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研究成果の概要（和文）：本研究では、非小細胞肺がんの薬剤耐性に着目し、anaplastic lymphoma kinase
(ALK）遺伝子変異に伴う分子標的薬剤の応答性変化をコンピューター上で予測する方法論を開発・実装した。
3種類のALK阻害薬（クリゾチニブ、アレクチニブ、セリチニブ） を対象に、ALK変異体-阻害剤複合体(180変異
体×3薬剤)の分子動力学（ＭＤ）シミュレーション及び薬剤の結合自由エネルギー計算を実施し、3種の薬剤全
てに対して結合親和性が低下した変異体3種を多剤耐性変異体候補として抽出した。これらの変異体の薬剤応答
性を実験的に測定したところ、2種類の変異体で実際に全ての薬剤の応答性が低下した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we focused on drug resistance of non-small cell lung cancer 
(NSCLC), and developed a computational method for predicting mutation-induced drug sensitivities of 
anaplastic lymphoma kinase (ALK) inhibitors.
First, targeting three ALK inhibitors (crizotinib, alectinib, ceritinib), we performed molecular 
dynamics (MD) simulation of the ALK mutant-inhibitor complex (180 single mutants x 3 drugs) and 
computed the binding free energies of these drugs for each mutant. Next, three ALK mutants with 
reduced binding affinity for all the drugs were extracted as candidates for multidrug-resistant 
mutants. When the drug responsiveness of these mutants was experimentally measured, those of two 
mutants was reduced for all the drugs.

研究分野：創薬計算科学

キーワード： 非小細胞肺がん　ALKキナーゼ　薬剤耐性変異　分子動力学シミュレーション　タンパク質-化合物結合
親和性　統計解析

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、患者個人のゲノムに基づいて最適な治療を提供する「個別化医療」が注目されているものの、患者のゲノ
ム配列で同定された遺伝子変異の90％以上は機能的意義が不明である。本研究成果は、どの変異ががんの薬剤耐
性化に寄与しているのかを推定可能にする点で、計算科学駆動型医療の先駆けとなる取り組みである。更に、本
法によって推定した薬剤耐性の分子メカニズム及び変異体の立体構造情報は、耐性を克服する新薬の分子設計に
役立つと期待される。

※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 
近年、臨床情報が充実してきており、同じ薬剤を投与しても患者によって薬剤応答性、副作用発
現が異なる事が分かってきた。例えば抗癌剤の場合、同じ薬剤を投与し続けるうちにやがて薬効
が消失するという癌の薬剤耐性の問題があるが、耐性を起こす薬剤の種類やその起こり方は個
人によって様々である。更に、着実に蓄積されてきた個人ゲノム情報の集団レベルでの解析によ
って、一塩基多型（SNP）や配列繰り返し数の多型（CNV）などゲノム多様性が報告され、ゲノム
個人差が薬剤応答性の違いを生み出していることが明らかになってきた。しかし、その大半の作
用機序は現状不明であり、ゲノム個人差による薬剤応答性の分子メカニズムを正確に理解する
ことで初めて薬剤耐性を克服するための薬剤分子設計や治療方針の提案が可能となる。ここで、
標的タンパク質と薬剤の共結晶構造や結合親和性を測定するのに数か月～数年単位の時間を要
するため、症例として報告されている膨大な数の SNP や突然変異に対して作用機序を一つ一つ
実験的に検証することは現実的ではない。このような経緯から、計算科学的なアプローチによっ
て薬剤応答性の分子メカニズムを迅速に明らかにすることが求められている。 
 
２．研究の目的 
本研究では、非小細胞肺がん（NSCLC）の薬剤耐性に着目し、anaplastic lymphoma kinase(ALK）
遺伝子変異に起因する分子標的薬剤の応答性変化をコンピューター上で高精度に予測すること
を研究目的とする。具体的には、未知のアミノ酸変異を含めた ALK 一塩基置換体の分子動力学シ
ミュレーションを実施し、得られた膨大な原子座標・エネルギーデータから薬剤結合に重要に関
わる構造的特徴量を情報科学的に抽出することによって、遺伝子タイプの違いによる薬剤応答
性の変化を推定する。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図1 ALK遺伝子変異に起因する薬剤応答性変化の予測フロー 
 
３．研究の方法 
本研究では、まず既知の薬剤耐性変異体に加えて ALK1 塩基置換体を網羅的に発生させ（図１
A）、各々の分子動力学シミュレーションを実施する（図１B）。次に、得られた分子動力学データ
を統計解析する事で薬剤結合に重要に関わる特徴量を抽出し（図１C）、最終的にΔG計算によっ
てアミノ酸変異に伴う薬剤応答性の変化を定量する（図１D）。予測した変異体の一部の薬効を実
験的に検証し、その結果を予測プログラムにフィードバックすることで、薬剤耐性変異を高精度
に予測する方法論を完成させる。詳細な計画を下記に述べる。 
 
（１）ALK 遺伝子一塩基置換体（群）に対する分子動力学シミュレーションの実施 
まず、ALK 阻害薬に対して薬剤耐性を引き起こす事が知られている既知の ALK 遺伝子変異情報
と ALK family の一次配列情報を利用して、薬剤結合に影響を与えうるアミノ酸を８９種類抽出
した。続いて、ALK タンパク質（野生型）と ALK 阻害薬（crizotinib, alectinib, ceritinib）
の共結晶構造(PDBID=2XP2:crizotinb, 3AOX:alectinib, 4MKC:ceritinib)に基づいて１アミノ
酸置換体 180 種の立体構造モデリングを行ったのち、水中でのタンパク質-薬剤結合の動的性質
を評価するために、ALK 変異体-薬剤複合体の分子動力学シミュレーションを実施した。1単位の
シミュレーション時間は 50ns とし、ALK 変異体-薬剤 1ペアに対して原子初速度を変化させて独
立に 3本実施した。シミュレーション時間の合計は 81μs（=50ns×3×180 変異体×3薬剤)であ
った。これらは比較的大規模な計算量であったが、、「京」コンピューター（ポスト「京」研究
開発枠）を利用して並列実行する事で、全てのシミュレーションが予定通り完了した。 
 
（２）分子動力学データの統計解析による、薬剤応答性に重要に関わる構造的特徴量の抽出 
既知の薬剤耐性変異体及び 1 アミノ酸置換体 180 種のシミュレーションデータを統計解析す
ることにより、薬剤応答性への影響度が高い特徴量を抽出した。まず、ALK 野生型と各変異体の
ＭＤトラジェクトリを結合し、薬剤を構成する各々の原子に対して xyz 座標を対象とした主成
分分析（PCA）を行い、第一主成分（PC1）を抽出した。次に、野生型と変異体の間で PC1 の平均
の差・分散の比を検定し、野生型と比較して薬剤構成原子の 25%以上で薬剤結合位置・揺らぎが
優位に変化した変異体を薬剤耐性候補として抽出した。 更に、アンサンブル型分子動力学シミ



ュレーションによってタンパク質-薬剤の結合自由エネルギーを計算する MP-CAFEE 法を用いる
ことで、各変異体に対する薬剤の結合親和性を推定し、補酵素である ATP の結合親和性も算出す
ることで、ATP に対する薬剤の相対的な結合安定性を評価した。                       
（３）薬剤耐性変異体候補の実験的検証  
3 種の薬剤全てに対して結合親和性が低下した多剤耐性変異体候補を対象に、各薬剤の応答性
を実験的に測定した。具体的には、各変異を有する EML4-ALK 融合遺伝子を導入した Ba/F3 細胞
株を使用して 50%阻害濃度（IC50）を測定した。この部分は(公財)がん研究会・がん化学療法セ
ンターの片山量平博士に支援を得て実施した。 
 
４．研究成果 
ALK1 アミノ酸置換体-阻害剤複合体(180 変異体×3 薬剤)の分子動力学（ＭＤ）シミュレーシ
ョンデータを解析したところ、3種の薬剤全てに対して結合に有意な変化が見られたのは 31/180
変異体であった。そこで、これらの変異体群を対象に、MP-CAFEE 法によって薬剤の結合親和性
（結合自由エネルギー）を算出したところ、1 種の薬剤に対して結合親和性が低下したのは 11
変異体であり、2種の薬剤に対して結合親和性が低下したのは 3変異体であった。本計算結果よ
り選抜した薬剤耐性・非耐性変異体候補 19種を対象に、各 ALK 変異体を恒常的に発現する Ba/F3
細胞株を樹立した。その結果、19 種類の細胞株のうち 16 種類においては、薬剤非存在下におい
ても ALK の自己リン酸化が認められず、これらの ALK 変異体はキナーゼとして正しく機能して
いない可能性が示唆されたため、現状の予測プロトコールに対して、キナーゼとして機能を維持
する一方で薬剤耐性となる変異のみを抽出するするための改良が求められた。 
 
そこで、ALK と近縁関係にあるキナーゼ 164 種の配列情報を用いることでキナーゼ機能の保持
に重要な残基を推定し、これらの残基は耐性変異予測の対象外とするように予測プロトコール
を改良した。次に、改良版プロトコールに従って薬剤結合に影響を与えうるアミノ酸を抽出した
後、上記プロトコールに従って、ALK 変異体-阻害剤複合体の分子動力学（ＭＤ）シミュレーシ
ョン、MD シミュレーションデータの統計解析、薬剤の結合自由エネルギー計算を行って、薬剤
耐性変異体候補を再度抽出した。分子動力学（MD）シミュレーションが正常に完了した ALK 変異
体 177 種のシミュレーション結果を解析したところ、3 種の薬剤(crizotinib, alectinib, 
ceritinib)の全てに対して結合状態（結合位置あるいは構造揺らぎ）が変化した変異体は 17 種
類であり、このうち薬剤と接触していないアミノ酸の変異は 11 種類含まれていた。これらの中
から薬剤耐性変異/ドライバー変異と知られている変異体を除いた 7種類を未知の多剤耐性変異
候補として抽出し、各薬剤の結合結合自由エネルギーを精密に計算して野生型の値と比較した
ところ、3種類の変異体では全ての薬剤に対して結合親和性が低下し、残り 4種類の変異体では
2つの薬剤に対して結合親和性が低下する結果となった。 
 
これらの変異体の薬剤応答性を研究協力者である(公財)がん研究会・がん化学療法センター
の片山量平博士に支援を得て測定したところ、薬剤 3 種に対して結合親和性が低下すると予測
した変異体 3種のうち、実際に全ての薬剤の応答性が低下した変異体は 2種類であった。代表的
な変異体（変異体 A）に対する実験結果を図 2に示す。以上の実験結果より、本研究で開発した
予測プロトコールの計算精度は 67% (=2/3)と見積もられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ 薬剤濃度に依存したBa/F3 細胞の生存率のプロット。EML4-ALK 融合遺伝子を導入して
いないBa/F3 細胞の生存率を●で示した。一方、EML4-ALK（野生体、変異体）融合遺伝子を導入
した細胞の生存率をそれぞれ○、〇で示した。 
 
また、上記のシミュレーション手法を応用することで、PIK3CA, ALK, EGFR といったがん遺伝
子上の変異に起因するタンパク質活性異常あるいは薬剤耐性獲得の分子メカニズムを推定し、
論文発表に至った。また、タンパク質に対する薬剤の結合ポーズ・結合経路を推定するシミュレ
ーション手法、タンパク質変異による薬剤結合親和性の変化を直接的に計算する新たなシミュ
レーション手法、を開発して論文発表に至った。更に、非小細胞肺がん（NSCLC）における薬剤
耐性獲得メカニズムに関する総説を発表した。 
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