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研究成果の概要（和文）：本研究は、ミトコンドリアに存在するFoF1-ATP合成酵素を標的とする天然物の精密構
造制御とこれに基づく新機能創製を目的とする。構造基盤分子として、ペプチド系複雑天然物であるエフラペプ
チンCを選択し、最小の脂肪族置換基であるメチル基を導入することで、3次元構造制御による活性向上を試み
た。
まず、本天然物の効率的な固相全合成法を確立した。この方法を用いて6種類のメチル化類縁体を同様に構築
し、生物活性および分子機能を評価した。その結果、天然物よりも優れたがん細胞増殖阻害活性とプロテアーゼ
耐性を示す新規類縁体を見出した。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is the generation of new functional molecules through 
the structural modification of natural products targeting FoF1-ATP synthase.  A complex peptidic 
natural product efrapeptin C was adopted as the structural basis, and the introduction of a methyl 
group, the smallest aliphatic substituent, was conducted to enhance the biological activity by 
controlling its three-dimensional structure.
First, an efficient strategy for the solid-phase total synthesis of efrapeptin C was established.  
Using this synthetic strategy, six methylated analogues were constructed, and their biological 
activities and molecular functions were evaluated.  As a result, a promising new analogue was 
discovered.  This new analogue exhibited more potent growth inhibitory activity against cancer cells
 and higher proteolytic stability compared to the parent efrapeptin C.

研究分野： 有機合成化学、天然物有機化学

キーワード： 天然物有機化学　化合物ライブラリー　固相合成　構造活性相関　全合成

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
メチル基導入は、医薬品候補化合物の特性を最適化するために広く用いられているが、柔軟かつ分子量の大きい
鎖状分子においては、導入する位置や立体化学の生物活性に与える総合的影響を正確に予測することは困難であ
り、応用例が限られてきた。また、一般的に自然選択を経た生物活性天然物よりも優れた性質を示す類縁体を得
ることは容易ではない。強力な活性と高い安定性を持つ新規エフラペプチンC類縁体の創出に成功した本成果
は、鎖状分子を対象とした機能向上の方法論として、メチル基導入による構造制御が有効であることを実証する
重要なものである。また、得られた類縁体は、新規抗がん活性分子創出のために有用な構造基盤である。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 

ATP 合成を触媒する FoF1-ATP 合成酵素の機能変調は、多様な疾患治療に応用できる可能性を
有する。本研究では、FoF1-ATP 合成酵素に結合し、機能を阻害するペプチド系複雑天然物に着目
し、構造改変と生物活性、分子機能の評価によって、有用な生物活性分子を見出す。 
 
２．研究の目的 
構造基盤とするペプチド系複雑天然物として、FoF1-ATP 合成酵素の F1 ドメインに結合して

ATP 合成を阻害することが知られるエフラペプチン C (図 1、1a)を選択した。本天然物の 3 次元
構造を制御したエフラペプチン類縁体ライブラリーを構築し、統一的な機能評価を行うことで、
有用な性質を示す新規化合物を得ることを目指す。 

 
３．研究の方法 

1a は、15 残基のアミノ酸と N 末端アセチル基(Ac-cap)、C 末端カチオン性官能基(C-cap)によ
って構成される。構成アミノ酸のうち 11 残基が非タンパク質構成アミノ酸であり、ピペコリン
酸(Pip)と 2-アミノイソ酪酸(Aib)を豊富に含む。この特徴的なアミノ酸配列のうち、N 末端に位
置する第 1–6 残基および C 末端に位置する第 9–15 残基は剛直な 310-ヘリックス構造を形成し、
標的タンパク質と相互作用する。また、中央に位置する第 7, 8 残基は、柔軟な配座特性を有し、
リンカーとしてふるまうことが想定される。 
本研究は、1a の有する第 7, 8 残基リンカー領域の構造改変により、両末端の 310-ヘリックスド

メインへの影響を最小化しながら生物活性の向上およびプロテアーゼ耐性を向上することを狙
った。リンカー領域の構造改変として、最小の脂肪族置換基であるメチル基を導入した 6 種類の
類縁体 1b–1g を設計した(図 1)。これにより、1a の持つ配座特性を変化させ、分子全体の疎水性、
生物活性、プロテアーゼ耐性を変調できると予想した。メチル化による構造修飾は合成低分子に
おいて広く利用されているが、柔軟な鎖状ペプチドに関しては、好ましい生物活性特性を発揮す
るために適切な置換位置や立体化学を正確に予測することは容易ではなく、応用例が限られて
いた。 

 

 

図 1 エフラペプチン C (1a)およびメチル化類縁体 1b–1g の構造式 

 
４．研究成果 
まず、効率的に類縁体を合成するために必須となる 1a の固相全合成法を確立した。極めて立

体障害の大きいアミノ酸を多数含有する 1a の全体構造を、固相のみで構築した例はない。酸に
不安定な 1a の配列を構築するためにトリチルリンカーを介して第 15 残基アミノ酸を結合した
Fmoc-Aib-trityl-ChemMatrix 樹脂(2)から固相合成を開始した(図 2)。縮合剤としては HATU および
HOAt を使用した。Aib-2–L-Pip-3、Aib-4–Aib-5、Aib-9–Aib-10、Aib-10–L-Pip-11 のアミド化につ
いては、HOAt に比して立体障害が小さい活性エステルを形成する COMU を採用することで効
率的に構築した。全てのアミノ酸を導入した後、N 末端の Fmoc 基を脱保護し、無水酢酸によっ
てアセチル化して樹脂結合ペプチド 3a を得た。この樹脂結合ペプチドを、(CF3)2CHOH によっ
て切り出し、カルボン酸 4a を合成した。さらに、4a を COMU およびアミン 5 と混合すること
で、アズラクトン 6a を経由して 1a を総収率 26%で得ることに成功した。また、確立した方法
によって、メチル化類縁体 1b–1g についても、4.1–16%の総収率で統一的に全合成した。 
目的の化合物群が得られたため、1a および 6 種類の類縁体 1b–1g の配座および疎水性に関す

る調査を行った。まず、310-ヘリックスドメインの配座を評価するため、CF3CH2OH 中において
各化合物の CD スペクトルを測定した(図 3)。結果として、類縁体 1b–1g は 1a と同様に 310-ヘリ
ックスに特徴的なパターンを示し、メチル基の導入が 310-ヘリックスには顕著な影響を与えない
ことが明らかになった。また、スペクトル強度から、6 種類の類縁体の 310-ヘリックス含量は 1b、



1d、1e、1f で比較的高く、1c および 1g では比較的低いこと、かつ 1f で最も高く、1g が最も低
いことが示唆された。 

 

=

H
N

O

O

Ph PhO
FmocHN

N N
N

N

N
N

O

PF6

N N
N

N

OH
HATU HOAt

固相合成
(i) piperidine/NMP (1/4), 40 °C
(ii) Fmoc-amino acid, HATU, HOAt

i-Pr2NEt, NMP, 60 °C
or Fmoc-Aib-OH, COMU
i-Pr2NEt, NMP, 40 °C

O
N O

N
N

CN

O

O

PF6

COMU

4a-4g: X =

H
N

OH

O

O
N
H

N

N

1a-1g: X =

COMU
i-Pr2NEt
DMF
30 °C

O

N

O

6a-6g: X =

N

O

H
N

O
N

O

H
NO

O

N
H

H
N

O
N
H

O

N
H

O
H
N

O
N
H

O
N

O
N
H

O

H
N

O
N
H

O

X
R4 R3

R2 R1R6 R5

1a: 26%
1b: 5.2%
1c: 9.4%
1d: 4.1%

(CF3)2CHOH/CH2Cl2

Fmoc-Aib-trityl-ChemMatrix (2)

N

O

H
N

O
N

O

H
NO

O

N
H

H
N

O
N
H

O

N
H

O H
N

O
N
H

O
N

O
N
H

O

H
N

O
N
H

O
H
N

O

R4 R3

R2 R1R6 R5

O

O

3a-3g

1e: 14%
1f: 16%
1g: 15%

総収率
(32 steps)

O
H
N

O
H2N

N

N

Cl
•HCl

5  
図 2 1a–1g の固相全合成 

 

 

図 3 1a–1g の CD スペクトル 

 
続いて、各化合物の疎水性指標である log D 値を HPLC 法によって見積もった。その結果、メ

チル基の置換位置と立体化学により疎水性が変化することが分かった(表 1)。この際、4 種類の
類縁体 1b、1d、1e、1f は、比較的高い疎水性を示した。これらは 310-ヘリックス含量の高い化合
物群に該当する。一方で、比較的低い疎水性を示した 2 種類の類縁体 1c および 1g は、ヘリック
ス含量が低い群に該当する。一般に、ヘリックス形成にともなうアミド基の分子内水素結合は、
分子全体の疎水性を向上するため、1a–1g の示す疎水性が、CD スペクトルの強度と相関したと
想定した。 
次いで、1a–1g の生物活性を統一的に評価した。まず、細胞膜透過処理を施した MCF-7 細胞

を用い、1a–1g の ATP 合成阻害活性を 50％効果濃度(EC50)によって比較した(表 1)。結果として
1b–1g は、1a の示す ATP 産生阻害活性を保持することが分かった。その中で、1a および 5 つの
類縁体 1b–1f の EC50 値は約 1 nM であり、1b–1f のメチル化様式が FoF1-ATP 合成酵素阻害活性
に及ぼす影響は小さいことが分かった。一方、1g では他の化合物に比して活性が 2 倍程度減弱
した(EC50 = 2.6 nM)。 



表 1 1a–1g の物理化学的特性と生物活性 

 
 
続いて、1a に対する感受性が高い(GI50 = 37 nM)ヒト乳がん細胞株 MCF-7 に対する 1b–1g の増

殖阻害活性を評価した(表 1)。6 種類の類縁体のいずれも増殖阻害活性を示したが、GI50値は多様
な値となり、およそ 3 群に大別できることが分かった。すなわち、強力な活性を示した類縁体 1e 
(14 nM)および 1f (8.8 nM)、1a と同程度の活性を示した類縁体 1b (27 nM)と 1d (30 nM)、1a より
も減弱した活性を示した類縁体 1c (104 nM)および 1g (173 nM)である。強力ながん細胞増殖阻害
活性を示す 1f の発見は、鎖状化合物に対するメチル基導入戦略の有用性を実証している。 
さらに、1a–1g のがん細胞選択性に関する知見を得るため、正常細胞のモデルとして MCF-10A

細胞を用いて増殖阻害活性を評価した(表 1)。その結果、いずれの化合物も MCF-7 細胞に比して
6–11 倍の GI50 値を示し、各類縁体はがん細胞選択性を持つことが明らかになった。特に、最も
強力ながん細胞増殖阻害活性を示した 1f は 6 倍のがん細胞選択性を示し、抗がん活性化合物と
して有用な特徴を持つことが分かった。 

FoF1-ATP 合成酵素に対する 1a–1g の EC50値は 0.86–2.6 nM であったが、MCF-7 細胞に対する
GI50値は 8.8–173 nM と 10 倍以上高い値を示した。また、1a–1g の log D 値は細胞増殖阻害活性
と相関し、高疎水性の類縁体ほど高い増殖阻害活性を示した。一般に疎水性の増加により膜透過
は容易になる。一連の結果は、1a–1g のミトコンドリア内膜に存在する FoF1-ATP 合成酵素への
輸送効率が、がん細胞増殖阻害活性に対して重要であることを示唆した。すなわち、1f は 7 種類
の化合物の中で最も効率的に細胞膜およびミトコンドリア内膜に分配され、結果的に FoF1-ATP
合成酵素による ATP 産生を効果的に阻害することが示唆された。 
最後に、プロテアーゼ耐性について天然物 1a と最も強力な活性を示した類縁体 1f を用いて評

価した。両者ともに Streptomyces griseus 由来のプロテアーゼ混合物であるプロナーゼに対しては
安定であったが、システインプロテアーゼであるパパインを用いると加水分解を受けることが
分かった。37℃で 24 時間処理すると、1a では 41%、1f では 61%が反応液中に残存し、1f のプ
ロテアーゼ耐性が向上していることが示された(図 4)。なお、同様の条件において既知の基質で
あるベンゾイル-L-アルギニン-p-ニトロアニリド(L-BAPA)は 1 時間以内に完全に分解された。310-
ヘリックス含量が高いことと、第 7 残基 C3 位への置換基導入そのものが、1f のプロテアーゼ耐
性の向上に寄与したと想定した。 

 

 

図 4 1a および 1f のパパインに対する安定性 

 
メチル基の導入は、これまで医薬品候補化合物の特性を最適化するために広く用いられてき

たが、柔軟な配座特性を示す鎖状分子に適用されることは稀であった。本研究では、1a の柔軟



なリンカー領域にメチル基を導入することで、より優れた性質を有する新規類縁体 1f を発見し
た。本戦略は、鎖状ペプチド系天然物の特性を改善するために応用可能であり、同様の性質を持
つ化合物群の価値を高めることにも繋がる重要な成果である。 
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