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本研究では、分子動力学法 (Molecular Dynamics, MD) を用いたシミュレーショ
ンによって得られるタンパク質の時系列座標データ (トラジェクトリ) からの非線形
モーション抽出手法を提案した。従来、トラジェクトリからのモーション抽出には主
成分分析 (Principal Component Analysis, PCA)を利用した Essential Dynamics

Analysisなどの手法が用いられてきたが、線形手法に基づく方法ではタンパク質の非
線形モーションの扱いが難しいという問題があった。そこで本研究では、タンパク質
構造のクラスタリングと構造間の時間的隣接関係を利用して、トラジェクトリ内の構
造遷移を表現する有向グラフ (構造遷移グラフ)を構築し、構成されたグラフ内の各辺
に対応する構造変化を可視化することで、タンパク質の非線形モーションを抽出する
手法を提案した。提案手法を Villin headpiece subdomain(HP-35 NleNle) のトラ
ジェクトリに対して適用した結果、タンパク質の折り畳み過程において生じている部
分的回転という非線形モーションの抽出が可能であることが示された。また、構造遷
移グラフの形状が従来研究の結果に対応していることも確認された。

1. 背 景

計算機ハードウェアの分野において、スーパーコンピュータ京の開発など、計算機リソース
の飛躍的な性能向上が実現されている。またアルゴリズムの分野においては、タンパク質の
平衡状態における相互作用をバネとして表現することによって、構造的揺らぎ (Fluctuation)

の近似的記述を行う粗視化手法 1つである Elastic Network Model1)など、様々な効率的な
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アルゴリズムが開発されてきた。これらの計算機ハードウェアとアルゴリズム面の両面にお
ける発展により、タンパク質がペプチド鎖から折り畳まれて形成される折り畳み (Folding)

と呼ばれる過程や、受容体 (Receptor) というあるタンパク質に、別のリガンド (Ligand)

と呼ばれるタンパク質が結合するリガンド結合 (Ligand Binding)という過程などを計算機
上でシミュレーションすることが可能となった。2)3)。さらにモデル構築という観点からは、
ある細胞の表現型 (Phenotype)を遺伝子型 (Genotype)から予測するモデルも提案されて
いる4)。生物学的プロセスの計算機上でのシミュレーションにより、生物学的実験から得ら
れた知見のメカニズムの予測や、逆にシミュレーションから得られた知見を用いた新たな生
物学的実験のデザインが可能となり、これにより生物学的プロセスに関する詳細な知識が得
られると考えられている。生物学的プロセスのメカニズムの詳細な理解によって、アルツハ
イマー病 (Alzheimer’s Disease)をはじめとする疾患の治療などの応用が実現されると期待
されている5)。
計算機上でタンパク質のような生体内分子の挙動をシミュレーションするために、分子動
力学法 (Molecular Dynamics、MD)6) が用いられてきた。MDシミュレーションを行うた
めの代表的なソフトウェアとして、AMBER7) や GROMACS8) などがあげられる。また、
効率的にタンパク質の構造空間 (Conformation 空間)をサンプリングするために、レプリ
カ交換分子動力学法 (Replica Exchanging Molecular Dynamics, REMD)9) といった手法
が提案されてきた。さらに、分散コンピューテイングの枠組みを利用してタンパク質折り畳
みのシミュレーションを行う Folding@home10) というプロジェクトも遂行されてきた。

2. 従来法とその問題点

MD から得られるタンパク質、あるいは着目する系全体の原子の時系列座標データをト
ラジェクトリ (Trajectory)と呼ぶ。トラジェクトリから着目するタンパク質のトラジェク
トリには、タンパク質の機能に関連する原子のモーションだけでなく、系の熱的な揺らぎ
(Thermal Fluctuation)によって生じるランダムな座標変動も含まれる。そこで、タンパク
質の機能のメカニズムを理解するためには、トラジェクトリからタンパク質の機能に関連し
ていると考えられる本質的なモーションを抽出する必要がある。そのための代表的な手法と
して、主成分分析 (Principal Component Analysis, PCA)を利用した Essential Dynamics

Analysis(EDA)11) が挙げられる。EDAでは、まずタンパク質を構成する各原子のトラジェ
クトリにおける平均位置からの座標変動 (Root Mean Square Fluctuation,RMSF)の共分
散行列 Σを求める。次に共分散行列 Σの固有値 λi と対応する固有ベクトル vi を求める。
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図 1 EDA では扱いにくいタンパク質モーションの例: 図中の右側の部分は比較的構造がマッチしているが左側の
部分に回転運動が生じている。

求められた固有ベクトルのうち、絶対値の大きな固有値に対応する固有ベクトルはトラジェ
クトリに含まれる周波数の低いモーションに対応している。一方で、タンパク質の熱的揺ら
ぎによる運動は高い周波数を持つ。そこで、トラジェクトリの各時点におけるタンパク質の
構造を表現するベクトル (タンパク質内の各原子の座標を並べたベクトル)を固有ベクトル
上に射影することによって、ある時点における熱的揺らぎを取り除いた本質的なモーション
を抽出することが可能となる。以上が EDAのモーション抽出ステップである。
EDAによるモーション抽出は、タンパク質のトラジェクトリにおける長期的なモーショ
ンを抽出するために広く用いられてきた。しかしそのような成功の一方で、EDAには実用
上の問題点が存在することも指摘されてきた。それは、EDAが線形手法である PCAを利
用した手法であるため、ある短い時間内に生じるタンパク質の部分的な回転などの非線形
モーションを扱うことが難しいという点である。図 1 に EDA では扱いにくいタンパク質
モーションの例を示す。 図 1において、網掛け円で示された部分が回転運動によって変形
している部分を示している。部分回転のような非線形モーションは、α-helixや β-hairpin

などのタンパク質の機能に関連する 2次構造の形成に関連していると考えられるため、こ
れらのモーションがトラジェクトリのどの時点において、どのように生じているかを理解す

ることで、タンパク質の機能に関連した構造に関する知識が得られると考えられるが、線形
手法である EDAではこのようなモーションを抽出することが難しい。
そこで Isomap をはじめとする多様体学習に基づくタンパク質の非線形モーション抽出
手法が提案されてきた12)。多様体学習に基づく手法では、データ分布の局所的な情報から、
サンプル間の大域的な距離情報を復元し、その距離を用いて一般に高次元ベクトルで表現さ
れるタンパク質構造をより低次元の空間で表現する。低次元で表現されたタンパク質構造の
分布をクラスタリングなどの手法によって分類し、クラスタ間の違いを調べることにより、
タンパク質の非線形なモーションを抽出できるという利点がある。しかし、多様体学習に基
づく方法では与えられたデータが well-sampled、すなわち特徴空間上を十分な密度でサン
プリングして得られたことを仮定しているため、データを表現する多様体内に点密度が周囲
と比較して過度に低い領域が存在する場合には多様体が分割され、低次元表現が適切に行わ
れないという問題がある。このような多様体における点密度の変化は、大規模なトラジェク
トリのサブサンプリングやタンパク質構造の急激な変化によって引き起こされるため、この
ような処理や変化が含まれるデータセットを扱う際には単純な多様体学習法ではモーション
抽出が困難となる。

3. 状態遷移グラフに基づくタンパク質モーションの抽出手法

タンパク質の非線形モーション抽出のため、本研究では構造クラスタリングとトラジェク
トリ内の時間的隣接関係を利用した状態遷移グラフに基づくモーション抽出手法の提案を
行った。図 2に提案手法の概要を示す。 本節ではまず、構造クラスタリングの必要性につ
いて説明する。前述のように、MDシミュレーションから得られるトラジェクトリには、熱
的揺らぎによって生じるタンパク質の機能には直接関連のない座標変動も含まれる。この
ような座標変動は、タンパク質の機能に関連するモーションと比較して、その大きさは小さ
い。すなわち、熱的な揺らぎによる座標変動のみが異なる 2つの構造はその差異が小さく類
似した構造をもつと考えられる。このことから、提案手法ではトラジェクトリ内の構造をク
ラスタリングし、熱的な揺らぎに由来する座標変動を除去することとした。
構造間クラスタリングによって、熱的揺らぎと比較的小さなモーションによる違いをもつ
複数の構造を 1つのクラスタとしてまとめることができる。
3.1 タンパク質構造間距離
タンパク質構造のクラスタリングを行うためには、構造間の距離とクラスタリングアル
ゴリズムが必要となる。ここではまずタンパク質構造間の距離について説明する。タンパ
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図 2 提案手法の概要

ク質構造間の距離を測るための指標として、各原子間のユークリッド距離に相当する Root

Means Square Distance(RMSD) やタンパク質の 2 次構造の類似性を考慮した Dihedral

Angle Distance(DAD) などが用いられてきた。しかし、RMSD はその計算を行うために
比較対象となる 2つのタンパク質構造間の回転および並進に対応する自由度を除去する必
要があり、さらに三角不等式を満たさないためクラスタリング結果の評価が困難となる場合
があること、また DAD においては DAD の変化とタンパク質構造の変化との間の相関が
必ずしも高くないといった問題が指摘されている13)。そこで本研究では、Distance Matrix

Error(DME) という距離尺度を用いることとした。DADでは同一タンパク質内の各原子間
のユークリッド距離の違いを考慮したものであるため、計算のための構造マッチングによる
回転と並進の自由度を除去する必要がない、数学的な距離の公理である三角不等式を満た
す、DADと比較して構造的変化との相関が高い場合が多いといった利点がある。式 (1)に
タンパク質構造 aと bの DME距離 DME(a, b)の定義を示す。

DME(a, b) =
2

N(N − 1)

√√√√ N∑
i

N∑
j ̸=i

(daij − dbij)
2 (1)

上記の DMEを用いてトラジェクトリ内に含まれる構造のクラスタリングを行う。
3.2 Enhanced OPTICSアルゴリズムの概要
ある距離が与えられたとき、それを用いたクラスタリングには複数のアルゴリズムが存
在するため、着目する問題に対して適切なクラスタリングアルゴリズムを選択する必要が
ある。ここでは本研究で使用したクラスタリングアルゴリズム選択の根拠について説明す
る。クラスタリングの方法としては、非階層的手法の代表的方法として k-means 法14) や
k-medioid法15)、階層的手法としてWard法16) がある。しかし、非階層的手法ではクラス
タリングに入力として結果として出力されるクラスタ数を指定する必要があり、そのような
事前知識がない場合には適用が難しいという問題点がある。この問題を解決するために、事
前にクラスタリング数を指定する必要の無い x-means17) という手法も提案されているが、
この手法も点分布の形状を楕円形、すなわち Gauss的分布と仮定しておりクラスタ形状が
仮定された形状と異なる場合には、適切なクラスタリング結果が得られないという問題が
ある。同様に階層的クラスタリングであるWard法においても、点分布によっては鎖状の
クラスタが形成され、結果の評価が難しくなるという問題点がある。タンパク質がとりう
る構造は、タンパク質構造を表現する空間 (Conformation 空間)におけるエネルギー地形
の影響を受ける。すなわち、Conformation空間上でエネルギー的に安定な領域に含まれる
構造はトラジェクトリ内に多く含まれるが、構造的な過渡的状態に対応するようなエネル
ギー的に不安定な部分では、トラジェクトリに含まれる構造が少ないと考えられる。これ
は言い換えれば、トラジェクトリに含まれる構造群を Conformation 空間上にマッピング
した際、点分布の密度が高い部分と低い部分が混在している可能性を示唆している。以上
の考察から本研究では構造クラスタリングの手法として、密度を考慮したクラスタリング
手法の 1つである Enhanced OPTICS18) を用いることとした。Enhanced OPTICSは従
来のクラスタリング手法とは異なり、データのクラスタリングを直接行うのではなく、各
データに対してデータ間の距離に基づいた順序を付置することによってクラスタリングを
行う。具体的なステップは以下の通りである。まず第 1 に任意のデータを着目点として選
択し、順序の 1番目としてセットする。次に着目点から ϵ以内のデータ集合 Neighborsを
抽出する。このとき、Neighborsの要素数がある閾値M 以下ならば着目点はノイズとして
除去され、順序は付置されない。順序の付置を行った後、近傍集合 Neighborsと着目頂点

情報処理学会研究報告 
IPSJ SIG Technical Report

3ⓒ 2013 Information Processing Society of Japan

Vol.2013-MPS-96 No.7
Vol.2013-BIO-36 No.7

2013/12/11



1: procedure EnhancedOPTICS(データ集合 D, 近傍半径 ϵ, 有効近傍数M)

2: ClusterOrder ← ϕ

3: UnprocessedPoints ← D

4: for Point ∈ UnprocessedPoints do

5: ClusterOrder ⇐ ExpandCluster(Point, ϵ, M)

6: end for

7: end procedure

図 3 Enhanced OPTICS アルゴリズム

からの距離 Distanceをリスト SortedListに格納する。ShortedList内の要素が空でないな
ら、ShortedListから現在の着目頂点に付置された Distance値に近い要素を抽出し、次の
着目頂点とする。抽出された新たな着目頂点に順序を付置し処理済み頂点のラベルをつけ
る。この SortedListからのデータ選択と近傍の Distance値の計算、更新をすべてのデータ
が処理済みになるまで繰り返すことにより、与えられたデータ全てに対して順序を付置す
る。図 3と図 4に Enhanced OPTICSクラスタリングのアルゴリズムを示す。 図 3と図
4において、←は変数への代入操作、⇐はリストへの挿入操作を示している。また、関数
GetNeighborsとGetNextObjectはそれぞれ、引数で与えられた ObjectID から ϵ以
内に存在する要素 Neighborsとそれらとの距離 DistanceSetを返す関数と lastDistanceに
最も近い Distance値を持つ要素を SortedListから選択する関数である。
上記アルゴリズムを用いて、トラジェクトリに含まれる構造をクラスタリングすること
で、Conformation空間のエネルギー地形に対応したクラスタリングが実現できると考えら
れる。
3.3 状態遷移グラフの構成法とモーション抽出法
Enhanced OPTICSアルゴリズムを用いた構造クラスタリングにより、各クラスタには
互いに類似した構造がまとめらるため、クラスタ内の構造変動は PCA などの線形手法に
よって十分に近似できると考えられる。次に、形成されたクラスタ間を連結することによ
り、構造遷移を表現するグラフを構成する。具体的には、各クラスタをトラジェクトリに含
まれる時間的隣接関係を用いて連結する。すなわち、各クラスタに含まれるある構造同士が
トラジェクトリにおいて時間的に近いとき、対応するクラスタ間に時間的方向を考慮した有
向辺を付置する。このように構成された有向グラフの各辺は、トラジェクトリ内で生じてい
る大きな構造変化に対応していると考えられる。そこで、各クラスタを頂点、その間の時間

1: procedure ExpandCluster(データ ID ObjectID, 近傍半径 ϵ, 有効近傍数M)

2: OrderList ← ϕ

3: ShortedList ← (ObjectID, NULL)

4: Neighbors, DistanceSet ← GetNeighbors(ObjectID, ϵ)

5: if |Neighbors| < M then

6: return

7: end if

8: lastDistance ← NULL

9: while SortedList is not Empty do

10: ObjectID, Distance ← GetNextObject(lastDistance)

11: lastDistance gets Distance

12: OrderList ⇐ (ObjectID, Distance)

13: Neighbors, Distance ← GetNighbors(SortedList, ObjectID, ϵ)

14: SortedList ⇐ (Neighbors, DistanceSet)

15: end while

16: return OrderList

17: end procedure

図 4 関数 ExpandCluster の処理内容

的隣接関係を有向辺としたグラフをトラジェクトリに含まれる構造変化を記述しているグラ
フと捉え、これを構造遷移グラフと定義した。トラジェクトリの構造遷移グラフによる表現
では、各クラスタ内におけるモーションは PCAなどの線形手法で近似でき、クラスタをま
たがる大きい、あるいは不連続的な変化は有向辺として表現されることから、急激な構造
変化を含むトラジェクトリや不連続的なサンプリングから得られたトラジェクトリでもモー
ションを十分に表現できる。
状態遷移グラフの各辺において生じている構造変化を抽出することにより、トラジェクト
リに含まれる状態遷移を経時的に抽出することができる。本研究では、構造遷移グラフの各
辺に対応する構造変化を UCSF Chimera19) を用いて可視化することによって抽出すること
とした。
このようなクラスタリング手法とグラフを組み合わせたタンパク質モーションの記述は本
研究より以前にもいくつかの報告において行われている20)21)。しかし本提案とそれらの報告
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では、Rajan20)による手法が従来の階層的クラスタリングを用いているため、Conformation

空間内のエネルギー地形を反映していない可能性があること、クラスタ間の辺を付置する
際に Conformation空間の近接性のみに着目しているため、実際にはトラジェクトリに含ま
れていない辺がグラフに含まれている可能性があり、構成されたグラフがタンパク質の真の
モーションを表現していない場合がある点が異なる。また、Chiang21) による手法は予測を
主な目的にしており、Markov条件を満たす結果を得るために用いるトラジェクトリに対し
て十分なサンプリング条件を科しているという点が本提案手法と異なる。

4. 適 用 実 験

本提案手法の有効性を示すために、Villin headpiece subdomain22) (HP-35 NleNle) の
トラジェクトリに対して提案法の適用実験を行った。
実験に用いたトラジェクトリは Villin headpiece subdomain(HP-35 NleNle)というニワ
トリのタンパク質のシミュレーションデータである。HP-35 NleNleは、それ単独で折り畳
みが進むこと、さらに折り畳みが他のタンパク質と比較して早く生じることから、折り畳み
のモデルとして良く研究されている。HP-35 NleNleのトラジェクトリは報告22)で構築され
たものを用いた。以下に使用したトラジェクトリの生成方法の概要を示す。トラジェクトリ
生成法の具体的なパラメータについては報告22) を参照されたい。トラジェクトリの生成に
おいては、Villin headpieceの X線結晶構造 (PDB ID 2F4K)から AMBER2003 力場23)

のもと、温度を 373Kに設定して事前シミュレーションを行い合計 9つの折り畳まれていな
い初期構造が生成された。これらの初期構造に対して、温度を 300Kに設定してシミュレー
ションが実行された。シミュレーションにおける初期速度はMaxwell-Boltzmann分布から
ランダムに各原子に付置された。各シミュレーションでは、50ps毎の座標計測が 400step

行われた。本研究では、9個の異なる初期構造から生成された 50ps × 400step = 20nsの
長さの 9トラジェクトリを 400ps毎にサブサンプリングを行い、実験に使用するデータを
生成した。
図 5に 9つのトラジェクトリから生成された構造遷移グラフを示す。図 5において、RunX

が初期構造 Xから得られたトラジェクトリに対応する結果を示している。次に非線形なタ
ンパク質モーションが抽出可能であるかを確認するために、構造遷移グラフの有向辺に対応
する遷移の可視化を行った。可視化の例として、Run0の四角で示された部分の辺の可視化
結果を図 6に示す。 図 6から明らかなように、タンパク質の中央付近の部分的回転や端付
近の回転といった、非線形なモーションが抽出されていることが確認できる。

図 5 9 つのトラジェクトリから得られた構造遷移グラフ
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図 6 Run0 の状態遷移辺の可視化例: ベージュで示された構造が遷移前、シアンで示された構造が遷移後の構造を
表す。

次に従来の報告との整合性を調べるために、構造遷移グラフの構造を調べた。結果から、
Run4 と Run7 における状態遷移グラフの頂点数が他のグラフと比べて少ないことが分か
る。各クラスタが類似した構造をまとめたものであることから、トラジェクトリに含まれる
構造が少ないと考えられる。この結果は Ensignらの報告22) において、初期状態 4と 7か
ら得られたトラジェクトリが他と比べて折り畳みが速やかに進んだという報告と対応して
いる。さらに、Run4と Run7の状態遷移グラフを比較すると Run7のほうが辺密度が低い
ことが分かる。これは、クラスタ間の状態遷移が少ないという点で Run4よりも Run7の
ほうがより速く折り畳みが進行したという同報告の結果と合致している。一方で、これら
の状態遷移グラフの中には赤い円で示されるような辺が密集している領域があることも確
認される。これは構造遷移がある時間においてトラップされた状態に対応している。Run1

は Ensignらの報告22) によれば、折り畳み状態に到達しなかった唯一の結果だが、状態遷
移グラフをみるとその状態遷移が最後にはトラップされた状態にあることが分かる。また、
Run0と Run5では辺の密集領域から破線で示されるような状態遷移がさらに進んでいるこ
とが確認された。これらの経路では、始端となる円で示された部分が折り畳み状態になって
おり、その折り畳み状態からの折り畳まれていない状態へと構造が遷移していることが分
かった。

5. 結 論

本研究では、タンパク質モーションのシミュレーション結果から、従来手法では扱いが難
しかったタンパク質の非線形モーションの抽出手法の提案を行った。提案法では、トラジェ
クトリに含まれる構造が Conformation空間のエネルギー地形に対応していることを考慮し
て、密度ベースクラスタリング手法の 1つである Enhanced OPTICSアルゴリズムを用い
てクラスタリングを行い、クラスタ間の遷移をトラジェクリ内の時間的隣接関係から有向
辺として与えることにより、トラジェクトリに含まれる構造変化をグラフとして表現した。
提案法の有効性を確認するために、HP-35 NleNleのトラジェクトリデータに対して提案法
の適用を行った。その結果、タンパク質の非線形なモーションがタンパク質モーションを表
現する状態遷移グラフにおける有向辺として抽出可能であることが確認された。また、抽出
された状態遷移グラフの構造が HP-35 NleNleの折り畳みに関する既存研究の報告内容22)

と合致することが確認された。さらに、既存報告では報告されていなかった、折り畳みに至
らないトラジェクトリに対して、構造遷移におけるトラップ状態が存在していることが確認
された。
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今後の課題としては、現在マニュアルで行っている構造遷移の抽出の自動化が挙げられる。
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