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新規の蛋白の結晶構造に得られ、これを X 線を用いて構造解析を行う方法です。  

今回用いる物は主に CCP4 と wincoot を使います。  

どちらも商業的に用いなければ、フリーのソフトです。  

  

まず CCP4 を立ち上げるとこの様な画面になります。  

 

次に Wincoot と立ち上げると、この様な画面になります。  

 

今回はこれらのソフトを使っていきたいと思います。  



まず得られた sca Data を mtz データに変えよう思います。  

sca データとは蛋白の結晶から得られたイメージデータを denzo で積分して、scalepack 

でスケーリングをした結果のことです。  

 

このように sequence と sca データのみが入ったファイルを想定しますここから、以下の様

にして mtz データにします。  

まず、CCP4 のすべてのプログラムから Scalepack2mtzを選択します。  

 

すでに、DENZO で積分が済んでいるので、次は分子置換の段階へと移ります分子置換で

は、置換を行う PDB ファイルが必要となり、これを作る必要があります。  



これは Swissmodel といったサイトがあり、ここにアクセスして、automated model を選

び sequence 情報を入力します。  

すると、類似 sequence を持った構造が送られてきこれをも morlep の model に入力しま

す。  

 

ここから、Molecular Replacement を選び、  

 

Run Morlep –auto MR を選択します。ここで得られた PDB を選択し  



  

  

  

ここで注意したいのはまだ、結晶の対称性がわかっていません  

   

ここで、結晶の対称性を下記の様に調べます。  



  

Search option で Laue class を選択し分子置換を行います。  

 

すると上記の様に結果が得られ今回は p 21 21 21 を選びます。  



そうして、今得られた対称性を用いて分子置換を行います。 

 

ここで分子置換が済み、いよいよ精密化を行います。  

今、作成した pdb と DENZO で作った mtz ファイルをもとに精密化を行います  

Refinement を選択し  

  



  

Run Refmac5 を選択します。  

ここで Molrep で分子置換を終えた、PDB と初めに作った mtz ファイルを用いて精密化

を行います。  

Mtz データを MTZ in に,PDB データを PDB in に入れます。  

 

そうすると、精密化されたデータが MTZ out と PDB out に自動で入力されます。 



 

この様な結果になり、この操作でできた pdb と mtz を coot で開きます。  

ここで先ほど準備した Wincoot を使用します。  

まず PDB ファイルを開きます。  

  

Open Coordinates を選択します。  

その中から先ほど作った PDB ファイルを開きます。  

  



 

次に先ほどつくった MTZ データを開きます。  

Auto open mtz を選択すると  

 

この様になります。  

そうして Go to Atom で側鎖に行き、今、見えている青い電子密度に合わせて PDB ファ

イルを修正していきます。  

Real Space Refine Zone を選択し（タスクバーのもっとも上にある青い地球型のマーク）

電子密度からずれてしまっている物を修正します。  

  



 

これを、  

 

ここをクリックして  



 

修正したい側鎖を選んでクリックして  

 

この様に修正します。  

しかし、この様にもともと別の pdb であるのでこの様にうまく合わない場所が存在すると

します。  

  



 

ここは下図のように、  

 

一度、取り除いてしまうと良いです  

こうして、電子密度にそぐわない場所が初めは多いので、精密化をするよりも、回転関数

を先に決めてしまう方が良いので、もう一度 Morlep を行います。  



先ほどと同じように、ここで作成した PDB ファイルを分子置換を行います。 

 

また、先ほどと同じように精密化をし回転関数と併進関数の数値を上げていく。  

 

  



 

そうして、併進関数と回転関数を上げていきます。  

 



 

この様になれば、分子置換をする必要がなくなります。  

ここからは Refmac を用いた、構造解析のみを行います。  

そうして Rfree 値と Rfactor 値を下げていき、最終的には Rfree 値がもう下がらないと思

うところまで行います。  

  

また、切り取った構造を埋める方法として  

 

ここで図のように Add residue を選び  



 

付け加えたい直前の残基をクリックすると、Ala が挿入されます。  

これを本来そこに入るべき残基に入れ替える方法として  

  



 

図のように、Mutate＆Autofit を選択し、そこから本来入るべき残基を選択します。  

 

するとこの様になり、本来の残基を入れる事が可能になります。  

  

最後に構造解析を行った精度を確かめる方法として  

PHENIX を用いる方法があり、  



 

この様に Refinement を選択し  

 

ここに作成した、PDB と DENZO で作った mtz データを Add file でいれます。  

そうして Run を行うと  



 

この様に Rwork と Rfree 値が得られ、また  

 

この様に、現在のデータの分布を得ることが可能になります。  


