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研究成果の概要（和文）：本研究では、抗プリオン効果を生み出すファーマコフォアモデルを、計算化学に基づ
いて決定することである。まず、正常型プリオンタンパク質（PrPC）との結合親和性および抗プリオン活性が実
験的に測定されている96個の化合物を用いて、ドッキング計算を実行した。ホットスポットへの結合率を用いて
ランキングを作成する独自のドッキング計算法は、従来の方法に比べて実験結果の再現性が高いことが確認され
た。また、標的タンパク質から離れた様々な位置に化合物を配置し高温のMD計算を実行することで、化合物と標
的の相互作用を解析するドッキング計算法を開発した。これらの成果はファーマコフォアモデルの構築の役立つ
と期待される。

研究成果の概要（英文）：This study aims to determine the pharmacophore model that produces the 
anti-prion effect based on computational chemistry. First, docking calculations were performed using
 96 compounds whose binding affinity to human cellular Prion (PrPC) and anti-prion activity have 
been experimentally measured. The original docking calculation method, which uses binding rates to 
the hot spot of PrPC to generate rankings, was found to reproduce experimental results better than 
conventional methods. In addition, a new docking calculation method was developed to analyze 
compound-target interactions by placing compounds at various positions away from the target protein 
and performing molecular dynamics simulations at high temperatures. This method is expected to be 
helpful for the construction of the pharmacophore model.

研究分野： 計算化学

キーワード： プリオン病　ドッキング計算　分子動力学計算　ファーマコフォアモデル

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
クロイツフェルト・ヤコブ病に代表されるプリオン病は、神経細胞に発現している正常型プリオンタンパク質
が、異常型プリオンタンパク質へと構造変換することで発症する致死性の神経変性疾患である。しかし年間の発
生率が100万人に1人という非常に希少な疾患であるため、製薬企業が治療薬開発に取り組む可能性は低く、大学
といった非営利の研究機関が率先して取り組まなければならない創薬対象である。本研究で得られた計算手法
は、抗プリオン効果を生み出すファーマコフォアモデルの構築に役立つと考えられ、プリオン病の低分子薬の開
発に繋がると期待される。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
クロイツフェルト・ヤコブ病に代表されるプリオン病は、神経細胞に発現している正常型プリ

オンタンパク質（PrPC）が、何らかの原因で異常型プリオンタンパク質（PrPSC）へと構造変換し、
不溶性のアミロイドとして脳内に凝集・沈着することで発症する。いったん発症すると、急速な
認知機能の低下を引き起こし、概ね 1 年半程度で死亡する。これまで、PrPSC の分解機構、細胞
内局在、細胞内輸送を標的とした治療薬開発が行われてきたが、一向に有効な薬は開発されてい
ない。このような深刻な状況にもかかわらず、年間の発生率が 100 万人に 1 人という非常に希少
な疾患であるため、製薬企業が治療薬開発に取り組む可能性は低い。従って、大学といった非営
利の研究機関が率先して取り組まなければならない創薬対象といえる。 
申請者が所属していた岐阜大学では、計算科学・構造生物学・有機合成・生物アッセイといっ

た創薬に必要な 4 つの研究部門を有機的に繋げた論理的創薬を展開し、プリオン病の新薬開発
に取り組んできた。その結果、PrPCに結合し PrPSCへの構造変換を抑制する低分子化合物「GN8」
を発見するに至った。これらの化合物の重要な特徴は、これまで報告された他の抗プリオン化合
物と異なり、作用機序が明らかにされているということである。つまり、GN8 は PrPCの構造揺
らぎが大きい箇所に結合し、その揺らぎを押さえることで PrPCを安定化させ、PrPSCへの構造変
換を抑制している。さらに、GN8 と PrPC の複合体構造も得られており、N159 と E196 との 2 つ
の水素結合が複合体形成に重要だと考えられている。これらの情報から、論理的根拠に基づいた
化合物最適化が可能となり、実際に GN8 をリード化合物とした合成展開から、さらに活性の高
い誘導体の開発に成功した。しかし残念ながら、カニクイザルを使った動物実験で有意な効果を
確認できず、臨床試験への移行を断念せざるを得ない状況になっている。従って、これらに変わ
る、新たな治療薬候補の開発が喫緊の課題である。 
 
２．研究の目的 
本研究では、臨床試験への移行に足る、高い抗プリオン活性を有する新たな治療薬候補の発見

を目的とする。そのために、抗プリオン効果を生み出すより本質的なファーマコフォアモデルを
決定し、論理的根拠に基づいて化合物を開発する。さらに、計算科学・構造生物学・有機合成・
生物アッセイといった創薬に必須の専門家から構成される研究チームにおいて、このようなモ
デルを効率的に決定するための方法論の確立を目指す。 
 
３．研究の方法 
上で述べたように、本研究では、抗プリオン効果を生み出す本質的なファーマコフォアモデル

を決定し、新たなプリオン病治療薬候補を創出することが目的である。この際、申請者の独自技
術である「制限付きドッキング計算」を繰り返し実行することで、徐々にドッキングモデルをア
ップデートすることで、本質的なファーマコフォアモデルへと近づけていく。以下、具体的な方
法を説明する。 
 
３．（１） 制限付きドッキング計算によるファーマコフォアモデルの決定 
通常のドッキング計算では、標的タンパク質に対して化合物が取り得るありとあらゆる結合

構造を探索し、最もエネルギーの低いものを選択する。しかし、我々が開発してきた抗プリオン
化合物の場合、N159 と E196 との水素結合がファーマコフォアモデルとして重要な意味を持つ
と考えられている。（これら 2 つのアミノ酸付近は PrPCの「ホットスポット」と呼ばれ、医薬品
開発においても重要な部位であると考えられている。）そこで、この 2 つの水素結合を必ず形成
するという制限条件を満たす結合構造のみを探索するドッキング計算を実行する。もしこのフ
ァーマコフォアモデルが正しければ、この制限付きドッキング計算で得られた化合物ランキン
グは、普通のドッキング計算で得られたランキングより実験結果に近いもとのなるはずである。
また、そのような計算でも、実際の活性は高いが計算のランキングは低いという化合物が複数存
在する。そこで今度は、これらの化合物とタンパク質の相互作用を詳細に解析することで、新た
な制限条件（つまり新たなファーマコフォアモデル）を検討し、再び制限付きドッキング計算を
実行しランキングを作成する。このサイクルを繰り返すことで、より実験結果に近いランキング
を与える制限条件を決めることができる。そして、その制限条件こそが、より精度の高い本質的
なファーマコフォアモデルと考えられる。 
 
３．（２） 分子動力学計算によるファーマコフォアモデルの決定 
本研究の申請時は、上に記載したとおり制限付きドッキング計算を利用してファーマコフォ

アモデルの構築を行う予定であった。しかし制限付きドッキング計算は、通常のドッキング計算
よりも実験結果の再現性が高いことが確認されたものの、医薬品開発に有効なファーマコフォ
アモデルの構築には不十分であった。この主要な原因として考えられるのは、求める化合物がフ
ォールディング（つまり構造変化）を制御する化学シャペロンだったということである。例えば、
比較的単純な酵素活性阻害薬であれば、タンパク質の構造変化を考慮しないドッキング計算か
らでも有用な情報が得られ、ファーマコフォアモデルの構築にも利用可能である。しかし化学シ



ャペロンのファーマコフォアモデルの構築には、タンパク質の構造変化を考慮する計算が必要
であることが、我々の研究から明らかとなってきた。そこで我々は、分子構造の変化を考慮可能
な分子動力学（MD）計算に基づいた新たな計算方法の開発を行った。 
 
４．研究成果 
 
４．（１） 制限付きドッキング計算によるファーマコフォアモデル構築の試み 
４．（１）① PrPC の立体構造情報の解析 
プリオン病は、ヒトを含む多くの哺乳類に見られる人獣共通の疾患であるため、これまで様々

な種の PrPC の立体構造が実験的に解析され報告されてきた。またドッキング計算の結果は、使
用する標的タンパク質の構造情報に大きく依存する。そこで本研究ではまず、これまで報告され
ている PrPCの立体構造を Protein Data Bank（PDB）から取得し、配列アライメントや、三次元構
造の重ね合わせなどにより、これらの情報を精査した。タンパク質構造のデータベースである
PDB には、2020 年 6 月の段階で 97 のプリオンタンパク質のエントリーが存在し、それらは 17
の生物種に及んでいた。次にこれらの構造情報を全てダウンロードし、配列をアライメントした
ところ、89 の構造情報に 127～222 番のアミノ酸が共通に含まれていた。さらに共通部分のアミ
ノ酸の主鎖が最も重なるように三次元構造を重ね合わせたところ、3 つの構造情報を除き RMSD
値が 5.0Å以内に収まった。このような解析から、既存の立体構造のうち 86 個の構造をドッキン
グ計算に利用可能な構造として選択した。このうちヒトの PrPCは 32 個であった。 
４．（１）② ドッキング計算の準備 
本研究では、PrPCとの結合親和性および抗プリオン活性が実験的に測定されている 96 個の化

合物（NPR01～96）を解析対象とした。これらの化合物の立体構造情報は、低分子のデータベー
スとして広く利用されている ZINC ライブラリから取得した。ドッキング計算ではタンパク質全
体が含まれるように探索範囲を設定した（45×45×45Åの立方体）。計算には AutoDock Vina を
使用した。さらに、得られた結果から、特定の計算モデルに従って化合物のランキングを導出す
るプログラムを独自に作成した。 
４．（１）③ ドッキング計算の結果 
まず単一の構造(PDB-ID:2LSB)を用い

て計算したエネルギーのみで化合物の
ランキングを作成すると、実験で結合親
和性が最も高かった NPR56 は 32 位で
あった。また、細胞アッセイで最も高い
抗プリオン効果を示したNPR53は 10位
であった。次に 86 個の構造情報による
ドッキング計算の平均順位を用いて化
合物のランキングを作成した。その結
果、NPR56 の順位は 15 位に改善したが、
NPR53 は 25 位になった。さらにドッキ
ング計算の結合構造からホットスポッ
トへの結合率を算出しそれを用いて化
合物のランキングを作成した。その結
果、NPR56 は 16 位と順位が改善し、
NPR53 は 12 位で大きく順位を下げるこ
とは無かった。最後に、32 個のヒト PrPC
構造に限定して順位を算出したところ
NPR56 も NPR53 も 12 位となった。以
上のことから、ホットスポットへの結合
率を考慮して作成されたランキングの
方が、エネルギーのみを考慮して作成さ
れた通常のランキングよりも、実験結果
の再現性が高いという結果が得られた。 
 
４．（２） 分子動力学計算を用いたドッキング法の開発と検証 
４．（２）① 分子動力学計算を用いたドッキング法の開発 
  上に示したように、ホットスポットへの結合率を考慮したドッキング計算は、実験結果の再現
性が高いという結果が得られた。しかし、96 化合物中最も結合親和性が高い NPR56 は全体で 12
位であり、ファーマコフォアモデルの構築という本研究の目的を考えると、まだ有用なレベルに
は達しているとはいえなかった。我々はその主要な原因を、ドッキング計算ではタンパク質の構造
変化が考慮されないためであると考えた。そこでタンパク質の構造変化を考慮できる分子動力
学（MD）計算を用いて、結合の強さと結合位置を予測する新たなドッキングモデルの開発を進
めることとした。我々が提案する計算方法では、適切な構造サンプリングを実現するために「①
高温条件下での計算」と「②複数の初期構造での計算」といった 2 つの工夫を導入する。 

  順位 

ドッキング① 
単一構造のみでエネルギー
を利用 

NPR56 31 位 

NPR53 10 位 

ドッキング② 
86 構造でエネルギーを利用 

NPR56 15 位 

NPR53 25 位 

ドッキング③ 
86 構造でホットスポットへ
の結合率を利用 

NPR56 16 位 

NPR53 12 位 

ドッキング④ 
ヒト PrPC に限定しホットス
ポットへの結合率を利用 

NPR56 12 位 

NPR53 12 位 

表１：ドッキング計算の結果 



①高温条件下での計算： 一般的に、タンパク質と化合物の相互作用を観察するには十分
長い時間のシミュレーションが必要になる。しかし、このような長時間のシミュレーショ
ンは、膨大な計算時間を要するため実行不可能である。そこで、系内の分子の動きを速
め、短いシミュレーション時間でタンパク質と化合物の相互作用を観察するために、通常
よりも高い温度で計算を行うことにした。この際、高温によりタンパク質の 3次構造が崩
れることを防ぐため、主鎖の原子のみを固定した。 

②複数の初期構造での計算： タンパク質と化合物が複合体を形成する場合、化合物はタン
パク質に対して様々な方向から接近する。このような状況を再現するために、タンパク質か
ら離れた様々な位置に化合物を配置した複数の構造を準備した。そして、それらを初期構造
として複数の MD計算を実行し、得られた全トラジェクトリーから、タンパク質と化合物の
相互作用を解析する方法を採用した。 

以上の工夫を導入した MD 計算を、一般的な MD 計算のソフトウエアである GROMACS を用い
て実行するためのプログラムを完成させた。 
次にどの程度まで温度を上昇させれば良いかを検討するため、300K～500K の間で 50K 刻みに

温度を変化させた 5 つの計算を実行した。また、どの程度の数の初期構造を準備すれば良いかを
検討するため、26 および 52 個の構造を初期構造として用いた 2 つの計算を実行した。この際、 
12Åの溶媒和ボックスを用い、力場には FF14SB（タンパク）、GAFF（化合物）、TIP3P（水分子）
を用いた。タンパク質の初期構造には、ヒトの PrPC の X 線結晶構造(PDB-ID：2lsb)を使用し、
100 ns の計算を実行した。得られたトラジェクトリーからタンパク質と化合物の相互作用を解析
するために、各アミノ酸と化合物とのコンタクト数をカウントした。その際、最近接の原子間距
離が 2.3Å以内である状況が、1 ns 以上連続した場合をコンタクトしていると見なし、カウント
の対象とした。 
４．（２）② 方法の検証 

温度と初期構造の数の検討は、抗プリオン効果が確認されている GN8 を用いて行った。温度
を変えた 5 つの計算結果を解析したところ 450K 以上では化合物がタンパク質とほとんど結合せ
ず、水中を動き回っていた。従って、タンパク質との相互作用を解析できる適切な設定温度は
400K であると判断した。次に、400K で 26 個および 52 個の初期構造を用いた結果において、タ
ンパク質の各アミノ酸とのコンタクト数を確認した。その結果、両者で同様の傾向がみられたた
め、26 個の初期構造で十分であると判断した。図 1
に、GN8 を用いて 400K で 26 個の初期構造を用い
た各アミノ酸のコンタクト数を示す。N159、K185、
Q186、E196、E211、I215 が高い値を示したが、こ
れは PrPCと GN8 の複合体の NMR の結果と矛盾し
ないものであった。従って本研究では、400K で 26
個の初期構造という設定を採用した。 
次に GN8 を含めた 9 種の化合物（GN8、NPR53, 

56, 75, 138, 152、アルプレノロール、アステミゾー
ル、キナクリン）に関して計算を実行した。9 個の
化合物に関するコンタクト数（表 2）を算出した結
果、GN8 が最も大きな値を示した。これは、GN8 が
PrPC に結合して抗プリオン効果を有する化合物で
あり、非臨床試験まで進んだ最も有望な化合物であ
るという事実と一致しているといえる。 
 
４．（３） 今後の展望 
本研究で開発した MD 計算を用いたドッキング

計算法は、標的タンパク室の構造変化を考慮した計
算となっているので、より信頼のおけるファーマコ
フォアモデルの構築に役立つと考えられる。今後は
この方法を利用して、臨床試験への移行に足る、高
い抗プリオン活性を有する新たな治療薬候補の発
見を目指す。（令和 5 年度科研費基盤研究（B）「化
学シャペロンに有効なファーマコフォアモデルの
構築法の開発と抗プリオン薬への応用」に採用され
ている。） 

 

図１: 各アミノ酸のコンタクト数 

 

化合物 コンタクト数 

GN8 33817 

NPR53 14024 

NPR56 21780 

NPR75 20135 

NPR138 27508 

NPR152 8233 

アルプレノロール 7849 

アステミゾール 20936 

キナクリン 20625 

表２: 9 化合物のコンタクト数 
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