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Today’s Topic++

 背景
 立体構造情報を得るまで

• blastp, disorder, homology modeling
 立体構造情報を得た後

• 表面構造を利用する・基質結合部位の予測
• 保存残基に着目する
• DNA結合部位の予測
• タンパク質間相互作用
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増えるゲノム配列

約半分の遺伝子産物（蛋白質）の機能が分からない
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生物における情報の流れ

 ゲノムプロジェクト→ゲノムの配列を決める
 構造ゲノムプロジェクト→タンパク質の立体構造を決める



Kengo Kinoshita
IMS Tokyo University

立体構造情報の急激な増加
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PDB entries
Hypothetical Proteins

立体構造からの機能予測の可能性

PDBエントリー数の急激な増加

機能未知たんぱく質の立体構造数の増加
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機能予測の対象とする「機能」
 対象とする機能:　分子機能

• タンパク質１つで決まる機能
• 文脈によらない機能

構造を見ると分かるはず
 分子機能

• 基質認識
• 低分子
• 高分子→タンパク質間相互作用

• 酵素反応
6

文脈による機能の例
シグナル伝達系でのクロストーク
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立体構造情報を得るまで
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BLASTPを利用して構造情報の有無を調べる

 立体構造の有無を調べる時はDatabaseをPDBにする

8URLはNCBI BLASTPで検索

（例）hERG channelでの出力例

•似た配列を持つ構造が有る部分を色つきのバーで表
示
•色の意味は上のカラーバー参照
•クリックすると詳しいアライメントが見れる

実行開始
ボタン
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構造が解けていない部分
 ホモログの構造が

• ある
• ホモロジーモデリング
• 構造情報を利用して機能情報を探る

• ない 

• 基本的にあきらめる
– 構造予測が出来ることは無いではないが信頼度は低い

• Disorderを疑ってみる
• より遠い類縁関係を探す

9先に無い場合の話
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Intrinsically Disordered Protein 
•  天然の状態で一定の構造をとらないタンパク質、及びその領域

•Natively unstructured proteinsとも呼ぶ
• 定量的な定義は存在せず、いくつかの実験的手法により決定される

• X線結晶構造解析、NMR、CD、プロテアーゼ消化、 etc.

• パートナー分子と相互作用すると決まった構造を取る

•様々なタイプが知られている
(Dyson, HJ and Wright, PE, Nat Rev Mol Cell Biol, 2005)

Protein Disorderとは何か？
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Statistics of disordered region

Kingdom # of proteins Disorder 
freq. (% of 
aa)

Length > 30
(% of chains)

Length > 50
 (% of chains)

Archaea 11,742 3.8 2.0 0.7

Bacteria 35,389 5.7 4.2 1.6

Eukaryota 88,531 18.9 33.0 19.6

Ward et al, JMB, 337, 635-645, 2004

Estimation by DISOPRED2 (Jones et al)

高等生物になるほどDisordered 領域が多い
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タンパク質disorder領域とその機能

• タンパク質の機能に関わるdisorder領域が存在する
– Dunker et .al, Biochemistry, 2002

1.分子認識(Molecular recognition)
1.タンパク質-タンパク質結合
2.タンパク質-DNA結合
3.タンパク質-RNA結合 (t, r, m)
4.リガンド結合

2.分子集合体(Molecular assembly)

3.タンパク質修飾(Protein modification)
– リン酸化
– アセチル化
– グリコシル化

90タンパク質での機能の分布 (Dunker et .al, 
Biochemistry, 2002)

DisProt (http://www.disprot.org/), 469 proteins, 
1114 regionsでの機能の分布

Prepared by t-ishida
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タンパク質‐タンパク質結合での例

非結合状態のNMR構
造 (PDB ID: 2NEF)

1qa4, HIV-1 NEF ANCHOR DOMAIN

Negative Factor, HIV1

非結合状態のX線結晶構
造 (PDB ID: １AVV)

SH3 
domain

結合状態のX線結晶構造 
(PDB ID: １AVZ)

非結合状態では1‐73番目の残基が disorder
の状態にあるが、70‐75の残基がFYNのSH3
ドメインと結合して安定化する

Prepared by t-ishida
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タンパク質リガンドでの例

Green parts is flexible and invisible 
in the free form of the structure, 

which could prevent our method to 
predict the binding site.

Free form 
(1mp2)

Complex form (1mqw)
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IDPの予測: PrDOS
アミノ酸配で特徴がある

•荷電性残基（Gluなど）が多い、配列が単調 ... etc

配列から高い精度で予測できる
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http://prdos.hgc.jp

(例）hERG

配列を入力してPredictボタンを押すだけ
結果をメールで受け取りたいときのみメールアドレスを入れる
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より遠くの類縁関係を検出する
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BLASTよりも高感度な配列検索
  - Profile alignment: PSI-BLAST
  - Profile-Profile: FORTE
  - HMM-HMM: HHPred
(下に行くほど高感度な事が多い＝計算時間も掛かる）

遠い類縁関係を使う場合の注意
 - 全体構造は似ていても、違う部分も多くなる
 - 機能が似ていないこともある
　　- 機能のコアな部分は似ていても基質は違うことが多い
             　　　　　　　　　　(ref: Todd et al, JMB, 307, 1113-1143, 2001など) 
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Introduction to Homology Modeling

 足りない立体構造情報を補填す
る技術

 原則
• 配列が似ていれば構造は似
ている

• 構造未知でも、配列の似た
蛋白質で構造既知のものが
あれば、その構造を参考に
構造を予想できる

 やること
• 似た配列を探す
• 配列のalignmentを作る
• 配列の違う部分のつじつまを
合わせる

17
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Threshold of structural homology
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Homology modelling の適用範囲
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Alignmentの難しさ～Gapの入れ方の問題

template
alignment-1
alignment-2
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側鎖のモデリングの難しさ

同じ種類の残基でも
場所によって様々な
方向を持ちうる

隣接する残基の方向と同
時に決めないといけない

21
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ホモロジーモデリングの実際
 web serverだとSWISS-MODELなどが利用可能

• http://swissmodel.expasy.org//SWISS-MODEL.html

• 簡便だが性能面で物足りない
 余力があれば

• MODELLERを入手して利用するのが良い
• http://www.salilab.org/modeller/

 MODELLERをオンラインで使う手もある
(ライセンスコードは別途必要）
• https://genesilico.pl/toolkit/unimod?method=Modeller

22
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構造情報が手に入ったら？
 機能部位の予測

• p-cats
• evolutionary trace analysis

 分子表面の絵を眺める
• eF-site/eF-surf

 リガンド結合部位の予測
• eF-seek

 蛋白質複合体の予測
• docking

 DNAの結合部位の予測
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配列解析ベースの方法
 P-cats

• 保存している残基を、構造上の特徴を考慮して
• 構造性保存残基
• 機能性保存残基（Active Site)
に区別する

• 詳しくはJMB, 327, 1053-1064 (2003)

 Evolutionary Trace法
• 詳しくは後述

24
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P-cats Job 
submission starts 

from here!
Result will be sent by 

email 

1st Step
Input your query

P-cats server: http://p-cats.hgc.jp/p-cats

you@p-cats.org



Prediction Results:

   N   A H L C1   C2   C3    S     R  DS   G P    D
---------------------------------------------------
  16   T 1 a 1.00 0.70 0.69 -0.25  6  0.55 1 0.09       
  59   N 2 e 1.00 0.65 1.00 -0.21 11  0.50 1 0.68 *     
  87   T 5 b 1.00 0.93 0.91 -1.00  1  0.00 1 0.09       
 106   Y 8 b 1.00 0.90 0.83 -0.09 10  1.36 1 0.82 *     
---------------------------------------------------

N : Residue number
A : Amino acid
H : Hydration class
L : Local structure
C1: Conservation number
C2: Local conservation number
C3: Spatial conservation number
S : Score
R : Rank position
DS: Score difference
G : Geometry of the site (1: surface, 2: cleft, 3: hole)
P : Probabilty of the catalytic residues
D : Final decision (* catalytic)

An example of return mail: 2nd Part

Prediction results are 
shown in a table

An explanation of the symbols in the 
result table.

(see the original paper for detail:  
JMB, 327,1053-1064, 2003)

In this example, 59th and 
106th residues are predicted 

as “catalytic” residue



An example of interactive view of the prediction results.

In the left panel, 
ribbon model of 
your protein is 

shown with RED or 
BLUE CPKs for 

catalytic residues and 
conserved residues, 

respectively.  

In the right panel, 
molecular surface 
with electrostatic 
potential is shown 

from the same 
direction. 

Color scheme of the 
molecular surface.
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系統関係を考慮した保存度の解析
Evolutionary Trace

28

 http://pdbjets.protein.osaka-u.ac.jp
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分子表面を眺める
eF-site database: http://ef-site.hgc.jp

ほぼすべてのPDBエントリーを計算

サブユニット毎に計算

NMRはすべてのモデルを計算

eF-site ID
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分子表面を眺めればそれで分かることもある
• （例）Myb proto-oncogene protein

30
DNA-bindDNA-bindDNA-bind DNA-bind
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低分子結合部位の予測
eF-seek＠http://ef-site.hgc.jp/eF-seek
 eF-siteに対する類似性検索による機能部位の予測
 代表結合部位に対して検索
 2006年12月から運用開始

31

アップロードされたPDBファ
イルに対して機能部位を予測
し、複合体の構造を返す
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Structure based function prediction

Functional site database
Local structure of functional site of 

proteins

similarity 
search

 Goal
• To predict a molecular function of 

proteins from their 3D structures
 Approach

• To search for similar structures 
against the functional site 
database (local structure)

 Structural information
• Molecular surface generated by 

Connolly’s algorithm
• Electrostatic potential obtained 

by solving Poisson-Boltzmann 
equations numerically

-0.1 +0.1(V)

Function unknown protein
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Normalization of similarity score

Query protein

Functional site patches

Normalization from
query protein’s view.

Z-score = (score – mean)/std

Normalization from 
functional sites’ view

Results will be shown in coverage vs. Z-score plot.

The number of corresponding vertexes is used as similarity score.

22,747 hetero compound 
binding sites appeared in PDB

Larger patches would 
get larger Z-score.

More significant

coverage

co
ve

ra
ge

z-score



Kengo Kinoshita
IMS Tokyo University 34

Threshold line determination
 10 randomly selected representative with free and complex 

structures.
• Homologous proteins with similar ligands are considered to 

be “correct”.

Ethylene glycol Glycerol 2,5-dimethyl-
pyrimidin-4-
ylamine 

Myo-inositol Castanospermine

N-acetyl-d-
galactosamine

(Hydroxy
ethyloxy)tri
(ethyloxy)octane 

Praziquantel ADP NAD
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Threshold line determination

Maximize CC

with a threshold line

under a constraint that

fraction of TP exceed 90%, 
70% or 50%

90%-TP line will be used 
hereafter.

CC =
(TP × TN − FP × FN )

(TP + FP)(TP + FN )(TN + FP)(TN + FN )
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Electrostatic potential
  Red: negative, blue: positive
  Yellow: hydrophobic surface

Local curvature relating to DNA-binding 
directly: slightly protruded

  Red: protrusion, Blue: concave

Global curvature relating to entire surface 
geometry: largely concave

Binding site

Methionine Repressor 
(1MJQ)

Predicted site

DNA結合部位の予測

3つの特徴からの予測法
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Fbind (φe , Klocal , Kglobal ) 

　= Nbind (φe , Klocal , Kglobal ) / Nbindtotal 

Fnon-bind (φe , Klocal , Kglobal ) 

　= Nnon-bind (φe , Klocal , Kglobal ) / Nnon-bindtotal 

Relative Frequency

Statistical Preference Measure
Pbind / Pnon-bind

Distribution of electrostatic potential,  local 
curvature and global curvature for all proteins in 
dataset-1

Prediction Scheme-1: Statistical Preference Measure
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Pbind / Pnon-bind

0.
4.

Pscore = max (Parea / Whole area)

Parea  :  predicted DNA-binding weighted area for a given direction
Whole area: whole weighted area for a given direction.
Weights are calculated as inner product of normal vector and direction vector.
Maximization was done by searching all possible direction by 10° interval.

Pscore will be used as an indicator of the prediction results.

Statistical Preference Measure
Pbind / Pnon-bind > 4.0

For each vertex, calculate the 
measure and colour it when the 
value exceed 4.0.

Direction vector

Prediction Scheme-2: Prediction Score (Pscore)
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Histogram of  Prediction score for dsDNA-binding proteins (63), ATP-
binding proteins (21), and non-dsDNA-binding proteins (406)
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86% accuracy for predicting dsDNA-binding proteins, and
96% accuracy for predicting non-DNA-binding proteins including ATP-binding 
proteins.

Tsuchiya et al. (2004) PROTEINS, 55, 885-894.Prediction Results　
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http://pre-s.protein.osaka-u.ac.jp/~preds/

PreDs: Predition of DNA-binding site
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タンパク質間相互作用
 何が

• 最近の相互作用DBの整備
• DNAマイクロアレーを使った相互作用DBの構築

 どのように
• 表面の形の相補性＆保存度に基づいた複合体予測法を開
発

• CAPRIに参加してみた
• そこで見えてきた問題点＆対応策

41
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何が相互作用するのか？
タンパク質間相互作用情報の蓄積
 MINT, MIPS, DIP：草分け的存在
 IntAct＠EBI（最近はDNAやRNA,低分子も扱う）
 BioGrid：統合DB。genetic interactionも扱う
 HPRD:ヒトに特化したDB。病気関連情報が豊富

refseq-IDがついていて便利

42

BioGRID

何が相互作用するのかという情報の蓄積

どのように相互作用するのか
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何が相互作用するのか？

DNAマイクロアレーデータを利用した相互作用ネットワークの構築

http://COXPRESdb.hgc.jp
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DNA Array Dataを利用用途
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機能的に関係がある遺伝子は共発現することが多い

研究している遺伝子と共発現している遺伝子群を見つける
その中から新規（機能未知）でおもしろい遺伝子を同定する

超分子複合体

(例) ribosome

代謝系
- シグナル伝達系
- 発現制御関係がある系
...
- 機能ユニット分子複合体

Arginine

Aspartate

arginosuccinate

Ass1

Asl

共発現
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共発現度の定量化
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1つのArray Data 多数のArray Data

発現プロフィー
ルが似てる

共発現

発現プロフィールの相関係数＝共発現度

発現プロフィー
ルが似て無い
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よく利用されているGeneChip （Sample数が多い）の中で、
locus数の多いGeneChipをターゲットとした
Mouseとヒトの結果が利用可能
Ratの計算はほぼ終了はしているので近日公開予定

Current status of COXPRES 

46

Organism Chip Name Samples # of loci
Homo sapiens Human Genome U133 Plus 2.0 Array 5635 19777

Homo sapiens Human Genome U133 Array Set HG-U133A 10839 12849

Homo sapiens Human Genome U133 Array Set HG-U133B 2468 10269

Homo sapiens Human Genome U95 Version [1 or 2] Set HG-U95A 3905 8878

Homo sapiens Human Genome U133 Array Set HG-U133A 1218 -

Homo sapiens Human HG-Focus Target Array 759 -

Mus musculus Mouse Genome 430 2.0 Array 2200 21036

Mus musculus Mouse Expression Array 430A and Mouse Genome 430A 
2.0

2680 13225

Mus musculus Murine Genome U74 Version 2 Set MG-U74A 4266 8912

Mus musculus Mouse Expression Array 430B 780 -

Rattus norvegicus Rat Genome 230 2.0 Array 886 11912

Rattus norvegicus Rat Genome U34 Array Set RG-U34A 2371 -

Rattus norvegicus Rat Expression Set 230 Array RAE230A 1166 -



保存度の重みをつけて表面の相補性の探
索

ＧＡ＋ＭＣで最大化

RID of 
RalGD
S

Ras

Ras / RID of alGDS 

yellow: crystal structure
light-blue: docked structure
RMSD = 1.1 A

分子2

分子1

R

r

どのように相互作用するのか？
複合体構造の予測

F aF bF= +1 2

CAPRIのmeetingにて招待講演
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CAPRI（複合体の予測コンテスト）の結果

T12: cohesin/dockerin

T18: xylanase inhibitor/xylanase T21: Orc1/Sir1

T25: Arf1/ArfBD

T26: TolB/Pal

赤と青：結晶構造、紫：予測構造

X線結晶構造に近いものを予測できるようになりつつある
候補構造の中から天然構造に近いものを選ぶ点に課題が残る
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まとめ：機能予測の様々なアプローチ
 構造情報を利用した機能部位（相互作用部位）の予測

• 活性残基の予測
• http://p-cats.hgc.jp/p-cats

• 分子表面のＤＢ
• http://eF-site.hgc.jp/eF-site

• 静電ポテンシャルの計算
• http://eF-site.hgc.jp/eF-surf

• 低分子結合部位の予測
• http://eF-surf.hgc.jp/eF-seek

• ＤＮＡ相互作用部位
• http://pre-s.protein.osaka-u.ac.jp/~preds

• タンパク質相互作用部位
• ホモ：分類・解析

– http://pre-s.protein.osaka-u.ac.jp/~classppi
• ヘテロ：表面保存度解析&docking

– http://pdbjets.protein.osaka-u.ac.jp
 COXPRESdb：ヒトとマウスの共発現DB

• http://coxpresdb.hgc.jp


