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略語 

ADP: adenosine diphosphate 

apoB: apolipoprotein B 

apoE: apolipoprotein E 

ATP: adenosine triphosphate 

BSA: bovine serum albumin 

CETP: cholesteryl ester transfer protein 

DMSO: dimethyl sulfoxide 

FBDD: fragment-based drug discovery 

FL: full length 

GPCR: G protein-coupled receptor 

HDL: high-density lipoprotein 

HDX-MS: hydrogen deuterium exchange mass spectrometry 

HTS: high throughput screening 

ITC: isothermal scanning calorimetry 

ITK: interleukin-2-inducible T-cell kinase 

KD: kinase domain 

LDH: lactate dehydrogenase 

LDL: low-density lipoprotein 

NMR: nuclear magnetic resonance 

MST: microscale thermophoresis 

PLTP: phospholipid transfer protein 
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RCT: reverse cholesterol transport 

RI: Radioisotope 

SA: streptavidin 

SHG: second-harmonic generation 

SPR: surface plasmon resonance 

TSA: thermal shift assay 

VLDL: very low-density lipoprotein 
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現在の創薬活動において，様々な細胞外あるいは細胞内の分子ターゲットに対し

て，多種類の化合物ライブラリーをスクリーニングする high-throughput screening 

(HTS) は創薬の重要な手段となっている（図 1-1）。 

最近，コンビナトリアル合成や，天然物単離の自動化技術の発達，また，化合物

ライブラリーの市販によって，多くの製薬会社が保有する化合物は数十万から 100

万化合物にまで増大し，化合物構造の多様性も高まっている。一方，ヒトや微生物，

ウイルス等のゲノムの塩基配列解析により，数千の新規分子ターゲットが明らかと

なり，過去 20 年ほどの間に創薬プロセスが変化している。 

微量化やロボットの利用により，化合物のスクリーニングがハイスループットや

ウルトラハイスループットで実施できるようになり，現在では 1 日に 1 万から 10

万データポイントのデータを取得できるようになっている（図 1-2）。 

リード化合物（創薬標的タンパク質に対して高活性を示す医薬品候補化合物）を

創出するには時間，コスト，質の 3 つの要素が重要である 1。HTS では多数のサン

プルをアッセイするため，1ウェル当たりの測定時間が重要なパラメーターとなる。

これにより 1 日当たりの化合物評価数や 1 年に実施できる HTS の数が決まる。近

年，アッセイの自動化や測定の高速化によって，スクリーニングにかかる期間は短

縮される一方で，アッセイ系構築やデータの解釈に時間を要する傾向にある。化合

物が原因の偽陽性を排除するためには，異なる複数のアッセイを実施する必要があ

る。 

20 年前の第 1 期の HTS では，主として天然の生成物や抽出物のスクリーニング

が行われた 2。1990 年代初めから半ばまでは，ターゲットの数も化合物の数も限ら

れており，多くの製薬会社が 96 ウェルプレートを用いて 5 万から 35 万程度の化合
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物ライブラリーをスクリーニングした（図 1-3）。アッセイ系構築とスクリーニン

グ，その後のフォローアップまで，全て同じフォーマットで化合物評価が行われ，

大掛かりな自動化はなされず，HTS を専門に実施するグループも存在しなかった。 

その後，主要な企業で化合物ライブラリーは 100 万化合物を超えるようになり，

またターゲット数も増えたため，アッセイの微量化やスクリーニングの自動化が行

われるようになった。標識した材料や組換え細胞株を用いたスクリーニングが実施

され，ツール作製やアッセイ系構築がスクリーニング過程の多くを占めるようにな

った（図 1-3，HTS 第 2 期）。アッセイ系に干渉する偽陽性化合物を除くため，カ

ウンタースクリーニングが実施されるようになり，ターゲット以外の分子に対する

作用を調べるため，選択性試験が行われるようになった。標識体のようなツールの

作製とアッセイ系構築に力が注がれる一方で，選抜した化合物の質に着目すること

で，ヒット選抜以降の創薬活動（hit to lead やリード最適化の段階）（図 1-1）の成

功率が高まるよう工夫している。 

現在のHTS ではプロジェクトに応じた手法が採られている。1 つの標的分子に対

して 100 万化合物以上の全化合物をスクリーニングするプロジェクトや，ツール作

成から hit to lead の段階までをHTS グループが担うプロジェクトがある（図 1-3，

HTS 第 3 期）。 

最新のスクリーニング技術の中には，求める作用機序の化合物を取得する精度は

あっても，高コストや低スループットのものもあるため，全ライブラリーでなく，

フォーカストライブラリーをスクリーニングするプロジェクトもある。しかしこれ

を実施するには，化合物あるいは標的分子の構造に基づいたコンピューター予測に

より，サブライブラリーの化合物を精度良く選抜する必要がある。フォーカストラ
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イブラリーを用いると試薬代は節約されるが，化合物プレートの作成に時間がかか

るため，プロジェクトの状況に応じて使用を判断する。良質なヒット化合物が一定

数得られるまで，フォーカストライブラリーのスクリーニングを繰り返す方法もあ

る。 

HTS のスクリーニングヒット化合物には，合成展開しても阻害活性を向上できず，

標的以外のタンパク質も阻害する化合物が含まれてしまう。ヒット化合物選抜過程

において，特に重要なのは promiscuous binder 3の識別である。化合物の中には特定

の pH, 温度，バッファー条件において，水溶液中でコロイド状態の凝集体を形成し，

ターゲット分子の活性を阻害するものがある。これらの化合物の干渉は，カウンタ

ースクリーニングによって排除し易い自家蛍光化合物の干渉とは異なる。凝集化合

物は，種類の異なるタンパク質を幅広く，そして強く阻害し，本来選抜すべきやや

弱いながらも分子認識する化合物を埋没させてしまう 4, 5。これらの干渉は，生化学

アッセイ以外に細胞アッセイにおいても問題となることが知られている。

Promiscuous binder の作用は，化合物およびタンパク質の性質とアッセイ条件に依存

して起こるため対処が難しい。そのため標的分子に対する化合物の結合を量論的に

測定できるSPR や ITC のような手法，その他，nuclear magnetic resonance (NMR)や

thermal shift assay (TSA), microscale thermophoresis (MST), mass spectrometry を用いた

バリデーションスクリーニングが推奨される（表 1-1）。1 次スクリーニングとは

別の方法で，化合物が単量体でターゲット分子に特異的に結合することを確認する

ことが重要である。リード創生部門の専門知識と経験が，特異性の高い化合物のヒ

ット選抜を確実なものとする。ヒット化合物のバリデーションに重きを置いて，適
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切なリード探索ストラテジーを考案することが HTS キャンペーンの成功の鍵とな

る。 

生物物理技術の中で，SPR 法はサンプル消費量が少なくスループットが高いため，

化合物評価によく用いられる。方法は，標的タンパク質をセンサー表面に固定し，

化合物溶液を添加する 6。タンパク質に化合物が結合すると，センサー表面近傍の

屈折率が変化して，リアルタイムに検出できる（図 1-4）。化合物の添加が終わる

とランニングバッファーが流れ，タンパク質からの化合物の解離が観測される。

SPR 法は 1990 年代にバイオセンサーとして実用化が始まり，主として低分子化合

物とタンパク質の親和性の決定に用いられている 7。他方，ターゲットタンパク質

に対する結合比や，結合の可逆性，高濃度における結合挙動の変化についての情報

も得られるため 8，生化学スクリーニングのヒット化合物を SPR 評価すると，その

阻害が特異的かどうかの情報を得ることができる（図 1-5）。この結果から hit to lead

のステージに進めるべき化合物を決定する。 

また，年々創薬の難易度が高まる中で，より選択性の高い化合物を取得するため

にターゲット分子の構造に着目した評価を行う等の工夫が求められる。代表的な構

造変化検出技術には蛍光バイオセンサー法，second-harmonic generation (SHG), 

hydrogen deuterium exchange mass spectrometry (HDX-MS), NMR，X 線結晶構造解析

がある（図 1-6）。蛍光バイオセンサー法や SHG は，スループットは比較的高いが

情報量は少ない。一方，HDX-MS，NMR，X 線結晶構造解析は，スループットは

低いが情報量は比較的多い特徴がある。蛍光バイオセンサー法は，環境変化を感知

する蛍光団でタンパク質を標識し，化合物によって誘起されるタンパク質の構造変

化を検出する（図 1-7）9-12。測定機は広く普及している蛍光プレートリーダーを用
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いるため，比較的簡便に行える。SHG アッセイは蛍光標識したタンパク質を固定

化し，蛍光分子の角度変化を測定することでタンパク質の構造変化を検出する方法

（図 1-8）13-15 であり，化合物の自家蛍光の影響を受けにくい利点があるが，測定

には専用機が必要となる。 

これまでに述べた SPR 結合評価系や構造変化検出系をHTS フローに組み込むこ

とは，高質な医薬品候補化合物の効率的な探索に有用と考えられる。本研究におい

ては，phospholipid transfer protein (PLTP) および interleukin-2-inducible T-cell kinase 

(ITK) に対するHTS キャンペーンの中でこれらの評価を行った。 

PLTP については，これまでHTS の報告はなく，高質な医薬品候補化合物を見出

すため，通常 HTS では用いない血漿を酵素源として用い，スクリーニングを実施

した。血漿中には複数のタンパク質が存在するため，ターゲットに対するヒット化

合物の特異的な結合の確認は重要と考えられた。そこで新たに SPR 評価系を確立

し，陽性対照化合物とスクリーニングヒット化合物の compound 1 および 2 が精製

PLTP に 1:1 結合することを明らかにした。本実験は第一章で記載する。 

ITK は選択性取得が困難なキナーゼであり，スクリーニングの 1 次ヒット化合物

の中から，キナーゼを不活性型に安定化する高質な医薬品候補化合物を見出すこと

が重要と考えられた。1 次スクリーニングに脱リン酸化 ITK を用い，阻害化合物を

見出した後に，化合物の SPR 結合評価を行い，非特異的に作用する化合物を排除

した。タンパク質の構造変化を高速で検出する蛍光バイオセンサーおよび SHG 評

価系を新たに構築した。これらの評価系でヒットした代表化合物は ITK キナーゼパ

ネル評価において高い選択性を示した。本内容は第二章に記載する。 
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PLTP については通常の HTS では用いない血漿を酵素源とした HTS を行い，さ

らにSPR 結合評価を実施して，短期間に高質な医薬品候補化合物を見出した。ITK

については精製酵素を用いた HTS に，SPR 結合評価とタンパク質の構造変化検出

系を組み入れることで，高選択的な高質な医薬品候補化合物を見出した。このよう

に SPR 結合評価やタンパク質の構造変化の検出を行うことによって，効率の良い

高質な医薬品候補化合物探索が可能であることを示した。 
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図 1-1 創薬研究の流れ 標的分子を選定した後，HTS を行い，ヒット化合

物を合成展開し，最適化した後，臨床試験に進む。 
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図 1-2 HTS の概要 プレートに化合物溶液，ターゲットタン

パク質および試薬を添加して反応後に測定を行う。 
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図 1-3 過去 20 年間の HTS の進展 第 1 期では，アッセイ系構築とスクリ

ーニング，リード最適化まで，同じフォーマットで化合物評価が行われた。

第 2 期では標識した材料や組換え細胞株を用いたスクリーニングが実施さ

れ，自家蛍光化合物を除くため，カウンタースクリーニングが実施される

ようになった。第 3 期では promiscuous binder による偽陽性を排除するバリ

デーションスクリーニングが重視されている。 
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図 1-4 SPR のシグナル検出システム (a) 光をプリズムで集光し

てセンサーチップに照射すると，金膜側でプラズモン共鳴が起こ

り，反射光の一部の強度が減衰する。反射光の消失角度はセンサ

ーチップ表面近傍の屈折率に依存して変動する。この現象を利用

して，2 分子の結合・解離を測定する。 (b) 反射光の消失角度の

移動度をセンサーグラムとよぶグラフに変換することで，分子間

の相互作用を経時的に観測する。 
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図 1-5 SPR 法による化合物の結合検出 (a) 陽性対照化合物は標的蛋白質

に対して飽和性で可逆的な結合を示す。 (b) promiscuous inhibitor は表的

タンパク質に対する結合・解離が遅い。ストイキオメトリーが 1 を超えて

いることから，凝集体が結合していると考えられる。 
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図 1-6 代表的な構造変化検出技術 (a) NMR，(b) HDX-MS，(c) X 線結

晶構造解析，(d) 蛍光バイオセンサー法，(e) SHG 
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図 1-7 蛍光バイオセンサー法の模式図 タンパク質を部位特異的に

蛍光標識し，構造を変化させる化合物を添加すると，蛍光物質の環境

が変化して，最大蛍光波長がシフトする。 
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図 1-8 SHG 法の模式図 固相化した蛍光標識タンパク質に赤色の超

短パルス光を入射すると，周波数が 2 倍（波長が半分）の青色パルス

光が発生する。蛍光団が Z 軸に平行に移動すると SHG シグナルが増

強する。 
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HTS による Phospholipid transfer protein 
新規阻害剤の探索 
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第一節 背景 

アテローム性動脈硬化は，しばしば糖尿病や肥満による脂質異常症に伴って発生

し，米国および世界の多くの国で疾患発生の主な原因となっており，この発生を防

ぐことが重要な課題と考えられる 16。Apolipoprotein B (apoB) を含む low-density 

lipoprotein (LDL) が高値になると，very low-density lipoprotein (VLDL) のアセンブリ

ーや分泌の調節に影響して，アテローム性動脈硬化や心血管イベントの危険因子と

なる 17, 18。 

Phospholipid transfer protein (PLTP) は 80 kDa の疎水性の糖タンパク質で，血漿中

で apoA-Ⅰと結合することでVLDL 表面のリン脂質を high-density lipoprotein (HDL) 

へ転送する。その結果，より大きくて密度の低い HDL ができる。PLTP は脂質転

送/LPS 結合タンパク質遺伝子ファミリーのメンバーで，この中には cholesteryl ester 

transfer protein (CETP) も含まれる 19。PLTP は動物細胞や組織にユビキタスに発現

しており，中でもマクロファージやアテローム性動脈硬化病変に多く発現してい

る 19。血漿中の PLTP 活性の 25%は，肝臓由来である 19。PLTP の遺伝子発現は

peroxisome proliferator-activated receptor 20，farnesoid X receptor 21，liver X receptor 22, 23，

sterol regulatory element binding protein 1c 24といった，脂質合成やリポタンパク質生

成，コレステロール逆転送（RCT）に関わる転写因子によって調節されている。ま

た，Jiang の報告では，高脂肪および高コレステロール食を負荷して高脂血症を誘

導したマウスでは，PLTP の発現と活性が顕著に増加した 19。これと同様に，肥満

あるいはⅡ型糖尿病患者で血漿中の PLTP 量が高いとの報告がある 25。さらに，ア

テローム性動脈硬化のマーカーとして用いられている内膜中膜複合体の肥厚と血
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漿中 PLTP 活性とは正の相関を示す 26。これらのことから，PLTP は脂質異常症や

アテローム性動脈硬化治療のターゲットと考えられる。 

PLTP は，リン脂質以外にジアシルグリセロール，α-トコフェロール，セレブロ

シドおよびリポポリサッカライドを転送する 27。ApoE 欠損を背景にした粥腫モデ

ルマウスにおいて，PLTP を欠損あるいは過剰発現したマウスの解析結果から，詳

細な機構は明らかではないが，PLTP が肝細胞からのVLDL の分泌に関与して，粥

腫を進展させると考えられる 28, 29。PLTP 欠損マウスの肝臓において，脂質の蓄積

の程度に違いはみられなかった 28。これらの結果に加えて，ヒト肝細胞のPLTP 活

性を阻害すると，apoB 分泌が減少することが明らかとなっている 30。これらの知

見から，PLTP 活性を阻害することで，ヒトの粥腫の発生を阻害できると考えられ

る。 

Luo らの研究で示されているとおり 30，PLTP 阻害化合物の探索にPLTP リコンビ

ナントタンパク質を用いることは適切と考えられる。一方で，PLTP は血漿中タン

パク質であるので，酵素源としてヒト血漿を用いることで，より生理的な状態で化

合物を評価できると考えた。そこでPLTP の酵素源として，ヒト血漿を用いて 1 次

スクリーニングを実施し，その後，精製した組換えPLTP タンパク質を用いて，ヒ

ット化合物の阻害活性を確認した。SPR 法にて，ヒット化合物が精製PLTP に対し

て特異的に結合することを明らかとした。これらの結果から，1 次スクリーニング

において，血漿を用いることで promiscuous inhibitor が除外できた可能性が高いと考

えられる。今回のスクリーニングによって，新規ケモタイプの PLTP 阻害剤

（compound 1 と 2）を見出し，それらがHepG2 細胞で apoB 分泌を阻害することを

確認した。既知化合物と異なるケモタイプの化合物の阻害剤を得たことにより，
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PLTP を創薬ターゲットとすることの妥当性が確認され，また，高脂血症や関連疾

病の予防および治療の新たな戦略の進展に貢献できると考える。 
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第二節 実験項 

1) ヒト血漿とHDL3の調製 

健常人ボランティア（血中脂質正常）から得たヒト血液をヘパリン含有チューブ

に採取した。1,500 × g，4℃で 20 分遠心して血漿を分離し，小分けして−80℃に保

存した。HDL3画分は岡本らの報告 31に従って，ヒト血液から単離した。 

 

2) ヒトPLTP クローニング，発現および精製 

PLTP 

N 末に FLAG タグを付加したヒトPLTP cDNA（TOYOBO）を，pcDNA3.1（Thermo 

Fisher Scientific）に組み込んでクローニングした。この発現プラスミドを，293fectin

試薬（Thermo Fisher Scientific）を使用してHEK293F に導入した。培養液中に分泌

発現されたPLTP を，抗 FLAG M2 アフィニティゲル（Sigma-Aldrich）に添加し，

FLAG ペプチド（Sigma-Aldrich）と拮抗させて溶出した。溶出画分はプールし，透

析バッファー（25 mM Tris-HCl [pH 7.4], 137 mM NaCl, 26.8 mM KCl）で透析して

−80℃で保存した。抗PLTP 抗体（R&D SYSTEMS）を用いたウエスタンブロッテ

ィングにより，精製されたタンパク質がPLTP であることを確認した。 

 

ビオチン化PLTP 

N 末に FLAG タグ，C 末に biotin acceptor protein タグを付加したヒト PLTP cDNA

を，pcDNA3.1 に組み込んでクローニングした。この発現プラスミドと，部位特異

的なビオチン化を目的としたビオチンリガーゼ BirA をコードする発現プラスミド
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を HEK293F 細胞に共発現した。非ビオチン化 PLTP と同様の方法でビオチン化

PLTP を精製した。 

 

3) 蛍光標識ドナー粒子を用いた PLTP 活性測定 

Roar PLTP 活性キット（Roar Biomedical）を用いて PLTP 活性を測定した。この

アッセイは蛍光標識されたリン脂質（消光状態）のドナー粒子からアクセプター粒

子への転送を検出する（図 2-1）。希釈した 5 μL の血漿と 2 μL の化合物をドナー

およびアクセプター粒子とインキュベート（最終ボリューム 18 μL）して，PLTP

の蛍光リン脂質の転送による蛍光強度の増加をプレートリーダーの SpectraMax 

Paradigm（Molecular Devices）で測定した。 

 

4) RI標識ドナー粒子を用いたPLTP 活性の測定 

ドナー粒子からアクセプター粒子（HDL3画分）への radioisotope（RI）標識ホス

ファチジルコリンの転送（PLTP 活性）を測定した。5 μmol の卵黄ホスファチジル

コリンと 20 nmol のジブチルヒドロキシトルエンに 10 μCi の[3H]ホスファチジルコ

リン（L-α-dipalmitoyl [cholinemethyl-3H]）（PerkinElmer）を添加し，窒素ガスで乾

固した後，1 mL のアッセイバッファー（10 mM Tris-HCl [pH 7.4]，150 mM NaCl，

1 mM EDTA，0.1% BSA）を添加した。ソニケーターを用いて 30 分超音波処理を行

ってリン脂質を分散し，ドナーの[3H]ホスファチジルコリンで標識されたリポソー

ムを調製した。アッセイバッファーで調製した 30 μL の酵素源（希釈血漿あるいは

精製 PLTP），10 μL の化合物溶液，RI 標識ホスファチジルコリン粒子（リン脂質

20 μg）およびHDL3（リン脂質 20 μg）を混和して 100 μL とし，プレートに添加し
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て室温でインキュベートした。その後，反応液に 70 μL の分離溶液（500 mM NaCl，

215 mM MnCl2，450 U/mL ヘパリン）を添加してボルテックスで混和した。そのプ

レートを 10 分放置してから 1,000 回転で 1 分遠心した。上清をマルチスクリーン

（Merck KGaA）に添加し，オプティプレート（PerkinElmer）に回収して，得られ

たろ液に 200 μL のマイクロシンチ 40（PerkinElmer）を添加した。プレートをシェ

ーカーで振盪した後，マイクロプレートシンチレーションカウンターのトップカウ

ント（PerkinElmer）を用いて放射活性を測定した。 

 

5) データ解析 

アッセイ系のバリデーション 

HTS のクオリティは以下の式で算出されるZ′-factor を用いて評価した 32。 

 

 

 

control: 化合物非添加の蛍光値 

blank: 酵素非添加の蛍光値 

SD: 標準偏差 

 

PLTP 阻害のデータ解析 

各化合物の濃度に対する阻害率をプロットし，spotfire（TIBCO）を用いて，以下

の式でフィッティングして IC50値（50%阻害濃度）を求めた。 
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6) SPR 結合アッセイ 

全ての試験は Biacore4000（GE Healthcare）を用いて 25℃で行った。Streptavidin

（SA）センサーチップ（GE Healthcare）に 50 mM NaOH，1 M NaCl を 3 回連続添

加して洗浄した。ランニングバッファー（25 mM Tris [pH 7.4]，137 mM NaCl，

26.8 mM KCl，0.1% Tween 20）でビオチン化 PLTP（150 μg/mL）を調製してSA チ

ップに 10 分間添加した。固定化量は 4,500-4,700 RU であった。化合物は 2% DMSO

含有バッファーで段階希釈した。PLTP 固定化チップに化合物を 25℃，30 μL/min

で 1 分添加し，3 分解離をモニターした。ランニングバッファーを化合物添加の前

後に添加してブランクとした。Biacore4000 ソフトを使用し，全てのセンサーグラ

ムは，解析時にリファレンスセル（未処理の表面）に対するレスポンスとブランク

インジェクションのレスポンスを差し引いた（ダブルレファレンス）。得られたセ

ンサーグラムはマストランスポートを考慮した 1:1 モデルでフィッティングし，結

合速度定数 kaと解離速度定数 kdを算出した。また，以下の式により解離定数KDを

求めた（キネティクス解析）。 

 

 

 

7) HepG2 細胞からの apoB 分泌 

HepG2 細胞を 1% BSA 含有DMEM で 24 時間培養した。その後，0.4 mM オレイ

ン酸／BSA を含む培地で希釈した化合物を添加して 24 時間培養した。培養上清中
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の apoB 測定にはHTRFキット（Cisbio）を使用した。培養上清中のLDH 測定には，

LDH 細胞毒性アッセイキット（Cayman Chemical）を使用し，細胞毒性を評価した。 

 

8) 蛍光標識ドナー粒子を用いたCETP 活性測定 

CETP 活性測定にはRoar CETP 活性キット（Roar Biomedical）を使用した。希釈

血漿 5 μL と化合物 2 μL を混和した後，ドナーおよびアクセプター粒子を添加（最

終ボリュームは 22 μL）して，37℃で 2 時間インキュベートした。CETP の中性脂

質転送による蛍光強度の増大をマルチプレートリーダーの EnVision（PerkinElmer）

を用いて測定した。 
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第三節 結果 

1) PLTP アッセイ系構築 

蛍光法と RI 法によるヒト血漿を用いた PLTP 活性測定のダイナミックレンジを

確認した。血漿量依存的なPLTP 活性が確認され（図 2-2），5%血漿の条件で充分

な S/B 比（シグナルとバックグラウンドの比）が得られた。次に選択的PLTP 阻害

剤として報告のあるCompound A 30の評価を行った（図 2-3）。Compound A は濃度

依存的に PLTP 活性を抑制し（図 2-4），算出された IC50値は 1.3 μM（蛍光法）と

0.7 μM（RI 法）で，Luo らの報告 30と同様であった。このことから，蛍光法と RI

法のいずれでもPLTP 活性は測定可能と判断した。 

 

2) HTS とHit 同定 

上記の結果に基づき，自社化合物ライブラリーから新規PLTP 阻害剤を見出すた

めHTS を実施した。このフローを図 2-5 に示す。1 次スクリーニングには，分離操

作不要でハイスループットな蛍光法を用いた。評価化合物の濃度は 10 μM とし，ま

た化合物の溶媒である dimethyl sulfoxide（DMSO）の濃度は，耐性試験で PLTP 活

性にほとんど影響しなかった 1.5%として，PLTP 阻害活性を評価した（図 2-6）。1

次スクリーニングの平均 Z′-factor は 0.83 と良好であった（図 2-7）。IC50値 10 μM

以下の化合物を選抜するため，CV 値 10%を考慮して，40%以上の阻害活性を示し

た 87 化合物を選抜した（図 2-8）。これらの化合物の再現性および濃度依存性試験

（n = 4）を実施して，IC50値が 10 μM 以下の 39 化合物を選抜した。化合物の自家

蛍光によって，PLTP 活性の蛍光シグナルを妨げる化合物を除外するため，RI試験

を実施し，阻害を示した 6 化合物を選抜した。この内の 2 化合物（compound 1 と 2）
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の構造は類似しており（図 2-9），これらは蛍光法とRI法で同様の活性を示した（図

2-10）。さらにこれらの化合物は HepG2 細胞で apoB 分泌を阻害した（図 2-11）。

Compound 1 と 2 は細胞毒性を示さず，また，これらの化合物はCETP に対しても

阻害活性を示さなかった（図 2-12）。 

 

3) 精製ヒトPLTP を用いた compound 1 と 2 の阻害および結合評価 

上記の評価に加え，化合物が類似のタンパク質や，未知のタンパク質によるドナ

ー粒子からHDL3アクセプターへのホスファチジルコリン転送を阻害する可能性に

ついて調べるため，酵素源として，ヒト血漿でなく精製ヒトPLTP を用い，RI法に

よる阻害評価を行った。PLTP を HEK293F 細胞に発現し，抗 FLAG 抗体ゲルを用

いてアフィニティ精製した（図 2-13）。次に，精製 PLTP の濃度に依存して PLTP

活性が上昇することを確認した（図 2-14）。精製 PLTP に対するCompound A の IC50

値は0.24 μM，compound 1と2のIC50値はそれぞれ4.2 μMと4.3 μMであり（図2-15），

ヒト血漿を用いた場合と同様の値であった。これらの結果から，血漿中で PLTP が

ホスファチジルコリンを転送することが示された。さらにPLTP に compound 1 と 2

が特異的に結合することを確認するため，SPR 解析を行った。SA チップにビオチ

ン化PLTP をキャプチャーし，陽性対照化合物のCompound A を用いて，評価条件

の最適化を行った。ストイキオメトリー1:1 モデルで kinetics 解析を行ったところ，

Compound A のカーブフィッティングは良好で（図 2-16），算出された結合速度定

数 ka値は 1.7 × 105 M−1 s−1，解離速度定数 kd値は 4.2 × 10−3 s−1，解離定数KD値は

0.024 μM であった。得られた KD値は IC50値（0.24 μM）（図 2-15）と近い値であ

り，アッセイ系の妥当性が確認された。決定した評価条件で compound 1 と 2 の結
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合評価を実施し，1:1 モデルで kinetics 解析を行った。Compound 1 の ka値は 1.8 × 

104 M−1 s−1，kd値は5.3 × 10−2 s−1，KD値は3.0 μM，compound 2のka値は1.3 × 104 M−1 s−1，

kd値は 3.5 × 10−2 s−1，KD値は 2.7 μM であった（図 2-16）。これらのKD値も IC50値

と近い値を示し，Compound A と同様に PLTP に特異的な結合を示した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

３０ 
 

第四節 考察 

本研究において，新規PLTP 阻害剤を見出すため，蛍光標識ホスファチジルコリ

ンをドナー粒子とし，ヒト血漿を酵素源として HTS を実施した。図 2-5 に示した

スクリーニングフローに従って化合物の絞り込みを行い，新規の PLTP 阻害剤

compound 1 と 2 を見出すことに成功した。これらの化合物は HepG2 細胞の apoB

分泌を阻害した。今回新たに，PLTP に対するSPR 結合評価系を確立し，compound 

1 と 2 が精製 PLTP に対して特異的に結合することを明らかにした。PLTP 阻害剤

として先に報告があったCompound A と異なるケモタイプの compound 1 と 2 が，

Compound A と同様に apoB 分泌を阻害する結果を得たことから，PLTP が粥腫発生

を促進する因子で，脂質異常症治療の標的と考えられる。HepG2 細胞は apoB 分泌

のモデルとして一般的に用いられるが，主として脂質の少ない未成熟な VLDL 粒

子を分泌する 33ことから，PLTP の阻害がトリグリセリドの合成および分泌を含む

VLDL 代謝にどのように影響するかについては，ヒトの脂質代謝をより反映する生

理的なモデルを用いて明らかにする必要がある。 

1 次スクリーニングにヒト血漿を用いることで，PLTP が機能する生理的状態に

近い条件で化合物を評価することができ，また，血漿はPLTP 以外にも多くのタン

パク質を含むことから promiscuous inhibitor の排除にも効果があると考えられた。こ

のアプローチは，crude な混合物中で化合物をスクリーニングし，その後，ターゲ

ットの確認を行うという点で，フェノティピックスクリーニング（疾患と関連する

細胞の性質を変化させる化合物の探索）に似ており，血漿中タンパク質をターゲッ

トとする場合には，このスクリーニング戦略を適用可能である。 
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一方で，PLTP 阻害がコレステロール逆転送系に与える影響については議論があ

る 19。HDL の総量の増加は，脂質異常症や心血管系の疾患の治療に直接はつなが

らないとの報告がある 34, 35。これについては，親和性および阻害活性の強い PLTP

阻害剤を用いて HDL の代謝を変化させた場合に，上記疾患の治療が可能かを調べ

ることで明らかになると考えられる。PLTP を介した免疫反応については，相反す

る報告が複数あり 36-39，これらについても，特異的な阻害剤を用いることによって

解明できる可能性がある。しかし，ヒトとマウスでリポタンパク質の代謝が異なる

点には注意が必要である。例えばマウスはCETP活性を欠くためにHDL値が高い 40。

これらを考慮し，実験に用いる動物モデルの選択に注意を払うべきである。 

以上より，ヒト血漿を酵素源とした HTS を実施し，新規ケモタイプの PLTP 阻

害剤を見出した。さらに SPR 解析により，PLTP に対する阻害剤の結合を評価し，

特異的阻害剤であることを明らかにした。本研究により，リポタンパク質代謝およ

び脂質異常症の病因の理解が深まり，動脈硬化症の治療の進展につながることを期

待する。 
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図 2-1 蛍光標識ドナー粒子を用いた PLTP アッセイ ドナー粒子に

蛍光標識ホスファチジルコリンが消光状態で含まれている。ホスファ

チジルコリンがドナー粒子からアクセプター粒子へ移動すると蛍光

強度が増加し，ホスファチジルコリンの転送（PLTP 活性）を測定で

きる。 
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図 2-2 ヒト血漿を用いた PLTP 活性測定 (a) 蛍光法にて血漿濃度を 1, 
3, 5%として，30 分インキュベーション後に PLTP 活性を測定した。デ

ータは duplicate の平均値を示す。 (b) RI 法にて血漿濃度を 5, 10, 20%
として，15 分インキュベーション後に PLTP 活性を測定した。データは

duplicate の平均値を示す。 
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図 2-3 Compound A（陽性対照化合物）の化学構造 
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図 2-4 Compound A の濃度依存的な血漿中 PLTP 活性阻害 (a) 蛍光法

にて Compound A（化合物濃度 0.1, 0.3, 1, 3, 10, 30, 100 μM）存在下の

PLTP 活性を測定した。データは quadruplicate の平均値と標準偏差を示

す。 (b) RI 法にて Compound A（化合物濃度 0.1, 1, 10 μM）存在下の

PLTP 活性を測定した。データは duplicate の平均値を示す。 
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図 2-5 PLTP 阻害剤探索のための HTS の概要 
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図2-6 PLTP活性に対するDMSO濃度の影響 蛍光法に

て DMSO（0.5, 1, 1.5, 3, 5, 9%）存在下の PLTP 活性を測

定した。データは duplicate の平均値を示す。 
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図 2-7 PLTP 1 次スクリーニングの Z′-factor 各プレート 12 ウ

ェルの DMSO コントロールと 12 ウェルの血漿非添加コントロ

ールウェルの値を用いて Z′-factor を算出した。 



  

３９ 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2-8 1 次スクリーニングにおける化合物の血漿中 PLTP 阻

害活性分布 蛍光法にて，化合物濃度を 10 μM とし，26 万化

合物のスクリーニングを実施した。阻害率 40%以上の化合物

をヒット選抜した。 
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図 2-9 Compound 1 と 2 の化学構造 



  

４１ 
 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2-10 蛍光法および RI 法による compound 1 と 2 の濃度依存的な血

漿中 PLTP 活性阻害 蛍光法にて compound 1 と 2（0.3, 1, 3, 10, 30 μM）

存在下の PLTP 活性を測定した。データ（灰色丸）は quadruplicate の平

均値と標準偏差を示す。 RI法にて compound 1と 2（0.3, 1, 3, 10, 30 μM）

存在下の PLTP 活性を測定した。データ（黒丸）は duplicate の平均値

を示す。 
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図 2-11 化合物による HepG2 細胞の apoB 分泌阻害と LDH 阻害活性 

(a) HepG2 細胞にオレイン酸と共に compound 1 と 2（化合物濃度 10, 30, 
100 μM）を添加し，24 時間後に培養上清を回収して，VLDL の指標で

ある ApoB 量と，細胞毒性の指標である LDH 活性を測定した。化合物

非添加を 100 とした相対値を示す（duplicate の平均値）。 (b) Compound 
A の濃度を 1, 3, 10, 30, 100 μM として，同様に評価を行った。データは

triplicate の平均値と標準偏差を示す。 
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図 2-12 Compound 1 と 2（0.1, 0.3, 1, 3, 10, 30, 100 μM）および

JTT-705（10 μM）の血漿中 CETP 活性阻害 蛍光法にて compound 
1 と 2（化合物濃度 0.1, 0.3, 1, 3, 10, 30, 100 μM）あるいは JTT-705
（化合物濃度 10 μM）存在下の CETP 活性を測定した。データは

quadruplicate の平均値と標準偏差を示す。 



  

４４ 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2-13 PLTP の精製 (a) HEK293F 細胞を用いて発現した PLTP をア

フィニティ精製した。精製 PLTP を SDS-PAGE に供し，CBB 染色し

た。 (b) 精製 PLTP を，PLTP に対する抗体を用いてウェスタンブロ

ット解析した。 
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図 2-14 精製 PLTP の濃度依存的な PLTP 活性 RI 法にて，

精製 PLTP 濃度を 6.3, 13, 25, 50 nM として，15 分インキュベ

ーション後に PLTP 活性を測定した。データは duplicate の平

均値を示す。 
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図 2-15 精製 PLTP に対する化合物濃度依存的な PLTP 活性阻害  
(a) RI 法にて Compound A（0.1, 1, 10, 100 μM）存在下の PLTP 活性を測

定した。データは duplicate の平均値を示す。 (b) RI 法にて compound 1
と 2（0.3, 1, 3, 10, 30 μM）存在下の PLTP 活性を測定した。データは

duplicate の平均値を示す。 
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図 2-16 固定化した PLTP に対する化合物の結合 (a) PLTP に

Compound A（0.01, 0.03, 0.1, 0.3, 1 μM）を添加した際のレスポンス（黒

線）と理論曲線（赤線）を示す。 (b) Compound 1 と 2（0.3, 1, 3, 10, 30 μM）

の結合レスポンス（黒線）と理論曲線（赤線）を示す。 
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第二章 
 

HTS による Interleukin-2-inducible T-cell kinase 
阻害剤の探索と機構解明 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

４９ 
 

第一節 背景 

Interleukin-2-inducible T-cell kinase（ITK）は非受容体型チロシンキナーゼのTEC

ファミリーのメンバーである。主に T 細胞に発現し，へルパーT（Th）2 細胞のシ

グナル伝達に重要な役割を果たしている 41。また ITK は，Th17 細胞の分化や炎症

性サイトカイン IL-17A の産生を介して免疫疾患に関わる分子である 41, 42。ITK ノ

ックアウトマウスの研究結果から，ITK 阻害剤は炎症および自己免疫疾患の治療薬

となることが期待される 41, 43。 

プロテインキナーゼの触媒部位は構造類似性が高く 44，選択的なキナーゼ阻害剤

のデザインは特に難しい 45。多くのキナーゼは生理的条件下において活性構造と不

活性構造の 2 つの構造の平衡状態にある 46。不活性体は活性体に比較して構造が多

様であるために，不活性構造をターゲットとすると，選択性の獲得に有利である 47。

キナーゼ阻害剤をスクリーニングする一般的な手法は，構造情報に基づかない，活

性を指標としたものである 48, 49。選択性の高い化合物を得るためには，1 次ヒット

の中から不活性構造を安定化する化合物を選抜することが重要となる。これまで，

不活性構造に優先的に結合する阻害剤を探索する方法がいくつか報告されている。

Probe displacement assay は，adenosine triphosphate（ATP）拮抗の蛍光プローブの置

換を測定する手法である 50。アッセイにリン酸化されていない不活性体の標的キナ

ーゼを用いることで，不活性体に結合する化合物を選抜可能であるが，ATP 非拮抗

化合物を逃してしまう。Cascade assay は不活性体の標的キナーゼを，評価化合物と

プレインキュベーションした後に，上流キナーゼによって活性化する方法である 51。

このアッセイでは，不活性体を安定化して活性化を阻害する化合物以外に，上位キ
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ナーゼを阻害する化合物や，活性化された標的キナーゼを阻害する化合物も選抜さ

れるため，活性化キナーゼを用いた確認試験が必要となる。 

今回，ITK の阻害剤を探索するため，タンパク質の構造変化を高速で検出する蛍

光バイオセンサーおよび SHG 評価系 52を新たに構築した。まず，脱リン酸 ITK を

用いて化合物ライブラリーの阻害活性スクリーニングを実施し，その後，FLT3 

(D835Y)に対して選択性を有する化合物を選抜し，SPR 法で選抜化合物の ITK に対

する特異的結合を確認した。これらのヒット化合物の中から蛍光バイオセンサーあ

るいは SHG 評価によって選抜した化合物はキナーゼパネル評価において高い選

択性を示した。今回，ITK の不活性構造阻害剤を選抜した手法は，他のキナーゼ

の構造変化検出にも有用と考える。 
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第二節 実験項 

1) タンパク質のクローニング，発現および精製 

全長 ITK 

N 末に FLAG タグを付加した全長ヒト ITK（ITK-FL）の cDNA（OriGene）をバ

キュロウイルス用トランスファーベクターpVL1393（Thermo Fisher Scientific）に組

み込んでクローニングした。また，Myc タグを付加したヒトYopH（チロシンホス

ファターゼ）（GenScript）の cDNA を pVL1393 に組み込んでクローニングし，バ

キュロウイルス用プラスミドを調製した。BaculoGold Transfection kit（BD Biosciences）

を使用し，Sf9 細胞にバキュロウイルスDNA と ITK-FL あるいはYopH 発現バキュ

ロウイルス調製プラスミドを共導入し，組換えバキュロウイルスを調製した。

ITK-FL 発現バキュロウイルスと YopH 発現バキュロウイルスを Sf9 細胞に共感染

し，48 時間培養した後に回収して−80℃で保存した。 

凍結保存した細胞は，バッファー（50 mM Tris-HCl [pH 8.0]，500 mM NaCl，10%

グリセロール，EDTA フリープロテアーゼ阻害剤カクテル）に懸濁し，ホモジナイ

ザーを用いて破砕した。破砕液は 39,000 × g で 30 分遠心した。抗 FLAG M2 アフィ

ニティゲル（Sigma-Aldrich）にこの上清画分を添加し，FLAGペプチド（Sigma-Aldrich）

と拮抗させて溶出した。この溶出液をバッファー（50 mM HEPES [pH 8.0]，500 mM 

NaCl，10%グリセロール，1 mM DTT）を用いてSuperdex 200 10/300 GL カラム（GE 

Healthcare）でゲルろ過精製した。得られたタンパク質は液体窒素で急速凍結して

−80℃で保存した。 
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YopH による ITK-FL の脱リン酸の程度は，チロシンリン酸化を検出するモノク

ローナル抗体の 4G10（Merck Millipore）を用いたウエスタンブロッティングによっ

て確認した。 

 

ITK-KD 

N 末にHis タグを付加したヒト ITK kinase domin（ITK-KD）cDNA を pVL1393 に

組み込んでクローニングし，バキュロウイルス用プラスミドを調製した。また，変

異型ヒト ITK-KD（ITK-KD Mutant A）cDNA は，PCR をベースにした部位特異的

変異導入によって，ITK-KD の αC-helix の溶媒に露出するアミノ酸をシステインに

置換し，2 つのシステイン（C442，C477）をセリンに置換して pVL1393 に組み込

み，バキュロウイルス用プラスミドを調製した。ITK-FL と同様に，BaculoGold 

Transfection kit を使用して，組換えバキュロウイルスを調製した。ITK-KD あるい

は ITK-KD Mutant A発現バキュロウイルスとYopH発現バキュロウイルスをSf9細

胞に共感染し，72 時間培養した後に回収して，−80℃で保存した。 

凍結保存した細胞は，バッファー（50 mM Tris-HCl [pH 7.0]，150 mM NaCl， EDTA

フリープロテアーゼ阻害剤カクテル）に懸濁し，ホモジナイザーを用いて破砕した。

破砕液は 39,000 × g で 30 分遠心した。Ni-NTA Superflow（QIAGEN）にこの上清画

分を添加し，溶出バッファー（50 mM Tris-HCl [pH 7.0]，150 mM NaCl，500 mM イ

ミダゾール）を用いて溶出した。この溶出液をQ Sepharose Fast Flow（GE Healthcare）

に添加し，溶出バッファー（50 mM HEPES [pH 7.0]，200-600 mM NaCl）を用いて

段階的に溶出した。溶出液は ITK-FL と同様にSuperdex 200 10/300 GL カラムでゲ

ルろ過精製した。得られたタンパク質は液体窒素で急速凍結し，−80℃で保存した。 
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YopH による ITK-KD および ITK-KD Mutant A の脱リン酸の程度は，ITK-FL と同

様に，モノクローナル抗体の 4G10 を用いたウエスタンブロッティングによって確

認した。 

 

SLP-76 

基質タンパク質の GST-SLP-76 は Lin らの報告 53に従って，発現および精製した

後に，HiLoad 26/600 Superdex 200 カラム（GE Healthcare）を用いてゲルろ過精製し

た。 

 

2) キナーゼ活性測定 

ITK-FL, ITK-KD およびFLT3 (D835Y)（Promega）の活性測定にはADP-Glo キナ

ーゼアッセイ（Promega）54を用いた（図 3-1）。アッセイバッファー（25 mM HEPES 

[pH 7.5]，25 mM KCl，10 mM MgCl2，1 mM DTT，0.005% Tween20，0.1% BSA）で

ITK-FL（2.5 nM）, GST-SLP-76（250 nM）およびATP（30 µM）を調製した。3 µL

の基質（GST-SLP-76，ATP）と 2 µL の酵素（ITK-FL）をプレートに添加し，室温

で 1 時間インキュベートした。その後，5 µL のADR（ADP-Glo Reagent: キナーゼ

反応を停止し，残存ATPを分解する試薬）を添加して40分インキュベートし，10 µL

のKDR（Kinase Detection Reagent: ADP をATP に変換する試薬）を添加して 30 分

インキュベートした後に，プレートリーダーの SpectraMax Paradigm（Molecular 

Devices）を用いて発光値を測定した。FLT3 (D835Y)の活性測定は，5 nM FLT3 

(D835Y)，4 µM myelin basic proteinおよび54 µM ATPを用いて ITKと同様に行った。 
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3) SPR 結合アッセイ 

試験はBiacore T200 と 4000（GE Healthcare）を用いて 10℃で行った。キャプチ

ャーカップリングのため，NTA センサーチップ（GE Healthcare）に 0.1 M 

N-hydroxysuccinimide と 0.4 M 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide 

hydrochlorideを添加して活性化した。His タグ付加 ITK-KD（10 µg/mL）はランニン

グバッファー（25 mM HEPES [pH 7.5]，25 mM KCl，10 mM MgCl2，1 mM DTT, 

0.005% Tween20）で調製し，活性化したNTA チップに 10 分間添加した。ITK-KD

の固定化量は 2,900～4,900 RU であった。化合物は 5% DMSO 含有バッファーで段

階希釈した。ITK-KD 固定化チップに化合物を流速 30 µL/min で 1 分添加し，化合

物の解離速度によって 1-3 分，解離をモニターした。拮抗試験における化合物の結

合評価は，ランニングバッファーで希釈したADP 1 mM 存在下で行った。 

データはBiacore T200 および 4000 の evaluation ソフトを使用して解析した。解析

には溶媒補正およびダブルリファレンスした値を用いた。キネティクス解析はマス

トランスポートを考慮した 1:1 モデルでフィッティングした。平衡値解析は各化合

物濃度において平衡状態の結合量をプロットし，以下の式により解離定数 KDを求

めた。 

 

 

 

C: 化合物濃度 

Req: 化合物濃度C に対する平衡値 

Rmax: 最大結合量 
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4) 蛍光バイオセンサーアッセイの構築・バリデーションとスクリーニング 

ITK-KD Mutant A と蛍光分子の 6-acryloyl-2-dimethylaminonaphthalene（アクリロダ

ン）（和光純薬）をラベリングバッファー（50 mM HEPES [pH 7.5]，200 mM NaCl，

10%グリセロール）で希釈して，1：5 で混和し，4℃で 5 時間インキュベートした。

アクリロダン標識 ITK-KD Mutant Aは10-MWCO アミコンウルトラ (0.5 mL) 遠心

式フィルターを用いてバッファーで 3 回洗浄した後，−80℃で保存した。 

アクリロダン標識 ITK-KD Mutant A はアッセイバッファー（50 mM HEPES [pH 

7.5]，25 mM KCl，10 mM MgCl2，0.005% Tween20）で 400 nM に希釈した。化合物

は DMSO で調製した後，アッセイバッファーで終濃度の 2 倍の濃度に希釈した。

黒色384ウェルプレートに化合物と蛍光標識 ITK-KD Mutant Aをそれぞれ10 µL添

加して混和し，室温で 15 分インキュベートした。プレートリーダーの EnVision

（PerkinElmer）を用いて，励起波長 386 nm，測定波長 410-560 nm で蛍光強度を測

定した。 

スクリーニング化合物のうち，阻害活性が弱い化合物（IC50値≧1 µM）は終濃度

を 2.5, 10 および 40 µM とし，強い化合物（IC50値 <1 µM）は 0.25, 1 および 4 µM

とした。DMSO の終濃度を 5%として反応を行った。 

 

5) SHG アッセイの構築・バリデーションとスクリーニング 

ITK-KD Mutant A と蛍光分子の SHG2-maleimide（チオール反応性）をラベリング

バッファー（50 mM sodium phosphate [pH 6.5]，150 mM NaCl，10%グリセロール）

で希釈して，1：5 で混和し，室温で 90 分インキュベートした。蛍光標識 ITK-KD 

Mutant A（ITK-KD Mutant A-SHG2）はZeba column（Thermo Fisher）を用いてバッ
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ファー置換（50 mM sodium phosphate [pH 8.0]，500 mM NaCl，10%グリセロール, 

1 mM DTT）することで過剰な蛍光分子を除去して，−80℃で保存した。 

ITK-KD Mutant A-SHG2 はアッセイバッファー（25 mM HEPES [pH 7.5]，25 mM 

KCl，10 mM MgCl2，1 mM DTT, 0.005% Tween20）で 5 µM に希釈し，20 µM 化合

物と混和し，室温で 60 分インキュベートした。Ni/NTA bilayer surface に 10 µL のア

ッセイバッファーを添加した後に，10 µL のタンパク質/化合物混合液を添加し，室

温で90分インキュベートしてタンパク質を固定化し，SHGシグナルを測定した（図

3-2a-d）。 

拮抗試験では，SHG 測定#1（図 3-2d）の後，非結合タンパク質と過剰な化合物

を洗浄し，ベースラインのシグナルを測定した（図 3-2f）。次に洗浄したウェルに

20 µL の評価化合物を添加し，SHG シグナルを測定した（図 3-2h）。以下の式を用

いてSHG の変化率（%ΔSHG）を算出した。 

 

 

 

スクリーニング化合物は 500 nM の ITK-KD Mutant A-SHG2 と混和し，室温で 1

時間インキュベートした。タンパク質/化合物混合液を，予め 10 µL アッセイバッ

ファーを添加した 384 ウェルプレートのNi/NTA bilayer surface に 10 µL 添加した。 

阻害活性が弱い化合物（IC50値≧1 µM）は終濃度を 2.5, 10 および 40 µM とし，

強い化合物（IC50値 <1 µM）は 0.31, 1.3 および 5 µM とした。タンパク質/化合物混

合液は室温で90分，bilayer surfaceに固定化し，SHGシグナルを測定した（図3-2 d）。

SHG シグナルは photon counts per second（cps）で表す。 
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第三節 結果 

1) HTS と阻害剤のキャラクタリゼーション 

キナーゼの不活性化状態に結合して阻害する化合物を取得するために，ITK-FL，

ITK-KD および ITK-KD Mutant A タンパク質は，バキュロウイルスを用いてチロシ

ンホスファターゼのYopH と共発現し，脱リン酸した。脱リン酸の程度は，チロシ

ンリン酸化を検出するモノクローナル抗体を用いたウェスタンブロット解析によ

り確認した（図 3-3，3-4）。また，ITK-KD Mutant A の酵素活性は変異導入により

変化しないことを確認した（図 3-5）。 

次に ITK 阻害剤探索のため，ADP-Glo アッセイの条件を最適化した。ITK-FL に

対する ATP の見かけの Km値は 120 µM であった。アッセイ系の確認のため，3 つ

の既知阻害剤の ITK と FLT3 (D835Y)に対する阻害プロファイルを比較した。ITK

阻害剤がFLT3に対して高い選択性を達成するのは難しいと考えられることから 55, 

56，既知化合物が FLT3 (D835Y)（FLT3 の恒常的な活性型）に対して選択性を示す

か調べた。ITK の不活性構造に作用する既知阻害剤の BMS-509744 53 と Pfizer 

compound 9 57 は選択的に ITK-FL を阻害し，活性構造阻害剤の staurosporine は

ITK-FL と FLT3 (D835Y)の両方を強く阻害した（表 3-1）。 

上記の結果に基づき，自社化合物ライブラリーから新規 ITK 阻害剤を見出すため，

HTS を実施した。このフローを図 3-6 に示す。1 次スクリーニングには，ADP-Glo

アッセイを用い，384 プレートで 390,000 化合物の ITK-FL の阻害活性スクリーニン

グを行った。1 次スクリーニングの平均の Z′-factor は 0.88 であった（図 3-7）。化

合物濃度 10 µM で 30%以上の阻害を示した 2,754 化合物を次の試験に進めた（図

3-8）。不活性体に結合する阻害剤を選抜する確率を高めるため，FLT3 (D835Y)に
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対する選択性試験を行った。2,754 化合物のうち，阻害活性の弱い化合物（1 次ス

クリーニングの阻害率が 30–80%）は，ITK に対しては化合物濃度を 10 µM として

再現性試験を行い，FLT3 (D835Y)に対しては化合物濃度を 30 µM として阻害評価

を行った。阻害活性の強い化合物（1 次スクリーニングの阻害率が 80%以上）は，

ITK に対しては化合物濃度を 1 µM，FLT3 (D835Y)に対しては化合物濃度を 3 µM

として n = 3 で阻害評価を行った。選択性の指標として，ITK-FL の阻害%を FLT3 

(D835Y)の阻害%で除した値が 1 以上の化合物を選抜した。950 化合物を次の試験

に進め，ADP-Glo アッセイを用いた濃度依存試験（n = 3）を行った。259 化合物が

ITK-FL に対して IC50 値 10 µM 以下の阻害活性を示し，FLT3 (D835Y)に対して 5

倍以上の選択性を示した。 

 

2) SPR 法を用いたヒット化合物の結合評価 

ITK に対して阻害活性が確認されたヒット化合物のストイキオメトリーを調べ

るため，SPR 評価を行った。陽性対照化合物の ADP は固定化した ITK-KD に対し

て飽和性の結合を示し，KD値は 13 µM で（図 3-9），Navratilovaらの報告と同様の

値であった 58。阻害活性試験で選抜した 259 化合物を SPR 法にて予備スクリーニン

グし，ストイキオメトリーを越えて結合（陽性対照化合物の飽和結合量の 3 倍以上）

か，あるいは非特異的な結合挙動のセンサーグラム 8 を示した 106 化合物を

promiscuous binderとして排除した（図 3-10）。次に，promiscuous binder を除いた

153 化合物について，SPR 試験を行い，陽性対照化合物の飽和結合量の 25%以上結

合した 116 化合物を選抜した。116 化合物について濃度依存性試験を実施し，
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ITK-KD に対して濃度依存的に結合し，ストイキオメトリーが陽性対照化合物の 3

倍以下の 105 化合物を選抜した。 

 

3) 蛍光バイオセンサーアッセイ系構築とバリデーション 

蛍光標識 ITK-KD Mutant A を用いて，活性構造阻害剤と不活性構造阻害剤が判別

可能か調べるため，ツール化合物と標識タンパク質をインキュベーションした後，

蛍光スペクトルを測定した。全てのスペクトルは，化合物の自家蛍光を補正するた

め，標識タンパク質非添加の化合物毎のスペクトルを測定し，これを差し引いた。

不活性構造阻害剤（BMS-509744，Pfizer compound 9）によってアクリロダンのスペ

クトルは長波長側へシフト（最大蛍光波長が 488 から 508 nm へシフト）した（図

3-11）。これに対して，活性構造阻害剤の saurosporine 存在下では最大蛍光波長は

ほとんど変化しなかった（図 3-11）。 

次に様々な既知 ITK 阻害剤について，ITK-KD に対する阻害活性および親和性を

評価し（図 3-12a），これらの化合物の蛍光バイオセンサー評価を実施した。測定

波長 508 nm と 456 nm の蛍光強度の比（R = FI508/FI456）を算出し，最大蛍光波長の

シフトを定量化した（図 3-12b）。不活性構造阻害剤の添加で，この値は濃度依存

的に増加した。一方，活性構造阻害剤の添加では，蛍光強度の比は変わらないかわ

ずかに低下した。これらの結果から，このレスポンスは不活性構造阻害剤に特異的

と考えられた。 
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4) 蛍光バイオセンサー法によるヒット化合物の選抜 

ツール化合物による蛍光標識 ITK-KD Mutant A のレスポンスが確認できたこと

から，SPR 試験のヒット化合物（105 化合物）を蛍光バイオセンサー法で評価した。

化合物のみを添加したプレートを化合物自家蛍光の補正に用いた。蛍光バイオセン

サーアッセイの陽性対照化合物（BMS-509744）とDMSO コントロールの 2 波長の

蛍光度の比（R = FI508/FI456）から算出したZ′-factor は 0.65 と良好であった。105 化

合物のうち，R 値が DMSO コントロールの平均+3SD を越えた 35 化合物を次の試

験に進めた（図 3-13）。各化合物濃度でスペクトルを測定し，測定波長 508 nm と

456 nm の蛍光強度の比を算出してこれがカットオフ値（DMSO control の平均値 + 

3SD）を超えた 34 化合物を不活性構造阻害剤としてヒット選抜した。代表として

J-13（ITK-FL に対する IC50値 9.9 µM，FLT3 (D835Y)に対する IC50値 >80 µM）の

蛍光スペクトルを図 3-14 に示す。化合物濃度依存的に蛍光強度が減少し，最大波

長は 508 nm にシフトした。 

 

5) SHG アッセイ系構築とバリデーション 

ITK-Mutant A-SHG2 をツール化合物（図 3-12a）とインキュベーションしてSHG

シグナルを測定した。活性構造阻害剤の化合物Ⅵ, Ⅷ, Ⅸ, Ⅹは高値を示した（図

3-15）。化合物Ⅶはやや低い値を示したが，これは溶解性が低いためと考えられ

た。不活性構造阻害剤はDMSOコントロールと同様のシグナル値を示した（図3-15）。

不活性構造阻害剤と活性構造阻害剤とは判別可能であった。 

次に ITK Mutant A-SHG2 が固定化表面で活性を保持していることを確認するた

め，ITK Mutant A-SHG2 を固定化した後に化合物を添加する試験を行った。アッセ
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イの流れを図 3-2 に示した。まず，ITK Mutant A-SHG2 を低親和性（ITK-KD に対

する KD値 1.3 µM）の化合物Ⅴとプレインキュベーションした。次にこのタンパク

質/化合物混合物をNi/NTA bilayer surfaceに添加して固定化し，結合しなかったタン

パク質/化合物を洗い流し，高親和性の不活性構造阻害剤（化合物Ⅰ（KD値 1.3 nM）），

高親和性の活性阻害剤（化合物Ⅹ（KD 値 3.5 nM））あるいはバッファーを添加し

た。化合物Ⅰの添加により，SHG シグナルは 24%減少し，より不活性構造にシフト

したことを示唆した（図 3-16）。化合物Ⅹの添加により SHG シグナルは 49%増加

し，不活性構造から活性構造への転換を示した（図 3-16）。この変化は化合物をプ

レインキュベーションした時の結果（図 3-15）と同様で，SHG シグナルは不活性

構造で低く，活性構造で高かった。これらの結果から，固定化されたタンパク質は

活性を保持していることが明らかとなった。バッファーを添加した場合には SHG

シグナルは 1.7%減少した（図 3-16）。 

ハイスループットの SHG スクリーニング系を構築するため，ラベルタンパク質

の濃度を低減する検討を行った。アッセイ系構築の初期には 5 µM ITK Mutant A- 

SHG2 と 20 µM の化合物を 1:1 で混和して，アッセイバッファーで 1:1 に希釈し，

タンパク質の終濃度は 2.5 µM，化合物の終濃度は 10  µM とした。化合物濃度は

10 µM としたままで，タンパク質濃度を 500 nM あるいは 250 nM に低減した。い

ずれのタンパク質濃度でも，活性構造化合物は同様の SHG シグナルを示し，不活

性構造化合物である化合物Ⅴの SHG シグナルの平均値 + 3SD（5,300 cps）以上であ

った（図 3-17）。この結果から，化合物評価試験のタンパク質濃度は 250 nM（160 ng/

ウェル）とし,ツール化合物の中で最も親和性が弱い不活阻害剤である化合物Ⅴのシ
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グナルの平均値 + 3SD を不活性構造化合物と活性構造化合物を見分ける基準値と

した。 

 

6) SHG 法によるヒット化合物の選抜 

最適化した条件で，SPR 試験のヒット化合物（105 化合物）を評価した。最高濃

度でコントロール化合物である化合物Ⅴのシグナルの平均値 + 3SD（7,000 cps）以

上のシグナルを示した化合物は活性構造化合物，7,000 cps 未満の化合物は不活性構

造化合物と判断した（図 3-18）。105 化合物のうち，22 化合物は不活性構造化合物

であった。例として J-31（ITK-FL に対する IC50値 5.5 µM，FLT3 (D835Y)に対する

IC50値 >80 µM）と J-95（ITK に対する IC50値 3.3 µM，FLT3 (D835Y)に対する IC50

値 47 µM）を図 3-19 に示す。これらの化合物の SHG シグナルは化合物Ⅰおよび化

合物Ⅴと同程度であったことから，不活性阻害剤と考えられた。 

 

7) SPR 法によるヒット化合物の結合部位の決定 

ITK に対する J-13，J-31 および J-95 の結合部位を調べるため，Biacoreを用いて，

ADP との拮抗試験を行った。J-13 はADP 添加，非添加の両条件において，ITK-KD

に結合を示した（図 3-20a-d）。J-13 のセンサーグラムを 1:1 結合モデルでキネティ

クス解析した（図 3-20a, c）。フィッティングは良好で，ADP 非存在下で ka値は 7.9 

× 103 M-1 s-1, kd値は1.4 × 10-2 s-1, KD値は1.8 µM，ADP存在下でka値は2.8 × 104 M-1 s-1, 

kd値は 8.4 × 10-2 s-1, KD値は 3.0 µM であった。J-13 はADP 非存在下でも存在下でも

アロステリックポケットに同様の KD値を示し，顕著な協同性はみられなかった。

J-31 と J-95 はADP 非存在下で ITK に結合した（図 3-20e, f, h, i）。J-31 および J-95
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の各化合物濃度の結合量のプロットを平衡値解析した（図 3-20f, i）。KD値はそれ

ぞれ 3.4 µM と 1.0 µM で，これらの化合物はADP 存在下では ITK に結合しなかっ

た（図 3-20g, j）。J-31 および J-95 はATP 結合部位に結合し，不活性構造を安定化

すると考えられた。 

 

8) ヒット化合物のキナーゼ選択性 

J-13，J-31 および J-95 のキナーゼ選択性をKINOMEscan（Eurofin）の競合法によ

る結合試験で評価した。54 種類のキナーゼについて評価したところ，J-13 と J-31

は 1 種類のキナーゼのみ（それぞれ，NEK3，CLK1），J-95 は 2 種類のキナーゼ（HCK

とLCK）を>65%で阻害し，良好な選択性を示した（表 3-2）。 
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第四節 考察 

キナーゼの選択的阻害剤をデザインする場合，不活性構造は魅力のあるターゲッ

トである。本研究においては，脱リン酸した ITK-FL を用いて，390,000 化合物に対

してハイスループットの活性スクリーニングを実施した。ITK はアッセイ中に自己

リン酸化によって活性化する。活性スクリーニングによって，ITK-FL に対して IC50

値が 10 µM 以下で，FLT3 (D835Y)に対して 5 倍の選択性を示した 259 化合物を選

抜した。その後，SPR 法を用いて脱リン酸した ITK-KD に対する化合物の結合を評

価した。次に蛍光バイオセンサーアッセイを構築し，ITK-KD を不活性構造に安定

化する 34 化合物を選抜した。またSHG アッセイを構築し，ITK-KD を不活性構造

に安定化する 22 化合物を選抜した。代表化合物の J-13 はATP ポケット以外の部位

に，また，J-31 および J-95 は ATP 結合部位に特異的に結合し，キナーゼパネル評

価において高い選択性を示した。 

PERK 阻害剤の GSK-2656157 59, CSF1R 阻害剤の GW-2580 60, BTK 阻害剤の

CGI-1746 61のような，キナーゼの不活性構造に優先的に結合する阻害剤は高い選択

性を示すとの報告がある。このような化合物を選抜するためにはタンパク質の構造

変化を高速で検出する必要がある。今回，ITK の不活性構造を安定化する阻害剤を

見出すため，液相中でタンパク質と化合物の相互作用を評価できる蛍光バイオセン

サー法を用いた。構築した蛍光バイオセンサー法は 384 ウェルプレートを用いたハ

イスループットアッセイが可能で，良好な Z′-factor を示したことから，よりサイ

ズの大きな化合物ライブラリーのスクリーニングに適応可能である。一方，蛍光バ

イオセンサー法の不利点は化合物の自家蛍光が検出に干渉することである。蛍光バ

イオセンサー法で化合物をスクリーニングした際，測定波長 508 nm と 456 nm の蛍
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光強度の比が選抜基準値に満たなかった 70 化合物のうち 10 化合物は，アクリロダ

ンの蛍光値より高い自家蛍光値を示した。これらの化合物では，タンパク質の構造

変化による最大蛍光波長のシフトが，化合物の自家蛍光でマスクされた可能性があ

る。このようなケースでは，最大蛍光波長が赤色側にある蛍光分子を使用すること

で，化合物干渉の影響を小さくできる可能性がある 62。 

これまでに 2 種類の ITK に対する高活性阻害剤についての論文報告がある。1 つ

目はⅠ型阻害剤で，ITK の活性構造の ATP ポケットに結合することが明らかとな

っている。2つ目はITKの不活性構造をターゲットとする阻害剤である。後者には，

選択的な ITK 阻害剤の BMS-509744 53と，ファイザー社の ATP 部位とアロステリ

ックポケットの両方に結合する dual binder（Pfizer compound 9）57がある。他のキナ

ーゼで報告のあるDFG-out 構造をターゲットとするⅡ型阻害剤は，ITK では知られ

ていない 63。不活性体の ITK の結晶構造（PDB code: 3MJ2 64, 4M14 57, 4HCU 65）と，

活性体の結晶構造（PDB code: 4L7S 66, 4MF1 67, 4PQN 68）とを比較すると，不活性

構造の ITK は，αC-helix が触媒中心から外向きに回転していることがわかる。そこ

で αC-helix の動きが阻害剤選択性の重要な要素と考えた。ITK の αC-helix を蛍光分

子のアクリロダンでラベルして，不活性構造阻害剤の結合を検出可能なキナーゼバ

イオセンサーを構築した。BMS-509744, Pfizer compound 9 とPfizer compound 40 は

最大蛍光波長を高波長側に変化させた（深色シフト）。この最大蛍光波長の高波長

側へのシフトは，極性溶媒への露出の増大を示唆しており，これは αC-helix の外向

きの回転と一致する。 

タンパク質の構造変化を高速で検出する別の方法にSHG法がある。SHG法では，

タンパク質に標識した蛍光団の角度変化を検出し，化合物の自家蛍光の影響を受け
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にくい利点がある。一方，不利点は，タンパク質を固定化する必要があることと，

専用の測定器が必要なことである。 

蛍光バイオセンサーアッセイで使用した ITK-KD Mutant A を SHG アッセイでも

使用した。SHG アッセイでは BMS-509744 64, Pfizer compound 9 57 および Pfizer 

compound 40 65 は低いシグナル値を示し，staurosporine, GSK compound 13 66, 

Genentech compound 19 67, Genentech GNE-9822 68および Sanofi US compound 69は高

いシグナルを示した。これらの結果は，活性構造阻害剤が αC-helix-in 構造を誘導し

て，αC-helix 上の SHG dye の向きをZ 軸に対して平行にしたことを示唆した。蛍光

バイオセンサーアッセイと同様に，SHG アッセイによって不活性構造化合物と活

性構造化合物を見分けることができた。このようにタンパク質の構造変化を検出で

きる蛍光バイオセンサーおよび SHG 法は，他のキナーゼ 10やホスファターゼ 70，

核内レセプター71やGPCR 11にも適用することができる。 

ヒット化合物の SPR 結合評価と拮抗試験を実施することによって，J-13 が ADP

に非拮抗であることを明らかにした。1:1 結合モデルに一致することと，結合試験

で得られたRmax が理論的Rmax（固定化したタンパク質に 100%結合活性があると

仮定した場合の理論上の化合物の最大結合量）の 36 RU を越えないことから，J-13

は特異的なアロステリック阻害剤と考えられた。一方，J-31 と J-95 はADP と拮抗

したことから，ATP 結合部位に結合し，不活性構造を安定化すると考えられた。 

54 キナーゼパネルでこれらのヒット化合物の選択性を評価したところ，良好な選

択性を有することが明らかとなり，これらの化合物を合成展開の起点とすることが

できる。今後，ITK との複合体結晶構造が得られると，化合物が標的にどのように

結合しているかについての理解を深めることができる。 
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このように，脱リン酸したキナーゼを用いた生化学アッセイ，SPR アッセイ，蛍

光バイオセンサーアッセイおよび SHG アッセイを組み合わせることで，ITK を不

活性構造に安定化する阻害剤を見出すことに成功した。本研究で示したプラットフ

ォームは，キナーゼの選択的な阻害剤の取得に有用と考えられ，副作用の少ない抗

癌剤などの開発に応用可能である。 
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データは 3 回の実験の平均値と標準偏差を示す。 

表 3-1 ITK-FL と FLT3 (D835Y)に対する既知化合物の阻害活性 

社名 阻害剤 ITK-FL FLT3 (D835Y)

BMS BMS-509744 1.6 ± 0.035 >10,000

Pfizer Compound 9 220 ± 26 >10,000

Staurosporine 3.6 ± 0.55 0.61 ± 0.11

 IC50 (nM)
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表 3-2 KINOMEscan を用いた J-13，J-31 および J-95 のキナー

ゼ選択性評価 

DiscoveRx 遺伝子名

J-13 J-31 J-95

AKT1 90 100 85

ASK1 100 100 100

AURKB 87 80 96

BMPR1B 92 72 74

BRAF 46 88 100

BRK 100 100 100

CAMK1 79 84 86

CAMK2A 82 97 100

CDK2 88 90 100

CDKL2 100 100 100

CLK1 92 21 100

CSNK1D 85 79 98

DAPK3 76 98 96

DRAK2 88 100 100

DYRK2 100 68 100

EGFR 67 100 47

EPHA3 100 86 92

EPHB4 92 83 100

FES 100 89 100

FGFR1 93 95 80

GRK4 91 91 84

HCK 69 86 33

IKK-beta 100 63 100

IRAK4 100 79 87

JAK2 (JH1domain-catalytic) 72 53 61

KIT 89 41 100

LCK 68 98 29

MAP4K5 100 95 99

MARK2 86 82 82

MAST1 88 47 90

MEK6 91 97 95

プローブ化合物の結合%
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表 3-2（続き） KINOMEscan を用いた J-13，J-31 および J-95
のキナーゼ選択性評価 

KINOMEscan の値は，J-13（50 μM），J-31（50 μM）および J-95（20 μM）

存在下の各キナーゼに対するプローブ化合物の結合%を示す（プロー

ブ結合%が<35%の場合，結合阻害が>65%で，阻害あり）。 

DiscoveRx 遺伝子名

J-13 J-31 J-95

MERTK 72 90 100

MRCKA 100 98 100

NEK3 10 63 79

p38-alpha 68 87 97

PAK4 87 100 94

PCTK1 93 84 98

PKAC-alpha 91 93 97

PKMYT1 100 93 96

PLK2 97 69 93

PRKCH 100 100 100

PRKD1 100 100 100

RSK1 (Kin.Dom.1-N-terminal) 98 92 99

RSK4 (Kin.Dom.2-C-terminal) 82 76 95

SGK3 98 72 90

SLK 74 100 100

SYK 95 100 61

TAOK1 89 100 91

TEC 99 100 86

TIE2 99 100 100

TRKC 89 100 97

TSSK1B 95 100 100

ULK1 81 75 97

YANK1 90 92 94

プローブ化合物の結合%
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図 3-1 ADP-Glo キナーゼアッセイの原理 キナーゼ反応後に試薬①

（ADR）を加えて残存 ATP を分解する。次に試薬②（KDR）を加えて

ADP を ATP に変換し，ルシフェラーゼ/ルシフェリンによる発光を測定

する。 
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図 3-2 SHG アッセイの原理 (a) His タグを付加したラベルタンパク質

を室温で化合物とインキュベーションし，平衡化した。 (b) タンパク

質/化合物混合液を 384 プレートの Ni-/NTA bilayer surface に添加した。 

(c) タンパク質/化合物を Ni/NTA His6 タグ相互作用でキャプチャーし

た。 (d) SHG シグナルを測定した。 (e) 非結合タンパク質/化合物を

洗浄した。 (f) SHG シグナルを測定した。 (g) 次の化合物を添加し

た。 (h) SHG シグナルの変化を測定した。 
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図 3-3 YopH と共発現した ITK-FL の精製 (a) YopH の共発現あり，な

しの条件で Sf9 細胞を用いて発現した ITK-FL を精製した。精製 ITK-FL
を SDS-PAGE に供し，CBB 染色した。 (b) 精製した ITK-FL を，Flag
タグに対する抗体を用いてウェスタンブロット解析した。 (c) 精製し

た ITK-FL を，抗チロシンリン酸化抗体を用いてウェスタンブロット解

析した。レーン 1: YopH の共発現なしで発現・精製した ITK-FL，レー

ン 2: YopH を共発現して発現・精製した ITK-FL 
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図 3-4 YopH と共発現した ITK-KD および ITK-KD Mutant A の精製 

(a) YopH の共発現あり，なしの条件で Sf9細胞を用いて発現した ITK-KD
および IKT-KD Mutant A を精製した。精製 ITK-KD および IKT-KD 
Mutant A を SDS-PAGE に供し，CBB 染色した。 (b)精製した ITK-KD
および IKT-KD Mutant A を，抗チロシンリン酸化抗体を用いてウェス

タンブロット解析した。レーン 1: YopH の共発現なしで発現・精製し

た ITK-FL，レーン 2: YopH を共発現して発現・精製した ITK-KD，レ

ーン 3: YopH を共発現して発現・精製した ITK-KD Mutant A 
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図 3-5 ITK-KD と ITK-KD Mutant A を用いたキナーゼ活性測定 

ADP-Glo アッセイにて，ITK-KD あるいは ITK-KD Mutant A 濃度

を 10 nM として，30, 60, 90 分インキュベーション後にキナーゼ活

性を測定した。データは triplicate の平均値と標準偏差を示す。 
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図 3-6 ITK 阻害剤探索のための HTS の概要 
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図 3-7 ITK 1 次スクリーニングの Z′-factor 各プレート 12 ウェルの

DMSOコントロールと12ウェルの酵素非添加コントロールウェルの値

を用いて Z′-factor を算出した。 
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図 3-8 1 次スクリーニングにおける化合物の ITK 阻害活性分布 

ADP-Glo アッセイにて，化合物濃度を 10 μM とし，39 万化合物

のスクリーニングを実施した。阻害率 30%以上の化合物をヒッ

ト選抜した。 
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図 3-9 固定化した ITK-KD に対する ADP の結合 (a) ITK-KD に ADP（4.7, 
9.4, 19, 38, 75, 150, 300 μM）を添加した際のレスポンスを示す。 (b) ADP の

濃度（横軸）とレスポンス（縦軸）のプロットを示す。 
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図 3-10 SPR アッセイで排除した化合物センサーグラムの例 ITK-KDに

化合物（20 μM）を添加した際のレスポンスを示す。 
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図 3-11 蛍光標識 ITK-KD Mutant A を用いた蛍光バイオセンサー評価 

蛍光標識 ITK-KD Mutant A 濃度を 200 nM とし，(a) BMS-509744，(b) 
Compound 9，(c) staurosporine（化合物濃度はそれぞれ 0.063, 0.25, 1 μM）

と混和して，15 分インキュベーション後に蛍光スペクトルを測定した。  
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図 3-12 次ページの説明文を参照 
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図 3-12 蛍光バイオセンサー法によるツール化合物の評価 (a) ツール

化合物の化学構造，阻害活性と親和性を示す。化合物Ⅱは化合物Ⅰの溶媒

露出部位を除いた化合物である。化合物Ⅴは化合物Ⅳのアクリロイル基

をアセチル基に変換し，共有結合性をなくした化合物である。 (b) 蛍
光標識 ITK-KD Mutant A 濃度を 200 nM とし，ツール化合物と混和し，

15 分インキュベーション後に蛍光測定を行った。508 nm と 456 nm の蛍

光強度の比を示す。データは，DMSO コントロールは triplicate の平均値

と標準偏差，それ以外は singleton の値を示す。化合物Ⅰ-Ⅴは不活性型阻

害剤，化合物Ⅵ-Ⅹは活性型阻害剤である。黒線は DMSO コントロール

（化合物非添加）の平均値 + 3SD を示す。 
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図 3-13 蛍光バイオセンサー法による化合物評価 蛍光標識 ITK-KD 
Mutant A 濃度を 200 nM とし，化合物（化合物濃度 4 あるいは 40 μM）

と混和し，15 分インキュベーション後に蛍光測定を行った。508 nm
と 456 nm の蛍光強度の比を示す。データは triplicate の平均値と標準

偏差を示す。蛍光強度の比が DMSO コントロール（化合物非添加） 
+ 3SD の 1.65 以上の化合物をヒット選抜した。 
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図 3-14 J-13 の化学構造と蛍光スペクトル 化合物濃度は 2.5, 10, 
40 μM として蛍光標識 ITK-KD Mutant A（200 nM）と混和し，15 分イ

ンキュベーション後に蛍光スペクトルを測定した。 
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図 3-15 SHG 法によるツール化合物の評価 蛍光標識 ITK-KD Mutant A
濃度を 2.5 μM とし，ツール化合物（10 μM）と混和し，プレートに添

加してキャプチャーのため 90 分インキュベーションした後，SHG シグ

ナルの測定を行った。化合物Ⅰ-Ⅴは不活性型阻害剤，化合物Ⅵ-Ⅹは活性

型阻害剤である。データは duplicate の平均値と標準偏差を示す。破線

はそれぞれ不活性型化合物と活性型化合物の SHG シグナルの平均値を

示す。 
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図 3-16 プレート表面に固定化した蛍光標識 ITK-KD Mutant A の構

造の可変性 蛍光標識 ITK-KD Mutant A 濃度を 2.5 μM とし，不活性

型化合物の化合物Ⅴ（10 μM）とプレインキュベーションした。次に

Ni/NTA bilayer surface に固定化し，非結合タンパク質/化合物を洗浄し

た後に SHG シグナルを測定し，活性型化合物の化合物Ⅹ（10 μM），

不活性型化合物の化合物Ⅰ（10 μM）あるいはバッファーを固定化表面

に添加して，SHG シグナルを測定した。各化合物の SHG シグナルの

変化率を算出して示した。データは duplicate の平均値と標準偏差を示

す。 
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図 3-17 蛍光標識 ITK-KD Mutant A の濃度を低減したときの SHG シ

グナル 蛍光標識 ITK-KD Mutant A濃度を 250 nMあるいは 500 nMと

し，化合物 10 μM を添加してキャプチャーのため 90 分インキュベー

ションした後，SHG シグナルの測定を行った。化合物Ⅰ-Ⅴは不活性型

阻害剤，化合物Ⅵ-Ⅹは活性型阻害剤である。データは triplicate の平均

値と標準偏差を示す。破線は 250 nM の蛍光標識 ITK-KD Mutant A に

化合物Ⅴを添加したときの SHG シグナルの平均値 + 3SD を示す。 
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図 3-18 SHG 法による化合物評価 蛍光標識 ITK-KD Mutant A 濃度

を 250 nM とし，化合物（化合物濃度 5 あるいは 40 μM）とプレー

トに添加してキャプチャーのため 90 分インキュベーションした後，

SHG シグナルの測定を行った。データは triplicate の平均値と標準偏

差を示す。SHG シグナルが化合物Ⅴのシグナルの平均値 + 3SD
（7,000 cps）以下の化合物をヒット選抜した。 
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図 3-19 J-31 と J-95 の化学構造と SHG シグナル 化合物濃度は 2.5, 
10, 40 μM として蛍光標識 ITK-KD Mutant A（250 nM）と混和し，プ

レートに添加してキャプチャーのため 90 分インキュベーションした

後，SHG シグナルの測定を行った。データは triplicate の平均値と標

準偏差を示す。化合物ⅠおよびⅤは不活性型阻害剤，化合物Ⅹは活性型

阻害剤である。 
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図 3-20 次ページの説明文を参照 
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図 3-20 固定化した ITK-KD に対する化合物の結合 (a) ITK-KD に J-13
（0.78, 1.6, 3.1, 6.3, 13, 25 μM）を添加した際のレスポンス（黒線）と理論

曲線（赤線）を示す。 (b) J-13 の濃度（横軸）とレスポンス（縦軸）の

プロットを示す。 (c) 1 mM ADP 存在下で ITK-KD に J-13（0.78, 1.6, 3.1, 
6.3, 13, 25 μM）を添加した際のレスポンス（黒線）と理論曲線（赤線）を

示す。 (d) J-13 の濃度（横軸）と 1 mM ADP 存在下のレスポンス（縦軸）

のプロットを示す。(e) ITK-KD に J-31（0.63, 1.25, 2.5, 5, 10, 20 μM）を添

加した際のレスポンスを示す。 (f) J-31 の濃度（横軸）とレスポンス（縦

軸）のプロットを示す。 (g) 1 mM ADP存在下で ITK-KDに J-31（0.63, 1.25, 
2.5, 5, 10, 20 μM）を添加した際のレスポンスを示す。 (h) ITK-KD に J-95
（0.63, 1.25, 2.5, 5, 10, 20 μM）を添加した際のレスポンスを示す。 (i) J-95
の濃度（横軸）とレスポンス（縦軸）のプロットを示す。 (j) 1 mM ADP
存在下で ITK-KD に J-95（0.63, 1.25, 2.5, 5, 10, 20 μM）を添加した際のレ

スポンスを示す。 
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創薬において，HTS は化合物探索の主要な方法の一つである。HTS が開始され

た当初には，96 ウェルプレートを用いて数万化合物をスクリーニングした後に，

合成展開を行っていたが，化合物数が増えるにつれ，アッセイの微量化や自動化が

行われるようになった。スクリーニングに標識した材料を用いるようになり，これ

に干渉する化合物を除くために，カウンタースクリーニングが実施されるようにな

った。また，hit to lead の成功確率を上げるため，ヒット化合物の質に注目が集まる

ようになった。特に水溶液中でコロイド状の凝集体を形成してターゲット分子を阻

害する promiscuous binder は，化合物とタンパク質の性質やアッセイ条件に依存し

て作用するため，生化学アッセイでは排除が難しい。これらを除くため，生物物理

手法を用いた結合プロファイルが重要で，SPR 法は他の系に比較してサンプル消費

量が少なく，スループットが高いためによく用いられる。SPR 評価によって，ター

ゲット分子に対する化合物の結合比や結合の可逆性等の情報を得て，良質なリード

候補化合物を見出すことが HTS キャンペーンの成功の鍵となる。本論文において

は，2 つのターゲットタンパク質，PLTP および ITK に対するHTS において，SPR

による結合プロファイルを導入し，良質なヒット化合物選抜法の確立に貢献した。

また，年々創薬の難易度が高まる中で，より選択性の高い化合物を取得するために

ターゲット分子の構造に着目した評価を行う等の工夫が求められる。そこで，ITK

を不活性構造に安定化する化合物を取得するため，蛍光バイオセンサー評価とSHG

評価を行った。 

第一章ではPLTPに対するHTSを実施し，ヒット化合物のSPR評価を実施した。

PLTP は血中で VLDL から HDL へリン脂質を転送するタンパク質で，脂質異常症

やアテローム性動脈硬化治療のターゲットである。1 次スクリーニングには，タン
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パク質が多く含まれ，promiscuous binder の排除に効果的と考えられる血漿を用い，

蛍光法で阻害活性評価を行った。自家蛍光化合物を排除する目的で実施した RI 試

験のヒット化合物の compound 1 と 2 は，HepG2 細胞において apoB 分泌を阻害し

た。今回新たに確立した SPR 評価を用いて，compound 1 と 2 は精製 PLTP に 1:1

結合することを明らかとした。これまでPLTP に対する低分子化合物の SPR 評価報

告はなく，PLTP の阻害剤探索に有用な手法と考えられる。 

過去には，生化学アッセイの阻害の強さのみで HTS ヒットとして選抜された化

合物が合成展開により活性向上に至らないケースもあり，化合物の標的分子に対す

る飽和性結合が重要と考えられる。SPR 結合評価においてはタンパク質をセンサー

チップに固定化する必要があり，低分子化合物の結合を検出するため，アミンカッ

プリング等でタンパク質の固定化量を上げる試みがなされてきたが，この場合，タ

ンパク質は固定化時に酸性溶液にさらされるため，失活する可能性がある。そこで

本研究では，新たにPLTP の結合評価系を構築するにあたり，タンパク質を生産す

る段階でPLTP とビオチンリガーゼとを共発現し，部位特異的にビオチン化を行っ

た。ビオチン化タンパク質は中性条件のままセンサーチップに固定化可能であり，

SPR 評価系構築の確率を上げることができる。 

第二章においては，ITK に対する HTS を実施し，HTS フローのより早い段階で

ヒット化合物のSPR 評価を行った。ITK はTh2 細胞のシグナル伝達やTh17 細胞の

分化，IL-17A の産生に重要な役割を果たすキナーゼで，阻害剤は炎症および自己

免疫疾患の治療薬となることが期待される。キナーゼの触媒部位は構造類似性が高

いことから，ITK の不活性構造をターゲットとした。1 次スクリーニングでは脱リ

ン酸した ITK-FL を用いてHTS を実施した。ITK-FL に対して IC50値が 10 µM 以下
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で，FLT3 (D835Y)に対して 5 倍の選択性を示す化合物を選抜した。その後，SPR

法を用いて脱リン酸した ITK-KD に対する化合物の結合性評価を行い，promiscuous 

binder を排除した。 

生物物理手法による化合物の飽和性結合の確認は HTS ヒット探索ストラテジー

において重要と考えられるが，選抜化合物の全てが promiscuous binder で，ヒット

化合物が残らないケースもある。そこで HTS の成功確率を高めるために，HTS フ

ローのより早期に SPR 試験を実施する必要が考えられ，ITK に対するHTS におい

ては，生化学アッセイの選択性試験後に SPR 評価を行った。多数の化合物を評価

するにあたっては，まず，濃度 1 点で結合評価を行って挙動の悪い化合物を排除し，

次に，結合が認められない，あるいは親和性の弱い化合物を除いてから濃度依存性

試験を行い，ヒット選抜過程を効率化した。 

次に，蛍光バイオセンサーおよび SHG 法を用いて ITK の不活性構造を安定化す

る化合物を選抜した。SHG 法では通常，蛍光標識タンパク質をプレートにキャプ

チャーし，非結合タンパク質を洗い流した後に，化合物の結合を検出するが，ITK

は安定性が低く，検討初期にはアッセイの間に失活して，構造変化が検出できなか

った。SPR 法も，センサーチップに固定化した標的分子に対して，多数の化合物の

結合を長時間モニターすることから，不安定なタンパク質の活性保持が課題となる。

活性を保持する方法の一つに化合物存在下でタンパク質を固定化する方法があり，

今回，これを SHG 法に適用することで，ITK の構造変化検出系を確立することが

できた。 

生物物理手法にて，分子認識して標的タンパク質に結合することが確認された化

合物は，hit to lead の合成展開の成功確率が高い。今回，PLTP については，通常の
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HTS では用いない血漿を酵素源としたHTS を行い，さらにSPR 結合評価を実施し

て，短期間に高質な医薬品候補化合物を見出すことに成功した。また，ITK につい

ては，精製酵素を用いた HTS に，SPR 結合評価とタンパク質の構造変化検出系を

組み入れることで，高選択的で高質な医薬品候補化合物を見出すことに成功した。 

PLTP と ITK の SPR を導入したヒット選抜法は，生化学アッセイのみの HTS に

比較して，タンパク質を凝集させる化合物や，化合物本体以外の金属等の不純物を

選抜してしまうリスクを回避できるメリットがある。また，生物物理手法によって

のみ可能な構造変化検出技術を用いると，タンパク質の動きに着目した化合物探索

が可能となり，これまで取得できなかった化合物を選抜可能となる。選択性の観点

からも構造変化を誘起する化合物の探索は今後益々増えると考えられる。 

本研究によって得られた PLTP と ITK のヒット選抜法の知見が，様々な創薬ター

ゲットに対する HTS ヒット探索ストラテジーの構築と治療薬の開発につながるこ

とを期待する。 
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