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研究成果の概要（和文）：本研究では拡張アンサンブル法を用いてタンパク質分子の三次構造を決定する手法の
構築を試みた。まずは水溶液環境を連続体モデルにより記述した水和タンパク質のマルチカノニカル計算を実施
し、対象としたタンパク質の熱力学的フォールディング転移点を決定した。この転移温度は実験から推定されて
いるものと良い一致を示した。マルチカノニカル計算より得られた軌跡に沿ってエネルギー極小化することによ
りエネルギー地形の様相を明らかにし、転移温度以下では実験から知られている天然構造が支配的であること示
した。また水溶液環境を3D-RISM理論により高精度化する手法の検討を行った。

研究成果の概要（英文）：In this study, we have tried to construct methods for determining tertiary 
structures of proteins using extended ensemble methods of molecular simulations. We have first 
performed multicanonical calculations of a hydrated protein using a continuum model of aqueous 
solutions and the associated thermodynamic folding transition was determined. The resulting 
transition temperature was found to be in good agreement with the experimentally estimated 
temperature. The energy landscape of the protein was investigated by successive energy minimizations
 of protein structures along the multicanonical trajectory. The experimentally known native 
structure was demonstrated to be dominant below the transition temperature. We have also examined 
methods to refine the description of aqueous solutions by the 3D-RISM integral equation theory.

研究分野：液体物性理論

キーワード： 拡張アンサンブル法　液体論　タンパク質　フォールディング

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
タンパク質が機能を発現する天然状態は自由エネルギー最小の状態であり、折りたたみは物理的な原理に支配さ
れていると考えられている。これはアミノ酸残基配列情報である一次構造から機能を発現する三次構造を物理的
な方法論に基づき予測できる可能性を示しており、物質科学・生命科学の最重要課題のひとつに挙げられる。本
研究では水溶液環境はごく粗いモデルが用いられているが、実験で知られている天然構造を熱力学的な相転移と
いう観点より計算のみから特定することができた。また、本研究で行われた詳細な検討により液体の積分方程式
理論を用いて水溶液環境を高精度化するための方法論的な方向性を示すことができた。

※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 
 
タンパク質は、アミノ酸がペプチド重合することにより形成される鎖状高分子である。この高
分子は生理条件下で自発的に折りたたまり、その機能を発現する。Anfinsen らの実験[1]により、
機能を発現する天然状態は自由エネルギー最小の状態であり、折りたたみは物理的な原理に支
配されていることが明らかになった。これはアミノ酸残基配列情報である一次構造から機能を
発現する三次構造を物理的な方法論に基づき予測できる可能性を示しており、物質科学・生命科
学の最重要課題のひとつに挙げられる。 
自然に存在するタンパク質は 20 種類のアミノ酸からのみなり、進化による淘汰の末に選ばれ
てきた精巧な分子機械である。その折りたたみに必要な時間はミリ秒程度であり、単純なランダ
ムサーチと比較すると驚くほど速い。一般にアミノ酸がペプチド重合して形成される高分子は
必ずしも十分速く自由エネルギー最小構造に折りたたまるわけではないために、タンパク質分
子の自由エネルギー地形にその大きな特徴があると考えられている。この問題に対しては整合
性原理[2]やファネル仮説[3]など重要な概念的なブレークスルーがあったが、未だ原子レベル
で自由エネルギー地形を探索し、その天然構造を予測する方法は確立しておらず、タンパク質分
子の全原子モデルをベースに天然状態の三次元立体構造を第一原理から予測する手法の開発が
待たれていた。 
 
２．研究の目的 
 
本課題では、我々のグ
ループで開発した拡張ア
ンサンブル生成手法をタ
ンパク質の全原子モデル
に適用し、その天然状態
でとる三次構造を予測す
る手法の開発を行う。こ
の拡張アンサンブル生成
手法は、これまでに我々
のグループでモデルタン
パク質の折りたたみ問題
に成功裏に適用されてい
る[4,5]。このモデルのエ
ネルギー最小状態は図
1(a)に示したβ-バレル
構造であり、このモデル
の“天然構造”に対応す
る。我々のグループで開
発した手法は、このエネ
ルギー最小構造から図 1(b)に示したランダムコイル構造などをカバーする広範囲な構造サンプ
リングを実現し、広い温度領域にわたるタンパク質の安定性を精度良く記述した。水は融解温度
以下に冷却すると相転移を経て氷となるように、タンパク質は折りたたみ転移温度以下ではそ
の天然状態に転移する。我々の方法により折りたたみ転移温度以下の天然構造は正しく同定さ
れているが、その際にエネルギー最安定構造に関する情報は事前に用いていないことは強調し
たい。 
タンパク質分子を全原子モデルで取り扱う場合、その周りの水溶液環境を適切に取り扱うこ
とが重要である。水を露わに考慮しての折りたたみシミュレーションは、小さいタンパク質に対
しては専用計算機を長期間占有し分子動力学計算をミリ秒程度に到るまで実行することにより
可能であることが示されているが[6]、スーパーコンピューターを含む通常の計算機環境では未
だ現実的ではない。また安定性に関わる自由エネルギーの評価にはほど遠い状況である。このよ
うな状況に鑑み、本課題では液体の積分方程式理論の一つである 3D-RISM 理論を用いて溶媒効
果を取り扱い、現実的な計算時間で上述の目的を実現する手法を検討する。3D-RISM 理論は溶質
分子周りの溶媒の 3 次元密度場を記述する積分方程式理論であり、これまで生体高分子系を含
む様々な溶液内分子過程に適用され、その有用性は示されている[7]。我々のグループでも、シ
ンプルなジペプチドを用いたベンチマークを行い、水を露わに考慮する計算手法の結果と比較
することにより、その信頼性を確認した[8]。本研究では、申請者のグループで開発した拡張ア
ンサンブルの生成手法を 3D-RISM 理論と結合し、その天然状態での構造を分子間相互作用から
決定する第一原理手法について検討する。 
 

図 1 タンパク質の(a)粗視化モデルの天然構造と(b)ランダムコ

イル構造． 

(a) (b)



３．研究の方法 
 
我々は、これまで拡張アンサンブル生成手法としてレプリカ交換一般化ハイブリッドモンテ
カルロ(GHMC)法およびマルチカノニカル一般化ハイブリッドモンテカルロ(GHMC)法の開発を行
い、モデル蛋白質の折りたたみ転移に対して成功裏に適用した[4,5]。本研究課題では、このシ
ミュレーション手法をベースにタンパク質の全原子モデルを用いて折りたたみ問題にアプロー
チする手法を構築する。まずは水溶液環境を連続体モデルにより記述する手法によりフォール
ディング転移を取り扱う。 

 
１）Generalized Born Surface Area (GBSA)法などの連続体モデルに基づき溶媒和自由エネ
ルギーをモデル化する。タンパク質の分子内相互作用にこの溶媒和自由エネルギーを加
えたものを“ポテンシャル”とし、このシステムに対してレプリカ交換 GHMC 計算を行う。
これにより広い温度領域での効率的な構造サンプリングが可能となる。各温度レプリカ
の計算結果から Weighted Histogram Analysis Method (WHAM)法などを用いて状態密度を
計算し、マルチカノニカル計算に必要な重みを求める。 
 
２）ステップ１）で求めた重みを用いてマルチカノニカル GHMC 計算を実行する。マルチカノ
ニカル法は系の分布関数がポテンシャルエネルギーに対して一定となるような人工的な
統計アンサンブルを導入することにより構成される。この分布関数のために系はポテン
シャルエネルギー空間をランダムウォークし、低エネルギーから高エネルギーの構造ま
でを広くサンプリングすることが可能になる。このステップでは分子内相互作用と連続
体モデルにより溶媒和が記述された系のマルチカノニカル分布が生成されている。 

 
次に、水溶液環境の記述の高精度化手法を検討する。本研究課題では液体の積分方程式理論のひ
とつである 3D-RISM 理論をとりあげ[7]、以下の方法により取り扱う。 
 
上述のステップ２）で生成された各々の構造に対して、液体の積分方程式理論を用いて特
定の温度での溶媒和自由エネルギーを求める。連続体モデルから生じるバイアスを取り
除くために、積分方程式から求めた溶媒和自由エネルギーを用いて Reweighting を実行
し、この温度での 3D-RISM 計算と整合するカノニカル平均を求める。ここでステップ２）
においてタンパク質の空間的にコンパクトな状態からランダムコイルの状態までをカバ
ーする広範囲にわたるサンプリングが実現されていることが前提となっている。対象と
する温度を変えて積分方程式の計算を実行することにより、広い温度領域でのタンパク
質の安定性を求めることができ、フォールディング転移温度以下での天然状態を同定す
ることができる。 

 
 
４．研究成果 
 
 タンパク質のシミュレーシ
ョンを始めるにあたって、ま
ずは一般化ハイブリッドモン
テカルロ(GHMC)法の計算効率
の検討を行った[9]。GBSA 法
により水溶液環境が記述され
た水和アラニンジペプチドを
例にとり、ベンチマークを行
った。GHMC 法では試行配位は
運動方程式を用いて生成され
る。多重時間刻み（r-RESPA）
法 と hydrogen mass 
repartitioning(HMR)法を併
用することにより効率を損な
うことなく運動方程式を数値
的に解く際の時間刻みを 4倍程度長くとれることを示した。r-RESPA 法および HMR 法の利用なし
(GHMC-1 法)、利用あり(GHMC-3 法)の場合で、それぞれ比較的長い GHMC 計算を行った。ここで
GHMC ステップ数は同一に設定されており、それぞれの計算時間は実質的に同じであることに注
意しておこう。ジペプチドの二つの二面角の関数として計算した密度分布を図 2に示す。GHMC-
3 法では GHMC-1 法ではサンプルされていない領域にも分布がみられ、格段の計算の効率化を確
認することができる。 

図 2 二つの二面角に関する分布．(a) GHMC-1 法，(b)GHMC-

3 法による計算結果．文献[9]より転載． 



 一方、後述のマルチカノニカル計算を実施する際にマルチカノニカル重み因子の精度のよい
決定が鍵であることを痛感した。タンパク質のフォールディング転移は一次相転移様の現象で
あると考えられているために、一次相転移を効率的に取り扱う手法の構築が望まれる。カノニカ
ルアンサンブルでは一次相転移温度では、エネルギー分布に秩序相と無秩序相に対応するピー
クがあり、その間に潜熱に由来する大きなギャップが開いている。このギャップ領域にアクセス
する手法の開発が肝要である。標準的なカノニカルアンサンブルに基づくレプリカ交換法はこ
のギャップ領域を挟んでのレプリカの交換が進まず、一次相転移点付近を十分サンプルするこ
とができない。本研究ではガウシアンアンサンブルと呼ばれる人工的な統計集合を用いて、一次
相転移現象に対しても有効に働くレプリカ交換法の開発を行った[10]。ガウシアンアンサンブ
ルは熱浴のサイズを制御することにより、ミクロカノニカル分布とカノニカル分布を補間する
ような統計集合を実現することができる。我々の新規手法は、相転移点付近はガウシアンアンサ
ンブルで取り扱い、それ以外の状態はカノニカルアンサンブルで取り扱うハイブリッドレプリ
カ交換法である。二次元強磁性ポッツ模型をとりあげてベンチマークを実施した。図 3にハイブ
リッドレプリカ交換法の結果を示す。この手法では系は図の破線で挟まれたギャップ領域をま
たいで広くサンプリングされていることが見てとれる。比較のため、標準的なカノニカルレプリ
カ交換法の結果も図 4 に示す。この手法では低温から出発したレプリカは計算のあいだずっと
低温相に局在しており、高温相から出発したレプリカもギャップ領域を超えられないことが確
認できる。 
これらの結果をもとに 3 節で説明した方法で小さなタンパク質分子のシミュレーションを実
施した。対象はシニョリンと呼ばれるタンパク質である。まずは GBSA 法により水溶液環境を記
述したシニョリンのフォールディング転移温度の評価とそのエネルギー地形の探索を行った。
計算より得られたフォールディング転移温度は実験から推定されているものと良い一致を示し、
転移温度以下の構造は天然構造が支配的であることを示した。またいくつかの典型的な構造に
対して 3D-RISM 計算を行い、溶媒和モデルにより安定性の順序等が変わることはないことを確
認した。この結果は近くまとめて公表する予定である[11]。この計算で得られた構造をもとに
3D-RISM 法を用いた Reweighting を行った。この手法はアラニンジペプチドのようなシンプルな
分子に対して有効に働くことは確認していたが、シニョリンの場合は残念ながら十分な精度が
得られないことがわかった。これはマルチカノニカル計算から得られたシニョリンの構造に適
用すると、特定の構造の重みが大きくなりすぎ統計的に意味のある結果が簡単には得られない
ことによる。この問題を克服するために上述の一般化ハイブリッドモンテカルロ(GHMC)法を用
いて、3D-RISM 法の溶媒和自由エネルギーと整合する分布を直接生成する手法の開発を行ってい
る。この手法では水溶液環境の記述を二段階に分けて行う。ひとつは GBSA 法による粗い記述、
もうひとつは 3D-RISM 法による高精度な記述である。GHMC 法では運動方程式を用いて試行配位
が生成されるが、その部分は GBSA 法による粗い記述に基づき行い、生成された試行配位の採択
は 3D-RISM 法による高精度な記述により行う。ここで GBSA 法によるバイアスは採択を決定する
段階で取り除かれるために、この手法は 3D-RISM 法による溶媒和自由エネルギーと整合するカ
ノニカル分布を生成することに注意しておく。シンプルなジペプチドに対するベンチマークは
2022 年日本物理学会秋季大会で報告したが[12]、今後はタンパク質のフォールディング問題に

図 3 ガウシアン−カノニカルハイブリッ

ドレプリカ交換法による特定のレプリカ

のエネルギーをモンテカルロ軌跡に沿っ

て図示（上図）．青は低温の秩序相から，緑

は高温の無秩序相から出発したレプリカ

のエネルギー．下図は同様にレプリカが訪

問したシステム番号．文献[10]より転載． 

図4 カノニカルレプリカ交換法による特

定のレプリカのエネルギーをモンテカル

ロ軌跡に沿って図示（上図）．青は低温の

秩序相から，緑は高温の無秩序相から出発

したレプリカのエネルギー．下図は同様に

レプリカが訪問したシステム番号．文献

[10]より転載． 



適用できるようアルゴリズムの改良を進める予定である。 
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