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１． 本課題の研究の背景、目的、関係するプロジェク

トとの関係 

 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(MD)で

追跡可能な時間より長時間の確率過程で観測さ

れる．レアイベントを計算機上に再現し, 原子レ

ベルの解像度で解析することは, タンパク質の

機能発現を理解する上で非常に有益である. 本

研究では, タンパク質機能解析に重要となるレ

アイベントを再現するための, 手法論開発を目

的とする.  

２． 具体的な利用内容、計算方法 

 レアイベントを計算機上に効率的に再現する

ために, (1) 構造変化を誘起する可能性が高い初

期構造選択と, (2) 複数の短時間 MD による初期

構造のリサンプリング過程から成る方法論を提

案し, 様々な生体系に適用した. 本手法で鍵とな

るのは, 構造変化を誘起する可能性が高い初期

構造を適切に選択するということである . 本報

告では, 本年度に開発したいくつかのタンパク

質レアイベント探索手法から, OFLOOD 法[R. 

Harada, T. Nkamura, Y. Shigeta, J. Comput. 

Chem., volume 36, pages 97-102, (2015)] につ

いて詳細に報告する. 

OFLOOD 法 

 タンパク質の構造変化を記述する上で, 反応

座標を定義し, それらに射影された高次元空間

における状態分布を求めることは, 直接自由エ

ネルギー地形を探索することにつながる. 情報

科学的に, それらの状態分布における密な領域

はクラスタと呼ばれ, 自由エネルギー的に出現

頻度が高い準安定状態に対応する. タンパク質

は多自由度複雑系であるので, 高次元空間上に

複数の準安定状態(クラスタ)が存在し, 構造変化

の際にクラスタ間を遷移する. そこで我々は, ク

ラスタに属さない状態の一部が遷移状態に属す

る可能性があると仮定し, 出現頻度の低い疎(ス

パース)な分布を集中的にリサンプリングしてい

くことで, 構造遷移を高確率に誘起できると考

えた. 情報科学的にクラスタに属さないスパー

スな分布は, 「はずれ値」あるいは ”Outlier” と

呼ばれる. この「はずれ値」に対応する状態を検

出し, 初期速度再配分による短時間 MD を用い

て, 構造リサンプリングを繰り返していくこと

により , あたかもタンパク質の状態が洪水

(Flooding)のように周囲に溢れ出していく様を

模 し た , “Outlier FLOODing Method 

(OFLOOD)”と呼ばれるタンパク質レアイベント

探索手法を提案した. OFLOOD 法の概念図を図

1 に示す. 

 

図 1: OFLOOD 法の概念図 

下記に, OFLOOD 法の計算手順の詳細を記す. 

クラスタリングには, 階層的クラスタリング手

法である”FlexDice”を用いる. FlexDice は, タン

パク質状態分布をユニットセルに射影した後(図

1:最上層の黒点), ユニットセル内の状態密度に

基づき, ユニットセル間のリンク作成していく

ことにより, 状態分布をクラスタリングする. 図

1 に示すように, 最下層がクラスタリング結果に

対応し, 黒線で囲まれたクラスタがタンパク質

の準安定状態に対応する. OFLOOD 法では, ク

ラスタに属さない Outlier(図 1:赤点)を集中的に

リサンプリングすることで, 矢印に示す様な準

安定状態間の構造遷移を促進する. 具体的には, 

Outlier を初期構造とする短時間 MD シミュレー



平成 27 年度 利用報告書 

ションを初期速度再配分によりリスタートさせ, 

リサンプリングを繰り返す. これにより, 図 1 で

示す矢印の様な構造遷移が確率的に誘起され , 

準安定状態間の構造遷移や, 新規準安定状態の

探索につながっていく. 構造遷移は確率的なも

のであるから, 出来るだけ多くの Outlier を選択

し, リサンプリングを繰り返すことが重要であ

る. 本研究では計算機資源の制約から, 1 サイク

ルあたりおおよそ 100個のOutlierを初期構造と

して選択し, 100ps 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

ングを行った. 

３． 結果 

OFLOOD 法適用によるタンパク質フォールディ

ング過程の再現 

 OFLOODの適用例として, Villin(35残基)のフ

ォールディング経路抽出過程を示す. 反応座標

として, 先行研究[Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 

volume 104, pages 4925-4930, (2007)]で定義さ

れた平均二乗偏差(root mean square deviation: 

RMSD) を用いた . 2 次元 RMSD として , 

Helix1-Helix2 および Helix2-Helix3 からなる部

分構造(図 2 左下を参照)を segment A, segment 

B として, 天然構造からの RMSD を計算し, 状

態を 2次元空間に射影した. 初期構造として完全

に伸びきったアミノ酸鎖をモデリングし, 溶媒

を一般化ボルンモデルで取り扱った. 完全に伸

びきったアミノ酸鎖から出発して, 階層的クラ

スタリングアルゴリズム”FlexDice”によりはず

れ値を検出し, 初期速度再配分の短時間 MD 計

算によるリサンプリングを 20 サイクル繰り返し

た.  

 図 2 にはずれ値と短時間 MD によるリサンプ

リングから得られたトラジェクトリの射影を示

す. サイクルを繰り返すごとに, はずれ値が分布

の端を広げていき, 10サイクル程でVillinの天然

構造をサンプル出来ていることが分かる. 最終

的な X 線構造からの最小 Cα RMSD は 0.60 Å で

あり, 非常に精度良く天然構造をサンプル出来

た. 更に, 先行研究[Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 

volume 104, pages 4925-4930 (2007)]では報告

されていない副フォールディング経路 (図 2: 

Minor folding 経路)も再現できた. 計算効率とし

て, 天然構造を再現するまで(Cα RMSD < 1.0 Å)

の合計の計算時間が 135.6 ns であり, 先行研究

[Proc. Natl. Acad. Sci. USA, volume 104, pages 

4925-4930 (2007)]のレプリカ交換 MD(8 μs)と

比較して, 非常に効率的にフォールディング経

路を探索できた . その他の適用例として , 

Chignolin(10 残基), Trp-cage(20 残基), FBP28 

WWdomain(28 残基), BBA(28 残基), 1BBD(46

残基)に関しても, 完全に伸びきった構造を出発

し, 数百 ns 程度の計算時間で天然構造を再現す

ることが出来た. 

 

       図 2. OFLOOD による探索した Villin の 

      フォールディング経路. 

４． まとめ 

 本研究で開発したレアイベント探索手法の 1

つである OFLOOD 法を用いて, タンパク質フォー

ルディング経路を再現し, そのフォールディン

グ機構を解析した. 

５． 今後の計画・展望 

 今後の展望としては, より残基数の大きい通

常のタンパク質への手法適用, タンパク質の大

規模構造変化への適用を目指し, 手法の改良を

継続していく予定である.
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