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研究成果の概要（和文）：ステロイドホルモン受容体の機能を厳密に制御する新規リガンドや機能解析のための蛍光プ
ローブの創製に関して以下の成果を得た。
（１）アンドロゲンアンタゴニストとしてフタラジノン誘導体を見いだした．本化合物は変異ARにもアンタゴニストと
して機能した。プロゲステロンについては、疎水性ファーマコフォアとしてカルボランもしくはアダマンタンを有する
新規アンタゴニストを創製した。
（２）蛍光性リガンドとしてクマリンを骨格とするプロゲステロンアンタゴニストを見いだした。本化合物は受容体と
の結合により蛍光強度が著しく増大する。アンドロゲンについてもアンタゴニスト活性を有するクマリン誘導体を見い
だした。

研究成果の概要（英文）：In this study, the specific ligands and fluorescence probes for steroid hormone 
nuclear receptors were developed.
(1) Phthalazinone derivatives were developed as novel androgen antagonists, and acted as antagonists 
towards both wild-type and mutated ARs. As progesterone antagonists, compounds bearing a carborane or 
adamantane as the hydrophobic pharmacophore were developed.
(2) Coumarine derivatives were developed as fluorescent progesterone antagonists, whose fluorescence 
intensity was strongly increased by binding to progesterone receptor. Coumarine derivatives with androgen 
antagonistic activity were also developed.

研究分野： 医薬化学
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１．研究開始当初の背景 
 ステロイドホルモンは、固有の核内受容体
を介して特異的遺伝子発現を制御し、個体の
成長や恒常性に重要な働きをしている。近年、
ステロイドホルモン受容体をはじめとする
種々の核内受容体機能の破綻や異常が、がん、
自己免疫疾患、生活習慣病、脳機能疾患とい
った現在社会における様々な難治性疾患の
発症や治療と密接に関与していることが明
らかにされてきた。既に各種ステロイドホル
モン類が医薬品化されているように、ステロ
イドホルモン受容体を分子標的とした医薬
創製研究は確立した分野と思われがちであ
るが、その多様な機能の十分な理解の欠如か
ら、医薬への応用が困難もしくは制限されて
いる。例えば、前立腺癌のアンドロゲンアン
タゴニスト療法では、受容体変異に伴う薬剤
耐性もしくは癌の増悪化が臨床上の問題と
なっている。また、多様な核内受容体機能に
対して、SERM（Selective Estrogen Receptor 
Modulator）と総称されるエストロゲン誘導体
のように、組織選択的な活性を有するリガン
ドの創製が期待されている。このようなリガ
ンドの生物活性の差異は、リガンド結合によ
って引き起こされる受容体のダイナミック
な構造変化とそれに基づく各種転写因子（コ
リプレッサーやコアクチベーター）間とのタ
ンパク-タンパク相互作用様式によって決定
されるためと考えられる。従って、ステロイ
ドホルモン受容体機能制御は、単にリガンド
との結合親和性や結合様式の解析だけで評
価することができない。 
 更に、最近、エストロゲン受容体をはじめ
とする核内受容体もしくはその特異的リガ
ンドが核内での転写制御だけでなく、核外で
機能しているという報告がされた。しかしな
がら、その生理的意義や薬理学的な応用性は
定かではなく、詳細な解析が必要である。 
 
２．研究の目的 
 上記背景のもと、本研究では、本研究者が
これまで行ってきた核内受容体リガンド創
製研究を更に発展させ、ステロイドホルモン
受容体の機能を厳密に制御する新規モデュ
レーターや機能解析のための蛍光プローブ
等を創製し、ステロイドホルモン受容体を標
的とする医薬開発基盤を構築することを目
的とする。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、ステロイドホルモンのうち、
アンドロゲンおよびプロゲステロンに焦点
をあて、新規骨格を有する合成リガンド、お
よび、核内受容体機能解析のための蛍光性プ
ローブを設計、合成して、その機能を詳細に
解析する。 
 
４．研究成果 
（１）フタラジノン骨格を有する新規アンド
ロゲンアンタゴニストの創製 

 アンドロゲン受容体 AR はテストステロン
や 5-ジヒドロテストステロン（DHT）等の
アンドロゲン依存的に特異的遺伝子の転写
を制御することにより、男性生殖機能の発達
や筋・骨量の恒常性維持などの多様な機能を
担っている。AR の転写活性化が前立腺癌の
発症と進展に深く関与しており、様々な AR
アンタゴニストが前立腺がんの治療に用い
られている。一方、既存の AR アンタゴニス
トは、数年の治療継続にともない、耐性化も
しくは癌の増悪化を引き起こすという問題
を抱えており、新たなアンタゴニストの開発
が望まれている。 
 本研究者は、これまでに新規構造を有する
非ステロイド型 AR アンタゴニストとしてイ
ソオキサゾロン誘導体 1やピロールカルボキ
サミド 2 等の化合物を見いだしてきた。化合
物 2 については、誘導体展開の結果、パーシ
ャルアゴニスト活性を有する化合物を見い
だした。さらに、本研究では、化合物 1、2
の構造要素の吟味からフタラジノン骨格を
有する化合物 3 – 7 を設計した（Fig. 1）。 

 

Fig. 1. Design of novel AR antagonists. 
 
 設計したフタラジノン誘導体の合成例を
Fig. 2 に示した。本方法をもとに、各種置換
基（R）を有する化合物を３０種合成した。 

 

Fig. 2. Synthesis of phthalazinone derivatives 
 
 合成した化合物の活性は、まずアンドロゲ
ン依存的に増殖する SC-3 細胞の増殖抑制能
で評価した。その結果、置換基 R として、オ
ルト位にニトロ基、アミノ基、ハロゲン等を
有する化合物に比較的高い活性が認められ
た。特に、2,6-ジクロロ体 7c（Table 1）が最



も高い活性を示し、ヒドロキシフルタミドと
同程度の IC50値を有していた。 
Table 1. Biological activities of phthalazinones 

LNCaP assay
IC50 (mM)
 

0.85
1.46
0.99
0.86
3.42 
0.55
0.92

wtAR binding
IC50 (mM)

7.69

> 100
45.2
85.4
84.3
10.9
56.7

SC-3 assay
IC50 (mM)

0.18

0.53
0.22
1.26
1.38
0.18
0.92

Compound

Hydroxyflutamide
Bicalutamide
5a (R =2-NO2)
5b (R =2-NH2)
6d (R =2-Cl)
7a (R =2,6-Me2)
7c (R =2,6-Cl2)
7d (R =2,3,6-Cl3)

 
 
 高活性の化合物を選別し、wt AR に対する
結合能と、変異 AR を有する LNCaP 細胞に対
する活性を評価した（Tabale 1）。その結果、
これらのフタラジノン誘導体は変異 AR を有
する LNCaP 細胞に対しても高いアンタゴニ
スト活性を有していることがわかった。 
 さらに、化合物 7c の AR 結合様式を解明す
る目的で、7c の結晶構造をもとに、AR の
ligand binding domain（LDB）とのドッキング
計算を行った。その結果、7c が AR LBD のポ
ケットに結合し、ヘリックス 12 の活性型立
体構造を阻害しうることがわかった。 

 
Fig. 3. Docking model of 7c with hAR LBD 

 
（２）カルボランを有する新規 PR リガンド
の創製 
 本研究者は、これまでホウ素クラスターで
あるカルボランを脂溶性ファーマコフォア
として用いた核内受容体リガンドの創製研
究（東京医科歯科大学との共同研究）を行っ
てきた。本研究では、その知見をもとに、新
規 PR アンタゴニストの創製を行った。これ
までに、para-カルボランを有するシアノベン
ゼン誘導体に PR アンタゴニスト活性がある
ことがわかっている。そこで、今回、meta-
カルボランを用いた構造展開することとし、
化合物 8 を設計した。合成は Fig 4 に従い行
った。また、これまで PR アンタゴニスト活
性を有するカルボン酸誘導体については、光
学活性体の活性評価を行った例はない。そこ
で、化合物 8 の光学分割を行った。モデル化
合物を用いた各種リパーゼによるアセチル
化反応を詳細に検討した結果、lipase TL が最

も適していることがわかった。そこで、化合
物 8に対して lipase TLを用いたアセチル化を
行った結果、S-8（50%, >99% ee）および R-9
（48%, >99% ee）を得た。R-9 は加水分解に
より S-8（28%, >99% ee）へと導いた（Fig. 4）。 

 

Fig. 4 Synthesis of racemic and optically active 8 
 
 ラセミ体および光学活性な 8 の PR 活性は、
T47D 細胞においてプロゲステロン依存的に
発現するアルカリフォスファターゼ量に対
する効果で評価した。興味深いことに、化合
物 8 は、高濃度では PR アゴニスト活性を示
し、低濃度では、共存するプロゲステロンの
活性を抑制した。また、アンタゴニスト活性
では、ラセミ体および光学活性な 8 の活性は
ほぼ等しいのに対して、アゴニスト活性では、
S-8 の方が R-8 よりも活性が高いことがわか
った。リガンドによって誘起される受容体の
立体構造の要求性が、アゴニスト活性を示す
活性型構造において厳密であるためと考え
ている。 
 
 一方、カルボラン誘導体に関しては、PR
アンタゴニストである mifepristone の構造を
もとに設計された C,C’-ジフェニル-meta-カ
ルボラン誘導体が PR 活性を有している。そ
こで、球状脂溶性分子であるカルボランをア
ダマンタンに代替したジフェニルアダマン
タン誘導体を PR アンタゴニスト候補化合物
として分子設計した。 
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Fig. 5. Design of diphenyladamantanes 
as PR antagonist 

 
 ジフェニルアダマンタン誘導体は Fig. 6 に
従い、13 化合物を合成した。T47D 細胞を用



いたアルカリフォスファターゼアッセイに
おいて、いずれもアンタゴニストとして機能
していた。特に、R としてアセトアミド基や
メチルカルバメート基を有する化合物に高
活性が見られた。 

 

Fig. 6. Synthesis and Biological activity of 
diphenyladamantanes 

 
（３）ステロイドホルモン受容体の蛍光性リ
ガンドの構造展開 
 本研究者は、これまでに蛍光団であるクマ
リンを骨格とする PR アンタゴニストを創製
してきた。その中で、化合物 10（Fig. 7）が
PR との結合によって蛍光強度が著しく増大
することを示した。従って、化合物 10 は PR
機能解析の蛍光プローブとして利用しうる
と考えられるが、この化合物には（１）蛍光
量子収率が低く、また、（２）PR 以外のステ
ロイドホルモン受容体にも結合するという
欠点がみられた。そこで、化合物 10 をリー
ド化合物として、より蛍光プローブとして有
用性の高い誘導体の開発を行った。６位に
種々の芳香環を有するクマリン誘導体 40 種
を合成し、その PR 活性を評価した。その結
果、化合物 11-13（Fig. 7）に高い PR アンタ
ゴニスト活性を見いだした。また、これらの
化合物は他のステロイドホルモン受容体に
対する結合能は認められなかった。 

 

Fig. 7. Coumarins with PR antagonistic activity 
 

 化合物 11-13 について、蛍光特性を解析し
た結果、化合物 11 の蛍光強度が強い溶媒依存
性を有することを見いだした（Fig. 8）。すな
わち、メタノールやバッファーなどの極性溶
媒中では蛍光をほとんど持たないが、メチレ
ンクロライド中では強い蛍光を有していた。 

CH2Cl2 
(CH3)2CO 
CH3CN 
CH3OH 
Buffer 

  

 
Fig 8. Solvent-dependent fluorescence of 11 

 
 一方、化合物 12 は、溶媒によって、蛍光
波長が変化し、より極性の高い溶媒中で、蛍
光極大波長が長波長シフトすることがわか
った（Fig. 9）。 

CH2Cl2 
(CH3)2CO 
CH3CN 
CH3OH 
Buffer 

  

 
Fig 9. Solvent-dependent fluorescence of 12 

 
Fig 10. Fluorescence spectra of 12  

in the presence of PR LBD 
 
 化合物11のバッファー溶液中にPR LBDを



添加したところ、PR LBD の添加量に依存し
て蛍光の著しい増大が見られた（Fig. 10）。化
合物 11 は化合物 10 と比べて、活性強度、選
択性、蛍光強度の点で優れており、蛍光プロ
ーブとして PR 機能解析に用いることができ
ると考えている。 
 上記、PR アンタゴニスト活性を有するク
マリン誘導体研究の過程で、合成した化合物
の AR 活性を検討したところ、化合物 14 が
PR アンタゴニスト活性をもたず、AR アンタ
ゴニスト活性を有していることを見いだし
た。そこで、7 位にアミド結合を有する種々
のクマリン誘導体を合成した。その結果、７
位のアミド結合が二級アミドの場合は、AR
アンタゴニスト活性がないか、非常に弱く、
一方、これらのアミド結合窒素原子上に N-
メチル基を導入した化合物の幾つかに強い
AR アンタゴニスト活性があることがわかっ
た（Fig. 11）。 

 

Fig 11. AR antagonistic coumarin derivatives 
 
 本研究者らは、ベンズアニリド等の芳香族
二級アミドが trans 型であるのに対して、その
N-メチル化体は cis 型で存在することを見い
だしている。この立体特性は、広く一般性を
持つとともに、らせんや芳香族層状構造、環
状アミドオリゴマーなどユニークな構造を
もつ分子の創製に応用できることを示した。
Fig. 9 に示したクマリン誘導体についても、
結晶構造解析、NMR による溶液構造の解析
の結果、活性を持たない二級アミド化合物が
trans 型で、AR アンタゴニスト活性を有する
N-メチル化アミド化合物が cis 型をとること
を示しており、cis 型の折れ曲がった分子形状
が AR のリガンド結合空間にフィットすると
考えている。現在、構造最適化を進めるとと
もに、蛍光プローブとしての展開も検討して
いる。 
 
 以上のように、アンドロゲン、プロゲステ
ロン受容体を標的として、ユニークな構造を
有するアンタゴニストや蛍光プローブの開
発に成功した。幾つかの化合物において、ア
ミド結合の立体化学がリガンド機能として
重要な鍵となることもわかった。今後は、分
子の立体特性や蛍光特性をふまえた構造最
適化を行うとともに、創製したリガンド分子
の基礎及び医薬研究への応用を検討する予
定である。 
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