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研究分野：生物学 
科研費の分科・細目：生物科学・生物物理学 
キーワード：分子モーター・酵素反応・分子シミュレーション・QM/MM 法・分子動力学法 
 
１．研究計画の概要 
 
研究代表者の林と分担者の池口は、分

子シミュレーションの手法を用い、可逆

的回転分子モーターである F1-ATP 合
成酵素の化学‐力学エネルギー変換機構

を原子・電子レベルから解明することを

目指す。サブユニット回転に伴うタンパ

ク質の大域的構造変化から電子レベルの

基質化学反応までの広い現象間の相関を

考慮する最先端分子シミュレーション技

術を駆使し、回転に伴う立体構造変化、

及び ATP 合成・加水分解反応過程を原
子・電子レベルから明らかにする。また

本領域内の一分子測定・生化学実験グル

ープとのフィードバックループの形成し、

一分子操作実験での回転計測と、原子・

電子レベルでのタンパク質立体構造変化

の直接的な対応を目指す。 
 
２．研究の進捗状況 
 
研究代表者と分担者は、本特定領域での

これまでの研究において、化学反応のシ

ミュレーションを可能にするハイブリッ

ド電子状態／分子力場（QM/MM）法と
大規模分子動力学（MD）法を用いて、
ATP 合成・加水分解反応過程の経路を同
定した。その結果、プロトン移動反応が

反応律速段階であることを予測し、ATP 

加水分解反応の基本的機構を明らかにし

た。またその予測された反応機構は、本

領域の野地らの D2O を用いた一分子測
定実験によって確認された。また、大規

模 MD シミュレーションにより、ATP
反応待ち構造における揺らぎの解析を行

い、E 及び J サブユニットの間の顕著な
相関を見出した。まだタンパク質構造の

得られていない ATP 結合待ち状態の構
造を、本領域の西坂らによって得られた 
E サブユニットの角度変化に基づき、
targeted MD 法等を用いてモデリング
を行った。得られた構造モデルに基づき、

野地らのクロスリンク実験のデザインを

行い、現在実験が進行中である。また、

本領域の久堀ら及び加藤らの実験グルー

プとの共同研究により、H サブユニット
に関する MD シミュレーションの研究
を行った。 
 
３．現在までの達成度 
 
②おおむね順調に進展している。 
 
ATP 反応待ち構造における加水分解反応

機構の QM/MM 法を用いた解析：当初の計

画では、以前の我々の研究（Dittrich et 
al., Biophys. J. 87, 2954, 2004）の結果
に基づき、さらに高精度の QM/MM 計算
を進める予定であった。しかしながら、
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本研究での予備的計算により、Dittrich 
らの計算はその精度に問題があり、高精

度の計算による検証では実験事実に矛盾

することがわかった。これは、以前の研

究では、計算機資源の限界により結合部

位の分子構造のモデリングが十分でなか

ったことに起因する。そこで、池口らの 
MD 計算との緊密な連携により、様々な
結合部位構造モデルの反応性を検証し、

適切な反応部位構造モデルを構築した。

これは、まさに本研究が提案する、異な

る手法の密接な連携によるアプローチの

成功例であるといえる。 
 
４．今後の研究の推進方策 
 

MD 計算により、ATP 結合待ち状態の
タンパク質構造のモデリングを完成する。

さらに、ATP 反応待ち状態から結合待ち
状態に至る遷移途中構造のモデリングを

開始し、J サブユニット回転中の構造変
化の詳細を明らかにする。また、構造遷

移における自由エネルギー変化も併せて

見積もる。H サブユニットについても、
MD-SAXS 法により、ATP 非結合型の
構造モデリングを完成させる。また、

QM/MM 計算により、反応性の制御に重
要である残基の変異体や基質アナログの

反応性を明らかにする。特に実験的知見

が得られつつあるアルギニンフィンガー

の置換について活性化及び反応エネルギ

ーの計算を行い、反応機構の詳細な解析

を行う。また、ATPJS 等の基質アナログ
の反応性を解析することにより、求核攻

撃をする水分子の活性化と J リン酸の
結合解離を明確に分離し、ATP 加水分解
反応の基本的な反応機構の決定を行う。

さらに非天然アミノ酸を用いた変異体も

検討することにより、顕著な機能活性を

持つ変異体のデザインを行い、実験グル

ープに提案する。 
また MD 計算による ATP 反応待ち

状態から結合待ち状態に至る回転遷移途

中構造のモデリングを完了する。また遷

移途中の構造において、構造揺らぎの解

析を行うことにより、ドメイン回転運動

を制御する分子機構を明らかにする。ま

た、QM/MM 計算により、回転遷移途中
の反応性解析を完了し、加水分解反応性

を制御する機構を明らかにする。H サブ
ユニットについては、D3E3J サブユニッ
トとの複合体のモデリングを行い、阻害

機構の分子モデルを確立する。 
 
５. 代表的な研究成果 
（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に
は下線） 
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