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研究成果の概要（和文）：本研究では、システイン残基と穏やかに反応するクロロフルオロアセタミド（CFA）
基を反応基として利用し、共有結合により標的タンパク質の機能を高選択的・不可逆的に阻害するコバレント阻
害剤の開発を検討した。肺癌の治療薬として上市されたEGFR阻害剤オシメルチニブの構造を鋳型に、反応基とし
てCFA基を有する誘導体を種々合成し、構造活性相関研究を展開した。その結果、可逆的薬剤耐性のH1975細胞に
対してオシメルチニブと同等の増殖阻害活性を示し、かつ選択性が高い誘導体を創出した。また、マウスモデル
を用いた試験により、創出した化合物がin vivoでも抗腫瘍活性を示すことを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Irreversible inhibition of protein function by forming a covalent bond can 
provide therapeutic benefits compared to reversible inhibition, including enhanced and sustained 
pharmacological potency and protein isoform selectivity. In this research, we employed α
-chlorofluoroacetamide (CFA) group as a weakly reactive, cysteine-directed warhead in the design of 
highly target selective covalent inhibitors. Based on the molecular architecture of osimertinib, an 
FDA-approved irreversible EGFR inhibitor, various CFA-appended derivatives were synthesized. From 
SAR studies using cell antiproliferative assay, we identified a CFA-based novel covalent inhibitor 
which exhibits potent inhibitory activity against gefitinib-resistant H1975 cell lines. In vivo 
efficacy of the compound was also evaluated using a mouse xenograft model.

研究分野： 創薬化学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
コバレント阻害剤は共有結合によって標的タンパク質の機能を不可逆的に阻害する薬剤で、可逆的な薬と比べ強
く持続的な薬効など優れた特長を示す。一方、標的以外のタンパク質の非特異ラベル化は毒性の原因となるた
め、標的選択性が極めて重要である。本研究では、申請者らが見出した、システイン残基と穏やかに反応するク
ロロフルオロアセタミド（CFA）基を利用し、非小細胞肺癌の分子標的であるEGFRの高選択的不可逆阻害剤の開
発を検討した。既承認の第三世代EGFR阻害剤であるオシメルチニブを鋳型に、反応基としてCFA基を有する誘導
体を合成・評価した結果、オシメルチニブと同等の活性と、優れた選択性を示す化合物を見出した。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
 コバレント阻害剤は求電子的反応基を持ち、標的タンパク質との共有結合により強力で持続
的な薬効を示す。標的以外の生体分子との非特異反応による毒性の懸念から、従来の創薬研究
では避けられる傾向にあったが、近年ではコバレント阻害剤の有用性が再認識されつつある。
特に、標的タンパク質と選択的に共有結合するよう論理的にデザインされた標的コバレント阻
害剤 (TCI, targeted covalent inhibitor) が盛んに開発されており、腫瘍に関連したキナーゼを標的
とした TCI が国内外でいくつか承認されている。例えばアファチニブとオシメルチニブは
EGFR 阻害剤で、非小細胞肺癌治療薬として承認された。これらの化合物は EGFR の Cys797
と共有結合することでキナーゼ活性を不可逆的に阻害し、可逆的薬剤耐性の EGFR-T790M 変異
体に対しても有効である。TCI は反応性の穏やかな反応基を持ち、標的の結合ポケットとの可
逆的相互作用によって求核性アミノ酸残基と近接した際に反応が促進されるようデザインされ
ている。これまでに承認された TCI は、いずれもシステイン残基に対する反応基としてアクリ
ルアミド型のマイケルアクセプターを持つが、比較的高い反応性のために、時間・濃度に依存
して様々な非特異反応を起こすことが報告されている (Cravatt et al. Nat. Chem. Biol. 2014, 10, 
760.)。こうした非特異反応は副作用により治療域を狭める可能性があるため、より安全なコバ
レント阻害剤開発に利用可能な新たな求電子的反応基が求められていた。 
 これに対し我々は、独自のアッセ
イ系で様々な求電子基の反応性を
解析した結果、クロロフルオロアセ
タミド (CFA) 基がマイケルアクセ
プターと比べ穏やかにシステイン
チオールと反応することを見出し
た。CFA 基は分子サイズが小さく、
アミノ基に容易に導入できる。また
CFA 基のチオール付加体は水中で
加水分解され、チオールを再生した。
すなわち、標的タンパク質との付加体が可逆的相互作用等で安定化されるのに対し、オフター
ゲットチオールは CFA 基と反応しても加水分解によって再生することで、より高い標的選択性
の実現が期待された。実際にアファチニブの分子骨格をベースとした EGFR 阻害剤に応用し、
阻害活性はアファチニブと同等で、選択性は遥かに高い化合物を見出すことに成功した。 
 
 
２．研究の目的 
 
 本研究の目的は、反応性の穏やかな CFA 基によって標的タンパク質を極めて高い選択性で不
可逆的に阻害する、安全性の高い新規コバレント阻害剤の創製である。前述のように、我々は
これまでにアファチニブと同じキナゾリン骨格を有するCFA型の不可逆的EGFR阻害剤を開発
した。本化合物はマウスモデルにおいてもアファチニブと同等の抗腫瘍活性を示したものの、
腫瘍の成長を完全には抑制しなかった。また、キナゾリン骨格の第二世代 EGFR 阻害剤は正常
細胞の野生型 EGFR も強く阻害するため、下痢等の副作用で投与量が制限され、満足な治療効
果が得られない場合もある。これに対し、EGFR-T790M 変異体選択的な第三世代 EGFR 阻害剤
が開発され、オシメルチニブが日本国内でも上市された。キナゾリン骨格でも反応基を CFA と
することで野生型 EGFR 阻害活性が低下したことから、第三世代の骨格に CFA 基を導入するこ
とで、さらなる T790M 変異体選択性の向上とリスクの低減が期待できる。本研究では、オシメ
ルチニブ以上の T790M 変異体選択性を示し、T790M 変異陽性腫瘍の成長を in vivo で完全に阻
害する、CFA 型の新規第三世代 EGFR 阻害剤の創製を目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
 
 本研究では、はじめにオシメルチニブの構造を鋳型として、CFA を反応基とする新規誘導体
のデザイン・合成を行った。具体的には、ピリミジン環 5 位の置換基 (X) や、骨格と CFA 基
を結ぶリンカー構造が異なる様々な化合物を合成した。得られた化合物について、培養細胞を
用いた増殖阻害アッセイ (MTT アッセイ) によって
EGFR 阻害活性を評価した。アッ セイに は
EGFR-T790M 変異体依存的な H1975 細胞と、野生型
EGFR 依存的な H292 細胞の二種類の細胞株を使用
し、H1975 細胞の増殖のみを強力に阻害する化合物
を探索した。また、MTT アッセイで優れたプロファ
イルを示した化合物について、マウスモデルを用い
た in vivo 抗腫瘍活性試験を実施した。 
 



４．研究成果 
 
(1) MTT アッセイによる構造活性相関研究 
 オシメルチニブはピリミジン 5 位が無置換で、
インドール窒素上にメチル基を有しているが、そ
の開発過程においてピリミジン 5 位が塩素、イン
ドール窒素が無置換の誘導体がより強力な H1975
細胞増殖阻害活性を示すことが報告されている 
(Finlay et al. J. Med. Chem. 2014, 57, 8249.)。CFA 基
は反応性が低いため、マイケルアクセプター型
TCI と比べ、分子デザインにおける可逆的相互作
用の重要性がより大きい。そこではじめに、ピリ
ミジン 5 位の置換基 X = Cl、インドール窒素上の
置換基 Y = H に固定して、リンカー構造を検討し
た。その結果、L-アラニンをリンカーとする
NSP-011 が H1975 細胞の増殖を強く阻害すること
を見出した。次に、リンカーを L-アラニンに固定
して、ピリミジン 5 位の置換基 X を種々検討した
ところ、X = Br の NSP-033 や X = CF3の NSP-037
が高い H1975 細胞増殖阻害活性を示した。特に、NSP-037 は
IC50 = 0.015 μM で、オシメルチニブ (0.016 μM) と同等であっ
た。さらに、強力な H1975 細胞増殖阻害活性を示した誘導体
について、野生型 EGFR 依存的な H292 細胞に対する増殖阻害
活性も測定し、 IC50(H292)/IC50(H1975)比を算出したところ、
NSP-037 の比は 93 とオシメルチニブの 14 を大きく上回り、
NSP-037 が H1975 細胞に対してより選択的であることが明ら
かとなった。このように、CFA 基を反応基とすることで、既
承認薬よりも高い選択性で EGFR-T790M 変異体依存的な
H1975 細胞を強く阻害する化合物を見出すことに成功した。 
 
(2) マウスモデルを用いた抗腫瘍活性試験 
 MTTアッセイにおいてオシメルチニブと同等のH1975細胞
増殖阻害活性と、より高い選択性を示した NSP-037 について、
in vivo 抗腫瘍活性試験を実施した。H1975 細胞を異種移植し
た担癌モデルマウスに対し、NSP-037 を 1 日 1 回 10 または 30 
mg/kg 経口投与したところ、生理食塩水を投与したコントロール
群と比較して腫瘍の成長が有意に抑制された。しかし、10 mg/kg
で腫瘍の退縮が見られたオシメルチニブと比較すると抗腫瘍活
性は低く、マウス体重の減少も観察された。このように、抗腫
瘍活性試験では MTT アッセイとは異なる結果となった。 
 
(3) 化合物プロファイルの改善 
 上述の in vivo 試験の結果を考察するため、精製キナーゼに対
する各化合物の阻害活性を測定したところ、EGFR-T790M に対
してオシメルチニブは 1 μM で 88.6%の阻害率を示したのに対し、
NSP-037 は 52.0%と阻害活性が低いことが判明した。一方、イン
スリン様成長因子 1 受容体 (IGF1R) に対する阻害活性 (1 μM) はオシメルチニブが 47.7%であ
ったのに対し、NSP-037 は 104%と完全な阻害が見られた。MTT アッセイで見られた NSP-037
の H1975 細胞に対する強力な増殖阻害活性には、EGFR-T790M 阻害だけでなく IGF1R 阻害も
関与していたことが示唆された。そこで、マウスモデルで良好な結果を得るために、in vitro で
EGFR-T790M 阻害活性の向上と IGF1R 阻害活性の抑制を目指してさらなる新規誘導体の合
成・評価を行った。その結果、NSP-037 の L-アラニンリンカーをサルコシンに変更した誘導体
1 が、1 μM での EGFR-T790M 変異体阻害率 86.5%とオシメルチニブと同
等の活性を示すことを見出した。一方、リンカーの改変だけでは IGF1R
阻害活性を抑制することは困難であった。ピリミジン 5 位の CF3基が、強
力な IGF1R 阻害活性に関与することを示唆する知見が報告されたため、
他の第三世代 EGFR 阻害剤の構造を参考にピリミジンおよびインドール
部位の改変を検討していく。 
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