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薬剤標的タンパク質選定支援に向けた
立体構造上での株間変異情報表示システムの開発

大石 智博1,a) 石田 貴士1

概要：感染症を引き起こす寄生原虫などの寄生生物には繁殖地域ごとに異なる株が存在し，それぞれタン
パク質のアミノ酸配列が僅かに異なっている．感染症向けの薬剤では，このような株間変異が原因となっ
て創薬対象となった株以外で薬効が低下するという問題が生じている．この薬効低下の原因はいくつか考
えられるが，その１つとして，薬剤が結合するタンパク質の薬剤結合ポケット付近に存在する変異が，薬
剤との相互作用を弱めてしまうことで薬剤が結合しづらくなることによって引き起こされることが考えら
れる．一つの創薬には莫大なコストと時間がかかるため，開発された薬剤がどの株に対しても効くように，
ポケット付近に変異のあるタンパク質などを避けて薬剤標的タンパク質を選定することは創薬研究におい
て非常に重要である．そこで本研究では，創薬研究者が寄生原虫の株間の変異情報を立体構造上で確認し，
その影響を判断できるように，薬剤標的タンパク質選定を支援するシステムの開発を行った．
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Development of display system for mutation information on 3D
structure in order to support of drug target protein selection

Tomohiro Oishi1,a) Takashi Ishida1

Abstract: In parasites causing infectious diseases, different strains exist in different breeding areas, and the
amino acid sequences in the proteins are slightly different． In medicines for infectious diseases, the medicinal
efficacy is lowered except for strains that were often targeted for drug discovery due to such mutation among
strains． This is caused by a mutation that exists near the drug binding pocket of the protein to which the
drug binds weakens the interaction with the drug, thereby making it difficult for the drug to bind． Since
one drug discovery takes a huge cost and time, it is important to select a drug target protein by avoiding
mutated proteins near the pocket so that the developed drug will work on any strain, it is very important
in drug discovery research． Therefore, in this research, we developed a system that supports drug target
protein selection so that drug discovery researchers can confirm the mutation information of parasite among
strains on the three-dimensional structure and judge its influence．

Keywords: Drag target protein, Infection, Strain mutation

1. 導入

創薬の手法として，予め疾病に関連の深い生体分子を

定め，その機能を阻害，もしくは活性化する薬剤を設計

する target-based drug discoveryが最近では注目されてい
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る [1]．標的となる生体分子は脂質，炭水化物，核酸，タン

パク質と大きく分けられるが，現在では，多くの場合タン

パク質が薬剤の標的とされている．この標的とされたタン

パク質を薬剤標的タンパク質という．

Target-based drug discoveryでは，まず薬剤標的タンパ

ク質を定めて創薬を試みるが，多くの場合標的になりうる

タンパク質は複数存在する．そのため，どのタンパク質を
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薬剤の標的として選定するか決めなければならない．特に

感染症では，寄生生物のタンパク質のうち致死的なもの全

てが候補となりうるため，多数の候補からの選定が必要と

なり，より効率的かつ実用的な創薬を行うために，選定を

最適化する様々な指標が必要となってくる．例えば，宿主

タンパク質との配列相同性の情報や立体構造の情報が薬剤

標的タンパク質選定において重要な指標として使われてい

る．Target-based drug discoveryの中でもタンパク質の立

体構造から得られる情報に基いて薬剤を設計する手法を

Structure-Based Drug Discovery (SBDD)という．薬物は

多くの場合，タンパク質と特異的に結合し複合体を形成す

ることで，その機能を調整し疾病を治療へ導く．薬剤とタ

ンパク質の結合する部分を結合部位と呼び，タンパク質の

立体構造の情報を用いることで，結合部位に合わせた薬剤

を設計することができるのである．この SBDDの手法を

利用することでランダムに探索するより数十倍の効率で薬

剤の候補となる分子を発見することができる [2]．そのた

め，低コストな薬剤開発のために，タンパク質の立体構造，

特に薬剤との相互作用部位の構造の情報は極めて重要な情

報といえる．

1.1 感染症創薬における株間変異の問題

感染症とは，病原性の寄生生物が人の体内に侵入するこ

とで発症する疾患である．感染症を引き起こす寄生生物は，

創薬における標的タンパク質の選定が非常に困難であると

される．主に開発途上国の熱帯地域に蔓延している感染症

として NTDs ( Neglected Tropical Diseases )が存在する．

これは蔓延している地域の所得水準の問題などから，新薬

開発の対象になりづらい感染症である．NTDs 患者はア

ジア・アフリカ・中南米を中心に 10億人以上と推定され，

毎年 50万人以上が命を落としている地球規模の問題であ

る [3]．NTDsには世界保健機関 (WHO)により 17の疾患

が定義されていて [4]，代表的な疾患にリンパ系フィラリ

ア症，シャーガス病，デング熱などがある．NTDsの一つ

であるシャーガス病は寄生原虫の Trypanosoma cruzi(T.

cruzi)を病原体とした感染症で，ラテンアメリカを中心に

700 ~ 800万人が感染していると推定されていて，放置し

ていると突然死に至ることもある感染症である [5]．

T．cruzi を含め寄生原虫は繁殖地域ごとに分類された

複数の株が存在し，それぞれタンパク質中のアミノ酸配列

が僅かに変異している [7]．この株間の変異により，標的

にしているタンパク質によっては薬剤が効く寄生原虫の株

と薬剤が効かない寄生原虫の株が生じることがある．たと

えば，シャーガス病治療薬の Posaconazoleは株間で薬効

に差が出る一例である [8]．Posaconazoleは T．cruzi中の

CYP51酵素に作用する薬剤であるが，実験の結果から，そ

れぞれの株に対して薬剤の活性に大きな差が生じることが

明らかになっている．T．cruziの株間でなぜ薬効に差が生

じたのかを調べるために，T．cruziの株の一つである CL

Brener non Esmeraldo-like株に対して各株で配列相同性検

索をかけたところ，CYP51酵素には計 7つの株間変異が

存在していることが判明した．これらのアミノ酸配列中の

株間変異が薬効に差をもたらしていると考えられる．

薬剤の開発には莫大なコストと時間がかかる．そのため，

出来る限り株間変異による薬効の差が出ないように，適切

なタンパク質を標的にして創薬をすることが重要である．

1.2 感染症創薬における株間変異の薬効への影響の推定

株間変異が発生している寄生原虫のタンパク質は全て薬

剤標的から除外できるわけではない．ほとんどのタンパク

質が他の株とどこかしらに変異を持っているからである．

そこで重要となるのが，タンパク質中のどの変異が薬効に

影響をあたえるのかという議論である．複数存在する変異

の中でも，薬効に影響を与える変異もあれば薬効に影響を

与えない変異も存在する．薬効に影響を与えうる変異かど

うか判定するためにはタンパク質の配列情報を用いたり立

体構造情報を用いる手法が考えられる．立体構造の情報を

使って変異の薬効への影響を推定する研究はなされてい

なかったため，本研究ではタンパク質の立体構造の情報を

使って，変異の薬効への影響度を調べる手助けをする．通

常，薬物はタンパク質の pocket部位に結合することで役

割を果たす．そのため立体構造の pocket付近の変異は危

険性が高い変異であると推測される．また，立体構造の端

の部分のような簡単に切れてしまってもおかしくない部位

の変異はさほど重要でないと予測できる．そういった予測

による変異の重要度の情報はアミノ酸配列のみでは読み取

ることができない．そのため，立体構造上に変異を確認で

きるようにすることでそれらを議論できるようにすること

は重要であると考える．

2. 本研究の提案手法

本研究では，立体構造情報を用いることで薬剤標的タン

パク質選定の精度を上げることを目標とする．創薬研究者

が，変異の危険性を推測し，薬剤標的タンパク質を選定し

やすくなるように，画面上で寄生原虫のアミノ酸配列及び

立体構造を表示し， 双方で変異の情報を確認できるよう

なツールの開発を試みる．また，一般の創薬研究者は計算

機システムの扱いに慣れていないことが考えられるため，

Webブラウザからの利用が可能となるよう，配列と立体構

造上で寄生原虫の株間変異を可視化するWebツールの開

発を行った．

全ての感染症に対し本研究の技術は適用できるが，特に

今回はシャーガス病を引き起こす寄生原虫 T．cruziを対

象にした．他の様々な感染症に対し，開発したWebツー

ルの技術を活用し，また，変異情報の元となるゲノム情報

の最新のデータを適宜取り込んでいくために，Webツール
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を動的に作成することにした．動的に作成するために CGI

と呼ばれる，WebサーバがWebブラウザなどからの要求

に応じてプログラムを起動するための仕組みを用いた．

3. データセットの構築

本研究の目的は寄生原虫のタンパク質の立体構造上に変

異情報を表示させることである．そのためには大きく２つ

の情報が必要である．

• 寄生原虫のタンパク質の株間変異情報
• 寄生原虫のタンパク質の立体構造
株間変異の存在する位置や変異前後のアミノ酸残基などの

情報については，寄生原虫のゲノム情報やアミノ酸配列情

報のデータベースである TriTrypDB[6]にて公表されてい

るゲノムデータを元に自ら検出することを試みた．また，

Protein Data Bank (PDB)[9]にタンパク質の立体構造の

データが 2017年 1月現在 117,344件登録されているが，T．

cruziのタンパク質の立体構造についてはデータが 2017年

1月現在 182件しか保存されていない．これは T．cruziの

10,831個のタンパク質に比べると非常に少ない．そこで寄

生原虫のタンパク質の立体構造については，ホモロジーモ

デリングを用いて予測モデルを作ることでこの問題を解消

することを試みた．

3.1 株間変異の検出

株間変異情報を取得するために，以下を行った．

( 1 ) 対象とする寄生原虫の複数株のアミノ酸配列を用意

( 2 ) 各株間で同一のタンパク質を探し出す

( 3 ) それらの間で変異している箇所を見つけ，その情報を

取ってくる

3.1.1 寄生原虫のアミノ酸配列の準備

寄生原虫 Trypanosoma cruziには 50以上の異なる株が

存在し [7]，その内ゲノムが決定されている 7つの株につい

て，そのゲノムから得られたタンパク質のアミノ酸配列の

情報が TriTrypDBで入手可能である．今回そこからとっ

てきた 8つの株の配列をデータセットとして使用する．中

でも CL Brener non Esmeraldo-like株は T．cruzi研究に

おける標準的な株であり，多くの実験はこの株を対象に行

われている．使用した株は表 1に示す．

3.1.2 同一のタンパク質の検出

次に株間で同一の機能を持つタンパク質を見つけ出す必

要がある．同一のタンパク質を見つけるために，配列相同

性検索を行い，以下で示す一定の基準を満たすものを同一

のタンパク質であると推定して進めてゆく．

3.1.2.1 配列相同性検索

まず BLAST version 2.2.31+ [10] を用いて配列相同性

検索を行った．BLAST は近似的なアルゴリズムだが計

算速度が速く，相同性検索に最も広く使われているソフ

株の名前 繁殖地域 データの種

類

CL Brener Esmeraldo-

like

Rio Grande do Sul, Brazil Annotated

CL Brener non

Esmeraldo-like

Rio Grande do Sul, Brazil Annotated

Dm28c Carabobo, Venezuela Annotated

Esmeraldo Bahia, Brazil ORFs AA

Sylvio X10/1 Para, Brazil Annotated

JR cl4 Anzoategui, Venezuela ORFs AA

Tulahuen cl2 Tulahuen, Chile ORFs AA

表 1 使用する T．cruzi 株の情報

トウェアである．先述の通り T．cruziの中で CL Brener

non Esmeraldo-like株は標準的な株であり，後にこの株の

立体構造を表示することを考慮し，データベース側を CL

Brener non Esmeraldo-like株として，その他 6つの株を 1

つづつ入力配列とし，計 6つのペアワイズアラインメント

結果を得た．

3.1.2.2 同一タンパク質の同定

BLASTで配列相同性検索を行った結果に対し，一定の

基準を設けて各株間での同一のタンパク質を判定する．こ

の時大きく分けて 2つの点が重要である．

• タンパク質間の配列長の違い
• タンパク質間のアミノ酸残基の一致率
一つ目の理由としては，同一のタンパク質の長さが各株

間で常に一致しているとは限らない．タンパク質によって

は両端のアミノ酸が切れてしまうなど，長さが変化してし

まうことがよく起こりうるからである．そこで比較してい

るタンパク質の長さがどの程度までなら異なっていても同

一のタンパク質と考えられるか考慮しなければならない．

また二つ目に，タンパク質間のアミノ酸残基の一致率がど

の程度で同一のタンパク質と判定するかも重要になってく

る．この基準を高くしすぎると同一のタンパク質であって

も，変異が少し起きているだけで候補から弾かれてしまう

し，基準を低くしすぎるとそもそも同一でない異なるタン

パク質を調べてしまうことになりかねない．そこで異なる

タンパク質は排除しつつ同一のタンパク質を見つけるため

に適切な基準を設けることで同一タンパク質を見つけ出す

必要がある．

今回それら 2つの点を鑑み，アラインメントの結果（iden-

tities = アラインメントで一致している残基の数）/（デー

タベース側の配列長）の値を同一のタンパク質と見なすた

めのスコアとして用いる．これがある一定値を超えるもの

について同一のタンパク質とみなす．この基準により，配

列の長さが大きく異なるものについてはアラインメントさ

れる数が小さくなることで基準を満たさなくなり，残基の

一致率とスコアが比例するため値が大きくなるほど同一の
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タンパク質の可能性が高くなる．本研究ではいくつかの数

値を試行し，この値が 0.9以上のものについて同一のタン

パク質と推定して進めてゆく．

3.1.3 変異情報の抽出

最後に，比較しているタンパク質の変異前後のアミノ酸

残基，変異位置をまとめたデータファイルを作ることで

膨大な BLASTの結果を扱いやすくしておく．CL Brener

non Esmeraldo-like株の 10,831個のタンパク質に対して，

他の株のタンパク質の全てが総当りで検索されているので，

膨大な量のデータになっている．それらの情報を最小限に

収めるため，同一のタンパク質をみきわめ，その中で必要

な情報だけを取り出しておく．これにより後のWebツー

ルを動的に動かす際の時間短縮が見込める．効率的に情報

を取り出すために BioPythonの NCBIXMLモジュールを

使用した [11]．

必要な情報はそれぞれ，以下の場所から取得可能である．

• Database側のタンパク質の名前や ID：Alignment内

の title

• 入力配列としている株のタンパク質の名前や ID：

Header内の query

• Database側のアミノ酸配列：HSP内の sbjct

• 入力配列側のアミノ酸配列：HSP内の query

• アラインメントによるアミノ酸残基の一致率：HSP内

の identities

• アラインメント結果：HSP内の match

これらを取り出すことで，CL Brener non Esmeraldo-like

株に対する各株の必要な変異情報を取得した．

3.2 立体構造の準備

次に寄生原虫のタンパク質の立体構造を準備していく．

今回Trypanosoma cruziのCL Brener non Esmeraldo-like

株の立体構造を表示したい．タンパク質の立体構造は Pro-

tein Data Bank(PDB)に数多く掲載されているが，寄生原

虫のタンパク質については立体構造のデータが非常に少な

い．そのためここでは立体構造の予測モデルを作成し，そ

れらを代用していくことにする．

3.2.1 PDBファイルの用意

CL Brener non Esmeraldo-like株の立体構造の予測モデ

ルを得るためにModeller[12]というタンパク質ホモロジー

モデリングプログラムを使用した．ホモロジーモデリング

とは，構造未知のタンパク質から，配列相同性の高い構造

既知のタンパク質を探し出し，構造未知のタンパク質の立

体構造を予測する手法である．これにより CL Brener non

Esmeraldo-like株の 10,831個のタンパク質のうち 3,934個

のタンパク質の立体構造の予測モデルが得られた．これら

の予測モデルでは，予測モデルを作る際に行われるアライ

ンメントが全長で得られなかった場合は，両端を削除した

部分的な立体構造である．そのため多くの立体構造は実

際の配列長よりも短いものになっている．後述するWeb

ツールにはその情報についても表示している．

4. Webツールの開発

変異情報と立体構造の準備が整ったため，これらのデー

タを利用して T．cruziのタンパク質配列及び立体構造を

表示し，変異を双方で確認できる webツールを実装した．

変異情報の基となるゲノム情報や立体構造の情報は，日々

更新されており，最新のデータを適宜取り込んで行くこと

を考え，Pythonの CGIを用いて動的にページを生成する

よう開発を行った．

実際に使用する上で，webツールに実装した機能は以下

のとおりである．

• CL Brener non Esmeraldo-like 株の 10,831 個のタン

パク質に対する検索機能

• 選択したタンパク質のアミノ酸配列と変異情報を表示
する機能

• 選択したタンパク質の立体構造と変異情報を表示する
機能

• 特定の変異を確認する機能
調べたいタンパク質を選択し，変異情報をアミノ酸配列

上及び立体構造上で確認できるようにすることで本研究の

趣旨を満たす．また，アミノ酸配列上の変異をクリックす

ることで立体構造上のどの変異であるか確認できるように

することでユーザーの使い勝手を向上させる．また，アミ

ノ酸配列上の変異をクリックすることでその変異がどの比

較相手の株のタンパク質によるものなのか詳細情報を表示

できるようにすることでユーザーの多様なニーズを満たす．

これらの機能を実現するために，それぞれ次のような手

法で実装した．

4.1 タンパク質の検索機能

TritrypDBで定義されたタンパク質の idを入力するこ

とで，CL Brener non Esmeraldo-like株の全 10,831個の

タンパク質を検索できるように実装した．転送方法を post

で指定することで，入力された情報をプログラム上で取得

し，そのタンパク質のアミノ酸配列や立体構造の表示が可

能である．

4.2 アミノ酸配列上に変異を表示

選択したタンパク質のアミノ酸配列を表示するために，ま

ず選択されたのがどのタンパク質であるかの情報が必要に

なる．今回表示するタンパク質の立体構造はMODELLER

を用いて作られた予測モデルであるため，立体構造の示す

アミノ酸配列長が実際よりも短い場合がある．そのため，

立体構造の示すアミノ酸配列の部分は背景色を greyで表

示させることでそれを示した．また，表示したアミノ酸配

列上に変異情報を表示させるために，予め作成した株間変
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異情報がまとまったファイルにタンパク質の idで検索を

かけ，変異位置，変異前後のアミノ酸残基などの情報を取

得した．取得した変異位置を使って，その部分の残基の色

を変えることで変異箇所であることを示した．

4.3 立体構造上に変異を表示

タンパク質を web上に表示させるため，JavaScriptによ

る分子構造ビューワである JSmol[13]を使用した．JSmol

で立体構造を表示することで，拡大や回転など，ユーザー

が変異箇所付近を調べるのに役立つ様々な機能が使用可能

である．立体構造上の変異を見やすくするため，立体構造

は cartoon形式で表示している．

表示させたい立体構造モデルはホモロジーモデリングに

よる予測モデルのため，しばしばアミノ酸配列上の部分的

な構造である．そのため，立体構造上の変異位置とアミノ

酸配列上の変異位置が一致するように適切な変換をほどこ

し，変異箇所を同定し，色を変えて表示した．ひと目で変

異が全体にどの程度存在するか確認できるように，すべて

の変異が初めから色付された状態で表示した．

CL Brener non Esmeraldo-like株に対して，その他 7つ

の株の変異箇所を見比べるため，アミノ酸残基一箇所に複

数株との変異を持つ場合がある．そのような場合を区別す

るために，変異箇所の色分けを以下のように行うことを考

えた．

• 変異一株：赤
• 変異二株：紫
• 変異三株以上：青

4.4 特定の変異の確認

アミノ酸配列上の変異が立体構造上のどの変異と対応し

ているか分かるように，アミノ酸配列上の変異をクリック

することで立体構造上の変異がハイライトされるような仕

組みを実装した．また，変異が具体的にどの株と発生して

いるかという情報がユーザー次第で必要になってくると考

え，アミノ酸配列上の変異をクリックした時，比較株の情

報を動的に表示させた．

完成したwebツールの全体像が図 1である．表示されている

のはCL Brener non Esmeraldo-like株のTcCLB.503815.10

という idで定義されたタンパク質で，アミノ酸配列上の

231番目の変異Tをクリックしたときの様子を示している．

5. 考察

開発したWebツールを用いて，本研究の目的である薬

剤標的タンパク質選定の支援が達成できているか検証を

行った．薬剤がタンパク質の pocket部分に結合している

T．cruziの立体構造のデータが PDBに存在するので，立

体構造の予測モデルと PDBの立体構造データの差し替え

図 1 Web ツールの全体像

を行い，それらについて webツール上で表示し，変異位

置と pocket位置を確認することで変異の危険性を調べて

みた．

5.1 立体構造上で変異位置と pocket位置の確認

PDBに立体構造情報が公表されている CYP51酵素のア

ミノ酸配列を入力配列とし，CL Brener non Esmeraldo-like

株をデータベースとして，BLASTで相同性検索を行った

結果，100%一致した TcCLB.506297.260が CYP51酵素と

判明した．そこで TcCLB.506297.260の PDBファイルを

元の予測モデルと置き換えて，Webツール上で表示させ

てみる．わかりやすさのため薬剤の分子を緑色で表示させ

た．すると図 2のような結果が得られた．緑色の薬剤に対

し，pocket付近に変異が存在するのが確認できる．245番

目の残基 Vをクリックして，その変異をハイライトしてみ

る．ハイライトして確認を行った結果が図 3である．図 3

を観察すると，pocketのちょうど入り口に当たる部分に，

変異が存在していることが読み取れる．比較している株は

CL Brener Esmeraldo-like株で，このタンパク質を薬剤の

標的に選定した場合，CL Brener non Esmeraldo-like株と

CL Brener Esmeraldo-like株間で薬効に影響が出る可能性

が存在する．そのため，このタンパク質は薬剤標的タンパ

ク質としてあまりふさわしくないことについて議論ができ

るようになった．

検証は CYP51酵素について行ったが，他のタンパク質

についても議論可能であり，実際に今回開発した webツー

ルは薬剤標的タンパク質選定の支援という目的を達成した．

6. 結論

6.1 本研究のまとめ

本研究では，感染症を引き起こす寄生原虫の株間変異が

原因で創薬対象となった株以外で薬効が低下する可能性が

ある，という問題に着目した．これは薬剤が結合するタン
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図 2 変異位置と薬剤結合部位の確認

図 3 pocket 付近に存在する危険な変異

パク質の薬剤結合ポケット付近に存在する変異が，薬剤と

の相互作用を弱めてしまうことで薬剤が結合しづらくなる

ことなどによって引き起こされる．そのため，ポケット付

近に変異のあるタンパク質などを避けて薬剤標的タンパク

質を選定することは創薬研究において非常に重要である

という点に留意した．そこで本研究では，創薬研究者が寄

生原虫の株間の変異情報を立体構造上で確認し，その影響

を判断できるように，薬剤標的タンパク質選定を支援する

システムとして webツールの開発を行った．T．cruziの

CYP51酵素は今回開発した webツールを用いると危険な

変異が存在していることが判明した．変異の危険性につい

て webツールで確認できるようになった点について，本研

究の目的を果たすことができた．

6.2 今後の課題

今回 Modellerを用いて CL Brener non Esmeraldo-like

株の全 10,831個のタンパク質の内，3,934個のタンパク質

の立体構造の予測モデルを用いた．残りのタンパク質につ

いても同様に表示させることが望ましい．また，Modeller

ではアラインメントが得られなかった場合，両端を削除し

た配列について立体構造の予測モデルを作っている．この

時，立体構造の予測モデルが実際のアミノ酸配列よりも明

らかに短いものも存在するため，立体構造の予測モデルの

精度向上を目指したい．

作成したWebツールを使用した結果，幾つかのタンパ

ク質では株間変異が全く表示されないケースが存在した．

これは２つの可能性が考えられる．

• 株間変異が存在しないタンパク質であるケース
• 同一のタンパク質の判定基準が高すぎるケース
一つ目は株間変異が全く存在しないケースである．今回比

較している株は７つの株であり，その中では変異が存在し

ていなかったパターンが考えられる．その場合は，薬剤標

的タンパク質として非常に有効なタンパク質であると考え

られる．

二つ目に今回 (タンパク質間で一致している残基の

数)/(CL Brener non Esmeraldo-like 株のタンパク質の長

さ)が 0.9以上のものを同一のタンパク質と推定している

が，基準が高すぎて本来同一であるタンパク質を除外して

しまっている可能性が考えられる．そこで一部のタンパク

質については基準を下げ，それぞれに対して適切な基準を

設ける必要がありそうである．

本研究では，タンパク質の立体構造と変異情報まで表示

することができたが，タンパク質の薬剤結合部位の情報が

同様に必要と考える．この情報については立体構造から機

械学習などを用いて，ポケット位置を予測するなどして今

後情報を追加していきたい．
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