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研究成果の概要（和文）：糖尿病と認知症にはインスリンの作用不足という共通の分子基盤がある。それ故、イ
ンスリンシグナル伝達経路の負の調節因子SHIP2に対する阻害剤は認知症合併糖尿病に対する治療薬となる可能
性がある。そこで、イン・シリコスクリーニングによる候補化合物探索、蛍光偏光法に基づいた候補化合物の
SHIP2阻害活性測定、及び脂肪細胞を用いた候補化合物のインスリンシグナル増強作用測定を行い、治療薬開発
のシードとなる新規SHIP2阻害剤を2つ同定した。また、SHIP2との結合様式及び相互作用エネルギー解析を行
い、同定した新規阻害剤が既知阻害剤より強い阻害活性を示すのは、その良好な水素結合相互作用によることが
わかった。

研究成果の概要（英文）：Inhibitors of SHIP2 (SH2 domain-containing inositol 5’-phosphatase 2) are 
considered to have great potential of treating type 2 diabetes accompanying dementia of Alzheimer's 
type. In this study, we first identified two novel inhibitors of SHIP2 using in silico screening, in
 vitro assay for detecting SHIP2 inhibition, and cell based assay for evaluating effect on insulin 
signaling.  These two inhibitors were found to possess more potent SHIP2 inhibitory activities than 
those of known inhibitors such as AS1949490 and CPDA. We next constructed docking models of two new 
inhibitors with SHIP2 and evaluated interaction energies using quantum mechanics-based method. It 
was suggested that these inhibitors could form more stable hydrogen bonds with SHIP2 than CPDA, 
which would contribute their more potent inhibitory activities.

研究分野： イン・シリコ創薬技術を用いた合理的薬物設計

キーワード： SHIP2　阻害剤　イン・シリコスクリーニング　分子ドッキング計算　相互作用エネルギー計算　糖尿病
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
(1) 高齢化社会に向かっている我国では、今
後、アルツハイマー型認知症を合併した糖尿
病患者の増加が予想されるので、その治療法
の確立が急務である。最近、糖尿病と認知症
には「インスリンの作用不足」という共通の
分子基盤があることがわかってきている。そ
れゆえ、インスリンシグナル伝達経路の負の
調節因子であるリピッドホスファターゼ
SHIP2 が、認知症合併糖尿病に対する治療薬
開発のための標的蛋白質として注目されて
いる。SHIP2 は、インスリンシグナル伝達経
路 の セカン ド メッセ ン ジャー で あ る
PI(3,4,5)P3（ホスファチジルイノシトール
3,4,5-三リン酸）の 5 位を脱リン酸化して
PI(3,4)P2を産生するホスファターゼである。 
 
(2) 研究開始当初、我々は、既知 SHIP2 阻害
剤の化学構造を利用した ligand-based drug 
design により、新規な SHIP2 阻害剤 CPDA の
創製に成功していた。また、SHIP2 のＸ線結
晶構造が明らかとなったため、分子動力学シ
ミュレーション及び精密分子ドッキング計
算を用いて CPDA-SHIP2 複合体モデル構造を
得ていた(図 1)。 

 

 
２．研究の目的 
(1) 「イン・シリコスクリーニング」及び「セ
ルベースアッセイ（インスリンシグナル増強
作用の評価）」を行い、CPDA とは化学構造が
異なる新規SHIP2阻害剤候補化合物を探索す
る。 
(2) より基質ミミックなアナログを用いた、
候補化合物のSHIP2阻害活性評価系の構築を
行う。これまでは、基質アナログとして
Ins(1,3,4,5)P4（図 2A）を用いる評価系を使

用していた。しかし、SHIP2 の本来の基質で
ある PI(3,4,5)P3 は、Ins(1,3,4,5)P4 が持た
ない長鎖アシル基を有している。そのため、
Ins(1,3,4,5)P4 を用いた評価系では、SHIP2
の長鎖アシル基結合部位に結合してSHIP2阻
害を引き起こす候補化合物を見落とす可能
性があった。そこで、アシル基を有する基質
アナログ PI(3,4,5)P3 diC8（図 2B）を用いた
評価系の構築を目指す。 
 
(3)新たに構築した評価系により、SHIP2 阻害
剤候補化合物の阻害活性を評価し、新たな
SHIP2 阻害剤を同定する。 
 
(4)精密分子ドッキング計算により、新たに
同定した阻害剤とSHIP2の複合体モデル構造
を構築する。そして、QM 計算に基づいた新た
な解析手法により、その相互作用様式を詳細
に解析する。 

 
 
３．研究の方法 
(1) 「イン・シリコスクリーニング」及び「セ
ルベースアッセイ」による新規 SHIP2 阻害剤
候補化合物の探索（1回目） 
① 先ず、CPDA-SHIP2 複合体モデル構造(図
1)の結合様式に基づいて、SHIP2 との相互作
用に重要と思われるファーマコフォアを
CPDA 上に定義し、それらの立体配置までを含
めた3次元ファーマコフォアモデルを作成す
る。 
② 次に、プログラム Unity（Tripos 社）を
用いて、作成した 3次元ファーマコフォアモ
デルを満たす化合物を市販化合物データベ
ースからスクリーニングし、得られた化合物
の中からリード化合物ライクネスの指標で
あるOpreaスコアを満たすものを一次候補化
合物として選択する。 
③ さらに、プログラム Glide（Schrödinger
社）を用いた分子ドッキング計算により
Glide スコアが上位の化合物を選択し、選択
された化合物についてMM-GBSA法を用いた結
合自由エネルギー計算を行う。そして、結合
自由エネルギーが上位の化合物を二次候補
化合物とする。 
④ プログラム Canvas（Schrödinger 社）を
用いて、化学構造に基づいた二次候補化合物
の分子類似性解析を行い、購入すべき代表二
次候補化合物を決定する。 
⑤ 購入した代表二次候補化合物の存在下及
び非存在下で、3T3-L1 脂肪細胞における Akt
のリン酸化を評価する。そして、添加により



Akt のリン酸化の増強（インスリンシグナル
の増強）が観察された化合物を同定し、SHIP2
阻害剤候補化合物とする。 
 
(2) 「イン・シリコスクリーニング」及び「セ
ルベースアッセイ」による新規 SHIP2 阻害剤
候補化合物の探索（2回目） 
PI(3,4,5)P3 を基質とするリピッドホスファ
ターゼとして、SHIP2 の他に PTEN も知られて
いる。PTEN は癌抑制の機能を持つので、治療
薬開発においては PTEN を阻害しないような
SHIP2 選択的阻害剤を同定できると非常に心
強い。そこで、2回目の探索研究では、SHIP2
選択的阻害活性が期待できる候補化合物の
探索を試みる。 
① 1 回目の探索研究で、インスリンシグナル
増強作用を示すヒット化合物Ⅰ(ヒットⅠ)
を得ることができたので、先ず、精密分子ド
ッキング計算によりヒットⅠ−SHIP2 複合体
モデル構造を構築する。 
② ヒットⅠ−SHIP2 複合体モデル構造に基づ
いて、3 次元ファーマコフォアモデルを作成
し、1 回目と同様に「プログラム Unity を用
いた3次元ファーマコフォアベースのスクリ
ーニング」及び「Oprea スコアによるフィル
タリング」を行い、化合物データベースから
一次候補化合物を抽出する。 
③ プログラム Glide を用いて分子ドッキン
グベースのスクリーニングを行う。ここでは、
SHIP2 の立体構造に加えて、PTEN の立体構造
も用いる。先ず、一次候補化合物の SHIP2 の
鍵穴構造に対する分子ドッキングを行い、結
合親和性の指標となるGlideスコアがある閾
値以上の強い値を示す化合物を抽出し、二次
候補化合物とする。さらに、二次候補化合物
の PTEN の鍵穴構造に対する分子ドッキング
を行い、ここでは Glide スコアがある閾値以
下の弱い値を示す化合物を選択し、三次候補
化合物とする。 
④ 分子類似性解析による代表三次候補化合
物の決定と購入、及び購入した化合物のイン
スリンシグナル増強作用の評価を１回目と
同様に行い、SHIP2 選択的阻害剤候補化合物
を同定する。 
 
(3) より基質ミミックなアナログを用いた、
候補化合物の SHIP2 阻害活性評価系の構築 
この評価系の構築には、Echelon Biosciences 
Inc.の5’PI(3,4,5)P3 Phosphatase Activity 
Fluorescence Polarization Assay Kit を利
用した。このアッセイキットは、蛍光偏光
(FP)法に基づいて SHIP2 の 5’フォスファタ
ーゼ活性を検出する。そこで、候補化合物を
様々な濃度で添加し、このアッセイを行うこ
とで、候補化合物の SHIP2 阻害活性の強さ
（IC50）を評価することが可能である。具体
的な手順を以下に記す。 
① 96 ウェルマイクロプレートの各ウェルに
緩衝液、候補化合物、及び SHIP2 を加え、室
温で 10 分静置する。候補化合物の濃度は、2

倍希釈系列で最大 800μM から最小 1.56μM 
までの 10 点を用意する。 
② 各ウェルに基質アナログ PI(3,4,5)P3 
diC8 を加え、25℃で 30 分静置し、反応させ
る。30 分後、90℃で 5分間加熱することで反
応を停止させる。そして、各ウェルの上澄み
液を新しいマイクロプレートに移し替える。 
③ 移し替えられた上澄み液に PI(3,4)P2 検
出タンパク質、及び蛍光 PI(3,4)P2 プローブ
分子を加え、室温で 50-60 分静置する。最後
に、プレートリーダーで蛍光 PI(3,4)P2 プロ
ーブ分子の分極の程度を測定する。 
④  PI(3,4)P2 検 出 タ ン パ ク 質 の 蛍 光
PI(3,4)P2プローブ分子への結合は、SHIP2 の
触媒作用により生成するPI(3,4)P2 diC8によ
り阻害される。したがって、SHIP2 の触媒作
用があると、PI(3,4)P2検出タンパク質の蛍光
プローブ分子への結合が減少し、観察される
蛍光プローブ分子の分極が減少することに
なる。しかし、SHIP2 阻害剤が共存する場合
は、PI(3,4)P2 diC8 の生成が阻害されるので、
蛍光プローブ分子の分極の減少が抑えられ
ることになる。したがって、蛍光プローブ分
子の分極の減少の程度を観察することで、候
補化合物の SHIP2 阻害活性が評価できる。 
 
(4) 精密分子ドッキング計算によるヒット
化合物の結合様式解析、及び QM 計算を用い
た詳細な相互作用解析 
Akt のリン酸化の増強作用（インスリンシグ
ナルの増強作用）、及び SHIP2 阻害活性を共
に示したヒット化合物については、精密分子
ドッキング計算により、SHIP2 との結合様式
モデルを得る。これには、プログラム Glide
（Schrödinger 社）を用いる。さらに、得ら
れた結合様式モデルに対して、新たに考案し
たQM計算による相互作用解析法を適用する。
この解析法によりヒット化合物とSHIP2の相
互作用を視覚的かつ定量的に捉えることが
できる。具体的な手順を以下に記す。 
① 先ず、結合様式モデル構造からヒット化
合物の結合配座を取り出した後、その周辺に
1Å間隔のグリッド点(GP(j))を定義し、グリ
ッド点にプローブ分子を配置し、リガンドと
の相互作用エネルギー(E(j))を計算する。こ
の計算はωB97XD/3-21G レベルで Gaussian 
09（Gaussian 社）を用いて行う。この計算の
繰り返しにより、ヒット化合物についての分
子相互作用場(MIF)を得る。プローブ分子と
して複数の低分子化合物を用いてそれぞれ
MIF を算出することで、ヒット化合物の周囲
に形成可能な相互作用情報を相互作用相手
となる化学種の特性毎に得ることができる。
例えば、格子点上に配置した水分子の水素原
子をヒット化合物方向に配向させて相互作
用エネルギーを算出すれば、水素結合供与性
の化学種によってヒット化合物周辺に形成
される相互作用の相対位置と強さを得るこ
とができる。本研究では、水素結合供与性
(HD)のプローブ分子として H2O を用い MIF を



算出する。同様に、NH3,CH4,benzene を、それ
ぞれ水素結合受容性(HA)、親油性(LP)、芳香
族性(AR)のプローブ分子として用いる。各格
子点のエネルギーは、Etype(j)(type=HD, HA, 
LP, AR)で表す。 
② 次に、SHIP2 の鍵穴側の物理化学的特性を
シンプルに表現するために、鍵穴構造上に、
水素結合供与性(HD)、受容性(HA)、親油性
(LP)、芳香属性(AR)の 4 種類の特性球
(Stype(i),type=HD,HA,PL,AR)を配置する。 
③ 続いて、MIF を特性球表記された SHIP2 の
鍵穴構造上に重ねる。MIF と SHIP2 上の MIF
と同じ性質の特性球とが重なる点は、ヒット
化合物とSHIP2の相互作用点と捉えることが
できる。この仮定の下では、各特性球 Stype(i)
とヒット化合物の間の相互作用エネルギー
(Etype(i))は、次式で算出できる。 

 

ここでRtype,i,とRjはそれぞれ特性球とグリッ
ド点の位置ベクトルでδはデルタ関数であ
る。実際の計算では、特性球 Stype(i)から半径
1Å以内の格子点のうち最も近い格子点
GP(j)についてδ=1 とし、それ以外ではδ=0
とする。また、相互作用エネルギー(E(i))を
用いて、各化学種ごとの相互作用を次式によ
り算出する。 

 

これらの値を用いて、ヒット化合物と SHIP2
の間の相互作用を、次式により見積もる。 

 
 
４．研究成果 
(1) 「イン・シリコスクリーニング」及び「セ
ルベースアッセイ」による新規 SHIP2 阻害剤
候補化合物の探索（1回目） 
図 3にイン・シリコスクリーニング（1回目）
の結果を示す。 

 

① 図 1の CPDA-SHIP2 複合体モデル構造に基
づき全部で 6個の 3次元ファーマコホア（芳
香族性：3 個、水素結合受容性：2 個、水素
結合供与性：1個）を定義した。そして、SHIP2
の鍵穴構造内で、これら 3次元ファーマコホ
アの配置を模倣でき、かつ Oprea スコアを満
たす化合物を検索したところ、1084 個の一次

候補化合物を市販化合物データベースから
抽出できた。 
② SHIP2 の鍵穴構造に対する一次候補化合
物の分子ドッキング計算を行い、MM-GBSA 法
により計算された結合自由エネルギー値が
-30 kcal/mol より安定な化合物を選択し、65
個の二次候補化合物を選択した。 
③ 二次候補化合物について分子類似性解析
を行い、全部で 12 個の代表二次候補化合物
を決定した。 
④ 代表二次候補化合物を購入し、セルベー
スアッセイを行ったところ、2 つの化合物に
ついて Akt のリン酸化の増強（インスリンシ
グナルの増強）が観察された。この 2つのヒ
ット化合物（ヒットⅠ及びⅡ）が SHIP2 阻害
剤候補化合物となる。ヒットⅠについて、精
密分子ドッキング計算により得られた結合
様式モデルを図 4に示す。 

 

(2) 「イン・シリコスクリーニング」及び「セ
ルベースアッセイ」による新規 SHIP2 阻害剤
候補化合物の探索（2回目） 
図 5にイン・シリコスクリーニング（2回目）
の結果を示す。 

 



① 図 4 のヒットⅠ-SHIP2 複合体モデル構造
に基づき全部で7個の３次元ファーマコホア
（芳香族性：3 個、水素結合受容性：1 個、
水素結合供与性：3個）を定義した。そして、
SHIP2 の鍵穴構造内で、すべての水素結合性
ファーマコホアの配置、1 つ以上の芳香族性
ファーマコホアの配置を模倣できる化合物
を化合物データベースから検索し、さらに
Oprea スコアを満たす化合物を抽出したとこ
ろ、1064 個の一次候補化合物を得た。 
②ドッキングベースのスクリーニングを行
う前に、SHIP2 及び PTEN の鍵穴構造に対する
ドッキング計算における Glide スコア（結合
親和性の指標となるスコア）の閾値を設定し
た。先ず、各タンパク質の既知阻害剤をスク
リーニングに用いる鍵穴構造に対してドッ
キングし、得られたトップポーズの Glide ス
コアと IC50の相関を求めた。その結果、SHIP2
阻害剤については Glide スコア : -5.5、PTEN
阻害剤については Glide スコア : -4.5 を閾
値とすることで、IC50が数 μM 以下の強い阻
害剤とIC50が数百μM以上の弱い阻害剤を区
別できることが明らかとなった。 
③ SHIP2 の鍵穴構造に対する一次候補化合
物の分子ドッキング計算を行い、Glide スコ
アが -5.5 より小さい化合物を選択し、既知
阻害剤と同等以上のSHIP2結合親和性を有す
る可能性の高い二次候補化合物（541 個）を
選択した。 
④ 得られた二次候補化合物について、
SHIP2/PTEN 間の標的選択性を判別した。各化
合物をPTEN鍵穴構造に対してドッキングし、
Glideスコアが-4.5より大きい化合物をPTEN
との結合親和性が低い選択的SHIP2阻害剤の
候補化合物とした。その結果、184 個の三次
候補化合物が抽出できた。 

 

⑤ 最後に分子類似性解析により、184 個の三
次候補化合物から8個の代表三次候補化合物
を決定した。 
④ 代表三次候補化合物を購入し、セルベー
スアッセイを行ったところ、1 つの化合物に
ついて Akt のリン酸化の増強（インスリンシ
グナルの増強）が観察された。このヒット化
合物（ヒットⅢ）は選択的 SHIP2 阻害剤の候
補化合物となる。ヒットⅢについて、精密分
子ドッキング計算により得られた結合様式
モデルを図 6に示す。 
 
 (3) より基質ミミックなアナログを用いた、
候補化合物の SHIP2 阻害能評価系の構築 
新たに構築した評価系を用いて、代表的な
SHIP2 阻害剤である AS1949490 の阻害活性を
評価した結果を図 7に示す。きれいな濃度依
存性を示すシグモイド型の阻害曲線を描く
ことができた。また、AS1949490 に対して得
られた IC50値は、367.9μMであった。 

 

 

(4) ヒットⅠ〜Ⅲの SHIP2 阻害活性測定 
ヒットⅠ〜Ⅲに対して得られた IC50値を、表
1 に示す。ヒットⅠ及びⅢは、代表的な既知
阻害剤 AS1949490、及び我々が先に創製した
CPDA よりも強い SHIP2 阻害活性を示した。
我々は、新たな化学構造を有する新規 SHIP2
阻害剤を 2つ得ることに成功した。また、ヒ
ットⅢは、SHIP2/PTEN 間の標的選択性も考慮
したイン・シリコスクリーニングから同定さ
れた化合物であるので、この化合物は SHIP2
に選択的な阻害剤である可能性が非常に高
い。ところで、ヒットⅡについては明白な
SHIP2 活性が観察されなかった。しかし、ヒ
ットⅡは Akt のリン酸化の増強作用を示す。
この現象を説明する可能性の一つとして、ヒ
ットⅡが PTEN 阻害剤であることが考えられ
る。 

 
 



(5) 新規 SHIP2 阻害剤と SHIP2 の複合体モデ
ル構造の構築、及び QM 計算に基づいた相互
作用解析 

 
分子ドッキング計算により得られた、CPDA、
ヒットⅠ及びⅢについてのSHIP2との複合体
モデル構造は、それぞれ、図 1、4、及び 6に
示されている。これら複合体モデル構造に対
して計算された相互作用エネルギー値を表 2
に示す。ヒットⅠ及びⅢの SHIP2 との全相互
作用エネルギー値（Ep-l）は、CPDA の値より
大きく安定であった。これより、ヒットⅠ及
びⅢが CPDA より強い SHIP2 阻害活性を示す
のは、SHIP2 との結合親和性が強いためであ
ると考察できる。また、各成分の比較より、
ヒットⅠ及びⅢのEp-lがCPDAより大きく安定
なのは、SHIP2 側の水素結合受容性原子団と
の相互作用エネルギー（EHA）について、ヒッ
トⅠ及びⅢが CPDA より大きく安定であるた
めと理解できる。すなわち、ヒットⅠ及びⅢ
側の水素結合供与性原子団がSHIP2との相互
作用エネルギーを大きく獲得しているとい
うことができる。これらの知見は、今後の認
知症合併糖尿病に対する治療薬開発に大き
く役立つものと思われる。 
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