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研究成果の概要（和文）：タンパク質構造安定性は，バイオ医薬品の設計にも関係する，社会的に重要な研究課
題である．これらの現象論的説明では，約60年もの間，Kauzmannによる「疎水性相互作用仮説」が，中心的役割
を果たしてきた．しかしその一方で，観測事実との矛盾が数多く囁かれてきた．本研究では，本仮説の理論的検
証を行うために，unfoldingに伴う自由エネルギー変化を溶媒和および分子内相互作用による寄与に分割する計
算手法を開発し，モデルタンパク質シニョリンに適用した．それにより，シニョリンは分子内相互作用により安
定化しており，溶媒効果はむしろunfold構造を安定化するという，本仮説とは相反する結果を得た．

研究成果の概要（英文）：Understanding the dominant factor in thermodynamic stability of proteins 
remains an open challenge. Kauzmann’s hydrophobic interaction hypothesis, which considers 
hydrophobic interactions between nonpolar groups as the dominant factor, has been widely accepted 
for about sixty years and attracted many scientists. The hypothesis, however, has not been verified 
or disproved because it is difficult, both theoretically and experimentally, to quantify the solvent
 effects on the free energy change in protein folding. Here, we developed a computational method for
 extracting the dominant factor behind thermodynamic stability of proteins and applied it to a small
 model chignolin. Decomposition of the free energy indicated that intramolecular interactions 
predominantly stabilized collapsed conformations, whereas solvent-induced interactions, including 
hydrophobic ones, destabilized them. These results obtained for chignolin were consistent with 
experimental observations for globular proteins. 

研究分野： 生物物理学

キーワード： タンパク質　熱力学安定性　疎水性相互作用仮説　溶媒和自由エネルギー　シニョリン　液体論　密度
汎関数理論
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研究成果の学術的意義や社会的意義
タンパク質が示す多様な物性(変性，凝集，溶解，結晶化，液-液相分離)は，基礎科学として幅広い学術分野(化
学，構造生物学，医学など)から強い関心を集めているだけでなく，バイオ医薬品の設計や品質管理等の応用に
も関係する，社会的に重要な研究課題である．本研究により明らかにされた、タンパク質構造安定性の分子内直
接相互作用メカニズムは，これまで長年信じられてきた仮説に関し，再検討する必要性を示唆しており，この根
本的理解は今後のバイオ医薬品の設計指針の確立に置いて，極めて重要な位置を占める．

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
タンパク質が示す変性，凝集，溶解，結晶化等の様々な物性は，基礎科学や応用の研究対象とし
て，化学，構造生物学，医学，薬学など幅広い学術分野から，強い関心を集めている．例えば，
ミスフォールド(変性)したタンパク質が，アミロイド繊維やそれと類似の異常凝集体として細胞
内外に沈着することにより引き起こされる(アミロイドーシスと総称される)疾患は，タンパク質
の変性や凝集と直接関係している．一方，溶解や結晶化は，生物学的に意味のあるタンパク質を
結晶化して，X 線構造解析する上で重要なプロセスである．また，溶解，結晶化，および凝集は，
バイオ医薬品における抗体タンパク質などの不溶化や沈殿等による活性低下と密接に関係して
おり，その設計指針や品質管理を左右する重要な因子でもある．そして，これらのタンパク質物
性は基本的に，本研究課題で対象とする「水溶液中でのタンパク質の構造安定性およびタンパク
質分子間相互作用」に帰着する．従ってこれらの問題を物理化学の立場から統一的に理解するこ
とは，基礎科学のみならず，社会的にも重要な意味を持つ．本研究では，溶媒効果に着目するこ
とにより，(1)タンパク質の構造安定性を特徴付けるエネルギーランドスケープ，および(2)結晶
化，溶解，凝集等と直接関係するタンパク質分子間相互作用を，物理化学の立場から統一的に理
解することを目的とする． 
 本研究開始前に，我々は Reference-modified density functional theory(RMDFT)に基づく高
精度で高効率な溶媒和自由エネルギー計算法を提案した．通常の古典系の DFT の処方箋では，
理想気体を参照系として導入して，自由エネルギー汎関数を構築するのが一般的であるが，
RMDFT では，液体の記述により適した剛体球流体を参照系として導入し，密度汎関数テーラー
展開の収束を早めている．本手法をアミノ酸側鎖や有機分子 500 個に適用し，実験値からの平均
絶対値誤差が 1 Kcal/mol 程度の，極めて高い予測性能を確認した．これをベースにし，タンパク
質構造安定性を特徴付ける自由エネルギープロファイルを高精度でかつ高効率に計算する手法
の開発に取り組み，モデルタンパク質への適用を目指す． 
 
２．研究の目的 
本研究では，溶媒効果に着目することにより，(1)タンパク質の構造安定性や変性のダイナミク
スを特徴付けるエネルギーランドスケープ，および(2)結晶化，溶解，凝集等と直接関係するタン
パク質分子間相互作用を，物理化学の立場から統一的に理解することを目的とする．そして，得
られた知見に基づき，バイオ医薬品の設計や品質管理改善のための基本的指針を導く事を，将来
的な目標とする． 
 
３．研究の方法 
タンパク質の温度や圧力変化による変性のメカニズムを明らかにするには，溶媒和自由エネル
ギーµex の温度および圧力依存性を正確に計算する必要がある．我々は RMDFT において導入す
る水分子に対する剛体球参照系の直径を，小さな溶質分子に対する µexの温度依存性および圧力
依存性の実験値を再現するように決定した．得られた剛体球直径を用いて，他の溶質分子に対す
る µex の温度および圧力依存性を計算し，極めて高い予測精度を確認した．この溶媒和自由エネ
ルギー計算法をベースに，以下の２通りの方法を，タンパク質構造安定性の解析に適用した． 
 
(1) 水中でのタンパク質の分子動力学(MD)法を実施し，そ
れから得られる天然構造および非天然構造を数個選択し
て，それらに対して分子内相互作用エネルギーEintra およ
び µex を計算する．その和として与えられる有効エネルギ
ーEeff の温度および圧力依存性を解析する． 
 
(2) 上記手法は，タンパク質の構造安定性における溶媒効
果の解析で，一般に用いられる方法であるが，配座エント
ロピーの寄与を含まないため，天然状態の熱力学的安定性
を定量的に与える自由エネルギー変化には対応していな
い．自由エネルギー変化を分子内相互作用および溶媒誘起
相互作用による寄与に分割するために，図 1 に示すような
熱力学サイクルに基づく Packing-desolvation モデルと呼ば
れる解析を，全原子分子モデルに基づく新たな計算手法と
して実現した． 
 
(3) タンパク質などによるナノ粒子間相関は，小角 X 線散乱(SAXS)測定における散乱強度プロ
ファイルに含まれ，そこから構造因子 S(q)を得ることが出来る．しかしながら，得られる qレン
ジは小角部に限られるため，逆フーリエ変換の適用により直接的に対相関関数を求めることは
出来ない．通常，これらの解析では，モデル相互作用ポテンシャル V(r)を導入し，実験による S(q)
へのフィッチングにより，V(r)のパラメターを決定する．一方私どもは，先行研究にて，モデル
関数を導入することなく，実験による S(q)から V(r)を直接求める Model-potential-free(MPF)法を
提案した．本手法を，モデル関数による解析が困難な，高分子を複合化することにより凝集／分
散挙動を制御可能な金ナノ粒子に適用し，V(r)の変化を解析した． 

 
図 1 タンパク質構造変化に伴う
自由エネルギーと溶媒和自由エ
ネルギーの変化に関する熱力学
的サイクル. 



 
４．研究成果 
(1) タンパク質構造安定性の自由エネルギー解析 
方法(1), (2)共に， 10 残基からなる小さなモデルタンパ
ク質シニョリンの構造安定性解析に適用した．方法(2)
による unfolding における自由エネルギー変化は，実験
および拡張アンサンブル分子動力学法による結果を定
量的に再現した．また，方法(2)の計算結果との比較に
より，方法(1)に基づく標準的な解析手法は，温度およ
び圧力変化に伴う unfolding における「分子内相互作用
による寄与」および「溶媒誘起相互作用による寄与」を
定性的に再現することが示され，方法(1)の有効性が確
認された． 
 シニョリンの天然構造は βターン構造である
ため，構造の広がりを特徴付けるパラメターとして末
端間距離 Rを導入し，方法(2)に基づく自由エネルギー
プロファイル	𝐹(𝑅)(図 2 上)の計算・解析を行った．疎
水性水和による寄与を含む溶媒誘起相互作用は基本的
に，unfolded 構造を安定化し，タンパク質分子内相互作
用が，溶媒誘起相互作用による折り畳み構造の不安定
化をわずかに上回ることにより，folded 構造を安定化
していることが示された(図 2 下)．そして天然構造は，
競合するこれらの因子，すなわちタンパク質分子内相
互作用および溶媒誘起相互作用の微妙なバランスによ
って決定されることが明らかとなった．シニョリンは
小さなタンパク質であるが，そこから導かれる結論は，
分子内部に疎水コアを有する球状タンパク質の折り畳み過程において，一般に観測される発熱
エントロピー減少と矛盾しない．以上から，その根底にあるメカニズムは，疎水性水和による寄
与というよりむしろ，タンパク質分子内分子内相互作用に起因しており，Kauzmann 仮説の見直
しを強く示唆している．加えて本結果は，溶媒和自由エネルギーのアミノ酸残基単位の加算性を
仮定した Packing–desolvation モデルによる結論の正当性を，第一原理的な立場から実証したと言
える．今後は実際に分子内疎水コアを有するモデルタンパク質の解析を行い，本結論の一般性を
実証してゆく． 
 
(2) 小角 X 線散乱および MPF 法によるナノ粒子間相互作用解析 
本研究では，二種類の異なるアミン系高分子
(TETA, DETA)と複合体を形成する金ナノ粒子を使
用して，新たな表面増強ラマン散乱を発見した．
MPF 法により求められた V(r)は，金ナノ粒子間の
0.9 nm のギャップ構造を示しており(図 3)，TETA
ナノ粒子複合体における表面増強ラマン散乱は，
このナノギャップ構造に起因することを実証し
た．今後，本系の様にモデルポテンシャルが不明
な複雑系の解析に，SAXS 測定と MPF 法を組み合
わせた本解析は，大いに活躍することが期待され
る． 
 
 
 

 
図 2. (上) シニョリンの末端間距
離の関数としての自由エネルギー
変化𝐹(𝑟)．実線は RMDFT，破線
は GB モデルによる．(下)	𝐹(𝑟)の
𝐹'()(𝑟)と𝜇+,(𝑟)への分割．𝜇+,(𝑟)は
静電部分と非静電部分に分割さ
れ，後者𝜇-.-/.0(𝑟)は疎水性溶媒誘
起相互作用の上限を与える． 
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図 3. アミン系高分子 TETA および
DETA を複合化した金ナノ粒子間の相互
作用ポテンシャル V(r)． 
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分子シミュレーション討論会2019

OKINAWA COLOIDS 2019（国際学会）

第13回分子科学討論会2019

第13回分子科学討論会2019

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

墨智成，甲賀研一郎

Yuki Ogawa, Nobuo Uehara, Tomonari Sumi and Takeshi Morita

墨智成，甲賀研一郎

森田 剛, 今村 比呂志, 大木 裕代, 墨 智成
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 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

タンパク質構造安定性のエネルギー論

The relation between SERS intensity and nanogap structure changing with time

タンパク質の熱力学的安定性における主要因子
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計算生命科学研究会 ~多体問題から生命システムへ~（招待講演）

The 13th Mini-Symposium on Liquids MSL2018（国際学会）

第13回分子科学討論会2019

日本物理学会秋季大会2019
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 １．発表者名
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高分子を複合化させることで分散/凝集特性を有した 金ナノ粒子の粒子間距離とSERS強度の時間変化

タンパク質折り畳みのエネルギー論
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Is F1-ATPase an ideal rotary molecular motor with nearly 100% efficiency?
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応用物理学会 M&BE 研究会「繋がり広がり深まる有機分子・バイオエレクトロニクス研究」（招待講演）

第99回日本化学会春季大会　特別企画 分子を集める・分子を数える「分子統計化学」を駆使したソフトマテリアル・溶液の機能構築（招
待講演）

The 12th Mini-Symposium on Liquids MSL2018（国際学会）

The 56th Annual Meeting of the Biophysical Society of Japan 2018

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題

墨智成，甲賀研一郎

T. Sumi and K. Koga

T. Sumi and K. Koga

 ３．学会等名

 ３．学会等名
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墨智成，甲賀研一郎
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 １．発表者名

 ３．学会等名

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 １．発表者名

 １．発表者名

Theoretical analysis on free energy profile for protein folding

Theoretical analysis of free energy profile for folding of chignolin

タンパク質の熱力学的安定性と溶媒効果

タンパク質の熱力学的安定性と溶媒効果
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第12回分子科学討論会2018
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 ３．学会等名

 ３．学会等名

Y. Isogai, H. Imamura, S. Nakae, T. Sumi, K. Takahashi, T. Nakagawa, A. Tsuneshige and T. Shirai

小川祐季，上原伸夫，墨智成，森田剛

Tomonari Sumi

 ３．学会等名

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 １．発表者名

 １．発表者名

Tracing evolution of aquatic mammal myoglobin: the two adaptation mechanisms

アミン基の異なる高分子を複合化した金ナノ粒子の凝集/分散特性

Chemomechanical network modeling of myosin V

Development of reference-modified density functional theory to improve the prediction of solvation free energy

 １．発表者名

 １．発表者名
Tomonari Sumi

 ３．学会等名
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 ２．発表標題
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植物細胞骨格研究会 Plant Cytoskeleton 2017（招待講演）

日本物理学会第72回年次大会

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

日本物理学会第72回年次大会

 ２．発表標題

 ２．発表標題

墨　智成

墨智成

甲賀研一郎, 波多野至, 望月建爾, 墨智成

T Sumi, A Okumoto, H Goto, H Sekino

The 54th Annual Meeting of the Biophysical Society of Japan

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

確率的モデリングによるミオシンVの化学-力学共役機構の研究

ミオシンVの化学 力学状態遷移ネットワーク

疎水性高分子鎖のコイル グロビュール転移における水の役割

Theoretical analysis of a two-step relaxation on protein diffusion in the plasma membranes
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第52回X線分析討論会

日本コンピュータ化学会2016秋季年会

The 10th Mini-Symposium on Liquids (MSL2016)（国際学会）

納本淳, 墨智成, 関野秀男, 後藤仁志

T Sumi, A Okumoto, H Goto, H Sekino

Y Isogai, H Imamura, S Nakae, K Takahashi, T Sumi, T Nakagawa, A Tsuneshige, T Shirai
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膜貫通タンパク質の細胞膜上二次元拡散における仮想格子による二段階緩和

Theoretical study of a two-step relaxation on protein diffusion in a plasma membrane

Tracing evolution of whale myoglobin by resurrecting ancient proteins

小角X線散乱による構造因子と液体の統計力学を利用した粒子間二体分布関数の解析: Nelder-Mead法を用いたモデルポテンシャルフリーな
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4th International Soft Matter Conference（国際学会）
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小角X線散乱によるコロイド粒子の二体分布関数の解析: モデルポテンシャルフリー法の評価と改良

Effect of Polymers in Nanoparticle Dispersion on Interparticle Potential

確率的モデリングによる分子モーターキネシンの化学-力学共役機構の研究
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