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研究成果の概要（和文）：本研究では、タンパク質と共有結合を形成して、その機能を不可逆的に阻害するコバレント
ドラッグを開発するための新しい技術基盤を構築することを目的として、コバレントドラッグに適した新しい反応基の
探索、新しい反応基であるαークロロフルオロアセチル基を有するフラグメント小分子ライブラリーを構築した。また
、ライブラリーを利用した結核治療のためのコバレントドラッグの探索を目指し、蛍光アッセイ系の構築を行った。

研究成果の概要（英文）：Covent drug is agent that inhibits protein functions through the the formation of 
a specific covalent bond with a target protein. In this research, we constracted the research platform 
for development of new covalent drug. We found that alpha-chlorofluoroacetyl group is a mild reactive 
group suitable for covalent drug. Based on this finding, we prepared a compound library composed of the 
small molecules, which are appended with a alpha-chlorofluoroacetyl group. To apply this compound library 
f, we constructed the fluorescence assay system for screening a covalent drug for tuberculosis.

研究分野： ケミカルバイオロジー

キーワード： タンパク質　コバレントドラッグ　化合物ライブラリー　スクリーニング
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１．研究開始当初の背景	 
	 タンパク質機能を共有結合形成により不
可逆的に阻害するコバレントドラッグは、長
い創薬研究の中でこれまでに数多く開発さ
れてきた。コバレントドラッグの最も代表的
なものとしては、下図に示すアスピリンやβ
−ラクタム系抗生物質などが知られているが、
その他にも多様な受容体や酵素を標的とし
た薬剤がコバレントドラッグとして開発さ
れており、幅広い疾患領域で用いられている。 

 
	 コバレントドラッグは、通常の分子間相互
作用に基づいた可逆的阻害剤とは異なり、）
共有結合の形成により持続的かつ強力な阻
害能の発現が可能となる、２）多点相互作用
に依存した強い結合力を必要としないので
分子デザインの単純化が可能となるなどの
優れた利点を有する。近年、これらの利点に
着目したコバレントドラッグ開発が、主にガ
ン領域の創薬研究において積極的に進めら
れている。一方でケミカルバイオロジー研究
においても、共有結合阻害剤を用いた細胞内
タンパク質の網羅的機能解析がさかんに行
われている。しかしながら、これらのコバレ
ントドラッグ開発は、既存の可逆的阻害剤に
共有結合形成する反応性部位（warhead）を
付加する戦略で進められることが多く、新規
なコバレントドラッグを de novoで開発する
手法は未だに開発されていない。 
 
２．研究の目的	 
	 本研究の目的は、タンパク質に対する共有
結合阻害分子（コバレントドラッグ）開発の
ための新しい基盤技術の確立である。本研究
では、コバレントドラッグ開発のための新た
なプラットフォーム技術として、コバレント
ドラッグに適した穏やかな反応性を持つ新
しい反応基の探索、新たに見出した反応基を
持つ反応性フラグメント化合物から構成さ
れるライブラリー構築と、これを用いた不可
逆的阻害分子のスクリーニングを目指す。さ
らにスクリーニングより得られた標的タン
パク質の機能を不可逆的に阻害するヒット
化合物の構造活性相関を行い、より活性の強
いリード化合物の開発を進める。 
 
３．研究の方法	 
	 コバレントドラッグに適した穏やかな反
応性を持つ反応基に探索は、我々がこれまで
に開発したペプチドを用いた蛍光アッセイ

系を用いて行った。次にアッセイにより得ら
れた望ましい反応性を有する反応基を持つ
小分子フラグメントを多数合成し、ライブラ
リーを構築した。さらに、標的となるタンパ
ク質の機能阻害を評価できるアッセイ系を
構築し、反応性フラグメントライブラリーの
スクリーニングを試みる。 
	 
４．研究成果 
 (1) コバレントドラッグに適した新しい反
応基の探索	 
コバレントドラッグに用いる反応性基とし
て最も重要な特性は、非特異的なラベル化を
起こさない制御された穏やかな反応性であ
る。しかし、コバレントドラッグに適した反
応基を開発しようする試みは、これまでにほ
とんど行われてこなかった。実際に、現在開
発が盛んに行われているコバレントドラッ
グ型の抗がん剤は、ほぼ一様に、マイケルア
クセプターをシステイン残基との反応部位
として有している。しかし、マイケルアクセ
プターは、反応性が比較的高いため標的タン
パク質以外の他のタンパク質に対する非特
異的修飾（オフターゲットラベル化）が起こ
ることが報告されている。そこで申請者は、
マイケルアクセプターに代わる新しい反応
基の探索を目的として、化合物の反応性を簡
便にスクリーニングできるペプチドを用い
た蛍光アッセイ系を用いて検討を行った。そ
の結果、Cys残基と反応する新しい反応性基
として α-クロロフルオロアセチル基
(α-ClFAc)を新たに見出した。この α-ClFAc
基は、マイケルアクセプターよりも穏やかな
反応性を示し、他のタンパク質との非特異的
反応を起こしにくい、コバレントドラッグに
適した反応基であると予測された。 
	 

	 
(2) α-ClFAc 基を持つ化合物ライブラリーの
構築	 
	 次に新たに見出した α-ClFAc基を持つ小分
子型のライブラリーの構築を行った。ライブ
ラリー化合物は、市販のアニリン誘導体と
α-クロロフルオロ酢酸との縮合反応により
容易に合成できるため、短期間でライブラ



 

 

リーの構築が可能であった。市販のアニリ
ン誘導体は、試薬メーカーのリストよりセ
レクトして、少量ずつカスタム購入した。
研究期間内では、約 150種類の反応性フラ
グメントライブラーの合成を行った。	 
	 

 
(3) コバレントドラッグアッセイ系の構築	 
	 構築した化合物ライブラリーの有用性を
評価するために、初期検討として、30種類の
フラグメント化合物を用いてシステインプ
ロテアーゼであるパパインに対するスクリ
ーニングを行った。その結果、化合物 23, 29, 
30が IC50にして数十µM程度の阻害活性を
持つことを見出した。さらに Kitz-Wilson
プロットや質量分析を行うことで化合物
30がパパインと共有結合を形成し、不可逆
的に活性を阻害していることを明らかとし
た。この結果は、申請者の進める新しいラ
ベル化反応の開拓に基づいたコバレントド
ラッグ探索の潜在的な有用性の高さ示す成
果であると言える。	 

 
	 次に結核治療薬の開発を目指したスクリ
ーニング系の確立を行った。スクリーニン
グの対象となる標的タンパク質である
antigen 85は、結核菌の特殊な細胞壁を構
成するトレハロースジミコール酸エステル
を合成する酵素であり、その活性ポケット
近傍に Cys209を持つ。近年、この Cys209
と共有結合を形成するエブセレンが、
antigen 85に対する強い阻害活性を持つこ
とが明らかとなっており、新しい結核治療
薬のターゲットとして注目を集めているこ
とから、本研究においては、antigen85 に
対するコバレントドラッグの開発を目指し
た。阻害活性の評価は、エステラーゼ活性
を持つ antigen85 の基質となる蛍光性化合
物を用いたアッセイ系を構築した。また、
antigen85 の大腸菌発現系も構築し、アッ
セイに用いる antigen85 の供給体制が整っ
た段階にある。本研究終了後は引き続き、
構 築 し た 化 合 物 ラ イ ブ ラ リ ー か ら

antigen85 の阻害剤をスクリーニグする予
定である。さらにヒット化合物の構造修飾
を行い、より活性の高いリード化合物を見
出していく。 
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