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研究成果の概要（和文）：本研究では溶液pH環境下での分子凝集や生体分子機能を理論的に明らかにする一般的
方法論の確立のために、分子力場または量子力場／分子力場法に基づいた配置選択定pH法（CS-CpH法）を開発し
た。さらに、タンパク質の分子シミュレーションから生成された大規模運動情報（ビッグデータ）に対して、
Motion Tree（MT）法や時系列解析を応用することで、タンパク質機能発現に深く関与する構造緩和情報も取り
扱える非平衡トラジェクトリデータ解析法も開発した。タンパク質構造の動的な構造変化パターンを明らかにし
うることで生体機能制御機構の立体構造変化からの解明が可能となる重要な技術基盤が確立した。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we developed the configuration-selection (CS) constant
 pH method (CS-CpH method) based on molecular force field (MM) or quantum force field/molecular 
force field (QM/MM) methods to establish a general methodology to theoretically clarify molecular 
aggregation and biomolecular functions under solution pH conditions. Furthermore, by applying the 
Motion Tree (MT) method and time series analysis to large-scale motion information (Big Data) 
generated from protein molecular simulations, we have developed a non-equilibrium trajectory data 
analysis method that can also handle structural relaxation information that is deeply involved in 
protein functional expression. The method can reveal the dynamic conformational change patterns of 
protein structures, and has established an important technological foundation for the elucidation of
 biological function regulation mechanism based on conformational changes.

研究分野： 化学

キーワード： 分子シミュレーション　定pH法　夾雑状態分子物性　Motion Tree 法　ビックデータ解析　時系列クラ
スタリング解析

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
得られた研究成果は、pH条件や共存分子濃度に依存した分光現象や生体機能に対して、データ科学的なアプロー
チから切り込んだものであり、分子シミュレーションとデータ科学を繋ぐ大きな学術的成果が得られたと言え
る。また、開発された手法は有機分子やタンパク質のみならず、金属錯体や無機化合物などのさまざまな対象系
への展開が可能な汎用的な計算分子技術であり、喫緊の社会的課題であるSDGs社会実現やエネルギー問題解決な
どに貢献することが期待できる成果が得られた。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
（１）材料合成プロセスや生体分子系においては、溶媒環境における水素イオン指数（Potential 
hydrogen、pH）や共存分子の濃度条件に依存して、それらの会合過程や凝集過程が機能的に制
御されます。様々な材料組成や生体分子の機能発現を理解するうえで、それらの諸現象に対して
の分子レベルからの基礎的理解が重要となります。 
（２）溶質分子の溶液状態や夾雑状態における pH 条件が分子集団に及ぼす影響を、計算化学的
手法を用いて理論的に明らかにすることは、これまではまったくお手上げであった溶液 pH 環境
下での分子凝集や生体分子機能を理論研究の俎上に載せようとするという科学的意義といった
側面のみならず、材料設計や製薬などの産業応用上における要請も極めて高いです。 
（３）しかしながら、現実系でのオキソニウムイオン（H3O+）濃度（例えば、pH7 の純水中に
は、水分子 10 億個中に H3O+分子が約 1.8 個程度しか含まれていない）を、典型的な分子シミ
ュレーション手法によって直接的に取り扱うことは、膨大な分子スケールを対象とすることと
なり、事実上不可能でした。 
（４）そのために、予め純溶媒条件で測定された pKaの実験値を基づいて、溶質のプロトン化状
態をある特定の条件に固定して実行された分子シミュレーション結果を用いて調査することが
行われてきました。しかしながら、多くの場合には対象系の pKaは不明である、あるいは夾雑状
態下では周辺環境との相互作用によって pKa のシフトがたびたび起こるために、このアプロー
チでは限られた条件での分子の振る舞いについての情報しか得られず、現実における pH 依存性
を十分に理解することには不十分でした。 
（５）タンパク質の構造ダイナミクスに対する pH 依存性を取り扱う方法として、設定した pH
条件下を模倣した分子シミュレーション手法として定 pH 法が提案されていますが、滴定可能部
位の総数に対して指数関数的に計算コストが増大してしまう、あるいは溶媒環境を連続誘電体
モデルとして近似する必要があるために微視的な溶質—溶媒間相互作用やエントロピー効果を十
分に考慮できないなどの課題が指摘されていました。 
 
２．研究の目的 
（１）こういった背景から、従来の定 pH 法の問題点を解決するために、分子集合状態で起こる
溶質分子に及ぼす pH 依存性を取り扱える効率的な定 pH 法として、新たに配置選択定 pH 法を
開発し、手法の妥当性を検討することを本研究の目的としました。 
（２）次に、開発した配置選択定 pH 法を適用して得られるミクロ運動ビッグデータと運動樹
（Motion Tree、MT）法を用いて、pH 変化に伴って変化する分子凝集や生体分子機能を分子論
的に解明することによって、pH と溶質濃度効果を同時に扱える拡張された配置選択定 pH 法を
開発することを目指しました。 
（３）さらに、アロステリックタンパク質に対して、多数の分子シミュレーションを実行して得
られた原子群の座標・速度の時系列数値データ（ビッグデータ）から高次構造の時間変化を解析
するために、非平衡 MT 法というデータ科学的手法を導入して、ヘモグロビン（Hb）やトロン
ビンを例にアロステリック制御の分子機構を明らかにすることを試みました。 
 
３．研究の方法 
（１）溶質の溶媒 pH 依存性を再現するための分子シミュレーション法として、離散的なプロト
ン化状態遷移モデルに基づいた微視的な原子レベルでのプロトン遷移過程を取り入れた配置選
択定 pH 法の開発を行いました。離散的なプロトン化状態遷移モデルでは、プロトン化状態を
確率的に遷移させるものであり、滴定可能部位の個数に依存せず取り扱えます。我々は、全原子
溶媒を用いた定  pH 法を開発するために、確率的プロトン化状態遷移過程に配置選択
（Configuration Selection; CS）スキームを導入して効率的にサンプリングする新手法を開発し
ました。 
（２）（１）において開発された配置選択定 pH（CS-CpH）法は、古典的な分子力場（MM）の
みで利用可能であるが、無機機能材料などにも適用可能とするために本手法の理論的な拡張を
行いました。具体的には、溶質を量子力学（QM）とし、溶媒を分子力場（MM）として取り扱
う QM/MM 法と CS-CpH 法を組み合わせた QM/MM-CS-CpH 法の理論開発および実装を行い
ました。 
（３）加えて、タンパク質の共存分子濃度に依存した生体分子の機能制御機構を明らかにするた
めに、タンパク質機能に直結する構造緩和情報も取り扱えるための非定常状態解析の手法の開
発を行いました。具体的には、これまでタンパク質の結晶構造や定常トラジェクトリの解析のた
めのデータ科学的手法として開発された運動樹（Motion tree、MT）法を、タンパク質機能に重
要である構造緩和情報も取り扱える非平衡 MT 法（時間に依存した MT 法）へと拡張すること
を試みました。ヒト成人ヘモグロビン（HbA）系に対して実行された、多数の分子動力学（MD）
シミュレーションから得られた膨大な運動情報（ビッグデータ）に対して、非平衡運動樹（MT）
法を適用して構造変化と分子機能との関係を明らかにすることを試みました。 



 
４．研究成果 
（１）今回の研究において開発された配置選択 CpH（CS-CpH）法をグルタミン酸（pKa=4.34）
水溶液系に適用し、複数の pH 条件下で得られたシミュレーション結果から pH 曲線から得られ
た pKa計算値が、実験 pKaを正確に再現できることを確認しました。さらに、いくつかの pH 条
件での振動 DOS スペクトルや拡散係数を評価し、プロトン化状態割合の変化と対応する pH 依
存性を示すことができました。この成果は、英文学術誌にて出版されました（図１）。本研究で
用いる CS-CpH 法では、プロトン化状態を規定するパラメータλを離散変数として取り扱うた
め計算コストを劇的に抑えられます。先行研究での変数λを連続的力学変数として取り扱うλ-
ダイナミクス法に比べて計算コストおよび実装の容易さの点で優れた比較優位性を持ちます。
これは、溶質分子の濃度依存性を扱うということが可能となるだけでなく、pH 条件に依存した
分子凝集や生体分子機能の分子機構を扱うための最適な手法としての大きな将来性を持ってい
ます。 
（２）CS-CpH 法と QM/MM 法を組み合わせた電子吸収スペクトル解析手法を提案し、pH 滴
定試薬のひとつであるパラニトロフェノール（pKa=7.15）に適用しました。その結果、実験の
pH 条件に依存した電子吸収スペクトルを再現できることを示しました。この成果は、英文学術
誌にて出版されました（図２）。QM/MM 法を用いることで、典型的な分子力場では記述が困難
な分子構造を有する金属を含む錯体や複合構造についても適用できます。同時に、溶質分子を量
子力学（QM）的に取り扱うことで、分子内構造変化や微視的な溶媒和に対応する分極効果も取
り込むことが可能となっており、溶液中の分子物性の pH 依存性を正確に予測できることが期待
できます。 
（３）上記に加えて、タンパク質の共存分子濃度に依存した
生体分子機能発現の理論的解明に展開しました。具体的に
は、代表的なアロステリック制御タンパク質として知られる
ヘモグロビンタンパク質に対して、エフェクター分子濃度に
依存した T-R 状態遷移トラジェクトリの解析を行いました。
この非定常トラジェクトリ解析のために、MT 法の拡張方法
について検証しました。酸素なし条件、および高酸素分圧条
件の各条件下で、200 トラジェクトリの非平衡分子動力学シ
ミュレーションを実行し、計 32 本の T-R 遷移トラジェクト
リが得られました。得られた T-R 遷移トラジェクトリに対し
て、αβ二量体の二面角から遷移前、遷移後および過渡的段
階へと過程ごとに分類したのちに、MT 法を適用することで
時間変化に伴う T-R 遷移過程を特徴づけるいくつかの特徴
的な残基の運動を特定できました。これらの成果は、第 13 回
分子科学討論会および日本化学会第 100 春季年会にて学会
発表しました。 
（４）HbA における塩素イオン濃度による T-R 遷移の抑制
機構についても解析しました。塩化物イオンによる T 状態の
立体的安定化が再現でき、塩化物イオンの分布やアミノ酸残
基との接触頻度を解析することで中央空洞に関連するアミ
ノ酸残基と相互作用することが判りました。さらに、溶存酸
素（O2）分子による T 状態からの状態遷移の促進と競争する
ことも統計的に示しました。この成果は、英文学術誌にて出
版されました（図３）。 
（５）さらに、研究計画策定時点においては予期し
ていなかったさらなる研究成果として、時系列クラ
スタリングによる非定常トラジェクトリ解析法の
開発と、HbA 系の T-R 遷移トラジェクトリ解析に
おける有用性を示す研究成果が得られました。前述
の非定常 MT 法の開発に加えて、時系列クラスタリ
ングのひとつである動的時間伸縮法（Dynamic 
Time Warping; DTW）を応用した構造変化の振る
舞いを経時変化から捉える解析法をあらたに開発
しました。この方法を、高 O2分圧条件下での HbA
の T-R 状態遷移トラジェクトリに対して適用しました。解析の結果から、酸素分子がタンパク
質内部の疎水領域に進入することをきっかけとして塩橋間の切断が起こったのちに、四次構造
変化が起こったとみられる T-R 状態遷移トラジェクトリが検出できました。これは、非定常ト
ラジェクトリの解析において観測される典型的な構造変化パターンを、時系列クラスタリング
を適用することで自動的に抽出できる可能性を示しています。さらに、HbA の塩素イオンによ
る T-R 遷移の抑制機構の解明にも適用したところ、従来の議論されてきた中央空洞内の塩素イ
オン分布や架橋水素結合形成の寄与は小さく、サブユニット間で形成される水素結合ネットワ
ークの強化が重要な役割を持っていることを示唆する統計的結果が得られました。これらの一

    

図１．配置選択 CpH 法 

  
図２．パラニトロフェノール

の電子吸収スペクトル 

 
図３．塩素イオンによるヒト成人ヘモグロ

ビンタンパク質のアロステリック制御 



連の成果は、日本コンピュータ化学会 2020 年秋季年会および日本コンピュータ化学会 2021 年
春季年会において計２件の SCCJ 奨学賞、および当該学会誌にて２件の学術論文（招待）として
出版されました。 
（６）非定常 MT 法や、時系列クラスタリングを応用することで、タンパク質機能に直結する構
造緩和情報を含む経時的な大規模運動情報（ビッグデータ）から、タンパク質構造の動的な構造
変化パターンを有効的に抽出することに成功しています。今後のさらなる発展によって汎用的
な非平衡トラジェクトリデータ解析法も確立でき、機能発現に繋がる凝集過程や非部位特異的
相互作用の役割について、生体機能の立体構造変化からの理論的な解明が可能となる重要な技
術基盤が確立することが期待できるといえます。 
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