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研究成果の概要： 
フラグメント分子軌道（FMO）法による相互作用エネルギーを用いた薬物活性予測法の開発を行

った。水和エネルギーに PCM 法用いた FMO/PCM 法は、パラメータを用いない ab initio な活性

（結合自由エネルギー）予測法にもかかわらず、実験値のオーダーの再現性には非常に優れて

いた。今後、分子運動やエントロピー等を考慮することにより、実用レベルでの予測精度を達

成できるものと期待される。 
 
 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2006 年度 2,500,000 0 2,500,000 

2007 年度 500,000 150,000 650,000 

2008 年度 300,000 90,000 390,000 

年度  

  年度  

総 計 3,300,000 240,000 3,540,000 

 
 
研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：薬学・創薬化学 
キーワード：医薬分子設計 
 
１．研究開始当初の背景 

ポストゲノム創薬では、構造生物学の大き
な進展ともあいまって、薬物のターゲットと
なるタンパク質の立体構造に基づく論理的
な医薬品分子設計（Structure-Based Drug 
Design: SBDD と略）が日常的に利用されてい
る。しかし現在の SBDD は、立体構造の定性
的な解釈による化合物デザインにとどまる
ことが多く、定量的なデザインは困難な状況
にある。その原因は、設計したリガンド（薬
物候補）分子とタンパク質との間のアフィニ
ティー、すなわち結合親和力（多くの場合薬

理活性に相関する）を予測する方法論が不十
分なためであり、精度の不足・汎用性の低さ
などにより創薬の現場では十分に活用でき
ない状況にある。そのため、アフィニティー
を精度よく求める手法が渇望されており、世
界中の研究者が様々な手法を考案している
が、未だによい方法が確立されていない。 
 
２．研究の目的 
リガンド分子のタンパク質結合親和力（す

なわち結合自由エネルギー変化:ΔGbind）の予
測精度を上げる鍵は、タンパク質とリガンド



分子間の相互作用エネルギー、およびリガン
ド結合時の脱水和のエネルギーを精度よく
計算することにある。しかし、分子間相互作
用を高精度で計算できることが知られてい
る ab initio 分子軌道（MO）法は、膨大な計
算時間がかかるため、タンパク質のような巨
大分子の計算は現実的に不可能であった。最
近、研究分担者らが開発したフラグメント分
子軌道（FMO）法により、巨大分子の ab initio 
MO 計算が可能になったことから、タンパク
質とリガンド分子間の相互作用エネルギー
を高精度で計算できる道が開けた。本研究で
は、この最新の FMO 法を用いてタンパク質
とリガンド分子間の相互作用エネルギーを
高精度で計算する事により、信頼性の高い結
合自由エネルギー予測法を開発することを
目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1)薬物－タンパク質複合体の高精度相互作
用エネルギー計算 
 薬物－タンパク質複合体の立体構造に基
づき、リガンド分子の信頼性の高い結合自由
エネルギー予測式を確立するためには、多く
の(できれば 50～100 個の)多様性のある薬物
－タンパク質複合体の結晶構造と解離定数
(Kd⇒ΔGbind に変換される)の実験値が必要と
なる。複合体構造は、主にタンパク質結晶構
造データベース(PDB) から得られるが、一般
的にＸ線結晶構造解析はデータの分解能(通
常 2～3 Å)と、最終の構造精密化計算に由来
する原子座標の誤差を含んでいる。時には、
分子間相互作用のインターフェイス部分に
大きな構造的歪を有していることもあり、精
密な相互作用エネルギーを求めるには大き
な問題となる。従来の研究では、そのような
歪んだ構造をそのまま用いて相互作用エネ
ルギーを計算しており、それが結合自由エネ
ルギー変化の予測精度の低下を増幅してい
る要因のひとつとも考えられる。そこで、本
研究では薬物－タンパク質間の相互作用計
算を行うにあたり、FMO でさらに構造の最
適化計算を行い、歪みの無い精密な構造での
精度の高い相互作用エネルギーを算出する
ことにした。 
 そのために、リガンド分子から約 5 Å の距
離にあるタンパク質をアミノ酸単位で抽出
し、この部分構造に対してリガンド分子の構
造のみを FMO−HF/3−21G 基底関数系で、
Maximum Gradient が 3ｘ10−4 Hartree/ 
Bohr 以下となるまで構造最適化した。最適
化したリガンド構造を元の構造に埋め戻し、
全系のエネルギーを FMO−MP2/6−31G*基
底関数系で計算した。複合体、リガンドおよ
びタンパク質それぞれのエネルギーを計算
し、相互作用エネルギーを算出した。なお、
FMO 計算には Gamess を使用した。 

(2)水和エネルギー計算 
 これまで巨大分子系の水和エネルギー計
算には、簡便さから Poisson-Boltzmann(PB)
あるいは Generalized Born(GB)と分子表面
積(SA)を組み合わせた、PB/SA 法あるいは
GB/SA 法がよく用いられてきた。しかし、こ
れらの方法は、溶質の誘電率の設定に恣意性
があり結合自由エネルギーの絶対値の予測
には不向きである。そこで、今回 FMO 法に
実装されたより高精度な水和エネルギー計
算法である Polarizable Continuum Model 
(PCM)法を用いて、水和エネルギーを計算す
ることにした。計算に用いる複合体構造は、
(1)で最適化した構造を用い、FMO−PCM 
−HF/6−31G*基底関数系で複合体、リガンド
およびタンパク質の水和エネルギー計算し、
脱水和効果を含めた HF レベルでの結合自由
エネルギー変化を計算した。 
(3) 活性（結合自由エネルギー）予測 
①FMO/PCM 法 
 (2)で計算される水中における結合自由エ
ネルギー変化には、タンパク質－リガンド間
の相互作用における電子相関エネルギーが
含まれていない。そこで、(1)において真空中
で計算した相互作用の電子相関エネルギー
を加えることにより、FMO/PCM スキームに
よる結合自由エネルギーを計算した。 
②FMO−COMBINE 法 
 薬物の活性データと FMO 計算で得られる
リガンドとタンパク質中の各アミノ酸残基
と の 相 互 作 用 エ ネ ル ギ ー 間 の 相 関 を
Comparative Binding Energy(COMBINE)
法により解析した。 
(4)超高精度相互作用エネルギー計算 
 リガンドとタンパク質間には、クーロン力
やファンデルワールス力、水素結合力などの
canonical な相互作用のほかに、CH/πやπ/π
相互作用などの特殊な弱い相互作用が働き、
アフィニティーに重要な影響を与えている
ことが知られている。そこで、最近血液凝固
因子 Xa（FXa）複合体などで注目されている
Cl−π相互作用と amide−π相互作用について、
超高精度の相互作用エネルギー解析を実施
した。その際、モデル分子系を用いて、基底
関数極限での各相互作用エネルギーを計算
した。 
 
４．研究成果 
 今回の一連の研究には、以下に示すタンパ
ク質－リガンド複合体の結晶構造を初期構
造として用いた（PDB より座標をダウンロー
ドしたものはカッコ内にその ID を示す）。 
FK506 結合タンパク質（FKBP：1fkb, 1fkf, 
1fkg, 1fki）、HIV-1 プロテアーゼ（1hpv, 1hsg, 
1hxb, 1hxw, 1ohr）、カゼインキナーゼ 2:CK2、
レクチン（2bt9）、ステロイド異性化酵素
（1w6y）、Human Multifunctional Enzyme Type 



2（MFE-2:1ikt）。 
 (1)薬物－タンパク質複合体の高精度相互作
用エネルギー計算 
①構造最適化条件の検討 
 複合体の構造最適化には、リガンド分子周
辺のアミノ酸残基だけを抽出したモデル分
子系(約 600～1000 原子)を用い、FMO 法によ
り構造最適化を実施した。FMO 法は、非常に
計算効率の高い方法であるが、それでも通常
の構造最適化の収束条件である Maximum 
Gradient < 1ｘ10−4 Hartree/Bohr を適用す
ると、200～300 iteration（2～3 週間）を必
要とする。しかし、図 1 に示すように、構造
最適化過程における全系のエネルギーは、収
束点付近ではほとんど変化しておらず、大半
の複合体系においては、Maximum Gradient が 
3ｘ10−4 Hartree/Bohr を下回った時点にお
いて、最終エネルギーからの差が 1 kcal/mol
以下であった。したがって、構造最適化の収
束判定条件は Maximum Gradient < 3ｘ10−4 
Hartree/Bohr とした。これにより、10～50％
の計算時間の短縮が可能となる。 
 

図 1 HIV-1 プロテアーゼ複合体系における
構造最適化過程 横軸：iteration、黄:構造
変位（Å）、青:MaxGradient（Hartree/Bohr）、
赤：全系エネルギー（kcal/mol）、 
 
②薬物−タンパク質間の相互作用エネルギー 

上記収束条件により最適化した複合体構
造を用いて、薬物－タンパク質間の相互作用
エネルギーを計算した。表 1 に示すように、
いずれの複合体においても、全相互作用エネ
ルギーに占める MP2法による電子相関エネル
ギー（Corr：分散力に相当する）の寄与は 40％
以上となった。このことから、一般的に汎用
される HF レベルの計算では正しい相互作用
エネルギーを評価するには不十分であり、電
子相関エネルギーを考慮することが必須で
あることが明らかとなった。 
 
③電子相関を考慮した構造最適化 
 今回の一連の複合体の構造最適化計算は、
FMO−HF/3−21G 基底関数系で行ったが、②の結 
果より、構造最適化時にも電子相関を考慮す
るべきであることが明らかとなった。研究開
始当時の FMO 法では、電子相関を考慮した構

表 1 相互作用エネルギー（kcal/mol） 

Complex HF Corr Total %Corr
1fkb -21.9 -82.0 -103.9 78.9
1fkf -33.0 -69.2 -102.2 67.7
1fkg -12.4 -57.7 -70.1 82.3
1fki -16.0 -55.3 -71.3 77.6
2bt9 -44.9 -43.3 -88.3 49.1
1w6y -38.9 -44.2 -83.2 53.2
1ikt -2.4 -67.3 -69.7 96.6
1hpv -50.5 -82.1 -132.6 61.9
1hsg -48.2 -106.2 -154.4 68.8
1hxb -43.5 -107.6 -151.1 71.2
1hxw -56.4 -102.2 -158.7 64.4
1ohr -44.9 -93.7 -138.6 67.6
CK21 -104.0 -72.9 -176.9 41.2
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造最適化を実行できなかったため、やむなく
HF レベルの計算を行っていたが、H19 年度よ
りその機能が実装されたので一部の複合体
に関して、FMO-MP2/6-31G 基底関数系での構
造最適化計算を行い、HF レベルとの構造およ
び相互作用エネルギーの比較を行った。 
 FKBP 複合体の場合、見た目の構造の違いは
あまりなかったが（図 2）、詳細な相互作用エ
ネルギーの比較をすると、リガンドと接触し
ているアミノ酸残基の電子相関エネルギー
は大きく安定化していることが明らかとな
った(図 3)。 

図 2 FKBP複合体(PDBID:1FKG)の計算レベル
の違いによる構造の比較 
黄色：HF レベル、スティック：MP2 レベル 

図 3 FKBP複合体(PDBID:1FKG)の計算レベル
の違いによる残基間相互作用エネルギーの
比較 MP2レベルおよびHFレベルでの最適化
構造におけるアミノ酸フラグメント毎の相
互作用エネルギーの差を示す。オレンジ色：
電子相関エネルギー、青色：HF エネルギー 



 一方、CK2 複合体系においては、リガンド
の構造が、HFレベルの構造最適化では結晶構
造から大きく逸脱したのに対し、MP2 レベル
の計算ではほぼ結晶構造近辺のコンフォメ
ーションに収束した(図 4)。これは、リガン
ドとタンパク質間の弱い相互作用(CH/πなど)
が、HF レベルの計算では反発となるためと考
えられる。FKBP 複合体もリガンド認識におい
て CH/π相互作用が顕著であるにもかかわら
ず、うまく構造が再現できていたのは、ファ
ンデルワールス力以外に 2～5本の水素結合
が強く作用し、結合構造を維持していたため

考えられる。 

色の線は X線結晶構造解析の電子密度図 

、より詳細な検
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図 4 最適化構造の結晶構造からのずれ 
赤：結晶構造、黄：HFopt、緑：MP2opt 
青
 
(2)水和エネルギー計算 
①PCM 法における原子半径の設定 
 今回 FMO 計算プログラムに実装された PCM
法により水和エネルギーの計算を行ったが、
PCM 法は計算に用いる原子半径の影響を大き
く受けることが知られている。今回、FKBP と
HIV-1 プロテアーゼの系において、一般的な
ファンデルワールス半径と united atom 半径
（SUAHF と UAHF の 2 種）を用いた場合におけ
る、複合体形成時の部分脱水和エネルギーの
比較を行った。いずれの複合体においても、
3種の半径による計算値には 10～20 kcal/ 
mol 程度の脱水和エネルギーのばらつきがあ
った。どの半径を用いるのが妥当であるかの
判断の指標がないため、水分子を顕においた
FKBP（1fki）水溶液の分子動力学計算を行い、
そのスナップショットを 10 個抽出し、リガ
ンド結合部位の水分子とタンパク質の分散
相互作用を FMO 法で計算し、PCM 法による部
分脱水和エネルギー（Dispersion 成分）との
比較を行った。その結果、3種の半径による
部分脱水和エネルギー（Dispersion 成分）値
は、いずれも 10 回の計算値のバラツキ内に
入っており優劣を決めることはできなかっ
た（表 2）。今後、タンパク質系における適正
な原子半径の設定法に関して
討
 
 

表 2 部分脱水和エネ

ExplictiModel VDW UAHF SUAHF
-56.3 -51.7 -53.9 -60.7
(-7.4)

()
 
部分脱水和エネルギー 
前述した各複合体分子において、今回はフ

ァンデルワールス半径を用いて部分脱水和
エネルギーの計算を行った。FKBP と HIV-1 プ
ロテアーゼ複合体における部分脱水和エネ
ルギーの PCM 法と PBSA 法の結果を比較した
（表 3）。水和エネルギーの静電項および非静
電項は両計算法で大きく乖離していること
が明らかとなった。これにはいくつか原因が
考えられるが、PB 計算時の溶質の誘電率の設
定がその一つである。今回の場合誘電率を 1
として計算を行ったが、実際の溶質は、2～4
程度の誘電率をもつと考えられる（その場合
PCM 法の値に近づくことになる）。PCM 法の場
合、溶質の分極が考慮されるため、

 
表 3 PCM 法と
（kcal/mol） 

1FKB 1FKF 1FKG 1FKI
PCM静電 31.6 37.9 22.8 20.1
PCM非静電 52.3 53.6 44.4 40.4

PB静電 97.0 81.2 69.9 61.5
PB非静電 -7.3 -7.0 -6.1 -5.7

1hpv 1hsg 1hxb 1hxw 1ohr
PCM静電 53.7 61.3 55.3 57.2 55.9
PCM非静電 54.3 62.5 58.4 67.0 58.1

PB静電 100.8 72.0 96.5 86.3 82.8
PB非静電 -6.9 -6.6 -5.1 -6.3 -5.7

 
(3) 活性（結合自

FMO/PCM 法 
前述した方法を用いて計算した各複合体

の結合自由エネルギーの予測値と実測値の
比較を表 4に示す。実測値との相関は得られ
なかったが、いずれの複合体においても、予
測値は実測値のオーダーにあった（誤差：-20
～5 kcal/mol）。誤差の原因として、分子運
動やエントロピーを考慮していないことな
どが考えられる。実際に、FKBP の系で振動自
由エネルギー変化を考慮することで誤差が
±5kcal/mol 程度に抑えられることを確認し
ている。一方、前述したように水和エネルギ
ーは原子半径の影響を強
る検討が必要となる。 
②FMO−COMBINE 法 
 FMO 法は、タンパク質内の各アミノ酸フラ
グメントとリガンドとの相互作用エネルギ
ーを効率的に計算できる手法であるため、
COMBINE 法と組み合わせることにより力場エ
ネルギーを用いるときよりも予測能の改善
が期待される。今回、すでに力場ベ



表 4 FMO/PCM 法による活性予測値
（kcal/mol） 

 
COMBINE 解析が行われている HIV-1 プロテア
ーゼ複合体系に関して、FMO エネルギーによ
る COMBINE 解析を実施した。力場法と同様、
48 複合体中 15 複合体をトレーニングセット
に、残りの複合体をテストセットとして解析
した結果、トレーニングセットの予測能は Q2 

= 0.4 程度で、テストセットの良好な予測能
は得られなかった。この原因として 1）構造
最適化により水素結合が過大評価され、水素
結合形成残基間の相互作用に予測式が影響
を受けている、2）FMO 法のフラグメント間相
互作用エネルギーには、複合体形成時の分極
による不安定化エネルギーが足しこまれて
おり、真の相互作用エネルギーとなっていな
い、3）溶媒効果が考慮されていない、など
が考えられる。これらの課題に対して、電子
相関を含めた構造最適化、フラグメント間相
互作用エネルギーの補正、PCM 法による溶媒
効果の組み込みなどが考えられる。MO 法は力
場法では困難な金属タンパク質や力場パラ
メータの存在しない系に対しても計算でき
るなどの優位性があるため、上記の課題を解
決し、有用なツールとなるように改良する予
である。 

およびエネルギー解析が必須である。 

4 
して評

性予測法が提起される
のと確信する。 

者、研究分担者及び連携研究者に

まとめ 
 FMO 法による相互作用エネルギーを用いた
薬物活性予測法の開発を試みた。6種のタン
パク質系の 61 個の複合体に構造最適化を含
めた FMO 計算を実施した。PCM 法による水和
エネルギー評価をメインとする FMO/PCM法は、
パラメータを用いない ab initio な方法にも
かかわらず、実験値のオーダーでの結合自由
エネルギーの再現性は非常に優れていた。分
子運動やエントロピーを考慮することによ
り、更に予測精度が向上すると期待される。
一方、相互作用エネルギーをアミノ酸単位に
分割して評価する FMO−COMBINE 法は、エネル
ギーの過大評価などの問題により予測能を
有するモデルを構築することができなかっ
た。これには構造最適化法を含め更なる改良
が必要である。最後に、タンパク質とリガン
ド間によく見出されるCl−πやamide−π相互作
用のような non-canonicalな弱い相互作用に
ついて、詳細な相互作用エネルギーの解析を
行った結果、これらは既知の CH/π相互作用な
どと同様に HF レベルでは反発であり、電子
相関項（分散力）を含めることにより−2～−
kcal/mol 程度の安定化の相互作用と

Complex 予測値 実測値 誤差
1fkb -15.8 -13.2 -2.6
1fkf -27.6 -12.8 -14.8
1fkg -22.6 -10.9 -11.7
1fki -18.2 -9.5 -8.7

1w6y -28.2 -7.3 -20.9
1ikt -0.6 -4.7 4.1
1hpv -23.8 -14.9 -8.9
1hsg -34.6 -14.3 -20.3
1hxb -30.1 -13.9 -16.2
1hxw -32.5 -13.3 -19.2
1ohr -29.9 -13.0 -16.9
CK2 -9.2 -11.8 2.6

価されることが明らかとなった。 
 論文投稿した際、reviewer から MO 法を用
いて結合自由エネルギーを算出するのは現
時点では too ambitious というコメントがあ
った。しかし、FMO 法のような効率的な計算
法と超並列計算機の利用環境が整備されつ
つあるため、今回の成果をもとに近い将来高
い信頼性を持った活
も
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