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研究成果の概要（和文）：生体内エネルギー変換を司るタンパク質であるチトクロム酸化酵素に関して量子論に基づく
解析を行った。特にD経路とよばれるプロトン輸送経路の入り口付近のエナジェティクスとダイナミクスを解析し、（
１）タンパク質環境がプロトン輸送のポテンシャルを平坦化しているため少ないエネルギーで輸送可能なこと、（２）
His側鎖の回転によってポテンシャルのバランスがD経路内側に水素を運ぶ方向に傾くことでプロトン輸送を不可逆にす
ることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this project, we have investigated a proton pumping mechanism of a cytochrom c 
oxidase, which is a fundamental enzyme for the biological energy transduction, on the basis of quantum mec
hanics. In particular, we have analyzed the energetics and dynamics of protons in D-pathway, which is one 
of proton pumping pathways, and found that (1) energy barrier for the pumped proton becomes less due to pr
otein environment in comparison with gas phase environment (2) a rotation of His residue at the D-pathway 
prevent the backward flow of the proton.
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１．研究開始当初の背景 
 タンパク質内では、合成反応・分解反応・
酸化還元反応等々、様々な化学反応が温和な
条件下で起こり、その精緻な組み合わせによ
り生命の活動が維持されている。つまり、生
命現象の本質はタンパク質が駆動する一連の
化学反応であると言える。その反応機構の原
子レベルで解明するためには、タンパク質の
立体構造、特に、活性中心を構成するアミノ
酸残基や水分子、補因子の役割を理論的に明
らかにすることが必要である。その上で、従
来の生化学的・分子生物学的方法による機能
研究の知見と照らし合わせることにより、タ
ンパク質のもつ固有の機能が解明される。 
 プロトン結合電子移動は、生体内のエネル
ギー変換機構として非常に重要な現象である。
シトクロム c 酸化酵素の活性中心への電子供
給は、プロトン濃度の低いネガティブサイド
からのプロトン輸送と協役して起こる。さら
にこの酵素では、酸化還元反応の余剰エネル
ギーを利用するプロトンポンプや、活性中心
の酵素反応なども、何らかの形で電子状態変
化とプロトン移動が関与しており、物理化学
の手法でもってこの酵素の機能を理解するこ
とは、生物学的に見ても化学的に見ても、極
めて重要な課題であった。 
  
２．研究の目的 

 本研究課題の目的は、量子論に基づくタン
パク質内プロトン結合電子移動反応機構の解
析である。ターゲットは、生体内エネルギー
変換を司る巨大膜タンパクであるチトクロム
酸化酵素である。このタンパクには３つのプ
ロトン輸送経路（D, H, K経路）があり、どの
経路がプロトンポンプを担うのか？は実験的
にもまだ論争中であり、定量的で信頼できる
理論解析が望まれている。本研究課題では、
プロトン・電子輸送を伴うチトクロム酸化酵
素をターゲットとし、近年我々が提唱してい
る準量子キュミュラント動力学理論（QCD）、
および、Car-Parrinello分子動力学法（CPMD）
法に基づく反応解析を行うことを目的として
いる。また、タンパク質のプロトン化状態や
荷電状態は、タンパク質環境によって孤立し
た変化をすることから、実験でしばしば測定
される pKaや標準水素電極電位を高精度に計
算する手法の開発も併せて行う。 
 
３．研究の方法 
 局所的なアミノ酸残基配置とプロトンポン
プ機能の関係を明らかにすることを目的とし
て、完全酸化 (Oxidized)・還元 (Reduced) 状
態の各々の構造に対し、D経路入り口付近の
プロトン移動経路とそのエナジェティクスを
解析し、機能との相関を、密度汎関数理論に
基づくCar-Parrinello分子動力学法（CPMD）、

QCD理論に基づく量子ダイナミクスにより明
らかにする。 

 また、この系では複数のプロトン移動サイ
トや電子移動サイトであるヘムaや反応サイ
トであるヘムa3-CuBなどが存在する。しかし
ながら、量子化学計算において、個々のpKa

や酸化還元電位を計算する事は困難であった。
本研究課題においてプロトン移動や酸化還元
反応解析をする手法として、pKaや標準水素電
極電位の効率的計算法の開発を行う。 
 
４．研究成果 
  本研究課題では、量子論に基づくタンパ
ク内プロトン結合電子移動反応機構の解析
のため、以下の４つの研究を行った。その成
果は、論文３０報、招待講演１６件、著作２
件として報告している。以下に、本科学研究
費補助金の支援の元に行われた、個別の研究
成果に関して説明する。 
 
1. チトクロムc酸化酵素のプロトンンポンプ

機構の解析 

 チトクロム酸化酵素は呼吸鎖の末端に位
置する巨大な膜タンパク質であり、その役割
は、酸素を還元し、水へと変換する。その際、
チトクロム cから 4電子を受け取る反応と同
時に、プロトン濃度の低いネガティブサイド
から濃度の高いポジティブサイドへと、プロ
トン濃度勾配に逆らって 4つのプロトンをく
み上げる。酸化還元反応に伴って、D経路の
入り口のヒスチジン(His)残基が回転するこ
とが実験により明らかとなっており、この運
動がプロトンンポンプに関わっていること
が予測される。この His はアスパラギン酸
（Asp）残基と共に His-Aspダイアドを形成し
ているが、その間には水分子が挿入されてお
り、これらがどの様にプロトンポンプ機能と
結びついているのかは明らかにされていな
かった。本研究では、密度汎関数法（HCTH
汎関数、擬ポテンシャル、平面波基底法）に
基づく安定構造解析、および、CPMD法を用
いた反応経路解析により、D経路入り口付近
のプロトン移動経路とそのエナジェティク
スを解析し、（１）タンパク質環境がプロト
ン輸送のポテンシャルを平坦化しているた
め少ないエネルギーで輸送可能なこと
（Energy compensation mechanism）、（２）回
転によってポテンシャルのバランスが D 経
路内側に水素を運ぶ方向に傾くことでプロ
トン輸送を不可逆にすること（ Redox 
reaction-induced pump）を明らかにした。 
 
2. QCD法の開発 

 原子核は電子に比べて非常に重いため量子
性が比較的弱く、ほとんどの場合、古典的な



運動方程式でその運動が記述される。しかし、
プロトンはしばしば量子性が無視できないこ
とから、プロトンに対する量子効果を取り込
む理論が必要となる。本研究では，Heisenberg
の運動方程式から導かれる、古典力学を１次
近似とする一般的な階層方程式を導出し、そ
の２次近似をプロトン移動反応に適用した。
また、本手法を統計力学理論へ展開し、熱ゆ
らぎに対する同様の方程式を導出し、モデル
系へと適用した。 
 
3. pKaの高精度計算法 

 プロトンはDNAやタンパク質等の生体分子
内での化学反応において重要な役割を果たし
ている。そのプロトンの存在を決める一つの
要素が酸解離定数(pKa)であり、その大小でア
ミノ酸がプロトンを持つか否かを決定してい
る。一方、タンパク質等の生体分子内部のア
ミノ酸に関して酸解離定数を実験的に求める
ことは難しく、理論についても現状ではコス
トの問題に加えて、計算手法が十分ではなく
精度が得られていない。我々はそれに対して、
溶媒和モデルを用いることで、特定の官能基
に関してpKa値の変化とギブスエネルギーの
変化に線形関係があることを示した。本計算
手法を用いて、小さなタンパク質のアミノ酸
の側鎖のpKaを高精度に算出する方法を確率
した。 
 
4. 標準水素電極電位の高精度計算法 

 遷移金属イオンを含む電子伝達タンパク質
は構造や周りの環境に応じて電子伝達の性質、
す なわち酸化還元電位を変化させることが
できる。そのような効果を検証する一つの手
法として、 量子化学計算に基づいた正確な電
位の計算手法の確立が求められている。しか
しながら、密度 汎関数法を用いた金属錯体の
電位計算においては(1)電位の零点となる標準
水素電極(SHE) ポテンシャルの扱い、(2)溶媒
和モデルによる大きい価数を持つ錯体の溶媒
和エネルギーの算 出が難しい、などの困難を
伴うことから、これまでに正確な計算は多く
報告されてこなかった。そこで本研究では、
特に(2)の問題に対してカウンターイオンを擬
似的に置き、その溶媒和エネルギーを補正す
る手法を提案した。  本研究においては、
Generalized-Born法に基づく補正式を提案し、
M1(bpy)3 (M1=Fe, Ru, Os) や  M2(mnt)2 
(M2=Ni, Pd, Pt)などの重金属を含む錯体の酸

化還元電位も実験値と 0.2 V 以下の誤差で
算出することに成功し、タンパク質内の補酵
素などにも適用した。 
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