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実数値GAによるタンパク質立体構造の2層比較

朴 聖 俊† 高 田 彰 二†† 山 村 雅 幸†

爆発的に増加するタンパク質立体構造を比較することは構造—機能相関の解析にきわめて重要であ
る．既存の立体構造比較手法はタンパク質全体を剛体として扱う．しかし，進化的に新しい機能を獲
得する際にタンパク質構造は部分的特異的に変形を受けるため，剛体としての取扱いには限界がある．
本論文では機能進化過程において，構造変形を受けにくいビルディングブロックと構造変形が顕著な
ループ部分が存在することを考慮に入れた立体構造比較手法を開発する．提案手法は部分構造比較と
全体構造比較を 2層で並列探索し，遺伝的アルゴリズムの集団探索性能を活用してタンパク質の機能
進化における構造変形の柔軟性を可視化する．2 層比較の基本的なアイデアと実装について説明した
うえで探索アルゴリズムと評価関数の特徴と性能について述べ，構造—機能相関の解析ツールとして
の有効性を示す．

Two-layered Comparison of Protein Structures by Real-coded GA

Sung-Joon Park,† Shoji Takada†† and Masayuki Yamamura†

Comparing protein tertiary structures that are explosively increasing is indispensable to
the investigation into protein structure-function relationship. Methods hitherto published,
however, treat proteins as rigid-bodies and thus are not able to capture the function-related
structural variability of proteins, which appear through evolution. In this paper, we develop
a protein structure comparison tool that emphasizes physico-chemical rearrangement of local
fragments as building blocks of global structures. The proposed tool optimizes local fragment
alignment and global superposition simultaneously. Using the population search ability of
Genetic Algorithm, this tool shows the protein flexibility. We describe first the approach
and the implementation. To address the large-scaled analysis of protein structure-function
relationship, we show the effectiveness of the global search ability and fitness functions.

1. は じ め に

タンパク質は 20種類のアミノ酸配列（一次構造）が

ペプチド結合によってつながった高分子である．3次

元空間で折り畳まれた立体構造（三次構造）は一次構

造の変異に対してロバストであり1),2)，生化学的機能

発現と密接に関係する．ポストゲノム時代において，

立体構造と機能関係の曖昧な Twilight Zone 3)～5) を

明らかにし，タンパク質の構造—機能相関を議論する

ことは自然界を理解するうえできわめて重要である．

本論文で議論するタンパク質立体構造比較（Protein

Structure Alignment，PSA）は，一次構造比較では

不可能な構造—機能相関の手掛かりを発見するための
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出発点である．また，構造モデリング，構造予測，創

薬などのタンパク質構造関連研究に欠かせない基本的

な手法である6)．現在，多様なアイデアに基づく PSA

手法が提案されている（総説は文献 7)～9)を参照）．

既存手法10)～17) はタンパク質を剛体として比較す

る．しかし，新しい機能獲得などに際してタンパク

質は進化的に部分構造の変形を受けており18)～20)，そ

れを考慮して部分構造と全体構造との保存・変異関

係4),21),22) を発見することは困難である．近年，部分

構造の進化的多様性を考慮する PSA手法23),24) が構

造—機能相関解析の新しい方法として注目されている

が，部分構造の並びと全体構造の重ね合わせとの関係

が観察できない問題点がある．

本研究では，ビルディングブロックとしての「硬い」

タンパク質の部分構造と，それらをつなぐ柔らかい

ループの部分構造が，どう保存され，どう再構築され

ているかという疑問を解決する PSA法を設計する．

提案手法の基本的なアイデア（以下，「2層比較」と呼

ぶ）は，部分構造比較（Local Fragment Alignment，
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LFA）と全体構造重ね合わせ（Global Superposition

Alignment，GSA）を 2 層で並列に探索すると同時

に，GSAの探索に LFA類似度情報を参照することで

ある．2層比較は生物の進化様子を模倣する遺伝的ア

ルゴリズム（Genetic Algorithm，GA）によって実装

される．GAは集団探索性能を活用する近似最適化手

法であり25)，複数の評価関数を扱うことができる26)．

ここでは，LFA類似度評価関数とGSA類似度評価関

数を最適化し，GAの集団探索挙動を観察することで

部分構造と全体構造との保存・変異関係を可視化する．

本論文は以下のように構成される．2章で PSA法

とGA，既存手法とその問題点について説明を行い，3

章で GAによる 2層比較を設計する．4章では提案手

法の性質確認と性能比較のための実験と考察を行う．

5章でまとめを行う．

2. 従 来 研 究

2.1 タンパク質立体構造比較（PSA）

タンパク質立体構造比較（Protein Structure Align-

ment，PSA）は，部分構造の局所的類似度に注目す

る部分構造アラインメント（Local Fragment Align-

ment，LFA）と中心炭素原子 Cαで表現される全体構

造骨格の大域的類似度に注目する全体構造重ね合わせ

（Global Superposition Alignment，GSA）に分類さ

れる．

図 1に示すように LFAは 2種類に区別される．こ

こでは，対応部分構造の出現順が一次構造の N 末か

らC末への方向に従う場合を「順序 LFA」（図 1 (a)），

従わない場合を「非順序 LFA」（図 1 (b)）と呼ぶこと

にする．GSAの対応原子の出現順は必ず一次構造の

並び方に従う（図 1 (c)）．以下，GSAは「順序GSA」

と同意である．

PSAの目標は問合せ構造（Q）と参照構造（R）に
おける等価原子ペア数の最大化である．ここで，Cα

原子数の少ない構造を Q，他方を R とする．
Q と R の重ね合わせは最小二乗法（Least Square

Fitting，LSQ-fitting）27) によって行われる．LSQ-

fittingは，Qと Rにおける等価原子ペアの集合 P の
最適な合同変換 Pnew = Pcurrent ×M+ T を行って，
原子ペアの平均二乗距離誤差（Root Mean Squared

Deviation，RMSD）を最小化する．ここでM と T
は，それぞれ回転行列，並行移動ベクトルである．P は
様々なスコア関数を組み込んだ動的計画法（Dynamic

Programming，DP）28),29) などによって決定される．

2.2 遺伝的アルゴリズム（GA）

生物の進化過程を真似る遺伝的アルゴリズム（Ge-

図 1 タンパク質立体構造比較の分類：一次構造の N末から C末へ
の方向に従う比較は順序，従わない比較は非順序である．Cα

原子数の少ない構造を問合せ構造（Q），他方を参照構造（R）
とする

Fig. 1 Schematic representation of alignment patterns of

protein tertiary structures.

netic Algorithm，GA）は，様々な最適化問題に効果

的な確率・近似・非決定性探索手法である．GA は，

最適化すべき問題の変数（表現型）をビットストリン

グなどの遺伝子型へコーディングし，潜在的な解候補

（集団）に対して選択・交叉・突然変異の操作を繰り

返し行う．

有効なGA設計は，致死遺伝子を生成しないコード

化方法，親集団の統計量を継承する交叉方法，個体群

を最適解へシフトさせる世代交代モデル設計が重要で

ある30)．単純 GA 25) はランダム性に基づく交叉方法

や無条件の世代交代などのため，大域探索が行えず局

所解に陥りやすいことが知られている31)．

遺伝子型として実数値ベクトルを用いる実数値 GA

は，ビットストリング型に比べて関数最適化問題に

効果的である32)．実数値 GAにおける単峰性正規分

布交叉（Unimodal Normal Distribution Crossover，

UNDX）33) は多峰性高次元関数の最適化に優れてい

る34)．

2.3 既存手法とその問題点

タンパク質における部分構造は全体構造を作り上げ

るビルディングブロックであり18),35)，部分構造の挿

入・欠失は新しい機能のタンパク質を生み出す4),19),20)．

このようなタンパク質の柔軟性36) は LFAと GSAの

関係を観察することによって発見することができる．
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表 1 既存タンパク質立体構造比較ツール
Table 1 Difference of algorithmic properties in alignment

methods.

ツール 対象構造比較種類
類似度評価
最適化手法

SARF2 15) 順序・非順序 LFA

Cα 距離，部分構造の結合角
反復改善法

KENOBI 17) 順序・非順序 LFA

二次構造
組合せ最適化 GA

DALI 14) 順序 LFA →GSA

Cα 距離
距離行列 → モンテカルロ法

CE 12) 順序 LFA →GSA

Cα 距離
組合せ拡張法 → 反復改善法

FlexProt 23) 順序 LFA →GSA

Cα 距離
非循環有向グラフ

SAP 13) GSA

Cα 距離，残基の埋もれ度，二次構造
二重動的計画法

GA FIT 10) GSA

Cα 距離
単純 GA

FROG Cα 距離，Cβ 距離，残基の埋もれ度
（提案手法） 順序・非順序 LFA，順序 LFA→GSA

実数値 GA

しかしながら，表 1のような既存手法ではLFA—GSA

関係を考察することがきわめて困難である．

SARF2 15)は順序・非順序 LFAが行えるが，CE 12)

のようにGSAへの拡張ができない．SAP 13)はGSA

類似度の低いタンパク質ペアにおける順序・非順序

LFA が発見できない．GA を採用する手法10),17),37)

は単点探索に基づく既存手法の初期対応原子への依存

性37)を解決している．しかし，類似部分構造のパター

ン17) と回転角度10)をビットストリングで表現するな

ど，古典的 GAの枠組みにとどまっている．

既存手法が注目するタンパク質の特性（たとえば，

局所的・大域的骨格の幾何学的類似度，物理化学的性質

も含めた類似度，二次構造の保存性など）は互いに異

なる．さらに，PSAは NP困難な問題であるため38)，

多様な発見的手法が用いられる．したがって，PSA手

法における絶対的な評価関数と比較結果というものは

存在しない37),39),40)．

このような状況で，既存手法からの LFA類似度と

GSA類似度を用いてタンパク質の柔軟性を考察する

ことは非常に困難であり，新しい PSA手法の開発が

望まれる．

図 2 GA による 2 層比較の基本的な考え方：GA の集団を LFA

類似度評価関数と GSA 類似度評価関数の適応度景観へマッ
ピングし，最良 LFA 個体が順序の場合 (a) と非順序の場合
(b) における集団の移動方向を観察する

Fig. 2 Concept of two-layered comparison of protein

structures by GA.

3. 提 案 手 法

3.1 基本的な考え方

2 つのタンパク質における順序 LFA の情報を利用

して GSA を最適化する．最適 LFA 結果が非順序の

場合においても GSA 最適化は順序 LFA の情報を参

照する．したがって，最適 GSA における LFA 結果

と最適 LFA結果を観察することによって部分構造と

全体構造の保存・変異関係が明らかになる．

このような 2層比較を実装するには，効果的な LFA

手法と GSA手法による並列探索と多点探索が必要と

なる．そこで，GA を用いて図 2 のような最適化を

行う「FROG」（Fitted Rotation and Orientation of

protein structures by real-coded Ga）を設計する☆．

GA の集団を LFA 類似度評価関数と GSA 類似度

評価関数の適応度景観へマッピングする．ある探索ス

テップにおける適応度の最も良い LFA個体が図 2 (a)

のような順序 LFA の場合，2 つの適応度景観におけ

る集団の移動方向は同じになる．一方，最良 LFA個

体が非順序 LFAの場合のGSA適応度は図 2 (b)のよ

うに低くなる．したがって，集団の移動方向は LFA

層と GSA層において大きく異なる．

3.2 アルゴリズムの流れ

3.2.1 コ ー ド 化

個体の遺伝子型は合同変換におけるM と T の実

☆ 実験データ，カラー図版，プログラムなどの補足資料は文献 41)

からダウンロード．
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図 3 UNDX と LSQ-fitting を併用する提案手法の回転交叉：Q
は問合せ構造，QR は Q の代表構造，c は Q の重心であ
り，M は回転行列である．親 3 個体の初期原子座標を用い
た UNDX によって子個体の初期原子座標が決定される (b)．
親と子の初期原子座標の距離比例関係から子の QR における
残りの原子座標が決定される (c)．初期 QR (a) が子の QR

へ回転する M は LSQ-fitting によって求まる (d)

Fig. 3 Novel crossover method for structure rotation

using UNDX and LSQ-fitting.

数値ベクトルでコーディングされる．FROGは LFA

層において対応部分構造数を最大化するM を，GSA

層において対応原子数を最大化する合同変換を探索

する．

3.2.2 初 期 化

比較される 2つのタンパク質の座標系を揃え，制限

された空間上に初期集団を生成する．

Step 1. まず，Q の重心 c と R の重心 c′ をCarte-

sian軸の原点へ平行移動させる．

Step 2. Q における nrep 個の Cα を選択して代表

構造 QR を作る（図 3 (a)，便宜上連続な

nrep = 5 とした）．QR は回転交叉の計算

時間を短縮するために用いる Q の粗視化構
造である．

Step 3. Q のランダムな合同変換を表す npop 個の

個体群を生成する（初期集団）．ここで，初

期集団の T は R の回転半径球の内側に生
成した c の位置ベクトルである．

3.2.3 最適化：選択と交叉方法

子集団の T は UNDXによって，M は UNDXと

LSQ-fittingを併用する「回転交叉」によって生成さ

れる．

式 (1)によって与えられる UNDXは親 3個体のガ

ウシアン空間の近傍に nundx 回の交叉で nundx×2 個

体からなる子集団を生成する．子集団と親 3個体から

なる集団を家族と呼ぶ．

−→
C 1 = �m + u1�e1 +

n∑
k=2

uk�ek

−→
C 2 = �m − u1�e1 −

n∑
k=2

uk�ek

�m = (
−→
P 1 +

−→
P 2)/2

u1 � N(0, σ2
1)

uk � N(0, σ2
2) (k = 2, . . . , n)

σ1 = αundxd1, σ2 = (βundxd2)/
√

n

�e1 = (
−→
P 2 −−→

P 1)/|−→P 2 −−→
P 1|

�ei ⊥ �ej (i, j = 1, . . . , n)(i �= j). (1)

ここで n は次元数，−→
P i と

−→
C i は第 i 番目の親と子

のベクトル，ui は正規分布に従う乱数，d1 は
−→
P 1 と

−→
P 2 間の距離，d2 は

−→
P 1 と

−→
P 2 を結ぶ軸と

−→
P 3 との

距離，αundx と βundx は定数である（理論的考察は文

献 34)を参照）．

親 3個体の T を式 (1)の −→
P とした UNDXによっ

て子の T が生成される．次のステップに従う回転交
叉には QR が用いられる．

Step 1. 親の第 1番目の Cα 原子座標を式 (1)の −→
P

とした UNDX を実行し，子の第 1 番目の

Cα原子座標（図 3 (b)の child1）を決める．

Step 2. 生成された子の第 1番目の Cα 原子と親の

第 1番目の Cα 原子との距離比例関係を計

算する．

Step 3. 図 3 (c)のように，距離比例関係を用いて子

の QR における残りの原子座標を決める．

Step 4. 初期QR が子のQR へ回転するMをLSQ-

fittingを用いて計算する（図 3 (d)）．全体

構造 Q はM によって回転され，評価され

る（図 3 (e)）．

3.2.4 最適化：世代交代モデル

GSAの最適探索が LFA類似度情報を参照すること

は，家族における最良 LFA個体のM を集団へ戻す

ことによって実現される．

Step 1. 3.3 節で定義する 2 つの関数を用いて家族

の適応度を評価し，最良 LFA 個体と最良

GSA個体を決める．

Step 2. GSA 類似度に比例するルーレット選択25)

を行ってランダムな 1個体を選択する．

Step 3. 最良 GSA 個体，ランダム選択による個体

と親 2個体を入れ替える．
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図 4 主鎖と側鎖，Cα 原子における対応ペア距離類似度の計算方
法：主鎖ペアと側鎖ペアは長さ 1 の方向ベクトルの差ベクト
ルを用いる (a)．回転した Q′ と R における V1 と V2 の
差ベクトルの大きさは主鎖の類似度評価に，V′

1 と V′
2 の差

ベクトルの大きさは側鎖の類似度評価に用いられる．原子ペア
はユークリッド距離を類似度として用いる (b)．平行移動した
Q′′ が R へ重なったときの原子間の距離を評価する

Fig. 4 Measurements of backbone distance, Cβ-Cβ

distance, and Cα-Cα distance.

Step 4. 最良 LFA個体のM だけを親 1個体のM
と置き換える．

3.3 評 価 関 数

GSA類似度に合同変換による全体構造の重ね合わ

せ，残基の溶媒接触可能性42)，ギャップペナルティが

含まれる．LFA類似度には主鎖（Cαi → Cαi+1）と

側鎖（Cαi → Cβi）☆の方向ベクトル，残基の溶媒接

触可能性が反映される．

以下で説明する方法を使って Q と R における全組
合せの主鎖ペア，側鎖ペア，原子ペアの距離類似度を

計算する．閾値判断による距離類似度の 2値化行列を

構築して対応部分構造と対応原子を決定し，評価する．

3.3.1 対応ペアの類似度計算方法

ある個体 Indi の M′ によって回転した Q を Q′

とする．Q′ の Cαi → Cαi+1 と Cαi → Cβi を表

す長さ 1 の方向ベクトルを，それぞれ V(Q′
Cαi,i+1

)，

V(Q′
Cβi

)とする（図 4 (a)における V1 と V′
1）．同様

に，R に対して V(RCαj,j+1)，V(RCβj ) とする（図

4 (a)における V2 と V′
2）．主鎖ペア {i, j}と側鎖ペア

☆ Cβ が存在しないアミノ酸は文献 43) に従って C-Cα-N によ
る擬似 Cβ を用いる．擬似 Cβ は SA 計算に影響しない．

{i′, j′} の差ベクトルの大きさをそれぞれ Dlocal
ij (Cα)

（図 4 (a-1)），Dlocal
i′j′ (Cβ)（図 4 (a-2)）とし，下式を用

いて計算する．

Dlocal
ij (Cα) = ||V(Q′

Cαi,i+1) − V(RCαj,j+1)||
(i = 1, . . . , lque − 1, j = 1, . . . , lref − 1)

Dlocal
i′j′ (Cβ) = ||V(Q′

Cβi′ ) − V(RCβj′ )||
(i′ = 1, . . . , lque, j′ = 1, . . . , lref). (2)

ここで lque と lref はそれぞれ Q と R の長さ（すな
わち Cα 原子数，lque ≤ lref）である．

次に，Indiの T ′ によって R へ平行移動させた Q′

を Q′′ とする（図 4 (b)）．Q′′ の Cαi と R の Cαj

の位置ベクトルをそれぞれ V(Q′′
Cαi

)，V(RCαj )とす

る．原子ペア {i, j} の差ベクトルの大きさ Dglobal
ij は

下式を用いて計算する．

Dglobal
ij (Cα) = ||V(Q′′

Cαi
) − V(RCαj )||

(i = 1, . . . , lque, j = 1, . . . , lref). (3)

3.3.2 対応部分構造集合と対応原子集合の決定方法

(lque − 1) × (lref − 1) 行列の要素 wij を次のよう

に決め，Smith–Watermanの DP 29)を用いてサブ最

適パス集合を求める．

wij =




1, Dlocal
ij (Cα) ≤ cutoff1

∩ Dlocal
ij (Cβ) ≤ cutoff2

∩ Dlocal
i+1j+1(Cβ) ≤ cutoff2

0, otherwise

(i = 1, . . . , lque − 1, j = 1, . . . , lref − 1). (4)

ここで cutoff1 と cutoff2 は閾値である．

サブ最適パスは上記行列の左上から右下へ ncons

個以上続く値 1 の非重複パスであり，主鎖と側鎖が

類似する対応部分構造を表す．以下，サブ最適パス

集合の要素（つまり，wij = 1 のベクトルペア）を

EQlocal
k (k = 1, . . . , m) とする．

また，lque × lref 行列の要素 w′
i′j′ を次のように決

め，Needleman-Wunch の DP 28) を用いて絶対最適

パスを求める．

w′
i′j′ =




1, Dglobal
i′j′ (Cα) ≤ cutoff3

0, otherwise

(i′ = 1, . . . , lque, j′ = 1, . . . , lref). (5)

ここで cutoff3 は閾値である．

絶対最適パスは主鎖の重なりが類似する対応原

子の集合を指す．以下，絶対最適パスの構成要素を
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EQglobal
k′ (k′ = 1, . . . , m′) とする．

3.3.3 溶媒接触可能性

溶媒接触表面とはある残基に存在する全原子のVan

der Waals表面を溶媒（水分子，半径 1.4Å）が移動し

たときの軌跡である．溶媒接触可能性（Solvent Acces-

sibility，SA）とは，ある残基の溶媒接触表面に nwater

個の水分子をプロットしたとき，他残基の溶媒接触表

面に入らない水分子の割合である（0 ≤ SA ≤ 1.0）．

SAはタンパク質における各残基の疎水性指標と埋も

れ度を表すため，タンパク質構造比較におけるアミノ酸

の環境プロファイルとして使われている13),44)．ここで

はMOLMOLパッケージ45)を用いて（nwater = 66），

Q の残基 i の SA（SAQi）と R の残基 j の SA

（SARj）を計算する．

3.3.4 合計類似度スコアと評価関数

ある対応部分構造集合の要素と対応原子を，それぞ

れ EQlocal
h = {i, j}，EQglobal

h′ = {i′, j′} としたとき，
類似度スコア S(EQlocal

h ) と S′(EQglobal
h′ ) を次のよう

に求める．

S(EQlocal
h )

= exp(−1.0 × αfrog × Dlocal
ij (Cα)) (6)

+ exp(−1.0 × αfrog × Dlocal
ij (Cβ)) (7)

+ exp(−1.0 × βfrog × |SAQi − SARj |), (8)

S′(EQglobal
h′ )

= exp(−1.0 × αfrog × Dglobal
i′j′ (Cα)) (9)

+ exp(−1.0 × βfrog × |SAQi′ − SARj′ |).(10)

ここで αfrog と βfrog は定数である．

もし，EQlocal
h = {i, j} が対応部分構造の最後なら，

S′(EQlocal
h )

= S(EQlocal
h )

+ exp(−1.0 × αfrog × Dlocal
i+1j+1(Cβ)) (11)

+ exp(−1.0 × βfrog × |SAQi+1 − SARj+1 |)
(12)

となる．

類似度スコアの合計 lSOS と gSOS は，

lSOS =

m∑
k=1

S(EQlocal
k ) (13)

gSOS =

m′∑
k′=1

S′(EQglobal
k′ ) (14)

である（m と m′ はそれぞれ対応部分構造集合と対

応原子集合の要素数）．

Q の長さで正規化した LFA類似度と GSA類似度

を，それぞれ fl，fg とする．ここで，主鎖と側鎖

と SA 類似度を用いる fl(Cα + Cβ + SA)，Cα 原

子ペアと SA 類似度を用いる fg(Cα + SA)，Cα 原

子ペアと SA 類似度とギャップペナルティを用いる

fg(Cα + SA − GAP ) を次のように定義する．

fl(Cα + Cβ + SA) =
lSOS

lque × 3 − 1
(15)

fg(Cα + SA) =
gSOS

lque × 2
(16)

fg(Cα + SA − GAP ) =
gSOS − GAP

lque × 2
. (17)

ここでギャップ ngap 個（= lque −m′）に対するペナ

ルティは，

GAP = exp(−1.0 × αfrog × (cutoff3 + 0.1))

×ngap (18)

とする．

3.4 パラメータセット

GAパラメータの実験的推奨値は，世代数=2000，集

団サイズ=100，nundx = 50，αundx = 0.5，βundx =

0.35，nrep = 10である46)．ヘリックスのCα-Cα距離

が 1.54Åであり，ストランドの Cα-Cα 距離が 3.2Å–

3.4Å であることから，中間値 2.24Å をとるように

cutoff1 を設定する11),47)．そこで，ヘリックスの 1

回ターンが約 4 残基であることから cutoff1 = 0.56，

ncons = 4 に設定する．また，ストランドの Cα-Cα

距離を考慮して cutoff2 = 3.5，cutoff3 = 3.5 とする．

αfrog によって LFA評価値と GSA評価値のバラン

スが調節される．相同タンパク質ペアに対する先行実

験結果48) に基づいて fl と fg の相関係数が 0.8以上

となるような αfrog = 0.5，βfrog = 11.0 に設定する．

3.5 非同期並列化と計算時間

FROGは Grid RPCシステムである Ninf（http:

//ninf.apgrid.org/）によって非同期並列化され，

32 CPUの Linuxクラスタ（Pentium3 1 GHz）に実

装された．

管理ノードは各計算ノードに重複しない親 3個体を

渡す．そして，ある計算ノードから 3個体が返却され

たときに世代を更新し，新たな親 3 個体をその計算

ノードへ渡す．

非同期並列化によって平均長 270.5のタンパク質ペ

アに対する計算時間が約 97 分から約 15 分に短縮さ

れた．全体的におおよそ 7倍から 10倍の高速化に成

功した49)．
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4. 実 験

ここでは，1. 3つのタンパク質ペアを用いて FROG

の大域的探索性能を観察し，2.タンパク質ペアの類似

度分布を用いて評価関数の有効性を確認する．その後，

3.相同タンパク質の認識性能を既存手法と比較し，4.

部分構造と全体構造の保存・変異関係の可視化を行う．

最後に実験結果のまとめを行う．実験 1以外の提案手

法の結果は 10 試行における最良 LFA 類似度の試行

とする．

タンパク質ペアは SCOP☆の分類に従って用意する．

SCOP のタンパク質構造空間は Family，Superfam-

ily，Fold，Classの階層構造になっている．Familyは

構造—機能相関の明らかなタンパク質グループであり，

Familyどうしの弱い進化的関連性は Superfamilyと

して分類される．Foldは全体構造の形が保存されてい

る機能の異なる Superfamilyのグループであり，Fold

の支配的な二次構造によって Classが決定される．

ここでは，同じ Family に属する相同（ホモロジ）

タンパク質ペアを H ペア，同じ Superfamily の異な

る Familyに属するリモートホモロジペアをRHペア，

同じ Foldの異なる Superfamilyに属する類似（アナ

ロジ）ペアを ANペアとする．

4.1 探 索 挙 動

4.1.1 実 験 目 的

FROG の大域的探索性能を確認するために，集団

の平均評価値曲線を用いてGAの探索挙動と世代交代

モデルの効果を観察する．世代交代モデルは家族にお

ける最良 LFA個体の回転行列を探索集団へ戻すモデ

ルと戻さないモデルを比較する．

4.1.2 実 験 準 備

比較されるタンパク質ペアによって以下の 3つの回

転行列がありうる．

GSA類似度の高いタンパク質ペアの対応部分構造

は順序 LFAである．したがって最適 LFAにおける回

転行列と最適 GSAの合同変換における回転行列は類

似する（Case1）．GSA類似度の低いタンパク質ペア

における対応部分構造が順序 LFAである場合，最適

LFAの回転行列は最適 GSAのと類似する（Case2）．

一方，GSA類似度の低いタンパク質ペアにおける対

応部分構造が非順序 LFAである場合，最適 LFAの回

転行列は最適GSAと異なる（Case3）．最適順序 LFA

を GSAへ拡張する方法や最適 GSAを探索する方法

☆ Structural Classification of Proteins（1.63 release）:
http://scop.mrc-lmb.cam.ac.uk/scop/

は Case1と Case2に適している．しかし，Case3は

非順序 LFAを集中的に探索しなければならない．

ここで，新たな世代交代モデルを採用する「gFROG」

を用いて Case3 における FROG の性能を比較する．

gFROGは 3.2.4 項の Step 4を行わない最適GSAの

探索方法である．

SCOPから次のような 3つのタンパク質ペアを用意

した．Retroviral proteaseである 1idaa☆☆と 1mvpa

は Hペアである（Case1）．Heat-labile toxin（1tiid）

と tRNA synthetase（1eqra）はOB-foldを共有する

AN ペア50) である（Case2）．4-helical bundle トポ

ロジの Cytochrome（1bbha）と 5-helical bundleト

ポロジの Apolipophorin-III（1aep）は最適 GSA に

おける順序 LFAが 3つのヘリックスであるが，最適

GSAの角度を約 180度（Upside-down）回転させる

と 4 つのへリックスが非順序 LFA として一致する

（Case3）51)．

4.1.3 実験結果・考察

異なる乱数系を用いた 100試行における集団の平均

評価値曲線の推移を図 5に示す．

Case1（図 5 (a)）と Case2（図 5 (b)）における最

適 GSA は順序 LFA で構成されるため，gFROG と

FROGとの探索性能に違いはほとんどない．集団の収

束様子について，最良順序LFA情報を参照するFROG

の集団収束が gFROGより早い．

Case3に関して，gFROGは非順序LFAに対応しな

いため，集団は類似度の低い合同変換へ収束する（図

5 (c-1)）．一方，FROGにおける集団は非順序 LFAの

回転行列へ 70試行収束する（図 5 (c-2)）．

以上の結果から，FROGはGSAおよび順序・非順

序 LFAの最適化に効果的であることを確認した．

4.2 評価関数における類似度スコア

4.2.1 実 験 目 的

評価関数における主鎖ペア・側鎖ペアおよび対応原

子の距離類似度と SA類似度の影響を観察する．4種

類の評価関数をそれぞれ最適化し，同じフォールドを

共有するタンパク質ペアにおける類似度分布の変化を

示す．

4.2.2 実 験 準 備

式 (6)および式 (9)の類似度スコア関数をそれぞれ

SCα，S′
Cα とすると，主鎖ペアと原子ペアの距離類似

度を評価する fl(Cα) と fg(Cα) は，

☆☆ Protein Data Bank（PDB）の 4 文字 ID コード，5 文字の
場合は右 1 文字がチェーン ID を示す．
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図 5 100 試行における集団の平均評価値曲線：gFROG は最適な
GSA を探索する．FROG は GSAおよび順序・非順序 LFA

を探索する．相同タンパク質ペア (a) および類似タンパク質
ペア (b) における gFROG と FROG の性能に差はほとん
どない．3 つのヘリックスが順序 LFA として，4 つのヘリッ
クスが非順序 LFA として存在するタンパク質ペア (c) にお
いて FROG は非順序 LFA へ 70 試行収束する

Fig. 5 Population convergences of 100 trials in three

cases.

fl(Cα) =

m∑
k=1

SCα(EQlocal
k )

lque − 1
(19)

fg(Cα) =

m′∑
k′=1

S′
Cα(EQglobal

k′ )

lque
(20)

である．

式 (6)と式 (8)，もしフラグメントの最後なら式 (12)

を加えた類似度スコアを SCα+SA とする．主鎖ペアの

距離類似度と SA類似度を評価する fl(Cα + SA) は，

fl(Cα + SA) =

m∑
k=1

SCα+SA(EQlocal
k )

lque × 2 − 1
(21)

である．ただし，式 (4)では Dlocal
ij (Cα) ≤ cutoff1 だ

けを用いる．

上記の評価関数群と式 (15)，式 (16)，式 (17)によ

る類似度分布の変化を観察するために，SCOP から

OB-fold 2415ペアを用意した．OB-fold は配列類似

度 25% 以下の β バレル構造を共有する多糖結合タン

パク質である．OB-foldの β バレル構造は 7–8個の

ストランドからなっており，1つのヘリックスによっ

てキャップされている特徴がある．

4.2.3 実験結果・考察

fl(Cα) と fg(Cα) によるタンパク質ペアの類似度

分布は（図 6 (a-1)），fl(Cα + SA) と fg(Cα + SA)

によって全体的に左へ移動する（図 6 (a-2)）．すなわ

ち，SA類似度はGSA探索より LFA探索に影響を与

える．

ギャップペナルティは fg に影響するため，fl(Cα+

SA) と fg(Cα + SA) による類似度分布（図 6 (b-1)）

は全体的に下へ移動する（図 6 (b-2)）．特に GSA類

似度の低い RHペア・ANペアに対して顕著である．

側鎖ペアの類似度を加えた fl(Cα + Cβ + SA) は

Hペアの類似度分布をよりコンパクトにまとめると同

時に，RHペア・ANペアにおける類似部分構造を強

調する（図 6 (c-2)）．

以上の結果より，タンパク質ペアの類似度分布は評

価関数 fl(Cα + Cβ + SA) と fg(Cα + SA) によっ

て生化学的に有意な方向へシフトされることが分かっ

た．また，Hペアと RHペア・ANペアにおける Cα

原子類似度の重なりが（図 6 (a)の拡大図）著しく分

離されることが観察された（図 6 (c)の拡大図）．

4.3 相同タンパク質の認識性能

4.3.1 実 験 目 的

類似機能の Hペアと RHペアおよび異なる機能の

Hペアと ANペアにおける FROGの相同タンパク質

認識性能を既存手法と比較実験する．

4.3.2 実 験 準 備

Sensitivity（感度）と Specificity（特異度）は下式

で与えられる52)．

Sensitivity(s) =
Nh(s)

Nh
(22)

Specificity(s) =
Nh(s)

N(s)
. (23)

ここで，sは降順にソートされたスコア，Nh と N はそ

れぞれ Hペアの総数とタンパク質ペアの総数，Nh(s)

はスコア s 以上のHペアの数，N(s) は s 以上のタン

パク質ペアの数である．特異度が下がり始めるスコア

の Hペアから最後の Hペアまでのペア数を Mh，こ

のスコア領域に存在する RH・AN ペアの数を M¬h

とする．このような構造的類似度と機能との関係の曖
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図 6 OB-fold 2415 ペアにおける類似度分布：4 種類の評価関数
をそれぞれ最適化し，LFA 類似度と GSA 類似度を横軸と縦
軸としてタンパク質ペアの類似度をプロットした．OB-fold

2415 ペアは 622 のホモロジ（H）ペアと 1793 のリモート
ホモロジ（RH）ペア・アナロジ（AN）ペアから構成されて
いる．各類似度分布の見やすさを考慮して多項式近似曲線を
示したが，LFA 類似度と GSA 類似度が多項式で近似可能と
いう意味ではない．Cα の幾何学的類似度関数 (a-1) に SA

類似度を反映すると（a-2）LFA 類似度が低下し，さらに側
鎖ペア類似度を加えると (c-2)H ペアと RH ペア・AN ペア
の類似度分布は顕著に分離される（カラー図面は WEB サイ
ト41) を参照すること）

Fig. 6 Distributions of similarities for the different

objective functions.

昧な領域をOR（Overlapping Region）と呼ぶことに

する．ORに存在する Hペアと RH・ANペアの割合

図 7 相同タンパク質の認識性能：ORh と OR¬h は構造的類似度
の曖昧な領域に存在するホモロジペアの割合とリモートホモロ
ジ・アナロジペアの割合を示す．ホモロジペアとリモートホモ
ロジペアが混在するタンパク質ペアにおける相同タンパク質ペ
アの認識性能は DALI が最も優れており (a)，ホモロジペア
とアナロジペアにおける認識性能は FROG が最も良い (b)

Fig. 7 Performances of recognizing homologues.

は下式で定義される．

ORh =
Mh

Nh
(24)

OR¬h =
M¬h

N − Nh
. (25)

H-RH認識性能比較に用いるタンパク質ペアセット

は，NAD(P)-binding Rossmann foldに属する 946ペ

ア（8種類のFamily，Nh = 142）とする．H-AN認識

性能比較のためには，OB-fold 3486ペア（13種類の

Family からなる 5 種類の Superfamily，Nh = 652）

を用いる．比較手法は DALI（z-score），SAP，CE

（raw score），GA FITとする．FROGにおけるスコ

ア s は fl(Cα + Cβ + SA) と fg(Cα + SA) との論

理積，すなわち，スコア s(fl, fg) と s′(fl′, fg′) が

(fl ≤ fl′ ∧ fg ≤ fg′) のときに s ≤ s′ とする．

4.3.3 実験結果・考察

図 7 (a)においてDALIはH-RH認識性能に最も優

れている．DALIにおける Hの 24ペア（17%）のス
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表 2 NAD(P)-binding Rossmann fold における LFA 類似度
と GSA 類似度：∗ タンパク質における Cα 原子数，†fl と
fg は FROG の LFA 類似度と GSA 類似度，DALI は
z-score，‡RMSD における対応原子数

Table 2 Comparison of structure similarity between the

proposed method and existing methods.

タンパク質ペア ツール † スコア RMSD N‡

2hdha and 1xel SARF2 2.36 117

(286∗ and 338) fl 0.2095 2.46 179

DALI 0.3 9.20 91

fg 0.3742 2.04 118

1c1da and 1kola SARF2 2.52 115

(249 and 396) fl 0.1749 2.17 183

DALI 0.5 5.60 90

fg 0.3192 2.17 132

1xel and 1bg6 SARF2 2.58 119

(338 and 349) fl 0.1697 3.21 178

DALI 0.5 4.30 112

fg 0.3145 2.27 118

1keva and 1bgva SARF2 2.54 113

(351 and 449) fl 0.1685 2.93 201

DALI 0.8 4.60 112

fg 0.3230 2.13 123

1ae1b and 2hdha SARF2 2.59 99

(258 and 286) fl 0.2118 2.56 144

DALI 1.1 4.20 103

fg 0.3383 2.11 110

1fmca and 1c1da SARF2 2.43 117

(255 and 349) fl 0.218 2.90 157

DALI 1.6 4.90 84

fg 0.3625 1.88 103

1ae1b and 1hyha SARF2 2.34 112

(258 and 297) fl 0.2286 2.81 149

DALI 1.9 5.60 102

fg 0.3636 2.15 121

コア領域に RHの 183ペア（23%）が存在する．構造

的類似性が存在する（z-score≥ 2.0）RH ペアは 505

ペア（63%）である．H-RH認識は代表 PDB構造に

おける統計的有意性を用いる方法が適しているといえ

る．実際，NAD(P)-binding Rossmann fold は 1 つ

の Superfamilyしか存在しない特殊な構造–機能関係

のタンパク質群である．

しかしながら，DALI z-score が 2.0 より低い RH

ペアでも著しい構造的類似度を示すペアが存在する．

FROGは，表 2に示す RHペアの 35%以上の Cα 原

子ペアを RMSD 3.5Å以下で重ねる．

図 7 (b)の H-AN認識について，DALIにおける H

の 166 ペア（25%）のスコア領域に AN の 68 ペア

（2%）のスコアが散在する．そのうえ，z-score≥ 2.0

の ANペアの割合は 50%にものぼる．FROGにおけ

る Mh はわずか 51 ペア（8%）であり，最も優れた

H-AN認識性能を示している．

以上の結果から，FROG は H-RH 認識における

図 8 非順序対応部分構造と GSA との関係：Swaposin と NK-

lysinは Saposin Superfamilyに属する Circular Permu-

tation のタンパク質ペアである．提案手法 FROG は非順序
対応部分構造 (e) の LFA 結果 (c) と GSA 結果 (d) を同
時に発見する．LFA と GSA における部分構造の順序が変
化するときに FROG は特徴的な集団探索挙動 (f) を見せる．
OB-fold 3486 ペアにおいて非順序対応部分構造を 4 つ持っ
ているペアが最も多く (g-a)，長さ 6 残基の非順序対応部分
構造の出現頻度が最も高い (g-c)

Fig. 8 Effectiveness of the proposed method on capturing

the structural flexibility of proteins.

DALIの補完的な役割を果たすとともに，同じフォー

ルドを共有するタンパク質群における Family同定に

最も優れているということが分かった．

4.4 非順序 LFA—GSA関係の可視化

4.4.1 実 験 目 的

集団の平均評価値曲線を用いて非順序 LFAの部分

構造と GSAとの関係を可視化する．

4.4.2 実 験 準 備

明らかな非順序対応部分構造が存在するタンパク

質ペアを用意する．Saposin Superfamily に属する

Swaposinタンパク質の 1qdm（残基番号 1 s-104 s，図

8 (a)）とNK-lysinタンパク質の 1nkl（図 8 (b)）はN
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末と C末のつながりが異なる Circular Permutation

の RHペアである53)．

4.4.3 実験結果・考察

FROGは図 8 (c)の LFA結果と図 8 (d)のGSA結

果を同時に発見する．LFAは 1qdmの第 1番目のヘ

リックスが 1nklの第 3番目のヘリックスと，1qdmの

第 4番目のヘリックスが 1nklの第 1番目のヘリック

スと一致する非順序 LFAである（図 8 (e)）．

図 8 (f)の平均評価値曲線において，LFA類似度推

移はある世代以降減少し続ける特徴的な振舞いを見せ

る．すなわち，最良非順序 LFA個体の回転行列へ向

かっていた集団の移動方向が GSA最適化に有効な順

序 LFAの回転行列へ切り替わったことを意味する．

実験 4.3のOB-fold 3486ペアにおいて，図 8 (f)の

ような探索挙動を示したペア数は 676（19%）であり

（最終平均評価値の差 |fl − fg > 0.01| ∧ fg > 0.2

のとき），そのうち ANペアが 583（86%）であった．

非順序対応部分構造を共有する 2711ペア（78%）の

うち，Hペアが 41（1%），ANペアが 2670（77%）で

あった．非順序対応部分構造を 4つ持っているペア数

が最も多く（図 8 (g-a)），長さ 6残基の非順序対応部

分構造の出現頻度が最も高い（図 8 (g-c)）．

以上の結果より，FROG の集団平均評価値曲線は

全体構造における部分構造と非順序類似部分構造の保

存・変異関係をとらえることが可能であるといえる．

4.5 実験のまとめ

4 つの実験を行って提案手法 FROG の性能を確認

した．大域的探索性能に優れている FROGは生化学

的に有効な評価関数を最適化し，順序・非順序 LFAと

GSAを同時に行う新規 PSA手法である．FROGは

相同タンパク質の認識性能に優れており，タンパク質

全体構造の非順序 LFAの順序が変化するときに特徴

的な集団平均評価値曲線を示す．したがって，全体構

造における部分構造の保存と変異が観察できるユニー

クなツールである．

部分構造と全体構造における LFAの順序が変化す

るタンパク質ペアの多くは，フォールドが保存されて

いて機能が異なるアナロジペアであった．自然界に存

在するフォールドの数が限られているとすると1)，部

分構造の出現順位の変化はフォールド保存と機能進化

の関わりを示唆していると考える．

5. ま と め

本論文では，タンパク質の柔軟性を正確にとらえら

れない既存のタンパク質立体構造比較手法の問題点

を指摘したうえで，部分構造比較と全体構造比較を同

時に最適化する 2 層比較を提案した．実数値 GA に

よって実装された提案手法は部分構造と全体構造との

保存・変異関係を示すことが可能であり，タンパク質

の柔軟性を考慮した構造—機能相関解析における効果

的なツールであることを示した．

今後，様々なフォールドにおける部分構造と全体構

造との関係を網羅的に解析し，タンパク質の柔軟性と

機能保存・獲得について議論したい．
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