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    学位論文題名
    Energetics of Catalytic Reaction of
Acetylcholinesterase（AChE）with Acetylcholine（ACh）：
    Role of the Oxyanion Hole

（アセチルコリンエステラーゼの酵素触媒メカニズムに関する

    量子化学的研究：オキシアこオンホールの役割）

学位論文内容の要旨

緒   言

  アセチルコリン（以下ACh)は、主に神経終末の細胞質とシナプス小胞の両方に含まれ、神経筋接合部

と呼ぼれるシナプスにおいて信号を伝達する神経伝達物質である。AChにより引き起こされたシナプス後

電位は、酵素アセチルコリンエステラーゼ（以下AChE)がAChを不活性化（加水分解）することにより、

短時間で静止電位に戻る。AChの過剰によルパーキンソン症候群を、また不足によルアルツハイマー病を

発症することが知られ、神経系の病気と密接に関連している。したがってAChEによるAChの不活性化

反応の詳細を知る事は、AChの過不足と関連し、新たな薬剤を設計する上で重要な情報になると考えられ

る。

  AChEは高い触媒効率でAChをコリンと酢酸ヘ加水分解する。この加水分解反応は2っの過程（アシル化

と脱アシル化）を経て進行する。ヒトのAChEの場合、His440によルプロトンが引き抜かれたSer200の求

核的水酸基がAChのカルボニル基の炭素を攻撃し、テトラヘドラル（正四面体）中間体ができる。酸触媒

反応により、脱離基がHis440のイミダゾリウムイオンからプロトンを受け取り、Ser200のアシル化が起こ

る。これがアシル化過程である。脱アシル化過程は、アシル化された酵素が水によって加水分解し、元の

形に戻る反応である。大まかな反応はこのように説明されるが、反応メカニズムの詳細な分子論的解釈は

ほとんどなされていない。例えば、反応に要する障壁のエネルギーや活性サイト近傍に存在するオキシア

ニオンホール（以下OAH)の役割については全く分かっていなぃ。本研究では、アセチルコリンエステラ

ーゼの酵素触媒反応のポテンシャルエネルギーダイアグラムを、モデル分子を用いた密度汎関数理論

（DI叩）計算およぴ非経験的分子軌道(ab-initio MO)計算し、反応のメカニズムを理論的に明らかにす

ることを日的とした。

計 算 方 法

  AChEの活性サイトは、3つの残基Ser200、His440、Glu327から構成されるcatalytic triadと呼ぱれ

る錯合体である。本研究では、これら3つの残基をそれぞれC2HsOH、CaN2H4(CH3)、CH3COO‘でモデル

化した。また活性サイトにおいて、基質AChはオキシアニオンホール(OAH)と呼ぱれている残基(Glu118、

Glu119およびAla201)と水素結合によって相互作用していると考えられている。本研究において、OAH

のモデルとしてH2N(CO)CH2NH2分子を仮定し、きらに基質AChはC2H6COOCH3によルモデル化した。

以下AChEで表現するcatalytic triad (Ser200-His440-Glu327)の初期配置は、native enzyme（Z

californica, PDB entry code lEA5)のX線実験データを参考に組み立てた。相対分子間角度を実験値に固
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定し、その後、 他の構造パラメーターをHF/3-21G(d)レペルで構造最適化した。AChEおよびOAHに対

するAChの初期配置は、阻害剤-AChE (m-(N，N，N- trimeth:ylammino) tri- fluo roacetop he no ne-AC hE（ PDB

entry lAMN)）の結晶構造を参考に組み立て、その後構造と相対位置をHF/3-21G(d)レベルで最適化した。

AChE、AChE-ACh、およびAChE-ACh-OAH系の構 成分子の構造を、HF/3-21G(d)で構造最適化し、そ

の後、B3LYP/6-311G(d，p）レベルで系のエネルギーを計算した。

結 果 と 考 察

  1．反応座標に沿ったポテンシャルエネルギ一曲線

  Ser200-His440-Glu327とAChが求核付加反応する際のポテンシャルエネルギー曲線(PEC)をSer200

とAChの距離(R)の関数として計算した。AChが、Ser200に接近するにっれ、エネルギーは大きくな

り、PECは反発型曲線となった。さらに近づくと、R=l．7A付近でエネルギーは最大値をとり、その後エ

ネルギーは安定化し、テトラヘドラル中間体を形成した。次に、AChがOAHに水素結合された系につい

て、同様なポテンシャル曲線を計算した結果、反応障壁は、OAHが無い場合の約1/2となり（10．7kcaVmoD、

OAHが反応の障壁を著しく低下させていることが明らかになった。さらに、テトラヘドラル中間体のエネ

ル ギ ー レ ベ ル も OAHが 存 在 す る こ と で 、 著 し く 安 定 化 （ ー 18.l kcal/moDし た 。

  2．反応のエネルギ―ダイアグラム

  Ser200-His440-Glu327とAChから、テトラヘドラル中間体が形成されるまでの反応経路にっいて、構

造最適化を行い、エネルギーレベルの計算を行った。得られた結果から、ポテンシャルエネルギーダイア

グラムを作成した。錯合体AChE-AChからテトラヘドラル中間体を形成するのに必要な活性化エネルギー

は、20．5 kcal/molであった。ただし、エネルギーの基準点はAChE-AChに取った。また、テトラヘドラ

ル中間体は、錯合体AChE-AChと比較して18.03 kcal/mol不安定であった。

  反応の エネルギーに対するOAHの効 果を解明するため、OAH-ACh-AChEに対するポテンシャルエネ

ルギーダイアグラムを作成した。錯合体OAH-AClrAChEからテトラヘドラル中間体を形成する活性化エ

ネルギーは10.4 kcal/molであった。テトラヘドラル中間体は、錯合体OAH-ACh-AChEと比較して、わ

ずか3．04 kcal/molだけ高工ネルギーにあり、OAHの存在により、反応障壁め低下および中間体のエネル

ギー的安定化が起こることが明らかになった。

3．結諭

  本研究では、アセチルコリンエステラーゼの酵素触媒メカニズムを非経験的分子軌道(ab-initio MO)

および密度汎関数理論(DFT)計算により研究した。この反応は生成物へ進行するため活性化障壁を必要

と した。OAHが無い場合の反応において、活性化障壁は20.5 kcal/molと計算した。OAHが、基質であ

る AChと水素結合した場合、活性化障壁は10．4kcaVmolに減少した。このことはAChへのSer200の求

核付加反応の活性化障壁が、AChと相互作用しているOAHの存在により低くなることを意味している。

本計算で得られた10．4 kcal/molという活性化障壁の値は、最近の実験からの推定値12．0kcaVmolを直接

的にサポートするものである。本研究で明らかにきれた分子論的知見は、今後薬の設計の発展に役立っと

考えられる。
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学位論文審査の要旨

    学位論文題名
    Energetics of Catalytic Reaction of
Acetylcholinesterase (AChE) with Acetylcholine (ACh)：
    Role of the Oxyanion Hole

（アセチルコリンエステラーゼの酵素触媒メカニズムに関する

    量子化学的研究：オキシアニオンホールの役割）

  アセチルコリンとアセチルコリンエステラーゼはコリン作動性神経伝達機構において重要な機能を持っ

ており、薬理学的に極めて重要である。しかしながら、アセチルコリンエステラーゼの酵素反応メカニズ

ムに関しては、いまだ不明な点か多い。申請者は、神経伝達物質アセチルコリンが、その分解酵素アセチ

ルコリンエステラーゼによって加水分解する反応のメカニズムを解明することを目的とした。申請論文で

は、モデル化した酵素ー基質系に対して、非経験的分子軌道(ab-initio MO)および密度汎関数理論(DFT)

計算を行い、ポテンシャルェネルギー曲線およびポテンシャルエネルギーダイアグラムを作成することに

より、この酵素触媒反応のメカニズムを明らかにした。申請論文では、特に反応障壁のエネルギーとオキ

シアニオンホールの役割について注目し、分子論的観点からその効果を明らかにした。この加水分解反応

では、系にオキシアニオンホールが無い場合、活性化障壁は20．5 kcal/molとなった。一方、オキシアニオ

ンホ←ルが系に存在し、基質であるアセチルコリンと水素結合した場合、活性化障壁は10．4 kcal/molに減

少することが明らかになった。このことはSer200がアセチルコリンヘ求核付加反応する際の活性化障壁の

エネルギーが、アセチルコリンと相互作用しているオキシアニオンホールの存在により低くなることを示

している。また、反応の途中で生成するテトラヘドラル中間体のエネルギーも安定化した。すなわち、オ

キシアニオンホールの存在は、反応経路のエネルギーを安定化させ、反応の進行を助けていることを示し

ている。ニのような分子論的知見は、新たな神経作用薬を設計していく上で重要な情報のーっとなること

が期待され、今後の分子医学の分野に貢献していくものと考えられる。

  公開発表では、初めに上田哲男教授から酵素をモデル化した場合の妥当性、申請論文の研究に対する将

来的な展望について質問があった。申請者は、研究に用いたモデル分子は、報告されているアセチルコリ

ンエステラーゼ阻害剤の結晶構造の結合様式を参考に組み立てたこと、またモデル化した置換基は、反応

系にほとんど影響しない事を計算で確かめたことから、その妥当性について問題がないことを回答した。

将来的な展望に対して、申請者は、計算する酵素の系を大きくして行くことにより、活性部位における他

残基の詳細な役割にっいても解明できる可能性があるニと、圭た計算精度を向上させて行くことにより、

より定量的な情報を得ることも可能となる点などから、申請論文は、これから更に発展して行く分野であ

るニとを示した。

  続いて、吉岡充弘教授から主に次のような3つの質問があった。初めに、参考とした阻害剤は何を用い

たのか、との質問に対して、アセチルコリンの類似体を用いたニと、次に、薬理学、臨床の観点からみた
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場合には、加水分解反応の脱アシル化過程がより興味を持たれること、及び、どのような理由からアシル

化過程を選んだか、との質問があった。申請者は、脱アシル化過程の研究も既に行っているニと、圭た酵

素反応全体としてみたときには、アシル化過程が重要である点から、アシル化過程について報告したこと

を説明した。第三に、オキシアニオンホールの役割としては、今回の提m論文で明らかにした反応経路の

エネルギーを下げること以外、他に役割があるのかとの質問があった。申請者は、スライドを用いて、酵

素 と基質を 立体的 に安定化 させる 基質結合 部位と しての役 割も持つ 可能性 を示した 。

  最後に、石橋輝雄教授から酵素触媒反応の速度を決めている要因についての質問があったュ申請者は、

素反応は申請論文で報告したアシル化過程の中間体形成までが非常に重要となるが、酵素反応としては拡

散が律速であるニとを参考文献を引用し、回答した。

  本論文は、量子化学的観点からアセチルコリンエステラーゼの反応メカニズムについて研究し、生体反

応を電子状態理論により分子レベルで解明した点で高く評価され、今後ナノテクノロジ←などと関連し、

生体内での反応を、より詳細に明らかにしていく分子医学的な研究に発展して行くことが期待される。

  審査員一同は、これらの成果を高く評価し、大学院課程における研鑽や単位取得なども併せ申請者が博

士（医学）の学位を受けるのに充分な資格を有するものと判定した。


