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研究成果の概要（和文）：生体内ではDNAやタンパク質、ペプチドなどの生体分子がそれぞれ固有の機能を発揮
しているが、その機能の一つである酵素反応の遷移状態付近のダイナミクスに関して重み付きアンサンブル法と
いう、新規の分子シミュレーションの手法を使って調べた。この手法は超並列計算を使って、重みが付いた複数
の粒子を走らせるものであり、酵素反応に伴う構造変化のようなレアイベントを動的にかつ効率的に計算するこ
とができる。その手法を小さなペプチドのフォールディング、PIN1酵素による基質の異性化反応、アデニル酸キ
ナーゼの構造変化に適用し、反応経路をたどる時間スケールや遷移状態の動的な特徴づけを行うことができた。

研究成果の概要（英文）：A novel molecular simulation method called the weighted ensemble method was 
used to study the dynamics of enzymatic reactions near the transition state, which is one of the 
functions of biomolecules such as DNA, proteins, and peptides. The weighted ensemble method uses 
massively parallel computations to run multiple weighted particles to dynamically and efficiently 
calculate rare events such as structural changes associated with enzymatic reactions. The method was
 applied to the folding of small peptides, the isomerization of substrates by the PIN1 enzyme, and 
the conformational change of adenylate kinase to dynamically characterize the time scales and 
transition states along the reaction path.

研究分野： 生物物理
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
酵素反応における遷移状態付近の情報は、その反応を直接支配するので非常に重要であるが、その生起する時間
は（人間のスケールでは）非常に短く、また遷移状態のエネルギーが高い場合は非常に稀におこる現象（レアイ
ベント）となる。それを実験的にも計算的にも捉えることは難しいが、ここではパスサンプリングの手法の一つ
である、重み付きアンサンブル法を生体分子シミュレーションとして実装し、遷移状態付近でどのように分子の
配置が動的に変化していくかを直接捉えることができた。これは生化学における重要な知見を与えるのみなら
ず、タンパク質の構造変化やリガンド結合などのダイナミクスを計算的に理解する上でも重要な方法論たりう
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。



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

(1) 生体内では DNAやタンパク質、ペプチドなどの生体分子がそれぞれ固有の機能を発揮して
おり、それらは (a) 結合形成、(b) 触媒反応、(c) スイッチ機能、(d) 構造タンパク質などに
関わるものとして分類される[1]。本研究では酵素反応ダイナミクスに関して調べるが、これ
は(b)に分類されるものである。酵素反応は、酵素タンパク質と基質との結合、触媒された化
学反応としての酵素反応、生成された反応物の酵素からの放出、という一連のプロセスを表
しており、その全体像を理解することは現在でも難しい。というのも、これらのそれぞれの
プロセスにおいて、遷移状態を乗り越える、いわゆるレアイベント[2]が起きており、これは
実験的にも計算的にも捉えることが難しい現象だからである。しかし、これらの遷移状態を
解明することで酵素反応の本質に迫り、特にその動的な姿を捉えることでより柔軟な酵素反
応の制御も可能になるものと考えた。 

(2) 申請者と共同研究者たちは生体分子の分子動力学シミュレーションに関する研究を長年行
ってきており、近年はレアイベントの問題を扱うための計算手法として、ストリング法[3]や
オンサーガーマハラップ法[4]などの開発を行った。また以前にアデニル酸キナーゼという
酵素や AcrBという膜タンパク質における、構造変化のもっともらしいパスウェイをストリ
ング法を用いて計算し、その途中にある遷移状態の性質を明らかにした。ただし、これらの
研究はパスウェイ上での系の準平衡性を仮定したものであり、構造変化の真の動的なプロセ
スについて解明できてはいない。またオンサーガーマハラップ法に代表される、遷移経路サ
ンプリングは大きな系に対しては使い勝手が悪く、もっと簡便な手法を求めていた。 

(3) この研究を申請する 1 年ほど前から、実験家で共同研究者（分担者）の楯真一氏（広島大）
と議論を進めており、具体的な酵素として楯氏の調べている PIN1 酵素を調べることを決定
した。PIN1 酵素反応は基質の化学反応ではなく基質の異性化反応なので、計算コストのか
かる量子化学計算(実際は QM/MM計算)を行わなくてもよい。ただし、実験と比較するため
には正しい力場が必要なので、PIN1 酵素について分子動力学計算で詳細な研究を行ってい
る Donald Hamelberg（ジョージア州立大）らの過去の文献[5]を当たり、適正な力場の検討
を行った。 

 

２．研究の目的 

(1) PIN1 酵素反応においては、PIN1 酵素と結合する基質のプロリン部分の異性化が起こるの
で、その構造変化のダイナミクスを計算し、遷移状態の動的な性質を抽出することが目的で
ある。そのための前段階の計算として、シニョリンと呼ばれるミニタンパク質の構造変化の
計算も行い、構造変化ダイナミクスをどのように特徴づけるか、どのような反応座標を選ぶ
べきかということも調べる。それらの知識を PIN1 の計算に活用する。 

(2) PIN1 酵素反応は異性化反応であり、共有結合が切れるような化学反応ではないが、米澤康
滋氏（近畿大）らによる過去のプロリンの異性化の研究[6]から、化学結合の電子状態（量子
性）が重要になりうることが分かっている。そこで QM/MM 法を用いた量子化学レベルの
計算も山本典史氏（千葉工大）と共に行い、力場の精度の検証を行う。 

(3) PIN1 酵素反応の実験を行っている楯真一氏（広島大）と共同研究を行い、既存の実験デー
タの解釈、新たな実験の提案などを行う。また実験データのある別の酵素反応についても調
べ、結果の一般性についても議論する。 

 

３．研究の方法 

(1) この研究課題を申請する前から、共同研究者（分担者）
の森次圭氏（横浜市大）とともに、動的な構造変化の
アンサンブルを得る手法がないかどうか議論やサー
ベイを行っており、申請者が翻訳した本「生体分子の
統計力学入門」（共立出版、2014 年）[7]の著者でもあ
る Daniel Zuckerman（オレゴン健康科学大）が現在
精力的に研究している、重み付きアンサンブル
(weighted ensemble, WE)法[8]が適しているのでは
ないかという結論に至った。これは遷移経路サンプリ
ングの簡易版とでもいえる手法で、集団座標
(collective variable, CV)をある程度決め打ちしなけ
ればならないが、その CV 空間上をセル（ビン）に分
け、超並列計算で多数の粒子を計算機上で走らせるこ
とで、ある状態 A から B に向かう動的な経路をほぼ
自動的に生成できる。その際には、各々の粒子に重み
をつけており、ある時刻間隔で、粒子の消滅生成を人
為的に行うが、その際にはセル内でのポピュレーション
が一定になるように調整することで、分布関数として動
的な変化を近似なしで計算できる(図 1)。 

(2) WE法では複数の粒子の軌道という形で、大量の時系列
データが生成されるが、それをどのように解析するかと

図 1  重み付きアンサンブル

(weighted ensemble, WE)法の

概念図。 



いうのはビッグデータの観点からも重要な問題である。現在ではニューラルネットワークの
ような人工知能（機械学習）の手法を使った処理がよく行われるが、ここでは多様体学習の
一つである、拡散マップ(diffusion map)[9]を使った解析を行う。これは時系列データの非線
形な構造を抜き出せる手法であり、タンパク質の時系列に使われることも多いが、ここでは
WE法を用いた計算結果を解釈したり、WE法のための CV空間を作るために用いる。 

(3) セルのさらなる粗視化を行い、その粗視化された状態間のダイナミクスを 1次のキネティッ
クなモデルを用いて解析する。その結果、マルコフ状態モデル[10]などの現在よく使われる
解析モデルとの対応をつけることができる。 

４．研究成果 
(1) 本研究を遂行するためには、重み付きアンサンブ

ル(WE)法を生体分子シミュレーションに対して実
装する必要がある。そのために分担者の森次圭氏
（横浜市大）によって開発されたスクリプトを、生
体分子シミュレーションソフトとして定評のある
Amber と組み合わせることで、どのような生体分
子に対しても集団座標(CV)が定義されたときに
WE法を適用できるシステムを確立した。 

(2) まずはシニョリンと呼ばれる 10残基の小さいタン
パク質（ペプチドと思ってもよい）に対して WE法
を適用し、その結果得られる時系列のデータから
構造変化の時定数の見積もりなどを行った。
Amber 力場を用いるとシニョリンには少なくとも
2つの準安定な状態があることが分かっており、そ
れらは最も安定な天然状態(図 2(a))と、水素結合の
位置がずれたエネルギーがやや高いミスフォール
ドした状態(図 2(b))に分けられる。これらの間の構
造変化ダイナミクスを調べることにした。その際
に、シニョリンの先行研究を行った光武亜代理氏
（明治大）の 1 マイクロ秒の軌道を用い、その軌道
に拡散マップを適用して、CVとして拡散マップの重
要な 2 次元の座標を取り出した。別の CV としては
よく使われている水素結合の 2 つの距離を用いた。
それらの 2 次元の CV を用いて状態空間をセルに切
り、WE法を使って安定な天然状態とミスフォールド
した状態間の遷移を計算した。その結果、転移温度付近では遷移の時間スケールは 1ナノ秒
ほどであること(図 2(c))、また重要な座標はグリシンの 2面角であることが明らかになった。
また拡散マップの座標はそのグリシンの 2面角と強く相関していること、緩和モード解析で
計算された座標とほとんど同じであることも分かった[11]。 

(3) PIN1 酵素はそれと結合する基質のプロリン部位の異
性化を触媒する酵素であり、様々な病気のパスウェイ
にも現れる重要なタンパク質である。この系の計算は
Hamelberg らによって精力的になされており、
accelerated MD による自由エネルギー探索、プロリン
の 2面角のポテンシャル関数の修正、拡張された Bell

の式を用いた異性化レートの見積もりなどが行われた
[5]。ただし異性化以前と以後を直接的につなぐシミュ
レーションの研究はない。そこでここでは異性化をも
っともよく表現するプロリンのオメガ角を 1 次元の
CVとし、WE 法を適用した。その結果、その異性化ダ
イナミクスの時間スケールは 10 マイクロ秒ほどであ
り、また遷移状態付近では動的に基質と酵素の間の水
素結合の切り替えが起こっていることが初めて明らか
にされた(図 3)。その水素結合の切り替えについてさら
に調べるために、水素結合する残基をアラニンに変更
し、WE 法の計算を繰り返すことで、異性化がゆっく
りと起こることが分かった。またこの計算結果は実
験結果とも整合的であることを議論した[12]。 

(4) アデニル酸キナーゼ(AdK)は ATP+AMP ⇔ 2ADP 

という反応を触媒する酵素であり、3ドメインの比較
的小さなタンパク質であることから、実験や計算で
非常によく調べられている。酵素反応の起こる際に
は基質を抱え込むように、2つのドメインの開閉運動が起こっており、このダイナミクスを
調べることがまず重要となる。申請者は以前、分担者の森次圭氏や松永康佑氏（埼玉大）と

図 2 シニョリンの天然状態 (a) と

ミスフォールドした状態 (b)。WE法

によるキネティックスの計算 (c)。 

図 3  PIN1酵素とトランス状態の基

質 (a) とシス状態の基質 (b)。WE法

によるキネティックスの計算 (c)。 



ともに、AdK の構造変化についてストリング法を用いた計算を行い、遷移状態付近の水素
結合の切り替えの振る舞いや、結合水の脱離が重要となることを示した。ただし、ストリン
グ法では構造変化ダイナミクスに関しては直接的には調べられないので、そのことは将来の
課題として残されていた。そこでこの過去の研究と同じセッティングを用いて、WE法を用
いた構造変化ダイナミクスの計算を行った。その際は CV として、Arora-Brooks が以前用
いたドメイン運動を表す 1 次元の座標（開いた状態と閉じた状態の RMSD の差）を採用し
た。その結果、構造変化は誘起され、リッドドメインと呼ばれる 1つのドメインが離れる運
動を得ることができた(図 4)。その時間スケールは 10 マイクロ秒ほどであった。しかし、こ
の計算では基質が酵素に結合したままであり、AMP 結合ドメインはあまり動かなかった。
これは完全な構造変化を見るためには基質が離れる状態もシミュレートしなければならな
いということを表しており、別の CV を用いるか、力場を改良することが示唆された[13]。 

(5) 拡散マップをより大きな系に適用して、その意義を調べるために、光武氏（明治大）が緩和
モード解析で調べたプロテイン G の数百マイクロ秒の軌道（David Shaw Research Group

で生成されたもの）を用いた[14]。拡散マップの座標は軌道を離散的にサンプルし、得られ
た配置間の「距離」を測って行列を作り、それを対角化することから計算される。すると、
その行列のサイズはサンプルした点のサイズとなり、それが 1万を超えると行列のデータが
メモリに乗らなくなるた
めに計算機で実行するの
が著しく難しくなる。そこ
でここでは 100 ナノ秒ご
とに極端に間引いて遷移
の行列を計算し、そこから
拡散マップの座標を取り
出した。すると、その座標
であっても、緩和モードの
座標と強い相関があるこ
とが分かった(図 5)。これ
はシニョリンの場合と同
じ結果であり、緩和モード
と拡散マップの等価性に
ついての別証となる。逆に
短い時間間隔でサンプル
して、データ数を少なくし
て拡散マップを計算して
も、そのデータ数を増やし
たときと相関するような座
標が得られた。これは短時
間での拡散マップの座標を
有効に活用できることを意
味する[15]。 

 

図 4  アデニル酸キナーゼに対して WE 法を適用して得られた、閉じた状態から

開いた状態への遷移パスの一例。 

図 5  プロテインGの長時間ダイナミクスに対して拡散マ

ップを適用したときの結果。左：プロテイン G のいくつか

の安定な状態。右：拡散マップと緩和モードの比較。 



以上のことをまとめると、パスサンプリングの手法の一つである重み付きアンサンブル法を分

子シミュレーションに組み合わせて実装し、それをいくつかのペプチド分子や酵素反応のダイ

ナミクスに適用して、構造変化の時定数や遷移状態のアンサンブルを効率的に抽出することが

できた。これは生化学で重要となる酵素反応ダイナミクスの根本的な理解に寄与するのみなら

ず、タンパク質のフォールディングやリガンド結合（解離）などの生物学で重要となる問題にも

資するものであり、自由エネルギー地形のような平衡状態の情報だけでなく非平衡の動的な情

報が分子レベルで得られるという点が画期的である。将来の課題としては、(a) より遅いプロセ

スに対して効率的なパスサンプリングを実現するためにはどうしたらよいか、(b) 結果として得

られる遷移状態アンサンブル（ビッグデータ）を自動的かつ効率的に解析するにはどうしたらよ

いか、そのための機械学習の技術の援用、(c) QM/MM 計算の併用による、より精度の高い力場

を用いたパスサンプリング計算を行うなどがある。 
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