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研究成果の概要（和文）：次世代の創薬分子として注目されている特殊環状ペプチドを用いた中分子創薬を加速
するため、そのボトルネックとなっていた細胞膜の透過性、および血漿タンパク質結合率の計算機予測を行うた
めの基盤的手法を開発した。
細胞膜透過性予測においては、大規模な分子動力学シミュレーション(REUS)による予測と、2次元および3次元記
述子からの機械学習による予測の二つの手法を開発した。前者は6～8残基では充分な精度を達成しており、後者
と組み合わせることでさらなる精度向上が期待できる。
血漿タンパク質結合率予測においては、2次元および3次元記述子を用いた機械学習の手法を開発した。深層学習
を用いた方法が最も高い精度を示した。

研究成果の概要（英文）：In order to accelerate "middle-molecule" drug discovery using cyclic 
peptides, which are attracting attention as next-generation drug discovery techniques, we studied 
computational methods for predicting cell membrane permeability and plasma protein binding rate of 
cyclic peptides. 
For membrane permeability prediction two different approaches have been developed: 1) machine 
learning method based on the 2-D and 3-D chemical descriptors, and 2) large-scale molecular dynamics
 simulation. The former is accurate as long as training data can be collected sufficiently. The 
latter requires huge computational resource but is expected to be more robust and versatile.
For plasma protein binding prediction, we developed a machine learning method using the 2-D and 3-D 
descriptors, and a method using deep learning showed high prediction accuracy.

研究分野：バイオインフォマティクス

キーワード： 生命生体情報学　環状ペプチド　中分子創薬　膜透過性　血漿タンパク質結合率　分子動力学法　機械
学習　深層学習
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研究成果の学術的意義や社会的意義
低分子化合物に基づく伝統的な創薬が徐々に限界を迎える中、抗体を用いた抗体創薬が大きな成果を挙げつつあ
るが、細胞を用いて生成する抗体は製造コストの高さや膜透過性が無いことという欠点がある。環状ペプチド
は、両者の中間の大きさを持つ中分子であり、比較的低コストで高い薬効が期待される。ところが、細胞膜の透
過性を持つものが設計しにくいこと、および血漿タンパク質結合率が有効な範囲にならない場合があることか
ら、薬効があっても薬剤として使えない場合が多かった。本研究では、計算機で迅速にこれらを予測する技術を
開発した。中分子創薬の設計現場で利用することで、設計の効率を飛躍的に高めることが可能になると期待され
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、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 

低分子化合物の合成展開を基本とする従来の手法に対して、中分子ペプチドを用いる新しい医薬品開発
手法が、創薬分野で大きな注目を集めている。なかでも、ペプチド鎖の主鎖が環構造を形成する環状ペプ
チドは、その分子量や物理化学的な諸性質により低分子医薬と抗体医薬の両者の利点を併せ持つことが多
く、例えばシクロスポリン等の天然由来環状ペプチドが医薬品として上市するなど、医薬品開発のトレン
ドの一つとなっている。 
 特に、東京大学の菅裕明教授が独自に開発した特殊環状ペプチドを用いた創薬手法は、天然アミノ酸で
はなく様々に修飾された残基を用いることにより体内での十分な安定性が確保できる利点を持つとともに、
現在では PDPS (Peptide Display Platform System)等と呼称されている高速なスクリーニング系の開発と組み
合わせられてきた事により、標的タンパク質に結合するヒット分子を得るまでに数週間程度の期間しか要
さないといわれている。数か月から年単位を要していた、従来の試行錯誤的な化合物合成展開とは全く異
なる、きわめて革新的な創薬プラットフォームに成長している。このプラットフォームを通じて得られた
環状ペプチド分子は、単独での立体構造あるいは標的への結合時の立体構造を分析して、従来の低分子技
術で模倣 (mimic) するアプローチも可能であるし、得られたペプチド分子の体内動態を調整した上で、そ
のまま経口または静脈注射による薬剤として使用するアプローチを検討することもできる。 
 本研究は、このように国際的にきわめて注目されている環状ペプチド創薬技術において、実験の代わり
に計算でヒット化合物を予測する試みでもなければ、ヒット確率を上げる試みでもない。上述のスクリー
ニング系は、in vitro な評価においては既に圧倒的性能を誇っている。ところが、得られた候補ペプチド群
を in vivo 実験のステップに進める際に、2 つの大きな問題点が発生している。本研究は、これらの 2 つの
大きな問題点の解消に貢献することを目指している。 
 環状ペプチドに関する第一の問題点は、アミノ酸配列が 1 残基変化するだけでも、ヒト細胞膜の透過性
が極端に変化する場合が多く、予めその推定ができていない点である。膜透過性が低ければ、薬剤が細胞
内標的まで到達し得ない問題のみならず、in vivo での薬効や毒性の試験自体が遂行できず、開発のための
さらなる最適化が進められない。しかも上述のスクリーニング系で釣れてくる、標的との強い結合性を持
つ環状ペプチドのうちの大部分が細胞膜透過性を持たないことが知られている。これは、薬効や選択性を
高めるためには残基数の多い（例えば 10 残基を越えるような）大型の環状ペプチドが有利であるのに対し
て、大型のペプチドは当然に膜透過をしにくくなることにも関係している。薬効や選択性が高い範囲でも、
細胞膜透過性が確保できる場合が充分に存在するだろうことは予想されており、環状ペプチド創薬の可能
性は全く低下してはいないものの、膜透過性を得られる確率が低いという事実そのものが、開発過程での
各種作業の効率上の問題を引き起こしているのである。そこで、計算的手法により、実用に耐える精度で
ヒト細胞膜の透過性を予測できれば、in vivo 実験に送る候補配列を効率的に限定することが可能となる。 
膜透過性を予測するソフトウェアは、低分子化合物を対象としては何例か開発されているものの、中分

子の規模を扱えるように設計されておらず全く予測性能が得られない。また、ペプチドは主鎖構造が（プ
ロリン以外では）一様であるという利点をアルゴリズム側で活かせていない。このように環状ペプチドの
膜透過性の計算機予測は興味深い問題であるにも関わらず、先行研究がなく、学術的にも独自性が高い。 
環状ペプチドに関する第二の問題点は、ヒトや実験動物であるマウスの体内における血漿タンパク質結

合（Plasma Protein Binding; PPB）に関する事象である。従来の低分子創薬では、候補化合物が血漿中のタン
パク質（アルブミン等）と結合し過ぎることから、血中での有効濃度が保てないことが問題になることが
多かった。ところが逆に、環状ペプチド創薬では、タンパク質結合率が薬剤として適切な数値の範囲より
も低くて、ペプチドが血中で多く遊離しているために、肝代謝や腎排泄などにより時間経過とともに急激
に血中濃度が低下する問題が起きる。そこで、計算的手法により、実用に耐え得る精度で血漿タンパク質
結合率を予測できれば、in vivo での薬理効果や動態の実験を行うのに適した候補分子だけを効率的に選び
出すことが可能となる。環状ペプチドの血漿タンパク質結合率予測については先行研究がなく、学術的に
も独自性が高い。 
 

２．研究の目的 

本研究では、環状ペプチドを用いた中分子創薬の支援を目的とし、環状ペプチド創薬の開発で現在懸案
となっている上述の 2 つの問題点（膜透過性予測、血漿タンパク質結合率予測）を解決するための新しい
計算機予測手法を開発することを目的とした。特に、分子動力学シミュレーションを用いた演繹的手法と、
既存の実験データからの機械学習による帰納的手法を柔軟に組み合わせることで、より実用的な予測手法
を確立することを目指した。 
 

３．研究の方法 

３．１ 環状ペプチドの細胞膜透過性予測 

(1) 分子動力学シミュレーションによる細胞膜透過性予測 
 環状ペプチドの細胞膜透過性は、PAMPA 等の人工膜アッセイ、Caco-2、MDCK 等の細胞アッセイ、EPSA
等の代替実験値によって評価されているが、異なる実験系から得られたデータ間の比較や、それらのデー
タを混合して機械学習の教師データとして用いることはきわめて難しい。しかし単独の実験から得られて
いるデータは当研究の開始時点ではごく少数であったため、機械学習の利用はかなり困難であろうと判断
した。そのため、分子動力学シミュレーション (Molecular Dynamics simulation) によってペプチドが膜を通
過するトラジェクトリを生成し、そこから膜を通過するのに必要なエネルギーである Potential Mean Force 
(PMF) を計算することで、直接的に膜透過係数を推定することを主に目指した。しかしながら、環状ペプ
チドの膜透過現象はミリ秒～数十ミリ秒のスケールで起きている比較的長時間スケールの現象であり、フ
ェムト秒単位の現象の再現を積み重ねていく単純な分子動力学シミュレーション法の適用では、たとえ国
家を代表するような最上位スパコンや、Anton2 のような分子動力学法専用マシンを利用した場合であって
すら、細胞膜の通過を直接的に再現することは困難である。そこで、本研究では、経時的な膜透過現象の
再現を単純に行うのではなく、拡張サンプリング法によって環状ペプチドが膜透過しやすいバイアスをか
けたシミュレーションを実施し、さらに Umbrella Sampling 法に基づいて PMF の推定を実施した（図 1）。 
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図 1 分子動力学シミュレーションによる細胞膜透過予測。（左）概要図、（右）PMF の例。 

 

実際の膜透過係数値 P の推定においては、以下の Inhomogeneous-solubility diffusion model (Marrink & 
Berendsen, J Phys Chem 1994) を採用した。 
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シミュレーション計算環境は、当初は東京工業大学の TSUBAME 3.0 スーパーコンピューター上に構築
していたが、研究期間の後半ではさらに性能が高い産業技術総合研究所 ABCI スーパーコンピューターが
稼働を開始したため、これらを併用して利用した。 
 

(2) 機械学習による細胞膜透過性予測 
 一方で、研究期間中に機械学習の利用も鋭意検討した。当初は、Hewitt らの 22 ペプチドの実験値の報告
（Hewitt, et al. J Am Chem Soc 2014）程度しか既知の実験情報が得られていなかったため、機械学習アプロ
ーチの利用は難しいと考えていたのだが、研究期間内での文献調査により、比較的小規模な残基数（6 残基
程度）の環状ペプチドに限定すれば、条件が揃った単一実験系による膜透過係数のデータが存在すること
が分かった。特に、本研究では 6 残基の環状ペプチドとして、393 ペプチドのデータセット（Furukawa, et 
al. J Med Chem 2016; “Furukawa データセット”）、および 62 ペプチドのデータセット（Wang, et al. Eur J Med 
Chem 2015; “Wang データセット”）の二つを用いて、機械学習による予測を試みた。2 次元構造から計算可
能な特徴量と、3 次元構造から計算可能な特徴量の両者を計算して融合させ、Random Forest 回帰による非
線形モデルの学習モデルを構築した（図 2）。 

 
図 2 機械学習による環状ペプチドの細胞膜透過性予測 

 

３．２ 血漿タンパク質結合率予測 

 DrugBank 等のデータベースから、血漿タンパク質結合 (Plasma Protein Binding; PPB) の結合率（PPB%）
の実験値が入手可能な環状ペプチドを 24 件取得した。そして、Ingle らの報告（Ingle, et al. J Chem Inf Model, 
2016）で公開されている低分子医薬品 1017 件の PPB%の分布と、上記で取得した環状ペプチドの PPB%の
分布を比較した。環状ペプチドの結合率は広い範囲に分布しており（図３(a)）、低分子医薬品（図３(b)）の
ように 90%～100%周辺に集中してはいないことがわかった。 

 
(a) 環状ペプチドの PPB%値の分布        (b) 低分子医薬品の PPB%値の分布 

図 3 環状ペプチドと低分子医薬品の PPB%値の分布の差異 
 

環状ペプチドに関しては、PPB%の実験値が報告されている件数が低分子化合物に比べてまだきわめて少
なく、環状ペプチドの PPB 情報だけを用いて良い予測モデルを構築することは困難であると判断し、既存
の低分子化合物の PPB データを十分に活かして環状ペプチドの PPB%を予測するための手法をさまざまに
検討した。本研究で新規に開発した予測モデルの構築法の概要を図 4 に示す。まず低分子化合物の特徴量
（記述子）の値を計算し、膨大な特徴量の組合せの中から PPB を予測するのに適した組合せを Lasso 解列
挙 (Enumeration Lasso Solutions, ELS) アルゴリズム (Hara & Maehara. AAAI’17) を用いて選択した。選択さ
れた特徴量の組を用いて Ridge 回帰による環状ペプチド用の予測モデルを構築して、PPB%を予測した。 
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図 4 低分子データを活用した環状ペプチド PPB 予測モデルの構築フロー 

 

４．研究成果 

４．１ 環状ペプチドの細胞膜透過性予測 

(1) 分子動力学シミュレーションによる細胞膜透過性予測 
東京工業大学の TSUBAME 3.0 スパコン上に環状ペプチドの膜透過シミュレーションシステムを構築し、

Furukawa データセット中の 98 種類の 6 残基環状ペプチドで膜透過シミュレーションを実施した。 
Inhomogeneous-solubility diffusion model の計算におけるサンプリング時間は 100 ns 以上が望ましいことが

示唆された（図 5）。8 残基ペプチド 9 種類に関して多数の異なる積分パターン（Inhomogeneous-solubility 
diffusion model における z1 および z2 のパターン）による計算値を検証し、膜透過現象の相関を最も良く示
す積分範囲(z1, z2)の条件等を明確化した。期間内を通じてプロトコルの様々な改善法を検討した（未発表）。 
 

 

図 5 Umbrella Sampling のサンプリング    図 6 8 残基ペプチドにおける PMF（左）と細胞膜透過予測値 
時間と PMF の関係              の実測値との相関（右） 

 

相関係数 R = 0.912 およびスピアマン順位相関係数 Rs = 0.817 という、高い精度での膜透過予測を達成し
た（図 6）。我々は東工大の TSUBAME3.0 スパコンを利用可能ではあったが、同システムでは 24 時間を越
える計算の投入は基本的にはできないため、上述のような詳細で長時間のシミュレーションを、このよう
な利用上の制限の中で実現するための方法論を開発した。一方、膜透過性が極端に悪いペプチドについて
は、その原因を探るためのシミュレーションを実施しようとしても、起きにくい現象を拾い上げるための
サンプリング効率が向上せず、膜透過性の予測誤差が大きい傾向が強い。そこでこのような状況を避ける
ための方法も様々に検討した。機械学習による予測との融合については今後も改良を続けていく。上記の
成果の一部は文献[1,2]で報告した。 

 
(2) 機械学習による細胞膜透過性予測 

異なる文献による報告データを入力として用いた機械学習は一般に難しく、例えば Furukawa データを用
いて学習された予測器を Wang データに適用したときの予測精度は相当に低くなることが事前には予想さ
れていた。しかしながら、我々の提案手法ではデータ間の差異による精度の低下は抑えられ、比較的高精
度の予測が行えることが示された（相関係数 R=0.83、図 7）。 

また、このとき選択された各特徴量について解析を行い、膜透過現象との関連が深いと考えられる特徴
セットを見出した（図 8）。期間の後半では、公開された製薬企業の特許情報（特許第 6294080 号）から、
より多くの細胞膜透過性データを入手することができ、同データでも高い相関係数の予測 (R = 0.906) がで
きることを示した。上記成果の一部は、文献[1,3,4]で報告した。 

 

４．２ 血漿タンパク質結合率予測 

我々が開発した血漿タンパク質結合率（PPB%)予測モデルは、機械学習の手法に基づき、実験値と予測
値の相関係数 R = 0.46、実験値と予測値の誤差を示す RMSE = 0.27 であった（図 9）。環状ペプチドに対す
る PPB%予測の先行事例がないため単純な比較はできないが、機械学習を用いた従来の低分子化合物の
PPB%予測の研究では RMSE が 0.22～0.25 程度であったことから、我々の提案手法を用いることにより、
低分子と同等の精度の予測が可能になったと考えられる。 
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図 7 Furukawa データと Wang データの分布（左）、および Wang データを予測した結果（右） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 8 細胞膜透過率の実験値と各特徴量の相関解析 

 
 なお、事前にも予測されたことではあるが、選択された特徴量の中には分子の電荷や脂溶性に関連した
特徴量が複数含まれていた（選択された特徴量の詳細については未発表）。低分子化合物の PPB%を予測す
るモデルにおいてもこれらの特徴量は頻繁に含まれており、PPB を制御する物理化学的性質は低分子化合
物と環状ペプチドとで共通であることが示唆される。一般に、環状ペプチドはアミド結合部分に水素結合
ドナーおよびアクセプターを有するため、低分子化合物よりも水溶性が高い傾向がある。血漿タンパク質
のアルブミンは脂質が結合しやすいポケットを有していることから、環状ペプチドの脂溶性を高めること
で PPB の改善が期待でき、どのように脂溶性側鎖を含ませるかが設計上重要と考えられる。 

当グループが得意としている分子ドッキングシミュレーションを PPB%予測の分野にも適用し、アルブ
ミンと環状ペプチドの結合性に関する検討も当課題では実施した。結果としては、機械学習を単独で利用
して得られる性質を凌駕できるものではなかった。また機械学習についても、さまざまな学習モデルを利
用した。後半から着手をし始めた深層学習に基づく機械学習モデルでは、特に高い性能が出始めており（未
発表）、研究期間の終了後も改良を続けていく予定である。上記成果の一部は文献[1,5,6,7]で報告した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 9 血漿タンパク質結合率（PPB%）予測モデルの相関 
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