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蛋 白質の高圧力計算シミュレー ション研究

ジヒ ドロ葉酸還元酵素DHFR構 造動態の解析

米 澤 康 滋1

要 旨

これまで、熱力学的側面から蛋白質の構造および機能を解析する手段 として蛋白質物性の温度特性を研

究する熱測定実験が重要な役割を果たしてきた。これに加えて最近、圧力を新たなパラメーター とする熱

力学的研究が注 目されている。圧力は温度と並び熱力学において重要な軸であ り、蛋白質機能構造の圧力

依存性を知ることで新たな知見が見出されることが大いに期待されている。一方で、熱測定 と同様に蛋白

質の圧力に関する実験的研究からは蛋白質の原子レベルでの詳細な情報が得にくい問題がある。計算科学

シミュレーシ ョンは様々な熱力学的環境を精密に再現 して原子レベルの情報を抽出できる特徴があるの

で、実験に対応する高圧力条件を再現 して原子 レベルでの詳細な情報を得ることでこの問題を克服するこ

とができる。本報告では現在までの蛋白質の機能構造に関する高圧力計算科学シミュレーションを簡単に

紹介する。またジヒドロ葉酸還元酵素に対する高圧力計算科学分子シミュレーションを実施 した結果につ

いて報告する。

キー ワー ド:蛋 白質 、分子動力学 シミュレーシ ョン、圧力

1.緒 言

蛋白質は生命体を構成 し生命現象を司る生命の最 も重要な要素のひとつである。蛋白質は基本的に20

種類のアミノ酸からなる1次 元ポリマー鎖であるが、アミノ酸の配列に依存 して特有な立体構造を形成 し

て生命機能を発揮する。アンフィンセンの実験から蛋白質の構造形成は熱力学的過程であることが明確に

示されてお り(ア ンフィンセンの ドグマ)、蛋白質の構造及び機能を研究する上でその熱力学的背質を知

ることは大変重要である。 これまで蛋白質の熱力学を知る方法として熱測定による実験的研究が盛んに行

われてきた。その結果、示差熱量測定器(DSC)や 適定式熱力計(ITC)に よる熱力実験からエンタル

ピー ・エントロピー補正効果等の様々な重要な知見が得 られている。

現在、実験技術の向上から様々な蛋白質の構造が明 らかになり、ProteinDataBank(PDB)に 多 くの立

体構造データが蓄積されている。現在では、蛋白質の機能と構造の関わ りがこのPDBの ビックデータから

解析されて蛋白質の基礎的研究に貢献している。このように蛋白質原子レベルの情報は、蛋白質の構造機

能の解明に不可欠な要素となっている。 ところがX線 結晶解析やNMRか ら得られた構造は、一つまたは

高々数十個の静的な構造を提供するのみであり、熱力学的な多次元位相空間に分布する膨大かつ様々な蛋

白質アンサンブルを網羅 していない問題がある。

計算科学に基づ く分子シミュレーションは、様々な熱力学的条件下の蛋白質の構造空間を幅広 く探索 し

てその熱力学的特性を精密に再現 しかつ原子レベルの情報をも抽出できる大きな特徴がある。このため、

近年の計算機技術の著 しい発展 とも相まって、蛋白質の分子シミュレーション[1]は 実験を補佐 し新たな

知見をもたらす重要な方法 として最近注目されている。

1.近 畿大学先端技術総合研究所 高圧力蛋白質研究センター 〒649-6493和 歌山県紀の川市西三谷930
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ジヒドロ葉酸還元酵素(Dihydrofolatereductase:DHFR)はNADPHを 補酵素 としてジヒドロ葉酸をテ

トラヒドロ葉酸に還元することで生体においてチ ミンの生成過程における基質を提供する酵素である[2]。

DHFRは その酵素機能から制ガン剤の標的蛋白質 としても重要でX線 やNMR等 による構造解析や熱力学

的測定など、様々な研究がなされている蛋白質の一つである。 これまでにDHFRの 熱力学的研究も多 くな

されていてその構造と機能の温度特性に関する熱力学的特徴が詳細に報告されている。DHFRの 触媒過程

においては10番 目から24番 目のアミノ酸残基で構成されるMet-loop構 造がclose状 態からopen状 態及

びoccluded状 態と構造を遷移することで触媒機能を果たす と考えられている[3-5]。DHFRは 他の酵素 と比

べても高いゆらぎを示す酵素であることが報告されてお り蛋白質動態の典型的な研究対象と見なされてい

る[6]。

圧力は熱力学で温度 と同様に本質的なパラメーターの一つである。物質や分子の熱力学的特性を十分に

解明するためには温度 と共に圧力の効果 も考慮に入れる必要がある。これまで殆どの蛋白質分子の熱力学

的実験野や解析は常圧力下で行われてきたが、最近では高圧力下での実験が熱力学的解明の新たな知見を

広げる有望な試みとして大変注 目されている。 国内でも、野生型DHFRに 対 して2000気 圧におよぶ高圧

力NMRの 測定が実施されてゆらぎ大きい領域が圧力に敏感である等が報告されており、蛋白質のダイナ

ミックスが圧力によって大きな影響を受けることが示されている。本報告では、先の高圧力NMR実 験で

示された圧力による効果の起源やそのメカニズムの原子レベルの理解を進めるために、常温及び様々な高

圧力下(1000気 圧 と2000気 圧)でDHFR蛋 白質の分子動力学シミュレーシ ョンを実施 した研究につい

て報告する。

2.計 算方法
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図1

シ ミュレー シ ョン計算 に用い たDHFR(PDB-ID)7DFRの 構造 、蛋 白

質部分 は リボ ンモデルで描画 してい る。ヘ リックスは紫色、 シー トは

黄色、葉 酸 はスペー スフ ィリングモデル で描画 した。酸素原子 は赤、

水素原子は白、窒素原子 は青、炭素原子は空色 で示 してい る。

DHFRの 構造 デー タは、PDBの 大腸菌 由来 のDHFRのX線 構造解析結果 であるPDB-ID7DFRを 用い た。

蛋 白質 を古典 的に記述す る力場 はAmber99力 場パ ラメー ター を用 いてい る[7]。 結合す る葉酸 リガン ドに

は対応 す るAmber99パ ラメー ターが存在 しない ためにAmberの 一般 力場 であるGaffパ ラメー ターか ら

自作 した。PDBか ら得 られ たDHFRと 葉酸の複合 体を分子 シ ミュレー シ ョンの中心 に配置 して周 りを予め

平衡化 した水分子モデルTIP3P[8]に 浸 して、重な る水分子を排 除 した。系を生理的イオ ン濃度(150mM)

にす るため に、17個 の塩素 イオン と30個 のナ トリウムイオ ンを水分子 と交換 して配置 した。 図1に 水素

を付加 した7DHRの 構造を示す。図2に 計算 に用 いた系を示す。

この系を63Ax60Ax72Aの 大 きさの周期的境界条件 に整形 した。水素原子 が関わる化学結合 にはSHAKE

アル ゴ リズ ムを 適 用 して化 学 結合 長 を 固 定 した[9]。 超 距離 相 互 作 用 で あ る クー ロ ン相 互 作用 に は、

ParticleMeshEwald(PME)法 を用 いた[lo]。PME法 の実空 間相 互作用カ ッ トオ フ値 は12Aに 設定 した。
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PME法 のグ リッ ドサイズは、60x60x72と してEwald法 か らの誤差 を十分小 さ くしている。運動方程式の

積分方法 はLeap-Frog法 を用 いた。 時間刻み幅は2fsと した。用意 した系 に存在 する高 エネルギー コンタ

ク トを緩和 す るためにエ ネルギー最小化 シ ミュ レーシ ョンを、1000ス テ ッフ.実行 した。最 小化実行後 に

系 を3Kか ら310Kに 徐 々に昇温 した。310Kに 達 した後、定温 定圧(1気 圧)条 件 化で1nsシ ミュレー

シ ョン して系を安定化 させた。温度の コン トロー ルはNose-Hoover法 を用いて、定温定圧 のコン トロール

はNose-Andersen法 を用いた[11]。 安定 した系を基 に してデー タ取 得の ためのシ ミュ レー シ ョンを50ns

行 いその デー タを、解析用 に10ps毎 に保存 した。 この 同 じ系 を用い て、1000気 圧 及び2000気 圧の シ

ミュ レー シ ョンを同様 に実施 してデー タを取得 した。
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図2

シミュレーション計算に用いたDHFRの 系。蛋白質と葉酸の表示方

法は図1と 同じである。蛋白質周 りの水分子を空色のライン表示で、

イオンを水色のスペースフィリングモデルで示 した。

3.結 果 と考察

1)RMSDに よる解析

図3に 、1気 圧及 び1000気 圧、2000気 圧 の シ ミュ レー シ ョンか ら得 られ た根 平均 二 乗偏 差(Root

MeanSquareDeviation:RMSD)を 示す。RMSDの 基準 には結 晶構造7DFRを 用 い、蛋 白質主鎖 のC。 原

子 のみ を使用 した。以下の式(1)にRMSDの 定義式を示す。Mは 蛋 白質の総質量でmlはi番 目の原子の

質量を、riはi番 目の原子 の位置座標を示す。Nは 解析 に用 いた原子数であ る。

RMrSD(t)一 鎗 ㎎llろ(t)一弓(t-・)112 式(1)

図から明らかなように1気 圧 と1000気 圧のシミュレーションではRMSD値 は安定している事がわかる。

2000気 圧の結果からは14nsec以 降にRMSD値 の上昇が見 られるがその後急速にもとの平均値に戻って

いる様子がわかる。 この解析からそれぞれの異なる気圧で実施したシミュレーションがいずれも短時間の

間にRMSD値 が安定した状態に移行 したことを示している。
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図3

DHFRのRMSD時 間変化。横 軸 は時 間で単位 はpsec、

縦軸 はRMSDで 単位 はnm。 上か ら、1気 圧、1000気

圧 、2000気 圧のDHFR定 温定 圧 シ ミュ レー シ ョンか

ら得 られ た結果を示 している。

Ttmo(PtaC》

2)慣 性半径に よる解析

慣性半径(RadiusofGyration:Rg)は 蛋 白質の全 般的な形状 とその時 間変化を知 るのに有用 な指標 であ

る。式(2)に 慣性半径の定義式 を示す。

R,(t)=
Σlk(t)112mi

Σ 駕、

式(2)

式(2)で 用いた変数の定義は、式(1)と 同様である。図4に シミュレーションの解析から得 られた慣

性半径の時間変化を示す。
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図4

慣性半径 の時間変 化、横軸 は時間で単位はpsec、 縦

軸 は慣性 半径 を示す。上 か ら順 に1気 圧、1000気

圧 及び2000気 圧 のDHFRシ ミュレー シ ョンの結果

をプロ ッ トしてい る。

0200004CODD60〔 α〕80DOO10000012000〔 〕14㎜160000

Tirrve(嘩)

図4か らは、1気圧、1000気 圧及び2000気 圧の慣性半径値は時間の殆 ど依存 していないことが分かる。

また圧力が大きく異なるにも関わらず全ての慣性半径がほぼ同じ慣性半径を示 していることはDHFRの 形

状がこの圧力範囲では圧力に依存 しないことを示している。
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3)各 残基のゆ らぎ(RMSF)

基準 とな る構 造か らの熱力学 的なゆ らぎは蛋 白質 の機能 と構 造 を結 びつ ける上で大変 重要な知 見であ

る。RMSF(RootMeansquarefluctuation)は 式(1)と 同様 の定義 を用いて各 々の残基毎 のゆ らぎを評価

す る指標であ る。図5に 解析 か ら得 られ たRMSFを 示 す。
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図5左)DHFRのRMSF、 上から1気 圧、1000気 圧及び2000気 圧の結果を示す。

横軸はアミノ酸の残基番号、縦軸はRMSF値 を示 している。緑丸は高圧力

下で抑制されたゆらぎを示すアミノ酸範囲を示 している。

右)RMSF値 で高圧力シミュレーションに観察された大きなゆらぎの抑制効果を

示したアミノ酸残基、140か ら150のDHFR構 造中の位置をスティック表

示した。

図5に 解析か ら得 られ たRMSFを 示 す。常圧 のシ ミュ レーシ ョン と、高圧下 のシ ミュ レー シ ョンを比較

す る とア ミノ酸番 号が140か ら150に おい て常圧 力で は観測 されてい たゆ らぎが1000気 圧 と2000気

圧 の高 圧力下で は抑制 されてい るこ とが分 かる。 この140番 か ら150番 のア ミノ酸のDHFR構 造 中の場

所 を調べ た ところ、GH-loopと 呼 ばれ る部位 にあ る ことが分か った。 このGH-loopはDHFRの 酵素機能の

発揮 に重要な役割 を果た してい る と考え られ ているMet-loopに も相互作用可能 な場所 に位置 してい るこ

とか らその機能への直接的な効果が推測 され る。

4)平 均最小残基間距離による解析

アミノ酸のゆらぎとともに、アミノ酸間の相対的な距離のゆらぎも蛋白質の機能と構造の特徴を抽出す

るのに重要な解析方法である。図6に シミュレーションで観測されたDHFR中 のアミノ酸残基のC。 原子

間の最小距離をプロットした結果を示す。
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図6DHFRの アミノ酸残基のC。 原子間の最小距離マップ、横軸と縦軸はアミノ酸の

番号で色が青に近づ くほど距離が近く、色が赤いほど距離が遠いことを示 してい

る。左から、1気 圧、1000気 圧及び2000気 圧の解析結果を順に示している。

図6か ら、アミノ酸残基のゆらぎが圧力によって異なる振る舞いを示すにも関わ らず、アミノ酸残基間

距離には圧力依存性が殆 ど観察されないことが分かる。 このことから圧力によってDHFRの 構造を維持す

るためのネイティブコンタク トは保たれていることが分かった。すなわち圧力効果はDHFRの 基本的な構

造は変化させないが、そのゆらぎを大きく変化させる事が明らか となった。

5)CrossCorrelationMatrixに よる解析

CrossCorrelationMatrixは 以下の式(3)で 定義 され るテ ンソル量 で、蛋 白質原子 間の相対的な運動相

関を解析す る為に良 く用い られ てい る。

9-〈ll砥2¢ 一〈κ〉)Mガ2(弓一く弓〉)〉 式(3)

式(3)の 偽 は質量行列で原子iとjの 積mimjをU要 素 とする。rは 解析に用いたi番 目の原子の位置

を示 している。また〈〉の記号はアンサンブル平均を取ることを示 している。

図7に 解析結果のCrossCorrelationMatrixを 示す。図7か らは圧力が異なる時には、蛋白質内部で距

離相関が複雑に変化していることが分かる。対角線に近い領域では予想されるように正の相関が高く示され

ている。またヘ リックスやシー ト等の2次 構造を形成する領域同士でフォールディングコンタク トによる

相関が見られるもののその殆どが負の相関を示 していることは大変興味深い結果である。この図の結果のみ

からはアミノ酸残基問の相関状態を定量的に述べることは難 しく更なる解析が必要であることが分かる。

以上の解析からDHFRに 対する圧力の影響の特徴が抽出できた。その結果は、DHFRの 基本的な構造は

圧力の上昇によって大きな摂動を受けずその構造が保たれることが分かった。一方、熱力学的に重要な要

素である各々のアミノ酸のゆらぎとアミノ酸残基間の距離には圧力に依存する傾向がはっきりと観測され

た。すなわち計算科学による分子動力学シミュレーションで蛋白質の構造機能による熱力学的形解析が可

能でありより精密なシミュレーションと解析を実施することで圧力による蛋白質の解明研究が推進可能で

あること明確に示すことができた。
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図7DHFRのCrossCorrelation解 析で得 られた結果。対 角線上 に主 に部分 す る赤 い

領域は正 の相 関が高い領域を、対角線か ら外 れた領域 に主 に分布する青 い領域 は

不の相 関が高 い領域を示す。左 か ら順 に、1気 圧 、1000気 圧及 び2000気 圧 の

結果を示 している。1kbarに 見 られる特徴 ある正 の相関部分を緑丸で示 した。

4.結 論

高圧力がDHFRの 構造及び活性に与える影響を知るために長時間分子動力学計算を実行 した。慣性半径

には、全 く圧力依存性が見 られなかった。一方ではRMSFで 圧力による顕著な影響が見られた。すなわち

残基140-150(GH-loop)部 分において1000気 圧及び2000気 圧の高圧力下でRMSDの 大きな抑制が観

測された。一方、平均最小C。 間距離の比較からは優位な差異は検出できなかった。CrossCorrelation行

列には優位な差が見られた。その差異は、Met20ル ープの動態に起因すると推察される。

本報告の結果 として、分子動力学シミュレーション計算 とその解析においてDHFRの 基本的な静的な平

均構造は圧力に依存 して大きくは変化しないことが明らかとなった。しかし、シミュレーション解析結果

からは熱力学的に重要であるアミノ酸残基のゆらぎが圧力に大きな依存性を示すことと、アミノ酸残基問

の距離の相関が圧力によって大きく変動する事実が確認された。すなわち分子シミュレーションによって

圧力がDHFRの ゆらぎに大きな影響を与えている事実を明確に示すことができた。今後計算分子動力学シ

ミュレーションは高圧力下での蛋白質の機能及び物性を研究する有用なツールとなることが予想される。
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ComputationalSimulationStudyonProteinsUnderHighPressureCondition;

AMolecularDynamicsStudyonDHFRenzyme

YasushigeYonezawa1

Abstract

Thermalmeasurementsandexperimentshavebeenprovidedsignificantinsightintothestructural

characteristicsandthermodynamicalpropertiesofproteins.Recently,inadditiontothethermal

measurements,studiesonproteinsunderveryhighpressureconditionsareattractmuchattentionto

extractthenovelthermodynamicproperties.Pressureisasubstantialaxisofthermodynamical

parametersandshouldplayasignificantroleinmechanismandstructuralpropertiesofproteins.Inthis

report,wehaveconductedmoleculardynamicssimulationsintermsofDHFR,inavarietyofpressure

rangesatlbar,1000bar,and2000barandanalyzedthedatafromthesimulations.Theresults

includingRMSD,RadiusofGyration,Distancemap,clearlyshowthatpressuredoesnotmuchimpacton

theglobalaveragedstaticpropertiesofDHFR.HoweverRMSFandCrossCorrelationanalysisintermsof

theamino-acidresiduesprovidessignificantimpactonthermodynamicallyimportantfluctuation

propertiesfbrtheamino-acidresidues,indicatingmoleculardynamicssimulationsusinghighpressureare

usefulinthermodynamicstudiesonproteins.

Keywords:protein,moleculardynamicssimulation,highpressure
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