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１章  

研究背景-‐‑‒タンパク質リン酸修飾-‐‑‒  
  

生体内のタンパク質は本来の機能に加えて、「翻訳後修飾」と呼ばれる化学修飾を受けることで

さらなる機能多様性を獲得している。この章ではその翻訳後修飾ならびに本論文の主題である

タンパク質リン酸修飾について紹介する。  

  

  

●   1.1  タンパク質の翻訳後修飾系 1                                                                                                                          

  

   細胞内の全てのタンパク質は「セントラルドグマ」と呼ばれる⼀一連の過程を経て、DNAにコ

ードされた情報を基に翻訳される。⼩小胞体において合成されたタンパク質は、各オルガネラへ

と輸送され、それぞれの局在を⽰示しその機能を発揮している。これらのタンパク質はさらに「翻

訳後修飾」と呼ばれる化学修飾を受け、その性質が制御されることが明らかとなっている 1。こ

の化学修飾には、メチル化、アセチル化、リン酸化などといった⽐比較的⼩小さなものから、⻑⾧長鎖

脂肪酸化（脂質化）、グリコシル化、ユビキチン化などの⼤大きなものが結合する例が報告されて

いる。この翻訳後の化学修飾によって、細胞は個々のタンパク質の機能を緻密に制御し、外的

環境の変化やホルモン、薬剤などの各種刺激に対する素早く、柔軟な応答を可能にしている。

おそらく、翻訳後修飾無しでは、細胞内の複雑なネットワークは機能しないであろうことが予

想される。  

   タンパク質の翻訳後修飾は主に⼆二つのカテゴリーに分類できる。⼀一つ⽬目はタンパク質のアミ

ノ酸側鎖に特定の官能基が付与するものである（表１）。これは酵素依存的または⾮非依存的に起

こりうる。その中でもタンパク質リン酸化、アシル化、アルキル化、グリコシル化、酸化（図 1）

は⼀一般的によくみられる修飾系であり、その被修飾タンパク質の豊富さから、ホスホプロテオ

ーム、アシロームなどといった造語がつくられている。⼆二つ⽬目のカテゴリーとしては、タンパ

ク質の主鎖が開裂し、機能が調節されるものである。その代表的なものとして、プロインスリ

ンの開裂によるインスリンの⽣生成があげられる（図 2）。  
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C-hydroxylation

Residue Reaction Residue Reaction

表 1.   アミノ酸側鎖が修飾される翻訳後修飾  
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図 2.   プロインスリンの開裂による  
         インスリンの⽣生成  図 2.   代表的な共有結合性翻訳後修飾  
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●   1.2  タンパク質リン酸化                                            

     

   先に述べた翻訳後修飾の⼀一つとして「タンパク質リン酸化」が挙げられる。タンパク質リン

酸化はタンパク質上の Ser/Thr 残基もしくは Tyr 残基に対してリン酸基が付与するという修飾

系である（近年ではヒスチジンに対するリン酸化 2も報告されている）。この反応はプロテイン

キナーゼによって触媒され、リン酸ドナーである ATP、マグネシウムの存在下で上記アミノ酸

残基のヒドロキシ基に対してリン酸基を付与する（図 3）。逆反応、すなわち脱リン酸化反応は

プロテインホスファターゼによって触媒される。これらキナーゼ、ホスファターゼの働きによ

って、被リン酸化タンパク質の機能は時空間的に緻密に制御されている。ほ乳類においてプロ

テインキナーゼは約 500 種以上存在するとされる 3。さらに、キナーゼ触媒活性を有すると推測

される遺伝⼦子は全ゲノムの約 2%を占める 4ことや、細胞内の全タンパク質の約 30%がリン酸化

を受けうる 5ことも推測されており、細胞環境におけるタンパク質リン酸化の重要性が伺える。

この反応には細胞内に豊富に存在する ATP を利⽤用していることから、細胞にとってリン酸化は

もっとも素早くかつ便利な情報伝達⼿手段なのであろうと考えられる。  

   タンパク質がリン酸修飾を受けると、その活性、構造、タンパク質間相互作⽤用、局在などが

変化する 6。これにより⼀一つのタンパク質における機能多様性が与えられ、様々な状態変化に対

する柔軟性が保証される。その機能調節機構はタンパク質種によって様々であるが、触媒活性

部位近傍にリン酸化が起こり、酵素の活性に影響を与える例や、負電荷をもつリン酸基とタン

パク質中アルギニン残基の正電荷が引きつけあうことにより構造変化が引き起こされるという

例が報告されている 6（図 4）。  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

     

図 3.   タンパク質リン酸化の反応機構  
図 4.   リン酸化アミノ酸残基とアルギ     
               ニン残基との相互作⽤用 1  
（Cdk2  pThr160 の例を⽰示す）  
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●   1.3  プロテインキナーゼとリン酸化シグナル                                     

  

   本研究の主題は「プロテインキナーゼを介したリン酸化シグナル制御」であるがため、ここ

でそのプロテインキナーゼについて簡単に紹介する。  

   前節で述べた通り、プロテインキナーゼとはタンパク質の側鎖にリン酸基を付与する機能を

有する酵素の総称である。全てのプロテインキナーゼはその構造中に約 280aa ほどの⾼高度に保

存されたキナーゼ触媒活性ドメインを有しており、この部位において、ATP、基質との相互作

⽤用、つづくリン酸化反応が起こる。この領域以外の配列や三次元構造、または細胞内局在の差

などにより、プロテインキナーゼは固有の機能や基質選択性を獲得しているものと考えられる。  

   プロテインキナーゼはチロシンに対してリン酸化を起こすもの（tyrosine  kinase）、またセリ

ン/スレオニンに対してリン酸化を触媒するもの（serine/threonine  kinase）の⼆二つに⼤大別され

る。チロシンキナーゼは受容体型のものが多く知られ、例としてインスリン受容体や上⽪皮成⻑⾧長

因⼦子受容体が挙げられる。セリン/スレオニンキナーゼは可溶性タンパク質が多く知られ、チロ

シンキナーゼ（約 100 種類）と⽐比較して多くの種類（約 400 種以上）が報告されている 7。  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

図 5.   ヒトゲノムにコードされているキナーゼ遺伝⼦子の系統樹 7  
      ⇒配列相同性などにより８つのファミリーに分類することができる。  
CK1:  Casein  kinase1  family,  AGC:  Protein  A,  G  and  C  kinase  family,  CAMK:  Calcium/Calmodulin-‐‑‒dependent  
kinase  family,  CMGC:  Cyclin-‐‑‒dependent  kinase  family.  RGC:  Receptor  guanylate  cyclase  family,  TK:  Tyrosine  
kinase  family,  TKL:  Tyrosine  kinase-‐‑‒like  family,  STE:  Sterile  20  serine/Threonine  kinase  family  
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   プロテインキナーゼが関与するタンパク質リン酸化はある⼀一連のカスケードに沿って連続し

て起こることが多い。その⼀一例として Mitogen-‐‑‒Activated   Protein（MAP）キナーゼシグナル

経路を図 6に⽰示す 8。ホルモン、薬剤などの外部刺激が受容体型キナーゼに結合することよりシ

グナル伝達が開始し、複数のプロテインキナーゼを含む⼀一連のタンパク質群によってシグナル

が伝達され、最終的にエフェクターと呼ばれるタンパク質を制御することで表現型が⽣生み出さ

れる。⼀一般的にキナーゼの発現量はシグナル下流のキナーゼの⽅方が多いことが知られており、

この発現量の差により、外部刺激が何倍、何百倍にも増幅される。このようにリン酸化シグナ

ルカスケードはシグナル伝達系において重要な働きをしており、この伝達系を通じて様々な信

号を細胞内部へと伝え、適切な⽣生体応答を引き起こす。  
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図 6.  MAP キナーゼカスケード 8  
   まず外部刺激として EGF などの増殖因⼦子が EGFR 等の膜上チロシンキナーゼ型受容体に結合する。こ
れは⾃自⼰己リン酸化活性を有し、⾃自⾝身のチロシン残基をリン酸化する。その後、SH2 と呼ばれるチロシンリ
ン酸を認識するドメインを有するアダプタータンパク質の介在により、下流の Raf と呼ばれるキナーゼを
活性化する。この Raf キナーゼは下流のMEKを活性化、続いて ERK の活性化が続いて起こる。この ERK
は下流の様々なエフェクタータンパク質と呼ばれる基質タンパク質をリン酸化し、細胞増殖をはじめとし
た種々の⽣生体応答を引き起こす。  
  

外部刺激（ホルモン、薬剤）  

表現系の変化  

キナーゼ群によるシグナル伝達  
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●   1.4 リン酸化シグナル制御                                                                 

  

   タンパク質リン酸化は、発⽣生、細胞増殖、オートファジー、免疫系応答、⾎血管新⽣生を含む様々

な細胞活動に関与していることが明らかとなっている 7。また、ホスファターゼ阻害剤（オカダ

酸やミクロシスチン）が強⼒力な発ガンプロモーターとして機能する 9-‐‑‒10ことや、キナーゼ阻害剤

が抗がん活性を指向した医薬として数多く開発されている 11 ことなどから、がんの病態⽣生理に

おいてもリン酸化シグナルが⼤大きく寄与していることが推測される。さらに、エネルギー代謝

経路においてもタンパク質リン酸化の関与が報告 7されており、糖尿病やメタボリックシンドロ

ームなどの代謝性疾患における治療標的としてもリン酸化経路は注⽬目されている 12。  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

   キナーゼ、ホスファターゼの活性を制御することで、基質のリン酸化に基づくシグナルが増

幅/減弱しうるため、これらの酵素の機能制御⼿手法はリン酸化シグナル解析や、創薬化学の観点

から極めて重要である。キナーゼの機能制御⼿手法としては、RNA ⼲干渉法などの遺伝⼦子的な発現

制御やその阻害剤を⽤用いて⾏行うことが⼀一般的である。これらの⼿手法を⽤用いキナーゼの発現や機

能を制御することで、これまでに数多くのリン酸化シグナルが解析されてきた。その解析実験

の流れを図 8 に⽰示す。まず、遺伝⼦子的な発現調節や化合物によって特定のキナーゼの機能を増

幅/減弱させる。その後、キナーゼの機能制御によりリン酸化が増減したタンパク質群を同定す

る（⼆二次元電気泳動後の質量分析やリン酸化タンパク質を濃縮した後に LC-‐‑‒MS/MS など）。そ

の後、相互作⽤用解析や、精製タンパク質を⽤用いた実験を通してキナーゼ基質を同定する。さら

に、その基質の発現制御や機能制御を⾏行い、表現型との相関を観察することで、その基質のリ

ン酸化シグナル内における役割を明らかにする。このような⼿手順を繰り返すことで、そのシグ

ナルに関与すると予想される⼀一連のタンパク質群を同定していく。  

  

図 7.   慢性⾻骨髄性⽩白⾎血病原因タンパク質 Bcr-‐‑‒Abl
と分⼦子標的薬グリベック 11,13     
慢性⾻骨髄性⽩白⾎血病では、フィラデルフィア染⾊色体とよば
れる異常遺伝⼦子がみられ、Bcr-‐‑‒Abl という異常なチロシ
ンキナーゼが発現する。この Bcr-‐‑‒Abl のキナーゼ活性
を阻害する分⼦子標的薬としてイマチニブ（グリベック
®）がノバルティスファーマ社より開発された。慢性⾻骨
髄性⽩白⾎血病においては平均⽣生存率が 4-‐‑‒5 年とされてい
たが、グリベックの投与により 7 年⽣生存率 86%と⼤大き
く⽣生存率が改善されることが報告されている。  

フィラデルフィア  
染色体   Bcr-Abl  

癌細胞増殖  

イマチニブ  
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キナーゼ活性抑制条件
（RNAi  or   阻害剤）  

キナーゼ活性増進条件  
（過剰発現   or  活性化剤）  

キナーゼ基質の同定  
（LC-MS/MS、2D-電気泳動→MS）  

リン酸化タンパク質の濃縮  
（免疫沈降、IMAC、TiO2 カラム…）  

■  リン酸化シグナル解析実験（特定の表現型変化に関与するシグナルを解析したい）  

基質のリストアップ  

A   B   C   D  

対象基質の発現制御（ノックアウト/ダウン）  

表現型の変化を観察  

図 8.   リン酸化シグナル解析⼿手順  
   ⼀一般的によく⽤用いられているリン酸化シグナル解析⼿手順を⽰示す。まず特定のキナーゼの活性を抑えた
条件または活性化させた条件の細胞を⽤用意する。これには遺伝⼦子的な発現制御や阻害剤が利⽤用される。
その後、⼆二次元電気泳動や質量分析装置を⽤用いて、キナーゼ基質を同定する。⽂文献調査などをもとに、
同定した複数の基質からあたりを付け、その発現を制御する。この発現制御に基づく表現型の変化を観
察することで、シグナルに関わるタンパク質とその機能を同定していく。  

A   B   C   D  z 

リン酸化シグナルの制御（抑制 or 活性化）  
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●   1.5   既存のリン酸化シグナル誘起手法の問題点                                                     

  

   このような⽅方法により⼤大規模なリン酸化プロテオーム解析が実施され、これまでに数多くの

リン酸化シグナルが解析されてきた。この解析⼿手法において、ある特定のリン酸化シグナルを

解析したい場合、時空間的に出来るだけ限定された範囲でのリン酸化シグナル誘起が重要であ

ると考えられる。例えば、現在リン酸化シグナル解析にて利⽤用されているキナーゼ阻害剤は⼗十

分なキナーゼ選択性を有していない 14 ものが多く、複数のキナーゼ阻害にもとづく多くの基質

タンパク質が影響されてしまうため、観察したいシグナルを抽出して解析することは難しい。

さらに強調したいことは、特定のキナーゼの発現制御や選択的な阻害剤を⽤用いた場合において

も、単⼀一基質にもとづく特定のリン酸化シグナルの誘起は難しいということである。これは、

キナーゼの基質多様性に由来する。キナーゼの多くは１種類の下流基質をリン酸化するもので

はなく、複数の基質をリン酸化しうることが知られている。⽣生理的環境においては、キナーゼ

と基質タンパク質をつなぐアダプター分⼦子の介⼊入や発現、局在等の差により基質選択性を表す

ものと考えられているが、RNA⼲干渉 15や阻害剤等によって強制的に機能制御した場合には下流

基質の多くが⾮非選択的にリン酸化されうる。複数のシグナルが伝達していると考えられる状況

において表現型を観察したとしても、キナーゼ下流のどの基質のリン酸化に基づく表現型かは

断定できず、詳細なシグナル解析を⾏行うことは困難であると考えられる。  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

観察したいシグナル  

図 9.   選択的なリン酸化シグナル誘起は困難である  
            ある特定のシグナル伝達経路を解析したい場合には、できるだけそのシグナルのみを活性化  
            させるように⼯工夫すべきである。細胞内には無数のプロテインキナーゼが存在している為、  
            ⾮非選択的なキナーゼ阻害剤を⽤用いた場合には複数のシグナル経路が影響を受けてしまうと考  
            えられる。  
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   特定の基質タンパク質に基づくリン酸化シグナルを誘起する⼿手法として、基質の Ser/Thr を

アルギニン酸やグルタミン酸といった残基へと変異させるリン酸ミミック法 16-‐‑‒18 が報告されて

いる（図 10 上）。リン酸ミミック法では負電荷を帯びたリン酸基をカルボキシル基へと変換す

ることでリン酸修飾を模倣するというものである。しかしながら、リン酸基とカルボキシル基

では価数が異なることや時空間的な制御は不可能であることなど、問題点もある。別の⼿手法と

して、リン酸化タンパク質を化学的に合成する⼿手法 19が報告されている（図 10 下）。これは、

化学的にリン酸化ペプチド断⽚片を合成した後に基質タンパク質断⽚片へとつなぎ合わせる 20 こと

で合成される。実際にこの⼿手法を⽤用いて、リン酸化タンパク質を合成しその機能を解析した例

19が報告されている。しかしながら、この⽅方法では、リン酸化ペプチドの合成が短い断⽚片に限ら

れることから末端部位にリン酸化サイトを有するタンパク質の合成しか⾏行う事はできない。ま

た、合成したリン酸化タンパク質の細胞導⼊入も煩雑な⼿手順を踏むため汎⽤用的とはいえない。こ

れら⼆二つの⼿手法も万能ではなく、適⽤用範囲が限定されることや、変異導⼊入、タンパク質合成に

⼿手間がかかるなど汎⽤用的な⼿手法とするには問題があると⾔言える。すなわち、既存の⼿手法では単

⼀一基質のリン酸化を誘導することは簡単ではなく、これがリン酸化シグナル解析における⾜足枷

となっている。  
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図 10.   特定タンパク質のリン酸化誘導⼿手法  
               ■   リン酸化アミノ酸ミミック法:  リン酸基の電荷を模倣し、カルボキシル基を有するアミノ酸で        
                              あるアスパラギン酸やグルタミン酸へと点変異を導⼊入する⽅方法  
         ■   リン酸化タンパク質半合成法:   タンパク質末端部位に由来するリン酸化ペプチドを化学合成し        
                              た後に、対象タンパク質へとライゲーションすることでリン酸化タンパク質を得る⽅方法  
  

POI   p-peptide  

  
リン酸化基質  

【リン酸基ミミック変異導入】  

【p-peptide 合成+ligation】  

変異   aspartic acid 

glutamic acid 

化学合成  

〜15kDa 
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2 章  
研究課題の提案  

  

全章で述べた通り、遺伝子的な発現制御や阻害剤による機能制御などの既存の手法では特定の

キナーゼ下流基質のリン酸化制御は困難である。本研究では、AMP依存性プロテインキナーゼ

（AMPK）に着目し、その個々の基質の選択的なリン酸化制御を目指した。本章ではAMPK

の紹介と、考案した選択的リン酸化誘導手法のコンセプトについて記す。  

  

  

●     2.1  研究目的   -標的タンパク質選択的なリン酸化を誘導する有機分子の創製-                                                                       

  

   現在までに報告されている⼿手法では、単⼀一基質の選択的なリン酸化を誘導することは困難で

あり、特定のリン酸化シグナルを増幅させることは難しいと考えられる。この問題を解決する

ためには、標的とするタンパク質の選択的なリン酸化誘導を可能にする新たな⼿手法の開発が求

められる。また、⽣生理的な条件における表現型の観察や時空間的なリン酸化制御を考慮すると、

有機化合物処理によるリン酸化誘導が有効であると考えられる。この考えに基づき、本研究で

は「標的タンパク質の選択的リン酸化誘導活性を有する機能性有機分⼦子の創製」を⽬目的とした。        

   この分⼦子の機能評価の為、今回は内在性キナーゼであり、その性質や機能がよく調べられて

いる AMP依存性プロテインキナーゼ（AMPK）とその下流基質に焦点を絞り、研究を開始した。  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

 

既存のリン酸化制御⼿手法   選択的リン酸化誘導  
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●   2.2  AMP 依存性プロテインキナーゼ（AMPK）21                                   

  

   前章にて述べた通り、細胞内には 500 種以上のプロテインキナーゼが存在 3している。その

中でも、エネルギー代謝系の中核を担うプロテインキナーゼとして、AMP依存性プロテインキ

ナーゼ（AMPK）が存在している（図 11）。AMPK はセリン/スレオニンキナーゼとして分類さ

れ、エネルギー状態の変化に応じた種々のシグナルを受信し、数多くの下流基質タンパク質を

リン酸化することで、⽣生体内のエネルギー恒常性を維持している 22。AMPK はその名の通り、

AMPに感受性を⽰示し、細胞内の ATP/AMP ⽐比の低下に基づき活性化されることが知られている。

すなわち、エネルギーの枯渇環境（ATP 濃度の低下）にて活性化し、エネルギーを節約（ATP

消費を抑える）する⽅方向へと細胞環境を変化させる。  
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図 11.  AMP 依存性プロテインキナーゼ（AMPK）  
               AMPKはエネルギー状態変化に応じて活性化され、⽣生体分⼦子（タンパク質、脂質、糖など）の合成  
               や代謝を⽀支配している。AMPK はエネルギー代謝系のみならず、細胞周期の調節、DNA 修復、免  
               疫系、⾎血管新⽣生系など多岐にわたる⽣生命現象に関与することが⽰示唆されている。  
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   AMPK はα、β、γサブユニットから構成される複合体として機能する 23（図 12）。ほ乳類にお

いては、αサブユニット⼆二種（α1、α2）、βサブユニット⼆二種（β1、β2）、γサブユニット三種（γ1、

γ2、γ3）が存在するため、理論上は 12 種類の複合体が形成しうる。それぞれのサブユニットの

発現は組織によって異なることが報告されている 24-‐‑‒28。例えば、肝臓においてはβ1 が多く発現

するのに対し、β2 はほとんど発現していない。また、⾻骨格筋などにおいてはβ2 が優先的に発現

している。  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

図 12.  AMPK の構造 29  
               AMPK の⼀一次構造（右上）と三次構造（左）。AMPK はα、β、γサブユニットからなる複合体とし
て機能する。αサブユニットはキナーゼ触媒活性ドメインを含み、キナーゼ機能の中核を担うドメインで
ある。βサブユニットはαサブユニットとγサブユニットとのアダプターとしての機能を⽰示す。また、グリ
コーゲン結合サイトを有することから、グリコーゲンセンサーとして機能することも⽰示唆されている。γ
サブユニットは ATPや ADP、AMPといったアデノシンリン酸の結合サイトを有するユニットである。
この部位にアデノシンリン酸が結合することで、AMPK の構造変化が引き起こされ、キナーゼ活性が増
減することが知られている。  

αサブユニット：キナーゼ活性、Thr172  

βサブユニット：adaptor 機能、  
                 グリコーゲンセンサー  

γサブユニット：アデノシンリン酸結合  
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●   2.3  AMPK の機能調節  

  

   AMPK は⽣生理的な環境において、種々の機構によって機能が活性化する 29ことが知られてい

る。まず⼀一つ⽬目が、AMPK ⾃自⾝身のリン酸化による活性化である。AMPK はαサブユニット

activation  loop に存在するスレオニン残基（Thr172）のリン酸化により、そのキナーゼ活性が

向上する。この Thr172 のリン酸化を担う上流キナーゼとしては、LKB130、CAMKKβ31、TAK132

が報告されている。Thr172 のリン酸化はホスファターゼ PP2C33または PP2A34によって脱リ

ン酸化されることが明らかとなっており、上流キナーゼとホスファターゼによってその機能が

厳密に制御されている。⼆二つ⽬目の活性化機構が、AMP の結合による機能活性化である。AMP

は AMPK のγサブユニット中の CBS 配列モチーフに直接結合し、アロステリックにそのキナー

ゼ活性を⾼高める 35ことが報告されている。さらに、AMPの結合により、PP2C による p-‐‑‒Thr172

の脱リン酸化反応を受けにくくなる 36ことも報告されている。ある報告では、AMPのアロステ

リックな効果により、キナーゼ活性が約 10 倍、Thr172 のリン酸化により約 100 倍向上するこ

とが⽰示されている 37,  38。  
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●   2.4  AMPK 活性化剤                                                                                                                                                                                                        

  

   AMPK の機能活性化は、⼆二型糖尿病に対する治療効果（インスリン抵抗性の改善、⾎血中グル

コース量の低下）を表す 39 ことが報告されている。さらに、近年では、がんに対する予防効果

を⽰示す 40ことや、脂質異常の改善作⽤用 41も報告されている。これらの背景より、疾患治療を⽬目

的に、AMPK の機能を活性化する化合物が精⼒力的に開発されてきた 42（図 13）。AMPK 活性化

剤は、間接的に活性化するもの、また、直接 AMPK に結合することで機能を活性化するものと

の⼆二つのタイプに分類できる。間接的に活性化する化合物としては、ビグアナイド誘導体であ

るメトホルミンやフェンホルミン 43,   44、ポリフェノール誘導体であるレスベラトロール 45,   46、

天然物由来の化合物であるベルベリン47などがその代表として挙げられる。その作⽤用機序は様々

であるが、ビグアナイド誘導体については、ミトコンドリア呼吸鎖に作⽤用することで、ATP 合

成の阻害、AMP 濃度の亢進が引き起こされ、その結果として AMPK が間接的に活性化される

という機構が提唱されている 48。  

   直接的に作⽤用する活性化剤としても様々なものが報告されている。AICAR  49,  50は細胞内の酵

素によって活性種である ZMP へと変換される。この ZMP は AMP ミミックとして機能し、

AMPKγサブユニットへ結合することでアロステリックにキナーゼ活性を向上させる。近年ではγ

サブユニット以外に結合し、その活性を向上させる合成リガンドも報告されている。A769662  51

は Cool らによって⾒見出された化合物であり、AMPKαサブユニットとβサブユニットの境⽬目の領

域に結合することで機能活性化を⽰示す。この化合物の活性化作⽤用は、アロステリックな効果に

よるキナーゼ活性亢進と、脱リン酸化の抑制による⼆二つのメカニズムに基づくことが報告 52 さ

れている。  
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図 13.  AMPK 活性化剤  
      間接的な活性化剤（上段）と AMPKと直接結合し、活性化する薬剤（下段）。  
   間接的な活性化剤は様々な作⽤用機序にて AMPKを活性化するが、ミトコンドリアの呼吸鎖を抑制する
ことで細胞内 AMP ⽐比を増⼤大させることで活性化させるものが多い。AMPK に直接結合し活性化する薬
剤も多数報告されている。γサブユニット AMP 結合部位または、α−βサブユニットの境⽬目の領域に結合
し、アロステリックにキナーゼ活性を向上させることが⽰示唆されている。また、A769662や991はAMPK
の脱リン酸化を抑制することも実験的に⽰示されている。  
  

■ indirect activators 
   
 

■ direct activators 
   
 

metformin  
 

phenformin galegine53 resveratrol berberine 

1 ZMP C254 

99155 A769662 MT 63-7856 

AICAR 
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●   2.5  AMPK の基質多様性                                              

  

      AMPK の機能活性化により様々な治療効果がもたらされるのは前節で述べた通りである。こ

の多数の治療効果は、AMPK の下流基質多様性に基づくものと考えられる。AMPK の下流基質

としては、タンパク質、脂肪酸、糖などといった⽣生体⾼高分⼦子の同化に関わるタンパク質（Glycogen  

synthase  57、Acetyl-‐‑‒CoA  carboxylase  58など）を始め、細胞周期、免疫、オートファジー、⾎血

管新⽣生に関わるタンパク質など多岐にわたる基質が報告 59-‐‑‒64されており、現在までに 50 以上の

基質が AMPK によってリン酸化されることが明らかとなっている（図 14）。⽣生理的な環境にお

いては、AMPK サブタイプ、基質の発現量の調整やアダプタータンパク質を介在することでそ

の基質選択性が担保されていることが予想される。しかしながら、AMPK 活性化剤により強制

的に AMPK を活性化した場合においては、数多くの AMPK 下流基質がリン酸化されうる 65。

これは、AMPK ⾃自体の機能制御によっては、基質選択的なリン酸化誘導は困難であることを⽰示

している。  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

図 14.  AMPK の基質多様性 65  
               AMPKはエネルギー状態変化に基づく様々なシグナルを統合し、数多くの基質をリン酸化する。こ
れまでに代謝系、細胞増殖、オートファジーに関わるものを含む約 50 種のタンパク質が AMPK 基質と
して同定されている。⾚赤⽂文字で記したタンパク質は他の AMPK  family キナーゼ（SIK1,  SIK2,  MARKs,  
SADs）によってもリン酸化されることが明らかとなっているもの。  
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●   2.6  AMPK 下流基質-  ACC と HMGR-                                                                             

  

   AMPK に基づく治療効果の中でも、代謝性疾患治療において重要であると考えられる⼆二つの

AMPK 基質が存在する。それが、HMG-‐‑‒CoA リダクターゼ（HMGR）とアセチル CoA カルボ

キシラーゼ（ACC）である。これらのタンパク質は脂質合成系にて機能するタンパク質であり、

両者とも AMPK によるリン酸化を受ける事でその機能が制御される 58,  66。  

  

2.6.1  アセチル CoA カルボキシラーゼ（ACC）                                   

  

   アセチル CoA カルボキシラーゼ 67（ACC）は⻑⾧長鎖脂肪酸合成に関与している酵素であり、ア

セチル CoA からマロニル CoA への炭酸化反応を触媒する活性を有している。ほ乳類において

は ACC1、ACC2 の⼆二種類のサブタイプが報告され、それぞれ、細胞質、ミトコンドリアにて

機能する 68。ACC は⽐比較的分⼦子量の⼤大きいタンパク質（ACC1  265  kDa、ACC2  280  kDa）で

あり、その構造は、BC ドメイン、BCCP ドメイン、CT ドメインと呼称される三つのドメイン

に分けられる 69。BC ドメイン（Biotin  carboxylase  domain）は、ACC 中のビオチンに対して

炭酸イオンを付加する活性を⽰示すドメインである。この反応には ATP の加⽔水分解エネルギーを

必要とする。BCCP ドメイン（Biotin  carboxyl  carrier  domain）は、BCドメインにてカルボ

キシル化されるビオチンを含むドメインであり、BCドメインから CT ドメインを往復すること

で、カルボキシル基を受け渡す機能を⽰示す。CT ドメイン（carboxyl  transferase  domain）は、

ビオチンに結合したカルボキシル基をアセチル CoA へと付与する活性を有し、このドメインに

おいて最終⽣生成物であるマロニル CoA が⽣生成する。なお、この反応段階には ATP のエネルギ

ーは必要ではない。        

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

図 15.   アセチル CoA カルボキシラーゼ（ACC）の⼀一次構造 70  
               ヒトにおいてACC は ACC1と ACC2の⼆二つのサブタイプが存在する。単⼀一のタンパク質として  
         翻訳されるが、それぞれのドメイン（BC,  BCCP,  CT  domain）ごとに異なる活性を⽰示す。ACC は     
               リン酸化を受けることでその機能が制御される（＊で⽰示したアミノ酸残基）。AMPK によってリン  
               酸化されるのは Ser79（ACC1）、Ser212（ACC2）の残基である。  
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   ACC が脂肪酸代謝に関与するメカニズムとしては、⼆二つのメカニズムが報告されている。⼀一

つは、⻑⾧長鎖脂肪酸合成材料としてマロニル CoA を⽣生成することにより、脂肪酸合成に寄与する

というものである。もう⼀一つが、⽣生成したマロニル CoA がミトコンドリア膜に存在するアシル

脂肪酸トランスポーターCPT171を阻害し、結果としてβ酸化が抑制されるというものである 68。

脂肪酸合成は細胞質、β酸化はミトコンドリアにて⾏行われることから、脂肪酸合成には ACC1 が、

β酸化の抑制には ACC2 が寄与しているものと考えられる。  

   ACC は AMPK によってリン酸化を受けることでその機能が制御される 58ことが明らかとな

っている。BCドメイン中の Ser 残基（ACC1:  Ser79、ACC2:  Ser218）がリン酸化されること

が報告されており、リン酸化体においてはその活性が約 70%抑制されることが実験的に証明さ

れている 72。また、ACC の機能阻害は、メタボリックシンドロームや⼆二型糖尿病に対する治療

効果をもたらすことが報告 73-‐‑‒75 されていることから、天然物や合成リガンドによる機能阻害剤

が多数報告 76,  77されている。

BCドメイン:  ビオチンにカルボキシル基  

                    を転位させる活性  

CT ドメイン:  カルボキシビオチンから  

                     acetyl  CoAにカルボキシ  

                                      ル基を転位させる活性  

BCCP ドメイン:ビオチンを担持していて、BC ドメインと CTドメインの間を  

                       往復してカルボキシ基を運ぶ活性  
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図 16.   アセチル CoA カルボキシラーゼ（ACC）の構造と機能 70  
                  ACCはその三つのドメインを協調させることでマロニル CoA を合成する。また、AMPK により                       
                  リン酸化される部位はBCドメイン近傍であることも明らかとなっている。  
  



                    第二章   研究課題の提案-プロテインキナーゼ下流の個々の基質のリン酸化制御‖                                                                                                                    

 24  

  

2.6.2  HMG-CoA リダクターゼ（HMGR）           

                                

   HMG-‐‑‒CoA リダクターゼ 78（HMGR）

は、コレステロール合成の律速段階にて

働き、HMG-‐‑‒CoA からメバロン酸への

還元反応を触媒する酵素である。この反

応には補因⼦子として NADPH を必要と

し、⼆二つの NADPH 分⼦子を利⽤用してメ

バロン酸へと変換する（図 17）。HMGR

は⼩小胞体に発現する膜タンパク質であり、⼩小胞体にて上記反応を進⾏行させることで細胞内のコ

レステロール恒常性に⼤大きく寄与している。  

  

   HMGR は構造的に⼤大きく⼆二つのドメインに分けられる（図 18）。N 末端側は、HMGR を⼩小

胞体膜に固定するアンカードメインであり、多くの疎⽔水性領域を含んでいる。また、ステロー

ルセンシングドメイン（SSD）と呼ばれる特異配列を含み、このドメインにて、SCAP や Insig

などのタンパク質と相互作⽤用し、その発現量や転写量が制御されることが報告79,  80されている。

対して C末端側は、HMGR活性の中核を担うドメインであり、この部位においてメバロン酸へ

の還元反応を触媒する。N 末端ドメインはその⼤大部分が脂質⼆二重膜へと挿⼊入（8 回膜貫通構造）

されているのに対し、C末端ドメインは細胞質に露出している。  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

HO SCoA

OOHO
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HO OH

OHO
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図 17.  HMG-‐‑‒CoA リダクターゼによる還元反応  
               HMGRは HMG-‐‑‒CoA を基質とし、NADPHの  
               ヒドリドを利⽤用しメバロン酸へと還元する。  
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図 18.  HMGR の構造と関連タンパク質  
               HMGRは⼩小胞体に局在する膜タンパク質であり、N末膜貫通領域と C末触媒活性領域の⼆二つ  
               の⼤大きな構造単位を有している。膜貫通領域には sterol-‐‑‒sensing-‐‑‒domain（SSD）と呼ばれる  
               ドメインを有し、このドメインを介して SCAPや Insig と相互作⽤用することでその発現量が  
               調節されている。C末端の Ser872 は AMPKによりリン酸化される。このリン酸化はHMGR  
               の触媒活性に⼤大きく寄与することが知られている。  
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   HMGR も ACC 同様に AMPK によってリン酸化を受ける事でその機能が抑制される 81,  82。リ

ン酸化部位は、C末端ドメインの Ser872 であり、リン酸化体はその触媒活性が⼤大きく低下する

（〜～80%低下）ことが報告されている。何故リン酸化を受けることによって機能が抑制される

かについても多数の研究者によって⽰示されており、NADPH の親和性の減少による機構 83、ア

ロステリックな機能阻害 84という⼆二つの機構が提唱されている。  

   HMGR の機能阻害は脂質異常症、特に⾼高コレステロール⾎血症の改善につながることが⽰示唆さ

れている。その機能阻害剤として有名なものがスタチン誘導体である。1970 年代、アオカビの

⼀一種 penicillium  citrinumよりメバスタチンがHMG-‐‑‒CoA 阻害剤として発⾒見された 85。これを

⽪皮切りに、数々のスタチン誘導体が開発され、脂質異常症治療薬として臨床応⽤用されている。

スタチン類はその化学構造中にメバロン酸類似構造を有し、基質と競合することでその阻害活

性を⽰示すと考えられている 86。  
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●   2.7  作業仮説の提案                                            

  

   私は今回、個々のキナーゼ基質の選択的リン酸化誘導活性を有する機能性有機分⼦子を創製す

べく、その題材として AMP 依存性プロテインキナーゼに着⽬目した。AMPK は種々のシグナル

を統合する  “シグナリングハブ”として機能するキナーゼであり、数多くの下流基質をリン酸

化制御する。多数の下流基質を有するキナーゼの基質選択性を変化させうる化学的⼿手法はこれ

までに報告がなく、このような⼿手法の開発はリン酸化シグナル解析を始めとする分⼦子⽣生物学研

究やリン酸化シグナル制御を指向した創薬化学研究分野におけるブレークスルーとなる可能性

がある。        

  

   さらに AMPK の活性化は、糖尿病、脂質異常症、がんなど種々の疾患治療につながることが

⽰示唆 39-‐‑‒41されている。そのため、数多くの AMPK 活性化剤がこれらの疾患治療を指向して研究

開発されてきた。しかしながら、AMPK ⾃自体の活性化によっては、AMPK 下流基質が⾮非選択的

にリン酸化されうるため、特定の基質タンパク質に基づく狙った治療効果を最⼤大限に引き出す

事はできていないと予想される。また、AMPK 活性化剤には多数の副作⽤用 87-‐‑‒89が報告されてお

り、これは治療効果に関わる基質以外の基質のリン酸化が原因である可能性がある。すなわち、

AMPK 下流の個々の基質の選択的リン酸化誘導は、AMPK 活性化による狙いの治療効果を最⼤大

限に引き出すこと、また AMPK 活性化に由来する副作⽤用の軽減につながるものと期待できる。  
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   この問題解決には、これまでのキナーゼ制御⼿手法とは⼀一線を画したリン酸化誘導⼿手法の開発

が求められる。私は、このような⼿手法の開発にむけ、当研究室にて開発された有機分⼦子 SNIPER  

90（Specific  and  Nongenetic  IAP-‐‑‒dependent  Protein  Eraser、図 19）に着⽬目した。この SNIPER

はユビキチンリガーゼである cIAP に対するリガンドと、標的タンパク質に対するリガンドとを

連結させた構造を有する分⼦子であり、ユビキチンリガーゼと標的タンパク質とを近接させるこ

とで、標的タンパク質のユビキチン化、それに続くプロテアソーム系での分解誘導を達成して

いる。これは、修飾酵素と標的タンパク質とが空間的に近い状態に導かれることで、選択的な

化学修飾が起こりうることを⽰示している。私はこれに着想を得て、キナーゼと標的タンパク質

との会合を促進することができれば、選択的なリン酸化が誘導される可能性があるのではない

かと考えた。  
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図 19.   ユビキチン修飾誘導分⼦子 SNIPER  
                  SNIPER はユビキチンリガーゼ cIAP リガンドと標的タンパク質リガンドとを連結させた化
学構造を有し、強制的に三者複合体を形成させることで標的タンパク質のユビキチン化を誘導す
る。これまでに、標的タンパク質として CRABP90、AR91、Halo-‐‑‒tag 融合タンパク質 92など様々な
タンパク質のユビキチン化に成功している。  
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第 3章  
リン酸化誘導分⼦子の創製  

  

上記研究背景に基づき、著者らはキナーゼ下流基質の選択的なリン酸化を誘導する機能性分子

の開発に着手した。その分子設計、有機合成ならびに生物活性評価結果について詳細に記す。  

  

  

●   3.1  リン酸化誘導分子の分子設計                                

     

   私は、AMPK 下流基質である ACC、HMGR の選択的なリン酸化を誘導すべく、機能性分⼦子

の設計を⾏行った。私は SNIPER による翻訳後修飾の誘導例をもとに、「AMPK と標的タンパク

質とを近接させる機能をもつ分⼦子」が、AMPK による標的タンパク質の選択的なリン酸化誘導

を可能にするのではないかと考え、下図 20 に⽰示すような分⼦子を考案した。すなわち、AMPK

親和性分⼦子と標的タンパク質親和性分⼦子とをリンカーにて連結させた分⼦子をリン酸化誘導分⼦子

として設計した。キナーゼ、標的タンパク質に対して親和性を⽰示すこの分⼦子により、⼆二つのタ

ンパク質を強制的に近接させることで、キナーゼによる選択的なリン酸化が誘導されることを

期待した。  
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図 20.   選択的リン酸化誘導のコンセプト  
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   具体的に、キナーゼ親和性分⼦子としては、AMPK 活性化剤として報告されているベンズイミ

ダゾール誘導体 99193という化合物を選択した（図 21）。この化合物は、AMPK に直接結合し、

そのキナーゼ活性を向上させることが報告されている。この活性化には⼆二種類の機構があるこ

とが⽰示唆されている。⼀一つ⽬目の機構としては、991 の結合により AMPK の 3 次構造が変化し、

アロステリックに活性を向上させるもの、⼆二つ⽬目としては、AMPK 機能活性化に寄与する

p-‐‑‒Thr172 の脱リン酸化を阻害するというものである。すなわち、この⼆二つの機構によって、

AMPK のキナーゼ活性が増⼤大する。精製 AMPK を⽤用いた実験においては、991 は AMPK

（α1/β1/γ1）のキナーゼ活性を nM レベルの濃度にて約 5 倍向上させることが⽰示されている。

この系においては AMPK ⾃自⾝身のリン酸化の効果は反映されない為、AMPK 上流キナーゼが存在

する⽣生細胞系においては、さらに AMPK 活性は向上するものと予想される。AMPK に直接結合

し、そのキナーゼ活性を向上する 991 の活性は、本リン酸化誘導分⼦子において有利なものであ

ると考えられる。  
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   図 21.   ベンズイミダゾール誘導体 991 の AMPK に対する活性 93  
         精製した各 AMPK 複合体に対する活性を SAMS  peptide  assay  
                  を⽤用いて評価したもの。※A0.5  =   最⼤大活性の 50%に達する化合物濃度  

  

   図 22.  991 は AMPK の脱リン酸化を抑制する 93  
                  精製 AMPK、アデノシンリン酸（AMPK  activator）、  
                  PP2C、991 をインキュベートし、AMPKの活性を  
                  評価した。リン酸化体のAMPK はそのキナーゼ活性  
         が⾼高いことが知られている。991 によって、PP2C  
                  による脱リン酸化が抑制され、AMPKの活性が亢進  
         していることが分かる。  
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991 結合サイト  

   図 23.  991 は AMPKβサブユニットとαサブユニットの境⽬目に結合する 93  
                  AMPK の⼀一次構造（左上）、991 と AMPK（α2/β1/γ1）との結晶構造解析結果（PDBID:     
                  4CFE）。991は AMPKβサブユニット(CBM  domain)とαサブユニット（キナーゼ活  
                  性部位近傍）に結合することが⽰示唆された。  
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   ACC親和性分⼦子としてはACC阻害剤として報告されているスピロ環型阻害剤を選択した（図

24）。この誘導体は 2010 年にファイザー株式会社によって⾒見出された 94化合物である。ファイ

ザー保有の化合物ライブラリより図24左に⽰示すキノリン誘導体がACC阻害剤として⾒見出され、

その後の構造展開によりスピロ環を有する誘導体が⾒見出された。このスピロ型阻害剤は hACC1、

hACC2 に対して、nMレベルの⾼高い阻害能を⽰示す 95。阻害メカニズムとしては、ACC の CT ド

メインに結合し、ACC の CT 活性を阻害する機構が⽰示唆されている（図 25）。その構造活性相

関も詳細に解析され、スピロ環部位が特に活性発現に重要であることが明らかとなっている。  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

   図 24.   ファイザーにより⾒見出された ACC 阻害剤 94,  95  

                     ライブラリスクリーニングにより左化合物がACC阻害活性を有する化合物として⾒見出され、                 
                     その後の構造展開により、約 1000 倍以上活性の⾼高いスピロ環型阻害剤が開発された。  

  

   図 25.   化合物結合部位の結晶解析  
                  スピロ環型阻害剤は、ACCの           
                  carboxyltransferase  (CT)  domain     
                  に結合する（PDBID:  3H0S）  
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   HMGR 親和性分⼦子としては、HMGR阻害剤であるスタチン誘導体に着⽬目した（図 26）。スタ

チン類はHMGR阻害剤として発⾒見され、その数々の誘導体が⾼高コレステロール⾎血症の治療薬と

して臨床応⽤用されている。スタチン誘導体は、その構造中にメバロン酸模倣構造を有し、HMGR

の基質結合部位に結合する事で阻害活性を表す。その中でも特に⾼高い阻害定数 96（Ki=  14  nM）

を⽰示し、かつHMGRとの共結晶構造が解析されているアトルバスタチンを導⼊入リガンドとして

選択した。  
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   図 26.   メバロン酸とスタチン薬の化学構造  
                     スタチン誘導体はそれぞれその構造中にメバロン酸模倣構造を有し、  
                  基質（HMG-‐‑‒CoA）と競合することでHMGR阻害活性を⽰示す。  

  

   図 27.   ア ト ル バ ス タ チ ン と
HMGR と の 結 晶構 造（ PDBID:  
1HWK）  
            アトルバスタチンは、HMGR     
               C 末端基質結合サイトへと結        
               合する。  
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   本リン酸化誘導分⼦子はリガンド連結構造を有する為、各リガンドの適した部位よりリンカー

を伸⻑⾧長する必要がある。すなわち、各タンパク質とリガンドとの相互作⽤用を減弱させないよう、

慎重にリンカー導⼊入位置を決定することが重要である。そのリンカー導⼊入位置を、各結晶構造

より決定した。991 に関しては、インドール部位がタンパク質表⾯面へと突出していること、また、

構造活性相関解析より、この部位の構造展開は活性に⼤大きな影響を与えないことが⽰示唆された

ため、この部位よりリンカーを伸⻑⾧長することとした。  
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この部位の官能基変換は大きな活性変化を引き起こさない  

   図 28.  991 と AMPK との結晶構造（PDBID:  4CFE）  
                  AMPKと991との相互作⽤用をPDBに登録されている共結晶情報をもとに解析した。  
                  ベンズイミダゾール部位は結合ポケット最奥に位置している。両端のインドール、安     
                  息⾹香酸部位はタンパク表⾯面へと突き出しているような形に位置している。安息⾹香酸部  
                  位は AMPKアミノ酸残基との⽔水素結合が観測された。その為、⽔水素結合を形成して  
                  おらず、構造活性相関研究より官能基変換が許容されることが分かっているインドー  
         ル部位よりリンカーを伸⻑⾧長することにした。  

  

リンカー導入位置  
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   また、スピロ環型 ACC 阻害剤、アトルバスタチンについても結合タンパク質との結晶構造が

解析されている。これらのリガンドからのリンカーの導⼊入位置も結晶構造情報、構造活性相関

より決定した。  
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   図 29.   スピロ環型 ACC 阻害剤と ACC との結晶構造(PDBID:  4WZ8)  
                     ACC  CT  domain におけるスピロ環型阻害剤の結合が結晶構造解析より明らかとなっている。結晶構造、  
                     構造活性相関よりスピロ環とそれに続くピラゾール部位は活性発現に⼤大きく寄与していることが⽰示唆さ  
                     れる。PF051 におけるインダゾール部位は様々な置換基に変換可能であること、⽐比較的タンパク質表⾯面  
                     に位置していることから、この部位からのリンカー導⼊入を計画した。  

   図 30.   アトルバスタチンと HMGR との結晶構造（PDBID:  1HWK）  
                     アトルバスタチンはHMGR  C 末端触媒活性部位へと結合することが結晶構造より明らかとなっている。  
                     アセトアニリド部位はよりタンパク表⾯面側へ位置しており、タンパク質との相互作⽤用には⼤大きく寄与しな           
                     いであろうと予想される。  

リンカー導入位置  

リンカー導入位置  

PF051  

アトルバスタチン  
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   すなわち、AMPK リガンドとして AMPK 活性化剤 991 を、各標的タンパク質リガンドとして

スピロ環型阻害剤、アトルバスタチンをそれぞれリン酸化誘導分⼦子に組み込むリガンドとして

選び出した。そしてこれらのリガンド同⼠士を、ポリエチレングリコールリンカーを介して連結

させた有機分⼦子を ACC リン酸化誘導分⼦子、HMGR リン酸化誘導分⼦子とした。リンカー⻑⾧長につ

いては、SNPER での成功例を考慮し、トリエチレングリコールからペンタエチレングリコール

の⻑⾧長さのリンカーを導⼊入することにした。  
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   図 31.   設計した ACC リン酸化誘導分⼦子と HMGR リン酸化誘導分⼦子  
  



                                                                                第三章   リン酸化誘導分子の創製‖                                                                                                                    

 39  

●   3.2  リン酸化誘導分子の有機合成                                

  

   設計したリン酸化誘導分⼦子の合成は、各リガンド、リンカーユニットをそれぞれ個別に合成

した後に縮合反応によって連結する収束的な合成を計画した。まず、AMPK 活性化剤ユニット

の合成に着⼿手した。合成経路については、既に報告されているベンズイミダゾール型 AMPK 活

性化剤の合成法 97を参考に合成を進めた。⽐比較的安価に⼊入⼿手可能な 5-‐‑‒クロロ-‐‑‒2-‐‑‒ニトロアニリン

より出発し、NIS によるヨード化により、中間体 A1 を得た。続く塩化スズによる還元、CDI

による環化反応、塩化ホスホリルによる塩素化を経て、ベンズイミダゾール中間体 A4 を良好な

収率で得た。SEM 基による窒素原⼦子の保護を⾏行い、中間体 A5 を得、1-‐‑‒メチル-‐‑‒4-‐‑‒ニトロ安息⾹香

酸より 3⼯工程で合成したフェノール誘導体 A14 とのカップリング反応に付すことで、中間体 A6

を得た。さらに、p-‐‑‒カルボキシフェニルボロン酸との鈴⽊木カップリングにより中間体 A7 を得、

最後にテトラブチルアンモニウムフルオリドの処理により SEM基を脱保護することで、⽬目的と

する AMPK リガンド A8 を得る事に成功した。  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

■  AMPK リガンドユニットの合成  
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   続いて ACC リガンドユニットの合成に着⼿手した 98。試薬として⼊入⼿手可能なホルミルピペリジ

ン誘導体に対し、酸性条件化メチルビニルケトンを反応させることで、スピロ環化体 AC1 を得

た。続いて、トリス(ジメチルアミノ)メタンとの反応により中間体 AC2 を得たのちに、ヒドラ

ジンと反応させる事でピラゾール体 AC3 を得た。⽔水存在下、NBS によりブロモヒドリン体の合

成、続く Jones 酸化、亜鉛による脱ブロモ化を経て中間体 AC4 を得た。2-‐‑‒プロピル基の導⼊入、

Cbz 基の脱保護を⾏行い、アミン体 AC6 を得た。このアミン体に対し、4-‐‑‒ブロモフェニルボロン

酸より調整した誘導体を縮合させることで、中間体 AC7 を得、最後にメチルエステルの加⽔水分

解を⾏行うことで、⽬目的とする ACC リガンド AC8 を得る事に成功した。  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

■  ACC リガンドユニットの合成  
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   HMGR リガンドの合成についても、既知の合成経路 99を参考に合成を進めた。4-‐‑‒アミノ安息

⾹香酸メチルより出発し、ジケトン部位の導⼊入、アルドール反応、チアゾリウム塩を⽤用いた極性

転換型の反応を経て、中間体 H3 を得た。脂肪族アミンとの反応によりピロール環を構築した後、

末端メチルエステルを加⽔水分解することで、⽬目的の HMGR リガンド H5 を得る事に成功した。  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

■  HMGRリガンドユニットの合成  
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   続いて、リンカーユニットの合成に着⼿手した。対応する⻑⾧長さのポリエチレングリコールに対

し、モノトシル化反応、アジ化ナトリウムによるアジド基の導⼊入を⾏行い、中間体 Lx-2 を得た。

さらに、末端ヒドロキシ基をトシル基へと変換した後に、ガブリエルアミン合成法を適⽤用する

ことで、モノアミン体 Lx-5 へと導き、⽬目的のリンカーユニットを合成することに成功した。  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

■  PEG リンカーユニットの合成  
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   各ユニット合成が完了した為、次にユニット同⼠士の連結反応を⾏行い、⽬目的のリン酸化誘導分

⼦子を得る計画を⽴立てた。AMPK リガンド A8 に対して、合成したモノアミンリンカーを EDC を

⽤用いて縮合させ、縮合体 A14-x を得た。続いて、アジド部位をアミンへと還元した後に合成し

た ACC リガンド AC8 と縮合させることで、リガンド連結化合物 A16-x を得た。最後に AMPK

リガンド上メチルエステルを⽔水酸化リチウム条件にて加⽔水分解することで、⽬目的の ACC リン酸

化誘導分⼦子 AA3、AA5 を得ることに成功した。  

     

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

■  ACC リン酸化誘導分子の合成  
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   続いて、HMGRリン酸化誘導分⼦子の合成に着⼿手した。合成したアトルバスタチン誘導体_̲  

に対して、モノアミンリンカーを EDC の条件にて縮合させ、縮合体 H6-x を得た。その後、

Staudinger 反応にてアジド基を還元した後、AMPK リガンド誘導体と縮合させることで、リガ

ンド連結構造を持つ中間体 H8-x を得た。さらに、AMPK リガンド上メチルエステル部位の加⽔水

分解を⾏行った後、TFA 条件に付すことで、アセトニドの除去、ラクトン環を形成し、HMGRリ

ン酸化誘導分⼦子前駆体 H10-x を得た。最後に⽔水酸化カルシウムを⽤用いてラクトン環を加⽔水分解

することで、⽬目的のHMGRリン酸化誘導分⼦子 HA3、HA4、HA5 を得る事に成功した。  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

■  HMGRリン酸化誘導分子の合成  
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●   3.3  対象タンパク質に対する活性評価                          

  

   設計したリン酸化誘導分⼦子の合成が完了したので、次に AMPK、ACC、HMGR に対する活性

評価を⾏行った。AMPK については、その AMPK 活性化能を、HMGR、ACC についてはその阻

害能をそれぞれ評価した。このキナーゼに対する活性、標的タンパク質に対する活性は、対象

タンパク質に対する結合能の指標にもなると考えられる。  

   AMPK 活性化能は、FRET を応⽤用した系を⽤用いて評価した。原理の概念図を図 32 に⽰示す。  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

   ベンズイミダゾール型のAMPK活性化剤はAMPKのαサブユニットへと結合することが報告

図 32.  FRET-‐‑‒based  AMPK  activation  assay  
               AMPK、ATP、FRET ペプチドを混合させ、25℃にてキナーゼ反応を進⾏行させる。その後、FRET                    
               ペプチドを切断させる機能をもつ development 試薬を処理する。リン酸化ペプチドは     
               development 試薬に対して反応性が低く、開裂しにくい。開裂していないペプチドは⼆二つの蛍光  
               団（fluorescein、methylcoumarin）間での FRET が起こるが、開裂したペプチドではそれが起こ  
               らない。このFRET 由来の蛍光強度はペプチドのリン酸化度合いと⽐比例関係にあるため、各条件に  
               おける蛍光強度を測定することで、キナーゼ活性を測定可能である。  
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されているため、それぞれ異なるαサブユニットを含む⼆二種の AMPK 複合体（α1/β1/γ1   or  

α2/β1/γ1）に対する活性を測定した。実際にこの系を⽤用いて各化合物の AMPK 活性化能を評価

した。  

   まず、ACC リン酸化誘導分⼦子⼆二種（AA3、AA5）、HMGRリン酸化誘導分⼦子三種（HA3、HA4、

HA5）、リガンド連結構造を持たない AMPK リガンド 1、2、HMGRリガンド TS659、ポジティ

ブコントロールとして既知 AMPK 活性化剤 A769662 の AMPK（α1/β1/γ1）に対する活性化

能を評価した（図 33-‐‑‒36）。  
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図 33.  HMGR リン酸化誘導分⼦子の AMPK（α1/β1/γ1）活性化能評価  
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図 34.  ACC リン酸化誘導分⼦子の AMPK（α1/β1/γ1）活性化能評価  
  

図 35.  TS659,  2,  A769662 の AMPK（α1/β1/γ1）活性化能評価  
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   AMPK（α1/β1/γ1）に対して、HMGRリン酸化誘導分⼦子（HA3,  HA4,  HA5）、ACC リン酸化

誘導分⼦子（AA3、AA5）はそれぞれキナーゼ活性化能を⽰示すことが明らかとなった。しかしなが

ら、⾼高濃度域（>30µM）では、むしろ活性化能が減弱していることが⽰示唆されるデータを得た。

この理由については、①  化合物の溶解度の問題で、⾼高濃度域では化合物が結晶化しており、そ

の結晶が FRET に⼲干渉している   ②  化合物が development 試薬による開裂反応に影響を与え

ている   の⼆二つの要因が考えられるが、現段階ではそれを証明するまでには⾄至っていない。ま

た、Amax（最⼤大キナーゼ活性（％））はリガンド連結構造を持たない化合物（1、2、A769662）

が 300-‐‑‒400%の値を⽰示すのに対して、リン酸化誘導分⼦子（HA3-5、AA3、AA5）では 200%程度

にとどまる結果であった。これについては、化合物の溶解度の問題か化合物が結合した際の

AMPK 側のコンホメーション変化がリガンド連結構造によって多少制限されている可能性が考

えられる。また、HMGRリガンドである TS659 には AMPK（α1/β1/γ1）活性化能は認められ

なかった。  
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図 36.   化合物１の AMPK（α1/β1/γ1）活性化能評価  
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   つづいて、これらの化合物の AMPK（α2/β1/γ1）に対する活性化能を評価した（図 37,  38）。  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

■   AMPK 活性化能評価（α2/β1/γ1）  
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図 37.  HMGR リン酸化誘導分⼦子、ACC リン酸化誘導分⼦子の AMPK（α2/β1/γ1）  
         活性化能評価  
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   α1 複合体の際と同様に、ACC リン酸化誘導分⼦子、HMGR リン酸化誘導分⼦子はともに、µM

付近の濃度より AMPK 活性化能を⽰示すことが明らかとなった。こちらについても、⾼高濃度域

（>30µM）では、活性が減弱する傾向がみられることが明らかとなった。AMPK リガンドと

PEG リンカーのみを縮合させた誘導体 2 はリン酸化誘導分⼦子と⽐比較して、同程度かいくぶん⾼高

いAMPK活性化能を⽰示した。さらに、エチルアミド体1 はそれと⽐比較して20-‐‑‒600倍⾼高いAMPK

活性化能を⽰示した。この結果は、PEG リンカーの導⼊入により活性化能が減弱したことを⽰示して

いる。すなわち、リン酸化誘導分⼦子の PEG リンカー導⼊入位置の検討、構造展開により、さらな

るキナーゼ活性能向上が⾒見込めるものと考えられる。  
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図 38.  TS659,  1,  2,  A769662 の AMPK（α2/β1/γ1）活性化能評価  
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   AMPK に対する活性評価の結果、合成したリン酸化誘導分⼦子（HA3-5、AA3、AA5）は AMPK

に対する活性化能を⽰示す事が明らかとなった。また、リガンド連結構造を持たないエチルアミ

ド体１はそれと⽐比較して 20-600 倍⾼高い AMPK 活性化能を⽰示した。この結果は、PEG リンカーの

導⼊入により活性化能が減弱したことを⽰示している。リンカーの導⼊入により化合物結合ポケット

へ接近しづらくなった可能性、または AMPK 側のアロステリックな構造変化がこれらの化合物

間で異なる為に活性差が現れた可能性などが考えられる。すなわち、リン酸化誘導分⼦子の PEG

リンカー導⼊入位置の検討、構造展開により、さらなるキナーゼ活性能向上が⾒見込めるものと考

えられるが、現時点では構造展開は⾏行わず、次の実験に着⼿手することにした。  
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図 39.   エチルアミド体 1 とリン酸化誘導分⼦子の AMPK 活性化能の⽐比較  
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   続いて、ACC リン酸化誘導分⼦子の ACC に対する阻害活性を評価した。ACC 阻害活性は、図

40 に⽰示す⽅方法にて評価した。ACC はその触媒過程において、1分⼦子の反応⽣生成物に対し、1分

⼦子の ATP を消費する。すなわち、ある⼀一定反応時間の間に消費された ATP の量を定量すること

で、間接的に ACC の酵素活性を評価することができる。反応後残存した ATP は、ルシフェリ

ン/ルシフェラーゼの系を応⽤用し、定量した。  
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図 40.  ACC 阻害活性評価系  
      このアッセイ系においてはまず、基質である acetyl-‐‑‒CoA、炭酸イオン（CO3

2-‐‑‒）、ATP、  
            化合物をインキュベートし、ACC による酵素反応を進⾏行させる。その後、残存したATP  
            をルシフェリン/ルシフェラーゼの原理を⽤用いて定量することで、ACCの活性を間接的に  
            測定することができる。  
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   この評価系を⽤用い、合成した ACC リン酸化誘導分⼦子 2 種（AA3、AA5）、さらに、導⼊入した

ACC リガンドである PF051 の ACC 阻害活性を測定した（図 41）。その結果、PF051 はサブµM

の濃度域より阻害活性を⽰示したのに対し、合成したリン酸化誘導分⼦子はµMの濃度域より阻害活

性を⽰示した。その 50%阻害濃度（IC50）を算出したところ、PF051:  IC50=  0.32  µM、AA3:  IC50=  

6.5  µM、AA5:  IC50=  3.0  µM  とそれぞれ算出された。この結果より、リンカーの導⼊入により阻

害活性が 10-‐‑‒20 倍減弱するものの、ACC リン酸化誘導分⼦子は ACC に対する活性を維持すること

が⽰示された。  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

0.0 

30.0 

60.0 

90.0 

120.0 

no
 E

nz
ym

e 

DMSO 

0.3
3n

M 

3.3
nM

 

33
nM

 

33
0n

M 

3.3
µM

 

33
nM

 

33
0n

M 

3.3
µM

 

33
µM

 

83
µM

 

33
nM

 

33
0n

M 

3.3
µM

 

33
µM

 

83
µM

 

%
 in

hi
bi

tio
n 

O

Cl N
H

N
O

CO2H
N
H

ON
H 2

ON

O

O

N
N

O

Cl N
H

N
O

CO2H
N
H

ON
H 4

ON

O

O

N
N

N

O

O

N
N

N

H
N

CH3

AA3 AA5 PF051 

O

Cl N
H

N
O

CO2H
N
H

O
N
H n

ON

O

O

N
N

compound n

2

4

AA3
AA5

ACC2 
IC50 (µM)

6.5

3.0

-PF051 0.32

■   ACC2 阻害活性評価  
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図 42.  ACC2 阻害活性⽐比較  
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   続いて、HMGRリン酸化誘導分⼦子のHMGRに対する阻害活性を評価した。HMGR阻害活性

は、酵素反応にて消費されるNADPH量を定量することで測定した（下図 43）。すなわち、HMGR

の還元反応においては、2 分⼦子の NADPH が消費され、2 分⼦子の NADP+が⽣生成する。その為、

残存NADPH 由来の吸光度（340  nm）を測定することで、酵素活性を評価することが可能であ

る。  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

   この評価系を⽤用いて、合成したHMGRリン酸化誘導分⼦子３種（HA3、HA4、HA5）と導⼊入し

たリガンドであるアトルバスタチンの HMGR 阻害活性を評価した（図 44）。その結果、HA3、

HA4、HA5、アトルバスタチンはどれも HMGRに対し、nMレベルの⾼高い阻害能を⽰示した。ア

トルバスタチンとリン酸化誘導分⼦子間で阻害能に差はほとんど観察されないことより、HMGR

に関しては PEG リンカーの導⼊入による活性減弱は起こっていないことが⽰示唆された。  
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図 45.  HMGR リン酸化誘導分⼦子、atorvastatin の HMGR 阻害活性  
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   以上の活性評価により、合成したリン酸化誘導分⼦子は、AMPK に結合し、さらにそのキナー

ゼ活性を向上させること、また、標的とするタンパク質（ACC、HMGR）に結合する性質を有

することが⽰示唆された（図 46）。この結果より、合成したリン酸化誘導分⼦子は本リン酸化誘導の

コンセプトであるキナーゼ、リン酸化誘導分⼦子、標的基質の三者複合体を形成しうるものと考

えられる。AMPK、ACC に対する活性については、リンカーの導⼊入により減弱することが⽰示唆

されるデータが得られた。これに関しては、リンカー導⼊入位置の変更により改善が⾒見込めるも

のと考えられるが、先にリン酸化誘導分⼦子の標的タンパク質のリン酸化誘導活性評価に着⼿手す

ることにした。  
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●   3.4  標的タンパク質に対するリン酸化誘導活性評価        

                    

   合成したリン酸化誘導分⼦子の標的タンパク質に対するリン酸化誘導活性を評価するため、精

製タンパク質系におけるリン酸化誘導活性評価系を構築した。その原理、⼿手順を図 47 に⽰示す。

精製 AMPK、精製基質タンパク質（ACC  or  HMGR）、ATP、化合物をキナーゼバッファー中に

混合させた後、37℃にてキナーゼ反応を進⾏行させる。その後、タンパク質を SDS にて変性させ

ることで反応を停⽌止させる。続いて、SDS-‐‑‒PAGE にてタンパク質を分離、PVDF 膜へのタンパ

ク質転写を⾏行う。膜上のリン酸化タンパク質に対して、「Phostag®」と呼ばれる、タンパク質上

のリン酸基を検出可能な試薬 100を処理することで、各タンパク質のリン酸化度合いを定量した。  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

図 47.   精製タンパク質を利⽤用したリン酸化誘導活性評価系  
  

P

O
NN

M2+

P
O O

OO

M2+
NN

NN

H
N

O

H
N

O
O

n

①  ・AMPK  
        ・標的タンパク質（ACC  or  HMGR）  
        ・ATP  
        ・化合物  

キナーゼ反応  
（37℃、2  hours）  

②  反応停止  
（SDS にてタンパク質変性）  

③  電気泳動、転写  
④  リン酸化タンパク質の定量  
（Phostag®試薬を利用）  

HRP 

luminescence 



                                                                                第三章   リン酸化誘導分子の創製‖                                                                                                                    

 58  

   実際にこの系を⽤用いて、リン酸化誘導分⼦子の標的タンパク質に対するリン酸化誘導活性を評

価した。まず、ACC リン酸化誘導分⼦子の ACC に対するリン酸化誘導活性を評価した。hACC2

に対して、AMPK（α1/β1/γ1）、ATP、ACC リン酸化誘導分⼦子（AA3、AA5）を処理し、ACC

のリン酸化を Phostag®を⽤用いて定量した。  
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   その結果、AA3、AA5 は共にACCのリン酸化を顕著に亢進させた（AA3:  268%、AA5:  245%）。

さらに、このリン酸化亢進活性は、control として同じく評価した AMPK 活性化剤 1、2 と同程

度のものであった。ACC リン酸化誘導分⼦子の AMPK 活性化能と活性化剤_̲の AMPK 活性化能

は約 40 倍程度異なる（1:  EC200  =  0.0085  µM、AA3:  EC200  =  0.21  µM、AA5:  EC200  =  0.55 µM）

ことを前節による実験において明らかとしている。AMPK 活性化能に差があるにも関わらず、

標的タンパク質のリン酸化が同程度まで亢進したという事実は、リガンドを連結構造に基づき

AMPK と標的基質との接近を促したことにより、標的に対するリン酸化が効率的に誘導された

ことを⽰示唆している。また、同様の実験条件にて AA3 の濃度依存性についても検証したところ、

AA3 は濃度依存的に ACC のリン酸化を誘導することが明らかとなった（図 48、右）。  
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   次に、HMGRリン酸化誘導分⼦子のHMGRに対するリン酸化誘導活性を評価した。HMGRに

対して、AMPK（α2/β1/γ1）、ATP、HMGR リン酸化誘導分⼦子(HA3、HA4、HA5)を処理し、

HMGRのリン酸化度合いを定量した。  
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   その結果、HA3、HA4、HA5 は HMGR のリン酸化を亢進させ、濃度依存性も確認された。

ACC の場合と同様に、そのリン酸化誘導活性は AMPK 活性化剤 2 と同程度のもの（図 49 右、

活性化剤 2:   237%、HA3:   234%）であった。さらに、その最⼤大活性については、リンカー⻑⾧長の

最も短い HA3 が最⼤大であることが明らかとなった。HA3-‐‑‒HA5 間の AMPK のキナーゼ活性化能

で⽐比較すると、HA3 が最もキナーゼ活性化能が低いにも関わらず、HMGRのリン酸化誘導活性

が最⼤大であるこの実験結果は興味深い。おそらく、最も短い PEG リンカーを有する HA3 が

HMGR のリン酸化サイト（Ser872）に AMPK が効率よく近接させうるということが予想され

る。このリンカー⻑⾧長による活性差は、リンカー⻑⾧長の最適化により、さらなるリン酸化誘導活性

向上の余地があることを⽰示唆している。  
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   次に⾏行ったのが、連結構造の必要性の検証実験である。本リン酸化誘導のコンセプトは、「キ

ナーゼ-‐‑‒リン酸化誘導分⼦子-‐‑‒標的タンパク質の三者複合体を形成した上でリン酸化が効率的に誘

導される」というものである。この機構に基づくリン酸化誘導を証明すべく、標的タンパク質

リガンドによる競合実験を計画した。もしも、コンセプト通りのリン酸化誘導であれば、標的

タンパク質リガンドを⾼高濃度共存させた条件においては、三者複合体形成が阻害され、標的タ

ンパク質に対するリン酸化誘導が減弱するはずである。  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

   まず、ACC リン酸化誘導分⼦子（AA3、AA5）の連結構造の必要性証明実験に着⼿手した（図 50）。

ACC、AMPK、ATP 存在下、AA3、AA5 は ACC のリン酸化を亢進させたが、ACC リガンドを

10 倍量共存させた条件においては、そのリン酸化誘導が溶媒コントロールと同程度まで減弱す

る結果が得られた。この結果より、ACC リン酸化誘導分⼦子はコンセプト通りの三者複合体形成

に基づき、ACC のリン酸化を誘導していることが⽰示唆された。  
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   同様に、HMGRリン酸化誘導分⼦子についてもリガンド競合実験を実施した（図 51）。  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

   HA3 について検証した結果、リガンド⾮非共存下では、HMGRのリン酸化を顕著に亢進させた。

HMGRリガンド（TS659）を共存させた条件（図 51.  HA3+lig.）においては、HMGRのリン酸

化が減弱することが明らかとなった。しかしながら、そのリン酸化誘導活性の減弱度合いは、

ACC リン酸化誘導分⼦子の場合と⽐比較して⼩小さいことが分かった。これは、HMGR リガンド

TS659 ⾃自⾝身による HMGR の被リン酸化能亢進活性の寄与が⽰示唆される。溶媒コントロール

（DMSO  and  DMSO+TS659）のバンドを観察すると、TS659 の処理により、HMGRのリン酸

化が亢進することが分かる。前節で⽰示した AMPK 活性化能評価では、TS659 は AMPK 活性化

能を⽰示さなかったことから、TS659 はHMGRに結合し、HMGRの AMPK による被リン酸化能

を向上していることが⽰示唆される。HMGRリガンドのこのような活性は報告例がなく、詳しい

作⽤用機序については明⾔言できないが、今後、この機構解明に向けた実験を⾏行い、精査していき

たい。  
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●   3.5  標的タンパク質に対する選択的なリン酸化誘導活性の評価                                   

  

   続いて着⼿手したのが、標的とするタンパク質に対する選択性の実証実験である。この証明の

為に、まず精製タンパク質を利⽤用した活性評価系を構築した（図 52）。具体的には、⼆二種の AMPK

基質タンパク質（HMGR  or  ACC）に対して、AMPK、ATP、化合物（AA3  or  HA3  or  AMPK  活

性化剤 2）を処理し、キナーゼ反応を進⾏行させる。その後、基質のリン酸化度合いを Phostag®

を⽤用いて定量し、各化合物の標的基質に対するリン酸化誘導活性を⽐比較することで基質選択性

を評価した。  
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   実際にこの実験系を⽤用いて、リン酸化誘導分⼦子の基質選択性を評価した（図 53）。単純な

AMPK 活性化剤である 2 は AMPK 基質⼆二種のリン酸化をどちらも亢進させた（ACC:   195%、

HMGR:  130%）。対して、AA3 は ACC のリン酸化を 2 と同程度まで亢進させたが、HMGRに

対するリン酸化誘導活性は⽰示さないという結果が得られた（ACC:  198%、HMGR:  111%）。さ

らに、HA3 については、HMGR のリン酸化を 2 以上に顕著に亢進させるのに対して、ACC の

リン酸化は 2 と同程度にとどまるという結果が得られた（ACC:  191%、HMGR:  154%）。  
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上の結果をもとに、リン酸化誘導分⼦子の基質選択性を考察した。同濃度処理の AA3、HA3 の

HMGRに対するリン酸化誘導活性の⽐比較（AA3 50 µM: 111%、HA3 50 µM: 154%）、また、AA3

のHMGR、ACC に対するリン酸化誘導活性（to HMGR: 111%、to ACC: 198%）を考慮すると、

各標的タンパク質に対する選択的なリン酸化誘導活性が⽰示唆される。また、各基質タンパク質

に対するリン酸化誘導の度合いを数値化し、リガンド連結構造を持たない AMPK 活性化剤 2 と

各リン酸化誘導分⼦子とでそのリン酸化度合いを⽐比較した（図 54）。その結果、AMPK 活性化剤

2 と⽐比較すると、AA3 は約⼆二倍、HA3 では約三倍の値が得られた。この結果は、リン酸化誘導

分⼦子のリガンド連結構造、それに基づくキナーゼ、標的基質の複合体形成により、標的とする

タンパク質に対して優先的なリン酸化誘導が引き起こされている可能性を⽰示唆している。  
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   続いて、さらなる⾼高次評価系として細胞破砕液中における化合物のリン酸化誘導活性評価を

⾏行い、様々な夾雑物が混在する系におけるリン酸化誘導活性ならびに基質選択性を評価するこ

ととした（図 55）。細胞株としては、ヒト胎児腎由来HEK293 細胞を利⽤用した。化合物として

は ACC リン酸化誘導分⼦子 AA3、AMPK 活性化剤 1 の細胞破砕液へと処理し、内在性 ACC、ま

たは別の AMPK 基質である FOXO3a101と Raptor102のリン酸化度合いを定量した。  
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図 55.   細胞破砕液を⽤用いたリン酸化誘導活性ならびに基質選択性評価  
  

リン酸化度合いを定量  

●  細胞                              :  HEK293  
●  化合物                        :  AA3, 1  
●  定量タンパク質:  ACC、FOXO3a、  
                  Raptor 
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   調整した細胞破砕液に対して、化合物（100  µM）、ATP を処理し、37℃にて 2時間キナーゼ

反応を進⾏行させた後に、ウエスタンブロット法を⽤用いて各 AMPK 基質のリン酸化度合いを定量

した。その結果、AMPK 活性化剤 1 は三種の AMPK 基質のリン酸化を顕著に亢進させ、⾮非選択

的なリン酸化誘導活性を⽰示した（ACC:  297%、FOXO3a:  353%、Raptor:  155%）。対して AA3

は FOXO3a、Raptor のリン酸化はほとんど亢進させず、ACC に対してのみリン酸化を誘導す

るという結果が得られた（ACC:   146%、FOXO3a:   88%、Raptor:   110%）。この結果より、リ

ン酸化誘導分⼦子は多種多様なタンパク質が混在する条件においても標的とするタンパク質のリ

ン酸化を誘導すること、また、単純な AMPK 活性化剤と⽐比較して標的基質選択的にリン酸化誘

導可能であることが⽰示された。  
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●   3.6 実験結果の考察と議論              

                                

   本研究において設計したリン酸化誘導分⼦子は  

      ■   AMPK、標的タンパク質の双⽅方に結合能を⽰示す  

      ■  キナーゼ活性化能を併せ持つ  

      ■  標的とするタンパク質のリン酸化を効率的に促進する  

      ■  三者複合体を形成することでリン酸化を誘導する  

      ■  精製タンパク質系、細胞破砕液系において標的選択的なリン酸化を誘導する  

   ことを種々の実験により明らかとした。  

リン酸化誘導活性について  

   AMPK、ACC に対する活性は、リンカーの導⼊入により減弱することが明らかとなった（AMPK:  

30-‐‑‒600 倍減、ACC:  10-‐‑‒20 倍減）。これについてはリンカーの導⼊入位置の変更や導⼊入部位の化学

構造を変換することにより改善が⾒見込めると考えている。また、ベンズイミダゾール型のもと

のは構造が異なる AMPK 活性化剤として C2 という化合物 54が報

告されている。この化合物は EC50値が 6   nM にて AMPK を活性

化することが報告されている（991:   0.03  µM  (α1β1γ1),   0.09  µM  

(α2β1γ1)）  ことから、こちらのリガンドを 991 の代わりに導⼊入す

ることによりさらにリン酸化誘導活性が向上する可能性がある。さ

らに HMGR リン酸化誘導分⼦子においては、リンカー⻑⾧長の最も短い HA3 がより強いリン酸化誘

導活性を⽰示した。この結果は、リンカー⻑⾧長の最適化によりリン酸化誘導活性の向上が期待でき

ることを⽰示唆している。今後、細胞系における活性評価や、医薬応⽤用等を考慮すると、さらな

るリン酸化誘導活性の向上が望まれるため、上記のような改善策を適⽤用してリン酸化誘導分⼦子

の活性を向上したいと考えている。  

リン酸化部位の同定について  

   リン酸化されたアミノ酸残基の同定も重要な課題であると考えている。⼀一つのタンパク質が

有する被リン酸化アミノ酸残基はかならずしも単⼀一ではなく、複数個存在することも多くある。

そのリン酸化残基によって機能制御様式は⼤大きく異なるため、どの残基がリン酸化されたのか、

また複数個リン酸化されていないかなどの証明は必須な実験であると考えられる。この同定に

は質量分析装置（MS/MS）による解析が、より直接的に判断できる⼿手法として有⽤用であると考

えられる。また、リン酸化されうるアミノ酸残基に対する点変異導⼊入（例:  Ser→Ala）によるリ

ン酸化の減少をもとに判断する⼿手法や、配列特異的なリン酸化抗体を利⽤用する⼿手法が代替実験

として考えられる。リン酸化残基の数については、Phostag-‐‑‒gel®を応⽤用した⽅方法 103により決定

可能であると考えられる。しかし、現段階においてはその検証までは⾏行えていない。  
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                     C2 の化学構造 54  
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基質選択性について  

   また、リン酸化誘導分⼦子の標的タンパク質選択性について精製タンパク質系、細胞破砕液系

の⼆二系において評価した。その結果、リン酸化誘導分⼦子は精製タンパク質系おいては単純な

AMPK 活性化剤と⽐比較して 2-‐‑‒3 倍の選択性を⽰示し、細胞破砕液系においても標的タンパク質選

択的なリン酸化誘導活性を⽰示した。特異的と呼べるまで選択性を⾼高めることができれば、より

実⽤用性の⾼高い機能性分⼦子となるが、現段階では選択性向上策は考案できていない。それでもこ

れらの実験事実は、創製したリン酸化誘導分⼦子により AMPK の基質選択性が変動しうることを

⽰示している。これはキナーゼの機能阻害や発現制御といった既存の⼿手法では成し得ないもので

あり、本リン酸化誘導分⼦子により選択的リン酸化シグナル伝達の新たな⽅方法論を提案できたも

のと考えている。この⽅方法は、特定のリン酸化シグナルの詳細な解析⼿手法への応⽤用が期待でき

る。また、タンパク質のリン酸化は細胞増殖、分化、免疫応答、オートファジーなどありとあ

らゆる表現型を⽣生み出す。すなわち、特定のタンパク質のリン酸化を誘導することで、その基

質のリン酸化に基づく狙いの表現型を強く引き出せる可能性がある。  
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   タンパク質リン酸修飾はグリコーゲンホスホリラーゼのリン酸化の発⾒見により80年以上も前

に⾒見出された修飾系である。これまでに世界中の研究者によりその修飾機構や修飾意義の解明、

ヒトゲノムにコードされた数多くのキナーゼ、ホスファターゼの同定が⾏行われ、タンパク質リ

ン酸化の⽣生命活動における重要性が次々と明らかとされた。現在では、プロテインキナーゼの

機能制御法（RNA⼲干渉法や選択的阻害剤）や、質量分析を始めとする効率的なキナーゼ下流基

質の同定⼿手法が開発され、タンパク質リン酸化シグナルの解明に拍⾞車をかけている。  

  

   本研究において筆者は、タンパク質リン酸化シグナル制御法における“ある問題点”を提起

した。それは、キナーゼ下流基質の選択的なリン酸化、すなわちキナーゼ-‐‑‒基質⼀一対のリン酸化

誘導を起こすことは既存の⼿手法では困難ということである。これはキナーゼの基質多様性に起

因するため、キナーゼそのものを標的にする既存の制御法ではその下流基質すべてが影響を受

けてしまうのである。これは狙いのリン酸化シグナルを誘起し、解析したい場合においては⼤大

きな問題である。また、疾患治療を指向して数多くのキナーゼ阻害剤が開発されているが、こ

の阻害剤によっても上述の理由により複数のリン酸化シグナルが影響を受けていることが予想

され、狙いの治療効果を最良の形で発揮していないという可能性も否定できない。つまり特定

の基質のリン酸化を促進ないし阻害することができる⼿手法は、リン酸化シグナル解析や創薬化

学の分野におけるブレークスルーとなると考えられる。  

     

   筆者はこの研究課題に対し、「キナーゼ-‐‑‒標的基質の近接を促進する機能性分⼦子」を創製するこ

とでその解決を⽬目指した。キナーゼリガンドと標的基質のリガンドとを連結させた有機化合物

がこの機能を⽰示すものと仮説を⽴立て、リン酸化誘導分⼦子の設計、有機合成を実施した。種々の

実験の結果、合成したリン酸化誘導分⼦子は標的とするタンパク質に対して効率的にリン酸化を

誘導すること、また標的タンパク質選択的なリン酸化誘導活性を⽰示すことを明らかにした。有

機化合物により標的とするタンパク質のリン酸化を誘導した例はおそらく世界初のものである。  

  

   今後、リン酸化誘導分⼦子の構造展開により、さらなるリン酸化誘導活性、基質選択性の改善

の可能性を精査していきたいと考えている。さらに、キナーゼ-‐‑‒標的タンパク質の近接効果によ

り、キナーゼの本来の基質以外のタンパク質に対してもリン酸化が誘導されるのか否かは⾮非常

に興味深く、これについても追加の実験を⾏行い、検証していきたいと考えている。  

   本リン酸化誘導⼿手法が今後、リン酸化シグナル解析や創薬へと応⽤用されることを強く期待す

る。
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1. Chemistry 

1.1 General Comments 

 1H and 13C NMR spectra were recorded on a JEOL JNM-ECA500 (500 MHz) spectrometer in the 
indicated solvent. Chemical shifts (δ) are reported in parts per million relative to internal standard 
tetramethylsilane (1H NMR) or the centerline of the triplet at 77.0 ppm of CDCl3 (13C NMR). The 
following abbreviations are used: s = singlet, d = doublet, t = triplet, q = quartet, m = multiplet, br = broad. 
ESI and FAB mass spectrum were recorded on a BRUKER micrOTOF II mass spectrometer and 
JMA-HX110 mass spectrometer, respctively. Unless otherwise noted, chemical reagents and solvents were 
purchased from Aldrich Inc., Tokyo Chemical Industry Co., Ltd., Wako Pure Chemical Industries, Ltd., 
and Kanto chemical co., inc., and used without purification. Routine TLC was performed on silica gel 60 
F254 plates (Merck, Germany). Flash column chromatography was performed on Silica gel 60 (spherical, 
particle size 40-50 µM; Kanto Chemical, Japan). 
 
 

1.2 Synthesis of AMPK ligand unit 

 

4-chloro-5-iodo-2-nitroaniline (A1) 

 

 

 

 

 

5-Chloro-2-nitroaniline (500 mg, 2.90 mmol) was dissolved in AcOH (5.0 mL) and added N-iodo 
succinimide (720 mg, 3.20 mmol) at room temperature. The mixture was stirred at 50 oC for 24 h. The 
reaction mixture was cooled down to room temperature and filtered. The obtained orange solid was washed 
with AcOH, H2O, sat. NaHCO3 aq. and rewashed with H2O, and then dried in vacuo to afford A1 as an 
orange solid (856 mg, 99%). 
 
• 1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ: 8.56 (1H, s, Ar-H), 6.99 (1H, s, Ar-H), 6.10 (2H, brs, -NH2).  
• FAB-MS m/z: 298(M)+. 

 

5-chloro-6-iodo-1,3-dihydro-2H -benzo[d ]imidazol-2-one (A3) 

 

 

 

 

STEP 1. 

A1 (2.00 g, 6.70 mmol) was dissolved in AcOEt (40 mL) and added SnCl2・2H2O (7.60 g, 33.5 mmol) at 
room temperature. The mixture was stirred at 80 oC for 5 h. The mixture was added sat. NaHCO3 aq. at 0 
oC to adjust the pH to 8. The suspension was filtered on celite and the residue was extracted with AcOEt. 
The organic layer was washed with brine and dried over Na2SO4. The organic layer was concentrated in 
vacuo and the resulting brown solid was used for next step without any purification. 
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STEP 2. 

The brown solid (91.2 mg) prepared in STEP 1 was dissolved in anhydrous THF (1.0 mL) and added CDI 
(83.0 mg, 0.512 mmol) at room temperature. The mixture was refluxed for 18 h and then, white solid was 
precipitated gradually in the reaction solution. The white solid precipitated under the reaction condition 
was filtered and washed with CHCl3 and H2O, and then dried to afford A3 as a white solid with adequate 
purity (77 mg, 77%). 
 
• 1H NMR (500 MHz, DMSO-d6) δ: 10.88 (1H, s, -CONH-), 10.82 (1H, s, -CONH-), 7.34 (1H, s, Ar-H), 

7.10 (1H, s, Ar-H).  
• HRMS (ESI-TOF) calcd for C7H4ClIN2O-H: 292.8973; found: 292.8972 (M-H)-. 
 

 

2,6-dichloro-5-iodobenzo[d ]imidazole (A4) 
 

 

 

 

 

 
A3 (77 mg, 0.26 mmol) in flask (displaced with Ar gas) was added POCl3 (725 µL, 7.8 mmol) at room 
temperature. The mixture was stirred at 90 oC for 18 h. The reaction mixture was added H2O and 
neutralized with NaHCO3 aq at 0 oC. The resultant aqueous layer was extracted with AcOEt and the 
combined organic layer was washed with brine and dried over Na2SO4. The solvent was removed, and the 
residue was purified with silica gel column chromatography (solvent: AcOEt/n-hexane = 1:10 to 1:3) to 
afford A4 as a white solid (138 mg, quant.). 
 
• 1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ: 8.01 (1H, s, Ar-H), 7.65 (1H, s, Ar-H).  
• FAB-MS m/z: 313 (M+H)+. 

 
mixture of 2,6-dichloro-5-iodo-1-((2-(trimethylsilyl)ethoxy)methyl)-1H -benzo[d ]imidazole and 

2,5-dichloro-6-iodo-1-((2-(trimethylsilyl)ethoxy)methyl)-1H -benzo[d ]imidazole (A5) 
 

 

 

 

 

 
A4 (17 mg, 0.053 mmol) was dissolved in THF (300 µL) and added triethylamine (15 µL, 0.11 mmol) and 
SEMCl (14 µL, 0.080 mmol) at room temperature. The mixture was stirred at room temperature for 1 h. 
The reaction solution was added H2O and the resultant aqueous layer was extracted with AcOEt. The 
organic layer was washed with 2N HCl aq. and brine, and then dried over Na2SO4. The organic layer was 
concentrated in vacuo to afford A5 as a white solid with sufficient purity (22 mg, 96%). 
 
• 1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ: 8.22 (0.5H, s, Ar-H), 8.01 (0.5H, s, Ar-H), 7.85 (0.5H, s, Ar-H), 7.66 

(0.5H, s, Ar-H), 5.54 (2H, s, -CH2-), 3.59 (2H, m, -CH2-), 0.98-0.93 (2H, 
m, -CH2-), 0.01 (9H, s, -Si(CH3)3).  

                      
• FAB-MS m/z: 443 (M+H)+. 
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mixture of methyl 5-((6-chloro-5-iodo-1-((2-(trimethylsilyl)ethoxy)methyl)-1H -benzo[d ]imidazol
-2-yl)oxy)-2-methylbenzoate and methyl 5-((5-chloro-6-iodo-1-((2-(trimethylsilyl)ethoxy)methyl)-

1H -benzo[d ]imidazol-2-yl)oxy)-2-methylbenzoate (A6). 
 

 

 

 

 

 
A5 (22 mg, 0.050 mmol) was dissolved in DMF (500 µL) and added methyl 5-hydroxy-2-methylbenzoate (12 
mg, 0.075 mmol) and Cs2CO3 (49 mg, 0.15 mmol) at room temperature. The mixture was stirred at room 
temperature for 3 h. The reaction solution was added H2O and the resultant aqueous layer was extracted 
with AcOEt. The organic layer was washed with brine and dried over Na2SO4. The organic layer was 
concentrated in vacuo, and the residue was purified with silica gel column chromatography (solvent: 
AcOEt/n-hexane = 1:10 to 1:3) to afford A6 as a white solid (29 mg, 92%).  
 
• 1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ: 8.02 (0.5H, s, Ar-H), 7.89 (0.5H, d, J = 2.9 Hz, Ar-H), 7.89 (0.5H, s, 

Ar-H), 7.87 (0.5H, s, Ar-H), 7.66 (0.5H, d, J = 2.9 Hz, Ar-H), 7.54 (0.5H, 
s, Ar-H), 7.43 (1H, dd, J = 8.3, 2.6 Hz, Ar-H), 7.34 (1H, d, J = 8.6 Hz, 
Ar-H), 5.49 (2H, s, -OCH2-), 3.89 (3H, s, -OCH3), 3.65-3.64 (2H, m, 
-CH2-), 2.63 (3H, s, -CH3), 0.98-0.94 (2H, m, -CH2-), -0.01 (9H, s, 
-Si(CH3)3). 

                         
• HRMS (ESI-TOF) calcd for C22H26ClIN2O4Si+Na: 595.0270; found: 595.0287 (M+Na)+. 

 
mixture of 4-(6-chloro-2-(3-(methoxycarbonyl)-4-methylphenoxy)-1-((2-(trimethylsilyl)ethoxy)me
thyl)-1H -benzo[d ]imidazol-5-yl)benzoic acid and 4-(5-chloro-2-(3-(methoxycarbonyl)-4-methylp

henoxy)-1-((2-(trimethylsilyl)ethoxy)methyl)-1H -benzo[d ]imidazol-6-yl)benzoic acid (A7). 
 

 

 

 

 

 

 
A6 (30 mg, 0.052mmol), 4-carboxyphenylboronic acid (10 mg, 0.057 mmol), Pd(PPh3)4 (1 mg, catalytic 
amount) and Na2CO3 (8 mg, 0.073 mmol) were dissolved in 1,4-dioxane/H2O (750 µL, 2:1). After Ar gas 
displacement in the flask, the reaction solution was stirred at 80 oC for 10 h under Ar atmosphere. The 
reaction solution was added H2O and the resultant aqueous layer was extracted with AcOEt. Then, the 
organic layer was washed with brine and dried over Na2SO4. The solvent was removed, and the residue was 
purified with silica gel column chromatography (solvent: CHCl3/MeOH=70:1) to afford A7 as a white solid 
(17 mg, 59%). 
 
• 1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ: 8.19 (1H, d, J = 8.5 Hz, Ar-H), 8.17 (1H, d, J = 8.5 Hz, Ar-H), 7.94 (1H, 

d, J = 2.9 Hz, Ar-H), 7.71 (0.5H, s, Ar-H), 7.61 (1H, d, J = 8.6 Hz), 7.58 
(1H, d, J = 8.5 Hz), 7.56 (0.5H, s, Ar-H), 7.56 (0.5H, s, Ar-H ), 
7.50-7.47 (1H, m, Ar-H), 7.38 (0.5H, s, Ar-H), 7.36 (1H, d, J = 8.0 Hz, 
Ar-H), 5.58 (2H, s, -OCH2-), 3.91 (3H, s, --OCH3), 3.74-3.69 (2H, m, 
-CH2-), 2.66 (3H, s, -CH3), 1.04-0.97 (2H, m, -CH2-), 0.03 (3H, s, 
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-Si-CH3), 0.00 (6H, s, -Si(CH3)2).  
                        
• HRMS (ESI-TOF) calcd for C29H31ClN2O6Si+H: 567.1718; found: 567.1713 (M+H)+. 

 

 

4-(6-chloro-2-(3-(methoxycarbonyl)-4-methylphenoxy)benzo[d ]imidazol-5-yl)benzoic acid (A8) 
 

 

 

 

 

 

 
A7 (30 mg, 0.0529 mmol) was dissolved in THF (300 µL). Tetrabutylammonium fluoride (159 µL, 0.159 
mmol, 1M in THF) was added to the solution, and the resulting mixture was refluxed for 11h. The solvent 
was removed on evaporator, and the residue was purified with silica gel column chromatography (solvent: 
CHCl3/MeOH = 20:1 to 10:1) to afford A8 as a white solid (12 mg, 52%). 
 
• 1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ: 8.15 (2H, d, J = 8.0 Hz, Ar-H), 7.94 (1H, d, J = 2.9 Hz, Ar-H), 7.56 (2H, 

d, J = 8.6 Hz, Ar-H), 7.46 (1H, dd, J = 8.0, 2.9 Hz, Ar-H), 7.34 (1H, d, J 
= 8.6 Hz, Ar-H), 3.89 (3H, s, -OCH3), 2.62 (3H, s, -CH3).  

• HRMS (ESI-TOF) calcd for C23H17ClN2O5: 435.0742; found: 435.0733 (M-H)-. 

 

methyl 5-((6-chloro-5-(4-(ethylcarbamoyl)phenyl) benzo[d ]imidazol-2-yl)oxy)-2-methylbenzoate 
(A9) 

 

 

 

 

 

 

 
A8 (30 mg, 0.0687 mmol) was dissolved in anhydrous DMF (687 µL). EDCI (43 mg, 0.275 mmol), HOBt 
(23 mg, 0.172 mmol) and ethylamine (9.0 µL, 0.172 mmol, 70% in water) were added to the solution at 
room temperature, and the resulting mixture was stirred for 12 h. The reaction solution was diluted with 
AcOEt and washed with water and brine. The organic layer was dried over Na2SO4, and the solvent was 
removed. The residue was purified with silica gel column chromatography (solvent: CHCl3/MeOH = 30:1) 
to afford A9 as colorless oil (19 mg, 59%). 
 
• 1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ: 7.91 (1H. d, J = 2.3 Hz, Ar-H), 7.81 (2H, d, J = 8.0 Hz, Ar-H), 7.46 (3H, 

d, J = 8.6 Hz, Ar-H), 7.42 (1H, dd, J = 8.0, 2.9 Hz, Ar-H), 7.28 (1H, d, J 
= 8.6 Hz, Ar-H), 6.32 (1H, s, Ar-H), 3.86 (3H, s, -OCH3), 3.58-3.52 (2H, 
m, -CH2-), 2.57 (3H, s, -CH3), 1.29 (3H, t, J = 7.4 Hz, -CH3).  

• HRMS (ESI-TOF) calcd for C23H22ClN3O4+Na: 486.1191; found: 486.1185 (M+Na)+. 
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5-((6-chloro-5-(4-(ethylcarbamoyl)phenyl) benzo[d ]imidazol-2-yl)oxy)-2-methylbenzoic acid (A10) 
 

 

 

 

 

 

 
A9 (19 mg, 0.0410 mmol) was dissolved in MeOH/water (1 mL, 1:1). Then, LiOH•H2O (3.0 mg, 0.0633 
mmol) was added to the solution at room temperature, and the resulting mixture was stirred at this 
temperature for 21 h. The reaction solution was added water, and acidified with 2N HCl aq., and the 
resultant aqueous layer was extracted with AcOEt. The combined organic layer was washed with brine and 
dried over Na2SO4. Then, solvent was removed and the residue was purified with silica gel column 
chromatography (solvent: CHCl3/MeOH = 10:1) and by washing with CHCl3 to afford A10 as a white solid 
(6 mg, 33%). 
 
• 1H NMR (500 MHz, DMSO-d6) δ: 8.51 (1H, t, J = 5.4 Hz, -CONH-), 7.88 (2H, d, J = 8.0 Hz, Ar-H), 7.76 

(1H, d, J = 2.9 Hz, Ar-H), 7.55 (1H, s, Ar-H), 7.51-7.48 (3H, m), 
7.39 (1H, d, J = 8.6 Hz, Ar-H), 7.35 (1H, s, Ar-H), 3.29 (2H, q, J = 
7.2 Hz, -CH2-), 2.53 (3H, s, -CH3), 1.13 (3H, t, J = 7.2 Hz, -CH3).  

• HRMS (ESI-TOF) calcd for C24H19ClN3O4: 448.1059; found: 448.1069 (M-H)-. 

 

methyl 2-methyl-5-nitrobenzoate (A11) 
 

 

 

 

 

 
2-Methyl-5-nitrobenzoic acid (5.0 g, 0.028 mol) was dissolved in MeOH (50 mL) and added H2SO4 (500 µL, 
1 v/v%,) at room temperature. The reaction mixture was stirred at 50 oC for 24 h. The mixture was 
neutralized with sat. NaHCO3 aq., and then, the solid precipitated was filtered and dried to afford A11 as a 
yellow solid (5.39 g, 99%). 
 
• 1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ: 8.78 (1H, d, J = 2.3 Hz, Ar-H), 8.24 (1H, dd, J = 8.3, 2.6 Hz, Ar-H), 7.44 

(1H, d, J = 8.6 Hz, Ar-H), 3.96 (3H, s, -OCH3), 2.73 (3H, s, -CH3).  
• HRMS (ESI-TOF) calcd for C9H9NO4+Na: 218.0424; found: 218.0414 (M+Na)+. 
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methyl 5-amino-2-methylbenzoate (A12) 
 

 

 

 

 

 
A11 (100 mg, 0.51 mmol) was dissolved in AcOEt (2.0 mL) and added SnCl2・2H2O (587 mg, 2.6 mmol) at 
room temperature. The mixture was stirred at 80 oC for 2.5 h. The mixture was added sat. NaHCO3 aq. at 
0 oC and modified pH to 8. The suspension was filtered on celite and the residue was extracted with AcOEt. 
The organic layer was washed with brine and dried over Na2SO4. The organic layer was concentrated in 
vacuo to afford A12 as a yellow solid (53 mg, 63%) with adequate purity. 
 
• 1H NMR (500 MHz, CHCl3) δ: 7.25 (1H, d, J = 2.3 Hz, Ar-H), 7.02 (1H, d, J = 8.6 Hz, Ar-H), 6.75 (1H, 

dd, J = 8.0, 2.3 Hz, Ar-H), 3.87 (3H, s, -OCH3), 3.68 (2H, brs, -NH2), 
2.46 (3H, s, -CH3).  

• HRMS (ESI-TOF) calcd for C9H11NO2+H: 166.0863; found: 166.0869 (M+H)+. 

 

methyl 5-hydroxy-2-methylbenzoate (A13) 
 

 

 

 

 

 
Methyl 5-amino-2-methylbenzoate (2.7 g, 0.016 mol) was suspended in H2O (12 mL) and added H2SO4 (2.6 
mL, 0.048 mol) at 0 oC. The mixture was stirred at 0 oC for 1.5 h. The mixture was added NaNO2 (1.1 g, 
0.016 mol) in H2O (5 mL) at 0 oC, and the resulting mixture was further stirred at 100 oC for 2 h. The 
reaction mixture was neutralized with sat. NaHCO3 aq. at 0 oC. The aqueous layer was extracted with 
AcOEt. The organic layer was washed with brine and dried over Na2SO4. The organic layer was 
concentrated in vacuo and the residue was purified with silica gel column chromatography (solvent: 
AcOEt/n-hexane = 1:7 to 1:2) to afford A13 as a yellow solid (2.66 g, 64%). 
 
• 1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ: 7.43 (1H, d, J = 2.9 Hz, Ar-H), 7.10 (1H, d, J = 8.0 Hz, Ar-H), 6.92 (1H, 

dd, J = 8.6, 2.9 Hz, Ar-H), 5.83 (1H, brs, -OH), 3.89 (3H, s, -OCH3), 
2.50 (3H, s, -CH3). 

• HRMS (ESI-TOF) calcd for C9H10O3+Na: 189.0519; found: 189.0522 (M+Na)+. 
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1.3 Synthesis of HMGR ligand unit 
 

methyl 4-(4-methyl-3-oxopentanamido)benzoate (H1) 
 

 

 

 

 

 
Ethyl isobutyrylacetate (5.0 g, 0.0347 mol) was dissolved in toluene (173 mL) and added methyl 
4-aminobenzoate (5.25 g, 0.0347 mol) and ethylenediamine (23 µL, 0.347 mmol) at room temperature. The 
mixture was refluxed for 9 h. Then, the solvent was removed in vacuo, and the residue was purified with 
silica gel column chromatography (solvent: AcOEt/n-Hexane = 1:5 to 1:2) to afford H1 as a white solid 
(7.73 g, 85% yield). 
 
• 1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ: 9.54 (1H, s, -CONH-), 8.02 (2H, d, J = 8.9 Hz, Ar-H), 7.65 (2H, d, J = 

8.9 Hz, Ar-H), 3.90 (3H, s, -OCH3), 3.64 (2H, s, -CH2-), 2.78-2.70 (1H, 
m-CHR2), 1.19 (6H, d, J = 6.9 Hz, -(CH3)2). 

• 13C NMR (125 MHz, CDCl3) δ: 211.6, 166.6, 163.8, 141.7, 130.8, 125.8, 119.2, 52.0, 46.6, 42.
4, 17.7;  

• HRMS (ESI-TOF) calcd for C14H17NO4+Na: 286.1050; found: 286.1056 (M+Na)+. 

 

methyl (Z )-4-(2-benzylidene-4-methyl-3-oxopentanamido)benzoate (H2) 
 

 

 

 

 

 

 
H1 (2.0 g, 7.60 mmol) was suspended in n-hexane (25 mL) and added benzaldehyde (1.55 mL, 15.2 mmol), 
β-alanine (339 mg, 3.80 mmol) and acetic acid (43 µL, 0.760 mmol) at room temperature. The mixture was 
reflulxed on dean-stark apparatus for 17 h. The reaction mixture was added water and the resultant 
aqueous layer was extracted with AcOEt. The organic layer was washed with brine, dried over Na2SO4 and 
concentrated. The residue was purified with silica gel column chromatography (solvent: AcOEt/n-Hexane = 
1:5 to 1:2) to afford H2 as pale yellow amorphous (1.56 g, 58% yield). 
 
• 1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ: 8.01 (2H, d, J = 8.6 Hz, Ar-H), 7.95 (1H, s, -CONH-), 7.64 (1H, s, 

=CHR), 7.59 (2H, d, J = 8.6 Hz, Ar-H), 7.54 (2H, d, J = 6.3 Hz, Ar-H), 
7.40-7.34 (3H, m), 3.90 (3H, s, -OCH3), 3.40-3.32 (1H, m, -CHR2), 1.22 
(6H, d, J = 6.9 Hz, -(CH3)2).  

• 13C NMR (125 MHz, CDCl3) δ: 202.8, 166.5, 165.4, 141.6, 141.6, 135.7, 132.7, 130.9, 129.9, 129.0,
 126.2, 119.2, 52.1, 36.5, 19.1;  

• HRMS (ESI-TOF) calcd for C21H21NO4+Na: 374.1363; found: 386.1358 (M+Na)+. 
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methyl 4-(2-(2-(4-fluorophenyl)-2-oxo-1-phenylethyl)-4-methyl-3-oxopentanamido)benzoate (H3) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
H2 (1.00 g, 2.85 mmol) was added Et3N (2.70 mL, 20.0 mmol), 3-ethyl-5-(2-hydroxyethyl)-4-methylth
-iazolium bromide (719 mg, 2.85 mmol) and 4-fluorobenzaldehyde (450 µL, 4.28 mmol) at room te
mperature. The mixture was stirred at 70 oC for 17 h. Et3N was removed on evaporator, and the
 residue was purified with silica gel column chromatography (solvent: Acetone/n-Hexane = 1:7 to 
1:2) to afford diastereomeric mixture of H3 (504 mg, 37% yield). 
 
• HRMS (ESI-TOF) calcd for C28H26NO5+Na: 498.1687; found: 498.1688 (M+Na)+. 

 

methyl 
4-(1-(2-((4R ,6R )-6-(2-(te r t -butoxy)-2-oxoethyl)-2,2-dimethyl-1,3-dioxan-4-yl)ethyl)-5-(4-fluorophenyl

)-2-isopropyl-4-phenyl-1H -pyrrole-3-carboxamido)benzoate (H4) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
H3 (500 mg, 1.05 mmol) was dissolved in n-hexane/THF/toluene (6 mL, 9:2:2) and added t-butyl 2-[(4R, 
6R)-6-(2-aminoethyl)-2,2-dimethyl-1,3-dioxan-4-yl]acetate (306 mg, 1.12 mmol) and pivalic acid (79 µL, 0.704 
mmol) at room temperature. The mixture was refluxed for 23 h. The reaction solution was washed with 
0.5N NaOH aq., 0.5N HCl aq., brine and then dried over Na2SO4. The solution was concentrated and the 
residue was purified with silica gel column chromatography (solvent: Acetone/n-Hexane = 1:5) to afford H4 
as pale brown amorphous (455 mg, 61%). 
 
• 1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ: 7.84 (2H, d, J = 9.2 Hz, Ar-H), 7.23-7.14 (7H, m), 7.09 (2H, d, J = 9.2 

Hz, Ar-H), 7.00-6.98 (3H, m), 4.18-4.13 (1H, m, -CH(OR)-), 4.12-4.06 
(1H, m, -CH(OR)-), 3.85 (3H, s, -OCH3), 3.83-3.81 (1H, m), 3.70-3.68 
(1H, m), 3.65-3.60 (1H, m, -CHMe2), 2.36 (1H, dd, J = 14.5, 6.5 Hz), 
2.24 (1H, dd, J = 14.5, 6.5 Hz), 1.69-1.65 (2H, m), 1.53 (6H, d, J = 6.9 
Hz, -(CH3)2), 1.43 (9H, s, -(CH3)3), 1.36 (3H, s), 1.35-1.34 (1H, m), 
1.30 (3H, s, -CH3), 1.05 (1H, q, J = 11.8 Hz). 
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• 13C NMR (125 MHz, CDCl3) δ: 170.2, 166.7, 164.6, 162.3 ( d, J = 246.3 Hz), 142.7, 142.5, 134.5, 13
3.1 (d, J = 7.1 Hz), 130.6, 130.5, 129.1, 128.5, 130.0 (d, J = 3.6 Hz), 1
26.8, 124.6, 121.8, 118.2, 115.4 (d, J = 21.5 Hz), 114.6, 98.7, 80.7, 66
.4, 65.9, 51.8, 42.4, 41.0, 38.0, 35.9, 29.9, 28.1, 26.0, 21.5, 21.3, 19.6
;  

• HRMS (ESI-TOF) calcd for C42H49N2O7+Na: 735.3416; found: 735.3423 (M+Na)+. 

 

4-(1-(2-((4R ,6R )-6-(2-(te r t -butoxy)-2-oxoethyl)-2,2-dimethyl-1,3-dioxan-4-yl)ethyl)-5-(4-fluorophenyl
)-2-isopropyl-4-phenyl-1H -pyrrole-3-carboxamido)benzoic acid (H5) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
H4 (20 mg, 0.0281 mmol) was dissolved in MeOH/H2O/THF (210 µL, 1:1:1) and added LiOH•H2O at 
room temperature. The solution was stirred at 60 oC for 6 h. The reaction solution was acidified with 2N 
HCl aq. to pH 2 and the resultant aqueous layer was extracted with AcOEt. The organic layer was dried 
over Na2SO4 and concentrated. The residue was purified with silica gel column chromatography (solvent: 
CHCl3/MeOH = 30:1 to 15:1) to afford H5 as white solid (16 mg, 80%). 
 
• 1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ: 7.91 (2H, d, J = 9.2 Hz, Ar-H), 7.24-7.14 (7H, m), 7.12 (2H, d, J = 9.2 Hz, 

Ar-H), 7.06 (1H, brs), 6.99 (2H, dd, J = 8.9, 8.9 Hz, Ar-H), 4.19-4.13 (1H, 
m-CH(OR)-), 4.09-4.07 (1H, m-CH(OR)-), 3.87-3.80 (1H, m), 3.70-3.68 
(1H, m), 3.66-3.60 (1H, m, -CHMe2), 2.39 (1H, dd, J = 15.4, 7.7 Hz), 
2.24 (1H, dd, J = 15.4, 7.7 Hz), 1.70-1.65 (2H, m), 1.53 (6H, d, J = 6.9 Hz, 
-(CH3)2), 1.43 (9H, s, -(CH3)3), 1.36 (3H, s, -CH3), 1.35-1.34 (1H, m), 1.30 
(3H, s, -CH3), 1.05 (1H, q, J = 11.8 Hz). 

• 13C NMR (125 MHz, CDCl3) δ: 171.1, 170.1, 164.6, 162.3 (d, J = 246.3), 143.4, 142.7, 134.5, 133.1 (
d, J = 8.4 Hz), 131.3, 130.6, 129.1, 128.5, 127.9 (d, J = 3.5 Hz), 126.
9, 123.6, 121.9, 118.2, 115.4 (d, J = 21.5), 114.6, 98.7, 80.7, 66.4, 6
5.9, 42.4, 41.0, 38.0, 35.9, 29.9, 28.1, 26.0, 21.5, 21.3, 19.6;  

•HRMS (ESI-TOF) calcd for C41H47N2O7+Na: 721.3260; found: 721.3252 (M+Na)+. 
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1.3 Synthesis of linker unit. 
 

2-(2-(2-hydroxyethoxy)ethoxy)ethyl 4-methylbenzenesulfonate(L3-1) 
 

 

 

 

 

 
Triethylene glycol (2.0 g, 0.0133 mol) was dissolved in CH2Cl2 (133 mL) and the solution was added 
p-toluene sulfonyl chloride (2.54 g, 0.0133 mol), Ag2O (3.71 g, 0.0160 mol) and KI (1.10 g, 0.00665 mol) at 
room temperature. The solution was stirred at ambient temperature for 19 h. The reaction mixture was 
filtered on celite to remove Ag2O. The solvent was removed in vacuo and the residue was purified with 
silica gel column chromatography (solvent: CHCl3/MeOH = 30:1) to afford L3-1 as colorless oil (2.16 g, 
53%). 
 
• 1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ: 7.80 (2H, d, J = 8.3 Hz, Ar-H), 7.35 (2H, d, J = 8.3 Hz, Ar-H), 4.17 (2H, 

t, J = 4.9 Hz, TsO-CH2-), 3.73-3.70 (4H, m), 3.61 (4H, s), 3.58 (2H, t, J 
= 4.3 Hz, HO-CH2-), 2.45 (3H, s, -CH3), 2.24 (1H, brs, -OH). 

• FAB-MS m/z: 305 (M+H)+. 

 

2-(2-(2-azidoethoxy)ethoxy)ethan-1-ol (L3-2) 
 

 

 

 

 

 
L3-1 (1.0 g, 3.3 mmol) was dissolved in DMF (5.0 mL). The solution was added NaN3 (342 mg, 5.26 mmol) 
and stirred at 60 oC for 4 h. The reaction solution was added H2O and the resultant aqueous layer was 
extracted with AcOEt. The combined organic layer was dried over Na2SO4 and then, the solvent was 
removed. The residue was dried in vacuo to afford L3-2 as a colorless oil (364 mg, 63%). 
 
• 1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ: 3.75-3.67 (8H, m), 3.63 (2H, t, J = 4.3 Hz, -CH2-), 3.41 (2H, t, J = 4.9 Hz, 

-CH2-), 2.25 (1H, brs, -OH).   
• FAB-MS m/z: 176(M+H)+. 

 

2-(2-(2-azidoethoxy)ethoxy)ethyl 4-methylbenzenesulfonate (L3-3) 
 

 

 

 

 

 
L3-2 (231 mg, 1.3 mmol) was dissolved in CH2Cl2. The solution was added p-toluenesulfonyl chloride (301 
mg, 1.58 mmol) and Et3N (366 mL, 2.64 mmol) at 0 oC. The reaction solution was stirred at room 
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temperature for 11 h. Then, the solvent was removed in vacuo, and the residue was purified with silica gel 
column chromatography (solvent : AcOEt/Hexane = 1:4) to afford L3-3 as a colorless oil (368 mg, 85%). 
 
• 1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ: 7.80 (2H, d, J = 8.3 Hz, Ar-H), 7.34 (2H, d, J = 8.3 Hz, Ar-H), 4.17 (2H, 

t, J = 4.9 Hz, TSO-CH2-), 3.70 (2H, t, J = 4.6 Hz, -CH2-), 3.64 (2H, t, J = 
4.9 Hz, -CH2-), 3.61 (4H, s), 3.37 (2H, t, J = 4.9 Hz, -CH2-), 2.45 (3H, s, 
-CH3).  

• FAB-MS m/z: 330(M+H)+. 

 

2-(2-(2-(2-azidoethoxy)ethoxy)ethyl)isoindoline-1,3-dione (L3-4) 
 

 

 

 

 

 
L3-3 (175 mg, 0.531 mmol) was dissolved in anhydrous DMF (1.8 mL). Phthalimide (117 mg, 0.797 mmol) 
and K2CO3 (220 mg, 1.59 mmol) were added to the solution at room temperature. The reaction solution 
was stirred and heated at 100 oC for 43 h. The mixture was added water and the resultant aqueous layer 
was extracted with AcOEt. The combined organic layer was washed with brine and dried over Na2SO4. The 
solvent was removed in vacuo and the residue was purified with silica gel column chromatography (solvent: 
AcOEt/n-Hexane = 1:4) to L3-4 as a pale red oil (121 mg, 75%). 
 
• 1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ: 7.86-7.84 (2H, m, Ar-H), 7.73-7.71 (2H, m, Ar-H), 3.91 (2H, t, J = 6.0 

Hz, -CH2-), 3.76 (2H, d, J = 5.7 Hz, -CH2-), 3.67-3.65 (2H, m, -CH2-), 
3.62-3.60 (4H, m), 3.31 (2H, t, J = 4.9 Hz, -CH2-);  

• HRMS (ESI-TOF) calcd for C14H16N4O4+Na: 327.1064; found: 327.1074 (M+Na)+. 
 

2-(2-(2-azidoethoxy)ethoxy)ethan-1-amine (L3-5) 
 

 

 

 

 

 
L3-4 (117 mg, 0.384 mmol) was dissolved in EtOH (4.0 mL) and added NH2NH2•H2O (170 µL, 3.46 
mmol) at room temperature. The solution was stirred at 55 oC for 12 h. Then, the reaction solution was 
diluted with toluene and the precipitated white solid was filtered off (washed with toluene and CHCl3). 
Excess NH2NH2 was removed in vacuo to afford L3-5 as a pale brown oil (40 mg, 60%) without further 
purification. 
 
• 1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ: 3.70-3.64 (6H, m, -CH2-), 3.53 (2H, t, J = 5.4 Hz, -CH2-), 3.40 (2H, t, J = 

5.2 Hz, -CH2-), 2.88 (2H, t, J = 5.2 Hz, -CH2-), 1.60 (2H, brs, -NH2). 
• HRMS (ESI-TOF) calcd for C6H14N4O2+H: 175.1190; found: 175.1179 (M+H)+. 
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2-(2-(2-(2-hydroxyethoxy)ethoxy)ethoxy)ethyl 4-methylbenzenesulfonate (L4-1) 
 

 

 

 

 

 
Tetraethylene glycol (2 g, 0.0103 mol) was dissolved in CH2Cl2 (100 mL) and added p-toluenesulfonyl 
chloride (1.96 g, 0.0103 mol), Ag2O (2.87 g, 0.0124 mol) and KI (855 mg, 0.00515 mol) at room 
temperature. The mixture was stirred at room temperature for 17 h. The reaction mixture was filtered on 
celite to remove Ag2O, and the solvent was removed. The residue was purified with silica gel column 
chromatography (solvent: AcOEt/MeOH = 30:1 to 15:1) to afford L4-1 as a colorless oil (2.13 g, 59%).  
 
• 1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ: 7.80 (2H, d, J = 7.9 Hz, Ar-H), 7.35 (2H, d, J = 8.5 Hz, Ar-H), 4.17 (2H, 

t, J = 4.9 Hz, TsO-CH2-), 3.72-3.59 (14H, m), 2.45 (3H, s, -CH3).  
• FAB-MS m/z: 349 (M+H)+. 

 

2-(2-(2-(2-azidoethoxy)ethoxy)ethoxy)ethan-1-ol (L4-2) 
 

 

 

 

 

 
L4-1 (342 mg, 0.98 mmol) was dissolved in DMF (2.0 mL). The solution was added NaN3 (90 mg, 1.39 
mmol) and stirred at 60 oC for 4 h. The reaction solution was added H2O and the resultant aqueous layer 
was extracted with AcOEt. The combined organic layer was dried over Na2SO4 and then, the solvent was 
removed. The residue was dried in vacuo to afford L4-2 as a colorless oil (164 mg, 76%). 
 
• 1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ: 3.74 (2H, t, J = 4.3 Hz, -CH2-), 3.70-3.67 (10H, m), 3.62 (2H, t, J = 4.6 

Hz, -CH2-), 3.41 (2H, t, J = 5.2 Hz, -CH2-), 2.51 (1H, brs, -OH).  
• FAB-MS m/z: 220(M+H)+. 

 

2-(2-(2-(2-azidoethoxy)ethoxy)ethoxy)ethyl 4-methylbenzenesulfonate (L4-3) 
 

 

 

 

 

 
L4-2 (300 mg, 1.37 mmol) was dissolved in CH2Cl2 (3.5 mL) and added p-toluenesulfonyl chloride (312 mg, 
1.64 mmol) and triethylamine (380 µL, 2.74 mmol) at 0 oC. The mixture was stirred at room temperature 
for 35 h. Then, the solvent was removed on evaporator and the residue was purified with silica gel column 
chromatography (solvent: AcOEt/n-Hexane = 1:7) to afford L4-3 as a colorless oil (440 mg, 86% yield).  
 
• 1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ: 7.80 (2H, d, J = 8.6 Hz, Ar-H), 7.34 (2H, d, J = 8.0 Hz, Ar-H), 4.16 (2H, 

t, J = 4.9 Hz, TsO-CH2-), 3.70-3.59 (12H, m), 3.39 (2H, t, J = 5.2 Hz, 
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-CH2-), 2.45 (3H, s).  
• HRMS (ESI-TOF) calcd for C15H23N3O6S+Na: 396.1200; found: 396.1209 (M+Na)+. 

 

2-(2-(2-(2-(2-azidoethoxy)ethoxy)ethoxy)ethyl)isoindoline-1,3-dione (L4-4) 
 

 

 

 

 

 
L4-3 (340 mg, 0.910 mmol) was dissolved in anhydrous DMF (3.0 mL). Phthalimide (202 mg, 1.37 mmol) 
and K2CO3 (377 mg, 2.73 mmol) were added to the solution at room temperature. The reaction solution 
was stirred and heated at 100 oC for 3 days. The mixture was added water and the resultant aqueous layer 
was extracted with AcOEt. The combined organic layer was washed with brine and dried over Na2SO4. The 
solution was filtered and the solvent was removed. The residue was purified with silica gel column 
chromatography (solvent: AcOEt/n-Hexane = 1:2) to afford L4-4 as a colorless oil (240 mg, 76%). 
 
• 1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ: 7.86-7.84 (2H, m, Ar-H), 7.74-7.70 (2H, m, Ar-H), 3.90 (2H, t, J = 6.0 

Hz, -CH2-), 3.75 (2H, t, J = 6.0 Hz, -CH2-), 3.68-3.58 (10H, m), 3.37 (2H, 
t, J = 5.2 Hz, -CH2-); 

• 13C NMR (125 MHz, CDCl3) δ: 168.2, 133.9, 132.1, 123.2, 70.6 (70.63), 70.6 (70.59), 70.1, 70.0, 67.
 9, 50.6, 37.2;   

• HRMS (ESI-TOF) calcd for C16H20N4O5+Na: 371.1326; found: 371.1353 (M+Na)+. 

 

2-(2-(2-(2-azidoethoxy)ethoxy)ethoxy)ethan-1-amine (L4-5) 
 

 

 

 

 

 
L4-4 (240 mg, 0.689 mmol) was dissolved in EtOH (7.0 mL) and added NH2NH2•H2O (340 µL, 6.20 
mmol) at room temperature. The solution was stirred at 55 oC for 4 h. Then, the reaction solution was 
diluted with toluene, and the white solid was filtered off (washed with toluene and CHCl3). Excess 
NH2NH2 was removed in vacuo to afford L4-5 as a pale green oil (153 mg, quantitative yield) without 
further purification. 
 
• 1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ: 3.69-3.63 (10H, m), 3.52 (2H, t, J = 5.2 Hz, -CH2-), 3.40 (2H, t, J = 5.2 

Hz, -CH2-), 2.87 (2H, t, J = 5.4 Hz, -CH2-), 1.69 (2H, brs, -NH2).  
• HRMS (ESI-TOF) calcd for C8H18N4O3+H: 219.1452; found: 219.1467 (M+H)+. 
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14-azido-3,6,9,12-tetraoxatetradecyl 4-methylbenzenesulfonate (L5-3) 
 

 

 

 

 

 
L5-2 (500 mg, 1.90 mmol) was dissolved in CH2Cl2 (5 mL) and added p-toluenesulfonyl chloride (435 mg, 
2.28 mmol) and triethylamine (527 µL, 3.80 mmol) at 0 oC. The mixture was stirred at room temperature 
for 5 h. Then, the solvent was removed on evaporator and the residue was purified with silica gel column 
chromatography (solvent: AcOEt/MeOH = 30:1) to afford L5-3 as a colorless oil (664 mg, 84%). 
 
• 1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ: 7.73 (2H, d, J = 8.0 Hz, Ar-H), 7.27 (2H, d, J = 8.0 Hz), 4.09 (2H, t, J = 

4.9 Hz, TsO-CH2-), 3.62-3.52 (16H, m), 3.31 (2H, t, J = 5.2 Hz, -CH2-), 
2.38 (3H, s, -CH3). 

• HRMS (ESI-TOF) calcd for C17H27SN3O7+Na: 440.1462; found: 440.1483 (M+Na)+. 

 

2-(14-azido-3,6,9,12-tetraoxatetradecyl)isoindoline-1,3-dione (L5-4) 
 

 

 

 

 

 
L5-3 (362 mg, 0.867 mmol) was dissolved in anhydrous DMF (3.0 mL). Phthalimide (191 mg, 1.30 mmol) 
and K2CO3 (360 mg, 2.60 mmol) were added to the solution at room temperature. The reaction solution 
was stirred and heated at 100 oC for 3 days. The mixture was added water and the resultant aqueous layer 
was extracted with AcOEt. The combined organic layer was washed with brine and dried over Na2SO4. The 
solution was filtered and the solvent was removed. The residue was purified with silica gel column 
chromatography (solvent: AcOEt/n-Hexane = 1:1) to afford L5-4 as a colorless oil (240 mg, 71% yield). 
 
• 1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ: 7.86-7.83 (2H, m, Ar-H), 7.73-7.71 (2H, m, Ar-H), 3.90 (2H, t, J = 6.0 

Hz, -CH2-), 3.74 (2H, t, J = 6.0 Hz, -CH2-), 3.66-3.62 (14H, m), 3.39 (2H, 
t, J = 4.9 Hz, -CH2-). 

• 13C NMR (125 MHz, CDCl3) d: 168.2, 133.9, 132.1, 123.2, 70.6, 70.6, 70.5, 70.0, 70.0, 67.9, 50.6, 3
7.2;   

• HRMS (ESI-TOF) calcd for C18H24N4O6+Na: 415.1588; found: 415.1616 (M+Na)+. 

 

14-azido-3,6,9,12-tetraoxatetradecan-1-amine (L5-5) 
 

 

 

 

 

 
L5-4 (240 mg, 0.612 mmol) was dissolved in EtOH (6.0 mL) and added NH2NH2•H2O (270 µL, 5.50 
mmol) at room temperature. The solution was stirred at 55 oC for 4 h. Then, the reaction solution was 

O O O N3OTsO

O O O N3ON

O

O

O O O N3OH2N



実験の部‖ 

 89 

diluted with toluene and the white solid was filtered off (washed with toluene and CHCl3). Excess NH2NH2 
was removed in vacuoto afford L5-5 as a pale green oil (158 mg, 98%) without further purification. 
 
• 1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ: 3.69-3.62 (16H, m), 3.52 (2H, t, J = 4.6 Hz, -CH2-), 3.39 (2H, t, J = 5.2 

Hz, -CH2-), 2.88 (2H, brs, -NH2). 
• 13C NMR (125 MHz, CDCl3) δ: 70.7, 70.6, 70.6, 70.6, 70.5, 70.3, 70.0, 50.7;  
• HRMS (ESI-TOF) calcd for C10H22N4O4+H: 263.1714; found: 263.1742 (M+H)+. 
 

 

1.4 Syntheses of ACC phosphorylation inducers. 
 

methyl 
5-((5-(4-((2-(2-(2-azidoethoxy)ethoxy)ethyl)carbamoyl)phenyl)-6-chlorobenzo[d ]imidazol-2-yl)oxy)-2

-methylbenzoate (A14-3) 
 

 

 

 

 

 
A8 (75 mg, 0.172 mmol) was dissolved in anhydrous DMF (1.7 mL) and added EDC (107 mg, 0.688 
mmol) , HOBt (58 mg, 0.430 mmol), DIPEA (120 mL, 0.688 mmol) and the amine linker L3-5 (36 mg, 
0.207 mmol) at 0 oC. The solution was stirred for 4 h at ambient temperature. Then, the solution was 
added water and the resultant aqueous layer was extracted with AcOEt. The combined organic layer was 
washed with brine and dried over Na2SO4. The solution was filtered and removed solvent in vacuo. The 
residue was purified with silica gel column chromatography (solvent: CHCl3/MeOH= 50:1) to afford A14-3 
as a white solid (102 mg, 81%). 
 
• 1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ: 7.88 (1H, s), 7.82 (2H, d, J = 8.0 Hz, Ar-H), 7.54 (1H, s), 7.43 (2H, d, J = 

8.0 Hz, Ar-H), 7.39 (1H, d, J = 8.0 Hz, Ar-H), 7.29 (1H, s), 7.14 (1H, s), 
6.94 (1H, s), 3.85 (3H, s, -OCH3), 3.70-3.66 (10H, m), 3.35 (2H, t, J = 
4.9 Hz, -CH2-), 2.55 (3H, s, -CH3) 

• HRMS (ESI-TOF) calcd for C29H29ClN6O6+Na: 615.1729; found: 615.1720 (M+Na)+. 

 
methyl 

5-((5-(4-((2-(2-(2-aminoethoxy)ethoxy)ethyl)carbamoyl)phenyl)-6-chlorobenzo[d ]imidazol-2-yl)oxy)-
2-methylbenzoate (A15-3) 

 

 

 

 

 

 

 
A14-3 (72 mg, 0.121 mmol) was dissolved in THF/H2O (927 µL, 3:1) and added PPh3 (48 mg, 0.182 
mmol) at room temperature. The solution was stirred for 32 h at ambient temperature. The solvent was 
removed in vacuo and the residue was purified with silica gel column chromatography (solvent: 
CHCl3/MeOH= 30:1) to afford A15-3 as a colorless oil (60 mg, 88%). 
 
• 1H NMR (500 MHz, DMSO-d6) δ: 8.35 (1H, s), 7.97 (2H, d, J = 8.0 Hz, Ar-H), 7.85 (1H, d, J = 2.3 Hz, 
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Ar-H), 7.59-7.55 (4H, m), 7.48 (1H, d, J = 8.0 Hz, Ar-H), 7.41 (1H, 
s), 3.92 (3H, s, -OCH3), 3.68-3.47 (12H, m), 2.80 (2H, t, J = 5.7 Hz, 
-CH2-), 2.61 (3H, s, -CH3).  

• HRMS (ESI-TOF) calcd for C29H31ClN4O6-H: 565.1848; found: 565.1877 (M-H)-. 
 

 
methyl 

5-((6-chloro-5-(4-((2-(2-(2-(4'-(1-isopropyl-7-oxo-1,4,6,7-tetrahydrospiro[indazole-5,4'-piperidine]-1'-
carbonyl)-[1,1'-biphenyl]-3-yl-3-carboxamido)ethoxy)ethoxy)ethyl)carbamoyl)phenyl) 

benzo[d ]imidazol-2-yl)oxy)-2-methylbenzoate (A16-3) 
 

 

 

 

 

 
A15-3 (30 mg, 0.0529 mmol) was dissolved in anhydrous DMF (530 µL) and added EDC (33 mg, 0.212 
mmol), HOBt (18 mg, 0.132 mmol), DIPEA (37 µL, 0.212 mmol) and the ACC ligand AC8 (30 mg, 
0.0635 mmol) at 0 oC. The solution was stirred for 21 h at ambient temperature. Then, the solution was 
added water and the resultant aqueous layer was extracted with AcOEt. The organic layer was washed with 
brine and dried over Na2SO4. The solution was filtered and removed solvent in vacuo. The residue was 
purified with silica gel column chromatography (solvent: CHCl3/MeOH= 50:1) to afford A16-3 as a white 
amorphous (54 mg, 74%).   

• 1H NMR (500 MHz, DMSO-d6) δ: 8.43 (1H, s), 8.31-8.29 (2H, m), 8.21 (1H, s), 7.97 (2H, d, J = 8.0 Hz, 
Ar-H), 7.93 (1H, d, J = 8.0 Hz, Ar-H), 7.89-7.88 (2H, m), 7.84 (2H, 
d, J = 8.0 Hz, Ar-H), 7.64-7.60 (3H, m), 7.58-7.56 (4H, m), 7.51-7.50 
(2H, m), 7.43 (1H, s), 5.39-5.32 (1H, m, -CHMe2), 3.94 (3H, s, 
-OCH3), 3.71-3.53 (15H, m), 2.90 (2H, s, -CH2-), 2.69 (2H, s, -CH2-), 
2.63 (3H, s, -CH3), 1.64-1.61 (4H, m), 1.46 (6H, d, J = 6.3 Hz, 
-(CH3)2).  

• HRMS (ESI-TOF) calcd for C57H58ClN7O9+Na: 1042.3877; found: 1042.3880 (M+Na)+. 

 

 
5-((6-chloro-5-(4-((2-(2-(2-(4'-(1-isopropyl-7-oxo-1,4,6,7-tetrahydrospiro[indazole-5,4'-piperidine]-1'-

carbonyl)-[1,1'-biphenyl]-3-yl-3-carboxamido)ethoxy)ethoxy)ethyl)carbamoyl)phenyl) 
benzo[d ]imidazol-2-yl)oxy)-2-methylbenzoic acid (AA3) 

 

 

 

 

 

 
A16-3 (24 mg, 0.0235) was dissolved in MeOH/H2O (240 µL, 2:1) and added LiOH•H2O (2 mg, 0.0353 
mmol) at room temperature. The solution was stirred for 4 h at room temperature. Then, the solution was 
diluted with AcOEt, and adjusted pH to 2-3 with 1.5 N HCl aq. at 0 oC. The aqueous layer was extracted 
with AcOEt, and the combined organic layer was washed with brine and dried over Na2SO4. The solution 
was filtered and removed solvent in vacuo. The residue was purified with silica gel column chromatography 
(solvent: CHCl3/MeOH= 50:1) to afford AA3 as a white solid (6 mg, 25%).   
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• 1H NMR (500 MHz, CD3OD) δ: 8.51 (1H, s, -CONH-), 8.38 (1H, t, J = 5.4 Hz, -CONH-), 7.99 (1H, t, J 
= 1.7 Hz, Ar-H), 7.73-7.71 (4H, m), 7.65 (1H, d, J = 7.4 Hz, Ar-H), 7.60 
(2H, d, J = 8.0 Hz, Ar-H), 7.41 (1H, dd, J = 7.7 Hz, Ar-H), 7.37-7.36 
(3H, m), 7.33-7.30 (5H, m), 7.17 (1H, s), 5.32-5.24 (1H, m, -CHMe2), 
3.74 (1H, s), 3.62-3.45 (14H, m), 3.36-3.33 (2H, m), 2.75 (2H, d, J = 5.7 
Hz), 2.52-2.50 (5H, m), 1.56 (2H, s, -CH2-), 1.42 (2H, s, -CH2-), 1.31 
(6H, d, J = 5.7 Hz, -(CH3)2).  

• HRMS (ESI-TOF) calcd for C56H56ClN7O9-H: 1004.3744; found: 1004.3763 (M-H)-. 

 
methyl 

5-((5-(4-((14-azido-3,6,9,12-tetraoxatetradecyl)carbamoyl)phenyl)-6-chlorobenzo[d ]imidazol-2-yl)o
xy)-2-methylbenzoate (A14-5) 

 

 

 

 

 

 
A8 (55 mg, 0.127 mmol) was dissolved in anhydrous DMF (1.3 mL) and added EDC (87 mg, 0.560 mmol) , 
HOBt (43 mg, 0.318 mmol), DIPEA (89 mL, 0.508 mmol) and the amine linker L5-5 (40 mg, 0.152 mmol) 
at 0 oC. The solution was stirred for 12 h at ambient temperature. Then, the solution was added water and 
resultant aqueous layer was extracted with AcOEt. The combined organic layer was washed with brine and 
dried over Na2SO4. The solution was filtered and removed solvent in vacuo. The residue was purified with 
silica gel column chromatography (solvent: CHCl3/MeOH= 50:1) to afford A14-5 as a white amorphous 
(87 mg, 74%).    

• 1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ: 11.74 (1H, s, -NH-), 7.94 (1H, s), 7.90 (2H, d, J = 7.4 Hz, Ar-H), 
7.66-7.57 (1H, m), 7.50 (2H, d, J = 8.0 Hz, Ar-H), 7.44 (1H, d, J = 7.4 
Hz, Ar-H), 7.28 (1H, d, J = 8.0 Hz, Ar-H), 7.23-7.11 (1H, m), 6.82 (1H, 
s), 3.86 (3H, s, -OCH3), 3.74-3.62 (18H, m), 3.35 (2H, t, J = 5.2 Hz, 
-CH2-), 2.56 (3H, s, -CH3).  

• HRMS (ESI-TOF) calcd for C33H37ClN6O8+Na: 703.2254; found: 703.2275 (M+Na)+. 
 

 
methyl 

5-((5-(4-((14-amino-3,6,9,12-tetraoxatetradecyl)carbamoyl)phenyl)-6-chlorobenzo[d ]imidazol-2-yl)
oxy)-2-methylbenzoate (A15-5) 

 

 

 

 

 

 
A14-5 (60 mg, 0.0881 mmol) was dissolved in MeOH (3.5 mL). The solution was added Pd/C (6 mg, 10 % 
w/w) and the air in the flask was displaced with H2 gas. The reaction solution was stirred for 18 h under H2 

atmosphere. The solid of Pd/C was filtered off on celite and the solvent was removed in vacuo. The residue 
was purified with silica gel column chromatography (solvent: CHCl3/MeOH= 10:1 to 3:1) to afford A15-5 
as a brown oil (35 mg, 60%).   
 
• 1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ: 7.99 (2H, d, J = 8.6 Hz, Ar-H), 7.91 (1H, d, J = 2.3 Hz, Ar-H), 7.88 (1H, 
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s, -CONH-), 7.55 (1H, s), 7.48 (2H, d, J = 8.6 Hz, Ar-H), 7.43 (1H, dd, J = 
8.3, 2.6 Hz, Ar-H), 7.31 (1H, d, J = 8.0 Hz, Ar-H), 7.18 (1H, s), 3.87 (3H, 
s), 3.78-3.54 (20H, m), 2.95 (2H, t, J = 4.9 Hz), 2.61 (3H, s).  

• HRMS (ESI-TOF) calcd for C33H39ClN4O8+H: 655.2529; found: 655.2513 (M+H)+. 
 

methyl 
5-((6-chloro-5-(4-((1-(4'-(1-isopropyl-7-oxo-1,4,6,7-tetrahydrospiro[indazole-5,4'-piperidine]-1'-carb

onyl)-[1,1'-biphenyl]-3-yl)-1-oxo-5,8,11,14-tetraoxa-2-azahexadecan-16-yl)carbamoyl)phenyl) 
benzo[d ]imidazol-2-yl)oxy)-2-methylbenzoate (A16-5) 

 

 

 

 

 

 
A15-5 (33 mg, 0.0504 mmol) was dissolved in anhydrous DMF (500 µL) and added EDC (35 mg, 0.225 
mmol), HOBt (17 mg, 0.126 mmol), DIPEA (35 µL, 0.201 mmol) and the ACC ligand AC8 (29 mg, 0.605 
mmol) at 0 oC. The solution was stirred for 24 h at ambient temperature. Then, the solution was added 
water and the resultant aqueous layer was extracted with AcOEt. The combined organic layer was washed 
with brine and dried over Na2SO4. The solution was filtered and removed solvent in vacuo. The residue was 
purified with silica gel column chromatography (solvent: CHCl3/MeOH= 30:1) to afford A16-5 as a 
colorless oil (32 mg, 57%).  
 
• 1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ: 8.44 (1H, s), 8.33 (1H, s), 8.20 (1H, t, J = 1.7 Hz, -CONH-), 7.96 (2H, d, 

J = 8.6 Hz, Ar-H), 7.92 (1H, d, J = 7.4 Hz, Ar-H), 7.88 (1H, d, J = 8.0 Hz, 
Ar-H), 7.86 (1H, d, J = 2.3 Hz, Ar-H), 7.83 (2H, d, J = 8.6 Hz, Ar-H), 
7.63-7.58 (3H, m), 7.57-7.55 (4H, m), 7.51-7.48 (2H, m), 7.42 (1H, s), 
5.38-5.30 (1H, m, -CHMe2), 3.92 (3H, s, -OCH3), 3.67-3.51 (25H, m), 
2.88 (2H, s), 2.67 (2H, s), 2.61 (3H, s, -CH3), 1.60 (4H, s) 1.44 (6H, d, J 
= 6.3 Hz, -(CH3)2).  

• HRMS (ESI-TOF) calcd for C61H66ClN7O11+Na: 1130.4401; found: 1130.4418 (M+Na)+. 
 
5-((6-chloro-5-(4-((1-(4'-(1-isopropyl-7-oxo-1,4,6,7-tetrahydrospiro[indazole-5,4'-piperidine]-1'-carb

onyl)-[1,1'-biphenyl]-3-yl)-1-oxo-5,8,11,14-tetraoxa-2-azahexadecan-16-yl)carbamoyl)phenyl) 
benzo[d ]imidazol-2-yl)oxy)-2-methylbenzoic acid (AA5) 

 

 

 

 

 

 
A16-5 (28 mg, 0.0252 mmol) was dissolved in solvent (252 µL, MeOH/H2O = 2:1) and added LiOH•H2O 
(1.6 mg, 0.0353 mmol) at room temperature. The solution was stirred for 7 h at room temperature. Then, 
the solution was diluted with AcOEt, and adjusted pH to 2-3 with 1.5 N HCl aq. at 0 oC. The aqueous 
layer was extracted with AcOEt, and the combined organic layer was washed with brine and dried over 
Na2SO4. The solution was filtered and removed solvent in vacuo. The residue was purified with Preparative 
TLC (solvent: CHCl3/MeOH= 50:1) to afford AA5 as a white solid (7 mg, 25%).  

 
• 1H NMR (500 MHz,DMSO-d6) δ: 8.65 (1H, t, J = 5.4 Hz, -CONH-), 8.54 (1H, t, J = 5.4 Hz, -CONH-), 

8.30 (1H, s, Ar-H), 8.14 (1H, s, Ar-H), 7.89 (2H, d, J = 8.0 Hz, Ar-H), 
7.85-7.82 (2H, m), 7.78-7.76 (3H, m), 7.56-7.53 (2H, m), 7.50-7.47  
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(5H, m), 7.44 (1H, s), 7.38 (1H, d, J = 8.6 Hz), 7.34 (1H, s), 5.30-5.22 
(1H, m, -CHMe2), 3.69 (1H, s), 3.55-3.41 (24H, m), 2.79 (2H, s), 2.60 
(2H, s), 2.53 (3H, s, -CH3), 1.55-1.45 (4H, m), 1.34 (6H, d, J = 6.3 Hz, 
-(CH3)2).  

• HRMS (ESI-TOF) calcd for C60H64ClN7O11+Na: 1116.4245; found: 1116.4235 (M+Na)+. 

 

1.5 Synthesis of HMGR phosphorylation inducers. 
 

te r t -butyl 
2-((4R ,6R )-6-(2-(3-((4-((2-(2-(2-azidoethoxy)ethoxy)ethyl)carbamoyl)phenyl)carbamoyl)-5-(4-fluorop

henyl)-2-isopropyl-4-phenyl-1H -pyrrol-1-yl)ethyl)-2,2-dimethyl-1,3-dioxan-4-yl)acetate (H6-3) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
H5 (60 mg, 0.0859 mmol) was dissolved in anhydrous DMF (750 µL) and added amine linker L3-5 (30 mg, 
0.172 mmol), EDCI (53 mg, 0.344 mmol), HOBt (29 mg, 0.215 mmol) and DIPEA (60 µL, 0.344 mmol) at 
0 oC. The reaction solution was stirred at ambient temperature for 12 h. The reaction solution was added 
water and the resultant aqueous layer was extracted with AcOEt. The combined organic layer was washed 
with brine and dried over Na2SO4 and concentrated. The residue was purified with silica gel column 
chromatography (solvent: CHCl3/MeOH = 20:1) to afford H6-3 as a colorless oil (73 mg, quantitative 
yield). 
 
• 1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ: 7.61 (2H, d, J = 8.6 Hz, Ar-H), 7.21-7.14 (7H, m), 7.10 (2H, d, J = 8.6 

Hz, Ar-H), 7.01-6.97 (3H, m), 6.53 (1H, s), 4.18-4.13 (1H, m, -CH2-), 
4.11-4.05 (1H, m, -CH2-), 3.86-3.70 (1H, m, -CH2-), 3.70-3.60 (13H, m), 
3.36 (2H, t, J = 5.2 Hz, -CH2-), 2.38 (1H, dd, J = 15.5, 6.6 Hz), 2.24 
(1H, dd, J = 15.5, 6.6 Hz), 1.69-1.64 (2H, m), 1.53 (6H, d, J = 6.9 Hz, 
-(CH3)2), 1.43 (9H, s, -(CH3)3), 1.36 (3H, s, -CH3), 1.35-1.34 (1H, m), 
1.30 (3H, s, -CH3), 1.05 (1H, q, J = 12.0 Hz).  

• 13C NMR (125 MHz, CDCl3) d: 170.2, 166.9, 164.6, 162.3 (d, J = 246.3 Hz), 142.3, 141.4, 134.6, 133.1 
(d, J = 8.4 Hz), 130.6, 129.0, 128.5, 128.0 (d, J = 3.6 Hz), 127.8, 126.8, 
121.9, 118.5, 115.4 (d, J = 20.3 Hz), 114.8, 98.7, 80.7, 70.6, 70.3, 70.1, 
70.0, 66.4, 65.9, 50.6, 42.5, 41.0, 39.6, 38.0, 36.0, 29.9, 28.1, 26.0, 
21.6, 21.4, 19.7;  

 
• HRMS (ESI-TOF) calcd for C47H59FN6O8+Na: 877.4271; found: 877.4275 (M+Na)+. 
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te r t -butyl 

2-((4R ,6R )-6-(2-(3-((4-((2-(2-(2-aminoethoxy)ethoxy)ethyl)carbamoyl)phenyl)carbamoyl)-5-(4-fluoro
phenyl)-2-isopropyl-4-phenyl-1H -pyrrol-1-yl)ethyl)-2,2-dimethyl-1,3-dioxan-4-yl)acetate (H7-3) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

H6-3 (55 mg, 0.0663 mmol) was dissolved in THF (450 µL) and H2O (65 µL), and added PPh3 (26 mg, 
0.0995 mmol) at room temperature. The solution was stirred at ambient temperature for 13 h. The 
solution was concentrated and the residue was purified with silica gel column chromatography (solvent: 
CHCl3/MeOH = 10:1 to 1:1) to afford H7-3 as a colorless oil (56 mg, quantitative yield). 
 
• 1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ: 7.64 (2H, d, J = 8.6 Hz, Ar-H), 7.20-7.13 (7H, m), 7.10 (2H, d, J = 8.6 

Hz, Ar-H), 7.01-6.98 (3H, m), 6.84 (1H, t, J = 4.9 Hz, -CONH-), 
4.19-4.13 (1H, m, -CH2-), 4.11-4.05 (1H, m, -CH2-), 3.86-3.81 (1H, m, 
-CH2-), 3.71-3.60 (10H, m), 3.51 (2H, t, J = 5.2 Hz, -CH2-), 2.85 (2H, t, J 
= 5.2 Hz, -CH2-), 2.39 (1H, dd, J = 15.5, 6.9 Hz), 2.24 (1H, dd, J = 15.5, 
6.3 Hz), 1.87 (2H, brs, -NH2), 1.70-1.66 (2H, m), 1.53 (6H, d, J = 7.4 Hz, 
-(CH3)2), 1.43 (9H, s, -(CH3)3), 1.36 (3H, s, -CH3), 1.35-1.34 (1H, m), 
1.30 (3H, s, -CH3), 1.05 (1H, q, J = 11.8 Hz).  

• 13C NMR (125 MHz, CDCl3) d: 170.2, 170.0, 164.6, 162.2 (d, J = 246.8 Hz), 142.3, 141.3, 134.5, 133.1  
(d, J = 8.4 Hz), 130.6, 129.1, 129.0, 128.5, 128.0 (d, J = 2.4 Hz), 127.8, 
126.8, 121.8, 118.5, 115.3 (d, J = 21.5 Hz), 114.7, 98.7, 80.7, 73.0,70.2, 
70.1, 69.9, 66.4, 65.9, 42.4, 41.5, 41.0, 39.6, 38.0, 35.9, 29.9, 28.1, 
26.0, 21.6, 21.4, 19.6;  

 
• HRMS (ESI-TOF) calcd for C47H61FN4O8+H: 829.4546; found: 829.4559 (M+H)+. 
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methyl 

5-((6-(4-((2-(2-(2-(4-(1-(2-((4R ,6R )-6-(2-(te r t -butoxy)-2-oxoethyl)-2,2-dimethyl-1,3-dioxan-4-yl)ethyl)-5
-(4-fluorophenyl)-2-isopropyl-4-phenyl-1H -pyrrole-3-carboxamido)benzamido)ethoxy)ethoxy)ethy

l)carbamoyl)phenyl)-5-chloro-1H -benzo[d ]imidazol-2-yl)oxy)-2-methylbenzoate (H8-3) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

H7-3 (27 mg, 0.0330 mmol) was dissolved in anhydrous DMF (660 µL) and added A8 (12 mg, 0.0275 
mmol), EDCI (17 mg, 0.110 mmol), HOBt (9 mg, 0.0688mmol) and DIPEA (19 µL, 0.110 mmol) at 0 oC. 
The solution was stirred at room temperature for 7 h. The reaction solution was added water and the 
resultant aqueous layer was extracted with AcOEt. The combined organic layer was washed with brine and 
dried over Na2SO4 and concentrated. The residue was purified with silica gel column chromatography 
(solvent: CHCl3/MeOH = 20:1 to 10:1) to afford H8-3 as a colorless oil (31 mg, 76%). 
 
• 1H NMR (500 MHz, DMSO-d6) δ: 9.55 (1H, s, -NH-), 8.28 (1H, s, -CONH-), 8.04 (1H, s, -CONH-), 7.90 

(2H, d, J = 8.0 Hz, Ar-H), 7.79 (1H, d, J = 2.9 Hz, Ar-H), 7.70 (2H, d, 
J = 9.2 Hz, Ar-H), 7.54-7.49 (6H, m), 7.43 (1H, d, J = 8.6 Hz, Ar-H), 
7.36 (1H, s), 7.27 -7.24 (2H, m), 7.18-7.14 (2H, m), 7.10-7.05 (5H, m), 
7.02-6.99 (1H, m), 4.13-4.08 (1H, m, -CH2-), 4.00-3.92 (1H, m, -CH2-), 
3.86 (3H s, -OCH3), 3.84-3.79 (1H, m, -CH2-), 3.78-3.73 (1H, m, 
-CH2-), 3.61-3.39 (12H, m), 3.31-3.25 (1H, m, -CHMe2), 2.55 (3H, s), 
2.27 (1H, dd, J = 14.9, 5.2 Hz), 2.19 (1H, dd, J = 15.2, 7.7 Hz), 
1.63-1.53 (2H, m), 1.40-1.38 (15H, m), 1.37-1.32 (4H, m), 1.19 (3H, 
s), 0.95 (1H, q, J = 11.8 Hz).  

• HRMS (ESI-TOF) calcd for C70H76ClFN6O12+Na: 1269.5086; found: 1269.5068 (M+Na)+. 

 
5-((6-(4-((2-(2-(2-(4-(1-(2-((4R ,6R )-6-(2-(te r t -butoxy)-2-oxoethyl)-2,2-dimethyl-1,3-dioxan-4-yl)ethyl)-5
-(4-fluorophenyl)-2-isopropyl-4-phenyl-1H -pyrrole-3-carboxamido)benzamido)ethoxy)ethoxy)ethy

l)carbamoyl)phenyl)-5-chloro-1H -benzo[d ]imidazol-2-yl)oxy)-2-methylbenzoic acid (H9-3) 
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H8-3 (254 mg, 0.204 mmol) was dissolved in THF/H2O (1 mL, 2:1) and added LiOH•H2O (12 mg, 0.301 
mmol) at room temperature. The reaction mixture was stirred at 55 oC for 6 h. Then, the mixture was 
added 2N HCl aq. to adjust pH to 2. The aqueous layer was extracted with AcOEt, the combined organic 
layer was washed with brine, dried over Na2SO4 and concentrated. The residue was purified with silica gel 
column chromatography (solvent: CHCl3/MeOH = 30:1) to afford H9-3 as a colorless oil (118 mg, 
quantitative yield). 
 
• 1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ: 7.84 (1H, s), 7.77 (2H, d, J = 8.0 Hz, Ar-H), 7.56 (2H, d, J = 8.6 Hz, 

Ar-H), 7.40-7.33 (3H, m), 7.14-7.05 (14H, m), 6.98-6.95 (2H, m), 6.65  
(1H, s, -CONH-), 4.18-4.05 (2H, m, -CH2-), 3.86-3.80 (1H, m, -CH2-), 
3.72-3.59 (15H, m), 2.50 (3H, s, -CH3), 2.38 (1H, dd, J= 15.5, 6.9 Hz, 
-CH2-), 2.24 (1H, dd, J = 15.5, 6.3 Hz, -CH2-), 1.67-1.61 (2H, m, -CH2-), 
1.52 (6H, d, J = 6.9 Hz, -(CH3)2), 1.43 (9H, s, -(CH3)3), 1.35 (3H, s, -CH3), 
1.33-1.32 (1H, m, -CH2-), 1.29 (3H, s, -CH3), 1.02 (1H, q, J = 11.8 Hz, 
-CH2-).  ;  

• HRMS (ESI-TOF) calcd for C69H74ClFN6O12+Na: 1255.4929; found: 1255.4904 (M+Na)+. 

 

5-((5-chloro-6-(4-((2-(2-(2-(4-(5-(4-fluorophenyl)-1-(2-(4-hydroxy-6-oxotetrahydro-2H-pyran-2-yl)ethy
l)-2-isopropyl-4-phenyl-1H-pyrrole-3-carboxamido)benzamido)ethoxy)ethoxy)ethyl)carbamoyl)ph

enyl)-1H-benzo[d]imidazol-2-yl)oxy)-2-methylbenzoic acid (H10-3) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

H9-3 (104 mg, 0.0843 mmmol) was dissolved in CH2Cl2 (1.5 mL) and added trifluoroacetic acid (65 µL, 
0.843 mmol) at 0 oC. The solution was stirred at room temperature for 15h. Then, the solution was diluted 
with toluene and trifluoroacetic acid was removed in vacuo. The residue was purified with silica gel column 
chromatography (solvent: CHCl3/MeOH = 15:1) to afford H10-3 as a white solid (25 mg, 27%).  
 
• 1H NMR (500 MHz, CD3OD) δ: 8.40 (1H, s), 8.24 (1H, s), 7.80-7.74 (4H, m), 7.59 (2H, d, J = 8.6 Hz, 

Ar-H), 7.39-7.10 (11H, m), 7.01-6.88 (7H, m), 4.45-4.41 (1H, m), 
4.06-4.04 (2H, m), 3.96-3.90 (1H, m), 3.57 -3.42 (14H, m), 3.28-3.24 
(1H, m), 2.55 (1H, dd, J = 17.8, 4.6 Hz, -CH2-), 2.50 (3H, s, -CH3), 2.37 
(1H, d, J = 17.8 Hz, -CH2-), 1.74-1.50 (4H, m), 1.35 (6H, d, J = 6.9 Hz, 
-(CH3)2).  ;  

• HRMS (ESI-TOF) calcd for C62H60ClFN6O11-H: 1117.3920; found: 1117.3901 (M-H)-. 
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5-((6-(4-((2-(2-(2-(4-(1-((3R ,5R )-6-carboxy-3,5-dihydroxyhexyl)-5-(4-fluorophenyl)-2-isopropyl-4-phe
nyl-1H -pyrrole-3-carboxamido)benzamido)ethoxy)ethoxy)ethyl)carbamoyl)phenyl)-5-chloro-1H -b
enzo[d ]imidazol-2-yl)oxy)-2-methylbenzoic acid (HA3) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

H10-3 (25 mg, 0.0223 mmol) was dissolved in THF/H2O (500 µL, 5:1) and added Ca(OH)2 (3 mg, 0.0446 
mmol) at room temperature. The mixture was stirred at this temperature for 3 h. Then, AcOEt was added 
to the solution and white solid was precipitated. The precipitate was filtered and washed with MeOH, water 
and AcOEt to afford HA3 as a white solid (19 mg, 76%). 
 
• 1H NMR (500 MHz, DMSO-d6) δ: 10.08 (1H, s, -NH-), 8.50 (1H, t, J = 5.7 Hz, -CONH-), 8.31 (1H, s), 

7.84 (2H, d, J = 8.0 Hz, Ar-H), 7.70 (2H, d, J = 9.2 Hz, -Ar-H), 
7.57-7.56 (3H, m), 7.46 (2H, d, J = 8.0 Hz, -Ar-H), 7.32 (1H, s), 
7.23-7.15 (5H, m), 7.09 (2H, s), 7.05 -6.94 (5H, m), 3.95-3.89 (1H, 
m), 3.76-3.70 (2H, m), 3.56-3.50 (17H, m), 2.07-2.04 (1H, m), 
1.97-1.93 (1H, m), 1.61-1.55 (1H, m), 1.51-1.46 (1H, m), 1.41-1.34 
(1H, m), 1.30 (6H, d, J = 6.9 Hz, -(CH3)2), 1.25-1.21 (1H, m).  ;  

• HRMS (ESI-TOF) calcd for C62H62ClFN6O12-H:1135.4015; found: 1135.4005 (M-H)-. 

 

te r t -butyl 
2-((4R ,6R )-6-(2-(3-((4-((2-(2-(2-(2-azidoethoxy)ethoxy)ethoxy)ethyl)carbamoyl)phenyl)carbamoyl)-5-

(4-fluorophenyl)-2-isopropyl-4-phenyl-1H -pyrrol-1-yl)ethyl)-2,2-dimethyl-1,3-dioxan-4-yl)acetate 
(H6-4) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

H5 was dissolved in anhydrous DMF (6 mL) and added amine linker L4-5 (153 mg, 0.701 mmol), EDCI 
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(363 mg, 2.34 mmol), HOBt (197 mg, 1.46 mmol) and DIPEA (410 µL, 2.34 mmol) at 0 oC. The reaction 
solution was stirred at ambient temperature for 12 h. The reaction solution was added water and the 
resultant aqueous layer was extracted with AcOEt. The combined organic layer was washed with brine and 
dried over Na2SO4 and concentrated. The residue was purified with silica gel column chromatography 
(solvent: CHCl3/MeOH = 15:1) to afford H6-4 as a colorless oil (538 mg, quantitative yield).  
 
• 1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ: 7.62 (2H, d, J = 8.6 Hz, Ar-H), 7.22-7.13 (7H, m), 7.10 (2H, d, J = 8.6 

Hz, Ar-H), 7.01-6.98 (3H, m), 6.65 (1H, t, J = 5.2 Hz, -CONH-), 
4.19-4.13 (1H, m, -CH2-), 4.11-4.05 (1H, m, -CH2-), 3.86-3.81 (1H, m, 
-CH2-), 3.72-3.58 (16H, m), 3.35 (2H, t, J = 5.2 Hz, -CH2-), 2.39 (1H, dd, 
J = 15.2, 6.9 Hz, -CH2-), 2.24 (1H, dd, J = 15.2, 6.3 Hz, -CH2-), 
1.70-1.64 (2H, m, -CH2-), 1.53 (6H, d, J = 6.9 Hz, --(CH3)2), 1.43 (9H, s, 
-(CH3)3), 1.36 (3H, s, -CH3), 1.35-1.34 (1H, m), 1.30 (3H, s, -CH3), 1.05 
(1H, q, J = 12.0 Hz). 

• 13C NMR (125 MHz, CDCl3) d: 170.2, 166.9, 164.6, 162.3 (d, J = 246.3 Hz), 142.3, 141.4, 134.5, 133.1 
(d, J = 8.4 Hz), 130.6, 129.1, 129.0, 128.5, 128.0 (d, J = 3.6 Hz), 127.8, 
126.8, 121.8, 118.5, 115.4 (d, J = 20.3 Hz), 114.8, 98.7, 80.7, 70.7, 
70.6, 70.6, 70.2, 70.0, 69.9, 66.4, 65.9, 50.6, 42.4, 40.9, 39.6, 38.0, 
35.9, 29.9, 29.7, 28.1, 26.0, 21.6, 21.4, 19.6;  

• HRMS (ESI-TOF) calcd for C49H63FN6O9+Na: 921.4533; found: 921.4558 (M+Na)+. 

 

te r t -butyl 
2-((4R ,6R )-6-(2-(3-((4-((2-(2-(2-(2-aminoethoxy)ethoxy)ethoxy)ethyl)carbamoyl)phenyl)carbamoyl)-
5-(4-fluorophenyl)-2-isopropyl-4-phenyl-1H -pyrrol-1-yl)ethyl)-2,2-dimethyl-1,3-dioxan-4-yl)acetate 

(H7-4) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

H6-4 (538 mg, 0.598 mmol) was dissolved in THF (4.0 mL) and H2O (600 µL) and added PPh3 (236 mg, 
0.898 mmol) at room temperature. The solution was stirred at ambient temperature for 22 h. The solution 
was concentrated and the residue was purified with silica gel column chromatography (solvent: 
CHCl3/MeOH = 10:1 to 1:1) to afford H7-4 as a white amorphous (448 mg, 86%). 
 
• 1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ: 7.66 (2H, d, J = 9.2 Hz, Ar-H), 7.22 -7.13 (8H, m), 7.09 (2H, d, J = 8.6 

Hz, Ar-H), 7.01-6.98 (3H, m), 4.19-4.13 (1H, m, -CH2-), 4,11-4.05 (1H, 
m, -CH2-), 3.86-3.80 (1H, m, -CH2-), 3.71-3.60 (14H, m), 3.48 (2H, t, J = 
5.2 Hz, -OCH2-), 2.82 (2H, t, J = 5.2 Hz, -OCH2-), 2.39 (1H, dd, J = 
14.9, 6.9 Hz, -CH2-), 2.24 (1H, dd, J = 14.9, 6.3 Hz, -CH2-), 1.76 (2H, 
brs, -NH2), 1.69-1.63 (2H, m, -CH2-), 1.53 (6H, d, J = 6.9 Hz, -(CH3)2), 
1.43 (9H, s, -(CH3)3), 1.36 (3H, s, -CH3), 1.35-1.34 (1H, m), 1.30 (3H, s, 
-CH3), 1.05 (1H, q, J = 11.8 Hz).  
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• 13C NMR (125 MHz, CDCl3) d: 170.2, 170.0, 164.6, 162.3 (d, J = 245.6 Hz), 142.2, 141.2, 134.5, 133.1  
(d, J = 8.4 Hz), 130.6, 129.2, 129.0, 128.4, 128.0, 126.7, 121.8, 118.4, 
115.3 (d, J = 21.3 Hz), 114.8, 98.7, 80.7, 73.2, 70.5, 70.5, 70.2, 70.1, 
66.4, 65.9, 42.4, 41.6, 40.9, 39.7, 38.0, 35.9, 29.9, 28.1, 26.0, 21.6, 
21.4, 19.6 

• HRMS (ESI-TOF) calcd for C49H65FN4O9+Na: 895.4628; found: 895.4615 (M+Na)+. 

 

methyl 
5-((5-(4-((1-(4-(1-(2-((4R ,6R )-6-(2-(te r t -butoxy)-2-oxoethyl)-2,2-dimethyl-1,3-dioxan-4-yl)ethyl)-5-(4-fl
uorophenyl)-2-isopropyl-4-phenyl-1H -pyrrole-3-carboxamido)phenyl)-1-oxo-5,8,11-trioxa-2-azatri
decan-13-yl)carbamoyl)phenyl)-6-chloro-1H -benzo[d ]imidazol-2-yl)oxy)-2-methylbenzoate (H8-4) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

H7-4 (240 mg, 0.275 mmol) was dissolved in anhydrous DMF (3.0 mL) and added A8 (100 mg, 0.229 
mmol), EDCI (142 mg, 0.916 mmol) and HOBt (77 mg, 0.573 mmol) at 0 oC. The solution was stirred at 
room temperature for 25 h. The reaction solution was added water and the resultant aqueous layer was 
extracted with AcOEt. The combined organic layer was washed with brine and dried over Na2SO4 and 
concentrated. The residue was purified with silica gel column chromatography (solvent: CHCl3/MeOH = 
15:1) to afford H8-4 as a white amorphous (169 mg, 48%). 
 
• 1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ: 11.02 (1H, s, -NH-), 7.91 (1H, s), 7.85-7.83 (2H, m), 7.61-7.60 (3H, m), 

7.42-7.40 (3H, m), 7.29-7.24 (1H, m), 7.14-7.08 (12H, m), 6.96-6.94 
(3H, m), 6.71 (1H, s), 4.18-4.11 (1H, m, -CH2-), 4.10-4.04 (1H, m, 
-CH2-), 3.86 (3H, s, -OCH3), 3.83-3.78 (1H, m, -CH2-), 3.69-3.57 (16H, 
m), 2.59 (3H, s, -CH3), 2.38 (1H, dd, J = 15.5, 6.9 Hz), 2.23 (1H, dd, J = 
15.2, 6.0 Hz), 1.63 (2H, brs), 1.51 (6H, d, J = 6.9 Hz, -(CH3)2), 1.43 (9H, 
s, -(CH3)3), 1.35-1.32 (4H, m), 1.29 (3H, s, -CH3), 1.00 (1H, q, J = 11.5 
Hz).  

•HRMS (ESI-TOF) calcd for C72H80ClFN6O13+Na: 1313.5348; found: 1313.5365 (M+Na)+. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

N
H
N

O

O
O

O
O

F
H
N

O
OOO

H
N

O

ClH
N

N
O

CO2Me



実験の部‖ 

 100 

 

5-((5-(4-((1-(4-(1-(2-((4R ,6R )-6-(2-(te r t -butoxy)-2-oxoethyl)-2,2-dimethyl-1,3-dioxan-4-yl)ethyl)-5-(4-fl
uorophenyl)-2-isopropyl-4-phenyl-1H -pyrrole-3-carboxamido)phenyl)-1-oxo-5,8,11-trioxa-2-azatri

decan-13-yl)carbamoyl)phenyl)-6-chloro-1H -benzo[d ]imidazol-2-yl)oxy)-2-methylbenzoic acid 
(H9-4) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

H8-4 (157 mg, 0.122 mmol) was dissolved in MeOH/THF/H2O (1.2 mL, 1:1:1) and added LiOH•H2O (8 
mg, 0.182 mmol) at room temperature. The reaction mixture was stirred at this temperature for 3.5h. Then, 
the mixture was added 2N HCl aq. to adjust pH to 2. The aqueous layer was extracted with AcOEt and the 
combined organic layer was washed with brine, dried over Na2SO4 and concentrated. The residue was 
purified with silica gel column chromatography (solvent: CHCl3/MeOH = 50:1) to afford H9-4 as a white 
solid (67 mg, 42%). 
 
• 1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ: 7.82 (1H, s), 7.77 (2H, d, J = 8.0 Hz, Ar-H), 7.61 (2H, d, J = 8.6 Hz, 

Ar-H), 7.35 (2H, d, J = 8.0 Hz, Ar-H), 7.31-7.27 (2H, m), 7.14-7.08 (11H, 
m), 6.97-6.94 (3H, m), 4.17-4.11 (1H, m, -CH2-), 4.10-4.03 (1H, m, -CH2-), 
3.84-3.78 (1H, m, -CH2-), 3.73-3.55 (18H, m), 2.40-2.35 (4H, m), 2.23 
(1H, dd, J = 15.2, 6.0 Hz), 1.65-1.63 (2H, m), 1.50 (6H, d, J = 7.4 Hz, 
-(CH3)2), 1.42 (9H, s, -(CH3)3), 1.35 (3H, s, -CH3), 1.32-1.31 (1H, m) , 
1.28 (3H, s, -CH3), 1.02 (1H, q, J = 11.8 Hz).  ;  

• HRMS (ESI-TOF) calcd for  C71H78ClFN6O13+Na:1299.5192; found: 1299.5167(M+Na)+. 

 

5-((6-chloro-5-(4-((1-(4-(5-(4-fluorophenyl)-1-(2-(4-hydroxy-6-oxotetrahydro-2H -pyran-2-yl)ethyl)-2-is
opropyl-4-phenyl-1H -pyrrole-3-carboxamido)phenyl)-1-oxo-5,8,11-trioxa-2-azatridecan-13-yl)carba

moyl)phenyl)-1H -benzo[d ]imidazol-2-yl)oxy)-2-methylbenzoic acid (H10-4) 
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H9-4 (67 mg, 0.0524 mmmol) was dissolved in CH2Cl2 (1.5 mL) and added trifluoroacetic acid (40 µL, 
0.524 mmol) at 0 oC. The solution was stirred at room temperature for 24h. Then, the solution was diluted 
with toluene and trifluoroacetic acid was removed in vacuo. The residue was purified with silica gel column 
chromatography (solvent: CHCl3/MeOH = 20:1 to 5:1) to afford H10-4 as a white solid (45 mg, 74%). 
 
• 1H NMR (500 MHz, CD3OD) δ: 8.41 (1H, t, J = 5.4 Hz, -CONH-), 8.22 (1H, t, J = 5.4 Hz, -CONH-), 

7.79-7.73 (4H, m), 7.59 (2H, d, J = 8.6 Hz, Ar-H), 7.38-7.19 (9H, m), 
7.10-7.07 (2H, m), 6.98-6.88 (8H, m), 4.45-4.39 (1H, m), 4.08-4.02 
(2H, m), 3.95-3.89 (1H, m), 3.55 -3.40 (17H, m), 3.28-3.22 (1H, m), 
2.55 (1H, dd, J = 17.8, 4.6 Hz), 2.50 (3H, s, -CH3), 2.38-2.34 (1H, m), 
1.76-1.48 (4H, m), 1.35 (6H, dd, J = 7.2, 1.4 Hz, -(CH3)2), 1.09-1.06 
(1H, m). ;  

• HRMS (ESI-TOF) calcd for C64H64ClFN6O12-H: 1161.4171; found: 1161.4184(M-H)-. 

 

5-((5-(4-((1-(4-(1-((3R ,5R )-6-carboxy-3,5-dihydroxyhexyl)-5-(4-fluorophenyl)-2-isopropyl-4-phenyl-1
H -pyrrole-3-carboxamido)phenyl)-1-oxo-5,8,11-trioxa-2-azatridecan-13-yl)carbamoyl)phenyl)-6-chl

oro-1H -benzo[d ]imidazol-2-yl)oxy)-2-methylbenzoic acid (HA4) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

H10-4 (45 mg, 0.0387 mmol) was dissolved in THF/H2O (1 mL, 5:1) and added Ca(OH)2 (6 mg, 0.0773 
mmol) at room temperature. The mixture was stirred at this temperature for 4h, Then, AcOEt was added to 
the solution and white solid was precipitated. The precipitate was filtered and washed with MeOH, water 
and AcOEt to afford HA4 as a white solid (15 mg, 33%). 
 
• 1H NMR (500 MHz, DMSO-d6) δ:10.04 (1H, s, -NH-), 8.52 (1H, t, J = 5.4 Hz, -CONH-), 8.32-8.30 (2H, 

m), 7.86 (2H, d, J = 8.6 Hz, Ar-H), 7.70 (2H, d, J = 8.6 Hz, Ar-H), 

7.63 (1H, s), 7.56 (2H, d, J = 8.6 Hz, Ar-H), 7.45 (2H, d, J = 8.0 Hz, 

Ar-H), 7.38 (1H, s), 7.23 (1H, s), 7.20-6.94 (11H, m), 3.94-3.88 (1H, 

m), 3.78-3.70 (2H, m), 3.51-3.516 (17H, m), 2.47 (3H, s, -CH3), 

2.10-2.06 (2H, m), 2.00-1.95 (1H, m), 1.75 (1H, s), 1.59-1.52 (1H, m), 

1.50-1.43 (1H, m), 1.38-1.34 (1H, m), 1.30 (6H, d, J = 6.9 Hz, -(CH3)2), 

1.23-1.18 (1H, m).  ;  

• HRMS (ESI-TOF) calcd for C64H66ClFN6O13+Na:1203.4253; found: 1203.4224(M+Na)+. 
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te r t -butyl 

2-((4R ,6R )-6-(2-(3-((4-((14-azido-3,6,9,12-tetraoxatetradecyl)carbamoyl)phenyl)carbamoyl)-5-(4-flu
orophenyl)-2-isopropyl-4-phenyl-1H -pyrrol-1-yl)ethyl)-2,2-dimethyl-1,3-dioxan-4-yl)acetate (H6-5) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
H5 (351 mg, 0.502 mmol) was dissolved in anhydrous DMF (5.0 mL) and added amine linker L5-5 (158 mg, 
0.602 mmol), EDCI (310 mg, 2.00 mmol), HOBt (170 mg, 1.26 mmol) and DIPEA (349 µL, 2.00 mmol) at 
0 oC. The reaction solution was stirred at ambient temperature for 11 h. The reaction solution was added 
water and the resultant aqueous layer was extracted with AcOEt. The organic layer was washed with brine 
and dried over Na2SO4 and concentrated. The residue was purified with silica gel column chromatography 
(solvent: CHCl3/MeOH = 15:1) to afford H6-5 as a pale yellow oil (500 mg, quantitative yield). 
 
• 1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ: 7.63 (2H, d, J = 8.6 Hz, Ar-H), 7.22-7.13 (7H, m), 7.10 (2H, d, J = 8.6 

Hz, Ar-H), 7.01-6.98 (3H, m), 6.75 (1H, t, J = 5.2 Hz, -CONH-), 
4.19-4.13 (1H, m, -CH2-), 4.12-4.05 (1H, m, -CH2-), 3.86-3.80 (1H, m, 
-CH2-), 3.70-3.58 (20H, m), 3.35 (2H, t, J = 4.9 Hz, -OCH2-), 2.39 (1H, 
dd, J = 15.2, 6.9 Hz), 2.24 (1H, dd, J = 15.2, 6.3 Hz), 1.70-1.65 (2H, m), 
1.53 (6H, d, J = 6.9 Hz, -(CH3)2), 1.43 (9H, s, -(CH3)3), 1.36 (3H, s, 
-CH3), 1.35-1.34 (1H, m), 1.30 (3H, s, -CH3), 1.05 (1H, q, J = 12.0 Hz). 

• 13C NMR (125 MHz, CDCl3) d: 170.2, 166.9, 164.6, 162.3 (d, J = 246.3 Hz), 142.2, 141.3, 134.5, 133.1 
(d, J = 8.4 Hz), 130.6, 129.1, 129.0, 128.5, 128.0 (d, J = 3.6 Hz), 127.8, 
126.8, 121.8, 118.5, 115.4 (d, J = 21.4 Hz), 114.8, 98.7, 80.7, 70.6, 70.6, 
70.5, 70.5, 70.2, 70.0, 69.9, 66.4, 65.9, 50.6, 42.4, 40.9, 39.7, 38.0, 35.9, 
29.9, 29.7, 28.1, 26.0, 21.6, 21.4, 19.6;  

• HRMS (ESI-TOF) calcd for C51H67FN6O10+Na: 965.4795; found: 965.4792 (M+Na)+. 

 
 

te r t -butyl 
2-((4R ,6R )-6-(2-(3-((4-((14-amino-3,6,9,12-tetraoxatetradecyl)carbamoyl)phenyl)carbamoyl)-5-(4-fl

uorophenyl)-2-isopropyl-4-phenyl-1H -pyrrol-1-yl)ethyl)-2,2-dimethyl-1,3-dioxan-4-yl)acetate 
(H7-5) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
H6-5 (521 mg, 0.552 mmol) was dissolved in THF (4.0 mL) and H2O (600 µL) and added PPh3 (217 mg, 
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0.829 mmol) at room temperature. The solution was stirred at ambient temperature for 39 h. The solution 
was concentrated, and the residue was purified with silica gel column chromatography (solvent: 
CHCl3/MeOH = 10:1 to 1:1) to afford H7-5 as a white amorphous (402 mg, 79%). 
 
• 1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ: 7.65 (2H, d, J = 8.6 Hz, Ar-H), 7.22-7.13 (7H, m), 7.11 (2H, d, J = 8.6 

Hz, Ar-H), 7.05-6.98 (4H, m), 4.19-4.13 (1H, m, -CH2-), 4.11-4.05 (1H, 
m, -CH2-), 3.86-3.81 (1H, m, -CH2-), 3.70-3.58 (19H, m), 3.48 (2H, t, J = 
5.2 Hz, -OCH2-), 2.81 (2H, d, J = 5.2 Hz), 2.38 (1H, dd, J = 15.5, 6.9 
Hz), 2.24 (1H, dd, J = 15.5, 6.3 Hz), 1.72-1.64 (4H, m), 1.53 (6H, d, J = 
7.4 Hz, -(CH3)2), 1.43 (9H, s, -(CH3)3), 1.36 (3H, s, -CH3), 1.35-1.34 (1H, 
m), 1.30 (3H, s, -CH3), 1.05 (1H, q, J = 11.8 Hz). 

• 13C NMR (125 MHz, CDCl3) d: 170.1, 166.9, 164.6, 162.2 (d, J = 246.3 Hz), 142.1, 141.3, 134.5, 133.1 
(d, J = 8.4 Hz), 130.5, 129.1, 129.0, 128.4, 128.0 (d, J = 3.6 Hz), 127.9, 
126.7, 121.8, 118.4, 115.3 (d, J = 21.4 Hz), 114.8, 98.6, 80.7, 73.3, 
70.5, 70.5, 70.2, 70.2, 70.0, 66.3, 65.8, 42.4, 41.7, 40.9, 39.7, 38.0, 
35.9, 29.9, 28.0, 26.0, 21.6, 21.4, 19.6, 18.4;  

• HRMS (ESI-TOF) calcd for C51H69FN4O10+H: 917.5070; found: 917.5090 (M+H)+. 

 
methyl 

5-((5-(4-((1-(4-(1-(2-((4R ,6R )-6-(2-(te r t -butoxy)-2-oxoethyl)-2,2-dimethyl-1,3-dioxan-4-yl)ethyl)-5-(4-fl
uorophenyl)-2-isopropyl-4-phenyl-1H -pyrrole-3-carboxamido)phenyl)-1-oxo-5,8,11,14-tetraoxa-2-a
zahexadecan-16-yl)carbamoyl)phenyl)-6-chloro-1H -benzo[d ]imidazol-2-yl)oxy)-2-methylbenzoate 

(H8-5) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

H7-5 (188 mg, 0.205 mmol) was dissolved in anhydrous DMF (2.5 mL) and added A8 (75 mg, 0.171 mmol), 
EDCI (106 mg, 0.683 mmol) and HOBt (58 mg, 0.428 mmol) at 0 oC. The solution was stirred at room 
temperature for 21 h. The reaction solution was added water and the resultant aqueous layer was extracted 
with AcOEt. The combined organic layer was washed with brine and dried over Na2SO4 and concentrated. 
The residue was purified silica gel column chromatography (solvent: CHCl3/MeOH = 30:1) to afford H8-5 
as a white amorphous (145 mg, 53%). 
 
• 1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ: 10.95 (1H, s, -NH-), 7.90-7.88 (3H, m), 7.62-7.60 (3H, m), 7.47-7.29 

(5H, m), 7.21-7.05 (11H, m), 6.98-6.91 (3H, m), 6.80 (1H, s), 4.18-4.12 
(1H, m, -CH2-), 4.11-4.05 (1H, m, -CH2-), 3.87-3.79 (4H, m), 3.70-3.54 
(22H, m), 2.60 (3H, s, -CH3), 2.38 (1H, dd, J = 14.9, 6.9 Hz), 2.23 (1H, 
dd, J = 15.5, 6.3 Hz), 1.95 (2H, s), 1.52 (6H, d, J = 6.9 Hz, -(CH3)2), 
1.43 (9H, s, -(CH3)3), 1.36 (3H, s, -CH3), 1.33-1.32 (1H, m), 1.29 (3H, s, 
-CH3), 1.02 (1H, q, J = 11.8 Hz).;  

• HRMS (ESI-TOF) calcd for C74H84ClFN6O14+Na: 1357.5610; found: 1357.5634 (M+Na)+. 
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5-((5-(4-((1-(4-(1-(2-((4R ,6R )-6-(2-(te r t -butoxy)-2-oxoethyl)-2,2-dimethyl-1,3-dioxan-4-yl)ethyl)-5-(4-fl
uorophenyl)-2-isopropyl-4-phenyl-1H -pyrrole-3-carboxamido)phenyl)-1-oxo-5,8,11,14-tetraoxa-2-a

zahexadecan-16-yl)carbamoyl)phenyl)-6-chloro-1H -benzo[d ]imidazol-2-yl)oxy)-2-methylbenzoic 
acid (H9-5) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

H8-5 (124 mg, 0.0928 mmol) was dissolved in MeOH/THF/H2O (1 mL, 1:1:1) and added LiOH•H2O (5 
mg, 0.111 mmol) at room temperature. The reaction mixture was stirred at this temperature for 7 h. Then, 
the mixture was added 2N HCl aq. to adjust pH to 2. The aqueous layer was extracted with AcOEt, and the 
combined organic layer was washed with brine, dried over Na2SO4 and concentrated. The residue was 
purified with silica gel column chromatography (solvent: CHCl3/MeOH = 15:1) to afford H9-5 as a white 
solid (31 mg, 25%). 
 
• 1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ: 7.83 (1H, s), 7.81 (2H, d, J = 8.6 Hz, Ar-H), 7.63 (2H, d, J = 8.6 Hz, 

Ar-H), 7.42-7.30 (5H, m), 7.16-7.07 (12H, m), 6.99-6.95 (2H, m), 
4.18-4.12 (1H, m, -CH2-), 4.10-4.04 (1H, m, -CH2-), 3.85-3.78 (1H, m, 
-CH2-), 3.66-3.54 (22H, m), 2.43 (3H, s, -CH3), 2.38 (1H, dd, J = 15.5, 
6.9 Hz), 2.23 (1H, dd, J = 15.2, 6.0 Hz), 1.67-1.62 (2H, m), 1.51 (6H, d, 
J = 6.9 Hz, -(CH3)2), 1.43 (9H, s, -(CH3)3), 1.35 (3H, s, -CH3), 1.33-1.32 
(1H, m) , 1.29 (3H, s, -CH3), 1.03 (1H, q, J = 11.8 Hz).   

• HRMS (ESI-TOF) calcd for C73H82ClFN6O14+Na: 1343.5454; found: 1343.5438 (M+Na)+. 
 
5-((6-chloro-5-(4-((1-(4-(5-(4-fluorophenyl)-1-(2-(4-hydroxy-6-oxotetrahydro-2H -pyran-2-yl)ethyl)-2-is
opropyl-4-phenyl-1H -pyrrole-3-carboxamido)phenyl)-1-oxo-5,8,11,14-tetraoxa-2-azahexadecan-16-

yl)carbamoyl)phenyl)-1H -benzo[d ]imidazol-2-yl)oxy)-2-methylbenzoic acid (H10-5) 
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H9-5 (31 mg, 0.0235 mmmol) was dissolved in CH2Cl2 (1.2 mL) and added trifluoroacetic acid (18 µL, 
0.235 mmol) at 0 oC. The solution was stirred at room temperature for 36h. Then, the solution was diluted 
with toluene and trifluoroacetic acid was removed in vacuo. The residue was purified with silica gel column 
chromatography (solvent: CHCl3/MeOH =10:1) to afford H10-5 as a white solid (13 mg, 46%). 
 
• 1H NMR (500 MHz, CD3OD) δ: 7.80-7.71 (4H, m), 7.60 (2H, d, J = 8.6 Hz, Ar-H), 7.40-7.38 (3H, m), 

7.34-7.22 (5H, m), 7.13-7.09 (2H, m), 7.00-6.90 (7H, m), 4.45-4.41 
(1H, m), 4.07-4.03 (2H, m), 3.96-3.90 (1H, m), 3.56 -3.46 (20H, m), 
3.41 (2H, t, J = 5.2 Hz, -OCH2-), 3.29-3.23 (1H, m), 2.58-2.53 (1H, 
m), 2.50 (3H, s, -CH3), 2.37 (1H, d, J = 17.8 Hz), 1.74-1.65 (2H, m), 
1.61-1.49 (2H, m), 1.36 (6H, d, J = 7.4 Hz, -(CH3)3). ;  

•HRMS (ESI-TOF) calcd for C66H68ClFN6O13 -H: 1205.4433; found: 1205.4409 (M-H)-. 

 
5-((5-(4-((1-(4-(1-((3R ,5R )-6-carboxy-3,5-dihydroxyhexyl)-5-(4-fluorophenyl)-2-isopropyl-4-phenyl-1
H -pyrrole-3-carboxamido)phenyl)-1-oxo-5,8,11,14-tetraoxa-2-azahexadecan-16-yl)carbamoyl)phen

yl)-6-chloro-1H -benzo[d ]imidazol-2-yl)oxy)-2-methylbenzoic acid (HA5) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

H10-5 (10 mg, 0.00814 mmol) was dissolved in THF/H2O (200 µL, 5:1) and added Ca(OH)2 (1.2 mg, 
0.0163 mmol) at room temperature. The mixture was stirred at this temperature for 7 h, Then, AcOEt was 
added to the solution, and a white solid was precipitated. The precipitate was filtered and washed with 
MeOH, water and AcOEt to afford HA5 (6 mg, 60%). 
 
• 1H NMR (500 MHz, DMSO-d6) δ: 10.06 (1H, s, -NH-), 8.53 (1H, t, J = 5.2 Hz, -CONH-), 8.34 (1H, t, J = 

5.2 Hz, -CONH-), 7.86 (2H, d, J = 8.0 Hz, Ar-H), 7.71 (2H, d, J = 9.0 
Hz, Ar-H), 7.57-7.56 (3H, m), 7.46 (2H, d, J = 8.0 Hz, Ar-H), 7.38 (1H, 
s), 7.23-7.11 (7H, m), 7.05-6.94 (5H, m), 3.94-3.88 (1H, m), 3.75-3.69 
(2H, m), 3.53-3.40 (24H, m), 2.05 (1H, dd, J = 14.9, 4.0 Hz), 
1.96-1.91 (1H, m), 1.59-1.54 (1H, m), 1.50-1.44 (1H, m), 1.38-1.34 
(1H, m), 1.30 (6H, d, J = 6.9 Hz, -(CH3)2), 1.22-1.19 (2H, m).  ;  

• HRMS (ESI-TOF) calcd for C66H70ClFN6O14-H:1223.4539; found: 1223.4548 (M-H)-. 
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2. Biology 

2.1 Cell culture 
HEK293 cells were cultured in DMEM supplemented with 10% fatal bovine serum and penicillin and 
streptomycin at 37 oC in a humidified incubator (5% CO2). These cells were used for experiments within 
5-20 passages.  
 

2.2 Western blotting 
A solution of recombinant proteins or a cell lysate used in phosphorylation inducing assay was boiled for 5 
min with Laemmli buffer (2% SDS, 50 mM Tris pH6.8, 0.1 M DTT, 10% glycerol, 0.02% bromophenol 
blue) ,and the sample was resolved by SDS-PAGE with SuperSepTM Ace 5-12% (Wako Pure Chemical 
Industries, 199-15191) and transferred onto PVDF membrane. After blocking with TBS-T (20 mM Tris, 
137 mM NaCl, 0.1% Tween 20, pH 7.5) containing 1% bovine serum albumin, the transblotted membrane 
was probed with Phostag® reagent (Wako Pure Chemical Industries, BTL-104) or anti-phospho ACC Ser79 
(Cell Signaling, #3661, 1/1500), anti-phospho-FOXO3a Ser413 (Cell Signaling, #8174, 1/1000), 
anti-phospho-Raptor Ser792 (Cell Signaling, #2083, 1/1000) and anti-Rabbit IgG antibody (Cell Signaling, 
#7074, 1/2000) in Can Get Signal® solution (Toyobo, NKB-101). After the probing, the membrane was 
washed with TBST, and the immunoblots were visualized by enhanced chemiluminescence with 
ImmobilonTM Western Chemiluminescent HRP Substrate (Millipore, WBKL0500). 
 

2.3 in vitro AMPK activation assay 
AMPK (α1/β1/γ1 or α2/β1/γ1) activities were measured by FRET-based AMPK activity assay (Invitrogen, 
Z-Lyte kinase assay kit, PV4644). This assay was performed in accordance with manufacture’s protocol. 
Briefly, recombinant AMPK (0.4-4.2 ng/well) and FRET-peptide substrate were mixed in Z-Lyte kinase 
buffer and transfered to 384-well microplate. Then, test compounds (dissolved in DMSO) and ATP were 
added in the solution to start the kinase reaction. The reaction solution was incubated at 25 oC for 1 h and 
then, development reagent was added to each wells. The resultant was further incubated for 1 h at the same 
temperature. Stop reagent was added, and the plate was immediately measured the fluorescent signals. The 
signal was  converted to % phosphorylation according to the manufacturer’s calculation procedure. EC200 
values (compound concentrations leading to a 2-fold AMPK activity increase) were calculated form the 
dose-response curve. 
 

2.4 in vitro ACC inhibition assay 
The enzymatic activity of ACC2 was determined by means of an ATP consumption assay. The assay was 
performed using 30 mM HEPES buffer (pH 7.5), 18 mM NaHCO3, 1.0 mg/mL BSA, 0.5 µM ATP, 1 mM 
DTT, 4 mM MgCl2, 2 mM sodium citrate, 0.5 mM acetyl-CoA, 1% DMSO, and 50 ng of enzyme (human 
ACC2, BPS Bioscience, #50201) per well (96-well half plate). The ACC inhibitor (dissolved in DMSO) was 
added at concentrations between 0 and 100 µM. The reaction was started by addition of enzyme (50 
ng/well) followed by incubation at 37 oC for 90 min. Unconverted ATP was determined using ATP 
monitoring reagent (Lonza, ViaLight plus kit, LT07) according to the manufacturer’s instructions. IC50 
values were calculated from the dose–response curves. 
 

2.4 in vitro HMGR inhibition assay 
HMGR inhibitory activity was measured by means of quantification of un-converted NADPH, which is 
co-substrate of HMGR reaction (Biovision, HMG-CoA Reductase Activity/Inhibitor Screeniing Kit, 
K588-100). Briefly, recombinant HMGR (3.5 µg/well) and test inhibitors (dissolved in DMSO) were 
diluted in assay buffer and transferred to the wells. Then, HMG-CoA and NADPH were added, and the 
plate was immediately measure the absorbance (340 nm) of NADPH+ by the minute to evaluate the kinetic 
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activity of HMGR. The equation designated by manufacturer’s protocol was used to calculate the inhibitory 
activities (% inhibition). IC50 values were calculated from the dose-response curves.   
 

2.5 Evaluation of phosphorylation inducing activities to  
recombinant proteins 

 
Recombinant AMPK (Invitrogen, PV4672 (α1/β1/γ1) or Cyclex, #CY-SEA21 (α2/β1/γ1)), target protein 
(human ACC2, BPS Bioscience, #50201 or human HMGR, Cayman Chemical, Item No. 14944) and test 
compounds were mixed in kinase buffer containing Mg2+. Then, ATP (0.8-1 mM) was added to start the 
kinase reaction. The solution was incubated at 37 oC for 2 h. The reaction solution was added Laemmli 
buffer, and the resultant was boiled at 100 oC to stop the reaction. Then, proteins were resolved with 
electrophoresis and transferred to PVDF membrane. The phosphorylated proteins were quantified with 
Phostag® reagent, which can detect phosphoryl group on proteins.  

 

2.5 Evaluation of phosphorylation inducing activities in cell lysate 
Cultured HEK293 cells (~80% confluent) were washed with PBS and lysed using SDS lysis buffer (1% SDS, 
10 mM EDTA and 50 mM Tris, pH 8.1) containing protease and phosphatase inhibitor cocktail. Protein 
concentrations were determined using BCA protein assay. This cell lysate was diluted with kinase buffer to 
the concentration of 1.5 mg/ml and then, test compounds and ATP (2 mM) were added to the solution. 
This solution was incubated at 37 oC for 2 h. The reaction solution was added Laemmli buffer, and the 
resultant was boiled at 100 oC to stop the reaction. Then, proteins were resolved with electrophoresis and 
transferred to PVDF membrane. Phosphorylated AMPK substrates were quantified with corresponding 
phosphorylated protein-specific antibodies to evaluate the phosphorylation inducing activities of the 
compounds. 
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