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―基礎科学から医学・医療を見る―

タンパク質へのリガンド結合に関する計算物理・化学的アプローチ
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Abstract

We review theoretical and computational approaches to ligand binding, one of the most
relevant biomolecular events in a cell. Starting from a kinetic description of ligand binding,
which is summarized by the use of the dissociation constant, we discuss simple docking
simulations, the Molecular Mechanics�Poisson-Boltzmann Surface Area (Generalized Born
Surface Area) approximation for binding free energy (intermediate level of approximation), and
more rigorous free energy profile calculations, which will be used in the near future for
designing and discovering drugs.
（日本医科大学医学会雑誌 2013; 9: 135―139）
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1．リガンド結合とは何か

タンパク質は 20 種類のアミノ酸がつながり，それ
がある決まった 3次元構造をとることによって特定の
（ただし一つとは限らない）機能を発揮する．タンパ
ク質の機能としては，大きく分けて，1）分子認識（あ
るタンパク質が特定のリガンドや，別のタンパク質，
DNAの特定の部位とだけ相互作用する），2）触媒作
用（タンパク質内の特殊な環境下に分子を置くこと
で，その化学反応を飛躍的に加速する），3）スイッチ
機能（リガンド結合などによってタンパク質が構造変
化し，それが別のタンパク質と結合することで，さら
なる構造変化を促し，といった連鎖によってシグナル

伝達を行う），4）細胞内の構造を支える（モータータ
ンパク質のレールとしての役割をもつアクチンタンパ
ク質など）といったものがある1．タンパク質の構造
からこういった機能がどのように生じるのか，原子・
分子レベルから調べるのが構造生物学，もしくは分子
生物学と呼ばれる分野であり，免疫学2，がんの生物
学3といった病理に関わる分野においても，これらの
基本的な理解は重要である．
しかし，こういったことを分子レベルで調べるため

には，実験だけでは様々な限界があり，それを補うた
めに，コンピュータ内で生体分子の運動をモデル化し
て調べるというアプローチが有効になる．こういった
計算物理・化学のターゲットとして，現在ではウィル
スのような巨大分子（数百万個以上の原子を含む），
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非常にゆっくり進行するタンパク質の構造変化
（フォールディングを含む），もしくは薬とタンパク質
の間の相互作用（その帰結としての理論的なドラッグ
デザイン）などが精力的に調べられている．
本稿では，これらのトピックスの中から，機能的に

も重要で，薬学的にも興味のある，リガンド結合につ
いて議論する．リガンド結合は上で述べたように，分
子認識やスイッチ機能と関連して非常に重要なもので
ある．また，触媒作用が起こる際にも，最初はその基
質をタンパク質に結合させる必要があるので，リガン
ド結合はタンパク質の機能の大部分と関わっていると
いって言い過ぎではない．ここで，リガンドとは狭義
には，タンパク質と結合する小さな化学物質を意味す
る（たとえば，小さなタンパク質ミオグロビンには 2
原子分子がリガンドとして結合する）が，以下の議論
では，リガンドが別のタンパク質やDNAであったり
しても構わない（もちろん計算するのは大変になる）．
また，リガンド結合によって，タンパク質に構造変化
が引き起こされ，それがシグナル伝達機能や触媒作用
にもつながっていくが，構造変化に関しては稿を改め
て論じたい．また，本稿では著者の専門である，計算
物理・化学的な側面に限って論じるが，できるだけ分
かりやすくかみ砕いた説明を心掛けるつもりである．

2．リガンド結合の速度論と結合自由エネルギー

まず，原子・分子レベルの詳細な説明に入る前に，
リガンド結合のマクロな現象論について説明する．こ
れは一見単純に見えるが，非常に奥深いものを含んで
おり，また酵素反応といったほかの現象を統一的にと
らえることも可能になる．
試験管に入れたリガンド Lとレセプタータンパク

質（以下，レセプターと略す）Rが水中に混在してい
る状況を考える．このとき分子レベルでは Lと Rは
くっついたり，離れたりを繰り返しており，またその
結合のプロセスは複雑である．それを模式的に，以下
のように表すことが多い．

（1）R+L⇄　RL

しかし，ここでは話を単純化して，L，R，RLの濃
度だけに興味があるとし，それらを［L］，［R］，［RL］
で表そう．すると，［RL］の時間変化は以下の微分方
程式でよく記述できる．

（2）＝kon［R］［L］－koff［RL］d［RL］
dt

この右辺の第一項はRと Lが会合し，さらに結合

することでRLが作られることを意味しており，第二
項はRLがある割合で解離していくことを意味する．
会合する確率は［R］［L］に比例すると考えられるの
で，その比例係数を konとする．また解離は［RL］に
比例すると考えて，その比例係数を koffとする．する
と，平衡状態では濃度のようなマクロな量の時間変化
はなくなっているので，（2）式の左辺は 0であり，そ
の結果，以下の解離定数 Kdを定義できる．

（3）＝　　＝Kd［R］［L］
［RL］

koff
kon

ここで解離定数に関して重要なことは，（a）濃度の
次元をもつ，（b）解離定数が小さいほど，結合しや
すいことを意味する，（c）解離定数は平衡状態の量だ
が，それは konのような時間変化を記述する rate と関
係があるということである．また，実験的には，Kd

は滴定実験によって容易に測ることができるというの
もポイントである4．レセプターに結合するのが，阻
害剤（inhibitor＝I）の場合は，（1）～（3）式の Lを I
に変えればよい．その場合，（3）式の右辺は阻害定数
Kiと呼ばれる5,6.
解離定数 Kdは結合自由エネルギー ΔG 0

bindと呼ばれ
る熱力学的な結合の強さを表す量と以下の関係にあ
る4.

Kd
1 M

（4）bind
0ΔG　 ＝kBT log

⎛　　⎞
⎜　　⎟
⎝　　⎠

ここで kBはボルツマン定数，Tは絶対温度である．
Kdが濃度の次元をもつために，1Mという基準の濃度
で割っているが，これは本質的なことではない．とい
うのも（4）式が直接測られることはなく，リガンド
を変えたときの相対変化を測ることがほとんどだから
である．例えば，リガンド aと bの結合自由エネルギー
の差は（4）から

（5）⎛　　 ⎞
⎜　　 ⎟
⎝　　 ⎠

ΔΔG      ＝kBT log 
(b)
dK
(a)
dK

bind
ab

となる．つまり，リガンド bのほうが aよりレセプター
に強く結合する場合，Kd（b）＜Kd（a）であるので，ΔΔG ab

bind＜
0 となる．結合自由エネルギーはその名の通り，エネ
ルギーの次元を持ち，kcal�mol の単位で測られるこ
とが多い．室温（＝300 K）をエネルギーに換算する
と 0.6 kcal�mol ほどなので，このエネルギーと結合自
由エネルギーを比較することで，室温での結合の安定
性について定量的に議論することが可能となる．
ドラッグデザインする際には以下のような状況を考

える：レセプターは何らかの機能をもっているタンパ
ク質であり，リガンドはそのレセプターに結合して，
その機能を促進する，もしくは阻害する．よって，ド
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ラッグデザインとは結合自由エネルギーができるだけ
小さくなる（あるリガンドを基準にして，できるだけ
マイナスになる）リガンドを見つけるということにほ
かならない．実験的には様々なリガンドを用意し，Kd

を測定することで，その中から最も解離定数の小さい
リガンドを薬の候補として拾い出す．その際は，薬と
タンパク質の間の分子間相互作用（水素結合，ファン
デアワールス力，疎水性相互作用など）がもちろん重
要である．しかし，解離定数は熱力学的な（マクロな）
量であり，リガンド結合の分子論的な（ミクロな）理
解を Kdのみから行うことは困難である．そこで，X
線回析からの結晶構造などの情報と，分子動力学など
の計算的なツールを組み合わせることで，リガンド結
合のより進んだ理解や，よりよいドラッグデザインの
可能性が期待されている．一部に，タンパク質などの
結晶構造「だけ」が分かれば薬の機序が分かるという
誤解がある．しかし，実際は結合自由エネルギーとい
うマクロな量を概算する必要があり，そのためには分
子動力学のような，ミクロとマクロをつなぐ方法論（実
際は分子動力学と統計力学を併用する）が必要不可欠
である．
その際に重要なポイントは，二つある．一つはリガ

ンドがレセプターのどこにどのように結合するか（そ
れを結合様式 binding mode と呼ぶ）知るということ
であり，もう一つはその結合自由エネルギーを（でき
るだけ正確に）見積もる，ということである．こういっ
た計算をコンピュータ上で行う場合は，生体分子が複
雑なこともあり，用途に合わせて様々なレベルの近似
が用いられる．もしリガンドの分子構造のみが分かっ
ていて，レセプターの分子構造が分からない場合は，
QSARと呼ばれる統計学的な方法がとられることが
多い7．以下ではリガンドとレセプター両方の分子構
造が（水素まで含めて）分かっている場合のアプロー
チに関して述べる．こういった，分子構造に基づいて
薬を探す手法は一般に structure-based drug design
（SBDD）と呼ばれている．

3．結合様式や結合自由エネルギーに対する
計算物理・化学的アプローチ

3.1 ドッキング・シミュレーション
リガンド結合のような分子認識の際に最も基本とな

るのは，Emil Fischer が最初に唱えた「鍵と鍵穴（lock
and key）」の概念である．これは 2つの分子が特異
的に結合する際には，その結合部位において，2つの
分子が相補的な形になっているはずだという考えであ

り，多くの場合この考えは成り立つ（もちろん例外も
ある）．そこでリガンドとレセプターの構造が分かっ
ているときに，これらが相補的になるような配置を探
すというアプローチが自然に考えられるが，これを実
現したものがドッキング・シミュレーションと呼ばれ
るものである．この計算を実行した結果，結合様式の
候補が得られる．また，近似的に結合自由エネルギー
（に対応するもの，スコア関数と呼ばれる）を計算す
ることで，これらの候補の中の最善のものを取り出す
こともできる．
このタイプの計算では，リガンドはフレキシブルで

はあるが（といっても動きに制限を加えることも多
い），レセプターのほうは分子構造が固定されている
ことが多く，リガンドとレセプターが結合するときの
レセプターの変化をとらえることは難しい．また，ドッ
キング・シミュレーションで計算される結合自由エネ
ルギー（スコア関数）はあくまで近似（系統的な近似
でない場合が多い）であり，定量性は乏しい．しかし，
以下の定量的な計算に比べると計算コストは著しく小
さく，大量の化学物質の中から薬の候補を選び出す（ス
クリーニングする）ときや，まず最初に当たりをつけ
るときにこの手法を用いることが多い．
ドッキング計算のためのソフトウェアとしては，

DOCK8，AutoDOCK9などがよく使われており，また
ドッキング・ソフトウェアをほかのソフトウェアと組
み込んで販売して い る も の と し てDiscovery
Studio10，MOE11，GOLD12などがある．

3.2 MM-PBSA（GBSA）近似による結合自由エ
ネルギーの計算
熱力学の基本原理から，自由エネルギー変化 ΔGは

エンタルピー変化 ΔHとエントロピー変化 ΔSを使っ
て，

（6）ΔG＝ΔH－TΔS
と分解できるので，このそれぞれの項を求めて，全体
の自由エネルギーを計算するということが考えられ
る．MM-PBSA（GBSA）近似と呼ばれるアプローチ
ではそれを実行する．ここで ΔHはさらにリガンド・
レセプター間の相互作用から生じる項と，リガンド，
レセプターと溶媒分子（水分子であることが多い）と
の相互作用から生じる項に分かれる．その前者を計算
するのに，molecular mechanics（MM）と呼ばれる
経験的なポテンシャル関数を用い，後者を計算するの
に，溶媒を均一なものと近似して，Poisson-Boltzmann
（PB）方程式，もしくはGeneralized Born（GB）方
程式を用いる．また，分子の表面（surface area＝SA）
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から計算される寄与は SAで表されており，以上のこ
とからMM-PBSA（GBSA）という略語がついている．
ただし，エントロピー変化 ΔSの部分は計算が難しい
ため，近似的に計算する（具体的には基準振動解析を
用いて調和近似のもとで計算する）か，リガンドを変
えたときのエントロピー変化「の変化」ΔΔSは小さ
いと思って無視する場合が多い．
このMM-PBSA（GBSA）の計算は分子動力学

（molecular dynamics＝MD）計算と並行して行うこ
とが多く，そのためにMD計算用のソフトウェアに
実装されていることが多い（例えば，Amber13など）．
また，分子レベルの詳細な情報を保ったまま計算でき
るので，薬のどの部位が結合において重要であるか，
レセプターの方のどの残基が重要であるかといった細
かな情報も，結合自由エネルギーを分割することで調
べることができる．
ただし，（計算コストの低い）ドッキング・シミュ

レーションより必ずしも精度がいいわけでもなく，結
合自由エネルギーの値は数十 kcal�mol の誤差が含ま
れる場合もある．実際の実験では Kdで考えたときに，
10 倍程度の変化を説明したいことがあるが，これは
式（5）を使うと，1.4 kcal�mol の変化を正確に計算
しなければならないことになり，これはMM-PBSA
（GBSA）近似の精度では難しい．また，値そのもの
を信用しないとして，実験から得られる結合自由エネ
ルギーとの相関をとってみても，それが非常に低くな
ることもある14．よって，この計算だけからドラッグ
デザインを行うことはできず（ただし，スクリーニン
グには威力を発揮する15），ほかのもっと洗練された方
法や実験結果と組み合わせることが必要になるだろ
う．
MM-PBSA（GBSA）近似の利点であり，同時に問

題点となるのは，自由エネルギーを分割してしまうと
いうことである．エンタルピー差やエントロピー差の
計算に誤差があると，その合計の自由エネルギー差に
大きな誤差が含まれることになってしまう．例えばエ
ンタルピー差では PB，GBの近似を行っているが，
これは溶媒から来る自由エネルギーの寄与を正確には
見積もっていない．また，エントロピー差も非常に近
似的な計算になっている．それ以外にも，MMで計
算されるエネルギーの精度や，結合様式がきちんと求
められているのか，といったMM-PBSA（GBSA）近
似とは直接関係のない誤差の問題もある．
そこで，以下ではより精密に結合様式や結合自由エ

ネルギーを計算し，成功を収めているいくつかのアプ
ローチについて紹介する．

3.3 より精密な計算手法：最近の発展
ドッキング・シミュレーションではレセプターを剛

体として取り扱ったり，リガンドとレセプターの間の
相互作用をコストの観点から近似的に取り扱ったり，
といった様々な近似が入っていた．しかし，レセプター
も運動しており，MM力場を使って種々の相互作用
をきちんと記述するという，最も直接的なアプローチ
を考えることができる．これはリガンドとレセプター
の複合体（溶媒も含む）のMD計算をすることにほ
かならない．原理的には，非常に長時間のMD計算
を行えば，その中でリガンドとレセプターが安定に結
合する配置を見出すことは可能である．ただし，その
時間が非常に長くなる（1ミリ秒以上かかることもあ
る）ことが予想されるのと同時に，1回きりのMD計
算では統計的に有意なことが言えないという問題があ
る．現在は高速で安価な並列型の計算機が専門家でな
くても使えるような状況になってきており，将来的に
はこういう直接的なアプローチを行う（つまり，何千
何万という初期状態からMDを始めて，それをでき
るだけ長時間行い，その結果を統計処理する）ことも
可能になるだろうが，現在はその問題を回避するため
に，統計力学的な考えに基づく効率的なアプローチが
とられることが多い．
統計力学的には，安定な配置というのは結合自由エ

ネルギーが最も小さくなる状態である．そこで，MD
計算を自由エネルギーを計算するためのツールだと割
り切ると，自分が見たい領域の自由エネルギープロ
ファイル（平均力ポテンシャルとも呼ばれる）を計算
することができる．これはある適当な座標 ξ（見たい
現象を見るために必要な座標であり，反応座標と呼ば
れる）に沿って得られる自由エネルギー F（ξ）のこ
とである（その数学的な定義については，文献 4など
を参照）．例えば，リガンドとレセプターの間の距離
をこの ξとして定義すれば，自由エネルギープロファ
イルが最小になる距離のところに，一番安定にリガン
ドは存在することになる．
しかし，これを単純なMD計算で効率よく行うこ

とはできず，実際は系に拘束をかけて計算し，それを
後で補正するという統計力学に基づくアプローチが取
られる．例えば，最近の計算ではレプリカ交換アンブ
レラサンプリング法と呼ばれる方法を用いて計算し，
いくつかのリガンドとタンパク質に対して結合様式を
計算したところ，実験との非常によい一致が得られて
いる16．また，結合様式が分かっているときの，結合
自由エネルギーそのものの計算に関しても，最近は非
常に精度のよい計算が可能になっており，その誤差は
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1 kcal�mol 程度と見積もられている17,18．現在はスー
パーコンピューターやGPGPUといった超並列型の計
算機やデバイスが開発されてきており，数年前と比べ
るとこういった精密な計算も容易になりつつある（も
ちろん計算量は多く，並列計算機を長時間使わなけれ
ばならないが）．よって，近い将来に基礎研究の段階
を終え，ドラッグデザインに上で述べたような計算物
理・化学の手法が本格的に利用されることになるので
はないかと思われる．
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