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研究成果の概要（和文）：量子古典混合計算法と古典分子動力学法(CMD)を用いて、トレオニン合成酵素(ThrS)
の化学反応について理論解明した。スパコンを利用することで、長時間(3 micro sec)CMDを実行し、反応選択性
に重要な蛋白質・基質相互作用と自由エネルギー変化を十分な精度で求めた。特に、反応中間体ごとに活性中心
(PLP, 水, アミノ酸側鎖)の安定コンフォメーションが変化した。さらに、生成物支援機構に重要な陰イオンが
構造保持を担っている事を明らかにした。それにより、ThrSでは各反応に適した構造を取るように精密に構造制
御がなされていることが示された。この仕組みは他の酵素や機能改変にも有益な示唆を与える。

研究成果の概要（英文）：Reaction mechanisms of the threonine synthase (ThrS) were theoretically 
investigated by using the mixed quantum mechanics/molecular mechanics (QM/MM) and classical 
molecular dynamics methods. By utilizing the supercomputers, long time scale CMD (total 3 micro sec)
 were performed and important protein-substrate interactions and free energy changes were 
elucidated. Significantly, conformational changes on the active site molecules (PLP, water and amino
 acid residues) were observed depending on the intermediate states. It was also shown that the anion
 important for the product assisted mechanism plays important role to construct active site 
conformations. These results clearly indicate that precise structural controls optimized for the 
reactions are performed in ThrS. This reaction control mechanism provides valuable insights for 
other reaction mechanisms and functional modifications. 

研究分野： 量子化学
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１．研究開始当初の背景 
 酵素反応機構の解明は化学反応の本質的
理解のみならず、生命機能の解明や酵素改変
等の産業応用にとって極めて重要である。酵
素反応はヘム蛋白質等の単純な系では解明
が進んでいるが、複雑な酵素反応系では解明
が非常に遅れている。 
 トレオニン合成酵素(ThrS)は多くの反応
中間体を経由し、生成物支援機構という酵素
反応特有の高次機能を持っている極めて興
味深い系である。ThrS は高分解能結晶構造、
反応速度、反応中間体の分光学データにより
解明がなされてきたが、分子レベルでの詳細
までは明らかにできず、酵素反応機構に関し
ては解明が完全になされていない。そのため
ThrS は理論計算にとっては最も取り組みや
すく、実験結果との対応を図る事でも、新展
開が望める。ThrS はアミノ酸合成に深く関
わっている PLP 酵素としてもその反応機構
は非常に興味深い。 
 申請者はこれまで様々な酵素系（P450, フ
ェレドキシン、光合成、リボヌクレオチドリ
ダクターゼ等）において電子状態解析、安定
構造比較、反応機構解明を行ってきた。金属
原子を含み、電荷、スピン状態揺らぎを伴う
ような複雑な酵素活性中心でも正確に量子
電子状態を求めて、理論解析を行ってきた。
また、理論計算結果を実験結果と対応させる
ことも長年取り組んできており、より深い実
験結果の解釈と理論計算の妥当性を探求し
てきた。また、酵素系は多自由度系であり、
構造揺らぎの評価が理論計算に重要になっ
てくることが生化学領域での理論研究を進
めてきて判明してきたため、ThrS 解析にお
いては特に構造自由度の理論解析を重点的
に検討した。 
 
 
２．研究の目的 
 ThrS の生成物支援機構に関連する反応過
程に注目し、酵素特有の高次機能（反応制御）
を分子レベルで明らかにすることで、酵素反
応の本質を解き明かす。量子古典混合計算法
(QM/MM)と古典分子動力学法(CMD)を用い
て、反応中間体の最安定自由エネルギー構造
を求める。特に水素結合ネットワーク、イオ
ン、水分子、アミノ酸側鎖のコンフォメーシ
ョン変化について詳細に理論解析する。生成
物支援機構では活性中心に残る二価陰イオ
ン(リン酸イオン)の存在が反応の進行を調整
している。そのため、陰イオンを他のイオン
（硫酸イオン）に変えたときにどのような構
造変化が起こり、それが反応を制御するのか
について分子シミュレーションにより明ら
かにする。 
 
 
３．研究の方法 
 反応中間体における構造変化を解析する
には CMD による解析が適している。ThrS 

では少なくとも８つの中間状態が存在する
ことが分光的に示されている。そのうち、生
成物支援機構に関連する反応過程は状態 6, 7, 
8 である。6->7->8->1(始状態)が正反応であ
り、副反応は 6->1 である。正反応では L-ト
レオニンが生合成され、副反応では副生成物
-ケトブチレートが生成する。状態 6->7 で
は活性中心の水分子が PLP の Cに求核攻撃
し、水酸基ができる。7->8 ではプロトン化さ
れたLys61のアミノ基がPLPのCにプロト
ン化させる。そのため、水分子の存在や反応
に関わるアミノ酸残基のコンフォメーショ
ンは各中間体でどのような分布になってい
るのかを明らかにする事が重要である。１０
個の異なる初速度を作成し、50nsec の MD
計算を実行したことで、十分な統計量を取っ
た(総計算長 3μsec)。計算には筑波大学計算
科学研究センターのスーパーコンピュータ
(HA-PACS, COMA)を用いた。計算条件を表
１にまとめた。 
 
表１ 主な計算条件 
計算プログラム Gaussian09 

AMBER12 
GROMACS4.6 

初期構造(PDBID) 3AEX 
力場 FF99SB-ILDN 

GAFF 
水モデル TIP-3P 
時間ステップ 2 fs 
アンサンブル NPT (1bar , 300K) 

 
熱力学積分法(TI)を用いてリン酸イオンと
硫酸イオンの自由エネルギー差を算出した。
13(もしくは 11)点用いて状態間を結んだ。TI
計算の総計算時間は 3.51μsec になった。 
 
 
４．研究成果 
 TI による自由エネルギー計算では状態間の
自由エネルギー差を求めたところ、G8-7 = 
-2.68 kcalmol-1, G7-6 = 1.09 kcalmol

-1と
なり、この結果は実験値のG8-7 < 0 kcal 
mol-1, G7-6 =1.11 kcalmol

-1 に良く一致し
た。次に状態 7,8 における PLP の構造を解析
したところ、PLP のアミノ酸部分が様々なコ
ンフォメーションを取る事が分かった。そこ
で 、 ２ つ の 二 面 角 ([N-C-C-O], 
[C-C-O-H])を用いて解析を行った。する
と、状態７では A-D の４つ、状態８では E-G
の３つのコンフォメーションに分類できた。
それぞれのコンフォメーションにおいて水
素結合の組み合わせが異なっていた（表２）。
状態７ではリン酸イオン存在下(状態 7P)で A
が、硫酸イオン存在下(状態 7S)で Bが主に取
りうる構造であり、状態８ではそれぞれ Gと
F になった（状態 8P, 8S）。7P の A はリン酸
イオンがPLPOHに水素結合ドナーとして働い
ているのが主であるのに対し(A(7P)=64.2%, 
B(7P)=33.8%)、7S では A の割合が減り



(A(7S)=25.1%, B(7S)=46.5%)、B 等、PLP OH
がより動くようになっている。これは硫酸イ
オンが水素結合アクセプターとしてしか働
かないためである。状態８ではコンフォメー
ション G,F を主に取った(A(8P)=39.2%, 
B(8P)=46.9%, A(8S)=82.9%, B(8S)=8.1%)。
面白い事に、状態 8S では主に F 構造になっ
た。この構造は硫酸イオンと PLP OH の間に
水１分子が挿入した構造であり、PLP リン酸
基とも水素結合することで、非常に強固な水
素結合ネットワークが構成されていた。状態
8S が安定になるのも、この特徴的構造 Fを取
るためと考えられる。 
 
表２ 各コンフォメーションでの水素結合 
名称 PLP 水酸基の水素結合ペア 
 A PLP リン酸基 
 B PLP カルボキシル基 
 C SO42– 
 D SO42– 
 E PLP リン酸基 
 F PLP リン酸基 or HPO42- or 

SO42- or Wat 
 G Ala240 主鎖酸素と Thr85OH 

 
 
活性中心の水は硫酸イオン存在下で、溶媒の
水がより侵入しやすくなった。 
 Open-Close 構造変化に関わるヘリックス
の N 末に存在する Phe134 は状態 6,7,8 でフ
リップ頻度が大きく異なった。Phe134 はトレ
オニン合成酵素ファミリーで広く保存され
ているため、Open-Close 構造に影響を与えて
いると考えられる。Phe134 がフリップする事
で、生成物の L-トレオニンの放出や水分子の
侵入に関わっていると考えられる。陰イオン
周りの水分子の動径分布関数を計算すると、
状態6,8において硫酸イオンの方がリン酸イ
オンよりも活性中心に水分子が多く侵入し
ている事が分かった。状態７では陰イオンに
よる差異は見られなかった。そのため、
Phe134 のフリップ頻度と水分子の挿入は相
関していると考えられる。 
 Lys61 は副反応において状態６で、正反応
においては状態８でPLPのC4’と結合してジ
ェミナルジアミン中間体を形成する。そのた
め、Lys61 の側鎖のコンフォメーション変化
は反応進行に重要である。通常、Lys61 側鎖
はリン酸イオンと水素結合を形成して安定
に存在するが、状態6S, 8P, 8SにおいてLys61
側鎖は PLP O3 位とわずかに水素結合する事
が有った(それぞれ 0.3%, 6.0%, 3.8%)。この
結果は、Lys61 が反応するときは反応に都合
の良いコンフォメーションを取るようにな
っている事を示している。 
 これまでの結果をまとめると、ThrS におい
てリン酸イオンは生成物支援機構に関わる
反応状態において以下の重要な役割を持っ
ていることが明らかとなった。 
①リン酸イオンは硫酸イオンに比べて、活性

中心に水分子の侵入を抑制し、蛋白質構造を
保っている。 
②状態７においてPLPと常に水素結合を形成
する事で A、B コンフォメーションのみを取
っている。 
③状態８においては Fよりも Gを取らせる事
で正反応の進行を促進している。 
④Lys61 のアミド基が PLP を求核攻撃するた
めにも PLPが水素結合する G構造が望ましい。 
 これらの結果から、各反応中間体において
反応を促進するようにリン酸イオンが働き、
逆に硫酸イオンは正反応を抑制し、副反応を
促進する働きをする事が分子レベルで明ら
かになった。 
 ThrS のように環境に応じて反応を変えら
れる酵素の場合、幾つもの反応経路を外部環
境や条件で制御する事ができるようになっ
ている事は理にかなっている。特に、酵素反
応を基質コンフォメーションや水素結合で
制御する仕組みは非常に有益な結果と思わ
れる。ThrS の酵素反応の反応制御機構(コン
フォメーション制御もしくは水素結合制御)
は酵素で利用される普遍的反応制御の仕組
みとしてや、酵素機能改変にとっても有益な
原理を与えていると思われる。 
 これらの研究成果についてのより詳細な
内容は国際雑誌にて出版されている [特に
Y.Ujiie et al, JPCB 2017]。 
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