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研究成果の概要（和文）：生命現象を解明するためには、タンパク質複合体の構造とダイナミクスを調べる必要
がある。しかしながら、一般的に実験データにはノイズやエラーが多く含まれ、特に巨大なタンパク質複合体の
場合、実験データからの正確な立体構造モデリングが難しくなる。本研究課題では、ベイズ推定を用いて実験デ
ータを分子動力学 (MD) 計算に組み込む MELD 法を MD 計算プログラム GENESIS に導入し、構造モデリングプ
ラットフォームを構築した。これにより、複数の実験データを拘束条件として用いても、ノイズやエラーを自動
的に除外しながらタンパク質複合体の立体構造を効率的に予測することが可能になった。

研究成果の概要（英文）：To elucidate biological phenomena, it is necessary to examine the structure 
and dynamics of protein complexes. However, experimental data typically contain a lot of noise and 
errors, making accurate 3D structural modeling challenging, especially for large protein complexes. 
In this research project, we introduced the MELD method, which incorporates experimental data into 
molecular dynamics (MD) calculations using Bayesian inference, into the MD simulation program 
GENESIS to construct a structural modeling platform. This allows for the efficient prediction of 
protein complex structures while automatically excluding noise and errors when using multiple 
experimental data as constraints.

研究分野： 理論生物物理学

キーワード： 分子動力学　タンパク質複合体　ベイズ推定

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
タンパク質の立体構造を予測することは、生物物理学における挑戦的課題の一つである。特に近年では、クライ
オ電顕やAFM、NMR、クロスリンク質量分析データなど、複数の実験手法から得られる情報を統合して巨大タンパ
ク質複合体の構造を予測する、"Integrative structural biology" が注目されている。本研究課題において、
こうした問題に対する新たなソフトウェア基盤の構築を行った。本成果が、実験科学者にとって利用しやすいソ
フトウェア環境を提供するだけでなく、それを通して医学や薬学において重要なタンパク質の立体構造予測にも
貢献できると期待している。

※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 
 

細胞内の生命現象を理解するためには、各現象の過程で形成されるタンパク質複合体の立
体構造やダイナミクスを調べることが重要であり、近年、このような解析を目的とした実験技術
が著しく進歩した。例えば、クライオ電子顕微鏡を用いることでタンパク質の立体構造を高解像
度で決定できるようになり、また、高速原子間力顕微鏡（高速 AFM）を用いることでタンパク
質の動きをリアルタイムで観察できるようになってきた。また、クロスリンク質量分析実験から
は、タンパク質中での近接するアミノ酸配列の距離情報がわかり、このような実験データは、タ
ンパク質複合体における構成因子の配向や位置の予測にも利用される。これらの構造解析実験
や生化学実験を組み合わせることで、従来困難であった巨大タンパク質複合体の立体構造を正
確に決定できるようになってきた。しかしながら、一般的に実験から得られる観測データには、
タンパク質分子の揺らぎや構造多型、ノイズ、エラーなどの様々な情報が含まれる。メガダルト
ン級の巨大タンパク質複合体を対象として構造やダイナミクスを解析しようとした場合、系の
自由度が高く、複雑な相互作用が存在するため、タンパク質単体に対する解析よりも実験データ
の解釈が困難となる。このような問題を克服するためには、実験データから効率的にタンパク質
の立体構造を予測するための新たな方法論が必要となる。 
 
２．研究の目的 
 

実験データからタンパク質の立体構造をモデリングする手法として、例えば、クライオ電顕
フレキシブルフィッティングなどのように、実験データを拘束条件とした MD 計算を行う方法
が広く用いられる。これはシミュレーションで用いるエネルギー関数に、理論値と実験値とのズ
レをバイアスとして加える方法である。しかしながら、実験データには、タンパク質の動的性質
に起因する確率的な構造情報や、ノイズやエラーなどによる不確かな情報が混在するため、すべ
ての実験データを拘束条件として用いると、実験データへのオーバーフィッティングによって
実際の構造から歪んだ予測構造が得られる可能性がある。従って、エラーやノイズを含む実験デ
ータをいかにして合理的に拘束条件として取り込むかが重要である。本研究では、メガダルトン
級タンパク質複合体の立体構造モデリングを見据え、実験データを合理的に拘束条件として取
り込み、立体構造を精密に予測するための新しい方法論およびソフトウェアの開発を目指した。
具体的には、分子動力学計算プログラム GENESIS に、クライオ電顕や高速 AFM、クロスリンク
質量分析データなどのさまざまな実験データを「ベイズ推定」を介して MD 計算に取り込む、
データ駆動型シミュレーション法を導入し、次世代構造モデリングプラットフォームを構築す
ることを目指した。 
 
３．研究の方法 
 

本研究では、ベイズ推定に基づいて実験データを拘束条件として取り入れる方法の１つで
ある MELD 法を用いた。ベイズ推定に基づくと、分子構造 x が与えられたときに、実験データ
が D であるときの確率は、条件付き確率 P(D|x) で求められ、MELD 法では系のエネルギー関
数を以下のように定義して実験データに関する拘束を取り入れる。 
 

 
ここで N はいわゆるカットオフで、「全拘束条件のうち N 個の拘束条件を利用する」ことを意味
しており、各拘束条件をそのエネルギーに従って並び替え、小さいものから順に N 個選ぶ。 
 

 
このような拘束条件を用いることにより、実験データに一致する拘束条件は系に付加され、逆に
実験データから大きく逸脱した拘束条件、すなわち、エラーあるいはノイズとみなされるものは
自動的に棄却されることになる。本研究では、実験データとしてクライオ電顕およびクロスリン
ク質量分析データを扱えるように GENESIS に MELD 法を導入した。 



 
 
 
 
図１ クライオ電顕フレキシブル
フィッティングとクロスリンク質
量分析実験データに基づく距離拘
束を MELD 法により組み合わせた
タンパク質の立体構造予測を行う
ためのGENESISのインプットファ
イル例 
（左）MD 計算の詳細な条件を定義
したコントロールファイル、（右）
距離拘束を定義した入力ファイル 
 

 
４．研究成果 
 

図１にクライオ電顕像とクロスリンク質量分析データに基づき、MELD 法を用いてタンパ
ク質の立体構造を予測するための GENESIS のコントロールファイル例を示す。本導入における
重要なポイントは、従来のクライオ電顕フレキシブルフィッティングあるいは通常の MD 計算
用のコントロールファイルの仕様は変更せず、MELD 法で用いる拘束条件を付加する際は、
[INPUT] セクションに MELD 用入力ファイルの情報を一行追加するだけである。入力ファイル
を meldfile と定義し、これに距離や角度、二面角、位置に関する拘束条件を記入するようにした。
さらにフラットボトムポテンシャルを導入し、力の定数や参照値をフレキシブルに定義できる
ようにした。meldfile 中の threshold は実験データのうちの何%を利用するかを意味しており、こ
れは前頁のカットオフ N に相当する。MELD 計算は、MD 計算中に拘束条件の並び替えを毎ス
テップ行うため、クイックソートおよびハイブリッドMPI/OpenMP並列計算を導入することで、
多量の拘束条件があったとしても高速に計算できるように工夫した。 

導入した MELD 法をテストするために、カルシウムイオンポンプを対象として、人工的に
生成したクロスリンク質量分析データとクライオ電顕像を用いてフレキシブルフィッティング
による立体構造予測の精度を検証した。なお、クロスリンクデータには 20%のエラー (overlength
ペア) を混入させており、クライオ電顕像の解像度は 5 Åとした。クロスリンクデータの threshold
を 0%, 70%, 80%, 90%と変え、それぞれ 20 回の計算を実行したところ、電顕情報だけ (0%) で
は、低解像度のために正しく構造が予測できなかったケースがあるのに対して、クロスリンクデ
ータを追加した場合、特に実際のエラー率に近い threshold = 80%を用いたケースでは、20 回の
計算すべてにおいてほぼ正解構造に辿り着いた（図２）。一方、70% は 0%と違いがほとんどな
く、90% は overfitting のためにほとんどの予測構造が歪んでいた。以上の結果から、クライオ電
顕フィッティングに効率的にクロスリンクデータの拘束を取り込むことができ、実験データ中
のエラー率がおおよそわかれば、MELD 法にてそのようなエラーを自動的に除外しながら構造
を精密にモデリングすることが可能であることが示唆された。 
  本研究で開発した MELD 法は今後、GENESIS 最新版に導入して無償にて公開する予定であ
る。また、チュートリアルを作成して公開し、実験研究者への普及も図っていく。 
 

図２ クライオ電顕フレキシブルフィッティングに、80% のエラー情報を含むクロスリンク質
量分析 (XL-MS) データを追加したときに得られる CC （理論マップと実験マップとの相関係
数）と RMSD （正解構造からのずれ）の時間変化。 
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