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　　SAMR－Web　was　des1gned　as　a　user－fr1end1y　system　for　crysta1structure　determmat1on　ofpro－

temsbythemethodofmo1ecu1arrep1acement（MR）rum1㎎overWor1dW1deWeb　Itwas1mkedto

Web　sitesofPDBandSwiss－Mode1，andwasab1etorunλ〃o地orEPMRwhichwereprogramsfor
MR　It1s　easy　and　e航c1ent　to　prepare　a　search　mode1and　mput　data　for　rum1ng　the　programs　A

Mo地or　EPMR　by　us1㎎a　favor1te　web　browser

1．はじめに

　最近，イソターネット技術の急速な発展と普及により，あらゆる分野で，様々なサイトが

利用されており，研究に重要な役割を果している　生命科学分野では，DNAの塩基配列，

蛋白質のアミノ酸配列そして蛋白質の立体構造なとのテータベースが開発され，イソター不

ツトで利用できるようになっている．さらに，これらデータベースをもとに情報解析する技

術が急速に進展し，イソターネヅトを利用することで，生命情報解析が可能となってきてい
る［1コ．

　遺伝子は蛋白質に翻訳され，蛋白質の機能発現には活性体としての3次元構造（原子レ

ベルでの立体構造）をとる必要がある．そのため，蛋白質の立体構造を決定することは，益

々重要となってきている　決定された蛋白質の立体構造はProte1nDataBank（PDB）［2コに登

録されている．

　蛋白質の立体構造決定法の中心はX線結晶構造解析法である　それには，まったく未知

な立体構造を決定できる重原子同型置換法（MIR法），多重異常分散法（MAD法）そして，

分子置換法（MR法）とよぼれている既知の蛋白質立体構造あるいはそれを修飾したモデル

構造を利用して新規な蛋白質の立体構造を決定する方法がある［3］．

　重原子誘導体結晶の調整や遺伝子組換えによるセレノメチオニンの導入などを必要としな

い分子置換法は，PDBへの登録件数の爆発的な増大だけでなく，ホモロソーモテリソクな
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とコソピュータによる立体構造予測の確実性の向上とともに，迅速かつ容易に初期蛋白質立

体構造が決定できることから，これまで以上に頻繁に利用されるようになる．モデル構造を

作成するには，アミノ酸配列の相同性の解析，PDBから類似蛋白質の取得と修正が必要と

なる．さらにホモロジーモデリソグによりモデノレ構造を作成することも必要となる．作成さ

れたモデノレ構造と収集したX線回折データにより分子置換法プログラムを使って解析する

には，いろいろなパラメータを設定する必要性があるとともに，膨大な回折強度データを取

扱い，解析過程でも膨大なデータが生じてくるため，解析が煩雑となり，専門的知識も必要

となってくる．しかしながら，これら一連の作業を一元的に統括して解析するソフトウエア

は存在していない．そこで，イソターネット利用技術を適用して，解析したい蛋白質のアミ

ノ酸配列とX線回折データのみで，MR法により解析できるユーザーイソターフヱースを

開発した　なお，既存の蛋白質X線構造解析のためのソフトウエアCCP4〔4コに組み込まれ

ているλ肋地［5］および進化的アノレゴリズムを適用したEPMR［6コを選択してMR法を実行

できるようにした．

　　　　　　　　　　　　2．構築上の問題点と基本的な考え方

　MR法では，決定したい立体構造が未知である蛋白質結晶のモテノレ構造と結晶学的テータ

（格子定数，空問群なと）と回折強度テータが必要である　モテル構造は出来る限り真の立

体構造に類似していなげればならない．そのために，既知構造の蛋白質のアミノ酸配列と比

較し，相同性の高い既知構造の蛋白質をもとにしてモデル構造は作成されるべきである．こ

のために，蛋白質立体構造データベースの元締めであるPDBの検索，さらに相同性の検討

が必要である．PDBはイソターネットを通じて公開されており，PDBコードあるいは蛋白

質名などで検索し，ダウソロードできる．しかしながら，アミノ酸配列から相同性の高い蛋

白質を検索する機能を持っていない．アミノ酸配列に相同性があり，既知構造の蛋白質を検

索できるイン／ター不ヅトサイトはいくつかあるが，SWISS－MODEL［7］は既知構造を鋳型と

したモデル構造をつくり，電子メーノレで返信することを目的とし，前処理としてアミノ酸配

列の比較により相同性の既知構造の蛋白質を列挙する機能を持っている．

　モテル構造を結晶格子内で回転，並進し，収集した回折強度テータと一致する初期位相を

求めるMR法のプロクラムはこれまでにいくつカ開発されているが，比較検討した結果，

高速化アルゴリズムをもつλ肋地と計算時間はかかるが，進化的アノレゴリズムを適用し比

較的低い相同性をもつモテル構造でもかなりの能力を示すEPMRを利用することにした

これらMR法プログラムを利用するには，モデル構造の修正，入カデータを必要とする

が，それには分子置換法の原理やそれぞれのプログラムのアルゴリズムをある程度理解して

いることが要求される．

　このようなことを踏まえて，イソターネットを介して，モデノレ構造の作成からMR法の

自動実行までを行える，優れたユーザーイソターフェースを持つシステムを次の目標を立て

て設計した．

（1）PDBサイトやSWISS－MODELサイトにリソクし，或いは自已ファイルからモテノレ
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　　構造データを入手する．

　（2）モデル構造データから，MR法に必要な情報を取得し，最終的なモデノレ構造を自動生

　　成する．

　（3）蛋白質結晶学及びMR法プログラム使用法の知識の要求を可能な限り最小限にする．

　（4）各解析ステップ間のデータハソドリソグの簡易化．

　（5）0Sに依存しない移植性，保守が容易．

　（6）CGI（Common　GatewayInterface）による優れたンソプノレなユーサーイソターフェイ

　　ス．

　（1），（2）を実現するために，テキストテータを柔軟に処理でき，文字列処理に適した言語で

なげれぱならい．

　また（3），（4）を実現するために，各解析ステップでの入力を最小限にし，必要な場合でも，

マニュアル等が無くてもI理解して入力できるようにユーザイソターフェイスを実現する．

　最近では種々のOSが利用されるようになってきたことから，これに依存しないソフトウ

ェァが要求されている　これに対応するためにCGIを導入する　CGIプロクラムは，クラ

イアソトコソピュニタではなくサーバーコソピュータ上で実行するという点で，ほかの

Webプログラムと異なっている．このため，サーバーとのやり取りを必要とする作業に適

していると考えることができる．Per1言語は優れたテキスト処理機能や使いやすさなどか

らCGIプログラムの主流となっているだげでなく，本システム開発に必要な全てのツール

をもち，容易に開発できる言語であることから，Per1言語により開発した［8］・〔9］1［10］

　　　　　　　　　　　　　　　3．システム構成

図1に示すように，本ツステムでのMR法による蛋白質の立体構造の決定をWebブラウ

P了ot②1皿Da㎏Ba皿止 SW－SS・M1ODEL
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Wgb
Seπ飢

　CGI
プログラム

国折データ
脇肋（CCPφ EPlM丑

図1　SAMR－Webソフトウェアの全体構成
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サが要求したとき，CGIプロクラムの実行，HTML（HyperTextMarkup　Language）が生

成され，そしてWebブラウザに提示される．提示されたHTMLドキュメソトの要求に

ユーザーが答えたデータをもとに，A〃b地あるいはEPMRの実行に必要なデータを作成

し，実行する　PDBサイトあるいはSWISS－MODELサイトでモテノレ構造を取得するため

に，これらのサイトにリソクされている．

　モデル構造の作成，分子置換法解析プログラムヘの入カデータの作成を処理するCGIプ

ログラムは図2に示す構成になっている．

　（a）モデル構造作成

　モテル構造作成はMAKE　A　MODELが担っている　ここではモテル構造ファイルの有

無を判断し，所持していないとき，PDBサイトに行き，モデル構造のもととなる蛋白質の

立体構造テータを取得する　あるいは，SWISS－MODELサイトに行き，決定したい蛋白質

のアミノ酸配列から相同性の高い蛋白質を取得する．ホモロジーモデリソグ法によるモデル

構造の作成をする場合もSWISS－MODELサイトに行き，作成する　取得したモテル構造

データは，ユーザーとの対話をとおして，分子置換法に利用できるように加工される．この

タスクウイソドウを図3に示す．

　（b）分子置換法実行データの作成と実行処理

　分子置換法はλ肋地あるいはEPMRのどちらかを選択して実行可能であり，それぞれ

について，MOLECULAR　REPLACEMENT　METHOD　五〃o肋とMOLECULAR
REPLACEMENT　METHOD　EPMRの2つから構成されている　なお，回折強度テータ
（MTZファイノレ）は拡張子を判断して取得される．MTZファイルはCCP4で定められた回

折強度テータファイノレであり，これに結晶学的テータが記述してあることから，CCP4プロ

クラムを自動起動させ，結晶学的テータの一部である格子定数，空間群を取得する　つぎに

これと，（a）で得たサーチモデルにより，λ〃o地あるいはEMPRを実行するためのスクリ

プトの作成と実行を行う．これらのタスクウイソドウを図4，5に示す．

　　　　　　　　　　　　　　　4．SAMR－Webの実行例

　PC一工WσX（地6肋玄62，CPUPent1umIII600MHz／133MHzSystemBus，メモリー128

MB，ハードディスクシーク速度8．9ms）に本システムを導入した．肋o舳倣舳妙肋㈱

由来のアスパラギソ酸アミノ基転移酵素（1〕1AspAT）の立体構造の決定を行った　なお，

PZAspATは384のアミノ酸残基で構成されるサブユニットからなるホモダイマー（分子量

84，000）である　結晶学的テータは空問群　P41212，a＝b＝13340，c＝12583Aであり，

2・8A分解能まで収集した1毛689厚射数の回折強度データを使い，〃〃舳8伽刎oψ〃〃8由

来のAspATの立体構造をPDBサイトから検索し，ポリァラニソからなるダイマーをサー

チモテルとし，分子置換法には，AMoReとEPMRのいずれをも実行し，P1AspATの初期

構造を得た　ここで実行までの所要時問は約2分である，従来これに数時問要しており，

解析の時間が大幅に短縮できたことを実証した．
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図2　SAMR－WebソフトウェアのCGI部分の構成
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5．ま　　と　　め

　分子置換法での解析の成否のカギを握っているモデノレ構造を，ユーザーサイトのブラウザ

で一貫してほぼ自動帥こ作成できるようにしたことで，これまでの煩雑で時問を要していた

モデノレ構造の作成を短時間で容易にできるようにした．分子置換法プログラムを実行するに

は，測定した回折データとモデル構造の他に，種々のパラメータを入力する必要があり，蛋

白質結晶学の知識を必要としていたが，本システムでは，それらを自動生成できるように

し，蛋白質結晶学の深い知識を必要としない

　本シ・ステムでは，SWISS－MODELサイトで構築されたモテノレ構造をメールで受信する

しかし，これには時間がかかるだげでなく，ユーザーに煩雑な処理を強いている．これは，

モデリソグのプログラムをWebサーバーにイソストーノレすることで改善される．利用して

頂いた人たちから，いくつかの改善点を指摘されている．今後これら間題点を検討し，さら

に利用しやすいシステムに改善していく予定である．
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