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研究成果の概要（和文）：rasがん遺伝子産物Rasは多くのがんにおいて活性化が認められることから、その機能
を阻害する抗癌剤（Ras阻害剤）の開発が切望されている。本研究では、特殊試料マウント法を利用したＸ線結
晶解析によりRasの新規ポケット構造を決定するとともに、Ras阻害剤のRasへの安定結合と作用発現の妨げとな
っているRasのポケット開閉運動のメカニズムを明らかにした。また、分子動力学計算の活用により開閉運動の
詳細を解析するとともに、特殊結晶化法を利用したRasと低分子化合物との結合メカニズムの解析を通じて、保
有するRas機能阻害剤の効率的な構造展開に向けた構造科学的盤情報を収集することができた。

研究成果の概要（英文）：ras proto-oncogene products Ras, is a member of small GTPases, which is 
frequently activated in a wide variety of human cancers, making them promising anti-cancer drug 
targets. In the present study, we determined the novel druggable pocket structure of Ras by 
Synchrotron X-ray crystallography utilizing Humid Air and Glue-coating (HAG) mounting method, which 
unveiled the molecular basis of conformational transition between the open and closed pocket 
structures. Molecular Dynamics simulation of the solved structures lead us to a reasonable agreement
 with experimental observations and the consequent scenarios on the transition. Further, crystal 
structure analysis of Ras/fragment-compound complex by cross-linking method gave us useful 
information on the structure-based design of Ras inhibitors.

研究分野：創薬科学

キーワード： 医薬分子設計　分子標的薬　がん　シグナル伝達
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
rasがん遺伝子産物 Rasは、低分子量 G蛋
白質であり、活性型である GTP 結合型
(Ras-GTP)と不活性型である GDP 結合型
(Ras-GDP)を行き来しながら細胞増殖・分化
のシグナル伝達を制御する分子スイッチと
して機能している。Ras には、アミノ酸配列
の類似したRap, R-RasやM-Rasなどの類縁体
が存在し、Ras ファミリーを形成している。
哺乳動物ではH-, N-, K-Rasの 3つのアイソフ
ォームが存在し、ヒトのがんにおいては、そ
のいずれかが突然変異（G12V 変異体など）
により常時活性化（細胞内で常時 GTP型）し
ている。がん細胞には、自身の生存自体をが
ん遺伝子（もしくはその変異体）に頼る性質
（がん遺伝子中毒）があり、がん細胞におい
てがん遺伝子もしくはその産物の機能を阻
害（抑制）すると、急速ながんの退縮が起こ
ることが知られている。グリベック（Bcr-Abl
阻害剤：白血病治療薬）をはじめとする、近
年開発された分子標的がん治療薬の多くは、
がん遺伝子中毒と密接に関連する遺伝子産
物を分子標的としている。同じくがん遺伝子
中毒の性質を示す Rasは、大腸がんや膵臓が
ん（難治性）など多くのがんにおいて極めて
高率に突然変異による活性化が認められる
ことから、その機能を特異的に阻害する物質
が開発されれば、多くのがんの治療が可能な
画期的な新薬の提供が実現できる。 
これまでの Ras機能阻害剤開発の流れとし
ては、1990年代の半ばから Rasの機能発現に
必須の翻訳後脂質修飾ファルネシル化を阻
害するファルネシル基転移阻害剤（FTIs）が
国内外の多数の製薬企業で開発された。しか
し、ファルネシル化が Ras特異的でないこと、
ファルネシル化阻害を回避し別の脂質修飾
（ゲラニルゲラニル化）により活性化される
Ras が存在することもあり、近年の米国等で
の臨床治験において、固形腫瘍については患
者への延命効果が認められないことから、開
発が頓挫している。また 2012年以降は、FTIs
とは異なるコンセプトでGenentech社、Abbott
社（Roche 社系列）などが、不活性型である
Ras-GDP に特異的に結合し、Ras とヌクレオ
チド交換因子 Sos との相互作用を介する
Ras-GTP（活性型）への変換を阻害する物質
の開発研究について論文発表（2012年, PNAS
等）しているが、がん細胞での活性は極めて
弱く、担がん動物モデルでの抗腫瘍活性は全
く評価されていない。このように、現在世界
的に見て、がん細胞内で優位な GTP結合型の
Ras に直接作用し、Ras の機能阻害活性を示
す有望な分子標的薬は皆無であり、創造的か
つ革新的な開発アイデアが切望されている。 
申請者らは背景研究で、これまで未解明であ
った Ras-GTPの分子表面上の薬剤結合ポケット
を、Rasの類縁蛋白質M-RasのＸ線結晶構造解
析（高輝度光科学研究センターと連携）を通じて、

世界に先駆けて解明（2005 年, JBC）した。この
ポケットに結合し Ras の機能を阻害する物質を
獲得するために、M-Ras のポケット構造情報に
基づくコンピュータドッキングシミュレーションと
生化学・細胞生物学的活性検証試験を駆使し
た独自の薬剤探索研究を行った結果、M-Rasの
みならず H-, K-, N-Rasの機能をも阻害すること
で培養がん細胞の増殖を抑え、担がんモデル
動物で市販の抗がん剤（ソラフェニブ：Ras
ではなく下流の Rafならびに上流のVEGF受
容体の阻害剤）に匹敵する強い腫瘍増殖抑制
作用を示す新規 Ras阻害物質（Kobe0065ファ
ミリー化合物）の同定に成功した（図１、2013
年 4月, PNAS,）。申請者らの背景研究は、Ras
機能阻害剤開発の歴史上の極めて重要なマ
イルストンとして Natureの姉妹誌（2013年 6
月 Nature Reviews Cancer）等にハイライトさ
れたが、8 年の研究期間を通じて、構造分類
上 2種類の Ras機能阻害物質の獲得、という
成果に留まった。 
 
２．研究の目的 
本研究では、構造バリエーション豊かな多数
の Ras機能阻害物質の創出を将来可能にする
ために、以下の構造科学的・計算科学的手法
を駆使して（図１①～③）、GTP 結合型 Ras
の構造ダイナミクスと活性制御機構に係る
創薬基盤情報を収集する。 

 
（１）ヒトのがんと直接関連のないM-Rasの
構造情報を利用した背景研究での結果を踏
まえ、より効率的な薬剤探索を実現するため
に、本研究では、特殊試料マウント法（HAG法）
を利用したＸ線結晶解析（高輝度光科学研究セ
ンターと共同）により、Ras のアイソフォームの
１つ H-Ras（野生型ならびに G12V 変異体）
の未解明の GTP 型における薬剤結合ポケッ
ト（不活性型ポケット）構造をまず決定する。
（２）背景研究（H-Ras、M-Rasならびにその変
異体を利用）では、GTP型のポケットには立体構
造遷移（ポケットの開閉運動）が存在し、この運
動が化合物のRasへの安定結合を妨げているこ
とを核磁気共鳴法（NMR）で確認している。よっ



てここでは、種々の溶液環境下での Ras の生化
学的活性評価と、（１）で決定した構造情報を利
用した分子動力学（MD; Molecular Dynamics）
法、フラグメント分子軌道（FMO; Fragment 
Molecular Orbital）法（システム情報学研究科と
共同）による計算を実施し、ポケットの開閉運動
がRasの活性に与える影響を原子レベルで詳細
に解析する。 
（３）また、保有化合物の将来の効率的な構造
展開を可能にするために、特殊結晶化法（クロス
リンク法）を利用して、溶液環境変化（温度, pH
など）に伴う Ras の構造変化を結晶中で解析す
るとともに、難溶性の Ras 結合性フラグメント（分
子量 200 未満の小分子化合物）を含めたより多
くの化合物と Ras との相互作用解析を可能にす
るシステムを構築する。 
 
３．研究の方法 
（１）HAG（Humid Air and Glue-coating  
mounting）法による H-Ras-GppNHpのＸ線
結晶構造解析：①pGEX-6Pベクターを用いて
大 腸 菌 で H-Ras(1-166aa) を
glutathione-S-transferase (GST)との融合蛋白質
として大量発現し、GST部分を切除後、陰イ
オンクロマトグラフィーで GDP 結合型とし
て高純度（95%以上）精製する。加水分解さ
れない GTP アナログである GppNHp を Ras
に付加し、濃縮（0.5mM）した後に蒸気拡散
法にて結晶化する。②ポロビニルアルコール
をマウント剤として使用し結晶をコーティ
ングした後、温度（クライオ条件あるいは室
温）・湿度（100%～80%）調節下でＸ線回折
実験（SPring-8: BL38）を行い、分子置換法に
よ り 分 子 モ デ ル を 構 築 す る 。
H-Ras(1-166aa)-GppNHp の結晶を用いた試験
的な実験では、クライオ条件下で 100%から
徐々に湿度を下げ、湿度 85%付近（低湿度）
で結晶の空間群ならびに格子定数が変化す
ると同時に Rasの構造が State 2から State 1
に大きく変化することが確認されている。よ
って、結晶にかかる応力と構造変化との関係
を解析するために、湿度条件をこの付近で細
かく設定した上で複数の回折データを回収
し分子モデルを構築する。③②で得られた
State 1ならびにState 2の立体構造座標を用い
て、分子内の水素結合、イオン結合、疎水性
相互作用などの分子内相互作用のネットワ
ークを解析する。特に、ポケット構造が近い
２つの Switch 領域（Switch I: 32-38aa, switch 
II: 60-75aa）ならびに GTP （GppNHp）結合
領域については、Rasの内因性の GTP加水分
解能と関連する水分子ならびに水分子を介
する水素結合のネットワークを詳細に解析
し、複数のスナップショット由来の構造情報
を用いて、ポケットの開閉運動メカニズムを
結晶学的に解析する。 

（２）MD計算によるポケット開閉運動のメ
カニズムの解析と開閉運動が Ras の生化学
活性に与える影響の評価： H-Ras-GppNHp
の複数の結晶構造情報（State 1, State 2ならび
にその中間体）を用いて、分子動力学（MD）
計算により、それぞれの State 構造の安定性
を調べる。また、ポケット開閉に関しては、
始状態と終状態を結ぶ運動方向にドライビ
ングフォースをかけることで計算時間を大
幅に短縮したMD計算を行って、開閉の分子
メカニズムを検討する。その際、Ras 周辺の
水分子やイオンとの相互作用の影響に関し
ても詳しく調べる。さらに、下記②と関連し
て、圧力を付加した場合のMDシミュレーシ
ョンも行う。 
（３）クロスリンク結晶を用いたポケット開
閉運動のメカニズムの解析と Ras 結合性小
フラグメントの結合メカニズムの解析： ①
H-Ras-GppNHpの結晶に、クロスリンク剤（グ
ルタルアルデヒド）を添加し、結晶中で Ras
をポリマー化した後、種々の結晶溶液条件下
（pH, 温度、塩濃度の変化）でＸ線回折実験
を行い、複数の立体構造情報を回収する。結
晶溶液変化に伴う、Ras の分子内相互作用の
変化を詳細に解析し、Ras の生化学活性に影
響を与えうる構造情報を抽出する。②分子量
200 未満の低分子化合物（小フラグメント）
を購入し、クロスリンク法にて補強した Ras
の結晶に高濃度でソーキング（溶剤としては
10%～50%DMSOを使用）して Rasと Ras結
合性小フラグメントとの複合体結晶を作成
し、Ｘ線結晶解析により立体構造を決定する。
構造の異なる 2～3 種類の小フラグメントの
同時ソーキングも実施し、結晶構造中で小フ
ラグメントの結合が確認された場合には、保
有する Ras機能阻害物質の構造展開に利用す
る。Ｘ線結晶解析による小フラグメントの結
合確認が困難な場合には、多次元 NMR（水
素核及び 15N核）測定による結合解析に切り
替え、複合体の構造モデルを予測し、保有化
合物の構造展開に利用する。 
 
４．研究成果 
（１）HAG（Humid Air and Glue-coating  
mounting）法による H-Ras-GppNHpのＸ線
結晶構造解析と State 遷移メカニズムの解
析： 
① 大 腸 菌 で 発 現 ・ 高 純 度 精 製 し た
H-Ras(1-166aa)を蒸気拡散法により結晶化し
た。放射光（SPring-8）によるＸ線回折実験
の結果、1.56 Å の分解能で空間群が R32
の結晶構造が得られた。分子内の水素結合ネ
ットワークの詳細な解析の結果、２つの
Switch 領域に存在する重要な２残基（Yyr32, 
Gln61）がいずれもグアニンヌクレオチド
GppNHpと直接あるいは水分子を介する水素
結合をしていたことから、構造のカテゴリー



としては State 2に属するものの、GppNHpと
各残基との結合様式が既知の State 2（PDB ID: 
3K8Y, 3V4F）とは異なる新規 State 2 構造
（PDB ID: 5B2Z=後述 Z64A）であり、構造的
特徴からは State 1と State 2との中間体構造
であることが示唆された。 
②①で得られた State 2 中間体の結晶につい
て、クライオ条件下で 100%から徐々に湿度
を下げたところ、湿度 87.95%（低湿度）で結
晶の格子定数が変化することが確認された
（図２）。 
＜図２＞ 

分子内の水素結合ネットワークの詳細な解
析の結果、HAG 法で得られた結晶構造は、
Switch I の Tyr32 の側鎖が外側に反転するこ
とで Thr35とGppNHpとの水素結合が解離し、
その結果として Switch Ｉループが外側に反
転することにより（図３、緑色のモデル）
Switch Iと Switch IIとの間に 8.91 × 105 Å3 
～ 8.86 × 105 Å3の大きさのポケットが出現
する新規 State 1 構造（PDB ID: 5B30=後述
Z62A、図４_右端のモデル：黄色が Switch I, 
緑色が Switch II）であることが確認された。 
＜図３＞ 

＜図４＞ 

また、Switch Iの反転運動は、Rasによる GTP
の加水分解において重要な役割を果たす２
つの水分子（機能水）WAT175, WAT189の出
現と消失に伴う Gln61（Switch II）, Tyr32

（Switch I)と当該水分子との水素結合ならび
に、２残基と GppNHpとの直接あるいは当該
水分子を介する間接的な相互作用の変化が、
２つの Switch 領域の開閉運動に大きく影響
し、結果として、分子表面におけるポケット
構造の出現と消失を制御していることが明
らかになった（図５、図６）。 
＜図５＞ 

③一連の構造解析の結果、State 2から State 1
への分子表面のポケット出現（構造遷移）の
パスとしては、図６に示されるスキームの可
能性が高いと考えられた。まず、Switch IIに
隣接するα３へリックス内に存在するGln96, 
Gln99の側鎖の反転運動（図６B）がきっかけ
となり、Switch IIのα2へリックスのアミノ
末端側に位置するループ内の Gln61, Glu64な
どの残基の位置変化（図６Ｃ）が起こる。そ
の結果、Switch II内の隣接残基 Gly60の位置
変化が起こるが、この変化は、GppNHpの位
置変化を誘発し図６D）、Thr35 を介する
Switch Iと GppNHpとの相互作用を切断する
結果、Switch I ループの外側反転を引き起こ
し（図６Ｅ，Ｆ）、最終的に２つの Switch 領
域の間にポケットの出現に至ると考えられ
た。 
＜図６＞ 

 
（２）MD計算によるポケット開閉運動のメ
カニズムの解析と開閉運動が Ras の生化学
活性に与える影響の評価： 
① GTPと結合したH-RasのState 1/State 2
間の構造遷移を、ターゲット（目標構造）を
設定する PaCS-MD 法を用いて解析した。
State 1（Z62A）からスタートして State 2



（Z64A）を目標とした MD 計算において、
いきなり State 2を目指すのではなく、まず
は TS（遷移状態=中間）構造（Z61A）を目
標とし、次に State 2を目標とする、という
2 段階のシミュレーションを行うことで、
Z62A→Z61A→Z64A の遷移過程を初めて再
現することができた（H27年度）。H26年度
のシミュレーションでは、途中で Switch II
が過剰に閉じすぎることで Switch I の構造
変化を阻害していたが、H27年度のシミュレ
ーションにおいては、Switch Iが閉じる際に
Switch IIがわずかに開くことで、State 2へ
の遷移が初めて可能となった（図７）。H28
年度は、逆向き（State 2→State 1）の
Z64A→Z62AのPaCS-MDシミュレーション
を試み、この場合も Switch II は目標構造
（State 1）に近づいたが、Switch Iがうまく
開かなかった。但し、T35A変異体では、State 
2から State 1への遷移を確認することがで
きた。また、以上の構造変化のMDトラジェ
クトリーを詳しく調べることで、遷移がどの
ような分子機序で進行するかを解析し、Sci. 
Rep.誌に発表した構造遷移のシナリオ（雑誌
論文②）との比較を行った。 
<図７＞_State 1から State 2への遷移トラ
ジェクトリーを dY (Tyr64-GTP 距離)と dT 
(Thr35-GTP 距離)を２つの反応座標として
プロットしたもの。 

 
② State 1 から State 2 へ遷移する上記の
MDシミュレーションの結果を用いて、構造
変化に伴う、Ras周囲の水分子を含む水素結
合ネットワークに対するエントロピーの動
的変化の解析も行った。状態変化をモニター
する特徴量として、State-transition-based 
local network entropy（SNE）を定義し、構
造遷移にとって重要な水素結合をノードと
する反応ネットワークのダイナミクスを解
析した。State 2 への遷移が完成した場合と
完成しなかった場合の両方の計算を行い、水
素結合間の相互情報量とともに、SNEも構造
変化に伴って動的に変化して相転移的な振
舞いを記述することができることが確認で
きた（図８）。 
＜図８＞_State 1から State 2への遷移に伴う
SNEの経時変化。番号は各ノード中心のネッ

トワークからの寄与を表わす。遷移状態に対
応する黄色帯の時間領域で SNEは減少する。 

 
（３）クロスリンク結晶を用いたポケット開
閉運動のメカニズムの解析と Ras 結合性小
フラグメントの結合メカニズムの解析： 
前述の（１）の研究により、H-Ras(1-166aa) 
の R32結晶については、HAG法を用いた湿
度調整で State 2から State 1への構造遷移
が起きることを示してきた（H26 年度）。
H27度は、この遷移原因を構造に基づいて詳
細に検討したところ、HAG 法を用いなくて
も溶液条件の変化、特に pHや添加する金属
イオンの種類や濃度によって、２つの State
間での構造遷移が促進あるいは阻害される
ことを示唆するデータが得られた。この結果
を踏まえて、溶液中での構造遷移の実現に向
け遷移条件を詳細に検討したところ、pH の
上昇により構造遷移が起こること、また、Ras
分子中に存在するマグネシウムイオンと結
晶中に存在するカルシウムイオンの濃度変
化により、構造遷移が促進あるいは阻害され
ることが明らかになった。さらに、グルタル
アルデヒドを用いた結晶の架橋により、遷移
時に生じやすい結晶性の悪化を若干抑えら
れることも判明した。この架橋処理を行った
結晶を用いて、低分子化合物（小フラグメン
ト）の浸漬実験を行ったところ、一部につい
て結合が確認されたが、架橋によって一部の
薬剤結合ポケットが塞がれている様子も同
時に観察された。動的構造変化については、
Ras微小結晶に対して高輝度放射光ビームラ
インを用いたシリアル回折実験を試み、今後
の解析に有望な結晶試料の調製ができた。 
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