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研 究  解  説

1. は じ  め  に

ゲノムの解析が急速に進展 している現在,ゲ ノム情報を

有効に活用し,医 薬品の開発等に結びつけることは極めて

重要な課題である。DNAや 主要な遺伝子産物であるタン

パク質は,い ずれも巨大分子系であるが,そ の振る舞いは

低分子の場合と同じく非相対論的量子力学で精度よく近似

できる。これまでDNAや タンパク質といった生体高分子

の機能を分子計算で解析するには,分 子を構成する原子の

間に働 く力を古典的なポテンシャル関数 (力場)で 近似し

た,分 子力場法や分子動力学法が用いられてきた。しかし

ながら分子間の相互作用は古典的力場関数では精度よく記

述できない場合が多く,第
一原理 (量子力学)に 基づいた

巨大分子計算手法の実現が待たれていた。

本プロジェクトの目的は,タ ンパク質
一化学物質問の相

互作用エネルギーを高精度で予測することにより,医 薬品

等の効率的な分子設計を可能にすることである。そのため

に量子論に基づいた,タ ンパク質 (受容体タンパク質等)

と化学物質 (リガンド分子)と の分子間相互作用をin silico

で解析するシステムを開発している。

2.開 発システム 「AB:NIT‐MP BioStation」の概要

開発中のタンパク質一化学物質相互作用解析システム

ABINIT―MP Bi6StatiOn(略称 BioStation)は図 1に示すよう

に次の4つ のサブシステムから構成される。
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図1 タ ンパク質一化学物質相互作用解析システム概念図.

1)In silico詳細スクリーニング (BiOStation Dock)

分子間相互作用解析用力場およびレプリカ交換法を用い

たin silicOスクリーニング

2)非 経験的フラグメン ト分子軌道法による相互作用解析

(ABINIIMP)

量子論に基づいた受容体一リガンド分子間の結合エネル

ギーの予測および相互作用解析

3)標 的データベース (Target Database)

医薬品を中心としたリガンド分子,お よびリガンド分子

の標的となる生体分子 (受容体タンパク質等)の 情報に

関する統合データベース

4)Javaによる可視化と統合 (BioStation Vicwcrおよび

BioStation)

Javaお よび Java 3 Dを用いた,入 カデ
ータの作成,計 算

結果の可視化および解析のための統合環境

タンパク質一化学物質相互作用解析システム

「ABINIT―MP BioStation」の開発
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3.サ ブシステム

3.l ln silico詳細スクリーニング BioStation Dock

3.1.1 スクリーニングプログラムの開発

In silico詳細スクリーニングシステムは,非 経験的フラ

グメント分子軌道法による受容体一リガンド分子間相互作

用解析システムの初期解析構造を与えることを目的とし

て,詳 細な結合様式の決定に重`点を置いた開発を行う。力

場計算に,後 述する修正電荷平衡法
1)を
用いることによ

り,既 存のシステムと比較して結合状態の構造を高精度で

得ることを可能とする。平成 14年度は以下の三つのプロ

グラムのプロトタイプを開発した。

1)結 合探索プログラム

探索アルゴリズムにレプリカ交換法
力を適用し,交 換パ

ラメータとしてシミュレーション温度とともに低分子化合

物の回転可能な結合の回転角度を用いる。温度と回転角度

の2変数レプリカ交換法を実装し,パ ラメ
ータの交換方法

を結合状態探索に特化させることによって,信 頼性の高い

スクリーニングを行う。

2)水 素原子付加プログラム

数千～数万個の低分子化合物に対してスクリ
ーニングを

行うため,バ ッチ処理で低分子化合物の初期状態の自動設

定を行う機能を開発している.通 常,化 合物デ
ータには,

重原子の座標のみが与えられており,水 素原子の情報は含

まれていない。そこで重原子の座標から水素原子の結合状

態を決定し,必 要な水素原子の付加を行う.さ らに,低 分

子化合物の全原子に対して原子電荷を割り当てる。低分子

化合物の原子電荷,結 合情報,プ ロトンの解離状態等につ

いて考慮 した水素原子を付加した分子構造を与えるプログ

ラムを開発する。

3)初 期状態設定プログラム

タンパク質の結合サイト内で低分子化合物の配置や配向

の初期値を与えるプログラムを開発している。細長い活性

サイトや平たい活性サイト等,低 分子化合物の形状によっ

ては,一 度配置されてしまうと他の配向に移るにはエネル

ギニ障壁が大き過ぎ,結 合探索が困難となるケ
ースが考え

られる。また,活 性サイトが低分子化合物に対 して非常に

大きい場合,最 適な結合部位に移動するまでに多 くの計算

が必要である。これらの問題を事前に解決するために,低

分子化合物の活性サイトにおける可能な初期配向や配置に

ついて複数探索し,結 合探索システムに初期値として与え

るプログラムの開発を行う。

今後,タ ンパク質と低分子化合物の結合サイト予測プロ

グラムを作成する予定である。

3.1.2 分子間相互作用力場の開発

In silicoスクリーニングにおいて,受 容体
―リガンド分

子間の相互作用を高精度で見積もることは,ス クリ
ーニン
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グの有用性を高めるために極めて重要である。分子間相互

作用は経験的に静電相互作用とvan der waals相互作用の二

つに分割される。Amberや CHARPImと いった既存の力場

は,分 子間相互作用に重要な役割を果たしている静電相互

作用を,原 子電荷を固定するという非常に粗い近似を用い

て計算している。

今回提案する分子間相互作用解析用力場 (extcnded

Univcrsd Forcc Field,XUFF)は,静 電相互作用エネルギ
ー

の計算に中野らが開発 した原子電荷を分子の3次元立体構

造 に基づいて計算す る修正電荷平衡 (Modi■ed QEq;

MQEq)法 ⊃を採用することで,従 来の力場よりも分子間

相互作用を高精度で予測することを可能にする。分子の3

次元立体構造に基づいた原子電荷の計算方法としては,

GoddardらのQEq法
のがあるが,MQEq法 で得られる原子

電荷の方がQEq法 で得られる原子電荷よりもHF/6-31G(d,

p)計 算から得られる静電ポテンシャルを再現するように

決められた原子電荷に近いこと,連 立
一次方程式を反復し

て解 く必要がないことから,精 度および計算速度の面で優

れていると考えられる。

また,XUFFで は2原子間のvan dcr Waals相互作用エネ

ルギーにはBuckinghamポテンシャル
のを,分 子内ポテン

シャル関数にはUFFの の関数を使用する。

3.2相互作用解析プログラムAB:N:T…MP

ABINIT―MPは 非経験的フラグメント分子軌道 (ab inido

■agmcnt Molecular Orbitd;以下 ab initio nlo)法
5■のに基づ

いた分子間相互作用解析プログラムである。Ab inito FMO

法は,分 子や分子集合体を適当なサイズのフラグメントに

分害Jし,フ ラグメント (モノマ
ー)と フラグメントペア

(ダイマ
ー)に ついてMO計 算を行うだけで,分 子全体の

エネルギーや電子密度を計算する方法である。この方法に

は,

1.フ ラグメント間の相互作用エネルギ
ーを計算可能

2.モ ノマーおよびダイマーの計算は独立して行うことが

可能であるため,並 列処理による大幅な高速化が可能

3。モノマーおよびダイマーと周囲のモノマ
ー間の静電相

互作用に近似を導入することで高速化可能

4。離れたフラグメントペアから構成されるダイマ
ーを,

静電的に相互作用するモノマ
ーの和として近似するこ

とで更に高速化可能

といった特徴がある。Ab initio FMO法を用いることで,

低分子化合物で成功を収めたab initio MO法を,精 度を落

とさずにタンパク質のような巨大分子へ適用することが可

能になる。特に,最 初に挙げた特徴により,従 来不可能で

あった残基一リガンド分子間の相互作用等を定量的に解析

することが可能になり,医 薬品などの分子設計に大きく役

立つことが期待される。

プログラム開発言語にはFortran90,並列化にはMPIを
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採用しているため,PCク ラスタから並列ス
ーパーコンピ

ュータまで幅広い計算機で使用できる。

現在までに,500残 基のタンパクであるプログステロン

受容体 リガン ド結合部位のホモダイマー (PDB ID:

l A 28,8237原子)を 計算 した実績がある。

●3-21G,4-31G,6-31G基 底関数への対応

剛 0計 算を行う場合,基 底関数にはSTO-3Gだ けでな

く3-21G,4-31G,6-31Gと いつたsplit valence基底関数

も使用できる。平成 15年度中に,6-31G(d),6-31G(dp)

のような分極関数を含む基底関数も使用できるようにする

予定である。

●フラグメント自動分害J機能

分子のフラグメントヘの分割方法は,D40法 の計算精

O   R2
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度に大きく影響する。一般論としてフラグメントサイズを

大きくすることで計算精度は向上するが,計 算時間も増大

するため,バ ランスのとれた分割方法が必要となる。ポリ

ペプチ ドの場合,ABINIT―MPは デフオル トでは図2(a)に

示すように2残基単位で分割する。残基数が奇数の場合

は,C末 端の残基を1フ ラグメントとする。フラグメント

間相互作用解析を行う場合は,1残 基で分害Jすると解析結

果が見やすくなる。ジスルフイド結合したシステイン残基

は図2(b),DNAは 図2(c)に 示すように分割する。

●高速化積分ルーチン

FMO計 算を行うには,以 下の四種類の積分を計算する

必要がある。

(a)重 なり積分

… … … … … … … … … … … … ・

( 1 )

(b)運 動エネルギ
ー積分

・……………………。(2)

(c)核引力積分

yλ〓∫中り歯 原哺れ・…… …」Э

(d)電 子反発積分

(μソlλσ)=∫φi(・)φν(■)もφi(r2)φσ(r2)グrノr2・…に)
特に,電子反発積分は計算量が多い(基底関数の数が Nの

とき0(N4))ため,FMO法 の計算時間を短縮するためには,

これらの積分計算の高速化が重要である。このために,直

交型 Gauss関数と漸化式を用いて計算する小原―斎賀の方

法
11‐B)を
採用 している。この方法は現在最も効率の良い

方法の一つと考えられる。電子反発積分については,漸 化

式から無駄な演算を削除したコードを自動生成するプログ

ラムを開発することで高速化を行っている。

●エネルギー勾配計算の高速化アルゴリズムの定式化

構造最適化を行うために,高 速にエネルギ
ー勾配を計算

するアルゴリズムを開発している。また,truncated Newto五

法を用いた最適化アルゴリズムの組込みを行っている。

3.3 標的データベースTarget Database

医薬品の標的は膜受容体,核 内受容体,酵 素, トランス

ポーターなど様々である。この中でも核内受容体は,生 体

の恒常性の維持や身体の発達に関与するホルモンの標的で

あり生体内で重要な役割を演じているものが多い。

本プロジェクトで作成する標的データベースは,国 立医
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薬品食品衛生研究所の中田らが開発
。公開している受容体

データベース (Receptor Database)1°および内分泌かく乱

物質のための受容体への結合親和性デ
ータベース (Binding

Affinity Dttabasc)19のデータ内容を再検討した上で整理

統合 ・拡張するものである。標的デ
ータベースは相互作用

解析をする上でベースとなるタンパク質や低分子化合物の

構造情報を提供するもので,こ れはWebデ
ータベースと

してインターネットで公開する予定である。

標的データベースは,「医薬品や内分泌かく乱物質など

非生体内化合物に関する情報 (低分子化合物デ
ータ)」と

「受容体など生体内の標的タンパク質に関する情報 (標的

データ)」の二つの大きなデ
ータに分けられ,こ れらは受

容体,酵 素, トランスポ
ーターなどの結合 。反応実験デ

ー

タによつて結|ぎれている。これらのデ
ータは次の7つ のグ

ループに分類されて,リ レ
ーショナルデータベースに登録

される。

医薬品や内分泌かく乱物質などの非生体内化合物情報 (低

分子化合物データ,ChembJ)
一般名称,分 子式 (組成式),分 子量 (式量),CAS登

録番号,構 造式,三 次元構造情報,使 用国名 (日米英),

薬効分類,使 用用途などを含む。

分類情珊i(Classification)

低分子化合物やタンパク質を分類するためのもので,低

分子化合物は薬効および構造により分類し,タ ンパク質は

機能による分類を行う.

受容体などの生体内の標的に関する情報 (標的デ
ータ"

Protein information)

アミノ酸配列,二 次構造,三 次構造,機 能部位,結 合親

和性情報,配 列類似性情報,一 遺伝子多型 (SNP)情 報,

転写因子情報等を含む。

受容体分類情報 (受容体データ"Receptor DB)

受容体の分類は,受 容体,サ ブタイプ,サ ブユニットお

よび種による違いを含めた四層構造とする。これにより,

種を超えた僅かな構造の違いまで含めた, もっとも細かい

受容体の分類となる。そして,こ こでの各受容体の塩基配

列,ア ミノ酸配列などの情報が標的デ
ータとなる。

受容体結合実験情報 (結合親和性デ
ータ,Binding Assay)

結合親和性データは,核 内および膜受容体と低分子化合

物の結合親和性に関するもので,主 として受容体結合実験

阻害試験データより構成される。

参考文献情報 (文献データReference)

結合親和性データに使用した文献を管理し,著 者名,論

文タイトル,雑 誌名,巻 ,ペ
ージ,発 行年,ア プストラク

ト,PubMed登 録番号を保持する。

リンク情報 (日nk)

PIRや PDBな ど,標 的タンパク質の情報を発信してい

るタト部データベースヘのリンクのためのURLを 管理する。
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データベースの開発は核内受容体から行い,膜 受容体,

酵素, トランスポ
ーターといつた他の機能を持つ標的タン

パク質へと順次広げていく。現在,標 的デ
ータベースに登

録する標的タンパク質 100種類について選定作業を行って

いる。また,デ
ータベース管理システムとしてPostgreSQL,

Middlewareとして Tomc江,開 発言語 として Java 2を採用

し,デ
ータ管理ツールの開発を進めている。

3.4 可視化システム BioSta■on Viewer

BioStation ViewerはABINIT―MPで 計算 した結果の可視

化および解析を行うプログラムで,1)生 体高分子の分子

構造の表示,2)電 子密度,静 電ポテンシャル等値面表示,

3)フ ラグメント間の相互作用エネルギ
ー表示 (口絵参

照),4)電 子密度等値面上の静電ポテンシヤルマップ表示

(図3参照),5)分 子構造の編集などの機能がある。Java 2

およびJava 3 Dで開発 しているため,MS― Windows,UNIX

などの幅広い環境上で使用できる。特に,フ ラグメント間

の相互作用エネルギ
ー表示機能は,他 の分子構造表示シス

テムにはない本プログラムに固有の機能であり,リ ガンド

分子一アミノ酸残基間の相互作用を解析する上で有用であ

る。

3.5 統合環境システム BioStation

3.1～ 3.4で説明 したサブシステムを統
一的に活用でき

る環境を開発し,標 的デ
ータベースの検索,計 算条件の入

力,ス クリ
ーニング中に生成される大量デ

ータ管理,ス ク

リーニングの自動処理,な どの機能を実現する。Viewer

と同様に,開 発言語としてJava 2を使用しており,幅 広い

システムで使用できることを目指している。

図3 BioStation Viewcrで描いた等電子密度面上の静電ポテンシ

ャルマップの例.半 透明の等電子面を通して,分 子のモデ

ル構造が見える。
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4口計算例 :エス トロゲン受容体とエス トロゲン類似化合

物の結合強度

エス トロゲン受容体は核内受容体スーパーファミリーの

1種であり,創 薬ターゲットとして重要なタンパク質で

ある。また,核 内受容体はリガンド依存的に転写活性を制

御することが知られており,リ ガンドとの相互作用の解析

はその機能を理解するための第一歩としても興味深い。こ

こでは,エ ストロゲン受容体と種々のリガンド分子との結

合エネルギーを理論的に計算することで,リ ガンド候補化

合物のエストログン受容体への結合能を予測した。分子間

の相互作用解析を精度良く行うためには,従 来生体系に用

いられてきた経験的手法に加えて量子化学的なアプローチ

生 産 研 究

が不可欠である。 ここでは ab initio IMO法プログラム

ABINIT―MPを 用いて, リガン ド分子の受容体 タンパク質

に対する結合性解析 を量子化学的に行った。

計算対象としたのは,エ ストログン受容体αと図4に示

す 11種のリガンド分子である。リガンド結合 ドメイン全

体を含む複合体 (モデル1,241残 基),お よびリガンド周

辺部位の約50残基からなる複合体 (モデル2)の 2種類の

分子モデルを用いて計算した。エストログン受容体の3次

元立体構造データは,PrOtein Dtta Bank(PDB)1°に登録さ

れているもの (PDB ID:l ERE,l ERR,3m,3 ERT)を

ダウンロー ドした。 これ らのデー タに対 し,MSI社 の

CHA R N I m , I n s i g h t  I IおよびGaus s i a n , I n c .のGau s s i a n 9 8等の

商用 ソフ トを用いて分子モデリングを行 った。さらに,

Genistein (CEN)

植物エストロゲン

17β‐Estradiol FSη

内因性エストロゲン

Bisphenol A (EISA) Bisphenol F (EISF)

工業化学物質

H⑬
/

4‐hy

DietyIStilbesttol IDE鋤

輪

毛

ЪH

R a l o x i m e ( M動 4 -hyfr oxycl omifen e (OH C)

Tanloxifen「AM)

/°

/ N`J
ノ
|

Oomifme(CL● )

押

~NJ
J

合成エストロゲン (医薬品)

図4 エ ストログン受容体との結合エネルギー計算を行ったリガンド分子
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ABINIT―MPを 用いてHF/STO…3Gレ ベルの結合エネルギ
ーを計算 した.得 られたエネルギー値から,17β

―エス

トラジオール (EST)を 基準 とした相対結合エネルギー

(△△E)を 求め,実 験的に知られている相対結合能
1つ
との

比較を行った。モデル2で は 11種全てのリガンドに対 し

て計算を行ったが,モ デル 1で はEST,DES,OHT,RAL

の4リ ガンドに対してのみ計算を行った。計算機には,二

種類のPCク ラスタを用いた。

分子間の結合エネルギー (△E.gmd)は ,受 容体のエネ

ルギー (E recⅢ∝)と リガンド分子のエネルギ
ー (E.gand)

の和と複合体のエネルギー (E complα)と のエネルギー差と

して表現できる。すなわち;

△E.gand=E comttα~E Кceptor~E.gand

次に,実 験的に知られている相対結合能 (RBA)と 比較

するために,ESTが 結合した複合体を基準とした相対結合

エネルギー△△Eを 以下のように定義した ;

R2=0,8371            J懸OHC
OHT
EST

ES丁
RAL

● DES

BISF

● GEN

●

丁AM

-5   -4   -3   -2   -1    0    1    2

1og(RBA/100)

図 5 モ デル 2(50残 基)を 用いた EIこ とリガンドとの結合性の

比較,● は実験値からRBAが得られている化合物,■ は
RBAが不明の化合物に対する予測値を表す。

生 産 研 究

△△E ligand=△E llgand~△E EST

n10計 算によリモデル2に対して得られたエネルギー

値を用いて,図 5に 相対結合能 (log(RBA/100))対計算

値 (△△E)の 点をプロットした。●は実験値からRBAが

得られている化合物を表し,図 中の直線はこれらの分子に

対する相関直線である。■はRBAが 不明の化合物に対 し

て相対結合エネルギーから得られる予測値を表す。

図5に示すように,モ デル2に対 して8化合物を用いて

引いた相関直線は高い相関係数を示しており (r2=0.837),

特にTAM以 外の 7化合物においては,実 験値 と計算値が

非常によく一致 している。TAMが よく合わない理由の 1

つとして,モ デリングする際に殆どの重原子の座標を固定

しているためにひずみが生じている可能性がある。このこ

とを回避するためには,リ ガンド周辺の構造を最適化 し,

最も安定なリガンドの位置を決定する必要がある。

次に,モ デル 1とモデル2の結果を比較する。表 1は ,

結合エネルギー (△E),計 算時間 (CPU dmc),使 用 した

CPU数 (NPUs)を まとめたものである。計算時間は,モ

デル 1はモデル2の 7～ 10倍程度の時間がかかっている。

次に結合エネルギー (△E)を 比較すると,2つ のモデルの

間の差 は EST,OHT,DESの 3化 合物 に対 して～ 3

kca1/mol程度であり,殆 ど違いがないことがわかる。この

ことは,エ ス トロゲン受容体とリガンドとの結合が,活 性

ポケット周辺の環境のみに依存する局所的なものであるこ

とを示 している。エス トロゲン受容体 (ER)の リガンド

結合能について,相 対結合能 R3Aと 相対結合エネル

ギー△△Eが ほぼ比例関係を示 した。これらにより実験に

先駆けた定性的な理論予測が可能となった。このことは生

体分子系に対するFMO法 の有用性を示 しており,今 後さ

らに高精度 。大規模な計算を行うことによって定量的な予

測が可能になると期待される。
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表 1 モ デル間の比較。計算には2種類のPCク ラスタ (16ノー ドDual Pentium ⅡI(l GHz),8ノ ー ドDual Xeon(2.2 GHz)。ネットワーク

は100 Basc―TXで ある)を 用いた。表中の*は後者を用いた結果である。

リガンド

EST

RAL

OHT

DES

モデル 2(50残 基)

ΔE/kca1/mol  CPU time/s

-37.80      6285,7

■35,30      6956.5

二41.73       7661.4

-26.70       5294.3

モデル1(241残 基)

△E/kca1/m01  CPU ti面 e/s

-37.65      50995.3

-26。13     105551.1*

-38。19     271543.4+

-28.33      51936.3

NPLs

32

32

32

32

階
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ピ
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