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1 はじめに

尿素は, タンパク質の変性剤として広く使用されている。近年の実験および計算機シミュレーションに基
づく研究では, 尿素変性の原因は van der Waals 相互作用による直接相互作用メカニズムであるという見
解が強く支持されている。 [1, 3, 7, 11, 13] ここでいう直接メカニズムとは, タンパク質と尿素の相互作用
が変性の原因であるという説明で, 対して, 間接メカニズムとは尿素添加によってタンパク質と水の相互作
用が変化に変化が起き変性が生じるという説明である。この見解に立てば, 尿素のアルキル基誘導体である
アルキル尿素は, 尿素より強い変性剤であることが期待できる。実際にアルキル尿素の変性作用を実験的に
調査した研究では, アルキル基が長いほど変性能が高いという結果を報告している。しかし, 同じ研究でア
ルキル尿素が溶媒環境を変化させる間接メカニズムが作用していることも示唆されているように, アルキル
尿素変性が尿素変性と同様に直接相互作用メカニズムに基づくかは明らかではなかった。 [9]

著者たちの以前の研究では cytochrome c を対象に尿素の変性効果を調べた。 [11, 13] 純水から尿素 ·水
混合溶媒への移行に伴う溶質ー溶媒相互作用エネルギー変化の静電相互作用成分 ·van der Waals 相互作用
成分 ·排除体積効果と移行に伴う自由エネルギー変化の相関解析を行った。
本稿で紹介する研究 [12]では, 尿素 ·アルキル尿素のタンパク質変性効果を, 計算機シミュレーションを

用いて系統的に調査した。様々な構造のタンパク質を純水中から尿素やアルキル尿素を共溶媒とする混合溶
媒中への移行に伴う自由エネルギー変化を分子動力学シミュレーションと溶液理論を組み合わせて求めた。
共溶媒として, 尿素 ·メチル尿素 ·1,1−ジメチル尿素 ·イソプロピル尿素を採用した。移行自由エネルギー
変化と移行に伴うタンパク質 −溶媒間の相互作用エネルギー成分の変化の相関を計算し, 変性の支配要因を
追求した。
移行自由エネルギー変化は, 純水中の溶媒和 (水和)自由エネルギーと混合溶媒中の溶媒和自由エネルギー
の差として計算した。自由エネルギー摂動法や熱力学積分法を用いた場合, 溶媒分子を明示的に扱ってタン
パク質全体の溶媒和自由エネルギーを計算するには, 莫大な (ほとんど実現不可能な) 計算資源を必要とす
る。計算の際に溶媒系と溶質系をつなぐ多数の中間状態を必要とするためである。本稿の研究ではエネル
ギー表示溶液理論 (ER)を用いて, 溶媒和自由エネルギーの計算を行った。 [4, 5, 6] ER では, 溶媒系と溶
液系のシミュレーションのみで, 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の評価を行う高効率の近似計算手法である。

2 方法

タンパク質を, 純水中から尿素 ·メチル尿素 (MU)·1,1-メチル尿素 (DMU)·イソプロピル尿素 (IPU)の 4

種の共溶媒と水の混合溶媒中へ移行したときにおきるエネルギー変化について解析を行った。対象のタンパ
ク質には T4-Lysozyme を採用し, 初期構造として PDB 構造 (PDB code:1LYD)を用いた。水モデルには
TIP3P を, タンパク質と共溶媒の力場には AMBER99SB を採用した。ただし, 共溶媒の点電荷は RESP

を用いて新らたに計算した。
分子動力学シミュレーション (MD)は, GROMACS 5.0.7 [2, 8] を用いて, 300K·1bar の定温 ·定圧アン

サンブルで行った。全ての系において, 総溶媒分子数を 20,000 とした。尿素, MU, DMU, IPU の各分子数
は, 1178, 1270, 1340, 1420 とした。この設定は, 混合溶媒の濃度を 3.0 mol/l にすることに対応している。
本稿の研究では 2 段階の MD を行った。即ち, タンパク質の構造に自由度を与え, 混合溶媒中で天然構造
周辺から変性構造までの構造を採取するためのシミュレーションとタンパク質の構造を固定し, その構造の
タンパク質を純水中と混合溶媒中でシミュレーションを行い, 移行に伴う (自由)エネルギー変化を計算する
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ためのシミュレーションである。
純水中および混合溶媒中の溶媒和自由エネルギーの計算には, ERMOD 3.1 [10] を用いた。移行自由エ

ネルギー変化と移行自由エネルギー変化の支配因子の同定を目的として, 移行自由エネルギー変化とタンパ
ク質 −溶媒間の相互作用エネルギー成分の変化の相関解析を行った。相互作用エネルギー成分として静電
相互作用成分 ·van der Waals 相互作用成分 ·排除体積効果を検討した。排除体積効果成分は, 溶質の挿入に
伴う溶媒分子の除去に起因する自由エネルギーのペナルティである。ER の枠組みにおいては, 溶媒和自由
エネルギーを

Δμ =

∫
d��ρ(�) +

∫
d�f(�) (1)

という表式で計算する。ただし, �は溶質ー溶媒間の相互作用エネルギー, ρ(�)は溶液系での �の分布関数,

f(�)は排除体積効果も含んだ溶媒分子の再配置の効果を表す。このとき排除体積効果 Δμexcl は, ある値 �c

以上で積分したものとして評価できる。�c は十分に大きく, �c < � では溶液系では実質的に存在できなくな
るように決める。本稿の研究では �c = 25 kcal/mol を用いた。

3 結果

3.1 移行自由エネルギーの解析

溶質を純水から混合溶媒へ移行した際の自由エネルギーの変化を, 移行自由エネルギー変化と呼び,

(Δμmix −Δμwat)と表記する。Δμmix は, 混合溶媒和自由エネルギーで, Δμwat は水和自由エネルギーとす
る。タンパク質のある構造を X とし, X の純水中での出現確率を Pwat(X)とすると

−kBT logPwat(X) = Eintra(X) + Δμwat(X) + C (2)

とかける。ただし, kB は Boltzmann 定数, T は温度, Eintra はタンパク質の分子内エネルギー, C は定数
を表す。同様に, X の混合溶媒中での出現確率を Pmix(X)とすると

−kBT logPmix(X) = Eintra(X) + Δμmix(X) + C (3)

とかける。式 (2)と式 (3)から

Pmix(X) ∝ Pwat(X) exp
(−β

(
Δμmix(X)−Δμwat(X)

))
(4)

が, 各々のXについて成立する。ただし, β = 1/kBT は逆温度である。式 (4)に従えば、, 共溶媒の添加に
よって, 変性構造が安定化することと (Δμmix(X)−Δμwat(X)) が大きな負の値を持つ構造 X の出現確率
が増大することを表現している。この関係が実際に成立することを次の様にして確認した。
タンパク質に自由度を与えた MD によって採取した天然構造周辺から変性構造までの構造に対して移行

自由エネルギー変化 (Δμmix(X)−Δμwat(X))を計算した。(Δμmix(X)−Δμwat(X))と溶媒接触表面積の
相関を図 1に示す。大きな負の値を持つ (Δμmix(X) −Δμwat(X))に対応する構造ほど溶媒接触表面積が
大きく溶媒接触表面積をおおまかに変性の程度と考えれば, 移行自由エネルギー変化を用いてタンパク質変
性のメカニズムを議論することを正当化している。

3.2 直接メカニズムか, 間接メカニズムか

移行自由エネルギー変化を共溶媒の寄与と水の寄与に分割し, アルキル尿素の変性効果は, 直接メカニズ
ムか間接メカニズムか議論する。混合溶媒での溶媒和自由エネルギーは, ER の枠組みにおいては,

Δμmix = Δμmix
c +Δμmix

w (5)

とかける。ただし, Δμmix
c は共溶媒の寄与, Δμmix

w は水の寄与である。式 (5)の右辺には, 自己エネルギー
の項も存在するが, 定数であるため相関解析には影響しないので無視している。

2スーパーコンピューティングニュース� Vol.�21,�No.�1　2019-  28  -



 9000

 10000

 11000

 12000

 13000

−250 −200 −150

(a)

S
ol

ve
nt

 A
cc

es
ib

le
 S

ur
fa

ce
 A

re
a 

(Å
 2 )

Δ μ mix − Δ μ wat (kcal/mol)

 10000

 12000

 14000

 16000

 18000

−450 −400 −350 −300

(b)

S
ol

ve
nt

 A
cc

es
ib

le
 S

ur
fa

ce
 A

re
a 

(Å
 2 )

Δ μ mix − Δ μ wat (kcal/mol)

 9000

 10000

 11000

 12000

 13000

 14000

 15000

 16000

−450 −400 −350 −300

(c)
S

ol
ve

nt
 A

cc
es

ib
le

 S
ur

fa
ce

 A
re

a 
(Å

 2 )

Δ μ mix − Δ μ wat (kcal/mol)

 8000

 10000

 12000

 14000

 16000

 18000

 20000

−800 −700 −600 −500 −400

(d)

S
ol

ve
nt

 A
cc

es
ib

le
 S

ur
fa

ce
 A

re
a 

(Å
 2 )

Δ μ mix − Δ μ wat (kcal/mol)

図 1 溶媒接触表面積と移行自由エネルギーの相関。(a) 尿素ー水混合溶媒中, (b) メチル尿素
(MU)ー水混合溶媒中, (c) 1,1-ジメチル尿素 (DMU)ー水混合溶媒中, (d) イソプロピル尿素 (IPU)ー
水混合溶媒中。
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図 2 間接効果 Δμmix
c と移行自由エネルギー (Δμmix(X) −Δμwat(X)), 間接効果 Δμmix

c と
直接効果 (Δμmix

w −Δμwat) の相関。(a) 尿素ー水混合溶媒中, (b) メチル尿素ー水混合溶媒中, (c)
1,1-ジメチル尿素ー水混合溶媒中, (d) イソプロピル尿素ー水混合溶媒中。

そこで, 移行自由エネルギー変化は,

Δμmix −Δμwat = Δμmix
c + (Δμmix

w −Δμwat) (6)

とかける。式 (6)の第一項をタンパク質と共溶媒の相互作用に基づく直接効果, 第二項をタンパク質と水の
相互作用の変化に基づく間接効果とみなすことができる。図 2に, 4 種の混合溶媒中での直接効果と移行自
由エネルギー変化, 間接効果と移行自由エネルギー変化の相関を示す。尿素においてもアルキル尿素のにお
いても共溶媒の直接効果Δμmix

c は常に負で, 間接効果と逆相関の関係にあって, 間接効果 (Δμmix
w −Δμwat)

は常に正であった。また, 直接効果 Δμmix
c と移行自由エネルギー変化は, 正の相関をしていて共溶媒の寄与

が変性構造の安定化に寄与していることが分かった。この結果は, アルキル尿素変性は尿素変性と同様に,

共溶媒とタンパク質の相互作用に基づく直接メカニズムによるものであることを示している。
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3.3 静電相互作用か, van der Waals 相互作用か, 排除体積効果か

次に, 静電相互作用, van der Waals 相互作用, 排除体積効果という溶媒 −溶質相互作用成分の移行に伴
う変化について, 移行自由エネルギー変化との相関解析の結果を議論する。
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図 3 移行自由エネルギー (Δμmix(X) − Δμwat(X)) と溶質ー溶媒間の相互作用エネルギー
成分の相関。(a) 尿素ー水混合溶媒中, (b) メチル尿素 (MU) ー水混合溶媒中, (c) 1,1-ジメチル尿素
(DMU)ー水混合溶媒中, (d) イソプロピル尿素 (IPU)ー水混合溶媒中。•− 全相互作用エネルギー, ◦−
静電相互作用エネルギー, �− vdW 相互作用エネルギー, �− 排除体積効果。

図 3に, 4 種の混合溶媒中での移行自由エネルギー変化と各相互作用成分の相関を示す。尿素 −水の混合
溶媒系においては, 移行自由エネルギー変化と溶質 − 溶媒間の相互作用エネルギー変化の van der Waals

成分の強い相関が発見できた。一方で, 静電相互作用成分 ·排除体積効果とは弱い相関しかなかった。よっ
て, 3 者のうちでは, van der Waals 成分が移行自由エネルギーの支配的な因子であるといえる。この結果
は, cytochrome c の結果にもあてはまるものであった。アルキル尿素ー水の混合溶媒系においては, 溶質ー
溶媒間の相互作用エネルギー変化の静電相互作用成分は, 正の値を持ち, かつ IPU の場合では移行自由エネ
ルギー変化と逆相関の関係にあった。このことから, 尿素にアルキル基が伸びた場合は, 静電相互作用成分
は変性構造 (溶媒接触表面積 の大きな構造)の安定化を阻害していることがみえる。また, 移行自由エネル
ギー変化と van der Waals 成分との強い相関は, 尿素 −水混合溶媒の場合と同様にMU, DMU, IPU でも
存在した。静電相互作用成分による阻害は部分的なものであって移行自由エネルギー変化の支配因子は依然
として van der Waals 成分であるといえる。排除体積効果については, どのアルキル尿素が共溶媒の場合で
も弱い相関しかなかった。

4 結論

本稿の研究では, T4-lysozyme を対象に純水中から尿素やアルキル尿素と水の混合溶媒への移行に関する
エネルギー論的解析を行った。アルキル尿素としてメチル尿素 ·1,1-ジメチル尿素 · イソプロピル尿素を用
いた。分子動力学シミュレーションによって生成した天然構造周辺から変性構造までの構造にたいしてエネ
ルギー表示溶液理論によって移行自由エネルギー変化を計算し, 移行自由エネルギー変化の支配因子を探求
するための相関解析を行った。
その結果, 尿素 ·アルキル尿素ともに, 変性の支配因子は van der Waals 相互作用による直接相互作用メ
カニズムであることが見えた。この結果は, 尿素ー水混合溶媒中の cytochrome c の結果と整合し, アルキ
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ル基の伸長によって尿素を強い変性剤にできることを示唆している。
本研究は, 東京大学情報基盤センター 2017 年度前期 ·後期若手 ·女性推進制度を通して使用したスーパー
コンピュータ Oakeforest-PACS (JCAHPC) で実地した成果を含む。
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