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研究成果の概要（和文）：研究代表者が開発した単粒子解析実験データ分類ソフトウェア「閻魔」を発展させ、
単粒子解析実験データから粒子の４次元イメージングを行う手法の開発を行った。（１）実験を想定したシミュ
レーションデータを用いて、複数の3次元電子密度分布の構築に成功した。（２）現実の実験データに近い、試
料氷包埋効果を考慮した2次元投影像セットを作成し、投影像にローパスフィルタを加える事で分類に成功し
た。（３）酸化銅微粒子の実験データに「閻魔」を適用し、２種類の微粒子成長プロセスが存在する事が分かっ
た。（４）「閻魔」を用いて、物理量を定量的に計算できるマルコフ状態モデルを構築する事に成功した。

研究成果の概要（英文）：Using my software "EMMA" for classifying single-particle experimental data, 
I developed a four-dimensional imaging technique with single-particle experimental data. The 
following results were obtained: (i) Using two-dimensional projection images obtained through a 
simulation for a single-particle experiment, I successfully constructed three-dimensional electron 
density maps; (ii) Using a Gaussian low-pass filter, I succeeded in classifying the two-dimensional 
projection images calculated from the sample that particles were embedded in an amorphous ice; (iii)
 Using two-dimensional projection images of copper oxide nano-cube, I found that there two growing 
pathways of the cube; and (iv) I successfully constructed a Markov-state model with which accurate 
computation of physical quantities is possible.

研究分野： 生物物理学
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１．研究開始当初の背景 
 コヒーレント X 線回折イメージング
（CXDI）実験や低温電子顕微鏡実験等の単
粒子解析実験の技術発展により、4 次元イメ
ージングの可能性が指摘されるようになっ
た。これは、単粒子解析実験で得られた膨大
な量の 2 次元投影像を用いて、複数の 3 次元
電子密度分布を構築し、それらを構造変化に
応じて並び替えるものである。 
 これまでは、2 次元投影像セットを X 線 や
電子線の照射方向に対する配向の観点から
分類し、3 次元電子密度分布を 1 つ構築して
いた。しかし、実は粒子ごとに配向だけでな
く、粒子の構造も異なっている。従って、(1) 
2 次元投影像を配向と粒子の構造の違い（構
造多形）の両面から分類し、(2) 3 次元電子密
度分布を複数構築し、(3) 構造変化の順に並
び変える事により、4 次元イメージングが可
能となる。 
 一方、研究代表者は、X 線自由電子レーザ
ー(XFEL)を用いた CXDI 実験（XFEL-CXDI
実験）で得られたデータを、構造多形の観点
から分類する方法について研究を行ってき
た。これまでに提案された K 平均法などの分
類法では、何種類に分類するか（クラス数）
のインプットが必要である。しかし今回対象
とする実験データはクラス数が不明であり、
これまでの方法は使えない。そこで、この問
題の解決のため、マニフォールド理論に着目
し、XFEL-CXDI 実験データ分類ソフトウェ
ア「閻魔」を開発した。このソフトウェアを
XFEL-CXDI 実験データを想定したシミュ
レーションデータに適用した所、クラス数を
指定せずにデータ分類することに成功した
（T. Yoshidome, T. Oroguchi, M. Nakasako, 
and M. Ikeguchi, Phys. Rev. E, 92, 032710 
(2015)）。 
 
２．研究の目的 
 研究代表者の開発したソフトウェア「閻
魔」を発展させ、単粒子解析実験データから
粒子の 4次元イメージングを行う手法を確立
することが、研究の目的である。 
 
３．研究の方法 
(1) 計算機上で単粒子解析実験を想定した

シミュレーションを行い、試料氷包埋効果
やポアソンノイズ等、現実のデータに類似
した 2次元投影像セットを作成する。 

 
(2) 作成した投影像セットをソフトウェア

「閻魔」を用いて、構造多形の観点から分
類する。  

 
(3) 試料氷包埋効果により粒子の形状が見

えない場合は、ローパスフィルタを投影像
に適用し、形状を明確にしてから分類計算
を行う。 分類結果と EMC アルゴリズムを
用いて、3 次元電子密度分布を複数構築す
る。 

 
(4) 計算機上で投影像を作成しているので、

正解が分かっており、その結果と比較する
ことにより、構築した電子密度分布の妥当
性を議論する。 

 
(5) 電子密度分布を並び替え、4 次元イメー

ジングを完成させる。  
 
(6) タンパク質の分子動力学シミュレーシ

ョンデータに「閻魔」を適用し、マルコフ
状態モデルを構築する。構築したマルコフ
状態モデルを用いて物理量を計算し、直接
シミュレーションから得たものと比較し、
定量性を議論する。 

 
４．研究成果 
(1) ソフトウェア「閻魔」と EMC アルゴリズ

ムを用いた複数の 3 次元電子密度分布の
再構成 
 主に 2 状態を有するタンパク質の
XFEL-CXDI 実験を想定したシミュレー
ションを行なった。シミュレーションは以
下の手順で行った。まず、分子動力学シミ
ュレーションを行い、それぞれの状態と状
態間の構造を多数サンプリングした。その
後、それぞれのタンパク質構造をランダム
に回転し、2 次元回折パターンを多数作成
した。その際、実際の実験で得られる回折
パターンの枚数に設定し、ポアソンノイズ
を加えた。 

作成したデータをソフトウェア「閻魔」
を用いて分類し、EMC アルゴリズムを用
いて 3 次元電子密度分布を複数構築した。
シミュレーションに用いたPDB構造と比
較したところ、コンシステンとであった。
よって、複数の 3 次元電子密度分布の構
築に成功した。 
 

(2) 酸化銅微粒子のXFEL-CXDI実験データ
を用いた微粒子成長プロセスの研究 
 慶應義塾大学の中迫教授から提供され
た酸化銅微粒子の XFEL-CXDI 実験デー
タにソフトウェア「閻魔」を適用し、微粒
子の成長プロセスの解明に挑んだ。そのた
めに、微粒子の 2 次元投影像データセッ
トを「閻魔」で分類した。分類結果を解析
したところ、2 種類の成長プロセスが存在
する事が分かった。 
 

(3) 試料氷包埋効果を考慮した 2次元投影像
セットの分類 
 (1)で使用したタンパク質を用いて、低
温電子顕微鏡を想定したシミュレーショ
ンを行った。この実験では、試料をアモル
ファス氷に閉じ込める。このため、水に起
因するノイズが非常に強く、得られた 2
次元投影像にはタンパク質の像がほとん
ど映らなかった（図 1）。このデータにソ
フトウェア「閻魔」を適用したが、分類出



図1. 計算機上で作成した2次元投影像に
対し、ローパスフィルター、閾値処理を行
った結果。浮かび上がったタンパク質の像
は、正解と類似していた。 
 
来なかった。 
 そこで、投影像にローパスフィルタを適
用し、閾値処理を行うことで、粒子の形状
を浮かび上がらせた（図 1）。浮かび上が
ったタンパク質の像は、正解のものと類似
していた。このデータに対してソフトウェ
ア「閻魔」を適用したところ、構造多型の
観点から分類する事に成功した。 
 

(4) 物理量を定量的に計算できるマルコフ
状態モデル構築法の開発 
 ソフトウェア「閻魔」を用いて、シング
ルドメインタンパク質の分子動力学シミ
ュレーションデータから、マルコフ状態モ
デルを構築した。タンパク質折り畳みに伴
う物理量変化を計算したところ、直接シミ
ュレーションから計算したものと良好に
一致した。 
 さらに、シルエットスコアと K 平均法
をソフトウェア「閻魔」に導入することに
より、定量性の高いマルコフ状態モデルを
自動的に構築出来ることが分かった。 
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