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粗視化モデルを用いたバクテリオロドプシンの力-距離曲線の計算機シミュレーション

名古屋大学大学院理学研究科物質理学専攻 (物理系)山田達矢

アブストラクト　原子間力顕微鏡を用いてバクテリオロドプシン (bR)を強制的にアンフォールディングさせる実
験では、力–距離曲線 (F–D曲線)が測定される。この F–D曲線上には多数の力のピークが出現する。これらのピー
クは、アンフォールディング中間体がアンフォールディング経路中に存在するエネルギー障壁を乗り越えるとき
に出現すると考えられる。このエネルギー障壁の形成は、Popot等によって提唱された二段階モデルと関係してい
そうである。二段階モデルは、膜タンパク質の安定化機構がエネルギー的に独立な二つの段階に分離できるとい
う事を主張する。ここで、一段階目は、ポリペプチド鎖が個別に安定な膜貫通ヘリックスを形成する段階である。
二段階目は、既に形成された膜貫通ヘリックスが会合して三次構造を形成する段階である。
　本論文では、一段階目に関与する相互作用が、エネルギー障壁の形成にどの程度関与しているかを調べた。この
為に、独自のシミュレーション系を開発し、bRの強制アンフォールディングのシミュレーションを実行した。開
発した系では、主鎖の一つのペプチド結合を一つの剛体粒子と見なす粗視化モデルによって、ポリペプチド鎖を
明示的に扱った。一方、水と脂質膜は陰溶媒モデルによって非明示的に扱った。相互作用ポテンシャルには、一
段階目に関与する相互作用、即ち、アミノ酸の脂質膜に対する親和性と、主鎖間の水素結合を取り入れた。また、
二段階目に関与するヘリックス間の特異的な相互作用は、取り入れなかった。
　このシミュレーションの解析結果は、実験による F–D曲線の特徴を良く再現しており、特にピーク位置を正確
に再現した。これらの結果は、障壁の形成は主に一段階目の相互作用によって支配されている事を強く示唆して
いる。加えて、エネルギー障壁の形成の仕組み、並びに、アンフォールディングの経路についても議論した。

イントロダクション

膜タンパク質の強制アンフォールディング実験

膜タンパク質は、全タンパク質の種類数のうち約
20∼30%を占めている [1, 2]。そして、シグナル伝達、分
子輸送及びエネルギー変換 [3]等の機能を持ち、生物物
理学的に重要な研究対象である。膜タンパク質のフォー
ルディング、アンフォールディング、安定性及び構造変
化の研究には、分光学的 [4]及び熱力学的 [5]測定が多
用されてきた。これらの測定には、専らバルク状態の溶
液試料が用いられる。それ故、観測値として得られる情
報は多数の分子の平均的な姿を反映している。しかし近
年、原子間力顕微鏡 (AFM)を用いた実験手法が開発さ
れ、新たな実験分野が開拓された。例えば、タンパク質
一分子を直接操作して力学的性質を計測する事 [6]や、
膜タンパク質を含んだ脂質膜の表面を原子レベルの精度
で観察する事 [7, 8]である。
このような実験分野のうちの一つとして、膜タンパク

質の強制アンフォールディング実験 [9, 10, 11]がある。
本論文では、この実験に纏わる問題を扱う。以下に、実
験対象となる膜タンパク質がバクテリオロドプシン (bR)
である場合を例として、この実験の手順を概説する [9]。
まず、AFMの基板上に新しく剥いだ雲母板を固定し、

その上に bRを含んだ天然紫膜を付着させる。本論文で

は、この雲母もまた、AFMの基板と呼ぶ。その後、紫
膜表面を AFMのカンチレバーで走査して、その表面形
状を観察する。観察した表面形状から、その表面が細胞
質側 (C末端ループが存在する側)または細胞外側 (N末
端ループが存在する側)のどちらであるのかを識別する
[9]。次に、観察した紫膜表面にカンチレバーの針先を
∼1sの間、∼1nNの力で押し付ける。すると、bRのNま
たは C末端ループが、針先に確率的に付着する。その
後、∼40nm/sの速度で、膜表面と針先を徐々に引き離す。
すると、bRはアンフォールドし始める。アンフォール
ドした部分は膜から連続的に引き出され、膜と針先との
間 (この間の距離を Dとする)を架橋するポリペプチド
鎖 (以下では架橋鎖と呼ぶ)となる。膜と針先の間には、
架橋鎖を通して引力 F が働く様子が観察できる。強制
的なアンフォールディングの途中には、特別に強い力が
必要となる部分が複数存在する。それ故、アンフォール
ディングがそのような部分に差し掛かると、ポリペプチ
ド鎖の引き出しは抵抗され、アンフォールディングは一
旦中断される (図 1(A)左)。すると、架橋鎖は Dの増大
に伴ってゴム紐のように引き伸ばされ、張力が増大して
いく (図 1(A)中)。ついに張力がアンフォールディングに
対する抵抗力に打ち勝つと、引き延された架橋鎖の大き
な張力によって、膜内に残存している部分の急激なアン
フォールディングが始まる。その結果、架橋鎖は弛緩す
る (図 1(A)右)。このような間欠的なアンフォールディン
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グの繰り返しによって、鋸歯状のパターンが膜タンパク
質の力–距離 (F–D)曲線上に生み出される (図 1(B))。一
連の引き離しは、引力が完全に観察されなくなるまで継
続される。この間、Fと Dの関係は連続的に記録され、
基本的な測定データ (以下では F–D曲線と呼ぶ)となる。
こうして計測された F–D曲線は、非常に興味深い。な

ぜなら、F–D曲線は精細な測定データであり、そこには
膜タンパク質に関する多くの情報が埋もれているように
見えるからである。しかし今までのところ、F–D曲線が
何を意味し、どのような情報を含んでいるのか、完全に
は理解されていない。そこで、本研究は、F–D曲線の意
味する所を正確に解明する事を目標とした。この事は、
膜タンパク質の強制アンフォールディング現象を理解す
る為に必要不可欠である。

概要

以下では、本研究が F–D曲線の意味する所を正確に
解明するという目的の為に行った事を説明する。幾つか
の部分では概略の説明のみに留め、詳細はこのセクショ
ンの後のイントロダクション内に、複数のセクションに
分けて記述した。
先ず、膜タンパク質の強制アンフォールディング現象

に関する先行研究を調査し、この現象において十分に解
明されたと考えられる範囲を明確にした。その結果、次
の事が分かった。架橋鎖の残基長を強制アンフォールディ
ングの反応座標として用いると、強制アンフォールディ
ング過程が明瞭に定量的に議論できる。強制アンフォー
ルディングは、その途中に複数の経路がある。F–D曲線
上に力のピークが出現する事は、強制アンフォールディ
ング経路上にエネルギー障壁が存在する事に対応する。
以上の詳細は「先行研究が解明した事」のセクションに
記述した。
次に、先行研究で解明されていないと考えられる範囲

を調査した。そして、次の問題を、本研究において最優
先して解明すべき重要な問題と考えた。それは、強制ア
ンフォールディング経路上にエネルギー障壁が形成され
る仕組みである。本研究は、この問題に関連した先行研
究についても調査した。以上の詳細は「本研究が取り組
む問題」のセクションに記述した。
三番目に、障壁形成の仕組みを解明する為には何を明

らかにすればよいのかについて考察し、明確にした。そ
れは、基板が膜に及ぼしている力が、膜内の脂質分子、
膜タンパク質、及び、引き抜き対象となっている膜タン
パク質のポリペプチド鎖を介して、
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図 1: (A) AFM を用いた bR の強制アンフォールディング実験におい
て、ヘリックス E&Dが引き抜かれる様子。図左は、ヘリックス G&F
がアンフォールドした直後の様子。図中は、カンチレバーと紫膜間の
距離を広げたときの様子。架橋ポリペプチド鎖は緊張した状態にある。
ヘリックス Eには、架橋鎖を通してカンチレバーから強い引き抜き力
が及ぼされている。図右は、ヘリックス E&D が解けた直後。架橋鎖
には、両へリックスを形成していたポリペプチド鎖が加わり、弛む。
(B) bRの強制アンフォールディング実験で計測される F–D曲線の模式
図。F–D曲線上には多数の力のピークが出現する。この力のピークは、
アンフォールディング経路中に存在する自由エネルギー障壁によって
生じると考えられる。F–D曲線上において、図 (A)左、中、及び、右
に対応する部分を灰色の実線で結んで示した。(C)強制アンフォール
ディング経路の模式図。下部は、bR の強制アンフォールディング経
路の全体の模式図。横軸は、架橋鎖のアミノ酸残基長であり、強制ア
ンフォールディングの進行度を表す。F–D曲線上に力のピークが出現
する事は、アンフォールディング経路上にエネルギー障壁が存在する
事に対応していると考えられる。エネルギー障壁の位置は、膜タンパ
ク質の強制アンフォールディング実験において、定量的に測定可能な
値の一つである。アンフォールディング経路中には分岐が存在する。
分岐先に障壁が存在する場合、力のピークが出現するが、存在しない
場合は出現しない。上部は、ヘリックス E&D のアンフォールディン
グの部分の経路の拡大図。経路上に存在するエネルギー障壁と、それ
に対応する F–D 曲線上の力のピークとを黒の実線で結び、対応関係
を示した。
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最終的に架橋ポリペプチド鎖に伝達される様子である。
以上の詳細は「問題の明確化」のセクションに記述した。
四番目に、上記で明確化された問題を解明する為の糸

口を探った。その結果、エネルギー障壁の位置に注目す
べき事、更に、それを支配する相互作用を解明する事が
重要だと分かった。その相互作用は、障壁によって出現
する力のピークの基本的な大きさや出現頻度をも決定し
ていると考えられる。以上の詳細は「障壁位置への注目」
のセクションに記述した。
五番目に、障壁位置を支配する相互作用には「何が含

まれていないか」を考察した。その結果、筆者は、標的
膜タンパク質と他の膜タンパク質間の特異的な相互作用
は含まれていないと推測した。また、標的膜タンパク質
内部のヘリックス間の特異的な相互作用も含まれていな
いと推測した。以上の詳細は「 障壁位置に関与しない
相互作用」のセクションに記述した。
六番目に、障壁位置を支配する相互作用について考察

した。障壁位置に関与しないと推測したもの以外の相互
作用は、障壁位置に関与する可能性がある。結果として、
アミノ酸残基の脂質膜に対する親和性、及び、脂質膜中
に存在する膜貫通 αヘリックス内部の水素結合が候補と
して浮上した。以上の詳細は「障壁位置を支配する相互
作用」のセクションに記述した。
七番目に、エネルギー障壁を形成する相互作用につい

て、別の視点から考察した。そして、エネルギー障壁を
形成する相互作用は、平衡状態において膜タンパク質を
安定化させている相互作用に含まれていると推測した。
以上の詳細は「障壁形成と平衡状態」のセクションに記
述した。
八番目に、筆者は、先行研究 [12]が注目したように、

Popot等によって主張された「二段階モデル」[13, 14, 15,
16]に注目した。その結果、筆者が推測した障壁位置を
支配し得る相互作用は、二段階モデルの内の一段階目に
関与する相互作用と等しいという事が分かった。
二段階モデルとは、平衡状態における膜タンパク質の

安定性に関するエネルギー的な理論である。Popot等は、
ポリペプチド鎖が折り畳まり、膜タンパク質として脂質
膜中に安定に存在する為の仕組みが、エネルギー的に独
立な二つの段階に分離できる事を示した。ここで、一段
階目はポリペプチド鎖から個別に安定な膜貫通ヘリック
スが形成される段階であり、二段階目は形成された膜貫
通ヘリックスが互いに会合して三次構造を形成する段階
である。彼等は、一段階目に関与する相互作用は、アミ
ノ酸残基の膜への親和性と、膜貫通 α ヘリックスの形
成に関与する主鎖間の水素結合であると主張している。
つまり、筆者が推測した障壁位置を支配し得る相互作用
は、一段階目の相互作用に丁度等しいといえる。また、

彼等は、二段階目に関与する相互作用は、膜貫通 α ヘ
リックスの側鎖間の水素結合や、膜貫通 α ヘリックス
の表面間のぴったりとしたかみ合いであると主張してい
る。加えて、一段階目に関与する相互作用は、二段階目
に関与しないと主張している。

仮説と検証の手段

筆者は、上記のように先行研究を調査し考察した結果、
次の考えに至った。それは、障壁形成の仕組みを解明す
る為には、障壁の位置を支配する相互作用を解明する必
要があるという事である。そして、筆者は、次の仮説に
到達した。それは、「エネルギー障壁の位置は、主に、二
段階モデルのうちの一段階目に関与する相互作用が決定
する」という仮説である。筆者は、この仮説の妥当性は、
次のような方法で検証できると考えた。それは、先ず、
単純なポリペプチド鎖のモデルに、一段階目の相互作用
のみを与えたシミュレーション系を準備する。次に、こ
のシミュレーション系を用いて、強制アンフォールディ
ング実験の計算機シミュレーションを行うという方法で
ある。もし仮説が真ならば、算出される F–D曲線上に
は、実験と同じ位置に力のピークが出現すると考えられ
る。そして、仮説が真であり、なおかつシミュレーション
結果と実験結果の間の一致が大きいならば、シミュレー
ション結果を用いて障壁形成の仕組みやその他の問題に
も迫る事ができると考えた。以上の考えを元に、本論文
では、以下の事を行なった。
最初に、上記のシミュレーションが行えるようなシミュ

レーション系を開発した (マテリアル&メソッドを見よ)。
この系では、長時間の計算が可能となる単純なポリペプ
チド鎖の粗視化モデルを用いる。そして、ポリペプチド
鎖のモデルに、二段階モデルにおける一段階目の相互作
用を与えた。しかし、二段階目の相互作用は意図的に無
視した。二段階目の相互作用を取り入れないと、膜貫通
αヘリックスは、それらを接続するループの長さが許す
範囲で脂質膜内を拡散してしまう。そこで、開発したシ
ミュレーション系には、膜貫通 α ヘリックスを一定の
領域内に閉じ込める為の相互作用ポテンシャルを追加し
た。また、開発したシミュレーション系には、水中に存
在する αヘリックス内部の水素結合を考慮した。なぜな
ら、アミノ酸残基の脂質膜に対する親和性との整合性を
取る為に必要だと気づいたからである。シミュレーショ
ンの対象となる膜タンパク質として、bRを選んだ。7回
膜貫通ヘリックス構造を持つ bRは [17, 18]、現在のと
ころ強制アンフォールディングの研究において最も広く
研究され、実験結果の蓄積が多い。
次に、シミュレーション系の検証をした (マテリアル
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&メソッドを見よ)。もし、二段階モデルが正しいならば、
開発したシミュレーション系を用いても、bRの七本の
膜貫通ヘリックスが個別に安定に存在するようなシミュ
レーションが実行できるはずである。実際、そうなる事
を確かめた。
そして、開発したシミュレーション系を用いて、bRの

強制アンフォールディングのシミュレーションを行った。
更に、算出された F–D曲線を解析してエネルギー障壁
位置を求めた。その結果、エネルギー障壁の位置が有意
に再現される事が確かめられた (「結果」を見よ)。即ち、
本研究の仮説は、ほぼ成り立つ事が分かった。
最終的に、シミュレーションの結果を用いて、障壁形

成の仕組みを調べた (「考察」を見よ)。加えて、強制ア
ンフォールディング経路中に分岐が存在する仕組み、並
びに、分岐の行き先が選択される比率を決定する仕組み
についても考察した。

イントロダクション補足

先行研究が解明した事

膜タンパク質の強制アンフォールディング実験では、
基本的に F–D曲線だけが測定データとして得られる。そ
れ故、実験中に生じている現象を明らかにする為には、
その現象の一種の「影絵」である F–D曲線を、定量的、
統計的に解析する事が必要となる。先行研究では、bR
を用いた実験に伴って観察される現象のあらすじが、以
下のように明らかにされた。ただし、基本的な内容は他
の膜タンパク質の場合でもほぼ同様である。
強制アンフォールディングの一連の過程は、カンチレ

バーの針先を紫膜に押し付ける事から始まる。紫膜に押
し付けられた針先には、bRの Nまたは C末端ループが
確率的に、物理化学的に付着する (以下では付着ループ
と呼ぶ)。実際の所、付着部位は引き抜きの後で判明す
る。つまり、引力が 60∼80nmという長距離に至るまで
観察されたならば、末端ループに付着していたと判断で
きる [9]。
膜表面とカンチレバーの引き離しに伴って、bRはカ

ンチレバーから付着ループを通して膜外へ引き出される
力を受ける。その結果、bRはアンフォールドし始める。
アンフォールドした部分は膜から連続的に引き出され、
膜と針先との間を架橋するポリペプチド鎖 (以下ではこ
れを架橋鎖と呼ぶ)となる。
この強制的なアンフォールディングの途中には、特に

強い力が必要となる部分が複数存在する。それ故、アン
フォールディングがそのような部分に差し掛かると、ポ
リペプチド鎖の引き出しは抵抗され、アンフォールディ

ングは一旦中断される (図 1(A)左)。すると、架橋鎖はD
の増大に伴ってゴム紐のように引き伸ばされ、張力が増
大していく (図 1(A)中)。ついに張力がアンフォールディ
ングに対する抵抗力に打ち勝つと、引き延された架橋鎖
の大きな張力によって、膜内に残存している部分の急激
なアンフォールディングが始まる [9]。その結果、架橋鎖
は弛緩する (図 1(A)右)。このような間欠的なアンフォー
ルディングの繰り返しによって、鋸歯状のパターンが膜
タンパク質の F–D曲線上に生み出される (図 1(B))。

F–D曲線のうちの、Dの増大に伴って Fが単調に増大
していく部分に、Worm-Like-Chainモデルによるフィッ
ティングを施すと、その部分での架橋鎖のアミノ酸残基
長が求められる [6]。同一実験条件において得られた多
数の F–D曲線の解析によって、力のピークが出現した
ときの架橋鎖の残基長は、潜在的に決まっている複数の
特定の長さのどれかとなっている事が分かった。この事
は、力のピークの出現時においては、bRの膜内に残っ
ている部分は特定の構造を持つ事を示唆している。そし
てこの特定の構造が、ポリペプチド鎖の引き出しに対す
るエネルギー障壁を形成していると考えられる。
実験中の bRの連続的なアンフォールディングに対し

て、一つのアンフォールディング経路を想定する。する
と、アンフォールディングに強く抵抗する状態は、アン
フォールディング経路中に存在するエネルギー障壁によっ
て引き起こされると解釈できる。それ故、F–D曲線上の
力のピークの出現パターンは、アンフォールディング経
路中のエネルギー障壁の配置パターンに対応していると
考えられる (図 1(C))。bRの強制アンフォールディング
は、概ね、引っ張られた末端ループから順に起こると考
えられている。それ故、以下では、アンフォールディン
グ経路の座標として、実験的に精度良く定量的に測定で
きる架橋鎖の残基長を使用する。また、力のピーク出現
時の架橋鎖の残基長を、その力のピークの位置、また、
その力のピークの原因となるエネルギー障壁の位置と呼
ぶ。エネルギー障壁の高さと厚さは、様々な引き抜き速
度で計測された F–D曲線を解析する事で求められる。一
般的な障壁の高さは 20kbT 程度、幅は 0.3∼0.7nmと推
定されている [12, 19, 20]。

Oesterhelt等は、bRは引っ張ったループ側から順にア
ンフォールディングする事、及び、アンフォールドして
いない部分は天然構造を保持し続ける事を仮定した。そ
して、ピーク位置、及び、ピーク位置の間隔の情報をこ
れらの仮定に当てはめた。その結果、顕著な力のピーク
は、ヘリックス対のアンフォールディング、及び、最後ま
で膜中に残る単独のヘリックスのアンフォールディング
に対応している事が見出された [9]。つまり、bRを C端
側から引き抜く実験の場合では、bRはヘリックスG&F、
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E&D、C&B、そして、ヘリックスAの順序でアンフォー
ルドする [9]。また、bRをN端側から引き抜く実験の場
合では、bRはヘリックス A&B、C&D、E&F、そして、
ヘリックス Gの順序でアンフォールドする [21]。更に、
ピークの出現をより詳細に説明する為に、「構造セグメ
ント」というものが考案されている [22]。
実験条件が同一であっても、各々の力のピークの出

現は試行によって異なり、確率的である。この事から、
アンフォールディング経路は途中に分岐を持っていると
考えられる (図 1(C))。分岐の行先が選択される比率は、
実験的に計測されている [23]。さらに、各分岐の先に
は異なる障壁が存在する場合もあると考えられている
[12, 19, 20, 11]。
この他に、力のピーク位置は、膜タンパク質の種類に

固有のパターンを示す事が分かっている [9, 24, 25, 26,
27, 28]。

本研究が取り組む問題

筆者は、膜タンパク質の強制アンフォールディング実
験において生じる現象の全体像のうちで、未解明と考え
られる範囲について考察した。そして、解明すべき問題
を次の三つに整理した。

(i)強制アンフォールディング経路上にエネルギー障壁
が形成される仕組みを解明する事。

(ii)強制アンフォールディング経路中に分岐が存在す
る仕組みを解明する事。

(iii)分岐の行先が選択される比率を決定する仕組みを
解明する事。
ここで、最も重要且つ基本的な問題は (i)である。な

ぜなら、(ii)及び (iii)は、(i)に付随する問題と考えられ
るからである。そこで、本研究では (i)の問題について
重点的に取り組む事とした。

(i)の問題に関する先行研究として、以下のものが挙
げられる。実験的なものとしては、実験条件の変化に
よって F–D曲線がどのように変化するかを調べた研究
[23, 29, 12, 30, 31, 19, 20]が存在する。Cisneros等は、配
列中の疎水性部分と親水性部分の繰り返しが障壁の形成
に関与していると考察している [24]。また、Voitchovsky
等は、トリプトファン残基の膜界面への吸着が重要であ
ると考察している [31]。また、計算機シミュレーション
による研究では、強制アンフォールディング現象を可視
化し、また、相互作用を直接算出できる [32, 33, 34, 35]。
Seeber等は、力のピークの出現は、主に膜貫通ヘリック
スの Up-Down構造に由来し、また、部分的に膜タンパ
ク質内部のイオン結合等に由来するようだと報告してい
る [32]。

以上のように、エネルギー障壁の形成に対して様々な
仕組みが提案されている。しかしながら、今までのとこ
ろ、筆者が調べた限りでは、それらは未だ明瞭に理解さ
れていないようである。

問題の明確化

本研究では、強制アンフォールディング経路上にエネ
ルギー障壁が形成される仕組みを、解明すべき重要な
課題と位置づけた。筆者は、この仕組みを解明する為に
は、次の事を明らかにすればよいと考えた。それは、力
のピークの出現時において、脂質膜によって標的膜タン
パク質の各々の残基に及ぼされた力が、標的膜タンパク
質のポリペプチド鎖が有する一定の構造を通して、架橋
鎖と繋がっているアミノ酸残基に伝達される仕組みであ
る。その理由は、以下の通りである。
先ず、力のピークは、いつも特定の位置に出現すると

いう事に注目する。この事から、力のピークの出現時に
おいては、標的膜タンパク質を構成するポリペプチド鎖
のうち、少なくともエネルギー障壁の形成に関与する部
分は、いつも一定の構造を有していると考えられる。
次に、力のピークが出現する直前の状況において、標

的膜タンパク質に働く力について考える。紫膜は、多
数の bRのループ部分を介して基板に吸着している (図
2(A))。しかし、基板の種類を変化させても F–D曲線の
形状、及び、ピークの出現には変化が生じない [23]。こ
の事から、標的膜タンパク質のループと AFMの基板と
の間の相互作用によって標的膜タンパク質に及される力
は、無視できる程度に小さいと考えられる。すると、標
的膜タンパク質に働く力としては、以下の二つだけが考
えられる。一方は、基板に吸着している脂質膜が、標的
膜タンパク質の各々の残基に及ぼす力である。もう一方
は、架橋ポリペプチド鎖が、膜中の標的膜タンパク質に
及ぼす力である。両者の力は、ピークの崩壊の直前まで、
互いに釣り合っていると考えられる。即ち、ポリペプチ
ド鎖の引き出しに対抗する力は、元をたどれば全て、脂
質膜が各々の残基に及ぼす力に起因すると考えられる。

障壁位置への注目

筆者は、前セクションの内容と、先行研究の結果を合
わせて考察した。そして、強制アンフォールディング経
路上にエネルギー障壁が形成される仕組みを解明する為
には、エネルギー障壁の位置を支配する相互作用を解明
する事が非常に重要であると考えた。その理由は、以下
の通りである。
先行研究を調査した結果、筆者は次の事に気づいた。
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それは、複数の研究 [23, 29, 24, 30, 31, 19, 20, 36]が、実
験条件の変化に対して、力のピークの大きさや出現頻度
は変化するが、力のピークの位置は殆ど変化しないとい
う事を報告しているという事である。更に、膜タンパク
質の種類を変化させる場合を除き、実験条件の変化に対
して力のピークの位置が変化したという報告は、筆者が
探した範囲では、殆ど見つからなかった。
この事から、筆者は、エネルギー障壁の形成に関与す

る相互作用は、二種類に分けられると推測した。それは
即ち、エネルギー障壁の位置を支配する相互作用と、そ
れ以外の相互作用である。そして、エネルギー障壁の形
成の仕組みは、次のような構成を持つと推測した。それ
は、障壁の位置を支配する相互作用のみが、エネルギー

(A)
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図 2: (A)強制アンフォールディングの実験系には、様々な相互作用が
存在する。本研究では、エネルギー障壁の形成に関与する相互作用と
して以下の二つに注目した。一方は、アミノ酸残基の脂質膜に対する
親和性である。もう一方は、脂質膜内での α ヘリックス構造の形成
に関与する主鎖間の水素結合である。様々な相互作用から、それら二
つの相互作用に注目した理由については、本文中に記述した。(B)膜
タンパク質の形成に関する二段階モデル [13, 14, 15, 16]。一段階目は、
水中でランダムコイル構造にあるポリペプチド鎖から、個別に安定な
膜貫通 α ヘリックスが形成される過程である。二段階目は、一段階目
で形成された膜貫通 α ヘリックスが互いに会合し、三次構造を形成す
る過程である。筆者がエネルギー障壁の形成に関与していると推測し
た相互作用は、二段階モデルのうちの一段階目に関与する相互作用に
等しい。それ故、bR の F–D 曲線は、次のようなシミュレーションに
よっても再現が可能であると期待できる。それは、一段階目の相互作
用のみを考慮した bR のポリペプチド鎖のシミュレーションである。

障壁を設立させ、その位置を決定し、更に、その障壁に
よって出現する力のピークの基本的な大きさや出現頻度
を決定する。それ以外の相互作用は、力のピークの大き
さやその出現頻度のみを変化させる事が出来るという事
である。
もしそうであるならば、障壁位置を支配する相互作用

を調べる事が、障壁形成の仕組みを解明する突破口にな
りそうである。

障壁位置の決定に関与しない相互作用

筆者は、前セクションの内容と、先行研究の結果を合
わせて考察し、次の考えに至った。それは、次の三つの
相互作用は、障壁位置を支配する相互作用ではなさそう
だという事である。それらの相互作用とは、標的膜タン
パク質の構造変化において変化する相互作用、標的膜タ
ンパク質と脂質膜中に含まれる他の膜タンパク質との間
の特異的な相互作用、及び、標的膜タンパク質を構成す
る膜貫通 αへリックス間の特異的な相互作用である。そ
の理由は、以下の通りである。
先ず、筆者は、障壁位置を支配する相互作用 (即ち、力

のピークの位置を決定する相互作用)には、”何が含ま
れていないか”を考えた。この事は、実験条件の違いに
よってピークの位置が殆ど変化しなかったと言う実験的
研究からわかる。つまり、それらの研究で行われた実験
条件の変化に伴って変化すると考えられる相互作用は、
障壁位置を支配する相互作用ではないと考えられる。調
査には、F–D曲線の形状のみの記載があり力のピーク位
置が明記されていない論文の結果もまた利用した。その
場合は、記載された F–D曲線の形状を用いて、筆者が
力のピーク位置に変化があったかどうかを判断した。ヘ
リックス間相互作用は、特異的な部分と非特異的な部分
に分割して考慮した。ここで、ヘリックス間相互作用の
内の非特異的な部分とは、膜中に存在する脂質分子と膜
貫通ヘリックスとの間の相互作用と同一の性質を有する
部分の事であると定義する。そして、ヘリックス間相互
作用の内の特異的な部分とは、非特異的な部分に含まれ
ない部分であると定義する。膜タンパク質間相互作用に
ついても、同様に特異的な部分と非特異的な部分に分割
して考慮した。調査の結果は、以下のように纏められる。

(I) 標的膜タンパク質の構造変化において変化する相
互作用は、障壁位置を支配する相互作用ではなさそうで
ある。Müller等の論文 [23]では、光サイクルの基底状
態にある bRの F–D曲線と、M中間状態に類似した構
造を取る変異体 bRの F–D曲線が比較されている。しか
し、両者の F–D曲線の形状の間に大きな違いは見出さ
れなかった。
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(II)標的膜タンパク質と脂質膜中に含まれる他の膜タ
ンパク質との間の特異的な相互作用は、障壁位置を支配
する相互作用ではなさそうである。Sapra 等は、bR の
会合状態の変化によってピーク位置が変化しない事を報
告している [30]。Cisneros 等の論文 [25] では、単独の
sensory rhodopsin IIの F–D曲線と、二本の膜貫通へリッ
クスを持つトランスデューサーと会合している sensory
rhodopsin IIの F–D曲線が比較されている。しかし、F–D
曲線の形状は、トランスデューサーの会合によって大き
く変化する事はないようである。

(III)標的膜タンパク質を構成する膜貫通 αへリックス
間の特異的な相互作用は、障壁位置を支配する相互作用
ではなさそうである。この事は、Oesterhelt等の実験的
報告 [9]によって説明される。彼らは、以下の二種類の
場合について F–D曲線を計測した。一方は、bRを C末
端側から強制的にアンフォールディングさせる場合であ
る。この場合、bRはヘリックスG&F、E&D、C&B、そ
して、Aの順序でアンフォールドする。つまり、ヘリッ
クス G&F は、アンフォールディングの最初の過程で、
脂質膜から引き出される。もう一方は、最初に bRの EF
ループを消化によって切断し、その後、Eへリックスの
C末端側を引っ張って、bRをアンフォールドさせる場合
である。この場合、bRはヘリックス E&D、C&B、そし
て、Aの順序でアンフォールドし、ヘリックス G&Fは
脂質膜中に残存し続ける。しかし、二つの場合の間で、
F–D曲線のうちのヘリックス C&B及びAの部分のアン
フォールディングに対応する部分は、ほとんど同一の形
状を示している。この事から、ヘリックス G&Fとそれ
以外のヘリックスの間の相互作用は、障壁位置に関与し
ないと考えられる。同様の現象は、ナトリウムイオン/
水素イオン-アンチポーターを用いた実験 [28]で特に顕
著に示されている。

障壁位置の決定に関与する相互作用

筆者は、前セクションの内容と、先行研究の結果を合
わせて考察し、次の考えに至った。それは、障壁位置を
支配し得る相互作用として、次の二種類の相互作用が考
えられるという事である。それは、アミノ酸残基の脂質
膜に対する親和性、及び、脂質膜中に存在する膜貫通 α
ヘリックス内部の水素結合である。その理由は、以下の
通りである。
前セクションの内容から、障壁位置を支配し得る相互

作用から除外されないものとして、以下の 5つが浮かび
上がった。

(i)ポリペプチド鎖と水との間の相互作用。
(ii)ポリペプチド鎖と脂質分子との間の相互作用。

(iii)膜タンパク質間の非特異的な相互作用。
(iv)ヘリックス間の非特異的な相互作用。
(v)脂質膜中での主鎖間の水素結合の相互作用。
これらの相互作用のうち、(i)∼(iv)は、’アミノ酸残基

の脂質膜に対する親和性’という一つの相互作用に、次
のようにして纏める事ができる。先ず、(iii)及び (iv)の
相互作用は、その定義によって、(ii)と同一視して良い。
また、(i)及び (ii)の相互作用を個別に考慮する事は、水
と脂質膜の界面において (i)と (ii)の差を考慮する事と
等価である。それは以下の理由による。(i)の大きさは、
ポリペプチド鎖の水領域内部の移動によって変化しない
と考えられる。それ故、その様な移動の範囲では、(i)は
ポリペプチド鎖に力を及ぼしていないように見える。ま
た (ii)の大きさは、ポリペプチド鎖の脂質膜領域内部の
移動によって変化しないと考えられる。それ故、その移
動の範囲では、(ii)はポリペプチド鎖に力を及ぼしてい
ないように見える。しかし、ポリペプチド鎖が水領域と
脂質膜領域の間を横断して移動するときには、(i)と (ii)
の相互作用の差がポリペプチド鎖に働く力として顕在化
する。つまり、(i)及び (ii)の相互作用を個別に考慮する
事は、水と脂質膜の界面において (i)と (ii)の差を考慮
する事と等しい。本論文では、ポリペプチド鎖はアミノ
酸残基から構成されている事を考慮し、(i)と (ii)の差と
して現れる相互作用を、’アミノ酸残基の脂質膜に対す
る親和性’という言葉を用いて表す。一般的に、疎水性
の側鎖を持つアミノ酸残基の脂質膜に対する親和性は高
く、親水性の側鎖を持つアミノ酸残基の脂質膜に対する
親和性は低いと考えてよい。
加えて、筆者は、(v)の内で、α ヘリックス構造の形

成に関与しない水素結合は、障壁位置を支配し得る相
互作用に含まれないと考えた。それは、以下の理由によ
る。Kappel等は、bRの強制アンフォールディングの全
原子シミュレーションを行った [34]。彼らの結果では、
bRのうち未だ膜中に残ってアンフォールドしていない
部分は、天然構造とほぼ同一の構造を維持している。ま
た、脂質膜中でアンフォールディングした部分は完全に
引き延された構造をしている。同様の事は Seeber等の
シミュレーション結果 [32]でも示されている。これらの
結果は、脂質膜中ではポリペプチド主鎖間に、αヘリッ
クス構造の形成に関与する水素結合しか存在しない事を
示している。形成される事のない水素結合は、障壁位置
を支配し得る相互作用に含まれないと考えられる。
以上の結果を纏めると、障壁位置を支配し得る相互作

用として、アミノ酸残基の脂質膜に対する親和性、及び、
脂質膜中に存在する αヘリックス内部の水素結合が想定
できる。筆者は、先行研究を調査したが、これらの相互
作用が障壁位置を支配し得る相互作用に含まれないとい
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う積極的な根拠を見出せなかった。
当然ながら、以上で言及した相互作用以外にも、様々

な相互作用が存在する。それらの影響については、ディ
スカッションの項目で議論する。

平衡状態への注目

筆者は、エネルギー障壁を形成している相互作用は、
平衡状態において膜タンパク質を安定化させている相互
作用に含まれていると推測した。その理由は、以下の通
りである。
強制アンフォールディングは、非平衡を伴う現象であ

る。しかし、実験における膜タンパク質全体の引き抜き
時間は、短くとも 10ms以上である [12]。そして、障壁
を乗り越える直前から障壁の頂点に至るまでの滞在時間
を、仮に、10msの 1/100として見積もると、100µsとな
る。この時間スケールでは、分子の運動、また、側鎖や
脂質分子の局所的な非平衡状態は、常に十分に緩和され
ていそうである。つまり、障壁を乗り越える部分での系
の状態変化は、準平衡状態と見なせそうである。もしそ
うならば、障壁形成に関与する相互作用は、平衡状態に
おいて膜タンパク質の安定性を記述する相互作用に含ま
れている、または、その延長として理解できるだろう。

マテリアル&メソッド

ここでは，本研究で用いたシミュレーション手法につ
いて簡潔に記述する。本研究で用いるシミュレーション
手法は、膜貫通ヘリックスの形成過程のシミュレーショ
ンを行った幾つかの先行研究 [37, 38, 39, 40, 41]におい
て用いられた手法を、部分的に参考にして開発した。ポ
リペプチド鎖の粗視化モデル，及び，系の相互作用ポテ
ンシャルの表現方法の詳細は S1に記述した。相互作用
ポテンシャル中の定数値の決定方法の詳細は S2に記述
した。
本研究では、全原子モデルによるシミュレーション手

法を採用しなかった。その理由は、膜タンパク質の引き
抜きは非常に低速度であり、実験で計測される F–D曲
線を再現する事は、計算量の観点から困難であったから
である。しかし、独自のシミュレーション系を開発し、
使用したのは、そのような消極的な理由だけではない。
独自のシミュレーション系を用いる事によって、現象に
関する仮説を明瞭に判定する事ができるようになるから
である。

ポリペプチド鎖の粗視化モデル

本研究では、ポリペプチド鎖を表現する為に、ペプチ
ド結合粒子と名付けた粒子を多数直鎖状に繋げた粗視化
モデルを用いた。この粗視化モデルは、原子間の結合長
及び結合角が固定されているような原子モデルのポリグ
リシン鎖と、ほぼ同等の機能を持つ。
先ず，主鎖中の一つのペプチド結合 (CONH)、及び、

それに結合している二つの Cα 原子から成る部分 (Cα-
CONH-Cα)を，一つの剛体粒子と考える。以下では、こ
の剛体粒子を”ペプチド結合粒子”又は単に”粒子”と呼
ぶ。次に，この粒子に固定された座標系 ( x̂, ŷ, ẑ) (以下で
は局所座標系と呼ぶ)上に，以下の 8つの点，Cαn, C, O,
N, H, Cαc そして, hbo, hbhを配置した (図 3)。前者 6点
は，Cα-CONH-Cα の部分に含まれる各原子に対応する。
それらの相対的配置は，一般的なポリペプチド主鎖中の
原子配置 [42]に対応するように定めた。後者の 2点は、
主鎖間の水素結合を表現する為の結合点である（後述）。
局所座標系における各点の座標 (表 1)を表す列ベクトル
を，先に示した点の順に，r̂αc, r̂C, r̂O, r̂N, r̂H, r̂αn, r̂hbo,
r̂hbh,で表す。
本研究では、N, C末端もまた、それぞれ一つのペプチ

ド結合粒子とした。そして、ポリペプチド主鎖を、N +1
個の粒子を直鎖状に連結させたものとして表現する。N
末端の粒子の番号を 0とし、C末端に向かう順に連番と
した。C末端の粒子の番号は、N となる。
シミュレーションを行う空間の座標系 (x, y, z)(以下で

は大域座標系と呼ぶ)の x, y, z 軸の単位ベクトルを、そ
れぞれ、x, y, z とする。大域座標系における粒子 iの座
標は、位置と向きで指定される。粒子 iの位置は、その
局所座標系の原点の位置 ri で表す。また、粒子 iの向き
は、その局所座標系の座標軸の単位ベクトルから作られ
る 3 × 3行列 Ai で表す。
シミュレーション系の状態 qは、全粒子の位置と向き

及びカンチレバーの根元の座標 rcl
base(後述)を用いて、次

式で表す。

q = {r0, r1,…, rN ,A0,A1,…,AN , r
cl
base} (1)

粒子内部に定義した 8つの点の大域座標は、その局所
座標、及び、粒子の位置と向きから、座標変換によって
算出される。例として、位置 r、向き Aにある粒子上
に固定された点 Pについて考える。点 Pの局所座標は
r̂P = ( x̂P , ŷP , ẑP )T であるとする。すると、点 Pの大域
座標 rP = (xP , yP , zP )T は、次式で算出される。

rP = Ar̂P + r (2)

同様にして、位置 ri、向き Ai にある粒子 iに含まれる
8つの点 Cαc, C, O, N, H, Cαn, hbo, hbhの大域座標、そ
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れぞれ、rαc
i , rC

i , rO
i , rN

i+1, rH
i+1, rαn

i+1, rhbo
i , rhbh

i+1 が算出さ
れる。これらの座標から、更に、rαi , θi , φi ,及び, ψi を
算出する。ここで、rαi は、i番目の Cα 原子に対応する
点の座標であり、rαn

i と rαc
i の中点と定義する。θi は、i

番目のアミノ酸の原子間結合角 ∠NCαCである。φi 及び
ψi は、i番目の Cα 原子を含む、主鎖の二面角である。

相互作用ポテンシャル

系全体の相互作用ポテンシャルUsysは、次式で表した。

Usys = Upep +Umem +Uhb +Ucl +Uwall (3)

ここで、Upepは、多数のペプチド結合粒子を連結し、現
実のポリペプチド鎖の様に振る舞わせるためのポテン
シャル項である。Umem は、ポリペプチド鎖の脂質膜に
対する親和性を表すポテンシャル項である。Uhbは主鎖
間の水素結合の引力的部分を表現するポテンシャル項で
ある。Ucl はカンチレバーのたわみエネルギーを表すポ
テンシャル項である。Uwall は、特定の領域へのポリペ
プチド鎖の侵入を制限するポテンシャル項である。それ
ぞれのポテンシャル項の詳細は、以下に記述する。

Upepは、多数の粒子が連結してポリペプチド主鎖を形
成し、現実のポリペプチド鎖の様に振る舞う為のポテン
シャル項であり、次式で表される。

Upep = Ub +Ua +Uda +U rep (4)

! 

hbo

! 

hbh
! 

N
! 

O

! 

H
! 

C

! 

C"c

! 

C"n

! 

ˆ x 

! 

ˆ y 

! 

ˆ z 

r rep2.366 Å

図 3: ペプチド結合粒子の構造。本研究では、この粒子を多数連結させ
たものを用いて、ポリペプチド主鎖を表現する。x̂, ŷ, ẑ は粒子に固定
された座標系の座標軸を表す。Cαc, C, O, N, H, Cαn, hbo, hbh は、こ
の座標系上に配置された点を表す。それらの座標は表 1 に記述した。
前者の 6点は主鎖のペプチド結合に含まれる原子と、それを挟む二つ
の Cα 原子に対応する。灰色の球殻は、粒子の接触半径を表す。hbo
点と hbh点は、この球殻上に配置されており、主鎖内部の水素結合を
表現するため使用される。hbo及び hbh点の座標は、ポリペプチド鎖
が (φ,ψ) = (−60◦, −45◦) の右巻き α ヘリックス構造を形成するとき
に、それぞれ、他の粒子の hbh及び hbo結合点と一致するように定め
た (詳細は S2 を見よ)。

Ub は Ub
i の総和である。Ub

i は、rαn
i と rαc

i の座標が
常に殆ど一致している状態を保つ為のポテンシャル項で
あり、次式で表現した。

Ub
i =

kb

2
(rαc

i − rαn
i )2 (5)

ここで、kb = 125.02J/m2 を使用した。
Uaは、Ua

i の総和である。Ua
i は、Cα

i 原子周りの結合
角 ∠NiCα

i Ci の結合角 θi を拘束するポテンシャル項であ
り、次式で表現した。

Ua
i =

ka

2
(θi − 110.1◦)2 (6)

ここで、ka = 4.618 × 10−22J/deg2 を使用した。
Uda は、Uda

i の総和である。Uda
i は、プロリン残基の

N端側の二面角 φi に関するポテンシャル項である。Uda
i

は、i番目のアミノ酸がプロリンである場合にのみ、以
下で表現した。

Uda
i =

kPro
φ

2
(φi + 65.4◦)2 (7)

ここで、kPro
φ = 3.281 × 10−23J/deg2 を使用した。

U repは、U rep
i, j の総和である。U rep

i, j は、粒子 i, j 間の重
なりを制限するポテンシャル項である。U rep

i, j は、| j − i | !
0,1,2かつ |r j − ri | < 2r rep の時に、

U rep
i, j =

krep

2
(2r rep − |r j − ri |)2 (8)

と表現した。それ以外のときでは、U rep
i, j = 0とした。こ

こで、r rep = 0.2366nm及び krep = 100N/mを使用した。

Umem は、ポリペプチド鎖の脂質膜に対する親和性を
表すポテンシャル項である。本研究では、脂質膜を連続
体と想定し、残基の膜に対する親和性を、陰溶媒モデ
ルによって表現した。具体的には、次の事を行った。先
ず、現実のポリペプチド鎖を、主鎖単位 (0.5Cα-CONH-
0.5Cα)、N末端、C末端、側鎖という分子断片に区分す
る。次に、各分子断片の、粗視化モデル上で対応する部
分を考える。そして、対応する部分を代表する座標を用
いて、分子断片と膜との相互作用ポテンシャルを記述す
る。脂質膜は、その中面が xy平面と重なるように空間
中に配置した。
例として、とある分子断片の場合について説明する。

断片の脂質膜に対する親和性を表すポテンシャル項 U
を、次式で表現する。

U = ∆U · g(z) (9)

ここで、∆U は、断片を完全な水溶媒環境中から完全な
脂質膜内環境中へ輸送するときに伴う自由エネルギー変
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化である。また、g(z)は、ポリペプチド鎖の粗視化モデ
ル上で断片に対応する部分を代表する点の z座標の関数
である。g(z) は、脂質コア領域 (|z | < 1.4nm) で１、水
領域 (2.1nm ≤ |z |)で 0をとり、膜界面で 0から 1の間を
滑らかに変化する。g(z)の概形は、図 4に示した。各々
の分子断片の相互作用ポテンシャル ∆U の値は、平衡状
態における親和性を表現するものであるべきである。本
研究は、これらの値として、Rosemanがオクタノール-
水分配係数を用いて導出した値 [43]を部分的に修正し、
使用した。

Umem は、具体的には、Umc と Usc の和である。Umc

は、単位主鎖または N,C末端の断片の親和性を表すポ
テンシャル項 Umc

i の総和である。Umc
i は、粒子 i の中

心の z 軸座標 zi を用いて Umc
i = ∆Umc

i · g(zi ) と表現し
た。ここで、∆Umc

0 = ∆UNterm、∆Umc
N = ∆UCterm、それ

以外では ∆Umc
i = ∆Upb を用いた。∆UNterm, ∆UCterm,及

び, ∆Upbの値は、表 2に示した。Uscは、側鎖断片のポ
テンシャル項Usc

i の総和である。Usc
i は、Cα

i 原子の z座
標 zαi 及び側鎖の種類によって異なる定数、∆Usc

i 、を用
いてUsc

i = ∆Usc
i · g(zαi )と記述した。∆Usc

i の具体的な値
は、表 2に示した。

Uhbは主鎖間の水素結合の引力的部分を表現するポテ
ンシャル項である。本研究では、ポリペプチド鎖が αヘ
リックス構造を形成する為に必要な水素結合、つまり、
Oi と Hi+4 の間の水素結合 (以下では i 番目の水素結合
と呼ぶ)のみを考慮した。水素結合の引力的部分を表現
する為に、粒子上に hbo点 (酸素原子側の水素結合点)及
び hbh点 (水素原子側の水素結合点)という二種類の結
合点を配置した。粒子 i上において、Oi 原子点近傍に配
置された hbo点を hboi とし、Hi+1原子点近傍に配置さ

表 1: ペプチド結合粒子に固定した座標系 (局所座標系) 上に配置した
8 点、Cαc, C, O, N, H, Cαn, hbo, hbh の座標

Point
C!c 139.8 128.2 0.0
C 0.0 66.0 0.0
O -101.6 137.1 0.0
N 0.0 -66.0 0.0
H 83.9 -120.5 0.0
C!n -123.3 -146.1 0.0
hbo -180.6 130.3 79.6
hbh 189.1 -141.9 -7.6

! 

ˆ x [pm]

! 

ˆ y [pm]

! 

ˆ z [pm]

x̂, ŷ, ẑ は局所座標系の座標軸を表す。前者の 6点は主鎖のペプチド結
合に含まれる原子に対応する。それらの原子間の相対的配置は、文献
[42]の値を使用した。hbo及び hbhの 2点は、それぞれ、酸素側及び
水素側の水素結合点を表す。

れた hbh点を hbhi+1と記述する。hboi 及び hbhi+1の大
域座標を、それぞれ、rhbo

i 及び rhbh
i+1 とする。粒子上に

配置した hbo点及び hbh点の局所座標、それぞれ、r̂hbo,
r̂hbhは、次の条件を満たすように定めた。それは、ポリ
ペプチド鎖が (φ,ψ) = (−60◦,−45◦)の右巻き αヘリック
ス構造を形成するときに、rhbo

i 及び rhbh
i+4 が、ri と ri+3

の中点の座標上で重なるという条件である。
Uhb は、i 番目の水素結合を表現するポテンシャル項

Uhb
i の総和である。Uhb

i は、rhbo
i 及び rhbh

i+4の関数である。
これら二点が一致したとき、Uhb

i の値は、水中では小さ
く、膜中では大きく低下するように、ポテンシャルを設
定した。具体的に、Uhb

i は、次式で表現した。

Uhb
i = {(∆Uhb,m−∆Uhb,w) ·g(zhb

i )+∆Uhb,w} · h(rhb
i ) (10)

ただし、プロリン主鎖のN原子は水素結合に参加できな
いので、i+4番目の残基がプロリンである場合は、Uhb

i = 0
とした。ここで、zhb

i は rhbo
i と rhbh

i+4 の中点の z座標を表
し、rhb

i は rhbo
i と rhbh

i+4 の間の距離を表す。g(z)は、式 9
に使用したものと同一である。∆Uhb,w = −8.726kJ/mol、
∆Uhb,m = −24.93kJ/molは、それぞれ、水中、脂質膜中
での水素結合ポテンシャルの最小値を表す。∆Uhb,w の
値は、主鎖の単位とほぼ同一の構造を持つ N-メチルア
セトアミド分子の水中での二量体形成に伴う自由エネル
ギー変化 [44]より算出した。∆Uhb,mは、予備的なシミュ
レーションにより決定した。この事については、マテリ
アル&メソッド内の「シミュレーション系の検証」のセ
クションに記載した。
関数 h(r)は、r < rhb

0 の時に次式で表される。

h(r) = −3(r/rhb
0 )4 + 8(r/rhb

0 )3 − 6(r/rhb
0 )2 + 1 (11)

それ以外のときは、h(r) = 0 とする。ここで、rhb
0 =

0.25nmを使用した。

Uclはカンチレバーの弾性エネルギーを表すポテンシャ
ル項である。カンチレバーの根元の座標を rcl

base、針先の
座標を rcl

headで表す (図 4を見よ)。rcl
bh = rcl

head − rcl
baseと定

義し、また、rcl
bhの x, y, z成分を xcl

bh,ycl
bh,zcl

bhと定義する。
bRをN末端ループから引き抜く場合では、rcl

head = r0と
し、また、C 末端ループからの場合は rcl

head = rN とす
る。そして、Ucl を次式で表現した。

Ucl =
1
2

kcl
x (xcl

bh)2 +
1
2

kcl
y (ycl

bh)2 +
1
2

kcl
z (zcl

bh)2 (12)

ここで、kcl
z = 0.1N/mは、実験に用いられる一般的な

カンチレバーのバネ定数 [9]とした。また、kcl
x = kcl

y =

50.0N/mを使用した。カンチレバーに働く z軸方向の力
は、Fcl

z = kcl
z zcl

bh となる。

12



Uwall は、特定の領域へのポリペプチド鎖の侵入を制
限するポテンシャル項であり、Uwall

i の総和である。Uwall
i

は、粒子 iが領域 D(図 4の灰色の領域)に侵入する事を
制限するポテンシャル項であり、次のように記述した。
先ず、D の内部で最も ri に近い点の座標を rd

i とする。
そして、Uwall

i を、|ri − rd
i | < rwall である時に、

Uwall
i =

kwall

2
(rwall − |ri − rd

i |)2 (13)

それ以外では、Uwall
i = 0と表現した。ここで、kwall =

100.0N/m、及び、rwall = 0.2366nmを使用した。Uwallに
より、領域 D の表面は、粒子に対して壁のように振る
舞う。

シミュレーションの手法と条件

シミュレーション系の時間発展には、ブラウン動力学
法 [45]を用いた。ブラウン動力学法は、本研究で用いた
脂質膜と水の陰溶媒モデルに適するからである。時間発
展は以下の手順 (i)∼(v)を繰り返す事により計算した。

(i) 時刻 t での粒子の位置 ri (t) と向き Ai (t) から、粒
子上に配置された原子と水素結合点の、大域座標を
計算し、また、θi , φi 及び ψi を算出する。

(ii) それらの座標とUsysから、粒子に働く力 Fi (t)とト
ルク Ti (t)を計算する (詳細は S3を見よ)。
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図 4: バクテリオロドプシンの強制アンフォールディングシミュレーショ
ンの概念図。系の xz平面における断面図を示した。脂質膜は、膜の中面
が xy平面に一致する様に配置された。灰色の領域は、ペプチド結合粒子
の侵入が制限されている領域を示す。このうち、−2.5nm ≤ z ≤ +2.5nm
かつ 2.0nm ≤

√
x2 + y2 を満たす領域は、膜貫通へリックスの脂質膜

内での拡散を防ぐ為に設定された。z ≤ −3.5nm の領域は、AFM の
基板を表現する為に設定された。図中右は、関数 g(z) の概形である。
縦軸は z 軸、横軸は g(z) の値を表す。

(iii) ブラウン動力学法に基づいて、ri (t)と Ai (t)から、
ri (t + ∆t) と Ai (t + ∆t) を計算する（詳細は S4 を
見よ）。

(iv) カンチレバーの針先と膜表面間の距離及び、そのと
きカンチレバーがポリペプチド鎖に及ぼす力を記録
する。

(v) カンチレバーの根元の座標を z軸上方へ、∆t · vclだ
け移動させる。

シミュレーションでは、粒子のストークス半径として
0.4nm、系の温度として 298Kを用いた。溶液の粘性率
として水中と脂質膜中で共に水の粘性率 8.9× 10−4Pa · s
を用い (粘性率の設定に問題が無い事の詳細は S9に記
述)、また、時間刻み幅 ∆t = 10fsを用いた。この時間刻
み幅は、本研究のシミュレーションモデルにおいて妥当
な値である (詳細は S5を見よ)。

bRの初期構造として、1BRR[46]の chain Aを使用し
た。欠けているアミノ酸残基 (1∼2aa及び 233aa∼247aa)
は、手動で追加した。bRは、大域座標系の原点付近に、
ヘリックスが膜に対して概ね垂直となり、なおかつ、引
き抜き方向に応じてNまたはC末端が z軸上方に位置す
るように配置した (図 4)。本研究では、アミノ酸の配列
として、1BRRに記述されたアミノ酸配列を使用した。
この配列の全長は、247残基であり、通常の bRのアミノ
酸配列に比べて 1残基短い。本来、AG241-DGAAAT-S248

である筈の部分が、AD241-GAAAT-S247 となっている。
つまり、G241 が欠失していることに注意が必要である。
実際の bRの K216 にはレチナール分子が結合している
が、このレチナールを除去しても力のピーク位置は変化
しない [23]。そこで本研究では、このレチナール分子を
計算に含めなかった。
強制アンフォールディングのシミュレーションを行う

前に、水素結合の引力的部分を表現する相互作用ポテ
ンシャルの脂質膜内での最低値を表す ∆Uhb,m を、次の
方法で決定した (詳細は S6を見よ)。先ず、脂質膜中に
存在している bRの 100µsのシミュレーションを、様々
な値の ∆Uhb,m において、実行した。このシミュレー
ションでは、Ucl = 0 とし、強制アンフォールディン
グを行わなかった。次に、シミュレーション結果にお
ける αヘリックス構造の形成状況を、STRIDE[47]を使
用して調べた。その結果、∆Uhb,m≤ − 24.93kJ/molであ
るならば、シミュレーション全体を通して、bRの 7本
の膜貫通 α へリックスが安定に存在できる事が分かっ
た。一般的に、タンパク質の状態は、安定と不安定の
境界付近にあると考えられている [48]。そこで、本研究
では、∆Uhb,m の値として、−24.93kJ/mol (= −10.0kbT ,
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T = 300K) を選定した。選定した値の妥当性は、一つ
の水素結合 (C=O· · ·H-N)を水中から膜内へ輸送自由す
る事に伴うエネルギー変化 (∆GC=O· · ·H−N)を算出する事
で、検証できる。本研究のシミュレーション系における
∆GC=O· · ·H−Nの値を、選定した∆Uhb,mを用いて算出する
と、それは+4.04kJ/molとなった。この値は、実験結果
から算出される値、+2.09∼+2.59kJ/molと大きな違いは
無い。それ故、選定した ∆Uhb,m の値は、妥当であると
考えられる (詳細は S6)。

シミュレーション系の検証

本研究のシミュレーション系において、bRの 7本の
膜貫通 αへリックスは個別に安定に存在できるという事
は、前セクションの内容より、自明である。本研究のシ
ミュレーション系は、Popot等の二段階モデルの内の一
段階目を再現する能力を有している。

bRの強制アンフォールディングシミュレーションにお
ける、カンチレバーの移動速度は、vcl = 1.0mm/sを使
用した。vclの値を設定する為に、筆者は、カンチレバー
の移動速度 vcl と、シミュレーション中でポリペプチド
鎖全体に働く粘性抵抗の大きさの関係を調べた (詳細は
S7を見よ)。その結果、vcl = 1.0mm/s以下であるとき、
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図 5: 本研究で用いられたバクテリオロドプシン (bR)のアミノ酸配列
と二次構造のモデル図。背後の薄いグレー領域は脂質コア領域、濃い
グレーの領域は界面領域を表す。上部の小さな図はヘリックス名を表
す。本研究で用いられたアミノ酸配列は、一般的な bR の配列と二カ
所で異なる。一方は、N末端のラクタム化を考慮して、E1 を Q1 に置
換した事である。他方は、1BRR に記載された配列を用いたと言う事
である。その結果として、本来、AG241-DGAAAT-S248 である筈の部
分が、AD241-GAAAT-S247 となっており、G241 が欠失している。二次
構造は Essen らの構造 (PDBID:1BRR) の A 鎖の二次構造情報を用い
た。

粘性抵抗力は最大でも 3pN程度となる事が分かった。こ
の事は、強制アンフォールディングシミュレーションに
おいて、カンチレバーに働く力のほとんどが、粘性抵抗
力に起因しないことを確実にする。
また、筆者は、本研究に用いた粗視化モデルで表現さ

れたポリペプチド鎖の単純な伸張曲線の形状を調べた
(詳細は S8を見よ)。その結果、それらは、実験的に観
察された伸張曲線の形状と全体的によく似ている事が分
かった。更に、ポリペプチドが 100pNの張力を発生す
る為に必要な伸張距離は、シミュレーションと実験の間
で 6%程度の違いに収まる事が分かった。この事は、シ
ミュレーション結果の F–D曲線を、実験結果のそれと
ほぼ同様に扱う事が出来るという事を示している。

強制アンフォールディングシミュレーション

bRの強制アンフォールディングシミュレーションは、
以下の手順で行った。先ず、C末端側から bRを引き抜
く場合は、t = 0において、rcl

head 及び rcl
base を C末端を

表すペプチド粒子の中心座標に一致させた。同様に、N
末端側からの場合には、それらを N末端の粒子に一致
させた。そして、時間とともに、カンチレバーの根元の
座標 rcl

baseを、次式に従って、z軸の正の方向上方へ移動
していくことで、bRの引き抜きを行った。

rcl
base(t) = rcl

base(0) + vclt z (14)

ここで、zは、大域座標系の z軸の単位ベクトルである。
シミュレーションは、1010 ステップの計算を行った。

そして、106ステップごとに構造情報を取得し、その結
果、104個のポリペプチド鎖の構造を得た。また、106ス
テップごとに、カンチレバーに z軸方向に働く力の平均
値を求め、記録した。このシミュレーションを、C末端
側から及び N末端側からの引き抜きにおいて、それぞ
れ、異なった乱数列を用いて 128回ずつ行った。シミュ
レーション一回あたりの計算時間は、2.7GHzのクアッ
ドコア CPUのうちの 1コアを用いて、一週間程度であ
る。

架橋ポリペプチド鎖の長さの定義

ポリペプチド鎖中の i 番目と j 番目 (i ≤ j) のアミノ
酸残基間の残基長 L を、L = j − i と定義する。しかし
ながら、Cα 原子は、丁度膜表面に存在するとは限らな
い。そこで、架橋鎖のアミノ酸算基長 Lは、以下で説明
するように、膜表面に存在する仮想的な Cα 原子の番号
is を用いて定義した。
先ず、膜表面の位置を z = 2.1nmとし、i 番目のアミ
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ノ酸の Cα 原子の z座標を zαi とする。次に、i′を、C端
側の場合では zαi ≤ 2.1nm < zαi+1 を満たす最大の i、N
端側の場合では zαi+1 ≤ 2.1nm < zαi を満たす最小の i と
する。そして、z = 2.1nmの位置にある仮想のアミノ酸
番号 is を、次式で求める。

is = i′ +
2.1nm − zαi′
zαi′+1 − zαi′

(15)

最終的に、C端側の場合では L = 247 − is、また、N端
側の場合では L = is − 1と定義する。

シミュレーション結果のスケール変換

本研究のシミュレーションは、溶媒の粘性率 η = 8.9×
10−4Pa · s、時間間隔∆t = 10fs、及び、引き抜き速度 vcl =

1.0mm/sという条件の下で実行した。一方、実験で一般
的に用いられる引き抜き速度は、概ね vcl = 1000nm/sで
あり、本研究で用いた値の方が約 1000倍大きい。力の
ピークの大きさ及び出現率は、引き抜き速度に応じて変
化する [12]。それ故、シミュレーション結果と実験結果
の間でそれらを比較する際には、何らかの不都合を生じ
るように思える。
しかし、実は、条件 (η1, ∆t1, vcl

1 )の下で実行したシミュ
レーションの結果は、以下の二つの条件を満たす異なる

表 2: アミノ酸の側鎖、主鎖、及び末端の脂質膜への親和性を表現す
る定数

fragment !U
[kJ/mol]

force
[pN] fragment !U

[kJ/mol]
force
[pN]

Ala -3.5 -17 Phe -14.3 -68
Arg +21.0 +100 Pro -7.0 -33
Asn +9.6 +46 Ser +5.8 +28
Asp +23.9 +113 Thr +4.5 +21
Cys -2.7 -13 Trp -13.4 -63
Gln +6.2 +29 Tyr -9.7 -46
Glu +19.3 +92 Val -8.7 -41
Gly -1.3 -6
His +2.2 +10 N-terminal +9.8 +46
Ile -11.7 -55 C-terminal +27.1 +129

Leu -11.7 -55 >CH-CONH- +12.4 +59
Lys +11.8 +56
Met -6.8 -32 (H bond) (+2.3) (+11)

これらの値は、完全な水環境から完全な膜内環境へ、アミノ酸の側
鎖、主鎖、及び末端を輸送する為に必要な自由エネルギーに相当す
る。fragment列の大文字 3字はアミノ酸の名称を表す。それに対応す
る ∆U 列の値は、その側鎖部分の定数 ∆U sc を表す。fragment 列の
N-terminal, C-terminal,及び>CH-CONH-は、それぞれ、N, C末端及び
主鎖の一単位を表す。それに対応する ∆U 列の値は、その部分の定
数、それぞれ、∆UNterm, ∆UCterm, 及び ∆Upb を表す。これらの定数
値は、Roseman[43]を参考にして、各断片のオクタノール-水分配係数
から導いた。電離する側鎖及び C, N 末端の定数は、水素イオン濃度
の影響 (pH=7.8) を考慮した上で算出した。本研究では、bR の N 末
端はラクタム化されていると想定した。その為に、E1 を Q1 に置換
し、∆UNterm = 0.0 を使用した。各定数の算出方法の詳細は S2 に記
述した。

条件 (η2, ∆t2, vcl
2 )の下で実行したシミュレーションの結

果と同一視できる (具体的な証明は S9を見よ)。

∆t1/η1 = ∆t2/η2 (16)

vcl
1 · ∆t1 = vcl

2 · ∆t2 (17)

この事は、本研究のシミュレーション結果を、η =
0.89Pa · s、∆t = 10ps、及び、vcl = 1000nm/sを用いて
実行された結果と見なせる事を意味する。ここに現れる
粘性率 0.89Pa · sは、脂質膜内の粘性率として概ね妥当
な値である。また、時間間隔 10psは、粘性率 0.89Pa · s
と引き抜き速度 1000nm/sの下でブラウン動力学法に基
づく適切なシミュレーションが行えるような時間間隔で
ある。それ故、筆者は、本研究のシミュレーション結果
において観察された力のピークの高さ及び出現率を、他
者の実験結果と直接的に比較する事は、妥当であると判
断した。

結果

F–D曲線の解析

本研究では bRの強制アンフォールディング実験の計
算機シミュレーションを行った。bRは、C端側から及び
N端側から、それぞれ 128回ずつ引き抜かれた。シミュ
レーションの結果として得られた F–D曲線のうち、32
本を重ね合わせたものを、図 6に示した。(C末端側図
6(A), N末端側図 6(B))。F–D曲線上には、多数の力の
ピークが出現した。F–D曲線に出現した力のピークの位
置と大きさ並びに出現頻度は、以下の手順で解析した。
解析は、C末端側からの引き抜き、及び、N末端側から
の引き抜きについて、それぞれ個別に行った。
先ず、筆者は、全 F–D曲線に出現した力のピークを目

視で判断し、選出した。その結果、C末端側で 918個、
N末端側で 1420個のピークが選出された。S10に、C
末端側、N末端側において観察された F–D曲線から、そ
れぞれ代表的な 6本を選び、選出した力のピークの位置
と共に示した。
筆者は、それぞれの力のピークについて、それを特徴

づける以下の三つの値を調べた。(i) 力のピークの大き
さ、即ち、力の大きさの最大値。(ii)力のピークの距離、
即ち、力の大きさが最大となった時点での膜表面とカン
チレバーの針先間の距離。(iii)力のピークの位置、即ち、
力の大きさが最大となった時点での架橋鎖の残基長。
続いて、全てのピークを、位置と高さに対してプロッ

トした (図 6 (C), (D))。どちらの側でも、点は複数の集
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図 6: (A,B)バクテリオロドプシンの強制アンフォールディングシミュレーションの結果として得られた F–D曲線のうちの 32本を重ね合わせ
て示したもの。C 末端側からの引き抜き (A) 及び N 末端側からの引き抜き (B)。横軸は膜表面とカンチレバーの針先間の距離を表す。縦軸は
膜表面とカンチレバーの針先を繋ぐ架橋ポリペプチド鎖を通して両者の間に働く引力の大きさを表す。一つの F–D 曲線は 10000 個のデータ
を持つが、ここでは 10 ステップごとに平均を取って 1000 点のデータに減少させ、表示した。C 端側、N 端側共に、4 つの大きなピークが出
現している。F–D 曲線の全体の形状は、実験結果と良く似ているように見える。(C,D) 128 本の F–D 曲線から抽出された全ての力のピークの
関係をプロットしたもの。横軸は、ピーク出現時の架橋ポリペプチド鎖のアミノ酸残基数を表す。縦軸は、ピーク出現時の膜とカンチレバー
の間に働く引力の大きさを表す。C末端側からの引き抜き (C)及び N末端側からの引き抜き (D)。点は、複数箇所に密集していた。それらは、
C 及び N 端側で、それぞれ 13 及び 18 個の集団に分かれていた (S11 を見よ)。各グループに含まれるピークの架橋ポリペプチド鎖のアミノ
酸残基数の平均値を、点の密集した場所で表される個別の集団の上部に記した。

団に分かれているように見える。筆者は、目視で検出し
たピークについて、そのピーク位置に対して小さい順に
並べ替えた。その結果、C端側のピークは 13個の集団
に、また、N端側のピークは 18個の集団に分けられた
(詳細は S11を見よ)。
加えて、各ピーク集団に対し、集団内でのピークの位

置、ピークの大きさ、膜表面-カンチレバー間距離につい
て、平均値と標準偏差を計算した。また、各集団のピー
クの個数を調べた (詳細は S12を見よ)。
筆者は、取りあえず、同一の集団に含まれるピークは

全て、同一の障壁によって出現したと想定した。そして、
集団のピーク位置の平均値を、対応するエネルギー障壁
の識別子として用いた (図 6 (C),(D)中に示した)。

ポリペプチド鎖長の頻度のピーク位置

上記の解析手段 (以下では通常の解析手段と表す)は
筆者の目視による判断を含む。それ故、最終的に算出さ
れる障壁位置に、筆者の主観の混入の可能性を残す。こ
の可能性は、以下の方法で排除できる。それは、筆者の
主観の混入が殆どないと考えられる補助的な解析手段に

よって障壁位置を算出し、通常の解析手段の結果と比較
する事である。両者の結果が十分に一致すれば、通常の
解析手段の結果は信頼できるものになる。
本研究では、補助的な解析手段として、次の手法を用

いた。それは、全シミュレーションの全フレームにおけ
る架橋鎖の残基長を算出し、残基長の頻度分布のグラフ
を作成するという方法である。エネルギー障壁に出くわ
すとポリペプチド鎖の抽出は一旦停止し、その障壁を乗
り越えるまで架橋鎖は殆ど同じ残基長を維持する。それ
故、グラフ中に現れる分布のピークは、エネルギー障壁
の位置に対応していると見なせる。この解析手段には、
通常の解析手段では検出しづらいエネルギー障壁の存在
を検出できるという利点もある。解析方法と結果の詳細
は、S12に示した。
図 7において、通常の解析手段と補助的な解析手段の

間で、エネルギー障壁の位置及び出現頻度を比較した。
その結果、通常の解析手段による障壁位置は、補助的な
解析手段による障壁位置にほぼ全て含まれていた。この
事は、F–D曲線上に出現した力のピークの特定、及び、
そのピーク位置の測定に、筆者の主観の混入が殆どな
かった事を意味する。また、補助的な解析手段の結果か
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ら、通常の解析手段によって検出できなかった幾つかの
エネルギー障壁の存在が明らかとなった。
実験では、力のピーク位置を、WLCフィッティング

によって評価する。WLCフィッティングは、F–D曲線
上において力の大きい部分を中心に行われる。つまり、
架橋鎖が十分に引き延されている状態のみが、力のピー
ク位置の評価に使用されている。この意味では、実験的
に用いられた力のピーク位置の解析方法は、本研究の補
助的な解析手段よりも、本研究の通常の解析手段に似て
いる。それ故、以下では専ら通常の解析手段の結果を、
実験的論文で報告されたエネルギー障壁位置との比較の
為に使用する。

エネルギー障壁位置の比較

図 7において、シミュレーション結果におけるエネル
ギー障壁の位置と力のピークの出現頻度を、先行研究の
それらと比較した。C末端側からの引き抜きでは、Sapra
等 [20]、Kessler等 [21]、及び、Voïtchovsky等 [31]に記
載された結果を用いた。N末端側からの引き抜きでは、
Kessler等 [21]、Voïtchovsky等 [31]に記載された結果を
用いた。架橋鎖の残基長の定義は、それぞれの論文及び
本研究のシミュレーション結果の間で、少しずつ異なっ
ている。それ故、障壁位置の評価の基準もまた、それぞ
れの間で少しずつ異なっている。そこで、筆者は、それ
らの障壁位置を絶対的な評価基準に基づいて換算した
(詳細は S14を見よ)。図 7では、換算後の障壁位置が使
用されている。
以下では、障壁位置の比較結果を記述する。力のピーク

の出現率の比較は、ディスカッションの項目に記述する。
筆者は、両者の一致の程度を数量的に評価する為に (詳

細は S15を見よ)、「一致数」を次のように定義した。先
ず、実験結果のとある障壁位置を Lとする。次に、L±3aa
の範囲に、シミュレーション結果の障壁位置が一つ以上
存在するとき、実験結果の障壁位置 Lはシミュレーショ
ン結果の中に一致する障壁位置を持つと定義する。±3aa
とは、実験結果における障壁位置の誤差の範囲 [21]であ
る。最終的に、シミュレーション結果の中に一致する障
壁位置を持つ実験結果の障壁位置の数を、実験結果のシ
ミュレーション結果に対する障壁位置の「一致数」と定
義する。(実験結果の一致数) / (実験結果の全障壁数)は、
C末端側においては、Sapra等の結果では 8/11、Kessler
等では 8/13、そして、Voïtchovsky等では 7/17となった。
また、それらは、N末端側においては、Kessler等では
7/13、Voïtchovsky等では 6/14となった。
加えて、筆者は、シミュレーション結果の障壁位置が

実験結果の障壁位置と偶然に一致する可能性を、次のよ

うに評価した (詳細は S15を見よ)。先ず、1aa∼247aaの
範囲で、シミュレーション結果の障壁位置と同数 (即ち、
C末端側 13個、N末端側 18個)の障壁位置を無作為に選
ぶという試行を考える。次に、一回の試行において、実
験結果の無作為なデータに対する一致数が、シミュレー
ション結果に対する一致数と等しくなるか、それを上回
る確率 pを計算する。その結果、C末端側においては、
Sapra等の実験結果の場合では p = 0.00043、Kessler等
の場合では p = 0.0043、そして、Voïtchovsky等の場合
では p = 0.087となった。また、N末端側においては、
Kessler等の場合では p = 0.15、そして、Voïtchovsky等
の場合では p = 0.37となった。

C末端側では、一致数の観点からみると、シミュレー
ション結果は、Sapra及びKessler等の結果と良く一致し
ている。Sapra等の結果の Kessler 等の結果に対する一
致数は、9個である。つまり、シミュレーションと Sapra
等の間の障壁位置の一致の程度は、Sapra等とKessler等
の間の一致の程度とほぼ等しい。また、シミュレーショ
ン結果が Sapra等及び Kessler等の結果と偶然に一致し
た可能性は十分に小さい事が分かった。シミュレーショ
ン結果と Voïtchovsky等の結果との間には、良い一致は
見出せなかった。

N末端側では、シミュレーション結果中の 75.5∼91.0aa
及び 133.6∼150.5aa の範囲の障壁位置は、Kessler 等の
結果と一致しているように見える。Kessler 等の論文
では 0∼60aa 付近の力のピークは解析されていないの
で、比較はできなかった。シミュレーション結果中の
178.0∼226.8aaの範囲の障壁位置は、Kessler等の結果と
あまり一致していなかった。シミュレーション結果と
Voïtchovsky等の結果との間には、良い一致は見出せな
かった。
シミュレーションの結果と Voïtchovsky 等の結果の

間に良い一致が見出せなかった理由は不明である。
Voïtchovsky等の実験条件は、Sapra等及び Kessler等の
実験条件と比べて塩濃度に違いがある (Voïtchovsky等は
20∼40mM KCl、Sapra等及びKessler等は 300mM KCl)。

アンフォールディング過程

筆者は、シミュレーション結果として可視化された bR
のアンフォールディング過程を詳しく観察した。C末端
側からの引き抜きでは、全ての結果において、bRのア
ンフォールディング過程は大きく 4つの部分に分かれて
いた。そして、bRは、ヘリックス G&F、E&D、C&B、
そして、Aの順序でアンフォールドした。N末端側から
の引き抜きでは、128中の 121の結果において、bRの
アンフォールディング過程は大きく 4つの部分に分かれ
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図 7: (A, B)バクテリオロドプシンの強制アンフォールディングにおいて出現したエネルギー障壁の出現位置の比較。C末端側からの引き抜き
(A)及び N末端側からの引き抜き (B)。横軸はエネルギー障壁の位置、即ち、ピーク出現時の架橋ポリペプチド鎖のアミノ酸残基数 (ピークの
位置) を表す。線上の印は、力のピークが出現した位置を示す。印の上部の数値は、詳細なピーク位置である。’chain length frequency ’の行
は、架橋ポリペプチド鎖長の頻度分布の解析 (詳細は S13を見よ)から見出された障壁位置である。この軸上の印の違いは、頻度の違いに対応
している。黒四角は高、白四角は中、小白四角は低である事を表す。’force peaks group’の行は、シミュレーションによる F–D 曲線上に出現
したそれぞれのピーク集団の平均による障壁位置である。この軸上の印はピークの出現率を表現している。出現率 x に対して、x < 30% を
小白丸、30% ≤ x < 90% を大白丸、90% ≤ x を大黒丸で表した。シミュレーション結果、並びに、それぞれの実験結果の間で、エネルギー
障壁位置の定義は少しずつ異なる。そこで本研究では、それ等の結果を一つの基準に基づいて換算した (詳細は S14 を見よ)。図中には、筆者
が換算した障壁位置が使用されている。C 端側の比較では、Sapra et al., Kessler et al.,及び Voïtchovsky et al. の実験結果を使用した。N 端側で
は、Kessler et al. 及び Voïtchovsky et al. の実験結果を用いた。Sapra et al. 及び Kessler et al. の行の黒丸、白丸、小白丸の記号は、’force peaks
group ’の行の記号と同じ意味を表す。Voïtchovsky et al. の欄の白ダイヤ印は、障壁位置のみを表す。’chain length frequency ’と ’force peaks
group ’の欄の間では、障壁の位置とその出現頻度は良く対応している。この事は F–D 曲線上のピークの選定において、筆者の主観的な影響
が殆ど無かった事を表す。C 端側の比較では、’force peaks group ’に示された障壁位置は、Sapra et al. 及び Kessler et al. の位置と、全体的に
良く一致している様に見える。N 端側の比較では、’force peak group ’の障壁位置は、Kessler et al. の行の 75aa∼151aa の範囲において良く一
致している様に見える。

ていた。これらの場合では、bRは、ヘリックス A&B、
C&D、E&F、そして、Gの順序でアンフォールドした。
しかし、7つの結果では、ヘリックス Eの強制的なアン
フォールドに先立って、ヘリックス F&Gが自発的にア
ンフォールドし、膜から飛び出た。
次に、筆者は、力のピークが出現したときにおける脂

質膜内でのポリペプチド鎖の構造を調べた。その結果、
ほとんどの場合において、力のピークの位置が同じで
あれば、脂質膜内でのポリペプチド鎖の構造もまた部分
的に同じである事が分かった。ここで言う部分的とは、
ヘリックス対のアンフォールディングの場合ではそのヘ
リックス対を、単独のヘリックスのアンフォールディン
グの場合ではその単独のヘリックスの事を意味する。力
のピークの出現に伴って現れるポリペプチド鎖の特定の

構造は、エネルギー障壁の形成に関与していると考えら
れる。
更に、筆者は、力のピークの出現パターンを調べた。

つまり、個別のシミュレーション結果について、ヘリッ
クス対や単独のヘリックスがどのような段階を経てアン
フォールドするのかを調べた。そして、それらの結果を、
それぞれのヘリックス対や単独のヘリックスのアンフォー
ルディング過程ごとに、纏めた (詳細は S16を見よ)。
最終的に、C末端側のアンフォールディング過程につ

いて、上記の観察を纏めたものを図 8に示した。また、
N末端側についてのものを図 9、及び、図 10に示した。
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は、その段においてアンフォールドする部分の初期構造を表す。また、一番右端の図は、その部分のアンフォールド後の状態を表す。両図の
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た障壁は、点線の枠で囲って区別した。
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N末端側からの引き抜きで観察された強制アンフォー
ルディング過程は、大きく分けて以下の二つの事例が存
在した。(i) アンフォールディング過程が、ヘリックス
AB, CD, EF,及び Gという四つの部分に分かれている事
例であり、121の結果がこの事例に属した。(ii)ヘリック
ス Eのアンフォールディングに先立ってヘリックス F及
びG、並びに、ループ FGが、自発的に基板側の膜外に
引き抜ける現象が見出される事例であり、7つの結果が
この事例に属した。この事例では、アンフォールディン
グ過程は、ヘリックス AB, CD,及び EFGという三つの
部分に分かれていると捉える事が出来る。

N末端側からの引き抜きでは、強制アンフォールディ
ング過程を二つの図に分けて示した。図 9 では、アン
フォールディング過程全体をヘリックス AB, CD, EF,及
びGという四つの部分に分けて図示した。この図の作成
には、(i)の事例の全ての結果と (ii)の事例のヘリックス
AB及び CDのアンフォールディング過程の結果を使用
した。図 10には、(ii)の事例のヘリックス EFGのアン
フォールディング過程を図示した。この図の作成には、
(ii)の事例のヘリックス EFGのアンフォールディング過
程の結果を使用した。

考察

AFM を用いて膜タンパク質を脂質膜から引き出し、
強制的にアンフォールディングさせる実験では、F–D曲
線が計測される。本研究は、F–D 曲線上に多数の力の
ピークが出現する仕組みを解明する事を目的とした。そ
して、この目的の為には、強制アンフォールディング経
路中にエネルギー障壁が形成される仕組みを解明する必
要があると考えた。
筆者は、障壁形成の仕組みを解明する為には、障壁の

位置を支配する相互作用を調べる事が重要であると考え
た。そこで、これを調査する為に、独自のシミュレーショ
ンモデルを構築し、bRの強制アンフォールディングの
シミュレーションを行った。その結果、障壁位置を支配
する相互作用が明らかとなった。
筆者は、障壁位置以外の要素についても、上記で行っ

たシミュレーションの結果を実験結果と比較した。その
結果、上記のシミュレーション結果を用いて障壁形成の
仕組みを議論できると判断した。そして、障壁形成の仕
組みを、強制アンフォールディング経路と共に、明らか
にした。更に、これらの結果を用いて、経路中の分岐の
行き先の比率を決定する仕組みについて考察した。

障壁位置を支配する相互作用

本論文では、障壁の位置を支配する相互作用について、
先行研究を調査し、考察した (イントロダクションを見
よ)。そして、その相互作用は、アミノ酸残基の脂質膜
に対する親和性、及び、αヘリックス構造の形成に関与
する主鎖間の水素結合であると推測した。以下ではこれ
らを相互作用Xと表す。また、筆者は、障壁位置を支配
する相互作用は、平衡状態において膜タンパク質を安定
化させている相互作用に含まれていると推測した。それ
故、障壁位置を支配する相互作用とは、平衡状態におい
て評価した場合の相互作用 Xであると考えた。以下で
はこれを相互作用 Xeq と表す。

Popot等は、平衡状態における膜タンパク質のエネル
ギー的な安定性を説明する二段階モデルを提唱している
[13, 14, 15, 16]。このうち一段階目は、水中でランダム
コイル構造にあるポリペプチド鎖が個別に安定な膜貫通
へリックスを形成する段階である。二段階目は、形成さ
れた膜貫通 αヘリックスが互いに会合して三次構造を形
成する段階である。相互作用Xeqは、一段階目に関与す
る相互作用に、丁度等しい。それ故、本研究では、「エ
ネルギー障壁の位置は、主に、二段階モデルのうちの一
段階目に関与する相互作用が決定する」という仮説を立
てた。そして、この仮説を検証する為に、独自のシミュ
レーション系を構築し、bRの強制アンフォールディン
グのシミュレーションを行った。
本研究に用いるシミュレーション系は以下の手順で構

築した (詳細はマテリアル&メソッド及び S1、S2 を見
よ)。先ず、長時間のシミュレーションが可能なポリペプ
チド鎖の粗視化モデルを使用した。そして、一段階目の
相互作用、即ち、相互作用 Xeqを、相互作用ポテンシャ
ルとしてシミュレーション系に取り入れた。しかし、二
段階目の相互作用、即ち、膜貫通 α ヘリックス間の特
異的な相互作用は取り入れなかった。シミュレーション
系に与えた相互作用ポテンシャルに含まれる全ての定数
は、他の分子力場並びに膜タンパク質の安定性に関する
物理化学的現象から導出した。シミュレーション系の時
間発展には、ブラウン動力学法を使用した ([45]及び S4、
S5)。
構築したシミュレーション系が強制アンフォールディ

ングのシミュレーションに使用できるという事を、以下
の手順で検証した。先ず、引き抜きを行わないシミュレー
ションを行った (S6を見よ)。その結果、bRの 7本の膜
貫通 αヘリックスが、個別に安定に存在できる事が確か
められた。この事は、シミュレーション系において、二
段階モデルのうちの一段階目の安定性が適切に再現され
た事を意味する。次に、適切な引き抜き速度を選ぶ事に
よって、ポリペプチド鎖の移動に伴って生じる摩擦力が
F–D曲線に及ぼす影響を十分小さくできるという事を確
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うな場合の経路を示す。図の説明は、図 9 と同様である。図の一番左側は、ヘリックス E に先立ってヘリックス G&F がアンフォールドした
状態を示す。178.0aa, 184.1aa, 197.6aa のピークは、自発的アンフォールディングが起きなかった経路では出現せず、注目に値する。133.6aa,
145.1aa, 147.7aa, 150.5aa, 204.4aa, 211.8aa, 218.8aa, 226.8aa, 233.1aa の各障壁の出現と、その構造は、自発的アンフォールディングが起きな
かった経路と変わりがないように見えた。

認した (S7を見よ)。更に、ポリペプチド鎖の粗視化モ
デルの伸張特性は、現実のポリペプチド鎖のそれと大き
な違いが無いという事を確認した (S8を見よ)。これら
の事は、シミュレーション結果として算出した F–D曲
線を、実験結果と同様に扱う事ができるという事を確か
にする。
その後、bRを C末端側から、及び、N末端側から引

き抜くシミュレーションを、それぞれ 128回ずつ行った。
そして、得られた F–D曲線上に出現した力のピークを解
析した。さらに、強制アンフォールディング経路上に形
成されたエネルギー障壁の位置を求めた (結果及び S10,
S11, S12, S13を見よ)。加えて、それらの障壁位置を、実
験結果の障壁位置 [20, 21, 31]と比較した (図 7及び S14
を見よ)。その結果、シミュレーション結果の障壁位置
は、実験結果の障壁位置を非常に良く再現している事が
分かった (S15を見よ)。
さらに、一段階目の相互作用のみを取り入れたシミュ

レーションによって、実験的に観察される障壁位置の大
部分を再現できる事が分かった。それ故、一段階目の相
互作用はエネルギー障壁の位置の決定に非常に大きく関
与していると結論できる。
本研究では、二段階目の相互作用を考慮したシミュ

レーションは行っていない。既に、二段階目の相互作用
が障壁位置の決定に関与しなさそうである事は、イント
ロダクションにおいて説明した。加えて、以下の考察か
ら、障壁位置への二段階目の相互作用の関与の程度は小
さいと結論できる。先ず、一段階目の相互作用のみで、
実験結果の障壁位置の大部分が再現されたという事に
注目する。この事から、一段階目と二段階目の両方の相
互作用が関与して始めて形成されるエネルギー障壁とい
うものは、あったとしても少数であると考えられる。次

に、「二段階目の相互作用だけを取り入れたシミュレー
ションによっても、実験結果の障壁位置の大部分が再現
される」という命題について考える。この命題は、真で
はなさそうである。もし、命題が真ならば、次の事が導
かれる。それは、二段階目の相互作用のみによって形成
される障壁の位置の大部分が、一段階目の相互作用のみ
によって形成される障壁の位置と一致するという事であ
る。しかし、一段階目と二段階目の相互作用は、互いに
異なる相互作用である。互いに異なる相互作用によって
形成される障壁の位置の大部分が互いに一致するという
事は、なさそうに思える。それ故、二段階目の相互作用
のみによって実験結果と一致する位置に障壁が形成され
るという事は、あったとしても少数であると考えられる。

シミュレーションと実験結果のその他の一致点

障壁位置を支配する相互作用こそが、エネルギー障壁
を潜在的に形成すると考えられる。前セクションの結果
は、障壁位置を支配する相互作用が、二段階モデルのう
ちの一段階目に関与する相互作用である事を示してい
る。また、本研究で行ったシミュレーションは、一段階
目の相互作用を考慮している。それ故、本研究のシミュ
レーションの結果を用いて、エネルギー障壁が形成され
る仕組みを議論できそうである。この議論を確かなも
のにする為には、シミュレーション中で観察されたエネ
ルギー障壁の形成の仕組みが、現実の仕組みを十分に再
現している事を確かにする必要がある。その為には、シ
ミュレーション結果と実験結果の間で様々な要素を比較
すればよい。両者の間で一致している要素が多ければ、
障壁形成の仕組みもまた一致していると考えられる。そ
して、シミュレーションに考慮した一段階目の相互作用
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が、現実においてエネルギー障壁を形成している相互作
用のうちの大部分を占めていると考えられる。
既に議論したように、シミュレーションのエネルギー

障壁の位置は、実験結果の位置の大部分を良く再現して
いる。また、シミュレーション結果の F–D曲線の全体
的な形状は、実験結果を良く再現している。C末端側か
らの引き抜きのシミュレーションでは、全ての結果にお
いて、bRはヘリックス G&F、E&D、C&B、そして、A
の順序でアンフォールドした。また、N末端側からの引
き抜きのシミュレーションでは、ほとんどの結果におい
て、bRは、ヘリックス A&B、C&D、E&F、そして、G
の順序でアンフォールドした。これらの結果もまた、実
験結果 [9, 21]と一致している。
力のピークの大きさや出現率を比較する場合には、注

意が必要である。なぜなら、それらは引き抜き速度に
影響されるからである。本研究の bR の引き抜き速度
(vcl = 1mm/s)は、実験において用いられる速度 (vcl =

1000nm/s)と大きく異なる。そこで、本論文では、シミュ
レーション結果のスケール変換について考察した (マテ
リアル&メソッドを見よ)。その結果、スケール変換の解
釈を使用すると、本研究のシミュレーションの結果にお
ける力のピークの大きさや出現率を、実験結果と直接的
に比較する事は妥当だと分かった。それ故筆者は、力の
ピークの大きさと出現率について、シミュレーション結
果と実験結果の間で比較した。
比較の結果、全体的な力のピークの大きさは、概ね再

現されている事が分かった。実際、実験結果 [12]のうち
引き抜き速度 vcl = 1310nm/sにおいて観察された力の
それぞれの力のピークの平均値は、概ね 50∼150pNの範
囲に分布している。そして、シミュレーション結果にお
いて、各々の力のピークの平均値は、概ね 50∼100pNの
範囲に分布している (S12を見よ)。また、出現率がほぼ
100%となる力のピークの位置は、シミュレーション結
果と実験結果の間に対応関係が見られた。
以上の比較の結果から、筆者は、本研究のシミュレー

ション結果を用いてエネルギー障壁の形成の仕組みを考
えて良いと判断した。
個別の力のピークの大きさや出現率については、シ

ミュレーション結果と実験結果の間で、定量的な対応関
係が見られなかった。この事の一つの原因として、シミュ
レーションに二段階目の相互作用を考慮しなかったとい
う事が考えられる。

相互作用と力の関係

本研究では、アミノ酸残基の脂質膜に対する親和性、
及び、αヘリックス構造の形成に関与する主鎖間の水素

結合を、相互作用ポテンシャルとしてシミュレーション
に取り入れた。そこで、エネルギー障壁の構造を議論す
る前に、これらの相互作用ポテンシャルによってポリペ
プチド鎖に働く力について説明する。
脂質膜界面領域では、膜内部の脂質コア領域から膜外

部の水領域へ向けて、疎水性環境から親水性環境へと
変化している。そして、疎水性分子は、親水性の環境に
存在するときよりも、疎水性環境中に存在するときの方
が、系全体の自由エネルギーは低下する。それ故、膜界
面領域に存在する疎水性の分子は、膜内方向への熱力学
的な力を受ける。親水性の分子の場合はこの逆である。
ポリペプチド鎖は巨大な分子である為、本研究では、こ
れを主鎖の単位、側鎖、末端の分子断片に区分し、各分
子断片ごとに脂質膜との相互作用ポテンシャルを与え
た。各分子断片に働く力の大きさは、膜界面領域の中央
(z=1.75nm, -1.75nm)において、最大に達する。この力
の最大値は、典型的な疎水性側鎖であるロイシン側鎖で
は、膜内方向へ 55pNとなる。また、典型的な親水性側
鎖であるアスパラギン側鎖では、膜外方向へ 46pNとな
る。電離する側鎖にも膜外方向への力が働き、その大き
さの最大値は、アスパラギン酸側鎖において 113pNに
達する。主鎖の単位には膜外方向への力が働くが、その
大きさは水素結合の状態によって変化する。水素結合を
していない主鎖の単位では、その最大値は 59pNとなる。
しかし、αヘリックス構造を形成しているポリペプチド
鎖中に含まれる主鎖の単位の場合では、その最大値は
11pNに減少する。各分子断片に働く力の大きさの最大
値は、表 2に示した。
主鎖間の水素結合の引力的部分を表現する相互作用

ポテンシャル (式 10) は、hboi 点と hbhi+4 点の間に引
力を及ぼす。この引力の大きさは、二点間の距離 rhb

i が
rhb

0 /3 = 0.0833nmとなるとき最大となり、脂質膜中では
294pN、水中では 103pNとなる。脂質膜中での主鎖間の
水素結合の力の大きさは、膜界面で側鎖や主鎖の単位に
働く力の大きさに比べて、非常に強い。しかしながら、
一つの水素結合の障壁の幅は薄く (概ね rhb

0 = 0.25nmと
考えられる)、また強制アンフォールディングは非常に
ゆっくり行われる (∼1s)。それ故、水素結合を崩壊させ
る為に必要な外力の大きさは、熱運動によって大きく低
下させられると考えられる。

エネルギー障壁の形成の仕組み

エネルギー障壁の形成の仕組みは、シミュレーション
結果の中に再現されていると考えられる。筆者は、C末
端側の力のピークについて、ピーク出現時の膜内のポリ
ペプチド鎖の構造を調べ、形式 I∼Xに分類した。同時
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図 11: エネルギー障壁が形成される仕組みの形式、及び、形式間の遷移過程。シミュレーション結果において見出されたエネルギー障壁の形
成の仕組みを、ポリペプチド鎖の構造に基づいて 10個の形式 (I∼X)に分類した。Ext.は引き抜かれた状態を表す。(A)は、ヘリックス対の場
合に形成されるエネルギー障壁の形式 (I∼VI) を示す。(B) は、単独のヘリックスの場合に形成されるエネルギー障壁の形式 (VII∼X) を示す。
図中の膜界面付近においてのみ、ポリペプチド鎖中の疎水性のアミノ酸を白丸で、親水性のアミノ酸を灰色の丸印で表示した。図中のポリペ
プチド鎖の構造、アミノ酸の性質、及び形式間の遷移は、シミュレーション結果において観察された平均的かつ代表的なものである。それ故、
具体例 (図 8及び図 9) とは完全には一致しない。C 末端側の引き抜きで観察された力のピークと、それらを引き起こすエネルギー障壁の形
成形式の間の対応関係は、次の通りである。I:24.4aa, 145.6aa; II: 90.2aa, 151.6aa; III: 35.0aa-B, 158.0aa; IV: 54.0aa∗, 118.9aa∗, 174aa∼188aa∗; V:
43.1aa∗, 96.2aa, 106.3aa, 165.8aa∗, 171.3aa; VI: 35.0aa-A; VII: 213.2aa; VIII: 217.4aa; IX: 225.8aa, 227.9aa, 231.0aa-B; X: 231.0aa-A. N 末端側に
おけるピークと障壁形式の対応関係は、次の通りである。I: 9.8aa, 75.5aa; II: 12.1aa, 16.1aa, 83.7aa, 133.6aa; III: 23.6aa, 89.1aa, 91.0aa, 145.1aa,
147.7aa, 150.5aa; IV: 45.7aa, 53.9aa*, 105.7aa*; V:該当無し; VI:該当無し; VII: 184.1aa*; VIII: 204.4aa; IX: 211.8aa*, 218.8aa, 226.8aa, 233.1aa*,
178.0aa, 197.6aa; X:該当無し。ここで ∗ 印は、架橋ポリペプチド鎖の残基長の頻度解析のみにおいて観察されたエネルギー障壁位置である事
を意味する。

に、膜界面領域に存在するアミノ酸の性質を調べ、型式
の分類と共に図 11に図示した。型式 I∼VIについては、
説明の為に構造中の一部分に a∼tの標識を付記した。C
末端側を調査した理由は、障壁位置の再現に有意性が
認められたからである。ただし、N末端側でも、ピーク
39.9aaをのぞき、全てのピークは、図 11の形式 I∼Xの
どれかに分類できた。
図 11(A)は、ヘリックス対のアンフォールディング過

程において観察された障壁の構造を示す。筆者は、ピー
ク出現時のポリペプチド鎖の構造と、膜界面領域でポリ
ペプチド鎖に働く力から、障壁形成の仕組みを考察した。
以下の文中において pNで表された力の大きさは、脂質
膜界面の中央における最大値を意味する。
形式 Iでは、a部分と c部分が、引き出し力に対抗す

る。a 部分には、疎水性の残基 (種類で言えば Ile, Leu,
Phe, Trp, Tyr及びVal)が頻繁に存在する。これらの側鎖
は、膜内方向へ約 60pN程度の力を発揮する。また、a
部分の主鎖は水素結合を形成している。そのような主鎖
の単位は膜外方向へ、最大でも 11pNの力しか発揮しな
い。その結果として、a部分は正味として膜内方向へ働
く力を発揮する。a部分で打ち消されなかった引き抜き
力の残りの部分は、強固なヘリックス構造を持つ b部分
を通して、確実に c部分に伝えられる。c部分では、ヘ

リックスを形成した疎水性残基の部分に、親水性残基が
隣接している。c部分の親水性残基は、膜外方向への力
を発揮する。特に、Glu, Arg及びAsp側鎖では、その力
の大きさは約 100pN程度となる。a, cの両部分に働く力
は、協同して引き出し力に抵抗する。
形式 IIでは、主に i部分が引き抜き力に抵抗する。f

部分は、疎水性の残基を多く含み、且つ、引き延された
状態にある。この場合、側鎖に働く力は、主鎖の単位に
働く力 (膜外方向へ 59pN)によって殆ど打ち消される。
それ故、f部分が発揮する正味の力は殆どない。その結
果、架橋鎖から及ぼされる引き抜き力は、g部分及び h
部分を通して、そのまま i部分に伝えられる。h部分で
は、脂質膜中で主鎖間の水素結合を切断するのが困難で
あるが故に、へリックス構造が保たれている。i部分は、
c部分と同様にして、引き抜き力に抵抗する。
形式 IIIでは、主に l部分が引き抜き力に抵抗する。j

部分は、f部分と同様に、殆ど抵抗力に寄与しない。そ
れ故、引き抜き力は、k部分を通して l部分へ直接伝え
られる。l部分は、親水性の大きな残基を含み、且つ、引
き延された状態にある。この場合、側鎖と主鎖の単位に
働く力が足し合わされる事になる。Glu, Arg及びAsp残
基では、一つの残基だけでも膜外方向へ 160pNの力を
発揮し、引き抜き力に対抗する。
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パターン IVでは、従属ヘリックスがカンチレバー側
の界面に横たわって存在し、n部分に多く含まれる疎水
性のアミノ酸側鎖が、膜内方向への力を発揮している。
このとき、主鎖間には水素結合が形成されているから、
主鎖が発揮する膜外方向への力は弱い。本研究では、パ
ターン IVは、C端側 45.7aaのピークを除き、架橋鎖の
頻度統計の結果のみにおいて観察された。
パターンVは、二種類の形成状態がある。一方は、直

結ヘリックスのカンチレバー側がアンフォールドし、従
属へリックスはその構造を保ちながら傾いて存在してい
る状態である。他方は、直結へリックスは殆ど引き抜け
た後、従属ヘリックスの中間部分が二つに折れ曲がり、
e部分であった部分が直結へリックスの一部 (o及び p部
分)のように振る舞う場合である。折れ曲がり部分には
プロリンが見られる事が多い。また、この場合では、従
属へリックスのカンチレバー側のループが、従属へリッ
クスにいくらか加わる様子が見られた。o部分は、a部
分と殆ど同じ力を発揮していると考えられるが、パター
ンVでは、パターン Iの様に二カ所の抵抗力が連動して
働くという事が無いので、ピークの大きさは 30∼50pN
程度となっている (C端側 106.3aa, 171.3aa)。
パターンVIでは、直結ヘリックス、及び、従属ヘリッ

クスのカンチレバー側の部分がアンフォールドしている。
その結果、e部分が t部分に、また、c部分と b部分の
一部が、r部分及び s部分となっている。この状態は、C
端側 35.0aa-Aのみにおいてはっきりと観察された。抵
抗力の発生の様子は、パターン Vとほぼ同一であると
考えられる。
型式 IV, V及び VIでは、それぞれ、n部分、o部分及

び r部分の疎水性残基によって作られる、それほど強く
ない抵抗力しか存在しない。その結果として、これらの
型式の構造を持つ障壁は、シミュレーションにおいては
殆ど観察されないか、非常に小さいピークを出現させる
にとどまったと考えられる。しかし、現実においては、
これらの型式がより大きなピークを形成する事は、十分
に考えられる。なぜなら、実際にポリペプチド鎖は膜界
面領域に特異的な吸着を示し [49]、また、芳香族側鎖も
膜界面領域に特有の吸着を示す [50]からである。
図 11(B) は、最後に残った単独のヘリックスのアン

フォールディング過程において見出された障壁構造を示
す。それらは、共役へリックス (架橋ポリペプチド鎖に
直結したヘリックスに膜外ループを介して結合している
膜貫通ヘリックスを指す)を伴わない事を除き、ヘリッ
クス対において観察された障壁の構造とほぼ同様である
と考えられる。即ち、形式 VII, VIII及び IXは、それぞ
れ、形式 I, II及び IIIに対応し、形式 Xは、形式 Vまた
は VIに対応する。

エネルギー障壁間の遷移過程

筆者は、エネルギー障壁の構造と障壁間の遷移過程 (本
文中の図 8, 9)、及び、それらの構造を崩壊させる為に必
要な力 の大きさ (本文中の図 6)から、強制アンフォー
ルディング過程を推測した。ここで、注意しなければな
らない事は、エネルギー障壁の乗り越えには、熱運動に
よる確率的な影響が含まれているという事である。それ
故、引き抜き速度が遅いほど、乗り越えに必要な力は小
さくなる。そこで、本研究では、引き抜き速度 vにおい
て各部分を強制的にアンフォールディングさせる為に必
要な力の大きさを、引き抜き速度 vにおける各部分の強
制アンフォールディングに対する強度、または単に強度
として言及し、以下の議論で使用する。また以下ではパ
ターン間の遷移を矢印 (→)で示す。本文章中のパターン
I∼X、及び、部分 a∼tは、本文中の図 9と同じである。
対となったヘリックスのアンフォールディングは、概

ね、I→ II→ III→ IV→ Ext.の順番で起こる。代表的な
例は、C端側における 145.6aa→ 151.6aa→ 158.0aa→
171.3aa→ Ext.の遷移である。パターン Iにおいて、a, b,
cの各部の強度が a<b<cの関係にある場合、最初に aが
アンフォールディングし、架橋鎖はたわみ、その結果、
引き抜き力は低下する。更に、疎水性のアミノ酸が連続
した部分がカンチレバー側の界面にやってくると、b部
分のアンフォールディングは途中で停止する。この結果、
I→ IIの遷移が引き起こされる。各部の強度が b<a<cの
関係にある場合、aの直後に、b, c部分もアンフォール
ディングするが、c部分はその場にとどまって l部分と
なり、その結果、I → III の遷移となる。各部の強度が
b"c<aの関係にある場合、aの直後に b, cもアンフォー
ルディングして引き抜け、I→ IVの遷移となる。特に、
b"c«aである場合、aのアンフォールドの直後にヘリッ
クス対は全てアンフォールドし、I→ Extの遷移となる。
従属ヘリックスが途中で折れ曲がると、e部分が直結へ
リックスのようになり、I→ Vの遷移となる。折れ曲が
りは、ヘリックス中にプロリンが存在する部分で起こっ
ているようであるが、プロリンが存在しない場合でも観
察された。各部の強度が c<b"aの関係にあり、d部分の
疎水性が十分に大きいときには、a部分のアンフォール
ドの後、c部分は b部分と共にカンチレバー側へ移動し、
それと共に従属へリックスは回転する。そして、b部分
は疎水性のアミノ酸が連続する部分までカンチレバー側
がアンフォールドし、I→ Vの遷移となる。d部分の疎
水性が小さいときには、a部分のアンフォールドに引き
続いて起こる b, c部分のカンチレバー側への移動によっ
て、従属ヘリックスにカンチレバー方向の力が加えられ、
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d部分も崩壊し、I→ VIの遷移となる。
パターン IIにおいて、h部分と i部分の強度が h<iの

とき、II→ IIIの遷移となる。i<hの場合には、I→ IV, I
→V, I→ Extと同じような仕組みで II→ IV, II→V, II→
Extの遷移が起こる。

m部分に強い親水性のアミノ酸が複数含まれ、k部分
に疎水性のアミノ酸が連続する領域が多数含まれている
場合、パターン IIIのエネルギー障壁は、隣接して複数
作られ、その結果、III→ IIIの遷移となる。そして、そ
のような障壁を段階的に超えた後、I → IV, I → V, I →
Extと同じような仕組みで III→ IV, III→ V, III→ Extの
遷移が起こる。
パターン IV は、本研究では殆ど一度に崩壊したが、

稀に多段階で崩壊する場合も観察された。
パターン Vは、qの親水性が強いとき V→ IVとなる

と考えられ、そうでなければ V→ Extとなる。
パターン VIは、本研究では一度に崩壊し、VI→ Ext

が観察された。　単独の膜貫通ヘリックスのアンフォー
ルディング過程は、従属へリックスが存在しないこと以
外、対となったヘリックスのアンフォールディング過程
とほぼ同じである。

エネルギー障壁の大きさと幅

エネルギー障壁の高さと幅は、引き抜き速度を変化さ
せた実験によって調べられている。しかし、シミュレー
ションで観察されたパターン I, IIIのエネルギー障壁につ
いては、その構造から高さと幅を推測する事は可能であ
る。その結果は、以下のように実験結果と概ね一致する。
型式 Iのエネルギー障壁の大きさを、a部分の 4つの

疎水性側鎖が水中に引き出される事に伴う相互作用ポ
テンシャルの変化量として算出するなら、それは、概ね
19kbT となる。同様に、型式 IIIの障壁の大きさを、c部
分の一つの荷電性側鎖とそれに隣接する二つの主鎖の単
位が膜中に引き込まれるときの自由エネルギー変化量と
して算出するなら、それは、概ね 18kbT となる。これら
の値は、bRの測定結果から算出された自由エネルギー
障壁の大きさ、概ね 19∼33kbT 程度 ([51], Supplementary
material, Table 2S)と概ね等しいか、幾らか小さい程度
である。
また、型式 I, IIIのエネルギー障壁の構造を考慮する

と、本研究のエネルギー障壁の幅は、概ね界面の厚さ、
つまり、0.7nm程度と考えられる。この値は、bRの測
定結果から算出された値、概ね 0.27∼0.78nm程度 ([51],
Supplementary material, Table 2S)に大体等しい。

アンフォールディングの経路

本研究で観察されたヘリックス対のアンフォールディ
ング経路は、大きく三つに分けられた。一つ目は、型式
VIの障壁を含む経路である (図 11(A)の点線の経路)。こ
の経路では、二つのヘリックスは共にカンチレバー方向
へ移動しながらアンフォールディングする。二つ目は、
型式 II,III,および IVの障壁を含む経路である (図 11(A)
の黒色の実線で表した経路)。この経路では、共役ヘリッ
クスは膜貫通状態を維持し、直結へリックスのみが段階
的に解ける。三つ目は、型式Vの障壁を含む経路である
(図 11(A)の灰色の実線で表した経路)。この経路では、
直結へリックスは段階的にアンフォールディングする。
そして、共役へリックスはヘリックス構造を維持するが、
直結ヘリックスのアンフォールディングと共に、脂質膜
に垂直な軸に対して次第に傾く。
図 11では、一つだけの障壁を回避するような経路の

描画を省いた。しかしながら、力のピークが観察されな
かった事は、障壁を回避する経路が選択された事を意味
しているかどうかは分からない。アンフォールディング
経路上で二つのエネルギー障壁が隣接している状況を考
える。ここで、先立つ障壁が大きいならば、アンフォー
ルディングが引き続く障壁に遭遇するときまで、架橋鎖
は大きな張力を保持し得る。さらに、引き続く障壁大き
さが小さい場合、この障壁は F–D曲線に力のピークの
痕跡を残す事無く乗り越えられ得る。
また、本研究の結果から次のような事が推測できる。

異なる形成の仕組みを持つ障壁が、ほぼ同じ位置にエネ
ルギー障壁を出現させるという事があり得る。このよう
な場合、障壁の大きさは、異なり得る。実際、本研究で
は、C端側 35.0aa-A、及び、35.0aa-Bにおいてその様子
が観測された。本研究では、35.0aa-Bのピーク (50∼75pN
付近の少数の点)の大きさは、35.0aa-Aのピーク (図 6左
下図 35.0aaのピークの 15∼35pN付近の多数の点)のそ
れと比べて、明らかに大きい。だから、実験において、
同一の位置に出現したピークの大きさの分布が二つの集
団に分かれている場合、異なる型式を持つ二種類の障壁
が存在する事が考えられる。

経路の分岐と行き先

アンフォールディング経路の分岐点は、どこに存在し
ているのだろうか。シミュレーション結果のアンフォー
ルディング過程および図 11のエネルギー障壁の構造は、
エネルギー障壁の部分的な崩壊の仕方によって分岐先が
決められると言う事を示している。それ故、分岐点は、
障壁の頂点付近に存在すると考えられる。
アンフォールディング経路の分岐の比率には、様々な
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相互作用が関与すると考えられる。例えば、先立つ障壁
を乗り越える直前の力の大きさ、並びに、架橋ポリペプ
チド鎖の残基長等が考えられる。分岐比率を決定してい
る仕組みは、今後の研究課題である。

結果及びモデルの問題点

本研究のシミュレーション結果と実験結果の間で、ピー
ク位置が一致しない部分が存在する事や、ピークの高さ、
及び、出現率が正確に再現されなかった理由として、以
下の事が考えられる。
本研究では、アミノ酸の脂質膜への親和力は、オクタ

ノール－水分配係数から導いた。しかし、オクタノール
は、実際の脂質膜よりも疎水性が弱いと考えられる。こ
の結果として、本研究では、基板側のループ部分に存在
する親水性のアミノ酸によって形成されるエネルギー障
壁 (本文中の図 11のパターン III)の大きさを、実際より
も幾らか小さく見積もっている可能性がある。そして、
この事は、パターン IIIによって出現するピークの大き
さや出現頻度の再現性に、不正確さを与えている可能性
がある。
また、本研究では、脂質膜中の粘性率が場所によらず

均一であると考えたが、現実ではそうでないと考えられ
る。この事もピークの高さや出現頻度に影響するだろう。
高さが ∆G∗、幅が xu であるようなエネルギー障壁を、
負荷速度 r f において乗り越える場合、最も高い頻度で
観察される力のピークの大きさ、F∗、は、以下の式で表
現される [20]。

F∗ =
∆G∗

xu
− kbT

xu
ln
(

kbT
xuτDr f

)
(18)

ここで、kb はボルツマン定数、T は絶対温度、そして、
τD は系の運動の特徴的な拡散時間である。この τD の値
は、ヘリックス間のパッキングや、脂質との相互作用に
よって変化する可能性がある。また、τD の影響は、シ
ミュレーション中に粘性率として考慮されていると考え
られる。それ故、一定の粘性率という想定を通して τD
の値を一定としてしまった事が、力のピークの大きさの
再現性の不正確さとしてシミュレーション結果に現れて
いる可能性がある。
それ以外に、エネルギー障壁の形成に影響を与えうる

問題点として、以下の三つが挙げられる。(i)アミノ酸
の膜界面へ吸着性 [49]、及び、芳香族側鎖の特異的な膜
界面へ吸着性 [50]を考慮しなかった事。(ii)主鎖、側鎖
の原子間の立体反発力による二面角の制限、及び、主鎖
の二面角ポテンシャルを、考慮しなかった事。(iii)膜内
での水素結合力、そして、親水性のフラグメントが近接

するときに親水性が幾らか失われるという近接効果 [43]
を考慮しなかった事。
また、本研究では、膜界面の厚さを 0.7nmと想定した

が、この厚さの変化とエネルギー障壁の関係性について
も、今後詳しく研究する必要がある。

その他

膜タンパク質間、及び、膜タンパク質内部のヘリック
ス間の相互作用によって、ピークの出現頻度や大きさが
変化するという事は確かに観察されている [23, 28, 52,
30, 31, 53, 19, 20, 25, 54]。この事は次のように説明で
きる。それらの相互作用は、先立って設立されたエネル
ギー障壁に加わる。その結果として、障壁の高さや幅に
影響を与え、また、障壁の出現率を変化させると考えら
れる。
本研究では、プロリン残基の主鎖のN原子が水素結合

を形成しない事、および、プロリン残基の主鎖の二面角 φ
の制限をシミュレーションに取り入れた。図 6の 151.6aa
のピークでは、ヘリックス Cのうち、アンフォールドさ
れた部分とそうでない部分の境界に P91が見られた。こ
の P91は、型式 IIのエネルギー障壁の g部分と h部分の
境界位置の決定に関与している可能性がある。しかしな
がら、それ以外に、プロリン残基がエネルギー障壁の構
造に積極的に関わっている様子は観察できなかった。
本研究では、対となったヘリックス、または、単独の

ヘリックスが、一度に、または、段階的にアンフォール
ディングする様子が観察された。これらの事は、多くの
実験的観察 (一例として [9])と一致する。

F–D曲線上のエネルギー障壁位置の情報と膜タンパク
質の立体構造の情報とを統合させた解析が存在する。こ
の解析は、エネルギー障壁が、膜内でフォールドしてい
る膜タンパク質のとある部分構造の崩壊に対応している
と想定する。そして、立体構造の情報を頼りとして、そ
のような部分構造を特定し、天然構造上に割り当てる。
このような部分構造は、「構造セグメント」と呼ばれて
いる [55]。bRに対して行われた解析では、次のような
部分構造に構造セグメントが割り当てられた。それは、
対となった膜貫通ヘリックス、または単独のヘリックス
[9]及びヘリックスの一部分、更にカンチレバーと反対
側に存在する膜タンパク質のループ部分 [23]である。
本研究で観察されたエネルギー障壁の構造は、先行研

究によって提案されたアンカーポイント、即ち、隣接す
る構造セグメントの境界と一定の対応関係にあると考え
られる。つまり、ヘリックスのアンフォールディングの
場合、直結ヘリックスのカンチレバー側の膜界面付近、
直結ヘリックスの中央部、及び、直結ヘリックスの基板
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側の膜界面付近に存在する構造セグメントの境界は、そ
れぞれ、図 11の型式 I、II、及び、IIIによって形成され
ていると推測できる。また、従属ヘリックスの内部に存
在する境界は、型式 V, IV, VIのエネルギー障壁に対応
していると考えられる。
本研究では、実験で観察される bRの F–D曲線の形状、

及び、力のピークの位置が、部分的にではあるが再現さ
れた。この再現性は、Seeber等 [32]や Kappel等 [34]が
行ったシミュレーションに比べ、非常に良い。実験結果
がより正確に再現された最大の理由として、本研究で用
いた引き抜き速度が、非常に低速だったという事が挙げ
られる。
本研究では、相互作用を単純化し、更に意図的にヘリッ

クス間の相互作用を省いた。その結果、エネルギー障壁
の形成メカニズムを浮かび上がらせる事に成功した。こ
のような研究手法は、計算量が少ない上に、現象の理解
に非常に役立つ。加えて、次のような重要な点を強調し
ておく。それは、本研究のような手法を通して得られる
膜タンパク質のシミュレーションモデルは、それ自体が
膜タンパク質の構造形成のメカニズムとなる事である。
さらに、他の様々な現象を解き明かす為の思考の基盤と
なり得るという事である。
本研究のシミュレーション手法が、bRだけでなく、他

の膜タンパク質にも適用できるかどうかを調査する必要
がある。また、本研究で取り入れられなかった相互作用
を取り扱う等の、本研究の手法の修正、及び、拡張も行
われるべきである。

サマリー

本研究では、bRの強制アンフォールディング実験で観
察される F–D曲線上に力のピークが出現する仕組みを、
計算機シミュレーションによって調査した。具体的には、
ポリペプチド鎖の粗視化モデルに、膜貫通へリックスの
形成に関与する相互作用のみを与え、強制アンフォール
ディング実験のシミュレーションを行なった。すると、
実験的に観察される F–D曲線が再現された。この結果
は、F–D曲線上の力のピークは主に膜貫通へリックスの
形成に関与する相互作用によって支配されている事を強
く示唆している。

– memo –
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サポーティングマテリアル
S1シミュレーション系

S1-1概説

S1-1-1シミュレーション手法に関する先行研究の紹介

幾つかの先行研究 [37, 38, 39, 40, 41]は、一本の膜貫
通 αヘリックスが形成される過程のシミュレーションを
行った。本研究で用いたシミュレーション手法は、それ
らの先行研究において用いられたシミュレーション手法
と、概念的に似ている部分が多い。例えば、それらの先
行研究では、粗視化されたポリペプチド鎖のモデルが使
用された。また、ポリペプチド鎖が脂質膜に吸着する性
質、並びに、主鎖間の水素結合の効果が、相互作用ポテ
ンシャルとしてシミュレーションに取り入れられている。
一方、両手法の間で異なる部分も多い。例えば、それ

らの先行研究では、一つのアミノ酸残基を一つの球とし
て表現した。しかし、本研究では、一つの主鎖のペプチ
ド結合部分を一つの内部構造を持つ剛体球粒子として
表現した。また、このような粗視化モデルの違いから、
両手法の間でポテンシャルの表式の多くの部分に違いが
生じている。さらに、それらの先行研究ではモンテカル
ロ法が用いられたが、本研究ではブラウン動力学法を用
いる。
上記に様に、両手法の間には似ている部分も存在する

が、違いも多い。それ故以下では、本研究のシミュレー
ション手法を、それらの先行研究を拡張したものとして
ではなく、それらとは独立したものとして記述する。

S1-1-2本研究の目的と方針

膜タンパク質の強制アンフォールディング実験におい
て測定された F–D曲線上には、多数の力のピークが出
現する。本研究の重要な目的は、それらのピークが出現
する仕組みに、とある相互作用がどの程度関与している
かを調査する事である。ここで、とある相互作用とは、
Popot等によって提唱された二段階モデル [13, 14, 15, 16]
のうちの一段階目に関与する相互作用の事である。この
相互作用は、水中でランダムコイル構造にあるポリペプ
チド鎖に、膜貫通 αへリックス構造を形成させる。
本研究の目的を達成する為に、筆者は次の研究方針

を採用した。先ず、一段階目の相互作用を取り入れ、二
段階目の相互作用を無視した膜タンパク質のシミュレー
ション系を作成する。次に、そのシミュレーション系を

用いてバクテリオロドプシン (bR)の強制アンフォール
ディングシミュレーションを行い、F–D曲線を算出する。
最終的に、F–D曲線に出現した力のピークの位置を、シ
ミュレーションと実験の間で比較する。もし、シミュレー
ション結果が実験結果を良く再現しているのであれば、
力のピークの出現に一段階目の相互作用は深く関与して
いると考えられる。

S1-1-3シミュレーションモデルに要請される事

この方針に基づいて本研究を遂行する為には、使用す
るシミュレーションモデルに幾つかの事が要請される。
明白な事は以下の二つである。一つ目は、シミュレー
ションモデルには、一段階目の相互作用が考慮されてい
るという事である。二つ目は、シミュレーションモデル
には、膜タンパク質の引き抜きを実行する機能が与えら
れているという事である。これら以外に、以下の事が挙
げられる。
先ず、使用するシミュレーションモデルは十分に計算

量の小さいものでなければならない。なぜなら、本研究
では、シミュレーション結果と実験結果の間で力のピー
クの位置を比較する事が重要な要素となるからである。
この為には、以下の二つの事が必要となる。一つ目は、
シミュレーションにおいて、膜タンパク質を極めて低速
度で引き抜く事である。この事は、ポリペプチド鎖が溶
媒中を移動する事で生じる粘性摩擦力が、F–D曲線に対
して引き起こす変形を小さくする。二つ目は、多数のシ
ミュレーションを実行し、算出された F–D曲線を統計
的に解析する事である。この事は、熱運動の影響を排除
して障壁位置を正確に算出する為に、また、出現頻度の
低いエネルギー障壁を見出す為に必要である。
また、膜貫通 αヘリックスを、脂質膜内の特定の部分

に留めておく仕組みが必要である。なぜなら、本研究で
はヘリックス間の相互作用を計算に取り入れない。その
為、膜貫通へリックスは脂質膜中を拡散し、ヘリックス
間のループが許す限り広がってしまうからである。

S1-1-4本研究での基本的なモデル

上記の要請を実現する為に、本研究では研究の目的と
方針に適したシミュレーション系を開発した。それは、
以下のようなものである。
本研究では、ポリペプチド鎖の主鎖のみを粗視化モデ

ルによって明示的に扱う。この主鎖は、”ペプチド結合
粒子”と名付けた剛体粒子を直鎖状に連結する事によっ
て表現した。このペプチド結合粒子とは、一つのペプチ
ド結合平面を一つの剛体粒子と見なしたものであり、そ
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の詳細は S1-2に記述した。また、多数のペプチド結合
粒子を鎖状に連ね、現実のポリペプチド主鎖のように振
る舞わせる為の相互作用ポテンシャルは、S1-4に説明
した。
二段階モデル [13, 14, 15, 16]のうちの一段階目に関与

する相互作用は、水中でランダムコイル構造にあるポリ
ペプチド鎖に膜貫通 αへリックス構造を形成させる。こ
の相互作用は、以下の二つの部分に分けて取り入れた。
一方は、アミノ酸残基の脂質膜への親和性のうちポリ
ペプチド鎖の構造に依存しない部分を表現する部分であ
り、この効果は陰溶媒モデルとして取り入れた。つまり、
脂質膜及び水を連続体と見なし、空間中に固定された領
域と考える。そして、脂質膜に対するポリペプチド鎖の
各部分の相対的な位置によって変化するポテンシャル項
を、系全体のポテンシャルに加えた。このポテンシャル
項の詳細は、S1-5に記述した。もう一方は、主鎖間の水
素結合を表現する部分であり、この効果はペプチド結合
粒子間の引力的ポテンシャルとして取り入れた。この水
素結合エネルギーの大きさは、その水素結合が形成され
ている位置（つまり脂質膜中か、水中か）によって変化
する。このポテンシャル項の詳細は、S1-6に記述した。
これら一段階目に関与する相互作用を上記の二つの部分
に分ける事については、S1-1-5で詳しく解説した。
本研究では、膜タンパク質を引き抜くカンチレバーと

同様のものを、シミュレーション系に実装した。この模
擬的なカンチレバーの構造と、カンチレバーの歪みエネ
ルギーを表現するポテンシャル項は、S1-7に詳しく説明
した。
本研究の手法では、側鎖間の相互作用は計算に取り入

れられていないので、膜貫通へリックスは脂質膜中を拡
散し、ヘリックスを互いに繋ぎ止めるループの長さが許
す限り広がってしまう。これを防止する為に、とあるポ
テンシャルを与えて、脂質膜内においてポリペプチド鎖
が移動出来る範囲を制限した。このポテンシャルについ
ては、S1-8に詳しく記述した。

S1-1-5一段階目の相互作用の分割

二段階モデル [13, 14, 15, 16]のうちの一段階目に関与
する相互作用は、水中でランダムコイル構造にあるポリ
ペプチド鎖に膜貫通 αへリックス構造を形成させる。こ
の相互作用には、二つの効果がある。一方は、ランダム
コイル状態のポリペプチド鎖に αヘリックス構造を形成
させる効果である。もう一方は、ポリペプチド鎖の一部
分を脂質膜中に押し込めたり、水中に引き留めたりする
効果である。
これら両者の効果は互いに関わり合っており、完全に

は分離できない。例えば、水中にあるポリペプチド鎖が
αヘリックス構造を形成すると、その部分はより脂質膜
中に押し込められやすくなる。これは以下の理由によ
る。水中での αヘリックス構造の形成過程では、主鎖の
C=O及びN-H基に結合した水分子が脱水されると共に、
主鎖内で水素結合が形成される。つまり、αヘリックス
構造のポリペプチド鎖を水中から膜中へ輸送するときに
は、主鎖に結合している水分子は既に存在せず、脱水す
る必要がなくなる。その結果、αヘリックス構造を形成
しているポリペプチド鎖は、ランダムコイル状態にある
ときよりもより容易に膜中へ輸送できることになる。ま
た、ランダムコイル状態にあるポリペプチド鎖を脂質膜
中に引き込むと、αヘリックス構造を形成しやすくなる。
これは以下の理由による。ランダムコイル状態にあるポ
リペプチド鎖を水中から膜中に輸送する過程は、主鎖の
C=O及び N-H基に結合した水分子の脱水を伴う。つま
り、膜中でポリペプチド鎖が αヘリックス構造を形成す
るときには、主鎖に結合した水分子を脱水する必要が無
くなる。その結果、膜中でランダムコイル状態にあるポ
リペプチド鎖は、水中にあるときに比べてより容易に α
ヘリックス構造を形成できる。
以上の事から、一段階目の相互作用を表現するポテン

シャルU1stは、ポリペプチド鎖中のアミノ酸残基によっ
て定義される座標 qの関数として、形式的に、次式で表
す事が出来る。

U1st (q) =Uw,r→m,r (qpos) +Uw,r→w,h(qhelix)

+ Ũw,r→m,h(qpos, qhelix)
(19)

ここで、qposは、ポリペプチド鎖中の各アミノ酸残基の
位置 (つまり、水中にあるか膜中にあるか)によって定義
される座標であり、qより導かれる。Uw,r→m,r は、ラン
ダムコイル状態にあるポリペプチド鎖を水中から膜中に
輸送するときの系の自由エネルギー変化を表現するポテ
ンシャル項である。qhelix は、ポリペプチド主鎖中の各
アミノ酸残基が αヘリックス構造を形成している度合い
によって定義される座標であり、qより導かれる。この
座標は、主鎖間で水素結合が形成されている度合いと考
えて差し支えない。Uw,r→w,hは、ポリペプチド鎖が、水
中においてランダムコイル状態から αヘリックス構造を
形成するときに伴う系の自由エネルギー変化を表現する
ポテンシャル項である。U1st、Uw,r→m,r、及び、Uw,r→w,h

は、ポリペプチド鎖が水中でランダムコイル状態にあ
るときを 0とする。Ũw,r→m,h は、U1st の内、Uw,r→m,r と
Uw,r→w,hの単純な和では表現できない部分を表現するポ
テンシャル項である。

Uw,r→m,r及びUw,r→w,hの意味は明瞭であるが、Ũw,r→m,h

は直感的に理解しづらい。そこで、Ũw,r→m,hを、Uw,r→m,r
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または Uw,r→w,h のどちらかに組み入れる事が考えられ
る。Ũw,r→m,hをUw,r→m,rに組み入れる場合、次の事が必
要となる。即ち、各残基を水中から膜中に輸送するとき
に生じる系の自由エネルギー変化を表現する為に、二つ
の場合の間で異なる相互作用ポテンシャルを使用する事
である。ここで二つの場合とは、ポリペプチド鎖がラン
ダムコイル状態にあるときとヘリックス構造を形成して
いるときの事である。また、Ũw,r→m,hをUw,r→w,hに組み
入れる場合、次の事が必要となる。即ち、主鎖間の水素
結合が膜内で形成される場合と、膜外で形成される場合
とで異なる相互作用ポテンシャルを使用する事である。
本研究では、後者の方法を採用した。つまり、Ũw,r→m,h

をUw,r→w,hに組み入れた。それによって、U1stは、形式
的に、次式で表現される。

U1st (q) = Umem(qpos) +Uhb(qpos, qhelix) (20)

ここで、Umem は、各残基を水中から膜中に輸送すると
きに生じる系の自由エネルギー変化のうち、ポリペプチ
ド鎖の構造に依存しない部分を表現するポテンシャル項
であり、次式で定義される。

Umem(qpos) = Uw,r→m,r (qpos) (21)

また、 Uhb は、ポリペプチド鎖がランダムコイルから
ヘリックス構造を形成するときに生じる系の自由エネル
ギー変化を表現するポテンシャル項であり、次式で定義
される。

Uhb(qpos, qhelix) =Uw,r→w,h(qhelix)

+ Ũw,r→m,h(qpos, qhelix)
(22)

結果として、Ũw,r→m,h(qpos, qhelix)は、主鎖間の水素結合
が水中または膜中で形成されるときに伴う系の自由エ
ネルギー変化の違いを表現している事になる。実際のシ
ミュレーションモデルにおける具体的な表式は、Umem

については S1-5に、Uhb については S1-6に記述した。

S1-2ポリペプチド主鎖の粗視化モデル

S1-2-1主鎖のモデルへの要請

本研究のシミュレーションに用いるポリペプチド主鎖
の粗視化モデルには、次の二つの事が要請される。一方
は、現実のポリペプチド鎖の伸張特性、並びに、主鎖間
の水素結合を適切に表現出来るという事である。この事
は、シミュレーション結果と実験結果の間の適切な比較
の為に必要である。もう一方は、計算量が十分に小さい
事である。この事は、シミュレーションにおいて非常に

低速度での膜タンパク質の引き抜きを実現する為、及び、
多数のシミュレーションを実行する為に必要である。

S1-2-2適切な粗視化モデルの考え方

現実の主鎖の運動では、Cα 原子周りの二面角 ψ,φは
大きく変化し得る。しかし、主鎖内の原子間結合距離、
原子間結合角、及び、ペプチド結合平面の二面角ωの変
化は非常に小さい。それ故、主鎖の一つのペプチド結合
に含まれる CONH原子及びそれを挟む二つの Cα 原子
(Cα-CONH-Cα)の、合わせて 6原子の相対的配置は、主
鎖構造の変化に対して殆ど変化しないと見なせる。する
と、Cα-CONH-Cα の部分を一つの剛体粒子と考える事
が出来る。そして、この剛体粒子を多数連結してポリペ
プチド鎖を表現するような粗視化モデルが考えられる。
このペプチド結合粒子モデルでは、側鎖を構成する原子
は無視され、主鎖のみが、明示的に扱われる。

S1-2-2ペプチド結合粒子

本研究では、次のようなポリペプチド鎖の粗視化モデ
ルを新たに開発した。先ず、主鎖の一つのペプチド結合
を表現する為に、一つの剛体粒子を考える。この剛体上
に固定された座標系 ( x̂, ŷ, ẑ)を考え、粒子の内部座標系
と呼ぶ。粒子の内部座標系上に Cαc, C, O, N, H, Cαn, hbo,

ポリペプチド鎖モデル!論文用
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図 S 1-1: ポリペプチド鎖のモデルの比較。ストランド構造のポリペプ
チド主鎖を原子モデルで表現したもの（上図）と、ペプチド粒子モデ
ルで表現したもの (下図)。両図は主鎖のうちの同一の部分を表してい
る。原子モデル中の i 番の Cα 原子は、ペプチド結合粒子モデルにお
いては、i − 1 番目の粒子に含まれる Cαn

i 点と i 番目の粒子に含まれ
る Cαc

i 点の中点として表現される。Cαc と、Cαn の間の距離は、設定
したポテンシャルにより、シミュレーション全体を通して 0.01nm 程
度に保たれる。
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hbh の 8つの点を配置する (本文図 1)。前者の 6点は、
ペプチド結合に含まれる CONH原子とそれを挟む二つ
の Cα 原子の相対的配置に対応している。hbo, hbhの 2
点は、主鎖間の水素結合を表現する為に剛体上に与えら
れた結合点である（後述）。本研究ではこの剛体粒子を
ポリペプチド鎖の表現に用いる基本的な粒子とし、以下
では”ペプチド結合粒子”または単に”粒子”と呼ぶ。
さらに、、8つの各点の内部座標系上における座標を表
す列ベクトルを、先に示した順に、r̂αc, r̂C, r̂O, r̂N, r̂H,
r̂αn, r̂hbo, r̂hbh, とする。これらの列ベクトルの成分は、
本文中の表 1に示した。

S1-2-3ペプチド結合粒子の位置と向き

シミュレーションを行う空間の座標系 (x, y, z)を定義
し、この単位ベクトルを x, y, zとし、以下では外部座標
系と呼ぶ。外部座標系上での粒子の位置は、その粒子に
固定した内部座標系の原点の位置で表し、これを r と
する。

r =
!"""
#

x
y

z

$%%%
&

(23)

また、粒子の向きは、粒子の内部座標系の向きを表す行
列 Aを用いて、以下のように表す。

A = (x ′, y ′, z ′) (24)

ここで x ′, y ′, z ′は、それぞれ、外部座標系 (x, y, z)におい
て内部座標系 ( x̂, ŷ, ẑ)の単位ベクトルを成分表示した列ベ
クトルであり、x ′ = (ex̂ x ,ex̂y ,ex̂z )T, y ′ = (eŷ x ,eŷy ,eŷ z )T,
z ′ = (eẑ x ,eẑ y ,eẑ z )T である。即ち、

A =
!"""
#

ex̂ x eŷ x eẑ x
ex̂y eŷy eẑy
ex̂z eŷ z eẑ z

$%%%
&

(25)

である。

S1-2-4座標変換

粒子上に固定された点 Pを考え、内部座標系における
座標を列ベクトルとして表したものを r̂P = ( x̂P , ŷP , ẑP )T

とする。粒子が位置 r、向き Aにあるとき、点 Pの外部座
標系上における座標を表す列ベクトル rP = (xP , yP , zP )T

は、座標変換

rP =
!"""
#

xP

yP

zP

$%%%
&
=
!"""
#

ex̂ x eŷ x eẑ x
ex̂y eŷy eẑy
ex̂z eŷ z eẑ z

$%%%
&
!"""
#

x̂P

ŷP

ẑP

$%%%
&
+
!"""
#

x
y

z

$%%%
&
(26)

によって与えられる。このようにして、先に粒子内部に
定義した８つの点の内部座標は、外部座標に変換できる。
位置 ri、向き Ai にある i番目の粒子に含まれる 8つの
点 Cαc, C, O, N, H, Cαn, hbo, hbhの、外部座標系におけ
る座標を表す列ベクトルを、rαc

i , rC
i , rO

i , rN
i+1, rH

i+1, rαn
i+1,

rhbo
i , rhbh

i+1 とする。

S1-2-5粒子中の原子座標と結合角及び二面角の定義

ペプチド結合粒子モデルでは、同一のCα
i 原子が、Cαn

i

と Cαc
i と言う、二つの座標で表される。ポテンシャルの

定義や、そこから導かれる力とトルクの計算を単純かつ
わかりやすくするため、以下の工夫を行なった。先ず、
Cα
i 原子の座標 rαi を、次式で記述する。

rαi =
1
2

(rαn
i + rαc

i ) (27)

この座標は、脂質膜内外のアミノ側鎖の自由エネルギー
差の計算に使用される。
結合角と二面角の計算には、Cα 原子の座標を用いな

い。此の理由は、粒子に働く力の計算を単純にする為で
ある。但し、Cαn

i と Cαc
i の距離が十分に小さく保たれて

いるなら、実質的な違いは無い。結合角 θi = ∠NiCα
i Ci

を、次のように求める。

θi = cos−1


(rN
i − rαn

i ) · (rC
i − rαc

i )

|rN
i − rαn

i | |rC
i − rαc

i |
 (28)

そこで二面角は次のように算出する。先ず、i 番目の
粒子を平行移動させて、rαn

i と rαc
i を重ねる。此のとき

新たな座標、

rC′
i = rC

i + (rαn
i − rαc

i ) (29)

rN′
i+1 = rN

i+1 + (rαn
i − rαc

i ) (30)

が求まる。此の座標を使用して、

φi = ∠Ci−1NiCαn
i C

′
i (31)

及び、
ψi = ∠NiCαn

i C
′
iN
′
i+1 (32)

とする。

S1-2-6最終的に得られる変数

結果として、rN
i , rH

i , rαi , rC
i , rO

i の座標は、ポリペプチ
ド鎖を構成する i番目のアミノ酸の Ni , Hi , Cα

i Ci , Oi の
各原子の座標と殆ど同一視できる。θi は、i番目のアミ
ノ酸の NCαC原子間結合角、φi , ψi は、i番目のアミノ
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酸の Cα 原子周りの二面角と殆ど同一視できる。

S1-3系の状態とポテンシャル

S1-3-1シミュレーション系の状態

本研究では、i番目の粒子の位置及び向きを、それぞ
れ、ri 及び Ai で表す。N末端及び C末端もまた、それ
ぞれ一つのペプチド結合粒子として扱う。その結果、N
残基のポリペプチド鎖は、N + 1個の粒子を用いて表現
される。粒子の番号は、N末端のものを 0とし、C末端
側に向けて連番とする。C末端の粒子の番号は N とな
る。シミュレーション系全体の状態 qは、次式で表した。

q = {r0, r1, · · ·, rN ,A0,A1, · · ·,AN , r
cl
base} (33)

ここで、rcl
baseはカンチレバーの根元の座標である（詳細

は後述する）。

S1-3-2シミュレーションの全ポテンシャル

系全体のポテンシャルUsys は、次式で表した。

Usys = Upep +Umem +Uhb +Ucl +Uwall (34)

ここで、Upep は、主鎖間の水素結合の引力的部分を除
くポリペプチド鎖内部の相互作用である。Umem は、ポ
リペプチド鎖の脂質膜に対する親和性を表現するポテン
シャル項である。Uhb は、ポリペプチド主鎖間の水素結
合の引力的部分を表現するポテンシャル項である。Ucl

は、カンチレバーの歪みエネルギーを表現するポテン
シャル項である。Uwall は、脂質膜内でのポリペプチド
鎖の運動を一定の範囲内に制限する為のポテンシャル項
である。

S1-4ポリペプチド鎖内部のポテンシャル

S1-4-1ポリペプチド鎖内部のポテンシャルの構成

Upepは、ポリペプチド鎖内部の相互作用であり、次式
で表した。

Upep = Ub +Ua +Uda +U rep (35)

ここで、Ubは、粒子を互いに結びつけ、ポリペプチド鎖
を構成する為のポテンシャル項である。Ua は、結合し
た粒子間に作り出される Cα 原子周りの結合角 ∠NCαC
を平衡角の周りに束縛するポテンシャル項である。Uda

は、プロリン残基の二面角 φを束縛するポテンシャル項

である。U repは、ポリペプチド鎖が重なったり互いに通
り抜けるような非現実的な運動を妨げる為のポテンシャ
ル項である。

S1-4-2ポテンシャル項Ub

Ub は、ペプチド結合粒子を互いに繋ぎ合わせてポリ
ペプチド鎖を形成する為のポテンシャル項であり、次式
で表した。

Ub =

N∑

i=1

Ub
i (36)

ここで、Ub
i は、粒子 i − 1と粒子 iを繋ぎ止めるポテン

シャル項である。即ち、粒子 i − 1に含まれる点 Cαn
i の

座標と、粒子 iに含まれる点 Cαc
i の座標との間の距離を

0付近に束縛する (図 S1-1を見よ)。Ub
i は次式で表した。

Ub
i =

kb

2
(rαc

i − rαn
i )2 (37)

ここで、kb = 125.02J/m2 を用いた。
本研究がこのような束縛ポテンシャルを用いた理由に

ついて以下に説明する。本来、点 Cαn
i と点 Cαc

i は同一の
Cα
i 原子を表しているのだから、それら二点の座標はシ
ミュレーション中で常に一致しているべきである。それ
故、シミュレーション中では、それら二点の間の距離が 0
となるよう拘束しながら粒子を運動させるべきであるは
ずである。しかし、そのような拘束を行う事は、シミュ
レーションプログラムを複雑にし、さらに、長時間のシ
ミュレーションを困難にする。一方、次の事もまた事実
である。それは、現実のポリペプチド主鎖では、ペプチ
ド結合平面 (Cα-CONH-Cα)に含まれる二つの Cα 原子
間の距離は、幾らか伸び縮みできるという事である。な
ぜなら、ペプチド結合平面に含まれる原子間の結合長及
び結合角が、幾らか変化できるからである。逆に、ペプ
チド結合粒子は剛体と想定されたので、粒子内の点 Cαc

i

と点 Cαn
i+1 の間の距離はシミュレーション中で変化でき

ない。
以上の事から、筆者は、シミュレーション中において、

点 Cαn
i と点 Cαc

i の座標は現実のペプチド結合平面が伸
縮する程度に離れていても良いと考えた。この考えに基
づくなら、拘束シミュレーションを実行する代わりに、
次のようなシミュレーションを実行すればよい。即ちそ
れは、点 Cαn

i と点 Cαc
i の間に適切な束縛ポテンシャル

を与えたシミュレーションである。
筆者はそのような束縛ポテンシャルを次の手順で設定

した。先ず、現実のペプチド結合平面の歪みが十分小さ
いときには、その平面に含まれる二つのCα原子は、とあ
る自然長 l0 及びとあるバネ定数 k ′を持つバネで接続さ
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れていると見なせると考えた。そして、このバネ定数 k ′

を分子力場 [56]を用いて算出し (詳細は S2)、結果として
k ′ = 125.02J/m2 という値を得た。最終的に、点 Cαn

i と
点 Cαc

i の間に、自然長 0及びバネ定数 kb = 125.02J/m2

を持つバネと見なせるような束縛ポテンシャルを与えた。
このように設定した束縛ポテンシャルはシミュレーショ

ン中で適切に働いた。その事は、S5において検証した。
本研究では、このような束縛ポテンシャルを採用する事
により、拘束シミュレーションを回避し、さらに、現実
のペプチド結合平面の伸縮性をシミュレーションに取り
入れる事が出来た。

S1-4-3ポテンシャル項Ua

Ua は、結合した粒子間に作り出される Cα 原子周り
の結合角 ∠NCαCを束縛するポテンシャル項であり、次
式で表した。

Ua =

N∑

i=1

Ua
i (38)

ここで、Ua
i は、Cα

i 原子周りの結合角 θi = ∠NiCα
i Ci を

平衡角 θeqの周りに束縛するポテンシャル項であり、次
式で表した。

Ua
i =

ka

2
(θi − θeq)2 (39)

ここで、ka = 1.516 × 10−18J/rad2(ka = 4.618 ×
10−22J/deg2) 及び θeq = 110.1◦ を用いた。ka の算出方
法は、S2に記述した。θeq は、文献 [56]より得た。

S1-4-4ポテンシャル項Uda

Udaは、ポリペプチド鎖の二面角を束縛するポテンシャ
ル項であり、次式で表した。

Uda =

N∑

i=1

Uda
i (40)

ここで、Uda
i は、ポリペプチド鎖の二面角 φi 及び ψi

を束縛するポテンシャル項であり、一般的には次式で表
される。

Uda
i = Uda

i (φi ,ψi ) (41)

本研究では、i番目のアミノ酸残基がプロリンである場
合に限り、φi に対して以下の束縛ポテンシャルを使用
した。

Uda =

N∑

i=1

Pro(i) ·
kPro
φ

2

(
φi − φPro

eq

)2 (42)

ここで、kPro
φ = 1.077 × 10−19J/rad2(kPro

φ = 3.281 ×
10−23J/deg2)はポテンシャル定数である。φPro

eq = −65.4◦

は平衡二面角である。これらの値の算出方法は、S2に
記述した。Pro(i) は、i 番目のアミノ酸がプロリンであ
るとき 1、それ以外のとき 0を取る関数である。

S1-4-5ポテンシャル項U rep

U repは、ポリペプチド鎖が互いに重なったり互いにす
り抜けるような、非現実的な運動を防止するポテンシャ
ル項であり、次式で表した。

U rep =

N−3∑

i=0

!"
#

N∑

j=i+3

U rep
i, j

$%
&

(43)

ここで、U rep
i, j は、粒子 i, j 間に働く斥力を表現するポテ

ンシャル項であり、次式で表される。

U rep
i, j =



krep

2

(
2r rep − ri, j

)2 (
ri, j < 2r rep

)

0
(
2r rep ≤ ri, j

) (44)

ここで、ri, j = |r j − ri | は、粒子 i, j の中心間距離であ
る。krep = 100N/mは、粒子間の斥力を表すポテンシャ
ル定数である。r rep = 0.2366nmは、ペプチド結合粒子
の衝突半径を表す。krep及び r repの算出方法は、S2に記
述した。
本研究では、粒子 i に対して、粒子 i − 2, i − 1, i + 1,

i + 2のそれぞれは、Cα 原子周りの結合角 ∠NCαCを束
縛するポテンシャル項の影響、並びに、粒子の剛体的性
質によって、互いに非現実的な配置をとる事が無い。そ
のため、|i − j | = 0,1,2を満たす粒子 i, jの間には、斥力
ポテンシャルを与えなかった。

S1-5ポテンシャル項Umem

S1-5-1 Umem のあらまし

Umemは、アミノ酸残基と脂質膜との相互作用のうち、
ポリペプチド鎖の構造に依存しない部分を表現するポテ
ンシャル項である。具体的には、ポリペプチド鎖中に存
在するアミノ酸残基を水中から脂質膜中へ輸送するとき
に生じる系の自由エネルギー変化を表現する。

S1-5-2陰溶媒モデル

以下では先ず、ポテンシャル項Umemの考え方につい
て、ポリペプチド鎖の代わりに小さな分子を用いて説明
する。一般的に、脂質膜の内部は疎水的環境である。そ
れ故、疎水性の分子は水中よりも膜中に存在する事を好
む。親水性の分子は、その逆である。このような性質は、
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分子を水中から脂質膜中へ輸送するときに生じる系の自
由エネルギー変化量として定量化される。
実際のところ、とある溶質分子と脂質膜との相互作用

は、溶質分子と水分子との相互作用、及び、溶質分子と
脂質分子との相互作用との間の違いから生じる。この相
互作用は、分子間相互作用を直接扱う代わりに、陰溶媒
モデルを使用して表現する事が出来る。つまり、最初に、
シミュレーション空間中に脂質膜が存在する領域を設定
する。次に、この領域と溶質分子の位置関係によって変
化するポテンシャル項を系全体のポテンシャルに加える
という事である。このポテンシャル項の変化量は、先述
の自由エネルギー変化量を用いて定められる。

S1-5-3ポリペプチド鎖と脂質膜との相互作用

本研究では、ポリペプチド鎖と脂質膜との相互作用
を、陰溶媒モデルを用いてシミュレーションに取り入れ
た。ポリペプチド鎖の場合は、単純な低分子の場合と異
なり、陰溶媒モデルの使用において以下の二種類の問題
が生じる。
一方の問題は、アミノ酸残基と脂質膜との相互作用

は、本来、ポリペプチド鎖の構造に依存するという事で
ある。つまり、ポリペプチド主鎖間に水素結合が形成さ
れている場合、鎖中のアミノ酸残基は、そうでない場合
に比べてより容易に膜中へ輸送できる。本研究では、こ
の効果は、全て主鎖間の水素結合の相互作用を表現する
ポテンシャル項に押し込めた (S1-1-5を見よ)。それ故、
Umem は、ポリペプチド鎖の構造に関わらず、常に、ラ
ンダムコイル状態を想定した場合におけるアミノ酸残基
と脂質膜との相互作用を表現する。
もう一方の問題は、ポリペプチド鎖を一つの溶質分子

として扱う事は不適切であるという事である。なぜな
!"#$%&'(!"#$%)&(

g(z)!

O!

1.0!

z!-s-d! -s! s! s+d!
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s! s+d!
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dg(z)/dz!
-s-d/2!

s+d/2!
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図 S 1-2: 関数 g(z) の概形 (上部) と、g(z) の導関数の概形 (下部)。
横軸は z 座標軸、縦軸は g(z) または dg(z)/dz の値を表す。s は、脂
質膜の脂質コア領域の厚さの半分の長さを表す。d は、膜界面領域の
厚さを表す。本研究では、s = 1.4nm 及び d = 0.7nm が用いられた。

ら、ポリペプチド鎖は巨大な分子であるからである。そ
こで、ポリペプチド鎖を側鎖、単位主鎖、N-及び C末
端という、小さな断片に分割して相互作用ポテンシャル
を構築する。つまり、断片ごとに、脂質膜との相互作用
ポテンシャルを定義し、Umem をそれらの和として表現
した。

S1-5-4では、とある断片と脂質膜との相互作用ポテン
シャルについて説明する。S1-5-5では、ポリペプチド鎖
の断片への分割方法を説明する。加えて、それらの断片
に対応するポリペプチド鎖の粗視化モデル上での座標を
用いて、Umem を具体的に記述する。

S1-5-4断片と脂質膜との相互作用

本研究では、ポリペプチド鎖中の一つの分子断片 f rag
と脂質膜との間の相互作用を、以下のように記述した。
先ず、脂質膜は、その膜中面が xy平面と一致するように
配置していると想定する。そして、想定した脂質膜領域
と断片 f ragとの位置関係によって変化するポテンシャ
ル項 Uf を、この断片を代表する z 座標 z f の関数とし
て、次式で表した。

Uf (z f ) = Uw
f + (Um

f −Uw
f ) · g(z f ) (45)

ここで、Uw
f 及びUm

f は、それぞれ、断片 f ragが完全な水
中及び完全な膜中に存在するときのポテンシャルである。
z 座標の関数 g(z) の値は、脂質コア領域 ( |z | < 1.4nm)
で１、水領域 (2.1nm≤ |z |)で 0をとり、膜界面でその間
を滑らかに変化する。
より具体的に、g(z)は次式で表現される。

g(z) =



0 (s + d≤ |z |)
1
2
− zc −

1
2π

sin(2πzc ) (s < |z | < s + d)

1 (|z |≤s)
(46)

ここで、s = 1.4nm は、脂質コア領域の厚さの半分を
表す。d = 0.7nmは、膜界面領域の厚さを表す。また、
zc = ( |z |− s−d/2)/dである。この関数は、水領域及び脂
質コア領域で定数となり、膜界面領域で単調かつ滑らか
であり、全領域で二回微分可能である。g(z)の形状は、
図 S1-2に示した。
式 (45)の定数項Uw

f は、シミュレーションに直接関与
しない。そこで、本研究では式 (45)の代わりに、次の表
式を使用する。

Uf (z f ) = ∆Uf · g(z f ) (47)

ここで、
∆Uf = Um

f −Uw
f (48)
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である。

S1-5-6 Umem の具体的な表式

本研究では、ポリペプチド鎖中の各アミノ酸残基の側
鎖 (-R)をそれぞれ一つの断片とした。そして、i番目の
アミノ酸残基の側鎖と脂質膜との相互作用ポテンシャル
Usc
i を、粗視化モデル上で対応する i 番目の Cα 原子に
与えた。即ち、Usc

i を、i番目の Cα 原子の z座標 zαi の
関数として次式で表した。

Usc
i (zαi ) = ∆Usc

i · g(zαi ) (49)

∆Usc
i は、i番目のアミノ酸の側鎖の種類に応じて定まる

定数である。
また、本研究では、ポリペプチド鎖中の主鎖のうち、

1
2 Cα-CONH- 1

2 Cα の部分を、一つの断片とした。以下で
は、これを主鎖の単位断片と呼ぶ。1

2 Cα は、Cα 原子の
半分を意味する。i 番目と i + 1番目のアミノ酸残基の
間の主鎖の単位断片と膜との相互作用ポテンシャルUmc

i

は、モデル上で対応する i番目のペプチド結合粒子の中
心に与えた。即ち、Umc

i を、i番目の粒子の中心の z座
標、zi の関数として、次式で表した。

Umc
i (zi ) = ∆Umc

i · g(zi ) (50)

ここで、∆Umc
i は、N末端及びC末端を表す粒子を除き、

全て同一の値、∆Umc
i = ∆Upbとした。また、ポリペプチ

ド鎖中のN末端 ( 1
2 Cα-NH2)及びC末端 ( 1

2 Cα-COOH)の
部分を、それぞれ一つの断片とした。そして、これら N
末端及び C末端の断片と脂質膜との相互作用ポテンシャ
ルは、主鎖の単位断片の場合と同様にして、それぞれ、
0番目及び N 番目の粒子の中心に与えられた。即ち、式
(50)において、∆Umc

0 = ∆UNterm及び ∆Umc
N = ∆UCtermで

あるとする。
最終的に、Umem は、次式で表される。

Umem =

N∑

i=1

Usc
i (zαi ) +

N∑

i=0

Umc
i (zi ) (51)

式 (49)で使用された ∆Usc
i の定数値、並びに、式 (50)

で使用された ∆Upb, ∆UNterm,及び ∆UCterm の定数値は、
本文中の表 2に掲載した。また、それらの算出方法は、
S2に記載した。

S1-6ポテンシャル項Uhb

S1-6-1ポテンシャル項Uhb のあらまし

Uhbは、ポリペプチド鎖に αヘリックス構造を形成さ
せる相互作用を表現するポテンシャル項である。具体的
には、主鎖間の水素結合を表現する。本研究では、脂質
膜中で水素結合が形成されるときのポテンシャル低下量
を、水中での場合と比べて、より大きな値に設定した。
この事によって、ポリペプチド鎖は水中よりも脂質膜中
においてより αヘリックス構造を形成しやすいという性
質が、シミュレーションに反映される。加えて、ポリペ
プチド鎖が αヘリックスを形成すると脂質膜内により輸
送され易くなるという効果も、シミュレーションに自然
に取り入れられる。

S1-6-2水素結合の表現方法の考え方

ポリペプチド鎖が α ヘリックス構造を形成するとき
には、必ず主鎖間の水素結合が形成される。実際のとこ
ろ、αへリックス構造の形成には様々な相互作用が関与
しているけれども、主鎖間の水素結合の効果は最も大き
いと考えられる。そこで本研究では、ポリペプチド鎖が
αヘリックスを形成するという性質を、主鎖間の水素結
合相互作用として、表現しようと考えた。
本研究では、ポリペプチド鎖を粗視化モデルによって

表現する。また、本研究では、計算量の小さなシミュレー
ション系を開発する事も非常に重要である。それ故、そ
れらの条件を満たしつつ、的確に主鎖間の水素結合相互
作用を取り入れる工夫が必要となる。本研究では以下の
二つの工夫を行った。
一つ目は、考慮する主鎖間の水素結合を限定する事で

ある。実際の αヘリックス構造では、i番目のアミノ酸
残基の α カルボキシル基の C=O と、i + 4番目のアミ
ノ酸残基の αアミノ基のH-Nが、水素結合 C=O· · ·H-N
（以下では、i番目の水素結合と呼ぶ）を形成している。
本研究では、このような主鎖間の水素結合のみをシミュ
レーションに取り入れた。
二つ目は、水素結合を表現する為に、本研究の粗視化

モデルに適したポテンシャルを使用する事である。本研
究では、ペプチド結合粒子上に配置した二種類の結合点
の間に引力ポテンシャルを与える事で、水素結合の相互
作用を表現する。二種類の結合点のうち、一方は、hbo
点であり、粒子上の酸素原子点の近傍に配置した。もう
一方は、hbh点であり、粒子上の水素原子点の近傍に配
置した（本文中の図 1を見よ）。i番目の粒子上に配置し
た hbo点及び hbh点を、それぞれ、hboi 及び hbhi+1 で
表す。粒子上での hbo点と hbh点の座標は、ポリペプチ
ド鎖の粗視化モデルが理想的な αヘリックス構造を形成
したときに、hboi と hbhi+4 の座標がシミュレーション
空間中で一致するように定めた（図 S1-3を見よ）。その
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詳細は、S1-6-3に記述した。そして、i番目の水素結合
(CiOi · · ·Hi+4Ni+4)の相互作用を、hboi と hbhi+4が接近
すると値が低下するようなポテンシャル項Uhb

i として、
シミュレーションに取り入れた。その詳細は、S1-6-4に
記述した。以下では、hboi と hbhi+4 の間の引力ポテン
シャルの事も、i番目の水素結合と呼ぶ。

S1-6-3水素結合点の配置

水素結合を形成している C=O基と H-N基は、最も安
定な結合距離を超えて接近すると、急激に反発し合う。
それ故、シミュレーション中で主鎖間の水素結合を表現
する為には、引力ポテンシャルだけでなく、そのような
斥力ポテンシャルを取り入れる必要がある。一方、本研
究では、シミュレーション中でポリペプチド鎖が重なる
事を防止する為に、ペプチド結合粒子間に斥力ポテン
シャルを与える。そこで本研究では、ポリペプチド鎖の
重なりを防止する斥力ポテンシャルを、水素結合相互作
用の斥力部分を表現する為にも使用した。
この為に、ペプチド結合粒子に固定された座標系にお

ける hbo点及び hbh点の座標（即ち、r̂hbo 及び r̂hbh）、
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図 S 1-3: α ヘリックス構造 (φ,ψ) = (−60◦, −45◦) を形成しているポ
リペプチド鎖の主鎖を原子モデルで表現したもの (左図)。左図のポリ
ペプチド鎖の構造を、ペプチフド結合粒子モデルで表現したもの (右
図)。i − 3, i, i + 3 番目のペプチド結合粒子の内部構造を黒実線で表
し、それ以外の粒子の内部構造は灰色の実線で表した。Gi は、i 番目
の粒子の中心を表す。Gi を中心とした点線の円は、i 番目の粒子の衝
突半径を表す。hboi は、水素結合を表現する為の結合点であり、i 番
目の粒子上に配置されており、i 番目の残基の α カルボキシル基に含
まれる酸素原子の近傍に位置する。hboi+1 は、水素結合を表現する為
の結合点であり、i 番目の粒子上に配置されており、i + 1 番目の残基
の α アミノ基に含まれる水素原子の近傍に位置する。ポリペプチド鎖
が α ヘリックス構造を形成している場合、i 番目の粒子上にある hboi
結合点の位置と、i + 3 番目の粒子上にある hbhi+4 結合点の位置は、
互いに一致する。

並びに、ペプチド結合粒子の衝突半径 r repを、次の条件
を満たすように定めた。

条件 A
ポリペプチド鎖の粗視化モデルが理想的な α ヘリッ

クス構造を形成したとき、i 番目と i + 3番目のペプチ
ド結合粒子間の距離は 2r rep となる。このとき、hboi と
hbhi+4 のシミュレーション空間中での座標 (それぞれ、
rhbo
i 及び rhbh

i+4)は、i番目と i + 3番目のペプチド結合粒
子の中点で一致する。

条件を満たす r̂hbo及び r̂hbh、並びに、r repは、以下の
手順で算出した。先ず、ポリペプチド鎖の粗視化モデル
が理想的な右巻きの αヘリックス構造を形成するように、
即ち、全ての iについて以下の三つの式を満たすように、
粒子をシミュレーション空間中に配置した (図 S1-3)。

rαn
i = rαc

i (52)

θi = 110.1◦ (53)

(φi ,ψi ) = (−60◦,−45◦) (54)

式 (52) は、同一の Cα 原子を表す二つの座標がシミュ
レーション空間中で一致する事を要請する。式 (53)及
び式 (54)は、それぞれ、θi 及び (φi ,ψi )が、理想的な α
ヘリックス中で見出される値となる事を要請する。この
結果、r rep = 0.2366nmと定められた。また、 r̂hbo 及び
r̂hbh は、以下の方程式を解いて求めた。

1
2

(ri + ri+3) = Ai r̂
hbo + ri (55)

1
2

(ri + ri+3) = Ai+3 r̂
hbh + ri+3 (56)

この結果として、hbo及び hbhの両結合点は、粒子に固
定された座標系の原点を中心とした半径 r rep の球の表
面に位置する事になる (本文中の図 1を見よ)。算出した
r̂hbo 及び r̂hbh の座標は、本文中の表 2に記載した。

S1-6-4水素結合ポテンシャルの表式

本研究では、i番目の水素結合相互作用を表現するポ
テンシャル項Uhb

i を、次式のように記述した。

Uhb
i (zhb

i ,r
hb
i ) =∆Uhb,w · h(rhb

i )

+ (∆Uhb,m − ∆Uhb,w) · g(zhb
i ) · h(rhb

i )

(57)

ここで、zhb
i は、hboi と hbhi+4 の中点の z 座標であり、

次式で算出する。

zhb
i =

1
2

(rhbo
i + rhbh

i+4 ) · z (58)
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また、rhb
i は、hboi及び hbhi+4の二点の間の距離であり、

次式で算出する。

rhb
i = |rhbo

i − rhbh
i+4 | (59)

また、Uhb,w = −8.726kJ/mol、そして、∆Uhb,m =

−24.93kJ/molを使用した。式中の h(r)は、次式で定義
した。

h(r) =

−3
(
r
r0

)4
+ 8
(
r
r0

)3 − 6
(
r
r0

)2
+ 1 (r < r0)

0 (r0 ≤ r)
(60)

ここで、r0 = 0.25nmとした。h(r)の外形は図 S1-4に示
した。式中の g(z)は、ポリペプチド鎖の断片と膜との相
互作用を表現する為に用いた関数と同一である。ここで
も、g(z)中において、脂質コア領域の厚さの半分を表す
s = 1.4nm、及び、膜界面領域の厚さを表す d = 0.7nm
を使用した。Uhb,w、∆Uhb,m、及び、r0 の値の算出方法
は、S2に詳しく記述した。
式 (57)の右辺第一項目は、水中での水素結合相互作

用を表現している。第一項目の値は、rhbo
i と rhbh

i+4 の二点
が互いに接近すると減少する。
式 (57)の右辺第二項目は、水中での水素結合相互作

用と、脂質膜中でのそれとの間の違いを表現している。
つまり、脂質膜中での水素結合の形成に伴う系のポテン
シャルの低下は、第一項目と第二項目の和として表さ
れる。

Uhb
i (zhb

i ,r
hb
i )が作る曲面の形状、及び、脂質膜領域と

の関係は、図 S1-5に描画した。シミュレーション中に
おいて i番目の水素結合が完全に形成されたとき、即ち、
rhbo
i と rhbh

i+4 が脂質膜中で一致したとき、g(zhb
i ) = 1、そ

して、h(rhb
i ) = 1となり、Uhb

i (zhb
i ,r

hb
i ) = ∆Uhb,mとなる。

最終的に、ポリペプチド鎖中の主鎖間の水素結合を表
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図 S 1-4: 関数 h(r ) の概形、及び、h(r ) の導関数の概形 (右)。h(r )
の定義域は、0≤r である。

すポテンシャル項Uhb は、次式で記述した。

Uhb =

N−4∑

i=1

{
Uhb
i

(
zhb
i ,r

hb
i

)
· P(i)

}
(61)

ここで、P(i)は、i + 4番目のアミノ酸がプロリンである
とき 0、そうでなければ１をとる関数であり、プロリン
残基の主鎖の N原子が水素結合に参加できない事を表
現する。

S1-6-5その他

本研究では、予め理想的な右巻きの αへリックス構造
を想定した上で、この構造が最も安定となるように r̂hbo

及び r̂hbh の座標、並びに、ポテンシャル関数を設定し
た。それ故、左巻きの αヘリックスの形成は、結果とし
て考慮されていない。
また、図 S1-5から、次の事が分かる。それは、主鎖

中の C=O基とH-N基を水中から脂質膜中へ輸送する事
は、それらが水素結合を形成していない場合 (r0≤rhb

i )よ
りも、形成している場合 (rhb

i < r0)の方が、より容易に
行えるという事である。この事は、αヘリックス構造を
形成しているポリペプチド鎖の方が、ランダムコイル状
態にあるポリペプチド鎖よりも、水中から膜中へより容
易に輸送出来るという現象が、シミュレーション中に取
り入れられているという事を意味する。

S1-7ポテンシャル項Ucl

Ucl はカンチレバーのたわみエネルギーを表すポテン
シャル項である。

水素結合ポテンシャル曲面

Ui
hb z, r( )

z r

z

zi
hb

ri
hb

Ui
hb

r0 = 0.25nm

!U hb,m

!U hb,w

O

図 S 1-5: 水素結合ポテンシャル曲面。Uhb
i は、結合点 hboi と結合点

hbhi+4 の間に形成される i 番目の水素結合の相互作用ポテンシャルを
表現する。Uhb

i は、hboi と hbhi+4 の間の距離である rhb
i と、hboi と

hbhi+4 の中点の z 座標である zhb
i の関数である。0.25nm ≤ rhb

i である
とき、Uhb

i = 0となる。zhb
i が水中 (2.1nm ≤ |zhb

i |)であり、rhb
i = 0で

あるとき、Uhb
i = ∆U

hb,w となる。zhb
i が脂質コア領域 ( |zhb

i | ≤ 1.4nm)
であり、rhb

i = 0 であるとき、Uhb
i = ∆U

hb,m となる。
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AFMの基板に付着している膜とカンチレバーの間を
ポリペプチド鎖が架橋している場合、膜とカンチレバー
を引き離すとそのポリペプチド鎖は引き延され張力が発
生する。この張力に応じて、カンチレバーはたわむ。膜
タンパク質の強制アンフォールディング実験では、この
たわみ量を計測する事によって、ポリペプチド鎖の張力
を導出している。
本研究では、カンチレバーの根元に対応する点 (その

座標を rcl
baseとする)とカンチレバーの針先に対応する点

(その座標を rcl
head とする)という二つの点を用いて、カ

ンチレバーを表現した。カンチレバーがたわむ効果は、
それら二点の間のポテンシャルUcl として表現した。
シミュレーション中では、カンチレバーの針先に対応

する点の座標を、その針先に付着しているペプチド結合
粒子の座標に常に一致させた。即ち、膜タンパク質を N
末端側から引き抜く場合には、N末端を表す 0番目の粒
子の座標 r0を rcl

headとして使用した。C末端側から引き
抜く場合では、C末端を表す N 番目の粒子の座標 rN を
rcl

headとして使用した。また、強制アンフォールディング
シミュレーションでは、rcl

baseを z軸の方向へ一定速度で
移動させる事で、カンチレバーを脂質膜から引き離す事
を表現する。

Ucl は、次式で表した。

Ucl =
1
2

kcl
x

(
xcl

bh

)2
+

1
2

kcl
y

(
ycl

bh

)2
+

1
2

kcl
z

(
zcl

bh

)2
(62)

ここで、rcl
bh = rcl

head − rcl
baseであり、xcl

bh, ycl
bh, zcl

bhは、それ
ぞれ、rcl

bhの x, y, z成分である。本研究では、kcl
x = kcl

y =

50.0N/mを使用した。この値は、rcl
headの rcl

baseに対する
x及び y方向の変異が十分小さくなるように定めた。ま
た、本研究では、kcl

z = 0.1N/mを使用した。この値は、
実験において典型的に用いられるカンチレバーのバネ定
数 [9]として定めた。

S1-8ポテンシャル項Uwall

Uwall は、ポリペプチド鎖が脂質膜中において移動で
きる領域を制限する為のポテンシャル項である。
本研究では、ペプチド結合粒子間の重なりを妨げる斥

力的ポテンシャルを除き、膜貫通ヘリックス間に働く相
互作用を用いない。それ故、膜貫通ヘリックスがシミュ
レーション中で互いに会合して三次構造を形成する事は
無い。その結果として、膜貫通へリックスが脂質膜中に
おいて移動できる範囲を制限する必要が生じる。もしそ
うしなければ、膜貫通ヘリックスは、それらを結合する
膜外ループの長さが許す範囲に置いて脂質膜中を横方向
に広く拡散してしまう。そこで、本研究ではこのような
ヘリックスの拡散を防ぐ為に、以下の事を行った。

先ず、シミュレーション空間中においてペプチド結合
粒子の侵入を制限する領域 Dを設定した。この領域は、
2.0nm≤

√
x2 + y2かつ −2.5nm≤z≤2.5nmを満たす領域、

及び、z≤ − 3.5nmを満たす領域とした。前者の領域は、
膜貫通ヘリックスの無制限な拡散を防止する為に設けた。
後者の領域は、実験における AFMの基板を表現する。
領域 Dは、本文中の図 4に図示した。
次に、Uwall を次式で表した。

Uwall =

N∑

i=0

Uwall
i (63)

ここで、Uwall
i は、粒子 iが領域 Dに侵入する事を制限

するポテンシャル項であり、次式で表した。

Uwall
i =



kwall

2

(
rwall− |ri−rd

i |
)2 (

|ri − rd
i | < rwall

)

0
(
rwall ≤ |ri − rd

i |
)

(64)
ここで、rwall = 0.2366nmは、壁に対する粒子の衝突半
径である。kwall = 100N/mは、領域Dと粒子の間に働く
斥力を表現するポテンシャル定数である。rwall及び kwall

の値は、それぞれ、ポテンシャル項U repの r rep及び krep

と同じ値に設定した。rd
i は、領域 Dに含まれ、且つ、最

も粒子 iの位置 ri に近い点の座標を表す。この結果とし
て、領域 D の表面は、ポリペプチド鎖を構成する粒子
に対して壁のような役割を果たす。

S2ポテンシャル定数の算出

S2-1ポリペプチド鎖内部のポテンシャル定数

S2-1-1概説

S2-1では、ポリペプチド鎖の内部に与えたポテンシャ
ル中で用いられる定数の算出方法について説明する。kb

については S2-1-2に、ka及び θeqについては S2-1-3に、
kPro
φ 及び φPro

eq については S2-1-4に記述した。r repは、S1-
6において既に定めてある。krep は、水素結合の斥力部
分を表現する事を兼ねる為に、S2-3において定める。

S2-1-2ポテンシャル定数 kb の算出

本研究では、多数のペプチド結合粒子を直鎖状に繋げ
たものとして、ポリペプチド鎖を表現する。粒子が直鎖
状に繋がった状態を保つ為には、粒子 i−1上にある Cαn

i

点の座標 rαn
i と、粒子 i上にある Cαc

i 点の座標 rαc
i の間

の距離 rαn,αc
i = |rαc

i − rαn
i |を、シミュレーション中で常
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に殆ど 0に保つ必要がある。この事を実現する為に、拘
束ポテンシャルUb

i = (kb/2)(rαn,αc
i )2を用いる。そこで、

kbとしてどのような値を設定すれば良いかという事が、
問題となる。
本研究では、ペプチド結合平面の伸縮性を基にして、

kb の値を定めた。現実のポリペプチド主鎖中のペプチ
ド結合平面（即ち、Cα-CONH-Cα′ の部分）に含まれる
原子間の結合長及び結合角は、幾らか変化できる。変化
量が微小であるならば、ペプチド結合平面の変形によっ
て生じるエネルギーU は、次式で記述できるだろう。

U =
k
2

(r − req)2 (65)

ここで、r は Cα と Cα′ の間の距離であり、reqは r の平
衡距離である。本研究では、kb の値を式 (65)の定数 k
の値として定義した。
定数 kの値は、以下の手順で算出した。Cα-CONH-Cα′

の部分に含まれる 6つの原子を、図 S2-1のように座標系
上に配置した。さらに、Cα原子の位置を座標系の原点に
固定した。Cα′原子の位置は x軸上を、そして、C,O,N,H
原子は xy平面内を移動できるとした。

Cα-CONH-Cα′の部分のポテンシャルを次式で表した。

Ũ =
∑

b∈B
Ubond
b +

∑

a∈A
Uangle
a (66)

ここで、右辺第一項目は、共有結合している原子対の結
合長に関するポテンシャルエネルギーの総和を表す。B
は、原子対の集合であり、次式で表した。

B =
{
(Cα ,C), (C,O), (C,N), (N,H), (N,Cα′ )

}
(67)

右辺第二項目は、結合角に関するポテンシャルエネル
ギーの総和を表す。Aは、結合角を定義できる３つの原

結合長ポテンシャル定数の計算の為
の原子の配置
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図 S 2-1: ペプチド結合平面の伸縮性を産出する為の原子の配置。Cα

原子の位置は座標系の原点に固定されており、Cα′ 原子は x 軸上をの
みを移動でき、H, N, C, O 原子は xy-平面内のみを移動できると想定
した。xα

′ は、Cα′ 原子の x 座標を表す。

子の組の集合であり、次式で表した。

A =
{
(Cα ,C,O), (Cα ,C,N), (O,C,N),

(C,N,H), (C,N,Cα′ ), (H,N,Cα′ )
} (68)

Ubond
b 及び Uangle

a の計算には、文献 [56] の力場を使用
した。

Cα′ 原子の x座標が xα′ であるときの系の力学的な平
衡状態に置ける Ũの値を、Ũ (xα′ )で表す。筆者は、様々
な xα′ での Ũ (xα′ ) の値を数値計算によって求めた。そ
して、その結果を xeq − 0.05nm ≤ xα′ ≤ xeq + 0.05nmの
範囲において、式 (65)でフィッティングした (図 S2-2)。
その結果、k = 125.02J/m2が得られた。本研究ではこの
値を kb として使用する。

S2-1-3ポテンシャル定数 ka 及び θeq の算出

現実のポリペプチド鎖では、原子間結合角 ∠NiCα
i Ci

は、110◦ 付近に拘束されている。本研究では、この事
を次のようにしてポリペプチド主鎖の粗視化モデルに取
り入れた。即ち、rN

i − rαn
i と rC

i − rαc
i の二つのベクト

ルの成す角 θi を、θeq = 110◦ 付近に拘束ポテンシャル
Ua
i = (ka/2)(θi − θeq)2を用いて拘束した。ここで、ポテ
ンシャル定数 ka を決定する必要がある。
筆者は、現実のポリペプチド鎖中の一つのCα原子と、

この Cα 原子に共有結合した N, H, Cβ , Cの、合わせて
５つの原子から構成される部分に注目した。この部分の
原子間結合角 θ = ∠NCαCが力学的な平衡状態 θeq に近
いとき、この部分の変形エネルギーは次式で表されるだ
ろう。

Uθ =
k
2

(θ − θeq)2 (69)

復元力定数のグラフ
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図 S 2-2: ペプチド結合平面の歪み量と歪みエネルギーの関係。横軸は
Cα 原子と Cα′ 原子の間の距離を表し、縦軸はペプチド結合平面の歪
みエネルギーを表す。白丸印は計算結果を表し、黒実線はフィッティ
ング曲線を表す。
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本研究では、式 (69)の k を文献 [56]の力場を用いて算
出し、kb として使用する。

k の値は、以下の手順で算出した。先ず、それら５つ
の原子から構成される部分を、座標系上に図 S2-3のよ
うに配置した。そして、N原子を座標系の原点に固定し
た。C原子は x軸上を、Cα 原子は xy平面中を移動でき
るとした。以下では、C原子の x 座標を xC で表す。
この部分系の変形エネルギーを次式で表した。

Ũ =
∑

b∈B
Ubond
b +

∑

a∈A
Uangle
a (70)

ここで、式 (70)の内容は式 (66)と同様である。ただし、
集合 B及び Aは、以下であるとする。

B =
{
(N,Cα ), (Cβ ,Cα ), (H,Cα ), (C,Cα )

}
(71)

A =
{
(N,Cα ,C), (N,Cα ,Cβ ), (N,Cα ,H),

(Cβ ,Cα ,C), (Cβ ,Cα ,H), (H,Cα ,C)
} (72)

筆者は、様々な xC において、その条件の下での系の
力学的な平衡状態における Ũ と θを算出した。そして、
その結果を 100◦ ≤ θ ≤ 120◦の範囲において、θ と Ũ の
関係を式 (65) でフィッティングした (図 S2-4)。その結
果、k = 1.516 × 10−18J/rad2 を得た。本研究ではこの値
を ka として使用する。

S2-1-4ポテンシャル定数 kPro
φ 及び φPro

eq の算出

プロリンの側鎖の Cδ 原子はその主鎖のN原子と結合
しているので、プロリン残基の二面角 φは制限された範
囲のみで変化できる。本研究では、この事を次のように
してシミュレーションに取り入れた。即ち、i番目のア

結合長ポテンシャル定数の計算の為
の原子の配置
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図 S 2-3: ポリペプチド鎖中の原子間結合角 θ = ∠NCαCを拘束するポ
テンシャルに含まれる復元力定数 kb を算出する為の原子の配置。N
原子の位置は座標系の原点に固定されており、C原子は x 軸上をのみ
を移動でき、Cα 原子は xy-平面内のみを移動できると想定した。xC

は C 原子の x 座標を表す。

ミノ酸残基がプロリンである場合に、φi を次式で表され
るポテンシャルを用いて拘束した。

UPro(φi ) =
kPro
φ

2

(
φi − φPro

eq

)2
(73)

ここで、kPro
φ は拘束の強さを表す定数であり、φPro

eq は平
衡二面角である。この式を使う為には、kPro

φ 及び φPro
eq の

値を決定する必要がある。
Morris等は、多数の立体構造を観察し、プロリン残基

の二面角 φの分布が概ね φ = −65.4◦±11.2◦（平均値 ±標
準偏差）のガウス分布となっている事を報告した [57]。
本研究ではこの報告を元に、kPro

φ 及び φPro
eq を以下の手

順で算出した。先ず、Morrisの報告より、φPro
eq = −65.4◦

とした。次に、Morris の報告した分布を、プロリン残
基の二面角 φ の拘束ポテンシャルから作られたボルツ
マン分布であると見なした。Morrisの報告した分布は、
本来、タンパク質内のアミノ酸残基の間の相互作用の結
果として生じたものであるが、この事実には目をつむっ
た。そして、シミュレーションにおける拘束ポテンシャ
ルUPro(φi )が与える φi のボルツマン分布がMorrisの報
告した分布と一致するように、kPro

φ の値を定めた。
UPro(φ)が与える φのボルツマン分布は、次式で表さ
れる。

ρ(φ) = exp
−

kPro
φ

2kbT

(
φ − φPro

eq

)2 (74)

また、平均 φPro
eq 、標準偏差 σの正規分布関数は次式で表

される。

f (φ) =
1√
2πσ

exp
{
− 1

2σ2

(
φ − φPro

eq

)2
}

(75)

復元力定数のグラフ
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図 S 2-4: アミノ酸残基の一部分 (図 S2-3に図示)の歪み量と歪みエネ
ルギーの関係。横軸は原子間結合角 ∠NCαCを表し、縦軸は歪みエネ
ルギーを表す。白丸印は計算値を表し、黒実線はフィッティング曲線
を表す。
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ここで、ρ(φ)∝ f (φ) の関係を想定すると、次式が得ら
れる。

kPro
φ =

kbT
σ2 (76)

この式に σ = 11.2◦を代入すると、次の結果が得られる。

kPro
φ = 1.077×10−19J/rad2 (77)

S2-2 ∆Usc
i , ∆Upb, ∆UNterm, ∆UCtermの値の決定

S2-2-1概要

S2-2 では、ポテンシャル定数 ∆Usc
i , ∆Upb, ∆UNterm,

∆UCterm の値を決定する方法について説明する。
以下では先ず、それらの定数の値として、とある分子

断片 f rag の水-膜間輸送自由エネルギーを用いる事を
説明する (S2-2-2を見よ)。二番目に、分子断片 f ragの
輸送自由エネルギーの値を、 f ragのオクタノール-水分
配係数を用いて算出する方法について説明する。三番目
に、分子断片 f rag のオクタノール-水分配係数を、フ
ラグメント法によって算出する方法について説明する
(S2-2-3を見よ)。四番目に、本研究で使用した分子断片
f ragのフラグメント定数の値について記述する (S2-2-4
を見よ)。最終的に、以上の算出方法を用いる上で生じ
る問題点について議論する (S2-2-5を見よ)。

S2-2-2分子断片の輸送に必要な力学的仕事

本研究では、ポリペプチド鎖の脂質膜に対する親和性
をポテンシャル項Umemを用いて表現する。∆Usc

i , ∆Upb,
∆UNterm,及び, ∆UCtermは、Umemに含まれる定数であり、
以下のように定義された (S1-5-4も参照の事)。
先ず、現実のポリペプチド鎖中に含まれる一つの分子

断片 f ragを考える。次に、シミュレーションモデルに
おいて、モデルポリペプチド鎖上で f ragに対応する部
分が、水中 (脂質コア中)にある場合のポテンシャルエネ
ルギーを Uw

f (Um
f )と定義する。最終的に ∆Uf を、次式

で定義する。
∆Uf = Um

f −Uw
f . (78)

∆Usc
i は、 f lagが i番目のアミノ酸残基の側鎖 (-Ri)であ

る場合の∆Uf である。同様に、∆Upb、∆UNterm、∆UCterm

は、 f ragが主鎖の単位 (> 1
2 (CH)-CONH- 1

2 (CH)<)、N末
端 (> 1

2 (CH)-NH2)、C末端 (> 1
2 (CH)-COOH)である場合

の ∆Uf である。
本研究では、∆Uf の値として、ポリペプチド鎖中に含

まれる分子断片 f ragを、圧力一定の条件下で、完全な

水環境中から完全な膜内環境中へ、可逆的に輸送する為
に必要な力学的仕事量 ∆W f を使用する。この ∆W f は、
ポリペプチド鎖中に含まれる分子断片 f ragを、圧力一
定の条件下で、完全な水環境中から完全な膜内環境中へ、
可逆的に輸送する際の系の自由エネルギー変化 ∆G f に
等しい。それ故、本研究では、∆Uf の値を、次式で定義
した。

∆Uf = ∆G f . (79)

S2-2-3 ∆G f の値の計算法

∆G f の真の値を知る事は困難であるので、本研究では
その値を以下の想定に基づいて算出した。　

(i)ポリペプチド鎖中に含まれる f ragの輸送の代わり
に、小分子中に含まれる f rag の輸送を考える。(ii) 脂
質コア中への輸送の代わりに、脂質コアに性質が等価な
溶媒中への輸送を考える。(iii)伝統的に広く用いられて
きたという理由から、その溶媒としてオクタノールを用
いる。つまり本研究では、∆G f の値は、小分子中に含ま
れる分子断片 f ragを、等温等圧条件下で、水中からオ
クタノール中へ、可逆的に輸送する際に生じる自由エネ
ルギー変化として算出される。
オクタノール相と水相の間で分子断片 f ragのみを輸

送すると言う事は仮想的な概念である。それ故、∆G f の
値は、フラグメント法を用いて、 f ragを含む小分子の
輸送自由エネルギーから推定する必要がある。以下では
先ず、小分子の輸送自由エネルギーをオクタノール-水
分配係数から算出する方法について説明する。その後、
フラグメント法を用いて ∆G f の値を算出する方法を説
明する。
分子断片-Rと-Xから成る小分子 R-Xを水中からオク

タノール中へ輸送する際の自由エネルギー変化 ∆GR−X

は、以下のようにして知る事ができる。先ず、オクタノー
ルと水から成る二相系を考える。この系には、少量の溶
質R-Xが溶かされており、系は平衡に達していると仮定
する。すると、オクタノール中及び水中に存在する R-X
分子の化学ポテンシャルは、以下のように表される。

µR−X,o = µ
◦
R−X,o + kbT ln[R − X]o, (80)

µR−X,w = µ
◦
R−X,w + kbT ln[R − X]w. (81)

ここで、[R − X]o 及び [R − X]w は、それぞれ、オクタ
ノール相中及び水相中の R-X分子の体積モル濃度であ
る。µ◦R−X,o 及び µ◦R−X,w は、それぞれ、オクタノール相
中及び水相中でのR-X分子の標準化学ポテンシャルであ
る。また、kb はボルツマン定数、Tは系の温度である。

42



そして、R-X分子の輸送に伴う自由エネルギー変化は次
式で表される。

∆GR−X = µ
◦
R−X,o − µ◦R−X,w. (82)

二相系は平衡に達していると想定したので、以下の式が
成り立つと考えられる。

µR−X,w = µR−X,o. (83)

また、R-X分子のオクタノール-水分配係数は、次式で
定義される。

PR−X =
[R − X]o,eq

[R − X]w,eq
. (84)

ここで、[R − X]o,eq 及び [R − X]w,eq は、それぞれ、系
が平衡状態にあるときの [R − X]o及び [R − X]wを表す。
そして、式 (80), (81), (82), (83),及び (84)の関係を整理
すると、以下の関係が導かれる。

∆GR−X = −kbT lnPR−X. (85)

∆G−R の値は、∆GR−X の値から導く事ができる。
logPX−R（log は常用対数を表す）の値は、フラグメン
ト法 [58]によって算出できる。このフラグメント法にお
いて補正項を無視すると、logPX−Rは次式で表すことが
できる。

logPR−X = f−R + f−X. (86)

ここで、f−R及び f−Xは、それぞれ、分子断片-R及び-X
のフラグメント定数を表す。本研究では、小分子の輸送
自由エネルギーは、その分子を構成している全ての分子
断片の輸送エネルギーの総和であると想定した。さらに、
小分子中の断片の輸送自由エネルギーは、その断片のフ
ラグメント定数に比例すると想定した。その結果、それ
らの想定と式 (85)及び (86)より、次の式が得られる。

∆G−R = −2.303kbT f−R. (87)

最終的に、式 (79)及び (87)を組み合わせて、次式を
得る。

∆U−R = −2.303kbT f−R. (88)

切断箇所を二つ、または三つ持つ分子断片 (-R-または-
R<で表す)については、小分子X1-R-X2、X1-R(-X3)-X2

を用いて考察する事により、式 (88)と同様の関係式が導
かれる。

S2-2-4電離する分子断片のフラグメント定数

分子断片-R がイオン化する官能基を持たない場合、
f−R は水中の水素イオン濃度 [H+]に依存しない定数と

なる。しかし、イオン化する官能基を持つ場合、 f−Rは
[H+]に依存して変化する [43]。どちらの場合において
も、 f−R は次式で表される。

f−R = f−R,n + f̃−R,i (89)

ここで、 f−R,nは、-Rが全くイオン化していない状況に
おけるフラグメント定数を表し、 f̃−R,i は、[H+]に依存
する部分を表す。
式 (89)において、-Rがイオン化する官能基を持たな

い場合、 f̃−R,i = 0である。しかし、イオン化する官能基
を持つ場合では、 f̃−R,i の値は [H+]によって変化する。
もし、-Rに酸性の官能基が含まれているならば、 f̃−R,i

は次式で表される。

f̃−R,i = log
[H+] + (10∆ f−R )Ka

[H+] + Ka
, (90)

また、もし、-Rに塩基性の官能基が含まれているなら
ば、 f̃−R,i は次式で表される。

f̃−R,i = log
Ka + (10∆ f−R )[H+]

[H+] + Ka
. (91)

式 (90)及び (91)において、Ka は-Rの酸解離定数を表
す。また、∆ f−R は、断片に固有の定数であり次式で定
義される。

∆ f−R = f−R,i − f−R,n, (92)

ここで、 f−R,i は、完全にイオン化している状態におけ
る-Rのフラグメント定数である。

S2-2-5フラグメンと定数の算出

断片-R の f−R,n, Ka, ∆ f−R の値が分かると、式 (88),
(89), (90), (91)より、温度 T、水素イオン濃度 [H+]にお
ける、∆U−R の値が算出できる。
この節では、∆Usc

i 、∆Upb、∆UNterm、そして ∆UCterm

の値を算出する為の f−R,n, Ka,及び ∆ f−R の値の算出方
法を説明する。それらの結果は、 f−R,nの値については
表 S2-1に、Ka 及び ∆ f−R については表 S2-2に記載し
た。また、pH7.8、温度 298Kにおいて算出した ∆Usc

i 、
∆Upb、∆UNterm、そして ∆UCterm の値は、本文中の表 2
に示した。

f−R,n は、イオン化していない状態における側鎖の分
子断片-Rの断片定数である。本研究では、Rosemanの研
究 [43]を参考にして f−R,n の値を次のように算出した。

f−R,n = π−R + f−H, (93)

ここで、π−Rは、イオン化していない状況における断片-
Rの π値であり、f−Hは、水素原子-Hの断片定数である。
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本研究では、π−Rは、Arg側鎖を除き、文献 [43]の値を
使用した。また、f−H = 0.225を使用した。この値は、水
素分子 H-Hの分配係数+0.45の半分として算出された。
プロリン残基の側鎖断片（-CH2-CH2-CH2-）の断片定数
f−Pro− は、π−Pro− + 2 f−H として算出する事が率直なや
り方である。しかしながら本研究では、 f−Pro−の値を式
(93)を用いて算出した。イオン化していない状況でのア
ルギニン側鎖のフラグメンと定数 f−Arg,nは、次の手順で
算出した。先ず、文献 [43]よりプロピルグアニジウムイ
オン (アルギニン側鎖アナログ)の分配係数として-3.48
という値を得た。次に、−3.48 = f−Arg,i + f−H の関係よ
り f−Arg,i = −3.705を得た。さらに、∆ f−Arg = −3.00と
想定し [59]、最終的に式 (92)に ∆ f−Argと f−Arg,iを代入
する事によって f−Arg,n を算出した。
本研究では主鎖単位の分子断片は> 1

2 (CH)-CONH-
1
2 (CH)<と定義したけれども、その断片定数は、分子断
片>CH-CONH-の断片定数として、次のように算出し
た。先ず、文献 [43] より分子断片-CH2-CONH-の断片
定数として-1.95 を得た。次に、−1.95 − f−H として、
f> 1

2 (CH)−CONH− 1
2 (CH)< の値を算出した。

本研究では N末端及び C末端の分子断片は、それぞ
れ、> 1

2 (CH)-NH2及び> 1
2 (CH)-COOHと定義したが、そ

の断片定数は、それぞれ、分子断片-NH2及び-COOHの
断片定数として以下の要に算出した。-NH2 の断片定数
は、 f−Lys,n − 4 f−CH2− として計算した。ここで文献 [43]
より得た f−CH2− = +0.52を使用した。また、-COOHの
断片定数は、 f−Asp,n − f−CH2−として計算した。ここで、
f−CH2− = f−Glu,n − f−Asp,n = +0.53を用いた。

Asp, Glu, His, Lysの ∆ f−R及び pKaは、文献 [43]で用
いられた値を使用した。N末端及び C末端の ∆ f−Rの値
は、それぞれ、∆ f−Lys 及び ∆ f−Asp と同じ値とした。本
研究では、∆ f−Arg = −3.00を用いた [59]。Arg側鎖、N
末端、及び、C末端の pKa の値は、文献 ([60]の Table
III)の値を使用した。

S2-2-6注意点

上記におけるポテンシャル定数の算出方法において、
注意すべき点が二つ存在する。
一方の注意点は、膜内環境に性質が等価な溶媒として

オクタノールを選んだ事である。この選択には、伝統的に
広く用いられてきた事以上の積極的な理由は無い。実際、
脂質膜内環境は、オクタノールとヘキサデカンとの間にあ
ると考えられる [43, 39]。そして、このような溶媒の違い
は、主に親水性基のポテンシャル定数に敏感に影響すると
考えられる。Abraham等の掲載値 [61]によれば、疎水性
官能基のみからなるエタン (CH3CH3)では、オクタノー

ル-水分配係数 ∆logPoct = 1.81に対し、ヘキサデカン-水
分配係数 ∆logP16 = 1.83であり、ほぼ等しく、他の疎水
性基でもほぼ同じである。しかし、親水性分子では違い
が大きい。例えば、エタノール (CH3CH2OH, ∆logPoct =

−0.30, ∆logP16 = −2.19), 酢酸 (CH3COOH, ∆logPoct =

−0.17, ∆logP16 = −3.16), エチルアミン (CH3CH2NH2,
∆logPoct = −0.13, ∆logP16 = −1.62), そしてアセトアミ
ド (CH3CONH2, ∆logPoct = −1.26, ∆logP16 = −4.68)で
ある。それ故、本研究では、親水性の側鎖や主鎖を実際
よりも膜に分配しやすいように見積もっている可能性が
ある。
もう一方の注意点は、ポリペプチド鎖中の断片のフラ

グメント定数を、その断片を含む小分子の分配係数から
算出されたフラグメント定数と等しいと想定した事であ
る。この問題点は、次のように説明される。分子基-A,
-Bと水素-Hからなる化合物 H-A, H-Bのオクタノール-
水分配係数から導かれたフラグメント定数を、それぞ
れ、 f−A, f−B とする。そして、分子基-A, -B が共有結
合して作られる分子 A-Bのオクタノール-水分配係数を
logP とする。このとき、-A, -Bの両方またはどちらか
一方が疎水基である場合、logP = f−A + f−Bはほぼ成り
立つ。しかし、-A, -Bの両方が共に親水基である場合、
logP > f−A + f−B となる。このような、分子中で親水

表 S 2-1: 各側鎖フラグメントの中性状態におけるフラグメント定数

fragment f -R,n fragment f -R,n
Ala +0.62 Phe +2.50
Arg -0.71 Pro +1.22
Asn -1.69 Ser -1.02
Asp -0.49 Thr -0.78
Cys +0.48 Trp +2.34
Gln -1.08 Tyr +1.70
Glu +0.05 Val +1.53
Gly +0.23
His -0.37 -NH2 -1.54
Ile +2.05 -COOH -1.02
Leu +2.05
Lys +0.55 >CH-CONH- -2.18
Met +1.19

表 S 2-2: 電離するフラグメントの ∆ f−R と酸解離定数 pKa

fragment ! f-R pKa

Arg -3.00 12.00
Asp -4.06 3.86
Glu -4.06 4.25
His -3.90 6.00
Lys -3.28 10.53

 -NH 2 -3.28 7.50
-COOH -4.06 3.80
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基が近接する事で、断片定数の和から予想されるよりも
分子全体の親水性が減少する効果は「近接効果」と呼ば
れる。Rosemanは、ポリペプチド主鎖中のペプチド結合
間、及び、ペプチド結合と親水性側鎖の間において、こ
のような近接効果が起こるはずだと論じている [43]。本
研究ではこの近接効果を考慮しなかったので、親水性の
側鎖や主鎖を、実際よりも水中に分配しやすい方へ見積
もっている可能性がある。
オクタノールを選択した事と近接効果を無視した事に

よって生じる誤差は、互いに打ち消し合う方向にある。
本研究で行ったシミュレーションにおいて実験結果が再
現された理由の一つは、もしかしたらこのような打ち消
し合いの効果にあるのかもしれない。この事については、
今後更に研究を進める必要がある。

S2-3水素結合に関連したポテンシャル定数

S2-3-1概要

本研究では、ポリペプチド主鎖間の水素結合をペプ
チド結合粒子間の相互作用ポテンシャルとして表現す
る。このポテンシャル項には、ポテンシャル定数 krep, r0,
∆Uhb,w が含まれている。これらの定数の値は、現実の
主鎖間の水素結合の相互作用がシミュレーション中でう
まく再現されるように定める必要がある。
以下では先ず、現実の主鎖間の水素結合を表現する為

にシミュレーション中で用いるポテンシャルの表式につ
いて説明する。次に、そのポテンシャルの式中に現れる
各々のポテンシャル定数が、現実の水素結合のどのよう
な部分を表現しているかを説明する。最終的に、それら
の定数を算出した方法について説明する。
現実のポリペプチド鎖が αヘリックス構造を形成する

と、残基 iの主鎖のCi=Oiと残基 i+4の主鎖のHi+4-Ni+4

は水素結合 Ci=Oi · · ·Hi+4-Ni+4（本研究では i番目の水
素結合と呼ぶ）を形成する（図 S1-3を見よ）。このC=O
基と H-N基は、O· · ·H間距離が ∼1.9Åよりも大きいと
きには互いに引き合う。しかし、O· · ·H間距離が ∼1.9Å
未満の時には互いに強く反発し合う。本研究では、この
ような主鎖間の水素結合の相互作用を、ペプチド結合粒
子間の相互作用ポテンシャルとして表現する。i番目の
水素結合を表現するポテンシャルは次式で表される。

U
hb
i = Uhb

i (zhb
i ,r

hb
i ) +U rep

i, i+3(ri, i+3) (94)

ここで、右辺第一項目は、粒子 i上の hboi 点と粒子 i+3
上の hbhi+4点の間の引力ポテンシャル (eq-refを見よ)で
あり、C=O基と H-N基の間の引力的な相互作用を表現
している。右辺第二項目は、粒子 iと粒子 i + 3の間の斥

力ポテンシャル (eq-refを見よ)であり、C=O基と H-N
基の間の斥力的な相互作用を表している。

r0及び∆Uhb,wは右辺第一項目に含まれる。r0は、C=O
基とH-N基の間の引力的な相互作用の広がりを表す。ま
た、∆Uhb,w は、水中において C=O基と H-N基が理想
的な水素結合を形成したときのポテンシャルエネルギー
を表す。krepは、右辺第二項目に含まれ、C=O基とH-N
基が接近したときに両者の間に働く斥力の勾配を表す。
本研究では、C=O基と H-N基の間の引力的な相互作

用の広がりは、水中と脂質膜中で同じであると想定した。
即ち、r0を水素結合が形成される位置によらない定数と
した。そして、r0、∆Uhb,w、krepの値を次の二段階に分
けて算出した。先ず、真空中での C=O基と H-N基の間
のポテンシャルを既存の分子力場を用いて算出する。そ
して、U

hb
i がこのポテンシャルに一致するように、r0と

krep の値を決定する（S2-3-2を見よ）。次に、決定され
た r0 と krep の値を用いた上で、N-metylacetamideの会
合に伴う自由エネルギー変化の実験値 (ref)が再現され
るように ∆Uhb,wの値を決定する（S2-3-3及び S2-3-4を
見よ）。
計算に用いたペプチド結合粒子上での hbo点及び hbh

点の座標（r̂hbo及び r̂hbh）、並びに、粒子間に斥力が働き
始める距離 r rep は、S1-6-3において既に算出してある。
右辺第一項目に含まれる∆Uhb,mの値は、S6で決定する。
∆Uhb,mの値が決定されると、C=O· · ·H-Nを水中から脂
質膜中へ輸送するときに生じる自由エネルギー変化が定
まる。この自由エネルギー変化は S2-3-3及び S2-3-4の
内容と関連性が大きく、また、シミュレーション上で重
要な定数であるので、S2-3-5に記述した。

S2-3-2定数 r0 及び krep の算出方法

r0及び krepの値は、シミュレーション上で水素結合を
表現するポテンシャルU

hb
i を真空中における C=O基と

H-N基の間のポテンシャルU
hb
Atomにフィッティングする

事によって定めた。
U

hb
Atomは、以下のように計算した。先ず、真空中にC=O

基と H-N基だけが存在する系を考える。それらの各原
子は x 軸上に存在し、C, O, H, N 原子の x 座標は、そ
れぞれ、-1.229Å, 0.0Å, xH, xH + 1.01Åであるとする (図
S2-5(A))。つまり、C=Oの結合長及び H-Nの結合長は
固定されており、C=Oと H-N間の距離だけが変化でき
る。そして、文献の原子力場 [56]を用いて、U

hb
Atomを xH

の関数として次式で表した。

U
hb
Atom(xH) = Uelec(xH) +UVdW(xH) (95)
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Uelec(xH) =
∑

(i, j )∈A

qiqj

4πε0ri j
(96)

UVdW(xH) =
∑

(i, j )∈A
ε i j


(

Ri j

ri j

)12

− 2
(

Ri j

ri j

)6 (97)

ここで、ε0 は真空の誘電率、ri j は原子 i 及び j の間の
距離である。ε i j 及び Ri j は、i及び j の原子の組み合わ
せによって異なるポテンシャル定数であり、文献の原子
力場 ([56]の Table 14)で定義された値を用いた。qは原
子の電荷であり、文献 ([56]の Figure 4)中の ALAの主
鎖の値を用いた。シグマ記号は、次式で表した集合Aに
含まれる原子の組 (i, j) について、それぞれ一度ずつ和
をとる事を表す。

A = {(C,H), (C,N), (O,H), (O,N)} (98)

図 S2-6には、横軸を xH、縦軸をU
hb
Atom(xH)としてポテ

ンシャル曲線の形状を点線で示した。U
hb
Atom(xH)の最小

値は-9.41kJ/molとなった。
U

hb
i は、以下のように計算した。先ず、二つのペプチ

ド結合粒子 i と i + 3のみが存在する系を考える。ここ
で、ri , rhbo

i , rhbh
i+4, ri+3 の各座標は全て x 軸上に存在し、

xhbo
i = 1.85Å, xi = xhbo

i − 2.351Å, xi+3 = xhbh
i+4 + 2.351Åで

あるとする (図 S2-5(B))。つまり、粒子 i は空間中で位
置も向きも固定されている。また、粒子 i + 3は空間中
で向きは固定されているが位置は x 軸上を移動できる。
すると、U

hb
i は xhbh

i+4 の関数として、式 (94)によって算
出される。ただし、式中の第一項目として、次式を使用
する。

Uhb
i (zhb

i ,r
hb
i ) = −9.41[kJ/mol] · h(rhb

i ) (99)

ここで、-9.41[kJ/mol]はU
hb
Atom(xH)の最小値である。

筆者は、U
hb
i のポテンシャルの形状がU

hb
Atomのそれに

良く一致するような r0及び krepの値を試行錯誤によって
求めた。その結果として、r0 = 2.5Å及び krep = 100N/m
の時に、ポテンシャルの形状は良く一致する事が分かっ
た。それ故、本研究ではこれらの値を採用した。xhbo

i の
座標 1.85Åと U

hb
Atom(xH) の最小値-9.41kJ/mol は、r0 及

び krepを算出する為だけに用い、シミュレーションモデ
ル中では使用しなかった。

S2-3-3 ∆Uhb,w の算出方法

ポテンシャル定数 ∆Uhb,w は、二つのペプチド結合粒
子が水中で完全な水素結合を形成するときに伴うポテン
シャルエネルギーの変化量を表す。ここで言う「完全な
水素結合」とは、i番目の水素結合について言うと、粒

子 i と粒子 i + 3が次の二つの関係を満たすように配置
しているという事である。

rhbo
i = rhbh

i+4 (100)

|ri+3 − ri | = 2r rep (101)

本研究では ∆Uhb,w の値を、水中における N-
methylacetamide(N-MAA)分子間の水素結合の形成に伴
う標準自由エネルギーの変化量の測定値 [44]を元に算
出した。以下では、先ず、S2-3-4 において算出方法の
概念を説明する。そして、S2-3-5 において具体的な算
出方法を説明する。

S2-3-4 ∆Uhb,w の算出方法の概念

単一のペプチド結合粒子の内部構造は、N-MAAの分
子構造に非常に良く似ている。そこで、この類似性を利
用して、∆Uhb,wの値を次のようにして算出した。先ず、
ポリペプチド鎖を形成せずに空間中に分散しているペプ
チド結合粒子の系（以下では粒子系と呼ぶ）を想定し、
この粒子系をN-MAA水溶液と見なす。そして、N-MAA
分子間の水素結合形成における標準自由エネルギー変化
が粒子系においても再現されるように、∆Uhb,w の値を
定める。
以下では先ず、N-MAA分子間の水素結合形成におけ

る標準自由エネルギー変化について説明する。その後で、
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図 S 2-5: (A) C=O基と H−N基の間の相互作用ポテンシャルを計算す
る為の原子の配置。O 原子は座標系の原点に固定され、C, H, N 原子
は x 軸上に存在し、C=O 間及び H−N 間の共有結合長は変化しない
と想定した。算出した C=O基と N−H基の間のポテンシャル曲線は、
図 S2-6に点線で示した。(B)ペプチド結合粒子間の水素結合相互作用
を表現するポテンシャルを計算する為の粒子の配置。i 番目及び i+3
番目のペプチド結合粒子の中心、並びに、hboi 点及び hbhi+4 点の座
標は、x 軸上に存在する。筆者は、xhbo

i , rhb
0 , k rep をフィッティングパ

ラメータとして、粒子間の水素結合相互作用を表現するポテンシャル
曲線を、C=O 基と N−H 基の間のポテンシャル曲線にフィッティング
した。フィッティング後の粒子間の水素結合相互作用を表現するポテ
ンシャル曲線は、図 S2-6 に実線で示した。
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粒子系での水素結合形成における標準自由エネルギー変
化について説明する。

N-MAAの分子構造 (CH3-CONH-CH3)は、ポリペプ
チド主鎖のペプチド結合部分の構造 (Cα-CONH-Cα)に、
非常によく似ている。実際、この分子の C=O基は別の
分子のH-N基と水素結合C=O· · ·H-Nを形成できる。N-
MAA水溶液中における水素結合の形成反応は、次式で
表される。

C = Ofree + H − Nfree"C = O · · ·H − N (102)

ここで、C=Ofree及びH-Nfreeは、それぞれ、他のN-MAA
分子と水素結合を形成していない C=O基及びH-N基を
表す。そして、平衡状態にある溶液においては、水素結
合の形成に伴う自由エネルギー変化量は次式で算出で
きる。

∆F◦N−MAA = −RT ln
[C = O · · ·H − N]

[C = Ofree][H − Nfree]
(103)

ここで、[]は、括弧内の分子基または水素結合の体積モ
ル濃度を表す。Klotz等は、水溶液中で N-MAA分子の
濃度が十分希薄であるという条件の下で、∆F◦N−MAA =

13.0kJ/molという値を得た。
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図 S 2-6: 原子モデル及びペプチド結合粒子モデルのポテンシャル曲
線。図中の点線は、既存の分子力場 [56] に基づいて計算した、ペプ
チド結合内部の C=O基と H−N基間の相互作用ポテンシャルを表す。
相互作用ポテンシャルを計算する為の C=O 基と H−N 基の配置は、
図 S2-5(A)に示した。具体的な計算手法は、S2-3-2中に記述した。図
中の点線に対して、図の横軸は、図 S2-5(A) の xH を表し、また図の
縦軸は C=O 基と H−N 基間の相互作用ポテンシャルエネルギーを表
す。図中の実線は、二つのペプチド結合粒子間の水素結合を表現する
ポテンシャル曲線を、図中の点線にフィッティングした結果を表す。ポ
テンシャル曲線を計算する為の二つのペプチド結合粒子の配置は、図
S2-5(B)に示した。具体的な計算手法は、S2-3-1及び S2-3-2中に記述
した。図中の実線に対して、図の横軸は、図 S2-5(B)の xhbh

i+4 を表し、
また図の縦軸は二つのペプチド結合粒子間の相互作用ポテンシャルエ
ネルギーを表す。

粒子系での水素結合形成における標準自由エネルギー
変化は、次のように計算した。先ず、一辺の長さ 2Lか
つ体積 V である立方体の空間中に、N 個のペプチド結
合粒子 (0∼N-1)が分散しており、温度 T の巨大な熱欲に
接し、熱平衡に達している系を考える。この系の全ポテ
ンシャルUsys を、次のように表す。

Usys = Uhb +U rep (104)

ここで、Uhbは、粒子間の水素結合の引力部分を表現す
るポテンシャル項の総和である。ポリペプチド鎖の場合
と異なり、水素結合は、全ての hbo点と全ての hbh点の
間（ただし同一粒子上に存在する二点間を除く）で計算
する。また、U repは、全ての粒子間の斥力ポテンシャル
項の総和である。そして、平衡状態におけるこの系の水
素結合形成における標準自由エネルギー変化を、式 (103)
と同様に次式で表す。

∆F◦pbp = −RT ln !#
ρhb

ρhbo
freeρ

hbh
free

$
& (105)

ここで ρhbは、粒子間に形成された水素結合の体積モル
濃度を表す。ρhbo

free及び ρhbh
freeは、それぞれ、水素結合を形

成していない hbo点及び hbh点の体積モル濃度を表す。
∆F◦pbp の値は、∆Uhb,w によって変化する。それ故、
∆Uhb,w の値を、粒子の濃度が非常に希薄であるという
条件の下で、次式を満たすように定める。

∆F◦N−MAA = ∆F◦pbp (106)

上式を満たす ∆Uhb,wの算出方法は、S2-3-5に記述した。

S2-3-5 ∆Uhb,w の具体的な計算方法

式 (106)を満たす ∆Uhb,w の値は、統計力学的手法と
若干の数値計算を用いて算出できる。結論から言うと、
∆F◦pbpを ∆Uhb,wの関数として表せば良い。∆F◦pbpを算出
する為には、平衡状態かつ十分希薄な粒子濃度であるよ
うな粒子系の ρhb の値を求めればよい。そのような ρhb

の値は次の手順で求める事ができる。先ず、粒子系の全
状態W のうち水素結合の数が nであるような部分状態
をWn とし、Wn の部分分配関数を z(Wn )とする。そし
て、z(Wn )を最大にする nを算出すると、平衡状態にお
ける ρhb が求められる。
以下では、∆Uhb,wの算出法について、以下の手順で記

述する。(i)粒子系の状態を定義する。(ii)粒子間の水素
結合を定義する。(iii)部分分配関数 z(Wn )を算出する。
(iv)z(Wn )を最大にする nを求め、∆F◦pbpを ∆Uhb,wの関
数として表す。(v)式 (133)を用いて、∆Uhb,w を算出す
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る。

粒子系の状態と分配関数

粒子 iの位置を xi , yi , ziで表す。また、粒子 iの向きを、
粒子に固定した座標系の外部座標系に対する Z − Y − Z
系のオイラー角 αi , βi ,γi で表す。そして、これら 6つの
数値で定められる粒子 i の座標を一つに纏めて qi で表
す。各座標に対する運動量はボルツマン分布となってい
ると想定し、粒子の運動量に依存する部分を位相空間に
関する議論から省く。すると系の状態は、全粒子の座標
qのみに依存し、次式で表される。

q =
{
q0, q1,…, qN−1

}
(107)

状態 q にある系全体のポテンシャルエネルギーを
Usys(q)で表す。系の全状態W の分配関数 Z は、次式で
表される。

Z =
∫

D
exp
{−βUsys(q)

}
dq (108)

ここで、 ∫

D
dq =

∏

i

∫

D
dqi (109)

∫

D
dqi =

∫ +L

−L
dxi
∫ +L

−L
dyi
∫ +L

−L
dzi
∫ 2π

0
dαi
∫ π

0
sinβidβi

∫ 2π

0
dγi

(110)
である。また、

∫ +L

−L
dxi
∫ +L

−L
dyi
∫ +L

−L
dzi = V (111)

∫ 2π

0
dαi
∫ π

0
sinβidβi

∫ 2π

0
dγi = 8π2 (112)

である。

粒子間の水素結合の定義

粒子 i上の hbo点の座標 rhbo
i と粒子 j上の hbh点の座

標 rhbh
j+1 との間に次の関係を満たすとき、それら二点は

水素結合を形成していると定義する。

|rhbh
j+1 − rhbo

i | < rhb
lim (113)

ここで、rhb
limは、水素結合を形成していると判定する為

の最大距離である。rhb
lim の具体的な値は後述する。

また、粒子 i上の hbo点と粒子 j 上の hbh点との間で
の水素結合の形成状態を判定する関数を f (qi ,qj )とし、
次式で表す。

f (qi ,qj ) =


1
(
|rhbh

j+1 − rhbo
i | < rhb

lim

)

0
(
rhb

lim ≤ |rhbh
j+1 − rhbo

i |
) (114)

そして、状態 qにある系の水素結合の数 n(q)を次式で
表す。

n(q) =
∑

i

∑

j ( j!i)

f (qi ,qj ) (115)

すると、状態 q にある系の水素結合の体積モル濃度
ρhb(q)は次式で表される。

ρhb(q) = n(q)/(V ρ◦) (116)

ここで、ρ◦は、基準となる体積モル濃度、1.0mol/(dm)3

である。
ρ◦を用いると、粒子系の全粒子の体積モル濃度は、次

式で表される。
ρ0 = N/(V ρ◦) (117)

部分分配関数の算出

系の全粒子の濃度は非常に希薄であるならば、水素結
合の濃度もまた希薄であると見なせる。この場合、粒子
が三量体以上の多量体を形成する事を無視できる。即ち、
粒子の結合状態として単量体と二量体のみを考えればよ
い。そして、hbo点と hbh点の両点で同時に水素結合を
形成している粒子は存在しないと考えてよい。この近似
の結果、水素結合の数が nである部分状態Wn は、水素
結合している粒子の組み合わせによってさらに Mn 個の
部分状態に分割できる。
水素結合の数が nである状態において、水素結合して

いる粒子の組み合わせは次のような集合 An を用いて表
現できる。

An =
{
(k1, l1), (k2, l2),…, (kn , ln )

}
(118)

ここで、集合の要素 (k, l) は、粒子 k の hbo点が粒子 l
の hbh点と水素結合を形成している事を表す。
互いに異なる集合 An の総数を Mn で表す。水素結合

を形成している粒子の組み合わせが An で表される部分
状態を Wn,A で表す。そして、Wn,A の部分分配関数を
z(Wn,A)とする。水素結合の数 nが等しいならば、粒子
の組み合わせによらず z(Wn,A) は同一となる。その結
果、次式が得られる。

z(Wn ) = Mn · z(Wn,A) (119)

つまり、z(Wn )を算出する為には、Mn 及び z(Wn,A)を
算出すればよい。
互いに異なる集合 An の総数 Mn は、次の様にして求

める事ができる。先ず、N 個の粒子から、hbo点側で水
素結合している n個の粒子を選択する場合の数は、NCn
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通り。次に、残った N −n個の粒子から、hbh点側で水素
結合している n個の粒子を選択する場合の数は N−nCn

通り。そして、hbo点側で水素結合している粒子に、hbh
点側で水素結合している粒子を一対一で対応させる場合
の数は、nPn 通り。これらを合わせて、

Mn = NCn · N−nCn · nPn (120)

となる。
部分状態Wn,Aの部分分配関数 z(Wn,A)は、次のよう

に表される。
z(Wn,A) = zN−2n

mono · zndi (121)

ここで、zmonoは、水素結合せず単量体で存在する一つの
粒子の分配関数である。粒子の濃度が希薄である場合、
式 (111)と式 (112)より、次式で表される。

zmono =

∫

D
dq = 8π2V (122)

また、zdi は、An の要素 (k, l) で表されるような水素結
合状態にある粒子対の分配関数である。粒子の濃度が希
薄である場合、次式で表される。

zdi =

∫

D

∫

D
exp {−βUdi(qk ,ql )} f (qk ,ql )dqkdql (123)

ここで、Udi(qk ,ql )は粒子対のポテンシャルであり、式
(94)より、次式で表される。

Udi(qk ,ql ) = Uhb
di (qk ,ql ) +U rep

di (qk ,ql ) (124)

ここで、Uhb
di (qk ,ql )は、粒子 k 上の hbo点と粒子 l上の

hbh点の間の水素結合ポテンシャルの引力的部分を表す。
具体的には、次式で表される。

Uhb
di (qk ,ql ) = ∆Uhb,w · h(rhb

di ) (125)

ここで、rhb
di = |rhbo

k − rhbh
l+1 |である。

また、U rep
di は、二粒子間の斥力ポテンシャルであり、

次式で表される。

U rep
di =


k rep

2 (2r rep − rk,l )2 (rk,l < r rep)
0 (r rep ≤ rk,l )

(126)

ここで、rk,l = |rl − rk |である。
Udi(qk ,ql )の値は、二粒子の相対的配置のみによって
定まる。それ故、式 ( 123)の被積分関数、

∫

D
exp {−βUdi(qk ,ql )} f (qk ,ql )dqk (127)

の値は、ql に依存しない。その結果、zdi は、次式のよ
うに記述できる。

zdi =

∫

D
udql = 8π2Vu (128)

u =
∫

D
exp {−βUdi(qk ,q)} f (qk ,q)dqk (129)

ここで、qは、計算に都合の良い座標である。

∆Uhb,w の算出方法

z(Wn )を最大にする nの条件は、次式で表される。

dlnz(Wn )/dn = 0 (130)

式 (119)を式 (127)に代入し、さらに、スターリングの
近似式、

lnN! ≈ N lnN − N (131)

を用いて式を整理すると、次式を得る。

ln
ρhb

(ρ0 − 2ρhb)2 = ln
u

8π2 + lnρ◦ (132)

ここで、n - N であるなら、ρ0 − 2ρhb " ρfreeという近
似を用いてよい。すると、上式の左辺は ln(ρhb/ρfree

2)と
なる。これを式 (105)に代入して、最終的に次式を得る。

∆F◦pbp = −RT ln
u(∆Uhb,w)

8π2 − RT lnρ◦ (133)

上式では、uが ∆Uhb,w の関数である事を明示した。図
S2-7には、様々な rhb

limの値における ∆Uhb,wと ∆F◦pbpの
関係をグラフに示した。uの値は、式 (129)より、次式
で表される座標 qを用い数値計算により算出した。

x = y = z = α = β = γ = 0 (134)
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図 S 2-7: ペプチド結合粒子の分散系における、完全な水素結合のポテ
ンシャルエネルギーと、水素結合の形成に伴う自由エネルギー変化の
関係。横軸は、ペプチド結合粒子間に形成される完全な水素結合のポ
テンシャルエネルギーの値を表す。縦軸は、ペプチド結合粒子間にお
ける水素結合の形成に伴う自由エネルギー変化量を表す。図中の実線
は、様々な rhb

lim の値における ∆U と ∆F◦ の間の関係を表す。
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最終的に、rhb
limの値を選択するという問題が残る。rhb

lim
は、hbh点と hbo点が水素結合を形成しているかどうか
を判定する基準となる値である。本研究では、以下の理
由から、rhb

lim = 1.5Åを使用した。Klotz等の研究 [44]で
は、水素結合の形成状態を赤外分光スペクトルの変化に
よって評価している。それ故、筆者は、rhb

limの値を、最も
安定な水素結合を形成した状態にある二つのN-MAA分
子を、赤外分光スペクトルが水素結合の存在を示さなく
なる所まで引き離す為に必要な距離とする事を考えた。
筆者は、その距離は水分子の直径 ≈ 3.0Å程度よりは小
さいだろうと推測し、rhb

lim = 1.5Åと決定した。∆Uhb,w

の値は、図 S2-7より、rhb
lim = 1.5Åにおいて、∆F◦pbpが、

Klotz等の測定値、∆F◦N−MAA = 13.0kJ/molとなる値とし
て求められる。その結果として、本研究では ∆Uhb,w と
して次の値を採用した。

∆Uhb,w = −8.726kJ/mol (135)

最後に、∆Uhb,w の値の決定方法の問題点について記
述する。一方は、rhb

limの値の選択において明らかに大き
な任意性がある事である。もう一方は、αヘリックスの
形成に伴う主鎖中での水素結合の形成のモデルとして、
水中におけるN-MAA分子間の水素結合の形成が適切で
あるかどうかという問題である。これらの問題点につい
ては、今後の研究に委ねたい。

S3粒子に働く力とトルク

S3-1粒子に働く力とトルクの一般的な計算式

シミュレーション系が状態 qにあるとする。このとき，
i番目のペプチド結合粒子に働く力 Fi は，次式で求めら
れる。

Fi = −
(
x
∂

∂xi
+ y
∂

∂yi
+ z
∂

∂zi

)
Usys(q) (136)

ここで，Usys(q)は状態 qにある系全体のポテンシャル
を表す。xi , yi ,及び zi は，それぞれ，粒子 iの位置 ri の
x, y,及び z 座標を表す。x, y,及び z は，それぞれ，シ
ミュレーション系に固定された座標系 (外部座標系)の x,
y,及び z軸の単位ベクトルを表す。
また、粒子 iに働くトルク Ti は，次式で求められる。

Ti = −
(
x
∂

∂αi
+ y

∂

∂ βi
+ z
∂

∂γi

)
Usys(q) (137)

ここで，偏微分 ∂Usys(q)/∂αi を，次式で定義した。
∂

∂αi
Usys(q) = lim

∆αi→0

Usys(q′) −Usys(q)
∆αi

(138)

ここで，q′は，状態 qにある系において，粒子 iのみを粒
子の中心 riを通り x軸に平行な軸の周りに角度∆αiだけ
回転させる事によって作り出される系の状態を表す。それ
ぞれ，∂Usys(q)/∂ βi及び ∂Usys(q)/∂γiは，∂Usys(q)/∂αi
の場合と同様に定義した。ただし，βi 及び γi の場合に
は，x 軸を，それぞれ，y軸及び z軸に読み替える必要
がある。

S3-2力とトルクの解析的な表現

筆者は，ポテンシャルの定義式を解析的に偏微分する
事で，粒子に働く力とトルクを算出する為の解析的な式
を求めた。この式を用いると，ポテンシャルを数値微分
する場合にと比較して，計算量を大きく削減できる。
本研究では，系全体のポテンシャル Usys は，次式で

表される。

Usys = Upep +Umem +Uhb +Ucl +Uwall (139)

式 (136)に式 (139)を代入する事によって式 (140)が得
られる。また、(137)に式 (139)を代入する事によって式
(141)が得られる。

Fi = Fpep
i + Fmem

i + Fhb
i + Fcl

i + Fwall
i (140)

Ti = T
pep
i +Tmem

i +T hb
i +T

cl
i +T

wall
i (141)

ここで，Fname
i 及び T name

i は，それぞれ，Uname のみ
によって粒子 iに働く力及びトルクである。以下の文章
では，式 (140)及び式 (141)の右辺の各項の表式を記述
する。N末端及び C末端に対応する粒子，即ち，i = 0
及び i = N の場合には，一般的な表式と異なる場合があ
り，それぞれ注記した。
粒子 iに固定された座標系 (内部座標系)の原点の座標

ri を，必要に応じて rG
i と表す。また，以下の略号を用

いた。
r A,Bi = rBi − r Ai (142)

r A,Bi, j = rBj − r Ai (143)

nA,B
i = (r A,Bi )/|r A,Bi | = (rBi − r Ai )/|rBi − r Ai | (144)

nA,B
i, j = (r A,Bi, j )/|r A,Bi, j | = (rBj − r Ai )/|rBj − r Ai | (145)

g′(z) = dg(z)/dz (146)

h′(r) = dh(r)/dr (147)

S3-3 Upepによる力とトルク
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S3-3-1ポリペプチド鎖を構成するポテンシャルについて

ポテンシャル項Upep は，次式で表される。

Upep = Ub +Ua +Uda +U rep (148)

それ故，Fpep
i 及び T pep

i は，次式で表される。

Fpep
i = Fb

i + Fa
i + Fda

i + Frep
i (149)

T pep
i = T b

i +T
a
i +T

da
i +T

rep
i (150)

以下では，式 (149)及び式 (150)の右辺の各項の表式に
ついて記述する。

S3-3-2 Ub による力とトルク

ポテンシャル項Ubによって，粒子 iに働く力 Fb
i とト

ルク T b
i は，次式で表される。

Fb
i = kb(rαc,αn

i + rαn,αc
i+1 ) (151)

T b
i = kb

{
(rαc

i − ri ) × rαc,αn
i + (rαn

i+1 − ri ) × rαn,αc
i+1

}
(152)

ここで，rαc,αn
0 = 0，また，rαn,αc

N+1 = 0と定義する。

S3-3-3 Ua による力とトルク

ポテンシャル項Uaによって，粒子 iに働く力は，Fa
i = 0

である。トルク T a
i は，次式で表される。

T a
i = ka

{
(θi − θeq)n1 + (θi+1 − θeq)n2

}
(153)

ここで，n1 及び n2 は，次式で表される。

n1 = (rαc,C
i × rαn,N

i )/|rαc,C
i × rαn,N

i | (154)

n2 = (rαn,N
i+1 × rαc,C

i+1 )/|rαn,N
i+1 × rαc,C

i+1 | (155)

ただし，i = 0 のとき n1 = 0，そして，i = N のとき
n2 = 0と定義する。

S3-3-4 Uda による力とトルク

ポテンシャル項Udaによって，粒子 iに働く力 Fda
i と

トルク T da
i については，最初に一般的な二面角ポテン

シャルの表式の場合について記述する。その後，本研究
に用いた二面角ポテンシャルの表式の場合での近似式に
ついて記述する。
先ず，二面角ポテンシャルが Uda

i (φi ,ψi ) と表記され
る場合について記述する。このとき，粒子 iに働く力は
Fda
i = 0となる。トルク T da

i は，次式で表される。

T da
i = T

da
iφ1 +T

da
iφ2 +T

da
iψ1 +T

da
iψ2 (156)

ここで，

T da
iφ1 = −

∂Uda
i (φi ,ψi )
∂φi

f
(
nN,αn
i ,nαc,C

i

)
(157)

T da
iφ2 =

∂Uda
i+1(φi+1,ψi+1)
∂φi+1

f
(
nN,αn
i+1 ,n

αc,C
i+1

)
(158)

T da
iψ1 =

∂Uda
i (φi ,ψi )
∂ψi

f
(
nC,αc
i ,nαn,N

i

)
(159)

T da
iψ2 = −

∂Uda
i+1(φi+1,ψi+1)
∂ψi+1

f
(
nC,αc
i+1 ,n

αn,N
i+1

)
(160)

である。 f はベクトル関数であり，次式で表される。

f (n1,n2) = n1 −
n1 · n2√

1 − (n1 · n2)2

n2 − (n1 · n2)n1

|n2 − (n1 · n2)n1 |
(161)

ここで，結合角 ∠NiCα
i Ci と平衡結合角 θeqとの差が，常

に十分小さく保たれる場合，次の近似式を用いてシミュ
レーションを行っても，計算結果は殆ど変化しない。

f (n1,n2) " n1 (162)

実際，本研究では，∠NiCα
i Ci がほぼ常に θeq付近となる

ような拘束ポテンシャルを使用した。それ故，筆者は，
本研究で用いた具体的な二面角ポテンシャル項 Uda に，
式 (161)の代わりに，式 (162)を用いて，次式を導いた。

T da
i = −Pro(i)kPro

φ (φi − φPro
eq )nN,αn

i

+ Pro(i + 1)kPro
φ (φi+1 − φPro

eq )nN,αn
i+1

(163)

ここで，Pro(i)は，i番目のアミノ酸が Proのとき 1，そ
れ以外のとき 0をとる関数である。

S3-3-5 U rep による力とトルク

ポテンシャル項 U rep によって，粒子 i に働く力 Frep
i

は，次式で表される。

Frep
i =

i−3∑

j=0

Frep
i, j +

N∑

j=i+3

Frep
i, j (164)

ここで，

Frep
i, j =


0 (2r rep ≤ |ri, j |)
−krep(2r rep − |ri, j |)ni, j ( |ri, j | < 2r rep)

(165)
である。ただし，i または j が，0 ≤ i または j ≤ N を
満たさない場合，Frep

i, j = 0とする。粒子 iに働くトルク
は，T rep

i = 0となる。

S3-4 Umemによる力とトルク
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アミノ酸の脂質膜に対する親和性を表現するポテン
シャル項Umem は、次式で表される。

Umem = Umc +Usc (166)

それ故，粒子 iに働く力とトルク Fmem
i 及びTmem

i は，次
式で表される。

Fmem
i = Fmc

i + Fsc
i (167)

Tmem
i = Tmc

i +T
sc
i (168)

ポテンシャルUmcによって粒子 iに働く力 Fmc
i は，次

式で表される。

Fmc
i = −∆Umc

i g′(zi )z (169)

ここで，z は，外部座標系の z 軸の単位ベクトルを表
す。zi は，粒子 iの z座標を表す。粒子に働くトルクは，
Tmc
i = 0である。

ポテンシャル項Uscによって粒子 iに働く力とトルク
は，以下の手順で計算される。粒子 iには，i番目と i+1
番目のアミノ酸側鎖のポテンシャルが関与する。まず i
番目のアミノ酸側鎖について，

Fsc
i1 = −

1
2
∆Usc

i g′(zαi )z (170)

i + 1番目のアミノ酸側鎖について，

Fsc
i2 = −

1
2
∆Usc

i+1g
′(zαi+1)z (171)

となる。ここで，zαi , zαi+1 は，rαi , rαi+1 の z座標を表す。
また，i = 0なら Fsc

i1 = 0，i = N なら Fsc
i2 = 0と定義す

る。これらを合わせて，粒子 iに働く力 Fsc
i は，次式で

表される。
Fsc
i = Fsc

i1 + Fsc
i2 (172)

また，粒子 iに働くトルク T sc
i は，次式で表される。

T sc
i = (rαc

i − ri ) × Fsc
i1 + (rαn

i+1 − ri ) × Fsc
i2 (173)

S3-5 Uhbによる力とトルク

主鎖間の水素結合のポテンシャルUhb によって粒子 i
に働く力 Fhb

i とトルク T hb
i は，次式で表される。

Fhb
i = Fhb

i1 + Fhb
i2 (174)

T hb
i = (rhbh

i+1 − ri ) × Fhb
i1 + (rhbo

i − ri ) × Fhb
i2 (175)

ここで，Fhb
i1 は，粒子 iに含まれる水素側結合点 hbhi+1

に働く力であり，式 (176)で表される。また，Fhb
i2 は，粒

子 i に含まれる酸素側結合点 hboi に働く力であり，式
(177)で表される。

Fhb
i1 = −

1
2

Z (zhb
i−3,r

hb
i−3)z − R(zhb

i−3,r
hb
i−3)nhb

i−3 (176)

Fhb
i2 = −

1
2

Z (zhb
i ,r

hb
i )z + R(zhb

i ,r
hb
i )nhb

i (177)

ここで，二つの関数 Z (z,r)及び R(z,r)は，次式で表さ
れる。

Z (z,r) = (∆Uhb,m − ∆Uhb,w)h(r)g′(z) (178)

R(z,r) =
{
(∆Uhb,m − ∆Uhb,w)g(z) + ∆Uhb,w

}
h′(r)

(179)
また，nhb

i−3, nhb
i は，それぞれ次式によって計算される。

nhb
i−3 = (rhbh

i+1 − rhbo
i−3 )/|rhbh

i+1 − rhbo
i−3 | (180)

nhb
i = (rhbh

i+4 − rhbo
i )/|rhbh

i+4 − rhbo
i | (181)

S3-6 Ucl による力とトルク

カンチレバーの歪みのポテンシャル項Ucl は，カンチ
レバーの針先に付着していると想定したペプチド結合
粒子にのみ影響を及ぼす。そのようなペプチド粒子の番
号を c番とする。その粒子に働く力 Fcl

c は，次式で表さ
れる。

Fcl
c = −kcl

x xcl
bhx − kcl

y y
cl
bhy − kcl

z zcl
bh z (182)

ここで，xcl
bh, ycl

bh, zcl
bhは，それぞれ，ベクトル rcl

bh = rcl
head−

rcl
baseの x,y,z成分である。rcl

baseは，カンチレバーの根元の
座標，rcl

headは，カンチレバーの先端の座標を表す。rcl
head

の値は，rc に固定されている。c番の粒子に，Uclによっ
て働くトルクは，T cl

c = 0となる。

S3-7 Uwallによる力とトルク

特定の領域に粒子の侵入を制限するポテンシャルUwall

によって，粒子 iに働く力 Fwall
i は，次式で表される。

Fwall
i =


0 (r rep ≤ |rG,d

i |)
−kwall (r rep− |rG,d

i |)n
G,d
i (|rG,d

i | < r rep)
(183)

ここで，rG,d
i = rd

i − ri である。rd
i は，粒子の侵入が制

限される特定の領域 Dの中で最も ri に近い座標である。
nG,d
i は，rG,d

i の単位ベクトルである。Uwall によって粒
子 iに働くトルクは，Twall

i = 0となる。
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S4時間発展の手法

S4-1ブラウン動力学法

本研究のシミュレーションでは、アミノ酸の膜に対す
る親和性並びに主鎖間の水素結合を表現する為に、陰溶
媒モデルを用いた。即ち、水分子と脂質分子を非明示的
に扱った。それ故、シミュレーション系の時間発展には
ブラウン運動力学法 [45, 62]を使用した。ブラウン動力
学法では、溶媒分子の衝突による影響を、粒子に働く時
間的にランダムな熱運動力、並びに、粒子が粘性流体中
で受ける摩擦力として扱う。
本研究ではペプチド結合粒子の形状を球とし、多体粒

子間の流体力学的相互作用の影響を無視した。以下では、
そのような場合における、ブラウン動力学法に基づいた
時間発展の式を説明する。

S4-2粒子の並進運動

粒子 i の並進運動に関する時間発展は、次式で表さ
れる。

ri (t + ∆t) = ri (t) +
DT∆t
kbT

Fi (t) + ∆rBi (t) (184)

ここで、DT = kbT/(6πaη)は、球状粒子の並進運動にお
ける拡散定数であり、kb はボルツマン定数、T は温度、
a は粒子のストークス半径、η は溶媒の粘性率である。
ri (t)及び ri (t + ∆t)は、それぞれ、時刻 t 及び t + ∆t に
おける粒子 iの位置を表す。Fi (t)は時刻 tにおいて粒子
iに働く力を表す。∆rBi (t)は時刻 t から t + ∆t の間での
粒子 iのブラウン運動による移動量であり、次式で表さ
れる。

∆rBi (t) =
(
∆xB

i (t),∆yBi (t),∆zBi (t)
)T

(185)

ここで、∆xB
i (t), ∆yBi (t), ∆zBi (t)は、それぞれ、時刻 tか

ら t + ∆t の間での粒子 i の x,y,z 軸方向のブラウン運動
による移動量を表す。これらは、次の関係式を満たす。
〈(
∆xB

i (t)
)2〉
=
〈(
∆yBi (t)

)2〉
=
〈(
∆zBi (t)

)2〉
= 2DT∆t

(186)
このような ∆xB

i (t), ∆yBi (t), ∆zBi (t) は、互いに相関の
無い、平均 0、分散 1 の正規分布乱数 ∆x̃B

i (t), ∆ỹBi (t),
∆z̃Bi (t)を用いて、次式により作成できる。

∆xB
i (t) =

√
2DT∆t · ∆x̃B

i (t) (187)

∆yBi (t)及び ∆zBi (t)についても式 (187)と同様である。

S4-3粒子の回転運動

粒子 iの回転運動の時間発展は以下の手順で計算され
る。時刻 tから t+∆tの間での、シミュレーション座標系
の x,y,z軸周りの粒子 iの回転角度∆αi (t), ∆βi (t), ∆γi (t)
は、次式で表される。

!"""
#

∆αi (t)
∆βi (t)
∆γi (t)

$%%%
&
=

DR∆t
kbT

Ti (t) +
!"""
#

∆αBi (t)
∆βBi (t)
∆γBi (t)

$%%%
&

(188)

ここで、DR = kbT/(8πa3η)は、球状粒子の回転運動に
おける拡散定数である。∆αBi (t), ∆βBi (t), ∆γBi (t)は、そ
れぞれ、時刻 t から t + ∆t の間での粒子 iのブラウン運
動による x,y,z軸周りの回転角度を表す。これらは、以
下の関係式を満たす。
〈(
∆αBi (t)

)2〉
=
〈(
∆βBi (t)

)2〉
=
〈(
∆γBi (t)

)2〉
= 2DR∆t

(189)
ここで、∆αBi (t), ∆βBi (t), ∆γBi (t) の間には、互いに相
関は無い。また、∆xB

i (t), ∆yBi (t), ∆zBi (t)及び、∆αBi (t),
∆βBi (t), ∆γBi (t)の間にも、互いに相関は無い。このよう
な乱数 ∆αBi (t), ∆βBi (t), ∆γBi (t) は、互いに相関の無い、
平均 0、分散 1の正規分布乱数 ∆α̃Bi (t), ∆ β̃Bi (t), ∆γ̃Bi (t)
を用いて次式により作成できる。

∆αBi (t) =
√

2DR∆t · ∆α̃Bi (t) (190)

∆βBi (t), ∆γBi (t)についても式 (190)と同様である。
∆αi , ∆βi , ∆γiのそれぞれが微小な量である場合、x,y,z

軸周りの回転は一つの回転に合成できる。合成された回
転は、軸 n = v/|v |の周りに、角度 θ = |v |の回転を行う
ことに等しい。ここで、

v = (∆αi ,∆βi ,∆γi )T (191)

である。
この合成された回転操作により、時刻 t における粒

子 i の向き Ai (t) から時刻 t + ∆t における粒子 i の向き
Ai (t + ∆t)が、次式により算出される。

Ai (t + ∆t) = MAi (t) (192)

ここで、行列 M は、n = (nx ,ny ,nz )Tという表現を用い
て、以下のように計算される。

M = (1 − cosθ)nnT + (cosθ)E + (sinθ)S (193)

ここで、

nnT =
!"""
#

nx
2 nxny nxnz

nxny ny
2 nynz

nxnz nynz nz
2

$%%%
&

(194)
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E =
!"""
#

1 0 0
0 1 0
0 0 1

$%%%
&

(195)

S =
!"""
#

0 −nz ny

nz 0 −nx

−ny nx 0

$%%%
&

(196)

である。

S5時間刻み幅の決定

S5-1時間刻み幅の概算

S5-1-1時間刻み幅の妥当性

本研究では、シミュレーション系の時間発展の手法と
して、ブラウン動力学法を採用した。なぜなら、非常に
低速度での膜タンパク質の引き抜きシミュレーションを、
ブラウン動力学法は可能にするからである。
長時間のシミュレーションを実現する為には、時間刻

み幅 ∆t は大きいほど良い。しかし、シミュレーション
系の軌跡を正確に追跡する為には、∆t の間に粒子が移
動する範囲の間で、粒子に働く力及びトルクが概ね一定
と見なせるという条件が必要となる。十分小さな ∆t を
用いれば、必然的に一ステップでの系の変化量は小さく
なり、その条件は満たされるだろう。
本文章では、そのような ∆t の上限 τupper を概算した

(S5-1-2, S5-1-3)。さらに補助的なシミュレーションを実
行して、強制アンフォールディングシミュレーションに、
用いる ∆t の値を 10fsに決定した (S5-2)。

S5-1-2 τupper の概算の手順

本研究では、次の条件 Aを満たす ∆t の上限として、
τupper を概算した。

条件 A
∆t の間に粒子が移動する範囲において粒子に働く力

及びトルクは大きく変化しない。

そして、ペプチド結合粒子モデルによって構成された
ポリペプチド鎖が溶媒中で運動している状況を想定し、
条件 Aを満たす ∆t の範囲について考えた。実際のとこ
ろ、系の全ての状態における全ての粒子の運動について
調べる事は困難である。そこで例として、全原子モデル
による膜タンパク質の分子動力学シミュレーションの場

合を考えてみる。この場合、系の軌跡の正確な計算の為
に必要な ∆t を概算する為には、膜タンパク質の構造に
関係なく、とある重原子とそれに結合した水素原子間の
共有結合長の伸縮運動の周期のみを考察すれば十分だろ
う。この例を参考にして、筆者は以下に記述するような
四つの単純化をおこなう事、つまり、調査する粒子、粒
子の運動、系の状態、系のポテンシャル項を単純化する
事によって、条件 Aを満たす ∆t の範囲を概算しようと
考えた。
一つ目の単純化は、ポリペプチド鎖中の一つの粒子の

運動のみを許し、他の全ての粒子の配置は、常に固定さ
れていると想定する事である。
二つ目の単純化は、注目した粒子の運動として、一方

向への並進移動、または、粒子の中心を通る一つの軸周
りの回転移動という、単純な二つの場合のみを想定する
事である。
ここでは、先ず、粒子に並進移動のみを許可した場合

ついて記述し、回転移動については後で記述する。今、
注目した粒子の基準となる座標を r0 とし、nT を移動
方向の単位ベクトルとし、この移動方向に沿った座標 ξ
を考えると、粒子の座標は、r = r0 + nTξ と表される。
この場合、系全体のポテンシャルUT は、ξ のみの関数
UT = U (ξ) となる。粒子に対して nT 方向に働く力は、
F = −dUT/dξ と表される。
三つ目の単純化は、考慮する系の状態を、熱平衡状態に

置いて頻繁に観察されるような状態のみに限定する事で
ある。つまり、条件 Aは、全ての ξでなく、UT(ξ) ≤ kbT
であるような ξ について満たされていれば良いとした。
四つ目の単純化は、UT として、隣り合うペプチド粒

子を結合するポテンシャル項のみを考慮するという事で
ある。なぜなら、そのポテンシャル項は、粒子の移動に
伴って最も激しく変化するからである。
筆者は、注目した粒子を i番目の粒子とし、また、i−1

番目と i 番目の粒子は、ξ = 0において rαn
i = rαc

i とな
るように配置されていると想定した (図 S5-1(A))。そし
て、両粒子を結合するポテンシャル項Ub

i のみをUT と
して考慮し、UT = (kb/2)ξ2 とした。
上記の四つの単純化の他に、さらに具体的に、次の事

を定めた。先ず、粒子が、時刻 t において座標 ξ (t) に
ある状態を考える。この状態から、ブラウン動力学法に
よって算出される ∆t 時間経過した後の粒子の位置を、
ξ (t + ∆t) = ξ (t) + ∆ξ と記述する。また、粒子が ξ (t)か
ら ξ (t + ∆t) まで移動する間において、粒子に働く力の
最大値 Fmax、及び最小値 Fmin の差 Fdiff = |Fmax − Fmin |
を定義する。そして、「十分に小さいと見なせる」とい
う力の基準（後述）を Fc とする。
以上の想定によって、条件 Aは、近似的に、次の条件
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Bに言い換えられる。

条件 B
UT(ξ) ≤ kbT を満たす任意の ξ に対し、Fdiff ≤ Fc が
満たされる。

条件Bを満たす∆tの範囲を求める為に、更に詳しい状
況を設定し、また、計算した。UT(ξ) ≤ kbTを満たす ξの
範囲は、ξlow = −

√
(2kbT )/kb及び ξup =

√
(2kbT )/kbを

用いて、閉区間 [ξlow, ξup]となる。また、筆者は、「十分に
小さいと見なせる」という力の基準 Fcを、UT(ξ) = kbT
となる位置 ξ にある粒子に働く力の絶対値と定義し、
Fc =

√
2kbT kbとした。さらに、F = −kbξ, dF/dξ = −kb

である事から、任意の ξ について Fdiff = kb∆ξ となる。
これらの状況設定により、条件 Bは、より具体的に、以
下の条件 C に言い換えられる。

条件 C
区間 [ξlow, ξup] に含まれる任意の ξ に対し、kb∆ξ ≤√
2kbT kb を常に満たす。

ブラウン動力学法の式より、∆ξ = ∆ξef +∆ξBと表され
る。ここで ∆ξefは、粒子に働く外力に起因する移動であ
り、∆ξef = F (ξ)DT∆t/kbT である。また、∆ξBは熱運動
に起因する拡散移動であり、筆者は、∆ξBを確率的な拡
散移動距離の二乗平均値の二乗根とし、∆ξB =

√
2DT∆t

と表した。∆ξ は、区間内において ξ = ξlow,ξup のとき
に最大となるので、kb∆ξ ≤

√
2kbT kb を満たす ∆t の範

囲を求める為には、ξ = ξlow, ξupのみを考慮すれば良い。
つまり、この条件式は、F (ξup) = −kb

√
2kbT/kb を用い

て、以下のように記述される。

kb
(00000

DT∆t
kbT

F (ξup)
00000 +
√

2DT∆t
)
≤
√

2kbT kb (197)

ここで、DT = kbT/6πηaであり、kbはボルツマン定数、
T は系の温度である。最終的に、この式を解くと、

∆t ≤ !
#

3 −
√

5
2

$
&

6πηa
kb = 20.6fs (198)

を得る。ここで、η は、水の値 η = 8.9 ×× 10−4Pa · s
を使用した。aは、VDWモデルで表現した中間的な大
きさのアミノ酸分子の形状を内包できるような一つの球
の最小半径から概算し、a = 0.4nmを使用した。また、
kb = 125.02J/m2 を使用した。

S5-1-3回転運動の場合

次に、粒子の中心を通る一つの軸周りの回転運動の場
合において、∆t の間で粒子に働くトルクは大きく変化
しない、という条件を満たす ∆t の範囲を考える。この
事は、基本的に並進移動の場合と同じ考察によって行え
る。ただし以下の部分においては異なる。それは先ず、
粒子の回転運動のみを考慮する事である。
具体的には、nR を粒子の中心を通る一つの軸の単位

ベクトルとし、θをその軸周りの回転移動を表す角度の
座標とする。この場合、系全体のポテンシャル UR は、
θ のみの関数として表され、UR = U (θ) と記述できる。
粒子に働く回転軸の周りのトルクは、T = dUR/dθ とな
る。そして、i − 1 番目と i 番目の粒子は、θ = 0 にお
いて rαn

i = rαc
i となるように配置されていると想定し

た (図 S5-1(B))。系のポテンシャルとして Ub
i のみを考

慮し、UR = (kb/2)r2, r = |rαc
i − rαn

i |とした。i番目の粒
子の中心と rαc

i の間の距離を r̂αcとし、常に r - r̂αcで
あると想定し、そして、r = r̂αcθ という近似を用いた。
以上の結果、並進運動における条件 Bは、以下の条件 D
に読み替えられる。

条件 D
UR(θ) ≤ kbT を満たす任意の θに対し、Tdiff ≤ Tcが満
たされる。
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図 S 5-1: (A)粒子の並進運動から定められる時間刻み幅の上限を計算
する為の、i − 1番目と i 番目の粒子の配置。(B)粒子の回転運動から
定められる時間刻み幅の上限を計算する為の、i − 1番目と i 番目の粒
子の配置。
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そして、この条件を満たす ∆t の範囲は、T (θup) =
−r̂αc

√
2kbT kb を用いて、次式で表される。

kb (r̂αc)2
(00000

DR∆t
kbT

T (θup)
00000 +
√

2DR∆t
)
≤ r̂αc

√
2kbT kb

(199)
ここで、DR = kbT/8πa3η である。この式を解くと、次
式を得る。

∆t ≤ !
#

3 −
√

5
2

$
&

8πa3η

kb(r̂αc)2 = 120fs (200)

ここで、η, a, kbは、並進移動の場合と同じ値を、また、
r̂αc = 190.7pmを用いた。
最終的に、粒子の並進移動及び回転移動において、そ

れぞれ、∆t ≤ 20.6fs及び ∆t ≤ 120fsという ∆tの範囲が
求められた。結果として、τupper = 20.6fsが、適切な ∆t
の範囲の上限となった。

S5-2時間刻み幅の決定

S5-1の結果から、∆t ≤ 20.6fsの範囲の時間刻み幅 ∆t
を用いるならば、本研究のシミュレーションモデルに対
しブラウン動力学法を用いてシミュレーション 系の軌
跡を正確に追跡できると予想される。しかし、強制アン
フォールディングシミュレーションを実行する為には、
そのような範囲の ∆t を用いて、実際に安定かつ十分正
確なシミュレーションが行えるかどうかを調べ、最適な
∆t を決定する必要がある。その為に、筆者は、様々な
∆tの値を用いて、脂質膜の無い環境でのポリペプチド鎖
の運動のシミュレーションを実行し、ri = |rαc

i − rαn
i |及

び N-Cα-C原子間結合角 θi の頻度分布を計算した。そ
して、頻度分布が ∆t の変化によって大きく変化しない
範囲で最大の ∆t を、最適な ∆t と決定した。
この補助的なシミュレーションは、強制アンフォール

ディングシミュレーションの場合と同様の手法を用い、
以下の手順で実行された。系全体のポテンシャルとして、
ポリペプチド鎖内部のポテンシャル項、Upepのみを考慮
した。シミュレーションは全部で 8通り行われ、それぞ
れにおいて、∆t を 50fs, 40fs, 30fs, 20fs, 15fs, 10fs, 5fs,
2.5fsに設定した。そして、各シミュレーションはそれぞ
れ、以下の手順で実行され、解析された。
最初に、バクテリオロドプシンのポリペプチド鎖 (247

残基)の N端粒子を、シミュレーション座標系の原点に
固定した。そして、10µsの計算行って初期構造の影響を
取り除いた後、更に追加で 10µsのシミュレーションを
行った。この追加の 10µsの結果から、等間隔で、合計
10000個の構造を抽出した。これら全ての構造における
全ての粒子の ri = |rαc

i − rαn
i |と θi の値を集め、頻度分

布を算出した (図 S5-2, S5-3)。

結果として、30fs ≤ ∆t では、系は発散したが、∆t ≤
25fsでは安定なシミュレーションが行えた。そのような
∆t の範囲において、θi の相対頻度分布は、∆t に関わら
ず、殆ど一致した。∆t = 2.5∼20fsの範囲では、ri の相
対頻度分布は、大きく変化しないように見える。
正確なシミュレーションの為には小さな∆tが、また長

時間のシミュレーションの為にはより大きな ∆t が望ま
れる。この事を考慮して、筆者は、本研究のシミュレー
ションにおいて、∆t = 10fsを用いる事に決めた。
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図 S 5-2: 様々な ∆t におけるシミュレーション結果において、全ての
粒子についての ri = |rαc

i − rαn
i | を集めた時の分布。横軸は ri、縦軸

はその相対頻度。シミュレーションでは、座標 rαc
i と rαn

i が一致す
るようなポテンシャルが与えられているけれども、粒子の熱運動によ
り rαc

i と rαn
i 間距離は決まった分布を持つ。
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図 S 5-3: ∆t = 10ps におけるシミュレーション結果において、全ての
NCαC 原子間結合角 θi を集めた時の分布。横軸は θi、縦軸はその相
対頻度。∆t = 10psの分布とそれ以外 ∆t での分布との間の違いは、黒
丸の印の直径程度である。
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S6膜貫通ヘリックスの安定性の検証

S6-1シミュレーションによる検証

S6-1-1概要

バクテリオロドプシン (bR)の強制アンフォールディ
ングシミュレーションに用いる、脂質膜内部での水素結
合エネルギーの値 ∆Uhb,m は、次のような方法で決定し
た。最初に、∆Uhb,m の値を様々に変化させた上で、bR
の引き抜きを行わず、単純に bRが膜中に存在するだけ
の補助的なシミュレーションを行なった。次に、bRに
含まれる 7本の膜貫通ヘリックス全てを長時間安定に存
在させる事が出来るような ∆Uhb,m の領域と、そうでな
い領域との境界を求めた。最終的に、その境界よりもわ
ずかにヘリックスが安定に存在する側の値を、強制アン
フォールディングシミュレーションに使用する ∆Uhb,m

の値とした。

S6-1-2補助的なシミュレーションの実行

補助的なシミュレーションにおける系全体のポテンシャ
ルは、強制アンフォールディングシミュレーションのも
のと、以下の二点を除いて同じである。二点のうちの一
方は、カンチレバーのエネルギー項Uclである。ここで
は、膜タンパク質の引き抜きを行わないのでUcl = 0と
した。もう一方は、主鎖間の水素結合エネルギーポテン
シャルの項Uhb である。補助的なシミュレーションは、
Uhbの値を-9.0kbT , -9.5kbT , -10.0kbT , -10.5kbT , -11.0kbT
とした場合の、合計 5種類の条件下で実行した。その他
の条件は、強制アンフォールディングシミュレーション
を行う場合と同様とした。それ故、水中での水素結合エ
ネルギーは、常に-3.5kbT である。
補助的なシミュレーションは、一つの条件につき、

100µs の計算を乱数種を変化させて４回行った。計算
の間、粗視化モデルによるポリペプチド鎖 (モデル鎖)の
構造を、100nsの間隔で、ポリグリシン鎖の原子構造と
して、PDBファイル形式に出力した。各シミュレーショ
ンにつき、シミュレーション全体を通して、各アミノ酸
残基が αヘリックス構造を形成している時間の比率（以
下、α ヘリックス形成率と呼ぶ）を計算した。ただし、
初期構造の影響を除くため、各シミュレーションの最初
の 10µsの結果は、計算に含めなかった。4回のシミュ
レーションの結果を平均したものを、最終的な各残基の
αヘリックス形成率とした。シミュレーション結果の各フ
レームにおいて、各アミノ酸残基がどのような二次構造

を取っているかという事は、STRIDEプログラム [47, 63]
を用いて評価した。このプログラムは、PDBファイル
形式のポリペプチド鎖の原子構造を必要とする。そのた
め、各フレームごとに、モデル鎖の構造をポリグリシン
鎖の原子構造に変換し、PDBファイル形式に出力して
使用した。

S6-1-3膜貫通ヘリックス形成領域の比較

各アミノ酸の αヘリックス形成率が脂質膜内部での水
素結合エネルギーによって変化する様子を、図 S6-1に示
した。∆Uhb,m ≤ −10kbT の条件下では、αヘリックス形
成率が 90%以上となるアミノ酸残基は、互いに離れ、か
つ連続な７つの領域を形成していた。さらに、この条件
下では、シミュレーション全体を通して 7本の膜貫通ヘ
リックス構造が保たれている事を目視で確認した。一方、
−9.5kbT ≤ ∆Uhb,mの条件下では、一本以上のヘリックス
が崩壊しかけていた。筆者は、∆Uhb,m = −10kbT の条件
下で、追加のシミュレーションを４回行なったが、得ら
れた結果に違いは無かった。つまり、∆Uhb,m = −10kbT
の条件下では、7本の膜貫通ヘリックスは十分安定に存
在できると考えてよい。以上の事から、7本の膜貫通ヘ
リックスの安定性の境界は、−9.5kbT と −10.0kbT の間
にあると考えられる。タンパク質は、安定な状態と不安
定な状態との境界付近から、やや安定な側に存在してい
ると考えられている [48]。そこで筆者は、bRの強制ア
ンフォールディングシミュレーションに用いる ∆Uhb,m

の値を −10kbT に定めた。
図 S6-1を観察すると、α ヘリックス形成領域は、シ

ミュレーションと天然構造の間で多少違いがある事が分
かる。特に、Bヘリックス領域の違いは大きい。天然構
造中で BCループに含まれる βシートの部分が、シミュ
レーション中では B ヘリックス及び、C へリックスに
加わっている。本研究では、αヘリックスの形成に関与
する主鎖間の水素結合だけが考慮され、他の水素結合の
存在は無視された。ヘリックス形成領域の違いは、この
ような想定によって引き起こされた可能性がある。しか
し、本研究ではヘリックス形成領域の違いについて、こ
れ以上の解析は行わなかった。

S6-2水素結合エネルギーの妥当性の検証

S6-2-1水素結合の輸送に伴う自由エネルギー変化

筆者は、上記において決定した ∆Uhb,m の値の妥当性
を検証した。値の検証方法は、その値を決定した方法と
異なっているべきである。それ故、筆者は、∆G◦hb の値
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!"##のヘリックス領域形成範囲と、$
シミュレーション上での膜貫通ヘリックス領域
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図 S 6-1: 異なる膜中での水素結合エネルギーポテンシャルを用いて計算した場合の、各アミノ酸ごとの α ヘリックス形成率。横軸はアミノ酸
残基番号を表し、縦軸は各アミノ酸の α ヘリックス形成率を表す。右側の数字は、膜中での水素結合エネルギーであり、ここで kb はボルツ
マン定数、T は温度である。シミュレーションは 300K にて行った。形成率のグラフの背後の桃色の帯は、天然構造における膜貫通領域を表
す。この領域は、PDBID:1BRR に記述されている bR の二次構造情報から、chain A, B, C の全ての鎖においてαへリックスを形成していると
記述されている領域を使用した。図の上部のアルファベットは、各桃色の帯に対応するヘリックスの名称を表す。背後の水色の帯は、天然構
構造のおいて β シートを形成している領域 (BC ループの部分) を表す。この領域も、ヘリックス領域の場合と同様の手順で決定した。

を、実験とシミュレーションの間で比較した。ここで、
∆G◦hbとは、水中で水素結合 (C=O· · ·H-N)した状態にあ
るポリペプチド主鎖の C=O基と H-N基を、水素結合し
た状態を保ちながら膜中へ輸送する事に伴って生じる系
の自由エネルギー変化である。
本研究のシミュレーション系においては、この自由エネ

ルギーの値は明示的に指定出来るものではなく、∆Uhb,m

並びに他のポテンシャル定数の関係性から自然に導出さ
れる。それ故、シミュレーション系の ∆G◦hbの値が、実
験的に測定された ∆G◦hbの値と一致するならば、そのよ
うな値の一致は ∆Uhb,m の値の妥当性を示す一つの証拠
となる。
筆者は、先行研究 [44, 64, 65, 66, 64, 67, 68, 69]を調査

した結果、現実のポリペプチド鎖における ∆G◦hbの値は、
+2.59kJ/mol ∼ +2.09kJ/molである事が分かった (S6-2-2
を見よ)。また、本研究のシミュレーション系での ∆G◦hb
の値を算出した結果、それは+4.04kJ/molであると分かっ
た (S6-2-3を見よ)。両者の値の違いは十分に小さい。そ
れ故、筆者は、上記で算出した ∆Uhb,m の値は妥当であ
ると考えた。

S6-2-2現実のポリペプチド鎖における ∆G◦hb の値

∆G◦hb の値を直接的に計測する事は困難である。そこ
で、Klotz等は、N-methylacetamide(NMA, CH3-CONH-

CH3)分子のとある熱力学サイクルを使って、∆G◦hbの値
を算出した [44]。この方法は、Klotz等及び Rosemanの
論文 [44, 64]を参考にして、次のように説明される。
先ず、NMA分子が有機溶媒中及び水中に溶解してい

る二相系を考える (図 S6-2を見よ)。NMAは、主鎖の単
位のモデルとして一般的に使用されており、ある NMA
分子の C=O基と他の NMA分子の H-N基の間に形成さ
れる水素結合 (C=O· · ·H-N)は、主鎖の単位間に形成さ
れる水素結合と見なす事ができる。次に、NMA分子間
の水素結合について、次の四つの状態を定義する (図 6-2
を見よ)。即ち、C=O基とH-N基が、有機溶媒中で水素
結合を形成している状態 (I)、していない状態 (II)、そし
て、水中で水素結合を形成していない状態 (III)、してい
る状態 (IV)である。さらに、状態 I→状態 IIへの状態変
化に伴う系の標準自由エネルギー変化を ∆G◦1、II→ III
のそれを ∆G◦2、III→ IVのそれを ∆G◦3、IV→ Iのそれ
を ∆G◦4 と定義する。ここで、状態 I→ II→ III→ IV→
Iという熱力学サイクルを考えると、次式が成り立つ。

∆G◦4 = −(∆G◦1 + ∆G◦2 + ∆G◦3) (201)

この式の、∆G◦4は ∆G◦hbに対応する。つまり、この式の
右辺の三つの値を調べる事で、∆G◦hbの値が算出できる。
本研究で使用したアミノ酸残基の膜への親和性を表現

するポテンシャルは、オクタノール-水分配係数より導い
た。それ故、∆G◦4 の値の算出は、オクタノール-水系に
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おいて行うべきである。しかしながら、筆者は、オクタ
ノール-水系における ∆G◦4 の測定値を見つけられなかっ
た。そこで、次の想定を行い、∆G◦4の値を予想した。そ
の想定とは、有機溶媒の疎水性に関する事である。四塩
化炭素は、オクタノールよりも疎水的な環境を提供する
と考えられる。また、POPC界面は、オクタノールと同
等か、それよりも疎水的でない環境を提供すると考えら
れる。それ故、オクタノール-水系における ∆G◦4の値は、
四塩化炭素-水系のそれと、POPC界面-水系のそれの間
にあると推測できる。

Klotz & Farnham等は、四塩化炭素-水系において∆G◦1、
∆G◦2、∆G◦3 を計測または算出し、∆G◦4 を算出した [65]。
その後、∆G◦1の値はKresheck & Klotzによって修正され
[66]、∆G◦2 の値は、Rosemanによって修正された [64]。
そして、最終的に Rosemanは、四塩化炭素-水系におい
て ∆G◦4 = +2.59kJ/mol、と算出した。また、POPC界面-
水系についてはWhite等 [67], Ladokhin等 [68], White等
[69]の研究によって、∆G◦4 ≈ +2.1kJ/molという値が得
られている。結果として、筆者は、オクタノール-水系
における ∆G◦hbの値は、+2.59kJ/mol ∼ +2.1kJ/molの範
囲にあると推測した。

S6-2-3シミュレーション系における ∆G◦hb の値

本研究のシミュレーション系における ∆G◦hbの値もま
た、上記と同じ熱力学的サイクルを使用して求める事が
できる。つまり、NMAの代わりにペプチド結合粒子が
溶解している二相系について考察すればよい。
この二相系の ∆G◦1の値は、図 S2-3を用いて算出でき

る。図 S2-3は、ペプチド結合粒子間の水素結合の形成
に伴う標準自由エネルギー変化と、膜中での水素結合
エネルギーの値の関係性を表現している。筆者は、シ
ミュレーション系における膜中での水素結合エネルギー
の値 ∆Uhb,m を-10.0kbT とした。それ故、図 S2-3 から
rhb

lim = 1.5Åかつ∆U = −10.0kbTとなる値を捜す事によっ
て、∆G◦1 =－ 2.89kJ/molが得られる。
∆G◦2は、-CONH-フラグメントの膜中から水中への輸

送エネルギーに等しい。-CONH-のフラグメント定数は、
>CH-CONH-のフラグメント定数-2.18から>CH-のフラ
グメント定数を引く事によって得られる。>CH-のフラ
グメント定数を 0.3とするなら、-CONH-のフラグメン
ト定数は-2.48となる。そして、フラグメント定数と輸
送エネルギーの関係から、∆G◦2 = −14.15kJ/molが得ら
れる。
∆G◦3 の値は、水中での水素結合の形成に伴う標準自

由エネルギー変化である。本研究では、シミュレーショ
ン系のこの値は、Klotz等の NMAの結果と一致するよ

うに設定した (S2-3を見よ)。それ故、Klotz等と同じ値
∆G◦3 = 13.0kJ/molを用いてよい。
以上の値を式 201 に代入する事によって、∆G◦4 =
∆G◦hb = +4.04kJ/molが得られる。

rhb
limの値及びその他のポテンシャル定数の誤差を考慮

すると、シミュレーション系の ∆G◦hb の値 +4.04kJ/mol
は、オクタノール-水系において推測された ∆G◦hb の値
+2.59∼+2.1kJ/mol とよく一致している。それ故、筆者
は、シミュレーションモデルにおける C=O· · ·H-Nの輸
送自由エネルギーは、妥当な値となっていると判断した。

S7ポリペプチド鎖に働く粘性抵抗力

S7-1ポリペプチド鎖に働く粘性抵抗力の影響

膜タンパク質の強制アンフォールディング実験では、
bRを構成しているポリペプチド鎖が脂質膜から引き出
される。引き出されたポリペプチド鎖は、カンチレバー
の移動に伴って水中を引きずられる。このときポリペプ
チド鎖には、移動方向と反対の方向の粘性抵抗力が働く。
この粘性抵抗力が大きいと、計測される F–D曲線の形
状は歪み、解析は困難なものとなる。引き抜きを低速度
で行えば、この粘性抵抗力は減少し、F–D曲線の形状の
歪みを防ぐ事が出来る。実際の強制アンフォールディン
グ実験は、この粘性抵抗力が殆ど無視できるような引き
抜き速度で行なわれている。
強制アンフォールディングのシミュレーションにおい

ても、同様の理由から、引き抜きを低速度で行う事が望
ましい。しかし、これには計算量の増大が伴う。つまり、
強制アンフォールディングのシミュレーションを適切に
実行する為には、以下の二つの条件を満たす引き抜き速
度を予め選択する必要がある。一方は、ポリペプチド鎖
に働く粘性抵抗力が十分小さくなる事である。もう一方
は、計算コストが大きくなりすぎない事である。
筆者は、本研究のシミュレーションモデルの為の最適

なカンチレバーの移動速度を、補助的なシミュレーショ
ンによって調査した。具体的には、完全にアンフォール

水素結合の熱力学サイクル!
論文用画像"完成品

State I!
(C=O···H-N)!

State II!
(C=O, H-N)

State III!
(C=O, H-N)

State IV!
(C=O···H-N) 

!G1°

!G3°
water

organic solvent!
or!

inner of !
membrane!

!G4°!G2°

図 S 6-2: N-メチルアセトアミド分子の輸送及び水素結合の形成に伴う
標準自由エネルギー変化の熱力学的サイクル。図は、Rosemanの論文
の図 [64] を元に構成した。
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ドしたバクテリオロドプシン (BR)と同じ長さのポリペ
プチド鎖を、様々な速度で移動させ、移動速度と粘性抵
抗力の関係を調べた。その結果、筆者は、vcl = 1mm/s
の条件が適切であると判断した。

S7-2補助的なシミュレーションの実行

補助的なシミュレーションにおける系全体のポテンシャ
ルUsys は、次式で表した。

Usys = Upep +Ucl (202)

ここで、Upepはポリペプチド鎖内部エネルギーを表すポ
テンシャル項であり、Ucl はカンチレバーの歪みエネル
ギーを表すポテンシャル項である。両ポテンシャル項は、
BRの強制アンフォールディングのシミュレーションに用
いられるのものと同一である。カンチレバーの移動速度
vcl は、0.5, 1.0, 2.0, 5.0, 10.0, 20.0, 50.0,及び 100.0mm/s
とした。その他の条件は、強制アンフォールディングの
シミュレーションの場合と同様である。
補助的なシミュレーションは、各 vcl につき、一度ず

つ、以下の手順で実行した。先ず、247残基の長さの粗
視化モデルによるポリペプチド鎖を、シミュレーション
空間中に配置した。初期構造として、”時間刻みの決定”
において ∆t = 10fsの場合に使用したものを用いた。次
に、カンチレバーにより、ポリペプチド鎖の N末端を z
軸の正の方向へ、100µsの間、定められた速度 vcl で移
動させた。最終的に、時間 tとカンチレバーに働く力の

ポリペプチド鎖の引きずりに対する粘性抵抗力

1000

100

10

1

0.1
0.1 1 10 100

speed [mm/s]

fo
rc

e 
[p

N
]

図 S 7-1: カンチレバーの移動速度と、ポリペプチド鎖の粘性抵抗力の
関係。横軸はカンチレバーの移動速度 (対数表示) 、縦軸はカンチレ
バーに働く力の平均値 (対数表示)。力の平均値の誤差の目安は、各シ
ミュレーションの結果を表す黒丸の上部に棒で示した。

大きさ F の関係を記録した。

S7-3粘性抵抗力の大きさ

F は、どの vcl においても、t = 20µsまでの間に上昇
し、ほぼ一定の値に収束した。そこで、t = 20∼100µsの
区間での F の平均値 F を算出し、これをポリペプチド
鎖に働く粘性抵抗力と見なした。vcl が小さい場合、熱
運動の影響によって、F の値は時刻 tに対して大きく変
化した。そのため、Fの揺らぎの範囲を以下の手順で評
価した。先ず、t = 20∼100µsの区間を８つに均等に区切
り、その区間ごとの F平均値を算出した。そして、それ
ら８区間の平均値の標準偏差を求め、全平均値の揺らぎ
の目安とした。
図 S7-1に、カンチレバーの移動速度 vclと、ポリペプ

チド鎖の粘性抵抗力 F の関係を示した。この結果から、
vclが 1.0mm/s以下ならば、F は約 3pNか、それ以下と
なる事が分かる。ポリペプチド鎖の長さが長いほど、こ
の粘性抵抗力は大きくなる。それ故、アンフォールディ
ング途中での粘性抵抗力の大きさは、このようにして調
べた値よりも常に小さいと推定できる。

3pNの大きさの粘性抵抗力は、F–D曲線の形状に影響
をほとんど与えないと考えられる。最終的に、筆者は、
vcl = 1mm/sの条件が、BRの強制アンフォールディン
グシミュレーションに用いるカンチレバーの移動速度と
して適切であると判断した。

S8ポリペプチド鎖の伸張特性

S8-1ポリペプチド鎖の伸張特性の重要性

筆者は、本研究で開発したポリペプチド鎖の粗視化モ
デル（以下ではモデル鎖と呼ぶ）の伸張特性を調査した。
なぜなら、それは、膜タンパク質の強制アンフォールディ
ングシミュレーションにおいて、以下の二種類の事柄に
影響を及ぼすと考えられるからである。一方は、負荷速
度 rf、即ち、単位時間あたりの架橋鎖の張力の増加量で
ある。rf が変化すると力のピークの大きさの最頻値 F∗

が変化する。この影響は、F∗が lnrf に比例する [20]事
から、それほど大きくないと考えられる。もう一方は、
大きなエネルギー障壁を乗り越えた直後における架橋鎖
の緩和度合いである。この事は、大きなエネルギー障壁
の直後に存在する小さなエネルギー障壁によって出現す
る力のピークの出現頻度を大きく左右し得る。例えば、
大きなエネルギー障壁の直後において架橋鎖が非常に緩
和しているならば、次に出くわす小さなエネルギー障壁
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によって力のピークが出現する頻度は高くなると考えら
れる。逆に、大きなエネルギー障壁の直後において架橋
鎖があまり緩和しておらず、高い張力を保っているのな
らば、次に出くわす小さなエネルギー障壁は瞬時に乗り
越えられ、力のピークは出現しなくなると考えられる。
このサポーティングマテリアルでは、モデル鎖の伸張

特性を、補助的なシミュレーションによって調査した。具
体的には、モデル鎖の両端を徐々に引き離すシミュレー
ションを行った。そして、両端の間の直線距離 Dと、鎖
の張力によって両端の間に働く引力 F の関係を連続的
に記録し、F–D曲線を作成した。その結果、モデル等の
伸張特性は、Worm-Like Chain(WLC)モデルで表現され
た現実のポリペプチド鎖の伸張特性を良く再現している
事が分かった。

S8-2補助的なシミュレーションの実行

モデル鎖の伸張特性を評価する為の補助的なシミュ
レーションは、以下の手順で行った。
先ず、シミュレーション系の全エネルギーポテンシャ

ルUsys を、次式で記述した。

Usys = Upep +Ucl (203)

ここで、Upepは、ポリペプチド鎖の内部のエネルギーを
表現するポテンシャル項である。また、Ucl は、カンチ
レバーの撓みエネルギーを表現するポテンシャル項であ
る。これらのポテンシャル項は、BRの強制アンフォー
ルディングシミュレーションに使用されるものと同じで
ある。
次に、強制アンフォールディングシミュレーションに

用いるものと同じ 247残基の長さのモデル鎖を、シミュ
レーション空間中に配置した。モデル鎖の N端粒子は、
シミュレーション座標系の原点に固定した。
さらに、C 端粒子を、N 端粒子のそばから、vcl =

0.9mm/s の速度で、z 軸上方へ、カンチレバーを用い
て移動させた。この間、F と D の関係を連続的に記録
し、F–D曲線を作成した。
このシミュレーションを 8 回行い、得られた 8 本の

F–D 曲線を平均して、最終的に一つの曲線を得た。上
記のシミュレーションを、通常の条件によるシミュレー
ションと呼ぶ。
これに加えて、筆者は次のようなシミュレーションを

行った。それは、Cαn
i と Cαc

i 間の距離を 0付近に拘束す
るポテンシャルに含まれる定数 kb の値、及び、原子間
結合角 ∠NiCα

i Ci を拘束するポテンシャルに含まれる定
数 ka の値を半減させたシミュレーションである (以下、
減衰させた条件によるシミュレーションと呼ぶ)。

通常の条件によるシミュレーションでは、kb =

125.02J/m2、及び、ka = 1.516× 10−18J/m2を使用する。
これに対して、減衰させた条件によるシミュレーション
では、kb = 62.51J/m2、及び、ka = 0.758× 10−18J/m2を
使用する。減衰させた条件によるシミュレーションは、
通常の条件によるシミュレーションと同様に行われ、最
終的に一つの F–D曲線を得た。
比較の対象として、WLCモデル [70, 6]によって表現

された現実のポリペプチド鎖の伸張特性を用いた。この
伸張特性は、次式で表される。

F (x) =
kbT
A

[
1
4

(
1 − x

L

)−2
− 1

4
+

x
L

]
(204)

ここで、F はポリペプチド鎖の張力、x はポリペプチ
ド鎖の両端間の直線距離、L は鎖に沿った長さ (即ち、
ポリペプチド鎖のアミノ酸残基数 (247) × モノマー長
(0.36nm))、Aは鎖の持続長 (0.4nm)、kbはボルツマン定
数、T は系の温度であり、298Kを使用した。

S8-3伸張特性の比較

図 S8-1において、二種類の条件下のシミュレーショ
ンで求められたモデル鎖の F–D曲線を、現実のポリペプ
チド鎖の F–D曲線と比較した。その結果、通常の条件に
よるシミュレーションで得られた F–D曲線のDを 7%縮
めると、全体的に現実のポリペプチド鎖の F–D曲線に
よく一致する事がわかった（図には記載せず）。また、
通常条件においてモデル鎖が 100pNの張力を生じる為
には、現実のポリペプチド鎖より約 6%余計に引き伸ば
す必要がある事が解った。両者の伸張特性の違いは、本

ポリペプチド鎖の伸張曲線の比較
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図 S 8-1: ペプチド結合粒子モデルによるポリペプチド鎖の伸張特性
と、WLCモデルで表された現実のポリペプチド鎖の伸張特性の比較。
横軸は、ポリペプチド鎖の両端間の距離、縦軸はポリペプチド鎖の張
力を表す。太い黒線は、標準的なペプチド粒子間の結合定数を用いた
条件における計算結果、太い灰色の線はペプチド粒子間の結合定数を
半減させた条件における計算結果を表す。細い黒線は、WLC モデル
によって表された現実のポリペプチド鎖の伸張特性を表す。
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研究の目的の上では、十分に小さいと考えられる。それ
故、筆者は、通常条件におけるモデル鎖の伸張特性が、
bRの強制アンフォールディング過程に与える影響は、十
分に小さいと結論した
加えて筆者は、モデル鎖と現実のポリペプチド鎖の間

で、伸張特性に違いが生じる原因について考察した。kb

及び kaの値を半減させた条件を用いても、F–D曲線は、
通常の条件の場合からほとんど変化しない（図 S8-1を
見よ）。この事から、伸張特性の違いは、kb 及び ka の
不正確さに起因するのではないと考えられる。
伸張特性に違いが生じた原因としては、以下のような

事が考えられる。(i)主鎖の原子間、または、主鎖の原
子と側鎖の原子（主に Cβ 原子）間の衝突によって生じ
る主鎖の二面角 φ, ψの制限を無視した事。(ii)主鎖の二
面角 φ, ψ によって記述されるポテンシャルエネルギー
項を無視した事。(iii)水分子を明示的に考慮しなかった
事。筆者は、(i)の影響が最も大きそうだと考えている。
しかしながら、本研究ではこれ以上の調査は行わなかっ
た。

S9シミュレーションのスケールの変換

S9-1概要

本文章では、本研究のシミュレーション結果を実験結
果と比較する際に生じうる問題について考察した。その
結果、シミュレーションのスケール変換 (シミュレーショ
ンの相似性)を考慮するならば、問題は生じなさそうで
あると判断した。
本研究のシミュレーションにおいて用いられた膜タン

パク質の引き抜き速度 (vcl = 1.0mm/s)は、実験で一般的
に用いられる速度 (概ね vcl = 1000nm/s)よりも約 1000
倍大きい。また、本研究では、脂質膜の粘性率を水と同
一の η = 0.00089Pa · sと想定したが、実際の脂質膜の粘
性率はこの値よりも遥かに大きそうである。それ故、シ
ミュレーションと実験の間で結果を比較する際には、何
らかの不都合を生じるように思える。
そこで筆者は、シミュレーションのスケールの変換法

則について考察した。その結果、本研究の範囲において
は、溶媒の粘性率 η = η1、時間間隔 ∆t = ∆t1、及び、引
き抜き速度 vcl = vcl

1 を用いて行われたシミュレーション
の結果を、∆t1/η1 = ∆t2/η2 、及び、vcl

1 · ∆t1 = vcl
2 · ∆t2

という二つの条件を満たす、異なる条件 η2、∆t2、及び、
vcl

2 を用いて行われたシミュレーションの結果と同一視
する事が出来る、と言う事が分かった。
このスケール変換の法則は次の事を意味する。それは、

η = 0.00089Pa · s、∆t = 10fs、及び、vcl = 1.0mm/sの
条件下で計算された本研究のシミュレーション結果を、
η = 0.89Pa · s、∆t = 10ps、及び、vcl = 1000nm/sの条件
下で計算されたシミュレーション結果と見なしてよい、
と言う事である。ここで、膜タンパク質の引き抜き速
度、概ね 1000nm/sは、実験で用いられる値である。ま
た、粘性率 0.89Pa · sは、紫膜中の脂質の拡散速度を基
準として算出された紫膜の粘性率として妥当な値であ
る。さらに、時間刻み ∆t = 10psは、vcl = 1000nm/s及
び 0.89Pa · sという条件下でブラウン動力学法に基づい
たシミュレーションを行う為に問題の無い値である。つ
まり、スケール変換の法則を適用すれば、本研究の結果
は、実際の実験の条件と類似したシミュレーションの結
果と見なせそうであると考えられる。
スケール変換の具体的な証明は、３つの部分に分けて

記述した。先ず、このスケール変換が、数値計算上は完
全に正しいと言う事を、S9-2に記述した。次に、このス
ケール変換が、物理的にも適切である事を S9-3に記述
した。さらに、その他の疑問点については、S9-4に記述
した。加えて、力のピークの大きさと、引き抜き速度及
び膜の粘性率の関係性について、このスケール変換が意
味する事を考察した。

S9-2数値計算上における結果の同一性

S9-2-1同一のシミュレーション結果を導く条件

本研究の範囲においては、nステップ目のシミュレー
ション中の時刻 t は、時間刻み ∆t を用いて、t = n∆t と
表せる。それ故、時刻 tでのシミュレーション系の状態
q(t)は、q(n∆t)と表される。ここで新たに、nステップ
目のシミュレーション系の状態を次式で定義する。

qn = q(n∆t) . (205)

すると、本研究のシミュレーション結果は、q0, q1, ...,
qn , ... という逐次的な系の状態の集まりとして表す事が
できる。
以下では、シミュレーションに与える条件のうち、時

間刻み ∆t、溶媒の粘性率 η、及び膜タンパク質の引き抜
き速 vclという三つの条件を纏めて (∆t,η,vcl)と表す。本
研究で行うシミュレーションの範囲においては、初期状
態 q0が同一であり、(∆t,η,vcl)以外の全ての条件が同じ
である場合、次の定理が成り立つ。

定理 A
(∆t1,η1,vcl

1 ) という条件下において計算したシミュレー
ション系の逐次的状態 q0, q1, ..., qn , ... は、(∆t2,η2,vcl

2 )
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という条件下において計算したそれらと、以下の二つの
条件を共に満たす場合、数値計算上は完全に一致する。

∆t1

η1
=
∆t2

η2
, (206)

vcl
1 · ∆t1 = vcl

2 · ∆t2 . (207)

定理Aは、以下のようにして証明できる。先ず、とあ
る系の状態 q(t)から条件 (∆t1,η1,vcl

1 )を用いて算出した
系の状態 q(t + ∆t1) が、同じ q(t) から条件 (∆t2,η2,vcl

2 )
を用いて算出した系の状態 q(t + ∆t2)と一致する為の条
件を調べる。系の状態 qは全ての粒子の位置 ri と向き
Ai、並びに、カンチレバーの根元の座標 rclbase によって
定められる。それ故、そのような条件は、以下の三つを
共に満たすような条件である。

(i) ri (t)から条件 (∆t1,η1,vcl
1 )を用いて算出される ri (t+

∆t1)が、ri (t)から条件 (∆t2,η2,vcl
2 )を用いて算出される

ri (t + ∆t2)と一致する事。
(ii) Ai (t) から条件 (∆t1,η1,vcl

1 ) を用いて算出される
Ai (t + ∆t1) が、Ai (t) から条件 (∆t2,η2,vcl

2 ) を用いて算
出される Ai (t + ∆t2)と一致する事。

(iii) rcl
base(t) から条件 (∆t1,η1,vcl

1 ) のもとに導かれる
rcl

base(t + ∆t1)が、rcl
base(t)から条件 (∆t2,η2,vcl

2 )のもとに
導かれる rcl

base(t + ∆t2)と一致する事。
次に、筆者は、(i), (ii),及び (iii)を満たす為に必要な条

件について考察し、その条件とは、それぞれ、∆t1/η1 =

∆t2/η2 (S9-2-2 を見よ)、∆t1/η1 = ∆t2/η2 (S9-2-3 を見
よ)、および、vcl

1 · ∆t1 = vcl
2 · ∆t2 (S9-2-4を見よ)である

と分かった。これらの条件は、最終的に式 (206)かつ式
(207)と纏められる。
上記の事から、(a) 式 (206) 及び式 (207) が満たされ

る場合、同一の n ステップ目の系の状態 qn から条件
(∆t1,η1,vcl

1 )のもとに計算した qn+1が、条件 (∆t2,η2,vcl
2 )

の下に計算した qn+1と一致する事が示された。さらに、
定理 Aは、(b)初期状態 q0 が同一である事を前提とし
ている。それ故、最終的に、(a)及び (b)より、数学帰納
法によって定理 Aは証明された。

S9-2-2同一の粒子の位置を算出する条件

S4の式 (184)、式 (185)、式 (186)、及び、式 (187)よ
り、i 番目の粒子の時刻 t における位置 ri (t) から時刻
t +∆tでの位置 ri (t +∆t)を算出する計算は、DT∆tとい
う一つの定数のみに依存し、DT 及び ∆t のそれぞれに
個別に依存するのではないと言う事が分かる。DT∆tは、
粒子の並進運動の拡散定数であり、具体的に、次式で表

される。
DT∆t =

kbT
6πa

(
∆t
η

)
. (208)

ここで、右辺のそれぞれの定数は、S4-2に記述したもの
と同一である。式 (208)より、ri (t)から条件(∆t1,η1,vcl

1 )
のもとで算出した ri (t + ∆t1)と、条件 (∆t2,η2,vcl

2 )のも
とで算出した ri (t + ∆t2) は、∆t1/η1 = ∆t2/η2 であると
きに、互いに一致する事が分かる。

S9-2-3同一の粒子の向きを算出する条件

S4の式 (188)、式 (189)、式 (190)、式 (191)、及び、式
(192)より、i番目の粒子の時刻 tにおける向き Ai (t)から
時刻 t +∆tでの向き Ai (t +∆t)を算出する計算は、DR∆t
という一つの定数のみに依存し、DR及び ∆tのそれぞれ
に個別に依存するのではないと言う事が分かる。DR∆t
は、回転運動における拡散定数であり、具体的に、次式
で表される。

DR∆t =
kbT

8πa3

(
∆t
η

)
. (209)

ここで、右辺のそれぞれの定数は、S4-2に記述したもの
と同一である。式 (209)より、Ai (t)から条件 (∆t1,η1,vcl

1 )
のもとで算出した Ai (t +∆t1)と、条件 (∆t2,η2,vcl

2 )のも
とで算出した Ai (t + ∆t2)は、∆t1/η1 = ∆t2/η2 であると
きに、互いに一致する事が分かる。

S9-2-4同一のカンチレバーの根元の座標を与える条件

本研究では、カンチレバーの根元の座標 rcl
base の時間

発展の式は次のように記述できる。

rcl
base(t + ∆t) = rcl

base(t) + (vcl∆t)z (210)

ここで、rcl
base(t)及び rcl

base(t+∆t)は、それぞれ、時刻 t及
び t+∆tにおけるカンチレバーの根元の座標であり、zは、
z軸の単位ベクトルである。vclは、カンチレバーの根元
の移動速度である。この式より、rcl

base(t)から rcl
base(t+∆t)

を算出する計算は、vcl∆t という一つの定数のみに依存
し、vcl及び ∆tのそれぞれの個別に依存するのではない
と言う事が分かる。それ故、rcl

base(t)から条件 (∆t1,η1,vcl
1 )

のもとで算出した rcl
base(t + ∆t1)と、条件 (∆t2,η2,vcl

2 )の
もとで算出した rcl

base(t + ∆t2)は、vcl
1 ∆t1 = vcl

2 ∆t2 である
ときに、互いに一致する事が分かる。

S9-3シミュレーションと実験の直接的な比較

S9-3-1ブラウン動力学法の使用の妥当性
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陰溶媒モデルを用いたシミュレーション系の時間発展
を計算する為には、ランジュバン動力学法を用いる事が
適切であると考えられる。ブラウン動力学法は、このラ
ンジュバン動力学法において、粒子の慣性運動が粒子と
溶媒の間の摩擦力によって非常に短い時間に緩和される
と考えた場合の極限に相当する。つまり、ブラウン動力
学法では、粒子の慣性運動の効果は無視される。このよ
うな近似は、どのようなときに成り立つであろうか。
時間発展の計算の時間刻み幅を ∆t とし、粒子と溶媒

の間の摩擦力によって、時刻 tでの粒子の慣性運動が時
刻 t +∆tにおいて十分に緩和される為に必要な条件を考
える。この条件が満たされるならば、慣性運動を無視す
る事は正当化されるだろう。そして、十分大きな ∆t を
用いれば条件は満たされるはずである。そのような ∆t
の下限を τlower とする。
本研究では、シミュレーションは (η,∆t,vcl) =

(0.00089Pa · s,10fs,1.0mm/s) の条件下で実行された。
この条件では ∆t < τlower となるから、ブラウン
動力学法の使用は適切であるとは言えない。しか
し、スケール変換を行った場合の条件、(η,∆t,vcl) =
(2×0.00089Pa · s,2×10fs,1.0/2mm/s) では、τlower < ∆t
となり、ブラウン動力学法の使用は適切であると言え
る (S9-3-3)。
さらに、筆者は S9-3-3, S9-3-4, S9-3-5, S9-3-6におい

て、(∆t1,η1,vcl
1 ) の条件においてブラウン動力学法の使

用が適切であり、なおかつ、シミュレーションが適切に
行なえるならば、(∆t2,η2,vcl

2 ) の条件に置いてもそうで
ある事を示した。さらに、S9-3-7において実際の脂質膜
の粘性率について考察し、本研究のシミュレーション結
果は、スケール変換を通して、実験結果と直接比較でき
ると考えた。

S9-3-2 τlower の概算の手順

筆者は、粒子の慣性運動の緩和時間の目安を、並進運
動と回転運動の二種類の場合について調べた。
先ず、並進運動について記述する。粘性率 ηの溶媒中

に、流体力学的半径 a、質量 mのペプチド結合粒子が単
独で存在し、時刻 t = 0において速度 v = v0で並進運動
している状況を考える。粒子には、粒子と溶媒との間の
摩擦力によって起こる粘性抵抗力 F = −6πaηvのみが作
用しているとする。粒子の流体力学的形状は球であるか
ら、運動方向の依存性は無い。この場合、粒子の速度は
指数関数的に減少し、v = v0exp(−t/τT)と表される。こ
こで、τT = m/(6πaη)は粒子の並進運動における慣性運
動の特徴的な緩和時間を表す。
次に、回転運動について記述する。溶媒中にペプチド

結合粒子が単独で存在し、時刻 t = 0 において角速度
ω = ω0で回転運動している状況を考える。粒子には、粘
性抵抗によるトルク T = −8πa3ηωのみが作用している
とする。この場合、粒子の角速度は指数関数的に減少し、
ω = ω0exp(−t/τR)と表される。ここで、τR = I/(8πa3η)
は、粒子の回転運動における慣性運動の特徴的な緩和時
間を表す。I = (2/5)ma2 は、粒子の質量 mが半径 aの
球の内部に一様に分布していると想定した場合の、粒子
の慣性モーメントである。
以上の結果から、τT = m/(6πaη) に対し、τR =

m/(20πaη)であるから、常に τR < τT である。それ故、
τlower = τT となる。
具体的な τlowerの算出の為には a及びmの値が必要とな

る。本研究では、aの値を、VDWモデルで表現したペプチ
ド結合粒子に含まれる分子断片の形状を内包できるよう
な一つの球の最小半径と、それを取り巻く水分子の半径か
ら概算し、a = 0.4nmを用いる。また、ペプチド結合粒子
に含まれる原子の質量の総和 (55Da)として、m = 9.13×
10−26kgを用いる。すると、本研究のシミュレーション
に用いた条件 (η,∆t,vcl) = (0.00089Pa · s,10fs,1.0mm/s)
において τlower = 13.6fs > 10fs = ∆tとなる。しかし、条
件 (η,∆t,vcl) = (2×0.00089Pa · s,2×10fs,1.0/2mm/s) に
おいては、τlower = 6.8fs < 20fs = ∆t となり、この時ブ
ラウン動力学法の使用は適切であると言える。

S9-3-3スケールの変換の妥当性の検証手順

条件 (∆t1,η1,vcl
1 )下でのシミュレーション結果を、式

(206) 及び式 (207) を満たす条件 (∆t2,η2,vcl
2 ) 下でのシ

ミュレーション結果と見なす事ができると言う事は、数
値計算上は正しい。そこで我々は、さらに、そのような
条件 (∆t2,η2,vcl

2 ) が、ブラウン動力学法を用いたシミュ
レーションに適する条件であるかどうかを、以下におい
て調べた。
とあるシミュレーション条件 (∆t,η,vcl)が、本研究に

おいて適切なシミュレーション条件となるためには以下
の条件を満たす必要がある。(i) τlower < τupper が満足さ
れる事。(ii) τlower < ∆t < τupper なる ∆t を用いて安定な
シミュレーションが計算できる事。ここで、τlower 及び
τupperは、S9-3-2及び S5-1-1に説明したものである。シ
ミュレーション条件 (∆t2,η2,vcl

2 )が条件 (i)を満たす事は、
S9-3-4に示し、さらに条件 (ii)を満たす事は、S9-3-5に
示した。
さらに、S9-3-6において、条件 (∆t2,η2,vcl

2 )を用いて
膜タンパク質の引き抜きを行っても、ポリペプチド鎖に
働く粘性力が十分小さく、また、ポリペプチド鎖の緩和
時間も十分に短い事を示した。その結果として、少なく
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とも η1≤η2であるならば、適切な条件となる事が分かっ
た。

S9-3-4条件 (∆t2,η2,vcl
2 )の妥当性の評価その 1

(∆t1,η1,vcl
1 )の条件において τlower < τupper が満たされ

ていると仮定する。この時、η1≤η2である限りにおいて
は、∆t1/η1 = ∆t2/η2、及び、vcl

1 ·∆t1 = vcl
2 ·∆t2を満たす

(∆t2,η2,vcl
2 )において τlower < τupper が満たされる事を以

下に示す。
τlower < τupper は次式で表される。

m
6πaη

< !
#

3 −
√

5
2

$
&

6πηa
kb (211)

この式は、次のように変形できる。

(
2

3 −
√

5
)

mkb

(6πa)2 < η
2 (212)

この式は、η = η1において成り立つのであるから、η1≤η2

なる η = η2 においても成り立つのは自明である。

S9-3-5条件 (∆t2,η2,vcl
2 )の妥当性の評価その 2

(∆t1,η1,vcl
1 ) の条件において τlower < ∆t < τupper が満

たされていると仮定する。この時、∆t1/η1 = ∆t2/η2、及
び、vcl

1 · ∆t1 = vcl
2 · ∆t2 を満たす (∆t2,η2,vcl

2 )においても
τlower < ∆t < τupperが満たされる。この事を、τlower < ∆t
と、 ∆t < τupper の条件に分け、以下に示す。
τlower < ∆t は、次式で表される。

m
6πa
≤η∆t (213)

ここで、
∆t1

η1
=
∆t2

η2
(214)

であり、なおかつ η1≤η2であるとすれば、1≤p成る実数
pを用いて、

∆t2 = p∆t1, (215)

及び、
η2 = pη1, (216)

とかける。これらを使って、
m

6πa
≤η1∆t1≤p2η1∆t1 = η2∆t2 (217)

とかく事ができる。以上の事から、τlower < ∆t の条件が
満たされる事が示された。
次に、∆t < τupperの条件について調べる。この条件は

次のように記述できる。

∆t
η
< !
#

3 −
√

5
2

$
&

6πa
kb (218)

この式は、η = η1, ∆t = ∆t1 において成り立っているの
だから、∆t1/η1 = ∆t2/η2 を満たす η = η2, ∆t = ∆t1 に
よっても当然満たされる。
以上の事から、τlower < ∆t2 < τupper が満たされる事が

示された。

S9-3-6条件 (∆t2,η2,vcl
2 )の妥当性の評価その 3

(∆t1,η1,vcl
1 ) の条件において vcl

1 が適切な引き抜き速
度となっていると仮定する。この時、∆t1/η1 = ∆t2/η2、
及び、vcl

1 · ∆t1 = vcl
2 · ∆t2 を満たす (∆t2,η2,vcl

2 ) に
おいて、vcl

2 が適切な引き抜き速度となる。なぜなら、
(∆t1,η1,vcl

1 ) の条件におけるシミュレーション結果と、
(∆t2,η2,vcl

2 ) の条件に置けるシミュレーション結果は同
等だからである。本研究では S7において、(η,∆t,vcl) =
(0.00089Pa · s,10fs,1.0mm/s) の条件下では、架橋ポリ
ペプチド鎖に働く粘性抵抗力が十分に小さく、vcl =

1.0mm/s が適切な引き抜き速度である事が示されてい
る。

S9-3-7実験条件に対応するシミュレーション条件

シミュレーション結果の相似性を考慮すると、
(η,∆t,vcl) = (0.00089Pa · s,10fs,1.0mm/s) の条件
下で計算された本研究のシミュレーション結果を、
(η,∆t,vcl) = (0.89Pa · s,10ps,1000nm/s) の条件下で計算
されたシミュレーション結果と同一視してよいと考え
られる。ここで、条件 (0.89Pa · s,10ps,1000nm/s) は、
以下で説明するように、実験を直接的に再現するよう
なシミュレーション条件である。それ故、本研究のシ
ミュレーション結果を実験結果と直接的に比較する事
は、妥当である。
バクテリオロドプシンを紫膜から強制的に引き抜きア

ンフォールディングさせる実験においては、膜タンパク
質の部分的崩壊は、紫膜中で起こると考えられる。それ
故、実験のシミュレーションをブラウン動力学法を用い
て行う為には、溶媒環境の粘性率として、紫膜の粘性率
を用いる事がふさわしいと考えられる。筆者は以下の手
順で、紫膜の粘性率を見積もった。Winchil等は、脂質
膜内でのDMPC分子の拡散係数を測定する事によって、
DMPC脂質二重膜の粘性率を、25◦Cにおいて概ね水の
100倍であると算出している [71]。更にWinchil等は、脂
質膜中の膜タンパク質の割合が大きくなると脂質の拡散
係数は低下すると報告している。そして、bRが稠密に詰
まった構造をしている紫膜においては、脂質分子の拡散
係数は脂質分子のみからなる脂質膜と比較して 10分の
１程度に低下する事を報告している [72]。これらの結果
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から、紫膜中の粘性率は、水の粘性率 (0.00089Pa · s)の
約 100×10=1000倍、即ち 0.89Pa · sであると見積もる事
ができる。それ故、実験結果を再現するシミュレーショ
ンの条件としては、η = 0.89Pa · sを用いる事がふさわし
いと考えられる。
実験で用いられる引き抜き速度は、Sapra 等の実験

[20]において 700nm/s、Kessler等の実験 [21]において
1400nm/s、そして、Voïtchovsky等の実験 [31]において
100nm/sである。Janovjak等は、引き抜き速度を変化させ
た場合の強制アンフォールディング実験の結果を比較し
ている [12]。この結果を見ると、引き抜き速度が 87nm/s
と 1320nm/sの間で、、力のピークの大きさがいくらか
異なる事を除き、F–D曲線に大きな違いはなさそうであ
る。即ち、実験結果を再現するシミュレーションの条件
として、vcl = 1000nm/sを用いる事は、妥当であると考
えられる。
条件 (η,∆t,vcl) = (0.00089Pa · s,10fs,1.0mm/s)

は、ブラウン動力学法を用いたシミュレーション
を行う上で妥当である事は既に示した。そして、
0.00089Pa · s < 0.89Pa · s であるから、(η,∆t,vcl) =
(0.89Pa · s,10ps,1000nm/s) もまた、物理的に妥当であ
ると言う条件を満たしている。以上の事から、条件
(0.89Pa · s,10ps,1000nm/s)は、実験を直接的に再現する
ようなシミュレーション条件であると考えられる。
紫膜中の脂質の拡散係数を紫膜の粘性率と見なす事

は、非常に問題が大きいと筆者は認識している。そもそ
も、BRと脂質の混合物である紫膜に、単一の粘性率を
割り当てる事自体に問題が含まれている。おそらく、上
記で算出した紫膜の粘性率の値は、膜貫通ヘリックスの
側鎖や脂質のアシル鎖が、紫膜中で感じる摩擦力のよう
なものを表現しているのだろう。既に、膜貫通へリック
スが持つエネルギー地形の表面の凸凹の大きさが測定さ
れている [51]。今後、ブラウン動力学法に用いる膜中の
粘性率の値と、脂質膜中で膜貫通ヘリックスに働く摩擦
力の値との間の関係を調べる必要がある。

S10 F–D曲線の代表例

本研究では、バクテリオロドプシン (BR)の強制アン
フォールディングシミュレーションを行った。具体的に
は、BRを C末端側から及び N末端側から引き抜くシ
ミュレーションをそれぞれ 128回行い、それぞれ 128本
の F–D曲線を得た。図 S10-1には、C末端側からの引き
抜きで算出された 128本の F–D曲線のうち、6本を図示
した。図 S10-2には、同様に、N末端側の 128本の F–D
曲線のうち、6本を図示した。F–D曲線に出現した力の

ピークは、その位置に関して、C末端側からの引き抜き
においては 13個の集団に、また、N末端側では 18個の
集団に分けられた。図示された 6本の F–D曲線は、各集
団に含まれる力のピークの内少なくとも一つ以上が 6本
の F–D曲線のどれかに出現しているように選び出した。
一つのシミュレーション結果の F–D曲線のデータは、

10000点の力と距離の情報から構成されている。両図中
では、10000点のデータを 10点ごとに平均を取って 1000
点のデータに減らし、このデータを使用して F–D曲線
を描画した。

S11力のピークの分類

本研究では、バクテリオロドプシン (BR)の強制アン
フォールディングシミュレーションを行った。具体的に
は、C端側から BRを引き抜くシミュレーション、及び、
N末端側から BRを引き抜くシミュレーションを、それ
ぞれ 128回ずつ行った。そして、C端側及びN端側のそ
れぞれにおいて 128本の F–D曲線を得た。C端側で計
算した F–D曲線と、N端側で計算した F–D曲線は、そ
れぞれ独立に解析した。筆者は、F–D曲線上に出現した
力のピークを、目視により探した。そして、C端側にお
いて合計で 918個、また、N端側において合計で 1420
個の力のピークを見つけ出した。
力のピークは、以下の三種の情報 (以下ではピーク情

報と呼ぶ)によって特徴づけられる。一つ目は、力の最
大値 (以下、ピークの大きさと呼ぶ)である。二つ目は、
力が最大となったときにおける膜表面とカンチレバーの
間の距離である。三つ目は、力のピークが出現したとき
における架橋ポリペプチド鎖のアミノ酸残基長 (以下、
ピーク位置と呼ぶ)である。筆者は、全ての力のピーク
のピーク情報を調べた。C末端側及びN末端側のどちら
の場合においても、ピーク位置は幾つかの特定の場所に
集まっているように見えた。
本研究では、シミュレーションにおいて出現した力の

ピークの位置を、先行研究における他者の実験結果の力
のピーク位置と比較する事が、重要な要素となる。適切
な比較を行う為には、先ず最初に、力のピークが集団を
形成している様子を調べ、さらに、各力のピークをその
ピーク位置に関して複数の集団に分割する事が必要で
ある。
筆者は、以下の手順によって、力のピークを複数の集

団に分割した。最初に、全ての力のピークを、そのピー
ク位置の小さい順に並べ替えた。次に、並べ替えた後の
順序を横軸に、また、そのピークのピーク位置を縦軸と
して、全ての力のピークをグラフ上にプロットした。こ
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Extraction from C-terminal side

黒棒の長さは!""#$を表す
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図 S 10-1: C 末端側から引き出した場合の、バクテリオロドプシンの強制アンフォールディングシミュレーションによって得られた F–D 曲線
の 6 本の代表例。横軸はカンチレバーの針先と脂質膜表面間の距離を、縦軸は架橋ポリペプチド鎖の張力を示す。それぞれの F–D 曲線下部
の灰色の横線は、それぞれの曲線における 0pN を表す。グラフ左側の黒棒の長さは 100pN の大きさを、グラフ右側の数字はシミュレーショ
ン番号を示す。F–D 曲線上に出現した各々の力のピークの上部には、ピークが出現した時における架橋ポリペプチド鎖の長さ（アミノ酸残基
数）を示した。
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Extraction from N-terminal side

黒棒の長さは!""#$を表す
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図 S 10-2: N 末端側から引き出した場合の、バクテリオロドプシンの強制アンフォールディングシミュレーションによって得られた F–D 曲線
の 6 本の代表例。横軸はカンチレバーの針先と脂質膜表面間の距離を、縦軸は架橋ポリペプチド鎖の張力を示す。それぞれの F–D 曲線下部
の灰色の横線は、それぞれの曲線における 0pN を表す。グラフ左側の黒棒の長さは 100pN の大きさを、グラフ右側の数字はシミュレーショ
ン番号を示す。F–D 曲線上に出現した各々の力のピークの上部には、ピークが出現した時における架橋ポリペプチド鎖の長さ（アミノ酸残基
数）を示した。
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ピーク位置の範囲の分類!"端#$
統合画像
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図 S 11-1: (a) C 端側からの引き抜きにおける、力のピーク位置の分布。横軸は、力のピーク位置の昇順に力のピークを並べた場合における力
のピークの番号。縦軸は力のピークの位置。(b)図 (a) の拡大図。力のピークはその位置に関して 13 のグループに分けられた。各グループの
力のピーク位置の最小値 ∼最大値は、点の集団の右または左側に記述した。39.6aa及び 167.0aaの力のピークは、何れのグループへも所属し
ているように見えなかったので、解析からは取り除いた。
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図 S 11-2: (a) N 端側からの引き抜きにおける、力のピーク位置の分布。横軸は、力のピーク位置の昇順に力のピークを並べた場合における力
のピークの番号。縦軸は力のピークの位置。(b)図 (a) の拡大図。力のピークはその位置に関して 18 のグループに分けられた。各グループの
力のピーク位置の最小値 ∼最大値は、点の集団の右または左側に記述した。13.3aa及び 186.3aaの力のピークは、何れのグループへも所属し
ているように見えなかったので、解析からは取り除いた。

れらの結果は、C末端側の場合について図 S11-1に、N
末端側の場合について図 S11-2に示した。
図 S11-1及び図 S11-2より、C末端側及び N末端側

のどちらの場合においても、力のピークがそのピーク位

置に基づいて複数の集団に分かれている事が分かる。筆
者は、ピーク位置の分布の範囲を考慮した上で、C末端
側の力のピークを 13個の集団に、N末端側の力のピー
クを 18個の集団に分割した。ただし、集団に所属する
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と見なせないような、単独で存在するピーク (C末端側
の 39.6aa, 167.0aa、及び、N端側の 13.3aa, 186.3aa)は、
集団に含めなかった。分割された集団内に含まれる力の
ピークのピーク位置の最小値 ∼最大値は、グラフ中の点
の集団の左右に示した。

S12ピーク情報の統計

本研究では、バクテリオロドプシン (BR)の強制アン
フォールディングシミュレーションを行った。そして、
C末端側から BRを引き抜いた場合、及び、N末端側か
ら BRを引き抜いた場合のそれぞれにおいて、128本の
F–D曲線が得られた。C末端側で計算した F–D曲線と、
N末端側で計算した F–D曲線は、それぞれ独立に解析
した。筆者は、F–D曲線上に出現した力のピークを、目
視により探した。そして、C末端側において合計で 918
個、また、N末端側において合計で 1420個の力のピー
クを見つけ出した。さらに、C末端側の力のピークを 13
個の集団に、また、N末端側の力のピークを 18個の集
団に分割した。
力のピークは、以下の三種の情報 (以下ではピーク情

報と呼ぶ)によって特徴づけられる。一つ目は、力の最
大値 Fmax(以下、ピークの大きさと呼ぶ)である。二つ目
は、力が最大となったときのにおける膜表面とカンチレ
バーの間の距離 D である。三つ目は、力のピークが出
現したときにおける架橋ポリペプチド鎖のアミノ酸残基
長 L(以下、ピーク位置と呼ぶ)である。
筆者は、力のピークの統計的な情報を、各集団ごとに

算出した。即ち、各集団ごとに、その集団に含まれる全
ての力のピークの Fmax, D,及び Lの平均値±標準偏差を
算出した。それらの値は、C端側の場合について表 S12-1
に、また、N端側の場合について表 S12-2に示した。

S13ポリペプチド鎖の長さの頻度分布

シミュレーション上のアンフォールディング過程に現
れたエネルギー障壁及びその位置は、次の手法によって
も調査した。その手法とは、全シミュレーション中での
架橋ポリペプチド鎖の長さの頻度分布のピークを調べる
というものである。筆者は、この手法を用いて、C末端
側のシミュレーション結果とN末端側のシミュレーショ
ン結果をそれぞれ独立に解析した。
シミュレーション結果の番号を i(0∼127)とし、シミュ

レーション結果中の各フレームの番号を j (0∼9999)とす
る。i番目のシミュレーション結果の j 番目のフレーム
における架橋ポリペプチド鎖のアミノ酸算基長を、Li, j

とする。Li, j の集合を、{Li, j }とする。ただし、ポリペ
プチド鎖が膜から完全に抽出されている場合は、Li, j を
算出せず、集合にも含めない。k を 0∼247の整数とし、
k − 0.5 ≤ Li, j < k + 0.5を満たす {Li, j }の要素数を、階
級値 k に属する架橋ポリペプチド鎖の長さの頻度 F̃ (k)
とする。最大値が 1となるように F̃ (k)を規格化したも
のを、相対頻度 F (k)とする。
架橋ポリペプチド鎖の長さの相対頻度分布に現れた頻

度のピークは、以下の手順で取り出した。先ず、以下の
二つの基準を満たす k の集合 {k ′p}を求め、これを頻度
の仮のピーク位置とする。

F (k − 2),F (k − 1),F (k + 1),F (k + 2) < F (k) (219)

0.0003 < F (k) (220)

ここで、式 (219)の基準は F (k) が頻度のピークである
事を限定する。また、式 (220)の基準は小さすぎるピー
クを排除する為に設定された。
頻度分布のピークは、数残基程度の幅を持つ。そこで
{k ′p}の各要素 k ′p から、次の式を用いて、最終的なピー
ク位置 kp を求めた。

kp =

k ′p+2∑

i=k ′p−2

F (i) · i
/ k ′p+2∑

i=k ′p−2

F (i) (221)

このようにして求められたピーク位置 kpを、エネルギー
障壁位置と見なした。解析の結果は、C末端側の場合に
ついて図 S13-1(a)に、N末端側の場合について S13-1(b)
に示した。

S14エネルギー障壁位置の換算法

S14-1ピーク位置の比較の絶対的基準

本研究では、バクテリオロドプシン (BR)の強制アン
フォールディング実験の計算機シミュレーションを行っ
た。

シミュレーションによって得られた力のピーク位置を、
他研究者が実験によって計測したピーク位置と比較する
事は、本研究のシミュレーションが適切に実験を再現で
きているかどうかを評価する為に重要である。
力のピーク位置の定義や考え方には、論文によって違

いがある。そのため、力のピーク位置の比較を行う為に
は、以下の二つの事が必要である。一つ目は、力のピー
ク位置を評価する為の基準 (以下では絶対的基準と呼ぶ)
を決定する事である。二つ目は、筆者の結果や他者の論
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表 S 12-3: C 端側の引き抜きの場合において現れた 13 個のピーク情報の集団に関する統計情報

Region of length
[aa]

 Length
[aa]

Force
[pN]

Distance
[nm]

Number of
incidence

21.4  26.8 24.4 ± 1.1 50.2 ± 4.8 7.0 ± 0.3 128

32.6  37.7 35.0 ± 1.0 25.3 ± 7.6 8.4 ± 0.6 107

87.8  94.1 90.2 ± 1.2 68.8 ± 6.8 27.0 ± 0.6 128

95.8  96.8 96.2 ± 0.5 53.1 ± 3.7 27.2 ± 0.4 3

105.2  107.5 106.3 ± 0.8 37.9 ± 4.7 27.6 ± 0.6 11

143.8  148.2 145.6 ± 0.7 68.1 ± 7.6 43.0 ± 1.1 100

149.6  153.8 151.6 ± 0.7 87.7 ± 8.8 47.1 ± 0.9 125

156.8  159.4 158.0 ± 0.6 82.6 ± 8.1 48.8 ± 0.7 106

170.6  171.9 171.3 ± 0.9 46.7 ± 5.2 46.4 ± 4.1 2

212.7  213.7 213.2 ± 0.5 50.1 ± 4.2 57.0 ± 1.6 3

215.4  219.7 217.4 ± 0.8 95.6 ± 7.9 68.3 ± 0.9 128

224.4  226.9 225.8 ± 0.5 83.1 ± 6.2 69.6 ± 0.7 64

227.7  228.0 227.9 ± 0.1 76.2 ± 5.0 69.2 ± 1.1 3

”Region of length”列は、各集団内での力のピーク位置の最小値～最大値を示す。”Length”,“ Force”,及び,“ Distance”の各列は、それぞ
れ、集団内での力のピーク位置、力のピークの大きさ、及び、膜表面-カンチレバー間距離の平均値 ± 標準偏差である。”Number of

incidence”列は、集団内に含まれる力のピークの数を示す。

表 S 12-4: N 端側の引き抜きの場合において現れた 18 個のピーク情報の集団に関する統計情報

Region of length
[aa]

 Length
[aa]

Force
[pN]

Distance
[nm]

Number of
incidence

8.2  11.2 9.8 ± 0.6 96.5 ± 5.5 3.3 ± 0.1 124

11.6  12.4 12.1 ± 0.3 96.9 ± 4.8 3.4 ± 0.1 4

14.2  17.5 16.1 ± 0.6 64.1 ± 8.1 4.9 ± 0.2 126

22.1  26.5 23.6 ± 0.9 132.9 ± 4.7 8.0 ± 0.2 128

45.1  46.1 45.7 ± 0.4 24.4 ± 3.2 10.7 ± 0.7 4

73.7  78.2 75.5 ± 0.9 74.1 ± 8.3 22.9 ± 0.6 128

82.8  85.1 83.7 ± 0.4 59.5 ± 6.8 24.3 ± 0.5 63

88.0  90.1 89.1 ± 0.4 113.8 ± 10.5 29.0 ± 0.5 103

90.2  91.9 91.0 ± 0.3 120.5 ± 7.5 29.4 ± 0.3 21

131.4  135.8 133.6 ± 0.9 95.1 ± 6.8 42.1 ± 0.5 128

142.7  146.5 145.1 ± 0.8 115.1 ± 5.7 47.2 ± 0.6 67

146.6  148.7 147.7 ± 0.5 116.8 ± 5.3 47.8 ± 0.5 60

149.1  151.9 150.5 ± 0.6 115.3 ± 6.2 48.7 ± 0.4 80

176.9  179.0 178.0 ± 0.8 67.9 ± 6.7 52.4 ± 1.2 7

197.3  197.9 197.6 ± 0.4 55.4 ± 7.6 55.1 ± 1.5 2

202.8  207.3 204.4 ± 0.9 85.6 ± 10.5 62.9 ± 1.4 122

217.8  220.7 218.8 ± 0.6 108.4 ± 7.6 70.1 ± 0.8 128

225.6  228.4 226.8 ± 0.5 99.4 ± 7.8 71.9 ± 0.8 115

”Region of length”列は、各集団内での力のピーク位置の最小値～最大値を示す。”Length”,“ Force”,及び,“ Distance”の各列は、それぞ
れ、集団内での力のピーク位置、力のピークの大きさ、及び、膜表面-カンチレバー間距離の平均値 ± 標準偏差である。”Number of

incidence”列は、集団内に含まれる力のピークの数を示す。

文の力のピーク位置を、絶対的基準に基づく力のピーク
位置 (以下では絶対位置と呼ぶ)に換算する事である。本

研究では、絶対的基準を以下の基準 Aとした。
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図 S 13-1: (a)C 末端側から引き抜いた場合における、シミュレーション全体を通して観察された架橋ポリペプチド鎖の長さ (横軸) と、その長
さの相対出現頻度 (縦軸、対数表示)。グラフ中の横軸は、架橋ポリペプチド鎖のアミノ酸残基長であり、縦軸は、全シミュレーションを通し
て調べた架橋ポリペプチド鎖のアミノ酸残基長の相対出現頻度 (対数表示)である。グラフ中の相対出現頻度のピークの上部には、その前後の
残基を含めた平均位置 (つまり kp) を示した。13.1 のピークは、初期構造に依存して出現したものであった為、以降、障壁位置とは見なさな
い。(b)N末端側から引き抜いた場合における、シミュレーション全体を通して観察された架橋ポリペプチド鎖の長さ (横軸)と、その長さの相
対出現頻度 (縦軸、対数表示)。グラフ中の横軸は、架橋ポリペプチド鎖のアミノ酸残基長であり、縦軸は、全シミュレーションを通して調べ
た架橋ポリペプチド鎖のアミノ酸残基長の相対出現頻度 (対数表示)である。グラフ中の相対出現頻度のピークの上部には、その前後の残基を
含めた平均位置 (つまり kp) を示した。

基準 A
力のピーク位置は、力のピークが出現した時点における、
カンチレバーに付着した部分を含み、且つ、脂質膜表面
よりもカンチレバー側にあるポリペプチド鎖のペプチド
結合の数で表す。

筆者はこの絶対的基準の基づき、本研究のシミュレー
ションにおける力のピーク位置及び他研究者 (Sapra et
al.[20], Kessler et al.[21], Voïtchovsky et al.[31])の実験的

報告における力のピーク位置を、絶対位置に換算した。
換算方法は、S14-2, S14-3, S14-4, S14-5に記述した。ま
た、換算結果は、C末端側からの引き抜きの場合につい
て表 S14-1に、N末端側からの引き抜きの場合について
表 S14-2に示した。
本研究で採用した基準以外に、力のピーク位置を評価

する基準として以下の基準 Bが考えられる。

基準 B
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力のピーク位置は、力のピークが出現した時点における、
膜タンパク質のフォールドしている部分とアンフォール
ドした部分の境目に存在するアミノ酸残基の番号で表
す。

この基準を採用する為には、以下の二つの事を仮定する
必要がある。(i)膜タンパク質のアンフォールドしてい
ない部分は、天然構造を保ち続ける。(ii)膜タンパク質
は、カンチレバーで引っ張った末端ループから順にアン
フォールドする。(i)及び (ii)は概ね正しいと考えられる。
しかし、本研究の結果から言うと、これらの想定は部分
的に正しくないと考えられる。それ故、本研究では基準
Bを絶対的基準として採用しなかった。

S14-2本研究のシミュレーション結果

本研究のシミュレーション結果から算出されたピーク
位置は、以下の手順によって絶対位置に換算した。本研
究で使用したポリペプチド鎖は 247 残基であり、本来
のバクテリオロドプシン (248残基)の C末端ループの
G241が欠失している。それ故、C末端側からの引き抜き
では、シミュレーション結果から算出されたピーク位置
に１を加えたものを絶対位置とした。N末端側のシミュ
レーション結果から算出されたピーク位置は、そのまま

表 S 14-1: C 端側からの引抜きにおけるエネルギー障壁位置の換算前
と換算後の値の対応

before
conversion

after
conversion

before
conversion

after
conversion

50 39.1 8 27
60 51.6 18 37
86 87.4 22 41
97 94.3 35 54
113 103.6 39 58
119 107.4 53 72
147 146.5 65 84
166 157.9 80 99
180 167.9 97 116
183 173.2 109 128
216 214.1 128 147
227 220.6 141 160
242 230.6 154 173

169 188
189 208
212 231
233 252

Kessler et al. Voïtchovsky et al .

絶対位置とした。各々のエネルギー障壁の出現頻度は、
S11に記載したものを用いた。

S14-3 Sapra等の実験結果

Sapra等は、天然 BRと３点変異体 BRを C末端側か
ら引き抜く強制アンフォールディング実験を行い、力の
ピークの出現頻度を両者の間で比較した [20]。この実験
では、３点変異体 BRの力のピーク位置は、天然 BRの
それと同じである事が示された。筆者は、彼らの論文の
TABLE 1の’Peak position from C-terminus’に記載され
たピーク位置を、そのまま C端側の力のピークの絶対位
置として使用した。また、それらの力のピークの出現頻
度は、彼らの論文の TABLE1に記載されたWT BRのも
のを使用した。この文献では、N端側からの引き抜きは
行われていない。

S14-4 Kessler等の実験結果

Kessler等は、BRを C末端側から及び N末端側から
引き抜く強制アンフォールディング実験を行った [21]。
その論文では、力のピークの出現時における、脂質膜内
部のアンカーポイントからカンチレバーに付着した末端
ループの端までのポリペプチド鎖のアミノ酸残基長が記
載されている。彼らはそれを’contour length’と呼び、そ
の値は、彼らの論文の Figure 2、並びに、Table S1及び
Table S2に記載されている。アンカーポイントとは、膜

表 S 14-2: N 端側からの引抜きにおけるエネルギー障壁位置の換算前
と換算後の値の対応

before
conversion

after
conversion

before
conversion

after
conversion

74 75.8 7 9
83 78.9 28 30
91 83.5 45 47
98 87.8 57 59
102 90.3 77 79
111 102.6 92 94
133 131.3 114 116
148 140.2 129 131
155 144.6 157 159
164 150.6 174 176
172 161.7 184 186
187 183.1 199 201
223 213.2 212 214

225 227

Kessler et al. Voïtchovsky et al.
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タンパク質において、未だ天然構造を保持している部分
と既にほどかれ引き延された状態となっている部分の境
界の事を指す。彼らは、F–D曲線の解析において以下の
二点を想定し、アンカーポイントを特定した。(i)膜タン
パク質のアンフォールドしていない部分は、天然構造を
保ち続ける。(ii)膜タンパク質は、カンチレバーで引っ
張った末端ループから順にアンフォールドする。
彼らの論文の’contour length’の値は、次の方法によっ

て絶対位置に換算出来る。それは、’contour length’の値
から、アンカーポイントと紫膜表面の間に存在する引き
延された状態にあるポリペプチド鎖のアミノ酸算残基長
を差し引く事である。具体的には次式によって換算を実
行した。

L = Lk −
2.1nm − z

0.36nm
(222)

ここで、Lは,力のピークの絶対位置である。Lkは、’con-
tour length’の値である。2.1nmは紫膜表面の z座標を表
す。この値は筆者が想定した。0.36nmは引き延された状
態にあるポリペプチド鎖の１残基あたりの長さを表す。
zは、アンカーポイントの z座標を表す。この値は、彼
らの論文の Figure 3から、筆者が読み取った。C端側の
場合にはそのままの値を、N端側の場合には符号を反転
させた値を使用した。
換算前の’contour length’の値と、換算後の力のピーク

の絶対位置は、C末端側の場合については表 S14-1に、
N末端側の場合については表 S14-2に示した。彼らの論
文の Table S1及び Table S2には、力のピークの出現頻
度もまた記載されている。

S14-5 Voïtchovsky等の実験結果

Voïtchovsky等は、BRをC末端側から及びN末端側か
ら引き抜く強制アンフォールディング実験を行い、溶液
の塩濃度と力のピークの出現状況の関係を調べた [31]。
彼らの論文の TABLE 2の’aa pos. of step’の列には、力
のピークが出現したときにおける、紫膜表面とカンチレ
バーの針先の間を繋ぐポリペプチド鎖の長さが記述され
ている。この’aa pos. of step’の値は、次の 方法によっ
て絶対位置に換算できる。それは、’aa pos. of step’の
値に、針先に付着した部分からその末端ループの端まで
のポリペプチド鎖のアミノ酸算基長を加えるという事で
ある。
彼らは、C末端側の引き抜きでは、230または 228番

のアミノ酸残基がカンチレバーの針先に付着していると
想定した。それ故、筆者は、その間を取って 229番のア
ミノ酸が針先に付着していると想定した。そして、BR
の全長である 248残基から 229残基を引く事によって

得られる 19残基を C端側の’aa pos. of step’に加え、こ
れを力のピークの絶対位置として使用した。また、彼ら
は、N末端側の引き抜きでは、3番のアミノ酸残基が針
先に付着していると想定した。それ故、筆者は、3-1=2
残基を、N端側の’aa pos. of step’に加え、これを力の
ピークの絶対位置として使用した。換算前の’aa pos. of
step’の値と、換算後の力のピークの絶対位置は、C末端
側の場合については表 S14-1に、N末端側の場合につい
ては表 S14-2に示した。
彼らの論文の FIGURE3には力のピークの出現頻度が

グラフに示してあるが、読み取るのが困難であるため本
研究では使用しなかった。

S15障壁位置の再現性の統計的検定

S15-1概要

本文章では、シミュレーション結果において実験結果
のエネルギー障壁の位置が再現された度合いが、偶然の
結果とは考え難いほど高い事を示す。
本研究のシミュレーション結果から算出された障壁位

置は、他者の実験において報告された障壁位置に良く一
致しているように見える。しかしながら、その一致は偶
然かも知れない。一致が単なる偶然の結果であるかどう
かを評価する事は、本研究において非常に重要である。
なぜなら、それによって、シミュレーションモデルに与
えた相互作用が障壁の出現及び障壁位置の決定に関与し
ているかどうかと言う事が評価されるからである。
この障壁位置の再現が偶然である可能性は、簡潔に言

えば、次のようにして評価する事ができる。それは、「シ
ミュレーション結果の障壁位置と同数の位置を無作為に
選び出し、それを実験の障壁位置と比較し、一致する障
壁位置の数を調査する」という試行を何度も行う事であ
る。もし、無作為な位置の選択によって作られた結果が
シミュレーション結果よりも優れたものとなる確率が十
分に小さいなら、シミュレーション結果における障壁位
置の再現は偶然とは考えにくいと判断できる。
上記の考えに基づいて、筆者はこの偶然性を、統計学

的仮説検定を用いて以下のように評価した。先ず、以下
の帰無仮説を立てた。

帰無仮説
シミュレーション結果の障壁位置と実験結果の障壁位

置の間の一致の程度は、無作為に作成した障壁位置と実
験結果の障壁位置の間の一致の程度と同じである。
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そして以下の事を行った。
(I) 二つの障壁位置データ間の一致の程度を、数量的に
評価する基準を定める事 (S15-2を見よ)。
(II)シミュレーション結果の障壁位置と実験結果の障壁
位置との間の一致の度合いを、(I)で決定した基準に基
づいて数量的に評価する事 (S15-3を見よ)。
(III)無作為な数値の選択によって作成した障壁位置と実
験結果の障壁位置との間の一致の程度の確率分布を計算
する事 (S15-4を見よ)。
(IV)無作為に障壁位置を作成したとき、この障壁位置と
実験結果の障壁位置との間の一致の程度が、シミュレー
ションと実験の間の障壁位置の一致の程度以上になる確
率 pを計算する事 (S15-4を見よ)。
(V)最終的に、このようにして算出された確率 pを用い
て、帰無仮説が棄却されるかどうかを調べる事 (S15-5を
見よ)。

S15-2障壁位置間の一致の度合いの評価基準

二つの障壁位置データ間の一致の程度を数量的に評価
する基準を、以下の様に定義した。先ず、二つの障壁位
置データの間で比較を行う区間を [min,max]とする。一
方のデータについて、その区間内に含まれる障壁位置 y

の集合 {y}を考え、これを正答データとする。もう一方
のデータについて、同区間に含まれる障壁位置 xの集合
{x}を考え、これを疑問データとする。そして、以下の
条件を満たす yの個数を n定義する。

条件
とある正答データの障壁位置 yについて、y − 3 ≤ x ≤

y + 3を満足する疑問データの障壁位置 x が存在する。

最終的に、この n を、区間 [min,max] における、疑
問データの正答データに対する「一致数」と呼ぶ。正答
データ yに与えた範囲 ±3aaは、実験における誤差の範
囲 [21]を参考にして定めた。

S15-3一致の程度の数量的な評価

筆者は、上記の評価法を用いて、シミュレーション結
果の障壁位置 (疑問データとして使用した)を実験結果の
障壁位置 (正答データとして使用した)と比較した。ここ
で、シミュレーション結果の障壁位置として、力のピー
ク位置のグループの解析によって得られた結果を使用し
た。また、実験結果の障壁位置としては、Sapra et al.[20],
Kessler et al.[21],及び、Voïtchovsky et al.[31]の実験的報
告において供給されたデータを筆者が換算する事によっ

て算出した障壁位置 (本文 Fig.6及び S14を見よ)を使用
した。

C末端側の全区間 ([0,247])においては、シミュレーショ
ン結果の障壁位置の、Sapra , Kessler及び、Voïtchovsky
の各実験結果の障壁位置に対する一致数は、それぞれ、
nsim =8,8,及び 7であった。N末端側の全区間 ([0,247])に
おいては、シミュレーション結果の障壁位置の、Kessler、
及び Voïtchovskyの各実験結果の障壁位置に対する一致
数は、それぞれ、nsim =7及び 6であった。また、N端
側において、比較区間を [70,194]に制限したときの、シ
ミュレーション結果の障壁位置の、Kesslerの実験結果
の障壁位置に対する一致数は、nsim = 7であった。

S15-4偶然による一致の度合いの分布

無作為に作成した障壁位置の、実験結果の障壁位置
に対する一致数 nrand が nとなる確率の分布は、以下の
手順で求めた。先ず、比較区間 [min,max]の中から、そ
の区間に存在するシミュレーション結果の障壁位置の数
([0,247]の場合は C、N末端の場合について 13個、18
個、そして、[70,194] の場合には N 末端の場合につい
て 9個)と同数の障壁位置を無作為に選び、これを疑問
データとする。次に、この疑問データの、それぞれの正
答データ (実験結果の障壁位置)に対する一致数 nrand を
調べる。このような試行を 1010 回行ない、nrand が nと
なる確率の分布 p(nrand = n)を求める。

C末端側からの引き抜きにおいて、筆者は、比較区間
を [0,247]とし、Sapra , Kessler、及び、Voïtchovskyの
実験結果の障壁位置を用いた場合の確率分布を算出し
た。また、N末端側からの引き抜きにおいては、比較区
間を [0,247]とし、Kessler及び、Voïtchovskyの実験結
果を用いた場合の確率分布を算出し、さらに、比較区間
を [70,194]とし、Kesslerの実験結果を用いた場合の確
率分布を算出した。さらに筆者は、それぞれの確率分布
において、nrandがシミュレーション結果の障壁位置の実
験結果の障壁位置に対する一致数 nsim 以上となる確率
p(nsim ≤ nrand)を算出した。
以上で算出した nsim,確率分布,及び p(nsim ≤ nrand)の

値は、図 S15-1にまとめた。

S15-5帰無仮説の評価

C末端側の引き抜きでは、シミュレーション結果の障
壁位置と Sapraの実験結果の障壁位置との比較において
p(nsim ≤ nrand) = 0.00043が、また、Kesslerの実験結果
の障壁位置との比較において、p(nsim ≤ nrand) = 0.0043
という値が得られた。それ故、それら二つの場合におい
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図 S 15-1: 柱状グラフによって表した、無作為な選択によって作成した障壁位置と、実験結果の障壁位置の一致の数 nrand が n となるような確
率の分布。C末端側からの引き抜きにおいて、比較の範囲が [0,247]であり、且つ、実験結果が Sapra等のものである場合 (A)、Kessler等のも
のである場合 (B)、及び、Voïtchovsky等のものである場合 (C)。N末端側からの引き抜きにおいて、比較の範囲が [0,247]であり、且つ、実験
結果が Kessler等のものである場合 (D)、及び、Voïtchovsky 等のものである場合 (E)、また、比較の範囲が [70,194] であり、且つ、実験結果
が Kessler等のものである場合 (F)。各図において、横軸は、一致の数を表し、縦軸は、その確率を表す。各図において、黒の柱は、nrand = n
となる確率を表す。白抜き矢印は、シミュレーション結果の実験結果に対する一致数 nsim を表す。p(nsim ≤ nrand) は、nsim ≤ nrand となる確
率をあらわす。

ては、P = 0.01の水準で帰無仮説は棄却された。この
結果は、上記二つの場合において、シミュレーションに
よって再現された実験結果の障壁位置の数が、偶然の結
果とは考え難いほど多い事を示す。そして同時に、本研
究で用いたシミュレーション系には、エネルギー障壁の
形成に関するメカニズムが含まれている可能性が極めて
高いという事を意味する。ただし、Voïtchovskyの実験
結果の障壁位置との比較では、p(nsim ≤ nrand) = 0.087
となり、帰無仮説は棄却されたとは言えなかった。

N末端側からの引き抜きでは、比較区間が [0,247]で
ある場合、シミュレーション結果の障壁位置とKesslerの
実験結果の障壁位置との比較において p(nsim ≤ nrand) =
0.15が、また、Voïtchovskyの実験結果の障壁位置との
比較において、p(nsim ≤ nrand) = 0.37という値が得られ
た。それ故、それら二つの場合はおいては、P = 0.01の
水準で帰無仮説は棄却されたとは言えなかった。比較区
間が [70,194]である場合にも、Kesslerの実験結果の障
壁位置との比較において p(nsim ≤ nrand) = 0.076となり、
やはり P = 0.01の水準で帰無仮説は棄却されたとは言
えなかった。結果として、N末端側からの引き抜きでは、
シミュレーションによって再現された実験結果の障壁位
置の数は、偶然の結果である事を否定できなかった。し
かしながら、念のために述べておくが、この結果は、N
末端側からの引き抜きでは障壁位置は再現されなかった

という事を意味しているのではない。

S16力のピークの出現パターン

バクテリオロドプシンの強制アンフォールディングシ
ミュレーションの結果から、強制アンフォールディング
過程における力のピークの出現パターンを調べた。

C末端側からの引き抜きで観察された強制アンフォー
ルディング過程は、全てのシミュレーション結果におい
て、ヘリックスGF, ED, CB,及びAという四つの部分に
分かれていた。それ故、力のピークの出現パターンは、
この四つの部分的なアンフォールディング過程ごとに調
査した。結果は、表 S16-1に示した。

N末端側からの引き抜きで観察された強制アンフォー
ルディング過程は、大きく分けて以下の二つの事例が存
在した。(i) アンフォールディング過程が、ヘリックス
AB, CD, EF,及び Gという四つの部分に分かれている事
例であり、121の結果がこの事例に属した。(ii)ヘリック
ス Eのアンフォールディングに先立ってヘリックス F及
びG、並びに、ループ FGが、自発的に基板側の膜外に
引き抜ける現象が見出される事例であり、7つの結果が
この事例に属した。この事例では、アンフォールディン
グ過程は、ヘリックス AB, CD,及び EFGという三つの
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表 S 16-1: C 端側からの強制アンフォールディングシミュレーションにおけるエネルギー障壁の出現パターン
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aa

35
.0

aa
-A

35
.0

aa
-B

Number 90
.2

aa

96
.2

aa

10
6.

3a
a

Number 14
5.

6a
a

15
1.

6a
a

15
8.

0a
a

17
1.

3a
a

Number 21
3.

2a
a

21
7.

4a
a

22
5.

8a
a

22
7.

9a
a

Number

1 0 0 21 1 0 0 115 0 0 1 0 1 0 1 0 0 59
1 1 0 104 1 1 0 2 1 0 0 1 1 0 1 0 1 3
1 0 1 3 1 0 1 10 1 0 1 0 1 0 1 1 0 63

1 1 1 1 0 1 0 0 4 1 1 0 0 2
0 1 1 0 23 1 1 1 0 1
1 1 0 0 16
1 1 0 1 1
1 1 1 0 81

Helix A
and N-terminal loop

Helices G & F
and loop GF

Helices E & D
and loop ED

Helices C & B
and loop CB

一段目は、部分的なアンフォールディング過程を表す。エネルギー障壁名の列は、そのエネルギー障壁によって力のピークが出現したかどう
かを、出現した場合には１で、そうでなかった場合には 0 で表す。’Number ’列は、各行において 1 と０で表されている出現パターンが観察

された数を示した。

表 S 16-2: N 端側からの強制アンフォールディングシミュレーションにおけるエネルギー障壁の出現パターン
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Number

1 0 1 1 1 4 1 1 1 0 54 1 1 1 1 3 0 1 0 1
1 0 1 1 0 118 1 1 0 1 8 1 1 1 0 12 0 1 1 1
1 0 0 1 0 2 1 1 0 0 1 1 1 0 1 38 1 1 0 12
0 1 1 1 0 4 1 0 1 0 49 1 1 0 0 11 1 1 1 107

1 0 0 1 13 1 0 1 1 19
1 0 0 0 3 1 0 1 0 21

1 0 0 1 17

Helices A & B
and loop AB

Helices C & D
and loop CD

Helices E & F
and loop EF

Helix G
and C-terminal loop

一段目は、部分的なアンフォールディング過程を表す。エネルギー障壁名の列は、そのエネルギー障壁によって力のピークが出現したかどう
かを、出現した場合には１で、そうでなかった場合には 0 で表す。’Number ’列は、各行において 1 と０で表されている出現パターンが観察

された数を示した。

表 S 16-3: N 端側からの強制アンフォールディングシミュレーションにおけるエネルギー障壁の出現パターン
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15
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0a
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4a
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8a
a
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8a
a

Number

1 0 1 0 1 0 1 1 1 1
1 0 1 1 1 0 1 1 1 1
1 1 0 0 1 0 1 1 1 1
1 1 1 0 1 1 0 1 1 1
1 1 0 1 1 0 0 1 1 1
1 0 1 1 1 0 0 1 1 1
1 0 1 0 1 1 0 1 1 1

Helices E & F, loop EF,
helix G, and C-terninal loop

一段目は、部分的なアンフォールディング過程を表す。エネルギー障壁名の列は、そのエネルギー障壁によって力のピークが出現したかどう
かを、出現した場合には１で、そうでなかった場合には 0 で表す。’Number ’列は、各行において 1 と０で表されている出現パターンが観察

された数を示した。

部分に分かれていると捉える事が出来る。
N 末端側からの引き抜きでは、力のピークの出現パ

ターンは、二つの部分に分けて調査した。一方は、アン
フォールディング過程全体をヘリックス AB, CD, EF,及
びGという四つの部分に分けて調査するものである。こ
の場合では、(i) の事例の全ての結果と (ii) の事例のヘ
リックス AB及び CDのアンフォールディング過程の結
果とを合わせて調査した。結果は表 S16-2に示した。も

う一方では、(ii)の事例のヘリックス EFGのアンフォー
ルディング過程の結果の部分のみを解析した。結果は表
S16-3に示した。
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