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研究成果の概要： 
 NES アンタゴニスト作用蛋白核外移行阻害天然物である 1’-acetoxychavicol acetate および
valtrate について、活性発現部位ならびに作用メカニズムを考慮することにより、活性の増強さ
れたアナログの創成に成功した。また、これらのアナログは MEK 活性化腫瘍細胞に対する選
択的な細胞毒性を示すことを明らかにした。さらに、NES 非アンタゴニスト作用蛋白核外移行
阻害天然物 peumusolide A を見出し、その絶対構造を明らかにするとともに、アナログの効率
的な合成法を確立した。 
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研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：薬学・創薬化学 
キーワード：核外移行シグナル(NES)、薬用植物、1’-acetoxychavicol acetate、valtratre、peumusolide 
A、医薬リード化合物、抗 HIV 剤、抗ガン剤 
 
１．研究開始当初の背景 

核から細胞質への細胞情報伝達のために
能動輸送される蛋白のなかには、約 10 残基の
アミノ酸配列からなる核外輸送シグナル
(NES)を有し、受容体蛋白 CRM1 により輸送
され機能を発現するものが存在する。このよ
うな NES を含有し CRM1 により核外輸送さ
れる蛋白として、ガン細胞増殖シグナル伝達
に関与するMEKやエイズウィルス(HIV)の複
製シグナルの伝達に関与する Rev 蛋白などが

明らかにされた。また、NES 含有蛋白の核外
移行阻害物質として放線菌より見出された
leptomycin B の作用機序が受容体 CRM1 の
529 番目のシステイン残基への結合であるこ
とが明らかにされた。しかしながら、
leptomycin B はその疎水性があまりにも高い
ことから、動物モデルでは弱い効果しか認め
られていなかった。 

このような背景のもと、NES と蛍光蛋白
(GFP)の融合蛋白を発現させた分裂酵母を用
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いたアッセイ系を構築し、生薬 "カノコソウ" 
および"ダイコウリョウキョウ"から新規 NES
含有蛋白核外移行阻害活性成分として医薬品
へと展開可能な適切な疎水性を有する
valtrate および 1'-acetoxychavicol acetate (ACA) 
を見出した。また、これらの両天然物がいず
れも HIV-1 ウィルスの増殖を抑制することと
MEK 活性化腫瘍細胞に選択的な細胞毒性を
示すことを明らかにしている。さらに、両天
然物の活性発現に必須の構造部位を特定する
とともに、いずれも CRM1 の 529 番目のシス
テイン残基に結合して、NES アンタゴニスト
作用により活性を発現することを明らかにし
ている。 

また、ACA については実用的な合成法を確
立するとともに、合成アナログの活性を比較
することで、活性発現には 4 位水酸基上の官
能基の加水分解と 1’位の立体配置が重要であ
ることを明らかにしており、valtrate について
は、母核である光学活性イリドイド骨格の構
築法を確立するとともに、5,6-ジヒドロアナ
ログを合成し、本アナログが valtrate とほぼ同
程度の蛋白核外移行阻害能を示すことを見出
している。さらに、標的蛋白である CRM1 の
立体モデルを構築し、各種合成アナログとの
ドッキングモデルの MD 計算により算出され
る相互作用エネルギーと活性との良好な相関
から、リガンド結合部位の立体構造の妥当性
を検証するに至っている。 
一方、NES 非アンタゴニスト作用による

NES 含有蛋白核外移行阻害物質は全く見出さ
れていなかったことに着目し、新たに構築し
た抗 MEK 抗体を用いて、NES 非アンタゴニ
スト作用 MEK 核外移行阻害物質として
ent-kaure-16-ene-3-ol お よ び ポ リ ケ チ ド
peumusolide A を見出している。さらに、これ
らの化合物が MEK 活性化腫瘍細胞に対して
選択的な細胞毒性を示すことも明らかにして
いる。 

 
２．研究の目的 

本研究では、申請者が見出した NES 含有蛋
白核外移行阻害天然物をシーズとして、新規
作用機序の抗エイズおよび抗がんリード化合
物の創製を目的とする。NES アンタゴニスト
作用活性天然物については、作用メカニズム
から分子軌道計算を用いて活性化エネルギー
の低い化合物を設計・合成するとともに、す
でに構築した標的蛋白CRM1のリガンド結合
周辺部の立体構造を利用し、ドッキングモデ
ルの相互作用エネルギーの低い化合物を設
計・合成し、天然物より活性の増強された合
成リード化合物の創製を検討する。また、血
清中での安定性向上を目的としたアナログの
合成を行う。 

一方、NES 非アンタゴニスト作用 MEK 核
外移行阻害天然物については、各種誘導体を

用いて、活性発現に重要な構造部位の特定を
行い、さらに、論理的な薬物設計を行う第１
歩となる標的蛋白解析に有用なプローブ分子
の創製に役立てる。 
 
３．研究の方法 

NES アンタゴニスト作用蛋白核外移行阻
害天然物である ACA は、4 位アセトキシル基
の加水分解に続くキノンメチドの生成が作用
メカニズムの一端を担っていると考えられる
ため、分子軌道計算によってキノンメチド生
成へと至る活性化エネルギーを算出し、より
低い活性化エネルギーを示すアナログほどキ
ノンメチドを生成し易い、すなわち活性向上
が期待されるアナログと推察した。計算方法
の妥当性については、すでに合成したアナロ
グについて核外移行阻害活性と活性化エネル
ギーの間に良好な相関性があることで確認し
た。また、標的タンパク CRM1 の立体モデル
を用いたアナログの設計では、すでに結合部
位の立体構造が構築できていることから、想
定したアナログを用いて MD 計算によってド
ッキングスタディを行った。算出された相互
作用エネルギーのより低い、すなわち CRM1
と安定な複合体を形成するアナログを活性向
上が期待されるアナログと推察した。また、
valtrate については、既に見出している比較的
合成容易な活性等価体 5,6-dihydrovaltrateを基
にアナログの創製を行った。アシル基の異な
るアナログの合成は 5,6-dihydrovaltrateの合成
法にしたがい、それぞれ対応するアシル化試
薬を用いて行った。また、カーボネートおよ
びカーバメート体についても、クロロぎ酸エ
ステルあるいはイソシアネートをアシル化試
薬に代えて用いることで合成した。 

NES 非アンタゴニスト作用蛋白核外移行
阻害天然物である peumusolide A については、
既に同じラクトン構造の合成法が報告されて
いたことから、初期のアナログ合成は本法に
したがった。しかしながら、一方の幾何配置
しかできないこと、不斉収率が低いことから、
立体配置を制御した合成法として三重結合へ
の選択的なヨウ素化を鍵反応とした新たな合
成ルートを確立した。 

 
４．研究成果 

 NES アンタゴニス
ト作用蛋白核外移行阻
害 天 然 物
1’-acetoxychavicol 
acetate (ACA)の作用メカニズムに基づき、活
性中間体と推察されるキノンメチド生成へと
至る活性化エネルギーについて、蛋白核外移
行阻害活性と整合性のある、分子軌道計算を
用いた算出方法を確立した。本方法にしたが
って活性向上が期待される 3 位にフッ素、塩
素あるいは臭素原子を導入したアナログにつ
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いて合成し、それらが ACA より強力な NES
含有蛋白の核外移行阻害活性を示すことを明
らかにした。次に、既に確立した標的蛋白で
あるCRM1モデルを用いたドッキングスタデ
ィにより ACA より低い相互作用エネルギー
が 算 出 さ れ た 1’ 位 に n-pentanoyl 基 、
isohexanoyl 基、n-propylcarbamoyl 基を有する
アナログを合成し、ACA より強力な活性を示
すことを明らかにした。また、4 位および 1'
位エステル結合をカーボネートあるいはカー
バメートへと変換したアナログの活性は減弱
が認められたが、1'位のみをカーバメートへ
と変換したアナログについては ACA より強
力な活性を示すアナログを見出した。 

同様の NES 非アンタゴニスト作用蛋白核
外移行阻害天然物である valtrate は、分子内に
アシル基を有しており、医薬リードへと発展
させるに当たって血中での安定性が懸念され
た。そこで、エステル結合をより安定な官能
基へと変換することを前提に、ます、各アシ
ル基の大きさが活性に与える影響を調べた。
分子内に存在する 3 種のアシル基の嵩高さを
改変した (1-isovaleryl→1-Ac、7-isovaleryl→
7-Ac、11-Ac→11-butyryl) 5,6-dihydrovaltrate 類
を合成したところ、1-isovaleryl→1-Ac に改変
したアナログが valtrate より強力な合成した
アナログ中で最も強い活性を示すことを見出
した。また、我々は過去の研究より脂肪族お
よび芳香族エステルをカーボネートやカーバ
メートへと変換することで活性をほとんど減
弱することなく血清中での安定性が向上する
知見を得ていることから、良好な活性を示し
た 1-Ac-5,6-dihydrovaltrate のエステルをカー
ボネートおよびカーバメートへと変換したア
ナログを合成した。これらアナログの活性は
若干減弱したものの、ヒト血清中での安定性
は特にカーバメート体で大幅な改善が認めら
れた。 
さらに、良好な活性を示した 3-fluoro-ACA

と 1-Ac-5,6-dihydrovaltrate については、MEK
活性化腫瘍細胞と非活性化腫瘍細胞に対する
生育阻害活性を比較することで、MEK 活性化
細胞に対する選択的な細胞毒性が確認された。 

一方、NES 非アンタゴニスト作用蛋白核外
移行阻害天然物である peumusolide A につい
ては、まず、３位絶対立体配置を決定する目
的 で 、 peumusolide A の 側 鎖
[-(CH2)11CH=CH(CH2)3CH3] を [-(CH2)6CH3] に
簡略化したアナログについて両エナンチオマ
ーを合成し、その CD を測定することで天然
物が主として
S 配置である
ことを決定し
た。さらに、
キラル HPLC
を用いた検討
によって、天

然物は S:R=82:18 の混合物であることを明ら
かにした。また、この際に合成した S 体アナ
ログは、天然物と同等の活性を示した。次に、
3 位絶対配置と二重結合の幾何異性の選択的
な 構 築 を 制 御 し た 合 成 法 を 確 立 し 、
[-(CH2)6CH3]の側鎖を有する各立体異性体を
合成した。これらアナログの活性を比較する
ことで S 体には R 体の約 5 倍の活性が認めら
れ、二重結合の幾何配置は活性にほとんど影
響しないことを明らかにした。また、側鎖ア
ルキル鎖長の異なるアナログ（炭素鎖 1、4、
7）については、いずれも活性が同等であった
ことから、
側鎖のアル
キル鎖長は
活性にほと
んど影響し
ないことが
明らかとな
った。 
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