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研究成果の概要（和文）：自前で開発したレプリカ交換傘サンプル法（REUS）と呼ばれる拡張アンサンブル法に
基づく、薬剤候補分子の蛋白質へのドッキングシミュレーション法を２段階にわたり改良し、独自の結合自由エ
ネルギー計算法の開発に成功した。また、REUSに基づく薬剤候補分子のドッキングシミュレーションにより、ヒ
ストン脱アセチル化酵素阻害剤のアイソザイム選択性が実験結果と良く一致することを示すと共に、その選択性
が、結合した薬剤候補分子の周りの疎水性アミノ酸の立体構造の安定性の違いに起因することを示した。

研究成果の概要（英文）：We have modified our own method for docking of a ligand to a protein based 
on one of the generalized-ensemble algorithms, i.e., replica-exchange umbrella sampling (REUS), in 
two steps, and succeeded in developing a new method for calculating the binding free energy of a 
ligand to a protein. By applying a docking simulation method based on rEUS, we succeeded in 
obtaining the isozyme selectivity of histon
deacetylase inhibitor in agreement with experiments. We also showed that this selectivity comes from
 the difference in the three-dimensional structures of hydrophobic residues that surround the 
ligand.

研究分野：生物物理学、計算化学、計算物理学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

 研究開始当初、申請者らは、レプリカ交換

傘サンプル法（REUS）と呼ばれる、独自に開

発した拡張アンサンブル法を薬剤候補分子

のターゲット蛋白質へのドッキングシミュ

レーションに適用し、薬剤候補分子の結合構

造を予測する手法を提案したばかりであっ

た。 

２．研究の目的 

 計算機シミュレーションによる創薬の基

盤技術を確立することを目指す。特に、自前

の計算機シミュレーション手法と新たに開

発する手法（拡張アンサンブル法と総称され

る）を駆使して、国産の新しい創薬手法の基

礎技術を世界に向かって提案・発信するのを

目的とする。そのために、特に、以下の３つ

のことを目指す。 

(1) 蛋白質系のポテンシャルエネルギーの精

度を上げる。 

(2) 蛋白質の立体構造予測法を開発する。 

(3) 蛋白質分子と薬剤候補分子のドッキング

シミュレーション手法を開発して、薬剤

候補分子の絞り込みを可能にする。 

３．研究の方法 

 生体系のような多自由度複雑系では、系に

エネルギー極小状態が無数に存在し、それら

が高いエネルギー障壁で隔てられているた

めに、従来の分子シミュレーションでは、初

期状態の近傍に留まってしまい、系の様々な

熱力学量を精度良く求めるのは至難の業で

ある。本課題の主手法である、拡張アンサン

ブル法（generalized-ensemble algorithm）

と総称されるシミュレーション法は、このよ

うな従来の方法の困難を克服するものであ

り、構造空間のランダムウォークを実現する

シミュレーション手法である。よって、本手

法を用いることにより、複雑な分子を対象に、

幅広い温度領域において、精度の高い熱力学

量の計算が可能である。 

 申請者らは、拡張アンサンブル法を生体系

の分子シミュレーションの分野に導入する

ことを提唱した。申請者らは、30 以上の拡張

アンサンブル法を開発・提案してきたが、特

に、1999 年にレプリカ交換分子動力学法

（ replica-exchange molecular dynamics 

method）という拡張アンサンブル法の開発に

成功した。この手法は適用がとても簡便なた

めに、発表とともに、国外で注目を集め、

AMBERやCHARMMなどの生体系の分子シミュレ

ーションで広く使われているプログラムパ

ッケージに標準装備されている。 

４．研究成果 

(1)蛋白質系のポテンシャルエネルギーの制

度を上げるために、量子化学シミュレーショ

ンに拡張アンサンブル法を導入することに

成功した（雑誌論文②）。 

(2)レプリカ交換法に基づく、膜蛋白質の立

体構造予測法の開発に成功した（雑誌論文

③）。我々が過去に独自に開発してきた膜蛋

白質の立体構造予測法の一つの集大成と言

えるものである。我々の手法は、大胆な近似

に基づいている。これまでの手法では、膜貫

通ヘリックスだけを考慮し、ループ領域は計

算からは削除する。そして、膜貫通ヘリック

スの主鎖を剛体として扱い、それらの平行移

動と回転をモンテカルロ法の構造変換操作

とする。更に、膜貫通ヘリックスの側鎖は自

由に構造を変換できるようなモンテカルロ

操作も取り入れる。更に、膜の効果は、膜貫

通ヘリックスを膜領域に留まるように働く

拘束力として導入する。本研究では、モンテ

カルロ操作の一つとして、新たに、膜貫通ヘ

リックスの歪みを引き起こす操作を導入し

た。そして、理想的なたわみのない７本のヘ

リックスを初期構造として、バクテリオロド

プシンの立体構造予測に成功するとともに、

７本の膜貫通ヘリックスの構造歪みも正確

に予測することに成功した。本研究で完成し

た手法によって、いよいよ、立体構造未知の

膜蛋白質の立体構造に挑戦することが可能



になった。 

(3) 本研究を開始する前に開発した、レプ

リカ交換傘サンプル法（REUS）に基づく、薬

剤候補分子の結合構造を予測する手法をキ

ナーゼ系に適用し、その有効性を示した（雑

誌論文⑥）。また、レプリカ交換傘サンプル

法の反応座標は蛋白質のドッキングサイト

と薬剤候補分子の間の距離で定義されるが、

反応座標のランダムウォークによって、精度

の高い計算が可能となる。しかし、薬剤候補

分子が一度蛋白質に結合してしまうと、そこ

から出てこられなくなってしまうという困

難があったが、それも、REUS とレプリカ交換

溶質焼き戻し法（REST）と呼ばれる拡張アン

サンブル法を組み合わせた２次元レプリカ

交換法によって、反応座標のランダムウォー

クが実現されるようになった（雑誌論文⑤、

図１参照）。 

更に、この２次元レプリカ交換法と double 

decoupling 法を組み合わせた、薬剤候補分子

の蛋白質への結合自由エネルギーの計算法

を新たに提案した（雑誌論文④）。２次元レ

プリカ交換法よって、薬剤候補分子が蛋白質

とどの位置でどのような空間的配置を持っ

ているかが精度良く予測できるようになっ

た。今回、計算例として用いた oncoprotein 

MDM2 とリガンドの結合状態の予測結果は実

験結果との良い一致が見られた。次の段階で

は、得られた薬剤候補分子が蛋白質に結合し

た状態を初期構造 double decoupling 法を用

いて、結合自由エネルギー計算を行う。この

計算例の系では、結合自由エネルギーの計算

結果が -11.39 kcal/mol であるのに対し、実

験結果は -12.30 kcal/mol であるので、良い

一致が得られた。今回提案した手法が創薬設

計に大いに役立つものと期待される。 

最後に、REUS に基づく薬剤候補分子結合シ

ミュレーションによって、ヒストン脱アセチ

ル化酵素阻害剤のアイソザイム選択性が実

験結果と良く一致することを示した（雑誌論

文①）。得られた結果から自由エネルギー地

形を描くことにより、阻害剤 T247 が HDAC3

を阻害する能力はあるが、HDAC2 の阻害能は

ほとんど無いという実験結果を再現するこ

とが出来た（図２参照）。すなわち、

HDAC3-T247 の系の自由エネルギー最小状態

は、反応座標が約 5Åの、T247 が結合した状

態であるのに対し、HDAC2-T247 の系の自由エ

ネルギー最小状態は、反応座標が約 23Åの、

T247 が蛋白質から離れた状態であることを

示し、実験結果と一致した。また、T247 との

結合構造を比較することにより，活性部位近

傍の疎水性構造がHDAC3では閉じているのに

対し，HDAC2 では開いていることが分かった。

このことにより、HDAC2 では T247 との結合状

態が不安定になってしまうことが明らかに

なった。本研究の結果は、特定の HDAC のみ

を阻害するような高い選択性を持つ阻害剤

の開発に大きく資するものである。 

 
図 1. 以前に開発した REUS だけによるドッ

キングシミュレウーションにおけるリガンド

と蛋白質の結合サイト間の距離（反応座標）の

時間発展(a)、今回開発した２次元レプリカ交

換法による同反応座標の時間発展(b)。 
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