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１． 本プロジェクトの研究の背景、目的、関係するプロジ

ェクトとの関係 

タンパク質―リガンド結合の理解は生命科学の中心

課題の一つであり、創薬化学での重要性も増している。

特に、プロテインキナーゼは基質となるタンパク質や

ペプチドに ATP のリン酸基を転移する酵素であり、細

胞内シグナル伝達系において中心的な役割を果たして

いる。キナーゼの異常はがんを始めとする様々な疾病

の原因となっており、創薬における重要なターゲット

である。高騰する医薬品開発費を抑えるために、標的タ

ンパク質に強く結合する医薬品候補化合物を正確かつ

高速に予測する計算技術が必要とされている。近年で

はさらに、実験で得ることが難しいタンパク質―リガ

ンドの結合経路および中間状態の予測も求められるよ

うになってきている。 

これまで、我々は分子動力学（Molecular Dynamics:MD）

計算と拡張アンサンブル法を用いたタンパク質―リガ

ンド結合自由エネルギー解析法を開発し、リガンドの

結合ポーズ・親和性の予測やリガンドの結合メカニズ

ムの解明を行ってきた。しかし、これらの研究では分子

サイズの小さいリガンドのみを扱っており、大きなリ

ガンドの結合については理解が限られていた。実際の

抗がん剤では分子サイズが大きく柔軟性が高い化合物

が多く、柔軟性の高いリガンドやペプチドとの結合を

正確に予測できる計算プロトコールが求められている。 

また、これまで標的タンパク質とリガンドのみの希

薄溶液環境を主に扱ってきたが、実際の細胞内は様々

な生体分子が高密度で存在している混雑環境となって

いる。薬剤設計に役立つプロトコールにするためには、

細胞内環境を意識した分子混雑系でのリガンド結合も

考慮しなければならない。リガンドの結合親和性予測

に用いられる自由エネルギー摂動法 (Free-Energy 

Perturbation: FEP)は計算コストが高く、分子混雑系へ

の応用が限られていた。また、タンパク質同士が密に接

する分子混雑系では力場パラメータの精度が著しく低

下することが知られており、混雑環境を正確に再現す

る力場パラメータが求められている。 

本課題では、柔軟性の高いリガンドやペプチドとの

結合の計算プロトコールの構築および結合メカニズム

の解明、FEP 法の高速化、分子混雑系での力場パラメー

タの改良を目的として、以下の４つの研究を行った。 

 

(1) Src キナーゼと基質ペプチドの結合ポーズ探索 

キナーゼと基質蛋白質の結合ポーズに対する正確な

知見は、特異性の高い阻害剤の創出において不可欠で

あるが、多くのキナーゼ、特にチロシンキナーゼと基質

蛋白質の複合体の構造は、実験的にも知られていない。

本研究では、gREST 法（Generalized Replica Exchange 

with solute Tempering）と呼ばれる効率的な構造サン

プリング法を用いることにより、Src チロシンキナーゼ

と基質ペプチドの結合ポーズの特定を目指した。 

 

(2) cAbl キナーゼと Imatinib 阻害剤のｇREST/REUS 法

のパラメータ調整 

gREST 法と REUS 法(Replica Exchange Umbrella 

Sampling)を組み合わせた gREST/REUS 法を用いること

で、様々な中間状態や結合経路を効率的にサンプリン

グできる。gREST 法で系の一部の有効温度を向上させ、

系のコピー（レプリカ）間で有効温度を交換させる。

REUS 法でタンパク質―リガンドの距離空間でレプリカ

間で交換させる。二次元レプリカ交換を行うことによ

り、自由エネルギー地形の収束性を大幅に向上させる

ことができる。柔軟性が高い Imatinib 阻害剤と cAblキ

ナーゼとの結合経路予測に gREST/REUS 法を応用し、最

も効率よくサンプリングできる gREST/REUS法のパラメ

ータの探索を行った。 

 

(3) 静電相互作用計算を高速化した FEP の開発 
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従来の FEP 法では、静電相互作用計算で PME 法を用

いた場合、高速フーリエ変換（FFT）が余分に必要とな

るため、通常の分子動力学(Molecular Dynamics: MD)

計算よりも計算コストが高くなる。計算コストを削減

するため、本研究では部分電荷に非線形なスケーリン

グを導入した FEP 法を提案する。このスケーリングは

REST2 法等で用いられているものと同等で、FFT の計算

回数を抑えることで静電相互作用計算を高速化できる。

非線形スケーリング FEP法を MD計算ソフト「GENESIS」

に実装し、タンパク質―タンパク質結合親和性の予測

に応用した。 

 

(4) 溶媒-溶質の LJ 相互作用と水和自由エネルギーの

関係の調査 

細胞内環境における水和自由エネルギーの計算は、

周囲を十分に水が満たしているバルク環境とは全く異

なり、分子混雑系を考慮することが必要となる。しかし、

分子混雑系では力場の精度が著しく低下することが知

られている。これは、そのような混雑環境においては、

溶質が凝集しすぎる問題があるからである。そこで溶

媒-溶質間の Lennard-Jones（LJ）相互作用を強めるこ

とでこの問題に対処する方法があり、これらは NBFIX

（Non-bonded Fix）と呼ばれる。本研究では実験値が知

られており、かつ構造の単純な低分子であるメタンと

メタノールに対して、異なる NBFIX パラメータを使用

して水和自由エネルギーを計算した。これにより、

NBFIX の値がどのように水和自由エネルギーに影響す

るかの理解を目指した。 

 

２． 具体的な利用内容、計算方法 

(1) Src キナーゼと基質ペプチドの結合ポーズ探索 

Src チロシンキナーゼに対して、これまで 2 つの結合

ポーズが提案されてきた（図１）。１つは cleft 

orientation、もう１つは C-lobe orientation と呼ば

れており、これらの結合ポーズはセリン/スレオニンキ

ナーゼやレセプター型のキナーゼで散見される。一方、

最近になって、ディープラーニングを用いた構造予測

法である AlphaFold2が複合体の構造予測にも適用でき

るようになったが、それを用いたところ、 cleft 

orientation と C-lobe orientation のちょうど中間に

位置するような結合ポーズを予測した。しかし、この結

合ポーズの信頼性スコアはかなり低く、この予測をそ

のまま鵜呑みにすることはできない。本研究では、まず

基質ペプチドとその周囲にある Src キナーゼの

Activation loop を solute region として gREST シミュ

レーションを実行し、結合ポーズに関するサンプリン

グを行った。次に、サンプリングの結果得られた結合ポ

ーズに対して 1μs の分子シミュレーションを行い、そ

の 構 造 安 定 性 に つ い て 調 べ た 。 最 後 に 、 NMR 

(paramagnetic relaxation enhancement) の結果と比

較することにより、得られた結合ポーズが実験結果と

コンシステントであるかについて調べた。 

 

 

図 1： Src キナーゼと基質ペプチドの結合ポーズ 

 

(2) cAbl キナーゼと Imatinib 阻害剤のｇREST/REUS 法

計算のパラメータ調整 

cAbl キナーゼと Imatinib 阻害剤の gREST/REUS シミ

ュレーションを行い、結合経路のサンプリングを行う。

そのために、gREST 法と REUS 法のそれぞれのパラメー

タ調整を行い、サンプリング効率の向上を確認した。 

 

(3) 静電相互作用計算を高速化した FEP の開発 

タンパク質―タンパク質間の相互作用を理解するた

め、境界面のアミノ酸をアラニンに置換する実験が多

数行われている。従来の FEP 法と非線形スケーリング

FEP 法を比較するため、タンパク質−タンパク質の結合

面のアミノ酸に摂動を与えて別のアミノ酸に置換し、

その際の自由エネルギー変化（ΔΔG）を求め、実験デ

ータと比較した。結合状態での計算（図２）と解離状態

での計算（図３）を行うことで、熱力学サイクルからタ

ンパク質−タンパク質結合自由エネルギーの変化（ΔΔ

G）を計算した。計算対象として、Barnase と Barstar の

複合体における Tyr29 から Ala への置換（Y29A 変異）

を用いた。 
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図２：タンパク質−タンパク質結合とアミノ酸置換の熱

力学サイクル 

 

図３：Barnase-Barstar の Y29A 変異。 

 

(4) 溶媒-溶質の LJ 相互作用と水和自由エネルギーの

関係の調査 

 力場を構成するポテンシャル項（距離、角度、二面角、

LJ 相互作用、クーロン相互作用）の内、溶質–溶媒間の

LJ 相互作用に対してのみスケーリング係数λを NBFIX

パラメータとして掛ける（図４）。この補正により、溶

質–溶媒間の LJ 相互作用の力が強まることになる。本

研究では CHARMM 力場の１つである c36m 力場に対して

この補正を行い、NBFIX パラメータの異なる力場それぞ

れに対して FEP 法を用いて水和自由エネルギーΔGsolv

を計算した。 

 

図４：NBFIX パラメータの式と概念図 

 

３． 結果 

(1) Src キナーゼと基質ペプチドの結合ポーズ探索 

Cleft orientation 及び C-lobe orientation を持つ

構造を初期構造として gRESTシミュレーションを行い、

Src キナーゼと基質ペプチドの複合体の構造サンプリ

ングを行った。その結果、初期構造に関わりなく、cleft 

orientationがよくサンプリングされること(RMSDの値

が 5 Å 以下) がわかった（図５上）。一方、C-lobe 

orientation は、ほとんどサンプリングされなかった。

これは C-lobe orientation が結合ポーズとして不適

当であることを意味する。また、初期構造に用いていな

いにも関わらず、gRESTシミュレーションで AlphaFold2 

orientation に近い構造がサンプリングされているこ

とがわかった（図５下）。 

 

 

図 ５：gREST 法による構造サンプリング 

 

次に、サンプリングされた結合ポーズの構造安定性

を調べるために、３本の独立な 1μs の分子シミュレー

ションを行った（図６）。その結果、cleft orientation

は、100 ns の時間スケールでは比較的安定しているが、

1μs の時間スケールでは不安定であることがわかった。

これは、cleft orientation が結合ポーズとして不適当

であることを意味する。一方、AlphaFold2 orientation

は 1μs の時間スケールにわたって安定していた。 

 

 

図 ６：結合ポーズの構造安定性 
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最後に、AlphaFold2 orientation が NMR の結果とコ

ンシステントであるかを調べた。最近の NMR 実験

(paramagnetic relaxation enhancement) によると、

基質ペプチドの P+5 番目のアミノ酸残基（P はリン酸化

されるアミノ酸残基の番号）に PROXYL と呼ばれるプロ

ーブを取り付けると、それが図 7 左に示した Src キナ

ーゼの領域に近づく（15 Å 以内）ことが明らかになっ

た。AlphaFold2 orientation に対する分子シミュレー

ションの結果を用いて、これらの領域と P+5 番目のア

ミノ酸残基との距離の分布を求めたところ、確かに 15 

Å以内に近づいていることを示すことができた（図7右）。

これは、AlphaFold2 orientation が実験結果とコンシ

ステントであることを意味する。 

 

 

図 ７：Paramagnetic relaxation enhancement の結果

とシミュレーション結果の比較 

 

これらの結果により、Src キナーゼと基質ペプチドの

結合ポーズが AlphaFold2 orientation であると結論づ

けることができる。 

 

(2) cAbl キナーゼと Imatinib 阻害剤の gREST/REUS 法

計算のパラメータ調整 

最初に、結合構造から Umbrella sampling シミュレ

ーションを用いてリガンドを徐々に引っ張り、REUS レ

プリカを作成した（図 8）。 

次に、1 次元で gREST の温度調整を GENESIS の

Automatic Tuning 機能を用いて、5 つのラウンドを通

して 8 個の温度を決めた。1-5 ラウンドで温度が収束し

ていくのが見られる。 

最後に、REUS のタンパク質―リガンド距離の調整を

1 次元で行った。数回のラウンドを通して、距離分布を

確認しながら、距離、Force constant を調整しながら

決めた。 

 

図 ８：Abl-Imatinib リガンドの REUS レプリカ初期構

造作成 

 

(3) 静電相互作用計算を高速化した FEP の開発 

 Barnase-Barstarの複合体の Tyr29を Alaに置換した

ときの自由エネルギー変化を計算した。結果は下表の

ようになり、非線形スケーリング FEP法は従来の FEP法

の結果をよく再現できた。しかし、両結果とも実験デー

タから 1kcal/mol 以上小さくなった。先行研究におい

て、CHARMM 力場は Barnase-Barstar の結合自由エネル

ギーを過小評価することが知られており、FEP 計算結果

と実験値とのずれは力場パラメータに由来するものだ

と考えられる。非線形スケーリング FEP 法は、タンパク

質の変異に対して従来法と同程度に正しく計算できる

ことが確認できた。 

ア ミ ノ

酸置換 

非線形スケ

ー リ ン グ

FEP 法 

(kcal/mol) 

従来の FEP

法 

(kcal/mol) 

実 験 結 果 

(kcal/mol) 

Y29A 1.67 1.34 3.4 

 

(4) 溶媒-溶質の LJ 相互作用と水和自由エネルギーの

関係の調査 

 NBFIX パラメータと水和自由エネルギーには負の相

関が確認された。溶媒–溶質間の LJ 相互作用と強化す

ることは、溶質の溶媒に対する親和性を高めることで

もあるので、この結果は定性的に妥当である。本研究で

使用した溶質はメタンとメタノールであるが、その水

和 自 由 エ ネ ル ギ ー の 実 験 値 は そ れ ぞ れ 1.93 

(kcal/mol) と-4.86 (kcal/mol) である。図 9 では実

験値はそれぞれい横線で表示してある。実験値を再現

するためには、おおよそ NBFIX が 1.2 程度必要である

ことが確認できる。ただしメタンとメタノールでは必

要な値が異なることからわかるように、統一的なパラ
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メータを 1 つ決定することは困難であることもわかっ

た。しかし厳密に一致させることは困難であっても、比

較的小さい NBFIX パラメータを設定することで実験値

に近づくこと、すなわち水和に関する力場の精度が向

上することが確認された。 

 

図 ９： NBFIX と水和自由エネルギーの関係 

 

 

４． まとめ 

Src キナーゼと基質ペプチドの拡張アンサンブルｇ

REST 法、１µｓ従来 MD シミュレーション、NMR 実験デ

ータとの比較を行うことにより、AlphaFold2 で得られ

た cleft orientation と C-lobe orientation の中間構

造が適切な結合構造であることを明らかにした。 

cAbl キナーゼと Imatinib リガンドの結合経路を２

次元拡張アンサンブル gREST/REUS法でサンプリングす

るためのパラメータ調整を行い、レプリカ空間の交換

率が高い、効率的な構造サンプリングができることを

確認した。 

従来 FEP 法より計算コストが低い非線形スケーリン

グ FEP 法を GENESIS に導入した。タンパク質−タンパク

質結合自由エネルギーをアミノ酸残基の変異に対して

計算し（ΔΔG）、非線形スケーリング FEP は従来法と同

程度に正しく計算できることが確認できた。 

溶媒–溶質間の LJ 相互作用に対して NBFIX スケーリ

ングを掛け、CHARMM の C36m 力場を用いてメタンとメタ

ノール溶質の水和自由エネルギーを計算した。1.2 程度

の比較的小さいパラメータを使うことによりが実験値

に近い値が計算で再現されることがわかった。 

 

５． 今後の計画・展望 

(1) Src キナーゼと基質ペプチドの結合 

今後は、Src キナーゼと基質ペプチドの結合が、Src

キナーゼとリガンド（ATP や阻害剤）の結合に与える影

響を明らかにすることを目標とする研究を行う。より

具体的には、(i) 基質ペプチドとの結合がリガンド結

合部位の構造に与える影響を調べる、(ii) Src キナー

ゼとリガンドの結合自由エネルギーが、基質ペプチド

の存在によりどのように変化するのかを FEP 法を用い

て調べる、という研究課題を遂行する計画である。 

(2) cAbl キナーゼと Abl リガンドのｇREST/REUS 法計

算のパラメータ調整 

今後は、Abl キナーゼの変異体が、リガンド結合経路、

構造分布にどのような影響を与えるか明らかにするこ

とを目標とする。Abl の変異体の gREST/REUS シミュレ

ーションのパラメータ調整を行う。 

(3) 静電相互作用計算を高速化した FEP の開発 

系が大きくなるほど FFT が律速になるため、非線形

スケーリング FEP法は大きな生体系で特に有効になる。

実際の細胞内では様々な生体分子が高密度で存在して

いる混雑した環境となっている。混雑環境での FEP 計

算は計算コストが大きいため行われてこなかったが、

本手法を用いて結合自由エネルギー計算などを行って

いきたい。 

(4) 溶媒-溶質の LJ 相互作用と水和自由エネルギーの

関係の調査 

 NBFIX 導入の目的は分子混雑系でのシミュレーショ

ンの精度を高めることである。本研究では適切な NBFIX

パラメータは、水和に関する力場の精度を高めること

が確認された。この見地を元に次は混雑系での自由エ

ネルギーを求めることを行っていきたい。
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