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研究成果の概要（和文）：小角X線散乱（SAXS）は、生体高分子の溶液構造を解析するための手法である。この
分野の最近の進歩は、多分散の溶液試料から標的分子をゲル濾過で単離しながら測定するSEC-SAXS法である。
SEC-SAXSでは、複雑な溶液試料から構造情報を抽出できるが、測定や解析に関するいくつかの課題が指摘されて
いる。本研究では、数百から数千に及ぶSEC-SAXSデータを全自動解析可能なソフトウェアMOLASSを開発・公開し
た。MOLASSは、SAXSの基本理論を基に、分析クロマトグラフィーで提案されたアルゴリズムや線形代数の技法を
組み合わせて、それらの課題を効果的に処理することができる。

研究成果の概要（英文）：Small-angle X-ray scattering (SAXS) is a technique used to analyze the 
solution structure of biological macromolecules. A recent advancement in this field is the 
Size-Exclusion Chromatography-SAXS (SEC-SAXS) method, which involves measuring target molecules 
while isolating them from polydisperse solution samples using gel filtration. Although SEC-SAXS 
allows us to extract structural information from complex solution samples, several challenges 
related to measurement and analysis have been identified. In this study, we have developed and 
released MOLASS, a software capable of fully automated analysis of hundreds to thousands of SEC-SAXS
 data frames. MOLASS is based on the fundamental principles of SAXS and incorporates linear 
algebraic methods combined with algorithms proposed in analytical chromatography to handle these 
challenges effectively.

研究分野：生物物理学、放射光構造生物学

キーワード： 小角X線散乱　X線溶液散乱　SAXS　BioSAXS　SEC-SAXS　全自動解析　低ランク行列因数分解　Moore-Pe
nrose疑似逆行列

  ３版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
新たに世界中で活用されるようになったSEC-SAXS法では、従来の方法とは異なり、1回の測定で数百から数千も
のデータを取得するため、それを迅速かつ高精度に解析する必要がある。本研究で開発したソフトウェアMOLASS
は、初心者からでも利用できる使いやすい操作系を備えており、解析者に依存したバイアスを排除した自動判定
による解析が可能である。手法エキスパートも、各解析ステップで自動処理の状況を確認しながら逐次的に進め
ることができる。MOLASSの利用により、多分散状態にある高難度な溶液試料からも標的分子の構造情報を取得で
きる可能性が高まり、手法価値を向上させることができた。

※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 
従来、構造生物学ではタンパク質複合体の結晶構造解析により、タンパク質間の相互作用メカ
ニズムを明らかにしてきたが、複合体の結晶化は難易度が高く、結晶が得られないことも多い。
そこで、2000 年代半ばからタンパク質溶液試料による小角 X 線散乱解析（Biological Small-
Angle X-ray Scattering=BioSAXS）が活用されている。散乱曲線を解析し、分子外形を表わす
ビーズモデルや単体の結晶構造を用いた剛体球近似法によるモデリングを通じて、複合体構造
を推定することが可能である。このようなアプローチは国内では相関構造解析とも呼ばれ、近年
は主流のアプローチの一つとして行われている。一方で、BioSAXSの試料は結晶状態と異なり、
溶液中では試料の単分散が保障されず、多分散状態が生じやすいという問題がある。この問題を
解決するために、2004年に米国のイリノイ工科大学の研究グループがサイズ排除クロマトグラ
フィーと組み合わせた SAXS法（Size-Exclusion Chromatography (SEC)-SAXS）を提案し、
SEC-SAXS によって多分散な溶液試料から標的タンパク
質を単離して解析できることを実証した[1]。BioSAXSで
は試料の単分散度の問題で解析を諦めることも多かった
が、SEC-SAXS はこの問題を解決し、複合体や不安定タ
ンパク質など難易度の高い標的分子の解析成功率を向上
させる画期的な方法であった。SEC-SAXS は近年、
BioSAXS の標準測定法として広く一般化され、各国の放
射光施設の SAXS ビームラインに測定システムが整備さ
れている。研究代表者は、茨城県つくば市にある高エネル
ギー加速器研究機構物質構造科学研究所の放射光施設
Photon Factory（PF）の BL-10C、BL-15A2という 2本
の SAXSビームラインに SEC-SAXSシステムを導入し、
2016年度より運用している（図 1）。 
一方で、SEC-SAXSにおけるデータの収集方法は、従来とは大きく異なっている。BioSAXS
の散乱強度データには、粒子間干渉効果と呼ばれる試料濃度に依存する効果が含まれるため、従
来は濃度 5点程度のデータを収集し、濃度ゼロの理想状態に外挿した散乱曲線（形状因子）を導
出して、構造モデリング等の解析に適用していた。SEC-SAXS では、液体クロマトグラフィー
装置のポンプで溶液を流しながら連続的に散乱曲線を取得するため、1試料の測定に対して数百
から数千に及ぶようなデータ数を得ることになる。このようなデータから従来の方法同様に形
状因子を導出する手順は定められていない。また、連続測定中に生じる装置由来の問題や、解析
上生じる複数の課題をクリアしなければならず、標準的に使用できる解析ソフトウェアの開発
が急務となっていた。2016年頃より海外において幾つかのソフトウェアが公開されてきたが[2, 
3, 4]、初心者からエキスパートまで種々の問題に対応しながら精度良くユーザーフレンドリー
な操作系で解析を行うことできるものは存在していなかった。 
 
２．研究の目的 

SEC-SAXSデータの解析ソフトウェアには、以下の 4つの本質的な課題を解決するための機
能が必要である。まず第 1に、X線のビーム強度やポンプシステムの安定性、さらには試料の放
射線損傷に由来するベースラインのドリフトの補正である。第 2 に、ゲル濾過において重なり
合う複雑な溶出ピークから標的の散乱成分を分離して解析することである。第 3 に、従来の測
定法と同様に粒子間干渉による濃度依存性の効果の有無を評価し、必要な場合はそれを除去す
ることである。第 4 には、これら 3 つの課題を解決しながらユーザーのバイアスを排除した使
いやすい自動解析ソフトウェアを実現することである。そこで本研究では、SAXSの基礎理論と
情報科学的手法を用いてデータに含まれる散乱成分を分離・特定し、極力人の判断を介さずに数
百から数千に及ぶ SEC-SAXSデータを全自動で解析するソフトウェアを開発することを目的と
した。手法初心者には適切な解析の初期パラメータを判断するのは困難なため、偏りのないパラ
メータや処理条件を自動的に選択できる機能が必須である。従って、自動化とユーザーフレンド
リーなインターフェースを実現することで、ハイスループット分析だけでなく、ユーザーのバイ
アスを排除し、正確なパラメータ補正を行う最も効果的な解析方法を確立することを目指した。 
 
３．研究の方法 
 研究代表者が PF に導入した SEC-SAXS システムは、SAXS 測定中の試料濃度を正確に見積
もるために SAXS 測定用の試料セルを用いて紫外可視分光測定を同時に実行することができる
[5]。従って、SAXS 曲線と紫外可視吸収スペクトルという 2 つのデータを組み合わせて高精度
に解析を行なうことができる。 
ベースラインドリフトの補正に関しては、線形ベースライン補正と積分ベースライン補正の 2
種類のベースライン補正方法を採用した。緩やかな傾きを持つドリフトに関しては、ピーク周辺
の傾きとベースライン領域を判定するために低パーセンタイル法（Low percentile 

 
（図 1）PFの BL-10Cに導入し
た SEC-SAXS/紫外可視分光同時
測定システム。 



method=LPM）を利用した。図 2では、散乱強度が 25パ
ーセンタイルとなるデータ点を用いて、線形回帰により補
正された新たなベースラインを定めた様子を示している。
積分ベースライン補正は、ソフトウェア US-SOMO[2]で
初めて開発・採用されたアルゴリズムで、US-SOMO方式
を参考に LPMと組み合わせて適用した。一方で、線形・
積分補正を適用しても、データの S/Nが低く LPM後のベ
ースラインが不安定になることがあるため、3次元散乱デ
ータを俯瞰的に解析し、そのベースプレーンを調整する
Base Plane Adjustment=BPA法も開発している。 
ベースライン補正後に、両データのピーク位置のアライ
メントとピークの高さや幅のスケーリングを行い、両デー
タのマッピング最適化を実施する（図 3）。マッピング後
に、各ピークの一致度を示すマッチングスコア（Single 
Component Indicator=SCI）が表示される。SCI値が 80
を超える場合はピークの一致度が高いため、2つのデータ
から直接形状因子が導出される。一方で、80 未満の場合
は、ピーク領域に別の散乱体成分が存在すると想定され
る。そこで、Exponentially Modified Gaussian（EMG）
[6]、もしくは Exponential-Gaussian Hybrid（EGH）[7]
という 2 種類の修正ガウス関数によってピークの成分分
解解析を行う。2つの関数のうち、実測とモデリング結果
の一致度が高い方が採用され、ピークに含まれる複数成分
を分離して解析を行う（図 4）。また、特定のピーク領域に
対して、ピークの上昇側と下降側で別々に形状因子の導出
を行うことも可能にした。これにより、ピークが単一成分
で構成されているか確認できる。ピークの両側で形状因子
や慣性半径等の値が一致していれば、手動で 1つの計算に
まとめることもできる。 
 濃度依存性の評価については、特異値分解法（Singular 
Value Decomposition=SVD）を活用する[8]。解析された各散乱成分のデータ領域に対して SVD
解析を行い、そのデータを構成する成分データを分離して、それらに重要度順のランク付けを実
施する。分離した成分データから粒子間干渉効果の有無を判定し、濃度依存成分やランクの低い
ノイズ成分を除去しながら主要成分データを用いて形状因子を再構成する低ランク近似を実施
する。この結果、従来のように形状因子
を適切に導出できるだけでなく、デー
タの S/Nも改善される（図 5）。 
 解析の自動化に向けて、線形代数の
技法を適用する。基本的に、SAXS曲線
と紫外可視吸収スペクトルのデータ
は、3次元の行列データとして扱うこと
ができる（図 6）。そこで、2 つの行列
データの最適化を低ランク行列因数分
解問題として取り扱うように、開発す
るソフトウェアの基本コンセプトを定
めた。これはクロマトグラフィー分野
で、多変量の紫外可視分光データから
なるクロマトグラムを解析するために
提案された方法[9]を参考にしている。
また、各散乱成分の行列計算を容易に
するために、行列演算の基本形式とし
て Moore-Penrose 擬似逆行列[10]を採
用した。 
 
４．研究成果 

3にて説明したソフトウェアの開発方針に基づき、既に公開済みであった SEC-SAXS/紫外可
視分光データの全自動解析ソフトウェア Serial Analyzer[11]の高度化を進め、最終的に機能や
GUI（Graphical User Interface）を高度化したソフトウェアMOLASS（Matrix Optimization 
with Low-rank factorization for Automated analysis of Sec-Saxs）を公開した[12]。MOLASS
は、numpy、scipy、matplotlib、scikit-learnなどの外部モジュールで拡張された Pythonベースのプ
ログラムで、64ビット版Windows 10以降の OSで利用可能である。ユーザーは、チュートリア

 
（図 2）LPMによる線形ベース
ライン補正。 
 
 
 
 

 
（図 3）ベースライン補正された
2つのデータのマッピング。 
 
 
 
 
 
 

 
（図 4）SAXSで計測された散乱
強度のクロマトグラムを EGH
でモデリングした結果。 

 
（図 5）SVDによる低ランク近似によってデータの
S/Nが改善した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
（図 6）2つの 3次元行列データ。 



ル、マニュアル、ソースコードを含むソフトウェア
本体（zipファイル）をウェブサイトからダウンロー
ドできる。MOLASSでは、メインウィンドウで「Full-
automatic」チェックボックスにユーザーがチェック
すると、全ての解析が全自動で実行される。一方で、
チェックしない場合は、ユーザーが各自動解析ステ
ップの状況を確認しながら逐次的に処理を進める
ことになる。 
主要な解析フローチャートを図 7に示す。自動ギ
ニエ解析の結果や導出された形状因子データの状
況など解析全般の結果は、Microsoft Excel形式のフ
ァイルにまとめられている。また出力ディレクトリ
には、形状因子（A(Q)）と濃度依存成分の散乱プロ
ファイル（B(Q)）も出力される。また、BioSAXSの
解析ツールとして標準的に使用されている ATSAS
プログラムパッケージ[13]がインストールされてい
る場合は、 ATSAS のツール群（ AUTORG、
ALMERGE、DATGNOM4 [14, 15]）によるプロセス
も並行して自動実行できる。さらに、SAXSデータ
に基づいて 3次元電子密度マップを構築することが
できるソフトウェア DENSS[16]についても、
MOLASS内の解析メニューから実行可能である。 
本研究では、BioSAXS分野の新たな標準測定法で
ある SEC-SAXS で取得されたデータの解析のため
に、初心者からエキスパートまで活用できる解析ソ
フトウェア MOLASS を開発した。その結果、難易
度の高い多分散溶液試料の解析の可能性が広がり、
相関構造解析における BioSAXS の手法価値を向上
させることが出来たと考える。引き続き、バグの修
正はもとより、さらに精度の高い解析を実現するた
めの高度化に取組んでいく。 
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（図 7）MOLASSの解析フローチャー
ト（文献 12の図 1を改変）。 
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