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研究成果の概要（和文）：糖尿病治療薬開発のためのリード化合物であるCPDAと標的タンパク質SHIP2の結合様式につ
いて、分子動力学計算、分子重ね合わせ計算、分子ドッキング計算、及び結合自由エネルギー計算に基づいて解析を行
った。その結果、CPDAはSHIP2と4つの水素結合を形成しそうなこと、及びCPDAが有する３つの芳香環がSHIP2と疎水相
互作用を形成しそうなことが明らかとなった。また、CPDAの芳香環の一つにガラクトースのような糖を付加することで
、SHIP2に対する結合親和性が改善されそうなことが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：SH2 domain-containing inositol 5’-phosphatase 2 (SHIP2) plays as an endogenous 
negative regulator of insulin signaling. Therefore, SHIP2 is considered to have great potential as a drug 
target for treating obesity and type 2 diabetes. We recently identified a novel SHIP2 inhibitor, 
N-[4-(4-chlorobenzyloxy)pyridin-2-yl]-2-(2,6-difluorophenyl)acetamide (CPDA). The binding mode of CPDA 
with SHIP2 was first investigated based on molecular docking calculation. CPDA was suggested to form a 
total of four hydrogen bonds with L538, K541, S564, and R571 of SHIP2. Aromatic rings of CPDA were also 
found to form hydrophobic interactions with side alkyl chains of T532, I534, L538, K541, T563, and R571. 
We next designed derivatives of CPDA based on binding free energy calculation. Derivatives with an 
additional monosaccharide such as galactose were expected to possess more potent inhibitory activity 
against SHIP2.

研究分野：生物物理化学
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１．研究開始当初の背景 
(1)  SHIP2 （ SH2-Containing Inositol 
5’-Phosphatase 2）は、脂肪細胞等のイン
スリン標的組織に発現しているホスファタ
ーゼで、インスリンシグナル伝達経路のセカ
ンドメッセンジャーであるホスファチジル
イノシトール 3,4,5-三リン酸（PIP3）を脱リ
ン酸化することにより、インスリン作用の負
の調節因子として機能している。したがって、
SHIP2 の酵素活性を阻害できる化合物（SHIP2
阻害剤）は、インスリン作用の増強に基づい
た２型糖尿病治療薬となる可能性が考えら
れていた。 
(2) 申請者は、合成グループ、及びセルベ
ースアッセイ•動物実験グループとの研究協
力体制を構築し、「新規な２型糖尿病治療薬
の開発を目指した SHIP2 阻害剤創製研究」を
展開した。ここで、申請者は、２つの既知
SHIP2阻害剤AS1949490及びNGD61338の化学
構 造 に 基 づ い た Ligand-Based Drug 
Design(LBDD)を行った。すなわち、立体配座
解析及び分子重ね合わせ計算により
AS1949490とNGD61338の３次元的な物理化学
特性が最も良く重なるような分子アライメ
ントを決定した。そして、得られた分子アラ
イメントに基づいて、２つの既知阻害剤の原
子団を組み合わせたようなキメラ化合物を
新規SHIP2阻害剤候補化合物として提案した。
候補化合物の合成、及びセルベースアッセイ
を行った結果、我々は、マウス由来の前駆脂
肪細胞に対して、強力なインスリンシグナル
増 強 作 用 を 示 す 新 規 化 合 物  CPDA   
(N-[4-(4-chlorobenzyloxy)pyridin-2-yl]-
2-(2,6-difluorophenyl)-acetamide)を得る
ことに成功した。 
 
２．研究の目的 
(1) 我々がデザインしたCPDAはマウス脂肪
細胞に対して強力なインスリンシグナル増
強作用を示したが、その増強作用が CPDA の
SHIP2 阻害能に由来しているのかどうかは明
らかではなかった。そこで、「SHIP2 触媒ドメ
インの大量発現系の構築」及び「SHIP2 アッ
セイ系の構築」を行い、CPDA の SHIP2 阻害能
を評価する。 
(2) CPDAの創製に成功したLBDD研究をさら
に発展させ、構造が互いに大きく異なる全４
つの既知SHIP2阻害剤（AS1949490、NGD61338、
NGD62448、NGD61185）について、分子アライ
メントを決定する。これにより、CPDA とは異
なる化学構造を有する候補化合物のデザイ
ンが可能となる。 
(3) SHIP2 触媒ドメインの X線結晶構造、分
子ドッキング計算、及び結合自由エネルギー
計算に基づいた Structure-Based drug 
design (SBDD)研究を展開し、CPDA と SHIP2
の結合様式を解析すると共に、SHIP2 に対す
る結合親和性が大きく改善されるような
CPDA 誘導体の分子設計を行う。 
 

３．研究の方法 
(1) CPDA の SHIP2 阻害能評価 
先ず、大腸菌を用いた SHIP2 触媒ドメインの
大量発現系を構築し、さらに発現された
SHIP2 触媒ドメインの精製法を確立する。次
に、Malachite Green Phosphate Assay Kit
を用いたSHIP2の酵素活性アッセイ系を構築
する。これは、基質から遊離したリン酸を、
マラカイトグリーンを用いた比色法により
検出することで酵素活性を評価するキット
である。最後に、CPDA を共存させたときの酵
素活性を評価することで、CPDA の SHIP2 阻害
能を評価する。 
(2) 既知 SHIP2 阻害剤についての分子アラ
イメントの決定 
先ず、自動配座解析プログラム CAMDAS を用
いて、解析に用いる全４つの既知 SHIP2 阻害
剤 （ AS1949490 、 NGD61338 、 NGD62448 、
NGD61185）の立体配座解析を行う。次に、配
座解析により得られた立体配座集団を用い
て、総当たり的な分子重ね合わせ計算を行う。
これには、自動分子重ね合わせプログラム
SUPERPOSE を使用する。SUPERPOSE は、化合
物の立体配座を物理化学的性質が異なる特
性球（芳香族性、疎水性、水素結合供与性、
水素結合受容性、及び水素結合供与/受容性）
の空間的配置で抽象的に表現して重ね合わ
せ計算を行うプログラムである。このため、
化学構造が大きく異なる化合物間の重ね合
わせ計算も可能となっている。この重ね合わ
せ計算により、４つの既知 SHIP2 阻害剤の３
次元的な物理化学特性が最も良く重なるよ
うな分子アライメントを決定し、SHIP2 阻害
剤が有するべきファーマコホアを推定する。 
(3) CPDA と SHIP2 の結合様式解析 
① 先ず、コンピュータ上で SHIP2 触媒ドメ
インの X 線結晶構造(PDB_ID:3NR8)を水の箱
にいれ、水溶液中での分子動力学シミュレー
ションを実行する。そして、得られたトラジ
ェクトリを用いて、触媒部位の構造に関する
クラスター解析を行い、SHIP2 の代表鍵穴構
造を決定する。 
② 次に、Schrödinerg 社の分子ドッキング
計算プログラム Glide を用いて、SHIP2 の代
表鍵穴構造に対する CPDA の分子ドッキング
計算を行う。そして、得られたドッキングポ
ーズを Glidescore の値により順位付けし、
上位 20%のドッキングポーズを選択する。 
③ 最後に、Schrödinerg 社のプログラム
Prime を 用 い た MM-GBSA(Molecular 
Mechanics/Generalized Born Surface Area) 
計算を行い、上位 20%のドッキングポーズの
結合自由エネルギー(ΔGbind(MM-GBSA))を評価す
る。そして、ΔGbind(MM-GBSA)の値が最も低いドッ
キングポーズを選択し、CPDA の結合様式モデ
ルとする。 
(4) CPDA の構造最適化 
① 先ず、(3)で得られた CPDA と SHIP2 の結
合様式モデルを詳細に観察し、CPDA に原子団
を導入することで、付加的な van der 



Waals(VDW)相互作用や水素結合が形成でき
そうな部位を探索する。 
② 次に、①の結果に基づいて SHIP2 と付加
的な相互作用が形成できそうな CPDA 誘導体
を分子設計する。そして、誘導体についての
分子ドッキング計算および結合自由エネル
ギー計算を行い、ΔGbind(MM-GBSA)の値が CPDA よ
りも大きく改善される誘導体を選択し、合成
すべき誘導体として提案する。 
 
４．研究成果 
(1) CPDA の SHIP2 阻害能評価 
大腸菌を用いて大量発現されたSHIP2触媒ド
メインは、His-tag を利用したアフィニティ
ークロマトグラフィー及びゲルろ過クロマ
トグラフィーにより、高純度で精製すること
ができた。次に、精製された SHIP2 触媒ドメ
イン及び Malachite Green Phosphate Assay 
Kit を用いた酵素アッセイ系により、CPDA の
SHIP2 阻害能を評価したところ、CPDA は非常
に強い SHIP2 阻害能（IC50 ≒ 5 μM）を有す
ることが明らかとなった（図１）。この結果、
CPDA が有するインスリンシグナル増強作用
は、インスリン作用の負の調節因子である
SHIP2 の阻害に由来していることが初めて明
らかとなった。 

 

(2) 既知 SHIP2 阻害剤についての分子アラ
イメントの決定 
立体配座解析の結果、４つの既知 SHIP2 阻害
剤 AS1949490、NGD61338、NGD62448、NGD61185
について、それぞれ、2668 個、6819 個、4369
個、6061 個の配座集団が得られた。これら配
座集団を用いた総当たり的な分子重ね合わ
せ計算の結果、これら４つの既知阻害剤の３
次元的な物理化学特性が最も良く重なるよ
うな分子アライメントが得られた（図２）。
この結果、３つの芳香族あるいは疎水性特性
球、２つの水素結合受容性球、１つの水素結
合供与性球が、４つの既知阻害剤の間で、３
次元的に共通した場所を占めることができ
ることがわかった。“標的蛋白質の同じ結合
部位（鍵穴）に結合する阻害剤（鍵）は、共
通した３次元的な物理化学的性質を有して
いる”と考えることができるため、この共通
して見られた全部で６個の特性球の配置が
SHIP2 阻害剤が有するべきファーマコホアで
あると推定できた。さらに、CPDA についても
分子重ね合わせ計算を行ったところ、CPDA も
このファーマコホアを有していることが示
唆された。また、この分子アライメントより、

AS1949490 の(4-クロロベンジル)オキシを
3S,5R-ジメチルピペリジンカルボニルに置
き換えたような化合物にもSHIP2阻害活性が
期待できることが示唆された。 

 

(3) CPDA と SHIP2 の結合様式解析 
本研究で使用した結合様式解析手順につい
て、SHIP2 と配列ホモロジーが高い INPP5B
（ Type II inositol-1,4,5-trisphosphate 
5-phosphatase、相似性：49%）と PI4P の複
合体X線結晶構造を用いて検証計算を行った
ところ、結晶で観察されている結合様式を再
現できることがわかった。したがって、本研
究で用いた結合様式解析手順は、非常に確か
らしい CPDA と SHIP2 の結合様式を与えるこ
とができると言える。図３に解析の結果得ら
れた CPDA と SHIP2 の結合様式モデルを示す。
CPDA は、SHIP2 の L538 主鎖酸素原子、K541
側鎖窒素原子、S564 主鎖窒素原子、及び R571
側鎖窒素原子と計４つの水素結合を形成し
そうなことが示唆された。また、CPDA の３つ
の芳香環が、SHIP2 の T532、 G533、I534、
L538、K541、T563、R571 の炭化水素鎖と VDW
相互作用及び疎水相互作用を形成している
ことも示唆された。この結合様式モデルにお
いて、(2)の既知 SHIP2 阻害剤の分子アライ
メントより推定された６個のファーマコホ
アがすべて確認できた。この観点からも、結
合様式モデルは非常に確からしいものであ
ると考えることができる。 

 
(4) CPDA の構造最適化 
(3)で得られた CPDA と SHIP2 の結合様式モデ
ルを観察したところ、CPDA のジフルオロベン
ゼンの４位の方向にSHIP2の糖認識部位があ



ることがわかった。そこで、図４のようにジ
フルオロベンゼンの４位に糖を付加したよ
うな誘導体を考案した。これら誘導体につい
て、分子ドッキング計算及び結合自由エネル
ギー計算を行った結果、これら誘導体は新た
に導入された糖が付加的な水素結合を形成
できそうなこと、及び結合親和性が CPDA よ
り大きく改善されそうなことが示唆された。
特に、β-グリコシド結合でガラクトースを
付加した誘導体に大きな改善が期待できる
ことがわかった。 
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