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の 2 つ の 制約か ら ， N 端 と C 端が細胞質側に ある こ と

も考 えると，実現可能な AQp1 の折 り畳 み は 細胞外か

ら見 て Fig．3 の 8 つ に な る．こ こ で ，こ の 8 つ の モ デ

ル の 中で どれが も っ と も実際の 立体構造と対応す るかを

検討するた め に ， い ろ い ろ な膜タ ン パ ク質 の 膜貫通 ヘ リ

ッ ク ス の す べ て の 残基 を valine で置 ぎ換えて AQPI の

電位図 に 最適化 して ，各膜貫通 ヘ リ ッ
ク ス の向きを予想

した ．α
一ヘ リ ッ ク ス で は 通常側鎖が N 端側へ 突き出る

の で ， 側鎖に 対応す る電位まで 考慮す る こ とに よ り， 向

きを決め る こ とが で きる．そ し て Fig．3 に 示 した モ デ

ル が電位図 に もっ とも よ く合 っ て い る こ とがわ か っ た ．

　 こ の か な り複雑な折 り畳み の もっ とも顕著な特徴は ，

LG の 位置 で あ ろ う．H3 か ら H4 を つ な くツ レ ーブが ，

分子を横切る よ うに 長 く横たわ る こ とに な る．実際，ア

ク ア ポーリ ン フ
ァ

ミ リーで最短の LG の 長さ は 16残基 と

予想され て お り，

17）こ の モ デ ル とよ く一致して い る．ま

た
，

こ の LG の 配置の た め に は ，
　 LE が最後に LC とぶ

つ か る よ うに 折 り畳 まれ ない とい けな い こ とは ，複雑な

折 り畳 み の 経路を示唆す る の か もしれない ．

お　 わ　 り　 に

　こ の よ うに ，まだ分解能は原子 モ デ ル を作成する に は

十分で は な い が ，電子線結 晶解析を用 い て AQP1 の 立

体構造を得た ．そ して ，そ の 構造か ら予想 され る水 チ ャ

ネ ル の 構造と機能の 関連 に つ い て ， 議論の 余地 の ある こ

とまで 含め て
， 得られた知見に つ い て ま とめ た ．現在，

よ り高い 分解能の 解析を進め て お り， そ の 結果 ， 上 の 議

論を確認す ると共 に 水分子 の 透過 の 詳細な分子機構がわ

か る と考えて い る．電子線結晶解析は ， 二 次元結晶さえ

で きれば，X 線結晶解析 と同様に原子 モ デ ル を 得る こ

とが で きる 手段 の ひ とつ として ほ ぼ確立 され つ つ あり，

膜タ ン パ ク質の よ うな三 次元結晶作成が困難な試料 へ の

応用が期待され る．

　本 AQPI に 関す る研 究は ，藤吉好 則教 授，　 Pr・ £ Peter　Agre と

Pro£　Andreas　Angelの 3 グル
ープの 共同研究の 結果で あ り，こ こ

で，こ の グル ープ に い た すべ て の 共同研究者に 厚 く感謝の 意を 表

します．また，本稿の 図の 作成 を 手伝 っ て くれた 廣 明洋 子さん と

大嶋篤典君に 感謝致 します，
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NMR に よる構造生物学 と創薬の 橋渡 し

廣　明　秀　
一

　近年 ， 医薬品の開発の戦略と して新し い 方法論が定着

した．（1）コ ン ビ ナ ト リ ア ル ・ケ ミス ト リーと ハ イ ス ル ー

プ
ッ

ト ・ス ク リ
ー

ニ ソ グ（HTS ）の組み合わ せ ， （2）論理

的薬物設計（rational 　design）の ア プ ロ
ー

チ ，（3）薬理 ゲ ノ

ム 学 ， の 3 つ で ある．三者に は ， い ずれも最先端 の 科学

・技術 の 利用 とい う思想が共通 し て い る ．た とえば，

（1）は リード化合物探索の 高速化 の た め に ロ ボ テ ィ ク ス

を利用する こ とで ある．また ，（2）は構造生物学 の 進歩

に よ り増加 し続ける タ ン パ ク 質の 立体構造情報を リード

創製 ・リード最適化 に 利用する た め の 方法論で ある．

（3）で は 創薬 の 標的となる新規の遺伝子を効率的に 探索

するた め に ，ゲ ノ ム 情報を利用す る．

　NMR ．（核磁気共鳴法） の 特徴は ，タ ン パ ク 質や核酸

の 立体構造を決定する た め に そ の 水溶液を測定す る こ と

で ある。こ の 特徴を活か して ， タ ン パ ク質の 構造決定の

み に とどまらず，タ ソ パ ク 質と低分子 リ ガ ソ ドの 相互作

用を解析する た め の 手法が い くつ も実用化され て い る．

こ うした 手法 は ，いずれもリード探索と論理 的薬物設計

の 両方の 段階 に適用可能で あ り， まさに rNMR に よ り

構造生物学 と創薬が橋渡 しされ る」 と言 っ て も過言 で は
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な い ．こ こ で は ，分子間相互作用 の 解析 に 特化 した

NMR ．の 手法を紹介する．

NMR に よ り得られる情報と立体構造決定の 現状

　NMR に よ りタ ン パ ク 質の 立体構造が最初に決定 され

た の は 1985年の こ とで ある．1）そ の 後わずか 十数年の う

ちに ，ハ
ード ・ソ フ ト両面で技術革新がな され，NMR

は立体構造決定 の 手段 と して 広 く認知される よ うに なっ

た．現時点で PDB に 登録され て い る 座標 の うち ，お よ

そ15％が NMR に よ るもの で ある．

　溶液中の NMR ．に よ り得られる主な情報は ，（1）化学

シ フ ト，（2）結合定数 （二面角）， （3）NOE （iH 間距離），

（4）緩和時間 （運動性），（5）水素結合，お よび （6）異方

性 （分子 の 磁場配向 パ ラ メ
ー

タ
ー
）で ある．こ れ らの情

報は
一
連の ス ペ ク トル デー

タ の 解析を進め る こ とに よ り

逐次蓄積される．Fig．1に NMR に よ る立体構造決定 の

流れを示 した ．最終的な 立体構造座標 に 至 る途中の 段階

で も，試料 の 性質を定性的に表すさまざ ま な情報が得ら

れる点が，X 線結晶構造解析とは 異な る とこ ろ で ある．

した が っ て他の 手法，とりわけ分子生物学や タ ソ パ ク質

工 学との 同時進行が可能で ，時間の 節約 と大きな成果が

期待で ぎる．また ， 測定する試料溶液中に 他の タ ン パ ク

質や リ ガ ン ドを添加す る こ とで 相互作用 の 情報が得 ら

れ ， しか も解離定数 （Kd）が mM オ
ー

ダ
ー

の 弱い相互作

用 も検出可能な こ とが NMR の 特徴 で あ る．

　タ ン パ ク質の複雑な NMR 信号を帰属 ・解析す るた

め に は，多核多次元 （2 〜4 次元）NMR の 測定が必要

なた め ，試料 は 目的と分子量 に応 じて
15N

，

13C ，2H で

安定同位体標識を行 う．霙用的な 目安と して は ，
50ア ミ

ノ 酸以上 で 15N 標識 ， 100ア ミ ノ 酸以上 で 15N ／t3C
二 重
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Fig．1．　 Schematic　dlagram　for　3D　structure 　determination　of

　　proteins　by　NMR ．　 Left　column 　shows 　a 　fiow　 of 　workg ．．

　　Right　column 　shows 　available 　information　by　NMR ．

標識，150ア ミ ノ 酸以上 で は さらに
2H （重水素）で の 三

重標識が必要 とな る，NMR ．で構造解析を行 うの に 必要

な試料 の 量 は ，約 1mM の 水溶液が 0．5ml で ある ．こ

れは分子量 2万 の タ ン パ ク質で 10mg に 相当 し，決 し

て少な い とは言えな い ．安定同位体標識 は高価なた め 、

コ ス ト低減は 重要な課題で ， 大腸菌や酵母など最少培地

で 生育可能な宿主一ベ ク タ ー系を利用 した高効率の タ ン

パ ク質発現系の 有無が，実験の 成否をわける．

　ま た ， NMR ．で は構造決定可能な タ ン パ ク 質の 分子量

に 上限がある．こ とに 巨大な タ ソ パ ク質分子 で は，感度

の 低下 と信 号 の 重 な りが深刻で ある前 者に つ い て は

WUthrich らが開発 し た TROSY 法に よ り，か つ て言わ

れ て い た 「分子量 2 万 の 壁」は と りは らわ れ つ つ ある．2）

後者に つ い て は ， イ ン テ イ ン に よる タ ン パ ク 質の 分子間

ス プ ラ イ シ ン グ反応を用 い た 区分標識法 の 応用が 期待さ

れ て い る．3＞それ で も現時点で構造決定が実用的 に 可能

な分子量 の 上 限は 4 万程度で ある，

分子間相互作用の観測と NMR ス ク リ
ーニ ン グ

　 NMR で得られ る情報の うち，化学 シ フ ト と緩和時間

は原子の 局所的な磁気的環境を反映 して お り，相互作用

の 有無やそれ に ともな うタ ソ パ ク 質の 構造変化に 敏感で

あ る．た と えば，主鎖 の 信号が帰属 されて い る 15N 標識

の タ ン パ ク質があれば，任意 の リガ ソ ドの 結合部位の残

基を容易に 同定で きる．すなわち，リガ ン ドを段階的に

添加 した試料 の
15N −1H 　2 次元 NMR を測定 し，各残基

の シ グ ナ ル の 移動や消失を追跡すれば よい ．滴定点を増

や せ ば飽和曲線か ら Kd 値を見積も る こ ともで きる．こ

の 方法を化学 シ フ ト摂動法 （chemical 　shift　perturbati・ n ）

とい う．タ ン パ ク質一リ ガ ン ド複合体 の 三 次元座標か ら

得られ る原予分解能の 情報量に は較べ るべ くもな い が，

そ うした構造解析 に は長い 時間が必要である．NMR 滴

定実験 の 利点は ，早期の 段階で情報が得 られ ， い くつ か

の 化合物の 比較や，温度 ・塩強度 ・pH な どの 条件検討

が容易で ある こ とで ある，

　SAR 　by　NMR 　　前述 の 化学 シ フ ト摂動法を拡 張 し

ラ ソ ダ ム ス ク リーニ ン グと組み合わ せ て ， よ り高い 結合

能を もつ リ
ードを設 計す る方法が提案され た ．Fesikら

に よ る Structure−Activity−Reiationship（SAR ）
−by−NMR

がそれ で ある．4）こ れ は ，標的 タ ソ パ ク 質に 2 つ の リ ガ

ン ド結合部位が ある場合に ， 主鎖 ア ミ ド基の NMR ．シ

グ ナ ル を指標に ，まず一一
方 の 結合部位の リガ ン ドを最適

化し ，
つ ぎに 第2 の 結合部位に つ い て も最適化する．最

終的に 二 者を適当な リン カーで つ な ぐこ とで ，相乗的 に

N 工工
一Eleotronio 　Library 　
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強 く結合する リ
ード化合物を設計す る とい う方法 で ある

（Fig．2）・

　A 缶 nity 　NMR 　　
一方，リ ガ ソ ドの み に着 目 し て ，

数種類の 低分子 リガ ン ドの 混合物溶液中か ら，標的 タ ン

パ ク質に結合する化合物だけ（また は しな い 化合物だけ）

を選択的に 観測する方法が あ り，AMnity 　NMR と 呼 ぽ

れ て い る．5）こ の 方法 で は10〜100 μM の 標的タ ソ パ ク質

と，お よそ 10倍濃度の リガ ソ ド （複数）の 混合溶液を測

定する．試料溶液中で タ ソ パ ク質と解離平衡状態に ある

リガ ン ドは ， 見か けの 分子量が増大する た め ， 並進の 拡

散速度定数とス ピ ン ース ピ ン 緩和時間 （T2）が共 に減少す

る ．そ こ で
， 拡散速度の ちが い を利用 した パ ル ス プ ロ グ

ラ ム で測定を行 うと，拡散の 遅い （すなわ ち標的タ ン パ

ク 質と相互作用 しな い ） リガ ソ ドの シ グナ ル を選択的に

観測す る こ とが で きる （Fig．3a）．　 DOSY （diffusion　 or −

dered　spectroscopy ）法は ，拡散速度を もう
一

方 の 軸 と し

た二 次元 NMR で あ り，6）AMnity 　NMR に 用い れば混合

物 の 解析が さらに容易に なる．逆に リ ガ ン ドの 見か けの

T2 緩和時間の 減少は ，　 ID −NMR 測定か らで もシ グナ ル

の 線幅の 増大に よ り容易に わ か る．そ の た め T2 緩和時

間の 減少を強調す る ような測定法を用 い て，標的 タ ン パ

ク 質と相互作用 して い な い 分子 の ス ペ ク トル の みを抽出

で き る （Fig．3c）・

　NMR ス ク リ
ー ニ ン グ　　SAR −by−NMR ．と AMnity

NMR は ， い ずれ もNMR を ス ク リ
ー

ニ ン グ装置 として

用い た もの で ある が ， NMR の 感度は決 して 高 くは な い

　 　 　 　 optimize 墨 　　oP1imize 旦岨 　　join⊥and 　Z

Fig．2．　Principlc　of 　structure −activity 　relationships （SAR ）by

　　NMR ．　 On 　the　basis　of 　chemical 　shift　changes ，　two 　weak

　　bind正ng 　sites 　are 　defined
，
　and 　the　ligands　to　those　sites　are

　　optimized ．　Finally，　a　suitable 　linker　is　designed 　to　join
　　the　two 　ligands

，
　yielding　much 　higher　aHinity ．

の で ，測定時間 の 長さは無視で きな い ，対象とな る リガ

ソ ドが しば しば水 に 溶解 しに くい こ と も実験の 妨げに な

る．NMR の高磁場化と ，
　 HPLC 装置に直結可能なキ ャ

ピ ラ リープ P 一ブや，従来 よ り10倍以上感度の 良い ク ラ

イ オ プ P 一ブ の 開発は ，こ れ らの 問題を
一部解決する こ

とが で きる．

trNOE 法一1丿ガ ン ドの結合コ ン フ ォ メ
ー

シ ョ ン決定

　NOE （Nuclear　Overhauscr　Effect）とは 空 間的 に 近接 し

た ス ピ ソ 同士 で 磁化 の エ ネ ル ギ ーが移動す る 現象で あ

り，お よそ 5A 以 内に ある
IH 核間で 観測される．磁化

移動の 効率は 1H 核間距離 の 6乗に 反比例する，した が

っ て NOE を解析する こ とで タ ン パ ク質の 立体構造 の 計

算に必要な距離 の 情報を収集で ぎる，

　さ て ，標的 タ ン パ ク 質 （10
〜100μM ）に 大過剰 （10〜

100倍）の 低分子 リガ ン ドが入 っ て い る試料 の 場合を 考

える．リガ ン ドは フ リーの状態で は磁化移動の効率が悪

く， 符号が 「正」 の微弱な NOE しか 観測され ない （Fig．

4a）．
一

方 ， リ ガ ソ ドが タ ン パ ク質に結合 して い る状態

で は ，効率 の 良 い 磁化移動 が 起 こ る（Fig．4b）．そ の 結

果，結合 と フ リー
の 平衡状態に ある試料で は，フ リーの

状態 の リガ ソ ドの 信号か ら符号が 「負」 の 強い NOE が

観測される （Fig．4c）．し か も， こ の とき観測 された リ

ガ ン ドの NOE の 強度は標的タ ソ パ ク質 に 結合 し た際の

コ ン フ ォ メ
ー

シ ョ ン を反映 して い る．こ の 方法を trans−

ferred　NOE （trNOE ）法 とい い ，生理活性物質 の 活性 コ

ン フ
ォ メ

ーシ
ョ

ン を決定 した例が数多 くある ノ）また ，

複数 の リ ガ ン ド分子が結合する タ ソ パ ク 質の 場合に は ，

リガ ン ド分子間 の NOE も観測 で ぎ る，8＞trNOE 法 で は

a

L ・

b）
↑

・・
PG ・E・・fil…

c）
↓… M ・

・，
・・・…

圜
▲

　　　　　　　　　
1H

（ppm ）

Fig．3，　 Principle　of 　a缶nity 　NMR ，　 A　schematic 　representa
−

　　tion 　of 　1DNMR 　spectrum 　ofamixture 　ofligands 　with 　the

　　target　protein（b），　 Using　apPropriate 飢ter　experiments ，

　　 e 三ther 　the 　ligand　signals 　interacting（a）or 　those　not 　inter−

　　 acting （c）to　the　protein　can 　be　extracted ・
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）a

ligand

　　　 c）observable 　NOEs

瞬
＼ ／

magnetization

transfer（NOE ）

Fig．4．　 Principle　 of 　 transferred 　 NOE （trNOE ）．　 Afree

　 ligand　of　small 　molecular 　weight 　only 　gives　a　weak ，　posト

　　tive　 NOE 　 sigllals （a）．　Under 　 equilibrium 　 condition ，
　　e伍 cient 　magnetization 　transfer　occurs 　during　a　perlod　of

　 bound−state （b＞，　which 　arises 　observable 　negative 　NOEs

　 between　the 　1三gand 　protons （c）．

タ ソ パ ク 質の シ グナ ル を解析する必要は ない た め ，標的

タ ソ パ ク 質の 分子量 の 上限が なく，また解析期間 も短い

とい う利点がある，リード化合物 の 活性 コ ン フ
ォ メ

ーシ

ョ
ン の 決定は ，論理的薬物設計や三 次元薬物搆造活性相

関（3D−QSAR）に お い て きわ め て有用である．

NMR に よ る水素結合の直接観測

　前述した よ うに ，NMR で は 共有結合を通じて 2 つ の

ス ピ ソ 間に ス カ ラーカ ッ プ リ ソ グが観察され ， 単
一
線の

信号が多重線に なる ．最近い くつ か の グル
ープ が，タ ン

パ ク質や核酸で 水素結合を通 じた ス カ ラ
ー

カ
ッ

プ リ ン グ

の 観測に 成功し，個 々 の 水素結合を直接同定する方法と

して 注目されて い る．核酸 の 塩基対間の NH …N タ イ プ

の 水素結合の 結合定数は ，2hJNN で は か な り大 き く

（6〜10Hz）， 対応す る 1hJNH で は比較的小さい （1〜3　Hz）

が，い ずれ も感度 よ く観測 で き る ． タ ン パ ク 質の

NH …OC
’
タ イ プ水素結合 で は ，3h

：「NC
・と 2hJNC ・は さらに

小 さ い （それ ぞれ 0，2〜0、9Hz と 0．4〜0．6Hz ）た め ，

核酸に較べ る と感度は か なり低い ．最近 ， 白川らは低分

子量 G タ ソ パ ク 質 Ras−GTP 複合体 の ，　 GTP の リ ン 酸

基とそれを認識 して い る タ ソ パ ク 質主鎖ア ミ ド基 との 間

で ， NH …OP 水 素結合 に おけ る
3hJNP

と
2hJHP

を感度 よ

く観測す る こ とに 成功 した ，9＞こ れは タ ソ パ ク 質一リガ ソ

ド間の 分子間水索結合の 例である とい うこ とと，リ ン 酸

基を分子認識する水素結合の直接観測とい う二 点で意義

深い ．水索結合が分子認識に お い て果た す寄与は い うま

で もな く，そ の 評価は論理的薬物設計 に お い て も重要 で

ある．今後の 創薬へ の 応用が期待され る．

お　 わ　 り　 に

　こ こ で 紹介した よ うに ，
NMR は 標的タ ソ パ ク 質の 性

質や創薬研究 の さまざまな段階に応 じて，ア ミ ノ 酸残基

レ ベ ル の 相互作用情報か ら原子 レ ベ ル の 立体構造情報ま

で ，種 々 の 情報を得る こ とが で きる．NMR の 構造生物

学の 最大 の 特徴は そ の 柔軟性で あ り，
x 線 ・分子モ デ

リ ン グなど他 の 構造生物学的手法や，分子生物学 ・生化

学 ・タ ソ パ ク 質工学的手法 と組み合わ せ る こ とで，創薬

を効率化する こ とが期待で きる．ゲ ノ ム プ ロ ジ ェ ク トの

完成を控え ， 構造 ゲ ノ ム 学 ， 機能ゲ ノ ム 学 ， プ ロ テ オ ミ

ク ス と い っ た 新 し い パ ラ ダ イ ム が登場す る な か で ，

NMR が果たす役割は大きい と信 じて い る，
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