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研究成果の概要（和文）：タンパク質と薬剤の結合構造や親和性を高精度で予測する方法を開発した。本法は、
高い構造探索能力を有するマルチカノニカル分子動力学シミュレーションによる複合体構造探索と、アンブレラ
サンプリングによる親和性予測から成る。本法をノイラミニダーゼとタミフル、βセクレターゼとその中分子阻
害薬、抗体薬ソラネズマブとアミロイドβペプチドの系に適用し、方法論の妥当性を評価した。全ての系におい
て、マルチカノニカルMDによる構造予測は成功し、また、予測構造から出発して結合/解離経路を求めることが
できた。この経路上でアンブレラサンプリングを行ったところ、得られた結合自由エネルギーは実験値を良好に
再現した。

研究成果の概要（英文）：The author has developed methods to predict the binding structure between 
proteins and drugs and to accurately calculate the binding affinity between them. These methods 
consist of multicanonical molecular dynamics simulation with a high sampling efficiency for the 
complex structure prediction and of umbrella sampling for the affinity prediction. To validate these
 methods, the author applied them to the systems, neuraminidase-tamiflu, β-secretase-mid-sized 
drug, antibody drug of solanezmab-amyloid β peptide. In all of the systems, the author succeeded in
 accurately generating the binding structures and association/dissociation path starting from the 
binding structures. The umbrella sampling along these path successfully reproduced the 
experimentally-obtained binding free energy.

研究分野： 生物物理学

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　構造予測

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
創薬の現場で用いられてきたタンパク質と薬剤の複合体構造や親和性の予測法は、その精度に問題である。本申
請で開発した方法は、最先端のシミュレーション技術を適用し、タンパク質と薬剤の結合構造や親和性を高精度
で予測可能である。本研究の対象は、インフルエンザウイルスの酵素ノイラミニダーゼとタミフル、アルツハイ
マー型認知症の原因として考えられているアミロイドβペプチドの生成に関わる酵素βセクレターゼとその中分
子阻害剤、アミロイドβペプチドと高い親和性を持つ抗体薬ソラネズマブとアミロイドβペプチドであり、本法
が感染症や認知症関連の薬剤の開発に役立つものと期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－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 Guided Drug Design, SGDD)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、AIDS や慢性骨髄性白血病、
肺ガン、インフルエンザ等の治療薬が製品化され始めた。ところが SGDDで用いられている手法
には、（１）ターゲットタンパク質と薬剤の候補となるリガンドを剛体ドッキングの手法で取り
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、天然の複合体構造を
発生させることは極めて困難である探索空間の問題や、（２）静電相互作用や溶媒和エネルギー、
形状の一致度などの経験的なパラメータをスコアとして候補構造をランキングするため、ドッ
キング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
らない評価関数の精度が低い問題、（３）抗体薬などの巨大分子の配座生成とドッキングは自由
度が大きすぎるためリガンドの大きさに制限がある問題がある。 
 申請者らは、これまで、Non-Newtonian 分子動力学法の一種であるマルチカノニカル分子動
力学(molecular dynamics, MD)法による分子構造探索手法を用い、対象とする温度領域におけ
る正確なアンサンブルを作ることによって、エントロピーを含めた自由エネルギーを高い精度
で得る手法を、ペプチドのフォールディングやタンパク質-リガンド間のドッキング研究に適用
してきた[N. Kamiya et al. Protein Sci. 261, 470-489 (2002); N. Kamiya et al. Proteins 
70, 41-53 (2008)]。特筆すべきは、これらの研究から得られた自由エネルギー最安定構造が、
ペプチドやタンパク質-低分子リガンド複合体の天然構造と一致していた点である。即ち、ドッ
キング研究に関しては、自由エネルギーによるスコアを用いれば、従来のドッキング手法に比
べ高精度の複合体予測が可能となる。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、タンパク質-薬剤複合体の構造や親和性を高速かつ高精度で予測する効率的な
計算方法を開発することに加えて、実験では観測不可能な薬剤のタンパク質への結合過程を予
測する方法を開発することである。本法では、エネルギー空間（または温度空間）をランダム
ウオークすることで広い分子構造空間を探索することが可能なマルチカノニカル MD 法やあら
かじめ定められた反応座標に沿って高精度に自由エネルギー計算が可能な Umbrella Sampling
法（以後 US法と略す）をタンパク質と薬剤のドッキングシミュレーションや親和性予測に適用
する。US法は、アンブレラポテンシャルと呼ばれる調和ポテンシャルによって構造をローカル
な領域に拘束しその領域内を詳細に探索する方法である。タンパク質のリガンド結合部位と溶
媒領域の間を結ぶ経路をあらかじめマルチカノニカル MD で反応座標として決定し、この反応座
標に沿って USを実施すれば、結合状態と解離状態の平均力の差から結合自由エネルギーが得ら
れる。 
 計算対象として、インフルエンザウイルスの酵素であるノイラミニダーゼとこれを阻害する
薬剤タミフル、アルツハイマー型認知症の原因として考えられているペプチド（アミロイドβ
ペプチド）の生成に関わる酵素であるβセクレターゼとその中分子阻害剤 3MR、アミロイドβ
ペプチドと高い親和性を持つ抗体薬ソラネズマブとアミロイドβペプチドを扱う。これらの中
で、認知症に関しては有力な治療薬がこれまで見つかっていないため、迅速な開発が望まれて
いる。 

本法から得られた反応座標に沿ったタンパク質や薬剤の構造と自由エネルギーから、ターゲ
ットタンパク質の薬剤認識過程における作用機序を原子レベルで理解する。本研究により従来
の結合状態構造のみに注目した薬剤デザインから、結合過程を考慮した薬剤デザインが可能と
なり創薬の幅が大きく広がることが期待される。 
 

３．研究の方法 

(1)ノイラミニダーゼとタミフルのマルチカノニカル MD シミュレーション 
マルチカノニカル MD の計算コスト
を低減するために、ノイラミニダー
ゼのリガンド結合ポケットからバ
ルク領域に円柱を生成し、円柱内に
リガンドの重心が存在するように
リガンドを拘束した（図１）。ここ
で、リガンドの重心が円柱の外部に
出た際に円柱内に戻す力をかける
ことで、拘束した。リガンドの初期
構造は、タンパク質と十分離れたバ
ルク領域とした。最小温度、最大温
度をそれぞれ、280 K, 700 K に設定
した。 
 
(2) βセクレターゼと3MRのマルチ
カノニカル MDシミュレーション 
マルチカノニカル MDの計算コストを低減するために、ノイラミニダーゼ計算と同様な円柱（半

 

図１ ノイラミニダーゼ-タミフルの計算系 

ノイラミニダーゼをリボン、タミフルをスティックモデルで示す。

天然構造を緑、初期構造を紫で、円柱（半径４Å）とその中心軸

を図中に示す。 



径４Å）を生成し、円柱内にリガンドの重心が存在するようにリガンドを拘束した。USシミュ
レーションに使用するため、得られた構造をクラスタリングし、代表構造として１０個を抽出
した。これらの構造の精密化を行うため、100 ns の温度一定のシミュレーション（カノニカル
MD シミュレーション）を 300 K で実施した。 
 
(3) βセクレターゼと 3MRの US シミュレーション 
各初期構造において、常温 300 K で 100 ns の USシミュレーションを行った。各シミュレーシ
ョンの初期構造は、マルチカノニカル MD のトラジェクトリから抽出した。Grossfield のプロ
グラム WHAM によって解析し、自由エネルギープロファイルを得た。自由エネルギープロファイ
ルの結合状態と非結合状態の自由エネルギー差から結合自由エネルギーを計算した。 
 
(4) 抗体薬ソラネズマブとアミロイドβペプチドのマルチカノニカル MD シミュレーション 
ア ミ ロ イ ド β ペ プ チ ド は 、 全 長 （ ４ ２ 残 基 ） の ペ プ チ ド 断 片
（Lys16-Leu17-Val18-Phe19-Phe20-Ala21-Glu22-Asp23-Val24-Gly25-Ser26）が結合している。
抗体薬へのドッキングには、このペプチド断片を用いた。マルチカノニカル MDの計算コストを
低減するために、ノイラミニダーゼ計算と同様な円柱（半径４Å）を生成し、円柱内にリガン
ドの重心が存在するようにリガンドを拘束した。得られた常温の構造をクラスタリングし、代
表構造として１０個を抽出した。 
 
(5) 抗体薬ソラネズマブとアミロイドβペプチドの US シミュレーション 
３と同様に Grossfield のプログラムによって解析し、自由エネルギープロファイルを得た。 
 
(6)全長のアミロイドβペプチドが抗体薬ソラネズマブに結合したモデル 
マルチカノニカル MDの代表構造を精密化することで得られた１０個の精密化代表構造の中で、
２個の安定構造を選択し、これらに結合している１１残基のペプチド断片を伸ばすことで全長
４２残基の結合モデルを作成した。 
 
４．研究成果 
(1)ノイラミニダーゼとタミフルのマルチカノニカル MD シミュレーション 
代表著者らが開発したマルチカノニカル MD に
よるドッキングステーション法の妥当性を検証
するため、複合体構造が解かれている低分子薬
剤のタミフルとノイラミニダーゼのシミュレー
ションを実施し、複合体構造が計算によって再
現するかどうかを試した。マルチカノニカル MD
によって得られた、常温の自由エネルギー地形
は、マルチカノニカル MDトラジェクトリを主成
分分析(Principal component analysis, PCA)
し、得られた結果を第１主成分軸(PC1), 第２主
成分軸(PC2)に射影することで、作成した。構造
の分布は、対角線に帯状に広がりがあり、空間
全体には及んでいない。これは、あらかじめ、
シリンダーでリガンドの空間を拘束した（図１）
ためである。平均力ポテンシャル（Potential of 
mean force, PMF）の最小点が、天然構造の分布
位置と一致している。この結果は、シミュレー
ションから得られた自由エネルギー最小点が天
然構造の分布位置と一致することを意味する。
従って、マルチカノニカル MD でドッキングシミ
ュレーションを行い、系の自由エネルギー地形
を評価すれば、天然の複合体構造を正確に予測
できることが示された。 
 
(2)βセクレターゼと 3MR のマルチカノニカル
MD シミュレーション 
低分子のタミフルでは複合体構造を再現するこ
とができたが、構造自由度が高いため、より難
易度の高い、中分子薬剤 3MR と大きな薬剤結合
部位を持つ酵素βセクレターゼを対象として、
複合体構造が計算によって再現するかどうかを
検証した。図 2にマルチカノニカル MD によって
得られた、常温の自由エネルギー地形を示す。PMF の安定領域（PMF < 5 kcal/mol）は単一の
大きな領域から構成されている（図２A）。常温の構造アンサンブルをクラスタリングし１０個

 

図 2 βセクレターゼと薬剤 3MR の 300 K における

自由エネルギー地形 

A 主成分分析(PCA)で構造分類し、第１主成分軸

(PC1), 第２主成分軸(PC2)に平均力ポテンシャル

(PMF)を描画した。天然構造の場所を X印で示す。 

B 常温の構造アンサンブルをクラスタリングし、10

個の代表構造を地形上に射影した。 



の代表構造を抽出すると（図２B）、全ての構造は安定領域に分布している。自由エネルギーが
安定な構造から順に１から番号付けすると、天然構造の分布位置は構造５と一致している（図
２）。また、最安定な構造（構造１）に近い。これらの結果は、シミュレーションから得られた
自由エネルギー最小点が天然構造の分布位置と近接することを意味する。構造１を詳細に解析
するため構造の R 値を計算した。ここで、R 値は天然構造のタンパク質と薬剤のコンタクトの
保持率で、天然構造では 1, 完全にリガンドが解離した構造では 0 である。構造１の R 値は、
0.918 となり、天然構造のコンタクトの大部分が保存されていた。 

クラスタリングにより抽出した１０個の構造安定性を評価するために、それぞれの構造を初
期構造として、常温（300 K）と高温（400 K）のカノニカル MD シミュレーションを実施した。
初期構造を参照構造とした R 値を解析したところ、構造１が常温と高温のシミュレーションの
両方で 0.9程度の大きな R値を持つことが分かった（R=0.932 at 300 K; R=0.897 at 400 K）。
構造１の常温のシミュレーションにおいて、天然構造との root-mean-square deviation (rmsd)
を解析すると 1.23 Åとなり、天然構造に極めて近いことが明らかになった。マルチカノニカ
ル MD では、シリンダーの拘束をリガンドにかけていて、今回の中分子薬剤のシミュレーション
ではシリンダーの半径４Åが小さすぎたために、薬剤が安定な場所に結合できないことが判明
した。マルチカノニカル MD 後の安定性の評価の MDでは全ての拘束をかけていないため、中分
子薬剤が安定な場所に結合できたと解釈できる。従って、マルチカノニカル MDでドッキングシ
ミュレーションを行い、系の自由エネルギー地形を評価すれば天然の複合体構造を正確に予測
できるが、その後に構造安定性の評価を実施すれば更に計算精度が向上することが示された。 
 
(3)βセクレターゼと 3MR の US シミュレーション 
代表者らが開発したマルチカノニカル MD から
得られた薬剤の結合経路に沿った US シミュレ
ーションを検証するため、親和性の実験値が得
られているβセクレターゼと 3MR の系に適用し、
親和性の計算を実施した。マルチカノニカル MD
で結合状態や解離状態、中間状態を全て探索済
みなので、マルチカノニカル MD トラジェクトリ
を利用する。結合状態（構造１のリファイン後
の構造）から始めて、λ軸に沿ってリガンドの
重心を解析し、構造の類似性から抽出した。構
造の類似性は、上で用いた R 値で測定した。 
 図 3 にβセクレターゼと薬剤の常温における
自由エネルギープロファイルを示す。λ’が約
5Åで PMFが約 13 kcal/mol 上昇し、その後、定
常状態に到達する。薬剤とタンパク質のコンタ
クトが消滅し始める状態（約 20Å）でわずかに
PMFが上昇し、完全に解離した状態（> 約 25Å）
で完全にプラトーになる。このプロファイルか
ら結合状態と解離状態の自由エネルギー差は、
-16.43 kcal/mol となる。実験値と比較するた
めには、結合状態の体積の補正が必要で、これを算出すると、-5.09 kcal/mol となる。結果と
して、標準結合自由エネルギーは、-16.43-(-5.09) = -11.34 kcal/mol となり、実験値-10.92 
kcal/mol を非常によく一致した。以上から代表者らが開発した US シミュレーション法は、結
合自由エネルギーを高精度で求めるために有用であると結論した。 
 
(4)抗体薬ソラネズマブとアミロイドβペプチドのマルチカノニカル MD シミュレーション 
１１残基のアミロイドβペプチドと大きな抗原結合部位を持つ抗体薬ソラネズマブを対象とし
て、複合体構造が計算によって再現するかどうかを検証した。ペプチドとソラネズマブ、水、
イオンから成る系のマルチカノニカル MDを実行した。天然構造が自由エネルギー最小領域（構
造１：PMF=0.04 kcal/mol）に分布し、PMFによって評価することで、複合体構造を正確に予測
できることが明らかになった。また、自由エネルギーが二番目に安定な構造（構造２：PMF=0.36 
kcal/mol）においてもペプチドの N 末端が構造１と類似な結合様式を取っていた。構造２の C
末端は、ソラネズマブの溝に入っており、安定な構造を取っていた。 
 
(5)抗体薬ソラネズマブとアミロイドβペプチドの US シミュレーション 
マルチカノニカル MDから得られた薬剤の結合経路に沿った US シミュレーションを構造自由度
が高くより難易度の高い、１１残基のアミロイドβペプチドと抗体薬ソラネズマブ親和性の計
算に適用した。自由エネルギー最小領域に分布した構造１と構造２をそれぞれの初期構造とし
て、マルチカノニカル MD トラジェクトリから抽出することで、US シミュレーションに用いる
解離経路を求めた。これらの経路に沿った US 法による自由エネルギー計算を実施した。結合自
由エネルギーは、両者共に約 20 kcal/mol であり、実験で報告されているピコ Mオーダーの強
い親和性があることが示され、実験値を良く再現することが確かめられた。 

図 3βセクレターゼと薬剤 3MRの 300 Kにおける自

由エネルギープロファイル 

結合状態を 0とするために反応座標λをスライドし、

改めてλ’として表記した。結合構造、中間構造、解

離構造を図中に示す。 

 



 
(6)全長のアミロイドβペプチドが抗体薬ソラネズマブに結合したモデル 
自由エネルギー最小領域に分布した２構造をそれぞれの初期構造として、全長のアミロイドβ
ペプチド（４２アミノ酸残基）が結合したモデルを作成した。作成した構造をカノニカル MD
シミュレーションにより精密化し、最終構造を得た。得られた２種類のモデルから、アミロイ
ドβペプチド C末端側はフレキシブルな状態で N末端側が抗体と強く結合することが明らかに
なった。 
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