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当グループは， r生体機能情報分子システムによる重要な生体反応における分子構造およ
び電子構造のダイナミクスの解明」を目的に，研究を推進している O そのために，物理学

における基本原理に基づき，生体機能分子システムの電子構造・分子構造を正確に記述し，

生物学的に重要な反応機構を詳細に解析して，その理論を構築する O こうした研究を高精

度に実現するためには，解析対象を省略することなく，高度に複雑かつ巨大な生体分子シ

ステムをリアルなまま， rまるごとj理論的に解析することが重要である O
こうした解析を組織的かっ綴密に推進するためには，大規模計算(計算科学)が必要と

なる場面も多く，計算科学研究センタなどと連携し超高速・超並列コンピュータを駆使

して，以上の課題に臨む。様々な解析技術を集中的に駆使することによって，重要な生物

機能を担う生体機能情報分子システムのダイナミクスを解明し，以って生物機能の実体を

原理的に明らかにすることが，当研究グループの基本方針である O これにより，ひいては

複雑な生体システムに内在する法則性を解明し，生命科学におけるゲノムワイドな，現実

かつ実際的な諸課題へと，広くそれらの知見を応用することを目指して研究を推進する O

概要

本年度は特に，超並列コンピュータ上で昨年度に開発した[量子力学 (QM)計算と古典

理論 (MM)計算を融合させるインターフェース・システムJを用いて， rハイブリッド
QMIMM分子動力学 (MD)計算Jを実現した。本システムにおいては， QM計算部分に全

電子。binitio DFT計算を採用し 電子構造のダイナミクスに基づいて生体反応を正確に解

析するために，自下これは最先端の計算手法である[5]。この計算技術を，rタンパク質'RNAJ

複合体による生体反応(加水分解反応)に応用したところ，従来，タンパク質酵素による

触媒反応であると考えられてきた反応が，実際には RNA(transfer RNA)によって駆動さ

れたリボザイム (RNA酵素)反応であり，まったく新しい反応機構を有することが明らか

になった。

さらにこの反応は RNAのみならずタンパク質部分も河時に触媒作用に直接関与しリ

ボザイム/タンパク質からなるハイブリッド触媒であることが， QMIMMMDシミュレーシ

ョンにより初めて明らかになった。そこで我々はこれを「ハイブリッド・ 1)ボザイム/タン

パク質触媒jと名付けた。この反応機構は，ほぼ同時に，かっ独立に，ロシアの研究グル
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ープ(恒lkaloら)によって実験的な検証がなされ証明された。さらにこの研究成果は，生

命の起源・生命進化の理論にも大きな影響を与えるものであり，今後はその側面からの研

究も推進する予定にある O

このように実験に先駆けて，生物物理学・生命科学における新しい重要な「事実jを理

論計算が導いた例は，これまでにわずかしかない。特に日本の生物物理学においては一層，

そうした傾向が強い。本年度のこれらの研究成果は，量子計算を単に形式的に適用するだ

けでは到底得られないものである oStructural Informatics解析技術の開発構造生物学(理

論)の応用，さらには計算物理科学などに渡る関連領域を，生体高分子の反応と構造の構

築原理の解明に，統合・融合することによって初めて得られたものである O 今後の精密な

生物物理科学の創出に向けた方向性を明示するものでもあり，我々はこれを「量子構造生

物学jの創出として，広く提唱しているところである O またその結果として，現在多くの

重要な共同研究へと発展しつつある O

[1 ]新しい酵素fハイブリッド・1)ボザイム/タンパク震触媒」の発見とその反応機構[文献 1，5] 

タンパク質などの生体機能高分子の場合には，サイズが巨大であることから，その化学

反応(酵素反応や電子・プロトン移動など)を正確に解析するには，大規模な計算が必要

となる O そのため，生体分子を以下のような領域に分けて計算する方法(図 1)が，現在，

国際的にも非常に注目されている O すなわち，

1) 電子構造を含めて化学反応を取り扱う量子力学 (QM)計算部分:

非常に大きな計算量のため 小さな領域をカバー

2) 化学反応に直接には関係しない領域に適用する古典理論 (MM)計算部分:

比較的小さな計算量のため，広い領域をカバ一

本年度は，このシステムをさらに分子動力学 (MD)計算と組み合わせて用いることによ

り，分子構造と'電子構造のダイナミクスを同時に解析する研究を推進した。これまでは，

QM部分に CPMDが用いられるケースが多かったが，今後は全電子αbinitio DFT計算を用

いた解析システムが (目的に応じて使い分けられながらも)その主流を形成していくであ

ろう O これは，計算パフォーマンスの不利を超えて その計算精度を追及する理由による

ものである O

したがって，後者の「全電子。binitio DFT計算jと組み合わせたハイブリッドQMIMMMD

シミュレーションは，生体反応機構の詳細を高精度に解析する目的において，現在最先端
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の計算技術といえるものであり，この解析手法の応用が，今後の生物物理学理論の発展の

ひとつの鍵を握っているといえる O そのためには 前述のように Structurallnformatics 

における技術開発もまた同時に不可欠であることを意味する O
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こうした全電子αbinitio DFT計算と組み合わせて，ハイブリッド QMIMMMD計算を生

物物理学へ応用した研究は，国際的にみても最先端の成果である O 中でも以下のケースは

特に重要であり RNA分子とタンパク質酵素の巨大な複合体が行う酵素反応機構の解析で

ある O しかしこれを実現するためには，上記のハイブリッド QM!MMMD計算システムだ

けでは，十分ではなかった。なぜなら，量子シミュレーションなどを実行するためには，

高精度の計算モデルが不可欠である一方で，X線結品構造解析などによって実験的に得られ

た生体高分子の立体構造には，反応、に必須の分子種に関する情報が欠如している場合や，

技術的な制限により立体構造に誤謬を含む場合さえもあるからである O そのため，前述の

コンピュータ・シミュレーションを高精度に実行するためには，これらの技術的な問題点

も克服することが必須である場合が甚だ多い。

例えば，水分子自体が反応に寄与する系では，溶媒水分子の位震が実験的に観測できな



い場合，その配置情報を理論的に予測することが必須となる O また，触媒反応、の対象とな

る分子(基質とよばれる)を酵素と混ぜた場合には，実際に反応が生じるわけであるから，

酵素・基質複合体の結晶を実験的に得ることは原別的にできなしミ。仮に基質を含む結晶を

何らかの方法によって得ることができたとしても(酵素単体で結品を作成した後に，基質

分子を結品にしみこませるなど。 Soakingと呼ばれる)，結晶内部での酵素反応等によって

実験データの質が深刻に低下する場合も多い。したがって，反応の対象となる基震と酵素

との複合体の立体構造を得ることは，多くの場合に密難となる(そこで本来の基質の代わ

りに，反応、は起こさずに結合のみ生じる「阻害斉IjJを使用して，結晶構造解析を行う場合

が非常に多い)。

このように生体高分子の反応機構を解明するためには，実験上の様々な技術的限界が，

現在もなお数多く存在するのが実情である O そこで本研究では，生命科学的に重要な系で

ありながら，‘こうした実験的な技術上の困難を回避することのできない系に対しでも，そ

の限界を理論的に補い，生体分子の立体構造を計算科学的に高精度に再構築するための理

論手法の開発を試みた。そのために昨年度において，基賓と酵素との分子商ドッキング・

アルゴリズムを新たに開発し，これを用いて研究の対象となる援合体の計算モデルを構築

した(図 2 後述)。

従来の分子ドッキングシミュレーション計算アルゴリズムは，溶媒水分子を含めずに，

しかも酵素の立体構造を国定して計算するのが通常であったが，我々はそれらの制約をす

べて解き放ち，溶媒仁1=1のタンパク質に対して，そのダイナミカルな立体構造変化を導入し

た上で，分子ドッキングを初めて実現した。これを FSDD(Fully Solvated Dynamical 

Docking)法と名づけた(昨年度の年報参照)。こうした計算手法は，医薬分子設計の領域

ではしのぎを削って開発が行われている課題であり，今後はそうした分野のみならず，本

研究における量子デ、ザインのステップにおいても，広く応用が期待される，重要な解析手

法である O
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図2 ハイブリッド QM/MMMD計算の対象となった RNA.タンパク質接合体の立体構造

(左罰) 口イシル tRNA合成酵素(LeuRS)と，その基質として作用する tRNALeu，および tRNALeuIこ結合したアミノ

酸(バリン)の立体構造。溶媒水分子等を含め，全体として約 165，000値の原子よりなる系である。

(右毘)活性部位の拡大図。さらにこれらの居留には，溶媒水分子等も存在する。

以上のようにして構築した精密な計算モデルは，ロイシルtRNA合成酵素 (LeuRS)と，

その基質として作用する tRNALeu，およびその tRNALeuに結合したアミノ酸とからなる(図

2参照)。ここで LeuRS(分子量~120 ，OOO) は， tRNA (分子量~15， OOO) と複合体を形成

し，本来はその 3'-末端に特定のアミノ酸分子を正確に結合させる生物機能を有する酵素で

ある O しかし，互いによく似たアミノ酸分子を認識する際には，その識別が誤る場合もあ

り， LeuRS自身がそれを校正・編集する(=誤ったアミノ酸分子を加水分解する)機能を

も有している O これは校正反応(エディテイング反応:Editing Reaction) とよばれ，あら

ゆる生物において遺伝情報の発現…ーすなわち，すべてのタンパク質の生合成…ーに不可欠

な，極めて重要な反応である O

そこで， LeuRSによる校正反応(エディテイング反応)の機構を解明するために，前ペ

ージの計算モデル(原子数~165， OOO 個)に対して，ハイブリッド QMIMMMD 計算を実行

した。本研究では，考え得る 4つの反応スキームすべてについて， QMIMM MD計算を実

行し， LeuRSによるエディテイング反応における反応経路を解析した。酵素反応機構の解

析では，用いる初期構造の十分な検討と適切な反応座標の設定とが，非常に重要である O

以上の解析の結果，エネルギ障壁が最も低い最適な反応スキームを見出した。この反応経



の特徴は，基質部位 (tRNALeuにおける 76位のアデノシン A76およびパリン)路(図 3) 

(図2)。が有するリボースのヒドロキシル基 (3'-OH)が 求核剤を活性化する点にある

これはすなわち， tRNA自身が反j志を駆動することを意味する O したがってこの反応は，誤

ったアミノ酸が結合した tRNALeu(ノてリル-tRNALe吋が，触媒機能を有する RNAすなわ

ち“リボザイム"であることを意味する O

しかしながら， tRNALeuがまったく単独で、酵素反応を行うわけではなしミ。反応の開始，

つまり求核剤がカルボニル炭素に接近するためには 保存されたアミノ酸であるスレオニ

ノ'¥'J) ンが，求核斉IJの“通り道"を開く役割をしていることも明らかになった。すなわち，

タンパク質のよりJけを借りてその活性を向上させていJl/"tRトJALeuによるリボザイム反応は，

遷移状態のエネルギを低下させるのに，さらにこのリボザイム反応では，るといえる O

LeuRSのアミノ酸が関与していることもわかった。このように LeuRS.パリル-tRNALeu

“ノ¥イブリボザイムとタンパク質が共同で作用する複合体によるエディテイング反応は，

リッド触媒"による反応であることが明らかになった。

その反応メカニズムによって幾つかのクラスにこれまで様々なリボザイムが発見され，

分類されている O 本研究において見出したパリル-tRNALeuは， (1)水分子が求核斉IJとして

タンパク質が反応を直接に手助けする点において，従来のリボザおよび (2)作月3する点，

これまでの実験結果を統合すると，本研究にイムとは異なることが示唆される O さらに，

LeuRSのみに留まらず，他のアミノシルおいて見出された新たな J)ボザイムのクラスは，

ThrRS， PheRSなど，複数の酵素を含むさらには，tRNA合成酵素である ValRS，IleRS， 

ことが明らかになった。
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図3 エディテインゲ反応におけるポテンシヤルエネルギ菌(PES)
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こうしたハイブリッド触媒の存在は， I生命の起源jや「遺伝暗号の起源Jにも新たな考

え方をもたらすものである O すなわち， I生命の起源jと考えられている RNAワールド(リ

ボザイムが生体触媒としての機能を担う)から，現在の RNPワールド(主としてタンパク

質が生体触媒としての機能を担う)への変遷を考えた場合，それら原始の生体分子の機能

構造や反応機構の間に，大きなギャップのあることが，従来からの大きな問題であった。

ハイブリッド触媒は，これらの溝を埋め，より連続的かっ統合的な生命進化の理論モデル

を構築するために，不可欠の役割を果たすものと考えられる O

【2]生体 π電子系に対する精密な有効ポテンシャル場の倉1]出とその応用 〔文献4J

生体システムにおいて χ電子は，芳香環を有するアミノ酸やヘム・ピタミンなどの補因

子等に広く見られ，生物機能に極めて重要な役割を果たしている O タンパク質の立体構造

においては，アルギニン (Arg) やリジン (Lys) などの立に荷電したアミノ蔽と， トリプ

トファン(Trp)やチロシン(乃r) など，芳香環を有するアミノ酸との相互作用が頻繁に

みられる O これらはカチオンーπ相互作用と呼ばれ，他の非共有結合性相互作用(ファンデル

ワールス相互作用や水素結合，疎水性相互作用など)と比べ極めて強く，分子認識や立体構

造の安定化に大きく寄与していることがよく知られている O

生体内に多量に存在する金属カチオンである Na+や K+なども 芳香環を有するアミノ

酸とカチオンーπ相互作用を形成し，その安定化エネルギはアミノ酸同士のそれと比べて非

常に大きい。しかしこれらは，低分子量の化合物において見出されてきた結合様式であり，

実際の生体高分子立体構造の中で，金屡カチオンーπ援合体の存在が明らかになった例は，

従来，極めて少なかった。このため，その生物機能における役割については，これまでほ

とんど不明であった。

最近，松村(大阪大学)らが行った Tl1)パーゼ(脂質分解作用を有する)に対する X線

結晶構造解析の結果，活性部位を構成するアミノ酸のひとつであるブェニルアラニン(Phe)

の近傍に，球状の電子密度の存在することが明らかになった。松村らは，その電子密度が

Na+イオンに相当すると考え， Tlリパーゼの活性部位に Phe側鎖と Na+とのカチオンーπ

相互作用が存在することを提案した(図4)0 しかし実験手法の限界から，その電子密度が

水分子で、ある可能性も否定しきれないのが実情であった。そこで本研究では，分子動力学

(MD)計算により，その電子密度の実体が何であるかについて解析した。
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図4 T11)パーゼの活性部位に存在する Na+-Phe複合体

この立体構造は，大阪大学の松村らにより， X線結品構造解析によって解析され，その結果に基づ、き提案された

ものであるが(2008年)， Na'イオンの代わり!こ，水分子である可能性も完全には否定で、きなかった。

そのためにまず MD計算に一般に用いられているエネルギ関数 (ff99および ff02)の

評価を行った。ここでポテンシャルの比較参照値としては，極めて高精度な量子力学計算

法である CCSD(T)y去に対して，さらに基底関数のサイズに図る誤差を補正することにより，

「完備な基底関数を構成して計算した場合のエネルギ値jを見積もることによって得られ

る値を採用した。その結果， ff99およびff02ともに， Na十一π結合に対しては先の比較参照

値を全く再現し得ないことがわかった。特に ff99における安定化エネルギは， CCSD(T)に

よる値の半分程度しか無かった(図 5を参照)。実際，こうしたエネルギ関数を用いて MD

計算を実行すると Na十一Phe複合体の立体構造が不安定になり，ひいては立体構造自体が

壊れる結果となった。このように，これらのポテンシャル場においては，実験構造を全く

再-現しなかった。

そこで，この問題を真に解決するために有効な計算スキームの開発を試みた。そのため

に本研究では，芳香環近傍の空間をグリッドに分割し，原子核位置にその中心に有するガ

ウス関数を用いて，各原子に与える電子の「密度関数jを定義し，これにより静電ポテン

シャルを求めることによって，全エネルギを CCSD(T)法によるポテンシャル曲線に適合さ

せるスキームを開発した。このスキームを用いてエネルギ関数を構成することにより，先

の CCSD(T)法と同等の計算精茂で， しかし必要な計算時間は ff99およびff02とほぼ同じ

レベルにおいて，エネルギを求められることがわかった(図6)。この計算法を Grid-based
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Energy Representation (GER) 1去と名付けた。
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によって針算されたものであり，いずれも CCSD(T)の計算結果と十分に一致するものはない。
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青は仔99による計算結果。

この GER法を用いた MD計算 (5ns)では Na十一Phe相互作用様式は安定に保持され，

その活性部位の立体構造は，実験構造を安定に再現した。 これより， Tlリバーゼにおける

Na+-Phe援合体の役割は， その非常に大きいエンタルピ利得によって， 活性部位の立体構

造の安定化に寄与することが明らかになった。また， Pheに結合している Na+は， 何時に

セリン (Ser) やヒスチジン (His) とも結合している O ここで Pheは疎水性のアミノ酸で

あるのに対し， Serおよび廷lSは親水性のアミノ酸である O 一般に， こうした性質の全く異



なるアミノ酸同士が安定な相互作用を形成することはできなし=。ところが， Na十がこれら

性質の異なるアミノ酸どうしを仲立ちすることにより，通常は実現不可能な，疎水的なア

ミノ酸と親水的なアミノ酸とからなる，極めて安定なタンパク質コア構造の形成を可能に

していることが明らかになったO これを本研究では，ナトリウム・ブリッジと名付けたO

また， ff99を用いた MD計算から明らかなように， Na十一Phe関の安定化エネルギが小さ

いと， Na+-Phe結合は保持されない。これは， Na+-Phe結合よりもさらに弱い水-Phe結

合が安定に保持されないことを示唆している O 実際， 7k-Phe結合を仮定した MD計算にお

いては，実験構造を正確に再現しないことが明らかになった。したがって， X線結品構造解

析で得られた， Phe近傍の球状の電子密度は，水分子ではあり得ない。このようにして，

Tlリバーゼの活性部位における電子密度の実体が Na+イオンであり， Na+-Phe結合によ

るタンパク質コア構造形成における役割が明らかになった。

以上，本年度の成果は，景子場および古典場の双方における原理・解析を適確に組み合

わせて用いることで 巨大な生体情報高分子による生物機能のしくみを 非常に重要な複

数の系において解明することに成功した。今後はさらに，こうした方向性を飛躍的に発展

させることが，新しい生物物理学分野を切り開くためにも重要である O
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