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当研究室では，有機合成化学を基盤として様々な生物現象の解明に貢献する低分子有機化合物
を “つくる”ことを目指している。独自のアイデアでユニークな活性を有する分子を設計し自分
の手で合成して（“つくって”）その生物科学的な機能を解明していくこと，また新しい有機反応
を独自に開発し効率よく “つくる”ことに挑戦している。有機合成化学の発展に貢献するととも
に，生命化学研究にも寄与することを目指している。現在は，細胞内情報伝達を司るタンパク質
リン酸化酵素（プロテインキナーゼ）や脱リン酸化酵素（プロテインホスファターゼ）に対する
阻害剤設計，細胞死を抑制する低分子化合物の合成とその作用機序の解明，生理活性天然物の全
合成およびその誘導体合成，ヒトシアリダーゼに対する阻害剤の創製等の研究を展開している。
なお，本年度より袖岡幹子が主任研究員に就任，袖岡有機合成化学研究室へ名称を変更した。

1. 細胞内情報伝達酵素の活性を制御する低分子化合物
の創製
（1）プロテインキナーゼC制御分子の合成と活性評価（平
井，大窪 ＊1，袖岡）
プロテインキナーゼ C（PKC）は細胞内情報伝達を司る
重要なセリン-スレオニン型タンパク質リン酸化酵素である。
そのサブタイプの 1つである PKCαの活性化機構は模式的
には提案されているものの，分子レベルでの解析は未だに
達成されていない。詳細な活性コンホマーの解析を目指し，
C1ドメインに結合する新規リガンドの開発を行った。当研
究室ではすでにジアシルグリセロールやホルボールエステ
ルから設計した isobenzofuranone 誘導体が，C1ドメイン
に結合して PKCαを活性化することを見いだしている。モ
デリングの結果から，この isobenzofuranone誘導体のベン
ゼン環上のフェノール性水酸基に結合したアルキル基と細
胞膜との相互作用が PKC活性化に重要な役割を果たすと
推定された。そこでまず，PKCαが活性化するためには C1

ドメインのどの方向に膜が存在すれば活性化能を最も強く
発現するかを検討するため，isobenzofuranoneのフェノー
ル性水酸基の位置異性体を合成してその活性を評価するこ
ととした。
7 位置換 isobenzofuranone は 2R 体の結合能が 2S 体よ
りも高いことが分かっていたので，2R 体を不斉合成する
ルートを Stille coupling反応，不斉ジヒドロキシル化を鍵
反応として確立した。また，6位，5位および 4位置換体は
同様の反応をベースとしてラセミ体を合成し，光学分割し
て両対称体を得ることができた。
合成した各種誘導体は，C1bへのドメインへの結合試験
と PKCαの活性化試験を行い評価した。その結果，7位お
よび 6位置換の誘導体のほとんどは，C1bドメインに強く
結合し PKCαを活性化した。7位と 6位では若干の活性に
違いはあるものの，これらのアルキル鎖の向きは PKCαの
活性化に重要であることが分かった。対照的に 5位および 4

位置換の誘導体は C1bドメイン結合能が低くなり，PKCα

の活性化能も弱まっていた。また 4位置換の誘導体の中で，
C1bドメインに結合しながらも PKCαを全く活性化しない

ものを見いだすことができた。これは，この誘導体がPKCα

を不活性コンホマーで安定化していることを意味すると考
えることができる。以上の isobenzofuranone誘導体の構造
活性相関の結果から，PKCαの活性化が起こる際に，C1b

ドメインの細胞膜への向きが大きく変化していると考えら
れる。
（2）目的志向型ライブラリー法によるチロシンホスファ
ターゼ阻害剤の開発（住吉 ＊1，平井，袖岡）
プロテインチロシンホスファターゼ（PTP）の阻害剤設
計において，活性中心を認識するコア構造をもとに各種誘
導体を合成していく目的指向型ライブラリー法は，ランダ
ムライブラリー法に比べ効率のよい戦略である。本年度は，
L-アスコルビン酸をコア骨格としたライブラリーの合成を
検討した。以前当研究室で開発した固相担持 N -ヒドロキ
シスクシンイミドを用い，アルコールとアミンとから効率
よくカーバメートを構築する方法を利用して，6-アミノア
スコルビン酸と種々のアルコールから対応するカーバメー
ト化合物を約 40種類，また 5-デオキシアスコルビン酸の
6位アルコールと種々のアミンからさらに約 40種類の化合
物を合成することができた。これらのアスコルビン酸-カー
バメートライブラリー化合物の PTP1Bに対する活性阻害
試験を行ったところ，中程度の阻害活性を示すいくつかの
化合物を見いだすことができた。
（3）DSP（両特異性プロテインホスファターゼ）選択的
阻害剤の開発（平井，袖岡；臼井，長田（長田抗生物質研
究室））
両特異性プロテインホスファターゼ（DSP）の 1つである

VHRの阻害剤として単離された天然物RK-682は，プロテ
インチロシンホスファターゼ（PTP）の一種である CD45

など他の酵素に対しても阻害活性を有することが知られて
いる。当研究室でのこれまでの RK-682の構造活性相関研
究から，アニオン性の 3-アシルテトロン酸構造が VHR阻
害に重要であることが明らかになっている。一方 RK-682

の細胞膜透過性が低いという問題は，このアニオン性の構
造の寄与によるものと考えられる。そこで，より選択的で
細胞膜透過性の誘導体を開発すべく検討を行った。PTPと
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DSPの活性中心は，似通った配列を有しながらもその深さ
に違いがありDSPの方が浅いポケットを有することが知ら
れている。そこで DSP選択的阻害剤となるように RK-682

の電荷を消去し，構造を直線型から分岐型になるような分
子の設計を検討した。種々検討した結果，PTP の 1 種で
ある PTP1Bを全く阻害せず，一方で RK-682と同程度の
VHR の阻害活性を維持した誘導体を見いだすことに成功
した。
（4）PP2B選択的阻害剤の開発（飯塚 ＊1，松倉，袖岡）
セリン/スレオニン型プロテインホスファターゼである

PP2Bには，免疫抑制剤 FK-506などに代表される阻害剤
がよく知られている。これら阻害剤はイムノフィリンと呼
ばれるタンパク質と複合体を形成して PP2Bの酵素活性を
阻害する。当研究室ではイムノフィリンを介さず低分子化合
物単独で PP2Bを阻害する化合物の創製に取り組んでおり，
すでにノルカンタリジンの誘導体の di-benzoate体が，類縁
酵素である PP1や PP2Aを阻害せず，イムノフィリン非存
在下で PP2Bのみを選択的に阻害することを見いだしてい
る。本年度はより高活性な化合物を開発すべく，様々な誘導
体の合成を検討するため，合成法の改良を行った。以前の
合成ルートでは，カンタリジン骨格構築の際，Diels-Alder

反応の効率が悪く再現性に乏しかった。そこで反応条件を
検討した結果，超高圧反応装置を用いると効率よく反応が
進行することを見いだした。本改良合成法により 10種類以
上の誘導体の合成に成功した。
（5）ヒトシアリダーゼ（Neu3）の阻害剤に向けた新規ガ
ングリオシドアナログの創製（渡邉 ＊1，平井，袖岡）
Neu3 は最近クローニングされた比較的新しい生体内酵
素であり，大腸がんなどの様々ながんや糖尿病などとの関
わりが示唆されている。ヒトシアリダーゼは計 4種類知ら
れているが，その中で Neu3は基質特異性が高く，主にガ
ングリオシドの末端のシアル酸グリコシド結合を切断する。
Neu3選択的阻害剤は Neu3の機能解明だけでなく，新しい
分子標的治療薬として期待される。ウィルスシアリダーゼ
に対する既存の阻害剤は全く Neu3に対しては効果がなく，
新たなリード化合物を創製する必要がある。そこで本年度
は Neu3の高い基質特異性に着目し，新規ガングリオシド
アナログの設計と合成を検討した。

2. 新規細胞死抑制剤の創製と作用機序解明研究（ ＊2，
袖岡）
細胞死（アポトーシスやネクローシス）は，最も重要な
生体内イベントのひとつであり，これらを抑制する化合物
は様々な疾病の治療薬となり得ると期待される。これまで
に当研究室では新規な細胞死抑制剤として IM-12を見いだ
している。本年度は，IM-12をもとにさらなる誘導体展開
を行い，その構造活性相関を明らかにするとともに，さら
により高活性な誘導体の開発を目指した。その結果，IM-12

より高い細胞死抑制活性を示し，かつ毒性も低い新規誘導
体 IM-54の開発に成功した。ネクローシスは，神経変性疾
患（アルツハイマー病，パーキンソン病）や虚血性疾患（脳
硬塞，心筋梗塞）をはじめとして様々な疾患への関与が示唆
されているものの，未だその分子メカニズムの詳細は明ら
かとなっていない。IM-54は，アポトーシスを抑制せず，ネ
クローシスを選択的に抑制することから，既存の化合物と

は異なるユニークな作用機序を有すると考えられる。IM-54

をバイオプローブとして用いた細胞生物学的研究により，ネ
クローシスシグナル伝達機構の解明に貢献しうると考えて
いる。

3. 生理活性天然物の全合成と構造活性相関研究に向け
た誘導体合成
（1）スピロファンジン Aの合成研究（清水，佐藤＊1，村
越 ＊1，袖岡）
抗カビ活性を有するスピロファンジン Aの全合成研究に
おける共通中間体の大量合成を行い，基本骨格 6,6-スピロ
アセタールの効率的構築法を見いだした。また，側鎖の合
成を行った。
（2）リベロマイシン A誘導体の合成および活性（清水，
藤倉 ＊1，村越 ＊1，袖岡）
リベロマイシン Aは isoleucyl-tRNA 合成酵素阻害活性
に基づく強いタンパク合成阻害活性を有する。本年度は安
定でかつ強い活性を期待してその 2,3-ジヒドロ体の合成を
行った。また，5-OTBS体は成熟破骨細胞に選択的な細胞
死活性を有するので，そのシリル誘導体を合成した。
（3）フィトステノンの生理作用に関する研究（清水，鈴
木 ＊3）
5-カンペステノンの機能性食品としての開発を検討する
ため，5-カンペステノンを主成分とするフィトステノン混
合物を発酵法により製造した。この物質の ICRマウスに対
する薬効を調べたところ，血清脂質，体脂肪および体重に
おける低下効果が認められた。

＊1 研修生，＊2 基礎科学特別研究員，＊3 共同研究員

1. Synthesis of small molecule modulators of en-
zymes controlling intracellular signal transduction

(1) Synthesis of protein kinase C (PKC) modulators
and evaluation of their biological activities

Protein kinase C (PKC) is a family of enzymes that play
important roles in intracellular signal transduction. We
designed a series of novel PKC ligands having an isoben-
zofuranone template, based on the proposed interaction of
DAG (1, 2-diacyl-sn-glycerol), a physiological PKC ligand,
with the PKCδC1B ligand-binding domain. We have de-
veloped an efficient synthetic route to the isobenzofranone
derivatives using the Stille coupling reaction and asym-
metric dihydroxylation as key steps. Since interaction of
the hydrophobic alkyl chain of the isobenzofuranon deriva-
tives with the lipid membrane is expected to be critical for
PKC activation, we were interested in the synthesis of the
isobenzofuranone derivatives having the hydrophobic alkyl
chain at various positions of the benzene ring. All four re-
gioisomers were synthesized, and their activities as PKC
ligands were evaluated. The isobenzofuranone derivatives
having a 7-or 6-alkyl group bound to PKCαC1b domain
strongly, on the other hand, 5-or 4-substituted derivative
showed lower affinity toward PKCαC1b domain. Effects
of these synthetic ligands on the PKCα phosohorylation
activity were also examined. While the 7-or 6-substituted
derivative was found to be a strong activator of PKCα, the
5-substituted derivative activated PKCα only weakly. Sur-
prisingly, the 4-substitued derivative showed no activation

172 平成 16 年度



of PKCα even at high concentration at which significant
binding to PKCα was observed. These results suggest that
position of the hydrophobic chain is critical for the PKC
activation.

(2) Construction of a library focused on protein tyrosine
phosphatase inhibitors

Aiming at developing PTP (protein tyrosine phos-
phatase) /DSP (dual-specificity phosphatase)-selective in-
hibitors, a library of compounds having a “core” struc-
ture that can interact with the conserved catalytic site
of PTP/DSP as a phosphate mimic and having “various”
substituents that may interact with the unique region of
each enzyme was synthesized. Construction of a new li-
brary having L-ascorbic acid as a “core” structure was ex-
amined. We have already developed an efficient method
for carbamate synthesis using a polymer-supported N-
hydroxysuccinimide (NHS). Using this method an ascorbic
acid-carbamate library was synthesized. The carbamate
derivatives were prepared either from 6-amino-ascorbic
acid and various alcohols, or from 5-dehydroxy-ascorbic
acid and various amines. The inhibitory activity of these
compounds (about 80 compounds) toward PTP1B (PTP)
were tested, and several compounds showed the moderate
inhibitory activity.

(3) Development of VHR-selective inhibitors
RK-682 was isolated as an inhibitor of a dual speci-

ficity protein phosphatase VHR, but this compound also
showed inhibition to several other enzymes such as a pro-
tein tyrosine phosphatase CD45. We have already exam-
ined structure-activity relationships of RK-682 derivatives,
and the 3-acyltetronic acid anion structure was found to be
critical for the inhibition of VHR. However, the highly an-
ionic character of the 3-acyl-tetronic acid structure in RK-
682 might prevent penetration of the cell membrane, and
also contribute to the non-selective interaction with other
enzymes. Thus, to create a more specific inhibitor which
can be effectively incorporated into cells, further structural
modification of RK-682 was performed. We found that a
non-anionic derivative of RK-682 strongly inhibited VHR
but not PTP1B.

(4) Development of PP2B-selective inhibitors
The immunosuppressant drugs FK506 and cyclosporine

A bind to immunophilins, and these complexes selectively
inhibit PP2B (serine/threonine phosphatase), leading to
the suppression of T-cell proliferation. Thus, it is of in-
terest to find a direct and selective inhibitor of PP2B that
does not involve the immunophilins as a biological tool
for studies of PP2B and also as a candidate therapeutic
agent. We have already developed a selective inhibitor
having a norcantharidin skeleton. For further structure-
activity relationship studies, this year we focused on the
improvement of the synthetic route to the norcantharidin
derivatives. Using this synthetic route, new derivatives
were efficiently prepared.

(5) Synthesis of a novel ganglioside analogue for human
sialidase (Neu3) inhibitor

Human sialidase Neu3 is implicated as a key enzyme
in several serious diseases such as certain cancers and di-
abetes. Neu3 is a plasma membrane silaidase that se-
lectively hydrolyzes a terminal α-sialoside in ganglioside.
Since a virus sialidase inhibitor such as 5AcNue2en, a tran-
sition state analogue, was not effective for inhibition of
Neu3, we envisioned the synthesis of a substrate mimic-
type inhibitor of Neu3. Design and synthesis of a novel
ganglioside analogue was examined.

2. Development of novel cell death inhibitors

Cell death signaling is currently one of the hottest top-
ics in biological research. We have already found the in-
dolylmaleimide derivatives (IM derivatives) as selective in-
hibitors for necrotic cell death. The new various IM deriva-
tives were synthesized and their inhibitory activity was
tested using an assay protocol developed in our labora-
tory. IM-54 was found to be the most potent inhibitor to
the necrotic cell death, and it is expected to be a powerful
bioprobe for clarifying the unique signaling pathway of the
necrotic cell death.

3. Total synthesis of biologically active natural
products and the synthesis of their derivatives for
structure-activity relationship studies

(1) Synthetic studies of spirofungin A
The 6,6-spiroacetal of spirofungin A, an antifungal an-

tibiotic isolated from the genus Streptomyces, was effec-
tively prepared via a common intermediate which was eas-
ily prepared. The several side-chain units were also pre-
pared.

(2) Synthesis of reveromycin A derivatives and their
biological activities

The 2,3-dihydro-and 5-silyloxy derivatives of
reveromycin A, an inhibitor of isoleucyl-tRNA synthetase,
were prepared and their inhibitory activities assayed.

(3) Research on the physiological effect of phytostenone
To examine the development of the functional food of 5-

campestenone, a phytostenone mixture of which the major
component was 5-campestenone was manufactured from
the fermentation method. When the pharmacological ef-
fect of this material on ICR mice was investigated, de-
creased action in serum lipid, body fat and body weight
was recognized.
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