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研究成果の概要（和文）：ウマシトクロムc(cyt c)のドメインスワッピングをターゲットとして、この過程にお
ける溶媒の役割の解明をめざした。まずモノマーおよびダイマーの平衡状態での安定性ついての研究を行い、ア
ミノ酸残基ごとの構造エネルギー、構造エントロピー、水和自由エネルギー等のダイマー安定化への寄与から、
二つのcyt cに挟まれた解離性残基の静電反発が大きな役割を果たすことが分かった。さらに、ダイマー形成に
よるcyt cの不活性化の原因となるヘム周辺の構造変化を原子レベルで明らかにした。 続いて、陰イオンがダイ
マー形成に及ぼす影響についても検討し、タンパク質-イオンの相互作用のイオン種ごとの違いを明らかにし
た。

研究成果の概要（英文）：We targeted domain swapping of Uma cytochrome c (cyt c) and sought to 
elucidate the role of solvents in this process. The contribution of structural energy, structural 
entropy, and hydration free energy of each amino acid residue to dimer stabilization was analyzed, 
and it was found that the electrostatic repulsion of dissociative residues between the two cyt c's 
played a major role. Furthermore, the structural changes around heme, which are responsible for the 
inactivation of cyt c by dimer formation, are revealed at the atomic level. The effects of anions on
 dimer formation were then examined, and the differences in protein-ion interactions between 
different ion species were clarified.

研究分野： 理論化学

キーワード： 理論化学　統計力学　液体の積分方程式理論　ドメインスワッピング

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究計画では，3D-RISM理論を基幹として理論構築を行うことに一つの特色がある。本研究で用いた手法を用
いることで、これまで困難であったイオンを含む溶液が駆動する生体分子の大域的構造変化・高次構造形成に対
し、知見を得ることができる。この手法により、ドメインスワッピングのみならず生体分子の高次構造形成の分
子論的解析が可能となり、生体高分子の高次構造デザインによる、生体分子機能性材料設計、オリゴマー形成疾
患治療法開発などへの展開が期待できる。

※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（共通） 
１．研究開始当初の背景 
  さまざまなタンパク質が複合体や多量体（オリゴマー）を形成し，独特の形状を取ることで機
能を発揮している。また，オリゴマー形成はミスフォールディングや変性との関連からも注目を
集めている。一部の天然タンパク質に見られるオリゴマー形成機構にドメインスワッピングと
呼ばれるものがある。ドメインスワッピングとは，タンパク質同士が同じ領域を分子間で交換し，
オリゴマーを形成する機構である。ドメインスワッピングにより機能を失うものや，逆に活性が
あがるタンパク質があることが知られている。このような，ドメインスワッピングの性質を利用
することで，新規生体分子機能性材料の構築が期待できることから，ドメインスワッピング機構
の分子論的な理解が望まれている。 
 
２．研究の目的 
  ドメインスワッピングを含むタンパク質の折れたたみ過程は，系全体の自由エネルギー変化
を駆動力とする確率論的，統計的過程である。その過程で水やイオンと言った溶媒分子と生体分
子の相互作用は本質的であり，溶媒和エントロピーや溶媒和自由エネルギーを適切に考慮しな
ければならない。本申請研究課題では，ウマ cyt c のドメインスワッピングを主なターゲットと
して，ドメインスワッピング過程における溶媒の役割の解明をめざす。 
 さらに、高精度な解析のための統計力学理論の構築も行う。 
 
３．研究の方法 
  本研究では、ドメインスワッピングにおける溶媒の役割に着目するために、液体の積分方程式
理論の一つである 3D-RISM 理論を用いた解析を行う。3D-RISM 理論は、生体分子の水やイオンを
含む“溶媒和”を統計力学に基づき記述する理論である。本研究では、タンパク質構造を分子シ
ミュレーションにより求め、得られた構造に対して、3D-RISM 理論を適用することで、溶媒和熱
力学を統計力学から解析する。 
  
４．研究成果 
  まず、モノマーおよびダイマーの平衡状態での安定性ついての研究を行った。この研究では、
分子シミュレーションによりモノマーおよびダイマーの構造サンプリングを行い、得られた構
造に対して 3D-RISM 理論を適用し、構造エネルギー、構造エントロピー、水和自由エネルギーお
よび水和構造を決定した。 
 自由エネルギー成分解析の結果、構造・相互作用エネルギーの変化と、並進・回転エントロピ
ーの変化が二量体を不安定化させ、水和とアミノ酸残基の振動エントロピーは二量体を安定化
させることが明らかになった。また、それぞれ成分を残基ごとの寄与に分解した解析を行った。
その結果、正電荷をもつ残基の静電相互作用が二量体を不安定化させる一方、負電荷をもつ残基
は二量体を安定化させることがわかった。水和効果の観点からは、周囲の水分子による強い遮蔽
効果により、残基間の静電相互作用とは逆の挙動を示すことがわかった。各残基の振動エントロ
ピー変化の影響は、静電効果や水和効果に比べて小さいと考えられる。また、ヒンジループに位
置する残基の中には特徴的な挙動を示すものがあり、これらをさらに解析したところ、二量体化
にともなう構造変化や相互作用変化の分子レベルでの詳細が明らかになった。特に、MET80 はそ
の位置が劇的に変化しており、二量体化によって MET80 とヘム Feの配置が変化し、水分子を収
容できる空洞を形成する。また、MET80-ヘム Fe 配位結合の切断は、MET80 のエントロピー特性
にも影響を与えていることがわかった。[1] 
 続いて、陰イオンがダイマー形成に及ぼす影響について研究を行った。実験研究から、陰イオ
ンの種類よりダイマー生成量が変化することが知られているが、溶媒和自由エネルギーにおよ
ぼすイオンの影響を各残基ごとに分割することで、タンパク質構造とイオンの相互作用のイオ
ン種ごとの違いを明らかにした。[2] 
 さらに以上の研究の過程で、3D-RISM 理論による溶媒和自由エネルギーの評価精度をさらに向
上させる必要があることが示された。そこで、3D-RISM 理論による溶媒和自由エネルギーの高精
度評価法の開発を行った。[3] 3D-RISM 理論では溶媒の記述に相互作用点モデルを用いているこ
とから、溶媒の分子配向が近似的に扱われており、これが溶媒自由エネルギー精度に与える影響
が示唆されてきた。そこで、分子配向が与える影響を考慮可能な手法（部分波展開(PW)法および
repulsive bridge 補正(RBC)法）について検討した。同時に、部分波展開法の 3D-RISM 理論への
新規適用を行った。 
  500 種類程度の分子種に対し、これらの補正法による溶媒和自由エネルギーを計算した。明ら
かに、RBC と PW は、補正なしと比較して、正確な溶媒和自由エネルギーを求めることができる
ことがわかった。これらの結果は、分子配向を組み込むことが溶媒和自由エネルギーの精度向上
に大きく寄与していることを示している。また、溶媒和自由エネルギー成分解析の結果、非極性
成分の補正が主に全体的な補正に寄与していることが示され、分子配向の組み込みが主にこの
成分に影響を与えていることが示された。 
 一方、RBC と PW の結果は、3D-RISM と 1D-RISM では異なる傾向を示した。3D-RISM では RBC の
方が PWよりも精度が高いが、1D-RISM では PW の方が RBC よりも精度が高いことがわかった。ま
た、3D-HNC+RBC, 3D-KH+RBC, 3D-PW では、溶質サイト数の増加に伴い溶媒和自由エネルギーの
誤差が増加したが、1D-RISM では溶媒和自由エネルギー表現の有意な増加は見られなかった。こ



のことから、3D-RISM の場合には補正が不十分であり、より洗練された補正・改良が必要である
と考えられる。 
  また、分子配向に関する相関がバルク溶媒圧力に与える影響と溶媒和自由エネルギーとの
関係についても検討した。その結果、PW 膨張は圧力表現の改善に寄与し、サイト数依存性に関
連した非物理的挙動を除去することがわかった。 
  この補正手法を基盤としたさらなる改良法の開発が望まれるとともに、これらを用いたタ
ンパク質多量体形成過程の解析を今後も継続する予定である。 
 
[1] Yoshida* et al., J. Chem. Phys., 148, 025102, 2018 
[2] Motoki, Yoshida, Hirota, Higashi, Abstracts of papers of ACS, 255, 65, 2018 
[3] Tanimoto,Yoshida*,Yamaguchi,Ten-no,Nakano, J. Chem. Info. Model (2019) 59, 3770-
3781 
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