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We have recently established a Pharamaceutical Innovation Value Chain in collaboration with the SOSHO project
(http://www.so-sho.jp) and BioGrid Project (http://www.biogrid.jp/) to accelerate new drug development. The
SOSHO project provides novel crystallization technology with laser-irradiation and stirring growth methods, and the
BioGrid Project is developing the software necessary for the in silico screening of promising drugs and the simulation of
biological responses to proteins. In this paper, we report the recent research work on the crystallization of membrane
proteins and the development of a method for in silico drug discovery.
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1. はじめに

20 世紀における科学の 3 大発見の 1 つにペニシ

リンの発見がある．本格的な医薬品の開発はこれを

機に始まったと言われ，今では分子設計の手法も確

立され，これを加速するためのコンビナトリアルケ

ミストリー（CC）や，ロボティックスシステムを

駆使したハイスループットスクリーニング（HTS）

といった革新的技術も開発されている．一方，IT

技術を駆使して，バイオインフォマティックスによ

る新規ターゲットタンパク質の特定，リード化合物

の創製や最適化を行い，研究開発のための費用の圧
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縮と期間短縮が試みられている．また，わが国でも

たんぱく 3000 プロジェクトなどにより，ヒトやマ

ウスも含めた疾患関連及び病因となるタンパク質の

立体構造が次々と明らかとなっており，標的病因タ

ンパク質の 3 次元立体構造に基づいた，より高効率

な薬物設計手法である Structure-Based Drug Design

(SBDD）の手法開発が重要性を増している．しか

し，製薬会社における薬品開発では，標的タンパク

質のうち約半分は GPCR などの膜タンパク質であ

り，その結晶化は容易ではなく，SBDD を実施す

ることができない場合が多いことが知られている．

われわれは，立体構造を基にした医薬品の開発を

加速するため，大阪大学工学研究科を中心に「創晶

プロジェクト」（http://www.so-sho.jp/）を立ち上

げ，レーザー照射や溶液かく拌の技術を導入した革

命的な結晶化手法の開発を行い，水溶性タンパク質

を中心に，その結晶化にフェムト秒レーザーの照射

が結晶化の確率向上と時間短縮に効果があり，溶液

のかく拌が高品質化に効果があることを示した．こ

れが，常にサンプルの安定性が問題となっている膜

タンパク質の結晶化に特に有効であることが最近判

明し，いくつかの成功例が挙がってきた．一方，

NPO 法人関西バイオグリッドを中心として，量子

力学計算を取り入れた，オリジナリティーの高い，

新しい計算方法で，酵素の活性部位に結合し得る有

機低分子化合物をスクリーニングする方法が開発さ

れている（http://www.biogrid.jp/npo/）．最近これ

ら 2 つのグループを中心に異分野で連携して創薬研

究を推進する「創薬バリューチェイン」を構築した．

これには，化合物空間という，新たな阻害剤のイン

シリコ探索法を開発している研究者，製薬企業で豊

富に経験を積んだ大学機関の研究者，さらには，長

年複素環化合物の新規合成法の開拓を行ってきた研

究グループも参加し，市販品を使った探索から，薬

効評価，複合体の X 線構造解析，化合物の最適

化，インシリコ ADME の計算を駆使した毒性や代

謝評価など，薬剤候補化合物の設計提案が可能な一

連の研究グループも参加している．ここでは，創薬

バリューチェインの中で結晶化及び構造解析を担当

している創晶プロジェクトの技術を中心に，実際に

結晶構造を解析し，インシリコでの阻害剤候補化合

物の探索を行った実際例を紹介する．

2. 創晶プロジェクト

インシリコ創薬における阻害剤候補化合物の探索

だけでなく，サブ mM オーダーで効果のある化合物

からの SBDD を展開する際に，酵素の Native 及び

阻害剤との複合体の構造情報があれば，圧倒的に薬

剤開発が速く進む．したがって，NMR や X 線構造

解析などの技術はインシリコ創薬にとって必須であ

る．標的タンパク質の構造を解析する際に，NMR

法では標的タンパク質の分子量に限界があるが，X

線構造解析法にはなく，現在のところ最も強力な実

験手法であるが，標的タンパク質の結晶を得る必要

がある．

一般に，タンパク質を結晶化するには，その溶液

に，沈殿剤と呼ばれる，塩，高分子試薬，有機溶媒

を混合し，徐々にその濃度を上げることにより溶解

度をさげて結晶核を発生させ，静置条件下で結晶成

長させて目的タンパク質の結晶を得ている．タンパ

ク質によって結晶化に最適の沈殿剤の種類やその濃

度は大きく異なり，過去のタンパク質の結晶化条件

をデータベース化されたものを参照するなど

（http://wwwbmcd.nist.gov:8080/bmcd/bmcd.html），

類縁のタンパク質の結晶化条件を応用したり，市販

のスクリーニングキット［Crystal Screen and Crys-

tal Screen 2 (Hampton Research), Wizerd Screens I

and II (Emerald BioStructures), Personal Structure

Screens 1 and 2 (Molecular Dimensions）など］を用

いて結晶化を試みることが一般的である．様々な結

晶化の方法が開発されているが，ハンギングドロッ

プ蒸気拡散法，シッティングドロップ蒸気拡散法，

サンドイッチ蒸気拡散法，静置バッチ法（マイクロ

バッチ法），自由界面拡散法及びゲルチューブ法

（GCB 法），透析法，種結晶化法（マクロシーディ

ング法とミクロシーディング法），不溶性の液体を

用いた浮遊法などが知られている．最近では，少量

化やハイスループット化が進められている．
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しかし，これらタンパク質の結晶化方法は，主に

構造解析を専門とする研究者によって開発されてき

たため，X 線結晶構造解析のルーツである，有機

低分子化合物の構造解析をテーマとしてきた専門家

らが用いた結晶化法が応用され，例えば，結晶成長

中においては，溶液を静置することが重要で，装置

の振動等を極力排除することが重要と考えられてき

た．このため，結晶品質に悪影響を与えるとされ

る，重力による浮力対流を排除するため，宇宙空間

での結晶育成が行われている．このほか一般的な結

晶品質の向上のための方策として，結晶化サンプル

の純度や鮮度，沈殿剤濃度，pH，添加剤，蒸気拡

散の速度，温度，結晶化ドロップの容量，結晶化溶

液の混合方法，結晶化方法，結晶化用の容器，試薬

の製造会社などが考慮されてきたが，試行錯誤する

必要があった．それでも，これら様々な結晶化の条

件を試す必要があることから，サンプル量の少量

化，ハイスループット化が進められたが，膜タンパ

ク質を中心に結晶化が非常に困難なものも多く，イ

ンシリコ創薬のボトルネックとなっていた．

そこで，大阪大学工学研究科を中心に，フェムト

秒レーザー照射による結晶核発生技術，溶液かく拌

による高品質結晶育成技術を駆使した，従来とは全

く異なるタンパク質結晶育成技術を開発し，その技

術を基に 2005 年に大学発ベンチャーとして株創晶

を設立し，公的なサンプルについては共同研究とし

て結晶解析する創晶プロジェクトも設けている．

2-1. レーザー照射による核発生制御技術の開発

　大阪大学の佐々木研究室では，以前から電界セン

サーやテラヘルツ波発生特性が優れている有機非線

形光学結晶 4-dimethylamino-N-methyl-4 stilbazoli-

um tosylate (DAST）の高品質化技術の研究を実施

している．13)結晶そのものを有機材料として利用

するには，大型化，高品質化が必要で，過飽和度の

高い状態で核を発生させ，結晶を立てて成長させる

など工夫が施されたが，自然核発生を完全には制御

できず，結晶サイズの不均一性など材料としは不向

きな点が課題として残り，低過飽和溶液からの結晶

核の発生が古くより検討された．しかし，核発生

は，一般に物理的には 2 次の相転位だという以外に

メカニズムが未解明で，何か刺激が必要だという以

外に解決策がなかった．同研究室でレーザーアブ

レーションによる AlN 薄膜や BCN 薄膜の研究が

行わていたのが幸いし，47)容器中の溶液に刺激を

与えるのにはレーザーがよいという発想に至ってい

る． ただ し， 1996 年の Physical Review Letters

(PRL）に報告されているように，高過飽和尿素溶

液に Nd：YAG レーザーを照射すると電界効果で

結晶が析出するという内容の論文8)が掲載されてお

り，核発生にレーザー照射が有効だという，厳密な

第一発見者ではないものの，レーザー照射を低過飽

和の溶液で行い，結晶成長に利用するという初めて

の試みがなされた．その結果，通常は自然核発生が

起こらない低過飽和度溶液からでも，Nd：YAG

レーザー照射により核発生を誘起できることが判明

した．

2-2. 溶液かく拌による高品質結晶育成CsLiB6

O10 の実験 紫外レーザー光は，機械材料・構造

体等のマクロ加工，電子産業分野での超微細加工，

半導体リソグラフィー用光源，目の屈折矯正手術

（LASIK）などの医用等，多くの分野にその応用が

期待されているが，従来の紫外レーザー光源である

稀ガスハライド系のエキシマーレーザーでは多くの

課題が残されていた．これに対して森らは，紫外線

レーザー開発を目的として 1993 年に組成が CsLiB6

O10(CLBO）の新しい非線形光学材料の発見に成功

した．911)しかし，高出力紫外光が発生すると，自

身の発する紫外レーザーにより出力の低下やレー

ザー損傷が問題となった．可能な限りレーザー損傷

耐性の高い CLBO 結晶の育成技術の開発が必要と

なり，最終的には結晶育成条件の最適化が重要と考

え，融液や溶液の制御を行い，結晶育成の本質に迫

ることが試みられた．

1998 年には，種々の検討の結果，CLBO 溶液全

体をかく拌しながら育成することで高品質化が試み

られ，出力が通常の方法よりも最大で 2.5 倍向上す

ることが分かった．その後，溶液かく拌条件の最適

化を徹底的に行って CLBO 結晶の高品質化・均一

化がより進み，この高レーザー耐力 CLBO 結晶を

用いて，三菱電機株と共同で 196 W の高繰り返し

グリーンレーザー光（波長：532 nm，繰り返し 10

kHz）から 42 W という世界最高出力の Nd：YAG

レーザーの第 4 高調波（266 nm 光）発生に成功す

ることができた．12)この結果は，高出力全固体紫外

光源の実用化という観点から非常に意義深いもので

あるとともに，溶液かく拌という手法が高品質結晶
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Fig. 1. Human Triosephosphate Isomerase Crystals Obtained
with the Conventional (Left) and Stirring Methods (Right)

500 Vol. 128 (2008)

化に効果的だということを示したという点でも重要

であったと思われる．最近では，三菱電機と共同で

10 W を超える Nd；YAG レーザーの 5 倍高調波

（213 nm）光発生，ニコンと共同で 1547 nm 光の第

8 高調波（193 nm）発生にも成功している．

2-3. 新規結晶化技術のタンパク質の結晶化への

応用 タンパク質の結晶化が他の材料に比べ難し

い理由の 1 つに，準安定領域が極めて大きく，過飽

和度をかなり高くしないと自然核発生が起こらず，

運よく核を得ても高過飽和溶液中での結晶成長は結

晶品質に悪く，大量析出による多結晶化などの問題

が生じる．したがって，より低過飽和の溶液におけ

る強制的な結晶核の発生と，低過飽和の溶液のまま

の持続的な結晶育成が重要である．森らは，DAST

の結晶化で試みたレーザー照射の技術や，CLBO

で実績を積んだ溶液かく拌による高品質結晶育成技

術を，低過飽和溶液でのタンパク質の結晶化に適用

し，従来とは全く異なるタンパク質結晶育成技術を

開発した．

高野，安達，森らは，まず最初にリゾチームを使

って溶液かく拌技術の開発に着手し，従来法よりも

早い成長速度で大きな結晶ができることを見い出し

た．一方，レーザー照射による結晶核発生に関して

は，Nd：YAG レーザーの出力を上げても，可視光

や紫外レーザー光の照射を試みても駄目であった

が，工学研究科応用物理学専攻の増原研究室の協力

を得て，フェムト秒レーザーを照射する実験を試み

たところ，照射回数に応じて発生した結晶核の数が

増減することが判明した．さらに，グルコースイソ

メラーゼを使った実験で，従来法では結晶核が発生

しない低過飽和度溶液でも，フェムト秒レーザーの

照射により結晶核を強制的に発生させることに成功

した．当時筆者らは，トリパノソーマ由来プロスタ

グランジン F2a 合成酵素の結晶化に苦労していた

が，フェムト秒レーザー照射により，数ヵ月掛かっ

た結晶化がわずか 23 日で結晶核の発生に成功し，

フェムト秒レーザーの照射が結晶核の発生に効果が

あることが実証できた．13)

アステラス製薬株 との共同研究で， human

triosephosphate isomerase (TIM）の結晶化実験に

これらの技術を適用したところ，従来法で 2.8 Å し

か得られなかったが，溶液かく拌法のみの適用で，

1.2 Å 分解能まで X 線回折が起こり（Fig. 1），最終

的に 1.4 Å の構造解析に成功した．14)

2-4. 膜タンパク質の結晶化等への応用 2003

年には，阪大産研の村上が創晶プロジェクトに参加

し，2002 年に Nature の表紙を飾った大腸菌由来多

剤排出トランスポーター膜タンパク質 AcrB15)の結

晶化にフェムト秒レーザーの照射技術が試された．

通常は結晶核の発生が起こらない，低過飽和度溶液

に照射したところ，強制的な結晶核の発生に成功

し，結晶からの回折分解能が 3.5 Å から 2.3 Å に，

さらにレーザー照射結晶核発生後，溶液かく拌しな

がら育成すると 2.1 Å 分解能まで飛躍的に向上した

（Fig. 2)．16)

また，膜タンパク質 SecDF の高品質結晶育成

（従来法の 5.6 Å 分解能から 3.74 Å 分解能に向

上)17)の結晶化においても，レーザー核発生と溶液

かく拌の 2 つの技術の有効性が実証された．

一般に，膜タンパク質の結晶化を行うためには，

高純度に精製し，さらに高濃度に濃縮する必要があ

る．水溶性タンパク質と異なり，精製の段階から界

面活性剤等を使用して可溶化する必要がある．膜に

埋もれた状態から可溶化されて生体中とは異なる環

境下に置かれるため，大きな不安定化要因となる．

少しでもサンプルの劣化を防ぐために，結晶化では

高濃度の沈殿化剤が用いられ，結晶育成のための時

間を長く取れず，これが膜タンパク質の結晶の品質

に悪影響を与えていると思われる．

レーザー照射による核発生までの時間を節約し，

結晶育成中でのかく拌による高品質化に時間を掛け

ることができる点で，レーザーかく拌とかく拌の組

み合わせは，まさに膜タンパク質に最適な結晶化技

術である可能性が高い．

一方，tRNA 修飾酵素である MnmA と tRNAGlu

の複合体（Fig. 3）結晶の高品質化（従来法では 4

～5 Å であった分解能が 3.1 Å 分解能に向上）な
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Fig. 2. Typical Crystallization Results for AcrB Crystals Ob-
tained from a Highly Supersaturated Solution (Left)

Conventional growth (without laser irradiation, top in the right panel)
and laser-irradiated growth (bottom in the right panel) in a low-range super-
saturated solution.

Fig. 3. Crystal Structure of an RNA Sulfuration Enzyme
Mnma Thiouridylase-tRNA Complex
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ど，高品質の結晶が得られ難いサンプルに対しても

有効であった．18,19)今後益々結晶化が困難なサンプ

ルについて依頼が増えると予想され，さらなる高効

率な結晶化技術の開発が望まれている．

3. 通常の In Silico での探索手法とその問題点

インシリコ創薬では，計算機上で，標的タンパク

質の基質結合部位に，化合物ライブラリーに含まれ

る多数の薬物分子を順次結合させ，複合体構造と結

合自由エネルギー（DG）を予測し，ドッキングス

コア（以下スコアと呼ぶ）のよい化合物をヒット化

合物候補として採択する．ドッキング計算における

DG の予測誤差は約 3 kcal/mol あり，ヒット化合物

の示す DG 値とほぼ同程度であるため，インシリ

コスクリーニングのヒット化合物予測精度は，ラン

ダムスクリーニングよりはましとは言える．しか

し，それでもヒット率はいまだに低い．その理由

は，複合体構造の予測が困難であるからである．た

とえ，タンパク質―化合物ドッキング計算を，長時

間の分子動力学計算（MD）を利用して行っても，

誤った予測構造からの DG の計算は実測値との差

が大きく，ヒット率は低下してしまう．複合体構造

予測については，実用に供するほどの精度を持った

一般的な手法は成熟していないのが現状である．

3-1. 新規なインシリコ創薬の手法の開発と創薬

バリューチェインの構築 NPO 法人バイオグリ

ッド関西の研究グループでは，タンパク質―化合物

相互作用行列を作成し，これを用いた新しいインシ

リコ創薬の手法である Multiple target screening

(MTS）法20)と Docking score index (DSI）法21)を開

発し，ヒット化合物予測率を飛躍的に向上させるこ

とに成功しており，新しいインシリコでの化合物探

索手法の確立が進んでいる．さらに，大阪大学客員

教授である坂田らを中心に，株セルフリーサイエン

ス，創晶プロジェクト，株プロテインクリスタルな

どのベンチャーのほか，NEC や富士通九州など大

手メーカーも結集して創薬バリューチェインと呼ば

れる研究グループを結成し，製薬企業との橋渡し役

を担うことを目的として，公的研究機関等からの新

規な標的タンパク質を用いたインシリコ創薬が可能

な研究チームが編成された（Fig. 4）．まずはその

特徴的なインシリコ探索の技術について簡単に述べ

る．

3-2. Multiple target screening (MTS）法20) 通

常のインシリコスクリーニング手法においては，標

的タンパク質に結合する化合物を，結合の強さを示

すスコアの高い順に選択するが，いまだヒット率は

低い．その理由の 1 つとして，標的タンパク質に対

し高いスコアを示す化合物を選択すると，その化合

物は他のタンパク質に対しても高いスコアを示すこ

とが多く，かならずしも標的タンパク質に対して選

択的に強い結合性を示さないことが挙げられる．こ

れに対し，福西，中村らが開発した MTS 法では，
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Fig. 4. The Crystal Structure of Orotidine 5′-monophosphate Decarboxylase from Plasmodium falciparum

Fig. 5. The Flow Chart of Pharamaceutical Innovation Value Chain
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まず，化合物ライブラリーに対して，標的タンパク

質以外にも多数のタンパク質を用意し，総当たり式

にドッキング計算を行って，タンパク質―化合物相

互作用行列を作成し，個々の化合物が多数のタンパ

ク質に対して結合する度合いを調べ，標的タンパク

質に最も強く結合する化合物をヒット化合物の候補

とする手法を考案している（Fig. 5）．詳細は，福

西らの書いた総説などを参照されたいが，20)実際に，

COX-2 や HIV プロテアーゼ 1 など 5 種類の標的に

対して，MTS 法を適用し，既知の阻害剤を探索す

ることを行った結果，計算で予測した上位 1％の化

合物群の中に，ランダムスクリーニングで探索する

場合と比べて，約 40 倍のエンリッチメントを得る

ことが示されている．
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Fig. 6. The X-ray Structure Analysis of Orotidine 5′-monophosphate Decarboxylase from Plasmodium falciparum
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3-3. Docking score index (DSI）法21) DSI 法

は，MTS 法と同様にタンパク質―化合物相互作用

行列を用い，既知の活性化合物と類似の化合物を検

索する方法として開発された．MTS 法が，ドッキ

ング計算のため標的タンパク質の 3 次元立体構造を

必要とするのに対して，DSI 法ではこれを必要とせ

ず，MTS 法で用いたタンパク質―化合物相互作用

行列を用いて，化合物の類似性検索を行う．通常，

化合物の類似性は，分子量や疎水性等の分子の物理

化学的性質を表す指標で示されるが，ここでは，多

くのタンパク質の結合ポケットへの結合の度合いを

示すスコアの集合から，統計的に類似性を抽出す

る．したがって，DSI 法では，標的タンパク質の立

体構造の情報の代わりに阻害剤の情報が必要で，こ

れが多いほど統計的な類似性検索の予測精度が上昇

する．本方法は，G タンパク質共役型受容体

（GPCR）のように，立体構造の解析が困難な膜タ

ンパク質に対して阻害剤検索を行う場合に特に威力

を発揮すると期待されている．

実際に，マクロファージ遊走阻害因子（macro-

phage migration inhibitory factor; MIF）等の水溶性

タンパク質に 4 種類の GPCR を加えた 9 種の標的

タンパク質に対して，立体構造が未知という条件の

下，それぞれの標的タンパク質に対する活性化合物

の情報を基に DSI 法を適用した結果，化合物ライ

ブラリーから予測上位 1％の化合物を採択したと

き，ランダムスクリーニングに比べて平均約 70 倍

のエンリッチメントを得ることが示された．

3-4. 創薬バリューチェインでの実施例 創薬

バリューチェインにおける最初の研究実施例は，熱

帯熱マラリア原虫 Plasmodium falciparum 由来

Orotidine 5′-monophosphate 脱炭酸酵素の阻害剤探

索で得られた．まず創晶プロジェクトにおいて結晶

化を行い，筆者らの研究室において 2.6 Å 分解能で

の構造解析を行った（Fig. 6）．2223)

続いて，本酵素の構造情報を利用した MTS 法，

及び基質類似の阻害剤の構造情報を利用した DSI

法を適用し，新規骨格を有した阻害剤の探索に関す

る研究を共同で行った．

まず，化合物ライブラリーについては，あとで購

入することを考慮して，ナミキ商事株のカタログか

ら提供されている化合物リストを用い，分子量等が

適度な 100 万個の化合物から，MTS 法，DSI 法の

それぞれの手法を適用し，上位 5000 化合物リスト

アップした．共通してリストされた化合物もあった

ため，その和集合を取り，7622 個まで絞込んだ．

続いて，NEC 社の佐久間，高田らにより，MMPB

(Poisson-Boltzuman) SA (surface area）法による再

ドッキング計算を行い，上位 200 個程度までを発注

した．一方，京都大学の奥野らが，7622 個の化合

物の構造情報を基にして，kmeans 法や kPCA 法を

使って 200 種類に分類し，富士通九州の北島らが，
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Fig. 7. Results of the In Silico Screening with the MTS and
DSI Methods for Orotidine 5′-monophosphate Decarboxy-
lase from Human Malaria Parasite Plasmodium falciparum
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その分類毎，また化合物毎に，溶解性，LogP 等々

の物性情報を付加する作業を分担した．

先の，200 個発注した中で，156 個を購入し，実

際に活性測定を行った．100300 mM の濃度におけ

る 1 次スクリーニングでは，156 化合物中 33 個の

化合物が酵素活性を 100％阻害した．続いて，濃度

を段階的に下げた状態での活性測定を行い，IC50

値を測定することができた化合物は，156 個中 15

個存在した．10％近い高ヒット率で阻害剤候補化合

物が得られたことになる（Fig. 7）．

現在，先の 200 種類に分類した化合物群の中に，

さらに強い阻害剤がないか化合物の購入と阻害率の

測定を検討中である．また，15 種類得られた阻害

剤候補化合物との複合体の X 線構造解析も進行中

で，類似化合物の複合体構造と阻害活性の相関関係

について解明し，ハイブリッド化による強力な阻害

剤の開発を予定している．

なお，本手法は，別の酵素を例に，既にある製薬

企業によっても実証研究が進められており，100 万

化合物の中から 3229 個の候補化合物を検索し，先

行して入手できた 915 個の化合物のうち，濃度 90

mM で阻害活性 50％以上の分子が 335 個得られた．

このうち，濃度依存試験を行って IC50 値の測定を

行ったところ，100 mM 以下を示した分子が 27 個，

20 mM 以下を示したのが 8 個発見された．IC50 値が

100 mM 以下を示した分子は合計で 35 個となり，や

はり高ヒット率が証明されている．
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