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研究成果の概要（和文）：抗原抗体などのタンパク質-タンパク質複合体の構造や親和性を高速かつ高精度で予測する
計算方法を開発した。本法は、ラフ・ドッキングによるデコイ生成と、分子動力学シミュレーションにより得られる結
合自由エネルギーを評価関数としたデコイのランキングから成る。PPARγに本法を適用したところ、リガンドはR288を
経由して解離することが明らかになった。ヘマグルチニン-抗体や、アデノシン受容体-抗体をGB/SAスコアでランキン
グしたところ、天然構造に近いデコイが上位に入り、非常に良好な結果が得られた。ヘマグルチニン-抗体の結合自由
エネルギーはGB/SA法に比べて実験値を良く再現することが確認できた。

研究成果の概要（英文）：A computational method that can predict both the complex structure and the 
affinity between proteins such as antigen-antibody with high speed and accuracy has been developed. This 
method is composed of decoy generation by rough docking, followed by ranking of the decoys using the 
free-energy obtained from molecular dynamics simulation as a scoring function. We applied this method to 
PPARγ, which revealed that as the ligand dissociates, it passes near R288. Decoy sets of 
hemagglutinin-antibody and adenosine receptor-antibody were ranked by GB/SA scoring, where the 
near-native decoy was ranked within top 2. The binding free-energy calculation of hemagglutinin-antibody 
reproduced the experimental value better in comparison with the GB/SA method.

研究分野： 生物物理

キーワード： 自由エネルギー　分子動力学シミュレーション　抗原抗体
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 これまで、タンパク質の立体構造に基づく
創薬(Structure Based Drug Design, SBDD)
により、立体構造既知のタンパク質を標的と
したインシリコ創薬が行われ、治療薬が製品
化され始めた。SBDD では、ターゲットタンパ
ク質と薬剤の候補となる低分子リガンドを
対象とされており、抗原-抗体等のタンパク
質-タンパク質への応用は成されていない。 
 タンパク質-タンパク質の複合体構造予測
は、Surfit [E. Kanamori et al. Proteins 
(2007) 69, 832-838]等の Web サービスやプ
ログラムが公開されている。これらは、（１）
大量の複合体構造（以後、デコイと記す。）
の発生、（２）経験的なスコアによるデコイ
のランキングで複合体構造を予測する。この
手法には、以下の問題点がある。１では、ほ
とんどの場合タンパク質を剛体として取り
扱うため、複合体形成時にアミノ酸主鎖の大
きな構造変化がある場合は、天然の複合体構
造に近いデコイを発生させることは極めて
困難である。２では、静電相互作用や溶媒和
エネルギー、形状の一致度等の経験的なパラ
メータをスコアとしてランキングするため、
１で天然構造に近いデコイを発生できたと
しても、必ずしもその構造が上位にくるとは
限らない。以上から、SBDD をタンパク質-タ
ンパク質間に展開するためには、その基盤技
術であるドッキング法の精度の向上が必須
である。 
 
２．研究の目的 
本研究課題の目的は、タンパク質-タンパク

質複合体の構造や親和性を高速かつ高精度
で予測する計算方法を開発することである。
Surfit を用いてタンパク質-タンパク質ドッ
キングを行い、デコイを求める。最後に、
Random Acceleration Molecular Dynamics 法 
[S.K. Luedemann et al. J. Mol. Biol. (2000) 
303, 797-811] (RAMD 法)をタンパク質-タン
パク質系に適用し、得られた各デコイの結合
自由エネルギーからデコイのランキングを
行う。本法の性能評価として、複数の抗原-
抗体ペアに対して適用する。本法から得られ
た抗体の構造アンサンブルと抗原間の結合
自由エネルギーから、抗体の分子認識過程に
おける構造変化や構造安定性を解析し、抗体
の作用機序を原子レベルで理解する。 
本研究課題は、プログラム開発とそのプロ

グラムを使った応用研究に分けられる。 
 プログラム開発では、RAMD 法を代表者らが
開発してきた分子動力学シミュレーション
プログラム、presto ver. 3 [K. Morikami et 
al. (1992) Comput. Chem. 16, 243-248] に
実装する。これと並行して、近年注目されて
いるGPGPUを用いた超並列計算を導入するた
め、分子動力学シミュレーションにおいて律
速となる静電相互作用計算部分をGPGPU用に
書き換える。実装がうまくいけば従来のプロ
グラムの１０倍オーダーの高速化が期待で

きる。 
 本研究課題により構築したプログラムを
使った応用研究では、抗原と抗体（薬剤また
はその候補）のドッキング計算による複合体
構造予測を行い、本研究から予測された複合
体構造と実験で得られた構造を比較するこ
とで本法の性能を評価すると共に、RAMD 法に
よる結合自由エネルギーの計算精度につい
て検討する。ドッキングの対象としては、ド
ラッグターゲットとして注目されているタ
ンパク質、インフルエンザウイルスの球状タ
ンパク質ヘマグルチニン-ヒト抗体や、パー
キンソン病の標的である膜タンパク質アデ
ノシン A2a 受容体-モノクローナル抗体を用
いる。インフルエンザウイルスの作用薬は、
これまでノイラミニダーゼを標的にしてき
たが、結合部位の変異による薬剤抵抗性が報
告されており、必ずしも万能な治療薬である
とは言えない。近年、ヘマグルチニンのアミ
ノ酸配列が高度に保存された領域に結合す
る抗体が見つかり注目を集めている[C. 
Dreyfus et al. (2012) Science 337, 
1343-1348]。アデノシンA2a受容体は、近年、
アゴニストの結合による活性化型の構造に
結合し、活性を阻害する抗体が得られている
[T. Hino et al. (2012) Nature 482, 237-240]。
これらの抗原-抗体の複合体構造は明らかに
なっているが、作用機序は未解明である。そ
こで、本研究から得られた抗体の分子認識機
構を比較することで、分子認識過程における
水分子や脂質分子の影響を議論し、抗体の作
用機序を原子レベルで理解する。 
 
３．研究の方法 
RAMD 法は、指定した分子鎖(例えば、リガ

ンドや抗原)の重心に一定の大きさのランダ
ム力をかけることで、指定した分子鎖の動き
を加速する方法である。RAMD 法では、分子鎖
に力をかけ続けるので、系が不自然な力によ
って崩壊する懸念がある。スムースに系をあ
る状態から別の状態（例えば、結合状態から
解離状態）に緩和させるため、RAMD と通常の
MD による平衡化計算の繰り返しシミュレー
ション、RAMD-MD シミュレーションを実装し
た。RAMD 法のパラメータには、１周期の RAMD
のステップ数(NRAMD)、同 MD のステップ数(NMD)、
分子を引っ張る力の強さと方向(Ri)、１周期
の RAMD で分子鎖が移動する距離(Rmin)がある。
RAMD シミュレーション中に、次の判定を行う。
１周期で分子鎖が Rmin以上動いた場合次の周
期で分子鎖を引っ張る方向を継続し、１周期
で分子鎖が Rmin以下しか動かない場合次の周
期で分子鎖を引っ張る方向を変える。こうす
ることで、通常の MD シミュレーションと比
べてより効率的に状態間遷移を引き起こす
ことが可能となる。 
 RAMD 法の実装と並行して、GPGPU に互換性
のあるように静電相互作用計算部分の書き
換えを行い、分子動力学シミュレーションの
高速化を行った。代表者らは、Particle Mesh 



Ewald 法に匹敵する高精度な静電相互作用計
算法(zero-dipole 法) [I. Fukuda et al. 
(2012) J. Chem. Phys. 137, 054314]を開発
した。本法は、カットオフ法をベースとする
ため、高い並列効率を有する。zero-dipole
法を GPGPU 環境に移植することで、従来のプ
ログラムの高速化が期待できる。 
 RAMD が正しく実装されたかどうかを検証
するために、タンパク質-タンパク質の複合体
の計算を行う前段階として、タンパク質-低分
子複合体の計算を実施した。計算対象として、
代表者らがこれまで行ってきた核内受容体
PPARγを用いた。リガンドにランダム力のバ
イアスをかけることで、結合状態から解離状
態へのシミュレーションを行い解離経路が
求める。複数の RAMD シミュレーションを実
施し、解離経路が収束するか否かを確認する。
ランダム力の大きさを最適な値に設定すれ
ば、解離経路に規則性が見いだされることが
期待される。 
タンパク質-タンパク質の複合体構造予測

の計算対象として、ドラッグターゲットとし
て注目されている、インフルエンザウイルス
のヘマグルチニンと抗体を用いた。抗原と抗
体をタンパク質-タンパク質ドッキングプロ
グラムSurfitによりドッキングする。Surfit
では、両者のタンパク質の分子表面を探索し
て、デコイを生成する。前ページに記したよ
うに、抗体は抗原認識部位が抗原とのインタ
ーフェースになるので、抗体の分子表面探索
領域を抗原認識部位に限定する。こうするこ
とで、計算時間や出力データの解析が大幅に
軽減できる。 
ヘマグルチニン-抗体間ドッキングで得ら

れたデコイに対して RAMD 法を適用し、結合
自由エネルギーを求めてランキングする。最
終的に得られるデコイの数は、ドッキング前
に発生させる抗体のアンサンブル数にも依
存するが、仮に 1000 個の構造から成るアン
サンブルを作成し、各抗体と抗原のドッキン
グ時に100個のデコイを発生させたとすると、
最終的には十万個のデコイが得られること
になる。全てのデコイに対して RAMD 法によ
る分子動力学シミュレーションを実施する
ことは大変困難であるため、粗いスコアを導
入して十万個のデコイをランキングし、優先
順位をつける必要がある。抗体と低分子の相
互作用に関する研究において Generalized 
Born/Surface Area (GB/SA)法によるスコア
が有効という報告例があり[R. Kadirvelraj 
et al. (2006) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 
103, 8149-8154]、また、GB/SA 法による計算
時間は１週間程度と比較的軽い計算である
ため、粗いスコアとして GB/SA を採用した。
次に、優先順位の高いデコイ順(10 位程度ま
で)に RAMD法により結合自由エネルギーを求
めるためのシミュレーションを実施した。最
後に、得られた結合自由エネルギー順にラン
キング後、天然構造、または、天然構造に近
い構造の順位により、本研究課題の方法論の

有効性を検証した。 
アデノシンA2a受容体と抗体の系において

も、ヘマグルチニンで実施した一連のドッキ
ング、ランキングを実施し、本申請の方法論
の有効性を検証した。 
 
４．研究成果 
タンパク質-タンパク質複合体の解離経路

や結合自由エネルギーを効率的に求める方
法を開発するために、RAMD 法を分子動力学シ
ミュレーションプログラムpresto ver. 3 [K. 
Morikami et al. (1992) Comput. Chem. 16, 
243-248]に実装した。RAMD 法のために、分子
動力学シミュレーション中に指定した分子
鎖の重心にランダム力を発生し重心の位置
とその分子鎖にかかる力をモニターするよ
うにカノニカル分子動力学計算部分を書き
換え、正常に動作することを確認した。 
分子動力学シミュレーションプログラム

presto ver. 3 には、静電相互の計算法の一
種であり、代表者らが開発してきた zero 
dipole summation 法(以後、ZD 法と略す。)
が実装されている。代表者らは DNA や膜タン
パクの分子動力学シミュレーションに ZD 法
を適用し[T. Arakawa et al. (2013) PLoS ONE 
8, e76606; N. Kamiya et al. (2013) Chem. 
Phys. Lett. 568-569, 26-32]、ZD 法が分子
動力学シミュレーションでよく使われてい
る Particle Mesh Ewald 法と同等な計算精度
を有ことを確認した。ZD 法はカットオフ法を
ベースとする方法であるので、高い並列効率
が期待される。そこで、代表者らは汎用のグ
ラフィックボード（GPU）を利用して ZD 法に
よる静電相互作用計算を実行する機能を持
つ新規プログラム psygene-G を開発した[T. 
Mashimo et al. (2013) J. Chem. Theo. Comput. 
9, 5599-5609]。分子動力学計算プログラム
psygene-G は、GPU による超並列化の機能だ
けでなく、空間分割法の機能を有しているた
め、従来のプログラムで計算する場合に比べ
て分子動力学シミュレーションを最大で約
１００倍高速化することに成功した。 
RAMD 法によるシミュレーションを高速化

するため、psygene-G に RAMD 法の機能を実装
し、このプログラムを用いて核内受容体 PPAR
γと天然リガンド類似体C8-BODIPYのシミュ
レーションを実施した。RAMD 法のパラメータ
として、C8-BODIPY にランダム力を加える、
NRAMDとNMDを何れも50 MDステップ、Rminを0.01 
Å、シミュレーションの数を 96、１本あたり
のシミュレーションの最大の長さを 1 ns と
した。ここで、リガンドが解離して PPARγか
ら十分に離れた際には、シミュレーションを
止めることとする。RAMD 法における最も重要
なパラメータである、分子を引っ張るランダ
ム力の強さについては、50 kcal/mol Åから
始めて、段階的に下げていき、1 ns の間に約
10 %のトラジェクトリで解離が観察された条
件 18 kcal/mol Åを最終的に採用した。 
RAMD シミュレーションから 12 個の解離ト



ラジェクトリが得られた。リガンドの重心の
トラジェクトリを解析したところ、全てのト
ラジェクトリにおいて Arg288 を通ることが
わかった。トラジェクトリが収束しているこ
とから、RAMD 法の実装と実施が正しく行われ
たことが示された。Arg288 の変異体 R288H は
大腸ガンに関わると報告されており[P. 
Sarraf et al. (1999) Mol. Cell 3, 799-804]、
変異によりリガンド結合に影響を与えるも
のと考えられる。変異によりリガンド結合の
アフィニティがどう変わるかを予測するた
めに、野生株と R288H 変異体のリガンド結合
自由エネルギー計算を行った。シミュレーシ
ョンから得られた結合自由エネルギーは、約
-38 kcal/mol となり実験値(-7.74 kcal/mol)
を過大評価していた。理由としては、リガン
ドは PPARγのポケットの内部に埋まるよう
な形で結合しており、リガンド解離時にタン
パク質との間に過度な力がかかったためで
あると考えられる。一方 R288H 変異体では、
結合自由エネルギーが約-4 kcal/molとなり、
野生株に比べて大幅な親和性の低下が認め
られた。これは、ヒスチジン置換によるポケ
ットの形状や電荷分布の変化によるもので
あると考えられる。以上から、PPARγのリガ
ンド認識に関して、Arg288 が門番のような役
割をすることが明らかになった。 
インフルエンザウイルスのヘマグルチニ

ンとヒト・モノクローナル抗体の Surfit プ
ログラムを用いた分子表面探索によるドッ
キング計算を行い、１００個のデコイを作成
した。第２位のドッキングスコアのデコイが
天然の複合体構造に最も近い複合体構造と
なり（root-mean-square deviation, rmsd < 
3 Å）、良好な予測結果が得られた(Table I)。 
 
Table I. Ranking of decoys obtained from 
docking between human antibody and 
hemagglutinin using the Surfit program, 
rmsd with reference to the native complex 
structure (PDB ID: 4fqi), and ΔG obtained 
from the GB/SA method. 
Ranking Surfit 

score 
rmsd 
(Å) 

ΔG 
(kcal/mol) 

1 1.000000 68.4 -60.5 
2 0.999995 2.96 -65.6 
3 0.999975 61.6 -27.8 
4 0.999970 83.0 -29.6 
5 0.999960 62.0 -52.6 
6 0.999945 88.4 -39.4 
7 0.999940 78.6 -71.9 
8 0.999925 46.0 -36.0 
9 0.999920 81.6 -36.4 
10 0.999915 75.8 -32.8 

 
次に、ヘマグルチニンとヒト・モノクロー

ナル抗体のドッキング計算から得られた上
位 １ ０ ０ 個 の デ コ イ を Generalized 
Born/Surface Area (GB/SA)法から得られる
抗原-抗体間の相互作用エネルギー(ΔG)に

より再ランキングした。天然構造に最も近い
構造が第 2位となり、高い予測精度が得られ
たものの、Surfit scoreの序列と同一となり、
精度の向上は得られなかった。スコアの絶対
値を比較したところ、Surfit score が１位か
ら１０位の間で縮退しているのに対して、
GB/SA 法から得られる抗原-抗体間の相互作
用エネルギーは１位から３位までとそれ以
外に分離されていた。従って、GB/SA 法から
得られる抗原-抗体間の相互作用エネルギー
は、天然の構造と非天然の構造をより良く判
別する良好な結果が得られた。 
アデノシン A2a 受容体と抗体の Surfit プ

ログラムを用いた分子表面探索によるドッ
キング計算を行い、１００個のデコイを作成
した。第６位のドッキングスコアのデコイが
天然の複合体構造に最も近い複合体構造と
なり（rmsd = 2.6 Å）、良好な予測結果が得
られた(Table II)。 
 
Table II. Ranking of decoys obtained from 
docking between mouse monoclonal antibody 
and A2a adenosine using the Surfit program, 
rmsd with reference to the native complex 
structure (PDB ID: 3vg9), and ΔG obtained 
from the GB/SA method. 
Ranking Surfit 

score 
rmsd 
(Å) 

ΔG 
(kcal/mol) 

1 0.999994 50.3 -58.3 
2 0.999994 58.2 -58.1 
3 0.999982 34.8 -46.6 
4 0.999976 11.8 -105.1 
5 0.999970 27.0 -77.2 
6 0.999970 2.6 -115.2 
7 0.999957 25.0 -49.9 
8 0.999939 43.4 -70.9 
9 0.999927 51.1 -50.8 
10 0.999921 42.1 -27.7 

次に、アデノシン A2a 受容体と抗体のドッ
キング計算から得られた上位１００個のデ
コイを GB/SA 法から得られる抗原-抗体間の
相互作用エネルギーにより再ランキングし
た。天然構造に最も近い構造が第1位となり、
非常に高い予測精度が得られた。スコアの絶
対値を比較したところ、Surfit score が１位
から１０位の間で縮退しているのに対して、
GB/SA 法から得られる抗原-抗体間の相互作
用エネルギーは１位と２位の間、２位と３位
の間が良く分離されていた。従って、GB/SA
法から得られる抗原-抗体間の相互作用エネ
ルギーは、天然の構造と非天然の構造をより
良く判別する良好な結果が得られた。 
 
ヘマグルチニンとヒト・モノクローナル抗

体の結合自由エネルギーを求めるために抗
体の解離経路を求めた。X 線構造を初期構造
としたシミュレーションより得られた経路
と天然構造に近い予測構造（ランキング２
位）を初期構造として得られた経路は、良く
一致していた。次に、これらの経路に沿った



経路積分を行い、自由エネルギープロファイ
ルを得た。実験から得られた自由エネルギー
が-12.4 kcal/mol であるのに対し、X線構造
を初期構造としたシミュレーションより得
られた結合自由エネルギーは-24 kcal/mol、
X 線構造に近い予測構造を初期構造としたシ
ミュレーションより得られた結合自由エネ
ルギーは-21 kcal/mol となった(Fig. 1)。シ
ミュレーションから得られた結合自由エネ
ルギーは実験値とは異なるものの、GB/SA 法
から得られたランキング２位の構造の結合
自由エネルギー(-65.6 kcal/mol)に比べて実
験値と良く一致していた。また、類似した構
造を初期構造として得られた結合自由エネ
ルギーは良く一致していた。以上から、本研
究で開発した自由エネルギー計算法は、
GB/SA 法に比べて実験値を良く再現すること
が確認できた。 
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