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１． 本課題の研究の背景、目的、関係するプロジェクトと

の関係 

特定の機能を持ったタンパク質を改変する事で、基礎研

究や医療現場で活用できるタンパク質を作製できる。現在

はタンパク質にランダムもしくは経験測に基づいてアミノ酸

変異を導入する手法が主流なため、効率が悪く成功する見

込みなども予測できない。 

利用者は、タンパク質にアミノ酸変異を導入した場合の

分子特性の予測計算に挑戦してきた。励起エネルギーの

予測は QM/MM 計算では実用レベルの予測精度に至って

いない。一方、基質親和性に関しては MD 計算による Km

値の実用レベルの予測精度を達成し、実際に蛍光タンパク

質や酵素の改変に成功している。しかし、1 変異体の計算

に BW-MPC で 6000 コア時間以上が必要なため、基質との

結合に重要なアミノ酸を目視で判断してから、計算する変

異体を絞り込んでいる。 

本課題ではフラグメント軌道 (FMO)計算により、励起エ

ネルギーおよび酵素活性に重要なアミノ酸を予測できるか

検証する。 

 

２． 具体的な利用内容、計算方法 

利用者の研究室で改変中の蛍光タンパク質 U,I,G およ

び酵素 Y に関して、FMO 計算により励起エネルギー計算

およびフラグメント間相互作用エネルギー（IFIE）を解

析する。FMO 計算は GAMESS および ABINIT-MP で行う。

ABINIT-MP は立教大学理学部望月祐志教授らが開発し

た ABINIT-MP Open Ver. 1 を使用させて頂いた。 

(Electron-correlated fragment-molecular-orbital 

calculations for biomolecular and nano systems”, S. 

Tanaka, Y. Mochizuki, Y. Komeiji, Y. Okiyama, K. 

Fukuzawa, Phys. Chem. Chem. Phys. 16 (2014) 

10310-10344. ）  

PDB データベースより取得したタンパク質の立体構造を

FMO-MP2 計算により構造最適化したのち、 

①CIS 法による励起エネルギー計算 

②IFIE 解析による重要アミノ酸の予測 

を行う。解析結果から重要アミノ酸をアラニンで置換した場

合の励起波長および基質親和性の変化を実験で確認する

ことで、計算結果の検証も行う。 

 

３． 結果 

  ①今回設定した計算条件では蛍光タンパク質 U,I,G の

励起エネルギーを再現できなかった。そのため、アラニン置

換実験は行わなかった。 

②IFIE 解析は ABINIT-MP と GAMESS で同条件で同等

の結果になることを確認した。ABINIT-MP の方が計算速度

が速く、入力ファイルの準備も簡易なため、ABINIT-MP を

使用した。 

酵素 Y に関して、HF、MP2、MP2D、MP3 レベルで IFIE

解析を行った。どのレベルの計算でも基質と IFIE が認めら

れたアミノ酸に違いはなかった。それらアミノ酸をアラニンで

置換したタンパク変異体をそれぞれ作製し、基質親和性

（Km 値）を測定した。側鎖が基質方向のアミノ酸も目視で

選定して、同様にアラニンで置換して Km 値を測定した。 

実験の結果、基質との IFIE が認められたアミノ酸のほと

んどで失活しており、酵素活性に重要なアミノ酸を予測でき

てると思われる。特に側鎖が基質に向いていないアミノ酸

は、目視による選定の際に実験対象から外れるため、それ

らアミノ酸を予測できることは実験する人間にとって重要で

ある。 

 

 



 

 

 

４． まとめ 

  タンパク変異体の分子特性予測に FMO 計算が活用で

きないか検証した。蛍光タンパク質の励起エネルギー計算

は実験値の再現に至らなかった。 

 酵素活性に重要なアミノ酸の予測に関しては IFIE 解析が

活用できることを検証実験で確認した。FMO 計算を活用す

ることで、経験則による選定では見落としていた重要アミノ

酸を見つけることが可能である。 

 

５． 今後の計画・展望 

 本年度は野生型タンパク質の立体構造でのみ FMO 計算

を行った。今後は in silico でアミノ酸変異を導入した場合の

FMO 法による IFIE 解析および自由エネルギー計算を行う。

FMO による構造最適化は約 100 アミノ酸のタンパク質でも

BW-MPC で 10,000 コア時間以上必要だったため、変異体

の立体構造予測には QM/MM による構造最適化、または

MD トラジェクトリの利用などを検証する予定である。 


