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立体構造データの使い方立体構造データの使い方

デ• 個別のデータの利用

– 変異体の設計変異体の設計

– 立体構造予測→次回の講義で解説

複数のデ タの比較• 複数のデータの比較

– 類似性に基づく機能予測→立体構造比較

• データを網羅的に利用

配列と立体構造の関係・傾向を明らかにする– 配列と立体構造の関係・傾向を明らかにする
→立体構造データの統計解析



立体構造データの活用事例（１）立体構造データの活用事例（１）

Nakajima et al. FASEB J. 22, 2323 (2008).



立体構造データの活用事例（１）立体構造データの活用事例（１）

酸味を 味 変 味修飾 性をも• Neoculin: 酸味を甘味に変える甘味修飾活性をもつ

• pHセンサーとして機能している残基を同定したいp

５つのHis残基を持つ
いずれも表面に露出しているいずれも表面に露出している

分子内部に埋もれている
場合、別のアミノ酸に置換
すると立体構造を維持で

すべてAlaに置換

すると立体構造を維持で
きなくなる場合がある

す 置換

味覚修飾活性を失う

PDB ID: 2D04

Nakajima et al. FASEB J. 22, 2323 (2008).



立体構造データの活用事例（２）立体構造データの活用事例（２）

Uchimura et al. Biosci. Biotechnol. Biochem. 72, 3237 (2008).



立体構造データの活用事例（２）立体構造データの活用事例（２）

基質• Carbazole 1,9a-dixoygenase（CARDO）は基質に
よって異なる位置に水酸基を付加する

• 基質特異性のメカニズムを明らかにしたい

結晶構造に基質をドッキングし結晶構造に基質をドッキングし、
基質と接触している残基を同定

これらの残基の変異を導入

反応特異性が変化することを確認

Uchimura et al. Biosci. Biotechnol. Biochem. 72, 3237 (2008).



立体構造データの活用事例（３）立体構造データの活用事例（３）

Urano et al. FEBS J. 277, 4452 (2010).



立体構造データの活用事例（３）立体構造データの活用事例（３）

致 的 異臭を伴うカイ 変異 は• 致死的で異臭を伴うカイコの変異skuは、 isovaleryl-CoA
dehydrogenaseのGly376のValへの変異によって起こる

この変異によ てなぜ酵素の機能が損なわれるのか明らか• この変異によってなぜ酵素の機能が損なわれるのか明らか
にしたい

ヒトのホモログの立体構造をヒトのホモログの立体構造を
もとにカイコの野生型の立体

構造をモデリング

Gly376をValに置換

多量体構造や補酵素との相
互作用が損なわれる可能性

が示唆されたが示唆された

Urano et al. FEBS J. 277, 4452 (2010).



本日の講義内容本日の講義内容

立体構造からのデ タ抽出• 立体構造からのデータ抽出
– ２次構造
溶媒露出表面積– 溶媒露出表面積

• 立体構造比較
立体構造重ね合わせ– 立体構造重ね合わせ

– 立体構造分類データベース

• 立体構造データの統計解析• 立体構造データの統計解析
– 非冗長立体構造データベース
– 3D-1D法– 3D-1D法

• 実習



２次構造２次構造

• α helix
– 残基iのC=Oと残基i+4のN-Hが水素結合を形成残基のC Oと残基 の が水素結合を形成

– 主鎖の二面角(φ, ψ) ≈ (–60˚, –60˚)
β h t• β sheet
– 隣り合うβ strandとの間で水素結合を形成

– 主鎖の二面角(φ, ψ) ≈ (–120˚, 120˚)
– 並行と逆並行がある並行と逆並行がある

φ ψ



Discovery Studioの起動についてDiscovery Studioの起動について

を起 す• Discovery Studio 3.0 Clientを起動すると、以下
のようなウインドウが現れる場合があります

• この場合は「No」をクリックして下さい



２次構造の確認２次構造の確認

1. Discovery Studio 3.0 Clientで1PGAを開く

– α helix、β sheet（並行および逆並行）を確認α e 、β s ee （並行および逆並行）を確認

2. メニューの「Sequence」→
「Show sequence」「Show sequence」

3. Sequence WindowでDisplay Styleを開くq p y y
4. Secondary Structureタブを開き「Kabsch

and Sander」と「PDB」をチェックし「OK」and Sander」と「PDB」をチェックし「OK」



Ramachandran plotRamachandran plot

を5. Molecule Windowをactiveにしたのち、メニューの
「Chart」→「Ramachandran plot」

β strand

α helix



２次構造データの由来（１）２次構造データの由来（１）

ダ• PDBのヘッダから

– 立体構造を決定した人が記述立体構造を決定した人が記述
HELIX    1   1 ALA A   23  ASP A   36  1
SHEET    1  S1 4 LEU A  12  ALA A  20  0                                        
SHEET    2  S1 4 MET A   1  GLY A   9 -1                                        
SHEET    3  S1 4 LYS A  50  GLU A  56  1                                        
SHEET    4  S1 4 GLU A  42  ASP A  46 -1                                        



２次構造データの由来（２）２次構造データの由来（２）

造デ• 立体構造データから

– KabschとSanderの方法（DSSP）*absc とSa de の方法（ SS ）

– http://swift.cmbi.ru.nl/gv/dssp/
DSSPの出力（H: α helix; E: β strand）– DSSPの出力（H: α helix; E: β strand）

#  RESIDUE AA STRUCTURE BP1 BP2  ACC     N-H-->O    O-->H-N    N-H-->O    O-->H-N    TCO  KAPPA ALPHA  PHI   PSI 
1    1 A M              0   0  116      0, 0.0    19,-2.8     0, 0.0     2,-0.5   0.000 360.0 360.0 360.0 151.3
2    2 A T  E     -A   19   0A  91     17,-0.2     2,-0.3    19,-0.1    17,-0.2  -0.900 360.0-168.8-101.0 123.5
3    3 A Y  E     -A   18   0A   5     15,-2.8    15,-2.8    -2,-0.5     2,-0.3  -0.774   9.0-143.9-112.6 155.1
4    4 A K  E     -Ab  17  51A  64     46,-1.7    48,-2.7    -2,-0.3     2,-0.5  -0.882   3.2-156.2-118.4 148.5
5    5 A L  E     -Ab  16  52A   0     11,-3.4    11,-1.9    -2,-0.3     2,-0.6  -0.995   1.8-161.2-126.9 124.5
6    6 A I  E     -Ab 15  53A  60     46,-2.8    48,-2.5    -2,-0.5     2,-0.6  -0.954  13.6-159.1-104.6 116.9
7    7 A L  E     +Ab  14  54A   6      7,-2.2     7,-1.8    -2,-0.6     2,-0.4  -0.907  18.6 174.1-100.8 117.1
8 8 A N E +Ab 13 55A 75 46 -3 1 48 -2 4 -2 -0 6 5 -0 2 -0 695 26 5 149 4-117 6 69 58    8 A N  E     +Ab  13  55A  75     46, 3.1    48, 2.4    2, 0.6     5, 0.2  0.695  26.5 149.4 117.6  69.5

（中略）
23   23 A A  H  > S+     0   0   25     -2,-0.3     4,-2.9     1,-0.2     5,-0.2   0.805 117.0  60.8 -63.5 -35.1
24   24 A A  H  > S+     0   0   49      1,-0.2     4,-1.0     2,-0.2    -1,-0.2   0.859 109.0  44.1 -63.5 -33.4
25   25 A T  H  > S+     0   0   60     -3,-0.5     4,-1.9     2,-0.2     3,-0.3   0.918 112.7  49.9 -79.2 -41.4
26   26 A A  H  X S+     0   0    0     -4,-1.9     4,-2.8     1,-0.2     5,-0.3   0.912 107.5  57.1 -63.5 -36.6
27 27 A E H X S 0 0 61 4 2 9 4 1 9 1 0 2 1 0 2 0 855 107 8 46 7 59 9 38 327   27 A E  H  X S+     0   0   61     -4,-2.9     4,-1.9     1,-0.2    -1,-0.2   0.855 107.8  46.7 -59.9 -38.3

*Kabsch & Sander, Biopolymers 22, 2577 (1983).



参考：DSSPの実行参考：DSSPの実行

ダ ド デ• DSSPCMBI.EXEをダウンロードし、デスク
トップに保存

• スタートメニューから「すべてのプログラム」→
「アクセサリ」 「コマンドプロンプト」を起動「アクセサリ」→「コマンドプロンプト」を起動

• 以下を実行

生成された1PGA t tをダブルクリックして開く

C:¥Users¥iu>cd Desktop
C:¥Users¥iu¥Desktop>DSSPCMBI.EXE 1PGA.pdb > 1PGA.txt

• 生成された1PGA.txtをダブルクリックして開く



溶媒露出表面積溶媒露出表面積

分子に接触するように転がし• 分子に接触するように転がし
たプローブ球の中心の軌跡→
溶媒露出表面
メニ の「St t 」• メニューの「Structure」→
「Solvent Accessibility」
で計算できる
アミノ酸の大きさによ て• アミノ酸の大きさによって
表面積が異なるので、Ala-X-
Ala（またはGly-X-Gly）ペプチ
ドにおけるそのアミノ酸の溶ドにおけるそのアミノ酸の溶
媒露出表面積で割った、溶媒
露出度も指標として良く用い
られる

Sanner et al. Biopolymers 38, 305 (1993)から引用

られる
• DSSPのACCカラムの値は溶

媒露出表面積に相当



立体構造比較（１）立体構造比較（１）

1 RCSBのホ ムペ ジを開く1. RCSBのホームページを開く

2. 左側のメニューのToolsにある
「Compare Structure」をクリック

3. PDB1に「1WW9」、PDB2に「1NDO」
Comparison Methodに「jCE」を設定し
「Compare」p



立体構造比較（２）立体構造比較（２）

橙色：1WW9
水色：1NDO



立体構造比較（３）立体構造比較（３）

• 類似性の指標

– Z-Score: 5.86（この値が大きいほど偶然に類似Sco e 5 86（ の値が大き ほど偶然に類似
する確率が低い）

>4 5 family level similarity>4.5 family level similarity
4.0-4.5 superfamily level similarities, strong function related similarities or strong recurring fold
3.7-4.0 twilight zone where some similarities of biological significance can be seen
<3.7 similarities of low significance, but still some biologically important similarities can be 

revealed but interpretation normally requires additional evidence

– RMSD: 4.34 Å

revealed, but interpretation normally requires additional evidence.



立体構造比較（４）立体構造比較（４）

を「 す• 3.でComparison methodを「blast2seq」にすると、
配列アラインメントが表示される

1WW9: 41  GEPKTLKLLGENLLVNRI-DGKLYCLKDRCLHRGVQLSVKVECKTKSTITCWYHAWTYRW 99
G+  T K+  + ++V+R  DG +    + C HRG  L V VE        C YH W +  

1NDO: 52  GDYVTAKMGIDEVIVSRQNDGSIRAFLNVCRHRGKTL-VSVEAGNAKGFVCSYHGWGF-- 108

1WW9: 100 EDGVLCDILTNPTSAQIGRQKL--------KTYPVQEAKGCVFIY-LGDGDPPPL----- 145se
q

6.
11

 Å

1WW9: 100 EDGVLCDILTNPTSAQIGRQKL KTYPVQEAKGCVFIY LGDGDPPPL 145
G   ++ + P    +  + L        +   V+   G  FIY   D + PPL     

1NDO: 109 --GSNGELQSVPFEKDLYGESLNKKCLGLKEVARVESFHG--FIYGCFDQEAPPLMDYLG 164

1WW9: 146 --ARDTPPNFL-DDDMEILGK--NQIIKSNWRLAVEN 177
A P F +E++G +IK+NW+ EN

bl
as

t2
s

R
M

S
D

: 6

A    P F     +E++G     +IK+NW+   EN
1NDO: 165 DAAWYLEPMFKHSGGLELVGPPGKVVIKANWKAPAEN 201

1WW9:  13 KGW----------APYV---DAKLG----FRNHWYPVMFSKEINE-GEPKTLKLLGENLLVNRID-GKLY
|||          ||||   |||||    |||||||||||||||| ||||||||||||||||||| ||||

1NDO 6 KILVSESGLSQKHLIHGDEELFQHELKTIFARNWLFLTHDSLIPAPGDYVTAKMGIDEVIVSRQNDGSIRÅ 1NDO:   6 KILVSESGLSQKHLIHGDEELFQHELKTIFARNWLFLTHDSLIPAPGDYVTAKMGIDEVIVSRQNDGSIR
1WW9:  64 CLKDRCLHRGVQLSVK---VECKTKSTITCWYHAWTYRWEDGVLCDILTNP----TSAQIGRQKLKTY-P

||||||||||||||||   |||    |||||||||||||| ||||||||||    ||||||||||||| |
1NDO:  76 AFLNVCRHRGKTLVSVEAGNAK----GFVCSYHGWGFGSN-GELQSVPFEKDLYGESLNKKCLGLKEVARC

E
S

D
: 4

.3
4 

Å

1WW9: 126 VQEAKGCVFIYLGDGDPPPLARDT--PPNFLD---DDMEILGK---NQIIKS--NWRLAVENG-FDPSHI
||||||||||| ||||||||||||  ||||||   ||||||||   ||||||  ||||||||| ||||||

1NDO: 141 VESFHGFIYGC-FDQEAPPLMDYLGDAAWYLEPMFKHSGGLELVGPPGKVVIKANWKAPAENFVGDAYHV

R
M

S



立体構造比較の利用立体構造比較の利用

• 配列同士のアラインメントより、機能的に意味の
ある残基同士の対応付けが可能

• 立体構造の類似性の指標を用いて、立体構造
をクエリとして、類似立体構造を検索できるをクエリとして、類似立体構造を検索できる

– 主なサイト
• VAST (http://www ncbi nlm nih gov/Structure/VAST/)• VAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/VAST/)
• Dali (http://ekhidna.biocenter.helsinki.fi/dali_server/)
• CE (http://cl sdsc edu/ce html)CE (http://cl.sdsc.edu/ce.html)
• FATCAT (http://fatcat.burnham.org/)



配列類似性と立体構造類似性配列類似性と立体構造類似性

立体構造比較によ• 立体構造比較によ
り配列をアライン

• 一般に、配列一致
度が高くなると、立
体構造類似性も高体構造類似性も高
くなる

• 配列一致度が20%
を切ると、立体構造
が大きく異なるケー
スが増えてくる

Gan et al. Biophys J. 83, 2781.



立体構造分類データベース立体構造分類データベース

立体構造を立体構造類似性に基づいて階層的• 立体構造を立体構造類似性に基づいて階層的
に分類したデータベース

SCOP (http://scop mrc lmb cam ac uk/scop/)– SCOP (http://scop.mrc-lmb.cam.ac.uk/scop/)
主に人手による分類
Class → Fold → Superfamily → Family

– CATH (http://www.cathdb.info/)
主に計算機による分類
Class → Architecture → Topology →Class → Architecture → Topology → 
Homologous Superfamily

• 例：1HCTのSCOPにおける分類例 おける分類
– Alpha and beta proteins (a+b)→ SH2-like →

SH2 domain → SH2 domain



SCOPにおける階層SCOPにおける階層

致度が概 あ 進• Family：配列一致度が概ね30%以上あり、進化
的な類縁関係が明らかなもの

• Superfamily：配列一致度は低いが、立体構造と

機能の類似性から 進化的な類縁関係が推定さ機能の類似性から、進化的な類縁関係が推定さ
れるもの

F ld 主な2次構造の配置とトポロジ が同じだ• Fold：主な2次構造の配置とトポロジーが同じだ
が、進化的な類縁関係はないもの
構造類似性は特定のパ キングやトポ ジ→構造類似性は特定のパッキングやトポロジー

を好むタンパク質の物理化学的な性質に起因

http://scop.mrc-lmb.cam.ac.uk/scop/intro.html



Superfamilyの例Superfamilyの例

A ti lik ATP d i f il• Actin-like ATPase domain superfamily
Actin (1ATN) Glycerol Kinase (1GLC) Hexokinase B (2YHX)

• 配列相同性が低く、生物学的な機能は全く異な
るが、立体構造は類似している

Kabsch & Holmes, FASEB J. 9, 167 (1995).



立体構造データの統計解析立体構造データの統計解析

立体構造デ タを網羅的に用 統計解析を• 立体構造データを網羅的に用いて、統計解析を
行うことができる

例 を す 酸– 例：α helix、β strandを取りやすいアミノ酸

• 立体構造データの偏りに注意する必要がある
– 例えばhen egg lysozyme（PDB ID: 3AW6など）と

100%配列が一致するエントリは283ある

• 類似した配列を除いたデータベースを使うと良い
– PISCES（http://dunbrack.fccc.edu/PISCES.php）
（配列一致度、分解能などを指定して冗長を排除した
PDBのリストを作成することができる）



3D profile法3D profile法

• 逆フォールディング問題「与えられた立体構逆フォ ルディング問題 与えられた立体構
造にどんなアミノ酸配列が適合するか」を解く

Bowie et al. Science 253, 164 (1991).



タンパク質立体構造の一般的傾向タンパク質立体構造の一般的傾向

疎水アミノ酸はタンパク質の中心付近に 親水• 疎水アミノ酸はタンパク質の中心付近に、親水
性アミノ酸はタンパク質表面に存在

• Ala Glu Leu Metはα helixを形成しやすい• Ala、Glu、Leu、Metはα helixを形成しやすい
• Pro、Gly、Tyr、Serはα helixを形成しにくい

各 が• 各残基が立体構造の中でおかれた「環境」に注
目すると、アミノ酸のその環境への適合度合い
に基づいて 立体構造に最も適合するアミノ酸に基づいて、立体構造に最も適合するアミノ酸
配列を決めることができる



環境の定義環境の定義

各残基の溶媒露出表面• 各残基の溶媒露出表面
積を計算し、Gly-X-Gly
ペプチドの溶媒露出表 0 40 80 120

Area buried [Å]
プチドの溶媒露出表

面積との差をArea 
buriedとする

各

0 40 80 120

0.8
E

P2 B3 ar• 各残基の表面のうち、
極性原子（溶媒を含む）
に覆われている割合を 0.4

P1 B2

B on
 p

ol
a

に覆われている割合を
Fraction polarとする

• これに主鎖構造（α、β、 0.0

0.4B1

Fr
ac

tio

これに主鎖構造（α、β、
その他）を加えて１８種
類の環境を定義

0.0



3D 1D score3D-1D score

デ• 立体構造データベース中のタンパク質について、ア
ミノ酸iの環境jにおける出現確率を計算

( )( )
( ) ⎥⎦

⎤
⎢
⎣

⎡
=

iP
jiP

lnscore 1D-3D
⎦⎣



3D profile3D profile

• 与えられたタンパク質について、各残基の環
境から、環境の配列を求める

• 3D-1D scoreをスコアとする3D profileを作成



配列のアラインメント配列のアラインメント

酸• Dynamic programmingを用いてアミノ酸配
列を3D profileにアラインするp

• 最も大きいスコアを与えた、配列がその立体
構造に最も適合した配列といえる構造に最も適合した配列といえる

( )
∑ ⎥

⎤
⎢
⎡

=
jiP

N lnscore1D-3DTotal ( )∑ ⎥
⎦

⎢
⎣

=
ij

ij iP
N lnscore1D3DTotal



3D profileの応用（１）3D profileの応用（１）

• 立体構造は配列より保存されやすいことを利
用した、遠縁のホモログの検出

– Actinとheat shock proteinは配列相同性はほと
んどないが、立体構造は類似しているんどないが、立体構造は類似している

– Actinの3D profileを用いると、actin自身の配列
に次いでheat shock proteinが高いスコアを示すに次いでheat shock proteinが高いスコアを示す

• 様々な立体構造について3D profileを計算し

ておき、与えられた配列に適合する立体構造
を探すこともできる→フォールド認識を探す ォ 認識



3D profileの応用（２）3D profileの応用（２）

配列1 配列3
…

配列2

アラインメント

3D profile立体構造

立体構造に適合する配列

スコア

立体構造に適合する配列



3D profileの応用（３）3D profileの応用（３）

配列

アラインメント

配列に適合する立体構造

3D profile1立体構造1

3D profile2立体構造2

3D profile3立体構造3

… …

スコア

… …



3D profileの応用（４）3D profileの応用（４）

造• 予測構造の評価

– 予測に使用した配列予測に使用した配列
と、予測構造の適合
度を予測構造の精度の指標とする度を予測構造の精度の指標とする

– 3D-1D scoreの和を用いて、予測構造同士の精
度の比較ができるほか 各残基の3D-1D score度の比較ができるほか、各残基の3D 1D score
を用いて局所構造の精度を評価できる

Verify3D– Verify3D
（http://nihserver.mbi.ucla.edu/Verify_3D/）

Lüthy et al. Nature 356, 83 (1992).



3D profileの応用（５）3D profileの応用（５）

配列

アラインメント

配列に適合する予測構造

3D profile1予測構造1

3D profile2予測構造2

3D profile3予測構造3

… …

スコア

… …



実習課題実習課題

A ti （PDB ID 1ATN） h t h k t i• Actin（PDB ID: 1ATN）、heat shock protein
（PDB ID: 3HSC）について以下に答えよ

1 これらのタンパク質の立体構造はどの程度類1. これらのタンパク質の立体構造はどの程度類
似しているか、RCSBの立体構造比較ツールを
用いて調べよ ２つの立体構造を重ね合わせ用いて調べよ。２つの立体構造を重ね合わせ
た図、 Z-score、 RMSD、Align-len、Identityを
報告せよ。

2. これらのタンパク質のアミノ酸配列はどの程度
類似しているか調べよ。E-valueを報告せよ。

3. これらのタンパク質はSCOPのどのfold、super 
family、familyに属しているか報告せよ。



課題の提出課題の提出

項目 立体構造を重ね合わせた図に• 項目１の２つの立体構造を重ね合わせた図につ
いてはpng形式で保存し、メールに添付すること
（J lの画面で右クリ ク 「Fil 」（Jmolの画面で右クリック→「File」→
「Export PNG image」）
項目• 項目１のZ-score、 RMSD、Align-len、Identity、
項目２、３はメールの本文に記載すること

• メールは寺田宛（tterada@iu.a.u-tokyo.ac.jp）
に送ること

• その際、件名は「構造実習」とし、本文に氏名と
学生証番号を必ず明記すること


