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研究成果の概要（和文）： 
 
ジケトピペラジン型微小管作用薬Plinabulinのチューブリンタンパク質に対する結合様式を光親
和性標識の手法を用いて分子レベルで解析するために、ケミカルプローブとしてビオチン導入型

plinabulin誘導体を設計し、複数の化合物を合成した。合成した化合物の活性を評価することで
プローブとしての有用性を評価した後、合成したプローブとチューブリンタンパク質を用いて光

親和性標識実験を行った。その結果、plinabulinやその誘導体はコルヒチン結合部位周辺のα, β-
チューブリンサブユニット境界面に作用することで、微小管の脱重合を導いていることが示唆さ

れた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 
In order to understand the precise binding site of diketopiperadine-based anti-microtubule agent 
‘plinabulin’ on tubulin, we designed and synthesized biotin-tagged plinabulin derivatives as chemical 
probes. Since these derivatives all showed a significant binding ability to tubulin and cytotoxicity, we 
performed tubulin photoaffinity labeling study. These results suggested that plinabulin derivatives may 
bind at the boundary region formed between the α- and β-tubulin subunits around the colchicine binding 
site, but not inside the site, to effectively disrupt the interaction between the two tubulin subunits, 
thereby producing microtubule depolymerization. 
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１．研究開始当初の背景 
 
タキサンやビンカアルカロイド等の微小管

作用薬は有用な抗癌剤として、患者の生存期

間改善など癌治療に貢献している。しかしな

がら、長期投与においては耐性腫瘍の出現が

知られており、癌化学療法において新たな微

小管作用薬の開発が望まれている。Plinabulin 
(NPI-2358/KPU-2, 図１ )は、天然由来の
phenylahistin をリード化合物として申請者ら
のグループが開発したジケトピペラジン骨

格を有する強力な微小管作用薬である(IC50 = 
15 nM, HT-29 cells)。本化合物は細胞骨格の一
種である微小管を構成するチューブリン蛋

白質に作用し、チューブリン重合を阻害する

ことにより G2/M 期で紡錘体形成異常を引き
起こし、強力な殺細胞活性を示す。また近年、

血管障害剤	
 (Vascular Disrupting Agent, VDA) 
として作用することが明らかとなり

(Anti-Cancer Drugs 2006, 17, 2531)、現在、
米国を含む４カ国において第２相臨床試験

が進行中である。VDAとは、がんの「アキレ
ス腱」といわれる新生血管を機能不全にし、

がん細胞を兵糧攻めにする薬剤であり、殺細

胞活性に基づく従来の微小管作用型抗がん

剤と区別されている。国外で、コンブレタス

タチンのリン酸プロドラッグが臨床試験段

階であるように、VDAのがん化学療法剤への
実用化、医療への貢献が注目されている。 
 
 
 
 
 
 
図１．Plinabulinの構造	
 
 
以前から我々は、本化合物の構造活性相関研

究を行い、高活性誘導体を複数開発してきた。

そして化合物の作用機序に興味が持たれた

が、本化合物は、代表的な微小管作用薬であ

るコルヒチンと同様に微小管を構成するタ

ンパク質のチューブリンに直接相互作用す

ることが分かっているが、コルヒチンと比較

したとき立体分子構造や生理活性の特徴が

異なっているため、plinabulinの分子レベルで
の作用様式・作用機序は明らかではなかった。 
 
 

Plinabulin の結合様式を分子レベルで解明す
ることは，理論に基づいた創薬研究および臨

床応用の観点から重要である。そこで、

plinabulin 誘導体をケミカルプローブとして
用いた「光親和性標識」というケミカルバイ

オロジー手法に基づき作用様式の解明研究

を行うことにした。 
 
これまで、光反応基であるベンゾフェノン構

造を有する高活性な誘導体 KPU-244 (IC50 = 4 
nM, HT-29 cells、図２)を開発すると共に、
KPU-244 を基本構造としてビオチン導入型
ケ ミ カ ル プ ロ ー ブ  (KPU-244-B1, 
KPU-244-B2)を合成し、これらの化合物を用
いてチューブリンフォトアフィニティーラ

ベリングを行った。その結果、合成したプロ

ーブは plinabulin と同様の様式で特異的に
チューブリンを認識していることが示唆さ

れ，plinabulinの結合様式を解析するための
有効なプローブを開発することに成功した 
(ChemBioChem 2008, 9, 3074–3081)。すな
わち、ケミカルプローブの合成、プローブの

生物活性評価（チューブリン結合アッセイ、

in vitro細胞毒性試験）、チューブリン光親和
性標識を含む本研究に必要な実験系を確立

した。 
 
 
 
 
 
 
図２．ベンゾフェノン誘導体 KPU-244の構造	
 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究は、ケミカルプローブとしてビオチン

化 plinabulin 誘導体を合成し、これらの誘導
体を用いてチューブリン光親和性標識を行

うことで、plinabulinのチューブリンに対する
結合様式（結合部位）を分子レベルで解明し、

理論に基づいた新規抗がん剤の創薬研究の

実現を目指すものである。 
 
より詳細に、多角的に結合様式を解析するた
めに、以前合成したケミカルプローブ
KPU-244-B2 を改良した新規ケミカルプロー
ブを設計・合成し、光親和性標識実験に供す
ることで、化合物の結合のチューブリンサブ
ユニットに対する選択性など、更なる詳細な
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結合様式解析を目指す。そのためにケミカル
プローブにおけるビオチンリンカーの長さ
および導入位置の検討を行う。 
 
 
３．研究の方法 
（１）ケミカルプローブ（ビオチン化光親和
性誘導体）の設計および合成	
 
	
 
過去に開発したプローブ KPU-244-B2 を用い
たチューブリン光親和性標識の検出結果で
は、アビジン–ビオチンシステムを利用した
ウエスタンブロットによる検出系の感度お
よび解像度の低さが結合様式解析の妨げと
なっていた。この問題を解決すべく、プロー
ブ中のビオチンと活性本体とを繋ぐリンカ
ーの長さを検討することとし、長鎖ビオチン
リンカーを有する光親和性ビオチン化誘導
体 KPU-244-B3（図３）を設計した。リンカ
ーはペプチド性のものを設計し、長鎖ビオチ
ンリンカーをペプチド固相合成法にて合成
した。そして、ペプチド液相合成にてビオチ
ンリンカー部分を plinabulin 誘導体とつな
ぎ、プローブ KPU-244-B3を合成した。	
 

	
 
また、plinabulinの結合様式をより詳細にかつ
多角的に解析するため、plinabulinのヘテロ環
部位にビオチン構造を導入したケミカルプ
ローブを新たに開発することにした。オキサ
ゾール環へのビオチンタグの導入には、
Sharpless らが開発した CuI触媒 Huisgen 1,3-
双極子環化付加反応（クリックケミストリ
ー）を利用することとし、新規ケミカルプロ
ーブとして KPU-252-B1（図４）を設計した。

化合物の合成は、末端アルキン構造を有する
plinabulin 誘導体とビオチニルアジドをそれ
ぞれ合成し，最後にこれらの中間体を
Huisgen 環化付加反応により結合させ，プロ
ーブ KPU-252-B1を合成した。 
	
 
（２）合成したプローブの生物活性評価	
 
	
 
合成した誘導体がプローブとして有効に機
能するためには、親化合物である plinabulin
が有する活性を維持している必要がある。こ
の点を評価するため、蛍光消光法に基づくチ
ューブリン結合アッセイおよび in vitro 殺細
胞活性評価を行った。  
	
 
（３）チューブリン光親和性標識実験	
 
	
 
合成したプローブを用いたチューブリン光
親和性標識実験として、プローブの存在下あ
るいは非存在下、精製したウシ由来チューブ
リンをMESバッファー中で 37 ºCでインキュ
ベートした後、UV照射機 (200W, Hamamtsu 
Photonics) を用いて 365 nm の UV を照射し
た。フォトラベルの進行は，ストレプトアビ
ジン−HRP を用いたウエスタンブロッティン
グで確認した。また、光標識の特異性の検討
として、競合実験を行った。Competitor には
親化合物である plinabulin、代表的なチューブ
リン重合阻害剤であるコルヒチンを、またネ
ガティブコントロールとしてビオチンを用
いた。 
	
 
（４）光親和性標識実験の結果に基づく分子
モデリング	
 
	
 
光親和性標識実験で得られた結果をもとに
plianbulin 誘導体のコルヒチン結合部位周辺
での詳細な結合様式を考察するため、チュー
ブリンと plianbulin 誘導体のドッキングスタ
ディを行った。分子モデリング計算には、カ
ナ ダ CCG 社 製 Molecular Operating 
Environment modeling package (MOE 2008.10, 
Chemical Computing Group, Inc., Montreal, 
Canada) を用い、モデリングのもととなるチ
ューブリンの X線結晶構造データには、チュ
ーブリン－コルヒチン複合体として得られた
PDB データの 1SA0 を使用した。そして、
Plinabulin 誘導体をコルヒチン結合部位周辺
にドッキング（適合）した後、エネルギー最
小化計算と分子動力学 (MD) シミュレーシ
ョンを実行した。	
 
	
 
４．研究成果	
 
	
 
（１）長鎖ビオチンリンカーを有するケミカ
ルプローブの合成	
 
	
 

 
 

図４．KPU-252-B1の構造	
 
	
 

 
図３．KPU-244-B3の構造	
 
	
 

 
 



アビジン–ビオチンシステムを利用したウエ
スタンブロットによる検出系の感度および
解像度を改善すべく、ケミカルプローブとし
て長鎖ビオチンリンカーを有する光親和性
ビオチン化誘導体 KPU-244-B3 を合成した。
そして、チューブリンに対するプローブの結
合能力をブタ由来チューブリンを用いた結
合アッセイと、HT-1080 細胞ライセートを用
いたプルダウンアッセイにて評価しところ、
プローブはブタ由来チューブリンに対して
有意な結合を示し、ヒト由来のチューブリン
に対しても選択的に結合することが示唆さ
れた。さらにこのプローブを用いて光親和性
標識実験を行ったところ、プローブは光照射
時間依存的にチューブリンを光標識した。ま
た、リンカーを長くした効果としてウエスタ
ンブロットにおけるアビジン－ビオチン検出
の解像度が向上し、このプローブはチューブ
リンの α, β -両方のサブユニットを光標識し
ていることが示唆された。この光標識は、両
方のサブユニットとも plinabulin やコルヒチ
ンと濃度依存的に競合した。よってプローブ
はコルヒチン結合部位周辺の α, β -両方のサ
ブユニットに近接した領域に結合している
ことが示唆された。光親和性標識実験の結果
はコンピューターを用いたモデリング実験
においても支持され、plinabulin誘導体は、コ
ルヒチン結合部位全体を占めているのでは
なく、部分的に占めた状態で α, β-チューブリ
ンサブユニット境界面に作用していること
が示唆された（図５）。	
 
	
 
	
 
（２）オキサゾール側にビオチンタグを導入
したケミカルプローブの合成	
 
	
 
Plinabulin の結合様式をさらに精査するため，
plinabulin のヘテロ環部位にビオチン構造を
導入したケミカルプローブ KPU-252-B1 を合
成した。このプローブの生物活性をチューブ
リン結合アッセイ、細胞毒性アッセイで確認
した結果、弱いながらも有意な活性を示した。
さらに、プローブの結合様式を検討するため
にチューブリン光親和性標識実験を行った
ところ、このプローブは光照射時間依存的に
チューブリンを光標識し、またプローブによ
るフォトラベルは plinabulin やコルヒチンと
競合した。新規プローブはケミカルプローブ
として KPU-244-B2, -B3と同様、有効に機能
した。	
 
	
 
以上のように、ビオチンリンカーの長さある
いは導入部位の異なる 4種類のケミカルプロ
ーブを設計・合成し、それらを用いてフォト
アフィニティーラベル実験を行い、plinabulin
の作用メカニズムを考察した。それらの結果、
plinabulin やその誘導体はコルヒチン結合部

位周辺の α, β-チューブリンサブユニット境
界面に作用することで微小管の脱重合を導
いていることが示唆された（図５）。本研究
は，これまで未着手であったジケトピペラジ
ン型微小管作用薬の作用メカニズム解析の
一戦略と、作用様式に関する新たな知見を提
供するものである。近年の創薬研究において
特に必要性が高まっている低分子化合物の
作用機序解析研究の発展に大きく貢献する

ことが期待される。	
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図５．光親和性標識実験の結果から得られた
チューブリン (αサブユニット：magenta, β
サブユニット：green) と KPU-244（yellow 
stick）の分子モデル．橙色で示した分子はコ
ルヒチン． 
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