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研究要旨 

本研究では、創薬ツール化合物候補であるアルカロイド様骨格のビオチン化や PROTAC 化を行った

誘導体を用いて、結合候補蛋白質の探索や TGFβシグナリングにおける SMAD 経路の選択的阻害に関

する実験を実施した。また、山西グループが行った複数のインシリコ手法を用いた解析で治療標的

蛋白質最上位に挙がった受容体 Xの in vivo における病態解析を実施した。 

 

 

Ａ．研究目的 

特発性肺線維症に対するオミックスデータの解析や他の関連疾患との相関解析、ツールとなる可能性

の高い化合物を選定する。抗線維化作用をin vitroで検証できる実験プラットフォーム構築を目指す。

さらに、山西グループの複数のインシリコ手法を用いた解析から見出された受容体 X に着目し、IPF モ

デルマウスである SFTPCI73T ノックインマウスを用いてアゴニスト/アンタゴニスト投与下での肺の炎

症・線維化の増悪や抑制効果を調べ、IA手法の妥当性を検証する。 
 

Ｂ．研究方法 

1. 創薬ツール化合物のビオチン化・PROTAC 化とそれらを用いた結合候補蛋白質の探索・SMAD経路の検証 

 TGFβシグナリングを抑制する化合物（TCB-1248、TCB-1259）の結合候補蛋白質を、20,000 蛋白質ライブ

ラリーを対象にαScreen 法により探索した。TCB-1259 のポリエチレンオキシ鎖-(CH2CH2O) -長を変えた

化合物（TCB-1399, 1400, 1401）を合成し、HPCAL１との結合強度を検討した。 

 

 ビオチン結合ポリエチレンオキシ鎖を伸長する部位の変化が HPCAL１との結合強度に及ぼす影響を検討す

るために TCB-1256 と TCB-1257 を合成した。また、TCB-1259 のアルカロイド様骨格部位（Y34-1）をより

脂溶性を高めた F34-1に変換した TCB-1397を合成し、HPCAL１との結合強度を検討した。 

 

 Competitive assayに関する知見を得るために、ビオチン部位を欠く3種類のY34-1の誘導体（TCB-1431、

TCB-1432、TCB-1433）を合成し、HPCAL１との結合強度を検討した。 

 

 TCB-1259は TGFβ刺激に伴う collagen type1(Col1)やα-smooth muscle actin (αSMA)の発現抑制活性を

有すること、また in vitro の結合実験からは EF-Hand 含有蛋白質との結合が確認されている。TCB-1259

構造を基に PROTAC活性を有する化合物を合成することで、TGFβ刺激抑制及び抗線維活性が増強すること

が期待される。そこで TCB-1398を合成し、その活性を評価することにした。 

 

 エチレンオキシ鎖長-(CH2CH2O) -が TCB-1398より 2ユニット短い TCB-1471と、TCB-1398より 1ユニット

長い TCB-1472を合成し、エチレンオキシ鎖長が PROTAC活性に及ぼす影響を検討することにした。 

 TCB-1398PROTAC を多量に合成し、肺線維症を自然発症する SFTPCI73T ノックインマウスを用いた in vivo
実験を行うことにした。 

 

 TCB-1248と TCB-1259の評価結果を考慮し、ビオチン部位を含むエチレンオキシ鎖が TCB-1248とは異なる

位置に結合した TCB-1255を合成し、20,000蛋白質との相互作用のαScreen法による評価を株式会社セル

フリーサイエンスに再度依頼した。 
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2. 受容体 Xアンタゴニストの肺線維症モデルマウスへの in vivo投与実験 

肺線維症を自然発症する SFTPCI73T ノックインマウス及びブレオマイシン誘発肺線維症マウスに対して、受

容体 X アンタゴニスト（市販品 Y）投与を行い、肺の炎症及び線維化に対する影響を調べる。肺の炎症は、

気管支肺胞洗浄液細胞数、肺病理炎症スコアを用いて、肺線維化の評価は、Picro-Sirius Red染色によるコ

ラーゲン沈着面積定量及び肺ホモジネートの可溶性コラーゲン濃度定量にて行う。さらには、受容体 X アゴ

ニスト/アンタゴニスト投与後の経時的な体重変化、生存曲線の解析を行う。 

 

3. 受容体 Xコンディショナルノックアウトマウスを用いた肺線維化の評価 

タモキシフェン誘導性に受容体 X をノックアウトするマウスに対して、上記 2.と同様にブレオマイシンを

投与し、肺の炎症及び線維化に対する影響を調べる。肺の炎症は、気管支肺胞洗浄液細胞数、肺病理炎症ス

コアを用いて、肺線維化の評価は、Picro-Sirius Red染色によるコラーゲン沈着面積定量及び肺ホモジネー

トの可溶性コラーゲン濃度定量にて行う。さらには、経時的な体重変化、生存曲線の解析を行う。 

 

4. ヒトの肺線維症サンプルを及び肺線維症モデルマウスサンプル用いた受容体 X発現の検討 

ヒトの肺線維症サンプルとして「肺線維症の診断のために行われる胸腔鏡下肺生検組織」を用いる。対象

として「原発性肺癌の治療のために切除された患者肺の正常部分肺組織」を用いる。いずれの肺組織も余剰

部分を使用する。受容体 X 発現の解析方法として免疫染色法を用いる。手術肺組織の採取に関しては大分大

学医学部附属病院の呼吸器外科と連携して行う準備が整っている。さらには、肺線維症モデルマウスの肺組

織に対しても同様に免疫染色を行う。 

 

（倫理面への配慮） 

研究内容に関しては既に大分大学の倫理委員会の承認を得ており、患者の同意を得た後に患者サンプルを

使用する。 

 

Ｃ．研究結果 

1. TGFシグナル伝達阻害薬の検証 

1-1 創薬ツール化合物のビオチン化とそれを用いた結合候補蛋白質の探索 

TGFβシグナリングを抑制する化合物（TCB-1248、TCB-1259）の結合候補蛋

白質を、20,000 蛋白質ライブラリーを対象にαScreen 法により探索した。そ

の結果、TCB-1259に関して、表１に示す遺伝子産物は S/N比が高値であること

が判明した。通常、S/N 値が５以上のものを候補とするが、本試験では表に示

すように、S/N値が 100を超えるものが複数見つかった。一方で TCB-1248につ

いては、TCB-1259程 S/N値が高値のものは見出されず、再現性を確認すること

はできなかった。さらに、TCB-1248 とはビオチンの結合位置が異なる TCB-

1255 についてもてαScreen 法により評価を行ったが、非特異的な相互作用し

か観察されなかった。 

1-2 TCB-1259結合蛋白質の特徴 

1-1にて得られた蛋白質に関し、共通構造を有するかについてデータベース 
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解析並びに蛋白質間のアライメントを行った。その結果、これらの蛋白質は EF-hand（図１）モチーフを

有していることが判明した。本ドメインは、互いにおよそ垂直になっている 2つのαヘリックスからなり、

しばしばカルシウムイオンを結合した 12アミノ酸残基程度の短いリンカーループで繋がっていることが知ら

れている。さらに我々が同定した TCB-1259 結合候補蛋白質間のアライメント(CALML3 は生化学的検討により

他の蛋白質より結合が弱かったためアライメントから除外している)によると、NCALD, NCS1, HPCAL1、

HPCAL4 は高い相同性を有する。一方、これら４蛋白質とそれ以外を比較すると、カルシウム結合領域につい

ての相同性は保持されている（図 2 中の赤枠部分）が、それ以外に目立った共通アミノ酸配列を見出せなか

った。 

 

1-3 TCB-1259と結合候補蛋白質との結合に関する生化学的検討 

1-1の結果を参考に、HPCAl1, CENT3, S100A10, CALML3について 1st cDNA（HeLa

細胞）より PCR にてそれぞれの cDNA を取得し、pGEX-6p1 ベクターに挿入した。本

プラスミドを BL21(DE3)にトランスフォームして、GST 融合タンパク質として発

現・精製した。精製蛋白質と TCB-1259（ビオチン化化合物）を混和し、

Streptavidin-beads にて沈降させ、沈降物中の蛋白質を CBB 染色で確認した。（図

3）その結果、HPCAL1, CENT3, S100A10 との結合が確認された。一方、CALML3 は

GST と比して有意な差を認めなかった。  

また、HPCAL1については、PreScission proteaseにより GST融合タンパク質を

切断した標品を用い結合アッセイを実施し、TCB-1259 が直接 HPCAL1 に結合してい

ることを確認している。また、カルシウム存在下あるいは非存在下で結合を検討

したが、カルシウム有無にかかわらず、この結合に変化は認めなかった。 

 

 

1-4 TCB-1259結合蛋白質の特徴 

TGFシグナリングを抑制する化合物（TCB-1259）の結合候補蛋白質は EF-hand を共通して有していること

から、この中から HPCAL1 を結合実験に用いることにした。TCB-1259 のポリエチレンオキシ鎖の長さを変え

た誘導化合物（TCB-1399, 1400, 1401）を合成し、HPCAL１との結合強度を検討した。その結果、ポリエチレ

ンオキシ鎖が長い化合物（この中では TCB-1401が最もポリエチレンオキシ鎖が長い）が最も結合が強いこと

が判明した。（図４上段）また、ポリエチレンオキシ鎖の伸長する部位を変えると、HPCAL1 への結合活性が

著しく減弱することが判明した（図４下段 TCB-1259 vs TCB-1256, TCB-1257）。TCB-1259のアルカロイド部

位（Y34-1）をより脂溶性を高めた F34-1に変換した TCB-1397を合成したところ、TCB-1397は、TCB-1259と

比して細胞毒性が高く、その後の評価化合物から除外した。一方で、ビオチン部位を欠く TCB-1431,TCB-

1432,TCB-1433 は TCB-1259 と HPCAL1 との結合を阻害することが無く、結合様式をより解析することが必要

であることが見出された。 
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1-5 TCB-1398PROTAC 化合物の活性評価 

A549 細胞を TCB-1398 で 24 時間処理後、TGFで刺激し、Smad2/3 のリン酸化を検討した。その結果、TCB-

1398 処理細胞では顕著な Smad2/3 のリン酸化の減弱を認めた。（図 5）この結果から、TCB-1398 は TGF刺激

を抑制する有用な化合物であることが示された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1-6 TCB-1398・1471・1472 の活性評価 

TCB-1398の類縁化合物 TCB-1471, 1472 を合成し、その活性を TGF刺激による SMAD2のリン酸化の抑制効

果で評価した。（図 6）その結果、これら３化合物の中ではエチレンオキシ鎖長が最も長い TCB-1472 が最も

抑制活性が高く、その活性はエチレンオキシ鎖長に相関していることが判明した。 
 

 
TGF シグナルでは、SAMD2, SMAD3 のリン酸化により、SMAD２/３/４複合体の形成が、標的遺伝子の転写

に不可欠である。そこで、TC-1398 処理により TGF依存的な SMAD２/３/４複合体の形成への影響について免

疫沈降により確認した。（図 7）その結果、TCB-1398 は、濃度依存的に複合体形成を抑制することが判明し

た。また TGF シグナルでは SMAD 経路に加え、Non-SMAD 経路の活性化が見られる。本化合物の Non-SMAD 経

路への影響を ERKのリン酸化で評価したところ、SMAD経路阻害は確認されたが、Non-SMAD経路の阻害は観察

されなかった。この結果から、本化合物は TGF シグナル全般を抑制するのでなく、SMAD 経路を特異的に抑

制する活性を有していることが判明した。 
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1-7 Y34-1類縁化合物の TGFシグナル抑制効果の検討 

Y34-1 の標的蛋白質の同定のため、Y34-1 の類縁化合物であるが、TGFシグナル抑制活性を有さない化合

物の同定を行った。（図 8）類縁化合物のうち、73Y-1 は TGFシグナル抑制活性を有さないことが判明した。

この結果を踏まえ、Y34-1を positive controlに、73Y-1を negative controlにすることで、特異的な標的

結合蛋白質の同定の実施が可能になった。 

 

 
 

2-1 肺線維症自然発症 SFTPCI73Tノックインマウスに対する受容体 Xアンタゴニストの in vivo投与実験 

肺線維症モデルマウスへの受容体 X アンタゴニスト投与は、肺病変を軽快させるという仮説を立てた。タ

モキシフェン誘導性に肺線維症を自然発症する SFTPCI73T ノックインマウスに対して、タモキシフェン腹腔内

投与後に、0.5%カルボキシメチルセルロース（コントロール）及び受容体 X アンタゴニスト（市販品 Y）を

連日皮下投与し、炎症期である 7 日後に評価した。（図 9）その結果、コントロール群と比較して、受容体 X

アンタゴニスト投与群において気管支肺胞洗浄液中総細胞数は有意に低下し、肺病理組織所見の炎症性変化

は軽微であった。（図 10） 
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現在、肺線維化がより安定して得られるタモキシフェン経口誘導での SFTPCI73T ノックインマウスに対する、

受容体 Xアンタゴニストの肺線維化抑制効果の検討実験を進行中である。 

 

2-2 ブレオマイシン誘発肺線維症モデルマウスに対する受容体 Xアンタゴニストの in vivo投与実験 

ブレオマイシン肺線維症モデルマウスに対して、受容体 X アンタゴニスト連日投与を行い、線維化期であ

る 2 週間後にマウスの肺病変を評価した。（図 11）その結果、コントロール群と比較して、受容体 X アンタ

ゴニスト投与群では経時的な体重減少が軽微であり、気管支肺胞洗浄液細胞数の有意な低下を認めた。（図

12）さらには、肺組織中コラーゲン沈着の有意な低下、肺ホモジネートの可溶性コラーゲン濃度の有意な低

下を認めた。（図 13） 
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3. 受容体 Xコンディショナルノックアウトマウスを用いた肺線維化の評価 

 
 

受容体 X コンディショナルノックトマウス及び野生型マウス（C57BL6/J）に対して、Day 0 にタモキシフ

ェン経口投与、Day 4 にタモキシフェン経口投与とブレオマイシン気管内投与を行い、ブレオマイシン投与

から２週間後の Day 18に肺線維化の評価を行う予備実験を開始している。（図 14）野生型マウス（コントロ

ール）と比較して受容体 X コンディショナルノックアウトマウスでは、気管支肺胞洗浄液中総細胞数が少な

い傾向を認めている。現在、病理学的評価を行っている。 

 

4-1 ヒトの肺線維症組織における受容体 Xの発現 

ヒトの「特発性肺線維症の胸腔鏡下肺生検組織」及び「原発性肺癌切除肺の健常部分肺（コントロール）」

に対して抗受容体 X 抗体を用いた免疫染色を行った。健常部分肺においては間質の炎症細胞と思われる細胞

に受容体 X陽性であり、特発性肺線維症ではそれに加えて CD68陽性肺胞マクロファージに受容体 X陽性であ

った。（図 15） 
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4-2 肺線維症モデルマウスの肺組織における受容体 Xの発現 

肺線維症自然発症 SFTPCI73T ノックインマウス肺組織に対する抗受容体 X 抗体を用いた免疫染色を行った。

野生型マウス肺では受容体 X 陽性細胞を認めなかったが、SFTPCI73T ノックインマウスでは、炎症期・線維化

期ともに CD45 陽性細胞において受容体 X 陽性であった。肺線維化期においては、CD11b 陽性細胞において受

容体 X陽性であった。（図 16） 

 

 
 

Ｄ．考察 

 これまでの結果では、TCB-1259（ビオチン化化合物）と EF-hand含有蛋白質との結合は確認されている

が、TCB-1259-EF hand間の結合を競合的に阻害する TCB-1259の類縁化合物を見出すに至っていない。結

合様式が不明ということとなれば、EF-hand含有蛋白質が真の標的タンパク質と結論づけることはできな

い。一方で、Y34-1の PROTAC（化合物 TCB-1397）は TGFシグナリングの下流の SMAD2/3のリン酸化・

SMAD2/3/4の複合体形成が阻害されることから、Y34-1の標的は TGFシグナリングに関与すると考えられ

る。従って、再度 Y34-1の標的蛋白質同定のため、感度の高い pull down実験を計画中である。 

 異なる２つの肺線維症モデルマウスにおいて、受容体 X アゴニストは in vivo 投与は肺病変を増悪させ

（昨年度報告済）、受容体 X アンタゴニスト in vivo 投与は肺線維化を抑制するという仮説を実証でき

た。受容体 X発現細胞は、ヒト肺組織、肺線維症モデルマウス肺組織において炎症細胞（特にマクロファ

ージ）に発現を認めた。肺線維化は、①肺胞上皮障害→②炎症→③線維化のプロセスを経て起こるとされ

ている。受容体 Xを介した肺線維化メカニズムが、どのプロセスのどのようなシグナリングよるものなの

かは明らかになっておらず、今後の検討課題である。 
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Ｅ．結論 

令和 3年度得られた結果を以下の３つのポンチ絵にまとめた。図表番号は、「Ｃ．研究結果」で示した番号に

対応している。 
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