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研究成果の概要（和文）：本研究では環状ペプチドを基にしてペプチドミメティックとしての低分子リード化合
物を効率的に開発する方法の確立を目指した。環状ペプチドとその標的タンパク質の結晶構造情報から、リガン
ド結合に必要となるアミノ酸残基、およびその空間配置を解析した。配座制限に有効なシクロプロパン骨格を用
いて設計したバーチャルライブラリーを用意してスクリーニングを行い、特定の骨格によって環状ペプチドの活
性配座を模倣できることが分かった。選定したフォーカスライブラリーの合成を行い、特に非対称アルキルエー
テルの合成の検討を経て、共通中間体の合成まで達成した。

研究成果の概要（英文）：The research purpose is to develop the efficient transformation from cyclic 
peptide to lead ligand in low molecular size. By the crystal structure of a cyclic peptide and 
target protein and the analysis based on Molecular Dynamics, the critical parts of amino acid 
residue and spacial arrangement were determined. The library of virtual compounds was designed with 
the cyclopropane frames that effectively restricted the molecular conformation, and screened by the 
model prepared as the above mentioned. A specific frame showed better agreement than the others. The
 synthesis of the focused library compounds was conducted. After many consideration, the preparation
 of common intermediate was accomplished.  

研究分野： 有機合成化学

キーワード： ペプチドミメティック　計算化学　ライブラリー合成
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１．研究開始当初の背景 
鎖状生理活性ペプチドは、通常、高極性官能
基を有し、代謝分解される、細胞膜透過性が
低いなどの欠点を持つ。そのため、主鎖窒素
のメチル化、非天然アミノ酸による置換、環
状化などの構造改変による欠点の克服が試
みられる。特に環状ペプチドは天然に見られ、
活性、代謝安定性の向上、構造変化を制御し
て細胞膜透過性が改善された例も知られる。
しかし、環状ペプチドの多くは 6〜15個程度
のアミノ酸配列からなる分子量 1000 程度の
大分子であり、実際に上述の問題点を解決し
て上市されたものは極めて少なく、膜透過性
改善のメカニズムも確立されていない。即ち、
“創薬原石”と言える高価値な環状ペプチド
が十分に活用されていないのが現状である。 
申請者は、ペプチドの活性配座を非ペプチド
性有機低分子で模倣するペプチドミメティ
ックに注目した。環状ペプチドにおいて、標
的タンパク質との相互作用を担う官能基・立
体配座情報を抽出し、その情報を構造制御し
た有機低分子へ集約することができれば、高
活性な官能基とその配座を保持し、かつ代謝
や吸収の問題解決のための多様なチューニ
ングが可能となる。所属研究室では、シクロ
プロパン骨格を有するペプチドミメティッ
クの立体異性体が、βターンやβストランド
等のペプチド二次構造を模倣することを示
した (A. Mizuno, Dr. Thesis 2013, and Org. 
Lett. 2013, 15, 1686）。即ち本骨格は、多様な
環状ペプチド-タンパク質相互作用に対応し
た立体配座を提供できる。この点に着目し、
環状ペプチドヒット化合物の構造情報を、シ
クロプロパンペプチドミメティックへ集約
化することで先の問題を一挙に解決する方
法論になると考えた（図 1）。Structure-Based 
Drug Design (SBDD) または Ligand-Based 
Drug Design (LBDD) の手法を用いて環状
ペプチド活性配座のアミノ酸残基を同定し、
バーチャルスクリーニングによって、活性配
座を模倣するシクロプロパン立体異性体を
選別し、更にその最適化により効率的に活性
リガンド開発が可能となる。 
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２．研究の目的 
	
 本研究では環状ペプチドの活性配座、また

はタンパク質との相互作用における三次元

情報を元に、シクロプロパン骨格のミメティ

ックのリード化合物を開発する（図 2）。 
	
 本方法論を確立するための課題として、
RAPID (rapid peptide integrated 
discovery) を開発した東京大学薬学研究科
の菅教授の研究で発見された JMJD2a タン
パク質-環状ペプチドを設定した。RAPID 法

で発見したリガンドは、非天然アミノ酸 1個
を含む 14残基からなる環状ペプチドであり、
そのままでは適切なリード化合物ではない。
従って、タンパク質との相互作用部位を特定
し、その立体配座を低分子リガンドで模倣す
ることによって、リード化合物創出を容易な
ものにする。 
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３．研究の方法 
本研究では計算化学手法と有機合成化学の
組み合わせによる非ペプチド低分子リガン
ド開発の方法論を確立する。 
	
 本方法論は以下の４工程から成る。即ち、
（１）環状ペプチド-標的タンパク質スクリー
ニングで得られた三次元的構造情報を元に、
計算化学解析を用いてファーマコフォアを
構築する。（２）バーチャルスクリーニング
からシクロプロパンミメティックの最適ラ
イブラリー構造を選定する。（３）ミメティ
ック合成法を開発し、共通中間体からの迅速
合成によってライブラリーを用意する。（４）
in vitro アッセイと構造最適化を行い、非ペプ
チドリード化合物を創出する。 
 
（１）ファーマコフォア構築 
	
 SBDD に基づき、標的タンパク質と強く相
互作用するペプチドの活性配座の情報を抽
出する。即ち、環状ペプチド-タンパク質の三
次元構造データを用いて分子動力学計算 
(Molecular Dynamics: MD) を実施し、摂動を
与えても相互作用が維持されるアミノ酸残
基 3~4個を鍵残基として特定する。 
（２）バーチャルスクリーニング 
	
 シクロプロパンミメティックに活性部位
の残基・配座情報を集約し、実際に合成する
ライブラリーを選定する。シクロプロパンミ
メティックは、シクロプロパンの特徴である
シス/トランス固定、シクロプロパン歪み（立
体的自由度のないシクロプロパン環上の置
換基間に働く強力な立体反発）、二等分配座
（シクロプロパン環と不飽和結合の共役に
よる立体電子効果）に基づき、様々な三次元
構造制御を実現できる。先行研究において、
本シクロプロパンミメティックは、活性テト
ラペプチドに多く見られるβターンからβ
ストランドまでの広範な三次元構造を効果
的に模倣できることが示されている（図３）。 
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（３）合成法開発 
	
 １つの基本構造 (trans-folded) を例として
以下に合成戦略を概説する（図４）。光学活
性エピクロロヒドリン 1 から Ellmanイミン 
2 に導き、不斉炭素骨格 (R1) を構築する。3 
から水酸基部の脱保護とエーテル結合構築 
(R3) を行う。4 を共通中間体とし、アミノ基、
カルボキシル基の脱保護と対応する残基部 
(R2, R4) の縮合を行い、目的物を合成する。
両端残基の構造改変が容易であり、さらに異
なる骨格で置換基の配列が変更しても対応
可能な合成設計である。実際には（２）で選
定したライブラリーを合成する。単結晶作製
も行い、実際のリガンド立体構造と計算での
活性配座を比較する。 
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（４）アッセイと構造最適化 
	
 JMJD2a は、ヒストンの部位選択的脱メチ
ル化能を持ち、遺伝子転写の調節因子である。
(R. Janknecht, et al. Cancer Res. 2013, 73, 
2936.) 従って、このリガンド開発によって新
規抗がん剤開発につながる。 
	
 （３）で得たライブラリーを用いて in vitro
アッセイ①を行う（図５）。会合定数 (Kd) と
翻訳合成タンパク質の産生量で薬理評価を
行う。ライブラリーのアッセイ結果を解析し、
バーチャルスクリーニング評価との相関精
度を調べる。またライブラリーの構造活性相
関に応じて、（２）の計算構造を実際の活性
配座構造に近づくよう修正する。低分子医薬
品開発の構造修飾方法に従い、最適化を行う。
側鎖長やアミノ酸残基の種類または活性等
価体となる置換基を用いてバーチャルスク
リーニング②を行う。選別したライブラリー
を合成③し、再アッセイ評価、さらに精密な
改良を行う。①〜③を繰り返して nM オーダ
ーのリガンドを開発する。また有機低分子化
による代謝安定性、経口吸収性、組織移行性
の向上についてもアッセイ評価を行う。 
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 本研究は共同研究であり、前述の通り研究
対象となる環状ペプチド-JMJD2a タンパク質
複合体の結晶解析データは東京大学、菅教授
に御提供頂いた。（４）のアッセイを同じく
菅教授に御依頼する予定である。（１）、（２）
についてSBDDのリード研究者である産業技
術総合研究所の広川貴次博士に御指導、御協

力いただく。すべての化合物の合成と計算解
析は申請者が行う。 
 
４．研究成果 
（１） 計算化学解析とバーチャルスクリー
ニング 
	
 研究課題として、共同研究者である東京大
学・菅教授が解析したヒストン脱メチル化酵
素 JMJD2a タンパク質-環状ペプチド (14 残
基) の X線結晶構造データを用いた（図６左）。 
MD 解析の結果、環状ペプチド中の主鎖およ
び側鎖で JMJD2a タンパク質と最も強く水素
結合を形成した残基は二つの Argであり、疎
水性相互作用では二つの Trp残基であること
が分かった。この 4残基を鍵残基として抽出
し、それぞれの残基で働く水素結合、π-π相
互作用の空間配置を元にファーマコフォア
モデルを構築した。 

図6�X線結晶構造解析
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 シクロプロパンの立体制御能を活用した
テトラペプチドミメティックを基本構造と
して、次に述べるライブラリー化よって広範
なケミカルスペースの探索が可能となる。
（図７）まず 1,1,2-三置換光学活性シクロプ
ロパン骨格における置換基 ABCまたは ABD
の組み合わせは 24通りである。 
置換基について、Aと C,Dはアミド結合が元
のペプチド主鎖に対応する。B のエーテル結
合は合成の容易さ、立体的嵩の低減を狙った。
C, D の不斉炭素部はシクロプロパン歪みに
よって配座制御される。側鎖として Xには 1）
で抽出した鍵残基の Trp および Arg に対応
するインドール、グアニジンを鎖長の異なる
アルキル側鎖で導入した。各官能基を２個ず
つ、側鎖長を３種用いる組み合わせで 486通
りとなった。従って、本ライブラリーは 11664
化合物で構成され、さらに各側鎖の結合角を
回転して配座を発生させることで、2,870,815
個のライブラリーデータを構築した。 
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 以上を（１）で構築したファーマコフォア
モデルを対象にバーチャルスクリーニング
を行った。実際に合成するフォーカスライブ
ラリーを以下のように選定した（図８）。ま
ずファーマコフォアにフィットする配座を
選別し、さらに標的タンパク質とのドッキン
グシミュレーションを行った。この時、相互
作用エネルギーをスコア化し、上位１％以内
に含まれる配座を各骨格で整理すると、その
分布に偏りが生じた。最も多くの配座が見ら
れた down_abc_1 において更に約半数の化合
物がBおよびD側鎖のリンカーが炭素数３と
なっていた。従って、残りの Aおよび C側鎖
でリンカー長の異なる９つの化合物をフォ
ーカスライブラリーに選定した。 
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（２）シクロプロパンライブラリーの合成 
研究計画時に検討していた合成ルートとは
異なるが、不斉炭素部位の構築などはそのま
ま適応できた（図９）。また、インドール環
は合成過程における分解を抑えるため、活性
等価体と言われるナフタレン環として合成
を行った。 
	
 最初の側鎖部となる A の水酸基からのエ
ーテル化に予想以上の検討が必要となって
しまった。最終的に過剰の試薬を用いること
で良好な収率でアリルエーテル化が進行し、
続くオレフィンメタセシス反応でナフタレ
ン環を連結した。 
	
 Ellman イミンから十分な選択性で目的の
ジアステレオマーB が得られた。付加したア
リル基を足がかりに水酸基へ変換し、光延反
応を用いて、二つ目の側鎖となるグアニジン
部を構築した。その後、保護水酸基からカル
ボン酸へと導き、フォーカスライブラリーの
共通中間体となる C の合成まで達成した。
アルキル鎖長の異なる保護グアニジン有す
るアミン、およびナフタレン環有するカルボ
ン酸と順次アミド結合で連結させることに
よって、一連の目的ライブラリー化合物を得
る予定である。 
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（３）らせんペプトイドの合成と構造活性お
よび物性との相関研究 
	
 本研究との比較として、よりペプチドの基
本構造に類似したペプチドミメティック研
究であるペプトイドにも注目した。ペプトイ
ドにおける側鎖の配列や置換基の差異が、化
合物の活性および溶解性などの分子全体の
物性に与える影響を調べることによって、当
課題の有用性の検証ならびに対照となると
考えた。 
	
 そこで天然の抗菌ペプチドを模倣するら
せんペプトイドを基に、アミノアルキル側鎖
をカルボン酸、ピリジンにした新たなペプト
イドに加え、配列順のみを変えた系統的ライ
ブラリーを合成した。ペプチドの簡易計算モ
デルである Heliquestを利用して、配列の異な
るライブラリー化合物群の疎水性モーメン
トを算出した。実験的に得た各ペプトイドの
分配係数や逆走 HPLC分析による溶出時間な
ど、リード化合物に重要な物性面では計算と
の相関が明確には得られなかった。一方、抗
微生物、抗菌活性を調べたところ、参照ペプ
チドの疎水性モーメントが大きなペプトイ
ドで活性が向上する相関が見られた。 
 
（４）まとめ 
	
 以上、本研究では環状ペプチドを基にして
ペプチドミメティックとしての低分子リー
ド化合物を効率的に開発する方法の確立を
目指した。まず、環状ペプチドとその標的タ
ンパク質の結晶構造情報から、結合に必要と
なるアミノ酸残基およびその空間配置を解
析した。続いて、配座制限に有効なシクロプ
ロパン骨格を用いて設計したバーチャルラ
イブラリーの用意、ならびにスクリーニング
を行い、特定の骨格によって環状ペプチドの
配座を模倣できることが分かった。選定した
フォーカスライブラリーの合成検討を行っ
たが、非対称アルキルエーテルの合成に予想
以上の検討が必要となり、結果的に計画の進
捗に影響してしまった。共通中間体の合成ま
で達成し、今後目的ライブラリーを用意し、
実際のアッセイ評価を行う。またリード化合
物としての物性評価も合わせて行う。 
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