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１． はじめに～NMRによるタンパク質―リガンド

相互作用解析法の概要～

NMR法は，化合物中の原子核（主に１H，１３C，１５N，１９F，
３１Pなど）の核スピンが磁場中でそれぞれ固有の周波数の

電磁波に共鳴することを利用して，化学構造の決定を行う

ための分析手法である．近年，多核多次元 NMR法の進

歩，装置の高磁場化，高感度プローブの開発，測定技術の

高速化などの技術革新が進んだ．現在，１５０残基程度のタ

ンパク質（単体）の立体構造解析はルーチン的に行うこと

ができる．その一方で，タンパク質―低分子化合物の構造

決定を苦手とする手法である．国際タンパク質立体構造

データベース（protein data bank：PDB, http:／／www.pdb.

org／）を見ても，NMRによる複合体の構造解析の例は多

くない．それは，NMR法が，分子認識機構の解明を目的

とした場合，得られる情報量と解析スピードの観点から，

X線結晶構造解析と比較して，不十分であることに起因す

る．例えば NMR法には，X線結晶解析と比べて次のよう

な限界がある．（１）解析可能な分子量の上限があり，（溶液

中での会合状態をも含めた）見かけの分子量が３０，０００以

下のものにしか適用できない．（２）試料は１３C，１５N，２Hな

どの安定同位体で標識する必要がある．（３）NMRには X

線における分子置換法のような既存の立体構造座標を出発

点にして計算機によって構造を精密化する方法の開発が未

熟であるため，複合体の立体構造決定にかかる手間と時間

に短縮効果がない．（４）複合体の立体構造を高精度に決定

するためには，良質なスペクトルを得る必要があり，その

ためにタンパク質との親和性が十分強いリガンドしか構造

決定できない．（５）（４）の条件を満たすような強固に結合す

るリガンドは，タンパク質の NMRシグナルの化学シフト

に大きな変化を引き起こすため，解析に最も時間がかかる

ステップであるシグナル帰属を，最初からやり直す必要性

が生じる．（３）の制限と併せると，酵素―基質アナログ複合

体の系統的な解析のような研究がとりわけ苦手であること

がわかる（表１）．

それでは，NMR法を用いたタンパク質―リガンド相互

作用の研究には，良い点は一つもないのか？というと，も

ちろんそんなことはない．相互作用研究における NMR法
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の強みは，逆に，（１）弱い相互作用を検出することができ

ること，（２）相互作用が弱くても特異的な相互作用と非特

異的な相互作用を見分けることができること，（３）結合状

態と解離状態の二状態のあいだの化学交換をそのまま観測

でき，また測定から交換速度を見積もることができるこ

と，（４）NMR試料管内で滴定実験を行うことで，飽和曲

線から Kdが算出可能なこと，などがあげられる．これら

の特徴は，NMR法が，試料管内に含まれる非常に多数の

核スピン（の外部磁場による影響の結果）を，平均として

観測しているという，その原理に由来している．しかも

NMR法は，測定中に平衡状態や後述する化学交換が存在

する場合は，観測している時間内での時間平均を見ている

測定法なのである．言いかえれば，NMR法は，タンパク

質＋低分子化合物の混合物（あえて複合体とは呼ばない）

を試料とし，その動的平衡状態を計測することができる．

このことについては，本特集の楯による総説「NMRによ

るタンパク質の動的構造解析」により詳細に解説されてい

る．そこで本稿では，タンパク質―低分子の相互作用の解

析に特化した，いくつかの溶液 NMR手法について概説

し，最後に筆者の研究室での実例を紹介したい．なお，本

稿では，主に創薬スクリーニングにおける応用を想定し

て，分子量１，０００以下のペプチドを含む低分子化合物を，

単に「リガンド」と呼ぶことにする．

さて，タンパク質とリガンドの相互作用の有無・強弱お

よび部位を NMRにより観測するにあたって，タンパク質

側の NMR信号の変化を観測する方法（「タンパク質ベー

ス」相互作用解析法）と，リガンドの NMR信号の変化に

着目して解析する方法（「リガンドベース」相互作用解析

法）の２種類の異なる戦略が存在する．以下，本稿では，

それぞれの方法論を，単にタンパク質ベース法，リガンド

ベース法と略記する（表１）．なお，本特集号の他の稿と

の比較のために，X線結晶解析との比較についても表に示

した．

２． タンパク質側のシグナルに着目した手法

“タンパク質ベース NMR法”

タンパク質ベース法では，（従来のタンパク質の立体構

造解析の手順に準じて）タンパク質試料に安定同位体を導

入して，リガンドの添加量を変化させながら二次元・三次

元 NMRを測定することで，リガンドとの相互作用の有無

ならびに相互作用残基の特定を行うことができる．通常，

全アミノ酸を１５Nで標識した試料を用いて，１５N-１H HSQC

（heteronuclear single quantum coherence spectroscopy）法や，

その高分子量タンパク質に適用するための変法である

TROSY（transverse relaxation optimized spectroscopy）法１），

測定時間を短縮するための変法である SOFAST-HMQC

（ band-selective optimized-flip-angle short-transient heteronu-

clear multiple quantum coherence spectroscopy）法２）などによ

り，タンパク質試料由来のシグナルのみを観測し，ペプチ

ド主鎖アミド基の１５N-１H化学シフト相関スペクトルを解析

する．リガンドとの相互作用の有無を判別するだけの目的

ならば，必ずしもタンパク質由来 NMRシグナルの配列特

異的帰属は必要ない．しかし，あらかじめ NHシグナルの

帰属の情報とその立体構造情報がともに揃っている場合に

表１ NMRを用いた二つのタンパク質―リガンド相互作用の検出法と，X線結晶解析法の比較

方 法 メ リ ッ ト デ メ リ ッ ト

タンパク質ベー
ス NMR法

短時間の測定で相互作用の有無を判定
夾雑物の影響を受けにくい
特異的な相互作用を判定可能
リガンド結合部位がわかる（ただし帰属が必
要）
Kdが算出可能

安定同位体標識が必要
測定に要する試料量がリガンドベース法よりも多い
高分離の HSQCスペクトルが観測できる条件検討が必要
適用可能な分子量に上限（３万程度まで）
精密な複合体構造決定をしないかぎり分子認識機構はわからない
複数のリガンドの混合物から，相互作用をするリガンドを選択す
ることができない

リガンドベース
NMR法

安定同位体標識が不要
信号の帰属が不要
弱い相互作用の検出が得意
標的タンパク質の分子量に上限がない
短時間で測定可能でスループットが高い
複数のリガンドの混合物から，相互作用をす
るリガンドを決定できる
必要なタンパク質試料量が少ない

結合部位・ファーマコフォア＊（＊ 本文参照）の情報は得られない
強い相互作用（koffが遅い相互作用）は検出できない
リガンドと溶媒の特性に合わせた条件検討が必須
特異的結合と非特異的結合が判別できない（競合実験の必要性）

X線結晶解析

構造情報が得られ，分子認識機構が解明でき
る
分子置換法により，異なるリガンドを結合す
る複合体のシリーズ解析が容易

結晶化が必須（夾雑物の影響を受けやすい）
通常，タンパク質単体の結晶を必要とする
ソーキングによる複合体形成が必要
弱い結合や非特異的結合が判別できない
スループットを高くするためには専用ビームラインが必要
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は，相互作用の有無のみならず，タンパク質のポケットの

どの部位にリガンドが結合したかについても情報が得られ

る．この特徴は，特に，アフィニティーの弱い化合物（フ

ラグメントと呼ばれる）を出発物質として，よりアフィニ

ティーの高い化合物を合理的に設計する fragment-based

drug design（FBDD）と呼ばれる，創薬ストラテジーと組

み合わせると，特に強力であることが知られている．図１

には，タンパク質ベース法の FBDDへの代表的な応用法

である SAR-by-NMR法３）と fragment-growing法の模式図を

示した．

タンパク質ベース NMR法の最大のメリットは，特に１５N

標識タンパク質試料を使用する場合の NMR測定の実用的

な S／N比がよく，また，添加するリガンド溶液由来の夾

雑物（補助溶媒を含む）の影響を受けにくいことである．

その結果，NMR測定の装置設定が簡便であり，試料ごと

に特別な条件最適化等を行う必要もない．この方法を用い

て実際の実験を行う場合は，通常，０．０５～０．１mMの１５N

標識タンパク質試料を用意し，リガンド非存在下で１５N-１H

二次元スペクトルを測定する．近年広く普及した極低温プ

ローブを使用し，かつ SOFAST-HMQC法を利用すれば，

数分以内で測定が完了することが多い．次に，タンパク質

に対し，１～１０等量のリガンドを添加し，同様の測定を行

い，両者のスペクトルを比較すればよい．添加するリガン

ド濃度を変化させて複数の測定点をとれば，大きく移動し

た任意のシグナルに着目した飽和曲線を作成することで，

リガンドの結合定数を決定することも可能である．注意し

なければならないのは，しばしば医薬品スクリーニングの

原料となる有機低分子化合物の水への溶解度が低いこと

で，終濃度で１０％程度のジメチルスルホキシド（DMSO）

が補助溶媒として使われるケースが多い．その場合，リガ

ンドフリーのスペクトルも，DMSO存在下で測定するな

どの工夫が必須である．また，この方法で多種類の化合物

のスクリーニングを行う場合に，貴重な１５N標識試料を回

収・再利用するために，タンパク質とリガンドの混合，二

次元 NMR測定，基準となるスペクトルとの比較評価，

HPLC（高速液体クロマトグラフィー）によるタンパク質

試料の再分離と回収までを自動で行う LC-NMRシステム

が開発された４）．

３． リガンドの NMRシグナルに着目した手法

“リガンドベース NMR法”

一方，複合体形成時の（ないし標的タンパク質との相互

作用の有無に応じた）リガンドの NMR信号の変化に着目

した測定法が，多数，考案されている（表２）．代表的な

方法の原理と特徴の紹介に入る前に，溶液 NMR法を理解

する上で重要な概念である「磁気的等価性」と「化学交換」

について説明する．

いわゆるパルス FT-NMR法（現在，高磁場 NMRのほ

とんどの装置はこの方式である）において，０．１～数秒の

間に減衰する free induction decay（FID）信号を記録し，

それをフーリエ変換（FT）することによって横軸が共鳴

周波数である NMRスペクトルを得る．もし，ある核スピ

ンが異なる共鳴周波数を持つ二つの状態 Aと Bの間を，

任意の交換速度で変化する場合に，交換速度が NMRの観

測時間軸に比べて十分遅い場合（言いかえれば状態 Aお

よび状態 Bの寿命が十分長い場合）は，Aと Bの２本の

独立したシグナル ω（A）と ω（B）が観測される［ω（A）と

ω（B）はそれぞれ Aと Bに相当する NMRシグナルの共鳴

周波数で，単位は Hzであるとする，図２］．一方，状態 A

と状態 Bの交換が極めて早い（たとえばミリ秒以下）場

（A） （B）

図１ タンパク質ベース NMR法の主要な二つの方法の模式図
〇●●は NHを意味し，〇はリガンド添加によりシグナル位置の変化しなかった NHを，●●は変
化が見られた NHを表す．（A）SAR-by-NMR法．タンパク質上の近接したポケット Aと Bに，そ
れぞれ独立に結合するリガンドフラグメント１と２を NMRシグナルの変化を指標に同定し，その
二つを適切なリンカーで連結することで，アフィニティーの高い新規のリード化合物を得る方法で
ある．（B）fragment-growing法．初めにポケットの一部分に結合するリガンドを出発化合物とし
て，ポケットのより広い部分に結合するように，NHシグナルの変化を指標にしつつ，化合物展開
合成を行う手法である．
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合は，状態 Aと状態 Bの存在比率が等しい場合は，本来

観測されるべき A由来シグナルと B由来シグナルの中点

の位置，［ω（A）＋ω（B）］／２に相当する周波数に１本の信号

が観測される（図２）．このとき，NMRでは状態 Aと状態

Bを区別することができず，一緒くたに観測してしまって

いることになる．このように，分子運動や平衡反応・化学

交換を全て加味した上で，NMR現象の観測時間軸の範囲

内で，異なるスピンの磁気的環境が見かけ上等しい関係と

なることを，磁気的等価性と呼ぶ．

化学交換を説明する場合によく引き合いに出されるの

が，azapropazoneの Nに結合した二つのメチル基の信号で

ある．温度を上げると窒素と芳香環の間の単結合の回転運

動が激しくなり，低温では２本独立して観測されていた信

号が縮重することが知られている．この例は分子内での化

学交換の例であるが，同じ現象が分子間の結合・解離反応

でも起こる．リガンド由来 NMR信号に着目するとして，

タンパク質に結合していない状態のリガンドと，結合状態

のリガンドが，それぞれ異なる NMR信号を与える場合で

ある（図２c）．リガンドの分子量を仮に５００，タンパク質

の分子量を仮に２０，０００と仮定すると，結合状態と非結合

表２ タンパク質―リガンド相互作用の検出に利用されるリガンドベース NMR法のいろいろ

変化するパラメータ 原 理 な ど

T１／T２フィルター測定法 緩和時間 T１／T２
緩和時間は T１，T２とも分子量が大きいほうが短いことを利用する．タンパク質
がない状態でのスペクトルを対照として，相互作用のある化合物由来のシグナル
強度の減少を見る．

転移 NOE法 交差緩和，NOE
NOEは，分子量が小さいと正に，分子量が大きいと負に出ることから，タンパ
ク質に結合状態のリガンド由来の NOE信号が観測される．精密化により結合状
態のリガンドのコンホメーションがわかる．

DOSY 並進拡散係数
分子のブラウン運動による並進拡散は，分子量が小さいほど早い．磁場グラジエ
ントを利用した NMR測定により，横軸を１H化学シフト，縦軸を拡散係数とした
二次元 NMRを測定し，１Hスペクトルを拡散係数の違いで二次元に展開する．

STD 交差緩和の効率
交差緩和の効率は分子量が大きいほどよいので，タンパク質の１Hスピンの磁化
が先に飽和し，その後，結合したリガンドに移動する．励起パルスの有無で，リ
ガンドのシグナルの強度変化を観察する．

WaterLOGSY 交差緩和の効率
同上．ただし，タンパク質の１Hを直接励起するのではなく，水分子の磁化を励
起して，それを化学交換によりタンパク質に移す．

INPHARMA 交差緩和の効率
同上．ただし，タンパク質の１Hを直接励起するのではなく，既知のリガンドか
ら飽和移動させ，さらに未知リガンドへと移動させる．

（A） （B） （C）

図２ NMRにおける化学交換の模式図
（A）azapropazoneの化学構造．Nに結合した Aと Bの二つのメチル基は，温度が低いときには矢印が記され
た単結合の回転運動が制限されているため磁気的に非等価で，２本の独立した NMR信号を与える．（B）化学
交換の速度と，NMRシグナルの縮重の関係．化学交換速度が速まるにつれて，２本のシグナルが平均化され
て１本の尖鋭なシグナルに縮重する．なお，交換速度が中程度の場合には，シグナルは極端に広幅化し，しば
しば見かけ上消失する．（C）タンパク質―リガンド結合平衡反応における化学交換の模式図．この場合も，結
合・解離反応速度が速いと，遊離状態のリガンド由来の NMRシグナルと，結合状態のシグナルの間で平均化
が見られる．
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状態では，リガンドの見かけの分子量が４０倍も異なる．

その場合，リガンド由来の NMR信号は，化学シフトのみ

ならず，T１／T２緩和時間や，リガンド内プロトンの交差緩

和の効率，並進拡散係数など，化学シフト以外のパラメー

タも相互作用の有無により，大きく変化する．そして，そ

れらのパラメータについても，交換速度が速ければ，それ

ぞれの状態の存在比率を反映した観測時間軸内での平均化

が，前述の化学交換が存在する際の化学シフトと同様に起

こる．そこで，多くのリガンドベース NMR法では，興味

の対象とするリガンドを０．１～０．５mMの NMR試料とし

て，それに結合する標的タンパク質を１／１００～１／１０程度添

加した混合試料を用意し測定する．その際，モル比として

はリガンドがタンパク質に対して大過剰となるが，タンパ

ク質に結合していないリガンド由来の一次元 NMR信号を

観測し，スペクトルのさまざまなパラメータの変化を測定

する．したがって，タンパク質ベース法とは異なり，タン

パク質のシグナルやタンパク質―リガンド複合体のシグナ

ルの帰属は必要ない．そのかわり，対照実験としてタンパ

ク質が無添加の状態（リガンド単独の試料）のスペクトル

が必要なのはいうまでもない．

表２には，リガンドベース法において比較的よく利用さ

れる測定法につき，相互作用の有無により変化が期待され

る NMRのパラメータについてまとめた．これらのうち，

後述する NMRスクリーニングの手法として，よく用いら

れる方法が，飽和移動差分法（saturation transfer differ-

ence：STD法）とWaterLOGSY法である（図３）．

STD法は，１Hのスピン間の磁化移動（交差緩和ともい

う）の効率が，その１Hが属する分子の分子量に依存する

（A）

（B）

（C）

図３ リガンドベース NMR法の三つの方法の模式図
（A）STD法．（B）WaterLOGSY法．（C）INPHARMA法．
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ことを利用した測定法である５）．距離的に近接した二つの

プロトン間では，一方の１Hスピンが，その共鳴周波数の

ラジオ波の照射により励起されて飽和すると，隣のプロト

ンに磁化の飽和が伝播することが知られている．飽和移動

の効率は分子量の大きなタンパク質のほうがリガンドに比

べて高い．そこで，タンパク質と複数のリガンドの混合物

の試料を用意し，安全のために，リガンド由来の１Hのス

ペクトルがない周波数領域に存在するタンパク質由来の１H

シグナルに，選択パルスを照射して選択的に励起・飽和し

てやると，まず飽和移動により，タンパク質内の全ての１H

スピンの磁化が飽和される．そこに，複数あるリガンドの

うち一つだけがタンパク質と結合できたとすると，短時間

の過渡的な複合体形成の瞬間に，近傍にあったタンパク質

のプロトンから化合物にエネルギーが移動し，リガンド

の１Hスピンも一部が飽和される．そこで，選択励起パル

スの照射ありなしによる差スペクトルを測定すれば，複数

存在するリガンドのうち，タンパク質と相互作用するリガ

ンドだけを，NMRスペクトル上で判定できる．

一方，WaterLOGSY法は，NMR溶媒である水分子を利

用する方法である６）．まず水の１Hスピンを選択的に励起す

ると，その励起されたプロトンはタンパク質の（主に表面

にある）NH基と化学交換する．リガンドがタンパク質に

結合すると，交差緩和を通じてリガンドの１Hに磁化が移

動し励起の度合いが変化する．その結果，タンパク質と結

合したリガンドにのみ，スペクトルに変化が現れるので，

それにより結合の有無が判定できる．１H間の交差緩和に

よる磁化移動（NMRの用語で NOEと呼ぶ）の効率の符

号が，分子量１，０００～２，０００のあたりを境にして反転する

ため，タンパク質やタンパク質―リガンド複合体では，負

の NOEが観察される．したがって，溶媒（水分子）とリ

ガンドの間に直接 NOEが生じたとしても，符号が逆とな

り，判定が可能となる．

さて，上記二法も含めて，ほとんどのリガンドベース法

では，標的タンパク質との相互作用のあり／なしを判定す

るのには有効であるが，化合物のどの原子団が標的タンパ

ク質と接触しているのかという，分子認識に重要な情報を

得ることができないという欠点がある．おそらく唯一の例

外は，Carlomagnoらが開発した INPHARMAの方法論であ

ろう７）．これは，タンパク質の１H磁化を飽和移動によりタ

ンパク質に結合したリガンドに移して観測するという点で

は，WaterLOGSYと似ている．しかし，最初にタンパク質

の磁化を飽和する際に，溶媒の水ではなく，標的タンパク

質に対する既知のリガンドの１Hを励起して，標的タンパ

ク質の結合ポケット周辺にのみ磁化のラベリングを行うと

ころが，他法と大きく違う点である．Carlomagnoらは，

tubulin阻害剤の系に対し，既知リガンドである baccatin III

からの磁化移動を利用して，新規リガンド Epothilone Aの

活性部分構造の推定に成功した７）．これは，タンパク質や

リガンド複合体の構造解析を省略しつつファーマコフォア

（化合物に含まれる薬理作用に必須な部分構造）を直接決

定する新しい方法論として注目されている．

リガンドベース NMR法は，全ての方法が，結合状態と

フリー状態の間の化学交換を利用している．そのため，

kon／koffそれぞれが速いリガンド結合平衡系でなければ測定

できない（熱力学的な厳密さを敢えて簡略化すれば，弱い

結合リガンドしか観測できない）という欠点がある．更に，

タンパク質の表面に非特異的に吸着するような化合物と，

特定のポケットに特異的に結合する化合物を，NMR法か

らでは区別できないなどの欠点がある．その一方で，標的

となるタンパク質に同位体標識を必要としない，タンパク

質量が比較的少量で済む，標的タンパク質の分子量に上限

がない，などの利点を併せ持つ．以上を総合すると，創薬

研究の初期段階において，医薬品スクリーニング法の一つ

の計測法として用いるのに最適である，と言える．

４． バイオインフォマティクスの検証法としての NMR法

の利用～筆者の研究室での取組み

前述のように，NMR法は特にインシリコスクリーニン

グなどで候補化合物が絞り込まれた後のタンパク質―低分

子相互作用の検証法として優れた方法である．そこで筆者

の所属する研究室では，本誌特集の著者の一人でもある，

東北大学木下賢吾教授と共同研究を行い，バイオインフォ

マティクス手法により予測された一群のタンパク質ドメイ

ンと，それに結合すると予測された低分子化合物間の相互

作用の，半網羅的検証を試みたので，ここにその成果の一

部を紹介する．

まず，名古屋大学の太田，産業技術総合研究所の本野ら

が，ヒトゲノム中の全遺伝子産物の立体構造モデルのデー

タベースである SAHG（structural atlas of human genome）

を構築した８）．このデータベースは，マルチドメインタン

パク質が多く含まれるヒトゲノムに対し，ドメイン境界や

リンカー（天然変性領域）を予測した上で，PDB中の類

似構造を最大限に活用してモデリングを施した，タンパク

質構造を収載したデータベースである．次に，収載された

構造に対して，実験により決定された構造かモデル構造か

を問わず，木下らが開発した分子間相互作用予測プログラ

ム eF-seekによる網羅的な解析を施し，タンパク質―リガ

ンド相互作用の半網羅的予測を行った９）．最後に，筆者ら

が，その解析結果の一部について，NMRにより検証した．

検証対象の選定は，まず木下らが，SAHGデータベース

構築の過程で，先行して網羅的ホモロジーモデリングが終

了した１０本の染色体から，９５６個のアポ体モデルを選択

した．これらのうち eF-seekにより真陽性率５０％の閾値

を超えるスコアでリガンド結合を予測されたものは７０９個
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であった．モデルとリガンドペアの総数は２，０９５であり，

１モデルについては平均３個のリガンドが予測された．こ

れらについて，実証実験計画上に必要な観点から絞り込み

を行った．（１）タンパク質の発現系構築が容易，（２）相互作

用の予測されているリガンドが緩衝液成分や沈殿剤成分な

どではなく，ドラッグライクな化合物である，（３）予測さ

れたリガンドが，標的タンパク質の本来の機能を阻害する

可能性がある，（４）予測されたリガンドがそのタンパク質

ドメインの既知の結合相手とは異なる母核構造を有してい

る，の４条件に留意して絞り込みを行った．その結果，計

１１４個のタンパク質ドメインが残った．その内訳は，RNA

結合ドメイン２８，ユビキチン関連ドメイン２５，PDZド

メイン１７，SH３ドメイン１１，DEATHドメイン５，PH

ドメイン５，その他２３であった．また，これらのタンパ

ク質と，相互作用するリガンドとのペア数は約３５０であ

り，リガンドは８３種類であった．

そこで，筆者らは，PDZドメインに着目して検証実験

を進めることとした．PDZドメインは，タンパク質―タン

パク質相互作用に関わる１００アミノ酸程度からなる小さな

ドメインである（図４）．このドメインを持つタンパク質

には，神経伝達物質受容体や細胞接着装置などの膜タンパ

ク質の直下で，分子集合とシグナル伝達を制御する医学的

に重要なものが多い．そこで，１４個のヒトの PDZドメイ

ンについて，筆者らが開発したタンパク質発現系の並行高

速構築システムである PRESAT-vector１０）を利用し，大腸菌

発現系を構築した．筆者の研究室が既に保有していた２個

のマウス由来の PDZドメイン発現系と合わせ，１６個の

PDZドメインのタンパク質試料を得た．PDZドメインに

結合すると予測された低分子リガンドは２３種であったが，

既に研究室が保持しているものと，市販品として入手可能

なものとして１３種を揃えた．これらのうち，溶解度が低

いリガンド３種を除外し，１０種を検証するリガンドとし

た（図４b）．これらを掛け合わせ，１６０個の相互作用を総

当たりで NMR測定により検証した．相互作用の検出は，

まずWaterLOGSYを試し，次にタンパク質ベース NMR法

である１５N-二次元 NMR法により実施した．１５N-二次元

NMR法では，WaterLOGSY法では相互作用の有無が判別

しにくいケースにおいても，相互作用が特異的なものかど

うかが明確に判別できるという利点がある．１０種のリガ

ンドを，水溶性のもの（化合物群 I）とそれ以外（化合物

群 II）に分けて，２セットの NMR実験を行った．Water-

LOGSYの実験からは，どの群の化合物が実際に相互作用

しているのかの判定が確定できなかった．その結果，I群

の化合物を添加したときに，８種類の PDZドメインで１５N-

SOFAST-HMQCスペクトルに変化が見られた．さらに

SOFAST-HMQC法で個別の化合物との相互作用の有無を

精査することで，PDZドメイン相互作用する化合物とし

て３種類の化合物を同定することができた．通常の in

silico スクリーニングと組み合わせた NMRによるシード

化合物探索では，数十～数百の化合物を測定する．それに

（A） （B）

図４ ヒトゲノムに含まれる PDZドメインに結合するタンパク質の半網羅的探索と検証
（A）PDZドメインのリボン図．ペプチド結合部位となるポケットを正面に表示した．（B）今回検証した PDZドメインに結合
する可能性のある化合物群．水溶性の高いものと低いものの二群に分けて検証実験を行った．
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対して，今回はわずか１０種の化合物しか試していないに

も関わらず，相互作用する化合物が得られた．このことは

eF-seekが高い相互作用予測力を有していることを示唆し

ている．

５． お わ り に

タンパク質―リガンド相互作用の探索研究と応用は，成

長分野となることが期待されている創薬をはじめとして，

ケミカルバイオロジー，システムスバイオロジー，グリー

ンイノベーションなど，多方面の研究領域にまたがる基盤

となる概念である．これまで，NMRを活用したタンパク

質―リガンド相互作用検出の方法論は，特にリガンドベー

ス法において，筆者の知る限りでは欧米の大学・研究機関

が開発したものが主であった．しかし，文部科学省のプロ

ジェクトとして，昨年度から創薬等支援技術基盤プラット

フォーム事業が，今年度からは先端研究基盤共用・プラッ

トフォーム形成事業が，それぞれ事業の一部として，最先

端の NMR測定法の開発・高度化と，装置の共同利用の支

援を開始した．今後の関連分野の更なる発展のためには，

異分野の多数の研究者が NMR研究に興味を持ってくれる

ことと，若手研究者の育成が欠かせない．本稿が，その入

門の一助になれば幸いである．
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