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シニョリンの熱変性ダイナミクス:MD-3DRISMによる解析

(分子研、総研大) ○丸山豊*、平田文男*,**

【序】タンパク質の構造安定性は、pHの変化や圧力、高低温など様々な要因で変化
する。これは、変性状態に対して天然状態が絶妙なバランスで安定している事を示
している。そのバランスを変化させる機構を調べることは、タンパク質の安定性や
フォールディングを解明していく上で重要である。我々は、熱変性における分子レベ
ルの振る舞いを調べるために分子動力学法(MD)と3D-RISM理論を組み合わせてシ
ニョリンの熱変性のダイナミクスを計算した。
【理論】3D-RISM理論は分子性液体を取り扱う統計力学理論であり、DNAやタンパ
ク質などの周りの溶媒和構造を正しく取り扱うことができる。3D-RISM理論は、導
出から求められる溶質-溶媒間の全相関関数huvと直接相関関数cuvを用いて
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to the D3d conformation for our purpose [6]. We have developed a methodology based on the three
dimensional reference interaction site model (3D-RISM) theory, which is a statistical mechanics
theory of liquids [8]. The theory succeeded in probing water molecules trapped in a cavity of the
hen egg-white lysozyme [9]. It has also been successfully applied to the selective ion binding by the
mutants of human lysozyme to reproduce the experimental results [10]. Furthermore, we reported
that 3D distributions of water as well as cations (Li+,K+, Mg2+ and Ca2+) inside and outside
a crown ether (12-crown-6) in aqueous solutions of electrolytes were calculated by means of the
3D-RISM theory. The results showed conspicuous peak inside the host cavity in the case of Li+

and Mg2+, indicating that the cations are recognized by the 12-crown-6. In the case of Li+ and
Mg2+, the sizes of ions are small enough to fit into the cavity, where the effects of core repulsion
are insignificant. In the case of K+, the core repulsion between the cation and the cyclic ether is
simply dominant over the other factors, so that it cannot be accommodated in the host cavity. On
the contrary, the stabilization due to the chelation is largely compensated by the core repulsion in
the case of Ca2+, and it is not enough to pay for the cost of dehydration penalties [11].

In this study, we examined an 18-crown-6 ether in LiCl, KCl, MgCl2 and CaCl2 0.1M aqueous
solutions. There were earlier contributions concerning a crown ether in water using the ordinary
1D-RISM method [12,13]. One of the papers has actually dealt with 18-crown-6 [13]. Although the
system was not seriously affected by the notorious problem of the ergodic trap, they still had to
search around the free energy surface of the host-guest complex, using the combined RISM and
Monte Carlo procedure, which was proposed earlier by Kinoshita et al. [14]. However, the method
is somewhat time consuming, especially when more than two components, say water and ions, are
considered as ligands. On the contrary, for our purpose, it is enough to employ the present method
(see the next section), which provides a picture of host-guest complexation, in a manner similar to
an electron-density map obtained from the X-ray diffraction measurement.

2. Method

In our procedure, the solute-solvent correlation functions are obtained from the 3D-RISM theory
[8], which is an integral equation theory based on statistical mechanics to obtain the correlation
functions from the intermolecular potential functions and the thermodynamics conditions such
as temperature and density. The theoretical procedure consists of two steps. The first step is
to calculate the density pair correlation function in the electrolyte solutions based on the one-
dimensional RISM theory, which represent the microscopic structure of distribution of the solvent
molecules. In the second step, we immerse a crown ether (18-crown-6) into the solvent, and calculate
the 3D distribution of solvent atoms (O, H, cation and anion) around as well as inside the supra-
molecule by means of the 3D-RISM theory. In the following, we provide just an outline of the
3D-RISM method.

The 3D-RISM integral equation for the 3D solute-solvent site total and direct correlation func-
tions, huv

γ (r) and cuv
γ (r), is written as [15–18]

huv
γ (r) =

∑

γ′

cuv
γ′ (r) ∗

(

ωvv
γ′γ(r) + ρvhvv

γ′γ(r)
)

, (1)

where ωvv
γ′γ(r) = δ(r − lvv

γ′γ) is the intramolecular matrix of solvent molecules with site separations
lvv
γ′γ , γ and γ′ are interaction sites of solvent molecules denoted with superscripts “u” and“v”,
respectively, ρv is the solvent number density and * denotes convolution in direct space. The radial
site-site correlation functions of pure solvent, hvv

γ′γ(r), are obtained independently of the conven-
tional 1D-RISM theory modified with the dielectrically consistent bridge corrections of Perkyns
and Pettitt [19,20]. It provides a proper description of the dielectric properties of solution. In the
3D-RISM context, this ensures a proper macroscopic dielectric constant of solvent around the so-
lute [18,21]. The 3D solute-solvent site correlation functions are specified on a 3D linear grid in
a rectangular supercell, and the convolutions in (1) are handled by means of the 3D fast Fourier
transform.
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と表される。ここでωは分子内相関関数を表し、ρは溶媒の数密度、γは溶媒の成
分、*は畳み込み積分を示す。またhvvは溶媒の全相関関数で、1D-RISMから求めら
れる。2つの未知関数があるために、この式だけでは解くことができない。そこで、
いくつかのクロージャ方程式が提案されているが、我々はKovalenko-Hirataのク
ロージャ方程式
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in water.37 However, the results are far from conclusive, because
they ignore the effect of environmental electrolyte solution, which
undoubtedly plays a crucial role to determine the G-quadruplex
structure.

In the present paper, we report an analysis for the conforma-
tional stability and the solvation structure of telomeric DNA
based on the three-dimensional reference interaction site model
(3D-RISM) theory.38 In the study, we put a particular stress on
the specificity of electrolytes to determine the telomere structure.
We first examine the conformational stability and the solvation
structure of telomeric DNA in NaCl solutions to see if the theory
is capable of reproducing the solution structure of DNA deter-
mined by NMR. We then apply the same method to predict the
most stable conformation of telomeric DNA in KCl solutions,
which has not been determined yet by experimental methods.

The method (3D-RISM) used in the present study has an
extraordinary capability to explore the configuration space of
aqueous solutions of biomlecules, because it performs the
configuration integral analytically over the entire system, which
includes an infinitely large number of molecules in solution. The
method treats solvent and ion configurations microscopically in
terms of a probabilistic distribution, so that it is capable of
“detecting” the distribution of ions recognized by the binding site
in telomeric DNA just as the X-ray crystallography does. The
method has been applied successfully to a number of problems in
biophysics and chemistry to describe the solvation phenomena
as well as the molecular recognition of biomolecules in solu-
tions.39-44 In particular, the robustness of the method is demon-
strated recently by comparing the solvation structure of DNA
calculated from the theory with that from the molecular dy-
namics simulation.45 In addition, the study with 3D-RISM theory
reproduced DNA B-Z transition and clarified its physical
origin.46 In the present study, we combine the 3D-RISM theory
with a structure optimization method (the Quasi-Newton meth-
od), and optimize the telomere structure in aqueous solution of
electrolytes to investigate the stability of these structures.

II. COMPUTATIONAL METHOD

The energy function that we used in the present work is given
by the sum of two terms: the conformational energy Fconf of the
telomeric DNA molecule itself and the solvation free energy Δμ
for the interaction of the telomeric DNA with the surrounding
solvent:

Ftot ¼ Econf þΔμ ð1Þ

The conformational energy Econf consists of bonding, bending,
torsion-energy, Lennard-Jones, and electrostatic terms. Note that
solvation effects were accounted for not by the solvation energy,
but by the solvation free energy, because we wanted to estimate
the relative energies and the force from solvation of each solute
configuration.

The solvation free energy is calculated by 3D-RISM theory.
The detailed formulation of the 3D-RISM theory is provided in
ref 38. Here, only a brief interpretation of the theory is provided
to help some readers to understand the “physical” aspect of the
theory.

Let us consider the average density of solvent molecules at a
position around a telomeric DNAmolecule.When the position is
far from the telomeric DNA molecule so as to be regarded as the
bulk, the density will be constant, which is the same as in the pure
liquid. On the other hand, when it is near telomeric DNA,
the density will be “perturbed” significantly by the field due to the
telomeric DNA and be different from that in the bulk, depending
on the strength of the perturbation. The 3D-RISM theory can be
interpreted as a “nonlinear” perturbation theory as follows.

Let us denote the constant density of solvent atom γ at the
bulk, the density nearby telomeric DNA, and the density
response to the perturbation as F, Fγ(r), and ΔFγ(r), respec-
tively. Then, the statement above can be expressed as

FγðrÞ ¼ FþΔFγðrÞ ð2Þ

The density response to the perturbation can be expressed on the
basis of the 3D-RISM theory as

ΔFγðrÞ ¼
X

R

Z
χγRðr;r0ÞFγcRðr0Þ dr0 ð3Þ

where the cR(r0) is the “re-normalized” perturbation due to the
telomeric DNA, to which several approximate equations have
been devised: for example, the Kovalenko-Hirata (KH) ap-
proximation47,48 takes the following expression,

huvγ ðrÞ ¼
expðχÞ- 1
χ

for χ e 0
for χ > 0

(

χ ¼ -βuuvγ ðrÞ þ huvγ ðrÞ- cuvγ ðrÞ ð4Þ

In the expression, uγ(r) is the direct interaction potential exerted
on water molecules from telomeric DNA, β = 1/(kBT), and hγ(r)
is the density fluctuation of solvation at position r, normalized by
the bulk density, namely,

hγðrÞ ¼ ΔFγðrÞ=F ð5Þ

The three-dimensional distribution function used in this study is
defined from hγ(r) by

gγðrÞ ¼ hγðrÞ þ 1 ð6Þ

It is not only the direct interaction u(r) with DNA that perturbs
the density of solvent at a certain position but also that from
solvent molecules at the other positions, whose density is also
perturbed by the existence of the same DNA. Such “indirect”
perturbations are renormalized into the terms including (hγ(r)-
cγ(r)). Such renormalization makes the perturbation highly
“nonlinear.”

Table 1. Sequence of Telomeric DNA and Guanosine Conformations of Hybrid and Chair Typea

a S and A indicate syn and anti conformations of each guanosine.

を用いた。ここでuはタンパク質と水の間のポテンシャルを表す。これらの式を交互
に解くことでタンパク質の周りの溶媒和構造を得ることができる。この溶媒和構造
をもとに周りの水からタンパク質に与える力を計算できる。その式は
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The response function χRγ(r,r0) is equivalent to the density
pair correlation function of pure (bulk) solvent,

F2χRγðr;r0Þ ¼ ÆδFð0ÞR ðrÞδFð0Þγ ðr0Þæ ð7Þ

where δR
(0)(r) is the density fluctuation of atom σ in the pure liquid

defined by δFR(0)(r) = FR(0)(r) - FR. This response function can be
obtained in advance from the one-dimensional RISM theory.

It is a straightforward task to obtain the one-dimensional
distribution, or the radial distribution function (RDF), from the
3D-distribution function. The RDFs between position rx and
solvent γ can be obtained by averaging the 3D-distribution
function over the direction around a specified center:

gxγðrÞ ¼ 1
4π

Z
gðrx þ rÞ dr̂ ð8Þ

where r̂ is a direction of vector r, and rx indicates a center for the
averaging.

We consider aqueous solution of electrolytes for the solvent
and a DNA for the solute. The solvation free energy (SFE)Δμ is
calculated by using the 3D extension of the Singer-Chandler
formula,49,50

Δμ ¼ FkBT
X

R

Z

Vcell

dr
1
2
ðhγðrÞÞ2Θð- hγðrÞÞ

!

- cγðrÞ-
1
2
hγðrÞ cγðrÞ

"
ð9Þ

For the pair potentials between interaction sites of every
species, we employ the common model which consists of the
Lennard-Jones (LJ) and electrostatic interaction terms

uRγðrÞ ¼ 4εRγ
σRγ

r

# $12

-
σRγ

r

# $6
" #

þ 1
4πε0

qRqγ
r

ð10Þ

where εRγ and σRγ are the LJ energy and size parameters for a pair
of solute site R and solvent site γ, respectively, ε0 is a dielectric
constant of vacuum, and qR is the partial charge on site R.

To evaluate the optimized structure in solutions, we have to
calculate the gradients of solvation free energy with respect to the
atomic coordinate of the solutemolecule on the basis of the 3D-RISM
theory. The analytical expression of the free energy gradient was
presented by Sato et al. in the framework of RISM-SCF/MCSCF
theory51 and the expression is easily extented to the 3D-RISM
formalism.52,53 For the 3D-RISM/KH theory, it is expressed as

DΔμ
DRa

¼
X

γ

Fγ
Z
dr

Duuvγ ðrÞ
DRa

guvγ ðrÞ ð11Þ

where Ra and uγ
uv(r) represent the position vector of solute site a and

the interactionpotential energy, respectively.The gradient of total free
energy of the DNA in solution, eq 1, can be written as

DFtot
DRa

¼ DEconf
DRa

þ
X

γ

Fγ
Z
dr

Duuvγ ðrÞ
DRa

guvγ ðrÞ ð12Þ

where the first termof the right-hand side of the equation is calculated
analytically. We performed the optimization of DNA structure to
minimize the total free energyFtot by using the quasi-Newtonmethod
with eq 12.

The purpose of the paper is to clarify the structural stability of
human telomere in molecular detail, not to reproduce the
experimental results quantitatively. Therefore, we used the

potential parameters that have been employed commonly in
our previous studies and have reproduced experimental results
reasonably well.39-42,46,54-57 For telomeric DNA and ions, we
employ the parameters from the Amber-02 force field, which
contains bonding, bending, torsional, van der Waals and electro-
static energies.58 The conformational energy was calculated by the
standard molecular mechanics method. The fragment of human
telomere DNA with d[AGGG(TTAGGG)3] sequence was pre-
pared as the solute. For the basket-, propeller-, and hybrid-type
conformations, the initial coordinates were taken from the Protein
Data Bank listed in Table 2, and the cation and the water molecule
were removed from PDB structures and then hydrogen atoms were
added at proper positions. For the chair-type conformation (which
noPDBdata is available), wemodeled the structure bymodifying the
loop bases and backbone of hybrid-type structure. Illustrative views
of the structures are exhibited in Figure 1. We use the SPC/E
model59 with the hydrogen Lennard-Jones term (σ = 1.0 Å and ε =
0.046 kcal/mol) for the water atoms.60 The LJ parameter between
unlike atomic sites is determined from the standard Lorentz-
Berthelot combination rules. All calculations are carried out for
ambient water at temperature T = 298.15 K. The 3D-RISM/KH
equations were solved on a grid of 2563 points in a cubic cell of

Table 2. Protein Data Bank ID for Each Structure

PDB ID

basket 143D

propeller 1KF1

hybrid 2E4I

Figure 1. Schematic structure of (a) basket-, (b) propeller-, (c) hybrid-,
and (d) chair-type. The gray and white boxes represent guanine bases in
syn and anti conformations, respectively.

で与えられる。ここでRはタンパク質の各原子の座標で、g=h+1である。この式を使
いタンパク質はMDで取り扱い、周りの水は3D-RISMで計算する連成計算を実行す
ることができる。



【結果】MD-3DRISMを用いてシニョリンの天然状態から熱変性するダイナミクス
を計算した。設定温度は369.15Kとした。図1にシニョリンの構造が変化していく様
子を示す。

(a) [0ps] 開始時の構造でPDBの1uaoをそのまま用いた。タイロシン(Tyr)とトリ
プトファン (Trp) の側鎖は接触しているが、スタックしていない。
(b) [20ps] まずTyrとTrpの側鎖がスタックをする。
(c) [90ps] 両末端の水素結合が何度も入れかわった後、水素結合が切れる。
(d) [150ps] 水素結合が切れたことにより両末端が離れはじめ、TyrとTrpの側鎖の
スタックが壊れる。

このように高温によって疎水性相互作用が強まったために疎水性の側鎖がスタック
し、それによって全体の構造が歪んで末端部分の水素結合が切れていく様子が観察さ
れた。このような疎水性相互作用はGB/SAなどの連続体近似では全く取り扱う事が
できない。実際にGB/SAを用いての計算を行うと、ただ単にフォールドが解けてい
くだけで、上記のようなダイナミクスは観察されなかった。
　タンパク質の変性には疎水性相互作用が重要な役割を果たしており、今回の計算
では疎水性相互作用が強まることで最終的に疎水性相互作用による結合が壊れてい
く様子が観察された。

図1 369.15Kにおけるシニョリンの熱変性の初期過程

(a) (b)

(c) (d)

Trp
Tyr
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【概要】 
水和体積は、溶質の部分モル体積(partial molar volume: PMV)のうち、溶質が水分子を凝集、

または排除することによる体積的寄与である。高静水圧条件下では、タンパク質の空洞に水

分子が侵入することで水和体積が減少する事が推定されるが、より遠位の水和層における加

圧の影響は不明な点が多い。我々は、アポミオグロビン(AMb)に 3000 bar の静水圧を負荷し
た分子動力学(MD)シミュレーションを実行し、加圧による水和体積の変化を調査した。時間
分解カークウッド‐バフ(KB)積分法を用い、計算で得られた水分子の瞬間的な配置から水和
体積総量とその揺らぎを再構成した。さらに、水和体積の空間分布から、高圧下にもかかわ

らず、むしろ水和体積が増加する領域を明らかにした。 
 
【MDシミュレーション】 
全てのMDシミュレーションは AMBER10プログラムを用いて行った。系内の分子力場関

数は AMBER ff03 を使用した。モデルタンパク質としてアポミオグロビンを用い、TIP4P 水
溶媒モデル中のMD計算を以下の手順で行った。①温度 300K、圧力 1 barにおいて系を十分
平衡化した後、②温度 300K、圧力 1 barの NPTシミュレーションを 5 ns実行した。③②で行
われたシミュレーション中の 5 ns後における、原子配置と速度分布を初期条件として、系を
3000 barに加圧した NPTシミュレーションを、5 ns実行した。 
 
【解析方法】 

KBパラメータ ksG は、溶質α の任意の原子サイト k周囲における溶媒原子 sの数密度揺ら

ぎ（ ( ) 1ksg −r ）を、全空間で積分したものである。 

 [ ( ) 1]ks ksG g d= −∫ r r . (1) 

このとき、PMVは、等温圧縮率 0
Tχ と、 ksG を用いて、式(2)で計算できる。 

 0
s B T ksV k T Gα χ= − . (2) 

0
B Tk Tχ の寄与は小さいので、蛋白質のような巨大分子を扱う場合は一般的に無視される。 

ksG はタンパク質のように立体構造が柔軟に変化する溶質周囲の溶媒分布を比較する目的

には適さない。この問題を回避するため、時刻 tにおける sの密度揺らぎを、溶質表面からの
距離（最近接溶質原子の中心からの距離）R の関数として積分したものが、表面 KB パラメ

ータ

S ( , )sG R tα である[1-3]。 S ( , )sG R tα を MD法で求めれば、PMVの R，t依存性は次式で計算

できる。 

 S( ) ( , ) ( , )s s sT T
V R V R t G R tα α α= = − . (3) 

また、タンパク質表面から任意の 2 距離に挟まれた水和層の PMV、つまり水和体積
h

1 2( , )sV R Rα は、次式で計算できる。 

 h S S
1 2 2 1( , ) ( , ) ( , )s s s T

V R R G R t G R tα α α= − + . (4) 

本研究では、溶質変数α については、AMbの常圧構造を明示する場合は L、高圧下の構造を
明示する場合は Hを用い、溶媒変数 sについては水分子を表す wを用いる。なお、距離単位
はすべて Åである。 
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【結果と考察】 
1．水和体積のダイナミクス 
式(3)において R=12とした場合の

PMVを、AMbの（トータルの）PMV
とした。その結果、加圧による PMV
減少は 299 Å3

となり、その圧縮率は

実験値を良く再現していた[4]。 
図１は、式(4)によって計算した水

和層全体の水和体積

h
w (2,8)Vα （以降

ht
wVα ）と第一水和層の水和体積

h
w (2,3)Vα （以降

hf
wVα ）の時間変化で

ある。

ht
wVα の揺らぎは加圧によって

減少し、水和層が強固になっている

ことを示したが、時間平均値に大き

な差は見られなかった。一方で、

hf
wVα は、高圧下で大きく減少してお

り、水分子がタンパク質内部により

深く浸透していることを示していた。これらの事実は、高圧によって減少した第一水和層の

水和体積が、より遠位における水和体積の増加によって相殺されていることを示唆している。 
 
 
2．水和体積の空間分布 
加圧による水和体積の

増減が、AMb 周囲の、ど
のような空間領域で生じ

ているかを明らかにする

ために、AMb 周囲の水原
子数密度分布を 3 次元的
に解析した。前節で示唆し

た通り、高圧下で水和体積

が減少する溶質近傍に加

えて、加圧によって逆に水

和体積が増加する領域が

第一水和層の外側に点在

する事も明らかになった

（図２）。高静水圧による

PMV の総量変化には、タ
ンパク質近傍のみならず、

より遠位の水和状態変化

も重要な寄与を及ぼしていることが示された[4]。 
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図１ 水和体積の時間変化。(青)：常圧 (1 bar)および(赤)：高圧 
(3000 bar)。(a)：水和層全体の PMV，

ht
wVα 。(b)：第一水和層の

PMV，

hf
wVα 。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ AMb 周囲の水原子数密度分布（バルク層における数密度を 1 として

規格化した）。(a)：常圧、(b)：高圧。左側：数密度がバルク相の 70%以下で

ある領域の立体分布。右側：数密度分布の断面図。赤い部分は水分子が侵入

することによって水和体積が減少している領域。青い部分は水分子が排除さ

れることで、水和体積が増加する領域。第一水和層の外側に点在する水和体

積増加領域（図中矢印）は、加圧によってさらに先鋭化していた。 
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3E13 
	 	 実在の細胞膜を模倣した混合脂質二重層膜内での脂質分子 wobbleの解析 
         (名大院工)  ○安藤 嘉倫, 岡崎 進 
 
 
【序】細胞膜の物性を検討する方法の一つに蛍光偏光測定がある．蛍光偏光測定のうち特に蛍光

偏光解消測定では DPH (diphenylhexatriene) に代表される蛍光プローブ分子を細胞膜に混入させ

た状態で偏光励起光を照射し, 放出された蛍光異方性の時間減衰から膜流動性に関する諸量を算

出する．例えば正常胸腺細胞およびその癌化細胞 GRSL の細胞膜についての蛍光偏光解消測定の

結果, 膜の microviscosity および DPH 分子配向のオーダーパラメータ SDPHが後者の細胞膜におい

て共に減少し, 膜がより流動的であることが示唆されている[1,2]．しかしこれらはあくまで DPH

を介した間接測定であり脂質分子自体のダイナミクスについてはほとんど未解明であった. 一方，

過去我々はこれら 2 種の細胞膜の脂質組成を模倣した混合脂質二重層膜 (表 1 参照) を構築し生

理学的条件下において長時間の分子動力学計算を行いその構造および脂質ダイナミクスの差異を

報告した[3]．そこでは癌化膜において脂質尾部はより乱れた構造を持ち, 側方向の脂質重心位置

についてもより無秩序な構造を持つこと，さらに同膜で脂質分子の側方拡散がより顕著であるこ

とを示した．引き続き本発表では上記蛍光偏光解消測定で得られている知見との比較および脂質

分子ダイナミクスの解析を行うことを目的に, 脂質分子 wobble運動を時間自己相関関数により評

価した結果を報告する． 

 

【計算内容】 脂質二重層膜中で蛍光異方性の時間減衰 r(t)は蛍光プローブ分子の wobbleによって

生じる[4]．DPH のような棒状かつ発光双極子µ eが分子長軸に平行な分子の場合, 蛍光異方性 r(t)

はµ eの時間自己相関関数として次のように与えられる[4] (µ eは規格化してある). 

  r(t) / r(0) = P2 (µe (0) !µe (t)) t=0
	       (1) 

ここで P2は二次のルジャンドル関数である．本研究では脂質二重層膜を構成する脂質分子を筒状

の剛体として近似しその慣性テンソルを対角化することで定めた分子長軸方向の単位ベクトル Iz

の時間自己相関関数, 

  Cwob(t) = P2 (! z (0) ! ! z (t)) t=0
	       (2) 

を計算した．平均は 2 種の膜に含まれる脂質分子の種類ごと（リン脂質，リゾリン脂質およびコ

レステロール）および全体について取った． 

           表 1: 混合脂質二重層膜の組成 / mol%  (丸括弧内は実験値[2]) 

 PC PE PS PI SM lyso-PC, PE cholesterol 

正常 29.7 (29.9) 10.9 (10.9) 6.3 (5.3) 3.1 (3.5) 4.6 (4.4) 3.2 (3.3) 42.2 (42.5) 

癌化 37.5 (37.9) 21.9 (22.0) 7.8 (7.4) 4.7 (4.9) 0.0 (0.7) 4.7 (4.4) 23.4 (24.2) 

PC:phosphatidylcholine, PE:phosphatidylethanolamine, PS: phosphatidylserine, PI: phosphatidylinositol, SM: sphingomyelin 



  
図 1 算出した Cwob(t). (a) 正常膜 および (b) 癌化膜. リン脂質 (破線), リゾリン脂質 (鎖線), コレステロール 

(点線) および全体 (実線). 

 

【結果および考察】図 1には Cwob(t)の計算結果を示した．Cwob(t)は観測時間 100 ns内では 0へと減

衰せず一定値へと漸近する傾向を示した．これは脂質分子が二重層膜状に拘束されその分子長軸

を反転させる運動 (フリップ・フロップ) が 100 ns オーダーの計算では再現され得ないためであ

る．この漸近値 Cwob(∞)は分子長軸配向のオーダーパラメータ, 

  SIz = P2 ez ! Iz( )        (3) 

と Cwob(∞) = SIz
2の関係にある[4]．ここで ezは膜に垂直方向の単位ベクトル．表 2には算出した SIz

および SDPHの実験値[2]を載せた．SIzはリゾリン脂質を除き癌化膜においてより小さく実験の傾向

を定性的に再現した．より小さな SIzは癌化膜において脂質分子配向がより乱れていることを示し

ている．一方 Cwob(t)を次の形, 

 Cwob(t) = (1!Cwob("))C 'wob (t)+Cwob(")  則ち C 'wob (t) = (Cwob(t)!Cwob(")) / (1!Cwob("))  (4) 
と仮定し C’wob (t)の有効緩和時間 !wob = C 'wob (t)dt0

!

" を算出した結果についても表 2に載せた．リゾリ

ン脂質を除きτwobは癌化膜においてより大きい．これは同膜においてより広範な角度範囲をwobble

運動していることからの帰結である. これら結果をもとに wobble拡散係数を算出した結果につい

ても報告する． 

                    表 2: SIzおよびτwob 

 SIz SDPH 

Exp.[2] 

τwob / ns 

PL Ly Ch WL  PL Ly Ch WL 

正常 0.92 0.86 0.92 0.92 0.71 27.6 28.8 8.9 19.8 

癌化 0.88 0.86 0.88 0.88 0.62 36.3 31.3 13.2 30.3 

PL:リン脂質, Ly:リゾリン脂質, Ch:コレステロール および WL: 脂質全体 

参考文献 

[1] W. J. van Blitterswijk et al., Biochim. Biophys. Acta, 467, 30 (1977).  [2] W. J. van Blitterswijk et al., 

Biochim. Bophys. Acta, 688, 495 (1982).  [3] 安藤, 岡崎, 第二回分子科学会予稿集, 3C08, 福岡 

(2008).  [4] K. Kinosita Jr., S. Kawato, A. Ikegami, Biophys. J., 20, 289 (1977). 



3E14 
フルオロ酢酸デハロゲナーゼの基質特異性に関する理論的研究 

 
(九大先導研 1、京大化研 2)○蒲池高志 1、中山智則 1、実森啓二 2、 

江崎信芳 2、栗原達夫 2、吉澤一成 1 
 

【序】有機ハロゲン化合物は数多く合成され、除草剤から殺虫剤、合成樹脂、さらには溶剤

に至るまで用途は幅広い。しかし、その多くは生物に有害であり環境汚染の原因となるもの

である。微生物中に存在する脱ハロゲン化酵素は炭素‒ハロゲン結合を切断し、有機ハロゲン

化合物を無害化する作用がある。なかでもフルオロ酢酸デハロゲナーゼは強固な C–F結合を

含むフルオロ酢酸の脱フッ素化反応を触媒する高い反応性を有する。 

 栗原らは Burkholderia sp. FA1からフルオロ酢酸

デハロゲナーゼを単離することに成功し、三次構

造を明らかにした。[1]また、この酵素は他のハロ

酢酸の脱ハロゲン反応も触媒するが、フルオロ酢酸に対して特異的に作用すると報告されて

いる。Scheme 1に示すように、活性点近傍の Asp104が基質のα‒炭素を求核攻撃することに

より、ハロゲンが脱離しエステル中間体が生成する。 

 本研究では、DFT 計算によりフルオロ酢酸デハロゲナーゼによるフルオロ酢酸の脱ハロゲ

ン化反応の機構について理論的解析をおこなった。また、QM/MM 計算を用いたより厳密な

計算により、酵素‒基質複合体の構造について検討し、フルオロ酢酸デハロゲナーゼの基質特

異性の起源について考察した。 

【計算方法】酵素－基質複合体の構造を明らかにするため、CHARMm ベースの分子動力学ド

ッキングプログラムである CDOCKERを用いて解析した。基質としてフルオロ酢酸とクロロ

酢酸とのふたつを検討した。得られた構造について QM/MM法により再び構造最適化を行う

ことで、高精度なエネルギーの評価を実現した。QM 領域には基質と反応に関与する活性点

近傍の Asp104、Arg105、Arg108、His149、Trp150、Tyr212、His271の７残基を含めた。構造

最適化は B3LYP/SV(P)を用いて行った。MM 領域には力場パラメータのひとつである

CHARMm力場を用いた。計算プログラムは ChemShellを用い、QM領域・MM領域それぞれ

を TURBOMOLE、DL_POLYを組み合わせて用いた。 

【結果と考察】docking シミュレーションの結果、

エネルギー的に接近した多くの配座が存在してい

ることが明らかになった。Fig. 1にフルオロ酢酸と

クロロ酢酸のそれぞれについて最安定から 3 

kcal/mol以内の配座を重ね合わせて示した。（フル

オロ酢酸 15配座、クロロ酢酸 7配座）フロオロ酢

酸の場合、水色で示したフッ素原子が Arg108の方

向に向いているものから His149 を向いているも

のまで様々であった。このため最安定構造を決定

するためにはより精密な検討を行うことが必要と

Scheme 1 

Fig. 1 Docking シミュレーションから得
られたフルオロ酢酸とクロロ酢酸の安

定構造 
 



なった。そこで dockingシミュレーションから得られたこれらすべての配座を初期構造とし、

QM/MM 法によりレセプター部分も含めて構造最適化を行った。MM 領域には１万を超える

原子が含まれており、多数の local minimumが存在する。このため通常の構造最適化では QM

領域の基質の配座の違いにより、MM 領域の構造およびエネルギーが大きく異なる local 

minimum が得られることがある。この問題を解決するため、各配座に対する最適化構造のな

かで最もMM部分のエネルギーが低い構造を選び、その基質結合部位に構造を保ったまま他

の配座と交換したのち再構造最適化を行う。この作業を繰り返すことで各配座間のエネルギ

ー差を正確に見積もることが可能となった。 

 フルオロ酢酸について最終的に４つの基質の

配座が得られた。そのうちエネルギー的に安定

なふたつの配座を Fig. 2 に示す。再安定な構造

(RC1-F)においてはフッ素原子が Arg108 と水素

結合を形成しているのに対し、RC1-F より 2.4 

kcal/mol 不安定な配座(RC2-F)ではフッ素原子が

His149、Trp150、Tyr212 の三つのアミノ酸残基

により安定化されている。この構造は最近栗原

らおよび Chan[2]らが決定した結晶構造と一致す

る結果となった。Fig. 3に C–F結合開裂の遷移状

態の構造を示す。以前の我々計算結果[3]で予想さ

れたように、最も活性化エネルギーが低い遷移状

態では脱離するフッ素イオンが先の三つのアミノ

酸残基によって安定化されている(TS1-F)。これに

比べ Arg108は十分に安定化できず、活性化エネル

ギーが TS1-Fより 9.2 kcal/mol高いものとなった。  

 

Fig. 4 に示すとおり、クロロ酢酸の塩素原子は

Trp150と水素結合を形成し、フルオロ酢酸とは

その最安定配座が異なることが明らかとなった。

この配座の違いはC-Cl結合がC-F結合に比べて

0.4 Åも長いこと、およびフッ素の方が塩素に比

べて Argと強く結合することに由来することが

明らかになった。このためクロロ酢酸が TS1-F

に対応する反応性の高い配座をとることができ

ず、活性化エネルギーがフルオロ酢酸に比べて高くなることが判明した。 
【引用文献】 
1. K. Jitsumori, R. Omi, T. Kurihara, A. Kurata, H. Mihara, I. Miyahara, K. Hirotsu, N. Esaki, J. 
Bacteriol. 2009, 191, 2630. 
2. P. W. Y. Chan, A. F. Yakunin, E. A. Edwards, E. F. Pai, J. Am. Chem. Soc. 2011, 133, 7461.  
3. T. Kamachi, T. Nakayama, O. Shitamichi, K. Jitsumori, N. Esaki, K. Yoshizawa, Chem. Eur. J. 
2009, 15, 7394.  

Fig. 2 QM/MM 法による構造最適化から得ら

れたフルオロ酢酸の安定構造 

Fig. 3 フルオロ酢酸の C–F 結合開裂の
遷移状態 

Fig. 4 クロロ酢酸の基質複合体と遷移状態
の構造 
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モリブデン錯体を触媒とした窒素分子変換に関する理論的研究 

（九大先導研1・東大工2） 

○田中宏昌1・笹田 瑛 1・向野智久1・結城雅弘2・三宅由寛2・西林仁昭2・吉澤一成1 

 
【序論】 2008 年に西林らが報告した，1 フェロセニル

ジホスフィン (depf) 配位子をもつモリブデン－窒素

錯体 1 は窒素雰囲気下，還元剤である Na 存在下で

Me3SiCl と触媒的に反応し，窒素分子をシリルアミン

N(SiMe3)3 へ変換する．その反応のターンオーバー数 
(TON) は 226 であり, これまでに報告されている単

座もしくは二座ホスフィン配位子を有する単核 Mo お

よび W 錯体 (TON = 1.1～25) と比較して非常に高い．

フェロセン配位子が反応性向上へ大きく寄与したと考えられるが，実験的情報がほと

んど得られておらず反応機構は不明である．本研究では，量子化学計算により錯体 1
を用いた窒素－シリルアミン変換における妥当な触媒サイクルを検討した．2 
 
【計算手法およびモデル】 全ての計算に Gaussian 09 プログラムを用いた．計算理論

に密度汎関数法の B3LYP を，基底関数として金属原子に LANL2DZ を，その他の原

子に 6-31G* を採用した．触媒サイクル中の各反応ステップにおける中間体および遷

移状態の構造 適化をこの計算レベルで行い，エネルギープロファイル作成のための

一点計算では 6-31G* の替わりに 6-311+G** を用いた．また溶媒効果 (THF) を PCM 
にて考慮した．1 の窒素配位子と反応するケイ素化学種を，いくつかの実験事実およ

び計算結果から SiMe3 ラジカルと仮定した． 
 
【計算結果および議論】得られた触媒サイクルを図 1 に，エネルギープロファイルを

図 2 に示す．まず初めに Si ラジカルが 1 上の窒素配位子へ付加し，中間体 2 が生成

する．Si ラジカル付加によって他方の Mo−N 結合が弱まり，窒素配位子が脱離して 5
配位中間体 3 が生成する．なお第 2 の Si ラジカル付加は 6 配位構造のままでは起こ

らない．第 2 の Si ラジカルが付加してヒドラジド(2−) 中間体 4 が生成する．次いで 
Mo−P 結合の一つが開裂して 4 配位中間体 4' を与える．5 配位構造のままでは次の

Si ラジカルは付加しない．第 3 の Si ラジカルは遠位ではなく近位の窒素原子を攻撃

し，ヒドラジド(1−) 中間体 5 が生成する．5 は一電子還元と Mo−N 結合開裂を経て，

(Me3Si)2NN(SiMe3) アニオンを放出する．このアニオンは溶液中で Me3SiCl および

SiMe3 ラジカルと反応して 2 分子のシリルアミンへと変換される．配位座の空いた 6
に窒素分子および Si ラジカルが付加することでサイクルは一周する．図 2 に示すよ

うに，ほとんど全てのステップが発熱反応であり，その活性化エネルギーは室温で進
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行する反応として妥当である． 
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図 1. 本研究で得られた 1 による窒素－シリルアミン変換機構． 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2. 1 による窒素－シリルアミン変換機構のエネルギープロファイル．数字は各ステップの反応熱， 

カッコ内の数字は活性化エネルギー． 
 
この反応機構に特徴的な点として，(1) Siラジカル受け入れに必須の 5配位および 4配位

中間体が容易に生成しうること，(2) 第 3 の Si ラジカルが近位の窒素を攻撃するためにニト

リド中間体 (Mo≡N) を経由しないこと，(3) 最終的なシリルアミン生成が錯体上で起こらな

いこと，が挙げられる．今回検討した Si ラジカルが関与する機構では，depf 配位子から Mo
中心への電子移動は見られず，depf 配位子は立体阻害と Mo−P 結合開裂の容易さの 2 点

で反応性向上に寄与しているという結論が得られた． 
 
 
1) M. Yuki, Y. Miyake, and Y. Nishibayashi, Organometallics, 27, 3947 (2008). 
2) H. Tanaka, A. Sasada, T. Kouno, M. Yuki, Y. Miyake, H. Nakanishi, Y. Nishibayashi, and 

K. Yoshizawa, J. Am. Chem. Soc., 133, 3498 (2011). 
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二核 Mn 錯体で触媒された酸素発生反応の理論的研究 

(東工大院・生命理工 1，東薬大・薬 2，理研 3) 

○畠山 允 1，中田 浩弥 1，横島 智 2,3，緒方 浩二 3, 中村 振一郎 1, 3 

 

【緒言】 

光エネルギーを用いて酸素・糖合成を行う光合成は、その高い量子収率及び反応機

構が古くから注目されてきた。特に酸素発生反応については、触媒である四核 Mn ク

ラスターの構造解析を中心に精力的に研究されてきた。その一つに、より小規模な

Mn 錯体で触媒された酸素発生反応の探索・解析が挙げられる。例えば Limberg らは、

[Mn2
III/IV(-O)2(terpy)2(H2O)2]3+ (terpy=terpyridine、Fig.1-(a))が水と酸化剤(OCl-)

を用いた酸素発生反応を触媒すると報告している[1]。 

これまで Mn 錯体で触媒された酸素発生反応は、Mn(V)=O 構造の形成を経由する

と考えられてきた[2]。Limberg らが報告した Mn2 錯体の反応も、同様に Mn(V)=O

構造を経由すると考えられ、Fig. 1 の反応機構が提案された。しかし、DFT(B3LYP)

計算によって解析された水の Mn(V)=O への攻撃過程によると、その障壁は 19.0 

kcal/mol と高い値が得られている[3]。 

以上の結果を考慮して我々は、[Mn2
Ⅲ/ⅣO2(terpy)2(H2O)2]3+と OCl- を利用した酸素

発生反応の機構を明らかにするために、(i) Mn(V)=O 構造を経由した反応機構の改善 

(ii) Mn(V)=O 構造を経由しない反応機構(以下 New-model)の構築にそれぞれ取り組

んできた。本発表では、New-model の詳細及びその遷移状態の計算結果を報告する。 

【計算方法】 

電子状態計算は B3LYP で行い、基底関数は Mn に LanL2DZ、それ以外の原子に

は 6-31G(d)を用いた。水溶媒効果は連続誘電体近似(PCM, 誘電率=78)で考慮した。

反応によるエネルギー変化は Gibbs 自由エネルギーで評価し、振動エネルギーは調和

近似の下で求めた。実験環境では酸化剤 OCl- が Mn2錯体よりも過剰に存在する事を

考慮して、反応障壁の評価には Mn2 錯体が OCl- で中性化された複合体を用いた。

OCl- は、エネルギーが最も低下する位置に付加した。 

【結果と考察】 

Fig. 3 は、New-model の O-O 結合形成までを示している。(a)→(a)’は、中性化に

よる Mn2錯体の構造変化を表し、構造最適化によって Mn 配位水から OCl- へ H+移

動した計算結果に対応する。OCl- を terpyridine の H に付加した場合は、H+移動は

起こらず、エネルギーも 10~20 kcal/mol 程(系の全電荷に依存)Mn 配位水に付加した

場合に比べて高い結果が得られた。(a)’→(TS-1)→(b)は、プロトン化した OCl- が(-O)

へ移動する過程であり、(TS-1)が遷移状態である。その際の障壁は 7.4 kcal/mol であ

った。(b)→(TS-2)→(c)は、Mn に配位した HO- と HOCl による O-O 結合形成過程で

あり、障壁は 10.9 kcal/mol であった。O-O 結合形成過程では、HO- から Cl への 1

電子移動が起き、その障壁は系の全電荷に大きく依存した。例えば、O-O 結合形成に



参加しない OCl- を除いた場合(系の全電荷：+2)の O-O 結合形成の障壁は 24.0 

kcal/mol であった。また(a)～(c)の遷移中で、各 Mn のスピン密度は微小な変化であ

り、その値は±0.04 であった。当日は、O-O 結合形成過程の詳細、及び酸素発生の

機構について報告する。 

 

Fig. 1 Limburg らの提案した酸素発生機構[1]；(a) [Mn2
III/IV(-O)2(terpy)2(H2O)2]3+. 

(b)-(d)反応中間状態 

 

 

Fig. 2 New-model における O-O 結合形成機構(G:自由エネルギー変化(kcal/mol) 

(a) [Mn2
III/IV(-O)2(terpy)2(H2O)2]3+. (a)’-(c)反応中間状態 
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