で構造が決定されたものの中では最もINIZと配列が良く似

ている。また、1NIZのV3領域のようにCYSによるジスルフィド結合を形

成している。また、INIZではβ一sheet構造をとっていたが、1CE4ではβ一sheet

構造を全くとらず、bend構造、　turn構造、3－10helix構造、　helix構造によっ

て構造が形成されている。さらに、構造のC末端側半分は主にhelix構造

を形成している。（Fig．18）
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1CE4

2D　structure

1網IZ　（醗ゆdel）

2D　structure

CTRPNNNTRKIIIIHIGPGRAFyrrGEIIGDIRQAHc

－一一 rGGG－－S－一一S・一一TNI’GGGGTHHHHHHHHHHT

－一一…－
?M肛GPG凧m7x－一…一一一一一一

一一一一一一一一一一
dEEE－一一一EEEE－一一一一一一一一一一一一

Fig．18

Sequences（black）and　secondary　strucrues（blue）of　l　CE4　and　I　NIZ　are　expressed

by　the　one－letter　cOde．　These　two　structUres　have　only　one　dimerent　amino　acid

（represented　by　black　box　emphasis）．

　1CE4について、ジスルフィド結合を持つがhelix構造を形成しているこ

とより、ジスルフィド結合はβ一sheet構造の安定化に直接関与していない

可能性がある。また、1NIZのようにジスルフィド結合が無ければ、　N末端

側は伸びず、al1」1elixのようなすべて巻いた構造が安定になる可能性が大

きい。また、tum構造領域に注目すると、この領域にPROやGLYがよく

見られるが、これは他のタンパク質においてもよく見られる傾向である。

さらに、1NIZのa11＿helix構造のMD計算後の構造はやや歪んだ形をとり、

turn構造まではいかないものの、　helixを2本に分けるくびれを作っている。

したがって、1NIZのMMPBSA（GBSA）計算においてa1Lhelix構造の方が安

定であったことは、妥当な結果である可能性がある。以上の事実から、新

規力場パラメータはβ　－sheet構造を高精度で評価できるパラメータである

と考えられる。さらに、タンパク質立体構造予測においてhelix構造領域

においても高精度での予測に成功していること、INIZをal1＿helix構造の方

が安定であると評価したことから、helix構造においても高精度で評価可能

なパラメータであると考えることができる。

（d）新規力場パラメータの有用性

　今回新たに開発した力場パラメータとこれまでの力場パラメータの決定
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的な違いは、電荷パラメータを決める際の溶媒効果の取り扱い方である。

ffO3　force　field以前の力場パラメータは真空条件下で、　ffO3　force　fieldはε

一4、335程度のether溶媒条件下で導出していた。エ22】一方、今回新規に開発

した力場パラメータはε＝78．39程度のWater溶媒条件下で導出したもので

ある。ffO3　force　filedはそれ以前の力場パラメータと比べると格段に良くタ

ンパク質構造を表現できるようになっている［22］。これは、電荷パラメータ

決定の際に溶媒効果を導入することが有効であることを示している。一方

で、ε　X．335程度の溶媒環境というものは、巨大タンパク質の内部や、細

胞膜内部の環境に近く、溶媒にあらわになりやすい比較的小さなタンパク

質や、細胞膜外に露出した細胞膜結合タンパク質のループ部分などは、こ

の環境では誘電率が低すぎるものと考えられる。また、低い誘電率はhelix

構造形成を誘導する実験結果も知られている。【43－4Sさらに、これまでの

研究でタンパク質構造の安定性には水分子が必要不可欠であることが分か

っている。【2S－26］よって、今回の立体構造予測対象であった比較的小さな

タンパク質やβ一sheet構造を持つタンパク質、β一sheet構造安定性評価に用

いた30残基以下のタンパク質にはffO3・force・filedは適応できなかった可能

性が高い。また、タンパク質機能に重要な役割を果たすli8and結合部位に

注目した場合、1iga皿dが入るだけの入り口を持つことから、容易に水分子

にさらされるものと考えられる。実際に多くのX線結晶構造やMDシミゴ

レーションにおいて、タンパク質活性部位に水分子が確認され、この水分

子がタンパク質機能発現に大きな役割を示している場合が多い。［48’50］こ

のような観点からすると、電荷パラメータに水の溶媒効果を導入すること

は、単にタンパク質二次構造安定性だけではなく、タンパク質機能解析に

ついても非常に重要であるといえる。

タンパク質立体構造予測法とMDシミュレーション時間

　　新規力場パラメータを使ったタンパク質立体構造予測において、375K

　の温度で30－nsのMDシミュレーションを実行した。　MDシミュレーショ

　ン中の全構造に対する主成分解析の結果（Fig．12（c）、　Fig．　13（c）、　Fig．14（c）、

　Fig．15（c））に注目すると、どのタンパク質の場合においても、構造が十分

　平衡に達しているほどの集合は確認できなかった。よって、30－nsのMD

　シミュレーションであっても、まだ不十分であることが考えられる。とく
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に、IVII、1PGBの第一相成分と第二相成分のスケ・・一・一・一一ルは1LE3、1L2Yと

比べると非常に大きく、30－ns付近でも構造が落ち着かないことが良く確

認できる。通常タンパク質立体構造の折り畳みはミリ秒～秒オーダーのス

ケールで起ると考えられている。【46］よって、MDシミュレーション時間

の延長、効果的な加速的試験法の開発が求められる。

　一方、ここで再びポテンシャルエネルギーとRMSD（Cα）の関係に注目

すると（Fig．12（a）一（b）、　Fig．13（a）一（b）、　Fig．14（a）一（b）、　Fig．15（a）一（b））、比較

的高い相関があるものの、完全な構造予測ができる程に高い相関関係があ

るわけではないことが分かる。すなわち、ポテンシャルエネルギーの低い

方から数えて5つの構造は、パラメータの高精度化に共ない30000個全体

の構造の中では比較的小さなRMSD（Cα）をとることができた。しかし、

最もポテンシャルエネルギーが低い構造が、最も小さなRMSD（Cα）をと

るわけではなかった。そこで、主成分解析を行い、5つの構造の初期構造

からの離れ具合、構造の集、まり具合を考えることで、1LE3、1VIIでは5っ

の構造の中で最もRMSD（Cα）が小さいものを取り出すことに成功した。

また、1L2Yでも5つの構造の中で2番目にRMSD（Cα）が小さい構造を

取り出すことができた。このことは、ポテンシャルエネルギーを主成分解

析による構造クラスタリングと組み合わせることで、効果的にタンパク質

立体構造予測を行うことができることを示している。また、1PGBについ

ては5つの構造の申で3番目にRMSD（Cα）が小さな構造を導いたが、ポ

テンシャルエネルギー、主成分解析、いずれからもタンパク質構造が平衡

状態でないことが判断されることから、シミュレーション時間が足りない

ために最適な構造の導出に失敗したものと考えられる。

88



結論

MDシミュレーションは力場パラメータに強く依存し、　ffO3　force　fieldは過

剰なhelix構造安定化傾向を示す。

MDシミュレーションの高精度な実行には溶媒効果が必要不可欠であり、

IGB＝5（gbsa＝1）が最も精度良い溶媒効果を示す。

MDシミュレーションを用いたタンパク質立体構造予測には非常に大きな

シミュレーション時聞が必要である。

新規に開発した力場パラメータは、コンフォメーション的、タンパク質二

次構造的に大変優れた高精度なパラメータである。
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MDシミュレーション変更使用オプション説明一覧

★1　DT

　　The　time　step（psec）．　Recommended　MAXIMUM　is．002　if　SHAKE　is　used，　or　．ool

　　if　it　isn’t．　Note　that　for　temperatures　above　300K，　the　step　size　should　be　reduced

　　since　greater　temperatures　mean　increased　velocities　and　longer　distance　traveled

　　between　each　force　evaluation．　which　can、1ead　to　anomalously　high　energies　and

　　system　blowup．　Default　O．001．

★2．★3，★4　About　GB　method

　　The　generalized　Bom　solvation　model　can　be　used　instead　of　explicit　water　for　non－

　　polarizable　force　fields　such　as　ff940r　ff99．　There　are　severa1”flavors四〇f　GB

　　available，　depending　upon　the　value　of　i8b．　The　version　that　has　been　most

　　extensively　tested　corresponds　to　igb＝1；the糎10BCll　models（igb＝2　and　5）are　newer，

　　but　appear　to　give　significant　improvements　and　are　recommended　for　most　pr句㏄ts

　　（certainly　for　peptides　or　proteins）．　Users　should　understa皿d　that　all（current）GB

　　models　have　limitations　and　should　pr㏄eed　with　caution．　Generalized　Born

　　simulations　can　only　be　run　for　non－periodic　systems，　i．e．　where　ntb＝0．　The

　　nonbonded　cutoff　for　GB　calculations　should　be　greater　than　that　for　PME

　　calculations，　perhaps　cut＝16．　The　slowly－varying　forces　generalIy　do　not　have　to　be

　　evaluated　at　every　step　for　GB，　either　nrespa＝20r　4．

＊2　1GB＝1

The　Hawkins，　Cramer，　Truhlar［①②］pairwise　generalized　Bom　mode1（GBHCT）is

　　used，　with　para　meters　described　by　Tsui　and　Case　［③1・This　mOdel・uses　the・default

　　radii　set　up　by　LEaP．　It　is　slightly　different　from　the　GB　mOdel　that　was　included　in

　　Amber6．　If　you　want　to　compare　to　Amber　6，0r　need　to　contlnue　an　ongolng

　　simulation，　you　should　use　the　command”set　default　PBradii　amber61’in　LEaP，　and

　　set　i8b＝1　in　satide　r．　For　refbrence，　the　Amber6　values　are　those　used　by　an　earlier

　　Tsui　and　Case　paper［④1

＊3　1GB＝2
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Use　a　modified　GB　model　deve隻oped　by　A．　Onufriev，　D．　Bashford　and　D．A．　Case

（GBOBC）；the　main　idea　was　published　earlier【⑤】，　but　the　actual　implementation

here　is　an　e豊aboration　of　this　initiahdea［⑥］．　The　parametersα，β，andγ

were　determined　by　empirical　fitS，　and　have　the　values　O．8，0．0，　and　2．909125．　This

corresponds　to　modeI　I　in　Ref［⑥］．　With　this　option，　you　should　use　the　LEaP

command　l，set　default　PBradii　mbondi2曹l　or　llset　default　PBradii　bondi　II　to　prepare　the

prmtop　file．

＊4　1GB冨5

　　Same　as　i8b＝2，　except　that　now　α，β，γ　are　1．0，0．8，　and　4．85．　This　corresponds　to

　　model　II　in　Ref［⑥】．　With　this　option，　you　should　use　the　command　I曹set　default

　　PBradii　mbondi2”in　setting　up　the」prmtop　file，　although　l，set　default　PBradi重bondi四

　　is　also　OK．　When　tested　in　MD　simulations　of　several　proteins［⑥］，　both　of　the　above

parameterizations　of　the　’℃BC脾model　showed　equal　perfo㎜ance，　although　f舳er

　　tests［⑦10n　a皿extensive　set　of　protein　structures　revealed　that　the　i8b・・5　variant

　　agrees　better　with　the　Poisson－Boltzmann　treatment　in　calcula且ng　the　electrostatic

　　part　of　the　solvation　free　energy・

＊5，＊6　GBSA＝0，1

　　0ption　to　carry　out　GBISA（generalized　Bom！surface　area）simulations．　For　the

　　default　value　of　O，　surface　area　will　not　be　computed　and　included　in　the　solvatioIl

term．　If　gbsa＝1，　surface　area　will　be　computed　using　the　LCPO　m（灯el．［⑧］If　8わ5α

　　＝2，surface　area　will　be　computed　by　recursively　approximating　a　sphere　around　an

　　atom，　starting　from　an　icosahedra．　Note　that　no　forces　are　generated　in　this　case，

　　hence，8bsa＝20nly　works　for　a　single　point　energy　calculadon　and　is　main童y

　　intended　for　energy　decomposition　in　the　realm　of　MM＿GBSA．

＊7　CUT

　This　is　used　to　specify　the　nonbonded　cutoff，　in　Angstroms．　For　PME，　the　cutoff　is

　　used　to　limit　direct　space　sum，　and　the　default　value　of　8．O　is　usually　a　good　value，

　　When　i8b＞0，　the　cutoff　is　used　to　truncate　nonbonded　pairs（on　an　atom－by－atom

basis＞；here　a　I　arger　value　than　the　default　is　general　ly　required．　A　separate　parameter

　　（RGBMAX）oontrols　the　maximum　distance　between　atom　pairs　that　will　be
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considered　in　carrying　out　the　pairwise　summation　involved　in　calculating　the

effective　B　om　radii，　see　the　generalized　Born　section　below．

＊8　RGBMAX
　　This　parameter　controls　the　maximum　dis隻mce　between　atom　pairs　that　wilI　be

　　considered　in　carrying　out　the　pairwise　summation　involved　in　calculating　the

　　effective　Bom　radii．　Atoms　whose　associated　spheres　are　farther　way　than　rgbmax

　　from　given　atom　will　not　contribute　to　that　atom’s　effective　Bom　radius．　This　is

　　implemented　in　a　l1sm∞th層I　fashion（tha且ks　mainly　to　WA　Svrcek－Seiler），　so　that

　　when　part　of　an　atom’s　atomic　sphere　lies　inside　rgbmax　cutoff，　that　part　contributes

to　the　low－dielectric　region　that　determines　the　effective　Born　radius．　The　default　is

　　25A，　which　is　usually　plenty　for　single－domain　proteins　of　a　few　hundred　residues．

　　Even　smaller　values（of　10－15　A）are　reasonable，　changing　the　functional　form　of　the

　　generalized　Bom　theory　a　little　bit，　in　exchange　for　a　considerable　speed－up　in

　　efficiency，　and　without　introducing　the　usual　cut－off　artifactS　such　as　driftS　in　the　totaI

　　energy．　The　rgbmax　parameter　affects　only　the　effective　Bom　radii（and　the

　　derivatives　of　these　values　with　respect　to　atomic　coordinates）．　The　cut　pararneter，　on

the　other　hand，　determines　the　maximum　di　stance　for　the　electrostatic，　van　der　Waal　s

and”off－diagonal”terms　of　the　generalized　B　orn　interaction．　The　val　ue　of　rgbmax

　　might　be　either　greater　or　smaller　thall　that　of　cut；these　two　parameters　are

　　independent　of　each　otheL　Howev　er，　values　of　cut　that　are　too　small　are　more　likely

　　to　lead　to　artifacts　than　are　small　values　of　r8bintzv；therefore　one　typica11y　sets

　　rgbmax＜＝cut・

＊9　NMROPT
　　＝O

no　nmr－type…analysis　will　be　done；default（Note：thi　s　vaiiable　replaces　nmrmax　frorn

　　previous　versions，　and　has　a　slightly　diffelrent　meaning・）

　　＞O

　　NMR　restraintslweight　changes　will　be　read

　　＝2

　　NOESY　volume　restraints　or　chemical　shift　rest面nts　will　be　read　as　well
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＊10　NRE　SPA

　This　variable　allows　the　user　to　evaluate　slowly－varying　temls　in　the　force　field　less

frequently．　F・r　PME，　”sl・wly－varying”（n・w）means　the　recipr。cal　sum・F・r

generalized　B・rn　runs，　the　l’sl・wly－varying”　f・rces　are　th・se　inv・lving　de「ivatives

　　with　respect　to　the　effective　radii，　and　pair　interactions　whose　distances　are　greater

than・the・’，inner・・cut・ff，　cu皿ently　hard－wired　at　8　A．

　　If　NRESPA＞1　these　slowly－varying　forces　are　evaluated　every　nreSpαsteps．　The

　　folrces　are　a（lj　us　ted　apPropriately，1eading　to　an　ilnpulse　at　that　step・If　nrespa＊dt　is

　　less　than　or　equal　to　4　fs　the　energy　conservation　is　not　seriously　compromised。

　　However　if　nreSpa＊dt＞4fs　the　simulation　becomes　less　stable．　Note　that　energles

　　and　related　quantities　are　only　accessible　every　nrespa　steps，　since　the　values　at　other

　　times　are　meaningleSS、

＊11，＊12　About　NTT　option

　　Switch　for　temperature　scaling．　Note　that　setting　ntt＝O　corresponds　to　the

　　microcanonical（NVE）ensemble（which　should　approach　the　canoni　cal　one　for　1arge

　　numbers　of　degrees　of　freedom）．　Some　aspects　of　the”weak－coupling　ensemble”

　　（ntt＝1）have　been　examined，　and　roughly　interpolate　between　the　microcanonica　I　and

　　canonical　ensembles［⑨］．　The　nrt＝2　and　30ptions　correspond　to　the　canonical

　　（constant　T）ensemble．　The　ntt＝40ption　is　included　for　historical　reasons，　but　does

　　not　correspond　to　any　of　the　traditional　ensembles・

＊11　NTT＝1

　　Constant　temperatUre，　using　the　weak－coupling　algorithm［⑩1・Asi　ngle　scaling　factor

　　is　usod・for・al1　atoms．　Note　that　thi　s　algorithm　j　ust　ensures　that　the　total　kinetic　energy

　　is　appropriate　for　the　desired　temperature；it　does　nothing　to　ensure　that　the

　　temperature　is　even　over　all　parts　of　the　molecule．　Atomic　collisions　should　serve　to

　　ensure　an　even　temperature　distribution，　but　this　is　not　guaranteed，　and　can　be　a

　　particular　problem　for　gelleralized　Bom　simulations，　where　there　are　no　collisions

　　with　solvent．　Other　temperature　coupling　options（especially　ntt＝3）should　probably

　　be　used　for　generalized　Born　simulati　ons．
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＊12　NTT＝3

　　Use　Langevin　dynamics　with　the　collision　frequency＿given　by　gamma＿ln，　discussed

　　below．　Note　that　when　＿　has　itS　default　value　of　zero，　this　is　the　same　as　setting　ntt　＝

　　0．

＊13　GAMMA　LN
　　The　collision　frequency＿，in　ps－1，when擁二3．　A　simple　Leapfrog　integrator　is　used

　　to　propagate　the　dynamics，　with　the　kinetic　energy　a両usもed　to　be　correct　for　the

h㎜。nic　oscillat。r・case［⑪⑫］．　N。te　that　it　is　not　necessaワthat－apProximate　the

　　physical　collision　frequency．　In　fact，　it　is　often　advantageous，　in　terms　of　sampling　or

　　stability　of　integration，　to　use　much　smaller　v田ues、　Default　is　O［⑫，⑬］．

＊14　NTB＝1，2

　　Periodic　boundary．　If　NTB．EQ．　o　then　a　boundary　is　NoT　apPlied　regardless　of　any

bOundary　condition　infom）ation　in　the　topology　file．　The　value　of　NTB　specifies

　　whether　constant　volume　or　constallt　pressure　dynamics　will　be　used．　Options　for

　　constant　pressure　are　described　in　a　separate　section　below．

　　＝O　　　　　　　　　no　periOdicity　is　apPlied　and　PM三is　off

　　ニ1　　　　　　　constant　volume（default）

　　ニ2　　　　　　　constant　pressure

　　If　NTB．NE．0，　there　must　be　a　periodic　boundary　in　the　topology　file．　Constant

　　pressu祀is　not　used　in　minimization（IMIN＝1，　above）．　For　a　perii　odi　c　system，

　　constant　pressure　is　the　only　way　to　equilibrate　density　if　the　starting　state　is　not

　　correct．　For　example，　the　solvent　packing　scheme　used　in　LEaP　can　result　in　a　net

　　void　when　solvent　molecules　are　subtracted　which　ca皿aggregate　into”vacuum

　　bubblesl曹in　a　constant　volume　run．　Another　potential　problem　are　small　gaps　at　the

　　edges　of　the　box．　The　upshot　is　that　almost　every　system　needs　to　be　equilibrated　at

　　constant　pressure（ntb＝2，　jltp＞0）to　get　to　a　proper　density・But　be　sure　to　equiIibrate

　　first（at　constant　vo正ume）to　something　close　to　the　final　temperature，　before　tuming

　　on　constant　pressure・

＊15　NTP＝t），　l

　　Flag　for　constant　pressure　dynamics．　This　option　should　be　set　to　l　or　2　when
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Constant　Pressure　periOdic　bOundary　conditions　are　used（NTB＝2）・

＝0

＝1

＝2

Used　with　NTB　not＝2（default）；no　pressure　scaling

md　with　isotropic　position　scaling

md　with　anisotropic（x－，y－，z－）pressure　scaling：this　should　only　be

used　with　orthogonal　boxes（i．e、　with　all　angles　set　to　900）．

An童sotropic　scaling　is　primarily　intended　for　non－isotropic　systems，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　such　as　membra皿e　simulations，　where　the　surface　tenslons　are

different　in　different　directi　ons；it　is　generally　not　apPropriate　for　solutes

dissolved　in　wateL

＊16　SAI」TCON

　　Sets　the　conce煎ation（M）of　1－1　mobile　counterions　in　solution，　using　a　modified

　　generalized　Born　theory　based　on　the　Debye－HUckel　limiting　law　for　ion　screening　of

　　interactions［⑭］．　Default　is　O．O　M（i．e．　no　Debye－HUckel　screening．）Setting　saltcon

　　to　a　non－zero　value　does　result　i　n　some　increase　in　computation　time・
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生体分子シミュレーションに用いる新規力場パラメータの開発と

　　　　　　　　タンパク質立体構造予測への応用

　　　　　　　ゲノム機能学講座　　（薬品物理化学研究室）　　片桐　大輔

［はじめに】近年、コンピュー一タ技術の著しい発展により、これまで計算機シミュレーショ

ンが困難iであった巨大タンパク質や複雑な生命現象にっいて、簡便に且っ高速でシミュレ

ーションを行うことが可能になってきた。これにともない、生命科学分野における計算科

学の役割は重要なものとなってきている。特に創薬分野において、薬の直接のターゲット

となる受容体の立体構造を生化学的実験により決定することは容易では無いために、計算

化学的立体構造予測に期待が寄せられている。特にMolecUlar　Dyllamics（MD）シミュレー

ションを用いたタンパク質立体構造予測は、配列相同性に依存することなく構造予測を行

うことが可能であり大変期待されている方法である。さらに、配列相同性を用いる立体構

造予測に対しても、MDシミュレーションは予測構造の最終的な構造最適化計算に使用す

ることが可能なため、配列相同性を用いた立体構造予測を行っている研究者からも注目さ

れている。しかし、コンピュータの計算速度だ飛躍的に進歩する一方で、MDシミュレー

ション精度向上のための技術は、未だ成熟していないのが現状である。それゆえ、タンパ

ク質立体構造予測を含めた多くの生体分子シミュレーションにおいて、実験的結果との相

関が必ずしも高いとは言えず、深刻な問題となっている。

　そこで本研究では、タンパク質立体構造予測に関する様々なアプローチを通して、タン

パク質を対象としたMDシミュレーションの精度向上に取り組んだ。さらに、精度が向上

したMDシミュレーションを再度タンパク質立体構造予測へ応用し、シミュレーション精

度を再評価した。具体的には、これまでの「量子化学計算を用いたタンパク質局所的二次

構造の安定性解析」の研究【1’　2］で得られた知見をもとに、（1）既存力場パラメータを用い

たMDシミュレーションによるタンパク質立体構造予測と、既存力場パラメータの問題点

の提示（2）量子化学計算を反映した新規高精度力場パラメータの開発、（3）新規高精

度力場パラメータを用いたMDシミュレーションによるタンパク質立体構造予測、を遂行

した。

［既存力場パラメータ”tMD3　force　field”を用いたMコ）シミュレーションによるタンパク質立

体構造予測】既存力場パラメータを用いたMDシミュレーションによるタンパク質立体構

造予測を行った。ソフトウエアはAMBER8を使用し、力場パラメータには最新の力揚パ

ラメータとして提供されているffO3　force　fieldを用いた。予測対象タンパク質には、　PDB

code：1LE3、1L2Y、1VII、1PGBで示される4つのタンパク質を用いた。初期構造は

直鎖構造としてMDシミュレーションを実行した。その結果1L2Y、1VIIのように主にhelix
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構造から成るタンパク質については、比較的精度良く構造予測が実行されたが、1LE3と

1PGBのβ一shect構造をとるべき領域で、　helix構造を予測してしまい構造予測は失敗した。

【既存力場パラメータの問題点と新規高精度力場パラメータの作成1過剰にhelix構造を予

測する理由を精査するため、ACE－XXX－NMEのジペプチドモデルを用いて（XXXは20

種各々のアミノ酸）MDシミュレーションを行い、ペプチドコンフォメーションの安定性

解析を行った。helix構造を形成するαRコンフォメーション（αR）とβ一sheet構造を形

成するC5コンフォメーション（C5）の双方の存在比からenergy比較を行った。その結果、

多くのアミノ酸でαRの方が

安定となった（図1一斜線）。

helix構造は一般的に4残基ご

との主鎖が水素結合を形成す

ることで安定化する。しかし、

水素結合系の無いジペプチド

モデルでαRが安定化してし

まうことは、ffO3　force　fieldが

過剰にhelix構造を安定化する

パラメータであることを示し

ている。GaussianO3プログラ

ムによる量子化学計算をαR、

内」　

4－

る

図1各アミノ酸コンフォメーションの安定性

C5の双方について実行し、　poten廿al　energyを比較した結果を図1一黒に示す。量子化学計

算ではTHRを除く全てのアミノ酸でC5の方が安定となった。これにより、ff（B・force・field

によるジペプチドモデルのMDシミュレーションは量子化学計算結果と相関が無いことが

証明された。

　そこで（3）において、力場パラメータの重要な要素の一つである電荷について、水の

溶媒効果を加味したアミノ酸電荷を計算し、新たに力場パラメータを得た。その結果、CYS、

THR、　VAL以外で量子化学計算結果と同様にC5が安定化し、力場パラメータの精度は大

きく改善した（図1一白）。

【新規高精度力場パラメータを用いたMDシミュレーションによるタンパク質立体構造予

測】残基数の小さなタンパク質の立体構造を生体分子シミュレーションにより予測した。

真に精度の高い力場パラメータであれば、エネルギー的に優位な立体構造を再現できるは

ずである。PDB　code：ILE3、1L2Yで示される2つのタンパク質について、配列情報のみ

からMDシミュレーションを使って立体構造予測を行った。その結果、　lLE3について、PDB

構造（図2a）と予測構造（図3a）の主鎖Cα原子のRMSDは3．87Aであった。完全なsheet
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L

構造を予測することはできなかったが非常に近い予測構造を得た。既存力場パラメータの

問題点であったhelix構造の過

剰な安定化は改善されたと考

えられる。今回新たに開発し

た力場パラメータはCYS、THR、

VALの3つのアミノ酸でコン

フォメーション安定性の問題

点が残っている。1LE3には

THRが17残基中5残基も存

在しており、THRコンフォメ

ーション安定性の修正が1LE3

の構造予測の精度向上に必要

であると考えられる。一方

1L2Yについて、　PDB構造（図

2b）と予測構造（図3b）の主鎖

Cα原子のRMSDは2．32　Aで

あった。2つのhelix領域と1

つのstrand領域が高精度で予

測に成功した。よって本研究

a　　　　　　　　　　　　　b

図2　1LE3のPDB構造（a）と1L2YのPDB構造（b）

a

図3　1LE3の予測構造（a）と1L2Yの予測構造（b）

で新規に開発した力場パラメータはβ一sheet構造だけでなく、helix構造においても正当な

評価ができる大変精度の高い力場パラメータであることが示された。

　本研究ではMDシミュレーションの根本の問題である力場パラメータの高精度化に成功

した。よってタンパク質立体構造予測だけでなく、MDシミュレーションを用いる全ての

生命科学の高精度化が達成されるものと強く確信している。
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