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研究成果の概要（和文）：ペプチドの凝集は、アミロイドーシス疾患を引き起こし、また、タンパク質工学にお
ける大量発現の障害となる。本研究では、全原子MDシミュレーションとエネルギー表示溶液理論の融合手法によ
って、熱力学条件の設定が温和でありながらバラエティの豊かな溶媒環境の制御法である共溶媒添加に焦点を当
てて、ペプチド凝集の阻害指針を策定した。尿素の添加によってペプチドの凝集が効率的に抑制されることを見
出し、さらに、多変量解析によって共溶媒効果を規定する分子間相互作用成分の同定を行った。

研究成果の概要（英文）：The cosolvent effects on the equilibria of peptide aggregation and ligand 
binding were studied on the basis of a statistical-mechanical theorem that the derivative of the 
excess chemical potential with respect to the cosolvent concentration is determined by the 
corresponding derivative of the solvation free energy averaged over the solute configurations. The 
solvation free energies in the pure-water solvent and the mixed solvent with a cosolvent were 
computed with all-atom MD simulation and the energy-representation theory of solvation, and it was 
observed for a peptide and its aggregates that the solvation becomes more favorable with addition of
 the urea or DMSO cosolvent. The extent of stabilization was smaller for larger aggregates, which 
implies that these cosolvents inhibit the formation of an aggregate. The roles of such interaction 
components as the electrostatic, van der Waals, and excluded-volume were discussed with correlation 
analyses.

研究分野：理論計算化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
凝集体形成やリガンド結合の平衡定数に対する共溶媒効果は溶媒和自由エネルギーの変化のみで記述できるとい
う定理に基づき、溶媒和自由エネルギーの網羅的解析によって凝集体形成能の共溶媒添加に伴う変化の系統的な
解析を可能としたことに学術的な意義がある。アミロイドーシス疾患に関わるペプチド系を検討対象として現実
的な設定における共溶媒添加効果を定量化し、共溶媒効果を規定する分子間相互作用成分を同定したことに社会
的な意義がある。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
ペプチドやタンパク質の凝集を阻害する手法の開発が強く求められてきた。例えば、アミロイ
ドーシス疾患は凝集に由来するとされ、また、ランダム凝集体（封入体）の形成がタンパク質工
学における大量発現の障害であった。凝集性は、凝集体内部での相互作用および周囲の溶媒環境
との相互作用のバランスによって規定される。凝集体内相互作用はペプチド種の指定のみで決
まるため、ペプチドを破壊すること無しに凝集を阻害するには、溶媒環境との分子間相互作用を
制御することが必要となる。 
共溶媒とは、水以外の非反応性の溶媒成分である。その添加は熱力学条件の設定が温和であり
ながらバラエティの豊かな溶媒環境の制御法であり、凝集性の制御に最も適している。ただし、
ペプチド凝集の阻害指針を策定するには、ペプチド－水－共溶媒系における相互作用の分子レ
ベル解析が必要となる。ペプチドと共溶媒の間には、水素結合・分散引力・排除体積項のような
分子間相互作用成分が水とは異なる様式で働き、また、共溶媒の添加でペプチドと水の相互作用
も変化するためである。ペプチド－ペプチドおよびペプチド－水－共溶媒間相互作用の理論解
析に基づいて、共溶媒の合理的選定指針を確立することが求められていた。 
凝集安定性は水と共溶媒を含めた全系の自由エネルギーで決まり、自由エネルギーは水素結
合・分散引力・排除体積項などの様々な相互作用成分のバランスで決まる。そこで、ペプチド凝
集に対する共溶媒効果を分子レベルで解析するためには、共溶媒の存在下における自由エネル
ギーを定量的に扱うこと、および、相互作用成分の効果を原子レベルの分解能で正確に取扱うこ
との 2 つの要件が必要である。これらの要件に見合う方法論が、溶媒をあらわに取り入れた全
原子モデルに基づく自由エネルギー解析である。凝集体形成能は、凝集体内部の相互作用と凝集
体－溶媒相互作用のバランスで規定され、その共溶媒添加に伴う変化は凝集体と単量体の溶媒
和自由エネルギーの溶媒組成依存性で決まる。ペプチド－水－共溶媒系における溶媒和自由エ
ネルギー計算が解析の鍵を握る。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、全原子モデルを用いた分子動力学（MD）シミュレーションとエネルギー表
示溶液理論の融合手法によって、ペプチド凝集に対する共溶媒効果の自由エネルギー計算を行
い、凝集自由エネルギーと水素結合・分散引力・排除体積項などの相互作用成分との多変量解析
によって凝集阻害をもたらす相互作用成分を同定することである。対象とするペプチドは
NACore（11 残基、パーキンソン病に関係する-synuclein の凝集部位）とし、その 24 量体ま
での凝集傾向を全原子モデルで計算する。さらに、開発した手法と得られた結果の一般性を検討
するために、がん関連タンパク質MDM2のリガンド結合に対する共溶媒効果も解析する。 
 
３．研究の方法 
ここでは、タンパク質、ペプチドおよびその凝集体や複合体を溶質とする。凝集体や複合体は、
全体として溶質 1粒子とみなす。水や共溶媒は、溶媒種である。共溶媒の存在する水溶液は混合
溶媒ということになる。また、溶質－溶媒相互作用の導入に伴う自由エネルギー変化を溶媒和自
由エネルギーと呼ぶ。計算の鍵を握るのは、凝集体形成やリガンド結合の平衡定数に対する共溶
媒効果は溶媒和自由エネルギーの変化のみで記述できるという定理である。この定理は、統計力
学における変分原理に基づく厳密なものである。定理によると、純水溶媒中で生成したタンパク
質、ペプチドおよびその多量体、複合体の構造アンサンブルの上で、共溶媒添加に伴う溶媒和自
由エネルギーの変化を計算すれば良い。生体分子またはその複合体の構造変化は、平衡定数に対
する共溶媒効果には寄与しないため、生体分子系における定量的な自由エネルギー解析の障害
となってきた配座エントロピーの計算は回避できる。共溶媒が存在する条件での溶質構造のサ
ンプリングが不要であることが示されるため、網羅的解析を行うための溶質構造のサンプリン
グが簡略化される。 
大量の単量体および凝集体（複合体）構造を純水中で生成し、各固定構造に対して純水溶媒中
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。溶媒分子をあらわに扱
って溶媒和自由エネルギーを計算する場合、自由エネルギー摂動法や熱力学積分法のような標
準手法では膨大な計算資源が必要となる。そこで、本研究では、エネルギー表示溶液理論を用い
た。この方法は、溶質－溶媒相互作用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算出する高速近似手法である。本課題の実施者が、独自に開発を行なってき
た。従来の溶液理論が原子間距離情報に基づいて構成されていたのに対し、分子間相互作用エネ
ルギーの分布から自由エネルギーを構築することで、溶液理論では困難とされていた化学精度
を達成し、超臨界流体・イオン液体・ミセル・脂質膜・ポリマー・気液界面・固液界面など多様
な分子集合系を適用範囲に収めた。しばしば分子内自由度が無視できない共溶媒分子の取り扱
いも容易である。200〜300残基程度に相当する生体分子系であれば、多くの全原子自由エネル
ギー計算の実績がある。 
 



４．研究成果 
まず、純水溶媒中での NACoreの多量化について述べる。溶質内の相互作用エネルギーを ES、
溶媒和自由エネルギーをとする。ここでは、生体分子の凝集体または複合体を溶質 1 粒子と
みなしているため、ペプチドの分子内のみならず分子間の相互作用エネルギーも ESに寄与する。
ESとは溶質の各固定構造で評価され、<…>は、純水溶媒でサンプルされた溶質構造の上での
平均を意味する。会合数を n として、
<ES>、<>、および、その和の単量体
当たりの値を図 1に示す。溶質内エネル
ギーの寄与は n とともに負の方向に変
化し、溶媒和自由エネルギーは正に変化
する。つまり、ペプチド間相互作用は凝
集を促進し、溶媒和（水和）によって凝
集が抑制されることが分かる。和をとる
と、nの増大によって負の方向に変化す
る。溶質内相互作用が溶媒効果より大き
いことを意味する。 

 
図 1：溶質内相互作用エネルギー
ES、溶媒和自由エネルギー、お
よび、それらの和の会合数 n に対
する依存性。<…>は純水溶媒でサ
ンプルされた溶質構造の上での平
均であり、エネルギー値は単量体
当たりの値である。 

 
次いで、共溶媒添加に伴う<>の変化について議論する。尿素または DMSO（dimethyl 

sulfoxide）を共溶媒として加えた場合について述べる。<>の共溶媒濃度 cに対する微分値を
図 2に示す。<…>のサンプリングを純水溶媒中で行っていることに対応して、cに対する微分は 
c = 0での値となる。尿素と DMSOの両方、および、全ての nにおいて<>の微分値は負であ
る。これは、単量体と多量体が、ともに、
尿素またはDMSOの添加によって安定化
することを意味する。安定化の度合いは n
に依存しており、nが小さいほど大きい。
つまり、会合度が低いほど、より強く安定
化することを意味する。相対的には、多量
体より単量体が強く安定化されるため、
共溶媒の添加によって凝集が阻害される
ことになる。単量体と多量体の差は、尿素
を共溶媒としたときの方がDMSOの場合
より大きい。凝集の阻害能は、尿素の方が
大きいことを意味する。 
 
図 2：平均溶媒和自由エネルギー
<>の共溶媒濃度 c に対する微分
値。共溶媒は尿素と DMSOであり、
c に対する微分値は c = 0 における
値である。<…>は純水溶媒でサンプ
ルされた溶質構造の上での平均を意
味し、エネルギー値は単量体当たり
の値として示す。 
 
溶媒和効果は、静電引力・分散引力・排除体積項のような分子間相互作用成分のバランスによ
って規定される。そこで、エネルギー表示溶液理論における溶媒和自由エネルギー汎関数の表現
に立脚して、<>の微分値に対する静電成分・van der Waal成分・排除体積成分の寄与を多変
量解析によって考察した。会合数 nの変化に対して、排除体積成分は実質的に一定であり、静電
成分の変化は弱かった。<>の微分値の n依存性ともっと強く相関するのは van der Waal成
分であることが見出された。このことは、凝集阻害をもたらす分子間相互作用成分は van der 
Waalsであることを意味する。静電成分や排除体積成分は、水からの寄与と共溶媒からの寄与を
個別に見ると n に依存するが、和をとると n 依存性が抑制される。これに対して、共溶媒から
の van der Waals 成分への寄与は水からの寄与を上回る。すなわち、共溶媒との直接的な van 
der Waal相互作用によって凝集が阻害されることがわかった。そして、ここに述べた結果は、
尿素と DMSOで共通である。共溶媒効果における van der Waals成分の重要性を示す。 

 



凝集に必要なペプチドの濃度をWとする。Wが大きいほど、凝集は起きにくい。Wの共溶媒
濃度 cに対する微分値は、図 2にプロットした<>の微分値から計算可能である。共溶媒添加
に伴う凝集体形成能の変化が、溶媒和自由エネルギーの c 依存性のみから算出できることに対
応している。図 3にWの微分値を、 log10W/ cの形で示す。凝集に必要とされるペプチド濃度
W は、全ペプチド分子のうちどれだけのパーセンテージが凝集状態にあれば凝集の開始とみな
すのかという設定に依存するが、 log10W/ c の値はこの設定に依存しないことを熱力学に基づ
いて証明できる。cの 1 Mの増加に対
して、n = 16や 24ではWが大きく
増大することが分かる。尿素を共溶媒
として 1 M添加した混合溶媒中では、
ペプチドの凝集に必要な濃度は、純水
溶媒中よりも 2 桁大きい。NACore
は、純水溶媒中では数 mM の濃度で
凝集するとされるため、尿素が 1 M存
在する系ではサブ Mまで凝集しない
ことを意味する。現実的なペプチド濃
度を勘案すると、凝集の阻害を意味す
る。凝集の阻害能は、DMSO よりも
尿素の方が強い。図 2において、<>
の微分値の n 依存性が、尿素の方が
強いことに対応している。 

 
図 3：凝集に必要なペプチド濃度
W の共溶媒濃度 c に対する微分
値。共溶媒は尿素と DMSOであ
り、cに対する微分値は c = 0に
おける値である。 
 
ペプチド凝集と同様の解析を、がん関連タンパク質 MDM2のリガンド結合に対して行った。
リガンドは、MDM2 と結合する腫瘍抑制因子 p53 の結合部位を取り出したペプチド、および、
低分子阻害剤である nutlin-3aを用いた。共溶媒は、尿素、DMSO、エタノール、ポリエチレン
グリコール（PEG）、および、1,6-ヘキサンジオールである。尿素とエタノールは代謝物であり、
PEGは水溶性のクラウダー、DMSOは凍結保護剤、そして、1,6-ヘキサンジオールは相分離阻
害剤として利用されている。リガンド結合の標準自由エネルギーの共溶媒添加に伴う変化を、全
原子 MD シミュレーションとエネルギー表示溶液理論の融合手法で計算したところ、尿素、
DMSO、または、1,6-ヘキサンジオールを添加すると解離が促進され、エタノールまたは PEG
を添加すると結合が促進されることが見出された。尿素と DMSOの結果は、NACoreペプチド
の凝集に関する結果とパラレルであり、1,6-ヘキサンジオールやエタノール、PEG についての
結果はタンパク質凝集の一般的な傾向と一致している。共溶媒の選択によりリガンド複合体を
解離と促進の両方向にシフト可能であることが明らかになった。さらに、共溶媒添加に伴う結合
自由エネルギーの変化を、静電成分、分散引力成分、排除体積成分などからの寄与に分割し多変
量解析を行なったところ、共溶媒種によらず静電成分は結合を促進し van der Waal成分は解離
を促進することが示された。共溶媒の種類による違いは、排除体積成分に反映される。 
以上によって、MDシミュレーションとエネルギー表示溶液理論の融合手法によってタンパク
質、ペプチドの凝集体形成やペプチド結合に対する共溶媒効果が全原子レベルで解析可能であ
ることが示されるとともに、多変量解析によって共溶媒効果を規定する分子間相互作用成分が
同定できることが示された。凝集体形成やリガンド結合の平衡定数に対する共溶媒効果を溶媒
和自由エネルギーの変化と結ぶ定理を定式化することによって、数百残基に相当するサイズの
生体分子系の自由エネルギー解析が溶媒をあらわに扱う条件の下で可能になった。凝集阻害に
おける van der Waals 成分の重要性やリガンド結合の変調をもたらす排除体積成分の意義が明
らかになった。 
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