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研究成果の概要（和文）：我々の研究グループによるゲノムワイドなマイクロサテライト解析の

結果、２型糖尿病の感受性遺伝子の一つとしてプロテインキナーゼ Cε（PKCε）が同定され

た。また、In silico分子デザイン戦略により６万種類の化合物ライブラリーから PKCεの活性

に変化を与える既存薬 Xを含む多数の化合物を同定し、分子および培養細胞レベルで効果を確

認している。 

 
研究成果の概要（英文）：We identified the susceptible gene as a protein kinase C epsilon 

(PKC ε ) for type 2 diabetes mellitus via genome-wide association study using 

microsatellites, prompting us to generate the small molecule drug targeting PKCε. Our in 
silico strategy using over 60,000 chemical library identified several potential compounds 

including drug X possibly affecting the activity of PKCε. We also validated the effect of 

them using molecular- and cell-based assay. 
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１．研究開始当初の背景 

わが国において、糖尿病が強く疑われる成人

は約 2210 万人と推定されている。厚生労働

省の報告では、2007年度では 2002年の調査

に比べ 590 万人（36．4％）増加し、今後、

増加の一途をたどると予測され、迅速に対策

を取る必要のある社会問題である。東海大学

医学部、我々の研究グループによる大規模な

ゲノムワイドなマイクロサテライト解析の

結果、2型糖尿病の感受性遺伝子として PKC

εが同定された。また、我々の In silico分子

デザイン戦略により 6万種類の化合物ライブ
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ラリーから PKCεの活性に変化を与えうる

多数の化合物を同定し、分子および培養細胞

レベルで効果を確認している。解析の課程で、

標的分子が未同定の既存糖尿病治療薬（既存

薬 X）が PKCεを標的としていることを確認

している。本研究では、新規化合物および既

存薬 Xの改良薬により生活習慣病、特に 2型

糖尿病に対する新規治療薬の作出を目指す。 

 

２．研究の目的 

これまでの研究により、In silico解析によ

り 6万種類の化合物ライブラリーより、V1-2

と同様の活性をもつものを 22 個、機能未知

ポケットに結合するものを 24個を同定した。

V1-2 と同様の活性をもつ化合物については、

PKCεとεRACK の組み換え体蛋白質を大

腸菌およびヒト培養細胞を用いて作製し、

PKCεとεRACK との蛋白質相互作用をビ

アコアにより検出し、化合物による相互作用

阻害効果を検討した。その結果、8 個の化合

物の薬効が確認された。加えて、培養細胞に

おいても PKCεの膜移行を阻害することも

確認している。一方、機能未知ポケットに結

合する化合物に既存薬 Xが同定され、培養細

胞において PKCεの膜移行を阻害する効果

を確認している。同時に、既存薬 Xと構造が

類似する化合物も複数同定している。 

 

３．研究の方法 

初年度には、化合物の病態への薬効を、ま

た、既存薬XとPKCεとの結合を検討する。

①インスリン分泌能など正常な性質を有し

ているマウス膵臓β細胞株である MIN6 を

用いて、インスリン合成および分泌を検討す

る。加えて、脂肪細胞から分泌されるインス

リン感受性を亢進させ糖尿病態を改善する

ホルモンについて、マウス脂肪細胞株 3T3‐

L1 を用いて、レプチンおよびアディポネク

チン合成および分泌を検討する。化合物が細

胞内脂肪蓄積におよぼす効果も検討する。②

既存薬 Xをセンサーチップ上に固定し、PKC

εとの結合をビアコアを用いて検討する。ま

た、放射性同位体や蛍光物質でラベルした既

存薬 Xを用い、分子および培養細胞レベルで

結合を検討する。 

最終年度は、糖尿病モデルである db/dbマウ

スへの低分子化合物投与による生体内での

糖尿病態に対する治療効果を検討する。化合

物をマウスに投与後、経時的に採血を行い血

中のインスリン、インスリン前駆体から切り

出される C-ペプチド、グルコース濃度を測定

する。 

４．研究成果 
In silico 戦略により、⑥万種類の化合物ラ
イブラリーから PKCεの機能未知ポケットへ
結合する化合物として既存薬Xが同定された
（図①）。既存薬 X は薬効が高く特異的な構
造を持つ化合物であり、構造の類似する類縁
体も同定できた。 

 
 
 

 

 

In 
silico の予測通りに、
既存薬XとPKCεが結

合するかどうかを調べるために、バキュロ
ウィルスを用いて PKCεの組み換え体蛋白質
を作成し、ビアコアを用いて、既存薬 Xおよ
び PKCεの結合を検討した。既存薬 X をセン
サーチップ上に固定し、そこへ組み換え体
PKCεを流し、結合を検討した。我々の予測
と一致し、PKCεと既存薬 X との結合が確認
できた（図②左）。PKCεを流した量の約 8倍
量のグルタチオンSトランスフェラーゼを流
したところ結合は全く確認できなかった（図
②右）。 
 

 
 

 
 

 

Docking simulation of PKCε’s druggable cavity.	


Drug x possesses eminent effect on 

diabetes, obesity and cardiac disease	


Target molecule of drug x still remain 

unclear.	


Drug x and their derivatives 
binds druggable cavityin PKCε	


This result is very important for 
developing drug.	


図①	


312.4 µg/ml GST	
40 µg/ml hPKCε + 50nM PMA	


Recombinant human PKCε binds drug x.	


PKCε can bind 
drug x 

GST  can not 
bind drug x	


図②	




 

 

また、ビアコアを用いたマイクロリカバリー
およびウェスタンブロッティングを用いて、
既存薬 X および PKCεとの相互作用を検討し
た。具体的には、既存薬 Xを固定したセンサ
ーチップにヒト培養細胞株 293T またはマウ
ス培養細胞株 3T3-L1 の細胞溶解液をセンサ
ーチップ上に流し、細胞内の既存薬 Xに結合
するタンパク質を濃縮および回収した（図③
上）。その後、PKCε特異的抗体を用いたウェ
スタンブロッティングを用いて、濃縮液中に
PKCεが存在するかどうかを検討した。ヒト
およびマウスともに濃縮液中に PKCεが存在
することが確認できた（図③下）。 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 
 
 
培養細胞において、PMA 刺激時の PKCεのト
ランスロケーションへ既存薬Xが影響を及ぼ
すかどうかを検討した。具体的には、既存薬
Xを全培養を行い、その後、PKCεを含む PKC
の作動薬であるPMAを刺激後、細胞を回収し、
細胞質画分および細胞膜画分を精製分離後、
PKCα、PKCδおよび PKCε特異的抗体を用い
たウェスタンブロッティングによりタンパ
ク質の量を定量した。既存薬 Xは PMA 刺激に
よる PKCεの膜画分への移行を阻害すること
が認められた（図④上）。この阻害効果は既
存薬Xの濃度依存的に起こることも確認でき
た（図④下）。加えて、他の PKC アイソフォ
ームである PKCαおよび PKCδへの効果は確
認できなかった（図④下）。 
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