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研究成果の概要（和文）：本研究では、転写因子であるHIF（低酸素誘導因子）を活性化することにより、虚血
性疾患治療に有効である先行研究のもと、HIFを穏やかに活性化するタンパク質としてFIH（Factor Inhibiting 
HIF）に着目し、研究を行ってきた。コンピューターによるドッキングシミュレーションによって未知化合物で
ある分子を設計し、実際に約70種類の新規低分子化合物の合成を行った。合成した化合物を、細胞株を用いたル
シフェラーゼアッセイによる評価系を用いて、HIFの活性化評価を行った。その結果、いくつかの化合物でHIFを
活性化するという結果を示した。

研究成果の概要（英文）：In this study, the exploration of novel organic molecules inhibiting FIH 
(Factor Inhibiting HIF) was conducted because previous studies shows that HIF (hypoxia inducible 
factor: transcription factor) can be gently activated by inhibiting FIH. The gentle activation of 
HIF is effective for the treatment of ischemic disease. The research group synthesized about 70 
compounds and a few compounds of them induced gentle activation of HIF.

研究分野： 創薬化学

キーワード： HIF　低酸素誘導因子　FIH　低分子阻害剤
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１．研究開始当初の背景 
 
低酸素誘導因子（Hypoxia Inducible Factor、
HIF）は、生体組織において低酸素環境下で
発現誘導する転写因子である。HIF は赤血球
産生、血管新生、グルコース代謝、細胞増殖
促進に関与する遺伝子群を統一的に誘導す
る。HIF の制御は、虚血性疾患の制御につな
がるために重要な課題である。具体例として、
慢性腎臓病患者が呈する慢性虚血症状に対
し、HIF を一過的に活性化し赤血球産生を促
し、症状の緩和が試みられている。 HIF は、
通常酸素状態では PHD(Prolyl Hydroxylase 
Domain-containing protein)によって水酸化
され、その水酸化された HIF がユビキチン-
プロテアソームシステムによる分解を受け、
負に制御されることが知られている。（図１）
そこで、この経路において PHD を低分子阻
害剤によって阻害することで HIF を正に制
御する試みが近年精力的に研究されている。
しかし、PHD を阻害することの弊害も報告
されている。すなわち、PHD には PHD1、
PHD2、PHD3 の３つのアイソフォームが知
られているが（PHDs と表記）、PHDs のそ
れぞれのノックアウトマウスの研究による
と PHD2 のノックアウトマウスでは多血症
となり、胎生致死となることが報告されてい
る。PHD1 や 3 のノックアウトマウスでは赤
血球産生の促進や血管新生の促進は見られ
るものの、生命維持を脅かすような重篤な症
状は見られなかった。このような知見から、
PHDs に対して選択的な阻害剤の開発が求め
られているが、PHDs は、活性中心の構造が
酷似しているために、PHDs に対する選択的
な阻害剤の開発は難航している。 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
２．研究の目的 
申請者の研究グループでは HIF を制御する
ことのできるタンパク質として FIH（Factor 
Inhibiting HIF）に着目した。 

FIH は、HIF1-αの 803 番目のアスパラギ
ン残基を水酸化するタンパク質である。水酸
化されない場合、転写補助活性化因子である

CBP や P300 と結合することで HIF の下流
にある EPO（赤血球産生ホルモン）、VEGF
（血管内皮細胞増殖因子）、Glut-1（糖輸送
タンパク）などの遺伝子発現を促進する。こ
のように FIH は HIF を制御する重要な因子
であるが直接 HIF の分解に関わることが無
いために注目度は低く、FIH 阻害剤による
HIF の制御に関する研究はほとんどされて
いない。一方で、FIH ノックダウン細胞を用
いた研究から、FIH をノックダウンすること
で HIF の下流にある VEGF、Glut-1、PHD3、
CA9(Carbonic Anhydrase9)などの発現が亢
進することが知られていることから、FIH 阻
害剤による HIF の制御は十分に可能である
と考えられる。また、FIH 遺伝子欠損マウス
もすでに作成されており、HIF の活性化を介
して代謝が活性化され、太りにくいというこ
とが報告されている。これらの先行研究に基
づいて、本研究では新規低分子化合物による
FIH 阻害剤を開発する。そして、FIH 阻害が
HIF の活性化に効果的であるかについて検
討する基礎研究を行う。 

 
３．研究の方法 
(1)FIH 阻害化合物の設計について 
FIHは蛋白X線結晶構造がすでに知られてい
るので、その構造をもとに in silico で FIH に
選択的に阻害する新規化合物をドッキング
シミュレーションによって設計する。FIH が
機能を果たすためには 2-oxoglutarate（2OG）
が鉄原子に配位することが必要である。2OG
と拮抗阻害が可能な化合物を設計する。 
 
(2)設計した化合物の合成について 
設計した化合物の類縁化合物を数多く合成
する。合成時の工夫については遷移金属触媒
クロスカップリング反応などを利用し、従来、
最終生成物の数だけあった合成中間体を共
通の骨格を使用できるように工夫する。 
 
(3)活性評価について 
たくさんの化合物を迅速に評価するために、
細胞株を用いたルシフェラーゼアッセイに
よって評価を行う。HIF の下流に位置する遺
伝子の発現をリアルタイムPCR法などの分子
生物学的手法を用いて解析する。毒性につい
ては、MTS assay を用いて評価する。 
 
４．研究成果 
(1)化合物の設計 
FIH は活性中心に Fe 原子を有し、これは 2
つの His残基および Asp残基によって保持さ
れている。FIH が機能を果たすためには
2-oxoglutarate（2OG）が鉄原子に配位する
ことが必要である。本研究では、2OG と競合
するアンタゴニストとして作用するよう骨
格を設計した。（図 2）すなわち、FIH の活性
中心である Fe に２座配位することができ、
かつリジン 214残基およびチロシン 145残基
と水素結合できるようにカルボニルから2元



素挟みカルボン酸を配置した。Fe への 2座の
配 座 部 分 は 2-carbonylfuran ま た は
2-carbonylthiophene とした。furan および
thiophene の５位、４
位をそれぞれ R1、R2

とし、フェニル基や
メチル基を有するも
のを合成した。また、
R3 部分はアミノ酸の
側鎖部分に相当する。合成に用いたアミノ酸
はグリシン、アラニン、フェニルアラニン(D
およびL体)、トリプトファン(DおよびL体)、
チロシンである。R4は脂溶性を高めるために
Me 基や Et 基を導入したものを想定した。設
計した化合物は、コンピューターを用いてド
ッキングシミュレーションを行い、その設計
の妥当性について評価した。例として図 3に
一例を示す。 
 
図 3 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
シミュレーションによるドッキング予測に
よると設計した化合物はFIHの活性中心の空
孔に収まることが示された。 
 
(２)化合物の合成 
設 計 し た 化 合 物 で あ る す べ て の
2-carbonylfuran ま た は
2-carbonylthiophene 誘導体は対応する
furan または thiophene carboxylic acid とア
ミノ酸エステル塩酸塩との縮合反応により
合成した。（Scheme 1） 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

アミノ酸エステル塩酸塩はすべて購入した
も のを用い た。無置 換 furan お よ び
thiophene carboxylic acid、benzofuran およ

び benzothiophene carboxylic acid は購入し
たものを用いた。その他の置換 furan および
thiophene carboxylic acid は Scheme 2-4 に
示すように合成した。Scheme2 では 5 位にフ
ェニル基を有する furan carboxylic acidの合
成方法を示す。 
 

2-arylthiophene は thiophene と ArB(OH)2

の鈴木宮浦カップリング反応によって合成
した（Scheme 3）。 
 

また、更に 2 位置換 thiophene や furan をリ
チオ化した後 CO2 雰囲気下にすることでカ
ルボキシル基を低収率ながら導入すること
が可能であった（Scheme 4）。 

4 位置換 2-carbonylthiophene の合成は
4-bromothiophene-2-carbaldehydeを出発原
料とし、PhB(OH)2 とカップリング反応を行
った後、酸化することで達成された（Scheme 
5）。 
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(３)化合物の評価 
化合物は約７０種類ほど合成し、ルシフェラ
ーゼアッセイによる活性評価を行った。その
中で、抜粋し表１に示す。 
 
表１.ルシフェラーゼアッセイによる HIF 活
性化評価 

 
表に挙げている化合物の中で 10 種ほどの化
合物が HIF 活性を示
したが、特に化合物 9
が、活性が強く、低
用量で活性を示し、
かつ細胞毒性を示さ
なかった。その構造を図 4に示す。また、ヒ
ト神経芽細胞(SKN BE2C)を化合物 9（100 μM）
で刺激すると、HIF
下流遺伝子である
CA9 の発現が亢進
した。（図 5）この
ように、FIH を阻害
することにより、
穏やかに HIF を活
性化すること低分
子化合物 9を見いだした。 
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