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Nuclear magnetic resonance (NMR) is a versatile technique for the pharmaceutical industry. From organic chemis-
try to MRI, there are a number of applications of NMR. Among them, biomolecular NMR has been used for structure
determination of biomolecules and analyzing the interaction between a target protein and its inhibitors. In the context of
fragment-based drug discovery (FBDD), NMR has been known as a fragment screening technique, because NMR is
good at detecting a weak binding compound in an accurate manner. Generally, the NMR technique for fragment screen-
ing is classiˆed into two families: the ligand-based technique and the protein-based technique. The latter technique re-
quires stable isotope labeled protein and also can be applied to a relatively small MW protein target. In the ligand-based
technique such as saturation transfer diŠerence (STD) and WaterLOGSY, only the NMR signals of the ligands are ob-
served. The disadvantage of STD and WaterLOGSY is that the non-speciˆc binding is also observed and a competition
experiment is required in order to select the speciˆc binding compound. Due to the diŠerence in the consumption of the
protein sample, the ligand-based technique has generally been used recently as a primary screening.
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1. はじめに

タンパク質の構造解析手法の中で NMR 法は溶液

状態での解析が可能であることから，その構造と機

能に関する情報取得手段として発展をしてきた．特

に 3 次元構造決定手法，安定同位体を用いた 3 次元

NMR 法の確立により比較的分子量の小さいタンパ

ク質の構造決定法として確立されている．一方創薬

の分野では，構造決定の手段というより最近ではむ

しろタンパク質と低分子化合物の相互作用の検出，

解析手法として役割を果たしてきており，特に

FBDD（Fragment Based Drug Discovery）のスクリー

ニング手法として活用されてきている．

初期段階での創薬研究においては，製薬企業の保

有する数十万もの化合物ライブラリーに対しハイス

ループットスクリーニング（HTS）等を行い，標

的タンパク質への結合活性を有する化合物を見い出

す．リード化合物と呼ばれる良好な活性を有する出

発化合物を基にさらに合成化学者の最適化を経て初

めて医薬品として開発されていくのであるが，最

近，構造生物学の技術を活用し，HTS の代わりに

リード化合物を創製する FBDD 技術が期待を集め

ている．1) FBDD は後にも述べるように複数の技術

を統合的に活用する総合力の勝負であるが，その際

には各技術毎の特徴をきちんと正確に把握していく

ことが極めて重要である．本稿ではそのような背景

を踏まえ，NMR によるスクリーニング技術の長

所・短所に関して紹介していきたい．

2. FBDD と NMR

FBDD という用語・概念が広まったのは 2003 年

以降であるが，分子量の小さな化合物を基に活性の

強い医薬品を設計するというアイデアそのものは以

前より知られていた．ルールオブファイブのような

最終的な医薬品に要求される分子量などの条件を満

たすためには，当然のように合成展開の出発時にお

いても分子量の小さくて活性が適度にあるフラグメ
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Fig. 1. Work-‰ow for Fragment-based Drug Discovery

326 Vol. 130 (2010)

ントから出発することのメリットは明らかであっ

た．ただ，分子量が小さいフラグメントは活性も弱

く，その弱い活性を高い信頼性で検出することが技

術的に困難であり，現実的に実施できなかったと言

えよう．構造生物学の進歩により，NMR, X 線結

晶解析など構造決定の技術が進歩し，スループット

が向上するに伴い，スクリーニング方法として用い

られるようになったことが FBDD を技術的に可能

にしたのである．その意味で 1996 年に Abbott 社

が発表した Structure-Activity Relationship (SAR)

by NMR2)は画期的な手法で，当時は FBDD とは呼

ばれなかったが，FBDD の先駆けと呼ぶに相応し

い方法であった．その後，当時ハイスループットの

X 線結晶解析をビジネスモデルに登場した Astex社，

Structural Genomics 社等のベンチャー企業がその

X 線技術によるスクリーニングにより FBDD を現

実的なものにしていった．彼らは 1000 個程度のフ

ラグメントをスクリーニングし，見い出したフラグ

メントから比較的短期間で十分な活性を有する化合

物を見い出すことに成功し，一気に知名度が高まっ

ていった．

現在では，FBDD は，HTS で用いるライブラ

リーの化合物よりも分子量の小さい化合物（これを

フラグメントと呼ぶ）から出発して創薬を行う方法

論として認識されている．1)そして FBDD のメリッ

トは主に 2 点ある．

1) 医薬品となる有機化合物の多様性は非常に大

きいため，効率的なスクリーニングをするため

にも，分子量が小さい方が有利である．3) HTS

で 100 万化合物のスクリーニングをしても実は

存在可能な化合物のごく一部しか探索できない

のである．また余分な置換基のために立体障害

を生じて結合能が落ちている場合もある．

2) ルールオブファイブ等の経験側に示されるよ

うに医薬品の分子量は小さめがよい．4)合成化

学での最適化過程ではいろいろな官能基を付加

して分子量が増大する傾向が強いのでリード化

合物も分子量が小さい方が望ましい．

FBDD の実際の研究の流れを Fig. 1 に示すが，

フラグメントから活性を向上させるにはフラグメン

トの構造活性相関の情報が初めから必要であり，そ

のためには標的タンパク質との複合体の構造解析が

最も有効である．NMR で化合物スクリーニングす

る場合でも，現時点では見い出したフラグメントの

X 線結晶解析を利用できることが望ましい．

FBDD において見い出したフラグメントからの

展開も非常に重要であり，類縁化合物の探索・合成

展開によってよいフラグメントを選出すると比較的

速やかにリード化合物相当の活性まで向上させるこ

とができると言われている．その展開の方法はいく

つか分類が可能であるが，大きく分けるとリンキン

グとグローイングに分けることができる（Fig. 2）．

リンキングは当初 Abbott 社が SAR by NMR とし

て報告した手法で 2 個のフラグメントを見い出して

から最後に結合させるという手法である．理論的に

は結合エネルギーが 2 個のフラグメントからの和に

なると結合定数は積になることから飛躍的に結合能

を獲得することができる．

当初，SAR by NMR が有名になったこともあっ

て，FBDD＝リンキングと思っている方もまだ多い

のであるが，実際の創薬の現場だと 2 個の隣合うフ

ラグメントを見い出すことは非常に難しい．実際に

は 1 個のフラグメントから出発していろいろ工夫し

ながら展開してくグローイングが現在では多いので

はないかと考えている．

本稿は FBDD に焦点を当てた解説であるが，創

薬における NMR 一般論に関しても少しコメントを

しておきたい．1990 年代前半は 13C, 15N 標識を施

したタンパク質の 3 次元構造を各種 3 重共鳴の 3 次

元 NMR を用いて構造決定する方法論が開発・改良
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Fig. 2. Fragment Linking and Fragment Growing for Improving A‹nity
Linking is ideal way to improve the a‹nity of the weak fragment, but the growing is more common because it is di‹cult to ˆnd two fragments which can be

linked.
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された時代であり，製薬企業においても，将来は創

薬標的タンパク質と薬物化合物の複合体の構造決定

を X 線結晶解析の代わりに行うことができると考

えられていた．しかし解析可能なタンパク質の分子

量に限界があり，NMR による構造解析が十分な進

化をする以上に，X 線結晶解析の進歩が大きく，

2000 年以降製薬企業での構造決定はほとんど X 線

結晶解析が占めるようになってきている．その中で

多くの製薬企業では生体高分子の NMR は構造決定

よりもスクリーニング・相互作用の検出系として使

用される方が多くなっている．実際，今回紹介する

FBDD だけでなく同じ技術を用い，HTS 化合物，

in silico スクリーニングでのヒット化合物等の評価

を NMR で行うことの意義も大きいと考えている．

3. NMR によるフラグメントスクリーニング手

法の紹介

NMR によるフラグメントスクリーニング手法は

一般にタンパク質側を観測する手法とリガンド側を

観測する手法に分けられる．以下ではそれぞれの手

法の特徴を紹介するが，お互いのよいところを適宜

利用することが実際のテーマでは重要である．

3-1. タンパク質ベースによる手法 タンパク

質の NMR シグナルを観測する手法の代表は

1H-15N HSQC スペクトルを利用する方法である

（Fig. 3）．2)大腸菌等の発現系を用いて安定同位体標

識を施すと主鎖のアミドのすべての窒素原子に

NMR 観測可能な 15N が導入される．NMR の化学

シフトは微細な構造変化・環境の変化を反映してい

ることから化合物がタンパク質に結合することによ

り，その周辺由来のシグナルの化学シフト，すなわ

ち観測される位置が変化することで結合の有無を判

定することができる．Figure 3 に典型的なスペクト

ルを示す．NMR シグナルがどのアミド由来のシグ

ナルであるか帰属をしておくと，結合の有無だけで

なく標的タンパク質のどこに結合しているのかとい

う構造情報をも取得できるのがメリットである．帰

属は通常 13C, 15N の二重標識を施した標的タンパク

質を調製し複数の 3 次元 NMR を測定することで可

能であるが，実際には多少時間と手間を必要とする

のでシグナル帰属の必要性を考慮して決める．帰属

があると目的とするポケットに入っているかどうか

をも確認しながらスクリーニングできることにな

る．また FBDD で使用する結合の弱いフラグメン

トの場合は，いわゆる速い交換系を示して，化合物

の添加に伴い少しずつ化学シフトの変化が観測され

るのであるが，これより結合定数を解析することも

可能である．いろいろメリットの多い手法ではある

が，当然のことながらデメリットも多数ある．まず

15N 標識を施したタンパク質を，比較的多く必要と

することである．最もコストのよい方法は大腸菌で

発現できるタンパク質に最小培地等を利用し 15N 標

識した塩化アンモニウムを前躯体として用いる方法
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Fig. 3. Protein-based NMR Screening Methods
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で，簡便に標識タンパク質を得ることができる．最

近の NMR の感度の向上は著しいものがあり，100

mM 以下でも 1H-15N HSQC を測定できるようにな

ってきたが，FBDD を目的とする場合，弱いフラ

グメントとの結合を検出するためには 100 mM 以上

の濃度が必要になってしまう．さらに最大の課題は

分子量の制限である．分子量が増大すると単に

HSQC シグナルの数が大きくなって分離が難しく

なってくるだけでなくシグナルが広幅化してスク

リーニング目的には難しくなってくる．15N の均一

ラベルを用いる場合分子量 3 万程度までが実用上は

使用可能であろう．より分子量の大きな標的の場合

は15 N の選択的な標識，13C 特にメチル領域の標識

等の工夫が必要になってくる．

通常のスクリーニングでは安定同位体標識を施し

たタンパク質のシグナルのみを観測しているので，

複数の化合物共存下にてスクリーニングを実施する

ことにより，容易にスループットを向上させること

が可能である．ただし，ヒットした後に，複数の化

合物から個別に測定しないと実際にどの化合物が結

合したのかを同定することはできない．何化合物を

同時にスクリーニングするのが最も効率がよいか

は，スクリーニングのヒット率にも依存するので一

概には言えないが，100 化合物を同時にスクリーニ

ングしたという報告もある．5)

3-2. リガンドベースによる手法 リガンドベー

スの手法は基本的に安定同位体標識されていないタ

ンパク質試料でも可能である．標的タンパク質とモ

ル比で数倍から数十倍の化合物を共存した状態で化

合物側の NMR シグナルを観測することで結合の有

無を判定する手法である（Fig. 4）．測定には Satura-

tion Transfer DiŠerence (STD),6) WaterLOGSY,7)

T2 法，T1r 法，T1 法等いろいろあるが共通する部

分がある．8)

タンパク質にモル比で過剰の化合物を加えて実験

をするのであるが，基本的に過剰部分，つまりタン

パク質に結合していない化合物のシグナルを観測す

ることから，タンパク質のシグナルの帰属，複合体

としての化合物側のシグナルの帰属は必要がない．

過剰の，つまり厳密には結合してない化合物に由来

する NMR シグナルで結合の有無が観測できるた

め，実際には交換反応で化合物がタンパク質につい

たり離れたりしていることが必要である．そのた

め，交換速度が測定に大きな影響を与える．結合が

非常に強くてほとんど離れない化合物はリガンド

ベースの各手法ではシグナルが弱いか観測できない

こともあるので，一般的には注意が必要である．

◯ Saturation Transfer DiŠerence

NMR では特定の周波数のラジオ波を照射し，そ

の共鳴周波数を有するスピンを飽和させることがで

きるが，分子量の大きいタンパク質分子では距離的

に近い 2 個のプロトンとプロトンの間で双極子―双

極子相互作用によりエネルギーが伝わり，飽和が伝

播する．分かり易く言うと，タンパク質分子の一部

を照射して温めると熱がタンパク分子全体に広まっ

て分子全体が熱くなっていく．そして熱くなった部

分は NMR シグナルが飽和してシグナル強度の減少

として観測されるのであるが，ラジオ波照射の有無
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Fig. 4. Saturation Transfer DiŠerence (STD) Methods as an Example of Ligand-based NMR Screening Method
Selective radiofrequency radiation is applied to the target protein and saturation is transferred from the protein to the small molecule which binds to the target

protein.
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で差スペクトルを取ると，熱が伝わった部分だけが

今度はシグナルが観測されるという訳である．化合

物スクリーニングに使用する場合は，タンパクに化

合物を混ぜて，同様にタンパクの一部を照射するの

であるが，結合した化合物にも熱が伝わっていき，

化合物は結合，解離を繰り返しているので，非結合

状態の化合物に相当する NMR シグナルにも熱が伝

わっているようにみえることになる．標的タンパク

質と全く結合しない化合物には熱が伝わってこない

ので，STD のスペクトルではシグナルを生じな

い．化合物を複数共存下で STD スペクトルを測定

すると結合した化合物のみシグナルが観測できる．

◯ 緩和時間測定（T2 法，T1r 法，T1 法）

NMR シグナルの緩和時間は分子量の増大に伴っ

て短くなるので，低分子化合物のシグナルの緩和時

間の変化をモニターすることで結合の有無を判定で

きる．みかけの横緩和時間 T2 は線幅にも反映する

ので，理想的な場合には普通にプロトンの 1 次元

NMR を測定しただけで化合物由来のシグナルの線

幅が増大していて，結合を検出することも可能であ

る．ただし，見た目の線幅が大きく違わない場合に

T2 測定の CPMG やスピンロックによる T1r 法のス

ペクトルを測定することでシグナル強度の違いが観

測される．原理的には縦緩和時間 T1 でも同様の実

験ができるので，具体例を後に示す．

◯ WaterLOGSY

スピンの双極子双極子相互作用によって観測さ

れる Nuclear Overhauser EŠect (NOE）が分子量に

依存することはよく知られており，プロトンとプロ

トン間の NOE シグナルが低分子量領域では正の

NOE（対角ピークと反対の向き）を示すがタンパ

ク質に結合した高分子量領域では負の NOE（対角

ピークと同じ向き）を示すことから，タンパク質と

化合物共存下で NOE を測定した場合，低分子化合

物のプロトン同士の間の分子内の NOE シグナルの

符号もタンパク質に結合すると反転することで結合

の有無を判定できる．通常 2 次元の NOE を測定す

るが，スループットの観点からは 1 次元 NMR で同

様の実験ができることが望ましい．WaterLOGSY

法は 1 次元 NMR で水分子と低分子化合物間の

NOE を観測する手法である．

タンパク質に結合する化合物は負の NOE シグナ

ルを，結合しない化合物は正の NOE を生じる．原

理にはやや未解明ですっきりしない部分も残されて

いるが，タンパク質周辺に存在する水分子が分子の

運動性という観点からはタンパク質と同じような挙

動を示しており，そのタンパク質に結合した水と低

分子化合物との NOE も負の NOE を示すと解釈さ

れている．経験的には弱い化合物を検出する能力の

高い手法との感触がある．また STD だとプロトン

が近距離に多くないと飽和が効率よく伝わっていか

ないので，プロトンの密度の低い核酸は STD より
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Fig. 5. Idea of Competition Experiments
In the ligand-based screening methods, the competition experiment with a known compound is essential for nonspeciˆc binding.
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も WatarLOGSY が向いていると考えられている．

これらの手法に共通するデメリットは，単に標的

タンパク質と化合物を共存下で測定すると，いわゆ

る非特異的な結合を多く検出してしまうことにな

る．多くの有機化合物は溶液中でなんらかの弱い相

互作用を非特異的にしていて，リガンドベースの

NMR 法はそれをも検出してしまうのである．した

がってリガンドベース法ではもうひと工夫が必要に

なる．それは，目的ポケットに入ることが明らかに

なっている化合物との競合実験を実施することであ

る（Fig. 5）．Figure 6 に典型的な STD による競合

実験のスペクトルを示す．化合物が標的タンパク質

共存下で観測された STD シグナルが，ポケットに

入ることが既知の化合物の濃度依存的な添加により

減少していくことが観測できる．

創薬プログラムの場合，既にいくつか阻害剤・ア

ゴニスト等が既知の場合も多くあり，また酵素の場

合は基質や反応生成物，及びその構造類縁体の中で

競合実験に使用可能な試料を見い出すことができ

る．もちろん全く新規の創薬標的の場合は，競合実

験に使用できる既知化合物がよいものがない場合も

あり，その場合には仕方がないので，見つけてきた

フラグメントやその誘導体同士で競合実験を行うこ

ともある．とにかく競合実験を必要とすることだけ

はリガンドベース法の共通の特徴である．リガンド

ベースのよい点はタンパク質濃度を比較的抑えても

検出が可能である点であろう．通常数 mM から数十

mM のタンパク質濃度で，測定が可能である．

あと，リガンドベース法のデメリットとして結合

が強く KoŠ の遅い化合物の検出が難しいことが指摘

されている．実際，創薬の現場でも結合の強いリガ

ンドでは STD が十分観測できなこともあり，競合

実験に用いる強い化合物が NMR で結合が観測でき

ない場合も生じる．ただし，そのことを承知してお

けば，FBDD の場面で結合の弱い化合物を対象と

する場合にはほとんど問題にならないと考えている．

4. スクリーニングの実際

今回，当社で以前行った NMR スクリーニングに

関して簡単に紹介したい．核内受容体のアゴニスト

探索プロジェクトで T1 法を使用した例である

（Fig. 7）．スクリーニングにはすべて競合実験を行

うことにした．競合実験を行う場合，◯フラグメン

トを強い既知化合物で追い出す場合，◯非常に弱い

参照化合物をフラグメントで追い出す場合の 2 通り

が考えられる．この例では純粋な FBDD とは少々

趣旨が異なるが，実は比較的分子量の大きい化合物

を 1 万程度のスクリーニングを行うことを計画し，

◯の手法の適用を試みた．よい参照化合物を検索す

るため 500 化合物からなるフラグメントライブラ

リーを WaterLOGSY で探索し，既知アゴニストで

追い出される参照化合物を見い出した．参照化合物

を探索するのは少し遠回りではあるが，いったん参

照化合物を見い出すとその後の探索は比較的スムー

ズになる．というのは次のスクリーニングでは参照
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Fig. 6. Example of Competition Experiments Using STD Spectra
The STD signals with an asterisk (＊) are attenuated by adding the reference compound which is known to bind to the target protein.

Fig. 7. Example of Competition Experiments Using T1 Method
The T1 of the reference compound molecule is shortened at the presence of the target protein (a). Addition of the known agonist recovers longer T1 (b). The

measurement and analysis can easily be done by focusing on the null point. The T1 measurement of reference compound without the target protein is shown in (c).
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化合物のシグナルのみを解析すればよいことから，

データの解析の手間が大幅に簡便になる．また，リ

ガンドベース法の NMR スクリーニングでは，10

化合物を混合するとシグナルの縮重は激しくなり，

解析の手間は大きい．しかし，◯の方法では，化合

物同士のシグナルの縮重は問題にならず，多検体を

同時に測定できることが大きなメリットである．今

回のように参照化合物のみを観測する場合，参照化

合物の濃度を検体より高くしておくことで，容易に

競合の有無を判定できることがメリットである．

NMR でのスクリーニングの場合，要する時間も気

になるところである．NMR の測定時間は化合物濃

度に大きく依存するが，FBDD を行う場合，化合

物濃度を最低でも 100300 mM に上げることができ
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Fig. 8. Comparison of the Fragment Screening Methods
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るので，1030 分程度あれば十分な場合が多い．

1000 化合物程度のスクリーニングであれば 23 週

間の期間で，mixture での測定と deconvolution の

両方を処理できる．

5. 今後の見通し

本稿では NMR の手法に話題を限定したが，

FBDD は様々な技術の組み合わせ・統合がとても

重要な創薬手法であり，NMR 単独での FBDD と

いうのは現実の場では考えられないということは強

調しておきたい．Figure 8 に示したように NMR 以

外にも X 線結晶解析，Surface Plasmon Resonance

(SPR）等いくつかのフラグメント手法にはそれぞ

れ短所・長所を生かして個別の創薬プロジェクト毎

に適用していくことが大事である．NMR の装置は

高価なので，新規に購入するには少し投資を必要と

するが，測定法のほとんどは 2000 年代前半には出

揃っており，現在の分光機であればスクリーニング

に必要なパルスシークエンスも標準に装備されてお

り，初心者でも測定できるものと考えている．

NMR は残念ながらタンパク質の消費量は最も多い

手法なので，タンパク質の大量調製が難しい場合に

は適用が困難である．一方，タンパク質調製が比較

的容易な場合，競合実験は個々の化合物のシグナル

が区別可能な NMR が最もやり易く，正確なデータ

を得ることができるので，ぜひ適用を考えるとよい

と思う．

FBDD では相変わらず海外のベンチャーからも

興味深い報告もある．例えば ZoBio というオラン

ダの企業は NMR の試料管内で標的タンパク質を固

定化する技術を開発している．SPR 解析装置であ

るビアコアと同様に一度固定化した試料に低分子化

合物試料を繰り返し流すことで，使用する標的タン

パク質の量を大幅に減らすことが可能という．

FBDD で良好なリード化合物を創製するために

は検出したフラグメントと標的タンパク質の複合体

の構造情報を得ることが非常に重要である．フラグ

メントは活性が弱いので当初から効率的な合成展開

が求められている．X 線結晶解析では，フラグメ

ントを見つけるのと標的タンパク質との相互作用情

報を得ることが同時であるが，NMR やその他のフ

ラグメント探索手法ではそのままでは構造情報が得

られない．現時点において，X 線結晶解析以外の

いずれかのスクリーニングによって得たフラグメン

トに関しては X 線結晶解析を行って複合体の情報

を得ることが標準的な手段になっている．フラグメ

ントは小さく，結合が弱いことから，合成展開の開

始時にどの部分に置換基を伸ばすべきかが明確であ

ることが重要である．また，フラグメントスクリー

ニングで複数のヒット化合物が得られた場合，ヒッ

トの選出基準としても複合体の情報が大事である．

生体高分子の NMR は 198090 年代，タンパク質

の構造決定手法として発展してきた．したがって

NMR でフラグメントと標的タンパク質との複合体

の構造を決定することも原理的には可能である．通

常のタンパク質構造決定と同様に複合体構造を多数

の NOE 情報を収集して構造決定することは現在の

ところ時間と手間を要するため，なかなか創薬の現

場で使用することは難しい．一方，NMR の得意分

野である“見たいところだけ見る”手法もいくつか

報告されている．SOS-NMR9) ではタンパク質側の

選択的な安定同位体標識を行い，選択的な STD を

観測し，結合した化合物の構造が決定できる．また

INPHARMA10)という分子間の NOE を観測する手

法も今後の発展が期待される．現時点ではこれらは

まだ“手軽”ではないので，創薬の現場に適用する

ことは少々困難ではあるが，このような NMR でフ
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ラグメントの構造情報を得る方法論が発展すれば，

現在だと X 線結晶解析可能な標的タンパク質のみ

に適用されている FBDD の適用範囲が広がってい

くことが期待される．

6. おわりに

SAR by NMR 等に代表される FBDD 初期の研究

が NMR で行われたことからも NMR を利用したフ

ラグメントスクリーニングは多くの企業で行われて

いる．ただし，FBDD は決して NMR 単独で行う

技術ではなく，X 線結晶解析等の他の手法との

“統合”が特に重要である．創薬標的であるタンパ

ク質は，試料調製の難易度，安定性，溶解性等，そ

れぞれ性質が異なるので，各種の手法を適宜組み合

わせて活用することが肝心である．

FBDD は NMR, X 線結晶解析などの構造生物学

の技術が切り開いてきた創薬技術である．しかし今

後は，弱い結合を検出できる他のスクリーニング手

法の進歩とともに，更なる広がりを有する技術に成

熟していくであろう．実際，高濃度の生物アッセイ

でも FBDD を試みる企業も報告されてきている．11)

FBDD が更なる発展を遂げる中，その中で NMR

も活用され，新薬の開発に貢献していけることを期

待したい．
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