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論 文 要 旨 

 
多くの薬剤は、特定の標的分子に結合し、その活性を制御することによって薬理活性を発揮する。

従来の薬剤は開発段階では必ずしも標的分子が明らかではなかったが、近年の創薬研究では、疾患

のメカニズムをあらかじめ分子レベルで解明し、疾患の原因とされる標的分子に作用する低分子化合

物や抗体などを合理的に設計する、いわゆる分子標的アプローチを取ることが多い。特にがん治療薬

の分野では、BCR-ABL融合キナーゼの阻害薬であり、慢性骨髄性白血病の治療薬である imatinibの

成功以来、各種がんの原因となる遺伝子の変異や活性の異常に関する研究の進展がめざましく、その

産物であるタンパク質を標的とした分子標的薬も数多く開発されている。 

がんの原因となる異常なタンパク質の多くはキナーゼである。ヒトのゲノムには 500種類を超えるプロ

テインキナーゼが存在することが知られている。キナーゼによるリン酸化の制御は、細胞内のシグナル

伝達、細胞の成長や増殖、アポトーシスなど広範な場面で必須の役割を果たしており、リン酸化制御の

異常は様々な疾患の原因となっている。キナーゼの異常な活性化による、増殖シグナルの過度なある

いは恒常的な活性化が、がんの原因となっていることが多く、これらのキナーゼを阻害することががん

の縮退や死滅につながると考えられている。Imatinib以降、同じく BCR-ABLの阻害薬である dasatinib

や nilotinib、Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR)の阻害薬である erlotinibや lapatinibなど多く

のキナーゼ阻害薬が認可・販売されてきたが、一方やはり EGFRの阻害薬である gefitinibのように、副

作用により患者が死亡したとされる例もある。 

キナーゼ阻害薬による副作用が生じる原因の一つとして、標的以外のキナーゼを意図せず阻害し

てしまうことが考えられる。ほとんどの低分子キナーゼ阻害薬は、キナーゼの ATP 結合部位に ATP と

競合的に結合することによってキナーゼの活性を阻害する。ところが、キナーゼの ATP 結合部位の立

体構造は互いに相同性が高いため、キナーゼ阻害薬は本来意図した標的以外のキナーゼも阻害して

しまうことが多く、結果的に様々な副作用の原因になっていると考えられる。 

このような事情により、キナーゼ阻害薬の開発過程を通して、阻害薬のキナーゼ全体(キノム、

kinome)に対する特異性・選択性をモニターすることは極めて重要な意味を持つ。意図的に複数のキ

ナーゼを阻害することにより強力な薬理効果を狙ったマルチキナーゼ阻害薬も存在するが、基本的に
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は意図したキナーゼ以外の阻害は可能な限り排除することが副作用の小さい、すなわち有効濃度範

囲の広い薬を作る最善の方法であると考えられる。 

本研究では、疾患に関連した変異キナーゼを含む、310 種類のキナーゼから成るプロファイリングパ

ネルを構築し、これを用いて実際にキナーゼ阻害薬 9 剤についてキナーゼ阻害プロファイルを調べた。

第 1 章では、膜貫通受容体型のチロシンキナーゼである Colony Stimulating Factor 1 Receptor 

(CSF1R)の Mobility Shift Assay (MSA)でのアッセイ系の開発と、これを用いた化合物の評価について

述べる。第 2章では、個々に開発されたキナーゼアッセイ系を用いた、大規模プロファイリングシステム

の構築について述べる。第 3 章では、1，2 章で構築されたプロファイリングパネルを用いて実施した 9

化合物のキナーゼプロファイリングについて述べる。第 4 章では、表面プラズモン共鳴法(Surface 

Plasmon resonance, SPR)を用いた結合親和性試験について述べる。 

 

 

第１章 CSF1Rのアッセイ系開発：  

CSF1R(FMS、CD115 とも呼ばれる)は 1 回膜貫通型のチロシンキナーゼであり、Colony 

stimulating factor 1(CSF1)の生理的なレセプターとして知られている。マクロファージ、樹状細

胞、破骨細胞といった単球系の細胞で多く発現しており、これらの細胞の生存・増殖・分化な

どに必須の役割を果たしている。CSF1 に対する抗体や CSF1R の siRNA によって xenograft

の増殖が抑制される例が知られており、CSF1R の阻害薬はがんなどの疾患の治療に役立つ

可能性がある。本章ではMSAをプラットフォームとしてCSF1Rのアッセイ系を開発し、これを用

いて実際に化合物の評価を行った。昆虫細胞 Sf21に CSF1Rの細胞内ドメインをコードしたバ

キュロウィルスを感染させ、キナーゼタンパク質を発現させた。タンパク質の精製後、ATP 存在

下でのインキュベーションによる自己リン酸化(ATP 処理)又はフォスファターゼによる脱リン酸

化処理により、高リン酸化・高活性型の CSF1R と、低リン酸化・低活性型の CSF1Rをそれぞれ

調製した。Srctide peptide を基質とした場合に MSAでシグナルの測定が可能で、これら 2種

類の CSF1Rの最適酵素濃度や ATPに対する Km値を決定し、アッセイ条件を確立した。これ

らの系を用いて 8 種類の化合物の IC50を測定したところ、2 つの型を同程度に阻害する化合

物(PD173074, staurosporine, dasatinib, sorafenib)と、低活性型をより強く阻害する化合物

(GW2580, pazopanib, sunitinib, imatinib)が存在することが明らかになった。またこれら化合物

のうち、sunitinib と staurosporineについては Biacoreによる結合親和性の評価も行い、MSA と

相関性のある結果が得られた。 

 

第２章 大規模キナーゼパネルの構築 

CSF1R の場合と同様に、310 種類のキナーゼについてアッセイ系を開発し、キナーゼプロファ

イリングパネルを構築した。MSA は FITC 標識した基質ペプチドを ATP・金属イオン存在下で

キナーゼとインキュベーションすることによりキナーゼ反応を行い、反応液中のリン酸化ペプチ

ドと非リン酸化ペプチドをキャピラリー電気泳動での移動度(Mobility)の違いにより分離・定量

し、リン酸化率を測定する手法である。マイクロプレートの各ウェルに化合物・基質 / ATP 

mixture・酵素溶液を順に添加するだけで化合物による阻害率の測定が可能で、洗浄などの

手間のかかる操作が不要な、いわゆるホモジニアスな系であるため、分注機による大規模化・

自動化・高速化が比較的容易に可能である。このためなるべく MSA での開発を優先して行っ

た。それぞれのキナーゼについて、ATPに対する Km値、または細胞内での濃度に近い一律
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の濃度(1mM)の 2種類の ATP濃度で実験が出来るように系を開発した。低シグナルなどの理

由によりMSAでアッセイ系が構築できなかったキナーゼについては、IMAP法またはELISA法

でアッセイ系を構築した。 

 

第３章 大規模キナーゼパネルを用いたキナーゼ阻害薬のプロファイリング 

前述のように、キナーゼ阻害薬について多くのキナーゼに対する阻害様式を把握することは、

副作用の少ない良い薬を作る上で必須と言える。ここではキナーゼ阻害薬 9 剤(imatinib, 

dasatinib, nilotinib, gefitinib, erlotinib, lapatinib, sorafenib, sunitinib, pazopanib)について、310

種類のキナーゼに対する阻害率を測定し、1 uMの化合物による阻害率が 40%を超えたキナー

ゼ-化合物の組み合わせについて、化合物の 10段階濃度希釈液を用いて IC50値を測定した。

これにより各化合物のキナーゼ阻害プロファイルを詳細に調べることができた。それぞれの薬

剤で報告されている標準摂取量での血中濃度と IC50値の比較の結果、imatinibや nilotinibは

ABLキナーゼに対して、gefitinib, erlotinib, lapatinibは EGFRに対してというように、それぞれ

の意図した標的キナーゼに対して選択的な阻害プロファイルを示すことが確認された。また、

sunitinibや sorafenibは若干の心臓毒性があることが知られているが、これらの原因キナーゼと

推定される、AMPKやVEGFR、PDGFRといったキナーゼに対する阻害プロファイルも、それぞ

れの心臓毒性の強さと相関する結果が得られた。以上のように化合物のキナーゼプロファイリ

ングを行うことにより、薬効が期待される標的キナーゼに対する阻害効果に加えて、副作用の

原因となり得る非標的キナーゼに対する阻害効果についても有益な情報が得られた。 

 

第４章 シングルサイト特異的ビオチン化キナーゼを用いた SPRによるキナーゼ阻害薬の評価： 

MSA などのキナーゼ活性の阻害を直接測定するタイプのアッセイと並んで、キナーゼへの結

合親和性の強さを測定する生物物理学的な手法は、阻害薬の評価に非常に有用である。こ

のような系を用いることにより、活性が低すぎて活性ベースの実験では阻害率が測定できない

キナーゼについても化合物の評価が可能である上、SPR による測定は、結合親和性だけでな

く、結合・解離の速度といった動的パラメータも同時に測定できる。がん治療薬のように長い持

続効果が必要な薬剤の場合は、標的分子からの解離速度が遅いものが特に効果が高いと言

われており、SPRによる解離速度の測定は化合物の評価・選別をより多面的で実用的なものに

できる。ただし SPR ではセンサーチップ表面へのキナーゼの固定化が必要であり、従来は固

定化の条件の設定に苦労することが多かった。本研究では、従来の化学的なビオチン化では

なく、細胞内での酵素なビオチン化によって、シングルサイト特異的にビオチン化されたキナ

ーゼを作成することにより固定化の問題を解決した。アビジンでコートされたセンサーチップと

組み合わせることにより、キナーゼを同一の向きに、かつ立体構造を保ったままの条件で固定

化することが可能となった。これらのキナーゼと SPRデバイスである ProteOn XPR36 とを組み

合わせて用いることにより、簡便かつハイスループットに SPRアッセイを実施することができた。 

 

以上のように、化合物のキナーゼ阻害プロファイルを大規模かつハイスループットで調べることのできる

アッセイ系を開発した。またこれを利用して、キナーゼ阻害薬 9剤のキナーゼプロファイリング試験を実

施し、妥当な結果が得られた。さらに SPRを用いた生物物理学的な手法により、プロファイリング試験の

結果を確認し、動的パラメータについても情報を得ることができた。今後はこれらのアッセイ系を実際に

使用することによって、有効な新薬の開発に貢献して行きたい。 
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審 査 結 果 要 旨 

 
ヒトゲノムには 500種類以上のプロテインキナーゼが存在する。これらキナーゼによるリン

酸化の制御は、細胞内の広範なシグナル伝達系で必須の役割を果たしており、その異常はがん

等の疾患の原因となっている。慢性骨髄性白血病の治療薬である imatinibの成功以来、多くの
キナーゼ阻害剤が抗がん薬候補として開発中である。キナーゼ阻害剤の多くは ATP拮抗剤であ
るが、ATP結合部位はキナーゼ間でよく似ており、標的以外のキナーゼの阻害による副作用が
懸念されている。一方，抗がん薬として効果を発揮するために，複数キナーゼの同時阻害が望

ましいと考えられるがん種も存在している。そこで、本学位論文では，抗がん薬候補の効果と

副作用について必要な情報を得るために，310 種類のキナーゼについて阻害活性を測定できる
アッセイ系の開発を行った。 
 第 1 章では，膜貫通受容体型のチロシンキナーゼである Colony Stimulating Factor 1 
Receptor (CSF1R)を用いて，Mobility Shift Assay (MSA)による触媒活性（リン酸化）のアッ
セイ系を開発した。本法を用い，高リン酸化型 CSF1R と低リン酸化型 CSF1R で 8 種の阻害
剤の IC50 を測定したところ，両型を同程度に阻害する化合物と，低活性型をより強く阻害す
る化合物が存在することが明らかになった。第 2章では，CSF1Rの場合と同様に，310種類の
キナーゼについてアッセイ開発を行い，キナーゼプロファイリングパネルを構築した。第 3章
では，キナーゼ阻害薬９種(imatinib, dasatinib, nilotinib, gefitinib, erlotinib, lapatinib, 
sorafenib, sunitinib, pazopanib)について，310種キナーゼに対する阻害率を測定した。さらに，
1μMの化合物による阻害率が 40%を超えた化合物については，IC50値を決定した。これによ
り各化合物のキナーゼ阻害プロファイルを詳細に調べることが可能になった。第 4章では，表
面プラズモン共鳴法(Surface Plasmon resonance, SPR)を用いた結合親和性試験を行った。 
 以上のように，阻害剤のキナーゼ阻害プロファイルを大規模かつハイスループットで調べる

ことのできるアッセイ系を開発した。キナーゼ阻害薬の開発において，阻害薬のキナーゼ全体

(キノム，kinome)に対する特異性・選択性をモニターすることは極めて重要な意味を持ってお
り，本研究は，副作用の少ない抗がん剤開発に大いに貢献する。また，本人自身がキナーゼの

大量調製，触媒活性試験，結合実験までのすべてを手がけており，申請者を博士（理学）の学

位に値する能力をもつものと判断する。 
 


