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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、「蛋白質の構造変化過程における水和構造の役割の解明」である。
この目的のためには、蛋白質の溶液中における構造アンサンブルを可視化し、そのアンサンブルの形成における
すわい構造の自由エネルギー寄与を明らかにする必要がある。そのために、(1)実験とMDシミュレーションの統
合的手法による蛋白質構造アンサンブル可視化法の開発を行い、さらに、(2)蛋白質構造変化に伴う溶媒和自由
エネルギー変化の解析方法を開発した。これらの手法により、蛋白質の機能的構造変化の駆動メカニズムを説明
するためには、水和構造によるエネルギー的寄与が必須であることが明らかになりつつある。

研究成果の概要（英文）：To reveal the role of water molecules in a protein functional motion in MD 
simulation, it is necessary to visualize a free-energy map (conformational ensemble) of protein 
motions and then investigate thermodynamic contribution of waters to the map. For these purposes, we
 have developed the two methods to analyse conformational ensembles of proteins; (i) the Bayesian 
optimization method of MD ensemble to obtain realistic ensemble that can reproduce experimental 
data, and (ii) the method to calculate solvation free energy changes along protein motions. By 
applying these methods to MD simulation and solution scattering experiments of proteins, we have 
begun to reveal that the mechanism of the protein conformational motions cannot be accounted without
 the thermodynamic contribution of waters surrounding the protein molecules.

研究分野： 生物物理
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研究成果の学術的意義や社会的意義
生命の営みには『水』の存在が不可欠であるが、その大きな要因としては、生命活動の素過程を担うタンパク質
や核酸といった生体分子が機能するためには、水環境が必須であることが挙げられる。では、なぜ生体分子は機
能発現に水環境を必要とするのか？この疑問に答えるためには、生体分子近傍の水和構造を詳しく調べ、その構
造を基に、生体分子の構造変化過程といった機能発揮過程において水が果たしている役割を熱力学的に明らかに
する必要がある。本研究において開発された構造変化の解析方法は、このような熱力学的研究を可能にし、水和
構造の役割を明らかにしつつある。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

生物細胞の体積の 70 %が水で占められていることから類推できるように、生命の営みには
『水』の存在が不可欠である。生命が水を必要とする大きな要因としては、生命活動の素過程
を担うタンパク質や核酸といった生体分子が構造形成し機能するためには、水環境が必須であ
ることが挙げられる。では、なぜ生体分子は構造形成や機能発現に水環境を必要とするのか？
この疑問に答えるためには、生体分子と水の界面における水分子の分布状態『水和構造』を原
子レベルで詳しく調べ、その構造を基に、生体分子の構造変化過程や基質認識過程といった機
能発揮過程において水が果たしている役割を熱力学的に明らかにする必要がある。 

申請者はこれまで、X 線回折散乱実験や分子動力学計算を組み合わせることで、溶液中にお
ける生体分子構造を、その水和構造も含めて可視化する解析方法を開発してきた。この手法に
より、生体分子周りの水は一様な媒質として近似する従来の考え方では説明できない、分子表
面の性質に依存した特異的な水和構造の形が明らかになりつつある。このような特異的な水和
構造が、構造変化や基質認識といった生体分子の機能発揮過程において果たす役割を明らかに
する。 

 
２．研究の目的 

本研究課題の目的は、「蛋白質の構造変化過程における水和構造の役割の解明」である。この
目的のためには、蛋白質構造が溶液中においてどのような構造を取り得るか、すなわち、蛋白
質の構造アンサンブル（＝自由エネルギー地形）を可視化し、そのアンサンブルの形成におけ
る溶媒の自由エネルギー寄与を明らかにする必要がある。そのために、本課題においては、（１）
実験と MD シミュレーションの統合的手法による蛋白質構造アンサンブル可視化法の開発、及
びに、（２）蛋白質構造変化に伴う溶媒和自由エネルギー変化の解析方法の開発、の 2 つの研
究項目を行った。 

 
３．研究の方法 

（１）溶液中における蛋白質の構造アンサンブルに関する情報を得る実験手法としては、溶液
X 線散乱（SAXS）や NMR があるが、実験で得られる構造情報は、低分解能もしくは部分的と
いった特徴があり、その解析には原子分解能の MD シミュレーションが必要である。本項目に
おいては、ベイズ統計を用いた実験と計算の統合手法を開発し、実験情報を再現できる構造ア
ンサンブルを MD シミュレーションの結果から得られるか検証した。 

（２）蛋白質の構造変化機構を熱力学的に明らかにするためには、溶媒のエネルギー的寄与を
明らかにすることが必須である。そのためには構造変化に伴う溶媒和自由エネルギーの変化を
求めることが必要になるが、従来の溶媒和自由エネルギー計算法は揺らぎを持つ蛋白質構造に
は適用が困難であり、MD シミュレーションにおいて構造を拘束しておく必要があった。そこ
で、本研究項目においては、揺らぎを持つ蛋白
質構造にも適用可能な溶媒和自由エネルギー計
算法 rf-GIST 法を開発した。 

 
４．研究成果 

本研究において成果が得られた、もしくは進
行中の研究項目は主に 3つある。以下にそれぞ
れについて説明する。 

(1) 低温電子顕微鏡データを用いた MD 力場の
信頼性評価 

本研究項目においては、低温電子顕微鏡法
(cryoEM)によって得られた溶液中の生体分子構
造を参照として、MD 力場セットの信頼性評価
を行った。cryoEM の構造情報は局所構造・全
体構造の情報を共に含んでおり、MD シミュレ
ーションにおける分子構造の評価に有用だと思
われるが、低解像度・分子量の大きさ等の問題
により、これまで用いられたことはなかった。
本研究では、高解像度で得られた cryoEM デー
タを用いた力場セットの評価を世界で初めて行

図1. クライオ電顕データとMDシミュレ
ーションの比較による MD 力場の評価。 



った(図 1)。その結果、AMBER ff15FB 力場が最も良く実験データを再現し、対して CHARMM
系の力場は再現性が低いことが明らかになった(J. Phys. Chem. B にて出版)。 

(2) 蛋白質構造変化に伴う溶媒和自由エネルギー変化の解析方法の開発 

溶液中における蛋白質
の構造アンサンブルに関
する情報を得る実験手法
と し て は 溶 液 散 乱
（SANXS）があるが、得
られる構造情報は、低分解
能もしくは部分的といっ
た特徴があり、その解析に
は原子分解能の MD シミ
ュレーションが必要であ
る。本項目においては、ベ
イズ統計を用いた実験と
計算の統合手法を開発し、
実験情報を再現できる構
造アンサンブルを MD シ
ミュレーションの結果か
ら得られることを示した
（図 2）。本手法を SAXS
と MD の連携に適用し、
幾つかのモデル蛋白質の
構造アンサンブルを可視
化することに成功した。 

  
 

(3) 正しく蛋白質構造を取り扱える MD 力場の検証及び開発 

蛋白質の構造変化機構を熱力学的
に明らかにするためには、溶媒のエネ
ルギー的寄与を明らかにすることが
必須である。そのためには構造変化に
伴う溶媒和自由エネルギーの変化を
求めることが必要になるが、従来の溶
媒和自由エネルギー計算法は揺らぎ
を持つ蛋白質構造には適用が困難で
あり、MD シミュレーションにおいて
構造を拘束しておく必要があった。そ
こで、本研究項目においては、揺らぎ
を持つ蛋白質構造にも適用可能な溶
媒和自由エネルギー計算法 rf-GIST 法
を開発した。本手法により、(i) 大き
な機能的構造変化を伴わない蛋白質
の平均構造周りの平衡揺らぎ、(ii)ドメ
イン運動といった蛋白質の機能的構
造変化、の 2 種類の蛋白質構造の運動
における溶媒のエネルギー的寄与を
明らかにした(図 3)。本手法により、
溶媒によるエネルギー的寄与により、
蛋白質の構造変化が制御されている
ことが明らかになった。 

 

図 2. SANXS データとベイズ統計を用いた MD アンサンブルの最
適化。(A) モデル蛋白質系 transferrin の構造変化(上パネル)。構造
アンサンブルの分布(下パネル)； MD シミュレーションによって
得られた構造アンサンブル(青線)、構造アンサンブルの正解(赤
線)、実験データを用いて最適化した MD アンサンブル(緑線)。(B) 
SANXS データ。実験データ(赤マーク)、MD アンサンブルからの
計算データ(青線)、最適化アンサンブルの計算データ(緑線) 

図 3. 蛋白質の機能的構造変化における溶媒のエネ
ルギー的寄与の解析。(A) MD シミュレーションによ
って得られた、Maltose binding 蛋白質の自発的ドメイ
ン運動。グラフは構造分布を示す。(B) 構造変化に伴
う自由エネルギー変化(青線)。構造エネルギーの寄与
(赤線)、溶媒和自由エネルギーの寄与(緑線)。 
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