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研究成果の概要（和文）：本申請課題では、標的タンパク質と結合するフッ素化合物（リガンド）の検出におい
て、水素核、およびフッ素原子をマーカーとして、高感度および選択的に検出できる核磁気共鳴法（NMR）の開
発を目指した。この測定法はリガンドの高精度選択的検出に加え、分子間相互作用に関与するリガンド中の部位
を、フッ素原子で特異的に検出し、原子レベルで解析できる特徴を有する。実際の測定では、1H照射－1H検出飽
和移動差（STD）スペクトル、および1H照射－19F検出STDスペクトル測定を行い、フッ素核の直接検出により、
軽水溶液(95% H2O+5% D2O)においても、容易に選択的検出が可能であることが明確になった。

研究成果の概要（英文）：In the present research, the combinational use of 1D NMR-based screening 
techniques with 1H and 19F detections were applied to a protein-ligand complex.  The highly 
sensitive and selective methods to observe ligands at the atomic level were developed.  In purpose 
of identifying the 1H and 19F binding epitopes of the fluorinated compounds, the combinatorial 
analysis using 1H{1H} and 19F{1H} saturation transfer difference (STD) experiments and were carried 
out.  Because 19F of the fluorinated compounds was detected, the sample solutions containing 95% H2O
+5% D2O can be easily applied using the proposed methods.

研究分野：分析化学

キーワード： 分子間相互作用　リガンド　レセプター　核磁気共鳴法
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１．研究開始当初の背景 
 
医薬品の開発過程において簡便、廉価なス
クリーニング系の確立は不可欠であり、特に
in vitroでのスクリーニング系として有効な
方法が望まれる。ここ数年、核磁気共鳴（NMR）
法の薬剤スクリーニングへの応用が試みら
れており、有効なスクリーニング法として注
目されている。既存の方法の代表例として、
レセプターとなるタンパク質を 15N などの安
定同位体で標識し、そのタンパク質と結合す
るリガンド（薬剤などに相当）との分子間相
互作用を 2 次元 NMR で観測することにより、
高親和性のリガンドを探索する手法がある。
20-30 分程度の短時間で結果を得られる長所
があるが、安定同位体などのコストがかかる
ことや帰属が可能なタンパク質の分子量に
制限（約 30 kD）があることが短所として挙
げられる。他の測定法として、WaterLOGSY 法、
NOE-ポンピング法、Saturation Transfer 
Difference （STD)法などが 1990 年代後半に
提案されているが、製薬会社で使用されてい
る実践的なスクリーニング法は、論文や学会
など外部で発表されることは極めて少なく、
一部の成功例のみが発表されている。NMR 以
外のアッセイ法を含め、多くの研究者が試行
錯誤状態であった。 
 
 
２．研究の目的 
 
論文などで発表されている数種類の測定
法の長所・短所を踏まえ、軽水溶液(95% H2O + 
5% D2O)として測定可能であり、ターゲットで
あるレセプター分子との結合に寄与するリ
ガンドの部位を原子レベルで精確に特定で
きる高感度な NMR 測定法の開発を目指す。本
申請課題では、標的タンパク質と結合する含
フッ素化合物（リガンド）の検出において、
フッ素原子をマーカーとして、高感度および
選択的に検出できる核磁気共鳴法の開発を
目指す。① 軽水溶液(95% H2O+5% D2O)として
測定可能であり、② 親和性のあるリガンド
の高精度選択的検出に加え、③ 分子間相互
作用に関与するリガンド中の原子団を、フッ
素原子に着目して特異的に検出し、原子レベ
ルで解析できる手法の開発を目的とする。一
般的に普及している NMR 分光計を使用し、
新規 19F1H スペクトルの測定を行う。図 1
に現状と当申請課題での目標との関係を示
す。 

３．研究の方法 
 
【概要】 複合体の調製では、レセプター
およびリガンド共に市販品を使用し、試料調
製を簡略化する。実際のモデルシステムとし
て、ヒト血清アルブミン－ジフル二サルおよ
びヒト血清アルブミン－フルフェナミン酸
を使用する。既存の測定法では、レセプター
に結合するリガンド分子の 1H 以外に、タン
パク質由来の 1H シグナルも観測されること
が多く、リガンド検出の妨害シグナルとなる。
ジフル二サルなどの含フッ素化合物をリガ
ンドとして用いる場合、フッ素による特異的
検出が有効な解析法になるものと期待でき
る。最初に水またはタンパク質の 1H を選択
励起し、その磁化をリガンド中の 19F に移動
させる。選択励起方法および磁化移動の方法
に焦点をあてて、パルスシーケンスの検討を
行う。 
 
【レセプター分子との複合体における含フ
ッ素化合物の高精度選択的検出法の開発】 
研究計画および研究体制の概略を図 2に示
す。核磁気共鳴法に関する研究は研究代表者、
質量分析および他のモデルシステムの構築
は研究分担者が担当する。また、分光計の回
路変更などは、日本電子（株）に技術協力を
要請する。タンパク質の 1H照射→リガンド
の 19F検出が可能なパルスシーケンスをデザ
インし、含フッ素化合物を選択的に検出する
新規手法の検討を行う。 
 

 
４．研究成果 
 
 1次元 1H, 19F NMRスペクトルを図 3に示
し、1H照射－1H検出 STD、および 1H照射－
19F検出 STDスペクトルを図 4に示す。各ス
ペクトルにおいて、目的とするシグナルは観
測され、選択的検出が可能になった。 
 19Fは 1Hと同様に NMR法では高周波核に
分類され、通常の 1次元スペクトル測定では、
両原子核共に同等の検出感度が得られた(図
3)。1H, 19F 共に高周波核であり、1H を 1.00
としたときの 19F の相対感度は 0.833 である
ことより、当初、1H・・19F測定と 1H・・1H
測定では、ほぼ同等の感度が得られるものと
予想したが、1H 照射－19F 検出での感度が予



想外に低くなる結果が得られた。1H照射－1H
検出 STDと 1H照射－19F検出 STDスペクト
ルの比較を図 4に示す。1H-19F HOESYにおい
ても同様の傾向が確認された。19F 検出での
高感度化が今後の課題である。 
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