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研究成果の概要（和文）： 
蛋白質の立体構造を用いた理論化学計算により、膜蛋白質や酵素における電子移動・プロ
トン移動反応を複数の蛋白質で行った。蛋白質中の全てのアミノ酸残基の効果を考慮して
蛋白質活性部位の解離性アミノ酸残基の pKa 値や酸化還元電位を計算しその結果を解析
することにより、蛋白質中のプロトン結合サイト、酸化還元活性部位が蛋白質環境によっ
ていかに巧妙に制御されているか、その仕組みを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Electron/proton transfer reactions in membrane-protein complexes or enzymes were 
analyzed using computational approaches and protein crystal structures. As a result, 
contributions of the protein environments to (i) protonation/deprotonation reactions in the 
proton binding sites or (ii) redox potentials of the redox active sites were revealed in the 
present study.  
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１．研究開始当初の背景：生体中では、巧妙
な分子制御によりエネルギーの変換が非常
に高効率に行われている。特に、ミトコンド
リア内膜では ATP 合成に直接的に関わる呼
吸鎖電子伝達酵素群が存在し、生命活動に必
須のエネルギー生産を担っている。哺乳類ミ
トコンドリアの呼吸鎖電子伝達系は NADH-
ユビキノン酸化還元酵素（complex I）、コハ
ク酸-ユビキノン酸化還元酵素（complex II）、
ユビキノール-シトクロム c 酸化還元酵素

（complex III）、シトクロム c 酸化酵素
（complex IV）、ATP 合成酵素（complex V）
等の複合体蛋白質によって成り立っている。
これらの蛋白質内では、flavin、Fe-S cluster、
heme 等が共役して電子移動・プロトン移動
反応におけるドナー、アクセプターとなり、
ミトコンドリア内膜に電気化学ポテンシャ
ル勾配を形成し、complex V における ATP
合成の駆動力を与える。一般に、電子移動（プ
ロトン移動反応）の駆動力 driving force は、
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donor-acceptor 間の酸化還元電位(pKa)の差
である。しかし、巨大な蛋白質複合体におい
て酸化還元電位や pKa 値を実験的手法によ
って測定することは、困難であることも多い。
一方、理論計算的手法では、蛋白質の立体構
造が既知であれば、光合成反応中心蛋白質の
ような巨大蛋白質中の酸化還元電位や pKa
値等も計算可能である。また、それらにおけ
る蛋白質構成要素（アミノ酸残基、バックボ
ーン等）の寄与も計算できるので、複雑な蛋
白質の解析において理論計算による解析は
特に有力な解析手法である。理論計算手法を
用いて、complex I 等のコファクターである
鉄・硫黄クラスター、ヘム、フラビン分子等
を合理的にかつ正確に取り扱う手法を確立
することが望まれる。 
 
２．研究の目的：呼吸鎖膜蛋白質として生体

内のエネルギー変換に重要な役割を持つ
蛋白質複合体の一群「 complex I から
complex V における電子移動・プロトン移
動反応の解明」を念頭に置きつつ、その中
のる鉄・硫黄クラスター、フラビン分子間
の電子移動・プロトン移動反応機構の解明
に焦点を絞る。蛋白質環境における鉄・硫
黄クラスター、フラビン分子を含む系の電
子移動反応に関する理論計算研究は、ほと
んど前例がない。したがって、これらの分
子を含む蛋白質を適宜モデル蛋白質とし
て研究対象とし、鉄・硫黄クラスター、フ
ラビン分子を含む蛋白質の理論計算系を
確立する。 

 
３．研究の方法：計算に用いる蛋白質の立
体構造データは Protein Data Bank
（www.rcsb.org）で得られるもの及びそ
こに掲載予定のものを利用した。その構
造に適用する force field、parameter set
と し て 、 CHARMM 、 all-atom 
CHARMM22 (Brooks et al. J. Comput. 
Chem. 4 (1983) 187)、あるいは Molaris 
(Lee, Chu, Warshel, J. Comput. Chem. 
14 (1993) 161)を用いた。parameter set
に含まれていない cofactor 等の部分電荷
の計算・小分子系のエネルギー計算は、
量 子 化 学 計 算 プ ロ グ ラ ム で あ る
Jaguar(Schroedinger 社 ) 、あるいは
Gaussian 03 を 用 い た 。 蛋 白 質 の
titration に関しては、蛋白質立体構造を
homogeneous な electrostatic 
continuum model として取り扱うこと
ができるプログラムである MEAD 
(Bashford & Karplus, Biochemistry 29 
(1990) 10219) に よ っ て 、 linearized 
Poisson-Boltzmann方程式を解くことに
より行った。その output (intrinsic pKa

や interaction term) をサンプリングに

よ って酸 化還 元活性部 位の redox 
probability 、 ア ミ ノ 酸 解 離 基 の
protonation probability を求めた。 

 
４．研究成果 

蛋白質の X 線結晶構造解析結果を用いて
１）酵素 acetoacetate decarboxylase にお
け る 活 性 部 位 の 塩 基 性 ア ミ ノ 酸 残 基
(Lys115)の解離度が異常に高い(= pKa値が異
常に低い)ことを解明すべく、蛋白質中の全
アミノ酸の解離度を適切に求めた上で
Lys115 の pKa を計算した。その結果、Lys115
の pKa 値が低い理由は、蛋白質中での正電荷
間の反発ではなく、むしろ蛋白質環境の疎水
性が理由であることを突き止めた。２）神経
系制御に関わるチャネル蛋白質 ASIC1におけ
るプロトン結合サイトを特定し、その成果を
論文発表した。３）生体内電子伝達系に関わ
る蛋白質 rubredoxin における活性部位 
鉄・硫黄クラスターの関与する電子移動反応
を解析した。鉄・硫黄クラスターの酸化還元
電位には、配位子である Cys のアミノ酸主鎖
のコンフォメーションも重要であることが
わかった。４）フラビンと鉄・硫黄クラスタ
ーを含む蛋白質 xanthine oxidoreductase に
関する酵素活性に関する研究を開始した。こ
の蛋白質は細菌から高等動物まで幅広く存
在する酵素であり、抗高尿酸血症薬、抗痛風
薬としての尿酸生成阻害剤の標的酵素であ
る。通常は NAD+を電子受容体とする xanthine 
dehydrogenase(XDH)として組織中に存在す
る。しかし哺乳動物に限って、酸素を電子受
容体とするxanthine oxidase(XO)へと活性が
変換する。両酵素は同じアミノ酸配列、同じ
コファクターを持つにもかかわらず、全く異
なる酵素活性を持ち、フラビン部位の性質が
XDH と XO で異なることに起因する。本研究で
フラビンの酸化還元電位計算を行った結果、
フラビン周辺のアミノ酸 422-433 からなるル
ープ部のコンフォメーションの違いが、XDH
と XO の電位差に最も重要であることが解明
できた（論文投稿中）。 
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