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研究成果の概要（和文）：ペプチドやタンパク質の溶解度は、構成アミノ酸の親水性・疎水性で

決まるというのが定説であるが、本来このモデルは、分子の溶解度を計算するための理論では

ない。本計画では、ペプチドの溶解度をアミノ酸配列から計算するために必要な、全 20 種類の

アミノ酸のうち代表となる 10 種類のアミノ酸の溶解傾向性（「会合自由エネルギー」、（∆GAggr））

を実験的に測定した。その結果、会合自由エネルギーの加算性を仮定することで、任意のアミ

ノ酸配列からなるペプチド・タンパク質の溶解度を計算するシステムを開発した。今後は、未

測定のアミノ酸の会合自由エネルギーを広い条件下で測定することで、ペプチドの溶解度をよ

り正確に計算可能にする。 

 
研究成果の概要（英文）：Protein solubility is usually characterized in terms of a 
hydrophobicity scale, which refers to the free energy of transfer of a molecule from an 
aqueous to a nonpolar solution and is not a “solubility propensity scale” per se. Here, 
we measured the effects of short poly-amino-acid tags (guests) on the solubility of a 
host protein, a simplified bovine pancreatic trypsin inhibitor (BPTI), to which they were 
fused at the C-terminus. We analyzed 10 amino acid types, representing the full range 
of biophysical properties (acidic, basic, polar, and hydrophobic). As anticipated, 
positively charged residues significantly increased the solubility of the model protein, 
at both pH 4.7 and 8.7, whereas very hydrophobic poly-Ile markedly reduced the solubility 
of BPTI. Furthermore, to ensure that the measured solubility values were context 
independent and could provide a genuine“solubility propensity scale”, we confirmed that 
the tags remained independent of the structure, thermal stability, and biochemical 
activity of the host protein. These observations suggest that this approach is valuable 
for measuring the solubility propensities of amino acids, which could eventually allow 
the calculation of a polypeptide’s relative solubility from its amino acid sequence. 
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１．研究開始当初の背景 
凝集は、分子の濃度が溶解限界濃度（以下、
溶解度）以上になると起きる現象であり、タ
ンパク質やペプチドの産業利用においても
しばしば問題となる。この問題に対して、ペ
プチドやタンパク質の溶解度は、構成アミノ
酸の親水性・疎水性で決まるというのが定説
であるが、本来このモデルは、分子の溶解度
を計算するための理論ではない。そのため、
国内外で開発されているペプチド・タンパク
質の溶解度計算法は、親水性・疎水性モデル
に基づいて溶解度を「予測」する手法であり、
「計算」する手法ではない。よって、既存の
溶解度予測法の精度は低く、溶媒条件を計算
に取り入れることもできないため、予測シス
テムとしてもあまり普及していない。 
 

２．研究の目的 
本計画では、ペプチド・タンパク質を発現・
合成する前に、その溶解度をアミノ酸配列か
ら正確に計算する画期的な計算システムの
開発を目的とする。本計算システムは、現在
までの研究で開発した凝集の熱力学理論
（H16・17 年度特定領域研究、H18 年度 JST
シーズ発掘試験）に基づく、精度と汎用性の
高い計算システムである。本計算システムを
開発するに当たって、以下の工程を実施す
る：(Ⅰ)タンパク質の溶解度をアミノ酸配列
から計算するために必要となる各アミノ酸
の溶解傾向性（「会合自由エネルギー」、∆GAggr）
を、変異ペプチドの溶解度から実験的に測定
する。（Ⅱ）会合自由エネルギーの加算性を
仮定し、任意のアミノ酸配列の溶解度を計算
するシステムを構築する。（Ⅲ）pH や塩濃度
などの溶媒条件に対する会合自由エネルギ
ーの依存性を測定することで、広い溶媒条件
下での溶解度計算を可能にする。本溶解度計
算システムの精度は高く、ペプチド・タンパ
ク質の溶解度及び凝集が問題となる全ての
研究開発分野に貢献できると期待される。 
 
３．研究の方法 
本溶解度計算の原理は、全 20 種類のアミノ
酸の会合自由エネルギーを実験的に測定し、
その加算性を仮定することで、任意のアミノ
酸配列からなるペプチド・タンパク質の溶解
度を正確に計算できることに基づく。会合自
由エネルギーの測定を可能にしたのは、研究
代表者が先行研究で、分子会合モデル（アク
チンタンパク質の会合体形成の熱力学モデ
ル; Oosawa & Kasai, J.Mol.Biol. (1962）)

を凝集の解析に応用すると、分子の溶解傾向
性と会合自由エネルギーが∆GAggr＝RTln（溶解
傾向性）で関係付けられることを明らかにし
たことによる。また、アミノ酸の溶解傾向性
は、「基準ペプチド」にそのアミノ酸を特定
の個数付加した変異体の溶解度を測定し、基
準ペプチドと変異体ペプチドの溶解度差か
ら決定する（詳細は H21・22 年度実績報告書 
参照）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
４．研究成果 
本研究で、Arg、Ile、Lys、Ser、Asp、Asn、
Gln、Glu、Pro、His の 10 種類のアミノ酸の
会合自由エネルギーを測定し、ペプチド溶解
度の計算を可能にした（図 2）。現在、未測定
のアミノ酸の会合エネルギーの値には、化学
構造が類似したアミノ酸の値を用いて代行
している。さらに、溶解度を pH4.7 と 8.7 の
2 つの pH で測定したことで、pH 依存性を溶
解度計算に取り入れることを初めて可能に
した。従来の親水性・疎水性モデルでは pH
依存性は考慮されていない。さらに、該当ア
ミノ酸を付加した変異体BPTIタンパク質のX
線結晶構造解析も行い、7 つの構造を PDB に
登録した（3AUB,3AUC,3AUD,3AUE,3AUG,3AUH
と 3AUI、図 3)。以上、本計画を実施するこ
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図 1:親水性・疎水性モデル及び凝集の熱力

学モデルの模式図。 はタンパク質分子、

 は非極性溶液、 は水溶液を示す。

1A：親水性・疎水性モデルの模式図。この

モデルで求められる自由エネルギー

（∆GHyd）は、非極性溶液(FNonPolar)と水溶液

(FWater)の分子の分配係数を表す。1B：本計

画で用いるタンパク質の凝集の「正しい」

熱力学モデルの模式図。会合の自由エネル

ギー（∆GAggr）は、タンパク質会合体へ 1

タンパク質分子を付加することに伴う自

由エネルギーの変化である。 

 

∆GAggr 



とによって、任意のアミノ酸配列からなるペ
プチドの溶解度を pH 依存的に予測すること
が可能となった。今後は、未測定のアミノ酸
の会合自由エネルギーを広い条件下で測定
することで、ペプチドの溶解度をより正確に
計算可能にする。 
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