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アブストラクト

　アプタマーとはターゲット分子に特異的に結合する核酸（DNA、RNA）やペプチドであり、近年、

医薬品、研究試薬、検査キットなどのシーズとして注目されている。RNA アプタマーはヌクレアー

ゼにより分解されやすい特徴があり、分解耐性にするためには塩基を 2’‐O‐メチル修飾塩基に置き

換える方法がある。しかし、修飾塩基に置き換える部位によってはターゲット分子への結合力が低下

してしまう問題がある。分解耐性をもった RNA アプタマー作成においては、実証実験により修飾可

能部位を模索する必要があり、時間とコストがかかる。本研究では、計算により結合力が低下しない

修飾可能部位を予測することを目的として、フラグメント分子軌道法（FMO 法）を用いた結合力評

価方法を検討した。一般的に、タンパク質－リガンド間の相互作用は両者間の IFIE により評価でき

ることが報告されている。しかし、今回取り扱ったタンパク質－ RNA 複合体の系では結合を架橋す

る水分子が相当数存在し、タンパク質－ RNA 間の直接の IFIE により結合力を評価するのは難しいこ

とが明らかになった。本研究では、結合を架橋する水分子の影響を含めた結合力評価方法として、「水

和エネルギーを考慮した FMO 法に基づく Supermolecule 法」を提案する。本計算を実施することで、

結合を架橋する水分子の影響を含めた結合力を評価できるとともに、タンパク質－リガンド（RNA）

間の安定化エネルギー（IFIE）、結合によるタンパク質 / リガンド内部の電子緩和による安定化エネ

ルギー、タンパク質 / リガンド結合部位の脱水和エネルギーをそれぞれ区別して直接的に導出するこ

とが可能となる。

キーワード：　アプタマー、分解耐性、NF-κB、フラグメント分子軌道法（FMO 法）、Supermolecule 法、

水和エネルギー
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1.　背景および目的

　アプタマーとはターゲット分子に特異的に結合する核酸（DNA、RNA）やペプチドであり、近年、

医薬品、研究試薬、検査キットなどのシーズとして注目されている。特に RNA は構造の自由度が高

く、その配列によって様々な柔軟な構造を取り得るため、その多様な RNA から選別される RNA アプ

タマーはターゲット分子に対する特異的結合性の高い分子として注目されている。

一方で、RNA はヌクレアーゼにより分解されやすいという特徴があり、RNA アプタマーの実用化は

抗体のようには進んでいない。RNA の分解は特にピリミジン塩基で加水分解されやすいことが知ら

れており、2’‐OH 基にメチル基などの修飾置換基を導入することで分解耐性を得られることがこれ

までにわかっている �）。しかし、修飾塩基を導入する部位によってはRNAアプタマーの構造変化やター

ゲット分子との相互作用部位の阻害を引き起し、ターゲット分子への結合力が低下してしまうという

問題がある。現在は、分解耐性をもった RNA アプタマーを作成するには、RNA アプタマーの結合力

が低下しない修飾可能部位を実証実験により時間とコストをかけて模索する必要がある。

　そこで我々は、簡便に RNA アプタマーのヌクレアーゼ耐性配列をデザインするために、コンピュー

タシミュレーションによる分解耐性配列デザイン技術の開発を開始した。本研究では結合力が低下

しない RNA アプタマーの修飾可能部位を予測するため、NF-κB/RNA アプタマー複合体（PDB 

ID:�OOA）9）を例に、フラグメント分子軌道法（FMO 法）2,3,4）を用いた結合力評価方法を検討した。

2.　結合実験

　計算結果の評価のため、RNA アプタマー配列 CAUACUUGAAACUGUAAGGUUGGCGUAUG の

うち、各ピリミジン塩基（C/U）を一塩基ずつ 2’‐O‐メチル修飾した配列を用意し、この �2 個の

修飾後配列と修飾前配列について、SPR 法を用いて NF-κB との結合力を評価した。変異体間の親

和性を比較するため、様々な濃度におけるセンサグラムをグローバルフィッティングすることで解離

定数を見積もろうとしたが、非特異的結合が多く正しく算出することが困難であった。そのため、今

回は結合量：Kon と解離量：Koff の差に着目し、評価指標として [ 結合量 ] － [ 解離量 ] を用いた。結果

を図 � に示す。値が大きいほど結合力が強いことを表す。

図 �　Biacore により測定した結合力評価
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3.　FMO 法を用いた結合力評価方法の検討

3.1.　フラグメント分子軌道法（FMO 法）

　フラグメント分子軌道法（Fragment Molecular Orbital method; FMO 法）2,3,4）は、北浦らにより提

唱された、量子力学に基づいた分子の電子状態の近似計算法であり、高分子を高速に計算することが

できる。FMO 法は、高分子をフラグメントに分割し、フラグメント単量体（モノマー）とフラグメ

ント 2 量体（ダイマー）（必要に応じてはトリマー）の量子力学計算を行い、それらのプロパティを

用いて全系のプロパティを求める。本方法は非常に高速な計算手法でab initio MO 法の結果を非常に

高い精度で再現し、また、効率良く並列計算を行うことができる。さらに、FMO 法では、フラグメ

ントを単位として分子内や分子間のフラグメント間相互作用エネルギー（Inter-Fragment Interaction 

Energy; IFIE）を求めることができるため、タンパク質－ RNA 間の相互作用エネルギーをアミノ酸

残基－塩基単位まで細分化することが可能である �）。FMO 法を実装した代表的なソフトウェアの一

つに ABINIT-MP 6,7,8）があり、本解析ではこれを使用した。

3.2.　IFIE による結合力評価

　NF-κB/RNA アプタマー複合体（PDB ID:�OOA）は 2 量体（chain A/C, chain B/D）で構成され

る 9）。本解析では chain A/C の結合を解析対象とし、chain A/C から 6 Å以内にある全ての結晶水を

計算系に含めた。修飾構造については RNA アプタマー配列の各ピリミジン塩基：C/U を 2’‐O‐メ

チル修飾した構造をそれぞれモデリングし、分子力学法により修飾部位周辺の 6 Å以内にある重原子

について、段階的に拘束を解くことにより構造最適化を行った。構造最適化後のすべての構造につい

て、FMO 法を用いて MP2/6-3�G レベルの一点エネルギー計算を行った。修飾前構造とすべての修

飾構造について、FMO 計算により得られた NF-κB タンパク質－ RNA 間の IFIE と、実験により評

価された結合力との比較を図 2 に示す。IFIE は値が小さいほど計算により求められた結合力が大き

いことを示す。一般的に、タンパク質－リガンド間の相互作用は両者間の IFIE により評価できると

報告されているが �0）、本系では NF-κB タンパク質－ RNA 間の IFIE により結合力を評価すると実

験結果との間に相関は見られなかった。

図 2　NF-κB タンパク質－ RNA 間の IFIE と実験結果の比較
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3.3.　結合を架橋する水分子の検討

　NF-κB タンパク質－ RNA 間の IFIE による結合力評価において、実験結果との相関が得られなかっ

た原因を検討した。NF-κB/RNA アプタマー複合体の chain A/C 側には NF-κB タンパク質と RNA

アプタマーから水素結合可能な 3.� Å以内に存在する水分子が �7 個存在する。これら水分子が NF-

κB － RNA アプタマー間を水素結合により架橋することで、NF-κB/RNA アプタマー相互作用をよ

り強固なものにしている可能性が考えられた（図 3）。そこで、FMO 計算で求められた IFIE を用い

て、結晶水分子の NF-κB タンパク質および RNA に対する安定化エネルギーを調査した。図 4 をみ

ると、結晶水のうち半数程度の水分子が NF-κB タンパク質と RNA の双方に対して安定的に働いて

おり、結合を架橋していることがわかる。RNA のバックボーンは負電荷を帯びているため、一般的に、

RNA とタンパク質の結合において、結合を架橋する水分子が相当数存在することが想定され、この

影響を無視することはできないと考えられる。よって、RNA とタンパク質の結合力を評価するには、

NF-κB タンパク質－ RNA 間の直接の IFIE のみによる評価では不十分であり、結合を架橋する水分

子を含め、水和エネルギーを考慮した結合力評価方法を検討する必要があることがわかった。

図 3　結合を架橋する結晶水

図 4　結晶水の NF-κB タンパク質および RNA に対する安定化
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3.4.　水和エネルギーを考慮した FMO 法に基づく Supermolecule 法

　従来から、タンパク質（P:Protein）およびリガンド（L:Ligand）の結合エネルギーは Supermol-

ecule法により求められてきた。水和エネルギーを考慮しないSupermolecule法では次式で定義される。

　ここで、水和エネルギーを考慮した Supermolecule 法について考える。タンパク質とリガンドの結

合過程を模式的に図 � に示す。水和エネルギーを考慮した Supermolecule 法は、タンパク質およびリ

ガンドへの水和エネルギーを無視できる十分な距離までの水分子を含めた系において、（�）式と同様

に、次式で表わすことができる。

　（2）式を FMO2 計算により展開し、それぞれの分子および分子間について整理すると最終的に次式

を得る。ただし、ΣXÉ は分子 X の環境静電ポテンシャルエネルギーを除いたモノマーエネルギーの

合計を表し、ΣX－Yຼ は分子 X- 分子 Y 間のフラグメント間相互作用エネルギー（IFIE）を表すものと

する。

　最後の項（ΣWÉP＋L －ΣWÉP－ΣWÉL）＋（ΣW－WຼP＋L －ΣW－WຼP－ΣW－WຼL）は、計算系間での水分

子のモノマーエネルギーおよびフラグメント間相互作用エネルギーの差分であり、それぞれの計算系

ESOLVP＋L、ESOLVP、ESOLVL に含めた水分子数の差異に依存する。タンパク質とリガンドの結合エネルギー

を評価する際には、この計算系間の水溶液エネルギー差を表す項を除いた式ΔE’を用いる。尚、タン

パク質結合部位の脱水和エネルギーΣP －WຼP＋L －ΣP －WຼPおよびリガンド結合部位の脱水和エネルギー

ΣL －WຼP＋L －ΣL －WຼL も、それぞれの計算系 ESOLVP＋L、ESOLVP、ESOLVL に含めた水分子数の差異に依

存するが、それぞれの計算系に溶質－水分子間の水和エネルギーが収束する程度の十分な水分子を含

めて計算することで、系間における水分子数の差異から生じる水和エネルギーの差異は無視すること

ができる。系に含める十分な水分子については、例えば MP2/6-3�G* レベルの FMO 計算を行う場合、

溶質－水分子間の水和エネルギーは 6 ～ 8 Åで収束することが報告されている。��）。

　複合体の FMO 計算を行うと、結合状態におけるタンパク質 - リガンド間の直接的な安定化エネル

ギー（IFIE）を得ることができるが、水和エネルギーを考慮した Supermolecule 法を実施すれば、こ

れに加えて、タンパク質および RNA の結合前後の内部エネルギー変化とタンパク質および RNA の結

合部位の脱水和エネルギーを得ることができる。Supermolecule 法の結合前後のエネルギー差分が結

合エネルギーであるという考え方に従うと、これらの合計値が結合エネルギーとなる。本評価方法に

よれば、結合後に存在する結合を架橋する水分子の結合前後の水和エネルギー差分が結合エネルギー

に含まれるため、結合を架橋する水分子を含めた結合力評価が可能である。
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図 �　水溶液中でのタンパク質とリガンドの結合過程

3.5.　水和エネルギーを考慮した FMO 法に基づく Supermolecule 法による評価

　まず、NF-κB/RNA アプタマー複合体において、水和エネルギーを考慮した FMO 法に基づ

く Supermolecule 法を適用し、結合力を評価した結果を表 � に示す。FMO 計算の実施に際して

は、Complex 系、Protein 系、RNA 系のそれぞれにおいて、結晶水に加え AMBER により添加し

たタンパク質 /RNA から 6 Å以内の水分子を含めた。表 � のΔE の Protein-RNA Binding Energy

は -344�.36kcal/mol となっている。これは複合体について FMO 計算を行うことで導出される、結

合状態におけるタンパク質 - リガンド間の直接的な安定化エネルギー（IFIE）であり、この値につ

いては Supermolecule 法を行わなくても得ることができる （Complex 系の Protein-RNA Binding 

Energy を参照）。ΔE の Protein Internal Energy はタンパク質の結合前後による内部エネルギーの

変化、RNA Internal Energy は RNA の結合前後による内部エネルギーの変化であり、FMO 法に基づ

く Supermolecule 法により得ることができた値である。これらの値をみると、NF-κB/RNA アプタ

マーの結合において、結合によりタンパク質および RNA の内部エネルギー自体は不安定化している

ことがわかる。ΔE の Protein-Water Binding Energy はタンパク質の結合部位の脱水和エネルギー、

RNA-Water Binding Energy は RNA の結合部位の脱水和エネルギーであり、水和エネルギーを考慮

した FMO 法に基づく Supermolecule 法により得られた値である。タンパク質および RNA の結合前

後の内部エネルギー変化やタンパク質および RNA の結合部位の脱水和エネルギーは、タンパク質 -

リガンド間の IFIE と比較しても無視できないほど大きいことがわかる。Supermolecule 法の考え方

である結合前後のエネルギー差分が結合エネルギーであるという考え方に従うと、これらの合計値で

ある、ΔE の Total Energy-22�7.29 kcal/mol が結合エネルギーとなることがわかった。

　次に、修飾前構造とすべての修飾構造について「水和エネルギーを考慮した FMO 法に基づく

Supermolecule 法」により評価した結合力と、実験により評価された結合力との比較を図 6 に示す。

実験による評価（ΔE’）は値が小さいほど計算により求められた結合力が大きいことを示す。実験結

果との間に相関は見られず、07RU に修飾を行った場合に極端に結合力が下がる傾向は再現できなかっ

たものの、修飾前構造が最も結合力が高い傾向は得ることができた。タンパク質－ RNA 間の IFIE の

みで評価した場合に比べると実験結果を再現できる傾向にあると考えられる。また、実験との相関が

大きく外れるのは修飾箇所がタンパク質との相互作用面から遠く、修飾箇所が剥き出しになり周囲に

水分子が多く存在する場合である傾向にある。RNA は構造の自由度が高く、柔軟な構造を取りやす
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いことに加え、特に本手法では水分子の位置と向きが結合力評価結果を左右することを考えると、複

数点のサンプリングがより重要となる。本系について分子動力学計算を実施して複数点のサンプリン

グを行い、本手法を適用することが必要である。

表 �　NF-κB/RNA アプタマー複合体における

水和エネルギーを考慮した FMO 法に基づく Supermolecule 計算

図 6　水和エネルギーを考慮した FMO 法に基づく Supermolecule 計算結果と実験結果の比較

4.　まとめ

　本研究では結合力が低下しない RNA アプタマーの修飾可能部位を予測するため、NF-κB/RNA ア

プタマー複合体（PDB ID:�OOA）を例に、フラグメント分子軌道法（FMO 法）を用いた結合力の評

価方法を検討した。一般的に、RNA とタンパク質の結合において、結合を架橋する水分子が相当数存

在することが想定され、結合力を評価する際にこの影響を無視することはできないと考えられる。そ

のため、結合を架橋する水分子を考慮した結合力評価方法として、「水和エネルギーを考慮した FMO

法に基づく Supermolecule 法」を検討した。
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