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要 旨

タンパク質分子の立体構造ダイナミクスは，機能発現に深く関与していると考えられている．
故に，構造ダイナミクスの特徴を捉え詳細な解析をする事は，その機能の本質的理解につなが
る．しかしタンパク質の構造ダイナミクスは，複雑な時空間における階層性を持っていることか
ら，複数の時空間スケールに渡る解析は困難な課題である．本稿では，まずタンパク質の構造ダ
イナミクスに対するこれまでのアプローチを紹介し，さらに，連続ウェーブレット変換を用いた
時系列解析手法について説明する．経時的な構造の変化に対して，時間 -周波数解析手法の一手
法であるウェーブレット変換と，行列分解手法である特異値分解（SVD）を共に用いる事で，運動
の特徴を低次元で一様に抽出することが出来る．この解析手法の応用例として，Thermomyces

lanuginosa lipase（TLL）に対して我々の行った研究成果について解説する．

キーワード：ウェーブレット解析，タンパク質立体構造，分子動力学，時系列解析．

1. はじめに

生体内においてタンパク質は静的に存在するのではなく，常に動きを伴った状態で存在して
いる．この構造ダイナミクスは，タンパク質の機能発現において重要な役割を果たしていると
考えられている（Frauenfelder et al., 1991）. それ故，タンパク質のダイナミクスとその機能との
関係性を明らかにすることは，機能発現を引き起こす要因を知る上で重要であり，疾患のメカ
ニズム等の様々な生理現象の本質的な理解への鍵となる．
タンパク質の構造ダイナミクスの特徴の一つに，時空間階層性がある（Henzler-Wildman and

Kern, 2007）．これは，多自由度系であるタンパク質分子が，そのエネルギー地形に唯一の深い
エネルギー極小点を持つのではなく，エネルギー極小点が多数，階層的に存在する複雑なエネル
ギー地形を持っていることに起因している．十分に低温な状況下において，タンパク質は 1つ
のエネルギー極小付近に拘束された fs～psの振動をしている．このような調和的な微細振動は，
基準振動解析（Normal Mode Analysis, NMA）によりうまく再現される事がわかっており，これ
までに NMAを用いた解析手法が報告されている（Hayward and Go, 1995; Brooks et al., 1995）．
しかし，温度の上昇に伴い非調和な振動が次第に大きくなり，局所的なエネルギー極小間での
遷移が偶発的に引き起こされ，ナノ秒スケールを越える構造変化のような大きな動きを現す．
このように，タンパク質のダイナミクスは，複数の時間スケールにまたがる調和・非調和性を
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持つ複雑なものである（Zaccai, 2000）．
では，どのようにこのダイナミクスを捉え，理解すれば良いのか．分子動力学（Moleculer Dy-

namics, MD）シミュレーションを用いると，複雑な階層性を持つタンパク質の挙動に対し，分
子の運動に関する種々の物理量を各原子レベルから得ることが出来る．これまで，MDに代表
されるような分子シミュレーションで観測できる時間領域はフェムト秒からナノ秒前後であり，
タンパク質の特徴的な動きを示すフェムト秒から秒にまたがる領域をカバーできていなかった．
しかし近年の計算機技術の発展から，ミリ秒スケールのシミュレーションが可能になりつつある
（Lindorff-Larsen et al., 2011）．上述のダイナミクスの非調和性も，1990年代に入りシミュレー
ション時間が長くなった事により観測されるようになった一例であることからも，シミュレー
ション時間が更に長くなることにより，これまでの既存モデルや理論では説明出来ないイベン
トが観測されるようになると考えられる．特に，ミリ秒スケールで起こる機能に直結するよう
な構造変化，例えば酵素基質結合等は重要なトピックである．これまで酵素基質反応は，鍵と鍵
穴モデルにより説明されてきた．即ち，酵素と基質が鍵と鍵穴の関係となっており，形状として
相補的な場合のみ互いを認識し反応が起こるというモデルである．実際，これまで既に立体構
造が決定されているタンパク質の多くは，この様に基質結合の際，立体構造変化をほとんど伴わ
ない．しかし，実験的にも理論的にも様々なタンパク質に対する研究が進むにつれ，このモデル
では説明できない分子の挙動が観測される様になった．それらを説明する為に提唱された考え
として，“induced-fit（誘導適合）” と “population shift（pre-exsiting/selected-fit model）”がある．
“induced-fit”は，1958年に Koshland（Koshland, 1958）によって提唱された考え方で，分子が基
質と出会う事でその構造を結合構造へと変化させる，というアイデアである．一方，“population

shift”は，他分子との結合の有無に関わらず，常に複数の構造まわりで立体構造を変化させてい
る，というものである．前者は従来最もよく受け入れられている考え方であり，これまでに多
くのタンパク質間相互作用やタンパク質 -DNA/RNA間相互作用に対して適用され，そのメカ
ニズムが明らかにされている（Bui and McCammon, 2006; Levy et al., 2007; Williamson, 2000）．
一方，主に免疫抗体反応や小さな分子との相互作用において，近年後者の考えが注目を集めてお
り，これに基づく解析によっても様々なタンパク質の機能動態メカニズムが明らかにされてき
ている（Kumar et al., 2000; Henzler-Wildman et al., 2007; James et al., 2003; Arora and Brooks,

2007; Bahar et al., 2007; Okazaki and Takada, 2008）．よって，長時間シミュレーションにより
得られるトラジェクトリデータに対して，“induced-fit”モデルだけでなく，“population shift”

のような経時的な構造遷移に着目した解析も今後必要となってくる．これらのことから，複数
の時空間階層を持つ複雑なダイナミクスに対して，複数の時空間スケールに渡ってその相関な
どを捉え，正確に特徴付ける手法開発が望まれている．本稿では，タンパク質立体構造のダイ
ナミクスに関する解析手法について解説するとともに，ウェーブレット変換を用いたタンパク
質立体構造ダイナミクスに対する新しい時系列解析手法（Sakurai, 2010）について紹介し，我々
がこれまでに行った研究成果（Kamada et al., 2011）について報告する．

2. 構造ダイナミクスに対するMDシミュレーションを用いた解析手法

前節で述べたように，タンパク質のダイナミクスは，MD法などの分子シミュレーションに
よって捉える事が出来る．シミュレーションにより得られたトラジェクトリデータを用いて解
析をする事で，ダイナミクスと機能との関係を調べる事ができる．最も一般的な解析方法とし
て，Root Mean Square Distance（RMSD）や Root Mean Square Fluctuation（RMSF）等を用い
るもの，そして主成分分析（Principal Component Analysis, PCA）を用いるものがある．前者は
トラジェクトリデータの各原子の空間座標を用いて構造のズレを計算し，その遷移を直接的に
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評価するものである．しかし，タンパク質の動きは異方性が高いことから，このような各原子の
デカルト座標から，揺らぎの方向を原子座標の線形結合で表す集団座標を構成し，それを用い
た評価を行う方がより適切に運動を特徴付けられる．この時，タンパク質分子の各原子におけ
る主要モードを決定し要約することが出来る PCAが有効であるとされ，これまでに多くの解析
で用いられている（Balsera et al., 1996; Kitao and Go, 1999）．また，グラフ理論を用いた解析事
例もある．グラフとは，ノードの集合と各ノードをつなげるエッジにより構成されるものであ
る．タンパク質への応用としては，各グラフノードをタンパク質の各残基とし，各エッジを空
間上の距離や相互関係等，残基間の関係として表現するのが一般的な方法である．グラフ化す
ることにより計算機的にも扱いやすくなることから，タンパク質相互作用ネットワーク等の解
析には多数の応用事例がある（Brinda and Vishveshwara, 2005）．MDトラジェクトリ解析とし
ては，時系列におけるタンパク質の構造的差異やイベントの検出（Swint-Kruse, 2004; Wriggers

et al., 2009; Benson and Daggett, 2012b）などで適用例があるものの，未だその数は少ない．

3. ウェーブレット変換を用いた構造ダイナミクスの特徴抽出

非調和性を含んだタンパク質のダイナミクスは，時間変化に伴いその動きの振幅と各周波数成
分の大きさを変化させる．つまり，タンパク質のダイナミクスは周波数と振幅の変化として捉
える事が出来る．これに対して，時間 -周波数解析手法である “ウェーブレット解析”を用いる
ことで，時間軸を残したまま経時的な動きの特徴をうまく捉える事が出来る．ウェーブレット
変換は，連続ウェーブレットと離散ウェーブレットに大別され，共にこれまで画像圧縮や計測，
音響信号処理等の多分野に渡り応用されている．生体分子に対しても応用されており，MD解
析への適用事例もいくつかある（Askar et al., 1996; Vela-Arevalo and Wiggins, 2001; Liò, 2003;

Benson and Daggett, 2012a）. これらの解析では，構造間遷移の様なレアイベントや重要な動き
を含む時間領域の検出，ノイズを含む高周波層の不要データを取り除いて時間周波数領域で局
在した特徴を得ること等を行っており，ウェーブレット解析がMDのトラジェクトリ解析に有
用であることを示している．また，Matsunaga等の研究では，離散ウェーブレット解析と PCA

を組み合わせた方法により，タンパク質の粗視化モデルを対象に，フォールディングにおいて
振動エネルギーが異なる周波数領域間を移動する過程について解析を行っている（Matsunaga et

al., 2013）．ただ，個々のタンパク質の機能発現とダイナミクスとの関係を明らかにしたいと考
えたとき，具体的にどの残基が重要な動きを示しているのか，また，その残基と他の残基との
関係がどうなっているのかを経時的に解析する事が求められる．そこで，すでに示されている
ウェーブレット変換の時間 -周波数における局在的な特徴抽出能力を生かし，個々の残基の動き
を特徴付けるような指標を導入して，ダイナミクスの時系列解析へ適用する．以降，連続ウェー
ブレット変換をベースとした解析手法（Sakurai, 2010）について紹介する．手法の大まかな流れ
を図 1に示す．
この方法は，連続ウェーブレット変換と特異値分解（Singular Value Decomposition, SVD）の大
きく分けて 2つのステップから成る．まず，ウェーブレット変換は，ウェーブレット関数 ψa,b(t)

と対象となる信号 f(t)の内積により下記のように定義される．

(3.1) W (a, b) =< ψa,b(t), f(t) >=
1√
a

∫ ∞

−∞
ψ∗

(
t− b

a

)
f(t)dt

ここで，W (a, b)はウェーブレット係数，a > 0，b ∈ Rは，各々スケールパラメータ，シフトパ
ラメータと呼ばれる．ウェーブレット関数 ψa,b(t)は，マザーウェーブレットと呼ばれる基底関
数 ψ(t)とスケールパラメータ a，シフトパラメータ bを用いて次のように定義される．
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図 1．解析手法全体の流れ．MD シミュレーションにより得られる Cα 原子の時系列データ

に対し，各自由度において連続ウェーブレット変換（Continuous Wavelet Transform,

CWT）を行う．次に，得られた変換データに対しローパスフィルタを適用する．ローパ

スフィルタでは，対象とする低周波層のみに変換データの値を保持し，その他には 0を

当てはめる．フィルタリング後のデータに対し，次元圧縮の為に特異値分解（Singular

Value Decomposition, SVD）を適用する．SVDにより得られる 3つの行列 U，Σ，V

は，各々，Cα原子の振動方向，振動の大きさ，周波数成分の変動に関する特徴を表す．

(3.2) ψa,b(t) =
1√
a
ψ

(
t− b

a

)

ウェーブレット変換では，このウェーブレット関数を 2つのパラメーター a，bで拡大縮小さ
せることにより，フーリエ変換等では失われてしまう時間領域の情報を残したまま，時間 -周
波数の解析を行う．連続ウェーブレット変換で用いられる主なマザーウェーブレットとして，
Mexican Hat，Meyer wavelet，Morlet wavelet 等があげられる．ウェーブレット変換では使用
するマザーウェーブレットにより，計算速度や時間 -周波数の各領域で得られる情報の精度等が
異なる．とはいえ，式の形から各マザーウェーブレットの大まかな性格等はわかるものの，一
概にどのマザーウェーブレットがどのようなデータに適しているのか断言する事は難しく，そ
の選択には対象毎に考察が必要であると考えられる．本解析手法では，次式で表されるMorlet

waveletを用いる．

(3.3) ψ(t) = Ce
− t2

σ2

(
e−iπt − e−

π2σ2
4

)

ここで σは窓関数の窓の中に入っている波の数を表す．Morlet waveletはガウシアンカーネル
によって重み付けされた正弦曲線の形を持っていることから，時系列における局所的な振動成分
を捉える事が出来る．その為，脳波や脳磁図の解析にも良く用いられている．また σを無限大
にする極限で通常のフーリエ変換に漸近することから，フーリエ変換との比較がしやすい．ゆ
えに，本解析でも Cα原子の時系列データに対して，Morlet waveletを用いた連続ウェーブレッ
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ト変換を行う．ここで，N 個の Cα原子の時系列データ qn(t) (n = 0, . . . , 3N − 1) を，N 残基の
タンパク質に対するMDシミュレーションによって取得したとする．まず，ウェーブレット変
換を各自由度に対して適用し，変換データ q̂n(t, ωl)，ωl = 2πl

T
を得る．ここで T は時系列の長

さであり，実際の計算では，連続ウェーブレット変換をM 個の離散的な時系列データで近似し
ている．変換された時系列データから，ゆっくりとした動きを取得する為に，低周波成分のみ
を残すローパスフィルタを施す．周波数 ωlの範囲を，l = M1, . . . ,M2, (0 < M1 < M2 ≤ M

2
− 1)

および l = M −M2, . . . ,M −M1 とする．ここで，M1 は，時系列データ端の不連続性に起因
する効果を避けるカットオフであり，M2 がローパスフィルタで残す低周波領域を指定する．l
の範囲が M

2
に関して対称なのは，有限個の実時系列データの変換で出てくる複素共役な振動

成分を残すためである．以上のウェーブレット成分を用いて，行列 A(t) = {An,l(t)}を作成す
る．行列の各成分は，上記のローパスフィルタの範囲 lに含まれる場合に，An,l(t) = q̂n(t, ωl)

の値を持ち，それ以外は An,l(t) = 0を持つ．次に各時刻 tに対して，SVDを行列 A(t)に適用
する．これにより，左特異ベクトルからなる行列 U(t)，右特異ベクトルから成る行列 V (t)，そ
して非負の特異値を対角成分に持つ行列 Σ(t)を取得する．この際に，行列 U(t)は実行列に取る
ことができることに注意する．また，行列 V (t)は互いに複素共役な振動成分から構成される．
U(t), V (t),Σ(t)は各々，Cα原子の振動に関する空間での動きの特徴，それらの周波数における
振動の特徴，そして振幅を表している．

4. タンパク質への応用

前節で紹介したウェーブレット変換による特徴抽出手法を用いた応用事例として，我々が行っ
た解析について報告する．

4.1 対象タンパク質
すでに記述したように，タンパク質立体構造は時々刻々と変化し，複数の構造を渡り歩い

ていると考えられる．そこで，同一分子に対して複数の構造が実験的に明らかになっている，
Thermomyces lanuginosa lipase（TLL）を解析対象として扱うこととする．TLLは，残基数 269

の比較的小さなタンパク質であり，脂肪の加水分解を触媒する酵素群（EC: 3.1.1.3）の一つであ
る．リパーゼはその構造内に α/β-hydrolase構造を持っており，活性部位の安定性に関わって
いる．この活性部位は，“lid”と呼ばれる蓋のようなもので覆われており，“lid”に相当する残
基等も明らかになっている（PDB：1TIB，残基番号 84～93）．TLLは，この “lid”が開くと活性
部位に基質が結合出来るようになり，酵素活性を示すようになる．よって，これ以降，“lidの
開いた構造”を “open（活性）構造”と呼び，“lidが閉じている構造”，つまり活性を示さない状
態の構造を “closed（不活性）構造”と呼ぶこととする．TLLは，タンパク質立体構造データベー
スである PDBに X線結晶構造解析などで明らかになった 7つの立体構造が登録されており，3

つの open構造と 4つの closed構造を含んでいる（Shu et al., 2009）．本解析では，closed構造の
1つである 1TIBを分子動力学シミュレーションの初期構造として用いる．図 2 に，1TIBの 2

次構造と 3次構造を示す．更に，7つの TLL構造すべての B-factorを図 3に示す．B-factorは
原子の熱振動の大きさを表す温度因子であり，その大きさは原子の運動性の高さの判断基準と
なることから，各々の B-factorの違いは各構造の揺らぎの違いとして捉えることが出来る．

4.2 データ
ここでは解析に用いた時系列データについて説明する．時系列データは分子動力学（MD）シ
ミュレーションによって取得する．今回は AMBER9の SANDERプログラムを用いて TLLの
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図 2．TLLの closed構造の 1つである 1TIBの（a）2次構造と（b）3次構造．円柱と矢印は各々

α-helixと β-strandを示している．1TIBは 12の α-helixと 10の β-strand，19の loop

から構成されている．また，黄緑色で囲まれた，8つの β-strandと 2つの β-strandから

成る，2 つの β-sheet を持っている．本稿では，各 2次構造に対し N 末端から順番に番

号 k（k = 1, . . . , 41）を割当て，例えば，v01 や v12 の様に識別する．“lid”（v15）と v06

は，開閉構造で変化する部分である．TLL構造の特徴の 1つである，α/β-hydrolaseは，

v09，v11，v13，v22，v25，v29，v35，v38の β-strandから成る．2次構造に関するこれ

らの情報はタンパク質立体構造データベース「PDBsum」から取得した．（a）is reprinted

with permission from Kamada, M. et al.（2011）. Chem. Phys. Lett., 502, p.241,

Copyright 2011, Elsevier.

図 3．TLL構造の持つ B-factorプロット．横軸は残基番号，縦軸は B-factorの値である．計 7

つの TLL構造，3つの open構造（1DT5，1EIN，1GT6）と 4つの closed構造（1DTE，

1DU4，1DT3，1TIB）について，（a）1TIB，（b）その他の構造を示している．（a）背景の

色は，薄い灰色が α/β-hydrolaseを構成する 8つの β-strand，濃い灰色が “lid”に相当

する部分を表している．矢印は “lid”を指し，他の構造とは異なり，1TIBの B-factorは

大きな値（ピーク）を示すことが分かる．
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MDシミュレーションを行った．シミュレーションの手順は以下の通りである．まず初期構造
（今回は 1TIB）を PDBから取得し，共役勾配法を用いてポテンシャルエネルギーの最小化を
2000ステップ行う．次に系を 24Åの cut-offを用いて 0 Kから 300Kまで 10 ps毎に 5 K ずつ構
造緩和を行う．温度設定には，AMBER ff99 force fieldと温度圧力一定の NTPアンサンブルを
用い，溶媒分子は Hawkins等による Generalized Born（GB）モデルを用いて陰に扱う．これら
の処理の後，300Kでシミュレーションを行った．計算は，24Å cut-offの GBモデルを用いて
300 Kで 1 fsのタイムステップで行い，10 ps ごとに間引いてトラジェクトリデータを得る．解
析に用いた時系列データは，Cα原子の空間座標のみから成り，回転・並進は取り除いている．

4.3 特徴抽出手法の適用
3節で説明した手法を同様の手順で TLLの時系列データに適用する．まず，トラジェクトリ

データの各自由度に対してウェーブレット変換を行う．本解析では，Morlet waveletの窓関数パ
ラメータ σの値として σ = 5を用いる．TLLはN = 269残基から成り，保存された構造は 10 ps

刻み，時系列全体の長さは 2 ns である．故に，時系列の数M は合計M = 200である．時系列
の有限性からの影響をさける為に，これ以降の解析ではウェーブレット変換で得られた時系列
のうち 0.2～1.8 nsのデータを用いる．また，構造のゆったりとした大きな動きに着目する為，
M1 = 15，M2 = 50のローパスフィルタを適用する．これらは周波数 133～40 psに対応している．
よって，ウェーブレット変換とローパスフィルタの結果，[3N = 807行] × [2(M2 −M1 +1) = 72

列]の行列 A(t)を得る．次に，得られる各時刻 tでの行列 A(t)に対して SVDを適用する．そ
の結果，高々K = min(3N, 2(M2 −M1 + 1))の非零特異値と，各々に対応する左特異・右特異
ベクトルが得られる．

SVDを適用する目的は，自由度の次元削減である．そこで，どのくらいの削減が可能なのか，
各特異値の重みを以下のように計算し，確認を行う．

(4.1) Wj(t) =
（λj(t))

2∑K
i=1（λi(t))2

,

ここで，λi(t)は時刻 tにおける第 i特異値である. 図 4に，第 1，2特異値の重みW1(t)，W2(t)，
更にその合計W (t) ≡W1(t) +W2(t)の時間変化について示す．グラフから第 1特異値が全体を
通しておおよそ 30%を，第 2特異値までを考慮するとおおよそ 50%を占める事が解る．
以降の解析では第 1特異値のみに着目し，ここでは第 1左特異ベクトル ei=1(t) を用いた解析

について述べる．SVDの結果得られる左特異ベクトルは，ダイナミクスの空間における動きの
特徴を現している．まず 4.4節で，Cα原子の集団運動を特徴付ける指標を導入し解析を行う．
次に 4.5節で，2次構造の動きを定量化し，2次構造間の動きの相関関係について解析を行う．

4.4 特異ベクトルを用いた解析：タンパク質の集団運動
4.4.1 集団運動を特徴付ける
本稿での “タンパク質の集団運動”とは，隣接する Cα原子のまとまった動きの事を指す．隣

接する Cα原子の範囲を広くとれば，剛体的な運動が抽出され，狭く選べばフレキシブルな運
動も抽出される. この集団運動を評価する為，上記手法により得られた特徴ベクトルを用い，指
標を導入する．ここで，up(t)を時刻 tにおける p番目の Cα原子の振動ベクトルと呼ぶことと
し，第 1左特異ベクトル ei=1(t) = (u1(t), . . . ,up(t), . . . ,uN (t)) を用いて定義する．振動ベクト
ル間の類似度，つまり Cα原子間の振動の類似性を，内積もしくは余弦を用いて定義する．ま
た，集団（=Cα原子のまとまり）を “1次構造上の近さ（1 dimension）”もしくは “3次元構造上で
の近さ（3 dimension）”の 2種類で定義する．前者は 1次構造であるアミノ酸配列上での近さの
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図 4．特異値分解により得られる特異値について，第 1 特異値 W1(t) と第 2 特異値 W2(t)，

そしてその合計W (t) ≡ W1(t) + W2(t) が全特異値に占める割合を重みとして示して

いる．重みは（4.1）により計算される．横軸は時刻 t ns，縦軸は重みである．Reprinted

with permission from Kamada, M. et al.（2011）. Chem. Phys. Lett., 502, p.241,

Copyright 2011, Elsevier.

図 5．左：p番目と q 番目の Cα原子の振動ベクトル up，uq．この 2つのベクトル間の類似

度として，内積と余弦を用いる．右：原子集団の定義．nは p番目の Cα原子からのア

ミノ酸配列上の隣接原子の数，r は p番目の Cα原子からの空間上の距離である．この

n，r 内に含まれる原子が，各 Cα 原子の隣接原子（＝集団）となる．

みを考慮するものである．後者は立体構造の 3次元空間上での近さを考慮しており，β-strand

の様な，アミノ酸配列上では離れていても空間的に近くまとまった動きを示すと考えられるも
のに関して，その集団性を捉える事を意図している．また，振動ベクトルの内積は振幅の大き
さを考慮した集団性であるのに対して，余弦を用いると振幅は小さくとも方向が揃った集団運
動を抽出できることが期待される．これらの定義を図 5に示す．
類似度の定義と集団の定義から，表 1 にまとめたように，集団運動に対する 4種類の指標を

導入する．nは p番目の Cα原子から隣接する Cα原子の数を表している．また，rは p番目の
Cα原子からの空間上での距離である．つまり，3次元構造での定義では，p番目の Cα原子を
中心とした半径 rの球を考え，その球内に含まれる Cα原子が集団の構成原子となる．

4.4.2 集団運動の時間変化
図 6は，先述の 4つの集団運動指標 x

(i)
p (t) (i = 1, . . . , 4)の時間変化を各々プロットしたもの

である．ここでは，n = 10，r = 10Åとした．明るい色ほど各指標 x
(i)
p (t)で定義される集団運
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表 1．集団運動性の評価指標．2つの集団の定義（1 dimension, 1D; 3 dimension, 3D）と 2つ

の類似性の定義（内積，余弦）から，計 4つの指標を導入する．up(t)と rp(t)は，各々，

時刻 tにおける p番目の Cα原子の振動ベクトルと座標ベクトルである．bp,r(t)は，p

番目の Cα 原子から半径 r 内の距離にある Cα の数である．

動が強い事を示している．類似度に内積を用いた場合の結果から，残基 90の Cα原子が時刻
t = 0.45 ns あたりで特徴的な動きを示している事がわかる．一方で，余弦を用いた結果からは，
広範囲にわたる集団運動の隆起が確認された．また，集団の定義による違いは見て取れなかっ
た．これは今回の対象タンパク質が比較的小さい分子であることから，集団定義に関するパラ
メータ nと rにより定められる集団自体に大きな差が無い為だと考えられる．つまり，対象タ
ンパクが更に大きな分子であったり，β-strandを多数含む様な場合に，この “1D”と “3D”の集
団の定義の違いが有意な差として現れると考えている．

4.4.3 異なる時刻における集団運動性の違いについて
4.4.2節において，時間変化に伴い各原子の集団運動が異なる動きの特徴を示していることを
述べた．そこで，クラスタリング手法を用いてこれらの特徴を時刻ごとに分類することで，Cα

原子の集団運動性と各 TLL構造との相関関係について調べる．

•クラスタリング
異なる時刻における集団運動を，Affinity Propagation（AP）と呼ばれるクラスタリング手法

（Frey and Dueck, 2007）を用いて分類する．この手法では，クラスタ数を “preference”と呼ばれ
るパラメータで調整する事が出来，各クラスタは “example”と呼ばれるクラスタ中心によって
表される．ここで，異なる時刻 ti，tj 間での集団運動の類似度を下記のように定義する．

(4.2) s(ti, tj) = −
√√√√ N∑

p=1

∣∣∣x(2)
p (ti) − x

(2)
p (tj)

∣∣∣2,

今回は 4つの指標のうち x
(2)
p (t)を用い，クラスタ数が 4つになるようパラメータを決定した．

4 つのクラスタにおけるクラスタ中心は，時刻 tc1 = 0.42 ns，tc2 = 0.97 ns，tc3 = 1.34 ns，
tc4 = 1.54 ns である．図 6中にこれら 4つのクラスタ中心を赤い矢印として示している．

•集団運動と TLLの構造間での相関関係
各クラスタ中心 tcj (j = 1, . . . , 4) に対して計算された x

(2)
p (tcj ) と 7 つの TLL 構造が持つ

B-factor間での相関値を表 2（a）に示す．クラスタ中心 tc1 = 0.42 nsは，初期構造である 1TIB
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図 6．集団運動性を評価する 4つの指標 x
(i)
p (t) (i = 1, . . . , 4)の時間発展．横軸は時刻（ns），

縦軸は残基番号 p である．本稿では，n = 10，r = 10Å を使用している．明るい色

ほど指標 x
(i)
p (t) により評価される集団運動が強い事を示している．1D のプロットの

下に添えた赤矢印は，4.4.3 節で説明するクラスタの中心となった 4 つの時刻である．

Reprinted with permission from Kamada, M. et al.（2011）. Chem. Phys. Lett.,

502, p.241, Copyright 2011, Elsevier.

の B-factorと大きな相関を示している．これは “lid”が時刻 0.42 ns辺りにおいて特徴的な動き
を示している事や，図 3において “lid”が 1TIBの B-factorで特徴的なピークを示していたこと
からも妥当な結果であるといえる．他のクラスタ中心に関しては，複数の構造との間で大きな
相関が確認できる．立体構造での類似度を確認する為に，構造を重ね合わせた際のズレの大き
さを表す値，最小二乗平均距離（Root Mean Square Distance, RMSD）を，各々の TLL構造と各
クラスタに属する全てのメンバー間で GASHアルゴリズム（Standley et al., 2007）を用いて計算
する．各クラスタごとの平均値を表 2（b）に示す．tc1 = 0.42 nsをクラスタ中心とする cluster1

は，1TIBの構造と最も小さい RMSD値を持つが，その他の clusterは，他の構造とより近い構
造を取っている事が確認できる．このような遷移の特徴は，この時間スケールのダイナミクス
が，異なる構造に対応する複数のポテンシャル井戸近傍の運動特性を反映していることを示し
ている．より長い時間スケールのダイナミックスの特性に着目すれば，個々のポテンシャル井
戸近傍の局所的な振動とは質的に異なる，新たな運動特性を示す可能性もあると予想されるが，
この方向の研究は今後の課題である．

4.5 特異ベクトルを用いた解析：2次構造の集団運動
次に，2次構造の集団運動に関して解析を行う．図 7に時刻 t = 0.6 nsにおける各指標 x

(i)
p (t)

(i = 1, . . . , 4)と 2次構造との関係性をプロットした．横軸は残基番号 p，縦軸は時刻 t = 0.6 ns

における各指標の値 x
(i)
p (t) (i = 1, . . . , 4) である．更に，代表的な 3 つの 2 次構造，α-helix，

β-strand，loopを，各々ピンク，ブルー，白色で表している．内積を用いた指標の結果におい
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表 2．（a）4 つのクラスタ中心 tcj (j = 1, . . . , 4) の指標 x
(2)
p (tcj ) と各 TLL 構造の持つ B-

factorとの相関係数．*が付く相関係数は，有意水準 5%で有意でないと判定されたもの

である．（b）各 TLL構造と各クラスタ内メンバー間での RMSDの平均．平均は各クラ

スタに含まれるメンバーの数で算出しており，RMSDの計算は GASHプログラムを用

いた．

図 7．時刻 t = 0.6 nsにおける 4つの指標 x
(i)
p (t) (i = 1, . . . , 4)と 2次構造との関係．横軸は

残基番号 p，縦軸は指標 x
(i)
p (t) (i = 1, . . . , 4)の値である．3つの 2次構造，α-helix，

β-strand，loopを，各々，ピンク，青，白で表している．内積による指標では，特徴的

なピーク（赤矢印でしめした部分）が，残基 55付近の loopと残基 80辺りの α-helixの

一部と一致性を示している．一方，余弦による指標では，主に α-helix と β-strand と

一致するピークが多数見られる．他方で，残基 110辺りから 130辺りにある比較的大き

な α-helixは，一体となった集団運動を示さず，後半部分が C末端側にある loopに引

きずられた運動を示している．Reprinted with permission from Kamada, M. et al.

（2011）. Chem. Phys. Lett., 502, p.241, Copyright 2011, Elsevier.
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て，特徴的なピークを示す部分に赤い矢印で印をつけている．残基 60辺りの loopと残基 90辺
りの α-helixの一部分が集団運動のピークと一致していることが見てわかる．一方，余弦を用
いた結果においては，α-helixと β-strandに対応する様々なピークが見られる．他方で残基 110

辺りから 130辺りにある比較的大きな α-helixは，一体となった集団運動を示さず，C末端側の
loopに引っ張られるように中間部分でねじれたような動きをしていることがこれらの図からわ
かる．
上述の結果は，一般的な傾向として，Cα原子の集団運動と 2次構造間との間に関連性がある

こと，しかし 2次構造によっては，必ずしもまとまった集団運動を示さない場合も有り得るこ
とを示している．このように，提案指標を用いる事で，2次構造単位の原子のまとまりとそれ
らが方向性をもって動いているか否かを，定量的に評価出来ると考えられる．この関連性の定
量的な評価のため，2次構造 kの集団運動を表す新しい指標 R

(i)
k (t)を下記のように定義する．

(4.3) R
(i)
k (t) =

N∑
p=1

vk,px
(i)
p (t)

2次構造 kの構造ベクトル vk = {vk,p}は，Cα原子 pが 2次構造 kに属する場合は vk,p = 1/Nk，
それ以外は vk,p = 0 となるよう定義する．ここで，Nk は 2次構造 kに含まれる Cα原子の数
（＝残基数）である．図 7から，余弦を用いた指標が loop構造のみならず α-helixや β-strandの
集団運動を捉えていることから，以降の解析では，R(i=4)

k (t)を用いることとする．

4.5.1 2次構造間の集団運動の相関
異なる 2次構造 k，k′間での R

(i=4)
k (t)の相関と Cα原子の時間平均距離を比較する．比較結

果を図 8に示す．図 8の左上は，R(i=4)
k (t) と R

(i=4)
k′ (t)の相関値を示しており，赤，青，白色

は，各々，正の相関，負の相関，無相関を表している．図 8の右下は，Cα原子 pと q間の距離
〈|rp(t) − rq(t)|〉の時間平均であり，明るい色ほど 2原子間距離（p, q）が近いことを示している．
横軸は Cα原子の残基番号と，3つの 2次構造 α-helix，β-strand，loopをピンク，青，白色で表
している．図 8から，空間上近い位置に存在する 2次構造間で集団性に正の相関が見られ，一
方，構造の反対位置にある 2次構造間では集団性に負の相関が確認できる．
ここで集団性における正の相関とは，片方が集団的に運動している時に，他方も集団的に運

動しているという相関であって，運動方向の相関を必ずしも意味しないことを注意しておく．
その点で集団性の相関は，PCA等の方法で得られる，分布の空間的な広がり方向の相関と等価
ではなく，集団性を示す指標の導入と，その指標の値の時間相関を見ることで初めて特徴付け
られるものであることを強調しておく．

4.5.2 重要部位における集団運動
ここで，TLLの機能において重要な部分に着目してみることにする．既に記述のように，TLL

の機能発現において “lid”が重要な役割を果たしている．この “lid”と活性部位を図 9（A）に示
す．“lid”は図 2に示す 2次構造 v15に相当し，v15はその形を open-closedの構造変化に伴い，
図 9（B-I）に示すように変化させる．“lid”に加え，2次構造 v06も open-closedに伴いその形を，
図 9（B-II）に示すよう，loopから α-helixと変化させる．図 9（B-I, II）供に，open構造と closed

構造を緑とピンクで示している．図 9（C-I, II）は，各々 v15と v06に関する集団運動の相関係数
の値を示している．横軸は 2次構造の番号 k，縦軸は相関値である．相関値は有意水準 5%で判
断し，有意と出たものに関して，正の相関・負の相関・無相関をそれぞれ赤・青・灰色で印を
つけている．ここで特筆すべきは，構造 v15（“lid”）と v06が正の相関を互いに持っている事で
ある．これは，これら 2つの構造変化に関する集団運動が存在していることを示していると考
える．また，v15と v06共に α/β-hydrolase構造に含まれる 8つの β-strandと無相関であるこ
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図 8．2 次構造間の相関 R
(i=4)
k (t) と，Cα 原子の時間平均距離の比較．左上の図は，2 次構

造 k と k′ 間での相関 R
(i=4)
k (t) を表しており，正の相関，無相関，負の相関を各々，

赤，白，青色で示している．右下の図は，p番目と q 番目の Cα原子間の距離の時間平

均 〈|rp(t) − rq(t)|〉を示しており，（p, q）の色が明るいほど，2つの原子が近くに位置し

ていることを表している．縦軸・横軸ともに，3つの 2次構造を表すピンク（α-helix），

青（β-strand），白（loop）と Cα 原子の番号を表している．各 2 次構造の番号は，図 2

に示されているものと同一である．Reprinted with permission from Kamada, M. et

al.（2011）. Chem. Phys. Lett., 502, p.241, Copyright 2011, Elsevier.

とも，ここで記しておく．更に興味深い事に，構造 v15は活性部位を含む構造，v23，v30，v40

と，とても弱い正の相関を持っており，v06はそれらとは無相関を示している．これらの結果
から，v15と v06に関する集団運動は，活性部位のような機能的に重要な部位にあまり影響し
ないようになっていると考えられる．これは，活性部位の様な重要部位が，構造の動きによっ
て変化してしまうと酵素としての機能が失われてしまうと考えることからも，妥当であろう．
本研究で見出された，大きく構造変化する部位と機能部位の間の「無相関」に注目すると，今
回の結果の検証として次のような研究が考えられる．即ち，“lid”の部位のアミノ残基を置換，
あるいは “lid”そのものを削除した変異体を作成し，実験的に機能変化を測定するとともに，そ
れらの変異体に対するMDによって，大きく構造変化する部位と機能部位の間の相関の程度を
計算する．このようにして，タンパク質の全体としての構造変化が活性部位の配置を変える「相
関」が，酵素としての機能低下や喪失の原因と成りうることを示すといったシナリオである．
今回の解析では，機能に関して重要な部位とその他に位置する原子や 2次構造との時系列に

おける相関関係を見た．今後はこの様な解析で，アロステリーのように機能発現を誘因する “ト
リガー”となる原子や部位を特定したいと考えている．アロステリーでは今回の結果とは逆に，
3次元的に離れた部位の間の集団性の相関，特にタンパク質の全体としての構造変化が機能発
現に結びつく機構が興味の焦点となるであろう．また，今回はウェーブレット解析の強みであ
る時間情報を引き出すような指標導入にまで解析が及ばなかったが，時間相関を含めた解析へ
の発展や，周波数の時間変化の特徴を表す右特異ベクトルも用いた指標の提案を行いたい．そ
れによってシグナル伝達など，生体分子内の情報伝達のダイナミックな機構の解明を目指して
いきたい．このような研究によって，PCAや NMA等の方法論を越えて，生体分子の動的な描
像を獲得することが重要であろう．
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図 9．TLLの重要部位．（A）1TIBにおける “lid”と活性部位． “lid”は濃赤色で示されてお

り，図 2の構造 v15と一致している．活性部位を構成する残基 Ser146，Asp201，His

258は，各々，2次構造 v23，v30，v40に含まれている．（B）open-closedにより変化

する部位，（I）と（II）について．open構造と closed構造を各々，緑とピンクで表してい

る．変化する部分の 1 つは “lid” である（I）．もう 1 つは，残基 36 から 40 に相当す

る部分であり，構造 v06 に含まれている．後者は，open 構造においては loop である

が closed 構造では α-helix を構成している（II）． 各図は Pymol によって描画してい

る．（C）重要部位に関する相関係数．横軸は構造番号 k，縦軸は相関係数である．赤い

丸と青い丸は各々正の相関，負の相関を示しており，グレーの点は無相関を表している．

（I）- “lid”を含む構造 v15と他の 2次構造との相関，（II）-構造 v06と他の 2次構造と

の相関．Reprinted with permission from Kamada, M. et al.（2011）. Chem. Phys.

Lett., 502, p.241, Copyright 2011, Elsevier.

5. まとめ

本稿では，ウェーブレット変換を用いた時系列解析の新しい手法を紹介し，その一例として，
リパーゼ（TLL）を用いた解析について紹介した．この解析では，タンパク質分子における原子
の集団運動を特徴付けるような指標を導入し，以下に示す 2つの結果を得た．まず，タンパク
質の振動運動が，1つの構造に対応するある特定のポテンシャル井戸に限られたものではなく，
複数の構造をとっていることを，集団運動の時間発展から示した．これは，タンパク質がその
時間発展において複数の構造を渡り歩いている事を示唆するものである．次に，集団運動の 2

次構造間での相関解析により，複数の 2次構造に関与した集団運動が存在することを確認した．
更に，構造変化に関与するような集団運動が，機能的に重要な部位には影響を与えていないと考
えられることを示した．これらの結果から，今回用いたウェーブレットによる解析手法が，集
団運動に関する解析に十分に適用可能であることが確認出来た．
今回の解析では，ウェーブレットと特異値分解によって，時間空間方向の次元縮約を行う新た
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な手法を提案し，さらにこの手法によって可能となる集団運動の指標の導入を行った．ここで
は集団運動の指標に第 1特異ベクトルのみを用いたが，本文中の解析で示した様に，今後はさら
に複数の特異値を考慮する必要があると考えられ，更なる発展が望まれる．また，“intrinsically

disordered proteins”（IDP）が今後の重要な対象タンパクであると考えている．IDPは激しく大
きな構造揺らぎを示し，その構造変化は各々の機能を発現する上で，重要な役割を担っている
と考えられている．これらのことからも，非調和運動を含んだ構造変化を示す分子に対して適
用可能な新しい手法開発が望まれている．我々が今回用いた手法は，非調和運動に適用可能で
あることからも，IDPのダイナミカルな挙動を理解するのに重要なツールとなる事を期待して
いる．
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Structural dynamics of proteins are closely related to activity of their functions.
Therefore, characterizing and analyzing structural dynamics provide us with important
clues to understanding the essence of these functions. However, dynamics of proteins
exhibit complex temporal-spatial hierarchy, which makes it difficult to capture motion
features involving multiple temporal-spatial scales. After reviewing previous approaches
toward protein dynamics, this article presents a new method for extracting features of
protein motion from time-series data. This novel method uses the wavelet transformation
together with the singular value decomposition (SVD). The wavelet analysis enables us to
characterize time varying features of the dynamics and SVD reduces the degrees of free-
dom of the data. We apply the method to extract structural dynamics of Thermomyces
lanuginosa lipase (TLL) from time-series data of molecular dynamics.
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