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表面プラズモン共鳴装置を用いたフラグメントスクリーニング
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A surface plasmon resonance (SPR) optical biosensor is a label-free biophysical device which can detect molecular
interaction in real time. SPR is an emerging technology for fragment screening, the ˆrst step in fragment-based drug dis-
covery. Low levels of protein consumption and the ability to detect interactions with Kd as low as mM make this technol-
ogy particularly attractive. Inherently small SPR responses due to fragment binding had been an issue but, owing to
well-established experimental protocols, such responses have become readily detectable. Medium-throughput instru-
ments are now on the market from several manufacturers that enable complete screening of a library with several thou-
sand compounds within a few days. In fragment screening, test compounds are injected at a high concentration because
of the low a‹nity expected for small molecules, making it likely that many false positives arise from non-speciˆc binding
to an unrelated part of the target protein. Such false positives have to be eliminated by a well-designed assay cascade so
as to select true hits which can then be subjected to X-ray crystallization to obtain detailed structural information. SPR-
based direct binding assays have to be developed with a su‹cient binding capacity and good reproducibility with a Z′-
factor larger than 0.6. In selecting hit candidates from fragment primary screens, the shape of sensorgrams, binding
stoichiometry and response level to reference proteins when available must be carefully evaluated. The selected com-
pounds from primary screening need to be further examined in terms of dose-dependence and binding competition
against tight binding reference compounds to ensure that they bind to the designated site of the target protein.

Key words―surface plasmon resonance; fragment screening; promiscuous binder

1. はじめに―表面プラズモン共鳴とは

表面プラズモン共鳴(Surface Plasmon Resonance,

SPR）装置は，分子間相互作用を感度高く，かつリ

アルタイムで観測することができる装置で，医薬・

バイオ・食品など幅広い分野で利用されている．

SPR とは，金属表面を伝播するプラズマ波と光波

の共鳴により生じる物理現象を指す．1)金属中では

自由電子が不規則に運動することにより電荷密度の

集団的振動が起きるがこれはプラズマ波と呼ばれ，

特に金属表面でのプラズマ波は表面プラズモンと呼

ばれる．SPR では，この表面プラズモンに光波を

共鳴させるために，普通に伝播する光より遅い光と

してエヴァネッセント波を利用している．実際のセ

ンサーでは，センサー表面のガラスと緩衝液の間に

存在する金膜に偏光を照射しエヴァネッセント波を

生じさせ，SPR を観測している．SPR の起こる偏

光の入射角は，金膜表面近傍の溶液の屈折率に相関

しており，また屈折率の変化は溶液の質量変化に関

係するため，金膜表面に固定化された分子に対する

試料溶液中の分子の結合を共鳴角の変化としてとら

えることができる．通常，センサーチップ上 1 ng/

mm2 の質量変化は，結合レスポンス 1000 RU (re-

sponse unit）として表される．SPR では，相互作

用する分子のうち，一方の分子を固定化する必要が

ある（固定化される分子をリガンド，他方をアナラ

イトと呼ぶ）が，分子を標識することなく，また，

リアルタイムで分子間相互作用を観察できるという

点に特長を持つ優れた分析法である．リガンドは

「固定化」されるが，実際には，代表的な SPR 装置
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である Biacore のセンサーチップを例にとると親水

性の高い糖鎖からなるハイドロジェルの中に運動性

を十分保った状態でアンカリングされているという

イメージに近いことがいくつかの系で証明されてい

る．2)

従来，SPR 装置を用いた低分子タンパク質分子

間相互作用解析は，感度上の問題から実施が難しか

ったが，近年測定プロトコールが確立されたことか

ら，3)多くの応用例が報告されるようになった．4)本

稿では，こうした SPR 装置を用いた低分子タンパ

ク質相互作用解析のうち，特にフラグメントスク

リーニングへの応用について実際的な側面を中心に

記述した．

2. FBDD における SPR の役割

Fragment-based drug discovery (FBDD）とは，フ

ラグメントと呼ばれる分子量 150300 程度の小さな

化合物をスクリーニング（特にフラグメントスク

リーニングと呼ばれる）にかけて，標的タンパク質

に対して親和性は低いが特異的に結合するフラグメ

ントを見い出し，それらフラグメントヒットを出発

点として，構造化学的な情報を最大限に利用しなが

ら，親和性が高く物理化学的な性質のよいリード化

合物を創製する方法である（Fig. 1）．5)出発点とな

る化合物をスクリーニングからみつけて，合成化学

的に活性の高い化合物を探索するという点で全体的

な流れは HTS と重なる部分が多い．しかしながら，

HTS ではヒット化合物が既に IC50 で数百 nM数

mM の生物活性を有しているのに対し，フラグメン

トヒットは分子量が小さく，相互作用点が限られる

ため，通常，解離定数（Kd）で数 mM数 mM 程度

の弱い結合親和性しか有しない点が大きく異なって

いる．したがって，生物学的アッセイを用いてフラ

グメントスクリーニングを行う場合には，弱い阻害

活性を検出するために高濃度でフラグメントを添加

してアッセイを行う必要があり，その結果アッセイ

システムそのものが高濃度の試料により影響を受け

ることが問題になる．そこで，フラグメントスク

リーニングには，弱い分子間相互作用も感度よく検

出し，確実に結合フラグメントを同定できる生物物

理学的な方法，例えば，核磁気共鳴法や X 線結晶

構造解析，質量分析法，が用いられることが多い．

近年，SPR がフラグメントスクリーニングの生物

物理学的アッセイ法として大きな注目を集めるよう

になってきた．前項で述べた通り，SPR では結合

レスポンスの大きさは結合分子の分子量にほぼ比例

するため，分子量の小さいフラグメントの結合によ

る SPR シグナルは極めて小さい．しかしながら，

低分子タンパク質相互作用解析のための SPR プロ

トコールは確立されており，3)標的タンパク質を十

分量固定化することができればフラグメントの結合

を検出することは可能である．また，最近では，創

薬ターゲットとなっているタンパク質の多くは，大

腸菌で発現させることが難しく，必然的に，より高

次な発現系であるバキュロウィルス昆虫細胞系や

CHO 細胞，HEK 細胞などを用いてタンパク質発

現・調製を行うため，NMR や X 線でフラグメント

スクリーニングを実施するのに十分なタンパク質量

を確保することが難しくなってきた．一方，SPR

では，一回の固定化に数 mg のタンパク質しか消費

しないため，タンパク質の調製が難しい場合，フラ

グメントスクリーニングの手段として非常に有効で

ある．加えて近年数社から Array 型の SPR 装置が

市販され，一日で数百個から数千個の化合物スク

リーニングが可能になったことで，SPR をフラグ

メントスクリーニングに用いる報告例が増えてき

た．68)

3. SPR を用いたフラグメントスクリーニング

フラグメントスクリーニングの実施フローを図に

模式的に示す（Fig. 1）．SPR を用いたフラグメン

トスクリーニングの実施は，一般的な低分子タン

パク質相互作用解析，例えば既に最適化された化合

物の標的タンパク質に対する結合解析を調べる場合

と比べ，特別な注意が必要である．というのは，フ

ラグメントは一般に結合活性が弱く，高濃度でスク

リーニングを実施することになるため，固定化した

標的タンパク質への非特異的な結合が観察されるか

らである．これら非特異的な結合を示す化合物と特

異的な結合をするフラグメントを区別して，特異的

な結合フラグメントを選び出すことが極めて重要で
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Fig. 1. Schematic Drawing of Fragment-based Approach and
Fragment Screening Assay Cascade Using Surface Plasmon
Resonance Technology
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ある．以下，スクリーニングの各ステップにおいて

顧慮すべき点について順を追って述べる．

3-1. 一次スクリーニング フラグメント一次

スクリーニングの実施に当たっては，タンパク質の

固定化量と化合物濃度，それからフラグメントライ

ブラリに含まれる化合物の溶解度に注意して実験条

件を決定する．

3-1-1. タンパク質の固定化量と化合物濃度

　既に述べた通り，分子量の小さいフラグメントの

結合による SPR シグナルは小さいため，十分なタ

ンパク質量を固定化する系を構築することが重要で

ある．F. HoŠmann-La Roche の Huber らは，SPR

の結合アッセイ系のスクリーニングデータの信頼度

を示す指標として，HTS アッセイ系の信頼度を示

す指標として使われる Eq. (1)で表される Z′-factor

を利用することを提案している．6)

Z′＝1－(3(Stdv.neg.control)＋3(Stdv.pos.control)

Rmax.pos.control－Rneg.control )
(1)

（Stdv.neg.control, Stdv.pos.control はそれぞれ陽性対照，

陰性対照に対する結合レスポンスの標準偏差．

Rmax.pos.control, Rneg.control は，陽性対照，陰性対照に対

する結合レスポンスの平均値．）

BiacoreT100 を例にとれば，結合レスポンスの標

準偏差は約 1 RU 程度なので，系の信頼度が十分と

判断される Z′-factor＝0.70.8 を確保するために必

要な結合レスポンスの最大値（Rmax）は 20 RU 程

度であることが分かる．例えば，50 kDa の標的タ

ンパク質を固定化し，活性保持率 50％とした場

合，分子量 200 のフラグメントについて Rmax＝20

RU を得ようとすると，必要な固定化量は 10 kRU

とかなり高いことが確認できる．フラグメントスク

リーニング用に SPR 系を構築する場合，精製度・

比活性の高いタンパク質を用いて，可能な限り高い

活性保持率で固定化できる条件を見つけ出すことが

重要である．

化合物のアッセイ濃度の設定にも注意が必要であ

る．SPR では，一点濃度でスクリーニングをする

場合，化合物の親和性の高さに応じて結合レスポン

スの大きさが決まる．したがって，アッセイ濃度

は，検出可能な化合物の親和性の範囲に直接的に影

響する．Abbott の Hajduk らは，同社の FBDD 過

去データの解析から，最適化化合物として分子量

500，Kd＝1 nM の化合物を得るためには，出発点と

なるフラグメント分子が，例えば，分子量 250 の場

合は，Kd＝50 mM，分子量 200 の場合は，Kd＝150

mM 程度の結合親和性を有していることが必要であ

ることを報告している．9)それでは，Kd＝150 mM の

フラグメントを検出するためにはアッセイ濃度はど

のくらいに設定する必要があるだろうか．ベースラ

インのノイズレベル±1 RU として，3 RU 以上の結

合が有意の結合レスポンスとして検出できるとする

と，Rmax＝20 RU の場合，化合物濃度と結合レスポ

ンスの関係を親和性毎に示した Fig. 2 を参考にし

て，必要な化合物濃度はおよそ 30 mM 程度である

ことが分かる．一方，化合物濃度を 100 mM に設定

した場合，検出可能な化合物の親和性の上限は，お

よそ Kd＝500 mM であることが，同様に Fig. 2 から

見積もることができる．タンパク質の固定化量が少

ない，あるいは，活性保持率が低いなどの理由で，

Rmax が 20 RU より小さい場合は，検出感度が低く

なるため，Rmax に応じて化合物のアッセイ濃度を

上げる必要がある．

3-1-2. 化合物の溶解度 Biacore に代表され

る流路系を用いた SPR 測定装置においては，試料

溶液中に固体が存在すると，バルブや流路の詰まり

の原因となるため，化合物は完全に溶媒に溶解した

状態で装置に添加する必要がある．試料として用い

るフラグメントは通常 100％ジメチルスルホキシド
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Fig. 2. Binding Responses Calculated for Various Compound
Concentrations

Responses are plotted against an analyte with Kd values of 1, 10, 100,
200, 500, and 1000 mM with a concentration range of 101000 mM. Rmax was
set to 20 RU. The hashed bar indicates the threshold response corresponding
to three times the standard deviation from an assumed noise level of ±1 RU.
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（DMSO）中に調製されるため，フラグメントスク

リーニング実施の際には，化合物の溶解を促進する

ことを目的として，ランニング緩衝液に 35％（v/

v）程度の DMSO を添加する．したがって，不溶

成分を含む溶液の添加を避けるために，すべての試

験フラグメントに対して，あらかじめランニング緩

衝液に完全に溶解していることを確認しておくか，

又は，遠心ろ過を行って不溶性成分を取り除くかの

いずれかを行う必要がある．

また，ランニング緩衝液に DMSO が添加されて

いる場合，SPR に特有のいわゆる DMSO 補正の問

題が生じる．DMSO は水と比べて比重が大きいた

め，試料溶液中の DMSO 濃度とランニング緩衝液

の DMSO 濃度のわずかな違いが，試料溶液添加時

に大きなレスポンス（0.01％の DMSO 濃度の違い

が 13 RU に相当する）として現れてくる．タンパ

ク質が固定化されているフローセルでは，タンパク

質の容積分，この DMSO による影響が少ないた

め，参照セルとの差し引きだけでは，DMSO 濃度

の違いによるレスポンスを完全に打ち消すことがで

きない．フラグメントの結合によるレスポンスは極

めて小さいため，こうした DMSO 濃度の違いによ

る影響のために検出が不可能になる場合がある．そ

こで，あらかじめ DMSO 濃度の異なる溶液を装置

に添加して，それらの与える影響を補正できるよう

にしておく．DMSO 補正の実施については，

Frostell-Karlsson らの論文に詳しい．3)

3-2. 一次スクリーニングからのフラグメントヒ

ットの選択 一次スクリーニングの結果から，フ

ラグメントヒットを選択する際には，結合レスポン

スの大きさ，センサーグラムの形状，参照タンパク

質への結合量との比較を考慮する．

3-2-1. 結合レスポンスに基づいたフラグメント

ヒット候補の選択 フラグメントヒット候補化合

物の選択には第一に，化合物添加時の結合レスポン

スの大きさを用いる．結合レスポンスに基づいたフ

ラグメントヒットの選定のための閾値の設定には 2

つの方法がある．一つは，ベースラインのノイズレ

ベルの標準偏差（概ね±1 RU 程度になることが多

い）を計算し，その値の 3 倍以上の結合レスポンス

を与えた化合物は有意な結合と見てフラグメントヒ

ットとして扱う方法．もう一つは，結合レスポンス

を部分占有率（Fractional occupancy, FO）に変換

して，ある一定値以上（例えば 40％以上）を示し

たフラグメントをヒットとして選択する方法である．

FO は，スクリーニング実施時に加えている陽性対

照の Kd 並びに結合レスポンスから，結合レスポン

スの最大値を計算し，この値とあらかじめ分子量で

補正した各アナライトの結合レスポンスとの比をと

ることにより算出できる．FO を使えば，固定化量

や標的タンパク質の大きさ，固定化したタンパク質

の活性保持率など実験毎に異なる個々の結合レスポ

ンスによらず，0100％という一定のスケールに換

算することができるので，データ処理上，この方法

を採用した方が便利なことが多い．FO は，HTS の

パーセント阻害に対応する値と考えることができる．

3-2-2. センサーグラムの形状の確認 ある閾

値以上を示したフラグメントについては，次に，個

々の試料添加時のセンサーグラム形状を検討する．

フラグメントの結合親和性は一般に低いので，結合

解離ともに速い矩形の結合パターンを示すことが予

想される［Fig. 3(a)]．ところが，実際には理想的

な結合解離のパターンを示す化合物のほかに，様々

な形のセンサーグラムがみられる．例えば，非常に

遅い結合・解離を示し化学量比 1 をはるかに越える

大きな結合レスポンスを与えるものや形が非常に乱

れているものなどである［Figs. 3(b) and (c)］．こ

れら多くはタンパク質表面への非特異的な結合や溶
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Fig. 3. Examples of Sensorgrams Observed in Fragment Pri-
mary Screening

a) The ideal sensorgram expected for true fragment hits. Association
and dissociation are very rapid returning to baseline immediately after cessa-
tion of an injection. b) A sensorgram with a distorted shape. Test fragment
expected is not fully dissolved. c) A sensorgram with a high binding
response. Micelle formation of the test fragment is expected with slow associ-
ation/dissociation with a binding stoichiometry exceeding 1.
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液中に微量に含まれる不溶成分によるものであるた

め，対応するフラグメントは，この段階で考慮から

外すことが望ましい．SPR 装置による非特異的な

結合とセンサーグラムの形状の関係については，

Giannetti らの論文に詳しい．10)

3-2-3. 対 照 タ ン パ ク 質 と の 結 合 量 の 比 較

Biacore に代表される SPR 装置のプラットフォー

ムでは複数の相互作用解析スポット（又はフローセ

ル）に異なるタンパク質を固定化することにより，

同一の化合物溶液に対する結合を同時に観察するこ

とができる．そこで，一次スクリーニング実施の際

に，標的タンパク質の活性部位に変異の入った不活

性型や，自殺基質型の阻害剤であらかじめ活性部位

をブロックしたもの，又は，こうした不活性型のタ

ンパク質が利用できない場合は標的タンパク質と全

く無関係の例えばグルタチオン転移酵素（GST）

など，を対照タンパク質として利用し，標的タンパ

ク質に対してのみ結合を示すフラグメントをヒット

候補として選択することができる（Fig. 4）．68)し

かしながら，例えば点変異による不活性型変異体を

対照タンパク質として用いる場合，活性部位内の変

異の入った場所とは別の相互作用部位で結合してい

るフラグメントを除去してしまう可能性もあるた

め，このフィルターを適用する際は，例えば，標的

タンパク質と対照タンパク質における結合レスポン

スの大きさの比のクライテリアを 2 程度とするなど

選択基準を厳しくしすぎないことが必要である．

3-3. 濃度依存性と結合位置の確認 一次スク

リーニングでヒット候補化合物として選択されたフ

ラグメントに対しては，1）濃度依存性と 2）陽性

対照化合物との競争実験による結合位置，の 2 つの

確認実験を実施し，これら 2 つのフィルターを通過

した化合物を最終的なフラグメントヒットとして結

晶構造解析や NMR 解析など次の評価を実施する．

3-3-1. 結合の濃度依存性 この実験では 68

点の異なる濃度で試験フラグメントを添加し，それ

ぞれの濃度において取得したセンサーグラムを重ね

合わせる，又は結合レスポンスを濃度に対してプロ

ットするいわゆる結合等温曲線を見ることにより，

化合物の固定化タンパク質に対する結合の濃度依存

性を確認するものである．リガンド：アナライトの

1：1 の理想的な結合等温曲線では，Hill 係数は 1

付近で，化合物濃度が解離定数以上に増加するにつ

れ，結合が飽和することにより，結合量が一定の値

に収束する［Fig. 5(a)］．したがって，各フラグメ

ントの濃度依存性が理想的なものと近いかどうかを
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Fig. 4. Use of a Reference Protein to Identify Nonspeciˆc
Binders

a) Representation of the screening results of a 384-well plate. Binding
responses for the target protein and the reference protein are shown in black
and gray, respectively. Response data points connected by solid lines are the
responses from reference compounds. The arrows indicate compounds that
showed typical promiscuous binding greater than a binding stoichiometry of
1. b) Ideal example where binding is observed only for the target protein
(left panel) and not for the reference protein (right panel). c) An example
of a negative response of a reference protein. Limited solubility or non-
speciˆc binding of the fragment is expected. d) An example of a nonselective
binder with binding to both the target and reference proteins.
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確認し，例えば，Hill 係数の大きなフラグメントな

どは非特異的な相互作用をしている可能性が高いと

考えて取り除くことになる［Figs. 5(c) and (d)］．

活性部位のポケットが比較的硬く活性に重要な相互

作用が明確に規定されている例えば Kinase のアデ

ニン結合部位，いわゆる Hinge 結合部位に対して

など理想的な結合濃度依存性を示すフラグメントが

多数見つかってくることが考えられる．しかしなが

ら，より一般的には，フラグメントの親和性が低

く，濃度依存性を見るためにしばしば数百 mM 程度

の高い濃度で化合物を添加するため，本来の結合部

位とは別の結合親和性の低い第 2 の結合部位に対す

る結合も同時に見えてくることが多く，明確な結合

飽和点を示さないフラグメントも多い．こうした挙

動を示すフラグメントに対しては，陽性対照化合物

の結合曲線から算出した Rmax 以上の結合レスポン

スを示したポイントを除いて，フィッティングを行

う必要がある．濃度依存性実験の具体例を Fig. 5

に示す．

3-3-2. 競争実験 フラグメントの結合特異性

を確認するのに最も有効なのがこの競争実験であ

る．この実験では，3 つの異なる試料溶液を固定化

タンパク質上に添加して得られた結合レスポンスを

比較する．まず，活性部位に結合することが既知の

陽性対照化合物を飽和濃度で添加する．次にテスト

フラグメントを単独で添加する．そして，最後に両

者の混合物を添加する．テストフラグメントが活性

部位に結合している場合は，混合物添加の際，テス

トフラグメントの結合が陽性対照化合物により阻害

されるため，観察される結合レスポンスは陽性対照

化合物単独で添加した場合とほとんど変わらない．

一方，両者が異なる結合部位に結合している場合に

は，混合物の結合レスポンスは，それぞれの化合物

を単独で添加したときの結合レスポンスの和にほぼ

等しくなるはずである．競合実験の例を Fig. 6 に

示す．SPR 実験においては，生物学的な酵素アッ

セイや結合アッセイと異なり，特定の基質，リガン

ドに対する競合性を見ている訳ではないので，理論

的には任意の 2 つの化合物同士について競合実験を

実施することが可能である．したがって，フラグメ

ントヒット同士について競合実験を実施することに

より，個々のフラグメントヒットの結合部位をマッ

ピングすることも可能である．6)一方，本実験を行

うためには，あらかじめ標的タンパク質に対する適

切な陽性対照化合物が知られていることが必須なの

で，そのような化合物がないときには本実験が実施

できないことが問題である．このような場合，SPR

実験だけでなく，核磁気共鳴法（NMR）や等温滴

定カロリメトリー（ITC）など異なる原理の物理化

学的な方法を組み合わせて，得られたフラグメント

ヒット化合物が想定した結合部位に特異的に結合し

ているかどうかについて十分に検証することが必要

である．
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Fig. 5. Examples of Sensorgrams from Dose-dependence Experiments
a) Ideal 1：1 binding with fast association and dissociation and with binding saturation. b) 1：1 binding was expected but no saturation was observed within

the range of concentrations tested. c) Compound aggregation or unspeciˆc binding is suspected. Slow association and dissociation was observed with a Hill
coe‹cient larger than 1. d) Compound aggregation or unspeciˆc binding is expected at higher concentrations.

Fig. 6. Competition Experiments between a Reference Compound and Fragments
Sensorgrams (left panel) and response values (right panel) are shown for two competition experiments. The reference compound and fragment bind to the

same site (a) and diŠerent sites (b). Response levels at 50 sec after the injection were used as representative values for comparison (right panel). The measured
responses for the fragments, the reference and the mixtures are shown by hashed bars. The calculated responses for the mixture expected for diŠerent binding sites
are shown by white bars.
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4. おわりに

本稿では，まず，スループットや必要なタンパク

質量が少ないなど，SPR を用いてフラグメントス

クリーニングを実施することの利点について簡単に

述べた後，SPR を用いたフラグメントスクリーニ

ング実験を実施する際の具体的な注意事項，特に非

特異的に結合するフラグメントを取り除き，真のフ

ラグメントヒット化合物を選択するためにどのよう

なフィルターをどういう基準で用いるかについて詳

述した．具体的には，一次スクリーニングにおいて

は，結合量，センサーグラムの形状，参照タンパク

質に対する結合量，また，二次スクリーニングにお

いては，結合の濃度依存性，陽性対照化合物との競

争実験，という 5 つのフィルターを適切に用いるこ

とが必須であることを述べた．FBDD の成功のた

めには必須と考えられるフラグメント標的タンパ

ク質の複合体 X 線結晶構造を得るために，スルー

プットの比較的高い SPR 装置を用いて数千のフラ

グメントに対するプレスクリーンを行い結合特異性

の保証されたフラグメントをあらかじめ選択してお

く意義は高い．また，結晶構造解析が成功しない場

合でも，得られたフラグメントヒットの構造を基に

部分構造検索などを実施し，SPR によるアッセイ

データを基準に，より親和性の高い化合物を探索し

て，リード化合物候補となる化合物を選択すること

も可能である．
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