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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、タンパク質立体構造に隠された（cryptic）結合部位を高速に予測
する手法を開発し薬剤標的タンパク質の選択に有用な情報を提供するものであった。
共溶媒分子動力学 (MSMD) シミュレーションを通して cryptic 結合部位が出現したタンパク質立体構造を作る
ことで学習データを増加させ、深層学習による予測を実現した。
一方、2023年度にMellerらがAlphaFoldによる高速な予測手法を開発したため、MSMD シミュレーション手法を拡
充させることで、近年注目を集めている創薬モダリティである環状ペプチドに特化した cryptic 結合部位探索
手法を開発した。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to develop a fast prediction method for 
cryptic binding sites in protein structures and to provide useful information for drug target 
protein selection. 
By creating protein structures in which cryptic binding sites appeared through mixed-solvent 
molecular dynamics (MSMD) simulations, we augmented the training data and achieved prediction by 
deep learning. 
In FY2023, Meller et al. developed a fast prediction method using AlphaFold, thus we improved the 
MSMD simulation method to develop a cryptic binding site search method specifically for cyclic 
peptides, a drug discovery modality that has been attracting attention in recent years.

研究分野：創薬支援計算、構造ベースバーチャルスクリーニング、共溶媒分子動力学法

キーワード： リガンド結合部位予測　隠された結合部位　深層学習　マルチタスク学習　畳み込みニューラルネット
ワーク　網羅的予測　共溶媒分子動力学法
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は薬剤設計が難しいと考えられてきた病気に対して、創薬を加速させるための手法の研究である。
昨今の創薬は、1つの新規薬剤を開発・販売するまでに10年以上の時間と数千億円もの投資が必要であり、これ
が新薬の薬価の高騰を招いている。本研究は、その新薬開発にかかる時間・金銭的コストを削減するものであ
る。さらに、本手法は既に薬剤が開発されている病気に対しても、副作用の少ない薬剤を設計するための指針に
なりうる。

※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 
 本研究課題の成果を説明する前に、隠された結合部位 (cryptic binding site) について説明す
る必要がある。隠された結合部位とは、タンパク質が apo体（化合物が結合していない状態）で
はその化合物が結合しそうなくぼみ（ポケット）を有しておらず、化合物が結合する際にタンパ
ク質の立体構造変化が誘発されることで、holo 体（化合物が結合している状態）の時のみに結
合部位が確認できる、すなわち化合物結合の際に初めて出現する結合部位のことを指す（図 1）。
このような部位を発見することは、創薬可能な標的を増加させることが期待されるタンパク質
間相互作用 (protein-protein interaction; PPI) 阻害剤や、副作用を低減させた創薬が期待され
るアロステリック阻害剤の設計において特に重要である。 
 既存の隠された結合部位の予測手法はシミュレーションに基づいているため計算コストが大
きく、現時点では網羅的な探索は困難であり、高速・高精度な予測手法が望まれていた。 

 
図 1 隠された結合部位の例 左の構造（holo体、PDBID: 2NPQ）と右の構造（apo体、

PDBID: 2ZB1）を重ねあわせ、holo体に登録されている化合物構造を両方に示した図。
Apo体（右）の構造では、化合物が結合する部位が隠されており、単純に重ね合わせを行
うと化合物がタンパク質の中に埋もれてしまう。 

 
２．研究の目的 
 前述の通り、隠された結合部位を、高速かつ高精度に予測する手法の開発が期待されている。
本研究課題では、タンパク質立体構造を入力とするマルチタスク深層学習を行い、低計算コス
ト・高精度の予測手法を開発する。通常の低分子結合部位予測やシミュレーション結果を活用し
たマルチタスク学習を行い、限られたデータから高精度な予測を実現する。 
 
３．研究の方法 
３．１ 深層学習による隠された結合部位予測の実施 
 本研究の主たる目的である、深層学習、特に畳み込みニューラルネットワーク (CNN) を用い
た隠された結合部位の予測を行った。先行研究である CryptoSite では、タンパク質アミノ酸配
列の保存度が予測精度に寄与することが示されていることから、Blastを用いて配列検索を行う
ことで保存度を計算、特徴量に追加した。 
 
３．２ マルチタスク学習による予測精度向上の試み 
 一般的に深層学習は多量のデータを必要とするが、隠された結合部位は、apo 体と holo 体が
どちらも立体構造既知であり、化合物結合部位の構造が大きく変化していなければならない。こ
のために学習に用いることのできるデータが限られていた。最も多種のタンパク質を収集して
いる Cryptositeさえ 100件未満の apo-holo体ペアにとどまっている。 
 隠された結合部位は、その部位の柔軟性と密接にかかわりあう。そこで、タンパク質結晶構造
解析の際に得られる、立体構造の揺らぎ度を示す B-factor を予測する、というサブタスクを
含めたマルチタスク学習を実施した。 
 
３．３ 共溶媒分子動力学シミュレーションによる訓練データの水増し 
 分子動力学 (MD) シミュレーションを用いて、隠された結合部位が見えるようなタンパク質
構造を得るということが、いくつか行われている。さらに、共溶媒分子動力学 (mixed-solvent 
molecular dynamics; MSMD) と呼ばれる手法を用いて、水分子やイオンとともに、ベンゼンな
どの極めて小さな有機分子（プローブ）を入れて MDシミュレーションを行うことで、隠された
結合部位をより発見しやすくする手法が提案されている。 
訓練データの水増しを行う上で、ある特定の有機分子に結合するポケットのみを取り出して
も、訓練データの偏りを発生させてしまうため、MSMDに導入する有機分子の多様性を担保す
る手法を開発することで、効果的な訓練データ水増し法の開発を目指した。 



３．４ 構造柔軟性を考慮した高精度な結合部位および結合部分構造の推定 
上記 3.3まで行った段階で、Alphafold2 (AF2) が登場し、研究分野に大きな影響をもたらし
た。隠された結合部位予測についても、AF2 を用いた隠された結合部位予測が急激に台頭し、
当初の研究目的は他の手法によって改善されることとなった。このため、AF2 の弱点であるタ
ンパク質の動的な挙動の考慮が必須となり、当初の研究目的の問題点として指摘した「計算コス
ト」を払ってでも少数の、より詳細な解析が重要な状態となった。 
 そこで、当初の計画からは変更になってしまったが、共溶媒MDシミュレーションを用いて、
タンパク質構造の柔軟性を考慮しながら、どのようなプローブがタンパク質表面のどの部分に
結合するかを評価することで、単なる結合部位予測ではない、より高解像度な「結合部分構造予
測」の実現を目指した。 
 
４．研究成果 
４．１ 深層学習による隠された結合部位予測の実施 
 配列保存度を導入した畳み込みニューラルネットワークを用いることで、検証データに対す
る AUROC 0.784 を達成した。図 2は、提案した予測モデルを利用して、実際に隠された結合部
位の予測を行った例である。 

 
４．２ マルチタスク学習による予測精度向上の試み 
 B-factorを導入したマルチタスク学習により、テストデータに対する AUROC 0.731 を達成し
た。これは CryptoSiteで示されているMDシミュレーション無しの予測精度と同等である。 
 
４．３ 共溶媒分子動力学シミュレーションによる訓練データの水増し 
共溶媒分子動力学 (MSMD) シミュレーションによる訓練データの水増しを効果的に行うた
めに、図 3に示す、EXPRORER と呼ばれる、代表プローブ選抜手法を開発し、多様なプローブを
使った訓練データ水増しを可能にした。 

 
 
 

 

図 2 深層学習モデルによる、隠された結合部位予測例 

 
図 3 EXPRORERの概要図 （左）100件以上のプローブについて、4種類のタンパク質への
共溶媒MDを実施、それらの類似関係をネットワーク形状で表現し、（中）その結果から代
表プローブを選出、（右）実際に化合物結合部位と一致するような結合部位がみられること
を確認した。 



４．４ 構造柔軟性を考慮した高精度な結合部位および結合部分構造の推定 
 まず、プローブの周辺にどのようなタンパク質残基が来るかをマッピングする Inverse-
MSMD を提案した。この手法によって、それぞれの構造がどの程度の結合力を持って、どのよ
うな周辺環境を好むのか、を目視することができる（図 4）。 
 

 
一方で、プローブ分子としてアミノ酸残基を使う AAp-MSMD も開発している。化合物設計
時に隠された結合部位が発生しやすいタンパク質間相互作用 (PPI) 表面における分子結合ホッ
トスポットを同定し、あわせてペプチドの結合力を定量的に評価できる手法である（図 5）。後
者の研究は国際論文誌 Journal of Chemical Information and Modeling誌への投稿が完了し、
査読中である。 
 

 
本研究課題の研究成果に関わる論文・発表等は以下の通りである。 
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研究成果 ２ Masatake Sugita, Takuya Fujie, Keisuke Yanagisawa, Masahito Ohue, Yutaka 

Akiyama. “Lipid composition is critical for accurate membrane permeability prediction of cyclic 
peptides by molecular dynamics simulations”, Journal of Chemical Information and Modeling, 62: 
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(A) benzamidine (B) Catechol (C) Benzene 

  
 

図 4 Inverse-MSMDの実行例 緑、水色、灰色、青、赤で示された空間はそれぞれ疎水性残
基、親水性残基、芳香性残基、塩基性残基、酸性残基が存在しやすい空間である。 

 
 

(A) 結合部位評価 (B) 結合親和性評価 

  
図 5 AAp-MSMD による成果 (A) AMA1と、それに対する PPI阻害環状ペプチドとの結合部
位・結合残基の同定評価 (B) PPI阻害ペプチドの 1残基変異による結合親和性の変化の
SAR (structure-activity relationship) 結果（横軸）と AAp-MSMDによって推定された結
合エネルギー変化（縦軸）との関係。相関係数は r =－0.43であった。 
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