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研究成果の概要（和文）：ケモカイン受容体CXCR4拮抗剤について、ペプチドミメティクスを利用した構造活性相関研
究を行い、受容体との相互作用に必要な構造要素を明らかにした。また、ケモカイン受容体CXCR7に対する2種類のリガ
ンド探索手法を駆使して、環状ペプチド構造及び複素環構造を有する新規リガンドを見出した。効率的な複数の含窒素
複素環の合成プロセスを確立し、この活用により強力な活性を有するCK2キナーゼ阻害剤及び医薬品として好ましい物
性を有するKSP阻害剤を創製した。

研究成果の概要（英文）：The structural requirements and binding modes of cyclic pentapeptide CXCR4 
antagonists were revealed via a structure-activity relationship study using a series of peptidomimetics 
as well as molecular modeling studies. Novel CXCR7 ligands with cyclic peptide and heterocyclic scaffolds 
were also identified via two lead-discovery approaches. Several facile synthetic processes for unique 
nitrogen heterocycles were established using transition-metal catalyzed multi-component reactions and 
applied to the synthesis of a number of potent CK2 kinase inhibitors and KSP inhibitors with favorable 
physicochemical properties.

研究分野： 創薬化学
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１．研究開始当初の背景 
創薬の基盤研究における我が国の実力は

極めて高く、先人達のたゆまない努力により
世界トップレベルを維持している。また「強
い化学力」に裏打ちされて、Structure-Based 
Drug Design や分子イメージング等の領域に
おいて独創性の高い研究が我が国から発信
されている。さらに、ゲノミクス、プロテオ
ミクス、バイオインフォマティクス、システ
ムバイオロジーなどの新技術・新学術領域の
導入による創薬基盤科学・技術の近年の進展
は瞠目に値する。引き続き高いレベルを維持
しつつ創薬の成功確率・効率の向上を実現す
る上で、高度の専門性を有する研究者の協働
により、創薬研究の推進や生命現象の解明に
つながる領域横断的な要素技術の開発が求
められている。 

 
２．研究の目的 
従来リガンドベースの分子設計が行われ

てきた GPCR 創薬において、今後リガンド
-GPCR 複合体構造をもとにした新たなアプ
ローチによる分子設計が急速に進展するこ
とをふまえ、CXCR4 受容体リガンドの設計
に関するこれまでの研究を検証する。また、
CXCR4 と内因性リガンドを共有する CXCR7
受容体に対する選択的リガンドの創製を行
い、これまで創製した CXCR4 受容体プロー
ブとの併用により、CXCR4・CXCR7 系の生
理的役割の関連の精査、抗腫瘍剤としての応
用を検討する。 
これまでに開発した効率的複素環合成プ

ロセスを基盤とし、それぞれの合成素子にさ
らなる反応部位を組み込んだ高度分岐的複
素環骨格構築反応の開発を行う。さらに、そ
の創薬研究への実用性を評価するべく、各種
タンパク質（CXCR7、プロテインキナーゼ
CK2、キネシン KSP）に対するリガンド・阻
害剤の設計・合成を行い、疾患治療薬の候補
化合物の創出を目指す。 

 
３．研究の方法 
CXCR7 受容体結合阻害活性の評価：緩衝液
［25 mM HEPES-Na (pH 7.4), 250 mM sucrose, 
5 mM MgCl2, 1 mM CaCl2, 140 mM NaCl, 
0.5 % BSA］を用いて調製した化合物溶液を
各ウェルに添加した。SPA ビーズ（20 mg/mL）
および CXCR7 発現細胞膜画分（100-120 
g/mL）の混合溶液を加えた後に、0.2 nM の
[125I]-SDF-1 溶液を加えて混合した。室温で 1
時間インキュベーション後、TopCount NXT
を用いて 1 min/well で放射活性を測定し、阻
害率を算出した。 

CK2 阻害活性の評価：各化合物の CK2 阻害
活性は、LabChip モビリティーシフトアッセ
イにより評価した（カルナバイオ社：
QuickScout®サービス）。緩衝液［20 mM 
HEPES (pH 7.5), 0.01% Triton X-100, 2 mM 
DTT］で希釈した化合物溶液を 384 穴プレー
トに用意し、これに基質と酵素溶液を添加し 

て室温で 1 時間インキューベートした［1 μM 
CK2tide, 5 mM MgCl2, 5 μM ATP］。反応停止液
を添加して酵素反応を停止後、LabChip3000
により基質と生成物を分離し、定量した。 

KSP 阻害活性の評価：微小管存在下における
KSP ATPase 阻害活性を評価した。96 穴ハー
フエリアプレート上、酵素溶液［8 nM KSP, 
540 nM 微小管 in 20 mM PIPES-KOH (pH 6.8), 
25 mM KCl, 2 mM MgCl2, 1 mM EGTA-KOH 
(pH 8.0)］に化合物を添加して 25 C で 30 分
間静置した後、最終濃度が 30 M となるよう
に ATP を添加して 25 C で 18 分間酵素反応
に付した。Kinase-Glo Plus 試薬を添加して反
応を停止した後、化学発光を指標としてプレ
ートリーダーで定量した。 
 
４．研究成果 
［CXCR4 拮抗剤の構造活性相関研究］ 

CXCR4 選択的拮抗剤 FC131 (1)の活性コン
フォメーションと受容体結合様式を解明す
る目的で、4 つのジペプチドイソスターを利
用した構造活性相関研究を実施した。FC131
誘導体の活性評価により、活性発現の鍵とな
る D-Tyr-Arg 部位がトランス配座で受容体と
相互作用していることが示唆された（表１）。
また、NMR 解析により、各種誘導体の溶液
中での構造は同一ではなく、一部のペプチド
ミメティックを含む誘導体が FC131 とは異
なる特徴的なコンフォメーションをとるこ
とを明らかにした。さらに X 線結晶構造が報
告された CXCR4 との結合様式を解析したと
ころ、FC131 とその誘導体の多くはよく似た
相互作用様式で受容体と結合している一方
で、溶液中で異なる構造をとる誘導体は
D-Tyr-Arg ジペプチド部位の配座が異なる別
の相互作用様式で受容体と結合しているこ
とが示唆された。 

表１：FC131 誘導体の構造活性相関（CXCR4 受容体拮

抗活性） 
Sequence IC50 (μM)
cyclo(-D-Tyr-Arg-Arg-Nal-Gly-) (FC131, 1) 0.084 
cyclo(-D-Tyr-ψ[(E)-CH=CH]-Arg-Arg-Nal-Gly-) (2a) 0.33 
cyclo(-D-Tyr-ψ[(E)-CMe=CH]-Arg-Arg-Nal-Gly-) (2b) 0.50 
cyclo(-D-Tyr-ψ[(E)-CMe=CMe]-Arg-Arg-Nal-Gly-) (2c) 2.5 
cyclo(-D-Tyr-ψ[(E)-CMe=CMe]-D-Arg-Arg-Nal-Gly-) (2d) 0.10 
cyclo(-D-Tyr-ψ[CH2-CH2]-Arg-Arg-Nal-Gly-) (2e) >10 
cyclo(-D-Tyr-MeArg-Arg-Nal-Gly-) (2f) 0.29 
cyclo(-D-Tyr-D-MeArg-Arg-Nal-Gly-) (2g) 0.063 

 
［CXCR7 リガンドの探索］ 

CXCR4 選択的アンタゴニストである環状
ペンタペプチド FC131 と特許文献において
CXCR7 リガンドであることが報告された環
状ヘキサペプチドは、２つの Arg やナフチル
アラニン（Nal）などの共通のアミノ酸を有し
ている。この情報をもとに、環状ペンタペプ
チド骨格を有する CXCR7 リガンドの創製に
向けて検討を行った。FC131 の Gly 部位にア
ミノ酸置換を施した誘導体では CXCR4 結合
阻害活性の低下が認められ、このうち L-Pro
に置換した誘導体 3dが高いCXCR7選択的結
合活性を示した（表２）。 



表２：FC131 誘導体の CXCR7 受容体拮抗活性 
Sequence IC50 (μM)
cyclo(-D-Tyr-Arg-Arg-Nal-Gly-) (FC131, 1) >30 
cyclo(-D-Tyr-Arg-Arg-Nal-Ala-) (3a) 18 
cyclo(-D-Tyr-Arg-Arg-Nal-D-Ala-) (3b) >30 
cyclo(-D-Tyr-Arg-Arg-Nal--Ala-) (3c) >30 
cyclo(-D-Tyr-Arg-Arg-Nal-Pro-) (3d) 1.5 
cyclo(-D-Tyr-Arg-Arg-Nal-D-Pro-) (3e) >30 
cyclo(-D-Tyr-Arg-Arg-Nal-Pic-) (3f) 13 
cyclo(-D-Tyr-Arg-Arg-Nal-D-Pic-) (3g) >30 
cyclo(-D-Tyr-Arg-Arg-Nal-MeAla-) (3h) 15 
cyclo(-D-Tyr-Arg-Arg-Nal-D-MeAla-) (3i) >30 

 
次に、N-メチルアミノ酸スキャン及び D-

アミノ酸スキャンを行い、1つのArgをMeArg
に変換した誘導体 4g がさらに強力な CXCR7
への結合活性を示すことを見出した（表３）。 

表３：CXCR7 受容体リガンドの D-アミノ酸スキャン・

N-メチルアミノ酸スキャン 
Sequence IC50 (μM)
cyclo(-D-Tyr-Arg-Arg-Nal-Pro-) (3d) 1.5 
cyclo(-Tyr-Arg-Arg-Nal-Pro-) (4a) >30 
cyclo(-D-Tyr-D-Arg-Arg-Nal-Pro-) (4b) 4.6 
cyclo(-D-Tyr-Arg-D-Arg-Nal-Pro-) (4c) >30 
cyclo(-D-Tyr-Arg-Arg-D-Nal-Pro-) (4d) >30 
cyclo(-D-MeTyr-Arg-Arg-Nal-Pro-) (4e) 18 
cyclo(-D-Tyr-MeArg-Arg-Nal-Pro-) (4f) 2.4 
cyclo(-D-Tyr-Arg-MeArg-Nal-Pro-) (4g) 0.80 
cyclo(-D-Tyr-Arg-Arg-MeNal-Pro-) (4h) 3.4 
cyclo(-MeTyr-Arg-Arg-Nal-Pro-) (4i) 23 
cyclo(-D-Tyr-D-MeArg-Arg-Nal-Pro-) (4j) 13 
cyclo(-D-Tyr-Arg-D-MeArg-Nal-Pro-) (4k) 4.6 
cyclo(-D-Tyr-Arg-Arg-D-MeNal-Pro-) (4l) >30 

 
高活性ペプチド 4g のアラニンスキャンに

より CXCR7 への結合に関与するアミノ酸の
側鎖官能基を精査した。その結果、D-Tyr、
L-Pro、L-Nal の 3 つが CXCR7 への結合能に
寄与し、残り 2 つの L-Arg 残基は改変の余地
があることが示唆された（表４）。 

表４：CXCR7 受容体リガンドのアラニンスキャン 
Sequence IC50 (μM)
cyclo(-D-Tyr-Arg-MeArg-Nal-Pro-) (4g) 0.80 
cyclo(-D-Ala-Arg-MeArg-Nal-Pro-) (5a) >30 
cyclo(-D-Tyr-Ala-MeArg-Nal-Pro-) (5b) 16 
cyclo(-D-Tyr-Arg-MeAla-Nal-Pro-) (5c) 11 
cyclo(-D-Tyr-Arg-MeArg-Ala-Pro-) (5d) >30 

 
研究開始当初に見出していたヒット化合

物に基づく類縁体構造検索を行い、約 1,000
個の類縁化合物の CXCR7 結合阻害活性評価
を行った。結合阻害活性が認められた 34 化
合物のうち、6a を含む 19 化合物にはチオク
ロメン構造を有しており、チオクロメン構造
が CXCR7 リガンドの有望な骨格であること
が示唆された（図１）。一方、チオクロメン
骨格を有するにも関わらず結合阻害活性を
示さない 6b のような化合物もあり、環状ア
ミン部位が活性発現において重要な役割を
果たすことが推測された。さらに、チオクロ
メン縮環構造に代わり、インドリンが結合し
たチオフェン環を有する化合物 7a や 7b に良
好な結合阻害活性が認められた。 

 
［CK2 阻害剤の創製］ 
多くの医薬品や生理活性天然物に含まれ

ているピラゾール骨格の効率的合成法の開 

 

図１：CXCR7 リガンド探索により得られたヒット化合

物の類縁体の生物活性 
 
発に向けて、金触媒を用いた多置換ジヒドロ
ピラゾール誘導体 11 の一挙構築反応を設計
した（図２）。末端アルキン 8、アルデヒドま
たはケトン 9、及びヒドラジン誘導体 10 に対
して金触媒を作用させたところ、Mannich 型
カップリング反応と、それに続くプロパルギ
ルヒドラジンの 5-endo-dig 型環化反応が進行
し、目的のジヒドロピラゾール誘導体 11 を良
好な収率で得た。また、アルキン成分として
1,2-ジアルキニルベンゼン誘導体を用いた際
に、さらなる 6-endo-dig 型環化が進行し、ベ
ンゾインダゾール誘導体 12 が得られること
を見出した。本法を用いて容易に合成可能な
ベンゾインダゾール誘導体 13 を数種類合成
し CK2 阻害活性を評価したところ、優れた阻
害活性を示す誘導体を見出した。 
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図２：金触媒による三成分環形成反応を用いた多置換ジ

ヒドロピラゾールの効率的合成と CK2 阻害剤への応用 

 
これまでに実施した CK2 阻害剤の構造活

性相関情報をもとに、ピラゾロインドール骨
格を有する阻害剤候補化合物 19 を設計した
（図３）。上述のジヒドロピラゾール誘導体
構築法を基盤としてピラゾロインドール骨
格 18 の効率的合成法を開発するとともに、
合成した複数の化合物のうちいくつかの誘
導体が強力な CK2 阻害活性を示すことを見 



 
図３：金触媒による三成分環形成反応を用いた多置換ピ

ラゾロインドールの効率的合成と CK2 阻害剤への応用 

 
出した。 
 
［KSP 阻害剤の創製］ 
研究開始当初に見出していたカルバゾー

ル型阻害剤 20 にビフェニル型 KSP 阻害剤の
部分構造モチーフを適用し、左側部位にヘテ
ロ原子や親水性官能基を配置した各種誘導
体を設計し、構造活性相関研究を展開した
（図４）。その結果、–カルボリン誘導体 21a、
2 位に修飾基を有するカルバゾール誘導体
21b,c が強力な KSP 阻害活性を示すことを見
出した。また、化合物 21a–c は、KSP の阻害
による典型的な表現型を誘導し、KSP 選択的
な阻害作用により細胞周期を停止させるこ
とを確認した。 
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図４：縮環インドール型 KSP 阻害剤の創製 

 

ラクタム縮環型 KSP 阻害剤 21c,d のピロー
ル環の炭素–炭素結合を切断した化合物に相
当するジフェニルアミン誘導体 22c,d を設計
した（図５）。化合物 21c に由来する 22c では
KSP 阻害活性が消失したものの、化合物 22d
は 21d の約４倍強力な KSP 阻害活性を示し、
水溶性が４倍程度向上した。次に、化合物 22d
の構造活性相関研究を展開し、アニリン NH
基、右側ベンゼン環 3 位の CF3基、左側ベン
ゼン環上に適切に配置されたアミド基が強
力な生物活性の発現に必須であることが示
唆された。疎水性の低減を目的として右側ベ
ンゼン環の複素環への変換を検討したとこ

ろ、ピリジン環を有する化合物 23 が強力な
KSP 阻害活性を維持し、水溶性の向上をもた
らすことを見出した。 

 

図５：ジアリールアミン型 KSP 阻害剤の創製 
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