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研究成果の概要（和文）：本研究は、わずか数個のハロゲン原子導入が引き起こすタンパク質の構造安定化の分
子メカニズムを、タンパク質の分子内相互作用の観点で、計算化学的に明らかとした。ハロゲン原子が導入さ
れ、タンパク質全体の構造安定性が増大したグルタチオン-S-転移酵素(GST)に対して、フラグメント分子軌道
(FMO)計算を行い、GSTを構成するすべてのアミノ酸残基ペアの相互作用エネルギーを算出した。実験的にはアプ
ローチが難しいタンパク質の分子内相互作用を、計算化学手法により解析し、ハロゲン原子導入によるタンパク
質の構造安定化メカニズムを明らかとすることができた。

研究成果の概要（英文）：We have performed the ab initio fragment molecular orbital (FMO) 
calculations for wild-type and halogenated glutathione S-transferase (GST). In order to understand 
the mechanism of structural stability of the halogenated protein, we calculated the interaction 
energies for all residue pairs in GST by using pair interaction energy analysis based on the FMO 
method. The FMO-MP2 method can be used to correctly evaluate both the electrostatic and van der 
Waals dispersion interactions, and it affords these interaction energies separately. Differences in 
interaction energies of each residue pair between the two structures were interpreted as the effect 
of halogenation. The results show that halogen moieties formed stabilizing interaction with the 
neighboring residues.

研究分野： 計算化学

キーワード： 人工アミノ酸　フラグメント分子軌道法　相互作用エネルギー　構造安定化　ハロゲン原子　軌道間相
互作用解析
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１．研究開始当初の背景 
タンパク質は、生体適合性や生分解性を

合わせ持つ環境にやさしい、新しい生体ナ
ノ材料として医療や食品、化学産業など
様々な分野への応用が進んでいる。医薬品
では、すでにタンパク質を中心としたバイ
オ医薬品へと開発の中心が移動している。
また、環境分野では、プラスチックなどを
分解する酵素や、バイオエタノールの生産
など、地球環境問題の解決にタンパク質の
持つ機能の利用が欠かせない。しかし、タ
ンパク質の構造は温度やpHなど外的な環境
変化に対して弱く、タンパク質の持つ機能
を人工的に利用する場合、その構造安定性
を向上させることが重要な課題である。 
アミノ酸を組み替える従来の構造安定化

手法は、構造の変化が大きいため、タンパ
ク質全体の構造や機能を変えてしまう危険
性があった。申請者らは、タンパク質を構
成している特定のチロシンにハロゲン原子
をただ一つ導入したハロゲン化チロシンに
置き換えるだけで、タンパク質の構造安定
性が大幅に向上することを見出した (理
研：プレスリリース2015年5月26日[1]) 。 
これまでに、グルタチオン-S-転移酵素

(Glutation-S-Transferase: GST)をはじめ
とする複数のタンパク質で、ハロゲン化に
より構造の安定化が確かめられた。この方
法を利用すれば、タンパク質本来の構造や
機能に与える影響を最小限に抑えつつ、タ
ンパク質の構造安定性を容易に向上させる
ことができる。しかし、わずか数個のハロ
ゲン原子導入がなぜ、タンパク質全体の構
造を安定化させるのか？その分子メカニズ
ムは明らかではない。 

 
２．研究の目的 

本研究では、わずか数個のハロゲン原子
の導入が引き起こすタンパク質の構造安定
化の分子メカニズムを、タンパク質の分子
内相互作用の観点で、計算化学的に明らか
にする。そして構造安定化において、ハロ
ゲン原子の導入が簡便で汎用性が高いこと
を示す。これによりタンパク質を分子素材
として、様々な分野へ応用する技術基盤の
確立を目指す。 

 
３．研究の方法 

本研究では、「グルタチオン-S-転移酵素
(GST)」を解析の対象とした。この酵素のチ
ロシン 7 個をハロゲン化チロシンに置き換
えたところ、酵素の構造安定性が大幅に向
上した。ハロゲン原子が導入された GST の
構造全体に対して、フラグメント分子軌道
(FMO)計算により電子状態を解析する。そし
て、GST の分子内相互作用を網羅的に解析し、
ハロゲン原子導入が引き起こすタンパク質
の構造安定化の分子メカニズムを明らかと
していく。 
FMO 計算では、GST は、１アミノ酸残基単

位でフラグメントに分割した。ハロゲン化
したチロシン、および23番目のロイシンは、
さらに主鎖と側鎖に分割した。計算レベル
は MP2/6-31G**とし、ハロゲン原子のみ
6-311G**を用いた。解析の対象とした野生
型 GST(WT-GST), お よ び ハ ロ ゲ ン 化
GST(X-GST)の立体構造は、X線の結晶構造を
基に作成した。また、ハロゲン化 GST から、
ハロゲン原子を水素原子に置き換えただけ
の GST(H-GST)の立体構造も作成した。結晶
構造で欠損していた水素原子は分子モデリ
ングソフト SYBYL を用いて付加し、全ての
水素原子に対してTripos力場を用いた分子
力学法でエネルギー極小化計算を行った。
FMO 計算は、プログラムに PAICS[2]を用い
た。 
引用文献 
[1]Kazumasa Ohtake, Kenji Yamagishi, 

Kensaku Sakamoto et al., Scientific 
Reports. 5, 9762, (2015). 

[2]Takeshi Ishikawa et al., J. Comput. 
Chem., 30, 2594, (2009). 

 
４．研究成果 

ハロゲン原子が導入され、その構造安定
性が大幅に向上したハロゲン化 GST、ハロゲ
ン化していない野生型の GST(WT-GST)、およ
びハロゲン化 GST のハロゲン原子を水素原
子に置換することで作成した野生型 GST 
(H-GST)に対して、第一原理に基づく電子状
態計算手法であるフラグメント分子軌道
(FMO)計算を実行し、その電子状態を決定し
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
次に、この FMO 計算によって決定した電

子状態に基づき、GST を構成するすべてのア
ミノ酸ペアの相互作用エネルギーを解析し
た。この相互作用エネルギーは、HF エネル
ギーと電子相関エネルギーに分けて解析を

図１. ハロゲン化 GST の立体構造と
ハロゲン原子の局所的相互作用 



進めた。WT-GST とハロゲン化 GST で同じア
ミノ酸残基ペアの相互作用エネルギーを比
較し、その差をハロゲン原子の効果とした。   
はじめに、ハロゲン原子が導入されたア

ミノ酸ごとに、ハロゲン原子の効果を解析
した。図２は、ハロゲン化した７つのチロ
シンのうち、ハロゲン原子導入による効果
が最も大きかった 32 番目のチロシン
(Tyr32)の解析結果である。グラフは、ハロ
ゲン化したチロシンとその周囲のアミノ酸
との相互作用エネルギーを、ΔEはハロゲン
原子の効果を示した。その結果、ハロゲン
化した Tyr32 は、Lys43(K43)と強い安定化
相互作用を形成していた。Lys43 との相互作
用は、Tyr32 をハロゲン化することでより強
くなっている。また、Lys39(K39)との相互
作用もまた、ハロゲン化の効果が大きいア
ミノ酸であり、Tyr32 のハロゲン化により、
その相互作用は大きく安定化した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tyr32 に対するハロゲン原子の導入は、タ

ンパク質の構造安定性を高める効果が特に
高いことが実験的にも報告されている。図３
には、Tyr32 と Lys39 および Lys43 との位置
関係を示した。Lys39 および Lys43 はヘリッ
クスの両端に存在する。このことから、Tyr32
をハロゲン化することで、Lys39 と Lys42 と
の相互作用が強まり、へリックスを固定する。
これにより、タンパク質の２次構造間の安定
性が強まり、タンパク質全体の構造が安定性
化したものと示唆される。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tyr73 は、ハロゲン原子導入による効果が、

Tyr32 についで大きいアミノ酸であった。
Tyr73 は、Asp59(D59)と Lys77(K77)との相互

作用エネルギーが大きく安定化した。また、
ハロゲン原子の効果もAsp59は大きいことが
分かった。 
Tyr57 はハロゲン化することで、Leu4(L4)

と Asp59(D59)との相互作用エネルギーが安
定化した。Tyr141 はハロゲン化することで、
Arg181(R181)との相互作用エネルギーが安
定化した。このことから、これら 2つのチロ
シンはハロゲン原子導入による耐熱化への
寄与は十分あることが示唆された。一方で、
Tyr0, Tyr22, および Tyr163 は、いずれもハ
ロゲン化による相互作用エネルギーの変化
はなかった。したがって、これらの 3つのチ
ロシンはハロゲン原子導入による構造安定
化への寄与は小さいと考えられる。 
ハロゲン原子が導入されたアミノ酸に注

目して解析を進めたところ、ハロゲン原子を
介してアミノ酸同士の新しい相互作用が生
じていることがわかった。 
次に、ハロゲン原子の種類の違いによる安

定化効果を解析するため、WT-GST とハロゲン
化GSTで同じ残基ペアの相互作用エネルギー
を比較し、その差を積算した(図４)。この値
は、野生型に比べ、ハロゲン化したタンパク
質がどれだけ安定化するかを表す指標にな
ると考える。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４より、いずれのハロゲン原子を導入し

ても、タンパク質全体に安定化が見られたが、
その中でも臭素原子が特に高い安定化への
効果を示した。このことから、臭素原子の導
入は、タンパク質の構造安定化に対して大き
く寄与すると考えられる。一方で、フッ素を
導入した GST は、安定化の傾向が小さく、構
造安定化への寄与も小さいことが示唆され
た。この傾向は、ウェット実験によるタンパ
ク質構造安定性の実験結果の傾向と同じで
あった。 
以上の本研究により、ハロゲン原子導入に

よるタンパク質の構造安定化のメカニズム
は、ハロゲン原子の導入によりタンパク質内
の相互作用ネットワークが強化され、タンパ
ク質の立体構造が安定に保たれることが原
因であることが明らかとなった。タンパク質
の構造安定化メカニズムをアミノ酸残基間
の相互作用エネルギーの観点から分子レベ
ルで解明することに成功した。 
また、以上の本研究を通じて、非天然アミ

ノ酸に対する FMO 計算-解析プロセスの構築
ができた。 

図２. ハロゲン化したチロシン 32 と
アミノ酸との相互作用エネルギー 

図４. ハロゲン原子種の違いによる
構造安定化効果 

図３.Tyr32 周辺の立体構造  
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