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論  文  内  容  の  要  旨  

酸素反応をはじめとする生体内化学反応の機構を明らかにすることは，現在の理論化学研究の重要な課題の一つである。  

酵素反応を取り扱うためには，数千から数万にのぼる原子を含む系のエネルギーを求める必要があるが，申請者は，反応部  

位を量子化学的手法により扱い，それを取り囲むタンパク質部分を分子力場法で扱うQM／MM法を用いて反応の自由エネ  

ルギー面を求めている。具体的には，ペプチド結合を開裂する代表的な酵素であるセリン・プロテアーゼの反応機構を明ら  

かにするため，トリプシンを取り上げ，最初の反応段階であるアシル化の過程を詳細に調べている。   

先ず，申請者は，QM／MM法に基づいて酵素・基質結合体から四面体中間体への最低エネルギ反応経路を求め，更に，  

分子動力学法による自由エネルギー摂動法を用いて，反応経路に沿った自由エネルギー変化を求めている。更に，四面体中  

間体からアシル化酵素への自由エネルギー曲線を計算している。得られた自由エネルギー曲線から，この反応の場合，反応  

の律連投階は四面体中間体を生成する過程であり，活性化エネルギーは17．8kcal／molと見積もっている。また，四面体中  

間体は，アシル化酵素への進む際の活性化エネルギーが，3．3kcal／molと小さく，その寿命は10－10秒と極めて短いことを明  

らかにしている。申請者は，この計算結果に基づき，これまで知られている実験結果と矛盾することのない反応機構を提案  

している。特に，これまで考えられてきた遷移状態の構造とエネルギーについて，新しい知見をえている。また，この酵素  

反応の場合，四面体中間体を安定化させる上で，極性の強いタンパク質残基による静電ポテンシャルが重要な役割を果たし  

ていることを強調している。   

申請者は，次に，反応を効果的に進める上での，AsplO2残基の役割について考察している。このセリン・プロテアーゼ  

については，2個のプロトンが同時に移動するチャージ・リレー機構が，古くから提案されており，この場合，AsplO2は，  

プロトンの受容体として働く。申請者は，チャージ・リレー機構とAsplO2をAsnlO2に置換した変異体の反応について，  

上と同様の方法を用いて自由エネルギー曲線を求めている。結果は，チャージ・リレー機構の場合，AsplO2が中性となり，  

タンパク質場による静電安定化が小さくなり，上で述べた1個のプロトンが移動する機構に比べて四面体中間体が不安定化  

することを明らかにしている。また，AsplO2では酵素・基質結合体が反応の進行に有利な立体構造を取るのに射し，  

AsnlO2変異体では，反応を進める上で構造の変化が必要なこと，及び四面体中間体の静電安定化が小さいことを明らかに  

している。AsplO2上のマイナス電荷が反応を進行させる上で，重要な役割を果たしていることを結論としている。   

実験により酵素反応の機構を調べる上で，NMRの化学シフトの測定は中心的な役割を果たし，提案されている反応機構  

モデルの多くがNMRによる実験結果に基づいている。最近，酵素反応についての有力な機構として，低障壁水素結合機構  

が提案され，セリン・プロテアーゼの反応もこの機構に基づいて解釈され，その根拠として四面体中間体における1H化学  

シフトの異常な低磁場シフトがあげられている。申請者は，上で求めた，反応の経理に沿ってQM／MM法に基づき1H，  

15N，13cの化学シフトを計算し，実験結果と整合的な結果を得ている。更に，低障壁水素結合に与るプロトンの自由エネル  

ギー曲線を求め，セリン・プロテアーゼの場合は，低障壁水素結合機構が該当せず，この機構を仮定することなくNMRの  
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実験結果を説明することができることを明らかにしている。  

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨  

酸素反応をはじめとする生体内化学反応の機構を明らかにすることは，現在の理論化学研究の重要な課題の一つである。  

酵素反応を取り扱うためには，数千から数万にのぼる原子を含む系のエネルギーを求める必要があるが，申請者は，反応部  

位を量子化学的手法により扱い，それを取り囲むタンパク質部分を分子力場法で扱うQM／MM法のプログラムを自作し，  

反応の自由エネルギー面を求めている。具体的には，ペプチド結合を開裂する代表的な酵素であるセリン・プロテアーゼの  

反応機構を明らかにするため，トリプシンを取り上げ，最初の反応段階であるアシル化の過程を詳細に調べている。   

先ず，申請者はQM／MM法に基づいて最低エネルギ反応経路を求め，更に，分子動力学法による自由エネルギー摂動法  

を用いて，反応経路に沿った自由エネルギー変化を求めている。得られた自由エネルギー曲線から，この反応の場合，律速  

段階は四面体中間体を生成する過程であり，活性化エネルギーは17．8kcal／molと見積もっている。また，四面体中間体は，  

アシル化酵素への進む際の活性化エネルギーが，3．3kcal／molと小さく，その寿命は10‾10秒と極めて短いことを明らかにし  

ている。申請者は，この計算結果に基づき，遷移状態の構造とエネルギーについて，新しい知見をえている。また，この酵  

素反応の場合，四面体中間体を安定化させる上で，極性の強いタンパク質残基による静電ポテンシャルが重要な役割を果た  

していることを強調している。   

申請者は，反応を効果的に進める上での，AsplO2残基の役割について考察している。このセリン・プロテアーゼについ  

ては，2個のプロトンが同時に移動するチャージ・リレー機構が，古くから捷案されており，この場合，AsplO2は，プロ  

トンの受容体として働く。申請者は，チャージ・リレー機構とAsplO2をAsnlO2に置換した変異体の反応について，上と  

同様の方法を用いて自由エネルギー曲線を求めている。結果は，チャージ・リレー機構の場合，AsplO2が中性となり，タ  

ンパク質場による静電安定化が小さくなり，上で述べた1個のプロトンが移動する機構に比べて四面体中間体が不安定化す  

ることを明らかにしている。また，AsplO2では酵素・基質結合体が反応の進行に有利な立体構造を取るのに対し，AsnlO2  

変異体では，反応を進める上で構造の変化が必要なこと，及び四面体中間体の静電安定化が小さいことを明らかにしている。  

AsplO2上のマイナス電荷が反応を進行させる上で，重要な役割を果たしていることを結論としている。   

実験により酵素反応の機構を調べる上で，NMRの化学シフトの測定は中心的な役割を果たし，捷案されている反応機構  

モデルの多くがNMRによる実験結果に基づいている。最近，酵素反応についての有力な機構として，低障壁水素結合機構  

が提案され，セリン・プロテアーゼの反応もこの機構に基づいて解釈され，その根拠として四面体中間体における1H化学  

シフトの異常な低磁場シフトがあげられている。申請者は，上で求めた，反応の経理に沿ってQM／MM法に基づき1H，  

15N，13cの化学シフトを計算し，実験結果と整合的な結果を得ている。更に，低障壁水素結合に与るプロトンの自由エネル  

ギー曲線を求め，セリン・プロテアーゼの場合は，低障壁水素結合機構が該当せず，この機構を仮定することなくNMRの  

実験結果を説明することができることを明らかにしている。   

以上，申請者の研究は，これまで多くの論争が行われてきたセリン・プロテアーゼの反応機構を理論的に明らかにしたも  

のとして高く評価でき，博士（理学）の学位論文として十分な内容を含むものと考えられる。   

なお，本申請論文に報告されている研究業績を中心として，これに関連した分野について試問した結果，合格と認めた。  
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