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１．はじめに 

タンパク質は生命の重要な構成単位の１つであり，その生化学的機能の発現には固有の立体構

造の形成（フォールディング）が必須である。しかし，近年，多くのタンパク質が誤って折りた

たまれ（ミスフォールディング），βシート構造が豊富な凝集体を形成することが明らかになっ

てきた。この凝集体はアミロイドと呼ばれ，線維状の構造をなす。アミロイドが身体の器官に異

常蓄積すると，神経変性疾患を主とする様々な病を引き起こす。例として，アルツハイマー病，

クロイツフェルト・ヤコブ病などのプリオン病，パーキンソン病，2型糖尿病などが挙げられる。

これまでの研究により疾患とアミロイドの関係が明らかになったものの，アミロイドの詳細な分

子構造情報は少なく，変異により凝集性が大きく変化する原因など，アミロイドの分子構造と凝

集性との関係は未だに分かっていない部分が多い。 

本研究では，近年アミロイドの構造が報告されたα-シヌクレイン（αSyn）をもとに野生型

および変異型のαSyn アミロイドのモデルを作成し，分子動力学（Molecular Dynamics: MD）シ

ミュレーションを行った。得られたトラジェクトリから水素結合・疎水性相互作用解析，構造ゆ

らぎの評価，二次構造解析によるβシート化傾向の算出などを行い，野生型と変異型との比較を

行った。 

本研究は『平成 30 年度（前期）東京大学情報基盤センター「若手・女性利用者推薦」』，『平成

30 年度（後期）東京大学情報基盤センター「若手・女性利用者推薦」』および『学際大規模共同

利用・共同研究拠点（JHPCN）萌芽型共同研究課題』における採択課題「分子動力学計算による

アミロイド凝集様態の理論的解析」（拠点課題 ID：EX18312）によって行われ，現在も研究を続

けている[1-3]。本稿ではこれまでに行ってきた研究と得られた結果について紹介する。 

 

２．α−シヌクレイン 

α-シヌクレイン（αSyn）はパーキンソン病（PD），レビー小体型認知症（DLB），多系統萎縮

症（MSA）の hallmark となるレビー小体の主要な構成タンパク質である。αSyn は 140 のアミノ

酸で構成され，細胞質内において特定の構造を持たない状態とαヘリックスが豊富な構造とで平

衡状態で存在していると考えられている[4]。また，in vitro ではαヘリックス構造が豊富な四

量体で存在するという報告もある[5]（図 1(A)）。一方，レビー小体中に異常蓄積しているαSyn

はアミロイド構造をとり，株多様性などプリオン様の性質を示すことが知られている。しかし，

アミロイドの詳細な分子構造情報は少なく，変異により凝集性が大きく変化する原因など，アミ

ロイドの分子構造と凝集性との関係は未だに分かっていない部分が多い。 

このような中，近年，固体 NMR やクライオ電子顕微鏡により，αSyn アミロイドが Greek-key

型の平行βシート構造を取ることが明らかになった[6]（図 1(B)）。本研究では，決定された構

造をもとに野生型および報告されている点変異型の αSyn アミロイドのモデルを作成し，MD シ

ミュレーションを行い，変異がアミロイドの構造に及ぼす影響を調べた。 
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３．計算手順 

（全原子）MD 計算は，系を構成する原子の Newton の運動方程式を数値的に解くことで系の時

間発展を追跡する方法である。原子間にはたらく力は原子間距離，結合角，二面角，電荷などで

表現された関数およびパラメータで近似されている。これは力場とよばれ，タンパク質の計算用

に様々な力場が作られている。 

最初に，計算のための系の構築を行った。αSyn アミロイドの構造データを Protein Data Bank1

（PDB）から入手し（PDB:2N0A），βシート構造を持つ部位（第 36-99 残基）を取り出した（図 2）。

変異型は SCWRL4[8]を用いて該当するアミノ酸残基を置換して作製した。次に，末端の影響を抑

えるために N末端側，C末端側をそれぞれアセチル化，N-メチルアミド化することでキャップし

                                            
1 https://www.rcsb.org/pdb/home/home.do 

(A) (B)

図 1：α-シヌクレインの構造 

in vitro ではαヘリックス構造が豊富な構造を取るとされている（(A) PDB:2KKW）。一方，アミロイドではβシ

ート構造を取って積層する（(B) PDB:2N0A）。図は UCSF Chimera[7]を用いて作成した。 
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図 2：計算に用いたアミロイドのモデル 

PDB から取得した構造（PDB ID：2N0A，図 1（B）参照）からβシート構造を持つ第 36-99 残基を

取り出した。10 個のαSyn タンパク（A 鎖-J鎖）が積層している。図は UCSF Chimera[7]を用い

て作成した。 
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た。その後，αSyn アミロイドの周囲に水分子を配置し，イオン濃度が 150 mM となるようにナ

トリウムイオンと塩化物イオンをランダムに配置した。最終的な系の原子数は約 11 万であった。 

MD 計算は Gromacs[9]を用いて行った。タンパク質の力場は AMBER の ff99SB-ILDN[10]，水分

子には TIP3P[11]を用いた。タンパク質の水素以外の原子に拘束をつけて最急降下（steepest 

descent）法で 5,000 ステップ，共役勾配（conjugate gradient）法で 2,000 ステップの最小化

を行った。次に，拘束をつけたまま系の温度を 310 K まで昇温し，1 ns かけて拘束を徐々に緩

めた後，圧力・温度一定の NPT アンサンブルで 2 ns の平衡化計算を行った。その後，400 ns の

Production Run を各変異型につき 3回行った（ただし，野生型および A53T については 5回）。

van der Waals 相互作用のカットオフは 1.2 Å とし，クーロン力による静電相互作用の計算には

Particle Mesh Ewald 法を用いた。系の温度は Velocity-rescaling 法[12]により制御し，圧力

は Berendsen 法[13]により 1 atm に制御した。MD 計算の時間刻みは 2 fs とした。スナップショ

ットは 10 ps 毎に取得し，100-400 ns のトラジェクトリを用いて解析を行った。二次構造解析

は DSSP[14,15]，水素結合解析は VMD[16]を用いて行った。 

 

４．計算結果 

本稿では野生型（WT），A53T 変異型，H50Q 変異型，G51D 変異型の計算結果について述べる。

図 3に DSSP[14,15]を用いて計算した，トラジェクトリ中における各アミノ酸残基のβシート化

傾向，図 4に MD 計算終了時におけるαSyn アミロイドの構造，図 5には水素結合解析の結果か

ら作成した水素結合ダイアグラムを示す。 
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図 3：トラジェクトリ（100-400ns）中におけるβシート化傾向 

横軸は各アミロイドの鎖（図 2 参照），縦軸はアミノ酸残基の番号。値が大きいほど

βシート化傾向が強い。 
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まず，全てに共通して端の鎖（A鎖または J

鎖）のβシート化傾向が中心部のものより低

く，アミロイドの端が不安定であることが分

かる。また G51D 変異型は第 50 残基周りのβ

シート化傾向が小さく，最も不安定であるこ

とが分かる。このことは，MD 計算の最後のス

ナップショット（図 4）からも確認できる。 

次に，野生型と A53T 変異型を比べると，

A53T 変異型では第 53 残基のβシート化傾向

が僅かに強くなるだけでなく，第 73 残基近傍

のβシート化傾向が強くなり，第 93 残基近傍

のβシート化傾向が弱くなっている。変異を

導入した第 53 残基と水素結合するアミノ酸

残基を調べると（図 5（A）（B）），A53T 変異型

ではあらたに T53-G73，T53-V74 の水素結合が

WT A53T

G51DH50Q

図 4：MD 計算終了時（400 ns 後）におけるαSyn

アミロイドの構造 

アミロイドの端の鎖が不安定になっている。また，変異

によって構造の崩れ方が異なる。 

図 5：水素結合ネットワーク 

（A）野生型の第53残基周りの水素結合。（B）A53T変異型の第 53残基周りの水素結合。（C）H50Q

変異型の第 50残基の鎖間の水素結合（Glutamine ladder）。●はアミノ酸残基(鎖は色で区別），矢

印は水素結合（ドナー→アクセプター）を示す。水素結合をしているアミノ酸残基の部位（主鎖／

側鎖）は矢印の色，水素結合の頻度は矢印の太さで表現している。ダイアグラムは Cytoscape[17]

を用いて作成。 
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生じていることが分かる。同様の傾向は

G51D 変異型にも見られる。G51D 変異型で

は変異を導入した第 51 残基近傍のβシー

ト化傾向が小さくなるだけでなく，第 73

残基近傍のβシート化傾向も小さくなっ

ており，構造が不安定になっていることが

分かる。 

図 6にはαSyn アミロイドにおけるア

ミノ酸残基の位置関係を示した。詳細は述

べないが，水素結合および疎水性相互作用

の解析結果から，αSyn アミロイドのβシ

ート間には多数の水素結合および疎水性

相互作用が存在し，構造の安定化に寄与し

ていることが分かった。これらの結果から，αSyn アミロイドはβシート間の相互作用を介して

構造のバランスを保っており，変異を導入したことによりそのバランスが崩れるため，変異箇所

だけでなく全体の構造安定性に変化が生じると考えられる。 

H50Q 変異型については，野生型と比較してβシート化傾向に大きな差は見られなかったが，

水素結合解析では変異した Q50 が鎖間で水素結合をする“Glutamine ladder”が見られた（図 5

（C））。Glutamine ladder のような水素結合鎖はβシートを安定化させ，アミロイドの積層のた

めのエネルギー障壁を下げることも示唆されており[18]，αSyn アミロイドの凝集にも寄与して

いる可能性がある。 

 

５．まとめと今後の課題 

本研究ではαSyn アミロイドの変異に伴う構造安定性の変化を調べるために，変異型のモデル

アミロイドを作成して MD シミュレーションを行った。得られたトラジェクトリから二次構造解

析や相互作用解析を行った。その結果，変異型によってアミロイド末端の分子構造の安定性が大

きく異なること，αSyn アミロイドがβシート間の相互作用を介して構造のバランスを保ってい

ること，変異によりそのバランスが崩れ，影響が変異箇所近辺だけでなく離れたところにも及ん

でいることを明らかにした。 

今後は他の変異体についても計算を行いデータを蓄積するとともに，アミロイドの鎖内・鎖間

の相互作用についてより詳細な解析を行う予定である。実験データと対応付けながら，アミロイ

ドの構造安定性や凝集性に関わる特徴的な相互作用を明らかにする。 
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図 6：αSyn のアミノ酸残基の位置関係 

*1: A53T 変異で水素結合が生じる。 

*2: H50Q 変異で Glutamine ladder が見られる。 
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