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研究成果の概要（和文）：我々が長年にわたって蓄積してきたペプチドおよ びペプチドミメティックの研究成
果を基に、種々の中分子サイズの創薬リードの発展的開発を推進した。具体的には、ヘリックス 構造が高活性
に必須なヒト免疫不全ウイルス(HIV)インテグラーゼ阻害剤のヘリックス構造強化ペプチド、GPCRの二量体状態
を捉える ことのできる我々が開発した2価結合型GPCRリガンド、HIVが有する外被タンパク質gp41のC末端ヘリッ
クス領域の再構成二量体および 三量体を基にした膜融合阻害剤等を題材にし、二次構造、三次構造等の高次構
造模倣型のペプチドミメティックを基盤とした中分子サイズの創薬リードを創出した。

研究成果の概要（英文）：Peptidomimetics that mimic conformation such as secondary and tertiary 
structures of peptides/proteins have led to the recent development of anti-cancer and anti-HIV 
agents. Some examples are described as follows. Chemokine receptor CXCR4 antagonists based on cyclic
 peptides having conformationally constrained structures have been synthesized as agents with 
anti-chemotactic activity against cancer cells and inhibitory activity against HIV entry. HIV 
protein-derived stapled peptides with helix mimetics have been developed as HIV integrase 
inhibitors. Dimer and trimer mimetics of a C-terminal helical region (CHR/C34) of an envelope 
protein gp41 have been developed as HIV fusion inhibitors. In addition, bivalent ligands based on 
the above CXCR4 antagonists such as 14-mer peptide T140 derivatives have been synthesized to produce
 effective metastatic inhibition with the therapeutic potential. Taken together, these advantaged of
 mid-size drugs were shown. 

研究分野：創薬化学
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１．研究開始当初の背景 
近年の生命科学の発展に伴い、低分子有機化
合物を基盤とした種々の疾患に対する医薬
品が登場した。また最近では、抗体医薬等の
高分子のバイオ医薬品が分子標的創薬にお
いて、精力的に開発されるようになってきた。
低分子の化合物は、経口投与可能で適応性が
高く、免疫原性も低い反面、特異性が低いこ
ともあり、副作用が問題になることもある。
一方、高分子の化合物は、投与法等の適応性
や免疫性に問題があるが、特異性が高く、副
作用が少ないことが多い。すなわち、低分子、
高分子とも、それぞれ一長一短がある。そこ
で、これらの長所を保持し、短所を軽減した、
分子量的に中間となる中分子のペプチド性
化合物が注目され始めている。また、最近、
菅らにより、特殊アミノ酸を含むペプチドラ
イブラリーが容易に得られる技術(RaPID シ
ステム)が開発された(菅裕明ら, MEDCHEM 
NEWS (日本薬学会医薬化学部会), 24, 8, 2014)。
このことが、中分子サイズの医薬探索の効率
化を進めることになっている。 
 
２．研究の目的 
最近の創薬研究において、中分子サイズの医
薬品開発の重要性が注目されている。本研究
では申請者らが長年にわたって蓄積してき
たペプチドおよびペプチドミメティックの
研究成果を基に、種々の中分子サイズの創薬
リードの発展的開発を推進する。具体的には、
ヘリックス構造が高活性に必須なヒト免疫
不全ウイルス(HIV)インテグラーゼ阻害剤の
ヘリックス構造強化ペプチド、GPCR の二量
体状態を捉えることのできる申請者らが開
発した 2価結合型 GPCRリガンド、HIVが有
する外被タンパク質 gp41 の C 末端ヘリック
ス領域の再構成二量体および三量体を基に
した膜融合阻害剤等を題材にし、二次構造、
三次構造等の高次構造模倣型のペプチドミ
メティックを基盤とした中分子サイズの創
薬リードの創出を目指す。また、2 価結合型
GPCR リガンドと他のドラッグをリンカーで
結合し、治療標的の疾病に関与する GPCRが
過剰発現した細胞へ他のドラッグを特異的
にターゲティングし、標的細胞で効率的にリ
リースするドラッグシャトルの創製を目指
す。 
 
３．研究の方法 
(1) HIV インテグラーゼ阻害剤のヘリックス
構造を強化した化合物の創製 
以前我々が創製した HIV インテグラーゼ阻
害活性を有するステープルペプチドは、
EAIIRILQQLLFIHFRIGのアミノ酸配列で、4
番目の Ile(I)と8番目のGln(Q)のアミノ酸側鎖
をオレフィン架橋へ変換した構造である (W. 
Nomura, et. al., ACS Chem. Biol., 8, 2235, 2013)。
このステープルペプチドは、顕著なヘリック
ス性と細胞膜透過性を有し、細胞ベースの抗
HIV 活性試験でマイクロモラーレベルの

EC50を有する。架橋を導入しない鎖状のペプ
チドは、有意なヘリックス性、細胞膜透過性
を示さず、培養細胞で抗 HIV活性も持たなか
った。この結果より、ステープル化(オレフィ
ン架橋)の有用性が確認できたので、オレフィ
ン架橋を二カ所導入したステープルペプチ
ドをデザインする。合成に関しては、ペプチ
ド鎖構築時にオレフィン含有アミノ酸を 4個
導入するが、真ん中の 2個のアミノ酸側鎖の
長さを短くすることにより、位置選択的にオ
レフィン架橋されるように工夫する。得られ
たステープルペプチドに関して、CD による
二次構造解析、細胞膜透過性試験、抗 HIV活
性試験を行う。 
オレフィン架橋の二カ所導入の効果があれ
ばそのステープルペプチドを基にして、効果
がなければ最初のステープルペプチドを基
にして、ステープル部位の構造変換を検討す
る。具体的には、オレフィン架橋を導入する
ことによるオレフィン部位の疎水性の上昇
を軽減するため、ヒドロキシ基を導入したス
テープルペプチドを合成する。さらに、オレ
フィン含有アミノ酸を 4級アミノ酸にするこ
とでヘリックス性が向上することが報告さ
れている(G. L. Verdine, et. al., Org. Lett., 12, 
3046, 2010)ので、このペプチドにも適用して
みる。また、さらなるステープル部位の構造
変換の検討や親水性と疎水性のバランスを
考慮した化合物の分子設計を行う。 
(2) 2価結合型 CXCR4リガンドの創製ーがん
転移阻害剤 
研究目的で述べた、CXCR4 の二量体状態を
捉えることのできる我々が創製した 2価結合
型リガンド(T. Tanaka, et. al., J. Am. Chem. Soc., 
132, 15899, 2010)は、環状 5 残基ペプチド
FC131誘導体を 2個用いて長さを固定したポ
リプロリンやポリプロリン PEG リンカーで
架橋した二量体化合物である。FC131は我々
が以前に CXCR4 アンタゴニストとして開発
した(N. Fujii, et. al., Angew. Chem., Int. Ed., 42, 
3251, 2003)ものであるが、そのもとの化合物
は 14 残基ペプチド T140 誘導体である(H. 
Tamamura, et. al., Org. Biol. Chem., 1, 3663, 
2003)。CXCR4 二量体の診断・検出用の分子
プローブとしては、より分子サイズの小さい
5残基ペプチド FC131を使用する方が適して
いると考えられるが、治療用の医薬品として
は、受容体をより広く覆う 14 残基ペプチド
T140 誘導体を採用するほうが有用であると
思われる。そこで、FC131誘導体含有の 2価
型リガンド創製のノウハウを利用して、T140
誘導体を 2個有する 2価型 CXCR4リガンド
の創製、最適化をはかる。具体的には、種々
の長さのポリプロリンリンカーやポリプロ
リンPEGリンカーを用いて2価型化合物を合
成し、CXCR4 結合親和性を解析し、最適な
T140誘導体含有 2価型リガンドを創出する。
CXCR4 結合親和性が高い 2 価型リガンドが
得られたら、in vitroのがん転移抑制活性の測
定試験であるチャンバーアッセイ (H. 



Tamamura, et. al., FEBS. Lett., 550, 79, 2003)を
用いて、種々のがん細胞(膵臓がん、乳がん、
メラノーマ、白血病細胞)の遊走(migration)の
阻害活性を検定する。実際、認識ユニットが
FC131 から T140 誘導体へ変わったことを考
慮し、FC131の 2価型リガンドの最適なリン
カー長から T140 誘導体の大きさ分を差し引
いたリンカー長をデザインし、2 価型リガン
ドを創製する。 
CXCR4 は多くのがん細胞で過剰発現してい
るだけでなく、HIVの第二受容体として機能
しており、エイズおよび HIV感染症にも大き
く関与している。そこで、2 価型 CXCR4 リ
ガンドの CXCR4 に対する強い親和性を利用
して、CXCR4 を発現する細胞へ特異的にタ
ーゲティングするドラッグシャトルの創製
を検討する。2 価型リガンドのリンカー部位
に、他の抗がん剤、あるいは、抗エイズ薬を
共有結合で導入する。これらの化合物を投与
した際に、CXCR4 を発現する細胞へターゲ
ティングし、細胞内へ内在化し、導入した他
のドラッグが放出され、細胞内で活性を発現
することを期待している。なお、CXCR4 発
現細胞にて、蛍光標識した 2価型リガンドが
内在化する様子はすでに観測できている(T. 
Tanaka, et. al., J. Am. Chem. Soc., 132, 15899, 
2010)。具体的には、ポリプロリンリンカーの
中央部から出ている別のリンカーの先端に
抗がん剤  (トポイソメラーゼⅡ阻害剤
Etoposide)や抗エイズ薬 (プロテアーゼ阻害
剤 Saquinavir) を導入する。これらの二量体認
識ドラッグシャトルとしての評価(抗がん活
性試験や抗 HIV 活性試験)を行う。効率的に
ドラッグリリースするシャトルが得られな
い場合は、ドラッグを導入するリンカー構造
を種々改変し、リリースしやすい構造を探索
する。 
(3) HIV外被タンパク質 gp41の C末端ヘリッ
クス領域(CHR/C34)の再構成二量体をもとに
した膜融合阻害剤の創製 
我々はすでに、HIV gp41の CHR(C34)の二量
体および三量体の人工再構成ペプチドがも
との単量体に比べて、約 100倍の膜融合阻害
活性を有することを見出している (W. 
Nomura, et. al., ChemMedChem, 7, 205, 2012; W. 
Nomura, et. al., Bioorg. Med. Chem., 21, 4452, 
2013)ので、C34二量体の構造を基にして、さ
らに構造安定性の向上したペプチドミメテ
ィックをデザインする。具体的には、もとの
C34二量体(N末端やC末端にジスルフィド架
橋を導入したペプチドミメティックや、さら
にステープル架橋を導入したペプチドミメ
ティックを合成する。なお、ジスルフィド架
橋を 2本導入する場合は我々が培ってきた位
置選択的ジスルフィド架橋法(H. Tamamura, 
et. al., Int. J. Peptide Protein Res., 45, 312, 1995)
を用い、ステープル架橋を導入する場合は前
述の(1)の方法を用いる。得られたペプチドミ
メティックの CD測定を行い、ヘリックス性
および構造安定性を評価する。また、これら

の抗 HIV活性試験を行う。Bogerらが低活性
ながら報告している CHR(C34)由来の低分子
膜融合阻害剤(L. R. Whitby, et. al., Bioorg. Med. 
Chem. Lett., 22, 2861, 2012)の構造等を基に、
二量体安定化の概念を取り入れて、種々の二
量体誘導体を合成する。活性評価は同様に行
う。実際、リンカーの種類、長さ、数(1本ま
たは 2本)、導入する部位を検討する。 
 
４．研究成果 
創薬研究において中分子サイズの医薬品開
発の重要性が注目されている。本研究では
我々が長年にわたって蓄積してきたペプチ
ドおよびペプチドミメティックの研究成果
を基に、種々の中分子サイズの創薬リードの
発展的開発を推進した。具体的には、ヘリッ
クス 構造が高活性に必須なヒト免疫不全ウ
イルス(HIV)インテグラーゼ阻害剤のヘリッ
クス構造強化ペプチド、GPCR の二量体状態
を捉える ことのできる我々が開発した 2 価
結合型 GPCRリガンド、HIVが有する外被タ
ンパク質 gp41 の C 末端ヘリックス領域の再
構成二量体および 三量体を基にした膜融合
阻害剤等を題材にし、二次構造、三次構造等
の高次構造模倣型のペプチドミメティック
を基盤とした中分子サ イズの創薬リードの
創出を目指した。実際、HIVのアクセサリー
タンパク質であるVpr由来のヘリックス構造
を強化した HIV インテ グラーゼ阻害活性を
有するペプチド断片をもとに、アミノ酸配列
の i 番目と i+4 番目をクロスリンクしたステ
ープルペプチドを創出し、 へリックス性と
抗 HIV活性の向上に成功した。詳細には、ヘ
リックス構造強化ペプチドについては、これ
までの研究で、単純な 炭化水素で構成され
た末端オレフィン側鎖部位においてオレフ
ィンメタセシスを行うアルキル型ステープ
ル化反応は良好な反応効率を示すのに対し、
末端アリル エーテル部位においてオレフィ
ンメタセシスを行うエーテル型ステープル
化反応は反応効率が低いという問題点があ
った。そこで本研究では、これまでの Fmoc
固 相合成法ではなく、新規ペプチド液相合
成プロトコルであるAJIPHASE技術を用いる
ことで、オレフィンメタセシス反応の効率改
善を行った。また、研究代表者らが見出した
GPCR の一種であるケモカインレセプター
CXCR4 の二量体状態を捉える 2 価結合型
CXCR4 リガンドの近赤外ラベル体を創出し
た。さらに、より有用な GPCRリガンドを創
製し、2価結合型 GPCRリガンドと他のドラ
ッグをリンカーで結合し、治療標的の疾病に
関与するGPCRが過剰発現した細胞へ他のド
ラッグを特異的にターゲティングし、標的細
胞で効率的にリリースするドラッグシャト
ルの創製を行った。さらに、膜融合阻害活性
が向上した gp41 の C 末端ヘリックス領域
(CHR/C34)の二量体ミメティ ックを創出し
た。これらはいずれも天然の二次構造、三次
構造等を基盤とした高次構造模倣型のペプ



チドミメティックである。これら を題材と
して、低分子と高分子の間に位置する中分子
の分子量 700～20,000 の種々のサイズの創薬
リードを創出し、中分子創薬を推進すること
ができた。 
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