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研究成果の概要（和文）：ヘムタンパク質の構造機能相関解析アプリケーション「PyDISH」の有用性を向上させ
るために、データベースの自動更新と、ユーザーがアップロードした構造の解析の機能をそれぞれ実装した。ま
たランダムフォレスト法を用いて機能分類予測について検証し、構造歪みをもとに有意な精度で機能の二値分類
が実行可能であることが確認された。さらに与えられたヘムの構造をもとに酸化還元電位と酸素吸着能の近似値
を評価する機能も実装した。その一方で、PyDISHの自動更新のアルゴリズムを転用することで、任意の金属補因
子について統計解析を行う機能をGoogle Colabを用いて実装・公開し、その有用性を確認した。

研究成果の概要（英文）：To improve the applicability of PyDISH, the application for 
structure-function relationship analysis of heme proteins, we implemented automatic database update 
and analytic interface of user-uploaded structures, respectively. We also validated the prediction 
of functional classification using the random forest method, and confirmed that it is possible to 
perform binary classification of functions with significant accuracy based on structural distortion 
of heme porphyrin. We also implemented a tool to evaluate approximate values of redox potential and 
oxygen adsorption capacity based on the given heme structure. Meanwhile, by diverting the algorithm 
of PyDISH's automatic update, we implemented and published another application to perform 
statistical analysis on arbitrary metal cofactors using Google Colab, and confirmed its usefulness.
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究におけるPyDISHの開発とGoogle Colabを用いた新規解析機能により、誰でもWebブラウザ上で最新のデー
タを参照しながら特定のヘムや金属補因子の特徴づけを行うことが新たに可能になった。これにより実験やシミ
ュレーションで取得されたヘムの構造歪みに対する意味づけが可能になった。また、タンパク質に結合したヘム
の構造を予測する機能を新規実装した構造予測ツール「AlphaFold3」とPyDISHとの併用により、新規タンパク質
の活性を予測することも可能になった。ただしその予測精度や適用範囲については今後系統的に検討する必要が
ある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
ヘムは鉄イオンとポルフィリンからなる代表的な生命金属補因子である。タンパク質との結合
により多様な機能を獲得し、電子伝達、物質運搬、生化学反応触媒などの非常に広範な生命現象
を担っている。例えば、真核生物の多種多様な代謝機構の多くは同一祖先由来のヘムタンパク質
である cytochrome P450（CYP）に依存して駆動することが知られている。これにちなんで CYP
は”diversozyme”と呼称され、機能の可変性（多様化可能性）自体がヘムのアイデンティティだ
とみなす向きもある。近年では天然に無い機能をヘムタンパク質やヘムの類縁体に持たせバイ
オ触媒や分子性材料として活用する取り組みも盛んであるが、膨大な試行錯誤に依存している
ため、ヘムの機能制御機序解明に基づく開発効率化が望まれている。 
ヘムの機能の可変性はその物性が化学的・力学的修飾に対して柔軟に応答することに由来し、
タンパク質はヘムに適当な修飾を施して特定の機能を発現させるための制御装置として働いて
いる。ここで化学的修飾とは主にヘム鉄上の軸配位子を指し、力学的修飾とはヘムのポルフィリ
ン環に対してタンパク質や基質によって与えられる構造歪みを指す。特に後者については近年
重要性が認識され始めており、例えば、酸化還元電位を変化させ、電子輸送機能の調整に利用さ
れていることが示唆されている「Ruffling歪み」[1]や、酸素吸着能を変化させる「Breathing歪
み」[2]をはじめとした構造歪みが知られており、それぞれのヘムタンパク質の機能分岐に寄与
していると考えられる。 
 
２．研究の目的 
上述のような微細な構造機能相関を解析する機運は、近年の結晶構造解析技術の発展に伴うヘ
ムタンパク質の高解像度結晶構造の PDB登録数の増加によって高まってきていた。そこで我々
は、構造機能相関解析をウェブブラウザ上で実行可能な、解析ツールとデータベースを同梱した
アプリケーション「PyDISH」を開発・公開した[3]。本研究では、PyDISHの機能を拡充・発展
させることで、ヘムタンパク質の機能分岐を促す「ツボ」となるような構造因子を抽出する手段
の確立を目指した。 
 
３．研究の方法 
 PyDISHを構成するウェブインターフェース、データ収集、統計
解析ツールはすべて Python を用いて実装されている。本研究で
はこの Python コードを修正することで新規機能を実装した。ま
た、酸素吸着能と酸化還元電位は密度汎関数法を用いて、PBE0/6-
31G(d)レベルで計算した。 
 
４．研究成果 
（1）自動更新の実装：PyDISHのデータ更新は従来手動で不定期
に行われていたが、PyDISH プロジェクトの長期持続化のために
データ自動更新法を確立させた（図 1）。PyDISHの保有するデー
タの取得元である日本蛋白質構造データバンク (PDBj)における
ヘムタンパク質結晶構造データの更新を毎週自動的に検出し、
PyDISH の公開データを自動的に更新するアルゴリズムを
Pythonによって実装し、PyDISHのサーバ上で稼働させた。具体
的には、PDBjの提供する REST APIを介して SQLを用いて座標
情報以外のデータ（更新の有無を含む）を取得し、更新があったヘ
ムタンパク質についてのみ mmCIF ファイルをパースして軸配位
子やポルフィリン環歪みの情報を取得した。これにより、すべて
の情報を mmCIF ファイルのパースによって取得するよりも大幅
に時間短縮されたのに加え、PDBjの中で結晶構造に紐づけ
られている Gene Ontologyなどの周辺情報も併せて取得で
きるようになった。また、4 桁の PDB ID の枯渇が近づい
ていることから、今後遠からず PDBデータの仕様変更が起
きることが見込まれるため、それに柔軟に対応できるよう、
更新アルゴリズムの簡潔化・汎用化を行った。  
 
（2）機械学習によるヘムタンパク質の機能予測：ヘムのポ
ルフィリン骨格構造ひずみの程度と軸配位子の分子種を説
明変数として、ランダムフォレスト法によるヘムタンパク
質の機能分類を行った。PyDISH からヘモグロビンをはじ
めとする酸素運搬タンパク質と、シトクロム P450 をはじ
めとする酸化還元酵素の軸配位子とヘムのポルフィリン環

図 1：自動更新アルゴリズ
ムの概略図 

図 2：機能の二値分類結果 



の構造歪みの情報を取得し、それらとタンパク質機能との間に潜在する相関関係をランダムフ
ォレスト分類器に学習させ、学習に用いなかったテストセットに対する予測精度を評価した。そ
の結果、9割の正答率で予測できることが確認され、軸配位子以外のアミノ酸配列を考慮せずと
も十分な精度で機能を予測できることが実証された。さらに、説明変数から軸配位子情報を除外
した分類でも正答率はほとんど低下せず、ヘムの構造歪みのみでこの２つの機能の分岐は十分
に説明付けられることも明らかになった（図 2）。 
 
（3）Google Colabを活用した金属タンパク質の統計解析ツールの実装： PyDISHのためのデ
ータベース構築スキームをヘム以外の金属補因子のために流用することで金属タンパク質全般
について柔軟にデータ解析を行う手段の確立を試みた。具体的には、Google Colab 上で望みの
リガンドについて、上述の PDBjの REST APIからデータを取得してオンデマンドで SQLite3
データベースを構築し、データの閲覧、そして解析まで行うスクリプトを公開した[4]。図 3 に
ニッケルを含むタンパク質についての解析結果を示す。ユーザーが指定した金属補因子を有す
るタンパク質のデータセット構築と簡単な統計解析が１分程度で行えることを確認した。指定
した金属を含有するタンパク質に紐付けられている機能や配位子の数・種類の分布を確認した
り、PDB IDとリガンドの asym IDを指定することでリガンド周りの構造を可視化したりとい
った一連の操作を全てウェブブラウザ上で完結させることが可能となった。 

 
 
 
 
（4）物性値計算の実装： ヘムに固有のポルフィリン環構造歪みに基づいてヘムの酸素吸着能や
酸化還元電位といったヘムタンパク質の機能と強い相関を持つことが期待される物性値を評価
する方法を実装した。鉄ポルフィリンモデル錯体の平衡構造における酸化還元電位と酸素吸着
能とそれらの一次勾配、二次勾配をそれぞれ密度汎関数法によって計算し、構造歪みに基づく各
物性値の変位を近似的に求めた。現時点では構造歪みが物性値に与える影響のみ評価可能であ
るが、今後軸配位子の影響も取り込むことで機能予測の説明変数としての実用性を向上させる。 
 
（5）アップロード解析インターフェースの実装： ユーザーがアップロードしたヘムの構造に対
して、PyDISH上の解析ツールを用いて特長づけを行うためのインターフェースを実装した[5]。
これにより、PDB 未登録のヘムやシミュレーションで得られたヘムの構造分布についてもその
構造の特徴づけを行うことも可能になった。 
最近になって DeepMind 社が公開したタンパク質構造予測ツール「AlphaFold3」は新機能と
してタンパク質に結合したヘムの構造も併せて予測する機能を搭載しており、いくつか確認し
た範囲ではタンパク質ごとで固有のポルフィリン構造歪みを与えることがわかっている。した
がって、新規ヘムタンパク質の予測構造を AlphaFold3で取得し、PyDISHで解析することで機
能・活性を定性的、あるいは定量的に評価し、タンパク質の de novoデザインに資する情報を提
供できるようになる可能性がある。この様な用途に堪える予測精度を有するかについて今後検
討する。 
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図 3：Google Colabを用いた解析ツールにおける (a) 対象となる金属補因子の指定画面、
(b)金属補因子周りの構造の可視化、(c) 機能の分布比較 
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