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第 1 章  緒言 
 

創薬研究において, 従来の試行錯誤的なアプローチをより効率化・迅速化させることを目

的として, コンピュータを用いた様々な手法が開発され, 創薬の現場で用いられるようになっ

てきている. にもかかわらず, 現在も新薬開発には長い時間と莫大な費用を要するうえにそ

の成功率は低い. 一方で, ヒトゲノムの解読完了をはじめとする様々な生物種のゲノミクスの

進展に伴い, 疾患と関連する膨大なオミックス情報が急速に集積されつつある. このような

状況は創薬においても大きな意味をもつ. 例えば, 薬物分子の標的受容体となるタンパク

質の 3 次元立体構造情報を活用する structure based drug design (SBDD)は応用され, 創薬

研究において実際に使われてきている. さらに, 近年の飛躍的なコンピュータの演算能力

の向上とともに分子科学理論と計算化学の進歩も目覚ましく, 先端的な理論・計算化学法を

創薬へと応用する新たな試みは, これまでの論理的創薬のアプローチと比較して効果的か

つ高確度な医薬品設計につながることが期待されている. 
一方で, 定量的構造活性相関 (quantitative structure−activity relationship: QSAR)は, 自

由エネルギーの線形則 (linear free-energy principle: LFEP)に基づき, 一連の薬物分子の

標的受容体までの輸送過程から受容体との結合過程までの全自由エネルギー変化 (生物

活性値)の変動を, 化合物の化学構造に基づく各自由エネルギー関連パラメータの線形式

から定量的に説明, さらに生物活性値が未知の化合物の活性値予測を行うことができる. 
QSAR は, 標的受容体の構造情報を用いていないものの, これまでに数々の創薬の成功例

が報告されていることから, 論理的創薬における強力なアプローチである. しかしながら, 薬

物分子の生物活性値の変動は, 薬物分子と標的受容体との間に働く分子間相互作用に起

因するため, それらを分子科学計算・シミュレーションを用いて原子・電子レベルで定量的

に明らかにすることは, 薬物分子の活性発現メカニズムについてのより深い物理化学的理

解および分子間相互作用に基づく新たな理解につながると考えられる. 
本研究では, QSARと分子科学計算・シミュレーションをリンクさせたLFEPに基づく自由エ

ネルギー変化の線形表現 (linear expression by representative energy terms: LERE-QSAR)
解析を用いて, 薬物分子−標的受容体の相互作用を原子・電子レベルにおいて定量的に

理解することを目的とし, 論理的創薬における従来の QSAR のさらなる発展として, 新しい

体系的方法論の構築と検証を試みた. 次節において, LERE-QSAR の構築とその有用性の

検証について順次説明する. 
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1.1  定量的構造活性相関 

 
薬物分子は, 生体内の受容体と相互作用することによって生物活性を発現すること, また, 

薬物分子の化学構造を変化させるとこれらの生物活性値は一般に変化することなどから, 
薬物分子の化学構造と生物活性値との間には何らかの関係があることは容易に推測できる. 
この両者の間の関係の理解は, 創薬研究における中心的位置を占めるものであり, 新薬開

発の根幹を担っていると思われる. 類似の化学構造を有する薬物分子は, 活性強度は異な

るものの, 類似の薬理作用を発現するという経験則から, 現在もなお合成化学者が経験と

直観的に薬物分子の化学構造を修飾することも行われている. また, 時には間違った仮説

に基づいて行ったことが思いがけない発見につながった例も知られている. 薬物分子の化

学構造と生物活性値の相関は構造活性相関 (structure−activity relationship: SAR)と呼ば

れる. 
現在の論理的な創薬の試みは medicinal chemistry として, 薬理作用を有する薬物分子

の発見, 合成展開 (修飾), そしてこれらの薬物分子を安全かつ有効な医薬品に発展させ

る方向で行われている. 創薬の過程において, 一般に, (1) 新規化合物 (薬物分子)の合

成, (2) 吸収, 輸送, 分布, 代謝に関連する化学的検討, (3) 受容体や酵素をはじめとする

様々な生体高分子との相互作用解析, (4) 化学構造と生物活性値との間の関係の検討など

が必要となる. 生体に投与された薬物分子が吸収部位からタンパク質などの薬物受容体へ

と到達し, さらに受容体と相互作用する過程では, 薬物分子の化学構造の物理化学的特性, 
たとえば, 薬物分子全体もしくは特定の官能基の極性, イオン化能力や電子密度などが重

要となる場合がある. これらの物理化学的特性は実験的に測定可能であり, 生物活性値を

それらの関数として表現できる可能性がある. すなわち, 一連の薬物分子の生物活性値を

薬物の分子構造の物理化学的特性を用いて定量的に予測できる可能性がある. 
現在, QSAR には種々の方法があるが, 最も代表的かつ体系的なアプローチは 1964 年

に提案された Hansch−Fujita 法 [1]であり, 今日の QSAR の原型である. Hansch−Fujita 法で

は, 一般に芳香族環上の置換基を系統的に変化させた一連の薬物分子について, 生物活

性値と化学構造との間の定量的関係を次式 (1.1)を用いて表す. 
 

log (1/C) = a π + b π2 + ρ σ + δ Es + const     (1.1) 
 
ここで, 左辺の目的変数 log (1/C)は, 薬物分子がある一定の生物活性を示すために必要な

濃度 C の逆数の常用対数値で, 薬物分子の輸送・分配過程や標的受容体との相互作用過

程などを包含した実効的な薬物分子−生体系の自由エネルギー変化量に対応する. 濃度 C
は, Ki, IC50, LD50 などの活性値の指標が対応する. 一方で, 右辺の説明変数π, σ, Es はそ

れぞれ置換基ごとに定められた疎水性, 電子的, 立体的性質を表す自由エネルギー関連

パラメータである. また a, b, ρ, δは重回帰分析における最小二乗法により求まる回帰係数で
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ある. 以上をまとめると, Hansch−Fujita 法は LFEP に基づく薬物分子の活性値予測と活性発

現メカニズムの推定のための統計的手法である. Hansch−Fujita 式は, 現在までに多くの改

良が重ねられるとともに, 数々の創薬の成功例が報告されており, QSAR における一般的か

つ最も強力な方法となっている. しかしながら, 標的受容体の構造情報を考慮していないた

め, 右辺の説明変数の原子・電子レベルでの解釈が必ずしも一義的でない場合も生じる. 
このことは, 標的受容体の構造情報を考慮した新たな QSAR の構築が必要であることを示

唆している. また, QSAR の方法論の成立基盤と適用限界の解明は, 今後もなお重要な研

究課題であると思われる. 
以上を鑑みて, 薬物分子−標的受容体の相互作用の理解において, 従来の QSAR より

一歩踏み込んだ分子論的観点から捉えることは, QSAR のさらなる発展・展開につながると

考え, 本研究を遂行した. 
 
 

1.2  分子科学計算・シミュレーション 

 
理論・計算化学は, 化学反応素過程, 有機分子の構造やその反応性, 核酸やタンパク質

などの生体分子から星間分子に至るまでの幅広い化学反応を対象とし, それらを量子論な

どの物理の基礎理論から解明しようとするものであり, 実験化学では“見えない”部分の本質

の解明において, 現在までに重要な役割を果たしている. 今や理論・計算化学は, 様々な

化学現象の解明に対する必要不可欠なアプローチとなっており, 理論化学者のみならず実

験化学者も, 実験結果の物理化学的な解析・解釈などにおいて日常的に用いている. 理

論・計算化学に基づく分子科学計算・シミュレーションの応用の一つが, コンピュータを利用

する「インシリコ創薬技術」であり, 実験だけからでは考察が困難な解析対象に対して, 微視

的な原子・電子レベルでの理解を可能とする. 特に, 解析対象が複雑あるいは巨大すぎて

解析が困難である場合や, 実験的検証に多くの時間・費用がかかるため事実上不可能であ

る場合, または実験条件が極限状況ないしは危険を伴う場合などに, 分子科学計算・シミュ

レーションは非常に有効となる. 
一方で, これまでの分子科学計算・シミュレーションは高性能なコンピュータを利用可能な

環境にある少数の研究者だけのものであった. しかしながら, 近年の飛躍的なコンピュータ

の性能向上と低価格化の結果, 非経験的分子軌道 (ab initio molecular orbital: MO)法に

よる低分子有機化合物の反応性予測などは, 研究室レベルでも比較的容易に実施可能な

状況になっている. 今や分子科学計算・シミュレーションは, 有機低分子からタンパク質や

核酸といった生体巨大分子に至るまで, 広範な分子 (系)の解析に利用されている. 理論・

計算化学者は, 大規模分子系を解析するための理論と解法のアルゴリズムを発展させ, ス

ーパーコンピュータ「京」に代表される巨大超並列計算機の開発などと歩調をあわせた様々

な理論計算手法を開発してきた. たとえば, 大規模分子系に対する非経験的な全電子状態
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計算としては, Kitaura ら [2–5]により提唱された非経験的フラグメント分子軌道 (ab initio 
fragment molecular orbital: FMO)法や反応中心を担う重要な部位は高精度な非経験的分

子軌道法で取扱い, その他の部位はより低精度な古典力学法で取扱う古典/量子化学の

hybrid 評価法 [6–9]を挙げることができる. このような新しい理論計算方法の出現により, 分

子科学計算・シミュレーションの適用範囲は急速に拡大している. このことは, 理論・計算化

学の一応用分野である SBDD においても重要な意味をもつ. SBDD における一つのアプロ

ーチである統計力学的方法に基づく自由エネルギーの評価法としては, 熱力学的積分 
(thermodynamics integration: TI)法 [10], 自由エネルギー摂動 (free-energy perturbation: 
FEP) 法  [11], ベ ネ ッ ト 受 容 比  (Bennett acceptance ratio: BAR) 法  [12], 二 重 消 去 
(double-annihilation: DA)法 [13], 線形相互作用エネルギー (linear interaction energy: 
LIE)法 [14]および溶媒和相互作用エネルギー (solvation interaction energy: SIE)法 [15]
などが現在までに提案されている. しかしながら, いずれも一般性と実用性においてはまだ

まだ問題が残されている. また, 創薬研究においては, ∼1 kcal/mol の全自由エネルギー変

化の予測, すなわち化学的精度の予測が要求されるが, それを満たすのは現状では一般

に困難が伴う. 
現在の創薬研究においては, 従来に比べて格段に高精度かつ高速化されている分子科

学計算・シミュレーションが利用可能であるが, 実験結果の最大限の活用と物理化学的な洞

察を加えた解釈がますます重要な意味をもつと考えられる. 
 
 

1.3  分子科学計算を用いた新しい定量的構造活性相関の試み 

 
本研究では, 薬物分子−標的受容体の相互作用を分子論的観点から原子・電子レベル

で理解するために, 両者の 3 次元立体構造情報に基づいた分子科学計算・シミュレーショ

ンを活用する新たな QSAR の構築と検証を試みた. すなわち, 薬物分子の活性発現メカニ

ズムの定量的な理解と予測を目的とし, 物理化学的解釈と高い化学的精度の両立を図る一

つの方法として, QSAR と分子科学計算・シミュレーションをリンクさせた LFEP に基づく自由

エネルギー変化の線形表現 (LERE-QSAR)法 [16–21]の提案・構築・検証を行った. 第 2
章で, 一般化 LERE-QSAR 式の導出について概説した後, 第 3 章および第 4 章では, イン

フルエンザウイルス・ノイラミニダーゼ-1 (N1-NA)およびヒト・ノイラミニダーゼ-2 (hNEU2)と代

表的な抗インフルエンザ剤を含むシアル酸誘導体の複合体に対する LERE-QSAR 解析の

検証を, 第 5 章では, 3 次元立体構造が未知であるヒト・ノイラミニダーゼ-1 (hNEU1)への適

用について詳述する．第 6 章では本研究を総括し, 今後の展望について述べる. 
本研究の成果が薬物分子−標的受容体の相互作用の定量的な理解に対してより深い物

理化学的描象を与えるにとどまらず, 論理的創薬における新しい体系的方法論につながる

ことが期待される. 



5 
 

第 2 章   自 由 エ ネ ル ギ ー 変 化 の 線 形 表 現 解 析 : Linear 

Expression by Representative Energy terms (LERE) 

2.1  LERE-QSAR 式 

 
自由エネルギー変化の線形表現 (linear expression by representative energy terms: 

LERE)解析 [16–21]において, リガンドとタンパク質の複合体形成に伴う実測の全自由エネ

ルギー変化ΔGobs (= RT ln K, R: 気体定数, T: 絶対温度, K: 平衡定数 (KA, KD, Ki, (IC50) 
etc.))は, いくつかの自由エネルギー変化の加成性に基づき下式 (2.1)で表される. 
 

ΔGobs = ΔGbind + ΔGsol + ΔGothers (additivity assumption)    (2.1) 
 
ここで, ΔGbind はリガンドとタンパク質との間の結合自由エネルギー, ΔGsol は複合体形成に伴

う水和自由エネルギー変化を表しており, これらは両分子の複合体形成の主要因となると考

えられる. ΔGothers はこれら二種類の代表自由エネルギー項 (representative energy terms)以
外の自由エネルギー項の総和を表す. ΔGothers は, 一般に骨格が同一である一連の構造類

似体 (congeneric series)とタンパク質との複合体形成においては, 代表自由エネルギー項

の総和 (ΔGbind + ΔGsol)に線形あるいは正の定数と仮定する (LERE approximation, 式 
(2.2)). 
 

ΔGothers = β (ΔGbind + ΔGsol) + const1 (LERE assumption)    (2.2) 
 
すなわち, ΔGothers は複合体形成の前後におけるリガンドやタンパク質の構造変化に伴う変

形エネルギーなどの penalty energy 項と考えられる (β < 0 and/or const1 > 0). また, 式 (2.1)
および(2.2)より, 下式 (2.3)が得られる. 
 

ΔGobs = (1 + β) (ΔGbind + ΔGsol) + const1      (2.3) 
 
一般に, リガンドとタンパク質の複合体形成に伴う実測のΔGobs は, enthalpic 変化 (ΔHobs)の
みならず, 温度に依存する entropic 変化 (−TΔSobs)も加わった自由エネルギー変化が支配

すると考えられるが, タンパク質などの大規模分子系に対する entropic 変化項を分子科学

計算・シミュレーションにより定量的に評価することは現状では困難である. 一方で, 多くの

化学反応や生物学的プロセスにおいて, enthalpic 変化と entropic 変化との間には経験的に

強い線形関係が成立することが知られており , この関係は entropy−enthalpy 補償則 
(entropy−enthalpy compensation rule, 式 (2.4)) [22–26]と称される. 
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TΔSobs = α ΔHobs + const2 (entropy−enthalpy compensation rule)   (2.4) 
 
リガンドとタンパク質の複合体形成過程においても, この経験則が良好に成立することが多

くの等温滴定熱量測定 (isothermal titration calorimetry: ITC)の実験から報告されており 
[27–30], これは両分子の複合体形成に伴い生じる enthalpic 変化による利得が, 同時に生

じる entropic 変化による損失によって補償されることを意味する (α > 0). すなわち, 本研究

で用いる一連の構造類似体とタンパク質の複合体形成においても entropy−enthalpy 補償則

が成立することが期待される. したがって, entropy−enthalpy 補償則から式 (2.3)における

ΔGbind を変形し (ΔGbind = ΔHbind − TΔSbind ≈ (1 − α) ΔEbind + const (なお, 溶液中では体積・

圧力の変化が無視できるためΔHbind は結合相互作用エネルギー (ΔEbind)と同等であると考

えられることからΔHbind ≈ ΔEbind とした)), またΔGsol を変形することで (ΔGsol = ΔHsol − TΔSsol 
≈ (1 − α) ΔGsol

polar + const (なお, ΔHsol は水和自由エネルギー変化の極性項 (ΔGsol
polar)とほ

ぼ等しい (ΔGsol
polar/ΔHsol = 0.983) [31]と考えられるためΔHsol ≈ ΔGsol

polar とした)), 下式 
(2.5)を得る. 
 

ΔGobs = γ1 (ΔEbind + ΔGsol
polar) + const3      (2.5) 

 
ここで, 右辺の第一項の係数γ1 (= (1 + β)(1 − α))は線形定数である. ΔEbind およびΔGsol

polar

は主要な代表自由エネルギー項であり, 複合体形成の結合および水和過程において支配

的な役割を担うと考えられる. 一方で, 本研究で用いるシアル酸誘導体は解離基を有して

いるため, その部分構造の解離自由エネルギー変化 (ΔGdiss)も, ΔGobs の変動を担う一つの

要因になる. また, シアル酸誘導体の解離過程およびタンパク質との相互作用過程におけ

る自由エネルギー変化は, ΔGobs の変動に対してそれぞれ独立して寄与すると考えられる 
[32, 33]. すなわち, ΔGobs は相互作用過程を反映するΔEbind およびΔGsol

polar の和と解離過程

を反映するΔGdiss の線形式として表現可能であり, これを LERE-QSAR の基本式 (2.6)とし

た. 
 

ΔGobs = γ1 (ΔEbind + ΔGsol
polar) + γ2 ΔGdiss + const3 (LERE-QSAR equation)   (2.6) 

 
ここで, 右辺の第一項のΔEbind は, 分散相互作用以外の相互作用に基づく結合相互作用

エネルギー (ΔEbind
0)および分散相互作用エネルギー (Edisp)の和として表される (ΔEbind = 

ΔEbind
0 + Edisp). ΔEbind

0 は, 非経験的分子軌道 (ab initio molecular orbital: MO)法では

Hartree−Fock (HF)エネルギー, 分子力学法では非結合原子間の静電相互作用エネルギ

ーと斥力エネルギー (Lennard−Jones R−12 (LJ12))の和として算出できる. ΔGsol については, 
極性項 (ΔGsol

polar)に加えて entropic 変化項も含む非極性項 (ΔGsol
nonpolar)の寄与もあるが 

(ΔGsol = ΔGsol
polar + ΔGsol

nonpolar), ΔGsol
nonpolar の化合物間の変動はΔGsol

polar の変動と比べてき

わめて小さいため, ΔGsol ≈ ΔGsol
polar として評価した. また, 右辺の第二項ΔGdiss の係数γ2 は
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解離過程における entropy−enthalpy 補償則 [34]などの補償効果を反映する線形定数であ

る. また, 基本式 (2.6)に明示的に現れないΔGothers の効果は, 線形定数β (および const1)に
反映されると考えられるが , この penalty energy 項の性質は , N’-methyl acetamide 
(NMA)−acetophenone 置換体の簡易相互作用モデルの解析系 (n = 41) [35]から確認でき

る. 図 2.1 は, acetophenone 置換体と NMA の複合体形成に伴う全分子間相互作用エネル

ギーΔGtotal (= ΔEbind
HF + BSSE + EM06-2X + ΔGsol

polar (CPCM) + ΔGther − 3RT)に対する各エネル

ギー項の関係を示す. 代表自由エネルギー項ΔGrep (= ΔEbind
HF + EM06-2X + ΔGsol

polar (CPCM))
は, ΔGtotal の寄与の大部分を担うが, 結合・水和自由エネルギー変化項を過大に評価して

いることを確認できる (slope = 1.41). 一方で, BSSE およびΔGther の寄与は小さいものの, 
ΔGrep と逆相関関係にあることから, penalty energy 項として寄与している. 実際のリガンドとタ

ンパク質の複合体形成過程においては, これら penalty energy 項に加えてその他の種々の

エネルギーの寄与も大きいと考えられるため [36–38], より強力な penalty 効果が働くと思わ

れる. 
 
 

 
図 2.1 ΔGtotal と各エネルギー項 (ΔGrep, BSSE, ΔGther, −3RT)のプロット 

ΔEbind
HF, EM06-2X およびΔGsol

polar (CPCM)は, HF/6-31G(d,p) (ΔEbind
0 に対応), M06-2X (Edisp)および

conductor-like polarizable continuum model (CPCM)/HF/6-31G(d,p) (ΔGsol
polar)からそれぞれ算出し

た. Basis set superpostion error (BSSE), ΔGther および−3RT は, 基底関数重なり誤差, thermal energy 
(振動)項および並進, 回転 energy (T = 298 K)をそれぞれ表す. 
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本研究では, 第 3 章, 第 4 章および第 5 章のそれぞれにおいて, 基本式 (2.6)に基づく

LERE-QSAR 解析を行った. 
 
 

2.2  Entropy−enthalpy 補償則 

2.2.1  複合体形成過程における entropy−enthalpy 補償則 (経験則) 

 
一般に, 熱力学平衡状態におけるリガンドとタンパク質の複合体形成に伴う全自由エネ

ルギー変化 (ΔGobs)は, 実測される両分子間における平衡定数 K と関連し, enthalpic 変化 
(ΔHobs)と entropic 変化 (−TΔSobs)に依存する (式 (2.7)). 
 

ΔGobs = RT ln K = ΔHobs − TΔSobs      (2.7) 
 
前節の式 (2.4)で示したように, ΔHobs と−TΔSobs との間には経験的に良好な補償関係が成立

すると考えられるが, その起源は一連のリガンドと単一のタンパク質の複合体形成に伴う

ΔGobs の変動が, ΔHobs や−TΔSobs のそれらと比べてかなり小さいことが, 多くの実験系におい

て確認されたことによる. すなわち, ΔHobs と−TΔSobs との間に補償関係が成立する結果として, 
ΔGobs の変動はきわめて小さくなると考えられる [39]. しかしながら, この補償関係は実験計

画・手法やランダム誤差に起因する“artificial”なものであるとの主張もあり [40, 41], その可

観測性については未だ議論が続いている [42–46]. その不確定性の根源は, van’t Hoff プ

ロット (ln K = ΔHobs/RT − ΔSobs/R)の傾きから得られるΔHobs の誤差が, ΔGobs の測定誤差に比

べて大きいことによる. さらに, この傾き (ΔHobs/R)の誤差が切片 (−ΔSobs/R)の誤差と相関し, 
これがΔHobs と−TΔSobs との間に強い相関関係を生じる原因と考えられる. 一方で, ITC は分

子同士の結合に伴い発生する微小な熱量変化を計測し, 滴定曲線から結合定数 Ka および

ΔHobs を求めることができる. また, 式 (2.7)からΔGobs と−TΔSobs を算出できることから, van’t 
Hoffプロットとは異なり, ITCはこれら熱力学状態量を独立かつ正確に測定できる. すなわち, 
ITC により実測されるΔHobsと−TΔSobsとの間の強い補償関係は, その存在に対する十分な根

拠となると考えられる. Olsson ら [47, 48]は, 実験誤差を除いた大規模な ITC の実測データ

を用いた統計解析から, entropy−enthalpy 補償則がリガンドとタンパク質の複合体形成にお

いて広範かつ強力に成立することを見出している. 実際に, 本研究で用いるシアル酸誘導

体のような糖化合物とその分解タンパク質の複合体形成に伴うΔHobs と−TΔSobs との間におい

ても良好な補償関係が成立すること (図 2.2), また, その他の多くの解析系においてもきわ

めて広範に成立することを確認している (表 2.1). したがって, 前節の LERE-QSAR の基本

式 (2.6)において, entropy−enthalpy 補償則の経験則に基づき entropic 変化を考慮すること

は妥当であると考えられる. 
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図 2.2 糖化合物と分解タンパク質の複合体形成過程における entropy−enthalpy 補償則 
(a) Concanavalin A (Con A), pea lectin, and lentil lectin [49], (b) Soybean agglutinin from glycine max 
(SBA), erythrina indica lectin (EIL), erythrina corollodendrum lectin (ECorL), erythrina crystagalli 

lectin (ECL), and others [50], (c) Con A [51], (d) β-glucosidase (TmGH1) [52]. 
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表2.1 Entropy−enthalpy 補償則 (式 (2.4))の実例 [49–66] 

 
 

2.2.2  動的挙動を取り入れたconfigurational entropyの定量的評価 (理論計算) 

 
自由エネルギー変化 (ΔG)は, タンパク質−タンパク質やリガンド−タンパク質の相互作用

における結合親和性を規定するだけでなく, 酵素反応, 電子移動, 膜上でのイオン輸送お

よび溶媒和などの多くの重要な過程を反映する状態量である. このΔG は, 式 (2.7)におけ

るΔH と−TΔS の両変化項によって支配されるため, これら熱力学状態量を定量的に評価す

ることは, 多くの興味深い現象を物理化学的な観点から理解するうえで重要になる. しかし

ながら, 特に−TΔS を理論計算に基づき定量的に評価することはきわめて困難であり, 多く

の方法論の開発と応用がなされているが, その評価には未だ多くの不確実性を伴う. 

TΔSobs = α ΔΗobs + const2 

protein na rb α const2 ref. 

Con A, pea lectin, and lentil lectin 12 0.942 0.678 2.59 [49] 
SBA, EIL, ECorL, ECL, and others 29 0.976 0.901 3.89 [50] 
Con A 30 0.953 0.542 2.04 [51] 
Cytochrome c peroxidase (W191G mutant) 13 0.977 0.937 4.51 [53] 
Third PDZ domain from the postsynaptic density 
95 kDa (PSD-95) protein 

9 0.907 0.651 5.16 [54] 

Four-α-helix bundle protein 10 0.942 0.924 −4.22 [55] 
Growth factor receptor-bound protein 2 SH2 
domain 

6 0.906 0.535 5.13 [56] 

Farnesyl diphosphate synthase 6 0.995 1.06 9.13 [57] 
HIV-1 protease 7 0.990 0.915 13.8 [58] 
Renin 11 0.985 0.955 8.63 [59] 
β-glucosidase (TmGH1) 18 0.914 0.900 8.19 [52] 
Serotonin transporter 9 0.955 0.914 11.4 [60] 
Phosphoinositide-dependent protein kinase 1 8 0.988 1.13 7.04 [61] 
Human purine nucleoside phosphorylase 17 0.954 0.658 7.70 [62] 
Growth factor receptor bound protein 7 SH2 
domain 

6 0.996 1.04 7.29 [63] 

Trypsin 8 0.992 1.04 37.8 [64] 
Glucose-regulated protein 78 kDa  6 0.958 0.862 6.96 [65] 
Homoprotocatechuate 2,3-dioxygenase 5 0.995 1.01 7.77 [66] 
a Number of compounds. 
b Correlation coefficient. 
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ある離散分子系に対する絶対 entropy (S)は, configuration i が Boltzmann 確率分布 Pi
B (= 

exp[−Ei/kBT]/Z, Ei: ポテンシャルエネルギー, kB: Boltzmann 定数, T: 絶対温度, Z (= 
Σexp[−Ei/kBT]): configurational 分配関数)に従うとした場合, 下式 (2.8)として表される. 
 

S = −kB ΣPi
B lnPi

B = Stra + Srot + Svib      (2.8) 
 
ここで, Sは主要なentropy寄与Stra, Srot, Svibの総和として捉えることができ, それぞれは並進, 
回転, 振動 entropy を表す. また, Stra と Srot の和は conformational entropy (Sconfor)であり, 
Sconfor と Svib の和は, configurational entropy (Sconfig)と呼ぶ [67]. Go, Scheraga ら [68, 69]によ

り導入された調和近似 (harmonic approximation: HA)に基づく基準振動解析 (normal 
mode analysis)では, S は下式 (2.9)で与えられる. 
 

Sha = −R/2 ln[det (F)]        (2.9) 
 
ここで, F はエネルギー極小化後の質量加重原子座標に対する多次元ポテンシャルエネル

ギー関数の二階偏微係数を要素とし, ヘシアンと呼ばれる. HA は分子運動を調和振動的

に振る舞うと仮定しているが, 一般にタンパク質のような生体高分子の集団揺らぎの主要な

振動モードは, 非調和的振る舞いにより支配されることが知られている [70, 71]. 短時間ス

ケールにおけるタンパク質全体の揺らぎは局所最小点の揺らぎ, すなわち調和振動により

支配されると考えられるが, 長時間スケールにおける大きな揺らぎは多数の局所最小点の

揺らぎの伝播, すなわち非調和振動により支配される [72–74]. そのため Gilson ら [75, 76]
は, 調和性および非調和性の両効果を考慮することのできる独自のアプローチを報告して

いるが , これら HA に基づくアプローチは非調和性の問題に加え , 対象とする系の

configuration が多い場合, 計算コストが高くなる問題を抱えている. 
一方で, Karplus, Kushick ら [77]は, 準調和近似 (quasi-harmonic approximation: QHA)

に基づく HA の拡張アプローチを報告している. QHA では, 分子系における実効的な振動

モードは多変数 Gaussian 確率分布に従うとし, その S は下式 (2.10)で与えられる [78–81]. 
 

Sqha = R/2 {n + ln[(2π)n det (σ)]}      (2.10) 
 
ここで, n (= 3N, N: 原子数)およびσ (= <(xi − <xi>)(xj − <xj>)>, xi,j: Cartesian 座標)は, 内部

座標の自由度および分散・共分散 matrix をそれぞれ表す. また, σは HA における F に対応

する (F = kBT det (σ−1)). すなわち, QHA は原子位置揺らぎ (平均二乗変位)の動的挙動を

考慮している点において, 少なくともいくつかの非調和性の効果を含んでいると考えられる

が, 多次元ポテンシャルエネルギー関数における座標変位の 3 次以上のエネルギー項を基

本的には無視しているため, Sqha は上限を与える (S < Sqha, S の過大評価) [79, 82]. そのた

め, 非調和性やその他のエネルギー項の効果を考慮する試みが報告されている [79, 83–
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86]. しかしながら, 通常 QHA ではσの算出に内部座標を使用するため, その実用性は制

限される. 一方で, Schlitter [87]は, “ad-hoc”な量子力学的 HA に基づく S の評価を報告して

いる. Schlitter 近似は, σの算出において Cartesian 座標を内部座標に変換することなく直接

使用できるため, 実用的かつ簡便である利点を有しており, その S は下式 (2.11)で与えられ

る. 
 

Sschl = R/2 ln det [1 + kBTe2/h2 Mσ]      (2.11) 
 
ここで, e (= exp[1])およびh (= h/2π)は, Euler 数および換算 Planck 定数をそれぞれ表す. ま

た, 1 および M は, 単位および質量 matix をそれぞれ表す. Schlitter 近似の実用性について

は, Schäfer ら [88–90]により広範に検証され, またその他にも多くの実用例が報告されてい

る [91, 92]. さらに, Schlitter 近似と QHA の比較検証の報告もある [93, 94]. なお, 上述し

た HA および QHA (Schlitter 近似)による S の評価では, F およびσをそれぞれ得る必要があ

るが, 通常それらはモンテカルロ (monte carlo: MC)法や分子動力学 (molecular dynamics: 
MD)法から得られるダイナミクストラジェクトリの座標に基づき算出される. 

本研究では, 第 3 章において, 一連のシアル酸誘導体と N1-NA の複合体形成に伴う

ΔSconfig (= ΔSconfor + ΔSvib)を評価するために, 実用的かつ簡便な評価法である Schlitter 近似

を用いた. また, 理論計算により算出したΔH と−TΔS の間においても, entropy−enthalpy 補償

則の経験則が成立するかどうかの確認検証も行った. なお, 本研究におけるΔSconfig の理論

計算にはすべて sch-s42 (in-house program)を使用した. 
 
 

2.3  代表自由エネルギー項 

 
2.1 節で導出した LERE-QSAR の基本式 (2.6)における代表自由エネルギー項は, 分子

力学/分子動力学 (molecular mechanics/molecular dynamics: MM/MD)シミュレーションによ

り得られる構造に対して, 種々の分子科学計算に基づき算出した. 基本式 (2.6)の右辺の

第一項の結合相互作用エネルギー項 (ΔEbind
0)は, MM 法 [95]に基づく古典的評価法, 非

経験的フラグメント分子軌道 (ab initio fragment molecular orbital: FMO)法 [2–5]に基づく

量子化学的評価法および古典/量子化学の hybrid 評価法 [6–9]から算出し, また分散相互

作用エネルギー項  (Edisp)は , 力場パラメータ  [96, 97]に基づく古典的評価法および

Møller−Plesset (MP)摂動論 [98]に基づく量子化学的評価法からそれぞれ算出した. 水和

自由エネルギー変化項 (ΔGsol)は, Poisson−Boltzmann/generalized Born (PB/GB)連続誘電

体モデル [99]に基づく古典的評価法および古典/量子化学・連続誘電体モデルの hybrid
評価法 [100]から算出した. 右辺の第二項の解離自由エネルギー変化項 (ΔGdiss)は, 分極

連続体モデル [101]に基づく量子化学的評価法に基づき算出した. ΔEbind
0, Edisp, ΔGsol およ
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QM 法で取扱うには困難な大規模分子系に対しても適用可能である. MM 法における系内

のポテンシャルエネルギー (E)は, 各原子間に働く力に対して古典力学により導かれる独

立したポテンシャルエネルギー関数の総和として記述され, 結合原子間項 (結合長, 結合

角, 二面角)と非結合原子間項 (静電相互作用, van der Waals 相互作用)に大別される. 後

者は, リガンドとタンパク質との間の結合相互作用エネルギーに対応するエネルギー項であ

り, 静電相互作用エネルギー (Ees)および van der Waals 相互作用エネルギー (EvdW)は, そ

れぞれ下式 (2.13)および(2.14)で与えられる. 
 

Ees = qiqj/εrij         (2.13) 
EvdW = Aij/rij

12 − Bij/rij
6 = ELJ12 + ELJ6      (2.14) 

 
ここで, q, ε, r および A (B)は, 原子の点電荷, 比誘電率, 原子間距離および LJ12 (LJ6)パラ

メータをそれぞれ表す. また, ELJ12 (= Aij/rij
12)および ELJ6 (= −Bij/rij

6)は, LJ12 パラメータに基

づく斥力エネルギーおよび LJ6 パラメータに基づく引力エネルギーにそれぞれ対応する. 
以上より, 式 (2.12)に示すリガンドとタンパク質との間の結合相互作用エネルギー (ΔEbind

0)
に対応するエネルギー項は, MM 法の非結合原子間項に基づく古典的評価法から算出で

きる (式 (2.15)). 
 

ΔEbind
MM/es + LJ12 = EMM/es + LJ12(complex)  

− [EMM/es + LJ12(protein) + EMM/es + LJ12(ligand)] (2.15) 
 
ここで, EMM/es + LJ12(complex), EMM/es + LJ12(protein)および EMM/es + LJ12(ligand)のそれぞれは, 
Ees と ELJ12 の和として算出した. また, ELJ6 は後述の分散エネルギーに対応する. なお, 本研

究における分子力場にはすべて Amber の力場パラメータ (AMBER10) [102]を使用した. 
 
 

2.3.1.2  分子軌道法に基づくΔEbind
0 の量子化学的評価法 

 
分子軌道 (MO)法は, 分子内の電子は原子核と他の電子によって作られる平均場の中

を運動しており, 個々の電子の振る舞いを分子全体に広がった分子軌道関数により記述す

ることで分子の電子状態を理論的に計算する方法である. すなわち, 分子の電子状態に対

する Schrödinger 方程式を近似的に解く方法であり, その近似の程度により, 非経験的 (ab 
initio)MO 法, 半経験的 (semi-empirical)MO 法および経験的 (empirical)MO 法の 3 つの

方法に大別される. なかでも, 非経験的 MO 法は最も高精度な方法であるが, タンパク質な

どの大規模分子系が解析対象となる場合, その計算は現実的に困難となる. しかしながら, 
近年の飛躍的なコンピュータの演算能力の向上とともに発展してきた理論・計算化学の進歩
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は目覚ましく, これまでに解析が困難であった大規模分子系に対しても, 系全体を考慮した

非経験的 MO 計算は現時点で既に可能となっている. その代表的な理論計算手法として, 
タンパク質などの大規模分子系をアミノ酸残基単位のフラグメントに分割して非経験的な全

電子状態計算を高精度かつ迅速に行う FMO 法や古典/量子化学の hybrid 評価法により計

算を行う QM/MM 法の開発を挙げることができる. FMO 法および QM/MM 法は, それぞれ

2.3.2.1 節および 2.3.2.2 節において順次説明する. 
 
 

2.3.2  大規模分子系に対するΔEbind
0 の量子化学的評価法 

2.3.2.1  非経験的フラグメント分子軌道 (FMO)法に基づく量子化学的評価法 

 
Kitaura ら [2–5]により提唱された FMO 法では, タンパク質などの大規模分子系を数十原

子程度の小さなフラグメントに分割して計算を行うことにより, 計算コストを大幅に削減しなが

らも通常の非経験的 MO 法と同等の結果を得ることができる. 実際に FMO 法を使用した多

くの成果が報告されている [18, 103–109]. FMO 法では, 分子系を N 個のフラグメント (モノ

マー)に分割した場合, I 番目のフラグメント (モノマーI)に対する Schrödinger 方程式 (HIΨI 
= EIΨI, HI: Hamiltonian, ΨI: 波動関数, EI: 電子エネルギー)を MO がフラグメント内に局在

するようにして解く. HIには周囲の N − 1 個のフラグメントからの環境静電ポテンシャルが含ま

れているため, すべてのフラグメントについて電子密度が自己無撞着になるまで繰り返し計

算を行うことで, フラグメントの分極相互作用に関して, N 体までの高次項を取り込むことが可

能となる. フラグメントペア (ダイマーIJ)についても, フラグメント (モノマー)の計算と同様に

その Schrödinger 方程式 (HIJΨIJ = EIJΨIJ)を MO がフラグメントペア内に局在するようにして

解く. HIJ にも周囲の N − 2 個のフラグメントからの環境静電ポテンシャルが含まれているが, 
この環境静電ポテンシャルはモノマー計算で得られたモノマーの電子密度を用いて計算さ

れる. 上記の計算により得られる電子エネルギーEI および EIJ を用いることで, FMO 法による

分子系の全電子エネルギーE は近似的に下式 (2.16)から算出される. 
 

E = ΣI>JEIJ − (N − 2)ΣIEI       (2.16) 
 
以上より, 式 (2.12)に示すリガンドとタンパク質との間の結合相互作用エネルギー (ΔEbind

0)
に対応するエネルギー項は, FMO 法に基づく量子化学的評価法から算出できる (式 
(2.17)). 
 

ΔEbind
0 = ΔEbind

FMO/HF = EFMO/HF(complex) − [EFMO/HF(protein) + EFMO/HF(ligand)] (2.17) 
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こ こ で , EFMO/HF(complex), EFMO/HF(protein) お よ び EFMO/HF(ligand) の そ れ ぞ れ は , 
FMO/HF/6-31G (計算方法: HF 法, 基底関数: 6-31G)に基づくシングルポイントエネルギー

計算から算出した. なお, HF エネルギーから算出されるΔEbind
HF は, エネルギー分割法 

(energy decomposition analysis: EDA) [110]に基づき多成分に分割可能であるが (ΔEbind
HF 

= ΔEes + ΔEex + ΔECT + ΔEPL + ΔEMIX, ΔEes: 静電相互作用エネルギー, ΔEex: 交換反発エ

ネルギー, ΔECT: 電荷移動エネルギー, ΔEPL: 分極エネルギー, ΔEMIX: その他のエネルギ

ー成分), ΔEbind
HF の変動の大半を担うのはΔEes であることを簡易相互作用モデルの解析系

において明らかにしている [35]. なお, 本研究における FMO 計算にはすべて ABINIT-MP 
ver. 4.1 [111, 112]を使用した. 
 
 

2.3.2.1.1  阻害剤を単一フラグメントとした FMO 計算 

 
FMO 法における分子系のフラグメント分割は, 計算精度に影響を与える. 通常, フラグメ

ントサイズを大きくすれば計算精度は向上するが, 同時に計算時間も増大するためバランス

の取れた分割方法が必要となる. 解析対象がタンパク質である場合, 二残基単位で分割を

行えば充分な精度が得られるが, リガンドとタンパク質を構成する各アミノ酸残基との間の相

互作用を定量的に解析する場合は一残基分割としたほうが結果の解釈が容易になる. 本研

究の解析対象はタンパク質−リガンドの複合体系であるため, その目的からリガンドと各アミノ

酸残基との間の相互作用を定量的に解析するために一残基分割とした. このとき, 計算誤

差を小さくするために, N 末端のアミノ酸残基については, キャップ部分である CH3CO 基と

そのアミノ酸残基との間の分割を行わずに単一フラグメントとした (図 2.4). また, リガンドや

その相互作用を媒介する重要な水についても同様に単一フラグメントとした. 
 

 
図 2.4 FMO 法におけるタンパク質のフラグメント分割 [18, 103–109] 

CH3CO 基, NHCH3 基は, それぞれ N, C 末端のキャップである. 
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N
H

H
N

H
N

( i ) ( i + 1 ) ( i + 2 )

CH3CO ( i − 1 ) ( i ) ( i + 1 ) NHCH3
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FMO 法では, リガンドとタンパク質との間の結合相互作用エネルギー (ΔEbind
0)に加え, そ

の計算過程においてタンパク質をアミノ酸残基単位にフラグメント分割するため, リガンドと

各アミノ酸残基との間の相互作用エネルギーを定量的に解析することができる. このことは, 
式 (2.16)を下式 (2.18)へと変形できることから明らかである. 
 

E = ΣI>JΔẼIJ + ΣIE 'I        (2.18) 
 
ここで, E は I 番目と J 番目のフラグメント間相互作用エネルギーΔẼIJ (inter-fragment 
interaction energy: IFIE)と環境静電ポテンシャルからの寄与 V I を除いたモノマーのエネル

ギーE 'I (= EI − Tr(P IV I))の和を用いて表される. また, ΔẼIJ は下式 (2.19)で定義される. 
 

ΔẼIJ = (E 'IJ − E 'I − E 'J) + Tr(ΔP IJV IJ)      (2.19) 
 
ここで, E 'IJ およびΔP IJ は, ダイマーに対する環境静電ポテンシャルの寄与 V IJ を除いたダイ

マーのエネルギーおよびモノマーとダイマーの電子密度行列の差分行列をそれぞれ表す. 
IFIE (ΔẼIJ)を用いることで, リガンドとタンパク質の各アミノ酸残基との間の相互作用を定量

的に解析することができる. また, リガンドと各アミノ酸残基との間の IFIE の総和 (ΣIFIE)は, 
ΔEbind

0 に対応することが期待される (式 (2.20)) [16, 18, 109, 113, 114]. 
 

ΔEbind
0 = a ΣIFIE + const       (2.20) 

 
 

2.3.2.1.2  阻害剤をフラグメント分割した FMO 計算 

 
前節で説明したように, FMO 法ではタンパク質をアミノ酸残基単位にフラグメント分割する

ため, リガンドとタンパク質の各アミノ酸残基との間の相互作用エネルギーを定量的に解析

することができる. さらに, 通常のタンパク質側のフラグメント分割に加えて, リガンド側もフラ

グメント分割を行うことで, より詳細な相互作用エネルギー解析が可能となる [18, 106–109]. 
本研究では, 阻害剤であるシアル酸誘導体を 3 つのフラグメント (fragments A, B, C)に分割

することで (図 2.5), 相互作用における各フラグメントの寄与を定量的に明らかにすることを

試みた. 前節の式 (2.20)と同様に, 各フラグメントとタンパク質の各アミノ酸残基との間の相

互作用エネルギー (IFIE)の総和 (ΣIFIEfragment X, X = A, B, C)およびその和 (ΣΣIFIE = 
ΣIFIEfragment A + ΣIFIEfragment B + ΣIFIEfragment C)は, ΔEbind

0 に対応することが期待される (式 
(2.21)) [18, 109]. 
 

ΔEbind
0 = a ΣΣIFIEfragment X + const      (2.21) 
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図 2.5 FMO 法における阻害剤のフラグメント分割 [18, 109] 
(a) Zanamivir 誘導体, (b) Oseltamivir 誘導体, (c) Peramivir. 

 
 

本研究では, 第 3 章および第 4 章において, 阻害剤であるシアル酸誘導体をフラグメント

分割した FMO 計算を実行し, 相互作用の詳細解析を試みた. 
 
 

2.3.2.2  古典/量子化学の hybrid 評価法 

 
タンパク質などの大規模分子系全体に対する高精度な取扱いが困難である場合, その

活性部位や反応中心を担う重要な部位はより高精度な QM 法で, その他の部位は低精度

な MM 法で取扱う古典/量子化学の hybrid 評価法が有用となる. その代表的な手法として, 
Morokuma ら [115, 116]により提唱された QM/MM 法の一種である our own N-layered 
integrated molecular orbital and molecular mechanics (ONIOM)法を挙げることができ, 実際

に ONIOM 法を使用した多くの成果が報告されている [19, 117–119]. ONIOM 法では, 高
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(a) (b)

Real

Model

Model Real

High

Low

System

Le
ve

l o
f t

he
or

y

Elow
realElow

model

Ehigh
realEhigh

model

精度な MO 法と低精度な MM 法の組み合わせだけではなく, 高精度な MO 法と低精度な

MO 法を組み合わせるなど, 解析対象に応じた任意の計算方法の組み合わせが可能であ

る. 二層型 ONIOM 法による分子系の全電子エネルギーE は近似的に下式 (2.22)から算出

することができる. 
 

E (≈ Ehigh
real) = Elow

real + Ehigh
model − Elow

model     (2.22) 
 
ここで, 分子系全体 (real)の高精度 (high)なエネルギーEhigh

real は, real に対する低精度 
(low)なエネルギーElow

real, 重要な部位 (model)に対する high エネルギーEhigh
model および

model に対する low エネルギーElow
model を用いて表される (図 2.6). このように, 領域に応じ

た計算を行うことで, 計算コストを大幅に削減しながらも, real に対する high エネルギー

Ehigh
real を得ることができる. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2.6 ONIOM 法の概念図 
(a) 分子系の領域定義, (b) エネルギー計算方法. 

 
 
以上より, 式 (2.12)に示すリガンドとタンパク質との間の結合相互作用エネルギー (ΔEbind

0)
に対応するエネルギー項は, ONIOM 法に基づく古典/量子化学の hybrid 評価法から算出

できる (式 (2.23)). 
 

ΔEbind
0 = ΔEbind

ONIOM/HF = EONIOM/HF(complex)  
− [EONIOM/HF(protein) + EONIOM/HF(ligand)] (2.23) 

 
ここで , EONIOM/HF(complex), EONIOM/HF(protein)および EONIOM/HF(ligand)のそれぞれは , 
ONIOM (HF/6-31G:Amber) (high: HF/6-31G, low: Amber)に基づくシングルポイントエネル

ギー計算から算出した. このとき, low 領域においては, ELJ6 のエネルギー成分を除き, Ees と
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2.3.3.1  力場パラメータに基づく Edisp の古典的評価法 

 
解析対象がタンパク質のような大規模分子系である場合, 力場パラメータに基づく古典的

評価法による分散相互作用エネルギー (Edisp)の評価は計算コストの問題から有用となる. 
He ら [121]の報告によれば, Edispは Amber の LJ6 パラメータに基づく引力エネルギー (ELJ6)
により良好に近似できることから, 本研究における Edispの評価の一つとして ELJ6を用いた. さ

らに, Grimme ら [96]により開発された分散力補正パラメータに基づき算出した EGrimme も用

いた. すなわち, 式 (2.24)に示すリガンドとタンパク質との間の Edisp に対応するエネルギー

項は, 力場パラメータに基づく古典的評価法から算出できる (式 (2.25)). 
 

Edisp = ELJ6, Grimme = ELJ6, Grimme(complex) − [ELJ6, Grimme(protein) + ELJ6, Grimme(ligand)] (2.25) 
 

ここで, ELJ6, Grimme(complex), ELJ6, Grimme(protein)および ELJ6, Grimme(ligand)のそれぞれは, LJ6
および Grimme パラメータに基づく古典的評価法に基づくシングルポイントエネルギー計算

から算出した. なお, 本研究における力場パラメータに基づくELJ6およびEGrimmeの計算には, 
それぞれ AMBER10 [102]および dftd06 (in-house program)を使用した. 
 
 

2.3.3.2  摂動論に基づく Edisp の量子化学的評価法 

 
分散力は量子力学起源の力であるため, より厳密には量子化学的評価法に基づき電子

相関を評価する必要がある. 電子相関の記述には, 摂動 (perturbation theory), 配置間相

互作用 (configuration interaction), 結合クラスター (coupled cluster)あるいは密度汎関数理

論 (density functional theory: DFT)が挙げられるが, 計算コスト的には DFT が最も有利であ

る. しかしながら, van der Waals 相互作用や水素結合などの弱い相互作用の記述において

は信頼性が低下する問題があり [122], この点においては HF 波動関数を零次の出発点と

し, 平均化ポテンシャルからの摂動を直接的に扱う MP 摂動論の摂動展開の最低次相関補

正である MP2 の方が望ましい場合が多い. そこで, 式 (2.24)に示すリガンドとタンパク質と

の間の Edisp に対応するエネルギー項を, MP2 摂動論に基づく量子化学的評価法から算出

した (式 (2.26)). 
 

Edisp = Ecorr = Ecorr(complex) − [Ecorr(protein) + Ecorr(ligand)]   (2.26) 
 
ここで, Ecorr(complex), Ecorr(protein)および Ecorr(ligand)のそれぞれは, MP2 摂動論に基づく

量子化学的評価法より得られる電子相関エネルギーEcorr (= EMP2 − EHF)から算出した. なお, 
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誘電体モデルに基づき精度よく近似的に評価する種々の方法が提案されている. 本研究

では, 連続誘電体モデルに基づく評価法を用いて Gsol の評価を行った. なお, 分子の気相

中 (gaseous phase)から水相中 (aqueous phase)への移行に伴う Gsol は, 極性項 (Gsol
polar)と

非極性項 (Gsol
nonpolar)の和として定義した (Gsol = Gsol

polar + Gsol
nonpolar). 

 
 

2.3.4.1  PB/GB 連続誘電体モデルに基づくΔGsol の古典的評価法 

 
連続誘電体モデルは, 水相 (極性溶媒)中では静電的な相互作用が支配的であることか

ら, 溶媒分子を顕な形で記述する代わりに分極可能な連続媒体として捉える近似法である. 
すなわち, 溶媒を気相中での系の挙動に対する摂動と見なす手法であり, これまでに連続

誘電体モデルは多数提案されているが, 溶質分子をその分子形状の空孔を用いて表し, 
溶媒分子を均一な誘電率の連続体 (反応場)として表すという点では同じであると言える. 
それぞれの手法の違いは, 空孔や反応場をどのように定義するかで生じるが, 基本的にこ

れら連続誘電体モデルは古典的評価法および量子化学的評価法のいずれの方法でも取

扱うことが可能である. 
代表的な古典的連続誘電体モデルとしては, PB あるいは GB [99]の連続誘電体モデルと

接触表面積変化 (accessible surface area change: ΔASA)に基づく経験式 [123]を組み合わ

せた PB/SA 法あるいは GB/SA 法を挙げることができる. これら古典的評価法は, 量子化学

的評価法と比べた場合, 精度的には多少劣ると考えられるものの, 迅速であるためタンパク

質などの大規模分子系への適用も可能となっている. PB/GB 法による溶媒和自由エネルギ

ーの極性項 (Gsol
polar (PB/GB))は, PB 方程式および解析的 GB 式に基づき下式 (2.28)–(2.31)

で表される. 
 

Gsol
polar (PB) = −1/2 Σqi(φi

εin − φi
εout)      (2.28) 

∇[ε(r)∇φ(r)] = −4πρ(r)        (2.29) 
 

Gsol
polar (GB) = −1/2(1/εin − 1/εout) Σqi

2/Ri
2 − 1/2(1/εin − 1/εout) ΣΣqiqj/fGB  (2.30) 

fGB = {rij
2 + RiRj exp[−rij

2/(4RiRj)]}1/2      (2.31) 
 
ここで, ε(r), φ(r), ρ(r), q, r, R および fGB は, 誘電率, 静電ポテンシャル, 溶質の電荷分布, 
溶質電荷, 原子間距離, 有効 Born 半径および r と R を変数に持つ関数をそれぞれ表す. 
GB法については, R の評価が異なる 3 つの方法 (Hawkins-Cramer-Truhlar: HCT [124–126], 
Onufriev-Bashford-Case: OBC I, OBC II [127, 128])を用いた. また, 溶質および溶媒の誘

電率 (εin, εout)は, 1 および 78.4 とした (図 2.9). 
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以上より, 式 (2.27)に示すリガンドとタンパク質の複合体形成に伴う水和自由エネルギー変

化 (ΔGsol)に対応するエネルギー項は, 量子化学的連続誘電体モデルである SCRF-CPCM
法から算出できる (式 (2.36)). 
 

ΔGsol = ΔGsol
polar (CPCM) = Gsol

polar (CPCM)(complex)  
− [Gsol

polar (CPCM)(protein) + Gsol
polar (CPCM)(ligand)] (2.36) 

 
ここで, Gsol

polar (CPCM)(complex), Gsol
polar (CPCM)(protein)および Gsol

polar (CPCM)(ligand)のそれぞ

れは, SCRF-CPCM 法に基づくシングルポイントエネルギー計算から算出できるが, 解析対

象がタンパク質のような大規模分子系の場合, 計算コストの増大からその適用は現状では

困難である. 
 
 

2.3.4.3  古典/量子化学・連続誘電体モデルの hybrid 評価法 

 
2.3.4.1 節および 2.3.4.2 節では, 溶媒和自由エネルギーの極性項 (Gsol

polar)の評価として, 
代表的な連続誘電体モデルに基づく古典および量子化学的評価法である PB/GB 法 [99]
および SCRF-CPCM 法 [101]について説明したが, 後者のほうが精度的には優れていると

考えられる. しかしながら, SCRF-CPCM 法をリガンドとタンパク質の複合体のような大規模分

子系にそのまま適用することは現状では困難である. そこで, 少なくともリガンドならびにそ

の周辺のアミノ酸残基を含む活性部位については SCRF-CPCM 法で取扱い, その他を

PB/GB 法で取扱う hybrid 評価法 [100]が計算コスト的な観点から有用かつ妥当であると考

えられる. Hybrid 評価法による分子系の Gsol
polar は, 2.3.2.2 節の hybrid 評価法と同様の考え

方に基づき, 近似的に下式 (2.37)から算出することができる. 
 

Gsol
polar (≈ Gsol

polar (real)) = Gsol
polar (PB/GB) (real)  

+ Gsol
polar (CPCM) (model) − Gsol

polar (PB/GB) (model)  (2.37) 
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2.3.4.4  連続誘電体モデルに基づく溶媒効果の検証 

 
溶媒効果は生体内の様々な生物学的プロセスに関与している. 特に, リガンドとタンパク

質の複合体形成に伴う水和自由エネルギー変化 (ΔGsol)を定量的に評価することは, 創薬

において重要な役割を担うとともに大きな課題でもある. その評価には, 前節までに述べた

連続誘電体モデルに基づく評価法が実用的であると考えられる. しかしながら, これら各々

の方法論の有効性についての議論は多々なされているが, それらを相互に比較・検討する

ことは必ずしも十分になされていない. 本節では, 実測の溶媒和自由エネルギー (Gsol
obs)

が既知である有機小分子のデータセットについて, 連続誘電体モデルに基づく溶媒和自由

エネルギー計算による定量的な比較解析から, リガンドとタンパク質の複合体形成に伴う

ΔGsol に対する有用かつ妥当な評価法の提案と検証を行った. 
Gsol の比較解析では, Kongsted ら [130]が用いた化合物セットの一部を使用した (表 2.2). 

この化合物セットは, Gsol
obs が既知である合計 28 個の有機小分子化合物 (neutral: 14 個, 

ionic: 14 個)より構成され, 本質的に Gsol の実測が困難であるタンパク質を構成するアミノ酸

残基の主鎖や側鎖の部分構造を有する. したがって, これらに対する溶媒和自由エネルギ

ーの実測と計算値との関係性の比較議論・解釈は, タンパク質のような大規模分子系に対

する溶媒和の評価へ応用可能であると考えられる. 
 

 

表2.2 有機小分子 ((a) Neutral, (b) Ionic)の Gsol
obs a 

(a) Small neutral compound (b) Small ionic compound 

no. rational formula type Gsol
obs a no. rational formula type Gsol

obs a 

1 CH4 neutral 2.00 15 CH3NH3
+ cation −76.45 

2 C3H8 neutral 1.96 16 (CH3)2NH2
+ cation −68.63 

3 n-C4H10 neutral 2.08 17 (CH3)3NH+ cation −61.12 
4 CH3CH(CH3)2 neutral 2.32 18 C6H5NH3

+ cation −72.43 
5 C6H5CH3 neutral −0.89 19 CH3COHNH2

+ cation −73.94 
6 CH3SH neutral −1.24 20 CH3SHCH3

+ cation −64.54 
7 CH3CH2SCH3  neutral −1.48 21 C5H5NH+ cation −61.12 

8 CH3OH neutral −5.11 22 HCOO− anion −76.23 
9 CH3CH2OH neutral −5.01 23 CH3COO− anion −77.64 
10 NH3 neutral −4.29 24 C6H5COO− anion −71.24 
11 CH3NH2 neutral −4.56 25 CH3COCH2

− anion −76.23 
12 CH3CONH2 neutral −9.72 26 CH3CONH− anion −80.25 
13 CH3CH2CONH2 neutral −9.39 27 C6H5NH− anion −62.94 
14 CH3-C3H3N2 neutral −10.28 28 CH3S− anion −73.84 
a In kcal/mol. 
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表 2.2 に示す一連の有機小分子化合物について, 代表的な古典および量子化学的連続

誘電体モデルである PB/GB 法および SCRF-CPCM 法をそれぞれ使用し, 各化合物の気相

中 (gaseous phase)から水相中 (aqueous phase)への移行に伴う溶媒和自由エネルギーGsol 
(= Gsol

polar + Gsol
nonpolar) を 評 価 し た . PB/GB 法 に お け る Gsol

PB/GB は , 
HF/6-31G(d)//HF/6-31+G(d)より得られる restrained electrostatic potential (RESP)電荷 [131]
を各原子の点電荷として使用し, PB/GB 方程式 (PB: 式 (2.28), (2.29), GB: 式 (2.30), 
(2.31))および(2.32)に基づき算出した. 一方で, SCRF-CPCM 法における Gsol

CPCM は, 式 
(2.34)および(2.35)に基づき HF/6-31+G(d)により算出した. なお, 各方法におけるキャビティ

モデルとして , mbondi2 (PB/GB) および Bondi, Pauling, UFF, UA0, UAHF, UAKS 
(SCRF-CPCM)をそれぞれ使用した. 

有機小分子化合物の気相中から水相中への移行に伴う Gsol について, PB/GB 法および

SCRF-CPCM 法に基づき算出した計算値を表 2.3 および表 2.4 にそれぞれ示す. 図 2.12 は, 
その実測値 (Gsol

obs)と計算値との間の相関係数 (r)および誤差絶対値の平均値 (mean 
absolute error: MAE)を示す. PB/GB 法および SCRF-CPCM 法のいずれにおいても, neutral 
compound に対する相関と MAE は, ionic compound のそれらと比べて良好な結果である. 
PB/GB 法の neutral compound に対する評価においては, 方法間の差は小さい. 一方で, 
SCRF-CPCM 法では特に水素原子を明示的に考慮しない united atom (UA)近似に基づくキ

ャビティモデル (UA0, UAHF, UAKS)を用いた場合, その MAE は他の方法と比べて大きい. 
また, 水素原子を明示的に考慮するキャビティモデル (Bondi, Pauling, UFF)のうち, UFF に

ついては相関もそれほど良好ではないことから (r = 0.894), 相対的な評価についても問題

があると考えられる. Ionic compound については, 古典および量子化学的評価法において, 
PB (r = 0.811, MAE = 4.34 kcal/mol)ならびに CPCM-Pauling (0.951, 1.72)がそれぞれ最良

の結果を示すが , 後者は特に良好な結果である . また , CPCM-Bondi (0.950, 3.31)も
CPCM-Pauling と同様に良好な結果を与えることから, SCRF-CPCM 法において水素原子を

明示的に考慮するキャビティモデル (UFF は除く)は ionic compound の Gsolを良好に評価可

能である. すなわち, neutral compound については古典および量子化学的評価法の方法間

の差は概して小さく両者とも比較的精度よく評価可能であるのに対して, ionic compound に

ついては顕著な差を生じる. 特に, ionic compound に対しては量子化学的評価法である

SCRF-CPCM 法は良好な結果を与えるが, その評価結果はキャビティモデルの選択に大き

く依存する . なかでも , 水素原子を明示的に考慮するキャビティモデルを用いた

CPCM-Pauling, CPCM-Bondi は, 相対的ならびに絶対的評価ともに良好な結果を与えるこ

とができる. これらの結果は, Kim ら [132]の neutral および zwitter-ionic glycine の溶媒和自

由エネルギーに関する理論的研究の解析結果とも対応している. なお, 本節では, 量子化

学的評価法として SCRF-CPCM 法を用いたが, これらの結果が同様の SCRF 理論を用いる

積分方程式表式化 (integral equation formalism: IEF)に基づく数値積分 (SCRF-IEFPCM
法)による結果とほぼ同等であることを確認している. 
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表2.3 PB/GB 法に基づく有機小分子 ((a) Neutral, (b) Ionic)の Gsol
PB/GB a 

(a) Small neutral compound Gsol
PB/GB a 

no. rational formula type PB GB-HCT GB-OBC I GB-OBC II 

1 CH4 neutral 1.40 1.05 1.08 1.13 
2 C3H8 neutral 0.80 0.75 0.70 0.78 
3 n-C4H10 neutral 2.09 1.99 1.93 2.03 
4 CH3CH(CH3)2 neutral 1.69 1.53 1.29 1.52 
5 C6H5CH3 neutral −3.14 −2.94 −3.49 −2.08 
6 CH3SH neutral −1.50 −1.50 −1.74 −0.92 
7 CH3CH2SCH3  neutral −0.45 −0.33 −0.56 0.17 
8 CH3OH neutral −5.32 −5.19 −5.91 −3.81 
9 CH3CH2OH neutral −4.35 −4.01 −4.76 −2.59 
10 NH3 neutral −5.73 −8.09 −8.56 −6.46 
11 CH3NH2 neutral −4.25 −4.97 −5.89 −3.59 
12 CH3CONH2 neutral −9.44 −10.50 −11.88 −7.65 
13 CH3CH2CONH2 neutral −8.40 −9.33 −10.64 −6.54 
14 CH3-C3H3N2 neutral −8.72 −8.59 −9.62 −6.26 

Correlation coefficient for Gsol
obs (r) 0.977 0.952 0.959 0.937 

Mean absolute error (MAE) 0.813 1.02 1.29 1.56 

(b) Small ionic compound Gsol
PB/GB a 

no. rational formula type PB GB-HCT GB-OBC I GB-OBC II 

15 CH3NH3
+ cation −73.16 −71.07 −72.51 −65.51 

16 (CH3)2NH2
+ cation −66.24 −65.26 −66.23 −58.93 

17 (CH3)3NH+ cation −58.64 −57.75 −58.26 −50.92 
18 C6H5NH3

+ cation −64.81 −61.61 −63.00 −55.32 
19 CH3COHNH2

+ cation −68.55 −66.65 −68.69 −60.45 
20 CH3SHCH3

+ cation −63.42 −62.57 −63.55 −57.42 
21 C5H5NH+ cation −58.31 −58.04 −59.28 −54.40 

22 HCOO− anion −82.00 −83.89 −86.21 −78.68 
23 CH3COO− anion −80.15 −81.50 −83.92 −75.64 
24 C6H5COO− anion −73.22 −73.73 −76.34 −67.71 
25 CH3COCH2

− anion −77.55 −79.01 −81.34 −74.07 
26 CH3CONH− anion −84.37 −85.85 −88.73 −79.51 
27 C6H5NH− anion −71.37 −71.08 −73.78 −66.05 
28 CH3S− anion −85.37 −87.39 −88.99 −82.50 

Correlation coefficient for Gsol
obs (r) 0.811 0.766 0.767 0.741 

Mean absolute error (MAE) 4.34 5.67 6.26 6.99 
a In kcal/mol. 
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表2.4 SCRF-CPCM 法に基づく有機小分子 ((a) Neutral, (b) Ionic)の Gsol
CPCM a 

(a) Small neutral compound Gsol
CPCM a 

no. rational formula type Bondi Pauling UFF UA0 UAHF UAKS

1 CH4 neutral 1.19 1.49 3.27 6.94 0.86 0.86 
2 C3H8 neutral 3.04 3.63 6.15 6.65 1.66 1.66 
3 n-C4H10 neutral 3.68 5.30 7.38 7.34 1.76 1.76 
4 CH3CH(CH3)2 neutral 4.04 5.18 7.38 7.75 1.94 1.94 
5 C6H5CH3 neutral 0.29 0.99 5.06 3.89 −3.46 −3.46 
6 CH3SH neutral −3.40 −3.18 0.39 1.80 −2.86 −2.86 
7 CH3CH2SCH3  neutral −1.17 −0.62 3.50 4.67 −3.52 −3.52 
8 CH3OH neutral −5.11 −5.78 −0.40 0.42 −9.42 −9.42 
9 CH3CH2OH neutral −3.96 −4.66 1.19 0.57 −10.04 −10.04
10 NH3 neutral −5.78 −6.09 −1.33 −0.67 −7.72 −7.72 
11 CH3NH2 neutral −3.88 −3.82 0.78 1.62 −8.71 −8.71 
12 CH3CONH2 neutral −10.31 −12.10 −3.11 −3.30 −15.99 −17.12
13 CH3CH2CONH2 neutral −8.92 −10.20 −1.28 −2.47 −16.12 −17.16
14 CH3-C3H3N2 neutral −9.58 −9.96 −1.89 −3.02 −15.00 −17.65

Correlation coefficient for Gsol
obs (r) 0.972 0.969 0.894 0.971 0.995 0.998 

Mean absolute error (MAE) 0.998 1.43 5.05 5.41 3.07 3.42 

(b) Small ionic compound Gsol
CPCM a 

no. rational formula type Bondi Pauling UFF UA0 UAHF UAKS

15 CH3NH3
+ cation −73.44 −74.43 −61.27 −57.54 −79.61 −79.61

16 (CH3)2NH2
+ cation −66.00 −67.51 −54.30 −49.66 −74.97 −74.97

17 (CH3)3NH+ cation −59.48 −60.90 −48.49 −42.20 −68.56 −68.56
18 C6H5NH3

+ cation −67.80 −69.10 −52.95 −55.37 −76.14 −76.14
19 CH3COHNH2

+ cation −69.09 −71.49 −55.55 −58.08 −83.86 −83.86
20 CH3SHCH3

+ cation −64.40 −64.54 −52.77 −46.48 −94.92 −94.92
21 C5H5NH+ cation −59.02 −62.40 −48.03 −51.83 −64.29 −67.17

22 HCOO− anion −73.38 −77.51 −64.17 −63.90 −78.44 −78.44
23 CH3COO− anion −73.22 −77.18 −62.88 −61.37 −79.73 −79.73
24 C6H5COO− anion −66.88 −70.22 −55.87 −57.54 −74.18 −74.18
25 CH3COCH2

− anion −67.36 −70.25 −58.32 −54.04 −68.17 −70.32
26 CH3CONH− anion −76.89 −79.55 −65.20 −62.84 −88.97 −90.82
27 C6H5NH− anion −62.09 −62.51 −52.24 −51.73 −66.45 −69.79
28 CH3S− anion −71.20 −70.00 −64.97 −62.46 −73.18 −73.18

Correlation coefficient for Gsol
obs (r) 0.950 0.951 0.885 0.835 0.408 0.391 

Mean absolute error (MAE) 3.31 1.72 14.3 15.8 6.59 7.02 
a In kcal/mol. 
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図 2.12 Gsol の実測値と計算値との間の r および MAE 

 
 

以上の解析結果から, 本解析のような解離型の官能基を有するリガンドと解離性のアミノ

酸残基に富む活性部位を有するタンパク質の複合体形成に伴うΔGsol を定量的に評価する

場合, 少なくとも双性イオンであるシアル酸誘導体ならびに解離性のアミノ酸残基を多く含

む活性部位については SCRF-CPCM 法で取扱い, その他を PB/GB 法で取扱う hybrid 評価

法が計算コスト的な観点から現状最も有用かつ妥当であると考えられる. 
本研究では, 第 3 章において, 一連のシアル酸誘導体とインフルエンザウイルス・ノイラミ

ニダーゼ-1 (N1-NA)の複合体形成に伴うΔGsolを PB/GB 法ならびに 2.3.4.3 節で述べた古典

/量子化学の hybrid 評価法に基づき算出し, hybrid 評価法の有用性の検証を行った. 
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2.3.5  解離自由エネルギー変化項 (ΔGdiss) 

 
本研究で用いるシアル酸誘導体は解離基を有しているため, その部分構造の解離自由

エネルギー変化 (ΔGdiss)を定量的に評価する必要がある. シアル酸誘導体のΔGdiss は, 解

離の前後における自由エネルギーの差, すなわち双性イオン (zwitter-ionic form)であるシ

アル酸誘導体 (ligand)の自由エネルギーから anion 型 (anion form)の自由エネルギーを差

し引くことで算出した (図 2.13, 式 (2.39)). 
 
 

 

図 2.13 シアル酸誘導体の解離自由エネルギー変化 (ΔGdiss) 
 

ΔGdiss = [G(ligand (zwitter-ionic form)) + G(OH−)]  
− [G(ligand (anion form)) + G(H2O)]  (2.39) 

 
ここで, 各自由エネルギーは, 2.3.4.2 節で述べた代表的な量子化学的連続誘電体モデル

である SCRF-CPCM 法に基づき, SCRF-CPCM/HF/6-31+G(d,p)によるシングルポイントエネ

ルギー計算から算出した. このとき, R2 部位の塩基性官能基 (amino, guanidino 基)の解離

に伴う自由エネルギー変化のみを評価することでΔGdiss を算出した. すなわち, シアル酸誘

導体が共通に有する部分構造である carboxyl (COO−)基 (pKa ∼ 2.4)については, 細胞表面

の作用部位における pH (= 7.4)ではほぼ完全に解離していると考えられるため, ΔGdiss は考

慮しないこととした. 
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2.4  結合相互作用エネルギー項および水和自由エネルギー変化項に対す

る理論的考察 

 
結合相互作用エネルギー (ΔEbind

0)および水和自由エネルギー変化 (ΔGsol)は, リガンド

とタンパク質の複合体形成の相互作用過程における主要な代表自由エネルギー項である. 
特に, ΔEbind

0 およびΔGsol の変動の大部分は, それぞれ静電相互作用エネルギー (ΔEes)お
よび水和自由エネルギー変化の極性項 (ΔGsol

polar)の変動が担うと考えられる [31, 35]. こ

れまでに我々は, これら主要項であるΔEes とΔGsol
polar の間に良好な逆相関関係が成立する

ことを多くの解析系において確認している. その一例として, 図 2.14 にウシの炭酸脱水酵素 
(bovine carbonic anhydrase II: bCA II)−ベンゼンスルホンアミド (benzenesulfonamide: BSA)
誘 導 体 の 解 析 系  (n = 16) [16, 17] に つ い て , PB/GB-OBC I 法 な らび に hybrid 
(SCRF-IEFPCM/HF/6-31G-Bondi/PB, GB-OBC I) 評価法で算出した ΔGsol

polar と FMO 
(HF/6-31G)法により算出したΔEbind

FMO/HF との間の関係を示しているが, 両者の間には良好

な逆相関関係が成立している. 
 
 

 
図 2.14 ΔEbind

FMO/HF とΔGsol
polar のプロット (bCA II−BSA) 
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− 1/εout) Σqi
2/Ri

2)と相互作用エネルギー  (ΔGsol
screening, Gsol

screening = −1/2(1/εin − 1/εout) 
ΣΣqiqj/fGB)の二成分に分割可能であるが (ΔGsol

polar = ΔGsol
self + ΔGsol

screening), 理論からの要

請 [133]を満たすように両者の間には良好な逆相関関係が成立している (ΔGsol
screening = 

−0.957 ΔGsol
self + 64.5: r = −0.968). 前節の有機小分子化合物の気相中から水相中への移

行に伴う Gsol
polar についても, この関係は同様に確認できることから (Gsol

screening = −0.957 
Gsol

self − 1.67: r = −1.000 (neutral), Gsol
screening = −0.939 Gsol

self − 65.2: r = −0.996 (ionic)), リ

ガンドとタンパク質のそれぞれの分子系における複合体形成の前後においても, この二項

の間には良好な逆相関関係が成立すると考えられる. すなわち, リガンドとタンパク質の複

合体形成におけるΔGsol
polar はΔGsol

screening のみを用いて表現可能である (式 (2.40)). 
 

ΔGsol
polar ≈ δ1 ΔGsol

screening       (2.40) 
 
ここで, 一般に|ΔGsol

self| > |ΔGsol
screening|であることから, δ1 は負の値をとる. 一方で, Gsol

screening 
(= −1/2(1/εin − 1/εout) ΣΣqiqj/fGB)と静電相互作用エネルギーEes (= qiqj/εrij)のポテンシャルエ

ネルギー関数の類似性から下式 (2.41)が成立すると考えられる. 
 

ΔGsol
screening ≈ δ2 ΔEes        (2.41) 

 
ここで, δ2 は経験的に正の値をとる. さらに, 式 (2.40)および(2.41)より, 下式 (2.42)が得ら

れる. 
 

ΔGsol
polar ≈ δ ΔEes        (2.42) 

 
ここで, δ (= δ1⋅δ2, δ1 < 0, δ2 > 0)は負の値をとると考えられる. したがって, bCA II−BSA の解

析系を含めその他の多くの系において確認されるΔEbind
FMO/HF とΔGsol

polar との間の良好な逆

相関関係は , 主としてそれぞれの変動を支配的に担うエネルギー成分であるΔEes と

ΔGsol
screening との間の逆相関関係を反映している. 上記の理論的根拠により, 一般に, リガン

ドとタンパク質の複合体形成に伴うΔEes とΔGsol
polar との間には逆相関関係が成立することが

期待される. 
 
 

2.5  小括 

 
本章では, 一般化 LERE-QSAR 式の導出および代表自由エネルギー項について概説し

た. 表 2.5 は, 導出した LERE-QSAR の基本式 (2.6)の右辺の第一項の結合相互作用エネ

ルギー項 (ΔEbind
0), 分散相互作用エネルギー項 (Edisp)および水和自由エネルギー変化の
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極性項 (ΔGsol
polar), 右辺の第二項の解離自由エネルギー変化項 (ΔGdiss), また entropic 変

化項 (−TΔS)の算出方法を示す. すなわち, LERE-QSAR 解析では, 対象とする系に応じて

任意の代表自由エネルギー項の組み合わせが可能であるが, 種々の分子科学理論の性質

や特徴を理解していないと, 解析結果の物理化学的解釈や意味づけが困難となる場合が

ある. 
 

 

表2.5 代表自由エネルギー項の算出方法 
LERE term symbol method ref. 

Binding energy (ΔEbind)a  
MM, molecular fractionation with conjugate 
caps (MFCC), FMO, QM/MM (ONIOM); 
LJ6, Grimme, and MP2 

[2, 95–98, 
115, 134]

Intrinsic binding energy 
(ΔEbind

0) 
ΔEbind

MM/es + LJ12 MM (AMBER) [95] 

ΔEbind
FMO/HF FMO (ABINIT-MP and GAMESS) [2] 

ΔEbind
ONIOM/HF ONIOM (Gaussian) [115] 

Dispersion energy (Edisp) ELJ6, Grimme LJ6 and Grimme (AMBER and dftd06) [96, 97] 

 
Ecorr 

MP2 (ABINIT-MP, GAMESS, and 
Gaussian) 

[98] 

Solvation energy (ΔGsol)b  PB/GB, PCM, hybrid, RISM; and ASA 
[99–101, 
123, 135]

Polar solvation energy 
(ΔGsol

polar) 
ΔGsol

PB/GB PB/GB (AMBER) [99] 

ΔGsol
PCM PCM (GAMESS and Gaussian) [101] 

ΔGsol
hybrid Hybrid (PCM-PB/GB) [100] 

Nonpolar solvation energy 
(ΔGsol

nonpolar) 
ΔGsol

nonpolar ASA (AMBER) [123] 

Dissociation energy (ΔGdiss) ΔGdiss PCM (GAMESS and Gaussian) [101] 

Entropic energy (−TΔS)  HA, QHA, Schlitter, and empirical formula 
[26, 68, 
77, 87] 

−TΔSha HA (AMBER) [77] 
−TΔSqha, schl QHA and Schlitter (AMBER and sch-s42) [77, 87] 
−TΔSobs Entropy−enthalpy compensation rule [26] 

a ΔEbind = ΔEbind
0 + Edisp. 

b ΔGsol = ΔGsol
polar + ΔGsol

nonpolar. 
 
 

本研究の第 3 章における解析対象である N1-NA−シアル酸誘導体の解析系 (n = 8)につ

いて, 種々の分子科学計算に基づき代表自由エネルギー項 (ΔEbind
0, Edisp, ΔGsol

polar)を評

価した. これらΔEbind
0, Edisp およびΔGsol

polar のそれぞれにおける比較解析の結果を, 表 2.6 
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(a), 表 2.6 (b)および表 2.6 (c)にそれぞれ示す. なお, 表 2.6 では相関式 (ΔXj = slope ΔXi + 
const (n = 8), Xj: 行 (j)に示す各エネルギー, Xi: 列 (i)に示す各エネルギー)における相関

係数 (r)および傾き (slope)を, 表中の斜線より下段および上段にそれぞれ示す. 
 
 
表2.6 代表自由エネルギー項 ((a) ΔEbind

0, (b) Edisp, (c) ΔGsol
polar)における相関 a と傾き b 

(a) Intrinsic binding energy (ΔEbind
0)c 

(r, slope) MM/es + LJ12 FMO/HF ONIOM-ME/HF ONIOM-EE/HF 
MM/es + LJ12 1.020 1.202 1.026 
FMO/HF 0.944 1.162 1.035 
ONIOM-ME/HF 0.955 0.996 0.885 
ONIOM-EE/HF 0.912 0.994 0.991  
(b) Dispersion energy (Edisp)d 

(r, slope) LJ6 Grimme corr 
LJ6 1.208 1.668 
Grimme 0.996 1.378 
corr 0.998 1.000  
(c) Polar solvation energy (ΔGsol

polar)e 
(r, slope) PB GB-HCT GB-OBC I GB-OBC II 
PB 0.320 0.645 0.118 
GB-HCT 0.352 0.983 0.169 
GB-OBC I 0.653 0.904 0.189 
GB-OBC II 0.560 0.727 0.886 
CPCM-Bondi/PB −0.633 0.460 0.061 −0.082 
CPCM-Bondi/GB-HCT −0.570 0.541 0.159 0.035 
CPCM-Bondi/GB-OBC I −0.564 0.549 0.171 0.053 
CPCM-Bondi/GB-OBC II 0.185 0.865 0.815 0.876 
(c) Polar solvation energy (ΔGsol

polar)e 

(r, slope) 
CPCM-Bondi/ 

PB 
CPCM-Bondi/ 

GB-HCT 
CPCM-Bondi/ 

GB-OBC I 
CPCM-Bondi/

GB-OBC II 
PB −0.308 −0.260 −0.256 0.044 
GB-HCT 0.246 0.271 0.274 0.226 
GB-OBC I 0.030 0.073 0.079 0.195 
GB-OBC II −0.190 0.075 0.115 0.982 
CPCM-Bondi/PB 0.929 0.922 0.197 
CPCM-Bondi/GB-HCT 0.991 0.996 0.265 
CPCM-Bondi/GB-OBC I 0.988 1.000 0.275 
CPCM-Bondi/GB-OBC II 0.405 0.510 0.527 
a Correlation coefficient of ΔXj = slope ΔXi + const (n = 8) (lower-left triangle). 
b Slope of ΔXj = slope ΔXi + const (n = 8) (upper-right triangle). 
c ΔEbind

0 = ΔEbind
MM/es+ LJ12, ΔEbind

FMO/HF, ΔEbind
ONIOM-ME/HF, ΔEbind

ONIOM-EE/HF. 
d Edisp = ELJ6, EGrimme, Ecorr. 
e ΔGsol

polar = ΔGsol
PB, ΔGsol

GB-HCT, ΔGsol
GB-OBC I, ΔGsol

GB-OBC II, ΔGsol
CPCM-Bondi/PB, ΔGsol

CPCM-Bondi/GB-HCT, 
ΔGsol

CPCM-Bondi/GB-OBC I, ΔGsol
CPCM-Bondi/GB-OBC II. 
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ΔEbind
0 について, MM 法, FMO 法および ONIOM 法で評価した場合, それら同士の相関は

比較的良好であり (r > 0.900), いずれの slope も 1 に近い値であることを確認できる (表 2.6 
(a)). このことは, 8 化合物間の値の分散値 (variance)がほぼ等しいことを意味し, 本解析系

のΔEbind
0 の化合物間の変動の評価においては, 方法間の差が小さいことを示している. ま

た, ONIOM 法における ME および EE の二つのスキームを比べた場合, その slope が 1 より

小さいことから, 分極を考慮する EE の方が 8 化合物間の値の variance が大きいものの, 両

者の差はほとんどないと考えられる. Edisp について, LJ6 や Grimme パラメータおよび MP2 摂

動論で評価した場合, それら同士の相関はきわめて良好であるが (r > 0.995), slope におい

ては 1 から逸脱する値を確認できる (表 2.6 (b)). 特に, MP2 は LJ6 や Grimme パラメータ

に比べて過小評価している. このことは, MP2 による評価においては, 分散エネルギーのみ

ならず局所的な電子の相関・交換効果も含んでいるため, 分散エネルギーの評価が十分で

はない可能性を示唆している. また, MP2 による評価において, その基底関数に 6-31G(d)
を用いて算出される分散エネルギーの大部分が , BSSE であるとの報告もある  [121]. 
ΔGsol

polar について, PB/GB 法および hybrid 評価法で算出した場合, PB/GB 法での相関は良

好 で は な い が , hybrid 評 価 法 で の 相 関 は き わ め て 良 好 で あ る こ と  ( た だ し , 
CPCM-Bondi/GB-OBC II はこの限りではない)を確認できる (表 2.6 (c)). これら方法間の差

は, 主として活性部位近傍のイオン性分子に対する評価の差であると考えられる. すなわち, 
hybrid 評価法では双性イオンであるシアル酸誘導体ならびに活性部位近傍のアミノ酸残基

を量子化学的に評価した結果を反映し, PB/GB 法は 2.3.4.4 節で示したようにこれらイオン性

分子に対する評価が十分ではなく, 方法間の差が顕著に生じていると考えられる. この

ΔGsol
polar についてのさらなる詳細な検証は, 第 3 章にて行う. 

本研究の第 3 章および第 4 章の LERE-QSAR 解析における代表自由エネルギー項 
(ΔEbind

0, Edisp, ΔGsol
polar)は, FMO 法, MP2 摂動論および hybrid 評価法 (PB/GB 法)に基づき

それぞれ算出した. また, 第 5 章では MM 法および PB/GB 法を用いた. 
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第 3 章  インフルエンザウイルス・ノイラミニダーゼ-1−シアル酸誘

導 体 の 複 合 体 形 成 に 伴 う 全 自 由 エ ネ ル ギ ー 変 化 に 対 す る

LERE-QSAR 解析 

3.1  序論 

 
インフルエンザウイルスは orthomyxoviridae 科に属し, 脂質二重層からなるエンベロープ

に覆われた直径が約 100 nm (100 × 10−9 m)のウイルスである. ウイルスの内部構成タンパク

質である核タンパク質 (nucleoprotein: NP)およびマトリックスタンパク質 (matrix protein: 
M1)の抗原性の違いから, A, B, C 型の 3 タイプに分類される. このうち A 型は, ヒト, 鳥, 豚, 
馬などの幅広い宿主に感染し, 強い病原性を発現する. これまでにパンデミック (1918 年の

スペイン型, 1957 年のアジア型, 1968 年のホンコン型, 2009 年の新型)を引き起こした原因ウ

イルスはすべてこの A 型に属する [136–138]. 一方で, B, C 型はアザラシや豚から分離され

たという報告もあるが, 主にヒトを宿主とし流行するため, 地域流行に留まる [139, 140]. 図

3.1 は, A 型インフルエンザウイルスの構造を模式的に表したものであるが, ヒトのゲノムが二

本鎖の DNA であるのに対し, インフルエンザウイルスのそれは一本鎖のマイナスセンス

RNA (vRNA)であり, 8 分節に分かれている. この一本鎖 vRNA は, NP および RNA ポリメラ

ーゼ (PB2, PB1, PA の 3 種類のタンパク質で構成)と結合した vRNA タンパク質複合体 
(viral ribonucleoprotein complex: vRNP)として存在する. 8 本の vRNA 分節は長い順に PB2, 
PB1, PA, HA, NP, NA, M, NS と称され, M および NS を除く 6 本の分節は一種類のタンパク

質をコードしているのに対し, M および NS の 2 本の分節からは選択的スプライシングによっ

て, それぞれ M1, M2 および NS1, NS2 の二種類のタンパク質が合成される. すなわち, イ

ンフルエンザウイルス粒子は 8 分節の一本鎖 vRNA と非構造タンパク質である NS1 を除く 9
種類のタンパク質から構成される. 脂質二重層のエンベロープで覆われたウイルス表面上

には, 膜タンパク質である M2 と二種類のスパイク糖タンパク質が存在している. 二種類の糖

タンパク質とは, ホモ 3 量体のヘマグルチニン (hemagglutinin: HA)およびホモ 4 量体のノイ

ラミニダーゼ (neuraminidase: NA, EC3.2.1.18)であり, これらの抗原性の違いにより, HA で

は 16 種類の亜型 (H1–H16), NA では 9 種類の亜型 (N1–N9)に分類される [141]. これら

HA と NA の組み合わせにより, 144 種類の A 型インフルエンザウイルスの亜型が存在するこ

とになり, このなかでパンデミックを引き起こしたウイルスは, H1N1 亜型 (1918 年のスペイン

型), H2N2 亜型 (1957 年のアジア型), H3N2 亜型 (1968 年のホンコン型)および H1N1 亜型 
(2009 年の新型)である. 
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図 3.1 A 型インフルエンザウイルスの構造 
 

図 3.2 は, インフルエンザウイルスの感染・増殖サイクルを模式的に表したものであるが, 
いずれの亜型においても宿主細胞への感染は, ウイルス粒子と細胞との間の物理的な衝突

により開始する. この衝突は偶然の産物ではあるが, 吸着できるかどうかはウイルス表面の

HA と宿主細胞表面のシアル酸 (N-acetyl-neuraminic acid: Neu5Ac, NANA)を含むシアロ

糖鎖の結合様式の相性により決定されるため [142], ウイルスによって吸着できる宿主や器

官・細胞が限定される. HA がシアル酸を認識・結合し, 宿主細胞膜表面上に吸着できた場

合  (adsorption), ウ イル ス 粒 子 は エ ン ドサ イ ト ー シス に よ っ て細 胞 内 へ と 侵 入 す る 
(endocytosis, invasion). 次に, エンドソーム内部の酸性環境が HA の構造変化を引き起こし, 
エンベロープとエンドソーム膜との融合を惹起する (fusion). さらに, 酸性化に伴い M2 タン

パク質のイオンチャネルが活性化されウイルス粒子内に水素イオンが流入すると, 内部が酸

性となる. その結果, vRNP とエンベロープとの間の結合力が低下し, vRNA は細胞質に放

出され (uncoating), さらに宿主の核内部へと侵入する [143, 144]. 核内部では, 自身の

vRNA の鋳型を作る RNA ポリメラーゼを構成するタンパク質 (PB2, PB1, PA)が優先的に作

られ, 同時に vRNA を鋳型として転写により mRNA が (mRNA synthesis), 中間体である

cRNA が複製の第一段階反応により合成される (cRNA synthesis). 子孫 vRNA は, cRNA を

鋳型とした複製の第二段階反応により増幅される (replication). 子孫 vRNA の複製と平行し

て, それを保護する M1 タンパク質, 感染・吸着に必要な HA および細胞表面からの遊離に

必要な NA が大量に合成される (protein synthesis). また, 新しく合成された RNP 構成タン

パク質 (NP, PB2, PB1, PA)は核内へと移行し, 子孫 vRNA と結合することで, vRNP を形成

する (formation of vRNP). M1 および NS2 も核内へと移行し, これらのタンパク質の助けに

より核外へと輸送される. すべての構成要素の合成が完了すると, ウイルスは再構築され 
(assembly), 出芽により宿主細胞から放出されることで感染を拡大していくが (packing and 
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インフルエンザは, インフルエンザウイルスの飛沫・接触感染によりヒトからヒトへと伝播す

る呼吸器感染症であり, 高齢者や乳幼児のみならず基礎疾患を有する人々に合併症を引

き起こし, 時として重篤な疾患となる. また, 新型インフルエンザウイルスの場合, それらはこ

れまでにない新しい抗原タンパク質を有するため, 壮健な成人・若年者においても重症化

することがある. インフルエンザへの対抗手段としては, ワクチンと抗インフルエンザ剤が挙

げられる. ワクチンは, 流行株と抗原性が不一致であると有効性が低下するため新型ウイル

スに対しては基本的には無効となる. また, 感染拡大の防止に必要な供給量の確保も困難

であるため, 現状では必ずしもインフルエンザ対策として十分な手段とは言えず, 抗インフ

ルエンザ剤が果たす役割は大きく, その必要性もきわめて高いと考えられる. 
抗インフルエンザ剤は, インフルエンザウイルスに共通の感染・増殖サイクルを阻害する

ことで作用するため, 異なる亜型のウイルスに対しても同等の効果を示す. すなわち, ワクチ

ンにおける「免疫」とは直接関係ない仕組みで働くため, より汎用的である. 抗インフルエン

ザ剤が, 図 3.2 で示した各ステップのいずれかを阻害できればウイルスの感染・伝播を防ぐ

ことが可能となる. 図 3.4 は, 各ステップを阻害する代表的な抗インフルエンザ剤 (阻害剤)
を示しているが, 現在国内ではこれらのうちの 5 剤が抗インフルエンザ剤として認可されてい

る. 一剤は M2 イオンチャネル阻害剤であり, 4 剤は NA 阻害剤である. M2 イオンチャネル阻

害剤である amantadine (Symmetrel®) [149]は (図 3.4 (a)), vRNA の細胞質への放出過程 
(uncoating)を阻害する薬剤であり, 国内では 1997 年から抗インフルエンザ剤として臨床応

用されている. しかしながら, 2004 年から amantadine 耐性変異型 M2 イオンチャネルを有す

るウイルスが世界的に蔓延し , さらに米国疾病予防管理センターが 2005 年以降 , 
amantadine を使用しないことを推奨したこともあり, 現在はほとんど使用されていない. 
Amantadine が事実上無効となった現在, 臨床現場において最も使用されている抗インフル

エンザ剤は NA 阻害剤である. NA 阻害剤の標的タンパク質である NA は, 前述したようにウ

イルスの増殖・遊離に必須の酵素であることから, この酵素を阻害することはウイルスの一連

の増殖サイクルにおいて未感染細胞への感染・伝播を防ぐと考えられ , 現在までに

zanamivir (Relenza®) [150], oseltamivir (Tamiflu®) [151], peramivir (Rapiacta®) [152]および

laninamivir (Inavir®) [153]が開発されている (図 3.4 (d)). これら 4 剤はそれぞれに特色ある

用法で使用されるが, いずれも基質であるシアル酸の C4 位に位置する hydroxyl 基 (図 3.3)
を塩基性官能基  (amino, guanidino 基)へと置換したことが結合活性増強への大きな

breakthrough となり, NA の活性中心にシアル酸の遷移状態アナログ [154–156]として強力

かつ競合的に結合することで, これを阻害することができる. なかでも oseltamivir は, amino
基の導入に加え, シアル酸の C6 位の glycerol 基を pentyl ether 基へと置換したことが経口

投与を可能とし, その服用の容易さから現在最も使用される NA 阻害剤である. 
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図 3.4 代表的な抗インフルエンザ剤 (阻害剤)の化学構造 
(a) M2 ion channel blocker, (b) IMP dehydrogenase inhibitor, (c) RNA polymerase inhibitor, (d) NA 

inhibitors. 阻害剤の化学構造および名称は, それぞれ活性体表記および一般名 (商標名, 国内で

の販売開始年) 製造販売元 (開発会社)で表す. 
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一方で, これら NA 阻害剤についても, 既に薬剤耐性ウイルスが流行または耐性変異が

進みつつあるのが現状である [157]. このため, 近年, 様々なアプローチによる抗インフル

エンザ剤の開発が進められている. たとえば, ウイルス感染の初期段階に重要な役割を担う

HA の機能を特異的に阻害するもの [158, 159], NA の機能を阻害するポリマー [160], さら

に阻害活性を高めた oseltamivir の合成誘導体 [161]などである. また, これまでの抗インフ

ルエンザ剤とは異なる新しい作用機構を有する薬剤の開発も進みつつある. 既に国内での

製造承認申請がなされた RNA ポリメラーゼ阻害剤である favipiravir (図 3.4 (c)) [162]および

HA と NA の両機能を同時に阻害できる薬剤 [163]などである. これらは, 季節性や新型イ

ンフルエンザウイルス (H3N2 亜型, H1N1 亜型, B 型)のみならず, 高病原性のトリインフル

エンザウイルス (H5N1 亜型)および薬剤耐性ウイルスに対抗するための新たな試みであると

言える. 特に, NA 阻害剤の開発は NA の X 線結晶解析構造 [164–166]を利用した

structure based drug design (SBDD)の成功例の一つとして挙げることができ, 分子科学計

算・シミュレーションを駆使した解析 [167–181]ならびに多くの QSAR [182]および 3D QSAR
解析 [183, 184]がなされているが, これらを相互に組み合わせた方法による解析・報告例は

少ない. したがって, QSAR と分子科学計算・シミュレーションをリンクさせた自由エネルギー

変化の線形表現 (linear expression by representative energy terms: LERE-QSAR)解析に基

づく新たな定量的な試みが, 阻害剤と NA との間の詳細な相互作用メカニズムの理解を可

能とし, さらには野生型のみならず変異型 NA に対しても高活性な新規 NA 阻害剤の開発

につながると考えられる. 
本章では, 季節性や新型インフルエンザウイルスがともに有する N1 型のノイラミニダーゼ 

(N1-NA)と代表的な抗インフルエンザ剤の一つである oseltamivir (Tamiflu)を含む一連のシ

アル酸誘導体の複合体について, 非経験的フラグメント分子軌道 (ab initio fragment 
molecular orbital: FMO)法等による分子科学計算ならびにその結果に基づく LERE-QSAR
解析 [16–21]から, 複合体形成に伴う全自由エネルギー変化の変動を支配する相互作用

様式ならびにその変動に対するシアル酸誘導体の各部分構造の寄与を原子・電子レベル

で定量的に明らかにすることを目的とした. また, 抗インフルエンザ剤が共通に有する

amino, guanidino 基の相互作用の違いを明確にするとともに, 特異な分岐鎖 alkoxy 基を有

する oseltamivir が, 一連のシアル酸誘導体のなかで最大の阻害活性を示す要因について

も議論する. 
上記の検討の結果, シアル酸誘導体と N1-NA の複合体形成において, (1) 実測の阻害

活性値より求まる全自由エネルギー変化の変動を LERE-QSAR 解析から定量的に説明でき

たこと, (2) その変動を支配する特定のエネルギー成分を明らかにしたこと, (3) その変動に

関与する N1-NA のアミノ酸残基を定量的に明らかにしたのでそれらを中心に以下に述べる 
[21, 109, 185]. 
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3.2  解析方法 

3.2.1  化合物セット 

 
Kim ら [186]により報告されている oseltamivir を含む一連のシアル酸誘導体の N1-NA に

対する阻害活性データに基づき, 本解析では二つの化合物セット (Sets I, II)を使用した. 
Set I 化合物として, fragment C 部位が amino 基 (R2 = NH3

+)である type I 化合物および

guanidino 基 (NHC(=NH2
+)NH2)である type II 化合物の二つの系列から構成される合計 8

化合物 (mixed congeneric series)を使用した. また, types I, II 化合物のそれぞれの

fragment A 部 位 は 同 様 の 側 鎖 基  (R1 = OH, OC3H7, OCH(CH3)(CH2CH3)(R), 
OCH(CH2CH3)2)を有しており, この R1 の順に Set I compounds 1–4 (type I)および 5–8 (type 
II)とした. Set I 化合物の化学構造, 50%阻害濃度 (IC50 値), Verma ら [182]の NA 阻害剤に

ついての古典 QSAR 解析でしばしば用いられている疎水性置換基定数π1 および分子屈折 
(molar refractivity: MR)の値を表 3.1 (a)に示す. 
 
 
表 3.1 シアル酸誘導体 ((a) Sets I, (b) II 化合物)の化学構造と IC50 値, π1 および MR 

 
(a) Set I compound N1-NA 

no. type R1 (fragment A) R2 (fragment C) IC50
a π1

b MRc

1 I OH NH3
+ 6300 −2.61 5.34

2 I OC3H7 NH3
+ 180 −1.53 6.73

3 I OCH(CH3)(CH2CH3)(R) NH3
+ 10 −1.22 7.19

4d I OCH(CH2CH3)2 NH3
+ 1 −0.69 7.66

5 II OH NHC(=NH2
+)NH2 100 −2.89 6.36

6 II OC3H7 NHC(=NH2
+)NH2 2 −1.98 7.75

7 II OCH(CH3)(CH2CH3)(R) NHC(=NH2
+)NH2 0.5 −1.67 8.22

8 II OCH(CH2CH3)2 NHC(=NH2
+)NH2 0.5 −1.14 8.68

Fragment A

O

NH

O CH3

O

R2

Fragment C

Fragment B

R1

1
2 6

5

4
3

(Continued)
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(b) Set II compound N1-NA 

no. type R1 (fragment A) R2 (fragment C) IC50
a π2

e MRc

1 I OH NH3
+ 6300 0.12 5.34

2 I 
OCH3 

(O-C1)f 
NH3

+ 3700 0.29 5.80

3 I 
OC3H7 

(O-C1-C2-C3)f 
NH3

+ 180 1.20 6.73

4 I 
OC4H9 
(O-C1-C2-C3-C4)f 

NH3
+ 300 1.73 7.19

5 I 
OC5H11 
(O-C1-C2-C3-C4-C5)f 

NH3
+ 200 2.26 7.66

6 I 
OC6H13 
(O-C1-C2-C3-C4-C5-C6)f 

NH3
+ 150 2.79 8.12

7 I 
OCH2CH(CH3)2 
(O-C1-C2-(C3)(C3’))f 

NH3
+ 200 1.60 7.19

8 I 
OCH(CH3)(CH2CH3)(R) 
(O-C1-(C2-C3)(C2’))f 

NH3
+ 10 1.51 7.19

9d I 
OCH(CH2CH3)2 
(O-C1-(C2-C3)(C2’-C3’))f 

NH3
+ 1 2.04 7.66

a Taken from ref. 186 (in nM). 
b π1 = Clog P (fragments A, B, and C) − Clog P (fragment B), where Clog P is the molecular 
hydrophobicity parameter, log P, calculated by the BioByte system [187]. 
c MR is the molar refractivity and is defined by the Lorentz–Lorenz equation: MR = [(n2 – 1)/(n2 + 
2)](MW/d), where n = refractive index, MW = molecular weight, and d = density. 
d Oseltamivir (Tamiflu). 
e π2 = Clog P (fragments A, B, and C) − Clog P (fragments B and C). 
f Numbers denote carbon numbers. 

 
 

一方で, Set II 化合物として, fragment C 部位に amino 基を有する Set I の type I 化合物

に, fragment A 部位のみが異なる新たな化合物を加えた合計 9 化合物 (congeneric series)
を使用した. また, fragment A 部位の直鎖・分岐鎖 alkoxy 基 (R1 = OH, OCH3, OC3H7, 
OC4H9, OC5H11, OC6H13, OCH2CH(CH3)2, OCH(CH3)(CH2CH3)(R), OCH(CH2CH3)2)の R1

の順に Set II compounds 1–9 とした. Set II 化合物の IC50 値, π2 および MR の値を表 3.1 (b)
に示す. なお, 二つの化合物セットにおける IC50 値の逆数の常用対数値 log (1/IC50)と
Cheng−Prusoff 式 (Ki = IC50/(1 + [S]/Km) [188], [S] (= 100 μM): 基質濃度, Km (= 15 μM): 
Michaelis 定数 [168])から算出した Ki 値の逆数の常用対数値 log (1/Ki)との間において, 
slope が 1 のほぼ完全な線形関係が成立することを確認している. 
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3.2.2  N1-NA−シアル酸誘導体の複合体構造のモデリング 

 
N1-NA とシアル酸誘導体 (Sets I, II 化合物)の複合体の初期構造として, PDB に登録さ

れ て い る N1-NA と oseltamivir (compound 4 (Set I), compound 9 (Set II): R1 = 
OCH(CH2CH3)2, R2 = NH3

+)の複合体の X 線結晶解析構造 (PDB code: 2HU4 [189])を使

用した. 2HU4 には二つの野生型ホモ 4 量体の NA 構造が存在するが, 通常シアル酸を切

断するNA活性は単量体NAがその機能を果たしていると考えられるため, 実際はその単量

体 A 鎖構造を使用した. NA の先行研究において, リガンドと NA との間の相互作用を媒介

する水分子 (結晶水)の重要性が示されていたが [170, 190, 191], 2HU4 には対応する水分

子に加え活性部位の構造維持および酵素活性発現に重要とされる Ca2+イオン [192–195]も
含まれていなかった. そこで, 変異体 N1-NA (His274Tyr)と oseltamivir の複合体の X 線結

晶解析構造 (PDB code: 3CL0 [196])ではあるが, 結晶水および Ca2+イオンを有している

3CL0 と 2HU4 の単量体 A 鎖構造同士の Cα原子座標の重ね合わせ操作から, 結晶水なら

びに Ca2+イオンの座標を挿入することで N1-NA と oseltamivir の複合体の初期構造を構築

した. 構築した初期構造における解離性のアミノ酸残基 (Asp, Glu, Lys, Arg)はすべて解離

型とし, His のプロトン化状態は, pH 7.0 において PDB2PQR web server [197]にて予測した

pKa に基づき決定した. なお, N, C 両末端はそれぞれ CH3CO 基, NHCH3 基でキャップした. 
以上のすべての操作には SYBYL7.0 [198]を使用した. 得られた N1-NA と oseltamivir の複

合体の初期構造に基づき, その他の Sets I, II 化合物の複合体構造をそれぞれ構築した. 
そのモデリング方法については, 3.2.2.1 節および 3.2.2.2 節においてそれぞれ述べる. 
 
 

3.2.2.1  Set I 化合物の複合体構造のモデリング 

 
Set I 化合物 (compounds 1–8)は, 中性条件下では解離型の酸性官能基 (fragment B: 

carboxyl (COO−) 基 ) お よ び 塩 基 性 官 能 基  (fragment C: amino (NH3
+), guanidino 

(NHC(=NH2
+)NH2)基)を有する双性イオンであるため, これら官能基と N1-NAとの間の相互

作用, 特に amino 基 (type I)および guanidino 基 (type II)の静電相互作用の違いを正確に

見積もる必要がある. 静電相互作用は, 電荷の大きさのみならず媒質 (溶媒)の誘電率に

大きく影響される. 生体系を構成する溶媒は水であり, その誘電率は一般的な溶媒のなか

では比較的大きいため (水の比誘電率: 78.4), 水を溶媒として成立する生体系においては, 
静電相互作用は大きく減弱すると考えられる. そこで, 前節で構築した N1-NA−oseltamivir 
(compound 4)の複合体の初期構造に対して, 水素原子を付加, さらに切頂八面体の溶媒

和ボックスを使用し, 周囲 12 Å に three-point transferable inter-molecular potential (TIP3P)
モデル [199]の水分子を配置することで, 水分子による溶媒効果を考慮した. 一方で, これ
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構築した N1-NA−compound 4 の複合体構造に対する MM/MD シミュレーションには, 
AMBER10 [102]を使用し, 力場パラメータとして parm99 [201]および general AMBER force 
field (GAFF) [202]を N1-NA および compound 4 にそれぞれ割り当てた. Compound 4 の原

子電荷は, Gaussian 03 [203]を使用し, HF/6-31G(d)より得られる restrained electrostatic 
potential (RESP)電荷 [131]を用いた. MD シミュレーションを行う前処理として, (1) 水素原

子, (2) 水分子とカウンターイオン, (3) 阻害剤とアミノ酸残基の側鎖原子, (4) 系全体の順

にそれぞれエネルギー極小化計算を行った. このとき, 極小化対象原子以外の原子は調和

ポテンシャル型の位置拘束 (力の定数 = 500 kcal/mol/Å2)を設けたが, 系全体のエネルギ

ー極小化計算においては拘束条件なしで行った. 各段階における極小化計算には 1,000
ステップの最急降下 (steepest descent: SD)法と 5,000 ステップの共役勾配 (conjugate 
gradient: CG)法を組み合わせて使用した (ただし, 水素原子の極小化計算における共役勾

配法は 2,000 ステップとした). このとき, エネルギー勾配の収束閾値を 10−4 kcal/mol/Å に設

けた. 
エネルギー極小化計算後の N1-NA−compound 4 の複合体構造について, PBC 下での

MD シミュレーションを行った. 以下に示す MD シミュレーションにおいては, 積分時間の刻

みに1.0 fs (1.0 × 10−15 s)を, 水素原子が関わる共有結合長にはSHAKEアルゴリズム [204]
を, 温度・圧力制御には Berendsen アルゴリズム [205]を使用し, 非結合の分子間相互作用

のカットオフ距離を 10 Å とした. ただし, 収束の遅い静電相互作用に関しては PME 法 
[200]を使用した. 第一段階は系の水分子およびカウンターイオンの平衡化であり, N1-NA
および compound 4 の全原子に対して調和ポテンシャル型の位置拘束 (10 kcal/mol/Å2)を
設けた状態で 120 ps (120 × 10−12 s)に渡り 300 K まで昇温させ, 第二段階として系全体を原

子の位置拘束条件なしで 120 ps に渡り 300 K まで昇温させた (NVT アンサンブル). その

後, 温度を 300 K に保った production MD を原子の位置拘束条件なしで 1.0 ns 行った 
(NPT アンサンブル). なお, MM/MD シミュレーションの詳細な計算条件は表 3.2 に示す. さ

らに, production MD の後半 500 ps のトラジェクトリから抽出した 5,000 個の構造の全原子の

座標平均に基づき平均構造を算出し, 再度切頂八面体の溶媒和ボックスを使用し, 周囲

12 Å に TIP3P モデルの水分子を配置した系に対し, 表 3.3 に示す計算条件に基づきエネ

ルギー極小化計算を行った. 
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表 3.2 N1-NA−compound 4 の複合体構造に対する MM/MD シミュレーション 
MM simulation 

Force field parm99 (N1-NA), GAFF (compound 4) 
Solvent effect TIP3P octahedron water box (12 Å) 
Cut-off 10 Å 

Step 1. MM 
水素原子の極小化 

(SD: 1,000 cycles, CG: 2,000 cycles, no cut-off, non-PBC) 

Step 2. MM 
水分子とカウンターイオンの極小化 

(SD: 1,000 cycles, CG: 5,000 cycles, PBC) 

Step 3. MM 
阻害剤とアミノ酸残基の側鎖原子の極小化 

(SD: 1,000 cycles, CG: 5,000 cycles, PBC) 

Step 4. MM 
系全体の極小化 

(SD: 1,000 cycles, CG: 5,000 cycles, PBC) 

最急降下 (SD)法, 共役勾配 (CG)法, 周期境界条件 (PBC) 

MD simulation 

Force field parm99 (N1-NA), GAFF (compound 4) 
Solvent effect TIP3P octahedron water box (12 Å) 
Cut-off 10 Å 
Time step 1.0 fs 

Steps 1–6. MD 
水分子とカウンターイオンの昇温 

(20,000 steps / MD step, NVT ensemble, 0–300 K, 1–120 ps) 

Steps 7–12. MD 
系全体の昇温  

(20,000 steps / MD step, NVT ensemble, 0–300 K, 121–240 ps) 

Step 13. MD 
Production phase 

(1,000,000 steps, NPT ensemble, 300 K, 240.1–1240 ps) 
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表 3.3 N1-NA−compound 4 の複合体の平均構造に対するエネルギー極小化計算 
MM simulation   

Force field parm99 (N1-NA), GAFF (compound 4) 
Solvent effect TIP3P octahedron water box (12 Å) 
Cut-off 10 Å 

Step 1. MM 
水素原子の極小化 

(SD: 1,000 cycles, CG: 1,000 cycles, no cut-off, non-PBC) 

Step 2. MM 
水分子とカウンターイオンの極小化 

(SD: 1,000 cycles, CG: 7,000 cycles, PBC) 

Step 3. MM 
阻害剤とアミノ酸残基の側鎖原子の極小化 

(SD: 1,000 cycles, CG: 7,000 cycles, PBC) 

Step 4. MM 
系全体の極小化 

(SD: 1,000 cycles, CG: 7,000 cycles, PBC) 

  最急降下 (SD)法, 共役勾配 (CG)法, 周期境界条件 (PBC) 

 
 

極小化後の構造に基づき, その他の Set I 化合物 (compounds 1–3, 5–8)の複合体構造を

構築した. NA に関する先行研究では, リガンドと NA との間の相互作用を媒介する水分子

の重要性が示唆されており [170, 190, 191], 実際に複数個の NA−リガンドの複合体の X 線

結晶解析構造 (PDB codes: 1BJI, 1F8C, 1F8E, 2QWD, 2QWG, 2QWH, 2QWJ, 2QWK, 
3CL0 (type I), 1L7F, 1L7G, 1L7H, 1NNC, 2CML, 2HTQ, 2QWE, 2QWF, 2QWI, 3B7E, 
3CKZ (type II) [189, 196, 206–211])において, リガンドと NA との間の相互作用を媒介する

水分子 (W1, W2)が確認された (図 3.6) [109]. 具体的には, fragment C 部位に amino 基を

有する type I 化合物の場合は二つの水分子 (W1, W2)が, 一方で guanidino 基を有する

type II 化合物の場合は一つの水分子 (W1)が存在する. また, 複数個の X 線結晶解析構

造における W1 および W2 の酸素原子の位置についての根平均二乗変位 (root mean 
square deviation: RMSD)は, それぞれ 0.32 Å (n = 23)および 0.26 Å (n = 9)であることから, 
これら水分子はほぼ同等な位置に存在し, リガンドと NA との間の相互作用を媒介すると考

えられる. したがって, fragment C 部位 (amino, guanidino 基)に依存する type 特異的な水分

子 (compounds 1–4 (type I): W1, W2, 5–8 (type II): W1)を考慮してそれぞれの複合体構造

を構築した (図 3.7). 構築した各複合体構造における阻害剤部分の原子電荷は, 前述と同

様に RESP 電荷を用い, 再度切頂八面体の溶媒和ボックスを使用し, 周囲 12 Å に TIP3P
モデルの水分子を配置した系に対し, 表 3.4 に示す計算条件に基づきエネルギー極小化

計算を行った. 
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表 3.4 N1-NA−Set I compounds 1–8 の複合体構造に対するエネルギー極小化計算 
MM simulation 

Force field parm99 (N1-NA), GAFF (Set I compounds 1–8) 
Solvent effect TIP3P octahedron water box (12 Å) 
Cut-off 10 Å 

Step 1. MM 
水素原子の極小化 

(SD: 500 cycles, CG: 500 cycles, no cut-off, non-PBC) 

Step 2. MM 
水分子とカウンターイオンの極小化 

(SD: 1,000 cycles, CG: 7,000 cycles, PBC) 

Step 3. MM 
阻害剤とアミノ酸残基の側鎖原子の極小化 

(SD: 1,000 cycles, CG: 7,000 cycles, PBC) 

Step 4. MM 
系全体の極小化 

(SD: 1,000 cycles, CG: 8,000 cycles, PBC) 

  最急降下 (SD)法, 共役勾配 (CG)法, 周期境界条件 (PBC) 

 
 

3.2.2.2  Set II 化合物の複合体構造のモデリング 

 
Set II 化合物 (compounds 1–9)も, Set I 化合物と同様に解離性の酸性官能基 (fragment 

B: carboxyl (COO−)基)および塩基性官能基 (fragment C: amino (NH3
+)基)を有する双性イ

オンであるが, これら官能基は Set II 化合物に共通の部分構造であるため, N1-NAとの間の

静電相互作用は化合物によらずほぼ一定であると考えられる. 一方で, fragment A 部位の

直鎖・分岐鎖 alkoxy 基は, 長鎖の alkoxy 基も含んでいるため, その高い自由度に基づく分

子運動を広範かつ効果的に評価する必要がある . そこで , 3.2.2 節にて構築した

N1-NA−oseltamivir (compound 9)の複合体構造に基づき , その他の Set II 化合物 
(compounds 1–8)の複合体構造を構築し, これらに対して self-guided Langevin dynamics 
(SGLD)シミュレーション [212]を行った. Langevin dynamics (LD)では, LD 方程式を用いて

粒子のブラウン運動を記述するが, このとき粒子に作用する合力は粒子の速度に比例する

摩擦力と粒子を取り囲む溶媒分子が粒子に与えるランダム力 (摂動力)の和として定義され

る. SGLD は, この LD 方程式に局所的な平均摩擦力である“guiding force”を導入すること

で, 通常の LD および MD に比べて広範かつ効果的な配座探索を可能とする. SGLD シミュ

レーションでは, 力場パラメータとして united-atom force field (UAFF) [213]および GAFF を

N1-NA および compounds 1–9 にそれぞれ割り当てた (AMBER10) [102]. Compounds 1–9
の原子電荷は, 前述と同様に HF/6-31G(d)より得られる RESP 電荷を用いた (Gaussian 
03). SGLD シミュレーションを行う前処理として, 表 3.5 に示す計算条件に基づきエネルギー

極小化計算を行った. このとき, 極小化対象原子以外の原子は調和ポテンシャル型の位置
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拘束を設けたが, 系全体のエネルギー極小化計算においては拘束条件なしで行い, また

距離依存性誘電率 (ε = 4r)を導入することで静電相互作用に対する溶媒効果を考慮した. 
エネルギー極小化計算後の N1-NA−compounds 1–9 の各複合体構造について, 表 3.5 に

示す計算条件に基づき SGLD シミュレーションを行った. このとき, 積分時間の刻みに 1.0 fs
を, 水素原子が関わる共有結合長には SHAKE アルゴリズムを, 温度制御には衝突頻度を

5.0 ps−1 に設定した Langevin 温度制御法を使用し, 非結合の分子間相互作用のカットオフ

距離を 10 Å とした. Production SGLD は, 温度を 300 K に保ち 20 ns 行った (NPT アンサン

ブル). 加えて, N1-NA の主鎖および相互作用を媒介する水分子ならびに Set II 化合物の

fragments B, C 部位の重原子に対して位置拘束を設けたが (5 kcal/mol/Å2), これは共通の

部分構造である fragments B, C は, 化合物の fragment A によらずほぼ同等な水素結合ない

しは静電相互作用により N1-NA と強固に結合すると考えられるためである . なお , 
N1-NA−Set II 化合物の複合体構造における活性部位近傍の相互作用は, 図 3.7 (a)で示し

たものと同様である. 
 
 
表 3.5 N1-NA−Set II compounds 1–9 の複合体構造に対する MM/SGLD シミュレーション 
MM simulation 

Force field UAFF (N1-NA), GAFF (Set II compounds 1–9) 
Solvent effect Distance-dependent dielectric constant (ε = 4r) 
Cut-off 10 Å 

Step 1. MM 
水素原子の極小化 

(SD: 1,000 cycles, CG: 2,000 cycles, non-PBC) 

Step 2. MM 
阻害剤とアミノ酸残基の側鎖原子の極小化 

(SD: 1,000 cycles, CG: 5,000 cycles, non-PBC) 

Step 3. MM 
系全体の極小化 

(SD: 1,000 cycles, CG: 5,000 cycles, non-PBC) 

最急降下 (SD)法, 共役勾配 (CG)法, 周期境界条件 (PBC) 

SGLD simulation 

Force Field UAFF (N1-NA), GAFF (Set II compounds) 
Solvent Distance-dependent dielectric constant (ε = 4r) 
Cut-off 10 Å 
Time step 1.0 fs 

Production SGLD 

N1-NA の主鎖, 相互作用を媒介する水分子および 

Set II 化合物の fragments B, C 部位の重原子位置拘束 

(20,000,000 steps, NPT ensemble, 300 K, 1–20 ns) 
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3.2.3  N1-NA−シアル酸誘導体に対する LERE-QSAR 解析 

3.2.3.1  LERE-QSAR 解析 (N1-NA−Set I 化合物) 

 
Set I 化合物と N1-NA の複合体形成に伴う実測の全自由エネルギー変化 (ΔGobs)の変動

を支配する相互作用様式を明確にするために, LERE-QSAR 解析 [16–21]を行った. 2.1 節

で構築した LERE-QSAR 解析の基本式 (2.6)において, 結合相互作用エネルギーΔEbind (= 
ΔEbind

0 + Edisp)は FMO/MP2/6-31G で算出し, ΔEbind
0 および Edisp はそれぞれ FMO/HF エネ

ルギーEFMO/HF および電子相関エネルギーEcorr (= EFMO/MP2 – EFMO/HF)により評価した. 水和

自 由 エ ネ ル ギ ー 変 化 の 極 性 項 ΔGsol
polar は 古 典 的 連 続 誘 電 体 モ デ ル で あ る

Poisson−Boltzmann/generalized Born (PB/GB)法に加え, 量子化学的連続誘電体モデルで

ある self-consistent reaction field-conductor-like polarizable continuum model (SCRF-CPCM)
法を組み込んだ古典/量子化学の hybrid 評価法で算出することで, LERE-QSAR 解析にお

けるΔGsol
polar の定量的評価に対する hybrid 評価法の有用性の検証も行った. また, 解離自

由エネルギー変化ΔGdiss は Set I 化合物の fragment C 部位 (amino (NH3
+), guanidino 

(NHC(=NH2
+)NH2)基)の自由エネルギー変化として, SCRF-CPCM/HF/6-31+G(d,p)により評

価した. なお, Set I 化合物の fragment B 部位 (carboxyl (COO−)基, pKa ∼ 2.4)については, 
細胞表面の作用部位における pH (= 7.4)においてほぼ完全に解離していると考えられるた

め, ΔGdiss は考慮していない. 各エネルギー項は, 3.2.2.1 節のモデリング方法に従って構築

した N1-NA−Set I 化合物の複合体構造に基づき算出した. 最終的に式 (2.6)から下式 
(3.1)を導き, これを N1-NA−Set I 化合物に対する LERE-QSAR 解析における基本式とした. 
 

ΔGobs = γ1 (ΔEbind
FMO/HF + Ecorr + ΔGsol

polar) + γ2 ΔGdiss + const3   (3.1) 
 
古典/量子化学の hybrid 評価法に基づくΔGsol

polar の評価では, 双性イオンである Set I 化合

物ならびに活性部位近傍のアミノ酸残基 (解離性およびその他のアミノ酸残基を含む 26 残

基, 図 3.8)を量子化学的 (SCRF-CPCM 法: CPCM/HF/6-31G, キャビティモデル: Bondi)に
取扱い, その他を古典的 (PB/GB 法: PB, GB-HCT, GB-OBC I, GB-OBC II, キャビティモ

デル: mbondi2)に評価した. すなわち, N1-NA−Set I 化合物に対する LERE-QSAR 解析に

おけるΔGsol
polar の評価として, 4 種の PB/GB 法 (PB, GB-HCT, GB-OBC I, GB-OBC II)なら

び に 4 種 の hybrid 評 価 法  (CPCM-Bondi/PB, CPCM-Bondi/GB-HCT, 
CPCM-Bondi/GB-OBC I, CPCM-Bondi/GB-OBC II)の合計 8 種類を用いた. 
  



 

図 3.8 

Quantum
GB-OBC

 
 

3.2.3.2

 
Set I

動を支配

拡張 LE
変化 (Δ
alkoxy 基

ると考え

(COO−)
定である

式 (2.3
定義し 
(ligand:
N1-NA
た場合 
 

ΔGobs

 

ここで, 
う自由エ

N1-NA−S
m region: SC
C I, GB-OBC

2  LERE

II 化合物と

配する相互

ERE-QSAR
ΔH)項しか陽

基を有する

えられるため

)基, fragme
ると考えられ

)において, 
(ΔGbind

sol =
 L)の結合

と Set II 化

(ΔGbind
sol =

s = (1 + β) (

各自由エネ

エネルギー変

et I 化合物

CRF-CPCM 法

C II). 

E-QSAR

N1-NA の

互作用様式を

R 解析を行っ

陽に考慮し

る化合物の場

めである. S
ent C: amin
れるため, 2.

ΔGbind とΔ
= ΔGbind +

合・水和に伴

化合物との間

= ΔGadapt
P +

(ΔGadapt
P + Δ

ネルギー項

変化を表す

物の複合体構

法 (CPCM/H

解析 (N1

の複合体形成

を明確にす

った. なぜな

しておらず, 
場合 (表 3.
et II 化合

no (NH3
+)基

.1 節の式 (
ΔGsol の和を

 ΔGsol), ΔG
伴う適応自由

間 (P/L)の結

 ΔGadapt
L +

ΔGadapt
L + Δ

項は複合体形

す. 図 3.9 に

56 

構造に対する

HF/6-31G), C

1-NA−Se

成に伴う実測

するために, 
なら, 従来の

Set II 化合

1 (b)), その

合物は共通の

基)を有する

(2.3)に基づ

を結合・水和

Gbind
sol が N

由エネルギー

結合自由エ

ΔGbind
P/L), 

ΔGbind
P/L) + 

形成 (適応

に示すように

る hybrid 評

Classical reg

et II 化合物

測の全自由

entropic 変

の LERE-QS
合物のような

の揺らぎに基

の解離性官

ことから, Δ
づき拡張 LE
和に伴う自由

N1-NA (pro
ー変化 (ΔG
ネルギー変

下式 (3.2)

const1 

応 (adaptatio
に, ΔGadapt

P (=

評価法におけ

gion: PB/GB

物) 

由エネルギー

変化 (−TΔS)
SAR 解析に

な fragment
基づく−TΔS
官能基 (frag

Gdiss は化合

RE-QSAR
由エネルギー

otein: P)およ

Gadapt
P およ

変化 (ΔGbind

を得ることが

on)および結

= GPP − GP0

ける古典/量
法 (PB, GB

ー変化 (ΔG
S)項を陽に考

においては e
t A 部位に

の考慮が必

gment B: c
合物によらず

式の構築を

ー変化 (ΔG
よび Set II
びΔGadapt

L)
d

P/L)を含む

ができる. 

 

結合 (bindin
0)およびΔG

量子領域 
B-HCT, 

Gobs)の変

考慮した

enthalpic
に長鎖の

必要であ

carboxyl 
ずほぼ一

を行った. 
Gbind

sol)と
I 化合物 
), さらに

と仮定し

(3.2) 

ng))に伴

Gadapt
L (= 



 

GLL − 
ΔGbind

P/

ギー変化
物の複

(free)に
物の複合

由エネル

 
 

 
 
N1-NA−
(GP0, GP

おける 2
自由エ

SGLD
ラジェク

過程に
ち, 式 
まれな
ΔGadapt

L

<GP0> =
<HL0>) 
<HLL>) 

GL0)は, 適
/L (= GC − G
変化をそれぞ

合体状態 
における自由

合体状態の

ルギー (GP

−Set II 化
PP, GL0, GLL

20 ns のダイ

ネルギーの

トラジェクト

クトリから得ら

における動的
(3.2)におい

ない適応に伴
LおよびΔG
= (<HPP> − 
– T(SLL – S
− T(SC − SP

適応に伴う N
GPP − GLL)は
ぞれ表す. す

(bound)に
由エネルギー

の自由エネル
PP, GLL)を差

図 3.9 

化合物の複合
L, GC)は, 3.2
イナミクストラ

の統計平均

リに基づき算

られる結合自
的挙動に基
いては, 結

伴う自由エネ
Gbind

P/Lは, そ
<HP0>) – T

SL0) = ΔHL 
PP − SLL) = H

N1-NA およ

は結合に伴
すなわち, Δ
おける自由

ー (GP0, GL

ルギー (GC

差し引くことで

リガンドとタ

合体状態お

2.2.2 節にて

ラジェクトリか

均値 (<GP0>
算出される適

自由エネル
づく自由エ

結合に伴う自

ネルギー変
それぞれΔH

T(SPP − SP0) =
− TΔSL, ΔG

HP/L − TSP/L)

57 

よび Set II
うN1-NA と

ΔGadapt
P およ

由エネルギー
L0)を差し引
C)から N1-N
で算出した.

タンパク質の

およびそれぞ

て述べたそれ

から 0.4 ps 間

>, <GPP>, 
適応自由エ
ルギー変化で
エネルギー
自由エネルギ

変化が含まれ
ΔH と−TΔS
= ΔHP − TΔ

Gbind
P/L = <G

), 式 (3.2)

I 化合物の

と Set II 化合

よびΔGadapt
L

ー (GPP, G
くことで, ΔG

NA および S
 

の複合体形

ぞれの単独状

れぞれ独立

間隔で抽出

<GL0>, <G
エネルギー
では捉える
ー変化を反映

ギー変化に

まれることを
の和である

ΔSP, ΔGadapt
L

GC> − <GPP>
は下式 (3.

適応自由エ
合物との間の
L は N1-NA
GLL)からそれ

Gbind
P/Lは N

Set II 化合

形成過程 

状態におけ

立した SGLD
した 50,000

GLL>, <GC>
変化は, 複

ることので
映すると考

に加え, 前節

を意味する
ことから (Δ

L = <GLL> −
> − <GLL> =
3)として表現

エネルギー
の結合自由

A および Set
れぞれの単

N1-NA−Set 
合物のそれぞ

ける自由エネ

D シミュレー

0 個の構造に

>)とした. 独

複合体状態の

きない複合
考えられる. 
節の式 (3.1

. 一方で, 
ΔGadapt

P = <
− <GL0> = (
= (<HC> − 

現可能であ

ー変化を, 
由エネル
t II 化合

単独状態 
II 化合

ぞれの自

 

ネルギー 
ーションに

に基づく

独立した

のみのト

合体形成
すなわ

)には含
ΔGadapt

P, 
<GPP> − 
<HLL> − 
<HPP> − 
る. 



58 
 

ΔGobs = (1 + β) (ΔHbind
sol − TΔSbind

sol) + const1     (3.3) 
 
ここで, ΔHbind

sol (= ΔHP + ΔHL + HP/L)および−TΔSbind
sol (= −TΔSP − TΔSL − TSP/L)は, Set II 化

合物と N1-NA の複合体形成に伴う enthalpic 変化項および entropic 変化項をそれぞれ表す. 
ΔHP (−TΔSP)およびΔHL (−TΔSL)は, それぞれ適応に伴うN1-NA および Set II 化合物の適

応 enthalpic (entropic)変化を, HP/L (−TSP/L)は結合に伴う N1-NA と Set II 化合物との間の

結合 enthalpic (entropic)変化を表す. 
ΔHX (X = P, L, P/L)は実効的な enthalpic 変化項であるΔEbind

0, Edisp およびΔGsol の総和と

して表される (ΔHX = ΔEbind
0 X + Edisp

X + ΔGsol
 X). Set II 化合物と N1-NA の複合体形成にお

いては, Set II化合物の共通の解離性官能基である fragments B, C部位とN1-NAのpockets 
B, C のアミノ酸残基との間の水素結合ないしは静電相互作用による強固な結びつきがその

主要因となると考えられるが (図 3.7 (a)), これら静電相互作用のΔGobs の変動に対する寄与

は小さいと考えられる. なぜなら, この静電相互作用エネルギーの大部分を担うΔEbind
0 (≈ 

ΔEbind
FMO/HF)とΔGsol (≈ ΔGsol

polar)の各々の寄与は大きいが, 2.4 節でも確認したように, 両者

の間には良好な逆相関関係が成立しており , 結果として静電相互作用エネルギー 
(ΔEbind

FMO/HF + ΔGsol
polar)の寄与は比較的小さくなると考えられるためである. あるいは, 

fragments B, C 部位は Set II 化合物に共通の部分構造であるため, N1-NA との間の静電相

互作用エネルギーは化合物によらずほぼ一定であると考えられる. 一方で, これまでに

我々は N1-NA−Set I 化合物の複合体に対する相互作用解析 [109]において, 両分子の複

合体形成に伴うΔGobs の変動は, fragment A と pocket A のアミノ酸残基との間の分散相互作

用などの局所的な相互作用により支配されることを定量的に明らかにしている. すなわち, 
Set II 化合物と N1-NA の複合体形成においても, それを実効的に担う enthalpic 変化項のう

ち, 特に分散相互作用エネルギー (Edisp)がΔGobs の変動に対して支配的に働くと考えられ

る. そのため, N1-NA−Set II 化合物に対する LERE-QSAR 解析における enthalpic 変化項と

して, Edisp のみを考慮した. SGLD トラジェクトリから得られる 50,000 個の構造に対する Edisp

の評価として, MP2 レベルの計算に基づく評価 (Ecorr の算出)は計算コストの問題から現状

では困難である. Heら [121]の報告によれば, Edisp は Amber の LJ6 パラメータに基づく引
力エネルギー (ELJ6)により良好に近似できることから, 本解析における Edisp の評価とし

て ELJ6を用いた. したがって, 複合体形成に伴う enthalpic 変化項ΔHbind
sol (= ΔHP + ΔHL 

+ HP/L)は, ELJ6 (= ΔELJ6
P + ΔELJ6

L + ELJ6
P/L)のみを考慮することで評価した. 

−TΔSX (X = P, L, P/L)は実効的な entropic 変化項を表すが, 通常この項はその寄与が小

さいために無視あるいはその定量的評価には不確実性を伴う. しかしながら, リガンドとタン

パク質が複合体を形成する際には, 両分子における並進・回転・振動の分子運動が制限さ

れる結果として configurational entropy (Sconfig)の変化が生じ, これが複合体形成に伴うΔGobs

の変動に対して与える影響は大きいとされる. Sconfigの評価には, 2.2.2節にて述べたSchlitter
近似 [87]を用いた. 本解析では, N1-NA−Set II 化合物の複合体状態およびそれぞれの単

独状態における SGLD トラジェクトリから得られる 50,000 個の構造から原子位置揺らぎの分
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3.3  結果および考察 

3.3.1  Set I 化合物の解析 

3.3.1.1  Set I 化合物の N1-NA に対する結合相互作用様式 

 
図 3.11 は, N1-NA−oseltamivir (compound 4)の複合体構造に対する MD シミュレーション

における RMSD 値の経時変化を示す. Production MD における RMSD 値はほぼ一定であ

ることから初期構造からの大きな逸脱はないと考えられるため, MM/MD シミュレーションによ

り得られた複合体構造は妥当であると判断できる (図 3.11 (a)). Compound 4 における

fragments B, C 部位の RMSD 値はほぼ一定となっているが, fragment A 部位の RMSD 値は

fragments B, C 部位のそれらと比べて変動が大きい (図 3.11 (b)). このことは, 図 3.7 (a)から

も確認・推察可能なように, fragments B, C 部位の carboxyl, acetamide, amino 基と N1-NA の

pockets B, C のアミノ酸残基との間には強固な水素結合ないしは静電相互作用が存在する

こと, 一方で, fragment A 部位は alkoxy 基であるためその近傍の pocket A のアミノ酸残基と

の間には比較的結合力の弱い分散相互作用が存在することを反映している. 図 3.12 は

production MD の後半 500 ps における compound 4 と N1-NA との間の水素結合占有率 (カ
ットオフ距離: 3.0 Å (以内), カットオフ角度: 120.0° (以上)を満たすトラジェクトリ中の構造数 
(n)と全構造数 (N)の比 (= n/N))を示しているが, 実際に compound 4 (fragments B, C)と
N1-NA (pockets B, C)のアミノ酸残基との間にはいくつかの強固な水素結合が確認される. 
特に, carboxyl 基 (fragment B)と arginine triad (pocket B: Arg118, Arg292, Arg371)の
Arg292 および Arg371 との間の水素結合は強固であるが, Arg118 との間の水素結合はほと

んど確認されない. これは Arg118 がその近傍に位置する Glu119 (pocket C)との間に水素

結合を形成することに起因し, 結果として carboxyl 基との相互作用が減弱すると考えられる. 
このような Arg118 の動的挙動は先行研究においても報告されている [190, 214–216]. また, 
acetamide 基 (fragment B)および amino 基 (fragment C)は, それぞれ Arg152, W1 (pocket 
B)および Glu119, Asp151, W2 (pocket C)との間において水素結合を形成している. したが

って, fragments B, C 部位と pockets B, C のアミノ酸残基および水分子との間の水素結合な

いしは静電相互作用が, oseltamivir (compound 4)を含む一連の Set I 化合物の N1-NA に対

する結合の安定化に支配的に働き, これが複合体形成の主要因であると考えられる. 
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表 3.6 Set I 化合物と水分子との間の原子間距離 
Set I compound Interatomic distancea 

no. type 
 

N1 (acetamide) 
−O1 (W1) 

N1 (acetamide) 
−O2 (W2) 

N2 (amino) 
−O2 (W2) 

N4 (guanidino) 
−O1 (W1) 

1 I 3.11 3.00  2.88 − 

2 I 2.94 3.10  2.88 − 

3 I 2.93 3.10  2.89 − 

4 I 2.92 3.13  2.88 − 

5 II 2.86 − − 2.87 
6 II 2.84 − − 2.88 
7 II 2.84 − − 2.86 
8 II 2.84 − − 2.87 
a In Å. 

 
 

3.3.1.2  N1-NA−Set I 化合物の結合相互作用エネルギー解析 

 
図 3.14 は, Set I 化合物と N1-NA の複合体形成に伴う実測の全自由エネルギー変化

ΔGobs (= RT ln IC50, T = 310 K)と FMO 法に基づき算出した結合相互作用エネルギーΔEbind 
(= ΔEbind

FMO/HF + Ecorr)との関係を示す. Compounds 1–4 (type I), 5–8 (type II)のそれぞれに

おいて, ΔEbind の変動はΔGobs のそれと相関していることから (r = 0.882 (type I), 0.925 (type 
II)), 結合相互作用エネルギーの安定化に伴い阻害活性値が線形に増大することを確認で

きる. しかしながら, types I, II はそれぞれ異なる傾きと切片を有する直線上にプロットされて

いることから, type 依存的な結合様式が存在すると考えられる. このことは types I, II 化合物

の fragment C 部位のΔGdiss (pKa)の違いあるいは N1-NA に対する結合様式の違い, すなわ

ち amino, guanidino 基とその近傍のアミノ酸残基および水分子との間の相互作用の違いを

反映していると考えられる. また, 下式 (3.5)から確認可能なように, ΔEbind は Set I 化合物と

N1-NA の各アミノ酸残基との間の相互作用エネルギー (inter-fragment interaction energy: 
IFIE)の総和 (ΣIFIE)にほぼ対応していることから, IFIE を用いることで両分子間の相互作用

についての定量的な議論が可能となる. 
 

ΔEbind = 0.751 ΣIFIE – 2.79       (3.5) 
n = 8, r = 0.977, s = 0.730, F = 124 

 
ここで, 上式ならびにこれ以降の相関式において, n は化合物数, r は相関係数, s は標準偏

差, F は分散比をそれぞれ表す. 
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図 3.14 ΔGobs とΔEbind のプロット (N1-NA−Set I 化合物) 

 
 

Types I, II 化合物のそれぞれにおいて最大の阻害活性を示す compounds 4 (R1 = 
OCH(CH2CH3)2, R2 = NH3

+), 8 (R1 = OCH(CH2CH3)2, R2 = NHC(=NH2
+)NH2)と N1-NA との

複合体構造について, FMO-IFIE (MP2/6-31G)に基づく結合相互作用エネルギー解析の結

果を図 3.15 に示す. Types I, II 化合物の解離型の官能基 (fragment B: carboxyl (COO−)基, 
fragment C: amino (NH3

+), guanidino (NHC(=NH2
+)NH2)基)と N1-NA の解離性のアミノ酸残

基 (pocket A: Glu277, pocket B: Arg152, Arg292, Arg371, pocket C: Asp151, Glu227)との間

の強固な水素結合ないしは静電相互作用による安定化相互作用エネルギーが結合安定化

の支配要因であり, これらは両阻害剤に共通した特徴である. 一方で, Arg156 (pocket C)と
の間には共通して大きな不安定化相互作用エネルギーが確認される. このことは Arg156 と

の安定化相互作用を得るための阻害剤修飾の試み [217–219]が実際に行われていること

に対応している. また, W1 (pocket B)ならびに Glu119, Trp178, W2 (pocket C)との間には, 
両阻害剤において相互作用の違いが確認される. これらは, 両阻害剤の fragment C 部位 
(amino, guanidino 基)とその近傍のアミノ酸残基との相互作用の違いを反映しており, 図

3.14で示した type間を区別するエネルギー差として寄与するものと考えられる. しかしながら, 
LERE-QSAR の基本式  (3.1)における左辺のΔGobs に対して , 上記で示した阻害剤の

fragments B, C 部位と N1-NA の pockets B, C のアミノ酸残基との間の強固な水素結合ない

しは静電相互作用に基づくエネルギーの寄与は大きいが, その変動に与える影響は必ずし

も明白ではない. 次節において, Set I 化合物と N1-NA の複合体形成に伴う実測のΔGobs の

変動を支配する相互作用様式を LERE-QSAR 解析に基づき明らかにする. 
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図 3.15 Set I 化合物 (compounds 4, 8)と N1-NA のアミノ酸残基との間の IFIE 

FMO/MP2/6-31G, |IFIE| > 8.0 kcal/mol のみを示す. 

 
 

3.3.1.3  N1-NA−Set I 化合物に対する LERE-QSAR 解析 

 
Set I 化合物と N1-NA の複合体形成に伴う実測の全自由エネルギー変化 (ΔGobs)の変動

を支配する相互作用様式を明確にするために, 基本式 (3.1)に基づく LERE-QSAR 解析を

行った. 本解析のような双性イオンであるSet I化合物と活性部位に解離性のアミノ酸残基を

多く有する N1-NA との複合体形成に伴う水和自由エネルギー変化の極性項 (ΔGsol
polar)の

評価については, 古典/量子化学のhybrid評価法が有用となる可能性を2.3.4.4節の解析結

果から明らかにした. そこで本節における LERE-QSAR 解析では, 異なる評価法に基づく

ΔGsol
polar の評価が LERE-QSAR の解析結果へ与える影響の検証も行った. 

表3.7に示すように, ΔGsol
polar の評価法がそれぞれ異なるものの, Set I 化合物と N1-NA の

複合体形成に伴う実測のΔGobs の変動を, 物理化学的な意味づけとともに説明可能な統計

的に有意である LERE-QSAR 相関式  (3.6)–(3.13) ((3.6): PB, (3.7): GB-HCT, (3.8): 
GB-OBC I, (3.9): GB-OBC II, (3.10): CPCM-Bondi/PB, (3.11): CPCM-Bondi/GB-HCT, 
(3.12): CPCM-Bondi/GB-OBC I, (3.13): CPCM-Bondi/GB-OBC II)を得ることができた. 
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表3.7 LERE-QSAR 相関式 (N1-NA−Set I 化合物) 
ΔGobs = γ1 (ΔEbind

FMO/HF + Ecorr + ΔGsol
polar (X)) + γ2 ΔGdiss + const3 (n = 8) 

eq. no. X ra sb Fc γ1 βd γ2 const3 

(3.6) PB 0.847 1.31 6.35 0.545 0.690 0.534 26.7 
(3.7) GB-HCT 0.935 0.880 17.3 0.457 0.417 0.341 29.0 
(3.8) GB-OBC I 0.938 0.861 18.2 0.500 0.551 0.428 28.9 
(3.9) GB-OBC II 0.885 1.15 8.99 0.154 −0.521 0.337 −6.14 

(3.10) 
CPCM-Bondi/ 
PBe 

0.988 0.389 98.5 0.561 0.739 0.0708 25.4 

(3.11) 
CPCM-Bondi/ 
GB-HCTe 

0.988 0.377 105.2 0.486 0.508 0.0798 21.4 

(3.12) 
CPCM-Bondi/ 
GB-OBC Ie 

0.988 0.384 101.5 0.476 0.477 0.0838 21.0 

(3.13) 
CPCM-Bondi/ 
GB-OBC IIe 

0.910 1.02 12.1 0.162 −0.498 0.229 −13.5 

a Correlation coefficient. 
b Standard deviation (in kcal/mol). 
c Ratio of regression and residual variances. 
d α = 0.678 (Taken from ref. 49). 
e Hybrid approach. 

 
 
ΔGsol

polar の算出に hybrid 評価法を用いた相関式 (3.10)–(3.13)のほうが, PB/GB 法を用いた

相関式 (3.6)–(3.9)に比べて, 実測との間のより良好な相関関係を確認できる. また, これら

相関式は entropy−enthalpy 補償則に基づいており , 等温滴定熱量測定  (isothermal 
titration calorimetry: ITC)の実験結果 [49]からαを 0.678 とした場合, 相関式 (3.6)–(3.13)
の右辺の第一項 (ΔEbind

FMO/HF + Ecorr + ΔGsol
polar)の係数 (γ1 = (1 + β)(1 − α))におけるβの

値はいずれも正の値を示し, 切片 (const3)も大きな正の値を示す (式 (3.9)および(3.13)は
除く). このことは, 式 (2.2)導出において仮定したとおり (β < 0 and/or const1 > 0), 化合物

によらずほぼ一定の penalty energy が存在することを示している. 
図 3.16 は, ΔGsol

polar と結合相互作用エネルギー (ΔEbind
FMO/HF)との間の関係を示す. 2.4

節における理論的考察から期待されるように, hybrid 評価法に基づくΔGsol
polar とΔEbind

FMO/HF

と の 間 に は 良 好 な 逆 相 関 関 係  (r = −0.950 (CPCM-Bondi/PB), −0.971 
(CPCM-Bondi/GB-HCT), −0.973 (CPCM-Bondi/GB-OBC I))を確認できる (図 3.16 (a)). た

だし, CPCM-Bondi/GB-OBC II はこの限りではない. 一方で, PB/GB 法に基づくΔGsol
polar と

ΔEbind
FMO/HF との間においては, 良好な逆相関関係は確認できない (図 3.16 (b)). このこと

は, hybrid 評価法では双性イオンである Set I 化合物ならびに活性部位近傍のアミノ酸残基 
(図 3.8)を量子化学的に評価した結果を反映し, PB/GB 法は 2.3.4.4 節で示したようにこれら
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イオン性分子に対する評価が十分ではないと考えられる. 以上の結果は, 本解析のような

解離型の官能基を有するリガンドと解離性のアミノ酸残基に富む活性部位を有するタンパク

質の複合体形成に伴うΔGsol
polar を評価する場合, 両分子ならびにそれらを取り巻く反応場と

の間の静電相互作用を厳密に評価する必要性を示唆している. このとき, 古典/量子化学の

hybrid 評価法は有用かつ妥当であり, CPCM-Bondi/GB-OBC II を除く hybrid 評価法を用い

てΔGsol
polar を評価した場合, 相関式 (3.10)–(3.12)はいずれもほぼ同等な統計的有意性を

示す. したがって, 以下の代表自由エネルギー項の寄与についての議論では, 相関式 
(3.10)の構築に用いた代表自由エネルギー項に基づき議論する. 
 
 

図 3.16 ΔEbind
FMO/HF とΔGsol

polar のプロット (N1-NA−Set I 化合物) 
(a) Hybrid 評 価 法  (CPCM-Bondi/PB, CPCM-Bondi/GB-HCT, CPCM-Bondi/GB-OBC I, 
CPCM-Bondi/GB-OBC II), (b) PB/GB 法 (PB, GB-HCT, GB-OBC I, GB-OBC II). 
 
 
表 3.8 は, LERE-QSAR 解析で用いた代表自由エネルギー項, 実測値ΔGobs, LERE-QSAR
相関式 (3.10)より得られる予測値ΔGcalc, FMO (HF/6-31G)法に基づく結合相互作用エネル

ギーΔEbind
FMO/HF, hybrid 評価法 (CPCM-Bondi/PB)に基づく水和自由エネルギー変化の極

性項ΔGsol
polar (CPCM-Bondi/PB), SCRF-CPCM (HF/6-31+G(d,p))法に基づく解離自由エネルギー

変化ΔGdiss および分散相互作用エネルギーEdisp に対応する電子相関エネルギーEcorr の値

を示す. 図 3.17 は, ΔGobs の変動に対する各エネルギー項の寄与を示す. ΔGdiss は二つの化

合物系列 (types I, II 化合物)を区別するエネルギー差として寄与しており, 相関式 (3.10)
におけるそれは古典 QSAR 式においてしばしば用いられる尺度変数 (indicator variable)の
役割を果たしていると考えられるが, その寄与は小さい. 一方で, 結合相互作用エネルギー
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の 大 部 分 を 担 う ΔEbind
FMO/HF と ΔGsol

polar (CPCM-Bondi/PB) の 各 々 の 寄 与 は 大 き い 
(var.[ΔEbind

FMO/HF] = 48.7, var.[ΔGsol
polar (CPCM-Bondi/PB)] = 14.9 kcal2/mol2). しかしながら, 前述

したように両者の間には良好な逆相関関係が成立し (r = −0.950, 式 (3.14)), 結果として静

電相互作用エネルギー (ΔEbind
FMO/HF + ΔGsol

polar (CPCM-Bondi/PB))の寄与は比較的小さくなるこ

とを確認できる (var.[ΔEbind
FMO/HF + ΔGsol

polar (CPCM-Bondi/PB)] = 12.4). すなわち, 3.3.1.2 節にお

いて確認した Set I 化合物の解離性官能基である fragments B, C 部位と N1-NA の pockets B, 
Cのアミノ酸残基との間の強固な水素結合ないしは静電相互作用に対応するΔEbind

FMO/HFは, 
両分子の複合体形成の主要因となると考えられるが, ΔGsol

polar (CPCM-Bondi/PB)との間に良好な

逆相関関係が成立する結果としてΔGobs の変動に対する寄与は比較的小さくなると考えられ

る. 
 
ΔGsol

polar (CPCM-Bondi/PB) = −0.527 ΔEbind
FMO/HF + 73.2    (3.14) 

n = 8, r = 0.950, s = 1.39, F = 56.1 
 

一方で, Ecorr の寄与は大きく (var.[Ecorr] = 43.1), さらに Ecorr と(ΔEbind
FMO/HF + ΔGsol

polar 

(CPCM-Bondi/PB))との間においても良好な逆相関関係 (r = −0.989, 式 (3.15))が成立している.  
 

Ecorr = −1.85 (ΔEbind
FMO/HF + ΔGsol

polar (CPCM-Bondi/PB)) − 92.1    (3.15) 
n = 8, r = 0.989, s = 1.10, F = 280 

 
ここで, Ecorr の寄与は(ΔEbind

FMO/HF + ΔGsol
polar (CPCM-Bondi/PB))の寄与と比べて相対的に大きい

ことから, Ecorr がΔGobs の変動に対して支配的に働くと考えられる (r = 0.967, 式 (3.16)). し

たがって, Set I 化合物と N1-NA の複合体形成に伴う実測の全自由エネルギー変化の変動

に対して, 両分子間における分散相互作用などの局所的な相互作用が支配的な役割を果

たしている. 
 

ΔGobs = 0.288 Ecorr − 0.142       (3.16) 
n = 8, r = 0.967, s = 0.572, F = 87.6 

 
本節では, LERE-QSAR 解析に基づき一連の Set I 化合物と N1-NA の複合体形成に伴う

実測の全自由エネルギー変化の変動を支配する相互作用様式, すなわち分散相互作用が

支配的な役割を果たしていることを定量的に明らかにした. 次節では, この支配項に対する

阻害剤の各部分構造の寄与について原子・電子レベルにおいて定量的に議論する. 
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表3.8 複合体形成に伴うΔGobs および代表自由エネルギー項 a (N1-NA−Set I 化合物) 
Set I 
compound        

electrostatic 
energyd 

no. type ΔGobs
b ΔGcalc

c ΔEbind
FMO/HF ΔGsol

polar (CPCM-Bondi/PB) ΔGdiss Ecorr 

1 I −7.38 −7.32 −229.83 194.10 24.06 −25.61 −35.73 
2 I −9.57 −10.07 −220.12 190.10 23.34 −36.12 −30.02 
3 I −11.35 −11.32 −217.87 188.12 23.27 −38.63 −29.75 
4 I −12.77 −12.35 −216.72 188.85 23.29 −42.33 −27.87 

5 II −9.93 −9.87 −217.34 185.05 11.76 −32.03 −32.29 
6 II −12.34 −11.99 −210.10 182.87 11.73 −40.87 −27.23 
7 II −13.19 −13.16 −208.53 182.94 11.88 −44.62 −25.59 
8 II −13.19 −13.64 −206.78 182.80 11.74 −47.07 −23.99 

variancee 48.68 14.94 34.34 43.10 12.36 
a In kcal/mol. 
b ΔGobs = RT ln IC50 (T = 310 K). 
c Calculated from eq. (3.10). 
d ΔEbind

FMO/HF + ΔGsol
polar (CPCM-Bondi/PB). 

e In kcal2/mol2. 
 
 

 
図 3.17 Set I 化合物と N1-NA の複合体形成に伴う各エネルギー項の変動 

各代表自由エネルギー項は compound 4 を基準として表す. 
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3.3.1.4  阻害剤の各部分構造の全自由エネルギー変化に対する寄与 

 
本節では, FMO 法における通常のタンパク質側のフラグメント分割に加えて, 阻害剤であ

る Set I 化合物を 3 つのフラグメント (fragments A, B, C)に分割し (2.3.2.1.2 節, 図 2.5), 前

節の LERE-QSAR 解析から明らかにした支配項である分散相互作用エネルギー (Ecorr)に
対する各フラグメントの寄与およびそれらの全自由エネルギー変化 (ΔGobs)に対する寄与を

定量的に明らかにする. 表 3.9 は, Ecorr, Set I 化合物と N1-NA の各アミノ酸残基との間の分

散相互作用エネルギー (IFIEcorr)の総和 (ΣIFIEcorr), 各フラグメントと N1-NA の各アミノ酸

残基との間の分散相互作用エネルギーの総和 (ΣIFIEcorr
fragment X, X = A, B, C)およびその

和 (ΣΣIFIEcorr = ΣIFIEcorr
fragment A + ΣIFIEcorr

fragment B + ΣIFIEcorr
fragment C)を示す. 

 
 
表3.9 Set I 化合物と N1-NA との間の分散相互作用エネルギーa 
Set I compound  

 

ΣIFIEcorr
b ΣIFIEcorr

fragment X c ΣΣIFIEcorr
d 

no. type Ecorr non-divided A B C A + B + C 

1 I −25.61 −42.36 0.31 −34.78 −7.50 −41.97 
2 I −36.12 −52.49 −7.60 −36.79 −7.18 −51.57 
3 I −38.63 −54.59 −9.37 −37.00 −7.29 −53.66 
4 I −42.33 −58.08 −12.96 −36.75 −7.16 −56.87 

5 II −32.03 −47.86 0.33 −32.90 −14.51 −47.08 
6 II −40.87 −56.71 −7.93 −33.51 −13.65 −55.08 
7 II −44.62 −60.14 −10.52 −33.96 −13.92 −58.40 
8 II −47.07 −62.27 −13.21 −33.63 −13.65 −60.48 

r2 e 0.936 0.926 0.728 0.0137 0.190 0.921 
variancef 43.10 38.15 24.67 2.49 11.12 32.94 
contributiong 64.7 6.5 29.2 
a In kcal/mol. 
b Summation of IFIEcorr for a non-divided ligand over all the amino acid residues in N1-NA. 
c Summation of IFIEcorr

fragment X for X = A, B, and C over all the amino acid residues in N1-NA. 
d ΣΣIFIEcorr = ΣIFIEcorr

fragment A + ΣIFIEcorr
fragment B + ΣIFIEcorr

fragment C. 
e Coefficient of determination for ΔGobs. 
f In kcal2/mol2. 
g Var.[ΣIFIEcorr

fragment X]/var.[ΣIFIEcorr] for X = A, B, and C (in %). 
 
 
下式 (3.17)および(3.18)に示すように, Ecorr はΣIFIEcorr と良好に線形かつ slope も 1 に近く (r 
= 0.999, slope = 1.06, 式 (3.17)), Set I 化合物を 3 つのフラグメントに分割した場合において
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も, Ecorr とΣΣIFIEcorr との間に良好な線形関係 (r = 0.999, slope = 1.14, 式 (3.18))が存在す

ることから, 各フラグメントの寄与についての定量的な議論が可能となる. 
 

Ecorr = 1.06 ΣIFIEcorr + 19.3       (3.17) 
n = 8, r = 0.999, s = 0.265, F = 4905 

 
Ecorr = 1.14 ΣΣIFIEcorr + 22.3       (3.18) 
n = 8, r = 0.999, s = 0.403, F = 2117 

 
図 3.18 は, ΔGobs と Ecorr (≈ ΣIFIEcorr ≈ ΣΣIFIEcorr)との間の相関 (決定係数)および Ecorr の変

動に対する寄与 (割合)を各フラグメントについて示しているが, 相関および変動がともに最

大であるのは fragment A であることを確認できる. 分散相互作用エネルギーは近距離力に

基づくため, fragment A とその近傍の pocket A のアミノ酸残基との間の分散相互作用などの

局所的な相互作用が, 一連の Set I 化合物と N1-NA との複合体形成に伴う全自由エネルギ

ー変化の変動に対して最も支配的な役割を果たしていることが示唆される. 
 
 

 
図 3.18 阻害剤と N1-NA の相互作用における各部分構造の寄与 

X は阻害剤を 3 つのフラグメントに分割した場合の部分構造 A, B および C に対応する. 
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3.3.2  Set II 化合物の解析 

3.3.2.1  Set II 化合物の N1-NA に対する結合相互作用様式 

 
表 3.10 は, N1-NA−Set II 化合物 (compounds 1–9)の複合体状態 (bound)および N1-NA

の単独状態 (free)に対する SGLD シミュレーションにおけるタンパク質部分の平均 RMSD
値を示す. N1-NA の主鎖部分の原子に対しては位置拘束を設けているため, Cα原子を含む

主鎖部分において大きな構造変化は確認されない. また, N1-NA の全体の構造変化は側

鎖部分の構造変化に依存し, その程度は主鎖部分と比べて大きいが, 化合物によらず

RMSD 値はほぼ一定であることを確認できる. しかしながら, これら RMSD 値は N1-NA の

単独状態のそれとほぼ同等であることから, 複合体形成に伴う N1-NA の構造変化の程度は

比較的小さく, Set II 化合物によらずほぼ同程度の構造変化が生じていると考えられる. 表

3.11 は, N1-NA−Set II 化合物の複合体状態および Set II 化合物の単独状態に対する

SGLD シミュレーションにおける各化合物の fragment ごとの平均 RMSD 値を示す. Set II 化

合物の複合体状態および単独状態のいずれにおいても , その構造変化の大部分は

fragment A 部位に起因することを確認できる. 
 
 
表3.10 N1-NA (複合体状態および単独状態)の SGLD シミュレーションにおける構造変化 
Set II compound RMSD (N1-NA)a 

no. type Allb Side chainb Backboneb Cα
b 

1 I 1.65 (0.07) 1.65 (0.07) 0.80 (0.01) 0.77 (0.01) 
2 I 1.67 (0.08) 1.67 (0.08) 0.79 (0.01) 0.77 (0.01) 
3 I 1.68 (0.10) 1.68 (0.10) 0.78 (0.01) 0.75 (0.01) 
4 I 1.66 (0.07) 1.66 (0.07) 0.79 (0.01) 0.77 (0.01) 
5 I 1.63 (0.06) 1.63 (0.06) 0.79 (0.01) 0.77 (0.01) 
6 I 1.62 (0.07) 1.62 (0.07) 0.79 (0.01) 0.77 (0.01) 
7 I 1.67 (0.06) 1.67 (0.06) 0.79 (0.01) 0.76 (0.01) 
8 I 1.66 (0.07) 1.66 (0.07) 0.80 (0.01) 0.78 (0.01) 
9 I 1.65 (0.07) 1.65 (0.07) 0.79 (0.01) 0.76 (0.01) 

variancec 3.51 × 10−4 3.51 × 10−4 3.69 × 10−5 3.61 × 10−5 
ligand-free N1-NA 1.65 (0.06) 1.65 (0.06) 0.80 (0.01) 0.78 (0.01) 
a In Å. 
b Average value and standard deviation (in parentheses). 
c In Å2. 
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表3.11 Set II 化合物 ((a) 複合体状態および(b) 単独状態)の SGLD シミュレーションにお

ける構造変化 
(a) Set II compound (bound) RMSD (ligand)a 

no. type Allb fragment Ab fragment Bb fragment Cb 

1 I 0.71 (0.14) − 0.59 (0.14) 0.04 (0.01) 
2 I 0.87 (0.15) 0.07 (0.02) 0.58 (0.14) 0.04 (0.01) 
3 I 1.52 (0.20) 0.90 (0.36) 0.59 (0.14) 0.04 (0.01) 
4 I 1.22 (0.31) 1.06 (0.38) 0.62 (0.15) 0.04 (0.01) 
5 I 1.39 (0.33) 1.35 (0.32) 0.62 (0.15) 0.04 (0.01) 
6 I 1.51 (0.43) 1.38 (0.35) 0.61 (0.15) 0.04 (0.01) 
7 I 1.93 (0.18) 0.96 (0.32) 0.59 (0.14) 0.04 (0.01) 
8 I 1.58 (0.24) 1.31 (0.31) 0.59 (0.14) 0.04 (0.01) 
9 I 1.54 (0.45) 1.39 (0.38) 0.59 (0.14) 0.04 (0.01) 

variancec 0.13 0.17 2.24 × 10−4 3.08 × 10−9 

(b) Set II compound (free) RMSD (ligand)a 

no. type Allb fragment Ab fragment Bb fragment Cb 

1 I 1.12 (0.60) − 0.88 (0.46) 0.04 (0.01) 
2 I 1.52 (0.67) 0.07 (0.02) 1.02 (0.50) 0.04 (0.01) 
3 I 1.73 (0.45) 1.00 (0.34) 0.81 (0.42) 0.04 (0.01) 
4 I 1.53 (0.48) 1.07 (0.35) 0.77 (0.39) 0.04 (0.01) 
5 I 1.85 (0.60) 1.42 (0.27) 0.92 (0.47) 0.04 (0.01) 
6 I 1.85 (0.52) 1.50 (0.27) 0.78 (0.40) 0.04 (0.01) 
7 I 2.05 (0.42) 1.05 (0.31) 0.86 (0.45) 0.04 (0.01) 
8 I 1.98 (0.44) 1.39 (0.26) 0.96 (0.49) 0.04 (0.01) 
9 I 1.95 (0.44) 1.48 (0.30) 0.78 (0.40) 0.04 (0.01) 

variancec 0.08 0.19 7.01 × 10−3 1.35 × 10−9 
a In Å. 
b Average value and standard deviation (in parentheses). 
c In Å2. 

 
 

図 3.20 は複合体状態および単独状態における Set II 化合物の fragment A 部位の RMSF
値を示す. Fragment A 部位の alkyl 基の伸長に伴い柔軟性は増大するものの, いずれの化

合物も N1-NA との複合体形成に伴い, その程度は異なるものの柔軟性が凍結することを確

認できる. 特に, compounds 5, 6 のような fragment A 部位に長鎖の直鎖 alkoxy 基 (R1 = 
OC5H11, OC6H13)を有する化合物の場合, 複合体形成の前後における柔軟性の凍結の程

度は大きい (図 3.20 (e), (f)). 一方で, compound 9 (oseltamivir)が有する分岐鎖 alkoxy 基 
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(R1 = OCH(CH2CH3)2)の揺らぎは, 複合体形成の前後においてほとんど変化が無いことを

確認できる (図 3.20 (i)). 上記で確認した Set II 化合物と N1-NA の複合体形成の前後にお

ける fragment A 部位の揺らぎの変化は, configurational entropy (Sconfig)の変化を生じ, これ

が複合体形成に伴う全自由エネルギー変化 (ΔGobs)の変動に対して与える影響は大きいと

考えられる. この揺らぎに基づく Sconfig の変化を定量的に評価することが, 直鎖・分岐鎖

alkoxy 基の結合相互作用様式の違いを明確にするうえで重要である. 
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図 3.20 複合体形成の前後における Set II 化合物の fragment A の揺らぎ 
(a)–(i) Compounds 1–9. 炭素番号の表記は表 3.1 (b)に準ずる. 
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3.3.2.2  複合体形成に伴う自由エネルギー変化 

 
3.2.3.2 節にて示したように, Set II 化合物と N1-NA の複合体形成に伴う実測の全自由エ

ネルギー変化  (ΔGobs)の変動は , enthalpic 変化  (ΔHbind
sol)のみならず entropic 変化 

(−TΔSbind
sol), すなわち両変化項の和である自由エネルギー変化 (ΔGbind

sol)によって支配さ

れると考えられる. 3.3.1.3 節ならびにこれまでの解析結果 [109]から, Set II 化合物のような

fragment A 部位のみが異なる化合物の場合, ΔHbind
sol として特に fragment A が担う分散相

互作用エネルギー (Edisp)および−TΔSbind
solとしてその揺らぎに基づく configurational entropy 

(Sconfig)の変化に起因する entropic 変化 (−TΔSconfig)がΔGobsの変動を実効的に支配すると考

えられる. 複合体形成に伴う Edispおよび−TΔSconfig については, それぞれ LJ6パラメータに
基づく引力エネルギーELJ6 (= ΔELJ6

P + ΔELJ6
L + ELJ6

P/L)および Schlitter 近似に基づく

−TΔSschl (= −TΔSschl
P − TΔSschl

L − TSschl
P/L)により評価した. ELJ6, −TΔSschl および両変化項の

和ΔGbind
sol (= ELJ6 − TΔSschl = ΔGadapt

P + ΔGadapt
L + ΔGbind

P/L)について, 20 ns の SGLD シミュ

レーションにおける全化合物の累積平均値を, 図 3.21 (a), 図 3.21 (b)および図 3.21 (c)にそ

れぞれ示す. 複合体形成における適応に伴う Set II 化合物の適応 enthalpic (entropic)変化
ΔELJ6

L (−TΔSschl
L)ならびに結合に伴う N1-NA と Set II 化合物との間の結合 enthalpic 

(entropic)変化 ELJ6
P/L (−TSschl

P/L)の各々の変動 (標準偏差)は小さく, その収束も良好である. 
一方で, 適応に伴う N1-NA の適応 enthalpic (entropic)変化ΔELJ6

P (−TΔSschl
P)の変動は大き

く, 特に−TΔSschl
P についてはその収束も良好ではないことを確認できる (図 3.21 (a), (b)). 

結果として, Set II 化合物の適応自由エネルギー変化ΔGadapt
L (= ΔELJ6

L − TΔSschl
L)および

N1-NA と Set II 化合物との間の結合自由エネルギー変化ΔGbind
P/L (= ELJ6

P/L − TSschl
P/L)のそ

れぞれは良好に収束している一方で, N1-NA の適応自由エネルギー変化ΔGadapt
P (= ΔELJ6

P 
− TΔSschl

P)の収束は良好ではなく, またその変動は Set II 化合物のそれと比べて顕著に大き

いため, ΔGadapt
P に対する定量的な議論は困難と思われる (図 3.21 (c)). 一方で, 本解析で

用いる Set II 化合物は一連の低分子化合物 (cogeneric series)であるため, これらとの複合

体形成に伴うN1-NAの変化項 (ΔELJ6
Pおよび−TΔSschl

P)は互いに相殺し, さらに長時間のシ

ミュレーションにおいては両変化項の和であるΔGadapt
P の変動は小さくなると考えられる. ま

た, Ikeguchi ら [224]の線形応答理論によれば, リガンドとタンパク質の複合体形成に伴うタ

ンパク質の揺らぎはリガンドに非依存的であり, そのタンパク質固有の熱揺らぎにのみ依存

することから, 一連の Set II 化合物の適応に伴う N1-NA の適応自由エネルギー変化

ΔGadapt
P は, その収束域においては化合物によらずほぼ一定となると推察できるため, 次節

の LERE-QSAR 解析ではΔGadapt
P を考慮しないこととした. 
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図 3.21 SGLD シミュレーションにおけるエネルギーの経時変化 
(a) Enthalpic energy change, (b) Entropic energy change, (c) Free-energy change. 
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3.3.2.3  N1-NA−Set II 化合物に対する LERE-QSAR 解析 

 
Set II 化合物と N1-NA の複合体形成に伴う実測の全自由エネルギー変化 (ΔGobs)の変

動を支配する相互作用様式を明確にするために, 基本式 (3.4)に基づき entropic 変化を陽

に考慮した拡張 LERE-QSAR 解析を行った. Enthalpic 変化ΔHbind
sol (≈ ELJ6 (≈ ΔELJ6

L + 
ELJ6

P/L))および entropic 変化−TΔSbind
sol (≈ −TΔSschl (≈ −TΔSschl

L − TSschl
P/L))の両変化項 

(SGLD シミュレーション (20 ns)のダイナミクストラジェクトリの構造に基づき算出される統計

平均値)に基づき, Set II 化合物と N1-NA の複合体形成に伴う実測のΔGobs の変動を, 物理

化学的な意味づけとともに説明可能な統計的に有意である LERE-QSAR 相関式 (3.19)を
得ることができた. 
 

ΔGobs = 0.411 (ΔELJ6
L + ELJ6

P/L − TΔSschl
L − TSschl

P/L) + 3.69   (3.19) 
n = 9, r = 0.961, s = 0.490 kcal/mol, F = 83.6 

 
表 3.12 は , LERE-QSAR 解析で用いた代表自由エネルギー項 , 実測値 ΔGobs, 

LERE-QSAR 相関式 (3.19)より得られる予測値ΔGcalc, 分散相互作用エネルギーEdisp に対

応する LJ6 パラメータに基づく引力エネルギーELJ6, configurational entropic 変化

−TΔSconfig に対応する Schlitter 近似に基づく−TΔSschl の値を示す. 図 3.22 は, ΔGobs の変動

に対する各エネルギー項の寄与を示す. Set II 化合物の適応 enthalpic 変化ΔELJ6
Lの変動は

きわめて小さいことからその寄与は無視できると考えられ (var.[ΔELJ6
L] = 0.1 kcal2/mol2), 実

際にこのエネルギー項を除外した場合においても, LERE-QSAR 相関式が良好に成立する

ことを確認している (r = 0.967). 各エネルギー項において結合 enthalpic 変化 ELJ6
P/L の変動

は最大であるが (var.[ELJ6
P/L] = 35.3), ΔGobs との間の相関はそれほど良好ではない (r = 

0.800). 一方で, 下式 (3.20)および図 3.23 で示すように, ELJ6
P/L と結合 entropic 変化

−TSschl
P/L との間には entropy−enthalpy 補償則が良好に成立している. 

 
−TSschl

P/L = −0.367 ELJ6
P/L + 6.39      (3.20) 

n = 9, r = 0.957, s = 0.751, F = 76.1 
 
ここで, ELJ6

P/L および−TSschl
P/L の寄与は互いに相殺し, それぞれの寄与は減弱するが, 

ELJ6
P/L の寄与は−TSschl

P/L の寄与と比べて相対的に大きいことを確認できる (var.[ELJ6
P/L] = 

35.3 > var.[−TSschl
P/L] = 5.2). 一方で, Set II 化合物の適応 entropic 変化−TΔSschl

L は

compound 9 (oseltamivir)を除きいずれも正の値であることから, 複合体形成に伴い Set II 化

合物の柔軟性は凍結すると考えられる. この凍結効果は, 3.3.2.1 節で確認した複合体形成

の前後における化合物の fragment A 部位の動的挙動の変化を反映している. Fragment A
部位に直鎖 alkoxy 基 (R1 = OH, OCH3, OC3H7, OC4H9, OC5H11, OC6H13)を有する
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compounds 1–6 の凍結効果は alkyl 基の伸長に伴い増大するが, 分岐鎖 alkoxy 基 (R1 = 
OCH2CH(CH3)2, OCH(CH3)(CH2CH3)(R), OCH(CH2CH3)2)を有する compounds 7–9 のうち, 
特に compound 9 の凍結効果はほとんどないことを確認できる. このことは, −TΔSschl

L は

ΔELJ6
L とは独立した変動であることを示唆している. したがって, Set II 化合物と N1-NA の複

合体形成に伴う実測の全自由エネルギー変化の変動に対して, 両分子間における分散相

互作用などの結合 enthalpic 変化と適応に伴う Set II 化合物の適応 entropic 変化が支配的

な役割を果たしていると考えられる. 
 
 
表3.12 複合体形成に伴うΔGobs および代表自由エネルギー項 a (N1-NA−Set II 化合物) 
Set II compound enthalpic energy entropic energy 

no. type ΔGobs 
b ΔGcalc 

c ΔELJ6
L ELJ6

P/L −TΔSschl
L −TSschl

P/L 

1 I 
 

−7.38 −7.02 
0.28 

(0.11d) 
−53.89 

(−22.13d) 
1.08 

(0.44d) 
26.44 

(10.86d) 

2 I 
 

−7.70 −7.97 
0.34 

(0.14d) 
−57.67 

(−23.69d) 
1.39 

(0.57d) 
27.53 

(11.31d) 

3 I 
 

−9.57 −9.99 
0.00 

(0.00d) 
−64.94 

(−26.67d) 
2.08 

(0.85d) 
29.55 

(12.14d) 

4 I 
 

−9.25 −9.98 
−0.38 

(−0.16d) 
−65.78 

(−27.02d) 
2.03 

(0.83d) 
30.85 

(12.67d) 

5 I 
 

−9.50 −9.64 
−0.42 

(−0.17d) 
−70.06 

(−28.77d) 
5.83 

(2.40d) 
32.19 

(13.22d) 

6 I 
 

−9.68 −9.55 
−0.23 

(−0.09d) 
−72.45 

(−29.76d) 
6.89 

(2.83d) 
33.55 

(13.78d) 

7 I 
 

−9.50 −9.35 
−0.29 

(−0.12d) 
−66.44 

(−27.29d) 
3.53 

(1.45d) 
31.43 

(12.91d) 

8 I 
 

−11.35 −10.50 
0.25 

(0.10d) 
−69.17 

(−28.41d) 
4.09 

(1.68d) 
30.27 

(12.43d) 

9 I 
 

−12.77 −12.70 
−0.88 

(−0.36d) 
−71.68 

(−29.44d) 
−0.59 

(−0.24d) 
33.23 

(13.65d) 

variancee 0.14 35.27 5.06 5.20 
a In kcal/mol. 
b ΔGobs = RT ln IC50 (T = 310 K). 
c Calculated from eq. (3.19). 
d The value of the representative energy terms multiplied by (1 + β) (= 0.411 obtained from eq. (3.19)). 
e In kcal2/mol2. 
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図 3.22 Set II 化合物と N1-NA の複合体形成に伴う各エネルギー項の変動 

各代表自由エネルギー項は compound 1 を基準として表す. 
 
 

 
図 3.23 結合過程における entropy (−TSschl

P/L)−enthalpy (ELJ6
P/L)補償則 
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本節では, entropic 変化を陽に考慮した拡張 LERE-QSAR 解析に基づき一連の Set II 化

合物と N1-NAの複合体形成に伴う実測の全自由エネルギー変化の変動を支配する相互作

用様式, すなわち分散相互作用などの結合 enthalpic 変化と適応 entropic 変化の両変化項

が支配的な役割を果たしていることを定量的に明らかにした. 次節では, Set II 化合物の

fragment A 部位の直鎖・分岐鎖 alkoxy 基の結合相互作用様式の違いを明確にすることで, 
特異な分岐鎖 alkoxy 基を有する oseltamivir が一連の Set II 化合物のなかで最大の阻害活

性を示す要因について議論する. 
 
 

3.3.2.4  直鎖・分岐鎖 alkoxy 基の結合相互作用様式の違い 

 
Fragment A 部位に直鎖 alkoxy 基を有する compounds 1–3 (R1 = OH, OCH3, OC3H7)にお

いては, fragment A 部位の alkyl 基の伸長に伴い阻害活性値の増大を確認でき, 特に R1

に propyl 基を導入した compound 3 の活性値は, methyl 基を導入した compound 2 の約 20
倍である (表 3.1 (b)). このことは, 3.3.1.3 節にて示した解析結果から, fragment A 部位に導

入した propyl 基と近傍の pocket A のアミノ酸残基との間の分散相互作用の増大に起因する

と考えられる. しかしながら, fragment A 部位にさらに alkyl 基を付加した長鎖の直鎖 alkoxy
基を有する compounds 4–6 (R1 = OC4H9, OC5H11, OC6H13)の阻害活性値は, いずれも

compound 3 のそれと同程度までしか増強していないことから, 伸長した alkyl 基部分が近傍

のアミノ酸残基との間において効果的な分散相互作用に関与していない可能性が示唆され

る . 一 方 で , 分 岐 鎖 alkoxy 基 を 有 す る compounds 7–9 (R1 = OCH2CH(CH3)2, 
OCH(CH3)(CH2CH3)(R), OCH(CH2CH3)2)のうち, 特に compound 9 (oseltamivir)の阻害活

性値は compound 3 の約 180 倍であり, 一連の Set II 化合物のなかで最大の阻害活性を示

す. すなわち, ほぼ同程度の炭素原子数で構成される fragment A 部位の alkoxy 基におい

て, それが直鎖あるいは分岐鎖であるかにより大きな活性差を生じている. 本節では, 前節

の LERE-QSAR 解析において明らかにした支配項 (結合 enthalpic 変化 ELJ6
P/L および適応

entropic 変化−TΔSschl
L)に基づき, 直鎖・分岐鎖 alkoxy 基を有する化合物間の活性差を担う

要因について議論する. 
Fragment A 部位に直鎖・分岐鎖 alkoxy 基を有する化合物において, 長鎖の直鎖 

(normal) alkoxy 基を有する compound 6 と分岐鎖 (branched) alkoxy 基を有する compound 
9 の活性差は, 自由エネルギー差として約 3.1 kcal/mol (ΔGobs (compound 6) = −9.7, ΔGobs 
(compound 9) = −12.8 kcal/mol)生じている. Compounds 6, 9 の fragment A 部位がその近傍

のアミノ酸残基と相互作用している様子を図 3.24 に示す. Compound 6 の直鎖 alkoxy 基 (R1 
= OC6H13 (O-C1-C2-C3-C4-C5-C6))は, 主として N1-NA の pocket A のうちタンパク質表面へと

広がる subpocket A2 のアミノ酸残基と相互作用しているのに対し (図 3.24 (a)), compound 9
の分岐鎖 alkoxy 基 (R1 = OCH(CH2CH3)2 (O-C1-(C2-C3)(C2’-C3’)))は, この subpocket A2 と
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図 3.25 Compounds 6 と 9 の fragment A との間の ELJ6

P/L fragment A 
 
 

図 3.26 は, compounds 6, 9 の fragment A 部位の各原子について, −TΔSschl
L の算出に用

いた複合体形成の前後における原子位置揺らぎの分散・共分散 matrix σを示す. Compound 
6 の fragment A 部位について, 複合体形成前の単独状態 (free)の揺らぎは大きいが, 複合

体形成後の複合体状態 (bound)における揺らぎは一部の原子で凍結していることを確認で

きる (図 3.26 (a)). 長鎖の直鎖 alkoxy 基の先端の部分構造 (C4-C5-C6)は, 複合体状態に

おいても依然よく揺らいでいることから N1-NA との結合に効果的に働いていないと考えられ

る. 一方で, 母核構造付近の部分構造 (O-C1-C2-C3)は, 近傍のアミノ酸残基 (subpocket 
A2: Ile222, Arg224, Ser246, 図 3.24 (a), 図 3.25)との間の分散相互作用に関与することによ

り揺らぎが凍結し, 結果として凍結 entropy (−TΔSschl
L (compound 6) = 2.8 kcal/mol, 表 3.12)

を生じている. Compound 9 の fragment A 部位については, 部分構造 (C2-C3および C2’-C3’)
同士が協調して揺らいでおり, この特徴的な揺らぎは複合体形成の前後においてほとんど

変化していないことを確認できる (図 3.26 (b)). すなわち, これら compound 9 の部分構造は

それぞれ近傍のアミノ酸残基 (subpocket A1: Glu276, Arg292, Asn294, subpocket A2: 
Arg224, Ser246, 図 3.24 (b), 図 3.25)との間の分散相互作用に関与するが, この相互作用

に伴う fragment A 部位の凍結 entropy はほとんど生じていない (−TΔSschl
L (compound 9) = 

−0.2 kcal/mol, 表 3.12). 
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3.3.3  LERE-QSAR 解析および古典 QSAR 解析に基づくシアル酸誘導体

の活性発現メカニズムに対する物理化学的考察 

 
LERE-QSAR 解析に基づき二つの化合物セット (Sets I, II)から構成される一連のシアル

酸誘導体と N1-NA の複合体形成に伴う実測の全自由エネルギー変化 (ΔGobs)の変動を支

配する相互作用様式を, 物理化学的な意味づけとともに定量的に明らかにした. 
一連の Set I 化合物と N1-NA の複合体形成に伴うΔGobs の変動は, 統計的に有意な

LERE-QSAR 相関式 (3.10)を用いて定量的に説明可能であった (図 3.27 (a)). 一方で, 表

3.1 (a)に示すπ1 および MR を用いた古典 QSAR 解析からも, ΔGobs の変動を説明可能な相

関式 (3.21)および(3.22)を得ることができた (図 3.27 (b)). 
 

ΔGobs = 0.561 (ΔEbind
FMO/HF + Ecorr + ΔGsol

polar (CPCM-Bondi/PB)) + 0.0708 ΔGdiss + 25.4 (3.10) 
n = 8, r = 0.988, s = 0.389 kcal/mol, F = 98.5 

 
ΔGobs = −2.45 π1 − 2.91 Itype − 14.0      (3.21) 
n = 8, r = 0.968, s = 0.619 kcal/mol, F = 37.5 

 
ΔGobs = −1.88 MR + 2.41       (3.22) 
n = 8, r = 0.969, s = 0.561 kcal/mol, F = 91.2 

 
ここで, 式 (3.21)における右辺の第二項 Itype は, Set I 化合物の fragment C 部位が amino
基である場合は 0 を, guanidino 基の場合は 1 をとる尺度変数を表す. π1 および Itype の回帰

係数がともに負の値を示すことから, シアル酸誘導体の疎水性の増大と fragment C 部位の

塩基性の増強が阻害活性値の増大に有効であることが示唆される. また, MR は原子や分

子によって占有される体積やその分極率に依存し, 分散力を表すパラメータと解釈されるが, 
式 (3.22)におけるその回帰係数が負の値を示すことから, 分散相互作用の増大が阻害活

性値の増大に寄与している. 本解析で用いた阻害活性値は IC50 値であるため, ΔGobs はシ

アル酸誘導体の標的受容体までの輸送過程を含んでいると考えられるが, 通常, 薬物分子

が作用を発現する過程は, 薬物分子が吸収部位から作用点へと到達するまでの過程 (薬
力学的過程)と薬物分子が標的部位と相互作用する過程 (薬動力学過程)によって規定さ

れる. 上記の古典 QSAR 解析においては, 主に式 (3.21)および(3.22)が薬力学的過程およ

び薬動力学過程をそれぞれ反映していると考えられる. すなわち, 輸送過程におけるシア

ル酸誘導体の疎水性とその官能基の解離性ならびに N1-NA (標的部位)との相互作用過程

における分散相互作用の重要性を示唆している. 一方で, π1 はその定義からシアル酸誘導

体の特定の部分構造である fragments A, C 部位の疎水性を表しているため, fragments A, C
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部位と N1-NA との間の疎水性相互作用が, シアル酸誘導体の輸送過程よりも重要であると

考えられる. しかしながら, π1 のみを用いる古典 QSAR 式の統計的質は乏しく (r = 0.658), 
またπ1 と MR との間には強い共線性が存在することから, その詳細については必ずしも明ら

かとはならない. 
一方で, LERE-QSAR 解析に基づくシアル酸誘導体の活性発現メカニズムの解釈は, 上

記の古典 QSAR 解析の結果に対するより強固な物理化学的な意味づけにつながると考える. 
LERE-QSAR 解析では, 一つの相関式 (3.10)を用いて一連のシアル酸誘導体と N1-NA の

複合体形成に伴う実測のΔGobs の変動を統一的に説明可能であった. 式 (3.10)における右

辺の第二項ΔGdiss は, fragment C 部位 (amino, guanidino 基)の解離自由エネルギー変化を

表し, これは二つの化合物系列を区別するエネルギー差として寄与することから, 式 (3.21)
における Itype に対応すると考えられる. このことは, amino 基よりも塩基性が強い guanidino 基

の導入が阻害活性値の増大に有効であることを裏付けている. また, 式 (3.10)の右辺の第

一項における Ecorr は, ΔGobs の変動に対して支配的に働くが, これは式 (3.22)における MR
と良好に対応している (r = 0.993). すなわち, 両 QSAR 解析の結果はともに分散相互作用

エネルギーがΔGobs の変動に対して支配的に働くことを示唆している. 一方で, 式 (3.10)の
右辺の第一項におけるΔGsol

polar (CPCM-Bondi/PB)の大部分は溶媒和 enthalpy 変化に対応し, 式 
(3.21)におけるπ1 と関連していると考えられるが, 両者の間の相関は良好ではないことから, 
考慮していない溶媒和 entropy 変化の寄与も大きいと思われる [225–227]. 加えてΔGsol

polar 

(CPCM-Bondi/PB)とΔEbind
FMO/HF との間にはきわめて良好な逆相関関係が存在しており, これらの

ことが古典 QSAR 解析におけるπ1 の解釈を見かけ上不明瞭にしていると考えられる. 
 
 

図 3.27 ΔGobs とΔGcalc のプロット (N1-NA−Set I 化合物) 
(a) LERE-QSAR 式 (3.10)によるΔGcalc, (b) 古典 QSAR 式 (3.22)によるΔGcalc. 
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一連の Set II 化合物と N1-NA の複合体形成に伴うΔGobs の変動は, entropic 変化を陽に

考慮した統計的に有意な拡張 LERE-QSAR 相関式 (3.19)を用いて定量的に説明可能であ

った (図 3.28 (a)). 一方で, 表 3.1 (b)に示すπ2 および MR を用いた古典 QSAR 解析では, 
統計的質の乏しい相関式 (3.23)および(3.24)しか得ることができなかった (図 3.28 (b)). 
 

ΔGobs = 0.411 (ΔELJ6
L + ELJ6

P/L − TΔSschl
L − TSschl

P/L) + 3.69   (3.19) 
n = 9, r = 0.961, s = 0.490 kcal/mol, F = 83.6 

 
ΔGobs = −1.16 π2 − 7.88       (3.23) 
n = 9, r = 0.614, s = 1.39 kcal/mol, F = 4.23 

 
ΔGobs = −1.28 MR − 0.671       (3.24) 
n = 9, r = 0.701, s = 1.26 kcal/mol, F = 6.77 

 
このことは, 図3.28 (b)からも確認可能なように, π2 (MR)では直鎖・分岐鎖alkoxy基の違いを

明確にすることができず, 特異な分岐鎖 alkoxy 基を有する oseltamivir が, 一連の Set II 化

合物のなかで最大の阻害活性を示すことは必ずしも明白とはならないことを示唆している. 
一方で , LERE-QSAR 相関式  (3.19)から , ΔGobs の変動は分散相互作用などの結合

enthalpic 変化と適応 entropic 変化の両変化項のバランスによって支配されていること, また, 
oseltamivir が一連の Set II 化合物のなかで最大の阻害活性を示すのは, 複合体形成の前

後におけるリガンド部分の凍結 entropy がほとんどないことに起因することを定量的に明らか

にした. 

図 3.28 ΔGobs とΔGcalc のプロット (N1-NA−Set II 化合物) 
(a) LERE-QSAR 式 (3.19)によるΔGcalc, (b) 古典 QSAR 式 (3.24)によるΔGcalc. 
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以上の議論は, LERE-QSAR 解析と古典 QSAR 解析の両者に対する優位性の議論では

なく, 両アプローチに基づく統合解析が, 阻害剤の活性発現メカニズムの定量的な理解に

おいて, より強固な物理化学的な意味づけを与えたことになる. 
 
 

3.4  小括 

 
本章では, インフルエンザウイルスの N1-NA と代表的な抗インフルエンザ剤の一つであ

る oseltamivir (Tamiflu)を含む一連のシアル酸誘導体 (Sets I, II)の複合体について, FMO
法等による分子科学計算ならびにその結果に基づく LERE-QSAR 解析を行った. その結果, 
シアル酸誘導体と N1-NA の複合体形成に伴う実測の全自由エネルギー変化の変動を支配

する相互作用様式を, 物理化学的な意味づけとともに定量的に明らかにした. すなわち, 
両分子間に働く分散相互作用が実測の阻害活性値より求まる全自由エネルギー変化の変

動と良好な線形関係にあること, さらに, シアル酸誘導体の各部分構造の相互作用様式を

原子・電子レベルで明確にするとともにその変動に関与する N1-NA のアミノ酸残基を定量

的に明らかにした. 
一連の Set I 化合物と N1-NA の解析において, Set I 化合物の N1-NA に対する結合の安

定化に寄与するアミノ酸残基 (pocket A: Glu277, pocket B: Arg152, Arg292, Arg371, pocket 
C: Asp151, Glu227)と不安定化に寄与するアミノ酸残基 (pocket C: Arg156)を特定した. 後

者については, Arg156 との安定化相互作用を得るための阻害剤修飾の試みが実際に行わ

れていることに対応している. また, amino, guanidino 基の相互作用の違いを担うアミノ酸残

基 (pocket C: Glu119, Trp178)を特定し, 水分子 (W1, W2)の役割も明確にした. Set I 化合

物の fragments B, C 部位と N1-NA の pockets B, C のアミノ酸残基との間の強固な水素結合

ないしは静電相互作用によるエネルギーの寄与は大きく, 複合体形成の主要因となると考

えられるが, 水和自由エネルギー変化との間に良好な逆相関関係が成立する結果として全

自由エネルギー変化の変動に対する寄与は比較的小さかった. 実際に, 両分子の複合体

形成に伴う全自由エネルギー変化の変動は, fragment Aとpocket Aのアミノ酸残基との間の

分散相互作用などの局所的な相互作用により支配されることを定量的に明らかにした. 
一連の Set II 化合物と N1-NA の解析において, 古典 QSAR 解析では直鎖・分岐鎖

alkoxy 基の違いを明確にすることができず, 特異な分岐鎖 alkoxy 基を有する oseltamivir が, 
一連の Set II 化合物のなかで最大の阻害活性を示すことは必ずしも明白とはならなかった. 
一方で, entropic 変化を陽に考慮した拡張 LERE-QSAR 解析の結果, 両分子の複合体形成

に伴う全自由エネルギー変化の変動は, 分散相互作用などの結合 enthalpic 変化と適応

entropic 変化の両変化項のバランスによって支配されていること, また, oseltamivir が一連の

Set II 化合物のなかで最大の阻害活性を示すのは, 複合体形成の前後におけるリガンド部

分の凍結 entropy がほとんどないことに起因することを定量的に明らかにした. 
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第 4 章  ヒト・ノイラミニダーゼ-2−シアル酸誘導体の複合体形成に

伴う全自由エネルギー変化に対する LERE-QSAR 解析 

4.1  序論 

 
ノイラミニダーゼ (neuraminidase: NA, EC3.2.1.18)は exoglycohydrolase に属し, 糖タンパ

ク質, 糖ペプチド, ガングリオシド, オリゴ糖などの複合糖質の非還元末端に存在するシア

ル酸を加水分解する酵素であり, このシアル酸の制御を介して様々な生物学的プロセスに

関与している. NA は, 前章で述べたウイルスをはじめ, 微生物 (細菌, 原虫, 真菌)やヒトを

含む高次の動物まで, 自然界に広く分布している [228]. これまでに, NA の構造・機能の

解明を目的とする多くの解析が報告されているが, その大部分はインフルエンザウイルス・

NA に関するものであり [145, 146], ヒト・ノイラミニダーゼ (human neuraminidase: hNEU)に
ついての報告例は少ない [229, 230]. インフルエンザウイルス・NA および hNEU のいずれ

においてもその基質はシアル酸であり, 特に前者に対する触媒反応機構の研究から [154–
156], シアル酸の遷移状態中間体を模倣した阻害剤 (transition-state analogues (mimetic) 
inhibitor)が開発されている . なかでも 2-deoxy-2,3-didehydro-N-acetyl-neuraminic acid 
(Neu5Ac2en, DANA) [231]は, 1960 年の後半に開発された初期の NA 阻害剤であるが (図
4.1), インフルエンザウイルス・NA のみならず, その他の様々な NA に対しても, 弱いながら

も阻害効果を示す [232, 233]. このことは, インフルエンザウイルスやヒトを含め, 多くの生

物種由来の NA の活性部位のアミノ酸残基が高度に保存されていることを示唆している. 
 
 

 
図 4.1 シアル酸の遷移状態中間体を模倣した阻害剤 (DANA)の開発 
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hNEU は, 細胞内局在性, 酵素特性および基質特異性が異なる 4 種類が現在までに同

定・特徴づけられており  [234], それらはリソソームに局在するヒト・ノイラミニダーゼ-1 
(hNEU1) [235], 細胞質に局在するヒト・ノイラミニダーゼ-2 (hNEU2) [236], 細胞表層の形

質膜に局在するヒト・ノイラミニダーゼ-3 (hNEU3) [237]およびこれらとは大きく性質の異なる

ヒト・ノイラミニダーゼ-4 (hNEU4) [238]に分類される. いずれも, 細胞増殖・分化およびアポ

トーシスなどの様々な細胞機能に関与する (表 4.1). 特に, hNEU1 はシアル酸含有複合糖

質のリソソーム性の異化作用に必要不可欠であり, hNEU2 は筋・神経分化に関与, また, 
hNEU3 はガングリオシドの制御を介して細胞表面機能を担う. 一方で, hNEU4 は広範な複

合糖質に対して活性を示し, また, 糖脂質の異化作用にも関与するとされるが, その詳細に

ついては未だ明らかとなっていない. また, 構造的な観点については, hNEU2 は動物 NA
においては初めて, また hNEU1–4 のなかでは唯一その 3 次元立体構造が明らかとなってい

る (図 4.2 (a)) [239]. その構造的特徴として, 一般に NA が有する 6 個のβ-sheet から構成さ

れるβ-propeller 構造および活性部位のアミノ酸残基は高度に保存されている. hNEU2 とイン

フルエンザウイルス・ノイラミニダーゼ-1 (N1-NA, 図 4.2 (b))を比べた場合, 両者のアミノ酸

残基の配列相同性はそれほど高くないものの (identity: ∼16%, similarity: ∼25%), タンパク

質全体の構造的特徴や arginine triad (hNEU2: Arg21, Arg237, Arg304, N1-NA: Arg118, 
Arg292, Arg371)などの活性部位のアミノ酸残基については比較的類似している. 
 
 
表 4.1 hNEU1–4 の比較 [229, 230] 

hNEU1 hNEU2 hNEU3 hNEU4 

subcellular 
localization 

Lysosomes Cytosol Plasma membrane 
Lysosomes, 

mitochondria and 
ER 

substrates 
Oligosaccharides and 

glycopeptides 

Oligosaccharides, 
glycoproteins, 

and gangliosides
Gangliosides 

Oligosaccharides, 
glycoproteins, and 

gangliosides 

optimal pH  
(in vitro) 

4.4–4.6 5.6–6.5 4.6–4.8 3.2–4.5 

total amino 
acid residues 

415 380 428 496 (484)a 

function 
Lysosomal catabolism 
and immune responses 

Muscle cell and 
neuronal 

differentiation 

Neuronal 
differentiation, 

apoptosis, and cell 
signaling 

Cell apoptosis 
or neural 

differentiation 

a hNEU4 exists as two isoforms. 
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活性値より求まる全自由エネルギー変化の変動を LERE-QSAR 解析から定量的に説明でき

たこと, (2) その変動を支配する特定のエネルギー成分を明らかにしたこと, (3) oseltamivir
の結合選択性を担う相互作用様式を定量的に明らかにしたのでそれらを中心に以下に述

べる [18, 21, 249]. 
 
 

4.2  解析方法 

4.2.1  化合物セット 

 
Chavas ら [244]により報告されている抗インフルエンザ剤を含む一連のシアル酸誘導体

のhNEU2 に対する阻害活性データに基づき, 本解析ではDANAとその誘導体を含む一連

のシアル酸誘導体 (isobutyl ether DANA mimetic (IEM, compound 1), 3-hydroxypropyl 
ether DANA mimetic (HEM, 2), 2,3-dihydroxypropyl ether DANA mimetic (DEM, 3), 
DANA (4))および抗インフルエンザ剤 (zanamivir (Relenza, 5), peramivir (Rapiacta, 6), 
oseltamivir (Tamiflu, 7))の合計 7 化合物を使用した. この化合物セットは, fragments A, C 部

位の側鎖基の構造のみならず, fragment B 部位の母核構造も異なる多様な化合物で構成さ

れ, その化学構造および阻害定数 Ki 値を表 4.2 に示す. 
 
 
表 4.2 シアル酸誘導体の化学構造と Ki 値 

 
compound hNEU2 

no. name R1 (fragment A) R2 (fragment C) Ki
a 

1 IEMb OCH2CH(CH3)2 OH 0.88 
2 HEMc OCH2CH2CH2(OH) OH 0.74 
3 DEMd OCH2CH(OH)CH2(OH) OH 1.4 
4 DANAe CH(OH)CH(OH)CH2(OH) OH 0.14 
5 zanamivirf CH(OH)CH(OH)CH2(OH) NHC(=NH2

+)NH2 0.017 

Fragment A
O

NH

O CH3

O

R2

Fragment C

Fragment B

R1

O

NH

O CH3

O

O

Fragment A Fragment C

Fragment B

R2R1

O O

NH

O CH3

HO

N
H

NH2

NH2

Compound 7
(oseltamivir)

Fragment A Fragment C

Fragment B

Compounds 1–5
(IEM, HEM, DEM, DANA, and zanamivir)

Compound 6
(peramivir)

1
2

3

4

5
6

1
2 6

5

4
3

1
2 5

4
3

(Continued)
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6 peramivirg CH(CH2CH3)2 NHC(=NH2
+)NH2 0.33 

7 oseltamivirh OCH(CH2CH3)2 NH3
+ 5 

a Taken from ref. 244 (in mM). 
b Isobutyl ether DANA mimetic. 
c 3-Hydroxypropyl ether DANA mimetic. 
d 2,3-Dihydroxypropyl ether DANA mimetic. 
e 2-Deoxy-2,3-didehydro-N-acetyl-neuraminic acid. 
f Relenza. 
g Rapiacta. 
h Tamiflu. 

 
 

4.2.2  hNEU2−シアル酸誘導体の複合体構造のモデリング 

 
現在, PDB に登録されている hNEU2 の立体構造として, 14 件の X 線結晶解析構造 

(PDB codes: 1SNT, 1SO7, 1VCU, 2F0Z, 2F10, 2F11, 2F12, 2F13, 2F24, 2F25, 2F26, 2F27, 
2F28, 2F29 [239]) が利用可能である . このなかには , 表 4.2 に示す compound 7 
(oseltamivir)以外の compounds 1–6 と hNEU2 の複合体の立体構造があるが , 特に

compound 4 (DANA)と hNEU2 の複合体構造 (PDB code: 1VCU, 図 4.2 (a))は, 欠落アミノ

酸残基が最小であるため, これを各化合物の複合体の初期構造として使用した. なお, 
1VCU は crystal packing により野生型ホモ二量体の構造として存在するが, 通常その酵素

機能は単量体 hNEU2 が担うと考えられるため, 実際には単量体 B鎖構造を使用した. 欠落

アミノ酸残基が最小である 1VCU の B 鎖構造においても, 一部のアミノ酸残基 (Ser284–
Gly287, Leu378–Gln380)の座標に欠落が確認されたため, SYBYL7.0 [198]を用いて補完し

た. hNEU2−compound 4 の複合体構造 (complex 4)における compound 4 と compound 1 
(IEM, PDB code: 2F11, complex 1), 2 (HEM, 2F12, 2), 3 (DEM, 2F13, 3), 5 (zanamivir, 
2F0Z, 5), 6 (peramivir, 2F10, 6)および 7 (oseltamivir, 2HU4, 7)と hNEU2 の複合体構造にお

ける化合物同士の座標の重ね合わせ操作から, compound 4 の座標をそれぞれの化合物の

座標に置き換えることで, 各化合物の複合体の初期構造を構築した. 
一方で, complexes 2, 4, 5 におけるそれぞれの化合物の fragment A 部位の近傍に位置す

る構造領域 (loop A: Ile103–Thr122, loop B: Val265–Ser275)において, 特に loop A 部位に

有意な構造変化を確認できる (図 4.3). なかでも, complex 2 の loop A の構造は, complexes 
4, 5 のそれらと比べて大きく異なり, これは化合物の fragment A 部位の構造の違い 
(compound 2: R1 = OCH2CH2CH2(OH), 4, 5: CH(OH)CH(OH)CH2(OH))に起因する相互作

用様式の差異を反映していると考えられる. また, complexes 1, 3, 6 における loop A 部位の

座標は欠落していることから, loop A は柔軟な構造領域であることが示唆される. 実際, この
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4.2.3  LERE-QSAR 解析 (hNEU2−シアル酸誘導体) 

 
シアル酸誘導体と hNEU2 の複合体形成に伴う実測の全自由エネルギー変化 (ΔGobs)の

変動を支配する相互作用様式を明確にするために, LERE-QSAR 解析 [16–21]を行った. 
2.1 節において構築した LERE-QSAR 解析の基本式 (2.6)において, 結合相互作用エネル

ギーΔEbind (= ΔEbind
0 + Edisp)は FMO/MP2/6-31G で算出し, ΔEbind

0 および Edisp はそれぞれ

ΔEbind
FMO/HFおよび Ecorrにより評価した. 水和自由エネルギー変化の極性項ΔGsol

polarは阻害

剤の結合部位以外の微小な構造変化に対して敏感であるため, この効果を 200 ps の

production molecular dynamics (MD)より得られるダイナミクストラジェクトリから統計平均値 
(<ΔGsol

polar>)として (MD 後半 150 ps のダイナミクストラジェクトリから 3.0 ps 間隔で抽出した

50 個の構造に基づき)算出することで考慮した. これは, 前節で確認したように, 阻害剤の

fragment A 部位の近傍に位置する構造領域は柔軟であるため, この変化に起因する

ΔGsol
polar を評価するためである . なお , <ΔGsol

polar>は古典的連続誘電体モデルである

Poisson−Boltzmann/generalized Born-OBC I (PB/GB-OBC I)法で評価した. 解離自由エネ

ルギー変化ΔGdiss は, シアル酸誘導体の fragment C 部位 (hydroxyl (OH), amino (NH3
+), 

guanidino (NHC(=NH2
+)NH2)基)の自由エネルギー変化として , self-consistent reaction 

field-conductor-like polarizable continuum model (SCRF-CPCM)/HF/6-31+G(d,p)により評価

した. なお, シアル酸誘導体の fragment B 部位 (carboxyl (COO−)基, pKa ∼ 2.4)および

fragment C 部位の guanidino 基 (pKa ∼ 13)については, 至適 pH (= 5.6) [244, 250]における

hNEU2 との複合体形成の前後ではほぼ完全に解離していると考えられるため, 本解析では

compound 6 (oseltamivir)の amino 基の解離自由エネルギー変化のみを評価した . 
<ΔGsol

polar>を除く各エネルギー項は, 前節のモデリング方法に従って構築した hNEU2−シア

ル酸誘導体の複合体構造に基づき算出した. 最終的に式 (2.6)から下式 (4.1)を導出し, こ

れを hNEU2−シアル酸誘導体に対する LERE-QSAR 解析における基本式とした. 
 

ΔGobs = γ1 (ΔEbind
FMO/HF + Ecorr + <ΔGsol

polar (PB/GB-OBC I)>) + γ2 ΔGdiss + const3 (4.1) 
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4.3  結果および考察 

4.3.1  シアル酸誘導体の hNEU2 に対する結合相互作用様式 

 
図 4.5 および図 4.6 は, エネルギー極小化計算後の hNEU2−compounds 4–7 (DANA (4), 

zanamivir (5), peramivir (6), oseltamivir (7))の複合体における活性部位近傍の相互作用様

式および production MD の後半 150 ps における compounds 4–7 と hNEU2 との間の水素結

合占有率 (カットオフ距離: 3.0 Å (以内), カットオフ角度: 120.0° (以上)を満たすトラジェクト

リ中の構造数 (n)と全構造数 (N)の比 (= n/N))を示す. なお, compounds 1–3 の相互作用

様式は compound 4 とほぼ同等であるために示していない. Compounds 4–7 のすべてにおい

て, 共通の部分構造である carboxyl 基 (fragment B)および acetamide 基 (fragment B)は, 
それぞれ arginine triad (pocket B: Arg21, Arg237, Arg304)および W1 (pocket B)との間に強

固な水素結合が確認される. また, compounds 4, 5 が有する glycerol 基 (fragment A)は, 
Glu111 および Glu218 (pocket A)との間において水素結合を形成しており, compound 5 のほ

うがより強固であることを確認できる. 一方で, compounds 6, 7 の fragment A は glycerol 基の

ような水酸基を有していないため, 近傍のアミノ酸残基との間に水素結合は確認されない. 
Fragment C 部位の相互作用として, 中性の hydroxyl 基を有する compound 4 は Arg41, W2 
(pocket C)との間に, また塩基性官能基 (amino, guanidino 基)を有する compounds 5–7 は

Glu39, Asp46, Asn86 , W2 (pocket C)との間に水素結合の形成を確認できるが, 後者のほう

がより強固である. なかでも, guanidino 基を有する compounds 5, 6 のほうが, amino 基を有す

る compound 7 に比べてより多くのアミノ酸残基と水素結合を形成している. このように阻害

剤とその近傍のアミノ酸残基との間において, 水素結合などの相互作用様式は比較的容易

に確認できるが, これらの結合相互作用情報のみでは表 4.2 で示した阻害活性値, すなわ

ち実測の全自由エネルギー変化 (ΔGobs)の変動を説明できない. そこで, 次節において, 
シアル酸誘導体と hNEU2 の複合体形成に伴うΔGobs の変動を支配する相互作用様式を

LERE-QSAR 解析に基づき明らかにする. 
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図 4.5 Compounds 4–7 と hNEU2 との間の相互作用様式 
 (a) Compound 4 (DANA), (b) Compound 5 (zanamivir), (c) Compound 6 (peramivir), (d) Compound 
7 (oseltamivir). W1 および W2 は水分子を, pockets A, B, C は, それぞれ fragments A, B, C の近傍

のアミノ酸残基を表す. 
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図 4.6 Compounds 4–7 と hNEU2 との間の水素結合占有率 
(a) Compound 4 (DANA), (b) Compound 5 (zanamivir), (c) Compound 6 (peramivir), (d) Compound 
7 (oseltamivir). 
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4.3.2  hNEU2−シアル酸誘導体に対する LERE-QSAR 解析 

 
シアル酸誘導体と hNEU2 の複合体形成に伴う実測の全自由エネルギー変化 (ΔGobs)の

変動を支配する相互作用様式を明確にするために, 基本式 (4.1)に基づく LERE-QSAR 解

析を行った. 母核構造が異なる多様な化合物セットにもかかわらず, 一連のシアル酸誘導

体と hNEU2 の複合体形成に伴う実測のΔGobs の変動を, 物理化学的な意味づけとともに説

明可能な統計的に有意である LERE-QSAR 相関式 (4.2)および(4.3) ((4.2): PB, (4.3): 
GB-OBC I)を得ることができた. 
 

ΔGobs = 0.0476 (ΔEbind
FMO/HF + Ecorr + <ΔGsol

polar (PB)>) + 0.0976 ΔGdiss − 2.25 (4.2) 
n = 7, r = 0.985, s = 0.237 kcal/mol, F = 65.5 

 

ΔGobs = 0.0600 (ΔEbind
FMO/HF + Ecorr + <ΔGsol

polar (GB-OBC I)>) + 0.0829 ΔGdiss − 1.02 (4.3) 
n = 7, r = 0.971, s = 0.331 kcal/mol, F = 32.7 

 

相関式において, 等温滴定熱量測定 (isothermal titration calorimetry: ITC)の実験結果 
[49]からαを 0.678 とした場合, 上式の右辺の第一項 (ΔEbind

FMO/HF + Ecorr + <ΔGsol
polar 

(PB/GB-OBC I)>)の係数 (γ1 = (1 + β)(1 − α))におけるβは負の値を示す (式 (4.2): β = −0.852, 
(4.3): −0.814). このことは, 式 (2.2)導出において仮定したとおり (β < 0 and/or const1 > 0), 
相関式の右辺の第一項に対して線形な penalty energy 項の存在を表している. なお, 
<ΔGsol

polar>の評価に対して PB 法および GB-OBC I 法のどちらを用いた場合においても, 相

関式 (4.2)および(4.3)はほぼ同等な統計的有意性を示す. したがって, 以下の代表自由エ

ネルギー項の寄与についての議論では, 相関式 (4.2)の構築に用いた代表自由エネルギ

ー項に基づき議論する. 
表 4.4 は , LERE-QSAR 解 析 で 用 い た 代 表 自 由 エ ネ ル ギ ー 項 , 実 測 値 ΔGobs, 

LERE-QSAR 相関式 (4.2)より得られる予測値ΔGcalc, FMO (HF/6-31G)法に基づく結合相互

作用エネルギーΔEbind
FMO/HF, PB 法に基づく水和自由エネルギー変化の極性項<ΔGsol

polar 

(PB)>, SCRF-CPCM (HF/6-31+G(d,p))法に基づく解離自由エネルギー変化ΔGdiss および分

散相互作用エネルギーEdisp に対応する電子相関エネルギーEcorr の値を示す. 図 4.7 は, 
ΔGobs の変動に対する各エネルギー項の寄与を示す. Compound 7 (oseltamivir)のΔGdiss の

値は他と比べてわずかに大きいが, これは fragment C部位の amino基の結合と非結合状態

における解離自由エネルギー差を反映している. Ecorr の寄与は小さく, 実際にこのエネルギ

ー項を除外した場合においても, 相関式が良好に成立することを確認できる (式 (4.4)). 
 

ΔGobs = 0.0457 (ΔEbind
FMO/HF + <ΔGsol

polar (PB)>) + 0.0935 ΔGdiss − 4.29  (4.4) 
n = 7, r = 0.958, s = 0.397 kcal/mol, F = 22.1 
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一方で, 結合相互作用エネルギーの大部分を担うΔEbind
FMO/HF と<ΔGsol

polar (PB)>の各々の寄

与は大きいものの (var.[ΔEbind
FMO/HF] = 3224, var.[<ΔGsol

polar (PB)>] = 2005 kcal2/mol2), 前章

の N1-NA の解析結果と同様に, 両者の間には良好な逆相関関係が成立し (r = −0.969, 
式 (4.5)), 結果として静電相互作用エネルギー (ΔEbind

FMO/HF + <ΔGsol
polar (PB)>)の寄与は比

較的小さくなることを確認できる (var.[ΔEbind
FMO/HF + <ΔGsol

polar (PB)>] = 300). 
 

<ΔGsol
polar (PB)> = −0.764 ΔEbind

FMO/HF + 18.9     (4.5) 
n = 7, r = 0.969, s = 13.0, F = 78.0 

 
しかしながら, これら静電相互作用エネルギーの寄与は Ecorr の寄与 (var.[Ecorr] = 45)と比べ

て大きいため, 静電相互作用エネルギーがΔGobs の変動に対して支配的であることが示唆さ

れる. ここで, ΔEbind
FMO/HF の寄与が<ΔGsol

polar (PB)>の寄与よりも相対的に大きいことから, 静

電相互作用エネルギーのなかでも特にΔEbind
FMO/HF の寄与が支配的となる. したがって, 一

連のシアル酸誘導体と hNEU2 の複合体形成に伴う実測の全自由エネルギー変化の変動

に対して, 両分子間における静電相互作用が支配的な役割を果たしている. 
本節では, LERE-QSAR 解析に基づき一連のシアル酸誘導体と hNEU2 の複合体形成に

伴う実測の全自由エネルギー変化の変動を支配する相互作用様式, すなわち静電相互作

用が支配的な役割を果たしていることを定量的に明らかにした. 次節では, この支配項に対

する阻害剤の各部分構造の寄与について原子・電子レベルにおいて定量的に議論する. 
 
表 4.4 複合体形成に伴うΔGobs および代表自由エネルギー項 a (hNEU2−シアル酸誘導体) 
compound 

no. name 
 

ΔGobs
b ΔGcalc

c ΔEbind
FMO/HF <ΔGsol

polar (PB)>d ΔGdiss Ecorr 
electrostatic 

energye 

1 IEM −4.33 −4.04 −78.27 79.45 (6.79) 0.00 −38.88 1.18 
2 HEM −4.44 −4.35 −85.77 78.82 (4.76) 0.00 −37.32 −6.95 
3 DEM −4.05 −4.37 −98.06 93.87 (7.66) 0.00 −40.34 −4.18 
4 DANA −5.47 −5.47 −154.28 123.44 (9.27) 0.00 −36.81 −30.84 
5 zanamivir −6.77 −6.68 −247.22 197.14 (7.71) 0.00 −43.03 −50.09 
6 peramivir −4.94 −5.09 −178.88 176.99 (4.89) 0.00 −57.83 −1.89 
7 oseltamivir −3.26 −3.26 −171.91 158.19 (4.71) 17.71 −43.96 −13.72 

variancef 3224.49 2004.60 38.39 44.90 299.78 
a In kcal/mol. 
b ΔGobs = RT ln Ki (T = 310 K). 
c Calculated from eq. (4.2). 
d Average value and standard deviation (in parentheses). 
e ΔEbind

FMO/HF + <ΔGsol
polar (PB)>. 

f In kcal2/mol2. 
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図 4.7 シアル酸誘導体と hNEU2 の複合体形成に伴う各エネルギー項の変動 

各代表自由エネルギー項は compound 1 を基準として表す. 

 
 

4.3.3  阻害剤の各部分構造の全自由エネルギー変化に対する寄与 

 
本節では, 阻害剤であるシアル酸誘導体を 3 つのフラグメント (fragments A, B, C)に分割

し (2.3.2.1.2 節, 図 2.5), 前節の LERE-QSAR 解析から明らかにした支配項である結合相

互作用エネルギー (ΔEbind
FMO/HF)に対する各フラグメントの寄与およびそれらの全自由エネ

ルギー変化 (ΔGobs)に対する寄与を定量的に明らかにする. 表 4.5 は, ΔEbind
FMO/HF, シアル

酸誘導体と hNEU2 の各アミノ酸残基との間の結合相互作用エネルギー (inter-fragment 
interaction energy at HF level: IFIEHF)の総和 (ΣIFIEHF), 各フラグメントと hNEU2 の各アミノ

酸残基との間の結合相互作用エネルギーの総和 (ΣIFIEHF
fragment X, X = A, B, C)およびそ

の和 (ΣΣIFIEHF = ΣIFIEHF
fragment A + ΣIFIEHF

fragment B + ΣIFIEHF
fragment C)を示す. 
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表4.5 シアル酸誘導体と hNEU2 との間の結合相互作用エネルギーa 
compound ΣIFIEHF

b ΣIFIEHF
fragment X c ΣΣIFIEHF

d 

no. name ΔEbind
FMO/HF non-divided A B C A + B + C 

1 IEM −78.27 −127.14 6.67 −122.74 −13.59 −129.67 
2 HEM −85.77 −135.42 −4.49 −119.18 −14.92 −138.59 
3 DEM −98.06 −147.10 −19.79 −115.44 −15.65 −150.87 
4 DANA −154.28 −221.88 −39.91 −156.69 −29.33 −225.93 
5 zanamivir −247.22 −334.86 −53.06 −123.61 −148.52 −325.19 
6 peramivir −178.88 −239.78 1.84 −124.63 −108.52 −231.30 
7 oseltamivir −171.91 −227.04 −1.84 −104.11 −118.64 −224.60 

r2 e 0.389 0.467 0.606 0.307 0.131 0.475 
variancef 3224.49 4728.50 446.29 223.16 2942.76 4137.57 
contributiong 9.4 4.7 62.2 
a In kcal/mol. 
b Summation of IFIEHF for a non-divided ligand over all the amino acid residues in hNEU2. 
c Summation of IFIEHF

fragment X for X = A, B, and C over all the amino acid residues in hNEU2. 
d ΣΣIFIEHF = ΣIFIEHF

fragment A + ΣIFIEHF
fragment B + ΣIFIEHF

fragment C. 
e Coefficient of determination for ΔGobs. 
f In kcal2/mol2. 
g Var.[ΣIFIEHF

fragment X]/var.[ΣIFIEHF] for X = A, B, and C (in %). 
 
 
下式 (4.6)および(4.7)に示すように, ΔEbind

FMO/HF はΣIFIEHF と良好に線形かつ slope も 1 に

近く (r = 0.996, slope = 0.823, 式 (4.6)), シアル酸誘導体を 3 つのフラグメントに分割した

場合においても, ΔEbind
FMO/HF とΣΣIFIEHF との間に良好な線形関係 (r = 0.993, slope = 0.877, 

式 (4.7))が存在することから, 各フラグメントの寄与についての定量的な議論が可能となる. 
 

ΔEbind
FMO/HF = 0.823 ΣIFIEHF + 23.6      (4.6) 

n = 7, r = 0.996, s = 5.63, F = 706 
 

ΔEbind
FMO/HF = 0.877 ΣΣIFIEHF + 33.8      (4.7) 

n = 7, r = 0.993, s = 7.72, F = 373 
 
図 4.8 は, ΔGobs とΔEbind

FMO/HF (≈ ΣIFIEHF ≈ ΣΣIFIEHF)との間の相関 (決定係数)および

ΔEbind
FMO/HF の変動に対する寄与 (割合)を各フラグメントについて示しているが, 相関が最

大であるのは fragment A 部位, 一方で, 変動に対する寄与が最大であるのは fragment C
部位であることが確認できる. 
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図 4.8 阻害剤と hNEU2 の相互作用における各部分構造の寄与 

X は阻害剤を 3 つのフラグメントに分割した場合の部分構造 A, B および C に対応する. 

 
 

最大の相関を示すシアル酸誘導体の fragment A 部位とその近傍に位置するアミノ酸残

基 (pocket A: Glu111, Tyr179, Tyr181, Leu217, Glu218, Gln270, pocket B: Arg237)との間の

IFIEHF
fragment Aを図4.9 (a)に示す. Fragment A部位にhydroxyl基を有していない側鎖基 (R1 

= OCH2CH(CH3)2, CH(CH2CH3)2, OCH(CH2CH3)2)をもつ compounds 1, 6, 7 においては, 
大きな相互作用エネルギーは確認されないが, fragment A 部位に hydroxyl 基を有する側鎖

基をもつ化合物のなかで, glycerol 基 (R1 = CH(OH)CH(OH)CH2(OH))をもつ compounds 4, 
5 は Glu111 や Glu218 との間の水素結合による安定化相互作用エネルギーが確認される 
(図 4.5 (a), (b), 図 4.9 (a)). 特に, Glu111 との間の水素結合による安定化相互作用エネルギ

ーの程度およびその化合物間の変動は, fragment A が担う相互作用のなかで最大である. 
すなわち, 一連のシアル酸誘導体のなかで compounds 4, 5 が高い阻害活性値を示すのは, 
これらが fragment A 部位に有する glycerol 基における hydroxyl 基が, Glu111 を含む pocket 
A のアミノ酸残基との間で, 効果的かつ強力な水素結合を形成できることに起因している. 
一方で, 最大の変動を示すシアル酸誘導体の fragment C 部位とその近傍に位置するアミノ

酸残基 (pocket C: Glu39, Arg41, Lys44, Lys45, Asp46, Glu47, Asn86, W2)との間の

IFIEHF
fragment C を図 4.9 (b)に示す. Fragment C 部位に中性の hydroxyl (OH)基を有する

compounds 1–4 においては, Arg41 との間の水素結合による安定化相互作用エネルギーが

確認されるものの, その他の大きな相互作用エネルギーを示すアミノ酸残基は確認されな

い ( 図 4.5 (a), 図 4.9 (b)). 一 方 で , 塩 基 性 官 能 基  (amino (NH3
+), guanidino 
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(NHC(=NH2
+)NH2)基)を有する compounds 5–7 は Glu39 や Asp46 との間の水素結合による

大きな安定化相互作用エネルギー, Arg41 との間では静電反発相互作用による大きな不安

定化相互作用エネルギーが確認される (図 4.5 (b), (c), (d), 図 4.9 (b)). 概して, amino およ

び guanidino 基の方が hydroxyl 基と比べて結合に有効に働いている. すなわち, fragment C
が最大の変動を示すのは, DANA とその誘導体 (compounds 1–4)が有する中性の hydroxyl
基と抗インフルエンザ剤 (compounds 5–7)が共通に有する amino あるいは guanidino 基の相

互作用の差に起因すると考えられる. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 4.9 シアル酸誘導体と hNEU2 のアミノ酸残基との間の IFIEHF 
(a) Fragment A 部位の近傍の相互作用, (b) Fragment C 部位の近傍の相互作用. 
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pockets A, C のアミノ酸残基は異なっていることを確認できる. Oseltamivir と各アミノ酸残基と

の間の相互作用エネルギーの観点においては, amino 基を有する fragment C と pocket C の

アミノ酸残基との間の水素結合ないしは静電相互作用エネルギーの方が, alkoxy 基を有す

る fragment A と pocket A のアミノ酸残基との間の分散相互作用エネルギーに比べて, 
oseltamivir の hNEU2 および N1-NA に対する結合選択性を担う要因になると考えられる. 実

際, oseltamivir を 3 つのフラグメントに分割し (図 2.5), 各部分構造の hNEU2 および N1-NA
に対する結合相互作用エネルギーを比べた場合, fragments A, B が担う結合相互作用エネ

ルギーの差に比べて, fragment C が担う結合相互作用エネルギーにおいて大きな差が確認

できる (表 4.6). 
 

図 4.11 Oseltamivir の hNEU2 および N1-NA に対する相互作用様式 
(a) hNEU2−oseltamivir の複合体, (b) N1-NA−oseltamivir の複合体. W1 および W2 は水分子を, 
pockets A, B, C は, それぞれ fragments A, B, C の近傍のアミノ酸残基を表す. 

 
 
表4.6 Oseltamivir の hNEU2 および N1-NA に対する結合相互作用エネルギーa 

ΣIFIEHF
fragment X

 
b 

complex ΔGobs A B C 

hNEU2−oseltamivir −3.26c −1.84 −104.11 −118.64 
N1-NA−oseltamivir −13.26d −9.32 −112.69 −157.09 

difference 9.99  7.48  8.57  38.45  
a In kcal/mol. 
b Summation of IFIEHF

fragment X for X = A, B, and C over all the amino acid residues in neuraminidase. 
c ΔGobs = RT ln Ki (T = 310 K). Ki value is taken from ref. 244. 
d ΔGobs = RT ln IC50 (T = 310 K). IC50 value is taken from ref. 251. 
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図 4.12 は, oseltamivir の fragment C 部位 (amino 基)とその近傍に位置する pocket C のア

ミノ酸残基 (hNEU2: Ile22, Arg41, Asp46, Glu39, Met85, Asn86, W2, N1-NA: Glu119, 
Arg156, Asp151, Leu134, Trp178, Glu227, W2)との間の IFIEHF

fragment C を示す. Oseltamivir
の hNEU2 および N1-NA に対する共通した相互作用として, Asp46, W2 (hNEU2)および

Asp151, W2 (N1-NA)との間の水素結合による安定化相互作用エネルギー, Arg41 (hNEU2)
および Arg156 (N1-NA)との間の静電反発相互作用による大きな不安定化相互作用エネル

ギーが確認できるが (図 4.11, 図 4.12), これら共通した相互作用は oseltamivir の両者に対

する結合選択性を担う要因ではないと考えられる. 一方で, Ile22, Glu39, Asn86 (hNEU2)お
よび Glu119, Leu134, Glu227 (N1-NA)との間には, 両者において相互作用エネルギーの差

が確認される. Fragment C と N1-NA の酸性アミノ酸残基 (Glu119, Glu227)との間の水素結

合ないしは静電相互作用エネルギーは, 対応する hNEU2 の中性アミノ酸残基 (Ile22, 
Asn86)との間のそれらと比べてより安定化に寄与している. 一方で, hNEU2 の酸性残基 
(Glu39)においては, 対応する N1-NA の中性残基 (Leu134)との間では確認されない静電

相互作用エネルギーによる安定化が確認されるが, その安定化の程度は上述の N1-NA の

酸性残基 (Glu119, Glu227)との安定化ほどではない. したがって, fragment C とその近傍の

pocket C のアミノ酸残基との間の水素結合ないしは静電相互作用エネルギーの違いが, 
oseltamivir がヒト (hNEU2)よりもインフルエンザウイルス (N1-NA)に対して強い結合選択性

を示す主な要因であると結論づけられる. 
 
 

 
図 4.12 Oseltamivir の fragment C と pocket C (hNEU2, N1-NA)との間の結合相互作用エネ
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4.3.4.2  LERE-QSAR 式に基づくシアル酸誘導体の阻害メカニズムの理解 

 
本章および前章では, ノイラミニダーゼ (ヒト: hNEU2, インフルエンザウイルス: N1-NA)と

一連のシアル酸誘導体との複合体について, 分子科学計算に基づく LERE-QSAR 解析を

行った. 両解析ともに, 構築した LERE-QSAR 相関式 ((4.2): hNEU2, (3.10): N1-NA)に基

づき, 一連のシアル酸誘導体とノイラミニダーゼの複合体形成に伴う実測の全自由エネル

ギー変化 (ΔGobs)の変動を支配する相互作用様式を, 物理化学的な意味づけとともに原

子・電子レベルで定量的に明らかにした. 
 

ΔGobs = 0.0476 (ΔEbind
FMO/HF + Ecorr + <ΔGsol

polar (PB)>) + 0.0976 ΔGdiss − 2.25 (4.2) 
n = 7, r = 0.985, s = 0.237 kcal/mol, F = 65.5 

 
ΔGobs = 0.561 (ΔEbind

FMO/HF + Ecorr + ΔGsol
polar (CPCM-Bondi/PB)) + 0.0708 ΔGdiss + 25.4 (3.10) 

n = 8, r = 0.988, s = 0.389 kcal/mol, F = 98.5 
 
相関式 (4.2)および(3.10)において, 右辺の第一項の係数 (γ1 = (1 + β)(1 − α))および切片 
(const3)の値は異なる (式 (2.6)におけるγ1 および const3 にそれぞれ対応する). ここで, 
LERE 仮定 (式 (2.2): ΔGothers = β (ΔGbind + ΔGsol) + const1)におけるβおよび const1 は, 式 
(2.4)ならびに(2.6)におけるα, γ1, const2 および const3 を用いて, それぞれ(α + γ1 − 1)/(1 − α)
および(const2 + const3)/(1 − α)と表される. また, entropy−enthalpy 補償則 (式 (2.4): TΔSobs 
= α ΔHobs + const2)におけるα (const2)を, Schwarz ら [49]の ITC の実測結果に基づき 0.678 
(2.59)とした場合 (図 2.2 (a)), hNEU2 および N1-NA の解析系におけるβ (const1)は, それぞ

れ−0.852 (1.06)および 0.739 (86.7)となり, ΔGothers は下式で表される (式 (4.8)および(4.9)). 
 

ΔGothers = −0.852 (ΔEbind
FMO/HF + Ecorr + <ΔGsol

polar (PB)>) + 1.06    (4.8) 
 

ΔGothers = 0.739 (ΔEbind
FMO/HF + Ecorr + ΔGsol

polar (CPCM-Bondi/PB)) + 86.7   (4.9) 
 
式 (4.8)において, βは負の値および切片は比較的小さな値を示すことから, 一連のシアル

酸誘導体と hNEU2 の複合体形成過程では, ΔGothers は代表自由エネルギーの和 (ΔGrep)と
逆相関関係にある penalty energy として作用しており, このことはΔGobs の変動を支配する静

電相互作用が活性部位のみならず hNEU2−シアル酸誘導体の系全体の変化に関連してい

ることを示唆している (図 4.13 (a)). 一方で, 式 (4.9)において, βは正の値および切片は比

較的大きな正の値を示すことから, ΔGothers は化合物によらずほぼ一定の penalty energy とし

て働き, これは一連のシアル酸誘導体と N1-NA の複合体形成に伴うΔGobs の変動を支配す

る分散相互作用が活性部位近傍において働く短距離相互作用によるためと考えられる (図
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4.13 (b)). 期待されるように, ΔGothers は両解析系において penalty energy として作用している

が, その振る舞いはΔGobs の変動を支配する相互作用に依存していることを定量的に明らか

にした [21]. 
 

図 4.13 Penalty energy 項ΔGothers の作用 
(a) hNEU2 (ΔGrep1 = (1 − α) (ΔEbind

FMO/HF + <ΔGsol
polar (PB)> + γ2 ΔGdiss), ΔGrep2 = (1 − α) Edisp, ΔGrep = 

ΔGrep1 + ΔGrep2, ΔGothers = β ΔGrep + const1, α = 0.678, β = −0.852, const1 = 1.06), (b) N1-NA (ΔGrep1 = 
(1 − α) (ΔEbind

FMO/HF + ΔGsol
polar (CPCM-Bondi/PB) + γ2 ΔGdiss), ΔGrep2 = (1 − α) Edisp, ΔGrep = ΔGrep1 + ΔGrep2, 

ΔGothers = β ΔGrep + const1, α = 0.678, β = 0.739, const1 = 86.7). 
 
 

4.3.5  Oseltamivir 服用後の副作用と hNEU2 の遺伝的多型との関連性 

 
近年, 特に oseltamivir (Tamiflu)服用後の精神・神経症状の有害事象が報告されており, 

懸念される原因の一つとして, hNEU への影響が指摘されているが, oseltamivir が N1-NA に

対して強い結合選択性を示すという前節の解析結果からは, この可能性については結論づ

け難い. 一方で, Li ら [252]はアジア人に多い hNEU2 の遺伝的多型 (Arg41Gln 変異型

hNEU2)においては, oseltamivir の阻害効果が野生型 hNEU2 に比べて増大することを見出

している (野生型 hNEU2: Ki = 0.432 (mM), Arg41Gln 変異型 hNEU2: Ki = 0.175 (mM)). こ

の Arg41Gln 変異に伴う oseltamivir の感受性の増大は, 変異したアミノ酸残基 (Arg41Gln)
の近傍の相互作用, すなわち oseltamivir の fragment C (amino 基)部位が担う相互作用が

重要になると考えられる. 実際, 表 4.7 に示すように fragment C の野生型および変異型

hNEU2 に対する結合相互作用の予測エネルギーにおいて, 大きな差が確認できる. 
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表4.7 Oseltamivir の野生型および変異型 hNEU2 に対する結合相互作用エネルギーa 
  ΣIFIEHF

fragment X
 
b 

complex ΔGobs
c A B C 

hNEU2 (wild-type)−oseltamivir 
 

−4.77
−1.84  

(−0.09d) 
−104.11  
(−4.95d) 

−118.64  
(−5.64d) 

hNEU2 (Arg41Gln mutant)−oseltamivir 
 

−5.33
−1.39  

(−0.07d) 
−94.74  
(−4.51d) 

−148.95  
(−7.08d) 

difference 0.56 −0.46 (−0.02d) −9.38 (−0.45d) 30.31 (1.44d)
a In kcal/mol. 
b Summation of IFIEHF

fragment X for X = A, B, and C over all the amino acid residues in neuraminidase. 
c ΔGobs = RT ln Ki (T = 310 K). Ki value is taken from ref. 252. 
d The value of ΣIFIEHF

fragment X multiplied by γ1 (= 0.0476 obtained from eq. (4.2)). 
 
 
図 4.14 に示すように, 特に fragment C と Arg41 との間の静電反発相互作用による大きな不

安定化相互作用エネルギーが, Gln への変異によって消失し, その結果として変異型

hNEU2 に対する阻害効果が増大することが示唆される. しかしながら, hNEU2 は骨格筋に

のみ発現するという報告 [253]もあり, oseltamivir による hNEU2 の阻害が精神・神経症状な

どの中枢性の有害事象に直接的に関与しているとは考えにくい. したがって, oseltamivir 服

用後の有害事象については, 既知の hNEU への影響よりも, 中枢性の症状を生じた患者に

おける未知の hNEU の存在の有無についての検証やインフルエンザ自体に伴い発現する

症状の一つとして捉えるなどの今後さらなる検討が必要であると考えられる. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4.14 Fragment C (oseltamivir)と pocket C (hNEU2 (wild-type, Arg41Gln mutant))との間

の結合相互作用エネルギー 
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4.4  小括 

 
本章では, ヒトの hNEU2 と代表的な抗インフルエンザ剤を含む一連のシアル酸誘導体の

複合体について, FMO 法等による分子科学計算ならびにその結果に基づく LERE-QSAR
解析を行った. その結果, シアル酸誘導体と hNEU2 の複合体形成に伴う実測の全自由エ

ネルギー変化の変動を支配する相互作用様式を, 物理化学的な意味づけとともに定量的

に明らかにした. すなわち, 両分子間に働く静電相互作用が実測の阻害活性値より求まる

全自由エネルギー変化の変動と良好な線形関係にあること, さらに, oseltamivir (Tamiflu)の
hNEU2 および N1-NA に対する相互作用において, 特に oseltamivir の amino 基とその近

傍に位置するアミノ酸残基との間の静電相互作用エネルギーの違いが, oseltamivir の結合

選択性に大きく寄与していることを定量的に明らかにした. 
一連のシアル酸誘導体と hNEU2 の複合体形成において, 水素結合ないしは静電相互

作用に基づくエネルギーの寄与は大きいものの, 前章の N1-NA の解析結果と同様に, 結

合相互作用エネルギーと水和自由エネルギー変化との間に良好な逆相関関係が成立する

結果として, 互いの寄与は減弱していた. しかしながら, これら静電相互作用エネルギーの

寄与は分散相互作用エネルギーの寄与に比べて相対的に大きいことから, 静電相互作用

エネルギーが全自由エネルギー変化の変動の支配要因である. なかでも, 結合相互作用

エネルギーの寄与が実測の全自由エネルギー変化の変動を支配する主要なエネルギー成

分である. 特に, fragment A と pocket A のアミノ酸残基 (Glu111)との間の効果的かつ強力

な水素結合ないしは静電相互作用が重要であること, また, 抗インフルエンザ剤が共通に

有する塩基性官能基 (fragment C: amino, guanidino 基)は, hNEU2 の pocket C のアミノ酸

残基 (Glu39, Asp46)との間の相互作用においても, 結合に有効に働いていることを定量的

に明らかにした. 
Oseltamivir の fragment C (amino 基)と hNEU2 および N1-NA の pocket C のアミノ酸残基

との間の相互作用において, 両者に対する結合の共通安定化に寄与するアミノ酸残基 
(hNEU2: Asp46, N1-NA: Asp151)および不安定化に寄与するアミノ酸残基 (hNEU2: Arg41, 
N1-NA: Arg156)を特定した. 一方で, 両者に対する結合相互作用において, その差を担う

アミノ酸残基 (hNEU2: Ile22, Glu39, Asn86, N1-NA: Glu119, Leu134, Glu227)を特定したが, 
これらのアミノ酸残基との間の静電相互作用エネルギーの違いが oseltamivir の hNEU2 およ

び N1-NA に対する結合選択性に大きく寄与していることを定量的に明らかにした. 
Oseltamivir服用後の精神・神経症状の有害事象については, 遺伝的多型 (Arg41Gln変

異型hNEU2)の関与が考えられ, この実測結果を裏付ける理論からの解析結果を得ることが

できた. 一方で, hNEU2 の組織局在性の観点からは, oseltamivir による hNEU2 の阻害が中

枢性の有害事象に直接的に関与しているとは考えにくいため, 今後その他の可能性につい

ても検討する必要があろう. 
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をホモロジーモデリングにより構築し, その hNEU1 の予測モデル構造を用いた解析がこれ

までに報告されている [261, 271–276]. これらは, 多酵素複合体における hCath A との会合

面の予測 [261], シアル酸誘導体の hNEU1 に対する結合相互作用解析 [271], hNEU1 の

アミノ酸変異が多酵素複合体の形成に与える影響の解析 [272–275], N-結合糖鎖付加が

hNEU1 の酵素活性へ与える影響の解析 [276]などである. いずれのホモロジーモデリング

においても, 参照タンパク質 (template)として, ヒトにおいて唯一その 3 次元立体構造が明

らかとなっている hNEU2 (PDB code: 1VCU)および細菌 (Micromonospora viridifaciens 
(1EUR), Salmonella typhimurium (2SIL), Vibrio cholera (1KIT))のノイラミニダーゼの立体構

造がよく用いられている. これら template は, ノイラミニダーゼに特徴的なアミノ酸配列を有

するが (表 5.1), hNEU1 との間の同一残基率 (identity: 22.5 (±5.1)%)は低く (表 5.2), ホモ

ロジーモデリングにおいて一般に必要とされる相同性の基準値 (> 50%)を超えていないた

め [277–279], 構築したhNEU1の予測モデル構造の妥当性については議論の余地がある. 
 
 
表 5.1 hNEU1–4 および細菌のノイラミニダーゼのアミノ酸配列の特徴 

hNEU1 hNEU2 hNEU3 hNEU4 
M. 

viridifaciensa

S. 
typhimuriumb  

V. 
choleraec 

accession no. 
(PDB code) 

Q99519 
Q9Y3R4 
(1VCU) 

Q9UQ49 Q8WWR8
Q02834 
(1EUR) 

P29768 
(2SIL) 

P0C6E9
(1KIT) 

number of 
amino acids 

415 380 428 496 (484) 647 382 781 

arginine triad 
78, 280, 

341 
21, 237, 

304 
25, 245, 

340 
23, 242, 

389 
68, 276, 342 37, 246, 309 

224, 635, 
712 

Asp boxd 

114–121, 
174–181, 
233–240, 
349–356

129–136, 
199–206, 
248–255 

131–138, 
205–212, 
256–263

129–136, 
202–209, 
253–260 

104–111, 
177–184, 
241–248, 
289–296, 
350–357 

73–80, 
147–154, 
212–218, 
256–263 

265–272, 
587–594, 
655–662, 
720–727

RIP motife 77–80 20–23 24–27 22–25 67–70 36–39 223–226
signal peptide 1–47 1–37 1–24 
internalization 
signal 

412–415
      

a Micromonospora viridifaciens. 
b Salmonella typhimurium. 
c Vibrio cholerae. 
d Ser-X-Asp-X-Gly-X-Thr-Trp. 
e Phe (Tyr)-Arg-Ile-Pro. 
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表 5.2 hNEU1–4 および細菌のノイラミニダーゼのアミノ酸配列の同一性 a および類似性 b 
Sequence identity and similarity 

(identity, similarity) hNEU1 
hNEU2 

(1VCUc)
hNEU3 hNEU4

M. 
viridifaciens

(1EURc) 

S. 
typhimurium 

(2SILc)  

V. 
cholera
(1KITc)

hNEU1 32.9 38.3 35.5 41.2 22.6 34.4 
hNEU2 (1VCUc) 22.7 42.2 38.0 29.7 18.0 29.5 
hNEU3 23.5 31.2 52.9 36.5 23.7 32.8 
hNEU4 23.5 29.2 41.2 32.5 24.5 30.9 

M. viridifaciens (1EURc) 29.8 21.6 23.3 22.4 22.7 36.0 
S. typhimurium (2SILc) 21.9 17.8 18.2 17.1 21.2 24.4 
V. cholera (1KITc) 15.4 11.3 13.9 15.6 14.8 14.3 
a Identity (%, lower-left triangle). 
b Similarity (%, upper-right triangle). 
c PDB code. 

 
 

ホモロジーモデリングにより構築した予測モデル構造の妥当性評価については, 構造の

立体化学的な質の評価, タンパク質の主鎖二面角の評価, 各アミノ酸残基が置かれている

環境の評価などが一般に行われるが, リガンドが結合する活性部位近傍の評価については

これらの評価のみでは十分ではないと考えられる. 一方で, 前章でも述べたように, 代表的

な抗インフルエンザ剤である neuraminidase (NA)阻害剤のヒトへの影響の懸念から, NA 阻

害剤の hNEU に対する阻害効果の検討が行われており [241–248], 本章の解析対象であ

る hNEU1 に対しても, 少数であるが報告されている [241–243, 248]. そこで, これら hNEU1
に対する阻害活性データを用いる QSAR 手法に基づき, その予測モデル構造の妥当性を

評価することが必要と考えられる. 
本章では, 3 次元立体構造が未知である hNEU1 の立体構造を, ホモロジーモデリング手

法を用いて構築し, さらにその hNEU1 の予測モデル構造と抗インフルエンザ剤を含むシア

ル酸誘導体との複合体構造を構築した. この複合体について, 分子科学計算ならびに第 3
章のインフルエンザウイルス・ノイラミニダーゼ-1 (N1-NA)および第 4 章のヒト・ノイラミニダー

ゼ-2 (hNEU2)の解析結果と対照させた自由エネルギー変化の線形表現 (linear expression 
by representative energy terms: LERE-QSAR)解析 [16–21]から, hNEU1 の予測モデル構造

の妥当性評価を行った. 
上記の検討の結果, hNEU1 の予測モデル構造は, (1) 実測の阻害活性値より求まる全自

由エネルギー変化の変動を説明可能な妥当な構造であること, (2) 抗インフルエンザ剤を含

むシアル酸誘導体の活性発現メカニズムを原子・電子レベルで理解するうえで有用となるこ

とを明らかにしたのでそれらを中心に以下に述べる [20]. 
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5.2  解析方法 

5.2.1  ホモロジーモデリングによる hNEU1 の 3 次元立体構造構築 

 
ホモロジーモデリングは, 立体構造未知のタンパク質 (target)の 3 次元立体構造を立体

構造既知のタンパク質 (template)の構造情報に基づき予測する手法である. この手法は, 
進化的類縁関係にあるタンパク質同士では類似する立体構造と生化学的機能は保存され

るという経験則に基づいている. そのため, target と template との間の相同性 (identity)が 25 
∼ 30%程度以上の場合には有効であるが, 相同性が低い template を用いた場合, その精度

は悪くなる. 一般に, ホモロジーモデリングは, (1) template 検索, (2) 立体構造構築, (3) 立

体構造評価の 3 つのステップに従って行われる. ホモロジーモデリング手法に基づく

hNEU1 の 3 次元立体構造構築における各ステップについては, 以下において説明する. 
hNEU1 のホモロジーモデリングに必要な template 検索の前段階として, ノイラミニダーゼ

の 立 体 構 造 情 報 の 収 集 を research collaboratory for structural bioinformatics PDB 
(RCSB-PDB)にて行った. 検索クエリーを“neuraminidase”あるいは“sialidase”とした場合, ウ

イルス, 細菌, 原虫および哺乳類由来の立体構造として, それぞれ 152 件 (55%), 81 件 
(29%), 29 件 (10%)および 14 件 (5%), その他の 3 件 (1%)を含め, 合計 279 件が該当し

た (図 5.3). 
 
 

 
図 5.3 RCSB PDB に登録されているノイラミニダーゼの立体構造情報 

(2013 年 2 月 1 日 現在) 

 

Virus 
(152件, 55%)Bacteria 

(81件, 29%)

Protozoa 
(29件, 10%)

Mammalian 
(14件, 5%)

Others 
(3件, 1%)
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通常の template 検索では, 構造データベース中に hNEU1 のアミノ酸配列 (target)と相同

な配列が存在するかどうかを検索するホモロジー検索法を使用するが, 上記で確認したノイ

ラミニダーゼの立体構造が主として該当することが予想される. 実際には, hNEU1 のプロファ

イルを用いてホモロジー検索を行う PSI-BLAST [280]に基づく template 検索を行った. ここ

で, hNEU1 の配列情報は UniProt データベース (accession no. Q99519, 表 5.1) [281]より入

手し, signal peptide (Met1–Ala47)を含む N 末端の 52 残基を除いた配列を用いた. なぜなら, 
この signal peptide が切断された後に, hNEU1 は活性型となるためである [282]. 表 5.3 は, 
この hNEU1 の配列を用いた PSI-BLAST による template 検索の結果 [283]を示す. E-value
の閾値 (1e-03)未満の大半は, 細菌由来の template であることを確認できる一方で, ウイル

ス由来の templateは確認されない. このことは, hNEU1において確認される特徴的な配列で

ある Asp box (Ser-X-Asp-X-Gly-X-Thr-Trp)や RIP motif (Phe (Tyr)-Arg-Ile-Pro) (表 5.1)が, 
細菌やヒトでは存在するのに対して, ウイルスにおいては存在しないことによると考えられる. 
また, ウイルスにはその他のノイラミニダーゼの立体構造においては確認されないジスルフィ

ド結合が特異的に存在していることから, hNEU1 の立体構造の template としてウイルス由来

の template を用いることは好ましくないと考えられる. Asp box は, β-sheet を構成する二つの

β-strand 同士をつなぐ領域に位置しており, その構造的特徴としては水分子を介した水素

結合を形成することが挙げられ, ノイラミニダーゼのβ-propeller の構造維持に関与している. 
また, RIP motif に含まれる Arg は, 活性中心である arginine triad を構成するアミノ酸残基の

一部であるため, アライメントにおけるこの領域の一致を得ることは hNEU1 における arginine 
triad の立体構造の構築に重要であると考えられる. これら Asp box や RIP motif の両方を有

する template は, 細菌とヒトに限定され, そのなかで相同性, 解像度, アミノ酸残基の変異

およびリガンドの結合の有無などを総合的に評価した結果, hNEU1 の template として

hNEU2 (identity: 22.7% (1VCU, B 鎖 [239]))および M. viridifaciens (identity: 29.8% (1EUR, 
A 鎖 [284]))を選択した [285]. ここで, これら二つの template と hNEU1 の配列との同一残

基率 (identity)は, ホモロジーモデリングにおける妥当な立体構造の構築に必要とされる相

同性の基準値 (> 50%)を超えていない. そこで, hNEU1 の予測モデル構造の質の向上を

図るために, これら二つの template を同時に用いたマルチプルアライメントを行った [286]. 
ここで, arginine triad, Asp box および RIP motif などの重要なアミノ酸配列同士を一致させる

操作をマルチプルアライメントの結果に対して行った. 図 5.4 は, この手動操作を加えたマ

ルチプルアライメントの結果を示す. 以上の操作には vector alignment search tool (VAST) 
program [287] (molecular operating environment (MOE) [288])を使用した. マルチプルアラ

イメントの結果に基づき hNEU1 の予測モデル構造 (100 個)を MODELLER 9v4 [289]により

構築し, Ramachandran plot (PROCHECK) [290], DSSP program [291], 表面積や体積など

の形状パラメータおよび Verify 3D [292]を用いてその立体構造の評価を行った. Verify 3D
では, そのスコアの値が正に大きいほど, 立体構造中の各アミノ酸残基が置かれている環

境が妥当であると判定する. なお, 最終的には Verify 3D スコアの最も高い立体構造を, 
hNEU1 の予測モデル構造として使用した. 
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表 5.3 PSI-BLAST に基づく template 検索 
scientific name species PDB code (resolutiona) mutation E-valueb

M. 
viridifaciensc 

bacteria 
1W8O (1.70), 1W8N (2.10), 1EUU 
(2.50), 1EUT (2.50), 1EUS (2.00), 
1EUR (1.82) 

Asp92Gly, Asp92Gly, 
none, none, none, none 

1e-21 

M. 
viridifaciensc 

bacteria 1WCQ (2.10) Trp370Tyr 3e-21 

M. 
viridifaciensc 

bacteria 2BZD (2.00) Ala260Glu 6e-21 

M. 
viridifaciensc 

bacteria 2BER (1.80) Tyr370Gly 2e-20 

P. distasonisd bacteria 4FJ6 (1.90) none 3e-11 
hNEU2 mammalian 2F24 (1.76), 2F25 (1.95) Glu111Qln, Glu111Qln 8e-10 

C. perfringense bacteria 
2BF6 (0.97), 2VK5 (0.97), 2VK6 
(1.50), 2VK7 (1.20) 

none, none, none, none 1e-09 

hNEU2 mammalian 

1VCU (2.85), 1SO7 (1.49), 1SNT 
(1.75), 2F0Z (2.80), 2F10 (2.90), 
2F11 (2.57), 2F12 (2.27), 2F13 
(2.26), 2F26 (1.58), 2F27 (2.15), 
2F28 (1.67), 2F29 (2.92) 

none, none, none, none, 
none, none, none, none, 
Glu111Gln Gln112Glu, 
Glu111Gln Gln112Glu, 
Gln116Glu, Gln116Glu 

1e-09 

S. pneumoniaef bacteria 

2YA4 (1.80), 2YA5 (2.00), 2YA6 
(2.00), 2YA7 (1.89), 2YA8 (1.75), 
2VVZ (2.50), 2W20 (1.49), 3H71 
(1.70), 3H72 (1.70), 3H73 (1.70) 

none, none, none, none, 
none, none, none, none, 
none, none 

5e-07 

S. 
typhimuriumg 

bacteria 
1DIM (1.60), 1DIL (1.90), 2SIL 
(1.60), 3SIL (1.05), 2SIM (1.60) 

none, none, none, none, 
none 

2e-06 

A. fumigatush bacteria 
2XCY (1.84), 2XZI (1.45), 2XZJ 
(1.84), 2XZK (1.50) 

none, none, none, none 5e-06 

V. choleraei bacteria 
1KIT (2.30), 1W0O (1.90), 1W0P 
(1.60) 

none, none, none 4e-05 

a In Å. 
b E-value threshold of 1e-03. 
c Micromonospora viridifaciens. 
d Parabacteroides distasonis. 
e Clostridium perfringens. 
f Streptococcus pneumoniae. 
g Salmonella typhimurium. 
h Aspergillus fumigatus. 
i Vibrio cholerae. 
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図 5.4 hNEU1 と template (hNEU2 (1VCU), M. viridifaciens (1EUR))のマルチプルアライメント 
Asp box および RIP motif は, それぞれ青色およびマゼンタ色の dot で表す. Arginine triad および同

一残基は, それぞれ赤色の bold および背景を緑色で表す. 

 
 

5.2.2  LERE-QSAR 解析に基づく hNEU1 立体構造の妥当性評価 

5.2.2.1  化合物セット 

 
LERE-QSAR 解析に基づく hNEU1 の予測モデル構造の妥当性評価では, 二つの化合

物セット  (Sets I, II)を使用した . Set I 化合物は , 抗インフルエンザ剤  (zanamivir 
(compound 1), oseltamivir (2))および DANA (3)の合計 3化合物で構成され, Hata [242]お
よびWoodsら [293]により hNEU1, hNEU2および N1-NAに対する阻害活性データが
これまでに報告されている. 一方で, Set II 化合物は compound 3 の誘導体として
fragment A 部位のみが異なる合計 4 化合物で構成され, Magesh ら [241]により hNEU1 に

対する阻害活性データが報告されている. また, fragment A 部位の側鎖基の R1 の順に Set 
II compounds 3–6 とした. Set I 化合物および Set II 化合物の化学構造と IC50値を, 表 5.4 (a)
および表 5.4 (b)にそれぞれ示す. なお, 本解析では二つの化合物セットに対して異なる実

験グループの IC50 値を使用しているが, compound 3 の hNEU1 に対する IC50 値について, 
二つの報告値の間の差は 20%程度であることから, compound 3 が両化合物セットをつなぐ

役割を果たしている. 

hNEU1  L V Q P L V T M E Q L L W V S G R Q IG S VD T F R I P L I T A TP R G- T L L A F A E A R KM S SS D E - G A K F I A LR R
1VCU   M A S L P V L Q K E S V F Q S G - - -- - AH A Y R I P A L L Y LP G QQ S L L A F A E Q R A- S KK D E - H A E L I V LR R
1EUR   - - G E P L Y T E Q D L A V N G R - -E G FP N Y R I P A L T V TP D G- D L L A S Y D G R P- T GI D A P G P N S I L QR R

hNEU1  S M D Q G - - - - S T W S P T A F I VN D -- G D V P D G L N L GA V VS D V E T G V V F L FY S -L C A H K - A G C Q -- -
1VCU   G D Y D A P T H Q V Q W Q A Q E V V AQ A -- R L D G H R S M N PC P LY D A Q T G T L F L FF I AI P G Q V T E Q Q Q LQ T
1EUR   S T D G G - - - - R T W G E Q Q V V SA G QT T A P I K G F S D PS Y LV D R E T G T I F N FH V YS Q R Q G F A G S R PG T

hNEU1  - - - - - - V A S T M L V W S K D D GV S WS T P R N L S L D - IG - -- - - T E V F A P G PG S GI Q K Q R E P R K G RL I
1VCU   - - - R A N V T R L C Q V T S T D H GR T WS S P R D L T D A A IG P AY R E W S T F A V G PG H CL Q L N D R A - - R SL V
1EUR   D P A D P N V L H A N V A T S T D G GL T WS - H R T I T A D I T- - PD P G W R S R F A A SG E GI Q L R Y G P H A G RL I

hNEU1  V C G H G T - - - - - L E R - - - - -D G VF C L L S D D H G A SW R YG S G V S G I P Y G QP K QE N D F N - P D E C QP Y
1VCU   V P A Y A Y R K L H P - - - I Q R P IP S AF C F L S H D H G R TW A RG H F V A Q - - - - -- - -- - - - - D T L E C QV A
1EUR   Q Q Y T I I N A A - - - - - - - - G AF Q AV S V Y S D D H G R TW R AG E A V G V - - - - -- - -- - - - - G M D E N KT V

hNEU1  E L - - - P D G - - - S V V I N AR N- - -- Q N N Y H C H C R IV L RS Y D A C D T L R P RD V TF D P E L V D P V V AA G
1VCU   E V E T G - - - E Q R V V T L N AR SH - -L - - - - - - R A R VQ A QS T N D G L D F Q E SQ L VK K L V E P P P Q G CQ G
1EUR   E L S D - - - - - - G R V L L N SR DS A RS - - - - - - G Y R KV A VS T D G G H S Y G P VT I DR D L P D P - - - T NN A

hNEU1  A V V T S S G - - - - - - - - - - I VF F SN P A H P E FR V N LT L RW S - - F S N G T S WR K ET V Q L W P G P S G YS S
1VCU   S V I S F P S P R - - - - S P A Q W LL Y TH P T H S W QR A D LG A YL N P R P P A P E A WS - EP V L L A K G S C A YS D
1EUR   S I I R A F P D A P A G S A R A K V LL F SN A A S Q T SR S Q GT I RM S C D D G Q - - T WP - VS K V F Q P G S M S YS T

hNEU1  L A T L E G S M D G E E Q A P Q L Y VL Y EK G R N H Y T E S I SV A KI S V Y G T L - - - --
1VCU   L Q S M G T G P D G - - - S P L F G CL Y EA N - - - D Y E E I VF L MF T L K Q A F P A E Y-
1EUR   L T A L P D - - - - - - - - G T Y G LL Y EP - - - - - G T G I RY A NF N L A W L G G I C AP
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表 5.4 シアル酸誘導体 ((a) Sets I, (b) II 化合物)の化学構造と IC50 値 

 
(a) Set I compound IC50

a 

no. set R1 (fragment A) R2 (fragment C) hNEU1 hNEU2 N1-NA

1b I CH(OH)CH(OH)CH2(OH) NHC(=NH2
+)NH2 2700e 16e 0.0016e

2c I OCH(CH2CH3)2 NH3
+ ∼10000e ∼6000e 0.0071e

3d I CH(OH)CH(OH)CH2(OH) OH 170e 46e 3.5f 

(b) Set II compound IC50
a 

no. set R1 (fragment A) R2 (fragment C) hNEU1 hNEU2 N1-NA

3d II CH(OH)CH(OH)CH2(OH) OH 140g − − 

4 II CH(OH)CH(OH)CH2NHCO-CH3 OH 58g − − 

5 II CH(OH)CH(OH)CH2NHCO-C3H7 OH 32g − − 

6 II CH(OH)CH(OH)CH2NHCO-n-C4H9 OH 10g − − 
a In μM. 
b Zanamivir (Relenza). 
c Oseltamivir (Tamiflu). 
d DANA. 
e Taken from ref. 242. 
f Taken from ref. 293. 
g Taken from ref. 241. 

 
 

5.2.2.2  hNEU1−シアル酸誘導体の複合体構造のモデリング 

 
第 3 章および第 4 章で用いた N1-NA−compound 2 (oseltamivir) (PDB code: 2HU4 [189])

および hNEU2−compound 3 (DANA) (1VCU [239])の複合体の X 線結晶解析構造を, 本解

析の複合体構造のモデリングにおける初期構造として使用した . これら二つの複合体 
(complex 2-c (compound 2−c (N1-NA)), complex 3-b (compound 3−b (hNEU2)))以外の複

合体の初期構造は, 図 5.5 に示す手順に従って構築した. このとき, 前章のモデリング方法
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と同様に, fragment C 部位 (hydroxyl (OH), amino (NH3
+), guanidino (NHC(=NH2

+)NH2)基)
に依存する特異的な水分子  (W1, W2: hydroxyl, amino 基  (compounds 2–6), W1: 
guanidino 基 (1))を考慮してそれぞれの複合体構造を構築した. なお, N1-NA (protein c)お
よび hNEU2 (protein b)と各化合物 (compounds 1–3)との複合体 (complexes 1-c, 2-c, 3-c, 
1-b, 2-b, 3-b)における解離性のアミノ酸残基 (Asp, Glu, Lys, Arg)の取扱い, His のプロトン

化状態の決定, 末端残基の処理および溶媒効果については, 前章のモデリング方法に準

ずる. 一方で, hNEU1 (protein a)と各化合物 (compounds 1–6)との複合体 (1-a, 2-a, 3-a, 
4-a, 5-a, 6-a)については, hNEU1 の至適 pH (= 4.6)において PDB2PQR web server [197]に
て予測した pKa に基づき, 解離性のアミノ酸残基の一部 (Asp130, Asp300, Glu264, Glu312, 
Glu339)の側鎖を非解離型とし, また His のプロトン化状態を決定した. 本解析においても, 
表 5.5 に示す各複合体の系全体の電荷状態を中性に保つようにカウンターイオンを加え, 
エネルギー極小化計算を行った. その手順についても, 前章の方法に準じ, 表 5.6 の計算

条件に基づき行った. 
 

 

図 5.5 各複合体の初期構造の構築手順 
1: 1–6 は, 表 5.4 に示す化合物番号を, a, b および c は, hNEU1, hNEU2 および N1-NA をそれぞれ

表す. 2: hNEU2−compound 1 の複合体の X 線結晶解析構造 (PDB code: 2F0Z)は 24 個の欠落アミ

ノ酸残基があるため, complex 3-b (1VCU)における compound 3 と 2F0Z における compound 1 の座

標の重ね合わせ操作から, compound 3の座標をcompound 1の座標に置き換えることでcomplex 1-b
を構築した. 3: 矢印の終点が指し示すタンパク質と始点に位置するタンパク質のCα原子の座標の重

ね合わせ操作から (二次構造同士の重ね合わせ操作により一致したアミノ酸残基について), タンパ

ク質 (終点)におけるリガンドの座標をタンパク質 (始点)におけるリガンドの座標に置き換えることで

複合体を構築した. 4: complex 3-a における compound 3 の fragment A 部位を対応する compounds 
4–6 のそれらに置換することで complexes 4-a, 5-a, 6-a を構築した. (a), (b): リガンドとタンパク質との

間の相互作用を媒介する水分子 ((a) W1, W2, (b) W1)を表す. 
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表 5.5 各複合体構造の荷電状態 
system 

compound (no.a) protein (codeb) complex pH total charge of system counterion (number)

1 hNEU1 (a) 1-a 4.6 +1 Cl− (1) 

2 hNEU1 (a) 2-a 4.6 +1 Cl− (1) 

3 hNEU1 (a) 3-a 4.6 0 − 

4 hNEU1 (a) 4-a 4.6 0 − 

5 hNEU1 (a) 5-a 4.6 0 − 

6 hNEU1 (a) 6-a 4.6 0 − 

1 hNEU2 (b) 1-b 8.0 −4 Na+ (4) 

2 hNEU2 (b) 2-b 8.0 −4 Na+ (4) 

3 hNEU2 (b) 3-b 8.0 −5 Na+ (5) 

1 N1-NA (c) 1-c 7.0 −1 Na+ (1) 

2 N1-NA (c) 2-c 7.0 −1 Na+ (1) 

3 N1-NA (c) 3-c 7.0 −2 Na+ (2) 
a 1–6 represent compound numbers in Table 5.4. 
b a, b, and c denote ligand-free proteins, hNEU1, hNEU2, and N1-NA, respectively. 

 
 
表 5.6 各複合体構造に対するエネルギー極小化計算 
MM simulation 

Force field parm99 (proteins), GAFF (compounds 1–6) 
Solvent effect TIP3P octahedron water box (12 Å) 
Cut-off 10 Å 

Step 1. MM 
水素原子と欠落アミノ酸残基 a の極小化 

(SD: 1,000 cycles, CG: 1,000 cycles, PBC) 

Step 2. MM 
水分子とカウンターイオンの極小化 

(SD: 1,000 cycles, CG: 5,000 cycles, PBC) 

Step 3. MMb 
阻害剤とアミノ酸残基の側鎖原子の極小化 

(SD: 1,000 cycles, CG: 5,000 cycles, PBC) 

Step 4. MMb 
系全体の極小化 

(SD: 1,000 cycles, CG: 5,000 cycles, PBC) 

  最急降下 (SD)法, 共役勾配 (CG)法, 周期境界条件 (PBC) 
a Ser284–Gly287 and Leu378–Gln380 are missing residues only in hNEU2. 
b The atomic positions of Glu111, Tyr179, Tyr181, Glu218, and Gln270 only in hNEU2 were 
constrained with a harmonic potential of 10 kcal/mol/Å2. 
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5.2.2.3  LERE-QSAR 解析 (hNEU1−シアル酸誘導体) 

 
ホモロジーモデリングにより構築した hNEU1 の予測モデル構造ならびに X 線結晶解析構

造が既知である hNEU2 および N1-NA と Set I 化合物 (compounds 1–3)の複合体形成に伴

う実測の全自由エネルギー変化 (ΔGobs)の変動の支配要因を明らかにする LERE-QSAR 解

析 [16–21]から, hNEU1 の予測モデル構造の妥当性評価を行った. 2.1 節で構築した

LERE-QSAR 解析の基本式 (2.6)において, 結合相互作用エネルギーΔEbind (= ΔEbind
0 + 

Edisp)は MM 法で算出し, ΔEbind
0 および Edisp はそれぞれΔEbind

MM/es + LJ12 および ELJ6 により評

価した. 水和自由エネルギー変化の極性項ΔGsol
polar は, 前章と同様の理由・方法により, 統

計平均値 (<ΔGsol
polar>)として算出した. なお, <ΔGsol

polar>は古典的連続誘電体モデルであ

る generalized Born-OBC I (GB-OBC I)法で評価した. 解離自由エネルギー変化ΔGdiss は, 
それぞれの複合体系における pH 環境が異なるため, その評価には多くの不確実性を伴うと

考えられるため, 考慮しないこととした. <ΔGsol
polar>を除く各エネルギー項は, 前節のモデリ

ング方法に従って構築した各複合体構造に基づき算出した. 最終的に式 (2.6)から下式 
(5.1)を導き, これを各複合体に対する LERE-QSAR 解析における基本式とした. 
 

ΔGobs = γ1 (ΔEbind
es + ΔEbind

vdW + <ΔGsol
polar (GB-OBC I)>) + const3   (5.1) 

 
ここで, ΔEbind

MM/es + LJ12 と ELJ6 の和を, MM 法による静電相互作用エネルギーΔEbind
es と van 

der Waals 相互作用エネルギーΔEbind
vdW (= ELJ6 + ELJ12)の和とした. また, Set II 化合物 

(compounds 3–6)を用いた hNEU1 の予測モデル構造のさらなる妥当性評価についての

LERE-QSAR 解析も, 上式 (5.1)に基づき行った. 
 
 

5.3  結果および考察 

5.3.1  タンパク質の構造評価手法に基づくhNEU1予測立体構造の妥当性評価 

5.3.1.1  タンパク質の構造評価 

 
図 5.6 は, ホモロジーモデリングに基づき構築した hNEU1 の予測モデル構造とその

template として用いた hNEU2 (1VCU)および M. viridifaciens (1EUR)の X 線結晶解析構造

を示す. 予測モデル構造では, 6 枚のβ-sheet より構成されるβ-propeller の基本構造をはじめ, 
ノイラミニダーゼが一般にもつ構造的特徴である arginine triad, Asp box および RIP motif が

空間配置的に template のそれらとほぼ同等の位置に形成されていることを確認できる. 
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表 5.7 タンパク質の構造評価 ((a) Ramachandran plot による主鎖構造の評価, (b) 二次構

造の評価, (c) 形状評価) 
(a) Ramachandran plot core allowed generous disallowed Gly and 

Proa 
 
totalscientific name species n % n % n % n % 

hNEU1 
(modelb) 

mammalian 
 

262 85.9 37 12.1 4 1.3 2 0.7 
 

58 363

hNEU2 
(1VCUc) 

mammalian 
 

257 80.8 61 19.2 0 0 0 0 
 

55 373

M. viridifaciens 
(1EURc) 

bacteria 
 

258 88.1 31 10.6 4 1.4 0 0 
 

68 361

 
(b) Secondary structure α-helix β-strand turn random coil 

scientific name species n % n % n % n % 

hNEU1 
(modelb) 

mammalian 
 

14 3.9 153 42.1 36 9.9 160 44.1 

hNEU2 
(1VCUc) 

mammalian 
 

24 6.4 187 50.1 44 11.8 118 31.6 

M. viridifaciens 
(1EURc) 

bacteria 
 

11 3.0 156 43.2 47 13.0 147 40.7 

 
(c) Compactness parameter 

scientific name species SASA
d VASA

e VASA/SASA
f Rg

g Verify 3D scoreh 

hNEU1 

(modelb) 
mammalian 

 
16659 64603 3.9 19.1 0.40 (0.03) 

hNEU2 

(1VCUc) 
mammalian 

 
14945 66160 4.4 19.2 0.47 (0.02) 

M. viridifaciens 

(1EURc) 
bacteria 

 
13911 61356 4.4 18.9 0.44 (0.01) 

a Number of Gly, Pro, and terminal-residues. 
b Final model of hNEU1. 
c Template. 
d Accessible surface area of a protein (in Å2). 
e Volume of a protein (in Å3). 
f Ratio of VASA to SASA (in Å). 
g Rg is radius of gyration: Rg = Σ(miri/M)1/2, where mi = mass of the i-th atom, ri = distance of the i-th atom 

from center of gravity, and M = mass of a protein. 
h Average value of all amino acid residues in a protein and standard deviation (in parentheses). 



 

5.3.1.2

 
Seyra

れらの臨

hNEU1
のうち, 
予測モデ

と hCath
質相互作

タンパク

ノ酸残基

Lukong
良好に対

られる. 
 
 

活性部位

れぞれ青

2  シアリ

antepe ら [2
臨床表現型

の予測モ

hNEU1 自

デル構造に

h A との多酵

作用に影響

ク質表面に位

基に変異が

g ら [272]が
対応してお

図 5.7 

位近傍, hCat
青色, 橙色お

リドーシス

294]は, シア

型を報告し

デル構造に

身の酵素活

における活性

酵素複合体

響を及ぼすと

位置してい

が生じた場合

が構築した hN
おり, 本解析

hNEU1 の

th A との会合

および緑色の

ス患者にお

アリドーシス

ており, 図

におけるこれ

活性に影響

性部位近傍

体の形成にお

と示唆される

る. また, 活

合, 重症化

NEU1 の予

における hN

の予測モデル

合面およびそ

の CPK モデル

128 

おける hNE

ス患者におい

5.7 は, ホ

れらのアミノ

響を及ぼすと

傍に位置して

おける両者

るアミノ酸残

活性部位近

化する傾向を

予測モデル構

NEU1 のモ

ル構造にお

それ以外に位

ルで表す. D

EU1 変異

いて確認さ

ホモロジー

ノ酸残基の変

と示唆される

ていることを

者の会合面, 
残基の変異の

近傍およびタ

を確認できる

構造における

デル構造の

おけるアミノ酸

位置すると推

DANA は stic

アミノ酸残

れる変異型

モデリング

変異位置を

る変異アミノ酸

を確認できる

すなわちタ

の一部につ

タンパク質表

る (表 5.8)
るアミノ酸残

の妥当性を支

酸残基の変

推測される変異

ck モデルで表

残基位置の

型 hNEU1 お

グに基づき構

を示している

酸残基は (
る. 一方で, 
タンパク質−

ついては, hN
表面に位置

). これらの

残基の変異位

支持するもの

変異位置 
異アミノ酸残

表す. 

の検証 

およびそ

構築した

. これら

(表 5.8), 
hNEU1

タンパク

NEU1 の

置するアミ

結果は, 
位置とも

のと考え

 

残基は, そ



129 
 

表 5.8 シアリドーシス患者において確認される変異型 hNEU1 およびそれらの臨床表現型 a 
mutation location phenotype severity 

Val54Met others type Ib mild 
Gly68Val others type II congenitalc severe 
Pro80Leu active site type II congenitalc severe 
Leu91Arg active site type IIc severe 
Leu111Pro others type Ib mild 
Gly136Glu others type I adultb mild 
Ser182Gly others type I adultb mild 
Val217Met hCath A binding site type Ib mild 
Gly219Ala hCath A binding site type Ib mild 
Gly227Arg hCath A binding site type II infantilec severe 
Leu231His hCath A binding site type Ib mild 
Trp240Arg hCath A binding site type II congenitalc severe 
Gly243Arg hCath A binding site type Ib mild 
Phe260Tyr hCath A binding site type II infantilec severe 
Leu270Phe hCath A binding site type II infantilec severe 
Val275Ala others type I adultb mild 
Arg294Ser hCath A binding site type Ib mild 
Ala298Val hCath A binding site type II infantilec severe 
Pro316Ser active site type Ib mild 
Gly328Ser others type Ib mild 
Pro335Gln active site type II congenitalc severe 
Thr345Ile others type Ib mild 
Leu363Pro active site type II infantilec severe 
Tyr370Cys active site type II infantilec severe 
a Taken from ref. 294. 
b Sialidosis type I, or the nondysmorphic type, is a relatively mild and 
late onset form. 
c Sialidosis type II, or the dysmorphic type, is the early-onset form. 
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5.3.2  LERE-QSAR 解析に基づく hNEU1 予測立体構造の妥当性評価 

5.3.2.1  hNEU1−Set I 化合物に対する LERE-QSAR 解析 

 
図 5.8 に示すように, ホモロジーモデリングにより構築した hNEU1 の予測モデル構造なら

びに X 線結晶解析構造が既知である hNEU2 および N1-NA と Set I 化合物 (compounds 1–
3)の複合体形成に伴う実測の全自由エネルギー変化 (ΔGobs, 3 化合物 × 3 タンパク質)の
変動を, 表 5.9 に示す代表自由エネルギー項を用いた LERE-QSAR 解析から良好に説明

可能であった. 抗インフルエンザ剤 (compounds 1 (zanamivir), 2 (oseltamivir))は, インフル

エンザウイルス (N1-NA)に対しては強い阻害効果を示す一方で, ヒト (hNEU1, hNEU2)に
対しては弱いこと, 特に compound 2 のヒトに対する阻害効果はきわめて弱いこと, また

compound 3 (DANA)がいずれのノイラミニダーゼに対しても同程度の阻害効果を示すことな

どの Set I 化合物の阻害効果の特徴を良好に再現している. 
 
 

 
図 5.8 ΔGobs とΔGcalc のプロット (hNEU1, hNEU2, N1-NA−Set I 化合物) 

Set I 化合物 (compounds 1 (zanamivir), 2 (oseltamivir)および 3 (DANA))と 3 つのノイラミニダーゼ 
(hNEU1 (a, 白色), hNEU2 (b, 灰色)および N1-NA (c, 黒色))との複合体は, それぞれ丸, 三角お

よび四角で表す. ΔGcalc は式 (5.1)に基づき算出した (式 (5.2): (a) r = 0.905, γ1 = 0.0442, const3 = 

−1.05, (5.3): (b) r = 0.978, γ1 = 0.0694, const3 = −0.254, (5.4): (c) r = 0.917, γ1 = 0.345, const3 = 8.79). 
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表 5.9 複合体形成に伴うΔGobs および代表自由エネルギー項 a (hNEU1 (a), hNEU2 (b), 
N1-NA (c)−Set I 化合物) 
complex 

no.b 
 

ΔGobs
c ΔGcalc

d ΔEbind
es <ΔGsol

polar (GB-OBC I)>e ΔEbind
vdW 

electrostatic 

energyf 

1-a −3.64 −3.14 −221.12 194.15 (7.23) −20.17 −26.97 

2-a −2.84 −3.42 −175.72 140.46 (12.11) −18.23 −35.26 

3-a −5.35 −5.28 −250.37 168.82 (9.51) −14.08 −81.55 

1-b −6.79 −7.08 −272.30 197.98 (6.05) −24.11 −74.32 

2-b −3.15 −3.32 −172.49 154.06 (4.26) −25.83 −18.43 

3-b −6.16 −5.69 −164.91 113.31 (8.93) −26.81 −51.60 

1-c −12.49 −13.00 −204.75 166.79 (5.37) −25.15 −37.96 

2-c −11.56 −10.40 −194.15 169.04 (6.66) −30.49 −25.11 

3-c −7.74 −8.39 −124.10 93.49 (5.95) −19.15 −30.61 

variance (a)g 943.26 480.95 6.45 576.72 

variance (b)g  2394.68 1195.48 1.25 526.68 

variance (c)g 1280.42 1231.75 21.46 27.71 
a In kcal/mol. 
b 1–6 represent compound numbers. a, b, and c denote ligand-free proteins, hNEU1, hNEU2, and 

N1-NA, respectively. 
c ΔGobs = RT ln IC50 (T = 310 K). 
d ΔGcalc for a, b, and c were calculated from eqs. (5.2), (5.3), and (5.4), respectively. 
e Average value and standard deviation (in parentheses). 
f ΔEbind

es + <ΔGsol
polar (GB-OBC I)>. 

g In kcal2/mol2. 

 
 

5.3.2.2  hNEU1−Set II 化合物に対する LERE-QSAR 解析 

 
Set II 化合物 (compounds 3–6)と hNEU1 の複合体形成に伴う実測の全自由エネルギー

変化 (ΔGobs)の変動の支配要因を明らかにする LERE-QSAR 解析に基づき, 構築した

hNEU1 の予測モデル構造のさらなる妥当性評価を行った. hNEU1 は, ホモロジーモデリン

グにより構築した予測モデル構造であるにもかかわらず, 一連の Set II 化合物と hNEU1 の

複合体形成に伴う実測のΔGobs の変動を, 物理化学的な意味づけとともに説明可能な統計

的に有意である LERE-QSAR 相関式 (5.5)を得ることができた. 
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ΔGobs = 0.0739 (ΔEbind
es + ΔEbind

vdW + <ΔGsol
polar (GB-OBC I)>) + 1.32   (5.5) 

n = 4, r = 0.926, s = 0.318 kcal/mol, F = 12.0 
 
相関式において, 実測と計算による全自由エネルギー変化との間には良好な線形関係が

あることを確認できる. また, 等温滴定熱量測定 (isothermal titration calorimetry: ITC)の実

験結果 [49]からαを 0.678 とした場合, 上式の右辺の第一項 (ΔEbind
es + ΔEbind

vdW + 
<ΔGsol

polar (GB-OBC I)>)の係数 (γ1 = (1 + β)(1 − α))におけるβは負の値を示す (β = −0.771). 
このことは, 式 (2.2)導出において仮定したとおり (β < 0 and/or const1 > 0), 相関式の右辺

の第一項に対して線形な penalty energy 項の存在を表している. 
表 5.10 は , LERE-QSAR 解析で用いた代表自由エネルギー項 , 実測値 ΔGobs, 

LERE-QSAR 相関式 (5.5)より得られる予測値ΔGcalc, MM 法に基づく静電相互作用エネル

ギーΔEbind
es, GB-OBC I 法に基づく水和自由エネルギー変化の極性項<ΔGsol

polar (GB-OBC I)>
および van der Waals 相互作用エネルギーΔEbind

vdW の値を示す. 図 5.9 は, ΔGobs の変動に

対する各エネルギー項の寄与を示す. 第 3 章および第 4 章の解析結果と同様に, ΔEbind
es と

<ΔGsol
polar (GB-OBC I)>の各々の寄与は大きいものの  (var.[ΔEbind

es] = 430, var.[<ΔGsol
polar 

(GB-OBC I)>] = 474 kcal2/mol2), 両者の間にはほぼ完全な逆相関関係が成立し (r = −0.995, 
式 (5.6)), 結果として静電相互作用エネルギー (ΔEbind

es + <ΔGsol
polar (GB-OBC I)>)の寄与はき

わめて小さくなることを確認できる (var.[ΔEbind
es + <ΔGsol

polar (GB-OBC I)>] = 5). 
 

<ΔGsol
polar (GB-OBC I)> = −1.04 ΔEbind

es − 91.4     (5.6) 
n = 4, r = 0.995, s = 3.00, F = 209 

 
一方で, ΔEbind

vdW の寄与は, (ΔEbind
es + <ΔGsol

polar (GB-OBC I)>)の寄与と比べて相対的に大きい

ことから (var.[ΔEbind
vdW] = 53), ΔEbind

vdW がΔGobs の変動に対して支配的に働くと考えられる 
(r = 0.996, 式 (5.7)). したがって, Set II 化合物と hNEU1 の複合体形成に伴う実測の全自

由エネルギー変化の変動に対して, 両分子間における van der Waals 相互作用が支配的な

役割を果たしている. 
 

ΔGobs = 0.0815 ΔEbind
vdW − 4.33       (5.7) 

n = 4, r = 0.996, s = 0.0734, F = 261 
 

本節ならびに前節における LERE-QSAR 解析から, ホモロジーモデリングにより構築した

hNEU1 の予測モデル構造は, 実測を再現可能な妥当な構造であり, 少なくともその活性部

位近傍のアミノ酸残基については良好に構築できていると考えられる. 次節では, 支配項で

ある van der Waals 相互作用に焦点を当て, その変動に関与する hNEU1 のアミノ酸残基を

定量的に明らかにする. 
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表 5.10 複合体形成に伴うΔGobs および代表自由エネルギー項 a (hNEU1−Set II 化合物) 
compound 

no. 
 

ΔGobs
b ΔGcalc

c ΔEbind
es <ΔGsol

polar (GB-OBC I)>d ΔEbind
vdW 

electrostatic 

energye 

3 −5.45 −5.75 −250.37 168.82 (9.51) −14.08 −81.55 

4 −6.01 −5.69 −284.88 209.70 (13.87) −19.63 −75.18 

5 −6.38 −6.47 −307.20 227.71 (10.28) −25.83 −79.49 

6 −7.09 −7.03 −291.29 212.03 (14.27) −33.64 −79.26 

variancef 430.46 473.87 52.95 5.33 
a In kcal/mol. 
b ΔGobs = RT ln IC50 (T = 310 K). 
c Calculated from eq. (5.5). 
d Average value and standard deviation (in parentheses). 
e ΔEbind

es + <ΔGsol
polar (GB-OBC I)>. 

f In kcal2/mol2. 

 
 
 

 
図 5.9 Set II 化合物と hNEU1 の複合体形成に伴う各エネルギー項の変動 

各代表自由エネルギー項は compound 3 を基準として表す. 
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5.3.3  hNEU1−Set II 化合物の結合相互作用エネルギー解析 

 
Set II 化合物 (compounds 3–6)と hNEU1 の複合体形成に伴う実測の全自由エネルギー

変化 (ΔGobs)の変動の支配要因は, 結合相互作用エネルギーΔEbind (= ΔEbind
es + ΔEbind

vdW)
における van der Waals 相互作用エネルギーΔEbind

vdW であることを, 前節の LERE-QSAR 解

析から定量的に明らかにした. Set II 化合物は, fragment A 部位のみが異なる化合物である

ため (表 5.4), ΔEbind
vdWに対する Set II 化合物の各部分構造の寄与については, fragment A

が 最 も 大 き い と 考 え ら れ る . 図 5.10 (a) は , compound 6 の fragment A (R1 = 
CH(OH)CH(OH)CH2NHCO-n-C4H9)部位がその近傍に位置するアミノ酸残基 (pocket A: 
Lys161, His220, Gly221, Thr222, Asp226, Gly227, Pro262, Asp263, Glu264)と相互作用して

いる様子を示す. Set II 化合物の fragment A が共通に有する C7 位および C8 位に位置する

hydroxyl 基は, Lys161, Asp263, Glu264 の側鎖との間において水素結合ないしは静電相互

作 用 に 関 与 し て い る . ま た , compound 3 (DANA) の fragment A (R1 = 
CH(OH)CH(OH)CH2(OH))においては, C9 位に位置する hydroxyl 基が Asp263 の側鎖との

間の付加的な水素結合形成に関与していることを確認している. しかしながら, これら静電

的な結合相互作用エネルギーのΔGobs の変動に対する寄与はきわめて小さいと考えられる. 
なぜなら, 前節で確認したように静電相互作用エネルギーによる安定化相互作用エネルギ

ーは, 水和自由エネルギー変化による不安定化相互作用エネルギーにより, ほぼ完全に相

殺されるためである. 一方で, これら fragment A と pocket A のアミノ酸残基との間の静電相

互作用による強固な結びつきが, fragment A に近接するアミノ酸残基との間の van der Waals
相互作用エネルギーの安定化につながると考えられる. 図 5.10 (b)は, fragment A と pocket 
A のアミノ酸残基との間の van der Waals 相互作用エネルギーΔEbind

vdW fragment A を示している

が, 実際に Lys161, Asp263, Glu264 に加え, His220 や Asp226 との間においても van der 
Waals 相互作用による大きな安定化相互作用エネルギーが確認できる. なかでも, His220
や Asp263 の側鎖は, fragment A 部位の伸長方向に平行して沿うように pocket を形成してい

るため, その安定化への寄与は大きい. 特に, Asp263 との間の van der Waals 相互作用エネ

ルギーの化合物間の変動は, fragment A が担う相互作用のなかで最大である. その主要因

は , compound 3 における C9 位に位置する hydroxyl 基を , compounds 4–6 では

NHCO-n-alkyl 基に置換することにより獲得した近傍のアミノ酸残基との間における van der 
Waals 相互作用による安定化相互作用エネルギーの増大であると考えられる. 

以上より, 一連の Set II 化合物と hNEU1 の複合体形成に伴う全自由エネルギー変化の

変動は, 両分子間において特に fragment A とその近傍の pocket A のアミノ酸残基との間の

van der Waals 相互作用などの局所的な相互作用により支配されていると結論づけられる. 
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統一的に説明可能であり, Set I 化合物の阻害効果の特徴を良好に再現できた. Set II 化合

物と hNEU1 の複合体形成において, 第 3 章および第 4 章の解析結果と同様に, 水素結合

ないしは静電相互作用に基づくエネルギーの寄与は大きいものの, 静電相互作用エネルギ

ーと水和自由エネルギー変化との間にほぼ完全な逆相関関係が成立する結果として, 互い

の寄与はきわめて減弱していた. 一方で, van der Waals 相互作用エネルギーの寄与は大き

く, これが実測の全自由エネルギー変化の変動に対する主要因である. 特に, fragment A と

pocket A のアミノ酸残基 (Asp263)との間の van der Waals 相互作用による安定化相互作用

エネルギーが, その支配要因であることを定量的に明らかにした. 
以上より, ホモロジーモデリングにより構築した hNEU1 の予測モデル構造は, 実測を再

現可能な妥当な構造であり, 本解析で提案した hNEU1 の予測モデル構造に基づき, 今後, 
抗インフルエンザ剤を含むシアル酸誘導体と hNEU1 の相互作用についての新たな知見が

得られることが期待される. 
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第 6 章  総括 
 

現在, 新薬開発には長い時間と莫大な費用を要することに加え, 一般的に成功率は低

い. 一方で, 近年の飛躍的なコンピュータの性能向上とともに発展してきた理論・計算化学

の進歩は目覚ましく, これらの先端的な理論・計算化学法を創薬へと応用する新たな試み

は, これまでの論理的創薬のアプローチと比較して迅速かつ高確度な医薬品設計につなが

ることが期待されている. すなわち, 薬物分子の活性発現メカニズムを, 物理化学的解釈に

基づき定量的かつ原子・電子レベルで理解することのできる新しい体系的方法論の構築が

望まれる. 本研究では, 定量的構造活性相関 (QSAR)と分子科学計算・シミュレーションを

リンクさせた自由エネルギーの線形則 (LFEP)に基づく自由エネルギー変化の線形表現 
(LERE-QSAR)解析を用いて, 薬物分子−標的タンパク質の相互作用を原子・電子レベルに

おいて定量的に理解することを目的に, 論理的創薬における QSAR のさらなる発展として新

しい体系的方法論の構築と検証を試みた. 第 2 章では, 一般化 LERE-QSAR 式の構築を, 
第 3 章, 第 4 章および第 5 章では, その有用性の検証を行った. 以下に本研究から得られ

た知見を総括する. 
第 2 章では, リガンドとタンパク質の複合体形成に伴う自由エネルギー変化の加成性と線

形関係に基づく LERE-QSAR 式の構築および代表自由エネルギー項について概説した. 
LERE-QSAR 式で用いる代表自由エネルギー項について, 各種分子科学計算に基づく算

出方法と手順を示すとともに, それらの論理的かつ実際的な利用についても指針を与えた. 
結合相互作用エネルギーおよび水和自由エネルギー変化は, 主要な代表自由エネルギー

項と考えられるが, これらに対する理論的考察の結果, 一般に両エネルギー項の間には逆

相関関係が成立する論理的根拠を明らかにし, その具体例を示した. 特に, 水和自由エネ

ルギー変化については, いくつかの評価法を相互に比較・検討することで, 大規模分子系

に対して有用となる古典/量子化学の hybrid 評価法を提案した. 
第 3 章では, インフルエンザウイルスの N1-NA と代表的な抗インフルエンザ剤の一つで

ある oseltamivir (Tamiflu)を含む一連のシアル酸誘導体の複合体について, 分子科学計算

ならびにその結果に基づく LERE-QSAR 解析および拡張 LERE-QSAR 解析を行った. その

結果, シアル酸誘導体と N1-NA の複合体形成に伴う実測の全自由エネルギー変化の変動

を支配する相互作用様式を物理化学的な意味づけとともに定量的に明らかにした. すなわ

ち, 両分子間に働く分散相互作用が実測の阻害活性値より求まる全自由エネルギー変化

の変動と良好な線形関係にあること, さらに, シアル酸誘導体の各部分構造の相互作用様

式を原子・電子レベルで明確にするとともにその変動に関与する N1-NA のアミノ酸残基を

特定した. また, タンパク質および阻害剤の構造の揺らぎに伴う entropic 変化を陽に考慮し

た拡張 LERE-QSAR 解析の結果, 特異な分岐鎖 alkoxy 基を有する oseltamivir が, 一連の

シアル酸誘導体のなかで最大の阻害活性を示すのは, 複合体形成の前後におけるリガンド

部分の凍結 entropy がほとんどないことに起因することを定量的に明らかにした. 
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第 4 章では, ヒトの hNEU2 と代表的な抗インフルエンザ剤を含む一連のシアル酸誘導体

の複合体について, 分子科学計算ならびにその結果に基づく LERE-QSAR 解析を行った. 
その結果, シアル酸誘導体と hNEU2 の複合体形成に伴う実測の全自由エネルギー変化の

変動を支配する相互作用様式を物理化学的な意味づけとともに定量的に明らかにした. す

なわち, 両分子間に働く静電相互作用が実測の阻害活性値より求まる全自由エネルギー変

化の変動と良好な線形関係にあること, さらに, oseltamivir の hNEU2 および N1-NA に対す

る相互作用において, 特に oseltamivir の amino 基とその近傍に位置するアミノ酸残基との

間の静電相互作用エネルギーの違いが, oseltamivir の結合選択性に大きく寄与しているこ

とを定量的に明らかにした. また, oseltamivir 服用後の精神・神経症状の有害事象 (副作

用)については, 遺伝的多型 (Arg41Gln 変異型 hNEU2)の関与が考えられ, oseltamivir の

有害事象に関する報告を科学的に裏付ける可能性の一つを示した. 
第 5 章では, 3 次元立体構造が未知である hNEU1 の立体構造をホモロジーモデリング手

法に基づき構築し, LERE-QSAR 解析を用いて hNEU1 の予測モデル構造の妥当性評価を

行った. その結果, シアル酸誘導体と 3 つのノイラミニダーゼ (hNEU1, hNEU2, N1-NA)の
複合体形成に伴う実測の全自由エネルギー変化の変動は, LERE-QSAR 解析に基づき算

出した予測値を用いて統一的に説明可能であった. すなわち, hNEU1 の予測モデル構造

は, 実測の阻害活性値より求まる全自由エネルギー変化の変動を説明可能な妥当な構造

であることを明らかにした. 
以上, QSAR と分子科学計算・シミュレーションの統合化に基づく研究から得られた特筆

すべき知見を総括した. 第 3 章および第 4 章では, 標的タンパク質の立体構造情報は既知

でありそれらを使用して解析を行ったが, 創薬研究において論理的に医薬品設計を行って

いくうえでタンパク質の立体構造情報は必要不可欠である. 近年, X 線結晶構造解析や

NMR スペクトル解析などの実験技術の飛躍的進歩に伴い, 多くのタンパク質の立体構造が

決定されるようになってきている. また, 実験的に立体構造が得られない場合であっても, 
第 5 章で示したホモロジーモデリングに基づきその予測立体構造を得ることができ, さらにそ

れを用いた原子・電子レベルでの解析も可能となってきている. すなわち, 本研究では, 実

験化学と理論・計算化学を相補的かつ効果的に活用することのできる一つの方法として, 新

規 QSAR の方法である LERE-QSAR 法の提案・構築・検証を行った. 
本研究で示した QSAR と分子科学計算・シミュレーションの統合的アプローチである

LERE-QSAR 法は, 従来の QSAR 法では得ることが困難である原子・電子レベルでの阻害

剤と標的タンパク質の相互作用メカニズムを定量的に解析可能であることを, ノイラミニダー

ゼ−阻害剤の複合体系を検証例として明らかにした．LERE-QSAR 法は, 今後の高精度か

つ高確度が要求される創薬の過程において新しい論理的かつ実用的な QSAR の一つであ

ると結論できる. 
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