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研究成果の概要（和文）：本研究は、フラグメントスクリーニングにおいて、物理化学的な解析を行い、創薬の候補と
なりうるヒット化合物の選別とその親和性向上において有効な技術開発を行うことを目標とした。スクリーニングより
得られた低分子化合物について、ITCやDSCによる熱量解析を行い、特異的な結合を示す化合物の選別(ヒットバリデー
ション)よりヒット化合物を得た。これらヒット化合物と蛋白質との複合体構造解析や分子モデリング解析結果を、熱
量解析と共に議論することにより、１つの蛋白質に対してnMオーダーレベルのリガンドを創出することに成功した。こ
のことから、本アプローチは新規の合理的設計戦略として有効な指針となると考えられる。

研究成果の概要（英文）：We studied fragment-based drug discovery based on the biophysical methods, 
including isothermal titration calorimetry (ITC), surface plasmon resonance (SPR), and differential 
scanning calorimetry (DSC). The hit compounds bound specifically to target proteins; the interactions 
between compounds and the targets were validated using these biophysical measurements and the binding 
mechanisms have been characterized thermodynamically. We carried out X-ray crystallographic analyses and 
in silico docking simulation to discuss the thermodynamics of the interactions. The crystal structure and 
docking simulation supported thermodynamic data. Moreover, one hit compound was optimized to bind 
strongly to the target protein, of which dissociation constant showed sub-micro molar. This research 
provides a novel rational strategy to obtain the true-hit compounds through screening small molecule 
compounds.

研究分野：蛋白質工学、生命物理化学
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１．研究開始当初の背景 
創薬開発において、標的とする蛋白質の機能
を制御するリガンドを如何にして高い親和
性と高い特異性をもって作り上げるかが重
要である。本研究では、分子量 200程度のフ
ラグメント化合物と呼ばれる比較的分子サ
イズの小さい化合物群（フラグメントライブ
ラリー）からリガンドを設計していくアプロ
ーチを取り入れた（フラグメントスクリーニ
ング）。このライブラリーは、従来用いられ
てきたハイスループットスクリーニングに
おけるライブラリーよりも、低分子サイズ、
高水溶性を有する化合物が多い。そのため標
的蛋白質に対して、結合活性は弱いが効率よ
く結合している化合物を見つけ出し、リガン
ド設計におけるヒット化合物として採用す
る確率を大幅に上げることができると期待
されている。 
 このフラグメントスクリーニングにおい
てキーポイントとなるのが、いかにして標的
蛋白質と特異的に結合しているフラグメン
ト化合物を選び出すか（ヒットバリデーショ
ン）である。そのためには蛋白質とフラグメ
ント化合物間の分子レベルでの相互作用情
報が必要不可欠である。したがって、ヒット
バリーデションにおいては化学的観点から
論理的な選別を行わなければならず、蛋白質
と化合物それぞれの物性を考慮した上での
分子間相互作用に関する基礎的な解析とそ
の蓄積が重要となる。 
 
２．研究の目的 
本研究では、創薬スクリーニングにおいて
等温滴定型カロリメーター（ITC）と示唆走
査型カロリメーター（DSC）を用いた熱量測
定を基に物理化学的な解析を実行すること
により、フラグメントライブラリーから高親
和性リガンドを設計する技術の開発と、その
合理的設計戦略を提案することを目標とす
る。 
 
３．研究の方法 
戦術として注目する手法が“カロリメトリ
ック”な手法である。分子間の結合が起きる際、
微量ながら結合に伴う熱量変化が生じる。こ
れは分子間の相互作用エネルギーや分子の
構造変化に伴うエネルギーに由来する。これ
らの微弱な熱量変化を高感度に検出するこ
とができる分析装置として、ITCと DSCがあ
る。これらの装置は分子間の相互作用や分子
の熱安定性に関する熱量変化を検出するこ
とができるため、熱力学的な定量解析が可能
である。 
標的とする蛋白質は、酵素（CapF、ERK2、

DJ-1）と蛋白質－蛋白質間相互作用 PPI
（Tob1-CNOT7, S100-effector protein）とし、
低分子化合物の結合・阻害活性と熱量解析結
果の相関性に関する基盤データを集積する
ことにより、特異的な結合・阻害を示す化合
物の選別(ヒットバリデーション)を行う。続

いてヒット化合物に対してその複合体の構
造解析を実行することにより、分子モデリン
グを用いた高結合活性を示すと考えられる
化合物探索を行い、熱量データとの関連性に
フィードバックさせ、物理化学的観点を基に
したヒット化合物探索の戦略指針を確立さ
せる。これらのアプローチを基盤に、親和性
向上へ向けた化合物の設計・合成を試み、nM
オーダーレベルのリガンド創出を試みる。 
 
４．研究成果 
スクリーニングより得られた低分子化合物
について、ITCやDSCによる熱量測定を行い、
特異的な結合を示す化合物の選別(ヒットバ
リデーション)より、CapF、ERK2、DJ-1に対
するヒット化合物を得た。これらヒット化合
物と蛋白質との複合体構造解析や分子モデ
リング解析結果を、熱量解析と共に議論する
ことにより、１つの蛋白質に対して nMオー
ダーレベルのリガンドを創出することに成
功した。また PPIに対する阻害剤探索におい
ても、Tob1や S100蛋白質に対してフラグメ
ント化合物にて阻害活性を示すヒットを得
ることに成功した。このことから、低分子薬
剤探索における熱量測定を基点とした物理
化学的アプローチは、新規の合理的設計戦略
としての有効な手法の１つになると考えら
れる。 
 
（１）ITCや DSCがヒットバリデーションに
おいて有効に活用できることが示された 
黄色ブドウ球菌に対する新規抗菌剤開発
を目指して、CapF特異的に結合し酵素反応を
阻害する低分子化合物を取得するために、東
大創薬機構 DDI のフラグメントライブラリ
ーを用いることとした。1 次スクリーニング
として、CapFに結合する低分子化合物を SPR
より選抜した。さらに低分子化合物の特異性
を、ITC を用いて熱量変化より選抜すること
により、１つのヒット化合物 3-isopropenyl 
Tropoloneを取得した（KD=13 μM）。得られた
共結晶構造解析より、ヒット化合物は CapF
内部の亜鉛イオンにキレートし、近辺の
cavity に構造相補性をもって相互作用してい
る結合様式が観察された。さらに ITC解析で
は、亜鉛イオンのみでは発熱しないこと、
Tropolone 骨格で異なる官能基に対して結合
親和性が有意に低下することが示され、
3-isopropenyl Tropoloneが CapFの金属イオン
とその cavityに対して特異的に結合しその相
互作用は発熱反応であることが明らかとな
った。このヒット化合物は、CapE と共に反
応する単糖のエピマー化を阻害することも
HPLC 解析の結果から示された  [Sci. Rep. 
2015 5, 15337.]。 
抗がん剤もしくはがん解析のためのツー
ルとしての低分子薬剤開発を目指して、DJ-1
を阻害剤する低分子化合物の探索を行った。 
SPRを用いたフラグメントスクリーニングに
よって、DJ-1結合化合物を取得した。二次ス



クリーニングとして、ITC、結晶構造解析に
より詳細な結合様式を検証した。ITCの結果、
発熱反応を示す親和性KD=2.5 μMの結合が観
察された。この値は分子量の小さなフラグメ
ント化合物の示す親和性としては非常に強
いものであった。結晶構造解析から、化合物
は DJ-1 の Cys と共有結合を形成しているこ
とが明らかとなった。またこのヒット化合物
は DJ-1 のグリオキシラーゼ活性阻害も示し
た（IC50=12 μM）。 
抗がん剤開発のモデル蛋白質として細胞
増殖シグナルに関わる MAPk の一種
Extracellular-regulated kinase 2 (ERK2) を用い
てフラグメントスクリーニングを行った。こ
こでは、SPR によるスクリーニング以外に、
弱い相互作用の検出にも有効な NMR の特色
に着目し、19F NMRスクリーニングも行った。
更に ITCでの熱量解析を行い、それらの結果
に基づき、蛋白質結合における特徴について
分類を行ったところ、SPR、NMRと ITCでは
異なる結合様式を有する化合物が選抜され
ることが明らかになった。 
 
（２）nM オーダーレベルのリガンドを創出
することに成功した。  

DJ-1 のヒット化合物構造を基本骨格とし
て、DJ-1に対してより親和性が高くグリオキ
シラーゼ活性を強く阻害する化合物の探索
をおこなった。構造情報に基づいた変異体解
析、類縁体解析により、ヒット化合物のいず
れの原子が重要であるかを解析し、2 つの部
位に絞って付加を進めることを決定した。2
つの部位それぞれに関して、構造情報に基づ
いて付加した類縁体を購入し、示差走査型蛍
光測定 DSF（CFX96装置/Bio-Rad）、ITCによ
り親和性を測定したところ、2 つの部位それ
ぞれについて親和性を向上させる類縁体が
得られた。また親和性の向上に伴い DJ-1のグ
リオキシラーゼ活性阻害能も向上した。これ
らのアプローチより、サブ nMオーダーの阻
害能を示す化合物の取得に成功した。 
 
（３）熱量解析から蛋白質－蛋白質間相互作
用 PPIを阻害するフラグメント化合物の取得
にも成功した 
低分子化合物と蛋白質間の相互作用に関
する熱量変化に基づく化学的知見を網羅的
に集積するため、PPI阻害剤の探索も行った。 
mRNA の品質管理における疾患に関連する
PPI の阻害剤探索として、Tob1-CNOT7 をモ
デルにフラグメントスクリーニングを行っ
た。SPR にて Tob1 に結合するフラグメント
を選出した後、CNOT7 との競合アッセイを
行い、μM オーダーのフラグメント化合物の
取得に成功した[Protein Cell 2015 6, 924-928.]。 
乳がんや皮膚がんなどに高発現すること
が報告されている S100 を標的蛋白質とし、
そのエフェクター蛋白質との PPIを阻害する
フラグメント化合物の探索を行った。蛍光偏
光解消法(FP)を用いてスクリーニングを行い、

続く濃度依存性の評価による偽陽性化合物
を排除した。さらにこの化合物群に対し SPR
を用いた競合阻害アッセイにより特異性評
価を行い、ITC測定より S100A4と結合比 2:1
で相互作用する化合物の取得に成功した
（KD=11 μM）。DSC測定からヒット化合物は
S100 のパッキングを強める形で相互作用し
ていることが示唆された。さらに in silicoで
のドッキングシミュレーションから、結合部
位が S100 のダイマー界面に存在することが
予測され、DSC測定の結果を支持するもので
あった。 
このように、フラグメント化合物を用いて
熱量解析から特異的な阻害剤を取得する本
アプローチは、酵素阻害開発に限らず、蛋白
質間相互作用の阻害にも有用であることが
示された。今後多彩な蛋白質群への応用が期
待される。 
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活用 
よこはまNMR研究会第 53回ワークショップ 
2015 年 9 月 16 日, 理化学研究所横浜事業所 
(神奈川県 横浜市） 
 
⑩長門石曉 
Biacoreで蛋白質間相互作用PPI阻害剤を探索
する 
GE Life Sciences Day 2015 
2015 年 7 月 24 日, パシフィコ横浜（神奈川
県 横浜市） 
GE Life Sciences Day 2015 ポスター賞 
 
⑪長門石曉、中納 広一郎、宮房 孝光、
Caaveiro Jose、津本浩平 
Staphylococcus aureus莢膜合成酵素 CapFと低
分子化合物の物理化学的な相互作用解析 
第 42回構造活性相関シンポジウム 
2014年 11月 13日-14日,くまもと森都心プラ
ザ（熊本県 熊本市） 
優秀講演賞 SAR Presentation Award 受賞 
 
⑫松長 遼、長門石曉、津本浩平 
還元環境に応答して重合する蛋白質 Protein 
shackleの開発 
第 8回バイオ関連化学シンポジウム 
2014 年 9 月 11 日-13 日, 岡山大学 津島キャ
ンパス（岡山県 岡山市） 
部会講演賞 受賞 
 
⑬工藤 翔太 
高機能性抗体の設計に向けた抗 P-cadherin抗
体の物性、構造解析 
第１２回次世代を担う若手のためのフィジ
カル・ファーマフォーラム 
2014年 7月 14日-15日,箱根高原ホテル(神奈
川 足柄下郡） 
若手研究者奨励賞 受賞 
 
⑭Jose M.M. Caaveiro 
Thermodynamic tools in the early stages of Drug 
Discovery 
4th Asia-Pacific Protein Association 
2014/5/17～5/20, ICC Jeju, Korea 
 
⑮長門石曉、津本浩平 
生命分子相互作用解析：ITC と SPR 
日本薬学会第 134年会 
2014年 3月 27日-30日,くまもと県民交流会
館パレアホール(熊本県 熊本市)  
 
⑯木吉 真人、三浦恵理、長門石曉、Jose M. M. 
Caaveiro M.M、中木戸誠、曽我真司、白井
宏樹、河畑茂樹、中村春木、津本浩平 
親和性向上を目指した抗インターフェロン γ
レセプター抗体の合理的改変 
第 86回日本生化学会大会 



2013年 9月 11日-13日, パシフィコ横浜（神
奈川県 横浜市）  
鈴木紘一メモリアル賞 受賞 
 
⑰工藤 翔太、Jose M. M. Caaveiro、長門石曉、
浜窪隆雄、児玉龍彦、松浦正、須藤幸夫、津
本浩平 
細胞接着蛋白質 P-cadherin の同種親和的二量
体形成機構の解明 
第 86回日本生化学会大会 
2013年 9月 11日-13日, パシフィコ横浜 (神
奈川県 横浜市） 
鈴木紘一メモリアル賞 受賞 
 
⑱長門石曉、津本浩平 
分子間相互作用をミクロに捕らえる 表面プ
ラズモン共鳴法と熱測定の活用 
第 17回コロイド・界面フォーラム  
2013年 7月 18日, KKR江の島ニュー向洋(神
奈川県 藤沢市） 
 
⑲田中耕路、Jose M. M. Caaveiro,  津本浩平 
Actinoporin, FraC は二つの異なる基質－脂質
と糖鎖を一つのポケットで認識する 
第 60回トキシンシンポジウム 
2013年 7月 17日-19日, 楓香荘(兵庫県 宍粟
市) 
若手奨励賞 受賞 
 
〔図書〕（計 13件） 
①長門石 曉、楠﨑佑子、津本浩平 
「結合熱力学プロファイリングによる創薬」
ファルマシア 51巻 12号 (日本薬学会) 
2015年 
 
②長門石曉、津本浩平 
化合物の“質”を評価する新しいスクリーニン
グ系 
実験医学 研究成果を薬につなげるアカデ
ミア創薬の戦略と実例 (羊土社) 2014年 
 
③長門石曉、津本浩平 
物理化学的スクリーニング技術による創薬
戦略と展望 
技術レポート２０２３ (日本能率協会総合研
究所) 2013年 
 
〔産業財産権〕 
○出願状況（計 0件） 
該当なし 
 
○取得状況（計 0件） 
該当なし 
 
〔その他〕 
ホームページ等 
http://park.itc.u-tokyo.ac.jp/phys-biochem/ 
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