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序論 
 

アルツハイマー病 (AD) は、認知機能の低下を主症状とする神経変性疾患の一つである[1]。

患者数は全世界で現在約 3000 万人と推定されており[2]、認知症患者の半数以上を占める。

2050 年には患者数が 1 億人にも上ると予想されている[2]。1906 年に Aios Alzheimer が AD

患者の剖検例を報告してから 100 年余りが経ち、AD の病態解明は進んだ。しかしながら、

未だ明らかになっていない部分が多く残されていることから、仮説に基づいた予防・治療

法の開発が行われているのが現状である。このような背景から、現在のところ根本的な予

防・治療法はなく、対症療法に留まっている。 

1970 年代、AD 患者では正常人と比べアセチルコリンの産生が低下しており、これが AD

の進行に関わるとする「コリン仮説」が提唱された[3]。本仮説に基づいた創薬研究の中から、

アセチルコリン分解酵素阻害剤である「ドネペジル（商品名：アリセプト）」[4]が開発され

た。ドネペジルは 1996 年に FDA より医薬品として承認され、現在も世界中で第一選択薬

として用いられている。しかしながら、アセチルコリン分解酵素阻害剤は認知機能や QOL

を改善することはできたものの、AD を根本的に治療するまでには至らなかった。 

現在では、アミロイドが AD の発症に関わるとする「アミロイドカスケード仮説」が広く

受け入れられている（Figure 1）[5]。老人斑、神経原線維変性、神経細胞死は、AD 病理の

三大特徴である。このなかで、老人斑は病変初期から患者脳内に沈着が見られることから

注目されるようになった[5]。この老人班は、アミロイド β ペプチド (Aβ) が異常に凝集し、

その凝集体が蓄積したものであることが分かった[5]。Aβ は、アミロイド前駆体タンパク

（amyloid precursor protein）から N 末端側を β-secretase に、C 末端側を γ-secretase に順に切

断されることにより産生される。ここで、γ-secretase の切断部位が 40 番目や 42 番目など複

数にわたることから、AβにはAβ1‒40やAβ1‒42などいくつかのアイソフォームが存在する。

産生した Aβ モノマーは凝集性が高く、オリゴマーを経由し、クロス β-シート構造を有する

アミロイド線維を形成する[6]。そして、Aβ の凝集体であるオリゴマー、線維が神経毒性を

示すことから[7,8]、Aβ の凝集が AD の発症に深く関わっているとされている。特に、Aβ1‒42

は Aβ1‒40 など他の Aβ に比べ、凝集性が高く、毒性も強い[9]。また最近では、アミロイド

線維よりオリゴマーの方が毒性が強いことが明らかになりつつある[10]。すなわち、老人斑

として沈着する線維状のアミロイドではなく、その中間体である Aβ オリゴマーが真の毒性

本体ではないかという考え方が提唱されている。 

このようなアミロイドカスケード仮説に則り、β-secretase（BACE-1）及び γ-secretase 阻害

剤／モジュレーター[11]や、免疫療法[12]、凝集阻害剤[13]など Aβ をターゲットとした予防・
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治療法の開発が盛んに進められている。これらの中で臨床試験へと進んだものもあるが、

現在までに医薬品として承認されたものはない。β-secretase（BACE-1）や γ-secretase をター

ゲットとした創薬研究では、これらが他の生体内分子のプロセシングにも関与することが

しばしば障害となっている[11]。例えば、γ-secretase 阻害薬では、Notch の切断阻害による T

リンパ球の分化障害など免疫系の異常を引き起こす副作用が報告されている。また、Aβ を

ターゲットとした抗体の臨床試験では、Aβ の蓄積量の低減には一部で成功しているものの、

認知機能の有意な改善には至っていない。加えて、軽度（病気の進行初期）の患者では認

知機能改善に対する有効性が出やすく、重度（病気の進行中期－後期）の患者では出にく

い状況が報告されている[14]。現在、こうした状況も鑑み、治療のタイミングに問題がある

のではないかとの指摘がある。すなわち、認知症の徴候が表れる前の初期の段階において、

バイオマーカーによって病気を診断することができれば、治療・予防も可能になるのでは

ないかと提唱されており、バイオマーカー探索も併せて注目されている[15]。 

 

 
Figure 1. Amyloid cascade hypothesis. 

 

このような背景の中で、本研究では Aβ に対する凝集阻害剤に着目した。この分野におい

ても、これまで低分子阻害剤[13,16]やペプチド性阻害剤[13,17,18,19]など数多くの報告があり、中

には臨床試験へ進んだものもあるが、医薬品には結びついていない。例えば、ポリフェノ
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ールの一種であるクルクミンは、AD 患者 34 人に対し 6 ヵ月間投与の臨床試験が行われた

が、認知機能の有意な改善は認められなかった[20]。Aβ は凝集過程において立体構造がダイ

ナミックに変化することから立体構造が不明であり、現状では構造ベースの論理的分子設

計により凝集阻害剤を創出することが困難である。そのため、Aβ の凝集を阻害するという

アプローチは AD の根本的な予防・治療薬開発において有望であるはずにも関わらず、医薬

として活性、物性、薬物動態、安全性などの点で優れた化合物が取得できていない状況で

はないかと推察した。従って、これらの点で優れた凝集阻害剤を創製できれば、この分野

の発展に貢献できると考えた。 

 

既存の低分子凝集阻害剤としては、色素やポリフェノール系化合物が主流である（Figure 

2）。これらは低分子化合物であるため、一般的に薬物動態プロファイルに優れると予想さ

れる。しかしながら、特にポリフェノール系化合物は様々な生体分子とも相互作用するこ

とが知られており、Aβ に対する特異性が欠点と考えられる。特異性の低さは、副作用を引

き起こすリスクを高める。更に、上記のように論理的分子設計が困難であることから、現

状では活性や特異性向上を指向し、これら低分子阻害剤を合理的に誘導化することもまた

困難である。 

 

 

 
Figure 2. Reported small molecule inhibitors. 
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一方、Aβ の部分配列が全長 Aβ の凝集を阻害することが知られている。具体的には、Aβ

の 16‒20 番目の配列である Lys-Leu-Val-Phe-Phe (= KLVFF (1))[17]や 39‒42 番目の配列である

Val-Val-Ile-Ala (= VVIA)[18]が相当する。これら Aβ の部分配列をベースとしたペプチド性阻

害分子は、先の低分子阻害剤と比べ、より 1)特異性が期待できる、2)合理的な誘導化が可能

であるという 2 つの利点を有すると考えられる。Aβ の部分ペプチドは、全長 Aβ の凝集過

程において、相当する自己認識部位に結合することにより、凝集阻害活性を発現すると考

えられる[17]。このように、全長 Aβ との特異的な相互作用に基づく阻害作用を有することか

ら、Aβ の部分配列をベースとした分子には特異性が期待できると考えられる。更に、ペプ

チド同士の相互作用をテンプレートとしていることから、相互作用様式が不明である低分

子阻害剤と比べ、より合理的な誘導化ができるのではないかと考える。特に KLVFF 領域は、

Aβ の β-シート構造形成に重要な役割を担っているために阻害剤としてのポテンシャルが高

い可能性がある[6]。実際、1 の凝集阻害活性向上を指向した 1 の誘導化が盛んに研究されて

いる[19]。例えば、D-アミノ酸への変換（D-[KLVFF]）[19a]、アミド結合の N-メチル化（SEN304

など）[19b,c,d]、ポリリジンの導入（KLVFFKKKKKK など）[19e]、α,α-ジ置換アミノ酸の導入

（AMY-1 など）[19f]、プロリンの導入（iAβ5 など）[19g]、アミド結合からエステル結合への

変換（Aβ16‒20e）[19h]、などが報告されている（Figure 3）。なかでも、Doig らは KLVFF か

ら 30 倍以上活性が向上したペプチド性阻害剤、 D-[chGly-Tyr-chGly-chGly-mLeu] 

(SEN304)[19b,c]を同定している。 
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Figure 3. Amino acid sequence of Aβ1–42, and reported peptidic inhibitors. The KLVFF region 

corresponding to Aβ16–20 is highlighted in red. The VVIA region corresponding to Aβ39–42 is 

highlighted in blue. 

 

 しかしながら、ペプチド性阻害剤は元来、代謝安定性（特に加水分解酵素に対する安定

性）や細胞膜透過性が低い[21]。特に Aβ 凝集阻害剤は、中枢（脳、脊髄）に分布する Aβ を

ターゲットとしていることから、脳血液関門（BBB）の透過が必須であると想定される。

(a)

Aβ(16Lys-Leu-Val-Phe-Phe20)
(KLVFF (1))

SEN 304

H2N
H
N

N
H

H
N

O

O

O
N
H

OH
O

O

NH2

DAEFR HDSGY EVHHQ KLVFF AEDVG SNKGA IIGLM VGGVV IA

Aβ1‒42:
1 16 20 42

(b)

AMY-1

D-[KLVFF] (2)

iAb5

KLVFFKKKKKK

Ab16‒20e



 11

そのため、細胞膜透過性の低さは AD 治療薬として致命的になりかねない。加えて、ペプチ

ド性阻害剤では、阻害剤そのものが凝集性を示し、障害となる場合もある。 

 

以上のような背景から本研究では、AD 治療薬の医薬リード創出を目指し、Aβ の部分配

列である KLVFF をベースとした、高活性でドラッグライクな凝集阻害剤の設計・合成に取

り組んだ。高活性でドラッグライクな凝集阻害剤の設計方針としてペプチドの環化戦略に

着目した。ペプチドの環化により、活性の向上と、加水分解酵素に対する安定性、細胞膜

透過性の改善が期待できると考えたためである。そこで KLVFF の環化誘導化を検討した結

果、head-to-tail で環化することにより、凝集阻害活性が有意に向上することを見出した。本

論文は、この発見を端緒とする、環状 KLVFF モチーフを基盤とした Aβ の凝集阻害剤の創

製研究について述べる。第 1 章では、環状 KLVFF の構造活性相関研究より、主鎖のアミド

結合がほとんど関与しない、ユニークなファーマコフォア（活性発現に必要な構造的特徴）

モチーフを同定したことについて述べる。第 2 章では、環状 KLVFF の 4 番目フェニルアラ

ニン側鎖について構造修飾を検討した結果、更に凝集阻害活性を向上させることに成功し

たこと、併せて、凝集阻害メカニズムを種々の生物物理学的、生化学的なアッセイにて解

析した結果、環状 KLVFF 誘導体は Aβ を低毒性 off-pathway オリゴマーに誘導することを明

らかにしたことについて述べる。第 3 章では同定したファーマコフォアモチーフを基に、

環状ペプチドと同様、またはそれ以上にドラッグライクであると期待される、非ペプチド

性低分子凝集阻害剤の論理的創製に成功したことについて述べる。これらの知見が、Aβ 凝

集阻害剤研究の発展、延いては AD 治療薬の開発に貢献できれば幸いである。 
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第 1 章 環状 KLVFF のファーマコフォアモチーフの同定 

1-1 ペプチドの環化戦略 

 Aβ の部分配列をベースとしたよりドラッグライクな凝集阻害剤の設計方針として、ペプ

チドの環化戦略に着目した。ペプチドの環化により、活性の向上と、加水分解酵素に対す

る安定性、細胞膜透過性の改善が期待できると考えたためである（安定性、膜透過性の詳

細は次章にて述べる）。1980 年代初頭より、鎖状に比べコンフォメーションがより剛直な環

状ペプチドが注目されるようになった。例えば、生体内ホルモンの一種である、ソマトス

タチンやメラノコルチンの環状誘導体[22,23]、インテグリン受容体アゴニストとしての RGD 

(Arg-Gly-Asp)配列を含む環状ペプチド[24]、またケモカイン受容体アンタゴニストとしての

環状ペプチド[25]などが代表的な研究である。これらはいずれも環状ペプチドに変換するこ

とにより、高活性を引き出すことに成功している。これは、活性コンフォメーションを固

定化することにより、ターゲット分子との結合におけるエントロピーロスが抑えられため

と考えられる。更に、環状ペプチドはコンフォメーションが剛直であることから、活性発

現に重要な構造的特徴、すなわち、ファーマコフォアを同定しやすいという利点も有する[26]。

特に、Aβ は凝集過程において立体構造がダイナミックに変化することから、阻害剤の構造

を剛直にすることは、ファーマコフォア解析や Aβ と阻害剤との相互作用解析において有効

ではないかと考えた。そこで本章では、凝集阻害活性の向上と、凝集阻害におけるファー

マコフォアの同定を目的とし、KLVFF の環化誘導化を検討することとした。 

 

1-2 KLVFF の環化誘導化 

 環状 KLVFF は、Scheme 1-1 に従って合成した。C 末端をクロロトリチル樹脂に担持させ

た保護アミノ酸を出発物質とし、ペプチド固相合成により N 末端が Boc 基で、Lys 側鎖の

アミノ基が Fmoc 基で保護された鎖状 KLVFF を調製した。TFA カクテル(TFA/TIS/H2O = 

95/2.5/2.5)を用い、樹脂からの切り出しと Boc 基の除去を行った後、高希釈条件下(基質濃度: 

0.5 mM)、縮合剤を作用させることにより分子内環化反応を行った[27]。最後に、塩基性条件

下で Fmoc 基を除去し、環状 KLVFF 3 を得た。 
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Scheme 1-1. Synthesis of cyclo-[KLVFF] (3) 

 

 

 3 の Aβ に対する凝集阻害活性は、チオフラビン T（ThT）の蛍光強度を指標とした ThT

アッセイにて評価した。ThT は、Aβ の凝集（主に、高分子量オリゴマーから線維）に特徴

的なクロス β-シート構造を認識し結合する[28]。そして結合時に 440 nm 付近の光で励起され

ると、480 nm 付近の蛍光を発することが知られている。そのため、ThT の蛍光強度変化は、

Aβ の凝集の程度と相関するとされている。そこで、Aβ (10 μM)と 3 (30 μM)とを混合させた

リン酸バッファー溶液（pH 7.4）を 37 ºC で 3 時間インキュベートした後、ThT を加え、そ

の蛍光強度を測定した。その結果、Aβ 単独の系における蛍光強度を 100%とすると、3 の添

加により蛍光値が 53%まで減少された。同様の手法にて 1 を評価したところ蛍光値が 97%

であったことから、head-to-tail で環化することにより有意に凝集阻害活性が向上したことが

示された[29]。更に、3 による凝集阻害活性は少なくとも 12 時間後まで持続し、濃度依存的

であることが分かった（Figure 1-3）。 
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Figure 1-3. (a) Time courses of ThT fluorescence intensity, incubated at 37 °C (red line: Aβ1–42 

alone (10 μM), green line: Aβ1–42 + 1 (10 μM + 30 μM), blue line: Aβ1–42 + 3 (10 μM + 30 μM)), 

Mean ± S.D., n = 4–15, **p<0.01 vs. Aβ1–42 + 1, *p<0.05 vs. Aβ1–42 + 1 (Student’s t-test); (b) 

Concentration-dependency of 3. Relative ThT fluorescence intensity to that of Aβ1–42 alone (10 

μM), incubated at 37 °C for 3 h. Mean ± S.D., n = 3. 

 

次に、原子間力顕微鏡（AFM）を用いて、アミロイド線維の形成に与える影響を検証し

た（Figure 1-4）。その結果、Aβ 単独の系ではアミロイド線維の形成が観察されたのに対し

（left panel）、3 を添加した系ではほとんど観察されなかった（right panel）。一方、1 を添加

した系では、小さい線維状の凝集体の形成が観察された（middle panel）。これらの結果より、

AFM においても 3 が 1 よりも線維形成を強く阻害していることが示唆された。 

 

 

 

Figure 1-4. Atomic force microscopy images of Aβ1–42 alone (10 µM, left panel), Aβ1–42 + 1 (10 

µM each, middle panel), and Aβ1–42 + 3 (10 µM each, right panel). Incubation time = 6 h. 
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1-3 環状 KLVFF のファーマコフォアの同定 

 先述のとおり、KLVFF のすべてのアミノ酸を D-アミノ酸に変換した 2 は、1 と比べ阻害

活性が向上することが報告されている[19a]。そこで、3 において同様にすべて D-アミノ酸に

変換したエナンチオマー、すなわち cyclo-D-[KLVFF] (4)（= cyclo-[klvff]; 本論文では、D-ア

ミノ酸を小文字で表記することとする）を合成した(Figure 1-5)。その結果、4 は 3 とほぼ同

等の阻害活性を示した（Table 1-1）。この結果は鎖状 KLVFF 誘導体の構造活性相関の結果

（1 vs. 2）と明確に異なる点で興味深いと考えられた。 
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Figure 1-5. Chemical structures of 3, 4, and 5 

 

Table 1-1. Comparison of inhibitory activities between linear and cyclic-KLVFF 

Compound Structure ThT fluorescence intensity [%][a] 

1 KLVFF 97 

2 klvff (= D-[KLVFF]) 69[b] 

3 cyclo-[KLVFF] 53[b] 

4 cyclo-[klvff] (= cyclo-D-[KLVFF]) 50[c] 

[a] Relative fluorescence intensity of Aβ1–42 (10 μM) + inhibitor (30 μM) vs. 

Aβ1–42 (10 μM) alone incubated for 3 h. All data shown are mean values of at 

least three independent experiments. [b] p<0.01 vs. 1, [c] p<0.05 vs. 2 (Tukey's 

multiple comparisons among 1–4). 

 

 ここで、3 と 4 が同等の凝集阻害活性を示したことは、両者の構造上の類似性に由来する

のではないかと考え、分子モデリングソフトを用いてこれらの立体配座を比較検討した
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（Figure 1-6）。その結果、両者の最安定構造を Figure 1-6 に示すフォームで重ね合わせた場

合、Phe の側鎖同士、および Leu と Val の側鎖同士がそれぞれ重なりうることが分かった。

Leu と Val の側鎖の化学構造は類似していることから、両者に重なりが見られた 2 番目 Leu

（本論文では、Leu2 と表記する)、3 番目 Val（以降は、Val3 と表記する）、4 番目 Phe（以降

は、Phe4と表記する）、5 番目 Phe（以降は、Phe5と表記する）の側鎖構造が環状 KLVFF の

阻害活性発現に寄与している可能性が考えられた。 

 

 
 

Figure 1-6. Overlaid structures of lowest-energy conformers of 3 (gray) and 4 (green). 

 

 そこでまず、主鎖アミド結合の活性発現への関与を調べる目的で、4 のレトロインバース

ペプチド（Cα の立体化学とアミノ酸配列がそれぞれすべて逆転[30]）、すなわち cyclo-[FFVLK] 

(5)を合成した。活性評価の結果、ほぼ完全に阻害活性が保持された（4 vs. 5, Table 1-2, Figure 

1-7）。更に、時間依存および濃度依存性について精査した結果、4 と 5 はほぼ同様のプロフ

ァイルを示した（Figure 1-7）。一般にレトロインバースペプチドでは、親ペプチドと比べ主

鎖アミド結合の向きが逆になる一方、側鎖の空間的位置関係は概ね保持される。従って、

この結果より環状 KLVFF では主鎖のアミド結合よりも側鎖構造が活性発現に重要であるこ

とが示唆された。対照的に、鎖状 KLVFF 誘導体 2 のレトロインバースペプチド 6 を合成し

たところ、阻害活性が消失した。この結果より、鎖状 KLVFF では主鎖のアミド結合が活性

発現に重要であることが示唆された。 

  

Phe4 / Phe5Phe5 / Phe4

Val3 / Leu2Leu2 / Val3

Phe4 / Phe5Phe5 / Phe4

Val3 / Leu2Leu2 / Val3
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Table 1-2. Inhibitory activities of retro-inverso derivatives of linear and cyclic-KLVFF 

Compound Structure ThT fluorescence intensity [%][a] 

2 klvff 69 

4 cyclo-[klvff] 50 

5 cyclo-[FFVLK] 49 

6 FFVLK 99[b] 

[a] Relative fluorescence intensity of Aβ1–42 (10 μM) + inhibitor (30 μM) vs. 

Aβ1–42 (10 μM) alone incubated for 3 h. All data shown are mean values of at 

least three independent experiments. [b] p<0.01 vs. 2 (Tukey's multiple 

comparisons among 1–6). 

 

 
 

Figure 1-7. (a) Time courses of ThT fluorescence intensity, incubated at 37 °C (red line: Aβ1–42 

alone (10 μM), blue line: Aβ1–42 + 3 (10 μM + 30 μM), green line: Aβ1–42 + 4 (10 μM + 30 μM), 

yellow line: Aβ1–42 + 5 (10 μM + 30 μM)), Mean ± S.D., n = 4–15; (b) Concentration-dependency 

of 4 and 5. Relative ThT fluorescence intensity to that of Aβ1–42 alone (10 μM), incubated at 37 °C 

for 3 h. Mean ± S.D., n = 3. 

 

 次に、側鎖構造が凝集阻害活性に与える影響を調べる目的で、4 の 5 つのアミノ酸をそれ

ぞれ Ala（アラニン）に置き換える、アラニンスキャンを行った（7‒11, Table 1-3）。まず 1

番目 Lys（以降、Lys1 と表記する）を Ala に置き換えた 7 を合成した結果、ほぼ阻害活性が

保持された。この結果より、Lys1 の側鎖構造はほとんど活性発現に寄与していないことが示

唆された。一方、Phe4、Phe5 をそれぞれ Ala に置き換えた 10、11 を合成した結果、阻害活
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性がほぼ消失した。この結果より、Phe4、Phe5の側鎖構造は、活性発現に非常に重要である

ことが示唆された。また Leu2、Val3 をそれぞれ Ala に置き換えた 8、9 を合成した結果、阻

害活性はやや低下した。この結果より、Leu2、Val3 の側鎖構造は、5 つの側鎖の中では中程

度活性発現に寄与していると考えられる。 

 

 更に、側鎖構造の空間的な位置関係が凝集阻害活性に与える影響を調べる目的で、4 の 5

つのアミノ酸をそれぞれ対応する L-アミノ酸に置き換える検討を行った（12‒16, Table 1-3）。

4 の D-Leu2、D-Val3、D-Phe4、D-Phe5をそれぞれ対応する L-アミノ酸に置き換えた 13‒16 を

合成した結果、すべてにおいて阻害活性が低下した。一方、D-Lys1 を対応する L-アミノ酸に

置き換えた 12 は、活性が保持される傾向にあった。これらの結果より、Leu2、Val3、Phe4、

Phe5 の側鎖構造の空間的な位置関係が活性発現に重要であることが示唆された。 

 

Table 1-3. Structure-activity relationship studies of cyclic KLVFF 

Compound Structure ThT fluorescence intensity [%][a] 

4 cyclo-[klvff] 50 

7 cyclo-[alvff] 51 

8 cyclo-[kavff] 72 

9 cyclo-[klaff] 75 

10 cyclo-[klvaf] 99 

11 cyclo-[klvfa] 97 

12 cyclo-[Klvff] 75 

13 cyclo-[kLvff] 99 

14 cyclo-[klVff] 82 

15 cyclo-[klvFf] 88 

16 cyclo-[klvfF] 88 

[a] Relative fluorescence intensity of Aβ1–42 (10 μM) + inhibitor (30 μM) vs. 

Aβ1–42 (10 μM) alone incubated for 3 h. All data shown are mean values of at 

least three independent experiments. 

 

 以上の環状 KLVFF 誘導体の構造活性相関は、Figure 1-6 から考察された仮説を支持する

結果と考えられる。すなわち、環状 KLVFF では、主鎖のアミド結合よりむしろ Leu2、Val3、

Phe4、Phe5 の 4 つの側鎖構造とそれらの空間的な位置関係が阻害活性発現に大きく寄与して
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いること、すなわちファーマコフォアであることが示唆された。 

 

1-4 小括 

 本章では、全長Aβに対する凝集阻害活性を有するAβの 16‒20番目の部分フラグメント、

KLVFF の凝集阻害活性向上と、凝集阻害におけるファーマコフォアの同定を目的とし、

KLVFF の環化誘導化を検討した。その結果、KLVFF を head-to-tail で環化することにより、

凝集阻害活性が向上することを見出した。更に、環状 KLVFF 誘導体の構造活性相関研究よ

り、主鎖のアミド結合がほとんど関与しない、Leu2、Val3、Phe4、Phe5 の 4 つの側鎖構造か

ら成るユニークなファーマコフォアモチーフを同定した。 
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第2章 環状KLVFFの凝集阻害活性向上を指向した構造修飾と凝集阻害メカニ

ズムの解析 

2-1 背景 

 生体内には、多数の生物活性を有するペプチドが存在し、生命活動の恒常性に貢献して

いる。こうした生物活性ペプチドは、ターゲット分子に対し高い結合活性や特異性を示す

にも関わらず、これら自体が経口薬となっているケースはほとんどない。その原因として

は、ペプチドは元来、代謝安定性（特に加水分解酵素に対する安定性）や細胞膜透過性が

低いためと考えられる[21]。生体内では、必要な場所に、必要な時に、必要な量の生物活性

ペプチドが産生される一方で、生体外からの投与では上記の問題から活性発現に結びつか

ないと考えられる。このような背景から現在の医薬は、非ペプチド性の低分子化合物が主

流となっている。 

 一方、近年、環状ペプチドに代表される大環状化合物が医薬候補の一つとして注目され

てきている[31]。環状ペプチドは、鎖状ペプチドに比べ、一般に代謝安定性が高い。すなわ

ち、加水分解酵素である、エキソペプチダーゼとエンドペプチダーゼの両方に対して安定

性が高い[32]。エキソペプチダーゼは、N 末端よりアミノ酸を一残基ずつ分解する酵素であ

るため、末端を持たない環状ペプチドは分解できない。また、エンドペプチダーゼは特定

のアミノ酸を認識して切断する酵素で、高い基質特異性を有する。環状ペプチドは鎖状に

比べ剛直なコンフォメーションをとることから、エンドペプチダーゼの基質認識部位に結

合しにくいと考えられている。更に、細胞膜透過性についても有用な知見が得られてきて

いる[33]。例えば、シクロスポリン A は、11 残基のアミノ酸からなる環状ペプチドであるに

も関わらず、現在経口剤として用いられている医薬である（Figure 2-1a）。本化合物の分子

量は 1,000 を上回り、分子内に多数のアミド結合が内在するため、Lipinski の法則（Rule of five）
[34]など一般論からすれば、経口吸収性には不利な化合物と言える。そこで、シクロスポリ

ン A の経口吸収性獲得について、分子内水素結合が関与している可能性が提唱された

（Figure 2-1b）。シクロスポリン A は、アミド結合の大半が N-メチル化されていることが特

徴である。アミド結合の N-メチル化により、特に脂質二重膜内のような疎水性環境下では、

水素結合ドナー、アクセプター同士の分子水素結合形成が促進され、環内に極性官能基が

局在し、環外に疎水性官能基が張り出すコンフォメーションをとることにより膜透過性を

獲得しているのではないかと考えられている[33b]。以上のように、環状ペプチドは、ペプチ

ドの元来有する問題を克服できる可能性が示されてきたことから、医薬リードとしての資

質を備えているものと考えられる。そこで本章では、今回見出した環状 KLVFF 誘導体の医

薬リードとしての可能性を検証すべく、1)凝集阻害活性の向上、2)凝集阻害メカニズムの解
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析、3)神経毒性の軽減作用、4)ヒト血清中での安定性についてそれぞれ検討したので、以下

に詳細を述べる。 

 

 

 

Figure 2-1. (a) Chemical structure of Cyclosporin A; (b) Schematic representation of the 

conformational hypothesis in membrane permeability[33b]. 

 

2-2 凝集阻害活性の向上を指向した構造修飾 

 前章にて見出した環状 KLVFF 4 の ThT アッセイにおける EC50値（10 μM の Aβ1–42 単独

の系における蛍光強度を 50%下げるのに必要な阻害剤濃度）は 26.4 μM であった。医薬を

目指す上では凝集阻害活性が依然として未熟であると考えられることから、まず活性の向

上を目指し、4 の誘導化に取り組むこととした[35]。 

第 1 章における環状 KLVFF の構造活性相関研究より、ファニルアラニン（Phe）の側鎖

構造が活性発現に最も寄与していることが示唆されたことから、この部分の修飾により活

性向上が期待できると考えた。そこで、4 の Phe4 の β 位にもう一つフェニル基を導入した

17 を合成した結果、4 に比べ有意に凝集阻害活性が向上することを見出した（Figure 2-2，

Table 2-1）。なお、Phe5 で同様の検討を行った場合でもほぼ同等の活性向上が認められた（17 

vs. 18）。 

  

membrane

(a) (b)
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Figure 2-2. Introduction of an additional phenyl group at the β-position of the Phe4 side chain 

(inhibitor 17). 

 

また、17 の位置異性体に相当する、Phe4を 2-，3-，4-フェニル-D-フェニルアラニン(19‒21)、

1-ナフチル-D-アラニン(22)へ変換した化合物は、17 とほぼ同等の活性を示した。一方で、

21 のフェニル基をピリジン(23‒25)やピリミジン(26)に置き換えた化合物では、21 に比べ活

性が低下した。これらの結果より、疎水性官能基の導入は活性向上に効果的であり、逆に

極性官能基の導入はあまり効果的でないことが示唆された。すなわち、疎水性官能基は阻

害剤と Aβ との疎水性相互作用に有利にはたらき、極性官能基はこの相互作用を妨げると考

えられる。活性向上が認められた 17‒22 の間には有意差が見られなかったことから、17 を

代表例として選抜し、引き続き阻害メカニズム解析実験の検討に用いることとした。なお、

17 の ThT アッセイにおける EC50 値は 7.8 μM であり、環状 KLVFF 4（26.4 μM）と比べ約 3

倍、KLVFF（>90 μM）と比べ 10 倍以上活性が向上している（Figure 2-3a）。 

 

  

4 174 17
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Table 2-1. Structural modification of cyclic-KLVFF (4) focusing on Phe4 position. 

Compound Structure ThT fluorescence intensity [%][a] 

4 cyclo-[klvff] 49.8 ± 5.8 (EC50 = 26.4 M) 

17 cyclo-[klvf(β-Ph)f] 27.3 ± 8.1* (EC50 = 7.8 M) 

18 cyclo-[klvff(β-Ph)] 24.8 ± 6.0* 

19 cyclo-[klvf(2-Ph)f] 22.6 ± 0.8* 

20 cyclo-[klvf(3-Ph)f] 24.8 ± 2.3* 

21 cyclo-[klvf(4-Ph)f] 32.5 ± 5.4* 

22 cyclo-[klva(1-naphthyl)f] 25.8 ± 4.6* 

23 cyclo-[klvf(4-(2-pyridyl))f] 51.9 ± 14.2 

24 cyclo-[klvf(4-(3-pyridyl))f] 46.1 ± 9.9 

25 cyclo-[klvf(4-(4-pyridyl))f] 49.1 ± 6.9 

26 cyclo-[klvf(4-(5-pyrimidyl))f] 59.4 ± 14.7 

[a] Relative ThT fluorescence intensity of Aβ1–42 (10 μM) + inhibitor (30 μM) vs. 

Aβ1–42 (10 μM) alone, incubated at 37 °C for 3 h. Mean ± S.D. values, n = 3–12. 

*p<0.01 vs. 4 (Student’s t-test). 

 

 

 

Figure 2-3. (a) Dose-response curve for 17 measured with the ThT assay. 17 was co-incubated with 

10 μM Aβ1−42 at 37 °C for 3 h prior to ThT fluorescence measurements. Mean ± S.D., n = 3. 
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Percent ThT fluorescence was calculated by normalizing to 100% using the Aβ1−42 alone control. 

EC50 value was calculated by fitting the data to a four-parameter dose-response model using 

KaleidaGraph 4.5 (Synergy Software, Reading, PA, USA). (b) Time-courses of ThT fluorescence 

intensity, incubated at 37 °C (circle: Aβ1–42 alone (10 μM), triangle: Aβ1–42 + 17 (10 μM + 10 μM), 

square: Aβ1–42 + 17 (10 μM + 30 μM), Mean ± S.D., n = 3, *p<0.05 vs. Aβ alone, **p<0.01 vs. Aβ 

+ 10 μM 17 (Student’s t-test) 

 

2-3 凝集阻害メカニズムの解析 

 阻害剤 17 の凝集阻害メカニズムの解析にあたり、ThT 蛍光強度結果の経時変化に着目し

た（Figure 2-3b）。ここでは、Aβ (10 μM)と 17 (10 or 30 μM)とを混合させたリン酸バッファ

ー溶液 (pH 7.4)を 37 ºC でインキュベートし、ThT 蛍光強度の経時変化を追跡した結果、阻

害剤 17 を添加した系においては Aβ 単独の系と比べ最大蛍光強度を低下させ、それが 24 時

間後まで持続している。この結果に対し、次のような考察を行った。凝集阻害過程におい

て、仮に 17 が Aβ に結合し可逆的な複合体（Figure 2-4, reversible complex）を形成すると、

ThT 蛍光強度は 17 の非存在下と比べて最終的な蛍光強度は変わらず、それに到達する時間

が延長すると考えられる。一方、もし不可逆的な（あるいは、反応速度に非常に大きな違

いがある平衡状態）複合体（Figure 2-4, irreversible complex）、言い換えれば“off-pathway[36]”

の複合体を形成すると、最終的にネイティブな Aβ 線維量が減少するため、Aβ 単独の系と

比べ最終的な蛍光強度が変化することが予想される。実際、off-pathway メカニズムをとる

阻害剤では、ThT 蛍光実験においてそのような現象が報告されている[36]。Figure 2-3b の ThT

蛍光強度の経時変化において、17 共存下の ThT 蛍光は、Aβ 単独時と比べ、最終的な値が顕

著に低いことから off-pathway メカニズムが関与していることが示唆される。そこで、17 の

off-pathway メカニズムを更に検証すべく、種々の生物物理学的、生化学的アッセイを行う

こととした。 
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Figure 2-4. Two possible mechanisms for aggregation inhibition of Aβ1–42 by 17. 

 

 まず動的光散乱法（DLS）を利用し、Aβ のサイズ分布、すなわち、流体力学半径（RH）

分布の経時変化を追跡した（Figure 2-5a）。Aβ (30 μM)[37]単独の系では、37 ºC でインキュベ

ート開始直後に、RH = 30 nm 付近の Aβ 種が主に観察された。インキュベート 3 時間後では、

凝集の進行に伴い、RH = 30‒100 の Aβ 種が減少し、RH > 7 × 103の Aβ 種が主に観察された。

一方、Aβ (30 μM)と 17 (90 μM)を混合させた系では、インキュベート開始直後に RH = 102‒103

と RH > 7 × 103の主に 2 つの Aβ 種が観察された[38]。この結果より、Aβ は 17 と混合させる

と即座に会合が進行していることが示唆された。3 時間後では、前者が減少し、後者が増加

した。このように 17 の有無によって Aβ のサイズ分布に明確な違い（特に、17 の存在によ

り RH = 30 nm の Aβ 種が消失し、代わりに RH = 102‒103 と RH > 7 × 103が出現）が観察され

た。この結果は、17 の添加により Aβ の凝集経路が変化を受けている可能性を支持するもの

と考えられる。 

サイズ排除クロマトグラフィー（SEC）による分析においても、この可能性を支持する結

果が得られた（Figure 2-5b）。Aβ (10 μM)単独の系と Aβ (10 μM)と 17 (30 μM)を混合させた

系をそれぞれ 37 ºC でインキュベートしたところ、直後の時間帯（t = 0 h）においては両方

の系において 14.5 mL の溶出容量時にピーク（モノマー／低分子量オリゴマーに相当）が観

察された。一方、インキュベート 6 時間後では、いずれの系においても当該ピークはほぼ

消失した。これは凝集に伴いモノマー／低分子量オリゴマーが減少したためと考えられる。
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ここで、Aβ 単独の系では、8.5 mL の溶出容量時にオリゴマー由来のピークが観察された[39]

のに対し、17 存在下では、相当するピークが一切観察されなかった。このような溶出パタ

ーンの違いは、生成しているオリゴマーの性質の違いを反映している可能性があると考え

られる。 

 

 

 

Figure 2-5. (a) Dynamic light scattering. Buffer solutions (pH 7.4) of Aβ1–42 (30 μM) with (1:3 

ratio) or without 17 were incubated at 37 °C. (b) Size-exclusion chromatography. Buffer solutions 

(pH 7.4) of Aβ1–42 (10 μM) with (1:3 ratio) or without 17 were incubated at 37 °C. (c) A dot blot 

assay with oligomer-specific A11 antibody. Buffer solution (pH 7.4) containing Aβ1–42 (10 μM) and 

17 (1:0, 1:1, 1:3, and 1:10 ratio) was incubated at 37 °C for 6 h. (d) Seeding assay. “Aβ seed” was 

prepared by incubation of Aβ1–42 (10 μM) in buffer (pH 7.4) at 37 °C for 24 h and “17-induced Aβ 

seed” was prepared by incubation of Aβ1–42 (10 μM) in buffer (pH 7.4) in the presence of 17 (30 

μM) at 37 °C for 24 h. Independent ThT assay using fresh Aβ1–42 (10 μM) was conducted with the 

addition (or no addition) of the prepared seeds (10% v/v). Mean ± S.D., n = 3, *p<0.05 vs. Aβ1–42 

alone and Aβ + 17-induced Aβ seed (Student’s t-test). 

 

 次に、アミロイドオリゴマーに特異的に結合する A11 抗体[40]を用い、ドットブロットア

ッセイを行った（Figure 2-5c）。Aβ (10 μM)単独の系と、Aβ (10 μM)と 17 (10, 30, 100 μM)を

混合させた系をそれぞれ 37 ºC で 6 時間インキュベートした後、A11 抗体により染色した。

その結果、17 の濃度依存的に染色強度が弱くなった。この結果より、17 の存在下ではネイ
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ティブオリゴマーの生成量が減少していることが示唆された。 

 また、17 の存在下で生成する Aβ 種が、ネイティブな Aβ モノマーの凝集に対するシード

となるか否か評価した（Figure 2-5d）。まず、17 の存在下、非存在下で Aβ (10 μM)を 37 ºC

で 24 時間インキュベートし、シード（17 存在下：17 由来の Aβ シード、17 非存在下：Aβ

シードとする）を得た。その後、これらのシードを用い、新たに調製した Aβ (10 μM)の凝

集速度に与える影響について評価した。凝集速度は、ThT 蛍光強度の上昇速度を指標とした。

その結果、Aβ シード添加時では非添加時に比べ、凝集速度が速くなった（green line vs. red 

line）。これは、シードの添加によって凝集が促進されるという既存の報告[36,41]と合致する結

果である。一方、17 由来の Aβ シード添加時では、非添加時と凝集速度がほぼ同等であった

（blue line vs. red line）。これらの結果より、17 の存在下で生成する Aβ 種にはネイティブな

Aβ モノマーの凝集に対するシード能がほとんどないことが示唆された。 

 

 以上の相補的な生物物理学的、生化学的な解析より、17 の存在により Aβ の off-pathway

化学種が生成していることが示唆された。 

 

2-4 off-pathway オリゴマーの形態解析 

 次に、17 の存在下で生成する off-pathway 化学種の形態学的な知見を得るため、AFM を

用いて解析を行った（Figure 2-6）。まず、Aβ (10 μM)の HEPES バッファー溶液 (pH 7.4)を

37 ºC で 6 時間インキュベートした後、AFM にて生成物の形態を観察したところ、z 軸の高

さが 5‒20 nm の剛直なアミロイド線維が観察された (a)。一方、Aβ (10 μM)と 17 (30 μM)を

混合させた系では、線維は全く観察されず、代わりに z 軸の高さが 2‒4 nm の小さな球状の

化学種が主に観察された (b)。加えて、z 軸の高さが~6 nm の球状の化学種も散見された。

17 (30 μM)単独の系では、z 軸の高さは 1 nm 以下であった (c)。これらの解析より、17 によ

り誘導される off-pathway 化学種は、高さ数 nm のオリゴマー粒子[42]に相当することが分か

った。 
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Figure 2-6. Atomic force microscopy images of Aβ1–42 alone (10 μM, a), Aβ1–42 + 17 (10 μM + 

30 μM, b), and 17 alone (30 μM, c). Each sample was incubated at 37 °C for 6 h. Lower graphs 

indicate z-heights obtained at the white bars of upper images. 

 

 ここで、Aβ (10 μM)と 17 (30 μM)とを混合させたリン酸バッファー溶液 (pH 7.4)を 37 ºC

で 6 時間インキュベートした後、逆相 HPLC による分析を行うことにより、Aβ に結合して

いないフリーな 17 の残存量を見積もることとした（Figure 2-7）。その結果、インキュベー

ト開始時と比較し、17 の残存量は顕著に減少した。一方、KLVFF (1)を用いて同様の実験を

行ったところ、1 の残存量はインキュベート開始時からほとんど変化しなかった。なお、Aβ

の非存在下、すなわち 17 (30 μM)単独の系においても 17 の減少は認められなかった。これ

らの結果において、17 が off-pathway Aβ オリゴマー種の中に強固に取り込まれたために、

17 の回収率が低下した可能性が考えられる[43]。 
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Figure 2-7. Quantity of free inhibitor verified by reverse-phase HPLC. Buffer solution (pH 7.4) 

containing Aβ1–42 (10 μM) and 17 or KLVFF (1:3 ratio each) was incubated at 37 °C for 6 h and 

analyzed by HPLC. 17 alone (30 μM) was analyzed in a same manner. Ratios of ligand 

concentrations at time = 6 h relative to time = 0 h are shown in percentages. Mean ± S.D., n = 3, 

*p<0.01 vs. Aβ1–42 + KLVFF and 17 alone (Student’s t-test). 

 

2-5 細胞毒性評価 

 次に、凝集阻害剤 17 の Aβ の神経毒性に与える影響について、ラット副腎褐色細胞腫で

ある PC12 細胞を用いて検証した（Figure 2-8）。ウマ血清を 1%含む HEPES-DMEM 培地中

の細胞に対し、Aβ (10 μM)単独、Aβ + 17 (10 + 5 μM)、Aβ + 17 (10 + 10 μM)、Aβ + 17 (10 + 20 

μM)をそれぞれ混合させ、37 ºC で 48 時間インキュベートした後、WST-8 試薬により生細胞

数を定量した。溶媒投与群の細胞生存率を 100%としたとき、Aβ 単独の系では約 20%まで

生存率が減少した。一方、17 の存在下では濃度依存的な生存率の増加が認められた。なお、

17 単独の結果より、17 そのものにはほとんど細胞毒性は認められなかった。これらの結果

より、阻害剤 17 を添加し Aβ の凝集を阻害することにより、その神経毒性を軽減させるこ

とができた。おそらく、17 により誘導される Aβ の off-pathway 化学種は、ネイティブオリ

ゴマーと比べ細胞毒性が低いものと考えられる。 
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Figure 2-8. Concentration-dependent effect of 17 on the cytotoxicity of Aβ1–42. PC12 cells were 

treated with Aβ1–42 (10 μM) in the absence or presence of 3 (5, 10, 20 μM) for 48 h, and analyzed 

by a cell viability assay (mean ± SEM, n=3; *p<0.05 vs. Aβ1–42 alone by Dunnett’s test). 

 

2-6 環状 KLVFF の凝集阻害メカニズム 

 以上の生物物理学的、生化学的な解析より想定される 17 の凝集阻害メカニズムを Figure 

2-9 示す。17 は Aβ と結合すると即座に off-pathway 化学種を生成し、引き続き会合が進行す

る（Figure 2-5a）。しかし、この off-pathway 化学種はアミロイド線維へは成長せず、高さ数

nm のオリゴマー粒子で留まる（Figure 2-6）。更に、off-pathway オリゴマーは、クロス β-シ

ート構造を認識し結合する ThT（Figure 2-3）、及びアミロイドのオリゴマーを特異的に認識

する A11 抗体（Figure 2-5c）に対しほとんど親和性を示さず、細胞毒性もネイティブオリ

ゴマーと比べ有意に低い（Figure 2-8）。 

  

C
el

l v
ia

bi
lit

y 
(%

 o
f c

on
tro

l)

5 10 20

Aβ1–42 + 17 (μM)

0

20

40

60

80

100

5 10 20

17 alone (μM)

*



 31

 

 
 

Figure 2-9. Proposed mechanism for aggregation inhibition of Aβ1–42 by 17. 

 

2-7 環状 KLVFF の血清中における安定性評価 

 最後に、ペプチドの欠点の一つである加水分解酵素に対する安定性に関して知見を得る

べく、環状ペプチド 17 と鎖状ペプチド KLVFF (1)のヒト血清中での安定性を評価した。そ

の結果、KLVFF は 10 分でほぼすべて分解されたのに対し、17 は少なくとも 6 時間後まで

ほとんど分解を受けなかった（Figure 2-10）。これらの結果より、ヒト血清中において 17

は KLVFF と比べて高い安定性を示すと考えられる。 
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Figure 2-10. Stabilities of 17 (blue) and KLVFF (red) in human serum, incubated at 37 °C. Ratios of 

inhibitor concentrations relative to time = 0 h are shown in percentages. Mean ± S.D., n = 3. 

 

2-8 小括 

 本章では、環状 KLVFF 誘導体の医薬リードとしての可能性を検証することを目的とし、

1)凝集阻害活性向上を指向した構造修飾、2)凝集阻害メカニズムの解析、3)神経毒性の軽減

作用、4)ヒト血清中での安定性についてそれぞれ検討した。まず、環状 KLVFF 4 の Phe4側

鎖の β 位にもう一つフェニル基を導入することにより、凝集阻害活性が 3 倍程度向上した

17 を得ることに成功した。次に、17 による凝集阻害メカニズムを 8 つの相補的な生物物理

学的、生化学的なアッセイにて解析した結果、17 は Aβ を off-pathway オリゴマーに誘導す

ることにより凝集を阻害していることを明らかにした[44]。この off-pathway オリゴマーは、β-

シート性が低く、ネイティブな Aβ モノマーの凝集に対するシード能も低く、更に細胞毒性

も低かった。更に、17 はヒト血清中で高い安定性を示し、加水分解酵素に対する安定性が

高いことが示唆された。以上の検討結果より、環状 KLVFF 誘導体 17 は、AD 治療薬の有望

な医薬リードとなり得ると考えられる。しかしながら、今後 in vivo にて医薬候補化合物と

しての可能性を検証するためには、膜透過性など薬物動態に関する検討が今後の課題と考

える。 
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第3章 環状KLVFFのファーマコフォアモチーフを基にした非ペプチド性低分

子凝集阻害剤の論理的創製 

3-1 背景 

第 2 章にて示したように、環状ペプチドは医薬リードとして高いポテンシャルを有する

と考えられる。特に Aβ の凝集阻害のような、タンパク質—タンパク質相互作用を標的とす

る場合においては、一般的に、タンパク質間の比較的広い領域と相互作用する必要がある

という観点から、低分子化合物よりも分子量が大きな中分子量の化合物群が注目されてい

るように思われる[45]。それでもなお、細胞膜透過性等の薬物動態面の利点を考えると、高

活性な低分子化合物が理想的であると考える。Aβ 凝集阻害剤は中枢（脳、脊髄）に分布す

る Aβ をターゲットとすることから、血液脳関門の透過など薬物動態プロファイルが薬効発

現に果たす役割が大きいと考えられるためである。実際に、タンパク質—タンパク質相互作

用を標的とした阻害剤研究においても、中分子化合物（ペプチドも含む）と併せて低分子

化合物も研究されている。すなわち、タンパク質間の広い界面の中に相互作用に決定的な

役割を果たすアミノ酸残基（ホットスポット）が存在するケースも同定され[46]、当該ホッ

トスポットをターゲットとした低分子阻害剤の創製研究が展開されている[47]。そこで本章

では、Aβ 凝集阻害剤における低分子化合物についてその可能性を模索することとした。 

ペプチドをベースとした低分子化合物への構造展開に関しては、内因性の生物活性ペプ

チドにおいて多くの成功例が報告されている[48]。例えば、アンジオテンシン II 受容体拮抗

薬の創製研究が挙げられる（Figure 3-1）。研究初期では、内因性ペプチドであるアンジオテ

ンシン II 誘導体が盛んに研究されていたが、薬物動態プロファイルの悪さ（低いバイオア

ベイラビリティ）が問題となっていた。そこで、Figure 3-1 のように、アンジオテンシン II

と受容体との結合において鍵と想定される部分構造（ファーマコフォア）を抽出し、それ

を模倣した低分子化合物を設計することにより、バイオアベイラビリティが高く、経口投

与可能な化合物の創製に成功している。 
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Figure 3-1. An example of development of small-sized angiotensin II antagonist, derivatized from 

angiotensin II peptide sequence[48a] 

 

上記の成功例を参考とし、ペプチド性阻害剤のファーマコフォアをベースとした低分子

阻害剤の創出を着想した。しかしながら、凝集阻害剤の分野では、著者の知る限り、これ

までペプチド性阻害剤をベースとし、論理的に低分子阻害剤へ変換した報告例はない。こ

れは、主鎖のアミド結合が凝集阻害活性発現に不可欠であることに由来するのではないか

と考えられる。すなわち、例えば Aβ の凝集阻害剤の場合、Aβ の部分配列に相当する KLVFF

は、主鎖のアミド結合による水素結合と側鎖の疎水性相互作用により全長Aβと相互作用し、

凝集阻害活性を示していると考えられる（Figure 3-2）が、特に前者の相互作用の寄与が大

きいことから[19]、水素結合を担うアミド結合を除くことが原理的に困難であると考えられ

る。一方、本研究で見出した環状 KLVFF は、主鎖のアミド結合が凝集阻害活性発現にほと

んど関与しない、Leu2、Val3、Phe4、Phe5 の 4 つの側鎖構造から成るユニークなファーマコ

フォアを有する。そこで本章では、環状 KLVFF のファーマコフォアモチーフを基に、非ペ

プチド性の低分子凝集阻害剤の創製を検討することとした。 

 

 

 

Figure 3-2. Proposed interaction mode of peptidic inhibitor 
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3-2 環状 KLVFF のファーマコフォアモチーフを基にした低分子凝集阻害剤の設計と合成 

 環状 KLVFF のファーマコフォアモチーフを基に非ペプチド性の低分子凝集阻害剤 27 を

設計した（Figure 3-3）。すなわち、ピリジンを母骨格とし、その 2、4、6 位に Leu2側鎖ミ

ミックとしてイソペンチルカルボキサミド基、Phe4 側鎖ミミックとしてベンジル基、Phe5

側鎖ミミックとしてフェノキシ基をそれぞれ配置することにより、環状 KLVFF のファーマ

コフォアを模倣することを考えた。ピリジン環は、窒素原子に起因した分子全体の親水性

向上を期待して採用した。なお、構造の単純化のため、ここでは 4 つのファーマコフォア

の中、Leu2、Phe4、Phe5の 3 つを利用することとした。分子モデリングを用いた検討による

と、環状 KLVFF 4 の Leu2、Phe4、Phe5の β 炭素間の距離は、ピリジン誘導体 27 の 3 つのフ

ァーコフォア部分の根元の原子間の距離とよい一致を示している（Figure 3-3a）。また、4

と 27 のファーマコフォア部分同士が重なりうることも確認された（Figure 3-3b）。 

 

 

 

Figure 3-3. (a) Design of a non-peptidic small molecule inhibitor 27. and distant relationships 

among three pharmacophore moiety (two phenyl groups and isopentyl group) of 4 and 27. (b) 

Overlaid structures of 4 (green) and 27 (gray). 

 

 ピリジン誘導体 27 は、Scheme 3-1 に従って合成した。2-クロロピリジンを出発物質とし、
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まず Knochel らの報告[49]に従い、ピリジン 4 位の選択的なベンジル化を行った。その後、

ピリジン N-オキシドを経由し、トリメチルシリルシアニドを用いてシアノ化を行った。続

いて、塩基性条件下、フェノールを作用させることによりフェノキシ基を導入した。最後

に、シアノ基の加水分解、イソペンチルアミンとのアミド縮合を経て、目的とする 27 を合

成した。 

 

Scheme 3-1. Synthesis of pyridine derivative 27. 
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3-3 低分子阻害剤の凝集阻害活性評価 

 次に合成した 27 の凝集阻害活性を評価した。まず、ThT アッセイを行ったところ、ベ

ースとなる環状 KLVFF 4 と比べるとやや弱いものの 9 (Val3 Ala)と同等の活性を示した

（Figure 3-4a）。また 27 は濃度依存的な凝集阻害活性を示した（Figure 3-4b）。さらに、27

による凝集阻害は少なくとも 12 時間後まで持続することも分かった（Figure 3-4a）。ここで、

ピリジン誘導体 27 においても、環状 KLVFF 誘導体 17 と同様の ThT 蛍光強度の経時変化が

観察された。すなわち、Aβ (10 μM)と 27 (50 μM)とを混合させたリン酸バッファー溶液 (pH 

7.4)を 37 ºC でインキュベートし、ThT 蛍光強度の経時変化を追跡した結果、最終的な ThT
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蛍光値が Aβ 単独時と比べ顕著に低かった（Figure 3-4a）。この結果より、27 の凝集阻害に

ついても環状ペプチドと同様に off-pathway メカニズムが関与している可能性が高いと考え

られる。また、3 つのファーマコフォア部分を一つずつ除いた誘導体を合成した結果、いず

れの場合においても有意に阻害活性が低下した（34‒36, Table 3-1）。この結果より、27 にお

いても 3 つのファーマコフォア部分がそれぞれ阻害活性発現に寄与していることが確認さ

れた。 

 

Table 3-1. Structure-activity relationship studies of cyclic-KLVFF 

 
 

[a] Relative fluorescence intensity to that of Aβ1–42 alone (10 μM) incubated in the presence of 

each inhibitor (50 μM) for 3 h. Mean ± S.D., n = 3–7. [b] each inhibitor = 90 μM. 

  

Compound R1 R2 R3 ThT fluorescence intensity [%][a] 

4 - - - 39 ± 1.4 

9 - - - 58 ± 5.9 

27 PhO Bn isopentyl 71 ± 9.4 (70 ± 6.7)[b] 

34 H Bn isopentyl 83 ± 13[b] 

35 PhO H isopentyl 111 ± 18[b] 

36 PhO Bn Me 99 ± 14[b] 
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Figure 3-4. (a) Time courses of ThT fluorescence intensity, incubated at 37 °C (red line: Aβ1–42 

alone (10 μM), green line: Aβ1–42 + 4 (10 μM + 50 μM), yellow line: Aβ1–42 + 9 (10 μM + 50 μM), 

blue line: Aβ1–42 + 27 (10 μM + 50 μM), purple line: Aβ1–42 + 37 (10 μM + 50 μM)), Mean ± S.D., 

n = 4–15, **p<0.01 (4, 9, 27, 37) vs. Aβ1–42 alone. (Student’s t-test) (b) Relative ThT fluorescence 

intensity to that of Aβ1–42 alone (10 μM) incubated in the presence of 27 for 3 h (n = 3, Mean ± 

S.D.). 

 

 更に、Sedimentation assay[50]においても 27 の濃度依存的な凝集阻害活性が認められた

（Figure 3-5a）。Sedimentation assay では、Aβ (10 μM)と 27 (30 or 100 μM)とを混合させたリ

ン酸バッファー溶液 (pH 7.4)を 37 ºC でインキュベートし、遠心分離後、その上澄み液中の

非凝集 Aβ 量を逆相 HPLC にて測定した。インキュベート開始時の非凝集 Aβ 量を 100%と

し、経時変化を追跡した結果、27 を添加した系では Aβ 単独の系と比べ、上清中に残存して

いる非凝集 Aβ 量が有意に増加していることが確認された（6 時間: Aβ1-42 alone: 25%; Aβ1–

42 + 27 (10 μM + 30 μM): 78%; Aβ1–42 + 27 (10 μM + 100 μM): 91%）。また、SDS-PAGE によ

り Aβ の凝集に与える影響を評価した結果、27 が高分子量オリゴマー（100‒200 kDa）の生

成を阻害していることが示唆された（Figure 3-5b）。そして、AFM においても 27 が濃度依

存的に Aβ の線維形成を阻害していることが確認された（Figure 3-5c）。 
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Figure 3-5. (a) Sedimentation assay (red: Aβ1–42 alone (10 μM), green: Aβ1–42 + 27 (10 μM + 30 

μM), blue: Aβ1–42 + 27 (10 μM + 100 μM)), Mean ± S.D., n = 3–5, **p<0.01 vs. Aβ1–42 alone, 

*p<0.05 vs. Aβ1–42 alone (Student’s t-test). (b) SDS-PAGE analysis of Aβ1–42 alone (10 μM) and 

Aβ1–42 + 27 (10 μM + 100 μM). (c) Atomic force microscopy images of Aβ1–42 alone (10 µM, A), 

Aβ1–42 + 27 (10 µM each, B), and Aβ1–42 + 27 (10 µM + 30 µM, C). Incubation time = 6 h. 

 

以上のように、様々な生化学アッセイを用いることによって 27 が Aβ の凝集を阻害して

いることが多角的に確認された。 

 

3-4 低分子阻害剤のドラッグライクネスに関する考察 

 今回、新たに設計・合成した非ペプチド性の低分子凝集阻害剤 27 のドラッグライクネス

について、物性パラメータを指標に考察した。Lipinski の法則（Rule of five）によれば、下

記の 4 項目がドラッグライク、すなわち薬物動態プロファイルに優れた化合物を創製する

ための基準とされている[34]。 

・ 水素結合ドナー（供与体）（すなわち、OH と NH）が 5 個以下 

・ 水素結合アクセプター（受容体）（すなわち、N と O など）が 10 個以下 

・ 分子量（M.W.）が 500 以下 

・ 分配係数が LogP として 5 以下 
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さらに、Veber らの研究[51]から、下記 2 項目が追加された。 

・ 極性表面積（PSA）が 140Å2以下 

・ 回転可能な結合数が 10 以下 

これら 6 項目がドラッグライクな化合物創製において有用な経験則として、創薬研究にお

いて汎用されている。そこで、低分子阻害剤 27 についてこれらの項目を算出した（Table 3-2）。

その結果、27 は CLogP 以外の項目すべてにおいて基準値を満たしていることが明らかとな

った。このことからも、27 は有望な医薬リードとなり得ると考えられる。なお、環状 KLVFF 

4 ではすべての項目において基準を満たすに至っていない。従って、Lipinski らの経験則に

よれば、環状 KLVFF 4 よりも低分子阻害剤 27 のほうが良好な薬物動態プロファイルを示す

ことが期待される。 

 

Table 3-2. Comparison of physiochemical properties between cyclic peptide inhibitor 4 and small 

molecule inhibitors 27. 

Physiochemical 

properties 
criteria 27 4 

M.W. ≦500 375 635 

H-bond donors ≦5 1 7 

H-bond acceptors ≦10 4 11 

CLogP[a] ≦5 6.6 5.2 

rotatable bonds ≦10 8 21 

tPSA[a] ≦140 50 171 

[a] Calculated by ChemBioDraw Ultra 12.0. 

 

3-5 低分子阻害剤の構造最適化研究 

 更なる構造最適化検討の結果、母核部分をピリジンからピリミジン[52]に、イソペンチル

基を 2-アダマンチル基に変換することにより、阻害活性を環状 KLVFF 4 とほぼ同等のレベ

ルまで向上することができた（Figure 3-6）。この結果は、27 の構造変換により更なる活性

の向上が可能であることを示唆しているものと考えられる。 
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Figure 3-6. Identification of 37 based on the structure optimization studies of 27. [a] Relative 

fluorescence intensity to that of Aβ1–42 alone (10 μM) incubated in the presence of each inhibitor 

(50 μM) for 3 h. Mean ± S.D., n = 3–7. 

 

3-6 小括 

本章では、KLVFF をベースとした非ペプチド性低分子凝集阻害剤の導出を目的として検

討を行った。その結果、環状 KLVFF のファーマコフォアモチーフを基にすることにより、

低分子阻害剤の論理的創製に成功した[53]。まず、主鎖のアミド結合が阻害活性発現にほと

んど関与しない、環状 KLVFF のユニークなファーマコフォアモチーフを模倣すれば、非ペ

プチド性の低分子阻害剤が創製できるのではないかとの着想の基、ピリジン誘導体 27 を設

計、合成した。27 は、ベースとした環状 KLVFF よりはやや弱いものの、有意な凝集阻害活

性を示した。27 の物性パラメータを算出したところ、脂溶性以外の項目は Lipinski の法則

における基準値を満たしたことから、ドラッグライクな化合物であることが示唆された。

なお、環状 KLVFF 4 ではすべての項目において基準を満たすに至っていない。併せて、27

の構造変換により更に活性を向上させた 37 は、環状ペプチド (4)とほぼ同等の活性を示し

た。従って、ドラッグライクネスと構造の展開性という観点から、今回見出した低分子阻

害剤 27 は有望な医薬リードとなり得ると考えられる。しかしながら、低分子阻害剤の活性

は依然として未熟であり、細胞レベルにおける Aβ の毒性軽減には至っていない[54]。また、

物性パラメータとしても脂溶性がやや高い。従って、AD 治療薬を指向し、より実用性の高

い凝集阻害剤を創製するためには、更なる阻害活性の向上と物性の改善が課題と考えられ

る。 

著者の知る限り、本研究は、凝集阻害剤研究において、ペプチド性阻害剤をベースとし

て論理的に低分子阻害剤を導出した初めての成功例である。環状 KLVFF のファーマコフォ

アモチーフを基盤とし、論理的に非ペプチド性低分子凝集阻害剤を創製した本研究の方法

37
(ThT[a]: 47%)

27
(ThT[a]: 71%)

37
(ThT[a]: 47%)

27
(ThT[a]: 71%)
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論は、今後の Aβ 凝集阻害剤の探索研究に有用と考えられる。化合物ライブラリーからのラ

ンダムスクリーニングに代わって、本ファーマコフォアを基にした、より効率的な化合物

スクリーニングが可能になると考えられる。 
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Experimental section 
 

Materials and Methods 

 

General. Analytical HPLC charts were obtained by using a JASCO HPLC system equipped with a 

UV-2075 spectrometer, PU-2080 pumps, a DG-2080-54 degasser, and an MX-2080-32 mixer, or a 

HITACHI HPLC system equipped with an L-4200 UV–vis detector, an L-6210 pump or 

L-6200/L-6000 pumps, and an ERC-3510 or L-5090 degasser. Preparative HPLC were conducted by 

using a JASCO HPLC system equipped with a UV-2075 spectrometer, PU-2086 pumps, a 

DG-2080-53 degasser, and an MX-2080-32 mixer. MALDI-TOF MS were measured on a Shimadzu 

Biotech Axima ToF2 spectrometer using α-cyano-4-hydroxy cinnamic acid as a matrix. NMR spectra 

were recorded on JEOL ECX500 (500 MHz for 1H NMR and 125 MHz for 13C NMR) and JEOL 

ECS400 (400 MHz for 1H NMR) spectrometers in the solvent indicated. Chemical shifts (δ) are 

given in ppm relative to residual solvent peak and coupling constants (J) are reported in Hz. 

Multiplicities are described by the following abbreviations s=singlet, d=doublet, t=triplet, q=quartet, 

m=multiplet, br=broad. ESI-MS spectra were measured on a Waters ZQ4000 spectrometer (for 

LRMS), and a JEOL JMS-T100LC AccuTOF spectrometer (for HRMS).  

 

Materials. All protected amino acids were purchased from Watanabe Chemical Ind., Ltd. 

(Hiroshima, Japan) and Peptide Institute, Inc. (Osaka, Japan). 2-Chlorotrityl chloride resin (100-200 

mesh) was purchased from Calbiochem-Novabiochem Ja-pan Ltd. (Tokyo, Japan). 

1-Hydroxybenzotriazole (HOBt) and 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide 

hydro-chloride (EDC·HCl) were obtained from Watanabe Chemical. i-Pr2NEt, 

N,N'-diisopropylcarbodiimide (DIC), and Triisopropylsilane (TIS) were purchased from 

Sigma-Aldrich, Inc. (Milwaukee, WI, USA). Piperidine was purchased from Nacalai Tesque (Kyoto, 

Japan). Trifluoroacetic acid (TFA) was obtained from Tokyo Chemical Industry (Tokyo, Japan). 

N,N-Dimethylformamide (DMF), tetrahydrofuran (THF), Et2O, CH2Cl2, 1,2-dichloroethane, 

acetonitrile (CH3CN), toluene, EtOH, and t-BuOH were obtained from Kanto Chemical Co., Inc. 

(Tokyo, Japan) and Wako Pure Chemical Ind., Ltd. (Osaka, Japan), and used without further 

manipulation unless otherwise stated. Other chemicals were purchased from the following 

commercial suppliers: Wako Pure Chemical Ind., Ltd., Nacalai Tesque, Kanto Chemical Co., Inc., 

and Sigma-Aldrich, Inc. Flash column chromatography was performed using Kanto Chemical silica 
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gel (spherical, 40–63 μm). Thin layer chromatography (TLC) and preparative TLC were performed 

on Merck Kieselgel 60 F254 (0.25 mm) plates. O-Acyl isopeptide of Aβ1–42[55] was synthesized in 

our laboratory or purchased from Peptide Institute, Inc. (Osaka, Japan). The intense and 

uncontrollable self-assembling nature of Aβ1–42 is known to cause difficulties in pre-paring 

monomer Aβ1–42, resulting in irreproducible or discrepant study outcomes.[56] To minimize the 

handling difficulty and batch dependency, throughout the present study I used a non-aggregative 

precursor of Aβ1–42, O-acyl isopeptide of Aβ1–42,[55] which rapidly converts to monomer Aβ1–42 

in situ by adjusting the media pH to 7.4. The sys-tem is widely used in various biochemical 

experiments to investigate the functions of Aβ1–42 and the inhibitor assay.[57,58] 

 

Analytical HPLC. Analytical HPLC was performed using a C18 reverse phase column (4.6 × 150 

mm; YMC-Pack ODS-AM or YMC-Triart C18; YMC Co., Ltd., Kyoto, Japan or 4.6 × 150 mm; 

COSMOSIL 5C18-MS-II; Nacalai Tesque, Kyoto, Japan) with a linear gradient of 0–100% CH3CN 

in 0.1% aqueous TFA over 20 min or 40 min at room temperature at a flow rate of 0.9 mL min−1. The 

eluent was monitored by absorbance at 220 nm or 230 nm. HPLC grade solvents were used. 

 

Preparative HPLC. Preparative HPLC was carried out using a C18 reverse phase column (20 × 250 

mm; YMC-Pack ODS-AM; YMC Co., Ltd., Kyoto, Japan or 10 × 250 mm; COSMOSIL 

5C18-MS-II; Nacalai Tesque, Kyoto, Japan) with a linear gradient of 0–100% CH3CN in 0.1% 

aqueous TFA over 80 min at 40 °C at a flow rate of 10.0 mL min−1 for 20 × 250 mm column or 3.0 

mL min−1 for 10 × 250 mm column. The eluent was monitored by absorbance at 230 nm. HPLC 

grade solvents were used. 

 

General protocol for solid phase peptide synthesis (SPPS). Generally, the peptide chains in this 

studies were assembled by the sequential coupling of activated Nα-Fmoc-amino acid (2.5 equiv.) in 

DMF in the presence of DIC (2.5 equiv.) and HOBt (2.5 equiv.) with a reaction time of 1 h at room 

temperature. The resins were washed with DMF (×5), and then Nα-Fmoc cleavage was carried out 

by treatment with 20% piperidine/DMF (v/v) (10 sec×1 and 10 min×1), followed by washing with 

DMF (×10). The coupling and cleavage cycles were repeated. The peptide-resins were washed with 

MeOH (×5) and dried for at least 2 h in vacuo. The peptides were cleaved from the resins with TFA 

in the presence of TIS and distilled water (95:2.5:2.5) for 90 min at room temperature, concentrated 

in vacuo, and precipitated with Et2O at 0 °C. The resulting precipitate was collected by filtration, 
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dissolved with 0.1% aqueous TFA/CH3CN (1:1), and lyophilized for at least 12 h to give the crude 

peptide. If necessary, the crude peptide was purified by preparative reverse phase HPLC with 0.1% 

aqueous TFA/CH3CN system as an eluent, immediately frozen at −78 °C, and lyophilized for at least 

12 h to afford the desired peptide. 

 

Molecular modeling method. Molecular modeling was performed using Maestro ver. 9.3 

(Schrödinger LLC; New York, 2012). Initial three-dimensional structures were constructed by 

“LigPrep” with the OPLS_2005 force field at pH 7.4. “Conformational Search” of resulting 

structures was performed by “MacroModel” with the OPLS_2005 force field in water using 

“Torsional Sampling” method (Maximum iterations, 5000; Maximum number of steps, 1000; Energy 

window for saving structures, 50.0 kJ/mol). “Multiple Minimization” of generated conformers was 

then performed (Maximum iterations, 5000). Default values were used for all other parameters. 

Finally, resulting conformers were superimposed by using “Superimposition” method (Figure 1-6 

and Figure 3-3b), or top 10 low-energy conformers were extracted to calculate the atomic distances 

(Figure 3-3a). 

 

cyclo-[KLVFF] (3). 2-Chlorotrityl chloride resin (600 mg) and 

Fmoc-Phe-OH (348 mg, 0.900 mmol) were taken to the manual 

solid-phase reactor and stirred for 2.5 h in the presence of i-Pr2NEt 

(630 μL, 3.62 mmol) in 1,2-dichloroethane (4.5 mL). After 

washing with DMF (1.5 ml, ×5), capping was performed with 

MeOH (600 μL) in the presence of i-Pr2NEt (419 μL, 2.40 mmol) 

in DMF for 20 min. After washing successively with DMF (×5), DMF/H2O (1:1, ×5), CHCl3 (×2) 

and MeOH (×2) followed by drying in vacuo, the loading ratio was determined (782 mg, 0.524 

mmol) photometrically from the amount of Fmoc chromophore liberated upon treatment with 50% 

piperidine/DMF (v/v) for 30 min at 37 °C. The resulting Fmoc-Phe-O-resin (640 mg, 0.429 mmol) 

was sequentially coupled with Fmoc-Phe-OH (403 mg, 1.04 mmol), Fmoc-Val-OH (364 mg, 1.04 

mmol), Fmoc-Leu-OH (379 mg, 1.04 mmol), and Boc-Lys(Fmoc)-OH (503 mg, 1.04 mmol) in the 

presence of DIC (166 μL, 1.04 mmol) and HOBt (164 mg, 1.04 mmol) in DMF (4 ml). The Fmoc 

group was removed by 20% piperidine/DMF (v/v). After coupling with Boc-Lys(Fmoc)-OH, the 

resulting protected peptide-resin (resin: 778 mg) was treated with TFA/TIS/H2O (13 mL, 342 μL, 

342 μL) for 90 min at room temperature, concentrated in vacuo, and precipitated with Et2O (10−15 
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mL) at 0 °C. The resulting precipitate was collected by filtration, dissolved with 0.1% aqueous TFA/ 

CH3CN (1:1), and lyophilized for 18 h to give the crude pentapeptide (180 mg). To a solution of this 

crude peptide in DMF (53 mL), EDC·HCl (79.8 mg, 0.416 mmol), HOBt (63.7 mg, 0.416 mmol), 

and i-Pr2NEt (145 μL, 0.832 mmol) were added. After stirring for 14 h at room temperature, the 

reaction was stopped by adding distilled water, and the mixture was extracted with AcOEt (×3). The 

combined organic extracts were washed with brine, dried over Na2SO4, and concentrated in vacuo to 

afford the crude cyclic-pentapeptide. 10% Et2NH/DMF (v/v, 4.6 mL) was added to this crude 

cyclic-pentapeptide. After stirring for 1 h at room temperature, the mixture was concentrated in 

vacuo, and then acidified with aqueous TFA (pH 3−4). The residue was purified by preparative 

reverse phase HPLC with 0.1% aqueous TFA/CH3CN system as an eluent, immediately frozen at 

−78 °C, and lyophilized for 24 h to afford TFA salt of 3 (48.0 mg, 15% yield calculated from 

Fmoc-Phe-O-resin) as a white amorphous powder. 1H NMR (500 MHz, DMSO-d6) δ: 0.41 (d, J = 

6.3 Hz, 3H), 0.71 (d, J = 6.3 Hz, 3H), 0.85 (d, J = 5.7 Hz, 3H), 0.90 (d, J = 5.7 Hz, 3H), 1.16–1.31 

(m, 2H), 1.48–1.90 (m, 8H), 2.68–2.82 (m, 4H), 2.97 (dd, J = 10.0, 13.5 Hz, 1H), 3.11 (dd, J = 6.0, 

13.5 Hz, 1H), 3.68–3.75 (m, 1H), 4.08–4.16 (m, 1H), 4.22–4.36 (m, 2H), 4.40–4.47 (m, 1H), 7.06 (d, 

J = 7.5 Hz, 2H), 7.15–7.33 (m, 8H), 7.71 (brs, 3H), 7.80–7.85 (m, 2H), 7.97–8.01 (m, 2H), 8.13 (d, J 

= 8.6 Hz, 1H); 13C NMR (125 MHz, DMSO-d6) δ: 18.5, 18.8, 21.7, 22.4, 22.5, 24.6, 26.4, 30.1, 30.8, 

36.9, 37.3, 38.7, 40.8, 53.1, 54.4, 55.6, 55.8, 60.7, 126.5, 126.6, 128.3 (4C), 128.8 (2C), 129.1 (2C), 

137.1, 137.3, 170.1, 170.2, 170.4, 170.6, 171.2; MALDI-MS (TOF): m/z calcd for C35H50N6O5 635.8 

[M+H]+, found 635.1; HPLC: Retention time (tR) = 24.1 min (YMC-Pack ODS-AM); purity: >95% 

(HPLC analysis at 230 nm).  

 

 

cyclo-[klvff] (4). Compound 4 was synthesized in a similar 

manner to that described for compound 3. white amorphous 

powder; Yield: 0.50 mg (4.2% yield from Fmoc-D-Phe-O-resin); 

MALDI-MS (TOF): m/z calcd for C35H50N6O5 635.8 [M+H] +, 

found 635.4; HPLC: tR = 24.1 min (YMC-Pack ODS-AM); purity: 

>95% (HPLC analysis at 230 nm).  
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cyclo-[FFVLK] (5). Compound 5 was synthesized in a similar 

manner to that described for compound 3. white amorphous 

powder; Yield: 1.7 mg (2.6% yield from Fmoc-Leu-O-resin); 

MALDI-MS (TOF): m/z calcd for C35H50N6O5 635.8 [M+H]+, found 

635.5; HPLC: tR = 22.9 min (YMC-Pack ODS-AM); purity: >95% 

(HPLC analysis at 230 nm).  

 

 

FFVLK (6). Compound 6 was synthesized by SPPS. white 

amorphous powder; Yield: 16.1 mg (50% yield from 

Fmoc-Lys-O-resin); MALDI-MS (TOF): m/z calcd for 

C35H52N6O6 653.8 [M+H]+, found 653.7; HPLC: tR = 16.7 

min (YMC-Pack ODS-AM); purity: >95% (HPLC analysis 

at 230 nm).  

 

cyclo-[alvff] (7). Compound 7 was synthesized in a similar manner to that 

described for compound 3. white amorphous powder; Yield: 0.64 mg 

(1.8% yield from Fmoc-D-Phe-O-resin); MALDI-MS (TOF): m/z calcd for 

C32H43N5O5 578.7 [M+H]+, found 578.2; HPLC: tR = 27.1 min 

(YMC-Pack ODS-AM); purity: >95% (HPLC analysis at 230 nm).  

 

 

cyclo-[kavff] (8). Compound 8 was synthesized in a similar manner 

to that described for compound 3. white amorphous powder; Yield: 

0.53 mg (1.5% yield from Fmoc-D-Phe-O-resin); MALDI-MS 

(TOF): m/z calcd for C32H44N4O5 593.7 [M+H]+, found 593.1; 

HPLC: tR = 21.4 min (YMC-Pack ODS-AM); purity: >95% (HPLC 

analysis at 230 nm).  
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cyclo-[klaff] (9). Compound 9 was synthesized in a similar manner 

to that described for compound 3. white amorphous powder; Yield: 

0.76 mg (2.1% yield from Fmoc-D-Phe-O-resin); MALDI-MS 

(TOF): m/z calcd for C33H46N6O5 607.8 [M+H]+, found 607.1; 

HPLC: tR = 21.5 min (YMC-Pack ODS-AM); purity: >95% (HPLC 

analysis at 230 nm).  

 

 

cyclo-[klvaf] (10). Compound 10 was synthesized in a similar 

manner to that described for compound 3. white amorphous 

powder; Yield: 0.11 mg (0.3% yield from Fmoc-D-Phe-O-resin); 

MALDI-MS (TOF): m/z calcd for C29H46N6O5 559.7 [M+H]+, 

found 558.7; HPLC: tR = 19.8 min (YMC-Pack ODS-AM); 

purity: >95% (HPLC analysis at 230 nm).  

 

 

cyclo-[klvfa] (11). Compound 11 was synthesized in a similar 

manner to that described for compound 3. white amorphous 

powder; Yield: 0.37 mg (1.1% yield from Fmoc-D-Ala-O-resin); 

MALDI-MS (TOF): m/z calcd for C29H46N6O5 559.7 [M+H]+, 

found 558.7; HPLC: tR = 20.9 min (YMC-Pack ODS-AM), 

purity: >95% (HPLC analysis at 230 nm).  

 

 

cyclo-[Klvff] (12). Compound 12 was synthesized in a similar 

manner to that described for compound 3. white amorphous 

powder; Yield: 0.66 mg (1.8% yield from Fmoc-D-Phe-O-resin); 

MALDI-MS (TOF): m/z calcd for C35H50N6O5 635.8 [M+H]+, 

found 635.1; HPLC: tR = 22.7 min (YMC-Pack ODS-AM), 

purity: >95% (HPLC analysis at 230 nm).  
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cyclo-[kLvff] (13). Compound 13 was synthesized in a similar 

manner to that described for compound 3. white amorphous 

powder; Yield: 6.4 mg (17% yield from Fmoc-D-Phe-O-resin); 

MALDI-MS (TOF): m/z calcd for C35H50N6O5 635.8 [M+H]+, 

found 635.2; HPLC: tR = 21.7 min (YMC-Pack ODS-AM), 

purity: >95% (HPLC analysis at 230 nm).  

 

 

cyclo-[klVff] (14). Compound 14 was synthesized in a similar 

manner to that described for compound 3. white amorphous 

powder; Yield: 4.4 mg (12% yield from Fmoc-D-Phe-O-resin); 

MALDI-MS (TOF): m/z calcd for C35H50N6O5 635.8 [M+H]+, 

found 635.1; HPLC: tR = 22.5 min (YMC-Pack ODS-AM), 

purity: >95% (HPLC analysis at 230 nm).  

 

 

cyclo-[klvFf] (15). Compound 15 was synthesized in a similar 

manner to that described for compound 3. white amorphous 

powder; Yield: 1.7 mg (4.7% yield from Fmoc-D-Phe-O-resin); 

MALDI-MS (TOF): m/z calcd for C35H50N6O5 635.8 [M+H]+, 

found 635.9; HPLC: tR = 21.7 min (YMC-Pack ODS-AM), 

purity: >95% (HPLC analysis at 230 nm).  

 

 

cyclo-[klvfF] (16). Compound 16 was synthesized in a similar 

manner to that described for compound 3. white amorphous 

powder; Yield: 2.0 mg (5.3% yield from Fmoc-Phe-O-resin); 

MALDI-MS (TOF): m/z calcd for C35H50N6O5 635.8 [M+H]+, 

found 635.8; HPLC: tR = 22.0 min (YMC-Pack ODS-AM), 

purity: >95% (HPLC analysis at 230 nm).  
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cyclo-[klvff(β-Ph)] (17). Compound 17 was synthesized in a 

similar manner to that described for compound 3. HATU was used 

instead of EDC·HCl and HOBt in cyclization reaction. white 

amorphous powder; Yield: 16.3 mg (20% yield from 

Fmoc-D-Phe-O-resin); MALDI-MS (TOF): m/z calcd for 

C41H54N6O5 733.9 [M+Na]+, found 734.0; HPLC: tR = 25.7 min 

(YMC-Pack ODS-AM); purity: >95% (HPLC analysis at 230 nm).  

 

 

cyclo-[klvff(β-Ph)] (18). Compound 18 was synthesized in a 

similar manner to that described for compound 3. HATU was used 

instead of EDC·HCl and HOBt in cyclization reaction. white 

amorphous powder; Yield: 0.33 mg (1.5% yield from 

Fmoc-D-Phe(β-Ph)-O-resin); MALDI-MS (TOF): m/z calcd for 

C41H54N6O5 711.9 [M+H]+, found 711.7; HPLC: tR = 26.6 min 

(YMC-Pack ODS-AM); purity: >95% (HPLC analysis at 230 nm).  

 

Scheme S1a 

 
 
aReagents and conditions: (a) PhB(OH)2 or R2-B(OH) 2, Pd(PPh3)4, 2 M Na2CO3 aq. Toluene, EtOH, 

100 °C, 3–5 h, 66% for S2, 56% for S4, 92% for S10; (b) R2-SnBu3, Pd(PPh3)4, LiCl, DMF, 100 °C, 

3–5 h, 70% for S6, 78% for S8, 92% for S12; (c) 4 N HCl/1,4-dioxane, rt, 3–6 h; (d) Fmoc-Cl, 

i-Pr2NEt, CH2Cl2, rt, 6–15 h; (e) TFA, CH2Cl2, rt, 12–15 h, 52% for S7, 63% for S9, 50% for S11; 

43% for S13 (3 steps). 
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(R)-2-((((9H-fluoren-9-yl)methoxy)carbonyl)amino)-3-([1,1’-biphenyl]-2-yl)p

ropanoic acid (S2). To a solution of 

(R)-2-((((9H-fluoren-9-yl)methoxy)carbonyl)amino)-3-(2-iodophenyl)propanoic 

acid (S1) (300 mg, 0.584 mmol) in toluene (2.8 mL) and EtOH (1.2 mL), phenylboronic acid (142 

mg, 1.17 mmol), 2 M aqueous Na2CO3 (1.2 mL, 2.34 mmol), and 

tetrakis(triphenylphosphine)palladium(0) (Pd(PPh3)4, 67.5 mg, 0.0584 mmol) were added under an 

argon atmosphere. After stirring for 1 h at 100 °C, the reaction was stopped by adding aqueous HCl 

at room temperature, and the mixture was extracted with AcOEt (×3). The combined organic extracts 

were washed with brine, dried over Na2SO4, and concentrated in vacuo. The residue was purified 

using preparative TLC (AcOEt/MeOH = 97/3) to afford S2 (180 mg, 66% yield) as a white solid. 1H 

NMR (500 MHz, CDCl3) δ: 3.03 (dd, J = 9.2, 14.3 Hz, 1H), 3.28 (dd, J = 5.2, 14.3 Hz, 1H), 4.13 (t, J 

= 6.9 Hz, 1H), 4.28 (d, J = 6.9 Hz, 2H), 4.34–4.40 (m, 1H), 4.84 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.18–7.52 (m, 

14H), 7.72–7.77 (m, 3H); HRMS (ESI): m/z calcd for C30H25N1O4 486.1681 [M+Na]+, Found 

486.1664. 

 

cyclo-[klvf(2-Ph)f] (19). Compound 19 was synthesized using S2 

in a similar manner to that described for compound 3. HATU was 

used instead of EDC·HCl and HOBt in cyclization reaction. white 

amorphous powder; Yield: 1.05 mg (2.5% yield from 

Fmoc-D-Phe-O-resin); MALDI-MS (TOF): m/z calcd for 

C41H54N6O5 711.9 [M+H]+, found 711.2; HPLC: tR = 26.5 min 

(YMC-Pack ODS-AM); purity: >95% (HPLC analysis at 230 nm).  

 

(R)-2-((((9H-fluoren-9-yl)methoxy)carbonyl)amino)-3-([1,1’-biphenyl]-3-

yl)propanoic acid (S4). Compound S4 was synthesized from 

(R)-2-((((9H-fluoren-9-yl)methoxy)carbonyl)amino)-3-(3-iodophenyl)propan

oic acid (S3) (300 mg, 0.584 mmol) in a similar manner to that described for compound S2. white 

solid; Yield: 152 mg (56% yield); 1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ: 3.16 (dd, J = 6.9, 14.3 Hz, 1H), 

3.27 (dd, J = 5.2, 14.3 Hz, 1H), 4.17 (t, J = 6.9 Hz, 1H), 4.31–4.44 (m, 2H), 4.70–4.77 (m, 1H), 5.22 

(d, J = 8.6 Hz, 1H), 7.08–7.55 (m, 14H), 7.70–7.74 (m, 3H); HRMS (ESI): m/z calcd for C30H25N1O4 

486.1681 [M+Na]+, Found 486.1663. 

CO2H

NHFmoc

H
N N

H

HN

H
N

NH
O

O

H2N

O

O

O

CO2H

NHFmoc



 52

 

cyclo-[klvf(3-Ph)f] (20). Compound 20 was synthesized using S4 

in a similar manner to that described for compound 3. HATU was 

used instead of EDC·HCl and HOBt in cyclization reaction. white 

amorphous powder; Yield: 0.97 mg (2.4% yield from 

Fmoc-D-Phe-O-resin); MALDI-MS (TOF): m/z calcd for 

C41H54N6O5 711.9 [M+H]+, found 711.3; HPLC: tR = 26.9 min 

(YMC-Pack ODS-AM); purity: >95% (HPLC analysis at 230 nm).  

 

 

cyclo-[klvf(4-Ph)f] (21). Compound 21 was synthesized using 

commercially available 4-phenyl-D-phenylalanine in a similar 

manner to that described for compound 3. HATU was used instead 

of EDC·HCl and HOBt in cyclization reaction. white amorphous 

powder; Yield: 0.67 mg (1.6% yield from Fmoc-D-Phe-O-resin); 

MALDI-MS (TOF): m/z calcd for C41H54N6O5 711.9 [M+H]+, 

found 711.3; HPLC: tR = 27.0 min (YMC-Pack ODS-AM); purity: 

>95% (HPLC analysis at 230 nm).  

 

 

cyclo-[klva(1-naphthyl)f] (22). Compound 22 was synthesized 

using commercially available D-1-naphthylalanine in a similar 

manner to that described for compound 3. HATU was used instead 

of EDC·HCl and HOBt in cyclization reaction. white amorphous 

powder; Yield: 7.28 mg (18% yield from Fmoc-D-Phe-O-resin); 

MALDI-MS (TOF): m/z calcd for C39H52N6O5 707.9 [M+H]+, 

found 707.5; HPLC: tR = 25.9 min (YMC-Pack ODS-AM); purity: >95% (HPLC analysis at 230 

nm).  
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(R)-tert-butyl 

2-((tert-butoxycarbonyl)amino))-3-(4-(pyridine-2-yl)phenyl)propanoate 

(S6). To a solution of (R)-tert-butyl 

2-((tert-butoxycarbonyl)amino)-3-(((4-trifluoromethyl)sulfonyl)oxy)phenyl)propanoate[59] (S5) (500 

mg, 1.07 mmol) in DMF (7.1 mL), 2-(tributylstannyl)pyridine (514 μL, 1.61 mmol), LiCl (136 mg, 

3.21 mmol), and Pd(PPh3)4 (124 mg, 0.107 mmol) were added under an argon atmosphere. After 

stirring for 5 h at 100 °C, the reaction was stopped by adding aqueous KF, and then further stirred 

for 12 h at room temperature. The mixture was extracted with AcOEt (×3). The combined organic 

extracts were washed with brine, dried over Na2SO4, and concentrated in vacuo. The residue was 

purified using flash column chromatography (10% K2CO3/SiO2 (w/w)[60], hexane/AcOEt = 90/10 to 

70/30) to afford S6 (300 mg, 70% yield) as a yellow oil. 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 1.36–1.38 

(m, 18H), 3.07 (d, J = 5.8 Hz, 2H), 4.40–4.47 (m, 1H), 4.97 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 7.14–7.25 (m, 3H), 

7.64–7.72 (m, 2H), 7.87 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 8.63 (d, J = 4.6 Hz, 1H); LRMS (ESI): m/z calcd for 

C23H30N2O4 399.2 [M+H]+, found 398.8.  

 

(R)-2-((((9H-fluoren-9-yl)methoxy)carbonyl)amino)-3-(4-(pyridin-2-yl)

phenyl)propanoic acid (S7). To a solution of S6 (180 mg, 0.452 mmol) in 

1,4-dioxane (0.9 mL), 4 N HCl/1,4-dioxane (3.6 mL) was added at 0 °C.[61] 

After stirring for 3 h at room temperature, the reaction was stopped by adding saturated aqueous 

NaHCO3 at 0 °C, and the mixture was extracted with AcOEt (×3). The combined organic extracts 

were washed with brine, dried over Na2SO4, and concentrated in vacuo to afford yellow oil, which 

was used without further purification. To a solution of this intermediate and i-Pr2NEt (236 μL, 1.36 

mmol) in CH2Cl2 (3.0 mL), a solution of Fmoc-Cl (175 mg, 0.678 mmol) in CH2Cl2 (1.5 mL) was 

added dropwise over 5 min at 0 °C under an argon atmosphere. After stirring for 6 h at room 

temperature, the reaction was stopped by adding 0.1% aqueous TFA at 0 °C, and the mixture was 

extracted with AcOEt (×3). The combined organic extracts were washed with brine, dried over 

Na2SO4, and concentrated in vacuo. The residue was purified using flash silica gel column 

chromatography (hexane/AcOEt = 95/5 to 70/30) to afford yellow oil. To a solution of this 

intermediate in CH2Cl2 (2.4 mL), TFA (0.6 mL) was added at 0 °C. After stirring for 15 h at room 

temperature, the reaction was stopped by adding saturated aqueous NaHCO3 at 0 °C, and the mixture 

was extracted with CHCl3 (×3). The combined organic extracts were washed with brine, dried over 

Na2SO4, and concentrated in vacuo. The residue was purified using re-precipitation with 

CO2tBu

NHBocN

CO2H

NHFmocN
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MeOH/Et2O to afford S7 (110 mg, 52% yield from S6) as a white solid. 1H NMR (500 MHz, 

DMSO-d6) δ: 2.95 (dd, J = 13.5, 7.7 Hz, 1H), 3.09–3.19 (m, 1H), 3.94–4.11 (m, 1H), 4.11–4.28 (m, 

3H), 6.89 (brs, 1H), 7.23–7.40 (m, 7H), 7.62 (d, J = 7.6 Hz, 2H), 7.80–7.94 (m, 6H), 8.63 (d, J = 4.0 

Hz, 1H); HRMS (ESI): m/z calcd for C29H24N2O4 465.1814 [M+H]+, Found 465.1803. 

 

 

cyclo-[klvf(4-(2-pyridyl))f] (23). Compound 23 was synthesized 

using S7 in a similar manner to that described for compound 3. 

white amorphous powder; Yield: 0.79 mg (1.9% yield from 

Fmoc-D-Phe-O-resin); MALDI-MS (TOF): m/z calcd for 

C40H53N7O5 712.9 [M+H]+, found 712.1; HPLC: tR = 19.9 min 

(YMC-Pack ODS-AM); purity: >95% (HPLC analysis at 230 nm).  

 

 

(R)-tert-butyl 

2-((tert-butoxycarbonyl)amino))-3-(4-(pyridine-3-yl)phenyl)propanoa

te (S8). Compound S8 was synthesized from S5 (500 mg, 1.07 mmol) in 

a similar manner to that described for compound S6. colorless oil; Yield: 332 mg (78% yield); 1H 

NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 1.34–1.36 (m, 18H), 2.98–3.10 (m, 2H), 4.38–4.47 (m, 1H), 5.01 (d, J = 

8.1 Hz, 1H), 7.20–7.31 (m, 3H), 7.43 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.76–7.81 (m, 1H), 8.50 (dd, J = 1.6, 4.8 

Hz, 1H), 8.75 (d, J = 2.4 Hz, 1H); LRMS (ESI): m/z calcd for C23H30N2O4 399.2 [M+H]+, found 

398.8. 

 

(R)-2-((((9H-fluoren-9-yl)methoxy)carbonyl)amino)-3-(4-(pyridin-3-yl)

phenyl)propanoic acid (S9). Compound S9 was synthesized from S8 (250 

mg, 0.627 mmol) in a similar manner to that described for compound S7. 

white solid; Yield: 183 mg (63% yield from S8); 1H NMR (500 MHz, DMSO-d6) δ: 2.93 (dd, J = 

10.8, 14.0 Hz, 1H), 3.15 (dd, J = 4.3, 14.0 Hz, 1H), 4.12–4.27 (m, 4H), 7.22–7.45 (m, 6H), 7.60–

7.88 (m, 8H), 8.26 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 8.64 (d, J = 5.2 Hz, 1H), 8.95 (s, 1H); HRMS (ESI): m/z 

calcd for C29H24N2O4 465.1814 [M+H]+, Found 465.1806. 
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cyclo-[klvf(4-(3-pyridyl))f] (24). Compound 24 was synthesized 

using S9 in a similar manner to that described for compound 3. 

white amorphous powder; Yield: 0.92 mg (1.1% yield from 

Fmoc-D-Phe-O-resin); MALDI-MS (TOF): m/z calcd for 

C40H53N7O2 712.9 [M+H]+, found 712.1; HPLC: tR = 19.8 min 

(YMC-Pack ODS-AM); purity: >95% (HPLC analysis at 230 nm).  

 

 

(R)-tert-butyl 

2-((tert-butoxycarbonyl)amino))-3-(4-(pyridine-4-yl)phenyl)propanoa

te (S10). Compound S10 was synthesized from S5 (500 mg, 1.07 mmol) 

in a similar manner to that described for compound S2. yellow oil; Yield: 393 mg (92% yield); 1H 

NMR (500 MHz, CDCl3) δ: 1.37 (s, 18H), 3.00–3.14 (m, 2H), 4.41–4.47 (m, 1H), 5.02 (d, J = 7.4 Hz, 

1H), 7.22–7.27 (m, 2H), 7.41–7.54 (m, 4H), 8.59 (d, J = 5.7 Hz, 2H); LRMS (ESI): m/z calcd for 

C23H30N2O4 399.2 [M+H]+, found 398.7. 

 

(R)-2-((((9H-fluoren-9-yl)methoxy)carbonyl)amino)-3-(4-(pyridin-4-yl)

phenyl)propanoic acid (S11). Compound S11 was synthesized from S10 

(300 mg, 0.753 mmol) in a similar manner to that described for compound 

S7. white solid; Yield: 174 mg (50% yield from S10); 1H NMR (500 MHz, DMSO-d6) δ: 2.93 (dd, J 

= 9.7, 13.8 Hz, 1H) 3.11–3.18 (m, 1H), 4.11–4.20 (m, 4H), 7.22–7.70 (m, 13H), 7.86 (d, J = 7.4 Hz, 

2H), 8.59 (d, J = 5.7 Hz, 1H); HRMS (ESI): m/z calcd for C29H24N2O4 465.1814 [M+H]+, Found 

465.1831. 

 

 

cyclo-[klvf(4-(4-pyridyl))f] (25). Compound 25 was synthesized 

using S11 in a similar manner to that described for compound 3. 

white amorphous powder; Yield: 0.90 mg (1.4% yield from 

Fmoc-D-Phe-O-resin); MALDI-MS (TOF): m/z calcd for 

C40H53N7O5 712.9 [M+H]+, found 712.3; HPLC: tR = 19.7 min 

(YMC-Pack ODS-AM); purity: >95% (HPLC analysis at 230 nm).  
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(R)-tert-butyl 

2-((tert-butoxycarbonyl)amino))-3-(4-(pyrimidine-5-yl)phenyl)propan

oate (S12). Compound S12 was synthesized from S5 (620 mg, 1.32 

mmol) in a similar manner to that described for compound S6. yellow oil; Yield: 485 mg (92% 

yield); 1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ: 1.38–1.42 (m, 18H), 3.06 (dd, J = 5.8, 13.8 Hz, 1H), 3.14 (dd, 

J = 6.3, 13.8 Hz, 1H), 4.43–4.50 (m, 1H), 5.05 (d, J = 7.4 Hz, 1H), 7.31 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 7.48 (d, 

J = 8.0 Hz, 2H), 8.91 (s, 2H), 9.17 (s, 1H); LRMS (ESI): m/z calcd for C22H29N3O4 400.2 [M+H]+, 

found 399.9. 

 

(R)-2-((((9H-fluoren-9-yl)methoxy)carbonyl)amino)-3-(4-(pyrimidin-5-

yl)phenyl)propanoic acid (S13). Compound S13 was synthesized from 

S12 (465 mg, 1.16 mmol) in a similar manner to that described for 

compound S7. yellow solid; Yield: 231 mg (43% yield from S12); 1H NMR (500 MHz, DMSO-d6) 

δ: 2.94 (dd, J = 10.9, 13.7 Hz, 1H) 3.15 (dd, J = 4.0, 13.7 Hz, 1H), 4.12–4.26 (m, 4H), 7.22–7.41 (m, 

4H), 7.43 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 7.60–7.66 (m, 2H), 7.72 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 7.78 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 

7.86 (d, J = 7.4 Hz, 2H), 9.08 (s, 2H), 9.15 (s, 1H); HRMS (ESI): m/z calcd for C28H23N3O4 

466.1767 [M+H]+, Found 466.1753. 

 

 

cyclo-[klvf(4-(5-pyrimidyl))f] (26). Compound 26 was 

synthesized using S13 in a similar manner to that described for 

compound 3. white amorphous powder; Yield: 0.30 mg (0.4% 

yield from Fmoc-D-Phe-O-resin); MALDI-MS (TOF): m/z calcd 

for C39H52N8O5 713.4 [M+H]+, found 713.6; HPLC: tR = 22.5 min 

(YMC-Pack ODS-AM); purity: >95% (HPLC analysis at 230 nm).  
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4-benzyl-2-chloropyridine (29). According to the literature[49], BnMgCl·LiCl 

(0.5 M in THF) was prepared using BnMgCl (55 mL, 55 mmol, 1.0 M in THF), 

LiCl (2.33 g, 55 mmol) and THF (55 mL). To a flame-dried flask filled with an 

argon gas, 2-chloropyridine (5.52 mL, 50 mmol) and dry THF (140 mL) were 

added. BF3·OEt2 (6.79 mL, 55 mmol) was added dropwise at 0 °C, and the mixture was stirred for 

15 min at 0 °C. Freshly prepared BnMgCl·LiCl (110 mL, 0.5 M in THF) was added at –43 °C, and 

the mixture was stirred for 3 h at –30 °C. Chloranil (24.6 g, 100 mmol) was added at room 

temperature, and the mixture was further stirred for 15 h. The reaction was stopped by adding 

saturated ammonia in water solution, and the mixture was filtered through a short pad of silica gel 

(eluted with AcOEt). The organic solvent was removed in vacuo, and the mixture was extracted with 

AcOEt (×3). The combined organic extracts were washed with brine, dried over Na2SO4, and 

concentrated in vacuo. The residue was purified by flash column chromatography (hexane/AcOEt = 

99/1 to 90/10) to afford 29 along with inseparable compounds. 

 

4-benzyl-2-chloropyridine N-oxide (30). m-Chloroperoxybenzoic acid 

(m-CPBA, 16.8 g, 75 mmol) was added to a solution of 29 in CH2Cl2 (100 mL) at 

0 °C under an argon atmosphere. After stirring for 16 h at room temperature, 

K2CO3 (13.8 g, 100 mmol) was added. After stirring for 3 h at room temperature, 

the mixture was filtered through a celite pad (eluted with CH2Cl2). The solvent was partially 

removed in vacuo, and the residue was purified by flash column chromatography (hexane/AcOEt = 

50/50 to AcOEt/MeOH = 95/5) to afford 30 (4.00 g, 36% from 28) as a yellow oil. 1H NMR (500 

MHz, CDCl3) δ: 3.84 (s, 2H), 6.92 (dd, J = 2.3, 6.5 Hz, 1H), 7.07 (d, J = 7.5 Hz, 2H), 7.15–7.27 (m, 

4H), 8.13 (d, J = 6.5 Hz, 1H). 

 

4-benzyl-6-chloropicolinonitrile (31). To a solution of 30 (3.80 g, 17.3 mmol) in 

CH3CN (17 mL), Et3N (2.52 mL, 26.0 mmol) and TMSCN (5.43 mL, 43.3 mmol) 

were added at room temperature under an argon atmosphere. After stirring for 48 

h under reflux, the reaction was stopped by adding 2 M aq. NaOH, and extracted 

with AcOEt (×3). The combined organic extracts were washed with brine, dried 

over Na2SO4 and concentrated in vacuo. The residue was purified by flash column chromatography 

(hexane/AcOEt = 95/5 to 70/30) to afford 31 (1.98 g, 50%) as a yellow oil. 1H NMR (500 MHz, 

CDCl3) δ: 3.99 (s, 2H), 7.13 (d, J = 6.9 Hz, 2H), 7.28–7.37 (m, 4H), 7.40 (s, 1H).  
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4-benzyl-6-phenoxypicolinonitrile (32). To a solution of NaH (34.6 mg, 

1.44 mmol, 55%) in DMF (3.3 mL), PhOH (130 mg, 1.38 mmol) was added 

at 0 °C under an argon atmosphere. After stirring for 5 min at the same 

temperature, a solution of 31 (300 mg, 1.31 mmol) in DMF (3.3 mL) was 

added dropwise at 0 °C. After stirring for 14 h at 80 °C, the reaction was stopped by adding 

satu-rated aqueous NaHCO3, and products were extracted with AcOEt (×3). The combined organic 

extracts were washed with brine, dried over Na2SO4 and concentrated in vacuo. The residue was 

purified by flash column chromatography (hexane/AcOEt = 98/2 to 80/20) to afford 32 (169 mg, 

59%) as a yellow green oil. 1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ: 4.03 (s, 2H), 6.97 (s, 1H), 7.14–7.46 (m, 

11H); LRMS (ESI): m/z calcd for C19H14N2O [M+Na]+ 309.1, found 308.7.  

 

4-benzyl-6-phenoxypicolinic acid (33). 1 M aqueous NaOH (4.2 mL) was 

added to a solution of 32 (169 mg, 0.590 mmol) in EtOH (4.2 mL) at room 

temperature under air. After stirring for 2 h under reflux, the organic solvent 

was removed in vacuo. The water phase was washed with Et2O, and acidified 

with 2 M aqueous HCl. The mixture was extracted with AcOEt (×3). The combined organic extracts 

were washed with brine, dried over Na2SO4 and concentrated in vacuo to afford 33 (168 mg), which 

was used in next step without further purification. 

 

4-benzyl-N-isopentyl-6-phenoxypicolinamide (27). To a solution of 33 

(84.0 mg) in DMF (2.8 mL), isopentylamine (47.9 μL, 0.413 mmol), 

i-Pr2NEt (144 μL, 0.825 mmol), HOBt (50.5 mg, 0.330 mmol) and 

EDC·HCl (63.3 mg, 0.330 mmol) were added at room temperature under an 

argon atmosphere. After stirring for 15 h at room temperature, the reaction 

was stopped by adding saturated aqueous NaHCO3, and products were 

extracted with AcOEt (×3). The combined organic extracts were washed with brine, dried over 

Na2SO4 and concentrated in vacuo. The residue was purified by preparative TLC (hexane/AcOEt = 

4/1) to afford 27 (60.1 mg, 54% from 32) as a colorless oil. 1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ: 0.85 (d, J 

= 6.3 Hz, 6H), 1.33 (q, J = 6.9 Hz, 2H), 1.49 (heptuplet, J = 6.9 Hz, 1H), 3.32 (q, J = 6.9 Hz, 2H), 

3.98 (s, 2H), 6.80 (s, 1H), 7.09 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 7.15–7.32 (m, 6H), 7.38 (t, J = 8.0 Hz, 2H), 7.46 

(br, 1H), 7.75 (s, 1H); 13C NMR (125 MHz, CDCl3) δ: 22.3 (2C), 25.5, 37.3, 38.0, 41.3, 113.7, 117.7, 

121.2, 124.8, 126.8, 128.8, 128.9, 129.5, 138.2, 147.7, 153.6, 155.7, 162.5, 163.5; HRMS (ESI): m/z 
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calcd for C24H26N2O4 [M+Na]+ 397.1892, Found 397.1906; HPLC: tR = 31.9 min (YMC-Pack 

ODS-AM); purity: >95% (HPLC analysis at 230 nm).  

 

Scheme S2 

 
 

4-benzyl-6-chloro-N-isopentylpicolinamide (S15). Compound S15 was synthesized in a similar 

manner to that described for compound 27. colorless oil; Yield: 45.7 mg (55% from 31); 1H NMR 

(500 MHz, CDCl3) δ: 0.88 (d, J = 6.3 Hz, 6H), 1.44 (q, J = 7.5 Hz, 2H), 1.61 (heptuplet, J = 6.9 Hz, 

1H), 3.39 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 3.94 (s, 2H), 7.08–7.28 (m, 6H), 7.70 (brs, 1H), 7.92 (s, 1H); LRMS 

(ESI): m/z calcd for C18H21ClN2O [M+H]+ 317.1, found 317.0. 

 

4-benzyl-N-isopentylpicolinamide (34). 10% Pd/C (15.3 mg) was added to a solution of S15 (45.7 

mg, 0.144 mmol) in MeOH (1.0 mL) at room temperature. After stirring under H2 (1 atm) for 24 h at 

room temperature, the mixture was filtered through a celite pad (eluted with MeOH). The solvent 

was removed in vacuo, and the residue was purified by preparative TLC (hexane/AcOEt = 3/1) to 

afford 34 (26.0 mg, 64%) as a colorless oil. 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 0.88 (d, J = 6.4 Hz, 6H), 

1.44 (q, J = 7.3 Hz, 2H), 1.62 (heptuplet, J = 6.9 Hz, 1H), 3.39 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 3.96 (s, 2H), 

7.08–7.28 (m, 6H), 7.93 (brs, 1H), 8.00 (s, 1H), 8.33 (d, J = 5.2 Hz, 1H); HRMS (ESI): m/z calcd for 

C18H22N2O [M+H]+ 283.1810, Found 283.1806; HPLC: tR = 26.7 min (YMC-Pack ODS-AM); 

purity: >95% (HPLC analysis at 230 nm).  
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Scheme S3 

 
 

2-bromo-6-phenoxypyridine (S16). Compound S16 was synthesized in a similar manner to that 

described for compound 32 (temperature: 100 °C). white powder; Yield: 5.00 g (82%); 1H NMR 

(400 MHz, CDCl3) δ: 6.79 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 7.15–7.32 (m, 4H), 7.44 (t, J = 8.0 Hz, 2H), 7.54 (t, J 

= 8.6 Hz, 1H); LRMS (ESI): m/z calcd for C11H8BrNO [M+Na]+ 272.0, found 271.6. 

 

N-isopentyl-6-phenoxypicolinamide (35). n-BuLi (15.2 mL, 63.8 mmol, 2.6 M) in hexane was 

added to a solution of S16 (9.05 g, 36.0 mmol) in Et2O (300 mL) and THF (60 mL) at –78 °C under 

an argon atmosphere.  After stirring for 15 min at the same temperature, the mixture was bubbled 

with CO2 gas through conc. H2SO4. The reaction temperature was allowed to rise to room 

temperature, and the mixture was stirred for 2 h. The reaction was stopped by adding 1 M aqueous 

NaOH, and the water phase was washed with AcOEt. The mixture was acidified with 1 M aqueous 

HCl, and products were extracted with AcOEt (×3). The combined organic extracts were washed 

with brine, dried over Na2SO4 and concentrated in vacuo to afford S17, which was used in next step 

without further purification. To a solution of S17 in DMF (125 mL), isopentylamine (2.9 mL, 25.0 

mmol), i-Pr2NEt (6.5 mL, 38 mmol), HOBt (3.80 g, 25.0 mmol) and EDC·HCl (4.80 g, 25.0 mmol) 

were added at room temperature under an argon atmosphere. After stirring for 15 h at room 

temperature, the reaction was stopped by adding saturated aqueous NaHCO3, and products were 

extracted with AcOEt (×3). The combined organic extracts were washed with brine, dried over 

Na2SO4 and concentrated in vacuo. The residue was purified by flash column chromatography 

(hexane/AcOEt = 90/10 to 70/30) to afford 35 (2.08 g, 20% from S16) as a pale yellow oil. 1H NMR 

(400 MHz, CDCl3) δ: 0.81 (d, J = 6.8 Hz, 6H), 1.31 (q, J = 7.3 Hz, 2H), 1.46 (heptuplet, J = 6.8 Hz, 
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1H), 3.29 (q, J = 6.7 Hz, 2H), 6.93 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 7.05–7.38 (m, 5H), 7.45 (brs, 1H), 7.73–7.84 

(m, 2H); HRMS (ESI): m/z calcd for C17H20N2O2 [M+Na]+ 307.1422, Found 307.1416; HPLC: tR = 

27.7 min (YMC-Pack ODS-AM); purity: >95% (HPLC analysis at 230 nm).  

 

4-benzyl-N-methyl-6-phenoxypicolinamide (36). 

 
Compound 36 was synthesized in a similar manner to that described for compound 27. colorless oil; 

Yield: 22.0 mg (47% from 32); 1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ: 2.87 (d, J = 5.2 Hz, 3H), 3.99 (s, 2H), 

6.80 (s, 1H), 7.08 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 7.16–7.47 (m, 9H), 7.77 (s, 1H); HRMS (ESI): m/z calcd for 

C20H18N2O2 [M+H]+ 341.1266, Found 341.1251; HPLC: tR = 27.2 min (YMC-Pack ODS-AM); 

purity: >95% (HPLC analysis at 230 nm). 

 

Scheme S4 

 

 

4-benzyl-2-chloro-6-phenoxypyrimidine (S19). To a solution of t-BuOK (621 mg, 5.53 mmol) in 

THF (16 mL), PhOH (501 mg, 5.53 mmol) was added at 0 °C under an argon atmosphere. After 

stirring for 5 min at the same temperature, a solution of S18[62] (1.23 g, 5.27 mmol) in THF (10 mL) 
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was added dropwise at 0 °C. After stirring for 3 h at room temperature, the reaction was stopped by 

adding saturated aqueous NH4Cl and products were extracted with AcOEt (×3). The combined 

organic extracts were washed with brine, dried over Na2SO4 and concentrated in vacuo. The residue 

was purified by flash column chromatography (hexane/AcOEt = 99/1 to 90/10) to afford S19 (1.20 g, 

79%) as a pale yellow oil. 1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ: 4.03 (s, 2H), 6.48 (s, 1H), 7.07 (d, J = 8.0 

Hz, 2H), 7.20–7.43 (m, 8H). 

 

4-benzyl-6-chloropyrimidine-2-carbonitrile (S20). To a solution of S19 (446 mg, 1.55 mmol) in 

DMF (7.8 mL), Zn(CN)2 (273 mg, 2.33 mmol) and Pd(PPh3)4 (89.6 mg, 0.0775 mmol) were added 

at room temperature under an argon atmosphere. After stirring for 1 h at 160 °C, the reaction was 

stopped by adding 2 M aqueous NaOH, and products were extracted with AcOEt (×3). The 

combined organic extracts were washed with brine, dried over Na2SO4 and concentrated in vacuo. 

The residue was purified by flash column chromatography (hexane/AcOEt = 99/1 to 90/10) to afford 

S20 (316 mg, 71%) as a pale yellow oil. 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 4.07 (s, 2H), 6.77 (s, 1H), 

7.07 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 7.23–7.46 (m, 8H). 

 

N-(adamantan-2-yl)-4-benzyl-6-phenoxypyrimidine-2-carboxamide (37). 1 M aqueous NaOH 

(1.0 mL) was added to a solution of S20 (32.0 mg, 0.111 mmol) in t-BuOH (1.0 mL) at room 

temperature under air. After stirring for 1 h at 110 °C, the reaction was stopped by adding 2 M 

aqueous HCl, and products were extracted with AcOEt (×3). The combined organic extracts were 

washed with brine, dried over Na2SO4 and concentrated in vacuo to afford S21, which was used in 

next step without further purification. To a solution of S21 in DMF (1.1 mL), 2-adamantanamine 

hydrochloride (31.3 mg, 0.167 mmol), i-Pr2NEt (77.3 μL, 0.444 mmol), and 

O-(7-azabenzotriazol-1-yl)-N,N,N’,N’-tetramethyluronium hexafluorophosphate (HATU, 50.6 mg, 

0.133 mmol) were added at room temperature under an argon atmosphere. After stirring for 3 h at 

room temperature, the reaction was stopped by adding saturated aqueous NaHCO3, and extracted 

with AcOEt (×3). The combined organic extracts were washed with brine, dried over Na2SO4 and 

concentrated in vacuo. The residue was purified by preparative TLC (hexane/AcOEt = 7/3) to afford 

37 (20.0 mg, 41% from S20) as a white solid. 1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ: 1.37–1.86 (m, 14H), 

4.14 (d, J = 9.2 Hz, 1H), 4.23 (s, 2H), 6.66 (s, 1H), 7.10 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 7.20–7.42 (m, 8H), 8.12 

(d, J = 9.2 Hz, 1H); HRMS (ESI): m/z calcd for C28H29N3O2 [M+H]+ 462.2157, Found 462.2153; 

HPLC: tR = 37.2 min (YMC-Pack ODS-AM); purity: >95% (HPLC analysis at 230 nm). 
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Preparation of Aβ1–42 stock solution. Stock solutions of O-acyl isopeptide in 0.1% aqueous TFA 

and native Aβ1–42 in 0.02% aqueous ammonia were prepared in the same manners as described in 

Ref 58. 

 

Thioflavin-T (ThT) Fluorescence. The ThT assay was conducted in a similar manner as that 

described in Ref 58. In brief, a stock solution of the O-acyl isopeptide was thawed and diluted with 

an equal volume of phosphate buffer (0.2 M, pH 7.4), and additional phosphate buffer (0.1 M, pH 

7.4) was added to obtain 10 μM of the peptide solution. To the solution, an appropriate amount of 

each inhibitor was added as a DMSO solution to adjust the final concentration to a desired one (10, 

30, 50, 90, or 100 μM inhibitor). The same volume of DMSO was added to “Aβ only” sample as a 

control. The prepared sample was incubated at 37 °C for the desired time periods. The aliquot 

sample was mixed with 50 μM ThT in 50 mM glycine-NaOH buffer (pH 8.5) and the mixture was 

subjected to ThT fluorescence assay. The fluorescence was measured at an emission wavelength of 

480 nm and an excitation of 440 nm. I checked that absorption of inhibitors 27 and 37 at the 

concentration of the assay at 440 nm (where ThT is excited) was below the detection limit. In 

addition, the ThT fluorescence value of “Aβ1–42 alone” sample underwent little change when 

representative inhibitors 3, 4, 9, 27, and 37 were added to the solution of Aβ1–42 and then ThT was 

successively added to the mixture solution (Figure), indicating that the fluorescence values were not 

interfered by the presence of the inhibitors. In the assay using native Aβ1–42 (instead of O-acyl 

isopeptide), similar inhibitory activities [ThT intensity: Aβ1–42 alone (10 μM, incubated at 37 °C for 

3 h): 100%; Aβ1–42 + 1 (10 μM + 30 μM): 96%; Aβ1–42 + 3 (10 μM + 30 μM): 52%*; Aβ1–42 + 4 

(10 μM + 30 μM): 49%*; Aβ1–42 + 27 (10 μM + 50 μM): 79%**, n = 4–15, *p<0.01 vs. Aβ1–42 + 

1, **p<0.01 vs. Aβ1–42 alone (Student’s t-test)] were observed to those observed using O-acyl 

isopeptide. 
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Figure. Influences of representative inhibitors on the binding of aggregated Aβ1–42 with ThT in the 

fluorescence assay. Red bar: 10 μM of Aβ1–42 was incubated at 37 °C for 3 h and then applied to 

the ThT fluorescence assay (final concentration of Aβ1–42: 0.24 μM, ThT: 1.2 μM), black bars: 3, 4, 

9, and 37 (equal molar concentration to ThT) and 27 (3-fold excess molar concentration to ThT) 

were added to the solution of Aβ1–42 (0.24 μM), and after 5 min ThT (1.2 μM) was successively 

added to the mixture solution. Mean ± S.D., n = 3. 

 

Sedimentation assay. The sedimentation assay was conducted in a similar manner as that described 

in Ref 50. In brief, a stock solution of O-acyl isopeptide was thawed and diluted with an equal 

volume of phosphate buffer (0.2 M, pH 7.4), and additional phosphate buffer (0.1 M, pH 7.4) was 

added to obtain 10 μM of the peptide solution. To the solution, an appropriate amount of 27 was 

added as a DMSO solution to adjust the final concentration to a desired one (30 or 100 μM inhibitor). 

The same volume of DMSO was added to “Aβ only” sample as a control. The prepared sample was 

incubated at 37 °C for the desired time periods (0, 3, 6 h). After a centrifugation (10,000 rpm) at 

room temperature for 5 min on MiniSpin (Eppendorf Co. Ltd., Hamburg, Germany), the upper 

three-quarters fraction of the solution was collected and the concentration of Aβ was analyzed by 

reverse-phase HPLC. 

 

Atomic Force Microscope. The experiment of atomic force microscope was performed in a similar 

manner as that described in Ref 58. In brief, stock solution of the O-acyl isopeptide was thawed and 

diluted with 0.1 M 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid (HEPES) buffer (pH 7.4) 
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including 100 mM NaCl to obtain 10 μM of the peptide solution. The inhibitor in DMSO was added 

to the desired concentration (10, 30 μM). The same volume of DMSO was added for the control 

experiments. The prepared sample was incubated at 37 °C for 6 h. The aliquot sample was spotted on 

freshly cleaved mica, incubated at room temperature for 3 min, rinsed with 20 μL of filtered 

deionized water and dried in air.  

 

SDS-PAGE. A stock solution of O-acyl isopeptide was thawed and diluted with an equal volume of 

phosphate buffer (0.2 M, pH 7.4), and additional phosphate buffer (0.1 M, pH 7.4) was added to 

obtain 10 μM of the peptide solution. To the solution, an appropriate amount of 27 was added as a 

DMSO solution to adjust the final concentration to 100 μM. The same volume of DMSO was added 

to “Aβ only” sample as a control. The prepared sample was incubated at 37 °C for the desired time 

periods (0, 1, 3, 6 h). The incubated sample was mixed with SDS sample buffer and the mixture 

solution was analyzed on Novex® 4–20% Tris-glycine gel (Invitrogen, California, USA) with 

Tris-glycine SDS running buffer under non-reducing condition. Molecular weight was estimated 

with SeeBlue® pre-stained standard (Invitrogen, California, USA). The gel was silver-stained with 

SilverXpress silver staining kit (Invitrogen, California, USA) according to a manufacture’s protocol. 

 

Serum stability. A DMSO solution of the inhibitor (1 mM, 1 μL) was added to 1 mL of human 

serum (Sigma-Aldrich, Inc., Milwaukee, WI, USA) to a final concentration of 1 μM, and the mixture 

was incubated at 37 °C for the desired time periods (0 min, 10 min, 6 h). 400 μL aliquot of the 

solution was withdrawn, and then 800 μL of acetonitrile was added to the solution. The resulting 

precipitates were spun down by centrifugation (10, 000 rpm, 5 min), and the supernatant was 

analyzed using LC-MS/MS TripleTOF™ 4600 (ABSCIEX, Massachusetts, USA). 
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総括 
 

本研究では、AD 治療薬の医薬リード創出を目指し、Aβ の 16‒20 番目の部分フラグメン

ト、KLVFF をベースとした、高活性でドラッグライクな凝集阻害剤の設計・合成に取り組

んだ。高活性でドラッグライクな凝集阻害剤の設計方針として、ペプチドの環化戦略に着

目した。ペプチドの環化により、活性の向上と、加水分解酵素に対する安定性、細胞膜透

過性の改善が期待できると考えたためである。 

 

第 1 章では、凝集阻害活性の向上と、凝集阻害におけるファーマコフォアの同定を目的

とし、KLVFF の環化誘導化を検討した。その結果、KLVFF を head-to-tail で環化することに

より、凝集阻害活性が有意に向上することを見出した。更に、環状 KLVFF の構造活性相関

を検討した結果、主鎖のアミド結合がほとんど関与しない、Leu2、Val3、Phe4、Phe5の 4 つ

の側鎖構造から成るファーマコフォアモチーフを同定した。本モチーフは、鎖状 KLVFF と

は異なり、主鎖のアミド結合が活性発現にほとんど寄与しない点でユニークである。 

 

第 2 章では、今回見出した環状 KLVFF 誘導体の医薬リードとしての可能性を検証するこ

とを目的とし、1)凝集阻害活性向上を指向した構造修飾、2)凝集阻害メカニズムの解析、3)

神経毒性の軽減作用、4)ヒト血清中での安定性についてそれぞれ検討した。まず、活性向上

を目指し、第 1 章で得られた構造活性相関情報を基に構造修飾を検討した結果、凝集阻害

活性を 3 倍程度向上させることに成功した。そして、環状 KLVFF 誘導体の凝集阻害メカニ

ズムを 8 つの相補的な生物物理学的、生化学的なアッセイにて解析した結果、環状 KLVFF

誘導体は Aβ を低毒性 off-pathway オリゴマーに誘導することを明らかにした。この結果よ

り、Aβ の凝集を阻害することにより、その神経毒性を軽減できる可能性が示されたと考え

られる。更に、環状 KLVFF 誘導体はヒト血清中で高い安定性を示し、加水分解酵素に対す

る安定性が高いことが示唆された。以上の検討結果より、環状 KLVFF 誘導体は、AD 治療

薬の有望な医薬リードとなり得ると考えられる。 

第3章では、KLVFFをベースとした非ペプチド性低分子凝集阻害剤の導出を目的とした。

今回見出した、主鎖のアミド結合が阻害活性発現にほとんど関与しない環状 KLVFF のファ

ーマコフォアモチーフを基に模倣すれば、非ペプチド性の低分子凝集阻害剤が創製できる

のではないかとの着想の基、ピリジン誘導体を設計、合成した。その結果、ベースとした

ペプチドとほぼ同等の凝集阻害活性を有する低分子阻害剤の創製に成功した。ここで、今

回新たに設計・合成した低分子阻害剤ピリジン誘導体はの物性パラメータを算出したとこ
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ろ、脂溶性以外の項目は Lipinski の法則における基準値を満たしたことから、ドラッグライ

クな化合物であることが示唆された。併せて、構造変換により活性の向上も期待できるこ

とが示唆された。従って、ドラッグライクネスと構造の展開性という観点から、ピリジン

誘導体は有望な医薬リードとなり得ると考えられる。 

本研究は凝集阻害剤研究において、ペプチド性阻害剤をベースとして論理的に低分子阻

害剤を導出した初めての成功例であると考えられる。環状 KLVFF のファーマコフォアモチ

ーフを基盤とし、論理的に非ペプチド性低分子凝集阻害剤を創製した本研究の方法論は、

今後の Aβ 凝集阻害剤の探索研究に有用と考えられる。化合物ライブラリーからのランダム

スクリーニングに代わって、本ファーマコフォアを基にした、より効率的な化合物スクリ

ーニングが可能になると考えられる。 

以上のように、本研究では KLVFF をベースとし、有望な医薬リードとなり得る凝集阻害

剤として、環状 KLVFF 誘導体及びピリジン／ピリミジン誘導体の創製に成功した。本研究

を通じて得られた知見が、今後の Aβ 凝集阻害剤研究の発展、延いては AD 治療薬の開発に

貢献できれば幸いである。 
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