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研究成果の概要（和文）：タンパク質の機能発現の理解に必須である古典力学分子シミュレーション(MD)で用い
られている分子力場の精度が不十分であるため、計算結果の信頼性には問題が残っている。本申請では、「アミ
ノ酸主鎖の水素結合エネルギーには高次構造依存性がある」といった現象にもとづき、信頼性の高い量子化学計
算を用いてタンパク質構造形成に重要である水素結合の高次構造依存性、特にαヘリックス中では水素結合エネ
ルギーが通常のペプチド基同士のものに比べて弱くなっていることを示した。またその起源が隣接するペプチド
基による水素結合を作るC=O基やN-H基の脱分極効果に由来することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The classical molecular dynamics simulation is important for the 
understanding of the protein functions. However, the accuracy of the molecular force field used in 
the simulation is insufficient. Since hydrogen bonds (H-bonds) in protein backbones are essential to
 form their characteristic three-dimensional structures based on their ordered secondary structures,
 alpha-helices and beta-sheets, H-bond interaction energies in &alpha;-helices of short alanine 
peptides were systematically examined by precise DFT calculations in this project. Our computations 
showed that H-bond interaction energies in alpha-helices were always significantly weaker than those
 in the minimal H-bond models, in which only H-bond donors and acceptors exist. we found that the 
reduced H-bond energy originated from the depolarizations of both the H-bond donor and acceptor 
groups, due to the repulsive interactions with the neighboring polar peptide groups in the 
alpha-helix backbone.

研究分野： 生物物理学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
タンパク質構造形成に重要であるアミノ酸主鎖の水素結合エネルギーには高次構造依存性が代表的な二次構造で
あるαヘリックスに関して示され、その起源も明らかにした。この成果は、構造形成に関わる水素結合が二次構
造の影響を受けているという力場の本質的な問題を顕わにし、二次構造にもとづく分子力場の開発の必要性を示
した。今後、高次構造依存性をとりこんだ新たな力場により、これまで力場の問題のために到達できないと思わ
れていたミリ秒から秒にわたる長時間MDによるタンパク質の動的構造の追跡にも挑戦することが可能となり、タ
ンパク質構造予測等の計算の信頼性が向上し、タンパク質設計による新規機能性分子の創成も期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 タンパク質は、生命活動に必要な機能の発揮の
ため、進化の過程でその構造が最適化されている。
また、それらの機能が有効に発揮されるように、
相互作用する対象や環境に応じて構造を変える。
このような複雑で動的なタンパク質を定量的に理
解し構造や機能を予測する手段として、静的な構
造を動的な構造へと翻訳する手段が必要となる。
そのような中、タンパク質の分子動力学（MD: 
Molecular Dynamics）シミュレーションは、構造生
物学による静的構造からダイナミックな特性を理
解する手法として広く利用されつつある。しかし
ながら、同時にこれらの MD シミュレーションで
使わざるを得ない力場として高精度のものがない、
という問題点がクローズアップされてきた。タン
パク質の立体構造の階層性を鑑みるに、ヘリッ
クスやシートなどの二次構造はそのような三次
元構造を構成する重要な基本ブロックであり、そ
の形成に必要な相互作用を定量的に見積もること
こそが、タンパク質の三次元構造形成原理に必須
であると考えた。そこでポリアラニンからなるモデルペプチドを用いて、代表的な二次構造で
あるヘリックスと平行および反平行シートの形成に関わる相互作用に対して、密度汎関数法
(B97D/6-31+G(d))と分子力学法(AMBER99-SB)との比較を行った。ヘリックスとシート形成
に関わる水素結合の数と相互作用エネルギーとの関係から、シートを形成する相互作用に関
しては、分子力学法は密度汎関数法と同程度の結果を与えているものの、ヘリックスの形成
に関しては、分子力場は、密度汎関数法に比べて相互作用を過大評価していることが明らかと
なった。このことは、構造形成にはたらく水素結合などの相互作用が二次構造の影響を受けて
おり、二次構造にもとづく分子力場の改良の必要性を示唆している。 
 
２．研究の目的 
 タンパク質の機能発現の理解には長時間の古典力学分子シミュレーションが今や必須なツー
ルである。しかしながら、そこで用いられている分子力場の精度が不十分であるため計算結果
の信頼性には問題が残っている。そこで、本申請では高精度の古典力学分子シミュレーション
のため、これまでの我々の研究で明らかにした「アミノ酸主鎖の水素結合エネルギーには高次
構造依存性がある」といった現象にもとづき、信頼性の高い量子化学計算を用いてタンパク質
構造形成に重要である水素結合の高次構造依存性の起源を明らかにし、高次構造に依存する全
く新規な力場関数とそのパラメータを開発するなど、第一原理計算による立体構造形成機序の
解明を目的とする。 
 
３．研究の方法 
 ヘリックスの水素結合エネルギーについて、図 2 に示す 3 つのモデルペプチドを用いて検
討を行った。いずれもポリアラニンの N 末端をアセチル
基（Ace）で、C 末端をメチル基（Nme）でキャップした
分子（Ace-{Ala}n-Nme、本研究では n = 3~8）である。
-helical structure モデル（AH モデル）はヘリックス全体
を含むモデル、Single turn モデル（ST モデル）は 1 つの
水素結合ペアを含む 3 残基のみのモデル、Minimal 
Hydrogen bond モデル（MH モデル）は水素結合ペアの最
小単位のモデル（Ace-Nme × 2）となっている。各モデル
ペプチドの構造は、二面角を固定して構造最適化を行う
ことで作成した（ = –57°,  = –47°,  = 180°）。  
 水素結合エネルギーの評価には molecular tailoring 
approach (MTA)法を用いた。MTA 法では、2 つの残基の
間の相互作用エネルギーEHbond は以下の式で計算され
る： 
 EHbond = E(G0) – E(G1) – E(G2) + E(G12) （式 1） 
 ここで、E(G0) は系全体のエネルギー、E(G1) はアクセ
プターグループを除いたペプチドのエネルギー、E(G2) 
はドナーグループを除いたペプチドのエネルギー、E(G12) 
はドナーおよびアクセプターの双方を除いたペプチドの
エネルギーを表す。オリジナルの MTA 法では、E(G0) は
フラグメントの全ての可能な組み合わせから計算される
が、モデルペプチドの系全体のエネルギーとの差が 0.1 

 

 
図 1：アラニン 3〜8 残基のペプチドによ
る α-ヘリックス構造の伸展構造からのエ
ネルギー差 ΔEREF。B97D による量子化学
計算結果（黒丸）と、AMBER99-SB 古典
力場による計算結果（白丸と点線）とを示
す。 

 
図 2 ： α ヘ リ ッ ク スのモ デ ル , 
Ace-Alan-Nme (n = 8).  
(a) ヘリックス全体を含む AH モデル,
(b) 1つの水素結合ペアを含む3残基の
みの ST モデル, (c) 水素結合ペアの最
小単位の MH モデル 



kcal/mol 未満と小さいため、本研究ではモデルペプチドの系全体のエネルギーを E(G0) として
用いた。また、以下の式 2 により Stabilization Energy (SE) も計算した。 
 EMH

SE = EMH
N&C – (EMH

N + EMH
C) （式 2） 

 ここで、EMH
N&C は MH モデル全体のエネルギーであり、EMH

N および EMH
C は、それぞれ N

末側、C 末側の片方のペプチドのみのエネルギーを表す。構造最適化およびエネルギー計算に
は密度汎関数法である B97D/6-31+G(d)法を用い、ソフトウェアは Gaussian09 を使用した。さら
に、比較のために、分子力場による水素結合エネルギーの計算（MM）も行った。分子力場に
は Amber99SB 力場を用いた。 
 
４．研究成果 
AH モデル、ST モデル、および MM の水素結合エネルギ
ーを MH モデルの水素結合エネルギーに対してプロット
した結果を図 3 に示す。AH モデル、ST モデル、MM と
もに MH モデルの水素結合エネルギーとよく相関してお
り、相関係数はそれぞれ 0.885, 0.987, 0.975 だった．AH
モデルおよび ST モデルにおける水素結合エネルギーが
MH モデルと比べて高くなっているのは、隣接する残基
との相互作用の影響と考えられる。MM のエネルギー値
は MH モデルの値に近いことから、分子力場で計算され
た水素結合エネルギーは過大評価されていることが示唆
された。また、SE 値も MH モデルの値と非常によく相関
しており、N 末端を除いてそれらの差は一定の値（0.93 
kcal/mol）をとっていた。 
 分子力場は、ヘリックスに関して、量子化学計算に比
べて相互作用を過大評価していること、フォールディン
グのシミュレーションでも、天然構造がストランドにな
るとしられているものがヘリックスになることを知ら
れていたが、その原因に関しては長年明らかではなかっ
た。本申請による研究の結果、ヘリックス内の水素結合
エネルギーが通常のペプチド同士の水素結合エネルギー
より弱くなっていること（図 3）、それが隣接するペプチ
ド基による水素結合を作る C=O 基や N-H 基の脱分極効
果に由来することを明らかにすることができた。また、以上の結果は、構造形成に関わる水素
結合などの静電相互作用が二次構造の影響を受けていることを示唆している。 
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