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研究成果の概要（和文）：複雑分子系の有する柔軟性は、物質機能を構築する上で重要な特徴となっており、例
えば生体機能おいては、高い物質認識と化学反応触媒活性を通した情報・エネルギー変換を可能にしている。本
研究では、最近、我々により開発された、異なるスケールの現象の相関の記述を可能にする新規な分子シミュレ
ーションの手法である QM/MM RWFE-SCF 法を用いて、生体分子や機能性有機分子集合体の分子機能における柔軟
性の役割を明らかにした。更に、タンパク質系に関しては、変異体導入による構造変化を精度よく求めることに
より、シグナル伝達タンパク質の腫瘍形成変異体の解析や光受容体タンパク質の色変異体の解析・設計を行っ
た。

研究成果の概要（英文）：Conformational flexibility of complex molecular systems plays an essential 
role in their molecular functions. For example, conformational flexibility of biomolecules furnishes
 them with high molecular recognition and catalytic activity, allowing them to convert and mediate 
various information and energy forms necessary for biological activities. In the present study, we 
elucidated in atomic details the role of conformational flexibility in molecular functions of 
biological molecules and functional organic molecular assemblies by using a novel molecular 
simulation approach developed recently by us, QM/MM RWFE-SCF, which is capable of describing 
correlations between highly complex chemical reactions and large conformational changes of extended 
molecular systems. Furthermore, we carried out analysis of oncogenic mutants of a signaling protein 
complex and design of color variants of photo-receptor proteins with the QM/MM RWFE-SCF method.

研究分野： 理論化学

キーワード： 分子シミュレーション　量子化学計算　分子動力学法　ハイブリッド法　シグナル伝達タンパク質　光
受容体タンパク質　機能性有機分子集合体
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１．研究開始当初の背景 

複雑分子系の有する柔軟性は、物質機能を構
築する上で重要な特徴となっており、例えば
生体機能おいては、高い物質認識と化学反応
触媒活性を通した情報・エネルギー変換を可
能にしている。しかし、生体分子や自己組織
化超分子の柔らかな大域的分子構造変化と
化学反応などの局所的な化学的素過程の時
間・空間スケールの大きな違いにより、機能
発現をもたらすそれらの間の相関を直接観
測することが困難であった。 

 我々のグループで開発された新規な分子
シミュレーション手法であるハイブリッド 

QM/MM RWFE-SCF 法は、この困難を部分的
に解決している。この手法では、従来の手法
に比べて 100-10,000 倍長い酵素タンパク質
構造緩和を考慮した化学反応性解析を可能
にし、タンパク質に特徴的な遅い分子運動と
酵素反応の相関を明らかにすることに成功
した。 

 この成功は、分子シミュレーションによる
分子機能研究に新たな可能性を開いている。
まず、時間・空間スケールのミスマッチによ
り困難であった、酵素や超分子機能の化学的
特性における分子の柔軟性の役割の理解で
あり、それは化学的機能分子の設計に新たな
指針を導入する。次に、そのような新規分子
機能の分子シミュレーションによる合理的
設計である。本手法を用いることにより、化
学的活性部位の高精度な記述を保ったまま、
タンパク質や超分子複合体に対する十分な
構造緩和シミュレーションを行えるため、ア
ミノ酸変異や化学修飾を導入した新規機能
性分子モデルの高精度な構築が可能となる。 

２．研究の目的 

本研究課題では、これら方法論の発展と計算
機の急速な進化により可能となった、分子機
能における分子の柔らかさの理論的理解と、
新規な柔らかい分子機能の合理的設計を行
う。 

我々がこれまでの研究で開発を進めてい
る新規な分子シミュレーション法であるハ
イブリッド QM/MM RWFE-SCF 法を用いて、
その困難を克服し、酵素分子や超分子の柔ら
かさがもたらす分子機能のメカニズムの理
解を進めると共に、その知見に基づいた新規
触媒活性を有する酵素分子や超分子の設計
を行う。A01 班の高精度計測や A03 班の分
子創成技術とのフィードバックループの形
成により、電子伝達や光駆動膜チャネルなど
のタンパク質や  共役系包接複合体などの
自己組織化超分子における分子の柔らかさ
の役割を解明し、更に、それらの分子や、我々
がこれまでに取り組んできたタンパク質系
に対して、新規な分子機能を付加する遺伝子
工学・化学的改変の合理的設計を行う。これ

までに、上記のいくつかの分子系において、
既に実験・理論の共同研究が進んでおり、本
課題研究は、複雑分子研究分野の発展を加速
的に進めることが期待される。 

３．研究の方法 

酵素・光受容体・電子伝達タンパク質など、
その分子機能に複雑な電子状態変化とタン
パク質の構造変化が関わるタンパク質系に
対して、QM/MM RWFE-SCF 法を用いてその
分子機能を解析する。 

また、通常の分子動力学（MD）シミュレ
ーションでは記述できない大規模な機能に
関わるタンパク質構造変化をモデリングす
るために、バイアス力を付して機能的な構造
変化を促進する linear response path following

（LRPF）法を開発し、膜輸送体タンパク質な
どに適用する。 

更に、液体状態や自己組織化状態をとる新
規な  共役分子系に対して、分子力場を構
築し MD シミュレーションを行うことによ
り、そのダイナミクスや光特性を解析する。 

４．研究成果 

(1) 酵素活性におけるタンパク質分子の柔軟
性の役割の解明 

細胞内シグナル伝達に関わるタンパク質の
酵素活性に関する研究を行った。まず、シグ
ナル伝達のスイッチとして働く Ras-GAP タ
ンパク質複合体の GTP 加水分解反応触媒活
性に対して、長時間の MD シミュレーショ
ンに基づく QM/MM RWFE-SCF 法を用いた
自由エネルギー構造最適化計算を行うこと
により解析した（下図）。その結果、反応の
遷移状態生成に、Ras-GAP 複合体の大規模な
構造変化が相関していることを見出した。更
に、Bennett acceptance ratio（BAR）法により、
反応の活性化エネルギーを解析し、上記の大
規模な構造変化が酵素活性に大きな役割を
果たしていることを明らかにした。また、反
応触媒活性が低下する複数の腫瘍形成変異



体に対しても反応機構を解析し、変異導入に
よる反応遷移状態形成での構造変化の変調
が触媒活性の低下を引き起こしていること
を見出した。 

更に、シグナル伝達を媒介する MEK タン
パク質のリン酸化による ATPase 活性の発
現の分子機構を、QM/MM RWFE-SCF 法を用
いた自由エネルギー構造最適化計算により
解析した。その結果、MEK タンパク質がリ
ン酸化を受けると、リン酸化部位の周辺の構
造変化が活性部位へと伝播し、ATP に配位し
ている Mg2+ イオンの配位構造を変調する
ことにより、反応活性が著しく上昇すること
を明らかにした。 

(2) レチナール光受容体タンパク質の色変異
体の解析と設計、及び光活性化機構の解明 

光遺伝学に用いられている光感受性イオン
輸送膜タンパク質である AR3 及び ChR に
対して、色変異体の設計を行った（下図）。
QM/MM RWFE-SCF 法を用いて、光吸収を担
う発色団分子の構造変化を引き起こす変異
体を理論的に設計し、須藤ら（岡山大学）及
び濡木ら（東京大学）の生化学・電気生理学
実験との共同研究により、その設計を検証し
た。その結果、最大で 100 nm の吸収シフト
を引き起こす変異体の設計に成功した。また、

濡木ら（東京大学）の結晶構造解析により、
理論的に設計した発色団分子の構造変化が
起きていることが確認された。 

次に、点変異導入により、吸収波長が 200 

nm シフトする水溶性レチナール結合タンパ
ク質である  hCRBPII に対して、QM/MM 

RWFE-SCF 法による解析を行った（下図）。

その結果、実験で観測されている 200 nm の
吸収波長シフトを計算で再現することに成
功し、そのシフトにはタンパク質の構造変化
に伴う活性部位における水分子の配位構造
の変化が大きな寄与をしていることを明ら
かにした。 

次に、G タンパク質結合受容体である視物
質ロドプシン（Rh）に対して、光活性化の分
子機構を QM/MM RWFE-SCF 法により解析
した（下図）。MD 計算により、光活性化構

造変化をシミュレートし、得られた中間状態
の構造を QM/MM 自由エネルギー構造最適
化計算により精密化した。更に、分光学量を
計算し実験値と比較することにより、中間状
態の同定を行った。その結果、光活性化中間
状態である BSI 及び Lumi 状態において、
発色団分子の大きな構造変化が既に起きて
いることを明らかにした。 

更に、ChR に対して、QM/MM RWFE-SCF

法を用いて、光活性化チャネル開状態の前駆
体構造のモデリングを行った（下図）。その

結果、これまで知られている類縁の微生物型
ロドプシンの活性化構造とは顕著に異なる
中間体構造が得られると共に、イオンチャネ
ルの経路も明らかになった。 

(3) 金属タンパク質の酸化還元過程の分子機
構の解明 

金属タンパク質の酸化還元過程では、複雑な



反応中心の電子状態変化とタンパク質環境
の熱揺らぎに伴う再配向を統一的に考慮す
る必要がある。そこで、cytochrome c（cyt c）
タンパク質の酸化還元過程を  QM/MM 

RWFE-SCF 法で解析した（下図）。その結果、

パラメータを一切用いない非経験的アプロ
ーチで、cyt c の酸化還元電位を精度よく計算
することに成功した。更に、その酸化還元電
位にはタンパク質環境の再配向が大きく寄
与することが見いだされ、反応中心の電子状
態変化とタンパク質環境の熱揺らぎに伴う
再配向の両者を精度よく求めることが重要
であることが示された。また、再配向エネル
ギーの寄与を残基分割して解析したところ、
シトクロム c 酸化酵素との相互作用面の残
基の寄与が大きいことが示され、その結合に
より酸化還元電位が制御されることが示唆
された。 

(4) リガンド結合に伴う大規模タンパク質構
造変化のシミュレーション手法の開発 

線形応答理論に基づいた大規模タンパク質
構造変化シミュレーション手法である LRPF 

法を開発した。その手法では、リガンド結合
を表す摂動力に対するタンパク質構造の線
形応答を共分散行列から求め、その応答に比
例するバイアス力を用いて構造変化の促進
を行う。開発された手法を、カルシウム結合
タンパク質であるカルモジュリンの N 末端
ドメインに対して適用し、カルシウム結合に
伴う大規模な構造変化を予測することが可
能であることを示した。 

更に、ADP/ATP 輸送体膜タンパク質に対し
て、実験で得られている inward facing 構造
を出発点とした未知の outward facing 構造
のモデリングを行った。その結果、非常に大
規模な alternating access 的な構造変化を経
て、非常に安定な outward facing 構造を見出
した。また、その outward facing 構造は、実
験的に示されているリガンド分子や薬剤分
子を結合することができることが示された。 

(5)  共役系機能性分子集合体の構造とダイ
ナミクスに関する解析 

吉沢ら（東工大）により合成された、アント
ラセン骨格を有する両親媒性自己組織化分
子の動的構造、及びその分子集合体がホスト
となる拡張 p 共役分子の包摂過程について 

MD シミュレーションを用いて解析した。そ
の結果、自己組織化分子集合体は複数の構造
を有するクラスタを形成し、間欠的な構造遷

移を伴うことが示された。また、包摂過程に
おいても、ホスト分子集合体は柔軟に構造遷
移することが示され、このホスト分子が有す
る高いゲスト分子受容性の分子的起源を明
らかにした。 

また、中西ら（NIMS）が開発したピレン
分子骨格とアルキル側鎖からなる分子集合
体の液体ピレンに対して、そのレオロジーと
光特性を MD シミュレーションにより解析
した。その結果、アルキル側鎖の違いによる
粘性及び蛍光スペクトルシフトの差の分子
起源を明らかにした。 
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Functional Processes” 日本生物物理学会・シン
ポジウム “ポンプ、酵素、モーター、機能の
鍵：pKa” （2015年 9月 14 日、金沢・石川） 

⑪ Shigehiko Hayashi (invited) “Crucial Role of 

Protein Flexibility in Enzymatic Catalysis” 

IUPAC-2015 45th World Chemistry Congress 

(Pusan, Korea, August 9-14, 2015)  

⑫ 林 重彦 （招待） ”柔らかいタンパク質
の分子機能の理解と設計” 第 12 回 AMO 

討論会 （2015年 6月 20 日、東京） 

⑬ Shigehiko Hayashi (invited) “Understanding 

and Design of Microbial Opsin-based 

Optogenetics Tools” Albany 2015: Conversation 

19 (Albany, USA, Jun 9-13, 2015) 

⑭ 林 重彦 （招待） “タンパク質の pKa 

制御とプロトン能動輸送の分子機構” 分子研
研究会「膜タンパク質内部のプロトン透過を
考える」 （2015年 4月 20日、岡崎・愛知） 

⑮ 林 重彦 （招待） ”柔らかいタンパク質
の分子機能の理解と設計” 理研シンポジウム
「生体分子系量子化学計算の最前線」 （2015

年 1月 23日、和光・埼玉） 

⑯ 林 重彦 （基調） “柔らかいタンパク質
の分子機能の理解と設計」” CBI 学会 2014 

年大会 （2014年 10月 30日、東京） 

⑰ Shigehiko Hayashi (invited) “Understanding 

and Designing Color Variants of Retinal Biding 

Proteins by Molecular Simulations” 16th 

International Conference on Retinal Proteins 

(Nagahama, Japan, October 5-10, 2014) 

⑱ 林 重彦 （招待） “柔らかいタンパク質
の分子機能の理解と設計」” 第 14 回蛋白質
科学会年会 公募型シンポジウム （2014 年
6 月 27日、横浜・神奈川） 

⑲ Shigehiko Hayashi (invited) “Catalytic 

mechanism of NTPases” Tokyo ATPase 

Workshop (Tokyo, Japan, June 2-3, 2014)  

⑳ Shigehiko Hayashi (invited) “Crucial Role of 

Protein Flexibility in Enzymatic Catalysis” Les 

Houches-TSRC Workshop on Protein Dynamics 

(Les Houches, France, May 18-23,2014)  

㉑ 林 重彦 （招待） “酵素機能における分
子の柔らかさの役割” 日本化学会第 94 春季
年会中長期テーマシンポジウム「複雑系のた
めの分子科学－理論研究によるアプローチ」 

（2014年 3月 27日、名古屋・愛知） 

㉒ 林 重彦 （招待） ”柔らかいタンパク質
の分子機能の理解と設計” 自然科学研究機構
計算科学研究センタースーパーコンピュー

タワークショップ 2014「計算化学の最新の
成果と展開」 （2014年 1月 21 日、岡崎・愛
知） 

㉓ Shigehiko Hayashi (Invited) "Crucial Role of 

Protein Flexibility in Enzymatic Catalysis " 

CRC-EC Joint International Symposium on 

Chemical Theory for Complex Systems (Atlanta, 

USA, Jan. 9 - 10, 2014)  

㉔ Shigehiko Hayashi (Invited) "Crucial Role of 

Protein Flexibility in Enzymatic Catalysis" 3rd 

International Conference on Molecular 

Simulation (Kobe, Japan, Nov. 18 - 20, 2013) 

〔図書〕（計 3件） 

① 林 重彦（分担執筆）“ハイブリッド分子
シミュレーションによるロドプシン光受容
体の分子機能の理解と設計” 医学のあゆみ - 

第 5土曜特集号「生命現象を観る－革新的な
構造生命科学が観せてくれる世界」 , 262, 

552-558 (2017) 

② Klaus Schulten and Shigehiko Hayashi（分担
執筆）“Quantum Biology of Retinal” Quantum 

Effects in Biology, Cambridge University Press, 

Chapt. 11, 237-263 (2014). 

③ 林 重彦（分担執筆） “ハイブリッド分子
シミュレーションと実験研究の接点で見え
る生体分子機能のメカニズム” 化学フロンテ
ィア 23 1 分子ナノバイオ計測－分子から
生命システムを探る革新的技術. 化学同人, 

第 6 章, 89-98 (2014) 

〔産業財産権〕 

該当なし 

〔その他〕 

http://kuchem.kyoto-u.ac.jp/riron/ 

６．研究組織 

(1) 研究代表者 

林 重彦（HAYASHI, Shigehiko） 

京都大学・大学院理学研究科・教授 

研究者番号： 70402758 

 


