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研究成果の概要（和文）：我々が開発した新規プロファイルデータ解析手法orthogonal linear separation 
analysisを用いて、リード化合物最適化支援システムの確立することに取り組んだ。大規模プロファイルデータ
を解析し、レシナミンやシロシンゴピンなど構造類似体間で保存された作用、特異的な作用を検証することに成
功した。本手法により潜在的な薬物の作用の評価が可能であると示された。 

研究成果の概要（英文）：Our novel profile data analysis method, orthogonal linear separation 
analysis (OLSA), can visualize even off-target-derived drug action. We aimed to establish a lead 
compound optimization support system using this analysis method. According to the analysis of 293 
compounds, we focused on resinnamine (RES) and syrosingopine, which are quite similar in structure. 
As suggested, we confirmed their HDAC inhibitory action and mTORC inhibitory action in vitro. 
Notably, SREBP activating action, which presumed to be higher in RES, could be also reproduced in 
vitro. It was clarified that the similarities and differences in the actions of structurally similar
 compounds can be estimated by decomposing their actions using our analysis method. Since the 
effects of RES and syrosingopine detected in this study have not been reported yet, the approach 
developed in this study is useful to uncover unrecognized effects of compounds, and hence, 
contribute to derivatization strategies in lead optimization.

研究分野：薬物動態学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
オフターゲット効果は薬物のリポジショニングや有害事象発現に関連しており、その検出方法の開発は、医薬品
開発において重要な課題である。本研究で提唱した低分子医薬品の作用を分離して理解するというアプローチ
が、化合物の潜在的な作用の検出を通じて、目的に掲げたリード化合物最適化に資するものであることを強く支
持するものであり、医薬品開発に大きく貢献するものと考える。

※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 
創薬におけるリード化合物最適化プロセスでは, 候補化合物群の中から期待する薬効が高い
ものの選択, 有害な作用を持つものの除外, 等が行われる。想定する薬効や有害作用 (オンター
ゲット効果) は, 標的分子と薬物の相互作用を直接的に in vitro実験で評価することが可能であ
るが, 想定されない作用 (オフターゲット効果)については, 標的分子の網羅的探索が要求され, 
様々な方法論が提唱されているものの, ライブラリーの網羅性の確保や薬物とターゲット分子
との意味のある相互作用の抽出等, 技術的に未だ障壁が高いのが現状である。申請者らは, オフ
ターゲットに由来するフェノタイプをも可視化する方法論として, 新規プロファイルデータ解
析手法, orthogonal linear separation analysis (OLSA)を開発した(特許出願済, Mizuno T, Sci 
Rep, 2019)。本手法は因子分析主成分法をベースに薬理作用のオミクスデータを教師無しに次元
縮約する方法論である。縮約された因子により形作られる新たな座標空間において薬剤の作用
は, 縮約前の解釈困難な全変数によってではなく, 研究者にも認識しやすい基礎的な薬理作用
として記述される。本手法により分離・抽出された因子の共通性や相違から被験化合物が持つ作
用の推定が可能であり, これらは事前仮説を必要としないため, 医薬品の開発者が想定しない
作用の推定を可能とする。 
副作用による市場撤退の事例を鑑みると, 創薬の成功においてオンターゲットとオフターゲ
ットの見極めは必要不可欠である。オミクスデータの類似性を解析する手法としてはクラスタ
リング解析が有名であるが, 全変数を用いるため変動の大きい変数に解析結果が依存するとい
う欠点がある。そのため共通作用だけではなく, 各薬剤に特異な作用も評価して総合的に薬剤の
純度を議論する必要のあるリード化合物最適化には適さない。一方, 申請者らが開発した方法に
より, 合成された類似化合物内での共通性と特異性を明確化し, フェノタイプデータと突合せ
ることで, リード化合物最適化の理想的な方向付けが可能になるものと考える。 
 
２．研究の目的 
以上の背景を元に, 本研究では, 新規プロファイルデータ解析手法によるリード化合物最適
化支援システムの確立を目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）独自解析手法による構造類似化合物作用の類似点・相違点の解析 
293 種類の低分子化合物を処理した MCF7 細胞の遺伝子発現データを Broad Institute が提供
する Connectivity Map (CMap)より取得し, OLSA に供した。各化合物の作用は, 分離された作
用を示す重み付き遺伝子群と作用強度を示す係数(スコア)により表される。各作用について係
数が特に高い化合物をスコアの分布に基づいて統計的に決定し, 当該作用を代表する化合物群
として定義した。 
次に上述で解析した化合物群の構造類似性を評価した。具体的には Morgan finger print, 及
び Mol2vec により化合物の構造を数値化し, 教師なしクラスタリングにより類似となる群を定
義した。構造類似と判断された化合物が持つ各作用を, 作用を定義する遺伝子群や上位化合物
群により生物学的な知見と対応させた後, 構造が類似しているにも関わらずスコアに差異があ
る化合物群とその作用を探索した。 
 
（２）解析結果の実験科学的検証 
（１）で見出した化合物群と作用の関係性より, 各作用の評価系を構築し, 実際に化合物を
MCF7細胞に処理して推定された作用の有無と強度を評価した。具体的にはHDAC阻害作用, SREBP
活性化作用, mTORC 阻害作用を対象とし, 蛍光プローブを用いた活性測定, ハイコンテントア
ナライザーによるマー
カーの測定, ルシフェ
ラーゼアッセイによる
転写因子の活性測定, 
及びウェスタンブロッ
ティングによるリン酸
化測定等を実施した。 
 
４．研究成果 
OLSA による作用分離
解析の結果, 293 化合
物に由来する作用は, 
40 の作用に縮約され
た。数値化した化合物
の構造類似性を化合物
と作用の関係性を調査

図 1. Rescinnamineと Syrosingopineの構造, 及び OLSA結果 



し, 興味深い化合物として天然物 Resinnamine (RES), 及びその誘導体である Syrosingopine 
(SYR)に着目した。RES は高血圧治療薬として FDA により認可されている。これらの化合物はい
ずれも HDAC 阻害作用, 及び mTORC 阻害作用が高いと推定された一方, SREBP 活性化作用につい
ては RES のみが高いと推定された。上記 3つの作用と両化合物との関係性は報告されていない。
そこで両化合物を MCF7 細胞に処理し, これらの作用を評価した (図 1)。 
両化合物を処理した MCF7 細胞中の HDAC 活性
を蛍光基質により評価したところ, 濃度依存的
に HDAC 活性が減弱することを見出した。特筆す
べきことに HDAC 阻害作用とスコアは相関して
いた。mTORC1 の基質である S6K のリン酸化をウ
ェスタンブロッティングにより測定することで
mTORC1 阻害作用についても評価したところ, 
同様の傾向が得られた。次に RES では高いもの
の SYR では低いスコアを示した SREBP 活性につ
いて, SREBP1/2の DNA結合部位を対象としたル
シフェラーゼアッセイを実施したところ, RES
でのみ活性化が得られた。SREBP1/2 は細胞内
にコレステロールが蓄積することで活性化さ
れる。そこで両化合物を処理した MCF7 細胞中
のコレステロール蓄積をフィリピン染色によ
り評価したところ, RES 処理群でのみコレス
テロール蓄積が確認された (図 2)。 
 本研究により, 独自解析手法を用いて作用を分解することで構造類似化合物が持つ作用の類
似点と相違点とを推定可能であることが明らかとなった。実験科学的に実証された複数の作用
はいずれも文献報告がなかったことから, これらの作用は開発者が認識していなかった作用で
あると考えられる。すなわち本結果は, 本研究で提唱した低分子医薬品の作用を分離して理解
するというアプローチが, 目的に掲げたリード化合物最適化に資するものであることを強く支
持する。COVID19 による研究活動の制限, 及び実験消耗品の供給不足等により, 当初計画してい
た低分子化合物を新規に合成して解析する前向きな検証には及ばなかったものの, 本結果に基
づいて今後取り組んでいきたい。 

図 2. HDAC阻害作用と SREBP活性化作用

の実験結果 
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