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研究成果の概要（和文）：理論と実験の協力により、タンパク質の動的ランドスケープの原理について研究を行
った。タンパク質の粗視化計算モデルを開発し、タンパク質の構造転移を合理的に説明する動的ランドスケープ
の計算を行った。さらに、統計力学モデルによってフォールディング、タンパク質系の振動を理論的に分析し
た。また、マルチタイムスケールのNMR緩和測定を行い、複数の酵素や天然変性タンパク質の特性を解析した。
さらに網羅的なアミノ酸置換によってアルカン合成酵素をはじめとするタンパク質を解析した。こうした成果に
基づき、タンパク質機能の工学的改変の原理を分析した。

研究成果の概要（英文）：We have carried out the cooperative research of theory and experiment to 
reveal the principles of dynamical energy landscape of protein functions. We developed a new 
coarse-grained computational model of protein structure transitions, the chameleon model, and showed
 that the model explains allosteric transitions of model proteins in a consistent way. We further 
developed a statistical mechanical model of protein folding. Synchronization and desynchronization 
of the oscillatory protein system, the KaiABC system, were analyzed with a coarse-grained 
description of protein structural transitions and reactions. The multi-time scale NMR relaxation 
method was applied to the analyses of features of enzymes and intrinsically disordered proteins. 
Furthermore, comprehensive amino acid replacements were carried out on enzymes including alkane 
synthetase. On the basis of these theoretical and experimental development, a new possibility of 
protein engineering has been explored. 

研究分野： 生物物理学

キーワード： 動的ランドスケープ　粗視化動力学モデル　マルチスケールNMR測定　網羅的変異解析

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
新しい粗視化計算モデル、統計力学モデルを開発するとともに、マルチスケールNMR緩和測定法により、ピコ秒
からミリ秒に及ぶ構造変化ダイナミクスを解析するための学術的方法論を整備することができた。また、網羅的
アミノ酸置換により、バイオ燃料を生産できるアルカン合成酵素の可溶性と酵素活性の向上のための改変、リン
資源の枯渇を防ぐ上で有用な酵素の機能向上のための改変など、タンパク質工学の基礎技術を発展させ、タンパ
ク質の基礎知識と概念の社会的問題への適用可能性を示すことができた。



図１ アデニル酸キナーゼは、

closed 構造（左）と open 構造（右）

の間をミリ秒程度の時間で揺らぐ

タンパク質であるが、このソフトな

構造揺らぎを巡って、多くの未解決

問題がある。 

１．研究開始当初の背景 

タンパク質はどのようにして、高効率で特異的な機能を示すのだろうか？エネルギー変換、

情報処理、物質輸送など、タンパク質の機能の多くは構造変化に基づいているが、従来の理解

では「タンパク質は、結晶解析で精密に決まった構造間を、決まった経路を経て順番に遷移す

る」という仮定に基づくことが多かった。しかし、近年の１分子計測や NMR のデータは、大

きくダイナミックに揺らぐ蛋白質の姿を明らかにしており、一意的な経路に従わずに確率的に

柔らかく動く、ソフトマシンとしての蛋白質を理解する必

要に迫られている（図 1）。多様な構造変化がいかに収斂し

て特異的結合を実現させるか？構造揺らぎはどのように触

媒反応を制御するか？こうした問題を理解してタンパク質

の機能を制御するためには、広範な構造変化経路とそれに

伴う自由エネルギー変化、すなわち、構造変化の自由エネ

ルギーランドスケープを定量的に理解することが必要であ

る。とりわけ、リガンド結合や化学反応など、状況に応じ

てランドスケープ自体が動的に変化する過程を扱う動的ラ

ンドスケープ描像の重要性が認識され始めており、これを

テーマとして特集する論文誌や国際会議が登場して、生物

物理学におけるパラダイムシフトが進みつつある。  
 

 

２．研究の目的 

本研究では理論と実験の協力により、動的ランドスケープの原理を明らかにしてタンパク質

研究を進展させる。そのため、新しいタイプの粗視化動力学モデルを開発し、多階層時間をカ

バーする NMR 緩和測定、網羅的変異解析など新技術を展開して、タンパク質の柔軟な構造変

化を理論、実験の両面から捉える方法を構築する。さらに、動的ランドスケープの設計原理に

基づき、反応を制御する新技術を開発する。 

 

（1）タンパク質のアロステリック転移は多くの場合、ミリ秒以上の時間スケールを持つため、

通常の原子レベル分子動力学の計算範囲を超えており、粗視化モデルの適用が不可欠である。

しかし、未だアロステリック転移を記述する首尾一貫した粗視化モデルは開発されておらず、

タンパク質科学に残された課題の１つとなっている。本研究では、アミノ酸残基の多体相関を

取り入れた粗視化動力学モデルを開発し、アロステリック転移の動的ランドスケープを計算す

ることにより、転移経路、構造変化の分子内伝達、アンフォールディング/フォールディングと

アロステリック転移の協同と競合など、これまで計算できなかった重要な

性質を解明し、柔軟な揺らぎの中で構造が選択される機構を明らかにする。 

 

（2）本研究では、とくに酵素反応に注目し、構造転移による反応の制御機

構を解析する。酵素反応には、基質結合、触媒反応、生成物解離の素過程

が存在するが、複数の緩和時間についての高精度 NMR 測定、分子動力学

計算を組み合わせてマルチスケールの解析を行い、各ステップにおける自

由エネルギーランドスケープを解析する。反応ステップの進行に伴うラン

ドスケープの変化と、ランドスケープ上の運動として表される構造変化が

カップルした動的な機構を明らかにする。さらに、動的ランドスケープの

改変によって、タンパク質の動きと反応を制御できると期待される。分子

動力学計算によって活性部位の周辺配列への変異導入による構造揺らぎ

の変化を予測し、触媒活性の変化を実験的に測定してその効果を検証する。 

 

（3）ラン藻由来のアルカン合成酵素であるアルデヒド脱ホルミル化 

オキシゲナーゼ（ADO, 図２）のアミノ酸置換変異体を網羅的に作製し、構造揺らぎの制御によ

る酵素活性の改良を試みる。理論と実験の協力により、揺らぎ制御によるタンパク質工学の基礎

をつくる。 

 

 

 

図２ 構造インフ

ォマティクスの方

法 で 求 め ら れ た

ADO の構造 



３．研究の方法 

（1）ピコ秒からミリ秒に及ぶ構造変化ダイナミクスを解析するため、分子動力学、構造インフ

ォマティクスの方法に加え、アロステリック構造転移を記述するカメレオンモデルを開発する。 
 

（2）カメレオンモデルと統計力学モデルを用いて、フォールディングの自由エネルギーランド

スケープを計算し、φ値解析、マルチタイムスケールの NMR 緩和測定、詳細な熱力学的・速度

論的測定により、高次元自由エネルギーランドスケープの可視化法を構築する。 
 

（3）マイクロ秒からミリ秒をカバーする手法である NMR R2緩和分散を用いた測定法を発展さ

せる。 
 

（4）こうして得られる方法、および網羅的なアミノ酸置換変異解析を用いて、酵素反応、リガ

ンド結合、ランドスケープにガイドされる運動によってタンパク質の機能が制御される仕組みを

明らかにする。 
 

（5）動的ランドスケープの概念と方法を用いて、触媒活性を制御する揺らぎ設計技術を開発す

る。 

 
 
４．研究成果 

（1）カメレオンモデルの開発を行い、図 1 のアデニル酸キナーゼの構造転移を合理的に説明す

る動的ランドスケープの計算を行った。また、アクチン線維上を他のミオシンとは逆向けに進む

ミオシンである、ミオシン VI の動的ランドスケープを計算し、ミオシン VI の運動機構を説明

する理論モデルを提案した。 
 

（2）カメレオンモデルと WSME モデルを用いて、フォールディングの自由エネルギーランドス

ケープを計算し、φ 値解析をはじめとしたフォールディングに関するデータを合理的に説明す

る動的ランドスケープの導出に成功した。また、粗視化された統計力学的モデルを用いて、シア

ノバクテリアのタンパク質KaiABCの反応と構造がKaiABC系の振動における同調やノイズを制

御する機構を説明した。 
 

（3）R2緩和分散測定法などの NMR 法を用いて、ジヒドロ葉酸還元酵素（DHFR）や ADO、天

然変性タンパク質の構造や動態を分析し、動的ランドスケープの概念を発展させた。 

 

（4）上記の知見に基づいて DHFR と ADO の触媒活性を向上させうる変異体を理論的に設計し

実験で検証した結果、実際に活性を向上させることに成功した。 

 

（5）HIV-1 の転写因子 Tat は天然変性部位を持つタンパク質であり、HIV-1 が人間の免疫機能を

回避する仕組みにおいて重要な役割を果たす。CD, NMR, 小角 X 線散乱を用いて Tat タンパク質

の構造を探り、pH7 で Zn を結合した Tat は大きく乱れた構造を持っていることを示した。この

乱れは Zn 結合の有無、pH に依存していることを示す成果を得た。 

 

（6）肥料中のリンは植物が吸収しにくい形態（フィチン酸）として存在するため、リンを有効

活用してリン資源の枯渇を防ぐためには、フィチン酸分解酵素 AppA の利用が有効である。AppA

の活性ループ内でアラニン／グリシンスキャン変異解析を行った結果、酵素機能の発現に重要な

残基を同定できた。 

 

（7）10 種類のシアノバクテリアから得た ADO を大腸菌により合成して、その性質を調べた。

とりわけ、10 種類のうち可溶性が高く、そのため取得量が多いが酵素活性の低い 7421ADO と、

可溶性が低いが酵素活性の高い 7942ADO を比較し、網羅的なアミノ酸置換変異により、進化

的に保存されていない場所の置換が酵素活性を大きく変えることを発見した。可溶性が高く酵

素活性が高い ADO をデザインすることに成功した。 

 

（8）ADO とともにアルカン合成に関与する酵素であるアシル ACP 還元酵素（AAR）のアミノ
酸配列を変えると、酵素活性と基質特異性の両方を制御可能であることを見出した。また AAR

の構造揺らぎを制御するアミノ酸の同定や、酵素活性を向上させた変異体の構築に成功した。 
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