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Thermodynamic Properties for Protein Folding and Thermodynamic Folding Simulation

タンパク質折り畳みの熱力学特性と熱力学的折り畳みシミュレーション

1. はじめに

タンパク質は20種類のアミノ酸が数十から数千程度直
線的に結合した鎖状高分子であり，構造変化と分子内結
合形成を伴う折り畳み（folding）により特定の立体構造
をもち特定の物理的化学的活性をもつ．タンパク質分子
の折り畳みや構造安定性のメカニズムの解明は未だ十分
ではないため，タンパク質がかかわる現象のシミュレー
ションは原子レベルの現象をすべて取り込み数万の全原
子を対象とした原理計算に近いものになり，計算量は莫
大（原子数の2～ 4乗に比例）である．
一方，タンパク質の安定性や折り畳みの要素反応（結
合の会合解離と構造変化）ごとの熱力学特性が判明すれ
ば，これを利用して計算量を数桁減らすことができると
考えられる．これによって，タンパク質を含む生体高分
子の構造安定性解析や動的シミュレーションが短時間に
正確に行うことができるようになり，タンパク質を標的
分子とする新薬開発やペプチド創薬，さらには分子レベ
ルの生命現象の解明に大きく貢献できる．

1.1 タンパク質の化学構造と立体構造
タンパク質を構成するアミノ酸は，アミノ基-NH3

+と
カルボキシル基-COO-がアミノ酸の中心の炭素原子Cαに
結合し，さらにCαに水素原子-Hと側鎖-Rが結合した化
学構造（H3

+N-CαHR-COO-）をもつ．側鎖-Rの違いによ
り20種類存在する．最も小さいのは側鎖が-HのGly(G)で
あり，最も大きいのはTrp(W)である．Ala(A)，Leu 

(L)，Val(V)など側鎖が飽和炭化水素のもの，Phe(F)，
Tyr(Y)など芳香環をもつもの，Asp(D)，Glu(E)などの酸
性のもの，Arg(R)，Lys(K)など塩基性のもの，Asn(N)，
Gln(Q)など極性基を含むものなどがある．タンパク質の
鎖状分子では，隣接するアミノ酸はそれぞれの-COO-と
-NH3

+が脱水結合（-CO-NH-）し，アミノ酸残基（-NH-Cα

HR-CO-）が連続した化学構造になる．遺伝子DNAの塩
基配列に基づいた残基配列のペプチドがリボソームで合
成され，折り畳みにより特定の立体構造をもつタンパク
質になる．ヒトのタンパク質は約2万種類である．

1.2 タンパク質の構造形成と安定性
タンパク質には，特定の立体構造をもち化学的物理的
活性がある安定状態と，構造がランダムで活性がない変
性状態がある．タンパク質は温度上昇によって変性状態
へ遷移する．リボソームで合成された直後は変性状態と
同様と考えられるので，タンパク質の折り畳みは変性状
態から安定状態への等温過程の状態遷移と考えられる．
変性状態から安定状態への遷移における全自由エネル
ギー変化ΔGを，タンパク質分子内の結合や相互作用に
関する自由エネルギー変化ΔGIと構造に関する自由エネ
ルギー変化ΔGCに分けられるとし，次式で表す．

∆G＝∆GI＋∆GC＝∆HI＋∆HC-T (∆SI＋∆SC)

＝∑∆HI(ab)-∆HC-T [∑∆SI(ab)＋∆SC]

＝∆GI-T∆SC

ab ab

・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・（1）
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要　　旨
タンパク質の立体構造は，そのアミノ酸残基配列によって決定されている．よって，与えられたアミノ酸残基
配列から，折り畳みシミュレーションによってタンパク質の立体構造は予測できるはずである．しかし，折り畳
みや構造安定性のメカニズムが十分に解明されていないため，現状では現象にかかわる数万の全原子についての
長時間シミュレーションを行う必要がある．本論文では，実験的に得られたタンパク質熱変性に関連する熱力学
特性を，要素反応ごとに分解し，対象タンパク質の変性にかかわる熱力学特性が復元できることを示す．また，
ここからタンパク質の熱力学的安定性解析や，熱力学的折り畳みシミュレーションを提案する．

Abstract
Protein structures are determined by their amino-residue sequence. The fold of a protein could be thereby predicted by the 

folding simulation of the peptide with a given amino-residue sequence. However, as the mechanism of folding and stability has not 
yet been completely solved, the simulation requires tremendous computational power for the entire tens of thousands of atoms 
involved in protein folding. In this paper I show how the thermodynamic properties in protein denaturation are dissected into the 
properties for each component reaction. This simple view of protein denaturation yields a thermodynamic simulation of protein 
folding and thermodynamic stability analysis.



64

Panasonic Technical Journal Vol. 58 No. 3 Oct. 2012228

∆GI＝∑∆GI(ab)＝∑[∆HI(ab)-T∆SI(ab)]
ab ab

・・・・・・・・・（2）

∆GC＝∆HC-T∆SC＝-T∆SC・・・・・・・・・・・・・・・・・（3）

ここでabは，結合基a,bの結合を表し，ΔGI(ab)，ΔHI(ab)，
ΔSI(ab)は結合基a,bの結合が形成される際の結合自由エ
ネルギー変化，結合エンタルピー変化，結合エントロピー
変化である．また，ΔHC，ΔSCは構造遷移にかかわる構
造エンタルピー変化，構造エントロピー変化であるが，
構造変化に伴うエンタルピー変化はすべて結合エンタル
ピー変化に繰りこまれていると考えるのでΔHC＝0であ
る（共有結合の結合距離・角度・二面角の変化に対する
エンタルピー変化も結合エントロピーに織り込み済みと
する）．（1）式より，タンパク質は変性中央温度T m（＝
ΔGI/ΔSC）より低温では安定状態で，高温では熱変性す
ることがわかる[1]．ある種の小さなタンパク質では変
性状態からT m以下にすると折り畳み戻し（refolding）で
元の安定構造に戻る．
タンパク質分子内の結合は分子鎖を形成する共有結合
を除くと，疎水結合，水素結合，塩橋，ジスルフィド結
合がある．ジスルフィド結合はCys(C)残基間の特殊な結
合であるから除外し，本論文では疎水結合，水素結合，
塩橋についてのみ考察する．結合を構成する結合基は，
疎水結合では非極性水素原子と非極性炭素原子，水素結
合では極性水素原子と酸素原子や窒素原子の孤立電子
対，塩橋では正荷電基と負荷電基である[2]-[10]．

1.3 本研究の概要
本研究の目的は，タンパク質の折り畳み，安定性の熱
力学的なシミュレーションを可能にするため，系全体の
熱力学特性をタンパク質の諸反応の熱力学特性に分解
し，また，それらの特性を総和すると全体特性になるこ
とを示すことである．最初に，タンパク質の熱変性を疎
水結合，水素結合，塩橋，構造遷移の諸反応に分離しそ
れぞれの熱力学特性を決定する．ついで，タンパク質の
熱変性，および折り畳みに関するモデルを提案する．

2. 実験法，および実験結果

実験系として，ロイシンジッパ構造形成能をもつ非常
に小さい人工のペプチドを利用する[11]．第1図に示す
ように，20～ 50残基長の2つのペプチドA，Bのおのお
のがαヘリックスを形成し，A，Bの配列上7残基ごとに
現れるロインシン（Leu）残基側鎖間疎水結合でA，Bが
会合する．高温ではαヘリックスが変性してランダム構
造になり，A，Bが解離する．この状況は，円二色性（以

下，CDと記す）スペクトル解析によって観察する．波
長190 nm～ 250 nmのCDスペクトルは水溶液中のタンパ
ク質構造中のαヘリックス（以下，αと記す），βストラ
ンド（以下，βと記す），およびポリプロリンII型左巻き
ヘリックス（以下，PPIIと記す）[12]~[13]の3つの主要
な規則的な二次構造の含有比率に対応する．波長222 nm

のCD値（θ 222）は，αでは絶対値の大きな負値，βでは，
αのθ 222の半分程度の負値，PPIIでは0である．安定状態
のロイシンジッパ構造はαのみでθ 222は絶対値の大きな
負値であるが，熱変性するとαが減りβおよびPPIIが増え
θ 222は0に近づく（第2図）．θ 222の温度変化から，A，Bの
会合と解離の存在比率の温度依存性を求めA，Bの状態
遷移中央温度Tm，および熱容量変化ΔCP一定の仮定のも

第2図	 GCN4由来ペプチドのロイシンジッパ熱変性に関するCD値
（θ 222）の温度依存性

Fig.	2	 Temperature dependency of  θ 222 for thermal denaturation of 
leucine-zippers from Yeast GCN4
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第1図	 ロイシンジッパ構造の模式図
Fig.	1	 Leucine-zipper structure
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とで系全体の会合のΔG，ΔH，ΔSを求めることができる．
これらから，結合1つ当たりの疎水結合のΔGNP，水素結
合のΔHHB，塩橋のΔHSBを求める．
また，長さの異なる2対のロイシンジッパ形成ペプチ
ド対の実験から1残基当たりの平均の構造エントロピー
変化ΔSiCを求める．さらに，ランダム構造状態のペプチ
ドのCDスペクトルの温度変化から1残基当たりの平均の
折り畳みエントロピー SiFを求める．得られた熱力学特
性は新規設計のペプチド対によって検証する．
本研究のすべての実験で，溶液条件はイオン強度

100 mM(NaCl)，pH7.4（リン酸バッファ）である．また，
ペプチドは，化学合成で合成された純度95 %以上のも
ので，N末端側アセチル化（Ac-），C末端側アミド化（-NH2）
の修飾がなされているものを用いた．

2.1 疎水結合・水素結合・塩橋の熱力学特性
酵母のGCN4と呼ばれる1対のタンパク質のロイシン
ジッパ領域を切り出したものに改変を加えた2種類のペ
プチド，AとB [11]，および1残基置換をしたA’，A”，B’，
B”を用いて疎水結合の熱力学特性について検証し，水
素結合・塩橋の熱力学特性を解析した．第1表に，A’，A”，
B’，B”の配列を示す．

疎水結合の熱力学的特性の変化は，疎水結合にかかわ
る非極性水素原子の数 nHに比例し，非極性水素1個当た
りT＝295 Kにおいて，ΔSNP＝-6.4 J/molK，ΔHNP＝0，ΔGNP

＝-1.85 kJ/mol，ΔCP
NP＝-33 J/molKである．

各対の熱変性（ロイシンジッパ構造の解離）における
θ 222の温度依存性の測定結果を，第2図のグラフに示す．
そこから得られた熱変性（解離）に伴う熱力学特性値を，
第2表に示す．各対で2種類の初期濃度（[A]0＋[B]0）で
実験した．Leu-Leuの結合の一方のLeuをAlaに置換すると
（第2表の対ABと対AB’のΔΔG），全体のΔGは約12 kJ/mol

大きかった．LeuとAlaとのΔnH＝6からΔGNP ≅ -2 kJ/molで
あり-1.85 kJ/mol [2]と非常に近い．

Val-Valの疎水結合では，一方のValをAlaに変更した場
合（AB’’）はΔΔG＝3.3 kJ/mol～ 5 kJ/molであった．Val

とAlaでΔnH＝4であるから，各Valの非極性水素原子中約
2個が疎水結合にかかわっていることが判明した．

以上で，疎水結合に関する熱力学特性値[2]が検証さ
れ，ΔSNP，ΔHNP，ΔGNP，ΔCP

NPが決定された．
水素結合は極性基間の静電相互作用による結合で，塩
橋も同じく荷電基間の静電相互作用であり，これらが水
溶液中の水和によってどの程度弱まるかについては現在
でも議論が続いている[3]-[10]．本実験ではイオン強度
が100 mM(NaCl)であるから，塩橋は著しく弱められる．
ロイシンジッパの熱変性（解離）に伴う熱力学特性の変
化により，水素結合・塩橋の特性を解析した．塩橋を確
立しているGlu-LysはGlu(E)をAlaに変更した場合，塩橋
を作れなくなるがΔΔG（第2表のA’’Bの項）は0に近く，
またGluをGln(Q)に変更し塩橋ではなく水素結合を作る
ようにした場合との差も誤差範囲内であった（第2表A’B

のΔΔG）．すなわち，本実験のイオン強度100 mM(NaCl)

においては，水素結合と塩橋の強度はほぼ差がないこと
が判明した．そこで，水素結合と塩橋の強度（ΔGや
ΔH）が同一と仮定する．対ABのロイシンジッパ構造[11]

では，水素結合・塩橋は合わせて60個存在する．ABでは，
ΔCP＝ -2.5 kJ/molK [11]＝ -2500 J/molK，ΔH(65.0 ºC)＝
-228.6 kJ/molからΔH(295 K)＝-120 kJ/molである．疎水結
合はΔHNP(295 K)＝0 [2]であるから，ΔHHB ≅ ΔHSB ≅ -120/60

＝-2 kJ/molと結論できる．また，系全体のnH＝60，全疎
水結合による熱容量変化-33×60＝-2000 J/molKから
ΔCP

P ≅ ΔCP
Ch ≅ (2500-2000)/(60×2)＝-4 J/molKである．

以上で，水素結合・塩橋については，ΔSP，ΔSCh以外
の熱力学特性ΔHHB，ΔHSB，ΔCP

P，ΔCP
Chが決定された．

理論的にΔSP，ΔSChは無視できるものと考えられる．

2.2 構造エントロピー変化と会合エントロピー変化
2種類の長さの異なるペプチド対を用い，1残基当たり
の平均の構造遷移エントロピー変化ΔSiCを求める．
ロイシンジッパの熱変性においては，A，Bのペプチ
ドの解離を伴うため，A，Bの会合エントロピー変化ΔSA

を考慮し，系全体でΔG＝ΔGI-T(ΔSC＋ΔSA)になる．ΔSA

第2表　酵母GCN4由来のペプチド対の熱力学特性
Table	2	 Thermodynamic properties for Yeast GCN4-based pair and 

variant pairs

対 濃度
[μM]

T	m

[℃ ]
ΔH(T	m)
[kJ/mol]

ΔG(295	K)
[kJ/mol]

ΔΔG(295	K)
[kJ/mol]

AB 35.7
142.6

65.0
71.1

-228.6
-240.6

-50.1
-50.3

-
-

AB’ 35.9
143.5

41.4
47.5

-190.1
-189.3

-38.7
-37.7

11.4
12.6

AB” 35.8
143.2

59.5
65.9

-210.2
-213.6

-46.8
-45.3

3.3
5.0

A’B 35.7
142.6

63.1
69.1

-222.0
-244.6

-49.1
-50.2

1.0
0.1

A”B 36.0
143.8

63.2
70.0

-245.7
-255.3

-52.0
-51.9

-1.9
-1.6

---1234567-1234567-1234567-1234567-12----
A Ac-EVAQLEK-EVAQLEA-ENYQLEQ-EVAQLEH-EG-NH2
A’ Ac-EVAQLEK-EVAQLEA-ENYQLEQ-EVAQLQH-EG-NH2
A” Ac-EVAQLEK-EVAQLEA-ENYQLEQ-EVAQLAH-EG-NH2
B Ac-EVQALKK-RVQALKA-RNYALKQ-KVQALRH-KG-NH2
B’ Ac-EVQALKK-RVQALKA-RNYAAKQ-KVQALRH-KG-NH2
B” Ac-EVQALKK-RVQALKA-RNYALKQ-KAQALRH-KG-NH2

第1表　酵母GCN4由来ペプチドA，B[11]と変異型の配列
Table	1	 Sequence A, B[11] from Yeast GCN4 and variants
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はA，Bの濃度項-Rln([A][B])と双方の3次元空間での相対
配置の項ΔSRに依存しA，Bの長さや配列には依存しない
ので，相対配置を考慮すべき3原子以上の分子の会合解
離におけるΔSAと理論的には同じ値になり，これら3原
子以上の分子の気相常温常圧でのエントロピーから，
-200 J/molK前後と見積もられる．第3表の21残基長の
A21

EK,A，B21
EK,Aと28残基長のA28

EK,A，B28
EK,Aのペプチドの熱力

学特性の残基数依存性を調べた（第4表）．

両者は，同じ7残基長の配列の繰り返しでA，B間の結
合の強さは長さに比例し，かつα内水素結合の数も長さ
にほぼ比例する．2つの対それぞれのΔGIを推定し，そ
こから，構造エントロピー変化と会合エントロピー変化
の和ΔST＝ΔSC＋ΔSAを求めることができる．nを残基数，
Cを定数として1残基当たりのエントロピー変化をΔSiTとし，
ΔST＝nΔSiT＋Cと表すと，ΔSiT ≅ -5 J/molK，C＝-440 J/molK

が得られる．ΔSiTは，ΔSCの一部と考えられ，Cのうち約
-200 J/molKはΔSAと考えられるので，残りの約-240 J/molK

はΔSCの一部と考えられる．ΔSiTとCのうちの240 J/molK

を各残基に割り振ると1残基当たりΔSiC＝-10 J/molKにな
る．ペプチドの両末端に近い残基は自由度が高く，残基
当たり3～ 5の可能な状態（β，PPII，若干のα，右巻き
PPII，左巻きαなど）があり，この場合気体定数Rを用い
て1残基当たりΔSiC＜Rln(1/3) ≅ -10 J/molKとなる．中央部
の残基はこれをまたぐ両末端側の残基の衝突から，おお

むね2状態（β，PPII，若干のα）に限定され，ΔSiC 

≅ Rln(1/2) ≅ -5 J/molKとなると考えられる．以上で，1残
基当たりの平均のΔSiCが決定された．

2.3 折り畳みエントロピー
28残基長のペプチドA28

EK,AのCDスペクトル測定を行
い，ランダム構造の熱力学特性を求め，そこから平均の
折り畳み自由エネルギー Gi

Fを求め，ΔHHBと平均の折り
畳みエントロピー SiFを分離する．第3表の28残基長の
A28

EK,Aの溶液のCDスペクトル測定の結果（第3図）から，
PPII，α，βの存在比率は低温（0 ℃）でおおむね5:1:1，
高温（100 ℃）で5:1:3であった．1残基当たりのαへの折
り畳み自由エネルギー変化はαの存在比率が 0 ℃で1/7，
100 ℃で1/9であるからGi

α(0 ℃)＝-RTln(1/7)およびGi
α

(100 ℃)＝-RTln(1/9)である．理論的に構造遷移に伴う熱
容量変化がないことと，水素結合に伴う熱容量変化が小
さい（＞-4 J/molK）ことから，熱容量変化ΔCP,i

α＝0と仮
定すると，折り畳みエンタルピー変化はΔHi

α＝-2 kJ/mol

であり，前述のΔHHBと一致する．αは1残基当たり1つの
水素結合をもつのでΔHi

α＝-2 kJ/molは水素結合に起因す
ると結論できる．また，このことは，主鎖の変異に伴う
1残基当たりの構造エンタルピー変化（ΔHi

C）が無視で
きる程度に小さいことも示している．平均の折り畳みエ
ントロピーはSiα＝-23 J/molKと決定された．

2.4 熱力学特性の検証
決定された疎水結合，水素結合，塩橋，構造遷移の熱
力学特性が，新規開発の短いロイシンジッパ形成ペプチ
ド対の熱変性を記述できるかを検証する．
第3表の新規設計のロイシンジッパ構造形成ペプチド
対についてθ 222から会合のT m，ΔH，ΔGを求めた．
対AAA,QBAA,QとAN

AA,QBN
AA,Qの自由エネルギー変化の差

第3図	 A28
EK,AのCDスペクトルの温度変化

Fig.	3	 Temperature-dependency of CD spectrum for A28
EK,A
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第4表　新規開発のペプチド対の熱力学特性
Table	4	 Thermodynamic properties for de-novo-designed peptide pairs

対 濃度
[μM]

T	m

[℃ ]
ΔH(T	m)
[kJ/mol]

ΔG(295	K)
[kJ/mol]

AAA,QBAA,Q 46.9
93.8

47.8
52.6

-122.3
-129.0

-35.5
-35.7

AN
AA,QBN

AA,Q 46.7
186.6

23.8
34.8

-83.1
-108.7

-28.3
-28.4

AN
AQ,QBN

AQ,Q 43.9
175.4

7.1
29.2

-37.1
-94.8

-25.3
-26.7

AEK,A21 BEK,A21

51.0
101.9
203.8

14.1
24.1
31.2

-51.3
-71.5
-82.5

-26.0
-26.7
-26.4

AEK,A28 BEK,A28 38.5 79.9 -92.1 -42.1

第3表　新規開発のペプチド配列
Table	3	 De-novo designed peptide sequences

---67-1234567-1234567-1234567-1234567----
AAA,Q Ac-EQ-EVAALEQ-EVAALEQ-EVAALEQ-K-------NH2
BAA,Q Ac-EQ-KVAALKQ-KVAALKQ-KVAALKQ-K-------NH2
AN

AA,Q Ac-EQ-EVAALEQ-ENAALEQ-EVAALEQ-K-------NH2
BN

AA,Q Ac-EQ-KVAALKQ-KNAALKQ-KVAALKQ-K-------NH2
AN

AQ,Q Ac-EQ-EVAQLEQ-ENAQLEQ-EVAQLEQ-K-------NH2
BN

AQ,Q Ac-EQ-KVQALKQ-KNQALKQ-KVQALKQ-K-------NH2
A21

EK,A Ac----EVEKLEA-EVEKLEA-EVEKLEA---------NH2
B21

EK,A Ac----KVEKLKA-KVEKLKA-KVEKLKA---------NH2
A28

EK,A Ac----EVEKLEA-EVEKLEA-EVEKLEA-EVEKLEA-NH2
B28

EK,A Ac----KVEKLKA-KVEKLKA-KVEKLKA-KVEKLKA-NH2
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（第4表）から，Val-Valの疎水結合と，Asn-Asnの水素結
合とのΔΔGは，7 kJ/molである．これは，Val-Val間疎水
結合とAsn-Asn間水素結合との推定値に一致する．対
AAA,QBAA,Qは，ほかに比べて非常に高いT mであった．こ
れは，α形成能が高いAlaが多いことに起因し，ほかの
残基に比べてAla 1個当たりΔΔGα＝-1.5 kJ/molである．α

形成時，Glu，Lysなどの残基では側鎖方向が3から2に制
限されるがAlaでは側鎖方向自由度がないので制限され
ない．この違いによるTΔSは300 K近傍ではRTln(3/2)＝
1 kJ/molより大きい．Glu，Lysがαになるための自由エ
ネルギー変化がAlaと比べ1.5 kJ/mol高いのは，側鎖エン
トロピーの減少によると結論できる．
以上で，21残基長から24残基長の短いロイシンジッパ
構造形成ペプチド対の熱力学特性は，前述のGCN4の改
変型の，対の場合の実験結果から決定された熱変性につ
いての個々の要素反応ごとの熱力学特性をそれぞれの対
について総和したものと一致することが判明した．

3. 熱力学的シミュレーションの提案

ペプチド断片（segment）がランダム構造から折り畳み，
結合基a,bの間に1つの結合（疎水結合・水素結合・塩橋
など）を作る過程を微小折り畳み過程とする．タンパク
質の折り畳みはこの微小折り畳み過程の連鎖で起こり，
変性は微小折り畳み過程の逆の過程の連鎖で起こると考
える．例えば，（4残基長の）ペプチド断片でa（1番目の
残基のCO）とb（4番目の残基のNH）の間にab(CO-HN)

の（水素）結合を確立する（1巻きのαを作る）過程は
微小折り畳み過程である．i番目の微小折り畳み過程で
形成された構造の安定性はai，bi間の結合自由エネルギー
変化をΔGI(aibi)とし構造エントロピー変化をΔSiCとする
とΔGi＝ΔGI(aibi)-TΔSiCで与えられ，Tim＝ΔGI(aibi)/ΔSiC以
下では安定でTim以上では変性する．
温度下降による折り畳み戻しでは折り畳み戻しの道筋

（pathway）はすべてのiについて，Tim＞T m
i＋1となるよう

に決まると考えられる．逆に，温度上昇に伴う変性の場
合は温度下降による折り畳み戻しと全く逆のことが起
こっていると想定される．よって，各微小折り畳み過程
でΔGiを計算できれば，タンパク質の安定性を予測する
ことができる．変性剤濃度を変化させることによる変性
や折り畳み戻しも各微小折り畳み過程におけるΔGI(aibi)

とTΔSiCのバランスを変更するため，メカニズムは同一
と考えてよい．

3.1 反応速度論からみた折り畳みの道筋
一方，合成されたペプチドが低温で自発的に折り畳み

をする等温過程の場合，折り畳みの順序はΔGiとは無関
係に，むしろ各断片の折り畳みの速度に依存すると考え
られる．本研究ではSiFを実験的に求めることができたの
で，等温過程の折り畳み速度について議論できる．
微小折り畳み過程における折り畳み速度riは，その過
程における折り畳み確率Piの時間微分で与えられ，その
際，折り畳みと，ほどき戻し（unfolding）は同時に進行
するので，折り畳みの速度定数 kiFと，ほどき戻しの速
度定数 kiUを用いて，以下の式が得られる．

dPi
dtri＝      ＝kiF(1-Pi)-kiUPi・・・・・・・・・・・・・・・・・・・（4）

ここで，平衡状態に至ると，riは0になり，その際には
Pi/(1-Pi)が平衡定数 kiFになり，平衡定数はexp(-ΔGi/RT)で
与えられるので，kiFとkiUは次式で与えられる．

kiF＝k*exp[                        ]exp(     )GH(ai)＋GH(bi)
RT

SiF

R ・・・・・・・・・・・・・（5）

kiU＝k*exp[                                          ]exp(     )GI(aibi)＋GHB(H2O・HOH)
RT

SiU

R ・・・・・（6）

ΔGI(aibi)＝[GI(aibi)＋GHB(H2O・HOH)]

-[GH(ai)＋GH(bi)]・・・・・・・・・・・・・・・・・（7）
ΔSiC＝SiF-SiU・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・（8）

ここで，GH(ai)，GH(bi)は結合基ai，biそれぞれの水和自
由エネルギーを表し，GI(aibi)は，aibi結合の自由エネル
ギーを表し，GHB(H2O・HOH)は水分子間の水素結合の
自由エネルギーを表す．また，SiFは折り畳みやすさを表
し，SiUは，ほどき戻しやすさを表す．GH(ai)，GH(bi)は
ai，biが水分子と水素結合やファンデルワールス力によ
る結合をしている場合の自由エネルギーを表すので，古
典理論で値を見積もることができる，またGI(aibi)は
aibiの性質によって同じく古典理論で見積もることがで
き，実験的に求めたΔGI(aibi)によってGH(ai)，GH(bi)と
GI(aibi)値を高精度に推定できる．（5）式，（6）式におい
て，速度の次元をもつのはk*であり，それぞれの反応ご
とのさまざまな条件に依存するが，自由エネルギー
GH(ai)，GH(bi)，GI(aibi)，GHB(2H2O・HOH)やエントロピー
SiF，SiUが正規化されていれば，k*は近似的に定数とみな
せる．
ここで，簡単な見積もりをすると，疎水結合と水素結
合や塩橋などの親水的な結合基による結合では親水性の
違いにより，GH(ai)，GH(bi)が合計で10 kJ/mol以上異なる．
その結果，kiFは疎水結合と親水的な結合では50倍以上異
なる．また，kiUも50倍以上異なる．すなわち疎水結合の
ほうが，水素結合や塩橋に比べて，50倍以上速く形成さ
れ，かつ解離の速度も50倍以上速い．これは，水和斥力
（hydration repulsion）と呼ばれ，これまで見過ごされて
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きたが，コロイドの分散や脂質二重膜間の相互作用など
の分野で知られており[14]，タンパク質の折り畳みにお
いても近年注目されている[15]．身近な例としては，シャ
ボン玉と水の泡では寿命が大きく異なる現象が挙げられ
る．シャボン玉では洗剤（界面活性剤）により空気の疎
水性が大幅に緩和され親水性が高まったことにより，泡
が割れにくくなっている．

3.2 熱力学折り畳みシミュレーションへ向けて
タンパク質のアミノ酸残基配列から，それぞれのアミ
ノ酸残基のもつ結合基の配列上での配置は判明し，また
どの結合基とどの結合基が結合し得るかは絞り込むこと
ができ，その結合可能な2つの基の間の配列断片から決
定できる．よって可能な微小折り畳み過程すべてについ
てSiF，GI(aibi)，GH(ai)，GH(bi)が計算できれば，kiF，kiUが
得られ，等温過程の折り畳みの道筋が予測できる．これ
により，高速折り畳みシミュレーションが可能になる．
また，熱力学的なシミュレーションにおいては周囲の水
分子の挙動は結合の熱力学特性の中に織り込まれている
ので対象とする原子数はタンパク質分子内の原子数のみ
であり，結合を起こす相互作用は近接場であるから，計
算量はほぼタンパク質の残基数に比例する．これが，熱
力学的折り畳みシミュレーションの方法である．

4. まとめ

本研究により，タンパク質の構造形成にかかわる諸反
応（疎水結合，水素結合，塩橋の確立や構造遷移）の熱
力 学 特 性（ΔGNP，ΔHNP，ΔSNP，ΔHHB，ΔHSB，ΔCP

NP，
ΔCP

P，ΔCP
ChおよびSiF，ΔSiC）がほぼ決定された．脱水和

エントロピーなど，一部未決定の特性がある．また，ア
ミノ酸残基の種類ごとの熱力学特性の違いについても未
解明な点は残る．これらについては，今回解明された平
均的な熱力学特性をもとに，それぞれのアミノ酸残基の
側鎖の分子構造から理論的な推定を行うことが可能であ
る．よって，一部未解明な点は残るものの，タンパク質
の構造形成のほぼ全般が解明されたことになり，今後，
熱力学的シミュレーションを展開できる．
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