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第 1 章  

序論 

 

1.1. シミュレーションを用いた創薬研究 

 薬剤は我々の健康のために無くてはならない存在であるが、新規の薬剤を創出する創

薬分野の研究開発には膨大な費用と期間が必要とされている。近年では、1剤が上市さ

れるまでの研究開発費は、約 3000 億円とおよそ 12 年から 14 年の期間が必要であると

見積もられており[1,2]、その期間および費用を削減するための効率的な創薬手法が求め

られている。創薬の初期段階である探索研究において活性化合物を探索する手法として

は、ハイスループットスクリーニング(High-throughput screening: HTS)やコンビナトリア

ルケミストリーなどが挙げられる[3,4]。HTS は大量の化合物の中から阻害活性を示す化

合物を探索するためにマイクロプレートを用いて実験の一連の流れを専用のアッセイ

ロボットによって行うシステムであり、コンビナトリアルケミストリーは化合物の合成

をロボットによって自動化し、高速に多種多様な化合物の取得を行う方法である。一方、

1960 年代以降、Ｘ線結晶構造解析による立体構造解析が発展していくと同時に、タン

パク質や薬剤候補化合物の立体構造情報や、分子シミュレーションなどのコンピュータ

ーを用いた創薬手法への注目が高まった[5-7]。近年では、創薬研究において後述するよ

うな計算機を用いた手法が適用されており、多くの研究で新たな薬剤候補化合物の発見

に成功している[8-11]。 

 創薬研究における計算機を用いた手法は、構造情報に基づいた薬剤設計

（Structure-based drug discovery、SBDD） [12]と化合物情報に基づいた薬剤設計
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（Ligand-based drug discovery、LBDD）[13,14]の 2つに大別できる。SBDDでは、X線

回折や核磁気共鳴 (Nuclear Magnetic Resonance: NMR)を用いて得られた標的タンパク

質の立体構造を用いて標的タンパク質と薬剤候補化合物の結合親和性を予測する。ここ

では主にタンパク質-リガンドドッキングや後述する分子動力学法といった分子シミュ

レーションが用いられる。LBDDでは、過去の生物学的実験によって得られた化合物の

結合親和性情報を用いて標的タンパク質と薬剤候補化合物の結合親和性を予測する。こ

こでは主に定量的構造活性相関や機械学習といった統計的手法が用いられる。 

X 線結晶構造解析によってタンパク質などの生体高分子の構造が明らかになったの

と同時に、タンパク質を構成する原子の運動が基質や阻害剤などの結合の過程において

重要な役割を担っていることが明らかになり、シミュレーションによる生体高分子の挙

動の予測の重要性が認識されるようになった。しかしながら、一般的なタンパク質-化

合物系の全原子に対して量子化学計算を行うことは計算量の観点から困難であるため、

実用性のある生体高分子用のシミュレーション方法が求められていた。 

分子動力学法 (Molecular Dynamics、MD)シミュレーションとは、多原子系における原子

の運動を、原子間の相互作用を計算しながら，個々の原子に対するニュートンの運動方程

式を数値的に積分することにより計算機上で再現する手法である。このような積分は解

析的に計算することが不可能であるため、原子をおもり、結合をばねとして扱う単純な

モデル化を行うことで、ニュートンの運動方程式に従って生体高分子の細胞内での挙動

を原子分解能で捉えることを可能にしている。このシミュレーションでは、運動方程式

に従って変化した構造を保存し、構造変化の時系列を得ることが出来る。この構造の時

系列変化を捉えたデータは、軌跡もしくはトラジェクトリ（Trajectory）と呼ばれている。

多くのMDシミュレーションは、古典力学に基づいて行われており、生体高分子などの

複雑な系にも適用可能である。初期の MD シミュレーション手法として、1950 年代後

半に Alder と Wainwright によって剛体球の MD法が開発された。剛体球系では、対象
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となる系の中に複数の粒子が存在するが、それらの粒子間の相互作用は全く考慮せず、

衝突のみが考慮されている[15]。また、1977 年に Karplus と McCammon は MD 法を

タンパク質に応用し、「タンパク質は動的な系である」という概念を主張した[16]。現

在では一般的な概念ではあるが、当時の「タンパク質は剛体である」という概念を転換

するきっかけとなった。1980 年以降では、温度や圧力、化学ポテンシャルなどを制御

する方法が導入され、実際の実験系により近いシミュレーションが行われるようになっ

た[17-19]。現在利用できる MD シミュレーションのソフトウェアは、AMBER[20,21]、

CHARMm[22]、NAMD[23,24]、及び GROMACS[25] などが知られている。現在ではこ

れらのソフトウェアによって核酸、生体膜やタンパク質など様々な生体高分子のMDシ

ミュレーションが行われており[26-34]、近年の研究ではMDシミュレーションがタンパ

ク質と薬剤の結合にかかわる分子メカニズムを解析するために用いられている[35-38]。

MDシミュレーションから得られる物理化学的な知見は、計算機を用いた創薬研究、特

にシード化合物やリード化合物の発見に貢献している[39]。 

 

 

1.2. アポトーシス 

I 型プログラム細胞死もしくはアポトーシス (apoptosis) として知られている現象は

1970年代初頭に初めて定義され[40]、正常な発達、組織の恒常性、および損傷した細胞

の除去などにおいて重要な役割を果たしている。具体例として、T 細胞の免疫系では、

T 細胞受容体が正しく形成されなかった場合や、生体内に存在する抗原を認識したとき、

その細胞はアポトーシスで除去される[41]。自己免疫疾患であるインスリン依存型糖尿

病や関節リウマチなどはアポトーシスによる除去が正常に行われていないことが原因

である[42]。また、アポトーシスはウイルスなどに感染した細胞を除去することによっ
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てウイルス複製を防ぐ、修復不可能な DNA損傷を持つ悪性腫瘍の原因となる細胞を取

り除くといった身体の防御系でも重要な役割を担う。従って、アポトーシス過程の異常

はがんや自己免疫疾患など様々なヒトの疾患に関連することが知られている[43,44]。ま

た、悪性の腫瘍細胞はアポトーシスを回避する能力を有する[45]。 

アポトーシスの経路には、3 種の ced (cell death abnormal) と EGL-1 (egg-laying 

defective-1) と呼ばれる遺伝子産物が関与している[46]。CED-3 はアポトーシスを誘発

させるシステインプロテアーゼであり、カスパーゼというプロテアーゼファミリーの一

種である。CED-4 は Apaf-1 (apoptotic protease-activating factor-1) と呼ばれており、その

呼び名が示す通りカスパーゼである CED-3 を活性化させるスキャフォールドタンパ

ク質である。CED-9 は BCL-2 ファミリーのメンバーで、このファミリーに所属する多

くのタンパク質は CED-4 を不活性化させ細胞をアポトーシスから守る機能を有する。

逆に EGL-1 は同じ BCL-2 ファミリーではあるが、CED-9 を阻害するためアポトーシ

スを誘発させる。CED-9 が不活性化、もしくは EGL-1 が異常に発現した場合、CED-4 

と CED-3 を活性化させて多くの細胞をアポトーシスによって除去してしまうため、結

果として胚が成長せず死んでしまう。逆に CED-3 もしくは CED-4 が不活性化、もし

くは CED-9 が異常に発現した場合、不必要な細胞が生存する。これらの CED や 

EGL-1 に対応するタンパク質はすべての哺乳動物の経路で見出されている[47-49]。 

 アポトーシス抑制性タンパク質である CED-9 と、アポトーシス促進性タンパク質で

ある EGL-1 が属する BCL-2 ファミリーは、哺乳類では 15 種のメンバーが知られて

おり、3 つのグループに分けられている[50]。グループ Iは BCL-2 と BCL-XL を含み、

全てのメンバーが短い相同的なアミノ酸残基の領域である  BH (BCL-2 homology 

region) 1 から 4 と、C末端に疎水性の配列を有する。この疎水性の配列は、ミトコン

ドリアの外膜や小胞体膜に組み込まれ、タンパク質のほとんどがサイトゾルへ露出する

ような配向になる。グループ Iに属するメンバーはアポトーシス抑制性タンパク質であ
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る。グループ II は BAX と BAK を含み、前述したグループ I のメンバーと類似してい

るが、BH4 領域が欠落しており、全てのメンバーがアポトーシス促進性タンパク質で

ある。グループ III は BAD、BID、BIK、BIM、BLK を含み、BH3 領域しか有していな

いため、それ以外に BCL-2 との配列類似性は見られない。そのため、このグループに

属するメンバーは BH3-オンリータンパクと呼ばれ、全てアポトーシス促進性タンパク

質である。 

 

 

1.3. 創薬標的としての BCL-2 ファミリーとその阻害剤 

 BCL-2 ファミリータンパク質はアポトーシスを制御しがん治療における潜在的な創

薬標的である[51,52]。今日までに、BCL-2ファミリーに属する複数のアポトーシス抑制

性タンパク質、BCL-2、BCL-XL、BCL-W、BCL-2A1やMCL1が同定され、それらに対

する選択的阻害剤の開発も行われている[53-59]。 

 アポトーシス抑制性タンパク質である BCL-2 は、ほとんどの B 細胞由来リンパ腫や

結腸および直腸腺がんなど多くのがん細胞において過剰発現することが見出されてい

る[60-66]。BCL-2は様々な長さのループによって連結された 8つの α へリックスで構成

されている（図 1 - 1 (a)）。2つの中央へリックス（αヘリックス 5および αヘリックス

6）はタンパク質のコアを形成している。これら 2 つの α へリックスは疎水性であり、

片側が αヘリックス 3と αヘリックス 4、他方が αヘリックス 1と α ヘリックス 2によ

って挟まれた構造となっている。αへリックスの 2、3、4、5、8 はタンパク質の表面上

に細長い疎水性の溝を形成している（図 1 - 1 (b)）。この疎水性の溝にアポトーシス促進

性タンパク質やアポトーシス抑制性タンパク質の阻害剤が結合することが知られてい

る[67-76]。 
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BCL-2 と同様にアポトーシス抑制性タンパク質である BCL-XLの過剰発現は、複数の

固形腫瘍および血液悪性腫瘍の薬剤耐性および疾患進行と関係している[77-82]。BCL-2

と同様に、BCL-XLは 8 つの α ヘリックスから構成され、タンパク質表面上に疎水性の

溝を有するタンパク質である（図 1 - 1 (c), (d)）。αヘリックス 3 によって構成される疎

水性の溝の底は BCL-2 に比べていくらか狭くなっている。これらのタンパク質のアミ

ノ酸配列において、疎水性の溝の性質を変化させるような違いがいくつか存在する。例

えば、BCL-XL中の Ala-104 と BCL-2 の Asp-111、BCL-XL中の Leu-108 と BCL-2 中の

Met-115 や BCL-XL中の Ser-122 と BCL-2 中の Arg-129 などである。疎水性の溝の静電

特性などの相違はアポトーシス促進性タンパク質の結合に影響を及ぼし、アポトーシス

促進性タンパク質への異なる特異性を生み出していると考えられる[83]。 

 BCL-2ファミリータンパク質は配列相同性があり、例えば BCL-2と BCL-XLのアミノ

酸配列の一致度は 50%である（図 1 - 2）。これらタンパク質のアミノ酸配列が類似して

いることから、3 次元構造もまた非常に類似しており、BCL-2 に結合する阻害剤は

BCL-XL にも結合することが容易に想像できる。標的選択性は創薬研究において、副作

用に影響を与える重要な要因の一つである[84,85]。しかし、同一ファミリーに属し非常

に高い配列類似性を示すタンパク質に対して選択性の高い薬剤を設計することは困難

であるとされる[86]。Navitoclax[87]は経口投与可能な低分子化合物であり BCL-2および

BCL-XLに結合する（図 1 - 3）。前臨床試験において、Navitoclaxはリンパ系悪性腫瘍に

対して抗腫瘍活性を示したが、副作用として血小板減少症が確認された[88,89]。これは

リンパ系悪性腫瘍のアポトーシスが BCL-2 によって制御され、血小板のアポトーシス

が BCL-XLによって制御されており Navitoclaxが両方のアポトーシスを誘導したためと

考えられている[90,91]。Navitoclax の前臨床試験での結果は BCL-2ファミリータンパク

質を標的とする選択的阻害剤の開発を促した。 

 ABT-199[73]は BCL-2 を選択的に阻害し、A-1155463 [92]は BCL-XLを選択的に阻害す
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る。ABT-737[67]とNavitoclaxはBCL-2とBCL-XLの両方に結合し、BCL-XL/ABT-737[93]、

BCL-2/Navitoclax[73]の共結晶構造がすでに報告されている。また、BCL-XL/WEHI-539

複合体、BCL-XL/Compound 10[94]複合体の共結晶構造も報告されている。 

ABT-199 の 2次元構造を図 1 - 4に示し、BCL-2および BCL-XLとの阻害定数 Kiを表

1 - 1 にまとめた。ABT-199はアポトーシスを引き起こすように設計された経口投与可

能な BCL-2選択的阻害剤であり、難治性の慢性リンパ球性白血病（chronic lymphocytic 

leukemia, CLL）の治療薬として 2016 年にアメリカ食品医薬品局（Food and Drug 

Administration, FDA）の承認を受けている。A-1155463 の構造を図 1 - 5に示し、BCL-XL

と BCL-2 への阻害定数 Kiを表 1 - 1 に示した。A-1155463 は BCL-XLに対してサブ nM

の阻害定数を有する BCL-XL選択的阻害剤であり、ヒト小細胞肺がん由来のがん細胞の

増殖を阻害することが報告されている。 

 図 1 - 2に示す通り、BCL-2と BCL-XLは高いアミノ酸配列の相同性と類似した立体

構造を持つにも関わらず、ABT-199は BCL-2を選択的に阻害し、A-1155463 は BCL-XL

を選択的に阻害する。しかしながら、BCL-2/ABT-199複合体、BCL-2/A-1155463 複合体、

BCL-2/WEHI-539 複合体、BCL-2/Compound 10 複合体、BCL-XL/ABT-199 複合体と

BCL-XL/Navitoclax 複合体の共結晶構造は未だ報告されていない。タンパク質機能の阻

害にかかわる分子メカニズムを解明するためには、タンパク質の立体構造だけでなく、

タンパク質の動的性質やタンパク質/阻害剤間の相互作用などを明らかにする必要があ

る。生体高分子の動的性質を調べるために用いられる MDシミュレーションは、静的構

造中で見られる相互作用だけでなく、アミノ酸と阻害剤原子との間の動的な相互作用を

調べることが可能である。また、選択的阻害剤と標的となるタンパク質が結合した複合

体構造は実験的に得ることが可能であるが、標的でないタンパク質との複合体構造を実

験的に得ることはそのタンパク質への親和性の低さなどから困難であると考えられる。

このことから、選択性のメカニズムを相互作用の観点から考察するためには、計算機上



8 

 

で複合体構造を推定することも必要であると考えられる。タンパク質/阻害剤複合体モ

デリングは、複合体構造を計算機上で仮想的に生成する手法である。この手法は幅広く

使われており、MDシミュレーションと組み合わせて使うことが可能である[95-99]。 

 

 

図 1 - 1 BCL-2と BCL-XLの立体構造 

Protein Data Bank (PDB) [100]から取得したBCL-2の立体構造（PDB ID: 1G5M）とBCL-XL

の立体構造（PDB ID: 1G5J）。構造決定は NMRによって行われた。BCL-2は 3 - 207残

基目までの構造、BCL-XLは 1 - 209 残基目までの構造となっている。（a）、（c）BCL-2

を緑、BCL-XLをシアンの Cartoon モデルで示した。αヘリックス 2から 8までをそれぞ

れ示した。（b）、（d）BCL-2と BCL-XLを灰色の Surface モデルで示した。アポトーシス

促進性タンパク質や低分子阻害剤が結合する疎水性の溝を構成する αヘリックス 2、3、

4、5、8中のロイシン、バリン、イソロイシン、フェニルアラニン、チロシン、メチオ

ニン、アラニンを黄色で色付けした。  



9 

 

 

図 1 - 2 BCL-2と BCL-XLのアミノ酸配列アライメント 

BCL-2と BCL-XLのアミノ酸配列で一致しているところはアスタリスク（*）、保存的置

換はコロン（:）、半保存的置換はピリオド（.）で示してある。これまでに構造解析され

た BCL-2 と BCL-XLの立体構造から、αヘリックスの位置も示してある。 

 

 

図 1 - 3 Navitoclaxの 2次元構造 
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図 1 - 4 ABT-199の 2次元構造 

 

 

 

図 1 - 5 A-1155463の 2次元構造 

  



11 

 

表 1 - 1 Navitoclaxと ABT-199と A-1155463の BCL-2および BCL-XLとの阻害定数 

薬剤 BCL-2 

Ki（nM） 

BCL-XL 

Ki（nM） 

Navitoclax < 0.044 < 0.055 

ABT-199 < 0.010 48 

A-1155463 80 < 0.01 

 

1.4. 研究目的 

 本研究では、計算機を用いたタンパク質/阻害剤複合体モデリングと MD シミュレー

ションを用いて標的選択性に影響を与える分子メカニズムを明らかにする。本研究では

ABT-199 または A-1155463 と BCL-2 および BCL-XLとの複合体構造に関する MD シミ

ュレーションの結果を用いて、BCL-2および BCL-XL選択性を与える分子メカニズムに

関する知見を得ることを目的とする。さらに、得られた知見に基づいて新規化合物の提

案を行うことも目的とする。 

 

1.5. 本論文の構成 

 第 2章では本研究で用いた分子シミュレーションの概要について述べる。第 3章では

実際に行った実験手順について述べる。第 4 章では分子動力学シミュレーション（MD

シミュレーション）と相互作用解析に基づいて、ABT-199 の BCL-2選択性と A-1155463

の BCL-XL 選択性に関わる相互作用およびアミノ酸について考察する。第 5 章では、

MM-GBSA法に基づいて第4章の結果から示唆された重要なアミノ酸がエネルギー的に

どの程度選択性に寄与しているかを考察する。第 6 章では第 4章および第 5章から得ら
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れた知見を基に BCL-2 の変異体を作成し、変異体と ABT-199 との相互作用について述

べる。さらに新規化合物を提案しその BCL-2 選択性について MD シミュレーションと

MM-GBSAの結果を基に議論を行う。最後に第 7章で本研究の総括を行う。 
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第 2 章 

分子シミュレーションの概要 

 

2.1. 分子力学法 

 分子力学（Molecular mechanics, MM）法は分子のポテンシャルエネルギーを求める力

学的な手法である。分子のエネルギーを厳密に求めるにはシュレーディンガー方程式を

解く必要があるが、核酸やタンパク質などの生体高分子のシュレーディンガー方程式を

直接解くことは容易ではない。一方、詳細な電子構造がわからなくても、安定構造が予

測できれば解決できる問題も多い。そこで、共有結合をばねとして扱うなどのモデル化

により、巨大な分子のエネルギーを計算できるように考え出されたのがMM法である。 

 MM 法では分子の全ポテンシャルエネルギー𝑉(𝐑𝑁)を①分子内の結合の伸縮エネル

ギー、②結合角の変角エネルギー、③ねじれ角のねじれエネルギー、④非結合相互作用

エネルギーという 4 つのエネルギー成分の和で表せると仮定する。ここで、𝐑𝑁は N 個

の原子群の位置座標（𝐑1, 𝐑2, ⋯ , 𝐑𝑁）をまとめて表したものである。このとき用いる 4

つのエネルギー成分を評価する関数を、その関数を規定するパラメータとあわせて分子

力場（Molecular Force Field）という。 

 

2.1.1. 分子力場 

 分子集合系に対する分子力場𝑉(𝐑𝑁)は、分子内力場（Intramolecular Force Field）𝑉𝑖𝑛𝑡𝑟𝑎

と分子間力場（Intermolecular Force Field）𝑉𝑖𝑛𝑡𝑒𝑟との和として、式(2. 1)のように表現で
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きる。 

𝑉 =  𝑉𝑖𝑛𝑡𝑟𝑎 +  𝑉𝑖𝑛𝑡𝑒𝑟 = ∑ 𝑉𝐼
𝑖𝑛𝑡𝑟𝑎

𝐼=1

(𝐑𝐼
𝑁) + ∑ ∑ 𝑉𝐼𝐽

𝑖𝑛𝑡𝑒𝑟

𝐽<𝐼𝐼

(𝐑𝐼
𝑁 , 𝐑𝐽

𝑁) (2. 1) 

ここで、𝑉𝑖𝑛𝑡𝑟𝑎は化学結合でつながった個々の分子内の力場を表し、𝑉𝑖𝑛𝑡𝑒𝑟は化学結合

していない、分子間相互作用に対応する力場を表している。また、𝐑𝐼
𝑁は𝐼番目の分子の

分子内の原子位置を表すための位置変数（分子内変数）をまとめて表している。𝐼と𝐽は

この分子集合系に含まれている分子の総数だけ値が変化する。 

 

2.1.2. 分子内力場 

 分子モデルとして、球棒（Ball and Stick）モデルを考える。ある 1つの分子に対して、

原子を球、化学結合を棒で表すことにする。分子内変数として以下の 3つを考える。 

（1） 結合長𝐿 

（2） 結合角𝜃 

（3） ねじれ角𝜑 

このとき、分子集合系の中の分子群の分子内力場𝑉𝐼
𝑖𝑛𝑡𝑟𝑎(𝐑𝐼

𝑁)の全体は、式(2. 2)のように

表現できる。 

   𝑉𝑖𝑛𝑡𝑟𝑎 = ∑ 𝑉𝐼
𝑖𝑛𝑡𝑟𝑎

𝐼=1

(𝐑𝐼
𝑁)  

=  ∑ ( ∑ 𝑉𝐼
𝑅(𝐿𝐼)

𝑏𝑜𝑛𝑑𝑠

 + ∑ 𝑉𝐼
𝜃

𝑎𝑛𝑔𝑙𝑒𝑠

(𝜃𝐼) + ∑ 𝑉𝐼
𝜑

(𝜑𝐼)

𝑑𝑖ℎ𝑒𝑑𝑟𝑎𝑙𝑠

)

𝐼=1

 

(2. 2) 

ここで、𝐑𝐼は𝐼番目の分子の原子位置を表すための分子内変数𝐿𝐼, 𝜃𝐼, 𝜑𝐼を指している。𝑁

はこの分子集合系に含まれる原子の総数である。また、𝛴𝑏𝑜𝑛𝑑𝑠, 𝛴𝑎𝑛𝑔𝑙𝑒𝑠, 𝛴𝑑𝑖ℎ𝑒𝑑𝑟𝑎𝑙𝑠はそれ

ぞれの分子内に存在しているすべての化学結合、結合角、ねじれ角について和をとるこ

とを簡略的に示している。それぞれ、伸縮振動、変角振動、ねじれ振動に対応する力場

を表す。 
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2.1.3. 分子間力場 

 分子間力場𝑉𝐼𝐽
𝑖𝑛𝑡𝑒𝑟(𝐑𝐼

𝑁, 𝐑𝐽
𝑁)を表すための分子間変数として以下の 2 つを考える。 

（1） 原子核間距離𝑅𝑖𝑗
𝑛𝑢𝑐𝑙𝑒𝑢𝑠 

（2） 点電荷間距離𝑅𝑖𝑗
𝑐ℎ𝑎𝑟𝑔𝑒

 

このとき、分子間力場𝑉𝐼𝐽
𝑖𝑛𝑡𝑒𝑟(𝐑𝐼

𝑁, 𝐑𝐽
𝑁)の全体は、式(2. 3)のように表現できる。 

   𝑉𝑖𝑛𝑡𝑒𝑟 = ∑ ∑ 𝑉𝐼𝐽
𝑖𝑛𝑡𝑒𝑟

𝐽<𝐼𝐼=1

(𝐑𝐼
𝑁 , 𝐑𝐽

𝑁)  

=  ∑ ∑ ( ∑ ∑ 𝑉𝑖𝑗
𝑣𝑑𝑊

𝑎𝑡𝑜𝑚𝑠

𝑗∈𝐽

(𝑅𝑖𝑗
𝑛𝑢𝑐𝑙𝑒𝑢𝑠) + ∑ ∑ 𝑉𝑖𝑗

𝑒𝑠𝑡(𝑅𝑖𝑗
𝑐ℎ𝑎𝑟𝑔𝑒

)

𝑎𝑡𝑜𝑚𝑠

𝑗∈𝐽

𝑎𝑡𝑜𝑚𝑠

𝑖∈𝐼

𝑎𝑡𝑜𝑚𝑠

𝑖∈𝐼

)

𝐽<𝐼𝐼=1

 

(2. 3) 

最右辺の大きな括弧内の第 1項は、𝐼番目と𝐽番目の分子間のファンデルワールス相互作

用を表し、第 2項は静電相互作用を表している。 

 

2.1.4. OPLS 力場 

 OPLS力場[101]は 1996 年に Jorgensen らによって報告され、様々な低分子化合物の溶

液中での熱力学的特性を再現するために広範囲にわたってパラメータの最適化が行わ

れた最初の力場の 1 つであった。OPLS力場の関数形は式(2. 4)のように表現される。 

   E = ∑ [
𝑞𝑖𝑞𝑗𝑒2

𝑟𝑖𝑗
+ 4𝜀𝑖𝑗 (

𝜎𝑖𝑗
12

𝑟𝑖𝑗
12  −  

𝜎𝑖𝑗
6

𝑟𝑖𝑗
6 )] 𝑓𝑖𝑗

𝑖<𝑗

  

        + ∑ 𝐾𝑟(𝑟 − 𝑟𝑒𝑞)
2

𝑏𝑜𝑛𝑑𝑠

+  ∑ 𝐾𝜃(𝜃 − 𝜃𝑒𝑞)
2

𝑎𝑛𝑔𝑙𝑒𝑠

 (2. 4) 

        + ∑ [
𝑉1

2
(1 + cos 𝜑) + 

𝑉2

2
(1 − cos 2𝜑)              +  

𝑉3

2
(1 + cos 3𝜑)

𝑑𝑖ℎ𝑒𝑑𝑟𝑎𝑙𝑠

+
𝑉4

2
(1 − cos 4𝜑)] 

 

ここで、結合長および結合角に関するエネルギーは調和型で表現され、𝑟𝑒𝑞と𝜃𝑒𝑞はそれ

ぞれ平衡時の結合長および結合角を表す。ねじれ角はすべての二面角を合計したフーリ

エ級数の第 4項までの和によって表現されている。分子間相互作用エネルギーは 𝑖と𝑗で
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示した相互作用可能な分子内原子対の静電相互作用とレナード・ジョーンズの項の和と

して表現されている。3結合距離以下の分子内原子対のエネルギーは𝑓𝑖𝑗によってスケー

ルされている。レナード・ジョーンズ項の𝜀𝑖𝑗と𝜎𝑖𝑗は特有のパラメータに基づいている。 

 医薬品候補化合物空間に適切に対応するために、OPLS3力場では他の一般的に利用

されている低分子化合物力場と比較して一桁以上多い参照データおよび関連するパラ

メータを有している[102]。 

 

 

2.2. 分子動力学法 

 分子動力学（Molecular dynamics, MD）法は系を構成する原子 1つ 1つに対する運動

方程式を数値積分して、位置、速度、エネルギーなどの時間変化を追跡する。これによ

り、計算機上で分子や原子の動きを再現し、分子系の動的な構造変化や機能発現の仕組

みを明らかにすることが可能である。 

 

2.2.1 分子動力学法と運動方程式 

 分子は古典力学に従い、原子はそれぞれ質量𝑚𝑖をもつ質点として扱われている。周

りから力を受けて運動する原子の運動は、式(2. 5)に示すニュートンの運動方程式に従

っている。 

𝐹𝑖(𝑡) =  𝑚𝑖𝑎𝑖(𝑡)  =  𝑚𝑖

𝑑2𝑟𝑖(𝑡)

𝑑𝑡2
 

(2. 5) 

ここで、𝑟𝑖(= (𝑥𝑖, 𝑦𝑖 , 𝑧𝑖))は𝑖番目の原子の位置ベクトル、𝐹𝑖(𝑡)は𝑖番目の原子に働く力を

表し、その原子のもつ加速度および質量は𝑎𝑖(𝑡)と𝑚𝑖と表される。原子は式(2. 5)に従っ

て運動するので、初期条件となる時刻 0 での原子𝑖の位置𝑟𝑖(0)と速度v𝑖(0)がわかると、

原理的にはその後の原子の位置と速度を知ることができる。しかし、生体高分子のよう
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な多数の原子の相互作用が関係している系では解析的に解くことができない。そこであ

る時間きざみごとに、時間に沿って逐次数値的に答えを求めていく必要がある。まず現

在の時刻𝑡から∆𝑡秒だけ進んだ状態(𝑡 + ∆𝑡)と∆𝑡だけ遡った状態(𝑡 −  ∆𝑡)における𝑖番目

の原子の位置𝑟𝑖(𝑡 ±  ∆𝑡)を、時刻𝑡 =  𝑡のまわりでテイラー展開する。 

𝑟𝑖(𝑡 +  ∆𝑡)  =  𝑟𝑖(𝑡)  + ∆𝑡
𝑑𝑟𝑖(𝑡)

𝑑𝑡
 +  

∆𝑡2

2!

𝑑2𝑟𝑖(𝑡)

𝑑𝑡2
 +  

∆𝑡3

3!

𝑑3𝑟𝑖(𝑡)

𝑑𝑡3
 + 𝑂(∆𝑡4) 

(2. 6) 

 

𝑟𝑖(𝑡 −  ∆𝑡)  =  𝑟𝑖(𝑡)  − ∆𝑡
𝑑𝑟𝑖(𝑡)

𝑑𝑡
 +  

∆𝑡2

2!

𝑑2𝑟𝑖(𝑡)

𝑑𝑡2
 −  

∆𝑡3

3!

𝑑3𝑟𝑖(𝑡)

𝑑𝑡3
 + 𝑂(∆𝑡4) 

(2. 7) 

式(2. 6)と(2. 7)の∆𝑡3以降を無視し両辺を足し合わせると、以下のようになる。 

𝑟𝑖(𝑡 + ∆𝑡)  +  𝑟𝑖(𝑡 −  ∆𝑡)  =  2𝑟𝑖(𝑡)  +  ∆𝑡2
𝑑2𝑟𝑖(𝑡)

𝑑𝑡2
  

(2. 8) 

さらに、式(2. 8)に式(2. 5)を代入すると、以下のようになる。 

r𝑖(𝑡 +  ∆𝑡)  =  2𝑟𝑖(𝑡) − 𝑟𝑖(𝑡 − ∆𝑡)  +  
∆𝑡2

𝑚𝑖
𝐹𝑖(𝑡)  (2. 9) 

式(2. 9)は、𝑖番目の原子の現在の位置と力、そして∆𝑡秒前の位置から∆𝑡秒後の位置が求

まる事を表している。式(2. 9)の力𝐹𝑖(𝑡)は 

F𝑖  =  −∇𝑖𝑉 = (−
𝜕𝑉

𝜕𝑥𝑖
, −

𝜕𝑉

𝜕𝑦𝑖
, −

𝜕𝑉

𝜕𝑧𝑖
) = (𝐹𝑥𝑖

, 𝐹𝑦𝑖
, 𝐹𝑧𝑖

)  (2.10) 

として計算できる。ここで、𝑉はポテンシャルエネルギーを表しており、多くの分子動

力学計算では 2.1.1 で述べた分子力場そのものと同義である。従って、分子のポテンシ

ャルエネルギーの勾配を求めることができれば、すべての原子に対して∆𝑡秒だけ先の位

置を求める事ができる。この計算を逐次実行することにより系の時間発展、すなわち全

原子のトラジェクトリを追跡することが可能となる。式(2. 9)中の時間きざみを表す∆𝑡

は、計算対象とする系の最も早い運動周期よりも短くとる必要がある。生体高分子系で

最も早いと考えられている水素原子の振動周期が 10 fs 程度であり、この振動を十分な

精度で近似するために、1から 2 fs 程度の値が用いられることが多い。 
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2.3. Molecular Mechanics-Generalized Born Surface Area 法 

 Molecular Mechanics-Generalized Born Surface Area（MM-GBSA）法[103]は結合自由エ

ネルギー変化を推定する方法である。 

 熱力学の基本原理から、結合の自由エネルギー変化∆𝐺𝑏𝑖𝑛𝑑はエンタルピー変化∆𝐻と

エントロピー変化∆𝑆を用いて式(2. 11)のように表すことができる。 

∆𝐺𝑏𝑖𝑛𝑑 =  ∆𝐻 − 𝑇∆𝑆 (2. 11) 

ただし、エントロピー変化∆𝑆は直接計算することができないため、基準振動解析を用い

て調和近似のもとで計算するか、阻害剤を変えたときのエントロピー変化の変化∆∆𝑆は

小さいと考えて無視することもある。式(2. 11)中のエンタルピー変化∆𝐻はタンパク質と

阻害剤の相互作用から生じる項と溶媒分子との相互作用から生じる項で分けて考える

ことができ、式(2. 12)のようになる。 

∆𝐺𝑏𝑖𝑛𝑑 ≈  ∆𝐸 + ∆𝐺𝑠𝑜𝑙 − 𝑇∆𝑆 (2. 12) 

∆𝑬を計算するのに、MM 法を用いる。また、溶媒分子との相互作用から生じる項はさ

らに、一般化ボルン（Generalized Born, GB）モデルから求められる極性項∆𝑮𝑮𝑩と溶媒

露出面積（Solvent-accessible surface area, SASA）から求められる非極性項∆𝑮𝑺𝑨に分ける

ことができ、式(2. 13)のようなる。 

∆𝐺𝑠𝑜𝑙 =  ∆𝐺𝐺𝐵 +  ∆𝐺𝑆𝐴 (2. 13) 
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第 3 章  

実験手法 

 

3.1. タンパク質/阻害剤複合体のモデル構築 

 ABT-199 と A-1155463 の標的選択性に関する知見を得るためには、BCL-2/ABT-199

複合体と BCL-XL/ABT-199 複合体の相互作用比較および BCL-2/A-1155463 複合体と

BCL-XL/A-1155463 複合体の相互作用比較が必要であると考えられる。さらに、ABT-199

およびA-1155463よりも前に開発されたNavitoclaxは BCL-2と BCL-XLの両方を阻害す

ることから BCL-2/Navitoclax 複合体および BCL-XL/Navitoclax 複合体で形成される相互

作用は選択的阻害剤に対する基準になると考えられる。よって、6つのタンパク質/阻害

剤複合体の構造を用意することとした。 

 6 つのタンパク質 /阻害剤複合体のうち、BCL-2/Navitoclax 複合体 [73]および

BCL-XL/A-1155463 複合体[92]は結晶構造が報告されている（それぞれの PDB ID : 4LVT, 

4QVX）。これら、2 つの複合体に関しては構造情報を PDB から取得し初期構造として

用いた。 

 4 つのタンパク質/阻害剤複合体（BCL-2/ABT-199 複合体、BCL-XL/ABT-199 複合体、

BCL-2/A-1155463 複合体、 BCL-XL/Navitoclax 複合体）を構築するために、

BCL-2/Navitoclax analog複合体（PDB ID : 4MAN）、BCL-2/Navitoclax複合体（PDB ID : 

4LVT）、BCL-XL/A-1155463 複合体（PDB ID : 4QVX）と BCL-XL/HBx-BH3 motif 複合体

（PDB ID : 5B1Z）の構造情報を PDBから取得した。BCL-2/Navitoclax analog複合体に

含まれる Navitoclax analog 複合体は目的とする阻害剤 ABT-199 に最も類似している
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（MACCS keys[104]を用いた 2つの化合物間の Tanimoto 係数が 0.908）ことからこの構

造を選択した。また、BCL-XL/HBx-BH3 motif 複合体は BCL-2/Navitoclax 複合体と

BCL-2/Navitoclax analog 複合体に類似している（タンパク質の Cα で重ね合わせたとき

の RMSDがそれぞれ 0.359 と 0.451）ことからこの構造を選択した。 

 BCL-2/ABT-199 複合体を構築するために、BCL-2/Navitoclax analog 複合体を用いた。

Navitoclax analogから ABT-199への変換はソフトウェアMaestro[105]に実装されている

“3D Builder”機能を用いた（図 3 - 1）。 

 BCL-XL/ABT-199 複合体の構築には BCL-XL/HBx-BH3 motif 複合体（PDB ID : 5B1Z）

と BCL-2/ABT-199 複合体を用いた。BCL-XL/HBx-BH3 motif 複合体と BCL-2/ABT-199

複合の構造をタンパク質の Cα原子で重ね合わせを行い、HBx-BH3 motif と BCL-2の構

造を削除し BCL-XL/ABT-199複合体の構造を得た。BCL-2/A-1155463 複合体の構築には

BCL-2/Navitoclax analog複合体（PDB ID : 4MAN）と BCL-XL/A-1155463 複合体（PDB ID : 

4QVX）を、BCL-XL/Navitoclax複合体の構築にはBCL-XL/HBx-BH3 motif複合体（PDB ID : 

5B1Z）と BCL-2/Navitoclax 複合体（PDB ID : 4LVT）をそれぞれ用い、同様の手順で目

的とする複合体構造を得た。 

 BCL-2(D103E)/ABT-199 複合体を構築するために、BCL-2/ABT-199 複合体を用いた。

Maestro に実装されている“3D Builder”機能を用いて、BCL-2の 103 番目のアスパラギン

酸をグルタミン酸に変異させ、BCL-2(D103E)/ABT-199複合体を得た。 

 BCL-2/Indole 型 ABT-199 誘導体と BCL-XL/Indole 型 ABT-199 誘導体を構築するため

に、BCL-2/ABT-199 複合体と BCL-XL/ABT-199 複合体を用いた。Maestroに実装されて

いる“3D Builder”機能を用いて、ABT-199の Azaindole を Indoleへの変換を行った。 
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図 3 - 1 Navitoclax analog から ABT-199への変換 

“3D Builder”機能を用いて変換した部位をオレンジで示した。Navitoclax analogの Indole

部位を Azaindoleに変換した。また、Navitoclax analogの Dimethylamino etoxy phenyl 部

位を 4,4-dimethylcyclohex-1-en-1yl に変換した。 

 

3.2. 構築した複合体構造の妥当性の検証 

 前節で構築した 4 つのタンパク質/複合体構造が妥当であるかどうかを検証するため

に、PDB に登録されている BCL-2 および BCL-XLと低分子化合物との共結晶構造の静

的な状態での相互作用を比較する事で初期構造としての妥当性を検証する事とした。 

 PDBに登録されているBCL-2/阻害剤複合体（PDB ID : 1YSW, 2O21, 2O22, 2O2F, 2W3L, 

4AQ3, 4IEH, 4LVT, 4LXD, 4MAN）および BCL-XL/阻害剤複合体（PDB ID : 1YSI, 1YSN, 

2O1Y, 2O2M, 2YXJ, 3INQ, 3QKD, 3SP7, 3SPF, 3WIZ, 3ZK6, 3ZLN, 3ZLO, 3ZLR）を取得し

た。それぞれの複合体に含まれる阻害剤と Navitoclax、ABT-199および A-1155463 の構

造類似度を MACCS keys を用いた Tanimoto 係数で評価し、Tanimoto 係数が 0.7 以上の

阻害剤との複合体構造を比較対象として用いる事とした。 

 BCL-XL/Navitoclax 複合体は 3つの複合体構造（PDB ID : 2O2M, 2YXJ, 3INQ）と静的
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な状態での相互作用を比較する事とした。BCL-2/ABT-199 複合体は 5 つの複合体構造

（PDB ID : 2O22, 2O2F, 4IEH, 4LVT, 4LXD）と比較する事とした。BCL-XL/ABT-199複

合体は 5つの複合体構造（PDB ID : 2O2M, 2YXJ, 3QKD, 3SP7, 3WIZ）と比較する事とし

た。A-1155463 と Tanimoto 係数が 0.7 以上の阻害剤は 1 つかつ、BCL-XLとの複合体構

造（PDB ID : 4TUH）しか報告されていないので、BCL-2/A-1155463 複合体はその構造

と比較する事とした。 

 

3.3. モデル構造の前処理 

 構築した複合体構造は PDB から取得した構造情報を基にしている。結晶構造中では

水素原子が見えないため、構築した複合体構造に水素原子を付加する必要があり、水素

原子を適切に付加するためには各原子の結合次数の割当も必要となる。Maestro に実装

されている“Protein Preparation”機能と PDBに登録されている構造に含まれるアミノ酸、

核酸、低分子化合物等の情報を収集した Chemical Component Dictionary（CCD）[106]に

基づいて各原子の結合次数の割当を行い、水素原子を付加した。 

 阻害剤は溶液中でプロトン化や脱プロトン化を受け、様々なイオン化状態や互変異性

体を生じることが知られており、周囲の環境に合わせて適切なプロトン化状態を生成す

る必要がある。阻害剤のプロトン化状態の生成は Epik[107]を用いて行った。 

 タンパク質を構成するアミノ酸の中には周囲の環境によってプロトン化状態が変化

するものもある。がん細胞の細胞内 pHが 7.0～7.2 程度[108]との報告があることから各

アミノ酸の p𝐾𝑎値は pH7.0として PROPKA[109]を用いて決定した。 

 

3.4. MDシミュレーションに用いる系の構築 

 生体内の環境に近づけるために 0.15 M の NaClを系に加えることにした。また、系の
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電荷を中和させるためにイオンを加えることとした。複合体の周囲には水分子で満たさ

れた溶媒ボックスを配置する必要がある。溶媒ボックスが小さすぎると周期境界によっ

て同一分子同士で相互作用してしまう。しかし溶媒ボックスを大きくしすぎると、水分

子が必要以上に多くなってしまい計算に時間がかかってしまう。そこで、複合体の周囲

10 Å に水分子で満たされた溶媒ボックスを配置することとした。イオンや溶媒ボック

スの配置はMaestroに実装されている“System Builder”機能を用いて行った。本研究で扱

う系では、カウンターイオンの初期位置がシミュレーションの結果に与える影響はない

と考えランダムに配置した。Maestroに実装されている“Force Field Builder”機能を用い

てタンパク質、阻害剤と塩には OPLS3力場を、水分子には SPCモデルの割当を行った。 

 

3.5. MDシミュレーションの設定 

 MDシミュレーションは Desmond MDパッケージ（Desmond Driver v2.3）を用いて行

った。以下に示すような一連の短時間のMDシミュレーションを行い、前節で構築した

系の緩和を行った。 

ステップ.1   

溶質の重原子に位置拘束（50 kcal mol-1 Å-2）をかけながら温度を 10 K とし温度・体

積一定（NVT）条件で 100 ps の MD シミュレーションを実施することで、人工的に

配置された水分子やイオンの平衡化を行った。 

 

ステップ.2   

溶質の重原子に位置拘束（50 kcal mol-1 Å-2）をかけながら温度を 10 K とし温度・体

積一定（NVT）条件で、1 ps ごとに速度の割り振りを行いながら 12 psのMDシミュ

レーションを実施した。速度の割り振りを行うことで、系の局所的な高エネルギー状
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態の改善を行った。 

 

ステップ.3   

溶質の重原子に位置拘束（50 kcal mol-1 Å-2）をかけながら温度を 10 K とし温度・圧

力一定（NPT）条件で、1 ps ごとに速度の割り振りを行い、12 ps 実施した。定圧条

件とすることで溶媒ボックスの境界部分に存在するファンデルワールス空隙を埋め

て適切な溶媒密度となるようにした。 

 

ステップ.4   

溶質の重原子に位置拘束（50 kcal mol-1 Å-2）をかけながら温度を 300 K とし温度・圧

力一定（NPT）条件で、1 ps ごとに速度の割り振りを行い、12 ps 実施した。プロダ

クションランで用いる温度での平衡化を行った。 

 

ステップ.5   

溶質への位置拘束をせず、温度を 300 Kとし温度・圧力一定（NPT）条件で 24 ps 実

施し、系全体の平衡化を行った。 

 

 プロダクションランは温度 300 K、圧力 1.01325 bar の温度・圧力一定(NPT)条件下、

温度制御としてNose-Hoover法[110, 111]、圧力制御としてMartyna-Tobias-Klein法[112]

を用いた。短距離の分子間相互作用のカットオフ半径は 9 Å[113]に設定し、長距離の

静電相互作用の計算には D.E. Shaw研究所で開発された u-seriesアルゴリズム[114]を

用いて計算を行った。100 ns の MD シミュレーションを各タンパク質/阻害剤複合体

に対して初速度を変えて 4回ずつ行った。 
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3.6. 根平均 2乗偏差（Root mean square deviation, RMSD） 

 RMSDはある構造が基準となる構造からどれだけずれているかを表す指標であり、式

(3. 1)で表すことができる。基準となる構造は、結晶構造や MD シミュレーションの 1

ステップ目などを用いることが多く、MDシミュレーションを通して構造がどれだけ変

化したかを確認するために用いる。 

𝑅𝑀𝑆𝐷𝑋 =  √
1

𝑁
∑ (𝑟𝑖

′(𝑡𝑋) − 𝑟𝑖(𝑡𝑟𝑒𝑓))
2

𝑁

𝑖=1

 (3. 1) 

Nは RMSDを計算するために選択した原子の総数を、𝑡𝑟𝑒𝑓は基準とした構造が得られた

時間を、𝑟𝑖
′は RMSD を計算するために選択した原子を基準とする構造に重ね合わせた

時の位置を、𝑡𝑋は RMSDを計算したい構造が得られた時間をそれぞれ表している。 

 

3.7. 根平均 2乗変動（Root mean square fluctuation, RMSF） 

 RMSFは平均構造からのずれを表す指標であり、式(3. 2)で表すことができる。標的と

するタンパク質のアミノ酸配列に沿ってどの部分の構造が揺らぎやすいかなどを知る

ことができる。 

𝑅𝑀𝑆𝐹𝑖 =  √
1

𝑇
∑ 〈(𝑅𝑖

′(𝑡) − 𝑅𝑖(𝑡𝑟𝑒𝑓))
2

〉

𝑇

𝑡=1

 (3. 2) 

T は RMSFを計算するために用いるフレームの総数を、𝑡𝑟𝑒𝑓は基準となる構造が得られ

た時間を、𝑅𝑖はアミノ酸残基 i の位置を、𝑅𝑖
′は基準となる構造に重ね合わせた時のアミ

ノ酸残基 i の位置をそれぞれ表している。 
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3.8. 相互作用解析 

 MD シミュレーションから得られたトラジェクトリ中でタンパク質と阻害剤の間に

どのような相互作用が形成されていたかを調べることは、タンパク質と阻害剤の結合の

分子メカニズムを知るうえで重要である。MDシミュレーション中である相互作用がど

の程度安定的に存在するのかを示す指標として保持率を定義した。保持率は式(3. 3)で

表される。 

保持率 =  
𝑁𝑖𝑛𝑡𝑒𝑟𝑎𝑐𝑡𝑖𝑜𝑛

𝑇
× 100  (3. 3) 

T はMDシミュレーションから得られたフレームの総数を、𝑵𝒊𝒏𝒕𝒆𝒓𝒂𝒄𝒕𝒊𝒐𝒏はある相互作用が形

成されていたフレーム数を表している。 

 本研究では以下の相互作用を定義し保持率を計算した。 

（1） 水素結合 

水素結合を形成しているかどうかの判断基準として、ドナー原子とアクセプター

原子間の距離が 3.5 Å 以内であること。ドナー原子-水素原子-アクセプター原子

（D − H ⋯ A）で構成される角度が 120°以上であること。水素原子-アクセプタ

ー原子-結合している原子（H ⋯ A − X）で構成される角度が 90°以上であること

とした。 

（2） π - カチオン相互作用 

π - カチオン相互作用を形成しているかどうかの判断基準は、芳香属性官能基と

荷電性官能基が 4.5Å以内の距離にあることとした。 

（3） π - π スタッキング 

π - π スタッキングを形成しているかどうかの判断基準は、2つの芳香属性官能基

が face-to-face または face-to-edge でスタッキングしているかどうかとした。 

（4） 疎水性相互作用 
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疎水性相互作用を形成しているかどうかの判断基準は、疎水性アミノ酸の側鎖が

阻害剤の芳香属性官能基の炭素原子または脂肪族性官能基の炭素原子と 3.6Å 以

内にあることとした。 

（5） イオン性相互作用 

イオン性相互作用を形成しているかどうかの判断基準は、水素結合に関与してい

ない正電荷と負電荷をもつ原子間の距離が 3.7Å以内にあることとした。 

（6） 水を介した水素結合 

水を介した水素結合を形成しているかどうかの判断基準は、ドナー原子とアクセ

プター原子間の距離が 3.5Å以内であること。ドナー原子-水素原子-アクセプター

原子（D − H ⋯ A）で構成される角度が 110°以上であること。水素原子-アクセ

プター原子-結合している原子（H ⋯ A − X）で構成される角度が 80°以上である

こととした。 

 

3.9. クラスタリングを用いた代表構造の抽出 

 MDシミュレーション中にどのような構造が最も頻繁に現れたかを知ることで、タン

パク質と阻害剤の間で形成される相互作用について構造的に考察することが可能とな

る。MDシミュレーションから得られたトラジェクトリに対してクラスタリングを実施

することで、代表構造を抽出する。 

 クラスタリングを行うためには、MDシミュレーションから得られた構造間の類似度

を定義する必要がある。構造変化の度合いを数値化するために、3.6 で説明した RMSD

を類似度として用いることとした。クラスタリングのアルゴリズムは階層的クラスタリ

ングを用いた。クラスタ間の距離は群平均法によって算出し、2 つのクラスタを 1つの

クラスタにするかどうかはクラスタ間の距離が 2.0 Å以内にあるかどうかとした。クラ
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スタ内で近接する構造が最も多い構造を代表構造とした。 

 

3.10. Prime MM-GBSA を用いた結合自由エネルギー変化の推定 

 標的とするタンパク質と阻害剤がどれほど結合しやすいかを熱力学的に見積もるこ

とは、標的選択性を持った阻害剤の開発を戦略的に進める上で非常に重要となる。 

 クラスタリングから得られた代表構造に対して Schrödinger 社の Small-Molecule Drug 

Discovery Suite に実装されている Prime MM-GBSAを用いて結合の自由エネルギー変化

の推定を行った。式(2. 12)の∆𝐸は OPLS3 力場に含まれるパラメータに基づいて計算を

行った。溶媒分子との相互作用から生じる項∆𝐺𝑠𝑜𝑙は VSGB 2.0[115]というモデルに基づ

いて計算を行った。VSGB 2.0 モデルでは、SASA から求められる項∆𝐺𝑆𝐴の代わりにパ

ラメータ化された疎水性項𝐸ℎ𝑦𝑑𝑟𝑜𝑝ℎ𝑜𝑏𝑖𝑐を用いており、𝐸ℎ𝑦𝑑𝑟𝑜𝑝ℎ𝑏𝑖𝑐は式(3. 4)となってい

る。 

𝐸ℎ𝑦𝑑𝑟𝑜𝑝ℎ𝑜𝑏𝑖𝑐 =  −0.30 ∙ ∑ 𝐸ℎ𝑦𝑑𝑟𝑜𝑝ℎ𝑜𝑏𝑖𝑐
𝑖𝑗

𝑖𝑗

 (3. 4) 

𝐸ℎ𝑦𝑑𝑟𝑜𝑝ℎ𝑜𝑏𝑖𝑐
𝑖𝑗

= {

0.0 (1 ≤ 𝑠𝑐𝑎𝑙𝑒)

0.25 ∙ 𝑠𝑐𝑎𝑙𝑒3 − 0.75 ∙ 𝑠𝑐𝑎𝑙𝑒 + 0.5 (−1.0 < 𝑠𝑐𝑎𝑙𝑒 < 1.0)
1.0 (𝑠𝑐𝑎𝑙𝑒 ≤  −1.0)

 

 

 

scale = 2.0 ∙ (𝑟𝑖𝑗 − 𝑟𝑖
𝑣𝑑𝑤 − 𝑟𝑗

𝑣𝑑𝑤 − 2.0)/3.0  

Prime MM-GBSA では分子の内部自由度に由来するエントロピー項は含まれていない。 
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第 4 章  

タンパク質/阻害剤相互作用解析 

 

4.1. 概要 

モデリングした 6 つのタンパク質 /阻害剤複合体（BCL-2/Navitoclax 複合体、

BCL-XL/Navitoclax 複合体、BCL-2/ABT-199 複合体、BCL-XL/ABT-199 複合体、

BCL-2/A-1155463 複合体、BCL-XL/A-1155463 複合体）に対して 100 nsのMDシミュレ

ーションを初速度を変えて 4 回ずつ実施し、それぞれのタンパク質/阻害剤複合体でみ

られる相互作用様式を解析した。さらに、タンパク質/阻害剤間の相互作用を比較し

ABT-199の BCL-2 選択性と A-1155463 の BCL-XL選択性について議論を行う。 

 

4.2. 結果と考察 

4.2.1. モデリングしたタンパク質/阻害剤複合体構造 

モデリングした BCL-XL/Navitoclax 複合体の全体構造を図 4 - 1 に示した。構築した

BCL-XL/Navitoclax 複合体と 3つの BCL-XL/阻害剤複合体構造（PDB ID : 2O2M, 2YXJ, 

3INQ）を比較すると、Gly-138との水素結合が共通して確認された（図 4 - 2）。 

BCL-2/ABT-199複合体の全体構造を図 4 - 3 に示した。構築した BCL-2/ABT-199 複合

体と 5つの BCL-2/阻害剤複合体（PDB ID : 2O22, 2O2F, 4IEH, 4LVT, 4LXD）を比較する

と、2つの共通する相互作用が確認された。Phe-104との π – πスタッキングは図 4 - 4

の(b)と(d)の複合体中でも確認された。また、Tyr-202 との π – カチオン相互作用は図 4 - 
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4 の(d)、(d)と(f)の複合体中でも確認された。 

BCL-XL/ABT-199 複合体の全体構造を図 4 - 5 に示した。構築した BCL-XL/ABT-199

複合体と 5つの BCL-XL/阻害剤複合体（PDB ID : 2O2M, 2YXJ, 3QKD, 3SP7, 3WIZ）を比

較すると、2 つの共通する相互作用が確認された。Gly-138 との水素結合は比較した 5

つの BCL-XL/阻害剤複合体中でも確認された。また、Tyr-195 との π – カチオン相互作

用は図 4 - 5の(b)、(c)と(d)の複合体中でも確認された。 

BCL-2/A-1155463 複合体の全体構造を図 4 - 7に示した。構築した BCL-2/A-1155463 複

合体と BCL-XL/阻害剤複合体（PDB ID : 4TUH）を比較すると、共通した相互作用は確

認できなかったが類似した官能基の近くにアミノ酸配列アライメント上対応するアミ

ノ酸が位置していた（例えば、Asp-103と Glu-96や Phe-104 と Phe-97）。 

上述のように構築した４つのタンパク質/阻害剤複合体は既知タンパク質/阻害剤複合

体と共通した相互作用が確認できたため、構築した複合体構造が妥当なものと判断し、

以下で行う解析は構築したこれらの構造に対して実施した。 
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図 4 - 1 BCL-XL/Navitoclax複合体のモデリング構造 

BCL-XLをシアンの Cartoon モデル、阻害剤 Navitoclax を赤の stickモデルで示した。 
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図 4 - 2 BCL-XL/Navitoclax複合体との静的な状態での相互作用比較 

阻害剤の周囲 4 Å 以内にあるアミノ酸を球形で示した。(a) BCL-XL/Navitoclax 複合体 

(b) BCL-XL/阻害剤複合体（PDB ID : 2O2M） (c) BCL-XL/阻害剤複合体（PDB ID : 2YXJ） 

(d) BCL-XL/阻害剤複合体（PDB ID : 3INQ）  
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図 4 - 3 BCL-2/ABT-199複合体のモデリング構造 

BCL-2を緑の Cartoonモデル、阻害剤 ABT-199をマゼンタの stickモデルで示した。 
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図 4 - 4 BCL-2/ABT-199複合体との静的な状態での相互作用比較 

阻害剤の周囲4 Å以内にあるアミノ酸を球形で示した。(a) BCL-2/ABT-199複合体 (b) BCL-2/阻害剤複合体（PDB ID : 2O22） (c) BCL-2/

阻害剤複合体（PDB ID : 2O2F） (d) BCL-2/阻害剤複合体（PDB ID : 4IEH） (e) BCL-2/Navitoclax複合体（PDB ID : 4LVT） (f) BCL-2/

阻害剤複合体（PDB ID : 4LXD） 
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図 4 - 5 BCL-XL/ABT-199複合体のモデリング構造 

BCL-XLをシアンのCartoonモデル、阻害剤ABT-199をマゼンタの stickモデルで示した。 
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図 4 - 6 BCL-XL/ABT-199複合体との静的な状態での相互作用比較 

阻害剤の周囲 4 Å以内にあるアミノ酸を球形で示した。(a) BCL-XL/ABT-199複合体 (b) BCL-XL/阻害剤複合体（PDB ID : 2O2M） (c) 

BCL-XL/阻害剤複合体（PDB ID : 2YXJ） (d) BCL-XL/阻害剤複合体（PDB ID : 3QKD） (e) BCL-XL/阻害剤複合体（PDB ID : 3SP7） (f) 

BCL-XL/阻害剤複合体（PDB ID : 3WIZ） 
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図 4 - 7 BCL-2/A-1155463 複合体のモデリング構造 

BCL-2を緑の Cartoonモデル、阻害剤 A-1155463をオレンジの stickモデルで示した。 
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図 4 - 8 BCL-2/A-1155463複合体との静的な状態での相互作用比較 

阻害剤の周囲 4 Å以内にあるアミノ酸を球形で示した。(a) BCL-2/A-1155463 複合体 (b) BCL-XL/阻害剤複合体（PDB ID : 4TU
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4.2.2. 構造の安定性解析 

 初期構造からの重原子の RMSD変化をそれぞれの複合体構造に対して計算した。100 

ns のMDシミュレーションにおける RMSDの時間変化を図 4 - 9に示した。すべてのシ

ミュレーションにおいて、シミュレーション時間の 70 ns～100 ns において RMSDは安

定した値に到達している。これらの結果、6 つのタンパク質/阻害剤複合体構造の系は十

分に平衡化していると考え事ができる。RMSDの平均値がもっとも大きかった複合体は

Bcl-XL/Navitoclax 複合体であり、RMSD の値は 3.39 から 6.82Åの幅で構造の揺らぎが

見られた。これは、N末端の αヘリックス 1の揺らぎが大きかったためと考えらえる（図

4 - 10（b））。BCL-2/ABT-199複合体と BCL-XL/ABT-199 複合体では、RMSDの値はそれ

ぞれ 2.15から 2.49Å、2.88 から 3.65Åの間で変化していた。BCL-XL/ABT-199では N末

端の αヘリックス 1 が大きく揺らいでいた（図 4 - 10（d））。これら二つの複合体構造は

モデリングによって得られた構造ではあるが、BCL-2/ABT-199 複合体のほうが

BCL-XL/ABT-199 複合体よりも安定であることを示唆している。BCL-2/A-1155463 複合

体と BCL-XL/A-1155463 複合体では RMSD の値は 2.30 から 2.89Å と 1.48 から 1.60Å の

間で変化していた。BCL-XL/A-115546 複合体はこれら 6つの複合体中で最も安定な複合

体であると考えらえる。 
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図 4 - 9 各タンパク質/阻害剤複合体におけるタンパク質重原子 RMSDの時間変化 

横軸にシミュレーション時間（ns）、縦軸に RMSD（Å）をとり、タンパク質重原子の

RMSDをプロットした。Run1 を赤、Run2 をオレンジ、Run3 を緑、Run4を青の線でそ

れぞれ示している。グラフ中には RMSD の平均値および標準偏差を示した。括弧内の

数字は RMSDの最大値を表している。(a) BCL-2/Navitoclax複合体 (b) BCL-2/ABT-199

複 合 体  (c) BCL-2/A-1155463 複 合 体  (d) BCL-XL/Navitoclax 複 合 体  (e) 

BCL-XL/ABT-199複合体 (f)BCL-XL/A-1155463複合体 
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図 4 - 10 各タンパク質/阻害剤複合体におけるタンパク質の RMSF 

横軸にアミノ酸の残基番号、縦軸に RMSF (Å)をとり、タンパク質の RMSFをプロット

した。Run1 を赤、Run2をオレンジ、Run3 を緑、Run4 を青の線でそれぞれ示している。

(a) BCL-2/Navitoclax複合体 (b) BCL-XL/Navitoclax複合体 (c) BCL-2/ABT-199 複合体 

(d) BCL-XL/ABT-199複合体 (e) BCL-2/A-1155463複合体 (f)BCL-XL/A-1155463複合体 
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4.2.3. BCL-2/Navitoclax複合体の相互作用解析 

 BCL-2/Navitoclax複合体における BCL-2とNavitoclaxの間で見られた相互作用を図

4 - 11 に示し、表 4 - 1にまとめた。平均して総シミュレーション時間の 30 %以上にわ

たって Navitoclax と相互作用を形成していたアミノ酸は 4 残基（Tyr-108、Met-115、

Asn-143 と Tyr-202）であった。 

 

 

 

図 4 - 11 BCL-2/Navitoclax複合体で形成されていた相互作用 

平均して総シミュレーション時間の30%以上でNavitoclaxと相互作用していたアミノ酸

残基を球形で示した。各相互作用の保持率は Run1～Run4 の平均と標準偏差を示してい

る。 
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表 4 - 1 BCL-2/Navitoclax 複合体で形成されていた相互作用 

アミノ酸残基 相互作用部位 相互作用様式 保持率*（%） 

Tyr-108 Piperazine部位 π - カチオン 66.7±10.0 

Met-115 Chlorophenyl 部位 疎水性相互作用 53.7±6.4 

Asn-143 Sulfonylbenzamide 部位 水素結合 55.1±11.4 

Asn-143 Sulfonylbenzamide 部位 水素結合 34.1±7.1 

Tyr-202 Morpholine部位 π - カチオン 81.9±8.7 

Tyr-202 Morpholine部位 水素結合 61.2±15.9 

*Run1～Run4の平均と標準偏差を示している。 
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4.2.4. BCL-XL/Navitoclax 複合体の相互作用解析 

 BCL-XL/Navitoclax複合体におけるBCL-XLとNavitoclaxの間で見られた相互作用を図

4 - 12に示した。平均して総シミュレーション時間の 30 %以上にわたって Navitoclaxと

相互作用を形成していたアミノ酸は Tyr-101 のみであった。 

 

 

図 4 - 12  BCL-XL/Navitoclax複合体で形成されていた相互作用 

平均して総シミュレーション時間の30%以上でNavitoclaxと相互作用していたアミノ酸

残基を球形で示した。各相互作用の保持率は Run1～Run4 の平均と標準偏差を示してい

る。 
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4.2.5. BCL-2/ABT-199 複合体の相互作用解析 

BCL-2/ABT-199複合体におけるBCL-2とABT-199の間で見られた相互作用を図4 - 13

に示し、表 4 - 2にまとめた。平均して総シミュレーション時間の 30 %以上にわたって

ABT-199 と相互作用を形成していたアミノ酸は 6 残基（Asp-103、Phe-104、Tyr-108、

Met-115、Asn-143と Tyr-202）であった。 

 

図 4 - 13 BCL-2/ABT-199複合体で形成されていた相互作用 

平均して総シミュレーション時間の 30%以上で ABT-199 と相互作用していたアミノ酸

残基を球形で示した。各相互作用の保持率は Run1～Run4 の平均と標準偏差を示してい

る。 
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表 4 - 2 BCL-2/ABT-199複合体で形成されていた相互作用 

アミノ酸残基 相互作用部位 相互作用様式 保持率*（%） 

Asp-103 Azaindole部位 水素結合 97.7±1.5 

Phe-104 Chlorophenyl 部位 π - πスタッキング 30.8±2.3 

Tyr-108 Piperazine部位 π - カチオン 69.2±11.6 

Met-115 Chlorophenyl 部位 疎水性相互作用 41.5±5.5 

Asn-143 Sulfonylbenzamide 部位 水素結合 62.8±7.5 

Tyr-202 Nitrophenyl 部位 π - カチオン 86.2±3.6 

*Run1～Run4の平均と標準偏差を示している。 
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4.2.6. BCL-XL/ABT-199 複合体の相互作用解析 

BCL-XL/ABT-199複合体におけるBCL-XLとABT-199の間で見られた相互作用を図 4 - 

14 に示し、表 4 - 3 にまとめた。平均して総シミュレーション時間の 30 %以上にわたっ

て ABT-199 と相互作用を形成していたアミノ酸は 6 残基（Glu-96、Phe-97、Tyr-101、

Leu-108、Asn-136と Tyr-195）であった。 

 

図 4 - 14 BCL-XL/ABT-199複合体で形成されていた相互作用 

総シミュレーション時間の 30%以上で ABT-199 と相互作用していたアミノ酸残基を球

形で示した。各相互作用の保持率は Run1～Run4の平均と標準偏差を示している。 
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表 4 - 3 BCL-XL/ABT-199複合体で形成されていた相互作用 

アミノ酸残基 相互作用部位 相互作用様式 保持率*（%） 

Glu-96 Azaindole部位 水素結合 41.8±19.9 

Glu-96 Azaindole部位 水を介した水素結合 34.8±6.4 

Phe-97 Chlorophenyl 部位 π - πスタッキング 39.9±6.7 

Tyr-101 Piperazine部位 π - カチオン 78.1±5.7 

Leu-108 Chlorophenyl 部位 疎水性相互作用 38.5±4.9 

Asn-136 Sulfonylbenzamide 部位 水素結合 51.8±7.7 

Tyr-195 Nitrophenyl 部位 π - カチオン 80.7±4.6 

* Run1～Run4の平均と標準偏差を示している。 
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4.2.7. BCL-2/A-1155463 複合体の相互作用解析 

 BCL-2/A-1155463複合体における BCL-2と A-1155463の間で見られた相互作用を図 4 

- 15に示し、表 4 - 4にまとめた。平均して総シミュレーション時間の 30%以上にわた

ってA-1155463と相互作用を形成していたアミノ酸は7残基（Asp-103、Phe-104、Phe-112、

Leu-137、Asn-136、Arg-139、Tyr-202）であった。 

 

図 4 - 15 BCL-2/A-1155463複合体で形成されていた相互作用 

総シミュレーション時間の 30%以上で A-1155463 と相互作用していたアミノ酸残基を

示している。各相互作用の保持率は Run1～Run4の平均と標準偏差を示している。 
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表 4 - 4  BCL-2/A-1155463複合体で形成されていた相互作用 

アミノ酸残基 相互作用部位 相互作用様式 保持率（%） 

Asp-103 Dimethylamino 部位 水素結合 44.3 ± 19.9 

Phe-104 Benzothiazole carbamoyl 部位 疎水性相互作用 36.9 ± 7.8 

Phe-112 Benzothiazole carbamoyl 部位 疎水性相互作用 41.8 ± 4.0 

Leu-137 Dihydroisoquinolin 部位 疎水性相互作用 37.9 ± 4.5 

Asn-143 Thiazole carboxylic acid 部位 水素結合 32.7 ± 7.6 

Arg-146 Thiazole carboxylic acid 部位 水素結合 53.2 ± 5.1 

Tyr-202 Fluorophenoxy propyl 部位 疎水性相互作用 38.2 ± 9.7 

* Run1～Run4の平均と標準偏差を示している。 
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4.2.8. BCL-XL/A-1155463 複合体の相互作用解析 

BCL-XL/A-1155463 複合体における BCL-XLと A-1155463 の間で見られた相互作用を

図 4 - 16 に示し、表 4 - 5にまとめた。平均して総シミュレーション時間の 30%以上に

わたって A-1155463 と相互作用を形成していたアミノ酸は 8 残基（Tyr-101、Phe-105、

Ser-106、Leu-108、Leu-130、Asn-136、Arg-139 と Ala-149）であった。 

 

図 4 - 16 BCL-XL/A-1155463複合体で形成されていた相互作用 

総シミュレーション時間の 30%以上で A-1155463 と相互作用していたアミノ酸残基を

示している。各相互作用の保持率は Run1～Run4の平均と標準偏差を示している。 
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表 4 - 5 BCL-XL/A-1155463複合体で形成されていた相互作用 

アミノ酸残基 相互作用部位 相互作用様式 保持率*（%） 

Tyr-101 Fluorophenoxy propyl 部位 疎水性相互作用 52.5 ± 9.2 

Phe-105 Thiazole carboxylic acid 部位 π-πスタッキング 73.8 ± 4.8 

Ser-106 Benzothiazole carbamoyl 部位 水素結合（主鎖） 58.8 ± 6.7 

Leu-108 Benzothiazole carbamoyl 部位 水素結合（主鎖） 53.3 ± 9.8 

Leu-130 Dihydroisoquinolin 部位 疎水性相互作用 56.1 ± 15.3 

Asn-136 Thiazole carboxylic acid 部位 水素結合 36.4 ± 10.7 

Arg-139 Thiazole carboxylic acid 部位 水素結合 53.5 ± 9.3 

Ala-149 Benzothiazole carbamoyl 部位 疎水性相互作用 43.1 ± 3.3 

* Run1～Run4の平均と標準偏差を示している。 
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4.2.9. BCL-2/Navitoclax 複合体と BCL-XL/Navitoclax 複合体の相互作用比較 

 Navitoclaxは BCL-2 と BCL-XLの両方を阻害することが知られており、阻害定数は同

程度の値となっている。Navitoclax と BCL-2 および BCL-XLとの相互作用は選択的阻害

剤に対する基準となると考えられる。BCL-2 中の Tyr-108 は BCL-XLの Tyr-101 に対応

し、類似した相互作用を示していた。BCL-2 と総シミュレーション時間の 30%以上にわ

たって相互作用していた他のアミノ酸（Met-115、Asn-143と Tyr-202）に対応する BCL-XL

のアミノ酸も 30 %以上の保持率はないものの同様の相互作用を示した。Navitoclax では

BCL-2 と BCL-XLで類似した相互作用を示すことから、Navitoclax は両方のタンパク質

を阻害できると考えられる。 
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図 4 - 17 BCL-2/Navitoclax複合体と BCL-XL/Navitoclax複合体の相互作用比較 

総シミュレーション時間の 30%以上でNavitoclaxと相互作用していたアミノ酸残基を球形で示した。各相互作用の保持率はRun1～Run4

の平均と標準偏差を示している。（a）BCL-2/Navitoclax 複合体で形成されていた相互作用。（b）BCL-XL/Navitoclax 複合体で形成されて

いた相互作用。 
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表 4 - 6 BCL-2/Navitoclax 複合体と BCL-XL/Navitoclax複合体の相互作用比較 

 

 

 

 BCL-2/Navitoclax 複合体 BCL-XL/Navitoclax 複合体 

相互作用残基 

（BCL-2/BCL-XL） 

相互作用部位 相互作用様式 保持率（%） 相互作用部位 相互作用様式 保持率（%） 

Tyr-108/Tyr-101 Piperazine部位 π-カチオン 66.7±10.0 Piperazine部位 π-カチオン 48.9 ± 10.5 

Met-115/Leu-108 Chlorophenyl 部位 疎水性相互作用 53.7±6.4 Chlorophenyl 部位 疎水性相互作用 21.4 ± 7.5 

Asn-143/Asn-136 Sulfonylbenzamide 部位 水素結合 55.1±11.4 - - - 

Asn-143/Asn-136 Sulfonylbenzamide 部位 水素結合 34.1±7.1 Sulfonylbenzamide 部位 水素結合 9.7 ± 6.1 

Tyr-202/Tyr-195 Morpholine部位 π-カチオン 81.9±8.7 Morpholine部位 π-カチオン 7.4 ± 10.5 

Tyr-202/Tyr-195 Morpholine部位 水素結合 61.2±15.9 - - - 
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4.2.10. BCL-2/Navitoclax 複合体と BCL-2/ABT-199 複合体の相互作用比較 

 BCL-2/Navitoclax 複合体と BCL-2/ABT-199 複合体で見られた相互作用をまとめた（図

4 - 18、表 4 - 7）。ABT-199は Navitoclaxを基にして設計されているので、Tyr-108, Met-115, 

Asn-143, Tyr-202は類似した相互作用が二つの複合体では見られた。BCL-2/ABT-199複

合体ではBCL-2/Navitoclax複合体に加えて 2つの相互作用が新たに観測された。Asp-103

は Azaindole 部位の窒素原子と相互作用を形成し、Phe-104は chlorophenyl部位との π - π

スタッキング相互作用を形成していることが明らかになった。 
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図 4 - 18 BCL-2/Navitoclax複合体と BCL-2/ABT-199複合体の相互作用比較 

総シミュレーション時間の 30%以上で Navitoclax または ABT-199 と相互作用していたアミノ酸残基を球形で示した。各相互作用の保

持率は Run1～Run4 の平均と標準偏差を示している。（a）BCL-2/Navitoclax 複合体で形成されていた相互作用。（b）BCL-2/ABT-199 複

合体で形成されていた相互作用。 
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表 4 - 7 BCL-2/Navitoclax 複合体と BCL-2/ABT-199複合体の相互作用比較 

 

 BCL-2/Navitoclax 複合体 BCL-2/ABT-199複合体 

相互作用残基 

（BCL-2） 

相互作用部位 相互作用様式 保持率（%） 相互作用部位 相互作用様式 保持率（%） 

Asp-103 - - - Azaindole部位 水素結合 97.7 ± 1.5 

Phe-104 - - - Chlorophenyl 部位 π-πスタッキング 30.8 ± 2.3 

Tyr-108 Piperazine部位 π-カチオン 66.7±10.0 Piperazine部位 π-カチオン 69.2 ± 11.6 

Met-115 Chlorophenyl 部位 疎水性相互作用 53.7±6.4 Chlorophenyl 部位 疎水性相互作用 41.5 ± 5.5 

Asn-143 Sulfonylbenzamide 部位 水素結合 55.1±11.4 - - - 

Asn-143 Sulfonylbenzamide 部位 水素結合 34.1±7.1 Sulfonylbenzamide 部位 水素結合 62.8 ± 7.5 

Tyr-202 Morpholine部位 π-カチオン 81.9±8.7 Nitrophenyl 部位 π-カチオン 86.2 ± 3.6 

Tyr-202 Morpholine部位 水素結合 61.2±15.9 - - - 
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4.2.11. BCL-2/ABT-199 複合体と BCL-XL/ABT-199 複合体の相互作用比較 

 BCL-2/ABT-199複合体と BCL-XL/ABT-199 複合体で見られた相互作用をまとめた（図

4 - 19、表 4 - 8）。BCL-2の Asp-103、Phe-104、Tyr-108、Met-115、Asn-143、Tyr-202

は BCL-XLの Glu-96、Phe-97、Tyr-101、Leu-108、Asn-136、Tyr-195 にそれぞれ対応す

る。立体構造上での各アミノ酸の位置は図 4 - 20 に示した。Phe-104 と Phe-97、Tyr-108

と Tyr-101、Asn-143と Asn-136および Tyr-202 と Tyr-195はアライメント上で対応する

アミノ酸であり、ABT-199との相互作用様式は同じであった。また、総シミュレーショ

ン時間における相互作用の保持率にも大きな差がないことが明らかになった。Met-115

と Leu-108ではアミノ酸残基は異なるものの、ABT-199 との相互作用様式は同じ非特異

的な疎水性相互作用であった。Asp-103 と Glu-96 は共に ABT-199 の Azaindole部位と水

素結合を形成していた。相互作用の保持率を見てみると Asp-103 は平均して総シミュレ

ーション時間の 97.7%にわたって水素結合を形成していたのに対し、Glu-96 は平均して

総シミュレーション時間の 41.8%しか水素結合を形成できていなかった。Asp-103 と

Glu-96 では相互作用の保持率に違いがあることが明らかになった。 
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図 4 - 19  BCL-2/ABT-199複合体と BCL-XL/ABT-199複合体の相互作用比較 

総シミュレーション時間の 30%以上で ABT-199 と相互作用していたアミノ酸残基を球形で示した。各相互作用の保持率は Run1～Run4

の平均と標準偏差を示している。（a）BCL-2/ABT-199 複合体で形成されていた相互作用。Asp-103 の水を介した水素結合は保持率が

10.9±1.4%であるが、比較のため載せてある。（b）BCL-XL/ABT-199 複合体で形成されていた相互作用。 
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表 4 - 8 BCL-2/ABT-199複合体と BCL-XL/ABT-199複合体の相互作用比較 

 

 

 BCL-2/ABT-199複合体 BCL-XL/ABT-199複合体 

相互作用残基 

（BCL-2/BCL-XL） 

相互作用部位 相互作用様式 保持率（%） 相互作用部位 相互作用様式 保持率（%） 

Asp-103/Glu-96 Azaindole部位 水素結合 97.7 ± 1.5 Azaindole部位 水素結合 41.8 ± 19.9 

Asp-103/Glu-96 Azaindole部位 水を介した水素結合 10.9±1.4 Azaindole部位 水を介した水素結合 34.8±6.4 

Phe-104/Phe-97 Chlorophenyl 部位 π-πスタッキング 30.8 ± 2.3 Chlorophenyl 部位 π-πスタッキング 39.9 ± 6.7 

Tyr-108/Tyr-101 Piperazine部位 π-カチオン 69.2 ± 11.6 Piperazine部位 π-カチオン 78.1 ± 5.7 

Met-115/Leu-108 Chlorophenyl 部位 疎水性相互作用 41.5 ± 5.5 Chlorophenyl 部位 疎水性相互作用 38.5 ± 4.9 

Asn-143/Asn-136 Sulfonylbenzamide 部位 水素結合 62.8 ± 7.5 Sulfonylbenzamide 部位 水素結合 51.8 ± 7.7 

Tyr-202/Tyr-195 Nitrophenyl 部位 π-カチオン 86.2 ± 3.6 Nitrophenyl 部位 π-カチオン 80.7 ± 4.6 
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図 4 - 20  BCL-2と BCL-XLの構造および配列アライメント 

（a）ABT-199 と相互作用していたアミノ酸残基の立体構造上での比較。BCL-2 および

BCL-XLの全体構造はグレーの Cartoon モデルで重ね合わせて示してある。4 回の Run

を平均し、総シミュレーション時間の 30%以上にわたって ABT-199 と相互作用してい

た残基を緑（BCL-2）とシアン（BCL-XL）の stickモデルで示した。（b）BCL-2と BCL-XL

のアミノ酸配列アライメント。4 回の Run を平均し、総シミュレーション時間の 30%以

上にわたって ABT-199 と相互作用していた残基を緑（BCL-2）と水色（BCL-XL）で示

した。 
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4.2.12. BCL-XL/Navitoclax と BCL-XL/A-1155463 の相互作用比較 

 BCL-XL/Navitoclax複合体とBCL-XL/A-1155463複合体では相互作用様式が異なってお

り、その原因として Navitoclax と A-1155463 の母核が異なっていることがあげられる。

MACCS keysを用いて化合物類似度をNavitoclaxとA-1155463で計算すると0.48となり、

Navitoclax と A-1155463では構造が似ていないので相互作用様式が異なっていると考え

らえる。BCL-XL/A-1155463 複合体では Phe-105、Ser-106、Leu-108、Leu-130、Asn-136、

Arg-139とAla-149の相互作用を新たに獲得していた。Tyr-101はNavitoclaxとA-1155463

と相互作用していたが、それらの様式は異なっていた。BCL-XL/Navitoclax では Tyr-101

は Piperazine 部位と π - カチオン相互作用を形成していたのに対して、

BCL-XL/A-1155463複合体ではFluorophenoxy propyl部位と疎水性相互作用を形成してい

た。 
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図 4 - 21 BCL-XL/Navitoclax複合体と BCL-XL/A-1155463複合体の相互作用比較 

総シミュレーション時間の 30%以上で Navitoclaxまたは A-1155463 と相互作用していたアミノ酸残基を球形で示した。各相互作用の保

持率は Run1～Run4 の平均と標準偏差を示している。（a）BCL-XL/Navitoclax 複合体で形成されていた相互作用。（b）BCL-XL/A-1155463

複合体で形成されていた相互作用。 
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表 4 - 9 BCL-XL/Navitoclax複合体と BCL-XL/A-1155463複合体の相互作用比較 

 

 

 

 BCL-XL/Navitoclax 複合体 BCL-XL/A-1155463 複合体 

相互作用残基 

（BCL-XL） 
相互作用部位 相互作用様式 

保持率 

（%） 
相互作用部位 相互作用様式 

保持率 

（%） 

Tyr-101 Piperazine部位 π-カチオン 48.9 ± 10.5 Fluorophenoxy propyl 部位 疎水性相互作用 52.5 ± 9.2 

Phe-105 - - - Thiazole carboxylic acid 部位 π-πスタッキング 73.8 ± 4.8 

Ser-106 - - - Benzothiazole carbamoyl 部位 水素結合 58.8 ± 6.7 

Leu-108 - - - Benzothiazole carbamoyl 部位 水素結合 53.3 ± 9.8 

Leu-130 - - - Dihydroisoquinolin 部位 疎水性相互作用 56.1 ± 15.3 

Asn-136 - - - Thiazole carboxylic acid 部位 水素結合 36.4 ± 10.7 

Arg-139 - - - Thiazole carboxylic acid 部位 水素結合 53.5 ± 9.3 

Ala-149 - - - Benzothiazole carbamoyl 部位 疎水性相互作用 43.1 ± 3.3 
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4.2.13. BCL-2/A-1155463 と BCL-XL/A-1155463 の相互作用比較 

 BCL-2/A-1155463 複合体と BCL-XL/A-1155463 複合体で見られた相互作用をまとめ

た（図 4 - 22、表 4 - 10）。BCL-2の Phe-112、Leu-137、Asn-143 と Arg-146 は BCL-XL

の Phe-105、Leu-130、Asn-136と Arg-139 に対応する。表 4 - 10でまとめた各アミノ酸

の立体構造上での位置を図 4 - 23に示した。 

BCL-2/A-1155463複合体中でのみ相互作用していたアミノ酸残基はAsp-103、Phe-104、

Tyr-202 であった。一方、BCL-XL/A-1155463 複合体中でのみ相互作用していたアミノ酸

残基は Tyr-101、Phe-105、Ser-106、Leu-108、Ala-149 であった。 

Leu-137と Leu-130、Asn-143と Asn-136および Arg-146と Arg-139は BCL-2/A-1155463

複合体と BCL-XL/A-1155463 複合体でそれぞれ共通した相互作用を形成しており、相互

作用の保持率も差が見られなかった。 

BCL-XL の Phe-105 と BCL-2 の Phe-112 は対応するアミノであるが、それぞれの

A-115546 との相互作用様式は異なっていた。Phe-105 は A-1155463 の Thiazole carboxylic 

acid部位とπ-πスタッキングを形成していたの対して、Phe-112はBenzothiazole carbamoyl

部位と疎水性相互作用を形成していた。 
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図 4 - 22 BCL-2/A-1155463複合体と BCL-XL/A-1155463複合体の相互作用比較 

（a）BCL-2/A-1155463複合体で形成されていた相互作用。（b）BCL-XL/A-1155463 複合体で形成されていた相互作用。 
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表 4 - 10 BCL-2/A-1155463複合体と BCL-XL/A-1155463複合体の相互作用比較 

 

 

 BCL-2/A-1155463 複合体 BCL-XL/A-1155463 複合体 

相互作用残基 

（BCL-2/BCL-XL） 
相互作用部位 相互作用様式 

保持率 

（%） 
相互作用部位 相互作用様式 

保持率 

（%） 

Asp-103/Glu-96 Dimethylamino 部位 水素結合 44.3 ± 19.9 - - - 

Phe-104/Phe-97 Benzothiazole carbamoyl 部位 疎水性相互作用 36.9 ± 7.8 - - - 

Tyr-108/Tyr-101 - - - Fluorophenoxy propyl 部位 疎水性相互作用 52.5 ± 9.2 

Phe-112/Phe-105 Benzothiazole carbamoyl 部位 疎水性相互作用 41.8 ± 4.0 Thiazole carboxylic acid 部位 π-πスタッキング 73.8 ± 4.8 

Ala-113/Ser-106 - - - Benzothiazole carbamoyl 部位 水素結合 58.8 ± 6.7 

Met-115/Leu-108 - - - Benzothiazole carbamoyl 部位 水素結合 53.3 ± 9.8 

Leu-137/Leu-130 Dihydroisoquinolin 部位 疎水性相互作用 37.9 ± 4.5 Dihydroisoquinolin 部位 疎水性相互作用 56.1 ± 15.3 

Asn-143/Asn-136 Thiazole carboxylic acid 部位 水素結合 32.7 ± 7.6 Thiazole carboxylic acid 部位 水素結合 36.4 ± 10.7 

Arg-146/Arg-139 Thiazole carboxylic acid 部位 水素結合 53.2 ± 5.1 Thiazole carboxylic acid 部位 水素結合 53.5 ± 9.3 

Val-156/Ala-149 - - - Benzothiazole carbamoyl 部位 疎水性相互作用 43.1 ± 3.3 

Tyr-202/Tyr-195 Fluorophenoxy propyl 部位 疎水性相互作用 38.2 ± 9.7 - - - 
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図 4 - 23 BCL-2と BCL-XLの構造および配列アライメント 

（a）A-1155463 と相互作用していたアミノ酸残基の立体構造上での比較。BCL-2 およ

び BCL-XLの全体構造はグレーの Cartoonモデルで重ね合わせて示してある。4回の Run

を平均し、総シミュレーション時間の 30%以上にわたって A-1155463 と相互作用してい

た残基を緑（BCL-2）とシアン（BCL-XL）の stickモデルで示した。（b）BCL-2と BCL-XL

のアミノ酸配列アライメント。4 回の Run を平均し、総シミュレーション時間の 30%以

上にわたって A-1155463 と相互作用していた残基を緑（BCL-2）と水色（BCL-XL）で

示した。 
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4.2.14. ABT-199 の BCL-2 選択性 

 BCL-2とBCL-XLの阻害剤結合部位におけるアミノ酸残基の違いを図4 - 24に示した。

阻害剤から 5Å以内にあるアミノ酸は 40残基あり、そのうち 12残基がBCL-2とBCL-XL

でアミノ酸が異なる。この 12残基のうち、本研究で ABT-199 との相互作用が確認でき

たアミノ酸は Asp-103/Glu-96 と Met-115/Leu-108 であった。Met-115 と Leu-108 は異な

るアミノ酸残基であるが、共に ABT-199 と疎水性相互作用を形成していたため、選択

性に寄与しているとは考えにくい。一方、相互作用解析の結果から Asp-103 と Glu-96

の相互作用の保持率に差があることが明らかになった。また、BCL-2 の Asp-103 と

BCL-XLの Glu-96 の違いは阻害剤の BCL-2 選択性において重要な因子であると考えら

れている[73]。 

 BCL-2/ABT-199複合体と BCL-XL/ABT-199複合体の代表構造を図 4 - 25と図 4 - 26に

示す。BCL-2/ABT-199 複合体の代表構造を見ると、Asp-103 が ABT-199 の Azaindole 部

位と水素結合を形成するのに適切な距離（2.8 Å）に配置されているのがわかる。一方、

Glu-96 は Azaindole 部位の方を向いておらず、直接の水素結合を形成できない距離（4.3 

Å）となっている。Glu-96がこのような配置になっている場合は、水を介した水素結合

を形成していると考えられる。Glu-96 と Azaindole 部位の水を介した水素結合の保持率

は平均して 34.8%となっている（表 4 - 8）。Glu-96と Azaindole 部位との直接の水素結合

の保持率は平均して 41.8%であることから、Glu-96 は Azaindole 部位と直接の水素結合

を形成している状態と水を介した水素結合を形成している状態の 2 つの状態を行き来

していると考えらえられる。 

 ABT-199 の開発において、Navitoclax analog の Indole 部位を Azaindole に変化させる

ことで、BCL-2 の Arg-107 と ABT-199 の相互作用を増やすことができると考えられて

いた[73]。しかし、相互作用解析の結果からは、Arg-107と Azaindole 部位との相互作用

はほとんど観測されなかった。BCL-2/ABT-199 複合体において、Arg-107 は Asp-103と



71 

 

相互作用していることがわかった（図 4 - 27）。Arg-107は Asp-103 と水素結合または塩

橋を形成することで、Asp-103 と Azaindole 部位との水素結合形成を安定化していると

考えられる。 

 ABT-199の BCL-2に対する選択性は Asp-103と Azaindole部位との安定した水素結合

が重要であると考えられる。 

 

 

図 4 - 24 阻害剤結合部位における BCL-2と BCL-XLのアミノ酸残基の違い 

阻害剤の周囲 5Å 以内にあるアミノ酸は黒字で示し、阻害剤の周囲 5Å 以内かつ BCL-2

と BCL-XLでアミノ酸が異なる場所を赤字で示した。 

  

Bcl-2           MA H A G R T G Y D N R E I VMK Y I H Y K L S Q R G Y EWD A G D V G A A P P G A A P A P G I F S S Q P GH T P H P A 60

Bcl-XL          - - - - - - M S Q S N R E L V V D F L S Y K L S QKG Y SWS Q F S D V E E N R T E A P E G - - - T E S EME T P S A I 51

                       .  . * * * : * : . : :  * * * * * : * * . * .   .         * *      : . .   . * *  .  

Bcl-2           A S R D P V A R T S P L Q T P A A P G A A A G P A L S P V P P - - V V H L T L R Q A G D D F S R R Y R R D F A EM S S Q 118

Bcl-XL          N G N P SWH L A D S P A V N G A T GH S S S L D A R E V I PMA A V KQ A L R E A G D E F E L R Y R R A F S D L T S Q 111

                 . .  .    : . .   .  . * . *  : : .      *  *   . * :  : * * : * * * : * .  * * * *  * : : : : * *

Bcl-2           L H L T P F T A R G R F A T V V E E L F R D G V NWG R I V A F F E F GG VMC V E S V N R EM S P L V D N I A LWMT 178

Bcl-XL          L H I T P G T A Y Q S F E Q V V N E L F R D G V NWG R I V A F F S F GG A L C V E S V D K EMQ V L V S R I A AWMA 171

                * * : * *  * *    *   * * : * * * * * * * * * * * * * * * * . * * * . : * * * * * : : * * .  * * . . * *  * * :

Bcl-2           E Y L N R H L H TW I Q D N GGWD A F V E L Y G - P S MR P L F D F SWL S L K T L L S L A L V G A C I T L G A Y L G 237

Bcl-XL          T Y L N D H L E PW I Q E N GGWD T F V E L Y G N N A A A E S R KGQ E R F N RWF L T GMT V A G V V L L G S L F S 231

                 * * *  * * . . * * * : * * * * * : * * * * * *   :      .  .     :  : * :    * . .  :  * * :  : .

Bcl-2           HK

Bcl-XL          R K

                : *

α7 α8

α1

α2 α3

α4 α5 α6
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図 4 - 25 BCL-2/ABT-199複合体の代表構造 

BCL-2を緑の Cartoon モデル、ABT-199をマゼンタの Stickモデル、Asp-103 を Stickモ

デルで表示。水素原子は白、酸素原子は赤、窒素原子は青と硫黄原子は黄色となってい

る。BCL-2では炭素原子は緑、ABT-199 ではマゼンタとなっている。この構造のシミュ

レーション中での存在確率は 68.8 %であった。 
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図 4 - 26 BCL-XL/ABT-199複合体の代表構造 

BCL-XLをシアンの Cartoon モデル、ABT-199 をマゼンタの Stickモデル、Glu-96を Stick

モデルで表示。水素原子は白、酸素原子は赤、窒素原子は青と硫黄原子は黄色となって

いる。BCL-XLでは炭素原子はシアン、ABT-199 ではマゼンタとなっている。この構造

のシミュレーション中での存在確率は 12.1 %であった。 
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図 4 - 27 BCL-2/ABT-199複合体における Asp-103と Arg-107の相互作用 

BCL-2を緑の Cartoonモデル、ABT-199 をマゼンタの Stickモデル、Asp-103と Arg-107

を Stick モデルで表示。水素原子は白、酸素原子は赤、窒素原子は青と硫黄原子は黄色

となっている。BCL-2では炭素原子は緑、ABT-199 ではマゼンタとなっている。 
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4.2.15. A-1155463 の BCL-XL選択性 

 MDシミュレーションのトラジェクトリから得られた代表構造を比較すると、BCL-XL

の Phe-105、Ser-106 と Leu-108が位置する αへリックス 3の二次構造に違いが見られた

（図 4 - 28、図 4 - 29）。BCL-XLでは αへリックス 3と αへリックス 4に構造変化が起

きることが報告されている[116]。αへリックス 3の緩みはアポ体構造、BAK 結合構造、

Beclin-1 結合構造で報告されている[67-69]。一方、BIM 結合構造、ABT-737 結合構造で

は αへリックス 3はへリックス構造を保っている[49, 70]。BCL-XL/A-1155463 複合体で

は、αへリックス 3 は緩み、ループ様の構造をとっており、この 2次構造はMDシミュ

レーション中保持されていた。 

BCL-XLの Phe-105 と BCL-2 の Phe-112 は構造上対応するアミノ酸残基であるが、そ

れぞれの A-1155463 との相互作用様式は異なっていた。Phe-112 は疎水性のポケットを

構成しているため、Benzothiazole carbamoyl 部位と疎水性相互作用を形成している。一

方、Phe-105 は疎水性のポケットを構成しておらず、ポケットから外に出ているため、

Phe-105 は Thiazole carbocylic acid部位と π-πスタッキング相互作用を形成している（図

4 - 28、図 4 - 29）。 

Phe-105 と Phe-112 の位置によって、A-1155463の Benzothiazole carbamoyl 部位の向き

が大きく変化していることがわかった（図 4 - 30）。BCL-2/A-1155463 複合体では、

A-1155463 の Benzothiazole carbamoyl 部位は Phe-112 と疎水性相互作用を形成するよう

な向きで疎水性ポケットに結合し、Phe-104 とも疎水性相互作用を形成しているのがわ

かる（図 4 - 31）。一方、BCL-XL/A-1155463 複合体では、Phe-105 が疎水性ポケットを構

成していないので、Benzothiazole carbamoyl 部位が 90°回転した向きで結合している。さ

らに、αヘリックス 3が緩んだことで、Ser-106と Leu-108の主鎖が新たに水素結合を形

成できるようになっていた（図 4 - 32）。 

A-1155463のBCL-XL選択性は、αヘリックス3の二次構造変化とそれに伴うPhe-105、
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Ser-106 および Leu-108の相互作用獲得が要因であると考えられる。 

 

 

図 4 - 28 BCL-XL/A-1155463複合体の代表構造 

BCL-XLをシアンの Cartoon モデル、A-1155463 をオレンジの Stick モデルで表示した。

BCL-XLの Phe-105、Ser-106と Leu-108 は Stickモデルで表示した。水素原子は白、酸素

原子は赤、窒素原子は青と硫黄原子は黄色となっている。BCL-XL では炭素原子はシア

ン、A-1155463 ではオレンジとなっている。 
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図 4 - 29 BCL-2/A-1155463複合体の代表構造 

BCL-2を緑の Cartoonモデル、A-1155463 をオレンジの Stickモデルで表示した。BCL-2

の Phe-112 と Met-115 は Stick モデルで表示した。水素原子は白、酸素原子は赤、窒素

原子は青と硫黄原子は黄色となっている。BCL-2では炭素原子は緑、A-1155463 ではオ

レンジとなっている。 
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図 4 - 30 Benzothiazole carbamoyl部位の向きの違い 

BCL-XL をシアンの cartoon モデル、BCL-2 を緑の cartoon モデルで示した。

BCL-XL/A1155463 複合体中の A-1155463 をオレンジ、BCL-2/A-1155463 複合体中の

A-1155463 をライトオレンジの stickモデルで示した。 
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図 4 - 31 BCL-2/A-1155463における Benzothiazole carbamoyl部位との相互作用 

BCL-2を緑の Cartoonモデル、A-1155463 をオレンジの stickモデルで示した。BCL-2中

の Phe-104は stickモデル、Phe-112 は stickモデルと surfaceモデルで示した。 
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図 4 - 32 BCL-XL/A-1155463における Benzothiazole carbamoyl部位との相互作用 

BCL-XL をシアンの Cartoon モデル、A-1155463 をオレンジの stick モデルで示した。

BCL-XL中の Phe-97、Ser-106と Leu-108を Stickモデルで示した。Ser-106 および Leu-108

と A-1155463 の間で形成されていた水素結合を点線で示した。Ser-106 の主鎖酸素原子

と Benzothiazole carbamoyl 部位の窒素原子の間の距離は 2.4 Åであり、Leu-108の主鎖窒

素原子と Benzothiazole carbamoyl 部位の窒素原子の間の距離は 2.3 Åである。 
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第 5 章 

MM-GBSA 法を用いた結合自由エネル

ギー解析 

 

5.1. 概要 

 第 4章ではタンパク質/阻害剤相互作用解析を行ったことで、ABT-199 の BCL-2選択

性とA-1155463のBCL-XL選択性に寄与していると考えられるアミノ酸見出すことがで

きた。第 4章で行ったMDシミュレーションから得られた代表構造に対して、MM-GBSA

法を用いてタンパク質/阻害剤の結合自由エネルギー変化を調べた。また、MM-GBSA

法を用いることでどのアミノ酸がどの程度結合に寄与しているかをエネルギーの観点

から調べることができる。第 4章で標的選択性に重要と示唆されたアミノ酸が実際にど

の程度結合に寄与しているかを調べた。 

 

5.2. 結果と考察 

5.2.1. MM-GBSA 法による結合自由エネルギー変化の推定 

 MD シミュレーションを行った 6 つの複合体（BCL-2/Navitoclax 複合体、

BCL-XL/Navitoclax 複合体、BCL-2/ABT-199 複合体、BCL-XL/ABT-199 複合体、

BCL-2/A-1155463 複合体、BCL-XL/A-1155463 複合体）の結合自由エネルギー変化を

MM-GBSA法を用いて推定した（表 5 - 1）。 

 実験値から計算される結合自由エネルギー変化の変化（∆∆𝐺𝑏𝑖𝑛𝑑）の絶対値は
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Navitoclax で 0.1 kcal/mol 程度、ABT-199 で 5.0 kcal/mol 程度、A-1155463 で 5.3 kcal/mol

程度となる。これに対して MM-GBSA から推定された結合自由エネルギー変化の変化

の絶対値はそれぞれ、17.0 kcal/mol 程度、2.3 kcal/mol 程度、30.7 kcal/mol程度であった。

Navitoclax の場合は、BCL-2 への結合自由エネルギー変化と BCL-XLへの結合自由エネ

ルギー変化に差が出てしまっているが、ABT-199と A-1155463 の場合では選択性のある

タンパク質との複合体構造の方がより大きな負の値となっており、実験事実を定性的に

再現しているものと考えられる。 

BCL-2/Navitoclax 複合体と BCL-XL/Navitoclax 複合体の∆𝐺𝑏𝑖𝑛𝑑の構成要素を見てみる

と、最も寄与が大きいのはファンデルワールス相互作用によるものであった。ついで、

疎水性相互作用と静電相互作用の寄与が大きい。 BCL-2/ABT-199 複合体と

BCL-XL/ABT-199 複合体の∆𝐺𝑏𝑖𝑛𝑑の構成要素を見てみると、ファンデルワールス相互作

用と疎水性相互作用の寄与が大きいことが分かった。NavitoclaxとABT-199を比べると、

ABT-199 では静電相互作用の項が正の値となり結合に好ましくない相互作用を形成し

ていると考えらえれるが、溶媒和に関する項の値がNavitoclaxよりも小さくなっており、

脱溶媒和による影響が小さくなっていると考えらえる。BCL-2/A-1155463 複合体と

BCL-XL/A-1155463 複合体の∆𝐺𝑏𝑖𝑛𝑑の構成要素を見てみると、ファンデルワールス相互

作用、疎水性相互作用および静電相互作用の寄与が大きいことが分かった。他 4つの複

合体と比較すると、静電相互作用の項が大きな負の値となっており、結合に好ましい相

互作用を形成していると考えらえる。結合に好ましい静電相互作用形成に伴って脱溶媒

和が起こるため、∆𝐺𝐺𝐵項の値が正となっていると考えられる。 
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表 5 - 1 MM-GBSA法によって計算された各タンパク質/阻害剤複合体の∆𝑮𝒃𝒊𝒏𝒅とその構成要素（kcal/mol） 

 ∆𝐸𝑐𝑜𝑣𝑎𝑙𝑒𝑛𝑡 ∆𝐸𝐶𝑜𝑢𝑙𝑜𝑚𝑏 ∆𝐸𝑣𝑑𝑊 ∆𝐸𝐻𝑏𝑜𝑛𝑑 ∆𝐸𝑃𝑎𝑐𝑘𝑖𝑛𝑔 ∆𝐸𝐿𝑖𝑝𝑜 ∆𝐺𝐺𝐵 ∆𝐺𝑏𝑖𝑛𝑑 

BCL-2/Navitoclax複合体 0.0 -10.1 -84.0 -1.1 -1.8 -39.6 26.9 -109.9 

BCL-XL/Navitoclax 複合体 0.0 -9.3 -70.4 -0.8 -2.7 -34.0 24.3 -92.9 

BCL-2/ABT-199複合体 0.0 9.4 -85.5 -1.4 -4.5 -40.7 7.7 -115.1 

BCL-XL/ABT-199複合体 0.0 10.0 -83.3 -1.2 -4.6 -40.9 7.2 -112.8 

BCL-2/A-1155463 複合体 0.0 -20.0 -69.6 -1.7 -3.6 -34.9 30.7 -99.1 

BCL-XL/A-1155463 複合体 0.0 -36.2 -81.3 -3.0 -6.0 -44.9 41.7 -129.8 

すべての値は 4 回ずつ行った MD シミュレーションの代表構造から計算し、平均値を載せている。∆𝐸𝑐𝑜𝑣𝑎𝑙𝑒𝑛𝑡は∆𝐸𝑏𝑜𝑛𝑑𝑠、∆𝐸𝑎𝑛𝑔𝑙𝑒𝑠、

∆𝐸𝑡𝑜𝑟𝑠𝑖𝑜𝑛𝑠の合計値である。∆𝐸𝐶𝑜𝑢𝑙𝑜𝑚𝑏は静電相互作用から計算される項、∆𝐸𝑣𝑑𝑊はファンデルワールス相互作用から計算される項、

∆𝐸𝐻𝑏𝑜𝑛𝑑は水素結合から計算される項、∆𝐸𝐿𝑖𝑝𝑜は疎水性相互作用から計算される項、∆𝐺𝐺𝐵は GB モデルから計算される項をそれぞれ表

している。 
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5.2.2. アミノ酸ごとの結合自由エネルギー変化への寄与 

 第 4 章で示唆されたアミノ酸がエネルギー的にどの程度結合に寄与しているかどう

かを調べるために残基ごとの結合自由エネルギー変化への寄与を求めた。 

 BCL-2/ABT-199 複合体において、ABT-199 の周囲 4 Å 以内のアミノ酸の結合自由エ

ネルギー変化への寄与を図 5 - 1に示した。BCL-2と ABT-199 の結合にもっとも寄与し

ていたアミノ酸は Phe-104 であり、次いで Tyr-202 と Tyr-108 であった。それぞれの結

合自由エネルギー変化への寄与は-8.5 kcal/mol 程度、-5.2 kcal/mol 程度と-4.8 kcal/mol 程

度であった。 

 BCL-XL/ABT-199複合体での各アミノ酸の結合自由エネルギー変化への寄与を図 5 - 2

示した。BCL-2 の Phe-104、Tyr-202、Tyr-108 に対応する Phe-97、Tyr-195、Tyr-101 が

BCL-2/ABT-199複合体でも寄与が大きかった。それぞれ、-7.7 kcal/mol 程度、-6.4 kcal/mol

程度、-4.4 kcal/mol 程度であった。 

 ABT-199 の BCL-2と BCL-XLへの結合に寄与しているアミノ酸を調べると、ABT-199

の BCL-2 選択性に重要と考えられる Asp-103 はエネルギー的にはそれほど寄与してい

ないことが分かった（ -0.2 kcal.mol, 図 5 - 3）。BCL-2/ABT-199 複合体および

BCL-XL/ABT-199複合体ともに Asp-103 または Glu-96 と Azaindole 部位の水素結合は形

成するため、エネルギー的には差が見られないと考えられる。 

 同様に、BCL-2/A-1155463 複合体および BCL-XL/A-1155463 複合体における各アミノ

酸の結合自由エネルギー変化への寄与を求めた（図 5 - 4と図 5 - 5）。BCL-2/A-1155463

複合体で寄与の大きかったアミノ酸は Phe-104 と Arg-146 でそれぞれ、-5.5 kcal/mol 程

度と-5.2 kcal/mol 程度であった。BCL-XL/A-1155463 複合体では Phe-105 と Arg-139 の寄

与が大きく、-8.8 kcal/mol 程度と-7.3 kcal/mol 程度であった。A-1155463 の BCL-2 と

BCL-XLへの結合に寄与しているアミノ酸を調べると、A-1155463 の BCL-XL選択性に関

係していると考えられる、Phe-105とLeu-108の寄与が大きいことがわかった（図 5 - 6）。
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Ser-106 も Phe-105と Leu-108ほどではないが、BCL-XLの結合に寄与している結果とな

った。このことから、相互作用解析で示唆された Phe-105、Ser-106 と Leu-108はエネル

ギー的に見ても BCL-XL選択性に関係していると考えられる。 

 

 

図 5 - 1 BCL-2/ABT-199複合体における阻害剤の周囲 4 Å以内のアミノ酸の結合自由エネ

ルギー変化への寄与 

すべての値は 4回ずつ行った MDシミュレーションの代表構造から計算し、平均値を用

いてグラフ化している。 
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図 5 - 2 BCL-XL/ABT-199複合体における阻害剤の周囲 4 Å以内のアミノ酸の結合自由エ

ネルギー変化への寄与 

すべての値は 4回ずつ行った MDシミュレーションの代表構造から計算し、平均値を用

いてグラフ化している。 

 

図 5 - 3 各アミノ酸の結合自由エネルギー変化の差 

BCL-2/ABT-199 複合体における各アミノ酸の結合自由エネルギー変化から

BCL-XL/ABT-199複合体における各アミノ酸の結合自由エネルギー変化を引いた値をグ

ラフ化した。負の値となるのはより BCL-2 への結合に寄与しているアミノ酸、正の値

となるのはより BCL-XLへの結合に寄与しているアミノ酸。 
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図 5 - 4  BCL-2/A-1155463複合体における阻害剤の周囲 4 Å以内のアミノ酸の結合自由エ

ネルギー変化への寄与 

すべての値は 4回ずつ行った MDシミュレーションの代表構造から計算し、平均値を用

いてグラフ化している。 

 

図 5 - 5 BCL-XL/A-1155463複合体における阻害剤の周囲 4 Å以内のアミノ酸の結合自由エ

ネルギー変化への寄与 

すべての値は 4回ずつ行った MDシミュレーションの代表構造から計算し、平均値を用

いてグラフ化している。 
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図 5 - 6 各アミノ酸の結合自由エネルギー変化の差 

BCL-2/A-1155463 複合体における各アミノ酸の結合自由エネルギー変化から

BCL-XL/A-1155463 複合体における各アミノ酸の結合自由エネルギー変化を引いた値を

グラフ化した。負の値となるのはより BCL-2 への結合に寄与しているアミノ酸、正の

値となるのはより BCL-XLへの結合に寄与しているアミノ酸。 
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第 6 章 

計算機上での変異体解析および新規阻

害剤の提案 

 

6.1. 概要 

 第 4 章で得らえた知見に基づいて、ABT-199 の BCL-2 選択性に影響していると考え

られる BCL-2の 103 番目のアスパラギン酸（Asp-103）をグルタミン酸に変異させたと

きの影響を相互作用解析および結合自由エネルギー変化の観点から考察する。また、

ABT-199の Azaindole 部位を Indole 部位に変換した Indole 型 ABT-199 誘導体を提案し、

そのBCL-2およびBCL-XLとの相互作用解析と結合自由エネルギー変化の推定を行った。 

 

6.2. BCL-2(D103E)/ABT-199 複合体の相互作用解析および結合自

由エネルギー変化の推定 

6.2.1. モデリングした BCL-2(D103E)/ABT-199複合体 

 モデリングした BCL-2(D103E)/ABT-199 複合体の全体構造および変異を導入した 103

番目のアスパラギン酸周辺の構造を図 6 - 1 と図 6 - 2にそれぞれ示した。 
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図 6 - 1 BCL-2(D103E)/ABT-199複合体のモデリング構造 

BCL-2(D103E)を緑の Cartoon モデル、阻害剤 ABT-199 をマゼンタの stickモデルで示し

た。 
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図 6 - 2 変異導入部位の拡大図 

BCL-2は緑の Cartoonモデル、BCL-XLはシアンの Cartoon モデル、ABT-199 はマゼンタ

の Stick モデルで示した。(a) BCL-2(D103E)/ABT-199 複合体 （b）BCL-2/ABT-199 複

合体 (c) BCL-XL/ABT-199 複合体 

 

6.2.2. BCL-2(D103E)/ABT-199 複合体の構造安定性 

 初期構造を参照構造とし、タンパク質重原子の RMSD 変化を計算した（図 6 - 3）。

BCL-2/ABT-199 複合体および BCL-XL/ABT-199 複合体同様に 70 ns～100 ns において

RMSD変化は安定しており、BCL-2(D103E)/ABT-199 複合体の系は十分に平衡に達して

いると考えることができる。BCL-2(D103E)/ABT-199 複合体の RMSDの平均値は 2.63 Å

から 2.78 Å の幅で構造の揺らぎが見られ、BCL-2/ABT-199 複合体よりはわずかに構造

の揺らぎが大きいが、BCL-XL/ABT-199 複合体よりは構造の揺らぎが小さい。
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BCL-2(D103E)/ABT-199 複合体では BCL-2/ABT-199 複合体同様に、α ヘリックス 1と α

ヘリックス 2の間のループの揺らぎが最も大きいことが分かった。BCL-XL/ABT-199複

合体ほど、N末の α ヘリックス 1は構造が揺らがないことも明らかとなった。この結果

から、103番目のアスパラギン酸をグルタミン酸に置換したことによる影響は複合体構

造全体にはないと判断できる。 

 

 

図 6 - 3 BCL-2(D103E)/ABT-199複合体、BCL-2/ABT-199複合体と BCL-XL/ABT-199複合

体におけるタンパク質重原子 RMSDの時間変化の比較 

横軸にシミュレーション時間（ns）、縦軸に RMSD（Å）をとり、タンパク質重原子の

RMSDをプロットした。Run1 を赤、Run2 をオレンジ、Run3 を緑、Run4を青の線でそ

れぞれ示している。グラフ中には RMSD の平均値および標準偏差を示した。括弧内の

数字は RMSD の最大値を表している。 (a) BCL-2(D103E)/ABT-199 複合体  (b) 

BCL-2/ABT-199複合体 (c) BCL-XL/ABT-199 複合体  



93 

 

 

図 6 - 4 BCL-2(D103E)/ABT-199複合体、BCL-2/ABT-199複合体と BCL-XL/ABT-199複合

体におけるタンパク質重原子 RMSFの比較 

横軸にアミノ酸の残基番号、縦軸に RMSF (Å)をとり、タンパク質の RMSFをプロット

した。Run1 を赤、Run2をオレンジ、Run3 を緑、Run4 を青の線でそれぞれ示している。

(a) BCL-2(D103E)/ABT-199複合体 (b) BCL-2/ABT-199 複合体 (c) BCL-XL/ABT-199複

合体  
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6.2.3. BCL-2(D103E)/ABT-199 複合体の相互作用解析 

 BCL-2(D103E)/ABT-199 複合体における BCL-2(D103E)と ABT-199 の間で見られた相

互作用を図 6 - 5に示し、表 6 - 1にまとめた。平均して総シミュレーション時間の 30%

以上にわたってABT-199と相互作用を形成していたアミノ酸は 5残基（Phe-104、Arg-107、

Tyr-108、Gly-145と Tyr-202）であった。 

 

図 6 - 5  BCL-2(D103E)/A-1155463複合体で形成されていた相互作用 

総シミュレーション時間の 30%以上で ABT-199 と相互作用していたアミノ酸残基を示

している。各相互作用の保持率は Run1～Run4の平均と標準偏差を示している。 
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表 6 - 1 BCL-2(D103E)/ABT-199複合体で形成されていた相互作用 

アミノ酸残基 相互作用部位 相互作用様式 保持率*（%） 

Phe-104 Azaindole部位 π – πスタッキング 31.9±7.8 

Tyr-108 Piperazine部位 π - カチオン 77.3±4.4 

Arg-107 Azaindole部位 水素結合 30.0±9.7 

Gly-145 Sulfonylbenzamide 部位 水素結合(主鎖) 80.0±14.4 

Tyr-202 Nitrophenyl 部位 π - カチオン 84.6±1.3 

Tyr-202 Nitrophenyl 部位 π – πスタッキング 60.9±5.8 

*Run1～Run4の平均と標準偏差を示している。 
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6.2.4. BCL-2(D103E)/ABT-199 複合体と BCL-2/ABT-199 複合体の相互作用比

較 

 BCL-2(D103E)/ABT-199複合体とBCL-2/ABT-199複合体で見られた相互作用をまとめ

た（図 6 - 6と表 6 - 2）。BCL-2(D103E)/ABT-199 複合体と BCL-2/ABT-199 複合体の違い

は 103番目のアミノ酸がグルタミン酸かアスパラギン酸かだけであるが、5つのアミノ

酸で相互作用様式に違いが見られた。まず、変異を導入した 103番目のグルタミン酸と

アスパラギン酸である。アスパラギン酸をグルタミン酸に変えると、Azaindole 部位と

の水素結合の形成頻度が著しく低下していることが分かった。クラスタリング解析の結

果から得られた代表構造（シミュレーション中の存在確率は 32.7%）中では、Glu-103

とAzaindole部位に含まれる二つの窒素原子との距離はそれぞれ4.8 Åと5.5 Å（図6 - 7）

と直接の水素結合を形成できる距離にないため水素結合の形成頻度が低下していると

考えらえる。 

Azaindoel 部位の相互作用に着目すると BCL-2(D103E)/ABT-199 複合体では Phe-104

との π-π スタッキングが形成されていた。BCL-2/ABT-199 複合体では Phe-104 は

Chrolophenyl 部位との π-π スタッキングであったが、BCL-2(D103E)/ABT-199 複合体で

は Azaindole 部位との π-π スタッキングを形成しやすいことがシミュレーションで示唆

された。また BCL-2(D103E)/ABT-199複合体では、Arg-107が Azaindole部位との水素結

合を形成していた。BCL-2/ABT-199複合体では、Arg-107は Asp-103 と安定した水素結

合または塩橋を形成し、Asp-103 と Azaindole との水素結合を安定化していたがグルタ

ミン酸に置換したことによって、Arg-107 と Glu-103 の水素結合や塩橋の形成が起こり

にくくなり、フリーになった Arg-107 が Azaindole 部位との相互作用を形成するように

なったと考えられる。 

Chrolophenyl 部位周辺の相互作用を比較すると、BCL-2(D103E)/ABT-199 複合体では

Met-115 との疎水性相互作用の形成確率が下がる結果となった。 
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Sulphonylbenzamide 部位では水素結合を形成するアミノ酸が Gly-145 か Asn-143 かの

違いが見られた。これは、アスパラギン酸がグルタミン酸に代わり Azaindole 部位との

水素結合の形成頻度が落ちたことによって、Azaindole 部位が Glu-103 側に約 1 Å 程ず

れたことによって相互作用するアミノ酸が Asn-143から Gly-145に変化したと考えらえ

る（図 6 - 8）。 
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図 6 - 6 BCL-2(D103E)/ABT-199複合体と BCL-2/ABT-199複合体の相互作用比較 

総シミュレーション時間の 30%以上で ABT-199 と相互作用していたアミノ酸残基を球形で示した。各相互作用の保持率は Run1～Run4

の平均と標準偏差を示している。（a）BCL-2(D103E)/ABT-199 複合体で形成されていた相互作用。（b）BCL-2/ABT-199 複合体で形成さ

れていた相互作用。 
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表 6 - 2 BCL-2(D103E)/ABT-199複合体と BCL-2/ABT-199複合体の相互作用比較 

 

 BCL-2(D103E)/ABT-199 複合体 BCL-2/ABT-199複合体 

相互作用残基 

（BCL-2） 

相互作用部位 相互作用様式 保持率（%） 相互作用部位 相互作用様式 保持率（%） 

Glu-103/Asp-103 - - - Azaindole部位 水素結合 97.7 ± 1.5 

Phe-104 Azaindole部位 π – πスタッキング 31.9±7.8 Chlorophenyl 部位 π-πスタッキング 30.8 ± 2.3 

Arg-107 Azaindole部位 水素結合 30.0±9.7 - - - 

Tyr-108 Piperazine部位 π - カチオン 77.3±4.4 Piperazine部位 π-カチオン 69.2 ± 11.6 

Met-115 - - - Chlorophenyl 部位 疎水性相互作用 41.5 ± 5.5 

Asn-143 - - - Sulfonylbenzamide 部位 水素結合 62.8 ± 7.5 

Gly-145 Sulfonylbenzamide 部位 水素結合(主鎖) 80.0±14.4 - - - 

Tyr-202 Nitrophenyl 部位 π - カチオン 84.6±1.3 Nitrophenyl 部位 π-カチオン 86.2 ± 3.6 

Tyr-202 Nitrophenyl 部位 π – πスタッキング 60.9±5.8 - - - 
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図 6 - 7 Glu-103と Azaindole部位の位置関係 

クラスタリング解析から得られた代表構造中での Glu-103 と Azaindole 部位の位置関係

を示している。BCL-2(D103E)は緑の Cartoon モデル、ABT-199 はマゼンタの Stickモデ

ルで表示している。 
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図 6 - 8 BCL-2/ABT-199複合体と BCL-2(D103E)/ABT-199複合体の重ね合わせ 

BCL-2/ABT-199複合体中のBCL-2をライトグリーン、ABT-199をライトピンクで示し、

BCL-2(D103E)/ABT-199複合体中の BCL-2を緑、ABT-199をマゼンタで示した。 

 

6.2.5. BCL-2(D103E)/ABT-199 複合体と BCL-XL/ABT-199 複合体の相互作用比

較 

 BCL-2(D103E)/ABT-199複合体と BCL-XL/ABT-199 複合体で見られた相互作用をまと

めた（図 6 - 9と表 6 - 3）。BCL-2と BCL-XLの阻害剤結合部位の数少ないアミノ酸残基

の違いであったアスパラギン酸をグルタミン酸に変えたことで、Azaindole 部位周辺の

相互作用が BCL-XL/ABT-199 複合体の相互作用に類似することが期待されたが、

BCL-XL/ABT-199複合体とは異なる相互作用様式となることが明らかになった。 

 BCL-XL/ABT-199複合体ではGlu-96がAzaindole部位と水素結合または水を介した水

素結合を形成していたが、BCL-2(D103E)/ABT-199 複合体では Glu-103 と Azaindole部位

との水素結合または水を介した水素結合の形成は見られなかった。 
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図 6 - 9  BCL-2(D103E)/ABT-199複合体と BCL-XL/ABT-199複合体の相互作用比較 

総シミュレーション時間の 30%以上で ABT-199 と相互作用していたアミノ酸残基を球形で示した。各相互作用の保持率は Run1～Run4

の平均と標準偏差を示している。（a）BCL-2(D103E)/ABT-199 複合体で形成されていた相互作用。（b）BCL-XL/ABT-199 複合体で形成

されていた相互作用。 
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表 6 - 3 BCL-2(D103E)/ABT-199複合体と BCL-XL/ABT-199複合体の相互作用比較 

 

 BCL-2(D103E)/ABT-199 複合体 BCL-XL/ABT-199複合体 

相互作用残基 

（BCL-2/BCL-XL） 

相互作用部位 相互作用様式 保持率（%） 相互作用部位 相互作用様式 保持率（%） 

Glu-103/Glu-96 - - - Azaindole部位 水素結合 41.8 ± 19.9 

Glu-103/Glu-96 - - - Azaindole部位 水を介した水素結合 34.8±6.4 

Phe-104/Phe-97 Azaindole部位 π – πスタッキング 31.9±7.8 Chlorophenyl 部位 π-πスタッキング 39.9 ± 6.7 

Arg-107/Arg-100 Azaindole部位 水素結合 30.0±9.7 - - - 

Tyr-108/Tyr-101 Piperazine部位 π - カチオン 77.3±4.4 Piperazine部位 π-カチオン 78.1 ± 5.7 

Met-115/Leu-108 - - - Chlorophenyl 部位 疎水性相互作用 38.5 ± 4.9 

Asn-143/Asn-136 - - - Sulfonylbenzamide 部位 水素結合 51.8 ± 7.7 

Gly-145/Gly-138 Sulfonylbenzamide 部位 水素結合(主鎖) 80.0±14.4 - - - 

Tyr-202/Tyr-195 Nitrophenyl 部位 π - カチオン 84.6±1.3 Nitrophenyl 部位 π-カチオン 80.7 ± 4.6 

Tyr-202/Tyr-195 Nitrophenyl 部位 π – πスタッキング 60.9±5.8 - - - 
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6.2.6. 変異導入による結合自由エネルギー変化の推定 

 BCL-2(D103E)/ABT-199複合体の結合自由エネルギー変化をMM-GBSA法を用いて推

定し、BCL-2/ABT-199複合体と BCL-XL/ABT-199複合体の推定値と比較した（表 6 - 4）。

BCL-2 の 103 番目のアスパラギン酸をグルタミン酸に置換しただけであるが、

BCL-2/ABT-199 複合体および BCL-XL/ABT-199 複合体で推定された∆𝐺𝑏𝑖𝑛𝑑よりも

BCL-2(D103E)/ABT-199複合体の∆𝐺𝑏𝑖𝑛𝑑は不利となることがわかった（-102.2 kcal/mol）。

このことから、Asp-103 は ABT-199 の BCL-2 への結合において重要であると考えられ

る。 
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表 6 - 4 MM-GBSA法によって計算された BCL-2(D103E)/ABT-199複合体の∆𝑮𝒃𝒊𝒏𝒅とその構成要素（kcal/mol） 

 ∆𝐸𝑐𝑜𝑣𝑎𝑙𝑒𝑛𝑡 ∆𝐸𝐶𝑜𝑢𝑙𝑜𝑚𝑏 ∆𝐸𝑣𝑑𝑊 ∆𝐸𝐻𝑏𝑜𝑛𝑑 ∆𝐸𝑃𝑎𝑐𝑘𝑖𝑛𝑔 ∆𝐸𝐿𝑖𝑝𝑜 ∆𝐺𝐺𝐵 ∆𝐺𝑏𝑖𝑛𝑑 

BCL-2(D103E)/ABT-199複合体 0.0 23.0 -81.1 -0.8 -4.7 -37.0 -1.5 -102.2 

BCL-2/ABT-199複合体 0.0 9.4 -85.5 -1.4 -4.5 -40.7 7.7 -115.1 

BCL-XL/ABT-199複合体 0.0 10.0 -83.3 -1.2 -4.6 -40.9 7.2 -112.8 

すべての値は 4 回ずつ行った MD シミュレーションの代表構造から計算し、平均値を載せている。∆𝐸𝑐𝑜𝑣𝑎𝑙𝑒𝑛𝑡は∆𝐸𝑏𝑜𝑛𝑑𝑠、∆𝐸𝑎𝑛𝑔𝑙𝑒𝑠、

∆𝐸𝑡𝑜𝑟𝑠𝑖𝑜𝑛𝑠の合計値である。∆𝐸𝐶𝑜𝑢𝑙𝑜𝑚𝑏は静電相互作用から計算される項、∆𝐸𝑣𝑑𝑊はファンデルワールス相互作用から計算される項、

∆𝐸𝐻𝑏𝑜𝑛𝑑は水素結合から計算される項、∆𝐸𝐿𝑖𝑝𝑜は疎水性相互作用から計算される項、∆𝐺𝐺𝐵は GB モデルから計算される項をそれぞれ表

している。 
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6.3. BCL-2/ABT-199 複合体および BCL-XL/ABT-199 複合体の相互

作用解析に基づいた新規化合物の提案 

6.3.1. 提案する化合物の二次元構造 

 第 4 章の BCL-2/ABT-199 複合体および BCL-XL/ABT-199 複合体の相互作用解析の結

果、ABT-199 の Azaindole を Indole に置換することで、BCL-XLの Glu-96 との水を介し

た水素結合を形成しにくくし、より BCL-2 選択的な阻害剤になるのではないかと考え

られる。提案する化合物 Indole 型 ABT-199 誘導体の二次元構造を図 6 - 10に示した。 

 

図 6 - 10 提案する Indole型 ABT-199誘導体と ABT-199の二次元構造の比較 

(a) Indole型 ABT-199 誘導体 (b) ABT-199 

 

6.3.2. モデリングした BCL-2/Indole 型 ABT-199 誘導体複合体および

BCL-XL/Indole 型 ABT-199 誘導体複合体の構造 

 モデリングした BCL-2/Indole 型 ABT-199 誘導体複合体および BCL-XL/Indole 型

ABT-199誘導体複合体の全体構造を図 6 - 11と図 6 - 12にそれぞれ示した。BCL-2/Indole

型 ABT-199 誘導体複合体は BCL-2/ABT-199 複合体を、BCL-XL/Indole 型 ABT-199 誘導

体複合体は BCL-XL/ABT-199複合体をそれぞれ基に作成しており、MDシミュレーショ
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ンの初期構造として用いるには問題ないと考えられる。 

 

 

図 6 - 11 BCL-2/Indole型 ABT-199誘導体複合体のモデリング構造 

BCL-2 を緑の Cartoon モデル、Indole 型 ABT-199 誘導体をピンクの stick モデルで示し

た。 

 

 

図 6 - 12 BCL-XL/Indole 型 ABT-199誘導体複合体のモデリング構造 

BCL-XLをシアンの Cartoon モデル、Indole 型 ABT-199 誘導体をマゼンタの stickモデル

で示した。 
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6.3.3. BCL-2/Indole 型 ABT-199 誘導体複合体と BCL-XL/Indole 型 ABT-199 誘

導体複合体の構造安定性 

 初期構造を参照構造とし、タンパク質重原子の RMSD変化を計算した（図 6 - 13）。

BCL-2/Indole型ABT-199誘導体複合体では、30 ns付近から RMSD変化は安定しており、

十分に平衡に達していると考えられる。一方、BCL-XL/Indole 型 ABT-199 誘導体複合体

では Run4 を除いて 60 ns 付近から RMSD 変化は安定していた。Run4 に関しては N 末

の αヘリックスの揺らぎが特に大きかったため（図 6 - 14 (b)）、RMSDの値が大きくな

っていると考えられる。BCL-2/Indole型ABT-199誘導体複合体のRMSDの平均値は 1.76 

Å から 3.42 Å の幅で構造の揺らぎが見られ、BCL-2/ABT-199 複合体よりも構造の揺ら

ぎが大きかった。BCL-XL/Indole 型 ABT-199 誘導体複合体の RMSD の平均値は 5.81 Å

から 7.80 Åの幅で構造の揺らぎが見られ、BCL-XL/ABT-199 複合体よりも構造の揺らぎ

が大きかった。BCL-XL/ABT-199複合体では αヘリックス 1の N末のみの揺らぎが大き

かったが、BCL-XL/Indole 型 ABT-199誘導体では αヘリックス 1全体の揺らぎが大きか

ったために BCL-XL/ABT-199複合体よりも RMSD値が大きくなったと考えられる（図 6 

- 14）。 
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図 6 - 13 BCL-2/Indole型ABT-199誘導体複合体、BCL-XL/Indole型ABT-199誘導体(Indole 

analog)複合体、BCL-2/ABT-199複合体と BCL-XL/ABT-199複合体におけるタンパク質重原

子 RMSDの時間変化の比較 

横軸にシミュレーション時間（ns）、縦軸に RMSD（Å）をとり、タンパク質重原子の

RMSDをプロットした。Run1 を赤、Run2 をオレンジ、Run3 を緑、Run4を青の線でそ

れぞれ示している。グラフ中には RMSD の平均値および標準偏差を示した。括弧内の

数字は RMSD の最大値を表している。(a) BCL-2/Indole 型 ABT-199 誘導体複合体 (b) 

BCL-XL/Indole 型 ABT-199 誘 導 体 複 合 体  (c) BCL-2/ABT-199 複 合 体  (d) 

BCL-XL/ABT-199複合体 
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図 6 - 14 BCL-2/Indole型 ABT-199誘導体複合体、BCL-XL/Indole型 ABT-199誘導体複合

体、BCL-2/ABT-199 複合体と BCL-XL/ABT-199 複合体におけるタンパク質重原子 RMSF

の比較 

横軸にアミノ酸の残基番号、縦軸に RMSF (Å)をとり、タンパク質の RMSFをプロット

した。Run1 を赤、Run2をオレンジ、Run3 を緑、Run4 を青の線でそれぞれ示している。

(a) BCL-2/Indole型 ABT-199誘導体複合体 (b) BCL-XL/Indole型 ABT-199誘導体複合体 

(c) BCL-2/ABT-199 複合体 (d) BCL-XL/ABT-199 複合体   
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6.3.4. BCL-2/Indole 型 ABT-199 誘導体複合体の相互作用解析 

 BCL-2/Indole型 ABT-199誘導体複合体における BCL-2と Indole型 ABT-199誘導体の

間で見られた相互作用を図 6 - 15に示し、表 6 - 5 にまとめた。平均して総シミュレー

ション時間の 30%以上にわたって Indole 型 ABT-199 誘導体と相互作用を形成していた

アミノ酸は 5残基（Asp-103、Phe-104、Tyr-108、Gly-145 と Tyr-202）であった。 

 

 

図 6 - 15 BCL-2/Indole型 ABT-199誘導体複合体で形成されていた相互作用 

総シミュレーション時間の 30%以上で Indole 型 ABT-199 誘導体と相互作用していたア

ミノ酸残基を示している。各相互作用の保持率は Run1～Run4 の平均と標準偏差を示し

ている。
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表 6 - 5 BCL-2/Indole型 ABT-199誘導体複合体で形成されていた相互作用 

アミノ酸残基 相互作用部位 相互作用様式 保持率*（%） 

Asp-103 Indole 部位 水素結合 96.3±5.3 

Phe-104 Indole 部位 π - πスタッキング 41.3±14.2 

Tyr-108 Piperazine部位 π - カチオン 83.9±11.6 

Gly-145 Sulfonylbenzamide 部位 水素結合（主鎖） 73.1±6.2 

Tyr-202 Nitrophenyl 部位 π - カチオン 68.7±14.1 

*Run1～Run4の平均と標準偏差を示している。 
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6.3.5. BCL-XL/Indole 型 ABT-199 誘導体複合体の相互作用解析 

 BCL-XL/Indole型ABT-199誘導体複合体における BCL-XLと Indole型ABT-199誘導体

の間で見られた相互作用を図 6 - 16に示し、表 6 - 6にまとめた。平均して総シミュレ

ーション時間の 30%以上にわたって Indole 型 ABT-199 誘導体と相互作用を形成してい

たアミノ酸は 4残基（Phe-97、Tyr-101、Gly-135 と Tyr-195）であった。 

 

 

図 6 - 16 BCL-XL/Indole 型 ABT-199誘導体複合体で形成されていた相互作用 

総シミュレーション時間の 30%以上で Indole 型 ABT-199 誘導体と相互作用していたア

ミノ酸残基を示している。各相互作用の保持率は Run1～Run4 の平均と標準偏差を示し

ている。
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表 6 - 6 BCL-XL/Indole型 ABT-199誘導体複合体で形成されていた相互作用 

アミノ酸残基 相互作用部位 相互作用様式 保持率*（%） 

Phe-97 Indole 部位 π - πスタッキング 58.5±10.7 

Tyr-101 Piperazine部位 π - カチオン 54.8±19.6 

Gly-138 Sulfonylbenzamide 部位 水素結合（主鎖） 62.2±7.8 

Tyr-195 Nitrophenyl 部位 π - カチオン 53.9±27.4 

*Run1～Run4の平均と標準偏差を示している。 
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6.3.6. BCL-2/Indole 型 ABT-199 誘導体複合体と BCL-XL/Indole 型 ABT-199 誘

導体複合体の相互作用比較 

 BCL-2/Indole 型 ABT-199 誘導体複合体と BCL-2/Indole 型 ABT-199 誘導体複合体で見

られた相互作用をまとめた（図 6 - 17と表 6 - 7）。BCL-2/Indole 型 ABT-199 誘導体複合

体とBCL-XL/Indole型ABT-199誘導体複合体で形成される相互作用はそのほとんどが同

じであることが分かった。基となっている ABT-199 でも BCL-2 および BCL-XLとの相

互作用に大きな差がなかったことから想定内の結果といえる。ABT-199 との唯一の違い

は、BCL-2 の Asp-103 および BCL-XLの Glu-96 との水素結合である。BCL-XL/ABT-199

複合体では、Glu-96 は直接の水素結合または水を介した水素結合を ABT-199 の

Azaindole 部位と形成していたが、Indole 型 ABT-199 誘導体では直接の水素結合も水を

介した水素結合もほとんど観測されなかった。BCL-2/Indole 型 ABT-199 誘導体複合体

では Azaindole 部位が Indole 部位に代わり、Arg-107 と Asp-103 の水素結合が安定して

形成され、結果として Asp-103 と Indole 部位との水素結合を安定化していた。一方、

BCL-XL/Indole 型 ABT-199 誘導体複合体では、Azaindole 部位から Indole 部位に変化し

たことで、水を介した水素結合や Arg-100との相互作用がなくなってしまったことによ

り Indole 部位が安定せず、Indole 部位の反転が見られた。結果としてさらに Glu-96 と

の水素結合が形成しにくい状態を生み出すため、Glu-96 と Indole 部位との水素結合がほ

とんど見られなかったと考えられる。 
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図 6 - 17 BCL-2/Indole型 ABT-199誘導体複合体と BCL-XL/Indole型 ABT-199誘導体複合体の相互作用比較 

（a）BCL-2/Indole 型 ABT-199 誘導体複合体で形成されていた相互作用。（b）BCL-XL/Indole 型 ABT-199 誘導体複合体で形成されてい

た相互作用。 
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表 6 - 7 BCL-2/Indole型 ABT-199誘導体複合体と BCL-XL/Indole型 ABT-199誘導体複合体の相互作用比較 

 

 

 BCL-2/Indole 型 ABT-199 誘導体複合体 BCL-XL/Indole 型 ABT-199誘導体複合体 

相互作用残基 

（BCL-2/BCL-XL） 
相互作用部位 相互作用様式 

保持率 

（%） 
相互作用部位 相互作用様式 

保持率 

（%） 

Asp-103/Glu-96 Indole 部位 水素結合 96.3 ± 5.3 - - - 

Phe-104/Phe-97 Indole 部位 π-πスタッキング 41.3 ± 14.2 Indole 部位 π-πスタッキング 58.5 ± 10.7 

Tyr-108/Tyr-101 Piperazine部位 π - カチオン 83.9 ± 11.6 Piperazine部位 π - カチオン 54.8±19.6 

Gly-145/Gly-138 Sulfonylbenzamide 部位 水素結合（主鎖） 73.1 ± 6.2 Sulfonylbenzamide 部位 水素結合（主鎖） 62.2±7.8 

Tyr-202/Tyr-195 Nitrophenyl 部位 π - カチオン 68.7 ± 14.1 Nitrophenyl 部位 π - カチオン 53.9±27.4 
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図 6 - 18 BCL-2/Indole型 ABT-199誘導体複合体と BCL-XL/Indole型 ABT-199誘導体複合

体の代表構造比較 

Indole 型 ABT-199誘導体をピンクの Stickモデルで示した。黒の破線は水素結合を表し

ている。（a）BCL-2/Indole 型 ABT-199 誘導体複合体の代表構造（シミュレーション中の

存在確率は 71.8%） （b）BCL-XL/Indole 型 ABT-199 誘導体複合体の代表構造（シミュ

レーション中の存在確率は 18.1%） 

 

6.3.7. 提案化合物の結合自由エネルギー変化の推定 

 BCL-2/Indole 型 ABT-199 誘導体複合体と BCL-XL/Indole 型 ABT-199 誘導体複合体の

結合自由エネルギー変化を MM-GBSA 法を用いて推定し、BCL-2/ABT-199 複合体と

BCL-XL/ABT-199 複合体の推定値と比較した。BCL-2 に対する Indole 型 ABT-199 誘導

体の結合自由エネルギー変化は ABT-199 のそれと大きな差がないことから、ABT-199

と同程度に BCL-2 に結合することが考えらえる。BCL-2/ABT-199 複合体と

BCL-XL/ABT-199複合体の∆∆𝐺𝑏𝑖𝑛𝑑が-2.3 kcal/molなのに対してBCL-2/Indole型ABT-199

誘導体複合体と BCL-XL/Indole 型 ABT-199誘導体複合体の∆∆𝐺𝑏𝑖𝑛𝑑が-12.1 kcal/mol とよ

り、差が大きいことから ABT-199よりも Indole型 ABT-199 誘導体の方が BCL-2選択的

な化合物であることが期待される。 
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表 6 - 8 MM-GBSA法によって計算された各タンパク質/阻害剤複合体の∆𝑮𝒃𝒊𝒏𝒅とその構成要素（kcal/mol） 

 ∆𝐸𝑐𝑜𝑣𝑎𝑙𝑒𝑛𝑡 ∆𝐸𝐶𝑜𝑢𝑙𝑜𝑚𝑏 ∆𝐸𝑣𝑑𝑊 ∆𝐸𝐻𝑏𝑜𝑛𝑑 ∆𝐸𝑃𝑎𝑐𝑘𝑖𝑛𝑔 ∆𝐸𝐿𝑖𝑝𝑜 ∆𝐺𝐺𝐵 ∆𝐺𝑏𝑖𝑛𝑑 

BCL-2/Indole 型 ABT-199誘導体複合体 0.0 19.9 -84.5 -1.3 -4.8 -41.0 -2.5 -114.4 

BCL-XL/Indole 型 ABT-199誘導体複合体 0.0 14.0 -74.5 -0.8 -5.9 -39.0 4.0 -102.3 

BCL-2/ABT-199複合体 0.0 9.4 -85.5 -1.4 -4.5 -40.7 7.7 -115.1 

BCL-XL/ABT-199複合体 0.0 10.0 -83.3 -1.2 -4.6 -40.9 7.2 -112.8 

すべての値は 4 回ずつ行った MD シミュレーションの代表構造から計算し、平均値を載せている。∆𝐸𝑐𝑜𝑣𝑎𝑙𝑒𝑛𝑡は∆𝐸𝑏𝑜𝑛𝑑𝑠、∆𝐸𝑎𝑛𝑔𝑙𝑒𝑠、

∆𝐸𝑡𝑜𝑟𝑠𝑖𝑜𝑛𝑠の合計値である。∆𝐸𝐶𝑜𝑢𝑙𝑜𝑚𝑏は静電相互作用から計算される項、∆𝐸𝑣𝑑𝑊はファンデルワールス相互作用から計算される項、

∆𝐸𝐻𝑏𝑜𝑛𝑑は水素結合から計算される項、∆𝐸𝐿𝑖𝑝𝑜は疎水性相互作用から計算される項、∆𝐺𝐺𝐵は GB モデルから計算される項をそれぞれ表

している。 
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第 7章 

結論 

 本研究では、タンパク質/阻害剤複合体モデリングおよび MD シミュレーションを組

み合わせたことによって ABT-199 の BCL-2 に対する選択性と A-1155463 の BCL-XL選

択性に対する理解をより深めるものであった。BCL-2 選択性に関しては、BCL-2 の

Asp-103 と Azaindole 部位の窒素原子との水素結合が重要な因子であることを相互作用

解析から示した。BCL-XL選択性に関しては、柔軟な α ヘリックス 3 の二次構造変化、

すなわち αヘリックス 3が緩むことによって、Phe-105、Ser-106 および Leu-108 が結合

部位に露出し、π - πスタッキングと主鎖を用いた水素結合を A-1155463 と形成すること

が重要な因子であることを相互作用解析から示した。 

 相互作用解析の結果から得られた結果をエネルギーの観点から評価するために、

MM-GBSA 法を用いて結合自由エネルギー変化の推定を行った。A-1155463 の BCL-XL

選択性に重要であると考えられる Phe-105、Ser-106 および Leu-108 はエネルギー的にも

BCL-XLへの結合に寄与していることを明らかにした。 

 計算機を用いたシミュレーションの利点の一つに変異体などが簡単に作成でき、その

影響を検証できるということがあげられる。ABT-199 の BCL-2 選択性にどの程度

Asp-103 が影響しているかを調べるためにアスパラギン酸をグルタミン酸に置換した

BCL-2(D103E)/ABT-199 複合体を作成し変異の影響を調べた。アスパラギン酸をグルタ

ミン酸に変異させると、ABT-199の Azaindole部位との水素結合が形成されなくなるこ

とを相互作用解析から示した。さらに BCL-2/ABT-199 複合体と BCL-2(D103E)/ABT-199

複合体の結合自由エネルギー変化を MM-GBSA 法で推定したところ、12.9 kcal/mol 程度
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BCL-2(D103E)/ABT-199 複合体で不利になることが分かった。このことから、Asp-103

は ABT-199の BCL-2選択性に影響していると考えられる。 

 BCL-2/ABT-199 複合体と BCL-XL/ABT-199 複合体の相互作用解析の結果から、

ABT-199のAzaindoleを Indoleへ変換することでBCL-2への選択性がより高くなる可能

性が示唆された。実際にABT-199のAzaindoleを Indoleへ変換することでどの程度BCL-2

への選択性が変化するかを MD シミュレーションによって求めた結果、Indole 型

ABT-199 誘導体は ABT-199 と同程度の強さで BCL-2 に結合するが、BCL-XL には

ABT-199ほど強く結合しないことがシミュレーションから示唆された。 

 結晶構造がない場合、興味のあるタンパク質/阻害剤複合体間の相互作用を比較する

ということは難しい。本研究で用いたようなタンパク質/阻害剤複合体モデリングを行

うことで、少なくとも相互作用を比較することが可能となるがそれだけでは選択性を説

明するに十分な情報が得られない可能性がある。MDシミュレーションによる相互作用

解析に加えて、MM-GBSA法などの自由エネルギー変化を予測する手法を組み合わせる

ことによって、タンパク質と阻害剤の安定した相互作用を明らかにすることが出来る。

MD シミュレーションはタンパク質と阻害剤の間の動的な相互作用変化を捉えること

ができ、薬剤設計を支援することができる技術であるといえる。本研究から得られた知

見は新たなBCL-2またはBCL-XL選択的阻害剤を設計する際に利用されることが期待さ

れる。 
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