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研究成果の概要（和文）：本申請研究では、虚血症状を統一的に改善できる分子標的HIF（低酸素誘導因子）に
注目して、経口虚血治療薬の開発を進めてきた。HIFを分解に導くタンパク質であるPHDを阻害することでHIFを
活性化させ、虚血症状を統一的に改善することが可能となる。本研究ではPHDを阻害する低分子化合物である化
合物Aを見出し、合成法も開発してきた。さらに薬物動態パラメータの改善を試み、誘導体を合成し、約30種類
の新規化合物を合成してきた。薬物動態パラメータを改善させた化合物の細胞を使ったルシフェラーゼアッセイ
のＨＩＦ活性化の試験では化合物Ａより約50倍の低い濃度で同様の活性化を示した化合物を見いだすことができ
た。

研究成果の概要（英文）：In this study, we have focused on the molecular target HIF 
(hypoxia-inducible factor), which can uniquely improve ischemic symptoms, and have been developing 
oral ischemic therapeutic agents. In this study, we have discovered a small molecule compound, 
PyrzA, which inhibits PHD, and have also developed a synthetic method. We have also attempted to 
improve pharmacokinetic parameters, synthesized derivatives, and synthesized about 30 new compounds.
 In a study of HIF activation in a luciferase assay using cells of compounds with improved 
pharmacokinetic parameters, we found a compound that showed similar activation at a concentration 
about 50-fold lower than that of PyrzA. The results were similar to those of PyrzA, but at 
concentrations about 50-fold lower than PyrzA.

研究分野： 創薬化学

キーワード： HIF活性化　PHD阻害

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
慢性腎疾患は初期症状を含めると約1,300万人が罹患している（日本腎臓学会）。疾患が進行すると虚血症状が
現れる。本研究によって見いだした分子は経口虚血治療薬として、利用可能であり設計から、本研究による新規
化合物は、2-OGの構造を持たず、副作用の少ない虚血治療薬となりうる。これは、患者の経済的負担とQOL
（quality of life）の向上に大いに期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
慢性腎臓病の主たる
きっかけは糖尿病、高
血圧、動脈硬化などの
生活習慣病に長期罹
患して発症するとさ
れるが、現在でも原因
は不明である。初期症
状を含めると約 1,300
万人が罹患している
（日本腎臓学会）。慢
性腎疾患の進行によ
り透析治療が導入さ
れるが、保険医療費の
圧迫が問題となり、透
析導入を食い止める
方策の確立が求めら
れている。現在は輸血
やエリスロポエチン
注射によって貧血症
状の改善が計られる
が、これらも患者の経
済 的 負 担 と QOL
（quality of life）の低下をもたらす。慢性腎疾患には尿毒素の解毒と貧血改善の２大疾患標的
がある。尿毒素改善には、Nrf2 活性剤、Bardoxylone-methyl の経口投与が奏功し、本邦では第
３相試験が進行中である。しかし、貧血症状を改善する経口治療薬は皆無である。HIF（Hypoxia 
Inducible Factor：低酸素誘導因子）は貧血を劇的に改善させる分子標的として注目され、薬理
学的な HIF 活性化が試されている。HIF タンパク質は通常ユビキチン化を受け、速やかにプロ
テアソームで分解されているため、細胞内にはほとんど存在しない。HIF タンパク質は低酸素
刺激などによって酸素濃度が低下すると、分解制御を逃れて安定化、核へ移行して、低酸素応答
遺伝子配列に結合することで赤血球増加、エリスロポエチン増加、血管新生など、虚血症状を統
一的に改善するタンパク質の発現を誘導する。HIF は酸素センサーである PHD により不活化
されているため、PHD の機能阻害により HIF が安定化できる。すでに企業および大学の研究者
が PHD 阻害分子の開発に取り組んでいるが（参照：川口真一、宮田敏男ほか、酸素センサーPHD
を標的とした低分子阻害薬の開発、細胞、2013, 45, 427.）、申請時点では、多くの化合物が副作
用のため開発段階で候補から脱落し、未だ上市された化合物はない。そこで、研究代表者は合成
化学者の観点から、これまでにない母骨格を持ち、PHD を阻害することができる副作用の少な
い HIF 活性化分子の創出に挑戦してきた。 
 
 
２．研究の目的 
製薬企業各社から開
発された慢性腎疾患
治療薬の分子構造を
図２に示す。いずれ
の分子も分子内の骨
格に 2-oxoglutarate
（2-OG）を有する特
徴を認めた（2-OG
部位は太く示してい
る）。2-OG は PHD の活性中心部に配位する補因子であり、図２に示した化合物は HIF と拮抗
して阻害活性を示す。2-OG を補因子として要求するタンパク質はヒトで約 60 種以上存在する
ため(Yeh, T. et al. Chemical Science 2017, 8, 7651)、既存 PHD 阻害分子は副作用を示し、高い
基質選択性を達成するのは困難であると予想された。このような理由から、研究代表者は 2-OG
骨格を持たないアロステリック部位で作用する PHD 阻害分子であれば、選択性が高く副作用の
少ない阻害剤になると着想し、大規模化合物ライブラリーから探索を進めてきた。 
 
 



３．研究の方法 
（１）スクリーニング 
研究代表者らは、最

も低酸素に鋭敏に反応
するヒト神経芽細胞腫
（SK-N-BE2-(C) ）にヒ
ト VGEF の HRE 制御
領域下で分泌型ルシフ
ェラーゼを発現するレ
ポーター構築を安定的
に導入して化合物スク
リーニングを独自に開
発 し (Tsujita, T.; 
Kawaguchi, S-i. et al. 
Tohoku J. Exp. Med. 2015, 235, 151.)、約１万化合物のランダムスクリーニングを実施して、約 40のヒット
化合物を得た（図 3）。これらのヒット化合物のほとんどが 2-OG骨格を有していたが、2-OG骨格を持た
ず、PHD の主たる活性中心に作用しないと予想された低分子化合物 A が得られた。化合物 A は文
献等で合成法および機能性が全く明らかにされていない化合物であり、我々が独自に発見した
化合物である。 
（２）化合物合成法の確立 

化合物 A は合成法が確立されておらず、安定的に供給できる状況にない。そこで、容易に入手
可能な出発原料から効率的に化合物 A およびその誘導体の合成法を確立する。 
(3)化合物の評価 
申請者らが構築した細胞評価系で HIF の活性化を評価し、構造活性相関を明らかにすることで
細胞および動物個体で作用する True Hit 化合物の創出を目指す。 
タンパク質や mRNA の定量 ルシフェラーゼアッセイ系で活性が高い化合物について選抜し、
数種類の細胞株（ヒト肝臓細胞株（Hep3B）、ヒト神経芽細胞腫（SKN−BE(2)c）等）に対し、化
合物の添加によってイムノブロッティングで実際に HIF タンパク質が安定化されていることを
明らかにする。また、HIF に制御されているエリスロポエチンなどの虚血状態を緩和する働きを
持つ遺伝子発現が亢進することをリアルタイム PCR を用いて確認する。 
ドッキングシュミレーションを利用して作用部位の予測を行う。 
 
４．研究成果 
（1）スクリーニングによって得られた化合物は
合成法が確立していなかった。そこで、様々な合
成ルートを検討し、図 1 のような合成ルートで
目的の化合物の合成法を確立した。目的の化合
物は出発物質から計算して 3 ステップで 54％の
高収率で得られることが明らかとなった。 
（２）得られた化合物 A を研究代表者の研究グ
ループでは PyrzA（ピルズ A、(5-(1-acetyl-5-
phenylpyrazolidin-3-ylidene)-1,3-
dimethylbarbituric acid）と名付けた。しかしなが
ら、当化合物は合成当初、構造が確定していなかっ
た。すなわち、図２に示すようにケト型エノール型
の 2 通りの構造の可能性が考えられた。ケト型エ
ノール型の違いで化合物のプロトンアクセプター
性かプロトンドナー性か変わるので対応するたん
ぱく質（PHDs）に与える影響は著しく大きいために重
要である。１H NMR および１３C NMR を詳細に解析す
ることにより構造を決定した。PyrzA はケト型であるこ
とが示唆された。 
（3）得られた化合物得を前述したルシフェラーゼアッ
セイにより HIF の転写活性能を評価した。ポジティブコ
ントロールに HIF を活性化されることでよく知られる
DMOG および FG4592 を用いてた。ネガティブコント
ロールの値に対する HIF の転写活性を表に示している。
（図 3）PyrzA は DMOG および FG4592 とほぼ同等の
HIF 転写活性を示した。 
（４）図 4 では PyrzA のイムノブロッティング法を用い
た HIF の安定化を測定した。3 種の細胞種 SKNBE2C、
HeLa、Hep3B について PyrzA は濃度依存的に HIF1αお
よび HIF2αを安定化することを示した。 
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（5）さらに HIF の下流遺伝子
である CA9、PHD3、EPO の
遺伝子の発現量が上昇してい
ることをリアルタイムPCR法
で確認した。エリスロポエチ
ン遺伝子が増加したことから
慢性腎疾患治療についてのコ
ンセプトに利用可能であるこ
とを示した。 
 
（6）2-OG 骨格を持たない
PyrzAが一体どこで PHD を阻
害しているのか考察するため
に、PHD と PyrzA のドッキン
グシュミレーションを行った
（図６）図６左は、PHD たん
ぱく質と HIF たんぱく質の共
結晶であり、HIF による水酸化
の作用点近くを示している。 
この作用点付近に対し、 
PyrzA のドッキングシュミレーショ
ンを行うと、PyrzA は HIF たんぱく
と非常に良い重なりを示した。この
ことから、PyrzA は HIF の拮抗阻害
として働いていると予想される。今
まで開発されてきた PHD 阻害剤の
中で HIF との拮抗阻害を示唆したも
のはなく、本研究は初めての例だと
言える。HIF との拮抗阻害であれば、
HIF ファミリーの選択性も出せる可
能性があり、今後期待できる結果であると言える。 
 
（7）最後に PyrzA の In vivo での効果につ
いて評価した。すなわちマウスに PyrzA を
投与し、エリスロポエチンタンパク質の増加
量、マーカーである CA9 のｍRNA の増加
量、エリスロポエチンのｍRNA の増加量を
測定した。、エリスロポエチンタンパク質の
増加量は増加傾向にあることが観測された。
また、ｍRNA の増加量は有意に増加してい
ることが明らかとなった。PyrzA はマウスで
効果があることが示された。今後は他の動物
に対しての検討していく必要がある。 
 
(8) 
さらに誘導体を合成し、約 30 種類の新規化
合物を合成してきた。薬物動態パラメータを
改善させた化合物の細胞を使ったルシフェ
ラーゼアッセイのＨＩＦ活性化の試験では
化合物Ａより約 50 倍の低い濃度で同様の活
性化を示した化合物を見いだすことができ
た。 
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