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研究成果の概要（和文）： 
本研究では、ABC トランスポータの機能発現機構を“水と ATP の役割”の観点から研究し、
次の成果を得た。1)ATP 及びその関連化合物の加水分解エネルギーは水和の効果によって~10 
kcal/mol 程度に収束する、2) 蛋白質－リガンド複合体形成の主たる駆動力は水の並進エント
ロピー（あるいは排除体積効果）である、3) ATP の結合自由エネルギーはヌクレオチド結合ド
メイン(NBD)の 2 量体化（power stroke）に変換される、4) NBD の 2 量体化は、水和エンタ
ルピーと水和エントロピーにより駆動されて起こる。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We investigated the roles of water and ATP in the functional mechanism of ABC transporter and 
obtained the following conclusions: 1) the hydrolysis energies of ATP and its related compounds all 
converge to ~10 kcal/mol by the effect of hydration, 2) the main driving force of the protein-ligand 
complexation is the translational entropy of water (exclusion volume effect), 3) the binding-free energy 
of ATP can be converted to a power stroke like the dimerization of NBDs, 4) a long-range hydration 
force of enthalpic origin and the water-mediated attraction of entropic origin drive the NBD 
dimerization in ABC transporter.  
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１．研究開始当初の背景 
 ATP は生体活動の「エネルギー通貨」と言
われているが、ATP 利用の分子素過程におけ
るエネルギー移動のメカニズムは未解決の
ままであった。例えば、F1 モータをはじめ
とする ATP 駆動蛋白質の構造変化と ATP 加
水分解反応の間のエネルギー変換の分子メ
カニズムはまだほとんど未解明といってよ
った。エネルギー変換論のポイントは自由エ
ネルギーであり、自由エネルギーの決定に水
は本質的な役割を果たす。生体エネルギー論
の本質に関わるこの問題を解決するために
は、実験のみでは不十分で、（ATP+水＋蛋白
質）全系の自由エネルギーを厳密に評価する
計算機シミュレーションの開発と水の役割
の本質を抽出可能な溶液論が必要であると
考えた。さらに、その解答を広く一般に周知
し旧来の教科書を書き換えるためには、高い
波及効果が期待される適用事例が必須であ
ると考え、本研究では、蛋白質の具体例とし
て ABC (ATP-binding cassette)トランスポ
ータを選択した。 
 ABC トランスポータは細胞膜を介した薬
物の輸送を司る蛋白質であり、薬物の取込を
行うインポータと放出を行うエクスポータ
に分類される。本研究開始少し前に、ヒトの
エクスポータ ABCB1 と高いアミノ酸相同性
をもつ黄色ブドウ球菌由来のエクスポータ
Sav1866 (Nature 2006)、グラム陰性菌由来のエ
クスポータ MsbA (PNAS 2007)の X 線構造が
発表された。その結果、これらの蛋白質はATP
結合ドメイン、膜貫通ヘリックスドメイン及
び両者の接続を司るループ領域の構造から
なることが判明した（図２と３参照）。しか
しながら、X 線構造はあくまでスナップショ
ットであり、エネルギー論的情報も与えない。
トランスポータのように動いて機能を発現
する蛋白質にあっては、「燃料の化学エネル
ギーがどのようにしてエンジンを回し、それ
がトランスミッションを介して、どのように
動作装置（タイヤ）を動かすのか」を説明で
きない限り、動作原理を理解したことにはな
らない。真の動作原理の理解のためには、蛋
白質の構造変化の時間発展及びこれと ATP
の加水分解反応とのエネルギー論的共役関
係を解析するアプローチが必要であると考
えた。 
 
２．研究の目的 
(1) 「ATP の高エネルギーリン酸結合の物理
起源は何か」の問題に対し、溶媒効果を含む
量子化学計算から解答を得る。 
(2)「蛋白質－リガンド結合自由エネルギーに
寄与する最も重要な因子は何か」という問題
に対し溶液論的計算から解答を与える。 
(3)「ABC トランスポータの構造変化のエネ
ルギー源は何なのか」という問題に対し、

inward-facing 構造のトランスポータに対し
計算機シミュレーションを行い、ATP の結合
自由エネルギーの寄与と水和自由エネルギ
ーの寄与を明らかにし、ATP のリガンドとし
ての特異性及び水の役割を解明する。 
(4)｢ATP の加水分解自由エネルギーは何に使
われているのか｣という問題に対し、ヌクレ
オチド結合ドメイン（NBD）の二量体化エネ
ルギーの加水分解反応前後の変化から解答
を得る。 
(5) 「ABC トランスポータ内のエンジン部分
（NBD）と動作部分（膜貫通ヘリックス;TMD）
を接続するトランスミッション部分（カップ
リングヘリックス）の役割は何か」という問
題に対し、計算機シミュレーションから解答
を与える。 

(2)～(4)の結果を総合して、最終的にトラン
スポータの動作原理について“水と ATP の
役割”の観点から解答を得る。 
 
３．研究の方法 
(1)水や蛋白質を模した種々の誘電率環境中
で ATP 及びそのモデル化合物の加水分解自
由エネルギーを量子化学計算により評価し、
その結果を内部エネルギー効果、静電的及び
非静電的溶媒和などに分割し各項の寄与を
明らかにする。 
(2) 蛋白質－リガンド間の結合自由エネル
ギーをエントロピー項のみで評価し、実験値
をどの程度再現するかを調べる。この際、エ
ントロピーは次の 3 種のものを評価する。す
なわち、①統計力学の公式より、並進・回転
のエントロピー、②基準振動解析と統計力学
の公式より振動のエントロピー、及び③形態
熱力学理論より水和のエントロピーである。 
(3)分子動力学シミュレーションにより、ATP
結合状態及び非結合状態（apo 状態）の ABC
トランスポータの構造・ダイナミクスを調べ
る。得られた蛋白質部分のトラジェクトリー
データに対し、3D-RISM 法により水和の自
由エネルギーを計算し、水和エンタルピーや
水和エントロピーの効果を評価する。 
(4) MM 法と 3D-RISM 法を組み合わせたエ
ンドポイント型結合自由エネルギー計算法
を用いて、NBD の二量体化エネルギーを次
の 3状態に対して評価し比較する。すなわち、
①ATP 結合状態、② ADP+Pi 結合状態、③
ADP 結合状態。その際、相互作用エネルギー
をいくつかの物理因子の寄与に分割し、水和
エントロピーの寄与を明確にする。 
(5) ABC トランスポータ MsbA の wild-type
とカップリングへリックス(CH)にアミノ酸
置換を入れた変異体に対し分子動力学シミ
ュレーションを行い、構造やダイナミクスを
比較する。さらに、ATPase 活性の実験値と
比較し、カップリングへリックスの役割を解
明する。 



 

 

４．研究成果 
(1) ピロリン酸をはじめとする ATP のモデル
化合物の加水分解自由エネルギーの誘電率
依存性を評価した結果、真空中でのエネルギ
ーは発熱、吸熱様々であるが、誘電率を増大
させると０～10 kcal/mol の一定の値に収束
していくことが明らかとなった。詳細な分析
の結果、分子内効果（内部エネルギー）が発
熱（or 吸熱）過程の場合、分子間効果（静
電的溶媒和エネルギー）は吸熱（or 発熱）
過程となり、互いに大部分が相殺され、結局
水（誘電率=80）中では、全エネルギーは～
10 kcal/mol 程度に収まるのである。例とし
て、ATP に比較的近いモデルである-4価のピ
ロリン酸に対する結果を図 1に示す。これよ
り、水は ATP が本来持っている莫大な(280 
kcal/mol)加水分解エネルギーを生体にとっ
て使いやすいエネルギー値まで落とし込む
役割をしていると言える。多くの高名な生化
学の教科書では、ATP の高エネルギー結合の
説明の際、水の役割に関して間違った記述
（水は ATPの加水分解エネルギーの増大に寄
与する）をしていることが明かとなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   
図 1 ピロリン酸の加水分解エネルギー 

 
 
(2) 3-(2)で述べたエントロピーに焦点を当
てた手法を酵素 FKBP12-リガンド系に適用し
た結果を図 2上に示す。計算値は、相関係数
R=0.95 で実験値をよく再現している。 

どのようなエントロピーが効いているの
かを調べたところ、水和エントロピーの寄与
が最も大きく、これのみで結合エネルギーの
大小関係はほとんど再現できることが判明
した（図 2下）。さらに、詳細な分析を行っ
たところ、水和エントロピーの中では排除体
積効果が支配的であることが明らかとなっ
た。この結果は、次のように解釈される。す
なわち、蛋白質－リガンド間の結合は、排除
体積が減少することによって水の動き回れ
る空間が増大し、結果として水の並進エント
ロピーが増大することにより駆動される。 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2 結合エネルギーの計算値と実験値の相関 

 
 
(3) ホモロジーモデリングによりABCトラン
スポータ CFTR（Cl-イオンチャネル）の
inward-facing 構造を作成し、MD シミュレー
ションを実行した。NBD に ATP が結合した系
と結合してない系の挙動を比較したところ、
前者では ATP 分子が Walker A と Signature
モチーフにサンドイッチされることにより、
NBD が二量体化した（図 3）。一方、後者では
NBD 間は離れたままであった（データ省略）。 
同様な MD シミュレーションを ABC トランス
ポータ ABCB1(P-glycoprotein、生体の多剤耐
性に関与)に対しても実行したところ、CFTR
の場合と同様な結果が得られた。以上より、
ATP は”分子糊”として２つのドメインを結
合させる役割を果たすことが明らかとなっ
た。言い換えると、ATP の結合自由エネルギ
ーは蛋白質の力学的運動（power stroke）に
転換されることが実証された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3 MD シミュレーション後（100 ns）の構造   

左：全体像側面図、右：NBD のみ 

 
 
 

 

 

 



 

 

次に、inward-facing の初期構造において数
10Åも離れた 2つの NBD が、“ATP が存在する
となぜ接近し接着するのか”また“その過程
に水がどうの様に関与しているのか”を解明
するため、MDシミュレーションのトラジェク
トリーデータから NBD部分のみをピックアッ
プし、各のスナップショット構造に対し
3D-RISM 法で水和の熱力学量を計算した。そ
の結果を図 4 に示す。上図は MD シミュレー
ション時間に対して、２つの NBD の重心間距
離をプロットしたものである。これより、こ
の 2量体化過程は３つのフェーズに分割され
ることがわかる（緑、青、赤）。中央と下の
図は、それぞれ重心間距離に対して水和エン
タルピーと水和エントロピーをプロットし
たものである。これらより、最初のフェーズ
（緑）では、水和エンタルピーΔH の減少が
起こり、第 2と 3のフェーズでは、水和エン
トロピーTΔS の寄与が減少することがわか
る。別途計算した蛋白質の内部エネルギーは、
第 1フェーズでは上昇することがわかってい
る。したがって、2 量体化過程の初期段階、
すなわち２つの NBD の接近過程は、水和エン
タルピー駆動で起こると言える。一方、その
後、２つの NBD が接触し始め最終的に密着す
るまでの過程は水和エントロピーによって
支配されていると言える。これらの第 2，3
フェーズは排除体積が減少する過程なので、
これらは 4－(2)の蛋白質－リガンド系と同
様に水の並進エントロピーによって駆動さ
れると考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図４ NBD の 2量体形成過程の水の役割 

 
 

(4) ATP の加水分解の役割を調べるため、NBD
二量体化の自由エネルギーを次の 3つの状態
について計算した。すなわち、1)加水分解前
で２つの ATP が結合している状態、2)加水分
解直後で ADP+Pi の状態、3)Pi 放出後で 2 つ
の ADP が結合している状態。その結果、1)で
は６～７kcal/mol 程度の結合エネルギー利
得が得られた。2)ではエネルギー利得は
2.5kcal/mol 程度まで減少していたが、まだ
二量体は十分安定に存在し得ると推定され
た。3)の Pi 放出後はじめて結合エネルギー
は正となり二量体は解離することが判明し
た。したがって、ATP の加水分解が直接の原
因となって蛋白質の運動（NBD の分離に伴う
TMD の構造変化）が誘起されることは考えに
くい。言い換えると、ATP の加水分解エネル
ギーは直接力学運動に変換されるわけでは
ないと結論できる。 

さらに、1)と 2)の状態で NBD 二量体化の自
由エネルギーを以下の①～③の因子に分割
して評価したところ、結合自由エネルギーが
負になる主要な原因は水のエントロピー効
果であることが判明した。この場合のエント
ロピーは(3)で論じた水の並進エントロピー
であると考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 5 NBD の 2 量体化自由エネルギー 

 
(5) 前述した CFTR の MD シミュレーションで
は、NBD の 2 量体化に伴って、α－ヘリック
スから成る膜貫通ドメイン(TMD)に構造変化
が誘起されることが判明した。興味あること
に、細胞質側から細胞外側に向かって、Cl-

イオンの輸送経路と考えられる空洞が見出
された（図 6）。また、イオン選択フィルター
やリガンドゲートなどの機能部位と思われ
る部分も同定された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

   図 6 TMD を貫く空洞（水色） 

 

 

 

 

 

 



 

 

 このような、NBD から TMD への力学的伝達
のメカニズムを調べるため、２つのカップリ
ングヘリックス(CH1 と CH2)の片方もしくは
両方にアミノ酸変異を導入した変異体の MD
シミュレーションを実行した。その結果
NBD-TMD 間の力の伝達にはカップリングへリ
ックス CH2 が重要な役割を担い、ATP の結合
に関しては CH1 と CH2 のいずれも影響がある
ことが判明した。 
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