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高精度分子シミュレーションに基づく  

アミロイド β 単量体及び二量体の安定配座探索  

 

要旨  

 

アルツハイマー病 (AD)は認知症の中で最も多い症状であり、現在、世界中で患者数

が激増し、その治療法及び治療薬の開発は、緊急の研究課題である。AD の発症にはア

ミロイド β タンパク質 (Aβ)の脳内での凝集が関係している。そのため、Aβ の凝集を抑

制する低分子化合物は AD 治療薬として有用である。しかし、Aβ の凝集プロセスは複

雑であり、未解明な点が多く、より効果的な Aβ 凝集抑制薬を開発する際のボトルネッ

クになっている。Aβ の凝集プロセスを解明するため、これまで多くの実験研究が行わ

れ、Aβ 単量体や Aβ 線維の立体構造やその構造的特徴が明らかにされた。これらの研

究から得られた情報は、Aβ 凝集抑制薬を合理的に設計する上で重要な情報である。し

かし、Aβ の凝集プロセスは非常に速く起こるため、二量体などの低次の凝集体につい

ては、実験手法のみを用いた高分解能の構造決定は困難であり、その立体構造は明ら

かにされていない。そのため、分子シミュレーションが様々な Aβ モデルに対して実行

され、立体構造や構造のダイナミクスに関する重要な情報を得ている。分子シミュレ

ーションを用いた従来の理論研究は、Aβ 単量体及び二量体の様々な安定配座を明らか

にした。しかし、これらの研究では分子力場が用いられており、安定配座の電子状態、

安定配座の中の最安定配座、及び単量体内あるいは単量体間のアミノ酸間相互作用は、

電子レベルでは未解明である。また、Aβ の周囲に存在する水分子が Aβ の安定性に与

える影響は、明確にされていない。  

本研究では、Aβ の凝集プロセスの初期ステップを解明するため、水分子を顕わに考

慮した全原子レプリカ交換分子動力学シミュレーションにより、Aβ 単量体及び二量体

の水中での安定配座を広範囲に探索した。さらに、ab initio フラグメント分子軌道 (FMO)

計算を用い、得られた安定配座の中から、単量体あるいは二量体の最安定配座を高精

度に決定した。その際、Aβ の周囲に存在する水分子を考慮することにより、水分子が

Aβ 構造の安定性に与える影響を明らかにした。また、ab initio FMO 計算を用いること

により、Aβ 単量体内、あるいは単量体間の特異的相互作用を高精度に評価し、単量体

あるいは二量体の構造が安定する上で、どのアミノ酸間の相互作用が重要であるかを

明らかにした。その結果、Aβ 単量体及び二量体の水和構造の相対的な安定性は、周囲

に存在する水分子同士の凝集による安定性に、強く依存することを初めて明らかにし

た。従って、Aβ の最安定配座の決定において、周囲に存在する水和水を顕わに考慮す

る必要性が、本研究から明らかになった。また、最安定配座の安定には、主に、Aβ に



 

 

含まれる荷電アミノ酸間の強い引力相互作用が重要であり、特に、Lys16 と N 末端配列

に含まれる負荷電アミノ酸（Glu3 及び Asp7）間の静電引力相互作用が、Aβ 二量体の

安定化において重要であることを解明した。本研究により得られた知見は、AD 発症の

初期段階で生じる Aβ の二量体形成を阻害する低分子化合物を設計する上で、非常に有

用になると考える。  
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ABSTRACT 

 

Amyloid β-peptides (Aβs) play a key role in pathogenesis of Alzheimer’s disease (AD). The 

aggregation of Aβs appears to be one of the first steps in the pathogenic process of amyloidosis 

that is not associated with some natural biological function. Consequently, it is expected that the 

inhibition of Aβ aggregations is an attractive therapeutic strategy for the treatment of AD. 

Breaking Aβ aggregates down by non -peptide or peptide inhibitors seems to be a promising way 

to combat AD. To that aim, it is crucial to understand the conformational and dynamic behaviors 

of Aβ aggregates in order to rationally design a putative AD drug. Moreover, the conformational 

analysis and the investigation of the structure of Aβ aggregates might lead to a more pr ofound 

understanding of the primary pathogenesis of AD and comprehension of the development at the 

molecular level of this dramatic disease.  

The 3D structure of the amyloid oligomers and fibrils is a focus of interest both for a molecular 

understanding of amyloidogenesis and for the development of innovative therapeutic and 

diagnostic approaches. Solid-state nuclear magnetic resonance (NMR) studies have contributed 

substantially to the understanding of amyloid fibrils. However, only a few 3D structures of 

amyloid fibrils have been determined, owing in part to the non -crystalline and insoluble of the 

fibrils. This fact makes these structures difficult to be analyzed by established structural 

techniques such as X-ray crystallography or solution-state NMR. Moreover, due to the fast rate of 

Aβ aggregations, a high resolution structural determination of these early -stage Aβ aggregates 

such as a dimer is extremely difficult. In this aspect, molecular simulations provide a very 

powerful tool to derive valuable info rmation regarding the secondary structures of Aβ aggregates. 

In the past few years, a variety of simulation techniques have been successfully applied to 

investigate the structures and dynamics of the selected small fragments and full -length Aβs. In 

particular, replica exchange molecular dynamics (REMD) simulations obtained a variety of 

conformations of solvated Aβs, which are comparable to the experimental structures. The idea of 

evaluating their electronic properties by ab initio  molecular orbital (MO) method and 



 

 

determining the most stable conformation of Aβ at an electronic level is worthy of consideration, 

since the previous REMD studies have not considered their electronic properties. Furthermore, 

the influence of solvating water molecules exist around Aβ on the stabilization of solvated Aβ 

conformations has not elucidated by the majority of the studies mentioned above.  

In the present study, we performed REMD simulations with all -atom force field to obtain 

various conformations of full -length Aβ monomer  and dimer in explicit water and determined the 

most stable conformation of the solvated Aβ monomer and dimer by ab initio  fragment MO 

(FMO) calculations, in order to investigation the first step in the aggregation of Aβs. In our 

present FMO calculations, by considering water molecules explicitly, we attempted to elucidate 

the influence of solvating water molecules on the stabilization of the Aβ monomer and dimer 

conformations. In addition, we investigated the specific interactions between amino acid residu es 

of Aβs by the inter-fragment interaction energy analysis of the FMO method at an electronic level, 

in order to highlight the important residues of Aβ for stabilization of the Aβ monomer and dimer.  

The results showed that the relative stability of the so lvated Aβ monomer is more dependent on 

the stability of the solvating water molecules around Aβ than that of Aβ itself. A similar tendency 

was seen in the relative stability of the solvated Aβ dimer. Consequently, it is concluded that the 

solvating water molecules should be considered explicitly for determining the most stable 

conformation of the solvated Aβ monomer and dimer. The most stable conformation of the 

solvated Aβ monomer has the turn -like structure in the Phe20–Ala30 region, being consistent 

with the previous studies. The present FMO calculations elucidated that the electrostatic 

interactions between the positively charged amino acid residue Lys28 and its neighboring 

residues are important for stabilizing the turn -like structure. On the other hand , in the most stable 

conformation of the solvated Aβ dimer, two inter-monomer parallel β -sheets and one 

intra-monomer β-hairpin structures are formed. We also found that the attractive interactions 

between Lys16 and the negatively charged residues of the N -terminal of Aβ contribute mainly to 

the stabilizing in the most stable conformation of the solvated Aβ dimer. Consequently, in the 

present molecular simulations elucidated that the electrostatic interactions between the charged 

amino acid residues of Aβ contribute mainly to the stabilization of the conformation of Aβ 

monomer and dimer.  

In summary, the present study provides detailed information regarding the conformations of Aβ 

monomer and dimer, and the specific interactions between amino acid residues o f Aβ. This 

information will be a quite helpful in rationally designing inhibitors for preventing the Aβs 

aggregation.  
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第1章 序論 

 

1.1. 研究背景 

 

1.1.1. アルツハイマー病とアミロイド β タンパク質 

 

タンパク質は、生命を担う最も重要な物質のひとつであり、また、その生化学的機

能の発現には、固有の立体構造の形成（フォールディング）が必須である (Figure 1
[1 ]

)。

しかし、近年、多くのタンパク質がフォールディングの変化（ミスフォールディング）

により、凝集体を形成することが明らかになってきた。ヒトの脳機能において、タン

パク質のミスフォールディングは劇的な影響をもたらし、その結果として、深刻な脳

の病気を引き起こす。実際に、タンパク質の凝集が発病に関わる例が多数報告されて

いる。例えば、アルツハイマー病 (Alzheimer ’s disease; AD)、ハンチントン病 (Huntington’s 

disease)、クロイツフェルト・ヤコブ病 (Creutzfeldt-Jacob disease)のようなプリオン病

(Prion disease)、そして II 型糖尿病 (type II diabetes)など、神経変性疾患に多く [2 -4 ]、特に、

AD は現代の高齢化社会における深刻な社会問題となっている。最も広く研究されてい

る AD は、大脳皮質表面上の老人斑、及び細胞内の神経原線維変化により特徴づけられ

る神経変性疾患 [5 -8 ]である。様々な実験データ [6 ,  9 -13 ]から、アミロイド β タンパク質

(Amyloid β-protein, Aβ)が老人斑の主な構成要素であることが示された。Aβ は、β-及び

γ-セクレターゼ酵素によるアミロイド前駆体タンパク質の分解を介して生成される脳

内の天然由来のペプチドである [14 -16]
(Figure 2)。また、Aβ は、二量体からアミロイド線

維形成まで、いくつかの異なる凝集体を形成し、自己組織化することが実証されてい

る [17 -24]。生体内で豊富に生成される Aβ には、それぞれ 40、42 個のアミノ酸残基を含

む Aβ(1–40)及び Aβ(1–42)が存在し、後者は、老人斑の主要原因であることが観測され

ている [25 -28]。また、試験管内において、Aβ(1–42)は Aβ(1–40)よりもアミロイド線維を

形成する傾向が劇的に増加する [29 -32]。Aβ(1–40)と Aβ(1–42)は、以下に示すアミノ酸配

列では、C 末端配列の 2 つの疎水性アミノ酸残基の有無による違いだけであるが、それ

らの凝集能において、その僅かな差は明確な違いを持つ要因となることが知られてい

る。  

 

Aβ(1–42)のアミノ酸配列  

N-terminal                                                  C -terminal 

D1AEFRHDSGY10EVHHQKLVFF20AEDVGSNKGA30IIGLMVGGVV40IA42  
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Figure 1. Schematic model for folding, misfolding and aggregation of protein .
[1 ]

 

 

 

Figure 2. Schematic picture for Aβ production through the proteolytic cleavage of  

amyloid precursor protein (APP) by β- and γ-secretase enzymes. 



 

1.1 研究背景 3 

 

 

様々な分野の研究 [7 ,  33 ,  34 ]は、脳内の Aβ の異常な蓄積が AD 発症に特徴的な神経病理

学的カスケードを引き起こすことを実証した。ミネソタ大学の Lesne ら [35 ]は、中齢（生

後 6～14 ヶ月）の遺伝子操作された AD モデルマウスにおける記憶障害が、12 量体の

Aβ(1–42)可溶性凝集体（オリゴマー）の細胞外蓄積によるものであることを明らかに

した。老人斑の沈着は、本来、AD の初期段階であると考えられていた [7 ]が、今日では、

Aβ オリゴマーがシナプス、及び認知機能障害の直接的なエフェクターであると示され

ている [14 ]。アメリカ国立衛生研究所の Petkova ら [36 ]は、異なる形態と毒性を持つアミ

ロイド線維の形成を報告し、Aβ のオリゴマー形成は線維成長と異なる経路を介して進

行することを示唆した。また、近年の in vivo 実験 [37 -39]は、Aβ オリゴマーは線維よりも

神経細胞に対する毒性が強いことを明らかにした。さらに、Aβ オリゴマーは、新種の

線維を成長させる核としての役割を持つことが解明されている [40,  41 ]。Aβ オリゴマーが

神経細胞毒性を示すのは明らかであるが、依然として、オリゴマーが神経毒性を示す

正確なメカニズムは未解明 [42 ]である。オリゴマーを含む Aβ 凝集体の毒性機構は、酸化

ストレス、金属結合、フリーラジカル [43 ]、あるいはイオンチャネル形成 [44 ]と関係して

いると考えられている。また、タウオパチーや神経変性のような、Aβ 蓄積に続く AD

の顕著なプロセスの根本的なメカニズムは、依存として不明である [34,  45 ]。近年、放射

線医学総合研究所の樋口ら [46]により、カルシウム依存性プロテアーゼであるカルパイ

ンが、AD の Aβ 蓄積に伴う神経細胞傷害を促進するのみならず、Aβ 蓄積自体も促進さ

せることを明らかにした。樋口らが解明した新たな AD 発症メカニズムにおける Aβ 蓄

積とカルパイン活性化の悪循環メカニズムの概略図を Figure 3 に示す。Aβ やタウタン

パク質のようなアミロイド生成性分子の過多は、細胞内のカルシウム濃度を上昇させ

[47 -51]、脳内のカルシウムの乱れを引き起こす。その結果、カルパインが活性化し、α

スペクトリをはじめとする細胞骨格タンパク質が切断され、シナプスの構造が崩壊す

る。カルパインがシナプスの正常な構造と機能を乱した結果、Aβ を分解する酵素であ

るネプリライシンが減少し、Aβ の増加や蓄積が促進される。それにより、カルシウム

の乱れが強まり、カルパインがさらに活性化される。従って、Aβ の蓄積とカルパイン

活性化の間には、相互促進の関係があると考えられ、カルパイン阻害剤は神経細胞傷

害の治療薬は、AD の根本的な治療につながる薬剤となり得ることが示された。  
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Figure 3. Schematic picture for the role of calpain on AD pathology  

elucidated by Higuchi et al.
[46]

 

 

1.1.2. Aβ に対する実験研究 

 

Aβ の凝集は AD の発症プロセスにおける第一段階であると考えられているため、AD

治療に対する有効な治療戦略のひとつとして、その抑制が挙げられる [52 ]。Aβ の凝集の

阻害、あるいは凝集体の分解は、AD 治療に対する有望な手段である [53 ]。従って、Aβ

に結合し、その凝集を阻害できる低分子化合物は、AD の治療薬の候補として有用であ

ると考えられる。AD 治療の候補薬を合理的に設計するため、Aβ 凝集体の立体配座、

及び構造のダイナミクスを理解することが重要である。さらに、Aβ の配座解析や凝集

体の構造の解明は、AD 発症の分子レベルでの理解を導く。全長の Aβ(1–42)単量体の立

体構造は、溶液 NMR(Nuclear magnetic resonance)を用いた実験 [54 -58]から決定された。例

えば、フェデリコ 2 世・ナポリ大学の Crescenzi らが明らかにした Aβ(1–42)単量体 [57 ]

は、ほとんどのアミノ酸残基が二次構造の α ヘリックスを形成するらせん構造である

(Figure 4)。α ヘリックスを形成する領域は 2 つあり、それぞれ Ser8–Gly25 残基、Lys28–

Gly38 残基が対応する。これらの α ヘリックスを、Gly25–Ser26 残基によって形成され

るターンがつないでいる。  
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Figure 4. 3D structure model for Aβ(1–42) monomer determined by  

solution-state NMR experiment
[57 ]

.  

 

一方、Aβ 線維は、非結晶性や不溶性などの性質のため、X 線結晶解析や溶液 NMR

のような確立されている構造決定手法を用いた構造の決定が困難である [59 ]。そのため、

Aβ 線維の立体構造の解明においては、固体 NMR、あるいは電子スピン共鳴 (Electron 

paramagnetic resonance; EPR)測定に基づく研究 [36,  60 -78]が、大きな貢献をした。これらの

研究が明らかにした Aβ 線維は、線維方向に平行な β シート、及び線維に対して垂直方

向へ伸びた鎖を持つ立体配座で安定している。このような立体配座は、生化学的性質

に関係なく、全てのアミロイド線維に共通であると信じられている [79]。例えば、ソー

ク研究所の Lührs らが決定した Aβ(17–42)の線維構造 [67 ]
(Figure 5 (a))では、Val18–Ala42

残基によって形成される β-strand-turn-β-strand motif を持つ Aβ が、線維方向に平行に集

合した構造をしている。Ser26–Gly29 残基が形成するターンにより結合する 2 つの β ス

トランド β1 及び β2 は、それぞれ Val18–Ser26 残基、Ile31–Ala42 残基で構成される。β1

及び β2 は、上下に重なる Aβ と水素結合を形成し、安定している。また、異なる単量

体に含まれる Asp23 と Lys28 間では、塩橋が形成されている (Figure 5 (b))。この塩橋の

形成により、Ser26–Gly29 残基のターン構造が安定していると考えられる。N 末端配列

である Asp1–Leu17 残基は、揺らいだ構造をしており、実験から構造が決定されていな

いため、Asp1–Lys16 残基の座標情報が欠損している。また、近年、アメリカ国立衛生
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研究所の Lu らにより、AD 患者の老人斑から採取した試料に対する固体 NMR 構造解

析 [78]から、三回対称性を持つ全長の Aβ(1–40)線維の立体構造モデルが決定された

(Figure 5 (c))。この立体構造には、Lührs らが決定した Aβ(17–42)の線維構造 [67 ]
(Figure 5 

(a))のように、N 末端残基の座標情報の欠損が存在しない。また、NMR データから、

AD 患者の老人斑から採取された Aβ(1–40)線維は多様な構造をとらないが、患者によっ

て、その構造が異なることが明らかにされた。  

 

 

 

 

Figure 5. 3D structure models for Aβ  fibrils determined by solid-state NMR experiments: (a) 

Aβ(17–42) fibril (tetramer)
[67 ]

, (b) salt-bridge between Asp23 of chain B and Lys28 of chain 

B in Fig. 4 (a) and (c) Aβ(1–40) fibril with 3-fold symmetry (9-mer)
[78 ]
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Aβ の線維構造だけでなく、凝集プロセスの初期に形成される二量体に関する実験も

盛んに行われている。蛍光共鳴エネルギー移動実験 [80 -82]は、Aβ が溶液中で安定な二量

体を形成することを示した。また、Aβ 二量体は、ミクログリア存在下で、ニューロン

に対する強い毒性を示し [83]、シナプス可塑性や記憶を損なう最小のシナプス毒性種で

あることが報告された [84 ]。さらに、ハーバード大学医学大学院の Walsh
[85 ]らは、生体

内での Aβ 二量体の潜在的なシナプス毒性を示した。ブリガム・アンド・ウイメンズ病

院の Jin らの実験研究 [86 ]から、Aβ 二量体が AD 患者の脳における最も豊富な種であり、

生体内で神経炎の悪化を引き起こすことが明らかにされた。従って、Aβ 二量体の形成

は、凝集の初期の重要なステップであり、二量体は凝集プロセスの構成要素である [87 ]。

しかし、二量体のような低次の Aβ 凝集体は、非常に速く形成されるため、実験手法の

みを用いた Aβ 二量体の高精度な構造決定は、非常に困難であり [32,  88,  89 ]、そのメカニ

ズムは未解明である。  

 

1.1.3. Aβ に対する理論研究  

 

分子シミュレーション手法のひとつである分子動力学 (Molecular dynamics; MD)シミ

ュレーションは、Aβ 凝集体の立体構造に関する重要な情報を得る手段として有用であ

る。ここ数年において、仮想溶媒ないし実溶媒モデルと組み合わせた、粗視化モデル

から全原子モデルに至るまでの様々なモデルに対する分子シミュレーションが、小さ

なフラグメント [87,  90 -100]や全長 [101-110]の Aβ 二量体の立体構造やダイナミクスを解明す

るために適用された。パンジャブ大学の Anand らの仮想溶媒モデルを用いた Aβ(1–39)

二量体に対する MD シミュレーション [102]は、平行な N 末端を持つ立体配座が支配的で

あり、片方の単量体に含まれる Lys28 と異なる単量体に含まれる Glu22 あるいは Asp23

間で塩橋を形成することを示した。ロスアラモス国立研究所の Gnanakaran ら [92 ]は、

Aβ(16–22)二量体に対してレプリカ交換 MD(Replica exchange MD; REMD)シミュレーシ

ョンを実行し、平行に限らず逆平行の配向性を示す 6 個の安定な二量体の形成を示唆

した。また、彼らは、水分子がいくつかの二量体配座の安定に関与することを示した。

ボストン大学の Urbanc らによる全長の Aβ(1–42)の粗視化モデルに対する discrete 

MD(DMD)シミュレーション [101]は、二量体配座がそれらに対応する単量体配座と比較

して、高い自由エネルギーを持つことを明らかにした。パリ大学の Huet ら [93]は、Aβ(9–

40)線維の固体 NMR 構造を基に、Aβ(9–40)二量体、Aβ(9–42)二量体、及びそれらの

Flemish 置換 (A21G)型 Aβ の二量体構造を作成し、それぞれに対する 10 ns の MD シミ

ュレーションを実行した。彼らは、それぞれの Aβ 二量体の β-strand-rich な最終構造は、

異なるトポロジーを持ち、共通の構造的特徴が存在しないことを明らかにした。また、

Aβ(9–40)二量体、及び Aβ(9–42)二量体における単量体内、及び単量体間の Glu22、Asp23、
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及び Lys28 が関与する塩橋形成を示した。これらの研究は、様々な Aβ 二量体の立体構

造やそれらの安定性に対して有益な見識を与えた。しかし、自然界や溶液中のペプチ

ドの立体配座は、鎖の長さや特異的なアミノ酸配列に依存する。例えば、Aβ(1–40)や

Aβ(1–42)は、2 つの C 末端の疎水性残基が異なるだけだが、異なる形態の線維を形成す

る [32,  111 -113]。従って、実溶媒中の全長の Aβ(1–42)二量体構造は、それらの構造的特徴

を深く理解するために重要である。  

近年、全長の Aβ(1–42)二量体構造に対する全原子 MD シミュレーション [103,  105]が実

行された。ドレクセル大学の Barz ら [103]は、Aβ(1–42)単量体と二量体の構造を比較し、

二次構造や塩橋形成の傾向の相違を明らかにした。また、マイアミ大学の Zhu ら [105]

は、Aβ(1–42)の二量体形成を解明するため、Aβ(1–42)単量体の NMR 構造を基に、10 個

の初期構造を作成し、それぞれに MD シミュレーションを実行した。 10 個の二量体に

対して、単量体間の結合エネルギーを求め、そのエネルギーを基準に最安定な二量体

構造 (Figure 6)を決定した。彼らが決定した最安定な二量体構造は、片方の単量体の

Lys28–Ala33 残基と異なる単量体の Ala30–Gly37 残基間におけるジッパー様構造の形成

を示した。このようなジッパー構造は、Aβ を含む他のアミロイド形成タンパク質の凝

集において、実験により観測されている [90,  114]。また、この二量体構造内の異なる単量

体間では、Glu22 と Lys28 間で塩橋を形成している。さらに、モントリオール大学の

Côté らは、アミノ酸の主鎖を全原子、側鎖をひとつの粗視化ビーズとして表現する

OPEP(Optimized potential for efficient peptide structure predict ion) 力 場 と

Hamiltonian-temperature REMD
[115]シミュレーションを組み合わせた分子シミュレーシ

ョン [104]により、Aβ(1–42)の Ile41–Ala42 残基の存在、及び Asp23-Lys28 間の塩橋は、Aβ

のフォールディングに強く影響していることを明らかにした。  
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Figure 6. Cartoon presentation of initial conformation (left) and the most stable structure  

(right) of Aβ(1–42) dimer obtained by MD study
[105]

 

 

なお、MD シミュレーションは Aβ 二量体だけでなく、単量体 [66,  97,  103,  110 ,  116 -142]、二

量体よりも高次のオリゴマー、及び線維 [98,  108,  109,  143 -164]に対しても適用され、その結果

から有益な情報を得ている。カルフォルニア大学の Yang ら [132]は、Aβ(1–40)と Aβ(1–42)

の固有配座の相違点を明らかにするため、それぞれの単量体に対し、連続溶媒モデル

を用いた REMD シミュレーションを実行し、Aβ(1–42)の追加の疎水性残基（ Ile41–Ala42

残基）は、C 末端内、及び C 末端と中央の疎水性領域 (Leu17–Ala21 残基 )間のコンタク

トを著しく増加させることを明らかにした。また、彼らは、Aβ(1–40)及び Aβ(1–42)の

代表配座の二次構造形成の傾向を明らかにした。レンセラー工科大学の Sgourakis ら [130]

は、Aβ(1–42)単量体に対する顕わな水溶媒中での ff99SB 力場を用いた REMD シミュレ

ーションにより、 ff99SB 力場から生成された REMD アンサンブルが実験から得られた

J-coupling 値を精度良く再現し、さらに、RDC データとも良い一致を与えることを明ら

かにした。また、彼らは、Aβ(1–42)配座の構造的特徴、及びオリゴマー化や原線維形

成の経路に関連する相互作用を原子レベルで説明した。Aβ 線維を対象とした研究では、

イリノイ大学の Han ら [161]により、Aβ(17–42)線維の成長モデルが提案された (Figure 7)。

Han らは、hybrid-resolution モデルに対するアンブレラサンプリング、及び REMD 法を

組み合わせた分子シミュレーションから、Aβ(17–42)線維成長において、疎水性領域で

ある Leu17–Ala21 残基は、他の領域と比較して、β シートを形成し易く、この領域は初

期の線維形成に重要な役割を果たしていることを明らかにした。Han らの提案した

Aβ(17–42)線維成長モデルでは、Leu17–Ala21 残基、Gly37–Ala42 残基、 Ile31–Val36 残

基の順に、単量体と線維の間で β シートが形成された後、親水性領域である Glu22–Ala30
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残基で線維形成がされ、最終的に、単量体は Figure 5 (a)に示す β-strand-turn-β-strand 

motif を持つ配座となる。  

 

 

Figure 7. Schematic model for fibril elongation by Aβ(17–42) proposed  

umbrella sampling and REMD simulations with a hybrid-resolution model
[161]

.  

 

1.1.4. Aβ の凝集プロセス  

 

AD の効果的な治療法及び、治療あるいは予防薬の開発のためには、Aβ の凝集プロ

セスを理解することも重要である。多くの研究 [36,  63,  68,  70 ]は、Aβ 単量体の 3 つの異なる

領域である Central hydrophobic core(CHC, Leu17–Ala21)、Turn region(TR, Val24–Asn27)、

及び Second hydrophobic region(SHR, Gly29–Met35)が、凝集プロセスに重要な役割を果

たすことを示している。単量体のこれらの領域間の疎水性相互作用は、Aβ のオリゴマ

ー化に必須な driving/stabilizing force を与える [64,  165 -168]。さらに、Aβ ペプチドに存在す

る荷電アミノ酸は、凝集のダイナミクス及び β シートの安定性に影響することが報告

されている [36,  63,  67,  68,  147,  151,  169 -171]。また、近年、金属イオンの存在が、Aβ を含むアミ

ロイド形成タンパク質の凝集を増進させることが報告されている [172]。  

しかし、Aβ の線維及びオリゴマー形成の実験研究は、それらの動態解析に限られて

いる [87 ]。ケース・ウェスタン・リザーブ大学の Hou らの溶液 NMR を用いた研究 [89]か

ら、Aβ の凝集プロセスの概略図 (Figure 8)が示されているが、実験手法の制限により、

プロセスの網羅的な解析は不可能であると述べられている。そのため、Aβ の凝集プロ

セスの全体は未解明である。また、オリゴマーを含む Aβ 凝集体が神経毒性を示す正確

なメカニズムについても未解明 [42 ]である。近年、理化学研究所の Sörgjerd らによるマ
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ウスを用いた実験 [173]から、Aβ オリゴマーの表面構造が毒性に関与していることが示

唆されているが、その立体構造は明らかにされていない。従って、Aβ の立体構造を原

子レベルで詳細に解析できる分子シミュレーションは、Aβ の凝集メカニズム、及びオ

リゴマーが毒性を示すメカニズムの解明に向け、大きな貢献が期待できる。  

 

 

Figure 8. Schematic model proposed by solution NMR study
[89 ]

 showing  

the equilibrium among the different  Aβ aggregation states.  

 

実際に、近年、フリードリヒ・アレクサンダー大学エアランゲン＝ニュルンベルク

の Kahler らによる Aβ 線維様オリゴマーに対する MD シミュレーション [157]から、オリ

ゴマーから線維までの成長メカニズムに関するモデルが提案されている (Figure 9)。こ

のモデルでは、次のステップで線維が成長していく : (1)–(3) 小さいプロトフィラメン

ト (protofilament)から大きいプロトフィラメントへの伸長 ; (4)大きいプロトフィラメン

トが破損し、小さいプロトフィラメントへ分裂 ; (5)–(7) 小さいプロトフィラメント同

士の結合による小さいプロトフィラメントペアの形成 ;  (8) プロトフィラメントペアの

伸長 ; (9) 線維形成。ステップ (4)は、大きいプロトフィラメントに起こる立体構造のね

じれが原因によって引き起こされる。ステップ (5)–(7)でプロトフィラメント同士がペ

アを形成することにより、ねじれが発生せず、ステップ (8)のように、大きいプロトフ

ィラメントペアを形成することができる。従って、著者らは、プロトフィラメントペ

アは、線維形成のための種としての役割を果たしていると結論づけている。  
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Figure 9. Schematic model for the growth mechanism of Aβ  fibrillar oligomers
[157]

.  

 

1.2. 従来の理論研究の課題  

 

これまで、Aβ の立体構造を明らかにするため、様々な分子シミュレーション手法を

用いた多くの理論研究が行われてきた。しかし、Aβ 単量体や二量体は構造柔軟性が非

常に高いため、Aβ に対する理論研究においては、従来の MD 法よりも広範囲に配座探

索が可能な最新のシミュレーション手法の適用が必要となる。特に、REMD シミュレ

ーション [104,  129,  130,  132 ,  134]は、広い温度範囲で様々な安定配座をサンプリングできる。

実際に、これらの REMD シミュレーションから、NMR 構造と比較可能な種々の単量体、

及び二量体の安定配座が示された。しかし、それらの配座の電子状態は、電子レベル

で高精度に評価されていない。また、全長の Aβ 二量体に REMD 法の派生である

Hamiltonian-temperature REMD
[115]法を適用した Côté らの研究 [104]では、アミノ酸の側鎖

を粗視化ビーズとして表現しており、全原子力場と比較して、主鎖と側鎖、及び側鎖

間の相互作用の評価が不十分である。さらに、Zhu ら [105]は従来の MD シミュレーショ

ンにより様々な安定配座をサンプリングし、その中から分子力場を用いて求めた結合
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エネルギーを基準に、最安定配座を決定した。しかし、分子力場は配座に依存するパ

ラメータを用いており、分子力場から得られたエネルギーでは、異なる配座間の相対

的な安定性を精度良く評価することができない。そのためには、 ab initio 分子軌道

(Molecular orbital; MO)計算が必要である。また、上記で挙げた研究では、Aβ に含まれ

るアミノ酸間の相互作用が電子レベルで評価されていない。  

また、近年の全長の Aβ(1–42)単量体、及び二量体に関する理論研究 [103,  105,  129,  130]で

は、Aβ の周囲に存在する水分子を顕わに考慮しているが、水分子が Aβ の安定性に与

える影響は明らかにされていない。一般に、タンパク質や核酸などの生体高分子に対

する分子力学 (Molecular mechanics; MM)及び MD 計算では、水などの溶媒を考慮する。

通常、生体高分子が真空中に存在することはないため、真空中の計算は、溶媒分子の

影響が考慮されず、分子の形状が壊れてしまうことがある。溶媒の影響を考慮する場

合、仮想溶媒モデルを用いる、あるいは系内に顕わに溶媒分子を含めてシミュレーシ

ョンを行う。仮想溶媒モデルは、溶媒を連続誘電体とみなし、溶媒の影響を考慮する

手法である。一方、溶媒分子を顕わに考慮する方法は、単純に溶質の周囲に溶媒分子

を付加して、溶媒の影響を考慮する。仮想溶媒モデルでは、溶媒分子を顕わに扱わな

いため、溶媒分子を顕わに考慮する方法と比較して、計算コストは少なくて済み、摩

擦や粘性などの影響が小さくなり、タンパク質のフォールディングなどの構造変化が

速く起こる。しかし、溶媒を連続誘電体として扱うため、溶媒分子との相互作用、特

に、水分子との水素結合などの効果を取り入れることができない。そのため、溶媒分

子との相互作用により、立体構造やその安定性が変化する分子に対して、仮想溶媒モ

デルを用いて計算すると、立体構造の崩壊、あるいは実験結果と一致しない結果が得

られる可能性がある。Aβ においては、Gnanakaran らの Aβ(16–22)二量体に対する REMD

計算 [92]の結果から、水分子が二量体配座の安定に関与することが示唆されている。従

って、全長の Aβ 単量体、及び二量体構造の安定性に対しても水分子が寄与する可能性

が高く、Aβ の周囲に存在する水分子を顕わに考慮する必要がある。しかし、上述のよ

うに、従来の理論研究からは、Aβ の周囲に存在する水分子が全長の Aβ 単量体、及び

二量体の安定性に与える影響は明らかにされていない。  

固体 NMR 実験 [67,  68 ]では、Aβ の N 末端配列は揺らいだ構造をしており、構造が決定

されていないことから、Aβ 線維に対する理論研究では、N 末端配列を考慮せず、N 末

端に欠損のある、あるいは N 末端配列を全く持たない構造を用いた研究例が多く存在

する。例えば、Huet ら [93 ]は、Aβ(9–40)の線維から二量体構造を作成し、N 末端が欠損

した状態で、MD シミュレーションを実行している。しかし、N 末端における置換 [174]、

あるいは欠損 [175]は、オリゴマー形成に影響を与え、また、Lührs らの先行研究 [67 ]の観

測結果とは対照的に、Aβ(1–42)の形状に関する実験、及び理論研究 [176]の結果は、N 末

端配列は構造化されていないわけではないことを示した。さらに、N 末端は AD 免疫療
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法の重要なエピトープ（抗原決定基）の構成要素になると考えられている [177-179]。その

ため、N 末端配列を含む全長の Aβ に対する REMD シミュレーションが必要である。  

 

1.3. 研究目的と意義  

 

本研究では、従来の理論研究の課題を考慮し、Aβ(1–42)の凝集機構の初期段階を解

明するため、実溶媒中の全原子 REMD シミュレーション [180,  181]を用い、全長の Aβ(1–42)

単量体、及び二量体の安定配座を広範囲に探索する。また、ab initio フラグメント分子

軌道 (Fragment MO; FMO)
[182 -190]計算により、得られた安定配座の中から、最安定配座を

電子レベルで決定する。その際、Aβ の周囲に存在する水和水を顕わに考慮することに

より、水和水が Aβ 単量体、及び二量体の安定性に与える影響を明らかにする。さらに、

ab initio FMO 計算を用いることにより、Aβ(1–42)に含まれるアミノ酸間相互作用を電

子レベルで評価し、Aβ(1–42)単量体あるいは二量体が安定する上で、どのアミノ酸間

相互作用が重要であるかを明らかにすることを、本研究の目的とする。  

Aβ の二量体形成は凝集の初期の重要なステップであり、二量体は最小のシナプス毒

性種である。従って、本研究から、Aβ(1–42)の単量体、及び二量体の最安定配座、及

び最安定配座における特異的なアミノ酸間相互作用が解明できれば、Aβ(1–42)の二量

体形成を阻害、あるいは二量体構造を崩壊させるための低分子化合物の設計する際に、

非常に有用となる。これが達成できれば、AD の発症や病状の進行を抑える新薬の開発

に貢献することができると考えられる。  
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第2章 計算対象  

 

2.1. Aβ 単量体の溶液 NMR 構造  

 

本研究では、老人斑において豊富に含まれる Aβ(1–40)及び Aβ(1–42)のうち、凝集能

に優れる Aβ(1–42)を計算対象とした。全長の Aβ(1–42)単量体の安定配座を探索するた

め、タンパク質・核酸の構造データベース Protein Data Bank(PDB)に登録されている溶

液 NMR 構造を、初期構造として採用した。PDB には、Aβ(1–42)の単量体の構造データ

が 2 つ登録されている (PDB ID: 1IYT
[57 ]

, 1Z0Q
[58 ]

)(Figure 10)。どちらも同じグループの

溶液 NMR を用いて得られた構造であるが、Figure 10 に示すように、両者はらせん構造

を形成する残基の割合が異なる。Aβ 単量体に含まれるアミノ酸の二次構造は、実験に

用いる溶媒によって変化する [58 ]ため、実験条件により異なる立体構造が得られる。こ

れらの Aβ(1–42)に対する溶液 NMR の実験では、hexafluoroisopropanol(HFIP)と水の混

合溶媒を用いており、1IYT と 1Z0Q では、HFIP と水の割合が異なる。HFIP：水の割合

は、1IYT と 1Z0Q において、それぞれ 80:20、30:70 %である。1IYT は HFIP が豊富に

含まれる溶媒中にあり、低 pH の環境下にあると考えられる。一方、 1Z0Q は周囲に水

分子が豊富に存在していると考えられる。本研究では、1IYT よりも 1Z0Q の方が溶液

NMR の分解能が良いことから、1Z0Q(Figure 10 (b))を Aβ(1–42)単量体の初期構造とし

て採用した。  
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Figure 10. 3D structure models for Aβ(1–42) monomer determined by  

solution-state NMR experiments: PDB IDs (a) 1IYT
[57 ]

 and (b) 1Z0Q
[58]

.  

 

2.2. Aβ 多量体の固体 NMR 構造  

 

Aβ の凝集プロセスは非常に速いため、実験手法のみでの Aβ 二量体の構造決定は困

難であり、現状、PDB に二量体の立体構造は存在しない。そこで、本研究では、Huet

らの MD シミュレーション [93 ]と同様に、固体 NMR 実験から得られた線維構造モデルを

基に二量体構造を作成した。PDB には野生型の Aβ(9–40)線維の立体構造データが数種

登録されている (PDB ID: 2LMN, 2LMO, 2LMP, 2LMQ
[68 ]、2M4J

[78]
)(Figure 11 及び Figure 

5 (c))。2LMN 及び 2LMO は Aβ(9–40) 12 量体の線維構造であり、また、2LMP 及び 2LMQ

は Aβ(9–40) 18 量体の線維構造である。これらはすべて固体 NMR を用いた同じ実験 [68]

から得られた構造である。2LMN と 2LMO の立体構造を、線維の軸に対して上方向か

ら見ると、Figure 11 (a)のようになり、どちらもほぼ同じ構造をしている。しかし、線

維軸に対して横方向から見ると、Figure 12 に示すように、明確に異なる構造であるこ

とが分かる。これらの構造は、線維ペアの N 末端が位置する平面と基準として、C 末

端が上下のどちらに位置しているかという点で異なる。 2LMN の C 末端が N 末端の平

面よりも上に位置するのに対し、2LMO の C 末端は下に位置する。2LMP と 2LMQ につ

いても同様であり、線維軸に対して上方向からでは同じ構造に見えるが、横方向から

では、2LMN と 2LMO と同じ相違点がある。また、2LMP と 2LMQ の構造は、AD 患者

の老人斑から直接採取され観測・決定された Aβ(9–40)の線維構造 (2M4J)
[78 ]

(Figure 5 (c))

と同様に、三回対称性を持っている。しかし、これらの構造が in vitro 実験から得られ

たものである点、また、2M4J の構造は 9 量体である点で異なる。  
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Figure 11. 3D structure models for Aβ(9–40) fibrils determined by solid-state NMR 

experiment
[68 ]

: PDB IDs (a) 2LMN with 2-fold symmetry and (b) 2LMP with 3-fold symmetry. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 12. 3D structure models for Aβ(9–40) fibrils determined by solid-state NMR 

experiment
[68 ]

: PDB IDs (a) 2LMN and (b) 2LMO. 
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Aβ(9–40) 12 量体の線維構造 (2LMN 及び 2LMO)から考慮できる二量体における単量

体の配置パターンは、大きく分けて、単量体がそれぞれ上下 (Figure 13 (a))、左右 (Figure 

13 (b))に位置するものである。 Aβ(9–40) 18 量体の線維構造である 2LMP、及び

2LMQ(Figure 11 (b))を基に二量体構造を作成すると任意性が高くなるため、それらは除

外し、Aβ(9–40) 12 量体に関する 2LMN 及び 2LMO の構造 (Figure 11 (a)及び 12)を採用

した。本研究では、これらの構造を基に、Aβ(1–42)二量体の初期構造を作成する。作

成手順の詳細については後述する。また、2M4J
[78 ]

(Figure 5 (c))は、AD 患者の老人斑か

ら直接採取され観測・決定された Aβ(1–40)の線維構造であるため、その他の in vitro 実

験から決定された構造よりも、ヒトの脳内の Aβ に近い構造をしていると考えられる。

さらに、N 末端に残基の座標情報の欠損が存在しないため、欠損残基の補完が必要な

い。しかし、2M4J の構造データは、本研究の開始後に公開されたものであるため、二

量体構造の作成において考慮していない。  

 

 

 

Figure 13. Schematic pictures for configurations of Aβ dimer:  

(a) layered dimer and (b) adjacent dimer.  

 

また、PDB には、固体 NMR 実験 [67 ]から決定された Aβ(17–42) 5 量体の線維の立体構

造データ (PDB ID: 2BEG)(Figure 5 (a))が存在する。しかし、Aβ(9–40)線維と比較して、
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Aβ(17–42)線維は N 末端配列における座標情報の欠損が多く、また、Aβ(9–40) 12 量体

のように、二量体の配置パターン (Figure 13)を考慮できない。そこで、本研究では、こ

の構造は採用しなかった。  

分子シミュレーションにおける Aβ 二量体の立体構造モデルは、 ”top down”あるい

は”bottom up”アプローチを用いて作成される [105]。”Top down”アプローチは、本研究や

Huet ら [93 ]のように、Aβ 二量体の初期構造を高次のオリゴマー、あるいは線維構造から

作成する。一方、 ”bottom up”アプローチは、Figure 10 のような単量体のフォールディ

ング構造からスタートする。そのため、実際の Aβ 二量体形成プロセスを正確にシミュ

レートすることができる。しかし、考慮する二量体の初期配座のパターンは任意性が

高く、Zhu ら [105]のように、様々な初期構造を作成し、それぞれに対する MD シミュレ

ーションが必要となる。その点において、”top down”アプローチは、初期配座の任意性

は低くなるが、”top down”アプローチで作成された二量体は、初期配座の時点で、既に

β シートが豊富な構造となってしまう [91,  93 ]。そこで、本研究では、安定配座を広く探

索できる REMD
[180,  181]シミュレーションを用いることにより、”top down”アプローチの

欠点を補い、ひとつの初期配座から、様々な安定配座を探索することとした。  
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第3章 計算手順 

 

3.1. Aβ(1–42)単量体及び二量体の初期構造の作成  

 

本研究では、Aβ(1–42)単量体の安定配座を探索するため、PDB に登録されている溶

液 NMR 構造 (PDB ID: 1Z0Q
[58 ]

)を、Aβ(1–42)単量体の初期構造として採用した。Aβ(1–42)

単量体には、3 つのヒスチジン (His)残基が含まれている。His は、単体で酸解離定数 pKa

値 6.0 を示し、体内の pH の変化により、水素 (H)原子の結合状態（プロトネーション）

が変化し易い、pH に sensitive なアミノ酸である。His は側鎖にイミダゾール環を持ち、

この環に含まれる 2 つの窒素 (N)原子に H 原子が結合する。Figure 14 に示すように、

His のプロトネーションには 3 種類あり、その変化により Hid、Hie、Hip と呼び分けら

れる。Hid は δ 位の N 原子、Hie は ε 位の N 原子、そして Hip は両方の N 原子に H 原

子が結合する。Hid 及び Hie は電荷を持たず中性であるが、His がプロトン化し Hip と

なると、正荷電のアミノ酸となる。従って、His のプロトネーションの変化により、タ

ンパク質の全電荷が変化する可能性がある。また、アミノ酸単体の pKa 値は実験により

決定されているが、その値は周囲の環境により変化するため、タンパク質に含まれる

His のものとは異なる可能性が高く、pKa 値を予測し、プロトネーションを決定する必

要がある。そこで、本研究では、Aβ(1–42)に含まれる 3 つのヒスチジン (His)残基のプ

ロトネーションを決定するため、PROPKA Web Interface 3.0
[191]を用い、各 His 残基の

pKa 値を評価した。従来の MD 法では、シミュレーション中に、プロトンの結合・解離

によるアミノ酸のプロトネーション変化を再現することが不可能であるため、本研究

においては、上記で得られた pKa 値が 6.0 以上の His を Hip とし、6.0 未満の His を Hid

あるいは Hie として扱う。PROPKA Web Interface 3.0 を用いて評価した pKa 値は、全て

の His について 6.0 以上の値を示したことから、これらの His 残基を、正電荷を持つ

Hip とした。それに伴い、以降の計算において、Aβ(1–42)単量体の全電荷を中性とした。

本研究で求めた Aβ に含まれる His 残基の pKa 値は、実験により決定された 6.5–6.6 の

pKa 値
[192]と定性的に一致している。  
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Figure 14. Schematic picture for three-type protonation states of histidine residue . 

 

Aβ(1–42)二量体の初期構造の基となるモデルとして、PDB に登録されている Aβ(9–

40)線維の固体 NMR 構造 (PDB ID: 2LMN、2LMO
[68 ]

)を採用した。この構造を基に、Figure 

13 に示した単量体が上下に重なった二量体、あるいは左右に並んだ二量体モデルを作

成し、その後、C 末端に Ile41–Ala42 残基を付加し、Aβ(9–42)二量体構造を作成した。

線維構造の表面に位置する単量体は、溶媒分子との相互作用により、溶媒分子との接

触の少ない単量体と比較して、側鎖が溶媒方向へ向いている。そのような構造の相違

を可能な限り取り除くため、溶媒の影響が小さい線維の中央に位置する C、D、 I、及

び J 鎖 (Figure 12 (a))の単量体を基に、C-D 鎖、I-J 鎖、C-I 鎖、及び D-J 鎖からなる二量

体モデルを作成した。2LMN 及び 2LMO の構造から、それぞれ 4 個の二量体モデルを

作成し、計 8 個の Aβ(9–42)二量体構造を得た。また、C 末端の付加には、MD シミュレ

ーションパッケージ AMBER
[193]に含まれる LEaP(Link, edit and parm)を用い、 Ile41–

Ala42 残基が直線構造になるように、二面角 φ 及び ψ を 180°として付加した。  

上記で作成した 8 個の Aβ(9–42)二量体構造をそれぞれ水和し、MD シミュレーショ

ンパッケージ GROMACS
[194]

 Ver.4.5.3 に実装されている MM(GROMACS-MM)法により、

水中での安定構造を決定した。MM 計算において、 FF99SB 全原子分子力場 [195]と

TIP4P-Ew 水分子モデル [196]を使用した。8 個の安定構造の中から、Aβ(1–42)二量体の初

期構造の基となるモデルを決定するため、ab initio FMO
[182 -190]法を用いて電子状態を解

析し、全エネルギーを高精度に評価した。そして、得られた全エネルギーを基に、Aβ(1–

42)二量体の初期構造となる Aβ(9–42)二量体の最安定構造を決定した。本計算には、

FMO 計算プログラム ABINIT-MP Ver.6.0
[197]を用いた。  

上記の計算から明らかにした Aβ(9–42)二量体の最安定構造を基に、欠損した N 末端

δ

ε

Hid Hie Hip 

(positive charged)

⊕

⊕
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配列 (Asp1–Ser8)の座標情報を補完し、Aβ(1–42)二量体の初期構造を作成した。N 末端

配列の補完には、LEaP を用い、Asp1–Ser8 残基の直線構造が Gly9–Ala42 のシート構造

と同一平面上に位置するように、且つ、上下の単量体の N 末端同士で立体障害が発生

しないように、Ser8 及び Gly9 の二面角を設定した。なお、Aβ(1–42)二量体に含まれる

His 残基のプロトネーションについては、単量体と同様に、すべての His 残基を正電荷

の Hip として扱い、Aβ(1–42)二量体の全電荷を中性とした。この手順で作成した Aβ(1–

42)二量体の初期構造を、以下に記述する計算に用いた。また、これ以降から Aβ(1–42)

を Aβ として記述する。  

 

3.2. Aβ の水和構造の作成及び構造緩和  

 

Aβ の初期構造に対し、水和水を付加し、Aβ の水和構造を作成した。その際、Aβ の

初期構造の X、Y、Z 辺の 2 倍の大きさになるように、水和ボックスを設定した。Aβ

単量体の例を Figure 15 に示す。Aβ 単量体の X、Y、Z 辺は、それぞれ 50.85、24.92、

20.31 Å であるため、設定する水和ボックスの大きさは、101.70×49.84×40.62 Å
3 とな

る。このボックス内に水和水を充填すると、6661 個の水和水が付加される。Aβ 二量体

についても同様な手順を用いて水和し、その結果、179.20×75.34×38.62 Å
3 のボックス

内に 16115 個の水和水が付加された。それらの情報を Table 1 に要約する。Aβ 単量体

の大きさの測定、及び水和ボックスの設定には GROMACS
[194]パッケージに含まれる

editconf_d（_d は倍精度を示す）、水和水の充填には genbox_d を用いた。  

 

 

Figure 15. Schematic picture of solvated box applied to Aβ  monomer. 
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Table 1. Number of solvating water molecules , Aβ concentration, number of atoms in the 

systems and simulation box dimensions for Aβ  monomer and dimer on the present study. 

 

 

水和した Aβ に対し、GROMACS-MM
[194]法により、水中での安定構造を求めた。さ

らに、定温定圧条件 (300 K, 1 atm)下で 1 ns の MD シミュレーションを実行し、水和水

の位置、及び密度の緩和を行い、ボックスの大きさを最適化した。 1 ns の MD シミュ

レーションにおける 900–1000 ps 範囲の平均密度を用いて求めた Aβ 単量体のモル濃度

は、8 mM である。系の密度は、GROMACS
[194]パッケージに含まれる g_energy_d を用

いた。Aβ 単量体に関する溶液 NMR 実験 [57 ,  58]における Aβ のモル濃度は、それぞれ 2、

1 mM であるため、これらを考慮し、Aβ 二量体に対するシミュレーションでは、実験

と同程度のモル濃度を再現する水和水を付加した。従って、Aβ 二量体に対するシミュ

レーションにおいては、Aβ 単量体に対して付加する水和水を増やし、結果として、Aβ

のモル濃度を 3 mM として計算を実行している。上記の MM、MD、及び後に続く REMD

シミュレーションにおいて、FF99SB 力場 [195]を TIP4P-Ew 水分子モデル [196]と組み合わ

せて使用した。カルフォルニア大学バークレー校の Fawzi らによる Aβ(21–30)単量体に

対する REMD シミュレーション [125]から、この組み合わせは、NMR データと良い一致

を示すことが報告されている。そこで、本研究でも、FF99SB 力場と TIP4P-Ew 水分子

モデルを組み合わせて用いた。  

 

3.3. 水和した Aβ の安定配座探索  

 

水和した Aβ の安定配座を広範囲に渡って探索するため、REMD シミュレーションを

実行した。REMD
[180,  181]法は、計算する系のコピー（レプリカ）を複数個作成し、それ

ぞれ異なる温度で独立した MD シミュレーションを並列で行う (Figure 16)。計算の途中

で、メトロポリス判定法に従い、異なるレプリカ対の温度を交換し、その操作を一定

間隔で繰り返す。  

 

X Y Z

Monomer 6,661 8 20,613 101.70 49.84 40.62

Dimer 16,115 3 49,605 179.20 75.40 38.62

System
Water

molecules
Total atoms

Box dimensions (Å)Aβ concn.

[mM]
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Figure 16. Schematic picture for the procedure of REMD
[180,  181]

 calculation. 

 

式 (1)に示すメトロポリス判定法は、レプリカ対の温度の交換確率を定義している。

ここで、𝑋、X′、𝛽、及び𝐸(𝑞)は、それぞれ現在の状態、次の状態、ボルツマン定数 𝜅𝐵と

温度𝑇の積の逆数、各原子の位置座標𝑞におけるポテンシャルエネルギーを表す。現在

の状態𝑋から次の状態X′へのレプリカ対の交換判定は、レプリカ n 及び m に関するそれ

ぞれの𝛽、𝐸(𝑞)によって定義される∆の値に従う。∆ ≤ 0の場合は、現在の状態𝑋よりも次

の状態X′が実現される高くなるため、無条件にレプリカの交換を実施する。一方、∆ > 0の

場合には、0 から 1 の間の一様乱数𝜆を発生させ、𝜆 < 𝑒𝑥𝑝(−∆)ならばレプリカの交換を

行い、それ以外ならば交換は行わない。従って、レプリカ n 及び m の固有温度の関係

が𝑇𝑚  <  𝑇𝑛のとき、𝐸(𝑞[𝑛])  <  𝐸(𝑞[𝑚])ならば∆ > 0となり、レプリカ対の温度の交換が必ず

行われる。逆に、𝐸(𝑞[𝑛])  >  𝐸(𝑞[𝑚])ならば、交換確率 𝑒𝑥𝑝(−∆)に従い、レプリカ対の温度

交換が行われる。  

 

𝑤(𝑋 → 𝑋′) = {
1

𝑒𝑥𝑝(−∆)
for ∆ ≤  0

for ∆ >  0
 

where ∆= (𝛽𝑛 − 𝛽𝑚){𝐸(𝑞[𝑛]) − 𝐸(𝑞[𝑚])}    (1) 

 

レプリカ交換の受け入れ確率は、対象となるレプリカ対の温度差に従って指数関数

的に減少するため、実際の REMD シミュレーションでは、Figure 16 に示したように、

交換は隣接した温度を持つレプリカ間でのみ行われる。REMD 法の利点は、広い温度

範囲で安定配座をサンプリングでき、レプリカ交換のタイミング以外は、互いのレプ

リカは相互作用せず、独立した計算となるため、計算粒度が大きく、並列計算の効率

が良い点である。  
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本研究の REMD シミュレーションにおいては、Aβ 単量体については、270.0–363.4 K

の温度範囲を持つ 32 個のレプリカを作成し、二量体については、270.0–363.8 K の温度

範囲を持つ 52 個のレプリカを作成した。 i 番目のレプリカの固有温度𝑇𝑖は、式 (2)から

与えられる。𝑇𝐿、𝑇𝐻、𝑁は、それぞれ下限温度、上限温度、レプリカ数である。従って、

Aβ 単量体に対する REMD シミュレーションにおける𝑇𝐿、𝑇𝐻、𝑁は、それぞれ 270.0 K、

363.4 K、32 となる。以下の式から与えられる温度分布でのレプリカ交換確率の平均は、

Aβ 単量体及び二量体において、それぞれ約 15 %、約 16 %である。  

 

𝑇𝑖 = 𝑇𝐿 × (
𝑇𝐻

𝑇𝐿
)

(
𝑖

𝑁−1
)

 
(2) 

 

また、REMD シミュレーションで使用した条件を、次に要約する。ペプチド内の水

素原子の結合距離、及び水分子内の結合距離と結合角を、それぞれ LINCS
[198]、

SETTLE
[199]アルゴリズムによって拘束し、MD シミュレーションの時間刻みを 2 fs とし

た。また、レプリカ対の交換は 4 ps 毎に試行した。非結合相互作用については、van der 

Waals 相互作用、及び長距離静電相互作用を、それぞれ Lenard-Jones ポテンシャル、

Particle mesh Ewald(PME)
[200]法により評価した。系の温度を一定に保つため、能勢

-Hoover 温度制御 [201]法を使用した。REMD シミュレーションで用いた上記の条件は、Aβ

単量体、及び二量体に対する同様の計算 [107,  130,  137]でも使用され、実験結果と比較でき

る結果が得られている。  

各レプリカに対して 50 ns の MD シミュレーションを行い、単量体及び二量体で、そ

れぞれ合計 1.6、2.6 μs の MD トラジェクトリを得た。本シミュレーションの結果を、

室温 (300 K)で行われる実験の結果と比較するため、単量体と二量体で、それぞれ 288.7–

311.7 K(288.7、291.5、294.3、297.2、300.0、302.9、305.8、308.8、311.7)、289.6–310.7 

K (289.6、291.3、293.0、294.7、296.5、298.2、300.0、301.7、303.5、305.3、307.1、308.9、

310.7 K)の温度範囲の MD トラジェクトリに注目した。これらの MD トラジェクトリか

ら、それぞれ最小のポテンシャルエネルギーを持つ安定配座をサンプリングし、水和

した Aβ 単量体、あるいは二量体の代表構造とした。これらの代表構造に対し、

GROMACS-MM
[194]法を用い、それぞれの水中での最適化構造を決定した。  

 

3.4. 水和した Aβ の最安定配座の決定  

 

REMD 及び MM 計算により得られた最適化構造の中から、水和した Aβ 単量体、あ

るいは二量体の最安定配座を決定するためには、それらの全エネルギーを高精度に決

定する必要がある。MM 法では、配座に依存するパラメータ化された力場を用いてい
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ることから、異なる配座間の相対的な安定性を精度良く評価することができない。そ

こで、本研究では、上記の最適化構造の全エネルギーを、ab initio FMO
[182 -190]法を用い

て高精度に評価した。そして、得られた全エネルギーを基に、水和した Aβ 単量体、あ

るいは二量体の最安定配座を決定した。  

FMO 法は、その名のとおり、系全体を比較的小さな「フラグメント」に分割し、フ

ラグメント単体を指す「モノマー (Monomer)」及びフラグメントペアを指す「ダイマー

(Dimer)」の計算のみから、全体のプロパティ（電子密度）を求める。FMO 計算におい

て、Aβ の表面から周囲 8（単量体）あるいは 6 Å（二量体）以内の距離に存在する水

分子のみを考慮し、Aβ の周囲に存在する水和水が Aβ 単量体、及び二量体の安定性に

与える影響を解析した。水和した Aβ 単量体、及び二量体に対する ab initio  FMO 計算

おいて、それぞれ 997、1151 個の水分子を考慮している。Aβ の周囲に存在する水分子

の数は、Aβ 単量体あるいは二量体の表面構造によって異なる。しかし、最適化構造間

の相対的な安定性を比較するためには、全ての最適化構造で考慮する水分子の数を統

一する必要がある。そのため、本 FMO 計算では、考慮する水分子の数を、周囲に存在

する水分子の数が最少となる最適化構造に合わせ、統一した。また、アミノ酸間、ア

ミノ酸と水分子間、及び水分子間の相互作用エネルギーを詳細に解析するため、各ア

ミノ酸及び各水分子をひとつのフラグメントとして割り当てた。本 FMO 計算において、

相互作用エネルギーをより高精度に評価するため、π-π スタッキング、NH-π、及び CH-π

相互作用を正確に評価できる ab initio  MP2/6-31G 法を使用した。さらに、FMO 計算か

ら得られる相互作用エネルギーを解析し、どのアミノ酸が Aβ 単量体あるいは二量体の

安定化に重要であるかを解明した。本計算には、 FMO 計算プログラム ABINIT-MP 

Ver.6.0
[197]を用いた。  
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第4章 計算結果と考察 

 

4.1. 水和した Aβ 単量体に対する計算結果  

 

4.1.1. REMD 及び MM 法により得られた代表構造の最適化構造  

 

本研究では、実溶媒中の Aβ 単量体の安定配座を広く探索するため、溶液 NMR 構造

[58 ]を初期構造とし、270.0–363.4 K の温度範囲を持つ 32 個のレプリカを用いた REMD
[180 ,  

181]シミュレーションを実行した。まず、REMD シミュレーション中に、レプリカが温

度空間を広く移動しているかを検証するため、レプリカ交換のタイミングにおける、

それぞれ下限温度 (270.0K, Replica0)、及び上限温度 (363.4 K, Replica31)を持つレプリカ

の位置を解析した。Figure 17 のグラフは、REMD シミュレーション中のレプリカイン

デックスの推移を示す。このグラフの縦軸はレプリカのインデックスを示し、インデ

ックスの数が小さくなる程、レプリカは下限温度に近い固有温度を持ち、数が大きく

なる程、上限温度に近い固有温度を持つレプリカとなる。また、横軸はシミュレーシ

ョン時間に対応する。どちらのレプリカも約 6 ns の時点で、下限温度から上限温度ま

で、あるいはその逆の移動をしている。どちらのレプリカも、暫くの間、移動先の温

度から中間温度 (Replica index = 15 or 16)までを往復している。その後、Replica31 は 31 

ns 付近で初期の上限温度 (Replica index = 31)まで戻り、一方、Replica0 は 39 ns 以降に

初期温度 (Replica index = 0)まで移動している。従って、本研究の REMD シミュレーシ

ョンにおいて、各レプリカは温度空間を効率良く移動している。  
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Figure 17. The time evolutions of movement of replica indexes for Replica0 a nd Replica31 

during the 50 ns REMD simulation.  

 

次に、288.7–311.7 K の温度範囲に対応する 9 個の MD トラジェクトリから、それぞ

れ最小のポテンシャルエネルギーを持つ構造を、水和した Aβ 単量体の代表構造として

サンプリングした。Figure 18 に示すポテンシャルエネルギーの経時変化グラフは、各

トラジェクトリがそれぞれの温度において平衡化していることを示している。そこで、

MD スナップショットから、最小のポテンシャルエネルギーを持つ構造を、それぞれ各

温度でサンプリングし、9 個の代表構造を得た。これらの代表構造を GROMACS-MM
[194]

法を用い、水中で最適化した。それらの最適化構造を Figure 19 に示す。ここで、Aβ

単量体の構造を明瞭に表示するため、周囲の水和水を非表示にしている。  
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Figure 18. The time evolutions of potential energy during the 50 ns REMD simulation for  

the nine replicas having the 288.7–311.7 K temperatures.  

 

Figure 19. Optimized conformations of solvated Aβ  monomer sampled from  

the 288.7–311.7 K trajectories of REMD simulations. The structures are colored by  

secondary structure type (red = helix, cyan =  β-sheet, green = turn, and white = coil) . 
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本研究における REMD 及び MM 計算により、水和した Aβ 単量体の安定配座を広範

囲に探索できたことを確認するため、 Figure 19 の最適化構造を初期構造である溶液

NMR 構造 (PDB ID: 1Z0Q
[58 ]

)と比較した。Table 2 に列挙するように、最適化構造と初期

構造（Table 2 の Initial）間の Cα 原子に対する平均二乗偏差 (root mean square deviation; 

RMSD)値を算出した。RMSD 値は、最適化構造の原子座標𝒓𝑖と参考座標である初期構造

の原子座標𝒓𝑟𝑒𝑓のずれの二乗を全原子に対して平均し、その平方根を取った値であり、

式 (3)で表される。  

 

RMSD = √∑ (𝒓𝑖 − 𝒓𝑟𝑒𝑓)
2𝑁

𝑖=1

𝑁
 

(3) 

 

ここで、N は Aβ 単量体に含まれる Cα 原子の総数を表す。本研究では、GROMACS
[194]

パッケージに含まれる g_rms_d を用いた。Table 2 の RMSD 値は 7.7–11.4 Å であり、各

最適化構造は初期構造から著しく配座が変化している。さらに、各代表構造間の RMSD

値を算出し、 7.4–17.2 Å の値を得た。従って、本研究における REMD 及び MM 計算に

より、水和した Aβ 単量体の安定配座を広範囲に探索できた。  
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Table 2. RMSD values (Å) between the initial structure of solvated Aβ monomer  (PDB ID: 

1Z0Q
[58 ]

) and the MM optimized structure for each replica with temperature of 288.7 –311.7 K, 

and RMSD values between the optimized structures.  

 
 

また、Figure 19 の水和した Aβ 単量体の最適化構造の構造的特徴を明らかにするた

め、Define Secondary Structure of Proteins(DSSP)アルゴリズム [202]を用い、二次構造を解

析した。DSSP アルゴリズムは、タンパク質の二次構造や幾何学的特徴を、与えられた

原子座標を基に定義する。 DSSP アルゴリズムを用いた二次構造の解析には、

GROMACS
[194]パッケージに含まれる do_dssp_d を用いた。Figure 19 (a)、(b)、(c)、(e)、

(f)、及び (g)の最適化構造において、Ser8–His14 残基での α ヘリックス構造の形成が見

られた。従って、Aβ 単量体のこの領域は、水中で α ヘリックス構造を形成し易いと考

えられる。一方、Figure 19 (h)の最適化構造では、Phe20–Glu22 残基と Ser26–Asn27 残

基間で形成された β シート構造を持っている。さらに、Figure 19 (a)と (d)の最適化構造

では、それぞれ Ala21 と Gly25 間、 Ile32 と Val36 間の β ブリッジの形成が見られた。

これらの結果は、Aβ 単量体の Phe20–Asn27 残基と Ala30–Val36 残基は、他の残基と比

較して、高い確率で β 構造を形成することを示した REMD シミュレーション [132]の結果

と定性的に一致する。Figure 19 (b)と (f)の最適化構造では、Ala20–Ser26 残基がベンド

構造を形成している。これらの残基は、溶液 NMR 実験 [89 ]からもベンドやターン構造を

形成しやすいことが示されている。また、REMD 法を用いた理論研究 [86 ]においても、

Asp23–Asn27 残基を中心とした領域におけるターン構造が高い確率で得られている。

従って、本研究における REMD 及び MM 計算によって得られた Aβ 単量体の最適化構

造は、溶液 NMR 実験 [89 ]や REMD 法を用いた理論研究 [86 ]を再現できていることが確認

できた。  

 

Conformation Initial (a) (b) (c) (d) (e) (f) (g) (h)

Fig. 19 (a) at 288.7 K 10.6 ― ― ― ― ― ― ― ―

Fig. 19 (b) at 291.5 K 7.7 10.7 ― ― ― ― ― ― ―

Fig. 19 (c) at 294.3 K 9.2 14.4 13.2 ― ― ― ― ― ―

Fig. 19 (d) at 297.2 K 8.5 12.0 11.0 9.7 ― ― ― ― ―

Fig. 19 (e) at 300.0 K 8.2 13.7 9.4 8.5 9.9 ― ― ― ―

Fig. 19 (f) at 302.9 K 10.9 10.0 9.5 17.0 14.0 15.2 ― ― ―

Fig. 19 (g) at 305.8 K 9.4 12.5 12.6 7.4 10.5 8.2 16.3 ― ―

Fig. 19 (h) at 308.8 K 11.4 9.7 10.2 17.2 12.6 15.5 7.6 16.0 ―

Fig. 19 (i) at 311.7 K 8.8 9.3 9.7 13.3 9.8 12.3 10.2 13.2 9.5
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4.1.2. Ab initio FMO 法による最安定配座の決定  

 

水和した Aβ 単量体の最安定配座を高精度に決定するため、ab initio MP2/6-31G 法を

用いた FMO
[182-190]計算により、Figure 19 の最適化構造の全エネルギーを評価した。得

られた全エネルギーに基づき、最安定配座を決定する。本研究における FMO 計算には、

ABINIT-MP Ver.6.0
[197]を用いた。水和した Aβ 単量体の FMO 計算において、Aβ の周囲

8 Å 程度に存在する 997 個の水分子をあらわに考慮し (Figure 20)、構造の安定性におけ

る水和水の影響を解明した。Ab initio FMO 法、及び GROMACS-MM
[194]法により評価し

た全エネルギーを Table 3 にまとめる。GROMACS-MM 計算における最安定配座が

Figure 19 (a)であるのに対し、 ab initio  FMO 計算における最安定配座は Figure 19 (f)で

ある。従って、水和した Aβ 単量体の異なる配座間の相対的な安定性を比較する際には、

ab initio  FMO 計算による高精度な電子状態解析が必要であることを明らかにした。本

研究の FMO 計算において、Figure 19 (f)の構造は、他の最適化構造と比較して、最低で

も 147 kcal/mol 安定である。このエネルギー差は生物学的観点から考えて非常に大きい

が、これは主に真空中（比誘電率 ε = 1）の FMO 計算に起因するものである。  

 

 

Figure 20. Schematic picture of the present FMO calculation system for  

solvated Aβ  monomer. 
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Table 3. Total energies (TE) (kcal/mol) for the optimized conformations of the solvated Aβ  

monomer evaluated by classical GROMACS-MM method and ab initio  MP2/6-31G of FMO 

method. ΔTE is TE relative to the most stable one . 

 
 

Figure 19 (f)の最適化構造が最安定となる要因を明らかにするため、水和した Aβ 単

量体 (Aβ monomer + water)を Aβ 単量体 (Aβ without water)、及び水和水の系 (Water)に分

け、FMO 計算により、それぞれの全エネルギーを評価した。また、それらの全エネル

ギー (Total energy; TE)から、式 (4)により、Aβ 単量体の水和エネルギー (Hydration energy; 

HE)を求めた。従って、HE の値が大きいほど、水和による影響が大きくなる。各構造

の全エネルギー、及び Aβ 単量体の水和エネルギーを Table 4 にまとめる。  

 

HE = –TE (Aβ  monomer + water) + TE (Aβ without water) + TE (Water)    (4) 

 

水和した Aβ 単量体の全エネルギーの差 (ΔTE)は最大で 1415 kcal/mol であるのに対し、

Aβ 単量体の ΔTE は最大でも 337 kcal/mol である。また、水和水の ΔTE、及び水和エネ

ルギーの差 (ΔHE)は、それぞれ最大で 1333、691 kcal/mol である。従って、水和水の安

定性は、Aβ 単量体自身の安定性よりも、水和した Aβ 単量体の安定性に強く影響を与

えていると推測できる。そこで、水和水の影響を明確にするため、水和した Aβ 単量体

の ΔTE と Aβ 単量体の ΔTE、水和水の ΔTE、及び ΔHE の間の相関を調べた。Figure 21

に示す結果から、水和した Aβ 単量体の ΔTE と Aβ 単量体の ΔTE 間、水和した Aβ 単量

体の ΔTE と水和水の ΔTE 間、及び水和した Aβ 単量体の ΔTE と ΔHE 間の相関係数 R

は、それぞれ 0.62、0.91、0.11 の値を示した。つまり、水和した Aβ 単量体の安定性は、

Aβ 単量体自身の安定性よりも、周囲に存在する水和水の影響をより強く受け、安定な

TE ΔTE TE ΔTE

Fig. 19 (a) at 288.7 K ‒91272.5 0.0 ‒57534838.3 342.7

Fig. 19 (b) at 291.5 K ‒91167.2 105.2 ‒57535034.3 146.7

Fig. 19 (c) at 294.3 K ‒90994.7 277.8 ‒57534196.6 984.4

Fig. 19 (d) at 297.2 K ‒90898.1 374.4 ‒57534597.0 584.0

Fig. 19 (e) at 300.0 K ‒90905.4 367.1 ‒57533766.0 1415.0

Fig. 19 (f) at 302.9 K ‒90806.5 466.0 ‒57535181.0 0.0

Fig. 19 (g) at 305.8 K ‒90834.3 438.1 ‒57534065.1 1115.9

Fig. 19 (h) at 308.8 K ‒90537.8 734.7 ‒57534863.8 317.2

Fig. 19 (i) at 311.7 K ‒90531.2 741.3 ‒57534508.9 672.1

Conformation
GROMACS-MM method ab initio  FMO method
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水和水を持つ配座ほど、より安定になることが、本研究から明らかとなった。従って、

水和した Aβ 単量体の最安定配座の決定においては、Aβ 単量体の周囲に存在する水和

水をあらわに考慮する必要がある。  

 

Table 4. Total energies (TE) (kcal/mol) evaluated by ab initio  FMO method for the solvated 

Aβ monomer, Aβ without solvating water molecules, and solvating water molecules.  The 

hydration energies (HE) for the Aβ monomer are estimated as  

HE =−TE (solvated monomer) + TE (monomer in vacuum) + TE (Solvating water molecules). 

ΔTE is TE relative to the most stable one, and ΔHE is HE relative to the most stable one.  

 

 

TE ΔTE TE ΔTE TE ΔTE HE ΔHE

Fig. 19 (a) at 288.7 K ‒57534508.2 342.7 ‒9900460.7 164.2 ‒47631475.5 499.4 2572.0 233.6

Fig. 19 (b) at 291.5 K ‒57534704.3 146.7 ‒9900574.2 50.6 ‒47631850.4 124.5 2279.6 526.1

Fig. 19 (c) at 294.3 K ‒57533866.5 984.4 ‒9900429.0 195.9 ‒47630696.3 1278.6 2741.2 64.4

Fig. 19 (d) at 297.2 K ‒57534266.9 584.0 ‒9900328.9 296.0 ‒47631164.6 810.4 2773.5 32.2

Fig. 19 (e) at 300.0 K ‒57533435.9 1415.0 ‒9900427.5 197.4 ‒47630893.3 1081.6 2115.1 690.5

Fig. 19 (f) at 302.9 K ‒57534850.9 0.0 ‒9900624.9 0.0 ‒47631974.9 0.0 2251.2 554.5

Fig. 19 (g) at 305.8 K ‒57533735.0 1115.9 ‒9900287.9 336.9 ‒47630641.5 1333.4 2805.6 0.0

Fig. 19 (h) at 308.8 K ‒57534533.7 317.2 ‒9900379.5 245.4 ‒47631445.4 529.5 2708.8 96.8

Fig. 19 (i) at 311.7 K ‒57534178.9 672.1 ‒9900429.7 195.2 ‒47631101.3 873.6 2647.9 157.8

Water (997 molecules)Aβ monomer + water
Conformation

Aβ without water Hydration energy (HE)



 

4.1 水和した Aβ単量体に対する計算結果 37 

 

 

 

Figure 21. Correlations with (a) relative total energy (ΔTE) of solvated Aβ monomer and ΔTE 

of Aβ without water molecules, (b) ΔTE of solvated Aβ monomer and ΔTE of solvating water 

molecules, and (c) ΔTE of solvated Aβ monomer and ΔHE of Aβ monomer.  

(a) R = 0.62

(b) R = 0.91

(c) R = 0.11
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4.1.3. 最安定配座における単量体内の特異的相互作用  

 

次に、水和した Aβ 単量体の最安定配座の安定化に寄与するアミノ酸間相互作用を明

らかにするため、ab initio FMO
[182 -190]計算から得られた相互作用エネルギーを解析した。

Figure 22 (a)に、最安定配座の Aβ 単量体内の相互作用エネルギーを図示する。縦軸、

及び横軸は Aβ 単量体のアミノ酸配列の番号を表す。単量体内相互作用であるため、

Figure 22 (a)の相互作用エネルギーは対角線に対称である。正荷電アミノ酸である Lys28

は、Glu22–Ser26 の領域との強い引力相互作用を示した。Glu22–Ser26 残基や Lys28 を

含む Phe20–30 領域は、Figure 23 のように、ターン様構造を形成している。この結果は、

Ala21–Ala30 領域がターン様構造を形成することを示した NMR 実験 [66 ]の結果と定性的

に一致する。このターン様構造における主な引力相互作用エネルギーを、Table 5 に列

挙した。ターン様構造は、主に、荷電アミノ酸である Asp23 や Lys28 とその周囲のア

ミノ酸間の強い引力相互作用により、安定している。 Figure 23 (a)に示したように、

Asp23 の側鎖は、Gly25 の主鎖の窒素原子と静電的に引力相互作用している。Lys28 の

側鎖は Val24 の主鎖の酸素原子と静電相互作用し、さらに、Gly25 及び Ser26 の主鎖の

酸素原子と水素結合を形成している。加えて、Phe20 の側鎖のフェニル基と Gly29 の主

鎖の NH 部位と NH-π 相互作用を形成している。上記の相互作用は、Phe20–Ala30 領域

における安定なターン様構造の形成に寄与している。  

また、Phe20–Ala30 領域のターン様構造の安定化には、いくつかの水分子が寄与して

いる。Figure 23 (b)中の Water 1 及び 2 は、水素結合により、Ala21 と Lys28 の間を橋渡

し（ブリッジ）するように存在している。同様に、Water 3 及び 4 は、それぞれ Asp23

と Ser26 の間、Asn27 と Ala30 の間をブリッジしている。さらに、Water 5 は水素結合

により、Water 1 と 3 の間をブリッジする。これらの水素結合の相互作用エネルギーは、

Table 6 に列挙するように、–10 から–19 kcal/mol 程度である。また、Figure 24 のように、

他のいくつかの水分子がターン様構造と Aβ 単量体の他の領域をブリッジしているこ

とを明らかにした。いくつかの水分子は、Asn27 と N 末端の Asp7 あるいは Tyr10 のコ

ンタクトを促進している。この結果は、Aβ 単量体の N 末端は、Glu22–Ala30 残基と N

末端配列間の強いコンタクトの形成により安定する可能性を示唆した REMD 法を用い

た先行研究 [135]の予想と比較できる。従って、水和水を顕わに考慮した本研究の分子シ

ミュレーションにより、水分子が水和した Aβ 単量体の最安定配座 (Figure 19 (f))の安定

化に大きく寄与していることを明らかにした。  
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Figure 22. (a) Interaction energies (kcal/mol) between amino acid residues of Aβ monomer in 

the most stable conformation (Fig. 19 (f)) of solvated Aβ monomer; (b) difference in 

interaction energy (kcal/mol) between the most stable conformation (Fig . 19 (f)) and the less 

stable conformation (Fig. 19 (g)) of solvated Aβ monomer.  
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Figure 23. The turn-like structure formed by the amino acid residues of the Phe20-Ala30 

domain in the most stable conformation of the solvated Aβ monomer (Fig. 1 9 (f)); (a) specific 

interactions between the Aβ residues, and (b) specific water molecules contributing to the 

stability of the turn-like structure. Green dot-lines indicate hydrogen bonds, while pink 

dot-lines indicate electrostatic attractive interactions between amino acid residues. Some 

water molecules contribute to the interaction.  
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Table 5. Interaction energies (IE) (kcal/mol) between the amino acid residues of A β monomer 

for the most stable conformation (Fig. 19 (f)) evaluated by ab initio MP2/6-31G FMO 

calculations.  

 

 

Table 6. Interaction energies (IE) (kcal/mol) between the amino acid residues of Aβ  monomer 

and some solvating water molecules in the most stable  conformation of solvated Aβ monomer  

(Fig. 19 (f)) evaluated by ab initio  MP2/6-31G FMO calculations. 

 

 

Amino acid pair IE

Asp23-Gly25 ‒15.9

Lys28-Val24 ‒20.2

Lys28-Gly25 ‒20.2

Lys28-Ser26 ‒29.3

Phe20-Gly29 ‒5.3

Residue or water IE

Ala21-Water 1 ‒9.8

Water 1-Water 2 ‒10.4

Water 2-Lys28 ‒16.0

Asp23-Water 3 ‒19.3

Water 3-Ser26 ‒17.7

Asn27-Water 4 ‒11.2

Water 4-Ala30 ‒13.7
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Figure 24. Hydrogen bonding network of solvating water molecules contributing to the 

stability of the most stable conformation (Fig . 19 (f)) of solvated Aβ monomer.  

Green dot-lines indicate hydrogen bonds.  

 

さらに、水和した Aβ 単量体の最適化構造における特異的アミノ酸間相互作用の依存

性を解明するため、最安定配座 (Figure 19 (f))と最安定配座との全エネルギー差の大き

い Figure 19 (g)の最適化構造の相互作用エネルギーを比較した。 Figure 19 (g)の最適化

構造は、Figure 19 (f)の最安定配座と比較して、水和した Aβ 単量体の全エネルギーの

差が大きく、また、Aβ 単量体の全エネルギーの差は最大である (Table 4)。Figure 22 (b)

に、Figure 19 (f)と (g)の相互作用エネルギーの差を図示した。相互作用エネルギーの差

が大きくなったアミノ酸ペアは、Asp1-Glu3、Arg5-Ala42、及び Arg5-Ile41 であり、エ

ネルギー差は、それぞれ–76.1、–78.1、–31.3 kcal/mol である。Aβ 単量体の N 末端と C

末端に位置するアミノ酸のこれらの強い引力相互作用は、Phe20–Ala30 領域のターン様

構造の形成を促している可能性がある。  

最安定配座 (Figure 19 (f))における上記のアミノ酸残基の相互作用構造を解析した。

最安定配座では、Figure 24 (a)のように、N 末端である Asp1 のアミノ基が Glu3 の負に

荷電した側鎖と水素結合を形成している。また、Arg5 の正に荷電した側鎖は、Ile41 の

主鎖の酸素原子、及び C 末端である Ala42 のカルボキシ基と水素結合を形成している。

従って、Aβ 単量体の荷電した末端は、Aβ 単量体の安定化に重要である。このような Aβ

の末端同士の特異的相互作用は、REMD 法を用いた理論研究 [130]の結果と比較できる。

さらに、別の REMD 研究 [135]から、Aβ の Asp1-Ala42、Ala2-Val40、及び Glu3-Val40 間

His13

Asp7

Tyr10

Ala21

Asn27

Val24
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の水素結合の形成が示されている。  

 

Figure 25. Interacting structures between amino acid residues of Aβ monomers in  

(a) the most stable conformation (Fig . 19 (f)), and the less stable conformations of  

(b) Fig. 19 (e) and (c) Fig. 19 (g). 
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対照的に、最安定配座と比較して、水和した Aβ 単量体の全エネルギーの差が大きい

Figure 19 (e)及び (g)の最適化構造においては、末端の残基間の特異的相互作用は見られ

ない (Figure 25 (b)及び (c))。最安定配座に比べ、単量体の構造が伸長しており、末端同

士が離れて位置している。その結果、これらの構造は最安定配座との全エネルギー差

が大きくなったと考えられる。  

 

4.1.4. 計算結果の妥当性の検証：先行研究との比較 

 

本研究における分子シミュレーションの妥当性を検証するため、本研究の結果を、

NMR 実験 [66]、及び理論研究 [117 -119,  123]の結果と比較した。NMR 実験は、Ala21–Ala30

領域がターン様構造を形成することを明らかにしており、この領域は、Aβ 単量体が

Figure 5 (a)で示した β-strand-turn-β-strand motif を形成する際の核になると予想してい

る。また、Ala21–Ala30 フラグメントに対する分子シミュレーション [117,  118,  123]は、タ

ーン様構造が Glu22 あるいは Asp23 と Lys28 間の静電相互作用、及び分子内塩橋によ

り安定化することを明らかにした。Asp23 と Lys28 間の塩橋は、Aβ(10–35)フラグメン

トに対する理論研究 [119]においても観測されている。本研究では、REMD シミュレーシ

ョンと ab initio FMO 計算を組み合わせ、実溶媒中の全長の Aβ 単量体内のアミノ酸間

相互作用を電子レベルで解析した (Table 7)。水和した Aβ 単量体の最安定配座における

Glu22 と Lys28 間の相互作用エネルギーは、他の配座と比較して、最大で 20 kcal/mol

程度大きい。従って、この相互作用は Aβ 単量体の安定化に重要である。Asp23 と Lys28

間の相互作用エネルギーは、Aβ 単量体の構造依存性がより顕著である。従って、本研

究における ab initio FMO 計算により評価した Glu22 あるいは Asp23 と Lys28 間の相互

作用エネルギーは、Lazo らの NMR 実験 [66 ]、及び従来の MD シミュレーション [117 -119,  123]

の結果と定性的に一致する。一方、Aβ 単量体における Asp23 と Lys28 間の分子内塩橋

については、今回の分子シミュレーションから得られた配座では形成されていない。

本研究の ab initio FMO 計算の結果 (Table 7)は、Asp23 と Lys28 が非常に強く相互作用し

ていることを示したが、それらの側鎖間での直接的な水素結合は存在しない。  
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Table 7. Interaction energies (IE) between Glu22 or Asp23 and Lys28 for the nine optimized 

conformations of the solvated Aβ  monomer evaluated by ab initio  MP2/6-31G FMO 

calculations.  

 
 

固体 NMR データに基づき、いくつかの Aβ 線維のモデルが提案されている (PDB ID: 

2BEG
[67 ]

, 2LMN, 2LMO, 2LMP, 2LMQ
[68 ]

, 2M4J
[78 ]

) 。 こ れ ら の モ デ ル で は 、

β-strand-turn-β-strand motif を持つ Aβ が平行な配向性で集合し、線維を形成している

(Figure 5 (a), (c), Figure 11 及び 12)。このモチーフは CHC(Leu17–Ala21 残基 )と C 末端

配列間のコンタクトにより形成される。また、Ala21–Ala30 領域のターン様構造 [132]に

より、モチーフの形成が促進されると考えられる。Baumketner らの REMD シミュレー

ション [123]において、Asp23 とその近傍に存在する残基間の水素結合は、このターン様

構造の安定化に寄与していることが示された。本研究で明らかにした水和した Aβ 単量

体の最安定配座は、Figure 23 及び 24 に示したように、Phe20–Ala30 残基が形成したタ

ーン様構造を持つ。さらに、本研究の FMO 計算から、Lys28 とその近傍に位置する残

基間の相互作用が Phe20–Ala30 領域のターン様構造の安定化に重要であることを明ら

かにした。従って、本研究の結果は、NMR 実験 [67,  68,  78]の結果と定性的に一致する。  

また、本研究の FMO 計算から明らかにした Glu22 あるいは Asp23 と Lys28 間の特異

的相互作用は、Phe20–Ala30 領域のターン様構造の形成におけるトリガーになり得る。

従って、これらの相互作用を抑制できる低分子化合物は、Aβ の凝集を効率的に抑制す

ることが期待できる。  

 

 

 

Glu22-Lys28 Asp23-Lys28

Fig. 19 (a) at 288.7 K ‒18.7 ‒38.5

Fig. 19 (b) at 291.5 K ‒17.6 ‒35.0

Fig. 19 (c) at 294.3 K ‒18.5 ‒35.5

Fig. 19 (d) at 297.2 K ‒22.3 ‒18.5

Fig. 19 (e) at 300.0 K ‒17.2 ‒32.2

Fig. 19 (f) at 302.9 K ‒37.2 ‒45.8

Fig. 19 (g) at 305.8 K ‒24.4 ‒30.7

Fig. 19 (h) at 308.8 K ‒25.3 ‒18.7

Fig. 19 (i) at 311.7 K ‒17.6 ‒26.9

IE (kcal/mol)
Conformation
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4.1.5. まとめ：水和した Aβ 単量体の最安定配座の特徴 

 

本研究では、実溶媒中の全原子 REMD シミュレーションにより、全長の Aβ 単量体

の安定配座を広く探索し、ab initio  FMO 計算により、最安定配座 (Figure 19 (f))を電子

レベルで決定した。さらに、最安定配座におけるアミノ酸間相互作用を詳細に解析し

た。その結果、次の点を明らかにした。  

 

(1) Glu22 あるいは Asp23 と Lys28 残基間の静電相互作用は、Phe20–Ala30 残基が形成

するターン様構造 (Figure 23)の安定化に寄与する。  

(2) 上記のターン様構造は、Aβ 単量体の β-strand-turn-β-strand motif の形成を促す。  

(3) N 末端及び C 末端に位置する荷電アミノ酸間の静電相互作用 (Figure 25 (a))は、Aβ

単量体の安定化に寄与する。  

(4) 水和した Aβ 単量体の相対的な安定性は、Aβ 単量体自身の安定性よりも、周囲に存

在する水和水の安定性に、より強く依存する。  
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4.2. 水和した Aβ 二量体に対する計算結果  

 

4.2.1. 全長の Aβ 二量体の初期構造の作成  

 

Aβ の凝集プロセスは非常に速いため、PDB 上に、Aβ 二量体の立体構造データは存

在しない。そのため、全長の Aβ 二量体に対する分子シミュレーションを実行する際に

は、まず、その立体構造モデルを作成する必要がある。そこで、本研究では、全長の Aβ

二量体の初期構造を作成するため、PDB に登録されている Aβ(9–40) 12 量体の線維の固

体 NMR 構造 (PDB ID: 2LMN 及び 2LMO
[68 ]

)(Figure 12)を採用した。これらの構造を基に、

まず、Figure 13 に示す単量体が上下に重なった二量体、及び左右に並んだ Aβ(9–40)二

量体構造を作成した。その際、 2LMN 及び 2LMO から、それぞれ C-D 鎖、 I-J 鎖、C-I

鎖、及び D-J 鎖からなる二量体構造を作成し、計 8 個の Aβ(9–40)二量体構造を得た。

これらの構造に対し、AMBER
[193]パッケージの LEaP を用い、C 末端の Ile41–Ala42 残

基が直線構造となるよう付加し、Aβ(9–42)二量体構造を作成した。  

上記の手順で作成した 8 個の Aβ(9–42)二量体を、3 章 2 節で述べたように、それぞ

れ水和し、GROMACS-MM
[194]法により、水中で最適化した。また、これらの最適化構

造の中から水和した Aβ(9–42)二量体の最安定構造を決定するため、それぞれの最適化

構造に対し、ab initio  MP2/6-31G 法を用いた FMO
[182 -190]計算により電子状態を解析し、

全エネルギーを高精度に評価した。FMO 計算から得られた全エネルギーを、Table 8 に

要約する。単量体間の接触面積の観点から、上下に重なった二量体（C-D 鎖及び I-J 鎖）

に比べ、左右に並んだ二量体（C-I 鎖及び D-J 鎖）は不安定である。また、どちらの

NMR 構造に基に作成しても、C-D 鎖と比較して、I-J 鎖の方が安定となった。全 8 構造

の全エネルギーの比較から、水和した Aβ(9–42)二量体の最安定構造が 2LMN の I-J 鎖で

ある。  
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Table 8. Total energies (TE) evaluated by ab initio MP2/6-31G FMO calculations for the 

solvated Aβ(9–42) dimers. ΔTE is TE relative to the most stable one . 

 

 

全長の Aβ(1–42)二量体の初期構造を作成するため、上記で決定した Aβ(9–42)二量体

の最安定構造である 2LMN の I-J 鎖に対し、C 末端の付加と同様に、LEaP を用い、N

末端配列 Asp1–Ser8 を補完した。その際、Asp1–Ser8 の直線構造が、Gly9–Ala42 のシー

ト構造と同一平面上に位置するように、且つ、補完した N 末端同士で立体障害が発生

しないよう、Ser8 及び Gly9 の二面角を指定した。指定した二面角を Table 9 に列挙す

る。また、それにより得られた全長の Aβ 二量体構造を Figure26 に示す。以下に記述す

る計算では、上記の手順で作成した全長の Aβ(1–42)二量体を、初期構造として用いた。  

 

Table 9. Dihedral angles of Ser8 and Gly9 in initial structure for Aβ(1-42) dimer 

 

 

Structure TE (kcal/mol) ΔTE

2LMN-CD –84116341.6 330.5

2LMN-IJ –84116672.0 0.0

2LMN-CI –84114687.4 1984.6

2LMN-DJ –84114926.0 1746.1

2LMO-CD –84116207.0 465.0

2LMO-IJ –84116438.0 234.0

2LMO-CI –84115243.9 1428.1

2LMO-DJ –84114813.1 1858.9

Chain φ (º) ψ (º)

I 120 ‒60

J 90 ‒60
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Figure 26. Initial structure for Aβ(1–42) dimer: (a) top view and (b) side view.  

 

4.2.2. REMD 及び MM 法により得られた代表構造の最適化構造  

 

本研究では、実溶媒中の全長の Aβ 二量体の安定配座を広範囲に探索するため、Figure 

26 の Aβ(1–42)二量体の初期構造に対し、270.0–363.8 K の温度範囲を持つ 52 個のレプ

リカを用いた REMD
[180,  181]シミュレーションを実行した。まず、4 章 1 節 1 項と同様に、

REMD シミュレーション中に、レプリカが温度空間を広く移動しているかを検証する

ため、レプリカ交換のタイミングにおける 300.0 K の初期固有温度を持つレプリカの位

置を追跡した。このレプリカは、Figure 27 に示すように、約 9 ns の時点で、初期温度

である 300.0 K から上限温度 (363.8 K, Replica index = 51)まで移動している。その後、

約 20 ns かけて下限温度 (270.0 K, Replica index = 0)まで到達している。従って、本研究

の REMD シミュレーションにおいて、レプリカは温度空間を効率良く移動している。  

 



 

50 第 4 章 計算結果と考察 

 

 

Figure 27. The time evolutions of movement of replica indexes for the replica with initial 

unique 300.0 K temperature during the 50 ns REMD simulation.  

 

次に、289.6–310.7 K の温度範囲に対応する 13 個の MD トラジェクトリを対象に、そ

れぞれ最小のポテンシャルエネルギーを持つ構造を、水和した Aβ 二量体の代表構造と

してサンプリングした。Figure 28 に示したポテンシャルエネルギーの経時変化グラフ

は、各トラジェクトリがそれぞれの温度において平衡化していることを示している。

そこで、各トラジェクトリの MD スナップショットから、最小のポテンシャルエネル

ギーを持つ構造からサンプリングし、 13 個の代表構造を得た。これらの代表構造を

GROMACS-MM 法を用い、水中で最適化した。それらの最適化構造を Figure 29 に示す。

ここで、Aβ 二量体の構造を明瞭に表示するため、周囲の水和水を非表示にしている。 
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Figure 28. The time evolutions of potential energy during the 50 ns REMD simulation for the 

thirteen replicas having the 289.6–310.7 K temperatures.  

 

Figure 29. Optimized conformations of solvated Aβ dimer sampled from  

the 289.6–310.7 K trajectories of REMD simulations .  

(a) 289.6 K (b) 291.3 K (c) 293.0 K (d) 294.7 K

(e) 296.5 K (f) 298.2 K (g) 300.0 K

(h) 301.7 K (i) 303.5 K (j) 305.3 K

(k) 307.1 K (l) 308.9 K (m) 310.7 K
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本研究の REMD 及び MM 計算により、水和した Aβ 二量体の安定配座が広く探索で

きたことを確認するため、Figure 29 の最適化構造を、初期構造の基となった NMR 構造

(PDB ID: 2LMN
[68 ]

)の I-J 鎖と比較した。NMR 構造は Aβ(9–40)線維であるため、最適化

構造と I-J 鎖間の Gly9–Val40 の Cα 原子に対する RMSD を算出した。Table 10 に列挙す

るように、RMSD 値は 6.8–20.5 Å となり、初期構造の基となった NMR 構造から大きく

異なる配座が探索できた。さらに、各最適化構造間の RMSD 値も 6.8–24.6 Å となり、

各構造は異なる配座をしている。従って、本研究の REMD 及び MM 計算から、水和し

た Aβ 二量体の様々な安定配座を探索できたことを確認した。  

 

Table 10. RMSD values (Å) between the initial structure of solvated Aβ dimer (PDB ID: 

2LMN
[68 ]

) and the MM optimized structure for each replica with temperature of 28 9.6–310.7 

K, and RMSD values between the optimized structures.  

 

 

また、Figure 29 の水和した Aβ 二量体の最適化構造の構造的特徴を明らかにするた

め、DSSP アルゴリズム [202]を用い、各最適化構造の二次構造を解析した。最適化構造

に共通する特徴として、単量体間の β シート構造、及び Val24–Gly29 残基の領域におけ

るベンドやターン構造の形成が挙げられる。単量体間の β シートは、Figure 29 (a)、(b)、

(e)、(i)、(j)、(k)、(l)の最適化構造において形成されている。これらの β シート構造は、

主に、単量体の Lys16–Glu22 残基同士、及び Leu34–Val36 残基同士により構成される。

また、単量体の様々な領域でベンドやターン構造が形成されており、特に、ベンドや

ターン構造は、Val24–Gly29 残基の領域で形成される傾向が高い。固体 NMR 実験 [63,  69 ]

から、この領域はベンドやターン構造を形成することが報告されている。また、全長

の Aβ 二量体に対する理論研究 [104,  203]から、この領域やその付近の配列がターン構造を

形成する傾向が高いことが明らかにされている。従って、本研究で得た水和した Aβ 二

Conformation Initial (a) (b) (c) (d) (e) (f) (g) (h) (i) (j) (k) (l)

Fig. 29 (a) at 289.6 K 7.6 ― ― ― ― ― ― ― ― ― ― ― ―

Fig. 29 (b) at 291.3 K 8.7 11.0 ― ― ― ― ― ― ― ― ― ― ―

Fig. 29 (c) at 293.0 K 19.5 19.5 18.0 ― ― ― ― ― ― ― ― ― ―

Fig. 29 (d) at 294.7 K 20.2 21.3 18.3 15.1 ― ― ― ― ― ― ― ― ―

Fig. 29 (e) at 296.5 K 7.3 6.8 11.4 17.3 19.2 ― ― ― ― ― ― ― ―

Fig. 29 (f) at 298.2 K 18.1 17.3 18.4 13.4 20.2 18.0 ― ― ― ― ― ― ―

Fig. 29 (g) at 300.0 K 20.5 21.1 20.8 17.8 12.3 19.8 24.6 ― ― ― ― ― ―

Fig. 29 (h) at 301.7 K 19.6 20.6 20.2 12.1 12.5 18.7 21.2 10.9 ― ― ― ― ―

Fig. 29 (i) at 303.5 K 9.3 10.6 10.8 20.0 17.6 10.1 20.8 18.9 19.9 ― ― ― ―

Fig. 29 (j) at 305.3 K 11.7 9.3 13.5 19.0 19.5 8.0 18.8 22.2 21.1 11.0 ― ― ―

Fig. 29 (k) at 307.1 K 10.7 14.9 15.0 20.8 18.8 12.5 20.7 21.3 23.3 12.3 13.2 ― ―

Fig. 29 (l) at 308.9 K 6.8 7.6 10.3 18.1 20.2 8.1 17.9 19.2 18.8 11.0 12.2 15.5 ―

Fig. 29 (m) at 310.7 K 20.4 21.5 20.2 15.1 10.6 19.4 21.9 8.4 9.7 18.9 21.6 20.1 20.1
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量体の最適化構造は、先行研究の実験、及び理論研究の結果と比較できる妥当な構造

をしている。さらに、らせん構造が Figure 29 (b)、(e)、(g)、(i)、(j)、 (k)、(l)、(m)の最

適化構造において形成されており、Ala30–Ile32 残基の領域で形成されやすいことが示

された。  

水和した Aβ 単量体の最適化構造 (Figure 19)の二次構造と比較すると、水和した Aβ

二量体の最適化構造 (Figure 29)においては、単量体においてほとんど形成されていない

β シートを持つ最適化構造が多い。しかし、Aβ 二量体は、Aβ 線維から初期構造を作成

しており、初期構造の時点で β シートが豊富に含まれている。そのため、初期構造へ

の依存性を考慮しなければならないが、REMD 及び MM 計算から得られた最適化構造

における β シートの形成は、初期構造の時点で形成されていた β シートが、熱的揺ら

ぎに対して安定に保たれることを示唆している。従って、一度形成された β シートは

熱的揺らぎに対して安定であり、線維成長プロセスにおいて、このような β シート構

造の形成が非常に重要であると考えられる。また、単量体と二量体の最適化構造では、

らせん構造を形成し易い領域が異なる。単量体において、Ser8–His14 残基の領域でら

せん構造が形成されるのに対し、二量体では、Ala30–Ile32 残基の領域でらせん構造が

形成されている。一方、ベンドやターン構造を形成する領域は類似しており、単量体

と二量体において、それぞれ Ala20–Ser26 残基、Val24–Gly29 残基の領域で形成される。  

さらに、水和した Aβ 二量体の最適化構造における Glu22 あるいは Asp23 と Lys28

間の塩橋形成を解析した。Aβ に含まれる荷電アミノ酸は、凝集や β シートの安定性に

影響することが報告されている [36,  63,  67,  68 ,  147 ,  151,  169 -171]。また、Glu22 あるいは Asp23

と Lys28 が分子内、及び分子間の両方で塩橋を形成することが示されている [36,  63,  68,  153]。

Figure 26 (c)、(h)、(l)、(m)においては、2LMN の I 鎖に対応する単量体の Asp23 あるい

は Glu22 と J 鎖に対応する単量体の Lys28 が単量体間の塩橋を形成している。これらの

構造における異なる単量体の Glu22-Lys28 間及び Asp23-Lys28 間の塩橋形成は、NMR

実験 [36,  63,  67,  68,  171]及び全長の Aβ、あるいは Aβ フラグメントの二量体に対する理論研

究 [102,  105,  147,  151,  153,  169,  170]の予測と一致している。一方、Figure 29 (f)のみ、Clu22 と Lys28

間で分子内の塩橋を形成している。従って、本研究における REMD 及び MM 計算から

得られた水和した Aβ 二量体の最適化構造 (Figure 29)は、先行研究の実験、及び理論研

究の結果を再現しており、妥当な安定配座である。  
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4.2.3. Ab initio FMO 法による最安定配座の決定  

 

13 個の水和した Aβ 二量体の最適化構造の中から、最安定配座を決定するため、Figure 

29 の最適化構造に対し、ab initio  MP2/6-31G 法を用いた FMO
[182 -190]計算により電子状

態を解析し、全エネルギーを高精度に評価した。その際、Aβ 二量体の周囲 6 Å 程度に

存在する 1151 個の水分子を顕わに考慮し、Aβ 二量体配座の安定性における水和水の

影響を解明した。本 FMO 計算により得られた全エネルギーに基づき、水和した Aβ 二

量体の最安定配座を決定した。各最適化構造の全エネルギーを Table 11 にまとめる。

水和した Aβ 二量体の最安定配座は Figure 29 (k)であり、他の最適化構造と比較して、

少なくとも 146 kcal/mol 程度安定である。この配座が最も安定になる要因を明らかに

するため、水和した Aβ 二量体を、Aβ 二量体、及び水和水の系に分け、水和した Aβ

二量体と同様に全エネルギーを求めた。また、それらのエネルギーに基づき、式 (5)

から、Aβ 二量体の水和エネルギーを算出した。  

 

HE = –  TE (Solvated Aβ dimer) + TE (Aβ dimer  in vacuum)  

+ TE (1151 water molecules)        (5) 

 

水和した Aβ 二量体（Table 11 中の”Solvated Aβ  dimer”）の全エネルギーの差 (ΔTE)は、

最大で 910 kacl/mol であるのに対し、Aβ 二量体（Table 11 中の ”Aβ dimer in vacuum”）

の ΔTE は、最大でも 378 kca/mol である。また、水和水（Table 11 中の”1151 water 

molecules”）の ΔTE、水和エネルギー（Table 11 中の”Hydration energy (HE)”）の差 (ΔHE)

は、それぞれ最大で 975、923 kcal/mol である。従って、Aβ 二量体自身の安定性は、水

和水の安定性や水和エネルギーと比較して、水和した Aβ 二量体の安定性に与える影響

は小さいと推測できる。水和水の安定性、及び水和エネルギーが水和した Aβ 二量体の

安定性与える影響を、簡単に比較するため、水和した Aβ 二量体の ΔTE と Aβ 二量体の

ΔTE、水和水の ΔTE、及び ΔHE の間の相関を調べた。Figure 30 の結果から、相関係数

R は、それぞれ 0.3（水和した Aβ 単量体の ΔTE と Aβ 単量体の ΔTE 間）、0.7（水和し

た Aβ 単量体の ΔTE と水和水の ΔTE 間）、0.0（水和した Aβ 単量体の ΔTE と ΔHE 間）

の値を示した。つまり、水和した Aβ 二量体の安定性は、周囲に存在する水和水の影響

を強く受ける一方、水和エネルギーは何ら関与していないことが明らかになった。従

って、水和水同士が凝集し、安定する配座ほど、水和した Aβ 二量体の構造がより安定

になる。この結果は、水和した Aβ 単量体における結果 [137]と一致する。  
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Table 11. Total energies (TE) (kcal/mol) evaluated by ab initio MP2/6-31G FMO calculations 

for the solvated Aβ dimer, Aβ dimer without solvating water molecules, and solvating water 

molecules. The hydration energies (HE) (kcal/mol) for the Aβ monomer are estimated as  

HE =−TE (solvated monomer) + TE (monomer in vacuum) + TE (Solvating water molecules). 

ΔTE is TE relative to the most stable one, and ΔHE is HE relative to the most stable one.  

 

 

TE (kcal/mol) ΔTE TE ΔTE TE ΔTE HE ΔHE

Fig. 29 (a) at 289.6 K −74792906.1 503.2 −19800924.2 117.8 −54986728.1 667.9 5253.8 479.5

Fig. 29 (b) at 291.3 K −74793195.3 214.0 −19800905.7 136.3 −54986986.6 409.4 5303.1 430.2

Fig. 29 (c) at 293.0 K −74793263.4 145.9 −19800694.7 347.2 −54986835.3 560.7 5733.3 0.0

Fig. 29 (d) at 294.7 K −74792968.3 441.0 −19800880.2 161.8 −54986942.0 453.9 5146.1 587.2

Fig. 29 (e) at 296.5 K −74792734.0 675.3 −19800920.0 122.0 −54986553.9 842.1 5260.2 473.1

Fig. 29 (f) at 298.2 K −74792499.7 909.6 −19800733.8 308.2 −54986420.7 975.3 5345.3 388.1

Fig. 29 (g) at 300.0 K −74793098.4 310.9 −19800723.1 318.9 −54986692.7 703.3 5682.6 50.7

Fig. 29 (h) at 301.7 K −74793060.9 348.5 −19800663.8 378.2 −54986850.0 545.9 5547.0 186.3

Fig. 29 (i) at 303.5 K −74792819.0 590.3 −19800725.9 316.0 −54986923.7 472.3 5169.4 563.9

Fig. 29 (j) at 305.3 K −74792820.3 589.0 −19800811.9 230.0 −54986964.5 431.5 5043.9 689.4

Fig. 29 (k) at 307.1 K −74793409.3 0.0 −19801031.3 10.7 −54987396.0 0.0 4982.0 751.3

Fig. 29 (l) at 308.9 K −74793104.4 304.9 −19800708.8 333.2 −54986734.1 661.9 5661.5 71.9

Fig. 29 (m) at 310.7 K −74793236.1 173.2 −19801042.0 0.0 −54987383.7 12.2 4810.4 923.0

Solvated Aβ dimer
Conformation

Aβ dimer in vacuum Hydration energy (HE)1151 water molecules
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Figure 30. Correlations with (a) relative total energy (ΔTE) of solvated Aβ dimer and ΔTE of 

Aβ dimer without water molecules, (b) ΔTE of solvated Aβ dimer and ΔTE of solvating water 

molecules, and (c) ΔTE of solvated Aβ dimer and ΔHE of Aβ dimer. 

R = 0.3
0

100

200

300

400

0 200 400 600 800 1000
ΔTE of solvated Aβ dimer

Δ
T

E
 o

f 
A

β
 d

im
er

 i
n

 v
ac

u
u

m
.

R = 0.7
0

200

400

600

800

1000

0 200 400 600 800 1000
ΔTE of solvated Aβ dimer

Δ
T

E
 o

f 
so

lv
at

in
g

 w
at

er
.

m
o

le
cu

le
s

(a)

R = 0.0
−1000

−800

−600

−400

−200

0

0 200 400 600 800 1000
ΔTE of solvated Aβ dimer

Δ
H

E

(b)

(c)



 

4.2 水和した Aβ二量体に対する計算結果 57 

 

 

水和した Aβ 二量体の最安定配座 (Figure 29 (k))は、Aβ 二量体のみの系でも比較的安

定な配座である (Table 11)。そこで、最安定配座の構造的特徴を解析した。最安定配座

において、単量体間で 2 つの β シート構造を形成している。それらの β シート構造は、

それぞれの単量体の Lys16–Phe19 の領域、及び Monomer 1(M1)の Ile32–Met35 の領域と

Monomer 2(M2)の Ile31–Met35 の領域で形成されている。ここで、M1 及び M2 は、それ

ぞれ 2LMN の I 鎖、J 鎖に対応する単量体を表す。これらの β シート構造は、いくつか

の水素結合を形成し、安定している。このような Aβ 二量体における β シート構造の形

成は、Zhu らの Aβ(1–42)二量体 [105]、及び Huet らの Aβ(9–40)二量体に対する MD シミ

ュレーション [93]から得られた安定配座と一致する。また、最安定配座の M2 の単量体

内では、Glu22–Asn27 の領域で β ヘアピン構造を形成している (Figure 31)。この β ヘア

ピン構造は、Glu22 と Asn27 間、Asp23 と Asn27 間、及び Val24 と Ser26 間で形成され

る水素結合により安定している。また、この領域に含まれる Asp23 と Lys28 は、同じ

水分子と水素結合を形成しているため、アミノ酸間距離が近づき、強く静電相互作用

している。その結果、最安定配座においては、異なる単量体間の Glu22 あるいは Asp23

と Lys28 の塩橋は形成されない。  

 

 

Figure 31. Interacting structure between Glu22–Lys28 region in the most stable conformation 

of solvated Aβ dimer (Fig. 29 (k)). Green dash-lines indicate hydrogen bonds, while pink 

dash-line indicates electrostatic attractive interactions between Asp23 and Lys28 residues. 

One water molecule contributes to the interaction. 
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4.2.4. 最安定配座における単量体間の特異的相互作用 

 

さらに、水和した Aβ 二量体構造の安定化に重要なアミノ酸を明らかにするため、水

和した Aβ 二量体の最安定配座 (Figure 29 (k))における M1 と M2 の単量体間相互作用エ

ネルギーを、 ab initio  FMO 計算の結果を用いて解析した。その相互作用エネルギーの

マップを、Figure 32 (a)に図示する。横軸及び縦軸は、それぞれ M1、M2 のアミノ酸配

列番号を表す。M1の Leu17–Phe20残基と M2の Leu17–Phe20残基の間、及び M1の Gly33–

Val36 残基と M2 の Gly33–Val36 残基の間の相互作用エネルギーに対応する領域におい

て、対角線状の引力相互作用を示している。このような特徴を示す領域は、単量体の

間で β シート構造を形成していることが予測できる。実際に、先述のように、最安定

配座におけるこの領域では、単量体間の β シート構造を形成している。次に、強い引

力 、 あ る い は 反 発 相 互 作 用 エ ネ ル ギ ー を 示 す ア ミ ノ 酸 ペ ア に 注 目 し た 。

Asp7(M1)-Lys16(M2)、Glu3(M1)-Lys16(M2)、及び Asp23-Lys28(M2)のアミノ酸ペアは、

強い引力相互作用を示した。一方、Lys16(M1)-Lys16(M2)、His14(M1)-Lys16(M2)、及び

Arg5(M1)-Lys16(M2)のアミノ酸ペアは、強い反発相互作用を示した。これらのアミノ

酸ペアの相互作用エネルギーを、Table 12 に要約する。Asp7(M1)-Lys16(M2)ペア、及び

Glu3(M1)-Lys16(M2)ペアの引力方向の相互作用エネルギーは、最大の反発相互作用を示

す Lys16(M1)-Lys16(M2)ペアの反発方向の相互作用エネルギーよりも絶対値の値が大

きい。従って、本研究で決定した水和した Aβ 二量体の最安定配座では、M2 の Lys16

と M1 の N 末端配列に含まれる負に荷電したアミノ酸（Glu3 及び Asp7）間の引力相互

作用が、主に、二量体の安定化に寄与している。また、引力相互作用エネルギーの大

きい上位 3 つのペアには、すべて正荷電アミノ酸である Lys 残基が関与している。Aβ

に対するアミノ酸置換実験 [204,  205]から、Lys は Aβ の凝集に重要な役割を果たしている

ことが報告されており、本研究の結果はこの実験の結果と定性的に一致する。最安定

配座においては、先述した通り、単量体間における Asp23 と Lys28 間の塩橋は形成さ

れていない。しかし、依然として、Asp23(M1)-Lys28(M2)ペアの引力相互作用エネルギ

ーは、比較的大きい値を示している。従って、異なる単量体における Asp23 と Lys28

間の静電相互作用は、二量体の安定化に重要であると考えられる。  
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Figure 32. (a) Inter-monomer interaction energies (kcal/mol) between M1 and M2 in the most 

stable conformation (Fig. 29 (k)) of solvated Aβ dimer; (b) difference in inter-monomer 

interaction energies (kcal/mol) between the most stable conformation (Fig . 29 (k)) and the 

less stable conformation (Fig. 29 (f)) of solvated Aβ dimer. 

Amino acid residues of Ab M1

A
m

in
o
 a

ci
d
 r

es
id

u
es

 o
f 

A
b

M
2

Amino acid residues of Ab M1

A
m

in
o
 a

ci
d
 r

es
id

u
es

 o
f 

A
b

M
2

(a)

(b)



 

60 第 4 章 計算結果と考察 

 

 

Table 12. Inter-monomer interaction energies (IE) between M1 and M2 in the most stable 

conformation of solvated Aβ  dimer evaluated by ab initio  MP2/6-31G FMO calculations.  

 

 

水和した Aβ 二量体の最安定配座 (Figure 29 (k))において、強い引力相互作用を示す

Glu3(M1)-Lys16(M2)、Asp7(M1)-Lys16(M2)、及び Asp23(M1)-Lys28(M2)のアミノ酸ペア

の相互作用構造を解析した。 Figure 33 (a)に示すように、Glu3(M1)-Lys16(M2)、及び

Asp7(M1)-Lys16(M2)のペアの周囲には、いくつかの水和水が存在し、近傍のアミノ酸

と 水 素 結 合 を 形 成 し て い る 。 こ の よ う な 水 分 子 を 介 し た ブ リ ッ ジ に よ り 、

Glu3(M1)-Lys16(M2)、及び Asp7(M1)-Lys16(M2)間の距離が、それぞれ 6.4、3.5 Å とな

り、静電的に強く引力相互作用する (Table 12)。また、これらのアミノ酸の近傍には、

M2 の Lys16 と強い反発相互作用を示す M1 の Arg5 が存在する。正に荷電したアミノ

酸である Arg は、同じく正荷電アミノ酸である Lys と静電的に反発するため、通常、

Arg5 と Lys16 は近づきにくい。しかし、最安定配座における M1 の Arg5 は、同じ単量

体の Glu3 及び Asp7 との静電引力相互作用、さらに周囲の水和水との水素結合の形成

により、M2 の Lys16 との距離が 10.0 Å に近づいた。その結果、Arg5(M1)-Lys16(M2)

ペアは、静電的に強く反発相互作用し、大きい反発方向の相互作用エネルギーを示し

た (Table 12)。Asp7(M1)-Lys16(M2)及び Glu3(M1)-Lys16(M2)ペアに次いで、強い引力相

互作用を示す Asp23(M1)-Lys28(M2)ペアは、Figure 33 (b)のように、いくつかの水和水

を介し、8.5 Å の距離で静電的に引力相互作用している。強い引力相互作用を示すアミ

ノ酸ペアに水和水が存在していることから、単量体の間に存在する水分子は、M1 と

M2 の単量体に含まれるアミノ酸間の距離を近づける役割を果たしていると考えられ

る。特に、M1 の Glu3、Arg5 及び Asp7 の間に存在する水分子は、M1 の N 末端の構造

を形成する上で重要である（附録 A.2）。従って、水和水は、水和した Aβ 二量体構造

の安定化に寄与している。  

 

Amino acid pair IE (kcal/mol)

Asp7(M1)–Lys16(M2) −74.8

Glu3(M1)–Lys16(M2) −42.2

Asp23(M1)–Lys28(M2) −34.9

Lys16(M1)–Lys16(M2) 38.4

His14(M1)–Lys16(M2) 33.5

Arg5(M1)–Lys16(M2) 33.2
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Figure 33. Inter-monomer interacting structures between M1 and M2 in the most stab le 

conformation of solvated Aβ  dimer. Green dash-lines indicate hydrogen bonds, while pink 

dash-lines indicate electrostatic attractive interactions between charged amino acid residues . 

Some water molecules contribute to the interactions. 
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一方、水和した Aβ 二量体の最安定配座 (Figure 29 (k))において、強く反発相互作用を

示すのは、Lys16(M1)-Lys16(M2)、His14(M1)-Lys16(M2)、及び Arg5(M1)-Lys16(M2)のア

ミノ酸ペアである (Table 12)。これらのアミノ酸は、すべて正荷電アミノ酸であるため、

アミノ酸間距離が近づくと、静電的に強い反発相互作用を示す。Arg5(M1)-Lys16(M2)

ペアについては、先述のように、近傍のアミノ酸や水和水の影響により、アミノ酸の

間距離が近づき、強い反発相互作用エネルギーを示した。最大の反発相互作用エネル

ギーを示す Lys16(M1)-Lys16(M2)ペアは、Figure 34 (a)のように、M1 の主鎖の酸素原子

と M2 の主鎖の水素原子間で水素結合を形成している。また、どちらの Lys16 も、M1

の Asp7 と静電相互作用し、さらに、周囲の水和水と水素結合を形成している。それら

の静電相互作用や水素結合の形成により、側鎖間の距離が 7.0 Å に近づき、結果的に、

大きい反発方向の相互作用エネルギーを示した (Table 12)。本研究では、His 残基のプロ

トネーション (Figure 14)を正荷電の Hip として扱っているため、His14(M1)-Lys16(M2)

ペアについても、距離が近づくほど、強く反発相互作用する。Figure 34 (b)に示すこの

ペアとその近傍に存在するアミノ酸の相互作用構造では、M1 の His14 と Arg5 の側鎖

同士でカチオン -π 相互作用し、さらに、His14 は同じ M1 の Asp7 と側鎖同士で水素結

合を形成している。つまり、M1 の His14 と M2 の Lys16 は、それらの近傍に存在する

M1 の Glu3、Arg5 及び Asp7 との相互作用を介して、アミノ酸間距離が近づいている。

その結果、His14(M1)-Lys16(M2)ペアの側鎖間距離が 8.6 Å となり、大きい反発相互作

用エネルギーを示した (Table 12)。従って、最安定配座において、Lys16(M1)-Lys16(M2)、

His14(M1)-Lys16(M2)、及び Arg5(M1)-Lys16(M2)のアミノ酸ペアは、いずれも、それら

の近傍に位置する負荷電アミノ酸（M1 の Glu3 及び Asp7）や水和水の影響により、ア

ミノ酸距離が近づき、強い反発相互作用することが明らかになった。  
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Figure 34. Inter-monomer interacting structures between M1 and M2 in the most stable 

conformation of solvated Aβ  dimer. Green dash-lines indicate hydrogen bonds, while pink 

dash-lines indicate electrostatic attractive interactions between charged amino acid residues . 

Some water molecules contribute to the interactions. 



 

64 第 4 章 計算結果と考察 

 

さらに、水和した Aβ 二量体の最適化構造における特異的なアミノ酸間相互作用の配

座依存性を解明するため、最安定配座 (Figure 29 (k))と最安定配座との全エネルギー差

が最大 (Table 11)の Figure 29 (f)の最適化構造の単量体間相互作用エネルギーを比較し

た。Figure 32 (b)に、最安定配座と Figure 29 (f)の構造の単量体間相互作用エネルギー

の差を示す。また、エネルギー差の大きいアミノ酸ペアを、 Table 13 に要約する。

Asp7(M1)-Lys16(M2)、及び Glu3(M1)-Lys16(M2)ペアは、最安定配座において、顕著な

引力相互作用エネルギーを示しており、これらのアミノ酸ペアは配座依存性が強い。

同様に、Arg5(M1)-Lys16(M2)、及び Lys16(M1)-Lys16(M2)ペアについても、配座依存性

が強いと言える。従って、M2 の Lys16 と M1 の Glu3 及び Asp7 間の引力相互作用は、

本研究で決定した水和した Aβ 二量体の最安定配座における特異的な引力相互作用で

あり、Aβ 二量体の安定には、Lys16 と N 末端配列に含まれる負荷電アミノ酸 (Glu3 及

び Asp7)間の引力相互作用が重要である。  

 

Table 13. Difference in inter-monomer interaction energies (kcal/mol) between the most 

stable conformation (Fig. 29 (k)) and the less stable conformation (Fig. 2 9 (f)) of solvated Aβ 

dimer evaluated by ab initio MP2/6-31G FMO calculations.  

 

 

最安定配座との全エネルギー差が最大である Figure 29 (f)の最適化構造において、

Glu3(M1)-Lys16(M2)、及び Asp7(M1)-Lys16(M2)ペアの相互作用が小さくなる要因を明

らかにするため、Figure 29 (f)の構造におけるこれらのアミノ酸ペアの相互作用構造を

解析した。Figure 35 に示すように、Figure 29 (f)の構造では、M2 の Lys16 と M1 の N

末端残基間の距離が明らかに離れており、相互作用しているようには見えない。その

ため、Table 13 のように、Glu3(M1)-Lys16(M2)、及び Asp7(M1)-Lys16(M2)ペアの相互

作用エネルギーの差が非常に大きくなった。  

 

Amino acid pair IE (kcal/mol)

Asp7(M1)–Lys16(M2) −62.6

Glu3(M1)–Lys16(M2) −32.0

His13(M1)–Gln15(M2) −21.3

Arg5(M1)–Lys16(M2) 21.8

His13(M1)–His14(M2) 19.5

Lys16(M1)–Lys16(M2) 18.5
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Figure 35. The less stable conformation (Fig. 26 (f)) of solvated Aβ dimer. 

 

4.2.5. Aβ の二量体形成を抑制する低分子に対する考察  

 

本研究で決定した水和した Aβ 二量体の最安定配座に対する解析結果から、片方の単

量体に含まれる Lys16 と異なる単量体の N 末端配列の負荷電アミノ酸（Glu3 及び Asp7）

間の特異的な引力相互作用が Aβ 二量体の安定化に重要であることを示した。Aβ に含

まれる Arg5、Lys16、及び Lys28 を対象にアミノ酸置換を行った実験 [204,  205]からも、Lys

残基が Aβ の凝集に重要な役割を果たしていることが報告されている。特に、Lys16 は

凝集だけでなく、オリゴマーや線維が持つ毒性への関与も明らかにされている。本研

究の結果は、これらの実験結果と定性的に一致する。従って、Aβ の Lys 残基に特異的

に結合し、Lys と他のアミノ酸残基間の相互作用を阻害する低分子化合物は、Aβ の凝

集を抑制する新規の AD 治療薬として有用であると考えられる。Lys 残基に特異的に結

合する化合物として、Sinha ら [205]は、分子ピンセット CLR01 を挙げており、既に実験

[206 -208]から Aβ 凝集を効果的に抑制することが報告されている。従って、本研究の結果

は、CLR01 のような Lys 残基に特異的に結合する Aβ 凝集阻害剤の有用性を裏付けた。

しかし、Lys はどのタンパク質においても重要なアミノ酸であるため、単純に Lys を標

的とした治療薬は副作用が大きくなることが予想される。そのため、効果的な AD 治療

薬として、例えば、Aβ の β シートを上手く認識させ、Aβ の Lys に特異的に結合する化

合物を設計するような工夫が必要となる。  
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4.2.6. まとめ：水和した Aβ 二量体の最安定配座の特徴  

 

本研究では、実溶媒中の全原子 REMD 及び ab initio FMO 計算を用い、水和した Aβ

二量体の最安定配座 (Figure 29 (k))を決定し、さらに、最安定配座における単量体間の

特異的相互作用を電子レベルで解析した。その結果から、以下の点を明らかにした。  

 

(1) 水和した Aβ 二量体の安定性は、周囲に存在する水和水の安定性に強く依存する。

この結果は、単量体に対する計算結果 [137]と同様である。  

(2) 水和した Aβ 二量体の最安定配座は、単量体間で 2 つの β シート構造、及び単量体

内で β ヘアピン構造を形成する。  

(3) 水和した Aβ 二量体の最安定配座の安定化には、主に、Lys16 と N 末端配列に含ま

れる負荷電アミノ酸 (Glu3 及び Asp7)間の引力相互作用 (Figure 33 (a))が重要である。 

(4) Aβ 単量体の間に存在する水和水は、Aβ 二量体構造の安定化に寄与する。  
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第5章 結論 

 

本研究では、実溶媒中の全原子 REMD シミュレーションにより、全長の Aβ(1–42)単

量体及び二量体の安定配座を広く探索し、様々な安定配座を得た。得られた安定配座

の中から、ab initio  FMO 計算により電子状態を解析し、高精度に評価した全エネルギ

ーに基づき、最安定配座を決定した。その際、Aβ の周囲に存在する水和水を考慮し、

水和水が Aβ 構造の安定性に与える影響を明らかにした。さらに、最安定配座に対し、

FMO 計算で得られたアミノ酸間の相互作用エネルギーを用い、水和構造の安定性に重

要なアミノ酸間相互作用を解明した。その結果、Aβ の水和構造の相対的な安定性は、

Aβ 自身の安定性や Aβ の水和エネルギーよりも、周囲に存在する水和水の安定性に、

より強く依存することを明らかにした。この結果は、Aβ 単量体と二量体で共通である。

従って、Aβ の配座探索や最安定配座の決定において、周囲に存在する水和水を顕わに

考慮する必要性を、本研究から明らかにした。また、Aβ 単量体における Phe20–Ala30

領域のターン様構造の形成は、Aβ 線維に含まれる単量体が持つ β-strand-turn-β-strand 

motif の形成を促すことを示唆した。このモチーフを持つ Aβ 二量体を初期構造とした

REMD 及び MM 計算から得られた安定配座は、初期構造の時点で形成されていた β シ

ート構造を保持しており、β シートの熱的安定性を示した。これらの結果から、次のよ

うな線維伸長モデルが提案できる：(1) 線維に近づいた Aβ 単量体が線維に含まれる Aβ

と β シートを形成する； (2) Phe20–Ala30 領域におけるターン様構造の形成により、

β-strand-turn-β-strand モチーフに構造が変化する； (3) 線維状に重なる。既に、Han ら

による Aβ(17–42)線維に対する理論研究 [161]から、類似した線維成長モデルが提案され

て お り 、 妥 当 な モ デ ル で あ る と 考 え ら れ る 。 線 維 に 近 づ い て き た Aβ が

β-strand-turn-β-strand motif の形状に変化する前に、まず、ある領域で線維と β シートを

形成することは間違いないだろう。さらに、本研究の結果は、Aβ 構造の安定化には、

荷電アミノ酸間の引力相互作用が重要であることを示した。特に、Lys と他のアミノ酸

残基間の相互作用は、単量体と二量体のどちらにおいても重要であり、Aβ の凝集を抑

制する上で標的となる相互作用である。従って、本研究の結果は、Aβ 凝集阻害剤の候

補として、Aβ の Lys を特異的に認識し、結合する低分子化合物の有用性の裏付けに寄

与できるものと考える。医学、創薬、実験、そして計算化学などの各分野の専門家が

協力し、近い将来、AD に対する有効な治療法、予防法の確立や治療薬の開発がされる

ことを期待したい。  
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きました同系の関野秀男教授、後藤仁志准教授、及び環境・生命工学系の角田範義教

授に厚く御礼申し上げます。特に、関野秀男教授、及び後藤仁志准教授には、講義や

研究発表等の機会を通し、多くの御指導、御助言を頂きました。さらに、研究を進め

るにあたり、有益な御助言を頂いた株式会社村田製作所の檜貝信一博士、及びみずほ

情報総研株式会社の塚本貴志博士に深く感謝致します。塚本貴志博士には、在学中に

おいても、様々な御指導、御助言を頂きました。塚本博士との出会いは、私が博士号

取得を目指すきっかけとなりました。  

なお、本研究は栗田研究室の学生の皆様の協力の下で行われました。特に、研究の

進行にあたり、不可欠な並列計算機、及びネットワーク環境の構築・管理等に御尽力

頂いた大山達也博士を始めとする研究室の学生の皆様に深く感謝の意を表します。ま

た、本研究の遂行にあたり、公益財団法人堀科学芸術振興財団、公益財団法人村田学

術振興財団、公益財団法人神野教育財団、及び豊橋技術科学大学から、研究助成ある

いは海外派遣助成として、多くの御援助を頂きました。貴重な機会、経験を与えて下

さった各財団及び大学、その他すべての関係者の皆様に、心から御礼申し上げます。  

最後に、私の進路選択を理解し、学生生活を支援してくれた両親に、心より感謝の

意を表します。  
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附録 A. 水和した Aβ二量体における水和水の構造  

 

本章では、本研究の ab initio FMO 計算の際に考慮した水和水の選択範囲の決定方法、

及び水和水の揺らぎを考慮した安定配座間の相対的な安定性の解析について述べる。  

 

附録 A.1. FMO 計算の際に考慮する水和水の選択範囲の決定方法  

 

本研究の ab initio  FMO 計算において、Aβ の周囲に存在する水和水が Aβ 二量体の水

和構造の安定性に与える影響を明らかにするため、Aβ 二量体の表面から 6 Å 程度に存

在する水和水のみを顕わに考慮した。  

まず、 Figure 29 の最適化構造に対し、 ABINIT-MP Ver.6.0
[197]に実装されている

Poisson-Boltzmann 方程式に基づく連続溶媒モデルにより、溶媒効果を考慮した。計算

手法は MP2/6-31G であり、溶媒の分極率を 80.0、溶質の分極率を 1.0 として計算した。

その結果、Table A.1 に示すように、Figure 29 (k)の最適化構造が最安定となった。次に、

Figure 29 の最適化構造に対し、Aβ 二量体の表面から 3、4、5 及び 6 Å 程度に存在する

水和水を顕わに考慮した水和構造をそれぞれ作成し、それらの水和構造に対し、 ab 

initio MP2/6-31G 法を用いた FMO 計算により電子状態を解析し、全エネルギーを評価

した。考慮する水和水の数は、Aβ 二量体の表面からの距離毎に統一した。周囲 3、4、

5 及び 6 Å 程度に存在する水和水の数は、それぞれ 452、647、857、1151 個である。得

られた全エネルギーを Table A.1 に要約する。周囲 3 Å 程度の水和水を考慮した系では

Figure 29 (b)、周囲 4 あるいは 5 Å 程度の水和水を考慮した系では、Figure 29 (m)の最

適化構造が最安定である。周囲 6 Å 程度に存在する水和水を顕わに考慮した水和構造

では、連続溶媒モデルにより溶媒効果を考慮した場合と同様に、 Figure 29 (k)の最適化

構造が最安定である。さらに、連続溶媒モデルにより溶媒効果を考慮した系の相対的

な全エネルギー（Table A.1 の Aβ dimer in PB solvent の ΔTE）と水和水を顕わに考慮し

た水和構造の相対的な全エネルギー（Table A.1 の Solvated Aβ dimer (3–6 Å)の ΔTE）の

相関を調べた。連続溶媒モデルにより溶媒効果を考慮した系と周囲 3、4、5 及び 6 Å

程度の水和水を考慮した系の相関係数 R は、それぞれ 0.17、0.19、0.24、0.36 である。

従って、周囲 6 Å 程度に存在する水和水を顕わに考慮することで、バルクな溶媒構造

を再現できる可能性がある。そのため、本研究の FMO 計算では、Aβ 二量体の表面か

ら 6 Å 程度に存在する水和水のみを顕わに考慮し、電子状態を解析した。  
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Table A.1 Total energies (TE) evaluated by ab initio MP2/6-31G FMO calculations for Aβ 

dimer without solvating water molecules , Aβ dimer in Poisson-Boltzmann (PB) solvent and 

solvated Aβ dimer. ΔTE is TE relative to the most stable one.  

 

 

附録 A.2. 水和水の揺らぎを考慮した相対的な安定性の解析  

 

本研究では、REMD 及び MM 計算から得られた安定配座に対し、 ab initio  FMO 計算

により、全エネルギーを評価し、最安定配座を決定した。その結果、Aβ の水和構造の

安定性は、水和水の安定性に強く依存することを明らかにした (Figure 21 及び 30)。そ

こで、水和水の揺らぎを考慮した安定配座間の相対的な安定性を解析するため、真空

中における最安定配座 (Figure 29 (k))とその次に安定な配座 (Figure 29 (m))に対し、Aβ

二量体を拘束した状態で、水和水のみを動かした 100 ns の MD シミュレーションを実

行した。その際、10 ps 毎に MD スナップショットを出力した。  

それぞれの 10,000 個の MD スナップショットの中から、ポテンシャルエネルギー

(Figure A.1)を基準に、値の小さい順から 100 個の配座をサンプリングし、水中で MM

法により、最適化した後、MP2/6-31G 法を用いた ab initio FMO 計算により電子状態を

解析し、全エネルギーを評価した。顕わに考慮する水和水は、Aβ 二量体の表面から 6 Å

程度に存在するものを選択し、その数を 1151 個に統一した。その結果、Table A.2 に示

すように、MD 及び MM 計算から、MD シミュレーションの初期構造よりも安定な水和

水の配置を持つ水和構造が得られた。また、より安定な水和水を持つ構造の中では、

Figure 29 (k)の最適化構造を初期構造とした MD シミュレーションの 83.54 ns のスナッ

プショットが最安定構造となった。そのため、Figure 29 (k)と (m)の最適化構造間の相対

的な安定性は、最安定な水和水を持つ水和構造同士で比較しても同様である。  

 

  

TE (kcal/mol) ΔTE TE ΔTE TE ΔTE TE ΔTE TE ΔTE TE ΔTE

Fig. 29 (a) −19800924.2 117.8 −19802424.0 19.1 −74792906.1 503.2 −60746066.8 360.2 −50712247.6 557.4 −41395292.3 499.2

Fig. 29 (b) −19800905.7 136.3 −19802406.5 36.6 −74793195.3 214.0 −60746401.4 25.5 −50712648.0 157.1 −41395791.5 0.0

Fig. 29 (c) −19800694.7 347.2 −19802394.9 48.2 −74793263.4 145.9 −60746279.9 147.1 −50712558.2 246.8 −41395440.6 351.0

Fig. 29 (d) −19800880.2 161.8 −19802392.8 50.3 −74792968.3 441.0 −60746043.4 383.6 −50712368.0 437.1 −41395380.6 410.9

Fig. 29 (e) −19800920.0 122.0 −19802440.9 2.2 −74792734.0 675.3 −60745840.9 586.1 −50712155.6 649.5 −41395385.7 405.8

Fig. 29 (f) −19800733.8 308.2 −19802372.0 71.1 −74792499.7 909.6 −60745718.4 708.6 −50712059.0 746.1 −41395153.5 638.0

Fig. 29 (g) −19800723.1 318.9 −19802386.2 56.9 −74793098.4 310.9 −60746116.7 310.3 −50712487.9 317.2 −41395581.1 210.4

Fig. 29 (h) −19800663.8 378.2 −19802416.3 26.8 −74793060.9 348.5 −60746024.3 402.7 −50712291.4 513.6 −41395171.6 620.0

Fig. 29 (i) −19800725.9 316.0 −19802320.0 123.1 −74792819.0 590.3 −60746065.3 361.6 −50712484.3 320.8 −41395470.8 320.7

Fig. 29 (j) −19800811.9 230.0 −19802404.1 39.0 −74792820.3 589.0 −60745822.5 604.5 −50712395.0 410.0 −41395309.1 482.4

Fig. 29 (k) −19801031.3 10.7 −19802443.1 0.0 −74793409.3 0.0 −60746357.7 69.3 −50712753.4 51.7 −41395665.3 126.2

Fig. 29 (l) −19800708.8 333.2 −19802370.0 73.1 −74793104.4 304.9 −60746111.9 315.1 −50712322.4 482.7 −41395444.0 347.5

Fig. 29 (m) −19801042.0 0.0 −19802431.5 11.6 −74793236.1 173.2 −60746427.0 0.0 −50712805.1 0.0 −41395723.4 68.1

Solvated Aβ dimer (3 Å)
Conformation

Aβ dimer in vacuum Solvated Aβ dimer (6 Å) Solvated Aβ dimer (4 Å)Aβ dimer in PB solvent Solvated Aβ dimer (5 Å)
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Figure A.1. The time evolutions of potential energy during 100 ns MD simulations for  

the solvated Aβ dimer. 

 

Table A.2 Total energies (TE) evaluated by ab initio MP2/6-31G FMO calculations  

for solvated Aβ dimer 

 

 

水和構造の相対的な安定性を決定する要因を明らかにするため、Figure 29 (k)の 83.54 

ns の構造と他の構造間の全エネルギー差（水和した Aβ 二量体の ΔTE）、Aβ 単量体間の

相互作用エネルギーの総和の差（Aβ 単量体間の ΔIFIE）、水和水間の相互作用エネルギ

ーの総和の差（水和水間の ΔIFIE）、Aβ 二量体と水和水間の相互作用エネルギーの総和

の差（Aβ 二量体と水和水間の ΔIFIE）を求め、水和した Aβ 二量体の ΔTE と各要素の

ΔIFIE 間の相関関係を調べた。Figure A.2 の横軸は、水和した Aβ 二量体の ΔTE であり、

グラフの左方向へプロットされている構造ほど、より安定な Aβ 二量体の水和構造であ

る。一方、Figure A.2(a)、(b)及び (c)の縦軸は各要素の ΔIFIE であり、例えば、Figure A.2 

(b)であれば、グラフの下方にプロットされているものほど、より安定な水和水を持つ

水和構造である。また、Figure 29 (k)の 83.54 ns の構造における相互作用エネルギーの

総和を基準としているため、この構造よりも小さい相互作用エネルギーの総和を示す

Conformation TE (kcal/mol) ΔTE

Fig. 29 (k) Initial −74793409.3 349.0

Fig. 29 (k) Most stable −74793758.3 0.0

Fig. 29 (m) Initial −74793236.1 522.2

Fig. 29 (m) Most stable −74793591.5 166.8
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構造は、縦軸の負の方向へプロットされる。また、緑色の菱型、及び青い丸のプロッ

トは、それぞれ Figure 29 (k)、(m)の初期構造を示す。水和した Aβ 二量体の ΔTE と Aβ

単量体間の ΔIFIE の間、水和水間の ΔIFIE の間、及び Aβ 二量体と水和水間の ΔIFIE の

間の相関係数 R は、それぞれ 0.44(Figure A.2(a))、0.87(Figure A.2 (b))、0.32(Figure A.2 (c))

である。水和した Aβ 二量体の ΔTE と水和水間の ΔIFIE は強い相関を示しており、水

和した Aβ 二量体の相対的な安定性は、水和水の安定性に強く依存する。つまり、水和

水の構造が安定になるほど、より安定な Aβ 二量体の水和構造となる。従って、Figure 29 

(k)の安定配座は、Figure 29 (m)の安定配座よりも水和水同士が安定し易い配座である。 
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Figure A.2. Correlations with (a) relative total energy between the most stable conformation 

and others (ΔTE) of solvated Aβ dimer and relative IFIE summation (ΔIFIE) between Aβ 

monomers, (b) ΔTE  of solvated Aβ  dimer and ΔIFIE  between solvating water molecules, and 

(c) ΔTE of solvated Aβ dimer and ΔIFIE  between Aβ  dimer and water molecules.  

(a) R = 0.44

(b) R = 0.87

(c) R = 0.32
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Figure 29 (k)に対する MD 及び MM 計算から得られた水和構造においては、 83.54 ns

のスナップショットの構造が最安定である。しかし、 59.81 及び 36.00 ns の構造は、最

安定構造との ΔTE がそれぞれ 0.6、11.9 kcal/mol であり、Figure 29 (k)に対する計算で

は、最安定構造と微小な差を持つ構造が得られた (Figure A.1)。一方、Figure 29 (m)に対

する計算から得られた構造においては、81.78 ns のスナップショットの構造が最安定で

あり、他の構造と比較して、最低でも 49 kcal/mol 程度安定である。両者の最安定構造

の TE を比較すると、Figure 29 (k)の 83.54 ns の構造の方が 167 kcal/mol 程度安定であ

る。Figure A.2 から分かるように、水和水構造の変化により、両者の水和構造の安定性

の順序が変化する可能性がある。しかし、Figure 29 (k)及び (m)の最も安定な水和水を持

つ構造間の相対的な安定性は、REMD 及び MM 計算で決定した最適化構造間の相対的

な安定性 (Table 11 及び Table A.1)と同様である。従って、水和水の揺らぎを考慮しても、

安定配座間の相対的な安定性は変化しない。  

Figure 29 (k)の MD シミュレーションの初期構造において、M1 の単量体の Glu3、Arg5、

Asp7、及び M2 の単量体の Lys16 の間に、いくつかの水分子が位置している (Figure 33 

(a))。この構造が MD シミュレーション中に保持されているかを確認するため、最安定

構造である 83.54 ns のスナップショット、最安定構造との全エネルギー差の小さい

59.81 及び 36.00 ns の構造に対し、Glu3(M1)、Arg5(M1)、Asp7(M1)及び Lys16(M2)周辺

の水分子の位置を確認した。Figure A.3 に、それぞれの相互作用構造を示す。どのスナ

ップショットの構造においても、初期構造と同様に、Glu3(M1)、Arg5(M1)、Asp7(M1)

及び Lys16(M2)の間に水分子が存在しており、アミノ酸間をブリッジするように位置し

ている。Glu3(M1)と Lys16(M2)の間、及び Asp7(M1)と Lys16(M2)の間に存在する水分

子は、特定の水分子が留まらずに、水分子同士で位置の入れ替えが起きている。一方、

Glu3(M1)、Arg5(M1)及び Asp7(M1)の間に存在する水分子については、MD シミュレー

ション中で、同じ水分子がほぼ同じ位置に留まっている。この水分子は、Glu3(M1)、

Arg5(M1)及び Asp7(M1)と水素結合しており、初期構造におけるこれらのアミノ酸との

相互作用エネルギーは、それぞれ –19.8、–18.9、–17.2 kcal/mol である。従って、この

水分子は M1 の N 末端の構造を形成する水分子として、Glu3(M1)、Arg5(M1)及び

Asp7(M1)と計 3 本の水素結合を形成することにより、位置が固定化されている。

Asp7(M1)の近傍には、MD シミュレーション中で位置が固定化されている水分子がも

うひとつ存在している。この水分子は、Asp7(M1)及び Lys16(M1)と水素結合を形成する

ことにより、他の水分子と位置の入れ替えをせず、MD シミュレーション中で、ほぼ同

じ位置に留まっている。これらの水分子は、M1 の N 末端の構造を形成する上で重要な

水分子である。  
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Figure A.3. Inter-monomer interacting structures between Glu3/Arg5/Asp7 of M1 and  

Lys16 of M2 in the stable conformations of solvated Aβ dimer;  

(a) Initial structure, (b) 83.54 ns, (c) 59.81 ns and (d) 36.00 ns snapshots  

Green dash-lines indicate hydrogen bonds, while pink dash-lines indicate electrostatic 

attractive interactions between charged amino acid residues.  

Some water molecules contribute to the interactions. 
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