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研究成果の概要（和文）：本研究では、分子軌道計算により水溶液中における分子認識の熱力学

を評価するための計算モデルを確立した。この計算モデルの確立により、(i)生体分子の溶液構

造と分子認識過程に対する熱力学的パラメータの評価、そして、(ii)生体分子-水クラスターの

水和構造と電子構造の解析において大きな進歩があった。 

研究成果の概要（英文）：In the present study, a computational model has been established 

for evaluating the thermodynamics of molecular recognition in aqueous solution by 

molecular orbital calculations.  This computational model improves significantly the 

following issues: (i) the evaluation of the thermodynamic parameters of the solution 

structure of biomolecules and for molecular recognition processes and (ii) the analyses of 

the hydration structure in biomolecule-water clusters and their electronic structure. 
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１．研究開始当初の背景 

近年のコンピュータの著しい高性能化と
ソフトウェア技術の進展にともなって、生体
高分子の立体構造と機能を分子レベルで解
析するために、計算化学的手法（分子動力学
法やモンテカルロ法）が広く使われるように
なった。分子力場を用いるこれらの計算では、
数百〜数千個の水分子を含んだ系を取扱う
ことができ、核酸やタンパク質などの生体高
分子の立体構造のみならず、その周りに存在
する水和水の挙動に関する知見も得られる。

しかしながら、系の正確なエントロピーの計
算は膨大な計算時間を必要とし、非常に困難
とされている。結果として、系の安定性は内
部エネルギーにより評価される。 

一方，分子軌道計算や密度汎関数理論計算
では、原子数の尐ない分子系の化学構造や電
子構造をより精度高く求めることができ、さ
らに、取り扱える原子の種類も豊富である。
また、溶媒を均一な連続体として扱う近似理
論も精力的に開発されており、溶媒和ギブズ
エネルギーや分光学的性質などがよく再現
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されることが知られている。しかし、この近
似に基づいた計算では、溶質-溶媒間の特異
的相互作用、特に水溶液中で重要となる溶質
の立体構造や反応に関与する水和水との水
素結合に関する知見は得られない。そこで、
水溶液系モデルのひとつとして第一水和殻
を形成できる数の水分子を含んだクラスター
モデルも考えられているが、水分子の配置に
任意性が残ることや溶媒としての統計的（巨
視的）性質が考慮されていない点が指摘され
ている。 
以上の観点から、量子化学的手法により水

溶液系における分子認識を予測するために
は、多数の水分子を効率よく取り込み、かつ、
水和／脱水和に起因するエントロピー項を
定量的に算出できる計算モデルの確立が求
められている。 
 
２．研究の目的 
本研究の第一の目的は、生体分子の水和、

生体分子と水和水との特異的相互作用、およ
び、水溶液系における生体分子反応の熱力学
的パラメータを評価できる量子化学的計算
モデルを確立することである。第二の目的は
確立された計算モデルをより多くの原子を
含んだ系に適用し、本手法の有用性を検証す
ることである。 
そこで以下の６点に絞ったプロジェクト

を進め、水溶液系の分子認識予測に有用な量
子化学計算モデルの確立・検証を実施した。 
（１）小分子系の熱力学的に安定な水和構造
の探索 
水溶液系として取り扱うための溶媒和モ

デルの構築において、溶質分子の周りに配置
する水分子の数は特に重要な因子である。そ
こで、配置する水分子の数およびその配置の
任意性に関する問題を克服する計算手法を
検討する。 
（２）低分子系の水和熱力学の解析 

真空中に置かれた溶質分子が水クラスター

  



(H2O)nに入り込む際の水和ギブズエネルギー
を算出する。また、溶質分子の水和過程に対
するエンタルピー変化を詳細に解析する。 
（３）分子間相互作用における排除体積効
果の解析 

単純な分子間相互作用モデルとして、核酸
塩基対の形成と２つの塩基対のπ-πスタッ
キングの形成に着目し、それぞれの排除体積
効果に寄与するエントロピー変化を解析す
る。 
（４）オリゴペプチドの二次構造 

水溶液中におけるタンパク質の立体構造
の熱力学的安定性に関しては、周囲に存在す
る水分子との相互作用からの寄与が非常に
大きいとされている。また、αヘリックスや
βシートなどの二次構造はアミノ酸配列に
強く依存するが、二次構造形成に対してアミ

ノ酸残基は異なった傾向を示すことが知ら
れている。例えば、アラニン、グルタミン酸、
ロイシンそしてメチオニンは特にαヘリッ
クスを作る傾向が強く、グリシンはその傾向
が非常に弱いとされている。我々が提案する
計算モデルによりこのヘリックス形成傾向
を検証する。 
（５）核酸塩基-アミノ酸相互作用 

多くのタンパク質−核酸複合体の立体構造
解析から、核酸塩基とアミノ酸との間に特異
的相互作用、例えば、二本の水素結合を介し
たアデニン-アスパラギン/グルタミン相互
作用等が存在することが見出されている。そ
こで、核酸塩基とアミノ酸との分子認識にお
ける熱力学的パラメータを解析する。 
（６）核酸—薬物相互作用 

低分子量の薬物と二重鎖核酸との非共有
結合性相互作用として、a）核酸塩基対間に
挿入する（古典的インターカレーション）、
b）核酸の溝に結合する（グルーブ結合）、c）
構造の一部はインターカレーション機構で
結合し、他の部分は溝に結合する、および d）
核酸塩基対間を貫通し、かつ溝にも結合（縫
込み型インターカレーション）が知られてい
る。本プロジェクトでは、これらの結合様式
に関する熱力学を解析する。 

 
なお、研究実施期間内に平行して行ってき

た蛍光プローブの耐光性と細胞内ミトコン
ドリア染色に関する予備実験に大きな進展
があった。そこで、蛍光プローブの開発が急
務であると判断し、当初予定していた（６）
の一部と応用研究（特定の核酸塩基配列やア
ミノ酸配列を認識・結合する新規なプローブ
分子の設計への応用的研究）を取りやめ、下
記プロジェクト（７）を実施した。 
（７）バイオイメージング用蛍光プローブの
開発 

蛍光性色素によるバイオイメージングにお
いては、蛍光プローブ自身の光退色性が問題
となる。有機色素を粘土鉱物に吸着させるこ
とにより耐光性の向上が期待できると考えら
れている点を考慮し、粘土鉱物共存下におけ
る蛍光色素の耐光性を調べる。また、二光子
吸収特性の高い蛍光性色素がバイオイメージ
ング用蛍光プローブとして利用できるかどう
かについて調べる。 

 
３．研究の方法 

本研究では、溶質-溶媒間の特異的相互作
用に関する情報を得るために、溶媒となる
水分子をあらわに含む溶媒和モデルの一つ
である生体分子の水和クラスターモデルを
採用した。 

水和水の配置方法と溶媒としての統計的
性質に関する問題を克服するために、溶質
分子の周りに水分子を発生（配置）させた後、



 

 

溶質分子の構造を固定したまま水和水のみ
の 分 子 力 学 ・ 分 子 動 力 学 （ Molecular 
Dynamics：MD）計算により系を平衡化させた。
引き続き MD 計算を行い、一定時間経過ごと
に水和クラスター構造をサンプリングした。
サンプリングした水和構造は分子力学計算
によりエネルギーの最小化を行った。さら
に、得られた構造を初期構造として半経験
的分子軌道計算により溶質分子を含む水和
クラスター全体の構造を最適化し、振動解
析よりそれぞれの水和クラスターのギブズ
エネルギーを算出した。最後にボルツマン
分布を仮定して、各系の熱力学的パラメー
タを算出した。 
（１）小分子系の熱力学的に安定な水和構造
の探索 
水分子数個から 50 個程度までを含む核酸

塩基（A, T, C, G）の水和クラスター構造に
ついて、上述の計算プロトコールにより、
いくつかの安定な水和クラスター構造を求
め、それぞれの熱力学的パラメータを算出
した。また、溶質分子の第一水和殻形成に
必要な水分子数を決定した。 
（２）低分子系の水和熱力学の解析 

真空中に置かれた溶質分子が水クラスタ
ー  



(H2O)nに入り込む際の過程は図１のよう
に３段階に分けて考えることができる。 

真空中に置かれた溶質分子の立体構造は水
和に適した構造に変化する（∆deforH>0）。一
方、水クラスターはこの構造変化した溶質
を収容するための空洞を形成する（∆cavH>0）。
この空洞内部は真空である。最後に、構造
変化した溶質分子が空洞中に挿入され、溶
質分子と水クラスターとの間に相互作用が
生じる。半経験的分子軌道計算で算出され
るエンタルピーには、静電的相互作用のほ
か、van der Waals 相互作用からの寄与も含
まれているとされている。これらのエンタ
ルピー変化の総和が水和エンタルピー変化
として算出される。また、真空中の安定な
溶質分子、水クラスターおよび溶質分子-水
クラスター系のギブズエネルギーより水和
ギブズエネルギー変化（∆hydG）を求めること
ができる。ただし、本計算方法では構造変

化した溶質分子と空洞のある水クラスター
は真空中では安定構造ではないため、これ
らのエントロピーは算出できない。したが
って、各段階のエンタルピー変化のみを求
めることができる。 

そこで、溶質分子が水クラスター  



(H2O)nに
入り込む際のギブズエネルギーのほか、溶質
分子の水和、水クラスター中の空洞形成、お
よび、溶質分子-水クラスター相互作用の各
エンタルピー変化について解析した。 
（３）分子間相互作用における排除体積効
果の解析 

一塩基対（AT, GC）とπ-πスタッキング
した二塩基対の安定な水和クラスター構造
を求め、第一水和殻を形成するために必要な
水分子の数を決定した。さらに、塩基対およ
びπ-πスタッキング形成にともなう第１水
和殻中の水和水の数の変化を調べた。続いて、
塩基対形成と核酸塩基対のπ-πスタッキン
グ形成におけるギブズエネルギー解析を行
い、排除容積効果に寄与するエントロピー変
化を評価した。 
（４）オリゴペプチドの二次構造 

αヘリックスの形成には尐なくとも４残基
以上のアミノ酸が必要である。ヘリックスを
作る傾向が最も強いとされるアラニンのみを
含むオリゴペプチドのαヘリックス構造と伸
長構造の熱力学的安定性に及ぼす水和の影響
を調べた。また、グリシン（ヘリックスを作
る傾向が最も弱いとされる）のみを含むペプ
チド、およびアラニンとグリシンの両アミノ
酸を含むペプチドの熱力学的安定性、電子構
造およびペプチドの周りに存在する水分子の
配向（水和構造）ついて検討した。 
（５）核酸塩基-アミノ酸相互作用 

アデニン-アスパラギン/グルタミン、およ
び、グアニン-アルギニン相互作用における
熱力学的パラメータを解析した。 
（６）核酸—薬物相互作用 

結晶構造解析が行われているエチジウム
とミニヘリックス r(CpG)2 の系を例として、
色素の平面構造部分が核酸塩基対間に挿入
（インターカレーション）する非共有結合型
反応の熱力学的パラメータを解析した。 
（７）バイオイメージング用蛍光プローブの
開発 

イオン交換反応により粘土鉱物（合成サポ
ナイト）表面に吸着したカチオン性有機色素
の耐光性を調べた。また、水溶液中における
フルオレン誘導体の二光子吸収特性と生細胞
中ミトコンドリアに対する吸着挙動を調べ
た。 
 
４．研究成果 
（１）小分子系の熱力学的に安定な水和構造
の探索 

核酸塩基 A,Tおよび Cの周りに第一水和殻

図１ 溶質分子の水和過程 



 

 

を形成するために必要な水分子の数は尐な
くとも約 35 個、一方、G では約 40 個であっ
た。またすべての塩基−水クラスター系のエ
ンタルピー、エントロピーおよびギブズエネ
ルギーはあらわに考慮する水分子数の増加
とともに、線形的に減尐または増加した。す
なわち、得られた計算結果を用いれば、尐な
くとも 50 個程度までの任意の数の水分子を
含む塩基の水和クラスター構造に対する熱
力学的パラメータを高い精度で簡単に算出
できることが示された。 
（２）低分子系の水和熱力学の解析 
一例として、αヘリックス構造と伸長構

造をとるオリゴペプチド（アラニン７残基）
が水クラスター  



(H2O)nに水和する系の解析
結果について要約する（n = 139、T = 298 K）。
オリゴペプチド鎖の両末端間に生じる静電
的引力相互作用の効果が大きくならないよ
うに、N 末端と C 末端とをそれぞれアセチル
基およびメチルアミノ基でブロックした。 
真空中と水和クラスター中のヘリックス

構造はほとんど変化していなかった。また、
ヘリックス構造は伸長構造よりも小さい分
子容積をもち、空洞形成に要するエネルギ
ーは伸長構造のそれよりも小さかった。し
かし、水クラスターとの相互作用エンタル
ピーはほとんど同じであり、エントロピー
変化にも大きな違いはなかった。したがっ
て、熱力学的に安定なヘリックス構造の水
和はエンタルピー駆動型であることが示さ
れた。 
 
以上、（１）と（２）の結果より、本研究

課題で採用した計算モデルは、水分子の配置
に関する任意性をある程度取り除くことが
でき、そして、溶媒である多数の水分子の統
計的性質を取り込むことができるため、水溶
液系の分子間相互作用の解析に有用である
ことが示された。 
 
（３）分子間相互作用における排除体積効
果の解析 

核酸塩基対の水和構造の解析により、AT お
よび GC 塩基対では第一水和殻を形成するた
めに 60 個程度の水分子が必要であることが
明らかとなった（図２）。この結果は、塩基
および塩基対の第一水和殻のみに着目する
と、AT および GC 塩基対の形成に伴い塩基の
第一水和殻より 10 個程度以上の水分子が放
出されることを示唆している。 
２つの塩基-水クラスターの会合により塩

基対の水和クラスターが形成されるときの
エントロピー変化は負となった。主に並進と
回転の自由度の減尐にともなうものであり、
排除体積効果によるエントロピー増加はほ
とんど認められなかった。一方、２つの核酸
塩基対が一層分の水分子を含む程度の距離

からπ-πスタッキングを形成するエントロ
ピー変化は正となり、系のギブズエネルギー
が低下した。振動解析によると、低振動数を
示す振動モードの振動数がより低下する傾
向があり、水和水により形成されている水素
結合ネットワークが塩基対のスタッキング
にともなってより強くなっていることを示
唆した。 

本計算モデルにより、二分子会合に伴う排
除体積効果に起因するエントロピー変化を
定量的に解析できることが示された。 
（４）オリゴペプチドの二次構造 

アラニンのみを含むオリゴペプチドでは、
伸長構造に対してヘリックス構造が水和に
よって大きく安定化されることがわかった。
一方、グリシンのみを含むオリゴペプチドで
は伸長構造とヘリックス構造の相対的な熱
力学的安定性に及ぼす水和の影響に大きな
差はなく、同程度の安定化を受けていた。ま
た、ヘリックス構造をとっているアラニンペ
プチドの周囲に存在する多くの水分子は、ペ
プチド自身の大きな双極子モーメントを相
殺するように配向していることや、水素結合
を通してペプチドと水分子との間で電荷移
動がおこっていることが明らかとなった。 

本研究により初めて、アラニンとグリシン
のヘリックス形成傾向の違いを計算化学的
に説明することができた。 
（５）核酸塩基-アミノ酸相互作用 

アスパラギンとグルタミン側鎖の末端部
分（カルボキシアミド基）が核酸塩基 A（ア
ミノ基と N7）に、また、正電荷を有するアル
ギニン側鎖の末端部分（グアニジル基）が核
酸塩基 G（O6と N7）に、２本の水素結合を形
成する系に適用した。その結果、前者は水素
結合を介して安定な複合体を形成する（エン
タルピー駆動型）ことがわかった。一方、後
者は正のギブズエネルギー変化を示した。こ
れは正電荷を有するグアニジル基からの脱
水和に大きなエネルギーを必要とするため
であり、単独でのアルギニン-グアニン相互
作用は起こりにくいことが示唆された。 
（６）核酸—薬物相互作用 

図２ AT塩基対-(H2O)69クラスター構造 

 



 

 

総原子数 900個以上を含む系のため、半経
験的分子軌道法による構造最適化に要する
計算時間が長く、振動計算にも大量の計算資
源を必要とするが、従来の実験的知見（典型
的なエンタルピー駆動型反応）と一致する結
果を得ることができた。 
（７）バイオイメージング用蛍光プローブの
開発 
粘土鉱物による有機色素の耐光性向上の実

験では、光分解が促進される色素と促進され
ない色素が存在することが明らかとなった。
光分解が促進された有機色素の光分解反応機
構を明らかにした。 

蛍光プローブの開発では、水溶性フルオレ
ン誘導体により HeLa 細胞とゾウリムシ内の
ミトコンドリアを選択的に染色でき、長時間
観察が可能となった。さらに、水溶液中でも
従来の蛍光プローブよりも二光子吸収効率が
大きく、二光子励起蛍光プローブとしても優
れた特性が期待できることが分かった。 
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