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１． は じ め に

細胞膜は，細胞内外の境界を形成することで，細胞内の

システムの自律的活動を保証する．同時に，主に膜タンパ

ク質を介して細胞内外の物質・情報伝達の場となること

で，外部とのコミュニケーションを行う．そのような膜タ

ンパク質を介した物質・情報の伝達の実像は，細胞内シス

テムのネットワークのありかたとは大きく異なるものであ

ることが予想される．膜タンパク質は，細胞膜という特異

な環境にあるうえに，細胞内システムと同様なタンパク質―

タンパク質相互作用に加えて，例えば，細胞膜内外の環境

変数（物質濃度，電位，など）の差などのメソスコーピッ

クな物理量によっても制御を受けることがある．

この項では，膜タンパク質である水輸送チャンネル ア

クアポリン（AQP）を取り上げ，細胞膜を越えた水分子の

輸送の特質を，分子動力学計算を用いた理論的方法によっ

て研究した結果を紹介する．アクアポリンは，細胞膜内外

の浸透圧差によって受動的にタンパク質内部にあるチャン

ネル領域を通して水もしくはグリセロールなどの低分子化

合物を輸送するチャンネルタンパク質である１）．原核生物

から，植物，高等動物まで極めて広く遍在し，哺乳類では

知られている限り AQP０から AQP１２までの１３種類が，

脳，眼から腎臓に至るまでの全身の臓器で発現し，膜を越

える物質輸送を基本とした重要な役割を果たしている．

従って，それらのタンパク質の異常は，様々な病気を引き

起こすこととなる．配列解析によれば，アクアポリンは

major intrinsic proteinファミリーに分類され，さらに水を

選択的に透過するアクアポリン，水とグリセロールなどの

低分子化合物を透過するアクアグリセロポリンに分けられ

る（図１a）．その構造は，三つの膜貫通へリックスを持つ

ユニットが遺伝子重複により膜面に対して擬似対称なタン

デム様構造をとり，計６本の膜貫通へリックスからなる．

それがさらにホモ四量体を形成し，四つのチャンネル部分

を持つ水透過チャンネルを形成している（図２）．

アクアポリンの水輸送の特質は，第一に，ナノ秒に１個

程度といわれるその透過速度の大きさにある．チャンネル

のサイズは，かろうじて水１分子が縦に並ぶことのできる

程度の大きさであるにもかかわらず，このように大量の水

を透過することを可能にする機構の理解がこの研究の目的

である．またこの大きな速度は，目的であるばかりでな

く，分子シミュレーションという方法論のこのタンパク質

の研究における実効性を保証している．通常タンパク質の

機能発現は，マイクロ秒から時には秒を上まわる時間領域
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特集：ソフトな相互作用による膜インターフェイスの機能制御

アクアポリンの水透過過程の比較分子シミュレーション

木 寺 詔 紀，池 口 満 徳

アクアポリンは細胞の水分量を調節するチャンネルタンパク質である．透過速度の決定

因子を見つけだすために，AQP１，AQP４，AQP０，AQPZ，GlpFの５種類のアクアポリン

について脂質二重膜中での分子動力学シミュレーションを行った．シミュレーションで得

られたトラジェクトリーを解析した結果，水透過係数 pfについて実験値を妥当なレベル

で再現することに成功した．pfをチャンネル半径，チャンネル内の水の密度分布，その配

向と比較することで透過効率との相関を議論した．また，pf matrixと呼ぶ解析方法を開発

し，水透過に水分子のチャンネル内での運動の相関が重要な役割を担っていることを示

し，高速な水透過の仕組み，５種類のアクアポリンにおける透過係数の違いを明らかにし

た．
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Comparative molecular simulations of water permeation in
aquaporins
Akinori Kidera and Mitsunori Ikeguchi（Department of Su-
pramolecular Biology, Yokohama City University, １―７―２９
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の確率的な緩和過程の中に実現され，分子動力学計算が到

達できる領域（例えば数１０ナノ秒を１０回程度）をはるか

に超えるため，その研究方法の適用を困難にしている．し

かし，アクアポリンにおける機能発現は，水分子の高速な

定常輸送過程であり，到達可能な（ナノ秒オーダーの）定

常状態のシミュレーションによって，機能発現過程を計算

機中に実現すること，即ち，まさにシミュレートすること

が可能となる．

もう一つの重要な特質は，水分子を透過するにもかかわ

らず，水素イオンの透過を一切許さないところにある．こ

れによって，細胞内外の水素イオン濃度分布に影響を及ぼ

さずに水分子の輸送を実現することができる．この問題に

ついては，この項の中心的な課題とはしないが，原子レベ

ルで相互作用を見ることのできる分子シミュレーションに

よる手法のみが，解答を与え得る有効な研究手段であると

いうことから，これまでに多くの研究がなされてきてい

る．

ここでの研究は，比較分子動力学シミュレーションを用

いたものである２，３）．図１aに示したように，ここでは，ma-

jor intrinsic proteinファミリーに属するアクアポリンで立

体構造が解かれている５種類，bovine AQP０（lens fiber ma-

jor intrinsic protein），bovine AQP１（aquaporin-１），rat AQP４

（aquaporin-４），E. coli AQPZ（bacterial nodulin-like intrinsic

protein），E. coli GlpF（glycerol uptake facilitator protein）を

取り上げ，それらの比較に基づいて透過機構を明らかにし

ようというものである．これらのアクアポリンは，配列の

類似性（チャンネル領域の配列一致度が４５―６０％），立体

構造の類似性（膜貫通へリックス部位の RMSD（Cα）が
０．６―１．３Å）にもかかわらず，実験によれば，１０倍を越え

る透過係数の違いがあると言われている．従って，微細な

構造の違いが水透過の効率の違いを生むこととなり，これ

ら５種類のシミュレーション結果の比較から，絶対値の議

論の困難さを避け，構造とそのゆらぎの比較による相対値

の議論にすることで，立体構造→水透過の相関の決定因子

を明らかにすることができる．

２． 水透過のシミュレーションの結果

アクアポリンの分子動力学計算は，あらわな水分子，脂

質二重膜中（POPC）で行っている．生体膜の主成分は，

親水性頭部と疎水性脂肪鎖からなる両親媒性の脂質分子で

あり，脂肪鎖部分が疎水性相互作用によって集合し脂質二

重膜を形成している．水環境と比べれば，上下を水によっ

て囲まれ，中心部に疎水領域を持ち二次元上に広がる生体

膜は，極めて異方的な環境であり，その緩和時間は水のそ

れと比べてはるかに遅い運動によって特徴づけられる．

従って，その中に存在する膜タンパク質も水溶性タンパク

質と比較すれば，その立体構造，環境との相互作用など著

しく異なるものとなっている．そのような特徴を正しく再

現するために，膜環境を正しく導入したシミュレーション

を行う必要がある．そこで，１辺１００Åを越える大きさの

シミュレーションボックス（１２８．２Å×１２８．２Å×９４．８５Å）

を周期境界条件で接続し，その中に事前に平衡化した水中

（３０，０００分子）の POPC二重膜（３９０分子）を置き，さら

に膜中にアクアポリン四量体を埋め込むことで，シミュ

レーションシステムを計算機上に構築する．そのため，全

原子数が１５万を越える巨大系の分子動力学シミュレー

ションをすることになるが，近年の計算機，ソフトウェア

の進歩によって可能性がひらけた４）．すべてのアクアポリ

ンのシミュレーションは，平衡化の後５ナノ秒のシミュ

レーションを２回繰り返している．

水分子のアクアポリン分子中を透過する効率を定量化す

る１分子あたりの水透過係数（osmotic water permeability）

pf［cm３／s］は，以下のように水の流量 jw［mol／s］と浸透

圧を生じる溶質分子の膜内外の濃度差 ∆Cs［mol／cm３］の

比として以下のように定義される．

pf＝jw／∆Cs ［１］

これは，∆Csに比例する浸透圧差によって細胞の容量が増

大することを測定するという実験に対応した表式である．

しかし，これを実際にシミュレーションで実現するには極

めて微小な浸透圧差による輸送を再現する必要があり，そ

のような非平衡系の分子シミュレーションを実行すること

は現実的に困難である．この問題を回避し平衡シミュレー

ションで水透過係数を求めるために，線形応答理論によっ

て得られる以下の表式を用いる５）．実際に，浸透圧差は線

図２ アクアポリン（AQP１，PDBID：１J４N）四量体の立体構造
膜面の上から見た図．

〔生化学 第８０巻 第１０号９４２



形性を十分に保証する程度に小さいことから，この近似は

十分に妥当であると考えられている．

pf＝vwDn ［２］

ここで，vwは水のモル体積［cm３／mol］，Dnは平衡状態に

おける（輸送は方向性を持たないときの）チャンネルの中

の水の拡散係数［mol／s］である．拡散係数を測る変数 n

は，チャンネル内にある水分子全体の平均化した移動量を

表現するものであり，微分形で以下のように表現される．

dn＝Σkdzk／L ［３］

zkは水分子 k のチャンネル方向の座標値であり，またチャ

ンネルの長さ L によって規格化されている．この量は，

チャンネル内に水分子が一列に整列しているとき，水分子

が一つチャンネルの片側から入り，ところてん式に（シン

グルファイルと呼ばれる輸送のあり方；後述），反対側か

ら水分子が追い出されるとき，n は１だけ変化する，とい

う意味を持っている．シミュレーションでは，水の拡散係

数 Dnは，

〈n２（t）〉～２Dnt ［４］

として，n の二次モーメント（平衡状態では，一次モーメ

ント〈n（t）〉＝０である）の時間変化の傾きから容易に求

められる．シミュレーションでは，チャンネル内にある水

分子の各時間での座標値を記録し，その長時間の移動量か

ら［４］式によって拡散係数を求め，さらに［２］式によって pf

を求めるという操作を行う．

表１に，シミュレーションからそのようにして求められ

た５種類のアクアポリンの水透過係数 pfと実験値とを比

較した．計算値は，実験値とのほぼ良好な一致を示してい

る．GlpFのみは一桁の過大評価となっている．これにつ

いては，他のシミュレーションによる値（１４×１０―１４cm３／

s；１３））とよい一致を示していることから，むしろ実験条

件にシミュレーション系とは異なる状況をもたらす何らか

の原因があることが想像される．

実験値との一致という意味で，妥当な透過係数という平

均量を与えるシミュレーション結果が前提となって，シ

ミュレーションが与える原子レベルの運動の詳細を信頼す

ることのできる情報として議論することができる．図３に

シミュレーションから求められたチャンネル半径 rc，チャ

ンネル中の水分子の数 mw，水分子の配向係数 P１［＝

〈cosθ〉；θ はチャンネル方向（膜にほぼ垂直な向き）と水
分子の双極子モーメントとのなす角］の時間平均をチャン

ネルの z座標に対してプロットした．これらの数値から理

解できることを以下に挙げよう．チャンネル半径は，ar／R

モチーフ（図１bに示したアルギニンと芳香族アミノ酸に

よって，図３aにシアンで示したようにチャンネルを狭窄

している領域）と呼ばれる部分で著しく狭くなっている．

この部分は下に挙げる NPAモチーフとあわせて狭窄（con-

striction）サイトと呼ばれ，特にここでは最も狭い部分で

あることとアルギニンの静電相互作用によって，水分子以

外の分子種を排除するフィルターであると考えられてい

る．mwのプロファイルから見られるように，水分子が滞

在しやすい場所は離散的に存在し，水分子はそれらの間を

ジャンプすることで移動する．これらのサイトは図１bの

配列に示したように，NPAモチーフを除き，主鎖のカル

ボニル基がチャンネル部分に突きだすようにして形成され

ている．これらのサイトはチャンネルに対して片側に一列

に配列していることから，イオンチャンネルに見られるよ

うな多数の極性基が囲むようにして形成する結合サイトと

比較すると，イオンを中和して安定的に結合することは困

難であることが想像される．これがイオンを透過しないこ

との一つの理由であると考えられている．水分子の向き

は，P１に見られるように，NPA領域（Asn-Pro-Alaからな

るモチーフ：図１bにある二つの NPAモチーフからなり図

３aにその位置を示してある）を挟んで反転し，水分子間

の水素結合のありかたを NPA領域で変化させることで，

プロトンリレーによるプロトン移動を防いでいる（Grot-

thussメカニズム；図４）．この水の反転は，第一に NPA

モチーフによる水素結合，そして第二に，NPAモチーフ

を挟む膜の半分の長さで，チャンネルに平行にそれぞれ反

対方向を向いた二つの αヘリックスが NPA領域に作り出

すマクロダイポール（図３a；内から外へ向いている）の

二つが原因として考えられている．今回の AQP０のシミュ

レーションでは， NPAモチーフと水との間の水素結合が，

Tyr２３の立体障害で妨げられているにもかかわらず，図３d

の水の配向が他のアクアポリンと類似したプロファイルを

示していることから，マクロダイポールが主要な原因であ

ることが示唆された．プロトン移動を妨げている原因はそ

ればかりでなく，上述のように水分子の停留サイトに十分

な数の極性基が存在しないことから，プロトンイオンを脱

水和するだけのエネルギーとなり得ないこと，さらに局所

的なアミノ酸側鎖とカチオンとの不利な相互作用などが複

合的に原因となっていると言われている１４）．

五つのアクアポリンの水透過係数 pfとシミュレーショ

ンによって得られたそれらの構造と物性の平均値とを比較

することで，透過効率の決定因子を考察した（図５）．こ

こで，rcと mwの平均値は高い相関を示したため（即ち〈rc〉

表１ シミュレーションと実験による水透過係数 pfの比較

pf シミュレーション 実験 参考文献

AQP１ １０±４ ４．６～１１．７ ６―９

AQP４ ７．５±３ ３．５～９（推定値） １０

AQPZ １６±５ ＞１０ １１

AQP０ ０．２±０．２ ０．２５ ８

GlpF １６±３ ２（推定値） １２

単位は１０―１４cm３／s

９４３２００８年 １０月〕



～〈mw〉），〈mw〉についてはプロットしていない．チャン

ネルが広いほど透過効率は高いことが予想される．その傾

向は大まかに正しいが，しかしよく見れば，AQP１，AQP４，

AQPZはほぼ同一のチャンネル半径を有しているにもかか

わらず，大きく pf値は異なっている（図４a）．さらに，

AQPZと GlpFは大きく半径が異なっているにもかかわら

ず，ほぼ同一の pf値を与えている．次に，水分子が結合

サイト間をジャンプする頻度を決定する因子として，∆Es

を計算した．これは以下のように定義される．

∆Es＝log（mmax／mmin） ［５］

ここで，mmaxと mminはそれぞれ，結合部位における mwの

極大値と結合部位間における mwの極小値を表す．∆Esは

ジャンプ運動の障壁の高さを意味するので，pfと反比例す

ることが予想される．これもまた，全体的な傾向として正

しいが，AQP０と他が大きく異なった ∆Esの値を示してい

るのみで，それ以外の４種類については pfを表現する適

切な量であるとすることはできない．

３． pf行列による解析

チャンネル半径とサイト間障壁の平均値では十分に説明

することができない，各種アクアポリンの水透過効率の相

違を理解し，また高速な水透過が実現する理由を解明する

ために，ここで新たな物理量を提案する．水透過係数 pf

は，一つのアクアポリン分子の値であり，チャンネル各部

位がどのように水透過に寄与しているのかをそこからでは

知ることができない．そのため，チャンネルを N 個のサ

ブチャンネルに分割する．即ち，全長 L を N 個に分割し，

長さ L／N のサブチャンネルを考え，［３］式のかわりに，以

下の定義を考える．

dni＝Σ
k∈i

dzk／（L／N） ［６］

ここで dzkは，サブチャンネル i の領域のみの和とする．

従って，

図３ シミュレーションによるアクアポリンの平均構造の解析
（a）アクアポリン単量体（AQP１）を膜面と水平な視点から見た図．チャ
ンネルはメッシュで表現している．NPAモチーフ（黄）と ar／Rモチー
フ（シアン）は，側鎖をスティックモデルで表記した．Val１７８（AQP１；
緑）と Leu１７０（AQPZ；赤）も側鎖を表示してある．水の配向に関わ
る二つの反対向きのヘリックスはオレンジ色で示してある．
（b）チャンネル半径 rc．５種類のアクアポリンのシミュレーションの平
均半径を記述している．AQP１（赤），AQP４（緑），AQPZ（青），GlpF
（シアン），AQP０（マゼンタ）．（c）チャンネル中の水分子の数 mw．（d）
チャンネル中の水の配向を P１＝〈cosθ〉で表した．NPAモチーフの位
置（黄）と ar／Rモチーフ（シアン）の位置には網掛けをした．この
図は，Biophysical Societyの許可のもと文献３より転載した．

〔生化学 第８０巻 第１０号９４４



dn＝
N

Σ
i＝１

dni／N ［７］

［７］式の関係を［４］式に代入すれば，

〈n２（t）〉＝
１
N２Σ

i，j
〈ni（t）nj（t）〉～

１
N２Σ

i，j
２Dijt ［８］

ここで，［４］式の類比から，〈ni（t）nj（t）〉～２Dijt として，拡

散係数 Dnの（i，j）成分 Dijを定義した．従って最終的に，

［２］式は，

pf＝Σ
i，j

pij／N２ ［９］

ここで，pij＝vwDijとして定義される．pijのセットを pf行列

と呼んでいる．従って，pf行列は，対角要素（i＝j）はサ

ブチャンネル i の透過係数となり，非対角要素（i≠j）は

サブチャンネル i，j 間の水の運動の相関を表す量となっ

ている．［９］式は，pf行列の要素すべての和がもともとの

水透過係数 pfになっていることを示し，透過係数には，

サブチャンネルの透過係数の和ばかりでなく，チャンネル

全体にわたる水分子の運動の相関が大きく寄与しているこ

とを意味している．水分子のチャンネル内の運動の相関こ

そが，透過効率の解釈においてこれまで見過ごされてきた

大きな要因であったと言える．

図６に，pf行列の例を挙げる．ここでは，L／N＝２Åと

するサブチャンネルを採用した．まず，AQPZと GlpFと

を比較しよう．表１，図５に示したように，ほぼ同じ透過

係数（pf＝１６×１０―１４cm３／s）を持つ．しかしながら，チャン

ネルは直径にして０．７Åも AQPZの方が小さい．この理由

を pf行列を用いて説明しよう．図６a，bに明らかなよう

に，AQPZでは全長にわたって強い運動の相関を維持して

いることがわかる．一方，GlpFでは，NPAモチーフを越

図４（a）Grotthussメカニズムによるプロトン移動．点線が水素結合を実線が共有結合を表す．左右二つ
の構造の水素結合と共有結合のつなぎ換えで，プロトン移動は実際にイオンの移動がなくとも上下
方向に高速に起こり得る．（b）水分子が反転した，アクアポリン中にある水の構造をスケマティッ
クに表現した．中央の NPAモチーフによる水素結合部位を中心として水の向きが反転している．
Grotthussメカニズムが起こるためには，O―H…O―H…Oのような水素結合と共有結合が交互に繰
り返す構造が重要であるが，NPAと結合している水分子周辺では，O…H―O―H…Oという構造と
なっているため，つなぎ換えによるプロトン移動は起こりにくい．

図５ 水透過係数 pfとチャンネル半径 rc（図４），サイト間のポ
テンシャル障壁 ∆Esのチャンネル全体にわたる平均値と
の相関
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える水分子の運動の相関が弱くなっていることが，小さな

非対角成分から見て取ることができるだろう．従って，

［９］式に従えば，同じ pfの値を与える AQPZと GlpFでも，

前者が強い運動の相関による非対角項の寄与によって，後

者ではチャンネルの広さにともなう大きな対角項が pfに

寄与したためであると結論される．

参照として，水分子の運動の相関を極限まで高くする輸

送をカーボンナノチューブの輸送（図６e，f）に見よう．

カーボンナノチューブの輸送効率は極めて高く，ひと桁ほ

ど大きな pf値を与える．その理由は，シミュレーション

による pf行列によれば，ほぼすべての pf行列の要素が一

定という結果となり，チューブの入口と出口の両端でもほ

ぼ完璧な運動の相関が得られており，そのことが大きな透

過効率の原因となっている．このような「ところてん式」

図６ pf行列を相関係数の形に正規化して表示した．即ち pij／
�

piipjj

（a）AQPZ，（b）GlpF，（c）AQP１，（d）AQPZ／L１７０V，（e）カーボンナノ
チューブのシミュレーションシステム，（f）カーボンナノチューブの
pf行列．シングルファイル性は，カーボンナノチューブ＞＞AQPZ＞
AQP１＞GlpF＞AQPZ（L１７０V）の順になる．
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の透過をシングルファイルと呼び，大きな運動の相関が高

い水透過効率を与えていることが分かる．その意味で，

AQPZはチャンネル半径が小さいにもかかわらず，シング

ルファイル性が高いために透過効率がよくなっていると結

論することができる．

それでは，どのような理由で AQPZのシングルファイ

ル性が高くなっているのだろうか．その問に答えるため

に，AQPZと AQP１との比較を見てみよう．AQPZと AQP１

はほぼ同じチャンネル半径を持っているにもかかわらず

（図３b，図５a），pf行列を比較してみると，pf値はそれぞ

れ１６×１０―１４と１０×１０―１４cm３／s（表１）と大きな差を示して

いる．さらに，図３bを詳細に見ると決定的な違いが NPA

領域にあることが分かる．図３aに示したように，AQPZ

の Leu１７０は NPA領域に突き出ていて，NPA領域を狭め

る役割をしている．一方，AQP１ではそれに対応するアミ

ノ酸が Val１７８に置き換えられている．その結果として，

NPA領域の半径が AQP１のほうが AQPZより広くなって

いる（図３b）．チャンネルサイズの拡大によって逆に透過

効率が低下するのは，水が占有できる空間が広がったこと

により，運動の相関が低くなったことを示唆している．

この NPA領域のチャンネル半径の違いが原因であるか

どうかの検証のために，AQPZの Leu１７０を Valに変異さ

せた変異体（L１７０V）についてのシミュレーションを行っ

た．その結果，pf値は L１７０Vは１６×１０―１４cm３／sから１３×

１０―１４cm３／sにまで低下し，図６dに示した pf行列に見られ

るように，NPAモチーフを越える水分子の運動の相関が

弱くなり，シングルファイル性は著しく低下した．AQPZ

（L１７０V）が AQP１の状態を厳密に再現しているわけでは

ないのだが，NPA領域の空隙のわずかな変化，むしろ拡

大がこのように運動の相関を介して大きく水透過の様相を

変化させることが明らかとなった．

４． お わ り に

浸透圧は，通常は巨視的な数の分子の平均として表現さ

れる熱力学量の一つである．原理的には，溶媒の２相間の

数（厳密には活量）の差による透過確率のわずかな違いを

反映したものである．そのような巨視的とも言える熱力学

的平均量のそれも極めて微小な変化に，アクアポリンが分

子レベルでナノ秒という極めて短い時間を単位として，敏

感に応答し，細胞の恒常性を維持している．その水透過の

効率，また水素イオンを透過しない仕組みは，進化の過程

で遺伝子重複によってもたらされたと考えられている膜面

に対する擬対称な構造によって生み出されている．これら

の振る舞いが，高速な定常輸送過程という現象故に，分子

シミュレーションによって，その詳細な議論が可能となっ

た．
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