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１．研究目的 
溶液内や生体分子内など凝縮系で起こる化学反応や生体分子の構造変化・状態遷移は非

常に多くの自由度が関与するため、小数の反応座標に注目し、それ以外の自由度については

統計平均をとる自由エネルギー平面上での反応機構の議論が多く行われてきた。このアプ

ローチの前提として、反応座標に沿った変化は統計平均をとる座標での変化と比べて十分

に遅いことが仮定されている。ところが、実際には反応座標に沿った変化は遅いとは限らな

い。さらに、統計平均では見えない分子の構造揺らぎや過渡的状態が反応機構に重要な役割

を果たしていることも、近年の実験から明らかになりつつある。そのため、自由エネルギー

面上での議論のみならず、反応に関わるダイナミクスを理解することが求められている。

我々は、分子動力学 (MD)シミュレーションと量子化学計算を用いることで、化学反応や生

体分子の構造変化・機能発現過程に関する静的・動的反応機構を明らかにすることを目指し

ており、本年度は以下の項目に取り組んだ。 

1.1 時計タンパク質 KaiC における概日リズムの分子機構の解明 

 シアノバクテリアの時計タンパク質 KaiC は、他の時計タンパク質 KaiA、KaiB と ATP 存

在下で 24 時間（概日）周期の ATP 加水分解活性やリン酸化状態の変化を示す。このような

サイクルは試験管内で起こるため、この 4 つの要素からなる概日リズムの起源に興味が持

たれている。我々は、実験グループとともに、この外日リズムの分子起源を理解することを

目指して研究を行ってきた。本研究では、特にリン酸化の初期過程である Tyr432 のリン酸

化過程を、実験グループによる高精度結晶構造をもとに明らかにすることを目指した。さら

に、その知見をもとに、リン酸化の制御に関わるアミノ酸を特定することを目指した。 

1.2 生体分子の遷移経路多様性の探索 

生体分子の構造遷移は、その機能発現において重要な役割を果たすが、従来の MD シミ

ュレーションでは、高いエネルギー障壁により十分なサンプリングが困難である。そのた

め、遷移経路の多様性や代表的な遷移状態（TS）の特徴を十分に理解することは容易では

ない。本研究では、甲田らによって開発された効率的な反応経路探索法である Direct 

MaxFlux法を用いて複数の初期経路から最適な遷移経路を探索し、それらの経路間の違い
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を比較することで、遷移経路の多様性および遷移状態の構造的特徴の解明を目指した。 

２．研究成果の内容 
2.1 時計タンパク質 KaiC における概日リズムの分子機構の解明 

脱リン酸状態の KaiC の結晶構造では ATP の近くに Thr432 が位置している構造が得られ

ている。この構造から MD シミュレーションを実行すると、ATP – Thr432 間の距離は、必

ずしも近いままではないのが見られた。これは、この状態ではリン酸化反応が起こりにくい

ことと対応している。また、リン酸化過程を QM/MM 計算により調べたところ、リン酸が

ATPからThr432へと移動するには、Thr432のプロトンがThr432から脱離する必要があり、

その受け皿として Glu318 が重要であることが分かった。さらに、Glu318 は Arg385 と安定

に水素結合を形成しており、リン酸化反応にはその水素結合を切る必要があることが分か

った。これもリン酸化反応の活性を下げる要因であり、実際に共同研究者らによる変異体の

実験からこれらのメカニズムが正しいことが裏付けられた。 

2.2 生体分子の遷移経路多様性の探索 

DMF法を用いてタンパク質の構造変化の遷移経路を調べることで、DMF法は大きな分子

であっても複数の遷移経路を効率的に探索できることが確認された。特に、異なる初期経路

から得られた結果を比較することで、遷移状態のエネルギーおよび構造に多様性が存在す

ることが示唆された。低エネルギーの遷移経路と高エネルギーの遷移経路では、構造的特徴

や遷移の進行様式に違いが見られた。また、遷移状態付近の構造を解析することで、特定の

ドメイン間距離や構造変化が遷移経路に依存して変化することが明らかとなった。 

３．学際共同利用プログラムが果たした役割と意義 
生体分子はタンパク質や脂質二重膜、さらにそれを取り囲む水分子と系の分子数が多

く、分子シミュレーションは必然的に大きなモデルに対して行う必要がある。近年、分子

動力学シミュレーションのソフトウェアは GPU を使用すると非常に高速化できるように

なった。また、機械学習、特に深層学習にも GPU の利用が非常に有効であり、GPU を用

いると、様々な学習とその検証が効率的に行える。そのため、学際共同利用プログラムに

よって提供される GPU環境をはじめとした計算資源は機械学習や生体分子系の大規模分

子動力学シミュレーションに非常に適しており、研究推進に不可欠である。 

４．今後の展望 
本研究課題で開発した生体分子の構造変化に関する経路探索法を活用し、今後は化学反

応を伴う生体分子の構造変化の分子機構解明を進めていく。特に、時計タンパク質 KaiC で

起こるリン酸化・脱リン酸化・ATP 加水分解反応の分子機構は多くがまだ未解明であるた

め、本研究成果を土台にこれらの研究を進めていく。 
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