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既知の活性/非活性化合物のドッキング解析による
バーチャルスクリーニングに適した
タンパク質立体構造モデルの選択

和久井 直樹1,3,a) 大上 雅史2,b) 千葉 峻太朗3,c) 石田 貴士2,3,d) 岩崎 博史1,3,e) 秋山 泰2,3,f)

概要：Structure-based drug design (SBDD)において、ターゲットとなるタンパク質の立体構造データは

スクリーニングの成否に大きな影響を及ぼす。しかし、既に構造解析されたタンパク質の立体構造は限ら

れており、結晶構造は必ずしも生体内の構造を反映していないなどの問題点がある。本研究では、NMR

を用いて解析された構造と X線結晶構造解析を用いて解析された構造、さらに結晶構造を初期構造として

分子動力学計算を行った際の構造モデルを用意し、既知活性化合物と非活性化合物に対してドッキングシ

ミュレーションを行った。得られたドッキングスコアやドッキングスコアを分子量で正規化した値 (ポテ

ンシー)によって活性化合物と非活性化合物の分離能を Receiver Operating Charasterstics (ROC) 曲線で

評価し、どのような構造モデルの場合に活性/非活性を識別することができるのかを考察した。最終的には

NMR、X線、あるいは構造予測技術で作成された初期構造から、分子動力学法等により多数の構造モデル

を生成し、バーチャルスクリーニングに適したモデルを自動的に選択するシステムの構築を目指している。

1. 序論

創薬の上流プロセスにおいて、標的タンパク質の機能を

阻害や活性化させる化合物 (ヒット/リード化合物)を見つ

け出す必要がある。生物学的な実験のみに頼る場合、時間

と費用の面で大きなコストがかかる。そのため、計算機を

用いて化合物のライブラリから標的タンパク質に強く結合

しそうな化合物を絞り込み、実験のヒット率の向上を試み

る in silico screeningが近年では盛んに行われている。in

silico screeningには大きく分けて 2つのアプローチが存在

している。1つは structure-based drug design (SBDD)で

あり、もう 1つは ligand-based drug design (LBDD)であ

る。本研究では既知阻害剤とは異なる新しい母核を持つ

リード化合物の探索ができる等の理由から、標的の三次元

構造に基づくドッキングシミュレーションのアプローチを

とる SBDDに焦点を当てた。

　 SBDDでは Protein Data Bank (PDB)[1]に登録されて
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いる構造を用いて計算が行われることが多く、タンパク質

の立体構造はスクリーニングの成否に大きな影響を及ぼ

す。しかし PDBに登録されている構造の約 9割は X線結

晶構造解析法を用いて解析された結晶構造であり、結晶構

造は必ずしも生体内での構造を反映していないなどの問題

点がある。

一方、千葉・安尾ら [2]は、核磁気共鳴 (nuclear magnetic

resonance, NMR)で解析された構造モデルのうち、既知活

性化合物と非活性化合物を最もよく識別するモデルを選択

する方法を検討しているが、NMRで構造解析できるタン

パク質の大きさには技術的な限界が存在し、すべてのタン

パク質を NMRで解析できるわけではない。そこで結晶構

造に対して生体内での柔軟性を考慮するために分子動力学

(molecular dynamics, MD) 計算を用いて多数の構造アン

サンブルを用意するという方法が考えられる。しかしなが

ら、多数の構造アンサンブルの中からどの構造をスクリー

ニングに用いるとよいのかという指標は現在わずかしか存

在していない [5], [6]。そこで本研究ではモデル選択に関わ

る指標の提案を目的とし、本稿ではその準備段階としてこ

れまでに得られた知見について報告を行う。具体的には、

標的のタンパク質に対して、NMRを用いて得られた構造、

X線結晶構造解析で得られた構造、それを初期構造として

MD計算を実施して得た構造などを用意し、ドッキングソ

フトウェアGlide (Schrödinger LLC)[7],[8]を適用した計算
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結果からどのような構造モデルの時に既知活性化合物と非

活性化合物を識別できるのかを報告する。

2. 方法

本研究の大まかな手順を図 1に示す。以下にそれぞれの

ステップを詳しく記す。

本研究では提案手法の有効性を示すために今後さまざま

なタンパク質に対して評価実験を進めていく予定である

が、本稿では、共著者の一部 (千葉ら)が近年取り組んでい

るデングウィルス (Dengue virus)のプロテアーゼ阻害薬の

探索を例として説明する。

2.1 ターゲットタンパク質構造の準備

デングウイルスの成熟にはポリタンパク質の分解が必

須であり、この必須の過程にプロテアーゼが関与してい

ることから抗デングウイルス薬開発のターゲットタン

パク質の候補としてデングウイルスプロテアーゼが考え

られている [10], [11]。プロテアーゼは non-structual pro-

tein 2B (NS2B) と non-structual protein 3 (NS3) から構

成されており、現在までに 15 種類の構造が解かれてい

る [10], [11], [12], [13], [14], [15], [16], [17]。本稿では、No-

ble らによって X 線結晶構造解析が行われた NS2B-NS3

の構造 (PDB ID: 3U1I)[16]と Gibbsらによって NMRで

構造解析が行われた NS3の構造 (PDB ID: 2M9P)[17]を

用いた。千葉らによって 3U1Iを初期構造として行われた

140 nsの MD計算結果 [3], [4]の 0–100 nsのトラジェク

トリーのうち、5 nsごとに 20個の構造をサンプリングし

た。これらの構造に対して、Maestro (Schrödinger LLC)

の Protein Preparation moduleを用いて構造の最適化

を行った。続いて SiteMap moduleを用いて結合サイトの

検索を行い、Receptor Grid Generation moduleを用い

てドッキングに用いるグリッドの作成を行った。

2.2 既知活性化合物、非活性化合物の準備

アッセイなどにより既に活性があることがわかっている

既知活性化合物を 32種類用意した。また、既知活性化合

物と同様の母核を持つもののアッセイでは活性が見られな

かった非活性化合物を 3種類用意した。これら 35種類の

化合物に対して、LigPrep moduleを用いてリガンドが取

り得る解離状態などの初期構造を作成した。

2.3 ドッキングシミュレーション

ドッキングシミュレーションは Schrödinger社の Glide

(Maestroの Ligand Docking module)を用いて standard

precision (SP)[7],[8]モードで行った。

2.4 モデルの評価

本稿では、各化合物に対するドッキングシミュレーショ

Maestroを用いた

タンパク質構造の前処理 既知活性化合物 /

非活性化合物の準備

Glideを用いた

ドッキングシミュレーション

分離能の評価

NMR構造 結晶構造

AmberまたはDesmondを

用いたMD計算

活性/非活性化合物群の

スコアの分布の評価

図 1 本研究の手順

ンのスコア（Glide スコア）を各化合物の分子量で割った、

分子量当たりの Glide スコアをポテンシー (potency)と呼

ぶ。ポテンシーから計算される Area Under the Receiver

Operating Charasterstics (AUROC)を各モデルの分離能

を表す指標とし、各モデルの評価を行った。AUROCは対

象の化合物の数を N、活性化合物の数を n、活性化合物 i

の順位を ri としたとき、

AUROC = 1−
∑n

i=1 ri

n(N − n)
+

n+ 1

2(N − n)

で計算される [9]。この AUROC値が高いほど、活性化合

物と非活性化合物の分離が良好であると判断できる。

3. 結果

3.1 NMRの各モデル間での活性/非活性化合物の分離

能の比較

2M9P–NMRModel01から 2M9P–NMRModel10 (以降、

単にNMR–01～NMR–10と呼称する)のGlide スコアを用

いた場合とポテンシーを用いた場合のそれぞれの AUROC

値を表 1に示す。NMR–07のアロステリックサイトを対

象としてドッキングシミュレーションを行った場合にポテ

ンシーを用いた時の AUROC値が 0.771と 10モデル中で

最も良いことがわかり、この結果は千葉・安尾ら [2]と一

致した。

3.2 結晶構造を初期構造としたMD計算で得た構造間で

の活性/非活性化合物の分離能の比較

結晶構造 3U1I を初期構造として MD 計算から得られ

た 20 個のモデル (以降 MD–01～MD–20 と呼称する) の

AUROC値を表 1に示す。各モデルをポテンシーを用いた

時の AUROC値で比較すると、MD–14のアロステリック

サイトとMD–17のアロステリックサイトの AUROC値が

0.823と初期構造を含めた 21個のモデルの中で最も良いこ

とがわかった。MD–14のアロステリックサイトにおける
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図 2 MD–14のアロステリックサイトにおけるポテンシーの箱ひげ

図。箱の下端が第 1 四分位点、箱の上端が第 3 四分位点、箱

の中の太線が中央値、箱の下にある線が最小値、箱の上にある

線が最大値を表している。

活性/非活性化合物のポテンシーの分布を図 2に示す。

4. 考察

表 1において、本稿で導入した Glide スコアを分子量で

補正したポテンシーを用いることで、活性/非活性化合物

の分離能を高める傾向が見られ、本研究の目的を達成する

上で好ましいのではないかと思慮される。

　また、10個の NMRのモデルの中で AUROC値が最も

良かった NMR–07のアロステリックサイトに関して、最

も値の悪かった NMR–05のアロステリックサイトと比較

すると、NMR–05のアロステリックサイトでは NS2Bド

メインの SER34 から SER38 にかけてのループ (ループ

NS2B)とNS3ドメインの THR179からGLY182にかけて

のループ (ループ NS3) の距離が 10 Å程度であるのに対

し、NMR–07では 15 Å 程度と離れていることがわかった

(図 3)。アロステリックサイトを構成するこれらのループ

の距離が離れていることでアロステリックサイトの体積が

確保され、分離能に影響しているのではないかと考えられ

る。同様に、MD–14とMD–17においてもループNS2Bと

ループ NS3の距離を調べてみたところ、それぞれ 14 Å 程

度離れていることがわかった (図 3)。 結晶構造を初期構造

としてMD計算をしたにもかかわらず、NMRで解析され

た構造と良く似た部分構造を持つ構造がMD計算から得ら

れたことは大変興味深い。

5. 結論

本稿では既知活性化合物と非活性化合物を識別できる構

造モデルの選択を目的とし、ドッキングシミュレーション

の結果に基づいてデングウイルスプロテアーゼのモデル選

表 1 デングウイルスプロテアーゼの様々な立体構造モデルに対する

活性/非活性化合物群のドッキング成績の比較。Glide スコア

を用いた場合と Glide スコアを各化合物の分子量で補正した

ポテンシーを用いた場合の 2種類のドッキング成績 (AUROC

値) を以下にまとめた。

Glide スコアでの AUROC ポテンシーでの AUROC

モデル 活性 アロステリック 活性 アロステリック

　 サイト サイト サイト サイト

NMR–01 0.167 0.250 0.396 0.510

NMR–02 0.344 0.406 0.531 0.677

NMR–03 0.250 0.094 0.479 0.406

NMR–04 0.073 0.344 0.354 0.448

NMR–05 0.354 0.167 0.656 0.350

NMR–06 0.167 0.417 0.479 0.479

NMR–07 0.125 0.604 0.375 0.771

NMR–08 0.135 -∗ 0.479 -∗

NMR–09 0.344 0.562 0.510 0.625

NMR–10 0.344 0.115 0.583 0.438

X–ray 0.365 0.344 0.562 0.531

MD–01 0.417 0.333 0.500 0.573

MD–02 0.383 0.479 0.483 0.635

MD–03 0.423 0.302 0.462 0.583

MD–04 0.217 0.260 0.350 0.542

MD–05 -∗ 0.396 -∗ 0.458

MD–06 0.385 0.448 0.519 0.552

MD–07 0.427 0.208 0.583 0.646

MD–08 0.173 0.354 0.288 0.656

MD–09 0.620 0.365 0.640 0.583

MD–10 0.354 0.615 0.396 0.698

MD–11 -∗ 0.448 -∗ 0.635

MD–12 0.217 0.406 0.400 0.573

MD–13 0.115 0.604 0.365 0.656

MD–14 0.104 0.604 0.396 0.823

MD–15 0.385 0.323 0.552 0.635

MD–16 0.271 0.333 0.396 0.604

MD–17 0.510 0.656 0.573 0.823

MD–18 0.135 0.354 0.375 0.625

MD–19 0.717 0.677 0.717 0.708

MD–20 0.312 0.615 0.500 0.729

* 数値のない欄は SiteMapが結合サイトとして認識しなかったため、
ドッキング計算結果が存在しない。

択を試みた。Glide スコアを分子量で補正したポテンシー

を用いて各モデルに対して AUROCを計算したところ、化

合物の識別能が改善する傾向が見られた。今後、より多く

の対象タンパク質について吟味する必要がある。

6. 今後の課題

本研究で扱った非活性化合物は活性化合物と構造が良く

似ており、微細な構造の違いを識別する目的で準備したも

のだが、数が少なく 3種類しか準備することができなかっ

た。今後はより多くの非活性化合物を収集する予定であ

る。また、たまたま既知活性化合物と非活性化合物をうま

く識別することができる overfittingが起きている構造モデ

ルを選択することを避ける方法を開発する必要がある。こ

れは、まずモデルの識別能の良否を確率などの枠組みで定
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a) b)

c) d)

図 3 NS2B ループと NS3 ループの距離 (Å)。a) NMR–05、b)

NMR–07、c) MD–14 と d) MD–17 における NS2B ループ

と NS3 ループの距離を示した。

量的に評価できるかが問題となる。また、全くの偶然でも

既存データに対して良く説明できるモデルが得られること

があるが、これはいわゆる多重検定の問題になるため、適

切な補正をどのようにするべきかの検討も必要となる。今

後、さらにこれらの点についても検討を進めていく予定で

ある。
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