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論文内容の要旨 

緒言 

創薬研究において、標的とする組織への移行性を考慮することは、効率的に薬効を発現する化合物探

索に重要な事柄である。特に中枢神経系に到達するためには、血液-脳関門を透過しなければならず、経

細胞的に通過しやすいことを前提として、P-糖たんぱく質（P-gp）などの排出輸送系トランスポーター

の影響を回避する化合物デザインが要求される 1)。筆者もアルツハイマー病治療薬になりうる BACE1

阻害剤の探索研究を通して、塩基性のリード化合物の最適化に取り組み、これら中枢移行性の課題に直

面した。そこで、著者は in vivo で有効な薬理作用を示す安全な化合物の探索研究に着手した。 

BACE1 阻害剤を見出すため、我々は HTS を実施し、チアジン誘導体 1 を見出した（Figure 1）。こ

のチアジン 1 を起点に Hit to lead SAR を実施し、良好な細胞活性を示すチアジン 2 を見出した。チア

ジン誘導体はヒト臨床において、肝障害を引き起こすことが報告されている 2)。肝障害リスクを軽減す

るため、硫黄原子を酸素原子に変えたオキサジン 3 を合成し、評価した。オキサジン 3 は良好な細胞活

性を示したものの、in vivo で薬効を示さなかった。排出系トランスポーターである P-gp の影響を評価

を実施した結果、オキサジン 3 は高い P-gp 基質性（P-gp ER = 36） を有し、そのことが原因で中枢移

行性を示さないことが明らかと

なった（BrKp(mice) = 0.15）。そ

こで筆者らは、オキサジン 3 を起

点にP-gp基質性を回避し、in vivo

で有意な Aβ 減少を示す安全な

BACE1 阻害剤の探索研究に着手

した。 

 

 

Figure 1. HTS Hit 1 and Initial Leads 2 and 3 



本論 

第１章 オレフィン型オキサジン誘導体の創薬研究 

１）脂溶性が高い塩基性化合物は、P-gp 基質になりやすいと報告されており、塩基性の中枢神経系薬物

において、pKaを下げると P-gp 基質性が低下することが知られている 3)。hERG 阻害活性においては、

高い塩基性と脂溶性を有する化合物は阻害活性を示しやすいことが報告されていて、hERG 阻害を低減

させる有効な方法の一つは塩基性を低下させることである 4)。高脂溶性化合物は膜透過性には有利に作

用するため、P-gp 基質性と hERG 阻害活性の２つの課題を解決する共通した方法として、塩基性の低

減を選択した。まず、塩基性を調整するに際し、適切な pKaの範囲の設定を試みた。アミジン部位はフ

ァーマコフォアの一つであり、その塩基性の程度は活性値に影響すると考え、細胞アッセイの活性値と

塩基性の相関を確認した。その結果、pKa が 6.5 以下では活性が消失している化合物が多く見られたこ

とから、pKa の下限値を 6.5 に設定した。P-gp 基質性においても同様に pKa との相関を調査した結果、

pKaが８を超える化合物は高い P-gp 基質性を示したため、目標とする pKaを 6.5 から 8.0 に設定した。

ジヒドロオキサジン 3 の pKaを測定した結果、pKaは 9.8 を示した。塩基性の低下を期待して、オキサ

ジン環内に二重結合を導入したオキサジン B をデザインした。ACD ソフトウェア 5)でオキサジン B の

予測 pKa は 7.0 であり、設定した至適 pKa の範囲内であったことから、オキサジン B 誘導体の合成に

着手した。 

 

Figure 2. Design of novel oxazine B from 

dihydrooxazine A.  

aThe pKa values were calculated with 

ACD/Percepta as the imine tautomer. 

 

２）オキサジン 4 を合成したところ、実際の pKaは 7.7 であった（Table 1）。細胞活性は、7.9 nM であ

り、若干の活性低下が見られたが、P-gp 基質性は狙い通りに下げることできた（ER = 7.5）。活性向上

を含めたプロファイルの最適化を目指し、オキサジン環上への置換基導入を試みた。6 位にメチル基を

導入したオキサジン 5 は活性向上を示した。pKaはわずかに向上した程度であったが（pKa = 7.9）、P-

gp 基質性が悪化した（ER = 33）。P-gp 基質性の改善を目指し、さらなる塩基性の低下を狙って 5 を起

点にフッ素原子の導入を試みた。6 位のメチル基にフッ素原子を導入したオキサジン 6 は、活性を維持

し（cellular IC50 = 3.6 nM）、pKaの低下（pKa = 6.9）を伴って、P-gp 基質性、hERG 活性に改善が見

られた（ER = 12、hERG inhib at 5 M = 69 %）。 

 

Table 1. Exploration of the Head-Part 

 

 

 

 

 

 

 

 



6 のプロファイルを最適化するために、tail 部分の変換を実施した。6 の血漿中の安定性には改善の

余地が残されていた。カルボキシエステラーゼの加水分解によるものと考え、ピリジン環のオルト位へ

の置換基導入を試みた。オルト位に塩素原子を導入した 7 は、狙い通りに半減期は増大したものの、P-

gp 基質性が高くなった。この原因は、6 においてはピリジン環の窒素原子が、アミド NH の水素原子と

分子内水素結合を形成し、ドナー性プロトンの影響をマスクしていたが、7 の場合は、オルト位のクロ

ロ基とアミドのカルボニル間の静電的反発からねじれが生じ、6 で見られたような分子内水素結合が弱

くなることで、ドナー性プロトンのマスク効果が減弱したためと考察している。ピラジンへの変換を実

施した 8 は hERG 阻害活性および P-gp 基質性の改善が見られたが、活性の低下が見られた。結局のと

ころ、Cellular IC50、代謝安定性を含め化合物 6 が良好なバランスを示したため、6 を先の評価に進め

た。 

 

Table 2. Optimization of the Tail-Part 

 

 

化合物 3 および 6 の中枢移行性を確認するため、P-gp ノックアウトマウスを用いて、P-gp の影響を

検証した（Table 3）。P-gp ノックアウトマウスの B/P ratio は両化合物ともに、4 を超えていて良好な

中枢移行性を示したが、野生型マウスにおける化合物 3 の B/P ratio は 0.15、KO/WT ratio は 32 であ

り、P-gp の影響で中枢移行性が妨げられていることが示された。化合物 6 の KO/WT は化合物 3 に比

べて低いことから、化合物 6 の脳移行性の改善には P-gp の影響が大きいことが示唆される。ただし化

合物 6 の KO/WT は 3.6 であり、efflux ratio も 12 であることから、完全に P-gp 基質性を回避できた

とは言い難く、さらなる中枢神経系の薬剤として改善の余地を残している。 

 

 

Table 3. Pharmacokinetic Profiles 

of 3 and 6 in Wild-type (C57BL/6J) 

and mdr1a(-/-) Mice. 

 

 

 



ICR マウス 6)に 6 を 10mg/kg 経口投与し、脳内の Aβ 量を測定した（Figure 2）。その結果、４時間

で最大の Aβ 減少 69 %を示し、8 時間後も持続的な脳内 Aβ 減少を示した。８時間後の脳内非結合薬物

濃度は 6.9 nM であり、IC50（3.6 nM）よりも 1.9 倍高く、マウスの持続的な Aβ 減少を説明している。 

 

 

 

Figure 2. Total Aβ reduction in mouse after an oral dose 

of 6 at 10 mg/kg (n = 4). Compound 6 was dosed as a 

solution of 20% 2-hydroxypropyl-β-cyclodextrin (HPBCD). 

 

 

 

 

３）6-メチルオキサジン誘導体 11 は、Scheme 1 に示した経路で合成した。キラルなアミン 9 に対し、

チオホスゲンを用いてイソチオシアナートとした後に、ビス-ジメトキシベンジルアミンを作用させる

ことで、チオウレア 10 を得た。ヨウ化メチルを用いて、メチルスルフィドとした後に、DIEA を加え加

熱することで、目的とするオキサジン 11 を得た 7)。しかしながら、本反応は 2 工程で 19%と低収率で

あり、6-H オキサジンの合成検討においては、環化前駆体であるアルデヒドの合成を試みたが、チオウ

レアが原因でチアジン環の形成が進行し、アルデヒドを得ることができなかった。チオウレアを中間体

として、6-H オキサジンを得ることはできないと判断し、ウレアを中間体とした新規環化反応の開発に

着手した。 

 

Scheme 1. Synthesis of Oxazine 11a  
aReagents and conditions: (a)(i) thiophosgene, K2CO3, toluene, H2O, 0°C, 100%,(ii) bis(2,4-
dimethoxybenzyl)amine, THF, rt, 97%; (b) (i) MeI, DIEA, MeCH, rt, 93%, (ii) DIEA, MeCN, reflux, 
19%. 
 

12 に対して、脱水反応に用いられる条件を検討した（Table 4）。P2O5を用いた際に望む環化体 13 が

得られた(Entry 1)。脱水試薬として Burgess 試薬 8)を用いた結果、高収率で目的物を得ることができ、

室温で実施しても問題なく進行した(Entry 2,3)。本反応を用いて、各種オキサジン誘導体の合成を達成

した。 

 

 

 

 



Table 4. Optimization of the reaction conditions using various dehydration reagents. 

 

 

第２章 ジヒドロ型オキサジン誘導体の創薬研究 

１）pKaを低減する方法として、電子求引基の導入も知られていて、筆者は電子求引基の導入により in 

vivo で有望な化合物を見出すことも検討した。ロッシュは 5 位にフッ素原子を導入し、マウスに経口投

与することで、有意な Aβ 減少を示すオキサジン 14 を報告した 9)。P-gp 基質性は低下したものの、

hERG 阻害活性は改善しておらず、14 を起点に探索研究を行った（Table 5）。さらなる塩基性低下を指

向して 6 位にフルオロメチル基を導入した 16 をデザインした。16 は狙い通りに塩基性が低下し、P-gp

基質性および hERG 阻害活性は改善したものの、活性の低下が見られた。16 の立体異性体である 17 を

評価した結果、活性が向上した。活性、P-gp 基質性、hERG 阻害活性において良好なプロファイルを示

した 17 の更なる最適化に着手した。 

 

Table 5. Exploration of the Head-Part 

 

高活性で P-gp 基質性が改善した化合物を見出したものの、hERG 阻害活性に関しては改善の余地が

あり、ピコリンアミド部の最適化を行った（Table 6)。ピリジンをピラジンに変換した 18 は活性を維持

し、P-gp 基質性、hERG 阻害活性の改善が見られた。一方で、ヒト代謝安定性の低下が見られた。ヒト

代謝安定性の悪化の原因はメトキシ基と考え、フルオロメトキシ基に変換したところ、代謝安定性の改

善が見られた。化合物 19 は活性、P-gp 基質性、hERG 阻害活性において良好なプロファイルを示した。

一方で、CYP2D6 阻害活性の低下が見られた。 



Table 6. Optimization of the Tail-Part 

 

 

CYP2D6 の阻害活性を回避する方法として、塩基性、あるいは脂溶性を下げることが有効であると報

告されている 10)。6 位の最適化においては検討の余地が残されていたため、19 を起点に最適化を行った

（Table 7）。塩基性を下げた 20 は狙い通りに阻害活性が低下した。立体的な効果も CYP2D6 の阻害活

性に影響すると仮定し、モノフルオロエチル基に変換した結果、良好なプロファイルを満たす 21 を見

出した。 

 

Table 7. Optimization of 1,3-Dihydro-Oxazines at the 6-Position 

 

 

２）得られた化合物の薬物動態評価を実施した（Table 8）。化合物 3 は P-gp 基質であり、中枢移行性

は 0.29 であったが、塩基性を低減し、P-gp 基質性を低下させた 17 および 21 の中枢移行性は 0.62 お

よび 2.2 であり改善が見られた。 

 

 

 



Table 8. Pharmacokinetic Properties of Key Compounds for Sprague-Dawley Rat 

 

 

21 の Aβ 減少率を ICR マウスを用いて評価した（Figure 3）。ICR マウスに 3 mg/kg を経口投与した

結果、6 時間にわたって Aβ の持続的な低下を示した。Cb,u / Cp,uは 0.8 を示し、P-gp の影響は少ないと

みられる。 

 

 

Figure 3. Total Aβ reduction of 21 in the brain of male ICR mice (n = 4) after oral dosing of 21 as a 

solution of 20% hydroxylpropyl-β-cyclodextrin (HPBCD). A) 21 was dosed at 3 mg/kg. B) 21 at 1 

mg/kg. 

 

３）21 において 6 位の置換基導入で活性が向上した原因を解明するためにコンフォメーション解析を

実施した。オキサジン環上の置換基の効果を検証するため、同一の tail を持つ 3, 14, 15, 16 および 17

の最安定コンフォメーションを計算した。3 の最安定コンフォメーションを計算した結果、擬アキシア

ル構造が最安定であり、複合体構造の 20 のコンフォメーションに近似していた（Figure 4）。一方で、

活性が低下した 15 は擬エクアトリアルが最安定コンフォメーションであった。擬アキシアルと擬エク

アトリアルの変形エネルギーが活性に関与していると考え、5 化合物の変形エネルギー（ΔE ax-

eq(kcal/mol)）を算出し、活性との相関を確認した（Figure 5）。その結果、擬アキシアル構造が安定コ

ンフォメーションであり、変形エネルギーが大きい 17 が最も活性が強く、活性と変形エネルギーに相

関がみられた。17 においては、擬エクアトリアル構造の際に、6 位のフルオロフェニル基とメチル基と

の間に 1,3-ジアキシアル相互作用が働くために、擬アキシアル構造が優位となり活性が向上したと説明

される。 

 



 

 

結語 

中枢神経系の創薬研究において、適切な中枢移行性を有し安全な化合物を探索することが重要である。

筆者はアルツハイマー病治療薬を指向し、BACE1 阻害活性を有するリード化合物を見出していたが、低

い中枢移行性と hERG阻害活性も有していた。そこで本研究において、低い中枢移行性の原因は、高い塩

基性に起因する P-gp基質性によるものと特定し、塩基性を下げる構造変換を行うことで、in vivoで有

意な薬効を示す化合物を同定した。本研究成果は、塩基性が原因で P-gp 基質となっている化合物の最

適化デザイン、中枢移行性の獲得に有用な知見を与えるものである。 
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論文審査の結果の要旨 

 

創薬研究において、標的とする組織への移行性を考慮することは、非常に重要である。中枢神経系に到

達するためには、血液-脳関門を透過しなければならず、経細胞的に通過しやすいことを前提として、P

糖たんぱく質（P-gp）などの排出輸送系トランスポーターの影響を回避する化合物デザインが要求され

る。筆者は BACE1 阻害剤の探索研究を通して、ジヒドロ型オキサジンをリード化合物として同定した

が、P-gp 基質性に由来する低い脳移行性を示し、in vivo 薬効を示さなかった。そこで、ジヒドロ型オキ

サジンを起点に P-gp 基質性を回避し、in vivo で有意な薬効を示す β－セクレターゼ 1（BACE1）阻害の

探索研究として、P-gp 基質性回避にはアミジン部位の pKa の低減が有効であるとの着想に基づき、以下

の２つの方法で塩基性の低減を検討した。 

1. 分子量を増加させずに塩基性を低下させるために、２重結合をオキサジン環内に導入したオレフィ

ン型オキサジンは、期待通り塩基性が低減し、P-gp 基質性が低減した。最適化を行うことで、in vivo で

有意な薬効を示す化合物を見出した。また、オレフィン型オキサジンの合成において新規なオキサジン

環化反応を見出した。 

2. 電子求引基を導入し、アミジン部位の塩基性を調整することで、P-gp 基質性を低減し、有意な in vivo

薬効を示す化合物を見出した。また、BACE1 複合体構造解析から、活性コンフォメーションを安定化さ

せることが BACE1 阻害活性の向上につながることを解明した。                         

本研究成果は、塩基性が原因で P-gp 基質となっている化合物の最適化デザイン、中枢移行性の獲得に有

用な知見を与えるものである。                                             

 

 

上記の論文は博士（薬学）論文として、適当と判定する。 

 

 

 

 

 


