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〈研究報告〉

キサンチン酸化還元酵素 
－物理学から臨床医学まで－

岡本　研 1・菊地浩人 2

Xanthine Oxidoreductase: from physics to clinical medicine

Ken OKAMOTO，Hiroto KIKUCHI

アブストラクト

キサンチン酸化還元酵素（XOR）はプリン異化経路に属する酵素であり、代
謝学的に重要な酵素である。しかしそれだけではなく、XOR はタンパク分子と
して種々のユニークな特徴を持ち、多くの分野において重要な研究対象となって
いる珍しい酵素である。その阻害剤は尿酸の産生を抑制し、血清尿酸値を低下さ
せる効果があるため、痛風の治療薬として臨床で広く用いられ、医学、薬学にお
いて重要なタンパク分子となる。阻害剤の売り上げは年間 1000 億円以上にもお
よび、医療経済の点からも重要な分子となる。哺乳類 XOR は特定の条件下で構
造変化をおこし、活性酸素を生じるため、種々の病態との関連が示唆されている。
構造変化の機構は生化学、構造生物学的に、病態との関連は医学研究において重
要な研究対象となる。種々の補酵素は生体高分子に対する分光学的解析の先駆け
となるとともに、モリブデンを用いた水酸化機構はタンパク質の動的解析、化学
反応のシミュレーションのよい対象となるので、生物物理学においても重要な分
子である。

本稿は、Ⅱ部構成となっており、第Ⅰ部では XOR 分子の構造と活性酸素生成
機構、生理的役割、医学的な重要性（酵素欠損症、阻害剤）、第Ⅱ部では XOR
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の阻害剤に対する阻害作用を深く理解するために、XOR の動的構造という視点
の研究に関して、その考え方を中心として説明されている。

第Ⅰ部	 XORによる尿酸の産生機構と生理作用

1.　キサンチン酸化還元酵素について

キサンチン酸化還元酵素（xanthine oxidoreductase; XOR）はバクテリアから
哺乳類、高等植物にわたる広範囲の生物種が有している酵素であり、分子量、ア
ミノ酸配列、立体構造、酸化還元中心の構成などほぼ同じ構成である［1-3］（図
1、図 2）。XOR は同じ単位 2 つから成り立っているが（図 2）、今その単位をサ
ブユニットと呼ぶことにする。図 1 には、サブユニットにおける、ラット、ヒ
ト、ウシ、ニワトリ、バクテリアのアミノ酸配列を示したが、図中左上に示し
てある通りサブユニットは 3 個のドメインから構成されており、Ｎ末端にある
20kDa のドメインには 2 種の［2Fe-2S］型の鉄硫黄中心、中央にある 40kDa の
ドメインには FAD（フラビンアデニンジヌクレオチド）、Ｃ末端にある 85kDa
のドメインにはモリブドプテリンというモリブデン原子を含む補酵素が存在す
る。XOR は天然基質であるキサンチン、ヒポキサンチンだけでなく多くのヘテ
ロサイクル化合物、アルデヒドを水酸化する［4］。XOR の生理的役割は生物種
により異なる。鳥類、爬虫類はアミノ窒素を尿酸として排泄する動物であり、ア
ミノ基は de novo 合成を介して尿酸となった後尿中に排泄される。哺乳類におけ
る XOR の主な役割はアデニンとグアニンを含むヌクレオチドの異化にある。ま
た昆虫では XOR は色素代謝にも関与している［5］。XOR の遺伝子発現および
調節は生物種により異なる。哺乳動物においては常時一定量発現しているいわゆ
る housekeeping enzyme であり、常に一定量は発現している。XOR はプリン分
解系の最終の 2 段階を触媒する酵素であり、ヒポキサンチンを水酸化してキサン
チンに、さらにキサンチンを水酸化して尿酸に代謝する（図 7-1）。ヒトにおいて
XOR は尿酸を産生する唯一の酵素であるため、尿酸生成阻害による痛風、高尿
酸血症治療薬の標的酵素となる。
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図 1：	ラット、ヒト、ウシ、ニワトリ、バクテリア（Rhodobacter capsulatus）
XOR のアミノ酸配列。サブユニットのドメインごとに分けて示す。
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2.　活性変換の分子機構

XOR は NAD＋ を 電 子 受 容 体 と す る キ サ ン チ ン 脱 水 素 酵 素（xanthine 
dehydrogenase; XDH）として組織中に存在するが、哺乳動物の酵素のみは酸素
を主な電子受容体とするキサンチン酸化酵素（xanthine oxidase; XO）へと活
性が変換する［6］。XDH と XO の主な違いは、FAD における電子の受容体が 
NAD＋であるか酸素分子であるかによる。XDH と酸素との電子授受の反応は遅
く、NAD＋との反応が早い。XO はこの逆となる。他の酸化還元活性中心、モリ
ブドプテリンと鉄硫黄中心の性質は変化しない。活性変換の分子機構は結晶構
造の情報を用いて詳細に解析されている［7］。XDH 及び XO はそれぞれ 1.65 お
よび 2.3Åの分解能で結晶構造が決定され、FAD 結合部位周囲の環境の違いと
FAD をとり囲む水素結合ネットワークが明らかになった。活性変換は連鎖的構
造変化による複雑なプロセスである。①活性変換は分子内のジスルフィド結合の
形成、プロテアーゼによるドメイン間ループ部の切断がトリガーとなる。②Ｎ端
側ドメインと中央部ドメインを連結するループはタンパク質表面にゆるく結合し
ているが、トリガー部位の変化により安定性を失い、表面から解離する。③ルー
プ上に存在する Phe549 を含むπカチオン相互作用に基づくアミノ酸クラスター
が解離する。④フラビン近傍のループ領域（A-ループ、Gln423-Lys433）の構造
が大きく変化し、XDH ではアスパラギン酸がイソアロキサジン環の C6 位近傍
に存在しているが、XO ではアルギニンが接近するようになる（図 4）。FAD 付
近の静電的環境の違いが FAD の還元電位の変化を引き起こす主な要因と考えら
れる。さらに XO ではループ領域の構造変化により立体障害が生じ、NAD＋結合

図 2：	（左）ウシキサンチン酸化還元酵素（XOR）の結晶構造。 
（右）XOR の補酵素；反応サイクル中の電子の流れと基質との反応部位を示す。
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部位が消失するとともに、酸素の接近に適した疎水領域に富む新たな溶媒チャン
ネルが生じる（図 3）。

最終的に FAD 周辺に存在するループ（A-ループ）の構造が大きく変化するこ
とで XO は NAD＋との反応性を失い、同時に酸素を還元してスーパーオキサイ
ドアニオン（O2－）、過酸化水素を生ずるようになる。最近の研究によればＣ末端
の構造の変化により活性変換のエネルギー障壁が変化し、活性変換を制御してい
ることが明らかになり、他のタンパク質や細胞膜などとの相互作用により構造変
化が惹起される可能性が示唆されている［8］。Ｃ末端ペプチドを欠失させた変異
酵素は XDH と XO デヒドロゲナーゼおよびオキシダーゼの中間的構造を持ち、
酵素活性上も XDH と XO の中間的性質を示す［8］。

図 3：	（左）ウシ XOR のサブユニットと活性変換に関与するドメイン間ループを示す。 
（右）活性変換に関与するアミノ酸クラスター。

図 4：	脱水素酵素（XDH）と酸化酵素（XO）の A-loop の構造。それぞれの基質
の接近方向を示す。

活性変換はいくつかの生理学的および病理学的プロセスにおいて重要な役割を
果たす。XOR は血管内皮細胞に豊富に存在し［9, 10］、XO により産生される活
性酸素による組織障害が、虚血再還流障害をはじめとする種々の病態の原因であ
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るとする説が提出された［11］。それを期に病態に関する XOR の関与について
膨大な数の論文が出されている［12, 13］。また、乳汁中では XO として存在する
こと、XOR のノックアウトマウスでは乳腺細胞内の脂肪滴の蓄積、子の発育異
常などが観察されることから、活性変換は乳汁分泌に必要な過程であると推測さ
れている［14］。ストレス時に XOR と血管内皮細胞膜との相互作用が報告され
ており［15］、XOR の局在の変化と活性変換の連動が血管障害に関与するという
報告がある［16］。D/O 変換が生じるときに酵素分子表面での最も大きな変化は
Ｃ末端ペプチドの構造変化であり、Ｃ末端の構造変化に伴う他のタンパク質や膜
との相互作用が関与している可能性が示唆されている［8］。

3.　哺乳動物におけるキサンチン酸化還元酵素の生理的役割

哺乳類 XOR は肝臓および血管内皮細胞を含む種々の器官に分布し、乳腺にも
豊富に存在する。乳腺組織中で XOR は他のタンパク質と複合体を形成してお
り、脂肪滴安定化に働くと考えられている。乳汁中の脂肪滴は milk fat globure 
membrane（MFGM）と呼ばれる特定のタンパク質で覆われた構造体として存在
している。MFGM は乳腺上皮細胞の細胞膜に由来し、分泌の過程で脂肪滴を覆
うような形態をとる。MFGM はいわばミセルのような状態をとり、中性脂肪を
乳汁中で安定な状態に保つ役割を持っている。乳汁分泌過程における XOR の関
与についていくつかの実験的証拠が報告されている。McManaman らは、マウス
の乳腺において授乳開始時に XOR の発現が増大し、アディポフィリン（ADPH）、
ブチロフィリン（BTN）と複合体を形成することを報告した［17］。ADPH は脂
肪滴と結合し、BTN は細胞膜の細胞質側に結合している。XOR はこれらタンパ
ク質と複合体を形成し、乳腺細胞の脂質滴分泌過程における細胞膜との相互作用
の際に機能すると考えられている。Vorbach らは XOR 遺伝子ノックアウトマウ
スを作成し、解析を行っている［14］。（－/－）ホモ接合マウスは腎不全により
生後 6 週間以内に死亡したが、ヘテロ接合体（＋/－）マウスは生存し、正常な
生殖能力を持つまでに成長した。しかし、ヘテロ接合体（＋/－）雌は授乳中に
すべての仔は出生直後飢餓で成長障害をきたすか死亡した。電子顕微鏡による解
析では、XOR 欠損マウスは乳腺細胞における脂肪的形成不全を示唆する所見を
認めた。Harrison らのグループによる一連の研究では XOR は主に乳脂肪滴で不
活性な demolybdo 型として存在している。すなわち脂肪滴形成機構には XOR の
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酵素活性は関係なく、タンパク構造が重要であることを示唆している［18］。一方、
XOR のオキシダーゼ活性により生成される活性酸素が抗菌作用をもたらしてい
るとする見解がある。実際、新鮮な乳汁において大腸菌の増殖を阻害することが
示されている［19］。乳汁中の XOR は demolybdo 型であること、基質となるプ
リン濃度が低いことからもう一方の活性部位であるフラビンを介した活性酸素産
生が考えられる。XOR は広い範囲の基質の水酸化を触媒し、ROS の生成を行う。
XOR は ROS 産生を介し虚血再灌流障害に関与しており、XOR 由来の ROS が炎
症反応および胃腸管の抗菌防御において重要な役割を果たすことが示唆されてい
る。さらに、Moura らのグループは XOR が亜硝酸塩を還元し、強力な血管拡張
物質である一酸化窒素（NO）を生成することを報告している［20］。低酸素条
件下で XO は亜硝酸塩を還元し、NO を生成することが確認されている。さらに
亜硝酸存在下では牛乳中 XOR の殺菌作用は増強されるという報告もある［21］。
XOR により生産される NO は、例えば、虚血に対して保護的な役割を果たして
いる可能性が示唆されている［20］。しかし、XO によって報告された NO 産生
は嫌気性条件下であっても非常に低い。OH、モリブデン（IV）の水分子と交換
性のある水酸基が NO を生成する NO2 によって置換され得ることは化学的にあ
りうる状態である。これらの非常に遅い反応が生理学的意義を持っているかどう
かはまだ明らかではない。

4.　XOR と医療の関連性

XOR は尿酸を産生する唯一の酵素であり、XOR のいくつかの阻害剤は安定し
た反応中間体または中間体類似構造を形成することにより酵素を阻害する。アロ
プリノールは 50 年近くにわたり抗痛風薬として使用されている化合物であり、
生体基質であるヒポキサンチンの異性体である。アロプリノールでは 8 位の炭素
原子が窒素に、隣接する 7 位窒素が炭素に置換されている。当初はキサンチンの
モリブデン中心への結合に競合する阻害剤として機能すると考えられたが、実際
にはより複雑な方法で阻害する。還元された酵素と阻害剤の強固に結合した複合
体（図 5 左）が形成されることで阻害作用を及ぼすことが明らかになっている。
アロプリノール自体は、実際には XO の基質であり、オキシプリノールに変換さ
れ、モリブデン中心と複合体を形成する。ウシ、バクテリア XO においてオキシ
プリノール結合構造の結晶構造が決定されており、モリブデン（IV）に配位す
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る水分子がオキシプリノールの 2 位窒素原子で置換されている。オキシプリノー
ルは、最終的に空気中の酵素の再酸化の際に解離するものの（37℃における半減
期は 2 ～ 3 時間）［22］、このタイトな複合体の形成がアロプリノールの強力な阻
害効果の理由である。

長期間にわたりアロプリノールは高尿酸血症の治療に使用される唯一の XOR
阻害剤であったが、現在ではフェブキソスタット、トピロキソスタットも国内外
において承認されている。両化合物ともにアロプリノールよりも強力な血中尿酸
濃度の低下作用を認めている。両化合物はアロプリノールよりも大きい分子であ
り、XOR との結合機構はかなり異なる。ウシ酵素とフェブキソスタット複合体
においては水素結合、イオン結合、疎水相互作用などの複数の相互作用を介して、
構造ベースの阻害剤として作用し、XOR の基質結合ポケットのほとんどを隙間
なく満たしている（図 5 右）。バクテリア XOR の基質結合ポケットは哺乳類の
ものと非常によく似た構造をしており、ドッキング・シミュレーションにおいて
もフェブキソスタットは安定してポケット内に存在できる。しかし実際の阻害活
性ではバクテリア酵素に対しては哺乳類酵素の 10 万分の 1 の強さしか示さない

［23］。これは異なる種族間では酵素の構造は似ていても動的性質が異なることに
起因する。動的構造に関する記述は、第Ⅱ部で説明される。

図 5：	（左）	 ウシ XOR とオキシプリノールの複合体結晶構造；電子密度図を網目
で示す。オキシプリノールとモリブデン原子間には電子密度のつなが
りが観察され、共有結合の存在を示す。

	 （右）	 ウシ XOR とフェブキソスタットの複合体結晶構造。
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5.　阻害剤の痛風以外への適応と XOR 欠損症

前述したように XOR 阻害剤は低酸素ストレスなどに際して組織保護の効果を
有するとされる多くの報告があるが、最近になり筋萎縮性側索硬化症（ALS）モ
デルマウスに対する病態進行遅延効果が報告されている［24］。機序の解明のた
めには XOR 欠損症患者の解析が役立つと考えられる。XOR 単独欠損症では基
質であるキサンチンが尿酸へと代謝されず尿中に排泄されるキサンチン尿症を呈
するほかはほぼ無症状で経過する［25］。プリン排泄系においてキサンチンの前
駆体であるヒポキサンチンからキサンチンへの変換もまた XOR により触媒され
るが、ヒポキサンチンはサルベージ回路によりイノシン酸に変化し、ATP など
へと再利用されるので、ヒポキサンチンは蓄積しない。欠損症患者は血清尿酸値
が低いため（1mg/dL 以下）、血液検査において発見されることが多い。腎性低
尿酸血症は尿酸トランスポーターの異常による尿細管からの尿酸再吸収障害によ
り発症するが、こちらも無症状に経過する。尿酸は組織中で有力なラジカルスカ
ベンジャー（反応性の高いラジカルと反応し、安定なラジカルを生成する物質）
として働くとされ［26］、濃度が低下した場合に障害が出る可能性があるが、実
際にはそれを示唆する報告はない。尿酸以外にもビタミン C など同様の作用を
行う物質があり、それらで補完されると考えられる。今後は XOR 欠損症の解析
も含む低尿酸状態の解析が必要となるだろう。

第Ⅱ部	 XORと阻害剤の作用に関する研究　－タンパク質の動的構造の
視点から－

第Ⅰ部においては、XOR に関して、幅広い視点から俯瞰的且つ概論的に記述
されてきた。第Ⅱ部においては、1 つの研究テーマに絞って、研究を進めるに当
たっての考え方を中心にした内容となる。研究のテーマは、XOR の静的な 3 次
元構造から単純には明らかにすることができないような、阻害剤による阻害作用
の違いを解明することである。その際の 1 つの方法論として、タンパク質の動的
構造に着目する視点に基づいてまとめられている。
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1.　キサンチン酸化還元酵素の 3次元構造と痛風薬

（1）キサンチン酸化還元酵素（XOR）の 3 次元構造と PDB
タンパク質の 3 次元構造は、その機能と密接に関係していると初歩的な生物学

の教科書にも記述され、1980 年代からタンパク質の結晶化技術の発展に伴って、
主にＸ線結晶解析によって指数関数的に 3 次元構造が解明されてきた。XOR の
3 次元構造に関しては、図 6-1、図 6-2 にも示した通り、2000 年以降明らかにさ
れてきた。

興味深いことに、バクテリアと哺乳類といった進化的に非常に離れている
XOR でも、3 次元構造が似ていることがわかった。特に、基質が反応する反応
中心付近では、バクテリアと哺乳類の 3 次元構造はほぼ同じと言って良い。これ
と呼応するかのように、ヒポキサンチンやキサンチンといった基質の反応に関し
ては、両者は同じ反応を示す。

図 6-1：PDB に登録されている XDH（熱いは XOR）の一覧（その 1）。

図 6-2：PDB に登録されている XDH（熱いは XOR）の一覧（その 2）。
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（2）XOR の阻害剤
基質の反応は、図 7-1 に示すように、ヒポキサンチン（6-hydroxypurine）を

キサンチン（2,6-dihydroxypurine）に、キサンチンを尿酸に変える 2 段階の反応
を起こす。始めの反応（ヒポキサンチンからキサンチンへの水酸化反応）が起こっ
た後、引き続き 2 番目の反応（キサンチンから尿酸への水酸化反応）が生じるの
か、それとも始めの反応の後生成されたキサンチンは一端 XOR の反応ポケット
から出て行き、全く別の反応として、キサンチンが XOR 内に入って尿酸となる
のかの機構は、未だわかっていない。前者であれば、XOR 内での巧みな機構（XOR 
とキサンチンとの間の協同的な動き）が働いていることになる。

基質と競合して、基質の代わりに反応ポケットに入って、ある程度の時間反応
ポケットに留まるような分子があれば、基質は反応中心と反応することができな
くなるので、そのような分子は XOR の阻害剤ということになる。XOR の阻害
剤は、キサンチンが尿酸になるのを防ぐので、痛風治療薬の候補となる。ここで
は、XOR の阻害剤として、アロプリノールとフェブキソスタットを紹介する。

図 7-1：	XOR の基質及びその生成物である尿酸の構造式。XOR の反応中心で、2
段階に水酸化反応が行われる。

図 7-2：	阻害剤アロプリノール、アロプリノールが XOR 反応中心で水酸化され
て生成されるオキシプリノール、及び構造阻害剤であるフェブキソスタッ
トの構造式。
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図 7-2 は、アロプリノール、オキシプリノール及びフェブキソスタットの構造
式が描かれてある。アロプリノールは、1956 年に Gertrude B. Elion によって開
発された痛風治療薬であり、1988 年に彼女はノーベル医学生理学賞を受賞して
いる。構造式からわかる通り、アロプリノールはヒポキサンチンの構造異性体で
あり、XOR の反応中心でヒポキサンチンと同じ部分が反応をする。しかし、生
成される分子はキサンチンではないために（オキシプリノール）、尿酸の生成が
抑制されるのである。アロプリノールは、痛風治療薬として現在でも使用されて
いる程、息の長い薬である。

タンパク質の 3 次元構造が明らかにされてくると、タンパク質の構造を基にし
て、コンピュータシミュレーションによって薬が開発されるようになった。イン
フルエンザの薬として知られているタミフルは、タンパク質の構造を基にして
作られた薬として有名である。このような創薬手法は SBDD（Structure Based 
Drug Design）と呼ばれる。このような手法によって、本来の基質とは全く異なっ
た 3 次元構造を持つ阻害剤が、現在次々と作られている。

痛風薬（XOR の阻害剤）の場合、XOR の 3 次元構造を基にしてコンピュー
タでシミュレーションをして作られたものではないが（その意味では正確には
SBDD とは呼べないが）、XOR の反応ポケットに、その周囲との分子間力で結合
する阻害剤フェブキソスタット（図 7-2）が国内製薬会社（帝人ファーマ）によ
り開発され［46］、2011 年に痛風治療薬として認可されて現在アロプリノールに
とってかわりつつある。アロプリノールは、XORの反応中心で水酸化された後に、
尿酸と同様に XOR から離れていくが、フェブキソスタットは、一度 XOR の反
応ポケットに入れば、XOR 自体が代謝されるまで離れにくいので、薬を頻繁に
飲む必要がなくなるという利点がある。

2.　静的な 3次元構造の限界と研究の動機

（1）種によるフェブキソスタットの阻害作用の違い
タンパク質の 3 次元構造が機能にとって重要なことは、SBDD による創薬が成

功していることからも明らかなことであるが、3 次元構造だけでは機能を説明出
来ない現象もある。創薬においても、鍵と鍵穴説の拡張として、1958 年に D. E. 
Koshland によって誘導適合（induced fit）と呼ばれる考え方が提唱され、酵素
とリガンドとの相互作用によって結合する部分の構造が変化しながら結合する場
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合が説明されている［47］。
XOR の阻害剤であるフェブキソスタットの場合、哺乳類の XOR を阻害するが、

バクテリアの XOR を阻害しないことが、著者の一人である Okamoto の実験に
よって明らかになった［23］。また、XOR の反応ポケット内に、フェブキソスタッ
トが結合している結晶構造も解析されて、その 3 次元構造がわかったが [29]、そ
れを見ると、特に誘導適合をしている様子もない。従って、XOR とフェブキソ
スタットとの結合に関しては、静的な 3 次元構造では単純に説明することが困難
で、単なる誘導適合とも異なる説明が要求されることになった。

そこで、哺乳類の XOR とバクテリアの XOR に対する、フェブキソスタット
の阻害作用の違いを、動的構造の観点から明らかにすることを考えた。なお、
Kikuchi らは、既に分子動力学の計算結果から、実験事実を説明することに成功
している［23］。本論文では、今後の研究の一助になることを意識し、これまで
論文化していない規準振動解析の結果、及び分子動力学の結果を述べる。

（2）動的構造の重要性
タンパク質の 3 次元構造が指数関数的に解明され、その 3 次元構造によって、

非常に多くの生体反応の機構が理解されてきたが、静的な 3 次元構造だけでは、
その機構を説明することができない現象も多々あるのではないかと憶測される。
少なくとも、XOR とフェブキソスタットの結合における機能発現に関しては、
正にその一例であった。

タンパク質の静的な 3 次元構造だけで、タンパク質の機能発現が説明できない
場合、次に考えるべきことは、タンパク質を構成している各原子の動きであると
考えるのは極めて自然な考え方の流れである。

3.　動的構造を表す際の 2つの方法論について

ここでは、本論文で XOR の動的構造を示す計算を行った 2 つの手法について、
それらの基本的な考え方を概観する。

（1）規準振動解析を用いることに関する考え方
2 つのタンパク質の組成が異なっているのにもかかわらず、その 3 次元構造が

似ているということに関して、ここでまず考えたい。真空中の分子 1 個に着目す
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るとき、その分子の安定的な構造は、その分子のポテンシャルエネルギー極小値
である状態である。即ち、今比較している 2 つのタンパク質を構成している各原
子の位置において、タンパク質のポテンシャルエネルギーは極小値である。次に、
比較している 2 つのタンパク質において、2 つのタンパク質の、対応している 2
つの原子に着目し、それらの原子を同じ方向に同じ距離だけ少し移動させた際の
2 つのタンパク質のポテンシャルエネルギーの変化を考えてみる。対応している
原子 2 個を、それぞれ同じ方向に同じ長さだけ動かすと、2 つのタンパク質の組
成は異なるので、ポテンシャルエネルギーの値の変化は、2 つのタンパク質で違
うはずである。

対応する原子の移動方向を変えても同様の議論が成り立つ。更には、全ての対
応する原子に対して同様の議論が成り立つ。即ち、各原子の x, y, z の 3 つの座標
を変数として、ポテンシャルエネルギーの変化を表すと、変数の変化に対して 2
つの分子のポテンシャルエネルギーの変化量が異なる事になる。2 つのタンパク
質の 3 次元構造が似ていても、相互作用の違いがここに現れることになる。

2 つの 3 次元構造が似ているタンパク質において、相互作用の違いを利用し
て、それを動的構造の違いとして表現しようとするのが、後述する規準振動解
析（normal vibrational mode analysis）である。規準振動解析では、まず分子の
規準振動を計算するが（規準振動の基本的な計算方法は、［48, 49, 50］を参照し
て欲しい。また、「基準振動」という言葉もよく用いられるが、ここでは英語の

「normal」に「規準」という訳語にあて、規準振動という言葉を使う）、それは
タンパク質を構成している各原子が、安定構造を中心として調和振動していると
仮定している。その仮定の下に、各原子の振動ポテンシャルに着目すると、各原
子間の相互作用が異なれば、振動のバネ定数が異なることになる。従って、3 次
元構造が似ている 2 つのタンパク質において、振動の仕方が異なるのである。

初期条件（この場合、初期座標）は、実験から得られたタンパク質の 3 次元構
造を基にするが、実験から得られた 3 次元構造が、理論的なポテンシャルエネル
ギー極小値であるとは限らない。そこで、規準振動解析を行うために、タンパク
質の構造を、まず理論的なポテンシャルエネルギー極小値にしておかなければな
らない。そこで、実験値から出発して、実験値に近いポテンシャルエネルギー極
小値の 3 次元構造をまず求め、その構造の下に規準座標や規準振動数を計算する。
理論的なポテンシャルエネルギー極小値にする過程を、最適化と呼ぶ。
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（2）分子動力学を用いる考え方
タンパク質を構成する各原子を質点として考え、古典力学の基本方程式である

ニュートンの運動方程式に基づいて、タンパク質を構成する各原子の位置と速度
を時間の関数として求め、その結果を解析していくのが分子動力学の手法である。

規準振動解析の利用では、1 つのエネルギー極小値を基準として、その周囲で
のポテンシャルエネルギーの様子を振動として表現するものであった。その結
果として、2 つの静的な 3 次元構造が同じであっても、その組成の違いによる相
互作用の違いを反映して、2 つのタンパク質の違いを表現しようとする考え方で
あった。しかし、タンパク質が巨大な分子であることから、タンパク質にはポテ
ンシャルエネルギーの極小値が非常に多く存在する。ある構造の近傍で、ポテン
シャル障壁がそれほど高くなく、次のポテンシャルエネルギー極小値へ容易に移
動可能な状況が連続するような場合、元の極小値を中心にして振動するのではな
く、ポテンシャル障壁を乗り越える動きをしながら、タンパク質を構成している
一部分が大域的に揺らいでいる場合がある。むしろ、このような揺らぎこそ、タ
ンパク質の特徴としては興味深い。タンパク質の構造が結晶のように整った形状
で無いことが、複雑な揺らぎを生んでいて、そのような現象と機能を結びつけて
議論することは有意義と思われる。

このように、大域的に揺らいでいる場合を考察するためには、規準振動解析よ
りも分子動力学を行った方がよい。規準振動解析に比べて計算時間がかかり、計
算結果のデータ量は膨大になるが、分子動力学の手法は運動を解析する方法とし
て、物理学の原理に忠実でダイレクトな手法と言える。

分子動力学を行うには、これは規準振動でも同じであるが、初期構造がわから
なくてはならない。ニュートンの運動方程式を解くには、初期条件が必ず必要で
ある。この初期条件は、実験から得られたタンパク質の 3 次元構造を基にするこ
とになる。但し、このときに、初速度の情報がない。そこで、一般的に初速度の
初期条件は、その大きさを温度から決め、方向に関しては乱数で与える（専門的
にはマクスウェル分布で与える）。初期条件が異なれば、時間発展する位置と速
度の値も変化する。従って、分子動力学を用いてタンパク質の運動を記述する場
合には、できるだけ多くの計算を行い、統計的に運動を議論する必要がある。但
し、現在の計算処理の能力から、現実的には統計的に満足できるような量の計算
数を行うことは困難が伴うので、この点を克服する方法論を見出すのも、分子動
力学の研究課題の 1 つとなる。
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なお、初期の速度条件によって、構造が実際と大きく異なってしまうことを防
ぐために、計算のノウハウとして、例えば、初めは各原子の速度ベクトルの大き
さを小さくして計算し（温度を小さな値とする）、徐々に温度を上げながら常温
にして、そこから実際の計算を始めるなどの方法が採られる。

4.　XORモリブドプテリン・ドメインの規準振動解析

（1）方法
計算は、XOR のモリブトプテリン・ドメイン 1 個に関して行われた。反応中

心が存在し、基質や阻害剤が結合する反応ポケットがこのドメインにあるという
ことと、現実的に研究を遂行するための計算機の計算処理能力を考慮して設定さ
れた系である。

計算は、FEDER/2 というプログラムを利用した［51, 52］。このプログラム
は、1980 年代前半に Harold Sheraga のグループによって開発された ECEPP［53, 
54］というポテンシャル関数を利用した規準振動解析のプログラムである。この
プログラムの特徴は、タンパク質の内部座標の内、共有結合の結合長と結合角は
固定され、独立変数として 2 面角だけが採用されていることである。タンパク質
の構造に関連した振動は、低振動数モードである 2 面角の振動であることが多い
ので、タンパク質の特徴を描き出すのにはふさわしいプログラムと思われる。

FEDER/2 では、Ｘ線結晶解析などの実験データの構造を出発点として、最適
化が行われる。これは、プログラム内で使われているポテンシャルエネルギー関
数で実験データの構造を計算するとき、常にエネルギーの極小値であるとは限ら
ないからである。

最適化で求められた 3 次元構造を基にして規準振動を計算し、本研究では
XOR のモリブドプテリン・ドメインを構成している各原子間の運動の相関を計
算した。具体的には、相関係数Γijと呼ばれる次の量を計算した。

ここに、∆ri 及び ∆rj は、それぞれ i 番目及び j 番目の原子のポテンシャルエネ
ルギー極小値の構造からの変位ベクトルを表している。原子の番号は、モリブド
プテリン・ドメインを構成する全ての原子に付けた通し番号である。また、〈 〉

Γij＝
	 〈∆ri・∆rj〉	

（1）
	 〈（∆ri）2〉½〈（∆rj）2〉½
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は全ての規準振動モードと時間の平均を取ることを意味し、〈（∆ri）2〉½は、i 番目
の原子の変位ベクトルの 2 乗平均平方根（root mean square）である。この相関
係数の値は、大雑把に言うとベクトルの内積の計算であり、同じ位相で振動して
いれば正の値に、反位相で振動していれば負の値に、ゼロに近ければ、位相の相
関がないことを示す値と考えて良い。なお、計算結果は、モリブドプテリン・ド
メインを構成している各アミノ酸残基のα炭素間だけを示すことにする。α炭素
の振動が各アミノ酸の運動を代表していると考えることはよく行われる。

（2）モリブドプテリン・ドメインの構造
図8は、（a）ウシのXOR（哺乳類を代表していると考えて良い）と（b）Rhodobctor 

capsulatus の XOR（バクテリアを代表していると考えて良い）である。また、
図 9 は、その中でモリブドプテリン・ドメインだけを取り出したものである。
Spacefill 表示している部分は、補酵素であり、本研究で規準振動解析をする際は
除いた。なお、分子動力学の計算においては、タンパク質分子の周囲に水を配置
させ、補酵素としてモリブドプテリンだけを考慮に入れている。

本論文では、ウシ（哺乳類を代表していると考えて良い）XOR、及び Rhodobctor 
capsulatus（バクテリアを代表していると考えて良い）XOR のモリブドプテリン・
ドメインに関する規準振動計算の結果を記述する。本研究において XOR 全体で
規準振動計算を行わなかった理由は、計算量が膨大になってしまい、計算機によ
る処理に時間がかかってしまうことによる。

図 8：	XOR を New cartoons 表示したもの。
	 （a）ウシの XOR で、PDB コード 1FO4 のデータから作成。
	 （b）Rhodobactor capsulatus の XOR で、PDB コード 1JRO のデータから作成。
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（3）反応ポケットの入り口の位置
反応ポケットは、図 8 或いは、図 9 の下側にある。問題としているのは、XOR

の動的構造を明らかにし、XOR に対する阻害剤の阻害作用の違いを解明すること
なので、まず着目すべきは反応ポケットを中心とした部分である。そこで、規準
振動解析自体はモリブドプテリン・ドメイン全体に対して行ったが、その計算結
果から着目している部分をクローズアップする。図 10 はウシであり、図 11 はバ
クテリア（Rhodobactor caplatus）である。反応ポケット周辺は、10 個のポリペ 
プチドから構成されていて、それら 10 個のポリペプチドに対して、Segment 1, 
Segment 2, ・・・, Segment 10 というように名前を付け、本論文ではそれらを 
S1, S2, ・・・, S10 と記述することにする。

図 10 及び図 11 から、反応中心の入り口方向から見ても、2 つの 3 次元構造が似
ている様子がわかる。なお、ウシの方にだけ、反応中心の入り口の位置がわかるよ
うに、ダークブルーの円のマークを入れておいた。基質はこの入り口から出入りし、
阻害剤は、その構造により、出入りするものや、この入り口を塞ぐものがある。

図 9：	モリブドプテリン・ドメインを New cartoons 表示したもの。
	 左は、ウシの XOR で、PDB コード 1FO4 のデータから作成。
	 右は、Rhodobactor capsulatusのXORで、PDBコード1JROのデータから作成。

図 10：	ウシ XOR 結晶構造（1FO4）か
ら作成した反応中心ポケット周
辺の構造。ダークブルーの円は、
反応中心ポケットの入り口部分
を示している。

図 11：	Rhodobactor capsulatus の XOR
結晶構造（1JRO）から作成した
反応中心ポケット周辺の構造。
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（4）結果
（4-1）低い振動モード

エネルギー等分配の法則から、低い規準振動モードの振幅は大きくなる。タン
パク質を構成している原子の動きの大きさが、機能に対して重要な影響を与える
ということであれば、低い振動モードに着目する必要がある。そこで、規準振動
の計算結果から低い規準振動モードにおける振動数とその規準振動における各原
子動きを考える。

図 12 は、ウシ XOR のモリブドプテリン・ドメインの規準振動の様子を示し
たものであり、低い方ら 4 番目の振動モードで、その振動数は 2.355cm－1 である。
各原子から描かれた黄色の矢印の大きさは、その原子の振幅を表し、矢印の向き
は、ある時刻の振動方向を表している。従って、各原子はポテンシャルエネルギー
極小値の位置を基準点として、矢印の黄色い線の方向に黄色い線の長さに比例し
た振幅で単振動をしていると考えて欲しい。ここで、注意しておかなければなら
ないが、振幅は、見やすくするために、あくまで実際の振幅の長さに比例させて
いる（実際の変位はもっと小さい）という点である。但し、図に載せてある黄色
い線の長さに関して、実際の振幅からの比例定数を、全てのモードで同じにして
いるので、全ての図における相対的な振幅の大きさが比較できるようにしてある。

また、図 13 は、ドメイン全体の振動の様子が一目で印象づけられるように、
図 12 において描かれている Wireframe 表示の部分を取った図である。この下か
ら 4 番目の振動モードの特徴は、図の左右方向で全体的に反位相の開閉するよう
な振動をしていることである。もう少し詳しく説明をするために、ウシ XOR 及
びバクテリア XOR の反応ポケットの部分だけをトリミングして、下から 8 つの
モードを、それぞれ図 14 及び図 15 に示す。

図 14-1 及び図 14-2 から、ウシ XOR の場合は、低い方から 3 番目のモードや 4
番目のモードで反位相の振動がある一方、図 15-1 及び図 15-2 から、バクテリア
XOR の場合には、反位相のモードがないことが特徴の 1 つと考えられる。同位
相の振動モードでは、全体的に同じ方向に動くので、反応ポケットの入り口の広
さは常に一定である。一方、反位相の振動モードでは、反応ポケットの入り口付
近の広さが、基準となる構造よりも、広くなったり狭くなったりする。

このことからは、1 つの仮説として、「フェブキソスタットのような少し大き
い分子は、ウシ XOR の反応ポケットの入り口付近が広くなったときに、ポケッ
トに入り易い」ということが挙げられる。
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図 12：	ウシ XOR モリブドプテリン・ドメインの規準振動の様子。低い方から 4
番目の振動モードで、その振動数は、2.355（1/cm）。着目する反応中心
ポケット入り口付近は、Cartoon 表示、それ以外は、Wireframe 表示。黄
色の矢印は、大きさが振動の振幅で、向きがある時刻の運動方向を示す。
ポテンシャルエネルギー極小の位置から、この振動数で単振動している
と考える。

図 13：	図 12 において、反応中心ポケット周辺以外の Wireframe 表示を取った
もの。

実験事実として、フェブキソスタットは、ウシ XOR に対して阻害作用があり、
バクテリア XOR には阻害がかからないので、フェブキソスタットがバクテリア
XOR の反応ポケットに入りにくいことが原因である可能性がある。バクテリア
XOR の反応ポケットにも、ウシ XOR 同様、フェブキソスタットが結合できる
空間は存在するが、そもそも反応ポケットに入ることが難しいのではないか、と
いう仮説が、この計算結果から考えられる。
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図 14-1：	ウシ XOR モリプドプテリンドメインの規準振動の様子。反応ポケット
の部分だけをクローズアップしたもの。低い振動モードの 1 番目から 4
番目のモードを示したもの。

図 14-2：	ウシ XOR モリプドプテリンドメインの規準振動の様子。反応ポケット
の部分だけをクローズアップしたもの。低い振動モードの 5 番目から 8
番目のモードを示したもの。
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図 15-1：	バクテリア（Rhodobactor cpsulatus）XOR モリプドプテリンドメイン
の規準振動の様子。反応ポケットの部分だけをクローズアップしたもの。
低い振動モードの 1 番目から 4 番目のモードを示したもの。

図 15-2：	バクテリア（Rhodobactor cpsulatus）XOR モリプドプテリンドメイン
の規準振動の様子。反応ポケットの部分だけをクローズアップしたもの。
低い振動モードの 5 番目から 8 番目のモードを示したもの。
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（4-2）相関係数
図 16-1 は、ウシ XOR に関する相関係数の計算結果をまとめたものであり、図

16-2 は、バクテリア（Rhodobactor cpsulatus）XOR に関する相関係数の計算結
果をまとめたものである。

図 16-1：	ウシ XOR モリブドプテリン・ドメインの規準振動計算から得られた、
反応ポケットを作っている S1 から S10 の間の相関係数を三角マップで
示したもの。

図 16-2：	バクテリア XOR モリブドプテリン・ドメインの規準振動計算から得ら
れた、反応ポケットを作っている S1 から S10 の間の相関係数を三角マッ
プで示したもの。
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2 つの結果を比較すると、ウシの場合と、バクテリアとの場合で、どちらもセ
グメント間の運動の相関傾向は似ていて、既に述べたことを補足するようである
が、反応ポケット部分の負の相関が、バクテリアではウシよりも弱い。また、運
動の相関傾向は似ていると書いたが、S1 だけ傾向がやや異なっている。図 10 及
び図 11 を見るとわかるように、S1 は反応ポケットの入り口に位置している。こ
の結果から、ウシ XOR とバクテリア XOR において、フェブキソスタットによ
る阻害作用の違いは、この S1 の部分の動きの違いに因る可能性がある。

（4-3）4 節のまとめ
ウシ XOR とバクテリア XOR の 3 次元構造は酷似しているが、規準振動解析

から、i）反応ポケット入り口の低振動モードにおいて、ウシ XOR の場合だけ、
反位相の動きが見られたこと、ii）反応ポケット入り口の一角を占めるセグメン
ト 1（S1）の部分が、反応ポケット付近を構成している他のセグメントとの間の
動き方の違いが表されたこと、が挙げられる。

規準振動解析からは、これ以上機能上の違いの原因に言及するような強力な定
量的証拠を得ることは難しいが、少なくとも、静的には明らかにならなかった相
互作用の違いが、浮き彫りになったという点では意味があろうかと思われる。

5.　XORモリブドプテリン・ドメインの分子動力学計算

（1）分子動力学計算（MD 計算）の前の準備計算
ウシ XOR のモリブドプテリン・ドメインは、PDB のコード名 1FO4 から、残

基番号 600 番から 1310 が選ばれた。また、バクテリアのモヂブドプテリンドメ
インは、PDB のコード名 1JRO から、残基番号 30 番から 377 番、及び 402 番か
ら 777 番が選ばれた。途中の 378 番から 401 番までは、disorder 領域のため割愛
した。1JRO の 777 番は、タンパク質自体のＣ末端なので、そのまま水素を付加
したが、その他の端は、Ｎ末端側にはアセチル基で、Ｃ末端側にはメチル基で
キャップ処理を行った。ちなみに、規準振動計算の際には、1JRO の disorder 領
域も計算に含めている。

XOR から 8Å以上離れた結晶水は取り除き、立方体の周期境界条件の下でバ
ルクの水分子が加えられ、MD 計算が行われた。図 17 の右上にある図は、その
状況のイメージ図である。XOR モリブドプテリン・ドメインの原子数は、約 1
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万 1 千個であり、水分子の数は、約 8 万個である。
また、モリブドプテリン分子のパラメータは、フェブキソスタットを結合した

MD 計算を行った際［23］に、作成したものが使用された。

（2）MD 計算の具体的実行方法
MD 計算は、カリフォルニア州立大学のサンフランシスコ校を中心にして作ら

れているソフトウェア Amber12［55］が使用された。図 17 は、そのときのプロ
トコルをまとめたものである。使用された力場は、ff03.r1 であり、電気的な偏り
を消すために、プラスに帯電しているナトリウムイオンが配置された。

分子動力学計算において、時間の刻み幅は 2 フェムト秒で、シェイク法が用い
られ、図 17 に示してあるような平衡化が行われた。その後、100 ナノ秒のプロ
ダクションランが実行された。

図 17：	ソフトウェア Amber12 を利用して分子動力学計算を行う際、計算方法な
どを簡単にまとめたもの。

（3）結果
MD 計算が実行され、時系列で各原子の位置と速度が得られた。それらのデー

タを利用して、本論文では、フェブキソスタットのような阻害剤が、ウシ XOR
とバクテリア XOR に対して異なる阻害作用を示す原因を計算結果から考えてい
く。ここでは、その原因が、規準振動解析の所で定義した XOR の反応ポケット
付近の Segment 1（S1）の部分にあるのではないかと着目して議論をしてみたい。

ウシ XOR とバクテリア XOR の規準振動解析の比較において、S1 部分だけが、
反応ポケットを構成している幾つかのセグメントとの間の相関係数が異なってい
た。そのことは、比較している 2 つの XOR の反応ポケットにおいて、S1 部分の
受ける相互作用が異なっていることを意味している。
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図 18 は、ウシ XOR のモリブドプテリン・ドメインに関して、反応ポケット
の部分がわかりやすいような角度から示したものである。図中の左上に黄色で示
した部分が S1 領域である。両方向の矢印が描かれているが、丁度その部分が反
応ポケットである。図中、中央やや下付近に、cpk 表示された分子があるが、そ
れがモリブドプテリン分子であり、その分子の中でオレンジ色に塗られた原子が
反応中心のモリブデン原子である。図 18 は、ウシ XOR を描いたものであるが、
バクテリア XOR の構造もウシ XOR と酷似しているので、同じ図が描ける。但し、
アミノ酸番号が異なり Phe649 の位置に相当している、バクテリア XOR のアミ
ノ酸は Ala79 である。

図 18：	ウシ XOR のモリブドプテリン・ドメインをある角度からクローズアップ
したもの。上部黄色で描かれている部分は Segment 1 であり、そのター
ン部に Phe649 がある。図中では、Phe649 のα炭素を cpk 表示してある。
中央やや下付近に cpk 表示しているのがモリブドプテリンである。分子
の一番上付近にあるオレンジ色した原子がモリブデン原子である。

本研究では、S1 部分の動き（動的構造）に焦点があてられている。そこで、
反応中心のモリブデン原子と、S1 領域のターン部にあるα炭素（ウシ XOR な
らば、Phe649、バクテリア XOR ならば、Ala79）との間の距離を時系列で示す。
図 18 からわかるとおり、この距離が長くなることは、S1 部分がタンパク質の外
側に開くような動きをすることを意味している。この部分が外側に開けば、反応
ポケットの入り口が広がるので、基質や阻害剤などが反応ポケットに入り易くな
る。従って、ウシ XOR とバクテリア XOR において、この S1 の動きの違いが阻
害剤の阻害作用と関係している可能性がある。

計算結果（図 19-1、図 19-2）から分かる通り、ウシ XOR の場合も、バクテリ
ア XOR の場合も、初期状態における距離は約 15Åであるが、両者ともその距
離が長くなる傾向が見られた。但し、2 回の計算だけからの言及となるが、ウシ
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XOR の場合の方が、バクテリア XOR の場合よりも揺らぎの幅が小さいことが
わかる。ウシ XOR の 1 回目の計算においては、17 ～ 18Åを維持していて、2 回
目の計算においては、20 ナノ秒付近から次第に長くなり、30 ナノ秒付近で 20Å
を越えて、その後は 20Åから 25Åの間で揺らいでいる。一方、バクテリア XOR
の 1 回目の計算においては、20 ナノ秒にならない内に 20Å付近に達し、80 ナノ
秒付近で、25Åと長くなり、以後 22Åから 26Åの間で揺らいでいる。2 回目の
計算においては、20 ナノ秒付近で 20Åを越え、以後 20Åから 25Åの間で揺らい
でいる。

今回の結果からは、S1 領域が、タンパク質の外側に開く現象が見られる傾向

図 19-1：	ウシ XOR（PDB コード名 1FO4）の Phe649 のα炭素とモリブドプテ
リンのモリブデン原子との間の距離。横軸は、分子動力学における時間
軸である。

図 19-2：	バクテリア XOR（PDB コード名 1JRO）の Ala79 のα炭素とモリブド
プテリンのモリブデン原子との間の距離。横軸は、分子動力学における
時間軸である。
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にあることがわかったが、ウシ XOR とバクテリア XOR の違いまでは今回の研
究では明らかにされなかった。今後、初期条件を変えてより多くの計算を行う
ことや、100 ナノ秒を越えた時間領域の計算も行って、ウシ XOR とバクテリア
XOR における、S1 領域の動きの違いをより詳しく解析する必要がある。

6.　まとめと今後の研究の見通し

静的な 3 次元構造が酷似しているウシとバクテリアの XOR であるが、例えば
阻害剤のフェブキソスタットに対する阻害作用が異なっていることが実験から明
らかにされた。静的な 3 次元構造からだけでは、単純に理解できない現象である
が、タンパク質分子を作っている構成原子間の相互作用の違いに関して、規準振
動解析や分子動力学を行うことによって、表現することが可能である。

本研究の場合、規準振動解析から、反応ポケットの入り口付近にある S1 領域は、
幾つかの他のセグメントから受けている相互作用が、ウシの場合とバクテリアの
場合とで異なっていることが明らかにされ、機能上の違いを、この部分に帰着で
きるのではないかという仮説が成立した。分子動力学の計算結果から、反応中心
のモリブデン原子と S1 領域のターン先端部分との間の距離が長くなることがわ
かり、ウシ XOR の場合とバクテリア XOR とでは、S1 と反応ポケット周辺のそ
の他の領域との相互作用が異なっていることから、S1 部分の動き方に違いが生
じることが予想される。更に、この動き方の違いが、フェブキソスタットのよう
な、ウシ XOR の場合とバクテリア XOR とで阻害作用が異なる現象と結びつい
ている可能性もある。

多くの計算の実行、100 ナノ秒以上の計算の実行に加え、フェブキソスタット
のような阻害作用の差異が生じる阻害剤を XOR に結合させた MD 計算も多数回
実行する必要がある。阻害剤が結合している場合に、S1 部分の動きの違いが明
らかになれば、本研究結果との関連性から新しい発見が期待されるであろう。
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