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II. 成果の概要（総括研究報告） 
 
 前仲勝美教授（北海道大学 大学院薬学研究科 北海道大学スクリーニング拠点）らのグループが、

東京大学創薬機構のライブラリー化合物からスプライシング異常の回復阻害活性を指標にして見出

した BAY61-3606 をリードとした構造展開研究を行った。スプライシング異常は遺伝病だけでなく

ガンなど様々な根本的な治療が困難な疾患に関わるため、有効な阻害活性を有する化合物は医薬品

のリードとして大きく期待されている。 

 北海道大学スクリーニング拠点が見出した BAY61-3606 はイミダゾピリミジル骨格に二つの芳香

環が連結した三環性構造を有している。そのため、我々と北海道大学のグループでは、母骨格構築

後に二つの芳香環をパラジウム触媒によるクロスカップリング反応にて導入する収束的な戦略にて

合成する方法の開発に成功した。さらに、母骨格をインドールへと変換した誘導体も同様の方法に

より合成した。また、本合成戦略では導入する芳香環が容易に変換可能なため 24の類縁体を合成し、

活性評価を行った。その結果、以下の構造活性相関情報が得られた。まず、活性発現には母骨格よ

りアミノ基を介して連結するピリジルカルボアミド構造が必須である。さらに、イミダゾピリミジ
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ル骨格の窒素官能基消失により活性が減弱することも明らかになった。また、母骨格に直接連結し

ている芳香環の改変は活性に大きく影響を与えないため、機能解明を可能にするプローブユニット

導入も可能であると考えている。本研究結果は、国際学術誌 Bioorg. Med. Chem, Lett. (2017 年 1 月) に

発表した。 

 村田武教授（千葉大学 大学院理学研究科 解析領域）らのグループから支援要請のあった改変 CBB
を用いた新規 Clear Native 電気泳動法の開発の共同研究を行った。CBB G-250 を添加したゲルによ

る Blue Native 電気泳動法は、タンパク質の高次構造や複合体構造を維持したまま分離可能な優れ

た分析手法である。しかし、CBB G-250 を添加したゲルは濃青色であり、GFP 融合タンパク質の蛍

光検出やタンパク質の発色を伴う活性測定に適さなかった。 
 我々のグループでは、CBB G-250 のイミノキノンメチド部分を還元することで濃青色が消滅する

ことを明らかにした。当初用いていた NaBH3CN による還元剤はスケールアップと精製に問題があ

った。そこで、新たにイリジウム触媒を用いたギ酸塩の還元反応を適用することで、反応が円滑に

進行し煩雑な精製操作も必要ないことを明らかにした。本還元反応により、大量供給が可能となっ

た透明な mCBB を用い、村田研究室にて Clear Native 電気泳動のゲルを作成した。今回開発した

Clear Native 電気泳動法は、複合体や様々な分子量のタンパク質に対して Blue Native 電気泳動法

と全く同様の挙動を示すことが明らかとなった。さらに、Blue Native 電気泳動法では不可能であっ

た泳動直後の銀染色も可能になり高感度での検出（0.5 ng）も達成した。この簡便かつ高感度な検出

方法は、プロテオミクスの分析にも有用であると考えている。さらに、蛍光検出も可能なため、蛍

光タンパク質を連結させたタンパク質との複合体の解析にも有効であった。このように、我々の

Clear Native 電気泳動法はタンパク質相互作用の解析に強力な手法となり、現在、以下の PDIS 事

業関係者への無償配布も可能となった。理化学研究所 横山茂之東京大学名誉教授、京都大学 萩原

正敏教授、東京大学 田之倉 優教授、大阪大学蛋白室研究所 高木淳一教授、埼玉医科大学ゲノム

医学研究センター 岡崎康司教授、北海道大学姚 閔教授、理化学研究所 国島直樹博士。 

 村田武教授（千葉大学 大学院理学研究科 解析領域）らのグループから支援要請のあった V-ATPase

の構造及び機能の解明研究に対し阻害化合物の合成を行った。強力な V-ATPase阻害作用を示す天然

物ロバタミド Aの合成ではマクロラクトン骨格構築に必要なセグメントの合成に成功した。  
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We have investigated the structure-activity relationship of the lead compound BAY61-3606, 
which was discovered by Professor Maenaka’s group (Hokkaido University), who screened a chemical 
library from the University of Tokyo. BAY61-3606 is a potent inhibitor of alternative splicing.  Since 
splicing variants are associated with various diseases, including cancer and heriditary diseases, 
splicing inhibitors are considered to be promising drug candidates. 

Since BAY61-3606 contains three aromatic rings, we adopted a sequential cross-coupling 
strategy to incorporate aromatic rings into the imidazopyrimidine moiety. Furthermore, indole 
derivatives were also synthesized by utilizing a similar strategy.  We synthesized a panel of twenty 
derivatives, and examined their biological activities. The results indicated that the upper pyridine 
carboamide group plays a key role in the activity, and loss of two nitrogen atoms of the 
imidazopyrimidine ring decreased the activity.  However, changing the left aromatic ring did not 
affect the activity, and thus incorporation of a probe unit at this location should be possible without 
greatly affecting the activity.  The synthetic results and structure–activity relationship findings 
were reported in BMCL 2017.  

 
In addition, Clear Native electrophoresis using modified CBB was developed in collaboration 

with Professor Murata at Chiba University. Blue Native electrophoresis is a well-known, efficient 
analytical method for proteins, enabling electrophoresis to be conducted with retention of 
higher-order complex protein structures. However, the dark blue color of Blue Native electrophoresis 
is a disadvantage.  Although we have clarified that reduced CBB is colorless, NaBH3CN reduction of 
iminoquinone is troublesome.  After examination of various reduction conditions, we found that 
reduction with Ir catalyst could provide modified CBB (mCBB) on a large scale.  Utilizing our 
synthetic mCBB, Professor Murata succeeded in developing Clear Native electrophoresis.  We 
confirmed that complex proteins of various molecular weights exhibited similar behavior on Clear 
Native and Blue Native electrophoresis.  A key advantage of Clear Native electrophoresis is that 
silver staining is possible for highly sensitive (nanogram level) detection, in contrast to Blue Native 
electrophoresis.  Thus, Clear Native electrophoresis would be applicable for proteomics studies, and 
should be a powerful tool for analysis of protein-protein interactions.  We also distributed mCBB at 
no charge to several research groups collaborating in this PDIS project: Professor Yokoyama, RIKEN; 
Professor Hagiwara, Kyoto University; Professor Tanokura, University of Tokyo; Professor Takagi, 
Osaka University; Professor Okazaki, Saitama Medical University; Professor Yan, Hokkaido 
University; Dr. Kunishima, RIKEN. 
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