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研究成果の概要（和文）：細胞内情報伝達の鍵酵素であるプロテインキナーゼC（PKC）は，がん，アルツハイマ
ー病，HIV感染症などの難治性疾患の治療薬の標的の一つである．天然のPKCリガンドの論理的な単純化によって
得られた10-Me-Aplog-1が，PKCαならびにδの活性化により，難治性疾患の治療薬シードになりうることを明ら
かにした．同時に10-Me-Aplog-1の更なる構造変換によりPKCアイソザイム選択的リガンドの開発への道を拓い
た．一方，機械学習によるスクリーニングによって同定された海綿由来のアロタケタール類の単純化アナログの
一つが，アイソザイム選択的なリガンドのリード化合物として有望であることを見いだした．

研究成果の概要（英文）：Protein kinase (PKC) isozymes involved in cell surface signal transduction 
are one of the targets of intractable diseases such as cancer, Alzheimer's disease, and HIV 
infection. 10-Me-Aplog-1, the simplified analog of proinflammatory aplysiatoxin, is a potent PKC 
ligand with little tumor-promoting and proinflammatory activities. We showed that 10-Me-Aplog-1 
becomes a promising medicinal lead for the above-mentioned intractable diseases through activation 
of PKCα and δ. In addition, its further structural modification paved the way for development of 
PKC isozyme-selective ligands. On the other hand, new PKC ligands were searched by machine-learning,
 and the alotaketals isolated from marine sponge were identified as new PKC ligand candidates. Their
 simplified analogs designed by the docking simulation against PKCδ-C1B were synthesized to be 
assayed for PKC isozyme surrogate binding. One of the ligands exhibited a higher affinity for PKCα
-C1A than for PKCδ-C1B. 

研究分野： 天然物有機化学、生物有機化学

キーワード： プロテインキナーゼＣ　発がんプロモーター　ホルボールエステル　アプリシアトキシン　機械学習　
アロタケタール　HIV　アルツハイマー病

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究代表者らが開発した10-Me-Aplog-1のPKCアイソザイムを介した化学シグナルを理解するとともに，本化
合物が，がん，アルツハイマー病，HIV感染症などの難治性疾患に対する治療薬シードになりうることを明らか
にした．複雑な天然物を適切に単純化することにより，必要な活性のみを抽出した新規医薬品シーズを得るとい
う新しい方法論を提示できた．さらに機械学習により新規PKCリガンドとしてアロタケタール類を同定し，ドッ
キングシミュレーションにより設計・合成した複数の化合物の中から，PKCアイソザイム選択性を有する新規リ
ガンドを開発できた点も、新薬の効率的な開発に繋がる意義のある研究と考えている。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

プロテインキナーゼ C (PKC) は，細胞内情報伝達
の要に位置するリン酸化酵素であることから，が

ん，アルツハイマー病，ヒト免疫不全ウイルス 
(HIV) 感染症などの難治性疾患の治療薬の標的酵
素として注目されている．内因性セカンドメッセン

ジャーであるジアシルグリセロールや，ホルボール

エステルなどの天然 PKC リガンドによって活性化
される PKC アイソザイムには 8 種類が知られてお
り，それらは conventional PKC (a, bI, bII, g) および
novel PKC (d, e, h, q) に分類される．それぞれのアイ
ソザイムが細胞内情報伝達に引き続く各種遺伝子

発現において果たしている役割は大きく異なって

いることから (Mochly-Rosen, D. et al., Nat. Rev. Drug 
Discov. 2012, 11, 937)，PKCリガンドを医薬品として
応用するためには，顕著なアイソザイム選択性を示

す化合物の開発が急務の課題となっている．また，

動物・植物・微生物が生産する天然 PKCリガンドは
生産者と捕食者あるいは共生生物との間の生物間

化学コミュニケーションを担っているが，このコミ

ュニケーションにおける各 PKC アイソザイムの役
割について統合的な理解は得られておらず，アイソ

ザイム選択的リガンドは PKC を介した化学コミュ
ニケーションの解明に資するものと期待される． 

これまで，PKC による細胞内リン酸化シグナルの多くは，がん化を促進するものと捉えられ
てきたため，天然 PKCリガンドの医薬品としての応用はあまり検討されてこなかった．しかし
ながら最近，ヒトのがん細胞における PKCアイソザイムの変異の多くは，PKCのリン酸化能を
消失させるものであることが明らかになった (Antal, C. E. et al., Cell 2015, 160, 489)．このことは，
PKC の活性化をアイソザイムレベルで制御できれば，医薬品としての応用が十分可能であるこ
とを示唆している． 

海外の複数の研究グループが，医薬品シードの創出を目指して，発がん促進活性ならびに炎症

性を示さない PKCリガンドである bryostatin-1 (bryo-1) の構造単純化アナログの開発を報告して
いる一方，本研究代表者らは，bryo-1の骨格に固執するのではなく，強力な天然 PKCリガンド
である ATX の骨格を利用して，合成の容易な bryo-1 様の活性を示す新規 PKC リガンドの開発
を試みた（Nakagawa, Y. et al., J. Am. Chem. Soc. 2009, 131, 7573）．さらに本研究代表者らの長年の

構造活性相関研究に基づき，論理的に ATXの構造を単純化するとともに，系統的な置換基導入

によって構造最適化を行うことにより，発がん促進活性を示さず，ATX に匹敵するがん細胞増

殖抑制活性を示す 10-Me-Aplog-1を開発した (Kikumori, M. et al., J. Med. Chem. 2012, 55, 5614)．
合成経路の最適化により，10-Me-Aplog-1の数百mgスケールの供給にも成功している (Kikumori, 
M. et al., Tetrahedron 2014, 70, 9776)． 
 
２．研究の目的 
本研究では，10-Me-Aplog-1の各種 PKCアイソザイムを介した化学シグナルを，様々ながん細

胞株において詳細に解析することにより，抗がん剤シードを開発する上で基礎となる情報を得

る．同時に，PKCシグナリングの関与する他の難治性疾患（アルツハイマー病ならびに HIV感
染症）の治療薬シードとしての可能性を検討する．続いて本知見に基づき，10-Me-Aplog-1の更
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なる構造活性相関研究を行い，特定の PKCアイソザイムに対する選択性を高めた抗がん剤シー

ドを設計・合成する．  

一方で，A03 班の榊原康文教授（慶應大理工）ならびに齋藤 裕博士（産総研）と連携して，

AIを利用した機械学習によるバーチャルスクリーニングを行い，新規骨格を有する PKCリガン
ドの候補を絞り込む．次に，PKC とのドッキングシミュレーションにより，それらの中で有望

な化合物を全合成し，PKC リガンドであることを実証するとともに，アイソザイム選択性を示

すリガンドを設計する．これらの研究を通じて，本領域の目的である「化学コミュニケーション

の統合的理解」に貢献する． 
 
３．研究の方法 
(1) 10-Me-Aplog-1のがん細胞増殖抑制機構の解析 

10-Me-Aplog-1 に対する感受性の高いがん細胞株において，各 PKC アイソザイムの発現量の

Simple WesternTMを用いた定量，ならびに siRNA を用いたノックダウンにより，10-Me-Aplog-1
のがん細胞増殖抑制に関わる PKCアイソザイムを同定する． 

(2) 10-Me-Aplog-1の抗アルツハイマー病薬シードとしての検討 

ラット初代大脳皮質細胞およびヒト iPS 由来神経細胞に対するアミロイド b42の毒性が，10-
Me-Aplog-1 処理によって緩和されるかどうかを調べる． 

(3) 10-Me-Aplog-1の HIV 根絶のための薬剤としての検討 

HIV 潜伏感染細胞株を用いて，10-Me-Aplog-1 処理による HIVの再活性化と炎症性サイトカイ

ンの産生を調べる．また，炎症性サイトカインの産生を抑制する化合物をスクリーニングする． 

(4) 10-Me-Aplog-1の構造最適化 

天然の PKCリガンドの一つである phobol 13-acetateとの X 線共結晶構造のデータが唯一入手

可能な PKCd-C1B ドメインとのドッキングシミュレーションに基づき，側鎖構造の系統的な改

変ならびにスピロケタール部分の単純化を行い，合成段階の削減，炎症性の低下，アイソザイム

選択性の観点から構造最適化を行う． 

(5) 新規骨格を有する PKCリガンドの探索とその単純化アナログの設計 

ラベル付け（活性あり orなし）された既存の PKCリガンド約 1,200分子の平面構造をデータ

セットとして，機械学習モデルに学習させ，二値分類器を構築する．この分類器を使って約 1 億

個の化合物データベース PubChemからのスクリーニングを行い，得られた結果から有望な PKC
リガンド候補化合物を絞り込む．単純化アナログの設計は，PKCd-C1Bドメインとのドッキング
シミュレーションに基づいて行う． 
 
４．研究成果 

(1) 10-Me-Aplog-1のがん細胞増殖抑制機構の解析 1) 

10-Me-Aplog-1 のがん細胞増殖抑制機構に関わる

PKCアイソザイムが，PKCa および  d であることを，
Aplog類に感受性の高い 3種の細胞株 (A549，SW620，
Colo-205) において明らかにした［A01 班の井本正哉教

授（慶應大理工）との共同研究］．10-Me-Aplog-1 は，
A549（肺がん）および SW620（大腸がん）では細胞周

期の進行を阻害したのに対して，Colo-205（大腸がん）

ではアポトーシスを誘導した．加えて，10-Me-Aplog-1 のがん細胞増殖抑制活性が A549 細胞で
は主に PKCa に依存しているのに対して，SW620および Colo-205では PKCa と d の両方が関

与していることを明らかにした．この作用機序は発がん促進性の PKC リガンド 
(debromoaplysiatoxin, 12-O-tetradecanoylphorbol 13-acetate) と酷似しており，10-Me-Aplog-1に炎症
性などの好ましくない作用がほとんどみられない理由に興味がもたれる．一方で，Aplog類に感
受性が低い 6 細胞株においても PKCa および d が感受性株と同程度に発現していたことから，

PKCの下流のシグナル伝達の違いを詳細に解析する必要がある．  

A549細胞 SW620細胞 Colo-205細胞

10-Me-Aplog-1

PKCα PKCα/δ PKCα/δ

細胞周期の停⽌ アポトーシス



 

 

(2) 10-Me-Aplog-1の抗アルツハイマー病薬シードとしての検討 2) 

ラット初代大脳皮質細胞ならびにヒト iPS 細胞より作製した神経細胞におけるアミロイド 
b42 (Ab42) の産生と毒性オリゴマー化に及ぼす 10-Me-Aplog-1 の効果を調べた［井上治久教授

（京大 iPS研）ならびに久米利明教授（富山大薬）との共同研究］．その結果，10-Me-Aplog-1は，
Ab42の産生と毒性オリゴマーの形成を抑制することが明らかになった． 

(3) 10-Me-Aplog-1の HIV 根絶のための薬剤としての検討 3) 

HIV 感染を根治するための戦略として，ゲノムに潜伏した

HIV を再活性化し，抗ウイルス剤や免疫クリアランス等によ

って排除するという “Shock & Kill療法” が注目されている．
10-Me-Aplog-1の HIV活性化能を，明里宏文教授（京大ウイル

ス研）と共同で調べたところ，ブロモドメインの阻害物質であ

る JQ1 を併用することによって，リンパ球に対する細胞毒性

を軽減するとともに，HIV の活性化を増強できることが明ら

かになった．これより，10-Me-Aplog-1は shock & kill 療法に

使える新しい latency reversing agentになることが判明した． 

そこで，カニクイザルを用いた in vivoでの治療実験への展

開を目的として，10-Me-Aplog-1の側鎖のフェノール性水酸基

にリン酸基を結合させた親水性アナログを合成した．本アナ

ログをマウスに静脈注射したところ，10-Me-Aplog-1が主な代

謝物として血中に検出された．これより，10-Me-Aplog-1のリ
ン酸化体はプロドラッグになりうることが判明した． 

(4) 10-Me-Aplog-1の構造最適化 4–8) 

10-Me-Aplog-1 のフェノール環をもつ側鎖構造は，PKC
との結合において重要な役割を果たしている．そこで側鎖

長を系統的に変えた誘導体4種ならびにフェノール環への

臭素原子の導入を行った結果，最適な側鎖長が 10-Me-
Aplog-1 と同じであること，また分子疎水性を増強する手

段としての臭素原子の導入は好ましくない作用（炎症作

用）をもたらすことが判明した 4)．分子動力学シミュレー

ションから得られた MM-PBSA 結合自由エネルギーと

Lomize らの方法による予測膜移行自由エネルギーを組み

合わせることにより，実験値と比較的よい相関を示す，誘

導体と PKCd-C1B ドメインの結合自由エネルギーを得る

ことができた．また，10-Me-Aplog-1 の側鎖のフェノール

環を還元し，ベンゼン環あるいはシクロヘキサン環に変換

した 5)．興味深いことに，これらの誘導体の PKCアイソザ
イムに対する結合能は数倍から 10 倍程度弱くなった一方

で，炎症作用が認められ，特にシクロヘキサン環に変換し

た誘導体は，マウスを用いた発がん 2 段階試験においても有意な発がん促進活性を示した．以上

の結果より，Aplog-1の側鎖構造は，好ましくない作用の軽減という観点から既に最適化されて

いることが明らかになった．さらに，側鎖のフェノール環の PKC との CH/p 相互作用を増強す

る目的で，フェノール環をナフトール環に変換した誘導体も合成した 6)．その結果，このような

構造変換は適切に最適化できれば，医薬品シーズとしての展開に有効であることが判明した． 

一方で 10-Me-Aplog-1 の更なる

構造単純化を目指し，スピロ環構

造の切断あるいは炭素原子の酸素

原子への置換により分子骨格を改

変したアナログ (1 ~ 3) を設計し
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た．化合物 17) ならびに 28)（および 3）の合成はそれぞれ最長直線工程数 11と 18で達成し，10-
Me-Aplog-1の最長直線工程数 22から大幅に短縮することに成功した．10-Me-Aplog-1の C-4位
および 5位のメチレン基を除去した 1は，対応する親化合物 18-deoxy-aplog-1と比較して novel 
PKCへの結合能が 5 ~ 10倍低下したが，conventional PKCに対しては親化合物に匹敵する結合能

を示した．また，4 位の炭素原子を酸素原子で置換したアセタール型アナログ（2 および 3）の
PKC 結合能は，10-Me-Aplog-1の novel PKC 結合能と比べて 10倍以上弱かったが，10-Me-Aplog-
1で見られる novel PKC 結合選択性が特に 3-epi体 (3) で低下していた．これらの結果は 3位お
よび 4位付近の配座が novel PKCへの結合に重要であることを示唆している．本知見は，細胞内

化学コミュニケーションを探るための PKCアイソザイム選択的なリガンドを開発する上で有用

である． 

(5) 新規骨格を有する PKCリガンドの探索とその単純化アナログの設計 9) 

A03 班の榊原グループと共同で，機械学習を利用した新規 PKCリガンドの探索と実験的検証

を行った．ラベル付け（活性あり orなし）された PKCリガンド約 1200分子の平面構造をデー

タセットとして，機械学習モデルに学習させ，二値分類器を構築した．この分類器を使って化合

物データベース PubChemからのスクリーニングを行い，得られた結果から有望な PKCリガンド
候補化合物を絞り込んだ．その中で植物内生菌が産生するマクラマイシン（富山県立大学・五十

嵐康弘教授，大阪大学・木谷茂博士より供与：Igarashi, Y. et al., J. Nat. Prod. 2011, 74, 670）が，
PKC アイソザイム C1 ドメインに結合することを実証した (Ki for PKCa-C1A: 12.8 µM, Ki for 
PKCd-C1B: 50 µM)．また，候補化合物には海綿由来のアロタケタール類が複数含まれていた．ご

く最近それらの類縁体の一つであるアロタケタール Cが，PKCを介した HIV 再活性化能を示す

ことが報告されていたが (Wang, M. et al., J. Org. Chem. 2016, 81, 11324)，PKCに対する結合能は

不明であった． 
そこでアロタケタール類の単純化アナログを，PKCd-C1Bドメインとのドッキングシミュレー
ションに基づいて数種類設計・合成したところ，これらのうちいくつかの化合物は，PKC アイ
ソザイム C1ドメインに結合することが明らかになった．特に，母核構造の縮環部が非天然型で

あるトランス体アナログ（下記）が，conventional PKCアイソザイムに対して選択的に結合した

ことは興味深く (Ki for PKCa-C1A: 62 nM, Ki for PKCd-C1B: 460 nM)，アイソザイム選択的なリガ
ンドの設計につながるものである． 
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