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研究成果の概要（和文）：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-ATPase 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した。まず、ATP 分
子の触媒活性およびその制御機構について、ハイブリッド量子力学・分子力学法を用いて理論

的及び実験的に解明するとともに、触媒活性を増強する変異酵素の人工設計を行った。また、

分子動力学計算を行うことにより、モーター動作に関わるタンパク質の構造変化を原子レベル

から明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： Molecular mechanism of chemical-mechanical conversion of a 
reversible rotary motor protein, F1-ATPase, was revealed in electronic and atomic details 
through molecular simulations.  Molecular mechanisms of catalysis of ATP hydrolysis and 
its regulation were elucidated by means of a hybrid quantum mechanical/molecular 
mechanical method.  Based on the reaction profile revealed, a mutant enzyme with 
increased catalytic activity was designed theoretically.  Molecular dynamics simulations 
unveiled in an atomic detail protein structural changes responsible for the motor motion. 
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１．研究開始当初の背景 
 
F1-ATPase は、ATP 加水分解反応エネルギ
ーを源とする分子モーターであり、その超分
子複合体タンパク質立体構造の解明や、一分
子測定・操作などの革新的なナノバイオ実験
技術の発展により、分子モーター研究のフロ
ントランナーとなっている。しかしながら、
いまだ原子レベルでの動的な分子モーター
機能の理解には至っていない。 

一方、生化学や一分子測定・操作などの実
験的知見をタンパク質立体構造に基づき理
解することを可能にするアプローチとして
分子シミュレーションが挙げられる。特に、
近年の方法論の開発により、酵素化学反応の
ような電子レベルからタンパク質複合体の
大きな運動のレベルまで、幅広い現象が記述
できるようになってきた。 
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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。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により、原子・電
子レベルでの詳細なエネルギー論と、実際の
一分子での観察とのリンクを達成し、これま
でのアプローチでは困難であった、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。 
 
３．研究の方法 
 
研究代表者の林が開発を行ってきたタンパ
ク質中での化学反応の高精度なシミュレー
ションを可能にする電子状態 /分子力場
（QM/MM）法と、研究分担者である池口の
開発した大規模分子動力学（MD）計算と組
み合わせ、実験グループとの密接な共同研究
を通して研究を進める。 
	 
４．研究成果	 
	 
次のような研究成果を得た。（i）catalytic 
dwell	 構造における平衡揺らぎの解析、（ii）
catalytic dwell	 構造における加水分解反応
機構の解析、（iii）ATP	 結合時の	 β	 サブユ
ニットの構造変化、（iv）回転トルク変調変
異体の解析、（v）ε	 サブユニットの	 X	 線溶
液散乱実験と構造モデリング、及び（vi）水
の統計力学理論を用いたタンパク質構造変
化と水和の解析。以下にその詳細を述べる。	 
	 
（i）catalytic	 dwell	 構造における平衡揺
らぎの解析	 F1 分子モーターの	 catalytic 
dwell	 構造と考えられている結晶構造を出
発点として、α3β3γ	 サブユニットからなる
3000 残基以上の生体超分子について、周囲
の水もすべて含めた MD シミュレーション
を遂行した。周囲の環境も含めた全系は 32
万原子以上になる。この系について、30 ns 以
上の MD シミュレーションを行った。また、
別途、水中における	 β サブユニット単体の	 
MD	 シミュレーションも行っており、単体の	 
β サブユニットの揺らぎの中に分子モーター
の機能に重要な構造変化が内在しているこ
とを見出した。この結果は大阪大学・八木グ
ループの	 NMR	 実験による研究結果と整合
するものである。この	 β サブユニットの機能
に関わる揺らぎは、α3β3γ の揺らぎの中にも	 
γ サブユニットが相関を伴って見出されてお
り、揺らぎと機能の構造変化の密接な関係を
示唆している。	 
	 

（ii）catalytic	 dwell	 構造における加水分
解反応機構の解析	 F1	 分子モーターのエネ
ルギー源である	 ATP	 加水分解反応の反応
機構を QM/MM	 法を用いて解析した。十分
に大きい	 QM	 領域（80 QM	 原子）を持つ	 
QM/MM 系に対して、800 基底を越える豊
富な基底関数を用いて反応経路の同定を行
った。また、QM/MM 系の初期構造は、池口
らの MD シミュレーションにより構築した。
その際、安定な水分子の配置を持ついくつか
の構造モデルについて反応エネルギー等を
計算し、反応性の高い構造を決定した。	 
図	 1 に計算により同定された反応の遷移

状態を示す。反応の遷移状態は、従来考えら
れている	 γ	 リン酸の 5 配位構造ではなく、
近傍の水分子を通るプロトン移動であるこ
とが示された。また、反応の触媒活性は、遷
移状態に先立って解離した反応性の高いメ
タリン酸によりプロトン移動が活性化され
る連鎖的活性化機構によりもたらされるこ
とを明らかにした。さらに、明らかにされた
反応モデルに基づき、重水中、基質アナログ、
及び変異体を用いた実験をデザインした。そ
のデザインに従い行った大阪大学の野地グ
ループによる一分子観測実験により、理論的
に予測された反応機構が実証された。	 
	 

また、実証された反応機構で得られた知見
に基づき、酵素活性を増強する新規変異体の
人工設計を試みた。触媒活性には、活性部位
のアルギニン残基と	 β	 リン酸基との相互作
用が触媒重要な役割を果たしている。そこで、
その相互作用を強める非天然アミノ酸残基
を用いた変異を導入したモデルを構築し、酵
素反応速度が上がることを分子シミュレー
ションにより確認した。現在、提案された設
計モデルを実験により検証中である。	 
	 

（iii）ATP	 結合時の	 β	 サブユニットの構造
変化	 分子モーターの力学エネルギー発生
の主原因と考えられる	 ATP	 結合時の	 β	 サ

 
	 
図	 1.	 ATP加水分解反応の遷移状態。緑の
矢印のように水二分子を介してプロトン
が移動する。	 



 

 

ブユニットの構造変化について、MD	 シミュ
レーションにより、構造変化過程の自由エネ
ルギープロファイルを得た。図	 2	 に	 ATP	 
結合状態と非結合状態の双方について、β	 サ
ブユニットの構造変化過程の自由エネルギ
ープロファイルを示す。それらの間には顕著
な違いが認められ、典型的な induced fit 型、
すなわち、ATP	 が結合しないと	 β	 サブユニ
ットの構造変化に至らないということを示
している。また、反応座標軸に対する局所的
な構造変化を網羅的に調べることにより、
ATP	 結合によってどのように	 β	 サブユニ
ットの構造変化が誘導されるのかについて、

側鎖レベルまで詳細なメカニズムが明らか
になった。	 
	 
（iv）回転トルク変調変異体の解析	 β	 サブ
ユニットの	 C	 末端ドメインで	 γ	 サブユニ
ットと接触する部分をグリシンに置き換え
た変異体に対し	 MD	 シミュレーションを行
い、その変異体でトルクが減少するとした一
分子実験の結果に一定の解釈を与えた。	 
	 
（v）εサブユニットの X 線溶液散乱実験と
構造モデリング	 ε サブユニットの	 ATP	 結
合型の結晶構造は得られているが、非結合の
構造は得られておらず、その構造変化の詳細
はわかっていない。そこで、立教大学の山田
グループから提供された	 ε サブユニットを
放射光施設	 Spring8	 にて、ATP	 結合型と非
結合型の溶液構造を	 X	 線溶液散乱法により
測定した。その結果、ATP	 結合型は結晶構

造に相当する散乱が得られたが、非結合型は
かなり伸びた構造であることが明らかにな
った。また、我々が開発した分子動力学－X	 線
小角散乱法（MD-SAXS）を用い、非結合型
の原子レベルの構造モデリングを行ってい
ることにより、ε サブユニットの構造変化の
分子機構を解明した。	 
	 
（vi）水の統計力学理論を用いたタンパク質
構造変化と水和の解析	 京都大学・木下グル
ープと共同で、水の統計力学理論を用いた	 
F1 分子モーターの解析を行い、MD	 シミュ
レーションで観察された、α	 及び	 β	 サブユ
ニット間の非対称なパッキングとそれに伴
う水分子のエントロピー差が分子回転メカ
ニズムにおいて重要な役割を果たしている
ことを指摘した。	 
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図 3. ε サブユニットの X線小角散乱による
概形図(緑; ダミー原子モデル）とフィットさ
せた結晶構造。左は ATP 結合状態で、
右は ATP 非結合状態。ATP 非結合状
態だと長く伸びているのがわかる。 
 

 
図 2. β	 サブユニットの構造変化に伴
う自由エネルギー変化。（A）ATP	 結合
型、（B）非結合型。 
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