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研究成果の概要（和文）：がん細胞が与えられた薬剤の作用に応じて特異な形態を示すことに着目し、バイオプローブ
を発掘する探索基盤として、形態変化データベース「モルフォベース」を用いたハイコンテントスクリーニング法を開
発してきた。本研究では、モルフォベースに照合されない特異な表現型を示すオイデスマン化合物を見出し、その作用
機序解析を行った。本化合物はHeLa細胞の細胞周期をG2/M期で停止させたことから、分裂期の様子を免疫染色法で検討
した。その結果、紡錘体や染色体凝集には影響を与えず、分裂中期で細胞周期を停止させることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：To discover small drug like molecules, we have carried out the phenotypic 
screening based on MorphoBase, an encyclopedia of cellular morphology, consisting of the cell-shape 
changes induced by various compounds. Among over 10000 compounds deposited in NPDepo library, we found 
that one eudesman compound show unique cell-shape changes in tsNRK cells and G2/M phase arrest in HeLa 
cells. Immunofluorescence experiments revealed that this compound induces cell cycle arrest at metaphase 
without any effect on the spindle formation and chromatin segregation, indicating that it has a distinct 
mode of action from typical antimitotic drugs.

研究分野：ケミカルバイオロジー

キーワード： モルフォベース
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１．研究開始当初の背景 
 
 「創薬研究に資するドラッガブルターゲ
ットをいかに発掘するか」— その答えの一
つとして、伝統的な細胞ベースの表現型ス
クリーニングに注目した。私は経験的に、
ある種の化合物はその作用機序に応じて細
胞の形を特異に変化させることを知ってい
たので、①様々な薬剤が誘導する形態変化
と薬理作用を対応づけた細胞形態変化デー
タベースの作製、と②データベースを基盤
とした独自の表現型スクリーニングへの応
用、を試みてきた。 
 化合物が誘導する形態の中には、目視で
もその作用標的を推測することが可能な場
合があるが、形態の認識は個人差があり、
観察者の主観に左右されがちでもある。そ
こで我々は、誰もが同じように解析できる
ようにするため、細胞形態をコンピュータ
ー上で定量化（ハイコンテントイメージン
グ）し、薬剤が誘導する形態変化のデータ
ベース化を試みた。 
 まずハイコンテントイメージング法の開
発を行い、微細かつ複雑な細胞形態（細胞
質、核、顆粒）を認識し、大きさや縦横比、
数など 12 パラメータで特徴づけできるよ
うになった。次に約 200種の標準化合物が
誘導する形態変化を数値化し、得られた多
次元情報を統計的に解析した。その結果、
類似の作用を示す薬剤群は変量プロット上
でクラスターを形成し、ハイコンテントイ
メージングで形態と薬剤作用とを定量的に
関連づけられた。我々はこの形態変化デー
タベースを「モルフォベース」と名付けた。
また作用未知化合物がデータベース内のど
の化合物と類似するかをスコア化する方法
を開発し、がん細胞の形態から薬剤作用を
予測する「モルフォベースプロファイリン
グ法」を確立した（Futamura Y et al, Chem 
Biol, 2012）。 
 モルフォベースには高分子合成や細胞骨
格など抗がん剤標的として重要性が認知さ
れている 14 種の標的はその表現型が登録
されている。ここで既存のクラスターに分
類されない化合物を選べば、従来、抗がん
剤の標的として重要視されていなかった分
子に作用する”First-in-class”を見出せる可
能性がある。これまでに、天然化合物ライ
ブラリーNPDepo の中からモルフォベース
に照合されないユニークなバイオプローブ
を複数見出しており、これらを用いたケミ
カルバイオロジー研究を計画した。 

２．研究の目的 
 
 本研究では、上記の候補化合物の中から
オイデスマン化合物に着目した。本化合物
は tsNRK 細胞の巨大化を誘導し、HeLa 細
胞に対しては顕著な G2/M 期停止を誘導し
た。モルフォベースプロファイリングから、
典型的な有糸分裂阻害剤である微小管阻害
剤などとは異なる作用機序を有することが
示唆されている。本研究ではオイデスマン
化合物の細胞内標的分子の同定を通じて、
抗がん治療薬開発に資する新たなドラッガ
ブルターゲットの提示に挑む。 
 
３．研究の方法 
 
 小分子化合物の標的タンパク質同定法に
は、①化合物固定化ビーズによるアフィニ
ティー精製、②表現型プロファイリング法
が挙げられる。所属研究室では、両アプロ
ーチにおいて独自の研究基盤技術が開発さ
れており、これらを駆使してオイデスマン
化合物の標的分子を探索する。 
 
(1) ケムプロテオベースによる作用予測 
 細胞内タンパク質の発現量や修飾は、与
えられた薬剤の作用に応答して変化する。
これに着目して、所属研究室では約 40 種
の既知薬剤を処理したHeLa細胞のプロテ
オーム変化をデータベース化（ケムプロテ
オベース）し、試験化合物のプロテオーム
パターンと比較することによって薬剤標的
を予測するシステムが構築されている。こ
こではHeLa細胞にオイデスマン化合物を
18時間処理し、その抽出液を二次元電気泳
動で分離する。得られるプロテオームの増
減パターンをデータベースに照合して作用
機序の推定を行う。推定された候補タンパ
ク質について、in vitro や細胞レベルで機
能阻害活性を評価する。 
 
(2) 化合物固定ビーズによる標的決定法 
 薬剤をビーズに固定するには、生物活性
に影響のない官能基を介して結合すること
が望ましいが、利用できる官能基が明らか
でない場合は、このステップが大抵ボトル
ネックとなる。所属研究室では、ジアジリ
ンを先端に有する光親和型リンカーを導入
した担体を開発し、官能基非依存的に化合
物を固定化できる手法を確立している。そ
こでオイデスマン化合物の光親和型固定化
ビーズを作製し、tsNRK や HeLa 細胞の抽



出液から細胞内結合タンパク質を探索する。
尚、目的の化合物が UV照射に不安定な場
合、固定化ビーズが作製できないので、第
一段階として UVへの安定性を確認する。
光親和型ビーズの作製が困難な場合は、生
物活性に影響しない官能基にビオチンリン
カーを導入した誘導体を合成し、これをプ
ローブとして標的タンパク質を探索する。 
 
４．研究成果 
 
 オイデスマン化合物は、天然化合物ライ
ブラリーNPDepoより表現型スクリーニン
グで見出した化合物である。本化合物は
tsNRK細胞の巨大化を誘導し、HeLa細胞に
対して顕著なG2/M期停止を誘導する。 
 この化合物の細胞内標的分子標的を見出
すことを目的とし、まずケムプロテオベー
スによる作用予測を試みた。その結果、高
いスコアで分類される標的は見つからず、
わずかにプロテアソーム阻害剤との類似性
が示唆されたのみであった。プロテアソー
ムを阻害するかをin vitro、細胞レベルで確
認したところ、酵素阻害活性や細胞内ユビ
キチン化タンパク質の蓄積は観察されず、
本化合物はプロテアソームを阻害しないこ
とが示唆された。 
 次に化合物固定化ビーズを用いたアフィ
ニティー精製に着手した。まず固定化に必
須なUV照射に対する安定性を確認したと
ころ、この化合物はUVに不安定ではないこ
とがわかった。次に作製した化合物固定化
ビーズを用いて細胞抽出液より結合タンパ
ク質を探索した。様々なアフィニティー精
製の条件検討を行ったが、特異的な結合タ
ンパク質の発見には至らなかった。 
 一方、オイデスマン化合物はG2/M期停止
を誘導したことから細胞分裂に与える影響
を免疫染色法で検討した。その結果、本化
合物は紡錘体形成や染色体凝集に影響を与
えず、分裂中期で細胞周期を停止させるこ
とが明らかになった。 
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