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研究成果の概要（和文）： 本研究では，生物機能に不可欠な役割を果たしている重要な生体高

分子に対して，ハイブリッド QM/MM分子動力学計算などを適用し，生体反応の機構を理論的
に解析することによって，以下の成果を得た。すなわち，リボザイムにタンパク質が直接関与

することによって酵素反応が生じる「ハイブリッド触媒」の発見，T1リパーゼの活性部位にお
ける新規のタンパク質・機能構造単位(Na+とπ電子の結合による)の発見，タンパク質内・物質
輸送のための逆止弁（世界最小サイズのバルブ）の発見，シトクローム酸化酵素 (CuAサイト）

における電子移動機構の解析と従来の実験結果にみられた矛盾の解決など，重要な成果を得た。 

研究成果の概要（英文）： In this study, mechanisms of biochemical reactions of crucial 
biological macromolecular systems were analyzed by employing hybrid quantum 
mechanics (QM) / molecular mechanics (MM) molecular dynamics (MD) simulation, which 
is a state-of-the-art theoretical methodology. As a consequence of the analyses, we revealed 
the significance of “hybrid ribozyme/protein catalyst” and its reaction mechanism, the 
functional roles of a novel protein structural element involving “Na+－π interaction”, 
modulation mechanisms of electronic structures of DNA bases by protein-DNA interaction, 
unidirectional mechanistic valved mechanisms for ammonia transport in protein, etc.  
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１．研究開始当初の背景

生体高分子が有する生物機能のメカニズムを

明らかにするには，その立体構造と電子構造，

およびそれらのダイナミックスを理解することが

不可欠である。しかしこれまでは，生物機能を直

接に担うと考えられる活性部位のみを抽出し，

部分構造による計算モデルを用いて解析するこ

とが，生体高分子の電子状態計算として一般的

であった。こうした計算では，正確な立体構造や

電子構造を得ることが困難であることが，多くの

系で急速に明らかになってきた[1]。
そこで我々は，活性部位のみならず，巨大な

生体高分子系全体と，さらにはその周囲に存在

する膨大な溶媒水分子までを含めた，リアルな

計算モデルに対しても，理論的に精密な取扱い

を可能とするために，高精度かつ高効率なハイ

ブリッド QM/MM 計算システムを，スーパーコン
ピュータ上に構築した [9, 11]。この解析システ
ムを駆使して，本研究では巨大な生体高分子に

対し，周囲の溶媒水分子等による露わな効果

（水素結合ネットワークや静電遮蔽効果，疎水

的効果等）までを含め，機能メカニズムを高精度

に解析することを目指した。

２．研究の目的

ハイブリッドQM/MM計算システムの応用によ
り，生体高分子の立体構造および電子構造の

双方が連関するダイナミクスを明らかにし，以っ

て重要な生物機能を担う生体高分子の機能メカ

ニズムの詳細を解明する。これにより，従来は解

析から逃れていた重要な効果・相互作用等を導

入した理論解析を実現する。

３．研究の方法

本研究におけるハイブリッド QM/MM 計算と
は，「活性部位とその近傍」に対しては ab initio
量子力学 (QM) 計算を適用し，「その他の領
域」には古典力学に基づく分子力学 (MM) 計
算を適用することにより，両者を組み合わせて高

精度な解析を行う。一般には，QM 計算として半
経験的・量子力学計算法を用いることもよくある

が，本研究では，全電子密度汎関数法をボトム

とした ab initio 計算法のみを用いる。
本研究ではさらに，分子動力学 (MD) 計算
をハイブリッド QM/MM計算に組み合わせること
により，系の熱振動（温度）の効果も露わに導入

した「ハイブリッド QM/MM MD計算」も用いる。
このようにして本研究では，系に含まれるべきす

べての構造を省略することなく，「リアルな計算

モデル」を系ごとに個々に構築し，ハイブリッド

QM/MM計算を実行する。
そのためにまず，個々の生体高分子系につ

いて，その周囲に溶媒を配置し，全体をリアルな

全原子モデルで構築した。この計算モデルに対

して，古典場における分子動力学シミュレーショ

ンを実行し，系を平衡化した。続いてハイブリッ

ド QM/MM MD 計算などによって，活性部位の
電子構造を解析した。

４．研究成果

１）RNA・タンパク質複合体によるハイブリッド触
媒機構の発見

ここで研究対象とした RNA 結合タンパク質は，
アミノアシル tRNA合成酵素（aaRS）とよばれるタ
ンパク質ファミリである。aaRS は，遺伝子の塩基
配列を正確にアミノ酸配列に翻訳するために，

不可欠の役割を果たしている重要な酵素である。

aaRS の中で LeuRS や ValRS，IleRS などは，
tRNA とアミノ酸を正確に結合させるために，両
者の結合反応（アミノアシル化）だけではなく，誤

って結合させたアミノ酸と tRNA を加水分解する
校正（Editing）反応も行う。本研究では，後者の
エディティング反応に注目し，その反応機構を

理論的に解析した。

本研究では，解析の目的に最も合致した結晶

構造が得られている LeuRS に注目した。この酵
素は tRNALeu と特異的に結合することにより，

Leu（アミノ酸）を結合させ，Leu-RNALeu を生成

する。ところが LeuRSは，Leu と似た化学構造を
有する Val, Ile も誤って tRNALeuに結合させる。

しかし LeuRS は，間違って結合させたアミノ酸を
切断し修正（Editing）する反応も担い，誤った遺
伝情報の翻訳を防ぐ機能を有する。

我々は，新たに LeuRS•valyl-tRNALeu複合体

を理論的に構築することによって，エディティン

グ反応の詳細な機構を調べた。その結果，

LeuRSが加水分解反応を活性化するのではなく，
tRNALeuにおける末端のヌクレオチド（-OH基）が，
反応初段の求核反応を担う水分子を活性化す

る こ と が 明 ら か に な っ た 。 す な わ ち ，

LeuRS•valyl-tRNALeu 複合体において tRNALeu

はリボザイム（RNA 酵素）である。驚くべきことに，
Leu の系におけるエディティング反応は，タンパ
ク質酵素（LeuRS）ではなく，リボザイムがその反
応を駆動していた。

このようにして tRNALeu自身が，自身と結合し



たアミノ酸との結合を切断することが分かった

（自己切断反応）。この際，ではタンパク質

（LeuRS）はどのような役割を果たしているのか？
活性部位では，tRNALeu と LeuRS，水分子など
が，水素結合によるネットワークを形成しており，

これにより高エネルギ遷移状態のエネルギを低

下させ，反応の活性化エネルギを下げる役割を

有することが分かった。これは，リボザイムとタン

パク質酵素との「ハイブリッド触媒」を意味する。

従来はグループ I イントロンなどが，リボザイム
とタンパク質との複合体を形成することから，ハ

イブリッド酵素と呼ばれていたが，タンパク質は，

反応自体に関与せず，アロステリック効果によっ

て遠方から間接的に反応に寄与する（タンパク

質はシャペロニンとして作用し，反応に直接関

与しない）。我々が見出したハイブリッド触媒機

構は，タンパク質が直接リボザイム反応に関与

する点で，根本的に異なる。

ハイブリッド触媒の存在は，生命の進化・誕生

において，重要な意味を有するものと考えられる。

すなわち，RNAが生物機能を担うRNAワールド
から，タンパク質酵素（およびDNA遺伝子）が機
能を有する現在の生命システムへと遷移する際

において，ハイブリッド触媒は重要な役割を果た

した可能性がある。そこで本研究において我々

は，こうした RNA酵素とタンパク質が共同して反
応を触媒する系を「リボザイム/タンパク質ハイブ
リッド触媒」と名付けた。

２）T1 リパーゼの活性部位における新規のタン
パク質・機能構造単位の発見： Na+とπ電子の
結合が創るユニークな機能構造単位

脂肪の代謝を担う T1 リパーゼにおいて，その
活性部位には，Na+イオンと Phe 残基が「Na+-π
相互作用」を形成していると考えられる。しかしX
線結晶構造では，Na+の存在を証明するには至

らず，水分子である可能性を排除することができ

なかった。そこで T1 リパーゼの活性部位におけ
る立体構造の安定性を調べるために，以下のよ

うに理論解析を推進した。

まず Na+-π相互作用は，現在の有効ポテンシ
ャル場（汎用の力場パラメータ）では，正確に記

述できないことが明らかになっている。この点は，

分極の効果があらかじめ導入された力場（ff02
など）においても同様である。そこで本研究では，

有効ポテンシャル場の記述法を新たに開発し，

T1 リパーゼの上記課題に臨んだ。
ここで開発された方法を Grid-based Energy 

Representation (GER) と名付けた。この方法で
はまず，よく使われる DFT 計算よりもさらに高精
度な手法である CCSD(T)を用いて，Na+-Phe 複

合体における高精度なポテンシャル・カーヴを

得た。次にこのポテンシャル場に対して，先の

GER 関数をフィットさせ，そのパラメータを最適
化することによって，CCSD(T)のエネルギ・カー
ヴを再現する有効場ポテンシャル関数を獲得し

た。この関数を計算するのに要する時間は，汎

用のエネルギー関数の計算時間と同程度であり

ながら，そのエネルギ値の精度は CCSD(T)と同
等である。すなわちこの手法は，既存の分子力

学計算法と同様の計算コストで，高精度な ab 
initio 計算と同じ正確さのレベルで，Na+-π相互
作用を評価できる手法である。

我々は，この計算法を用いて，T1 リパーゼに
おける Na+-π相互作用の機能的な役割を解析し
た。その結果，Na+イオンを水分子に置換した場

合には立体構造が極めて不安定になることが明

らかになった[3]。前述のように，従来，結晶学的
には Na+イオンと水分子との区別は極めて困難

であったが，このように系の力学的な安定性を

理論的に解析することにより，水分子の可能性

を排除することが可能となった。これは同時に，

疎水的なアミノ酸残基（Phe）と親水的なアミノ酸
残基（Ser, His など）とを，Na+イオンがブリッジす

ることによって，極めて安定なタンパク質の立体

構造単位を形成し得ることを意味している [3，
10]。

３）タンパク質内・物質輸送のための逆止弁の発

見： 世界最小サイズのバルブ

アミド基転移酵素(GatCAB)は，「翻訳」（タン
パク質の生合成）において，前述の aaRS と同様
に（しかし異なるストラテジによって），tRNAGln に

アミノ酸Glnが結合したGln-tRNAGlnを生成する

重要な生物機能を有している。この酵素の内部

には，ふたつの反応活性部位を連結する，30A
以上に渡るチャネルの存在が示唆されている。

そのチャネルを介して，アンモニア分子が輸送さ

れると考えられていたが，しかしその実体は，十

分に明らかにされてはいなかった。

そこで本研究では，GatCAB の分子内部をア
ンモニア分子が輸送される機構を理論的に解析

した。GatCAB 内部の様々な位置にアンモニア
分子を配置し，様々な条件の元でアンモニア分

子が輸送されるしくみを，MD シミュレーションと
自由エネルギ計算によって解析した。~1.1 µs
に渡るマルチプル MD シミュレーションを実行し
た結果，分子内部に通る「アンモニア分子の輸

送経路（トンネル）」を同定すると共に，トンネル

の入口には「バルブ（弁）」が存在し，それがアン

モニアの逆流を防ぐ作用も有することを見出した。

すなわちこれは，「世界最小のサブ・ナノスケー



ル逆止弁」といえるものであり，その「物理原理」

（ラチェット機構）を見出した。これは，シトクロー

ム酸化酵素（後述）などにおけるH+ 輸送の一方

向性を創出する原理と基本的に同じであると考

えられる。このようにして，生体高分子による新し

い物質輸送機構を発見した。

４）シトクローム酸化酵素における電子移動機構

の解析： 実験結果における矛盾を解決

シトクロム酸化酵素の CuA サイトにおける各リ

ガンド（アミノ酸残基）の役割については，ふた

つのタイプのあることがわかった。ひとつは，CuA

サイトにおける基本的なプラットフォームを構成

するべく，その基礎となる電子構造を構築する

役割を有するアミノ酸残基である。他方は，その

ようにして構築された電子構造を，さらに精密に

調節することによって，それぞれの系に最適な

電子状態を誘導する役割を有するアミノ酸残基

である。前者は Cys/His残基であり，後者はMet
残基/C=O 基（ペプチド骨格）が相当する [4] 。
さらに，電子構造の詳細な解析から，この Met リ
ガンドは静電的に分極しているために，共有結

合性の相互作用よりも，むしろ CuAサイトの電子

構造へ「静電的な寄与」を成すことがわかった。

ここで，シトクロム酸化酵素（CcO）のCuAサイト

は，生物種が異なっても，または類縁のタンパク

質でも，その立体構造は互いに極めて類似して

いることがこれまでに明らかになっている。ところ

が，Cu に配位した Met 残基を他のアミノ酸残基
に変換した変異体においては，生物種によって

酸化還元電位の変化量に大きな差があり，その

原因がこれまで不明であった。そこで，前述のハ

イブリッド QM/MM 計算と立体構造モデリングと
を組合せることにより、実験結果における前述の

矛盾の原因を理論的に解析した。

その結果 Met 残基は，S 原子の 3p 軌道が，
Cuの 3d軌道のひとつと混成（hybridize）すること
によって，エネルギ準位を選択的に上昇させる

ことが分かった。すなわち，Met残基と Cuとの混
成によって生じた anti-bonding およびそのエネ
ルギ準位は，Met 残基が存在しない場合には見
られない軌道・準位であり，逆にそれ以外の電

子構造に Met 残基が与える影響は非常に限定
的である。このようにして，Met残基による電子構
造の制御機構が明らかになった [4]。
こ の 結 果 は ， Inner-sphere Reorganization 

Energy などの電子移動に連関する物理量の解
析結果とも一致している。そこで，上記の実験結

果における矛盾を理解するため，変異体の CuA

サイトのモデリングを組織的に実行した。その結

果，CuA サイトの近傍に機能構造単位 Inserted 

Modular Structural Element (IMSE) の有無とそ
の IMSEの立体構造の違いが、生物種に依存し
て存在することを見出した。すなわち IMSE は，
Met 残基の置換による影響を，その周囲のタン
パク質構造に伝播させるために，IMSEの有無と
その立体構造の違いに依って、Met残基の変異
体の電子移動速度等が異なると考えられる。こ

れらの理論解析により，先の実験結果における

矛盾は，Met 残基のナイーブな影響ではなく，
生物種に依存した CuAサイト近傍の IMSE の有
無とその立体構造によって生じた結果であると

考えることができる。 
これらの解析結果を元に本研究では，CuA サ

イトが「機能的な２重構造」を持つことをさらに提

案した。すなわち，２つの銅イオンと２つの

Cys/His 残基とが配位結合によって形成する平
面が，電子伝達機能の役割を形成する「基本構

造 (platform)」を構成すると共に，他方でMet残
基等は「調節因子 (fine-modulator)」として，そ
の電子伝達機能を制御するという描像である。こ

のような機能的２重構造により，各々の生物種が

持つそれぞれの環境に適応することが可能とな

り，最適な効率で酸素分子の還元反応を達成し

ているものと考えることができる。 

5) DNA-PU1 complex 
本研究ではさらに，我々のハイブリッド

QM/MM 計算システムを，タンパク質・DNA 複

合体にも応用した。転写因子 PU1 が特異的な

DNA 塩基配列に結合した際に，その電子構造

にどのような変化がもたらされるのかにつ

いて，分子軌道とそのエネルギ準位の変化を

組織的に解析した。その結果，PU1 の結合に

よって溶媒水分子からマスクされる塩基対

表面の面積の違いが，塩基の電子構造に大き

な影響をもたらすことが明らかになった。こ

うした仕組みによって，タンパク質は塩基の

電子構造を制御していることが初めて分か

った。これは今後，ゲノム DNA と転写因子等

の相互作用による，遺伝子発現制御機構の構

造生物学的な解析などにおいても，基礎的な

知見として発展していくものと考えられる。
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