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略語 

ALIS: automated ligand identification system 

AR: androstane receptor 

CAR: constitutive androstane receptor 

CYP: cytochrome P450 

DBD: DNA binding domain 

DMSO: dimethyl sulfoxide 

DNA: deoxyribonucleic acid 

DSC: differential scanning calorimetry 

DSF: differential scanning fluorometry 

ER: estrogen receptor 

FBDD: fragment based drug design 

FKBP12: FK506 binding protein 12  

FKBP38: FK506 binding protein 38 

FRB: FK506 rapamycin binding  

GB1: B domain of streptococcal protein G 

Hsp90: heat shock protein 90 

HSQC: heteronuclear single-quantun coherence 

IPTG: isopropyl--D(-)-thiogalactopyranoside 

ITC: isothermal scanning calorimetry 

LBD: ligand binding domain 

mTOR: mammalian target of rapamycin 

Ni-NTA: nickel-nitrilotriacetic acid  

NMR: nuclear magnetic resonance 

PAGE: polyacrylamide gel electrophoresis 
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PCN: pregnelone-16 alpha-carbonitrile 

PCR: polymerase chain reaction 

PDB: protein data bank 

PPAR: peroxisome proliferator-activated receptor 

PXR: pregnane X receptor 

RXR: retinoid X receptor 

SBDD: structure based drug design 

SDS: sodium dodecyl sulfate 

SPR: surface plasmon resonance 

SRC1: steroid receptor coactivator 

STD: saturation transfer difference 

TdCD: temperature-dependent circular dichroism 

Tm: transition midpoint temperature 

Tris: tris (hydroxymethyl) aminomethane 

YT: yeast-tryptone 

XRE: xenobiotic response element 
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アミノ酸とその略号 

アミノ酸 3文字表記 1文字表記 

アラニン Ala A 

アルギニン Arg R 

アスパラギン Asn N 

アスパラギン酸 Asp D 

システイン Cys C 

グルタミン Gln Q 

グルタミン酸 Glu E 

グリシン Gly G 

ヒスチジン His H 

イソロイシン Ile I 

ロイシン Leu L 

リジン Lys K 

メチオニン Met M 

フェニルアラニン Phe F 

プロリン Pro P 

セリン Ser S 

スレオニン Thr T 

トリプトファン Trp W 

チロシン Tyr Y 

バリン Val V 
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医薬品の探索、開発は時代と共に多くの変化を遂げてきている。古くは天然

有機化合物の探索や知見の利用が行われ、様々な有用な化合物 penicillin G, 

streptomycin, tacrolimusなどが得られてきた（Figure 1-1）1。 
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Figure 1-1. Structures of natural medicines, penicillin G, streptomycin, and 

tacrolimus. 

 

近年においては病因を分子レベルで解明し、ターゲットとなるタンパク質など

を明らかにすることを利用した合理的な医薬品開発が可能になってきた。1990

年代に入るとハイスループットスクリーニングが行われるようになり、大量のライ

ブラリー化合物を高速で評価し、その中から新しいリード化合物の探索が行わ

れている 2。さらに 2000 年代に入るとタンパク 3000 プロジェクト 3,4をはじめとし

たタンパク質の立体構造が明らかになってきたことを背景に、効率的に創薬を

進める SBDD, FBDD（Figure 1-2）といった手法が広まってきた 5,6。 

 

 

Figure 1-2. The methods of FBDD, fragment growth and fragment linking.  
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これらのどの手法においても重要であるのは、ターゲットとなるタンパク質の

医薬品候補化合物の相互作用解析である。ターゲット分子との相互作用を明ら

かにすることで、mode of action の解明、構造活性相関研究、選択性の向上な

ど医薬品開発を進める上で重要な情報が得られる。低分子とタンパク質の相互

作用解析を行う物理化学的な手法としては、表面プラズモン共鳴（ surface 

plasmon resonance: SPR）、核磁気共鳴（nuclear magnetic resonance: NMR）、X

線結晶構造解析、熱分析など様々な手法が存在する。 

SPRはタンパク質を膜状に固定化し、ligandを送液することでタンパク質への

結合と解離を検出し相互作用を明らかにする手法である（Figure 1-3）。SPR は

スループット性が高いことや解離定数が求められ順位付けが容易のため、創薬

スクリーニングの段階では汎用的に用いられる 7。一方で SPRでは、膜にタンパ

ク質を固定化するため溶液条件とは異なる場合があることや、疎水性の高いタ

ンパク質は非特異吸着が発生しやすいことなど様々な不利な点が存在し、全て

のタンパク質への対応は困難である。 
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Figure 1-3. The conceptual diagram of SPR (Surface plasmon resonance). SPR 

observed ligand association and dissociation to target protein. 
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NMR においては大きく分けて ligand 検出とタンパク質検出の 2 種類の手法

が存在する（Figure 1-4）。ligand 検出の手法としては WaterLogsyや STDNMR

などが知られている 8。ともに溶液中におけるタンパク質と相互作用している

ligand のシグナルを検出する方法であり，中程度のスループットを有しているが、

タンパク質使用量が多く、また偽陽性判定も多いという懸念点がある。一方タン

パク質検出方法としては 15
N HSQC 法がある 9。これは ligand非共存下と共存

下におけるアミノ酸の各 HSQC シグナルを検出し、シグナルの移動によって相

互作用を判別する方法である。本方法は相互作用に関するアミノ酸を特定する

ことが出来るため、相互作用界面の特定が可能である。本方法を利用したスク

リーニング方法である SAR by NMR
10は創薬の段階で利用されている。また近

年ランタノイド金属を用いた NMR 相互作用解析法も確立しつつある。これはラ

ンタノイド金属の常磁性効果を利用し ligand の結合位置を特定する方法である

11。これらタンパク質側を検出する方法は得られる情報は多いが、スループット

が低いこと、タンパク質使用量が多いことやタンパク質を安定同位体で標識す

る必要があり、安易には行えない。 
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Figure 1-4. NMR interaction analysis could be divided into two kinds of 

methods. (a) ligand detection method (STDNMR) (b) protein detection method 

(
15

N HSQC). 
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X 線結晶構造解析はタンパク質とリガンドの共結晶を作成する方法であり、

相互作用の有無、結合界面、構造変化など最も多くの情報を得ることが出来る

12。一方でデメリットとしてはスループットが低いことやタンパク質使用量が多い

こと、結晶構造は溶液構造とは異なる場合があることがあげられる。そのため、

NMR や X 線結晶構造解析は 1 次スクリーニングではなく、ヒット化合物のバリ

デーションなどの 2次評価に利用されることが多い。 

一方、タンパク質とリガンド間の相互作用を解析する手段としての熱分析の

方法は ITC、DSCおよび DSFの 3種類存在する。 

等温滴定型カロリメトリー（Isothermal Titration Calorimetry: ITC）は標的分子

に相互作用する低分子を滴下した際に起こる結合反応に伴う熱量を観測する

方法である（Figure 1-5）。2つの分子が相互作用する際には熱の吸収や発熱が

起こり、これを滴定することによって結合定数（Kd）、結合比（stoichometry, n）、

反応のエンタルピー変化（H）、およびエントロピー変化（-TS）を求めることが

出来る 13。 
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Figure 1-5. Calorimetric titration of the protein solution with the ligands. Upper 

panel show the heat flow associated with the ligand, and lower panel shows 

binding isotherms corresponding to the data in upper panel and the fitted curves. 
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ITC はH を実測で求めることが出来る唯一の装置である。ギブスの自由エ

ネルギーG（G = -RTInK）はG=H-TS と表される。つまり結合はエンタル

ピーとエントロピーの総和として求められる。エンタルピーは水素結合や van der 

Waals 相互作用や水素結合などに由来する特異的な結合を示す値である一方、

エントロピーは疎水性相互作用などの非特異的な結合を示す値である。近年、

市販されているHIVプロテアーゼ阻害剤やスタチンの標的タンパク質とのレトロ

スペクティブな解析が実施され、新しい世代の薬はよりエンタルピー駆動型であ

ることが示された 14。 また、我々は骨粗しょう症薬などで利用されている市販ビ

スフォスフォネート薬剤とターゲットであるファルネシル二リン酸合成酵素（FPPS）

の間の熱力学的な解析を実施したところ、より世代が新しい薬剤ほどエンタル

ピー駆動型であることを確認した（Figure 1-6）15,16。このように新しい薬ほどエン

タルピー駆動型の化合物であること、つまり標的特異性が高い化合物であり、

best in classの化合物であるということが ITCを用いてHを比較することで証明

された。このような背景を踏まえ、創薬の段階でエンタルピーを実測して、構造

変換等へ利用することが検討され始めた 17,18。 

また、ITC 測定は 1つ当たりの測定時間が 1時間程度と従来はスクリーニン

グとしては利用できなかったが、Hの簡易スクリーニング法として SITE法が開

発され、本方法を利用して SBDD の段階でのH の順位付けも行われるように

なってきた 19。 
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Figure 1-6. Enthalpic and entropic contribution to the binding affinity of 

bisphosphonates 
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示差走査型カロリメトリー（Differential Scanning Calorimetry: DSC）は昇温過

程におけるタンパク質の立体構造変化に由来する熱の出入りを検出することが

出来る 20（Figure 1-7）。水溶液中のタンパク質は天然状態と変性状態の 2状態

間の平衡で存在する。タンパク質溶液を昇温させると立体構造の自由度が増

大し、安定化に寄与している様々な因子が弱められ熱変性が引き起こされる

（アンフォールディング）。DSC においてはタンパク質のアンフォールディングに

伴うH を観測することが出来る。タンパク質の熱変性の際にはH は吸熱の

ピークとしてあらわれ、その吸熱ピークの中点、つまり半分のタンパク質が変性

した温度を熱変性中点（Tm）と呼ぶ。また同時に熱変性の際の熱容量変化

（Cp）も測定することが出来る。Tmはタンパク質の熱安定性を評価する 1つの

指標として用いられ、Tmが高い分子は低い分子と比較して熱に安定なタンパク

質であると言える。この指標を基にして多くのバイオ医薬品の熱安定性試験が

実施されている 21。また ligand 共存下ではタンパク質は ligand と複合体を形成

し、熱安定性が向上するため Tmが上昇する。この現象を利用してタンパク質リ

ガンド相互作用解析にも利用されている 22。一方で DSC においてはタンパク質

使用量が SPRよりは多く、また 1サンプルあたりの測定時間も 1時間程度有す

るためスループットは低い。 
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Figure 1-7.A schematic DSC curve of protein solution. DSC measures the heat 

capacity of states and the excess heat associated with transitions that can be 

induced by temperature change. 
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DSF（Differential Scanning Fluorometry）は、DSC と同じくタンパク質溶液を昇

温しその過程におけるタンパク質立体構造変化をとらえることが出来る。DSCと

大きく異なるのはその検出法である。DSF においてはタンパク質溶液に蛍光色

素（例えば Sypro Orange）を添加する。タンパク質溶液を昇温すると、タンパク質

はアンフォールディングし、内側に存在する疎水性領域が外側に曝される。蛍

光色素は疎水性領域と相互作用し，蛍光を示す。その作用を利用して蛍光を検

出することでタンパク質のアンフォールディングの際の温度 Tm を検出する。本

方法はDSCと同様に抗体の熱安定性の検討 23や ligand相互作用解析 24で利

用されている。また、我々はランタノイド結合タンパク質の他のタンパク質との融

合の際の linkerの最適な長さを判断するためにDSFを利用し、最も Tmが高い

安定な linkerの選択を行っている 11。 

DSFの最大の特徴としては、タンパク質使用量とスループットである。DSFの

1回あたりのタンパク質使用量は 0.1-1μg程度となり、これはDSCの 1/100であ

り、また 96 穴や 384 プレートを使用できることから DSC と比較して高いスルー

プットを有している。一方で、DSC と比較してのデメリットとしては溶媒の使用に

制限があることや、複数のピークが存在する場合に解析が困難であることがあ

げられる。タンパク質の熱安定性試験の際には DSF の高いスループットで多く

のタンパク質の測定を実施し、必要な際に DSC で詳細に解析するのが最も賢

明であると考えられる。 
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Figure 1-8.The conceptual diagram of differential scanning fluorometry 

(DSF).The temperature at which a protein unfolds is measured by an increase in 

the fluorescence of a dye, which has a higher affinity for the hydrophobic parts of 

a protein that are exposed upon unfolding. In the presence of the ligand, protein is 

stabilized because of ligand biding, Tm shifted higher also same as DSC. 
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これら 3 種の熱分析的な解析は、タンパク質リガンド相互作用解析に有効で

あり、効果的なスクリーニング法を創作すれば、目的の相互作用を有する化合

物の探索に有用であると推測される。本研究においては効率的な新しい熱分

析による相互作用解析技術の開発のため、2 つのターゲットに対する研究を実

施した。1つ目としてはイソメラーゼの FKBP12 と mTORの系であり、2つ目とし

ては核内受容体の PXRである。 

天然物として得られた FK506や rapamamycinは FKBP12に結合する。しかし

それだけでは活性は得られない。このタンパク質リガンド複合体が、さらに他の

タンパク質である calcineurinや mTOR と結合することによって免疫抑制作用や

抗がん作用を発現するユニークな作用機序を有している。そこで、抗がん剤の

創薬をめざし、ligand が FKBP12 に結合した後に、mTOR に結合するか否かを

判別する熱力学的なスクリーニング方法の確立を目指した。FKBP12 と mTOR

の融合タンパク質を作成し、NMR の情報をサポートに DSC を利用したところ、

容易に FKBP12のみと結合する化合物と FKBP12および mTOR と 3者複合体

を形成している化合物を 1度の実験で判別する方法を確立した。本実験は第一

章で記載する。 

一方、PXR はヒトの薬物代謝の主要な酵素である CYP3A を誘導するタンパ

ク質として知られている。PXR への結合を評価することは、その薬物の代謝に

大きく影響を与えるため、早期に把握しておくことが必要である。既存の reporter 

gene assay は細胞系で実験していることから様々な制限があり、物理化学的な

相互作用解析測定法が必要であった。そこで PXR タンパク質を作成し、熱力学

相互作用解析を用いて評価した。その結果、DSC を用いることで reporter gene 

assayと同等の結果を得ることが出来た。しかし一方で DSCはスループットが高

くはなく、初期のスクリーニング向きではないため、高いスクリーニング能力を有

するDSFを検討した。本来DSFでは PXRのような疎水性の大きなポケットを有
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するタンパク質においては Dye と競合してしまうため利用が困難である。そこで、

新しいパラメーター(dF/dT)50 を定義（蛍光強度の温度変化あたりの変化が初期

状態と比較して半分になるリガンド濃度）し、本数値の利用を検討した。その結

果、DSCの Tmや reporter gene assayの EC50と高い相関性を得ることが出来た。

これによりDSFを用いて高いスループットでPXRとの相互作用解析が可能にな

り、CYP3A 誘導評価を物理化学的な方法で可能にした。本内容は第二章に記

載する。 

2つのタンパク質、FKBP12および PXR との熱分析を利用した相互作用解析

の手法を開発し、効果的なスクリーニング法を創作すれば、目的の相互作用を

有する化合物の探索に効果的であり、創薬を加速化することが可能であること

を示した。 
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第一章 

FKBP12とmTOR融合タンパク質とリガンドの熱分析と構造

生物学的な解析を利用した効果的な評価法の確立 
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第一節 背景 

FK506
25,26や rapamycin

27,28はともに peptidylprolyl cis/trans isomerase （PPI）

作用を有する FKBP12（FK506 binding protein 12）に結合する化合物として知ら

れている（Figure 2-1）。これら２つはともに天然物由来であり、FK506 は筑波山

で採取された Streptmyces tsukubaensis より単離され、一方 rapamycinは Easter

島で採取された Streptomyces hygroscopicus より単離された。これら２つの化合

物はともに移植時の免疫抑制剤として臨床で使用されているが、rapamycin は

抗がん剤としても利用されている。この臨床での利用用途が異なることは、

FKBP12に結合した後のターゲットが異なることに由来する。FKBP12-FK506複

合体は細胞内 Ca
2+依存性フォスファターゼとして作用する calcineurin と結合し

てその作用を阻害する 29,30。一方 FKBP12-rapamycin複合体はmTORと結合し

mTORの生物活性を阻害する 31。 

 

Figure 2-1. Structures of FK506 and rapamycin. 

  



19 

 

mTOR は 2549 アミノ酸残基からなる大きなキナーゼタンパク質であり、N 端

から HEAT repeat ドメイン（1-1480）、FAT ドメイン（1513-1910）、FRB ドメイン

（2015-2114）、kinaseドメイン（2181-2484）およびFATCドメイン（2517-2549）の機

能性ドメインがある（Figure 2-2）。 

mTORは機能的にも構造的にも重要な 2つのタンパク質複合体mTORC1お

よびmTORC2を形成する。mTORC1は、mTOR、RaptorおよびmLST8 （GβL） 

からなる複合体で、栄養源の他、成長因子、ホルモン、ストレスなどによって活

性化され、活性化された mTORC1は、4EBP1 や p70S6K といったタンパク質合

成や細胞増殖に関わる分子をリン酸化し、mRNA の翻訳（4EBP1）、オートファ

ジーの抑制（ATG13）やリボゾームの生合成（p70S6K） などに関与している 32-34。

一方 mTORC2は、mTOR、Rictor、mLST8 （GβL）および Sin1 からなる複合体 

で rapamycin非感受性であり Aktや SGKおよび PKCをリン酸化し、アポトーシ

スの抑制、細胞の成長、細胞骨格の制御などに関与している 35,36。このように

mTOR は細胞の成長と生存の重要な制御を行うため、抗がん剤の重要なター

ゲットの 1つであると考えられている（Figure 2-3）37,38。 
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Figure 2-2 mTOR contains five distinct functional domains from N-terminals 

12 HEAT repeats, an FAT domain, an FRB domain, a catalytic domain, and an 

FATC domain. 

 

 

 

 

Figure2-3. mTOR was formed two functionally and structurally distinct 

multiprotein complex, mTORC1 and mTORC2. mTORC1 transmits nutrient 

availability signals to control numerous cellular functions. mTORC2 regulates 

actin cytoskeleton assembly and activates a protein kinase, AKT. mTORC1 and 

mTORC2 play a key role in the regulation of cell growth and survival. 
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mTOR の 5 つのドメインの中で活性本体である kinase ドメインは変異が入り

やすいことや選択性を出しにくいことから、創薬のターゲットとしては困難である。

一方、FRB ドメインはそのドメインに rapamycin が結合し活性を阻害することか

ら創薬のターゲットとしてなり得る。 

近年、mTOR FRB ドメインの溶液中の構造が明らかにされ（Figure 2-4）39、

また新しい阻害剤との複合体構造がNMRで解析された 40,41。これらの論文に

おいて FRB ドメインは大腸菌の不溶性画分より得られ、可溶化、巻き戻し、精

製の 3段階の工程を経て得られている。さらに常温において FRBドメインの溶

解性と安定性は非常に悪く、長時間のスクリーニングには向かないことが分

かった。抗がん剤を目的とした mTOR FRB ドメイン阻害の探索のためには安

定で溶解性の高い FRB ドメインが必要になってくる。 

 

 

 

Figure 2-4. Structure of mTOR FRB (PDB: 2NPU). 
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そこで、FKBP12とmTOR FRBを融合させたタンパク質 FKBP12-mFRBタン

パク質を作成した。この融合タンパク質は大腸菌培養後、可溶性画分より得ら

れ、簡単な 2 つのステップのクロマトグラフィーで単離された。さらに FK506 や

rapamycin との相互作用を DSC と NMR を用いて検討し、FKBP12-FRB 融合

蛋白質を用いることで容易に結合の判別が可能であることを示した（Figure 

2-5）。この FKBP12-FRB融合タンパク質と DSCおよび NMR を用いた相互作

用解析は単なる FRB 阻害剤のスクリーニングだけなく、FKBP12 依存的な

FRB阻害と FKBP12 非依存的 FRB阻害を容易にスクリーニングすることも可

能とした。 

 

 

 

Figure 2-5. Discrimination of FK506 and rapamycin using FKBP12-mTOR 

FRB fusion protein. 
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第二節 実験項 

1) FKBP12のコンストラクト作成 

ヒト FKBP12核酸配列がコードされた断片に対して forward primer FKBP12-f 

(5’- CCTCTAGACATATGATGGGAGTGCAGGTGGAAACC-3’) と reverse 

primer FKBP12-r (5’-AGACTCGAGATTATCATTCCAGTTTTAGAAGCTCC 

-3’)を設計した（Sigma Genosys Japan）。次にその primerとDNA polymeraseとし

て KOD -plus-（東洋紡）を用いて PCR（iCycler, Biorad）を実施した。PCR は 2 

mM dNTPsを 5 μL、25 mM MgSO4を 2μL、KOD –Plus- bufferを 5μL、Primer 

(FKBP12-f, FKBP12-r)を各 1μL、templateの DNAを 1 μL、KOD –Plus- DNA 

polymeraseを 1 μLおよび滅菌水を 26 μL加え、全体を 50 μLとして下記に示す

cycleを実施した。 

 

-PCR cycle- 

 

 

 増幅された断片については QIAquick
®

 PCR Purification Kit （QIAGEN）を用

いて精製した後に制限酵素 NdeⅠ, XhoⅠ（タカラバイオ）を処理し末端を切断し

た。増幅された PCR 産物は NdeⅠ, XhoⅠにて処理された pGBHPS ベクター42

（北海道大学（現熊本大学）の小橋川准教授より譲受）と ligation high version 2

（東洋紡）を用いて ligation を実施した．得られた反応物は大腸菌 DH-5α

competent cell（タカラバイオ）に形質転換した。 
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2) mTOR FRB コンストラクトの作成 

ヒト mTOR FRB (2015-2114)の核酸配列がコードされた断片に対して forward 

primer FRB-f (5’- CCTCTAGACATATGGAGCTGATCCGAGTGGCCATC - 3’)

と reverse primer FRB-r (5’- AGACTCGAGATTACTGCTTTGAGATTCGTC 

GGAAC - 3’)を設計した（Sigma Genosys Japan）。次に primer と DNA 

polymeraseとしてKOD -plus-を用いてPCRを実施した（条件はFKBP12と同様）。

QIAquick
®
 PCR Purification Kitにて精製後、制限酵素 NdeⅠと XhoⅠで処理さ

れた pGBHPSベクターに導入し大腸菌DH-5αcompetent cellに形質転換した。 

 

3) FKBP12-FRB融合コンストラクトの作成 

ヒト FKBP12 とヒト FRBが融合した配列は以下のように作成した。ヒト mTOR 

FRB (2015-2114)の核酸配列がコードされた断片に対して forward primer 

FRB-f2 (5’- CGGGGTACCGAGCTGATCCGAGTGGCC - 3’)と reverse primer 

FRB-r2 (5’ - AGACTCGAGATTACTGCTTTGAGATTCGTCGGAAC - 3’)を設

計した（Sigma Genosys Japan）。 次に、primer と DNA polymerase として KOD 

-plus-を用いて PCRを実施した（条件は FKBP12と同様）。その後制限酵素 Kpn

Ⅰ（タカラバイオ）と XhoⅠを用いて末端を切断した。続いてヒト FKBP12 の核酸

配列がコードされた断片に対して forward primer FKBP12-f と reverse primer 

FKBP12-r2 (5’- AGAGGATCCTTCCAGTTTTAGAAGCTCC - 3’) および DNA 

polymeraseとしてKOD -plus-を用いてPCRを実施した（条件はFKBP12と同様）。

その後制限酵素 NdeⅠと BamHⅠ（タカラバイオ）を用いて末端を切断した。リン

カーの配列は GSGSSGSSGSSGT を設計しオリゴヌクレオチドとして linker-f(5’- 

GATCCGGCAGCTCGGGTAGTAGCGGGAGCTCCGGTAC - 3’)と linker-r (5’ - 

CGGAGCTCCCGCTACTACCCGAGCTGCCG - 3’)を用い末端を BamHⅠと

KpnⅠで制限酵素処理を実施した。得られた 3 つの PCR 産物（FKBP12, FRB, 
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linker）を ligation high version 2を用いて ligationを実施した．続いてQIAquick
®
 

PCR Purification Kitにて精製後、FKBP12-f と FRB-r2の 2つの primerを用い

て PCR を実施した（条件は FKBP12 と同じ）。QIAquick
®
 PCR Purification Kit

にて再度精製後、NdeⅠと XhoⅠで処理された pGBHPS ベクターに導入し大腸

菌 DH-5αcompetent cellに形質転換した。 

 

4) FKBP38 PPIコンストラクトの作成 

FKBP38 の PPI ドメイン（92-210）の核酸配列がコードされた断片に対して

forward primer FKBP38-f (5’- CCTCTAGACATATGGAGTGGCTGGACATTC - 

3’)と reverse primer FKBP38-r (5’ - AGACTCGAGATTACTCCAGGTCAGGC 

CCGTCC - 3’)を設計した（Sigma Genosys Japan）。DNA polymerase として

KOD -plus-を用いてPCRを実施した（条件はFKBP12と同様）。QIAquick
®
 PCR 

Purification Kitにて精製後 NdeⅠと XhoⅠで処理された pGBHPSベクターに導

入し大腸菌 DH-5αcompetent cellに形質転換した。 

 

5) FKBP38-FRB融合コンストラクトの作成 

ヒト FKBP38 とヒト FRB が融合した配列は以下のように作成した。ヒト

FKBP38 の核酸配列がコードされた断片に対して forward primer FKBP38-f と

reverse primer FKBP38-r2 (5’ - GGACGGGCCTGACCTGGAGGGATCCTCT - 

3’) を設計した（Sigma Genosys Japan）。DNA polymeraseとしてKOD -plus-を用

いてPCRを実施した（条件はFKBP12と同様）。その後制限酵素NdeⅠとBamH

Ⅰを用いて末端を切断した。リンカーの配列は FKBP12-FRB と同様に

GSGSSGSSGSSGT と設計し、オリゴヌクレオチドとして linker-fと linker-rを用い

末端を BamHⅠと KpnⅠで制限酵素処理を実施した。得られた 2 つの PCR 産

物（FKBP38, linker）と前述で作成した FRBを ligation high version 2 を用いて
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ligation を実施した．続いて QIAquick
®
 PCR Purification Kit にて精製後

FKBP38-fと FRB-r2の 2つの primerを用いて PCRを実施した（条件は FKBP12

と同じ）。QIAquick
®
 PCR Purification Kitにて再度精製後NdeⅠとXhoⅠで処理

された pGBHPS ベクターに導入し大腸菌 DH-5αcompetent cell に形質転換し

た。 

 

6) 形質転換 

形質転換された大腸菌は2x XY培地（Invitrogen）にampicillin（Sigma aldrich） 

を 0.5%含有させたプレートに植菌し、37度で一晩培養した。プレートに生成した

コロニーについてコロニーPCRを実施した。 

 

7) コロニーPCR 

コロニーを楊枝でピックアップし、3 μLの滅菌水入り PCRチューブに溶解させ

た。溶解後、95°C、2分間溶液を温めた。続いて T7 promoter  5’ – TAATACG 

ACTCACTATAGGG - 3’ (Sigma Genosys Japan, 50 pmol/ul) 及び T7 

terminator 5’- ATGCTAGTTATTGCTCAGCGG -3’ (Sigma Genosys Japan 、50 

pmol/nl)をそれぞれ 0.06 μL、Ex Taq（タカラバイオ）を 3 μL加え PCRを実施した。 

PCR cycleは以下に示すように行った。 

 

 

PCR後のサンプルについて、enVISION
TM（Amresco）を 2 μL加えてアガロー
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ス 1.5% GTG（Lonza）のゲル濃度で電気泳動を実施した。電気泳動後に目的の

長さのDNAを有しているコロニーついて 2x YT培地 10 mLで一晩培養をした。 

 

8) plasmidの作成 

培養後のサンプルについては 4000 rpmで 10分間遠心（LX-120, TOMY）し、

菌体のみを回収した。DNAの精製は QIAprep® Spin Miniprep Kit（QIAGEN）

を用いて実施した。 

 

9) DNAシークエンスの確認 

T7 forward primer と reverse T7 primerおよび DNA polymerase として KOD 

-plus-を用いて PCR を実施した。PCR は Big Dye terminator を 1 μL、sample 

bufferを3.5 μL、Primer (T7 forward, reverse)を各1 μL、各plasmidを1 μLずつ、

および滅菌水を 11.5 μL加えて全体として 20 μLとして下記の cycleを実施した。 

 

 

 

PCR 産物については Gel Filtration Cartridge（EdgeBio）を用いて遠心（4400 

rpm, 3 min）して精製した。続いて遠心エバポレーター（CVE-200D, EYELA）を

用いて溶液を乾固させた。完全に乾固した後に Hi-Di formamide （Applied 

Biosystems）を 20 μL 加えて 90°C、2 分間溶液を温め、室温まで静置後、DNA 

sequencerを用いて配列の確認を実施した。DNA sequencerは ABI3100を用い
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キャピラリーは 3100 / 3130xl 50-cm Capillary Array (61 cm x 50 μm, Applied 

Biosystems)、ポリマーは POP6 （POP6
TM

 polyer for 3100/3130-avant genetic 

analyzer, Applied Biosystems）を用いた。 

 

10) 培養（FKBP12, FKBP12-FRB, FKBP38-FRBの非ラベル体） 

plasmidは大腸菌 competent cell BL21 (DE3) （Merck life science）に形質転換

し 2xYT 培地プレート（ampicillin 0.5%）にて一晩 37°Cで培養した後、得られた

コロニーをピックアップし 2x YT培地（ampicillin 0.5%）にて一晩 37 °Cで振とう

培養（LX-120, TOMY）した。菌体は 900 mLにスケールアップし、37 °Cで 4時

間程度培養（Innova 4230, New Brunswick Scientific)し、濁度OD600 = 0.6~0.7に

おいて IPTG（calbiochem） 100 mg/mL溶液を 1 mL加えて 16 °Cで 24 時間振

とう培養した。培養後 4°C、20分間、4000 rpmの遠心を実施し菌体を回収した。 

 

11) ラベル体用のM9最少培地の作成方法 

最初に Vitamin mixtureを作成した。純水 50 mLあたりに Biotin（和光純薬）

を 50 mg、Choline chloride（ナカライテスク）を 50 mg、Folic acid（Sigma Aldrich）

を 50mg、Naiacinamide（和光純薬）を 50mg、D-Pantothenate（Sigma Aldrich）を

50mg、Pyridoxal（ナカライテスク）を 50 mg、Riboflabine（ナカライテスク）を 5 mg

および Thiamine（ナカライテスク）を 50 mg加えて作成した。 

続いて培地成分としては、Na2HPO4・12H2O を 17.1 g、KH2PO4 を 3.0 g、

15
NH4Cl を 1.0 g および NaCl を 0.5g 水に溶かし 1 L とし、オートクレーブ

（LSX-700, TOMY）を実施した。続いてグルコース（ナカライテスク）を 2.0 g、

ampicillinを 0.1 g、100 mM CaCl2 （ナカライテスク）を 1 mL、2 M MgSO4 （和光

純薬）を 1 mLおよび Vitamin mixtureを 1 mL加えて作成した。 
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12) 培養（FKBP12, FKBP12-FRB, FKBP38-FRBの 15
N ラベル体用） 

plasmidは大腸菌 competent cell Rosetta2 (DE3)に形質転換し 2xYT培地プ

レート（ampicillin 0.5 %）にて一晩 37 °Cで培養した後、得られたコロニーをピッ

クアップし、ラベル体用のM9最少培地（ampicillin 0.5 %）にて一晩 37 °Cで振と

う培養した。菌体はM9最少培地（ampicillin 0.5 %）を用いて 900 mLにスケー

ルアップし、Celtone-N（Spectral Stable Isotope）を 1 g加えて、37 °Cで 4時間程

度培養し、濁度OD600 = 0.6~0.7において IPTG (100 mg/ml)を1 mL加えて16 °C

で 24時間振とう培養した。培養後 4 °C、20分間、4000 rpmで遠心し菌体を回

収した。 

 

13) 培養（FKBP12, FKBP12-FRB, FKBP38-FRBの 15
N, 

13
C ラベル体） 

plasmidは大腸菌 competent cell Rosetta2 (DE3)に形質転換し 2xYT培地プ

レート（ampicillin 0.5 %）にて一晩 37 °Cで培養した後、得られたコロニーをピッ

クアップしラベル体用のM9最少培地｛ampicillin 0.5 %, グルコースは 13
Cグル

コース（Cambridge Isotope Laboratories, Inc）を使用｝にて一晩 37 °Cで振とう培

養した。菌体は M9 最少培地（ampicillin 0.5 %）を用いて 900 mL にスケール

アップし、Celtone-CN（Spectral Stable Isotope）を 1 g加えて、37 °Cで4時間程度

培養し、濁度 OD600 = 0.6~0.7において IPTG (100 mg/ml)を 1 mL加えて 16 °C

で 24時間振とう培養した。培養後 4 °C、20分間、4000 rpmで遠心し菌体を回

収した。 

 

14) タンパク質の精製 

回収した菌体を 40 mLの PBS（PBS tablet, Calbiochem）で縣濁し、4℃で超音

波破砕（SONIFIER 250, Branson, 出力 20 %、Output 8、10分）を行った。破砕

液を 4 °C、4000 rpmで 1時間遠心し上清を回収。回収された上清に対して予め
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PBSで平衡化した Ni-NTA Superflow（QIAGEN）を 5 mL(50％スラリー)加えて

目的タンパク質を吸着させた。50 mL x 3の wash buffer (50 mM Tris-HCl, pH 

8.0, 500 mM NaCl, 20 mM Imidazole)で非特異吸着を除いた後、10 mL の

elution buffer (50 mM Tris-HCl, pH 8.0, 500 mM NaCl, 250 mM Imidazole)で目

的タンパク質を溶出した。続いて 20 Lの PreScission Protease（GE Healthcare）

を加え 4 °C 16時間インキュベートして N末端側の GB1を切断した。切断後、

サンプルは Hiload 16/60 Superdex 75 prep grade (GE Healthcare)を用いたゲル

ろ過クロマトグラフィー（AKTA 10S, GE Healthcare）により精製した。その際

bufferは 20 mM Tris-HCl pH 8.0 150 mM NaClを用いた。タンパク質の収量は

Nano Drop（Thermo Scientific）を用いて得られた吸光度から確認し、FKBP12: 

40 mg/L, FKBP38 PPI: 25 mg/L, FKBP12-FRB: 24 mg/L, FKBP38-FRB: 17 

mg/Lであった。 

 

15) DSCの測定条件 

DSCは VP-DSC （MicroCal）を使用した。昇温速度は 1°C /分とし、20 °Cから

80 °C まで測定した。測定の際のタンパク質濃度は 50 μM、リガンド濃度は 1 

mM とし、バッファーは 20 mM Tris-HCl (pH 8.0), 150 mM NaClに 5 % DMSO

を加えて実施した。解析はソフトウェア Origin 7.0を使用した。 

 

16) NMRの測定条件 

装置は UNITY INOVA600および 800 MHz（Agilent Technology）を使用した。

タンパク質はPBS ( pH7.4)もしくは20 mM Tris-HCl ( pH 8.0) 150 mM NaClに溶

解させた。リガンドの FK506（社内で単離）や rapamycin（フナコシ）は DMSO-d6 

（ACROS）に溶解させ 100mM とし、タンパク質に対して 5 %重量加え、その後

25 μL の D2O （ACROS）を加えて全量を 250L とした。全ての測定温度は
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25 °Cで実施した。データの解析には VnmrJ 2.2D（Agilent Technology）および

Olivia (http://fermi.pharm.hokudai.ac.jp)を利用した。相互作用の解析には 15
N 

HSQC を利用し、主鎖の帰属には 3 次元 NMR [HNCO, HNCA, HNCACB, 

C(CO)NH, HBHA(CO)NH, (HCA)CO(CA)NH, HN(CO)CA, CBCA(CO)NH, 

HN(CA)HA, H(CCO)NH]を利用した。 

 

  

http://fermi.pharm.hokudai.ac.jp/
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第三節 結果 

1) FKBP12 と FRBの融合タンパク質のデザインと発現精製 

mTOR FRBドメインタンパク質を単独で 25 °CでNMR測定と解析を実施した

が、溶解性と安定性が不足しているため、シグナルの強度が低下してくることが

わかった。一般にタンパク質の溶解性や安定性向上のためには GB1、

thioredoxinやMBPといった安定な可溶性タグを付属させてタンパク質を発現精

製することが多い。本実験においては、これらのタグではなく高安定性高溶解

性の FKBP12または FKBP38 PPIドメインを融合させて発現した。この融合は安

定性や溶解性の向上だけでなく、FKBP12 依存的と非依存的な mTOR 阻害剤

のスクリーニングに使用できると期待して考案した。 

FKBP12、FRB および rapamycin の 3 次元構造 43,44によると、FKBP12 の C

末端は FRB ドメインの N末端の近隣に存在しており、これより FKBP12の C末

端と FRBの N末端の間に linkerを介して融合させることが賢明であると推測さ

れた。FRB ドメインの N 末端（E2014 から W2023）は X 線結晶構造ではフレキ

シブルであり、それを考慮すると FKBP12の E107から FRBのH2024までは 28

Åであり、最低限 7 アミノ酸分の距離である。そこで linker としてはその約 2 倍

の 13アミノ酸（GSGSSGSSGSSGT）をデザインした。 

FKBP12-FRB 融合タンパク質は N 端側に GB1 と 6 つの Histidine からなる

His-tag が付属した形で発現させた（Figure 2-6）。タンパク質は可溶性画分より

Ni-NTAで回収され、続いて PreScission proteaseを用いて FKBP12-FRBとGB1、

His-tag を切断した後、ゲルろ過カラムクロマトグラフィーで精製した（Figure 

2-7(a)）。精製の各ステップにおいては SDS-PAGE により確認し、最終的には１

つのバンドで得られていることを確認した（Figure 2-7(b)）。回収量は 34 mg/Lで

あり、これは物理化学的な解析するには十分な量であり、25 °C、１週間の各種

NMR測定でも安定であった。  
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Figure 2-6.  Schematic representation of construction of the FKBP12-mTOR 

FRB fusion protein. 
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(a) 

 

(b) 

 

 

Figure 2-7. (a) Purification scheme of FKBP12 and FKBP12-mTOR FRB 

fusion protein. (b) SDS-PAGE analysis for purification of lane A: marker, lane B: 

after purification by gel filtration chromatography, lane C: after PreScission 

protease digestion, lane D: after Ni-NTA purification.  
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2) DSC測定と解析 

FKBP12とFKBP12-FRB融合タンパク質に対してリガンドFK506と rapamycin

との示唆走査型カロリメトリー（DSC）の測定を実施した。リガンド非共存下にお

いて FKBP12の熱変性中点(Tm)は 65.8(±0.1) °Cで観測された。続いてリガン

ド FK506や rapamycinを加えると Tmはそれぞれ 77.6(±0.4) °C、76.5(±0.1) °C

であった。これは FKBP12 にリガンドが結合したことによってタンパク質が安定

化され Tmが上昇したと推定された（Figure 2-8）。 

 

 

Figure 2-8. DSC curve of FKBP12 without ligand (black),with FK506 (blue), 

and rapamycin (red). 
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続いて FKBP12-FRB融合タンパク質の Tmの測定を実施すると２つのピーク

（43.8 (±0.4) °C、49.6 (±0.1) °C）が得られた（Figure 2-9）。この 2つのピークが

得られたということは、2 つのタンパク質の間には直接相互作用が存在しない、

もしくは非常に弱いことが推察される。また、FKBP12-FRB 融合タンパク質中の

FKBP12と単独の FKBP12の Tmを比較すると融合タンパク質中の FKBP12の

方が低い。タンパク質を融合することによって Tmが低下してしまうことは他のタ

ンパク質でも観測されており 45-47、これは融合のために低下したと考えられた。

続いてこの FKBP12-FRB 融合タンパク質に FK506 を添加した際の DSC は 1

つのピークは変化しないのに対して（43.8 (±0.4) °Cから 43.9 (±0.2) °C）、1つ

のピークは高温側にシフトした（49.6 (±0.4) °Cから 70.5 (±0.2) °C）。FK506は

FKBP12 に結合し FRB には結合しないことが知られており、これから低温側の

ピーク（43.8 (±0.4) °C）は FRB由来であり、高温側のピーク（49.6 (±0.4) °C）

が FKBP12由来であり、FK506の共存により高温側のピークが結合により安定

化したことが推察された。さらに FKBP12-FRB融合タンパク質に rapamycinを共

存させると DSC は 2 つであったピークが変化して高温側の 1 つのピーク（74.9 

(±0.3) °C）を与えた。これは rapamycin の共存によって FKBP12、rapamycin、

FRB の 3 者複合体が形成されたことを示し、これは論文の情報 48と一致した。

以上 FKBP12-FRB融合タンパク質のリガンドの結合を DSCで解析を行うことで

それぞれのドメインごとの結合を明らかにすることが可能となった。 
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Figure 2-9. Heat capacity curves of FKBP12-FRB fusion protein under three 

different conditions without ligand (black), in the presence of FK506 (blue) and in 

the presence of rapamycin (red). 
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3) NMR測定 

続いてタンパク質の NMR を用いたリガンドとの相互作用解析を実施した。最

初に主鎖の帰属のために 2次元NMR（15
N HSQC）と 3次元NMR測定[HNCO, 

HNCA, HNCACB, C(CO)NH, HBHA(CO)NH, (HCA)CO(CA)NH, HN(CO)CA, 

CBCA(CO)NH, HN(CA)HA, H(CCO)NH]を実施した。その結果、FKBP12につ

いてはアミノ酸の 97%の帰属に成功した。一方 FKBP12-FRB融合タンパク質に

ついてはリガンドフリーの場合 79%、FK506 共存下の場合 79%、rapamycin 存

在の場合 80%の帰属に成功した。 

Figure 2-10(a)にはFKBP12-FRB融合タンパク質のリガンドなしと FK506共存

下での 15
N-HSQC スペクトルを重ね合わせたデータを表示し、Figure 2-10(b)に

はそれぞれのアミノ酸の化学シフト値の差をグラフとして示した。化学シフト値

の変化は FKBP12 側では大きいのに対して、FRB 側ではとても小さいことがわ

かる。これより、NMR からも FK506 は FKBP12 とのみ相互作用していることが

確認された。また、FKBP12側で変動が観測されたアミノ酸を調べると FK506 と

相互作用する界面を中心に存在することがわかる（Figure 2-11）49。 
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(a) 

 

(b) 

 

Figure 2-10. (a) Overlay of the 
1
H–

15
N HSQC spectra of the FKBP12–FRB 

fusion protein in the absence (black) and presence (red) of FK506. (b) Chemical 

shift differences between the FKBP12–FRB fusion protein in the presence and 

absence of FK506.  
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Figure 2-11. Chemical shift difference of FKBP12 mapped on crystal structure 

(1NSG) of in the absence and presence of FK506. Red represents chemical shift 

differences > 0.3 ppm, orange of 0.2 and yellow of 0.1 ppm, and black represents 

Pro or missing residues. 
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一方で、FKBP12-FRB融合タンパク質に rapamycin共存下で 15
N HSQCス

ペクトルを測定すると FKBP12 側と FRB 側ともに大きな化学シフト値の変化が

観測され（Figure 2-12(a), (b)）、rapamycinは FKBP12と FRBの両方と相互作用

していることが確認された。大きな化学シフト値の変化は特に FKBP12 側では

R18から S39および F46からM66の間、FRB側では I2021から E2052および

D2102からV2106の間で観測された。FKBP12, rapamycin, FRBのX線 3者複

合体結晶構造 43,44と比較すると、これらアミノ酸はちょうど 3者複合体の相互作

用界面であることがわかる（Figure 2-13）。FKBP12-FRB 融合タンパク質に対し

て FK506、rapamycin の 2 つの異なる薬物の結合状態を NMR で解析すること

によってその差異を端的に捉えることが可能となった。 
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(a) 

 

(b) 

  

Figure 2-12. (a) Overlay of the
1
H–

15
N HSQC spectra of the FKBP12–FRB 

fusion protein in the absence (black) and presence (red) of rapamycin. (b) 

Chemical shift differences between the FKBP12–FRB fusion protein in the 

absence and presence of rapamycin.  
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Figure 2-13. Chemical shift difference of FKBP12 mapped on crystal structure 

(1NSG) of in the absence and presence of rapamycin. Red represents chemical 

shift differences > 0.3 ppm, orange of 0.2 and yellow of 0.1 ppm, and black 

represents Pro or missing residues. FKBP12 was shown in ribbon, FRB in surface 

and rapamycin in stick. 
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FKBP38 の PPI ドメイン（以下 FKBP38 と表記）は FKBP12 の PPI ドメインと

一部立体構造が異なるため、FK506や rapamycin とは相互作用しないことが知

られている（Figure 2-14）。FKBP12 に作用せず FRBのみに結合する薬物の探

索を可能とするようなフォーマットの作成を目的としてFKBP12をFKBP38のPPI

ドメインに置き換え FKBP38-FRB の作成を検討した。FKBP38-FRB 融合タンパ

ク質は大腸菌培養後、可溶性画分より安定性が高く、溶解性も高いタンパク質

として得られた。 

 

Figure 2-14. Overlay crystal structures of FKBP12 (1FKK, purple) and 

FKBP38 PPI domain (3EY6, blue) 
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FKBP38-FRB と ligand間の DSCを測定したところ、ligand非共存下での Tm

は 48.5°Cであったのに対し、FK506 共存下では 48.4 °C、rapamycin 共存下で

は 49.6 °C となり rapamycin 共存下のみでは Tm の上昇が認められた（Figure 

2-15）。以上より、FKBP38-FRB と FK506は相互作用せず rapamycinは相互作

用していることが確認された。  

 

Figure 2-15. Heat capacity curve in DSC. Results were observed FKBP38-FRB 

(0.03 mM) protein with three different conditions, no ligand (black), FK506 

(green), rapamycin (red), respectively. 
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この融合タンパク質に対して rapamycin共存下で 15
N HSQCスペクトルを測定

すると、FKBP38 側ではほとんど化学シフト値が変動しないのに対して FRB 側

では大きな変化が観測された（Figure 2-16a, b）。これより、FKBP38-FRB は

FRB単独に作用するリガンドの探索に利用可能であると考えられる。 

 

 

.  
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(a) 

 

(b) 

 

Figure 2-16. (a) Overlay of the 
1
H–

15
N HSQC spectra of the FKBP38–FRB 

fusion protein in the absence (black) and presence (red) of rapamycin. (b) 

Chemical shift differences between the FKBP38–FRB fusion protein in the 

absence and presence of rapamycin.  
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4) 融合タンパク質 FKBP12-FRBおよび FKBP38-FRBとタンパク質 FKBP12お

よび FKBP38 PPIの NMRスペクトルの比較 

Figure 2-17 (a), (b)には FKBP12 と FKBP12-FRBの 15
N HSQCスペクトルの

重ね合わせとその変動を示す。単体と融合タンパク質由来の FKBP12 の化学

シフト値の変化は T21と C末端で 0.2 ppm以上の変化が観測された。C末端に

ついては、C 末端側に 13残基からなる linker と FRB ドメインが結合しているた

め、化学シフト値が異なると推測された。また T21 についても、立体構造を調べ

ると C 末端の近隣に位置することがわかり、これも融合によって生成したアー

ティファクトであると推測された。この２つの領域以外には大きな化学シフト値の

変化はないことから、FKBP12 と FRBは互いに相互作用することもなく独立して

いることが推測される。これは DSC 測定において 2つのピークが別々に観測さ

れたことからも支持される。 
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(a) 

 

(b) 

 

Figure 2-17. (a) Overlay of the
1
H–

15
N HSQC spectra of isolated FKBP12 

(black) and the FKBP12–FRB fusion protein (red). (b) Chemical shift differences 

between the isolated FKBP12 and FKBP12–FRB fusion protein.  
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Figure 2-18 (a), (b)には rapamycin共存下における FKBP12 と FKBP12-FRB

の 15
N HSQC スペクトルの重ね合わせとその変動を示す。大きな化学シフト値

の変化は R42から E61およびA81から T96に観測された。これら変動している

領域をX線結晶構造 43,44上にマッピングしFigure 2-19,20に記す。F46からM49

はへリックスであり、L50 から I56 および A81 から T96 はループであり、これら

は FKBP12 と FRBの相互作用解析界面に存在し、FKBP12 と FRB はタンパク

脂質間相互作用を形成していることがわかった。論文データ 48によると FRB へ

の相互作用は rapamycin 単独と FKBP12 共存下での rapamycin では 2000 倍

程度結合力が異なり、FKBP12 と FRB のタンパク質間相互作用の重要性が示

されており、我々のデータはこれを支持している。さらに DSC においても

rapamycin 共存下の FKBP12-FRB融合タンパク質の DSC curveが 1つピーク

で観測されていることからタンパク質リガンド間だけでなくタンパク質間相互作

用の存在が示唆され、論文を支持している。また、我々はランタノイド金属を用

いたFKBP12, FRB, rapamycin複合体の解析も試み、溶液中でもX線結晶構造

と同じく 3者複合体構造を形成していることを確認している 11。 
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(a) 

 

(b) 

 

Figure 2-18. (a) Overlay of the
1
H–

15
N HSQC spectra of isolated FKBP12 

(black) and the FKBP12–FRB fusion protein (red) in the presence of rapamycin. 

(b) Chemical shift difference of the FKBP12 residues between the isolated 

FKBP12 and FKBP12–FRB fusion protein in the presence of rapamycin.  
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Figure 2-19. The FKBP12 residues shifted upon fusion with FRB domain in the 

presence of rapamycin were mapped on the crystal structure (1NSG) of the 

FKBP12–FRB−rapamycin ternary complex. Red represents chemical shift 

differences > 0.3 ppm, orange of 0.2 and yellow of 0.1 ppm, and black represents 

Pro or missing residues. FKBP12 was shown in ribbon, FRB in surface and 

rapamycin in stick. FRB residues in contact with FKBP12 in the crystal structure 

of the FKBP12–FRB−rapamycin ternary complex
44

 were colored cyan. 
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Figure 2-20. Open-book representation of Figure 2-19. 
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第四節 まとめ 

抗がん剤の創薬をめざし、ligandが FKBP12に結合した後に、mTORに結合

するか否かを判別する物理化学的なスクリーニング方法の確立を目指した。

mTOR FRB ドメインだけでは不安定であったことから、FKBP12や FKBP38 PPI

ドメインを FRB の N 端に融合させることでタンパク質の安定性と溶解性向上に

成功した。続いて DSC, NMR を用いた相互作用解析実験より、FK506 は

FKBP12のみに結合すること、rapamycinは FKBP12及びmTOR FRBと 3者複

合体を形成することを DSC からはタンパク質のドメインレベルで、NMR からは

アミノ酸レベルでそれぞれ評価を可能にした。また、FKBP38-FRBとの比較によ

り、FKBP12と FRBのタンパク質間相互作用は rapamycin共存下で初めて形成

されることも分かった。 

これら融合タンパク質を用いることで FKBP12 依存的な mTOR 阻害剤と

FKBP12非依存的な mTOR阻害剤の探索を 1度の実験で判別することが可能

となった。 
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第二章 

酵素誘導を担うタンパク質 PXR とリガンドの創薬加速化を

目指した熱分析評価法の確立 
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第一節 序論 

チトクローム P450（CYP）3Aは薬物代謝や解毒作用に重要な役割を果たす。

一般的に細胞が生体異物の刺激を受けると、化学的対処するタンパク質が誘

導される。PXRは核内受容体の 1つで CYP3Aの転写活性化を制御し、また多

くの様々な構造を有する CYP3A 誘導活性化化合物によって活性化される

50-55。 

PXRはN端にDNA結合ドメイン（DBD）、C端側に ligand結合ドメイン（LBD）

を有する。これは CAR、AR、ER、PPAR などといった他の核内受容体と同じ特

徴を有している 55,56。Ligand 結合ドメインに ligand が結合すると PXR は Hsp90

から遊離され、核内受容体の 1つであるRXRや核内受容体スーパーファミリー

の 1つである SRC1 と活性型の複合体を形成する（Figure 3-1）。活性型複合体

は CYP3A遺伝子のプロモーター領域にある XREに結合し、CYP3A 遺伝子を

活性化し、CYP3A タンパク質の発現を誘導する（Figure 3-2）。よって PXR の

LBDへの ligandの結合能力を評価することはCYP3Aの誘導、つまり薬の代謝

を理解する上で必要不可欠な要素である。 
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Figure 3-1. Complex structure of PXR, SRC1, and ligand (3HVL). 
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Figure 3-2. Schematic representation of PXR activation. A ligand associate with 

PCR LBD , PXR is released from heat shock protein 90 (HSP90) and is activated 

by forming a complex with the retinoid X receptor (RXR) and another member of 

the nuclear receptor superfamily such as steroid receptor coactivator 1 (SRC1). 

The activated form of PXR then binds to a xenobiotic response element (XRE) 

located in the promoter region of the target CYP3A gene, thereby regulating 

transcription.  
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Reporter gene assayはCYP3Aの酵素誘導を評価するのに一般的に使用され

ており、高いスループットで医薬品候補化合物のスクリーニングも可能である

（Figure 3-3）57-59。しかし、この reporter gene assayの使用は限られている部分が

ある。例えば殺細胞活性を有する化合物はヒト由来細胞に毒性があるため正し

い評価が困難であることや、溶解性が悪い化合物や膜透過性が悪い化合物も

濃い濃度おいては正しい評価は困難である。さらに reporter gene assayでは最

終的には遺伝子の増強を検出しており、PXR への直接的な結合を評価してい

るのではないため、PXR への構造活性相関研究には直接的には利用できな

い。 

 

 

 

Figure 3-3. PXR reporter gene assay. HepG2 cells are co-transfected with PXR 

expression plasmid and CYP3A4 reporter plasmid.CYP3A4 inducer bind and 

activates the express human PXR, which in turn binds to XRE in the reporter 

construct and activate the transcription of reporter gene luciferase. The production 

of luciferase activity, determined by luciferase assay, represents the PXR 

activation by inducer. 

  



60 

 

第一章でも述べたように、一般的に DSC においてはタンパク質の熱変性の

際のアンフォールディングを評価するため、タンパク質の熱安定性評価に使用

される 21。また、リガンドが結合すると熱変性中点（Tm）はリガンドが非共存状態

より上昇する。そのため、タンパク質のリガンド結合能評価にも使用される 22。

一方、DSFにおいてはDSC同様に昇温過程におけるタンパク質のアンフォール

ディングを観測するが、その検出方法が異なる。DSF においては、蛍光色素を

用いてアンフォールディングの際の疎水性面の露出を検出する。本方法は

DSC と比較してスループットが高く、測定に必要なタンパク質量が少ないことが

特徴である。一方で PXR のような大きい疎水性のポケットを有するタンパク質

への利用は困難である。それは温度上昇に伴い蛍光強度が減少し、ligand の

結合による正しいTmの検出が難しいからである。 

そこで、熱分析を利用した PXRと ligandの相互作用解析を利用した新しいス

クリーニング方法を開発した。熱分析としてはDSFを利用し、その解析のために

新しいパラメーターとして(dF/dT)50（F は蛍光強度、T は温度）を定義し、これを

利用する方法を確立した。(dF/dT)50 は単位温度変化あたりの蛍光強度変化が

初期値と比較して半分になった際の ligand 濃度を意味する。この値と reporter 

gene assayで得られた EC50を比較すると、良い相関が得られた。本章では PXR

タンパク質の作成と作成タンパク質の評価、熱分析、reporter gene assayの結果

との比較について記載する。 
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第二節 実験項 

PXR-SRC1融合タンパク質の作成 

1) plasmidの作成 

ヒト PXR(130-434)の核酸配列がコードされた断片に対して forward primer 

PXR-f (5’ -  CCTCTAGACATATGAGTGAACGGACAGGGACTCAGCCACT 

GGG - 3’)と reverse primer PXR-r (5’ – AGAGGTACCGCTACCTGTGATACCG 

AACAAC - 3’)を作成し（Invitrogen）、PCR を実施した。PCRは 2 mM dNTPsを

5 μL、25 mM MgSO4を 2μL、KOD –Plus- buffer を 5μL、Primer (PXR-f, PXR-r)

を各 1μL、templateの DNAを 1 μL、KOD –Plus- DNA polymeraseを 1 μLおよ

び滅菌水を 26 μL加え、全体を 50 μLとして下記に示す cycleを実施した。 

 

-PCR cycle- 

 

 

増幅された断片については QIAquick
®
 PCR Purification Kit を用いて精製し

た後に制限酵素 NdeⅠ, KpnⅠを処理し末端を切断した。Linker (GSSGSSSG)と

SRC1(678-710)については forward primer SRC-f (5’ – CGGGGTACCGGCT 

CGAGTGGTAGCTCTAGCGGGTCTTCTCATAGCTCATTGACAGAACG - 3’)

と reverse primer SRC-r (5’- CACTTTGTCTGTCGAGCCTGATTAATCTCGA 

GCGG - 3’)を用いて上記同様の条件、サイクルで PCRを実施した。増幅された

断片については、QIAquick
®
 PCR Purification Kit を用いて精製した後に制限



62 

 

酵素 KpnⅠ、XhoⅠで処理した。得られた 2 つの断片（PXR と linker-SRC1）に

ついては Ligation high version 2 を用いて ligationを実施した。続いて PXR-f と

SRC-rを用いて上記の条件、サイクルで PCRを実施し、同様にQIAquick
®
 PCR 

Purification Kitで精製した。PCR産物はNdeⅠ, XhoⅠにて処理された pGBHPS

ベクターと ligation high version 2 を用いて ligationを実施した．得られた反応物

は大腸菌 DH-5αcompetent cell に形質転換した。形質転換、コロニーPCR, 

plasmid の作成、DNA シークエンスの確認を実施し、その方法については第一

章と同様に実施し、PXR-SRC1の plasmidを得た。 

 

2) 培養 

plasmid は大腸菌 competent cell Rosetta2 (DE3)に形質転換し 2xYT 培地プ

レート（ampicillin 0.5 %）にて一晩 37 °Cで培養した後、得られたコロニーをピッ

クアップし 2x YT培地（ampicillin 0.5 %）にて一晩 37 °Cで振とう培養した。菌体

は 900 mL にスケールアップし、37 °C で 4 時間程度培養し、濁度 OD600 = 

0.6~0.7において IPTG (100 mg/mL)を 1 mL加えて 16 °Cで 24時間振とう培養

した。培養後 4 °C、20分間、4000 rpmで遠心を実施し菌体を回収した。 

 

3) タンパク質の精製 

回収した菌体を 40 mL の PBS で縣濁し、4℃で超音波破砕（出力 20 %、

Output 8、10分）を行った。破砕液を 4 °C、4000 rpmで 1時間遠心し上清を回収

し、上清に予め PBSで平衡化した Ni-NTA Superflowを 5 mL（50 ％ スラリー）

加えて目的タンパク質を吸着させた。50 mL x 3のwash buffer (50 mM Tris-HCl, 

pH 8.0, 500 mM NaCl, 20 mM Imidazole)で非特異吸着を除いた後、10 mLの

elution buffer (50 mM Tris-HCl, pH 8.0, 500 mM NaCl, 250 mM Imidazole)で目

的タンパク質を溶出した。続いて 20 μLの PreScission proteaseを加え 4 °Cで 16 
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時間インキュベートして N 末端側の GB1 を切断した。切断後、サンプルは

Hiload 16/60 Superdex 75 prep grade (GE Healthcare)を用いたゲルろ過クロマト

グラフィーにより精製した。その際 bufferは PBS added 5 % glycerol を用いた。

最終的には SDS-PAGEで目的物の発現を確認し、濃度は Nano Dropで確認し

た。タンパク質の収量は 10 mg / 900 mLであった。 

 

4) LC/MSの測定条件 

装置はHclass付属 Synapt G2 HD-MS （Waters）を使用した。測定の際のカラ

ムはMS PREP desalting column (Waters)、流速は 0.5 mL/min、移動相は A液：

0.1 % ギ酸含有 H2O溶液、B液：0.1 %ギ酸含有 CH3CN溶液をグラジエント B: 

5 %→95 %（10分）で溶出させた。MS（ESI）の測定は positive, sensitive modeで

実施した。 

 

5) ITCの測定条件 

装置は Auto-iTC200（GE Healthcare）を使用した。測定の際の溶媒は PBS, 

5% glycerol, 5% DMSOを用い、測定前に脱気を実施した。reference cellには

Milli-Q水を充填させた。測定は 25 °Cで行い、ligandの滴定は 4 μLずつ 20回

行い滴定の間隔は4分とした。滴定の間滴定シリンジは1000 rpmで回転させ撹

拌した。データの解析は Origin 7.0 software (Origin Lab)を用いた。 

 

6) SPRの測定条件 

装置は Biacore A100（GE Healthcare）を使用した。PXR-SRC1はアミンカップ

リング試薬（Amine Coupling kit, type 2 BR-1006-33、GE Healthcare）を用いて

チップ CM5(GE Healthcare)に固定化した。固定化後、移動相は 10% DMSOが

含有した HBS-N buffer（GE Healthcare）で送液し、タンパク質濃度は 20 μM、リ



64 

 

ガンドは 10, 30, 100, 300, 1000 μM で行った。解析は解析専用ソフトウェア

Biacore A100 Evaluation (GE Healthcare)で実施した。 

 

7) DSCの測定条件 

DSCは VP-DSC （GE Healthcare）を使用した。昇温速度は 1°C /分とし、20°C

から 80 °Cまで測定した。測定の際のタンパク質濃度は 30 μM、リガンド濃度は

500 μMで実施。バッファーは PBS, 5 % glycerolに 5 % DMSOを加えて実施し

た。解析はソフトウェア Origin 7.0 (Origin Lab)を使用した。 

 

8) DSFの測定条件 

装置は StepOne Plus（Applied Biosystems）を使用した。全ての測定においてタ

ンパク質 PXR-SRC1の濃度は 1 μMで測定し、ligandの濃度は 0, 0.3, 1, 3, 10, 

30, 100, 200, 400, 1000 μMで実施した（高濃度は必要な際に実施）。測定溶媒

は PBS, 5 % glycerol, 5 % DMSOに 1000倍希釈した Protein Thermal Shift Dye 

(Applied Biosystems)を加えた。測定は 25 °Cから 95 °Cまでを昇温速度 1.75 °C 

/分で行った。測定データの解析は Thermal shift software (Applied Biosystems)

で行い、データの表示はMicrosoft Excel (Microsoft)を用いて行った。 

 

9) 結合評価実験に用いた化合物について 

SR-12813、Hyperforinは Enzo Life Sciencesより購入した 

Rifabutinは SEQUOIA より購入した 

Felodipine 、 Nifedipine 、 troleandomycin 、 Verapamil 、 Phenylbutazone 、

Phenytoin、PCN、Naproxen、Diclofenac、Quercetin、Furosemide、Nadolol、

Chlorpromazineは Sigma-Aldrich より購入した 

Nicardipine 、 Rifampicin 、 Ticlopidine 、 Omeprazole 、 Phenobarbital 、
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Theophylline、Caffeine、Atenololは和光純薬工業株式会社より購入した 

Ritonavir、Carbamazepineは Toronto research chemical Inc.より購入した 

Lansoprazoleは LKT Laboratories Inc.より購入した 

Dexamethasoneは PerkinElmerより購入した 

Pioglitazoneはフナコシ株式会社より購入した 
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第三節 結果 

1) PXR-SRC1 タンパク質のデザイン、発現、精製 

PXR LBDは非常に大きく伸縮性のある疎水性のポケットを有しているため、

PXR LBD タンパク質単独では不安定であることが知られている 60-62。PXR が

様々な ligand と相互作用しうるのはこの特徴のためである。LxxLL モチーフ（x

は任意のアミノ酸）を有する SRC1は PXRのLBDの表面に結合することが知ら

れており、この結合によって PXRの LBDの構造的な揺らぎが抑えられる。コレ

ステロールを下げる化合物として知られている SR12813
63 はヒトとラビットの

PXRの有効な活性化剤としても知られている 61。SR12813は SRC1非共存下で

は幾つかの配向での X 線結晶構造が得られているが 60、SRC1 共存下では１

つの配向の結晶構造しか得られていない 65。つまり、SRC1 が構造の揺らぎを

抑えることがこの結果から示唆されている。また、最近になって PXRと SRC1が

融合したコンストラクトが安定であり、ligand との結合実験に有用であることが

示された 66,67。そこで、物理化学的な評価のために PXR LBD (130-434) と

linker (10アミノ酸) と SRC1 (678-710) を連結させた融合タンパク質を作成する

ことにした。融合タンパク質（以後 PXR-SRC1）の発現は N 端側に GB1 および

His-tag を結合させた形で大腸菌を用いて実施した（Figure 3-4(a)）。発現された

タンパク質は破砕後上清より得られ、Ni-NTA を用いて精製した後、Prescission 

protease を用いて GB1 と His-tag を PXR-SRC1 から切断した。続いてゲルろ過

カラムクロマトグラフィーにて精製し単離した（Figure 3-4(b)）。PXR-SRC1融合タ

ンパク質は SDS-PAGE 上で 1 つのバンドとして得られていることを確認し、MS

を用いて目的分子量も確認した。収量は培養量 1 Lあたり 10 mg程度であり、

ITC, DSC, DSFなどの物理化学的な分析を行うのに十分な量が得られた。 
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(a) 

 

 

(b) 

 

Figure 3-4 (a) Construct of PXR-SRC1 fusion protein. (b) Purification scheme of 

PXR-SRC1 fusion protein 
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2) PXR-SRC1 と SR12813の ITC, DSC, DSFを用いた結合解析 

融合タンパク質 PXR-SRC1 の結合活性を調べるために、SR12813 との ITC

測定を 3 つの温度 15 °C、25 °C、37 °C で実施した（Figure 3-5）。その結果、

PXR-SRC1 と SR12813の結合比は約 0.9 となり、PXR-SRC1 融合タンパク質 1

つに対して 1 つの SR-12813 が結合していることが明らかになった。解離定数

（Kd）は温度 15 °C、25 °C、37 °Cにおいてそれぞれ 0.41 μM, 0.67 μM, 0.90 μM

であった（Table 3-1）。この解離定数よりCpは-0.13 cal/mol となり、Cpが小さ

いことから結合の際に大きな構造変化は起こっていないことが推測された。こ

れら ITC の結果より、PXR-SRC1 は正しく発現されたとし、DSC や DSF を用い

た相互作用解析実験に用いることが可能と判断した。 
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Figure 3-5. Calorimetric titrations (upper panel) and resulting integrated binding 

isotherms (lower panel) of the association between SR12813 and PXR-SRC1 at 

25 °C. 
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Table 3-1. ITC analysis of the association between PXR-SRC1 and SR12813 at 

three temperatures (15, 25, 37°C). 

Temp 

(°C). 

dG 

(kcal/mol) 

dH 

(kcal/mol) 

-TdS 

(kcal/mol) 

Kd 

(μM) 
stoichiometry 

15 -8.5 -6.0  -2.5 0.41 0.92 

25 -8.4 -8.2  -0.2 0.67 0.91 

37 -8.6 -8.9  0.3 0.90 0.93 
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次に DSC の測定を実施した。Ligand 非共存下では PXR-SRC1（30 μM）の

Tmは 52.6 °Cで観測された。一方、様々な濃度の SR12813（30, 100, 300, 500 

μM）を加えたところ、SR12813 非共存下と比較してTm はそれぞれ 7.7、9.2、

9.7、9.8、9.6°Cとなり（Figure 3-6）、SR12813の増加とともに濃度依存的にTm

の上昇が認められた（Table 3-2）。 
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Figure 3-6. Heat capacity curves measured by DSC for PXR-SRC1 at different 

SR12813 concentrations: 0 μM (black straight), 30 μM (black dot), 100 μM (red 

straight), 300 μM (red dot), 500 μM (blue straight) and 1 mM (blue dot). 
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Table 3-2. Tm shift values of DSC at different SR12813 concentrations. 

ligand concentration (μM) 30 100 300 500 1000 

Tm (°C) 7.7 9.2 9.7 9.8 9.6 

 

  



74 

 

さらに融合タンパク質 PXR-SRC1 の DSF 測定を実施した。SR12813 非共存

下において蛍光強度が高い数値から始まり、融合タンパク質のアンフォール

ディングと共に蛍光強度が低下することが観測された（Figure 3-7）。一方で

SR12813 の濃度を増やしていくと、初期の蛍光強度の低下が認められ、高濃度

になるとさらにアンフォールディングの際の蛍光強度上昇が認められるように

なった。これらの結果より、用いた蛍光試薬 Protein Thermal Shift Dye が

PXR-SRC1 と大きな疎水性のポケットで相互作用していることが示唆された。そ

こで、Dye 共存下で DSC 測定を実施し、相互作用の有無を検討した。Dye を

1000倍および 300倍希釈で PXR-SRC1（30 μM）の DSC測定を実施すると Tm

は 53.1°Cおよび 53.4°Cに観測された（Figure 3-8）。これらの値は PXR-SRC1

単独の値 52.6°Cと比較して若干高かった。さらに、PXR-SRC1に SR12813共存

下で DSCを測定すると Tm 62.0°Cであったのに対して、さらに Dyeを 300倍お

よび 100 倍希釈で追加して測定すると Tm はそれぞれ 61.2°Cと 60.0°Cと低下

した（Figure 3-9）。これよりDyeはPXR-SRC1と相互作用し、その相互作用部位

は SR12813 と同じポケットつまり疎水性の大きなポケットであることがわかっ

た。 
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(a)  

 

(b) 

 

 

Figure 3-7. DSF at 1 μM PXR-SRC1 and different concentrations of SR12813: 0 

μM (black straight), 0.3 μM (black dot), 1 μM (blue straight), 3 μM (blue dot), 10 

μM (red straight), 30 μM (red dot), 100 μM (gray straight), and 200 μM (gray dot). 

(a) Fluorescent intensities (b) the derivative of the fluorescent intensities (dF/dT). 
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Figure 3-8. Heat capacity curves obtained by DSC. Curves were measured for 

PXR without ligand (black) or in the presence of Protein Thermal shift
TM

 Dye 

diluted 1000 (red) or 300 (blue) times. 
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Figure 3-9. Heat capacity curves obtained by DSC. Curves were measured for 

PXR with SR12813l (black) or in the presence of Protein Thermal shift
TM

 Dye 

diluted 300 (red) or 100 (blue) times. 
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DSF測定において、Tmは SR12813濃度を 0.3, 1, 3, 10, 30, 100 μM と上げ

ていくと 0, 1.8, 3.3, 4.2, 5.2, 6.3 °Cと濃度依存的に上昇していることが観測され

た。このTm は DSC のTm より小さく、これは Protein Thermal shift Dye が

SR12813 と競合しているためであると推測される（Figure 3-10(a)）。そこで、Tm

ではなく、蛍光強度変化に着目した。蛍光強度の温度変化当たりの変化量の

最大値 dF/dTは濃度 0.3, 1, 3, 10, 30, 100 uMにおいて初期値を 1とすると 0.42, 

-0.23, -0.59, -0.77, -0.80, -0.81 となった。dF/dTが初期値と比較して半分になる

ときの濃度を (dF/dT)50 と定義するとその濃度は 0.4 μM となった（Figure 

3-10(b)）。 

一方、PXR-SRC1 と SR-12813 の Biacore A100 を用いた SPR 実験も検討し

たが、非特異的吸着が観測されたため特異的な相互作用の検出は困難と判断

した。 

 

 

  



79 

 

(a) 

 

(b) 

 

 

Figure 3-10. DSF at 1 μM PXR-SRC1 and different concentrations of SR12813: 

Tm (a) and dF/dT (b) are plotted against the SR12813 concentration.   
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3) DSC と DSFを用いた 29化合物の相互作用解析 

PXR-SRC1 に対して 29個の異なる ligand について DSF と DSC を用いた相

互作用解析を実施した。29化合物は論文上 64,68-71で reporter gene assayのデー

タがあるものを選択した。誘導能の強い（EC50 < 10 μM）化合物として SR12813, 

hyperforin, rifabutin, felodipine, nicardipine, rifampicin, ritonavir, nifedipine, 

troleandomycin, lansoprazole, verapamil を選択した。続いて誘導能が中程度

（10 μM < EC50 < 1000 μM）の化合物としては ticlopidine, omeprazole, 

phenylbutazone, phenytoin, carbamazepine, dexamethasone, phenobarbitalを選択

した。一方で誘導能があるが細胞毒性や溶解性の問題により濃度が測定でき

ない化合物としては PCN, pioglitazone, naproxen, theophylline, caffeine, 

diclofenac を選択し、誘導能がない化合物としては quercetin, furosemide, 

nadolol, atenolol, chlorpromazineを選択した（Figure 3-11）。 
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Figure 3-11. Structures of 29 compounds measured by DSC and DSF. 

 

  



82 

 

 

 

 

Figure 3-11. Continued (Structures of 29 compounds measured by DSC and 

DSF.)  
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最初に DSC 測定を実施した。Rifampicin を加えると Tm は 52.6 °C から

58.2 °Cに上昇し、これはリガンド相互作用によってPXR-SRC1の熱安定性が上

昇したためであると考えられる。続いて phenytoinを加えると Tmは 54.3 °Cに上

昇し、この Tm 上昇値は SR12813 や rifampicin より低いことからアフィニティは

比較的弱いと推測される。続いて nanodolや caffeine を加えたところ、Tmシフト

は観測されなかった。このことより nanodolや caffeineは PXR-SRC1と相互作用

しないと推測された。同様にして 29個の化合物の測定を実施した（Table 3-3）。 
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Figure 3-12. Heat capacity curve obtained by DSC. All scans were measured 

with 30 μM PXR-SRC1 and 500 μM of phenobarbital (black dot), PCN (red 

straight), phenytoin (red dot), and rifampicin (blue straight), or no ligand (black 

straight). 
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続いて DSF の測定を検討した。Tm と(dF/dT)50 の値の検出を試みたが、

Tm については弱い相互作用を有すると考えられる化合物はほとんど動かか

なった。一方で、(dF/dT)50の値は 29個の化合物すべてについて値を求めること

が可能であった。例えば、nifedipineを 0, 0,3, 10, 30, 100, 200 μMと加えていくと

dF/dTの値は、それぞれ 1, 1.28, 1.63, 1.15, 0.85, 0.44, 0.26, 0.15 と変化し、この

変化から(dF/dT)50の値を求めると 27 μM と算出された。同様にして nicardipine、

ticlopidine、phenytoin、PCNの(dF/dT)50値はそれぞれ 0.92, 46, 240, 290 μM と

算出された（Figure 3-13）。Table 3-3 には 29 個の化合物全ての測定結果を示

す。 

 

 

Figure 3-13.dF/dT values obtained by DSF and plotted against different ligand 

concentrations. 
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Table 3-3. Summary of DSC, DSF, and reporter gene assay data of 29 

compounds. 

  DSC DSF reporter gene assays 

  Tm (°C) Tm (°C) (dF/dT)50 (μM) EC50 (μM) ref No. 

SR12813  8.8  5.9 0.4  0.1  68 

Hyperforin  9.4  3.1 0.5  0.2  68 

Rifabutin 6.8  3.8 9.2  0.2  64 

Felodipine 5.8  3.5 1.9  0.3  64 

Nicardipine  5.8  3.5 0.9  0.4  64 

Rifampicin  5.5  2.5 21.6  0.7  68 

Ritonavir  6.6  3.1 1.9  1.4  69 

Nifedipine  3.8  -1.0 26.6  2.0  69 

Troleandomycin  3.4  2.8 18.3  5.0  69 

Lansoprazole 1.9  1.0 32.3  6.5  64 

Verapamil  2.5  0.7 68.9  9.5  64 

Ticlopidine  2.6  0.7 45.8  13.1  70 

Omeprazole  2.9  0.4 110.8  21.0  64 

Phenylbutazone 2.2  -0.4 79.1  36.0  64 

Phenytoin  2.0  0.3 240.1  45.0  64 

Carbamazepine  2.0  0 252.2  51.0  69 

Dexamethasone  1.2  0 195.8  100.0  69 

Phenobarbital  0.5  -0.4 543.6  370.0  71 

PCN** 0.5  0 290.3  >10 68 

Pioglitazone 1.4  1.4 88.0  >200 64 

Naproxen  0.5  -0.3 300.7  >200 64 

Theophylline  0.1  0.7 265.6  >200 64 

Caffeine  -0.1  0 940.0  >200 64 

Diclofenac  1.2  1.7 153.3  >200 64 

Quercetin  -0.1  -2.4 87.4  no induction 70 

Furosemide 0.4  0 434.2  no induction 70 

Nadolol  -0.2  0 953.6  no induction 70 

Atenolol  0.0  0 827.3  no induction 70 

Chlorpromazine  2.1  -0.4 72.1  no induction 70 

*measured at 200 μM 
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第四節 考察 

CYP3A は臨床で使用されている多くの薬物の代謝において大きな役割をし、

PXR はその CYP3A の誘導に大きな役割を果たしている。Reporter gene assay

は PXR による CYP3A 誘導化の評価に広く使用されている。しかし、この assay

は様々な問題を抱えている。それは殺細胞活性のある化合物が測定できない

こと、膜透過性、安定性、溶解性が悪い化合物が測定できないことなどである。

また、この assayは PXRと薬物の相互作用を直接観測しているわけではないの

で、検出されている結果が偽陽性である可能性もあり、構造活性相関の検討も

難しい。これら様々なデメリットを考慮すると、reporter gene assayではない他の

評価法が必要であると考えられる。そこで熱分析法、DSC、DSF を用いた PXR

と薬物の結合評価を実施し、CYP3Aの誘導を評価した。 

本研究では 29 個の化合物の相互作用解析を実施した。論文上での reporter 

gene assay の EC50 値と今回得られた DSC の Tm を比較したところ（Figure 

3-14(a)）、一部の化合物では誘導能が低いため比較不可能であったが、それ

以外の化合物については r
2
 = 0.86 と良い相関が得られた。DSC はタンパク質

の安定性評価や ligand 相互作用評価の測定においては大いに有用な手法で

あるが、1回あたりに必要なタンパク質量は約 10-30 μM（本実験の PXR-SRC1

の場合、換算すると 200 – 600 μg）と非常に多く、また 1回あたりの測定時間も 2

時間程度と非常に長い。このことから薬物スクリーニングの一環として利用する

ことは難しく、利用は限定される。一方で、蛍光をベースとした熱分析法である

DSF は 1 サンプルあたりに使用されるタンパク質は 1 μM （同様に換算すると

0.4 μg）と少なく、また 1回あたりの測定時間は 45分程度要するが一度に 96穴

や 384 穴などのプレートを利用することが可能であり 24, 72、高いスループット能

を有する。DSF においては、タンパク質疎水性面と相互作用する蛍光試薬の蛍

光強度を測定し、その蛍光強度はタンパク質溶液を昇温しアンフォールディン
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グさせた際の疎水性面の露出に伴い上昇する。一般的にはその蛍光強度の上

昇から Tmを求め、安定性や ligandとの相互作用を評価する 72-75。しかし、PXR

の場合は蛍光試薬である Protein Thermal Shift Dye と ligandが疎水性ポケット

で競合しあうため、Tm が小さく、検出が困難な化合物も存在した。この問題を

打開させるため、(dF/dT)50の値を活用した。論文情報による reporter gene assay

の EC50 と(dF/dT)50 の値を比較すると r
2
 = 0.84 と良い相関を示した（Figure 

3-14(b)）。この値は DSF のTm よりも良い相関（r2
=0.71）を示し（Figure 3-15 

(a)）、これは比較的弱い結合能の化合物のTmが小さいためであると考えられ

る。さらに、(dF/dT)50と DSCのTmの値を比較すると r
2
 = 0.88と非常に良い相

関であり（Figure 3-15(b)）、DSF と DSCの熱分析測定の相関性の高いことが確

認された。一方で、DSC と DSF のTm は、リガンドと Dye が競合するため、

(dF/dT)50よりも相関性は低かった（Figure 3-16）。 
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(a) 

 

(b) 

 

Figure 3-14. (a) Correlation between Tm values obtained by DSC and EC50 

values from reporter gene assays. (b) Correlation between (dF/dT)50 values 

obtained by DSF and EC50 values from reporter gene assays.  
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(a) 

 

(b) 

 

Figure 3-15. (a) Correlation between Tm shift values obtained by DSF and EC50 

values. (b) Correlation between the Tm values obtained by DSC and (dF/dT)50 

values by DSF. 
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Figure 3-16. Correlation between Tm values obtained by DSC and DSF. 
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In vitro の PXR 相互作用解析としては TdCD や ALIS を用いた評価が最近

報告された 66。TdCDやALISを用いた手法とDSFを用いた手法の reporter gene 

assayのEC50値の比較をすると、ともに良い相関性を示しているが、一方でDSF

はTdCやALISと比較してスループットが高い。DSFは既存の方法より多くの化

合物の PXR による CYP3Aの誘導評価に有用であると考えられ、特に reporter 

gene assay をはじめとした他の別法より先に使うプレスクリーニングとしての利

用が最適であると考えられる。 
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第五節 まとめ 

酵素誘導を担うタンパク質 PXR との相互作用解析を行い、既存の reporter 

gene assay の問題を解決できるスループットの高い誘導能評価系の構築を検

討した。PXR タンパク質は SRC1 と融合させて発現することにより安定で大量

に取得することに成功し、ITC、DSC を用いることでそのタンパク質の構造が

問題ないことを確認した。さらにDSCを用いてPXRとの解析を実施し、reporter 

gene assay の EC50 と良い相関を示した。一方、DSF においては、Protein 

Thermal Shit Dye と ligandが疎水性ポケットで競合しあうことを明らかにした。

それにより既存の評価系である Tmではなく、新しい評価系(dF/dT)50の値を使

うことで幅広い相互作用を高いスループットで評価することが可能であることを

見出した。 
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創薬を進める上で、ターゲットとなるタンパク質との医薬品候補化合物の相

互作用を明らかにすることは、mode of action の解明、構造活性相関研究、選

択制の向上など様々な重要な情報を得るために必要不可欠である。低分子と

タンパク質の相互作用解析を行う物理化学的な手法としては、SPR、NMR、X

線結晶構造解析、熱分析的な手法など様々存在する。本論文においては、2 つ

のターゲットタンパク質、FKBP12 および PXR に対する新しい熱分析の手法を

開発し創薬の加速化へ貢献した。 

第一章ではFKBP12とmTORに対する相互作用をDSCとNMRで解析した。

FK506や rapamamycinは FKBP12に結合する。しかしそれだけでは活性は得ら

れない。このタンパク質リガンド複合体が、さらに他のタンパク質 calcineurin や

mTOR と結合することによってそのシグナル伝達を阻害し、免疫抑制作用や抗

がん作用を発現するユニークな作用機序を有している。そこで、抗がん剤の創

薬をめざし、ligand が FKBP12 に結合した後に、mTOR に結合するか否かを判

別する物理化学的なスクリーニング方法の確立を目指した。FKBP12 と mTOR

の融合タンパク質を作成し、NMR と DSC による解析を実施した。その結果、容

易に 1度の実験で FKBP12のみと結合する化合物と FKBP12および mTOR と

3 者複合体を形成している化合物を判別する方法を確立した。本研究から、

DSC からはタンパク質のドメインレベルでの相互作用が解析できる一方、NMR

ではアミノ酸レベルで相互作用している残基を明らかに出来ることを示した。タ

ンパク質発現や精製の際には安定化のためにタグをつけて発現させることもあ

り、本方法を用いれば目的タンパク質に結合しているのか、タグに結合している

のか容易に判別が可能であり、今まで解析が困難であった不安定タンパク質へ

の応用も期待される。 

第二章においては PXR タンパク質に対して DSC, DSF を用いて相互作用解

析を実施した。PXR はヒトの薬物代謝の主要な酵素である CYP3A を誘導する
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タンパク質として知られている。PXRへの結合を評価することは、その薬物の代

謝に大きく影響を与えるため、早期に把握しておくことが必要である。既存の

reporter gene assayは細胞系で実験していることから様々な制限があり、物理化

学的な相互作用解析測定法が必要であった。そこで PXR タンパク質を作成し、

DSC、DSFを用いて評価した。DSCからは reporter gene assayと同等の結果を

得ることが出来た。一方、DSFにおいては疎水性のポケットで dyeと ligandが競

合してしまうことから通常の解析では評価が困難であった。そこで、新しいパラ

メーター(dF/dT)50（蛍光強度の温度変化あたりの変化が初期状態と比較して半

分になるリガンド濃度）を定義し、利用を検討した。結果、(dF/dT)50 の値は DSC

の Tmや reporter gene assayの EC50と高い相関性を得ることが可能となった。こ

の新しい指標(dF/dT)50を用いれば、今まで DSF での解析が困難であった疎水

性の高いタンパク質や大きな疎水性のポケットを有するタンパク質の解析が可

能であると考えられる。 

以上、熱分析と構造生物学的な手法を利用した FKBP12 と PXR との相互作

用解析から、効果的なスクリーニング法を創作すれば、目的の相互作用を有す

る化合物の探索を効率的に実施できることを示した。さらに、今まで困難であっ

た安定性の低いタンパク質や疎水性の高いタンパク質に対しても熱分析の手

法を用いた相互作用解析が可能であること示した。 
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