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　薬が 効力 を発揮 するため に は，投与 され て か ら 吸収 ・

輸送過程を経て，細胞内あ る い は細胞膜上 に あ る酵素や

受容体な どの タ ン パ ク質 （薬物標的 タ ン バ ク質） と結合

す る 必要がある，こ の ような標的 タ ン パ ク質 と薬物の相

互作用 は，鍵 （薬物） と鍵穴 （タン パ ク質） に た とえら

れ る．これ らの ミ クロ な鍵と鍵穴を構成して い る もの は

有機分 r一であ り，その 相彑作用は分 f を構成 して い る原

f 団 の もつ 性質を反映 した 分 子間相互作用 に なる．そ の

た め，通常の鍵 と鍵穴の関係に 見られ る ような鍵 の 形が

鍵穴 に 合う 〔立体狙補性） だけで はな く，鍵 と鍵穴の構

成分子の原f 団の 持 つ 電気的性質が相補的 に 合 う必 要が

ある （EiglNkt田M1i）．また，生体内に は体重の 60％ に相当

する水が存在 して い る が，こ れに 関連した疎水相互 作用 も

重要で ある，鍵穴 〔タ ン パ ク質）と鍵 （薬物）の 疎水性基

の 周 りに 存存 して い る疎水性水和水は，鍵 （薬物） の疎

水性原子団が鍵穴 （タ ン パ ク質）の 疎水性領域 に きちん と

人る こ と　〔蚓 且補性）に よ っ て解放さ れ 自由な水分了

とな る こ とでエ ン トロ ピー
が増 大する （自由エ ネル ギー

が低 くな る），以⊥ の ような 3つ の相補性が，薬物
一

受容

体相 互作用を考え る 上 で の キーポイ ン トで あ る．この よ

うな相補性に 関与する薬物 分 f’内 の 原子団の 空間的配置

（三次元 フ ァ
ーマ コ フ ォ ア） が薬理活性発現 に重要であ

り，こ れを決定す る こ と が 医薬品 の 合埋 的分 f 設 計 に

とっ ての キ
ー

ボ イン トである．すなわち，タ ン パ ク質と

相互作用する原 予団を特定 の 空間位置 に 配置 す る よ うな

分子を設計・合成する こ とが医薬品開発の 第
一

歩とな る．

　三 次元 フ ァ
ーマ コ フ ォ ア を決定し，医薬品の合理的分

子設計を進め る際に ，鍵穴 〔タ ン パ ク質）の 立体構造が

判 っ て い る場合 〔Struc二ture−Base（l　Drug　Design； SBI）D）

と未知 の 場合 （Ligand −Basct1　Drug　Design：LBDD 〕 で

ア プ ロ
ーチ の 仕方が 異 な っ て くる，容易に推測 で きる よ

うに．鍵 穴 （タ ン パ ク質）の 立体構造が未知 の 場 合に は，

SBDD に 比 べ て 合理的医薬分 子設llを行う こ とは困難に

なる，実際 に は，こ ち らの場 合の ほ うがはるか に 多 く，

解決すべ き問題 も数 多 く残 っ て い る．現在 の とこ ろ，こ

の 場 合に対す る最も有効なア プ ロ ーチ は，同
・
の鍵穴（タ

ン パ ク質） に適合す る複数の鍵 〔分 子） の 立体構造を調

べ ，パ ターン 認識 の 手法 を用 い て， こ れ ら の 鍵 （分 子）

Eの 原 子団空問配 置の 共通特徴を抽 出 し，二 次元 フ ァ
ー

マ コ フ ォ ア を決定す る方法である．すなわち，同種の鍵

の 特徴か ら，前述の 相補性に 基づ い て鍵穴の特徴を逆 に

推定 し，医薬品 の 合理的分 f設計 を進 め て い く こ と に な

る，これが LBDD で あ る．

　 こ の 問題に 対す る我 々 の 具体的 な 万法は，「同
一

の タ ン

パ ク質の 同 部 位 （鍵穴）に結 合す る化合物 （鍵） に は

共通の構造特徴及び物理化学特性がある」 とい う前提に

基 づ い て，リガ ン ド分 了
一
の特徴抽出か ら三 次元 フ ァ

ーマ

コ フ ォ ア情報 を引 き出す とい う もの で ある h．手順 とし

て は，1）複数 の リ ガ ン ド分 子の 立体配座集団 の 生成 （マ

ル チ コ ビ ー高温分
’
r一動力学計算に 基づ く効率的な コ ン

フ ォ メ
ー

シ ョ ン 解析），2）官能基特性 に基づ く分子重ね

合わ せ 法t とい う 2 つ の段階を通 して リガ ン ド分子 の 二

次 丿己構造特徴が 抽出さ れ る，1）で 生成され る 立体配座

集団に は活性 コ ン フ ォ メーシ ョ ン が 含ま れ て い る こ とが

経験的に 確かめ ら れて い る．2） の 分子重ね 合わ せ 法 で

は，前 もっ て の 原 子の対応は要求 され ず，客観的にす べ

て の 重な りが調 べ ら れ る とい う特徴を持つ ．この方法の

具体的応用例 を次 に示 す．

　近年，医薬品開発に お け る トラ ン ス ポーター研究の 重

要性 が強 く認識され て い る が， トラ ン ス ポータ ーの薬物

結合部位 の 立体構造が決定 され て い な い た め，SBDD 手

法を適用する こ とはで きない ． こ こ で は，1．BDD 手法に

よ る計算化学的 トラ ン ス ポーター研究の例として，三次

元 定 量 的構 造 活性 相 関 （3D −QSAR） 解析 を活 用 し た

Orgzmic　Catiollー とulsporter 　l （OCTI ） リガン ドの ； 次

元フ ァ
ーマ コ フ ォ ア推定 とOCTI 　 Eの 薬物結合部位 の 立

体構造モ デリン グに つ い て紹介す る．

OCT1 の計算化学的研究

　目的 ・背景 　 薬物 トラ ン ス ポ ータ ー
は薬物の 吸収 ・

分布 ・代謝 ・排泄 に 関与し，薬物代謝酵素と並び薬物 の

体内動態を決定する重要な因 f で あ る，SLC22A フ ァ ミ

リ
ーに属する OCTI は，　 Ilに肝臓に お け る有機カ チオ ン

の 吸収に関  し，基質を肝細胞内に取 り込む役割 を果た

して い る L）．O （；TL は内因性の カチオ ン だ けで な く，外

囚性 の カ チ オ ン 性薬物など広範な化合物を基質として認
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図 1．ヒ 1・OC
’
1
’
1　 ta、 とラ ッ トocTl （b） の 解析に 用い た 10個の リガ ン ド化合物に 対する官能基特性球の 配置

識す る こ とが 分か っ て い る が，そ の 立体構造や 基質認識

機構の 詳細に つ い てはまだ明 らか に な っ て い な い、その

ため，OGT1 とその リガ ン ド化合物の結合部位 に関す る

よ り詳細な理解は．化合物の体内動態を考慮す るため の

有用な情報に な り，薬物輸送機構を考慮した分子設計に

お い て 薬物体内動態的 に 有利な薬物 を創 出 す る た め の 重

要な要素に な る と考え られ る．

　そ こで，当研究室で 開発した LBDD 　T・法 〔立体配座解

析プ ロ グ ラ ム CAMDAS3 ，
と分 子重ね合わ せ r・法 SUPER −

PoSE 斗
り を用 い て，リガ ン ドの 結合配座 お よび三次元

フ ァ
ー

マ コ フ ォ ア を推定 し，3D −QSAR解析を行っ た ，さ

ら に，ホ モ ロ ジーモ デ リン グ手法に よ りOCTI の リガ ン

ド結 合部位のモ デ リン グを行 い ，リガ ン ドとの相互作川

様式を推定した．また，薬物の 吸収 ・分布 ・代謝 ・排泄

に は種差がある こ とが知 られ て お り，こ の こ とが動物を

用 い た前臨床試験で は示 さなか っ た毒性や動態が ヒ トに

対して 現れ る要囚に な っ て い る，そ こで ヒ トとラ ッ ト両

方の OGT 　1を解析す る こ とに よ り，そ の 分子認識機構お

よび基質親和性 の 違 い に つ い て も考察する，

　方法　 　 1） マ ル チ コ ピー
高温分子動 力学 （MD ）法 を

利用 した リガ ン ド化合物の 立 体配座解析 ： ヒ トまた は

ラ ッ トOCTI で輸送 され る各リガ ン ド化合物に 対 して，

当研究室で開発 したプ ロ グラ ム CAMDAS を用 い て 立体

配座解析を行 っ た．CAMDAS で は，まず分 子の任意の 初

期構造を用 い て 高温 分 r動力学計算を行 い ，出現 した立

体配座 を
一

定 の 時間間隔で サ ンプリン グする．次 に 各立

体配座 に対 して エ ネル ギー極小化を行い ，指定 した 二面

角を比較する こ とに よ っ てクラ ス タ リン グを行う．こ の

よ うにして，最終的 に噴要 なエ ネ ル ギー極小立体配座集

団 を得た ，本研 究で は，各化合物に 対 し て 初 期配 座 を

s＞byl6．91 で作製 し，　 MD 計算は MMFF94s 力場か ら静電

相互 作用項と水素結合項を除い た中性力場 を用 い て ，温

度 1200K ，積分の タイム ス テ ッ フ は llSとし，　 IOOス テ ッ

ア ごとに 立体配座 をサ ン プ リン グ して lnsの計算を行っ

た ．2）原子団 の 化学特性 に 基づ い た 分子重ね 合わ せ 手

法 に よる結合配座 の 抽 出 ：CAMDAS に よ り得られた 多

数 の エ ネルギ
ー

極小立体配座 の 中か ら結合配座 を選び

出すた め に，当研究室で 開発さ れ た 分 子重ね 合わ せ 手

法 SUPERPOSE を用 い て 重 ね 合 わ せ 計算 を 行 っ た．

SUPERPOSE では，分子内の 各原 了
・
団 （官能基） を疎水

性 （HP ），水素結合供与性 （HD ），水素結合受容性 （HA ），

水素結合供与1受容性 （DA ）の 4 種類に大別 し．ある
一

定 の 大きさを持 っ た球 （官能基特性球）として表現する，

そ して，各化 合物 の 立休配座 を並進 ・図転運動させ て ，

官能基特性球同士 の 重な りが最良 と な る 重 ね 合わ せ を 出

力す る．本研究で 用 い た化合物の 官能基特性球表 現 を

図 1に 示す．

　最初に，これら の化合物の中で OCTI との親和性が高
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い 化含物 （ヒ トOCTI では 3化合物 　ラ ッ トOGTI で は

4 化合物の 配座） を総当た り的に 重 ね 合 わ せ ，官能基特

性球の 重な り方の違 い によ っ てバ タ ー
ン 分けした．次に，

各パ ター
ン に 対して残 りの 化合物 をす べ て重ね合わ せ ，

結合配座候補モ デル を作成 した．3）二次 元定量的構造

活性相関 （3D −QSAR＞解析 ：重ね合わ せ 計算で得られた

結合配座候補 モ デル に 対 して 9D −QSAR 手法として 最も

よ く使用されて い る CoMFA 解析を行 っ た．各リガン ド

に 対 して MOPAC2002 を用 い て MNDO −ESP 法で 原子電

荷を計算し，CoMFA フ ィ
ール ドの静電エ ネル ギーと立

体エ ネル ギーを計算した．活性デ
ー

タとしては，リガ ン

ドの κ m 値 の 対数 log（11K，，，）を 用 い た，　 CoME ヘフ ィ
ー

ル

ドの 計算では，格子間隔を 2A に 設定 し，ブ ロ ーブ原了
一

として ＋ 1の電荷 を持 っ た spB 炭素原子 を置い た．パ ター

ン 分けした複数の モ デル の中で予測相関係数qL
’

値の最も

高 い モ デル を結合配座モ デル として 選択した，4）OGTl

の 立体構 造 の ホ モ ロ ジーモ デリン グ ：本研究で は ヒ トお

よび ラ ッ トOCTI の ホ モ ロ ジーモ デ リン グの 鋳型 タン パ

ク質 として，Escherichia　col’iの 1．ac・t（）sc 　Permease 　LacY の

X 線結晶構造 （PDB 　ID ： IPV6 ）
5〕を用 い た ．各 OCTI と

鋳型タ ン パ ク質 との 配列 ア ライ メン 1・探索 には，RpS −

6LAST を使用 した．得ら れ た 配列 ア ラ イ メ ン トを入力 と

して Oguta らが開発した EAMS 　6） を用 い て ホ モ ロ ジーモ

デ リン グを行 っ た．5） タ ン パ ク質一
リガ ン ド複合体の構

築 ： ラ ッ i・OCTI に お い て
．
hp218 ，

「
辱T222 ，　 Thr226 ．

Ala44S ，　 Leu447 、　 Gln448，　 Asp475 の 7個の ア ミ ノ酸が

基質認識や輸送 に重要 で ある と実験的 に 同定さ れ て い る

7−9）．モ デ リン グ構造 に お い て．これ らの ア ミノ酸が存在

する部位が リガ ン ド結合部位で あ る と予測した （ヒ ト

OCTI に対して も，対応す る ア ミノ 酸が存在す る部位が

リガ ン ド結合部位で あ る と予測 した）．予測 した リガ ン ド

結 合部位に 対 し て，LBDD 手法に よ り 求 め た結合配座 の

コ ン フ ォ メー
シ ョ ン を維持した まま UNITY3D を用い て

タ ン パ ク質
一

リガ ン ド複合体を構築 した，そ して，リガ

ン ドの コ ン フ ォ メーシ ョ ン に あわ せ て結合部位の ア ミ ノ

酸残基の位置 ・配向をエ ネル ギー極小化する こ とに よ っ

て構造最適化 した．

　結果と考察　　1）GAMDAS による立体配座 集団の 生

成お よ び SUPERPoSE に よ る結合配座の抽出 ：各リガン

ド化合物 に 対 し て CAMDAS 計算を行 い ，立 体配座集団

を生成した．生成した エ ネル ギ
ー
極小立体配座の 総数 と

最安定構造か ら エ ネ ル ギーが 12　kcu］加 ol 以 内 の 立体配

座数 を表 1 に 示す．

　 SUPERPoSE を用 い て重ね合わせを行 い 抽 出した結合

配座モ デル の 重ね 合わ せ図 お よび三 次元 フ ァ
ーマ コ

フ ォ アを図 2 に示 す．

　 ヒ トお よびラ ッ トOCTI の 三 次 元 フ ァ
ー

マ コ フ ォ ア

602

表 1．ヒ トOcTl （a） とラ ッ ト0 （：Tl （b） の リガ ン ド化合物の ウ

　 　 体配 座解 析結果

〔a）

ヒ ト0 〔：11 丞質

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 12kcaLm り1
　 　 　 　 　 　 　 全 、

L
’二体K．値

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 以 トの　 　 　 　 Pκ m

　 　 　 　 　 　 　 配座 数ψ M ）
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 L

．
t！体配座 数

N ・Meth ｝1qumidine

Phenlbrlr ］in

1−Merh｝1−4−
phe 【1》IP》

．ridirllum

正ribuL ｝
．tnicLh｝lamm ・ 1川 1m

Btifbrtnin

‘：iln〔幽Ii（11rlC

Ac γf1〔川 rR

畑 cdlylam ［】1〔mlUm

C ：III［i【lt）Vll

MC 「1【，riTihi

11．1）

15930

う37

：5．811115L24e

・1516

．2539

1．9・14

．8u4

．524284

、ls

：1．953

．s23

．3三〜

3．293

．27

75

とモ718y

；9757161

且s91301664205

】

593688

36897141157

且3“

1畳う542D

　 18

．
〔b ：
．

ラッ ト（，（：TI 基質
κm 値

駆Ml

　 　 　 　 　 　 ■2k ［とd．．mol
　 　 全立 体配座
　 　 　 　 　 　 　 以 トの1）K，11
　 　 　 　 数
　 　 　 　 　 　 立 体配座数

L．Meth 》
・1−4−

Phen ｝
．lp

＞
・iidim 見LIIl

PhCn ［b ロ nln

Dc 〔，x 、
・tubCl．cidii ］e

Buf 〔｝rmin

［〕opal τ1in 〔膕

Tじ Lr‘1じ 匸｝1、lnt1ユr111）聖li吐1【11

Fmn 〔匚tldln じ

（：iiTictidine

、1吐，ヒfヒ｝1一ヒ1】iヒユ

Ilis1‘LIIIitLL・

9．415

．9234S

．9518485

．19L63773

〔jo

5．034

．8 

1．6→

4．：う［

A、294

、0呂
・1．〔）74

、偲

3、・123

．52

8s716071

〔｝

16166174211595114

8

｝弖6呂

5171

斗

161651

跚 9n574Sl6

は，空間配置に多少 の ズ レ はあ るが，共 に水素結合供ケ

性球 1個，疎水性球 2個 と共通 で あ っ た．

　2）3D −QSAR解析 ：ヒ トお よ び ラ ッ トOGT1 の結合配

座 モ デ ル の CQMFA 解析の 結果 を表 2 に 示す，

　 ヒ トで は q2値が 0．42，ラ ッ トで は 0，72 で あ っ た．　q2値

は 1 に近い ほ ど活性予測式の 質が 良い こ とを示 して お

り，CoMF ．A 解析の 場合 （12値が O．tsを超 え る と信頼性 の あ

る式で あ る と考えられてい る 10），よ っ て本研究では どち

ら も良好な q2値が得ら れ て お り，妥当なモ デル であると

考えられる．また，各 モ デル の GoME へ 等 高線図 （立体

場＋静電場） を図3に示す．

　S） ホ モ ロ ジーモ デ リ ン グ お よ び複合体構築 ：本研究

で構築 した ヒ トおよびラ ッ トOCTI の タ ン パ ク質一リガ

ン ド複合体 の 構造 を図 4に 示 す，

　 ラ ッ トOC
「
r1 もヒ トOCTI も共に．リガ ン ドの カチオ

ン または水素結 合供与性部分が タ ン パ ク質の ア ス パ ラ ギ

ン 酸 （ヒ トで は Asp474 ，ラ ッ トでは Asp475 ） とキ に 相

互 作用 して い た．実験的に基質認識に 重要とされ て い る

他 の ア ミノ酸もリ ガ ン ド結合部位の近傍に位置して お り
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図 2．ヒ トOCTI （a 〕 とラ ッ トOCTI （b）の 結 合配座モ デル と

旺 次 元フ ァ
ーマ コ フ t ア

表2．ヒ トお よび ラ ッ ト0 〔ITI の 結 合配座 モ デル の GoMFA 解析 の

　 　 結 果

＜ ヒ トOCT1 ＞　　　　　　　　　　　　　　　　　　＜ラット〔》CT1＞

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 リガ ンド ．レ皿ethyt −

　の
　　

e 

．・・”
閃” 尋・◆

　 　 争
’隔 黶魏ポ

・
踊

．　 囎 に活性が hがる領域 　　．
■　■　，　■　■　■　■　●　■　■　■　■　■　■　●　卩　■　■　■　齢　卩　陰

負 に荷電した置換基がある

場 合に 酒 性 が 上が る 領域 警
図 3，ヒ トOCTI （a） とラ ッ トOCT1 （b）の 結合配座の C ｛，MFA

等高線図

譲
＜ リガ ン ド ：N．methylquinidine ＞ ＜ リガ ン ド ： 1．methyl ．4．phenylpyridinium ＞

図 4．モ デリン グした ヒ ト（，GTI （a ）とラ ッ トOGTI 〔b）の 三

次元1冓造 と リガン ド結合様式

C1・oss −valida ；cd conven しi〔＞nalCon しributlon

　 　 　 　 　 　 　 　 　 成

（）CT 　l　　　　q
！

　　　SPtes，　　彡♪　　　r2　　　　F

　 　 　 　 　 　 　 　 　 数

s　　　 ST 　　　EL

ヒ ト 0、42　　 0．5［　　 2　　0．96　　 8L66 　 0，14　　 0，68　　 0，32

ラ ッ ト　 0．72 　 0．36 　 2 　 0．99 　3S9．57 　0．〔，7　 （，．72 　 0．28

妥当な複合体構造であると考えられる，また，CoMFA 解

析の 結果か ら得られた等高線図に対 して も，矛盾 しな い

複合体構造が得られた，

フ ォ ア 同定だ けで はな く，副作用 の無い薬物に 改良する

ため の 副作用 フ ァ
ー

マ コ フ ォ ア解析に も適用 可能で あ

る．また，3 次元 フ ァ
ー

マ コ フ ォ アを同定する と共 にそ

の 分 子の 活性 （結合）配座を求め，その 構造での当該分

子 の電子状態な ど を調べ る こ とに よ っ て，分子 の ア イ ソ

ス テ リッ ク変換の 指針が得られ，これ まで とは異な っ た

母核構造を持ち，か つ 副作用 の 無 い 洗練 された新規医薬

品 の合理的開発に つ なが っ て い くと期待され る 11）．

お わ りに

　新規医薬品 を合理的に開発する た め の 第
一

歩は，3 次

元 フ ァ
ー

マ コ フ ォ ア を決定する こ とであ る．Structure−

Bascd の 場 合は，標的 タ ン パ ク質一リ ガ ン ド分 子複合体

を構築する こ とで，比較的容易 に 3 次元 フ ァ
ー

マ コ フ ォ

アを同定する こ とが で きる，しか し，1．igand −Based の 場

合 3 次元フ ァ
ーマ コ フ ォ アの同定 にはか な りの 創意工

夫が必要で ある．こ こ に 示 した
”
3D −QSARを活用 した 3

次元 フ ァ
ー

マ コ フ ォ ア推定法
卩

は，土作用 の フ ァ
ーマ コ
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