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研究成果の概要（和文）： アダプタータンパク質 CRKとグアニンヌクレオチド交換因子 C3G
を阻害する化合物は新規な抗ガン剤になる可能性がある。そこで、我々は、疎水性を指標に

した標的サイトの決定、PDBbind データベースを用いた標的サイトに結合しそうなリガン
ド原子団の抽出、および分子ドッキング計算からなるイン・シリコ創薬技術によりこの二つ

の蛋白質の相互作用を阻害できそうな化合物を探索した。 
 
研 究 成 果 の 概 要 （ 英 文 ）： The interaction between adapter protein CRK and 
guanine-nucleotide exchange protein C3G is an attractive target for the development of 
novel anticarcinogenic agent. Therefore, we explored inhibitors against this protein-protein 
interaction using a variety of in silico drug discovery technique. 
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１．研究開始当初の背景 
(1)	 CRK は、1988 年にトリ肉腫から同定され
た癌遺伝子 CRK(CT10	 Regulated	 Kinase)由来
のタンパク質であり、CRK-I(204 残基)と
CRK-II(304 残基)が存在する。両者とも、共
通した一つの SH2 ドメインと一つの nSH3 ド
メインを有している（図１）。CRK の生体内で
の機能を図２に示す。細胞の表面上には細胞
接着斑と呼ばれるタンパク質複合体（インテ
グリン、チロシンキナーゼ、p130Cas、
Paxillin 等から構成される）が存在し、他の
細胞との相互作用を担っている。フィブロネ

クチンのような接着タンパク質がインテグ
リンに結合すると、インテグリンに結合して
いるチロシンキナーゼを介して、p130Cas お
よび Paxillin のチロシンリン酸化がおこる。
CRK の SH2 ドメインは、この p130Cas（ある
いは Paxillin）上のリン酸化されたチロシン
残基を認識する。一方、CRK の nSH3 ドメイン
には、C3G あるいは DOCK180 と呼ばれるタン
パク質が恒常的に結合している。そのため、
SH2 ドメインと p130Cas（あるいは Paxillin）
の結合により、C3G あるいは DOCK180 が細胞
膜内側に集まってくる。すると、C3G および
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DOCK180 は、細胞膜内側に結合している Rac、
R-Ras、Rap1 のような低分子量 G タンパク質
を活性化する。これにより、MAP キナーゼ情
報伝達系の活性化などが誘導され、細胞接着、
細胞増殖、細胞運動能が促進される。すなわ
ち、CRK は、C3G および DOCK180 等のタンパ
ク質を細胞膜近傍に輸送することで、細胞増
殖等に関与しており、それゆえアダプタータ
ンパク質と呼ばれている。	 

	 

(2)	 近年、CRK とガン細胞との関連について、
次のような報告がなされていた。	 
① 浸潤性の強い悪性ガン細胞では、CRK の発
現が増加している(Cancer	 Lett.	 2002	 180,	 
55-61)。	 

② ガン細胞では、p130Cas および Paxillin
は、通常より非常に多くの箇所でチロシン
リン酸化を受けている(Oncogene	 2006	 25,	 
3547-3556)。	 

③ CRK がノックダウンされたガン細胞は、野
生型のガン細胞に比較して、増殖能および
浸潤能がともに大きく低下する(Oncogene	 
2006	 25,	 3547-3556)。	 

これらの報告から、CRK が介するシグナル伝
達を阻害することで、ガン細胞の増殖および
浸潤を抑制できると考えられた。すなわち、	 
CRK は新規な抗ガン剤開発のための標的蛋白
質であると言える。 
 
２．研究の目的 
	 上述したような背景の中、本研究の目的は、
“イン・シリコ創薬技術により CRK	 nSH3 ド
メインと C3G（あるいは DOCK180）の間の蛋
白質̶蛋白質相互作用を阻害するリード化合

物を創製する”ことである。	 
 
３．研究の方法 
	 CRK	 nSH3 ドメインに関しては、C3G 由来の
10 残基ペプチド PPPALPPKKR(C3G ペプチド)
との複合体 X線結晶構造が既に報告されてい
た（PDB：1CKA）。そこで、この結晶構造を利
用した Structure-based	 drug	 design(SBDD)
を展開することにした。	 
(1)	 CRK	 nSH3̶C3G 相互作用界面における標的
サブサイトの決定	 
	 図３Aに CRK	 nSH3 上の相互作用界面を示す。
この相互作用界面には、P+3、P+2、P0、P-1、P-3、
および P-4と呼ばれる６個のサブサイトがあ
る。先ず、これらサブサイトの中から、重点
的に標的とするサブサイトを決定した。これ
には、当研究室で開発されたリガンド結合部
位予測プログラム HBOP(Biol.	 Pharm.	 Bull.	 
2008,	 31,	 1552)を利用した。この HBOP 計算
を行うことで、リガンド結合に適した疎水性
サイトを選択することができる。	 

	 

(2) 標的サブサイトに結合しそうなリガン
ド原子団の探索	 
	 図３Aからわかるように、蛋白質－蛋白質相
互作用界面は、“広くて浅い”という特徴を
有しており、これまでの SBDD が標的として
きた“深くて固い”酵素の鍵穴とは大きく異
なっている。したがって、これまで酵素に対
して行われてきたイン・シリコスクリーニン
グ手法だけでは、この界面に結合する化合物
を発見する可能性は極めて小さいと考えら
れた。そこで、先ず、これまでに報告されて



 

 

いるリガンド－蛋白質複合体 X線結晶構造群
(PDBbind データベース)の中から、本研究で
標的とするサブサイトとよく似たサブサイ
トを検索し、そのサイトに結合しているリガ
ンド原子団を探索することにした。これには、
当研究室で開発された Superpose_site(日本
コンピュータ化学会 2011 秋季年会で発表)を
使用した。この計算により同定されるリガン
ド原子団を含有する化合物は、高い確率で標
的とするサブサイトに結合するのではない
かと考えることができる。	 
(3)	 化合物データベースのイン・シリコスク
リーニング	 
	 ここでは、先ず、上述の(2)で同定された
原子団に基づいた化学構造をクエリーとし、
このクエリーを有する化合物を化合物デー
タベース(約 400 万化合物)から探索し、一次
候補化合物群とした。次に、分子ドッキング
プログラム Glide を用いて、一次候補化合物
群の標的サブサイトに対するドッキング計
算を行った。そして、結合親和性の指標とな
る評価関数 Glidescore を用いて一次候補化
合物群を順位付けし、上位化合物を二次候補
化合物群とした。さらに、二次候補化合物群
に対して得られたドッキングポーズを観察
し、X線結晶構造で観察された CRK	 nSH3-	 C3G
ペプチド相互作用様式（図３A）をよく模倣
できている化合物を三次候補化合物群とし
て選択した。最後に、三次候補化合物群につ
いて、化学構造に基づいたクラスター解析を
行い、購入および阻害活性を行う化学構造的
に多様な代表三次候補化合物群を決定した。	 
	 
４．研究成果	 
(1)	 HBOP 計算の結果を図３Bに示す。リガン
ド結合に適した疎水性の高いサブサイト上
に点の集合が表示されている。この結果より、
CRK	 nSH3 上の P0、P-1、および P-3サブサイト
を標的とすればよいことがわかった。P0サイ
トと P-1 サイトは非常に近接しているため、
以後、合わせて標的サブサイト⑴と呼ぶこと
にする。また、P-3サブサイトを標的サブサイ
ト⑵と呼ぶことにする。	 
(2)	 先ず、PDBbind データベースの中から、
標的サブサイト⑴とよく似たリガンド結合
サイトを有する蛋白質を検索した。その結果、
CARBONIC	 ANHYDRASE	 II を含むいくつかの蛋
白質が標的サブサイト⑴とよく似たリガン
ド結合サブサイトを有していることがわか
った。このリガンド結合サブサイトに結合し
ていたリガンド原子団(赤色で表示されてい
る原子団)の例を図４A に示す。この結果より、
標的サブサイト⑴には芳香環やシクロプロ
パンのような疎水性原子団が結合できそう
なことが示唆された。同様に標的サブサイト
⑵に対して得られた結果を図４B に示す。こ
の結果より、標的サブサイト⑵には正に荷電

するアミン基を持つ６員環のような原子団
が結合できそうなことが示唆された。	 

	 

(3)	 先ず、(2)の結果に基づいて、化合物検
索のためのクエリーを決定し、ナミキ商事化
合物データベース(約 400 万化合物)を検索し
たところ、34812 個の化合物が一次候補化合
物群として選択された。次に、ドッキング計
算を行い、Glidescore 上位の約 500 個の化合
物を二次候補化合物群として選択した。続い
て、これら二次候補化合物群のドッキングポ
ーズを解析し、CRK	 nSH3-C3G ペプチド相互作
用様式をよく模倣している 54 個の化合物を
三次候補化合物群とした。最後に、クラスタ
ー解析の結果、20 個の化合物を選択し、代表
三次候補化合物群とした。この代表三次候補
化合物群の一つの結合様式モデルを図５A に
示す。図５A のように代表三次候補化合物群
は、いずれも、CRK	 nSH3-C3G ペプチド相互作
用様式（図５B）をよく模倣して結合できそ
うなことが示唆された。これら 20 個の化合
物のうち、15 個の購入が可能であった。そこ
で、この 15 個の化合物については既に購入
した。今後、この 15 化合物について阻害活
性測定を行う予定である。	 
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