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研究成果の概要（和文）：タンパク質の高次構造に依存する新規な力場関数とそのパラメータを開発するため
に、代表的な二次構造について水素結合エネルギーを量子化学計算とNegative Fragmentation Approach (NFA)
を組み合わせて計算し、古典力場との比較を行い、隣接するカルボニル基およびアミノ基の影響よりペプチド結
合が脱分極し、水素結合が不安定化されることが示唆された。結果をもとに、近距離の相互作用の影響を含める
ことで分子力場を改良する方法について検討し、原子の電荷を改良することで量子化学計算の結果をある程度再
現できることがわかってきた。

研究成果の概要（英文）：To develop a new force field function and its parameters that depend on the 
protein structure, in particular secondary structure, hydrogen bond (H-bond) energies were 
calculated for representative secondary structures using a combination of quantum chemical 
calculations and the Negative Fragmentation Approach (NFA) and compared with the classical force 
field. Our computational results suggest that the destabilization of the H-bond is attributed to the
 depolarization caused by the adjacent residue of the helical backbone connecting the H-bond donor 
and acceptor. Based on the findings from our computational results, a model was constructed in which
 the atomic partial charges of the N-H and C=O groups of the backbone peptide groups forming H-bonds
 are changed by the neighboring peptide groups, respectively, reproducing the H-bond energies of 
alpha-helices and 3_10-helices given by the NFA computation. We expect that this modification could 
lead to more reliable MD simulations.

研究分野：計算化学

キーワード： 水素結合　二次構造　分子力場　蛋白質　分子動力学シミュレーション　密度汎関数法

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
タンパク質の機能発現の理解に長時間の分子動力学シミュレーションが必須なツールである。しかし、そこで使
われる分子力場の精度に問題がある。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、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新規な力場関数とパラメータの開発を目的に研究を進めた。その
結果、代表的な二次構造であるヘリックスに関して、隣接するカルボニル基およびアミノ基の影響よりペプチド
結合が脱分極し、水素結合が不安定化されることを明らかにし、分子力場の精度の改良に重要な知見を得た。

※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 
タンパク質は、生命活動に必要な機能を発揮するため、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
えている。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動的
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に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考慮すると、aヘリックスやbシートなどの二次
構造はタンパク質の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aヘリックスと
平行および反平行b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(AMBERff99-SB)との比較を行った。bシートを形成する相互作用に関しては、分子力
場は密度汎関数法と同程度の結果を与えているものの、aヘリックスの形成に関しては、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いることを示しており、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 MD 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 MD 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する。さらには、高次構造に依存する新規な力場関
数とそのパラメータを開発するとともに、タンパク質の立体構造形成機序を解明する。 
 
３．研究の方法 
α-ヘリックスと 310-ヘリックス、π-ヘ
リックスのモデル（WH モデル）を
構築し、それぞれWHalpha-nモデル、
WH3_10-nモデル、WHpi-nモデルと名
付けた。なおモデル構築には、アセ
チル基（ACE）と N-メチルアミド基
（NME）でキャップされたポリ-アラ
ニンを用い、ACE-(Ala)n-NMEと表記
した（310-ヘリックスは n＝2-7、α-ヘ
リックスは n＝3-8、π-ヘリックスは
n = 4-12）。各モデルの主鎖ねじれ角
φおよび ψは、生化学の教科書に記
載されている理想値、すなわち
WHalpha-n モデルでは φ＝-57˚および
ψ＝-47˚に、WH3_10-nモデルでは φ＝
-49˚および ψ＝-26˚に、WHpi-nモデル
では φ＝-70˚および ψ＝-57˚に設定し
た。また、これらのモデルにおいて、
N 末端から数えて s 番目の水素結合
を n-sで表す。 
α-ヘリックスと 310-ヘリックス、π-
ヘリックスにおける水素結合エネル
ギーの特徴を理解するために、二種
類の簡略化したモデルを構築した。
一つはシングルターン（ST）モデル
で、それぞれ ACE-(Ala)3-NMEと ACE-(Ala)2-NME、ACE-(Ala)4-NMEからできている。これらに
ついては、STalpha-n と ST3_10-n モデル、STpi-n モデルと表記する。このモデルでは、水素結合の
ドナー基とアクセプター基を、ヘリックスを構成する原子で連結している。もう一つは、二つの
N-メチルアセトアミド分子が、主鎖の C=O 基と N-H 基の間に単一の水素結合を形成する、

 
図 1. αヘリックス（alpha）と 310-ヘリックス（3_10） 
、πヘリックス（pi）のモデル, Ace-(Ala)n-Nme。ヘリックス全体
を含む WH モデル、 1 つの水素結合ペアを含む残基のみの ST
モデル、水素結合ペアの最小単位のMH モデルを作成。 



MHalpha-nおよびMH3_10-nモデ
ル、MHpi-n モデルであり、水
素結合ペアの最小単位 (MH) 
モデルとよぶ。MHalpha-n と
MH3_10-n モデル、MHpi-n モデ
ルでは、水素結合を形成する
二つのペプチド基、水素結合
のドナー基とアクセプター基
で構成されている。これらの
簡略化したモデルの原子位置
は、N 末端と C 末端をキャッ
プするACEとNMEを除いて、
対応するWHalphaおよびWH3_10

モデル、WHpiモデルと同じで
ある。図 1に、α-ヘリックスの
WHalpha-5、STalpha-5、MHalpha-5モ
デルと 310ヘリックスのWH3_10-4、ST3_10-4、MH3_10-4モデル、πヘリックスのWHpi-6モデル、
STpi-6モデル、MHpi-6モデルの分子構造を例として示す。これらのモデルの水素結合エネルギー
を互いに比較した。 
水素結合エネルギーの評価には Negative Fragmentation Approach (NFA)法を用いた。NFA法では、
2つの残基の間の相互作用エネルギー𝐸!"は以下の式で計算する（図 2）。 
 𝐸!" = 𝐸#$# − 𝐸%&' − 𝐸%&( + 𝐸%&'(（式 1） 
ここで、𝐸#$#は系全体のエネルギー、𝐸%&'は水素結合のアクセプター基を除いたペプチドのエネ
ルギー、𝐸%&(は水素結合のドナー基を除いたペプチドのエネルギー、𝐸%&'( は水素結合のドナー
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。 
構造最適化およびエネルギー計算には密度汎関数法から 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モデル）も行った。分子力場には Amberff99SB力場を用いた。 
 
４．研究成果 
WHalphaモデルとWH3_10モデル、WHpiモデル
の個々の水素結合ペアについて、密度汎関数
法（QM）で計算した水素結合エネルギーと
MM で計算した水素結合エネルギーをプロ
ットしたものを図 3に示す。WHalphaモデル、
WHpiモデルでは、QMによる水素結合エネル
ギーと MM による水素結合エネルギーは良
好な相関を示したが、MM計算は QM計算に
比べて水素結合エネルギーの大きさを定量
的に約 1 kcal/mol過大評価していた。我々の
以前の研究で示した通り、WHalphaモデルの水
素結合エネルギーがQM計算で不安定化する
のは、隣接する残基による水素結合のドナー
とアクセプターの脱分極に起因しているた
めである。 
一方、WH3_10モデルでは、QMによる水素結
合エネルギーは MM によるエネルギーに近く、WHalphaモデルと WHpiモデルよりも安定であっ
た。WH3_10モデルの水素結合の安定性は、水素結合の距離が短いことに起因すると考えられる。
また、WHalphaモデルやWHpiモデルとは異なり、相関係数は 0.54と QM計算とMM計算の間の
相関は比較的弱かった。また、QMの水素結合エネルギーは、MMの水素結合エネルギーによら
ず三つのレベル（安定、不安定、非常に不安定）に分かれた。不安定なグループと非常に不安定
なグループに関して特徴を調べたところ、末端ペアに隣接する水素結合ペアで構成されていた。
特に非常に不安定なペアであるWH3_10モデルの 4-2はN-末端およびC-末端の水素結合の両方に
隣接し、最も長い水素結合距離を示した。 
ヘリックス中の水素結合エネルギーへの影響を調べるため、310-ヘリックスについてWH3_10モデ
ル、ST3_10モデル、MH3_10モデル、および α-ヘリックスについてWHalphaモデル、STalphaモデル、
MHalphaモデルの水素結合エネルギーを比較した。図 4aではWH3_10モデル（黒）と ST3_10モデル
（赤）、モデルの水素結合エネルギーをMH3_10モデルの結果に対してプロットし、図 4bでは α-
ヘリックス（WHalphaモデル、STalphaモデル、MHalphaモデル）について示している。 
α-ヘリックスでは、STalphaモデルは WHalphaモデルの水素結合エネルギーを再現し、MHalphaモデ
ルと比較して水素結合を不安定化した。このことは隣接する残基があることが原因と考えられ
る。310-ヘリックスでも、ST3_10モデルは MH3_10モデルより水素結合を不安定化したが、WH3_10

 
図 2. NFA を用いた WHalpha-3 モデルの 3-1 のフラグメント構造と水素
結合エネルギー計算の模式図。 

 
図 3. WHモデルの密度汎関数法（QM）で計算した水
素結合エネルギーとMMモデルとの相関 



モデルと同等の水素結合エネルギーにはならなかった。特に、N 末端や C 末端の水素結合に隣
接する水素結合ペアは強く不安定化した。これは、水素結合ペアをつなぐ、ヘリックスを構成す
る原子が水素結合の不安定化に一部関与しているが、他にも水素結合エネルギーを不安定にす
る要因があることを示している。また、WH モデルでは、ヘリックス長が長いほど N 末端と C
末端のペアの水素結合エネルギーを安定化する傾向があった。しかし、例外もあり、WH3_10-3モ
デルの N 末端と C 末端の水素結合ペアの水素結合エネルギーは、WH3_10-2モデルのものよりも
高く、他の系における末端の水素結合対に隣接する水素結合ペアの水素結合エネルギーに近か
った。これは、WH3_10-3 モデルでは N 末端と C 末端が隣接しているためで、例えば、WH3_10-3
モデルの N 末端水素結合ペア 3-1は、C 末端水素結合ペア 3-2に隣接し、その逆も同様のためで
ある。したがって、N 末端または C 末端に隣接する水素結合ペアのみが、隣接する残基によっ
て不安定化する。特に N 末端と C 末端に挟まれたペア（WH3_10-4モデルの 4-2）が大きな影響を
受けたと考えられる。これらにより、図 4aに示すように、WH3_10モデルと ST3_10モデルの線形
回帰係数に差が生じたのであろう。 
以上の結果をもとに、(1) ST3_10モデルの水素結合エネルギーがMH3_10モデルより不安定化する
理由、(2)末端水素結合ペアに隣接する水素結合ペアが他の水素結合対と比較して大きく不安定
化する理由について議論する。 
これらの問題点を模式的に説明したのが図 5である。(1)については、ST3_10モデルでは、水素結
合を形成する C=O 基と N-H 基が MH3_10モデルと比較して分極していた。この分極は、水素結
合ペアである図 8の残基 2を結ぶヘリックスを構成する原子に起因すると考えられる。α-ヘリッ
クスでは、隣接する C=O基が脱分極に関与している。しかし、310-ヘリックスでは、水素結合対
の C=O基が隣接する C=O基（約 3.4 Å）よりも隣接する N-H基（約 2.8 Å）に近いため、ST3_10
モデルの水素結合の不安定化は、隣接 N-H基による分極に起因していると考えられる。(2)では、
ST3_10モデルがペプチド基によって N 末端を延長すると（STENモデル）、残基-1 の C=O 基と残
基 2 の N-H 基が水素結合
を形成する。この水素結合
の形成により、残基 2の N-
H 基が分極し、残基-1 の
C=O 基がさらに脱分極す
ることになる。その結果、
水素結合がさらに不安定
化する。STENのN 末端をさ
らに延長すると（STE2N モ
デル）、残基 1の N-H基と
残基-2 の C=O 基が水素結
合を形成する（図 4のSTE2N
のヘリックスの裏側の点
線）。この水素結合の形成
により、残基 1の N-H基が
分極し、隣接する残基 0の
C=O基をさらに分極する。
この効果は、残基 2の N-H
基による残基 0 の C=O 基
への脱分極効果を打ち消
し、水素結合を強くする。 
このように、ヘリックス内の水素結合エネルギーの不安定化について、ヘリックス構造にもとづ
いた原因を明らかにした。さらには、以上の結果をもとに，近距離の相互作用の影響を含めるこ
とで分子力場を改良する方法について検討し、原子の電荷を改良することで量子化学計算の結
果がある程度再現できることがわかってきた。 

 
図 4. 310-ヘリックス（a）および α-ヘリックス（b）におけるWH（黒）および ST（赤）モデルの水素結合
エネルギーとMHモデルの水素結合エネルギーの相関関係。 

 
図 4. 水素結合アクセプターと隣接する基との相互作用の模式図。モデル
ペプチド（例として WH3-10モデルの 7-3 の ST3-10モデル、STENモデル、
STE2Nモデル）の原子はスティックモデルで示した。N-H 基以外の水素原
子は示していない。図中の数字は残基番号を表す。 
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