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研究要旨：我々は、背景となる研究において、独自に発見したRasのポケット構造情報に基づ
くコンピュータシミュレーションと生化学・細胞生物学的検証試験を駆使した独自の大規模
Ras阻害物質探索研究を通じて、担がん動物において強力な腫瘍増殖抑制効果を示し、低毒
性かつ経口薬適性に優れたリード化合物KMR084（WO2012/153775 A1）の同定に成功した。
本研究では、背景となる研究で獲得・保有するリード化合物から医薬品開発候補獲得のため
の構造最適化を重点的に行う（先行開発）。また、最近決定した新規ポケット構造情報を用
いた新たなインシリコスクリーニングと一連の検証試験も行い、前臨床試験に入る候補品を
創出する（後行開発）。H26年度、先行開発では、新規フラグメント化合物KBFM123ならび
にリード化合物KMR084の部分構造からなるフラグメント化合物のNMRで解析した結合情
報に基づき、複合体モデルを構築した。得られた立体構造情報を用いて、フラグメントリン
ク法・フラグメントマージ法にさらに有機化学合成専門家の知見をも加味した、統合計算科
学システムMOEによる効率的なインシリコ計算を行い、候補となりうる代表化合物をデザイ
ン・選抜し、有望なものについては優先的に合成を行った。KMR084の適応がん種を広げる
ために、ヒト膀胱がん細胞株を用いた腫瘍増殖抑制試験を実施したところ瘍増殖抑制傾向が
確認された。KMR084の併用薬としてのポテンシャル評価を行うために、ヒト大腸がん細胞
株を異種移植した担がんモデル動物において、既存薬であるマルチキナーゼ阻害剤sorafenib
との併用による薬効評価を行った。その結果、併用による効果の増強傾向が認められたがsor
afenib単剤使用との有意差は認められなかった。H27年2月、リード化合物KMR084関連特許
（WO2012/153775 A1→Application No. 14/116,152）が米国にて成立した。 
後行開発では、評価化合物の Ras/Raf結合阻害活性の in vitroでの検出の効率化をはかるために、
ELISA 法による新規活性評価システムを構築し本研究に導入した。Kobe0065 の誘導体を有機
化学合成専門家の知見に基づいて新たにデザイン・合成して、ELISA法で活性評価を行った
ところ、Kobe0065 の活性を上回る誘導体の同定には至らなかったが、保有化合物ライブラ
リーを用いた ELISA 法によるスクリーニングでは新規ヒット化合物が同定され、細胞試験
においても有意ながん細胞増殖抑制作用を示すものが複数得られた。従来法である RI 法な
どと比較して、評価系において使用する蛋白量が微量であり、評価化合物も低濃度で済むた
め、従来法では溶解度が低く活性検出が困難であった化合物の活性が検出可能になったと考
えられる。H-RasT35S のポケット構造を用いたバーチャルスクリーニングと細胞試験により得
られたヒット化合物について、前年度、活性と溶解度改善を目的としたインシリコ計算により選
抜した２系統の化合物 KBFM561ならびに KBFM492について、新規誘導体を合成し活性検証を
行った。その結果、一部の誘導体には良好な水溶性と弱いながらも ELISA法で Ras/Raf結合阻害
活性が確認された。野生型 H-Rasとビルディングブロック化合物 Benzamidineとの複合体の結晶
構造の決定に成功した。また、化合物のインシリコデザインにおいて、合成と活性検証のサ
イクルを通じてよりドラッグライクな新規化合物を見い出すために、既知化合物と Rasとの
複合体の分子動力学計算法による複合体中の化合物の配位状態の解析を行い、得られた構造
情報を誘導体デザインにフィードバックしている。 

Kobe0065 とその誘導体の開発研究の知見を踏まえた、国内外の Ras 阻害剤の開発状況に
関する総説を執筆、メディカルレビュー社より出版した（がん分子標的治療 2015年 3月号, 
Vol.13, No.1, p92-98）。その他、招待講演（学会発表の項参照）などの依頼を複数受けた（研
究発表の項参照）。特殊試料マウント（HAG）法と放射光を利用した野生型 H-Rasの X線結晶
解析、NMR解析、ならびに生化学試験を通じて、化合物の構造展開に有用なポケットの開閉運
動のメカニズムが明らかになった。研究成果を取りまとめ、論文投稿準備段階にある。 
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Ａ．研究目的 
rasがん遺伝子産物Rasは、低分子量G蛋白質ファ
ミリーの一員であり、細胞増殖・分化など数多く
の細胞内シグナル伝達に関与する。ヒトでは
H-Ras, K-Ras, N-Rasの3つのアイソフォームが存
在し、M-Ras, Rap1, Ralなどの類縁蛋白質ととも
にRasファミリーを形成する。RasにはGDPと結合
した不活性型（Ras-GDP）と、GTPと結合した活
性型（Ras-GTP）の2種類のヌクレオチド結合型
がある。細胞外刺激によりグアニンヌクレオチド
交換因子の働きを介してGDP型からGTP型への
変換が起こり、Ras-GTPはRaf, RalGDS, PI-3キナ
ーゼ (PI3K) などの複数の標的蛋白質との結合
と活性化を通じて、下流へのシグナル伝達を行う。 
日本国民の死因第1位を占めるがんの約20%に
おいて、上記3つのアイソフォームのいずれかの
遺伝子の突然変異によるRasの恒常的活性化が認
められることから、Rasは抗がん剤開発上格好の
分子標的と考えられるが、これまでに開発の成功
例はない。我々は、Rasの新規立体構造の解析を
通じて、Ras-GTPの分子表面に薬剤開発のターゲ
ットとなりうる特異的ポケット構造が存在する
ことを独自に発見し、このポケット構造情報に基
づくコンピュータ (インシリコ)・ドッキングシ
ミュレーションと生化学・細胞生物学的検証試験
を駆使した独自の大規模Ras機能阻害物質探索研
究を行った結果、担がん動物において強力な腫瘍
増殖抑制効果を示し、低毒性かつ経口薬適性に優
れたリード化合物の同定に成功した。 

H26年度の先行開発では、NMRによるフラグ
メント化合物のRas結合情報を利用し、フラグメ
ントリンク法、フラグメントマージ法に有機化
学合成専門家の知見をも加味したインシリコ計
算により、リード化合物KMR084の新規誘導体を
デザイン・合成して活性検証を行う。さらに、
KMR084の適応がん腫の拡大を図るとともに、併
用薬としてのポテンシャルの評価も行う。また
後行開発では、Enzyme-Linked ImmunoSorbent 
Assay（ELISA）法による高感度のRas/Raf結合阻

害活性評価システムを構築して化合物の生化学
活性評価の効率化を図るとともに、現在保有す
る化合物ライブラリーを用いて新規ヒット化合
物を同定する。前年度、溶解度改善のためのイ
ンシリコ計算による誘導体デザインを行った、
KBFM561ならびにKBFM492についても、合成可
能な誘導体を有機化学合成し活性検証を行う。
また、Humid Air Glue-coating（HAG）法により、
Rasの薬剤結合ポケットの開閉メカニズムを解
明するとともに、ビルディングブロック化合物
Benzamidine（BZDN）とRasとの複合体の結晶構
造解析を行い、得られた複合体の立体構造情報
をKMR084の構造展開にフィードバックする。 
 独自の方法論に基づく本研究開発を強力に推
進することにより、革新的な医薬品開発候補品が
得られれば、厚生労働省が掲げる施策の基本目標
Ｉ「安心・信頼してかかれる医療の確保と国民の
健康づくりを推進すること」の施策大目標8「新
医薬品・医療機器の開発を促進するとともに、医
薬品産業等の振興を図ること」への直接的な貢献
が見込まれる。 
 
 
Ｂ．研究方法 
先行開発 
１）フラグメントリンク法・フラグメントマージ
法と有機合成化学的知見を活用したリード化合
物KMR084の構造最適化 
①フラグメントマージング法による誘導体のイ
ンシリコデザイン： 
H-RasT35Sのstate 1とKMR084の３種類の誘導体
（ KMR112, KMR140, KMR333 ） な ら び に
Kobe2601との複合体の NMR構造情報と、
H-RasT35Sのstate 1の新規ポケット構造をターゲ
ットとしたドッキングスクリーニングを通じて
得られたフラグメント（分子量：200～300）化合
物KBFM123とH-RasT35S との複合体のNMR構
造において、それぞれの複合体中での化合物同士
の重なりを考慮したフラグメントマージ法によ
り新規誘導体をインシリコデザインした。 
②フラグメントリンク法による誘導体のインシ
リコデザイン： 
 KMR084の部分構造からなるK925562ならびに
KBFM123の２種類のフラグメント化合物と、
H-RasT35Sとのそれぞれの複合体のNMR構造情
報に基づき、フラグメント同士を適当なリンカー
で繋ぐフラグメントリンク法により、新規誘導体
をインシリコデザインした。 
③合成展開と活性評価： 
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①、②のデザイン化合物の構造情報を参考に、部
分構造を繋ぐリンカーの長さ、部分構造の配向、
リンカーとRasとの結合様式、合成展開の可能性
を加味した、有機合成化学の専門家による誘導体
の構造デザインを行い、再度シミュレーションに
よるデザインの妥当性を検証した上で、化合物を
実合成し活性検証を行った。 
２）ヒト膀胱がん細胞を異種移植した担がんモデ
ル動物を用いたKMR084の腫瘍増殖抑制作用の評
価 
H-RasG12Vを有する膀胱がん細胞株EJ-1を異種
移植した担がんモデル動物を用いて、日本チャー
ルス・リバー株式会社において、化合物の腹腔内
投与による腫瘍増殖抑制試験を実施し、適応がん
腫の拡大の可能性を評価した。 
３）KMR084の併用薬としての可能性の評価 
ヒト大腸がん細胞株（K-RasG12V）を異種移植した
担がんモデル動物おいて、既存薬であるマルチキナ
ーゼ阻害剤sorafenibと併用し、腫瘍増殖抑制効果を
単剤投与群と比較し、併用薬としてのポテンシャル
評価を行った。 
４）がん細胞パネルを用いたKMR084の薬効評価 
カルナバイオ社において、66種類のヒトがん細胞
株を用いたがん細胞パネルによるKMR084の細
胞増殖抑制試験を実施した。 
５）リード化合物KMR084関連特許の米国成立 
後行開発 
１）保有ヒット化合物Kobe0065の有機合成化学的
見地からの構造展開 
Extendedな構造を有するチオセミカルバジド構
造をfoldedな環構造へ変換する合成展開を行い、
Ras/Raf結合阻害活性を評価した。 
Kobe0065の誘導体として27化合物を新たにデザ
イン・合成し、Ras/Raf結合阻害活性を評価した。 
２）ELISA法による保有ライブラリーからの新規
ヒット化合物の同定 
大腸菌で発現し精製したGST-cRaf1-RBDをH-Ras
を用いた、ELISA法による化合物のRas/Raf結合阻
害活性の評価系を新たい構築した。保有する化合
物ライブラリーを用いて、ELISA法によるin vitro
スクリーニングを実施し、阻害活性を示した化合
物については、活性型Rasを有する NIH3T3細胞、
活性型Rasを有するヒトがん細胞株ならびに活性
型Rasを有さないヒトがん細胞株を用いた足場非
依存性細胞増殖作用の確認による活性評価を行
った。一部のヒット化合物については初期構造展
開を実施し、誘導体の活性評価を行った。 
３）KBFM561, KBFM492の活性・溶解度改善のため
の初期構造展開 
H-RasT35Sのポケット構造を用いたバーチャル

スクリーニングと細胞試験により得られたヒッ
ト化合物について、活性と溶解度改善を目的とし
たインシリコ計算により選抜した２系統の化合
物KBFM561ならびにKBFM492について、新規誘
導体を合成し、活性評価を行った。 
４）分子動力学計算法を用いた新規化合物設計 
H-RasT35SとKobe2601との複合体NMR構造情報
（平均構造）と、野生型H-RasのX線結晶構造情
報を用いて、分子動力学計算法により複合体中の
化合物の配位状態を解析した。これまでに得られ
た化合物の活性情報をより良く説明できる配位
状態（スナップショット）の候補を得て新たに見
出した配位ポケット構造情報を基に、化合物のイ
ンシリコデザインを行い、合成と検証のサイクル
を通じてよりドラッグライクな新規化合物を見
出す。 
５）放射光によるH-Ras/BZDN複合体のＸ線結晶解
析 
H-Ras蛋白質の結晶を作成後、リザーバー溶液に
benzamidine（BZDZ）を溶解し、H-Ras結晶を浸
漬した後、放射光にてX線回折実験を行った。得
られた回折データから複合体の立体構造モデル
を構築し、H-RasとBZDNの結合様式を解析した。 
６）Rasの薬剤結合ポケットの開閉メカニズムの
解明と研究成果の取りまとめ 
HAG特殊試料マウント法、NMR解析、RasのGTP
結合/解離速度ならびに内因性GTP加水分解速度
の解析を通じて、新規ポケットの開閉メカニズム
とstate 1構造の生理的意義を解明し、研究成果を
取りまとめた。 
 
（倫理面への配慮） 
 遺伝子組換え実験と動物実験は、学内の安全委
員会及び倫理委員会の承認を得ている。 
 
 
Ｃ．研究結果 
先行開発 
１）フラグメントリンク法・フラグメントマージ
法と有機合成化学的知見を活用したリード化合
物の構造最適化 
①フラグメントマージング法による誘導体のイ
ンシリコデザイン： 
H-RasT35Sのstate 1とKMR084の３種類の誘導体
（KMR112, KMR140, KMR333）ならびにKobe2
601との複合体のNMR構造情報と、フラグメント
化合物KBFM123とH-RasT35S との複合体のNM
R構造において、化合物同士の重なりを考慮して、
107種類の化合物からなる化合物データベースを
構築した。HAG法で決定したH-RasWTのstate 1
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の結晶構造座標のエネルギー最小化を行い、統合
計算科学システムMOEに装備されたSiteFinder機
能を用いて、化合物のドッキング標的部位の決定
を行った後に、ドッキングプログラムASEDock
を用いたドッキング計算を行い、11種類の候補化
合物をインシリコ選抜した。 
②フラグメントリンク法による誘導体のインシ
リコデザイン： 
KMR084の部分構造からなるK925562ならびにK
BFM123の２種類のフラグメント化合物と、H-Ra
sT35Sとのそれぞれの複合体のNMR構造情報に
基づき、592種類の化合物からなる化合物データ
ベースを構築し、①と同様の手法でドッキング計
算を行い、20種類の化合物をインシリコ選抜した。 
③合成展開と活性評価： 
①②誘導体の構造情報に基づき、神戸天然物化学
株式会社（KNC）が合成展開可能な52種類の化合
物をデザインし、H-RasWTのstate 1の結晶構造を
用いた複合体のドッキングシミュレーションに
よるインシリコの結合活性の検証を通じて、結合
可能性が高い５種類以上の誘導体をインシリコ
選抜した。そのうち、KNCにおいて３種類の化合
物をまず合成し、Ras/Raf結合阻害活性を確認し
たが、現時点でKMR084の活性を上回る誘導体の
同定には至っていない。引き続き合成展開を進め、
活性検証を行う予定である。 
２）ヒト膀胱がん細胞を異種移植した担がんモデ
ル動物を用いたKMR084の腫瘍増殖抑制作用の評
価 
KMR084は、ヒト大腸がん細胞株（K-RasG12V）
以外にヒト膀胱がん細胞株（H-RasG12V）に対し
ても細胞増殖抑制作用を示す。この細胞株を異種
移植した担がんモデル動物を用いて、日本チャー
ルス・リバー株式会社において腫瘍増殖抑制試験
を実施（外注）した。BALB/cヌードマウス（8
週齢、雌）に上記がん細胞浮遊液を背部皮下に接
種し、21日目に腫瘍が生着したことを確認した後、
KMR084 80 mg/kg, 240 mg/kg, sorafenib 80 mg/
kg、非投与群の４群に群分けを行い、5回/週の割
合で化合物を腹腔内投与した。35日目（投与後2
週間）においては、KMR084 240mg/kg投与群は、
sorafenib 80mg/kg投与群よりも弱いものの、非投
与群と比較して有意に（マンホイットニーの有意
差検定）腫瘍増殖を抑制した。42日目（投与後3
週間）では、非投与群との有意差は認められない
ものの、腫瘍増殖抑制傾向が確認できた。 
３）KMR084の併用薬としての可能性の評価 
BALB/cヌードマウス（8週齢、雌）に、ヒト大腸
がん細胞浮遊液を側腹部皮下に接種し、腫瘍の生
着を確認の後、KMR084 240 mg/kg, sorafenib 80

 mg/kg, KMR084 240 mg/kg + sorafenib 80 mg/
kgをそれぞれ5回/週腹腔内投与し、腫瘍増殖抑制
効果を比較した。これまでの実験で、Kobe0065
とsorafenibの併用群は、sorafenib単剤投与群と比
較して、より強力な腫瘍増殖抑制効果（有意差あ
り）を示すことが確認できたが、KMR084とsoraf
enibの併用群ではsorafenib単独投与群と比較して、
やや強い腫瘍増殖抑制傾向を示すのみで、有意差
は認められなかった。 
４）がん細胞パネルを用いたKMR084の薬効評価 
66種類のヒトがん細胞株を用いたがん細胞パネ
ルによる細胞増殖抑制試験を実施した。0.4% D
MSOに可溶化した化合物を、0.5%血清下で66種
類のヒトがん細胞株と72時間培養したのち、ATP
lite ATP検出システムで生細胞数を評価したと
ころ、RasのGAP（GTPase-activating protein）であ
るNF1の遺伝子異常を有するDaoy（HTB-186）細胞
において、弱い細胞増殖抑制作用が確認された。 
５）リード化合物KMR084関連特許の米国成立 
リード化合物KMR084関連特許（特願2011-10561
3) を2011年国内出願し、さらに2012年に国際出
願 (国際出願番号PTC/JP2012/061908)を行った後、
国内大手製薬企業へ特許実施権許諾契約を締結
した。さらに、本特許は2014年1月に米国で特許
化（Application No. 14/116,152）を完了、翌2015
年2月、同国にて特許が成立した。 
後行開発 
１）保有ヒット化合物 Kobe0065 の有機合成化学
的見地からの構造展開 
Kobe0065のチオセミカルバジド構造回避と結合
親和力の向上を求めて、環状化構造への変換を
実施した。Extended な構造を有するチオセミカ
ルバジド構造を folded な環構造へ変換した 5 化
合 物 (NKB047, NKB048, NKB049, NKB053, 
NKB054)を合成したが、水溶性が大きく低下し
たため結合阻害活性を評価できなかった。 
２）ELISA 法による保有ライブラリーからの新規
ヒット化合物の同定： 
新たに構築した ELISA法による in vitroの Ras-Raf
結合阻害活性スクリーニングシステムを用いて、
保有する化合物ライブラリー（1100 種類の化合物
を含む）から、Kobe0066, Kobe0067, Kobe1268, 
Kobe2400 をはじめとする Ras/Raf 結合阻害活性を
示す複数（約 50種類）の新規ヒット化合物を同定
した。これらについて活性型 Ras（H-RasG12V あ
るいは K-RasG12V）を有する NIH3T3 細胞を用い
た足場非依存性細胞増殖抑制試験を実施した結果、
細胞活性を示す 8種類のヒット化合物を同定した。 
① Kobe2400の初期構造展開： 
Kobe2400は生化学的、細胞学的阻害活性が比較
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的強いことが確認されたため、合成展開に向け
て誘導体合成を実施した。本化合物はイミン結
合を 2 か所対称に持つ化合物で、構造特性とし
てアルデヒドとアミンへ容易に分解することが
予想された。分解で生じるアルデヒドを評価し
た結果、Ras/Raf結合阻害活性が生化学的に確認
されたが、Ras特異的な作用ではないことが細胞
試験で明らかとなった。そこで分解が起こらな
いより安定なアルキルアミン構造へ構造変換す
ることを試みた結果、アルキルアミン体
（NKB067）では弱いながら阻害活性が認められ
たものの、その類縁体である KNB070, KNB075, 
KNB076, KNB077には活性が認められなかった。 
② Kobe0066の作用の特異性評価： 
Kobe0065と同じ部分構造であるヒドラジン構造
を有する Kobe0066は、ELISA法での Ras/Raf結
合阻害試験において、全長 Ras と Raf との結合
の阻害活性を示したが、カルボキシ末端の HVL 
(hypervariable region)を除いた 166 番目までのア
ミノ酸残基から成る Ras と Raf との結合の阻害
活性を示さなかったことから、全長 Ras と Raf
との結合を阻害する新規 Ras 機能阻害剤である
可能性が示唆された。しかしながら、NMR解析
では、166番目までのアミノ酸残基を有する Ras
との直接結合は認められず、細胞内における
MEK、ERK のリン酸化抑制効果についても、
Kobe0065より弱いことが確認された。 
③ Kobe0067 の初期構造展開と作用の特異性評
価： 

Kobe2400と同一のチアジアゾール母核を有する
Kobe0067について、その追加合成を行うととも
に誘導体 NKB071, KNB072, KNB073, KNB074を
デザインし合成した。これら 4 化合物のうち、
NKB073, KNB074はELISA法ならびにOriole-dye
法で、Ras/Raf結合阻害活性を示したが、細胞試
験ならびに NMR解析の結果から、Ras特異的な
阻害作用を示さないことが明らかとなった。 
④ Kobe1268の作用の特異性評価： 
Kobe1286 は、分子量 262.2 の小分子有機化合物で
あり、活性型 Ras を有するヒト培養がん細胞
(NCI-H441, SK-CO-1)の足場非依存性および足場依
存性細胞増殖をKobe0065より強力に阻害する作用
を示した。一方、活性型 Rafを有する NIH3T3細胞
ならびに活性型 Ras を有さないヒト培養がん細胞
(SK-MEL-1, NCI-H1437, SNU-CO1)では全く増殖阻
害作用を示さなかった。ELISA法では、Kobe1286
は Kobe0066と同様に、全長の Rasと Rafとの結
合阻害活性を示したが、166番目までのアミノ酸
残基から成る Ras と Raf との結合阻害活性を示
さなかったことから、全長の Ras と Raf との結

合を阻害する新規 Ras 機能阻害剤である可能性
が示唆された。現在、細胞内MEK、ERKのリン
酸化抑制活性について検討を加えている。 
⑤その他の化合物 Kobe1175, Kobe1767, Kobe1985, 
Kobe2001 については現在、Ras 特異性評価のため
の細胞試験の実施過程にある。 
３）KBFM561, KBFM492の活性・溶解度改善のため
の初期構造展開 
H-RasT35Sのポケット構造を用いたバーチャル
スクリーニングと細胞試験により得られた18種
類のヒット化合物について、活性と溶解度改善を
目的としたStraDropNovaによる構造デザインと
MM-PBSA計算でスコアが良好であった２系統の
化合物KBFM561ならびにKBFM492について、21
種類の新規誘導体を新規合成し活性評価を行っ
た。その結果、KBFM492の誘導体NKB045には良
好な水溶性と弱いながらもELISA法でRas/Raf結
合阻害活性が認められた。 
４）分子動力学計算法を用いた新規化合物設計 
統合計算科学システムMOEを用いて、Kobe0065
の誘導体で構造が比較的コンパクトなKobe2601
とH-RasT35Sとの複合体NMR構造情報から得ら
れたKobe2601の配位構造を、野生型H-RasX線結
晶構造（state 1）に重ね合わせた分子モデルを作
成した。分子動力学計算法（NAMDコード）を用
いてこの動的配位状態を解析することにより、初
期解析段階ではあるが、より安定・強固と考えら
れる配位状態ならびにSwitch I, Switch II領域の
移動等いくつかの興味深い配位状態の知見を得
ることに成功した。今後、Kobe2601周辺の電荷
状態をも考慮に入れながら、種々の条件設定下で
分子動力学計算による配位状態の解析を進めて
いく予定である。 
５）放射光による H-Ras/BZDN の複合体の X線結
晶構造解析 
Trypsin阻害剤として知られている Benzamidine
（BZDN）を浸漬した結晶からは、分解能 1.3 Å
の X線回折データを収集した。解析の結果、
R/Rfree = 15.7/17.4 %となり、十分な精度で複合体
モデルを決定した。非対称単位に含まれる 1分
子の Ras分子に対して 2分子の BZDNが観測さ
れた。一方の BZDNは結晶中の分子間接触領域
に存在していたため、単独の Ras分子への結合
ではなく、アーティファクトと考えられた。し
かし、もう一方の BZDNについては、Rasの2
へリックスとコア βシートに挟まれる領域、す
なわち Lys5, Val7, Asp54, Leu56等の側鎖で囲ま
れた分子内のポケット内に存在し、Ras分子特異
的に結合していることが確認できた。 

BZDNは単純な構造を持つため、創薬研究で
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は fragment screeningにも用いられている。今回
得られた構造は、2012年にMaurerらが K-Rasに
ついて調べたもの (PDB ID: 4DSO) と同じ領域
に存在し [Maurer et al. PNAS, 109, 5299 (2012)]、
この部分のアミノ酸側鎖は相同であるため、基
本的には類似した結合様式を有していることが
示された。 
しかし、結晶内の蛋白質分子の分子間接触の
式がMaurerら（4DSO）のそれとは若干異なる
ため、主鎖構造にもわずかながら違いが見られ、
今回の実験では、BZDNは少なくとも 2つのコ
ンフォメーションを持ちつつ Rasに結合してい
ることがわかった。4DSOでは、BZDNのアミジ
ン基はAsp54の側鎖と静電相互作用しているが、
本構造ではそれに加えて、一部分がベンゼン環
の中心で 60度程度回転して、Tyr71のカルボニ
ル酸素と相互作用できる状態になっていた。今
回の構造は 4DSOとは異なり、2へリックスが
若干開いた構造を示しており、近接する Tyr71
の側鎖は溶媒領域に向かって伸びて、化合物の
結合ポケットのサイズをやや広げるとともに、
Tyr71のカルボニル酸素が BZDNに向かってや
や近づいた結果とみることができた。その点で
は、2へリックスの可動性にもかかわらず、
BZDNは結合能を有しており、その結合多様性
は構造展開するフラグメントとしても有意義で
あることが明らかとなった。 
さらに、薬剤なしの H-Rasの構造と比較した
結果、Thr74がポケットの空間を作るように外側
に向かって動いていた。さらに、Tyr71の側鎖は
溶媒に向かって伸びたままになっているものの、
そのカルボニル酸素は BZDNの二つ目のコンフ
ォメーションを支えるようにアミジン基に向か
って動いていることも分かった。 

Tyr71については、Kobe0065の誘導体である
Kobe2601存在下での H-RasのMDシミュレーシ
ョンの結果、Asp38との水素結合のリアレンジメ
ントを介してポケットの開閉運動に関与する、
という初期解析結果が得られていることから、
今回得られたデータは、state 1構造の安定化を図
る化合物の構造設計上、有用な情報と考えられ
た。 
６）Rasの薬剤結合ポケットの開閉メカニズムの
解明と研究成果の取りまとめ 
HAG法を利用して決定した、GTP結合型H-Rasの
新規state 1構造と、state 1とstate 2の中間型と考
えられる新規state 2構造（state 2*）と、既知のst
ate 2構造について、ポケットを形成する２つのS
witch 領域（Switch IとSwitch II）とそれを繋ぐG
TP（繋がることでポケットが閉じる）ならびに

その周辺の水素結合のネットワークを詳細に比
較・解析した。その結果、state 2からstate 1への
構造遷移の初期に、Switch領域とGTPとを繋ぐ２
つの水分子の位置変化と、それに伴うSwitch II
とSwitch IIに隣接する3へリックスの間の水素
結合のリアレンジメントとSwitch IIの構造・位置
変化が、GTPの位置変化を引き起こし、それに伴
ってSwitch Iのループが外側に大きく開き、薬剤
が結合可能なポケットが形成される可能性が示
唆された。さらに、溶液中でstate 1構造を優先的
にとるH-RasT35SとH-Ras-GTPそれぞれの、GTP
結合/解離速度と内因性GTP加水分解速度の解析
により、H-Rasがヌクレオチド交換因子によるG
DP結合型からGTP結合型への変換を受けた直後
は、内因性GTPの加水分解活性が低くGTP結合型
を維持しやすいstate 1構造に一旦安定化し、その
後に標的蛋白質との結合に有利なstate 2構造に
変換され、シグナル伝達が行われる可能性が示唆
された。 
このGTP結合型における薬剤結合ポケットの開
閉メカニズムとstate 1の生理的意義についての
研究成果を取りまとめ、論文投稿準備中である。 
 
 
Ｄ．考察 
・フラグメントリンク法、フラグメントマージン
グ法の活用により、チオキソチアゾリジン構造を
有するリード化合物KMR084の母核構造を大き
く変更した誘導体の合成展開が可能になった。ま
た、部分構造を繋ぐリンカーの長さ、部分構造の
配向、リンカーとRasとの結合様式と合成展開の
可能性を考慮した、誘導体の効率的なデザインが
可能になった。誘導体とRasとの相互作用の予測
から、誘導体の中央に位置するリンカーの部分構
造とTyr71の相互作用が化合物の結合安定性を改
善する一つの要素となりうることが確認できた。
実合成が完了した化合物数が現時点ではまだ少
く、KMR084の活性を大きく上回る誘導体の獲得
には至っていないが、ELISA法によるRas/Raf結合
阻害活性評価の効率化が本年度より可能になっ
たことから、今後、実合成のスピードアップを図
り、活性の高い誘導体の迅速な獲得を目指す。 
・KMR084についてはこれまで、適応がん腫をK-
RasG12Vを有する大腸がんに絞って開発研究を
行ってきたが、本年度実施した担がんモデル動物
での腫瘍増殖抑制試験の結果から、H-RasG12V
を有する膀胱がんにも一定の有効性を示すこと
が明らかになった。 
・ELISA法による保有ライブラリーの再スクリー
ニングによって、新規ヒット化合物の獲得に成功
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した。感度の高いELISA法では、従来法（RI法）
では検出が困難だった溶解度の低い化合物の検
出も可能になり、複数の新規ヒット化合物の獲得
に至った。今回得られたヒット化合物には、Ras
のカルボキシ末端が関与するRas/Raf結合認識を
阻害するという、既知ヒット化合物にはない新規
の作用メカニズムが確認された。一部の化合物
（Kobe1268）については、細胞増殖抑制試験に
おいてRas特異性が既に確認されており、今後、
細胞内シグナルならびNMRでの結合のRas特異
性の検証をクリアできれば、新規阻害メカニズム
を有する化合物の構造展開が可能になる。 
・H-Ras/BZDNの複合体のＸ線結晶構造解析とM
Dシミュレーションにより、state 1構造安定化に
寄与するSwitch領域の水素結合のネットワーク
情報の一部が明らかになった。長時間MDによる
データ検証と複合体構造（結晶構造）の詳細な解
析を通じて、化合物の構造展開に有効な構造情報
を抽出し誘導体のデザインにフィードバックす
る。 
 
 
Ｅ．結論 
フラグメントリンク法、フラグメントマージング
法、複合体の結晶構造情報、MDシミュレーショ
ンから得られる化合物の結合予測情報をフルに
活用して、今後さらに効率的な誘導体のデザイン
を行い、ELISA法による迅速な阻害活性評価を通
じて、リード化合物ならびに保有シード化合物の
構造展開のスピードアップを図り、医薬品開発候
補の早期創製を目指す。 
保有ライブラリーのELISA法による再スクリー
ニングで得られた新規ヒット化合物については、
作用のRas特異性の検証作業を急ぎ、構造展開を
効率的に進める。HAG法を利用した薬剤結合ポ
ケットの開閉メカニズムとstate 1構造の生理的
意義に関する研究成果については、早急に論文発
表する。 
 
 
Ｆ.健康危険情報 
特記事項なし 
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１－１．論文発表 
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島扶美、吉川陽子、松本篤幸、片岡徹 「rasが
ん遺伝子産物Rasを分子標的としたがん治療薬開
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治療（別冊）, Vol.13, No. 1, p92-98, 2015年3月 
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