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研究成果の概要（和文）：タンパク質の分子機能は、局所的な酵素反応からタンパク質の大域的構造変化に至る様々な
空間的・時間的スケールを持った現象が相関することにより達成される。本研究では、最近、我々により開発された、
異なるスケールの現象の相関の記述を可能にする新規な分子シミュレーションの手法である QM/MM RWFE SCF 法を用い
て、Ras-GAP GTPase タンパク質複合体の変異体の反応性、視物質ロドプシンの光活性化過程、F1-ATPase の分子モー
ター機能における化学－力学変換に関する新規の知見を得ることに成功した。

研究成果の概要（英文）：Protein functions are fulfilled by correlation among various phenomena on 
different spatial and temporal scales ranging from enzymatic reactions to global conformational changes 
of proteins. By using a novel molecular simulation approach developed recently by us, QM/MM RWFE-SCF, 
which is capable of describing such correlations of various phenomena on different scale, we succeeded in 
obtaining novel molecular mechanistic insights into enzymatic catalysis of Ras-GAP GTPase and its 
mutants, photoactivation process of rhodopsin visual receptor, and chemo-mechanical coupling of F1-ATPase 
molecular motor.

研究分野： 生物物理学
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１．研究開始当初の背景 

近年、NMR 緩和分散測定や一分子観測実験
により、タンパク質に特徴的な遅い揺らぎが
酵素の高い化学反応触媒活性に重要な寄与
をもたらしていることが示唆されている。ま
た、多くのタンパク質分子機能はタンパク質
構造の大域的な構造変化を伴い、それに相関
する酵素活性の変化が機能を制御している。
従って、その理解のためには、タンパク質の
大域的構造変化と酵素活性の相関のメカニ
ズムを明らかにしなければならないが、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は未だ得られ
ていない。 

 タンパク質の分子機能を制御するリガン
ド分子の結合や酵素反応は、結合部位での正
確な分子認識によって引き起こされる。タン
パク質との相互作用による化学反応触媒活
性の解析のために、量子化学（QM）と分子
力学（MM）法を組み合わせた QM/MM 法が
広く用いられているが、QM 法の高い計算コ
ストにより、熱揺らぎの効果を無視したポテ
ンシャルエネルギー上での解析や、非常に短
時間の分子動力学（MD）計算による局所的
揺らぎの効果の考慮しかなされていない。 

２．研究の目的 

タンパク質の分子機能発現は、リガンド小
分子の結合や酵素反応からタンパク質の大
域的構造変化に至る様々な空間的・時間的ス
ケールを持った現象が互いに相関すること
により達成されている。その分子過程は、詳
細な分子間相互作用によってもたらされる
正確な分子認識と、化学反応や熱揺らぎによ
って引き起こされるその分子認識のダイナ
ミックな変化が織り成す複雑なプロセスで
ある。本研究では局所的なリガンド結合や酵
素反応と大域的なタンパク質構造変化の相
関に関する新たな知見を得ることを可能に
する分子シミュレーションの手法を開発し、
分子モーターやロドプシンタンパク質の機
能発現の分子機構や薬剤開発を目指したタ
ンパク質-小分子結合の相互作用機構を解明
することを目的とする。 

３．研究の方法 

最近、我々のグループで開発された自由エ
ネ ル ギ ー 構 造 最 適 化 法 で あ る 

QM/MM-RWFE-SCF 法は、QM/MM 法によ
るタンパク質の構造変化のサンプリングの
問題を部分的に解決している。この手法では、
平均場近似と reweighting 統計平均法を導入
し、QM 計算と MM 分子力場による MD 

サンプリングを完全に分離することにより、
サブマイクロ秒にわたる遅いタンパク質構
造揺らぎと酵素反応の相関を明らかにする
ことを可能にした。また、この手法は、酵素
反応解析のみならず、タンパク質の pKa 変
化やリガンド小分子との結合など、分子の電

子状態に基づく正確な相互作用の記述とタ
ンパク質の大きな構造変化の考慮を両立し
なければならない現象に適用が可能である。 

４．研究成果 

Ras-GAP シグナル伝達タンパク質複合体の
柔らかな酵素活性 Ras-GAP タンパク質複
合体は細胞分化の細胞内シグナル伝達に関
わるタンパク質で、GTPase である Ras に 

GAP が結合することにより、Ras に ATP 分
子が結合したシグナル活性状態を、ATP 加水
分解反応を経て  ADP 分子が結合した不活
性状態に転化する。従って、Ras-GAP 複合体
における ATP 加水分解酵素活性は、シグナ
ル伝達のスイッチ機能に本質的な役割を果
たしており、実際に、酵素活性を低下させる
変異体は、腫瘍形成に寄与していることが知
られている。最近、このタンパク質複合体の
酵素活性の反応自由エネルギー障壁に大き
なエントロピーによる安定化の寄与がある
ことが実験的に観測された。これは、この酵
素活性に、タンパク質の柔軟な構造変化が大
きな寄与をしていることを示唆している。 

本研究では、QM/MM RWFE-SCF 法を用い
て、反応の自由エネルギープロファイルを調
べることにより、酵素反応の触媒活性機能に
おけるタンパク質の柔軟性の役割を明らか
にすることを目的とした。計算は、QM 領域
に反応部位の 76 原子を取り、その周りの水
和したタンパク質の系 ~78,000 原子を MM 

領域として取り扱った。系は周期境界条件で
取り扱われ、長距離の静電相互作用は Ewald 

法 で 考 慮 さ れ て い る 。 QM 計 算 は 

B3LYP/6-31+G(d,p) 法で行い、基底関数数は 

888 である。 

自由エネルギー構造最適化は、反応の始状
態に 877 ns、遷移状態に 457 ns の MD 計算
を要した。これは、従来の計算と比較して 

100 倍以上の長時間のシミュレーションで
ある。その結果、反応始状態からの遷移状態
生成に伴い、タンパク質複合体間の大きな構
造変化が引き起こされることを見出した（図 

1 左図）。この複合体間の大規模な構造変化

は、結合部位での酵素活性を与える相互作用
形成と相関している。三リン酸加水分解反応
の遷移状態生成により生じた  リン酸は、近
傍の switch-I ループの主鎖のアミド基と水

  
図 1 Ras-GAP タンパク質複合体の反応遷移状態生

成に伴う大規模構造変化 



 

 

素結合を形成し遷移状態が安定化される（図 

1 右図）。その水素結合形成が、switch-I ルー
プの構造変化を誘起し、それが switch-I ルー
プに含まれる  Pro34 と  GAP に含まれる 

Leu902 のパッキングを変調し、最終的に複
合体間の大規模な構造変化につながってい
る。更に、この構造変化に伴い、反応部位近
傍に束縛されていた複数の水分子が bulk 環
境へ排除されることを見出した。これは、反
応遷移状態生成の安定化に束縛水分子の排
除による並進・回転エントロピー利得の寄与
があることを示している。 

観測された複合体間の大規模な構造変化
が、実際に酵素反応触媒活性に寄与している
かを調べるために、反応自由エネルギー障壁
を計算した。自由エネルギー計算は、反応始
状態と遷移状態の QM 構造の間を 40 分割
で内挿する経路に対して、Bennet acceptance 

ratio 法を用いて行った。まず、リファレンス
として、反応自由エネルギー障壁を十分長い 

MD トラジェクトリ計算（計 1 s）を行い求
めた。その結果、反応障壁は 14.0 kcal/mol で
あり、実験値 15.9 kcal/mol と良い一致を見
せた。一方、上記の大規模構造変化や水の排
除を記述できないような短い MD トラジェ
クトリ（10 ns）から得られた反応障壁は、19.9 

kcal/mol であり、上記リファレンスよりも 6 

kcal/mol 程度高くなった。すなわち、本研究
で見出されたタンパク質複合体の大規模構
造変化は、反応触媒活性に大きな寄与を与え
ていることを明らかにした。 

また、がん化変異として知られている 

Leu902 部位の変異体についても、反応触媒
活性を調べた。Leu902 は、上記のように、
反応遷移状態生成における大規模構造変化
に関わっており、その変異は、反応障壁の変
調をもたらすことが期待される。計算の結果、
Leu902Ile 及び Leu902Phe の両者ともに、反
応障壁が 3 kcal/mol 程度上昇し、反応触媒活
性が減少することを見出した。従って、がん
化変異にも、タンパク質の柔軟性がもたらす
酵素活性が関与していることが示唆される。 

視物質ロドプシンの光活性化機構 視物質
ロドプシン（Rh）は 7 回膜貫通型構造を有
する G タンパク質結合膜タンパク質受容体
である。Rh は、発色団としてプロトン化シ
ッフ塩基レチナール分子を結合しており、発
色団分子の光異性化反応により開始される
光サイクルの中で活性化される。これまでに
多くの分光学的及び構造生物学的研究がな
されているものの、その光活性化機構は未解
決のままである。七田らの生化学実験では、
光中間体である Lumi 状態において発色団
分子の  イオノン環部位の大きな動きが示
唆されているが、一方、最近の x 線結晶構
造解析では、そのような発色団分子の大きな
構造変化は観測されていない。しかし、x 線
結晶構造解析では、結晶パッキングにより、
タンパク質の大きな動きが制限されている

ことが予想されるため、膜環境での解析が必
要となる。 

本研究では、光サイクルの初期状態 Rho 

及び中間体である BSI 及び Lumi 状態に対
して、QM/MM RWFE-SCF 法を用いたモデリ
ングを行うことにより、光活性化の分子機構
の解明を目的とした。発色団分子の光異性化
反応とそれに続く緩和過程は、膜中のタンパ
ク質系に対して MD 計算によりシミュレー
ションを行い、得られたモデルを、発色団分
子及びシッフ塩基周辺の分子を QM 領域と
した QM/MM RWFE-SCF 法を用いた自由エ
ネルギー構造最適化計算により精密化し、さ
らに発色団の吸収波長及びプロトン化シッ
フ塩基の N-D 伸縮振動を計算し、実験で得
られているそれらの分光量と比較すること
により、モデルの検証を行った。 

計算により得られた各状態のモデルを図 

2 に示す。発色団分子は、Rho 状態では、
11-cis 配置をとり屈曲しているが、光異性化
後の BSI 及び Lumi 構造では  all-trans 型
で伸張した構造となっている。これに伴い、
 イオノン環は Helix IV に接近しており、七
田らの生化学実験を良く説明している。従っ
て、リガンド分子の構造変化に伴う結合ポケ
ットの変化が、膜貫通ヘリックスの再配置を
引き起こし、光活性化による G タンパク質
の結合をもたらすことが示唆された。また、
得られた光吸収波長は、BSI 状態での大きな
短波長シフト及び Lumi 状態での小さな短
波長シフトを良く再現している。更に、Lumi 

状態生成における N-D 伸縮振動の高波数シ
フトも良く再現された。これらの分光学量の
良い再現は、本モデルの高い妥当性を示して
いる。 

F1-ATPase 分子モーターの化学－力学変換 
F1-ATPase は ATP 加水分解反応で生じるエ
ネルギーにより駆動される分子モーターで
ある。33 サブユニットのヘテロ 6 量体リ
ングで形成される軸受けに存在する 3 箇所
の ATP 結合部位での ATP 結合、加水分解反
応、及び ADP・リン酸解離に相関し、 サブ
ユニットが軸として回転する。最近の鈴木ら
の一分子実験により、ヒトの F1-ATPase では
ATP 分子の加水分解反応の前に、50 Å 程離

 

図 2 Rh の光サイクル中間状態の計算モデル 



 

 

れた遠位の結合部位におけるリン酸解離が
生じ、15 度ほどの  サブユニットの回転が
誘起されることが見出された。一方、このよ
うな、遠位の結合部位でのリン酸解離と ATP 

加水分解反応性の相関の分子機構に関する
知見は全く得られていない。 

本研究では、QM/MM RWFE-SCF 法を用い
て、遠位の結合部位におけるリン酸の解離に
よる  サブユニットの回転誘起や ATP 加
水分解反応性の制御の分子機構を解明する
ことを目的とした。シミュレーション系は水
溶媒中のタンパク質で ~340,000 原子から構
成されている。ATP 加水分解反応部位を QM 

領域として取り扱い、B3LYP/6-31(+)G** 法
を用いて自由エネルギー構造最適化を行っ
た。また、リン酸結合部位にリン酸を結合し
た系と結合していない系の両者に対して自
由エネルギー構造最適化を行った。 

まず、リン酸を結合していない系であるが、 

2.8 s の自由エネルギー構造最適化により、
15 度程の顕著な  サブユニットの回転を観
測した（図 3）。これは、鈴木らの一分子実
験に良く対応している。リン酸の解離により、
リン酸結合部位の  及び  サブユニット
の境界が大きく開き、 サブユニットの回転
を伴う構造再配置が起きることが明らかに
なった。また、リン酸を結合した系では、1.3 

s の自由エネルギー構造最適化により、ATP 

加水分解反応部位において、ATP 分子からの
求核攻撃を行う水分子や反応活性に重要な
アルギニン分子の解離が観測された。これは、
遠位のリン酸結合により、ATP 加水分解反応
性が減少することを示唆しており、鈴木らの
一分子実験の観測結果を良く説明している。
現時点では、両者の系で自由エネルギー構造
最適化計算の収束に至っていないが、今後継

続して計算を行う予定である。 

QM/MM RWFE-SCF 法の改良 更なる高精度化
を目指して、二つの改良を行った。まず、こ
れまでの手法では、MD 計算で MM 領域の
構造サンプリングを行う際に、QM 領域を空
間に固定していた。この方法は、非常に簡便
な計算が可能であるが、MM 構造の緩和が遅
くなるため、自由エネルギー構造最適化の収
束が遅くなる問題があった。そこで、QM 領
域を剛体で取り扱う手法を導入し、QM/MM 

インターフェース、及び MD サンプリング
を行う Amber（GPU 版）及び NAMD に導
入した。これにより、例えば pKa 計算など
でプロトン化状態が変化したときの側鎖の
構造変化等が記述できるようになった。 

また、精度の良い計算のためには、QM-MM 

静電相互作用の改良も必要となる。これまで
の QM/MM RWFE-SCF 法では、MD 計算に
よる  MM サンプリングが必要であり、
conventional な分子力場に合わせるために、
点電荷演算子を用いた静電相互作用表現を
用いていたが、非共有電子対などによる空間
に分極した静電ポテンシャルの記述に困難
があった。そこで、点電荷演算子を四重極ま
での多極子演算子に拡張した。また、近距離
での波動関数の拡がりによる遮蔽効果を考
慮するために、指数関数の減衰項を付加した。
改良された  QM-MM 相互作用演算子を 

QM/MM RWFE-SCF 法に実装すると共に、
MM 構造サンプリングを行う Amber（GPU）
版に多極子相互作用の計算を付加した。 

図 4 に、QM 領域として取り扱ったリゾ
チームタンパク質の Glu35 周りの水分子の
分布を表す。点電荷相互作用のみの場合に比
べて、多極子相互作用を導入した計算によっ
て得られた水分子の分布の方が、より構造化
した分布が得られており、QM-MM 間の水素
結合がより詳細に記述されていることが分
かる。 

これらの改良により、非経験的な QM/MM 

RWFE-SCF 法を用いた精度の良い薬剤分子
とタンパク質の間の結合エネルギーの計算
や、titratable な側鎖や基質分子に対する非経
験的な pKa 計算への道が開けた。現在、こ
のような計算アルゴリズムの開発を行って
いる。 
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図 3 F1-ATPase のリン酸解離による  サブユニット

の回転。最適化前（青）及び最適化中（白）。見やすさ

のため、 サブユニットでフィットしており、6 量体

リングの回転として表されている。 

  
図 4 リゾチームの Glu35 周りの水の分布。点電荷

相互作用（左）と多極子相互作用（右）。 
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