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研究成果の概要（和文）：　本研究は、申請者らが骨形成促進剤として見出したヘリオキサンチン類縁体THの作
用機序、標的分子を探索し、その応用の可能性の検証を目指した。ゲノムワイド解析・バイオインフォマティク
ス・ケモインフォマティクス・分子生物学・生化学的アプローチを駆使することで、有望な標的分子候補（キナ
ーゼ）を取得した。さらに、THが当該分子を阻害することで、その下流分子の制御にも影響を与え、生物学的機
能が発揮されることが示唆された。THの生物学的機能については、マウスの多能性幹細胞の幹細胞特性維持作用
に関して検討したが、明確な効果は認められなかった。

研究成果の概要（英文）：This study aimed to explore the mode of action and target molecules of TH, 
an osteogenic helioxanthin-derivative, and to assess the possibilities of its application. By taking
 advantage of genome-wide analysis, bioinformatics, cheminformatics, and molecular 
biology/biochemistry, we obtained promising candidates for kinases targeted by TH. Furthermore, the 
data suggest that TH inhibits activities of the candidates, affects regulation of their downstream 
molecules, and thereby exerts its biological function. In terms of biological functions of TH, we 
examined whether TH was able to maintain stemness properties of mouse pluripotent stem cells; the 
data indicated that TH had no obvious effect on the properties.

研究分野： 発生学・幹細胞生物学

キーワード： へリオキサンチン類縁体

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　複数のキナーゼがTHの標的分子候補として得られたことはTHがマルチキナーゼ阻害剤であることを示唆してお
り、骨形成促進剤としてのTHの作用機序の解明につながる。THの作用機序の解明によりその薬理作用を分子レベ
ルで理解することが可能となるだけでなく、副作用の予測が可能となる。その結果、THの骨形成促進作用を利用
した骨粗鬆症治療薬、骨修復・骨増生剤としての応用への可能性が広がると期待される。

※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 

申請者らは、 2007 年に骨形成促進剤としてヘリオキサンチン類縁体  TH（ 4-(4-

Methoxyphenyl)thieno[2,3-b:5,4-c’]dipyridine-2-carboxamide）を同定した(1)。その後、TH

の in vivo 骨再生誘導作用(2)、多能性幹細胞の骨芽細胞分化への応用(3-6)、歯髄幹細胞を用い

た骨再生への応用(7)について報告してきた。これらに基づき、THは東京化成工業株式会社より

市販化に至ったが、TH の作用機序、標的分子については不明であった。磁気ビーズとマススペ

クトロメトリーを併用した標的分子探索も試みたが、有望な結果を得ることができなかった。そ

こで in silico による予備的な検討を行ったところ、TH が複数のキナーゼの阻害剤＝マルチキ

ナーゼ阻害剤であることを示唆するデータを得た。 

骨組織の形成と維持に関わる細胞要素（骨芽細胞・骨細胞・破骨細胞）の分化機構と個々の機

能については多くの知見が集積している。その結果、破骨細胞と骨芽細胞/骨細胞それぞれの分

化制御シグナル分子を標的とした抗体医薬（Denosumab、Romosozumab）が骨粗鬆症治療薬として

開発され、当該学問分野全体のこれまでの研究成果が実を結びつつある。このような状況におい

て、骨変性性疾患に対する次世代の治療薬の可能性を探索する必要があると思われた。 

これまでに様々なキナーゼ阻害剤が分子標的薬として開発されてきた。例えば抗がん剤の分

野では、単一のキナーゼではなく、治療標的となる複数のキナーゼに作用（阻害）することで薬

理作用を発揮するマルチキナーゼ阻害薬という概念が提唱されている。骨代謝改善薬ではマル

チキナーゼ阻害薬という概念は未だ導入されていないことから、申請者らはマルチキナーゼ阻

害剤としての THの可能性に着目した。上述の予備検討の結果に基づいて、従来型の wet アプロ

ーチのみならず、dryアプローチ（バイオインフォマティクス・ケモインフォマティクス）を駆

使することで、マルチキナーゼ阻害性骨形成促進剤としての TH の作用機序を同定する必要性が

あると考えられた。 

 

２．研究の目的 

本研究では、TH を新規マルチキナーゼ阻害剤として位置づけ、ゲノムワイド解析・バイオイ

ンフォマティクス・ケモインフォマティクス・分子生物学・生化学的アプローチを駆使してその

作用機序を同定するとともに、その応用の可能性を探索することを目指した。 

 

３．研究の方法 

（1）THの標的分子の探索 

①ゲノムワイド解析（RNA-seq）による変動シグナル予測 

マウスES細胞由来中胚葉細胞の骨芽細胞分化系において、TH刺激前後のRNA-seqデータをすで

に取得していた。そこで、TH刺激前後のRNA-seqデータをバイオインフォマティクスにより解析

し、TH刺激で変動するシグナル経路・蛋白質間相互作用を予測した。 

②ケモインフォマティクスによる標的分子予測 

標的分子が同定済みの既知の分子の構造（Similarity ensemble approach：SEA）や

pharmacophoreとの類似性（PharmMapper）に基づいてTHの標的分子を予測した。 

③統合的解析による標的候補分子リストの作製とキナーゼアッセイによる確認 

上記（1）および（2）のリストを統合し、キナーゼに焦点をあててTHの標的分子候補の絞り込

みを行った。現在の治療薬の多くがキナーゼを標的にしていることを考慮して絞り込む。次に、



in vitroキナーゼアッセイ（Z’-LYTE Kinase Assay; Thermo Fisher Scientific）により、標

的キナーゼ候補に対するTHの作用を確認した。 

④ドッキングシミュレーションによるTHと標的候補分子の相互作用の確認 

THの標的キナーゼ候補に対して、ドッキングシミュレーションにより相互作用のconfirmation

を行うと同時に、その分子内標的部位と活性調節メカニズムに関する知見を取得した。 

 

（2）THの生物学的機能の検証 

 マウスの多能性幹細胞の幹細胞特性維持作用について、複数のキナーゼ阻害剤との併用や置

換について検討を行った。幹細胞性の検証においては、多能性関連遺伝子の発現をRT-qPCR

（reverse transcription-quantitative polymerase chain reaction）法にて解析した。 

 

４．研究成果 

（1）THの標的分子の探索 

研究代表者らはマウス胚性幹細胞（ES細胞）から中胚葉細胞を誘導し、続いて骨芽細胞分化

を誘導する培養系をすでに開発していた(3)。この系では、誘導した中胚葉系細胞をヘッジホッ

グシグナル活性化剤SAGとへリオキサンチン類縁体（TH）存在下で培養し、骨芽細胞へ分化させ

る。そこで、骨芽細胞分化誘導前の中胚葉細胞をコントロールとして用い、TH刺激前後のマイ

クロアレイデータを解析した。まず、へリオキサンチン類縁体（TH）刺激で発現が変動する遺

伝子を同定した。発現変動遺伝子をもとに、シグナル経路・蛋白質間相互作用を予測するた

め、約50種のキナーゼに焦点を絞った。 

 続いて、標的分子予測として、標的分子が明らかな分子の構造やpharmacophoreとの類似性に

基づいてTHの標的分子を予測した。構造類似性ではSimilarity ensemble approach（SEA）を、

ファーマコフォア類似性ではPharmMapperを用いた。その結果、SEAでは約40種、PharmMapperで

は約20種の候補を取得した。これらのリストを統合し、キナーゼに焦点をあててTHの標的分子

候補の絞り込みを行った。このうちの1つのキナーゼ（キナーゼX）については、ドッキングシ

ミュレーションを行った。その結果、既存のキナーゼX阻害剤6種と同じ部位を標的とすること

で、THの阻害作用が発揮されることが予測された。 

一連の予測結果を検証するため、Thermo Fisher Scientific 社の Z’-LYTE Kinase Assayを

用いて、PharmMapper と SEA から得られた候補のうち約 50 種のキナーゼの活性に対する TH の効

果を in vitro キナーゼアッセイにより検討した。その結果、上記のキナーゼ Xを含む 7 種のキ

ナーゼに対して、THは 75%以上の強い活性阻害効果を示した。そのうち特に強く阻害された 5種

のキナーゼに対する THの阻害効果の用量依存性を検討した。いずれのキナーゼにおいても TH は

用量依存的に阻害効果を示した。特にキナーゼ X に対しては低濃度より THの阻害効果が認めら

れ、IC50 は数十 nM であった。 

TH は通常疎水性を示すが、側鎖の構造を変えることで、この骨芽細胞分化促進能を保持した

まま親水性となることが分かっている。そこで、キナーゼ Xに対する親水性 THの活性阻害効果

を in vitroキナーゼアッセイにて検証した。その結果、親水性 TH もキナーゼ X に対して 70%の

阻害効果を示すことが明らかとなった。以上より、キナーゼ X は TH の生物学的作用における標

的分子の一つであることが示唆された。 

 キナーゼ Xの下流分子は複数存在するが、そのうちの 2 種類に対して TH処理による変化を検

出することができたことから、TH によるキナーゼ X の阻害はこれらの分子に対するキナーゼ X

の制御を変容させることで、生物学的活性が発揮されることが示唆された。さらに、TH による



キナーゼ X の阻害効果が骨芽細胞関連転写因子の発現制御に関わる可能性を示唆するデータが

現在までに得られている。本データを取得するにあたって、骨芽細胞関連転写因子に関するこれ

までの知見をまとめ、総説論文を発表するに至っている(8)。 

 

（2）THの生物学的機能の検証 

マウス胚性幹細胞を用いて検証したところ、TH単独あるいは他のキナーゼ阻害剤との併用に

おいても幹細胞特性維持作用を示さないことが明らかとなった。THの骨代謝改善・骨折治癒促

進効果についても現在までにマウスモデルを作出し(9)、検討の準備を進めている。 
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