
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１４５０１

若手研究(B)

2015～2013

新規糖尿病治療薬としてのEpac2A活性化化合物の同定

Identification of Epac2A agonists as novel anti-diabetic agents.

７０６４５２１７研究者番号：

菅原　健二（Sugawara, Kenji）

神戸大学・医学（系）研究科（研究院）・研究員

研究期間：

２５８６０７４９

平成 年 月 日現在２８   ６ １３

円     3,100,000

研究成果の概要（和文）：本研究では新規糖尿病治療薬開発を見据え、Epac2A活性化化合物の同定を目的とした。
はじめにEpac2A活性化効果が報告されているcAMPやスルホニル尿素薬をクエリーとしたin silicoスクリーニングおよ
びインスリン分泌アッセイにより、インスリン分泌増強効果を有する10化合物を同定した。このうち、Rap1-GTPアッセ
イにより、1化合物においてEpac2A活性化効果が示唆された。構造活性相関情報を元に合成した新規誘導体の経口投与
により、野生型マウスや２型糖尿病モデル動物おいてグルコース負荷後の耐糖能は有意に改善された。よって、本誘導
体は糖尿病治療薬開発のリード化合物となることが期待される。

研究成果の概要（英文）：We attempted to discover novel small molecules that activate Epac2A by in silico 
similarity search using sulfonylureas and cAMP as queries, followed by the measurement of insulin 
secretion. Among 170 compounds selected by in silico similarity search, we found ten compounds that 
stimulate insulin secretion. By Rap1-GTP assay, one compound was indicated to stimulate Rap1 which is a 
substrate of Epac2A. Based on the structure-activity relationship of its derivatives, we identified 
compound X as being the most potent insulin secretagogue.
Oral administration of compound X significantly suppressed rises in blood glucose levels after glucose 
load in wild-type mice and improved glucose tolerance in the Goto-Kakizaki (GK) rat, a model of type 2 
diabetes with impaired insulin secretion. Our data indicate that compound X is a novel insulin 
secretagogue, which serves as a lead compound for development of a new anti-diabetic agent.

研究分野：糖尿病学
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１． 研究開始当初の背景 
（１）日本人の 2型糖尿病は膵臓からのイン
スリン分泌障害を病態の特徴とするため、そ
の治療においてはスルホニル尿素薬（SU薬）
およびインクレチン関連薬などのインスリ
ン分泌促進薬が広く使用されている。SU 薬
の標的分子は KATP チャネルを構成する SU
受容体 (SUR1)が知られている。しかし、
SUR1 を介した経路は KATPチャネルを不活
性化することで、血糖値が高くない状況下で
も強いインスリン分泌促進作用を示すため、
臨床上副作用として低血糖発作の原因とな
る。 
（２）食物刺激により腸管内分泌細胞から分
泌されるインクレチンホルモンは、膵β細胞
膜上の特異的受容体に結合し、グルコース濃
度依存的にインスリン分泌を増強する。この
増幅経路において、cAMP結合蛋白質である
Epac2A は重要な役割を担うことが知られて
いる。したがって、Epac2A は新たな糖尿病
治療薬の標的蛋白質として注目されている。 
（３）近年、SU 薬は Epac2A にも直接結合
し、活性化するという新たなメカニズムが発
見された。また、Epac2A ノックアウトマウ
スでは SU薬のインスリン分泌促進効果が著
しく低下することから、SU 薬によるインス
リン分泌促進作用は、SUR1を介した経路に
加えてEpac2Aを介した経路も重要であると
考えらえている。 
 
２．研究の目的 
本研究では Epac2A 選択的な活性化化合物の
同定により、グルコース濃度依存的なインス
リン分泌増強効果を有する一方で、SU 薬で
認める低血糖発作のリスクが無い、新規糖尿
病治療薬の開発のための基盤を確立するこ
とを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）in silico スクリーニング 
Epac2A 活性化化合物同定の第一段階として
in silico スクリーニングにより候補化合物
を取得する。具体的には、約 500 万化合物か
らなる市販化合物データベースを用いて、類
似構造検索およびフィルタリングの2ステッ
プにより、候補化合物を 200 種類程度まで絞
る。類似構造検索の後、SU 骨格や cAMP に特
徴的なプリン骨格を有する化合物はこの段
階で除外する。 
以上の in silico 解析により、最終的に類似
性を指標に上位200種類の低分子量化合物を
データベースより抽出する。 
 
（２）一次スクリーニング 
膵β細胞株 MIN6 細胞を 10 M 化合物にて刺
激し、分泌されたインスリンを測定する。化

合物によるインスリン分泌促進効果を比較
し、2 倍以上の増強効果を認めた化合物をヒ
ット化合物とした。 
 
（３）候補化合物による Epac2A 活性化効果
の検証 
候補化合物が Epac2A を活性化するかを
GTP-Rap1 アッセイで検証する。具体的には、
MIN6 を用い、化合物刺激の有無で GTP型 Rap1
量を比較検討する。 
また、Epac2A に対する直接作用は、Epac2A 
FRET センサーを発現させた膵β細胞株を用
いて検証する。Epac2A FRET センサーは立体
構造変化を伴い活性化されると FRET 反応が
低下するので、この低下を指標に候補化合物
が Epac2A を活性化しうるか検討する。 
 
（４）誘導体の合成および構造活性相関情報
の取得 
種々の誘導体合成はナード研究所に委託す
る。また、MIN6 を用い、各誘導体によるイン
スリン分泌促進効果を指標に構造活性相関
情報を取得する。 
 
（５）化合物によるインスリン分泌促進効果
の検討 
上記にて同定した Epac2A 特異的活性化化合
物で刺激した膵β細胞株や単離膵島を用い
て、化合物によるインスリン分泌促進特性を
明らかにする。具体的にはグルコース濃度を
低濃度から高濃度に変化させ、化合物による
インスリン分泌への影響を評価する。また、
野生型マウスを用いた膵灌流実験により、化
合物によるインスリン分泌促進効果の動態
を検証する。 
 
（６）in vivo におけるインスリン分泌促進
効果および血糖降下作用の検証 
①正常マウスに化合物を投与し、随時やグル
コース負荷後の血糖プロファイル、血清イン
スリン値の解析から化合物の血糖降下作用
を検証する。 
②インスリン分泌障害により糖尿病を発症
する GK ラットでも同様に検討し、新規糖尿
病治療薬としての可能性を検証する。 
 
４．研究成果 
（１）in silico スクリーニング 
Epac2A に対する活性化効果が既に明らかに
されている cAMP や SU 薬をクエリーとして、
in silico 類似構造検索を行った(図 1)。さ
らに、SU 骨格やプリン骨格を除外するフィル
タリングにより、約 200 種類の化合物を抽出
した。そのうち、最終的に入手可能であった
170 種類の化合物を候補化合物とした。 



図 1 in silico スクリーニングの模式図 
 
（２）一次スクリーニング 
化合物による Epac2A 活性化効果の検証には
単一細胞を用いた複数回の実験系が必要で
あることから、ハイスループットでの解析が
困難である。そこで、in silico スクリーン
グで抽出した 170 種類の化合物を対象とし、
MIN6 細胞におけるインスリン分泌促進効果
を指標に一次スクリーニングを行った。その
結果、約 170 種類の化合物のうち、10 化合物
で高いインスリン分泌促進作用を示すこと
が明らかとなった(図 2)。また、そのうち 9
化合物は低濃度グルコース条件下では効果
を認めず、分泌促進効果のグルコース依存性
が示唆された。 

図 2 一次スクリーニングの結果(MIN6細胞) 
 
（３）候補化合物による Epac2A 活性化効果
の検証 
Epac2Aは低分子量G蛋白質であるRapを活性
化することから、化合物刺激による Rap1 の
活性化を指標に、化合物による Epac2A への
作用を検証した。その結果、一次スクリーニ
ングで得られた 10 化合物のうち、１化合物
で Rap1 の活性化が認められ、Epac2A の活性
化効果が示唆された。 
次に、この Rap1 活性化が直接 Epac2A の活
性化を介しているか確認するため、FRET 実験
を行ったところ、いずれの化合物においても
FRET 変化を認めなかった。しかし、Epac2A
の FRET センサーの感度は他のセンサーより
も低いことが知られている。そこで、Rap1 を
活性化した１化合物に注目し、さらに高活性
化合物を同定する必要性が考えられた。 
 

（４）誘導体の合成および構造活性相関情報
の取得 
高活性化合物取得の第一段階として、構造活
性相関情報を得るため、種々の化学修飾を加
えた新規誘導体を計 130 種類合成した。MIN6
細胞を用いたインスリン分泌アッセイによ
り、誘導体間でインスリン分泌促進効果を比
較検討したところ、カルボン酸修飾を加えた
化合物（化合物 Xとする）において高いイン
スリン分泌促進能を認めた。 
 
（５）化合物 Xによるインスリン分泌促進効
果の検討 
MIN6 細胞を用いた検討では、化合物 Xは元の
化合物よりも高いインスリン分泌能を有し
ており、より低濃度(3 M)においてもインス
リン分泌促進作用を示した(図 3)。また、マ
ウス膵灌流実験においても、化合物 X刺激は
急峻で一過性のインスリン分泌を促すこと
が示された。 

図 3 化合物 X によるインスリン分泌促進効
果 (MIN6 細胞) 
 
（６）in vivo におけるインスリン分泌促進
効果および血糖降下作用の検証 
野生型マウスに化合物 Xを経口投与し、血中
インスリン濃度の推移を観察したところ、コ
ントロールと比較して投与 20 分後に有意に
上昇することが認められた。次に、野生型マ
ウスを用いた OGTT による検討では、化合物 X
の経口投与によりグルコース投与後の血糖
上昇が有意に抑制されることが明らかとな
った。効果は投与量依存的であり、また、い
ずれの時間においても明らかな低血糖発作
も誘発しなかった。 
さらに、インスリン分泌障害による 2型糖
尿病モデルラットである GK ラットにおいて
も同様の検討を加えたところ、グルコース負
荷後の有意な血糖上昇抑制効果が確認され
た(図 4)。 
化合物 Xは従来の糖尿病治療薬とは異なる
構造や特性を有しており、今後、新たな糖尿
病治療薬開発のリード化合物としての有用
性が期待される。 
 
 



図 4 化合物 X 投与後の経口ブドウ糖負荷試
験(GK ラット) 
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