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Metabolic	
  Network	
  and	
  Cheminforma5cs	
  



Metabolome	
  Analysis	

1.  試料	
  
2.  成分分析(GC-­‐MS,	
  LC-­‐MS,	
  etc)	
  

3.  代謝物同定	
  

4.  データ解析	
  
•  まずはデータの傾向を粗くつかむ	
  

•  もっと詳しく調べる 

MassBank, etc. (http://www.massbank.jp/) 

KEGG, etc. (http://www.genome.jp/kegg/) 

Metabolic network analyses 



MS	
  and	
  NMR	
  databases	


•  MassBank	
  
–  http://www.massbank.jp/ -MS	
  

•  Human	
  Metabolome	
  Database	
  
–  hJp://www.hmdb.ca/	
  	
  -­‐	
  both	
  MS	
  and	
  NMR	
  

•  Biological	
  Magne5c	
  Resonance	
  Data	
  Bank	
  
–  hJp://www.bmrb.wisc.edu/structgen/	
  -­‐	
  NMR	
  

•  CHENOMX	
  
–  hJp://www.chenomx.com/	
  -­‐	
  MS,	
  有料	
  

•  METLIN	
  
–  hJp://metlin.scripps.edu/	
  -­‐	
  MS	
  

•  Fiehn	
  Lib	
  
–  hJp://fiehnlab.ucdavis.edu/Metabolite-­‐Library-­‐2007/	
  -­‐	
  MS	
  



MassBank	
  

•  MSn	
  の類似スペクトル検索	
  

•  キーワードによるスペクトルの簡易検索	
  
•  イオン、中性脱離分子、分子式による検索	
  

•  部分化学構造式での検索	
  
•  中性脱離分子を利用したMSｎのスペクトル検索	
  

•  スペクトル閲覧・比較ツール	
  

•  MSn	
  の類似スペクトル一括検索サービス	
  
•  スペクトルのブラウズ	
  

•  スペクトルのカテゴリ別表示	
  
•  WEB-­‐API	
  による	
  MassBank	
  へのアクセス	


http://www.massbank.jp/ja/database.html より抜粋 



メタボロームデータベース：多様な	
  
研究への対応とデータの共有化	


•  使えるデータベース・ウェブツール	
  	
  
– 実験医学増刊	
  Vol.29	
  No.15,	
  2011.	
  
– 日本発のデータベース戦略から，ゲノム・疾患情報の
有効活用まで	
  

•  KNApSAcK	
  
–  hJp://kanaya.naist.jp/KNApSAcK/	
  

•  MassBank	
  
–  hJp://www.massbank.jp/	
  



List of genes or compounds 

List of pathways 

Mapping on pathways 

http://www.genome.jp/kegg/mapper.html 

KEGG Mapper 

KEGG	
  Mapper	
  



What	
  can	
  we	
  do	
  with	
  “Network	
  Analysis”?	
  

Taken from http://www.bloomsburyhotels.com/images/city/tubemap.gif 



Words	
  in	
  fashion	
  

Metabolic network analysis 
Metabolic pathway analysis 

Metabolic control analysis 

Metabolic flux analysis 

Metabolic balance analysis 

Elementary mode analysis 
Extreme pathway analysis 



•  Elementary	
  modes	
  
– “minimal	
  set	
  of	
  enzymes	
  that	
  could	
  operate	
  at	
  
steady	
  state	
  with	
  all	
  irreversible	
  reac5ons	
  
proceeding	
  in	
  the	
  appropriate	
  direc5on”	
  (Schuster	
  
et	
  al.,	
  TIBTECH,	
  1999)	
  

•  Extreme	
  pathways	
  
– “the	
  edges	
  of	
  the	
  flux	
  cone,	
  that	
  is	
  they	
  are	
  the	
  
basis	
  from	
  which	
  all	
  other	
  fluxes	
  can	
  be	
  obtained	
  
by	
  linear	
  combina5on”	
  (Schilling	
  et	
  al.,	
  Journal	
  of	
  
Theore5cal	
  Biology,	
  2000) 



Flux	
  balance	
  analysis	
  



Convex	
  cone	
  



Extreme	
  pathway	
  



13C-­‐based	
  flux	
  analysis	
  



Regulatory	
  and	
  metabolic	
  networks	
  



Network	
  reconstruc5on	
  



Genome-­‐scale	
  nework	
  analysis	
  



Metagenomics	
  and	
  metabolomics	
  



Underground	
  metabolism	




パスウェイDBの選び方と使い方	


•  使えるデータベース・ウェブツール	
  	
  
– 実験医学増刊	
  Vol.29	
  No.15,	
  2011.	
  
– 日本発のデータベース戦略から，ゲノム・疾患情報の
有効活用まで	
  

•  KEGG	
  
– hJp:www.genome.jp/kegg/	
  

•  Reactome	
  
– hJp://www.reactome.org/	
  

•  MetaCyc	
  
– hJp://metacyc.org/	
  



KEGG	
  PATHWAY	
  
http://www.genome.jp/kegg/pathway.html 



KEGG	
  MEDICUS	
  
http://www.genome.jp/kegg/medicus.html 



KEGG	
  MEDICUS	
  
http://www.genome.jp/kegg/medicus.html 



Why	
  bother	
  with	
  chemical	
  
structures?	
  

http://chemgarden.littlestar.jp/	




• Metabolic	
  network	
  is	
  “small	
  world”.	
  
– Jeong	
  et	
  al.,	
  Nature,	
  2000.	
  
– Fell	
  and	
  Wagner,	
  Nature	
  Metabolic	
  Engineering,	
  
2000.	
  

•  No,	
  it	
  is	
  not.	
  
– Ma	
  and	
  Zeng,	
  Bioinforma4cs,	
  2003.	
  
– Arita,	
  PNAS,	
  2004.	
   



Large-­‐scale	
  organiza5on	
  of	
  
metabolic	
  networks	
  



Metabolic	
  world	
  is	
  not	
  small	
  



Metabolic	
  world	
  is	
  not	
  small	
  



: 
: 

: 
: 

: 
: 

: 
: 

1. oxidoreductases 

2. transferases 

3. hydrolases 

4. lyases 

5. Isomerases 

6. ligases 

1.1 

1.2 

1.3 

1.4 

1.5 

1.3.1 

1.3.2 

1.3.3 

1.3.5 

1.3.1.1 

1.3.1.2 

1.3.1.3 

1.3.1.69 zeatin reductase 

Class Subclass Sub-subclass Complete EC number 

EC	
  numbers	
  as	
  a	
  classifica5on	
  of	
  enzymes	
  



反応タイプが同じでもドメイン構成が違えばEC
番号が変わってしまう例	




RPAIR	




What’s	
  “Chemoinforma5cs”?	
  

•  Chemical	
  data	
  storage	
  and	
  retrieval	
  
– Chemical	
  file	
  formats	
  (SMILES,	
  Molfiles,	
  etc)	
  

– Chemical	
  databases	
  

•  Virtual	
  screening	
  
•  Quan5ta5ve	
  structure-­‐ac5vity	
  rela5onship	
  
(QSAR)	
  



Google	
  search	
  results	


Term	
 Google	
  search	
  results	


Bioinformatics	
   52,000,000	
  	


Chemoinforma5cs	
 1,070,000	


Cheminforma5cs	
 940,000	


Chem-­‐bio	
  informa5cs	
 38,900	
  	


Chemo-bio informatics	
 4,400	


Biocheminformatics	
 2,760	


Biochemoinforma5cs	
 2,160	


Bio	
  chemoinforma5cs	
 1,930	


Bio	
  cheminforma5cs	
 1,920	


Chemical	
  bioinforma5cs	
 909	




CBI	
  /	
  JSBi	




Chemical	
  file	
  formats	
  
•  Chemical	
  line	
  nota5ons	
  

– SMILES	
  …	
  Simplified molecular input line entry specification	
  
– SLN	
  …	
  SYBYL	
  Line	
  Nota5on	
  	
  
–  InChI	
  …	
  The	
  IUPAC	
  Interna5onal	
  Chemical	
  Iden5fier	
  

•  Chemical	
  table	
  files	
  
–  Molfiles,	
  SDF	
  

– KCF	
  …	
  KEGG	
  Chemical	
  Func5on	
  
– Protein	
  Data	
  Bank	
  Format	
  	
  

•  Chemical	
  XML	
  
– CML	
  …	
  Chemical	
  Markup	
  Language	
  



OpenBabel	
  

•  Free	
  sooware	
  mainly	
  used	
  for	
  conver5ng	
  
chemical	
  file	
  formats.	
  	
  

•  Available	
  for	
  Windows,	
  Unix,	
  and	
  Mac	
  OS.	
  	
  

•  Distributed	
  under	
  the	
  GNU	
  GPL.	
  
•  hJp://openbabel.org/	
  



Chemical	
  databases	

•  KEGG	
  COMPOUND	
  

–  hJp://www.genome.jp/kegg/compound/	
  

•  ChEBI	
  
–  hJp://www.ebi.ac.uk/chebi/	
  

•  PubChem	
  
–  hJp://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/	
  

•  ChemSpider	
  
–  hJp://www.chemspider.com/	
  

•  ZINC	
  
–  hJp://zinc.docking.org/	
  

•  Chemical	
  Substances	
  Database	
  
–  hJp://www.saglasie.com/tr/chemical/	
  



KEGG	
  
COMPOUND	
  

（けぐこんぱうんど）	


生体分子の機能分類に基づいて検
索ができる 
（もちろん分子名での検索も可能）。	




PubChem	
  

http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/ 

分子量やキラル原子の数、
元素の種類などで分子の検
索ができる（もちろん分子名
での検索も可能）	


（ぱぶけむ）	




PubChem	
  
分子量やキラル原子の数、
元素の種類などで分子の検
索ができる（もちろん分子名
での検索も可能）	


「SDF」をクリックするとSDF形式
の化合物構造データが手に入る	


（SDF = mol ファイルの拡張形式）	


（ぱぶけむ）	




ChEBI	
  

http://www.ebi.ac.uk/chebi/ 

（けびぃ、ちぇびぃ）	


分子量や電荷数などの他、 
分子描画ツールで分子の検
索ができる（もちろん分子名
での検索も可能）。	




ChEBI	
   （けびぃ、ちぇびぃ）	


分子量や電荷数などの他、 
分子描画ツールで分子の検
索ができる（もちろん分子名
での検索も可能）。	


ココをクリックするとSDF形
式の化合物構造データが
複数まとめてダウンロード
できる。	


（SDF = mol ファイルの拡張形式）	




Reconstruc5on	
  of	
  metabolic	
  networks	
  

•  Exists,	
  

– Which	
  gene	
  is	
  mapped	
  
onto	
  where?	
  

–  Are	
  there	
  any	
  possible	
  
paths	
  that	
  are	
  not	
  found	
  
yet?	
  	
  

•  Does	
  not	
  exist,	
  

– Which	
  compound	
  is	
  
converted	
  into	
  which	
  
compound?	
  

– Which	
  gene	
  is	
  mapped	
  
onto	
  that	
  path?	
  

In the case a reference pathway… 



KEGG	
  global	
  map	
  
http://www.genome.jp/kegg/pathway.html 



KEGG	
  global	
  map	
  of	
  human	
  
http://www.genome.jp/kegg/pathway.html 



Human	
  metabolome	
  
http://www.genome.jp/kegg/pathway.html 



Human	
  gut	
  meta-­‐metabolome	
  
http://www.genome.jp/kegg/pathway.html 



Reference	
  pathways	
  
•  Combined	
  pathways	
  from	
  many	
  organisms	
  



Organic-­‐specific	
  pathways	
  
•  Reconstructed	
  from	
  many	
  evidences	
  such	
  as	
  genome,	
  metabolome,	
  …	
  



Reconstruc5on	
  of	
  biosynthesis	
  
pathways	


Reference pathways	


GFIT (Gene Function Identification Tool)	


Orthologous Gene Table	


Bidirectional Best Hit	




Graph	
  comparison	
  to	
  detect	
  
enzyme	
  clusters	




KO,	
  KEGG	
  orthology	
  



	
  KEGG	
  Orthology	
  database	




Ortholog	
  Table	
  



KAAS	
  pathway	
  reconstruc5on	
  





Reconstruc5on	
  of	
  metabolic	
  networks	
  

•  Exists,	
  

– Which	
  gene	
  is	
  mapped	
  
onto	
  where?	
  

–  Are	
  there	
  any	
  possible	
  
paths	
  that	
  are	
  not	
  found	
  
yet?	
  	
  

•  Does	
  not	
  exist,	
  

– Which	
  compound	
  is	
  
converted	
  into	
  which	
  
compound?	
  

– Which	
  gene	
  is	
  mapped	
  
onto	
  that	
  path?	
  

In the case a reference pathway… 



Orphan	
  metabolites	
  



Pathway	
  predic5on	
  



PathPred	
  pathway	
  predic5on	
  



Reconstruc5on	
  of	
  metabolic	
  networks	
  

•  Exists,	
  

– Which	
  gene	
  is	
  mapped	
  
onto	
  where?	
  

–  Are	
  there	
  any	
  possible	
  
paths	
  that	
  are	
  not	
  found	
  
yet?	
  	
  

•  Does	
  not	
  exist,	
  

– Which	
  compound	
  is	
  
converted	
  into	
  which	
  
compound?	
  

– Which	
  gene	
  is	
  mapped	
  
onto	
  that	
  path?	
  

In the case a reference pathway… 



Chemical	
  structure	
  alignment	


O1a 

O5a 

O6a 

C1a 

C1c 

C1b 

C5a 

C6a 

O6a 

C1a 

C5a 
O5a 

C6a 

O6a 
O6a 

Atom alignment of the molecular graphs 



RDM	
  chemical	
  transforma5on	
  paJern	


O1a 

O5a 

O6a 

C1a 

C1c 

C1b 

C5a 

C6a 

O6a 

C1a 

C5a 
O5a 

C6a 

O6a 
O6a 

Atom alignment of the molecular graphs 

Matched  
subgraph 

Reaction center 

Differences 

C1c 

C1b 

C5a 

C1a 

C5a 

C1c 

R 
D 
M

RDM chemical transformation pattern 



E-­‐zyme	
  chemical	
  annota5on	
  

C1c 

C1b 

C5a 

C1a 

C5a 

C1c 

R 
D 
M

RPAIR database 

What kind of 
enzymes may 
catalyze this 

reaction?  

Known correspondence 
between RDM patterns and 
enzyme classifications 

! 
RDM chemical transformation pattern 



Genome	
  annota5on	
  with	
  chemical	
  point	
  of	
  view	
  	
  

G 

E 

R 

Genes 

Enymes 

Reactions 

Organisms #1 

G’ 

E’ 

R 

#2 

Similar 

Similar 

Identical 

KEGG Orthology (KO) 

G 

E 

R 

Genes 

Enzymes 

Reactions 

G’ 

E’ 

R’ 

Similar 

Similar 

Similar 

Reaction Class (RC) 

G
enes to reactions R

ea
ct

io
ns

 to
 g

en
es

 

Sequence similarity groups Reaction similarity groups 



What	
  is	
  meant	
  by	
  being	
  “similar”?	
  

•  Enzyme	
  “proteins”	
  
are	
  similar	
  

•  Enzyme	
  “reac5ons”	
  are	
  
similar	
  

Sequence 3D 

Globally Full-length Fold 

Locally Motif Cavity 

Reaction Substrates 

Globally ? ? 

Locally ? ? 



Sequence	
  similarity-­‐based	
  enzyme	
  classifica5ons	
  

•  Cyt	
  P450	
  
–  EC	
  1.14	
  

•  Glycosyltransferases	
  
–  EC	
  2.4	
  



EC	
  classifica5on	
  criteria	
  
Class Subclass Sub-subclass Remarks 

1. Oxidoreductases Functional groups 
of reductants 

Oxidants Which compounds are 
reductants, or oxidants? 

2. Transferases Transferred 
groups 

Transferred groups in detail From where to where? 

3. Hydro-lases Hydrolyzed bond Hydrolyzed bond in detail Nucleases and 
peptidases are classified 
in much more detail. 

4. Lyases Digested bond Types of products Some hydrolase-like 
reactions 

5. Isomerases Types of 
isomeration (RS, 
EZ, Redox, Transfer, 
Elimation）	


Types of reacting bonds, or 
products 

Any one-molecular 
reactions. 

6. Ligases Generated bond Types of substrate Multi-step reactions 



SCOPEC	
  

Thioesterase domain 
of polypeptide, 

polyketide and fatty 
acid synthases 

Aspartate aminotransferase-
like domain 

NAD(P)-binding 
Rossmann-fold domain 

Phosphotransferases 
on alcohol groups 

Hydro-lyase 

(Trans)glycosidases 

Trypsin-like serine 
proteases 

Alkyl or aryl 
transferase 

Alcohol dehydrogenase 
using NAD(P)+ 

P-loop containing 
nucleoside triphosphate 

hydrolases 

O- or S-glycosidases 



Pathway	
  evolu5on	




Patchwork	
  model	




おまけ演習	
  

1.  KEGG	
  Mapper	
  を使ってみよう	
  
•  パスウェイマッピングツール	
  

2.  KegArray	
  を使ってみよう	
  
•  マイクロアレイ解析にも使えるマッピングツール	
  

3.  SIMCOMP	
  を使ってみよう	
  
•  化合物類似構造検索ツール	
  

4.  KegDrawを使ってみよう	
  
•  化合物描画ツール	
  

5.  PathPred	
  を使ってみよう	
  
•  化合物代謝予測ツール	
  

6.  KEGG	
  API	
  を使ってみよう	
  
•  KEGGでプログラミングする	
  



KEGG	
  Mapper	
  を使ってみよう	


1.  hJp://www.genome.jp/kegg/mapper.html	
  にアク
セス	
  

2.  「Search Pathway」をクリック 
3.  データを貼付けて「Exec」 

•  サンプルデータは hJp://web.kuicr.kyoto-­‐u.ac.jp/~kot/
enshu/	
  の	
  list*.txt	
  

4.  パスウェイの色づけを眺めてみる 
•  どんな化合物が多いか考えてみましょう 



KEGG	
  Mapper	
  
http://www.genome.jp/kegg/mapper.html 



053	
  

化合物のIDリスト	




049	
  KEGG	
  Mapper	
  



050	
  



051	
  



052	
  



054	
  



055	
  
赤い丸が、入力された化合物。ク
リックすれば詳細が見られます。	




058	
  
別のデータを入れれば、当然別
の色づけが。	




056	
  
色の付いた四角は、その生物種で
アノテーションされている遺伝子。赤
い丸が今回入力した化合物。 



KegArray	
  を使ってみよう	


1.  hJp://www.genome.jp/download/　にアクセス	
  

2.  KegArray	
  1.2.3	
  の	
  Mac	
  OSX	
  [dmg]	
  をクリックしてダ
ウンロード	
  

3.  データをロード	
  
•  サンプルデータは hJp://web.kuicr.kyoto-­‐u.ac.jp/~kot/

enshu/	
  の	
  list_with_values*.txt	
  

4.  パスウェイにマッピング	
  
•  どんなパスウェイが活性化されているか考えてみま
しょう 



060	
  KegArray	
  

KegArray	
  はマイクロアレイ解析ツールですが、
KEGG	
  Mapper	
  のような使い方もできます。	




062,	
  068	
  

お手元のファイルを
アップロード。	




063,	
  064	
  

こんな場所にボタンが。	




065	
  



066	
  
お手元のファイルに記
された数値に応じて
色が付きます。	




067	
  
お手元のファイルに記
された数値に応じて
色が付きます。	




SIMCOMP	
  を使ってみよう	


1.  hJp://www.genome.jp/tools/simcomp/	
  にアク
セス	
  

2.  データを貼付けて「View	
  Structure」をクリック	
  
•  サンプルデータは hJp://web.kuicr.kyoto-­‐u.ac.jp/

~kot/enshu/	
  のenshu*.mol	
  

3.  さらに「Compute」をクリック	
  
4.  結果が出たら、「Map	
  to	
  Pathway」または「Map	
  

to	
  BRITE」を選択して「Exec」	
  
•  入力した化合物がどの分類に属するのか、どの
パスウェイで合成されそうか、考えてみましょ
う。 



029	
  Unknown	
  molfile	
  

mol	
  ファイルか	
  SDF	
  ファイルさ
え手に入れば、、、	




030	
  Simcomp	
  search	
  
SIMCOMP や SUBCOMP で類似性検索
をして	




031	
  



032	
  



033	
  



034	
  
引っかかって来た化合物をマッピ
ングできます。	




035	
  



036	
  



KegDraw	
  を使ってみよう	


1.  hJp://www.genome.jp/download/　にアクセス	
  

2.  KegDraw	
  0.1.11beta	
  の	
  Mac	
  OSX	
  [dmg]	
  をクリックしてダウ
ンロード	
  

3.  データをロード	
  
•  サンプルデータは hJp://web.kuicr.kyoto-­‐u.ac.jp/~kot/

enshu/	
  のenshu*.mol	
  

4.  結合を消してみたり、新たに書き加えたりしてみましょう	
  
5.  そして「Tools」メニューから「Search	
  Structure」→
「SIMCOMP」	
  

•  あとはさっきと同じ。 



060	
  KegArray	
  

KegDraw	
  は化合物／糖鎖構造描画ツールで、
SIMCOMP	
  検索にも対応してます。	




PathPred	
  を使ってみよう	


1.  hJp://www.genome.jp/tools/pathpred/	
  にアクセ
ス	
  

2.  「Biosynthesis	
  of	
  Secondary	
  Metabolites	
  (plants)」を
チェックし「Next」をクリック	
  

3.  データを貼付けて「View	
  Structure」をクリック	
  
•  サンプルデータは hJp://web.kuicr.kyoto-­‐u.ac.jp/~kot/enshu/	
  

のenshu*.mol	
  

4.  さらに「Compute」をクリック	
  

5.  結果が出たら、画面中程にある<show	
  all	
  path>をク
リック	
  

•  CXで始まる化合物は予測された中間体、Cで始まる化合物
はKEGGに登録されている（存在の知られている）化合物 
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  PathPred	
  

パスウェイ上に載っていない化合物の場合、
パスウェイ予測プログラム	
  PathPred	
  にか
けてみるのもいいでしょう。	
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KEGG	
  API	
  を使ってみよう	
  

• 自作プログラム等からKEGGを利用するため
のウェブサービス	
  

•  Ruby	
  /	
  Perl	
  /	
  Python	
  /	
  Java	
  など他言語に対応	
  



KEGG	
  API	
  	
  
サンプルプログラム：化合物「C00345」を
基質とする大腸菌（eco）の酵素の中で、
PDBにエントリがあるものを列挙する。	




KEGG	
  API	
  
サンプルプログラム；大腸菌
（eco）から採取した複数の
化合物に対し、それらを基質
としうる酵素の遺伝子のリス
トを得て、また、それらの遺
伝子をパスウェイ上にマッピ
ングする。	




KEGG	
  API	
  

出力結果	




KEGG	
  API	
  



KEGG	
  API	
  



レポート課題	


1.  KEGG PATHWAY データベース を用い、Glycolysis レファレンス・パ
スウェイ中で Mycoplasma hominis の持つ酵素遺伝子群を図示せよ。	


2.  Mycoplasma hominis は Glycolysis の酵素を欠いているため、通常
の Glycolysis を行わないと予想されるが、その欠いている酵素とは
何か。	


3.  通常の Glycolysis を行わないと予想される Mycoplasma hominis が 
α-D-glucose-6-phosphate から glyceraldehyde-3-phosphate を生
成するにあたって、どのようなパスウェイで代替していると予想され
るか、KEGG PATHWAY データベースを用いて図示せよ。	
  

•  提出先：kyomu@bic.kyoto-­‐u.ac.jp	
  

•  締切：2011年11月28日（月）	



