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TRF2-DNA 複合体の分子置換法による結晶構造解析

Ｘ線結晶構造解析

Ｘ線結晶構造解析はタンパク質などの生体超分子の立体構造を決定する手法の１つで、NMR法と共に構造生物学にお
ける最も強力な構造解析法である。結晶構造解析の流れを下に示した。ここで最も重要な項目は、解析対象の選定はも
ちろんだが、実験的なところでは、結晶化を含めた試料調製である。遺伝子工学の進歩によって、我々は自在にタンパ
ク質分子を作り替えることが可能になった。構造解析の過程の中で、我々は結晶化に適したタンパク質の試料調製に最
も時間を費やしている。強力なＸ線が得られる放射光施設や測定技術、解析ソフトウエアや計算機の進歩により、良好
な結晶が得られれば数日で最終構造を得ることも珍しくない。Ｘ線実験から構造解析のワークフローを下に示す。

   

タンパク質の結晶にＸ線を照射すると、Ｘ線はタンパク質の電子と相互作用し散乱する。散乱Ｘ線は干渉作用によって、
強め合ったり弱め合ったりすることで、特定の方向にだけ検出器上に斑点を示す。これを回折という。この回折Ｘ線は
タンパク質の電子の情報を含んでおり、回折Ｘ線を解析することで、タンパク質の電子の分布（電子密度）を得ること
ができる。電子分布の中心には原子が存在すると考えられるので、電子密度が得られれば原子の位置が決まり、タンパ
ク質の構造を原子レベルで決定できる。

解析対象の選定
↓
試料調製
 クローニング
 ↓↑
 発現・精製
 ↓↑
 結晶化
↓↑
Ｘ線実験
↓
構造解析

Ｘ線実験から構造解析の一般的なワークフロー

回折データの積分
 格子定数、空間群の決定
↓
強度データの変換
↓ 
構造決定
 同型置換法
 異常分散法
 分子置換法
↓
構造の修正と構造精密化
↓
最終構造  
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結晶にあらゆる方向からＸ線を照射し、電子の情報（電子密度）ρ(xyz) を含む回折Ｘ線 F(hkl) の強度 I(hkl) を測定する。
ここで、xyz は三次元の座標である。hkl はミラー指数といい、回折Ｘ線が回折の世界のどこから来たかを示すもので、
回折の世界における座標のようなものである。これを理解するには逆格子の概念を導入する必要があり、本実習の範囲
を超える。ここでは、結晶のＸ線像を解析するとタンパク質の電子密度が得られ、電子密度にアミノ酸などを当てはめ
ていくとタンパク質の立体構造が決定できるという理解でよい。Ｘ詳細は結晶学の教科書を参照。

本実習では、プログラム CCP4 と COOT を使って、テロメアDNA結合タンパク質であるヒト TRF2 の DNA結合ドメイ
ンとDNAとの複合体のＸ線結晶構造解析を行う。

TRF2 DNA 結合ドメインのアミノ酸配列

結晶化に用いたDNA配列

タンパク質結晶構造解析の参考書

タンパク質のＸ線解析、佐藤　衛、共立出版　
生命系のためのＸ線解析入門、D. Blow 著　平山令明　訳、化学同人
Principles of Protein X-ray Crystallography, J. Drenth, Springer

5’ CTCTAGGGTTAGGGTTAG  3’
3’  AGATCCCAATCCCAATCT 5’

ρ(xyz) = 1
V

F(hkl) exp −2πi(hx + ky + lz) + iα(hkl)[ ]
l
∑

k
∑

h
∑

I(hkl)

結晶の回折強度（h, k, l）

電子密度（x, y, z）

ρ(xyz)

F(hkl) = F(hkl) exp iα(hkl)[ ]

=V ρ(xyz)exp 2πi(hx + ky + lz)[ ]dxdydz
0

1
∫0

1
∫0

1
∫

フーリエ変換

同型置換法

異常分散法

分子置換法

I(hkl) = F(hkl) 2

タンパク質の構造
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CCP4I の初期設定

CCP4 Program Suite と COOT を用いて結晶構造解析を進めていく。CCP4 はＸ線結晶構造解析に必要な様々なプログラ
ムが実装されたプログラムパッケージである。個々のプログラムはスクリプトと呼ばれる入力ファイルを作成し、コマ
ンドラインで実行するため、様々な使い方が可能であるという利点があるが、入力ファイルの作成やファイル操作など、
CCP4 や Linux に関する多少の知識を必要とする。CCP4I は CCP4 のグラフィックユーザーインターフェイスであり、
CCP4 に含まれるほとんどのプログラムを簡便なマウス操作で実行できる。
今回の実習では CCP4I を使用する。
CCP4 に関する情報は
http://www.ccp4.ac.uk

CCP4I はプロジェクトごとに指定されたディレクトリ（フォルダ）にほぼ全てのファイルを格納し、管理するため、は
じめにプロジェクトのディレクトリを指定する必要がある。ここでは、kast という名前のプロジェクトを作成し、その
プロジェクトディレクトリをホームディレクトリ以下の kast という名前のディレクトリに指定する。

Linux にログインし、terminal を起動し、Ｘ線のデータのあるディレクトリに移動する。
ターミナルで ccp4i と入力し、リターンキーを押すと、CCP4I のメインウィンドウが表示される。

% cd kast
% ls
model_1.pdb model_4.pdb output.sca

（ここで、model_1.pdb とmodel_4.pdb は分子置換法での構造解析に使用するサーチモデル、output.sca は HKL2000
が出力した回折強度データである。）

①メインウィンドウ右上のの<Directories & Project Dir> をクリックし、プロジェクトウィンドウを開く。
②プロジェクトウインドウの<Add project> を左クリックし、新たにプロジェクトを作成する。
③プロジェクト名を kast と入力する。
④<Browse..> をクリックし、セレクトウインドウを開く。
⑤<Go to directory> のプルダウンメニューで<Full path..> を選択し、<OK>をクリックする。
⑥プロジェクト名を選択する。ここでは kast。
⑦<Apply & Exis> をクリック
⑧確認のウィンドウが表示される場合は、<Dismiss> をクリック。

これで CCP4I の初期設定は終了。

①

②
④

③

⑤

⑥

⑦
⑧
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① ②

③

④
⑤

⑥

⑦

強度データの変換

HKL2000 で出力された積分強度 output.sca を構造解析に使用するためにはデータ変換をする必要がある。

①CCP4I のメインウィンドウ左上のプルダウンメニューで<Data Reduction> を選択し、<Import Merged Data> を左
クリックすると<Import Scaled> ウィンドウが開く。
②<Use anomalous data> 左のチェックを外す。
（Anomalous data とは特殊な原子の入った結晶を特定の波長のＸ線を使って観測できる異常分散効果であり、今回使用
するＸ線データは異常分散効果を含んでいない）
③<In> 右の <Browse...> をクリックして、セレクトウインドウから output.sca を選択し、<OK>をクリックすると、
<Out> の欄には自動で output.mz と入力される。
④<Dataset name> に trf2 と入力する。（名前は何でよい）
⑤今回取り扱う TRF2-DNA 複合体結晶の空間群は P212121 なので、<Space group> に p212121 と入力する。
⑥<Run><Run Now>を選択し実行する。
⑦実行するとメインウィンドウに Running と表示され、正常に終了すると、Finished と表示される。
これで強度データ output.sca は、以後の構造解析に使用できる Fデータ output.mtz に変換された。
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回転操作

model_1.pdb
（TRF2 アラニンモデル）

model_4.pdb
（２本鎖DNA）

１

２

回転＋並進

回転＋並進

model_1_molrep1.pdb
を固定

model_1_molrep1.pdb

model_4_molrep1.pdb

χ

θ

φ

分子置換　～１～
　
分子置換法はＸ線結晶構造解析における構造決定法の 1つで、すでに目的タンパク質の類似構造（と思われる構造）が
あれば、それをモデル分子（サーチモデル）として、そのモデルに回転と並進の操作を行い、目的タンパク質の構造を
決定することができる。雑な言い方をすれば、目的タンパク質と似ていると考えられる構造を使って、それを回転させ
たり並進させたりして、目的タンパク質の結晶格子中にどんな向きで収まっているかを決定することである。
分子置換法において、使用するサーチモデルの選択が重要で、単に類似構造をそのままモデル分子として使うだけでは
構造決定できず、アミノ酸をすべてアラニンやセリンに置き換えたモデルを使用したり、配列アライメントなどの情報
から、サーチモデルを改変して使用することもある。同じタンパク質であっても、構造変化している場合は、ドメイン
に分けたり、使用するサーチモデルに工夫が必要かもしれない。もちろん簡単に構造決定できる場合も多いが、非常に
困難な場合もあり、お手軽に見えるが奥が深い構造決定法である。また、使用するプログラムを変えるとうまくいく場
合もある。
分子置換法のプログラムはたくさん知られているが、今回はMOLREP を使用する。MOLREP は CCP4 Program Suite に
含まれており、CCP4I から GUI 操作が可能である。入力項目が少ないため使いやすい。まずはMOLREP を使ってみて、
うまくいかない場合は他のプログラムを試すのがよいだろう。

今回の実習では、TRF2 のアラニンモデル（全てのアミノ酸をアラニンに置換した構造）と 2本鎖 DNAをサーチモデル
として、TRF2-DNA 複合体の構造を 2段階の分子置換法で決定する。
１．まず、TRF2 アラニンモデルに対して回転と並進を行う。２．その後、動かした TRF2 アラニンモデルを固定し、そ
れに対し（その隙間に）、DNAを回転と並進で当てはめる。
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②

①

④

③

⑤
⑥

⑦

⑧

⑨

⑩ ⑪
⑩回転と並進のパラメータ
⑪１回目の分子置換の結果の信頼度因子 R値
小さいほどよいが、どのくらい通いという指標はな
い。他の解と比べて有意に小さければ、それが正解
である可能性が高い。

分子置換　～２～

１．TRF2 アラニンモデルを使った分子置換

①メインウィンドウ左上のプルダウンメニューで<Molecular Replacement> を選択する。
②<Molrep auto MR> を左クリックし、Molrep ウインドウを開く。
③<MTZ in> 右端 <Browse...> をクリックし、セレクトウインドウから output.mtz を選択し、<OK>をクリック。
④<Model in>右端<Browse...> をクリックし、セレクトウインドウからmodel_1.pdbを選択し、<OK>をクリックする。
⑤自動で<Coords out> にmodel_1_molrep1.pdb が入力される。自動入力されない場合は、キーボードから入力する。
⑥<Experimental Data> の右端をチェックして、拡張項目を表示する。
⑦計算に使用するＸ線データの分解能を入力する。分子置換法だけであれば、高分解能なデータは必要ない。今回は
3~10Åの範囲のデータを使用する。
<Use data to maximum resolution> は 3、minimum resolution に 10 と入力する。
⑧<Run><Run Now>を選択し、Molrep を実行する。

⑨終了するとメインウィンドウに Finished と表示されるので、左クリックで選択し（黄色に変わる）、左側の<View 
Files from job> のプルダウンメニューから<View Log File> を選択するとログが表示される。
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⑨
①

②

③
④
⑤

⑥
⑦

⑧

⑩ ⑪

⑩回転と並進のパラメータ
⑪２回目の分子置換の結果の信頼度因子 R値
小さいほどよいが、どのくらい通いという指標はな
い。他の解と比べて有意に小さければ、それが正解
である可能性が高い。また、１回目と比べて R値は
小さくなるはずである。

分子置換　～３～

１回目の分子置換が終了したら、つぎは動かした TRF2 アラニンモデルを固定して、DNAをサーチモデルとして分子置
換を行う。

２．TRF2 アラニンモデルを固定し、DNAを使った分子置換

①Molrep ウインドウで、<Input fixed model> にチェックを入れる。
②<MTZ  in> で output.mtz を選択する。（既に入力されている場合は不要）
③<Model in> でmodel_4.pdb を選択する。
④<Fix in> でmodel_1_molrep1.pdb を選択する。
⑤<Coords out>には自動でmodel_4_molrep1.pdbが入力される。自動入力されない場合は、キーボードから入力する。
⑥、⑦分解能は 3~10Å
⑧<Run><Run Now>を選択し、Molrep を実行する。
⑨終了するとメインウィンドウに Finished と表示されるので、左側の<View Files from job> のプルダウンメニューか
ら<View Log File> を選択しログを表示する。

新たにターミナルを開き、データディレクトリに移動し、rasmol 等で得られた構造を見てみるのも良い。

% rasmol model_4_molrep1.pdb
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B = 8π 2 u2

構造の修正と構造精密化　～１～

ここまでで、分子置換法によって、TRF2-DNA 複合体の大まかな構造を得ることができた。しかし、似ていると考えら
れる構造をサーチモデルにしているため、正しい構造に近づけいていく必要がある。そのために、構造の修正と構造精
密化を行う。構造の修正はコンピューターグラフィックのプログラム COOT を使ってマニュアルで行う。構造精密化は
精密化のプログラム REFMAC を実行し、計算機が行う。

構造精密化について

先に、構造精密化とは決定した構造を正しい構造に近づけていくことであると述べた。構造の正しさの指標はいくつか
あるが、構造精密化では以下に示す信頼度因子 R値を指標とする。
タンパク質の原子座標が与えられれば（タンパク質の構造があれば）、Ｘ線のデータを逆算できる（Fcalc）。理想的には、
実験的に得られたＸ線データ（Fobs）と得られた構造から逆算した Fcalc は等しいため、信頼度因子 R = 0%である。
しかし、実験には誤差があるため、実際には R = 0%とはならない。データの質に依存するが、R = 20%程度であれば
良く精密化された（正しい）構造であるといえる。また、R-free 値は R値 +5%程度であると良い。

精密化するパラメータは原子座標 (x, y, z) 以外に温度因子 Bがある。温度因子は原子の揺らぎを表現する量で以下の式
で表現される。温度因子の単位はÅ2である。

たとえば温度因子が 80Å2である原子は、原子核を中心として平均的に 1Åも動いていることになる。タンパク質の表
面やループなどもともと運動性の高いところは温度因子が大きく、分子内部など運動性の低いところは温度因子が小さ
い。

等方性温度因子は、原子が全方向一様に（球状に）揺らいでいると仮定している。一方、異方性温度因子は原子の揺ら
ぎは一様でなく、ある特定の方向に偏っている（楕円状）と見なしており、より現実に近いと考えられる。高解像度の
結晶構造解析では非等方性温度因子を導入して構造精密化できる。

等方的な揺らぎ 異方的な揺らぎ

R =

Fobs − Fcalc

hkl
∑

Fobs

hkl
∑

×100% Rfree =

Fobs − Fcalc

hkl⊂T
∑

Fobs

hkl⊂T
∑

×100%
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①
②

③

④
⑤

⑥
⑦

⑧ ⑨

⑩
⑪

構造の修正と構造精密化　～２～

マニュアルでの構造修正を行う前に、分子置換で得られた直後の構造を少し精密化する。この場合、原子の１つ１つの
構造を精密化するのではなく、タンパク質分子を塊として考え、精密化を行う。これを Rigid body refinement という。
REFMAC（CCP4I）を使って構造精密化を行う。

①CCP4I のメインウィンドウ左上のプルダウンメニューから<Refinment> を選択
②<Run Refmac5> を左クリック
③Refmac5 ウインドウで<Do><rigid body refimment> を選択する。
④<MTZ in> で output.mtz を選択
⑤<MTZ out> は output_refmac1.mtz が自動入力される。自動入力されない場合はキーボードで入力する。
⑥<PDB in> は 2回目の分子置換の解、model_4_molrep1.pdb を選択する。
⑦<PDB out> はmodel_4_molrep1_refmac1.pdb が自動入力される。
⑧、⑨構造精密化に使用するデータの分解能を入力する。今回は 20 - 2Åの範囲で行う。
⑩<Run><Run Now>で実行。終了したらログで R値を確認する。

- -

⑪Rigid body refinement 後の信頼度因子 R値
もちろん小さいほど良い。
この時点で R と R-free は約 42%。これから構造の
修正と構造精密化を繰り返し、R値を下げていく。
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①

②

③

④

⑤

⑥

⑦

⑧

⑨

⑩

構造の修正と構造精密化　～３～

次はいよいよプログラム COOT で電子密度を見ながら構造の修正を行う。
COOT は CCP4 Program Suite と関連したプログラムで、CCP4I 同様に GUI が充実しており非常に使いやすい。また、
電子密度への構造のフィッティング機能が強力であるため、広く使われているプログラムである。
http://www.ysbl.york.ac.uk/emsley/coot/
ターミナルで、データディレクトリに移動し、COOT を起動する。
% coot
と入力すると COOT のメインウィンドウが起動する。
①メニューの<File> から <Open Coordinates...> を選択する。
②セレクトウインドウで<Filter> をクリック。
③先ほど REFMAC で精密化されたmodel_4_molrep1_refmac1.pdb を選択する。
④<OK>をクリックするとメインウィンドウに構造が表示される⑤。

⑥再びメニュー<File> から <Auto Open Mtz...> を選択する。
⑦セレクトウインドウで<Filter> をクリック。
⑧REFMAC の精密化で出力されたＸ線データ（電子密度の情報が含まれている）output_refmac1.mtz を選
択する。
⑨<OK>をクリックするとメインウィンドウの構造に電子密度が重なって表示される⑩。
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①

②

③

④

⑤

⑥
⑦

①メインウィンドウのメニューから<Draw><Go to 
Atom..> を選択。
②セレクトウインドウで、移動したい残基番号を入
力するか、③一覧から移動したい残基を選択。
④<Apply> をクリックするすると、その残基が画面
の中央に移動する。

Space キーで次の残基に移動する。
Shift + Space キーで 1つ前の残基に移動する。

⑤メインウィンドウのメニューから<Edit><Font Size..> を選択。
⑥セレクトウインドウで、フォントサイズを選択。
⑦<OK>をクリック

⑤

⑥

あるいは、
⑤メインウィンドウのメニューから<Draw><Sequence View> で選択し、配列を表示
⑥配列にマウスカーソルを合わせると残基番号が表示されるので、クリックするとそ
の残基に移動できる。

構造の修正と構造精密化　～４～　COOT の基本操作１

マウス操作

　　　　左ボタンをクリックしながらマウスを動かすと分子が回転する。

　　　　右ボタンをクリックしながらマウスを動かすと分子が拡大・縮小する。

　　　　中ボタンで原子をクリックすると、クリックした原子が画面の中心に移動する。

　　　　ホイールを回転させると電子密度のレベル ( 濃さ）が変わる。

Ctl +　　　　コントロール＋左ボタンを押しながらマウスを動かすと分子が並進する。

Ctl +　　　　コントロール＋右ボタンを押しながらマウスを動かすと画面の奥行きが変わる。

　　　　　　原子を左ボタンでダブルクリックすると残基番号、残基名が表示される。
　　　　　　　（Shift + 左ボタンのシングルクリックでも同様）

特定の残基に移動する

画面の文字を大きくする
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ここでは、2FoFc マップは青色で、FoFc マップは緑色で表示さ
れている。

⑥電子密度の<Scrol> を選択し、マウスのホイールを回転させ
ると電子密度の濃さを調節できる。

通常、2FoFc（青）は 1.0 程度、FoFc（緑）は 2.0 ~ 3.0 程度で
表示するのがよい。

⑦構造を保存するには、メインウィンドウのメニューで
<File><Save Coordinates ...> を選択。
⑧複数の構造（PDB ファイル）を読み込んでいる場合は、
どの構造を保存するかをプルダウンメニューで選択
⑨クリック
⑩COOT ではオリジナルのファイル名の後ろに -coot-0 とい
う名前で PDB ファイルを作成する。次に保存する際には、
-coot-1 になり、数字が増えていくので、上書きする心配が
ない。
⑪<OK>をクリック

①メインウィンドウのメニューで<Display Manager> をク
リック。
②Display control ウィンドウの <Display> ボタンで、分子や
電子密度の表示をＯＮ，ＯＦＦできる。
③プルダウンメニューで分子の表示方法を変更できる。
 通常は <Bonds (Colour by Atom)>

①

②

②

③

⑤
④

⑥

⑦

⑧
⑨

⑩
⑪

構造の修正と構造精密化　～５～　COOT の基本操作２

表示のＯＮとＯＦＦ

電子密度の調節

REFMAC は電子密度の情報を含んだＸ線データを出力する（output_refmac1.mtz）。これを用いて COOT は 2種類の電
子密度を表示する。1つは FWT PHWT（2FoFc マップ）④、もう一つはDELFWT PHDELWT（FoFc マップ）⑤である。

構造を保存する
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テキストでは 2FoFc マップは青色で、FoFc マップは緑色で表示
されている。
詳細は本実習の範囲を超えるが、大まかには、青い電子密度と
タンパク質の構造は重なっているはずであり、青い電子密度が
あるのに構造がない、かつ緑の電子密度が現れている部分には
何か原子を当てはめるべきである（下図参照）。

黄色が炭素原子、青色が窒素原子、赤色が酸素原子
（緑色が硫黄原子）
Cβの先にも青色の電子密度と緑色の電子密度があるの
で、Cβの先に何か原子が存在することを示している。

②
①

電子密度が環状であることから、側鎖にベンゼン環をも
つフェニルアラニンであることが分かる。

HN

O

HN HN

O

HN

構造の修正と構造精密化　～６～　

電子密度について

REFMAC は電子密度の情報を含んだＸ線データを出力する（output_refmac1.mtz）。これを用いて COOT は 2種類の電
子密度を表示する。1つは FWT PHWT（2FoFc マップ）①、もう一つはDELFWT PHDELWT（FoFc マップ）②である。

最終的には 2FoFc マップ（青色の電子密度）とタンパク質の構造が重なり、FoFc マップ（緑色の電子密度）が無くな
るように構造を精密化していくが、実際は FoFc が 2~3 の濃さのレベルで全くなくなることはない。

Cα

CβN

C

O

Cα

CβN

C

O

Cα

Cβ
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②読み込まれている構造の chain（ポリペプチド鎖や
オリゴヌクレオチド鎖）ごとに配列が表示される。
ここでは TRF2 は A-chain と B-chain であり、DNA
は C-chain と D-chain が２本鎖を作っている。
TRF2 の A-chain と B-chain はポリアラニン構造であ
ることが確認できる（一部グリシン）。
③配列にマウスカーソルを合わせると残基番号が表
示されるので、クリックするとその残基が画面の中
央になる。
例えば、A-chain の 457 に移動する。
電子密度の濃さは、2FoFc（map1, 青）と FoFc
（map2, 緑）はそれぞれ、1と 2.5 位が良いだろう。

TRF2 のアミノ酸配列を確認すると、本来 457 はW（トリプトファン）である。
このアラニンをトリプトファンに置換するには、
④メニューから<Calculate><Model/Fit/Refine..> を選択、Refine ウィンドウを表示。
⑤<Mutate & Auto Fit...> をクリック。
⑥電子密度の確認、<OK>をクリック。
⑦＋字カーソルで、何れかの原子をクリック。
⑧アミノ酸<TRP (W)> を選択すると、トリプトファンに置換される⑨。

①

② ③

④

⑨

⑤

⑥

⑦

⑧

構造の修正と構造精密化　～７～　

ポリアラニンモデルから TRF2 へ

ここからが本題である。
本実習では分子置換のサーチモデルとして、TRF2 アラニンモデルを使用したため、本来のアミノ酸に置き換えていく
作業が必要になる。２本鎖DNA1分子に対して、TRF2は2分子結合している。現在の構造のアミノ酸配列を確認してみる。

①メインウィンドウのメニューから<Draw><Sequence View> で選択すると配列を確認できる。

Cα

Cβ

N

C
O

Cα

Cβ

N

C
O

＋
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②

①

③
＋＋

④

⑤

⑦ ⑧

⑨ ⑩

構造精密化

K447 K447

⑥

構造の修正と構造精密化　～８～　

①側鎖の電子密度はしっかり見えているのに、うまく構造ははまらない場合がある。
そのときは、
②Refine ウィンドウから<Real Space Refine Zone> をクリック。
③十字カーソルで、何れかの原子をダブルクリック
④電子密度へのフィッティングが行われ、目的の残基がグレーになる。
⑤フィッティング結果のウィンドウが現れるが、じゃまなので横にずらす。
⑥グレーの残基中の何れかの原子をマウスで電子密度へドラッグする。
⑦ドラッグした方向にフィティングされる。
⑧うまく電子密度にフィットできれば<OK>をクリック。

このようにして、アラニンモデルを TRF2 本来のアミノ酸に置き換えていくが、アミノ酸によっては側鎖の電子密度が
曖昧で、本来のアミノ酸が当てはまらない様なケースがある。その場合は、とりあえずアラニンのままにしておく。次
の構造精密化の後、側鎖の電子密度が確認できるようであれば、アミノ酸を置き換える。下の図は、447 番目のリジン
である。分子置換直後は電子密度が曖昧だが⑨、構造精密化後にはしっかりと側鎖の電子密度が確認できる⑩。

Cα

Cβ

C

O
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①

②

③

⑧
⑩

④
⑤

⑥
⑦

⑨

⑩

⑩

⑪

構造の修正と構造精密化　～９～　

一通り電子密度を確認し、アミノ酸を置き換えたら、構造を保存する。構造を保存したら、COOT を終了する。
（COOT での作業中、こまめに保存すると良い）

①COOT のメインウィンドウのメニュー、<File><Exit>

この修正した構造をプログラム REFMAC を用いて構造精密化を行う。

②CCP4I のメインウィンドウ左上のプルダウンメニューで<Refinement> を選択し、<Run Refmac> をクリック。
③左上<Do>のプルダウンメニューで<restrained refinement> を選択。（一般的な構造精密化）
④<MTZ in> は output.mtz
⑤<MTZ out> に自動で output_refmac1.mtz と入力される場合は、1回目の精密化の結果が上書きされないよう、キー
ボードで output_refmac2.mtz と変更する。（１を 2に変えるだけ）
⑥<PDB in> は COOT で最後に保存した構造ファイルを選択。この場合は、model_4_molrep1_refmac1-coot-0.pdb
⑦<PDB out>はmodel_4_molrep1_refmac2.pdbと自動入力される。自動入力されない場合はキーボードから変更する。
⑧精密化に使用するデータの分解能は 20~2Åとする。
⑨<Run><Run Now>で実行
⑩終了したらログを確認する。
⑪分子置換直後の REFMAC では R/R-free 共に約 42％だったが、今回は R/R-free = 30/34%であり、構造の修正によっ
て大きく改善されている。

REFMAC による構造精密化が終了したら、再び COOT で構造の修正を行う。
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② ⑩

①

構造の修正と構造精密化　～１０～　

データディレクトリのターミナルで COOT を起動する。
% coot

①COOT を起動すると、前回の保存した状態を復元するかと聞かれるので、通常は<No>。
REFMAC によって精密化された構造と電子密度を読み込む。
メインウィンドウのメニュー<File><Open Coordinates...>, <File><Auto  Open MTZ...>
ここでは、model_4_molrep1_refmac2.pdb と output_refmac2.mtz

構造と電子密度を読み込んだら、電子密度の濃さを調節する。メインウィンドウのメニュー<Display Manager>

COOT の画面で Space キーを押すと、はじめの残基に移動するので、先と同様に電子密度とアミノ酸配列を見ながら、
構造の修正を行う。前回は、曖昧だった電子密度が構造精密化によって改善されているかもしれない。

一通り修正したら、構造を保存し、COOT を終了する。
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①

②

③
④

⑤
⑥

⑦

⑧

⑨

⑩

構造の修正と構造精密化　～１１～　

再度 REFMAC で構造精密化を行う。今回は最高分解能で精密化する。

①CCP4I のメインウィンドウ左上のプルダウンメニューで<Refinement> を選択し、<Run Refmac> をクリック。
②左上<Do>のプルダウンメニューで<restrained refinement> を選択。（一般的な構造精密化）
③<MTZ in> は output.mtz
④<MTZ out> これまでの精密化の結果が上書きされないよう、キーボードで output_refmac3.mtz と変更する。
⑤<PDB in> は COOT で最後に保存した構造ファイルを選択。この場合は、model_4_molrep1_refmac2-coot-0.pdb
⑥<PDB out>はmodel_4_molrep1_refmac3.pdbと自動入力される。自動入力されない場合はキーボードから変更する。
⑦今回、精密化に使用するデータの分解能は 20~1.25Åとする。
⑧<Run><Run Now>で実行
⑨終了したらログを確認する。
⑩前回の精密化では R/R-free = 30/34%であったが、今回は R/R-free = 28/31%であり、構造の修正と分解能を上げた
ことにより大きく改善されている。

精密化後の構造を COOT を使って修正する。
COOT を起動すると、前回の保存した状態を復元するかと聞かれるので、通常は<No>。
REFMAC によって精密化された構造と電子密度を読み込む。
メインウィンドウのメニュー<File><Open Coordinates...>, <File><Auto  Open MTZ...>
ここでは、model_4_molrep1_refmac3.pdb と output_refmac3.mtz
構造と電子密度を読み込んだら、電子密度の濃さを調節する。メインウィンドウのメニュー<Display Manager>

COOT の画面で Space キーを押すと、はじめの残基に移動するので、先と同様に電子密度とアミノ酸配列を見ながら、
構造の修正を行う。前回は、曖昧だった電子密度が構造精密化によって改善されているかもしれない。
また、分解能を 2.0Åから最高分解能（ここでは 1.25Å）に上げているので、分解能による電子密度の違いを見ること
ができる。

18



構造を保存して、COOT を終了する。

⑧①

⑥

②

③

④

⑤

⑦

構造の修正と構造精密化　～１２～　

最高分解能で精密化を行い、いよいよ構造修正の最終段階である。分解能を上げたことにより、電子密度の見え方が随
分異なる。左下は 2.0Å分解能の電子密度で、右下は 1.25Å分解能の電子密度である。DNAの AT ペアを表示している。
右下ではより原子 1つ 1つが識別できるほど高い解像度で構造が精密化されている。

これまで同様、COOT で一通り構造を修正する。その過程で、球状の電子密度がたくさん確認できたはずである①。こ
れはタンパク質やDNAに結合した水和水である。高分解能の構造解析では水和水の構造までも決定できる。

COOT は電子密度から自動で水分子をピックできる。
②Refine ウィンドウ <Find Waters ...> をクリック。
③対象とする電子密度を選択。DELFWT PHDELWT（緑色の電子密度 FoFc）を使う。
④電子密度のレベル ( 濃さ）を指定する。FoFc なので、2.0~3.0 程度で良いだろう。
⑤<Find Waters> をクリック
⑥自動で水分子をアサインしていくれる。
⑦水分子にしては大きな電子密度があると教えてくれるが、今回は無視する。<Dismiss> をクリック。
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⑧①
③

①

②
③

④
⑤

⑥
⑦

⑧

⑨

⑩

構造の修正と構造精密化　～１３～　

構造精密化の最終段階では水分子を含めた構造精密化を行う。

①REFMAC ウィンドウ左上<Do>のプルダウンメニューで<restrained refinement> を選択。（一般的な構造精密化）
②<MTZ in> は output.mtz
③<MTZ out> これまでの精密化の結果が上書きされないよう、キーボードで output_refmac4.mtz と変更する。
④<PDB in> は COOT で最後に保存した構造ファイルを選択。この場合は、model_4_molrep1_refmac3-coot-0.pdb
⑤<PDB out>はmodel_4_molrep1_refmac4.pdbと自動入力される。自動入力されない場合はキーボードから変更する。
⑥精密化に使用するデータの分解能は 20~1.25Åとする。
⑦今回の精密化では、異方性温度因子を導入する。
⑧<Run><Run Now>で実行
⑨終了したらログを確認する。
⑩前回の精密化では R/R-free = 28/31%であったが、今回は R/R-free = 19/24%であり、水分子の追加と異方性温度因
子の導入によって、十分精密化されている。

構造を評価するには、精密化の信頼度因子である R値以外に、立体化学的な検証が必要であり、本来は Ramachandran
プロットや理想的なペプチド結合からのずれなどもチェックしながら構造の修正を進めていくが、今回の実習では割愛
した。最後に精密化した構造を COOT で表示し、タンパク質とDNAがどのような相互作用で結合しているかを観察し
て終了する。

お疲れ様でした。
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補足資料

結晶格子（ブラベ格子）

Triclinic
No Symmetry
a = b  = c
α = β = γ = 90°

Monoclinic
2-fold axis along b
a = b  = c
α = γ = 90°, β = 90°

Orthorhombic
Three mutually perpendicular 2-fold axes
a = b  = c
α = β = γ = 90°

Rhombohedral
3-fold axis along one body diagonal
a = b  = c
α = β = γ = 90°

Tetragonal
4-fold axis along c
a = b  = c
α = β = γ = 90°

Hexagonal
6-fold axis along c
a = b  = c
α = β = 90°, γ = 120°

Cubic
3-fold axes along all body diagonals
a = b  = c
α = β = γ = 90°

P P C

P C I F

P I PR

P I F
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z

z

x

x

y

y

x

y

P212121

x

y

90°
120°

3-fold axis 4-fold axis

2-fold screw axis

2-fold axis

6-fold axis

2-fold screw axis

2-fold screw axis

(-x, y+1/2, -z)

(x, y, z)

(x, y, z)(-x, y, -z)

(x, y, z)

(y-x, -x, z)

(-y, x-y, z)

(-y, x, z)

(x, y, z)(y, -x, z)

(-x, -y, z)

補足資料

結晶の回転対称
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α
β

補足資料

20種類のアミノ酸の構造
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OH
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O

NH3
+

H2N
O

–O

O

NH3
+

NH2

O

–O

O

NH3
+

OH

Glutamic acid

E, GLU

Aspartic acid

D, ASP

Lysine

K, LYS

Arginine

R, ARG

Histidine

H, HIS

Tyrosine

Y, TYR

Cysteine

C, CYS

Serine

S, SER

Threonine

T, THR

Asparagine

N, ASN

Glutamine

Q, GLN

Methionine

M, MET

Proline

P, PRO

Phenylalanine

F, PHE

Tryptophan

W, TRP

Alanine

A, ALA

Glycine

G, GLY

Valine

V, VAL

Leucine

L, LEU

Isoleucine

I, Ile
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補足資料

DNAの構造
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