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研究成果の概要（和文）：アポトーシス阻害剤であるボンクレキン酸（BKA）の合成法を確立

し、アポトーシス阻害活性試験法も確立した。さらに種々の BKA 誘導体を合成し、細胞試験

を行ったところ、アポトーシス抑制活性には３つのカルボン酸が重要であることを明らかにし

た。またリン酸エステル基を導入したジカルボン酸でもアポトーシス抑制効果が発現した。一

方、疎水性置換基をもつジカルボン酸や炭素鎖長の大きく異なるボンクレキン酸誘導体では細

胞毒性が見られた。以上の成果はアポトーシス阻害剤の開発の端緒となると期待される。 
 
研究成果の概要（英文）：Practical total synthesis of bongkrekic acid (BKA) was achieved via 
our convergent strategy, and more than 10 mg of BKA was obtained. Based on these results, 
the BKA derivatives were also synthesized. We also established an assay protocol for 
staurosporin-induced apoptosis inhibitory activity of the HeLa cells. For apoptosis 
inhibitory activity, three carboxylic acid groups of BKA were found to be important. The 
analogues having only two carboxylates showed cell toxicity. The phospholipid-containing 
dicarboxylic acid analogues had an inhibitory activity of apoptosis. These results would 
give a clue for development of more efficient and easily available novel apoptosis inhibitors. 
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１．研究開始当初の背景 
 我々はアポトーシスに深く関わるとされ
るミトコンドリア膜タンパク質のアデニン
ヌクレオチド輸送担体（ANT）に着目し、そ
の阻害剤であるボンクレキン酸をベースと
した細胞の機能制御に取り組んでいる。ANT
の機能がボンクレキン酸により阻害される

と ATP の生産が抑制される。一方、ボンク
レキン酸は細胞に作用させるとアポトーシ
スを阻害することが近年判明し、アポトーシ
ス研究に重要な生化学ツールとして市販さ
れている。しかしその活性プロファイルを明
らかにするにはあまりに高価（1 万円/0.1 mg）
であり、大量入手も事実上困難である。従っ
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て、ボンクレキン酸の阻害機構を含めた活性
プロファイルのほとんどが未解明である。ボ
ンクレキン酸の有機合成は３０年前に１報
のみ報告があったが十分量を合成できる手
法ではない。我々は最近、ボンクレキン酸の
大量合成法の開発に成功したが（TL, 2009, 
4164）十分量を合成するにはいくつか改良点
があった。 
 
２．研究の目的 
 我々はボンクレキン酸の合成法を確立す
ること、それに基づき構造活性相関を明らか
にし、さらに有効かつ合成容易な阻害剤を開
発することを将来的な目標としているが、そ
の中でも本研究は ANT がアニオン性リン脂
質であるカルジオリピンとの親和性が高く
脂質二重膜内で強く安定化されている事実
に着目し、アニオン性リン脂質とボンクレキ
ン酸の活性部位とをリンカーで結合させた
リン脂質コンジュゲート阻害剤の創製を目
的とした。この分子は膜内で ANT とリン脂
質部分で強く相互作用（膜タンパク質－生体
膜間相互作用）するとともに、ボンクレキン
酸の活性部位で ANT と結合することで、強
い分子認識能とアポトーシス阻害活性を示
すことを期待し分子設計したものである。 

 
３．研究の方法 
 アポトーシス阻害活性を測定するために
は評価系の確立が必須である。そのためには
新規阻害剤のみならず、コントロールとなる
ボンクレキン酸自体が十分量必要となる。そ
こでまず、ボンクレキン酸の実用的合成法の
確立を目指した。次にこの合成ボンクレキン
酸を用いて細胞試験における評価系の確立
を行った。さらにボンクレキン酸の構造活性
相関を明らかにすべく、ボンクレキン酸およ
びその誘導体を合成し、その細胞試験により
細胞死制御活性について精査した。ジカルボ
ン酸が ANTへの阻害作用に必須であると過去
の我々の実験から推測されたので、以下の誘
導体の合成を計画した。①疎水性置換基を直
鎖末端に持つジカルボン酸。疎水性置換基お
よび直鎖炭素の炭素長を種々変換した。②カ
ルボン酸は細胞膜透過性に乏しい。そこで①
で合成したジカルボン酸のうち１位をエス
テル化した化合物を合成した。③BKA はトリ
カルボン酸であることから、①の疎水性置換
基をカルボン酸に変換したトリカルボン酸
誘導体を合成した。④ ①の疎水性置換基を
リン酸エステルもしくはリン脂質に置換し
た化合物の合成を計画した。 

 

 
４．研究成果 
ボンクレキン酸の合成と評価系の確立：我々
は既にボンクレキン酸の合成法を見出して
いるが、十分量の合成に達していなかった。
そこで、条件の最適化を徹底的に行った。ま
た後処理法の改善と順相カラム（クロロホル
ムーメタノール溶媒）を用いた HPLC 精製に
より精製法も解決し、十ミリグラム単位（時
価 100 万円相当）での純粋な BKA の合成法を
確立することができた。 
このサンプルを指標にしてアポトーシス阻



 

 

害作用の評価系を検討し、HeLa 細胞にスタウ
ロスポリンでアポトーシスを誘導する系を
確立した。この段階でボンクレキン酸の EC50
は 80 M であることを明らかにした。また、
細胞毒性試験を行ったところ、ほとんど毒性
は観察されなかった。ボンクレキン酸の細胞
作用に対する報告は散見されていたが、この
ような系統的な試験結果は報告例がない。次
に、疎水性置換基を直鎖末端に持つジカルボ
ン酸を合成し細胞試験を行った。その結果、
比較的強い細胞毒性が発現することが見出
された。脂溶性炭素鎖の炭素長と細胞毒性に
相関があり、脂溶性が高いほど毒性が高く、
これは非特異的結合によるものと推測され
た。また、エステル化するとさらに毒性が強
くなることも明らかとなり、特にメチルエス
テルの効果が高いことが分かった。一方、炭
素鎖末端にカルボン酸を付与したトリカル
ボン酸とすると細胞毒性は消滅し、アポトー
シス阻害効果が見出された。その際の炭素鎖
長も重要であり、BKA と炭素鎖長が近いもの
ほど活性が強く、短いものや長いものは効果
がなかった。膜タンパク質と相互作用する構
造単位として新たな知見である。 
また、イソ BKA への異性化の原因となる 23
位のメチレンの水素の pka を上げるために、
1 炭素伸長した BKA 誘導体も合成したが、強
い細胞毒性が発現した。また、ミトコンドリ
ア膜の特性を鑑み、リン脂質を末端に導入し
た BKA 誘導体を合成しようとしたが、安定性
に問題が生じたために、より単純な構造のリ
ン酸エステルを導入した。その結果、まだ予
試験の段階ではあるがアポトーシス阻害効
果が観察された。膜透過性やミトコンドリア
膜への親和性などの点で有効に作用したと
考えられる。 
以上の結果から、1位と 22 位のカルボン酸は
阻害活性に必須であり、24位はアルコールで
も置換可能であることが明らかとなった。 
最後に、リン脂質と結合した誘導体の合成の
予備試験として長鎖アルコールと BKA誘導体
（末端アルコール）とののリン酸エステルの
合成を行った。この化合物は加水分解されや
すく不安定であるためジエステルの形で単
離し活性試験を行った。その結果、本化合物
もアポトーシス阻害に有効であることがわ
かった。以上の知見は合成容易かつより効果
的なアポトーシス阻害剤開発の起爆剤とな
ると期待される。 
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