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背景と動機

 創薬研究の効率化に向け

「薬理試験のデータ解析法の標準化」が必要とされる

 社内における薬理試験データの統計解析手法について
調査，整理した

 実験家が慣用的・伝統的に行ってきたデータ解析法で
統計学的に適切とは言い難いものがあった

 「酵素阻害定数の推定法」の精度比較を行った
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酵素阻害薬の重要性

酵素

基質S 生成物

酵素反応 阻害薬の作用

酵素阻害薬の例

ACE阻害薬 (高血圧症治療薬タナトリル)
アンジオテンシン変換酵素 (ACE) を特異的阻害
基質 (アンジオテンシンI） → 生成物 (アンジオテンシンII，
昇圧作用) を抑制 ⇒降圧作用

酵素：生体内反応を触媒 生成物が病態に関係
→阻害薬が治療薬となる

酵素

基質S 生成物
阻害薬I
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Michaelis-Menten 式

 酵素反応の評価 → 反応速度の測定

 反応速度は基質濃度に依存して増加

関係式= Michaelis-Menten 式

 反応速度パラメータ

Vmax ：最高反応速度

Km ：Michaelis 定数

SKm
SVV




 max

Michaelis-Menten式

V =反応速度，S =基質濃度

Km

Vmax

反
応
速
度

基質濃度 S

V
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阻害定数とは
 阻害薬 → 反応速度が減少

 競合阻害：基質を加えても

反応速度が上昇しにくい

Ii = 阻害薬濃度

Kmi= 阻害薬存在下のKm

 阻害薬の作用強度

Km を2倍にするのに必要な阻害薬濃度

 Ki 小さい → 阻害作用強 → 薬効評価指標として使用
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非線形最小二乗法による推定法

推定すべきパラメータ：

Michaelis-Menten式を用いて
残差二乗和 SSE を最小にするパラメータ推定
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二元配置型で，数段階にIiとSjを変えてVijを測定

標準は最尤法．誤差が独立に正規分布に従えば，
最尤法は非線形最小二乗法と等価
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従来法(二段階推定法)における Ki 推定
Lineweaver-Burk (両逆数) プロット

 20世紀前半に考案 直線回帰法で各反応速度

パラメータ算出

 阻害薬濃度 Ii を固定して Kmi 算出

 反応速度，基質双方を逆数変換

⇒一次式となり，直線回帰が可能

y切片：1/Vmax
x切片： -1/Kmi

SV
Km

VV
i 111

maxmax



Lineweaver-Burk plot
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従来法(二段階推定法)における Ki 推定

 第一段階：阻害薬濃度ごとに

両逆数プロットを作成

傾き (slope) 算出 ：

 第二段階：

(阻害薬濃度 I を x 軸， slopeを y 軸)
直線回帰の x 切片= -Ki

maxV
Kmslope i

i
i I

KiV
Km

V
Km

V
Km
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従来法の統計学的な問題点

 反応速度の誤差に等分散性が認められたとしても
逆数変換によって等分散でなくなる

 適切な信頼区間の構成が困難

 基質濃度を3-5点しか取らず直線の推定が不安定

 阻害薬の濃度ごとにVmaxが異なる
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国内企業アンケート調査 (2006年度)
 対象：製薬企業の非臨床部門における標準的統計ソフ

ト EXSAS (株式会社アームシステックス) ユーザー

 質問： 阻害定数 (Ki) の推定方法

解析方法 回答数

従来法 7
非線形最小二乗法 0
両法とも行う 4
実験をしていない 2

計 13

 ほぼ全ての企業で未だに従来法を利用
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研究目的および方法

 実際の実験に即して従来法と非線形最小二乗法とを

シミュレーション実験で性能比較

非線形最小二乗法の必要性を定量的に評価

 非線形最小二乗法でKi を推定するプログラムの提供
→ 実験家とって有用

非線形最小二乗法による推定はSAS NLINプロシジャ
を用いて実行可
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 酵素阻害実験データの例

データの両逆数プロット

5.4112

6.579

8.276

10.713

12.481.5

14.740

反応速度阻害薬濃度

基質濃度[S] 1.2 mM

3.4612

4.369

5.816

7.713

9.271.5

11.220

反応速度阻害薬濃度

基質濃度[S] 0.8 mM

2.8312

3.609

4.766

6.493

7.961.5

10.120

反応速度阻害薬濃度

基質濃度[S] 0.6 mM
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非線形最小二乗法プログラム
(SAS  NLIN)

data data; 
do i=0,2,3.5,5,7; 
do s=0.6,0.8,1.2; 
input y @@; output; end;end; 
cards; 
8.958 10.525 13.056 
6.607 8.003 10.468 
5.276 6.539 8.955 
4.302 5.339 7.488 
3.208 4.044 6.114 ; 

proc nlin; 
parms vmax=30 ki=1.8 km=0.8; 
model y=vmax*s/(km*(1+i/ki)+s); 
output out=out p=p r=res;  run;

反復計算法：
Gauss-Newton

変数i,s ：
阻害薬，基質の濃度

PARAM文：
3パラメータ (Ki， Km，V max) 
初期値設定
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SAS NLIN 出力例

Km，Ki，Vmax  3パラメータの推定値が各々出力

阻害定数 (Ki) の推定値は 3.0972
その95%信頼区間 は 2.4484～3.7460

近似
パラメータ 推定値 標準誤差 95% 近似信頼限界

km                1.1346        0.2081      0.6812        1.5880
ki 3.0972        0.2978       2.4484       3.7460
vmax 25.8910        2.6370     20.1455     31.6365
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シミュレーション条件
 真の基質-反応速度曲線 Michaelis-Menten 式

 誤差を正規分布と仮定

 実際の実験系に沿う． 基質濃度 3-4水準，

阻害薬濃度 4-6水準，繰り返し実験回数 3回

シミュレーション回数 1000回

シミュレーション条件（一部データ）

ij
i

mj

j
ij

Ki
IKS

SV
V 







 




1

max

 2,0  Nij～

実験 A C D
Ki 3.3 4.6 2.5

Vmax 27.6 3.8 38.1
Km 1 13.8 0.07
σ

2 0.2 0.03 1.2
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対数正規分布を仮定した検討

等分散性の視覚評価（実データ）： V小→ばらつき小

反
応
速
度

V

阻害薬濃度 I 0                         2                       3.5           6                         9
基質濃度 S 0.6   0.8   1.2     0.6    0.8    1.2    0.6    0.8   1.2  0.6    0.8     1.2   0.6    0.8    1.2
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対数正規分布を仮定した検討

 誤差は等分散と言えない？

 対数正規分布： S.D.が平均値に

比例して増加

→ シミュレーション追加
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シミュレーション結果（正規分布）
実験名 A C D
Ki  真値 3.3 4.6 2.5

非線形最小二乗法によるKi推定値

中央値 3.28 4.6 2.51
標準偏差 0.24 0.79 0.24

偏り -0.024 -0.0038 0.0061
平均二乗誤差 0.057 0.62 0.058

従来法によるKi推定値

中央値 3.61 5.01 3.92
標準偏差 18.7 6.06 81.2

偏り 0.31 0.41 1.42
平均二乗誤差 351 37.6 6590

比（従来法/非線形最小二乗法）

平均二乗誤差 6158 60.6 113621

1000
)(

2

 





 






KiKi
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シミュレーション結果（対数正規分布）
Ki （真値） 3.3 4.6 2.5

非線形最小二乗法によるKi 推定値

中央値 3.29 4.55 2.51
標準偏差 0.15 0.84 0.18

偏り -0.0073 -0.048 0.0061
平均二乗誤差 0.023 0.71 0.034

従来法によるKi推定値

中央値 3.33 4.75 2.52
標準偏差 0.33 1.57 0.38

偏り 0.029 0.146 0.021
平均二乗誤差 0.112 2.55 0.149

比（従来法/非線形最小二乗法）

平均二乗誤差 4.87 3 .59 4 .38

変動係数CV：

実際の実験データの
平均値とばらつき

(S.D.) を参考
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対数正規分布 結果の考察

 正規分布 (等分散性) より，V に比例的に誤差分散が増
大する対数正規分布の方が現実の実験データを反映

 従来法の平均二乗誤差は明らかに小さくなったが，現場
の実験結果に近づいた？

 従来法の精度改善： S.D.が平均に比例する場合にも逆
数変換することで等分散に近づく場合があるため

 対数正規分布でも非線形最小二乗法の推定精度が優
れる → 本研究の重要な成果
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従来法の性能が良くない理由

 全データ情報を一括してパラメータを推定してない

 阻害薬の濃度ごとにVmaxを算出するので， Vmaxが一

定とならない

 基質が3用量ほどしかないにもかかわらず，実験ご

とに直線をあてはめるので推定が不安定

 外挿によって切片からパラメータを推定
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まとめ

 正規分布での検討：

従来法／非線形最小二乗法 (平均二乗誤差)＝数十倍以上

 対数正規分布での検討：

従来法／非線形最小二乗法 (平均二乗誤差)＝約数倍

 SAS NLINプロシジャのプログラムを統計ソフトEXSASへ

追加することを検討･協議中

→簡便に現場で非線形最小二乗法を使用可能

非線形最小二乗法は推定精度が優れて有用性が高い
薬理試験の現場においても標準法とするのが望ましい
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今後の課題

 本研究では競合阻害のみを前提

非競合阻害，あるいは不競合阻害の場合には

モデルを変更する必要あり

その評価と対処法の検討

 同様の，実験現場で悩んでいる，あるいは

現在の科学水準では適切とは言えない問題の解決
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