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MIR－OAS　ANew　So針ware　for　Prote1n　StructureDetemmat1onbyMu1t1p1e

　　　　　　　　　Isomorphous　Rep1acement　method

　　　　　　Kensaku　HAMADA　Kazuhlko　KAK0I，Nobuo　TANA肌

　　The　MIR－0AS1s　a　user－fnend1y　software　to　be　used　for　macromo1ecu1ar　structure　determma－

t1on　by　mu1t1p1e1somorphous　rep1acement　method　w1th　optm1zed　anoma1ous　scattemg　on　X－ray

crysta11ography　The　softwarc1s　des1gnedto　be且ex1b1e，a11owmg　users　to　so1ve　macromo1ecu1e　struc－

ture　w1thout　a　good　know1edge　of　X－ray　crysta11ography　The　graphlca1user　mterface1s　wr1tten　by

Tc1／Tk，andtheprogramsto　ca1cu1ateforMIR－0Asarewr1ttenmam1ybystandardFortran77The
MIR－OAS　runs　on　w1de　range　of　arch1tectures　and　operatmg　systems

　　　　　　　　　　　　　　　　1．はじめに

　生命科学およびその応用分野の研究・開発において，蛋白質の原子レベルでの立体構造

（三次構造）情報は益々重要になってきている．蛋白質分子の立体構造を決める方法にX線

結晶構造解析がある．X線結晶構造解析では，蛋白質結晶からの少なくとも数万点の徴弱

なX線回折強度から何らかの方法で位相情報を導き出し，フーリエ合成で得た結晶の電子

密度から分子の立体構造を決める．位相情報を持たないX線回折強度から初期位相情報を

求める方法として，蛋白質結晶の場合，次の方法がある［1］．（a）蛋白質自身の結晶とそれに異

なる重原子を付加させた二種類以上の結晶からの回折強度テータで解析する重原子同型置換

法（MIR法）［2］．（b）既知の蛋白質の立体構造を初期モデルとして解析をする分子置換法

（MR法）．（c）異常分散効果が利用できるセレソなどを有する蛋白質に適用できる，放射光の

特性の一つであるチューナヒリティを利用した多波長異常分散法（MAD法）　このうち，

MR法のようにモデル構造を必要とせず，またMAD法のように異常分散効果の大きな原

子を必要もしないMIR法は少なくとも2種の重原子同型置換結晶を得るだげで，解析が可

能となり，汎用性の高いX線結晶構造解析法である．遺伝子工学による蛋白質の大量発現

による結晶化スクリーニソグが容易となり，放射光とイメージソグプレート［3］やCCD［4］の

利用によりデータ収集までは大幅に迅速化されてきた．しかしながら，図1に示す土うに
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蛋白質結晶

蛋白質結晶回折データ収集 重原子同型置換緒晶の調整

回折データ収集

スケーリングとマージン

重原子位置の決定と精密化

位相決定に十分な数と質の No

重原子同型置換結晶？

一
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重原子位置から位相の決定

電子密度計算

電子密度図解釈可能？ No

蛋白質モデルの構築

モデルの精密化

図1　重原予同型置換法による蛋自質のX線結晶構造解析の手順
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MIR法での解析の各ステップにおいて蛋白質結晶学の高度な知識を必要としている．また，

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，解析は煩雑

となるだげでなく，計算量も膨大となり，解析にはコソピュータの取扱いに習熟しているこ

とが要求され，時間も長くかかっていた　このような間題を克服し，蛋白質結晶学に習熟し

ていない生化学・分子生物学者でも容易に蛋白質の構造解析を行える異常分散も考慮した

MIR法によるソフトウェァを開発した

　　　　　　　　　　　　2．構築上の問題点と基本的な考え方

　MIR法でX線構造解析行うには，原理的には格子定数，空間群とネイティブ結晶（もと

の蛋白質そのものの結晶）の回折テータ，そして2種類の重原子同型置換結晶（不イティ

ブ結晶と格子定数，分子の立体構造と結晶での分子の相対配置が変わらないで水銀などの重

原子導入した同型な結晶）の回折データを必要とする．蛋白質の位相情報が得られるのに有

効な重原子の寄与率を持つ重原子同型置換結晶を調整しなげれはならないが，重原子位置を

決定する．まで判定できない　重原子同型置換結晶の調整は試行錯誤的行われ，解析に適した

重原子同型置換結晶を得るまでに多数の重原子同型置換結晶のチェックが必要となる　重原

子位置の決定には蛋白質結晶学の知識を必要とする　このため，ユーザーに結晶学的知識を

基にした判断を要求しないで，かつ迅速に解析できるソフトウエアでなくてはならない．

　解析の色々な過程について独皿に作らたプロクラムを集め，必要なプロクラムを呼び出し

て使用する従来の蛋白質X線構造解析ソフトウエア（programsu1te）では，解析の各段階

で使用するプログラムは何かを知る必要があった．また，各プログラムの使用方法や入カデ

ータの作成が複雑あるだげでなく，各プログラム問のデータのハソドリソグも複雑であっ

た　このような間題を解消する優れたユーザーイソターフェイスを開発する

　本ソステムの設計にあたっては，上記の大きな問題を考慮して，次のような目標をたて

た．

　（a）重原子位置はパターソソ関数から最小関数法［5コで決定する．

　（b）蛋白質結晶学的知識の要求は可能な限り最小限にする

　（C）各解析ステップ間のデータハソドリソグの簡易化．

　（d）0Sに依存しない移植性，保守が容易

　（e）優れたシソプルなユーザーイソターフェィス．

　（b），（c）を実現するために，各解析ステップでの入力を最小限に留め，必要な場合でも，マ

ニュアノレ等が無くても理解して入カできるようにユーザーイソターフェイスを実現する．煩

雑さの要因の1つである解析過程で生成される多くのテータファイノレをファイノレ名と拡張

子で分類し，ユーザーイソターフェイスでコソトローノレする．

　慣れていないコソピュータ（0Sも含む）の利用は，多くのユーザーにとって，障壁にな

ることが多い，また，最近は種々のコソピュータが利用されるようになってきたことから，

0Sに依存しないソフトウエアが要求されている．そこで（d）を実現するために，それに対応

したユーザーイソターフェイスを導入する．（b）～（d）を実現するためには優れたユーザーイソ
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ターフェイスを必要とする．ユーザーイソターフェースを実現する言語は種々あるが，必要

とする全てのソールをもち，容易に開発できるTc1lTkでユーザーイソターフェイスを実現

する．Tc1はスクリプト言語であり，Tkはグラフィックスッーノレボックスである［6コ．

　　　　　　　　　　　　　　　　3．システム構成

　本ソフトウェァの構成は図2のように，ユーザーイソターフェイスと実行プログラムか

らなっている．すべてのデータファイノレは，蛋白質名をディレクトリとするディレクトリに

格納される．ユーザーイソターフェイスは，X一ウイソドウ・システム，MS－Windows，マ

ッキソトッシュのいずれのグラフィックユーザーイソターフェイスのもとで動作するTc1／

Tkスクリプト言語で記述し，蛋白質X線構造解析実行プログラム（実行プログラム）は標

準的なFortran77言語で記述し（一部をC言語），そしてUNIXオペレーティソグシステ

ムのもとで開発した．1つのタスクウイソドウは解析の各ステップの実行プログラムの1つ

に対応している　しかし，重原子同型置換結晶の重原子位置を見つげるSMINやMINFな

どのタスクウイソドウは，自動的にパターソソ，ピークサーチを行い，最小関数で重原子位

置を見つげられるように構成されている．

羽Jser　I固ter正況ce

MぬW地ow PrO古出（肚磁O取）

D劃危a。亙iユes

Me㎜W皿捌ow

丁鎚kWi皿aow

EXeC胆te　PrΦgr劉匝1

図2　MIR－OASソフトウェアの構成
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　　　　　　　　　　　　　　　4．解析実行プログラム

本システムでは，MIR法により，蛋白質の位相を決定し，電子密度を得るまでの各段階

のプログラムから構成されている．それらプログラムは以下のとおりである．

◎Start結晶学テータの入力，ネイティブ結晶テータヘ重原子同型置換結晶テータをス

　　ヶ一リソグする．

◎ReStart新たに測定された回折強度テータの追加し，スケーリソクを行う

◎Pa批erso皿　各種パターソソ関数の計算

◎lM［㎜イ（mnmu皿funct1on）　パターソソ図をもとに求像法の1つである最小関数

　　（mmmum－funct1on）の計算を行い，重原子同型置換結晶の単位格子内での重原子位置

　　を求める．Minイは3次元パターソソ空間で行われる．

◎S－m亙皿（symmetr1ca1mm1mum．fmct1on）最小関数であるが，空間群（結晶の持つ対

　　称）により，パターソソ関数の結果である原子問ベクトの集中する面あるいは線上であ

　　るハーカー断面での最小関数．これで，重原子位置（x，y，z）の2あるいは1成分を求

　　め，Minイで重原子位置を最終的に求める．

◎LSH　重原子パラメータ（位置，温度因子，占有率）をRossmamの方法による最小

　　二乗法で精密化をする［7コ．

◎lLS－3D　すべての重原子同型置換結晶テータを使い，重原子パラメータを最小二乗法

　　により精密化する．

◎Phase：重原子バラメータより蛋白質の位相情報を求める．

◎Peak：Patterson，Minイ，s－min，Dイour，Fourier，patで得られたマップより，ピークを

　　探索する．

◎D－fo肚　位相情報をもとに重原子同型置換結晶とネイティブ結晶の構造因子の差の電

　　子密度図を計算する　通常，最小関数で見つげられなかったマイナー重原子位置を探す

　　ために利用する．

◎Fourier蛋白質の電子密度図を求める

◎lM肥1M［：マキシマムエソトロピー法で蛋白質の位相を精密化する．

◎t－mapPage蛋白質分子モテノレ作成ソフトウェアFrodo，TurboTrodoのために，電子

　　密度図ファイルの書式を変換する．

◎t叩hase　ソフトウェァPhasesへのファイル変換をする

5．ユーザーインターフェイス

　ユーザーイソターフェイスは，メイソウィソドウとメニューウイソドゥから呼び出すタス

クウイソドウから構成されている．このユーザーイソターフェイス部分において，解析手順

の管理，ファイル管理，そして，各プログラムの実行に必要な最小限の入カデータの作成を

行う．
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　（1）　メイソウイソドウ

　MIR－OASを実行すると，メイソウイソトウが表示される（図3）　このウイソトウのテ

ィレクトリ名にネイティブ及び重原子同型置換結晶の回折強度データが保存されているディ

レクトリが表示される．但し，最初の起動時にMIRrOASを実行したディレクトリが表示

されるので，Prote1nnameにその回折強度テータが保存されているティレクトリ名を入力

するか，Vボタソをクリヅクして，目的のティレクトリを探す　このProte1nnameのティ

レクトリのもとに，すべての入出カファイノレが保存されるようになり，蛋白質を知っている

だけで，ファイノレ管理の煩わしさからユーザーを開放している．

　（2）　タスクウイソドウ

　メニューウイソドウから呼び出されるタスクウイソドウは，実行に必要な入カデータの作

成，編集を行う　各実行プロクラムに必要なファイルは，名前と拡張子を判別して自動的あ

るは，選択侯補が表示される　いずれのタスクウイソトウの下に，exec　y1ew　the　resu1t，

endの3つのボタソが配置されている　execポタソをクリヅクすると，タスクファイルを

生成し，実行プログラムを実行する．実行が終了すると，そのボタソの色が変わり，実行の

終了を知らせる．実行結果は，viewthe　resu1tボタソのクリヅクで表示される．endボタソ

でメニューウイソドウに戻る．タスクウイソドウは機能から，（・）回折実験で得た回折強度デ

ータファイル情報機能を持つStart，Restart，（b）構造解析のステヅプのみを担っているPat，

S－Min，Minイ，LS－3D，Dイourier，Fourier，MEM，それに（c）構造解析結果を他のプログラム

図3　メイソウイソドウ
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折強度テータを得たときはRestartを必ず行わなげれはならない

　（b）では，図5に示すように重原子同型置換結晶（der1vat1ve）を選択し，入カテータを画

面の指示にしたがい入力する　実行後，y1ewtheresu1tボタソをクリソクすると，図6の

ように結果を表示する．

　　　　　　　　　　　　　　　　　6．終　わ　り　に

　コソピュータ依存性のなく，使用が比較的簡単なTc1／Tkでユーザーイソターフェイスを

開発した　一方，X線構造解析計算プロクラムは解析科学技術計算に優れたFortran77（一

部をC）で開発した　これにより，UNIX，LINUX，Wmdows95／NT，Mac1ntoshで，操作

性に優れ，高速で計算でき，また保守管理の容易なソフトウエアを実現できた．現在，各地

でSUN（OS551），LINUX（Red　Hat52）のもとでの利用されているが，W1mdows95／

NT，Mac1ntoshで動作確認を必要とする

図5　S－minのタスクウイソドウ
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