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研究成果の概要（和文）：ボンクレキン酸（BKA）の蛍光プローブ化を目的に構造活性相関研究を展開し、BKAの3つの
カルボン酸がアポトーシス阻害活性を発現する上で重要であることを明らかにした。さらにBKAの構造を単純化したト
リカルボン酸誘導体や配座固定型トリカルボン酸がアポトーシス阻害活性を示すことを見出した。これら新規誘導体は
BKAより短工程で合成でき精製も容易なことから、入手容易なBKAの代替化合物としてだけでなく、蛍光基などを有する
高機能性アポトーシス阻害剤や分子プローブを開発する上での有効なリード化合物として期待できる。さらに、抗腫瘍
活性天然物xanthatinの効率的全合成を達成した。

研究成果の概要（英文）：Based on our developed total synthesis of BKA, we conducted the structure-activity
 relationship study, which revealed three carboxylic acid groups of BKA plays an important role in stauros
porin-induced apoptosis inhibitory activity of HeLa cells. Next, we designed and synthesized simpler deriv
atives and the conformation-restricted derivatives and then found that these derivatives showed potent apo
ptosis inhibitory activity. Consequently, we successfully achieved the design and synthesis in more easily
 available potent novel apoptosis inhibitors, which would be useful for highly sensitive fluorescent probe
s. The efficient asymmetric synthesis of xanthatin based on the highly stereoselective conjugate allylatio
n of the &#61543;-butenolide was also achieved.
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１．研究開始当初の背景 
蛍光イメージングは、医学・生命科学分野
で最も汎用されているイメージング法であ
り、蛍光タンパク質やタグ融合タンパク質を
用いた蛍光標識法の開発により様々な生命
現象の解明に大きく貢献している。その中で
も、抗体や低分子リガンドなどの生体作用分
子を蛍光標識した蛍光プローブを用いる手
法は、遺伝子操作が不要で操作が簡便な非常
に優れた方法であり、マウスなど個体レベル
の解析、疾病の解明や新薬開発に必要不可欠
である。そのため、抗体-抗原反応やリガン
ド-受容体相互作用に基づく特異性の高い蛍
光プローブの開発が活発に行われているが、
生体作用分子の本来の生物活性を損なわず
に蛍光標識することは容易ではなく、簡便で
汎用性の高い蛍光標識法の開発が現在求め
られている。このような背景のもと、申請者
らは、糖脂質の集合構造（脂質ラフト）や糖
修飾高分子のように糖鎖が集積すると強い
相互作用を生じる多価効果に着目し、蛍光性
ナノ粒子表面にリガンドを集積することで
受容体親和性を保持または増強したリガン
ド集積型高感度蛍光プローブの創製が可能
になると考えた。この考えに基づき各種蛍光
性ナノ粒子を用いた蛍光標識法の開発に取
り組み、量子ドットを活用した蛍光プローブ
の簡便合成法の開発に成功した（産業財産権
2）。量子ドットは、直径数 nm サイズの蛍光
性ナノ粒子で、高輝度、高い光退色耐性、粒
子サイズによる蛍光波長の制御が可能など
優れた光学特性を有する。しかし量子ドット
による蛍光標識は抗体やペプチド等を用い
る例が多く、低分子リガンドの標識法として
は未だ十分確立されていない。申請者は、近
年開発された無触媒クリック反応（Bertozzi, 
C.R. Angew. 2009, 6974）を活用した新規量
子ドット標識法の開発に成功した。本法は、
抗体はもちろん低分子リガンドを母体化合
物とする蛍光プローブの合成が可能である
こと、そして培養細胞など生細胞の解析に適
応可能であることを見いだしている。そこで
本研究では、申請者がこれまで独自に取り組
んできた蛍光標識法の確立を目的に、高感度
で特異性の高い蛍光プローブの開発を試み
る。 
 
 
２．研究の目的 
蛍光標識化した生体作用分子（蛍光プロー
ブ）を用いた蛍光イメージング研究は、創薬
研究や生命科学の発展に大きく貢献してい
るが、高感度で特異性の高い蛍光プローブの
創製は容易ではない。本研究では、申請者が
独自に開発した量子ドット標識法を活用し
て高感度蛍光プローブの合成を行い、その有
用性および実用性を 1つ 1つ検証することに
より本法の確立を目指す。そこで、低分子性
リガンドやペプチド性リガンドをはじめ生
物活性天然有機化合物等の蛍光標識化研究

を行い、本法の有用性を確かめる。 
 
 
３．研究の方法 
（１）ミトコンドリア膜タンパク質 ANT 特異
的な蛍光プローブの開発  
ボンクレキン酸は、ミトコンドリア膜に存
在するアデニンヌクレオチド輸送担体（ANT）
の強力な阻害剤であり、近年、アポトーシス
誘導阻害活性を有することが明らかにされ、
アポトーシス研究における必須の分子ツー
ルとして位置づけられている。しかし、ボン
クレキン酸によるアポトーシス制御の分子
レベルでの解明研究は端緒についたばかり
であり、ANT 阻害作用とアポトーシス誘導阻
害活性の間の詳細な分子機構の解明が待ち
望まれている。申請者の所属研究室では、ボ
ンクレキン酸の大量供給可能な実用的全合
成の開発を達成している（TL 2004, 8863.; TL 
2009, 4164.）。まず、全合成を基盤に構造活
性相関研究を展開し、蛍光基の導入部位を明
らかにする。またボンクレキン酸は非常に複
雑な構造を有する化合物であり、全合成に全
40 工程を要するため、合成容易で強力なアポ
トーシス阻害活性を示す新規誘導体を開発
し、蛍光プローブの合成へと展開する。 

 
（２）Xanthatin の効率的全合成と蛍光プロ
ーブ合成 
Xanthatin は、キク科植物のオナモミ
(Xanthium pennsylvanicum)から単離・構造
決定されたセスキテルペノイドであり、アレ
ロパシー（植物他感作用）活性、抗炎症作用
や抗MRSA活性などの生物活性を示す。最近、
我々と荒牧らはxanthatinがヒト乳がん細胞
に対し強力な抗腫瘍活性を示すことを見出
した（Chem. Res. Toxicol. 2011, 855.）。
この作用機構はガン抑制遺伝子 GADD45γ を
特異的に活性化する非常にユニークな機構
であることが明らかにされており、
xanthatin は新規乳がん治療薬のリード化合
物として期待されている。そこで、xanthatin
の大量合成法の確立および構造活性相関研
究、そして蛍光プローブの開発を行う。本研
究を通して、xanthatin の未知標的タンパク
や未解明現象の解明へと展開する。 
 
 
４．研究成果 
（１）ミトコンドリア膜タンパク質 ANT 特異
的な蛍光プローブの開発  
我々が以前に開発したボンクレキン酸の
合成法を活用し、BKA のカルボン酸部位を水
酸基に置換した BKA 誘導体 BKA-1, 2, 3 を合
成した。また、ボンクレキン酸の C2-C3 の二



重結合は容易に異性化し、アポトーシス阻害
活性が失活する知見を得ていたため、異性化
の抑制を目的に、1 炭素伸長した BKA 誘導体
BKA-4 を合成した。上記合成した各種誘導体
を、HeLa 細胞を用いたアポトーシス阻害試験
により活性評価を行ったが、これら誘導体は
アポトーシス阻害活性を示さず、細胞毒性を
有することが分かった。この知見から、アポ
トーシス阻害活性を示す上で、3 つのカルボ
ン酸が必須であると共に、標的タンパク質が
その三次元的な位置関係を厳密に認識して
いる事が示唆され、いずれのカルボン酸も蛍
光基導入部位として適切ではないことが分
かった。 

 
上述のように、3 つのカルボン酸がアポト
ーシス阻害活性発現に必須であることを明ら
かにしたので、蛍光プローブ開発を目指して、
BKA の二重結合および側鎖全てを除去し分子
構造を単純化したトリカルボン酸誘導体
BKA-5 を分子設計し、合成した。細胞試験の
結果、ボンクレキン酸と同様なアポトーシス
阻害活性を示すことが分かった。さらに、炭
素鎖長の異なるトリカルボン酸誘導体を系統
的に合成したところ、ボンクレキン酸と同じ
炭素鎖長を有する誘導体 BKA-5 が最も強い阻
害活性を示すことを見出した。そこで、BKA
の立体配座の部分固定化による阻害活性の
向上を目指し、また機能性置換基導入の足場
としてベンゼン環を組み込んだ BKA 誘導体
BKA-6 を設計合成した。スタウロスポリン
(STS)誘導アポトーシス抑制評価の結果、BKA
と同様の阻害活性を示した。配座固定型トリ
カルボン酸は、合成容易なアポトーシス阻害
剤としてだけでなく、蛍光基などを有する高
機能性アポトーシス阻害剤や分子プローブを
開発する上での有効なリード化合物として期
待できる。 

 
（２）Xanthatin の効率的全合成と蛍光プロ
ーブ合成 
オキサゾリジノン 1を用いた Evans 不斉アル
キル化反応により、アリル化体 2を高ジアス
テレオ選択性かつ高収率で合成し、LAH 還元、
TBDPS 基保護、Morken らの不斉ジヒドロキシ
ル化、TEMPO 酸化、そして安藤-Emmons オレ
フィン化により、ブテノリド 3 を合成した。
次に、本合成の鍵反応である共役アリル化反
応による7位不斉中心の立体選択的構築を検
討した。ブテノリド等の,-不飽和ラクト
ンに対する共役アリル化反応は、数例が報告
されているに過ぎなかったため、様々なアリ
ル金属種を用いてブテノリド3に対する共役
アリル化反応を精査した。その結果、
Lipshutz らのアリル銅試薬を用いる条件に
おいて反応が進行し、所望の立体配置を有す
る共役アリル付加体 4及び 5が高立体選択的
に得られた。種々の官能基変換および閉環エ
ンインメタセシスによりエキソメチレンラ
クトン 6 へと変換し、最後に第二世代
Hoveyda-Grubbs 触媒を用いたメチルビニル
ケトンとのクロスメタセシスにより、
(-)-xanthatin (7)の全合成を達成した。本
研究により、アリル銅試薬を用いた共役アリ
ル化反応により7位不斉中心を高立体選択的
に構築できることを見出し、xanthatin(7)の
トランス縮環骨格の直接的構築に成功した。
本法は、全 14 工程と従来法(全 29 工程)を遥
かに凌駕する効率性及び実用性を兼ね備え
た合成法である。本合成法により、xanthatin
の構造活性相関研究や蛍光プローブの開発
研究への展開、そして xanthatin の作用機序
解明研究の進展が大きく期待できる。 
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