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解　説

1. はじめに

これまでに使われてきた薬剤の多くは，生薬等の伝統的

薬物から同定した有効成分や，天然物あるいは合成化合物

を対象としたランダムスクリーニングからその効能が発見

された化合物に由来している。一方，近年の生命科学の発

展に伴い様々な病気の発症・進展あるいは病原菌・ウイル

スの感染といった事象が分子レベルで解明されてきた結果，

そのような異常において鍵となる蛋白質が次々に同定され

ている。そこで，特定の標的蛋白質に結合することによっ

て，異常となった機能を選択的に抑制したり，分子間相互

作用を阻害したりする分子を見出すことで，有効性が高く

副作用の少ない薬剤を開発する創薬が可能になりつつある。

標的蛋白質を狙った創薬では，培養細胞や実験動物を用

いて薬剤投与に対する応答を見るといった生物学的なアッ

セイに加えて，in vitroにおける標的蛋白質と薬剤候補分

子との直接的な分子間相互作用を解析することが，効率的

な薬剤候補分子のスクリーニング及び改良につながる。そ

のような目的のため各種の物理化学的原理に基づいた手法

が用いられているが，本稿では中でも注目されている等温

滴定型熱測定（ITC）の利用について概説する。

2. 創薬と熱力学

一般的に副作用のリスクや医療経済を考えると，少ない

投与量で有効な薬剤が望ましく，従って薬剤分子は標的蛋

白質に強く結合する方が良い。すなわち薬剤分子Lと標的

蛋白質Pとの解離定数

[P] [L]
Kd＝ ─────[PL]

が小さい薬剤が求められる。通常解離定数はμM～nM程度

が必要である。これは結合に伴うギブスエネルギー変化

ΔG＝RT ln Kd

として－30～－50 kJ mol－1程度に相当する。

ΔG＝ΔH－TΔS

であるから，より大きいエンタルピーの減少あるいはエン

トロピーの増加が望ましい。

標的蛋白質と薬剤分子間の相互作用においてエンタルピ

ー変化に主に寄与するのは，水素結合の形成およびvan der

Waals相互作用である。特に水素結合は，水素結合の供与
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基と受容基間での近接相互作用であり，両者の距離および

方向に対する依存性が大きいことから，結合の特異性に大

きく寄与する。原理的には水素結合は標的蛋白質－薬剤分

子の複合体の立体構造をX線結晶構造解析等によって決定

する事により評価できる。ただし，水素結合の供与基およ

び受容基はそれぞれ結合前には溶媒の水と，あるいは分子

内で水素結合を形成しており，結合に伴う脱溶媒和や水素

結合の破壊はエンタルピー変化に対して不利にはたらく。

従ってこれらの寄与を勘案して有利な水素結合を導入する

ような薬剤分子を合理的に設計することは必ずしも容易で

ない。1) 一方van der Waals相互作用は，標的蛋白質の立体

構造情報を利用し，その結合部位と薬剤分子の形状を一致

させ，接触面積を大きくすることで最適化することができ

る。また，それ以外の相互作用として，イオン間での塩橋

形成や，芳香環が関与するπ-πスタッキング等が挙げられ

る。これらは特異性が高い相互作用であるが，やはり構造

情報から合理的に導入することは難しい。

エントロピー変化については，まず標的蛋白質－薬剤分

子の結合により分子全体の並進及び回転の自由度が減るこ

とが不利になるのは避けられない。次に水素結合などの相

互作用により，分子内の結合の回転・振動が束縛されるこ

とは不利となる。そこで，薬剤分子の分子内結合の回転の

自由度を下げ，より“硬い”構造とする，あるいは予め標

的分子において自由度の低い部位を結合部位として狙うこ

とでエントロピー損失を最小化するといった戦略が考えら

れる。ただし，蛋白質は複雑な分子であり，結合による構

造変化が分子の別の部位での束縛を緩め，結果的に有利な

エントロピー変化を獲得する場合もある。2) さらに，結合前

に標的蛋白質及び薬剤分子に束縛されていた水分子が解放

されることは，エントロピー的に有利な変化となる。

理論的には，エンタルピー的な効果である水素結合等は

分子の立体構造から評価できるのに対し，エントロピー的

な効果である分子の運動性や水和といった項を計算するこ

とは困難であるように思われる。しかし実際的には，水素

結合等の相互作用は分子構造に対する依存性が大きいため，

結合時の構造を非常に高い精度で決定あるいは予測できな

ければ，そのエンタルピー的な寄与を精度よく見積りかつ

制御することは難しい。一方，環構造や二重結合等によっ

て薬剤分子の“硬さ”を調整することは可能である。また

水和水が脱離する効果は，分子の幾何的な構造に厳密に依

存するというより，その体積あるいは表面積に緩く依存し

ていると思われる。従って理論的な推計は困難でも，経験

的な推測に基づいて薬剤分子をデザインする際には，むし

ろエントロピー的な効果のほうが制御し易いとも考えられ

る。

標的蛋白質に対する薬剤候補分子の親和性のみを指標に

化合物を最適化するだけでは，先に述べたエンタルピー的

な効果及びエントロピー的な効果を別個に評価していない

ことによる問題が起こりうる。例えば，親和性が向上した

化合物であっても，それが主にエントロピー的な効果によ

るものである場合は，標的の特異的な認識能が高いわけで

はなく，薬剤として十分な選択性が得られない可能性があ

る。また，このような結合時におけるエンタルピー及びエ

ントロピー的な効果は，薬剤化合物の分子量や溶解性とい

った物性値と相関するため，その側面からの間接的な制限

がある。非常に疎水的な化合物はエントロピー的な効果で

結合親和性が高まるであろうが，物性面では溶解性が低く

なるという問題が生じる。逆に，極性が高過ぎる化合物は，

エンタルピー的な効果で有利となる場合もあるが，膜透過

性が十分でないために生体内で薬剤としての効果が発揮で

きないこともありうる。

さらに，標的蛋白質－薬剤分子の結合においては，いわ

ゆるエンタルピー／エントロピー補償効果 3 )が見られる。

すなわち，エンタルピー的に有利な効果を狙って水素結合

のような特定の相互作用を形成させると，その部位におけ

る分子構造の自由度が下がりエントロピー的には不利にな

るという現象である。従って，例えば分子構造の改変によ

ってエンタルピー的に有利な効果が得られていても，エン

トロピー的に打ち消されてしまい，親和性が変化しなかっ

たり逆に低くなったりということも起こる。このような補

償効果が，別の部位での分子構造の改変等により乗り越え

ることが可能であれば，最初の改変は評価できるものであ

るが，親和性のみを指標に化合物を選択していると見過ご

されてしまうかもしれない。

3. 創薬におけるITCの利用

上述した背景から，創薬において標的蛋白質－薬剤分子

の結合におけるエンタルピー項およびエントロピー項を個

別に評価する戦略が注目されている。ITCは，そのような

熱力学的情報を直接得る方法としては唯一のものであると

いってよい。ITCでは分子間の結合親和性を示す自由エネ

ルギー変化ΔGのみならず，エンタルピー変化ΔHおよびエ

ントロピー変化ΔSの両者が得られる。それに対して，他の

測定法で求められるのは基本的に結合反応における解離定

数であり，そこから導かれるΔGのみである。ΔGの温度依

存性を測定することによってvan't Hoffエンタルピーを求

めることは出来るが，測定が煩雑であるし，ΔHの温度依存

性が無視できない場合は誤差が大きくなるという問題があ

る。4) 一方ITCでは一度の測定で真のΔG，ΔHおよびΔSが

得られる。同じような結合親和性，すなわち同程度のΔG

を示す薬剤候補分子であっても，ΔHと－TΔSの寄与は様々

であり，そのバランスが相互作用の熱力学的な特徴を表す
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といえる。また，ΔGを改善，すなわちより標的との親和性

が高い化合物をデザインしていく際に，ΔHおよび－TΔSの

寄与をそれぞれ評価することで，より効率的に化合物をデ

ザインできる可能性がある。

筆者らは構造情報と熱力学データに基づく創薬手法開発

のモデル系の一つとして，核内受容体の一種であるペルオ

キシソーム増殖因子活性化受容体 γ（PPARγ）を用いた研究

を進めている。PPARγはDNA結合ドメイン（DBD）とリガ

ンド結合ドメイン（LBD）を持つ分子量約55,000の蛋白質

である。PPARγはDBDを介して特定のDNA配列に結合

し遺伝子発現を調節する転写因子であり，その活性がLBD

に結合する脂肪酸等の疎水性低分子リガンドによって変化

するという特性がある。PPARγは糖・脂質代謝及び炎症に

関わる様々な遺伝子の発現制御において重要な役割を担っ

ている。そのため，生活習慣病などの創薬ターゲットとし

て以前から注目されてきた。5) 代表的な合成PPARγリガン

ドであるRosiglitazoneをはじめとするチアゾリジン誘導体

は，2型糖尿病に対するインスリン抵抗性改善薬として臨

床で用いられている。しかしチアゾリジン誘導体は浮腫・

肥満などの副作用が課題となっており，それに替わる薬剤

の開発が望まれている。

Fig.1はPPARγ -LBDと各種リガンド（Rosiglitazone,

FK614, nTZDpa）との複合体構造におけるリガンド結合領

域である。PPARγ -LBDリガンド結合ポケットにおいて，

それぞれのリガンドの結合位置が異なっていることが示さ

れている。Fig.2にはPPARγ -LBDとリガンドとの結合を

ITCによって測定した結果を示している。ITCはMicrocal

iTC200 (GE Healthcare)を用い，サンプルセルにPPARγ -

LBDを，滴定シリンジに各リガンドを入れ，25℃において

各滴定実験を行った。溶媒は，PBS（リン酸緩衝食塩水 pH

7.2）に蛋白質中のCys残基の酸化を防ぐための 1 mM

TCEP，およびリガンドの溶解性を上げるための 2 %

DMSOを含んでいる。蛋白質の溶媒とリガンドの溶媒の組

成がわずかに異なると，中和熱等の余分な熱が発生するた

め，極力両者の組成が一致するよう試料を調製している。

また，ブランク実験として蛋白質試料に対するリガンド溶

5
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Fig.1 Ligand binding mode of PPARγ-LBDcomplexed with (a) Rosiglitazone, (b) FK614, (c) nTZDpa. Hydrogen
bonds are represented by dashed lines, while hydrophobic contacts are indicated by arcs with spokes.

Fig.2 Raw ITC data for injections of drug compounds into the solution of PPARγ ligand binding domain at 25℃.
(a) Rosiglitazone, (b) FK614, (c) nTZDpa.
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媒の滴定実験も行っている。従来，ITC測定は一回にmLオ

ーダーの蛋白質試料溶液を必要とするという欠点があった。

熱力学測定に使用可能な高純度の蛋白質試料を大量に調製

することはコストや労力の点から負担が多い。特に，創薬

標的蛋白質として重要なヒト由来の蛋白質は，大腸菌等を

用いて大量調製することが難しい場合も多く，ITC測定の

障壁となっていた。また，装置のウォーミングアップや測

定自体に多くの時間を要するという問題もあった。しかし，

最近の装置は多くの点で改良され，iTC200では蛋白質セル

容量は200 μLと大幅に小型化している。また，一回の測定

時間も30分程度であり，感度・安定性も格段に向上してい

る。

滴定曲線について1 : 1結合モデルによるフィッティング

を行い，得られた熱力学パラメータをTable 1に示す。ど

のリガンドもエンタルピー的にはPPARγ -LBDとの結合に

有利であるが，エントロピー的には不利であることがわか

る。解離定数は最も小さい，すなわち結合が強いFK614が

0.1 μMであるのに対し，最も大きいRosiglitazoneが6.2

μMであり，これはΔGとして9.9 kJ mol－1の差に相当する。

FK614のΔHは－55.3 kJ mol－1であり，エンタルピー的に

Rosiglitazoneより21.3 kJ mol－1有利である。しかし，エ

ントロピー損失－TΔSが11.3 kJ mol－1不利なためΔGの差

は縮まっている。立体構造からはFK614がRosiglitazone

及びnTZDpaと比較し，より広い領域でリガンド結合ポケ

ット表面と相互作用していることが示されている。このこ

とがvan der Waals相互作用の増加に繋がり－ΔHの増加

に反映されていることが示唆される。一方，広い相互作用

表面は，結合時に水分子がより多く解放されることを示唆

するにも関わらず，実際にはエントロピー損失で不利とな

っている。この理由は今後の検討課題であり，エントロピ

ー変化に寄与する水和量変化の実験的な検証や，分子の構

造揺らぎを解析することによって，その背景を解き明かす

ことが必要であろう。ただ，ここで重要な点は，ΔGに対す

るΔH及び－TΔSの寄与を実験的に明らかにすることによ

って，今後，分子構造を改良する際の指針が得られること

である。例えばFK614を基にして，さらに親和性の高いリ

ガンドをデザインするには，比較的不利になっているエン

トロピー損失を改善することが有効であることが示唆され

る。すなわち分子の内部自由度を減らしより硬い構造にし

たり，分子に疎水性を上げる置換基を導入したりすること

が考えられる。

4. 熱力学データベースにみられる構造－熱力学相関

近年，構造－熱力学相関についての関心が高まり，また

技術的な進歩によりITC測定がより簡便になってきたこと

から，蛋白質－リガンド相互作用の熱力学データが多く報

告されるようになってきた。それらを集めたデータベース

も構築されている。

LiらはPDBcalデータベース6)中の蛋白質－リガンド相互

作用の熱力学データにおいて，ΔHとΔSとの間に線形の相

関を見いだし，エンタルピー／エントロピー補償効果の現

れであるとしている。一方，OlssonらはSCORPIOデータ

ベース7)中の蛋白質－リガンド相互作用の熱力学データに

ついて，やはり相関が見られるが，その理由としてITCで

測定できるΔGに限界があるために生じるサンプリングバ

イアスであるとしている。

Olssonらは構造－熱力学相関についても解析している。7)

一般に蛋白質－リガンド複合体の表面積は個別の表面積の

和に比べ減少する。このうち疎水的な領域の寄与である非

極性表面積の減少（－ΔCSAapolar）とΔGとの間に高い相関

が見られる。非極性表面積の寄与は－49 J mol－1Å－2であ

り，20 Å2のΔCSAapolarはΔGとして－1 kJ mol－1に相当

する。一方，極性表面積の減少（－ΔCSAapolar）の効果はは

っきりしない。これは－ΔCSAが増えるに従って－ΔCSAapolar

に対する－ΔCSAapolarの割合が減少する傾向があり，極性表

面積の影響が相対的に小さくなるためである。ΔCSAapolar＝

0となる仮想的なリガンドでは，極性表面積の寄与として

－213 J mol－1Å－2と見積もられており，非極性表面積によ

る値よりも大きい。一般に蛋白質－リガンド間における水

素結合の形成に際しては－ΔCSAapolarとして20～50Å－2程

度の極性表面積の減少が見られ，この値は数 kJ mol－1の

ΔGに相当する。OlssonらはΔGとΔCSAapolarの相関から，

蛋白質上のある標的部位に対して，そこに相補的な形状を

持つリガンドに期待できる-ΔGの最大値を以下のように見

積もっている。

CSAapolar,binding-site
ΔGmax ～～ －30－ ────────── kJ mol－1

10

この値は蛋白質表面において標的部位を選択する際の評価

値となる。また，特定標的部位に対してΔGを最適化する

際の目標値と考えられる。

一方，ΔHおよび－TΔS単独では，ΔGと－ΔCSAapolarと

の間で見られるような表面積変化との強い相関は認められ

6
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Table 1 Thermodynamic parameters for the interaction
of the PPARγ ligand binding domain with drug  
compounds.

Rosiglitazone FK614 nTZDpa

ΔH / kJ mol－1 －34.0 －55.3 －41.8

－TΔS / kJ mol－1 4.3 15.6 5.5
ΔG / kJ mol－1 －29.7 －39.6 －36.3
Kd / μM 6.17 0.113 0.433



ていない。非極性表面積の減少に伴って疎水性領域から水

分子が解放されることはエントロピー的な寄与として考え

られがちであるが，実際のデータはその見方が単純すぎる

ことを示している。また，データベース全体で見られるΔG

と－ΔCSAapolarとの統計的な相関は，特定の蛋白質に対する

異なるリガンド間では認められない。これらの結果は，少

なくとも表面積といった粗視的なパラメータと，個々の蛋

白質－リガンド相互作用におけるΔHおよび－TΔSといっ

た熱力学量とを直接結びつけることは容易でないことを示

している。

5. ΔHおよびΔSに基づく薬剤分子の最適化

前節で記したように，現在のところ蛋白質の構造情報か

ら熱力学量を予測することは難しい。ではITCから得られ

るΔHおよびΔSをどのように用いれば創薬を効率化するこ

とができるのだろうか。一つの考え方として我々のPPARγ-

LBDの解析に見られるように，複数のリガンドについてそ

のΔHおよびΔSを求め，それぞれの化学構造が持つエンタ

ルピー的及びエントロピー的なメリット／デメリットにつ

いて情報を集め利用することが挙げられる。

Ladburyらは薬剤リード化合物の選択やその改良におい

て，エンタルピー変化ΔHが特に重要であるとしている。8)

例として抗コレステロール薬であるスタチン系薬剤及び抗

AIDS薬であるHIVプロテアーゼ阻害剤は，分子構造の異

なる数種の薬剤が上市されているが，後発の薬剤ほど標的

蛋白質との親和性が上昇しており，それに伴って－TΔSで

はなくΔHの面で改善する傾向があると示されている。1,8)

このことは，有利なΔHは蛋白質と化合物との間での水素

結合など特異的な非共有結合の形成を意味し，選択性や薬

剤耐性という面で，より薬剤として望ましい性質につなが

っていることを示唆している。逆に言えば，ΔHにおいて有

利な化合物を選択することは，薬剤として望ましい化合物

を選んでいる可能性が高いといえる。エンタルピー変化の

評価法としては，ΔHを極性原子の数で割ったエンタルピー

効率EE＝ΔH/Npolも提案されている。化合物の選択過程に

おいては，置換基の追加により分子量が増大したものが親

和性の上で有利となる傾向がある。しかし，分子量が大きい

化合物は物性や薬物動態の面で問題が多い。EEによる評価

は，いたずらに分子量を増大させることなくエンタルピー

変化を稼ぐことのできる構造を選択するために有効である。

さらにFreireは標的蛋白質に対する薬剤候補化合物の最

適化において，化合物の化学構造と熱力学量との相関に基

づくシステマティックな戦略を開発している。Fig.3は

F r e i r eが提案する熱力学的最適化プロットである。9 )

横軸を－TΔS，縦軸をΔHとしたグラフに，出発化合物の

（－TΔS, ΔH）をプロットし，その点と（0, ΔG）を通る直

線を描く。この線上に位置する点は－TΔSおよびΔHの値

は異なっていても等しいΔGを示す。この等ΔG線および出

発点を基準にすると平面は6つの領域（I－IV）に分けられ

る。等ΔG線の内側の領域（I, V, VI）は親和性が向上し

ΔGが小さくなったことを示す。逆に外側の領域（II, III,

IV）は親和性が減少しΔGが大きくなったことを示す。I, II

の領域ではエントロピー利得がエンタルピー損失を上回っ

ている。逆にIV, Vではエンタルピー利得がエントロピー

損失を上回っている。領域IIIではエンタルピーおよびエン

トロピー共に不利となっているのに対し，VIでは双方とも

有利になっている。

このプロットによって，化合物間の熱力学的特徴の変化

が解り易く示され化合物を改変していく際の指針となるこ

とが期待される。特に領域I, V, VIの化合物だけではなく，

領域II及びIVに位置するエンタルピーあるいはエントロピ

ーどちらかでは改善している化合物の情報を用い，総合的

に有利な化合物の改変につなげることでそのメリットが発

揮されると考えられる。

6. ITCとFBDD

ITCの応用として注目されている創薬手法の一つとして，

FBDD（Fragment-based drug discovery）がある。FBDD

では，単純な構造を持ち分子量の小さい化合物（フラグメ

ント）をスクリーニングし，それらを組み合わせて薬剤リ

ード化合物を得る方法論である。10) 各フラグメントと標的

蛋白質との結合は弱いが，互いに異なる相互作用部位をも

7
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Fig.3 The thermodynamic optimization plot.9)

Contributions of enthalpy (ΔH) and entropy
(－TΔS) for the starting compound are plotted.
The solid line represents the same affinity (ΔG)
as the starting compound. Six regions (I-VI)
define optimization strategies. 
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つ複数のフラグメントを結合すると理想的には親和性はそ

れらの積となり飛躍的に上昇する。フラグメントスクリー

ニングでは解離定数にしてmMオーダーの結合を測定する

必要があるが，通常の生物学的なスクリーニングでこのよ

うな相互作用を検出することは難しい。FBDDによく用い

られるNMR（核磁気共鳴）法は，弱い結合を検出すること

ができ，また標的蛋白質における結合部位の情報が得られ

るため，フラグメントを効率的に組み合わせることが可能

になる優れた手法である。しかし比較的多量の蛋白質試料

が必要であり，解析のスループットが低いという欠点もあ

った。ITCはNMR同様溶液中での弱い相互作用を検出でき

るという利点がある。また，結合部位の情報は得られない

がΔH，ΔSが得られるという他に無い利点を有する。従来

はITCもNMR同様にスループットの低さが問題であった

が，最近の技術的進歩によりITCはNMR法等を補うFBDD

の手法として期待されている。ITCのハイスループット化

としては，既にオートサンプラーを装備した装置が市販さ

れており，96穴プレートに用意した多数の検体を自動的に

分析することが可能である。また，既存のITCのような滴定

型ではないが，検出部がアレイ状になった熱量計や，フロ

ーセルを用いた熱量計など，創薬を志向したハイスループ

ットな熱測定技術の研究も進んでおり今後が期待される。11)

7. おわりに

本稿では，創薬において近年注目を集めているITCの利

用について解説した。ITCによって可能になるエンタルピ

ー項およびエントロピー項の評価は，薬剤開発における効

率的な分子構造の探索・設計に有効であり，将来性のある

手法といえる。今後，ITC等の熱測定技術の進歩とその積

極的な利用に加え，X線結晶構造解析やNMR法による構

造情報や，その他の物理化学的データの集積およびコンピ

ューターシミュレーションによって，未だ経験的な要素が

多い構造－熱力学相関がより理論的に解明され，合理的創

薬の発展に結実していくだろう。
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要　　旨

等温滴定型熱測定（ITC）は，蛋白質とリガンドとの結

合におけるエンタルピー変化及びエントロピー変化をそれ

ぞれ測定できる唯一の手法である。この特徴を活かして，

ITCが創薬研究に活用されつつある。標的蛋白質と薬剤候

補化合物との分子間相互作用において，ITCで得られる熱

力学的特性はリード化合物の選択や改善に役立つ指針とな

る。本総説では，筆者らが研究している薬剤標的蛋白質

PPARγのITC分析を紹介するとともに，創薬におけるITC

の利用について概説する。
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