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ペアワイズアラインメントを行うホームページ、たとえば	


UNIPROTのホームページで	
  
TPIS_HUMAN,	
  TPIS_RABITの	
  
配列をFASTA形式で得て	
  
それぞれ貼り付ける	
  

Runを押すと結果が表示される	




######################################### !
Program:  needle# Rundate:  Tue Nov 10 02:40:01 2009!
#########################################!
==============================!
# 1: TPIS_HUMAN# 2: TPIS_RABIT!
# Matrix: EBLOSUM62!
# Gap_penalty: 10.0!
# Extend_penalty: 0.5!
# Length: 249!
# Identity:     244/249 (98.0%)!
# Score: 1270.0!
==============================!

TPIS_HUMAN         1 MAPSRKFFVGGNWKMNGRKQSLGELIGTLNAAKVPADTEVVCAPPTAYID   50                              !!!!
TPIS_RABIT         1  APSRKFFVGGNWKMNGRKKNLGELITTLNAAKVPADTEVVCAPPTAYID   49!

TPIS_HUMAN        51 FARQKLDPKIAVAAQNCYKVTNGAFTGEISPGMIKDCGATWVVLGHSERR   100!
TPIS_RABIT        50 FARQKLDPKIAVAAQNCYKVTNGAFTGEISPGMIKDCGATWVVLGHSERR    99!

TPIS_HUMAN       101 HVFGESDELIGQKVAHALAEGLGVIACIGEKLDEREAGITEKVVFEQTKV    150                     
TPIS_RABIT       100 HVFGESDELIGQKVAHALSEGLGVIACIGEKLDEREAGITEKVVFEQTKV    149!

TPIS_HUMAN       151 IADNVKDWSKVVLAYEPVWAIGTGKTATPQQAQEVHEKLRGWLKSNVSDA    200                     !
TPIS_RABIT       150 IADNVKDWSKVVLAYEPVWAIGTGKTATPQQAQEVHEKLRGWLKSNVSDA    199!

TPIS_HUMAN       201 VAQSTRIIYGGSVTGATCKELASQPDVDGFLVGGASLKPEFVDIINAKQ    249                     !
TPIS_RABIT       200 VAQSTRIIYGGSVTGATCKELASQPDVDGFLVGGASLKPEFVDIINAKQ    248	


Sequence	
  IdenIty	
  :	
  配列相同性	
  

配列の類似性を評価する指標の一つ	
  
一致した箇所の数(244)を	
  
配列の全長(249)で割り	
  
百分率で表す(98%)	


ヒトとウサギ	




TPIS_HUMAN         1 MAPSRKFFVGGNWKMNGRKQSLGELIGTLNAAKVPADTEVVCAPPTAYID   50                              !!!!
TPIS_RABIT         1 APSRKFFVGGNWKMNGRKKNLGELITTLNAAKVPADTEVVCAPPTAYIDF   50!

TPIS_HUMAN        51 FARQKLDPKIAVAAQNCYKVTNGAFTGEISPGMIKDCGATWVVLGHSERR   100!
TPIS_RABIT        50 ARQKLDPKIAVAAQNCYKVTNGAFTGEISPGMIKDCGATWVVLGHSERRH   100!

TPIS_HUMAN       101 HVFGESDELIGQKVAHALAEGLGVIACIGEKLDEREAGITEKVVFEQTKV    150                     
TPIS_RABIT       100 VFGESDELIGQKVAHALSEGLGVIACIGEKLDEREAGITEKVVFEQTKVI    150!

TPIS_HUMAN       151 IADNVKDWSKVVLAYEPVWAIGTGKTATPQQAQEVHEKLRGWLKSNVSDA    200                     !
TPIS_RABIT       150 ADNVKDWSKVVLAYEPVWAIGTGKTATPQQAQEVHEKLRGWLKSNVSDAV    200!

TPIS_HUMAN       201 VAQSTRIIYGGSVTGATCKELASQPDVDGFLVGGASLKPEFVDIINAKQ    249                     !
TPIS_RABIT       200 AQSTRIIYGGSVTGATCKELASQPDVDGFLVGGASLKPEFVDIINAKQ     249	


アラインメントをせずに頭から単純に並べると、ほとんど一致しない	




# Length: 250 !
# Identity:     131/250 (52.4%)!
# Similarity:   168/250 (67.2%) !
# Gaps:           3/250 ( 1.2%)!
# Score: 687.0!

TPIS_HUMAN         1 MAPSRKFFVGGNWKMNGRKQSLGELIGTLNAAKVPADTEVVCAPPTAYID     50!
TPIS_YEAST         1   MARTFFVGGNFKLNGSKQSIKEIVERLNTASIPENVEVVICPPATYLD     48!

TPIS_HUMAN        51 FARQKL-DPKIAVAAQNCYKVTNGAFTGEISPGMIKDCGATWVVLGHSER     99!
TPIS_YEAST        49 YSVSLVKKPQVTVGAQNAYLKASGAFTGENSVDQIKDVGAKWVILGHSER     98!

TPIS_HUMAN       100 RHVFGESDELIGQKVAHALAEGLGVIACIGEKLDEREAGITEKVVFEQTK    149                     !
TPIS_YEAST        99 RSYFHEDDKFIADKTKFALGQGVGVILCIGETLEEKKAGKTLDVVERQLN    148!

TPIS_HUMAN       150 VIADNVKDWSKVVLAYEPVWAIGTGKTATPQQAQEVHEKLRGWLKSNVSD    199!
TPIS_YEAST       149 AVLEEVKDWTNVVVAYEPVWAIGTGLAATPEDAQDIHASIRKFLASKLGD    198!

TPIS_HUMAN       200 AVAQSTRIIYGGSVTGATCKELASQPDVDGFLVGGASLKPEFVDIINAKQ    249            !
TPIS_YEAST       199 KAASELRILYGGSANGSNAVTFKDKADVDGFLVGGASLKPEFVDIINSRN    248	


ヒトとイースト	


だいたい半分ぐらいが一致	




# Length: 260!
# Identity:     114/260 (43.8%)!
# Similarity:   149/260 (57.3%)!
# Gaps:          16/260 ( 6.2%)!
# Score: 487.0!
# ##=======================================!

TPIS_HUMAN         1 MAPSRKFFVGGNWKMNGRKQSLGELIGTL--NAAKVPADTEVVCAPPTAY     
TPIS_ECOLI         1    MRHPLVMGNWKLNGSRHMVHELVSNLRKELAGV-AGCAVAIAPPEMY     46!

TPIS_HUMAN        49 IDFARQKLD-PKIAVAAQNCYKVTNGAFTGEISPGMIKDCGATWVVLGHS     97                     
TPIS_ECOLI        47 IDMAKREAEGSHIMLGAQNVDLNLSGAFTGETSAAMLKDIGAQYIIIGHS     96!

TPIS_HUMAN        98 ERRHVFGESDELIGQKVAHALAEGLGVIACIGEKLDEREAGITEKVVFEQ    147                     
TPIS_ECOLI        97 ERRTYHKESDELIAKKFAVLKEQGLTPVLCIGETEAENEAGKTEEVCARQ    146!

TPIS_HUMAN       148 TKVI--ADNVKDWSKVVLAYEPVWAIGTGKTATPQQAQEVHEKLRGWLKS    195!
TPIS_ECOLI       147 IDAVLKTQGAAAFEGAVIAYEPVWAIGTGKSATPAQAQAVHKFIRDHI-A    195!

TPIS_HUMAN       196 NVSDAVAQSTRIIYGGSVTGATCKELASQPDVDGFLVGGASLKPE-FVDI    244!
TPIS_ECOLI       196 KVDANIAEQVIIQYGGSVNASNAAELFAQPDIDGALVGGASLKADAFAVI    245!

TPIS_HUMAN       245 INAKQ         249!
TPIS_ECOLI       246 VKAAEAAKQA    255	


ヒトと大腸菌	


半分弱が一致	




いずれもトリオースリン酸異性化酵素、	
  
同じ機能、同じタンパク質由来　＝ ホモログ	


ホモログの間の配列相同性はどの程度低いものがあるか？	
  
トリオースリン酸異性化酵素では、ヒトと大腸菌で44%だった	
  

全くランダムなアミノ酸配列をランダムに比べた場合、	
  

20種のアミノ酸なので　1/20　つまり5%の一致となる、	
  

したがって、5%程度の場合は、ホモロジーは全くない	
  

一般にアラインメントにより20%以上の配列相同性が認められる場合	
  
ホモロジーがあると考えてよい、	
  

一方、15%でもホモロジーがある場合があり、15%~20%程度の領域を	
  
Twilight	
  zone（夕暮でものがはっきり見えない時間帯）とよぶことがある。	
  

注意しなければならない違いとしては	
  
存在するタンパク質のアラインメントの結果として50％の一致があれば、	
  
ほぼ同じ構造で同じ機能のタンパク質となるが、	
  
あるタンパク質の配列をたとえば10%任意に入れ替えて90%相同な	
  
アミノ酸配列を作ったとしても同じ形にフォールドして機能するタンパク質	
  
とはならない。	
  















BLOSUM62	
  (blastpのデフォルトで使われている置換スコア行列）	


数値が大きいものほど：進化的な関係がありそう ＝ 起こりやすい置換	


物理的な性質が似ている	
  
-­‐>	
  置き換わっても機能を保つ可能性が高い	


ログオッズなので足し算でスコアが求められる	


マッチスコアも残基によって異なる	




スコアの計算例	


AFCD!
AEEC	
 S(A,A)	
  +	
  S(F,E)	
  +	
  S(D,E)	
  +	
  S(C,C)	
  =	
  12	
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AFDGC!
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AFDGDC!
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スコア表から読み取った値を加える	


ギャップを開くときはギャップ開始ペナルティを加える	


ギャップを延長するときはギャップ延長ペナルティを加える	




疎水性：　Leu	
  (L),	
  Ile	
  (I),	
  Val	
  (V),	
  Met	
  (M),	
  Phe(F)	
  	


親水性：　Asn(N),	
  Gln	
  (Q)	


イオン性　負電荷：　Asp	
  (D),	
  Glu	
  (E)	


イオン性　正電荷：　Lys	
  (K),	
  Arg	
  (R),,,	
  His	
  (E)	


芳香族性：　Phe	
  (F),	
  Tyr	
  (Y),	
  His	
  (H),	
  Trp(W)	


水酸基：　Ser	
  (S),	
  Thr	
  (T)	


特殊性：　Gly(G)	
  	
  	
  フレキシブル	
  
	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  Pro(P)　フレキシブルでない	
  
	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  Cys(C)　S-­‐S	
  架橋	
  
	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  Trp(W)	
  	
  大きい	
  



E-value	
  

配列相同性のもう一つの指標	


後で用いる配列相同性検索プログラム：BLASTで用いられる	


ランダムな配列の比較で、偶然にスコアSが生じる可能性	


0~1で、低いほど、相同性が高いと考えられる	


BLASTの出力では、指数表記で表されるので注意	


ひとつの目安として、0.0001	
  =	
  	
  10-­‐4	
  より小さければホモロジーが有ると考える	


例えば、　10-­‐4　は　1.0e-­‐4　と表記される	


0.24　は　2.4e-­‐1,	
  	
  0.000000000098	
  は、9.8e-­‐11	
  と表記される	



