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研究成果の概要（和文）：ウイルス感染症治療において薬剤耐性の出現は不可避の課題であり、それゆえ薬剤耐性評価
は重要な位置を占める。そこで薬剤耐性ウイルスの簡便な評価法として、蛋白質の変異情報と既知結晶構造のみを用い
たドッキングスタディによる手法を以前開発した。本研究ではこの手法の適用範囲拡大を目的として、HIV-1プロテア
ーゼ阻害薬のアタザナビル及びノイラミニダーゼ阻害薬のオセルタミビルに本手法を適用し、アタザナビルでは強い耐
性を持つものについて充分な評価ができた。また、オセルタミビルについてはB型およびH1N1、H3N2、H5N1亜型の評価
を行い、B型とH1N1亜型の強耐性変異体について評価を行うことができた。

研究成果の概要（英文）：Emergence of drug resistant virus in treatment of viral infections is an 
unavoidable problem and the evaluation of drug resistant is an important theme among that. We developed a 
new evaluation method for drug resistant virus with a docking study, using known crystal structure and 
the mutation information. We applied this method to atazanavir and oseltamivir for the purpose of 
extending the scope of this method. Evaluating resistance to atazanavir for 30 kinds HIV-1 protease, 
including wild type and 29 variants, it was possible to assess the strong atazanavir-resistant protease. 
Further, we also applied this method to the H1N1 subtype and B type neuraminidase, to each type including 
wild type, resistant variant and strong resistant variant, it was possible to evaluate the strong 
resistant variants of H1N1 subtype and B type neuraminidase.

研究分野：計算化学、分子設計学
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１．研究開始当初の背景 
 近年のウイルス感染症治療において、抗
HIV薬はエイズを致死的疾患から慢性疾患へ
と変化させ、抗インフルエンザ薬は計４種の
ノイラミニダーゼ阻害剤が臨床利用される
など、抗ウイルス剤は絶大な成果を挙げてい
る。その一方、抗ウイルス薬を用いた薬物療
法には、それらのウイルスが耐性変異を獲得
することでその効果が減弱される薬剤耐性
が問題となっている。例えば、インフルエン
ザの場合、ノイラミニダーゼの 275 番目が
His から Tyr に変異することによるオセルタ
ミビル耐性変異が次々と発見され、2008～
2009年シーズンには大部分のH1N1亜型にお
いてこの変異を有することが報告された。1)

さらに、2009年に発生した新型インフルエン
ザにおいても例外ではなく、同年７月には既
にオセルタミビル耐性ウイルスが検出され
ている。2) 
これらの薬剤耐性を速やかに発見できな
いまま治療が継続されると、患者の症状改善
に至らない上、更なる耐性ウイルスの出現を
もたらす可能性がある。それゆえ、薬剤耐性
の早期同定は、抗ウイルス療法において非常
に重要な位置を占める。そのような背景下、
申請者らは近年、ドッキングシミュレーショ
ンとボルツマン分布を組み合わせた薬剤耐
性評価法を考案し、オセルタミビル耐性変異
を有する結晶構造やホモロジーモデリング
を用いて構築した一部の蛋白質に対して適
用可能であることを報告した。3) 本法の概略
を図１に示す。本法はドッキングシミュレー
ションで得られた各結合様式のスコアを存
在確率へと変換し、それらの和である期待値
を用いて薬剤感受性株と薬剤耐性株で比較
することで薬剤耐性を評価する手法である。 

 
本法の特長として、薬剤耐性の定性的な評
価を簡便に実施可能なこと、未知の変異ウイ
ルスに対しても薬剤耐性の有無を予測する

ことが可能なことがあげられる。未知の変異
に対する薬剤耐性予測に関してはほとんど
報告例が無く、将来出現する可能性のある薬
剤耐性変異には現状全くの無力であるため、
その対策が望まれている。そこで、申請者は
本研究課題において、本手法の適用範囲を
種々のモデリング蛋白質や種々の抗ウイル
ス薬にも拡張すると共に、未知の変異ウイル
スにも同様の薬剤耐性評価を行うことで、そ
れらが出現した際の対策を提示したい。 
 
２．研究の目的 
抗ウイルス薬治療では常に薬剤耐性の問
題に悩まされているため、薬剤耐性を速やか
に評価する必要がある。それゆえ、申請者ら
はドッキングシミュレーションとボルツマ
ン分布を組み合わせたインシリコで簡便に
薬剤耐性評価を行う手法を開発し、現在その
適用範囲の拡張を試みている。本手法の特長
は未知の薬剤耐性変異に対しても評価が可
能なことであり、それらの情報を蓄積するこ
とにより、未知の薬剤耐性に前もって対抗策
を講じることができる。 
よって本申請課題では、申請者らがの考案
した薬剤耐性評価法を、抗インフルエンザ薬
や抗インフルエンザ薬などの抗ウイルス薬
およびそれらの標的蛋白質に対して適用し、
薬剤耐性情報の蓄積や将来起こりうる新規
薬剤耐性変異の予測を目的とする。 

 
３．研究の方法 
(1) 手法の概要 
本手法ではドッキングシミュレーション
で得られたスコアに対してボルツマン分布
を適用することにより、これを該当するドッ
キングポーズの取りうる確率へと変換して
評価を行う。 
まず、耐性を比較する変異体についてホモ
ロジーモデリングなどを用いて構造を作成
しドッキングを行う。続いて、ドッキングで
得られたスコアを自由エネルギーとみなし
てボルツマン分布に従った確率を計算する。
そしてドッキングで得られたポーズのうち
適切に結合しているポーズの確率の和を期
待値として、それぞれの変異体について計算
された期待値を比較する。 
本研究でのホモロジーモデリングやドッ
キングシミュレーションについては、MOE
（CCG社）4) を利用して行った。 
 
(2) プロテアーゼとアタザナビルへの適用 
変 異 体 に 関 し て は STANFORD 

UNIVERSITY HIV DRUG RESISTANCE 
DATABASE より 30 種類の most common 
mutation を選択した。5) プロテアーゼとアタ
ザナビルの共結晶構造の PDB ファイル
(PDBID:2AQU6))をもとにホモロジーモデリ
ングにより各変異体を作成した。 

 

図１.ドッキングシミュレーションを
用いた薬剤耐性評価法の概略 



作成したモデルに対して、Protonate 3D に
より水素原子を付加し、MMFF94x を力場と
して構造最適化を行い、ここで得られた構造
を初期構造としてドッキングを行った。ドッ
キングは Triangle matcher を用いて配置され
た構造のうち、リガンドの位置が初期位置か
ら 2Å以内のポーズのみを grid minで最適化
し、London dGを用いてスコアリングした。
ここではリガンドの位置としてリガンドの
各原子の座標の平均の位置を用いた。 
初期構造のリガンドの位置からの距離が
何かしらのカットオフ値以下となるポーズ
を適切なポーズとして期待値を計算した。カ
ットオフ値を徐々に変化させながら期待値
を計算し、30種類の期待値の分散が最も大き
くなる距離をカットオフ値とした。 
 
(3) ノイラミニダーゼとオセルタミビルへの
適用 
変異体は H1N1 亜型、H3N2 亜型、H5N1
亜型、B型それぞれ耐性の強いもの(>10 fold 
resistance)と弱いもの(<10fold resistance)を選
択し、さらに耐性変異が入っていない野生株
（WT）も用いて期待値の計算を行った。用
いた変異体と耐性の強さを表 1に示す。また、
WT の配列情報として H1N1 型、H3N2 型、
H5N1 型、B 型についてそれぞれ NCBI の
influenza A,及び Bの overview7,8)を参照した。 

 
ホモロジーモデリングの際の構造は H1N1
型と H5N1 型については PDBID:3B7E10)の構
造、H3N2型については PDBID:4GZP11)の構造、
B については PDBID:4CPY12)の構造を参照し
た。4GZP の構造を重ね合わせてリガンドの
位置を決定し、Protonate 3D により水素原子
の付加を行い、MMFF94x を力場として構造
最適化を行った。最適化した構造に対して
Site Finderを用いて結合ポケットを探索し、
ドッキングを行った。ドッキングは Triangle 
matcher により配置を行い、得られた構造す
べてを MMFF94xで最適化した。スコアリン
グには London dGを用いた。 
得られたスコアを用いて確率を計算し、リ
ガンドの初期構造を基準とした RMSD とリ

ガンドの位置からの距離のそれぞれについ
てカットオフ値を設定してカットオフ値以
下のポーズの期待値を計算した。カットオフ
値はプロテアーゼの時と同様に期待値の分
散が最も大きくなる値を採用した。また、リ
ガンドの位置はプロテアーゼの時と同様に
分子に含まれる原子の座標の平均の位置と
した。  
 
４．研究成果 
(1) プロテアーゼとアタザナビル 
リガンドの位置が初期構造から 0.97 Å 以
内の期待値の分散が最大となった。このとき
の耐性の強さと計算された期待値のプロッ
トを図２に示す。耐性の非常に強いものは期
待値が小さく計算されており、十分な耐性評
価ができていることがわかった。一方、耐性
の中等度以下のものについては期待値の大
小が一定せず、十分な評価ができていないこ
とが分かった。 

 
(2) ノイラミニダーゼとオセルタミビル 

B型は RMSDが 3.02Å、およびリガンドの
位置が 0.79Å以内で期待値の分散が最大とな
った。また、H1N1型はRMSDが 2.74 Å以内、
リガンドの位置が 1.35 Å 以内で期待値の分
散が最大となった。それぞれの耐性の強さと
期待値のプロットを図３に示す。H3N2 型と
H5N1 型については現在検討中である。その
結果、B型と H1N1型については耐性の非常

表 1  各変異体のオセルタミビルに対す
る耐性の強さ 9) 

変異体 
B 型 
E119G  

B 型 
I222T 

H1N 1型 
E119V  

H1N 1型 
I222V  

W Tに対
する耐性
の強さ 

31 6-7 1727 3 

変異体 
H3N 2型
Q 136K 

H3N 2型
R292K 

H5N 1型 
V149A  

H5N 1型 
H274Y 

W Tに対
する耐性
の強さ 

1 >10000 4 911-2502 

 

 
図２ アタザナビルの耐性の強さと 
期待値のプロット 

 
図３ オセルタミビルの耐性の強さと 

期待値のプロット 



に強い変異体の期待値は低く計算され、十分
な耐性評価が可能であることがわかった。 
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