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研究成果の概要（和文）：　１４－３－３タンパク質結合を阻害する物質のハイスループット探索系を構築し理研天然
化合物ライブラリーの探索を行った。一次スクリーニングでは７種の１４－３－３タンパク質の結合のいくつかを阻害
する物質が取得された。それらのヒット化合物から２次スクリーニングを行い、７種の１４－３－３タンパク質の結合
のうち全てを阻害出来る物質がひとつ取得出来た。この物質はがん細胞の増殖も阻害した。これまで得られている１４
－３－３阻害物質で全ての１４－３－３タンパク質を阻害する物質は報告されていない。１４ー３ー３タンパク質の阻
害物質を取得することでがん細胞の増殖を阻害する物質を取得することが出来ることが示された。

研究成果の概要（英文）：A high-throughput screening (HTS) system was developed and employed to the 
chemical libraries of the RIKEN NPDepo to identify small molecule compounds with 14-3-3 protein-protein 
interaction inhibitory activity. We identified small molecule inhibitors of 14-3-3 dependent interaction. 
While most of these hit compounds inhibited some isoforms of 14-3-3 interaction but not those of other 
isoforms, one compound was found to inhibit all the 14-3-3 isoform dependent binding. This compound had 
modest growth inhibitory activity of human cancer cells. To our knowledge, small molecule inhibitor for 
all the 14-3-3 isoform interaction is not reported yet. Our study demonstrates a potential strategy of 
inhibiting 14-3-3 interaction in human cancers to induce their growth inhibition using small molecule 
inhibitors.

研究分野：分子細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
細胞増殖進行には MPF(サイクリン B/CDK
複合体)を初めとするタンパク質リン酸化
酵素によるリン酸化が重要な役割を有する。
例えば、Wee1 は細胞分裂期開始の準備が
できるまで CDKの ATP結合領域をリン酸
化することによって CDK を不活性化する
のに重要である(Watanabe et al EMBO J. 
1995など)。分裂期開始時には、CDKによ
るWee1のリン酸化がWee1上にユビキチ
ン化酵素認識部位を形成し、Wee1 はタン
パク質分解へと誘導される(Watanabe et al, 
PNAS 2004, 2005)。しかし、このように分
裂期リン酸化の作用機構が分子的に解明さ
れている例はきわめて少なく、分裂期にリ
ン酸化される多数のタンパク質に関しては、
リン酸化による機能的変化がどのような分
子機構によるのか明らかでない。Wee1 に
関しても、C末端のリン酸化が 14-3-3タン
パク質というリン酸化に依存して他のタン
パク質に結合するタンパク質と結合するこ
とは知られているが、その役割は明確では
なかった。 
 14-3-3 タンパク質ファミリーはリン酸
化セリンを中心とする配列（mode-1; 
RSXpSXP と mode-2; RXF/YXpSXP ）を認識し
て他のタンパク質に結合する。この結合に
より標的タンパク質の局在などを変えるこ
とが知られ、細胞周期進行、チェックポイ
ント制御に重要である。ヒトには非常に似
た構造をもつ 7種のアイソフォーム(下図)
が知られ基本的にはその至適結合配列は同
じであるが、それぞれの役割の違いが指摘
されている。7 種の中で特にシグマ()は
p53 によって誘導され DNA 損傷時の cdc25
の活性阻害に重要であり他のアイソフォー
ムとは異なる標的をもつ可能性が指摘され
ている。 
 14-3-3 の阻害小分子はこれまで知られ
ておらず、サブファミリーを区別出来る阻
害小分子があればこれらの役割解明に利用
可能である。逆に全ての 14-3-3 タンパク質
の機能を抑えることは siRNA などのシステ
ムでは困難であり、そのような作用を有す
る小分子化合物があれば 14-3-タンパク質
の機能のケミカルバイオロジー的解析にも
極めて有用である。14-3-3 タンパク質は、
種々のがん細胞での発現の亢進も知られ、
この阻害剤が開発できれば薬剤にはがん細
胞の増殖抑制効果が期待できる。また、
14-3-3σには DNA 修復機構における重要
役割があり、これを阻害することができれ
ば DNA 修復機構を応用する抗がん剤開発
にも展開できることが期待されていた。 
 
２．研究の目的 
 我々は、リン酸化を介したタンパク質間
相互作用のハイスループット阻害小分子探
索系を開発した。この系を用いて分裂期リ
ン酸化酵素 Plk1 のポロボックスドメイン

(PBD)に依存するリン酸化特異的結合を阻
害する薬剤を見出し、PBD依存結合の細胞
分裂期進行における役割を明らかにした
(Watanabe et al, JBC, 2009)。さらに引き
続き、Pin1というリン酸化依存プロリン異
性化酵素活性を有するタンパク質のリン酸
化依存結合測定系を構築した。Pin1の N端
にある WW ドメインは他のタンパク質に
リン酸化依存に結合するが、異性化酵素活
性阻害剤の探索系に応用し、低濃度(IC50=
約 0.3 μM)で Pin1 活性を阻害できる小分
子化合物を見出している。これらの結果が
示すように、我々の開発したリン酸化を介
したタンパク質間相互作用のハイスループ
ット阻害小分子探索系は、興味深い化合物
を次々に見出しており、今回、リン酸化に
依存した結合を有するタンパク質としては
古くから知られていたにもかかわらず、こ
れまで強い活性をもつ特異的阻害物質が得
られていなかった 14-3-3 タンパク質につ
いて、結合阻害小分子をハイスループット
に探索する系を構築し小分子の単離を行う
こと、さらにその物質を用いて 14-3-3タン
パク質の細胞増殖における役割を化学生物
学的に解析することを目的とした本研究を
計画した。 
 
３．研究の方法 
本研究は、14-3-3タンパク質と標的リン酸化
ペプチドの結合の測定系を構築し、14-3-3タ
ンパク質依存結合阻害小分子探索を行った。
14-3-3タンパク質はヒトの 7種のアイソフォ
ーム全てについて探索した。系の構築後、実
際に探索を行い、14-3-3タンパク質依存結合
活性を阻害する物質を得、得られる阻害剤に
より細胞周期進行における 14-3-3 タンパク
質の役割を明らかにすることをめざした。 
14-3-3 タンパク質とリン酸化ペプチドへの
結合測定系の構築 
14-3-3 タンパク質のリン酸化ペプチドへの
結合測定系を構築した。蛍光タンパク質融合
14-3-3 タンパク質(7 種のアイソフォーム全
て)と標的リン酸化ペプチドの結合は、これま
でに他のタンパク質で確立した測定系、すな
わち標的ペプチドを共有結合した 96 穴プレ
ートに蛍光標識タンパク質をいれて結合す
る蛍光を測定する系を応用した。 
1)蛍光標識14-3-3タンパク質発現ベクターを
構築し融合タンパク質を大腸菌で発現する 
ヒト 14-3-3 タンパク質およびその変異体(ア
ミノ酸点変異体およびドメイン欠失体)の N
端側に蛍光タンパク質(mVenus; EGFP をよ
り明るくした Venusタンパク質に、二量体に
なりにくい変異を入れた monomeric Venus, 
Science 2002)を融合させたタンパク質を大
腸菌で発現させるベクターを構築した。 
2)14-3-3タンパク質結合配列リン酸化ペプチ
ドを 96 ウェルプレートの各ウェルに共有結
合させた。14-3-3タンパク質結合配列リン酸
化ペプチドは、セリン 642 をリン酸化したヒ



ト Wee1A 由 来 の ペ プ チ ド 配 列
(CRTSRLIGKKMNRS 
VpSLTIY; pSはリン酸化セリン)を用いる。リ
ン酸化していないスレオニンを有する 
ペプチドも合成し、結合しない対照として用
いた。 
3)mVenus-14-3-3タンパク質融合タンパク質
発現大腸菌抽出液をリン酸化ペプチドを共
有結合した 96 ウェルプレートに入れ、結合
しなかったタンパク質を洗浄後、結合したタ
ンパク質を mVenus の蛍光として定量する。
種々のアミノ酸点変異体やドメイン欠失体
を用いることによって、14-3-3に依存した結
合が測定可能であることを検証した。 
4)結合配列リン酸化ペプチドは結合を阻害す
るはずであり、それを実際に確認し、リン酸
化ペプチドへの 14-3-3 タンパク質結合を測
定する系が、14-3-3タンパク質結合の阻害物
質探索系としての利用可能なことを証明し
た。 
探索系を用いた 14-3-3 タンパク質阻害小分
子の探索 
探索系構築後、探索を開始した。阻害剤の候
補化合物群は、研究室内にすでに保有済の数
千種の精製化合物からなる化合物ライブラ
リーを利用し、再現性良く結合阻害能をもつ
化合物を選び出した。選択された化合物につ
いては、他のアッセイ方法(GST 融合タンパ
ク質プルダウンアッセイ法など)によっても
14-3-3 タンパク質を阻害できるかの検討を
行った。 
ヒット化合物のがん細胞増殖への影響解析 
14-3-3 タンパク質結合活性を阻害する化合
物について、その化合物を培養細胞系に投与
することで 14-3-3 タンパク質の細胞周期進
行における役割を解析した。 
 
４．研究成果 
1) １４−３−３タンパク質結合を阻害する物
質のハイスループット探索系を構築し、理研
天然化合物ライブラリーの約 20,000 化合物
の探索を行った。一次スクリーニングでは７
種の１４−３−３タンパク質の結合の少なく
とも１つを再現良く阻害する物質が 51 種、
取得された。 
2) それらのヒット化合物から GSTプルダウ
ン法により２次スクリーニングを行い、36
種の化合物が、７種の１４−３−３タンパク質
の結合の少なくとも１つを再現良く阻害し
た。この中で、７種の１４−３−３タンパク質
の結合のうち全てを阻害出来る物質がひと
つ取得出来た（図 1）。これまで得られている
１４−３−３阻害物質で全ての１４−３−３タ
ンパク質を阻害する物質は報告されていな
い。 
3)この物質、およびその類縁体２種はヒトが
ん細胞(HeLa 細胞)の増殖も比較的低濃度で
阻害した。１４ー３ー３タンパク質の阻害物
質を取得することでがん細胞の増殖を阻害
する物質を取得することが出来ることが示

された(図 2)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図1) 化合物Bは全ての14-3-3アイソフォー
ムを阻害出来ることが示された。 
 
 
 
 
 
 
図２)化合物 B(22)とその類縁体(23)はヒト
がん細胞の増殖を濃度依存的に阻害した 
 
まとめ) 
１４ー３ー３タンパク質依存結合をそれぞ
れのアイソフォームのうち少なくとも１つ
を再現良く阻害する物質を 36 種単離でき、
さらにそのひとつは、全てのアイソフォーム
の結合を阻害した。この物質はがん細胞の増
殖を濃度依存的に阻害した。本研究で構築し
た１４ー３ー３タンパク質依存結合を阻害
する物質を探索する方法を用いて、がん細胞
の増殖を阻害する物質を取得することが出
来ることが示された。 
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