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研究成果の概要（和文）：  
 
 本課題では、立体構造に立脚したドラッグデザインの手法により、非特異的化合物から出発
して薬剤改良サイクルでの最適化を経て特異性のある阻害剤の開発を目指している。そのなか
の一つとして、特異性のある有力な AMP キナーゼの阻害剤が得られた。GAK については、初
年度に得られた結晶化条件をもとに、新たな技術の導入によって充分なサイズの再現性のある
結晶が得られ、さらなる結晶化条件の最適化を進めている。EGFR キナーゼ複合体については、
二重変異体と AMP-PNP の立体構造に基づいたインシリコスクリーニングによって見いださ
れた複数の新規阻害剤候補の結晶化を進めた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 
 We developed an AMP-kinase inhibitor through three rounds of optimization from a 
non-specific compound through to a specific and potent compound using structure guided 
drug design. For GAK significantly larger and more reproducible crystals were obtained 
but diffraction is still limited to 8Å. Further optimization of crystallization conditions is 
underway. Despite optimization, the EGFR kinase complexes did not show any electron 
density for the inhibitors. Currently, a new set of inhibitors, identified in 2013, through in 
silico screening using our double mutant AMP-PNP structure, have just entered 
crystallization trials.  
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１．研究開始当初の背景 
 現在、癌治療に使用されているヒト上皮成
長因子受容体（EGFR）のキナーゼ活性阻害
剤には、副作用や患者の薬剤耐性獲得という
問題がある。主に、GAK のような他のキナ
ーゼと EGFR のキナーゼ活性阻害剤が結合
することがその要因と考えられる。EGFR や
GAK の自然突然変異が阻害剤感受性／耐性
の増減を引き起こす要因を理解することに
より、阻害剤の改良が可能になると考えられ
る。AMP キナーゼ（AMPK）は代謝関連疾
患および糖尿病に対する標的タンパク質と
して研究されている。以上、３種類のキナー
ゼの立体構造解析に基づく阻害剤開発は病
気の治療に使う可能性にある新規阻害剤の
発見に結びつくことが期待される。 
 
２．研究の目的 
 本課題は、EGFR のキナーゼ活性阻害剤の
副作用や患者の薬剤耐性獲得といった問題
に対し、結晶学的手法と医薬品化学的手法を
用いて、合理的な癌治療薬の設計を目指す。
EGFRK、GAK、AMPK といったキナーゼの
阻害剤のヒット化合物とターゲットとする
タンパク質の複合体の構造解析を目指す。 
 
３．研究の方法 
 一般に、合理的薬剤設計の戦略は３つのス
テージ（I:化合物スクリーニング、II: 複合
体の構造解析による阻害剤改良、III:阻害剤
の最適化と複合体の構造解析によるリード
化合物開発）からなる。キナーゼと化合物の
複合体の構造解析情報をもとにしたインシ
リコスクリーニングで得られる阻害剤の高
分解能の結合情報を含む回折データを得る
ための結晶化条件の最適化を行い、キナーゼ
タンパク質と阻害剤の結合部位の情報を獲
得する。次に、これらの阻害剤の構造情報を
基に、新規化合物の設計・合成を行い複合体
の結晶化を行う。 
 
４．研究成果 
 
２年間の研究成果 
 
 キナーゼタンパク質と阻害剤の複合体の
立体構造情報を基に、インシリコスクリーニ
ングにより６種類の EGFR 阻害剤を同定し、
結晶化試験用に購入した。最初のソーキング
で得られた結晶は、すべてサイズの小さな結
晶で回折が弱かった。2011 年度は、これらの
結晶から得られた回折データでは、予測され
た阻害剤結合部位には、いずれも少ししか、
あるいはまったく電子密度が見いだされな
かった。それに加えて、回折データ強度は弱
く、それに比して低分解能であった。結晶化

条件を最適化するためにさらに結晶化スク
リーニングを行ったところ、サイズのより大
きなしかも回折能のよい結晶が得られた。こ
のように結晶サイズとモルフォロジーの改
善が見られたにもかかわらず、阻害剤の結合
部位の情報は獲得できなかった。共結晶条件
のスクリーニングも行ったが、これらの実験
からもよい結果が得られなかった。そこで、
2012 年度の開始時に、少し条件を変えて再度
インシリコスクリーニングを行い、新規阻害
剤が同定された。これらの中から、野生型あ
るいは変異体に対して選択性のある６種類
ほどの新規阻害剤を選び、結晶化を進めた。
AMPPNPとの複合体やGefitinibとの複合体の
例のように、これらの阻害剤との複合体の構
造解析が成功することによって、選択性のよ
り高い、より有効な阻害剤修飾部位が同定で
きるようになることが期待される。 
 GAK L120F 一塩基多型は EGFRK 阻害剤であ
る Gefitinib に対して高い感受性をもつ。こ
のように特異性が増加する要因を解明する
ために、野生型 GAK と L120F 変異体の両方の
立体構造解析を実行したいと考えた。2011 年
度は Gefitinib-GAKキナーゼの変異体あるい
は野生型の結晶化条件の最初のスクリーニ
ングでは、サイズの小さい、再現性のない結
晶しか得られず、扱っている途中で壊れてし
まった。そこで、新たな結晶化条件の同定あ
るいは従来の結晶化条件の改善を試みるた
め、2012 年度は、ランダムマトリックス法に
よるスクリーニングを実施した。この方法に
より、サイズの小さい、予備的な結晶を利用
し、これらの結晶を砕いて小さな種結晶を調
製した。野生型と変異体に対してスクリーニ
ングが行われた、ほぼ 400 種類のすべての結
晶化条件に、これらの種結晶を加えた。 
 これらの種結晶は、初期段階の結晶成長そ
れ自体としては適切ではないと思われる条
件のもとで結晶成長を促進した。この手法を
利用して、結晶の堅牢性と同様に、結晶のサ
イズやモルフォロジーなどの結晶化条件の
数を増やした（図 1）。このような最適化を行
い、結晶化条件の異なる 30 種類の結晶を試
したところ、分解能は 8Å であった。そこで、
温度、タンパク質濃度、および結晶成長技術
のさらなる最適化の研究を現在進めている。
また、さらに異なる抗凍結剤や抗凍結技術の
探索を進めている。 
 すでに構造が解かれている AMPK と
Compound Cとの複合体の構造情報を使用して
2011 年度よりインシリコスクリーニング実
験を行った。阻害剤候補として Compound 1
が同定された。 実際、Compound 1 は AMPK
の全長と同様に、キナーゼドメインに対して
強い阻害効果を示したが、しかしこの効果は、
非特異的で、想定外であった。 



 
 

図 1 
 
 キナーゼドメインと Compound 1 との複合
体の立体構造情報を使用して、より特異的な
複数の阻害剤候補を開発するために、2012 年
度はこの化合物との複合体の構造を 2.9 Å の
分解能で解いた(図 2中央)。 
 

 
図 2 

 
 この立体構造を基に化合物改良を行い、一
連の新たな化合物が合成された。化合物の
“足場 (scaffold)”の左側を、いろいろな
置換基に置き換えると、化合物の性質が著し
く変化した。チアゾール基の代わりに MeO 基
を有する Compound 2 は、Compound 1 に比べ
て特異性の増大がみられた。この化合物との
複合体の立体構造を 1.75 Å の分解能で解い
た(図 2右上)。 
 この構造情報から、MeO 基は Met164（この
残基は Compound 1 の非特異性に寄与してい
た可能性がある）とジスルフィド結合を形成
しないことが明らかになった。Compound 2 は
Compound 1と比べてヒンジ領域により接近し

て相互作用をしていた。この次の阻害剤最適
化のラウンドにおいて、“足場”の右側の位
置へのメチル基付加の影響を調べた。ほとん
どの場合、メチル基の付いた化合物は、この
位置に水素だけが付いている同等の化合物
と比較して、特異性が増大していた。 
 Compound 3 は左側にピラゾール基を、右側
にメチル基を有しており、Compound 1 と
Compound 2よりも特異性と阻害効果がより著
しく増大していた。この化合物との複合体の
構造を 2 Å の分解能で解いた。C-lobe 残基の
Asp157 と１本の水素結合相互作用している
ことが、他の多くの C-lobe 残基との疎水性
相互作用ととともに、明らかになった(図 2
右下)。また、ヒンジ領域と最も大きな疎水
性相互作用を有していた。 
 これらの結果は現在、論文に執筆を予定し
ている。本研究は、インシリコスクリーニン
グから得られる比較的非特異的なヒット化
合物から出発して、疾病における治療のため
の特異的な阻害剤候補に到達するという、い
わゆる、構造から導くドラッグデザインがい
かに有用であるかを表している(図 2)。 
 以上の実験の過程において、蛍光性物質を
利用した新規なスクリーニング技術を開発
した。この化合物は、キナーゼタンパク質溶
液に入れると蛍光性タンパク質結晶を形成
する、蛍光性キナーゼ阻害剤として見いださ
れた。本課題では、複数の化合物をこのよう
なタンパク質結晶に浸漬させ、キナーゼに結
合する化合物、すなわち阻害剤候補との複合
体タンパク質結晶の場合は蛍光が消光する
ことを示した（図 3）。 
 

図 3 
 
 この方法は、新規な阻害剤との複合体の、
回折に適した高品質結晶であれば、蛍光性が
ないことをすぐに見いだせるという利点が
ある。この新しい実験手法の詳細についても、
論文の執筆を予定している。 
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