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研究成果の概要（和文）：ケミカルアレイを用いてソニックヘッジホッグ(Shh)に結合しShhシグナル伝達経路を阻害す
る化合物の探索を目的とした。ShhNタンパク質を用いたケミカルアレイスクリーニングによりShhNに結合する化合物の
探索を行い、約3万化合物の中から322種のShhN結合候補化合物を見いだした。次にSPRイメージングによりShhNとの物
理化学的相互作用解析を行った結果、9化合物においてShhNとの強い結合が確認された。マウス未分化間葉細胞C3H10T1
/2細胞を用いてShhNによる骨芽細胞への分化誘導活性に与える影響を調べたところ、5化合物においてShhN阻害活性を
有していることを見いだした。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this research was investigation of the inhibitor that binds directl
y to sonic hedgehog (Shh) and inhibits Shh signaling pathway by chemical array screening. By chemical arra
y screening using ShhN protein, 322 candidates among about 30 thousands of library compounds were identifi
ed. The interaction of ShhN and candidates were measured by surface plasmon resonance (SPR) imaging and 9 
compounds had strong binding activities to ShhN with Kd of 6&#8211;60 nM. It is known that mouse undiffere
ntiated mesenchymal cell C3H10T1/2 differentiates into osteoblast by treatment of ShhN. Among 9 compounds,
 5 compounds inhibited the differentiation-inducing activity of ShhN dose-dependently.
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１．研究開始当初の背景 
(1)ケミカルアレイは、タンパク質結合化合
物(リガンド)のハイスループットスクリー
ニングのための有用なプラットフォームと
して開発された。当研究室で独自に開発した
官能基非依存型の化合物固定化方法は、光親
和型反応を利用し、特定の官能基に限定され
ることなく、化合物を様々な向きで基板に固
定することができる（図 1）。この方法で基板
に固定化された化合物は、様々な部位で蛋白
質と相互作用することができるため、真の蛋
白質—化合物相互作用を観測することができ
る。研究代表者は、これまでに構造多様性に
富む3万種の天然物及び天然物誘導体を搭載
させたケミカルアレイを開発しており、すで
にタンパク質リガンドのハイスループット
スクリーニングに利用している（図１）。 

(2)分泌タンパク質であるソニックヘッジホ
ッグ(Shh)は、正常な胚発生に必須なタンパ
ク質であるが、基底細胞腫、骨芽細胞腫、膵
臓癌などの癌細胞においてShhシグナル伝達
経路の異常な活性化が報告されており、抗が
ん剤の標的タンパク質として非常に注目さ
れている。Shh は、45kDa の Shh から活性型
の20 kDaのN末端断片(ShhN)への自己切断、
C 末端へのコレステロール修飾、N 末端への
パルミテート修飾が起こり（図 2）、細胞外に
分泌される。 

分泌された活性型の ShhN は、12 回膜貫通型
受容体 Ptc1(Patched)に結合し、Ptc1 による
Smo(Smoothened)の抑制が解除されると、細
胞内にシグナルが伝わり、微小管上で複合体
を 形 成 し て い る Cos-2 (kinesin-like 
protein costal-2)、Fu (serine/threonine 
kinase fused)、 Su(Fu)  (suppressor of 
fused)、Gli (zinc finger transcriptional 
glioblastoma)から転写因子 Gli が解離して
核内に移行し、Gli1, Gli2 を含む標的遺伝子
の転写を活性化する。腫瘍細胞から分泌され

た ShhN が、腫瘍細胞の周囲に存在する間質
細胞の Shh シグナル伝達経路を活性化させ、
腫瘍の成長を誘導する。 

そのため、Shh シグナル伝達経路は、抗がん
剤の魅力的な標的であり、実際に、Smo のア
ンタゴニスト GDC-0449、IPI-926 を用いた基
底細胞種と前立腺癌に対するフェーズ1臨床
試験が現在進行している。しかし、Shh タン
パク質そのものを標的にしたシグナル伝達
経路阻害剤はこれまで見つかっていなかっ
た。2009 年に初めて、ハーバード大学の
Schreiber のグループが、多様性志向型合成
(DOS)による 1 万の化合物の中から、ShhN に
直接結合しシグナル伝達経路を阻害するロ
ボトニキニン(Robotnikinin)を見つけた。し
かし、このロボトニキニンの ShhN との結合
能は解離定数(Kd)が 3μM 程度であり、とり
わけ強い結合を示す阻害剤ではなかった。 
 
２．研究の目的 
 分泌タンパク質である Shh は、正常な胚発
生に必須なタンパク質であるが、基底細胞腫、
骨芽細胞腫、膵臓癌などの癌細胞において
Shh シグナル伝達経路の異常な活性化が報
告されており、抗がん剤の標的タンパク質と
して非常に注目されている。研究代表者は、
独自に開発したケミカルアレイを用いて、
Shhに直接結合する小分子化合物を約 3万種
の天然物及び天然物誘導体から探索を行い、
Shh シグナル伝達経路阻害剤の創出を行う
ことを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1)3 万種の天然化合物および天然化合物誘
導体を光親和型固定化法により固定化した
ケミカルアレイを作製する。１枚のスライド
ガラスに、それぞれ約 3千種の化合物を 2ス
ポットずつ（約 6千スポット）固定化したケ
ミカルアレイを 10 種類作製し、合計で 3 万
種の化合物が固定化されたケミカルアレイ
のシリーズを作製し、アレイスクリーニング
に使用する。タンパク質サンプルとしては、
ShhNをGST又はHisタグ融合タンパク質とし
て大腸菌で発現させ、アフィニティーカラム
により精製したタンパク質を利用する。 

図 2. Shh 

図 1. ケミカルアレイ 

図 3. Shh シグナル伝達経路 



ShhN リコンビナントタンパク質を用いて、最
適なケミカルアレイのアッセイ条件を検討
しながら、スクリーニングを進める。また、
ヘッジホッグファミリータンパク質である
desert hedgehog (Dhh), Indian hedgehog 
(Ihh)も同様にスクリーニングし、ShhN タン
パク質に特異的に結合するヒット化合物を
明らかにする。 
(2) ケミカルアレイスクリーニングから得
られたヒット化合物とShhタンパク質との物
理化学的相互作用を解析するために、SPR イ
メージングを利用する。これは、ケミカルア
レイと同様の手法で、金チップ上に小分子化
合物を固定化し、非標識のタンパク質と金チ
ップ上の小分子化合物との結合を表面プラ
ズモン共鳴(SPR)により検出する方法である。
アレイヒット化合物及びその類縁体を固定
化した SPR チップを作製し、Shh の各ドメイ
ンとヒット化合物の相互作用を解析し、ヒッ
ト化合物の結合の強さを明らかにする。 
(3) SPR イメージングのデータを基に小分子
化合物の絞り込みを行った後、細胞を用いて
Shh パスウェイに与える影響を解析する。解
析には、ShhN 処理により骨芽細胞への分化が
誘導されるマウス未分化間葉細胞 C3H10T1/2
細胞を用いて、骨芽細胞の分化のマーカーで
あるアルカリホスファターゼ活性により、小
分子化合物の阻害活性を評価する。 
 
４．研究成果 
(1) 理研天然化合物バンク(NPDepo)に収蔵
されている天然化合物、天然化合物誘導体な
らびに合成化合物、計 29,893 化合物を 11 枚
のスライドガラスに固定化したケミカルア
レイシリーズ「NPDepoArray ver.2A-K」を作
製した。次に作製したケミカルアレイを用い
て、Shh に結合する化合物のスクリーニング
を行った。リコンビナントタンパク質として、
Hisタグを融合したヒトShhNタンパク質およ
び His タグを融合したマウス ShhN タンパク
質を用い、アレイ上に結合したこれらタンパ
ク質の検出は、抗 His 抗体または 2種類の抗
ShhN 抗体、ならびに蛍光色素 Cy5 標識二次抗
体を用いて行った。その結果、29,893 化合物
の中で、トータルで 322 種の化合物がヒット
した。その内、2 つ以上の抗体で検出された
化合物が 48 化合物あった(図 4)。 

2つ以上の抗体で検出されたこれら48化合物

が再現性も見られていると考え、次に SPR イ
メージングにより ShhN との相互作用解析を
行うこととした。 
(2)次に SPRイメージングにより ShhN との相
互作用解析を行った。この解析には、プレク
セラ社の SPR イメージング装置である
PlexArray HT system を使用した。金薄膜を
蒸着したチップにチオール基を介して光親
和型リンカーを導入し、このチップ上に 48
化合物を3点ずつスポットとして固定化した。
アナライトとして 25-200 nM のマウス ShhN
を用いてこれら 48 化合物との物理化学的相
互作用を解析し、結合速度、解離速度、解離
定数、結合定数を求めた。その結果、48 化合
物中、9 化合物（A01、A04、A05、A09, A11、
B04、B06、C02、C10）においてマウス ShhN
との結合が見られた。これらの結合が確認さ
れた 9 化合物の解離定数は、6-60 nM の範囲
であった。その内、化合物 A09, B06 のセン
サーグラムを図 5 に示す。この 2 化合物は、

どちらも解離定数が 60 nM 程度であるが、結
合速度、解離速度において違いが見られた。
同様に、マウス DhhN、マウス IhhN において
も 48 化合物との相互作用を SPR イメージン
グにより解析を行った。マウス ShhN との結
合が確認された 9化合物は、DhhN, IhhN に対
しては、ShhN よりも弱く結合することが確認
された。 
(3)マウス未分化間葉細胞 C3H10T1/2 に ShhN
を処理すると骨芽細胞への分化が誘導され、
マーカータンパク質であるアルカリホスフ
ァターゼ(ALP)の発現が誘導される。そこで、
C3H10T1/2 細胞に ShhN を 96 時間処理した際
に誘導される ALP活性上昇をこれら 9化合物
が抑制するのかを蛍光基質を用いて評価し
た。その結果、9化合物中、5化合物(A01, A05, 
A09, A11, B06)においても Shh 阻害活性を確
認した(図 6)。これら 5 化合物は、いずれも
細胞毒性を示さない濃度域において、ShhN が
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図 4. それぞれの抗体で検出された ShhN 結合
ヒット化合物数 
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図 5. mShhN と化合物との相互作用のセンサ
ーグラム。化合物 A09 と B06。 



誘導する C3H10T1/2 細胞の ALP活性上昇を濃
度依存的に抑制した。5 化合物の阻害活性の
強さは IC50: 3.2 – 15 µMであり、2009 年に
Schreiber らが報告した Shh 阻害剤ロボトニ
キニン (IC50: 2.5 µM)とほぼ同程度であっ
た（図 6）。 

(4)まとめ 
 ケミカルアレイを用いたスクリーニング
により、Shh に結合する化合物を探索し、見
いだされた化合物の中から、Shh の機能を阻
害する化合物を取得することに成功した。見
いだされた 5化合物は、いずれもロボトニキ
ニンとは異なる構造を有する化合物であり、
これらをシード化合物として構造展開する
ことによりさらに阻害活性の高い化合物の
創出が期待できる。 
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