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研究成果の概要（和文）：本研究では、近年の実験で活性に重要であると示唆されている酵素の構造ダイナミク
スが実際にどのように反応に寄与するかを明らかにすることを目指して、プロリン異性化酵素Pin1で起こる酵素
反応を分子シミュレーションを用いて調べた。その結果、従来広く行われてきた自由エネルギー曲面の解析から
は基質と構造の構造変化が同時に進行する反応過程が得られたのに対して、ダイナミクスの解析から、実際の反
応では基質の構造変化は素早いため酵素の構造変化はその間起こらず、代わりに線維状対を安定化する酵素の構
造変化が異性化反応の前にあらかじめ起こり「構造励起状態」として準備されているという反応の動的機構が明
らかになった。

研究成果の概要（英文）：The importance of proteins' confomrational dynamics have been realized over 
the last decades, but the molecular mechanism remains unresolved. In this project, the reaction 
dynamics of an enzyme, Pin1, was studied using molecular dynamics simulations. We found that the 
conformational changes of the ligand (reaction center) and the enzyme (reaction environment) do not 
proceed concertedly; rather, enzyme changes its structure prior to the reaction event as an "
conformational excited state", which mimics the conformation at about the transitions state and 
catalyzes the isomerization step. This is in sharp contrast to the conventional free energy picture,
 which indicates that the ligand and enzyme changes their conformations concertedly along the 
reaction (isomerization) coordinate. Thus, our result highlights the fundamental importance of 
protein dynamics during enzyme catalysis, and indicates the need to study the dynamics, e.g. 
conformational excitations, in broader enzymes.

研究分野：理論化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
酵素反応の分子機構の理解には、統計平均の結果として得られる自由エネルギー面や反応速度に基づいた解析が
従来広く行われてきた。これに対して、個々の酵素分子の運動の役割を理解するための手法が整備されておら
ず、ダイナミクスの理解は進んでいなかった。本研究により、酵素反応において「構造励起状態」として酵素の
構造揺らぎが重要であることが明らかになり、さらにそれを特徴付けるための手法の道筋が得られたものと考え
られる。これにより、従来の静的描像の枠組みを超え、ダイナミクスを考慮して酵素反応の分子機構を明らかに
していく重要性が示されたことで、そのような理解がより多くの酵素反応で進んでいくことが期待される。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 生体分子の立体構造は、酵素反応や物質の輸送など生体分子の機能に本質的に重要である。そ
のため、これまで X 線結晶像解析や NMR 法などにより生体分子の立体構造を明らかにする研
究が盛んに行われてきた。一方で近年、一分子計測などの実験や、分子動力学シミュレーション
により、生体分子の構造は実際には結晶構造で見られるような単一の形にとどまるのではなく、
大きく揺らいだり、複数の状態をとったりしていることが明らかになってきた。さらに、このよ
うな生体分子の構造の「柔らかさ」は、機能の発現に不可欠であることが、実験から分かってき
た。そのため、生体分子が機能を発現する分子機構を理解するには、生体分子の立体構造に加え、
構造変化のダイナミクスを明らかにすることが重要である。ところが、これまでの酵素反応の研
究では、反応の自由エネルギー面や反応速度など、平均化された静的描像の解明に主眼が置かれ
ており、反応のダイナミクス、特に酵素のダイナミクスがどのように反応に寄与するか、に関す
る理解は進んでいなかった。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、分子動力学シミュレーションを用いて酵素反応の反応ダイナミクスをはじめと
した動的機構を明らかにすることを目指した。特に、酵素など生体分子で見られる恊働的で遅い
分子運動が、化学反応の局所的にかつ素早く進行するイベントとどのように相関することで酵
素反応の高い反応性・選択性が実現しているか明らかにすること、またこれが自由エネルギー面
など従来の静的描像とどのように異なっているかを解明することを目的とした。 

具体的な酵素反応としては、酵素 Pin1 で起こる cis-trans 異性化反応を調べた。Pin1 は、タン
パク質のフォールディングを助けるプロリン異性化酵素（Peptidyl-prolyl isomerase (PPIase)）の一
つであるが、その中でもリン酸化したセリンまたはスレオニンと、その次に位置するプロリンの
間のペプチド結合の cis-trans 異性化を促進する。Pin1 はアルツハイマー病などのフォールディ
ング病と関連しているため、創薬のターゲットとしても研究が行われ、反応の自由エネルギー障
壁などが調べられてきたが、反応のダイナミクスは調べられていなかった。そこで、どのように
反応が進行するかを分子動力学シミュレーションを用いて明らかにすることを目指した。 
 
３．研究の方法 
 Pin1 の活性部位で起こる基質の cis-trans 異性化反応が、自由エネルギー曲面で表される静的
（統計平均的）機構と実際の反応イベントで見られる動的機構でどのように違うかを、分子動力
学シミュレーションを用いて明らかにすることを目指した。そのためにまず、異性化反応の反応
座標として広く用いられている二面角 ζ を反応座標として自由エネルギー曲線をレプリカ交換
アンブレラサンプリング法 (replica exchange umbrella sampling (REUS)法)によって求め、反応の
自由エネルギー障壁と遷移状態近傍での構造を調べた。 

次に、反応のダイナミクスを調べるために、反応イベントのサンプリングと遷移経路の探索を
行った。具体的には、自由エネルギー曲面での遷移状態近傍を出発点として多数のシミュレーシ
ョンを実行することで、cis状態と trans状態をつなぐ反応トラジェクトリを複数準備した。次に、
これらに対して、transition path sampling (TPT)法を改良したアプローチを適用し、反応イベント
のサンプリングを行った。また、REUS および TPT によって得られたトラジェクトリを解析す
ることで、自由エネルギー経路および遷移経路で基質と酵素にどのような構造変化が起こって
いるかを調べた。 
 次に、2 つの反応経路の違いをより定量的に比較するために、遷移状態近傍の構造変化を表す
反応座標を座標最適化によって調べた。そのためのアプローチとして、ある構造から生成物に到
達する確率（committor）が 0（絶えず反応物側に戻る）から 1（必ず生成物へ到達する）にスム
ーズに変化するような座標を求めるアプローチを、Kullback-Leibler divergence を出発点とした交
差エントロピー最小化法として定式化した。次に、Pin1 の自由エネルギー経路および遷移経路に
沿って committor を計算し、最適化によって反応座標を求めることで、2つの反応経路の違いを
探った。 
 
４．研究成果 

まず、基質の異性化を特徴付ける反応座標 ζに関する自由エネルギー曲線を計算し、さらに経
路に沿った構造変化を調べるために、REUS 法によるサンプリングで得られたトラジェクトリの
解析を行った。すると、ζが変化するに従って基質分子内の構造変化が起こると同時に、基質-酵
素間の水素結合の組み替えや、310 ヘリックスの形成も含めた酵素分子内での構造変化まで起こ
っているのが見られた。これは、自由エネルギー経路では基質と酵素の協働的な構造変化が ζの
変化に沿って起こっていることを示している。次に、TPT 法によって得られた反応イベントのト
ラジェクトリ（遷移トラジェクトリ）の解析を行ったところ、ζの変化は非常に素早く数 ps以内
に完了しているのが確認された。また、この間 Pin1 はほとんど変化しておらず、基質-酵素間や



 

 

酵素分子内の水素結合や構造もほとん
どが反応前後で維持されたままである
ことが分かった。これは、自由エネル
ギー経路では酵素が ζ の変化に追随し
て随時最適な構造をとるように変化し
ているのに対して、遷移経路では酵素
はほとんど動かない短時間の間に ζ の
変化が完了していることを表してい
る。さらに、遷移経路では反応直前お
よび直後の酵素の構造が平衡状態で見
られるものと異なっており、またそれ
が平衡状態へと緩和するまでに数百 ns
以上かかることも見積もられた。この
結果は、酵素反応が起こるためには、
酵素は平衡状態とは異なる「構造励起
状態」にまず到達し、そこから反応イ
ベント（ζの変化）が起こる、という機
構で Pin1 での cis-trans 異性化反応が進
行していることを示している（図 1）。 

 次に、この 2つの反応経路がどのよ
うに異なるかをより定量的に評価する
ことを目指した。その指標として特に、
反応の成否に関わる遷移状態付近でそ
れぞれの経路がどのような座
標で特徴付けられるかをを調
べた。具体的には、committor を
反応経路に沿って計算し、交差
エントロピー最小化法によっ
て最適な反応座標の探索を行
った。その結果、自由エネルギ
ー経路では、ζ以外に基質の複
数の二面角の協働的なねじれ
や基質-酵素間の相互作用の変
化など、複数の座標が大きく寄
与しているのが分かった。それ
に対して遷移経路では、ζ以外
にはプロリン骨格のねじれの
みが主な成分として見つかっ
た。これらの結果は、自由エネ
ルギー経路では遷移状態近傍でも酵素の構造がすぐに変化するために反応座標として酵素の相
対位置が重要であるが、そのような変化は遷移経路では現れないため、遷移経路の解析のみから
は自由エネルギー経路の線維状対を特徴づける反応座標を見つけるのは難しいことを示唆する
ものである（図 2）。 

以上より、プロリン異性化酵素 Pin1を用いた本研究により、従来の自由エネルギー曲面に基
づく反応機構は、実際に反応ダイナミクスが進行する過程とは大きく異なっていることが明ら
かになった。この結果は、酵素反応の分子機構を理解するためには、ダイナミクスまで考慮した
動的分子機構を調べていく必要があることを示唆している。 
 

図 1. Pin1 に起こる異性化反応の動的機構 

図 2. 交差エントロピー最小化による座標決定と自由エネルギー
経路と遷移経路で重要となる反応座標 
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