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研究成果の概要（和文）：本課題では、疾病増悪因子たる機能性タンパク質を標的とし、その (1)活性の直接制
御、ならびに (2)分解／消失／安定性／細胞内局在の制御、を行うリガンド群を創製した。代表的な成果は、各
種核内受容体やいくつかのエピジェネティック因子に対する新規リガンド（作動薬／拮抗薬／ダウンレギュレー
ター）の創製、ハンチントン病の原因となる変異ハンチンチンをはじめとするβシート構造型凝集性タンパク質
の包括的分解誘導剤の創製、ニーマン・ピック病C型の原因となる変異NPC1の異常細胞内局在を修正する薬理シ
ャペロンの創製、脂質代謝のホメオステーシス維持に関わる酵素の安定性を制御するリガンドの解析、が挙げら
れる。

研究成果の概要（英文）：Bio-active compounds which regulate activity, stability, decomposition, 
cellular localization, and/or trafficking of various disease-associating proteins were designed and 
synthesized. Typical achievements are design and synthesis of: (1) agonists/antagonists/down 
regulators for various nuclear receptors, including nuclear estrogen receptor, (2) inhibitors for 
epigenetic factors, including bromodomain proteins and HDAC, (3) protein knockdown inducers for 
neurodegenerative disease associated beta-sheet type self-aggregative polyglutamine proteins, 
including huntingtin protein/atrophin/ataxins, and (4) pharmacological chaperones which correct 
abnormal cellular trafficking of disease-associated functional proteins, including mutant 
Niemann-Pick type C1. Also, pharmacological and physiological ligands which regulate the stability 
of lipid metabolism rate-limiting enzymes, including squalene mono-oxygenase and HMG-CoA reductase, 
were analyzed.

研究分野：生物有機化学

キーワード： 構造展開　薬理シャペロン　核内受容体　タンパク質分解誘導
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研究成果の学術的意義や社会的意義
現時点で薬物治療法が存在しない神経変性疾患を代表とするを多くのいわゆる難病には、機能性タンパク質の演
出型の異常に起因するものが多く、タンパク変性疾患と総称・分類することができる。タンパク変性疾患に対し
ては、従来の小分子創薬、すなわち、薬物受容体を標的にその機能を直接制御する活性を追求する創薬手法では
対応できない。本研究課題では、タンパク変性疾患に対して、その原因因子ないし増悪因子たるタンパク質の演
出型（安定性／細胞内局在／凝集性など）の異常を修正する小分子化合物群を設計／創製し、それをもって、未
だ治療法なき難病に対して新たな治療戦略が提案可能である。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
重篤な疾病や、治療薬が未だ存在しないいわゆる難病の多くは、増悪因子が多重であったり、
あるいは疾病関連タンパク質の時空間依存的な存在状態そのものが異常である場合が多い。こ
うした難治性の疾病群に対しては、従来の特定の単一薬物受容体の機能そのものを標的とする
単剤創製では対応できない。 
増悪因子の多重性に対して、癌・エイズに対する多剤併用療法・カクテル療法は古くから行わ
れているが、近年、薬物相互作用等の問題を回避して同様の効果を得るべく、単剤で複数の薬物
受容体を標的と多重薬理医薬（polypharmacology）の開発が提案されている。また、疾病関連タ
ンパク質の存在状態を制御するものとして、薬理（ファーマコロジカル）シャペロン法やタンパ
ク質ノックダウン法が提案されつつある。 
多重薬理医薬についてはせいぜい２種類の異なる標的を同時に阻害するものが報告されている
に過ぎなかった。薬理シャペロンやタンパク質ノックダウンについても、概念としては提案され
ているものの、特定の疾病に対して実験的に有用性が示されたものはほとんど報告がない状況
であった。 
 
２．研究の目的 
本研究課題は、疾病増悪因子としての各種の機能性タンパク質を標的に設定し、作用様式の観
点からは、  
(1)その活性を直接制御するリガンド、  
(2)その分解/消失または安定性を制御するリガンド、  
(3)標的の細胞内局在を制御するリガンド、 
を、 
また、標的対象の観点からは、 
(A)各種核内受容体リガンドや関
連するエピジェネティック因子、 
(B)様々な神経変性疾患の原因と
なる凝集性タンパク質、 
(C)コレステロールや脂質の代謝
に関わるトランスポーターや生
合成酵素等、 
を選択し、上記(1)〜(3)の作用
様式を縦軸として、そして同じく
上記(A)〜(C)の標的対象を横軸
として、それぞれの範疇に属する
各種新規生物活性物質を、難病に
対する治療戦略の提案を念頭に
創製することを目的とした。 
さらに作用様式多重性ないし標
的対象多重性を付与した活性化合物を創製し、その有用性を実験的に実証することを目的とし
た。 
 
３．研究の方法 
上記研究目的に照らして設計する小分子化合物としては、本研究者らが展開してきたこれまで
のマルチテンプレート法（同一の形状を持つ骨格に様々な化学修飾を施して構造多様性を付与
しつつ活性を拡張する手法）を応用した。具体的には、各種核内受容体リガンドやサリドマイド
の構造から抽出した 6 員環-X-Y-6 員環型（以下、6-X-Y-6 型）の骨格を中核に据えた。 
タンパク質ノックダウンにおけるタンパク質の分解様式については、ユビキチンリガーゼ活性
を持ち、メチルベスタチンをリガンドとする cellular inhibitor of apoptosis protein-1 
(cIAP-1)を利用した、細胞内でのプロテアーゼによる分解を選択した。なお、cIAP-1 リガンド
であるメチルベスタチンと、標的タンパクに対するリガンドを結合させたタンパク質ノックダ
ウン誘導剤を「SNIPER(selective and nongenetic cIAP-dependent protein eraser)分子」と名
付けて総称し、発信している。ノックダウンを誘導する標的としては、神経変性疾患に対する治
療戦略の提案を念頭にハンチンチンをはじめとする自己凝集性βシート型ポリグルタミンタン
パク質を選択した。 
また、タンパク質の細胞内局在の制御に関しては、現時点で治療法の存在しない神経変性疾患
であるニーマン・ピック病Ｃ型を念頭に、その原因タンパク質であるコレステロールトランスポ
ーターNPC1 を選択した。さらに、脂質代謝のホメオステーシス維持において中核的な役割を持
つ二つの律速酵素［3-ヒドロキシ-3-メチルグルタリル-CoA還元酵素（HMG-CoA還元酵素）、およ
びスクワレンモノオキシゲナーゼ（SM）］について、その安定性を制御する薬剤ならびに生理的
リガンドに関する解析も行った。 
いずれの場合も、生化学／分子生物学／細胞生物学／薬理的評価はすべて培養細胞系のレベ

ルで行った。 
 



４．研究成果 
 (1) 新規核内受容体リガンドの創製 
基本的には 6-X-Y-6 型の骨格を基軸として、肝臓 X 受容体(LXR)／パーオキシゾーム増殖因子
活性化受容体(PPAR)／プロゲステロン受容体（PR）／エストロゲン受容体（ER）に対する新規リ
ガンド群を創製した。LXR や PPAR については、従来のトランスアクチベーション作用（受容体
の、応答遺伝子配列に対する直接的な転写調節因子としての作用）に関わるリガンドから逸脱し
て、トランスリプレッション作用（受容体の，標的遺伝子に対する間接的な転写抑制作用）に着
目した構造展開をも実施し、両作用の完全分離には到らなかったものの、一定の構造活性相関情
報を得た。 
また、分子内に，従来の小分子医薬の部分構造としては珍しいケイ素含有官能基や、リン原子
含有ホスフィノフェノール骨格を有する核内受容体リガンドの創製に成功し、当該領域のケミ
カルスペースの拡大に貢献できたと考える。 
 
(2) エピジェネティック因子に対する多重薬理活性化合物の創製 
ブロモドメインタンパク質(BRD4など)やヒストン脱アセチル化酵
素(HDAC)を主たる対象とし、それぞれに対して特徴的な阻害剤を創
製した。同時に、標的多重性リガンドとして、 ベンゾイルアデニ
ン骨格（6-X-Y-6 型骨格に含まれる）を有する BRD4/HDAC 二重阻害
剤（右図）の創製に成功し、その構造活性相関に関する解答も得ら
れた。 
 
(3) エストロゲン受容外(ER)のダウンレギュレーターの創製 
6-X-6（ジフェニルメタン）型の ERリガンドを各種創製し、その ERに対するダウンレギュレー
ション活性を解析した。ジアルキルアミノ基等の特定の官能基がダウンレギュレーション活性
に決定的に関与することを発見し、かかわる ER 側のアミノ酸側鎖を推定し、ER 不安定化のメカ
ニズムを提唱した。 
 
(4) タンパク質ノックダウン誘導剤の創製 
ハンチントン病の原因となる
変異ハンチンチンタンパク質を
細胞内で分解誘導し消失させる
小分子性のタンパク分解誘導剤
の創製に成功した。 
さらに本化合物を、各種神経変
性疾患の原因タンパク質たるβ
シート構造型凝集性ポリグルタ
ミンタンパク質全般に対する包
括的分解誘導剤の創製へと展開
し、ハンチンチンに加え、アトロ
フィンやアタキシンをも同時に
分解誘導する小分子化合物を創
製した。 
 
(5) タンパク質の細胞内局在を制御する薬理シャペロンの創製 
ニーマン・ピック病 C 型に対する治療戦略の提
案を念頭に、その原因となる変異コレステロー
ルトランスポーターNPC1の異常細胞内局在を修
正する活性化合物(薬理シャペロン活性化合物)
として発見したイトラコナゾール（右図）の構
造展開を行い、構造活性相関情報を獲得した。 
 
(6) 脂質代謝のホメオステーシスにかかわる
律速酵素の安定性に関与する分子の解析 
脂質代謝の律速酵素として、3-ヒドロキシ-3-メチルグルタリル-CoA 還元酵素（HMG-CoAR）な
らびにスクワレンモノオキシゲナーゼ（SM）の二酵素を選択し、それらの安定性を制御する分子
の解析を行った。 
HMG-CoAR の分解を誘導する既知活性化合物
SR12813 の構造展開を行い、構造活性相関情報を
取得の上、その光親和性標識プローブ化
（srbAZY）を行った（右図）。 
SMについては、その生理的基質であるスクワレ
ンが、SM に対するアロステリックなフィードフ
ォワード因子として働くことを提唱した。 

HMGR分解誘導型光親和性標識プローブの創製 
Synthesis of photoaffinity labeling probe with HMGR-degradation activity 
〇豊田 洋介 1、吉岡 広大 1、鷺森 郁也 1、橋本 祐一 1、大金 賢司 1 
〇Yosuke Toyota1, Yoshioka Hiromasa1, Ikuya Sagimori1, Hashimoto Yuichi1, Kenji Ohgane1 
1:東大院薬 
1: Grad. Sch. Pharm. Sci., Tokyo Univ. 
 
【背景・目的】HMG-CoA還元酵素（HMGR）はコレステロール生合成経路における律速酵素で
あり、転写レベルと翻訳後レベルでのフィードバック機構が存在することが知られている。

HMGRはステロールセンサー膜タンパク質である Insigを介してユビキチン E3リガーゼとの複
合体を形成することで、ユビキチンプロテアソーム系による分解を受ける。25-hydroxycholesterol
（25HC）や SR-12813 はHMGR分解活性を有することが報告されているが、25-HCは Insigに
結合することが明らかとなっている一方で、SR-12813は Insigへの結合は示唆されていない。こ
のことから、SR-12813 は直接 HMGR に結合するなど 25HC とは異なるメカニズムを介して
HMGR の分解を誘導している可能性が考えられる。この仮説を検証する為、HMGR に対する光
親和性標識プローブの創製を行うことを目指した。 
【方法】SR-12813をリード化合物として、光親和性標識プローブ化に必要な官能基の導入部位を
検討しつつ、HMGR分解活性を指標とした構造活性相関を取得した。HMGR分解活性はHMGR
の触媒ドメインを luciferaseで置き換えた融合タンパク質をHEK293に安定発現させ、化合物投
与による細胞中のHMGR量の変化を発光により定量することで評価した。 
【研究結果・展望】SR-12813と比較して 10程度強いHMGR分解活性を有する化合物 1の創製
に成功した。また、ターシャリーブチル基やエステル部位に必要な官能基の導入が可能であるこ

とを見出した。さらに、得られた構造活性相関を基に光親和性標識プローブ srbAZY などの創製
に成功した。これらのプローブを用いてHMGRに対する結合試験を行うことで、HMGRの分解
メカニズムの解明に貢献できると期待される。 
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識する真菌の Lanosterol 14α-demethylase阻害を機序とする抗真菌༂ Itraconazoleが、
NPC1に対する PCとして機೵する可೵性を見出した(୉金&袖岡, ಝ願 2015-242513)。 

 

 Fig.10 Itraconaoleの構造式 

 

これを光親࿪性ඬ識プローブ化(ItraAZY)することにより、イトラコナゾールが NPC1ร
異体に௜接結合することでシャペロン༹作༽を示すことを見出した (Shioi et al., 

manuscript in preparation)。 

        
Fig.11 光親࿪性ඬ識プローブ ItraAZY    Fig.12 ItraAZKの光親࿪性ඬ識実験 

  

ATRA, which is approximately equal to the endogenous retinoic
acid concentration in human plasma. (+)-JQ1, vorinostat, 6, and
5d all enhanced ATRA-induced cell differentiation, and the activi-
ties decreased in the following order: (+)-JQ1 > vorinostat > 6 > 5d
(Table 2).

Thirdly, we investigated c-MYC production-inhibitory activity.
As shown in Table 3, (+)-JQ1, vorinostat, 6, 5d, and 5e showed c-
MYC production-inhibitory activity, while 5a–5c did not. The activ-
ities decreased in the following order: (+)-JQ1 > vorinos-
tat > 6 > 5e > 5d. The reason why 5a–5c were inactive may be
that these compounds have low permeability across the cell mem-
brane. Overall, the results in Figs. 2, 3, and Table 2 suggest that dual
BRD4/HDAC inhibitor 5d is a promising candidate agent for treat-
ment of cancer.

Finally, we evaluated the growth-inhibitory effect of 5d on K-
562, T-47D, and OVCAR-5 cell lines, which are (+)-JQ1-resistant,
and on HL-60, MCF-7, MDA-MB-231, and A2780 cell lines, which
are (+)-JQ1-sensitive.25,31–33 As shown in Table 4, (+)-JQ1 and 6
showed weaker growth-inhibitory activity towards leukemia
K-562 cells compared with leukemia HL-60 cells, while vorinostat
and 5d showed equivalent activities towards both K-562 and
HL-60 cells. Similar results were observed with ovarian cancer

cells, OVCAR-5 cells and A2780 cells. On the other hand, 5d showed
weaker activity in breast cancer cells, MCF-7 cells and MDA-MB-
231 cells, but showed comparable activity to (+)-JQ1 in T-47D cells.
Thus, 5d is effective against BRD4 inhibitor-resistant cells.

3. Conclusion

We designed and synthesized novel dual BRD4/HDAC inhibitors
5a–5e based on the structure-activity relationships of N6-benzoy-
ladenine derivatives. Among these compounds, 5d showed the
most potent BRD4/HDAC dual-inhibitory activities, and also pos-
sessed HL-60 cell growth-inhibitory activity, HL-60 cell differenti-
ation-inducing activity, and c-MYC production-inhibitory activity.
Moreover, it showed a significant growth-inhibitory effect on
BRD4-resistant cells. These results suggest that polypharmacology
may be an effective strategy for the treatment of cancers.

4. Experimental section

4.1. General chemistry

1H NMR spectra were recorded on a JEOL JNM-ECA-500
(500 MHz) spectrometer. Chemical shift values were expressed in
d values (ppm) relative to internal tetramethylsilane (0.00 ppm),
residual CHCl3 (7.26 ppm), CHD2OD (3.31 ppm), or C2HD5SO
(2.49 ppm) for 1H NMR, and internal tetramethylsilane
(0.00 ppm), chloroform-d1 (77.16 ppm), methanol-d4 (49.00 ppm),
or dimethylsulfoxide-d6 (39.50 ppm) for 13C NMR. Electrospray ion-
ization (ESI) and fast atom bombardment (FAB) mass spectra were
recorded on a Bruker micrOTOF II mass spectrometer. Melting
points were determined by using a MP-J3 melting point apparatus
(Yanako). Thin layer chromatography (TLC) was performed on silica
gel 60 F254 plates (Merck). Flash column chromatography was per-
formed on silica gel 60 (spherical, particle size 40–100 lm; Kanto).

4.1.1. Synthesis
General synthetic procedure for benzyl 2-(ethoxy-oxoarkyloxy)

benzoates
The corresponding alkyl bromide (2.0 eq) and potassium car-

bonate (2.0 eq) were added to a solution of benzyl 2-hydroxyben-
zoate (1.0 eq) in CH3CN, and the mixture was refluxed. After
completion of the reaction, the residue was purified by silica gel
column chromatography (EtOAc/Hexane) to afford the product.

Scheme 1. Synthesis of compounds 5a–5e. Reaction conditions: (a) alkyl bromide, K2CO3, MeCN, 54%-quant.; (b) H2, Pd/C, EtOH, 64–99%; (c) adenine, EDCI!HCl, DMA, 5–25%;
(d) LiOH!H2O, THF, H2O; (e) NH2OTHP, HOBt!H2O, EDCI!HCl, DMF, 20–87% (2 steps); (f) p-TsOH!H2O, MeOH, 24–81%.

Table 1
BRD4- and HDAC-inhibitory activities of 5a–5e.

Compound n BRD4 HDAC

IC50 (lM) IC50 (lM)

(+)-JQ1 – 0.82 N.A.a

Vorinostat – N.A.a 0.17
5a 2 25 29
5b 3 7.4 12
5c 4 3.8 2.6
5d 5 2.7 0.26
5e 6 7.4 0.53

a N.A. = no activity at 100 lM.
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