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研究成果の概要（和文）： 核磁気共鳴法の試料溶液としては100% 重水が測定しやすいが、溶媒置換の操作が不可避と
なり、貴重な試料を損失することがある。本研究では、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結合するリガンドを、精確に検出できる高感度な測定法の開発を行った。具体的には、飽和移
動差スペクトル法およびWater-LOGSY法をベースに、巨大な水シグナルを効率的に消去し、高感度化を目指した。本法
の特徴は、13C, 15Nなどの高価な安定同位体を使用せずに、1次元1Hスペクトルより、目的のリガンド分子を短時間で
検出できることにある。

研究成果の概要（英文）：In acquiring NMR spectra, it is easier to use samples containing 100% D2O on the 
point of setting parameters. However, loss of valuable samples is inevitable due to the solvent exchange 
process. In the present research, the novel method, which is suitable to detect ligand binding to a 
protein receptor in solution containing 95% H2O+5% D2O, was developed. The pulse scheme, which can 
effectively attenuate huge water signal, was incorporated in STD and Water-LOGSY experiments. An 
advantage of the present method is the sensitive detection of the binding ligand in acquiring 1D spectra 
without using expensive isotopes such as 13C and/or 15N.
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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、新規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、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、
NMR 以外のバイオアッセイ法を含め、多くの
研究者が手探り状態であるのが実情であっ
た。 
 
２．研究の目的 
 
 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、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
ガンドの部位を精確に特定できる高感度な
NMR 測定法の開発を目指す。ここ数年主流と
なっている STD法および Water-LOGSY 法が他
の方法と比較して、高親和性のリガンドに対
しても応用可能と報告されていることより、
これら 2種類の測定法をベースに高感度化・
高精度化の開発を行う。 

本研究では、既存の測定方法の短所を克服
すべく、高価な安定同位体を使用せず、1 次
元スペクトルにより標的レセプター分子と
親和性のあるリガンドを短時間で識別し、リ
ガンド分子中のどの部位が結合に関与する
かの情報を得ることを目的とする。既存の
NMR によるスクリーニングでは、レセプター
に結合するリガンドの検出は可能であるが
（上図のスペクトル）、結合に関与する部位
の特定はほとんど行われていない。上図に現

状と当申請課題での目標との関係を示す。 
 
３．研究の方法 
 
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－トリプトファンおよびリゾ
チーム－オリゴ糖を使用する。既存の測定法
では、これらのモデルシステムにおいて、レ
セプターに結合するリガンド分子全体の 1H
が観測されている。結合に関与する水素原子
のみを特異的に検出するためのパルスシー
ケンスの開発を行う。既存の測定では、最初
に水またはタンパク質を選択励起し、その磁
化をリガンドに移動させる。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。 
研究計画は、(a) Water-LOGSY および STD

法での高感度化の検討、(b) エレクトロスプ
レーイオン化質量分析法による複合体形成
の確認、(c) ≪Water-LOGSY および STD 法で
の水シグナルの消去方法の確立、(d) STD 法
での選択励起シーケンスおよび磁化移動方
法の検討、(e) 他の複合体への応用、の各項
目から構成されている。研究体制の概略を下
図に示す。 

 
４．研究成果 
 核磁気共鳴(NMR)法の試料溶液としては
100% D2O が測定しやすいが、溶媒置換の操
作が不可避となり、貴重な試料を損失するこ
ともある。本研究では、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、精確に特定できる高
感度な NMR 測定法の開発を行った。具体的
には、ここ数年主流となっている Saturation 
Transfer Difference (STD) 法 お よ び
Water-LOGSY 法をベースに、高感度化・高精
度化を目指してきた。本法の特徴は、13C, 15N
などの高価な安定同位体を使用せずに、1 次
元 1H スペクトルにより、リガンド分子中の
どの部位が標的レセプター分子との結合に
関与するかの情報を得ることにある。 

Water-LOGSY および STD 法での水シグナ
ルの消去方法の確立に関しては、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。下図に示すように、
WATERGATE W5シーケンスおよびZ-filterを
用いて、良好な結果が得られている。 
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