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研究成果の概要（和文）：本研究では、標的タンパク質自身に阻害薬を合成させる手法である「標的誘導型合
成」により、より簡便かつ迅速に、医薬品候補化合物を見出すことを目的とした。具体的には、①標的酵素の触
媒メカニズムに基づいた阻害薬の創製、②invitro in situクリックケミストリー、③in cell in situクリック
ケミストリー、を実行し、創薬における標的誘導型合成の有用性を示した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to find drug candidates more easily and rapidly by "
target-guided synthesis", a method that allows target proteins themselves to synthesize their 
inhibitors. Specifically, we performed (1) identification of mechanism-based inhibitors , (2) 
invitro in situ click chemistry, and (3) in cell in situ click chemistry. These works showed the 
usefulness of "target-guided synthesis".

研究分野： 創薬化学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、制限の多い銅触媒アジド-アルキン環化付加反応に拘らず、様々な反応の標的誘導型合成への適用
と阻害薬が存在しない疾患関連酵素への標的誘導型合成の応用を試みた。本研究の成果は、創薬研究の加速化に
つながり、本手法は創薬化学の新パラダイムとなり得る。本研究により、がんや神経変性疾患のようなアンメッ
トメディカルニーズの高い疾患に対する革新的治療薬が見い出されることも期待される。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
標的タンパク質に対する阻害薬の創出は、創薬における根源的課題である。同定された阻害薬

は、医薬品開発やそのタンパク質に関わる生命現象の解明へと導くことが期待されるため、その
探索研究はライフサイエンスにおいても必須の命題と言える。 
今日の医薬品開発では、数万～数百万個の化合物からなるライブラリーをスクリーニングす

ることによりリード化合物を得て、標的タンパク質の結晶構造を基にした分子設計（Structure 
Based Drug Design, SBDD）により、そのアナログを設計、合成して構造最適化を行う方法が頻繁
に用いられる。しかしながら、実際には、標的タンパク質が非常に柔軟でリガンドに依って構造
を大きく変えてしまう場合、あるいは、標的タンパク質の結晶化が困難な場合が多く、その場合、
リード化合物のアナログを広範に一つ一つ合成してそれらの活性を測定することにより構造の
最適化を行う方法をとらざるを得ない。また、in vitro 系で高い活性の化合物が得られても、in 
vivo 系では十分な活性を発揮せず、細胞評価をベースとした構造最適化が必要なケースも数多く
ある。現在の創薬の成功確率は 3 万分の 1 程度と言われている。このように、標的タンパク質に
対する親和性分子を最適化する際には、多大な時間と労力、費用がかってしまうという実態から、
有用で高活性な生物活性物質を短時間で選択的に合成する新たな戦略が望まれている。 
 
２．研究の目的 
一方、我々は、標的誘導型合成を利用した創薬化学研究を展開してきた（ACS Catal. 2020, 10, 

5383.; J. Med. Chem. 2019, 62, 5844.; Chem. Sci. 2017, 8, 6400.; Angew. Chem. Int. Ed. 2016, 55, 16115.; 
Angew. Chem. Int. Ed. 2013, 52, 8620.;  Angew. Chem. Int. Ed. 2010, 49, 6817.; J. Am. Chem. Soc. 2009, 
131, 17536.; J. Am. Chem. Soc. 2009, 131, 6989. etc.）。標的誘導型合成は標的タンパク質内（in situ）
で化学反応を起こさせ，その反応を利用して標的タンパク質に結合する新たな化合物を標的タ
ンパク質自身に合成させる方法である（図 1）。標的誘導型合成に基づくタンパク質阻害薬の創
製研究では、効率的に高活性かつ高選択的な阻害薬を創出することが期待でき、上述したこれま
での創薬手法の相補的な方法論になり得る。  

 

図 1. 標的誘導型合成のコンセプト 
本研究では、我々がこれまでに得た知見と独自の有機化学的アイデアを基に、標的誘導型合成

を更に発展させることで新たな創薬手法を確立し、創薬化学研究の大幅な効率化を達成するこ
とを目的とした。 
 
３．研究の方法 
本研究では、①標的酵素の触媒メカニズムに基づいた阻害薬の創製、②in vitro in situ クリック

ケミストリー、③in cell in situ クリックケミストリー、を実行することにより、創薬化学研究分
野における標的誘導型合成の有用性を示す。本研究の成果は、創薬化学研究の大幅な効率化につ
ながると期待される。研究方法・結果を含む詳細を以下に述べる。 
 
４．研究成果 
①標的酵素の触媒メカニズムに基づいた阻害薬の創製 
 本研究では、リシン特異的脱メチル化酵素 1（LSD1）を標的とし、がん細胞に過剰発現する
LSD1 を触媒メカニズムに基づいて阻害しながら、抗がん剤をがん細胞で選択的に放出する化合
物の創製を行った。 
フラビン依存性の脱メチル化酵素 LSD1 は、正常細胞には発現せず、乳がん、大腸がん、肺が

ん、膀胱がん、白血病、脳腫瘍、膵臓がんなどのがん細胞において、大過剰に発現し、がんの増
殖に関与するため、がんのバイオマーカーかつ抗がん剤の標的タンパク質として注目を集めて



いる。これまでに、我々は、標的がん細胞に高発現する LSD1 を触媒メカニズムに基づいて阻害
しながら、抗がん剤を放出するがん細胞選択的プロドラッグを創出した（Ota, Y.; Suzuki, T. et al. 
Angew. Chem. Int. Ed. 2016, 55, 16115–16118.; Ota, Y.; Suzuki, T. et al. Chem. Pharm. Bull. 2019, 66, 
192–195.）。図 2a に示すように、PCPA は LSD1 の補酵素である flavin adenine dinucleotide (FAD) 
と反応し、PCPA-FAD 付加体を形成することで、LSD1 の酵素活性を不可逆的に阻害する。この
際、PCPA 由来の窒素原子はアンモニア分子として、酵素活性中心の外に放出される。 (1) LSD1
が多くのがん細胞で高発現すること、(2) PCPA の特徴的な LSD1 阻害機構に基づき、我々が開発
した新規標的指向型プロドラッグPCPA-drug conjugateは、LSD1を高発現するがん細胞内でLSD1
阻害に伴い薬物を選択的に放出する（図 2b）。 
 

 
図2．PCPA-drug conjugate. a）PCPAは、LSD1の活性中心で補酵素FADと反応し、アンモニアを
放出する。b）PCPA-drug conjugateは、LSD1の活性中心で補酵素FADと反応し、抗がん剤を放
出する。 
 
本研究では、本システムを副作用の高いヒストン脱アセチル化酵素阻害剤 entinostat に応用

することを試みた。Entinostat は、高い抗がん活性を示すが、血小板減少などの重篤な副作用
が報告されている。Entinostat をがん細胞でだけ放出する分子は、副作用の少ない抗がん剤プ
ロドラッグとして期待できる。これまでの知見を基に、PCPA-entinostat conjugate を設計した
（図 3）。PCPA-entinostat conjugate は、LSD1 を高発現するがん細胞内でのみ、LSD1 阻害に
伴い薬物を選択的に放出すると期待された。 
 

図 3．PCPA-entinostat conjugate: PCPA-entinostat conjugate は、がん細胞に発現する LSD1 中
の FAD と反応し、環化反応、1,6-脱離反応を経て、entinostat を放出する。 
 
合成した PCPA-entinostat conjugate は、LSD1 中の FAD と反応して、entinostat を放出す

ることが示された。さらに、PCPA-entinostat conjugate のがん細胞、正常細胞に対する増殖阻
害活性を調べた（表 1）。PCPA-entinostat conjugate は、白血病 HL-60 細胞に対しては、



entinostat と同等の増殖抑制活性を示した。一方、entinostat が正常細胞（PrEC）に対して高
い増殖阻害活性を示したのに対し、PCPA-entinostat conjugate は、正常細胞に対しては影響を
与えなかった。このように、PCPA-entinostat conjugate は、entinostat に比べ、高いがん細胞
選択性を示した。 
以上のように、標的酵素の触媒メカニズムに基づいた LSD1 阻害薬抗を用いて、がん剤をがん

細胞で選択的に放出する化合物の創製に成功した（Ota, Y.; Suzuki, T. et al. . Bioorg. Med. Chem. 
2024, 100, 1117632.）。 
 
表 1．PCPA、entinostat、PCPA- entinostat conjugate のがん細胞（HL-60）、正常細胞（PrEC）
に対する増殖阻害活性 

 
②in vitro in situ クリックケミストリー 
標的誘導型合成の一つである in situ クリックケミストリーは、酵素阻害薬を探索する優れた

方法であり、これまでに本法を利用して、多数の酵素阻害薬が同定されてきた。本法は、標的酵
素のポケットに同時に作用する二つのフラグメントが近接効果によって特異的に連結されるク
リック反応を利用し、その連結化合物を阻害薬として同定する手法である（図 4A）。連結に利用
される代表的な反応はアジド-アルキン環化付加反応（AAC）で、この場合、トリアゾール体が
阻害薬として同定される（図 4A）。一般に、本法で生成するトリアゾール体の収率は極めて低い
ため、活性評価によるスクリーニングが難しく、よりハイスループット性の低い LC-MS などの
質量分析によるスクリーニングが行われている。そのため、LC-MS 法でヒットしたトリアゾー
ル体が実際には高い標的酵素親和性・阻害活性を示さないというケースも見られ、大きな問題点
として指摘されていた。我々は、これらの問題を解決する反応として、活性中心に在る金属イオ
ンにより活性化される AAC を開発し、金属含有酵素を標的とした in situ クリックケミストリー
に本反応が適用可能であることを示した（図 4B）。本法では、アルキンフラグメントとしてヘテ
ロ環含有アルキンを用意するが、ここでは、ヘテロ環の窒素原子が酵素上の金属イオンに配位す
ることでアルキンを活性化し、AAC を高収率で進行させる。また、生じたトリアゾールとヘテ
ロ環の金属イオンに対する二座配位による高い阻害活性も期待でき、in vitro 活性評価によるス
クリーニングが可能である。  

 

図 4. (A) 従来の in situ クリックケミストリー、(B) 本研究で用いる金属イオンにより活性化さ
れる改良型 in situ クリックケミストリー、(C) 本研究で用いるアルキン誘導体 

 
 この in vitro in situ クリックケミストリーを用いて、うつ病に関与するリシン脱メチル化酵素
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KDM5C 阻害薬の探索を行った。その結果、高活性かつ高選択的な新規 KDM5C 阻害薬を見出し
た。 
ストレス脆弱性マウス（DBA マウス）に KDM5C 阻害薬を投与し、慢性ストレス負荷の行動（社交性試

験）を評価した。その結果、溶媒投与群はストレス負荷によりうつ状態を呈しているにも関わらず、
KDM5C阻害薬投与マウスは正常な行動であった（図 5B）。この結果から、KDM5C阻害薬による抗スト
レス作用が確認できた。 
以上のように、in vitro in situ クリックケミストリーを用いて、うつ病モデルマウスにおいて、

高い抗うつ活性を示す KDM5C阻害薬を見出すことに成功した（Li, H.; Suzuki, T.; Uchida, S. et al. 
Neuron 2024, 112, 786–804.e8.）。  
 

図 5. KDM5C 阻害薬の抗うつ活性 
 
③in cell in situ クリックケミストリー 
 近年、標的タンパク質の分解を誘導する PROteolysis TArgeting Chimeras (PROTACs)が注目を集
めている。PROTACs は、標的タンパク質とユビキチンリガーゼ（E3）に同時に結合することで、
標的タンパク質をユビキチン結合酵素（E2）に十分に接近させポリユビキチン化し、プロテアソ
ーム分解へと誘導する。本研究では、in cell in situ クリックケミストリーを用いて、LSD1 PROTACs
の創製を試みた。 
 本研究では、LSD1 PROTAC を効率的に探索するために、テトラジンタグ LSD1 リガンドとト
ランスシクロオクテンタグ E3 リガンドとの in cell in situ クリックケミストリーを行った。E3 リ
ガンドと POI リガンドは比較的低分子量であるため、細胞内で共役することが可能であり、両
者の組み合わせを簡便に評価でき、PROTAC の膜透過性を向上させることができる（図 6）。こ
の戦略に基づき、LSD1 を μM オーダーで分解する LSD1 PROTAC を同定した。 

図 6. in cell in situ クリックケミストリーによる LSD1 PROTACs の探索 
 
今後、上述の標的誘導型合成を基に、創薬化学研究の大幅な効率化が期待される。 
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