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アブストラクト

世界に先駆けた日本独自の研究開発によってタンパク質の量子化学計算が可能になってきた。しかし、

阻害剤の活性値と直接比較できるタンパク質－阻害剤結合自由エネルギー (ΔG ＝ΔH -TΔS ) の量子力学

的計算は、現在のスーパーコンピュータを用いても困難である。ところが、近年、Structure.Based.Drug.

Design.(SBDD) において、結合自由エネルギーのエンタルピー成分 (ΔH ) が注目されており、それは量子

力学的に高精度で計算できる可能性がある。そこで、地球シミュレータによるタンパク質－阻害剤の量子

化学計算を利用した結合エンタルピー予測法を開発し、創薬研究における実用性を検討する。タンパク質

－水系と複合体－水系、阻害剤－水系と純水系について、それぞれ、相互作用エネルギーマトリックスの

差から得られる DIEM（Difference.mean.Interaction.Energy.Matrix）を用いると、量子化学計算を行う分

子系を小さくすることが可能で、地球シミュレータを利用すれば、結合エンタルピーを現実的な計算時間

で算出できる。平成 21 年度は、予測法の考案、プレ・ポスト処理プログラム開発を行い、小さなタンパ

ク質モデル系で動作、計算時間を検証した。平成 22 年度は、実験値のあるタンパク質で予測値の精度検証、

手法の最適化を行う。

キーワード：　結合エンタルピー、フラグメント分子軌道法、SBDD.、相互作用エネルギー行列

１.　本プロジェクトの目的

X 線解析や NMR の技術発展により、創薬研究において Structure.Based.Drug.Design.(SBDD).手法

は盛んに用いられるようになってきた。しかし、複合体立体構造を３D グラフィックス表示し、計算

化学者や合成化学者がその結合様式を観察しながら経験や勘に頼って分子設計しているのが現状であ

り、合理的な分子設計とは言えない。

高齢化社会が加速するなか、社会保障費、中でも医療費の増大が国家的・社会的課題である。薬剤

の低価格化が望まれる。しかし、副作用の少ない安全で治療効果の高い新薬を開発するために製薬業

界の研究開発費は増大し、世界規模での製薬会社の合併・吸収が進んでいる。新薬の開発期間短縮に
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より薬剤の低価格化を目指すため、また、欧米の巨大製薬企業に対する日本の製薬会社の競争力強化

のためにも、創薬技術の合理化が必要である。

これまで創薬研究においては、コンピュータの高性能化とタンパク質立体構造解析技術の発展を利用

し、数百万個の市販化合物から薬理評価実験（HTS）に供する化合物群を選抜するシミュレーション

技術を発展させ、その有効性を示している。しかし、冒頭で述べたように、その次のステージ（薬物

候補化合物の最適化）で用いる技術は合理的でない。これまで考案されたタンパク質－阻害剤の結合

自由エネルギー予測法のパフォーマンスが悪く、実用に適さないからである。計算量が少なく現実的

な時間で計算できるものは予測精度が悪く、予測精度が比較的良いとされるものは膨大な計算量が必

要で現実的な時間では計算出来ない。相互作用エネルギーを経験的関数で算出する影響も大きい。近

年、副作用の少ない薬物では、結合自由エネルギーにおけるエンタルピー成分の寄与が大きいという

説が発表され１）、結合エンタルピーが注目されている。そこで、本プロジェクトでは、薬物候補化合

物の最適化の指針を結合自由エネルギーではなく結合エンタルピーとし、エントロピー算出の複雑さ

を回避する。また、相互作用エネルギーは量子化学的に算出し、計算精度を向上させる。タンパク質

のような巨大分子の量子化学計算は、日本独自の研究開発2),3)によって可能になってきており、それを

利用したタンパク質－阻害剤の結合エンタルピー予測法を開発し、地球シミュレータを用いれば、現

実的な時間で計算できる。そして、この手法を実用化することにより、創薬における分子設計技術の

合理化を目指す。

尚、本プロジェクトは医療用医薬品の研究開発期間短縮を目指したもので、純粋に平和利用を目的と

する。

2.　結合エンタルピー算出法、DIEM(Difference mean Interaction Energy Matrix)

2.1　結合エンタルピー算出（ΔHBind）

結合エンタルピー（ΔHBind）は、図 1 に示すような 4 つの独立な分子系の周期的境界条件による温度・

圧力一定の分子動力学（MD）シミュレーションを行い、系の内部エネルギーの平均値＜E ＞、体積の平均

値＜V ＞により定義されるエンタルピーH ＝＜E ＞+PEX ＜V ＞、ここでPEX は設定圧力 (1 気圧 )、を用いて

で求められる。ここで、添え字Ligは阻害剤－水系、Protは単体タンパク質－水系、Watは純水系、

Compは（タンパク質－阻害剤）複合体－水系を表す。Lig,.Wat系の水分子数、Prot,.Comp系の水分子

数は、それぞれ等しいとする。また、Lig系とProt系に含まれるイオン数の和とWat系とComp系に含

まれるイオン数の和も等しいとする。

（1）
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2.2　DIEM(Difference mean Interaction Energy Matrix)

温度一定の MD では、(1) 式の内部エネルギーの運動エネルギーの寄与は差引きゼロとなるので、系
のポテンシャルエネルギーU を用いてエンタルピーをH ＝＜U ＞+PEX ＜V ＞と書き換えても等価である。
MD が AMBER4).等原子間相互作用関数のセット ( 力場 ) で解かれたとすると、U は系の部分系I のポ

テンシャルエネルギーUI の和で、UI は部分系間相互作用UIJ の和として書ける。

部分系は、タンパク質についてはアミノ酸1残基毎、或は、結合した2残基毎の様にとり、阻害剤は、1部

分系とする。水分子は、系をセルに分割し、そのセル内の水分子をまとめて1部分系とする（図２）。セ

ル内の水分子は、絶えず入れ替わる。

図 1.　結合エンタルピー算出のため

の４つの MD シミュレーション

（2）

図２.　水分子部分系のためのセル分割
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Lig,.Wat系のセル分割数、Prot,.Comp系のセル分割数は、それぞれ等しいとする。また、部分系I,.J

は、Lig、Wat系、Prot,.Comp系について、それぞれ、対応させる。即ち、Prot,.Comp系のタンパク質

については、アミノ酸残基で対応させ、阻害剤は、Lig、Comp系の阻害剤が存在する水分子セルと同

位置のWat,.Prot系の水分子セルを対応させる。次に、各部分系間相互作用を平均し、 、対応す

る の差 、 からなる行列を

考える。阻害剤から離れた位置にある部分系に関する 、 はゼロになること

が期待される。そこで、各行列要素の絶対値が閾値ΔE未満のものをゼロと見なし、ΔE以上のものと

分け、図３、図４のように並べ替える。

この並べ替えられたゼロでない要素からなる行列をDIEM(Difference.mean.Interaction.Energy).Matrix

と呼ぶことにする。DIEMは対称行列であるので、図３は上三角部分のみ描いている。ただし、図3

は、DIEMを定義した後、それぞれ、 に戻した行列である。色の付

いた部分がDIEMに相当し、対応するセルに同じ番号をつけた。図3、図４において、Ligは阻害剤、

LATは阻害剤位置に対応する水部分系であり、CAT,.Resは、それぞれ、DIEMに属する水部分系、ア

ミノ酸残基部分系である。また、WAT,.Res’は、それぞれ、DIEMに入らなかった水部分系、アミノ

酸残基部分系である。

以上を式で書くと(3)式のようになる。

図 3.　Difference.Interaction.Energy.Matrix. 図 4.　DIEM の分子部分系概念図.
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2.3　FMO 法による分子軌道法計算によるΔHBind の高精度化

AMBER 力場を用いると（3）式の計算は、直ちにできる。

（3）式を (4) 式の様に書き換え、DIEM の成分である部分系群を MD の各スナップショットから切

り出し（図５）、原子間相互作用関数を用いて部分系間相互作用エネルギーを計算し、平均すれば良い。

次に、フラグメント分子軌道 (FMO) 法３）による分子軌道計算により、部分系間相互作用エネルギーを

高精度化することを考える。プログラムは ABINIT-MP5) を用い、IFIE（Inter-Fragment.Interaction.

Energy）を利用すると部分系間相互作用エネルギーが計算できる。しかし、分子軌道法による相互作

用エネルギー計算では、原子間相互作用関数の場合のように計算したい部分系のみ切出した系では、

正確な相互作用エネルギーを得ることが出来ない。図６に示すように、計算したい部分系の周囲に存

在する水分子やアミノ酸残基が存在する部分系を切出さなければならない。どの程度の分子を周囲に

存在させれば正確な部分系間相互作用エネルギーが計算できるかを周囲の分子層の厚さを変更して、

解析した。詳細は省略し結果のみ示す。周囲の水分子層は 6Å必要（図６の WAT）であり、タンパク

質は全体を取り込むことにした。また、FMO 法のフラグメント分割が部分系間相互作用エネルギーに

与える影響も解析した。アミノ酸残基の分割や阻害剤の分割により、約 1.5kcal/mol の誤差が生じるこ

とがわかった。これにより、DIEM の定義に用いる閾値ΔE は 1.5kcal/mol 以下にとれば良い。

地球シミュレータを用いても、タンパク質や複合体の FMO 法の計算は時間がかかる。平均値を得

るためのスナップショットの数は、原子間相互作用関数を用いる場合のように数千－数万は不可能で

ある。そこで、原子間相互作用関数を用いて部分系間相互作用エネルギー を計算し、その結果

を用いて FMO 計算のためのスナップショットを選抜することにした。

（3）

（4）
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のヒストグラムを作り、その平均値を中心に±標準偏差の幅に入るスナップショットからラン

ダムに選抜する方法を採用する（図７）。

3.　小さなタンパク質－阻害剤による試計算

結合エンタルピーの実験値は無いが、小型（100 残基程度）で阻害剤との複合体 X 線解析構造のあ

るものを用いて、開発したプレ、ポスト処理プログラムの動作確認、DIEM 部分系の FMO 法による

IFIE 計算の計算時間確認のための試計算を行った。

まず、図1のLig,.Wat,.Prot,.Compの4つの独立のMDシミュレーションをプログラムAMBER9.0/

sanderをNEC社MD.Server６）上で動かし、Lig,.Watは１ns、Prot,.Compは2ns行った。タンパク質、

阻害剤の並進、回転運動を止めるため、タンパク質のCα原子、阻害剤の水素原子以外にX線解析構

造の座標をリファレンスとして、係数0.1kcal/mol拘束をかけた。これら４つのMDシミュレーション

図５．原子間相互作用関数計算用部分系切出し 図６．FMO 法 IFIE 計算用部分系の切出し

図 7.　原子間相互作用関数による部分系間

相互作用エネルギーのヒストグラム
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より、（1）式で得られる結合エンタルピーは-15.0kcal/molであった。この阻害剤の結合自由エネル

ギーの実験値は約-10kcal/molなので、現実的な結合エンタルピー値のオーダーであるといえる。次

に、４つのMDの結果を解析し、DIEMを求めた。FMO法ABINIT-MP計算のサンプルスナップショッ

トを選抜するため、AMBER原子間相互作用関数でDIEMに対応する部分系の部分系間相互作用エネ

ルギーを計算した。この結果を用いた結合エンタルピーは-21.0kcal/molであった。また、2.3節の方

法で、スナップショットは、それぞれ、２５個選抜し、DIEMの部分系及び周囲の水分子、アミノ酸

残基（タンパク質全体）を切出した。基底関数はMP2/6-31G(d,p)、阻害剤は3つにフラグメント分割

し、FMO法ABINIT-MP/IFIE計算を行った。LigとWatは、弊社PCクラスタ、Xeon.X5570.2.8GHz..

x.2CPU(2P8C). (32GBメモリ).4ノード（32コア並列）で行った。計算時間は、Ligが1.4時間、Watは

1.0時間であった。ProtとCompは、地球シミュレータ（ES2）で行った。ES2上のABINIT-MPは、

NECソフトの山下らによって最適化されたものである。Protは約17ノード時間、Compは約20ノード

時間であった。それぞれ、25スナップショットについて計算し、平均値を得た。結合エンタルピーは

-30.2kcal/molであった。

4.　まとめ

タンパク質－阻害剤の結合エンタルピーを、フラグメント分子軌道（FMO）法プログラム ABINIT-

MP を用いて量子化学的に算出するための計算手法を考案した。タンパク質－水系と複合体－水系、阻

害剤－水系と純水系について、それぞれ、相互作用エネルギーマトリックスの差から得られる DIEM

を定義する。DIEM を用いると、量子化学的に計算する分子系を小さくすることが可能で、ES2 上で

最適化された ABINIT-MP により、相互作用エネルギーが分子軌道法で計算された結合エンタルピー

を現実的な時間で算出できた。

平成２２年度は、この手法を実験値のあるタンパク質－阻害剤に適用し、結合エンタルピーの計算

精度を検証する計画である。
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