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研究成果の概要（和文）：タンパク質が機能を発揮するためには、動的な性質が極めて重要である。それはタン
パク質の機能を、化合物により制御しようとする創薬科学においても同じである。本研究においては、NMR法を
用いた動的構造解析により、化合物、タンパク質の両面から動的構造創薬という新しい分野の可能性を検証し
た。その結果、タンパク質に結合した化合物の運動性に着目し、標的タンパク質との複合体中での化合物の運動
性（遊び）を定量的に評価する手法を確立した。また、創薬標的となるタンパク質の運動性に着目し、タンパク
質表面の隠れた化合物結合サイト「クリプティックサイト」を同定・利用する技術を開発することに成功した。

研究成果の概要（英文）：Dynamic properties are extremely important for proteins to perform their 
functions. The same is true in drug discovery, where protein functions are controlled by compounds. 
In this study, we examined the possibility of utilization of dynamic information obtained by 
solution NMR in structure-guided drug discovery. As a result, we established a strategy to quantify 
the mobility of each site in compounds in the target protein bound state. In addition, we succeeded 
in developing a strategy to identify and utilize “cryptic sites,” hidden compound binding sites, 
on the surface of drug-target proteins.

研究分野： 構造生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究においては化合物、タンパク質の両面から動的構造創薬という新しい分野の可能性を実験に基づき明確に
提示し、生物学および創薬化学における新しい学術基盤を創造することを目指した。その結果、化合物の運動性
に着目し高活性化合物の創生を加速する方法、標的にできなかったタンパク質の創薬可能性（ドラッガビリテ
ィ）を再評価し創薬において大きな問題となっている創薬標的の枯渇を解消する方策を提示することに成功し
た。よって本研究の成果は、創薬化学に広く貢献する共に、タンパク質や化合物の機能メカニズムを解明するこ
とにも貢献するものである。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
タンパク質が生物学的機能を発揮するためには、その動的な性質が極めて重要である。タンパク
質に結合する化合物もまた、結合の際には、その配座を動的に転換する。化合物によっては、複
合体中においても動的な性質が保持されることが知られており、特に近年、新たな創薬手段とし
ての存在感を増している中分子は、その大きさも相まって、結合時の動的な傾向は顕著になる。
申請者らは、ペプチドリガンドのメチル基の局所運動性に解析できる新たな NMR 手法「FCT
法」を開発し、結合界面で運動性（遊び）を残したメチル基に改変を行うことで、その親和性を
改善できること示した。本研究で、FCT 法を広く化合物に適用できるように改良することで、
化合物の動的最適化への道筋を示し、高活性化合物の創生を加速することが可能になる。また、
創薬標的となるタンパク質の運動性に関しては、タンパク質表面に動的に形成される隠れた化
合物結合サイト「クリプティックサイト」に着目する。クリプティックサイトは、タンパク質の
約 40%に存在すると試算されており(Bowman et al, PNAS, 2012)、これを活用できれば、昨今
問題となっている「創薬標的の枯渇」の解消に繋がる。申請者らは NMR を用いた予備的な解析
により、化合物がない状態でもクリプティックサイトを同定できることを示しており、これまで
標的にできなかったタンパク質の創薬可能性（ドラッガビリティ）を再評価することが十分に可
能と考えている。すなわち、本研究を推進し、化合物や創薬標的タンパク質の動的構造を評価、
活用する基盤を確立することは、今後の創薬科学の発展を促す極めて重要な基盤技術開発であ
る。 
 
２．研究の目的 
本研究においては、化合物と創薬標的タンパク質の運動性を溶液中で評価することで、高活性化
合物の創生を加速し、創薬標的の枯渇を解消する「動的構造創薬」の基盤の確立を目指す。その
際、溶液中での動的構造解析が可能な NMR 法を中心として、化合物の結合時の運動性解析から
構造最適化の指針を提示する技術、タンパク質のクリプティックサイトを同定し、安定化するこ
とで創薬標的の枯渇の解消に貢献する技術を確立する。その過程においては、分子論的な親和性
や熱力学特性の背景にある動的構造基盤が明らかになると期待され、本研究の推進は、生体分子
の持つ運動性が、分子認識にどのような特性を生み出すか？という生物学的な問いと、その柔軟
な特性を化合物の最適化にどのように利用できるか？という創薬科学的な問いに対する答えを
同時に導くものである。このことにより、動的構造創薬という新しい分野の可能性を、実験に基
づき明確に提示し、生物学および創薬化学における新しい学問領域の創生へとつなげる。なお、
本研究の推進においては、創薬標的として重要なキナーゼ p38αおよび抗がん標的である Bcl-
xL を用いることで、応用性と実用性を担保する。 
 
３．研究の方法 
（１）複合体における化合物の運動性を評価し、活性を向上させる手法の確立 
申請者は、溶液 NMR 法を用いて、動的
構造を創薬に活かす「動的構造創薬」
の推進に取り組んできた。その結果、
リガンドのメチル基の局所運動性と
空間相補性を同時に解析できる新た
な NMR 手法「禁制コヒーレンス転移
（FCT）法」を開発した。FCT 法はその
時間発展を解析することで、図３左下
に示すように、化合物の各サイトにお
ける運動性や空間相補性の違いを解
析可能である。当初の適用は安定同位
体標識されたペプチドであったが、本
研究では FCT 法を非標識の化合物の
運動性解析に適用拡大することで、化
合物の構造の中で、結合時に遊びが残
り、相補性を向上させる余地のある部
分を同定する（図 1 左）。また遊びを
残す部分に改変を加えることでその
活性を改善することを目指す（図 1
右） 
 
（２）動的構造解析に基づくクリプティックサイトの同定・利用法の確立 
本研究では、クリプティックサイトの存在が示されている抗がん標的 Bcl-xL を用いる（図 2）。
非結合状態の X線結晶構造では Bcl-xL のクリプティックサイトは閉じているが、MD 計算により

図１：FCT 解析を用いた動的構造最適化の概念図 
FCT プロファイルは運動性が低いほど傾きが急になり、相
補性が高いほど最大値が小さくなる。この違いにより部位
2 の高い運動性を同定し、構造を改変する指針とする。 



非結合状態でも一部開いた構造をと
ることが示唆されている（Yang et 
al, ACS Med Chem Lett, 2011）。そこ
で、低確率でも構造平衡を捉えること
が可能な緩和分散法などにより、クリ
プティックサイトを同定する（図 2左
下）。申請者らの予備的検討からも非
結合状態の Bcl-xL に運動性を示す残
基があることが明らかとなっており
（図 2 左下のグラフが水平でない）、
その同定は十分可能である。さらに、
クリプティックサイトをアロステリ
ックに開いた状態で安定化する変異
体を獲得する（図 2 中下）。その際に
は、以前の研究で確立した構造平衡を
制御するアロステリック変異体を確
立する手法を用いる、またその検証に
は、クリプティックサイト同定の際に用いた動的構造解析手法を用いる。当変異体は、クリプテ
ィックサイトへの薬剤の結合親和性が、野生形に比べ高まると期待される。そこで、2年目以降
にファージディスプレーによるスクリーニングを行い、野生型よりも変異体に多くのヒットが
見出されることを検証する（図 2 右下）。なお、変異体と野生型でクリプティックサイトの構造
自体は変わらない。よって、変異体で得られたヒットは野生型に対しても結合できる。 
 
４．研究成果 
（１）複合体における化合物の運動性を評価し、活性を向上させる手法の確立 
複合体における化合物の運動性を評価し、運動性を評価し、活性を向上させる手法の確立”の一
環として、まず FCT 法を非標識の化合物の運動性解析に適用拡大することを目指した。FCT 法
は原理的に非標識の化合物メチル基に対しても適用可能であるそこで、MAP キナーゼ p38α の
阻害剤を研究対象として、構造中に複数のメチル基を有する既知の低分子性阻害剤について、
p38αと複合体を形成した状態で、FCT 法を適用した。その結果、2 つのメチル基のオーダーパラ
メーターをそれぞれ決定することに成功し、化合物の構造の中で、結合時に遊びが残り、相補性
を向上させる余地のある部分を同定する技術を確立することができた。 
そこでさらに、化合物の構造の中で特異的結合を担う箇所を区別できるかどうかを明らかに

するため、化合物との特異的結合を示すアミノ酸残基に変異を加えることで、その結合活性の熱
力学的変化と、化合物の結合時における運動性がどのように相関するのかを解析した。結合活性
の熱力学的変化は ITC 法で、化合物の結合時における運動性は FCT 法で評価した。その結果、
水素結合や芳香族相互作用といったエンタルピックで特異的結合を示す残基に変異を導入する
と、そのすべてで結合時の化合物の運動性が顕著に増大することが明らかとなった。この結果は、
運動性を評価することで、化合物とタンパク質の特異的でエンタルピックな結合を評価できる
ことを示している。 

 
（２）動的構造解析に基づくクリプティックサイトの同定・利用法の確立 
本研究ではタンパク質の運動性に関しては、タンパク質表面に動的に形成される隠れた化合物
結合サイト「クリプティックサイト」に着目した。クリプティックサイトは、タンパク質の約 40%
に存在すると試算されており、これを活用できれば、昨今問題となっている「創薬標的の枯渇」
の解消に繋がる。そこで、本研究では、抗がん剤標的タンパク質 Bcl-xL に着目した研究を行っ
た。Bcl-xL には抗がん剤 ABT-737 などのリガンドが結合することで初めて開口するとされてい
るクリプティックサイトが存在する（図 2 上）。 
まず初めに、リガンドがないアポ状態においても、クリプティックサイトが開いている構造状

態が一部存在するのではという期待のもと、アポ状態における構造平衡を温度依存性解析や緩
和分散解析などの NMR 法により解析した。その結果、抗がん剤 ABT-737 などのリガンドが結合
することで初めて開口すると考えられていたクリプティックサイトが、実は非結合状態でも滞
在時間としては数％程度ではあるが、開いて
いる状態との交換にあることが明らかとな
った（図３）。 
また、リガンド非結合状態における温度依

存性解析を行うことで、クリプティックサイ
トの同定と同時に、クリプティックサイトと
構造的に連動するアロステリックサイトの
同定にも成功した。さらに、クリプティック
サイトの開閉と連動する領域に対して複数
の変異を導入し、開口に伴う化学シフト変化
を指標に解析をしたところ、クリプティック

図 2：Bcl-xL のクリプティックサイトと本研究の流れ 

図 3 リガンド非存在下での Bcl-xL 運動性 



サイトを開口状態に安定化するアロステリック変異体 F143W 変異体（以下 FW 変異体）を取得
することに成功した。FW 変異体はリガンド非結合
状態でクリプティックサイトが約 30％程度、開口
状態にあった（図４）。 
さらに FW 変異体について、クリプティックサ

イトに結合するペプチドに対する結合を解析した
ところ、親和性が約 2 倍に増大していた。さらに、
FW 変異体を用いることで、クリプティックサイト
に結合するリガンドのスクリーニングを効率化で
きることが明らかとなった。また、得られたヒット
ペプチドは、Bcl-xL のクリプティックサイトに結
合していた。 
以上の結果は動的構造解析に基づくクリプティ

ックサイトの同定・利用を行うことで、創薬標的と
なりうるタンパク質の数を増大させることが可能
であることを示しており、標的枯渇の問題を解消
する重要な知見である。以上の結果をまとめた原
著論文を執筆した(Mizukoshi et al, Sci. Adv. (2020))。 
  
 

図 4 クリプティックサイト 
安定化変異体の NMR 解析 
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