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研究成果の概要（和文）：純水溶媒、および、尿素またはアルキル化尿素の水溶液で、タンパク質構造に対する
溶媒和のエネルギー論的解析を行った。溶媒和自由エネルギーを分子動力学シミュレーションとエネルギー表示
溶液理論を用いて計算し、タンパク質－溶媒間の静電相互作用、van der Waals 相互作用、および、排除体積効
果と溶媒和自由エネルギーの相関を解析した。純水中では構造ゆらぎが静電相互作用に駆動されることが分かっ
た。共溶媒効果については、純水溶媒と共溶媒を含む混合溶媒間の移行自由エネルギーの相関解析を行うこと
で、尿素やアルキル化尿素の変性作用がvan der Waals 相互作用に由来することが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Energetics of protein was analyzed in pure-water solvent and in a set of 
mixed solvents with urea and its alkylated derivatives. The solvation free energy was computed 
through all-atom molecular dynamics simulation combined with the solution theory in the energy 
representation, and its correlations were examined against the electrostatic and van der Waals 
components in the the protein-solvent interaction and the excluded-volume component. It was observed
 in pure-water solvent that the solvation free energy varies in parallel to the electrostatic 
component with minor roles played by the other components. The effect of urea or its alkylated 
derivative on protein structure was investigated in terms of the free-energy change upon transfer of
 the protein solute from pure-water solvent to the mixed solvent, and it was found from the 
correlations of the transfer free energy to the interaction components that the denaturing effect of
 the cosolvent is due to the van der Waals interaction.

研究分野：物理化学、理論化学、溶液化学、生物物理学
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様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	

１．研究開始当初の背景 
尿素やグアニジン塩のような共溶媒を加

えると、タンパク質が変性することはよく知
られている（変性を引き起こす共溶媒が、変
性剤である）。タンパク質と共溶媒の間には、
水素結合・分散引力・排除体積効果のような
分子間相互作用が働き、また、共溶媒の添加
で、タンパク質と水の相互作用も変化する。
タンパク質の構造変化・変性は、構造形成・
フォールティングの逆過程であり、その機構
の知見は、タンパク質の構造形成原理の解明
の要となるため、「タンパク質－水－共溶媒
の間の相互作用のどの成分が、タンパク質の
構造変化や変性を導くか」という問題は古く
から注目を集め,計算・分光手法の発達により、
原子レベル情報の取得が可能になったため、
タンパク質変性の研究が、特に、近年になっ
て活況を呈するに至った。 
化学反応が関与しないとき、共溶媒効果

は移行自由エネルギーで規定される。移行自
由エネルギーとは、純水溶媒中と共溶媒を含
む混合溶媒中での溶媒和自由エネルギーの
差であり、タンパク質－水－共溶媒の相互作
用を敏感に反映する物理量である。そのため、
原子レベルの分解能を保った解析が必要と
なり、特に自由エネルギーとそのタンパク質
構造依存性を決定する相互作用因子を直接
的に評価することが望まれていた。 
 
２．研究の目的 
タンパク質構造に対する共溶媒効果を、全

原子モデルで解析する。cytochrome cおよび
T4-lysozyme を対象とし、全原子ポテンシャ
ルを用いた分子動力学シミュレーションと
エネルギー表示溶液理論を組み合わせて、水
和効果と共溶媒効果の自由エネルギー解析
を行う。自由エネルギーを構成する相互作用
成分（水素結合・分散引力・排除体積効果な
ど）の中からタンパク質構造変化を導く成分
を同定する。 
 
３．研究の方法 
大量のタンパク質構造を、常温および高温

での分子動力学シミュレーションを行うこ
とで生成し、各固定構造について純水溶媒中
と共溶媒を含む混合溶媒中の両方で溶媒和
自由エネルギーを計算した。タンパク質の溶
媒和自由エネルギーの計算では、自由エネル
ギー摂動法や熱力学積分法を用いると溶媒
分子をあらわに扱うためには膨大な計算資
源が必要となるため、エネルギー表示溶液理
論を使用した。この方法は、自由エネルギー
の高速近似計算手法であるが、精度が高く適
用範囲も広い.。溶媒系と溶液系のシミュレー
ションのみで、溶質－溶媒エネルギーの分布
関数に基づいて近似汎関数を用いて溶媒和
自由エネルギーを評価する。本研究の開始前
に、溶媒分子をあらわに含んだ系で 200〜300
残基程度のタンパク質の全原子自由エネル
ギー計算の実績があった。移行自由エネルギ

ーは、純水中と混合溶媒中での溶媒和自由エ
ネルギーの差として計算した。 
	
４．研究成果	
まず、純水溶媒中でのタンパク質構造の平

衡ゆらぎについて議論する。タンパク質のあ
る構造をX、その構造におけるタンパク質の
分子内エネルギー（構造エネルギー）と純水
中の溶媒和自由エネルギー（水和自由エネル
ギー）を、それぞれ、Eintra(X)、Dµwat(X)とす
る。タンパク質の構造と水和効果の関係をみ
るために、図 1に 常温常圧下の MD 計算の
結果から採取した平衡状態のシトクロム c 
の構造 30 点について計算した Eintra(X)と
Dµwat(X)との間の相関図を示す。これらの量
は逆相関の関係にあり、また、回帰直線の傾
きがほぼ-1 であることから補償関係にある
と言える。タンパク質構造のゆらぎに伴う構
造エネルギーの変化が水和自由エネルギー
によってもららされていることを示す結果
である。 

 
図 1. シトクロム c の溶媒和自由エネルギー
Dµwat とタンパク質の構造エネルギーEintra の
相関。一点一点がタンパク質の固定構造に対
応する。最小自乗法による回帰直線の傾きは 
-1.0で 相関係数は-0.90。 
 
図 2 には、シトクロム c における純水溶

媒中での溶媒和自由エネルギーとタンパク
質－溶媒分子間の相互作用の和の平均値
<v>wat、その静電相互作用成分<v>watelec、van 
der Waals 相互作用成分<v>watvdW、および、排
除体積成分Dµwatexclとの相関を示す。排除体積
効果は、溶質の挿入によって溶媒分子が除去
されることに起因する自由エネルギーのペ
ナルティであり、エネルギー表示溶液理論の
枠組みの中では、自由エネルギー汎関数を構
成するタンパク質－溶媒分子間の 2 体相互
作用エネルギー上の積分を、溶液系では実質
的に存在できないような大きな値の領域に
制限することで導入できる。大きな負の値を
持つDµwat に対応する構造は, 強い<v>wat と
<v>watelecに対応している。一方、 <v>watvdWや
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Dµwatexcl は変化の幅も小さく、Dµwat との相関
も弱い。純水溶媒中のタンパク質の平衡ゆら
ぎがタンパク質－水間の静電相互作用に駆
動されることを意味する。Dµwatと<v>watelecの
プロットの傾きが 2であることを考慮すると、
タンパク質内部の水素結合とタンパク質－
水間の水素結合の交換が起きているために
成り立つ関係であることが分かる。 

 
図 2. シトクロム c の純水溶媒中での溶媒和
自由エネルギー Dµwat とタンパク質－水の相
互作用エネルギーの和の平均値<v>wat、その
静電相互作用成分<v>watelec、van der Waals 相
互作用成分<v>watvdW、および、排除体積成分
Dµwatexclとの相関。一点一点がタンパク質の固
定構造に対応する。最小自乗法によるDµwat

への回帰直線の傾きは、<v>watについて 2.05、
<v>watelecについて 2.04であり、相関係数は共
に 0.99。 
 
次に、尿素またはアルキル化尿素を共溶媒

として添加した場合の効果について議論す
る。Dµmixを共溶媒－水混合溶媒中での溶媒和
自由エネルギーとすると、移行自由エネルギ
ーは、 (Dµmix−Dµwat)で与えられる。この量は、
タンパク質の各固定構造について定義され、
(Dµmix−Dµwat)がより負になる構造ほど共溶媒
添加によって出現確率がより大きくなる。天
然構造から部分的にアンフォールドした変
性構造までを分子動力学シミュレーション
によって用意して、溶媒接触表面積（SASA）
との相関を取ると、(Dµmix−Dµwat)がより負で
あるほど、SASA は大きく溶媒に対して露出
した構造を持つことが分かった。 
移行自由エネルギーを共溶媒からの寄与

と水からの寄与に分割することで, 共溶媒の
直接効果および間接効果についての知見を
得ることができる。移行自由エネルギー
(Dµmix−Dµwat)と各溶媒種からの寄与との相関
を取ることで、尿素またはアルキル化尿素を
共溶媒とするとき(Dµmix−Dµwat)は共溶媒から

の寄与と正に相関することが分かった。尿素
やアルキル化尿素の寄与が変性構造の安定
化に主たる寄与をしていることを意味して
おり、より変性した構造は,水からの寄与によ
る部分的な補償を受けつつ共溶媒の寄与に
よって安定化される。この結果は直接メカニ
ズムを支持するものである。 
さらに、静電相互作用、van der Waals 相

互作用、排除体積効果といった溶質－溶媒相
互作用因子に関する解析を行った。移行自由
エネルギー(Dµmix−Dµwat)と溶質－溶媒相互作
用エネルギーの和の平均値(<v>mix−<v>wat)、そ
の静電相互作用成分(<v>mixelec−<v>watelec)、van 
der Waals 相互作用成分(<v>mixvdW−<v>watvdW)、
および、排除体積成分(Dµmixexcl−Dµwatexcl)との
相関プロットを、シトクロム c について図 3
に示す。(Dµmix−Dµwat)は(<v>mixvdW−<v>watvdW)
と よ く 相 関 し て い る 。 一 方 で 、
(<v>mixelec−<v>watelec)や (Dµmixexcl−Dµwatexcl)との
相関は弱く、変化の幅も小さい。よって、3 者
の中では、van der Waals 成分が移行自由エネ
ルギー(Dµmix−Dµwat)の支配的な因子である。
SASA と(Dµmix−Dµwat)の関係を併せて考える
と、尿素またはアルキル化尿素の添加によっ
て溶媒との van der Waals 相互作用の大きい
構造が安定化することが分かる。つまり、尿
素やアルキル化尿素の変性作用は、直接的な
van der Waals 相互作用に由来することが明
らかになった。 

 

 
図 3. 尿素を添加した場合のシトクロム c の
移行自由エネルギー(Dµmix−Dµwat)と移行に伴
うタンパク質－溶媒相互作用エネルギーの
和の平均値の変化(<v>mix−<v>wat)、その静電相
互作用成分(<v>mixelec−<v>watelec)、van der Waals 
相互作用成分(<v>mixvdW−<v>watvdW)、および、
排除体積成分(Dµmixexcl−Dµwatexcl)との相関。一
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点一点がタンパク質の固定構造に対応する。
最小自乗法による(Dµmix−Dµwat)への回帰直線
の 傾 き は 、 (<v>mix−<v>wat) で 2.1 、
(<v>mixvdW−<v>watvdW)で 1.6。相関係数は、
(<v>mix−<v>wat)について 0.96、(<v>mix−<v>wat)
について 0.89。 
 
移行に伴うタンパク質－溶媒分子間の相

互作用成分の変化についても、タンパク質－
共溶媒分子間相互作用とタンパク質－水分
子間相互作用に分割して解析した。尿素を共
溶媒とするとき、(<v>mixelec−<v>watelec)について
は共溶媒との相互作用と水との相互作用の
変動が補償し、(<v>mixelec−<v>watelec)全体は小さ
な値となる。これは、尿素の添加に伴って失
ったタンパク質－水間静電相互作用がタン
パク質－尿素間静電相互作用によってほぼ
補 償 さ れ て い る こ と を 意 味 す る 。
(Dµmixexcl−Dµwatexcl)についても同様の挙動が確
認でき補償関係が見出された。一方、
(<v>mixvdW−<v>watvdW)では尿素からの寄与と水
からの寄与が部分的に補償するものの、
(<v>mixvdW−<v>watvdW)全体は尿素からの寄与と
正 の 相 関 を も つ 。 (Dµmix−Dµwat) と
(<v>mixvdW−<v>watvdW)の相関および SASAとの
相関から、尿素－水混合溶媒中では溶媒に表
面を大きく露出した変性構造が尿素分子と
の van der Waals 相互作用の増大によって安
定化するという描象が得られた。アルキル化
尿素が共溶媒のときも、静電相互作用が変性
を阻止する方向に働く場合があるが、van der 
Waals 相互作用が支配的な役割を果たすこと
に変わりはない。 
相関解析は、変性構造の安定化における主

鎖と側鎖の役割を明らかにするにも有用で
ある。そこでは、相互作用ポテンシャルの加
成性に基づいてタンパク質－溶媒分子間の
相 互 作 用 を 主 鎖 と の 相 互 作 用
(Dµmixback−Dµwatback) と 側 鎖 と の 相 互 作 用
(Dµmixside−Dµwatside)に分割し、移行自由エネル
ギー(Dµmix−Dµwat)との相関を解析することに
な る 。 図 4 に 、 (Dµmix−Dµwat) と
(Dµmixback−Dµwatback)および(Dµmixside−Dµwatside)と
の相関を示す。値そのものを見たときに
(Dµmixside−Dµwatside)が(Dµmixback−Dµwatback)より大
きいことは、側鎖の方が主鎖より大きく溶媒
に露出していることに対応している。しかし、
(Dµmixback−Dµwatback)と(Dµmixside−Dµwatside)はとも
に(Dµmix−Dµwat)と強い相関を持ち傾きもほぼ
同程度である。どちらか一方が支配的な相関
因子ではないことを示している。 
以上から、純水溶媒中のタンパク質構造の

平衡ゆらぎは、タンパク質－水間の静電相互
作用によって駆動されていることが分かっ
た。さらに、尿素またはアルキル化尿素の添
加がタンパク質構造に及ぼす影響を調べる
ために、純水中から混合溶媒中への溶媒和自
由エネルギーの変化を計算した。相関解析の
結果、尿素やアルキル化尿素による変性構造
の安定化は、van der Waals 相互作用を通じた

直接メカニズムに基づき、主鎖との相互作用
も側鎖との相互作用も同程度に重要である
ことが示された。 

	
	
図4. 移行自由エネルギー(Dµmix−Dµwat)と移行
に伴う溶質－溶媒相互作用エネルギーの変
化への主鎖の寄与(Dµmixback−Dµwatback)と側鎖
の寄与(Dµmixside−Dµwatside)との相関。一点一点
がタンパク質の固定構造に対応する。最小自
乗法でフィットしたとき、(Dµmix−Dµwat)への
回帰直線の傾きは、(Dµmixback−Dµwatback)につい
て 2.1、(Dµmixside−Dµwatside)について 1.2。相関
係数は、(Dµmixback−Dµwatback)に対して 0.87、
(Dµmixside−Dµwatside)で 0.91。 
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