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研究成果の概要（和文）：核磁気共鳴(NMR)法によるタンパク質－リガンド複合体の分子間相互
作用の検出方法の開発を行った。従来は、重水溶媒(100% D2O)での測定例が多かったが、試料
調製の効率化の観点から軽水溶液(95% H2O+5% D2O)での試料溶液に対して、容易に測定できる
手法の開発を行った。また、汎用性と実践面を考慮し、水シグナル近傍のリガンドシグナルの
検出も可能となる、要請度が高いと思われる測定方法の開発に取り組んできた。 
 
研究成果の概要（英文）： Various new methods to detect interactions of the protein-ligand 
complex have been developed.  Although sample solutions containing 100% D2O were 
generally used in the previous studies, new methods, which can handle 95%H2O and 5% 
D2O, were required on the point of easy sample preparation with avoiding sample loss.  
Effective and sensitive detection of ligand signals, resonating close to water, was also 
performed in this research project.  These methods are expected to be useful in the 
chemical and pharmaceutical fields. 
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１．研究開始当初の背景 
（１）医薬品の開発過程において有効なス

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簡便、廉
価な方法が望まれていた。当時、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、新規なスクリーニング法として注目
され始めた。 
（２）当初は、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
する手法が代表的なものであった。この方法
では 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
かることや測定可能なタンパク質の分子量
に制限があることが短所として挙げられて
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いた。 
その後、Saturation Transfer Difference 

(STD) 法 や water-ligand observed via 
gradient spectroscopy (WaterLOGSY) 法な
どが考案された。STD 法では、試料溶液が
100％ D2O での測定結果が論文に示されて
いたが、試料調製の観点からは、タンパク質
の場合、溶媒交換の操作により貴重なタンパ
ク質を損失することが多々あり、また、低分
子化合物において一般的に用いられる凍結
乾燥法では、溶解時にタンパク質が凝集を起
こすことがあり、元のスペクトルパターンを
示さないことがある。 

WaterLOGSY 法は元来、軽水溶液(95% 
H2O+5% D2O)での測定方法として考案され
た手法であるが、水近傍のリガンドシグナル
を検出するには不十分な測定法であった。こ
れらの点を考慮すると、溶媒交換を必要とす
ず、水近傍のリガンドシグナルを検出できる
手法の開発が望まれていた。 

 
２．研究の目的 
 （１）現在までに考案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、レセプ
ターであるタンパク質と結合するリガンド
を選択的・高感度に検出できる測定方法の開
発を目的とした。 
 （２）水シグナル近傍のリガンドシグナル
の検出が可能なパルスシーケンスの開発も
目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）モデルシステムとして使用した複合

体 
リガンド－レセプター複合体のモデルシ

ステムとして、卵白リゾチーム－グルコース
およびヒト血清アルブミン-トリプトファン
を使用した。卵白リゾチームおよびヒト血清
アルブミンは、共に市販品であり入手可能で
ある。オリゴ糖としては、3 糖であるマルト
トリオースおよびその誘導体である 1,6-ア
ンヒドロ糖を使用した。 
モデル化合物として実際に使用したタン

パク質関連の試料溶液は以下の 3種類である。 
① 50 mM グルコース＋0.4 mM リゾチー

ム （10 mM リン酸緩衝液 pH7.5） 
② 2.0 mM トリプトファン＋0.1 mM ヒト

血清アルブミン 
③ 2.0 mM トリプトファン＋0.1 mM ヒト

血清アルブミン＋2.0 mM グルコース 
 

使用した NMR は、Varian Inova-500 (1H 観
測周波数：500 MHz)である。 
 
（２）NMR パルスシーケンス 
NMR 測定法として、STD 法および Water- 

LOGSY 法の２種類が、高親和性のリガンドに
対しても適用可能との報告があったため、本
研究では STD 法をベースに高感度化・高精度
化を目指した。 
 

 

４．研究成果 
（１）Water-LOGSY および STD 法パルス

シーケンス 
ここ数年主流となっている STD 法および

Water-LOGSY 法をベースに高感度化・高精度
化の開発を行った。申請者らがこれまでに
開発を行ってきた Water-LOGSY および 
STD 法のパルスシーケンスを図 1 に示す。 

Water-LOGSY 法 ( 図 1 (A)) で は 、
WATERGATE W5 シーケンスを用いて、水シ
グナルを選択的に励起せずに残し、この選択
的に残った水シグナルを利用して、水⇒レセ
プター⇒リガンドへの磁化を移動させて、リ
ガンドシグナルの選択的検出を行った。 
 
（２）水シグナルの消去方法の確立 
水シグナル近傍のリガンドシグナルを検

出するため、巨大な水シグナルを効率的に
消去するパルステクニックを開発し、実際
のパルスシーケンスに取り入れた。検討の
結果、Z-filter を 2 回繰り返したところ、良

図 1．(A) Water-LOGSY, (B) STD パルス
シ ー ケ ン ス （ Anal. Sci. 2010, 26, 
1107-1110） 

図 2．Pre-saturation および Z-filter を用い
た水シグナル(4.75ppm)の消去。試料は卵
白リゾチーム－グルコース複合体。 



好な結果が得られた(図 2)。 
 

（３）リガンドシグナルの選択的検出 
① リゾチーム＋グルコース複合体への

応用 
 図 3にリゾチーム＋グルコース複合体にお
けるリガンド（グルコース）シグナルの検出
結果を示す。preset-WET-Z-filter 法を取り
入れた STD パルスシーケンスにおいて、効
果的に水シグナルの消去が可能になった。 
 

② ヒト血清アルブミン-トリプトファン
複合体への応用 

 図 4にヒト血清アルブミン＋トリプトファ
ン複合体におけるリガンド（トリプトファ
ン）シグナルの検出結果を示す。(b)は通常
の 1H スペクトルであり、巨大な水シグナルが

線幅の細いシグナルとして観測され、水シグ
ナルの近傍にあるグルコースの 1位のシグナ
ルも鮮明に観測されている。 
 
（４）総括 
 3 年間の研究期間を通して、水シグナルの
効率的な消去方法の開発を行い、そのパルス
テクニックを WaterLOGSY 法および STD 法に
取り入れて、リガンドシグナルの選択的検出
を可能にした。ヒト血清アルブミン-トリプ
トファン複合体においては、結合に関与しな
いグルコース存在下であっても、リガンドで
あるトリプトファンの選択的検出を行った。
他の実践的な複合体への応用を試み、本法の
有用性を実証していきたい。 
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