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研究成果の概要（和文）：中性子結晶回折法を用いて、リガンドの存在下・非存在下における

創薬標的タンパク質の立体構造解析を行った。その結果、創薬標的タンパク質と低分子リガン

ドの相互作用に深く関与する水素原子を含む立体構造的な相補性、およびリガンド結合に伴っ

て排除される水和水や無機イオンの構造的な特徴を得ることができた。これらの知見はより親

和性の高い医薬品候補分子の設計に重要な知見を与える。 

 

研究成果の概要（英文）：Tertiary structures including hydrogen and hydration structural 

information for the liganded and unliganded forms of a drug target protein were determined 

using neutron diffraction.  Structural compatibilities between the drug-target protein 

and potent ligand, and the information for ionization state of catalytic residues and 

the hydration structure were clarified.  This structural information is important to 

design potent inhibitors as drug candidates.  
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１．研究開始当初の背景 

中性子を用いたタンパク質の立体構造解

析により、これまで観測が難しかったタンパ

ク質の水素原子の存在と位置を正確に求め

ることができる。しかし中性子ビームの強度

が低いことから、実際の解析には大型の結晶

試料が必要であり、利用にも多くの制限があ

った。近年実現された中性子と X 線回折デー

タの同時利用（N-X 立体構造解析）や、完全

重水素化試料の利用、さらには茨城県東海村

の日本原子力研究開発機構施設内に建設さ

れた大強度陽子加速器施設(J-PARC)の稼動

によって、中性子利用に伴う困難は徐々に克

服されつつあり、中性子ビームを利用する研

究課題設定が可能となった。 

 

２．研究の目的 

創薬標的タンパク質と低分子リガンドと

の相互作用においては、分子間の相補性（van 

der Waals 接触や静電相互作用）とともに、
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タンパク質へのリガンド結合に伴う脱水和

や無機イオンの脱離に伴うエントロピーの

変化が大きく寄与している。創薬標的タンパ

ク質低分子リガンドの相互作用の相補性や

の水和状態の変化を、中性子を用いた結晶回

折法によって詳しく解析し、さらにリガンド

結合に伴う熱力学的変化に関する知見を加

えることにより、分子間相互作用を総合的に

評価する。 

本研究による分子間相互作用に関する原

理原則の解明によって、合理的な薬物設計の

基盤となる知見を取得することを目的とす

る。 

 

３．研究の方法 

中性子による全原子構造解析の対象とし

て、ガン治療の標的となる Ser/Thr キナーゼ

や薬剤耐性ヒト免疫不全ウイルス由来プロ

テアーゼなどを遺伝子組換え法によって発

現・調製し、大型の結晶を得る。そして、そ

れぞれの中性子構造解析をリガンドあり(複

合体)・なし（水和状態）で行うことによっ

て、創薬標的タンパク質－低分子リガンド相

互作用を決定する。さらに滴定型熱量計や表

面プラズモン共鳴分析等の熱力学的手法を

使って、低分子結合時の熱力学変化の解析を

行い、既に中性子解析によって得た全原子構

造からの知見を加え、創薬標的タンパク質に

結合する有機低分子との相互作用を総合的

に理解する。 

 

４．研究成果 

(1)創薬標的タンパク質の中性子解析を実現

するための、タンパク質物性の改良 

解析対象となる創薬標的タンパク質に必

要最小限のアミノ酸置換を導入することに

よって中性子構造解析に適した結晶試料の

作製を試みた。その一つはタンパク質ブッセ

員改良である。長期間の結晶化実験において

試料の化学的な安定性を高めるため、化学的

に不安定な配列の除去を行った。この試料を

用いることにより、解析対象となるタンパク

質結晶の回折分解能の向上に成功した。 

 また、結晶化条件において複数の結晶型を

与える創薬標的タンパク質において、結晶内

の分子接触部位に関わっているアミノ酸へ

変異を導入することにより、中性子解析に有

利な結晶格子体積の小さい結晶系への誘導

を実現した。 

これらの手法によって得たタンパク質試

料の結晶大型化を行うため、大型結晶を得る

ことに特化した結晶化条件の検討を行った。

その結果、大型結晶の作製には、比較的高い

タンパク質濃度での結晶化が有効であり、沈

殿剤濃度を低く保つとともに結晶核形成の

抑制効果を持つ添加剤の利用が効果的であ

ることがわかった。ここで得た知見を用いて、

さらに効果的なスクリーニング系の構築を

実施したい。 

 

(2) 結晶試料冷却条件の検討 

試料冷却による結晶内分子の温度因子を

低下させることにより、高い分解能の中性子

回折データの取得が可能となる。そこで、高

分解能中性子回折データの取得を目指して、

大型結晶（体積＞1mm

3

）を再現性良く冷却す

る条件（試料冷却方法や添加剤）を検討した。

検討の結果、今回用いた大型結晶試料は得ら

れた条件でフラッシュ冷却法による冷却が

可能であった。 

 

(3) 創薬標的タンパク質と阻害剤複合体の

中性子構造解析 

こうして取得した創薬標的タンパク質の

阻害剤複合体の大型結晶を用いて、Ｘ線およ

び中性子回折データを取得した。解析対象と

したのは、膵臓エラスターゼとβラクタマー

ゼである。その結果、創薬標的タンパク質の

触媒基が活性部位という特殊な環境下で異

常な解離状態（異常 pKa）を示すことや、活

性部位において水和水と同定されていた一

部の水分子が、無機イオンや水酸化物イオン

（OH-）として存在している可能性があるこ

とがわかった。現在、結合する分子種を同定

するため、より分解能の高い精密な解析を目

指している。 

 

(4) 創薬標的タンパク質と阻害剤の相互作

用解析 

構造的な知見の取得だけでなく、創薬標的

タンパク質と阻害剤の相互作用を速度論的

（表面プラズモン共鳴法）および熱力学的な

手法（等温滴定型カロリメトリー）で解析し

た。化学合成された阻害剤の一部は、極めて

高い親和性を示したので、触媒残基や基質結

合部位に変異導入が生じた薬剤耐性変異型

タンパク質を用いたり、別途、低親和性のリ

ガンドを競合させることによって、リガンド

の親和性を正確に評価した。 

以上の結果から、リガンド結合部位におい

ては、立体構造的な相補性だけでなく、リガ

ンド結合部位における水和水や無機イオン

の解離に伴うエントロピーの増大がリガン

ドの親和性に大きく影響を及ぼすことがわ

かった。中性子解析で明らかになる水和水や

無機イオンの特徴は、このエントロピー効果

を推定する重要な手がかりになると思われ

る。 
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