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研究成果の概要（和文）：相互マシンラーニング法およびZ'-LYTE Kinase Assay 法を用いて新規セリンスレオ
ニンキナーゼ阻害剤T5467374を選定した。阻害剤T5467374は膵癌細胞株において増殖抑制および細胞死に誘導を
認め、ヒト膵癌の皮下発癌モデルにおいても抗腫瘍効果を認めた。またセリンスレオニンキナーゼであるAKTに
対して阻害作用を有するビサボロールの誘導体を開発した。ビサボロールの誘導体は、ヒト膵癌の皮下発癌モデ
ルにおいて抗腫瘍効果を有し、皮下腫瘍でのAKT発現も減弱させた。

研究成果の概要（英文）：Novel inhibitor of serine threonine kinase, T5467374 was identified using 
interactive machine learning method and Z'-LYTE Kinase Assay. T5467374 suppressed the proliferation 
and induced the cell death in pancreas cancer cell lines. This inhibitor suppressed the tumor growth
 in subcutaneous xenograft model of pancreas cancer. Bisabolol derivative were developed as the 
inhibitor of AKT serine threonine kinase. Bisabolol derivative showed the antitumor effect in 
subcutaneous xenograft model of pancreas cancer. This reagent suppressed the AKT expression in the 
tumor.    

研究分野：外科腫瘍学
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  ４版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
癌治療の進歩により、一部の癌においては

治療成績の改善を認めるようになった。しか

し胆管癌、膵癌は難度の高い手術が必要とな

り、しかも転移や高度浸潤などのため手術不

能となることが多い難治癌である。新たな分

子標的治療薬が開発されているが、根治切除

術と分子標的治療を行なっても胆管癌の5年

生存率は 20-30％、膵癌の 5年生存率は 10％

である。いずれの予後も極めて不良であり、

新たな治療法の開発が必要である。 

 細胞での機能発現においてタンパクの活

性化と関連するキナーゼの重要性が多く報

告されている。キナーゼは ATP などのリン酸

基を標的分子に移動させるリン酸化酵素で、

セリン、スレオニン残基をリン酸化させるセ

リンスレオニンキナーゼとチロシン残基を

リン酸化させるチロシンキナーゼがある。キ

ナーゼの異常が癌の原因の1つであることが

報告されている。キナーゼ阻害剤は化学的に

合成でき、抗体医薬と異なり細胞外に出てい

ない分子を標的にでき Imatinib(グリベッ

ク)、Gefitinib(イレッサ)などが臨床応用さ

れているが、いくつかの課題が残っている。 

キナーゼの 99％がセリンスレオニンキナー

ゼであり、チロシンキナーゼは 0.1％未満で

ある。臨床応用されたキナーゼ阻害剤の多く

が、チロシンキナーゼを標的にしており、

99％を占めるセリンスレオニンキナーゼを

標的にしたキナーゼ阻害剤の開発が不十分

である。セリンスレオニンキナーゼの中には

分子標的として有用なものも多くあり、これ

までのキナーゼ阻害剤より有効なものが存

在している可能性がある。新規セリンスレオ

ニンキナーゼ阻害剤の開発により癌治療成

績の改善が期待される。 

またセリンスレオニンとチロシンの両方を

リン酸化する双特異性キナーゼ

(Dual-specificity kinase)の存在も確認さ

れており、キナーゼの機能や制御は十分に明

らかになっていない。キナーゼの新たな知見

の発見やその解明により新たな癌治療法の

開発も期待される 

 
２．研究の目的 
胆管癌、膵癌は予後不良な癌であり、新たな

治療法が必要とされている。本研究ではわれ

われが行なってきた癌分子標的治療法の開発

研究を発展させ、新規セリンスレオニンキナ

ーゼ阻害剤を相互マシンラーニング法と

Z'-LYTE Kinase Assay 法を用いて行なう。新

規のセリンスレオニンキナーゼ阻害剤の開発

により新たな知見を得ることが期待される。

本研究の最終目的は、研究成果を臨床へ応用

し胆管癌、膵癌の治療成績を改善させること

である。 

 
３．研究の方法 
1) 新規セリンスレオニンキナーゼ阻害剤の

開発   

in slicoスクリーニング法である相互マシン

ラーニング法は、これまで小分子化合物のス

クリーニング法として行なわれてきたドッ

キングシュミレーション法と異なり、標的タ

ンパクの立体構造から予測した構造に基づ

く化合物ライブラリーからの候補化合物の

探索が必要でない。また 500 以下の分子量、

構造（高次構造）、疎水性・親水性、極性、

結晶構造などの絞り込みも不要であり大幅

な時間の短縮が可能になる。 

この相互マシンラーニング法用いて400万種

類の小分子化合物から既知化合物との類似

度（Tanimoto 係数の最大値）、LogP などのス

コア化により 500 種類の化合物を選択し、そ

の上位 150 種類を候補化合物とした。 

150 種類を候補化合物の内、購入可能であっ

た 142 種類の化合物について、1nM から

1000nM に濃度設定を行ない、蛍光共鳴エネル

ギー転移（FRET）を利用した Z'-LYTE Kinase 

Assay 法を用いて、タンパク質分解時の切断

に対する感受性を測定した。リン酸化ペプチ



ドと非リン酸化ペプチドの間でのタンパク

質分解時の切断に対する感受性の違いを利

用し、セリンスレオニンキナーゼ阻害作用を

持つ新規セリンスレオニンキナーゼ阻害剤

として T5467374 を選定した。 

 

2) 胆管癌、膵癌細胞株を用いた新規セリン

スレオニンキナーゼ阻害剤の機能解析   

阻害剤 T5467374 を 1nM から 1000nM に濃度設

定し、胆管癌細胞株HuCCT1、膵癌細胞株KLM1、

KP4、Panc1、正常膵細胞由来細胞株 RI515 に

投与し、MTT アッセイによる増殖能とトリパ

ンブルー色素排出試験による細胞死誘導能、

ボイディンチャンバー法による浸潤能につ

いて検討した。 

 

3) 新規セリンスレオニンキナーゼ阻害剤の

基礎的研究   

細胞周期の進行をリアルタイムで観察可能

な蛍光プローブである Fucci (Fluorescent 

Ubiquitination-based Cell Cycle 

Indicator)を導入した胆管癌細胞株 HuCCT1

を樹立した。Fucci を導入した胆管癌細胞株

HuCCT1 に対してノコダゾールおよびチミジ

ンを用いて細胞周期の同調を行ない、細胞周

期の進行に伴う発光変化を確認した。また阻

害剤 T5467374 を、Fucci を導入した胆管癌細

胞株 HuCCT1 に投与し、細胞周期停止を含め

た細胞周期への影響について検討を行った。 

 

4) 担癌動物実験モデルを用いた新規セリン

スレオニンキナーゼ阻害剤の機能解析   

BALB/cヌードマウス7週齢雄の大腿に膵癌細

胞株 KLM1 を皮下注射してヒト膵癌の皮下発

癌モデルを作成した。この膵癌皮下発癌モデ

ルに 1nM から 1000nM に濃度にて阻害剤

T5467374を経口にて週1回で3週連続投与し、

それぞれの大腿の腫瘍の大きさを測定して

抗腫瘍効果を検討した。 

 

5) AKTに対するセリンスレオニンキナーゼ阻

害剤の誘導体開発   

セリンスレオニンキナーゼであるAKTに対し

て阻害作用を有するビサボロールの誘導体を

22種類作成した。ヒト膵癌細胞株KLM1、KP4、

Panc1、ヒト正常膵臓由来細胞株RI515へビサ

ボロール誘導体を100μMと10μMで投与し、

MTTアッセイにて増殖能の検討を行なった。ま

た膵癌細胞株KLM1、KP4、Panc1において誘導

体投与後の細胞携形態の検討を行った。膵癌

細胞株KLM1、KP4、Panc1に選択したビサボロ

ール誘導体を投与し、細胞死をトリパンブル

ーテストで検討した。膵癌細胞株KLM1、KP4、

Panc1に62.5μMの阻害剤と誘導体を投与し、

48時間後にMuse Annexin V and Dead Cell Kit

を用いてアポトーシスについて検討した。

BALB/cヌードマウス7週齢雄の大腿に膵癌細

胞株KLM1を皮下注射してヒト膵癌の皮下発癌

モデルを作成した。この膵癌皮下発癌モデル

に対して阻害剤、誘導体（1000 mg/kg）の週2

回合計5回経口投与を行ない、それぞれの大腿

の腫瘍の大きさを測定して抗腫瘍効果を検討

した。また皮下腫瘍でのAKT発現を検討した。 

 
４．研究成果 

1) 新規セリンスレオニンキナーゼ阻害剤の

開発   

相互マシンラーニング法にて150種類の候補

化合物を選定した。 

150 種類の候補化合物の内、8 種類は安定性

などから購入できず、残り 142 種類の化合物

について、Enamine 社より購入した。Z'-LYTE 

Kinase Assay 法の結果、最もセリンスレオ

ニ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 作 用 の 強 か っ た

T5467374(C22H21N7O: MW399.45)（図 1）を新

規セリンスレオニンキナーゼ阻害剤として

選定した。 
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2) 胆管癌、膵癌細胞株を用いた新規セリン

スレオニンキナーゼ阻害剤の機能解析   

阻害剤 T5467374 は正常膵細胞由来細胞株

RI515と比較して膵癌細胞株KLM1、KP4、Panc1

において低濃度で有意な増殖抑制効果と細

胞死誘導能を示した。また浸潤能についても

正常膵細胞由来細胞株RI515と比較して膵癌

細胞株 KLM1、KP4、Panc1 においては抑制効

果を認めた。 

 

3) 新規セリンスレオニンキナーゼ阻害剤の

基礎的研究   

Fucci (Fluorescent Ubiquitination-based 

Cell Cycle Indicator)を導入した胆管癌細

胞株 HuCCT1 を樹立した。しかし、ヒト膵癌

細胞株 KLM1、KP4 について Fucci の導入を行

なったが、樹立はできなかった。 

ノコダゾールおよびチミジンを用いた細胞

周期の同調によりFucciを導入した胆管癌細

胞株 HuCCT1 において細胞周期の進行に伴う

発光変化の確認が可能であった。また阻害剤

T5467374 は Fucci を導入した胆管癌細胞株

HuCCT1 において細胞死のため細胞周期停止

については確認できなかった。 

 

4) 担癌動物実験モデルを用いた新規セリン

スレオニンキナーゼ阻害剤の機能解析   

膵癌細胞株 KLM1 によるマウス皮下発癌モデ

ルにおいて、阻害剤 T5467374 投与群におい

て腫瘍の増殖抑制効果を認めた。しかし、阻

害剤 T5467374 の高濃度投与群においては死

亡例を認めた。 

 

5) AKTに対するセリンスレオニンキナーゼ阻

害剤の誘導体開発     

セリンスレオニンキナーゼであるAKTに対し

て阻害作用を有するビサボロールの誘導体を

36種類作成した。ヒト膵癌細胞株KLM1では100

μMの11種類の誘導体で増殖抑制効果を認め、

10μMでは2種類の誘導体で増殖抑制効果を認

めた。ヒト正常膵臓由来細胞株RI515では100

μMの11種類の誘導体で増殖抑制効果を認め

たが、10μMでは増殖抑制効果のある誘導体は

なかった。この結果より最も増殖抑制能のビ

サボロール誘導体を以後の実験において用い

た。 

ヒト膵癌細胞株KLM1、KP4、Panc1において、

ビサボロール誘導体はビサボロールより低濃

度での増殖抑制が可能であった（図2）。また

膵癌細胞株KLM1、KP4、Panc1においてビサボ

ロール誘導体により細胞間の接着が減弱し形

態の異常を認めた。膵癌細胞株KLM1、KP4、

Panc1においてビサボロール誘導体による細

胞死の誘導はビサボロールより亢進していた

（図3）。またアポトーシスに関してビサボロ

ールではKLM1 26.20%、KP4 34.06%、Panc1 

20.95%と誘導体ではKLM1 34.45%、KP4 40.13%、

Panc1 31.50%は誘導体においてアポトーシス

がより亢進していた。またKLM1、KP4、Panc1

では阻害剤と誘導体では早期と後期アポトー

シスの分布で異なるパターンを示しており、

阻害剤と誘導体で異なる機序の存在が示唆さ

れた。 

膵癌細胞株KLM1によるマウス皮下発癌モデル

においてビサボロール投与群と比較してビサ

ボロール誘導体投与群において腫瘍の増殖抑

制効果を認めた（図4、5）。また皮下腫瘍で

のAKT発現も誘導体投与群で減弱していた。 
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本研究により相互マシンラーニング法を用

いて新規セリンスレオニンキナーゼ阻害剤

T5467374 は抗腫瘍効果を認めた。またセリン

スレオニンキナーゼであるAKTに対して阻害

作用を有するビサボロールの誘導体を開発

し、その有効性を明らかにした。 
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