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1 研究の背景

1.1 細胞内の分子混雑状懇

生物の纏胞内では、生体由来の各種タンパク質や RNA、指賓膜などの巨大分子が極めて高い議度で水溶し

ているc 体積にして細臨の 20-30需は巨大分子で出められていると考えられており問、細胞内における巨大

分子関の距離は仇仇tro実験で扱われる希薄溶液に比べ非常に短い (fig.1(a))。このような環境は f分子混雑

状態JI分子クラウデイング状態jと呼ばれ、諸事液中の分子の援舞いが希薄港譲の場合と異なる倒が多数観察

されている [2)[3][4]。分子j昆雑状態の下で分子の振舞いに違いが起こるこの効果は「謹雑効果jあるいは f分

子クラウデイング効果jと呼ばれ、生物物理学の分野で特に関心を持たれている現象の一つである。分子提

雑状態下では、 1分子あたりに割り当てられる体積が誠じられるため、分子の重己位エントロピーが識少し、結

果、洛渡全体の岳由エネルギーは増加し、分子が存在することによる化学ポテンシャルも上がる [5]0このよ

うな排除体積効果により、実験的に観察される分子寵雑効果は起こされていると考えられており、実際、多

くの実験・理論研究がこれまでに行われてきた。

空開中の体積を広く占有しながらプロセスが進む反応に対し、分子謹雑状態は特に彰響する。特異な立体

構造をと与安定化するタンパク質やDNAに対する混雑効果が多く報告されており、持に国有の立体構造へと

フォールディングされることで初めて機能を発現する球状タンパク質への混雑効果は特に顕著である判明。

本積i土、このタンパク質に対する混雑効果に関し筆者が粗視化モデルを設定し、数檀実験研究を行った結果

を報告するものであるHO

事1本論文には多数の留が掲載されているが，国のカラー版は次のホームページ上で関覧可能である:

http://chωs.c. u-tokyo.ac担/ーohtakej
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1.2 タンパク質のフォーjレディング過程

ここで、タンパク質のフォールデイングに関して説明する。タンパク震は、 20種類のアミノ酸を単位とす

る直鎖状のポ1)マーであり、タンパク質中で連なっているそれぞれのアミノ酸は残基と呼ばれる。タンパク

質が生体内で合成されると、アミノ酸残基同士の親水・疎水梧互作用、静電気的相互作用、あるいは架構形

成などにより立体的に折畳まれる*20 タンパク質のフォールデイング過程は、分子中の異なる成分間で鵠く

相互作用エネルギーと分子鎖が持つコンブオメーションエントロビーに基づく自由エネルギーの和で表現さ

れる全自由エネルギーを最小にする講造を得ょうと自己組織化していく過程である (9]0生体内で機能してい

るタンパク費は、アミノ酸配列により決まる自由エネルギ一地形のうちで最安定な状態をとっていると考え

られており、これを天然構造と呼ぶ。しかしながら、生物が持つタンパク質の平均残基数は 300残基ほどと

見積もられており、一つのタンパク質がとり得る立体講造は撞めて彰大な数となる。このことに関連し、熱・

統計力学の思考実験から重大なパラドックスが指捕された。

1.2.1 Levinthalのパラドックス

1968，，-， 69年、 Levinthalはタンパク質のフォールデイングに関し、発表した論文および学会講漬の中で次

のような指捕を行っている [10][11]: 

「タンパク質がランダムコイルの状態から折畳まれていき、天然状態と呼ばれる特有の立体構造をとるように

なるという実験事実がある。この結果を説明する一つの仮説は、天然状態は自由エネルギー最小の状態であ

り、熱平傷状態下では天然状態をとる分子の数が最も多くなるという見方である。 51IJの見方としては、天然

状態は特異に選ばれた準安定状態の一つに遅ぎないとする立場で、この場合、熱平衡状態は実現されていな

いということになる。j

「タンパク質 1分子にはおおよそ 2000の原子が含まれている。空間的な自由度が結合様式により輯限されて

いることを考憲すると、原子関の結合角に関し 300tまどの自由変がある。{おこ原子関の結合角が 10の状態し

かとれないとしても、可能な講造は 10300個あることになる。天熱のタンパク質は数秒以内に折畳まれるので

タンパク質が立体構造としてとることが可能な状態をすべてサンプワングしているとは考えられない。J

一つの立体構造をサンプリングする時間が1フェムト秒 (10-15秒)であると仮定しでも、 10300という状態数

がすべてサンプリングされるまでには天文学的な持閉が掛かることになる。これは iLevinthalのパラドック

ス」と呼ばれる開題として生物物理学の分野では広く認知されている。タンパク賞フォールデイングは、熱

平衡により実現されているものとは考えにくく、合成された時点のランダムな状態から天黙状態へと効率的

に折畳まれていると考えられる。生体内のタンパク質には、速やかに折畳まれるようにフォールデイングの

経路が与えられているとする仮説が、次節で説明する「フォールデイング・ファネル・モデルjである。

*2近年，立体構造を持たずに生体内で機能するタンパク質である IDPが報告され，生物が持つタンパク賓のうち，種類にして50%程
度がIDPであるという知見が得られた [8].しかし，酵素活性を示す球状タンパク質や細胞骨格を作る構造タンパク質は特定の
立体構造をとることでそれぞれの機能が初めて発現される場合が多く，従来通りの「タンパク質は立体構造をとるj という知見

は，IDPでなければ正しい.
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状態空間状態空間

(b)ファネル型FEL

flg.l :ランダムポリマーのFELの模式匡 一般にランダムヘテロポリマーのFELは (a)図のようになるが，天然タンパク質のFELは進
化の過程で (b)図のように効率的なフォールデイングが起きるようデザインされているという仮説がフォールデイング・ファネル・モデルで
ある.

(a)一般のランダムポリマーのFEL

1.2.2 タンパク賓のフォ-)レディング・ファネJレ・モデル

統計力学に基づいたタンパク質の理論モデルである捧子モデルやヘテロ高分子鎖モデルなどの計算機シ

ミュレーション研究から、タンパク質のフォールデイングに関し、「フォールデイング・ファネルjという概

念が生まれた。ファネル (funnel)とは f撮斗Jという意味である。
多次元の椙空間中の点によりタンパク賓の立体構造を記述し、それぞれの点において定義される自由エネ

ルギーを腐の軸にとり、曲面としたものを自由エネルギ一地形、 FEL(Free Ener島， Landscapeの略)と呼
ぶが、フォールディングするランダムヘテロポワマーの FELは、模式的には一般に註g.l(a)のように搭け
ることが知られている。自由エネルギーが最低となる講造が天然構造であるとされるが、主g.l(a)のような
FELを持つヘテロポリマーの場合、天熱講造に近い自由エネルギーを持つが構造は全く似ていない裂の状態
が多数存在し、ランダムな状態からフォールデイングを出発させると高い確率でミスフォールド状態(天然

構造ではないフォールデイング構造に落ち着いた状態)に陥る。いったんミスフォールド状態に隠ると、天

然構造へ至るには FEL中の高いエネルギー状態を経なければならず、この FEL中の出を越えて尚豆つ最安
定状態へ迫り着き、状態が落ち着くという可能性は極めて低い。つま号、このような FELを持つ分子の場
合、分子同士で立体構造が描う場合はほとんどないと言ってよい。

一方で、生体内で機能するタンパク質の FEL辻亘g.l(b)のような形になっており、フォールデイングはこ
の撮ヰ状の FELの上を滑るようにして進行するとするモデルが、「タンパク質のフォールディング・ファネ
ル・モデルjである。タンパク質の状態が自由エネルギーのより低い方向へと遷移していくことで、ランダ

ムな立体構造から出発しでも天然状態へ高速に至るとしている。

FEL はタンパク賓のアミノ酸配弼と一対ーに対応すると考えられるが、アミノ酸車列の進化の遅程で
フォールデイングが速く完了するよう FEL辻読練化されていき、溝らかなファネル状となっていったとこの
仮説は説明する。すなわち、生体内で偉くタンパク賞の FEL辻進党的にデザインされており、天然構造にあ
たる FEL中の譲域が諜立ったエネルギー谷であるというだけではなく、フォールデイングが階層的に、滑
らかに進行するように自由エネルギ一地形が志い範囲にわたってうまく設計されているとする仮説である。

フォールデイング・ファネルにも準安定状態にあたる田部は多数存在しているが、これが実験的に観察され

るフォールデイング中間状態に相当するものであり、また、この準安定状態を囲む自由エネルギ一地形中の
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峰は状態遷移の律速の麗麗となるとはいえ、準安定状態からの脱出は高確率で起こると考えている。

現在のところ、フォールデイング・ファネルは概念上のモデルであり、実験的に、あるいは高精度のシミュ

レーション上で確認された経験は、巨大タンパク賓に関しては、現在のところはない(ペプチド程度の低分

子鎖ならば報告がある [14])。しかしながら Levin出品のパラドックスを屈避する考え方であり、また、合理

的なモデルでも為るので、フォールデイング・ファネル・モデルは多くの研究者に受け入れられ、また、こ

の仮説を検証するための理論的、実験的な研究がこれまで活発に行われてきた。ランダムな状態から出発し、

高確率で最安定構造へ至る FELを持つモデル鎖をデザインすることにも成功しており [15J、生体内でも需じ

状況が実現されているという可能性は十分にある。だが、大規模コンビュータを用いた近年の高精度タンパ

ク茸フォールデイングシミュレーションは、天黙状態へ向かう高速なパスの存在に肯定的な結果をもたらし

てはいない。注自するタンパク質に含まれる全ての京子を考憲する高靖度のモデルによりフォールデイング・

シミュレーションを行っても、やはり準安定状態にヲiっ掛かつてしまい、天然講造が実現されない場合があ

ることカ宝わかってきた。

近年、スーパーコンビュータを用いた手法をとる計算化学の研究者から、タンパク質フォールデイングに

関する多くの報告が行われている。これらの研究で用いられているシミュレーション法は、ミクロなスケー

ルで起こっているタンパク質フォールデイングダイナミクスをほぼ狂いなく再現する手法であると考えてよ

いが、天黙のタンパク賀分子をコンピュータ上に再現し、ランダムな状態から分子動力学計算を開始しでも、

フォールデイング・ファネル・モデルで唱えられたような高速なフォールデイング過程が観察されないと報

告されている [16]0FEL中でフォールデイング経蕗がデザインされており、タンパク質はこの経蕗の存在の

ために効率よくフォールデイングされているという仮説に多くの剖外が出てしまうことになる。

これに関連し、本語は、混雑効果により準安定状態への滞留が解清され、高速なフォールデイング過程が

形成される場合があることを報告するものである。

1.3 近年のタンパク質計草科学の発展と本研究の立場

2010年現在、大規模並列分散計算処理技街の発畏により、タンパク費フォールデイングの高精麦シミュ

レーションが実際的な時間内で実行可能となりつつある。ここで高精度シミュレーションと言ったのは、タン

パク質分子と港媒となる水分子を講或する全ての原子を考慮する大規模計算のことであり、以下の例がある:

-全原子分子動力学法:原子関の梧互作用を在典力学で表される力場により経験的に近鉱しニュートン

運動方程式を数輩的に解く方法

第一原理分子動力学法:分子関ポテンシヤルを量子力学的に(第一軍理的に)求めるシミュレーショ

ン法

ところで、このような高精度のシミュレーション方法が開発され、実行されている中では、本稿にて扱う

ような抽象化したモデルは研究対象としての意義が薄くあるようにも思える。しかし、現在の高精度シミュ

レーションには扱える問題と扱えない鼎題とがあり、この区別は主に高構慶シミュレーションの計算量の影

大さに起霞する。抽象化したモデルでまず議論するべき問題は依黙として存在しており、その一つが混雑効

果についての研究であると筆者は考えているが、まず、現在の高精度シミュレーションの技術的限界はどこ

にあるのかについてここで鯖単に説明を仔う。

先に紹介した分散コンビューティングシステムは、数千~数十万の CPUコアを持つE大な計算機環境で

あるが、これらの計葬能力をもってしでも、タンパク賓のシミュレーションは重い負荷の掛かる問題であり、

計算量の限界がすぐに来る。タンパク質は数干の京子を内在する、自由度が撞めて高い系であって、タンパ
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ク賓と落媒が持つ全京子を考憲する分子動力学シミュレーションを行う場合、その計算が考醸しなければな

ら会い変数の数は莫大な数字となる。更にこれらの原子関で考えるべきポテンシャルを計算することになる

から、いかにフォールデイングシミュレーションが重い計算であるかがわかる。

計算量の膨大さを更に上乗せしているのは、シミュレーションを実行するべき時間の長さである。タンパ

ク質辻、フォールデイングや「開閉jなどの大規模な構造変化を起こすことで生体内で機能を示すとされる

が、そのような講造変住が起きる時間スケールはマイクロ秒からミリ;秒、あるい辻秒のスケールである。一

方で、高精度分子動力学計算が Iステップ進む際、進む時期はフェムト秒 (10-15)のスケールであるから

1010 ，.....， 1015倍の時間スケールの差があり、フォールデイングシミュレーションを実行するには膨大な計算量

が必要となる。

計算量は題めて巨大だが、これらの方法で行われるシミュレーションの結果は非常に精度が高く、ミクロ

スケールで起こっているタンパク質の動的援舞いを江沼狂いなく再現するものであると考えてよい。この高

精麦シミュレーションにより、先のフォールデイング・ファネルの仮説は検証ができるはずだ。高精衰の分

子動力学計算を天然構造から外れた状態から出発させるとどうなるだろうか?天然タンパク賞の FELは巧妙

にデザインされており、漏斗状であると仮定される FEL上を滑っていき、漏斗のまにあたる天然構造へ白熱

に至るというフォールデイング過程は観察されるだろうか。実際はそうではなく、天然構造とは別の準安定

状態に引っかかり、フォールデイングに失敗する到が誌とんどであるという報告が行われている評判。大域

的な自由エネルギ一地形は、フォールデイング・ファネルへの落ち込みを誘導させる経路を与えるものでは

ない、あるいは、援に FELが溝斗状であったとしても、 FELの斜冨に多くの引っ掛かりがあり、ランダム

な状態、のタンパク賓を漆譲中に置いただけではフォールデイングは完了されないと推測される。本研究では、

タンパク賓と水だけではなく、更に分子議雑がないとフォールデイングは完了できないという仮説を唱える

ものであり、その検証を、独自に設定した粗視化モデルにより行う。

ところで、本節で述べたように、タンパク質のシミュレーションは、精震を上げることは可詑であるが、そ

れに連れて計算量が膨大化し、シミュレーションが行えなくなるというジレンマがある対象である。 1分子の

シミュレーションでさえ現在の最も高性能なスーパーコンピュータの能力限界を越えるのだから、タンパク

質の多分子シミュレーションは、現時点では到産不可能で、あ号、生体内の分子謹雑状態を高精度に再現する

ことは技術的思界を大きく越えている。そして本研究テーマにて課題としたいことは、具体的なタンパク賓

のフォールデイングに対する詫雑効果でiまなく、フォールデイングするヘテロポワマーに空間的会束縛、覇

辺の障害物との葡突を導入し、結果、フォールデイングに対しどのような影響が出るのか検証するというこ

とであり、物質に関しては具体性のない興味である。靖度の追求ではなく、対象の詳細にはとらわれない定

性的な議論を行うとする立場を本稿はとる。どのような簡単化したモデルを立てて研究を仔うかについては

次章を参照して頭きたい。また、簡単化したモデルでないと本請の研究対象法解析が遂行できないという現

実も、いま述べた立場を筆者がとる主な理由の一つである。

1.4 タンパク質に対する混錐効果の研究

タンパク質に対する混雑効果の萌究は、実験的にも理論的にもこれまで多く行われてきた。実験研究では、

デキストランなどのクラウデイング剤により大腸菌由来の DNA結合性タンパク賓の DNA結合確率の増加

を観察した Murphyet al. 1994 [2}や、やはりクラウデイング剤の付与により人工的に分子逗雑状慧を作り

出し、ニワトリリゾチームの転移温度の上昇を報告した Sasaharaet al. 2003 [6}などが挙げられる。また理

論方面からも、?見雑効果によりタンパク賓のフォールデイング確率が上がる、あるいはフォールデイング転

移逼変が上がるという現象は、物理モデルを使った研究によち解析されてきた。 Takagiet al. 2003 [17}は、
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郷モデルと呼ばれるタンパク賞の桂視化モデルに、シャベロニンタンパク賞による嵩じ込めを想定した束縛

ポテンシャルを追加し、その内部でのタンパク賀の振舞いを研究した。同様の研究結果はいくつか発表され

ており、J¥1ittaland Best 2008 [18]による、やはり類似の束縛ポテンシャルによるフォールデイング確率へ

の影響を論じた論文がある。これらの理論解析で用いられた束縛ポテンシャルは、縮臨内の分子提雑による

空間的束縛ともとれるので、本稿でも同様のポテンシャルを後に導入し、解析を行う。

1.5 本稿では何を論じるか

本稿の主題とは次である:

分子混雑はタンパク震のフォールデイング過桂に対していかなる影響を与えているのか、また、喜益

に鱒く場合があるのかどうか、研究を行う。高精度シミュレーションによるフォールデイングシミュ

レーションは、準安定状態への滞留により成功しない場合があることがわかってきたが、現行の高精

度シミュレーションが捧読している混雑勢果が実はこの鴻留の解決のために重要企影響を与えている

のではないかという坂説をここに立て、本研究を通じ検証した結果を示す。

研究目標の遂行のため、次の方法をとる:

タンパク賞フォーjレディングを模擬する抽象化したヘテロポリマー鎮モデルを設定し、定性的な振舞

いを解析する昌的で研究を行う。具体的には、モデル鎮を分子動力学j去により動かし、統計力学分野

の各種手法によりアンサンプル平均や FELを調べ、また、それらの物理量に表れるマクロな性茸がj昆

雑効果によりどのように変化するのか研究を行う。扱った主な手法は、分子動力学シミュレーション

(MD)、レプリカ交換法 (REM)、アンプレラサンプリング法などである。

本研究における新規性は弘下である:

最安定構造を αp行oriに決めないヘテロポリマー鎮モデルをf吏い、同じ立体講造へと状態が収束する

フォールデイング過程が混雑効果により誘導されているという可能性について論じたこと。天然のタ

ンパク質が生体内で同じ構造へ再現性よく落ち着くという現象は、高精度シミュレーションでは再現

できていない。高精度シミュレーションが考意してい会い分子混雑が、この天然タンパク質の特異な

物性の原毘ではないかという検証を、粗視化モデルを用いて定性的な研究により行った。分子提雑に

よりタンパク質のフォールデイング転移温度が上昇するという現象は、組視化モデルの研究により行

われてきたが、これらの先行研究では最安定講造を αprioriに決めているために別の準安定構造との

競合については議論できずにいた。モデル鎮のポテンシャルの設定に際し、最安定構造を決めないと

いう立場をとったことで、高精srシミュレーションから報告されている、準安定構造への帯望の問題

を再現し、滞留の解消に混雑効果が効いているという議論と検証を行った点は、タンパク質研究にお

いて薪規な点である。

次章より本論に入る。
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2 モデルの設定と方法

2.1 タンパク賓の討Pモデル

生体内のタンパク質は、平均して 300アミノ酸残基詰どで構成されており、残基聞の相互作用により立体

的に折畳まれ、機能を発現する。この相互作用を抽象化し、簡単化してタンパク質フォールデイングを再現

する粗視住モデルの一つが、 HPモデルである。本研究では HPモデルを用いた解析を行っているが、まず

はHPモデル全般について概説を行いたい。

fHPモデルjの「豆PJとは fHydrophobic-Polar Jの略であり、 20種類のアミノ酸残基を親水性残基と疎

水性残基の2種類に大担に分け、配列を工、 0で記述するモデルである。残基間相互作用は、考えている残基

対の組み合わせにより決定する。このモデルと実際のタンパク賓との対定、がどのようにつくのかという点で

あるが、 HPモデルの一つの残基が実際のタンパク震のアミノ薮数彊と対定、するものと考えれば良い。天黙の

タンパク費配列中では、親水性残基、疎永住残基はそれぞれ連続する場合が多く、ゆえにタンパク質鎮の中

には親水性の領域と諌水性の領域が存在している。水溶渡中でタンパク葉が摂畳まれる際には親水ー諌本相互

作用の影響を受け、疎水d註の領域を内測に、親水性の領域を外測に配置させる彰で自発的にフォールデイン

グする。これら親水基・謀本基が連続した領域を HPモデル中の一つの残基として抽象化するのである。タ

ンパク賓のフォールデイングには陪審性があり、小さいスケールで泣鎖中の局所部位における水素結合によ

る二次構造の彰或から、大きなスケールでは立体構造全体を大まかに決める親本ー疎本相互作用による立体配

置の決定まである。 HPモデルは大きなスケールのフォールデイングに注目し、二次構造などの小さなスケー

ルのフォールデイングに関しては記述を行わない。

タンパク賓の HPモデルにも様々な彰が提案され、研究されている。主な分類として、搭子型か非格子型

かという点が重要であろう。

-格子モデJレ搭子モデルは、残基の位量を 3次元格子上に配置させ、鎖を self時avoidingwalkさせるよう

に動かすモデルである。欝接格子に関してエネルギーの討算を行い、格子上の配置から系全体のエネルギー

を計算し、モンテカルロ誌によち振舞いを解析する。タンパク質のエネルギー最小化の問題や、自由エネル

ギ一地形についての一般的性賓を議論するために使われるモデルであり、計算量は軽い。この模型で辻、状

態数が誤られるためにその振舞いを徹底的に調べ上げることが可能であ号、タンパク質フォールデイングに

関する描像が暖味であった持代に、理論的な予想、を立てる場合に頻繁に使用された。ただ、ダイナミクスを

記述する必要がある場合には弱いモデルであると言える。

量非格子モデル 残基を空間中に自由に配置するモデルで、相互作用は残基間の距離により決まる。分子動

力学法により時間発畏が記述されるが、啓子モデルと比べて自由度が大きいため計算量辻大きくなる。速震

や力に謂する振舞いを調べる場合には有効なモデルである。

一般に、これらのHPモデルの振舞いは、立体講造に関しガラス的な振舞いを示すものとなる。すなわち、

高温域では立体講造の揺らぎが大きい無秩序な状態とな号、構造は定まらないが、低温域では揺らぎが小さ

くなり、固まった構造をとる。しかし、どの講造をとって動かなくなるかは試行により異去っており、これ

は抵温域においては FEL中に多数の準安定状態が存在しているためで、このとき系は立体講造についてガラ

ス状態にあるものと言える。本来は「ガラスjという言葉は有限な系に対し使われるべきではないが、無秩

序ではをく、遅い義和を起こす状態を表現する際に便宜上本稿では使用することにする。
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けの総合距離ときJi合flJ

{品)綴予定対象とするそヂんの概形

fig.2 :モデルの模式毘

2.2 本研究で対象とするモデルの設定

本研究においても、タンパク費を抽象化した物理モデルである HPモデルを設定するが、モデフレ鎖への萄

突が重要になるであろうという予想から、非格子型の耳Pモデルを採用し、分子動力学法により解析を苛う

ことにする。実緊のタンパク質が持つ性質を模擬する必要から、次の要請をする:

1.フォールデイング転移を起こし、その様子が認識できる

2.多くの準安定状態を持つ

3.昌由度が少なく計算量が少ないモデルである

1、2番目に掲げた要請は、 HPモデルを設定するとほぼ自動的に満足される。 3番目に揚げた要請の理由は次

の通りである:自由震が高い、ゆえに計算量が彰大となるモデルである必要はなく、複雑な吉由エネルギ一

地形を持ち、フォールデイングするという条件を満たすモデルであれば、なるべく単純なものがよい。また、

計算量が大きいモデルは現在筆者が利用できる計算機環境から考えても適切ではない。

設定するモデル鎖のポテンシャルVを次のように設定する:

V = L Kr(bi - bo)2 +乞ん(()i一刻2
bo口ds 住ngles

、、‘.• 
a

，，
 
雪
2
&

rsa‘
¥
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この関数により表されるモデル鎮の摸式留を五g.2に示したので、この霞を参考にしながら (1)式の内容を

説明することにする o i、jは残基あるいはその間にある結合などの番号を表し、残基に辻引力基と示力基の

2種類があると考え、残基の番号によりどちらの種類であるかが決定されているく2.6第でこの記列の設定を

行う)0 (1)式右辺第 1項は隣接残基間の結合罪離、すなわち fig.封切における訟に関するポテンシャルであ

り、最適鐘を bo(= 4.0) としている o Kr = 100.0である。第2項は、五g.2(b)の ()iで表される、擁接残基

需の結合角に関するポテンシャルであり、最適鐘を ()o (= 2.09) としている。 Ke= 20.0である。第3項が
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fig.3 :長距離相互作用ポテンシャルとガウスノイズ
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(b)ガウスノイズの分布

長距離残基間相互作用に関するポテンシャルであり、考える残基対によりむが異なっている。残基同士の距

離 Ti，jに荻存する関数であり、式中のパラメータ Cは4.0である。 i番呂の残基と j番目の残基の対に注百

したとき、それぞれが引力基であるか、それとも禾力基であるかでポテンシャルが異なる。双方が引力基で

ある、もしくはき l力基と斥力基の組み合わせである場合、 ~1 = -50.0となり、 fig.3(a)の赤隷で示したポテ
ンシャルを持つことにな号、互いにき|き合う。双方が斥力基である場合、 fig.3(a)の青畿で示したポテンシャ

ルを持つことになり、互いに反発する。また、このモデルは理想鎖であり、上記ポテンシャルが許す限り残

基の糞京は自由に動くものとしている。

そして、次のランジュヴァン方程式に従い時開発展するとした。

(2) 
mVi = fi-γVi +Ci 

(ふ(t)ごj(O))= 2γkBTOi，jO(t -0) 

m'ま残基一つの費量であり、 m= 10.0である。 Viが残基tの速度であり、 fiが残基tに働く力を表す。 γは
粘性孫数であり、 γ=0.25である。第単のため、ボルツマン定数kBは1.0としたo Oi，jおよびO(t-0)は

デイラックのデルタ関数であり、ご(t)で表されるノイズに残基間および持詞に関して相関がないことを示し
ている。このノイズは白色ガウスノイズであり、温度Tにより fig.3(b)のように分布型が変化する。

このポテンシャルの形、およびランジユヴァン方程式中のパラメータは Nakamura2004 [19] ~こ従う。先

に設定したポテンシャル彰は、 N誌amura2004において設定されているポテンシャル形を、二面角と残基罰

相互作用のポテンシャルの部分に関して改変したものである。 Nakamura 2004では残基数50程衰のタンパ

ク賞ドメインに対する詳組な近訟を行う非詩子型郷モデルを採用しているので、上で設定したモデルとは考

えている状況が異なるが、本研究では諜雑効果に関する定性的な議論を行いたいという理由から、実際のタ

ンパク費が持つ各種ポテンシャル、残基の費量等それぞれのパラメータの相対比に関してはモデルとの対応

を蕪視しているむ設定したパラメータでランジュヴアン方程式による MDシミュレーションを行うと、残基

間の距離が法廷等jg離とな号、残基調の引力-f主力椙互作用によ句結合角が若干揺らぐという援舞いが観察さ

乱るので、上記モデルで考憲するいずれかの力が異営に強いということはないと判断し、期待する運動辻行

われていると考え、 (1)式で示したモデルの形を採用した。
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2.3 velocity Verlet法

前Dシミュレーションのアルゴリズムには、言十算の安定性や精震の面で優れているとされる velocityVerlet 

法を採果した。本節ではこのvelocityVerlet法のアルゴワズムの導出を確認しておく。

nをt番目の残基の産標として、モデル鎮の運動は次のニュートン運動方程式により規定される。

J2ri ，. 
m一一一一 E 
dt2
一円 (3) 

ポテンシャルは既に前節で与えた。 fiはポテンシャルの座標徴分となり、以下で与えられる:

毛=マV(ri) (4) 

道H票を ri(t)で表し、徴小時間h進んだ時点での座標を ri(t+ h)で表すと、テイラー展開から次の代数式が
或立する:

ここで、

dri(t) ， 1 L2d2ri ， 1 L3d3ri(t) 
ri(t + h) = ri(t) + h一一+:.h一τ+:.h 一一~+・・・dt . 2"- dt2 . 3"- dt3 

dri(t) 
一一=問的
dt 

であるから、 (5)式の3階徴分以上を無視すると次式が得られる。

z..2 

W 付)= ri(t) + hVi(t) + ~"-m毛布)

(5) 

(6) 

(7) 

速衰の項に関して新たに方程式が必、要となる。速震を一時微分すると加速度となる。靖度を高めるため次の

ように設定する。

h 
Vi(t + h) = Vi(t) +一一(fi(t)+王。+h)) 

2m 
(8) 

式 (7)、(8)から、分子の運動を追跡するアルゴリズム (velocityVerlet法〉が鐸られた。詩間ステップhは

0.01としてシミュレーションを行う。

また、初期条件を以下の手頼の通与設定する:

1.原点窪標(0，0，0)に一端の残基Roを置く

2.中心を (0，0，0)にとる、原点残基間結合距離の最遺憧boを半窪とする球の球面状に Roの隣の残基Rl

をランダムに配置する

3. Rn(丸三 2)に関しては、 Rn-l、R司、 Rn+lが成す角度()nが結合角の最適値 ()o土dO(n)となるように、

また、残基間結合距離がやはりおとなるように、更に二百角φをランダムに配置し、設定するくdo(n)

は大きさ 1の白色ガウスノイズ〉

4.マクスウェルの速度分布に詫うよう各残基の速度を乱数によち決定する
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(a) t = 200 (b) t = 800 (c) t = 1400 (d) t = 2000 

(e) t = 2600 (f) t = 3200 (底)t=3800 (h) t = 44∞ 
fig.4 :モデル銭の3-D錨画 引力基を赤色、斥力基を青色のボールで示している.副題は， ??節で示す通り，あるランダムな初期状態から

MDシミュレーションにより発展させた時間数を示す.

2.4 グラフィックスツールの得或

本研究は、タンパク質のフォールデイングを研究対象としている。モデル鎖の形がシミュレーション中に

3次元産課中でどのような状態にあるかを顛覆に知る手設が求められる。この理由;こよ布、モデル鎮の残基

の窪標が靖報として得られたとき、そのモデル鎖の彰を 3-Dグラフィックスで構単に映し出す可視化ソフト

ウェアを作或することにした。 簡便に 3-D画像を作成できる環境を提供する APIである OpenGLを使い、

百的の可視化ソフトウェアを詐或した。モデル鎖中の 151匿の残基塵壊データをファイル入力すると、引力基

は赤色のボールで、斥力基iま青色のポールで表現され、残基を表すボールの間は円柱状のオフ守ジェクトで繋

いでいる。出力例を fig.4に示した。後の章においてもこのグラフィックスツールを用いて咋或した画畿を費

用する。

2.5 Shape Parameterの設定

モデル中の質点蓮寺票は 15偲という小さな数ではあるが、これでも自虫度は高い。しかし本研究では立体溝

造に注目したいので、産標に関する自由度を潰し、なおかつどのような講造にあるのか判定できるパラメー

タを設定しておきたい。これらのパラメータを以韓ShapePararneterと呼者、することにする。本研究では、

次の数を ShapePararneterとして設定した:

-R3:残基の座標の分散
N 

R; =会乞(ri-ro)2 
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. EO:残基関の結合における結合角の和

EO = 2: Oi 

-P;:斥力基の塵標の分散

弓=去二乞 (ri-rp)2 
HP[i]=l 

R3は一般に慢性半径と呼ばれる量で、分子韻の拡がり具合を表す。これに加え、 EO、F7というパラメータ
をとることで、シミュレーシヨン中に現れるほとんどの立体構造を区民できることになる。号の定義の中で

表れる乞は f斥力基の租jを意味してお 1)、また、 rpは斥力基の窪標の平均を意味する。これらの Shape

Parar附 erによる 3軸の空間をとれば強力に構造を分類できるが、本語では特到必要がない限り、 R3と"EO
を清いるのみとし、 PJはほとんど解析に用いていない。 ShapeParameterが二つあれば、ほとんどの場合
は講造を区別できるためである c

2.6 配列の決定

本研究が対象とする HPモデル辻ヘテロポリマーであるが、これは残基の空調中の配置、すなわち立体講

造によりポテンシャルが異な号、この事'清は実擦のタンパク賓が持つ複雑な自由エネルギ一地形を模擬する。

要請として、フォールデイング転移温度において、 MDシミュレーション中に状態関遷移が観察できるモデ

ルであるべきだとするc 自由エネルギ一地形の形状を特徴づけているパラメータは HPモデルの引力基と斥

力基がどのような配列で並ぶかという配列情報であるので、上記の要請を満たすょっな配列を探すことにす

る。本節で辻、この配列の探蒙作業について説明する。

残基数N=15として配列をランダムに設定し、 MD計算を行い、その結果として出力される残基産課の分散

R;を時系列プロットすることで多数の準安定講造を持つと期待される配列を網羅的に探すことにした。以下、
ヘテロポリマーモデルの配列を、斥力基を 1、ヲi力基を 0として、例えばいう1，0ヲOぅ1，1，0，0ラ0，0，1ヲ1，1，0ラ1}

などと表すことにする。まず、いま示した配列をサンプルとして、 2.4節で紹介したグラフィックスツールを

用いて湿震を変北させながら、フォールデイング転移が起きていると思われる振舞いを示す温震を網羅的に

探した。その結果、転移温度は T=0.6付近であると考えられたO 根拠は次の通りである;

. T>  0.7 の領域では、 R~ の時系列は無秩!芋になり、アンフォールド状態と考えられる揺らぎの大きいg 

振舞いが観察され、グラフィックスツールでも同様の振舞いが観察される。

. T < 0.5の領域では、 R3の時系列は邑g.5(a)のようになり、揺らぎの小さい振舞いが常に見られ、ま
た、その笹は同じ逼度でも試行iこより異なる。これは、準安定状態が多数生じており、どの状態に萎

ち着くかによ9R3がとる債が異なるためであると考えられる。
. T = 0.6におけるR3の時系列を見ると fig.5(b)中の赤色のプロットで示したような掻舞いが観察さ
れ、様々な状態間を行き来していると考えるべき振舞いが観察される。

先のサンプル配列の転移点は T= 0.6付近であると考え、また同時に、地の配列においても転移温度辻

T=0.6付近であると考えた O

疑畝乱数により N = 15のHPモデルの配弼を多数得て、 T= 0.6において MD許算をし、 Riのとスト

グラムを描いたとき、その形が最も複雑なものを研究対象として選ぶことにした。

疑似乱数から次の 8つの配列を得た。それぞれの記列を Seq-1などと名付けることにする:
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(a.) T = 0.2， t = 1.0 X 106までの誇系列

fig.5 : T = 0.2 rv 0.6でのR3の詩系列

術情

(b) T = 0.2 '" 0.6， t君1.0x 10哩までの時系列

Seq-1 = {1， 0， 0ラ0，0，1，1，0，0，0，0，1，0，1，0}，Seq-2= {1，1，1，0，1，1，0，0，l，1，1，O，O，1，0} 

Seq-3= {1，O，l，1，0，1，0，1，1，1，1，1，1，0，0}， Seq-4= {0，O，O，1，0，0，0，l，O，0，l，O，0，0，1} 

Seq-5 = {1，0，1，1，1，0，0，1，1，1，0，0，1，1，1}， Seq・6= {0，1，0，1，1，1，0，1，0，1，0，0，0，1，0} 

Seq-7 = {1， 0ラ0，1，1ラ1，0，1，1，1，0，1，1，0，0}，Seq・8= {0，1，1，0，0，0，1，1，1，1ヲ1，0，1，0，0}

(9) 

この中から今後の解析に用いる配列を決める。抗Dによる 2.5X 109ステップ (t= 0 rv 2.5 x 107)のテス

トシミュレーションを行い、とストグラムを作成する。温度T=0.5としてテストシミュレーションを行い、

なるべく多数の状態が結果の出力となる時系列中に現れるものを選び、また、その状惑をとストグラムの形

から認識しやすいものを選ぶこと}こする。注目する変数にはR;を選んだ。
結果は長g.6rv7~こ示したようになった。 fig.6rv7 左劉の図では R3 の時系列頻震を表すとストグラム、右

側の菌ではR3の詩系列を示した。右鱒の時系列プロットを晃ると、構造転移がほとんど起きていないもの
(Seq-l，2，4，6) と頻繁に起きるもの (Seq-3ム7，8)があることがわかる。前者については、 T=0.5という温

度でも、一つの安定構造に留まりやすい配列であることから、タンパク質の複雑な自畠エネルギー講造を考え

る上ではモデルとしては適当でないと判断し、後者の中から研究対象とする配列を選ぶことにする。 Seq-3、

Seq-5、Seq・7のヒストグラムを見ると、構造転移は起きているけれどもヒストグラムを描くとその隷子が克

られず、出凸の様子が潰れてしまっている場合がある。特に Seq・7で顕著で、ある。持系列よりもヒストグラ

ムから準安定構造の出環の様子を観察したいという事情から、構造転移が示される場合の時系列から得たヒ

ストグラムは由凸がなるべく激しい方が都合がよい。その要請を満たす艶列辻、今の 8個の重己列の候補の中

では Seq・8であるから、この Seq-8を採用し、研究を進めることにする。
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3 通常の分子動力学計算によるシミュレーション

3.1 MD計算の結果

T = 0.1 '" 1.4の温度讃域で MD計算を行い、それぞれの時系列データから持開平均を算出する試みを

行った。これについては、成功した点と失敗した点があるが、双方ともに本稿にとっては有益であるため報

告する。

次の変数の時系列平均を温室ごとにプロットしたい:

-R3の時系列平均
.2:;θの時系列平均

・分子鎮のエネルギー Eの時系列平均

先行研究 [19]を踏まえて考えると、モデル鎮はある温度 Tfでフォールデイング転移が起きると考えられ

るが、このフォールデイング転移逼麦 Tfは、混雑効果により変化することが予想され、また、同じく混雑効果

により各パラメータ時系列平均の温度プロットの概形も変化すると予想される。すなわち、本研究にとって

このプロットは非常に重要なデータとなる。
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前章にて示した方法に従って、各温度において t= 0 f'V 5.0 X 106、時間ステップ数にして 5.0X 108ステッ

プの MDシミュレーションを行った。ランダムな状態からシミュレーションを絵めると設定しているため、

時系列の初期には初期援和が起こるが、この初期経和の状態にある時系列データは平均の算出根拠からは外

し、その後の時系列データを使用する。それぞれのパラメータの拐期緩和の様子を五g.8に示したo fig.8には

逼衰の代表点として T=0.3‘0.6，1.2をとり、その時系列を示している。この様子を見ると、それぞれの温

震でt= 1.0 X 106程度では既に十分に緩和は起きていると考えられる。 t= 0 f'V 1.0 X 106までを切り捨て、
t = 1.0 X 106 '" 5.0 X 106を時系列データとして採用し、目的のパラメータの算出に思いた。そして、その

結果を示した図がfig.9である。結果として、カノニカル平均を出すという呂的で、行ったこのシミュレーショ

ンは失敗している。低温域において系はガラス状態となるためである。

五g刻a) には R3 の時系列平均、 fig.9(めには~()の逼度プロットを示した。それぞれを見ると、高温倒で

辻プロットが収束しているが、低温側では平均鐘にパラつきが呂立っており、今回の MD計算では有効なサ

ンプリングは全く行われていないと考えてよい。プロットにパラつきが自立ち始める温震は T= 0.8 f'V 1.0 

であると考えられる。この温度を、注目する系のガラス転移点Tg と考えた。

時系列中で号、 ~()それぞれの変数がどのような変化を起こしているのかを視覚化するため、得られた

時系列データから二次元ヒストグラムを措き、それを示すことにする o fig.10がそのヒストグラムである。

長g.lO(司、 (b)、(c)はそれぞれ T= 0.5という開じ温度で MD計算を行った結果得た時系列データから作
或したヒストグラムであるが、これらの図を晃てわかるように、試行ごとに落ち着く状態が異なっている。

長g.lO(d)、(e)、(f)はそれぞれT=0.9という温度で、独立に行った 3回の MD計算の結果から得たヒストグ

ラムであるが、この温度ではヒストグラムの隷子に違いは培迂晃られない。抵温劉で時系列平均のプロット

4
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が全く行えない理由は、転移温度以下では多数の準安定状態が生じ、 MD許算を行うとその局所安定状態へ

落ち込み、抜け出せなくなるためであると考えられる(遅い援和)。モデルの安定なフォールデイング構造は

多数存在するが、フォールデイングしてしまうとポリマー内の残基間相互作用により安定化してしまい、加

のフォールデイング構造へ移る確率は極めて低くなる。逆に構造の解けたアンフォールド状態では様々な状

態を行き来することが出来、結果、サンプリングが実行した MD計算の時間の範囲内で十分に完了し、試行

ごとに陣様のヒストグラムが得られ、その結果がfig.9のプロットの収束に現れている。

本研究を進めるにあたり、系がガラスキEに揺ることでカノニカル平均がわからなくなることは足介である。

ガラス転移点よりも低温にあるとされるフォールデイング転移点付近での系の振舞いを知ることができなく

なるためである。ガラス状態の緩和に混雑効果は影響を与えるかもしれないが{これについては本稿後半で

考察する)、まずは境雑効果なしの条件下でのモデル鎖のフォールデイング転移温度を調べたいと考えてお

り、今の状態だとその転移温度を知ることができない。時系列データを長くとることによってガラス状態は

緩和されるだろうか。時系列中で緩和が徐々にでも起こっているならば、単純に時系列を長くとればサンプ

リングは可能である。 t= 1.0 X 106 rv 5.0 X 106まである時系列データを 4分割し、それぞれの時間領域で

時系列平均を算出し、先と同様のプロットを得た。それが邑g.l1である。時系列の後ろの方で緩和が起きて

いるのならば、時間領域がより後になるにつれプロットに収束が起こるはずだが、 fig.l1からはそうは読み取

れない姐g.l1(的)0また、それぞれの時間領域の時系列平均を次々足しては平均をとり、その様子をプロッ

トしてみても、高温域のアンフォールド担の収束が見られるだけで、 T<九の低温域においては平均の収束

聾

ぺ
(a.) T = 0.5，試行 1

(d) Tニ 0.9，長走行 E

や....

…ド駐
M

-・.-韓
国圃裕輔

-晶剖

霊露骨輔 里

担i・・a
配
駐
ぃ

ペ
(b) T = 0.5，試行2

吋

(c) T = 0.5，試行3

向
日

W

M

M

M

M

M

岡・sg'務
総
J

J

同駒・崎

・・・9・... ・・E除。4
・・.-
寝際--F 

欲、働制

. -
A、一

相聞噌

・・E・-
-怜揖・・....睡
泰山岳

;務軸輔
主軸輔

R! 

(e) Tニ 0.9，試行2

ペ
(f) T 二二 0.9，試行3

fig.lO : T = 0ゑ T=0.9 における R~-L，(} 二次元ヒストグラム t = 5.0 X 106までの MDシミュレーシヨンを行って得た詩系列か

ら， t > 1.0 X 106 の持系列について R~-E(J 二次元ヒストグラムを得た Shape Parameterである弓を横軸に，却を縦軸にとっている

王子面上の配色が待系列頻度を表す，上段の〔材、 (b)，(c)が Tニ 0.5として 3屈の MDシミュレーションを行って得たヒストグラムであり、下

段 (d)ベe)，(めがT=0.9の場合である.T=O.5の場合う各試行により現れるパターンが異なっているが，一方で、 T=O.9の場合は一様で
ある

F
肖

υ

円

i
《

hv



大竹亮介

(a)終系列を4分割iして平均をとった場合

織輔掬割輔・・

・， . 
• 2 ・. 、F

(b) 4分制して得た平均鑓I.t骸次足し合わせて行った場合

.刷・明唾圃島

敏電

・2
・s
-・

fig.ll :時系列を分けて平均をプロットした場合 t = 1.0 X 106 '" 5.0 X 106までの持系列を 1.0X 106ごとに 4分割し，それぞれ
の時濁領域ごとにR3の持系弼平均を得た場合 (a)と，それぞれの時間領域で得た平均値を頗次足してプロットした場合(坊の図を示す.点
の色は timeregionsとして分けているが， (a)では t= 1.0 X 106 '" 2.0 X 10

6の timeregionを1，t = 2.0 X 106 '" 3.0 X 10
6の time

regionを2などとして配色しており， (b)では t= 1.0 X 106 '" 2.0 X 10
6の timeregionを1，t = 1.0 X 106 '" 3.0 X 10

6のtimeregion 

を2などとして配色している.持系列が後になれば，あるいは字形列を長くとれば低温域で平均億の収束が見られるということはない.

は全く見られず、分散したままである也g.l1(め)。現在の計糞機資源から計算可能な時間スケールでは低温

域のカノニカル平均を求めることができず、議論ができない。効率的なサンプリングを実行するための手法

がここで必、要となった。次章から、使用するアルゴリズムを示すが、その前に、通常の MD許算で観察され

る初期緩和について次の節でまとめておきたい。

3.2 ランダムな初期状態からの緩和

予備的なデータではあるが、モデル鎮の ShapeParameter、そしてポテンシャルVが、初患のランダムな

状態からどのように援和していくのかについて謂べることにした。各パラメータは、時間発展とともに邑由

エネルギ一地形中で安定な状態となる値の周辺に落ち着く確率が高くなるはずである。~Ij々のランダムな初

期状態から始まる、それぞれ独立した MD計算を十分に多数回行い、この時系列を標本集団として、ある時

点での各パラメータのヒストグラムを得たとき、このヒストグラムの形は時開発展とともに変化していくだ

ろうと考えられる。フォールド相となる温度領域では時障が経過するにつれ秩序的に折畳まれていくはずな

ので、ヒストグラムの外形は回凸の激しい形に近づいていくと考えられ、また、アンフォールド相となる高

温領域ではそのような秩序的な構造を示すヒストグラムの様子は観察されないはずである。初期緩和の振舞

いは、他節で論じる熱平衡状態におけるモデル鎮の振舞いを考える中では論じることができないので、初期

緩和についてはこの節にまとめておくことにする。

上記の呂的、つまり、拐顛緩和において MDによる時間発展に伴い秩序構造が現れていく(フォールド相)

/現れていかない(アンフォールド相)様子を観察するべく、次のようなシミュレーションを設定し、実行

した。すなわち、 T=0.4ヲ0.6，0.8，1.0というそれぞれの温度において、毎回民の乱数を振り 600圏のシミュ

レーションを行うという操作である。時系列は t= 0 rv 500000、すなわち 5.0X 107ステップである。
このシミュレーションから得られた時系列データ標本から、 t= 500 ， 10000 ， 500000 において、 Rj、~()、 V

それぞれのパラメータのヒストグラムを得た。この様子を fig.12に示す。 fig.12かち以下のことがわかる:

1. t = 500の、初期状態かち始めてほとんど義和が起きていない時点では、ヒストグラムは対象となる物

理量のパラメータに関わらずベル聖を示し、フォールデイング構造は見られない。

2. t = 500000 の持点でのとストグラムを見ると、 T く1.0 の領域では R~ と 2θ のヒストグラムに回凸g 
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のある分布が現れており、時間発展に連れヒストグラムはこの状態へと近づいている。フォールド相

における秩序的な状態への援和が観察できているものと考えられる。

3. t = 500000という緩和が起こっていると考えられる時点においても、 T>1.0の高温領域ではいずれ

のパラメータもヒストグラムはベル型を示し、この温度領域がアンフォールド相であることを裏付け

ている。

4.特に 'EOのヒストグラムで顕著だが、 T=0.4の低逼領域ではヒストグラムは複雑な多蜂型を描いてお

号、多数の準安定状態に簡単に陥りやすいことを示している。

フォールド相であり、かつMD計算が十分に緩和していれば凹凸の激しいヒストグラムになるはずであり、

アンフォールド相もしくは緩和していない状惑であればヒストグラムはベル型に近い形をとるはずである。

T = 0.4などの低温域で、 500000以上の時聞が経てばフォールデイング構造は環れてくるものと考えられる。

4 レプリカ交換法による解析

4.1 レプリカ交換分子動力学法の概要

前々節で示した結果から、通常のMD計算ではカノニカル平均を算出するためのサンプリングが現実的に
可能な時詞スケールのシミュレーションからは実行できないことがわかった。このような遅い緩和の問題を

解決するために、現在までに多くの手法が開発されている。一般に「拡張アンサンプル法jと呼ばれるが、よ

く知られている拡張アンサンプル法として、マルチカノニカル法、シミュレーテッド・テンパリング法(焼き

戻し法)、レプリカ交換法などがある。本研究では、レプワカ交換法を MD計算に使謂できるよう改変したア
ルゴリズムであるレプリカ交換MD法 (REMD)を採用し、シミュレーションに用いることにした。レプリ
カ交換法は、自由エネルギー構造が護雑な系についてサンプワングを行う場合、しばしば陥る準安定状態か

ら効率的に抜け出し、なおかつ詳細釣合の条件を溝たすサンプワングを行うアルゴリズムである。 MDとは
名がついているが、サンプリングの方法に MDシミュレーションを用いているだけであって、 REMDは動

力学を記述するアルゴワズムではないことに注意したい。

REMDのアルゴリズムの概略をここに示しておく。内容はSugita1999 [20]において示されている内容に
従う。

4.2 レプリカ交換分子動力学法のアルゴリズム

RE抗Dでは、 MDシミュレーシヨンを多数独立して並行させながら走らせる。ここで「独立jとは、担D計

算の上では相互作用をしない、という意味である。それぞれのMD計算を行っている系は「レプリカjと呼ば

れ、また、この独立した多数のシミュレーションを行わせている系は「レプワカ系jと呼ばれる。各レプワカ

ではMD計算を行っているが、MD計算を行わせている湿度が異なっており、レプリカ系とは低温のレプワカ

から高温のレプリカまでを顔に並べたものである。 MD計算を行う各レプリカに番号をふることにする。番
号を qで表すことにし、 l::;q三Qで島るとする。各レプリカの溢度は、このレプリカの番号qにより決まっ

ており、シミュレーション前に定義する。それぞれのレプリカの温度は、 T1<右<・・・<九<・・・ <TQの

ように、レプワカの番号に対定、して低温から高温へと並んでいる。同時に、各レプワカで考憲する全産標お

よび全運動量にも番号をふり、 j で表す。 q 番E のレプリカ内の全座標を ri、全運動量を~という記号によ

り表すことにする。番号qのレプリカ中で羽D計算されている状態ベクトルに対し jという番号を援ってい

るが、このjは交換操作によりレプリカ聞で交換されるために変色し、 1から Qまでの整数をとる。ここで

-678ー



混雑効果に誘導される高速なフォールデイング過程

言う「交換Jと辻レプリカ交換と呼ばれる操作を指す。レプリカ交換とは、あるステップ数のMD計算を各

レプリカでそれぞれ独立して行った後、レプリカ系の中で隣接するレプリカについて、その交換対象対を一

つだけ等薙率で選び、レプリカの溢度は変えずに、窪f票、速震を交換する操作である。実は擁護したレプリ

カ間でなくともアルゴリズムは成立するが、擁護したレプリカ関である方が効率的な交換が行えるため、交

換対の選び方iま礎接したもの再土に限ることにする。この交換は、詳細釣合の条件を溝たすよう確率的に行

い、本稿ではメトロポリス遷移を諜吊している。

レプリカ交換は湛震を徐々に変北させる操作であり、結果、疑叡アニーリングのょっな操作を行っている

ことになる。このためにREMDではカノニカル分布に従う効率的なサンプリングが行えることになる。

次節においてアルゴリズムの導出・確認を行う。

4.3 アルゴリズムの導出・確認

qはレプリカの温震を表し、レプリカそれぞれに固有の値が与えられているが、一方でjは系を記述する窪

標と速震のベクトルを表す番号である。こうして二つの番号 qとjを独立してつけた理由は、交換操作の説

明を行うi警の便宜を留るためである oREMDでは、 q方向の軸の中に譲り振られた jを、 qの軸の中で交換

していくという操作を行う。 j を国定して考えれば、状態を記述する r~ ， v~ は j が q 軸中で交換されていく

操作に従い、シミュレーションを行う温度九が徐々に変化させられるという状況である。

以上をまとめると、各レプリカで考憲する賓点の数を N として、それぞれのレプリカは次の変数により持

数づけられることになる:

各レプリカのj呈麦九 (T1< T2 < ... Tq・・・ <TQ)

各レプリカ中で考憲する全ての賓点 (N1囲〉の窪標ri
各レプリカ中で考憲する全ての賞点 (N1JQl)の運動量 p~

各レプリカにおいて考憲する泣置、速度ベクトルを、レプリカ系に含まれる全てのレプリカについて合わせて

まとめたベクトルを考え、それを {r}、{p}とする。更に便宜のため、各レプリカの状態を記述するベクトル

を全て表す込を設定する。斗=(r~ ， P{)である。また、 {r}、{p}をまとめて{けとする。 REMDの場合、

REMCの場合とは異なり、交換の際にマクスウェル分布に基づく運動量の構正を行うが、この事'請を解決す

る梗宣のため、 χif を導入し、 x~， = (r~ ， J寄pnと定義する。 Tq土1の特別、元のレプけが交換によ
り高温髄へ移るか(この場合主+1)低温髄へ移るか(この場合九-1)に依る。交換とは次の操作を言う:

at t.t t.t 
time r一一一一一， r一山一回目.....， r一一一一一一寸
I I I T，告知関誌鉱，ur牢

-竃 T， 

T z 

踊.a
九

T. 会""・

韓 A
日韓e蝿 2.事加帽 u伸輔 拍馳e蝿 u胸ペ種 目拘咽.鴨.

〈畠〉レプリカ交換の様子

fig.13 : REMDの模式函と持系91J
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{... ， X~a ， X~~l""} →{... ，χibf，χ;111・.} (10) 

ここで、 jaとjbは、交換操作の時点でレプリカ qとq+1がそれぞれ持っている状態ベクトルの組の番号で

ある。これにより、レプリカ系全体を記述するハミルトニアンは討q({χ})と表されるが、先行χ})はレプリ

カそれぞれの運動エネルギーをレプリカ系全体で和をとった量K({p})と、それに対定、するポテンシャルエ

ネルギーV({r})の和で表される:

冗({χ})= K({q}) + V({r}) 、、，，/

噌
E
・品唱，A

〆，
e
亀、、

すなわち、レプリカ系がある状態 ({χ})をとるとき、ハミルトニアン定({χ})，討すEiSする笹をとるが、各レプ

ワカが持つハミルトニアンを討q(ヰ)として表すと、温室一定条件下におけるその状態の出現確率 W(む})

辻次のボルツマン菌子により決まる:

Q 

W({χ} ) = rr exp( -ßq科(χ~))*3 (12) 

ここで、ぬとは q番目のレプリカの逆温震であり、 βq= l/kBTqである。

以下、レプリカを交換する操作を説明する。既述の通り、これはjに番号付けされる状惑局を q軸方向で

交換する操作である。

レプワカ系がとる状態出現頻度はカノニカル分者に従うとしたので、レプ1)カqとq+1(l::;q三Q-1) 

の状態 {X~"}と {χ;11}が交換される操作が実仔される確率辻、次の詳細釣合の条件を溝たさなければなら
ない:

W({. ・什 χia ， χ;11 ぃ・・})釦(χia ， x;11 → χibfヲヰ~H')

=W({...，xff，x;111ぃ・.})ω(xp，x;11f→χia，xzz) 
(13) 

ここで W({・川沿a，X21ぃ・・})と書いた値は、レプリカ系が状態{・・けχLa，x;11γ・}にある場合が起こる
確率である。初(χia，x;11→ヰ品川;11F)は、状態χiα を持つレプリカ qと、状態411を持つレプリカ q+1
の関で詳細釣合の条件を溝たす交換が起こる確率を示す。逆も時様である。式変形するとは下のようになる:

ω(χiα'~~l → χibヘ χ;11 1) W({・・・9xibFラχ1111・・})
ω(χFr，x;11f→χ士e，X~~l) W( { ・ー ， X~ヘ χ;11 ぃ・・})

(12)式から次のようになる:

(14) 

初〈χia，x;11→χibfラヰ.'+I')
=exp(ーム)

ω(泊りうχ;11f→χすeぅχ;11)
ム={ßq古ql(χtf)+3qH冗q+l/(χ~'+1')}-{βq討q(χす)十九十l冗q+l(χ~~1)}

(15) 

ここで、各レプリカのハミルトニアンチiq(X~) は、各レプリカのポテンシャルと運動エネルギーより或り、次

のように表される:

時ここでは、 3はqにより一意に決まる.
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混雑効果に誘導される高速なフォールデイング過程

討q(χ~) = K(q~) + V(r~) (16) 

そして、交換を超こした場合に計算されるハミルトニアン討q(χむr辻、マクスウェル分布に基づく補正を施
されるため次のように表される:

仰が=EF州~)+ V(r~) 
t-Jq 

よって (15)式中のムは次のようになる:

(17) 

ム=[伊協刷Fι削q{乍午i当拘K町均(句昨q
.qβq+l  

-[ßq{K(q~a)+v(市}+ゐ+d五(~~l)+ V(r~~l)}] 
(18) 

ポテンシャル Vは温度に依存しないことに注意し、式を整理すると

ム=(sq+1 - ßq){V(~+l) -V(~b)} (19) 

となる。つまり、メトロポワス遷移を行う際には、交換の対象となるレプリカ対のポテンシャルを計算し、温

震差とポテンシャル差iこ基づいた数ムを求めて確率的な交換を起こさせれば、詳細釣合の条f牛を満たす交換

が行えるということがわかる。次のようなメトロポリス遷移を行わせれば(13)式が満足されるサンプリング

が行われる:
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(20) 

先述した通り、交換には方向がある。上のアルゴリズムにおいて、 q+1をq-1と読み替えれば、逆方向の

交換の説明となる。実際のシミュレーションにおいては両方向の交換を陪じ回数行う必要がある。

以上のアルゴワズムが、本研究で買いたレプリカ交換分子動力学法である。

レプリカの数、各レプワカに製り振る湿麦、および、交換類愛をうまく調整しないとレプリカ交換法試意味

のある結果を出さない。試行錯誤の結果、次のような条件で安定した平均物理量を出力することがわかった:

レプリカ数:70 

・各レプリカの温震:Tq = 2 x (0.15 + q/100)2 (0三q< 70) 
.時系列の長さ:5.0 X 108ステップ告 =0 rv 5.0 X 106) 

・メトロポワス遷移を起こす頻度叫:1000ステップに 2包

4.4 REMDの結果

前第までに示した方法の通りに、モデル鎖の各パラメータの持系列平均を REMDにより計算した。結果

を次のように分けて説明する。

叫棄却する場合も含む.
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1.シミュレーションの進行に伴うガラス状態の緩和

2.各パラメータの碍系列平均

3.Riとi:Oによる二次元とストグラムの温度変化に伴う遷移

上記の内容を小節に分け、それぞれを説明する。

4.4.1 シミュレーションの進行に伴うガラス状態の緩和

REMDは動力学計算を行う系にアニーリングを起こし、議和を促進させるアルゴリズムであるが、まずは

その義和の様子についてである。 5.0x 106tの長さのシミュレーションを行い、1.0x 106tごとに時系列を 5

つにわけでそれぞれの時間領域において平均鐘を算出してみたが、1.0x 106t以上であれば結果は向ーであ

ることが分かったので、1.0x 106tまでの時系列を捨てて以降平均値の算出の根拠とすることにする。

4.4.2 各パラメータわ時系列平鵠

t = 1.0 X 106 f"V 5.0 X 106での時系列を吊いて、 R3の持系男平均をプロットしたものを fig.14(a)に、 'EO
の時系列平均をプロットしたものを fig.14(b)に示す。 20匝の試行を行い、それぞれの謹度における平均鐘と

き票準編差を算出した。 20@Jの試行で計葬される平均積も大きい赤点でfig.14(母、 fig.14(めには示しており、

さらに標準備差の 2告の轄でエラーバーとなる灰色のリボンを付加して示している。また、同時にそれぞれ

のパラメータを NMDで計葬した場合の結果 (3.1節参照)も青点で重ねて示している。呈g.14(c)、(d)には、

レプリカ系で設定したそれぞれの逼度における母、 2θ の持系列頻震を示すカラーマップを示したc エネル

ギー Eについては次章で紹介することにする。

長g.14のエラーパーの様子から、結果は収束していると判断した。慢罵した REMDのアルゴリズムは実際

の分配関数に従う重率に十分によく従うサンプリングを達成していると判断する。ただ、シミュレーション

対象とした範患のうち、最も低温の領域では試行に収束が見られていない。これは、ごく抵温の領域では熱

揺らぎがほとんどないためにレプリカ交換がうまく動かず、それぞれの準安定状慧に諮ったとき、レプリカ

同士での相対的なエネルギー差に揺らぎがなくなってしまうためであると考えられる。しかしながら、この

領域の温度を本研究では対象とせず、本研究の全過程を通じて転移逼裏付近に関するモデル鎖の援聾いに注

意をするので、この点の不備は無視することにした。延逼域の揺らぎを収束させるべく、この逼変領域での

レプリカ数を増やすという操作も行ったのだが、結謁は母温域における揺らぎを解決することはできなかっ

た。また、 T> 0.3の領域で辻結果辻寂束していることから、本節最初で示した結果を出す程度の長さの時

系列を対象に今後も議論を行う。

4.4.3 R~ と乞 θ による二次元ヒストグラムの温裏変俗こ伴う遷事

R3の様子からまずは説明する。 fig.14(a)を見ると、その概形は以下のようにまとめられる:

-低温の T= 0.15付近では R:= 25.2 程度で、そこから R~ は温度上昇と共に増加していく
9 ・ g

'T=Oお仔近を極大として、 R3はT=0.6付近まで減少していく
. T=0.6 付近を極小として、それ以上の高渥領域では、 R~Iま混度 T の上昇と共に詰ぽ隷形関孫の形で

9 

単調に増加していく

温度上昇に伴う揺動力の増加により、 R:は温度上昇に従い単欝に増加していくものと一見は考えられるが、g 

一方でREMDの結果は上記の通り、 T<0.6の領域では増減がある。 3.1第で示されたように、 T< 0.6の

領域はフォールド霜にあり、構造がアンフォールドするためにR;が増減するということではない。後で詳
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しく紹介するが、これはR:に差がある複数の構造が同時に現れているために是こる増減であり、溢震によ
9 

りどの構造がより安定であるかが異なるためにこのような平均笹の増減が起きる。その様子は fig.14(c)のカ

ラーマップにも現れており、 T< 0.6の領域で明るくなっている領域がそれらの安定構造の分布を示してい

るが、どのような立体構造にあるのかについては本章7節で詳述する。

'f:，(}は温度変化に伴い以下のような変化をする:

. i出量の T=0.2付近で辻 'f:，(}!ま25.5付近の値をとり、そこから逼度上昇と共に減少していく

. T=0.5付近で Zθ は25.0付近の{直をとって、それより高温では変北しなくなる

五g.17(d)のカラーマツコ心中には少なくとも二つの構造が競合関誌にあると推漉されるが、これについても

やはり後に詳述することにする。
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fig.14 : REMDにより得た各 ShapeParameterの平均と時系列頻度 (a) t = 5.0 X 106 までの REMDシミュレーションを行い，

t = 1.0 X 106 ，.._， 5.0 X 106までの時系列を用いて R2の平均を算出し温度ごとにプロットした.20回のシミュレーシヨンを行っておりきそg 

れぞれの結果を綴かい赤点で示している.20回すべての平均値を更に平均した債を大きい赤点で示し，標準備差の 2倍をグレーのリボンとし

て示している.図中の青点は， ??において示した通常の MDシミュレーシヨンによる持系持平均である(時系列の長さ・領域は同じである) • 

(b) (a)と河様に EBの平均を示している.(a)と同じく標準偏差の 2倍を示すリボン，通常の MDシミュレーションによる結果を示した.

(c) REMDによる R3の持系列中に現れる催の頻度分布を温度ごとにとりうカラーマップとして示している (d)REMDによる EBの時

系列中に現れる値の頻度分布を温度ごとにとり，カラーマップとして示している.
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4.5 自己棺関関数の転移

REMDにより高速に緩和が起こることを科用し、自弓梧関関数を得て識変ごとにプロットすることを自的
としたシミュレーションを仔ったのでその結果を報告する。フォールデイング転移が起こるのであれば、あ

る温震を境にして各パラメータの自己相関に飛びが起こるはずである。ここで辻R:に注目し自己相関関数
9 

による議論を行う。

f(t)の自己相関関数O(r)は次式により定義される:

宅 I"T

O(ア)=オJo(f(t) -f) . (f(山)-f)dt (21) 

ここでポは関数f(t)の時系列中の分散であり、 fはfの時系列平均、 Tは持系列の長さである。持系列が
あったとき、ァだけ時間が進んだ時点での量f(t+ r)との程襲を示す量が自己相関関数である。シミュレー
ションで出力される離散的なデータを扱うため、上式の積分は時間ステップ数分の和となり、 Tによる除算

泣時間ステップ数による挨算に量き換わる。この自己相関関数辻、 T の増加により一般に減衰していくと考

えられるが、 R3の自己梧関関数は温度ごとに減衰の仕方が異なるはずであ号、転移譲変付近で飛びがあると
考えられる。しかし通常のMDシミュレーションでは援和が遅いため、安定した結果が得られなかった。そ
してREMDの時系列を直接使ってしまうと、レプリカ交換それ自身のために謡らぎが大きくとられてしま

い、正しい結果を出力しない。そこで、 ιl下のシミュレーションを行うことにした:

1. t = 1.0 X 106までREMDを行い、系を義和させる
2. t = 1.0 X 106からは交換操作を止め、通常のMDシミュレーションを各温度で仔わせる
3. t = 1.0 X 106 rv 2.0 X 106まで通嘗の説Dシミュレーションを行い、時系列を得て (21)式のァを動

かし、それぞれのァにおいて時系列データから自己相関関数を得る

以上のようなシミュレーションを行うと、 fig.15に示す結果が得られた。 fig.15(a)には、温度を横軸、 γ を縦

軸、配色を自三相関関数の檀としてカラーマップにより自己梧興関数の隷子を表示している。 T の上昇とと

もに自三相関関数の笹は減衰していくが、 T=0.6に特殊な援舞いが見られ、この逼度で明らかに自己相関

関数i立大きな鐘をとっている。ァ=20000として R;の昌己栢関関数を温度ごとに示したものが長g.15(b)で

あるが、 T=0.6に明自な飛びがあることが分かる。この転移はフォールデイング転移であると考えられる。
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フォールデイング転移逼度 Tfで自己棺関関数にピークが示される理由についてであるが、 T=0.6におい

ては、 R3の時系弼は長.g.8(c)，(d)に示すようなパターンを描くため、時系列平均と各時点でとる寵とのずれ
が大きくなり、結果として自三相関関数が大きくなるのだと考えられる。逆にフォールド相で辻揺らぎが全

くないために自己相関関数は Oに近い植をとり、また、アンフォールド梧においては高誼になるに連れ無秩

茅さが増していくため、温度上昇とともに自己相関関数は減衰していく。

ここで示されたフォールデイング転移点号以下の温度では、シミュレーションを行う時間轄の範囲におい

ては系はまったく状態関連移を起こさないが、かといって Tf以上の高進になると蕪秩序相になるかというと

そうではない点に詮意したい。自弓相関関数が大きい笹を持つということは準安定状態に長く滞留し、観察

した時系列轄の中で状態関遷移を起こしているということなので、アンフォールドされた状態であると辻い

えない。自己相関関数がQとなる点がガラス転移点九であると考えられるが、本部の結果からはその逼度は

T = 1.0付近であると考えられる。これは、 3.1部で示された、通常の MDシミュレーションによる平均がパ
ラっき始める温変とも一致する。土f= 0.6、Tg~ 1.0として以降議論を進める。

4.6 二次元ヒストグラムの温度変化に伴う遷移

温変変化に伴い、モデル鎖の安定状態はどのように遷移していくのだろうか。それは、 R3とE8を両轄に
とった二次元ヒストグラムを REMDの時系列デ}タから得ることで観察できる。前館の結果を得た REMD

時系列データを用い、二次元ヒストグラムを得た。その様子を示した国がfi.g.16である。レプリカとして分

けた全ての逼度で二次元ヒストグラムを得たが、特に注目すべき変化を表している温度を選ぴ、五g.16に示し

た。持系列中で特に高い頻震で現れる状慧を示す領域辻白色で示されているが、色によるとストグラムでは

その高低を判到しにくいので、閉じデータからポリゴンによるヒストグラムを得、fi.g.17に示した。

T = 0.08、0.10のヒストグラムでは、 7醤所以上の準安定状態が確認できる。本シミュレーションで考憲

した温度領域の中で最も低湿の状態であるが、この温度で辻準安定状態が多数出現し、入れ替わりその状惑

の分布も変化し、温震が高くなると新たに出現したり、また、消失したりする。このことから、この逼度領

域の自由エネルギー地形は非常に複雑な講造を示すことが予想される。五g.15の相関関数の誇間相関係数の

強から、 T<0.6の領域で辻フォールド相であると考えられるが、フォールド棺ではとストグラムの様子も

ピークは鋭く、揺らぎはほとんどないと見える。

T = 0.15となると準安定な溝造は急激に減り、安定な構造は 3つほどとなる。 (R;，E8) = 

(25.5，24.5)， (25.5，25.5)， (26.5，25.7)にそれぞれの準安定構造の分布のピークがあると考えられる。 3つの準

安定状態はそれぞれの相対的な頻度分布を変えながら転移温度である T= 0.60付近まで維持される。その隷

子はfi.g.14(c)、(d)に示したヒストグラムの変化と対応している。

4.7 安定構造の可視化

前蔀で示した二次元ヒストグラムの中に現れたそれぞれのパッチ辻、どのような立体講造に対志するのだ

ろうか。 2.4節で説明したグラフィックス・ツールを屠いてそれらを可視北することにした。温衰の代表点と

して T=0.3、T=O.6、T= 1.2を選び、それぞれのヒストグラム中のパッチにあたる立体構造を調べてい

くこと』こする。

T=0.3の場合を韮g.19に示した。図の見方の概略は次の通りである。fi.g.18を参考にしながら説明する:

・fi.g.18中の Aにあたる図では、各パッチにあたる安定構造のある時点での塵標と速慶、力を REMD

の時系列から抜き出し、それらのベクトルを初期条件として、 i司じj昆震において1.0X 105ステップ
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長 震 E 
(a) T出 0.08 (b) T出 0.10 (c) T = 0.15 

長 長 医

(d) T = 0.20 (e) T = 0.25 (f) T = 0.30 

長 震 長

(g) T = 0.45 (h) T = 0.60 (i) T = 0.80 

長 長 医

む)T = 1.00 (k) T = 1.20 (1) T = 1.40 

flg.16 : REMDシミュレーションから得た R3・E6二次元ヒストグラム
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fig.17 : REMDシミュレーションから得た R3・EO二次元ヒストグラム (3-D表示)

(lOOOt) の NMD を走らせ、 R~-EO 平面内での軌道を措いている o R~-'Eθ 平面には REMD の結果9 -- • ~. • _ . "W~ _ .~ _ ~ -~g 

より得た時系列頻度の等高線が描かれており、また、拐鰐条件の違いにより軌道も色分けしてある。

T=O.3、T=O.6では、頻繁に現れる構造を初期条件とした軌道を撞いており、また、 T= 1.2の場
合では初期条件は REMDの時系列中からランダムに数司選んで NMDを走らせ、その軌道をそれぞ

れ措いている。

. fig.18中の2にあたる函では、 Aで重ね書きされる前のR3-20平彊内での等高殺のプロットを示して

いる。

. fig.18中の Cにあたる留では、 T=O.3とT=O.6の場合には、初期条件となる講造をグラフイツク
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ス・ツールで示したものを、 T= 1.2の場合には、 NMDの持系列中で現れる不規則な講造を示してい

る。 A、B、Cなどの色分けしたラベルをそれぞれの函の左下に貼付しているが、これは密 Aの中の

パッチにも同じく貼付されており、対応がある。図中には残基番号を白字で示しである。

・韮g.18中の 5にあたる閣では、図A中の1.0X 105ステップのNMDを行っている聞の分子鎖中の結

合角。を、残基番号に対疋、させながら折れ線グラフでプロットしている。 1000ステップ(lOt)おき

に結合角の系列を出力しており、それぞれの時間での出力を線で繋いでいる。

この図の形式は、 fig.20、員g.21、長g.28、五g.29、長g.30についても開様である。

官主温域にお汁る REMDの時系列頻度二次元ヒストグラム中に現れるパッチは、やはちそれぞれ異なる構

造に相当することがfig.19、fig.20により示された。パッチとおMDによる軌道がきれいに対定、しているため

である。しかし、主g.21で示される T= 1.2のアンフォールド相では規則的な軌道はNMDでは描けず、揺

らぎが非常に大きい。罰Dで示される結合角も、 1000tという短い時系列の中でも大きく揺らいでいること

がわかる。

赤色のAでラベルした構造は、 rtぃj量変領域で観察される講造であり、末端の残基が互いに向き合ってい
るという特教がある。R3も小さく、次章で述べる Confined系においてもやはり広い温度領域で観察される。
讃色の Bでラベルした携造は、 l傑の末端が螺旋状の夜霞となっていることが特畿であり、 R3が大き
い。いま行っている、束縛のない状態でのシミュレーションでは広い湿度領域で欝察される構造であるが、

Con長ned系では観察されにくくなる。

緑色の Cでラベルした構造は、 1慎gの末端と 15慌の末端が口金のように向き合う詑童となっており、

母は小さい。いまの束蒋のない状態でのシミュレーションでは狭い謹度範習で観察される構造であるが、

Confined系では広い逼震領域で観察される。

この他にも、レアイベントとなる構造が観察される場合があるが、ヒストグラムにも現れないため割愛

した。

A |B 

fig.18 :安定構造の図の見方
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fig.20 : T = 0.6の場合
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5 Confined系

5.1 束縛ポテンシャんの導入

F.Takagi 2003 [1司は郷モデル*5を用い、タンパク糞を円柱状のポテンシャルの中に関じ込めた場合の転

移温度の変化について観察した。半径L、高さ 2Lの円柱状のケージを設定し、その中にタンパク糞を関じ込

めMD計算を仔うという操作である。榔モデルのポテンシャルに次のようなポテンシャルを追加し、タンパ

ク質を束縛した状態での MDシミュレーションを行い、モデル鎖のフォールデイングの振舞いの変化を観察

した。

午Kc叩[(長)4 _ 2 (え)2+い (22) 

ここで、&としたのは、円柱状のポテンシャル壁との距離であり、また、 H(x)はヘヴイサイド関数であ号、

H (x) = 1 for x > 0かつH(x)= 0 for おく Oである。
その結果、フォールデイング転移温度が高湿側に移動するという現象を観察し、報告している。また、

J 

し、その束縛ポテンシヤ1ルレの大きさと転移j逼皐麦との詞係を、やはり鶏モデルのMD計算により詳紹に調べた。

その結果、束縛ポテンシャルの大きさと転移温変は負の棺関があ旬、束縛ポテンシャルの大きさの減少〈つま

り、束縛条件をより厳しくしていく)とともに転移温度は線形に上昇するということを観察した。本研究で

設定したモデル鎖にも同様のポテンシャルを与え、これら先行研究で報告された内容と同様に、転移謹度が

上がるかどうか、また、その地特異な振舞いが現れるか調べた。束蒋ポテンシャルの導入によ号、 4章呈g.16

に示したような状態頻度分帯は変化すると予想される。これについても、 4.3節で導入した REMD計算を用

い、束縛ポテンシャルの下でREMD計算を行うとどのような影になるのか調べた。

本稿では次の束縛ポテンシャルを与える:

む叩[(長)4-2 (え)"]H(Cj2 -d;) (23) 

ここで、 Kcage= 1.0、C=4.0である。束薄ポテンシャルの概形を fig.22(a)に示した。ポテンシャル壁の
形は球形となっているくfig.22(的)。以下、本積ではな3)式のポテンシャルによりモデル鎖の閉じ込めを施

した系を Con呈ned系と呼称することにする。

Con五ned系の MDシミュレーションを行う場合、閉じ込めを行うポテンシャルの半径が重要になる。モデ

ル鎖にとって適慢な半径があり、あまりに半径を大きくとり過ぎても束縛による効果は出ないし、小さくと

り過ぎるとポテンシャル壁との禽突が激しくなり、モデル鎮中の残基関相互作用を無視する形でアンフォー

ルド状態となり、フォールデイングそのものが現れなくなる。そしてモデル鎖の緩和も遅いため、束蒋の鶏

果が現れているかどうかを即座に暫定することも圏難である。最適な半径は丑EMDを馬いながら試行錯誤

して設定する外なく、実際、本研究ではそうした。以下、束縛ポテンシャルの半窪を CageSizeと呼ぶことに

する。

*5郷モデルとは，タンパク質を MD計算するための粗視化モデルの一つであり，本研究において扱っている HPモデルもこの郷モ
デルのポテンシヤルを転用し使用している.
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{的ポテンシャル壌の様子

このような試行錯誤の結果、束縛ポテンシャルによるフォールデイングへの彰響が現れ、転移湿度が上昇

する井戸塑ポテンシャルの芋窪が特定された。 CageSize= 8.5 f寸近にそのような振舞いを起こす檀があり、

8.0 rv 9.0の範菌で期待する効果が現れる。この様子について、次節にて詳しく詔介する。

5.2 Confined系の REMDによる解析

Cor由 led系での過度mR3りプロットを REMDにより樗た結果を五g.23(叫に、温室開EOのプロットを

五g.23(b)に示すo4.4欝で持た、東韓のない場合での REMDの結果も同時にプロットしている。行った

REMDの条件は、束鐸ポテンシャルが導入されている点を除いて、 4章で宥ったシミュレーションと同じで

あり、持系列の長さ、算出根拠とする時系列範圏、交換頻度等も含めすべて陪じである。

fig.23を見ると、 CageSize~こよ引量度に拝う変化が異なっている。特に R3 は、 T> 0.6の鎮域に寵して

辻CageSizeと対正、してsIJiに平均懐が下がっていっている。これは、高温域でアンプオールド状態となってい

る際に束講を受けていると、ポテンシャル壁との笹突により残基の運動が抑えられ、結果としてRiの平均
が下がるためであると考えられる。一方で託逼域においては}II震が崩れており、 CageSize= 8.2のプロットが

上とまっている。これは、フォールド椙においては準安定溝造の類度分布に CageSizeにより違いが出るため

であると考えられる。その様子詰EOのプロットにもよく現れており、 CageSize2: 8.4では束縛のない状態

と識芳辻再様であるが、 CageSize= 8.2の場合では、握大をとる温度やその僅が弛の場合と比べて大きく異

なっている。

REMDの結果、系のエネルギー Eの時系列平均は五g.24に示すような龍をとった。 3.1篇で先送りにして

いた、束縛のない系での結果も示している。大まかにはエネルギー Eの平均辻益変と比fJU関保にあり、低温

においても再離に比例関係にあることがREMDによちわかった。

長g.25には、 R3とEOの時系列類度の握度に梓う変化を宗すカラーマップを示した。また、五g.26rv27に

は、温度ごとにR3-28の二次元ヒストグラムを描いたものを、 CageSizeを変えて示した。ここでは特に

CageSize方向での変化について詮百したい。

五g.25のカラーマップ中のパターンには、特に T< 0.6の抵糧域において、 CageSizeにより変化が見られ

る。安定構造の出現はカラーマップ中のピーク(色が明るい部分)として認識できる。

長g.26rv27にはパッチ状のパタ}ンが示されているが、このそれぞれのパッチが安定構造に対応している

。それぞれのパッチに iAムiBJ、iCj.， iDJという番号を張る。 CageSizeの変化によりそれぞれのパッチ

q
u
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がどう変化するのか、パッチの番号ごとに説明する:

. A: (R~ ， ~e) = (25，24)討近に現れる講造である。 CageSize= 8.2 (fig.27a)で辻 T=0.4付近から
現れ始めるが、 CageSize= 8.5.，8.6告g.26e，g)ではより抵j昆のT=0.2合近から現れてお号、しかし

東蒋の緩い状態(長g.26k)とまると再びごく抵謹域では現れなくなり、 T= 0.4からの顛度が高くな

るようになるσ

. B: (R~ ， ~e) = (26.5，26)付近に現れる構造である。 CageSizeが8.6以上(五gお i，k)において観察

された Q T = 0.1村近から現色、高還になると請失する。R3が大きいためか、東縛が議い;まど安定に
なる横向があり、束縛のない状態ではT=0.6の場合でも類震が高くなっている(五g.26x)。

ー C: (R~) ~e) = (25ム25.5)付近に現れる構造である oBとは逆L R3会坊さいためか束韓が強いと
安定になる額向がある。 CageSize= 8.2では T=1.4となってもまだパッチとして残害している。東

蒋が強い場合では広い温度領域で晃ちれるが、束蒋のまい状態では T三0.6の母温域で現れるのみで

(五g.26v)、高温になると全く現れなくさとる。

. D: (R;ラ2θ)= (26，25.5)付近に現れる構造である。 CageSize= 8.2 rv 8.5， Tと0.45の範揮で現れ、
束蒋が強い場合により安定とをる額向がある。高温になると損失する。

それぞれのパッチがどのような構造に対応するのか、次第において説明する。

5.3 ζonfined系にお汁る安定講造

前蔀において示したパッチは、それぞれどのような構造に対応するので為ろうか。 CageSize= 8.5の場合

に控目し、 4.7節で行った説明と詞様に、グラフィックス・ツールを用いて可提イとしたものを五g.28"-'30に示

す。 fig.28に示した留では、T=0.3におけるそれぞれの安定構造を示している。3-D画寵によるスナップショッ

ト、そして結合角。の折れ隷グラフかち、 4.7第の束縛のない状撃でラベルした AとCの講造辻対正、してい

ると考えられる。束縛のない状態で辻現れていた Bの構造が無くをっており、 Cの構造がより安定となり、

また、束縛のない状態ではほとんど観察されまかったDや Eの構造が現れている。この組にも、頻度の母い

多数の状態が観察されたが、ここでは割愛する。

D の構造は、束縛のない状態で現れていた B の構造とよく似るが、 B~こ比べ、残基番号 1 舗の末端が残基

8番髄とより離れる形となっており、話番舗の末端における結合角もパターンが違っている。

Eの構造は、現れる額度;土器く、高温になると清失する。 Cの構造に見られる口金のような部分が互い違

(a)部被Dにより待たR;の乎終

を.
初、

(b) REMD により努?と主~e 吃時土器

fig.23 :各 ShapeParam抗告r平均儀の CageSizeによる変化 CageSiz巴の異なる束縛系の REIvIDシミュレーションを t= 5.0 X 106ま

で行い，t = 1.0 X 106 '" 5.0 X 106 までの待系列を用いて R~(a) ， ~8(b) の平均を算出し温度ごとにプロットした点の配色が CageS出の
違いを示している.
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ω 結晶

(80)通常のMDとREMDによるEf})華寺漆照準均 (b) Ca伊Sizeの変f乙とE

fig.24 :各シミュレーションによるエネルギー Eの時系弼平均 (a)束縛のない状態で，通常のMDシミュレーションの場合および
REMDを用いた場合で算出される Eを温度ごとにプロットした，穫色の点、が通常の MD，紫色の点がREMDによる結果を示す (b)
CageSize を変えて REMD により E の持系列平均を算出し滋度ごとにプロットした.~色の違いが CageSize の違いを表す. CageSizeによる
変北はほとんど見られない，

いになったような棲造を持っている。

五g.29ではT=0.6の場合を、長g.30ではT=1.2の場合を示しているが、温度上昇に伴いAとCの帯造

のみが現れるようにまる。東韓のない状態と異会号、 T=1.2では結合角の折れ隷グラフにまとまりが毒り、

アンフォールド状態であっても時系男中の自己相模が比較的高くなっていることを伺わせる。次第において

は、この自己語関保数による議論を行う。

5.4 自己椙関関数のピークの変化

先行研究によれば、束韓条件を厳しくするほど転移温室は上がるという。そのような振聾いが本モデルで

も観察されるだろうか。 4.5欝で行ったシミュレーションを Con長ned系においても同様に行った。 CageSize

を変えてシミュレーシヨンを仔い、持られた結果を示した留が五g.31である。 (a)は束緯のない状態、 (b)は

CageSize = 8.5の』犬態、 (c)はCageSize= 8.2の状態で得た昌己相関関数のカラーマップであるが、束縛の

ある状態ではピークとまる赤色の領域が高糧費1に移動していることがわかる。しかし束薄の条件を強めてい

くとよりピークが高温側へ移るかというとそうでもなく、 CageSize= 8.2の場合ではピークはT=0.7付近

に出るが(吟、 CageSize= 8.5の場合ではT=1.0付近に襲っており (b)、しかし東緯を会くすと T= 0.61す

近となる (c)。先行研究で報告されている内容と同隷に、東主専により転移誼度が上昇したとも提えられるが、

7 = 20000として謹度・自己桔障関数のプロットを行うと長g.34(d)のようになり、 T=0.6村近から自三桔興
関数に揺らぎが生じ始めることほどの CageSizeにおいても変わらない。フォールデイング転謬撞震わ判定辻

これでは菌難をので、判定は行わないことにした。だが、自三相嬰関数のピ←クが、適当者 CageSizeをとる

ことにより大きく高温測へ移る現象が寵察されたことには注意を払いたい。

5.5 閉じ込捨による高速なフォ-}vディングの発毘

ガラス転移点以下でMDシミュレーションを行うと、系が準安定状態に長くi寄留するという現象が起きる

が、 Confined系において班Dシミュレーションを行ったi禁、 CageSizeを適切にとることで最安定状慧に系

が落ち着く場合が多くなるという現象が観察されたので報告したい。この結果は、「多数の準安定状態を持つ

タンパク質がなぜ、短い持詞の中で景安定構造へフォールデイングするのかjという疑問に一つの罰答の可能

性を提示するものであると考えている。
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混雑効果に誘導される高速なフォールデイング過程

例電 電 例官 時

(a) CageSize = 8.2， T = 0.15 (b) CageSi盟e= 8.2， T = 0.30 (c) CageSize = 8.2， T = 0.45 (<1) CageSi草e=8.2令 T= 0.60 

持 参昔 吋 弔

{吋 Ca.geSiz曹=8.4， T = 0.15 (f) Ca.ぉeSize= 8.4， T = 0.30 (g) Ca.geSize = 8.4， T = 0.45 (h) Ca.geSize = 8.4， T = 0.60 

時町時同

(i) CageSize = 8.5， T == 0.15 (j) CageSize器 8.5，T = 0.30 (k) CageSize = 8.5， T 器 0.45 (1) CageSize = 8.5， T = 0.60 

ペ縄;ベ喝
(m) Ca.geSize = 8.6， T = 0.15 (n) CageSize = 8.6， T = 0.30 (0) CageSize = 8.6， T = 0.45 (p) Ca.geSize = 8.6， T = 0.60 

司吋吋べ

(q) CageSize = 8.8， T = 0.15 (r) Ca答申Si僻=8.8， T = 0.30 (り CageSi7A = 8.8， T = 0.45 (t) Cag骨Size= 8.8， T = 0.60 

(u) C晶geSi問=∞， T = 0.15 (v) CageSize =札'1'= 0.30 (w) Ca伊 Si7A=∞， '/を=0.45 (x) CageSize =∞，'1'=0‘60 

fig.26 : RE羽D より得た Confined 系の R~-'E(J 二次元ヒストグラム (1) CageSize = 8.2， 8.4， 8.5， 8ゑ 8.8，∞の場合に関し，
t = 5.0 X 106の長さの REMDシミュレーシヨンを行い，R~-'Eθ 一次元ヒストグラムを得カラーマップで示した. ge色が時系列頻度を表ョ一ー う

す.ここでは Tニ 0.15，0.30， 0.45， 0.60の温度で得たヒストグラムを示している.左から右へ向かい高温となっており，上から下へ向かい

束縛が緩い方向に並んでいる，
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長

常 時 時 領軍

{時 CageSize= 8.2， T = 0.80 (b) CageSize = 8.2， T = 1.00 (c) C晶geSize= 8.2， T = 1.20 (d)仇 geSize= 8.2， T = 1.40 

長

荷主 ..; 唯 損事

い)CageSize = 8.4， T = 0.80 (f) CageSize = 8.4， T = 1.00 (g) CageSize = 8.4， T = 1.20 (め CageSize= 8.4， T = 1.40 

狗: . .;噌司

(i) CageSize = 8.5， T = 0.80 0) CageSize = 8.5， T :::: 1.00 (k) Ce.g'君Size詰 8.5，T = 1.20 (1) CageSize = 8ム T= 1.40 

ペ ペ ペ 訓告

(m) CageSize = 8.6， T = 0.80 (時 Cag'串Size= 8.6， T = 1.00 (0) CageSize口 8.6，T = 1.20 (討 CageSi僻=8.6， T = 1.40 

賓客 喝 ペ 弔

(q) CageSize = 8.8， T = 0.80 (r) CageSize = 8.8， T = 1.00 料 Ca.geSize= 8.8， T = 1.20 付 Cag哩Size= 8.8， T = 1.40 

(u) CageSize =∞， T = 0.80 (v) Ca.geSi7A =∞， T = 1.00 (w) CageSi蹄=∞，T = 1.20 (吋 C時 eSize=∞，T = 1.40 
fig.27 : REMD より得た Confined 系の R~-E9 二次元ヒストグラム (II) CageSize = 8.2， 8.4， 8.5， 8.6， 8.8，∞の場合に関し，
t = 5.0 X 106の長さの REMDシミュレーションを行い，R~-EØ 二次元ヒストグラムを得，カラーマップで示した.配色が時系列頻度を表
す，ここでは T= 0.80， 1.00， 1.20， 1.40の温度で得たヒストグラムを示している左から右へ向かい高温となっており，上から下へ向かい

束縛が緩い方向に並んでいる.
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混雑効果に誘導される高速なフォールデイング過程

雲

fig.28 : CageSize = 8.5， T = 0.3の場合
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まミ

fig.29 : CageSize = 8.5， T = 0.6の場合
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fig.30 : CageSize = 8.5， T = 1.2の場合

混雑効果に誘導される高速なフォールデイング過程
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100000 
90000 
80000 
70000 
60000 
5UO∞ 
40000 
30000 
m∞3 
10000 初0.2

一比一山

(b) CageSi鵠出議.5の場合の滋己犠機関数{ぉ)0品，geSi笛e=8.2の場合の手i己綴機関委主

0.4 

な3

a 
場0.1

務:考与

制喰叡轍繍

{吟取締がない滋会の磁己紹f薬草選数 (d} r = 2000ひとしたときの多Oa.gQSiz睦における議己総隊機数

fig.31 :各CageSizeで澱った自呂格欝罷数 (a) CageSize = 8.2の場合の自己相関弱数の様子をカラーマップにより示したを縦較に時

間の違いずを‘横軸に混度をとり，自己組問関数の値を敗色で示した (b) (a)と河様に CageSize= 8.5の場合の自己格関関数の様子を
カラーマップにより示した. (c) (a)守 (b)と同様に束縛のない場合の自己相関関数の議子をカラーマップにより示した図は呈g.15(a)とi弓

ーである. (d)ァ=20000として切ったときの各CageSizeでの自弓相関関数の様子を示した配色がCageSizeの違いを表している噌

輔む.2

CageSize = 8.2、8.5、そして束鱒のない状惑について、言=1.0 X 107までのMDシミュレーションを行っ
た。この時系列の長さは 3.1箆で行ったシミュレーションの21警の長さである。最授の 1.0x106tの時系列

を毘いて各 ShapeParameterの時系列平均を温度ごとに算出しようとしたところ、 fig.32に示すようま結果

が得られた。特に CageSize= 8.5の場合に控目すると、 T=0.7付近において、時系予i平均が誌とんど謡ら

がなくなる。一方で飽の CageSizeの場合では揺らぎが大きいc本請で求める、最安定状慧への高速なフォー

ルデイングが宗されたと期持される。

T=0.7の場合について、先と同じく各CageSizeにおいてt= 1.0 X 107までの MDシミュレーションを
行い、これを羽田試行として操り返したo R~" EOそれぞれの平均催を最後の1.0x 106tの時系列を患いて

葬出し、 REMDの結果から得た類度分布の等高藤国の上に二次元プロットしたものを五g.33に示したc この

函を見ると、 CageSize= 8.5の場合では他の CageSizeの場合によ七べ、 ドットの収束が顕著に麗察できる。
この1.0x 1Q6tの時系列中では、それぞれの CageSizeにおいてどのような変化が起きているのであろう

か。束縛のない状態で辻フォールデイング転事温度以上となっているため、ガラス的な援舞いが示されてい

ると予想される。 R3-EO二次元ヒストグラムを描くことにより操子を諜べることにした。

各 CageSizeにおいて、この1.0x 1Q6tの号、 EOの時系持プロットを得たものを缶、話に、また、この

時系列から弔問回二次元ヒストグラムを得土結果を五g.35~こ示した。この国から、 CageSize = 8.2、そし

て束縛のない状態においてはE互い範屈で状態関遷移がこの持爵轄の中で起きていることがわかる。一方で

CageSize = 8.5の場合でははとんど状態間遷移が起こらない。一見して、フォールド梧に為るように見える。
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?昆雑効果に誘導される高速なフォールデイング過程

空E駒 讃

fj，7 唖7 私書

総努事事f8'知機 蜘軍事衛繍織

(a) R~ の時瀞j鞠 (b) EiIの善寺系列平均

fig.32 :長時間シミュレーションによる各 ShapeParameterの持系列平均 CageSize = 8.2， 8.5，そして束縛のない状態につき

t = 1.0 x 107tまでの MDシミユレーションを行いヲ最後の時間1.0x 106t の時系列を使い R~(a)ぅ:E8(b) の時系列乎均を算出して温度ご

とにプロットした • T=0.7付近に注目すると，特に CageSize= 8.5のとき，平均に収束が見られる.

そして注目すべきは、 T< 0.6の低温域の場合と違い、ほとんどの試行で構造Aに再現性よく収束している

ということである(フォールド相では到々の状態に落ち着いてしまう)。

本稿の主たるテーマi土、天熱のタンパク震が示すような最安定状態への速い到達がいかにして実現されて

いるのか、という関いに、それが詫雑効果により起こる場合があるということをモデル窺究によち示すこと

である。本語で扱うヘテロポサマー鎮がフォーjレディングを行う場合、複雑な告白エネルギ一地形を持つだ

めに立体樟造がガラス的となり、実欝、通常の MDシミュレーションでは転移誼度討近であっても一つの状

態へ落ち若くこと誌なかった。一方で REMD計算の結果から、その温度では少数短の大きごと谷を持つ皇自

エネルギ一地彰を持つことがわかっており、これ辻つまり、タンパク質の高精度シミュレーションで聾害と

なる、準安定状態への滞習によ切最安走者天然状悪へフォールドしないというジレンマを再現したものと言

える。しかし束韓ポテンシャルを与えることにより、最安定構造へ短いシミュレーション時間内に到達し、

そして状態は議うということがここに宗された。

ここで、なぜ、このような援舞いが超こるのか考えてみたい。設定した束縛ポテンシャルへの閉じ込めがモ

デル鎮にどのような影響を与えるかについてであるが、この操作は、R:が大きい準安定状惑の自由エネルg 

ギーを上げると考えられる。いまj主目する系では、 R2が大きい構造は熱平筒状態においてレアイベントとg 

なってお号、 RE註Dによる解析ではほとんど拾えなかった構造である。しかし、 T=0.7の束縛のない系で

ガラス状態となったときに観察される構造はそのようなレア千ベントである場合が多しこれらの講遣が束

縛ポテンシャルへの閉じ込めによ司どのように自由エネルギーの変化を示すかが、注目される。 REMDによる

解析では FEL中の特に深い訣態をサンプワングするのみで、 FELの浅い領墳についてはサンプワングでき

ていない。 FELの浅い鎮域についてサンプリングする場合には、 REMDでは長時間のシミュレーションを

行わない隈ち難しい。束緯によりレアイベントとなる構造の自由エネルギーが増すかどうか調べるため、次

(a)務 C時也81蹄の華寺系望号i王手均をご'
ゑぞJ毛プロットした磁 . (b) C喝睦Si革命=∞ {む)CageSi純忠 8.5 (d) Cag'菅Size器自主2

fig.33 :長時需シミュレーションによる各ShapeParameterの碍系列平均の二次元プロット
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fig.34 :行った長時腎のシミュレーションにおいて得られた時系到

章で述べる解析を行った。

G 自由エネルギ一地形による議論

商

宅初""

{持 CageSi鵬=0Cl~記。

揖

{母 Ca喜怒Size= 8.5，記8

官民

象c<，

智3

(f) CageSi翻思惑、丸:EB

5.5節において、束縛ポテンシヤルへの関じ込めによ与高速なフォールデイング過程が観察されたことを報

告したが、この変化の原因は荷であろうか。レアイベントとなる講造の富由エネルギーが増すという FELの

変化が閉じ込めによ均起きたと考え、改変したアンプレラサンプリング法によち解析を宥った。本章ではそ

の結果について報告する。

6.1 Yンブレラすンプリン夕、法

まずは採用した解軒方法について確認を行う。アンプレラサンプワング法は、日D計算やモンテカルロシ

ミュレーションを行う場合に設定するハミルトニアンに、アンプレラ・ポテンシャルと呼iまれる関数を追加

して、そのハミルトニアンを基に仮想的会シミュレーションを行い、得られた時系列データを統計力学に基

づいた方法で適切仁変換することで、アンプレラ・ポテンシャルを除いた完のポテンシャルを持つ場合の統

計平均を算出するというアルゴワズムである。以下でアンプレラサンプリング法のアルゴリズムを確認して

A
4
 
ハ
υ
ウ
i
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おく [21]。

座標、運動量をそれぞれq、pとして、ハミルトニアン討(qラp)を持つ系の分配関数Zχ は次で表される:

ゐ=Jε一山川dp
これにより、系の中に表れる物理量 A(q，p)の統計平均は次で表される:

(A(q，P))fl = -1-f A(q，p)e一間内qdp (25) 
，u究 J

この積分、すなわち全状態のサンプリングであるが、自由度が高い系においては実質上は実行がほ段不可能

である。よって、通常はMDシミュレーションやメトロポワス法などにより、分配関数と同じ確率分布に従

い状態のサンプリングを行う手法を通じて統計平均の近鉱鑑を算出する。

アンプレラサンプリング法では、ハミルトニアン冗(q，p)に更にアンプレラ・ポテンシャル Vu(q)を加

え、シミュレ←ションを行う。アンプレラ・ポテンシャルによりバイアスを受けた系について物理量A(q，p)

の統計平均 (A(q，p))wを求めるには次のようにする:

弓
(畠)Ca草'eSize=∞，試行1

開ヰ

(b) CageSize =∞，試行2
略

的 Cag暗Size=∞，試行3
'寄

付)C略:e..<;i鵬=∞毛章式fT4

句

作)Cag宮Size= 8.5，滋行 1
IC 

(f) CageSize = 8.5，試行2
ぺ

(h) CageSize = 8.5，試行4
割程

(g) CageSize = 8ム試行3

側主

(i) CageSize = 8.2，試行1
円E

(j) CageSize = 8.2‘試行 1
時

(k) CageSize = 8.2，試行 1
ぺ

(1) CageSize = 8.2，試行 1

fig.35: :長持関シミュレーションによる二次元ヒストグラムの標本
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(A(q，pM=JーIA(q， p)e一仰(q，p)dqdp
L.rW J 

(26) 

ここで、 W(q，p)=百(q，p) + Vu(q)とした。 ZwとはハミルトニアンがW(q，p)である場合の分配関数で
ある。

MDシミュレーションやメトロポリス法などにより物理量A(q，p)の統許平均の近似値を求める場合、サ
ンプワングアルゴリズムには完のハミルトニアン千五(q，p)にアンプレラ・ポテンシャル Vu(q)を加えてシ

ミュレーションを行う必要がある。その結果得た統計平均の近椋龍を ()simWとする。

次のような変形を行う:

(A(q， p))1i =-1-r A(q， p)e一向(q，p)dqdpx学
ζ'1i J L.rW 

Z，一一 1 r =-EE--j A(qJ}e+βVu(q)e-β伺(q，p)+Vu(q))dqdp
Zχ ZwJ 

=学(A(q，p)円 U)W
ぷJ手4

結果、次の関係式が得られる:

(A(q，p)e+βVU(q))simW 
(A(q， p))従 2

(e+βVu(q))討mW

(27) 

(28) 

すなわち、バイアスをかけたハミルトニアン W(q，p)に援舞いを記述されるシミュレーションを仔い、その

結果を用いて系が元のハミルトニアン冗(q，討を持つ場合の統計平均を算出することができることが示され

ている。通常のシミュレーションでは到達できない FEL上の蜂にあたる状態のサンプリングも、アンプレ

ラ・ポテンシャルを適切に設定することで行うことができる仕組みとなっている。

一般的なアンプレラサンプリング法のアルゴリズムは以上の通りであるが、本稿では改変したアルゴリズ

ムを用いる。次節でそのアルゴリズムの導出・確認を行う。

6.2 温度アンプレラサンプリング法

前節ではアンプレラ・ポテンシャルを元のハミルトニアンに追加するアルゴリズムを示したが、式 (27)の

彰は、ハミルトニアン冗ではなく逆温変βを変えることによってでも間諜の計算方法が導かれると考えられ

る。つまり、高温の状態で志いサンプリングを行わせ、母温の場合の統計平均を間接的;こ計算するという手法

である。高い温度THと低い温度 TLを考え、それぞ、れの逆温度を sH、sLとする。ムβ=sH -sLとする。

温度TH、TLにおける分配関数をそれぞれ ZH、ZLとすると、それぞれの温度における物理量A(q，p)の
統計乎均 (A(q，p)泊、 (A(q，P))L 辻、理想的には次の式により表される:

(A(q， P))H = -1-r A(q， p)e-sH1i(q，p)dqdp 
。HJ

式 (27)と同様の式変形を行う:

(A(q♂))L =:  r A(q， p)e-印刷dqdp
L.rL J 

-706ー
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fig.36 :温度アンブレラサンプリング法が有効に働く場合と働かない場合

(A(q， p))L =; r A(q， p)e-sL1i河内qdwZ互
LJL J LJH 

ヲf-l 1 r _ ~H: I A(q，p)e(-sL+βH)'1l(q，p)e一間近，内qdp
ZH ZL J 

=与は(q，p)e+ム側q，P))H
LJL 

(30) 

結果、次の関孫式が得られる:

(A(q，p)e+ムβ1l(q，P))simH
(A(q， p))L c::: (e+ムβ冗(q♂))simH

(31) 

これにより、サンプリング効率の高い高温域でのシミュレーションにより、エネルギー障壁が多数生じシミュ

レーションが行えないf白星域の統計平均を得る方法が示された。

この方法が有効に骨く場合は眠られている。

-ム9が大き通ぎるとサンプリングする擦の重みが全く異なるようになり、結果が収束しなくなるため、

標的となる温度と実際にシミュレーションを行う温度と辻近い必要がある

-高い温度でシミュレーションする場合、シミュレーション時構内に有効にサンプルに掛かる状態が低

い温度の場合を包含している必要がある (fig.36(司、 (b))

-粒子数が多い場合は系のそれぞれの状態の実現確率が低分子数の場合と大幅に変わり、サンプリング

が困難になるため有鶏に働かない沼g.36(c))

注目する系は一分子であり、また、シミュレーション時間内に系が取りうる構造が増えるか減じるかとい

う温度領域に注目し、アンフォールド栢を利用することでガラス的振舞いを見せる桔のサンプリングを行う

ということなので、上記の条件はクリアしていると考えた。この方法により FELの浅い領域についてサンプ

リングした結果を次第にて示す。

6.3 シミュレーションの方法

前節で述べた方法により、 CageSize= 8.2、8.5、そして束縛のない状態について温度アンプレラサンプリ

ングシミュレーションを行った。実際に系を動かした湿度はT= 0.85である。この温度は、ガラス転移点直

下であると考えられ、 3.1節で行ったような短い MDシミュレーションによってもカノニカル平均が安定し

て得られる温度である。時系列の長さを t= 5.0 X 107として、それぞれの CageSizeについて 10回のサンプ

リングシミュレーションを行い、結果を平均して最終的にFELを描く。 (31)式により温度を変換する際に
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分配関数を計算するが、いずれの CageSizeにおいても 10回のサンプリングシミュレーションで得られた分
毘関数はそれぞれ5先ほど謡らぐのみであったので、有効なサンプリングが仔われているものと考えた。そ

れぞれの講造について自由エネルギーを得たいが、 R~ と E(} のみでは構造同士で頻度分布が重なる領域が多g 

いため、 P2も導入し、三次元の ShapeParameter空間中でFELを描くことにする(弓の詳細は 2.5節参
顛)。サンプリングされた結果はカノニカル分布によく従っているものと仮定し、三次元の ShapeParameter 

空間中の搭子それぞれについて次式により岳由エネルギーを計算した。

G = Go + kBTln(p/po) (32) 

ここで、 Gは自由エネルギーを、 Golま基準となる状態の自由エネルギーを、 pは状態頻度を、 Poは規格化定

数を意味する。温度アンプレラサンプリング法により得た ShapeParameter空間中の状態頻度分布を上式に

より変換し、次節に示す結果を得た。

6.4 自由エネルギー地形の概形

それぞれの CageSizeについてFELを得た。その様子を fig.37rv39に示す。 ShapeParameterを三つとっ
たことで分布の重なりを回避できた領域は多く、特に邑由エネルギーの低い構造はほとんど図中に示されて

いると判断する。 FELを描いた図の見方であるが、それぞれの頁で左上に搭かれている ScatterPlotが三次
完でのFELを示したものであり、配色によりそれぞれの産標での相対的な自由エネルギーを表している。各
格子点で状態頻度が1以下となった場合は無色とした。 ScatterPlot の右には R~-P'3 の二次元による FEL、9 -9 

下には -Eθ-P2の二次元による FEL侶θはマイナスをとっていることに注意したい。匿の見易きを擾先し
マイナスの債でFELを示した)、右下には R:-E(}の二次元による FELを配置した。g 

それぞれの図中で示されている講遣に、 REMDで示された安定構造に加えて新たに名称をつけることに

する。それぞれXlrvX6とし、図中にラベルを加えた。これらレアイベントとなる棲造の自由エネルギーは
CageSizeを狭くしていくに従い、 X2を除いて全くサンプリングされなくなる。すなわち、束縛ポテンシャ
ルの影響により状態が大幅に減ったことがわかる。
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7 Discussion 

7.1 示された結果のまとめ

本請では、分子混雑がタンパク質のフォールデイングを高速化させているという仮説を立て、モデル研究

を通じて答えを模索した。得られた結果をここにまとめておく。

. 3.1節でフォールデイングするモデル鎮を設定し、温度を変えて MDシミュレーションを行ったとこ

ろ、ある温度以下では ShapeParameterやエネルギ-Eの時系列平均が収束しなくなった。これは

最安定構造以外の様々な準安定構造に系の状態が落ち着き抜け出せなくなるために起こる。この温度

をガラス転移温度九と考え、 Tg= 0.8 rv 1.0であると考えた。
. REMDシミュレーションを行うと各物理量は収束した (4.4節)。逼震に伴う状態頻度分布の変化も謂

べることができたは.6節)。そして豆EMDと通常の MDを組み合わせた方法により自己相関関数の

温震変化を調べたところ、自己相関関数はある逼度で明確に転移を起こすことがわかった (4.7節)。

この温慶鼠下では系は状態遷移を全く起こさなくなると考えられる。この転移点がフォールデイング

転移点号であると考え、 Tf= 0.6であると判断した。つまり、研究対象とするモデル鎖の転移の様
子は fig.40の緑色部ように模式的に描かれる oTf9の温度では、状態間遷移は起きるが無秩序ではな

いという状態になっている。

-束縛ポテンシャルを導入し、モデル鎖を閉じ込める操作を行った (5.1節)。これは、細鞄内の分子混

雑を模擬したものと考えている。その結果、束縛ポテンシャルの半径を意味する CageSizeの大きさ

により状態頻度分布に変化が現れ (5.2館)、更に自己据捷関数の湿度に伴う変化も様椙が変わった

(5.4節〉。

. CageSizeを8.5に設定し、 T=0.7で長時開のシミュレーションを行うと、数個の状態に系が落ち着

きやすくなるという現象が観察された (5.5箭)。

. CageSize = 8.5の場合になぜそのような振舞いが生じるか調べるため、隈定的な解析手段である温
度アンプレラサンプワング法により FEL中の浅い領域で起こる束縛に伴う変化について調べた (6.4
節)。結果、レアイベントと考えられる自由エネルギーの比較的高い構造が束縛ポテンシャルへの閉じ

込めにより消される{自由エネルギーが高くなる)という振舞いが見られた。

7.2 高速なフォールディングはなぜ起こるか

フォールデイング転移温度勾が束縛ポテンシャルの導入により変化するかどうかは、 5.4節で示した自己

相関関数の様子からは判定できなかった。閉じ込めを施された状態にあっても、 T>0.6の領域では自己相

関関数に全く揺らぎがないということではないため、状態選務は起こっているものと考えられる。ただ、自

己相関関数にピークが示される温度がCageSizeにより変化する。高速なフォールディング過程が示された

T=0.7の領域では、注目した CageSizeにおいて詰いずれの場合もガラス状態、にあると判断するc では、な

ぜ関己込めにより数値の状態へフォールデイングが匙こるのか、という疑問に対する答えを考える。モデル鎖

がガラス状態、にあるときに状態問遷移が起こる理由辻、準安定状態聞のエネルギー障壁を頻繁に越えられる

ほど揺動エネルギーが増したためである。しかしアンフォールド状態となるにはエネルギーが足りないため

にフォールド状態の各講造を行き来することが繰り返されている状態にあると考えられる。この状態は、最

安定構造の探衰をモデル鎖が行う場合には都合がよい。一つの準安定講造に留まり続け、有醸時間内に最安

っ“
内
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定となる Aの構造に至る確率がほぼゼロとなる可能性が抵まるかちである。しかし、一方でこの状態関遷移

辻都合が悪く、なぜなら、最安定講造に至っても再度別の準安定状態へと転じる確率が高くなるためである。

適切な束縛を行っていると、 R~ を大きくとる準安定状態は自由エネルギーが高くなり、ガラス相にあってg 

もそこへ到達できなくなる場合があると考えられる。 5.5節で示された結果のように、モデル鎖が束蒋を受け

た際に晃かけ上で系に状態遷移が起こらなくなるという現象辻、フォーjレド相に系が移動しているのでiまな

く、シミュレーション持関内で到達可能な状態が閉じ込めにより大幅に減じられたためであると考えられる。

R3が大きいレアイベントが泊されるその様子は 6.4節において示されている。

7.3 本研究から提案されること

REMDにより自由エネルギ一地形は確かに数個の谷を持つ landscapeとして描けiまするのだが、実擦に

MD計算を行うと、自由エネルギ一地形から考えてまず起こらないという低確率のイベントがたくさん起き、

そこに引っかかってしまう。自由エネルギーの谷に辻移動せず、レアイベントのみで MDが終わるという事

態となる。レアイベントが極めて多くの数あり、そこでは自由エネルギ一地形は意味をなさないということ

だ。ただ、これを揃わせる、自由エネルギ一地形に近づける方法があり、その一つが空間的な束縛である。

初期条件をランダムに設定した場合の高精度シミュレーションでしばしば起こる準安定状態へのj書留は、

実は分子クラウデイングを考悪していないために起こることであって、巨大分子同士の賓突という新たなノ

イズによりフォールデイングが高速化しているという可詑性を本訴究は示唆する。また、この説はファネル

型ポテンシャルをなおも支持する。

タンパク賀のフォールディングが、補助因子等の作用により特定の構造へ落ち着くよう誘導・フォールデイ

ングの高速化がなされていると考えられてきたが、しかし混雑効果・細鞄内の詫雑によってもフォールデイ

ングが高速化されるであろうという予想がなされた。それは束縛ポテンシャルの導入により、レアイベント

として是こる拡がった構造の自由エネルギーが高くなるためで、状態河土の競合の結果、安定な小さい状態

へと落ち着くのだと考えられる。

タンパク質フォールデイングにおける準安定状慧への帯留を解消することを考える場合、この準安定状懇

の安定住をいかに消すかが問題である。
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達或可能かどうか不安な目標でしたが、お世話になった皆様からの温かいご助力のおかげで形にできました。

皆隷へ、ここに感謝の意を表します。

金子研究室の石票秀至助教からは、理論面、アルゴリズム、シミュレーション等の各面で、自分がつまづい

た際には総合的に劫言を頂きました。特に、本テーマを設定する前に行った別の数鐘実験萌究のシミュレー

ションを設の指導の下で行わせて頂いたことが、本研究を進める上での基盤となりました。お忙しい中で教

育的なテーマを環きご指導頂いたことに謝意を表します。学援研究員の中島昭蒼さんからは、本研究の研究

計画、計算結果の解釈について明廟な助言を頂きました。計算負荷の捧かるこの確究は、研究室の計算機サー

バーを管理されていた栗11[知己さん、鵠詞大輔さんのご支援なしには続けられませんでした。彼らの綴密な

管理あっての誹究です。ここに謝意を表します。名吉星大学の詞本祐幸教授からは、シンポジウムの合間の

時間にレプリカ交換MD法に関する貴重なアドバイスを頂きました。初対面であったにもかかわらず親身に

なってご相談を受けて頭いたことに惑謝の意を表します。所究室の皆謙からは、研究の方向性や結果の解釈

の仕方などの視野の大きな議論から、各種計算機ツールの安い方等細かい点まで百々助言を給わってきまし

た。修論作成までi曹ぎ着けることができたのは皆隷のおE主です、ありがとうございます。そして、テーマ設

定の擦の議論から本論文作成に至るまで長くご詣導いただき、お付き合い頂いた金子邦享教授に心から感謝

の意を表します。

本原稿を提出した自は 2011年3月18自、東北関東大震災の発生から 78後のことです。 i幸波・震災・原

子力災害により甚大な被害を受汁た東北地方をはじめとする日本国の阜期復興を心より願いますとともに、

大災害後のこの国を担う若い者の一人としてしっかり生きていこうと思います。

引用文献

[1} Han，J. and Herzfeld，J. :Macromolecular diffusion in crowded solutions. Biophys. J. 65 1155-1161 

(1993) 

[2] Murphy，L.D. and Zimmerman，S.B. :Macromolecular crowding effects on the interaction of DNA 

wi七hEscherichia coli DNA-binding proteins: a model for bacterial nucleoid stabilization. Biochim. 

Biop}ゅ• Acta. 1219 277-284 (1994) 

[3] Spin註乙H.and Chaires，J .B. :Effects of hydration， ion release and excluded volume on the臨 elting

of triplex and duplex DNA. Biochemistry 38 496-508 (1999) 

[4] Goobes，豆.et al. :Metabolic buffering exerted by macromolecular crowding on DNA-DNA interac-

tions: Origin and physiological signi五cance.Biochemist句 422431-2440 (2003) 

(51 v組 denBerg，B. et al. :Macromolecular crowding perturbs protein refolding kinetics: implications 

for folding inside the cell. EMBO J. 19 3870・3875(2000) 

[6] Sasahara，K.ヲMcPhie，P.and Minton，A.P. :Effect of dextran on protein stability and conformation 

attributed to macromolecular crowding. J. Mol. Biol. 222 1227・1237(2003) 

[7] Tokuriki，N. et al. :Protein folding by the effects of macromolec叫arcrowding. ProteiηSci.13125・133

(2004) 

-714ー



混雑効果に誘導される高速なフォールデイング過程

[8] Tompa，P. Structureαnd Function of Intrinsically Disordered Proteins CRC Press (2010) 

[9]今井正幸:ソフトマターの秩j字形或シユプリンガー・ジャパン (2007)

[10] Levi民halι:Arethere pathways for protein folding? J. Chim. Phys. 65 44-45 (1968) 

[ド11司]Le引肝何V吋ri凶凶hal，ρC.:五耳owtωo Fold Gra拭dou邸凶S司l除yあr，i訟n

ceedi泊ngs0ぱfa meeting heιld a拭tAl担le位rtωonHo邸 e，Monticello， Illi∞i治s(Debrunn吋de位rJ.T.P.，五Mu

e吋ds.吋.)University of Illi∞i包sPress 22-24 (1969) 
[12J Goodsell，D.S. :Inside a living cell.卦ends.Bioche仇 Sci.16 203-206 (1991) 

[13J Huang，五.Lectuγes on Statistical Physics αnd Protein Folding ¥Vorld Scienti五c(2005) 

[14] Suenaga，A. et al. :Folding dynamics of 10-residue hairpin peptide chignolin. Chem. Asiαn J. 2 

591-598 (2007) 

[15J Yomo，T. ， Saito，S. and Sasai，M. :Gradual development of protein-like global structures through 

functional selection. N at. St門tct.Biol. 6743-746 (1999) 

[16] 白血lOyama旦， Yonezawa， Y. and N akamぽ a，H.:Enhanced free-energy calculation using multiscale 

siml出tion.J. Chem. Phys. 133 135101 (2010) 

[17} Takagi，F. ， KogaうN.and Takada，S. :How protein thermodynamics and folding mechanisms are 

altered by the chaperonin cage: Molecular simulation. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 100 11367-11372 

(2003) 

[181 Mittal，J. and BestラR.B.:Thermodyna出 csand kinetics of protein folding under co凶 nement.Proc. 

Natl. Acad. Sci. USA 105 20233-20238 (2008) 

[19] Nakamura，H.K. et al. :Scrutinizing the squeezed exponential kinetics observed in the folding simu-

lation of an off-lattice Go-like protein model. Chem. Phys. 307 259-267 (2004) 

[20] Sugita，Y. and OkamotoヲY.: Chem. Phys. Lett. 314 141-151 (1999) 

[21}上巴顕:分子シミュレーション吉典系から量子系手法まで裳華房 (2003)

[22} Han，J. and Herzfeld，J. :Macromolecular diffusion in crowded solutions. Biophys. J. 65 1155-1161 

(1993) 

[23] Onuchic，J.N. et al. :Protein folding funnels: the nature of the transition state ensemble. Folding f3 

Design 1 441-450 (1996) 

[24]桑島邦博:フォーJレディング機講 inシリーズ・ニューバイオフィジックス 1タンパク質のかたちと物性

(中村春木ラ宥坂文雄編)共立出版 pp.78-97(1997) 

[25]高E彰二:フォールデイング反応仇タンパク賓科学(後藤祐児今桑島邦博，主主j畢克行編)化学同人

pp.261-273 (2005) 

[26]神谷成敏，肥後頭ーラ福西快文，中村春木:タンパク質計算科学共立出版 (2009)

[27] Klepeis，J .L. et al. :Long-timescale molecular dynamics simulations of protein structure and function. 

Curr. Opin. Struct. Biol. 19 120-127 (2009) 

[28] Jha，S.K. and Udgaonkar，J.B. :Free energy barriers in protein folding and unfoldi碍 reactions.Curr. 

Sci. 99 457-475 (2010) 

[29] Dill，K.A. :Polymer princples and protein foldi時• Protein. Sci. 8 1166-1180 (1999) 

[30J Hart，W.E. and Istrail，S. :Lattice and 0宜:"latticeside chain models of protein folding. J. Comput. 

Biol. 4 241-259 (1997) 

F
』一

d

門

i


