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研究成果の概要（和文）：　タンパク質の構造揺らぎに基づく構造変化予測法を開発した. 計算手順として, 下記2過
程を繰り返す. ①構造変化を引き起こす可能性が高い分子構造選択, ②複数の短時間MDシミュレーションによる選択分
子構造の構造探索. 遷移確率が高い分子構造から短時間MDシミュレーションを繰り返すことで, タンパク質の構造遷移
を促進し, 効率的に構造変化を予測する.  
　上記の計算手順に基づき, 様々な構造変化予測法を開発し, 実際の生体系に適用した. 具体的には, ミニタンパク質
シニョリンの天然構造予測に適用し, 高精度での天然構造予測に成功した. また, 加水分解酵素T4リゾチームの開閉運
動予測に成功した.

研究成果の概要（英文）：　Methods for predicting conformational transitions have been developed based on 
structural fluctuations of proteins. As computational schemes, the following two processes are repeated: 
(I) Selections of structures of proteins that have high potential to transit to other meta-stable states, 
where the candidates are selected based on a set of appropriate reaction coordinates. (II) Short-time 
molecular dynamics simulations restarting from the structures as conformational search. The above 
processes are powerful for predicting conformational transitions of proteins efficiently.
 According to the strategy, we have developed several sampling methods for predicting conformational 
transitions, and applied them to biological systems. For instance, our methods have successfully 
predicted the native state of a mini-protein, chignolin. Furthermore, large-amplitude domain motions of 
T4 lysozyme in explicit water have been reproduced with our methods.

研究分野： 生物物理学
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１．研究開始当初の背景 
 タンパク質の機能発現に重要な構造変化
は「レアイベント」であり，通常の分子動力
学(Molecular Dynamics: MD)シミュレーシ
ョンが到達可能な時間スケールと比較して, 
長時間の確率過程において観測される．従っ
て, 従来の MD シミュレーションに基づきレ
アイベントを再現することは, 時間スケール
的制約から困難な場合が多い. 時間スケール
的制約を打破するために, ”ANTON”に代表
される生体分子の分子動力学シミュレーシ
ョン専用の汎用計算機の開発が急速に進ん
でおり, マイクロ秒からミリ秒に至るタンパ
ク質フォールディングシミュレーションも
実現可能になってきている. しかしながら, 
これらの高速計算機は誰もが利用出来る訳
ではない. 現状として, 研究室レベルの計算
機を用いてタンパク質フォールディングに
至る時間スケールまで MD シミュレーショ
ンを実行することは, 依然として困難である. 
故に, 高速計算機に代わるストラテジーとし
て, タンパク質のレアイベントを再現するた
めの計算手法開発が必要である. 
 本研究では, 汎用計算機を用いた長時間
MD シミュレーションを実行する代わりに, 
初期構造の異なる超並列な短時間 MD シミ
ュレーションをカスケード的に実行する「カ
スケード型超並列シミュレーション」の概念
を提案する. 本ストラテジーでは, タンパク
質の長時間ダイナミクスを直接追跡するこ
とは困難であるが, 時間的制約によるタンパ
ク質構造探索を打開することが可能である. 
何故ならば, 複数の初期構造の異なる短時間
MD シミュレーションをリスタートさせるこ
とで, 遷移確率を上昇させることが出来るか
らである. 本研究では, カスケード型超並列
シミュレーションを駆使し, タンパク質機能
に重要なレアイベントを効率的に再現する
計算手法を開発することを目指す. 
 
２．研究の目的 
 レアイベントを効率的に再現するため, カ
スケード型超並列シミュレーションでは, 下
記の計算手順を繰り返す. (1) 遷移確率が高
い初期構造を反応座標に基づき選択. (2)選択
した初期構造から短時間 MD シミュレーシ
ョンをリスタートすることによる構造リサ
ンプリング. 上記の計算手順は単純であるが, 
遷移確率が高い候補構造を初期条件として
選択し, 選択した初期構造から短時間 MD シ
ミュレーションをリスタートさせることで, 
効率的にレアイベントを再現可することが
可能である. また, 遷移確率を上昇させるた
めに, 初期構造を適切に選択しなければなら
ない. 具体的には, 適切な反応座標を指定す
ることで, 構造遷移に重要な候補構造を選択
する.  
  
３．研究の方法 
 研究期間内にタンパク質レアイベント探

索するタンパク質構造変化予測法として, 下
記 3 つの構造サンプリング法を開発した. 
 
(1) Fluctuation Flooding Method (FFM).  
(2) Outlier FLOODing (OFLOOD) method. 
(3) TaBoo SeArch (TBSA) algorithm.  
 
(1) Fluctuation Flooding Method (FFM) 
 FFM (J. Chem. Phys., 140, 125103(1-7) 
(2014)) では, タンパク質の大振幅構造揺ら
ぎに基づき, 遷移確率が高い初期構造を特徴
付け, 選択した初期構造から短時間 MD シミ
ュレーションをリスタートすることで, 構造
リサンプリングを繰り返し, レアイベントを
再現する. 具体的には, タンパク質の異方的
な構造揺らぎが機能発現に重要であるとし
て主成分分析により抽出し, 振動モードに状
態を射影した上で, 構造的に大きく揺らいで
いるスナップショットを構造リサンプリン
グにおける初期構造として選択する. 上記の
計算手順により, 初期構造を選択した後, 初
期速度再生成による短時間 MD シミュレー
ションをリスタートする. このサイクルを繰
り返すことで, 主成分分析で抽出した振動モ
ード方向に構造変化が促進され, 効率的にレ
アイベントを再現することが出来る. 自由エ
ネルギー地形的には, 構造的に大きく揺らい
でいる構造は地形の縁に位置しているので, 
これらのタンパク質構造を初期条件として
短時間 MD シミュレーションを繰り返して
いくことで, 隣接する準安定状態への構造遷
移が促進される. 
 
(2) Outlier FLOODing (OFLOOD) method 
 OFLOOD 法  (J. Comput. Chem., 36, 
97-102 (2015), Chem. Phys. Lett., 639, 
269-274 (2015)) では, タンパク質の状態分
布に注目し, 確率密度が疎な状態分布に着目
する. 一般的に, タンパク質の状態分布は反
応座標により射影された構造空間における
高次元構造分布として記述される. この高次
元構造分布において, 密な分布は出現確率が
高いクラスタとして認識され, タンパク質の
安定状態に対応する. これに対して, クラス
タに属さない密度が疎な分布は, はずれ値
(Outlier)と呼ばれ, 遷移状態近傍に存在して
いる可能性が高い. OFLOOD 法では, これら
出現確率が低い Outlier に対応するタンパク
質構造を構造リサンプリングの初期構造と
して選択し, 短時間 MD シミュレーションに
構造探索していくことで, 構造遷移を促進す
る. Outlier を検出するために, タンパク質の
高次元構造分布を階層的クラスタリング手
法である「FlexDice」によりクラスタリング
し , クラスタに属さない構造分布を求め , 
Outlier とした. Outlier は元々準安定状態間
の遷移状態近傍に位置しているので, 初期速
度の再分配により運動エネルギーを与え直
すことにより, 容易に隣接する準安定状態に
構造変化する. 計算手順としては, Outlier の



構造リサンプリングにより得られたトラジ
ェクトリを用いてタンパク質構造分布をア
ップデートし, Outlier を逐次検出していく. 
最終的に, 考えている高次元構造空間におけ
るタンパク質状態分布が収束するまで
Outlier の検出とその構造リサンプリングを
繰り返す. 
 
(3) TaBoo SeArch (TBSA) algorithm 
 TBSA (J. Comput. Chem., 36, 763-772 
(2015) Chem. Phys. Lett., 630, 68-75 
(2015))では, タンパク質状態分布の逆分布
を用いることにより, 出現確率の小さいタン
パク質状態を検出し, 構造リサンプリングの
初期構造に選択する. 具体的には, エネルギ
ー空間に射影された状態分布を考え, その逆
分布を定義し, この逆分布を重みとして, 構
造リサンプリングのための初期構造を選択
する. 計算手順としては, 構造リサンプリン
グにより得られるスナップショットを用い
て逆分布関数をアップデートしながら初期
構造選択を繰り返し, 短時間 MD シミュレー
ションを実行することで構造リサンプリン
グを繰り返す. 収束条件として, タンパク質
状態分布関数が変化しなくなるまで初期構
造選択と構造リサンプリングを繰り返す . 
TBSA の拡張系として, 1 次元的逆分布関数
を多次元版に拡張することで更なる構造サ
ンプリング効率の上昇に成功した. 
 
４．研究成果 
(1) FFM の加水分解酵素 T4リゾチームへの適
用 
 FFM の構造サンプリング効率の検証として, 
164残基の加水分解酵素T4リゾチームの全原
子系に適用した. T4リゾチームは, 準安定状
態としてOpen構造とClosed構造が存在し, 2
構造間を構造遷移することが知られている. 
ただし, 構造遷移の時間スケールが長時間
であるため, 通常の MD シミュレーションに
よりOpen/Closed構造変化を再現することは
困難である. 本研究ではFFMを適用すること
で, 野生型構造のOpen構造からスタートし, 
Closed 構造へ至る遷移経路を再現すること
を試みた. 具体的には, Open構造周辺の大規
模構造揺らぎを主成分分析で抽出し, 構造
的に大きく由来でいる 10 構造を初期構造と
して選択した後, 初期構造あたり 100 ps の
短時間 MD シミュレーションをリスタートさ
せることで構造リサンプリングを繰り返し
た. 計算コストとしては, 1 サイクル当たり
1 ns(10 初期構造 X100 ps)である. FFM を適
用することで, 10 サイクル(10 ns)程度の計
算コストで Open 構造から Closed 構造へ至る
遷移経路を再現することが出来た. 従来の
MD シミュレーションとの計算効率の比較を
行うため, Open 構造スタートの MD シミュレ
ーションを1マイクロ秒まで継続したところ, 
Open 構造から Closed 構造へ至る遷移経路を
再現することは出来なかった. 上記の計算

結果を比較すると, FFM はナノ秒オーダーの
計算コストで T4 リゾチームのレアイベント
を再現出来たことになり, 通常の MD シミュ
レーションと比較して, 飛躍的な計算効率
の向上を示すことが出来た. 
 
(2) OFLOOD法のタンパク質フォールディング
への適用 
 OFLOOD 法の構造サンプリング効率の検証
として, 小タンパク質のフォールディング
経路の再現を試みた. 選択した小タンパク
質は, 汎用計算機ANTONで用いられた中から
選択した. その 1例として, 35 残基の Villn
の計算結果について記述する. フォールデ
ィングシミュレーションの初期構造として
は, 完全に伸びきった変性構造をアミノ酸
配列からモデリングし, タンパク質周りの
溶媒効果は一般化ボルンモデルにより取り
込んだ. 反応座標として, 天然構造の2次構
造を参照構造とした部分的平均自乗距離
(Root Mean Square Deviation: RMSD)を採用
し, 構造空間を定義した. この構造空間に
構造リサンプリングにより得られるトラジ
ェクトリを射影し, 構造分布を作成した後, 
FlexDice により Outlier を検出した. 1 サイ
クルあたり 100個の Outlier を検出し, 初期
構造あたり 100 ps の短時間 MD シミュレーシ
ョンをリスタートさせた(サイクル当たりの
計算コストは, 10 ns: 100初期構造X100 ps). 
計算結果として, 50 サイクル(500 ns)以内で, 
Villin のフォールディング経路を再現する
ことが出来た. 特に, 主フォールディング
経路に加えて, 先行研究では報告されてい
ない副フォールディング経路の再現に成功
した. 計算コストとしては, ANTON を用いた
長時間 MD シミュレーションではフォールデ
ィング経路の再現にマイクロ秒オーダー要
していたが, OFLOO 法はナノ秒のオーダーで
レアイベントの再現に成功した. 
 
(3) TBSAのタンパク質フォールディングへの
適用 
 TBSA の構造サンプリング効率の検証とし
て, OFLOOD法と同様に小タンパク質のフォー
ルディング経路の再現を試みた. その 1例と
して, 10残基の Chignolin の計算結果につい
て記述する. フォールディングシミュレー
ションの初期構造としては, 完全に伸びき
った変性構造をアミノ酸配列からモデリン
グし, タンパク質周りに水分子を露に配置
した. 反応座標として, 慣性半径と初期構
造から測定した RMSD を採用し, 構造空間を
定義した. この構造空間において逆分布を
定義した後, 初期構造選択の重みとして用
いた. 1 サイクルあたり 100 個の初期構造を
検出し, 初期構造あたり 100 ps の短時間 MD
シミュレーションをリスタートさせた(サイ
クル当たりの計算コストは, 10 ns: 100 初期
構造 X100 ps). 計算結果として, 10 サイク
ル(100 ns)以内で, Chignolin のフォールデ



ィング経路を再現することが出来た.  
 現在, 更なる構造探索効率向上のため, 
より的確に出現確率が小さなタンパク質状
態を検出出来るように逆分布の改良を行っ
ている. この改良は, よりサイズの大きな
タンパク質への適用のために必要であり, 
今後は巨大系へ適用し 生体機能解析へ繋げ
ていく予定である. 
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