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研究成果の概要（和文）：本研究では、酸化還元反応や異性化反応を司る天然物生合成の位置選択的酵素反応機
構を、計算化学的手法と情報科学的手法を用いて解明することを目的とする。
3α-ヒドロキシステロイドデヒドロゲナーゼ(3α-HSD)という酵素の一つは、還元型NADP存在下において、前立
腺がんを引き起こす原因となる5α-ジヒドロテストステロンを人体に無害な3α-アンドロスタンジオールへとヒ
ドリド還元する。我々は分子動力学シミュレーション及び結果のクラスタリング解析、ONIOM法を用いた還元反
応経路のQM/MM計算を行い、学術誌論文として採択された。また、天然有機化合物（トリテルペン類）の絶対立
体配置の決定に寄与した。

研究成果の概要（英文）：In this research project, we employed computational chemistry methods to 
investigate regio- and stereo-selective enzymatic reaction mechanisms. 3α-Hydroxysteroid 
dehydrogenase (3α-HSD) is an enzyme, that is essential in the regulation of the concentration of 5
α-dihydrotestosterone (5α-DHT) in the prostate. It catalyzes the hydride reduction of 5α-DHT to 3
α-androstanediol, which activates androgen receptors.　Molecular dynamic (MD) simulations and 
hybrid ONIOM-type quantum mechanics/molecular mechanics (QM/MM) calculations were performed, and a 
new important aspect of the non-covalent interactions between a cofactor NADPH, water molecules, and
 the enzyme were found in this study. This work is accepted in a scientific journal. In addition, 
the absolute stereochemistry configurations of several triterpenes (biological active natural 
products) were determined.

研究分野： 理論・計算化学

キーワード： 量子化学計算　QM/MM法　分子動力学シミュレーション　反応機構　酵素　非共有結合性相互作用
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で明らかになった反応機構や、酵素のアミノ酸残基と補因子の間に働く非共有結合性相互作用によって、
酵素反応にかかわる酵素自身のアミノ酸残基を変異させ制御することによるタンパク質エンジニアリングや、酵
素のモデル化合物を用いることによる人工酵素の設計、遷移状態アナログに基づく薬剤の開発にも役立つことが
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 
酵素反応の解析は非常に重要であり、抗インフルエンザの治療剤であるリレンザやエイズ治療
薬としての HIV プロテアーゼ阻害剤の開発のように、遷移状態アナログになりうる酵素反応阻
害剤や新しい機能性分子を創出する人工酵素を設計する際に有用である。反応機構の解明には、
タンパク質の構造解析、酵素反応速度の解析と部位特異的突然変異導入法の併用が有力な手段
であるが、その詳細については不明な点が多い。生体内でホルモンや神経伝達物質として働く天
然有機化合物は、酵素を用いて、立体選択的および位置選択的に精巧に生合成されている。多く
の酵素の結晶構造が X 線や中性子線結晶構造解析により報告されているが、これらの選択性の
制御は、酵素がフレキシブルに揺らいでいることと、基質が酵素に取り込まれた複合体の状態が、
反応の前駆体や遷移状態に至るとは限らない点も多いことから、いまだに謎が多い。多くの酵素
のダイナミクスに関する分子動力学シミュレーションや酵素反応に関する QM/MM 計算などが
いくつか報告されているが、水も含んだ大規模系を取りあつかうこともあり、いまだにチャレン
ジングな課題である。研究代表者は，金属触媒による有機合成反応機構だけでなくシトクロム
P450 やプロスタグランジン類の生合成酵素のモデル反応のメカニズムを、計算科学的手法を用
いて検討した実績を持つ。 
 
２．研究の目的 
本研究では、酸化還元反応や異性化反応を司る天然物生合成の位置選択的酵素反応機構を、計算
化学的手法（量子化学計算、QM/MM 法、分子動力学(MD)シミュレーション）および情報科学的
手法を組み合わせて解明し、いままで議論のあった位置選択的生合成反応における酵素の効果
に関して知見を与える。 
この研究で行った対象は以下の通りである。 
(1) 医学的にも重要な酵素である 3α-ヒドロキシステロイドデヒドロゲナーゼ(3α-HSD)のダイナ
ミクスと還元反応の検討。非共有結合性相互作用が、この酵素の反応性と選択性を制御するかど
うかの検討。(2) 研究の途中段階で、酵素のモデル化合物である、金属サレン錯体における置換
基との非共有結合性相互作用の影響の検討、(3) 薬のシーズとなりえる天然有機化合物の相対及
び絶対立体配置の計算化学的決定にも携わった。 
 
３．研究の方法 
量子化学計算や分子動力学シミュレーションでは Gaussian 09 Rev. E 01、Gaussian 16 Rev B.01 お
よび AMBER 18 プログラムを用いた。さらに、非共有結合性(NCI)相互作用の表示には、NCI Plot 
Version 3.0 プログラムおよび VMD, Multiwfn 3.8 を用いた。 
3α-ヒドロキシステロイドデヒドロゲナーゼについては、ヒトからの X 線結晶構造解析の結果
(PDB ID: 1J96)を用いて、ProPKa 3.1 モジュールを用いて、反応速度が決定された pH 7.0 におけ
るアミノ酸残基の pKa 値を計算し、それに基づいて、プロトン化状態を決めた。MD シミュレー
ションの解析には VMD を用いた。100 ns の MD シミュレーションのトラジェクトリで、アミノ
酸残基のα―炭素に対して RMSD に基づき、DBSCAN 法を用いたクラスタリングを行ったほか、
主成分分析を用いたデータの分類も行った。電子円二色性(ECD)スペクトルの計算には、TD-DFT
法を用いた。 
 
４．研究成果 
(1) 3α-ヒドロキシステロイドデヒドロゲナーゼ(3α-HSD)のダイナミクスと還元反応の検討 
当初は、プロスタグランジン D 合成酵素（PGDS） およびプロスタグランジン F 合成酵素(PGFS) 
の反応をターゲットにして検討をし始めたが、プロスタグランジン D 合成酵素（PGDS）に関し
ては、基質アナログとの複合体構造が報告されていないこと、基質であるプロスタグランジン H2

の２つの側鎖のコンフォメーションの可能性が大変多く、補酵素であるグルタチオンの役割が
明確になっていないことから、QM/MM 計算は始めたものの断念した。プロスタグランジン F 合
成酵素(PGFS) の反応については、部位特異的突然変異体の反応で、どのアミノ酸残基が重要か
明らかになっていないこともあり、PGFS と同種のアルド-ケト還元酵素スーパーファミリーに
属し、部位特異的突然変異体の活性、pH 依存性および反応速度の検討が豊富な、3α-ヒドロキ
システロイドデヒドロゲナーゼ(3α-HSD)触媒のダイナミクスと還元反応について、検討した。
この酵素は、還元型 NADP 存在下において、5α-DHT を人体に無害な 3α-アンドロスタンジオ
ールへとヒドリド還元する。この酵素は、臨床検査において胆汁酸の測定で用いられるほか、こ
の酵素が欠損した場合、副腎不全及び外性器異常を起こすとされている。ヒト 3α-HSD3 型にお
ける比活性及び X 線結晶構造はすでに報告されている（引用文献①）。しかし、触媒機構及び活
性部位周辺環境の原子レベルでの詳細は未だ明らかになっていない。 



 

図１.テストステロンから、5α-androstane-3α,17β-diol を生成する 3α-ヒドロキシステロイドデヒ
ドロゲナーゼ触媒の還元反応経路 
 
この酵素反応では、還元剤として働く補酵素である NADPH のそばに、Tyr216 は存在し、-ス
タッキングで相互作用していることが示唆されているが、その役割もはっきりしていない。また、
結晶水などの水の役割もはっきりしていなかった。本研究において、我々は活性部位周辺におけ
る各残基の役割を詳述するために MD シミュレーション及び ONIOM 法を用いた QM/MM 計算
を行った。AMBER ff14SB/TIP3P 力場を用いた 100 ns MD シミュレーションを検討したところ、
結晶構造の段階では、基質の 5 -DHT と、Tyr55および His117残基との間には相互作用がなく、
基質は不活性である一方、シミュレーションの途中で、基質が回転、フリップし、これらの Tyr55
および His117 残基と 5-DHT カルボニル酸素の間に水素結合が見られるようになった。念のた
めもう一度 MD シミュレーションを行ったが、基質の回転とフリップの現象は再び起こった。
NADPH による還元反応はこれらの水素結合によって、基質のカルボニル酸素が活性化される後
に起きることが示唆された。ONIOM 計算には、３種類の QM 領域を変えたモデルを考えた。最
も大きな領域を持つ QM 領域では、基質、NADPH および周囲の残基、基質のヒドロキシ基と相
互作用する５つの水分子をはじめ、233 原子が含まれている（図２）。 

 
図２ 最も大きな QM 領域に含まれる、3α-ヒドロキシステロイドデヒドロゲナーゼ活性中

心の構造 
 
ONIOM-ME(M06-2X/def-2SVP:Amber)での計算結果から、触媒機構は還元型 NADP による基質

への直接的なヒドリド還元であり、基質へのプロトンの受け渡しは、基質の近傍にある Tyr55 に
よって行われることが明らかとなった（図３）。最も大きな QM領域を用いた場合の活性化エネル
ギーは、18. 7 kcal/mol であり、体温で起きる反応としては十分に進行する。生成物と酵素、NADP+

複合体のエネルギーは、反応前駆体に比べて 9.4 kcal/mol 低いことがわかった。非共有結合性相
互作用(NCI)及び Quantum Theory of Atoms in Molecules (QTAIM)解析により、還元型及び酸化型
NADP のニコチンアミド環と Tyr216 の側鎖間に/相互作用が確認された。Tyr216 は反応の進
行を助け、生成物の安定化に寄与するという重要な役割を持つと示唆された。また、Glu127 と
基質及びその間に存在する水分子は互いに水素結合ネットワークを形成することで、基質の活
性部位への配置を助ける働きがあるということが示唆された。 



 
図３ QM/MM 計算結果から予言される還元反応経路 

 
(2) インドール置換の金属サレン錯体における非共有結合性相互作用 
ガラクトースオキシダーゼ（銅含有酵素）のモデル金属錯体であるインドール置換のジメトキシ
金属サレン錯体およびメチル置換のジメトキシサレン Cu(II)錯体の 1 電子酸化体に対してイン
ドールとサレン配位子との/相互作用の電子状態に対する重要性を、XANES, X 線結晶解析、
UV-vis-NIR, ECD スペクトル、EPR スペクトルおよび量子化学計算を組み合わせることで明らか
にした。金属は、Cu(II)、Ni(II)である。インドール置換基をもつサレンの配位した Ni(II)錯体の
１電子酸化体について、非共有結合性相互作用(NCI)解析と QTAIM(Quantum Theory of Atoms in 
Molecules) 解 析
を行った。結果
を図４に示す。
なお、QTAIM 解
析によって、Ni–
N 結合に関して
は、窒素の孤立
電子対がニッケ
ルと相互作用す
る配位結合であ
り、Ni–O 結合に
関しては、フェ
ノラートアニオ
ンと 2 価のニッ
ケルとの相互作
用であることか
らイオン性の結
合であると理解できることがわかった。 
 
(3) 天然有機化合物の相対及び絶対立体配置決定 
(3-1) 昆虫病原糸状菌から単離された orbiochromone A の電子円二色性スペクトル 

昆虫病原糸状菌 Orbiocrella petchii から単離された二次代謝物である orbiochromone A の電子
円二色性(ECD)スペクトルと、TD-DFT 計算(TD-B3LYP-D3BJ/6-311+G(d,p)//B3LYP-D3BJ(SMD)/6-
31G(d))の結果と比較して、その絶対立体配置を決めることができた（図５）。相対立体配置につ
いては NMR スペクトル解析で決めた。 

 
図４ インドール置換 Ni(II) salen 錯体の１電子酸化体の(a)概略図
および(b)NCI 解析 



 
図５ (+)-orbiochromone A の理論 ECD スペクトル（青）と実験 ECD スペクトル（黒） 

 
(3-2) 木材腐朽担子菌から単離された天然物 ganocolossusin A および D の電子円二色性スペ
クトル 
木材腐朽担子菌 Ganoderma から単離された天然物の多くは、ラノスタントリペプチドに属し、
生理活性が検討されている。タイ王国南部クラビ県の木材腐朽担子菌 Ganoderma colossus から天
然物であるラノスタントリペプチドが抽出され、１３種類が新しい化合物であった。その中で、
ganocolossusin A および D（構造式を図６に示す）が単離された。ganocolossusin D は、強力な抗
マラリア活性を持つことが明らかになっている。これらの分子式はそれぞれ C32C44O6 および 
C30C42O5であり、相対立体配置については 1D および 2D NMR スペクトル解析で決めた。絶対
立体配置については、明らかになっていない。そこで、これらの化合物の MeCN 溶液の電子円
二色性(ECD)スペクトルと、TD-DFT 計算(B3LYP-D3BJ/6-311+G(d,p))の結果と比較して、その絶
対立体配置を決めた。 
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図６ ganocolossusin A および D の構造式 

 
天然有機化合物 ganocolossusin A および D の絶対立体配置を決定するのに、電子円二色性ス
ペクトルの実験と、DFT に基づく量子化学計算が大変役立つことを示した。 
 
<引用文献> 
① V. Nahoum, et al. J. Biol. Chem. 276, 42091-42098 (2001). 
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