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1

第 1章

序論

1.1 テトラヒドロビオプテリン (BH4)

1.1.1 BH4の生理機能・特徴

還元型ビオプテリンである BH4は、様々な生物の細胞内に存在する補酵素であり、以
下のような酵素において利用される。

• 芳香族アミノ酸水酸化酵素 (aromatic amino acid hydroxylases, AAAH):ドーパミ
ン、セロトニンなどのモノアミン系神経伝達物質生合成の律速段階を担う重要な酵
素群である。下記の 3酵素が存在する。

1. チロシン水酸化酵素 [1]
2. フェニルアラニン水酸化酵素 [2]
3. トリプトファン水酸化酵素 [3]

• 一酸化窒素合成酵素 (nitric oxide synthase, NOS)[4] : 血管拡張 [5]や免疫機構 [6]
への関与・神経伝達物質としての機能を持つ一酸化窒素の合成を担う

• アルキルグリセロールモノオキシゲナーゼ [7]: 神経伝達 [8]、神経細胞や精子の発
達に寄与する [9]脂質であるグリセルエーテル類の代謝・濃度調節に関与 [7]

上記酵素群からも分かる通り、BH4 はかなり重要な酵素反応にて利用されている。そ
のため、生命維持に必須の物質である。従って、何らかの原因で BH4 が不足する*1と例

*1 これは、「BH4代謝異常症」呼ばれ、日本国内では小児特定疾患に指定されている。
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えば高フェニルアラニン血症などの疾患を引き起こす (フェニルアラニン水酸化酵素が機
能しなくなるためである)。これは精神遅滞などを伴う [10, 11]。
一方、BH4が過剰になった場合、炎症や疼痛などとの関連が示唆されている [12]。BH4
代謝が適切に調整されることが生体内では重要となる。
ここからは、BH4 と関連化合物について述べる。BH4 は酸化されやすい性質を持つ。

BH4の 2電子酸化型がジヒドロビオプテリン (BH2)、BH2の 2電子酸化型がビオプテリ
ン (BP)である。また、BH2の互変異性体として、キノノイド型のジヒドロビオプテリン
(qBH2) が存在する。qBH2 は BH4 酸化過程の中間体として非酵素的に生成される。ま
た、4-α ヒドロキシ BH4 を基質とするプテリン-4α-カルビノールアミン脱水酵素によっ
て酵素的な生成も起こる。qBH2 から BH2への変換は非酵素的に起こる。また、これら
化合物の中で唯一補酵素活性を持つものは最も還元されたテトラヒドロ型のビオプテリン
(BH4)である。
また、天然型の上記ビオプテリン化合物の構造はいずれも l- erythro 型の側鎖を持つ。
このうち、不斉炭素を 6 位に持つ BH4 と qBH2 の 6 位は天然型において R 体である
[13]。一方一部の生物種では d- threo型が生体内に含まれるという報告もある [14]

1.1.2 BH4代謝: 葉酸化合物代謝との繋がり

興味深いことに、BH4 代謝は、同じくプテリジン化合物に分類される生理活性物質で
ある葉酸化合物代謝と関連が深く、一つのスキームとしてまとめて表すことができる。こ
の事は、本論文終盤の Chapter 5でも再び登場する概念であるが、一旦ここで概要を説明
する。細かい経路は生物種により異なるが、大別すると以下の 2パターンが存在する。

2
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一般的な生物種 (哺乳類等)の場合

Figure 1.1. 一般的な生物における BH4/葉酸代謝 Kennedy (2016)[15] のスキームを参考に作成。
5-HTP: 5-ヒドロキシトリプトファン, DA: ドーパミン, PCD: プテリン-4α-カルビノールアミン脱
水酵素, 5,10-MeTHF: 5,10-メチレンテトラヒドロ葉酸, 5-MTHF: 5-メチルテトラヒドロ葉酸, TS:
チミジル酸合成酵素, MS:メチオニン合成酵素

Figure 1.1に BH4/葉酸代謝スキームを示した。まず BH4から説明する。BH4代謝に
関しては、

1. GTPから 3段階の酵素反応を経る de novo合成経路
2. AAAHの酵素反応に BH4が用いられることでスタートするリサイクル経路

の 2 種類に大別することができる。本研究ではリサイクル経路が鍵となるため、ス
キームはそちらに重点をおいて描画した。リサイクル経路においては、スキームを見る
と最終段階 (BH4 再生成段階) が 2 パターン存在する事が分かる。この段階については
Section 1.2 でより詳細な説明を行うが、スキームの説明という性質上こちらでも簡単に
述べる。
ひとつめのパターンは、本研究のターゲットである QDPRによる、qBH2から BH4へ
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の再還元反応である。
もう 1つは、qBH2の互変異生体である BH2が葉酸代謝関連酵素であるジヒドロ葉酸
還元酵素 (DHFR)によって BH4へ再還元される反応である。この様にビオプテリン代謝
に葉酸代謝酵素が登場するのが興味深い特徴となる。
続いて葉酸代謝 (Figure 1.1 右側) について述べる。葉酸化合物もまた PT-ring がテト
ラヒドロ型 (還元型) であることが重要となる。特に THF は還元型葉酸化合物のベース
構造である。スキーム上からも、「炭素供与体として働くのは 5,10-メチレン THF (5,10-
MeTHF)や 5-メチル THF (5-MTHF)であるが、元をたどるとこれらは THFの誘導体で
あること」が分かる。つまり、いかにして THFを生み出すかがカギとなってくるという
ことだ。ここで重要な役割を果たすのが、BH4 リサイクル経路に登場した DHFR であ
る (むしろ名前の通りこちらが本業である)。スキーム上にて DHFR が働く場所は、ジヒ
ドロ葉酸 (DHF) を THF に還元する過程である (5,10-MeTHF がチミジン合成酵素 (TS)
の反応により DHF へと酸化された後のステップ)。 この反応は BH4 リサイクルにおけ
る BH2 ->BH4 に相当する。DHFR が BH4 リサイクル経路と葉酸代謝経路にまたがっ
ている。
このように、DHFRを通して BH4/葉酸化合物の代謝は繋がっている。

トリパノソーマ科の原生生物の場合
ここからは、トリパノソーマ科の原生生物における BH4/葉酸化合物代謝という、イレ
ギュラーケースについて述べる。敢えてこの様なケースに言及するのは、ここで出てくる
酵素が研究対象の QDPR と一定の関連性を有し、後の章でも登場するためである。この
生物種においては独特な BH4代謝経路を持つ。前述した一般生物のスキームとかなり違
うのが見て取れる。
まず BH4 生合成についてだが、ここが最も特徴的だろうか。まず出発物質は GTP で
はない。酸化型のビオプテリン (BP) である。これを、トリパノソーマ科特有の酵素であ
るプテリジン還元酵素 (pteridine reductase 1, PTR1)によって還元する。この PTR1こそ
が、QDPRと関連性を持つ酵素である。PTR1は、まず BPを BH2へと還元した後、その
まま BH2を BH4へと還元する [16]。この経路は DHFR-TS (Bifunctional dihydrofolate
reductase-thymidylate synthase ) が担うことも出来る (ヒトなどは DHFR と TS は別々
の酵素だが一部の生物種は DHFR-TS という両ドメインが一つの酵素になっているもの
を持つ)。

4



第 1章序論
1.1. テトラヒドロビオプテリン (BH4)

葉酸代謝の方はほぼ Figure 1.1と同じ流れだが、BH4代謝酵素である PTR1も DHFR-
TSが担う反応については行うことができる [17]。PTR1-葉酸複合体の結晶構造も報告さ
れている [18]

Figure 1.2. トリパノソーマ科の BH4/葉酸代謝。Vickers & Beverley (2011)[17], Tassone et al.
(2021)[19]を参考に作成。

また、これらの代謝経路は Leishmania や Trypanosoma といったトリパノソーマ科の
原生生物によってもたらされる熱帯病の治療薬ターゲットにもなっている。現在のとこ
ろ、ターゲット酵素は PTR1又は DHFR-TSであり、多数の阻害剤が PDBに登録されて
いる (いくつかの具体例及び PDB検索結果数など明示)。この背景には、これら酵素の知
見が多い点、具体的には、BH4 代謝スキーム上のどこにおいて働くかといった具体的な
関与が明らかとなっている上、酵素-基質複合体の立体構造も取得されておりタンパク質
の立体構造を基にした阻害剤開発が行いやすいという要素があると思われる。

PTR1 と DHFR-TS (DHFR ドメイン) が、活性の違いは有れど共通の基質を介して互
いの代謝に関与できるという事は、類似したリガンド結合部位を有していることを示唆す
る。実際に、メトトレキサート (MTX) をはじめとした共通の阻害剤が存在する [16, 19]
(複合体の pdbもいくつか)。DHFR-TSを薬剤ターゲットとする、あるいは PTR1をター
ゲットとした際にも DHFR-TSへ同時作用をするものがあるという点は、薬剤として実用
化を考えた際注意しなくてはならない可能性がある。DHFR は生物種によって立体構造
の違いが比較的大きいとはいえ、ヒトの DHFR に与える影響を極力減らせば、副作用軽
減が期待できる。
代謝スキームに話を戻すと、非トリパノソーマ/トリパノソーマいずれのパターンにも
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共通するのは、BH4、葉酸代謝の双方に DHFRが関与している点である。DHFRは葉酸
代謝がメインだが、葉酸系基質と対応する PT-ring を持っていればビオプテリン類の還
元も可能である。DHFR 欠損症において脳脊髄液中の BH4 が減少しているという報告
[20]からも生体内における DHFRと BH4代謝のリンクが示唆される。

1.2 QDPR

1.2.1 生理的役割・機能

Section 1.1.2にて述べた通り、QDPRは BH4のリサイクル経路で働く酵素である。そ
の酵素反応はNADH要求性であり、qBH2を基質として BH4の再還元を行う (Figure 1.3
も参照)。

Figure 1.3. QDPR による qBH2 から BH4 への還元反応式。構造式は原子のナンバリングと共に
示した。アスタリスクは不斉炭素。この反応では、最終的に 3位、5位の窒素原子 (N3, N5)に水素
が付加されることが分かる。

QDPRの生理学的重要性と特異な性質を、BH4欠損症という面から見ていく。高フェ
ニルアラニン血症を伴う BH4欠損症において、原因となる酵素としては de novo合成経
路の PTPS (3 段階からなる酵素反応の 2 段階目を担う)、リサイクル経路で qBH2 を生
成する PCD (プテリン-4α-カルビノールアミン脱水酵素)、最終的に BH4 再生成を行う
QDPRなどが挙げられる。すなわち、細胞内 BH4濃度を保つには、生合成経路のみなら
ずリサイクル経路も重要ということだ。そして BH4 欠損症のうち QDPR 欠損によるも
のが最も重い症状を示すということが報告されている [11]。この事から、BH4 の代謝に
おいて QDPR がかなり重要な役割を担っていることが分かる。また、QDPR 欠損症で
は、BH4 欠損症の中でも特有の症状として、てんかんや脳内における葉酸の減少が認め
られる [11]。他酵素由来では起こらないこれらの現象は、QDPRが BH4代謝以外の生理
機能を有している可能性を示唆している。QDPR の機能を更に解明することは、疾患メ
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カニズムの理解や治療法の改善のためにも重要である。
一方、QDPRが BH4濃度維持において重要性が高いという点は、リサイクル経路のス
キームを見返した時不思議に思うかもしれない。Section 1.1.2 で述べた通り、リサイク
ル経路の最終段階を担うもう一つのパターンに、qBH2 の互変異生体である BH2を基質
とした DHFRによる再還元が存在する。Figure 1.4に、QDPR/DHFRによる BH4リサ
イクル最終段階のスキームを示した。qBH2 から BH2の互変異性化は、qBH2 の不安定
性によって非酵素的に起こる (そしてこの BH2は非キノノイド型であり、QDPRが還元
することはできない。Figure 1.4 も参照)。一見すると、DHFR が主体となり BH4 のリ
サイクルを行うこともできそうに思える。しかしながら、QDPR 欠損症の重症度を考え
ると、DHFR ではリサイクル経路を補いきれていないことが言える。これは、DHFR の
BH2 還元活性が低いことに由来する (特にヒトの DHFR は活性が低い)[21, 22]。すなわ
ち、QDPR による反応は BH4 再還元のメインルートである。これは QDPR が、基質の
qBH2を (自らが還元できない非キノノイド型へと互変異性化する前に)素早く認識し、還
元反応を行っていることを意味する。この基質認識と反応のメカニズムがどのようになっ
ているのだろうかという点は、非常に興味深い点である。

Figure 1.4. BH4 再還元段階。qBH2 は非酵素的に BH2 へと互変異性化するが、QDPR がこれを
還元することはできない。QDPRは専らキノノイド型基質の還元を担う。互変異性化が起こった場
合、BH2の還元は DHFRが行う。
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1.2.2 酵素科学・構造生物学的知見の現状

不安定な基質を如何に認識しているかのメカニズムや BH4代謝以外の機能を持つ可能
性などの解明および阻害剤への応用 (BH4過多へのアプローチや熱帯病治療など)にあた
り、酵素の諸性質や構造についての知見も重要となる。現時点での知見や仮説を以下にて
説明する。

QDPR は、short-chain dehydrogenase/reductase (SDR) ファミリーに属する [23]。こ
のファミリーには多数の酵素が含まれており、前述の PTR1 も同様である [24]。その特
性もアミノ酸配列も様々であるが [25]、ヘリックスとストランドが交互に来るトポロジー
や活性部位のモチーフは高度に保存されている。
トポロジーについてもう少し細かく見ていくと、SDRファミリーは NAD(P)H要求性
酵素ということもあり、Rossman foldという超二次構造をとる。補酵素結合部位は、6-7
個の平行 β シートの上下を 3-4 個の α ヘリックスでサンドイッチするようなトポロジー
であるが、SDR ファミリーの一部ではサンドイッチするヘリックスが 5 つの時などもあ
る [25]。また、SDRファミリーの特徴として、C末端側、具体的には βF から αG にかけ
ての間に小さなヘリックスを 1,2個含む substrate-binding-loopという領域があり、ここ
は基質特異性に関わっていると考えられているほか、基質結合に伴って構造変化が起きや
すい部分である [26]。

QDPR も基本的には SDR ファミリーに準じたトポロジーの特徴を持っている。ただ、
珍しいのはストランドが連続する箇所が 2 つ存在する点である。一つは N 末端側の平行
ストランドである βB・βC で、もう一つは C末端側の逆平行ストランドである。Rossman
fold領域外とは言え、ストランドの連続は SDRファミリーのトポロジーとしては独特な
要素である。特に逆平行ストランドの存在は珍しいと思われる (Figure 1.5A)。
また、本ファミリーにおいて、活性部位の Tyr-(Xaa)3-Lys (YXXXK)というモチーフは
殆どのケースで保存されている [25, 27]。このモチーフの Tyr残基は、ヒドロキシ基 (また
はアニオン)が基質と直接相互作用し、プロトン移動に関与しているとされる。QDPRで
も本モチーフは保存されており、hQDPRにおいて当該領域は 149Tyr-Gly-Met-Ala-153Lys
となっている [28] (Figure 1.5B, Figure 1.5C)。一方、活性部位の Tyr, Lys残基より更に
上流 (N末端側) に存在する Asn, Ser残基も SDRファミリー間で高度に保存されている
が、QDPR ではこの 2 残基は保存されていない (Figure 1.5C)。SDR ファミリーにおい
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て、Asn, Ser残基は前述の Tyr-(Xaa)3-Lysモチーフの Tyr, Lys残基と共に触媒四残基を
形成することが多いと言われている [27] *2。これらの残基はプロトンの受け渡し段階を
担う部分であり、その中でも Tyrがプロトンソースであるとされる。Lysは Tyrの pKaを
低下させる「後方支援役」、Ser, Asnは水素結合を介して Tyr-基質間のプロトンリレーに
寄与しているとされる。特に Ser残基のヒドロキシ基は、Tyr残基のヒドロキシ基同様基
質と直接相互作用する [25]。QDPR において、プロトンの受け渡しにおいて中心的とさ
れる Tyr, Lys残基が保存されているとはいえ、リレー役の残基が保存されておらず非極性
残基となっている点は、酵素-基質相互作用や反応機構の理解を難しくする要素だが同時
に興味深い性質でもある。触媒四残基のうち半分が保存されていないため、かなり独特な
反応機構を持っていると思われるが、それは一体どのような機構なのだろうか。このプロ
トン移動段階における反応機構については過去にいくつかの議論はあるものの (Chapter 4
参照)、決定打となるスキームはまだ提唱されていない。

*2 従来は Ser, Tyr, Lysの触媒三残基が主流と考えられていたが、現在では Asnの役割も重要であると考え
られるようになっている [27]。
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A

B C

Figure 1.5. QDPR のトポロジー。(A) QDPR のトポロジーダイアグラム。SDR ファミリー活性
部位のモチーフである Tyr, Lys 残基も合わせて示した (残基番号は human QDPR (hQDPR, PDB
ID: 1HDR) に対応)。グレー背景の円が α ヘリックス、黒枠の正三角形が β ストランド (黄色背景
のものは逆平行ストランド)、楕円は 3(10) ヘリックス、矢印はループ (手前に来るものを実線、奥に
位置するものを破線で示している) を表している。NAM-ring (緑背景の六角形) はニコチンアミド
環のことである。βF から αG の間にある substrate-binding-loop (二重線表記)は 2つの短いヘリッ
クス (α ヘリックスと 3(10) ヘリックスが 1 つずつ) を含んでいる。βC と βH 以外は基本的に SDR
ファミリーが有するトポロジーの特徴通りである。(B) hQDPR の二次構造とアミノ酸配列の対応
関係。二次構造ごとに開始と終了の残基番号を示している。活性部位モチーフは下線付き太字で示
した。黒枠の Boxがストランド、グレー背景のシリンダーが αヘリックス、楕円が 3(10) ヘリック
ス。(C) SDRファミリーの活性部位周辺残基のマルチプルアラインメント。上から hQDPR (PDB:
1HDR)、Leishmania major PTR1、human 17-beta-hydroxysteroid dehydrogenase 6、Drosophila
melanogaster Alcohol dehydrogenase、mouse l-xylulose reductase、mouse Sepiapterin reductase。
触媒四残基に対応するもので保存されているアミノ酸を黄色背景の太字にて示した。hQDPR にお
ける非保存配列は下線付きの赤文字で表記。アラインメントは Clustal Omega[29]にて行った。

このようにある一定の知見はあるものの、実のところ「現時点での研究状況を (著者が
調べた限り)ほぼ網羅した」のが上記である。「多くの先行研究を体系的に纏めた」訳では
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ない。構成の都合上以降のセクションに回している知見もあるとはいえ、QDPR という
酵素はその生理学的重要性に対し、酵素機能、構造的側面からの知見（特に構造生物学や
メカニズム的側面）が不足している現状は否めない。
しかしこれは、先人達が「酵素の構造」について軽視していたという訳ではない。QDPR
について構造面からアプローチするうえで最大の難点は、その基質がキノノイド型という
特性である。QDPR の立体構造が初めて報告されたのは 1992 年 [30]、そして本論文執
筆時点で最新の立体構造は 2022年の報告 [31, 32]であるが、この丁度 30年間において、
酵素-基質または基質アナログとの複合体構造についての報告例は未だにない (Table 1.1
も参照)。それほどまでに基質の不安定性という障壁は構造決定においてボトルネックに
なっている部分なのである。

Table 1.1. PDBに掲載されている代表的な QDPR構造。*: 金属イオンや塩などは除外

PDB ID Specie Ligand*

1HDR Human NADH
1DHR Rat NADH
3ORF Dictyostelium discoideum NADH
8B5T Leishmania major -

「酵素-基質複合体の立体構造データがないため、基質結合様式が不明であること」は基
質認識メカニズムや反応機構などの解明に大きく影響している課題点である。

1.2.3 基質結合様式の先行研究

少数ではあるが、QDPR の基質結合様式推定を試みた貴重な先行研究が存在する。こ
れらからは本研究の遂行にあたりとりわけ重要な情報を得ることができた。後の考察にも
大きく関わってくる部分でもある。ここでは、先行研究で提唱された結合様式についてき
ちんと説明を行いたい。
いずれもヒトの QDPRではないが、 2つのグループにより異なるモデルがこれまで提
唱されている。
ひとつは、1992 年に Varughese らによって報告された。rQDPR-NADH の結晶構造

(PDB: 1DHR) を取得した後、その構造を利用し手動でモデリングを行ったものである
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(Figure 1.6A)[30]。
もう一つは、Chenらによって 2011年に報告された結合様式である。ベースの QDPR
構造は上記と同様の rQDPRと、彼らが構造決定を行った Dictyostelium discoideum由来
QDPR (PDB: 3ORF[14])の 2つで、これらをレセプターとして qBH2とのドッキングシ
ミュレーションを行い、結合様式のモデリングを行った。いずれの QDPR でもほぼ同様
の結合様式を示している (Figure 1.6B)[14]。
次に、どちらの報告でも用いられている rQDPR での推定結合様式を基に、ふたつの
共通点や相違点を見ていく。なお、rQDPRと本研究でベースとして用いた hQDPRの結
晶構造 (PDB: 1HDR[28]) は構造アラインメントを行った結果類似しており、rQDPR の
情報は hQDPR の結合様式推定に利用できると考えた (Cα-RMSD of 1DHR vs 1HDR:
0.251

◦
A)。

手動モデリングやドッキングポーズの構造データが存在しないため、Figure 1.6にて引
用したステレオ図および文献中に記載されている相互作用情報を基にした判断となるが、
これらを見る限り最も顕著な相違点は SCC6がアデニン方面を向いているか/ニコチンアミ
ド環 (NAM-ring) 側を向いているかくらいではないかと思われる。プテリン環 (PT-ring)
の位置などはステレオ図を見る限りほぼ同じと思われる。提唱されているヒドリド転移機
構 [33] や SDR ファミリーの一般的なプロトンドナーである Tyr 残基との位置関係など
を踏まえると、被還元部位を含んでいる PT-ring の位置が大きく変わらないのは妥当と
思われる。また、QDPR のリガンド結合領域を構成するクレフト (補酵素である NADH
結合領域も含む全体) がかなり狭いため、結晶構造をそのまま使ったモデリングにおいて
NAM-ring と qBH2 の PT-ring をスタッキングさせるには位置関係の制約が生じること
も、両パターンの類似性に影響している可能性がある。
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A

B

Figure 1.6. 先行研究で提唱されている QDPR-NADH-qBH2 結合様式 2 種。(A) 手動モデリング
ベースの推定結合様式 (Varughese et al. (1992)[30] Fig. 5 より引用)。 (B) ドッキングシミュレー
ションで取得した結合様式 (Chen et al. (2011)[14] Fig. 4より引用)。

13
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上記の先行研究とその比較によって導き出された共通点から、大まかな binding siteの
見積もりは可能となった (Figure 1.7参照)。

Figure 1.7. 先行研究から推定した hQDPRの基質結合領域。Kono et al. (In press)[Pub.] Fig. 1A
より引用。

とは言え、実際に結合様式が過去に提唱された 2 つのうちどちらかであるかは未だ不
明である。また、どちらでもない新しい結合様式の可能性も存在する。例えば PTR1 は
hQDPRと構造や基質が比較的近い (Cα-RMSD of 2BF7[16] vs 1HDR: 2.54

◦
A, 187/236

residues of 1HDR)また、PTR1-NADPH-BH2複合体においては、芳香族アミノ酸残基、
基質の PT-ring、NADPHの NAM-ringという 3者間で π-π スタッキングが形成されて
いるといった特徴は QDPR-NADH-qBH2 複合体の先行研究で提唱されている結合様式
と類似している。しかし、PTR1では基質である BH2の PT-ringが QDPRにおける先行
研究と比較しちょうど反転している Figure 1.8。このように、ビオプテリン系化合物の基
質結合様式には様々な可能性が考えられる (モードの結論が出ていない) ため、従来より
詳細なアプローチで結合様式を推定する必要がある。

14
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Figure 1.8. hQDPR と Leishmania majorPTR1 との構造アラインメント。PTR1 の基質である
BH2の O4原子は活性部位の Tyr残基の反対側を向いている。構造アラインメントには、二次構造
ベースでの構造アラインメントツールである PDBeFold[34]を使用した。

1.3 本研究の目的
これまでに述べた通り、QDPRは BH4ホメオスタシス維持に不可欠である他、それ以
外の生理機能を有する可能性 (特に葉酸代謝との関連)も示唆されている。又、BH4と葉
酸代謝、特に PTR1や DHFRといった還元酵素が関わる箇所は創薬ターゲットとして研
究されており、これら酵素との関連を有する QDPR の知見は創薬的側面からも重要と思
われる。一方、QDPRの基質は不安定なキノノイド型であるため、構造生物学的知見が不
足しており、反応機構など不明な点が多い。そこで本研究では、酵素の機能理解・創薬応
用へ向け、不安定な基質に対するアプローチとして分子シミュレーションを用いることに
より、酵素-基質複合体の相互作用解析を行った。具体的には下記の 2項目である。

1.3.1 QDPR-NADH-qBH2複合体の結合様式解析 (第 3章, 5章)

反応機構などの検証に先立ち、まずは基質結合様式について明らかにすべく解析を行っ
た。従来提唱されているパターンのどれなのか、あるいはどちらでもないのかについて、
静的状態のシミュレーションのみならず溶液中のダイナミクスも考慮した計算も組み合わ
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せることで、これまで結論が出ていなかった基質結合様式についてある一定の見解を示す
ことができたので第 3章で報告する。
さらに、この基質結合様式解析を通して QDPR の生理機能理解、具体的には葉酸代謝
への寄与についての考察が可能となった。構成の都合上第 5章となるが、そこでは「結合
様式解析から見えてきた QDPRと葉酸代謝の関連性」について議論する。

1.3.2 推定結合様式をもとにした酵素-基質相互作用および反応機構解析
(第 4章)

1. BH4 リサイクル経路において、qBH2 は非酵素的に BH2 へと互変異性化するた
め、BH2還元活性のない QDPRは qBH2を素早く認識し還元する必要がある。基
質の認識や触媒反応のメカニズムがどのようなものかという点は非常に興味深い。

2. また、トリパノソーマ科における BH4 生合成過程では、PTR1 が BP を出発物質
として還元反応を行い、最終的に BH4を生成していくが、QDPRはやはり BPに
対しても非キノノイド型であるため還元活性を持たない。上記 1. にも関連してく
るが、この様にキノノイド型に特化した基質特異性のキーファクターはどこにある
のだろうか？

本研究では、これら 1 および 2 の理解・そのための知見の蓄積を目的とし、酵素-基質
相互作用の解析を試みた。解析にあたっては実験的手法にて構造決定された酵素-基質複
合体の情報があることが理想だが、QDPR においては前述のとおりその情報が欠けてい
るため、第 3章で述べる Section 1.3.1で推定した酵素-基質複合体の立体構造をベースに
して相互作用解析・反応機構の考察を行った。

16
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第 2章

本研究で用いた主な手法

本章の概要

この章は、本研究にて中心的な役割を担った in silicoアプローチ各種について、

• どのような手法であるか (何を明らかにすることができるか)
• 本研究においてはどのツールを用い、どのようなフローで実行したか

等を中心に述べ、複数のシミュレーションを組み合わせるにあたりそれぞれどの
ような意図で採用したのか明確にすることを狙いとしている。以後のチャプターに
て共通の手順については本チャプターで説明する方針である。

2.1 本研究における in silicoアプローチの流れ
一旦大まかにどのような流れで行ったかのワークフローを Figure 2.1 に示す。その後
各手法に関しての説明を行う。
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Figure 2.1. シミュレーションの大まかな流れ。大きく分けて 3種類のアプローチ (青文字、灰色枠
の四角形にて表現)を用いた。角丸四角形が処理 (行ったシミュレーションなど)、通常の四角形がイ
ンプット/アウトプットデータ。本研究において重要となるアウトプットデータに関しては太枠四角
形、青背景で表した。

2.2 ドッキングシミュレーション
2.2.1 概要

ドッキングシミュレーションとは、レセプター分子-リガンド分子の複合体コンフォメー
ションを計算する手法である [35](Figure 2.2)。また、結合親和性の算出も可能である。
この手法が用いられるケースとして典型的なもののひとつとして、QDPRのように酵素-
基質複合体の構造が未知である場合の複合体構造予測とそれに基づくレセプター - リガ
ンド相互作用解析が挙げられる (2011 年に Chen らが rQDPR と qBH2 のドッキングシ
ミュレーションを行った事例はまさにこのケースである [14])。本研究では、詳細な相互
作用解析は以降の分子動力学計算で行ったため、ドッキングシミュレーションの主たる位
置づけは「結合様式解析の第一段階としての複合体候補取得」である。また、応用法とし
ては

• 活性測定基質など新規機能性分子の合成において、設計した分子が狙い通りの結合
様式を取るか見積もるために用いられる場合 [36]

• in silico 創薬*1において、標的分子と結合親和性の高い阻害剤を大規模な低分子化
合物のライブラリを用いたドッキングシミュレーションにてスクリーニングする
virtural screening[37]

といったものがあるが、これらは妥当な結合様式の判定基準を事前に得ていないと結果が

*1 分子シミュレーションやケモインフォマティクス・バイオインフォマティクスを用いる創薬手法
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吟味できないので、レセプター -リガンド相互作用の知見が少ない場合難易度が高いもの
となる。

Figure 2.2. ドッキングシミュレーション (タンパク質 vs. 低分子化合物)のイメージ図

ドッキングシミュレーションにおけるレセプター分子・リガンド分子の組み合わせとし
ては、

• タンパク質-低分子化合物
• 核酸-低分子
• タンパク質-タンパク質

などのバリエーションが存在する。本研究ではタンパク-低分子間のドッキングシミュ
レーションのみを行っているため、以降は

• レセプター分子: タンパク質
• リガンド分子: 低分子有機化合物

という前提にて話を進める。

2.2.2 ドッキングシミュレーションの基盤理論

ここでは、ドッキングシミュレーションの理論について簡単にではあるが説明する。
ドッキングシミュレーションのソフトウェア内における計算プロセスは大きく分けると

1. ドッキングポーズの探索
2. 探索したポーズのスコアリングと結果の出力
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の 2 段階である。シミュレーションを行う際、特にオプションを指定しない限りは 2 段
階全てが実行されるが、オプションの指定によりあるソフトウェアではポーズの探索のみ
を、別なソフトウェアでスコアリング以降を行うといった事も可能である。具体的な内容
は当該箇所にて後述するが、本研究においてもスコアリングのみ行った箇所が存在する。
ここからは、各プロセスについて説明する。

ドッキングポーズの探索
• シミュレーション実行時に与えられた条件の範囲内で初期配座はランダムに決定さ
れる

• そこから自由回転可能な結合の回転 (基本的にはリガンド分子だが、induced-fit
docking の場合には指定したタンパク質の残基も含まれる) などを行いながらレセ
プター分子のどこにどのコンフォメーションで結合するか探索する (この時どの程
度探索するかのパラメータなどもある)。

• ドッキングポーズ探索の際、ソフトウェアは水素結合などの分子間力や VDW半径
などを考慮して配座探索を行う。パラメータはソフトによって異なる。配座探索範
囲はリガンド結合領域が予め見積もり可能な場合、グリッド形式などで指定するこ
とが多い。こうすることで、計算時間を短縮することができる。

スコアリング
スコアリング過程では、結合親和性の算出を行い、前述のプロセスで探索した配座をソ
フトウェア固有のスコアリング関数に基づいてスコアリングする。例えば本研究で用いた
AutoDock Vinaでは、スコアリングに使う要素の一つとして、実験的に得られた結合親和
性のデータセットを基にフィッティングを行い算出したパラメータを利用している [38]。
結合親和性の算出には、静電相互作用、疎水性相互作用や配座依存性の内部エネルギーな
どが考慮される。
こうして行われたスコアリングに基づき、スコアの順位付けをして上位のものから出力
していく。
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2.2.3 ドッキングシミュレーションの種類

本研究で用いた 2種類のドッキングシミュレーションについて述べる。

バリエーション 1: receptor-rigid docking

タンパク質-リガンド結合モデルとして基本的かつ単純な「鍵と鍵穴モデル」に基づい
た手法。リガンド内で自由回転が可能な部分は回転させながら配座を探索する。一方、レ
セプター分子は剛体として扱う。

バリエーション 2: induced-fit docking

タンパク質にリガンドが結合する際、厳密には上記のような鍵と鍵穴モデルほど単純な
理論を適用することは難しい。その理由は、多くのタンパク質において、程度の差はそれ
ぞれであるものの、結合の前後でリガンドの構造によりフィットするよう、リガンド結
合領域 (binding site) のコンフォメーションに変化が起こるためである。この様な構造変
化を考慮した結合様式モデルを誘導適合モデル (induced-fit model) と呼ぶ。induced-fit
dockingは、この誘導適合を考慮した手法である。そのため、リガンドのみならずタンパ
ク質の一部残基 (結合領域)について、側鎖を自由回転可能なもの (本研究にて用いたドッ
キングシミュレーションソフトウェアの AutoDock Vina では"flexible residues"と呼ぶ)
として扱い配座探索を行う。配座変化の自由度が recepter-rigid docking よりも多くなる
ため、計算コストはかかることがデメリットとなる。一方、適切に flexible residuesを指
定することにより、リガンドによりフィットしたドッキングポーズを得ることや、結合領
域がリガンドに対して狭すぎる場合にもドッキングポーズが得られる可能性が高まるのは
大きな利点となり得る。

2.2.4 本研究におけるドッキングシミュレーションの流れ

ここでは、詳細な手法ではなく、大まかなステップについて説明し、各工程にて何を用
いたか、どのような意図で行ったかをなるべく明確にすることを目標として説明を行う。
詳細な手法は後のチャプター内手法欄に譲る。
まずは、ドッキングシミュレーションのワークフローを視覚化したものとして Figure 2.3
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を示す。

Figure 2.3. ドッキングシミュレーションのフロー。

Figure 2.3 の通り、ドッキングシミュレーションにあたってレセプター分
子はタンパク質の立体構造データベースである Protein Data Bank (PDB,
https://www.rcsb.org/)*2から、リガンド分子は低分子化合物のデータベースである
PubChem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/)からベース構造を取得した。
ワークフローにて登場したファイル形式やソフトウェアについては以下にて順次説明を
行う。

使用したファイル形式
PDBファイル (.pdb)

PDBに登録されている構造データベースのフォーマット。原子名、残基番号、xyz
座標などの情報が入っているテキストファイルである。PDB が起源ということも
あり高分子によく使われるファイル形式だが、勿論低分子化合物の表記も可能であ
る。専用の分子描画ソフトで読み込むことで、xyz座標上表などに基づいた立体構
造が描画される。現在は新しいファイル形式である PDBx/mmCIF (.cif) フォー
マットが標準になっているものの、互換性の上では問題ない事、個人的に使い慣れ
ていることもあり、PDB フォーマットを用いた。本研究のドッキングシミュレー
ションにおける PDB フォーマットの使い道は、「ドッキングソフトウェア対応の
ファイル形式 (後述) への変換用ファイル」としてである。特にレセプター分子に
関しては、PDBのデータベースから PDBファイルを直接取得している。

*2 日本版の PDBj (https://pdbj.org/?lang=ja)
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MOLファイル/SDファイル (.mol/.sdf)
こちらは主に低分子化合物用のファイルフォーマットとして、ケモインフォマ
ティクス (化学情報学) の分野で用いられる。PDB フォーマット同様テキスト
ファイルである。中身は原子数、キラル原子数、座標や結合情報などが含まれ
ている。MOL と SD の違いは、SD ファイルは 1 ファイルに複数化合物を含
むことができる点だ (ただし、低分子化合物のデータベースである PubChem
(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/) など、1 化合物でも SD として扱われるケー
スもある。複数化合物を含む場合は区切り文字の挿入で化合物を区別するだけなの
で、1化合物のみのファイルであればMOLも SDも中身は同じである)。また、2
次元/3次元構造の 2種類がある。本研究では、PubChemからリガンド用 SDFを
取得し、PDBファイルに変換するといった使用法を取った (その後はレセプター分
子同様ドッキングソフトウェア専用ファイル形式へ変換)。

PDBQTファイル (.pdbqt)
こちらに関しては、本研究で用いたドッキングシミュレーションツールである
AutoDock Vina (後述)あるいは姉妹ソフトの AutoDock4専用のインプットファ
イル形式である。PDB ファイルなどから専用のツール (例: AutoDockTools, 後
述) にて変換できる。ファイル形式は PDB と共通する部分もあるが、ドッキング
シミュレーション用ということもあり、自由回転可能な結合や電荷、原子タイプに
関する情報が含まれている。

使用ツール
ワークフローにおいての順番とは異なるが、ステップ上最も重要な「ドッキングシミュ
レーション本体」を担うソフトウェアの特徴について先に説明する。その後はフローに即
した順番でツールを説明していく。

ドッキングシミュレーションソフト: AutoDock Vina[38, 39]
Scripps 研究所の Center of Computational Biology (https://ccsb.scripps.edu/)

にて開発されたフリーのドッキングシミュレーションソフトウェアである。同じ
開発元のソフトウェアである AutoDock4より高精度かつ高速な計算が可能として
2009 年にリリースされたのが最初である [38]。著者としても (実際に他のソフト
ウェアと比較したわけではないが)、過去に携わったプロジェクトでの経験 [36, 40]
に基づき、取得できる複合体構造の精度については信頼を置いている。又、イン
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プットファイルが非常にシンプルであり使いやすいため、(経験則に基づいた話と
なってしまうが) 他のソフトウェアと比較して習得が容易なのも特長と考えている
(一方 AutoDock4と比較した際、出力される情報量が少ないという欠点はあり、良
くも悪くもシンプルなインプット/アウトプットが特徴ともいえる)。本研究では、
取得構造の精度や使いやすさといった上記理由からこちらを採用した。
AutoDock Vina でのドッキングシミュレーションには、Section 2.2.4 にて述

べた PDBQTフォーマットの構造ファイルをレセプター・リガンドそれぞれのイン
プットファイルとして用いる。また、計算時のパラメータもいくつか必要になる。
これはテキストファイルにまとめて記載するか、計算実行時にコマンドを打ちこむ
かのどちらかにて可能。以下、特に重要なパラメータを紹介する。後の章の手法欄
にも登場する用語である。

1 つは"Grid Box"と呼ばれる、リガンドが動く範囲 (レセプター分子中のどこ
に結合できるか) を定めた箱である。これは、Box 中心の三次元座標及び各辺の
長さを指定することで定義される。リガンドの結合領域が概ね見積もれるケース
では、その周辺を Grid Box に指定する。この時、Box が小さすぎるとリガンド
のコンフォメーション次第では Box をはみ出してしまい、適切な結果が得られ
なくなる可能性がある。本研究では、先行研究 (Section 1.2.3) から大まかな結
合領域の見立てを行う事は出来たが、リガンドのコンフォメーションや詳細な結
合位置は不明なため、ボックスはゆとりを持ったサイズに設定してある。もう 1
つは、"Exhaustiveness" というパラメータとなる。これは「どのくらい徹底的に
ドッキングポーズの探索を行うか」のパラメータで、数字を大きくするほど探索
度は高まるが、その分計算時間も当然長くなる。リガンドの自由度が高い場合や
induced-fit dockingでレセプター分子の側鎖も回転可能にする場合は特にここを大
きくする必要がある。ただし、ここは計算機のスペックとの兼ね合いも出てくる部
分で、設定値は経験則に基づいて決めている。

リガンド分子の構造構築-1: Avogadro[41]
フリーの分子描画/モデリングツール。SD、PDB など各種ファイル形式の読み

込みが可能。結合次数編集や原子付加、簡易的な構造最適化などが可能な上、分
子軌道計算ツールなど用のインプットファイル生成も可能となっている。今回は、
qBH2 のモデリングにおいて第一段階に使用した。PubChemではキノノイド型の
BH2が存在しなかったため、通常の BH2構造をベースとし、結合次数と水素の結
合部位をキノノイド型に編集する用途である。その後、下記の第二段階用に SD形
式で構造ファイルを保存した。
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リガンド分子の構造構築-2: RDKit (https://www.rdkit.org)
主にケモインフォマティクスで用いられる低分子化合物の描画や編集・解析

ツールで、Python上にて動作するコマンドベースのモジュールである。IPython,
Jupyter notebook/Lab と言ったインタラクティブな Python プログラミング
ツールで使用できるので、インプットファイルの構造描画なども可能。2D 構造か
ら 3D構造の生成、構造最適化、物性算出など様々な機能がある。今回は、上記で
作成 (または PubChem から直接取得) した SD ファイルの構造最適化及び PDB
フォーマットへの変換に用いた。実はこの目的であれば Avogadro でも遂行可能
であるが、付加した水素原子などの IDが重複してしまい、後の分子動力学計算に
向けて重複の修正が必要になったため RDKit で行った。RDKit にて SD ファイ
ルを読み込み、PDB 形式で保存すると、原子 ID が重複しないファイルが生成さ
れる。

ドッキングシミュレーション用構造ファイル作成: AutoDockTools [42]
AutoDockTools とは、文字通り AutoDock4 や AutoDock Vina でのドッキ

ングシミュレーションを行うための各種ツールが搭載されたソフトウェアである。
レセプター分子やリガンド分子の編集、ドッキングシミュレーション用立体構造
ファイルである PDBQT フォーマットへの変換、その他シミュレーションに用い
るパラメータ設定が可能である。また、生体分子の描画を中心に用いられ、本研究
でもドッキングで得られた構造の描画に用いた PyMOL 用のプラグインも用意され
ている (ref)。

2.3 Molecular Dynamics (MD) シミュレーション
※本セクションにおける参考文献: [43]

MDシミュレーションは、Molecular Dynamicsの和訳である分子動力学を用い、分子
動力学シミュレーションや分子動力学計算などとも呼ばれる。本論文では、MD シミュ
レーションまたはMDという用語を中心に使う。
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2.3.1 概要

ここでは基本となる概念を簡単にではあるが説明する。古典力学に基づく MD シミュ
レーションは、原子をある質量を持った粒子 (これを質点と呼ぶ)と見なし、Newtonの運
動方程式 (Newtonの第 2法則)を解くことで、経時的な分子の運動をシミュレーションす
る。多原子分子における i番目の原子 (質点)に関する Newton方程式は (Equation (2.1))
となる。

Fi = mi
d2ri(t)

dt2
= miai (2.1)

ここで、Fi は i番目の質点に掛かる力のベクトル、mi は質量、ri(t)はある時間 tにお
ける質点の位置ベクトル、ai は加速度ベクトルである。

Newton方程式をどのように解き何を求めるか、説明としては大味ではあるが簡単に述
べる。

1. 位置 (座標)の時間微分が速度であり、速度の時間微分が加速度であるという関係性
2. Equation (2.1)で示した Newton方程式から分かる力と加速度の関係性

を合わせて考えた際、質点に掛かる力のベクトルを時間積分することで速度ベクトル
を、速度ベクトルの時間積分で座標のベクトルを得ることができることが言える。尚、力
のベクトルを求める際には、力場 (force field)と呼ばれるパラメータをあてがう必要があ
る。力場には対象分子の種類によって様々なものがあるが、本研究で用いた力場などの説
明は後述する。
上記のような考えのもと、実際のMDシミュレーションでは、あるステップ t = tk に
おける各原子の速度ベクトルおよび座標ベクトルを数値計算する。各原子の座標を得るこ
とで分子構造を取得できる (ステップごとの分子構造をスナップショットという)。次のス
テップでは、決められた時間刻み ∆tだけ時間を経過させた場合 (t = tk+1 = tk +∆t)に
ついて同様の計算を行う。これを繰り返す事で、スナップショットが蓄積される。そし
て、取得した一連のスナップショットを順番に繋ぐことで、時間経過に伴う構造変化の情
報が得られる。これをトラジェクトリ (trajectory)と呼ぶ。MDシミュレーションの基本
はこのトラジェクトリを得ること、得られたトラジェクトリを基に各種解析を行うことで
ある。
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2.3.2 座標ファイルとトポロジーファイル

MD シミュレーションに限らず、分子シミュレーションにおいては対象となる分子の
情報 (座標や原子名、アミノ酸残基名など) が必ず必要となってくる。例えば、前述した
AutoDock Vinaによるドッキングシミュレーションにおいては、PDBQT形式のファイ
ルにそれらが内包されている (Section 2.2.4 参照)。一方、MD シミュレーションにおけ
る分子情報の記述はやや独特で、座標ファイルとトポロジーファイルという 2種類のファ
イルに分けて記述される。それぞれのファイルについて簡単に説明する。
座標ファイルは、文字通り各原子の座標について記したファイルである (系のセルサイ
ズについての情報なども含まれるが、座標データが根幹である事には変わりない)。時系
列毎の座標を格納する事ができるため、MDシミュレーション中に出力される座標ファイ
ルは、時間経過に伴う構造変化のデータ (トラジェクトリ)に相当する。ただし、座標ファ
イルには原子名、結合情報などは含まれていない。そのため、トラジェクトリの可視化に
は座標ファイルに対応するトポロジーファイルが必要となる。
トポロジーファイルには、計算対象の分子 (系)を構成する原子の並び順、原子名、残基
名および結合情報や電荷など、構造の可視化やシミュレーション時に必要な各種パラメー
タが含まれている。これらは固定された情報であり時系列に伴う変化が無いため、座標
データとは分離したトポロジーファイル内に格納される (つまり、原則としてMDシミュ
レーション中は共有結合の変化 (開裂、生成)が起こらない)。

2.3.3 本研究における MDシミュレーションの流れ

本研究では、MDシミュレーション用ツールとして Amberおよび AmberTools[44]を
使用したため、以下はそれらの使用を前提とした説明となる。

インプットファイル作成
まずはトポロジーファイルや座標ファイルといったインプットファイルを作成する必要
がある。インプットファイル構築の流れは Figure 2.4となる。
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Figure 2.4. MDシミュレーションにおけるインプットファイル構築の流れ

前述した力場 (force field)はトポロジーファイル作成のため必要になる。力場はタンパ
ク質を構成するアミノ酸や核酸などよく用いるものであれば事前に用意されたセットがあ
る。今回はタンパク質用の力場セットとして ff19SB [45] を用いた。この力場は Amber
が用意するタンパク質の力場セットの中で最新の物である。
一方、リガンドについてはよほど一般的なものでない限り力場は用意されていない。用
意されていないものについては AmberToolsに含まれている antechamberモジュールに
て力場を生成する事ができる。今回は qBH2 と NADH の力場を antechamber にて構築
した。この時リガンド用の汎用力場として、GAFF2 (2nd generation general amber force
field)を用いた [46]。
また、計算は水溶液中を想定して行った。今回は溶媒を露わに配置する Explicit Solvent

Model を利用した。そのため、溶質であるタンパク質-リガンド複合体の周りに水分子を
配置する必要がある。この時用いた水分子のモデルは OPC[47]である。これは、ff19SB
において併用が推奨されている [45]ため採用した。水分子は溶質の周辺 10.0

◦
Aに、切隅

八面体モデルで配置した。MD シミュレーションにおいてよく用いられるのは六面体モ
デルだが、今回八面体モデルを採用した。これは、OPC モデルが 4 原子系の水分子モデ
ルであることに関係する。八面体モデルを用いることで、配置する水分子数を減らす。こ
れにより 4 原子系の水分子モデルであっても系の原子数増加を最小限に留めることがで
きる。
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構造最適化
これは初期構造で不自然に近すぎる結合距離などを修正するステップである。構造最適
化により、計算が破綻しないようにする。

平衡化
温度や密度を安定化させる、いわば系をなじませる過程である。今回は NVT 平衡化

(粒子数、体積、温度一定条件下の平衡化)、NPT平衡化 (粒子数、圧力、温度一定)の 2種
類を実施した。NVT平衡化では、温度を 0 K から 300 K に上昇させた。NPT条件下の
設定圧力は 1 barである。また、NPT平衡化段階では、系の重原子を位置拘束しながら平
衡化を行った。

プロダクションラン
平衡化後の、本番の計算段階である。NPT 条件下で実施した。解析に使うトラジェク
トリをサンプリングするのがこのステップとなる。

2.4 Quantum Mechanics (量子力学, QM) 計算
MD シミュレーションなどにかけたコストと比べた場合、かなり簡易的なものになる
が、本研究では量子力学計算も行っている。本研究で用いた量子力学的計算は、分子軌
道法 (Molecular Orbital Method) と呼ばれる手法である。こちらについて簡単に解説を
行う。

2.4.1 概要

原子やその構成要素である電子といったような非常に小さい粒子の振る舞いを厳密に述
べるには、量子力学の理論が必要になる。ここでは、量子力学と古典力学の違いとして重
要であり、分子軌道法を述べる上でも欠かせない概念を一つ述べる。それが「粒子は波と
しての性質も有する」という概念である。古典力学では、粒子と波は独立して扱われる
が、量子力学では粒子について波動関数を適用することでその振る舞いを議論する。「ボ
ルンの解釈」によると、粒子を見出す確率の確率密度は、その領域における波動関数の絶
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対値の 2乗となる。
粒子を波として扱うことにより、化学結合の変化という「電子のやり取り」を「波の重
ね合わせによる強め合い/弱め合い」で考えることができる。分子軌道法は、ある分子を構
成する電子一つ一つがそれぞれ分子全体に広がっていると考え、各電子についての波動関
数 (1電子波動関数、分子軌道)を考える。この波動関数は厳密解を求めることがほぼ不可
能に等しいため、近似解を求める事になる。

2.4.2 半経験的分子軌道計算

MDシミュレーションでは、粒子に対して Newton方程式を解くのが根幹であった。そ
れに対し量子力学計算の軸となる演算は、Schrödinger 方程式 (Equation (2.2)) を解くこ
とで粒子の波動関数 ψ の計算を行うプロセスである。

− h̄2

2m

d2ψ

dx2
+ V ψ = Eψ (2.2)

ここで、m、V、E はそれぞれ粒子の質量、ポテンシャルエネルギー、エネルギーを表
す。 h̄ はディラック定数とも呼ばれる値で、プランク定数 h を以下のように変形したも
のである。

h̄ =
h

2π
= 1.054× 10−34Js (2.3)

分子軌道計算にて Schrödinger 方程式を解く方法として主たるものは、「半経験的分子
軌道法」と「非経験的分子軌道法 (ab initio法)」の 2つである。
本研究で用いたのは前者である。この方法は、Schrödinger方程式中の積分の一部を実
験値などから決定したパラメータに置き換える。すなわち、計算ステップを簡略化させる
ことで計算コストを抑える手法である。当然ながら積分過程を飛ばさない非経験的手法よ
り精度は落ちるものの、計算条件の設定が比較的シンプルな上、結果の検証をきちんと行
えば定性的な議論は可能と考えたため、本研究では半経験的分子軌道法を用いている。
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2.4.3 本研究で行った QM計算の流れ

ソフトウェア
Gaussianや GAMESSなど、非経験的量子化学計算が可能なソフトウェアは基本的に半
経験的分子軌道計算にも対応しており、これらのソフトウェアは本研究において使用した
本学保有のスーパーコンピューター TSUBAME3.0 にも導入されている。しかし、前述
の通り今回は簡易的な計算を目的に半経験的分子軌道法を用いた。そのうえ、対象分子も
タンパク質全体のような原子数の多いものではない。これらのことから、オーバースペッ
クな物ではなく、計算本体には半経験的分子軌道計算のみに対応したソフトウェアを採用
した。実行環境もワークステーションなどではないノート PCである (Windows 11)。以
下に使用したツールを掲載する。

■計算全般

MOPAC2016 version 22.0.6 (http://openmopac.net/)[48]
フリーの半経験的分子軌道計算ツールである。上記の公式 HP によると、前
版の MOPAC2012 と比較し生体分子のシミュレーションが改善されているとの
ことだ。利用可能なハミルトニアンなど各種パラメータは MOPAC2012 同様と
思われる。現在はオープンソースとなり、LGPL ライセンスで公開されてい
る (https://github.com/openmopac/mopac)。対応プラットフォームは Windows,
Linux, Mac, Android (つまり、Android スマートフォンでも半経験的な量子化学
計算が可能である)と幅広く、インストールも容易なため、今回こちらを採用した。

■計算支援ツール (インプットファイル作成・結果の可視化など)

Winmostar v11.3.4 (X-Ability, Tokyo, Japan)
こちらは量子化学計算・分子動力学計算など様々な分子シミュレーションのイン
プットファイル作成・計算実行・及び結果の確認などがで行える統合ソフトウェア
である。今回は MOPAC 2016 を利用した計算ジョブ投入及び結果の確認、分子軌
道のファイルエクスポートなどに利用した。
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行った計算の概要・流れ
今回は最終的に HOMO/LUMO のデータを取得することを目的として計算を行った。
それにあたり必要な計算手法について概要を説明する。具体的な手法は該当チャプターの
手法欄に譲る。

構造最適化
HOMO/LUMO を確認したい目的分子の構造最適化を行う。最適化手法は

Eigen-following routine (EF 法)[49] を用いた。これは最適化アルゴリズムの一つ
である。与えられた分子の初期構造についてエネルギーのテイラー展開を第二項ま
で行い二次近似をする。ここから、一次微分にて曲面の勾配を求め、エネルギーの
二次微分 (つまり曲面における曲率) であるヘッシアンを推定し、固有ベクトルと
固有値算出を行う。これらの指標は、どちらに進めば曲面の谷へと近づくかの判定
に用いられ、その判定に基づき構造を変化させる。ポテンシャル曲面上の谷へたど
り着くまでこのステップが繰り返される。計算の途中で用いられるパラメータは繰
り返し毎に更新され、各サイクルにおける適切な探索方向判定 (構造変化) を可能
とする。

振動解析
これは、構造最適化で取得した構造が適切かを確認するために行う。最適化計算

後、IRスペクトル計算を行い、虚振動 (振動数が負の値を示すもの) が無いか確認
する。ローカル/グローバルミニマムの構造が得られていれば振動数はすべて正の
値を示す。もし虚振動が 1つだけ見られた場合それは遷移状態の可能性がある。

HOMO/LUMO可視化
振動解析で無事正の振動数のみが得られたら、構造最適化時に得られている分子

軌道データの可視化を行う。分子軌道データは、CUBE ファイルという形式で出
力し、PyMOLにて描画した。
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第 3章

QDPR-NADH-qBH2複合体の結合
様式解析

本章の概要

本チャプターでは、

1. hQDPR-NADH-qBH2 複合体の結合様式を、ドッキングシミュレーションや
MDシミュレーションを活用して解析した。

2. その結果、1つの結合様式を推定することができ、またこの様式は in vitroに
よるアプローチでも妥当性が確認できた

という点について述べる。

3.1 手法
特に断りのない場合、シミュレーション全般は本学保有のスーパーコンピューター、

TSUBAME3.0上で行った。
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3.1.1 レセプターの構造最適化

初めに、ドッキングシミュレーション用のレセプターとして、結晶構造由来の human
QDPR (hQDPR)-NADH 複合体 (PDB: 1HDR [28] のモノマー構造を利用し、receptor-
rigid条件にて qBH2のドッキングシミュレーションを行った (詳細な手法は後述)。その
結果、結合領域が非常に狭いためか qBH2 の PT-ringが NAM-ring上に来てスタッキン
グを形成することができなかった上、Y149 との距離も遠くなっていた*1。そのため、基
質が結合できる十分な cavity を確保する事を目的とし、induced-fit docking と MD シ
ミュレーションを組み合わせてレセプターの構造を最適化することにした。
まずは、AutoDockTools-v1.5.6.rc3[42]を用い、レセプターとなる hQDPR-NADH
複合体初期構造 (PDB: 1HDR) の W89, Y149, K153 の側鎖, そして NADH の自由回
転可能な部位をすべて"flexible residues"として割り当てた。 リガンドとなる qBH2 に
ついては、PubChem に登録されている BH2 の 3 次元 SD ファイル (BH2 PubChem
CID: 135398687) を取得し、これをベースとして Avogadro v1.2.0[41] にて水素
や結合次数を編集して生成した。生成後、RDKit 2018_09_3 (Q3 2018) Release
(https://www.rdkit.org) にて MMFF94 力場 [50] を用いて構造最適化を行った。レセ
プター及びリガンドの電荷割り当ては、AutoDockTools-v1.5.6.rc3 上で Gasteiger
partial charge model[51]を用いた。
上記で生成した構造を基に AutoDock Vina v1.1.2[38] にて induced-fit docking を
行った。この時の Exhaustiveness は、系の自由度がかなり高いため 500 に設定した
(default = 8)。その結果、qBH2の PT-ringと NADHの NAM-ringがスタッキングする
ようなドッキングポーズ (後の解析にて"mode D"と定義されるポーズ)が得られた。
続いて、induced-fit dockingにて構造が変化したレセプターを用い、今度は側鎖を固定
した receptor-rigid dockingを行った。リガンドは qBH2である。ここでは、induced-fit
dockingにて示されたドッキングポーズを含む、4種類の結合様式を取得した (後の mode
A-Dに相当このカテゴライズについては後述)。最後に、ここで取得した複合体構造を最
適化するため、得られた結合様式の中から mode B に相当するドッキングポーズを選び、
100 nsのMDシミュレーションを行った。100 nsのサンプリングにおいて、PT-ringと

*1 この時取得したドッキングポーズのうち、「一番妥当そうな結合様式を示した物」を念のためMDシミュ
レーションにかけたものの、結合領域が開くことはなく、リガンドの挙動は不安定であった。

34

https://www.rdkit.org


第 3章 QDPR-NADH-qBH2複合体の結合様式解析
3.1. 手法

NAM-ringのスタッキングの安定性といった面から、82 ns付近のスナップショットを取
得し、この構造を「構造最適化後のレセプター」として定めた。以後のシミュレーション
では、レセプターは原則としてこの最適化後の構造を用いている。
計算をした日時の都合上、MD シミュレーションは Amber18[52]、水分子のモデルは

TIP3P[53]を用いている。後述するMDシミュレーションでは Amber20を用いている。
MDシミュレーションのその他条件についてはその部分で述べる。

3.1.2 最適化後の receptor-rigid dockingによる複合体構造候補取得

構造最適化後の hQDPR-NADH 複合体をレセプター、前述のステップにて構造を生
成した qBH2 をリガンドとして AutoDock Vina v1.1.2 と v1.2.2 [38, 39] を用い
て receptor-rigid docking を行った。旧バージョンである AutoDock Vina v1.1.2 は
ドッキングポーズの取得に、2021 年に公開された v1.2.2 は得られたポーズのリスコ
アリングに用いた*2。 Grid Box のサイズは x=30, y=40, z=30 (それぞれ

◦
A) に設定し、

Exhaustiveness は 50 とした (デフォルトは 8)。ドッキングポーズの描画は PyMOL
2.5.0 (https://pymol.org/2/)を用いた。

3.1.3 MDシミュレーションによる結合様式選別

前述のドッキングシミュレーションによって、4種類の qBH2結合様式をとる hQDPR-
NADH-qBH2 複合体を取得できたため、それぞれについて 100 ns の MD シミュレー
ションを 3回ずつ行った。各複合体の計算系構築条件は以下の通りである。

インプットファイル構築
溶媒は水分子とし、各複合体の周囲 10.0

◦
A に切隅八面体で配置した。水分子のモデル

は OPC[47] を採用した。また、電荷の中和用にカウンターイオンとしてナトリウムイオ
ンを 2 つ配置した。力場に関してはタンパク質用に AMBER ff19SB 力場を用いた。ま
た、リガンドである qBH2 と NADH の力場を生成するために、AmberTools20[54] 内
の力場生成ツールである antechamber モジュールを用いた。この時、リガンド用の汎

*2 旧バージョンではドッキングスコアのデフォルト表示が小数点以下第一位までであり、ランク付けが難し
かったので新バージョンにてリスコアリングを行った。第二章で説明した、スコアリングのみを行う使い
方がこれである。
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用力場として 2nd generation general amber force field (GAFF2[46]) を用い、電荷の割
り当てには AM1-BCC[55] を用いた。 トポロジーファイル、座標ファイルの作成には、
AmberTools20の tLEaPモジュールを用いた。

構造最適化からプロダクションランまで
上記で作成したトポロジーファイル、座標ファイルを用い、エネルギー最小化計算

(構造最適化) を 7000 ステップ行った。その後、NVT 条件下での平衡化計算を 500 ps、
NPT条件下での平衡化を位置拘束付きで 1000 ps行った。この時の温度制御は Langevin
dynamicsを用い、設定温度は 300 Kとした。圧力制御は Berendsen barostatを用い、1
barを設定圧力とした。
平衡化後、位置拘束なしの NPT アンサンブルにて 100 ns のプロダクションランを 3
回ずつ行った。時間刻みは SHAKE 法を用いることで 2 fs とした。計算はすべて周期境
界条件下で行い、相互作用を考慮する距離のカットオフは 10

◦
Aに設定した。

また、100 nsのMDシミュレーション結果の解析により、妥当な結合様式候補を 2種
類に絞ることができたため、ここから 1 種類に絞り込むためにプロダクションランを 1
µsに延長した。プロダクションランは 3回ずつ行っている。その後、各プロダクション
ランについて 200 ns 以降のトラジェクトリを用い、重原子間レベルの相互作用解析を行
うことで結合様式の優位性を検証した。
上記MDシミュレーションはすべて Amber20[44, 54]を用いた。トラジェクトリの解
析には、AmberTools21[56]内の cpptraj v5.1.0及び pytraj v2.5.0[57, 58]を用
いた。トラジェクトリの可視化には NGLview v3.0.3[59]を用いた。

3.1.4 qBH2, qDHFを基質とした QDPR活性測定

この in vitroアッセイは、当研究室の原によって行われた部分である。キノノイド型基
質の活性測定手法は少し特殊であるため原理の説明などを簡単に行う。
キノノイド型ジヒドロプテリジン化合物は、テトラヒドロ型プテリジン化合物の酸化に
より生成される [60]。キノノイド型基質は不安定であるため、活性測定はこの酸化反応を
利用して行った。今回は、酸化剤として 2,6-dichroloindophenol (DCIP)を用いてキノノ
イド型基質 (qBH2 および qDHF) を生成した。DCIP は酸化状態で極大吸収波長が 600
nm であり青色を呈するが、還元されると無色になる。そのため、600 nm における吸光
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度変化を測定することで、基質の定量が行える [61] (Figure 3.1)。今回は 25℃, pH7.5の
条件下で DCIPを用いた hQDPR活性測定を行った。qBH2生成には BH4、qDHF生成
には THFを用いた。

Figure 3.1. DCIP を用いた活性測定メカニズム。基質が qDHF の場合を示している。qBH2 の場
合は THFが BH4となる。

3.2 結果
3.2.1 hQDPR-NADHと qBH2のドッキングシミュレーション

Section 3.1.1にて述べた構造最適化後の hQDPR-NADHをレセプター、qBH2をリガ
ンドとして AutoDock Vinaによるドッキングシミュレーションを行った結果、W89の
インドール環と NAM-ring の間に PT-ring が入り込みスタッキングのような状態になっ
たドッキングポーズを 20個取得した。これらのポーズは、qBH2 の PT-ring上にあるカ
ルボニル酸素 (O4原子)および SCC6 の配向に基づき、mode A-Dと今回名付けた 4種類
の結合様式 (binding mode) に分類できた (Table 3.1)*3。各モードは以下の通り定義した
(Figure 3.2も参照)。

• mode A: PT-ring の O4 が hQDPR の Y149 側を向き、SCC6 は NADH のアデニ
ン側を向く

• mode B: O4が Y149側を向き、SCC6 は NAM-ring側を向く
• mode C: O4は Y149と反対側、SCC6 は NAM-ring側を向く
• mode D: O4は Y149と反対側、SCC6 はアデニン側を向く

*3 この傾向に再現性が見られることは確認済みである。また、この時のドッキングポーズ取得自体は
AutoDock Vina v1.1.2 で行っているが、新バージョンである v1.2.2 でも同様の傾向が見られるこ
とも合わせて確認済みである。
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ちなみに、Varugheseらによって提唱された mode[30]が mode A, Chenらがドッキン
グシミュレーションにて得た mode[14]は mode Bに相当する。また、PTR1と基質の結
合様式は mode Cに相当する。mode Dについては新規となる。

Table 3.1. 得られたドッキングポーズのスコアと結合様式分類のリスト。スコアの良い順から記載。
各結合様式で最もスコアの良いものにアスタリスクを付けている Kono et al. (In press)[Pub.] Fig.
2A部分を表にしたもの。

Rank Score (kcal/mol) Mode
1 -7.213 C*

2 -7.029 A*

3 -6.816 B*

4 -6.723 D*

5 -6.708 B
6 -6.707 B
7 -6.662 A
8 -6.617 C
9 -6.460 A
10 -6.443 A
11 -6.401 D
12 -6.295 D
13 -6.293 C
14 -6.254 C
15 -6.124 B
16 -6.102 B
17 -5.902 A
18 -5.863 B
19 -5.804 D
20 -5.791 A
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Figure 3.2. mode A-Dの模式図。PT-ringについては O4原子のみ明記し、その他ヘテロ原子など
は省略している。側鎖 (SCC6) に関しては、炭素鎖のみ表記した。NAM-ring とアデニンの間にあ
るリボースやリン酸基等は波線にて省略した。Kono et al. (In press)[Pub.] Fig. 1Bより引用。

詳しい相互作用解析は後の MD シミュレーションにて行ったものの、ドッキングポー
ズによる各モードにおけるレセプター-リガンド相互作用についても少し述べる。相互作
用を LigPlot+[62, 63] による解析に基づき PyMOL で描画したものが Figure 3.3 であ
る。図で示した各モードに全てにおいて基質と相互作用しているのはW89, A136, Y149,
NADH であるが、その相互作用先や種類には差が見られた。例えば、その位置などか
ら PT-ring と π-π スタッキングを形成すると予想した W89 のインドール環について
は mode A でのみスタッキングが見られた。同様にスタッキングを形成すると思われた
NADH の NAM-ring は mode B を除く全てでスタッキングのような相互作用が見られ
た。SDR ファミリーにおいて触媒残基とされている Y149 の Oη 原子は、mode B にお
いてのみ PT-ring の O4 とコンタクトしている。Y149 と共に活性部位モチーフである
K153は、mode A, Bにおいて基質と水素結合を形成していた。
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Figure 3.3. 各結合様式におけるレセプターリガンド相互作用の 3D図。極性相互作用 (黄色点線)、
疎水性相互作用 (黒点線)、スタッキング (グレーのリング)の 3種類に分類して描画した。スタッキ
ングに関しては、相互作用している原子ペアや位置関係から推定している。相互作用している主な
残基を line、qBH2を stickで示した。Kono et al. (In press)[Pub.] Fig. 2Bより引用。

ドッキングシミュレーションでは、上述の通り複数の結合モードが得られた。そのた
め、どれが最も妥当かの検証を MD シミュレーションにて行うことにした。そのために
用いる構造として、各モードのうちドッキングスコアが最も良いものを選び (Table 3.1の
アスタリスク付きの物)、MDシミュレーションの初期構造とした。次の項目では、4モー
ドの内、mode A, B, Cについての比較を述べる。なお、ここで mode Dを除外した要因
は、ドッキングスコアが-6.723 kcal/molであり、1位 (mode C, -7.213 kcal/mol)と比較
しギャップが 0.5 近くある (mode A, B はいずれも 0.4 kcal/mol 以内に収まっている。
Table 3.1も参照)事、100 nsのMDシミュレーションにて一貫性のない不安定な挙動を
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示した事である (3回行ったが、内 1回は mode Bに配向が変わった (Figure S1)。それ以
外については傾向がバラバラであった)。

3.2.2 100 nsの MDシミュレーション

mode A, B, C のダイナミクスから結合様式の選別を行うため、各結合様式につい
て 100 ns の MD シミュレーションを 3 回ずつ実行した。その結果、興味深い挙動が
観測されたのでこちらについて述べる。この挙動を可視化するため、Cα (Y149)-C4a
(qBH2)-C4 (qBH2)-O4 (qBH2) の二面角経時変化をプロットし、基質の配向変化を解析
した (Figure 3.4A)。このプロットは、PT-ringの O4原子が Y149側を向いているかどう
かを反映している。mode Aの場合正の値, B, Cの場合負の値を示していれば O4原子は
Y149側を向いていることになる。

mode Aでは二面角が +30°ほどで維持されており, Bでは-30°から-50°に緩やかな下
降を示すものの負の値で推移していることから、A, B では O4 原子が Y149 側を向くと
いう配向が維持されているといえる。実際に 100 ns 付近のスナップショットで配向維持
を確認できた (Figure 3.4B)。
一方、興味深いのは mode Cである。初期には +80°ほどを示していた二面角が、10 ns
ほどで急激に-20° 程に変化した。その後は、mode B と似たような推移を示した。これ
は mode Cが反転し、mode Bと同じ配向になったことを示唆している。実際にプロダク
ションラン初期フレームと 100 ns付近のスナップショットを比較すると、確かにmode B
と同じ配向に変化していることが分かる (Figure 3.4B)。この反転は 3 回のプロダクショ
ンランすべてで観測された。なお、mode Cにおいて、この後プロダクションランを 1 µs
に延長した場合においても mode Bのままであったため、この反転現象は一時的なもので
はないと考えられる。
これは、溶媒を考慮しないドッキングシミュレーションにて最もスコアが良かった

mode Cが水溶液中では不安定であることを示唆している。このことから、妥当な結合様
式は mode A, B のいずれかであり、mode C は不適切な結合様式と判定し、以後の解析
からは除外した。
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Figure 3.4. mode A, B, C におけるMDシミュレーション中の qBH2配向変化解析。 (A) 100 ns
中における二面角の経時変化。n=3 で、実線は平均、エラーバンドは標準偏差である。mode A が
オレンジ、B が青、C が緑である。(B) mode A, B, C における qBH2、Y149, K153 のスナップ
ショット。mode Aは 3回目のプロダクションラン 97 ns時点、Bは 2回目のプロダクションラン
96 ns 時点のものである。mode C は 1 回目のプロダクションラン初期スナップショットをライト
グレーにて、96 ns時点のスナップショットを青色で示した。mode Cでは基質が回転していること
が分かる。Kono et al. (In press)[Pub.] Fig. 3より引用
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3.2.3 1 µsの MDシミュレーション

上述の解析にてmode Cを除外したことで、残るはmode A, Bとなった。どちらがより
妥当な結合様式かを判別するため、1 µs 3本分のトラジェクトリをベースに重原子レベル
のコンタクト解析を行った。解析には、ある程度タンパク質の構造変化 (初期構造からの
ずれ具合) が落ち着いてからのトラジェクトリを用いることにした。そのために hQDPR
のタンパク質主鎖 Cα原子についての RMSDを算出したのが Figure 3.5である。

Figure 3.5. hQDPR-NADH-qBH2複合体の Protein RMSD平均。n=3で、エラーバンドは標準偏
差である。参照構造は各プロダクションランの初期フレームとした。

1 µs の MD に 3 回分において、Figure 3.5 から、RMSD がある程度落ち着いてきた
200 ns 以降のトラジェクトリ (800 ns 分) を用いてコンタクト解析を行い、3 回分の平
均でマップを算出した。ここでは、レセプターは、hQDPR-NADHのうち、SDRファミ
リーの活性部位モチーフである Y149, K153そして補酵素の NADHに絞り、リガンドは
qBH2とした。重原子間距離のカットオフは 4.0

◦
A以下である。

また、コンタクトマップの頻度カットオフは以下の 2つを全て満たす物とした。

1. 3回分の平均相互作用頻度>= 0.3
2. 各回ごとのコンタクト頻度について、少なくとも 3 回中 2 回においては相互作用
頻度が 0.2以上
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これは、

• 単にカットオフを 3 回の平均頻度 >= 0.3 としてしまうと、1/3 回の頻度が 0.9 以
上であれば、残りの 2回で頻度 0であっても閾値をクリアしてしまう

• 3回すべてにおいて頻度 0.3以上とすると、2/3回で高頻度相互作用が見られても、
残り 1回で頻度が 0.2などの「ある一定頻度で相互作用しているケース」を弾き落
としてしまう

といった問題が考えられたため、その対策としての基準である。コンスタントに相互
作用している物をカバーする目的がある。上記の条件で作成したコンタクトマップが
Figure 3.6である。

44



第 3章 QDPR-NADH-qBH2複合体の結合様式解析
3.2. 結果

Figure 3.6. 800 ns (200 ns以降)のトラジェクトリ 3本分の平均コンタクト (レセプター側は Y149,
K153, NADHのみ)。カットオフは前述の通り。図左上は atom idと立体構造の対応図 (mode Bの
構造を使用)である。
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※マップ上で見える相互作用はあくまで上記クライテリアをクリアしたものであり、白
い部分では全く相互作用が無かったとも言い切れない。厳密には「一定以上の相互作用」
などの表現を用いるべき部分だが、ここでは便宜上、マップに色がついている部分に関し
て「相互作用している」あるいはそれに相当する表現を用いる。以降の章でも同様の表記
とする。
コンタクトマップから分かる mode A、Bの共通点は、K153の末端窒素原子である Nζ
原子と qBH2 の O4 原子の相互作用、そして NADH の相互作用内訳は NAM-ring 構成
原子が中心という点である。
一方大きな相違点は、Y149のヒドロキシ酸素である Oη と qBH2の O4原子との相互
作用が mode Bにしか見られない点である。

3.3 考察
3.3.1 原子レベルのコンタクト解析に基づいた結合様式推定

上記のコンタクト解析における mode A, B の決定的な違いは、Y149 構成原子との相
互作用頻度である。mode A では、構成原子すべてとの相互作用が閾値を超えなかった
(特に Y149 のヒドロキシ水素である Oη 原子と、qBH2 の O4 原子との相互作用はコン
タクトマップに現れないだけではなく、各プロダクションランでほとんど観測されなかっ
た)。一方、mode Bに関しては Oη 原子と O4原子が非常に高頻度で相互作用している。
SDRファミリーにおける Active siteの Tyr残基 (hQDPRにおける Y149)は基質とのプ
ロトン受け渡しに直接関与している場合が殆どで、特にヒドロキシ基は基質と直接水素結
合を形成することが知られている [25]。すなわち、Y149のヒドロキシ酸素と基質は安定
した相互作用が必須と考えられる。このことから、Y149との相互作用が殆ど見られない
mode A よりも、ヒドロキシ酸素と PT-ring のカルボニル酸素 (O4)が高頻度で相互作用
している mode Bの方が結合様式としては優位性が高いと考えた。
また、Y149の Oη のみならず、PT-ringと相互作用している NAM-ring原子数が多い
ことも、PT-ringと NAM-ringのスタッキングを考えた際 mode Bの優位性を示す材料に
なると思われる。NAD(P)H依存性酵素においては、NAM-ring上の pro-S/R水素がハイ
ドライドドナーとなる。また、QDPRの結合様式を予測した先行研究を見る限り、qBH2
と NAM-ringはスタッキングを形成している可能性が高い [14, 30]。そのため、PT-ring
と相互作用する NAM-ring構成原子数の多さはスタッキングを示唆すると考えた。
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以上の点から、コンタクト解析に基づいた判定としては、mode Bが優位な結合様式で
あると判断した。

3.3.2 in vitroでの qDHFアッセイによる裏付け

上記の考察で導いた mode B の優位性を in vitro 解析によって裏付けられないかと考
えた。各モードの cavityに注目し、SCC6 がかさ高い葉酸系基質であるキノノイドジヒド
ロ葉酸 (qDHF, Figure 3.7A) を用いた活性測定を行うことで mode A/B の選別が行える
のではないかと予想した。Figure 3.7B に各モードの cavity を示したが、これを見ると、
mode A ではかさ高い側鎖を持つ基質の結合は難しいと考えられる。すなわち、hQDPR
が qDHF 還元活性を有していれば、mode B で結合している可能性が高いという事に
なる。
この仮説に基づき、当研究室の原によって行われた qDHF を基質とした活性測定結果
が Figure 3.7C である。qDHF に対する還元活性を hQDPR が有していることが明らか
となった。このことから、mode Bの妥当性がより高まったといえる。
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Figure 3.7. qDHFに対する還元活性測定。(A) qBH2 (左)と qDHF (右)の 2D構造。PT-ringは同
じだが、SCC6 (青い太線で描画)のサイズが大きく異なることが分かる。qDHFの SCC6 のコンフォ
メーションを考慮したとしても、明らかにこちらの方がかさ高くなる。 (B) hQDPR-NADH-qBH2
複合体の qBH2に対する cavity (ワイヤーフレーム)。左が mode A、右が mode B である。cavity
の描画には Figure 3.4B のスナップショットを用いた。(C) in vitro による活性測定結果 (当研究
室の原によって行われた)。DCIP による活性測定系を用い、600 nm の吸光度変化を測定したも
の。-THF, -QDPR, -NADHはネガティブコントロールである。Kono et al. (In press)[Pub.] Fig. 5
より引用。
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3.3.3 推定複合体構造

一連の解析により、hQDPR-NADH-qBH2 複合体は mode B であり、結合領域付近は
Figure 3.8のようになるという結論に至った。

Figure 3.8. hQDPR-NADH-qBH2推定複合体 Kono et al. (In press)[Pub.] Fig. S4より引用。

mode B という結果は、先行研究における 2パターンの予測モデルのうち、Chenらの
予測 [14] と同様のものになったが、本研究は MD シミュレーションなども含めより詳
細な解析で mode B の可能性を裏付けることができた。また、興味深いことに、BH4 代
謝関連酵素であり、同じ SDR ファミリーである PTR1 の結合様式である mode C とは
PT-ringが反対という結果となった。
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第 4章

酵素-基質相互作用・反応機構解析

本章の概要

本チャプターは、研究目的の Section 1.3.2に対応する部分となる。主な内容は以
下となる。

1. Y149 以外の残基にも着目して hQDPR の酵素-基質相互作用を再解析した。
その結果、hQDPR は通常の SDR ファミリーでは見られないユニークな
相互作用を持つ興味深い可能性が見えてきたのでこれについて述べる。ま
た、QDPR が qBH2 と相互作用するためのキーファクターを更に探るべく、
hQDPR-NADH複合体の結晶構造やダイナミクスを mode Bと比較した。

2. 先行研究や前章で決定した推定複合体および上記 1.の解析で得られた知見を
利用し、hQDPR の反応機構 (ヒドリド転移段階および活性部位の役割) につ
いて検討した。

4.1 手法
4.1.1 mode Bにおける重原子レベルでの相互作用解析

前章ではレセプター側を Y149, K153, NADHに絞りコンタクト解析を行ったが、今回
はコンタクト解析対象をレセプター全体に拡張した。この場合におけるレセプターの定義
は、hQDPR-NADH および qBH2 の PT-ring 周辺にある水分子 20 個である。この水分
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子抽出は、pytrajの closestコマンドを用いて行った。closestコマンドは、特定の
領域周辺にある溶媒分子を指定した数だけ抽出するコマンドである。この時、距離が近い
順から抽出を行い、指定された分子数だけ抽出を繰り返す。従って原子間距離のカットオ
フは存在しない (付近に溶媒分子が無い場合、かなり遠くの溶媒分子を抽出する可能性も
あるということだ)。尚、コンタクト頻度の算出に使ったトラジェクトリや判定基準は前
章と同様である。

4.1.2 hQDPR-NADH複合体の MDシミュレーション

基質結合時特有の構造変化について確認するため、基質が無い状態である QDPR-
NADH複合体のMDシミュレーションを行った。
初期構造として hQDPR-NADH 複合体 (PDB: 1HDR) を利用した点を除き、MD シ
ミュレーションの手順については前章 Section 3.1.3と同様である。1 µsのプロダクショ
ンランを 3回行った。

4.1.3 qBH2-NADH複合体の HOMO/LUMO計算

ヒドリド転移過程について、先行研究では NADH の NAM-ring にある pro-S 水素が
ドナーとなり [64, 65]、qBH2の N5原子がアクセプターであるという説が提唱されてい
る [33, 66]。これについて簡単な確認を行うため、分子軌道計算を行った。ヒドリド転移
は、ヒドリドによる求核反応ともいえるため、HOMO (最高被占軌道)/LUMO (最低空軌
道)に着目した。qBH2-NADH複合体 (計算コスト削減のため、リガンドのみを抽出して
計算した) の HOMO がヒドリドドナーである NAM-ring 側にあり、LUMO が PT-ring
側にあれば、pro-S 水素が求核剤であり、PT-ring がそれを受け入れることができるとい
える。また、LUMO の軌道サイズを解析することで、電子の入る確率を議論することが
できる。最もサイズの大きい軌道が位置する原子は電子が入る確率が高く、ヒドリドアク
セプターであると言える。
この理論に基づき、qBH2-NADH 複合体の HOMO/LUMO 計算解析を MOPAC2016
v22.0.6 ((http://openmopac.net/)) にて行った。qBH2-NADH 複合体は、mode B のプ
ロダクションラン 3回のうち 2回目の 312 nsのスナップショットから抽出した。系の総
電荷は-2とし、NADHのリン酸基に 1つずつ負電荷を割り当てた。qBH2の総電荷は中
性とした。

51

(http://openmopac.net/)


第 4章酵素-基質相互作用・反応機構解析
4.2. 結果

HOMO/LUMO の分子軌道は eigen-following routine (EF 法 [49]) を用いた構造最適
化によって取得した。得られた最適化構造が遷移状態などでないことを確認するため、振
動数解析を行い、虚振動が存在しないことを確かめた。
上記計算はすべて、ハミルトニアンに PM7[67]を用い、また溶媒効果の考慮は COSMO
法 [68] を用いた。溶媒は水とした (水の比誘電率 ϵ = 78.39)。分子軌道は、Winmostar
v11.3.4 (X-Ability, Tokyo, Japan)にて CUBEファイルを出力させ、PyMOLにて読み込
むことで可視化した。

4.2 結果
4.2.1 複合体相互作用解析

mode B について、カットオフ値を満たす全原子のコンタクトマップを示す (mode A
も含めたフルバージョンのコンタクトマップは Figure S2)。

Figure 4.1. mode Bのコンタクトマップフルバージョン
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NADH や K153 についてのコンタクトマップは前章でも示したが、mode A との比較
といった意味合いが強く、個々のコンタクトの特徴についてはほぼ述べていなかったため
マップから分かる相互作用の特徴をこちらで述べる。

• PT-ring と NADH の相互作用を見ると、NAM-ring が相互作用の中心であること
が分かる。ただし、NAM-ringと相互作用している PT-ringの原子は、N1, C8aと
いった環の溶媒側半分 (O4 などの反対側) となっている。また、NAM-ring 側の
原子に C4N や C5N は含まれていない。これは、PT-ring と NAM-ring がスタッ
キングに近い相互作用を構成しているものの、環同士が平行ではなく、少し斜めに
なっている傾向を示唆する。

• K153 が qBH2 の O4, N3 と高頻度で相互作用していることも確認できる。Y149
に関しては、N3との一定頻度の相互作用は見られなかったが K153は N3とも二
股で相互作用できる点が同じ active siteの SDRモチーフでも違う部分となる。た
だ、O4と N3で比較した場合特に N3との相互作用頻度が非常に高い。

• 水分子は 20個抽出したが、コンスタントに相互作用している数は 3分子と少ない
結果になった。また、頻度も決して高くはない。特に O4とは 1分子のみかつ頻度
も低めである。N3の方は 3分子の水と相互作用が見られた上、内一つとはそれな
りの頻度で相互作用している。

4.2.2 hQDPR-NADH複合体と mode Bの比較

ここまではレセプター対リガンドといった分子間相互作用の解析を行ってきた。この
相互作用を更に理解するため、次はタンパク質側の分子内相互作用に着目した。hQDPR-
NADH-qBH2 複合体と hQDPR-NADH 複合体を比較することで、基質結合時特有のイ
ベントを解析した。

hQDPR-NADH複合体と mode B代表構造の静的状態比較
まずはコノリー表面を比較した。Figure 4.2 を見ると hQDPR-NADH 複合体ではリガ
ンド結合領域のクレフト入口が開いたコンフォメーション (open)を取っているのに対し、
mode B代表構造では、qBH2結合領域の一部が閉じた状態 (closed)になっている事が分
かる。代表構造における closedコンフォメーションの「フタ」として機能している残基
はW89およびM188である。
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Figure 4.2. hQDPR-NADH 複合体 (PDB: 1HDR、左側ダークグレー) と hQDPR-NADH-qBH2
複合体 (mode B 代表構造、右側青)のコノリー表面。リガンドは ball-stick表記。closedコンフォ
メーション形成に関わっていたW89, M188は赤色で示した。

また、代表構造と 1HDR との構造アラインメントを行った。Cα-RMSD は 1.48
◦
A で

あった。更に、どの領域が特に大きく変化しているか、Cα原子の距離を残基ごとに比較し
たのが Figure 4.3Aである。SDRファミリーに属する酵素群は、substrate-binding-loop
と呼ばれる、小さなヘリックスを 1,2個含む flexibilityの高い領域を C末端側 Figure 4.3B
に持ち、基質結合に伴う induced fit に関与しているとされる [69]。hQDPR においても
この領域を構成している αFG の構造が基質結合によりある程度動いていることが図から
分かる。
一方、substrate-binding loop よりも N 末端側に位置する領域が大きく動いているこ
とも分かる。その領域として該当するものには、SDR ファミリーの活性モチーフである
149Tyr-Gly-Met-Ala-153Lysが存在する αF、closedコンフォメーション形成に寄与してい
たW89 が位置する loDE などがある。特に、loDE は他の領域と比べ顕著に構造が変化し
ている。
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Figure 4.3. mode B 代表構造と 1HDR の構造アラインメント。A: mode B 代表構造ステレオ
図。1HDR と構造アラインメントを行った後の状態である。色分けは 1HDR (hQDPR-NADH
複合体結晶構造) との Cα 原子間距離を示す。アラインメント結果の色分けは、PyMOL のサー
ドパーティープラグインである ColorByRMSD (https://github.com/Pymol-Scripts/Pymol-script-
repo/blob/master/colorbyrmsd.py) にて行った。sans-serif 体のラベルは主な二次構造 (loDE、loEF

はそれぞれ βD-αE、βE-αF 間のループを示す)、serif 体のラベルでリガンドと主要残基を示した。
B:構造アラインメント結果を反映させたトポロジーダイアグラム。結晶構造と比較し Cα原子間距
離が比較的大きかった箇所をオレンジの枠で囲んだ。特に変化が大きく、また基質結合時の closed
コンフォメーション形成に必要なW89を含む loDE は赤い太矢印にて表記。
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ダイナミクスの比較
上述のコンフォメーション変化が基質結合時特有のものかを確認するため hQDPR-

NADHの結晶構造を用いた 1 µsのMDシミュレーションを 3回行い、mode Bと比較を
した。比較に用いるトラジェクトリは、mode B, hQDPR-NADH複合体共に k-meanクラ
スタリングにて算出した代表構造を含むクラスタ (mode B: 1599 ns分、hQDPR-NADH:
849 ns分)を用いた。

hQDPR-NADH-qBH2複合体と hQDPR-NADH複合体について、上記トラジェクトリ
から求めた残基ごとの Cα原子間距離の平均 (Distance Matrix)が Figure 4.4である。各
複合体を比較した際、殆どの領域で大きな差はないものの、ヒートマップ中の黒枠部分は
例外的に差が大きい。ここは基質結合時の方が距離が近くなっている。二次構造を辿って
いくと、ちょうど loDE と substrate-binding loop に相当する箇所である事が分かる。こ
れら 2 つの領域が近づいて closed コンフォメーションを形成することが基質結合時特有
の過程であると示唆された。

Figure 4.4. 基質結合時 (左) と非結合時 (右) の Distance Matrix。各軸には二次構造を合わせて示
した。黒枠の長方形が β ストランド、グレーのシリンダーがヘリックスである。
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4.3 考察
4.3.1 ユニークな相互作用

K153と基質の相互作用
Asn-Ser-Tyr-Lys の触媒四残基を形成すると考えられる典型的な SDR ファミリー酵素

[27] では、 Tyr-(Xaa)3-Lys の Lys 残基は Tyr の背後 (結合部位の反対側) にいて Tyr の
pKa を下げる働きをしていると考えられる。このパターンが提唱されている酵素において
は、Tyrのヒドロキシ酸素と Lysのアミノカチオン部分の窒素原子との距離は 4

◦
A前半か

ら半ばほどである [69]。一方、少しイレギュラーな例として、PTR1のように Tyr-Lys間
距離がやや遠い酵素も存在し (5

◦
A程度 [16])、こちらは Lys残基が Tyrの pKa 低下に寄

与しないと考えられている。
ただ、上記いずれのケースでも Lys 残基と基質との距離は 6

◦
A 程度と遠く、相互作用

は無いと考えられる。
QDPRの場合、結晶構造を見る限りでは、Tyrの Oη 原子と Lysの Nζ 原子間の関係性
が PTR1 と似ている。やはり原子間距離が 5

◦
A 程度離れているのだ。そして、この距離

は MD シミュレーション中もほぼ変化が無かった (800 ns、3 回分の平均 ± 標準偏差 =
5.03 ± 0.92

◦
A)。Lys 残基の Nζ 原子は、結晶構造では NADH のリボース水酸基と相互

作用していた (この相互作用については SDRファミリーとして普遍的な特徴である)。と
ころが、基質との複合体においては興味深いことに、K153 の末端窒素原子 (Nζ) は基質
の N3や O4原子と一定頻度で相互作用できることがコンタクト解析から示唆された。こ
の時、NADH のリボース水酸基と相互作用をほとんど形成しない結果となったことも確
認している。基質のヘテロ原子が相互作用相手であることを考えると、水素結合などの静
電的な分子間力が働いていると予測される。
このことから、QDPRにおける SDRモチーフの Lysの役割は、基質結合前は NADH
との相互作用形成、基質が結合した際は基質との相互作用形成による複合体の安定化にあ
り、SDRファミリーの定説である Y149の pKa 低下補助は行っていないと考えた。
この仮説を、K153 についての変異体アッセイにて検証した (アッセイは当研究室の原
によって行われた)。先行研究で作成されていた Lys 残基の変異体は Gln 変異体である
が、これは恐らく Lys 残基の役割が通常の SDR ファミリーと同じであり、基質とは相
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互作用しないという考えに基づいた設計だと思われる。今回は、基質との静電相互作用
形成能を確認するため、新規変異体として K153Iを設計し、野生型 (Wild-type, WT) や
K153Qと動力学的パラメータを比較した。その結果、K153IではWTや K153Qに比べ
qBH2 に対する Km が大きく上昇していた (Table 4.1)。つまり、MD シミュレーション
の結果およびそれに基づいた上記仮説と矛盾しないと言えるだろう。

Table 4.1. hQDPRの変異体活性測定結果 (Kono et al. (In press)[Pub.] Table 1一部改変)。基質は
qBH2。測定系は前章と同様 DCIP を用いている。 Y149F、K153Q は先行研究でも報告されてい
るが、同一測定系で比較するためにアッセイを行った。測定から動力学的パラメータ算出までの全
て当研究室原によって行われた。

kcat (s-1) Km (µM) kcat/Km (µM-1s-1)
Wild-type 18.7 ± 0.2 1.0 ± 0.05 17.9 ± 0.7
Y149F 41.8 ± 1.9 90.6 ± 4.9 0.5 ± 0.005
K153Q 28.9 ± 0.7 10.5 ± 0.9 2.8 ± 0.2
K153I 24.0 ± 1.5 40.9 ± 2.8 0.6 ± 0.01

活性部位の Lys残基が Tyr残基から離れているのみならず、Lys残基が基質と相互作用
できるという特徴は QDPRならではのユニークなものと思われる。
また、Section 4.2.2 にて述べた基質非結合時/結合時の構造比較により、K153 が位置
する αF が基質結合に伴いコンフォメーション変化を起こしている事が明らかになった。
K153 と基質の相互作用が可能になるキーファクターはこの現象ではないかと考えてい
る。αF の中でも K153 付近に着目し、基質結合前後の構造比較を行った図が Figure 4.5
である。これを見ると、ヘリックスのコンフォメーション変化に伴い、K153が全体的に
基質側へ近づいていることが言える。このヘリックスは Gly-rich という、α ヘリックス
としては非典型的な特徴を持つが、先行研究ではこの特徴について、Flexibilityを向上さ
せる上で有利なのではないかという議論がなされている [23]。

K153 付近のコンフォメーション変化を示唆する別な報告もある。Tyr149 の各種変異
体 (His, Ser, Phe, Glu) を用いたアッセイの結果から、hQDPR 活性部位のコンフォメー
ション変化が起こる可能性と、それにより K153の末端アミノカチオンが N3原子に直接
プロトンを供与できる可能性について述べられている [70]。プロトンのダイレクト転移
については議論が難しい箇所であるが、コンフォメーション変化により Lys残基が基質と
直接相互作用できるという点については、本研究によって酵素-基質複合体を用いた解析
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で視覚化することができた。

Figure 4.5. コンフォメーション変化による K153-基質間相互作用。hQDPR-NADH複合体 (PDB:
1HDR, ライトグレー) と mode B代表構造 (ブルー) の構造アラインメントを行い、αF 付近を拡大
したものである。

A136の β 炭素と基質の相互作用
K153 以外の注目残基として、A136 について述べる。この残基の特筆性としてまず挙
げられるのはその存在そのものであろう。Chapter 1 にて、SDR ファミリー酵素の多く
は Asn, Ser, Tyr, Lysという触媒四残基を形成すること、特に Ser残基は高度に保存され
ており、酵素反応過程で末端の水酸基が基質と水素結合を形成することを述べた。そして
QDPR では前半 2 残基が保存されておらず、Ser 残基に対応する部分が Ala になってい
る事にも触れた。このとき触れた Ala残基こそが、1HDRの 136番目に位置する Alaで
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ある。
この A136 であるが、コンタクトマップを見ると β 炭素と qBH2 の O4 原子が高頻度
で相互作用している。当初の予想では、非極性残基とは言え主鎖の酸素原子や窒素原子で
あれば静電的な相互作用を形成してもおかしくないと考えていたが、予想に反して主鎖の
窒素原子よりも β 炭素と基質のカルボニル酸素の相互作用頻度が高いという結果になっ
た。窒素原子の相互作用頻度は低めである。つまり、何かの分子間力が働いているとし
てもそれは疎水的な相互作用の可能性が高い。尚、先行研究でこの A136を SDRファミ
リーのセオリー通りである Ser残基に置換しても酵素の動力学的パラメータに与える影響
はほとんどないことが報告されている [71]。A136と基質の相互作用が持つ意味は、基質
結合部位のコンフォメーション上たまたま基質との距離が近いだけで、分子間力というよ
りは結合部位の形状形成的な意味合いが強いのだろうか。もしコンフォメーション的な意
味合いが強いとするならば、Serではなくサイズが更に大きい残基の変異体アッセイによ
り動力学的パラメータへの変化があるかもしれない。

4.3.2 基質結合前後の特徴比較:「第 2の substrate-binding-loop」

Section 4.2.2でも述べたが、SDRファミリーの酵素は、C末端側に substrate-binding
loop と呼ばれる領域を持つ。ここは基質結合時にコンフォメーション変化を起こしやす
い場所である。コンフォメーション変化の度合いによっては、open (非結合時) ->closed
(結合時)といった大きい変化を生じる場合もある (Figure 4.6)。
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Figure 4.6. 典型的な SDR ファミリーにおけるコンフォメーション変化の一例。大腸菌 7α-ヒ
ドロキシステロイド脱水素酵素 (7α-HSDH)-NADPH 複合体 (グレー、open コンフォメーショ
ン) と 7α-HSDH-胆汁酸 (GCDC) 複合体 (オレンジ、closed コンフォメーション) の結晶構造を
とりあげた。PDB ID はそれぞれ 1AHH, 1AHI[69] である。この酵素は基質の GCDC 結合に伴
い closed コンフォメーションを取っているが、hQDPR と異なり大きく構造変化している部分は
substrate-binding loop領域のみである。
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Section 4.2.2 で述べた通り、hQDPR の場合もまた基質結合によりクレフトが closed
コンフォメーションを形成していた。興味深いのは、closedコンフォメーション形成に寄
与している領域として、loDE があった点である。ここは、substrate-binding loopより N
末端側の領域であるが、closedコンフォメーションを形成していた残基の 1つW89を含
む。W89 は、substrate-binding loop を構成する M188 と共にクレフト (closed) の「フ
タ」となっていた。基質結合に伴う大きな構造変化と closedコンフォメーション形成とい
う働きは、substrate-binding loopの特徴ともいえる。そのため、本来の substrate-binding
loopと共にクレフトの「開け閉め」をになっていた loDE は、hQDPRにおける「第二の
substrate-binding loop」と言えるのではないだろうか。

4.3.3 反応機構の検討

通常ヒドリドのような求核剤は、C=C 結合や C=O 結合、C=N 結合などにおける sp2

炭素を狙うのが有機化学における定説である。酵素反応においてもこれは共通であり、
SDR ファミリー酵素のうち還元酵素の基質はカルボニル基や C=C 結合などを有してい
ることが多い。qBH2の PT-ringには C=N結合が存在するため、セオリーを qBH2に適
用するならば、C=N結合の sp2 炭素である C4aがヒドリドアクセプターと考えるのが一
見妥当なように思える。
ところが、重水素置換などを用いた解析により、qBH2 においては被還元部位である

N5 原子が NADH の pro-S 水素を直接受け取るという見解がこれまで定説となっていた
[33, 66]。
一方、今回のMDシミュレーションでは、NAM-ring上の C4N (pro-S水素が位置する
炭素)と qBH2の N5がいずれもコンタクトマップ上に現れなかった。そこで、実際の原
子間距離をプロットしたところ、いずれも距離が遠いものの、C4aの方が近い傾向にある
ことが分かった (Figure 4.7, Figure S3)。そのため、実際に N5へのヒドリド転移は理論上
妥当なのかについて PT-ringと NAM-ringのスタッキングが良好な状態の qBH2-NADH
複合体を用いた HOMO/LUMO計算にて検証した。
その結果が Figure 4.8 である。これを見ると、複合体において HOMO はほとんど

NADHの NAM-ring上に位置し、LUMOは qBH2の PT-ring上に位置することが分か
る。更に、LUMO の電子密度が最も高い部分は PT-ring 上の N5 原子であることも判明
した。これは、C4a よりも N5 の方がヒドリドアクセプターになり得ることを示唆する。
更に、NAM-ringの HOMOにおける pro-S水素の軌道と、PT-ringの N5節面の軌道 (下
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部)は同位相 (Figure 4.8において同じ色である)となっていることから、結合を生成する
可能性がより示唆される。
また、C4a=N5 結合の軌道は逆位相 (Figure 4.8 において異なる色で示した) であるこ
とから、ここは反結合性軌道であり、N5にヒドリドが転移した際、二重結合の開裂がこ
こで発生することも予測される。
これにより、従来の定説であった N5がヒドリドアクセプターであるという説をより確
かにすることができた。興味深いことに、N5 原子にヒドリドが転移するという機構は、
NAD(P)Hをヒドリドドナーとするフラビン要求性酵素におけるフラビン環へのヒドリド
転移と同様である。実はこの酵素群も従来は C4a がヒドリドアクセプターと言われてき
た [72] が、現在は様々な知見 [73–75] により、ヒドリドアクセプターは N5 であるとい
う事が定説となっている。フラビンと PT-ringは共役系が全く同じ箇所があるので、今回
の HOMO/LUMO計算とも合わせて考えた際 qBH2も N5がヒドリドアクセプターとい
うのはほぼ間違いないのではないかと考えている。

Figure 4.7. ヒドリドドナーとアクセプター候補間距離の分布。従来の定説である N5 との距離が
青、N5の隣に位置し、C=N結合を構築している C4aとの距離がオレンジである。C4N-C4a間距
離の分布ピークが 2つ存在する原因については Figure S3を参照。
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Figure 4.8. qBH2-NADH 複合体の HOMO/LUMO。 mode B の 2 回目のプロダクションラン
312 ns のスナップショットから抽出した複合体を PM7 ハミルトニアンを用いた構造最適化によ
り算出した。色が同じ軌道は同位相のもの、異なるものは逆位相の軌道である。Kono et al. (In
press)[Pub.] Fig. 6より引用。

ヒドリド転移過程については一定の結論を導き出すことができたが、その次の過程であ
るプロトン移動段階については

• 活性部位である Y149, K153 の変異体アッセイで (Km が上がるため触媒効率とし
ては落ちるものの) kcat が上昇したこと (これは先行研究でも同様である [71])

• 2 残基間距離が遠いため、Tyr が Lys による pKa 低下補助をおそらく受けていな
い事

• 触媒四残基のうち Asn, Serの 2残基が非極性残基に置き換わっていること

など SDR ファミリーとしては「型破り」の要因が複数あり、解析が難しい部分である。
また、qBH2 還元反応における律速段階は生成物の BH4リリース部分であると考えられ
ている [71]。活性部位の変異体で kcat が上昇した原因には律速段階の問題が関係してい
ると思われる。
一方、律速段階が生成物のリリースという説は、変異体アッセイによる触媒残基や反応
機構解析が難しいという要素だけではなく、QDPR の反応は分子認識過程が非常に重要
であるという視点も提供する。相互作用解析と合わせて考えた際、活性部位である Y149
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および K153の役割として「分子認識への貢献」が軽視できない事を意味するのではない
だろうか。とは言え、SDR ファミリーとして保存されたモチーフである以上プロトン付
加段階への寄与について更なる解析も必要である。プロトンドナー -アクセプターの関係
性を知るためには、酵素-基質複合体相互作用だけではなく pKa に関する知見が欠かせな
い。反応中間体と活性部位の pKa 解析が今後の課題となってくるであろう。
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第 5章

QDPRと葉酸代謝

本章の概要

本研究で得られたデータと先行研究を繋ぎ合わせることで、これまで示唆され
ていた QDPR と葉酸代謝の関連（→ BH4 代謝と葉酸代謝のリンク）がより明確に
なったのでこれについて述べる。

5.1 QDPRと葉酸化合物代謝: 先行研究の整理
Section 1.1.2で述べた通り、BH4代謝と葉酸代謝は DHFR(-TS)や PTR1を介して互
いにリンクしている。一方で、QDPRに関しても、BH4リサイクルのみならず葉酸代謝
へも寄与している可能性は兼ねてから示唆されており [76]、それを支持する様々な報告も
存在する。その中でも重要と思われる例を以下で述べていく。

5.1.1 THFの非酵素的分解と中間体としての qDHF

葉酸化合物が生理機能を有するにあたっては、BH4 同様テトラヒドロ型の PT-ring が
カギとなるが、そのうちの 1 つ THF は不安定な物質であり、37℃ 水溶液中で半減期は
30分未満 [76]と報告されている。また、不安定な THFは非酵素的に中間体 qDHFへ酸
化されるが、こちらもかなり不安定なため SCC6 のところで開裂してしまい、最終的にジ
ヒドロプテリンとホルムアルデヒド、p-アミノベンゾイルグルタミン酸に分解してしまう
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という報告 [77]が存在する。これは BH4代謝において qBH2が非酵素的に BH2へと互
変異性化する過程とは全く異なる。qDHFの互変異性体は DHFであり、こちらは DHFR
によって THFへと再還元ができるが、分解ルートを辿った場合これは不可能となってし
まう。
近年では、 in vitroの実験により、QDPR,NADH添加によって THF濃度が長時間維持
されるというデータ [78]や、DHFRの逆反応 (THF ->DHF)をターゲットとした時間分
解 X線結晶構造解析において、キノノイド様中間体の構造が得られた [79]という報告が
ある。

5.1.2 in vivoでの解析による報告

上記では in vitro の話について述べたが、in vivo のアプローチにおいても QDPR と
葉酸代謝の関連が示唆されている。当研究室 Xu らは 2014 年、Qdpr-KO マウスを用い
て組織内の葉酸化合物濃度を定量している。この報告によると、KO マウスの肝臓では
THF とその誘導体である 5-MTHF がWT と比較して有意に減少しているのに対し、酸
化型である DHFに関しては有意差が見られなかった。一方、脳や腎臓ではこれら 3種の
化合物いずれも有意な変化が見られないというように、臓器ごとに異なる結果が示されて
いる [21]。また、Zheng らのグループ (前項で THF 濃度の経時変化を報告したチーム)
は、三重陰性乳癌患者由来の細胞 MDA-MB-468 を用いた in vivo の実験も行っており、
Qdpr-KOにより THFの分解が起こることを報告している [78]。

5.2 基質結合様式解析から見えた QDPRと葉酸代謝の関連
これらの先行研究から、QDPRが qDHF を基質として葉酸代謝に関与していることは
ほぼ確定しているように一見思えるが、欠けている重要な情報がある。qDHF を基質と
して用いた活性測定、そしてそこから得られる動力学的なパラメータだ。逆に考えるなら
ば、これが得られれば QDPRと葉酸代謝の関連はかなり確実なものということができる。

Chapter 3 にて述べた通り、MD シミュレーションをもとに推定した mode B という
結合様式を裏付けるための qDHFアッセイにて、hQDPRの qDHF還元活性が明らかと
なった。以下 (Table 5.1) に示すのは qDHF アッセイの結果から得られた動力学的パラ
メータであるが、これを見ると qDHFは qBH2ほどでは無いものの hQDPRの生理学的
基質となるには十分な値を示していると考えられる。これまで述べてきた QDPR と葉酸
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代謝の関連をより明確にすることができた。

Table 5.1. qBH2 と qDHF に対する hQDPR の動力学的パラメータ (Kono et al. (In press)[Pub.]
を基に作成)。

substrate kcat (s-1) Km (µM) kcat/Km (µM-1s-1)
qBH2 18.7 ± 0.2 1.0 ± 0.05 17.9 ± 0.7
qDHF 25.2 ± 1.5 9.6 ± 0.5 2.6 ± 0.3

QDPR においても qDHF ->THF という反応を組み込むことで、DHFR や PTR1 と同
様、Figure 5.1 のような代謝パスウェイを描くことで BH4 と葉酸代謝の関連性を可視化
することが可能となったことは大きい。

Figure 5.1. QDPR をベースに考えた BH4/葉酸代謝の関連。Kono et al. (In press)[Pub.] Fig. S5
より引用。

QDPR を介した BH4 リサイクルと葉酸代謝の関連性という可能性は、生理学的な
QDPR の機能理解は勿論、酵素の性質や構造といった側面からも興味深い概念である。
というのも、QDPR 同様 BH4/葉酸代謝双方に寄与する DHFR と QDPR は酵素の特徴
がかなり異なるのだ。例えば、QDPR は SDR ファミリーに属するのに対し、DHFR は
DHFR ファミリーに所属している。また、hQDPR と hDHFR のアミノ酸配列類似性は
23.9%と低い similarityを示す。立体構造に関しても、hQDPR-NADH (PDB: 1HDR)と
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hDHFR-NADPH複合体 (PDB: 4M6J[80])という、酵素-補酵素複合体という同一条件下
で構造アラインメントをしたところ、Cα-RMSD は 5.86

◦
A と類似性が低い結果となっ

た。さらに、補酵素要求性も異なってくる。QDPR は NADH だが、DHFR は NADPH
要求性である。
このように全く性質の異なる酵素が関与する BH4/葉酸代謝のクロストークは非常に興
味深い点である。この現象がどのような意味を持つのか。解明に向けては、配列解析をは
じめとしたバイオインフォマティクス的アプローチに基づく分子進化解析など更なる検証
が求められる。
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結論

6.1 QDPR-NADH-qBH2の結合様式及び相互作用等の解析
Chapter 3および Chapter 4のまとめに相当する。

6.1.1 成果

本研究で得られた顕著な成果として以下が挙げられる。
hQDPR の結晶構造は NADHにフィットしすぎているためか、qBH2 が結合領域に入
り込めないほど cavityが狭かったが、induced-fit dockingとMDシミュレーションを組
み合わせる事でこれを打開、基質の結合が可能な構造を取得できた。
上記構造をレセプターとして用いたドッキングシミュレーションにより 4種類の結合様
式を取得し、短い時間の MD シミュレーションにて短時間で起きるリガンドの配向変化
観測や、より長い MD シミュレーションのトラジェクトリを用いた重原子レベルでの相
互作用解析を行った。その結果、これまで結論が出ていなかった結合様式について mode
Bという見解を示すことができた。これは in vitroの結果とも矛盾ないものであった。
また、mode B について、残基レベルよりも詳細な重原子レベル相互作用解析により、

QDPR特有の相互作用を明らかにした。特に Tyr-(Xaa)3-Lysモチーフの Lys残基末端の
窒素原子 Nζ が基質のヘテロ原子である O4 や N3 と高頻度で相互作用するという点は
ユニークな性質であり興味深い要素である。通常の SDRファミリーにおいて活性部位モ
チーフの Lys残基は Tyrの pKa を低下させるといった役割があり、基質との相互作用を
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しない。尚、変異体アッセイによる確認も行ったところ、K153I 変異体は qBH2 に対す
る Km が大きく上昇した。これにより、シミュレーションによる相互作用解析結果の妥当
性が示された。
更に、基質結合前後の構造比較により、基質の結合に伴う構造変化についても解析し
た。その結果、hQDPR は他の SDR ファミリー同様の位置に substrate-binding loop を
持つ一方で、その更に N 末端側も大きく構造変化する領域が存在している事、特に βD

と αE の間に位置するループである loDE の変化が大きく、ここは substrate-binding loop
と共に基質結合時の closed コンフォメーション形成に寄与している事を明らかにした。
loDE は、QDPRにおいて第二の substrate-binding loopではないかと考えている。また、
前述した K153 と基質の相互作用について、αF のコンフォメーション変化が関与してい
ることを見出した。
反応機構については、水素同位体置換による先行研究 [33, 66]で有力とされていたもの
の、確定するには違う角度からのエビデンスが必要と考えた「N5原子がヒドリドアクセ
プターである」という点について、これまで行われていなかった qBH2-NADH複合体の
HOMO/LUMO 解析を実行し、その妥当性を確認できた。興味深いことに、フラビン系
化合物を補酵素とする酵素群におけるフラビン化合物のヒドリドアクセプターと同様の結
果となり、先行研究でも指摘されていた QDPRとフラビン系酵素群との関係性 [30]をよ
り支持する結果となった。
尚、酵素反応における活性部位のモチーフ (Y149, K153)の役割としては、プロトンア
クセプター候補との高頻度相互作用や変異体アッセイの結果から、基質や反応中間体の安
定性への貢献度が高いと考えている。
上記解析結果や考察を今後どのように生かすかといった展望としては、以下が考えら
れる。

• QDPR の変異によっておこる高フェニルアラニン血症などのメカニズムを構造か
ら理解する。QDPR 欠損症は、どこに変異が入るかで重症度、治療法のひとつで
ある BH4 製剤投与に対する応答性に違いがある。基本的には、NADH 結合領域
に変異が入った場合においては重症で qBH2 結合領域と思われるところだと軽症
という傾向がみられる [10]。反応が NADH要求性であり、第一段階が NAM-ring
からのヒドリド転移であることからも妥当な傾向であるが、一部の変異はこれらの
考えのみでは説明が難しい部分も存在する。基質結合に伴うコンフォメーションへ
の影響や qDHF との相互作用といった点を踏まえることで、これまでより明確に
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変異箇所と症状の関連が考察できるのではないか。
• 阻害剤開発/創薬への応用に繋げる

– これまで BH4や葉酸代謝をターゲットとした創薬、特にリーシュマニア病な
どの熱帯病治療薬の開発を目的として、DHFR-TSや PTR1の阻害剤が盛んに
開発されていること・その背景の 1 つとして両酵素とも酵素-基質複合体の立
体構造が明らかになっており、構造生物学的見地からの阻害剤設計が行いやす
い点は Chapter 1にて言及した。

– 本研究で解析した酵素-基質複合体の立体構造や相互作用は、これら阻害剤の
開発にあたり選択性の向上などにおいて一定の有用性を持つ可能性がある。特
に PTR1 に関しては、QDPR と同一ファミリーであり、ビオプテリン類や葉
酸系化合物といったプテリジン化合物を基質とする点で類似している。このと
き、NAM-ring の上に PT-ring がスタッキングするといった性質を持つ。ま
た、立体構造も (全残基をカバーしていないアラインメントとは言え QDPRの
75% ほどはカバーしている) 3

◦
A 未満と比較的近い。特に、SDR ファミリー

としての Active siteである Tyr-(Xaa)3-Lysモチーフのコンフォメーションは
よく重なっている Figure 1.8。その一方で、PTR1 の基質結合様式は mode C
であり QDPR とは異なる。また、QDPR はホモダイマーなのに対し、PTR1
はホモテトラマーであるなどの違いも存在する。この違いを考えると、QDPR
が PTR1 阻害剤のオフターゲットになる可能性や PTR1 選択的阻害剤開発へ
の寄与具合は決して高くない可能性もあるだろう。しかしながら、ここに関し
ての検証は QDPRの構造生物学的知見の不足もありこれまで行われていない。
前述の通り Active site など一定の類似性を有することもあり、PTR1 阻害剤
の QDPR に対する親和性検証の価値はあると考えている。創薬とは逸れてし
まうが、少なくとも、特性が近い 2酵素が共存するというトリパノソーマ科の
独特な BH4/葉酸代謝の生理学的な意味合い・PTR1 の存在意義などの理解に
は繋がるのではないだろうか。

– また、よりシンプルな話として、QDPRの阻害剤そのものを設計し、薬剤とし
て実用化することが展望として考えられる。これに関してはまず Chapter 1に
て述べた BH4過多による疼痛 [12]への対応といった面での応用を想定してい
る。上述の熱帯病治療薬については、原因となる原虫特有の酵素である PTR1
選択的阻害剤の方が有用ではないかと考えているが、疼痛コントロールであれ
ば過剰な BH4を抑える必要が考えられる。その点で、BH4濃度維持に関わる
QDPRも創薬ターゲットになり得るのではないだろうか。
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6.1.2 課題点とその解決案

一方、今回提唱した複合体構造やその過程での MD シミュレーションにおいて、ヒド
リドドナーの水素が結合している NADHの C4原子と、アクセプターとされる qBH2の
N5 原子が遠いこと (特にシミュレーション後半で遠ざかってしまう傾向がある) は課題
である。相互作用解析における PT-ring と NAM-ring 構成原子の相互作用を見るに「ス
タッキングの平行性の問題」により、N5原子側が NAM-ringから遠ざかってしまう傾向
が見られた。
この問題を解決するためには、量子力学計算の活用が有用と考えている。PT-ring と

NAM-ringの相互作用は π-π スタッキングが基本となる (ただし PT-ringのうち側鎖側の
環は芳香環ではないため、スタッキングのためには一部 π-σ 相互作用が関係してくる。※
通常 π-σ スタッキングは垂直になるが、リゾチームなど基質と残基の π-σ 平行スタッキ
ングが見られるケースもある [40])。古典力学に基づいた MD シミュレーションの場合、
このスタッキングは疎水性相互作用やクーロン力などに基づいて疑似的に形成されている
が、π 電子についてきちんと考慮する場合はやはり量子力学計算を行うべきだろう。全原
子について高精度な量子力学計算を行うことは計算コストの面からも現実的ではないの
で、以下のいずれかを行うことが必要と考えている。

• HOMO/LUMO計算に用いた半経験的分子軌道法ツールのMOPACにある、生体
分子用の計算オプション"MOZYME"を用いた計算 (全原子を対象としているが半
経験的分子軌道法を使い、コストダウンを図る)

• 活性部位付近のみ量子力学 (QM)計算の対象とし、それ以外の領域は通常の分子力
学 (Molecular Mechanics, MM)計算を行う手法である QM/MM法

• 計算する分子について、全原子ではなく、アミノ酸残基単位などフラグメント
毎に分子軌道計算を行うフラグメント分子軌道法 (Fragment Molecular Orbital
Method, FMO法)

また、反応機構に関しては、ヒドリド転移以降のプロトン移動段階について更に解析
していく必要がある。化学的に考えると、ヒドリド転移後の電子移動パターンは負電荷
が PT-ring の O4 に行くか N3 に行くかどちらかであり、どちらのパターンを取るかで
ドナー候補も変わってくる。レセプター - リガンド相互作用をベースにして考えると、
Figure 6.1 のような機構が考えられる。ここからパターンを絞り込むには pKa の予測や
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分子軌道法による反応経路計算などを行うことが必要だと考えている。

Figure 6.1. 推定反応機構パターン。

その他、本研究では酵素-基質複合体について結合自由エネルギーの定量化まで行うこ
とができなかった。MM-PBSA あるいはフラグメント分子軌道法計算で求められるフラ
グメント間相互作用エネルギー (IFIE) の算出にて、で各アミノ酸残基の相互作用への寄
与を定量化するなどが今後求められるだろう。
そして、更なる疑問点として残るのは、狭いクレフトが広がって基質を受け入れる具体
的なプロセスである。本研究において、SDR ファミリーにおいてコンフォメーション変
化を引き起こす substrate-binding loop以外の領域も hQDPRではよく動いていることが
示された。しかし、hQDPR-NADH 複合体がどのようにしてドラスティックなコンフォ
メーション変化を起こすのかは未解明である。今回は induced-fit dockingとMDシミュ
レーションを組み合わせた構造最適化によってクレフトを拡げたたが、hQDPR-NADH
複合体の MD シミュレーション中において最適化構造に近い状態、あるいは異なるコン
フォメーションではあるものの基質結合が可能な状態のトラジェクトリは得られなかっ
た。今後はリガンドに対しクレフト方向に力を掛けながら MD シミュレーションを行う
などサンプリングを工夫したMDシミュレーションにより、過剰とも言えるほど NADH
にフィットした状態のクレフトが開き、基質が結合する過程について明らかになることが
期待される。
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6.2 QDPRと葉酸代謝の関連解析:

6.2.1 成果

Chapter 1や Chapter 5で述べた通り、DHFR (DHFR-TSの DHFRドメイン)や PTR1
といった酵素はそれぞれ DHF、BP/BH2 を本来の基質とする一方、互いの基質について
も還元反応が行えることが明らかとなっていた。
一方、 QDPR もまた、qDHF を基質として THF へ還元することで葉酸代謝に寄与し
ている可能性が示唆されていた。本研究では、QDPR-NADH-qBH2複合体の基質結合様
式解析過程で行った qDHF を基質とした活性測定結果に基づき動力学的パラメータを算
出したところ、QDPRが qDHF を生理学的基質としている可能性を定量的に示すことが
できた。
これにより、Chapter 5で示した通り、PTR1や DHFR同様生体内における QDPRの

BH4/葉酸代謝双方における寄与をスキームとして示すことができた。そして、QDPRの
生理学的重要性 (QDPR欠損がもたらす影響)を以下のように説明できる。

• BH4 代謝の場合は、リサイクル経路における DHFR の寄与が少ない（特にヒト）
ため、BH4リサイクル量が落ちることで細胞内濃度減少を招く

• 葉酸代謝の場合は、qDHF が即座に還元され THF とならない場合、qDHF が
PT-ring と SCC6 に開裂してしまうパターンがある。こうなると DHFR によるリ
カバリーは不可能となり、THFやその誘導体が減少する

また、得られた知見を基に、BH4/葉酸代謝双方に寄与する QDPR、DHFRについて性質
を比較し、全く異なる性質の酵素同士が同じ代謝経路を担っている興味深い点について述
べた。
今後の展望としては、QDPR欠損症特有の症状についてのメカニズム解明に繋がること
が期待されるほか、QDPR が葉酸代謝に寄与することを動力学的パラメータ算出によっ
て定量的に示すことができたため、葉酸代謝をターゲットとした創薬にも QDPR 阻害剤
が応用できる可能性も考えられる。QDPR を創薬ターゲット酵素とする場合、その独特
な結合様式を鑑みると DHFR がオフターゲットになる可能性も低く、副作用低減も期待
できると考えている。
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6.2.2 課題・解決案

今回 QDPR-NADH-qDHF 複合体構造を得るところまでは行えなかった。mode B の
可能性が高いが、SCC6 のコンフォメーションが結合時にどうなっているか、また、大き
な基質に対する QDPR の挙動について理解するには、QDPR-NADH-qDHF の複合体に
ついてもシミュレーションを行い結合様式解析をする必要がある。
更に、留意すべき点としては、DHFR が生物種ごとに活性や構造など違いが大きい事

(Qdpr-KOマウスで BH4濃度が比較的維持される [21]一方、ヒトの場合は欠損の影響が
大きい。BH4の減少で高フェニルアラニン血症などが引き起こされる。)、臓器ごとの細
胞内環境の違いなどによって、BH4 と葉酸代謝の寄与も生物種間や臓器間で差があるか
もしれないという点だ。in vivo がマウスやがん細胞での報告なので、生物種や細胞内環
境の違いに留意する必要がある。今後ビオプテリン代謝と葉酸化合物代謝の関連を明らか
にする上で、これら要因を考慮し更に解析を進める必要がある。例えば THFの分解生成
物のでき方が細胞内環境によって差がある可能性もあるため、臓器ごとに QDPR の葉酸
代謝への貢献度は違うかもしれない。代謝産物や分解生成物を網羅的に測定するなど、今
後更に研究が進展していくことを期待する。

6.3 in silico解析結果と in vitroデータの比較
基質結合のためにダイナミックな構造変化を必要としたことや独特な相互作用などが得
られた本研究では、MD シミュレーションを複数回行ってダイナミクスの傾向を確認し
ているのみならず、シミュレーションにて得られた結果から仮説を立て実験系を構築し、
in vitro の実験にて仮説を検証するというプロセスも生じた (実験部分については全て当
研究室の原が行った)。
基質結合様式の解析においては、MD シミュレーションを基にしたコンタクトマップ
にて Y149, K153, NADHと基質との相互作用を比較し、mode Aよりも mode Bが妥当
な結合様式であるという見解に至った。そしてこれを裏付けるためにレセプターの cavity
に注目し、qBH2 より SCC6 がかさ高い qDHF の PT-ring が活性部位に留まるためには
mode Bで結合必要があるため、活性測定を行い還元活性が見られれば mode Bの妥当性
をより示すことができるという見立てを行った。
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また、K153の変異体アッセイにおいて、Gln変異体は先行研究でも設計されており、こ
れは Lys残基が Tyr残基の pKa を下げるといった役割が行えなくなる事を意図した変異
設計である (今回は K153Iとの比較や先行研究とのアッセイ系の違いから改めて K153Q
のアッセイも行っている)。
本研究では MD シミュレーションで得られたトラジェクトリを用いた相互作用解析結
果に基づき、K153の役割は従来考えられていたような、あるいは通常の SDRファミリー
酵素群のような Tyr の pKa 低下という「後方支援」ではなく、リガンドとの静電的な相
互作用にあると考えた。これを裏付けるため、末端がアミドである Glnではなく「リガン
ドのヘテロ原子との相互作用能」を失わせる意図で Lysと比較的サイズが近く、非極性残
基である Ile変異体,K153Iを初めて設計した。
いずれのアッセイについても、シミュレーション結果と実験結果が矛盾しなかったこと
から、本研究で行った計算には一定の信頼性があると考えている。また、前述した通り
「シミュレーションの結果から仮説を立て実験系を構築し、裏付けを行う」という過程に
より結果の信頼度の向上を計ることができた。
この様に、分子シミュレーションを中心としながらも、必要に応じて実験的アプローチ
を取り入れることは共同研究が基本となる生命科学分野では (計算機の性能向上やオープ
ンソースソフトウェアの発展により、実験をメインとする研究者が計算を取り入れること
も含め) 近年では決して珍しくないかもしれないが、本研究を通し、実験的解析のみでは
解明が難しい研究対象へこのようなアプローチを適用することの有効性を改めて示すこと
ができたと考えている。
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補足図表

Figure S1. mode Dの配向変化。100 nsのMDシミュレーションを 3回行った際、1st runでこの
mode Bへの変化現象が見られた。残り 2回では決まった傾向のダイナミクスは見られなかったが、
いずれも mode A, B と比較した際配座や位置が不安定であった。Kono et al. (In press)[Pub.] Fig.
S2
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Figure S2. コンタクトマップのフルバージョン (mode A, B)
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Figure S3. NAM-ring の C4N-qBH2 の N5/C4a 間距離の経時変化 (mode B)。本文の図で C4N-
C4a間の距離分布の山が 2つ見られた理由は、3回目のプロダクションラン由来であり、残り 2回
は基本的に C4aの方が距離が近い傾向にある。
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