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研究成果の概要（和文）： 近年，生体高分子の X 線結晶構造解析の精度が飛躍的に向上し，

それらの中には，生体高分子の活性中心における(外殻)電子の軌道自体を実験的に求める研究

も見られる。本研究は，非経験的（ab initio）電子構造計算を用いて，回折実験データとの理論

的な比較を行うことにより，生体高分子の活性中心の立体構造と電子構造の双方を最良の精度

で同時に獲得するための解析技術の開発を試みた。立体構造と電子構造を同時に比較・評価す

るための情報統計学的な理論スキームを開発し，それを実装した計算システムの主要部分を構

築することによって，本解析法の妥当性・実現性を評価した。その結果，上述の目的を実現す

るための基盤となる知見を得ると共に，解析システムのプロトタイプを構築し，本研究の目的

を達成した。 

 

研究成果の概要（英文）： In this study, we developed a theoretical scheme and a computational system 

to simultaneously determine the three-dimensional and electronic structures of biological 

macromolecular systems by integrating crystallographic diffraction data and electronic states obtained 

by ab initio quantum mechanics calculation. In our algorithm, informatical approaches play a crucial 

role to obtain the important electronic/geometric structural information involved in the crystallographic 

data and the electronic states obtained by using ab initio calculations. We evaluated the scheme and the 

computational system that were developed in this study. As a result of the analysis, we found the critical 

issues to achieve our goal; then, we created the improved theoretical schemes by resolving the issues, 

and thus, produced a prototype system to actualize the strategy for the above-mentioned structural 

determination. This is a solid basis to further sophisticate the obtained informatical system, thereby 

leading to create a new strategy to determine the electronic and geometric structures of biological 

macromolecular systems with high accuracy.  
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１．研究開始当初の背景 

近年，生体高分子の X線結晶構造解析の精

度が飛躍的に向上し，それらの中には，生体

高分子の活性中心における(外殻)電子の軌道

自体を実験的に求める研究さえ見られる。し

たがって，低分子量化合物に対する構造解析

のみならず，生体高分子に対してもその電子

構造の決定までを同時に行うことの可能な

技術開発が望まれている。他方で，遷移金属

が結合したタンパク質の活性サイトなどに

おいては，結晶構造解析による原子座標の配

置（構造精密化）が十分正確にできない場合

も多く，そうした際の立体構造決定技術の改

善もまた望まれている。 

例えば，ある酸化還元酵素における電子移

動部位では，２つの Cu イオンが共有結合を

形成し，６個のアミノ酸残基がこれらに配位

している。この酵素の酸化型及び還元型の立

体構造の回折データは，それぞれ 1.8, 1.9 Å

であり，比較的良質（中解像度）であるとい

える。しかし得られた上記の活性部位の立体

構造には原子間の重なりが見られ，エネルギ

の高い状態が見出された [1]（文献番号は，

後掲の文献リストの番号に対応する）。これ

は，Cu原子などの電子の軌道が広がりを有す

るために (delocalization)，実験データのみに

より正確な原子位置を決定することが極め

て困難であるためと考えられる。 

上記の研究の中では，高エネルギ状態構造

を解消するための理論的な試みも行った上

で，生物機能のメカニズムを解析した（その

方法と成果は，以下の本研究においても実際

に用いられ生かされている）[1]。しかしこれ

らの課題は本来，結晶構造解析のストラテジ

の中で，回折データを高精度に処理する過程

において果たすべきものである。こうした現

実の解析事例が動機となり，それらの課題を

根本的に解決するための技術開発を模索し

始めたことが，本研究の出発点にある。 

  

 

２．研究の目的 

そこで本研究では，非経験的（ab initio）電

子構造計算を用いて，回折実験データとの理

論的な比較を行うことにより，生体高分子の

活性中心の立体構造と電子構造の双方を最

良の精度で同時に獲得するための理論スキ

ームを開発する。さらに，それを実装した計

算システムの主要部分を構築することによ

り，当該解析法の妥当性・実現性を評価する。 

 

 

３．研究の方法 

  本研究では，１) 通常の構造精密化によっ

て得られた原子核位置から，活性化サイトの

立体構造を多数生成し，２）それらに対して

非経験的（ab initio）電子構造計算を行った後，

３）得られた電子密度を，回折実験によって

得た電子密度と比較することにより，高精度

の立体構造及び電子構造を同時に得るため

の理論スキームと解析システムの開発を行

った。 

  1) では，活性化サイトのコンフォメーショ

ンを多数生成するために，モンテカルロ・シ

ミュレーションおよび分子動力学計算を用

いた。この際，正確なエネルギ関数（古典場）

を用いることが，立体構造の定量的な評価を

正確に行うために不可欠である。例えば，遷

移金属が関わる場合やカチオンと 電子と

の相互作用（Na
+－ 相互作用）など，汎用

のエネルギ関数では正しく評価することが

著しく困難な場合も多くある。こうした問題

を回避するために我々は，計算時間を増大さ

せることなく(通常のエネルギ関数と同程度

の計算量で)，高精度のエネルギの値を得るこ

とができる計算法を開発し，その有効性を実

証してきたところである (Y. Hagiwara et al., 

J. Am. Chem. Soc. 2009, 131, 16697; Y. 

Hagiwara et al., J. Chem. Theory Comput., 2011, 

7, 2593-99)。 

 2)では，我々の研究室で構築した，高精度・

高並列化されたハイブリッド量子力学/分子

力学（QM/MM）計算システムを適応し、生

体高分子の活性部位の電子密度を求めた。こ

のハイブリッド QM/MM 計算法では，活性化

サイト以外の部分とその周囲の溶媒の効果



 

 

を ab initio電子構造計算に導入することがで

き，活性化サイトの周囲の環境の効果を含め

た電子状態を高効率に求めることができ，高

精度の電子構造計算が可能である。 

３）では，以下で概説する新たな理論スキ

ームと解析システムを用いて、前項から得ら

れた２つの電子密度を比較・評価することに

よって，構造決定を行うための情報統計学的

なスキームを構築する。 

 

 

４．研究成果 

まず，ふたつの電子密度分布を定量的かつ

組織的・自動的に比較するための理論を以下

のように構築した。 

前項 1) に記したように，活性部位のコン

フォメーション・セットを生成し，これを 

 
1 2 30 ,  ,  ,   ,  

N
c cc c C ,     

とする。それぞれのコンフォメーションに対

して，ハイブリッド QM/MM 計算を実行し，

電子密度分布のセットを得て， 

 
1 2 3
( ) (,  ,  ,   ) ) ( ( ),

N
R    r r r r . 

とする。次にこれらの計算結果を用いて，実

験データから得られた電子密度関数exp(r)と

の相関関数 Cor(i)を，それぞれのコンフォ

メーションに対して以下のように計算する。 

      

しかしこの方法では，精密な比較が困難で

あり，厳密な立体構造の決定には適さないこ

とがわかった（unpublished data）。その理由は，

実験データの解像度が十分ではない点にあ

る。すなわち，1.5 Å 程度の中解像度データ

では，データに含まれる誤差が大きいために，

ab initio 計算によって得られた電子密度分布

との正確な比較は困難である。 

他方で，生体高分子に関する現在の回折デ

ータにおいて，ターゲットとなり得るデータ

の多くは 1.5Å 前後の解像度を有する。その

ため，こうした実験誤差を考慮した上で，精

密な比較法を導入することが必要である。こ

こで実験誤差とは，例えるならば，画像のエ

ッジがぼんやりとぼけた状況に相当する。実

際，上記の解像度における電子密度マップは，

ab initio 電子構造計算によって得られた電子

密度分布に比較して，そのエッジがぼけてい

ることがわかる。そこで，こうしたボケ画像

を情報科学的に高画質へと再構成し直す画

像処理技術を，以下のように導入する（イン

フォマティクスの応用）。  

解像度の差を取り扱うために，ab initio 計

算から得られた全電子密度分布関数と，ここ

で新たに導入するガウシアン関数に対して，

以下の相関関数を新たに Cor(i)として定義

する。 

 

 

 

次にこの評価関数を用いて，最適なコンフ

ォメーションを求める方法を以下のように

構築した。前述のようにコンフォメーショ

ン・セット（初期コンフォメーション・セッ

ト）を作成し，その中で最も Cor(i)の値が大

きいコンフォメーション i を考える。その

立体構造の各原子核の座標セットを 

 

とし，各原子核の周囲の電子密度に関する相

関関数を以下のように定義する：  

 

 

この時，原子座標の微小変化に対する Cor (i, 

Xa)の変化量 

 

         

をハミルトニアンに導入し，これに従って，

同時に Stimulated Annealing (SA) 法を適用し

たハイブリッドQM/MM分子動力学計算を実

行する（我々が構築した上述の計算システム

を用いた）。また適宜，構造最適化（エネル

ギ最小化）計算をこれらに併用することによ
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って，局所的な安定構造を得て，新たなコン

フォメーション・セットを生成し， 

 
1 2 31 ,  ,  ,   ,  

N
c cc c C  

とする。 

次に，この C1から，相関関数 Cor(i) の最

大値を求め，前回のイタレーションにおける

コンフォメーション・セットから計算された

相関関数 Cor(i) の最大値との差，すなわち， 

 

を定義する。ここで Cnは n 番めのコンフォ

メーション・セットを表し、その中の各コン

フォメーションにおいて，以下の条件（Cor

の値が最大）を満たすものを imax, Cn とする。

すなわち， 

 

 

を満たすコンフォメーションとして，imax, Cn

を定義する。 

次に，imax, Cn と imax, Cn+1の立体構造の違い

を 

 

として定義する。ここでCor およびRMSD

が，それぞれに設定した基準値よりも小さな

値になったときに，そのコンフォメーション

を「最適化された立体構造」として採用する。 

 以上の改良された理論スキームを，先に開

発した解析システムに実装した。さらにこれ

を用いて，現実の系へ応用し，その評価を行

ったところ，当初の目的に対して良好な結果

が得られた（unpublished data）。 

このように，情報統計学的な解析技術（イ

ンフォマティクス）の応用は，大規模・大量

データを用いた解析において不可欠である。

言うまでもなく，生命科学における新技術の

開発においても極めて重要である。 

最近我々は，ゲノム DNA を網羅的に解析

したデータにおける大量の塩基配列から，機

能的に重要な部分配列を正確かつ自動的に

抽出するための，独自の新たな解析アルゴリ

ズム MODIC を開発した。これを実装し，現

在利用可能な他のプログラムによる解析結

果と比較したところ，我々のアルゴリズムが

最も優れた結果を出力することが明らかに

なった。このアルゴリズムは，ゲノム DNA

の塩基配列と遺伝子位置の情報のみを用い

て（他の生物学的な知見を一切用いない），

機能的に重要な配列を情報科学的に抽出す

る ab initio（非経験的）モチーフ同定法であ

る[4]。 

こうしたバイオインフォマティクス分野

における解析システムは，現在の先端的生命

科学の研究において必要不可欠であり，これ

ら無しに実験の解析・設計さえできす，研究

を遂行し得ない状況にある。我々自身も

MODIC を用いた共同研究を，実験グループ

と共に現在推進しているところであるが，今

後ますますその必要性は高まる一方である。 

このアルゴリズムの開発で用いた，確率密

度関数によるノイズとシグナルとの分離法

などの考え方は，こうしたゲノム科学分野の

みならず，本課題における構造生物学分野に

おいても今後さらに応用することによって，

立体構造・電子構造の決定技術の洗練化に大

きな寄与をもたらし得るものと期待される。 

そもそも現在の X 線結晶構造解析法にお

いて，回折データ取得後の処理については，

ほとんどすべてがコンピュータ・プログラム

によって自動化されているため，その処理内

容の詳細を理解する研究者はいまや少ない。

定式化に至っては一層，マスクされてしまっ

ている。しかしここでもまた，最早表面的に

見えないだけで，大量データ解析におけるイ

ンフォマティクス技術が用いられており，そ

もそもその技術の重要性は強調し過ぎるこ

とはない。そして今再び，電子構造と立体構

造の統合決定技術の開発においても，前述の

ように本研究において，こうした情報統計学

的な技術の応用が自ずと不可欠のものとな

ったのである。 

今後，本研究で開発された上述の計算アル

ゴリズムをさらに洗練させることにより，中

解像度の回折データに対する広く一般性の

ある解析法へと一層発展させたいと考えて
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いる。こうした解析結果を用いて，正確な立

体構造と電子構造を得て，それらに基づいて

生物機能のメカニズムの研究を推進したい

と考えている。 

本研究は，そのための重要な一歩を築いた

ものといえる。 
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