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研究成果の概要（和文）：分子動力学およびMM/PBSA法を使って計算した脱皮ホルモン様活性化合物の受容体結
合エネルギーと脱皮ホルモン様活性との間に相関関係を見いだした．この結果を使って380万の構造データーベ
ースからインシリコスクリーニングを行って５つの活性化合物を見いだした．その中の一つはプロリンの誘導体
で，２つの不斉炭素が存在し，４つの立体異性体が存在することから，それらをすべて合成し活性の評価を行っ
た．

研究成果の概要（英文）：A correlation was found between receptor binding energy and molting 
hormone-like activity of molting hormone-like active compounds calculated using molecular dynamics 
and MM / PBSA method. Using this result, in silico screening was conducted from 3.8 million 
structure databases to find five active compounds. One of them is a derivative of proline, which has
 two asymmetric carbons and four stereoisomers, so we synthesized them all and evaluated their 
activity.

研究分野： 生物調節化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
20ｰhydroxyecdysone (20E)はほとんどの昆虫が用いている脱皮ホルモンで，この20Eの作用をかく乱することに
よって昆虫は死にいたる．実際に20Eと同じホルモン作用を示すdiacylhydrazine（DAH）類に強い殺虫活性が見
つかり，農薬として実用されている．しかし，DAH類はチョウ目選択的で，他の昆虫目に対してはほとんど活性
を示さない．その原因が，DAHと20Eの結合部位の違いによるものであることが明らかにされている．20E結合部
位の変異は起こりくいと考えられるが，DAHの結合部位に変異が起こり抵抗性を獲得する可能性があり，新規の
アゴニストを見言い出すことは重要である．



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

昆虫は脱皮変態を繰り返して成長し，ほとんどの昆虫の脱皮は 20-hydroxyecdysone (20E)に
よって制御されている．すなわち，20E が脱皮ホルモン受容体(Ecdysone Receptor; EcR)に結合
し脱皮関連遺伝子を活性化して脱皮が始まる．従って，EcR に作用する化合物は昆虫の成育を制
御し，実際に脱皮ホルモンアゴニストである diacylhydrazine (DAH)類は殺虫活性を示し，農業
用殺虫剤として利用されている．しかし，DAH 類はチョウ目に対して高い活性を示すものの，他
の昆虫目に対しては，ほとんど活性を示さない． 

これまでに，EcR のリガンド結合部位の立体構造が，結晶構造解析の手法を用いて数種の昆虫
において明らかにされている．特に，興味深いことに 2003 年に Billas らは，天然のステロイド
型脱皮ホルモンである 20E と DAH 類は，同じ結合部位に結合しているのではなく，受容体結合領
域の一部を共有していることを明らかにしている（図１）．すなわち，DAH 類の一方のベンゾイ
ル部(A環部)が 20E のヒドロキシ側鎖部に対応しているが，ステロイド骨格と DAH 類のもう一方
のベンゾイル部(B環部)は互いに異なるポケットに結合していることが分かっている．チョウ目
昆虫の EcR においては，リガンド結合領域として，20E 結合領域と DAH 結合領域の２つの領域が
存在する．本研究では，まず，EcR に対する様々なリガンド分子の結合自由エネルギーを求めそ
れらの結合親和性との関係を調べた．続いて，DAH 類の結合領域に対して結合可能な化合物を探
索することを目的としてインシリコスクリーニングを行った． 

 

 
図１．DAH 類と 20E の結合部位の比較 

 
２．研究の目的 

DAH の構造以外で，脱皮ホルモン受容体に結合可能な化合物を，バーチャルスクリーニング
の手法を利用して，数百万個の化学構造から探し出すことを目的とした． 

 
３．研究の方法 

3-1．ドッキングシミュレーションと結合自由エネルギー計算 

タバコガの一種である Heliothis viresence の EcR (HvEcR)のリガンド結合部位の X線結晶
構造(PDB: 3IXP)をもとにして，シロイチモジヨトウ Spodoptera furugiperda の EcR (SfEcR)の
リガンド結合部位の一次配列から，MODELLER 9.19 ホモロジーモデリングの手法を用いて SfEcR
のリガンド結合部位の立体構造を構築し，Make Receptorを用いてリガンド結合部位を作成した．
リガンド分子に関しては，あらかじめ OMEGA を用いて 1 化合物あたり最大 200 の立体構造を作
成しておいた．HYBRID を用いて分子ドッキングを行ったのち，分子動力学(Molecular dynamics: 
MD を行った．原子電荷は AM1-BCC を用いて計算し，タンパクの力場には Amber force field 4SB 
(ff14SB), リガンド分子には general AMBER force field 2 (GAFF2)を用い，MD のタイムステ
ップは 1 fs とした．電荷を中性にするために Na+, Cl-を使った．水分子は溶質表面から少なく
とも 10Åを越えるように Cube を作成した．MDの前に，系のエネルギーを最小化し，続いて，一
定の体積において 20 ps で 100 K から 300 K まで熱し，180 ps 平衡化した．MD は 150 ps を行
い，1ps ごとにトラジェクトリーを得て，MM/PBSA 法によってエネルギー計算を行った．各トラ
ジェクトリーあたり３連計算して，1化合物あたり 450 のスナップショットを得てエネルギーを
計算した．MM/PBSA 法によって得られる結合自由エネルギーはGbind = G (protein-ligand) -G 
(protein) -G (ligand)で，G = EMM + GPB + GSA -TS として表される．ここで，EMM は気相中での
MM 計算値で，クーロン相互作用，van der Waals 相互作用および結合エネルギーから計算され
る．GPB は Poisson-Boltzmann 式によって計算される水和の自由エネルギー，GSAは水和自由エネ
ルギーの非極性項で，溶媒接触可能面積から計算される．TS は絶対温度とリガンドのエントロ
ピーの積である．内部の誘電率を 1.0（設定範囲 1.0〜4.0），外部の誘電率を 80 として計算し
た．リガンドのコンフォメーション自由エネルギーGconf_ligandの計算には OpenEye 社の SZYBKI の
Freeform モジュールを用いた． 
 



 

図 2. 結合自由エネルギー(Gbind)と結合親和性(pIC50)の関係 
 
ドッキングシミュレーションの手法を用いて，DAH 類やその類縁化合物の脱皮ホルモン受容体

に結合させ．MDおよび MM/PBSA 法を用いてによって受容体-リガンド結合自由エネルギーを算出
した．これまで，計算コストを下げるために受容体を剛体として扱い，リガンドとのドッキング
を行ってドッキングスコアを算出することが多かった．本研究でも，Chemgauss4 を用いてドッ
キングスコアを算出し，活性との相関関係を調べたが良好な相関関係は見出されなかった（図
2A）． 
MM/PBSA 法によって計算した結合自由エネルギーと脱皮ホルモン受容体への結合活性の間に

相関関係が認められたが，相関関係はそれほど高いものではなかった．しかし，Gbind にリガン
ド分子のコンンフォメーションエネルギー（Gconf_ligand）を考慮することによって，相関関係が
上昇し，相関式が原点を通るものとなった．自由エネルギー計算結果から結合親和性を精度よく
予想できることがわかった． 

この結果を使って，380 万化合物の構造データーベースから DAH 結合領域に結合可能な化合
物を探索した．まず，FRED を使ったドッキングスクリーニングを行って 5000 化合物まで絞り込
んだ後，MM/PBSA 法を用いた 1 点計算で 389 個に，さらに MD とそれに続く MM/PBSA 計算を行っ
て最終的に 12 個の化合物を選抜した（図 3）．選抜した 12 個の化合物を購入し，受容体への結
合親活性の評価を行ったところ，5つの化合物（1, 2, 6, 8, 10）に活性を見出すことができた．
これは，42％の確率でヒットしたことを示し，本スクリーニング法は精度の高いことを示してい
る． 

3-2 脱皮ホルモン受容体への結合活性の評価 
チョウ目昆虫のヨトウガの細胞株 Sf9 あるいはハエ目昆虫ヒトスジシマカ細胞株 AeAl2 に
[3H]Ponasterone A ([3H]PonA)および供試化合物を加えて 30分間インキュベートした．コント
ロールとして，溶媒(DMSO)処理区，ポジティブ応答として，非標識の高濃度 PonA 処理を行った．
供試化合物の濃度を変え DMSO 処理区を 100%，PonA 処理区を 0％として濃度応答曲線を描いた．
濃度応答曲線から，コントロールの 50％を阻害する濃度(IC50)を供試化合物ごとに求めてその逆
対数値 pIC50を活性の指標とした． 
 
４．研究成果 

 

図 3．インシリコスクリーニングで得られた 12の化合物と活性の得られた化合物の構造式 



 

表１．化合物の結合中エネルギーと受容体に対する結合活性 

No. ΔGbind (kcal/mol) pIC50 (M)  No. ΔGbind (kcal/mol) pIC50 (M) 

1 -9.13 4.28  7 -12.99 <3.60 

2 -9.49 5.04  8 -9.61 4.11 

3 -14.01 <3.60  9 -10.70 <3.60 

4 -9.57 <4.00  10 -11.01 4.12 

5 -9.44 <4.00  11 -10.16 <3.60 

6 -10.73 4.13  12 -10.51 <3.60 

 
スクリーニング後の展開 
活性の得られた５つの化合物に関して，pIC50 値を求めたところ，最も活性の高かった化合物 2
の pIC50値は 5.04 であった．この化合物は t-butoxycarbonyl（Boc）基で保護されたプロリンと
テトラヒドロナフティルメチルがアミド結合で結びついた簡単な構造であった．しかしこの化
合物には２つの不斉炭素が存在し，合計４つの立体異性体が存在する．そこで，４つの立体異性
体を選択的に合成し，４つの化合物の活性の評価を行った．SS 体と RS-体の活性が高く 5.3 程度
で，SR 体と SS 体の活性はそれらの 1/10 以下であった．プロリン側の不斉は活性には影響しな
かった．以上の結果をもとにして，受容体結合モデルを構築し．リガンドー受容体相互作用様式
を推察した(図 4)． 

 

図 4．DAH 類の chromafenozide (A)，化合物 1 (B)および 12 (C)のドッキングモデル 

 
活性の存在した化合物 (1, 2, 6, 8, 10)では，Ser91 のヒドロキシ基との間に水素結合は認め
られなかったが，活性のない化合物では，化合物 5を除いて，Ser91 のヒドロキシ基との間に水
素結合の存在することが確認された 
ß 
計算化学の他の研究への応用 
1. 植物ステロイドホルモンであるブラシノライド様活性を持つ非ステロイド化合物の探索研

究において，MD-MM/PBSA 法を利用した．ブラシノステロイドの受容体―リガンド結合自由エ
ネルギーを計算し，ホルモン活性との間に直線関係を見出した．その関係を利用して，ブラ
シノライド活性を示す新規な非ステロイド化合物 NSBR1 を発見することができた． 
 

2. 天然の脱皮ホルモンである 20E の EcR への結合はチョウ目だけでなく，半翅目，甲虫目にお
いて X線結晶構造解析によって結合様式が解明されていている．その様式は３種の昆虫目に
おいてほとんど変わらないものであった．このことで，20E は異なる昆虫に対しても同じよ
うに高い活性をもつ．そこで，20E の結合部位に結合可能な化合物の探索に着手した． 

 
インシリコスクリーニングの技術を用いて 380 万の構造データーベースから，Spodopetra 
frugiperda の EcR の DAH 結合部位に結合可能な 12個の化合物を選抜した，これらの化合物を購
入し受容体結合親和性を評価したところ，５つの化合物に脱皮ホルモン受容体結合親和性が見
出された．最も高い活性の得られた化合物には２つの不斉炭素があることから，合計 4つの立体
異性体が存在する．そこで，４つの異性体を作り分けて活性の評価を行ったところ，SS 体と RS



体の活性が RR 体と SR体の約 10倍で，プロリン側の立体化学はそれほど重要でないことが分か
った． 
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