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研究成果の概要（和文）：本研究では、我々の開発した QM/MM RWFE-SCF 法を用いて、生体高分子の機能共役性
と機能可変性に関して、以下の 5 つの生体分子系に関して理論的な研究を行った (1) 光感受性イオンチャネル
輸送体である微生物型ロドプシン GtACR1 の光活性化、(2) 光感受性イオンポンプ輸送体である微生物型ロドプ
シン NpHR の光活性化、(3) ハンマーヘッドリボザイムの酵素触媒活性機構、(4) HIV プロテアーゼの薬剤耐性
分子機構、(5) シトクロム c の酸化還元過程。

研究成果の概要（英文）：We performed theoretical studies on molecular mechanisms of functional 
coupling and variability of the following five biomolecular systems: (1) photo-activation of a 
photo-sensitive ion channel transporter, microbial rhodopsin GtACR1, (2) photo-activation of a 
photo-sensitive ion pump transporter, microbial rhodopsin NpHR, (3) Enzymatic catalysis of 
hammerhead ribozyme, (4) drug-resistance of HIV-protease, and (5) redox process of cytochrome c.

研究分野：生物物理学

キーワード： 分子シミュレーション　ハイブリッド法　ロドプシン光受容体　リボザイム　薬剤耐性　酸化還元タン
パク質

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
タンパク質や核酸などの生体高分子は顕著な分子機能を有する。特に顕著な分子機能性は、共役性と可変性であ
る。多くの機能性タンパク質分子は、複数の化学現象を相関させる共役性を有する。このような機能共役性の解
明は、そのタンパク質が関わる疾病に対する治療薬開発の幅を大きく拡げると共に、新規な機能性分子の設計指
針の構築に大きく寄与をする。また、機能可変性の解明は、薬剤耐性への解決に重要となるのみならず、機能変
換をもたらすアミノ酸変異の効率的な探索が重要となるタンパク質工学による機能性タンパク質分子ツールの開
発に重要な指針を与える。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

タンパク質や核酸などの生体高分子は顕著な分子機能を有する。これらの高分子は、一次元配列
の情報により決定される特定の三次元構造にフォールドし、その構造と基質分子の相互作用に
より、様々な機能が発現する。例えば、酵素などの生体化学触媒の場合、三次元構造内に形成さ
れる基質結合部位が反応基質分子を結合し、基質分子の化学的遷移状態を安定化する相互作用
により高い化学触媒活性が生じる。 

一方、タンパク質に特徴的な分子機能は、化学触媒活性だけではない。特に顕著な分子機能性
は、共役性と可変性である。多くの機能性タンパク質分子は、複数の化学現象を相関させる共役
性を有する。例えば、光受容体タンパク質では、結合している発色団分子の光吸収により引き起
こされる光化学反応過程を、タンパク質の構造変化や他の化学反応過程と相関させることによ
り、光のエネルギーを変換して顕著な分子機能を与える。また、活性部位から離れた部位でのリ
ガンド結合や化学状態変化により、活性部位での機能活性がアロステリックに制御される。 

また、タンパク質分子機能は、進化における突然変異（アミノ酸置換）の蓄積により変換し、
大幅な多様化がなされている。多くの進化的に類縁な機能変換の場合、タンパク質構造のモチー
フは保持されたままであり、生体分子機能の高い可変性を与えている。このような分子機能の高
い可変性は、分子システムとしての生物体の成立やその環境への適応能力の獲得など、本質的に
重要な分子的特徴である。また、タンパク質工学による機能性タンパク質分子ツールの開発には、
機能変換をもたらすアミノ酸変異の効率的な探索が重要となる。 

しかし、そのような分子機能に関わる活性部位の化学現象と、機能共役や機能変換のアミノ酸
変異に関わるタンパク質の柔軟な大域的構造変化の相関の分子機構に関しては、それらの空間
的・時間的スケールの大きなギャップにより、原子レベルでの理解に未だ至っていない。実験的
には、機能発現時に瞬間的に現れる活性化状態を原子レベルで捉えることが困難である。また、
MD シミュレーションによる理論計算においても、原子レベルの構造変化の詳細は解析が可能
であるが、機能活性部位では電子状態的に活性な化学反応過程が機能に本質的な役割を果たし
ており、通常の MD シミュレーションで用いられる古典的分子力場では、活性部位での機能と
タンパク質の大域的構造変化の相関を解析することが困難である。 

この困難は、最近、我々のグループで独自に開発された QM/MM RWFE-SCF 法（Hayashi et al., 
Annu. Rev. Phys. Chem. 2017）により部分的に解決され、大きな進展が得られている。この手法は、
活性部位での酵素反応触媒機構の解析のために通常用いられる量子化学的（QM）手法と分子力
学（MM）法を組み合わせた、いわゆる QM/MM ハイブリッド法の一種である。しかし、通常
の QM/MM 法が QM 法の大きな計算コストのためにシミュレーション時間が極めて限られて
おり、タンパク質の大規模構造変化をシミュレートするのが非常に困難である一方、QM/MM 
RWFE-SCF 法では、QM 部分の電子状態と構造の最適化が、タンパク質環境の MD 計算による
統計的サンプリングと完全に分離されるようにデザインされているため、通常の QM/MM-MD 
法の 1,000 倍以上の長時間（マイクロ秒程度）のタンパク質の構造変化を考慮することが可能
となっている。 

２．研究の目的 

本研究では、我々の開発した QM/MM RWFE-SCF 法を用いて、生体高分子の機能共役性と機能
可変性に関して、以下の 5 つの生体分子系に関して理論的な研究を行う。(1) 光感受性イオン
チャネル輸送体である微生物型ロドプシン GtACR1 の光活性化、(2) 光感受性イオンポンプ輸
送体である微生物型ロドプシン NpHR の光活性化、(3) ハンマーヘッドリボザイムの酵素触媒
活性機構、(4) HIV プロテアーゼの薬剤耐性分子機構、(5) シトクロム c の酸化還元過程。以下
にそれぞれの研究について目的を述べる。 

光感受性イオン輸送体である微生物型ロドプシンのイオン輸送機能変換 微生物型ロドプシン
は光遺伝学で用いられるタンパク質ツールであり、神経細胞に遺伝子工学的に導入することに
より、光による神経活動の制御を可能にする。本研究では、微生物型ロドプシンファミリーの中
で、神経活動の抑制化をもたらすアニオンチャネルの GtACR1、及びアニオンポンプの NpHR 
に関して、光活性化過程を理論的に明らかにし、そのイオン輸送機能発現機構とこれらのタンパ
ク質間での機能差を与えている構造ダイナミクスについて解明することにより、新規タンパク
質ツール開発につながる機能変換に関する知見を得る。 

ハンマーヘッド型リボザイムの酵素活性機構 上記の機能共役性や可変性は、アミノ酸からな
るタンパク質の分子的特徴なのであろうか？その理解を深めるため、比較となるリボ核酸生体
酵素のハンマーヘッド型リボザイムの自己切断反応の分子機構を解明し、触媒活性に対する核
酸高分子の構造やダイナミクスに関する分子的特徴を明らかにする。 



HIV プロテアーゼの薬剤耐性分子機構 HIV プロテアーゼは、AIDS 治療のターゲットタンパ
ク質で、多くの遷移状態アナログ型の阻害剤分子が開発されている。一方、HIV ウイルスは変
異速度が高く、薬剤耐性が問題となっている。薬剤耐性が発現するためには、変異導入による阻
害剤分子の結合能の低下と、触媒活性の維持の両立が必要であり、遷移状態アナログ型の阻害剤
分子に関しては、その分子機構が自明ではない。そこで、本研究では、天然タンパク質と薬剤耐
性変異体に対し、薬剤分子結合と酵素触媒活性を理論的に解析し比較することにより、薬剤耐性
の分子機構を明らかにする。 

シトクロム c の酸化還元過程の分子機構 シトクロム c は電子伝達に関わるタンパク質であ
り、補因子であるヘムが酸化還元反応中心となる。酸化還元過程は、反応中心の電子状態の変化
のみならず、電荷の変化に応答するタンパク質の静電環境の大きな変化が本質的に重要となる
ため、これまで理論的な取り扱いが困難であった。そこで、QM/MM RWFE-SCF 法を用いて、非
経験的に酸化還元電位の計算が可能となる手法の開発を行う。 

３．研究の方法 

GtACR1 の光活性化過程 タンパク質モデルは X 線結晶構造（PDB-ID: 6CSM）二量体を基に
構築し、POPC 細胞膜の周期境界条件のシミュレーション系に配置した（図 1a）。全原子数はお
よそ 20 万原子である。MD 計算の分子力場は AMBER（ff14SB, lipid14）を用い、計算は 
Amber16 の PMEMD を用いて行った。QM/MM 計算の QM 系はレチナール発色団分子（57 原
子）とした。QM 計算は、密度汎関数法（M06-2X/ 6-31G**）を用い、QM/MM RWFE-SCF イン
ターフェースを組み込んだ GAMESS プログラムパッケージを用いて行った。QM/MM RWFE-
SCF 計算では、MM 領域の MD サンプリングと QM/MM 自由エネルギー構造最適化を 1 サ
イクルとして、QM 電子状態・構造と MM 平均場の両者が収束するまで繰り返し計算を行う。
1 サイクルあたりの MD 計算は 10 ns である。さらに、チャネル内の Cl- イオンの分布を調べ
るために、Cl- イオンの初期座標を変えた 8 マイクロ秒の MD シミュレーションを行った。更
に、実験で調べられている変異体モデル（6 種類）を作成し、励起エネルギーを MCQDPT 計算
により計算した。 

NpHR の光活性化過程 タンパク質モデルは X 線結晶構造（PDB-ID: 3A7K）を基に構築し、
単量体を POPC 細胞膜の周期境界条件のシミュレーション系に配置した。全原子数はおよそ 9 
万原子である。MD 計算の分子力場は CHARMM36 を用いた。QM/MM RWFE-SCF 計算の詳細
は上記と同様である（1 サイクルの MD 計算は 6 ns）。 

ハンマーヘッドリボザイムの触媒活性機構 RNA モデルは X 線結晶構造（PDB-ID: 5DI2）を基
に構築し、水中の周期境界条件のシミュレーション系に配置した。全原子数はおよそ 12 万原子
である。MD 計算の分子力場は、RNA に対しては AMBER（ff14SB）を基に RNA 用に修正さ
れた力場（Tan et al., PNAS, 115, E1346 (2018)）、および水分子に対しては TIP4P を用いた。QM 
系はリン酸ジエステル結合切断部位とプロトン引き抜きを行う近傍のグアニン塩基を含む 63 
原子である。QM/MM RWFE-SCF 計算の詳細は GtACR1 の計算と同様である。 

HIV プロテアーゼの薬剤耐性機構 タンパク質モデルは X 線結晶構造（PDB-ID: 1HSG）を基
に構築し、水中の周期境界条件のシミュレーション系に配置した。全原子数はおよそ 8 万原子
である。MD 計算の分子力場は AMBER（ff14SB, GAFF）を用いた。QM 系は、触媒活性タンパ
ク質側鎖の Asp25 に加えて、Indinavir 薬剤分子結合に関しては薬剤分子全体を含む計 105 原
子、また天然基質ペプチド分子の触媒反応解析に関しては、ペプチド分子の触媒活性部位と周辺
の水分子を含む計 65 原子である。QM 計算は密度汎関数法（B3LYP-3D/6-31G** および M06-

 
図 1 GtACR の構造モデル。a シミュレーション系。b 暗状態の自由エネルギー最適化構造。c 初期

中間状態の自由エネルギー最適化構造。 



2X/6-31G**）を用いて行った。QM/MM RWFE-SCF 計算の詳細は GtACR1 の計算と同様である。 

シトクロム c の酸化還元過程 タンパク質モデルは X 線結晶構造（PDB-ID: 1HRC）を基に構
築し、水中の周期境界条件のシミュレーション系に配置した。全原子数はおよそ 3 万原子であ
る。MD 計算の分子力場は AMBER（ff14SB,GAFF）を用いた。QM 系は、ヘム分子（計 88 原
子）とした。QM 計算は密度汎関数法（B3LYP/6-311G*//B3LYP/6-31G*）を用いた。QM/MM RWFE-
SCF 計算の詳細は GtACR1 の計算と同様である。更に、酸化還元エネルギーの補正のため、
DLPNO-CCSD(T) 法計算、及び周辺側鎖を QM 領域に含めた拡張 QM 系（199 原子）に対する
密度汎関数計算を行った。 

４．研究成果 

GtACR1 の光活性化過程 まず、初期状態である暗状態におけるレチナールプロトン化シッフ
塩基（RPSB）の対イオンのプロトン化状態について解析を行った。類縁の微生物型ロドプシン
の場合、プロトン化して正に帯電している RPSB 分子近傍には、カウンターイオンとなる脱プ
ロトン化した酸性側鎖が存在する。GtACR1 の場合にも、RPSB 近傍に Asp234 が位置している
が、赤外分光実験によりプロトン化をしていることが示唆されており、類縁の微生物型ロドプシ
ンと異なっている。そこで、Asp234 がプロトン化した状態と脱プロトン化した状態モデルに対
して QM/MM RWFE-SCF 自由エネルギー構造最適化計算を行い、プロトン化の影響を調べた。
自由エネルギー構造最適化には、Asp234 がプロトン化した状態に対しては計 910 ns、脱プロト
ン化状態に対しては計 310 ns の MD サンプリングを行う QM/MM RWFE-SCF 計算を要した。
その結果、Asp234 がプロトン化した状態に対しては、バルク水中に存在した Cl- イオンが自発
的にチャネルに侵入し、RPSB、Asp234、及び Arg94 の間の空隙に結合することを見出した（図 
1b）。一方、脱プロトン化状態に対しては、Cl- イオンの自発的な結合は観測されなかった。更に
チャネル内の Cl- イオンの分布を詳しく調べるために、自由エネルギー最適化構造に対して Cl- 
イオンの初期座標を変えた 8 マイクロ秒の MD シミュレーションを行った。その結果、Cl- イ
オンはチャネルの空隙の中で頻繁に位置を変え、空隙の中では特定の強い結合状態を取らない
ものの、統計的には Arg94 近傍に配位することが多いことが明らかになった。このようなチャ
ネル内の高い可動性は、チャネル機能に重要な役割を果たしていると考えられる。また、Asp234 
変異体に対する生化学実験結果を検討するために、Asp234 および近傍の Glu68 側鎖の変異体
モデルに対して QM/MM RWFE-SCF 計算および MD 計算を行い、タンパク質環境の統計サン
プルを得たのち、MCQDPT 多配置参照摂動法による励起エネルギー計算を行った。その結果、
実験的に観測されている変異導入による吸収波長変化の分子機構を明らかにした。 

 次に、RPSB の光異性化反応後に RPSB が 13-cis 配置となった初期中間状態の構造モデルの
自由エネルギー最適化構造を、QM/MM RWFE-SCF 法を用いて決定した。その結果、Asp234 が
プロトン化した系において、2.6 µs の自由エネルギー構造最適化計算の最中に細胞内側のチャ
ネル閉塞部が開き、膜間のチャネル全体を水分子の水素結合が繋ぐチャネル開構造が得られた
（図 1c）。このような開構造の構造モデルは、類縁のチャネルロドプシンを含めて実験的に観測
されておらず、初めての構造モデルを得ることに成功した。 

NpHR の光活性化過程 初期状態である暗状態と、RPSB の光異性化反応に RPSB が 13-cis 
配置となった初期中間状態の構造モデルの自由エネルギー最適化構造を、QM/MM RWFE-SCF 
法を用いて決定した。自由エネルギー構造最適化には、暗状態および中間状態に対して 2,154 ns 
および 816 ns の MD サンプリングを要する QM/MM RWFE-SCF 計算を要した。その結果、RPSB 
の異性化により正に帯電したプロトン化シッフ塩基が細胞質側を向くため、暗状態で配位して
いた Cl- が細胞外側に移動することを見出した。 

ハンマーヘッドリボザイムの触媒活性機構 リボザイムは一塩基あたり負に帯電したリン酸を
有する RNA 高分子であるため、その負電荷を中和するカチオンが系中に多く必要となる。特に、
ハンマーヘッドリボザイムの活性には Mg2+ イオンが必要であるため、Mg2+ イオン濃度を適切
に保たなければならない。そこで、適切な Mg2+ イオン濃度を決定するために、イオン濃度を
徐々に高める MD 計算を行った。まず、Mg2+ の実験濃度 20 mM に対応する水中における 
Mg2+ の個数である 16 個の Mg2+ を加えた系の 100 ns の MD 計算を行ったところ、すべての 
Mg2+ がリボザイムに配位し、水中に遊離する Mg2+ が無くなった。これは、MD シミュレーシ
ョン系の実効的な Mg2+ の濃度が、実験条件に比べて著しく過小評価されていることを表して
いる。そこで、Mg2+ の濃度を少しずつ増やし 100 ns の MD シミュレーションを繰り返すこと
により、Mg2+ のリボザイムへの配位が飽和し遊離する Mg2+ が実験濃度程度となる適切な 
Mg2+ の個数の決定に成功した。その系を用いて、反応の始状態と二つの中間状態について 
QM/MM RWFE-SCF 自由エネルギー構造最適化計算を開始した。 

HIV プロテアーゼの薬剤耐性機構 HIV プロテアーゼの薬剤耐性変異体である V82T/I84V は
薬剤分子の結合能を著しく低下させるが、プロテアーゼ活性はある程度保持されるため、薬剤耐
性が発現する。そこで、代表的な薬剤分子である Indinavir の結合に関して、変異導入による結



合自由エネルギーの変化を QM/MM RWFE-SCF 法、および Alchemy 自由エネルギー摂動法を
用いて解析した。まず、HIV プロテアーゼは二量体であり、基質／薬剤結合部位に存在する触
媒活性を有する Asp25 も近接して二つあるが、薬剤分子結合時にそれらのどちらがプロトン化
しているかが不明であるため、QM/MM RWFE-SCF 計算を用いて自由エネルギー構造最適化を
行い、さらに異なるプロトン化状態間の自由エネルギー差を計算することにより、プロトン化状
態を決定した。次に、Alchemy 法を用いて、Indinavir 結合状態と非結合状態における天然タン
パク質と V82T/I84V の自由エネルギー最適化構造間の自由エネルギー差を計算することによ
り、変異導入による結合自由エネルギー変化を求めた。その結果、変異導入により Indinavir の
結合自由エネルギーが顕著に減少することを見出した。同様の計算を Indinavir に対して MM 
分子力場を用いたシミュレーション系に対して行ったところ、結合エネルギーの減少が見られ
なかった。従って、実験結果を説明するためには、高精度な QM/MM 系による取り扱いが必要
となることが分かった。構造変化の解析により、高精度な QM/MM 法による Indinavir の構造
が MM 分子力場のそれとは顕著に異なり V82T/I84V 近傍の薬剤分子－タンパク質の疎水性相
互作用の変調の仕方が異なっていることを見出した。 

また、天然タンパク質におけるプロテアーゼ酵素触媒反応の反応機構を QM/MM RWFE-SCF 
計算により解析した。反応始状態、及び複数の中間状態に対して自由エネルギー最適化構造を得
た。また、それらの間の反応遷移状態の探索を行った。 

シトクロム c の酸化還元過程 QM/MM RWFE-SCF 法を用いて、タンパク質の酸化還元電位を
非経験的に求める手法の開発を行った。まず、シトクロム c の酸化型および還元型に対して自
由エネルギー構造最適化を行い、ヘム分子の配位結合やヘム分子のポルフィリン平面の顕著な
歪みを明らかにした。さらに、酸化型と還元型の間の自由エネルギー摂動法を用いた自由エネル
ギー計算や、それらの QM エネルギーに対する DLPNO-CCSD(T) 法計算や拡張 QM 系を用い
たタンパク質分極などの補正計算法を開発することにより、非経験的かつ定量的な酸化還元エ
ネルギー計算手法の開発に成功した。 
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