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本研究ではアミノ酸配列レベルのモチーフ辞書 PROSITEに登録されている配列パターンに注目し，

これに対応する三次元部分構造情報を網羅的に集積・整理するためのソフトウェアツールの開発を試

みた．Protein Data Bankに登録された三次元構造既知のタンパク質構造情報を対象に配列モチーフ部

位を検索し，その対応する三次元セグメントの情報を集積する．次に，共通の配列パターンを持つ一

群の三次元セグメントに対し，生成した類似度（相違度）行列に基づいて構造群をクラスタリングす

る．ここで，クラスタリング結果が変化する際の閾値間隔に注目し，それぞれのクラスタリング候補

に対する優先度を定義するとともに，PROSITEに登録されている既知のモチーフ情報を利用したクラ

スタリング結果の絞込みについても併せて検討を行なった．これら一連の手順を自動化し，PDBの全

エントリを対象とした三次元モチーフ辞書の構築を試みた．WWWベースのインターフェースツール

も併せて開発し，辞書に登録されたモチーフの代表三次元パターンやその由来タンパク質の構造など，

容易に検索・参照できるようになった．
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1 はじめに

タンパク質の三次元構造と機能との間には密接な関

係があることはよく知られている。特にモチーフと呼

ばれるタンパク質構造中に特定の配置で存在する局所

構造特徴は，遺伝子配列の中でもよく保存されている

部分であると考えられる [1, 2]．ヒトゲノム計画の進

展，並びにタンパク質構造決定技術の進歩に伴い立体

構造のデータは急速に増加しており，その構造データ

ベースはタンパク質の構造と機能との関係解明など分

子生物学上の新たな知識獲得のための基盤としてその

重要性はますます高まっている [3, 4]．しかし，タン

パク質分子の構造の巨大さや複雑さ，さらには近年の

急激なデータ数の増大から，手作業によるモチーフの

検索やその特徴解析はほとんど不可能となっている．

そのため，これらのデータベースを有効に活用し，三

次元構造特徴の系統的な解析を行なうための方法論の

確立，並びに有効なコンピュータ援用技術の開発が切

望されている．

アミノ酸配列（一次構造）レベルのモチーフ情報を

文献等から広く収集して電子化したデータベースの一

つに Bairochによる PROSITEがある [5]．PROSITE

には酵素の活性部位やリガンド結合部位の他，タン

パク質の細胞内の局在部位を決めるシグナル配列な

どが収められており，アミノ酸配列の正規表現パター

ン (PATTERN)，重み行列と配列アライメントのス

コア (MATRIX)，自然言語による規則 (RULE)，の

３種類の方法によりモチーフが定義されている．そ

のうち最も一般的で数多く登録されているものが

PATTERN によるモチーフである．例えば，カルシ

ウム結合に関連する EF-hand モチーフ [6] は，「D-

x-[DNS]-fILVFYWg-[DENSTG]-[DNQGHRK]-fGPg-

[LIVMC]-[DENQSTAGC]-x(2)-[DE]-[LIVMFYW].」

と定義されている．PATTERN では各アミノ酸残基

は１文字コードで記述され，正規表現 xはその位置で

任意のアミノ酸と，[ ]はその中のどれかのアミノ酸
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と，f gはその中以外のいずれかのアミノ酸と対応す

ることをそれぞれ意味する．また，要素の後の ( )内の

数字はその要素の繰り返しを表現し，例えば，x(2)は

x-x，すなわち連続する２個の任意のアミノ酸とマッチ

することを示す．この例では現れないが，n個から m

個まで（n＜m）の任意のアミノ酸の並びは x(n,m)で

表現でき，ギャップ領域の指定などに利用されている．

これらの情報をもとに，例えばゲノムネットの

DBGETシステムでは Protein Data Bank (PDB [7])を

はじめ多くの分子生物学関連のデータベースを統合的

に検索し，リンク情報を演繹的に利用し関連する情報

を容易に取得することができる [8, 9]．ただし，これ

らの結果は基本的にそれぞれのデータベースにあらか

じめ登録されているリファレンス情報に依存する．ま

た，出力された大量の情報の中から，ある特定の配列

モチーフに対応する典型的な三次元幾何パターンを手

動で探し出すことは困難である．

筆者らは先に，PDBに登録された三次元構造既知の

タンパク質構造情報を対象に，PROSITEの PATTERN

をキーとして配列モチーフ部位を検索し，その対応す

る三次元部分構造（セグメント）の集積を試みた．ま

た，モチーフごとに，その対応セグメント群をその三

次元構造情報をもとにクラスタリングし，それぞれ

の代表幾何パターンを決定するための方法を提案した

[10]．ただし，これら一連の作業，特にクラスタリング

結果の評価とパターンの決定は対話的に trial and error

で行なった．

本研究では，より合理的な構造クラスタリングの方

法についての検討を行なうとともに，三次元モチーフ

辞書構築のための一連の作業を自動化するソフトウェ

アツールの開発を試みた．また，構築した辞書を利用

するための WWW インターフェースについても併せ

て実装した．

2 三次元モチーフ辞書構築支援
ツール

2.1 概要

本研究ではタンパク質の三次元構造をその構成アミ

ノ酸残基を単位として取り扱い，それぞれα炭素の座

標で代表して表現する．具体的には，対象とする PDB

ファイル群から，必要な構造情報（ここでは各構成ア

ミノ酸残基の種類とそのα炭素原子の三次元座標情報）

を抽出し，鎖単位の結合表ファイルを生成する．この

情報をもとにして，三次元モチーフ辞書を下記の手順

で構築する（Figure 1）．

Figure 1. Basic concept of 3D motif dictionary of proteins in the present work.
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(1) PROSITEファイルを読み込み，登録されている

各配列モチーフについて，以下の処理を繰り返し

行なう．

(2) PATTERN情報を基礎に，各タンパク質データに

対して配列パターン検索を行ない，その対応三次

元セグメントの情報を集積する．

(3) これらの共通の配列パターンを持つ一群の三次元

セグメントに対し，その全ての組み合わせのペア

間で三次元構造比較（相違度の計算）を行ない，

相違度行列を生成する．

(4) 相違度行列に対し，閾値を変化させながら構造ク

ラスタリングを行なう．この閾値間隔に注目して，

クラスタリング結果をランキングする．

(5) PROSITEに登録されているクロスリファレンス

情報を参照し，クラスタリング結果の絞込みを行

なう．

(6) 採用されたクラスタリング結果にもとづき，その

最もサイズの大きいクラスタの代表構造を，注目

している配列モチーフの代表幾何パターンと定義

する．

(7) 対応三次元セグメントの情報（構成残基数，PDB

コード，開始と終了の残基位置番号，対応アミノ

酸残基とその三次元座標情報），クラスタリング

結果，および代表幾何パターンなどの情報を辞書

ファイルに登録する．

2.2 配列パターン検索

配列パターン検索では，一つのタンパク質構造中に

注目している PATTERNに対応するモチーフ部位が複

数箇所存在する場合にも，その全ての部位を抽出で

きるよう工夫した．ただし，その対応部位がオーバー

ラップするような領域では，その開始位置が N末端

側のセグメントで代表して表現する．また，正規表現

x(2,4)など複数の可能な展開パターンがそれぞれオー

バーラップしてヒットするような領域が存在する場合

には，より長いセグメントで代表することとした．

2.3 三次元構造比較

二つのセグメント内の対応する２点（α炭素）間の

ユークリッド距離の平均二乗誤差 (RMSD)を求め，こ

れをそれら二つの構造間の相違度として定義した．

RMSD(A;B) =

vuuut
n

∑
i=1

n

∑
j=1

(dA(i; j)�dB(i; j))2

n2 (1)

ここで，nはセグメントのサイズ（アミノ酸残基数），

dA(i, j), dB(i, j)はそれぞれセグメント A, Bの i番目の

残基と j番目の残基の間の距離を表わす.

なお，PROSITEのパターン定義により，サイズ（構

成アミノ酸残基数）が異なるセグメントが発生した場

合は，より小さい方のセグメントを基準とし，配列順

序を維持したまま可能な組み合わせを全て列挙する．

そして，それぞれ上記の相違度の値を計算し，そのう

ちの最小値をこれら二つの構造の相違度と定義した．

2.4 三次元構造クラスタリング

共通の配列パターンを持つ一群のタンパク質三次元

セグメントに対し，総当たりで三次元構造比較を行な

うことによって相違度行列を生成する．ここである閾

値を設定すれば，その閾値以内の構造同士は同じクラ

スタに属し，それより大きいもの同士は別々のクラス

タに属するものとみなすことができる．クラスタリン

グは以下の手順により行なう．

(1) データセット中の１番目のセグメントを代表構造

とする．代表構造との相違度が設定した閾値以下

となる全ての構造をこれと同じ候補クラスタに属

するものとみなし，その構造数（クラスタサイズ）

をカウントする．

(2) 同様に２番目以降の三次元セグメントについても

それぞれ代表構造として (1)を試行し，クラスタ

サイズが最大となるものを探索する．その候補ク

ラスタを第１クラスタ，そのときの代表構造をク

ラスタの代表三次元パターンと定義する．

(3) 第１クラスタに属する成分を除いた残りの部分行

列に対して (1)，(2)の処理を行ない，残りの要素

がなくなるまでクラスタリングを繰り返す．

手順 (2)で，そのクラスタサイズが最大となる代表

構造の候補が複数存在する場合には，(a)同じクラス

タとなる要素の相違度の和を求め，それが最小となる

もの，(b)差がない場合は，別のクラスタとなる要素

の相違度の和が最大となるもの，(c)それも同じ場合

はデータセット中でインデックス番号の若い方，を選

択する．Figure 2の場合，第１クラスタの代表構造は
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“A”と決定される．

この場合のクラスタリング結果は設定する閾値に依

存する．ここで，閾値は相違度行列の成分と比較され

ているため，クラスタリング結果が変化する閾値では

離散値をとる．そのため，相違度行列内の重複分を除

く全ての成分値を順次閾値としてクラスタリングを行

なうことで，全ての可能なクラスタリング結果を列挙

することができる (Figure 3)．

Figure 2. Clustering of 3D geometric patterns using the

dissimilarity matrix.

Figure 3. Enumerated clustering results and their priority

value.

Figure 4. Refinement of the clustering patterns using the

additional information of PROSITE.

列挙された各クラスタリング結果に対して，隣接す

るクラスタリング結果の閾値との差をそのクラスタリ

ングの優先度と定義する．ただし，Figure 3の 0.7と

1.1のように同一の結果を与える閾値の場合は，その

値の小さいもので代表する．この優先度の順にソート

して，指定された候補数だけクラスタリング結果を出

力できるようにした．

2.5 クラスタリング結果の絞込み

PROSITEにはその該当モチーフパターンを含む既

知の PDBまたは SWISS-PROTデータベース [11]への

クロスリファレンス情報（DRレコード）が定義され

ている [5]．そこには真のモチーフの構造として同定

されているもの（真構造）と，配列パターンにはヒッ

トするが他の理由によりモチーフとはみなされていな

いもの（偽構造）などの情報を含んでいる．本研究で

は必要に応じてこれらの情報を参照し，クラスタリン

グ結果の絞込みができるように工夫した．具体的には，

列挙されたクラスタリングのうち，真構造が全て一つ

のクラスタに，かつ偽構造がそれ以外のクラスタにな

るようなクラスタリングのみを残すようにした (Figure

4)．

このようにしてクラスタリングの候補が一つに絞り

込めた場合はそのクラスタリング結果を，それ以外の

場合には，そのうち優先度が最も高いクラスタリング

結果を採用し，モチーフ辞書に登録するものとした．

2.6 開発環境

本ツールは、Microsoft Windows XP上で、C++言語

(Visual Studio.NET 2002)を用いて開発を行なった。

3 三次元モチーフ辞書操作ツール

3.1 キーワード検索・参照機能

以上のようにして作成した三次元モチーフ辞書の情

報は，モチーフの種類ごとに PROSITEの ID番号（例

えば PS00018）に対応するディレクトリを構成してい

る．各ディレクトリには，集積した対応三次元セグメ

ントの一覧を記したファイル（インデックスファイル），

その構造情報ファイル群（結合表形式），及びクラス

タリング結果の情報を記述したファイルが格納されて

いる．
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このような三次元モチーフ辞書の情報を以下の手順

により参照することができる．

(1) 登録されている PROSITEモチーフの検索

検索フォームにキーワードを入れ検索を開始する．

(2) 検索結果の一覧

検索条件に該当するモチーフ名をリスト表示する．

ここから表示したいモチーフデータを選択する．

(3) 登録モチーフ一覧

選択したモチーフに関する PROSITE情報とそれ

に対応する代表幾何パターンをグラフィック表示

する (Figure 5左図)．

(4) 注目モチーフの対応構造一覧

特定のモチーフを選択すると，それに対応する三

次元セグメントの情報がリスト表示される．その

際，構造クラスタリングの結果も併せて表示する．

(5) 対応三次元セグメント群の表示

表示したリストの中から選択したセグメント群の

三次元構造をグラフィック表示する．

(6) 由来構造式の表示

セグメント（部分構造）のグラフィック表示のオ

プションとして，その由来タンパク質構造（親構

造）を表示することが可能である (Figure 5右図)．

また，三次元セグメントの結合表ファイルも表示

できる．

キーワード検索機能では，モチーフに関するキー

ワードをクエリーとした検索だけでなく，タンパク質

に関するキーワードや PDBコードをクエリーとして，

辞書の登録内容を検索することができる．これにより，

どのタンパク質がどのモチーフに対応しているのかを

参照することが可能である．さらに，表示機能では，

構造表示のウィンドウサイズの指定，画面（ページ）

切り替え，モチーフ構造の向き（表示角度）の統一な

どの工夫をした．

なお，これらのインターフェースツールは Perlを用

いて CGIとして作成した．また，三次元構造情報の表

示には，MDL社の Chemscape Chimeプラグイン [12]

を用い，RasMolスクリプト [13]により部分構造や表

示モデルの指定を行なった．

Figure 5. Snapshots of the WWW interface for the 3D motif dictionary system.
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3.2 三次元部分構造検索機能

筆者らは先に，タンパク質三次元部分構造検索プロ

グラム SS3D-Pの開発を進めてきた [14]．本操作ツー

ルでは，これと連携して，辞書に登録されている三次

元幾何パターンをキーとしたデータベース検索を容易

に行なえるようにした．

4 三次元モチーフ辞書の構築実験

PDB (Rel.102) の全エントリ（配列重複分を除く

25,980鎖）と PROSITE (Rel.17.01)の PATTERNによ

り定義された配列モチーフ（1,331件）を用いて三次

元モチーフ辞書の構築を試みた．その結果，少なくと

も一つの部位がヒットした配列モチーフは 907件あり，

のべ 290,469の三次元セグメントが抽出された．ヒッ

トした部位の数とそのモチーフ数を Table 1にまとめ

た．このうち対応部位の数が 3以上 1,000未満の配列

モチーフについて，引き続き構造クラスタリングを行

なった．この段階ではクラスタリング候補が多数存在

するが，PROSITEの情報を用いて絞込みを行なうこ

とでクラスタリングの候補数を大幅に減らすことがで

きた (Table 2)．

Short-chain dehydrogenases/reductases (SDR)モチー

フ (PS00061) [15]の例では，82の対応三次元セグメ

ントから，可能なクラスタリング候補が 87種類列挙

され，この絞込み処理の後，その数が 11まで減少し

た．そのうち優先度が最も高かったクラスタリングは，

閾値 3.05Å（優先度 1.10）の条件によるものであり，

結果として６個のクラスタが得られた．このときの各

クラスタの代表構造を Figure 6に示す．このうち，(1)

は真構造を含むクラスタ，(6)は偽構造を含むクラス

タである．これらの結果から，妥当な構造クラスタリ

ングがなされていることが視覚的にも分かる．

5 おわりに

本研究では，PROSITEの各配列モチーフに対し，(1)

配列パターン検索，(2)三次元構造比較，(3)クラスタ

リング候補の列挙と選択，(4)代表三次元幾何パター

ンの決定，の一連の作業を自動的に行なうためのツー

ルを開発するとともに，最新の PDBの全データセット

を対象とした三次元モチーフ辞書の構築を行なった．

また，構築した辞書を管理・参照するための WWW

インターフェースも併せて開発した．これらのツール

を用いて蓄積された三次元モチーフ辞書，特にモチー

フの代表三次元パターンの情報は，アミノ酸配列とそ

の立体構造，あるいはその機能との関係解明など，三

次元分子構造特徴解析に基づく新たな知識発見のため

の有用な情報を提供するものと考える．本研究で作成

したモチーフ辞書と，そのインターフェースは下記の

URLで公開している．

http://prodb.cilab.tutkie.tut.ac.jp/services/

なお，本研究は文部科学省科学研究費補助金・特定領

域研究 B(2) (13131210)，及び財団法人堀情報科学振

興財団の研究助成のもとに行われたものであることを

明記して謝意を表す．

Table 1. Results of sequence motif pattern searching in

the PDB entries.

Hit segments 0 1-2 3-99 100-999 1,000-

Motifs 424 167 705 26 9

Table 2. The number of clustering candidates and motifs

after the refinement procedure.

Clustering candidates 0 1 2-4 5-9 10-

Motifs 4 324 212 117 72
Figure 6. The representative geometric patterns for each

cluster obtained from the SDR motif.
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Development of Software Tools to Construct
a 3D Motif Dictionary of Proteins
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This paper describes a three-dimensional (3D) protein motif dictionary system that is closely related to

the PROSITE sequence motifs. Because there were many different 3D motif patterns but having a particular

PROSITE sequence pattern, we have investigated the approaches for quantitative comparison and clustering

of such 3D structure segments. For a pair of 3D structure segments, the dissimilarity value was defined

with the root mean squares of inter-residue distances. A conformational pattern clustering was employed for

grouping the 3D patterns on the basis of the dissimilarity matrix. Some additional knowledge information

described in PROSITE was also used to refine the clustering results. A 3D motif dictionary was constructed

using all the data set of the Protein Data Bank. A graphical user interface for using the dictionary was also

developed.

Keywords: Protein motif, 3D structural feature, Structural similarity, 3D motif dictionary, PROSITE
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