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研究成果の概要（和文）：実験等で得られる低解像度構造情報と分子動力学などで得られる高解像度シミュレー
ション情報を組み合わせた新しい解析手法を開発した。具体的には、クライオ電子顕微鏡と分子動力学を組み合
わせたフレキシブルフィッティングにおけるアンサンブル計算や並列化手法、一分子解析と分子動力学を機械学
習で組み合わせたモデリング手法などで、新規性の高い開発である。これらは分子動力学ソフトウェアGENESIS
の機能として導入し、効率の良い構造探索手法やマルチスケール分子モデルと組み合わせて計算を行うことがで
きる。開発した手法を膜タンパク質やタンパク質・核酸複合体などの動的構造の解析に応用した。

研究成果の概要（英文）：We developed new methods combining experimental information with simulation 
data to obtain reliable structure-dynamics relationship of proteins. Generally, experimental data 
tend to be low-resolution and low-dimension, whereas simulation can provide high-resolution 
structural information. In our methods, we combined cryo-EM with MD simulation in flexible fitting 
calculation and utilized machine learning for combining single-molecule analysis with MD simulation.
 The developed methods were installed into GENESIS software package and can be used together with 
enhanced sampling methods and multi-scale/multi-resolution molecular models. We applied these 
methods to understand structure-dynamics relationships of membrane proteins or protein/nucleic acid 
complexes.

研究分野： 生物物理学

キーワード： 分子動力学　クライオ電子顕微鏡　一分子構造解析　フレキシブルフィッティグ　マルチスケール・マ
ルチレゾリューション　膜タンパク質

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、シミュレーションなどの理論的な手法だけでは解決できない問題を実験データをうまく組み合わせる
ことで克服する新しいアプローチである。また、クライオ電子顕微鏡の利用が今後ますます発展することを考慮
すると、そのモデリングを分子動力学で高解像度化できることは大きな意義がある。実際、製薬企業などでもク
ライオ電子顕微鏡を用いた構造解析を薬物との相互作用を理解するために導入し始めており、それらの解析に貢
献することができる。開発した手法はGENESISに導入し、今後一般公開していくため、広いユーザーが利用する
ことができる。



様 式 Ｃ－１９,Ｆ－１９－１,Ｚ－１９,ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

蛋白質や核酸などの生体分子は生命における機能素子であり,その機能を十分に理解するために

は立体構造を明らかにすることが重要である.生体分子のX線結晶構造解析は飛躍的に進歩し,多

くの蛋白質等の立体構造が原子解像度で明らかになっている.その中にはリボゾームなどの蛋白

質核酸複合体や膜輸送体などの膜蛋白質が含まれ,立体構造から機能の理解が進んだものもある.

しかし,このような構造解析で解明されたのは結晶場の中での静的な構造情報であり,蛋白質や

核酸が機能する細胞という環境の中での動的な構造は未だに未解明の事が多い.そのため,蛋白

質などの動的構造を解明するために様々な計測手法が開発されてきた.高速AFMやin-cell NMR,

一分子蛍光測定などのように世界に先駆けて国内の実験家が新しい手法を開発してきた例も少

なくない.しかし,動的な構造を計測しようとすると必然的に結晶中の静的な構造解析と比べて

低解像度のデータになるため,方法の妥当性の検証を行うことが困難であった. 

 

２．研究の目的 

実験で得られた低解像度データを,計算機シミュレーションなどを通して動的な立体構造情報に

変換することが理論的には可能である.例えば, X線小角散乱(SAXS)では散乱プロファイルが実

験データとして得られるが,結晶構造を出発構造とした分子動力学計算を行い,その結果を用い

て散乱プロファイルを計算し実験データと直接比較することで溶液中の構造情報を得ることが

できる.本研究課題ではこの例のように,実験データと計算機シミュレーションを組み合わせる

ことで高解像度の動的構造解析を実現することを目指す. 

本研究課題で主に用いるシミュレーション手法は分子動力学計算である.郷ポテンシャルに代表

される粗視化分子モデルを用いた長時間ダイナミクスや,レプリカ交換法などの拡張アンサンブ

ル法に代表される方法は,効率の良い構造探索と自由エネルギー解析を可能にした.本研究では,

複数の構造間を遷移する大規模構造変化をシミュレーション可能な計算手法の開発を行う.その

ために,並列化効率の良い分子動力学ソフトウェアを利用するだけでなく,異なるモデルと手法

を組み合わせたマルチレゾリューション法を導入する.機能発現において大規模な構造変化を行

う蛋白質は必然的に分子量が大きくなるため,単一ドメインからなる蛋白質というよりは生体超

複合体や膜蛋白質などの柔らかい構造を持つ蛋白質を研究対象とし,実験・計測データを評価し

うる長時間ダイナミクスを解析する. 

 
３．研究の方法 

実験から得られる構造情報には, 低解像度データ（例えば電子顕微鏡やSAXS, FRETなどの蛍光一

分子測定）と高解像度データ（例えばX線結晶構造解析やNMR）が存在する.低解像度データは巨

大な生体超分子や複合体などの構造の概観を得るのに用いられる事が多く,また,動的な構造情

報を与える.一方で高解像度データは原子構造を与えるが結晶場の影響を強く受けた静的な情報

である.分担者のTama Florence と連携研究者の宮下治は異なる解像度を持つ様々な構造情報を

組み合わせた構造最適化に豊富な経験を有するため, その手法を杉田チームで開発中の分子動

力学シミュレータGENESIS に導入する.研究代表者の杉田は分子動力学ソフトウェアのみならず,

レプリカ交換分子動力学法（REMD）などの効率の良い構造探索アルゴリズムや自由エネルギー計

算法などの開発と応用計算を行ってきた.本研究ではスーパーコンピュータ「京」などの利用に

適した超並列分子動力学ソフトウェアに効率の良い構造探索アルゴリズム等を導入し,複数の構

造間を遷移できるアルゴリズムの開発を行う.また,分子を記述するモデルとして,全原子モデル

のみならず,複数の原子を束ねた粗視化分子モデルを組み合わせる.さらには,X線結晶構造解析

では困難な水素イオンの位置を予測できる方法等も組み合わせて,長時間の分子運動を正確に



（すなわち高解像度に）解析できる手法を開発する.このような手法を「マルチレゾリューショ

ン法」と呼び,複数の分子モデルとアルゴリズムを統合的に利用できるソフトウェア環境を

GENESIS 上で構築する.これらの開発は,連携研究者の森貴治,Jaewoon Jung や小林千草などと

共同で行う. 

 
４．研究成果 

(1) 分子動力学ソフトウェア GENESIS の開発と GPU 計算機への最適化 

我々は,スーパーコンピュータ「京」などの多くの CPU を並列化することで計算を加速するソフ

トウェア GENESIS を開発し,巨大な生体分子系（100 万を超える原子を含む分子系）のシミュレ

ーションを実現した.そのために, OpenMP と MPI を組み合わせた Hybrid 並列化を実現すること

で多くの CPU を用いた場合にも並列化効率が下がらない工夫をした.その一方,中規模（数十万

原子を含む）分子系を計算するために，GPU を有効に活用できるアルゴリズムの開発に取り組

んだ.我々の開発において,最も計算時間のかかる非共有結合相互作用（短距離力）を GPU で計

算し,それ以外の演算はCPUで行うモデルを考案し,GENESISに導入した.この計算モデルの利点

は,AMBER などの GPU プログラムと異なり,複数の GPU 計算機を並列化して用いることができる

ことである.そのため,従来の GPU プログラムでは難しかった巨大な生体分子系についても並列

GPU 計算機を用いてシミュレーションすることが可能になった. 

(2) タンパク質の大規模構造変化を記述する最小自由エネルギー経路の探索 

タンパク質が機能を発現する際に,Open form と Close form など異なる立体構造へと変化する

例が多く見られる.X 線結晶構造で明らかになっているのは少数の状態に限定されるので,それ

らを接続する計算手法が必要である.様々な手法が提案されているが,２つの異なる立体構造を

接続する最小自由エネルギー経路を探索するアルゴリズム（String method）が信頼性の高い解

を与えることがわかってきた.しかし,従来の String method はいくつかの解決すべき問題を含

んでおり,様々な分子系に応用するためにはさらなる改良が必要であった.我々は GENESIS に

String method を導入し,２つの立体構造変化を記述する反応座標の次元依存性について検討し

た.Adenylate Kinase の Open-Close forms の構造変化に注目し,粗視化分子モデルを用いた

String method を実行した.ここでは主成分解析を行い,少数の主成分を反応座標として用いた.

その結果,主成分の数が少なすぎる場合にはOpen-Close formsの間に存在するSemi-Close form

を記述することができないことが明らかになった.構造変化の遷移状態を記述するためには,少

なくとも 10-20 程度の主成分を用いる必要があった.この手法とプログラムを用いて,膜タンパ

ク質であるカルシウムイオンポンプやヘムトランスポーターの大規模構造変化のシミュレーシ

ョンに取り組み,その自由エネルギー変化を予測することに成功した. 

(3) 分子動力学を用いたクライオ電子顕微鏡電子密度へのフレキシブル・フィッティング 

クライオ電子顕微鏡の利用は生体超分子の解析に必須なものとなってきており,その構造とダ

イナミクスを解析するためにますます活用されるようになってきている.Direct electron 

detector の改良によって,原子解像度の電子密度が得られるようになってきたが,X 線結晶構造

解析と比較するとまだ解像度が低い場合が多い.そのため,一つのタンパク質分子について高解

像度の立体構造（X線結晶構造解析によって得られる）を用いて低解像度の電子密度マップ（ク

ライオ電子顕微鏡によって得られる）を満たす原子モデルを予測する手法が必要である.F. 

Tama らはその予測を行うために基準振動解析や分子動力学シミュレーションを用いたハイブ

リッド解析法を考案し,様々な系に適用してきた.しかし,従来の手法では,A) 非常に構造変化

が大きな場合には答えが収束しない場合があること,B）電子密度マップと計算で得られるモデ



ルの相関項(cross correlation: CC) の計算に多くの時間がかかることなどの問題が生じてい

た.そこで,我々は第一の問題を克服するためにアンサンブル計算法を,第二の問題を解決する

ためにCCの並列化計算法を新たに開発し,分子動力学ソフトウェアGENESISに導入した.アンサ

ンブル計算法では,複数の分子動力学を並行に実施し,電子密度マップを満たす構造をアンサン

ブルとして予測する.その際,レプリカ交換分子動力学法などの効率の良いアルゴリズムを用い

ることで,その予測精度を上げることができた.CC の並列化を行うためにツリー法や空間分割

法を考案し,分子サイズやモデル（粗視化あるいは全原子）に応じて最適な計算スキームを選べ

るようにした.これらの開発によってリボゾームなどの巨大分子のフレキシブルフィッティン

グ計算を溶媒を含む全原子分子動力学法を用いて実行することができるようになった.現在,こ

のモデルを用いてタンパク質・DNA 複合体などさらに複雑な分子系の解析に取り組んでおり,高

解像度のダイナミクス情報を得ることが可能となってきた. 

(4) 機械学習を用いた構造・ダイナミクス情報の統合 

一分子計測を行うことでタンパク質につけた Dye 間の距離情報に関係する時系列データを観測

することができる.これらは正確なダイナミクスの情報を与える一方で,低次元の物理量であり,

そこから立体構造を再現することは難しい.その一方で,分子動力学はトラジェクトリの解析か

ら三次元立体構造情報を詳細に得ることが可能である.しかし,計算で用いる分子力場に結果が

依存すること,さらに,比較的短いダイナミクス情報しか得られない,など問題点も多い.我々は,

一分子計測で得られるダイナミクス情報と分子動力学で得られる構造情報を機械学習で組み合

わせることで,正確な（すなわち,実験データを再現する）構造ダイナミクス情報を得ることを

試みた.我々は,Hidden Markov Model を用いて,立体構造情報を Hidden State,一分子計測で得

られるPhoton CountをObservableとしてこれらをマルコフ状態モデルで記述した.ここで実験

データとしてえられる Photon Count をダイナミクス情報として用いて,マルコフ状態モデルに

必要な遷移確率マトリックスを最適化していくことで,正確な構造ダイナミクス情報の記述を

目指した.具体的には,NIH の Eaton らによって行われた WW-domain の折れ畳みに関する実験デ

ータを用いて,分子動力学シミュレーションで得られたマルコフ状態モデルを最適化した.最適

化されたマルコフ状態モデルが記述する結果は,Eaton らの実験だけでなく,独立に行われた

FershtらのPHI値解析をも再現するものであり,WW-domainのダイナミクスを正確に記述できて

いると考えられた.また,この手法は一般的なものであり,今後様々なケースに用いることで,実

験データとシミュレーションを融合する新しい手法として注目されている. 

(5) 構造生物学との連携によるタンパク質動的構造の解析 

本新学術領域内で,Sec DF（塚崎智也：奈良先端科学技術大学）,Heme transporter（杉本：理

研）,Tom20（神田大輔：九州大学）などにかんする構造生物学と分子動力学を用いた共同研究

を実施した.それらの結果はいずれも論文として報告している（あるいは論文投稿準備中）.特

に,実験だけでは見えないプロトン化による変化や,構造変化の中間体,結晶におけるコンタク

トフリーなスペースの影響などの詳細を分子動力学が解明することに成功した. 
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