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研究成果の概要（和文）：天然由来のキチナーゼ阻害剤 argifin の環状ペプチド骨格をマク

ロライド骨格で置換することで得られた新規キチナーゼ阻害剤と霊菌由来のキチナーゼ B

の結合様式を、分子動力学シミュレーション、分子ドッキング計算、および自由エネルギー計

算により解析した。さらに、得られた結合様式に基づいて、より強い阻害活性が期待できる誘

導体の分子設計を行った。 
 
研究成果の概要（英文）：The binding mode between our recently developed chitinase 
inhibitor with a 14-membered macrolide scaffold and chitinase B from Serratia marcescens 
was investigated using molecular dynamics simulation, molecular docking, and free energy 
calculation. We further designed its derivatives expected to possess stronger inhibitory 
activities. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) キチナーゼはキチンの加水分解を触媒
する酵素で、霊菌、真菌、寄生虫からヒトま
で幅広く分布している。このキチナーゼの活
性を阻害する化合物（キチナーゼ阻害剤）は、
新規な抗真菌薬、抗寄生虫薬、および喘息治
療薬となる可能性がある。この様な背景の中、
北里生命科学研究所において、環状ペプチド
性キチナーゼ阻害剤、argifin(図１)、が発
見 さ れ た (Tetrahedron Lett. 2000, 41, 
2141)。argifin はさまざまなキチナーゼに対

してμM 程度の強い阻害活性を示す。したが
って、新規な薬物開発のためのリード化合物
と言える。また、argifin と霊菌 Serratia 
marcescens由来のキチナーゼ B（SmChiB）の
複合体構造がＸ線結晶解析により決定され
た(Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 2002, 99, 
9127)。argifin との相互作用に関係する
SmChiB のアミノ酸残基（図２）は、真菌、寄
生虫、およびヒトのキチナーゼにおいてもほ
ぼ保存されている。したがって、argifin－
SmChiB 相互作用研究は、新規薬物開発に有益
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な情報を与えることができる。そこで、著者
が属する分子設計グループ、合成グループ、
および阻害活性測定グループの研究協力体
制で argifin および SmChiB に基づいた創薬
研究が開始された。 

 

(2) 我々は argifin の主鎖環状骨格の大きさ
が抗生物質エリスロマイシン A (EM-A)の 14
員環マクロライド骨格の大きさと同程度で
あることに注目した。そこで、argifin 構成
アミノ酸の中で SmChiB との相互作用に最も
重要な L-Arg(1)側鎖（図１）を、EM-A の９
位に導入した化合物①（図３）を分子設計し、
実際に合成、および阻害活性測定を行った。 

 

すると、この化合物①は、若干弱いながらも
argifin に匹敵する阻害活性(IC50 = 33μM)

を示した。この結果は、非常に重要な一歩で
あった。すなわち、我々は argifin の非ペプ
チド化（よりドラッグライクな化合物への分
子変換）に成功したことを意味していた。 

 
２．研究の目的 
 我々が得た 14 員環マクロライド骨格を有
する新規キチナーゼ阻害剤（化合物①）を薬
物として実用化するには、結合親和性の改善
が必要であった。そこで、 
(1) 精密分子ドッキング計算より、化合物①
と SmChiB の結合様式を解析すること。 
(2) (1)で決定した結合様式に基づいて、結
合親和性が改善されるように化合物①の構
造最適化を行うこと。 
が本研究の目的である。 
 
３．研究の方法 
(1) 分子ドッキング計算に用いる SmChiB の
代表鍵穴構造の生成 
 argifin－SmChiB 複合体 X 線結晶構造(PDB 
ID:1HOI)を、コンピュータ上で水の箱に入れ、
続いて水溶液中での分子動力学(MD)シミュ
レーションを行なった。計算にはプログラム
AMBER8 を用いた。次に、初期構造からの座標
に関する RMSD をプロットすることで、MD シ
ミュレーションが平衡に達した領域を決定
した。最後に、平衡に達した領域から得られ
た溶液構造アンサンブルについて、触媒部位
周辺のアミノ酸残基(全 32 個)の座標に関す
るクラスター解析を行い、分子ドッキング計
算に用いる代表鍵穴構造を選択した。 
(2) 化合物①の SmChiB に対する精密分子ド
ッキング計算 
 先ず、当研究室の自動配座解析プログラム
CAMDAS（J. Comput.-Aided Mol. Des. 1997, 
11, 305）を用いて、化合物①のマクロライ
ド骨格に焦点をあてた立体配座解析を行っ
た。これは、一般的なドッキング計算プログ
ラムは計算中にマクロライド骨格のような
環状骨格についての柔軟性を考慮すること
ができないためである。次に、プログラム
Glide5.5 を用いて、化合物①の配座集団の
SmChiB の代表鍵穴構造に対するドッキング
計算を行い、多数のドッキングポーズを発生
させた。そして、評価関数 Glidescore を用
いて上位ドッキングポーズを選択した。続い
て、MM-PBSA 法を用いて上位ドッキング複合
体構造の自由エネルギー計算を行い、最も低
い自由エネルギー値を与えたドッキング複
合体構造を結合様式モデルとして選択した。
最後に、結合様式モデルの周りにあらわな水
分子を発生させてエネルギー極小化計算を
行うことで、水分子を介した間接的な相互作
用についても考察を行った。 
(3) 化合物①の構造最適化 
 (2)で得られた結合様式モデルを詳細に観



 

 

察し、SmChiB との相互作用エネルギーを改善
できるような原子団を導入した化合物①誘
導体をいくつか分子設計した。この際、化合
物①と SmChiB の間に存在し両者を水素結合
で結びつける水分子（架橋水）が観察される
ような場合、それを化合物①に取り込むよう
な設計も行った。次に、分子設計した誘導体
と SmChiB の複合体モデル構造をコンピュー
タ上で作製した。最後に MM-PBSA 法と同等の
計算精度を有し、高速な計算が可能な
MM-GBSA 法を用いた精密結合自由エネルギー
計算を行い、分子設計した誘導体の結合自由
エネルギーを評価した。 
 
４．研究成果 
(1) argifin－SmChiB 複合体の MD シミュレー
ションは全部で 1700ps 行なった。初期構造
に対する RMSD 解析の結果、後半 1000ps を
argifin－SmChiB 複合体の溶液構造アンサン
ブル(5ps 毎に全 200 スナップショット)とし
た。触媒部位の構造に関するクラスター解析
の結果、890ps と 1505ps の二つのスナップシ
ョットが代表構造として選択された。最後に、
この 2 つの溶液構造から、水分子と argifin
を取り除くことで、ドッキング計算に用いる
代表鍵穴構造を得た。 
(2) 分子ドッキング計算の結果得られた化
合物①と SmChiB の結合様式モデルを図４に
示す。 

 

この結果、 
① 化合物①は、SmChiB の 4 つのアミノ酸残
基(D142、E144、Y214、および D215)の側鎖と

全部で 5つの直接水素結合相互作用を形成し
そうであること(図４A)。 
② 化合物①が有する 14員環マクロライド骨
格は、SmChiB の W97、F191、および W220 に
より形成される疎水性ポケットに収まり、そ
こで疎水相互作用を形成しそうであること
(図４A)。 
③ 化合物①の 5位と 12 位の炭素に存在する
２つの水酸基は、それぞれ、SmChiB の D316
側鎖酸素原子および D215 主鎖酸素原子と水
分子を介した間接的な水素結合相互作用を
形成しそうなこと(図４B、C)。 
が明らかとなった。 
(3) 先ず、図４の結合様式モデルより、 
① 化合物①の 5 位の水酸基は水分子を介し
て SmChiB の D316 と水素結合相互作用をして
いる(図４B)ので、その水酸基をエチルアル
コールのような原子団で置き換えた誘導体
は、この水分子を介した水素結合相互作用を
模倣できそうであること。 
② 化合物①の 12 位の水酸基周辺には、
SmChiB の F190、F191、および L265 のような
疎水性アミノ酸残基が数多く位置している
(図４C)。そこで、12 位の水酸基に疎水性ア
ルキル鎖を付加した誘導体は、これらのアミ
ノ酸残基と新たな疎水性相互作用、及び van 
der Waals 相互作用を形成できそうなこと。 
が示唆された。そこで、化合物①の 5位の水
酸基をエチルアルコール、およびエチルアミ
ンで置換した誘導体⑴、⑵、および 12 位の
水酸基をメトキシ基、イソプロポキシ基、お
よびイソブトキシ基で置換した誘導体⑶~
⑸を考案し、それぞれの誘導体と SmChiB の
複合体モデル構造をコンピュータ上で作製
した。MM-GBSA 法を用いた精密結合自由エネ
ルギー計算を行ったところ、誘導体⑵、およ
び誘導体⑷の結合自由エネルギーが大きく
改善されそうなことがわかった（表１、図５）。
以上の結果より、化合物①の 5位の水酸基を
エチルアミンで置換し、かつ、12 位の水酸基
をイソプロポキシ基で置換した誘導体が非
常に有望そうであることがわかった。 
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