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研究成果の概要（和文）：本研究課題ではQM/MM（Quantum Mechanical/Molecular Mechanical）法と呼ばれる量子化学
計算の手法を用いることで、数万原子からなる生体分子などの巨大な系についてシミュレーションを行い、酵素の活性
中心における反応活性種の反応性や電子状態を検討し、酵素による基質の活性化機構を明らかにした。成果としては、
フルオロ酢酸デハロゲナーゼ、ヘムオキシゲナーゼ、ジオールデヒドラターゼなどの酵素反応について、QM/MM法によ
る高精度なドッキングシミュレーションや変異体の反応性評価を行い、そのいくつかについて論文を発表した。

研究成果の概要（英文）：In this study, reactivity and electronic structure of active species in the 
active site of enzymes were investigated with the Quantum Mechanical/Molecular Mechanical (QM/MM) method. 
QM/MM studies on fluoroacetate dehalogenase, heme oxygenase, and diol dehydratase were published.

研究分野：計算化学
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１．研究開始当初の背景 
酵素は精緻に組み合わされた多元素から成
る化学反応系であり、呼吸などによるエネル
ギー獲得、電子移動、物質変換など、生命の
根幹に関わる反応が行われている。このよう
な酵素が行う反応系をそのまま工業的に応
用できれば、低環境負荷な触媒が構築される
こととなり、今世紀に期待される課題である。	
 
 
２．研究の目的 
QM/MM （ Quantum	
 Mechanical/Molecular	
 
Mechanical）法と呼ばれる量子化学計算の手
法を用いることで、数万原子からなる生体分
子などの巨大な系についても、充分な精度で
シミュレーションを行うことが可能である。
本研究はこの QM/MM 法を使うことで、酵素の
活性中心における反応活性種の反応性や電
子状態を検討し、酵素による基質の活性化機
構を明らかにすることを目的とする。計画し
ている研究項目としては、(1)QM/MM 法による
高精度なドッキングシミュレーション(2)酵
素全原子を含んだ計算による反応性評価(3)
計算化学による高機能人工酵素の設計など、
計算化学の立場から酵素化学に関連した幅
広い研究を行う。	
 
３．研究の方法 
本研究では量子力学的手法（QM 法）と分子
力場法（MM 法）を組み合わせた QM/MM 法を
利用し、酵素の触媒機構の解析を行う。結
合や電子状態の精密な記述が必要な QM 領
域（活性中心）に量子化学計算を，周辺領
域の比較的記述が容易な MM 領域（ほぼすべ
てのタンパク）に分子力学を使用して，そ
れらを組み合わせる方法である。系の全エ
ネルギーEは QM 領域，MM 領域の各エネルギ
ーE(Inner,QM)、E(Outer,MM)に領域間の相
互作用 E(Couple,QM/MM)を加えたものとな
る。この方法を用いれば，現実的な時間内
で全タンパクを含む系の計算が実行可能と
なる。	
 
４．研究成果	
 
計算ミューテーションを用いた酵素反応
の解析	
 
ジオールデヒドラターゼ	
 (DD)はアデノシル
コバラミン由来の酵素であり、1,2-ジオール
を相当するアルデヒドへと変換する反応を
触媒する。最初にアデノシルラジカルにより
1,2-propandiol	
 (PDO)の C1 の水素が引き抜
かれ、1,2-diol	
 radical になる。次に 2 位の
水酸基が 1位に転移する水酸基転移反応が進
行し、1,1-diol	
 radical が生じる。その後、
水素の再結合が起こり、1,1-propandiol が生
じる。その活性中心には金属イオンが存在し、
基質の水酸基が金属イオンに直接配位して
いる。虎谷らはこの金属イオンを Kと推定し
た。近年、我々は QM/MM 計算により中心金属
の再同定を行い、中心金属を Ca であると予
見した[1]。その後、虎谷らは酵素の活性が
Ca に大きく依存していることを確認し、中心
金属は Ca と訂正された。また、虎谷らは

Site-Directed	
 Mutagenesis により変異型酵
素を作成し、それらの活性を測定した。変異
型では水酸基転移反応の活性化エネルギー
の低下に寄与する His143 と Glu170 を置換し
た His143Ala、Glu170Gln、Glu170Ala の活性
を求めた。His143Ala と Glu170Gln 変異型の
活性はそれぞれ野生型の 5.1%と 0.02%となり、
Glu170Ala 変異型では活性はほとんどなかっ
た(<0.01%)。今回、計算ミューテーションを
用いてアミノ酸残基の役割および活性に与
える影響について検討した。	
 
	
 酵素の全原子計算を行うために QM/MM 法を
用いた。QM/MM 法は高精度で計算負荷が大き
い量子化学(QM)計算と安価で高速な分子力
場(MM)計算を組み合わせた方法である。QM 領
域の原子は反応に重要な 7個のアミノ酸残基，
金属イオン(Ca2+)、基質(PDO)、アデノシル
ラジカルのリボース部位とした。変異型では
His143 をアラニンに Glu170 をグルタミンと
アラニンに置換した。QM 領域では TURBOMOLE
プログラムを用いて	
 B3LYP	
 法で計算を行い、
基底関数は SV(P)を適用した。それ以外の領
域を MM 領域として力場に CHARMm を適用し、
計算を DL_POLY プログラムで行った。計算の
インターフェイスとして ChemShell	
 プログ
ラムを用いた。	
 
	
 変異導入により水酸基転移反応の活性化
エネルギーが大きく上昇していることが判
明した。野生型では水酸基転移反応において
C2‒O2 結合がヘテロリティックに切れること
により電子の非局在化がおき、遷移状態が安
定化することが知られている。一方、
His143Ala 変異型ではこの結合がホモリィテ
ックに開裂し、ラジカルが転移する水酸基に
局在することが判った。また、Glu170Gln、
Glu170Ala 変異型では水素を引き抜く残基が
存在せず、共鳴安定化が確認されなかった。
これらの結果から、His143 はと Glu170 によ
る相乗効果により遷移状態が安定化するこ
とが明らかになった。また、律速段階の活性
化エネルギーから計算された酵素の相対活
性は実験により得られた相対活性をよく再
現しており、酵素反応の解析だけでなく、設
計に応用することも期待させる結果となっ
た。	
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