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研究成果の概要（和文）：細胞増殖シグナルに関わるがん標的分子ERK2と、その既知薬剤であるFR、CAY、SCHを
選択し、速度論パラメータにおける温度依存性を解析した。FRとの相互作用においては、その変異体解析の結
果、遷移状態では結合サイト周辺で脱水和、及び分子内相互作用の切断による構造の緩みが起きていることが示
唆された。さらにCAYとSCHの解析から、遷移状態における活性化エンタルピーはより不利に、一方活性化エント
ロピーはより有利に変化し、両者のエネルギー差の大きさと、阻害濃度や解離速度定数の低さに因果関係がある
ことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：This study focused on the process of the interaction. Since it is assumed 
that a small compound forms some intermediate states with various amino acids and finally binds to 
the energy-stable site of protein, the process is possibly differ among proteins. Here, the binding 
kinetic analysis was carried out to elucidate the binding process of the compound to protein. In 
this study, complexed energy transition in the binding process is simplified as two state reaction 
and the state where a compound is in process is regarded as transition state. From the analysis of 
thermodynamic parameters in transition state, the transition state is examined at amino acid level 
and the relationship between transition state and binding process is discussed. This allows us to 
verify the possibility of obtaining an important indicator for drug design.

研究分野： 創薬物理化学
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１．研究開始当初の背景 

蛋白質のユニークな三次構造と多様な特
異性創出は，多彩な細胞システムを作り上げ、
結果として治療薬・診断薬の魅力的な標的分
子となっている。この作用機序は分子認識化
学の観点より、多点結合、構造相補性、熱力
学、そして溶媒効果のバランスによって成り
立っていると考えられている。したがって蛋
白質の機能制御は、これらの分子認識要素を
正確に理解することが重要である。研究代表
者はこれまでに蛋白質－核酸間相互作用解
析を基点に、結合エンタルピー（ΔH）と特異
性について、水和変化と生物学的機能につい
て，その重要性を提唱する研究に取り組んで
きた。 

低分子薬剤の探索・設計においても、終状
態における熱力学的解析、とくに ΔH が有効
な指標として評価されつつあり、研究代表者
もこれまでに成果を挙げることができた。し
かしながら、未だ終状態では議論できない相
互作用は多く存在しており、薬剤設計に関す
る合理的な戦術の向上や新しい設計指針の
提案は強く望まれている。熱力学的平衡は始
状態と終状態の差分で議論するが、標的分子
に対する従来の薬剤設計は、この終状態での
み議論しており、研究代表者はそこに弱点が
あると考えた。この差分の中には『プロセス』
が含まれており，その熱力学も特異的分子認
識に深く関与しているはずである。蛋白質－
蛋白質間相互作用のプロセスに関する熱力
学解析（活性化エネルギー解析）においては、
結合親和性創出の一部がプロセスに強く関
連していることを研究代表者は過去に見出
していることからも、低分子と蛋白質間の相
互作用プロセスに低分子薬剤設計に関する
新しい観点があるのではないかという着想
に至った。 

 

２．研究の目的 

そこで本研究では、化合物が蛋白質に結合
するまでのプロセスに着目した。先に述べた
ように、従来は終状態からの観点で相互作用
の解析が行われてきたことから、プロセスで
何が起こっているのかは現在までに解明さ
れておらず、いわばブラックボックスの状態
である。このプロセスにおいては、蛋白質の
構造変化や、水和及び脱水和、化合物と蛋白
質の中間体の形成など様々な事象が起こり
うると考えられる。したがって、このプロセ
スを解明することにより薬効に重要な化合
物の速度論、そして標的蛋白質への特異性な
ど相互作用様式に関する新たな知見を得ら
れると考えられる。そして、その知見をドラ
ッグデザインの新たな指針として活用でき
ないかと考えた。 

 

３．研究の方法 

本研究における標的蛋白質には細胞増殖
シグナル伝達に関わっているMAPkの一種で
ある Extracellular regulated kinase 2、ERK2 を

選択した。ERK2 の異常はがんなどの重篤な
疾患の発症につながり、治療の上で重要なタ
ーゲットとされており、また ERK2 はキナー
ゼ間で保存されている ATP 結合サイトを持
つため、標的としても、モデルとしても最適
であると考えた。いつくかの低分子化合物は、
ATP 結合サイトを埋めることで ERK2 の機能
を阻害することが知られている。その中より、
FR180204 (Ki=140 nM)、CAY10561 (Ki =2.0 

nM)、SCH772984 (Ki =0.12 nM)を選択した。 

遷移状態における熱力学的パラメータの
測定は表面プラズモン共鳴法、SPR 法を用い
て実行した。SPR 法では、センサーチップ上
に標的蛋白質 ERK2 を固定して、各種化合物
を流しいれて、結合と解離の相互作用に関す
るレスポンスを検出し、そのセンサグラムの
形状から蛋白質－低分子間結合の速度論パ
ラメータを算出した。さらには、速度論パラ
メータに関する温度依存性を解析した。そこ
から van 't Hoff の式より終状態における熱力
学的パラメータを得た。さらに結合速度定数
kon を Eyring の 式 （ ln(kon/T)= －
(∆H‡)/R∙1/T+(∆S‡)/R+ln(kB/h), kB;ボルツマン
定数, h;プランク定数）から遷移状態に関する
活性化エネルギー(ΔH‡, ΔS‡, ΔG‡)を得た。 

 

４．研究成果 

ERK2 と FR の相互作用に関する遷移状態
エネルギーにおいて、エンタルピーに着目す
ると、終状態では有利に働いている一方で、
遷移状態においては不利に働いているとい
うことが明らかになった。次にエントロピー
に着目すると、終状態でも、遷移状態でも不
利に働いていますが、終状態に比べると遷移
状態での不利に寄与する度合いが小さいこ
とが明らかになった。 

次に ERK2 の変異体を作製して、遷移状態
解析を行うことを試みた。プロセスについて
議論するために結合サイト周辺のアミノ酸
残基をアラニンに置換した 8 種の変異体を作
製した。置換するアミノ酸は、極性基や芳香
環など特徴のある側鎖を有し、蛋白質におい
て熱力学的な役割を果たす見込みのあるも
のを中心に選択した。 

野生型と比較すると、ΔG‡は変化がないも
のの、変異体においては、エンタルピーが有
利になり、エントロピーが不利になるという
傾向が確認された。このことから、結合サイ
ト周辺のアミノ酸残基は終状態には関わっ
ていないが、遷移状態には熱力学的な役割を
果たしているということが示唆された。アミ
ノ酸の違いによる変化の度合いの違いは、元
のアミノ酸が遷移状態において熱力学的に
果たす役割の度合いを反映していると考え
らえた。 

変異体解析において、野生型と比較してエ
ンタルピー有利、エントロピー不利となった
結果は、変異体では相互作用の切断が減少し
て、自由度が不利になったことを示している。
したがって、野生型と FR の相互作用の遷移



状態においては、結合サイト周辺において、
何らかの相互作用が切断され、自由度が向上
する事象が起きていると推定できる。更に FR

の結合前後の ERK2 の構造を比較すると、結
合サイト周辺で大きな構造変化は起きてい
ないことが分かった。以上のことを受けて、
１つの結合モデルを考案した。まず遷移状態
においては、結合サイト周辺の分子内相互作
用の切断が起きて構造がゆるんだ状態にな
り、同時に脱水和も起きていると考える。そ
して、終状態では、分子内相互作用が再形成
されるため結果的には構造変化は確認され
ず、また再水和も起きていると推察される。
このように、遷移状態の熱力学的パラメータ
からプロセスでどのようなことが起こって
いるかを推定できる可能性が示唆された。 

各化合物のパラメータを比較すると、まず
ΔG‡はあまり変化しないことが分かった。次
に、遷移状態において FR よりエンタルピー
不利エントロピー有利となり、脱水和がより
多く起こっているである CAY と SCH の方が、
阻害定数と解離速度定数がより小さいこと
明らかになった。このことから、ΔH‡と－TΔS‡

のバランスが阻害定数と解離速度定数を左
右することが示唆された。すなわち、遷移状
態における脱水和が化合物の阻害能を決定
する一因であるいう仮説を得た。 

ERK2 と FR の相互作用においては，その
変異体解析の結果，遷移状態では結合サイト
周辺で脱水和，及び分子内相互作用の切断に
よる構造の緩みが起きていることが示唆さ
れた。さらに CAY と SCH の解析から，遷移
状態における ΔH‡はより不利に，一方 ΔS‡は
より有利に変化し，両者のエネルギー差の大
きさと，阻害濃度や解離速度定数の低さに因
果関係があることが示唆された。 

このように本研究は，蛋白質－低分子薬剤
間の相互作用おけるプロセスの一部を，速度
論解析による活性化エネルギー変化から明
らかにした。さらに，この活性化エネルギー
には結合自由エネルギー変化 ΔG=ΔH－TΔS

における ΔS に関わる指標が含まれているこ
とが示唆された。標的分子に対する薬剤設計
において，Structure-based drug design（SBDD）
は ΔH 制御に威力を発揮しているが，本研究
より明らかとなったプロセス熱力学による
観点は，Process-based drug design（PBDD）と
して ΔS 制御の可能性を秘めているかもしれ
ない。 
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15) 長門石曉 

Biacoreで蛋白質間相互作用 PPI阻害剤を
探索する 

GE Life Sciences Day 2015, 2015 年 7 月, 

パシフィコ横浜（神奈川県 横浜市） 

 

＜国内・ポスター発表＞ 

16) 山口奏・長門石曉・梶谷敬太・加藤悦子・
秋山弘行・金井理・古谷利夫・津本浩平 

含フッ素フラグメントライブラリを用い
た 19F NMR、SPR、ITC によるスクリー
ニング 

第 6 回 スクリーニング学研究会,  2015

年 11 月, ソニックシティ（埼玉県大宮市） 

優秀ポスター発表賞 受賞 

 

17) 長門石曉 

Biacoreで蛋白質間相互作用 PPI阻害剤を
探索する 

GE Life Sciences Day 2015, 2015 年 7 月, 

パシフィコ横浜（神奈川県 横浜市） 

GE Life Sciences Day 2015 ポスター賞 

 

〔図書〕（計 ９件） 

1) 長門石 曉・津本 浩平（分担執筆） 

「医療応用のための物理化学」 

CSJ カレントビュー/ 化学同人 (2017 年) 

印刷中 

 

2) 津本 浩平・長門石 曉 

「日本発次世代創薬のための化学：抗体
医薬品開発の現状と展望」 

化学と工業、Vol.70, No.1（日本化学会）
(2017 年) 

 

3) 長門石 曉・津本 浩平 

「物理化学的解析技術を利用したリガン
ドスクリーニング」 

バイオサイエンスとインダストリー、
Vol.75、 No.1（バイオインダストリー協
会）(2017 年) 

 

4) 長門石 曉・津本 浩平（分担執筆） 

「8 章 酵素」 

生体分子化学（講談社）(2017 年) 

 

5) 長門石 曉・津本 浩平 

「抗体の品質・物性評価に関する解説
（２）：プロセス・製剤における評価」 

製剤機械技術学会誌、Vol.26、No.1（製剤
機械技術学会）(2017 年) 

 

6) 長門石 曉・津本 浩平 

「生命分子相互作用解析：さらに増える
バリエーションと創薬への新展開」 

BIO EX-press バイオエクス・プレス、2016

年号（ダイアローグ）(2016 年) 

 

7) 長門石 曉・津本 浩平 

「抗体の品質・物性評価に関する解説
（１）：会合凝集形成と熱安定性の評価」 

製剤機械技術学会誌、Vol.25、No.4（製剤
機械技術学会）(2016 年) 

 



8) 長門石 曉・津本 浩平（分担執筆） 

「第 24 章 アルギニンによる蛋白質の
構造と機能制御」 

化粧品素材としてのアミノ酸・ペプチド
最前線 （シーエムシー・リサーチ）(2015

年) 

 

9) 長門石 曉・楠﨑佑子・津本 浩平 

「結合熱力学プロファイリングによる創
薬」 

ファルマシア、51 巻 12 号（日本薬学会）
(2015 年) 

 
〔産業財産権〕 

該当なし 

 
〔その他〕 
ホームページ等 
http://park.itc.u-tokyo.ac.jp/phys-biochem/ 

 
６．研究組織 
(1)研究代表者 
長門石 曉（NAGATOISHI SATORU） 

東京大学・大学院工学系研究科・助教 

 研究者番号：30550248 

 
(2)研究分担者 

該当なし 

 

 (3)連携研究者 

該当なし 

 

(4)研究協力者 

該当なし 
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