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第 1章 緒言 

 

1.1 タンパク質立体構造を用いたドラッグデザイン 

 

近年のコンピュータと計算科学技術の発達により、創薬の現場ではコンピュータは新薬創製に積極的

に活用されている。探索研究段階において既知の実験情報を用いて合理的に新規開発する手法は合

理的医薬品設計（Rational drug design） と呼ばれる。特にターゲット受容体とそれに結合したリガンドの

構造情報を用いて、新規のリガンドを発見する手法はタンパク質立体構造情報に基づく薬剤設計

（Structure–based drug design; SBDD）と呼ばれる。この手法を用いたエネルギー的に安定な受容体とリガ

ンドの相互作用の予測結果（例：静電相互作用、水素結合、ファンデルワールス及び疎水性の接触）は、

計算化学者やメディシナルケミストにとって、ドラッグデザインを行う際の有用な情報となる。これらの情報

を利用すれば、リガンドの親和性に影響を与えずに水溶性や選択性を上昇させることも可能になる。また、

タンパク質とリガンドの構造情報をリード化合物の最適化に利用され、実際に上市されている医薬品も増

えている 1,2。 

SBDDを活用して開発された有名な医薬品の例として、HIV（Human immunodeficiency virus）プロテア

ーゼ阻害剤である nelfinavir, amprenavir, lopinavir や、インフルエンザ治療薬として知られる、ノイラミニ

ダーゼ阻害剤の zanamivir や oseltamivir などの例がある 3。他の例としては、主に癌治療薬のターゲ

ットとして注目されているキナーゼ阻害剤がある。キナーゼは数百の類縁タンパク質から構成されており、

これらの中から、1 つまたは複数のキナーゼターゲットに対する選択的な阻害剤を開発する目的で行わ

れている。良く知られたキナーゼ阻害剤の例として BCR–ABL 阻害剤である imatinib （Gleevec, 

Novartis）がある 4。この薬は慢性骨髄性白血病の治療薬として 2001 年に上市された。この他、キナーゼ

阻害剤に関しては世界的に多くの研究がなされ、いくつかの癌に対して有効な治療薬（erlotinib/Tarceva, 

dasatinib/Sprycel, nilotinib/Tasigna, sunitinib/Sutent, lapatinib/Tykerb）が開発されている。 

タンパク質の立体構造情報を利用して、コンピュータを用いて、化合物ライブラリの中から活性化合物

を予測する手法を構造ベースのバーチャルスクリーニング（Structure–based virtual screening）もしくはイン
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シリコスクリーニング（in silico screening）と言われる。この手法は、タンパク質 X線結晶構造を用いてタン

パク質のリガンド結合ポケットに適合する化合物を探索する。ドッキングさせる際は、リガンドのエネルギ

ー的に許容されるコンフォメーションを探索し、ドッキングさせる。また、結合に重要な相互作用が推定で

きる場合は、3D ファーマコフォアを利用することがある。そして、VDW 相互作用や水素結合などの相互

作用のエネルギーを用いて、仮想の化合物ライブラリ中の優先順位をつけるためのスコア計算に用いら

れ、活性候補化合物の選抜に利用される。このようなバーチャルスクリーニングはハイスループットスクリ

ーニング（High–throughput screening; HTS）の相補的なアプローチとして広く用いられており、多数の報

告例がある 5–7。 

この方法は、既存の化合物ライブラリや市販の化合物ライブラリ、また合成可能な化合物で構成される

バーチャルライブラリ中の化合物に対して行い、ヒット化合物候補の優先付けを行う。また、ランダムスクリ

ーニングと比べて高いヒット率を持つターゲット用のフォーカストライブラリ（Focused library）を作る事もあ

る。これは HTS 向きではないスクリーニングアッセイの場合に有用である。またバーチャルスクリーニング

は、既存の HTS ライブラリに存在しない母核を持つ化合物を発見でき、購入すべき化合物を検討する際

の参考になる。 

創薬プロジェクトにおいて、一般的に好ましくない物理化学的な性質（例えば大きな分子量や高い脂

溶性のもの）や好ましくない官能基を持つ分子は除去される。これはプロジェクトの目的に適した化合物

を作るためである。例えば中枢神経系の創薬ターゲットでは、酸性の官能基や高い極性表面積を持つも

のは中枢系では排除されがちなので予め除去される。高い反応性の官能基を持つ化合物などのメディ

シナルケミストにとって好まれない化合物もこの段階で除去される。ヒット化合物の数やヒット率だけでなく、

このようなフィルタリングを行うことはメディシナルケミストに有用な化合物を提供する際に重要である。ま

た、多くの種類の母核を持つヒット化合物があれば、良いリード化合物につながる可能性が高まる。これ

は、類似した多くのアナログ化合物を見つける事よりも価値のあることであり、タンパク質の構造ベースの

バーチャルスクリーニングがリガンドベースの類似性検索に対する利点である。 

バーチャルスクリーニングを行うにあたり、まずタンパク質の立体構造情報が必要となる。タンパク質の X

線結晶構造解析によって得られた立体構造から、結合サイトを構成している低分子との相互作用や水分
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子の情報が得られるためである。リガンド結合サイトにおいて、そのリガンドの結合に必須な”hot spot”を

決めることができれば、バーチャルスクリーニング結果からヒット化合物を選抜する際の有用な情報になり

得る。もし X 線結晶構造が得られない場合は、ホモロジーモデリング法によりタンパク質の三次元構造を

予測する。経験的に、配列一致度が 30%以上あればタンパク質の全体的な立体構造が同じであると考

えられているので、遺伝的に関連のある類縁タンパク質の構造情報に基づき、立体構造を予測すること

ができる。このモデル構造の精度は、既知の結晶構造が、どの程度の数が明らかになっているか、またど

の程度の配列一致度のものが明らかにされているかによって変わる 8。例えばキナーゼのような、多くの

結晶構造が明らかにされているものに対しては、高い精度でのモデル構造を構築する事が可能である。 

 タンパク質とリガンドの複合体の X線結晶構造を用いる SBDDは、製薬企業の創薬研究に大きな影響

を与えており、多くの創薬プロジェクトに組み込まれている。しかし、全ての創薬ターゲットのタンパク質に

対して結晶構造が得られている訳ではない。このような場合は、メディシナルケミストの経験とリガンドのみ

の情報を用いて研究を行わなければならない。比較的最近まで、G タンパク質共役型受容体

（G–protein–coupled receptor; GPCR）はこのような状況に置かれていたが、近年の X線結晶構造解析の

進展により、GPCR についてもキナーゼやプロテアーゼなどの他のファミリーと同様に SBDD によるドラッ

グデザインが可能になりつつある 9。 
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1.2 GPCRの機能と分類 

 

GPCRは、7回膜貫通型（Seven transmembrane; 7TM）受容体として知られている。GPCRは細胞膜内

に発現しており、細胞外からの多様な反応を受け取り、ファーストメッセンジャーとして情報伝達を仲介す

る。GPCR は生体内で分泌された神経伝達物質やホルモンなどの内在性のリガンドや、匂い物質などの

外来性の分子を認識する。ヒトにおいては、800 以上の GPCR によりスーパーファミリーを構成している。

嗅覚受容体を除いても 360以上の GPCR が存在する。GRAFs 分類法 10では、GPCR は 5つのファミリ

ーに分けられる。ロドプシンファミリー（Kolakowskiの分類 11では、クラスAと分類される）、Adhesion及び

セクレチン受容体ファミリー （この 2つは、クラスBとして分類される）、グルタミン酸受容体ファミリーは（ク

ラス C）、Frizzled 受容体ファミリー（クラス F）がある。細胞内のタンパク質とカップリングして、GPCR は細

胞の機能外の機能を生化学的なシグナルとして、生理的、病理学的な機能に関わる。このような機能を

持つために、GPCR は多くの疾患に関わり、医薬品市場で最も大きなシェアを持つ創薬ターゲットとなっ

ており 12、現在でも創薬における最も重要なターゲットとして、非常に多くの研究がなされている。 
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1.3 GPCRの構造予測と用いたドラッグデザイン 

 

GPCRのホモロジーモデリングとドッキング 

2008 年に β2 アドレナリン受容体の立体構造が明らかにされて以来、10 以上の GPCR の立体構造が

明らかにされているが、それまでは 2000年に立体構造が明らかにされたウシロドプシンの X線結晶構造

に基づいたホモロジーモデリングがなされていた。 

多くの成功例は、受容体と低分子リガンドの複合体を構築する際に生化学的な実験やリガンドの構造

活性相関（Structure–activity relationship; SAR）などの情報を活用している。Costanzi らは、ウシロドプシ

ンを鋳型構造として構築した β2 アドレナリン受容体とその X 線結晶構造を比較し、ホモロジーモデルの

精度を評価した 13。GPCRの細胞外第 2ループ（Extracellular loop 2; ECL2）の構造を精度よく予測する

ことは難しく、de novo 予測を行った結果では、リガンド結合ポケットを塞いでいた。しかし、結晶構造リガ

ンドの crazololの変異実験（Site–directed mutagenesis; SDM）から想定される相互作用を用いて、ドッキン

グ構造をマニュアルで調整することで、予測精度を向上させることができた。この研究では、それぞれの

アミノ酸残基のわずかな間違いによる、不正確な形状のポケットが、リガンドの正しい結合ポーズの予測

の妨げになることを示している。そのため、複数のモデルを生成し、SDMや SARの情報を用いることが、

精度の高いモデルを構築するために重要である。 

Wacker らは、低分子リガンドが結合している β2 アドレナリン受容体の 3 つの X 線結晶構造（crazol と

timolol）に対して 5 つのリガンドを用いてクロスドッキングを行った 14。結晶構造リガンドそのものを用いた

結果が、最も精度が良かったが、リガンド結合サイトは構造的に保存されているため、その他のリガンドの

場合でも結果は十分に精度の高いモデルを構築する事ができた。 

Ivanov らは、様々な既知リガンドをロドプシンと β2 アドレナリン受容体構造に基づいたアデノシン A2a

受容体のホモロジーモデルにドッキングさせた 15。ウシロドプシンに基づくモデル構造に比べ、β2 アドレ

ナリン受容体を鋳型とすることでより精度の高いモデルを構築することができた。ZM241385 のドッキング

は、水分子を考慮することや、実験情報による拘束を用いる事によって改善できると期待される。NECA
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等のアゴニストのモデル構築の結果、リガンドのリボース環が Ser277
7.42やThr88

3.36と相互作用していた。

これは、アゴニストが関与し、アンタゴニストには関与しないという実験結果からの予測と矛盾しない。 

de Graaf と Rognanは β2アドレナリン受容体の X線結晶構造に基づき、パーシャルアゴニストとフル

アゴニストが結合しうるモデル構造を構築した 16。このモデル構造は、リガンドのカテコールアミンの水酸

基と相互作用する受容体構造の Ser
5.32と Ser

5.46のロータマーを変更している。これらの構造に対し、デコ

イとパーシャル、フルアゴニストのドッキング計算を行ったところ、各リガンドを精度良く分離することができ

た。著者らは、このような改変モデル構造を用いて、アゴニストを同定することが可能になるとしている。 

 上述のとおり、近年の GPCR の X 線結晶構造解析の発展は、GPCR のホモロジーモデリング及びリガ

ンドとの複合体のモデル構築にも大きく影響を与えている。また、それぞれの受容体構造を用いた予測

の検証ができるようになるので、受容体モデル構築法の改良に生かせると期待される。 

 

GPCR Dock 

 Michino らはコミュニティーワイドで GPCR–リガンド複合体モデリングのアセスメント（Community–wide 

assessment of GPCR structure modeling and ligand docking; GPCR Dock 2008）を行い、当時の GPCR構

造予測精度の評価を試みた 17。X線結晶構造解析を行ったアデノシン A2a受容体の構造を公開する前

に、参加グループが構造予測を行い、結果を比較することで予測精度を評価している。29 のグループが

合計 206 モデル構造を提出した。膜貫通ヘリックス部分は全体的に良く予測できていたが、ループ部分

については予測が難しい事が明らかになった。ドッキングについても予測結果に大きなばらつきが見られ

た。最も良いモデルではリガンドの重原子の RMSDは 2.8 Åで、結合サイトの残基の RMSDは 3.4 Åで

あり、SAR, SDMなどの実験情報を利用すると精度の高いモデル構造に結びつくことが示唆された。 

同様のアセスメントが2010年に開催され、この時のターゲット受容体は、ドーパミンD3受容体と低分子

アンタゴニスト（eticlopride）、CXCR4 との低分子アンタゴニスト（IT1t）と CXCR4 と環状ペプチド

（CVX15）であった 18。35グループが、結晶構造GPCR Dock 2008 と同様に、公開の前に受容体構造の

予測を行った。比較的近縁な鋳型構造が存在するドーパミン D3 受容体では、生化学的な情報や SAR

の情報を参考にして精度の高いモデル構造を構築できていた。一方で、CXCR4 の複合体は、相互作用
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の情報が少なかったことと、既知構造から遠縁であったこともあり、正確な予測は難しい事が分かった。ま

た、GPCR の構造的に保存されている TM 領域が数多く決定されたとしても、分子設計者は結合に影響

のあるリガンド結合領域の構造の多様性とヘリックス構造を考慮する必要がある事も明らかになった。

CXCR4の TM2のキンクと回転など、いくつかの点は実験データを用いて予測することは可能と考えられ

たが、多くの参加者は正しく予測することはできなかった。 

2013年には、セロトニン受容体と ergotamine複合体及びClass F に属するGPCRである、smoothened 

受容体について、同様のアセスメント（GPCR Dock 2013）が行われており、結果の報告が待たれる 19。 

 

GPCRの立体構造に対するバーチャルスクリーニング  

GPCR の立体構造を用いたバーチャルスクリーニングは以前より興味が持たれており、X 線結晶構造

及びホモロジーモデルを用いた成功例が報告されている。 

Carlssonらは、アデノシンA2a受容体–T4L複合体のX線構造の構造を用いて、140万の化合物を用

いてバーチャルスクリーニングを行った。選抜された 20 化合物のうち、7 化合物（35%）が、200 nM–8.8 

mM のアンタゴニスト活性を有していた 20。ヒット化合物の結合様式は、X 線構造と ZM241385 と同じよう

に Asn253
6.55と Glu169

ECL2 と水素結合としていた。ほとんどのヒット化合物は、アデノシン A2a に対する

活性が比較的低いにも関わらず、よく似ているアデノシンA1及びA3受容体に対する選択性が見られた。

同様に Katritch らはアデノシン A2a–T4L の構造を用いて約 430 万の化合物を用いてバーチャルスクリ

ーニングを行った 21。アッセイした 56化合物のうち 23化合物（41%）が 30 nM–10 mMの活性を持ってい

た。Carlsson らの結果と同様に、全てのヒット化合物はアンタゴニストであったが、A1 サブタイプに対して

も弱い活性を持つ化合物も存在した。ヒット化合物の結合様式は Carlsson らのモデル構造と良く一致し

ていた。ヒット化合物の 1 つは予想外に高いアデノシン A1 受容体アンタゴニスト（Ki=6nM）活性を保ち、

アデノシンA2a受容体とは 20倍の選択性を持っていた。アデノシンA2a受容体に対するバーチャルスク

リーニングからのヒット化合物は、化合物最適化の指標の一つである ligand efficiency （LE）値 22も、比較

的良い値をであった。この事は、GPCRに対するバーチャルスクリーニングの有用性を示している。 
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Kolbらは2アドレナリン受容体の結晶構造を用いて、約 100万のリード様化合物ライブラリを用いてバ

ーチャルスクリーニングを行った 23。25の候補化合物から、6化合物のヒット 化合物（Ki=9 nM–3.2 mM）

を同定した。これは24%のヒット率であり、大まかに2つのケミカルクラスに分類された。Topiol らは2アド

レナリン受容体を用いて、in-house と市販化合物ライブラリを用いてバーチャルスクリーニングを行った

24,25。その結果、化合物のヒット率は、in-house と市販化合物の 2 つのデータベースのそれぞれ、36%, 

12%のヒット率（Ki 0.1 nM–21 mM と Ki 14 nM–4.3 mM）であった。これはランダムに選択した化合物セ

ットのスクリーニング結果のヒット率 0.3%と比べ良い結果であった。両方のスクリーニング結果では、2受

容体のよく知られている hydroxylamineケモタイプが存在していた。 

de Graaf ら 26は、ヒスタミンH1受容体に対する、構造ベースのバーチャルフラグメントスクリーニング法

を開発し、ヒスタミン H1 受容体アンタゴニスト探索に適用した。この方法は、分子ドッキングからの化合物

の選抜に相互作用フィンガープリントを用いている。その結果、73%という非常に高いヒット率でのフラグメ

ント様（重原子数 22原子以下）のヒスタミンH1受容体アンタゴニストを発見した。活性値を評価した 26の

フラグメントのうち、19化合物は、6nM から 10Mの親和性を持っていた。 

Carlsson ら 27は、上述のアデノシン A2a受容体バーチャルスクリーニングに加えてドーパミン D3受容

体に対するバーチャルスクリーニングを行っている。この研究では、結晶構造を用いた場合とホモロジー

モデリングを用いた場合の両方の構造を用いて、それぞれの結果を比較している。まず、ホモロジーモデ

ルに対して約 330万の化合物を用いてドッキング計算を行い、26の高いランキングの化合物が結合能を

測定した。その結果、6 化合物が、0.2M–3.1M の活性を持っていた。続いて、公開された結晶構造を

用いて、ドッキング計算を再度行った。選抜された 25 化合物のうち、5 化合物が 0.3–3.0uM の阻害活性

を有していた。また、ホモロジーモデルからのバーチャルスクリーニングで得られた活性リガンドは、化合

物最適化により最適化 81nM まで親和性が向上させることに成功している。 

 

GPCRの立体構造情報を用いた SBDD 

最近の GPCR の X 線結晶構造数の増加は、バーチャルスクリーニングだけでなく、化合物のリード最

適化にも大きな影響を与えている。Pastorinらは、ZM241385が結合したアデノシンA2a受容体を鋳型構
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造として、アデノシンA2a受容体のホモロジーモデリングを行い、新規 triazolopyrimidine誘導体を発見し

た 28。また、モデル構造からアデノシン A3受容体の E2ループの大きなアミノ酸（Val169）が、ヘテロ環の

コアのアミノ基の置換において、アデノシン A2a、A3受容体の選択性に関わることが示唆された。 

Soriano–Ursua
29らは、2アドレナリン受容体のモデル構造を参考にして、既存のジオールアゴニストよ

り高い活性を持つホウ素含有アゴニストを設計に成功した。服部らのグループは、いくつかの3 アドレナ

リン受容体アゴニストについて、2 アドレナリン受容体を利用して、合理的に説明した 30。モデル構造上

選択的リガンドは、結合サイトの構造が他のサブタイプとは異なる部分に伸びていた。 

Allegretti はケモカイン CXCR1 と、非拮抗的 CXCL8–induced human PMN chemotaxisの阻害剤であ

る (R)–ketoprofen の分子モデルを構築した 31。モデル構造は、リガンドと活性に重要な残基の相互作用

をうまく説明でき、アラニンスキャニングの結果と photochemical cross–linking とも矛盾しなかった。この研

究の結果は、臓器機能障害治療薬として臨床試験に進んでいる repertaxinの発見に至っている。 

Sela らは、20 以上の様々な GPCR 対して構造ベースのスクリーニングとリード最適化で成功を収めて

いる 32。4年のうちに 4つの臨床試験化合物を発見している。 

これまでに記した GPCR バーチャルスクリーニング及びリード最適化の成功例は、ロドプシンファミリー

に属する GPCRは SBDDに適している可能性を示している。比較的脂溶性もしくは芳香性で、水素結合

を形成するようなキーとなる残基が存在し、深いリガンド結合ポケットを持つターゲットはインシリコドッキン

グに適したターゲットになりうる 32。 
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1.4 本研究の目的 

 

本研究では、GPCR について、リガンドとの複合体構造モデルを構築する手法の開発及び、バーチャ

ルスクリーニングを用いた GPCR に対する新規のリガンドの発見への応用を目的としている。GPCR に対

するドラッグデザイン手法の開発と応用は、新規医薬品開発の発展に貢献することが期待される。 

第 2章では、CXCケモカイン受容体 4（CXC chemokine receptor 4; CXCR4）の X線結晶構造に対し

て、環状ペプチドリガンドである FC131 の NMR 構造を利用してドッキング計算を行い、リガンドと受容体

の相互作用の検討を行った。第 3章では、新しいGPCRホモロジーモデリングとリガンドドッキング手法を

開発し、その精度を検証した。また、GPCR Dock 2010に参加し、本手法の予測精度を検討した。第 4章

では、第 3 章のモデリング手法をさらに改良し、複数鋳型に基づく手法でホモロジーモデリング法を開発

した。この手法を用いて CXCケモカイン受容体 7（CXC chemokine receptor 7; CXCR7）とリガンドの複合

体モデルを構築した。このモデル構造を利用してバーチャルスクリーニングを行い、市販化合物から 623

の候補化合物を選抜した。生物学的なアッセイを行い、21 化合物の新規 CXCR7 アンタゴニストの発見

に結びついた研究ついて述べる。 
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第 2章 CXCR4–FC131複合体モデル構造の構築 

2.1 緒言 

 

ケモカイン受容体ファミリーは、GPCR 内のファミリーの一つであり、ケモカインと結合する受容体である

1,2。ケモカイン受容体の一つである CXCR4 は、CXCL12（SDF-1a, ストローマ細胞由来因子 1a とも呼ば

れる）を内在性リガンドとし、免疫システムにおける白血球遊走、前駆細胞の遊走 3
, 循環器系 4

, 造血 5
,

及び中枢神経系 6,7における発生に関わる。さらに、CXCR4 は病態生理学に、乳癌の転移 8
, HIV 感染

9,10
, 白血病 や関節リウマチ 11との関連が示されており、魅力的な創薬ターゲットと考えられている。 

これまでに、我々は CXCR4 に対する複数のペプチドアンタゴニストを同定しており、その一つである

T140は 14残基からなる環状ペプチドであり、カブトガニの抗菌ペプチドに対する構造活性相関研究から

見いだされた 12,13。T140 とその類縁体は、HIV-1 エントリー阻害剤 12
, 抗癌剤 14,15

, 抗リウマチ剤 16とし

て作用する。FC131 は T140 のアナログの構造活性相関研究に基づきデザインされた環状ペンタペプチ

ドライブラリから同定され（図 1）17、この構造活性相関研究では、D-Tyr1, Arg3, Nal4の 3残基が CXCR4

の結合に必須であることが示されている 18,19。 

 

 

 

 

CXCR4 とそのアンタゴニストの立体的な結合様式を理解することは、CXCR4に対する低分子アンタゴ

ニストの開発を行う際に有用である。これまでに、我々は FC131 とその類縁体の 3次元構造 NMR 研究

図 1. T140（1）, FC131（2）, CVX15（3）, IT1t（4）の構造。 
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により解明している 18,19。また、いくつかのファーマコフォアモデルおよびホモロジーモデリング法で構築

された CXCR4 との結合モデルについての研究が報告されている 20–22。しかし、他の既知の GPCR 構造

からの CXCR4のホモロジーモデル構築は、鋳型構造となる GPCRのアミノ酸配列の低い配列一致度の

ために結晶構造そのものを用いた場合より精度が低い。近年、CXCR4–CVX15とCXCR4–IT1tの 2つの

CXCR4–アンタゴニスト複合体結晶構造が公開された 23。そこで本研究では、CXCR4–CVX15 複合体の

結晶構造を用いて、CXCR4 と FC131及びそのアナログとの複合体モデル構築を試みた。 
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2.2 実験と方法 

 

 環状ペンタペプチドである FC131は回転可能な結合角が多いフレキシブルなペプチドリガンドであるが、

AutoDock
24を用いた CXCR4 に対するドッキング計算では、その環状部分コンフォメーションは新たに生

成されない。この問題を解決するため、ドッキング計算を行う前にリガンドのMD計算を行って、計算結果

をサンプリングし、サンプリングしたリガンドを CXCR4 にドッキングさせた。また、AutoDock の計算条件を

検討するために CXCR4 結晶構造中のペプチドリガンドである CVX15 の再ドッキング計算を行った。方

法の詳細を以下に記す。 

 

FC131の分子動力学計算と構造サンプリング 

これまでの FC131のNMR解析により得られた 12構造の立体構造を初期構造として用いて、エネルギ

ー極小化計算とMD計算を行い、計算トラジェクトリ中の構造をサンプリングした。まず、リガンド端から6Å

のマージンをとった周期境界条件を設定し、周期境界のボックス内に水分子を配置した。続いてエネル

ギー極小化計算を 100ステップ行い、好ましくない衝突を除去した。続いてMD計算を行った。計算の際

は、100 ピコ秒かけて温度を 0K から 300K に昇温させ、その後 300K で 100 ピコ秒かけて平衡化し、平

衡化後、300Kで 1ナノ秒計算を行った。エネルギー極小化とMD計算の際、力場はMMFFs
25,26を用い

た。カットオフ距離とタイムステップはそれぞれ 10 Å と 1 フェムト秒に設定し、温度制御には

Nosé–Poincaré–Andresen法 27を用いた。全てのMD計算の後に、リガンドのコンフォメーションを 50ピコ

秒ごとにサンプリングした。 

 

FC131 と CVX15の CXCR4構造へのドッキング計算 

AutoDock を用いた FC131のCXCR4へのドッキング計算の前に、AutoDockのラマルク進化を導入し

た遺伝的アルゴリズム（Lamarckian genetic algorithm; LGA）の計算回数パラメータ（ga_run）を設定の最

適化を CVX15 を用いたドッキング計算を行い検討した。CVX15 が結合している CXCR4 の結晶構造

（PDB: 3OE0）を受容体へのドッキング計算に用いた。ドッキング計算を行う際のグリッドボックスは



16 

 

CXCR4 のリガンドである CVX15 と IT1t結合部位の周囲に設定した。CVX15の回転可能な結合角は、

AutoDock の取り扱える最大値を超えているため、主鎖の二面角と CVX15 の Tyr10 の側鎖の二面角は

固定して回転可能な結合角の数を減らした。ga_runの値は 10, 200, 20,000にそれぞれ設定して、出力ド

ッキングポーズを比較した。ga_run 以外の設定はデフォルト値を用いた。最もスコアの良かった結合ポー

ズを選抜し、結晶構造と比較した。 

CVX15 の CXCR4 へのドッキングシミュレーションに続き、FC131 の CXCR4 結晶構造へのドッキング

計算を試みた。FC131 の MD 計算の結果から得られた、240 コンフォメーションのリガンド構造を用いて

CXCR4 に対する AutoDock のドッキング計算に用いた。CVX15 の計算結果を参考にして、FC131 のコ

ンフォメーション一つあたり、ga_runの値は 1,000に設定した。その他のAutoDockの設定は、ga_run 以

外は CVX15 と同じデフォルト設定を用いた。ドッキング結果から適切な結合ポーズを選抜するため、分

子形状類似性検索ソフトウェア ROCS
28を用いて CVX15 と FC131 の結合ポーズの類似性を計算した。

シェイプクエリは、CXCR4結晶構造中の CVX15の三次元座標に基づき生成した。CXCR4の X線結晶

構造解析と構造活性相関研究から、CVX15の 2つの残基、Arg2 と Nal3は CXCR4に対する結合に必

須と考えられている。ROCS の “Color features”の重みについて、Arg3のグアニジド部分と Nal3のナフ

チル部分は 3 倍にした。そして、 シェイプスコアの上位の 10,000 のドッキングポーズを選抜した。これら

の計算のあと、スコア上位 50 程度の結合ポーズを目視による確認を行い、実験情報に最も矛盾のない

結合ポーズを選抜した。最終的なモデルはマニュアルで微調整した後に、CXCR4 の結晶構造中の受容

体構造とともにエネルギー極小化計算を行うことで構築した。エネルギー極小化計算は、まず最急降下

法で行い、続いて共役勾配法で行った。リガンド結合部位の水分子は適宜配置した。表 1の他のリガンド

とCXCR4の複合体構造は、FC131とCXCR4の結晶構造に基づき、マニュアルで構築し、エネルギー極

小化計算を行うことで作製した。 

MD 計算と分子の操作は統合計算化学システム MOE
29 を用いて行い、MD 計算とドッキング計算は 

Intel(R) Xeon (R) CPU E5400@2.83Ghz x24 プロセッサー（96 コア)の Linux クラスタシステムを用いて

実行した。 
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表 1. FC131 類縁体の CXCR4結合活性 a 

化合物番号 アミノ酸配列 (cyclo) IC50 

 
FC131との主鎖コンフォメーションの比較 

2 (FC131) cyclo(-D-Tyr1-L-Arg2-L-Arg3-L-Nal4-Gly5-) 0.004 - 

5 cyclo(-D-Phe1-L-Arg2-L-Arg3-L-Nal4-Gly5-) 0.051 - 

6 cyclo(-D-Tyr1-L-Arg2-L-Arg3-L-Nal4-L-Ala5-) 0.17 L-Nal4-L-Ala5 間のアミド結合の配向が反転する 

7 cyclo(-D-Tyr1-L-Arg2-L-Arg3-L-Nal4-D-Ala5-) 0.011 アミド結合の配向は同じ 

8 cyclo(-D-Tyr1-D-Arg2-L-Arg3-L-Nal4-Gly5-) 0.008 D-Tyr1-D-Arg2 間のアミド結合の配向が反転する 

9 cyclo(-D-Tyr1-L-Lys2-L-Arg3-L-Nal4-Gly5-) 0.097 - 

10 cyclo(-D-Tyr1-L-Ala2-L-Arg3-L-Nal4-Gly5-) 0.063 - 

11 cyclo(-D-Tyr1-L-MeArg2-L-Arg3-L-Nal4-Gly5-) 0.023 - 

12 cyclo(-D-Tyr1-D-MeArg2-L-Arg3-L-Nal4-Gly5-) 0.003 アミド結合の配向は同じ 
a実験値は文献 18,19の結果を引用した。 
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2.3 結果と考察 

 

環状のペプチドである FC131は、AutoDockを用いたドッキング計算中にリガンドの環部分のコンフォメ

ーションを生成しない。AutoDock でフレキシブルな FC131 の主鎖構造を考慮するため、これまでの 

NMR研究から得られた 3次元構造に基づき、 MD計算を行った。そして、各トラジェクトリからコンフォメ

ーションをサンプリングした。これらの主鎖構造はそれぞれ類似しているものであったが、このわずかな違

いが比較的大きな側鎖の多様性をもたらし（図 2）、ドッキング計算の際にMD計算をしない場合と比べて、

広いコンフォメーション空間を探索できるようになる。 

 

 

 

AutoDock を用いた FC131 のドッキング計算に適したパラメータを決めるために、この計算に先立ち、

CVX15のドッキング計算を ga_runの数を 10, 200, 20,000に設定して計算を行い、出力される結合ポー

ズを比較した。各条件において最もスコアの良かった CVX15 の結合ポーズを図 3 に示す。ga_run の値

を10に設定した場合は、結晶構造中のCVX15とはあまり重ならない結果が得られた。ga_runの値を200

に設定した場合は、出力結果は、結晶構造と同じポケットを共有していたものの、逆向きに結合していた。

ga_runの値を20,000に設定した場合は、最もスコアの良い結合ポーズは、結晶構造中のCVX15の結合

図 2. MD計算結果のトラジェクトリからサンプリングした 240の FC131構造と NMR構造との

比較。MD トラジェクトリの構造は、重原子と極性水素原子のみを示し、炭素原子は灰色で示

す。FC131 の NMR 構造は炭素が黄色のスティック表示で示す。全てのコンフォメーションは

Cを用いて重ね合わせている。 
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様式を正しく再現しており、FC131 の CXCR4 に対するドッキング計算に適当と思われた。この事から、

FC131を CXCR4に結合させる際に ga_run を大きな値に設定することで正確な結合ポーズを得られると

考えられた。 

 

 

 

 

 

続いて、我々は FC131の 12構造の NMR構造に基づき MD 計算を行い、そのトラジェクトリ中から合

計 240の構造を抽出した。それぞれの分子について ga_runは 1,000に設定してAutoDockを用いたドッ

キング計算を行った。出力された結合ポーズについて ROCSを用いたシェイプスコアを計算することで評

価した。構造活性相関（Structure Activity Relationship; SAR）情報からは、リガンドのアルギニンとナフチ

ルアラニンの側鎖構造はCXCR4に対する結合活性を持つに必須であることが示されている。そのため、

計算を行う際、ROCSの”Color features”の重みパラメータ Arg3のグアニジノ基と Nal4のナフチル基は、

重みを 3 倍にした。残った結合ポーズのうち、スコアの上位 50 程度の結合ポーズを目視で確認し、最も

実験情報と矛盾しない結合ポーズ選抜した。最後に受容体構造とともに複合体構造のエネルギー極小

化計算を行い最終的なモデルとした。 

FC131 と結晶構造中の CVX15の結合ポーズの比較を図 4に示す。FC131は T140からの Nal, Tyr と

2 つの Arg 残基を含む、環状ペンタペプチドライブラリから同定されたため、FC131 は T140 およびその

図 3. CXCR4の結晶構造を用いた CVX15のドッキング計算結果。AutoDockの ga_runの値

を 10 （a）, 200 （b）, 20,000 （c）に設定して計算した結果を示す。ドッキング結果の結合ポー

ズは炭素原子が緑のスティック表示で示している。CVX15 との複合体結晶構造（PDB: 

3OE0）は炭素原子は桃色のスティック表示で示す。Nal 部分はボール&スティック表示にして

いる。 
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類縁体であるCVX15と類似した結合ポーズを持つと考えられていた。しかし、FC131と L-Arg3と L-Nal4

の位置は、CVX15 の Arg3 と Nal3 と立体構造上、対応していたものの、その他の残基はリガンド結合ポ

ケットの異なる位置に結合していた。 

 

 

図 4. FC131 と CVX15の結合ポーズの比較。（a）FC131

の全体的な結合ポーズ。（b）FC131の L-Arg3、 L-Nal4

部分とCXCR4の相互作用。（c）FC131のD-Tyr1、 L-Arg2

部分の相互作用。FC131 は炭素が緑色のスティックで

示す。CVX15 は炭素原子が桃色のライン表示で示す。

CXCR4 の残基は炭素原子が白のスティック表示で示

す。窒素、酸素原子はそれぞれ青色、赤色で示す。CXCR4

の主鎖構造はリボンで示す。 

 

CXCR4–FC131複合体モデル構造では、FC131のL-Arg3の側鎖は、CXCR4のHis133
3.29

, Thr117
3.33

, 

Asp171
4.60 と水素結合を形成していた（上付き文字は Ballesteros–Weinstein による残基番号 30を示す。

細胞外ループ 2は”ecl2”と示す。）。これらの相互作用は結晶構造での CVX15の Arg2の相互作用と同

じである（図 4b）。FC131の L-Nal4の側鎖の座標も CVX15 とほぼ一致する。FC131の側鎖コンフォメー

ションは NMR構造とほとんど同じだったが（図 5）が、FC131の L-Arg3–L-Nal4 と CVX15の Arg2–Nal3
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の主鎖部分の構造には違いが観察された。これは、FC131は 2-naphtylの置換である一方で、CVX15は

1-naphthylの置換位置が違うためである。 

 

 

FC131の D-Tyr1 と L-Arg2の側鎖はモデル構造上では、TM1, TM2 と TM7の間に存在していた（図

4a, c）。これらの位置には CVX15は結合していない。しかし、低分子アンタゴニストである、IT1tが結合し

ている（PDB: 3OE6）では同じ位置を占めている。FC131 の D-Tyr1 の側鎖は CXCR4 の Leu41
1.35

, 

Tyr45
1.39

, Tyr94
2.60

, Ser285
7.36から形成されるポケットに伸びている。これまでの研究で FC131の D-Tyr1

を Pheに置換したものは結合活性が下がる事を示されている 31。また、CXCR4 の Tyr45
1.39や、他のケモ

カイン受容体の対応する残基の変異実験の研究でも、このチロシン残基はリガンド結合に重要であること

が示されている 32–35。 

これらの結果は、FC131の D-Tyr1 と CXCR4の Tyr45
1.39がリガンドと受容体の結合に関わる可能性を

示唆している。FC131 の L-Arg2 グアニジノ基は、CXCR4 の Asp97
2.64と Asp187

ecl2と極性相互作用をし

ている。CVX15 は CXCR4 の Asp97
2.64が構成するポケットに存在していないが、いくつかの変異実験か

ら、Asp97
2.64 は CXCR4 の低分子リガンドが結合するのに必須である事が示唆されている 32,36。CXCR4

の結晶構造においては低分子アンタゴニスト IT1tも CXCR4のAsp97
2.64と相互作用している 35。CXCR4 

の Asp187
ecl2は SDF-1 と相互作用に関わる上、結晶構造では、CVX15 の Arg1 と相互作用している。

図 5. FC131 の結合モデルにおける構造と NMR 構造の主鎖構造の比較。複合体モデ

ル構造中の FC131は炭素原子を緑色のスティックで示す。NMR構造は炭素を黄色の

スティックで示す。これらの構造は C原子を重ね合わせている。CXCR4 の主鎖構造

はリボン表示で示す。 
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FC131の L-Arg2の主鎖のカルボニル酸素原子は、CXCR4の Arg188
ecl2と相互作用している。この相互

作用は、CXCR4–CVX15 構造でも見られた。加えて、FC131 の Gly5 の主鎖のカルボニル酸素原子は、

CXCR4の Ser285
7.36と極性相互作用を形成していた。 

これまでの変異実験の研究では、CXCR4 の Asp262
6.58は、リガンド結合に重要な残基であることが示

唆されている 37。結晶構造中では、CVX15のArg14の側鎖はCXCR4のAsp262
6.58の近傍に位置する。

一方で、今回構築したモデル構造では、FC131の 2つのアルギニンの側鎖が、この近傍には位置しなか

った。CXCR4 の Glu288
7.39 もリガンド結合に重要な残基であり、結晶構造中では水を介したリガンドとの

相互作用が観察される。モデル構造中、FC131 は CVX15 と同様に CXCR4 の Glu288
7.39 は 2 つの水

分子を含む水素結合ネットワークを形成していた（図 6の w1, w2）。CXCR4–CVX15複合体の結晶構造

中に見られた水分子とともに、CXCR4–FC131 モデル構造のエネルギー極小化計算を行ったところ、

FC131 の L-Nal4 カルボニル酸素原子と CXCR4 の Glu288
7.39と Glu288

7.39の側鎖と Tyr255
6.51の水酸

基が水（w1）を介した水素結合ネットワークを形成していた。そして、FC131 の L-Arg2 のアミド窒素は、

CXCR4 の Glu288
7.39と水分子（w2）を介した水素結合をしていた。この水分子（w2）は D-Tyr1 の芳香環

部分と OH–πの相互作用を形成していた（図 6a）。 

FC131の NMR構造の研究から、FC131 とその誘導体は、異なる主鎖のコンフォメーションを持つ事が

明らかにされている 19。L-Ala5–substituted ペプチド（6）は、L-Nal4–L-Ala5 の間のアミド結合が反転して

いる。一方で、D-Ala5 誘導体（7）は FC131 と同じ主鎖のコンフォメーションを持つ。D-Arg2 に変換した

FC131 誘導体（8）は D-Tyr1–D-Arg2 間のアミド結合が反転している。一方で、D–N–methylarginine 

（D–MeArg）を変換したもの（10）は FC131 と同じ主鎖コンフォメーションを示していた。これらのコンフォメ

ーションの違いを表 1 に示す。続いて、構造活性相関情報と照らし合わせ、可能性のある結合様式を調

査した。 

ペプチド 6 は FC131 に比べて 40 倍以上結合活性が弱く、ペプチド 7 は 3 倍弱い。上に示した通り、

我々のモデルでは、FC131の L-Nal4とGly5の間のペプチド結合は、Tyr255
6.51

, Glu288
7.39と水を介した

水素結合ネットワークを形成している。ペプチド 6 の反転した L-Nal4–L-Ala5 のペプチド結合は、w1 の

水素結合ネットワークを壊す。一方で、ペプチド 7は FC131の水素結合ネットワーク及び CXCR4 との結
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合活性は保持される。ペプチド 6 と 7のこの活性違いは、Nal4と Ala5の周辺のコンフォメーションの違い

によるものと考えられる。 

ペプチド 8 は比較的大きな構造の違いがあるにも関わらず、FC131 と比べて 2倍だけ活性が低い。そ

こで、ペプチド 8の結合モデルを CXCR4–FC131の複合体モデルを参考にして構築した。最適化したモ

デルを図 6bに示す。ペプチド 8の主鎖は、FC131 と比べ、わずかに細胞外側に移動している。ペプチド

8 の D-Arg2 の側鎖は、細胞外側に伸び、CXCR4 の Asp187
ecl2とのみ相互作用している。8 の D-Arg2

のグアニジノ基は不都合な衝突なく、Asp187
ecl2 と 2 カ所で水素結合を形成している。これは、FC131 が

CXCR4 の Asp97
2.64と Asp187

ecl2と結合していて受容体の内部の空間に存在する L-Arg2の側鎖とは対

照的である。水分子w2と FC131が形成する水素結合ネットワークも、構造活性相関に関わる。L–MeArg

の置換（9）は FC131 より 6倍弱い活性を持つ。これは、L-Arg2の NH と w2の間の水素結合が壊れるた

めであると考えられる。一方、エピマーペプチドでD–MeArg2を持つ 10はD-Arg2を持つペプチド 8より

2倍の活性を持つ。これは、w2 を介する水素結合ネットワークがペプチド結合の N-methylation があるた

め、ペプチド結合はどの水素結合にも影響を及ぼさないためだと説明できる。以前のNMR研究では、ペ

プチド 10の D-Tyr1–D-MetArg2のコンフォメーションは水溶液では FC131 と同じであるとされていたが、

ペプチド 10 の CXCR4 との結合モデルからは結合している状態では、ペプチド 8 である方が好ましいと

考えられた。 
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図 6. CXCR4 とそのリガンドの水を介した相互作用。（a） 

FC131 と CXCR4 の結合様式。（b） ペプチド 8 の結合様

式。FC131 とペプチド 8 はそれぞれ緑色と水色で示してい

る。CXCR4 の主鎖構造はリボン表示で示している。w1 と

w2は結晶構造中でも存在していた水分子である。 

 

 

FC131の L–Lys2に変換した誘導体（11）と L-Ala2誘導体（12）は、FC131と比較して、それぞれ 24, 16

倍活性が下がっていた。我々の結合モデルからは、FC131 の L-Arg2 の側鎖は、Asp97
2.64と Asp187

ecl2

の間にできた空間に密にパッキングしている。そのため、このグアニジノ基に対する置換は、結合活性に

影響を与え、わずかな側鎖の置換でも大きく活性を下げる事になる。一方で、D-Arg2 に置換したペプチ

ド（8）では、D-Arg2が存在するポケットは CXCR4の細胞外側の空間に近く、CXCR4 とはタイトには相互

作用していない。そのため、D-Arg2 は L-Arg2 に比べて、変換は結合活性に大きな影響を与えないと考

えられる。最近になり、CXCR4のX線結晶構造を用いて分子モデリングを行った報告がなされていた 38。

この文献の著者らは、二量体ペプチドリガンドを用いてモデルを構築していた。これは、8のD-Arg2をD-

オルニチン（D-Orn）に変換し、二量体を作るため、2 つのペプチドを共役させている。かれらの結合様式

は我々のモデルとは異なっているものの、D-Ornは我々の 8のモデルのD-Arg2と同じ所に位置していた。

この側鎖は細胞外側に伸びていてAsp187
ecl2と相互作用していた。これは、ペプチド 8のArg2は他の残

基への変換に寛容であることを示している。 
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2.4 まとめ 

 

本研究では、FC131のNMR構造を用い、分子動力学計算結果から得られたリガンド構造を利用しドッ

キング計算を行い、CXCR4–FC131複合体構造モデルを構築した。最適化したモデル構造は、FC131の

L-Arg3と L-Nal4は CVX15のArg2とNal3に対応していた。興味深い事に、FC131のD-Tyr1と L-Arg2

は CVX15の結合ポケットとはシェアしていなかった。FC131 と CVX15の異なる結合様式は、水を介した

水素結合ネットワークを含み、実験情報を上手く説明することができた。加えて FC131 のいくつかの類縁

体の構造活性相関も結合モデルから説明できた。本研究で構築したモデル構造は、CXCR4–リガンド複

合体の相互作用様式の理解と、新たな CXCR4アンタゴニストのデザインに役立つと考えられる。 
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第 3章 GPCR–リガンド複合体モデル構築法の開発 

3.1 緒言 

 

GPCR は、大きなタンパク質ファミリーを形成する上に、承認されている医薬品の主なターゲットである

ため、創薬研究における最も重要なターゲットファミリーと考えられている 1。GPCRをターゲットとした創薬

研究プロセスにおいて、その成功確率を上げるために GPCR の正確な立体構造情報が必要とされてい

る 2。 

しかし、2009 年時点で、明らかになっていた GPCR–リガンド複合体の X 線結晶構造はロドプシン 3、

β1
4
, β2

5アドレナリン受容体 6、アデノシン A2a受容体 7の 4種類の受容体のみであった。2013年の時点

では活性化状態の構造を含む 10種類以上の受容体構造 8–22が明らかになっているものの、その数は新

規医薬品開発のターゲットになり得ると考えられている 360 種類以上の GPCR
23 と比べて少ない。また、

各GPCR間のアミノ酸配列一致度は低く、特にリガンド結合部位は構造の多様性も見られるため 24、ホモ

ロジーモデルを用いた正確なリガンドとの複合体モデル構築は難しい。そのため GPCR に最適化したリ

ガンド複合体の高精度な立体構造予測法が必要とされている。 

これまでに複数の GPCR–リガンド複合体モデリング手法が報告されているが 25–27、依然として精度の

良いモデルを構築する事は難しい。最近までは明らかになっているGPCR構造の数が少なく、モデリング

手法の予測精度を検証する手段がなかったが、複数の GPCR 構造が明らかにされたことで予測結果の

検証が可能になった。 

本研究では、GPCR とリガンドの結合様式を予測する複合体モデル構築法を開発し、その方法と精度

について検証した。まず、ヒトアデノシン A2a 受容体をターゲットとして、ヒト β2 アドレナリン受容体構造を

鋳型としたホモロジーモデリングを行い、モデル構造と結晶構造を比較することで、その精度について検

討した。第 1回コミュニティワイドの GPCR構造モデリングとリガンドドッキングのアセスメント”GPCR Dock 

2008”の他の参加者との結果 28を比較した。続いて同じ手法を用いて、アデノシン A2a 受容体 β2 アドレ

ナリン受容体を異なる鋳型構造（ロドプシン、β2 アドレナリン受容体、アデノシン A2a受容体）を用いて構
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築して、それぞれについて結果を比較検討した。そして、第 2回のアセスメント”GPCR Dock 2010” 
29に

参加したことについて述べる。 
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3.2 実験と方法 

 

本研究で開発した GPCR–リガンド複合体モデル構築手法は、大きくホモロジーモデリング、ドッキング

及び候補化合物の選抜の 3つの段階に分けることができる。その作業フローを図 1に示す。以下にアデ

ノシン A2a受容体–アンタゴニスト複合体モデル構築の詳細について述べる。 

 

 

 

 

ヒトアデノシン A2a受容体構造のホモロジーモデリングとリガンドのドッキング計算 

アラインメントと進化系統樹の作製およびホモロジーモデリングの鋳型構造の選定 

まず、嗅覚受容体を除く全ての種の GPCR アミノ酸配列を用いて配列アラインメントを作製した。マル

チプルアラインメントプログラム ClustalW
30

 を用いて大まかなアミノ酸配列アラインメントを作製後、

SeaViewアラインメントエディタ 31を用いてマニュアルで修正した。その際は、既知 X 線結晶構造や近縁

図１. 本研究における GPCR モデリングの作業スキーム。ホモロジーモデリングは黄色のボッ

クスに示す。ドッキング計算のステップは緑のボックスで示す。結合ポーズ選抜は灰色のステ

ップで示す。 
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受容体のアミノ酸配列を注意深く観察し、膜貫通ヘリックス部分に挿入欠失残基が存在しないように修正

した。 

 

ヒトアデノシン A2a受容体ホモロジーモデルの生成 

配列一致度や進化系統樹による受容体の比較の結果、2 アドレナリン受容体（PDB: 2RH1）は、アデ

ノシン A2a 受容体進化的に比較的近縁であり、1 アドレナリン受容体（2VT4）よりも解像度が高いため、

今回のアデノシンA2a受容体のホモロジーモデリングの鋳型構造として適当であると考えられた。上記の

アラインメントを用いて一度、ホモロジーモデルを構築した。その後、多様な側鎖及びループ構造を生成

するために、この構造を鋳型として、多数のホモロジーモデル構造を構築し直した。新たに側鎖構造を割

り付けるために、再度ホモロジーモデルを生成する際、アラインメント上、GPCR 間で保存されていない残

基をアラニンに置換した。新規にループ構造を生成させるため、鋳型構造の細胞外ループ領域も削除し

た。この修正した鋳型構造を用いて、ホモロジーモデルを 10,000 構築した。各ホモロジーモデルのエネ

ルギー極小化の際は、膜貫通領域の主鎖構造は固定した。カットオフは計算時間短縮のため 5Å に設

定した。力場は AMBER99
32を用いた。エネルギー極小化計算後、各モデル構造ポテンシャルエネルギ

ーを計算して、上位 3,000構造を、続くドッキング計算に用いた。 

 

MOE Dock を用いたドッキング計算 

構築した 3,000構造のホモロジーモデルを用いて、MOE Dock
33を用いてドッキング計算を行った。ドッ

キング計算に用いたリガンドは、アデノシンA2a受容体結晶構造（3EML）に結合している低分子アンタゴ

ニストである ZM241385 を用いた。ドッキング計算にてリガンドの配置に利用する”Wall”パラメータの設定

は膜貫通領域の細胞外側半分の位置に設定した。リガンドのコンフォメーションは MOE の 

“Conformation Import” ツール用いて発生させ、ドッキング計算ではリガンドの1コンフォメーションにつき

100の結合ポーズを出力させた。 

 

出力された結合ポーズの絞り込み 
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MOE Dock の出力結合ポーズから 3D ファーマコフォア検索を行い、実験情報を満たす結合ポーズを

選抜した。変異実験情報と構造活性相関情報 34 から、リガンド結合に重要だと明らかにされている

Asn253 の近傍にファーマコフォア球を設定した。続いて行う受容体との複合体のエネルギー極小化計

算の計算量を減らすため、出力結合ポーズをランダムに 6 万化合物を選抜し、これらを用いてエネルギ

ー極小化計算を行った。エネルギー極小化計算の際は膜貫通ヘリックスの主鎖構造を固定している。計

算後、さらに結合ポーズの数を減らすため、Asn253の側鎖の酸素原子との ZM241385 の縮合環部分に

結合している窒素原子との距離を測定し、その距離が 3.5Å 以内の結合ポーズを選抜した。選抜された

結合ポーズの座標を用いて、クラスタリング計算を行った。そして、クラスター内の結合ポーズの多いクラ

スターを選抜した。そして、受容体との複合体のポテンシャルエネルギーを計算し、最もポテンシャルエ

ネルギーの小さい複合体モデル構造を選抜した。 

 

結晶構造との比較 

構築したモデルを結晶構造と比較し、モデル構造の精度を検証した。その際は受容体の主鎖の C原

子を用いた RMSD とリガンドの重原子を用いた RMSD を計測した。 

 

GPCR Dock 2008 の参加モデルとの結果の比較 

”GPCR Dock 2008”での結果を文献中の同じ指標を用いてモデルの精度を計算し、結果を比較した。

結果の評価は、リガンドの重原子の RMSD、フェノキシ部分を除いたリガンドの重原子の RMSD、リガンド

結合領域の残基の重原子の RMSD、膜貫通ヘリックスの C原子の RMSD を測定することで行った。 

 

異なるターゲット受容体と鋳型構造を用いたモデル構築結果の比較検討 

アデノシンA2a受容体モデル構造構築の手法で、鋳型構造を変更した場合にモデル構築結果がどの

ように変化するか検証するため、ロドプシン（1HZX）、2 アドレナリン受容体（2RH1）、アデノシン A2a 受

容体（3EML）を鋳型構造として、2 アドレナリン受容体、アデノシン A2a 受容体のモデル構造をそれぞ

れ構築した。モデル構築法は、基本的に前述のアデノシンA2aモデル構築と同じであるが、2アドレナリ
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ン受容体を予測する際は 2箇所（Asp113と TM5の近傍）に 3D ファーマコフォア球を設定した。ロドプシ

ンに関しては、11-cis レチナールがロドプシンの Lys296 とシッフ塩基を介した共有結合を形成しており、

今回のドッキング計算には適していないためモデルを構築していない。 

 

GPDR Dock 2010 への参加 

上記に示した検証では、既に立体構造が明らかにされている受容体を対象として、モデル構造の精度

を検証している。続いて、未知の受容体に対して実際にどの程度の結果が得られるか検証するために、

コミュニティーベースの GPCRホモロジーモデリングとドッキングのアセスメント “GPCR Dock 2010” に参

加した。ターゲット受容体は、ヒトドーパミン D3 受容体–低分子アンタゴニスト（eticlopride）複合体、ヒト

CXCR4–低分子アンタゴニスト（IT1t）複合体、及びヒト CXCR4–ペプチドアンタゴニスト（CVX15）の複合

体であった。 
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3.3 結果と考察 

 

ヒトアデノシン A2a受容体構造のホモロジーモデリングとリガンドドッキング 

本研究開始時にX線結晶構造が明らかにされていたウシロドプシン、トリβ1アドレナリン受容体、ヒトβ2

アドレナリン受容体、ヒトアデノシン A2a受容体を用いたアミノ酸配列アラインメントの結果を図 2に示す。

また、各アミノ酸配列間の配列一致度を表 1に示す。主要な GPCRを用いて作製した進化系統樹を図 3

に示す。β2 アドレナリン受容体はアデノシン A2a 受容体とのアミノ酸配列一致度が比較的高く（全長で

25.5%、膜貫通領域で 33.3%）進化的に近縁であり、かつ X 線結晶構造の解像度の高い X線結晶構造

（2RH1）が明らかにされているので、アデノシン A2a 受容体のモデル構築の鋳型構造として用いした。ア

ラインメントから示されるように GPCR はヘリックス構造を持つ膜貫通領域においても、配列一致度は低く、

特にリガンド結合部位近傍の残基は多様性が見られる。ホモロジーモデリングプログラムは側鎖生成の

際に、鋳型構造の側鎖構造情報を利用してモデル構造の側鎖構造を生成する。そのため、誤った側鎖

構造が割り当てられ、その結果、間違った構造のリガンド結合ポケットが生成される可能性がある。この問

題を解決するために 2回目のホモロジーモデリングを行う前に、その鋳型構造中の保存されていないアミ

ノ酸残基は全てアラニンに置換した。この操作を行う事でホモロジーモデリングプログラムは側鎖構造生

成の際に側鎖ロータマーライブラリを用いて新規に多様な側鎖構造を発生させることができる。細胞外ル

ープ領域も同様に削除し、新規ループ構造を生成させた。既知の結晶構造を比較すると、膜貫通ヘリッ

クスの構造は比較的保存されているものの、ループ領域は多様性を持つ 6。このため、側鎖構造の生成と

同様の理由で、ループ部分は除去した。図 4 に 2 回目のホモロジーモデリングを行う前の構造を示す。

アラニンに変換していない側鎖のみを表示している。図 5 に再構築したホモロジーモデルのうち、ポテン

シャルエネルギーの低い 30 構造を示す。多様なループ構造（図 5A）側鎖構造（図 5B）を持つモデル構

造が生成されている事が分かる。また、ドッキング計算の際にリガンドの配置に利用される alpha 球を図 6

に示す。モデル構造により alpha 球の位置が変わり、多様な形状のポケットが生成されていることが分か

る。続いて、これらの構造を用いたリガンドのドッキング計算を行った。 
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表 1. 構造既知 GPCRのアミノ酸配列一致度 

 OSPD_BOVIN ADRB1_MELGA ADRB2_HUMAN AA2AR_HUMAN 

OPSD_BOVIN － 0.179 (0.209) 0.190 (0.213) 0.190 (0.232) 

ADRB1_MELGA 0.179 (0.209) － 0.488 (0.689) 0.242 (0.343) 

ADRB2_HUMAN 0.190 (0.213) 0.488 (0.689) － 0.255 (0.333) 

AA2AR_HUMAN 0.190 (0.232) 0.242 (0.343) 0.255 (0.333) － 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

OPSD_BOVIN      ----MNGTEGPNFYVPFSNKTGVVRSPFEAPQYYLAEPWQFSMLAAYMFLLIMLGFPINFLTLYVTVQHKKLRTPLNYIL 

ADRB1_MELGA     MGDGWLPPDCGPHNRSGGGGATAAPTGSRQVSAELLSQQWEAGMSLLMALVVLLIVAGNVLVIAAIGRTQRLQTLTNLFI 

ADRB2_HUMAN     --------MGQPGNGSAFLLAPNRSHAPDHDVTQQRDEVWVVGMGIVMSLIVLAIVFGNVLVITAIAKFERLQTVTNYFI 

AA2AR_HUMAN     -----------------------------------MPIMGSSVYITVELAIAVLAILGNVLVCWAVWLNSNLQNVTNYFV 

 

OPSD_BOVIN      LNLAVADLFMVFGGFTTTLYTSLHGYFVFGPTGCNLEGFFATLGGEIALWSLVVLAIERYVVVCKPMSNFR-FGENHAIM 

ADRB1_MELGA     TSLACADLVMGLLVVPFGATLVVRGTWLWGSFLCECWTSLDVLCVTASIETLCVIAIDRYLAITSPFRYQSLMTRARAKV 

ADRB2_HUMAN     TSLACADLVMGLAVVPFGAAHILMKMWTFGNFWCEFWTSIDVLCVTASIETLCVIAVDRYFAITSPFKYQSLLTKNKARV 

AA2AR_HUMAN     VSLAAADIAVGVLAIPFAITIST-GFCAA-CHGCLFIACFVLVLTQSSIFSLLAIAIDRYIAIRIPLRYNGLVTGTRAKG 

 

OPSD_BOVIN      GVAFTWVMALACAAPPLV-GWSRY-----------IPEGMQCSCGIDYYTPHEETNNESFVIYMFVVHFIIPLIVIFFCY 

ADRB1_MELGA     IICTVWAISALVSFLPIMMHWWR-----DEDPQALKCYQDPGCCDFVT--------NRAYAIASSIISFYIPLLIMIFVY 

ADRB2_HUMAN     IILMVWIVSGLTSFLPIQMHWYR-----ATHQEAINCYANETCCDFFT--------NQAYAIASSIVSFYVPLVIMVFVY 

AA2AR_HUMAN     IIAICWVLSFAIGLTPML-GWNNCGQPKEGKNHSQGCGEGQVACLFEDVV-----PMNYMVYFNFFACVLVPLLLMLGVY 

 

OPSD_BOVIN      GQLVFTVKEAAAQQQESA----------------------------------TTQKAEKEVTRMVIIMVIAFLICWLPYA 

ADRB1_MELGA     LRVYREAKEQIRKIDRCEGRFYGSQEQPQPPPLPQHQPILGNGRASKRKTSRVMAMREHKALKTLGIIMGVFTLCWLPFF 

ADRB2_HUMAN     SRVFQEAKRQLQKIDKSEGRFHVQNLSQVEQDGRTGHG---------LRRSSKFCLKEHKALKTLGIIMGTFTLCWLPFF 

AA2AR_HUMAN     LRIFLAARRQLKQMESQPLP---------------------------GERARSTLQKEVHAAKSLAIIVGLFALCWLPLH 

 

OPSD_BOVIN      GVAFYIFTHQGSD-FGPIFMTIPAFFAKTSAVYNPVIYIMMNKQFRNCMVTTLCCGKNPLGDDEASTTVSKTETSQVAPA 

ADRB1_MELGA     LVNIVNVF-NRDL-VPDWLFVFFNWLGYANSAFNPIIYCRSP-DFRKAFKRLLCFPRKADRRLHAGGQPAPLPGGFISTL 

ADRB2_HUMAN     IVNIVHVI-QDNL-IRKEVYILLNWIGYVNSGFNPLIYCRSP-DFRIAFQELLCLRRSSLKAYGNGYSSNGNTGEQSGYH 

AA2AR_HUMAN     IINCFTFFCPDCSHAPLWLMYLAIVLSHTNSVVNPFIYAYRIREFRQTFRKIIRSHVLRQQEPFKAAGTSARVLAAHGSD 

 

OPSD_BOVIN      -------------------------------------------------------------------------------- 

ADRB1_MELGA     GSPEHSPGGTWSDCNGGTRGGSESSLEERHSKTSRSESKMEREKNILATTRFYCTFLGNGDKAVFCTVLRIVKLFEDATC 

ADRB2_HUMAN     VEQEKENKLLCEDLPGTEDFVGHQGTVPSDNIDSQGRNCSTNDSLL---------------------------------- 

AA2AR_HUMAN     GEQVSLRLNGHPPGVWANGSAPHPERRPNGYALGLVSGGSAQESQGNTGLPDVELLSHELKGVCPEPPGLDDPLAQDGAG 

 

OPSD_BOVIN      ------------------- 

ADRB1_MELGA     TCPHTHKLKMKWRFKQHQA 

ADRB2_HUMAN     ------------------- 

AA2AR_HUMAN     VS----------------- 
 

図 2. GPCRの配列アラインメント。OPSD_BOVINはウシロドプシン、ADRB1_MELGAはトリ

1受容体、ADRB2_HUMANはヒト2受容体、AA2AR_HUMANはヒトA2a受容体。アラニ

ン(A),グリシン(G),プロリン(P),セリン(S),スレオニン(T)は黄色、イソロイシン(I),ロイシン(L),メチ

オニン(M),バリン(V)は緑色、アスパラギン酸(D),グルタミン酸(E),ヒスチジン(H),リジン(L),アス

パラギン(N),グルタミン(Q),アルギニン(R)は赤色、フェニルアラニン(F)、チロシン(Y)は青色、

システイン(C)、トリプトファン(W)は水色で示す。 
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図 3. アラインメントに基づき作製した GPCRの進化系統樹 
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図 4. アデノシンA2a受容体ホモロジーモデルの再構築に用いた鋳型構造。残基を変更しなかっ

たものをスティック表示で示す。受容体の主鎖構造は透明なリボン表示で示す。 

図 5. ポテンシャルエネルギーの低いホモロジーモデリング結果の構造。A）TM ヘリックス部分を

リボン表示したモデル構造。B）側鎖も含めてスティック表示したモデル構造。受容体モデル構造

の炭素原子は、緑で示す。酸素、窒素、硫黄原子は、それぞれ赤、青、黄色で示す。 

図 6. Alpha球の例。最もポテンシャルエネルギーが低かったモデル（A）と 8番目にポテンシャルエ

ネルギーが低かったモデル（B）の alpha 球を示す。赤い球は極性原子に好ましい位置、白い球は

非極性原子に好ましい位置を示す。 

A B 

A B 
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ヒトアデノシン A2a受容体アンタゴニスのドッキング計算 

アデノシン A2a 受容体アンタゴニスト（ZM241385）を、3,000 構造のアデノシン A2a 受容体のホモロジ

ーモデルに対してドッキング計算を行った。出力結合ポーズ（60,000 ポーズ）からランダムに 300 構造を

選抜し、表示させたものを図 7に示す。リガンド結合ポケットの形状に応じて多様な結果が得られているこ

とが分かる。変位実験と化合物の構造活性相関から、Asn253 はリガンドの縮合環に結合している窒素原

子との相互作用に関わる事が示唆されていたため 34、この相互作用を結合ポーズ絞り込みの条件として

利用した（図 8）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 8. 結合ポーズ絞り込み条件に設定したに利用した相互作用（A）と 3D ファーマコフォア（B）

Asn253 はスティック表示で示す。リガンドの炭素原子は緑で示す。酸素、窒素、硫黄原子は、そ

れぞれ赤、青、黄色で示す。受容体の主鎖構造は透明なリボン表示で示す。 

図 7. 出力したリガンドの結合ポーズの例。ランダムに選抜した 300 の出力ドッキングポーズを表

示させている。リガンドの炭素原子は緑で示す。酸素、窒素、硫黄原子は、それぞれ赤、青、黄色

で示す。受容体の主鎖構造は透明なリボン表示で示す。 

A B 

Asn253 
Asn253 
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出力結合ポーズのクラスタリング後、最も大きなクラスターを形成していた結合ポーズを図 9 に表示す

る。また、このクラスター中で、複合体構造のポテンシャルエネルギーが低かった複合体構造と実際の X

線結晶構造との重ね合わせた構造を図 10 に示す。受容体は TM ヘリックスの C原子を用いて重ね合

わせている。リガンドの重原子の RMSD は 2.8 Å であった。これは、2 アドレナリン受容体とアデノシン

A2a受容体では、TM6の位置が若干異なり、相互作用の条件に加えた Asn253 も位置が異なるため、そ

の影響で ZM241385 のリガンド結合ポーズもずれていた。フェノール部分に関しては、結晶構造と異なり

TM1, 2側に向くコンフォメーションを取っていた。前述の通り、ループ部分は、その構造多様性のため予

測が難しい部分である。後に明らかにされた、結晶形の異なるアデノシンA2a受容体–ZM241385複合体

の結晶構造（PDB: 3PWH）では、3EMLの構造と異なりフェノール部分は、TM1,2側に向いているため、

フェノール部分は複数の結合様式が許容されるようだ。 

 

 

 

 

図 9. モデル構築結果。最も大きなクラスターのリガンド結合ポーズをスティック表示で示す。リガ

ンドの炭素原子は緑で示す。酸素、窒素、硫黄原子は、それぞれ赤、青、黄色で示す。受容体

の主鎖構造は透明なリボン表示で示す。 

図 10. 結晶構造モデル構造の比較。結晶構造とモデル構造のリガンドの炭素原子は、それ

ぞれ白、緑で示す。酸素、窒素、硫黄原子は、それぞれ赤、青、黄色で示す。結晶構造と

モデル構造の受容体の主鎖構造はそれぞれ白、緑の透明なリボン表示で示す。 
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アデノシン A2a受容体の ZM241385の縮合環部分は、X線結晶構造中 Phe168 と π–π相互作用して

いる（図11A）。アデノシンA2a受容体のE2ループのPhe168は、最もスコアの良かった結合ポーズでは、

側鎖コンフォメーションが正しくなかった（図 11B）が、5 番目にポテンシャルエネルギーが低かった構造

は、Phe168は正しくZM241385と相互作用していた（図 11C）。3Dファーマコフォアフィルタなどの相互作

用のフィルタによって候補となる結合ポーズの数を減らせるが、最終的には目視による選抜で正しい受

容体構造とリガンドの結合ポーズ予測に有用であると考えられる。 

 

 

図 11. モデル構築結果。最も大きなクラスターのリガンド結

合ポーズをスティック表示で示す。結晶構造を（C）に示す。

最もポテンシャルエネルギーが低かった結果を（A）に、5番

目に低かった物を（B）に示す。結晶構造とモデル構造のリ

ガンドの炭素原子は、それぞれ白、緑で示す。酸素、窒

素、硫黄原子は、それぞれ赤、青、黄色で示す。結晶構造

とモデル構造の受容体の主鎖構造はそれぞれ白、緑の透

明なリボン表示で示す。 

 

  

 

GPCR Dock 2008 の結果との比較 

2008年にコミュニティーベースの GPCR立体構造予測アセスメント“GPCR Dock 2008” が開催された。

各参加者により予測されたアデノシン A2a 受容体のモデル構造と実際の結晶構造が比較され、その結

果が文献 28にまとめられている。ターゲット受容体はアデノシンA2a受容体–ZM241385が予測のターゲ

A 

B C 
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ット受容体であった。我々の結果と他の参加者のモデル構造精度を比較したところ、我々のモデルは、X

線結晶構造との比較でリガンド部分の RMSDは 2.8 Å で特にフェノキシ部分を除いた場合は 1.6Å と高

い精度で予測できていた。また、受容体についても全体の C原子の RMSDは 3.1 Åで、リガンド結合サ

イトの受容体のRMSDは 3.7Åであった。この結果は、このアセスメントで最も成績の良かった Costanziら

の結果と同等で、リガンドの RMSD においては、それを上回るものであった。各項目において、GPCR 

Dock 2008 と我々の結果を比較した表を表 2に示す。 

 

表 2. GPCR Dock 2008 の各参加者のモデル構築結果と、我々のモデルのモデル構築結果の比較* 

Group name Rank 

(total 

number 

of 

models) 

Ligand 

RMSD(Å) 

Ligand 

RMSD 

without 

phenoxy 

group 

(Å) 

Number 

of 

correct 

contacts 

Binding 

site 

residues 

RMSD 

(Å) 

Protein 

Cα 

RMSD 

(Å) 

TM 

I–VII 

Cα 

RMSD 

(Å) 

ECL2 

Cα 

RMSD 

(Å) 

Combined 

z-score 

(average ± 

SD) 

Costanzi 2 (4) 2.8 2.7 34 3.4 3.0 (266) 2.5 

(212) 

3.8 (8) 3.02 

(0.86 ± 1.48) 

Katritch & Abagyan 1 (10) 6.2 4 40 3.5 4.0 (283) 2.7 

(214) 

8.9 

(23) 

2.76  

(1.89 ± 1.13) 

Lam & Abagyan 1 (3) 5.7 3.6 33 3.3 4.1 (283) 3.6 

(214) 

7.3 

(23) 

2.42  

(0.88 ± 1.34) 

Davis, Barth & 

Baker 

4 (5) 5.8 5.4 18 4.0 3.5 (283) 2.1 

(214) 

8.4 

(23) 

1.46  

(0.16 ± 0.86) 

Maigret 8 (10) 2.6 2.1 5 7.3 5.1 (283) 4.1 

(214) 

9.1 

(23) 

1.23  

(0.05 ± 0.57) 

Jurkowski & 

Elofsson 

2 (8) 5.3 5.2 10 3.9 6.2 (283) 2.9 

(214) 

12.7 

(23) 

1.04 

(–0.02 ± 0.98) 

Kanou 7 (10) 5.4 5.5 8 6.9 3.5 (279) 2.8 

(214) 

7.1 

(23) 

0.91 

(–0.61 ± 0.11) 

Goddard 8 (10) 5.0 3.9 5 4.8 4.3 (284) 2.5 

(214) 

10.7 

(23) 

0.78  

(0.16 ± 0.37) 

Bologa 3 (10) 6.7 2.8 9 3.9 3.4 (278) 2.5 

(213) 

7.2 

(19) 

0.72  

(–0.14 ± 0.39) 

Olson 1 (9) 4.8 4.7 3 5.8 3.5 (284) 2.3 

(214) 

7.5 

(23) 

0.69  

(–0.14 ± 0.58) 

PharmaDesign - 2.8 1.6 - 3.7 3.1 2.0 - - 

*各参加者の結果は文献 28 より引用 
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異なるターゲット受容体と鋳型構造を用いたモデル構築結果の比較検討 

 アデノシン A2a受容体を用いた検証で、GPCR Dock 参加者と比べて良い精度で GPCR–リガンド複合

体モデルを構築することが示された。続いて、アデノシン A2a受容体と2アドレナリン受容体、ロドプシン

を鋳型として、アデノシン A2a 受容体と2 アドレナリン受容体のモデル構造を行い、結果を比較した。結

晶構造とモデル構造中のリガンド結合ポーズを比較した結果を表 3に示す。アデノシン A2a 受容体, 2

アドレナリン受容体共にターゲット受容体と同じ受容体構造を鋳型してモデル構造を構築した場合は、そ

れぞれ、RMSD が1.8 Å, 1.3Åと高い精度の結果を得られた。2アドレナリン受容体から構築したアデノ

シン A2a 受容体モデル構造も比較的結果が良かった（2.8Å）が、アデノシン A2a 受容体を鋳型として2

アドレナリン受容体のモデルを構築した場合は適切な結合ポーズは、2番目に大きなクラスターの結合ポ

ーズで RMSDは 2.7 Åであった。これは、2アドレナリン受容体は比較的狭いポケットにタイトに結合し

ているため、ホモロジーモデリングでは正しい形状のリガンド結合ポケットが生成されづらいためと考えら

れた。ロドプシンを鋳型とした場合、2 アドレナリン受容体のモデルを構築できなかった。アデノシン A2a

受容体モデル構造へのドッキング結果でも、比較的良い結合ポーズは 7 番目に大きなクラスターに出現

し、リガンドのRMSDは 7.8 Åと精度は悪かった。これは、ロドプシンは、2アドレナリン受容体と比較して

アデノシン A2a 受容体とは進化的に遠縁であることと、構造的にも狭いポケットに 11-cis-–レチナールが

結合しているため、モデル構造構築に適していないと考えられた。このように、遠縁の受容体のホモロジ

ーモデルを構築する際には、さらなる応用が必要と考えられた。 

本手法では、結合ポーズ選抜の際、ドッキングスコアではなくクラスター内の結合ポーズの多いクラスタ

を優先している。2 アドレナリン受容体のように受容体内部の深い位置結合している場合は、正しいリガ

ンド結合ポケットが生成されにくく、そのため結果が悪かった可能性がある。また、アデノシン A2a 受容体

と2アドレナリン受容体の構造を比較すると、リガンド結合に関わる TM5の位置の変異が大きいので、こ

の事もアミン受容体の予測に悪影響を及ぼしているようだ。このため、結合ポーズの選抜法はさらなる改

良が必要である。 
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表 3 鋳型構造を変更した場合のモデル構造の精度 

鋳型 ターゲット リガンドの RMSD 

β2アドレナリン受容体（2RH1） アデノシン A2a受容体（3EML） 2.8Å 

アデノシン A2a受容体（3EML） アデノシン A2a受容体（3EML） 1.8Å 

β2アドレナリン受容体（2RH1） β2アドレナリン受容体（2RH1） 1.3Å 

アデノシン A2a受容体（3EML） β2アドレナリン受容体（2RH1） 2.7Å*1 

ロドプシン（1HZX） アデノシン A2a受容体（3EML） 7.8Å*2 

*1  相互作用の条件を 2 ヶ所設定し、2番目に大きなクラスターを用いて測定した。 

*2  7番目に大きなクラスターを用いて測定した。 

 

 

GPDR Dock 2010 の参加 

 上記の検証で、既に X 線結晶構造が明らかにされている構造を用いたモデル構築精度の検証では、

比較的精度良く受容体–リガンド複合体モデル構造を構築できる事が示された。次に、ターゲット受容体

構造が完全に未知な場合に実際にどの程度の精度で構築できるか検証するため、GPCR Dock 2010に

参加した。これは 2010 年に開催された構造予測アセスメントで、GPCR Dock 2008 と同様に参加者が

GPCR–リガンド複合体モデル構造を予測する。そして、後日公表された X 線結晶構造と比較し、ホモロ

ジーモデリングとドッキングの精度を検証している。今回のターゲットは、CXCR4–低分子（IT1t）複合体と

CXCR4–ペプチドリガンド（CVX15）複合体、ドーパミン D3 受容体–低分子アンタゴニスト（eticlopride）複

合体であった。今回開発した手法により、どの程度の精度の結果を得られるか検証した。GPCR Dock 

2010 には、35 グループが参加していた。他のグループの結果を含む内容の詳細は文献 29に記されて

いる。我々の予測結果は、CXCR4 の構造予測において、受容体モデリングに関しては上位であり、特に、

CXCR4 リガンド結合部位の予測と E2ループの予測に関しては、最も良い予測精度であった。一方で、リ

ガンドのドッキングの結果は芳しくなく、この点については改良の余地があることが分かった。理由を検討

したところ、CXCR4–IT1t 複合体モデル構築では、アミノ酸配列アラインメントの時点で、TM2 の TXP モ

チーフが、他の GPCR 既知構造と比べて欠失になっていることを正しく予測できず、それによりリガンドと

の結合に必須なTM2のAsp97とリガンドの相互作用を予測ができなかった。その一方、受容体モデルの

大部分は比較的精度良く構築できており、リガンド結合ポケットの予測は参加者中で最も良い精度
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（49%）であった。しかし、この精度はドーパミン D3 受容体のポケット予測結果（81%）と比較して低いもの

であった。これは単一の鋳型を用いたモデル構造の精度の限界であると考えられる。ドーパミン D3 受容

体–eticlopride 複合体モデル構築については、受容体モデルの精度自体は、上位であった。一方で、リ

ガンドのドッキングに関しては、最後の結合ポーズの目視選抜の段階で実験情報を参考にして選抜した

ものの、目視選抜での正しい結合ポーズの選抜に失敗していた。そのためドーパミン D3 受容体は、ドッ

キングポーズの選択手法に改良の余地があると考えられた。一方で、CXCR4 の受容体構造予測の結果

から、我々の手法は特に遠縁の受容体のモデル構造構築に強みを持つことが示された。
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3.4 まとめ 

 

 本研究では、GPCRに最適化した新しいリガンド複合体モデル構築に最適化した手法を開発した。この

方法は、鋳型構造の保存されていない側鎖をアラニンに置換し、ループ部分を削除したものを鋳型構造

として、多数のホモロジーモデルを構築する。そのモデル構造に対しドッキング計算を行う。変異実験や

構造活性相関の情報を用いた 3D ファーマコフォアを設定し、ドッキング計算結果を絞り込み、結合ポー

ズの座標を用いてクラスタリング計算を行った。そして、クラスター内の結合ポーズの多いクラスターから

最も適切なリガンド結合ポーズを選抜する。そのなかから最も実験情報と矛盾しないモデル構造を選ん

で複合体を構築する。2受容体を鋳型として、アデノシン A2a受容体のモデルを構築した結果、比較的

良い精度でモデルを構築することができた。 

続いて異なる鋳型構造を用いて、アデノシン A2a受容体と2 アドレナリン受容体のモデル構築を行っ

た。ロドプシン、2受容体、アデノシンA2a受容体を鋳型としてモデル構築した。ターゲット受容体そのも

のを鋳型構造としたものに加えて、アデノシンA2a受容体から構築した2アドレナリン受容体モデル構造、

2 受容体から構築したアデノシン A2a 受容体も比較的精度の良いモデル構造を構築する事ができた。

しかし、ロドプシンを鋳型とした場合は、リガンド複合体モデル構造を構築する事ができなかった。 

完全に未知のターゲットに対するモデル構築精度を知るため、GPCR Dock 2010 に参加したところ、

CXCR4 のリガンド結合ポケットで最も精度の良くモデルを構築する事ができた。しかし、この予測精度は

ドーパミン D3 受容体とリガンド結合ポケット予測結果と比較して、その精度は低く、これはヘリックス部分

の構造多様性に起因すると考えられた。このため多様性を考慮した方法の改良が必要と考えられた。 

第 4章では、新たにヘリックス多様性を考慮した、複数の鋳型を用いたホモロジーモデリングの開発お

よび、CXCR7–アンタゴニスト複合体モデルの構築、バーチャルスクリーニングによる新規アンタゴニスト

の探索について報告する。 
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第 4章 GPCR–リガンド複合体モデル構築法の改良と 

CXCR7バーチャルスクリーニングへの応用 

 

4.1 緒言 

 

GPCR は、大きなタンパク質ファミリーを形成する上に、承認されている医薬品の主なターゲットである

ため、創薬研究における最も重要なターゲットファミリーと考えられている 1。GPCRをターゲットとした創薬

研究プロセスにおいて、その成功確率を上げるために GPCR の正確な立体構造情報が必要とされてい

る 2。 

2,000 年にウシロドプシンの結晶構造 3が明らかにされた後に、この 10 年あまりの間に β2 アドレナリン

受容体 4,5を始め、複数の X 線結晶構造が明らかにされている 6–16。これまでに X 線結晶構造 17–20やホ

モロジーモデル 20–23を用いたいくつかのバーチャルスクリーニングによる新規活性化合物探索の成功例

報告されている。しかし、構造既知のGPCRとの低いアミノ酸配列一致度と受容体構造の多様性のため、

ホモロジーモデルを用いたドッキング構造の予測は非常に難しく、ターゲットの重要性に比べて成功例

は限られている。Class A に属する GPCRの立体構造は膜貫通ヘリックスのトポロジーは保存されている

ものの、ループ領域は構造多様性があり、膜貫通領域に関してもヘリックスのコンフォメーションにも多様

性が見られる 24。これらの構造の多様性は内在性リガンドの選択性に寄与していると考えられる。モデル

構造構築の際、受容体の変異実験などの実験情報は、受容体モデル構築の側鎖の最適化の役に立ち、

バーチャルスクリーニングの成功につながる 25,26。いくつかの de novo 及び複数の鋳型構造を用いたホ

モロジーモデリン法が報告されている 24,27–29。 

第 3章に示したように、我々は独自のGPCR立体構造モデル構築法を開発している。この方法は多数

のターゲット受容体のホモロジーモデルを構築し、リガンドをそれぞれモデル構造にドッキングさせて、

SAR や SDM の情報を最も適切に説明できる結合ポーズを探索する。特に、本手法ではリガンド結合ポ

ケットに近接する残基の側鎖ロータマーと細胞外のループの多様性に特に着目している。この方法は、

GPCR Dock 2010においてCXCR4のリガンド結合部位の予測で最も良い予測結果を残している 30。しか
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し、この β2 アドレナリン受容体を鋳型構造として予測した CXCR4 の精度は 49%で、ドーパミン D3 受容

体の最も良かった結果の 81%より低いものだった。これは、単一の鋳型構造に基づく GPCR ホモロジー

モデリング法の限界であると考えられる。したがって、遠縁の GPCR にもホモロジーモデリングにより正確

な構造を構築できるように第 2世代の GPCRモデリング手法を開発した。 

CXCR7 はインターフェロン誘導性 T 細胞 α 誘因物質 （I–TAC/CXCL11）とストロマ細胞由来因子 1 

（CXCL12）を認識する 31,32。CXCR7は、がん細胞の成長 33、生存 32や転移 32に関わる。また CXCR7の

発現は、肝細胞癌 34、乳癌及び肺癌 33、前立腺癌 35、グリオーマ 36に関わるため、CXCR7は悪性腫瘍の

治療薬の潜在的なターゲットと考えられている。しかし、これまでに限れた数の CXCR7 リガンドのみしか

報告されていない 37–44ため、さらなるリガンドの発見が期待されている。本章ではGPCRモデル構築法の

開発及び、CXCR7–アンタゴニスト複合体モデル構築と構造ベースのバーチャルスクリーニングによる新

規 CXCR7アンタゴニストの発見について述べる。 
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4.2 実験の方法 

 

GPCRの残基番号の付け方 

文中のアミノ酸の各残基番号についている上付き文字は、Ballesteros–Weinstein による番号 45を用い

ている。細胞外ループ 2については”E2”と示している。 

 

GPCRsのアラインメント 

GPCRs のアミノ酸配列を UniProt
46から入手し、ClustalW

47を用いてアラインメント計算を実行した。計

算後、SeaView 配列エディタ 48を用いてマニュアルでアラインメントを修正した。ウシロドプシンの結晶構

造（PDB: 1HZX）, ヒト2 アドレナリン受容体（2RH1）, トリ1 アドレナリン受容体（2VT4）, ヒトアデノシン

A2a 受容体（3EML）, ヒト CXCR4 （3OE6）を PDB
49から入手した。結晶構造のアミノ酸配列は入手した

PDBファイルから抜き出して、GPCRのアミノ酸配列とのアラインメントを作製した。 

 

CXCR7ホモロジーモデリングのための鋳型構造の構築 

分子の操作と解析は統合計算化学システムMOE
50の SVLスクリプトと自作の Perl/Python スクリプトを

用いて行った。GPCR の構造のコンタクトマップは、それぞれの残基の C原子の距離を測定することで

作製した。作製したコンタクトマップは、それぞれのアラインメントの位置における数値を比較し、標準偏

差を測定した。アラインメントの位置における残基ペアの標準偏差（Standard deviation; SD）が 0.8 Åのも

のを数え上げた。それぞれのヘリックス内で、より多くカウントされた残基は構造保存領域

（Structure–conserved regions; SCRs）として、その他の部分を構造可変領域（Structure–variable regions; 

SVRs）とした。ヒト CXCR4 （3OE6）は”主鋳型”、他の構造は（1HZX, 2VT4, 2RH1 及び 3EML） ”副鋳

型”と指定した。 

“主鋳型”の残基は、以下のように、さらに 3 つの部分に分類した。（A） 残基の と ψ の二面角と座

標の両方を動かし、”主鋳型”と”副鋳型”の中間の角度にする。（B）二面角は動かさないが、他の残基の
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角度の変化に応じ、座標は動かす。（C）残基は固定した。各中間構造は”主構造”と”副構造”の二面角

の割合は 7:3に設定して構築した。 

 

CXCR7のホモロジーモデリング 

MOEの 2007年版の pro_Model 関数を用いて CXCR7のホモロジーモデルを構築した。鋳型構造の

保存されていない残基はアラニンに置換して、保存されていない細胞外ループは鋳型構造から取り除い

た。5つの各鋳型構造あたり、4,000のホモロジーモデル（合計 20,000構造）を構築した。構築されたホモ

ロジーモデルはエネルギー極小化計算により構造最適化した。計算には AMBER99
51ポテンシャルを用

いて、距離依存性で誘電率を 1 に設定し、5Å のカットオフ値を用い、最急降下法による計算を行い、続

いて共役勾配法でエネルギー極小化した。最大ステップ数は 100ステップにして、二乗平均平方根（root 

mean–square; RMS）の勾配は 0.01 に閾値として設定した。構築されたホモロジーモデルのポテンシャル

エネルギーを計算し、エネルギーの低い 2,000構造を続くドッキング計算に利用した。 

 

既知化合物のドッキング計算 

図 1に示す既知の CXCR7のアンタゴニストのうち、化合物 1–3を CXCR7のモデル構造へドッキング

させた。MOE Dockを用いて”Affinity dG”のスコア関数を既知化合物のドッキング計算に用いた。リガン

ドのコンフォメーションは MOE の”Conformation Import”ツールを用いて生成し、それぞれのコンフォメ

ーションをドッキングさせた。リガンドのコンフォメーションあたりの出力する結合ポーズ数は 100 に設定し

た。残りのパラメータはデフォルト値にした。出力された結合ポーズは Asp179
4.61

, Glu213
5.39

, Asp275
6.58

の近傍にセットしたカチオン性の 3D ファーマコフォア球を用いてフィルタリングした。残った結合ポーズ

のうち、30,000の結合ポーズをランダムに選抜し、受容体構造とともにエネルギー極小化した。 

エネルギー極小化計算には、MMFF94x（MMFF94s
52 の改良版）ポテンシャル関数を用いた。他のパ

ラメータは CXCR7のホモロジーモデリングと同じ設定を用いた。エネルギー極小化計算後、リガンドのプ

ロトン化した窒素と結合する可能性のある、リガンド結合ポケットに存在する Asp179
4.61

, Glu213
5.39

, 

Asp275
6.58 のカルボキシル酸素原子との距離を測定し、最短の距離が 3.2Å より大きいものは削除した。
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化合物 1 と 2の座標は、自作のクラスタリングプログラムを用いた座標のクラスタリング計算の結果を参考

にしている。クラスターの大きい順に結合ポーズを観察し、実験情報と最も矛盾しない結合ポーズを選抜

した。化合物 3 については、化合物 1 の結合ポーズとの重なりスコアを、MOE の Flexible Alignment 

tool 
53を改変したスクリプトを用いて計算した。化合物 1–3の選択された複合体モデルはエネルギー極小

化計算を行った。化合物 4のモデルは化合物 1のモデルに基づきマニュアルで計算した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

バーチャルスクリーニング計算のための受容体構造と化合物データセットの準備 

受容体構造は MultiCopyMD
54 を用いてバーチャルスクリーニング用に構造精密化を行った。この方

法は、1つの受容体内に、全ての活性リガンドがバーチャルに共存できるようなモデルを構築しMD計算

を行う。リガンドの部分電荷とファンデルワールス（van der waals; VDW）パラメータはリガンドの数で割っ

ている。また、各リガンド間の相互作用エネルギーはゼロに設定している。化合物 1–3 を計算に用いた。

我々は、エネルギー極小化後に 30ピコ秒のMD計算を行った。MD計算の後、その構造は再度エネル

ギー極小化した。小規模なバーチャルスクリーニングの予備計算の結果を参考にして、受容体構造をマ

ニュアルでわずかに改変して、繰り返し調整した。 

バーチ ャル ス ク リ ー ニン グに用いる化合物デー タセ ッ ト は 、ナ ミ キ商事株式会社

（http://www.namiki-s.co.jp/; 4,802,035 化合物）、キシダ化学株式会社（http://www.kishida.co.jp/; 

図 1. ドッキング計算に用いた既知活性化合物 

1

IC50 = 6.33 M
2

IC50 < 100 nM

3

IC50 < 1 M

4

IC50 = 4.74 M
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1,633,245化合物）及びターゲットタンパクプログラム（TPRP; 195,697化合物）から入手した購入可能な化

合物データセットを用いた。データセット中の化合物構造は、MOE の”Wash” ツールを用いて、マイナー

化合物の除去、プロトン化状態の調整、水素原子の付加を行った。ナミキ商事とキシダ化学の化合物デ

ータセットは SMILES記法 55を用いて比較し、重複化合物を削除した。そして、ドラッグライクネスフィルタ

イリングにより医薬品開発に適した化合物を選抜した（ドラッグライクネスフィルタの詳細は平山らの論文

56 に記載されている）。化合物データは”amine”と”non-amine”のデータセットに分類して以降の作業に用

いた。続いて、化合物構造の MACCS フィンガープリント 57を計算し、Bayon クラスタリングソフトウェア 58

を用いて化合物のクラスタリングを行い、各クラスターの中から代表構造を選抜した。バーチャルスクリー

ニングのための ”amine”, “non-amine”と TPRPの各データセット化合物の 3次元構造は corina
59

 を用い

て生成した。 

 

CXCR7モデル構造に対するバーチャルスクリーニング計算 

バーチャルスクリーニング計算は、これまでに我々が開発している CONSENSUS–DOCK
54を用いて行

った。まず、小規模のバーチャルスクリーニング計算をドッキング計算のパラメータを設定するために行っ

た。”amine”と”non-amine”データセットからランダムに選抜した 1,000 化合物を用いて検証した。続いて、

大規模のバーチャルスクリーニングを”amine”と“non-amine” および TPRP データセットを用いて行った。

出力ドッキングポーズから最も適切なものを以下の方法で選抜した。化合物の分子量とドッキングスコア

を用いた回帰分析を行い、実際のドッキングスコアが分子量からの予測値よりも高い（悪い）ものは除去し

た。また、ドッキングスコアが-80以上のものは除去した。 

水素結合ドナーの 3D ファーマコフォア球を Asp179
4.61

 と Asp275
6.58 の周りに配置した。そして、

Trp100
2.61の近傍には芳香環の 3Dファーマコフォア球を配置した。ドッキングポーズは、これらの 3Dファ

ーマコフォアフィルタによって絞り込まれた。残ったドッキングポーズは受容体構造とともに絞り込まれた。

最終的にエネルギーの低い 2,000構造を目視で確認して選抜した。 

 

2D構造類似性検索 
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MACCS キーを用いて 2D フィンガープリント検索を行った。既知活性化合物をクエリとして、バーチャ

ルスクリーニング用の化合物データセットに対して検索を行い、各クエリの中で Tanimoto係数が最も高い

結果を利用してランク付けをした。 

 

CXCR7阻害活性の測定 

生物学的アッセイは、京都大学薬学部の藤井研究室にて測定していただいた。以下に方法を記す。 

[
125

I]-SDF-1結合阻害実験 

各化合物の CXCR7 受容体結合阻害活性は、[
125

I]-SDF-1 の CXCR7 への結合活性の阻害率として評

価し、IC50値を算出した（n = 3）。アッセイに用いる CXCR7膜画分は、CXCR7発現 CHO細胞から調製

した。アッセイ緩衝液［25 mM HEPES pH 7.4, 1 mM CaCl2, 5 mM MgCl2, 140 mM NaCl, 250 mM スクロ

ース, 0.5 % BSA］中にそれぞれ調製した化合物溶液（50 L）、[
125

I]-SDF-1溶液（25 L、0.2 nM/well、

パーキンエルマー）、膜画分-ビーズ溶液［25 L、膜画分：9 g/well、PVT-PEI type A ビーズ（GEヘルス

サイエンス）：0.5 mg/well］を白色 96 穴プレート上で混合し、室温下 1 時間インキュベートした。その後、

[
125

I]-SDF-1の CXCR7-ビーズ複合体への結合シグナルを 1 min/wellで TopCount（パーキンエルマー）

により定量した。 
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3.3 結果と考察 

 

GPCRに最適化したホモロジーモデリング、ドッキング、バーチャルスクリーニング手法 

本研究の目的は受容体構造ベースのバーチャルスクリーニングによって CXCR7 に対する新規アンタ

ゴニストを発見することである。そのために我々は GPCR–リガンド複合体モデル構築に最適化したホモロ

ジーモデリング及びリガンドドッキング手法を開発した。本手法は特にリガンド結合ポケットの正確なモデ

リングに焦点を当てている。作業の手順以下に示す。また作業スキームを図 2 に示す。（1）まず Class A 

GPCRsの全てのアミノ酸配列を用いてアラインメントを作製した。（2）続いてGPCRsの構造多様性に基づ

き、続くホモロジーモデリングのために改変した主鎖構造を生成した。（3）改変した 20,000 構造の

CXCR7 ホモロジーモデルを生成した。ホモロジーモデル構築の前に膜貫通領域の保存されていない側

鎖や細胞外ループの情報を除くために削除した。そして、2,000 の低エネルギー構造を選抜する。（4）既

知の活性化合物をこれらのホモロジーモデルにドッキングさせた。実験情報を満たす最も適切な結合ポ

ーズを選抜して構造最適化し、これを複合体モデル構造とした。 

続いて、購入可能な化合物のデータセットを用いて、CXCR7 受容体モデルを用いてバーチャルスクリ

ーニングシミュレーション計算を行った。（5–1）MultiCopyMD シミュレーションを行うことで、バーチャルス

クリーニングに適した受容体構造を生成した。（5–2）購入可能な化合物データセットに対しドラッグライク

ネスフィルタリングとクラスタリング計算を行い化合物の準備をした。（6）予備的に 1,000 化合物程度の化

合物を用いてバーチャルスクリーニング計算を行い、既知活性化合物が上位にランキングされるよう、ドッ

キングモデルとパラメータを繰り返し調整した。続いて、大規模バーチャルスクリーニング計算を実行して、

候補化合物をドッキングスコアと結合ポーズに基づき選抜した。（7）候補化合物の生物学的にアッセイを

行い、阻害活性を確認した。 
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Class A GPCRs のアミノ酸配列のアラインメント 

CXCR7のホモロジーモデリングを構築するに当たって、嗅覚受容体を除く全ての種の Class A GPCRs 

のアミノ酸配列アラインメントを作製した。まず始めに、ClustalW を用いて大まかな配列アラインメントを作

製した。続いてGPCR間の低い配列一致度を補うため、膜貫通ヘリックス 3（TM3）のD/ERY モチーフや

TM7のNPxxY モチーフなどのGPCRs 間で保存されている配列モチーフを参考にしてマニュアルで修

正した。細胞外の挿入及び欠失領域はGPCRの構造や異なる種の同じ受容体の配列アラインメントに基

づき慎重に修正した。例えば、細胞外第 1ループ（E1ループ）のトリプトファン残基（ヒト2アドレナリン受

容体の Trp99 に対応する残基）や TM4 の細胞外部分に近い部分の残基（ヒト2 アドレナリン受容体の

Trp173 に対応する残基）は良く保存されており、結晶構造中でも立体的に同じ位置に存在している。

図 2. 本研究における GPCR モデリングの作業スキーム。アミノ酸配列アラインメントのステッ

プは赤いボックスに示す。ホモロジーモデリングとドッキングのステップは緑のボックスで示

す。構造ベースのバーチャルスクリーニングのステップは青いボックスで示す。橙のボックス

は生物学的なアッセイのステップを示す。 



57 

 

GPCRのX線結晶構造からアミノ酸配列を抽出して、アラインメントに追加した。CXCR7とGPCRのX線

結晶構造のアミノ酸配列を用いて作製したアラインメントを図 3に示す。 

 

CXCR7のホモロジーモデリングのための鋳型構造の準備 

 GPCR 間の低い配列一致度は、膜貫通ヘリックスにおいても低いため、その主鎖構造の多様性構造に

も多様性が見られる。この配列の多様性のため、ホモロジーモデリングにより側鎖構造を正確に予測する

ことは難しい。わずかな主鎖構造の違いが間違った側鎖構造を持つホモロジーモデルを生成し、間違っ

たリガンド結合ポケットの生成に繋がる事がある。CXCR4 と CXCR7は共に CXCケモカイン受容体ファミ

リーに属するものの、そのアミノ酸配列一致度は全長では 25.4%であり、膜貫通領域でも 32.4%と低い。

また、保存されている残基は受容体の細胞内側半分である。また、CXCR4 で低分子（IT1t）の結合に必

須な Asp97
2.64は CXCR7では保存されていない。 

CXCR4 と CXCR7 の間では、膜貫通ヘリックスの細胞外側半分のアミノ酸配列は保存されていないの

で、主鎖の多様性を考慮したホモロジーモデリングとドッキング計算を試みた。本研究では、既知の

GPCR を比較して、SCR と SVR を設定した。続く作業で SVR の主鎖構造を変更することで、CXCR7 の

ホモロジーモデリングのための複数の鋳型構造を生成した。 
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図 3. CXCR7 と構造既知 GPCRの配列アラインメント。ウシロドプシン（PDB: 1HZX）、ヒト2アドレナリン受

容体、トリ1 アドレナリン受容体、ヒトアデノシン A2a 受容体（3EML）、ヒト CXCR4（3OE6）、及び CXCR7

（UniProt: CXCR7_HUMAN）のはアミノ酸配列を用いている。アミノ酸残基は、残基名によって色分けして

いる。Ala, Gly, Serは黄色、Val, Ile, Metは緑、Asp, Asn, Glu, Glnは赤、Phe, Tyr, Hisは青、Cys, Trpは水

色でそれぞれ記している。アラインメントの下の”Category”は、鋳型構造の改変の際に用いたカテゴリ

（A,B,C）を示している。カテゴリA, B, Cはそれぞれ、黄色、青、灰色で示している。”Template”は、CXCR7

のホモロジーモデリングに用いた、改変後の鋳型構造である。”Structure conserved count”は、SD値が 0.8

未満だった数を示している。その際、膜貫通領域（1.31–1.59, 2.38–2.66, 3.22–3.53, 4.39–4.61, 5.36–5.60, 

6.31–6.60, 7.22–7.53）のみ計算に用いている。 
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SCRs と SVRsの設定 

本研究を開始した 2010年当時、既知のGPCR立体構造としてウシロドプシン、トリ β1アドレナリン受容

体、ヒト β2アドレナリン受容体、ヒトアデノシンA2a受容体およびヒトCXCR4の 5構造であった。我々は、

これらの構造のコンタクトマップを作製し、コンタクトマップを比較することで、SCRs と SVRsに属する残基

の定義をした。それぞれの GPCRの膜貫通領域にあたる残基（Ballesteros–Weinstein 番号で 1.31–1.59, 

2.38–2.66, 3.22–3.53, 4.39–4.61, 5.36–5.60, 6.31–6.60, 7.22–7.53）のC原子間の距離を測定し、SD値を

計算した。2 つの残基間の SD 値が高い場合は、この部分は立体構造の多様性を示すことになる。一方

で、低い SD値の場合は、このアミノ酸残基の構造は保存されている事を示す。例として、CXCR4受容体

のコンタクトマップを図 4に示す。コンタクトマップの比較は図 5に示す。 

 

 

 

 

このコンタクトマップの比較を観察すると、GPCR は膜貫通領域のうち、細胞内側の半分は立体構造上

保存されていることが分かる。この保存性は、GPCR 活性化の機能に必要な構造であるため考えられる。

一方でリガンド結合サイトは構造の多様性を持つ。これはリガンドの選択性に関わるためと考えられる。そ

図 4. ヒト CXCR4（3OE6）のコンタクトマップ。それぞれの残基の C原子の距離を測定して、

距離が近くなるほど青くなるように示している。 
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れぞれの膜貫通ヘリックスを観察するとTM1, TM2, TM3はヘリックスの細胞外の半分はヘリックスの中程

（1.43, 2.55, 3.32）でキンクしているが、αヘリックス自体としては保存されている。TM4では、これらの位置

では α ヘリックスとしても保存されていない。TM5 では、細胞外側の半分は結晶構造ではヘリックスが壊

れている。TM6 と TM7では GPCR間で構造は保存されている。活性化状態の GPCRにおいて TM6 と

TM7の構造は、不活性状態とは異なる構造を持つことが明らかにされている 60–63。そのため、TM6, 7の

構造の保存性は、不活性状態における保存された構造なのであろうと考えられる。続いて、それぞれの

アラインメント上の位置で、SD値が 0.8Å未満の残基数をカウントした。カウントした結果を図 3の棒グラフ

にその数を示す。最後に、これらのカウントを参考にして SCRs と SVRs を決定した。本研究では、

1.45–1.59, 2.38–2.55, 3.32–3.53, 4.39–4.54, 5.39–5.60, 6.31–6.60, 7.35–7.53 の残基を SCRs に、

1.31–1.44, 2.56–2.66, 3.22–3.31, 4.55–4.61, 5.36–5.38, 7.32–7.34 の残基を SVRsに設定した。SCRの

C原子に基づき重ね合わせた構造を図 6に示す。 
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図 5. コンタクトマップ比較図。低い SD値を持つ部分は緑、高い SD値を持つ部分はピンク、

中程度の SD 値を持つものは白で示している。受容体間で構造が保存されていないキンク

（1.43, 2.55, 3.32, 5.40）は、赤い矢印で示す。TM6のプロリンのキンク（6.50）は青い矢印で示

す。 
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“主鋳型“と”副鋳型“構造を用いた、CXCR7ホモロジーモデリングの鋳型構造の生成 

CXCR7のホモロジーモデリングのために、膜貫通ヘリックスの細胞外側半分の構造多様性を考慮した

複数の鋳型構造を生成した。ヒト CXCR4（PDB code: 3OE6）を”主鋳型”構造として用いた。これは、

CXCR7 と最も進化的に近いためである。ウシロドプシン（1HZX）、ヒト2 アドレナリン受容体（2RH1）、トリ

1アドレナリン受容体（2VT4）、ヒトアデノシンA2a受容体（3EML）を”副鋳型”として用いた。”主鋳型”と”

副鋳型”の割合は 7:3 にして、CXCR4 の主鎖構造を改変した。側鎖構造は、CXCR4 のものを用いた。”

主鋳型”と 4つの”副鋳型”の受容体構造を CXCR7ホモロジーモデリングに用いた。 

4 つの中間構造生成の際は、SVR 残基を 3 つのカテゴリ（A,B,C）に分類した。カテゴリ A の残基は”

主鋳型”と”副鋳型”の中間の と ψ の二面角と座標を持つ。カテゴリBの残基は”主鋳型”と同じ主鎖二

面角を持つが、座標はカテゴリAの残基の構造変化に応じて変わる。TM2のケモカイン受容体で保存さ

図 6. 構造既知 GPCRの X線結晶構造の重ね合わせ。ウシロドプシン（PDB code: 1HZX,）

は薄茶、ヒト2 アドレナリン受容体（2RH1）はピンク、トリ1 アドレナリン受容体（2VT4）は水

色、ヒトアデノシン A2a状態（3EML）は薄桃、ヒト CXCR4受容体（3OE6）緑のリボン表示で示

す。 
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れている TXPモチーフとその周辺と細胞外ループはカテゴリ Bにした。E2ループは TM3の構造変化に

応じて動くようにした。カテゴリ Cに設定した SVR残基と SCR残基は、”主鋳型”と同じ二面角と座標に設

定した。各残基のカテゴリについては、図 3 と図 7に示す。 

 

 

 

 

CXCR7立体構造のホモロジーモデリング 

CXCR7 のホモロジーモデルを作製した 5 つの鋳型構造を用いて生成した。GPCR で保存されていな

い側鎖構造をアラニンに置換し、細胞外ループ構造を削除した。2007 年版の MOE は、ホモロジーモデ

リングでの側鎖構造発生の際、高解像度のX線結晶構造を用いて作られたロータマーライブラリからラン

ダム残基を選抜しに側鎖構造を割り当てる。同様に削除された細胞外領域ループ部分も、ループライブ

ラリから構造が割り当てられる。このため、これらの削除された側鎖及びループ構造は、鋳型構造を参照

せずに新たな構造が生成される。 

鋳型構造と GPCR の間の低いアミノ酸配列一致度と構造多様性から推測される、ホモロジーモデルの

低い予測精度を補うため、本研究では多数のモデルを構築し、それらに対しドッキング計算を行っている。

今回は、鋳型構造 1種類につき 4,000構造の合計 20,000構造の CXCR7のモデル構造を構築した。そ

図 7. カテゴリに応じて色分けをしたリボン表示でしめした鋳型構造（CXCR4）。カテゴリ（A）

の残基は黄色、カテゴリ（B）の残基は青、カテゴリ（C）の残基は白で示す。 
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して、その中からポテンシャルエネルギーの低い 2,000構造を続くドッキング計算に用いた。その結果のう

ち、”主鋳型”由来のものは 429構造、ウシロドプシン、ヒト β２アドレナリン受容体、トリ β１アドレナリン受容

体、ヒトアデノシン A2a受容体の”副鋳型”由来の中間モデル由来の構造数は、それぞれ、71, 1,295, 137, 

68 構造であった。図 8 に 20 のランダムに選抜した出力モデルを示す。これらのモデル構造は複数鋳型

構造を利用してモデルを構築しているので、膜貫通領域の細胞外側半分の主鎖構造と細胞外ループに

多様性を持っている（図 8A）。そして、側鎖のロータマーに関しても多様性が見られる（図 8B）。これらの

違いは、多様なリガンド結合ポケットの生成につながる。続いてドッキング計算を行い、構造活性相関

（SAR)と変異実験の情報と矛盾しないモデルを選抜した。 

 

 

 

 

 

 

図 8. ドッキング計算に用いるCXCR7構造モデルの例。構築した 2,000の受容体モデルから

ランダムに 20 構造選抜した構造を示す。（A）それぞれの受容体モデルの主鎖構造を、それ

ぞれ異なる色のリボンで表示している。（B）モデル構造をスティック表示したもの。炭素原子

は金色で示す。酸素、窒素、硫黄原子はそれぞれ、赤、青、黄色で示す。 
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CXCR7受容体モデルに対するリファレンス化合物を用いたドッキング計算 

CXCR7 のホモロジーモデルを構築後、既知の CXCR7 アンタゴニストを受容体モデルに対してドッキ

ング計算を行った。 

 

既知活性化合物を用いたドッキング計算 

我々のこれまでの研究で 2つのMオーダーのアンタゴニスト活性を持つCXCR7アンタゴニスト（化合

物 1, 4）を ChemDiv “Diversity–set” 及び ”GPCR–focused” 化合物ライブラリ 64から発見している。サ

ブM程度のアンタゴニスト活性を持つCXCR7 リガンド（化合物 2, 3）も大まかな SAR情報とともに特許

情報として報告されていた（図 1）ため、これらの既知化合物を用いて、MOE Dock を用いてドッキング

計算を行った。 

今回使用している Affinity dG スコア関数の反発項は一般的な 6–12 レナードジョーンズポテンシャル

よりも弱く、ソフトコアポテンシャルのようになっており、ホモロジーモデルにおける間違った側鎖コンフォメ

ーションもある程度許容されドッキングされる。このスコア関数はリガンドに比べてリガンド結合ポケットが

小さい場合でも適切にタンパク質にドッキングできるように設計されている。既知活性化合物 1–3を 2,000

構造のCXCR7のホモロジーモデルに対してドッキング計算を行った。計算の際、各モデル構造あたり10

個のドッキングポーズを出力させているので、最終的に化合物 1 では、1,120,000 個、化合物 2 では

1,600,000 個、化合物 3 では 1,540,000 個の結合ポーズをこの計算では出力した。このドッキング計算は

次のステップでフィルタリングした。それぞれのステップにおける出力結合ポーズ数は表 1に示す。 

表 11. 既知活性化合物 1–3のドッキング計算で出力された結合ポーズの絞り込み。 

 Compound 1 Compound 2 Compound 3 

Generated ligand 
conformations 

56 80 77 

Output docking poses 1,119,994 1,600,000 1,539,970 
3D pharmacophore 

filtering 
305,301 630,477 280,352 

Energy minimizations 30,000 30,000 30,000 
3.2 Å distance filters with 

oxygen atoms of acidic 
residues 

6,214 14,304 5,768 

 

3D ファーマコフォアフィルタリングとモデルの最適化 
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出力されたドッキングポーズから適切なものを選抜するために、CXCR4 の変異実験データを参考にし

て、CXCR7 リガンド結合に関わる残基を推定し、3D ファーマコフォアを用いたフィルタリングを行った。

CXCR7 に関する変異実験に関する情報がなかったが、CXCR4 では変異実験の結果から、複数の酸性

残基がリガンド結合に重要であることが示唆されている 65–70。CXCR4の結晶構造からは、これらの残基は、

直接及び水を介して間接的にリガンドと結合していることが明らかにされている。CXCR4とCXCR7のリガ

ンド結合に関わる可能性のある酸性残基を表 2に示す。 

 

表 2. CXCR7 と CXCR4のリガンド結合部位と推測される領域の酸性残基（計算の先に

（方法の所？）） 

 CXCR7 CXCR4 Comment 

TM2 Ser1032.64 Asp972.64 IT1t interacts with CXCR4 

TM4 Asp1794.61 Asp1714.61 CVX15 interacts with Asp1714.61 of CXCR4 

TM5 Glu2135.39 Gln2005.39  

TM6 Asp2756.58 Asp2626.58 CVX15 interact with Asp2626.58 of CXCR4 

TM7 Gln3017.40 Glu2887.40  
 

 

2 つの酸性残基（CXCR4 の Asp171
4.61

, Asp262
6.58 及び CXCR7 の Asp179

4.61
, Asp275

6.58）は

CXCR4と CXCR7の間で保存されていた。しかし、CXCR4のAsp97
2.64

 と Glu288
7.40は CXCR7では酸

性残基としては、保存されていなかった。CXCR4 の Asp97
2.64

 は IT1t を含む低分子アンタゴニストの結

合に必須の残基であるが、CXCR7 では保存されていない。CXCR4 の Gln200
5.39 は CXCR7 では

Glu213
5.39 となっていた。我々は、CXCR7 リガンド結合に関わると推測される部分の酸性残基はリガンド

の塩基性官能基と相互作用する可能性があると推測した。CXCR4のリガンドの実験情報に基づき、我々

はカチオンの 3D ファーマコフォア球を CXCR7 のモデルの酸性残基の周囲に配置した（図 9）。CXCR7

の 3D ファーマコフォアフィルタによって、適切である可能性のある結合ポーズを選抜した。 

続いて、化合物 1–3 のフィルタリングした結合ポーズをエネルギー極小化計算を用いて最適化した。

計算リソースの都合で、これらのうち 30,000の結合ポーズをランダムに選抜して、エネルギー極小化計算

した。計算後、我々はリガンドの塩基性窒素原子と酸性残基のカルボキシル酸素原子の距離を測定した。

最短の距離が 3.2Å以上の結合ポーズは削除した。化合物 1 と 2については、残った結合ポーズの座標
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を用いてクラスタリング計算を行った。クラスターのサイズの大きい順に目視で確認を行い、最も適当と思

われる結合ポーズをモデル構造とした。 

選抜の際は、ドッキングスコアよりも結合ポーズのサイズを重要視した。これは、受容体モデル構造の

間違った側鎖とループ構造によりスコアが悪くなるためである。選抜後、ベストの結合ポーズを受容体に

配置して、不適切な衝突や歪みがないようにマニュアルによるわずかな改変を行った後、エネルギー極

小化計算を行った。化合物 3 については、リガンドの高いフレキシビリティのため SAR 情報を満たすよう

なリーズナブルな結合ポーズは得られなかった。そのため、化合物1との重なりスコアをMOE のFlexible 

Alignmentツールを改変して、算出し、最も良かった結合ポーズをモデルに用いた。 

 

 

 

 

ドッキング計算の結果 

既知活性化合物 1–3 と CXCR7の複合体モデル構造を図 10に示す。化合物 1は他の既知リガンドと

比べて比較的リジッドであるため、今回のドッキング計算に適していると考えた。化合物 1 の結合モデル

を図 10Aに示す。結合ポーズの最大クラスター中で、CXCR4 と β2受容体の中間構造が最も多く含まれ

図 9. 既知活性化合物のドッキング計算の出力結合ポーズの絞り込みに用いた 3D ファーマ

コフォア。Asp1794.61, Glu2135.39, Asp2756.58の近傍にカチオンのファーマコフォア球を配置し

た。これらの酸性残基と Trp1003.28 を薄桃色のスティックで表示した。酸素原子、窒素原子

はそれぞれ、赤、青で示す。受容体の主鎖構造は半透明のリボン表示で示す。 
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ていたため、このホモロジーモデルに基づき作製している。モデル構造中、Asp275
6.58は化合物 1のピペ

リジンのプロトン化した窒素原子と相互作用していた。これは、変位実験情報 70や CXCR4–CVX15 複合

体の X線結晶構造から、Asp275
6.58がリガンド結合に重要であることと同様であると推測される。化合物 1

の縮合環の Trp100
2.61と π–πスタッキング相互作用も同様に観察された。このトリプトファン残基は、CCR8

と CCR10 以外の全てのケモカイン受容体で保存されており、CCR5 では低分子リガンドである TAK–779

の結合に重要である 71。CXCR4–IT1t複合体では CXCR4の Trp94
2.61と IT1tの間で疎水性相互作用が

見られる。 

化合物2は特許情報 44では活性化合物の多くの類縁活性化合物は縮合ヘテロ環を持つ。この部分構

造は、化合物 1 の 3 環性構造と同じく、高い結合活性を持つのに必要な部分構造であると考えられる。

化合物2のキノリン環の7位の変換は、水素結合アクセプターや酸性の残基があるが、これらの置換は許

容される。化合物 2のピペラジン部分の窒素原子は活性に影響を及ぼすが、CXCR7の高い結合活性に

は必ずしも必須ではない。化合物 2の結合モデルを図 10Bに示す。化合物 1 と同じように化合物 2のキ

ノリン環は Trp100
2.61と π–πスタッキングで相互作用している。このため Trp100

2.61の近くには 3Dファーマ

コフォア球はセットしなかったが、化合物 1 と 2 は同じ相互作用をしていた。これは、Trp100
2.61は重要な

残基であることが予想される。このアスパラギン酸残基は CXCR4 でも保存されており、CXCR4–CVX15

複合体では CVX15の Arg2 との相互作用に関わっている。キノリン部分の 7位の置換は、細胞外側であ

り、極性の残基（Tyr195
E2

, Arg197
E2

, His298
7.37など）に置換基の周りが囲まれているので、どの官能基に

も変換できる。ドッキング計算の小さいクラスターに見られた他の結合ポーズは Asp275
6.58

 と結合するも

のも見られた（図 12）。両方の結合ポーズは、歪みなどは見られなかったが、最終的により大きなクラスタ

ーからの最も適当と考えられる結合ポーズを選抜した。 

化合物 3の結合ポーズは 1 と同じリガンド結合ポケットに結合する。このドッキングポーズは、化合物 1

で選抜したポーズと同じである（図 10C）。化合物 1 と同様に、Asp179
4.61との極性相互作用と Trp100

2.61

の π–π スタッキングが見られた。このピラゾロキノリノン環のカルボニル部分は、His121
3.29 と相互作用す

る。 
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図 10. 既知活性化合物 1（A）, 2（B）, 3（C）の

結合モデル。リガンド構造はボール& スティッ

クモデルで示してある。リガンド近傍の残基

は、線で示してある。Trp1002.61とAsp2756.58は

スティック表示で示す。リガンドと受容体の炭

素原子は、それぞれ緑と桃色で示す。酸素、

窒素、硫黄原子は、それぞれ赤、青、黄色で

示す。受容体の主鎖構造は透明なリボン表示

で示す。 

図 11. 化合物 2の予測されたもう一つの結合モ

デル。リガンド構造はボール& スティックモデ

ルで示してある。リガンド近傍の残基は、線で示

してある。Trp1002.61と Asp2756.58はスティック表

示で示す。リガンドと受容体の炭素原子は、そ

れぞれ緑と桃色で示す。酸素、窒素、硫黄原子

は、それぞれ赤、青、黄色で示す。受容体のシ

ュア構造は透明なリボン表示で示す。 
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化合物 4 を 1の複合体構造を参考にして受容体にドッキングさせた。これは、化合物 4は、15の回転

可能な結合角を持っているフレキシブルな化合物であり、この研究での自動ドッキングには不向きなため

である（図 12）。化合物 4の結合ポーズは、1 と 3に類似していて、フェニルアミド部分は細胞外領域に伸

びていた。 

 

 

 

 

最終的に化合物 1–4 を結合させた CXCR7 の受容体モデルは大きな歪みのないモデルを構築するこ

とができた。さらに化合物 2 は、実験情報と矛盾しないものであった。続いて、化合物 1–3 の複合体モデ

ルを用いてバーチャルスクリーニング計算を行った。 

 

CXCR7 リガンドのバーチャルスクリーニング計算の準備 

バーチャルスクリーニングのための CXCR7構造モデルの構築 

バーチャルスクリーニングのための受容体モデルを自作の MOE 用のスクリプト MultiCopy MD を用

いて構築した。このスクリプトは、１つの受容体内に、複数の活性リガンドが仮想的に共存できるようなモ

デルを構築する MD 計算中を行う。リガンドの部分電荷とファンデルワールス（VDW）パラメータはリガン

ドの数で割っている。また、それぞれのリガンド間の相互作用エネルギーはゼロに設定している。バーチ

ャルスクリーニングのためのモデル構築には、1–3の結合ポーズを利用した。 

 

バーチャルスクリーニングのための化合物データセットの準備 

図12. 既知活性化合物4の結合モデル。リガン

ド構造はボール& スティックモデルで示してあ

る。リガンド近傍の残基は、線で示してある。

Trp1002.61 と Asp2756.58 はスティック表示で示

す。リガンドと受容体の炭素原子は、それぞれ

緑と桃色で示す。酸素、窒素、硫黄原子は、そ

れぞれ赤、青、黄色で示す。受容体のシュア構

造は透明なリボン表示で示す。 
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購入可能な化合物のデータセットはナミキ商事（4,802,035 化合物）とキシダ化学（1,633,245化合物）と

ターゲットタンパクプログラム（195,697 化合物）から入手した。これらの化合物データセットは、化合物の

構造情報を用いてマージした後に “amine” と “non-amine” のデータセットに分割した。これは、報告さ

れているCXCR7のアンタゴニストの多くは、構造中に塩基性のアミノ基を含んでいるためである。ドラッグ

ライクネスフィルタリングとクラスタリング計算の後の“amine”と“non-amine”の化合物データセットの中の化

合物数は、それぞれ 187,185 と 401,707構造であった。TPRPデータセットは変更せずそのまま用いた。 

 

CXCR7モデル構造に対するバーチャルスクリーニング 

小規模バーチャルスクリーニングと計算条件設定 

バーチャルスクリーニングのためのモデルの構造とドッキングパラメータを CONSENSUS–DOCK を使

った小さなスケールのドッキング計算を用いて評価した。化合物 1–3と”amine”と”non-amine”データセット

からランダムに選んだ 1,000 化合物を計算に用いた。最終的に出力された 989 化合物中のうち、化合物

1–3のランキングは、それぞれ 6位、2 位、3位だった。分子量とドッキングスコアの散布図を図 13に示す。

我々の CONSENSUS–DOCK のドッキングスコアは分子量に相関が見られるが、全ての活性化合物は、

同じ分子量の化合物と比べて良い結果を示していた。我々は、活性化合物が十分上位に濃縮されてい

ると考え、続く大規模バーチャルスクリーニング計算を行った。 
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大規模バーチャルスクリーニング計算 

“amine”, ”non-amine” と TPRPの化合物データセットを用いて大規模バーチャルスクリーニングを行っ

た。出力ドッキングポーズはドッキングスコアと 3Dファーマコフォア球を用いてフィルタリングした。分子量

に比べて高い（悪い）スコアの化合物を削除するために、分子量とドッキングスコアを用いて回帰分析を

行った。続いて、分子量からのスコアの予測値よりも高いドッキングスコアを持つ化合物は削除した。ドッ

キングスコアが-80以上のものも同様に削除した。残ったドッキングポーズは3Dファーマコフォア検索によ

りフィルタリングした。既知活性構造の結合モデル構造を参考にして、Trp100
2.61 の近傍には芳香環のフ

ァーマコフォア球を配置して、Asp179
4.61

 と Asp275
6.58

 の近傍には、水素結合ドナーのファーマコフォ

ア球を設置した（図 14）。 

受容体の構造をエネルギー極小化した後、目視で最も適切な化合物を選抜した。選抜の際には、

Asp179
4.61

 と Asp275
6.58との極性相互作用と Trp100

2.61との相互作用を重視した。出力されたドッキング

ポーズにて、受容体との相互作用に不要な水素結合ドナーとアクセプターを持つものは目視で削除した。

最終的に”amine”と”non-amine”のデータセットからそれぞれ、310, 79 化合物、TPRP データセットからは

310化合物が CXCR7アンタゴニストの候補化合物そして選抜された。 

図 13. 小規模の予備的なドッキング計算から得られた、分子量と出力ドッキングスコアの散布

図。既知活性リガンドは赤い菱形で示す。小規模データセットは茶色の小さな十時で示す。

分子量とドッキングスコアから得られた回帰直線は緑の線で示す。 
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生物学的活性の評価とヒット化合物の結合様式 

626の候補化合物について CXCR7阻害アッセイにより阻害活性の測定を行った。その結果、21化合

物が CXCR7の SDF-1結合阻害を IC50値で 1.29–11.4Mのアンタゴニスト活性を持つ事が分かった。ヒ

ット化合物の構造と活性値を表 3に示す。また、CXCR4の阻害活性を表 4に示す。 

図 14. 大規模バーチャルスクリーニング計算の結果をフィルタリングする際に用いた 3D ファ

ーマコフォア球。水素結合ドナーの 3D ファーマコフォア球（ピンク）は、Asp1794.61 と

Asp2756.58の近傍に配置した。芳香環の 3D ファーマコフォア球（橙）は、Trp1003.28の近傍に

配意した。Asp1794.61, Asp2756.58, Trp1003.28は、スティック表示で示す。受容体の主鎖構造は

半透明なリボンで示す。 
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表 3. ヒット化合物の CXCR7に対する結合親和性と物理化学的特性 

Compound Structure IC50 (M) SlogP MW 

5 

 

1.29 3.82 357.4 

6 

 

1.49 3.74 420.5 

7 

 

1.87 5.41 498.4 

8 

 

2.16 4.16 436.0 

9 
 

2.21 4.52 419.5 

10  2.64 3.41 355.4 

11 

 

2.78 5.15 476.6 

12 
 

2.92 3.91 383.5 

13 

 

3.2 4.53 395.6 

14 
 

3.89 4.29 371.5 

15 
 

4.35 4.96 377.5 

16 
 

5.27 5.54 407.0 

17 

 

5.36 1.33 360.5 
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18 
 

5.84 5.56 414.5 

19 

 

6.19 3.91 439.6 

20 
 

6.75 3.90 353.5 

21 

 

7.00 3.90 383.5 

22 
 

8.02 3.96 357.4 

23 

 

9.79 4.28 458.6 

24 
 

10.0 3.99 392.5 

25 

 

11.4 6.71 452.6 

 

化合物 5, 7, 17の結合モデルを図 15に例として示す。ヒット化合物は多様な母核をもつが、その結合

ポーズは共通している。候補化合物中、79 化合物が ”non-amine” データセットから選抜したものの、こ

の中にヒット化合物はなく、全てのヒット化合物は陽イオン化し得る窒素原子を持っていた。既知構造の

複合体モデルからは、CXCR7 の Asp179
4.61

 と Asp275
6.58にプロトン化した窒素と相互作用する可能性

が示唆されていたが、全てのヒット化合物のドッキング結果はAsp275
6.58が相互作用する結合ポーズにな

っていた。イオン化した窒素原子の周辺が嵩高い置換基に変換されている（化合物 7, 11, 21, 25など）が、

これは受容体の細胞外側に近く、CXCR7 の結合に許容される。Trp100
2.61 との π–π スタッキングは全て

の結合モードにおいて観察された。 

特にヒット化合物のうち、8 化合物は既知化合物 1 と 3 のように 5-6-6 の三環性の母核を持つ。一方、

単環及び二環性の母核を持つヒット化合物もあり、不都合な歪みなく受容体と結合できる結合ポーズを
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持っていた。19 化合物のヒット化合物において、芳香環部分とプロトン化した窒素の間のリンカー部分に

カルボニル基が存在した。既知化合物のモデリングの際はこのカルボニル部分の影響は考慮していなか

ったが、モデル構造上、His121
3.29

, Arg197
E2

, Gln301
7.40は、このカルボニル炭素の近傍に存在し、極性

相互作用に関わる可能性が示唆される。注目すべき点として、バーチャルスクリーニングからの候補化合

物は、Trp100
2.61

, Asp179
4.61

, Asp275
6.58との相互作用に基づき選抜されている。これらの上記のカルボニ

ル基の予測していなかった極性相互作用がドッキング計算により示唆された。 

 

 

 

 

図 15. ヒット化合物の予測された結合ポーズ。

（A）,（B）,（C）はそれぞれ化合物 5,7,17 の結

合ポーズである。リガンドはボール＆スティック

表示で示す。リガンド近傍の残基はライン表示

で示す。Trp1002.61 と Asp2756.58 はスティック

表示で示す。リガンドの炭素原子は水色で、

受容体の炭素原子は薄桃色で示す。酸素、

窒素、硫黄、臭素原子はそれぞれ赤、青、黄

色、茶色で示す。主鎖構造は透明なリボンで

表示している。 
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7つのヒット化合物が縮合ヘテロ環上に存在した。特にクマリン骨格の化合物（化合物 5,6と 22）は比較

的良い IC50値であった。結合モデルでは、いくつかの極性残基(Ser103
2.64

, Tyr195
E2

, His298
7.37など)は、

カルボニル酸素の近傍に存在するので、極性の作用が存在する可能性がある。 

今回のドッキング計算において、最初のドッキング計算の結果では、ヒット化合物のランキングはあまり

高くなかった。（表 5）。これらは、3Dファーマコフォアサーチによって数が減らされているので、この 3Dフ

ァーマコフォアフィルタが活性化合物の選抜に寄与しているようだ。MACCS キーを用いた単純な 2D フ

ィンガープリントを用いた類似性検索結果と比較した。既知リガンドをクエリとして、バーチャルスクリーニ

ング用データセットの順位をTanimoto係数の値を算出し、各クエリの中で最も高い結果を用いたランク付

けをした。 “amine”及び TPRP化合物データセットの出力化合物数は、それぞれ 186,083、194,610化合

物であった（表 6）。TPRPデータセットには 40,071のカチオン性化合物が含まれていた。化合物 13は、1

と共通の[4-(1-piperidyl)-1-piperidyl]-(2-thienyl)methanone 部分を持つため非常に高かった。しかし、他

の化合物は既知活性化合物とは低い構造類似性であった。これは、受容体の構造ベースのバーチャル

スクリーニングが、新規の部分構造を持つ活性リガンドの発見に有用であることを示している。 

図 16 は候補化合物とヒット化合物のオクタノール/水分配係数の予測値（SlogP）を示す。ヒット化合物

は候補化合物に対して比較的高いSlogP値を持っていた。候補化合物の平均は 3.3であり、ヒット化合物

の平均 4.1 であった。本研究では、バーチャルスクリーニングの計算用のデータセットは、あらかじめクラ

スタリング計算を行うことで減らしている。さらなるリード最適化の際に、オリジナルの市販化合物データセ

ットを用いる事で、よりよい物理化学的特性を持つ化合物を得られると期待される。 
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表 4. ヒット化合物の CXCR4に対する SDF-1結合阻害活性 

Compound % inhibition at 10 M (CXCR4) 

5 32 

6 10 

7 8 

8 4 

9 11 

10 3 

11 2 

12 6 

13 23 

14 16 

15 23 

16 4 

17 12 

18 4 

19 4 

20 4 

21 19 

22 2 

23 13 

24 3 

25 9 

 

 

図 16. 候補化合物の分子量と SlogP 値の散布図。ヒット化合物は赤い菱形で示す。候補化

合物は薄茶色い十時で示す。 



79 

 

 

 

 

表 5. ドッキング計算結果中の活性化合物のランキング 

Compound 
Rank in amine dataset 

(Rank at visual selection stage) 
Rank in TPRP dataset 

(Rank at visual selection stage) 

5 180,841 (1,529) 32,391 (2,266) 

6 n/a 14,242 (1,200) 

7 132,158 (1,135) n/a 

8 262,368 (2,114) n/a 

9 42,087 (334) 17,407 (1,431) 

10 222,984 (1,832) n/a 

11 52,073 (421) n/a 

12 169,900 (1,429) n/a 

13 n/a 66,446 (3,472) 

14 178,946 (1,510) n/a 

15 298,940 (2,348) 41,685 (2,645) 

16 401,904 (2,804) n/a 

17 290,117 (2,297) n/a 

18 n/a 24,012 (1,827) 

19 114,005 (955) n/a 

20 n/a 62,338 (3,353) 

21 n/a 50,260 (2,986) 

22 n/a 34,972 (2,367) 

23 n/a 7,993 (752) 

24 n/a 51,241 (3,019) 

25 111,574 (943) n/a 
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表 6. MACCSフィンガープリントを用いた活性化合物に対する類似性検索結果。 

Compound Rank in amine dataset Rank in TPRP dataset 

(Rank in cationic compounds) 

5 90,382 31,462 (17,426) 

6 n/a 9,906 (7,272) 

7 13,600 n/a 

8 41,029 n/a 

9 48,831 11,764 (8,334) 

10 3,790 n/a 

11 27,867 n/a 

12 11,904 n/a 

13 n/a 21 (20) 

14 51,523 n/a 

15 38,985 10,059 (7,299) 

16 2,547 n/a 

17 38,288 n/a 

18 n/a 9,666 (7,096) 

19 63,530 n/a 

20 n/a 24,401 (14,608) 

21 n/a 8,987 (6,621) 

22 n/a 21,455 (13,332) 

23 n/a 31,527 (17,477) 

24 n/a 5,219 (4,149) 

25 13,765 n/a 
 

 

GPCR–リガンド複合体モデル構築法の限界と今後の展望 

これまでに我々の開発したGPCRモデリング法は、GPCR Dock 2010においてCXCR4のリガンド結合

ポケット予測においてトップに成績を収めている。CXCR4の研究の結果から、我々の方法は、4つのカス

タマイズが高精度リガンド結合ポケットの予測に寄与していると考えている。第一の理由は高精度のアミノ

酸配列アラインメントである。第二は保存されている膜貫通領域の座標は極力固定して構造最適化して

いることである。CXCR4受容体モデル構築の際は、ヘリックス部分は主鎖構造については鋳型構造その

ものを用いてモデリングを行い、49%のリガンド結合ポケットの精度であった（しかし GPCR Dock 2010 で

は最も良い結果だった）ので、当時では最も良い方法だったと考えられる。第三に、鋳型の保存されてい

ない部分の情報を取り除くため、保存されていない残基はアラニンに変換して、保存されていない細胞

外ループは取り除いた。トリミングした受容体の構造を使って、多数の受容体モデルを生成して、その受

容体構造に対しドッキング計算を行った。第四のカスタマイズは、ターゲットとなるリガンド（IT1t と
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CVX15）に加えて、他の低分子アンタゴニスト 70 の構造も同様に構築を試みたことである。これらは実験

情報を利用したフィルタリングを行い、最も良いモデルを選抜した。しかし、CXCR4の TM2 の TXP モチ

ーフによる欠失を予測できず、結果的に IT1tのポーズは上手く予測できなかった。 

本研究では CXCR4 のモデル構築の結果を参考にして、CXCR7 の研究をさらに改良した。まず、アミ

ノ酸配列のアラインメントを改良した。正確な膜貫通ヘリックスのアラインメントは正確なリガンド結合ポケッ

トの予測に大きく寄与するためである。次に我々は CXCR7ホモロジーモデリングの際に主鎖構造を変え

た中間モデルを作製した。これは、”主鋳型”と”副鋳型”の中間の φ と ψ の二面角の構造を持っている。

それぞれの鋳型構造のわずかな主鎖構造の違いが、正しいヘリックスの位置の予測の可能性をあげ、リ

ガンド結合部位の側鎖のロータマーが正しく予測する可能性をあげる。 

しかし、さらに正確な構造予測を行うには改良の余地がある。これは、結晶構造とコンタクトマップの比

較によって、ヘリックスの移動が見られるためである。図17にSCR残基のヘリックスの軸を計算したものを

示す。ヘリックスの軸は、各残基のC原子からの最短距離を通る直線の方程式である。各受容体の軸の

比較から、TM4 と TM5 では移動していることが分かる。そのため、次世代のモデリングの方法では、ヘリ

ックスの移動をさせることで、GPCR構造の予測精度を上げることができると考えている。 

近縁のGPCRsにもヘリックス領域に多様性が存在する。例えば、β1と β2アドレナリン受容体は、アミノ

酸配列一致度は十分に高い（全長で 49.1%。膜貫通領域で 70.2%）が β1アドレナリン受容体の TM1は

β2 アドレナリン受容体と比べてキンクしていた。我々のホモロジーモデリング手法は、多様な結晶構造か

らの GPCRの主鎖構造を用いていて、アドレナリン受容体のように近縁の受容体にも適用できる。 

ドッキング計算では、出力ドッキングポーズはクラスタリングされ、クラスター内のポーズ数の大きい順に

目視で確認していた。これはドッキングスコアは不正確な側鎖のロータマーにより不正確であると考えた

ためである。本研究では、MOE の”Affinity dG”というスコア関数を用いた。これは、リガンド結合サイトに

比べリガンドが大きい場合に適用できるように設計されている。この関数はホモロジーモデリングにおいて、

ある程度の側鎖のロータマーの間違いは許容されるようになるが、その弱い反発項のため、ドッキング関

数自体の精度は良くないと考えられる。このため、ドッキング計算のスコアとポーズの選択の方法は、さら

なる改良の必要であると考えられる。 
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本研究では、21化合物のµM–orderの様々な母核を持つCXCR7阻害活性を持つヒット化合物をバー

チャルスクリーニングで選抜した 626化合物から発見した。このヒット率は ChemDiv 化合物ライブラリから

のランダムスクリーニングよりも 100倍高く有用な手法であると考えられる。 

 

 

 

 

図 17. 膜貫通ヘリックスの SCR部分の軸。ウシロドプシン（1HZX）、ヒト2アドレナリン受容体

（2RH1）、トリ1アドレナリン受容体（2VT4）、ヒトアデノシン A2a受容体（3EML）、ヒト CXCR4

ケモカイン受容体（3OE6）の軸を、それぞれ、薄茶、ピンク、水色、薄桃、緑で示す。主鎖構

造は灰色のライン表示で示す。 
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3.4 まとめ 

 

本研究では、複数の鋳型構造を用いた GPCR–リガンド複合体モデル構築法を開発し、CXCR7 のリ

ガンド探索のためのバーチャルスクリーニング計算を行った。既知 GPCR の X 線結晶構造から作製した

コンタクトマップの比較から、TM1, TM2, TM3, TM4では、細胞内側半分の膜貫通領域は構造が保存さ

れており、細胞外側半分は GPCR 間で多様性が見られた。TM6 と TM7 は、構造的に保存されていた。

この結果を用いて、SCRs と SVRsを定義した。CXCR7のホモロジーモデリングの際に CXCR4（主鋳型）

を含む 5つの構造（副鋳型）を用いて 4つの中間構造を用いた。この中間構造は、SVRから選んだ残基

において、主鋳型と副鋳型の中間の と ψ の主鎖二面角を持つ。ホモロジーモデル構築の際は、鋳型

構造の保存されていない側鎖構造と細胞外側のループを削除した。20,000 の生成したホモロジーモデ

ルから、ポテンシャルエネルギーの低い 2,000 構造を選抜し、既知の報告されている CXCR7 リガンドに

対してドッキング計算を行った。 

 生物学的な実験情報に基づき、適切と考えられた結合ポーズは、リガンドのプロトン化した窒素原子と

Asp179
4.61 もしくは Asp275

6.58 の側鎖の酸素原子が相互作用していた。加えて、Trp100
2.61 とリガンドの

π–πスタッキングも重要であると考えられた。リガンドの結合ポーズは、CXCR4 と低分子リガンド（IT1t）とも

異なっていた。受容体構造ベースのバーチャルスクリーニングを行う事で、626 の購入した候補化合物の

うち、21 のヒット化合物を得る事ができた。このヒット率は市販化合物ライブラリからのランダムスクリーニン

グよりも 100 倍高く、我々の開発したバーチャルスクリーニングのための GPCR 構造モデリング手法は、

新規の GPCR の医薬品候補を開発できることを示している。さらにこれらのヒット化合物は、新規の

CXCR7 リガンドの開発の良いスタートポイントになると考えられる。 

 単一鋳型構造を用いたホモロジーモデリングと比べ、我々の複数の鋳型を用いたホモロジーモデルは、

より広いコンフォメーション空間を探索できる。膜貫通ヘリックスの移動を考慮したさらなる改良を行うこと

で、既知の鋳型構造を用いて、より遠縁の GPCRの構造を精度良く予測できるようになると期待される。 
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第 5章 結論 

 

本研究では、GPCR–リガンド複合体モデル構造予測法の開発を行い、この手法を CXCR4–FC131 の

立体構造モデルの構築、及びCXCR7の受容体構造ベースのバーチャルスクリーニングへ応用した新規

リガンドの探索を試みた。 

まず、CXCR4のX線結晶構造を用いて、ペプチド性CXCR4アンタゴニストである FC131複合体モデ

ル構造構築を行った。ドッキングさせる FC131 の構造は、実験的に得られた NMR 構造を用い、分子動

力学計算結果からサンプリングした構造をドッキング計算に用いた。構築した複合体モデル構造は、

FC131 の L-Arg3 と L-Nal4 は CXCR4の結晶構造リガンドである CVX15の Arg2 と Nal3に対応してい

た。一方で、この結合様式は FC131のD-Tyr1 と L-Arg2は CVX15の結合部位とは異なる位置に結合し

ていた。しかし、FC131 と CVX15の異なる結合様式は、水を介した水素結合ネットワークを含み、実験情

報を矛盾なく説明することができた。加えて FC131のいくつかの類縁体の構造活性相関も結合モデルか

ら説明できた。本研究で構築したモデル構造は、CXCR4–リガンド複合体の相互作用様式の理解と、新

たな CXCR4アンタゴニストのデザインに役立つと考えられる。 

次に GPCR のホモロジーモデル構造とリガンドの複合体モデル構造構築法を開発した。配列一致度

の低い遠縁の GPCR の予測を行うため、ホモロジーモデリングを行う際、保存されていない側鎖構造の

情報を除去するため、GPCR 間で保存されていない残基をアラニンに置換した。そして、多数のホモロジ

ーモデリングを構築し、それに対してドッキング計算を行った。この操作を行うことで、可能性のある多様

な側鎖構造を持つモデル構造を発生させることができる。続いてスコア上位の多数のホモロジーモデル

構造に対し、リガンドドッキング計算を行った。ドッキング計算には、MOE Dock の Affinity dG スコア関

数を用いた。これは、評価関数の反発項が弱い、ソフトコアコアポテンシャルとなっている。このスコア関

数を用いる事でドッキング計算の際に側鎖ロータマーの間違いも、ある程度許容されてドッキング結果が

出力されるようになる。出力されたリガンド結合ポーズはリガンドの座標のクラスタリングを行った。大きな

クラスターの結合ポーズから、最も実験情報と矛盾しないポーズを目視選択して、複合体モデルとした。

この方法を用いて2アドレナリン受容体からアデノシン A2a受容体を予測したところ、RMSD 2.8 Åの精
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度の良い結果が得られた。より客観的に本手法の精度の評価を行うために、GPCR Dock 2010に参加し

た。その結果、CXCR4リガンド結合ポケット予測で、最も良い結果を得る事ができた。CXCR4と構造既知

で鋳型として用いた2アドレナリン受容体の配列一致度は膜貫通領域においても25.8％と低く受容体構

造のモデル構築は難しいが、このようなケースでも比較的精度の良い受容体構造モデルを構築できる事

を示すことができた。 

上記の GPCR モデリング法を改良し、複数の鋳型構造を用いた GPCR–リガンド複合体モデル構築

法を開発した。そして CXCR7–リガンド複合体モデル構築に適用し、さらにリガンド探索のためのバーチ

ャルスクリーニング計算を行った。既知GPCRのX線結晶構造から作製したコンタクトマップの比較から、

TM1, TM2, TM3, TM4 では、細胞内側半分の膜貫通領域は構造が保存されており、細胞外側半分は

GPCR 間で多様性が見られた。TM6 と TM7 は、構造的に保存されていた。この結果を用いて、SCRs と

SVRsを定義した。CXCR7のホモロジーモデリングの際に CXCR4（主鋳型）を含む 5つの構造（副鋳型）

を用いて4つの中間構造を用いた。この中間構造は、SVRから選んだ残基において、主鋳型と副鋳型の

中間の と ψ の主鎖二面角を持つ。ホモロジーモデル構築の際は、鋳型構造の保存されていない側

鎖構造と細胞外側のループを削除した。20,000 の生成したホモロジーモデルから、ポテンシャルエネル

ギーの低い 2,000 構造を選抜し、既知の報告されている CXCR7 リガンドに対してドッキング計算を行っ

た。 

 生物学的な実験情報に基づき、適切と考えられた結合ポーズは、リガンドのプロトン化した窒素原子と

Asp179
4.61 もしくは Asp275

6.58 の側鎖の酸素原子が相互作用していた。加えて、Trp100
2.61 とリガンドの

π–πスタッキングも重要であると考えられた。リガンドの結合ポーズは、CXCR4 と低分子リガンド（IT1t）とも

異なっていた。受容体構造ベースのバーチャルスクリーニングを行う事で、626化合物の購入した候補化

合物のうち、21 化合物のヒット化合物を得る事ができた。このヒット率（3.3%）は、ランダムスクリーニングと

比べて 100 倍のヒット率であった。これらの結果は、我々の開発したバーチャルスクリーニングのための

GPCR 構造モデリング手法は、新規の GPCR の医薬品候補を開発できることを示している。さらにこれら

のヒット化合物は、新規の CXCR7 リガンドの開発の良いスタートポイントになると考えられる。 
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本研究で開発した GPCR モデル構築手法により、これまでの手法では困難であったフレキシブルなリ

ガンドや、遠縁の GPCR をターゲットとしたモデル構築が可能となった。単一鋳型構造を用いたホモロジ

ーモデリングと比べ、我々の複数の鋳型を用いたホモロジーモデルは、より広いコンフォメーション空間を

探索できる。膜貫通ヘリックスの移動を考慮したさらなる改良を行うことで、既知の鋳型構造を用いて、よ

り遠縁の GPCRの構造を精度良く予測できるようになると期待される。 
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