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研究成果の概要（和文）：膜貫通タンパク質であるアクアポリンによる分子の選択的透過機構を分子レベルで明
らかにするために，分子動力学シミュレーションを行った．アニオンチャネルとして知られるアクアポリン6は
実験による立体構造の報告がないため，タンパク質立体構造予測法によって構造をモデル化した．モデル化した
タンパク質構造の生体膜中における安定性をシミュレーションにより確認した．さらに，塩化物イオンの透過経
路を特定し，イオン透過時の透過経路内への水分子の充填が重要であることを分子レベルで明らかにした．

研究成果の概要（英文）：Molecular dynamics simulations were performed to elucidate the molecular 
mechanism of selective permeation of molecules through aquaporins. The structure model of aquaporin 
6, which is known as an anion channel, was predicted by a homology modeling because its structure 
has not been reported experimentally. The stability of the predicted protein conformation in a 
biological membrane was confirmed by simulations. Furthermore, we clarified the permeation pathway 
of chloride ions in the aquaporin 6, and that the packing of water molecules into the permeation 
pathway is important for the ion permeation event.

研究分野：生物物理

キーワード： アクアポリン　分子動力学計算　分子透過　細胞膜　浸透圧　アニオン透過　水透過　タンパク質立体
構造予測

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
立体構造予測法および分子動力学シミュレーション法を実験による立体構造の報告がない膜貫通タンパク質へ適
応し，タンパク質による分子の選択的透過機構を分子レベルで明らかにしたことは，学術的意義がある．アクア
ポリンは高速かつ選択的な分子透過を実現している膜貫通タンパク質であり，そのようなタンパク質の分子透過
機構の解明は，淡水化技術への応用を見据えたナノスケール細孔の開発にも繋がり，学術的・社会的に意義があ
る．

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
現在，哺乳類が持つアクアポリン（AQP）は 13 種類（AQP0-AQP12）が同定されており，ほ

とんどの AQP は水分子のみを選択的に透過させるが，中には水分子以外の低分子（グリセロー
ル，過酸化水素水，アンモニア，イオンなど）を透過させるものが存在する．特に，AQP6 は，
アニオンを選択的に透過させるアニオンチャネルとして知られている[文献①]．AQP6 は，他の
AQP に共通している膜貫通 αヘリックスの 2 番目に存在するグリシン（GLY）が，アスパラギ
ン（ASN）である点が特徴的である（図 1）．この ASN が GLY に変異した AQP6 は，中性条件
下（pH7.5 程度）において，アニオンの透過性が阻害され，水分子の透過性が上がるという性質
がある[文献②]．また，酸性条件下（pH4.0 程度）において，AQP6 の水分子・アニオン透過性
が共に増加することが明らかになっている．しかし，AQP6 に関するタンパク質の立体構造の報
告がないため，上記で述べた AQP6 のアニオン透過に関する分子機構は一切明らかになってい
なかった． 
 
 
２．研究の目的 
本研究では，AQP6 のアニオン透過機構を分子レベルで解明することを目的とし，コンピュー

タによって予測した AQP6 の立体構造を用い，AQP6 の生体膜中におけるアニオン・水分子透
過現象を分子動力学（MD）シミュレーションによって解析した． 
 
 
３．研究の方法 
（1）AQP6 の立体構造モデルはテ
ンプレートベースモデリング法に
よって予測した（図 1）．予測した
立体構造の妥当性を検証するため
に，AQP6／生体膜／水分子／イ
オン系の 1 マイクロ秒の平衡 MD
シミュレーションを行った．AQP
は生体膜中で 4 量体を形成するた
め， 4 量体を形成させシミュレー
ションを行った． 

 
（2）AQP6 のイオン透過現象を観
測するために，細胞内外のイオン
濃度勾配を再現し，生体膜に電位
差を生じさせる非平衡 MD シミュレーションを行った．
通常の MD シミュレーションでは周期境界条件を使用し
ているため，上下，左右の境界が繋がっており，分子が
移動する．そのため，細胞内外の分子の濃度勾配を維持
することができない．イオンの濃度勾配を維持するため
に，生体膜を 2 枚設置し，イオン濃度が中心（溶液 A）
と外側（溶液 B）で異なる系を構成し，非平衡 MD シミ
ュレーションを行った（図 2）．濃度勾配を一定に保つた
めに，イオンが溶液 A から溶液 B に（またはその逆方向
に）AQP を透過して移動した場合，移動したイオンを確
率的に移動前の溶液中水分子と入れ替え，イオンの濃度
勾配を一定に保つシミュレーションを行った．生体膜の
細胞外側と細胞内側に約 800 mV の電位差が生じる条件
で，0.4 マイクロ秒のシミュレーションを行った． 
 
 
４．研究成果 
（1）予測された AQP6 のタンパク質構造は，実験によって結晶構造が得られている他の AQP
に類似した構造となった．生体膜中における AQP6 の平衡 MD シミュレーションを１マイクロ
秒行った結果，膜中においてもタンパク質構造は安定していた．膜貫通タンパク質の X 線結晶
構造を用いた通常の MD シミュレーションにおいても、平均二乗偏差（RMSD）による解析で
は，同程度かそれ以上の構造変化を示すため，予測した構造が非常に安定であると考えられる．
また，AQP 細孔内部への水分子の透過も確認された．しかし，イオン濃度勾配がなく濃度が均
一な場合，酸性条件下においても野生型 AQP6 による塩化物イオンの透過現象は，シミュレー
ション時間内では観測されなかった． 
 
（2）イオン濃度勾配があり生体膜に電位差が生じる非平衡 MD シミュレーションでは，酸性条
件において野生型 AQP6 を塩化物イオンが透過した．特に，塩化物イオンはタンパク質 4 量体

 
図 2 イオン濃度勾配下での非平衡

MD シミュレーション系． 

 
図 1 AQP6 の立体構造モデル（単量体）． 



で構成される中心細孔を透過することが分子レベルで明らかになった（図 3）．ASN63 が位置す
る部分から細胞外側にかけての領域が塩化物イオン透過の際の障壁となっており，塩化物イオ
ンが透過する際には，その領域に水分子が充填されることがわかった． 
 
（3）過去の実験研究 [文献②]より，アミノ酸残基の変位（N63G）によってアニオンの透過性
が阻害されることが知られているが，非平衡 MD シミュレーションでも同様に，アミノ酸変位
型 AQP6（N63G）ではアニオン透過性が阻害されることを確認した．酸性条件では、0.4 マイ
クロ秒のシミュレーション時間内において，約 60 を超える塩化物イオンが AQP6 四量体の中心
細孔を透過することを確認したが、中性条件では塩化物イオンの透過はほとんど確認されなか
った。 
 
（4）非平衡 MD シミュレーションから，アニオン透過現象において重要な pH 変化を検知する
アミノ酸も同定した． 
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図 3 生体膜中 AQP6 の中心細孔を透過する塩化物イオン（緑色）．AQP6 の 4 量体は白色，

水分子は赤色． 
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