
 

 

 

令和 5年度 博士論文 

 

 

 

 

分子動力学シミュレーションによる 

HDM2 N末端ドメインの構造ダイナミクスの解明 

 

 

 

 

 

 

千葉大学大学院 医学薬学府 

博士 3 年後期課程 先端創薬科学専攻 

創薬科学講座 薬品物理化学研究室 

渡邉 一樹 

  



 2 

略語 

cMD   conventional molecular dynamics 

DNA-PK   DNA-dependent protein kinase 

gREST   generalized replica exchange with solute tempering 

HDM2   human double minute2 

HSQC   hetero-nuclear single quantum coherence 

MBAR  multistate Bennett acceptance ratio 

MD  molecular dynamics 

NMR   nuclear magnetic resonance 

NOE   nuclear Overhauser effect 

NOESY  nuclear Overhauser effect spectroscopy 

PCA   principal component analysis 

PDB   protein data bank 

REST   replica exchange with solute tempering 

RMSD   root mean square deviation 

SASA   solvent-accessible surface area 

SPR   surface plasmon resonance 
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1. 序論 

1-1. がん抑制タンパク質 p53 を制御する HDM2 の機能 

 ヒト二重微小染色体 2 (human double minute2: HDM2) はがん抑制タンパク質 p53 を基質と

して認識し、proteasome による分解を促進させる役割を果たす E3 ユビキチンリガーゼであ

る 1–3。通常の細胞では、HDM2 は p53 をユビキチン化して proteasome 分解を誘導すること

で細胞内の p53 存在量を低濃度に保ち、p53 による細胞のアポトーシスを抑制している 

(Figure 1a)。一方で、細胞がストレスを受けるとそれに応答して DNA 依存性プロテインキ

ナーゼ (DNA-dependent protein kinase: DNA-PK) などのキナーゼにより S17 などの HDM2 の

セリン残基がリン酸化される 4,5。これにより HDM2 と p53 の相互作用が阻害され、p53 の

ユビキチン化や分解が抑制される。その結果、p53 が核に移行して細胞のアポトーシスを

誘導する (Figure 1b)。およそ 5%の腫瘍では HDM2 は過剰発現しており 6、細胞ストレス非

依存的に p53 の機能が阻害され、細胞のがん化が進行する 7,8。そのため、p53 依存的なシ

グナル伝達機構の理解や新規抗がん剤創出といった観点から、HDM2 による p53 認識につ

いての構造的基盤の解明は重要である。 
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Figure 1. HDM2 によるがん抑制遺伝子 p53 の制御機構 模式図 

(a) 通常細胞における制御機構 (b) 細胞ストレス応答時 
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1-2. HDM2 についての構造的基盤 

HDM2 は 491 アミノ酸残基からなるマルチドメインタンパク質であり、N 末端 109 残基の

N 末端ドメインの他、Acidic ドメイン、Zinc-finger ドメイン、およびユビキチンリガーゼ

活性を持つ RING ドメインから構成されている (Figure 2a)9–13。これらのドメインのうち、

N 末端ドメイン (Figure 2b、残基番号 1–109、今後はこのドメインのことを単に HDM2 と表

記する。) は p53 と直接結合することが知られており、X 線結晶構造解析によって得られた

HDM2 と p53 ペプチドの複合体構造から、HDM2 の p53 結合サイトは core (残基番号 25–

109) 内に位置することが明らかになっている (Figure 2c)14。また、この複合体の結合界面

の構造から、複合体形成には p53 の三つの疎水性残基 (F19, W23, L26) 側鎖が重要な役割を

果たすことが明らかになっている (Figure 2d)。このような構造情報をもとに、これまでに

Nutlin-3a をはじめとする HDM2-p53 相互作用を標的とする様々な阻害剤が開発されてきた

15,16。 

 

HDM2 apo 体については NMR 法を用いて構造決定が行われており、N 末端 24 残基はアミ

ドプロトンの化学シフトの分散が乏しいこと、および core 領域との間に核オーバーハウザ

ー効果 (nuclear Overhauser effect: NOE) がほとんど観測されなかったことから、一定の構造

を取らないフレキシブルな天然変性領域 (Intrinsically Disordered Region: IDR) であることが

示されている (Figure 2b)17。また、先行研究の表面プラズモン共鳴 (surface plasmon 

resonance: SPR) を用いた親和性測定実験では、HDM2 に対する p53 の親和性は N 末端 24

残基を欠損させた場合、大幅な上昇が見られた (Figure 3a)18。この結果から、HDM2 の N

末端領域は p53 結合サイトに会合することで p53 と競合して自己阻害する蓋”lid”として機

能すると考えられている (Figure 3b)。 
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Figure 2. HDM2 のドメイン構成と HDM2-53 複合体の立体構造 

(a) HDM2 の一次構造。(b) HDM2 N 末端ドメインの立体構造 (PDB ID: 1Z1M model 417、残基番

号 1–109 のみを表示。)。(c) HDM2-p53 複合体構造の立体構造 (PDB ID: 1YCR14) と (d) 複合体界

面付近の構造。 

  



 9 

 

Figure 3. HDM2 の N 末端 24 残基の有無が p53 親和性に与える影響 

(a) SPR を用いた N 末端 24 残基を欠損した HDM2 (上) と N 末端を有する HDM2 (下) に対する

p53 ペプチド (残基番号 15–29) の親和性評価 18。(b) SPR を用いた検討から考えられる HDM2 が

取りうる構造や N 末端 24 残基の”lid”としての役割 模式図。 
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また、lid の一部 (残基番号 1–15) を欠損した HDM2 を用いた別の NMR 解析 19では、I19

をはじめとする複数の lid に含まれる残基の主鎖アミド基において、apo 体と p53 結合状態

とで異なるシグナルが観測され (Figure 4a)、それぞれ lid と core が結合した状態と、lid が

core から解離した状態を反映していると推測される。また、apo 体では p53 結合状態と同

じ位置にもマイナーなシグナルが観測されたことから (Figure 4a)、apo 体においても一部は

p53 結合状態と同様に lid が core から解離した構造をとることが示唆される。以上より、

apo 体の HDM2 においては、lid が core から解離した open状態と lid と core が結合した

closed状態の 2状態構造平衡が存在し、両者のシグナル強度比から closed 構造の方が多く

存在するというモデルが提唱されている (Figure 4b)。 

 

Figure 4. HDM2 の NMR 解析と apo 状態における 2 状態平衡 

(a) lid に含まれる残基 I19 の 1H-15N HSQC スペクトル 19。apo HDM2 (残基番号 16–109) と p53 結

合状態のシグナルをそれぞれ黒、赤色で示している。(b) NMR を用いた先行研究から提唱され

た HDM2 の open-closed の二状態平衡 模式図。 
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1-3. MD シミュレーションを⽤いた HDM2 の構造ダイナミクスの解析 

前述の NMR 法の他にも、タンパク質等の生体分子のダイナミクスを詳細に解析すること

ができる分子動力学 (Molecular Dynamics: MD) シミュレーションを用いた HDM2 の構造ダ

イナミクスの解析が多数行われている 20–24。中でも、広域な構造サンプリングが可能とな

る拡張アンサンブル法を活用した MD シミュレーションによる先行研究では、apo 体に加

えて holo 体の HDM2 の構造ダイナミクスの解析が行われた 21。その結果、先行研究の

NMR 解析から示唆された HDM2 の open-closed の構造平衡を再現することに成功したほ

か、p53 ペプチドや Nutlin-3a を含む 3種類の小分子リガンドの結合によって、HDM2 の構

造ダイナミクスが変化することが明らかになった (Figure 5, 6)。こうした MD シミュレーシ

ョンを用いた検討から HDM2 と p53 の相互作用について、p53 は HDM2 が open状態をと

るときにのみ選択的に結合できることを示した、”conformational selection”モデルが提案さ

れている。 
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Figure 5. 先行研究における HDM2 の ligand 依存的な自由エネルギーランドスケープの変化 21 

CV1 軸、CV2 軸の詳細は Figure 6 参照。それぞれ、(A) apo HDM2、(B) HDM2-p53 (17–29) ペプ

チド複合体、(C) HDM2-Nutlin-3a 複合体、(D) HDM2-Bzd 複合体、(E) HDM2-Pip2 複合体のシミ

ュレーション結果を示している。ランドスケープ上のヒートマップ形式の色は各変数を取る構

造の相対的なエネルギー安定性を表す。各ケースにおける構造は、矢印で示された領域付近の

代表的な 10 構造の重ね合わせ構造を表示している。 

Figure 6. 先行研究における構造定義のための 2 変数 21 

CV1: lid の伸長 (Met1 (Ca)-Glu23 (Ca)間の距離); CV2: lid と core によって形成される角の大きさ 

(Met62 (Ca)-Met50 (Ca)-Asp11 (Ca) がなす角) 
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さらに、S17 に対するリン酸化が HDM2 の構造ダイナミクスに与える影響についても MD

シミュレーションを用いて検討されており、複数の先行研究で S17 リン酸化による closed

構造の安定化が報告されている 20,22。しかしながら、closed 構造安定化の具体的なメカニ

ズムについての見解は先行研究ごとに異なっている。例えば、Verkhivker はリン酸化模倣

変異 S17D と core 領域の H96 との間に形成される水素結合を closed 構造の構造安定化の要

因として推察した (Figure 7a)20。それに対して、Bueren-Calabuig らは S17D は直接 core と相

互作用を形成しないが、S17D の変異が lid の構造変化を引き起こし、その結果形成された

D11 と H96 の間の水素結合が closed 構造安定化の要因であると提唱した (Figure 7b)22。以

上の MD シミュレーションによる検討の結果を支持する実験結果が得られていないことも

あり、S17 リン酸化が HDM2 の構造平衡に与える影響については検討の余地が残されてい

る。 

 
Figure 7 S17 リン酸化模倣変異体 S17D HDM2 の MD シミュレーション 結果の一部 

(a) Verkhivker らの検討での S17D と H96 の原子間距離の時間発展 20。時間経過と共に、(S17D 

O)-(H96 HE2) 間の近接が観測された。(b) Bueren-Calabuig らの検討での closed 構造の代表構造

における lid 近傍の構造 22。S17D は溶媒側を向いており、core 領域の残基との近接が観測され

なかった一方で、D11-H96 間では水素結合形成が観測された。 
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1-4. 所属研究室の NMR 解析から明らかになった HDM2 の multi-state な構造平衡 

 当研究室において全長の lid を有する HDM2 (残基番号 1–109) の Ile と Met の側鎖メチル

基を観測対象とした NMR 解析が行われている。apo 体、p53 結合状態の 1H-13C HSQC スペ

クトルをそれぞれ測定したところ、先行研究と同様に apo 体の I19 側鎖メチル基のシグナ

ル強度の異なる二つのシグナルが観測され、それらのうちのマイナーなシグナルが p53 結

合状態と同じ位置に観測された (Figure 8a)。この結果より、全長の lid を有する apo 体の

HDM2 においても、lid の一部を欠損した HDM2 を用いた先行研究と同様に、open-closed

状態間の構造平衡を形成していることが確認された。 

 

さらに、apo 体の HDM2 の open-closed の構造平衡についてのさらなる知見を得るため

に、NMR シグナルに温度変化による変化があるかどうかを検証した。その結果、open状

態のシグナルの化学シフトには変化がみられなかった一方で、I19 と M50 の closed 状態の

シグナルは温度依存的に直線的な化学シフト変化を起こした (Figures 8b and 8c)。一般に、

NMR シグナルは二つの状態の構造交換の速度に対応した挙動を示すことが知られている 

(Figure 9)25,26。例えば、状態 A, B 間の構造交換の速度が msec よりも遅い (slow-exchange) 

場合、各状態の量比 PA, PBがシグナル強度比に反映された二つのシグナルとして観測され

る。一方、2状態の構造交換の速度がµsec よりも速い (fast-exchange) 場合、各状態の量比

PA, PBに依存した化学シフトに一つだけシグナルが観測される。このことを踏まえると、

HDM2 の構造平衡はこれまでに示されていた open-closed 間の slow-exchange の構造平衡に

加え、closed 構造の中においてもタイムスケールの異なる fast-exchange の構造平衡が存在

することが明らかになった。さらに、open状態の存在割合も I19 の化学シフト変化と相関

して温度上昇とともに増加傾向にあることが確認され、この closed 内の fast-exchange の構
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造交換が open-closed の slow-exchange の構造平衡と関連することも示唆された (Figure 

10)。 

Figure 8. 当研究室におけるメチル基を観測対象とした HDM2 の NMR 解析 

(a) lid に含まれる残基 I19 の 1H-13C HSQC スペクトル。apo HDM2 (残基番号 1–109) と p53 結合

状態のシグナルをそれぞれ黒、水色で示している。 (b, c) I19 (b) と M50 (c) 側鎖メチル基の温度

依存的な化学シフト変化、各温度。 
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Figure 9. 2 状態 A、B の構造交換速度と各状態の NMR シグナルの関係性 25,26 

状態 A,B が交換状態にあるとき、交換速度 kexは kAB+kBAと定義される。この kexが状態 A と B

に対応するシグナルの周波数差(化学シフト差)よりも十分に遅いとき(kex<<Δω)、2 つの NMR

シグナルとして観測され、状態の存在量比はシグナルの強度比に対応する。 

一方 kex が A,B の化学シフト差よりも十分に速いとき(kex>>Δω)、2 つの状態は単一のピーク

として観測され、状態の存在量比はシグナルの化学シフトに対応する。  
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Figure 10. 温度変化による open 状態の存在割合の変化 

I19 の closed 状態, open 状態に対応するシグナルのピーク体積から算出  
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 以上のように、当研究室の NMR 解析から HDM2 は open-closed状態間の slow-exchange

の構造平衡に加えて、二つの closed 構造の間の fast-exchange の構造平衡を含む、multi-state

な構造平衡状態にあることが明らかになった (Figure 11)。この multi-state な構造平衡を形

成する各構造の具体的な構造は、リン酸化を含めた HDM2 による p53 の制御メカニズムに

おける構造平衡の役割を検討する上で有用な情報である。しかしながら、柔軟で運動性の

高い lid を含む HDM2 の構造を実験的手法で詳細に構造決定することは困難である。そこ

で MD シミュレーションで得られた構造に NMR 法で得られた実験情報を組み合わせた解

析を行うことで、これまで不明だった HDM2 の各状態における lid の詳細なコンフォメー

ションを解明することができると考えた。 

 

 

Figure 11. 当研究室の NMR 解析から示唆された HDM2 の multi-state な構造平衡 模式図 
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2. 研究⽬的 

 本研究では、HDM2 に対する MD シミュレーションによって複数の構造を原子レベルで

可視化し 、HDM2 が形成する multi-state な構造平衡がどのように p53 の結合を制御するの

かを明らかにすることを目的とした。 

 

 戦略として、HDM2 の遅いタイムスケールで生じる open-closed の構造平衡を再現するた

めに、拡張アンサンブル法の一つである generalized replica exchange with solute tempering 

(gREST)27 を用いた MD シミュレーションを実施した。サンプリングされた構造群の分

類、解析に NMR 解析の結果を活用することで、multi-state な構造平衡を形成する各構造を

詳細に可視化することを目指した。 
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3. ⽅法 

3-1. シミュレーションの初期構造 

 シミュレーションの初期構造として、PDB ID: 1Z1M17に含まれる 24個の apo 体の

HDM2 の NMR溶液構造のうち、model 2 を使用した。この構造のうち、当研究室の NMR

実験で用いられたコンストラクトと同様の残基番号 1–109 のみを使用した。また、構造中

の全てのヒスチジン残基 (残基番号 73, 96) の電荷は中性に保った。一辺 97 Å の立方体のシ

ミュレーション box の中心に検討対象の構造を配置し、その周辺を 150 mM NaCl 水溶液で

充填した。こうして得られた系には OPCモデル 28の水分子 27664 分子、Na+イオン 80個, 

Cl-イオン 83個を含む、合計 112597個の原子が含まれていた。 

 

3-2. シミュレーションの条件とエネルギー最⼩化〜平衡化の⼿順 

 本研究の全てのシミュレーションは GENESIS package version 2.029,30を用いて実施され

た。タンパク質、水の力場としてそれぞれ AMBER ff99SB-ILDN-NMR31、OPC28を用い

た。水素原子を含む全ての結合を SHAKE 法 32を用いて拘束し、水分子は SETTLE 法 33で

剛体化した。Van der Waals 相互作用及び静電相互作用の近距離成分の cutoff長は 8 Å と

し、長距離静電相互作用については Particle-Mesh Ewald 法 34,35を用いて評価した。 

 対象の系に対してはじめに 5000 step のエネルギー最小化を行った。次に、300 K におい

て 3段階に分けて平衡化を行った。はじめに Bussi 法による温度制御 36とタンパク質重原

子に対する 1.0 kcal/mol/Å2の位置拘束のもと、NVT アンサンブルで 50 ps の平衡化を行っ

た。次に、Bussi 法による温度・圧力制御 36,37とタンパク質主鎖重原子に対する 1.0 

kcal/mol/Å2の位置拘束のもと、NPT アンサンブル (1 bar) で 100 ps の平衡化を行った。この
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二つの平衡化のステップでは時間積分法として速度ベルレ法を用い、時間刻み幅は 2 fs に

設定した。最後に、温度制御に Bussi 法、時間積分法として Reference System Propagator 

Algorithm (RESPA) 積分法 38を用い、時間刻み幅を 2.5 fs に設定し、NVT アンサンブルで 1 

ns の平衡化を行った。 

 

3-3. 通常の MD (conventional MD: cMD) シミュレーション 

前述の 3-2 の 3段階の平衡化ののち、温度制御に Bussi 法、時間積分法として RESPA積

分法を用い、時間刻み幅を 2.5 fs に設定し、NVT アンサンブル (300 K) で 1 µs の cMD シミ

ュレーションを行った。 

 

3-4. gREST を⽤いた MD シミュレーション 

 本研究の gREST適用にあたり、lid 領域全残基 (残基番号 1–24) と K94 の Lennard-Jones

及びクーロン相互作用エネルギー項を溶質領域として定義した。また、シミュレーション

は 4 つのレプリカを用いて実施し、各レプリカの溶質温度は 300.0, 320.3, 343.8, 368.3 K、

溶媒の温度は 300.0 K とした。溶質温度は GENESIS の automatic parameter tuning tool を用

いておよそ 0.25 の確率でレプリカ交換が生じるように決定された。全てのシミュレーショ

ンは温度制御に Bussi 法、時間積分法として RESPA積分法を用い、時間刻み幅を 3.5 fs に

設定し、NVT アンサンブルのもとで実施された。また、長い時間刻み幅でのシミュレーシ

ョンを安定に行うために、Hydrogen Mass Repartitioning (HMR)39 を HMR比率 3.040で適用

した。production run の前に、すべてのレプリカを対象に交換なしでの 1.05 ns の平衡化を行

った。その後、レプリカ交換は 10.5 ps毎に試行しながら、1 レプリカあたり 315 ns の

Production run を実施した。 
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3-5. シミュレーションによって得られたトラジェクトリーの解析 

 シミュレーションによって得られた全てのトラジェクトリーの解析は k-means 

clustering、主成分解析 (Principal component analysis: PCA) と自由エネルギープロファイルに

ついては GENESIS analysis tool を、それ以外の解析は MDTraj パッケージ 41を使用した。

本論文のタンパク質の 3次元構造の Figure は全て PyMOL42を用いて作成した。gREST を

用いたシミュレーションのうち、溶質温度 300 K のトラジェクトリーに含まれる構造群の

分類を GENESIS software package に実装されている k-means algorithm によって行った。こ

の時、4-3節で後述する当研究室の NMR の実験結果に基づいて、I19, M50, Y100, Y104 の

全ての原子の 3次元座標情報を構造群の clustering の基準とした。また、cluster 内での open

構造と closed 構造の混在を極力避けるために、cluster の数を 8 とした (cluster数決定の経緯

については後述の 4-3節参照)。core の各残基の溶媒露出表面積 (Solvent-Accessible Surface 

Area: SASA) は Shrake-Rupley algorithm43を用いて計算した。PCA は溶質温度 300 K のトラ

ジェクトリに含まれる構造群と PDB ID: 1Z1M の全てのモデル構造の Ca原子の 3次元座標

情報を用いて実施した。lid の各残基の helix 形成確率は dictionary of protein secondary 

structure (DSSP) algorithm44を用いて計算した。lid と core の間の contact について、残基ペ

アにおいて最も近接する重原子同士の距離が 4.5 Å以下の時、残基間でコンタクトが形成

されているとみなした。また、水素結合の形成については水素原子と acceptor原子の間の

距離が 2.5 Å以下かつ acceptor、水素、donor の各原子により形成される角度が 120°以上の

時、水素結合が形成されているとみなした。gREST シミュレーションによって得られた全

構造を対象とする自由エネルギ―プロファイルは multistate Bennett acceptance ratio (MBAR) 

法 45を用いて実施した。300 K以外の溶質温度のレプリカで取得された構造群の重み因子
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を計算し、基準温度を 300 K として 2 変数を軸とする平面上での相対的な自由エネルギー

を計算した。 

 

3-6. HDM2 の NMR 測定 

Ile d1 位および Mete位メチル基選択的 13C 標識 HDM2 (1-109)は大腸菌発現系により調製し

た。特記しない限り、精製した HDM2 およびその変異体は 100 uM の濃度で Buffer (20 mM 

HEPES-NaOH (pH 7.4), 150 mM NaCl, 1 mM TCEP, 10% D2O)中に溶解し、Bruker Avance 

NEO 600MHz を用いて 25℃条件下で 1H-13C HSQC 2次元 NMR スペクトルの取得を行っ

た。 
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4. 結果と考察 

4-1. 本研究の MD シミュレーションに最適な⼒場の決定 

まず初めに、本研究の HDM2 の MD シミュレーションに最適な力場を決定するために、4

種類のタンパク質力場を用いた cMD シミュレーションをそれぞれ 1 µs 行った。MD シミ

ュレーションでは、対象の系に含まれる各原子にかかる力を力場と呼ばれるパラメータの

セットを用いて計算する。タンパク質系の力場は CHARMM46,47や AMBER48,49といった力

場が広く用いられており、現在でも開発、改良が続けられている。一方で、力場に含まれ

るパラメータの値はあるモデル化合物の実験値を再現するようにチューニングされている

ことから、他の化合物において精度良く検討が行えるとは限らない。こういった背景か

ら、MD シミュレーションの構造サンプリングの精度に大きな影響を与えるため、対象の

系にあった力場の選択は慎重に行う必要がある。 

 

本研究では CHARMM の最新力場である CHARMM36m47、AMBER の最新力場である

AMBER ff19SB49、HDM2 のように IDR を含む系や天然変性タンパク質 (Intrinsically 

Disordered Protein: IDP) の検討向けに主鎖二面角のポテンシャルエネルギーが高度にチュー

ニングされた AMBER ff99SBws-STQ50、HDM2 の MD シミュレーションについての先行研

究で用いられていた AMBER ff99SB-ILDN-NMR31の 4種類の力場を用いた 1 µs の cMD シ

ミュレーションを実施し、先行研究の NMR実験の lid-core 間の原子間距離情報との対応か

ら最適な力場を決定した。基準となる原子間距離情報として、PDB ID: 1Z1M に座標デー

タとともに登録されている NOE の距離情報 17のうち、lid-core 間の 3 つの原子ペア、(I19 

Cd1 水素原子)-(H96 Hb2)、(I19 Cd1 水素原子)-(R97 Ha)、(I19 Cg2 水素原子)-(Y100 He2) に
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ついての NOE の最大値 (それぞれ 6.6、6.0、6.2 Å) を用いた。各力場を用いたシミュレー

ションにおける 3 つの該当原子間距離の確率分布を算出したところ、AMBER ff99SB-

ILDN-NMR ではいずれの原子ペアにおいても基準値以内の値を示す構造が多く見られた 

(Figure 12)。対して、それ以外の力場を用いた場合は基準値以上の範囲に広い分布が見ら

れた。以上の結果から、1 µs の cMD シミュレーションにおいては AMBER ff99SB-ILDN-

NMR が lid-core 間の原子間距離を最も精度良く再現できていると判断し、本研究では先行

研究と同様、AMBER ff99SB-ILDN-NMR を用いて MD シミュレーションを行うこととし

た。 

 

Figure 12. 着目原子間距離の解析による本研究の遂行に最適な力場の検討 

(a, b, c) 4 種類の力場を用いた 1 µs MD シミュレーションにおける着目原子間距離の確率分布と

先行研究の NOE の実験値との対応。(a) (I19 Cd1 水素原子)-(H96 Hb2)、(b) (I19 Cd1 水素原子)-

(R97 Ha)、(c) (I19 Cg2 水素原子)-(Y100 He2) (d) 立体構造中での着目残基同士の位置関係 
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4-2. gREST シミュレーションによる HDM2 の多様な構造のサンプリング 

NMR実験で観測された HDM2 の multi-state な構造平衡を可視化するために、前節で決定

した力場を用いた gREST シミュレーションを行った。本説では gREST シミュレーション

の前段階で実施した cMD シミュレーションの結果と問題点やその解決策の一つである拡

張アンサンブル法を用いることの利点、gREST の従来法にあたる replica exchange with 

solute tempering (REST)51、gREST の概要、gREST適用によるサンプリング効率向上の確認

について説明する。 

 

4-2-1. cMD シミュレーションの結果と問題点 

力場の検討の段階で実施した 1 µs の cMD シミュレーションでは、およそ 300 ns以降で

lid、core の各領域の Ca炭素の平均二乗偏差 (Root Mean Square Deviation: RMSD) が一定の

値に収束しており (Figure 13)、lid と core が近接して closed 様の構造をとったのちは大きな

構造変化は観測されなかった。この結果は、cMD では比較的長いタイムスケールで生じる

open-closed の構造平衡を再現できないことを示唆している。これは MD シミュレーション

による検討可能な時間と実際の生体分子の構造変化の時間の間に存在する大きなギャップ 

(Figure 14a) に加え、局所安定構造に一度トラップされてしまうと別の状態への遷移に非常

に長い検討時間を必要とするという、cMD固有の問題が原因と考えられる (Figure 14b)。

このことから、HDM2 の multi-state な構造平衡の可視化にあたり、何らかの工夫が必要で

あると考えた。 
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Figure 13. 1 µs cMD における各領域の RMSD の時間発展 
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Figure 14. cMD シミュレーションの問題点 

(a) MD シミュレーションによる検討可能な時間と実際の生体分子の構造変化のタイムスケール

の関係 26。(b) タンパク質のエネルギーと状態変化の概念図。cMD シミュレーションでは検討

時間途中にエネルギー極少状態にトラップされてしまい、現実的な検討時間で目的な構造変化

を観測できないといった事象がしばしば起こりうる。 
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4-2-2. 拡張アンサンブル法を⽤いることの利点 

こういった cMD の構造サンプリングに関する課題を解決するために、これまでに様々な

拡張アンサンブル法が提案されてきた。温度レプリカ交換法は拡張アンサンブル法の中で

も最も応用例の多い手法の一つであり 52、タンパク質のフォールディング/アンフォールデ

ィングや凝集等の構造変化の検討に用いられてきた 53–56。しかしながら、この手法では系

のサイズに比例して多くのレプリカ (詳細は次節 4-2-3 で説明する。) を必要とし、結果と

して多くの計算資源が必要不可欠である。そのため、温度レプリカ交換法を用いた検討を

現実的な時間で実施するためには、検討可能な系のサイズやモデリングに実質的に制約が

ある 57–60。 

 

4-2-3. REST の概要 

 温度レプリカ交換法の計算資源に関する問題を解決するために、REST51及びその派生手

法 61–64が開発されてきた。REST では対象の系を溶質領域と溶媒領域に分割して取り扱

う。溶媒領域については検討時間中は終始室温で取り扱う一方で、溶質領域については温

度を変えた複数の独立したシミュレーション (レプリカ) を並列で計算し、それぞれのレプ

リカの温度を入れ替えつつ計算する (Figure 15)。温度レプリカ交換法においてはこうした

各レプリカの独立かつ並列な計算は対象の系全体に対して行われるのに対し、REST にお

いては温度を交換する領域を溶質領域の定義づけによって制限する。これにより、REST

では温度レプリカ交換法と比較して必要なレプリカ数が大きく減少し、結果として計算資

源の削減が達成される。今日、REST の派生手法で最も用いられている REST265は様々な

MDソフトウェアに実装されており、生体分子の構造サンプリングに関する応用例が多数

報告されている 66–68。このように REST及びその派生手法は有用な手法として広く用いら
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れている一方で、高温の溶質領域と低温の溶媒領域の間の大きな温度のギャップが原因

で、REST を用いた MD シミュレーションにおいてはしばしば溶質領域の構造が特定の安

定構造にトラップされるという問題も報告されている 69。この問題は派生手法である

REST2 においても解決していない。 

 

Figure 15. REST の概念図 

対象の系を溶質領域 (茶色) と溶媒領域 (青色) に分割し、溶質領域については温度の異なる複数

の独立したシミュレーション (レプリカ) を並列で計算し、それぞれのレプリカの温度を入れ替

えつつ計算する。その間、溶媒領域については室温 (一つの温度空間) のみで計算が行われる。

このような並列計算を行う領域の制限によって計算コストが削減され、効率的な構造サンプリ

ングが可能となる。 
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4-2-4. gREST の概要 

 2018年に神谷と杉田は従来の REST 法と比較して柔軟な溶質領域の選択が可能な gREST

を開発した 27。gREST ではタンパク質やリガンドなどの分子の一部を溶質領域として定義

することができる。これに加えて、選択範囲のポテンシャルエネルギー項も”溶質”相互作

用と”溶媒”相互作用に分割可能である。このような選択的な溶質領域の定義によって、分

子全体の全てのポテンシャルエネルギー項を溶質領域として定義する必要があった従来法

の REST を用いた場合よりも少ないレプリカ数でサンプリング効率の向上が可能である。

Figure 16 に標的分子の二面角エネルギー項のみを溶質領域、それ以外の分子やポテンシャ

ルエネルギー項を溶媒として定義した gREST の例を示す。 

 
Figure 16. REST と gREST の比較 概念図 27 

(左) 従来の REST における粒子ごとの溶質-溶媒領域の分割。 

(右) ある粒子の二面角エネルギー項のみを溶質領域とした場合の gREST の適用例。gREST では

REST で実行可能だった粒子ごとの領域分割に加え、エネルギー項ごとの領域分割が可能であ

る。従来の REST では中央の粒子と周囲の他粒子間の非結合相互作用に関するエネルギー項に

ついてレプリカ交換が行われるのに対し、右の gREST適用例においては交換が行われない。 
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ある gREST シミュレーションにおいて、𝑚番目の溶質温度を有するレプリカ a のポテンシ

ャルエネルギーは次のように定義される。 

𝐸!
"#$%&,[)] = +!

+"
𝐸,,$X[)]& + ∑ (+!

+"
)
-# .#⁄

0 𝐸,1,0$X[)]& + 𝐸11$X[)]&             (式 1) 

ここで、𝐸,,, 𝐸,1, 𝐸11 はそれぞれ溶質-溶質間相互作用エネルギー、溶質-溶媒間相互作

用エネルギー、溶媒-溶媒間相互作用エネルギーを表す。𝛽2は対象の系 (溶媒) の逆温

度
3

-$4"
を、𝛽!は𝑚番目の溶質温度𝑇!の逆温度

3
-$4%

を、X[)]はレプリカ𝑎における対象の

系の原子座標を表す。𝑙0は𝑖番目の溶質-溶媒間相互作用に関与する粒子の数 (原子間結

合/Lennard-Jones/クーロン相互作用エネルギーにおいては 2、結合角エネルギーにおい

ては 3、二面角/ねじれ角エネルギーにおいては 4) を、𝑘0は𝑖番目の溶質-溶媒間相互作

用に関与する粒子のうち、溶質領域に含まれる粒子の数を表す。また、それぞれ𝑚, 𝑛

番目の溶質温度を有するレプリカ a と b の間の交換確率は次のように表される。 

𝑃(𝑎 −𝑚 ↔ 𝑏 − 𝑛) = 8
1, ∆)5!↔758	≤ 	0

exp	(−∆)5!↔758), ∆)5!↔758	> 	0              (式 2) 

		∆)5!↔758 = (𝛽8 − 𝛽!) (𝐸,,$X[)]& − 𝐸,,$X[7]&)                           

+ ∑ 𝛽2
35-# .#⁄ (𝛽8

-# .#⁄ − 𝛽!
-# .#⁄ )0  × (𝐸,1,0$X[)]& − 𝐸,1,0$X[7]&)    (式 3) 

Figure 16 の適用例のように着目分子の二面角エネルギー項のみを溶質とする場合、溶

質-溶媒間相互作用は 0 となるため、式 3右辺の第 2項は 0 となる。 

以上のように、領域・エネルギー選択的な温度交換による効率的な構造サンプリン

グが可能な gREST を用いて、HDM2 の lid全体の非結合相互作用エネルギー項を溶質

領域に指定した MD シミュレーションを行うこととした。 
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4-2-5. gREST 適⽤によるサンプリング効率向上の確認 

HDM2 の、特に lid の構造ダイナミクスを十分に促進するために、gREST シミュレーショ

ンにおいて lid 領域の全ての残基 (残基番号 1–24) を溶質領域として定義した。gREST の適

用による HDM2 の構造ダイナミクスの促進を確認するために、cMD、gREST シミュレー

ションにおける lid、core の各領域の Ca炭素の RMSD の確率分布を算出したところ、cMD

シミュレーションでは各領域の RMSD は一定の値に収束していた (Figure 17)。一方で、

gREST シミュレーションでは core の RMSD が約 3 Å に収束しているのに対し、lid の

RMSD は 4–16 Å の広い範囲に分布していた。この結果から、gREST適用によって lid のダ

イナミクスは十分に促進され、cMD では達成されなかった様々な構造サンプリングが行え

たと判断した。 

 

Figure 17. cMD、gREST (300 K) シミュレーションの lid、core 領域の Ca炭素の RMSD の確

率分布 
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4-3. k-means clustering によるサンプリング構造群の分類 

 gREST シミュレーションの 300 K のレプリカで得られた 30000個の構造群を k-means 

clustering を用いて分類した。HDM2 の NMR 構造から、I19周辺には Y100 が位置しており

I19 d1 メチル基のプロトンの化学シフトは Y100 の環電流効果の影響を受けると考えられる 

(Figure 18a)。このことは実際に I19 d1 メチル基と Y100 の ring-ε 位のプロトン間で NOE が

観測されたことからも支持される (Figure 18b)。さらに、NMR 構造と NOE のデータからも

M50 のe位のメチル基のプロトンは Y100 と Y104 の二つの芳香環からの影響を受けると考

えられる (Figures 18a, c)。したがって、HDM2 の multi-state な動的構造平衡を考える上で

I19, M50, Y100, Y104 の空間的な位置関係が重要な切り口になると考えた。以上の理由か

ら、NMR実験の結果から構造平衡への関与が示唆された I19、M50、Y100、Y104 の 4 残

基の座標情報を clustering の基準として利用した。 
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Figure 18. メチル基化学シフトに影響を与える I19, M50 の周辺環境 

(a) HDM2 の立体構造中での重要残基 I19、M50、Y100、Y104 の側鎖の位置関係。I19 Cd1 と

M50 Ceは sphere 形式で表示している。 (b, c) 3D 1H-13C HSQC-NOESY スペクトル中における

I19 Hd (b) と M50 He (c) の NOE シグナル。図中の点線は Y100 Hd、Y100 He、Y104 Hdの 1H 化

学シフトを表す。 
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k-means clustering による対象の構造群の最適な分割数 (= cluster数) を決定するために、対

象の構造群を 4、6、8 つの 3 パターンで分割し、各パターンでの open、closed 構造の分割

状況を比較した。lid と core の相対的な位置関係を反映する lid上の D11 と core上の M62

の各 Ca炭素間の距離 (Figures 19a, b) についての確率分布を clusterごとに算出したとこ

ろ、いずれの分割パターンにおいても cluster 1 と cluster 2 では 15 Å以下の限られた範囲に

分布が集中しているのに対し、それ以外の cluster では 20 Å以上の広い範囲に分布が見ら

れた (Figures 20–22)。この結果は cluster 1 と cluster 2 の構造群は主に lid が比較的 core に近

接した closed 構造から、その他の cluster は主に lid と core が離れた open 構造から構成され

ていることを示唆している。一方で、cluster 1 の確率分布については分割パターン間で相

違が見られ、分割数が 4、6 の場合では 25 Å以上の D11-M62 Ca間の距離を取るサンプリ

ング構造の割合が分割数が 8 の場合よりも顕著に高かった (Table 1)。この結果は分割数の

増加とともに cluster 1 内での open、closed 構造の混在が解消されていることを示唆してい

る。以上の結果から、本研究での k-means clustering による対象の構造群の最適な分割数を

8 と決定し、以降の clusterごとの解析を行うこととした。 

Figure 19. lid と core の相対的な位置関係を反映する lid 中盤の D11 Caと M62 Ca  

(sphere 表示) の位置関係 

(a) D11 Caと M62 Caの間の距離が小さい場合、サンプリング構造は closed 構造を取る。 

(b) D11 Caと M62 Caの間の距離が大きい場合、サンプリング構造は open 構造を取る。 
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Figure 20. k-means clustering による構造群の分割数が 4 の場合の各 cluster の D11-M62 Ca間

距離についての確率分布 

各 cluster の枠内右上のかっこ内の数字は cluster に含まれるサンプリング構造数を表す。 
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Figure 21. k-means clustering による構造群の分割数が 6 の場合の各 cluster の D11-M62 Ca間

距離についての確率分布 

各 cluster の枠内右上のかっこ内の数字は cluster に含まれるサンプリング構造数を表す。 
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Figure 22. k-means clustering による構造群の分割数が 8 の場合の各 cluster の D11-M62 Ca間

距離についての確率分布 

各 cluster の枠内右上のかっこ内の数字は cluster に含まれるサンプリング構造数を表す。 
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Table 1. 分割数 (= k) ごとの cluster 1 に含まれる構造のうち、D11-M62 Ca間距離 (= X) が一定

以上の値を取るサンプリング構造の数と割合 (%) 

X の範囲 k = 4 k = 6 k = 8 

X > 25 Å 1697 (18.9%) 341 (4.5 %) 43 (0.6%) 

X > 30 Å 837 (9.3%) 132 (1.7%) 4 (0.056%) 

 

原子間距離の確率分布に加えて算出した core 領域を構成する残基 (残基番号 25–109) の

SASA の和についての確率分布においても、cluster 1 と 2 は他の cluster とは異なる傾向を示

し、他の cluster よりも SASA が低い値を示すサンプリング構造が多く含まれていた (Figure 

23)。この結果は cluster 1 と 2 を構成する多くの構造で lid-core 間で多数のコンタクトが形

成されていることを示唆している。また、clusterごとの代表構造の重ね合わせから、

cluster 1 と 2 では lid と core が近接した closed 構造が、それ以外の cluster では lid と core が

解離した open 構造が観測された (Figure 24)。ここまでの確率分布を用いた解析と代表構造

の重ね合わせから、cluster 1 と 2 は closed 構造から構成されており、その他の cluster は

open 構造から構成されていると判断した。 

さらに、300 K のレプリカで得られた 30000個の構造群と PDB ID: 1Z1M の全 24モデル構

造を対象に行った PCA 解析から得られた第一、第二主成分 (それぞれ PC1、PC2) を軸とす

る 2次元平面上で、1Z1M由来のほぼ全てのプロットとサンプリング構造群のプロットが

重複していた (Figure 25)。この結果は本研究の gREST シミュレーションによって、1Z1M

に収録されているモデル構造と同様の構造的特徴を有する構造のサンプリングに成功した

ことを示すとともに、初期構造に依存しない広域な構造サンプリングが行えたことを示唆

している。 
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Figure 23. core 領域を構成する残基 (残基番号 25–109) の SASA の和についての確率分布 

この値は lid-core 間のコンタクトの量を反映している。この値が低い値を示すとき、サンプリ

ング構造は lid-core 間で多くのコンタクトが形成されており、closed 構造を取っている可能性が

高い。 

Figure 24. 各 cluster の代表構造の重ね合わせ 
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Figure 25. gREST シミュレーションにおいて 300 K のレプリカで取得された構造群と 1Z1M の

全 24 モデル構造を対象とする PCA 解析から得られた、上位二つの主成分 PC1、PC2 について

の散布図 

cluster 1、cluster 2、その他の cluster、1Z1M の構造はそれぞれ青、オレンジ、水色、赤色の点で

示している。 

  



 43 

4-4. I19 側鎖-Y100 芳⾹環の位置関係の解析による⼆つの closed 構造の特定 

次に gREST シミュレーションで確認された 2 つの closed 構造 (cluster 1 と cluster 2) の間の

構造平衡が、NMR 解析で示されている closed 構造内の fast-exchange の構造平衡を反映す

る NMR シグナルの化学シフト変化と対応するかどうかを環電流効果に着目して検証し

た。I19 側鎖メチル基の化学シフト変化は主に近傍に存在する Y100 の芳香環からの環電流

効果を反映する (Figures 8b and 18b)。それに対して M50 で観測された化学シフト変化は

Y100 と Y104 の 2 つの芳香環からの環電流効果の影響を受けているため (Figures 8c and 

18c)、その解釈は難解である。そこで、cluster 1 と cluster 2 に含まれる構造群の I19 と

Y100 の位置関係を比較した。 

 

Y100芳香環中心からの I19 側鎖の距離と角度を反映する二つの変数、d とf (詳細を Figure 

26a、定義を Figure legend 内に示した。) を用いて Y100 に対する I19 側鎖の位置関係の特徴

づけを行った。cluster1, cluster2 についてこれらの 2 変数を算出して 2D ヒストグラムを用

いて比較した (Figures 26b and c)。その結果、距離 d については両 cluster ともに 5-7 Å付近

に分布が集中していた一方で、f軸方向の分布には両 cluster 間で明確な相違が見られた。

Cluster 1 は 15°-45°の範囲に分布が集中していたのに対し、cluster 2 は 45°-75°の範囲に分布

が集中していた。この結果から、cluster 2 に比べて cluster 1 の方が I19 側鎖が Y100芳香環

の真上に位置する傾向にあり、環電流効果をより受けやすい構造を取っていることが示唆

される。これを踏まえて closed 構造の I19 の NMR シグナル変化を解釈すると、高磁場方

向への化学シフト変化は cluster 1 に含まれる構造の増加と対応する一方で、低磁場方向の

化学シフト変化は cluster 2 に含まれる構造の増加と対応すると解釈できる。したがって、

NMR実験において観測された closed 構造内の構造平衡は cluster 1 と cluster 2 に含まれる構
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造 (これ以降、それぞれの構造を closed 1, closed 2 と表記する。) の間の構造交換を反映し

ており、closed 構造のシグナルの温度依存的な化学シフトは、closed 1 から closed 2 方向へ

の平衡のシフトを反映していると考えられる。 

Figure 26. gREST シミュレーションの 300 K のレプリカから得られた各 cluster の I19-Y100 の

位置関係 

(a) 変数 d とfについての概略図。点 A は I19 側鎖に含まれる重原子の重心を示している。点 O

は Y100芳香環の中心を示している。d は AO 間の距離を、fはベクトル OA と Y100芳香環の面

と垂直なベクトルがなす角を表す。(b, c) 距離 d と角度fについての 2D ヒストグラム。 
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4-5. cluster 1, 2 の構造的特徴の⽐較 

multi-state な構造平衡における二つの closed 構造の役割を明らかにするために、cluster 1

と cluster 2 の構造的特徴を比較した。具体的には、p53 結合サイト周辺構造、lid-core 間の

残基間コンタクト、lid-core 間の水素結合の 3 点を比較した。 

 

4-5-1. p53 結合サイト周辺構造の⽐較 

 lid 領域 (残基番号 1–25) の helix 形成確率を clusterごとに算出したところ、cluster 1, 2 に

おいては、lid中間付近の残基、具体的には、cluster 1 では残基番号 11–13、cluster 2 では残

基番号 15–18 において高い形成確率を示した (Figure 27a)。一方で、その他の cluster につい

ては cluster 3 において cluster 2 と同一箇所でやや高い helix 形成確率が観測されたことを除

いて、lid 領域全体に渡って非常に低い helix 形成確率を示した。cluster 1, 2 の代表構造と

HDM2-p53 複合体構造 (PDB ID: 1YCR14) とを重ね合わせたところ、各 cluster の代表構造の

lid中盤の helix 構造が core 領域内の p53 結合サイトに位置し、p53 ペプチドの helix 構造と

overlap していることが確認された (Figure 27b)。p53 ペプチドにおいては helix上の３つの

疎水性残基、F19, W23, L26 が結合サイトに入り込んでいる (Figure 27c)。それと同様に、

cluster 1代表構造においては T10, V14 の 2 残基が、cluster 2代表構造においては T16 の 1

残基が結合サイトに入り込むような形で位置していた (Figures 27d and e)。 
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Figure 27. cluster 1 と 2 における lid 及びその周辺の構造 

(a) 各 cluster の lid 領域の Helix 形成割合。(b) cluster 1、cluster 2 の代表構造と HDM2-p53 複合体

構造 (PDB ID: 1YCR) の重ね合わせ構造。(c, d, e) HDM2-p53 複合体構造 (c)、cluster 1 の代表構

造 (d)、cluster 2 の代表構造 (e) における p53 結合サイト周辺構造。 
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4-5-2. lid-core 間の残基間コンタクトの⽐較 

lid と core との相互作用の詳細な比較を行うために、k-means clustering によって得られた 8

つの cluster について残基番号 1–25 とa2 helix (残基番号 50–62) もしくはa2’ helix (残基番号

96–105) との間の残基間のコンタクト確率を算出した (Figures 28-30)。中でも、lid 先端の残

基 (残基番号 1–6) とa2 helix の一部残基 (残基番号 51–55) との間のコンタクトの有無に

cluster 1 と 2 の間で明確な相違が見られ、cluster 1 ではやや高い確率でのコンタクトが観測

されたのに対し、cluster 2 では全く観測されなかった (Figure 30)。この結果から、cluster 2

と比較して cluster 1 の方が lid 先端と core との間で多くのコンタクトが形成されているこ

とが示唆される。 
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Figure 28. lid (残基番号 1–25) とa2 helix (残基番号 50–62) の残基間コンタクト確率 
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Figure 29. lid (残基番号 1–25) とa2’ helix 基 (残基番号 96–105) の残基間コンタクト確率 
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Figure 30. lid 末端 (残基番号 1–10) とa2 helix (残基番号 50–62) の残基間コンタクト確率 

(a, b) それぞれ cluster 1 (a)、cluster 2 (b) の結果を表す。 
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4-5-3. lid-core 間の⽔素結合の⽐較 

 最後に、cluster 1 と 2 の lid-core 間の水素結合の形成状況を比較した。Table 2 に cluster 1, 

2 において lid-core 間で 60%以上の確率で形成されていた水素結合に関与する原子ペアを示

した。cluster 1 においては A13 O-Y100 OH (77.65%), Q18 NE2-V93 O (81.46%), Q18 OE1-R97 

N (78.10%)の 3組の原子ペアが確認されたのに対し (Figure 31a)、cluster 2 においては T15 

OG1-H96 NE2 (86.62%), I19 O-Y100 OH (76.34%) の 2組が確認された (Figure 31b)。以上の

cluster 1, 2 の lid-core 間の相互作用の比較から、cluster 1 においては lid と core の間でより

多くの水素結合が形成されていることが明らかとなった。 

 

Table 2. cluster 1 と cluster 2 において高頻度で形成されている水素結合の形成割合 (%) 

lid atom- A13 O- T15 OG1- Q18 NE2- Q18 OE1- I19 O- 

core atom Y100 OH H96 NE2 V93 O R97 N Y100 OH 

cluster 1 77.65 1.99 81.46 78.1 0 

cluster 2 0 86.62 0.03 0 76.34 
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Figure 31. 各 cluster で高頻度で形成される水素結合 

(a, b) cluster 1 (a), cluster 2 (b) の代表構造における水素結合に関与する残基の位置関係。該当残

基は stick 表示している。水素結合形成箇所を黄緑色の線で表している。 
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4-5-4. cluster 1, 2 間の構造的特徴の⽐較 まとめ 

ここまでの結果を項目ごとに Table 3 にまとめた。この結果から、cluster 2 と比較して

cluster 1 の方が lid-core 間で多くの相互作用が形成されていることがわかった。この結果を

踏まえると、closed 1 構造は closed 2 構造よりも lid の運動性が抑制された closed 構造をと

ると推測される。 

 

Table 3. cluster 1, 2 の構造的特徴の比較 まとめ 

  cluster 1 cluster 2 

結合サイトに 

侵入する lid 残基 2 つ (T10, V14) 1 つ (T16) 

lid-core のコンタクト lid全体が core と 

コンタクト 
残基 1–6 は 

コンタクトしない 
lid-core 間の 

水素結合 3 つ (A13, Q18 × 2) 2 つ (T15, I19) 
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4-6. 2D ⾃由エネルギーランドスケープを⽤いた各構造の安定性や構造変化に関する考察 

 ここまで主に closed 内の構造平衡を形成する 2 つの closed 構造について議論を行った。

次に open 構造も含めて HDM2 の構造平衡全体を捉え、closed 1、closed 2、open の各構造の

安定性や構造間の遷移を定量的に議論するために、2 変数についての 2D自由エネルギーラ

ンドスケープ (以下、単純にエネルギーランドスケープと表記する。) を作成した。2Dエ

ネルギーランドスケープの表現に用いる 2 変数として、これまでの議論に用いていたよう

に、二つの closed 構造 (cluster 1 と 2) の分類が可能な I19 側鎖と Y100芳香環がなす角f 

(Figure 26a) と open 構造 (clusters 3–8) と closed 構造 (cluster 1 と 2) の分類が可能な D11 と

M62 の Ca原子間距離 (Figure 19) を用いた。実際に、これらの 2 変数を軸とする散布図上

で cluster 1、cluster 2 と open 構造を含むその他の cluster がそれぞれ異なる領域にマッピン

グされ (Figure 32)、2 変数によって各構造の分類が可能であることが確認された。 

Figure 32. gREST シミュレーションの 300 K のレプリカから得られた角度fと D11 と M62 の

Ca原子間距離についての散布図 

cluster 1、cluster 2、cluster 3、その他の cluster の構造はそれぞれ青、オレンジ、緑、ピンク系統

のグラデーション色の点で示している。 
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 gREST シミュレーションにより得られた全 120000 構造の 2次元平面上での分布に基づ

き、MBAR 法を用いて上述の 2 変数を軸とする 300 K におけるエネルギーランドスケープ

を作成し、各構造のエネルギーや構造間のエネルギー障壁を比較した (Figure 33)。まず、

cluster 1 と cluster 2 が位置する領域の自由エネルギーは open 構造が位置する領域の自由エ

ネルギーよりも際立って低いことがランドスケープから読み取れる。この結果から、二つ

の closed 構造はエネルギー的に open 構造よりも安定であることが示唆される。これは

NMR実験から明らかになっている closed 構造は open 構造より存在割合が多いという結果

に対応した。次に、各構造の分布領域の境界付近のエネルギーの比較から、二つの closed

構造のエネルギー障壁は比較的低いことが読み取れる。この結果から、両 closed 構造間の

構造遷移は頻繁に生じることが示唆される。対して、open-closed 間のエネルギー障壁は比

較的高いことが読み取れ、open-closed 間の構造遷移の頻度は二つの closed 間の構造遷移よ

りも顕著に少ないことが示唆される。こういった各構造間のエネルギー障壁の大きさは、

NMR実験で観測された二つの closed 構造間の構造交換はマイクロ秒よりも速いタイムス

ケールで生じる fast-exchange であること、および open-closed 間の構造交換がミリ秒よりも

遅いタイムスケールで生じる slow-exchange であることと定性的に対応する。 

 注目すべきことに、free-energy landscape上で cluster 3 の構造は closed 2 構造 (cluster 2) と

cluster 3以外の open 構造 (clusters 4–8) の中間に分布していた。cluster 3 は D11 と M62 の

Ca原子間距離や core 領域の SASA の総和が高い値を取っており (Figures 19 and 23)、open

構造から構成されている。一方で、cluster 3 は cluster 2 と同様、残基番号 15–18 で高い

helix 形成割合を示すなど (Figure 27a)、部分的に closed 2 と構造が類似している。したがっ

て、cluster 2 において lid が helix を形成したまま core から解離した構造が cluster3 としてサ

ンプリングされたと考えられる。このように cluster1 ではなく、cluster 2 が一部の open 構
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造と構造が類似していることから、open 構造への遷移は主に closed 2 を経由して生じるこ

とが示唆され、HDM2 の multi-state な構造平衡モデルとして closed 1、closed 2、open 構造

が直線上に配置された Figure 34 に示すモデルの提唱に至った。 

Figure 33. 300 K における角度fと D11 と M62 の Ca原子間距離についての自由エネルギーラン

ドスケープ 

白丸は各 cluster の代表構造の位置を示している。白、マゼンタの点線で囲まれた領域には

closed 1 と closed 2 がそれぞれ分布している。白の両矢印は検討結果から示唆された open-closed

の構造変化の経路を示している。 
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Figure 34. 各構造のエネルギー的な関係性を含めた HDM2 の multi-state な構造平衡モデル 
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4-7. S17 リン酸化が multi-state な構造平衡に与える影響に関する考察 

最後に、前節 4-6 で提唱した multi-state な構造平衡のモデルに基づき、細胞のストレス応

答にて生じる S17へのリン酸化が HDM2 の closed 構造の安定化にどのように寄与するのか

を検討した。4-5節で述べたように、cluster 1 と cluster2 で core に結合している際の lid の配

向が異なっており、cluster 1 では S17 側鎖はa2’ helix 上の K94、R97 といった側鎖末端に正

電荷を有する塩基性残基が近接する傾向にあったのに対して (Figure 35a)、cluster 2 では

S17 とこれらの塩基性残基側鎖が離れた傾向にあった (Figure 35b)。こういった傾向は

cluster 1 と 2 の S17 Og-K94 Ce 及び S17 Og-R97 Cz 間の距離についての確率分布からも読み

取れ、両残基ペアの側鎖原子間距離が cluster 1 の方が cluster 2 よりも顕著に小さいことが

示された (Figures 35c and d)。リン酸化によりセリン側鎖が価数-2 の強い負電荷を獲得する

ことから、S17 のリン酸化はリン酸化後の S17 とa2’ helix上の正電荷残基との間で静電相

互作用を形成することで closed 1 構造を安定化し、代わりに open 構造へ遷移する closed2

構造の存在割合を低下させるという仮説を立てた。 
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Figure 35. cluster 1 と cluster 2 の S17 側鎖の周辺環境 

(a, b) cluster 1 (a) と cluster 2 (b) の構造における S17 側鎖周辺の拡大図。S17 Og 原子は赤色の球

で示している。K94 Ceと R97 Cz 原子は灰色の球で示している。S17、K94 と R97 の残基は stick

表示している。(c, d) S17 Og-K94 Ce 間の距離 (c) と S17 Og-R97 Cz 間の距離 (d) についての確率

分布。 
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この仮説を実験的に検証するために、負電荷を有するリン酸化模倣 S17D 変異体と正電荷

を有する S17K 変異体について、側鎖メチル基の NMR スペクトルを測定した。その結果、

S17D 変異体の closed 構造の I19 シグナルでは高磁場側 (closed 1 方向) への化学シフト変化

が観測された一方で、S17K 変異体ではそれとは逆の低磁場側 (closed 2 方向) への化学シフ

ト変化が観測された (Figure 36a)。これは、側鎖の電荷依存的に closed 内の構造平衡が変調

していることを示している。これに加えて、各変異体の open 構造の I19 シグナル強度に基

づいて open 構造の存在割合を算出したところ、WT と比べて S17D 変異体では減少、S17K

変異体では増加していた (Figure 36b)。以上の結果から、S17 に対するリン酸化は lid-core

間の静電相互作用によって closed 1 構造を安定化し、open 構造への遷移が抑制されること

が明らかとなった。 

Figure 36. S17 変異体の NMR 解析 

(a) 野生型(黒)、および S17D(赤),S17K 変異体(青)の 1H-13C HSQC スペクトルの重ね合わせ。(b) 

(a) の NMR スペクトル中の I19 のシグナルから算出される open 構造の存在割合。 
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5. 総括と展望 

 本研究では、NMR実験から示された HDM2 の multi-state な構造平衡（open-closed の

slow-exchange の構造平衡と二つの closed 構造間の fast-exchange の構造平衡）について、

MD シミュレーションを用いた可視化に成功した。正常細胞において、p53 は open 構造の

HDM2 との結合を介して分解される (Figure 37a)。細胞ストレス環境下においては DNA-PK

によって引き起こされる S17 リン酸化によって closed 1 構造が安定化されるとともに open

構造の割合が減少し、HDM2 からの影響を受けずに残った p53 によって細胞のアポトーシ

スが促進されることが本研究の結果から示唆された (Figure 37b)。 

Figure 37. 本研究で提唱する apo 体 HDM2 の multi-state な構造平衡モデル 

(a) apo 体 HDM2 は open-closed の slow-exchange の構造平衡と二つの closed 構造間の fast-

exchange の構造平衡から構成される、HDM2 の multi-state な構造平衡状態にある。 

(b) 細胞ストレス環境における S17リン酸化によって closed 構造内の構造平衡は closed 1 方向に

平衡がシフトする。 
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HDM2 の構造ダイナミクスに関する検討はこれまで NMR や MD シミュレーションをはじ

めとする様々な手法を用いて行われてきたが、本研究では NMR の実験データと MD シミ

ュレーションの構造解析との対応づけに初めて成功した。gREST シミュレーションによっ

て得られた二つの closed 構造、closed 1 と closed 2 は I19 や Y100 といった重要残基の空間

的配向が異なっており、NMR実験の結果から推測された Y100芳香環の環電流効果によっ

て引き起こされる I19 の化学シフト変化と対応していた。また、自由エネルギーランドス

ケープから推測された各構造間のエネルギー障壁の大きさは、open-closed 間の slow-

exchange、closed 1 と closed 2 構造間の fast-exchange のそれぞれの構造平衡のタイムスケー

ルと対応していた。 

 

NMR の実験データとの良好な対応に加え、本研究から HDM2 の構造ダイナミクスや p53

結合制御メカニズムを理解する上で重要な知見が新たに 2 つ得られた。1 つは closed 1 構造

は closed 2 構造よりも N 末端を含む lid-core 間で多くの相互作用が形成された安定な構造

をとり、open 構造に遷移しにくい点である。2 つ目は S17 リン酸化による closed 構造安定

化は closed 1 構造における lid-core 間の静電相互作用によって引き起こされる点である。こ

れらの 2 つの知見から、HDM2 の構造ダイナミクスや p53 結合制御メカニズムは multi-state

な構造平衡の存在を前提に検討する必要がある。 

 

本研究では希薄溶液中で HDM2 の構造ダイナミクスを検討したが、HDM2 は細胞内に存

在し、その役割を果たしている。細胞内は様々な分子が高濃度で存在する「分子混雑環

境」であり、排除体積効果や非特異的相互作用などの要因が作用することでタンパク質の

構造安定性やダイナミクスが変化することが知られている 70。HDM2 の阻害剤として、N-
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acyl-N-alkyl sulfonamide (NASA) 基と呼ばれる反応基と Nutlin-3a、その間を linker によって

繋いだ構造からなる、不可逆的共有結合阻害剤が報告されている 16。先行研究において、

この阻害剤の中でも短い linker を有する阻害剤が in vitro では活性を示さなかった一方で、

細胞内では活性を示した。さらに、細胞内で NASA 基と N 末端のa-NH2との間の共有結合

の形成を示唆する結果が得られた。この結果は希薄溶液中と細胞内とで HDM2 N 末端、つ

まり lid のダイナミクスが異なる可能性があることを示唆している。今後は HDM2近傍に

分子混雑環境を模倣する crowder 分子を配置した上での MD シミュレーションや in-cell 

NMR実験によって細胞内環境における HDM2 lid の構造ダイナミクスが解明されることを

期待する。 
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