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研究成果の概要（和文）：　本研究の目的は、N－リン酸化タンパク質の受容体タンパク質を見つけ出す方法論
の開発であった。新しい情報伝達系の確立を目指した。
　一つの成果は、新規安定ホスホヒスチジン誘導体類の合成であった。スケールアップも可能であった。さらに
ライブラリー合成法自体は確立できた。
　本研究課題で合成した化合物の中から、ある感染症プロジェクトにおいて、強い活性を示す新規化合物を発見
した。この発見を創薬研究へと育てていく。

研究成果の概要（英文）： The original aim of this project was to develop a new methodology for 
finding unknown receptor proteins that recognize N-phosphorylated proteins. We used chemically 
stable N-phosphorylated amino acid analogs and peptides for our purpose. Thus, we tried to find out 
a new information system that uses N-phosphorylation as an intermediate.
 So far what we have achieved are following: We have synthesized several stable phopho-amino acid 
analogs, which could be incorporated into peptide libraries. Within our library we discovered 
exceptionally active lead compounds for an infectious disease project. Since the medical need of 
this field is huge, we continue medicinal chemistry efforts with these findings. 

研究分野：医薬品化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
当初の目的は、N－リン酸化タンパク質の受容体タンパク質を見つけ出す方法論の開発という基礎的なものであ
った。研究の過程で多くの新規化合物を合成した。これらを感染症プロジェクトの評価系にかけたところ、これ
までの知見では説明できない活性化合物を発見できた。つまり新しいメカニズムをもつ医薬品創成に役立つ結果
である。感染症分野の新薬の期待は大きいことから、この発見を実際の創薬につなげていく予定である。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 近年、チロシン、セリンおよびスレオニン残基のリン酸化・脱リン酸化反応による細胞内情報
伝達機構の理解は飛躍的に進んだ。これらリン酸エステル（P－O結合）に対し、リン酸アミド
（P－N結合）を生じるヒスチジン、リジン、アルギニンのリン酸化については、まったく進歩
がみられない。この理由は、リン酸エステル（P－O結合）とは違い、リン酸アミド（P－N結
合）は反応性が高く、容易に加水分解されることに起因する。 
チロシンキナーゼ発見者として著名な Tony Hunter (Salk Institute)は、2000年 雑誌 Cell に
発表した総説 (Signaling-2000 and Beyond)で、N-リン酸化の重要性を予見し、何らかの解析
toolを開発できれば、この分野で新しい発見に寄与できると指摘した。しかし、リン酸エステル
（P－O結合）で多用されてきたリン酸化体を認識する抗体すら、N-リン酸化物の不安定性のた
め作れなかった。2013年、Princeton大学のMuirらは安定なホスホン酸をもつヒスチジンアナ
ローグをハプテンとし、初めてN-リン酸化ヒスチジンを認識する polyclonal抗体の作成に成功
したにすぎない。（Nat. Chem. Biol.）。 
 
 しかし、単に N－リン酸化体を認識する抗体を作り出し、そのタンパク質を同定しただけで
は、情報伝達系を確立できない。なぜなら N－リン酸化タンパク質は、バクテリアの二成分制御
系（Two-Component system）のように、リン酸を受け取る受容体タンパク質と対になって存在
していると考えられているからである（news & views, 2013, Nat. Chem. Biol.）。つまり、ヒス
チジン等の N-リン酸化体は「一時的な中間体」として存在し、受容体タンパク質に特異的にリ
ン酸残基を受け渡す。受容体タンパク質がリン酸化され、はじめて生理学的役割を果たすのであ
る。したがって、N-リン酸化を経由する系は、キナーゼ触媒存在下、ATP から直接リン酸化を
受ける情報伝達系とは明らかに異なる。ヒトを含む高等動物でも、N-リン酸化タンパク質は知
られているものの、情報系としてその生理学的意義が確立されたものはない。多くの科学者がこ
の問題の解決を試みたが、従来の分子生物学的および生化学的なアプローチからは何ら成果が
得られなかった。本研究で、化学的な思考に基づき、N－リン酸化タンパク質とその受容体タン
パク質を見つけ出す新規方法論の開発に挑戦した。 

 
２．研究の目的 
本研究の第 1の目的は、N－リン酸化タンパク質の受容体タンパク質を見つけ出す方法論の開
発である。これを基盤として、創薬ターゲットになりうる「新規情報伝達系」の発見を試みるの
が、第 2の目的であった。リン酸エステルであるチロシン等のリン酸化は、キナーゼを触媒とし
て、ATP から直接酸素原子にリン酸残基が移る。一方ヒスチジン等の N－リン酸化体は「一時
的な中間体」として存在し、受容体タンパク質の酸素原子に受け渡すと考えられている。生理学
的な役割を担うのは後者であり、その解明なくしては、情報系の理解は進まない。本研究では、
この反応プロセスを化学的に模倣する N－リン酸化アミノ酸の安定アナローグを含むペプチド
と反応性官能基を利用し、受容体タンパク質を見つける。この結果をもとに新しい情報伝達系の
確立を目指した。 
 
３．研究の方法 
 当初の計画では 3つの段階で研究を進める予定であった。すなわち、a化学合成を主とする準
備段階、b方法論の確立と確認段階、cヒト細胞での情報伝達系を確立する段階である。研究期
間内に a, b, c のすべての段階を順次確立する。 aすでに合成しているヒスチジンの安定 C－P
模倣化合物を用い研究を開始することから、研究初期に ジ/トリペプチドライブラリー構築を
終えることができる。可逆阻害と不可逆阻害両方に対応できるよう合成を行う。またホスホン酸
部位をプロドラッグ化して細胞吸収性を可能とする。b グラム陽性菌と陰性菌の抗菌活性を指
標に研究コンセプトを確認する。バクテリアには、必須(essential)のヒスチジンキナーゼと対
になるレスポンスレギュレーター（二成分制御系）が存在する。この阻害活性は研究コンセプト
成否を表す。c ヒト細胞系を使い、共有結合形成可能なアフィニティー・カラムで、受容体タン

 



パク質を単離同定する。 

 
 しかし、化学合成を基盤とするところで大きな問題に遭遇した。aすでに合成しているヒスチ
ジンの安定 C－P 模倣化合物を用い研究を開始することから、研究初期に ペプチド合成法は確
立できた。しかし、ホスホン酸部位に由来する化学的な安定性と溶解性の問題に遭遇した。種々
誘導体を作成し、うまい解決法がなかった。プロドラッグ化等も試みたが、やはり安定性に問題
があった。溶解性、安定性と細胞透過性の問題をいっぺんに解決する方法を見つけることができ
なかった。したがって、段階 bの研究コンセプトの確認までに至らなかった。 
 
４．研究成果 
(1) ホスホヒスチジンを模倣した化合物を設計した。それぞれの合成方法を開発し、ほぼ最適
化できた。類縁体を合成する方法を確立できた。 
(2) 新規ホスホン酸または C-P 結合を有する誘導体を含む Building Block を含むペプチドを
合成した。 
 （3）上記の化合物群および単純な誘導体から、メディカルニーズの高い、ある感染症の細胞評
価系において、強い活性を示す分子量 400 以下の新規化合物を発見した。この化合物はこれまで
に知られていない新しい作用機序をもつ可能性が高い。また、構造の新規性、分子量、物性等を
考慮すると、既に創薬リード化合物の域にある。特許取得後、本研究課題のスピンオフとして、
この発見から創薬への展開を図る予定である。 
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