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研究成果の概要（和文）：本研究ではアクチンに作用する天然物リガンドに注目して、創薬標的となる新たな
PPI機能作用点を特定し、細胞骨格が関連する運動マシナリーの解明を目指した。アクチンとチューブリン間の
タンパク質間相互作用を誘導して微小管ダイナミクスを阻害する抗腫瘍性天然物アプリロニンA (ApA)を構造簡
略化したアクチン結合性誘導体を合成し、細胞抽出液からアクチンを特異的に精製できる有用なツールを開発し
た。また、分子ドッキングシミュレーションと分子動力学計算により、ApAの活性発現に重要なC7位のTMSerエス
テルがチューブリンと相互作用する、アクチン-ApA-チューブリン三元複合体の妥当なモデルの構築に成功し
た。 

研究成果の概要（英文）：We focused on the natural ligands that interact with actin, and aimed to 
identify new protein-protein interaction (PPI) functional points that could become the targets for 
drug discovery, and to elucidate the moving machinery associated with the cytoskeleton. We 
synthesized structurally-simplified actin-binding derivatives of the antitumor natural product 
aprilonin A (ApA), which induces unique PPI between actin and tubulin to inhibit microtubule 
dynamics. Using this compounds, we successfully affinity-purified cytoskeletal actin from cell 
lysate. In addition, molecular docking simulation and molecular dynamics studies succeeded in 
constructing a possible model of the actin-ApA-tubulin ternary complex in which the C7 TMSer ester 
interacted with tubulin, which is important for the potent cytotoxicity of ApA. 

研究分野： 生物有機化学・ケミカルバイオロジー

キーワード： タンパク質間相互作用　天然物リガンド　アクチン　標的分子同定　微小管阻害剤

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
PPIは生命現象を担うシグナル伝達系を調節し、重要な生理的効果を誘導する。近年，PPIを安定化もしくは阻害
する化合物が多数見いだされ、疾患研究ツールや医薬リードとしても注目されている。本研究では動的で不安定
な細胞骨格タンパク質を標的とする天然物に注目し、これまで未解明だった標的分子の同定、複合体の構造解
析、および活性発現機構の解明に挑戦した点で学術的に高い意義があると考えられる。また、本研究で得られた
成果は、副作用を低減した新たな医薬の創出や、複合的に機能する新たな薬理学ツールの開発といった学際的・
分野融合的な研究へと展開できると期待されることから、社会的意義も高い成果と言える。 

※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 
 
タンパク質間相互作用（PPI）は生命現象を担うシグナル伝達系を調節し、重要な生理的効果

を誘導する。近年、PPI を安定化もしくは阻害する化合物が多数見いだされ、疾患研究ツールや
医薬リードとしても注目されている。中でも細胞骨格タンパク質は細胞内で様々な分子と相互
作用して重合、脱重合を繰り返しており、その機構を理解することは重要である。また、細胞骨
格タンパク質の一種である微小管は有糸分裂で重要な紡錘体を構成する主要タンパク質であり、
この重合ダイナミクスを阻害する有機小分子は抗がん剤として広く用いられている。一方で、真
核生物で高く保存され、また細胞内の含量が最も多いタンパク質の一つにアクチンが挙げられ
る。これまでに、100 種類以上の内在性アクチン結合性タンパク質が同定されているが、適切な
抗体がない、細胞内での相互作用が弱い、あるいは特別なタイミングでしか PPI が見られない
などの理由で、未だアクチンが関わる様々な PPI が存在すると予想される。このような新たな
PPI 制御機構を新たに見出すことで、細胞分裂や遊走など，アクチンダイナミクスが関与する新
たな細胞骨格の運動マシナリーを解明し、さらには有機小分子を用いた人工制御も達成できる
ようになると期待される。これまで様々な生体分子を標的とする生物活性天然物が見出されて
いるが、PPI 誘導リガンドを効率よく発見して、さらには未知のターゲットを同定してその作用
機序を解明し、理論計算に基づいて PPI を安定化させるリード化合物を設計するといった研究
は実現した例が少なく、方法論も十分には確立されていない．したがって、構造や機能の点で多
様なアクチン作用性天然物リガンドに特に注目して，それらの新型作用メカニズムの解明を目
指す研究を推進する意義は極めて高いと言える。 
 
 
２．研究の目的 
 
本課題では、特にアクチンに作用する有機小分子に注目して、創薬標的となる新たな PPI 機

能作用点の特定および関連する運動マシナリーの解明を目指した。アクチン脱重合活性を示す
抗腫瘍性天然物アプリロニン A (ApA) は、アクチン・チューブリン間のタンパク質間相互作用 
(PPI) を誘導して微小管ダイナミクスを阻害するという、新しいメカニズムでがん細胞の増殖を
抑制する。これまでに有機小分子–アクチン複合体がチューブリンに直接作用する，もしくは微
小管阻害薬がアクチンの重合ダイナミクスにも影響するという報告はなく、本化合物の作用は
非常にユニークであると言える。そこで本研究では、細胞形態の詳細な観察や、機能性分子プロ
ーブを用いたアフィニティー精製により、多様な機能を持つアクチン結合性天然物リガンドの
新たな標的分子を同定し、さらには三元複合体の構造や活性発現に重要な構造を紐解くことを
目指した。また、プローブの細胞内動態や in vitro 構築系でのダイナミクスへの影響など、幅広
い視点からアクチン結合性リガンドの機能を調べることで、運動マシナリーに関連する重要な
生物活性発現メカニズムの解明を目指すこととした。 
 
 
３．研究の方法 
 
これまでに報告されているアクチン・ApA 複合体の X線結晶構造、光親和性プローブを用いた

標的分子との結合位置解析、ならびにアクチン結合性側鎖部に関する構造活性相関研究などを
参考に、PPI 誘導効果を示す人工分子を設計し、合成を進めた。機能の評価にはヒト大腸がん細
胞 HCT116 の増殖阻害活性や、アクチンもしくはチューブリンの精製タンパク質の in vitro 重
合阻害活性（超遠心による重合体の量的変化の解析）、ローダミン標識したファロイジンを用い
た染色法による、アクチン繊維の蛍光顕微鏡による観察などを行なった。有望なアクチン作用性
リガンドについては、PEG 鎖を介してビオチン基を連結して、in vitro での分子間相互作用
（BLitz）ならびに Neutravidin アガロース樹脂を用いたプルダウン精製に供することで、アク
チンに対する機能を定量的に解析した。また理論計算に関しては、統合化学計算ソフトウェア
MOE や、分子動力学シミュレーションソフトウェア YASARA などを用いて、タンパク質同士ある
いはリガンド・タンパク質間の相互作用を in silico で詳しく解析した。 
 
 
４．研究成果 
 
アクチン結合性天然物リガンドの新たな PPI 制御の探索に関して、ApA のアクチン結合側鎖

(C24-C34 位)およびマクロラクトンの一部(C1-C9 位)を連結した新規人工分子 4種を設計・合成

した（図 1）。いずれも天然物と同等の強力なアクチン結合活性を示したが、微小管への作用は



 

 

見られず細胞毒性も示さなかったことから、マ

クロラクトン上の置換基の位置をアクチンの

上部で空間的に固定することが、PPI を誘導す

る活性発現には重要であるという知見を得た。 

 

つぎに、アクチン結合性側鎖の構造簡略化し

たアナログとして、構造活性相関をもとに ApA

の C23 アシルオキシ基、ジメチルアラニンエス

テル、N-メチルエナミド基を持つ最小構造をも

つ誘導体を合成し、分子間相互作用解析とアク

チン脱重合活性を評価した結果、元の天然物の

機能を高く保持していることを見出した（図

2）。さらに、様々なタンパク質を含む細胞抽出

液から、アクチンを特異的にアフィニティー精

製することに成功した。 
      図１. ApA の C24-C34 位と C1-C9 位)を連結した類縁体と 

アクチンとのドッキングシミュレーション解析 

 

また、これまでに得られた光ラベル化反応の知見に基づいてアクチン・ApA・チューブリンの

三元複合体モデルを in silico で構築し、さらに上位 10 種について分子動力学計算を行うこと

で三元複合体の形成をシミュレーションした。その結果、微小管を構成するチューブリン分子の

外側に、アプリロニン Aがアクチン

とともに配位するという妥当なモ

デルが得られた。最適化したモデル

を詳しく解析した結果、ApA の PPI

誘導作用と微小管ダイナミクスの

阻害に必須な C7 位トリメチルセリ

ンエステルが直接α・β-チューブ

リンと直接相互作用するという、本

化合物の強力な活性発現を説明で

きることがわかった。現在、in 

vitro で再構築した三元複合体に

ついて、クライオ電子顕微鏡による

構造解明を目指して検討を進めて

いる。 
    図２. ApA の構造活性相関で見出した新規アクチン結合性側鎖リガンド 

の構造および機能解析 
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