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第１章 緒言  

ケモカインとその受容体は白血球の遊走を制御するだけでなく、慢性炎症

にも関与している (1,2)。今日までに約 50 種のケモカインと 20 種のそれらの

受容体が同定され (3, 4)、動脈硬化、糖尿病性腎症、関節リウマチ、多発性硬

化症、慢性閉塞性肺疾患などの慢性炎症疾患の病態進行に関与する重要な因

子として報告されてきた (5-11)。  

C-C Chemokine Ligand 2 (CCL2)はケモカイン・スーパーファミリーのなか

で最も研究が行われているケモカインである (12-14)。CCL2 は、2 つのシス

テイン残基が連続する CC ケモカインに属し、細胞膜 7 回膜貫通型レセプタ

ーに属する C-C Chemokine Receptor 2 (CCR2)を受容体とする。CCL2 は内皮

細胞、繊維芽細胞、平滑筋細胞、単球、および脂肪細胞などの多くの細胞か

ら分泌され (15)、単球・マクロファージの炎症部位への遊走を促す (16) (Figure 

1-1)。  

 

CCR2 

CCL2

IFN-g

血管内皮細胞

血流

炎症部位

単球

活性化マクロファージ

リンパ球

血管内

接着因子

分化

 

 

Figure 1-1. CCL2/CCR2 は炎症部位への単球・マクロファージの遊走を促す  

 

ケモカインによるシグナルは、殆どの場合、百日咳毒素 (pertussis toxin)で

抑制されることから、主に Gi クラスの三量体 G 蛋白質と共役すると考えら

れている (17)。ケモカインが受容体に結合すると、活性化した G 蛋白質サブ

ユニットが複数のシグナル伝達に働き、細胞誘導を制御することが報告され

て い る (18, 19)(Figure 1-2) 。 一 般 的 に は 、 細 胞 遊 走 の 進 行 方 向 で は
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phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K)や dedicator of cytokinesis 2 (DOCK2)がグ

アニンヌクレオチド交換因子  (Rac-GEF)を介して Racを活性化して先導端形

成をし、細胞後方では RhoA が Rho-associated coiled-coil-containing protein 

kinase (ROCK)を通じて内皮細胞からの剥離を促進し、Ca- and DAG-regulated 

GEFs (CALDAG-GEFS)が Rap を介して細胞極性に関与することで、細胞遊走

を可能にする細胞骨格の再構成が行われると考えられている  (18, 19)。最近、

これらの制御因子以外に CCR2 および C-C Chemokine Receptor 5 (CCR5)では、

細胞内 C 末端領域に結合する FROUNT の存在が報告された  (20)。FROUNT

は、CCR2 および CCR5 の C 末端領域に選択的に結合し、G 蛋白質とともに、

シグナル伝達を制御することが提唱されている (20)。  

 

PI3K DOCK2

Rac-GEF

Rac

RhoA

ROCK

Chemotaxis

CCL2

FROUNT
Gi

CALDAG-GEFs

Rap

CCR2

 

 

Figure 1-2. 細胞遊走に関与するシグナル伝達経路  

 

現在、いくつかの CCR2 アンタゴニストが肝線維化、糖尿病性腎症および

多発性硬化症などで開発が進められているが (14)、多くの動物病態モデルや
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臨床試験が行われているのにも関わらず CCR2 アンタゴニストの有用性につ

いては結論が出ていない状態である。例えばヒト CCL2 抗体 (ABN912)(21)や

CCR2 抗体 (MLN-1202)(22)は関節リウマチ患者に対して有意な改善効果を示

すことができなかった。一方、MLN-1202 は多発性硬化症を対象とした Phasae 

II 試験では成功を収め (23)、さらに動脈硬化患者のリスクファクターである

C 反応性タンパク（CRP）レベルを減少させたことが報告されている (24)。  

プロパゲルマニウムを成分とするセロシオン（PG）は B 型慢性肝炎の治

療剤であり、CCR2 アンタゴニストとしても生体内で作用することが分かっ

ている。その安全性と利便性により、PG は CCR2 アンタゴニストの治療剤

としての有効性を評価するツールとしても使用され、脂肪肝 (25)、動脈硬化

(26-28)、腎線維化 (29)、腎虚血再灌流障害 (30)、および糖尿病性糸球体硬化

症 (31)の病態モデルで効果を示すことが報告されてきている  (Figure 1-3)。  

 

セロシオン
（PG）

動脈硬化

腎線維化

腎虚血再灌流障害

脂肪肝

糖尿病性腎症
糸球体硬化症

 

 

Figure 1-3. PG で有用性を示されている炎症性疾患モデル  

 

また PG は、リガンドである CCL2 の CCR2 への結合や、CCL2 が介する細

胞内カルシウム流入に作用することなく、単球の遊走を選択的に阻害するユ

ニークな CCR2 アンタゴニスト活性を示す薬剤であることも知られている

(32)。CCR2 が属する class A G タンパク質結合受容体 (GPCR) は、リガンド

結合部位とは異なるアロステリックな制御に関する報告が多くなされ、

GPCR の制御方法として以前から応用されている (33-35)。ムスカリン性アセ

チルコリン受容体の研究分野では、アロステリック・サイトにはサブタイプ
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特異的なアミノ酸が存在していることが報告されている。このことから、ア

ロステリックな制御は、サブタイプ間で保存される領域の多いアミノ酸配列

に結合するオルソステリックな制御よりも、選択性が高く副作用の少ない薬

剤となる可能性が高いと期待されている (36)。PG も CCL2 の CCR2 への結合

を阻害しないことから、アロステリックな制御により単球の遊走を選択的に

阻害することが示唆される。  

PG は化学名が 3-oxygermylpropionic acid polymer と示されるようにポリマ

ー構造をとる製剤である  (Figure 1-4)。この構造の不均一性のため、プロパ

ゲルマニウムのメカニズム解析は十分に進んでいないが、本研究では医薬と

して必要な要件は、PG のような阻害様式を持つことであるという考えを基

に、低分子 CCR2 アンタゴニストを探索することとした。更に、その探索ツ

ールとしてテリック社の TRAP (Target-Related Affinity Profiling) 技術を活用

し、アロステリックな制御をする低分子 CCR2 アンタゴニストの探索研究を

開始した。  

 

m
 

               

 

Figure 1-4. セロシオン  (PG)の構造  

 

本論文は、第１から第５章までの構成とする。本章では本研究の背景とな

る事項について紹介した。第２章では、ヘテロアロイルフェニルウレア誘導

体の CCR2/CCR5 アンタゴニスト活性およびその作用機序について論ずる。

第３章では各種炎症性疾患における新規 CCR2/CCR5 アンタゴニストの病

態進行抑制効果と代謝安定性獲得のための展開について述べる。第４章では

安全性課題の解決と疼痛モデルにおける CCR2/CCR5 アンタゴニストの効

果を検討した結果を述べ、第５章で本研究の結語を述べることにする。  
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第２章 CCL2 誘導細胞遊走に対するヘテロアロイルフェニルウレア誘導体  

の阻害活性  

序論  

テリック社の TRAP 技術は、化学構造由来の分子記述子の代わりにタンパ

クへの結合嗜好性を示す affinity fingerprints を使用したコンピュテーショナ

ル・ドラッグ・ディスカバリー技術である (1)。TRAP 技術では、酵素、受容

体を含む 15 から 20 種のタンパクへの結合親和性を測定し、化合物ごとに

affinity fingerprints を作成し、更にその affinity fingerprints 類似性をもとにテ

リック社の保有する化合物ライブラリーをクラスター分類している (Figure 

2-1)。  

 

１）標的タンパクへの結合親和性を測定   ２）複数のタンパクに  

対する結合親和性を測定  

 

         *: タンパクへの結合定数  

 

３）affinity fingerprints の作成およびデータベース構築  

 

 

Figure 2-1. 低分子化合物の Affinity fingerprint の作成とデータベース構築  
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即ち化合物の構造的な特徴ではなく、タンパクへの結合親和性とういう化

合物の生物学的特徴で分類しているところが、TRAP 技術の特徴である。テ

リック社のホームページ上 (http://www.telik.com)では、異なる骨格をもつ化

合物が類似する affinity fingerprints を示す一例が紹介されている (Figure 2-2)。 

 

 

 

Figure 2-2. 異なる化合物が類似した affinity fingerprints を示す例  

 

このことは、スクリーニングでヒットした化合物の affinity fingerprints を

調べることで、類似した affinity fingerprints を持つ低分子化合物をデータベ

ースから複数選択することができることを示している。本研究では、アロス

テリックな制御をする低分子 CCR2 アンタゴニストの探索が研究目的である

ことから、リガンドの受容体への結合を評価するバインディング・アッセイ

をスクリーニング評価には使用しないことを決めていた。一方で、本研究の

スクリーニング試験として使用する細胞遊走に対する阻害活性の評価は、一

度に処理できる化合物数が限定されるデメリットを抱えていた。この点を克

服するためには、TRAP 技術のように効率的に化合物を絞り込むことができ

る手法が本研究には適している判断し、テリック社の TRAP 技術を使用して

CCR2 アンタゴニストの探索を行うことにした。  
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第１節 CCR2 アンタゴニストの探索  

 

第１項 実験方法  

１－１）ケモタキシス・アッセイ  

CCR2 アンタゴニストのスクリーニング試験は、ヒト単球系細胞株である

THP-1 細胞を用い、CCL2 が誘導する細胞遊走に対する阻害活性を評価する

ことで行った。2.5 nM に調製した human CCL2（ペプロテック社）を含むア

ッセイ培地 (25mM HEPES/NaOH, RPMI1640 + 0.1% BSA)を 48 穴マイクロケ

モタキシスチャンバーの lower chamber に 26 L 加え、5 M pore size PVP free 

membrane filter およびシリコンゴムガスケットをセットした後、 upper 

chamber をセットした。目的の濃度に調製した被験物質を処理した THP-1 細

胞  (2 x 10
6
 cells/mL)を upper chamber の各ウェルに 50 L 加えた。37℃で 2

時間インキュベートした後に membrane filter を取り外し、非遊走細胞を除去

した。Membrane filter はその後、メタノールで固定し、Diff-Quick（国際試

薬）を用いて遊走細胞を染色し、顕微鏡下で細胞数をカウントした。CCL2

非存在下で遊走する細胞数を差し引いたものを遊走細胞数とし、被験物質非

処理の条件で CCL2 により遊走する細胞数に対して比率を算出することで細

胞遊走阻害作用を評価した。  

 

１－２）細胞毒性  

 THP-1 細胞  (2 x 10
6
 cells/mL) 0.1 mL を 96 穴  プレートに播種し、目的の

濃度に調製した被験物質を添加した後、 24 時間培養した。培養後、WST-1

試薬を添加し 2 時間培養後に生じたホルマザン色素を吸光度 450 nm/690 nm

で測定した。  

 

１－３）ヒット化合物の選択  

ケモタキシス・アッセイにより細胞遊走阻害作用の認められた化合物をテ

リック社に報告し、テリック社が保有する化合物ライブラリーのデータベー

スより affinity fingerprints の類似した化合物群を選択し、再度ケモタキシ

ス・アッセイにより細胞遊走阻害作用を評価した（第１項、１－１）に準じ

て行った）。この工程を複数繰り返すことでヒット化合物を同定した。  
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第２項 実験結果  

TRAP 技術により選択された代表的な化合物セットを用い、細胞遊走阻害

活性を評価した結果、ヘテロアロイルフェニルウレア構造を有する化合物群

に CCL2 誘導の細胞遊走を阻害するものが存在することを確認した。スクリ

ーニング試験によりヒットした compound 1 は、CCL2 誘導のケモタキシスを

3.9 M の濃度で 50%抑制した（以下 50%抑制を示す濃度を IC50 値として表

記する）。一方細胞毒性の指標として用いる 50%細胞毒性濃度（以下 CC50

値と表記する）は、50 M 以上であった (Figure 2-3)。  

 

1
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BC

 

Figure 2-3. Compound 1: IC50= 3.9 M, CC50 > 50 M 

 

第３項 考察  

スクリーニング試験の結果、ヘテロアロイルフェニルウレア構造を有す

る compound1 が、CCL2 誘導の THP-1 細胞の遊走を阻害することが明らか

となった。このケモタキシスの阻害活性は、細胞障害の結果によるもので

はないことを確認している。Compound 1 はアシルウレアを介して A 環、B

環および C 環の 3 つの環構造を有する化合物である。そこでこれらの 3 つ

の環構造の置換あるいは修飾を行うことで最適化を進めることにした。  
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第２節 ヘテロアロイルフェニルウレア誘導体の構造活性相関  

 

序論  

 スクリーニング試験によりヘテロアロイルフェニルウレア構造を有する

化合物に CCR2 アンタゴニスト活性が認められたことから、ヘテロアロイル

フェニルウレア誘導体を合成し、構造活性相関を実施した。  

 

第１項  実験方法  

１－１）ヘテロアロイルフェニルウレア誘導体の合成  

Compound 1 

N-((3-クロロ -4-ヒドロキシフェニル )カルバモイル )ベンゾ [d][1,3]ジオキソー

ル -5-カルボキサミド  

塩化ピペロニロイル  (3.02g, 16.36 mmol)を氷浴で冷却し、28-30％水性アン

モニア  (30 mL)を滴下して加えた。氷浴を取り去り、混合液を室温にて 1 時

間撹拌した。生成した固体をろ過により集め、水で洗浄し、高真空乾燥する

ことでベンゾ [d]1,3-ジオキソレン -5-カルボキサミドを白色粉末として得た。

この物質の一部  (0.199 g, 1.20 mmol)を無水ジクロロメタン (6 mL)に懸濁し、

ジクロロメタンにて調製した 2 M の塩化オキサリル溶液  (0.91 mL, 1.82 

mmol)で処理した。混合液を穏やかに 16 時間加熱還流した後、室温に冷却し

た。溶媒を減圧除去し、残渣として得たベンゾ [d][1,3]-ジオキソール -5-カル

ボニル  イソシアネートは直ちに無水テトラヒドロフラン  (THF)に溶解した。

その後、4-アミノ -2-クロロフェノール  (0.174 g, 1.21 mmol)の無水 THF 溶液

(2 mL)を氷冷下加えた。氷浴を取り去り、混合液を室温で 2 時間撹拌した。

生成した固体をろ過により集め、ジクロロメタンで洗浄し、高真空乾燥する

ことで compound 1 の白色粉末 0.183 g (46 % yield)を得た。HPLC: tR = 14.6 min 

(純度 97%), MS ESI
(-) 

= 333 (M-H). 
1
H NMR (DMSO-d6) : 6.15 (s, 2H), 6.94 (d, 

1H, J = 8.8 Hz), 7.06 (d, 1H, J = 8.2 Hz), 7.23 (d, 1H, J = 8.8 Hz), 7.64 (m, 2H), 

10.02 (s, 1H), 10.68 (s, 1H), 10.82 (s, 1H).  

  

Compound 2-7 は compound 1 と同様の方法で合成した。  

 

Compound 2 

N-((3-クロロフェニル )カルバモイル )ベンゾ [d][1,3]ジオキソール -5-カルボキ

サミド  
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白色粉末  (38 % yield), HPLC: tR = 17.4 min (純度 95%), MS ESI
(-) 

= 317 

(M-H). 
1
H NMR (DMSO-d6) : 6.16 (s, 2H), 7.06 (d, 1H, J = 8.2 Hz), 7.15 (d, 1H, 

J = 7.8 Hz), 7.35 (t, 1H, J = 8.0 Hz), 7.44 (d, 1H, J = 8.3 Hz), 7.59 (d, 1H, J = 1.6 

Hz), 7.67 (d, 1H, J = 8.2 Hz), 7.83 (d, 1H, J = 2.0 Hz), 10.93 (s, 1H), 10.95 (s, 

1H). 

 

Compound 3 

N-((3,4-ジクロロフェニル )カルバモイル )ベンゾ [d][1,3]ジオキソール -5-カル

ボキサミド  

白色固体  (41 % yield), HPLC: tR = 18.5 min (純度 96%), MS ESI
(-) 

= 351 

(M-H). 
1
H NMR (DMSO-d6) : 6.16 (s, 2H), 7.07 (d, 1H, J = 7.8 Hz), 7.59 (t, 3H, 

J = 8.1 Hz), 7.68 (d, 1H, J = 7.9 Hz), 8.01 (s, 1H), 10.96 (s, 1H), 10.97 (s, 1H).  

 

Compound 4 

N-((3-(トリフルオロメチル )フェニル )カルバモイル )ベンゾ [d][1,3]ジオキソ

ール -5-カルボキサミド  

白色固体  (88 % yield), HPLC: tR = 16.3 min (純度 98%), MS ESI
(+)

 = 353 

(M-H). 
1
H NMR (DMSO-d6) : 6.15 (s, 2H), 7.06 (d, 1H, J = 8.2 Hz), 7.44 (d, 1H, 

J = 7.3 Hz), 7.59 (m, 2H), 7.69 (d, 1H, J = 8.2 Hz), 7.78 (d, 1H, J = 7.7 Hz), 8.01 

(s, 1H), 10.94 (s, 1H), 11.05 (s, 1H).  

 

Compound 5 

N-((3-イソプロポキシフェニル )カルバモイル )ベンゾ [d][1,3]ジオキソール -5-

カルボキサミド  

白色固体  (64 % yield), HPLC: tR = 16.7 min (純度 99%), MS ESI
(-)

 = 341 

(M-H). 
1
H NMR (DMSO-d6) : 1.27 (d, 6H, J = 6.0 Hz), 4.60 (q, 1H, J = 6.0 Hz), 

6.16 (s, 2H), 6.66 (d, 1H, J = 8.0 Hz), 7.05 (m, 2H), 7.22 (m, 2H), 7.59 (s, 1H), 

7.68 (d, 1H, J = 8.2 Hz), 10.82 (s, 2H).  

 

Compound 6 

N-([1,1’-ビフェニル ]-3-イルカルバモイル )ベンゾ [d][1,3]ジオキソール -5-カ

ルボキサミド  

白色固体  (39 % yield), HPLC: tR = 17.6 min (純度 98%), MS ESI
(-)

 = 359 

(M-H). 
1
H NMR (DMSO-d6) : 6.16 (s, 2H), 7.07 (d, 1H, J = 8.2 Hz), 7.14 (m, 2H), 
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7.49 (m, 3H), 7.61 (s, 2H), 7.68 (m, 3H), 7.85 (s, 1H), 10.86 (s, 1H), 10.96 (s, 1H).  

 

Compound 7 

N-([1,1’-ビフェニル ]-4-イルカルバモイル )ベンゾ [d][1,3]ジオキソール -5-カ

ルボキサミド  

白色固体  (80 % yield), HPLC: tR =18.2 min (純度 96%), MS ESI
(-)

= 359 

(M-H). 
1
H NMR (DMSO-d6) : 6.16 (s, 2H), 7.07 (d, 1H, J = 8.2 Hz), 7.34 (t, 1H, 

J =7.3 Hz), 7.46 (t, 2H, J =7.8 Hz), 7.61 (s, 2H), 7.68 (m, 6H), 10.89 (s, 1H), 

10.94 (s, 1H). 

 

Compound 8 

N-((3-クロロフェニル )カルバモイル )-N-メチルベンゾ [d][1,3]ジオキソール

-5-カルボキサミド  

リチウム  ビス (トリメチルシリル )アミド  (1 M の THF 溶液 0.38 mL)を

compound 2 ( 0.10g, 0.31 mmol)のジメチルホルムアミド  (DMF)溶液 (5 mL)に

加え 30 分間撹拌した。ヨウ化メチル (69 L, 1.1 mmol)を加え、溶液を更に 4

時間室温にて撹拌した。その後 15 mL の水を加え、ろ過により固体を除去し、

ろ液を回収し、溶媒を減圧除去した。生成した個体を 30 mL の水で洗浄し､

ろ過により回収し、減圧乾燥することで compound 8 (16 mg、16 % yield)を得

た。HPLC:tR = 17.0 min (純度 85%), MS ESI
(-)

 = 331 (M-H). 
1
H NMR (DMSO-d6) 

: 3.32 (s, 3H), 6.07 (s, 2H), 6.90 (d, 1H, J = 8.1 Hz), 7.01 (s, 1H), 7.09 (d, 1H, J 

= 8.1 Hz), 7.24 (m, 2H), 7.32 (m, 1H), 7.73 (s, 1H), 11.41 (s, 1H). 

 

Compound 9 

N-((3-クロロフェニル )(メチル )カルバモイル )-N-メチルベンゾ [d][1,3]ジオキ

ソール -5-カルボキサミド  

Compound 2 ( 0.098 g, 0.307 mmol)を加えた DMF 溶液  (5 mL)に水酸化ナト

リウム (0.025 g, 0.625 mmol)を加え、混合液を室温で 30 分間撹拌した。ヨウ

化メチル (39 L, 0.626 mmol)を加え、溶液を更に 3 時間撹拌した。50 mL の

水を加えることで反応を停止させ、ジクロロメタン  (3x50 mL)で抽出した。

回収した有機層を合わせ、水で洗浄し、無水硫酸マグネシウムを加え乾燥し、

ろ過後、減圧下で濃縮した。残渣をシリカゲルクロマトグラフィー  (1:1 酢

酸エチル /ヘキサン )にて精製し compound 9 を透明なオイルとして得た  (13 

mg）。HPLC:tR = 14.9 min (純度 97%), MS ESI
(+)

 = 347 (M-H). 
1
H NMR 
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(DMSO-d6) : 3.20 (s, 3H), 3.30 (s, 3H), 6.04 (s, 2H), 6.41 (s, 1H),  6.64(d, 1H, J = 

7.5 Hz), 6.69 (s, 1H), 6.77(d, 1H, J = 8.2 Hz), 6.89(d, 1H, J = 7.8 Hz), 7.22 (m, 

2H). 

 

Compound 10 

N-(N-(3-クロロフェニル )カルバミミドイル )ベンゾ [d][1,3]ジオキソール -5-カ

ルボキサミド  

シアンアミド  ( 100 mg, 2.38 mmol)を 1 mL の水に溶解し、塩化ピペロニロ

イル (440 mg, 2.38 mmol)で処理した。12.5 N の水酸化ナトリウム溶液  (190 

L)を加え、混合液を 2 時間撹拌した。3-クロロアニリン  (288 mg, 240 mmol)

を加え、濃塩酸を用いて溶液の pH を 3 とした。混合液を 5 mL の水で希釈

し 1時間還流した後、室温まで放冷した。生成した固体をろ過により回収し、

30%の水酸化ナトリウム溶液  1 mLで溶解させた後、50 mLの水で希釈した。

沈殿した固体をろ過により回収し、高真空乾燥することで compound 10 の白

色固体を得た（106 mg、14 % yield)を得た。HPLC:tR = 3.04 min (純度 90%), MS 

ESI
(-)

 = 316 (M-H). 
1
H NMR (DMSO-d6) : 6.09 (s, 2H), 6.95 (d, 1H, J = 8.1 Hz), 

7.14 (d, 1H, J = 7.2 Hz), 7.36 (m, 2H), 7.53 (s, 1H), 7.69 (d, 1H, J = 8.2 Hz), 7.91 

(s, 1H), 9.31 (s, 1H).  

 

Compound 11 

5-(ベンゾ [d][1,3]ジオキソール -5-イル )-N-(3,4-ジクロロフェニル )-1,2,4-オキ

サジアゾール -3-アミン  

シアンアミド  ( 82 mg, 1.95 mmol)を 1 mL の水に溶解し、塩化ピペロニロ

イル (369 mg, 1.95 mmol)を処理した。12.5 N の水酸化ナトリウム溶液  (160 

L)を加え、混合液を 2 時間撹拌した。3, 4-ジクロロアニリン  (290 mg, 1.79 

mmol)を加え、濃塩酸を用いて溶液の pH を 3 にあわせた。混合液を 5 mL の

水で希釈し 1 時間還流した後、室温まで放冷した。生成した固体をろ過によ

り回収し、30%の水酸化ナトリウム溶液  1 mL で溶解させた後、50 mL の水

で希釈した。沈殿した固体をろ過により回収し、高真空乾燥した。乾燥後の

固体は 3:1 の割合のジクロロメタン /メタノール溶液  (4 mL）に溶解し、13%

の次亜塩素酸ナトリウム  (4 mL)で処理した。溶液を室温で 2 時間撹拌した

後、水層を廃棄し、有機層を亜硫酸ナトリウム溶液  (亜硫酸ナトリウム 50 mg

を水 2ml に加え調製 )とメタノール  (5 mL)を処理し、16 時間還流した。溶媒

を減圧除去し、残渣をシリカゲルクロマトグラフィー  (1:1 酢酸エチル /ヘキ
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サン )にて精製し白色固体として compound 11 （16 mg）を得た。HPLC:tR = 

9.25 min (純度 97%), MS ESI
(-)

 = 348 (M-H). 
1
H NMR (DMSO-d6): : 6.20 (s, 2H), 

7.17 (d, 1H, J = 8.2 Hz), 7.45 (d, 1H, J = 8.8 Hz), 7.50 (s, 1H), 7.58 (d, 1H, J = 8.9 

Hz), 7.66 (d, 1H, J = 8.2 Hz), 7.75 (s, 1H), 10.40 (s, 1H). 

 

Compound 12 

N-(ベンゾ [d][1,3]ジオキソール -5-イルカルバモイル )-3-クロロベンズアミド  

3,4-(メチレン ) ジオキシアニリン  (82.6 mg, 0.60 mmol)を THF（2 mL）に

溶解させるために、3-クロロベンゾイルイソシアネート溶液  (0.06 M の THF

溶液として 1 mL)を加えた。溶液を室温で 1 時間撹拌した後、ろ過にて生成

した固体を回収し、ジクロロメタンで洗浄し、減圧乾燥することで compound 

12 の白色固体（85.0 mg、44 % yield)を得た。HPLC:tR =16.5 min (純度 88%), MS 

ESI
(-)

 = 317 (M-H). 
1
H NMR (DMSO-d6) : 6.02 (s, 2H), 6.98 (m, 2H), 7.28 (s, 

1H), 7.57 (t, 1H, J = 7.9 Hz), 7.73 (d, 1H, J = 9.0 Hz), 7.95 (d, 1H, J = 7.8 Hz), 

8.05 (s, 1H), 10.56 (s, 1H), 11.08 (s, 1H).  

 

Compound 13  

6-クロロ -N-((4-フルオロ -3-(トリフルオロメチル )フェニル )カルバモイル )ベ

ンゾ [d][1, 3]ジオキソール -5-カルボキサミド  

6-クロロベンゾ [d][1, 3]ジオキソール -5-カルボニルクロライド  (3.60 g)を

氷浴で冷却し、28-30%水性アンモニア  (30 mL)で処理した。氷浴を取り去り、

混合液を室温にて 1 時間撹拌した。固体をろ過により回収し、水で洗浄した

後、高真空下で乾燥させることで 6-クロロベンゾ [d][1, 3]ジオキソール -5-カ

ルボキサミドを得た。この試料の一部  (0.40 g)を窒素下で無水ジクロロメタ

ン  (6 mL)に懸濁し、塩化オキサリル  (1.8 mL の 2 M ジクロロメタン溶液 )で

処理した。混合液を穏やかに 16 時間加熱した後、室温に冷却した。溶媒を

減圧除去した後、残渣を無水 THF (7.5 mL)に溶解した。この溶液の一部 (2.5 

mL)に 4－フルオロ－3－ (トリフルオロメチル )アニリン  (0.804 mmol) 無水

THF 溶液  (1 mL)を氷冷下加えた。氷浴を取り去り、混合液を室温にて 2 時

間撹拌した。沈殿した固体をろ過により集め、ジクロロメタンで洗浄し、減

圧乾燥することで compound 13 を得た。MS(m/z)403, calcd.404.70. 

 

Compound 14 

N-((4-フルオロ -3-(トリフルオロメチル )フェニル )カルバモイル )-1-メチル
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-1H-インドール -6-カルボキサミド  

水酸化ナトリウム  (0.77 g の 60%ミネラルオイル懸濁液 )を窒素下で、無水

ヘキサン  (2 x 10 mL)にて洗浄した後、無水 N, N-DMF (30 mL)で懸濁した。

DMF (20 mL)に溶解したインドール -6-カルボン酸  (1.01 g)を 5 分かけて加え、

室温にてさらに 30 分間撹拌した。ヨウ化メタン (1.2 mL)を加え、混合液を 1

時間撹拌した。溶液を氷水にあけ、その混合物を室温まで戻した。得られた

固体をろ過にて回収し、水で洗浄し、減圧乾燥させ１ -メチルインドール -6-

カルボン酸メチルを得た。この試料の一部  (0.33 g)をメタノール  (7 mL)およ

び DMF (1 mL)に溶解し、5 N 水酸化ナトリウム水溶液  (2mL)で処理した。

混合液を 22 時間加熱還流し、その後室温まで冷却した。溶媒を減圧濃縮さ

せ、残渣を水  (15 mL)で溶解した。溶液は氷浴で冷却し、濃塩酸で pH 4 と

した。沈殿した固体をろ過により集め、水で洗浄し、減圧乾燥させることで

１ -メチルインドール -６ -カルボン酸を得た。この試料の一部  (0.27 g)を DMF 

(4 mL)に溶解し、窒素ガス下でジイソプロピルエチルアミン  (1.6 mL)および

アンモニア  (12 mL の 0.5 M ジオキサン溶液 )で処理した。O-ベンゾトリアゾ

ール -N, N, N’, N’-テトラメチルウロニウムヘキサフルオロリン酸  (0.64 g)を

加え、混合物を室温にて 20 時間撹拌した。溶媒を減圧除去し、残渣を酢酸

エチル  (50 mL)に溶解し、溶液を水、1 M 炭酸ナトリウム溶液および塩水で

洗浄し、硫酸マグネシウムを加え乾燥させた。溶媒を減圧蒸発させ 1-メチル

インドール -６ -カルボンキサミドを灰色固体で得た。この試料の一部  (0.04 

g)を窒素ガス下で無水トルエン (1.0 mL)に懸濁し、1-フルオロ -4-イソシアネ

ート -2-(トリフルオロメチル )ベンゼン（0.243 mmol）で処理した。混合物を

2 時間加熱還流し、その後室温まで冷却した。固体をろ過により集め、石油

エーテル、ジクロロメタンおよびメタノールで洗浄し、減圧乾燥させ、

compound 14 を得た。MS(m/z)379, calcd.378.28. 

 

Compound 15 

N-((4-フルオロ -3-(トリフルオロメチル )フェニル )カルバモイル )-2,3-ジヒド

ロベンゾ [b][1,4]ジオキシン -6-カルボキサミド  

水 (100 mL)中の過マンガン酸カリウム  (3.31 g)の溶液を、水 (40 mL)を用い

て調製した 1,4-ベンゾジオキサン -6-カルボキサルデヒド  (2.50 g)の撹拌溶液

に 90℃にて 30 分にわたって加えた。90℃にてさらに 45 分間撹拌を継続した

後、周囲温度にまで冷却した。混合液は 1 M 水酸化カリウム水溶液を用い

て pH 10 とし、ろ過し、ろ液を氷浴で冷却し、濃塩酸にて pH 3.0 に酸性化し
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た。沈殿した固体をろ過により回収し、水で洗浄し、乾燥させた。固体をジ

クロロメタンに溶解し、飽和塩化ナトリウム溶液で洗浄し、硫酸マグネシウ

ムを加え乾燥させた。溶媒を減圧蒸発させ 2H, 3H-ベンゾ [e] 1,4-ジオキサン

-6-カルボン酸を白色粉末で得た。試料の一部  (1.05 g)を塩化チオニル  (10 

mL)に溶解し、混合液を窒素ガス下で 50℃、7 時間撹拌した。室温まで冷却

した後、過剰の塩化チオニルを減圧除去し、残渣を 1 時間減圧乾燥した。そ

の固体を氷浴で冷却し、水酸化アンモニウム溶液  (10 mL, 28-30 %アンモニ

ア )で処理した。混合液を 0℃にて 5 分間撹拌し、室温にて更に 1 時間撹拌し

た。生成物をろ過により集め、水で洗浄し、減圧乾燥して、2H, 3H-ベンゾ [e] 

1, 4-ジオキサン -6-カルボキサミドを白色粉末で得た。この試料の一部  (0.90 

g)を窒素ガス下で無水ジクロロメタンに加え懸濁し、塩化オキサリル  (3.8 

mL, 2 M ジクロロメタン溶液 )で処理した。混合物を 15 時間加熱還流し、室

温に冷却し、減圧濃縮した。残渣を無水 THF (10 mL)に溶解し、氷浴で冷却

し、4-フルオロ -3-(トリフルオロメチル )アニリン  (5.0 mmol)で処理した。氷

浴を除去し、反応混合液を周囲温度にて 45 分間撹拌した。生成した固体を

ろ過し、ジクロロメタンおよびメタノールで洗浄し、減圧乾燥し、compound 

15 を得た。MS(m/z)383, calcd.384.28.  

 

Compound 16 

N-((4-フルオロ -3-(トリフルオロメチル )フェニル )カルバモイル )キノキサリ

ン -6-カルボキサミド  

メタノール  (7.0 mL)および 28-30 %アンモニア  (14 mL)中のキノキサリン

-6-カルボン酸メチル  (2.0 g)の懸濁液を密封した管の中で、室温にて 16 時間

撹拌した。沈殿した固体をろ過にて回収し、水で洗浄し、高真空下で乾燥さ

せることでキノキサリン -6-カルボキサミドを白色粉末として得た。この試料

の一部（0.10 g）を無水ジクロロメタンにて懸濁し、窒素下で塩化オキサリ

ル  (1.0 mL の 2 M ジクロロメタン溶液 )で処理した。混合液を 16 時間加熱還

流し、減圧濃縮した。残渣を無水 THF (1 mL)に溶解し、無水 THF (1 mL)中

の 4-フルオロ -3-(トリフルオロメチル )アニリン  (1.0 g)の氷冷溶液に加えた。

混合液を室温にて 2時間撹拌し、溶媒を蒸発させ、残渣にメタノールを加え、

ろ過することで compound 16 を得た。MS(m/z)379, calcd.378.28. 

 

Compound 17 (TLK-19705) 

N-((4-フルオロ -3-(トリフルオロメチル )フェニル )カルバモイル -1,3-ジメチ
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ル -1H-ピラゾロ [3,4-b]ピリジン -5-カルボキサミド  

4-クロロ -1,3-ジメチルピラゾロ [5,4-b]ピリジン -5-カルボキサミド  (3.5 g, 

18.4 mmol)を加熱したトルエン  (30 mL)に溶解し、1 時間共沸した。溶液を

室温まで放冷し、4-フルオロ -3-（トリフルオロメチル）フェニルイソシアネ

ーﾄ(4.6 g, 22.1 mmol)で処理した。混合液を 16 時間還流した後、室温まで放

冷した。沈殿した固体をろ過により回収し、メタノールで洗浄し、減圧乾燥

することで TLK-19705 の白色固体  (3.6 g、49 % yield)を得た。HPLC:tR = 16.2 

min (純度 99%), MS ESI
(-)

 = 394 (M-H). 
1
H NMR (DMSO-d6) : 2.55 (s, 3H), 4.01 

(s, 3H), 7.51 (t, 1H, J = 9.7 Hz), 7.90 (m, 1H), 8.12 (d, 1H, J = 6.3 Hz), 8.90 (s, 

1H), 9.08 (s, 1H), 10.93 (s, 1H), 11.25 (s, 1H).  

 

１－２）ケモタキシス・アッセイ  

第２章、第１節、第１項、１－１）に準じて行った。  

 

１－２）細胞毒性  

第２章、第１節、第１項、１－２）に準じて行った。  
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第２項 実験結果および考察  

 Cl、CF3、O-iPr のような低分子疎水性置換基を A 環の 3 位および 4 位に導

入した場合は活性に忍容性がみられ、細胞遊走に対する阻害活性は 2 倍から

4 倍増強した (Table 2-1、compound 2～5)。一方、フェニル基のような高分子

が A 環の 3 位あるいは 4 位に導入された場合は細胞遊走に対する阻害活性は

消失する結果となった（Table 2-1、compound 6、7）。またアシルウレア構造

の尿素窒素をアルキレーションすることによっても、阻害活性が消失するこ

とが明らかとなった (Table 2-1、compound 8、9)。  

  

Table 2-1. ヘテロアロイルフェニルウレア誘導体の構造活性相関  

A

BC

 

 

化合物番号  R1 R2 R3 R4 細胞遊走阻害活性  

IC50 値  (M) 

1 H H Cl OH    3.9 

2 H H Cl H    1.6 

3 H H Cl Cl    1.5 

4 H H CF3 H    1.5 

5 H H O
i
Pr H    1.0 

6 H H Ph H >10 

7 H H H Ph >10 

8 Me H Cl H >10 

9 Me Me Cl H >10 

 

リンカー部分の検討では、A 環と B 環および C 環をつなぐリンカーをアシ

ルウレアからアシルグアニディンへと変換した場合、細胞遊走に対する阻害

活性は消失した (Figure 2-4)。  
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Compound 10： IC50> 10 M 

 

Figure 2-4. アシルウレアからアシルグアディンへの変換  

 

またより強固な立体構造をとる 1, 2, 4-オキサジアゾールへとリンカーを

変換した場合も阻害活性は消失する結果となり (Figure 2-5)、全体構造にはあ

る程度のフレキシビリティーが必要なことが示唆された。  

 

Compound 11： IC50> 10 M 

 

Figure 2-5.  1, 2, 4-オキサジアゾールへの置換  

 

更に A 環と B 環および C 環の位置を入れ替えた場合もケモタキシスに対

する阻害活性は消失し (Figure 2-6)、アシルウレア・リンカーを有する誘導体

の CCR2 への結合には A 環および B 環 C 環の位置がそれぞれ重要であるこ

とが示唆された。  
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Compound 12： IC50> 10 M 

 

Figure 2-6.  A 環と B 環および C 環の位置の置換  

 

 次に、B 環 C 環構造変換の検討結果を Table2-2 に示す。B 環への Cl の導

入により CCL2 誘導の細胞遊走に対する阻害活性は低下することが明らかと

なった（compound 13）。B 環 C 環を 1-メチル -1H-インドール（compound 14）

または､2, 3-ジヒドロベンゾ [b][1,4]ジオキシンへと置換した場合も細胞遊走

に対する阻害活性は低下する結果となった（compound 15）。キノキサリン骨

格を B 環 C 環に導入した場合は、細胞遊走に対する阻害活性、および細胞

毒性がともに増強する結果となった（compound 16）。一方、B 環 C 環を 1, 3-

ジメチルピラゾロ [3,4-b]ピリジンへ置換した場合は、CCL2 誘導の細胞遊走

に対して IC50 値で 0.7M と阻害活性が増強し、細胞毒性の指標である CC50

値は 50 M 以上であった（compound 17）。この活性が増強された compound 17

を TLK-19705 と名称し以降の実験に使用した (Figure 2-7)。  
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Table 2-2. ヘテロアロイルウレア誘導体の B 環 C 環構造活性相関  

 

B環C環
 

 

化合物  

番号  

B 環 C 環  細胞遊走  

阻害活性  

IC50 値  (M) 

細胞毒性  

CC50 値  (M) 

13 

 

17.8 >50 

14 

 

>4 >50 

15 

 

11.6 47 

16 

 

0.8   2.5 

17 

 

0.7 >50 

 

 

 

 

Figure 2-7. TLK-19705: IC50= 0.7 M, CC50 > 50 M 
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第３節 作用機序検討１  

 

序論  

 構造活性相関の検討により、活性の増強された TLK-19705 を用いて新規

CCR2 アンタゴニストの作用機序検討試験を行った。  

 

第１項  実験方法  

１－１）バインディング・アッセイ  

アッセイ用チューブに 50 L の THP-1 細胞溶液  (5 x 10
5
 cells)および 25 L

のアッセイ・バッファー、被験物質、CCL2 あるいは anti CCL2 antibody を加

え、撹拌後 25℃で 10 分間インキュベートした。次に 25 L の I
125 標識 CCL2

を加え撹拌した後、25℃で 90 分間インキュベートした。その後 750 L の冷

却した wash buffer (50 mM HEPES/NaOH (pH=7.2), 5  mM MgCl2, 1 mM CaCl2, 

0.15 M NaCl, 0.5% BSA) を加えて 4℃、1,000 rpm で 3 分間遠心し上清を除去

し、細胞に結合していない I
125 標識 CCL2 を分離した。再度 750 L の wash 

buffer を加え撹拌した後、4℃、1,000 rpm で 3 分間遠心し上清を除去した。

その後、細胞に結合した I
125 標識 CCL2 の放射活性はγ線カウンターを用い

て測定した。  

 

１－２）Ca
2+

 mobilization 

THP-1 細胞を Ca
2+

 Flux Buffer (HBSS + 0.1% BSA)を用いて 2.5 x 10
6
 

cells/mL に調製した。Fluo-3AM および Fura Red AM の混合液（各 300 M: 

Molecular Plobes）を 10 L /10
6
 cells で添加し、37℃で 30 分間インキュベー

トして蛍光物質を細胞内に取り込ませた後、1 x 10
6
 cells/mL に調製し、1 サ

ンプル当たり 300 L x 2 本分注した。それぞれに目的濃度の被験物質もしく

はジメチルスルホキシド (DMSO)を 3 L 添加し、37℃で 30 分間インキュベ

ートした。2 本のうちの 1 本をフローサイトメータにセットし、無刺激状態

での蛍光強度を測定した。30 秒後に他の 1 本に 1 M CCL2 を 3 L 添加（最

終濃度 10 nM）し、直ちにフローサイトメータにセットして 120 秒後までの

蛍光強度を測定した。細胞内レベルの変化は 5 秒ごとの LogFL1/LogFL4 の

平均値を EXPO2 ソフトウェア  (BECKMAN COULTER)を用いて算出した。  

 

１－３）各種ケモカインによる細胞遊走への阻害活性評価（選択性評価）  

human C-C Chemokine Ligand 3 (CCL3)（ぺプロテック社）または human C-C 
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Chemokine Ligand 4 (CCL4)（ぺプロテック社）により誘導されるヒト末梢血

単核細胞 (PBMC)の細胞遊走には、3 M pore size PVP free membrane filter を

使用し、その他は、第２章、第１節、第１項、１－１）に準じて行った。  

human C-C Chemokine Ligand 17 (CCL17)（ぺプロテック社）により誘導さ

れる CCR4-transfected THP-1 細胞の細胞遊走は、第２章、第１節、第１項、

１－１）に準じて行った。  

human C-X-C Chemokine Ligand 8 (CXCL8)（ぺプロテック社）により誘導

されるヒト末梢血多核細胞 (PMN)の細胞遊走には、3 M pore size PVP free 

membrane filter を使用し、その他は、第２章、第１節、第１項、１－１）に

準じて行った。  
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第２項  実験結果  

２－１）バインディング・アッセイ  

 TLK-19705 が CCL2 誘導の細胞遊走を阻害したことから、CCL2 の CCR2

への結合能に対する TLK-19705 の阻害活性を評価した。125
I で放射ラベルさ

れた CCL2 を用いて、CCR2 への結合阻害試験を実施した結果、compound 1

および TLK-19705 は、10 M の濃度においても CCL2 の CCR2 ヘの結合を阻

害しないことを確認した (Figure 2-8)。なお本試験では、競合的な CCR2/CCR5

アンタゴニストである TAK-779 (Figure 2-9)が 125
I ラベルされた CCL2 の結合

を阻害することも確認している。  
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Comp1: Compound 1,  

TAK-779: 競合的 CCR2/CCR5 アンタゴニスト  

 

Figure 2-8. CCL2 の CCR2 への結合に対する TLK-19705 の作用  
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Figure 2-9. TAK-779：CCR2/CCR5 アンタゴニストの構造  

 

２－２）細胞内へのカルシウム流入  

ケモカインは、その受容体に結合することで細胞内へのカルシウム流入を

起こすことが知られている (2)。次に、THP-1 細胞を CCL2 で刺激した際にお

きる細胞内へのカルシウム流入に対する影響を検討した。Figure 2-10 に示す

ように、10 nM の CCL2 で THP-1 細胞を処理すると細胞内へのカルシウム流

入が起きていることが観察された。また CCL2 と CCR2 の結合を阻害するこ

とが報告されている RS-504393 が (3)(Figure 2-11)、本試験系でカルシウムの

流入を抑制することを確認した。一方 TLK-19705 は、細胞遊走を阻害する

10 M の濃度においても CCL2 誘導のカルシウム流入に影響しないことが明

らかとなった。以上の結果は、TLK-19705 が細胞内カルシウム流入を誘導す

る経路以外に作用することで，THP-1 細胞の細胞遊走を抑制していることを

示している。  
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Figure 2-10. 細胞内カルシウム流入に対する TLK-19705 の作用  

 

 

 

Figure 2-11.  競合的 CCR2 アンタゴニスト：RS-504393 の構造  

 

２－３）各種ケモカインによる細胞遊走への阻害活性評価（選択性試験）  

次にケモカインの種類および使用する細胞を変え、TLK-19705 の細胞遊走

阻害活性の選択性を評価した。その結果を、Table 2-3 にまとめた。ケモカイ

ンの項目に使用したケモカインを表記し、受容体の項目には使用したケモカ

インの結合する受容体を表記した。TLK-19705 は、CCR5 を介しておこる

CCL4 誘導の PBMC の細胞遊走に対しては IC50 値で 2.9 nM と比較的強い阻

害活性を示した。その一方で、主に C-C Chemokine Receptor 1 (CCR1)を介し

て起こる CCL3 誘導の PBMC の細胞遊走や、C-C Chemokine Receptor 4 (CCR4)

を介しておこる CCL17 誘導の CCR4 transfected THP-1 細胞の細胞遊走、およ

び C-X-C Chemokine Receptor 1 (CXCR1)や C-X-C Chemokine Receptor 2 
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(CXCR2)を介しておこる CXCL8 誘導の PMN の細胞遊走に対しては阻害活性

を示さないことを確認した。以上の結果より、TLK-19705 は、CCR2 と CCR5

の二つの受容体に対してアンタゴニスト活性を示す化合物であることが明

らかとなった。  

 

Table2-3. 各種ケモカイン誘導の細胞遊走に対する TLK-19705 の阻害活性

比較  

ケモカイン  ケモカイン  

受容体  

細胞種  ケモタキシス  

IC50 (M) 

CCL2 CCR2 THP-1   0.7 

CCL3 CCR1, CCR5 PBMC >10 

CCL4 CCR5 PBMC   2.9 

CCL17 CCR4 CCR4-transfected 

THP-1 

>10 

CXCL8 CXCR1, CXCR2 PMN >10 
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第３項 考察  

 TLK-19705 が CCR2 および CCR5 に対してアンタゴニスト活性を示すこと

が明らかとなったことから、その作用部位は CCR2 および CCR5 で共通に保

存される領域に作用していることが示唆された (Figure 2-12)。  
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（● :CCR2 と CCR5 間で共通に保存されているアミノ酸）  

 

Figure 2-12. CCR2 アミノ酸配列図  

 

Table 2-4 から Table 2-6 には CCR2 の細胞外領域のアミノ酸配列 (4)を､

CCR5(5)、CCR1 (6)、および C-C Chemokine Receptor 3 (CCR3) (7)と比較した

ものを示す。３つの細胞外ループ領域のうち、N 末端側に位置する細胞外第

１ループは、CCR5 では CCR2 と 62%の相同性を示す。また CCR1 および CCR3

の第１ループの領域も CCR2 のアミノ酸配列に対してそれぞれ 62%と 54%の

相同性を示し３つの受容体で比較的保存されるアミノ酸が多いことがわか

る  (Table 2-4)。細胞外第２ループでも同様に CCR2 の第２ループ領域に対し

ての相同性を調べると CCR5 で 38%、CCR1 で 25%、CCR3 で 19%の相同性

であり、数値上３つの受容体間で大きな違いはない  (Table 2-5)。一方、細胞
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外第３ループ領域は、CCR5 が 71%と高い相同性を示すのに対して、CCR1

および CCR3 では CCR2 に対して 35%の相同性であった  (Table 2-6)。相同性

の数値比較では、CCR2 は、CCR1 や CCR3 よりも、CCR5 の細胞外第３ルー

プと相同性が高いことがわかる。TLK-19705 は、この細胞外第３ループの

CCR2 および CCR5 間で保存されている領域に結合することで CCR2/CCR5

アンタゴニストとして作用する可能性も考えられたことから、この第３ルー

プ領域のペプチドを合成して TLK-19705 の細胞遊走阻害活性に対する影響

を検討することにした。  

 

Table 2-4. 細胞外第１ループ領域のアミノ酸比較  

受容体  

タイプ  

アミノ酸配列  CCR2 に対する  

相同性  (%) 

CCR2 A A N E W V F G N A M C K 100 

CCR5 A A A Q W D F G N T M C Q 62 

CCR1 L K D D W V F G D A M C K 62 

CCR3 R G H N W V F G H G M C K 54 

CCR2 と同じアミノ酸配列の箇所を太字（赤）で表記  

 

Table 2-5. 細胞外第２ループ領域のアミノ酸比較  

受容体  

タイプ  

アミノ酸配列  CCR2に対する  

相同性  (%) 

CCR2 TKCQKEDSVYVCGPYFPRG ----  

WNNFHTIMR 

100 

CCR5 TRSQKEGLHYTCSSHFPYSQYQF 

WKNFQTLKI 

38 

CCR1 SKTQWEFTHHTCSLHFPHESLRE 

WKLFQALKL 

25 

CCR3 YETEELFEETLCSALYPEDTVVS 

WRHFHTLR 

19 

CCR2 と同じアミノ酸配列の箇所を太字（赤）で表記  
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Table 2-6. 細胞外第３ループ領域のアミノ酸比較  

受容体  

タイプ  

アミノ酸配列  CCR2 に対する  

相同性  (%) 

CCR2 Q E F F G L S N C E S T S Q L D Q 100 

CCR5 Q E F F G L N N C S S S N R L D Q 71 

CCR1 Q D F L F T H E C E Q S R H L D L 35 

CCR3 Q S I L F G N D C E R T K H L D L 35 

CCR2 と同じアミノ酸配列の箇所を太字（赤）で表記  
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第４節 作用機序検討２  

 

第１項 実験方法  

１－１）ペプチドの合成  

CCR2 細胞外第３ループ領域のペプチド (QEFFGLSNCESTSQLDQAT)は株

式会社バイオロジカで合成したものを使用した。  

 

１－２）細胞遊走阻害活性に対する CCR2 細胞外第３ループペプチドの影響  

2.5 nM に調製した human CCL2（ペプロテック社）を含むアッセイ培地

(25mM HEPES/NaOH, RPMI1640 + 0.1% BSA)を 48 穴マイクロケモタキシス

チャンバーの lower chamber に 26 L 加え、5M pore size, PVP free membrane 

filter およびシリコンゴムガスケットをセットした後、upper chember をセッ

トした。目的の濃度の CCR2 細胞外第３ループペプチドと 4 M の TLK-19705

を予め 37℃で 30 分インキュベートした後、等量の THP-1 細胞  (4 x 10
6
 

cells/mL)を加え、更に 30 分インキュベートした後、upper chamber の各ウェ

ルに 50 L ずつ加えた。37℃で 2 時間インキュベートした後に membrane filter

を取り外し、非遊走細胞を除去した。Membrane filter はその後、メタノール

で固定し、Diff-Quick（国際試薬）を用いて遊走細胞を染色し、顕微鏡下で

細胞数をカウントした。  

 

１－３）実験結果の検定  

 実験結果は平均値±標準誤差にて表示した。有意差検定を 2 群間の比較で

実施する際は、等分散の場合は student’s t-test で行い、非等分散の場合は

Aspin-Welch t 検定を行った。多群間比較で実施する際は、等分散の場合は

Dunnett 検定を行い、非等分散の場合は Steel 検定を行った。P 値が 0.05 以下

の場合を統計上有意と判定した。  
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第２項 実験結果  

細胞遊走阻害活性に対する細胞外第３ループペプチドの影響  

CCR2 の細胞外第３ループペプチドによる影響を検討するために、この第

３ループ領域のペプチドを合成した。合成した第３ループペプチドを目的の

濃度に調製し、TLK-19705 と事前処理した後に、CCL2 により誘導される

THP-1 細胞の細胞遊走数を評価した結果を Figure 2-13 に示した。TLK-19705

は細胞遊走を阻害するのに十分な量の 4 M（ IC50 値の約６倍）を使用し、

細胞遊走阻害活性に対する第３ループ領域の影響を検討した。その結果、

TLK-19705 の細胞遊走阻害活性は細胞外第３ループと事前処理することで

阻害されることが明らかとなった。なお本試験では、細胞外第３ループペプ

チドの影響を評価するための群構成としたため、CCL2 非存在下で遊走する

細胞群を評価していない。通常 THP-1 細胞は 30 から 40 前後の細胞で CCL2

に依存しない細胞遊走がおきる。細胞遊走に対する阻害強度を評価する際は、

この CCL2 非依存の細胞遊走を差し引いたものを CCL2 により誘導される細

胞遊走とし、被験物質の阻害強度を算出するが、本試験では、TLK-19705 の

阻害作用に対する細胞外第３ループの影響を評価することが目的であった

ため、CCL2 非存在下でおきる細胞遊走を同時に評価しなくても細胞外第３

ループペプチドの影響は確認できると判断した。  

TLK-19705 以外にも、compound 1 でも同様に THP-1 細胞の細胞遊走に対

する阻害作用が、細胞外第３ループにより阻害されることを確認している  

(data not shown)。一方、ランダムな 19 残基のアミノ酸から構成されるペプ

チド  (ISCSCPTVQASKLCLGWLW：株式会社バイオロジカで合成 )を 80 M

まで処理した際では、compound 1 の細胞遊走阻害活性には影響しないことを

確認しており (data not shown)、CCR2 細胞外第３ループのペプチド配列が新

規 CCR2 アントゴニストの作用に重要な役割を担っていると考えられた。  
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Figure 2-13. TLK-19705 の CCR2 アンタゴニスト作用に対する細胞外第３ル

ープペプチドの影響  
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第３項 考察  

TLK-19705 は、CCR2 アンタゴニスト作用の他に、CCL4 誘導の細胞遊走

も阻害することから、CCR5 アンタゴニスト作用を併せ持つ。本研究以外に

も CCR2/CCR5 アンタゴニストの報告は複数存在する (8- 10)。これらの報告

は、CCR2 が CCR5 と 66%の相同性をもち、更に active sites では 82％と高い

相同性をもつことを考えれば驚くべきものではない。     

CCR2/CCR5 アンタゴニストである TAK-779 では、CCR2 の 98 番目のトリ

プトファンや 292 番目のスレオニンが CCR2 アンタゴニスト活性を示すのに

重要であることが報告され、CCR5 では、86 番目のトリプトファン（CCR2

の 98 番目に相当）や 108 番目のチロシン（CCR2 の 120 番目に相当）が CCR5

アンタゴニスト活性に重要とされている (11)。これらのアミノ酸残基は、い

ずれも CCR2 および CCR5 で保存されている領域である (Figure 2-14)。  
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（CCR2 アミノ酸配列の中、TAK-779 のアンタゴニスト作用に関与するアミノ酸

を赤字のアルファベットで表記（120 番目の Y は、CCR5 アンタゴニスト作用に関

与することが示唆）､● :CCR2 と CCR5 間で共通に保存されているアミノ酸）  

 

Figure 2-14. TAK-779 のアンタゴニスト作用に関与するアミノ酸  
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CCR2 の 7 つのトランスメンブレン (TM)の TM1, TM2, TM3 および TM7

にそれぞれ位置する 49 番目のチロシン、98 番目のトリプトファン、120 番

目のチロシン、および 291 番目のグルタミン酸が CCL2 の結合にとって重要

な働きを担っていることも報告されている (11)(Figure 2-15)。以上の報告より、

TAK-779 は CCR2 の 98 番目のトリプトファン、および 292 番目のスレオニ

ンと相互作用することで、CCL2 の CCR2 への結合を阻害していることが考

えられる。  
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（CCL2 結合に関与するトランスメンブレン領域のアミノ酸を青字のアルファ

ベットで表記､● :CCR2 と CCR5 間で共通に保存されているアミノ酸）  

 

Figure 2-15. CCL2 結合に関与するアミノ酸  

 

一方 TLK-19705 は作用機序の検討により、CCL2 の CCR2 への結合を阻害

しないことが明らかとなった。以上のことから TLK-19705 は、TAK-779 と

異なり、リガンド結合部位とは異なる部位に作用することでアロステリック
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な活性制御をすると考えられた。CCR2 の細胞外第３ループのペプチドが

TLK-19705 のアンタゴニスト活性を抑制することから、アロステリックな活

性制御にはこの第３ループが関与することが示唆された。  

CCR2 が属する GPCR ではアロステリックな活性制御に関する報告が多く

存在するが、class A GPCR に属するムスカリン受容体では細胞外第２ループ、

第３ループ、およびその近傍のアミノ酸残基がアロステリックな活性制御に

関与することが報告されている (12-14)。  

CCR2 と CCR5 の細胞外ループ領域のアミノ酸配列は、細胞外第３ループ

のアミノ酸配列が 71%と最も保存されている。一方 CCR1 および CCR3 に対

しての第３ループの相同性は 35%であった。なおケモカイン・スーパーファ

ミリーで唯一結晶構造解析がされている C-X-C Chemokine Receptor 4  

(CXCR4)(15)の第３ループとは 13%の相同性を示すが、CCR2, CCR5 および

CXCR4 で共通して保存されているアミノ酸はシステイン残基一つのみであ

り、CXCR のケモカイン受容体とは第３ループの相同性が更に低下している  

(Table 2-7)。  

 

Table 2-7. 細胞外第３ループ領域のアミノ酸比較  

受容体  

タイプ  

アミノ酸配列  CCR2 に対する  

相同性  (%) 

CCR2 Q E F F G L S N C E S T S Q L D Q 100 

CCR5 Q E F F G L N N C S S S N R L D Q 71 

CCR1 Q D F L F T H E C E Q S R H L D L 35 

CCR3 Q S I L F G N D C E R T K H L D L 35 

CXCR4 I L L E I I K Q C E F E N T V H  13 

CCR2 と同じアミノ酸配列の箇所を太字（赤）で表記  

 

TLK-19705 は、CCR2 と CCR5 で保存されるアミノ酸配列に結合すること

が考えられるが、第３ループの保存領域は大きく N 末側と中心領域および C

末側に分けられる。このうち、N 末側で保存される 6 つの連続するアミノ酸

配列中には二つの連続するフェニルアラニンが存在し疎水性の相互作用が

関与している可能性も考えられる。  

この他に同じく class A GPCR に属するロドプシン様受容体では、細胞外側

のアミノ酸残基も細胞質側の G タンパク質の結合に関与することが示唆さ

れている。細胞外第３ループ上では 279 番目のグルタミンが、Gi の結合に影
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響する可能性が考えられている (16)。これはアミノ酸置換によりおきた受容

体構造の変化が、細胞質側の Giの結合親和性に影響したものと考えられる。

以上の知見を含め、本研究結果を考察すると、TLK-19705 は細胞外第３ルー

プ領域に作用し、CCR2 の構造変化を限定することで Gi の結合親和性に影響

をあたえ、CCR2 アンタゴニスト活性を示すことが推察される  (Figure 2-16)。 

しかしながら、作用機序検討試験には残された課題が存在することも事実

である。本研究では、細胞外での制御に着目し研究を進めてきたが、細胞内

側での制御の可能性については未着手のままである。また TLK-19705 は、

CCL2 誘導の Ca
2+流入を阻害しないが、その機序は不明のままである。細胞

内側での制御因子としては、例えば、CCR2、および CCR5 では、二つの受

容体の C 末端領域に特異的に結合する FROUNT の存在が報告されている  

(17)。この FROUNT は Gi とともに細胞遊走に関与する因子の活性化を担う

ことが考えられていることから、今後は FROUNT を含む細胞内因子に対す

る検討も含め新規 CCR2/CCR5 アンタゴニストの作用機序解明を進めていく

必要があると考える。  
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Figure 2-16. TLK-19705 (CCR2/CCR5 アンタゴニスト )作用機序予想図  
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第５節 まとめ  

 TRAP 技術により化合物ライブラリーをクラスター分類し、その代表セッ

トをスクリーニングすることでヘテロアロイルフェニルウレア誘導体の中

に、CCR2 アンタゴニスト活性を示すものが存在することを確認した。構造

最適化を進める中で得た TLK-19705 は、CCR2 アンタゴニスト活性の他に、

CCR5 に対するアンタゴニスト活性も併せ持つことが明らかとなった。作用

機序の解析では TKL-19705 が CCL2 の CCR2 への結合を阻害せず、CCL2 が

誘導する Ca
2+流入にも影響しないことを確認した。更に TLK-19705 の CCR2

アンタゴニスト活性は CCR2 の細胞外第３ループペプチドによりアンタゴナ

イズされることが明らかとなり、TLK-19705 は、CCR2 の細胞外第３ループ

に作用することで、アロステリックなアンタゴニスト活性を示すことが推察

された。  

また本研究では、TRAP 技術による化合物ライブラリーの絞り込みを行っ

た後、スクリーニング試験にファンクショナル・アッセイを採用しヒット化

合物を得てきた。結果としてアロステリックな活性制御をする化合物を獲得

できたことから、この TARP 技術はファンクショナル・アッセイと組み合わ

せることでアロステリックな活性制御をする低分子化合物の探索に今後も

有効な手段となることが確認できた。  
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第３章 炎症性疾患モデルにおける作用  

序論  

糖尿病性腎症は、高血糖により引き起こされるポリオール経路の亢進、プ

ロテインキナーゼ C(PKC)経路の活性化、終末糖化産物（AGE）、酸化ストレ

ス亢進などの細胞内代謝異常の他にも、糸球体高血圧など多くの因子が関与

し、腎臓の機能的および構造的変化を引き起こし発症・進展すると考えられ

ている (1) (Figure 3-1)。  
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Figure 3-1. 糖尿病性腎症の進展に関与する因子  



48 

 

これらの細胞内代謝異常は、CCL2 の産生を増加させることが報告されて

おり、細胞内代謝異常の結果、誘導される CCL2 が単球・マクロファージの

集積を促すことが示唆されている (2)。実際、糖尿病性腎症の病理所見では、

糸球体および間質の細胞外基質の蓄積とともに、単球・マクロファージの集

積が認められることが報告されており (3, 4)、間質におけるマクロファージと

尿中 CCL2 濃度が相関することも報告されている (5)。  

病態モデル動物の研究においては、CCL2 ノックアウトマウス (KO)のステ

レプトゾトシン誘発性糖尿病モデルで、組織障害やアルブミン尿の改善とと

もに、腎における単球・マクロファージの集積が減少していることが報告さ

れている (2)。その他に腎障害におけるセロシオン (PG)の効果も以下の動物モ

デルにおいて報告されている。一側尿管結紮  (UUO)モデルでは、3 mg/kg の

PG 処置により腎間質のベータ型トランスフォーミング増殖因子 (TGF-)、お

よびタイプ 1 コラーゲンの発現が減少し、腎間質線維化の程度は CCR2 KO

マウスと同程度にまで抑制されることが報告されている (6)。また誘導型一酸

化窒素合成酵素 (iNOS)-トランスジェニック糖尿病マウスにおいて、PG はマ

クロファージの浸潤、および糸球体間質の拡張を抑制し、糸球体でのタイプ

4 コラーゲンや TGF-の発現を減少させたとの報告もある (7)。  

以上の臨床および病態モデルを用いた検討結果から、糖尿病性腎症の進展

には、CCL2 およびその受容体である CCR2 が重要な役割を果たすことが強

く示唆されている。  

一方、動脈硬化巣は、血管内皮細胞が障害され、活性化することから発生

する。障害された内皮細胞では vascular adhesion molecule-1 (VCAM-1)等の接

着因子の発現が誘導され (8, 9)、その表面に血液中の単球やリンパ球が接着し、

CCL2 などの働きにより血管内皮細胞の間隙から血管壁内へ浸潤していく

(10-12)。浸潤した単球は、マクロファージへと分化し、更に脂肪物質を取り

込むことで泡沫細胞となり、動脈硬化巣を大きくし、不安定化させる  

(13)(Figure 3-2)。  

PG を用いた病態モデルの検討では、3 つの異なる動物モデルにおいて動脈

硬化の進展に対する抑制効果がこれまでに報告されている。例えばアテロー

ム形成を促す高脂肪食を負荷した apoE-KOマウス (14)や遺伝性高コレステロ

ール血漿ウサギ（watanabe heritable hyperlipodemic rabbit） (15)そして CCL2/

酸化低密度リポタンパク質 (oxLDL)処理したブタのモデルで PG の抑制効果

が報告されている (16)。  

以上の知見から、CCL2/CCR2 シグナル・パスウェイは動脈硬化治療にお
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いて最も有望な標的の一つとして認知されている (17,18)。  

そこで、本研究で新たに見出した新規 CCR2/CCR5 アンタゴニストである

TLK-19705 が、糖尿病性腎症および動脈硬化モデルにおいて PG 同様の抗炎

症性作用を示すことができるかを確認することとした。  
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Figure 3-2. 動脈硬化巣形成における単球・マクロファージの関わり  
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第１節  糖尿病性腎症モデルにおける TLK-19705 の効果  

 

第１項  実験方法  

１－１）糖尿病性腎症モデルにおける TLK-19705 の効果  

日本チャールス・リバー株式会社より購入した糖尿病性腎症モデルマウス

である雄性 db/db マウス 9 週齢を 1 群 5-10 匹で使用した。TLK-19705 および

PG は目的の用量が接種できるように実験動物用飼料 (CRF-1: 日本チャール

ス・リバー株式会社 )に混合して経口投与した。陽性対照であるアンジオテ

ンシン変換酵素阻害剤 (ACE 阻害剤 )であるカプトプリル (Cap)(Figure 3-3)は

目的の用量が摂取できるように飲料水に溶解し、自由給水によって経口投与

した。腎機能の評価は、8 週間の投与期間終了後に 24 時間尿の蓄尿を使用し

てアルブミン、クレアチニンを測定し、アルブミン /クレアチニン値を指標

として行った。また同週齢の db/m マウスを正常マウスとして使用した。  

 

 

 

Figure3-3. カプトプリルの構造  

 

１－２）実験結果の検定  

 第２章、第４節、第１項、１－３）に準じて行った。  
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第２項 実験結果  

試験結果を Figure 3-4 に示す。db/db マウスでは、正常マウスである db/m

と比較してアルブミン /クレアチン値が有意に上昇している。TLK-19705 は、

アルブミン /クレアチニン値の上昇を用量依存的に抑制し、30 mg/kg の投与

によりコントロール群の 55％までアルブミン /クレアチニン値を有意に減少

させた。同様に PG では 5 mg/kg で 42％までアルブミン /クレアチニン値を抑

制した。なお Cap 投与群では、50 mg/kg の投与でコントロール群の 30％ま

でアルブミン /クレアチニン値が減少していた。  
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Figure 3-4. 糖尿病性腎症モデルにおける TLK-19705 の効果  
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第３項 考察  

糖尿病性腎症は、高血糖により引き起こされる細胞内代謝異常の他にも、

糸球体高血圧など多くの因子が関与し、腎臓の機能的および構造的変化を引

き起こし発症・進展すると考えられている (1)。  

本研究では、PG や CCR2/CCR5 アンタゴニストである TLK-19705 が db/db

マウスのアルブミン /クレアチニン値を有意に減少させ、糖尿病性腎症モデ

ルの病態進行に対して抑制効果を示すことを確認した。本研究以外にも、PG

や競合的な CCR2 アンタゴニストである RS-504393 では、糸球体におけるマ

クロファージの量、TGF-、およびタイプ４コラーゲンの発現量を減少させ、

有意にアルブミン尿を改善した等の報告がある (7, 19)。これらの研究結果か

ら、TLK-19705 を含む CCR2 アンタゴニストは、高血糖により誘導される細

胞内代謝異常によって産生される CCL2 の作用を阻害し、腎糸球体へのマク

ロファージの浸潤を減少させることで、TGF-等の線維化誘導因子の発現量

を減少させ、腎障害の進展を抑制するものと考察される  (Figure 3-5)。一方、

糖尿病性腎症での有効性が認められている ACE 阻害剤である Cap は、昇圧

活性の高いアンジオテンシン II (AngII)の産生を抑制することで糸球体高血

圧を改善する他、AngII によるメサンギウム領域の拡大も抑制することで腎

機能の低下を抑制すると考えられている (20,21)。  

本研究において確認されたアルブミン /クレアチン値の抑制効果を Cap と

比較した場合、PG および TLK-19705 の効果はやや劣る結果であったことか

ら、CCR2 アンタゴニスト単剤での使用では ACE 阻害剤の抑制効果には及ば

ない可能性が示唆される。しかしながら作用機序が異なる点を考慮すると

ACE 阻害剤との併用使用により、各製剤の単剤での治療よりもより厳格に糖

尿病性腎症の病態進展を制御できる可能性が考えられる。以上より、

CCR2/CCR5 アンタゴニストは、糖尿病性腎症に対し新たな治療オプション

を提供できる手段となる可能性を秘めていると考えている。  
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Figure 3-5. 糖尿病性腎症の進展に関与する因子と CCR2 アンタゴニストの  

制御ポイント  
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第２節 動脈硬化モデルにおける TLK-19705 の効果  

TLK-19705 は、糖尿病性腎症モデルにおいて、アルブミン尿改善作用を示

したことから、次に動脈硬化モデルにおいても病態進行に対する抑制効果を

検証することとした。  

 

第１項  実験方法  

１－１）動脈硬化モデルにおける TLK-19705 の効果  

動脈硬化モデルは、日本チャールス・リバー株式会社より購入した 4 週齢

の雄性 ApoE KO マウスに、1.25 %コレステロール含有高脂肪食  (15%)を 8

週間負荷することで作成し、1 群 8-10 匹で試験した。TLK-19705 投与群は、

10 mg/kg の用量を摂取できるように高脂肪食との混餌飼料を作成し、経口投

与した。動脈硬化は、大動脈弁直上の 500 m の部分を 100 m おきに切片を

作成し､脂肪染色（Oil Red O）を行うことで、各個体 5 切片の硬化巣面積の

総和で評価した。  

 

１－２）実験結果の検定  

 第２章、第４節、第１項、１－３）に準じて行った。  
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第２項 実験結果  

Oil Red O で脂肪染色した病理像の代表例を Figure 3-6 に、動脈硬化病変の

面積率を測定した結果を Figure 3-7 に示す。コントロール群では明らかな動

脈硬化巣の進展が認められる。これに対して TLK-19705 は、血漿のトータ

ル・コレステロールレベルに影響することなく有意に脂肪沈着を抑制した

(Figure 3-7, Table 3-1)。  

 

 

A  Control

B  TLK-19705 10 mg/kg

 

 

Figure 3-6. 脂肪染色 (Oil Red O)した病理像代表例  
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* P < 0.01: control 群に比し (student’s t-test) 

 

Figure 3-7. 動脈硬化病変の面積率の比較  

 

Table 3-1. 血漿中トータル・コレステロール値の比較  

Group 血漿トータル・コレステロール濃度  

(mg/dL) 

Control             1843±100 

TLK-19705 10 mg/kg             1999±56 
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第３項 考察  

動脈硬化モデルにおいて認められた TLK-19705 の病態進展抑制効果は、

PG で報告されている結果と一致するものである。一方、ApoE KO マウスや、

huCCR2 ki/ApoE KO マウスにウエスタンダイエットと AngII を負荷すること

で動脈硬化形成を促した系において、選択的な CCR2 アンタゴニストである

INCB-3344 や GSK1344386B(Figure 3-8)は、病態進展抑制効果を示さなかっ

たとの報告が存在する (22, 23)。 INCB-3344 および GSK1344386B を、PG お

よび TLK-19705 と比較した場合、ケモカインに対する選択性の違いが挙げら

れる。PG では、CCL2 の他に C-C Chemokine Ligand 7 (CCL7)によるマクロフ

ァージ遊走に対する阻害作用が報告されており (24)、TLK-19705 は、本研究

により CCR2 の他に CCR5 が介する細胞遊走を抑制することが明らかとなっ

ている。最近、動脈硬化巣形成を防ぐためには複数のケモカイン・シグナリ

ング・パスウェイを抑制することが重要であることが、CCR2 と CCR5 の他

に C-X-C Chemokine Receptor 3 (CXCR3)に対するアンタゴニスト作用をもつ

TAK-779 で示された (25)。動脈硬化形成において複数のシグナルを抑制する

ことの重要性は、CCR5 アンタゴニストが動脈硬化進展抑制作用を示すこと

や (26)、C-C Chemokine Ligand 5 (CCL5)、C-C Chemokine Ligand 18 (CCL18)、

C-X3-C Chemokine Ligand 1 (CX3CL1)のような他のケモカインの関与

(22,27,28)が報告されていることからも示唆される。以上より本研究で認めら

れた TLK-19705 の動脈硬化における抑制効果は、CCR2 アンタゴニスト作用

および CCR5 アンタゴニスト作用の相加効果により単球の病変部位への細胞

遊走が減少し、動脈硬化巣形成が抑制されたものと考える  (Figure 3-9)。  
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INCB-3344 

 

 

GSK1344386B 

 

Figure 3-8. INCB-3344 および GSK1344386B の構造  

 

中膜

内弾

性膜

内膜

内皮細胞

平滑筋細胞

泡沫細胞

マクロファージ

単球

VCAM-1

CCL2, CCL4, CCL5,

CCL18, CX3CL1

CCR2/CCR5アンタゴニスト

 

Figure 3-9. 動脈硬化巣への単球細胞の遊走を抑制  

 



59 

 

第３節 代謝抑制のための構造展開  

 

第１項  実験方法  

１－１）血漿および尿中の代謝物測定  

TLK-19705 の代謝物分析  

TLK-19705 をラット  (SD 系 )雄、7 週齢に 20 mg/kg の TLK-19705 を投与し

た後に回収した血漿、尿、胆汁を使用して代謝物解析を行った。  

 

OASIS 除タンパクカートリッジカラム (Waters)と分析カラム (Inertsil C8 

4.6ｘ150 mm、GL-Science)をスイッチングバルブを介して連結させ、On-line

除タンパク LC システムを構築した。スイッチングバルブはサンプル注入後

1.5 min にて切り替え、血漿および尿中の除タンパク処理をしたサンプルを

分析カラムに導入した。液体クロマトグラフィー  (LC)は、2690 alliance 

(Waters)を使用し、流速；0.7 mL/min 、HPLC 移動相 A；0.2% AcOH/MeCN = 

98/2、B；0.2% AcOH/MeCN = 2/98 の条件でグラジエント分析 (分析時間 15min)

を行った。質量分析計  (MS)には LCQ Deca XP Plus (Thermofisher Scientific)

を使用した。  

 

１－２）胆汁中の代謝物測定  

下記フローによりベンゼン抽出を行い、水相は上記の On-line 除タンパク

LC システムで、有機相は分析カラムに直接注入した。  

胆汁  200 µL 

     pH7.0 AcONH4 200µL 

     ベンゼン 2.0 mL 

 

 水相  50 L       有機相  

        乾固  

  0.2% AcOH 50 µL  0.2% AcOH/MeCN(3/7) 200 µL 

On-line 除タンパク LC-MS/MS LC-MS/MS 

 

使用機器および測定条件は、血漿および尿サンプル測定の項に準じて行っ

た。  

質量分析は、m/z 200-1000 の範囲で scan し、m/z より構造を推定した。  

更に MS/MS 分析により水酸化等の修飾部位を推定した。  
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１－３）SKL-02886 の合成方法  

6-((2-(ジメチルアミノ )エチル )(メチル )アミノ )-N-((3-イソプロポキシフェニ

ル )カルバモイル )-1,3-ジメチル -1H-ピラゾロ [3,4-b]ピリジン -5-カルボキサミ

ド塩酸塩  

5-アミノ -1,3-ジメチルピラゾール -4-カルバルデヒド（6.15 g）をシアノ酢

酸エチル  (10 mL)に加え 185℃で 3 時間撹拌した。混合液を室温まで放冷し

た後、沈殿した固体をろ過にて回収し、酢酸エチルにて洗浄し、高真空乾燥

することで 6-ヒドロキシ -1,3-ジメチルピラゾロ  [5,4-b]ピリジン -5-カルボニ

トリルを白色沈殿として得た。この試料の一部  (2.18 g)をフェニルホスホン

酸ジクロリド (10 mL)に加え溶解し、150℃で 17 時間撹拌した。溶液を室温

にまで放冷した後、水を加えた。混合液を酢酸エチルで抽出し、有機相をデ

カントし、飽和炭酸水素ナトリウム溶液で洗浄し、無水硫酸ナトリウムを加

え乾燥し、ろ過した。溶媒は減圧除去し、白色固体を得た。この試料の一部

（2.16 g）を THF (50 mL)に溶解し、N, N, N’-トリメチルエタン -1, 2-ジアミ

ン (10.6 mL)を処理した。混合液を 20 時間加熱還流し、室温にまで放冷し、

酢酸エチルで抽出した。有機層に無水硫酸ナトリウムを加え乾燥させ、ろ過

し、減圧下で溶媒を除去して 6-{[2-(ジメチルアミノ )エチル ]メチルアミノ｝

-1, 3-ジメチルピラゾロ [5,4-b]ピリジン -5-カルボニトリルを褐色油状物とし

て得た。この試料（2.96 g）を濃硫酸  (10 mL)に溶解し､溶液を 60℃で 15 時

間撹拌した。混合液をその後、飽和炭酸水素ナトリウム溶液で中和し、ジク

ロロメタンで抽出した。その抽出液は塩化ナトリウム溶液で洗浄し、硫酸ナ

トリウムを加え乾燥させ、ろ過し、減圧濃縮した。残渣を酢酸エチル -ヘキ

サンを用いて再結晶させることで精製し、6-{[2-(ジメチルアミノ )エチル ]メ

チルアミノ}-1,3-ジメチルピラゾロ [5,4-b]ピリジン -5-カルボキサミドを白色

固体として得た。この試料の一部 (2.0 g, 6.8 mmol)を加熱したトルエン (20 

mL)に溶解させ、2 時間共沸した。溶液は室温まで放冷し、３－イソプロポ

キシフェニルイソシアネート  (1.7 g, 9.6 mmol)を処理した。混合液を 16 時間

還流し、その後室温まで放冷した。溶媒は減圧除去した。残渣は THF（100 mL）

で溶解し、塩酸  (4 N ディオキサン溶液 , 7 mL)を処理した。生成した固体を

ろ過し、減圧乾燥させ、アセトニトリルから再結晶させることで SKL-02886

を白色固体（2.55 g, 74% yield）として得た。HPLC:tR = 10.5 min (純度 99%), 

MS ESI
(-)

 = 466 (M-H). 
1
H NMR (DMSO-d6) : 1.27 (d, 6H, J = 6.0 Hz), 2.41 (s, 

3H), 2.53 (t, 2H, J = 6.4 Hz), 2.83 (s, 6H) 2.98 (s, 3H), 3.82 (s, 3H), 3.92 (t, 2H, J 

= 6.4 Hz), 4.60 (q, 1H, J = 6.0 Hz), 6.68 (m,1H), 7.05 (m, 1H), 7.22 (m, 2H), 8.24 
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(s, 1H), 10.58(s, 1H), 11.09 (s, 1H).  

 

１－４）各種ケモカインよる細胞遊走への阻害活性評価（選択性評価）  

human C-C Chemokine Ligand 11 (CCL11)（R&D システム社）により誘導さ

れる好酸球 (eosinophil)の細胞遊走は、第２章、第１節、第１項、１－１）に

準じて行った。その他のケモカインによる各種細胞の細胞遊走は、第２章、

第３節、第１項、１－３）に準じて行った。  
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第２項 実験結果および考察  

TLK-19705 は、糖尿病性腎症および動脈硬化モデルにおいて病態進行を抑制

する効果を示したが、in vivo の解析を進めていく中で、水酸化による代謝を

受けることが示唆されてきた。ラットを用いた評価では、LC-MS 法により A

環あるいは B環がヒドロキシル化を受けることで 3 種類の代謝をうけること

が示唆された  (Figure 3-10 )。安定性を獲得した化合物を得ることができれ

ば、CCR2/CCR5 アンタゴニストの生体内で効果を示すのに必要な量を減少

させることができる可能性も考えられるため、TLK-19705 の代謝物形成を防

ぐための構造展開を新たに開始した。  

A 環のフェニル基の代謝を防ぐために 3 位と 4 位あるいは 4 位への置換基

導入を検討した。もっとも効果的な手段は、4 位へのフッ素の導入をやめ、

更に電子求引基である CF3 の 3 位への導入の代わりに、親油性であり電子供

与基でもあるイソプロポキシ基を導入することであった。次にピラゾロピリ

ジン基の 6 位へのヒドロキシレーションを防ぐために、塩を形成する残基を

導入し、併せて溶解度向上を目指した。その結果得た SKL-02886 は溶解度が

向上し、CCL2 誘導の THP-1 細胞の細胞遊走に対する阻害活性も IC50 値が

80 nM と向上した (Figure 3-11)。なお各種ケモカイン誘導の細胞遊走に対す

る阻害活性を評価した結果、SKL-02886 も CCR5 アンタゴニスト活性を有す

ることを確認している (Table 3-2)。  
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代謝物２

TLK-19705

代謝物１

代謝物３

A

B

 

 

Figure 3-10. TLK-19705 の生体内代謝物  

 

 

 

 

SKL-02886: IC50= 0.08 M, CC50= 16.5 M 

 

Figure 3-11. SKL-02886 の化学構造  
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Table 3-2. 各種ケモカイン誘導の細胞遊走に対する SKL-02886 の阻害活

性比較  

ケモカイン  ケモカイン  

受容体  

細胞種  ケモタキシス  

IC50 (M) 

CCL2 CCR2 THP-1   0.08 

CCL2 CCR2 PBMC  0.2 

CCL3 CCR1, CCR5 PBMC >10 

CCL4 CCR5 PBMC  0.4 

CCL11 CCR1, CCR3 eosinophil >10 

CCL17 CCR4 CCR4-transfected 

THP-1 

>10 

CXCL8 CXCR1, CXCR2 PMN >10 
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第４節 関節炎モデルにおける SKL-02886 の効果  

序論  

関節リウマチは自己免疫疾患の一つで、関節滑膜を主病変とした全身性炎

症疾患である。その病態の中心は関節滑膜における炎症反応と滑膜細胞の異

常増殖（パンヌス形成）であり、その罹患関節組織ではマクロファージ、T

細胞、B 細胞や樹状細胞などの炎症細胞が浸潤していることが明らかとなっ

ている (29-31)。これらの炎症細胞は病変部位の血管より浸潤し滑膜の炎症を

起こし、腫瘍懐死因子α (TNF-、インターロイキン -6 (IL-6)､ そしてインタ

ーロイキン -１ベータ (IL-1)などのサイトカインを産生し破骨細胞の分化・

増殖を亢進し骨破壊を起こす (29, 32, 33)(Figure 3-12)。  

 

滑膜細胞

破骨細胞
分化促進因子

RANKL

外的要因（ストレス・微生物等）及び内的要因
（遺伝、ホルモン）による自己免疫反応の開始

T細胞、単球の浸潤

ケモカイン、炎症性サイトカイン（TNF-α, IL-1, IL-6）

の産生
滑膜細胞の増殖、パンヌスの形成

活性化

分化

関節腔血管

T細胞 T細胞

単球
マクロファージ

破骨細胞
前駆細胞

破骨細胞

発症

炎症の拡大

骨破壊

CCR2?

B細胞 B細胞
自己抗体産生

 

Figure 3-12. 関節リウマチの発症・進展に関与する因子  

 

炎症細胞の病変部位への浸潤にはケモカインが関与することが考えられ

ることから、本研究では糖尿病性腎症モデルおよび動脈硬化モデルでの評価
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に続き、コラーゲン関節炎ラットおよびアジュバント関節炎ラットを用いて

CCR2/CCR5 アンタゴニストの関節炎モデルに対する作用を評価することと

した。  

コラーゲン関節炎モデルは、病態発症の原因や抗関節炎因子の評価などに

広く使用されているモデルである (34)。関節炎は通常、マウスやラットに同

種あるいは異種のタイプ  2 コラーゲンをアジュバントとともに接種し、感

作させることで惹起させる。また関節リウマチと同様に、コラーゲン関節炎

モデルのマウスおよびラットの関節炎を起こした部位では TNF-や IL-1の

ような炎症性サイトカインが高度に発現している (34)。ラットコラーゲン関

節炎モデルでは、関節部位の洗浄液中の CCL2 や、関節部位での CCL2 mRNA

レベルは、感作後約 2 週間でピークに達することが報告され、ラット CCL2

中和抗体の処理により障害部位の浸出液のマクロファージ数は有意に減少

し、足蹠部の膨張は 30%減少したとの報告がある (35)。これらの結果は、CCL2

がコラーゲン関節炎のモデルにおいて単球の浸潤や病態進行に重要な役割

を担っていることを示唆している。  

アジュバント関節炎は慢性関節炎を形成するモデルである。その病態は、

T 細胞の調節する自己免疫性関節炎であり、関節リウマチの免疫学的側面の

研究や、抗炎症薬を評価するためのモデルとして用いられている (36)。アジ

ュバント関節炎の膝関節では CCL2 と CCR2 の発現が増加していることから、

CCL2 および CCR2 はアジュバント関節炎の病態発症に関与していることが

示唆されている (37, 38)。また８位のプロリンをアラニン置換した CCL2 阻害

剤の P8A-CCL2を処理することにより病変部位へのマクロファージの浸潤や、

骨破壊などが改善したとの報告がなされている (39)。  
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第１項 実験方法  

１－１） コラーゲン関節炎ラットに対する作用  

日本チャールス・リバー株式会社より購入した Lewis ラット雌性 6 週齢を

1 群 8 匹で使用した。コラーゲンはウシ関節由来のタイプ 2 コラーゲン（コ

ラーゲン技術研修会より購入）を使用し、アジュバントには Adjuvant 

Complete Freund H37Ra (Difco 社製 )を用いた。コラーゲン /アジュバント 0.4 

mL (0.6 mg/body)を尾根から後背部にかけて接種 (皮内投与 )し、7 日後に再び

半量のコラーゲン /アジュバントを同様に接種（0.2 mL, 0.3 mg/body）して関

節炎を惹起した。予防効果においては感作後、直ちに薬物投与を開始し、治

療効果では後肢足蹠部の２次炎症を確認した感作 14 日目より投与開始し、

初回感作 28 日後まで連日投与した。SKL-02886 は 1 日 2 回連日経口投与し、

陽性対象コントロールであるメトトレキサート (MTX)は 1 日 1 回の隔日投与

で実施した。予め設定した日時に後肢足蹠部の容積を足跡容積測定装置

（PLETHYSMOMETER：ユニコム社製）を用いて測定した。  

関節炎による後肢足蹠部の腫脹は、水置換法（足蹠浮腫法）にて測定し以

下の計算式により算出し浮腫率  (%) (Increase in footpad volume)として表し

た。  

 

浮腫率  (%) = （各測定値－接種前測定値） /（接種前測定値）x 100 

 

感作 29 日目において摘出した後肢の軟 X 線撮影を行い、以下に示す基準

に従ってブラインドで骨破壊の程度を評価した (代表的なレントゲン像を

Figure 3-13 に示す )。  

 

0：境界面が明瞭  

1：境界面が不明瞭（１ヶ所）  

2：境界面が不明瞭（２カ所）   

3：境界面の判断が困難  

4：境界面の判断が更に困難  
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スコア 0:境界面が明瞭        スコア 1：境界面が不明瞭（１ヶ所） 

      

スコア 2：境界面が不明瞭（２カ所） スコア 3：境界面の判断が困難  

         

スコア 4：境界面の判断が更に困難  

 

 

Figure 3-13. 代表的なレントゲン写真像  

 

１－２） アジュバント関節炎ラットに対する作用  

日本チャールス・リバー株式会社より購入した Lewis ラット雌性 6 週齢を

1 群 8 匹で使用した。Mycobacterum butyricum/ Incomplete Freund adjuvant 0.3 

ml (1 mg/body)をラットの右足足蹠部に皮下注射することで感作した。被験

物質は、感作 10 日目より投与を開始した。SKL-02886 は 1 日 2 回、連日経

口投与し、陽性コントロールとして使用した MTX は 1 日 1 回の隔日投与で

実施した。非処置足の容積を足跡容積測定装置（PLETHYSMOMETER：ユニ

コム社製）を用いて設定した日時で測定した。  

関節炎による後肢足蹠部の腫脹は、水置換法（足蹠浮腫法）にて測定し以

下の計算式により算出し浮腫率  (%) (Increase in footpad volume)として表し
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た。  

浮腫率  (%) = （各測定値－接種前測定値） /（接種前測定値）x 100 

 

１－３）実験結果の検定  

 第２章、第４節、第１項、１－３）に準じて行った。  
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第２項 実験結果  

２－１） コラーゲン関節炎モデルにおける SKL-02886 の予防効果  

 コラーゲン関節炎モデルにおける SKL-02886 の予防効果を検証した際の

後肢足蹠部の浮腫率の推移を Figure 3-14 に示し、初回感作 28 日後の浮腫率

を各群で比較した結果を Figure 3-15 に示す。タイプ 2 コラーゲンを接種す

ることによりコントロール群の後肢足蹠部の浮腫率は、タイプ  2 コラーゲン

非処置群 (NT)と比較して 14 日目以降急激に増加していく (Figure 3-14)。これ

に対し SKL-02886 投与群では、用量依存的に後肢足蹠部の浮腫を抑制した。

浮腫率評価最終日においても 10 mg/kg 以上の投与群で有意な抑制効果が確

認された (Figure 3-15)。Day 29 に動物を麻酔下で安楽死させた後、後肢のレ

ントゲン写真を撮影し、骨破壊の程度を評価した。その結果を Figure 3-16

に示した。30 mg/kg の SKL-02886 投与により、骨破壊は有意に抑制されて

いた。  
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Figure 3-14. 後肢足蹠部の浮腫の推移（予防効果）  
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Figure 3-15. Day28 における後肢足蹠部の浮腫率の比較（予防効果）  
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Figure 3-16. 後肢足蹠部の骨破壊に対する作用（予防効果）  
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２－２） アジュバント関節炎モデルにおける SKL-02886 の治療効果  

アジュバント関節炎における SKL-02886 の治療効果は、非処置足に浮腫が

認められ始めた感作 10 日目より薬物投与を開始し、18 日間投与を継続し評

価した。後肢足蹠部の浮腫の推移を Figure 3-17 に示し、Figure 3-18 には、

浮腫率評価最終日である Day 28 での浮腫率を各群で比較したものを示す。

SKL-02886 はアジュバント投与により誘導される非処置足の浮腫を用量に

依存して抑制する傾向を示したが、有意な作用としては確認できなかった。 
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Figure 3-17. 後肢足蹠部の浮腫の推移（治療効果）  
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Figure 3-18. Day28 における後肢足蹠部の浮腫率の比較（治療効果）  
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２－３） コラーゲン関節炎モデルにおける SKL-02886 の治療効果  

 コラーゲン関節炎モデルにおける治療効果の評価は、後肢足蹠部に浮腫が

発生する感作 14 日目より SKL-02886 の投与を開始し 14 日間の連投により行

った。評価結果を Figure 3-19 に示す。予防効果での試験結果と異なり、30 

mg/kg の投与においても後肢足蹠部の浮腫の改善は認められなかった。  
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Figure 3-19. 後肢足蹠部の浮腫の推移（治療効果）  
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第３項 考察  

 SKL-02886 は、コラーゲン関節炎モデル用いた予防効果の検証においては、

有意な病態進展の抑制効果を示した。一方、アジュバント関節炎モデルおよ

びコラーゲン関節炎モデルを用いた治療効果の検証においては、予防効果の

検証試験において病態進展の抑制を示した 30 mg/kg の投与においても有意

な治療効果を示すことはなかった。  

 関節リウマチ患者を対象とした臨床試験では、CCR2 抗体に続き、CCR5

アンタゴニストも十分な治療効果を示すことができなかったことが報告さ

れている (40, 41)。更に最近、関節リウマチ患者から採取した滑液により誘導

される単球の細胞遊走が、CCR2 および CCR5 の中和抗体で抑制されないこ

とが報告された (42)。この報告では抗 CCR1 抗体がより有効な手段として報

告されているが、その効果も滑液により誘導される単球の細胞遊走の一部を

抑制するのみである。これらの報告はヒト滑液中には、CCR2, CCR5 および

CCR1 を含む複数の因子が存在し、病変部位への炎症細胞の遊走を促してい

ること示している。以上より、複数の細胞遊走因子を同時に阻害しなければ

病巣への単球の遊走を抑制することはできないことが推察される  (Figure 

3-20)。また、関節リウマチの進展には、単球・マクロファージの他に T 細

胞やＢ細胞などの複数の免疫細胞が関与しており、これらの要因も臨床試験

で抗 CCR2 抗体や CCR5 アンタゴニストの効果が確認できなかった理由と考

えられる。  

 以上のことから、CCR2/CCR5 アンタゴニストは病態の初期または再燃を

防ぐための予防的な役割としては有効な手段となる可能性は考えられるが、

病態が進行した状態においては、滑膜の病変部位への炎症細胞浸潤を一部し

か抑制できないことが強く示唆され、関節リウマチの治療手段としての単剤

だけでの応用は難しいと考える。  
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Figure 3-20. 関節リウマチの病態進展の制御  
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第５節 まとめ  

各種炎症疾患モデルにおいて CCR2/CCR5 アンタゴニストの効果を検証し

た結果、TLK-19705 は糖尿病性腎症モデルおよび動脈硬化モデルにおいて病

態進行を抑制する効果を示した。その一方で、TLK-19705 は生体内で代謝を

受けやすい構造であることが示唆されたため、代謝改善を目指した構造展開

を実施し、新たに SKL-02886 を得た。SKL-02886 は、コラーゲン関節炎モデ

ルおよびアジュバント関節炎モデルにおいて病態進行を抑制する結果を示

したが、病態発症後の治療効果については改善効果を確認できなかった。以

上より CCR2/CCR5 アンタゴニストは糖尿病性腎症および動脈硬化を標的と

した開発が有用と考えられた。  
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第４章 ヘテロアロイルフェニルウレア誘導体の安全性課題の解決  

 

第１節  中枢作用と肝障害の回避  

第１項  実験方法  

１－１）SKL-02886 類縁構造化合物の合成  

Compound 18-20 は、第３章、第３節、第１項、１－３）SKL-02886 の合成方

法と同様の方法で合成した。  

 

Compound 18  

6-((2-(ジメチルアミノ )エチル )(メチル )アミノ )-N-((3-メトキシフェニル )カ

ルバモイル )-1,3-ジメチル -1H-ピラゾロ [3,4-b]ピリジン -5-カルボキサミド塩

酸塩  

1
H NMR (400 MHz, DMSO-d6)) : 2.17 (s, 6H), 2.40 (s, 3H), 2.52 (m, 2H), 2.98 

(s, 3H), 3.62 (t, 2H, J = 4.0 Hz), 3.78 (s, 3H), 3.82 (s, 3H), 6.66 (dd, 1H, J = 2.0, 

8.0 Hz), 7.03 (dd, 1H, J = 2.0, 8.0 Hz), 7.20-7.24 (m, 2H), 8.26 (s, 1H), 10.7 (s, 

1H). MS: m/z 440 (M+1) 

 

Compound 19  

6-((2-(ジメチルアミノ )エチル )(メチル )アミノ )-1,3-ジメチル -N-((3-フェノキ

シフェニル )カルバモイル )-1H-ピラゾロ [3,4-b]ピリジン -5-カルボキサミド塩

酸塩  

1
H NMR (DMSO-d6) : 2.40 (s, 3H), 2.77 (s, 6H), 2.92 (s, 3H), 3.11-3.41 (m, 

2H), 3.85 (s, 3H), 3.90 (t, 2H, J = 6.8 Hz), 6.74 (ddd, 1H, J = 8.2, 2.4, 0.9 Hz), 

7.00-7.08 (m, 2H), 7.16 (m, 1H), 7.25 (ddd, 1H, J = 8.2, 2.0, 0.9 Hz), 7.32-7.46 (m, 

4H), 8.27 (m, 1H), 10.39 (brs, 1H), 10.65 (s, 1H), 11.06 (s, 1H). MS m/z 502 

(M+1) 

 

Compound 20 

N-((3-イソプロポキシフェニル )カルバモイル )-1,3-ジメチル -6-(4-(ピロロリ

ジン -1-イル )ピペリジン -1-イル )-1H-ピラゾロ [3,4-b]ピリジン -5-カルボキサ

ミド塩酸塩  

1
H NMR (400 MHz, DMSO-d6) : 1.27 (d, 6H, J = 7.8 Hz), 1.50-1.70 (m, 6H), 

1.90-2.00 (m, 2H), 2.21 (m, 1H), 2.40-2.55 (m, 4H), 3.00 (brt, 2H, J = 11 Hz), 3.64 

(brd, 2H, J = 4.8 Hz), 3.87 (s, 3H), 4.59 (seq, 1H, J = 7.8 Hz), 6.68 (dd, 1H, J = 
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2.0, 8.0 Hz), 7.04 (brd, 1H, J = 8.0 Hz), 7.20-7.24 (m, 2H), 8.42 (s, 1H), 10.6 (s, 

1H), 11.1 (brs, 1H). MS: m/z 520 (M+1)  

 

Compound 21 

N-((3-イソプロポキシフェニル )カルバモイル )-1,3-ジメチル -6-(2-(ピロロリ

ジン -1-イル )エチル )-1H-ピラゾロ [3,4-b]ピリジン -5-カルボキサミド塩酸塩  

6-クロロ -1,3-ジメチル -1H-ピラゾロ [3,4-b]ピリジン -5-カルボニトリル  

(2.71 g, 13.1 mmol)をトルエン  (45 mL)に溶解した。ビニルトリブチルチン (5 

g, 15.8 mmol)とトリフェニルフォスフィン  (103 mg, 3.93 mmol)を加え、その

後テトラキス（トリフェニルフォスミン）パラジウム  (151 mg, 0.13 mmol)

を加えた。その反応混合液は 2 時間加熱還流した後、室温まで冷却し、飽和

フッ素カリウム溶液で 30 分間処理した。沈殿した固体  (トリブチルチンフ

ルオライド )をろ過により取り除き、水相を分離し、酢酸エチルで抽出した。

回収した有機層を合わせ、硫酸ナトリウムで乾燥し、減圧濃縮した。残渣は

ヘキサンで洗浄し、1, 3-ジメチル -6-ビニル -1H-ピラゾロ [3,4-b]ピリジン -5-

カルボニトリル  (2.50 g, 96 %)を淡黄色粉末として得た。  

 1, 3-ジメチル -6-ビニル -1H-ピラゾロ [3,4-b]ピリジン -5-カルボニトリル  

(2.20 g, 11.1 mmol)をメタノール (110 mL)に溶解し、酢酸  (635 L, 11.1 mmol)

およびピロロリジン  (4.59 mL, 55.5 mmol)を処理した。その混合液を室温で 3

時間撹拌した後、溶媒を減圧下で除去した。残渣を水で懸濁し、酢酸エチル

で抽出した。回収した有機層をあわせ、硫酸ナトリウムで乾燥し、濃縮して 

1, 3-ジメチル -6-[2-(ピロロリジン -1-イル )エチル ]-1H-ピラゾロ [3,4-b]ピリジ

ン -5-カルボニトリルを茶褐色個体として得た。  

 1, 3-ジメチル -6-[2-(ピロロリジン -1-イル )エチル ]-1H-ピラゾロ [3,4-b]ピリ

ジン -5-カルボニトリルを濃硫酸  (55 mL)に溶解し、60℃で 2 日間撹拌した。

混合液を 0℃に冷却し、6N の水酸化ナトリウムを用いて pH 14 とし、酢酸エ

チルで抽出した。抽出した有機層は減圧蒸発させ、残渣をエーテルで洗浄し、

1, 3-ジメチル -6-[2-(ピロロリジン -1-イル )エチル ]-1H-ピラゾロ  [3, 4-b]ピリ

ジン -5-カルボキサミド  (2.5 g)を得た。  

 1, 3-ジメチル -6-[2-(ピロロリジン -1-イル )エチル ]-1H-ピラゾロ [3,4-b]ピリ

ジン -5-カルボキサミド  (120 mg)をトルエン  (20 mL)に懸濁した。3-イソプロ

ポキシフェニルイソシアネート  (92.7 mg)を加え、溶液を窒素ガス下で 18 時

間還流した。反応液を冷却後に、ろ過し、ろ液を濃縮することで粗生成物

N-((3-イソプロポキシフェニル )カルバモイル )-1,3-ジメチル -6-(2-(ピロロリ
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ジン -1-イル )エチル )-1H-ピラゾロ [3,4-b]ピリジン -5-カルボキサミド塩酸塩

を得て、高速液体クロマトグラフィーにより精製し最終産物を塩酸塩  (3.3 

mg)として得た。 1
H NMR (DMSO-d6) : 1.28 (d, 6H, J = 6.0 Hz), 1.90 (m, 2H), 

2.04 (m, 2H), 2.49 (s, 3H), 2.51 (s, 3H), 3.12 (m, 2H), 3.49 -3.75 (m, 6H), 4.01 (s, 

3H), 4.60 (m, 2H), 6.68 (dd, 1H, J = 8.0, 2.1 Hz), 7.06 (m, 1H), 7.25 (d, 1H, J = 

8.2 Hz), 7.27 (t, 1H, J = 5.5 Hz), 8.62 (s, 1H), 10.59 (s, 1H), 11.18 (s, 1H). MS 

m/z 465 (M+1) 

 

Compound 22 

Compound 22 は Compound 21 と同様の方法で合成した。  

6-(2-(ジメチルアミノ )エチル -N-((3-イソプロポキシフェニル )カルバモイ

ル )-1,3-ジメチル -1H-ピラゾロ [3,4-b]ピリジン -5-カルボキサミド塩酸塩  

1
H NMR (DMSO-d6) : 1.28 (d, 6H, J = 6.0 Hz), 2.49 (s, 3H), 2.51 (s, 3H),  3.43 

(s, 3H), 3.58 (m, 2H), 4.02 (s, 3H), 4.60 (m, 2H), 6.68 (ddd, 1H, J = 8.3, 2.4, 0.7 

Hz), 7.05 (ddd, 1H, J = 8.1, 1.9, 0.8 Hz), 7.18-7. 31 (m, 2H), 8.63 (s, 1H), 10.15 (s, 

1H), 11.18 (s, 1H). MS m/z 439 (M+1)  

 

Compound 23 

N-((3-イソプロポキシフェニル )カルバモイル )-1,3-ジメチル -6-(2-ピロロリジ

ン -1-イル )エトキシ )-1H-ピラゾロ [3,4-b]ピリジン -5-カルボキサミド塩酸塩  

6-ヒドロキシ -1,3-ジメチルピラゾロ [5,4-b]ピリジン -5-カルボニトリル  

(0.91 g)を濃硫酸  (3 mL)に溶解し、40℃で 24 時間撹拌した。溶液に氷冷した

水を加え、沈殿した固体をろ過し、水で洗浄し、減圧乾燥し、6-ヒドロキシ

-1,3-ジメチルピラゾロ  [5, 4-b]ピリジン -5-カルボキサミドを白色固体とし

て得た。この試料の一部  (0.12 g)を DMF (2 mL)に溶解し、1-(2-クロロエチル )

ピリジン塩酸塩  (0.12 g)と炭酸カリウム  (0.30 g)を処理した。反応液を 60℃

で 18 時間撹拌した後、水を加え、酢酸エチルで抽出した。抽出物は飽和炭

酸水素ナトリウム溶液と飽和食塩水で洗浄し、硫酸ナトリウムを用いて乾燥

させ、減圧濃縮し 1,3-ジメチル -6-[2-(ピロロリジン -1-イル )エトキシ ]-1H ピ

ラゾロ [3,4-b]ピリジン -5-カルボキサミドを得た。この試料の一部  (0.06 g)を

トルエンに溶解し、3-イソプロポキシフェニルイソシアネート  (0.1 g)を処理

した。反応液は 23 時間加熱還流した後、室温に放冷し、溶媒を減圧蒸発さ

せ、残渣をカラムクロマトグラフィー  (メタノール /酢酸エチル )にて精製し

た。この試料の一部を THF で溶解し、4 M の塩酸 /ジオキサンで処理した。
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アセトニトリルを用いて再結晶させることで compound 23 を白色固体として

得た。1
H NMR (DMSO-d6)  : 1.28 (d, 6H, J = 7.8 Hz), 1.80-2.10 (m, 4H), 2.50 (s, 

3H), 3.00 (brt, 2H, J = 11 Hz), 3.15 (m, 2H), 3.68 (m, 4H), 3.93 (s, 3H), 4.59 (seq, 

1H, J = 7.8 Hz), 4.87 (m, 2H), 6.67 (dd, 1H, J = 2.0, 8.0 Hz), 7.03 (brd, 1H, J = 

8.0 Hz), 7.20-7.24 (m, 2H), 8.53 (s, 1H), 10.6 (s, 1H), 10.7 (s, 1H).  

 

Compound 24 

1, 3-ジメチル -N-((4-(4-メチルピペラジン -1-カルボニル )フェニル )カルバモ

イル )-1H-ピラゾロ [3,4-b]ピリジン -5-カルボキサミド塩酸塩  

酢酸  (40 mL)中に 4-クロロ -1,3-ジメチルピラゾロ [5,4-b]ピリジン -5-カル

ボン酸  (2.00 g)および亜鉛末  (1.74 g)を加えた懸濁液を 80℃にて 1.5 時間加

熱した。混合液を室温にまで冷却し、5 N の水酸化ナトリウムの氷冷溶液 (160 

mL)をゆっくりと注ぎいれた後、ろ過した。ろ液を氷浴で冷却し、濃塩酸で

pH 4.0 とした。沈殿をろ過し、水で洗浄し、減圧乾燥させた。固体を無水ジ

クロロメタン  (20 mL)で再懸濁し、塩化オキサニル  (3.6 mL, 2M ジクロロメ

タン溶液 )、次いで無水 DMF (0.1 mL)で処理した。混合液を室温で 1 時間撹

拌し、ろ過し、ろ液を減圧濃縮させた。残渣を氷浴で冷却し、28%水酸化ア

ンモニウム溶液でゆっくりと処理した。氷浴を取り去り、懸濁液を室温にて

1 時間撹拌し、ろ過した。回収した固体を水で洗浄し、減圧乾燥して、1,3-

ジメチルピラゾロ [5,4-b]ピリジン -5-カルボキサミドを灰色固体として得た。

このカルボキサミド  (0.13 g)を無水ジクロロメタン  (5 mL)に加え懸濁液と

し、塩化オキサリル（0.5 mL, 2 M ジクロロメタン溶液）で処理した。混合

液を緩やかに 15 時間加熱還流した後、溶媒を減圧除去し、残渣を無水 THF 

(1.2 mL)に溶解した。この溶液の一部 (0.4 mL)を、(4-アミノフェニル )(4-メチ

ルピペラジン -1-イル )メタノン  (48.7 mg)を加えて氷冷した無水 THF 溶液  

(0.7 mL)に加えた。氷浴を取り去り、混合液を室温にて 1 時間撹拌した。沈

殿した固体をろ過により回収し、ジクロロメタンおよびメタノールで洗浄し、

減圧乾燥させ compound 24 を得た。1
H NMR (400 MHz, DMSO-d6)  : 11.26 (d, 

1H, J = 13.1 Hz), 11.02 (d, 1H, J = 37.6 Hz), 9.10 (1H, J = 2.1, 0.7 Hz), 9.02 (dd, 

1H, J = 2.1, 0.9 Hz), 7.95 (d, 1H, J = 8.7 Hz), 7.72 (t, 2H, J = 8.9 Hz), 7.47 (d, 1H, 

J = 8.5 Hz), 4.02 (s, 3H), 3.08 (br,  3H), 2.56 (s, 3H). MS m/z 435 (M+)  

 

 

Compound 25 
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Compound 25 は compound 24 と同様の方法で合成した。  

N-((4-((2-(ジメチルアミノ )エチル )カルバモイル )フェニル )カルバモイル

-1,3-ジメチル -1H-ピラゾロ [3,4-b]ピリジン -5-カルボキサミド  

1
H NMR (DMSO-d6) : 2.37 (s, 6H), 2.56 (s, 3H), 2.65 (t, 2H, J = 6.4 Hz), 3.41 

(t, 2H, J = 6.4 Hz), 4.02 (s, 3H), 7.70 (d, 2H, J = 8.7 Hz), 7.87 (d, 2H, J = 8.7 Hz), 

8.41 (t, 1H, J = 5.5 Hz), 9.00 (d, 1H, J = 2.1 Hz), 9.09 (d, 1H, J = 2.1 Hz), 11.02 (s, 

1H), 11.23 (s, 1H). MS m/z 424 (M+1)  

 

Compound 26 (TLK-48462) 

N-((3-クロロ -4-(モルホリン -4-カルボニル )フェニル )カルバモイル )-1,3-ジメ

チル -4-(4-メチルピペラジン -1-イル )-1H-ピラゾロ [3,4-b]ピリジン -5-カルボ

キサミド  

 無水ジクロロメタン (14 mL)中に 4-クロロ -1,3ジメチル -1H-ピラゾロ [3,4-b]

ピリジン -5-カルボン酸  (0.98 g)を加えた懸濁液に、塩化オキサニル  (4.5 mL, 

2 M ジクロロメタン溶液 )、次いで 4 滴の N, N-DMF を滴下した。ガスの発生

が収まった後、更に 4 滴の DMF を加え、この操作を 3 回繰り返した。混合

液を室温にて 45 分間撹拌し、ろ過して痕跡量の不溶物質を除去し、溶媒を

減圧蒸発させた。残渣を 1 時間減圧乾燥し、氷浴で冷却し、水酸化アンモニ

ウム (28% NH3 水溶液 , 20 mL)で処理した（発熱反応に注意すること）。混合

液を 0℃にて 30 分間、室温にてさらに 1 時間撹拌した。ろ過により固体を集

め、水で洗浄し、減圧乾燥によりカルボキサミドを白色粉末として得た。  

4-クロロ -1,3-ジメチル -1H-ピラゾロ [3,4-b]ピリジン -5-カルボキサミド  

(0.1 g)を加熱したトルエン  (30 mL)に溶解し、1 時間共沸した。溶液を室温

まで冷却し、 (2-クロロ -4-イソシアネートフェニル )(モルホリノ )メタノン

(0.13 g)と反応させた。混合液を 16 時間還流し、次いで室温に冷却した。沈

殿した固体をろ過し、メタノールで洗浄し、減圧乾燥して  4-クロロ -N-((3-

クロロ -4-(モルホリン -4-カルボニル )フェニル )カルバモイル )-1,3-ジメチル

-1H-ピラゾロ [3,4-b]ピリジン -5-カルボキサミドを得た。この試料の一部  

(0.057 g)を THF (10 mL)に溶解し、1-メチルピペラジン (0.114 g)と反応させた。

混合液を室温にて 5 時間撹拌し、次いで減圧濃縮した。残渣を水  (10 mL)で

処理し、得られた固体をろ過し、水で洗浄し、減圧乾燥させた。この試料の

一部を水  (5 mL)に懸濁し、1 N の塩酸溶液  (100 L)で処理した。混合液を超

音波処理し、ろ過し、ろ液を凍結乾燥して compound 26 を得た。1
H NMR (400 

MHz, DMSO-d6) : 2.65 (s, 3H), 2.85 (s, 3H), 3.10-3.20 (m, 2H), 3.22-3.39 (m, 
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2H), 3.45-3.90 (m, 12H), 3.95 (s, 3H), 7.36 ( d, 1H, J = 8.0 Hz), 7.55 (d, 1H, J = 

8.0 Hz), 7.82 (s, 1H), 8.43 (s, 1H), 10.72 (brs, 1H), 10.90 (brs, 1H), 11.36 (brs, 

1H).  

 

Compound 27 

Compound 26 と同様の方法で合成した。  

N-((3-クロロ -4-(4-メチルピペラジン -1-カルボニル )フェニル )カルバモイ

ル )-1,3-ジメチル -4-(4-メチルピペラジン -1-イル )-1H-ピラゾロ [3,4-b]ピリジ

ン -5-カルボキサミド 2 塩酸塩  

1
H NMR (DMSO-d6) : 2.49 (s, 3H), 2.51 (s, 3H), 2.66 (s, 3H), 3.19-3.81 (m, 

16H), 3.93 (s, 3H), 7.43 (t, 1H, J = 7.2 Hz), 7.49 (m, 1H), 7.91 (d, 1H, J = 3.7 Hz), 

8.55 (s, 1H), 9.75 (brs, 1H), 10.93 (s, 1H), 12.82 (s, 1H). MS m/ z 570 (M+1) 

 

Compound 28 

Compound 26 と同様の方法で合成した。  

N-((3-イソプロポキシフェニル )カルバモイル )-1,3-ジメチル -4-(2-ピロロリジ

ン 1-イル )エトキシ )-1H-ピラゾロ [3,4-b]ピリジン -5-カルボキサミド塩酸塩  

1
H NMR (400 MHz, DMSO-d6)) : 1.26 (d, 6H, J = 7.8 Hz), 1.80-2.10 (m, 4H), 

2.50 (s, 3H), 3.24 (m, 2H), 3.50-3.80 (m, 2H), 4.17 (s, 3H), 4.59 (seq, 1H, J = 7.8 

Hz), 4.92 (m, 2H), 6.66 (dd, 1H, J = 2.0, 8.0 Hz), 6.96 (brd, 1H, J = 8.0 Hz), 

7.20-7.24 (m, 2H), 8.79 (s, 1H), 10.7 (s, 1H), 12.5 (s, 1H)  

 

１－２）単回急性毒性評価  

日本チャールス・リバー株式会社より購入した６週もしくは７週齢の ICR

雄性マウスを正常マウスとして使用し、被験物質を単回経口投与し、投与後

の一般症状変化を観察した。被験物質投与 24 時間後に麻酔下で回収した血

液をヘパリン処理することで得た血漿サンプルを用い、肝毒性の指標として

用いるグルタミック・オキサロアセティック・トランスアミナーゼ (GOT)お

よびグルタミック・ピルビック・アミナーゼ (GPT)の活性値の変化をトラン

スアミナーゼ CII-テストワコー（和光純薬工業株式会社）を使用して測定し

た。  

 

１－３）２週間反復投与による安全性評価  

 日本チャールス・リバー株式会社より購入した６週もしくは７週齢の ICR
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雄性マウスに、1 日 1 回被験物質を２週間反復経口投与し、一般症状変化を

観察した。投与期間終了後、麻酔下で回収した血液をヘパリン処理すること

で得た血漿サンプルを用い GOT および GPT の活性値の変化をトランスアミ

ナーゼ CII-テストワコー（和光純薬工業株式会社）を使用して測定した。ま

た肝湿重量を測定し被験物質投与による組織重量の変化を評価した。  

 

１－４）薬物動態プロファイル  

被験物質の血漿濃度測定は、液体クロマトグラフィー・タンデム質量分析

法（LC/MS/MS 法）を用いて行った。採取した血漿 20 L をメタノール  20 L、

内標準物質標準液  (1000 ng/mL) 10 L および 5 mM 酢酸アンモニウム /アセ

トニトリル (3/7)溶液  50 L で前処理し、混和後に遠心分離した上清を

LC/MS/MS 用試料とした。LC は、2690 alliance (Waters 社 )を使用し、カラム

は Cadenza CD-C18 4.6 x 50 mm (Imtakt 社 )を用いて流速  0.7 mL/min で測定し

た。また MS には LCQ Deca XP Plus (Thermofisher Scientific 社 )を使用した。

LC/MS/MS のデータは質量分析計内蔵ソフト（Xcalibur 社）により得られた

内標準物質ピーク面積に対する測定対象物質ピーク面積比と設定濃度より

直線式を求め検量線を作成し，血漿中濃度を算出した。  

投与後 24 時間までの血漿濃度推移より、血漿中総薬物濃度  (AUC)を算出

し、静脈内投与時の AUC と経口投与した際の AUC よりバイオアベイラビリ

ティを以下の式より算出した。  

 

F = (AUCp.o./AUCi.v.) x (Di.v./Dp.o.) 

AUC p.o：経口投与時の血漿中総薬物濃度、AUCi.v.：静脈投与時の血漿中総

薬物濃度、Di.v.：静脈投与時の投与量、Dp.o.：経口投与時の投与量  

 

定常状態における分布容積（Vdss）は、ノンコンパートメント解析法によ

り以下の式で算出した。  

 

Vdss = MRT x Di.v./AUCi.v. 

MRT：平均滞留時間  

 

１－５）TPSA 値の算出  

TPSAは、Ertl P.らが提唱している原理 (1)に基づき、Daylight SMILES Toolkit 

(Daylight Chemical Information System 社製）を使用して化合物構造情報を入
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力し算出した。なお TPSA 値は、分子の表面にある極性基の面積の総和を示

しており、構造内に含まれる [NH2]-や [OH]-等の極性フラグメントに割り当

てられたパラメーター値の総和に基づいて算出される。  

 

１－６）LogD 値の算出  

イオン化可能な官能基を持つ化合物のイオン化フォーム混合率は、pH に

依存しており、カルボン酸やアミンのようなイオン性官能基を持つ場合は、

水相の pH によってオクタノール /水分配係数 (LogP)は大きく変化する。各々

の pH に応じた LogP の値を示したものが pH 依存オクタノール /水分配係数  

(LogD)である。LogD は、ACD/Labs 社の ACD/Physchem History を使用して

化合物情報を入力することで、pH7.4 の LogＤ値を計算した。なお LogＤ値

は、Hanscha C．らが提唱している原理 (2)に基づき算出されている。  

 

１－７）各種ケモカインよる細胞遊走への阻害活性評価（選択性評価）  

各種ケモカインによる細胞遊走に対する阻害活性の評価は、第３章、第３

節、第１項、１－４）に準じて行った。  

ラットおよびマウス脾細胞を用いて、 rat CCL2 および mouse CCL2（ぺプ

ロテック社）により誘導される細胞遊走に対する阻害作用を評価した。方法

は、第２章、第１節、第１項、１－１）に準じて行った。  

 

１－８）細胞毒性  

 第２章、第１節、第１項、１－２）に準じて行った。  

 

１－９）バインディング・アッセイ  

 第２章、第３節、第１項、１－１）に準じて行った。  

 

１－１０）Ca
2+

 mobilization 

 第２章、第３節、第１項、１－２）に準じて行った。  
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第２項  結果および考察  

SKL-02886 は、コラーゲン関節炎において予防効果を示したが、安全性評

価の結果、マウス急性毒性評価試験によって、500 mg/kg の単回経口投与で

自発運動の低下が認められた。SKL-02886 を 1000 mg/kg と増量して投与量

をあげた場合にも、痙攣や挙尾反応が生じ、用量依存的な中枢性作用を示す

ことが明らかとなった。更に血液生化学検査の結果では、GOT および GPT

の上昇が 500 mg/kg の経口投与から認められ肝機能への影響が懸念された

(Table 4-1)。  

 

Table 4-1. SKL-02886 単回急性毒性結果 (各投与量１匹使用 ) 

投与量  
GOT 

(IU/L) 

GPT 

(IU/L) 
一般症状の変化  

Control 37 29 - 

500 mg/kg 298 102 自発運動の低下  

1000 mg/kg 444 209 痙攣、挙尾反応  

 

実際にその後にマウスで実施した 2 週間反復安全性評価試験では、更に低

用量の 300 mg/kg から GOT および GPT 値の有意な上昇が認められた他、肝

重量の増加が見られた（Table 4-2）。関節炎モデルでの SKL-02886 の薬効用

量は 30 mg/kg であることから安全域は 10 倍以下となり、安全性の改善が必

要となった。  

 

Table 4-2. SKL-02886 の２週間反復投与による安全性評価  

投与量  

(mg/kg) 

使用  

引数  

GOT 

(IU/L) 

GPT 

(IU/L) 

肝湿重量  

(g/100 g body weight) 

Control 5 43.2 ± 4.9 30.8 ± 5.3 4.16 ± 0.29 

100  5 56.4 ± 12.1 43.8 ± 6.9 5.08 ± 0.45 

300  5 235.0 ± 87.3** 396.8 ± 251.2**   7.66 ± 0.34** 

** P < 0.01: Control 群に比し (student’s test) 

 

そこで SKL-02886 の類縁構造をもつ１２化合物のマウス急性毒性試験を

実施し化合物の極性表面積 (TPSA)､ pH を考慮したオクタノール水分配係数

である LogD、および分布容積 (Vdss)等の薬物動態プロファイルと GPT 値と

の関係性を調べた (TPSA は化合物の腸管からの吸収性の指標として使用さ
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れ、LogD 値は化合物の脂溶性の指標として用いられる。また Vdss は組織移

行性の高い化合物ほど高い数値を示す )。  

なお化合物ごとでバイオアベイラビリィティ (BA)が異なるため、GPT 値は

BA で除した数値を使用して比較することとした。その結果を Table 4-3 と

Figure 4-1, 4-2, 4-3 に示した。  

 

Table4-3. GOT と TPSA, LogD,および Vdss との関係  

化合物名 構造式 TPSA LogD Vdss GOT/BA 

SKL-02886 

 

105 1.21 9.93 15.0 

18 

 

 

105 0.33 12.8 12.0 

19 

 

 

105 2.4 16.2 45.8 

20 

 

 

104.6 -0.06 8.5 4.0 

21 

 

 

101.8 2.03 7.68 28.4 

22 

 

 

101 2.86 6.77 48.4 

23 

 

 

111 2.44 5.5 4.0 
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Table4-3. (続き )  GOT と TPSA, LogD,および Vdss との関係  

化合物名 構造式 TPSA LogD Vdss GOT/BA 

24 

 

 

112.5 1.134 2.26 5.9 

25 

 

 

121.3 0.36 0.782 3.6 

26 

(TLK-48462) 

 

125 0.09 2.26 5.9 

27 

 

 

119 0.52 5.26 2.0 

28 

 

110.6 2.44 7.48 7.9 
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Figure 4-1. GPT と TPSA の関係  
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Figure 4-2. GPT と LogD の関係  
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Figure 4-3. GPT と Vdss の関係  
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結果として、いずれも高い相関性は示していないものの TPSA が 110 以下

で、 logD 値が 2 以上の数値を示す化合物では GPT 値が高くなる傾向が認め

られた。この解析結果をもとに、SKL-02886 の類縁構造の中から LogD 値の

低い化合物を選択し安全性評価を実施することにした。なお TPSA が高い数

値になるほど、腸管からの化合物の吸収は低下する傾向があることから、

TPSA の上限は 125 として化合物を選択した。この条件を満たす化合物とし

て選択されたものが TLK-48462 (Compound 26)である（Figure 4-4.）。  

 

 

 

TLK-48462: IC50= 1.2 M, CC50> 50 M 

TPSA: 125, logD: 0.10 

 

Figure 4-4．  TLK-48462 の構造式と CCR2 アントゴニスト活性  

 

TLK-48462 は LogD 値が 0.10 であり、SKL-02886 の LogD 値と比較すると

１０分の１以下となる化合物である。この化合物を用いて２週間反復投与に

よる安全性評価試験を実施した。その結果、TLK-48462 は 500 m/kg の投与

量まで、GOT 値、および GPT 値の上昇は認められず、SKL-02886 で見られ

た肝湿重量の増加も認められないことから、肝毒性を回避していることを確

認した (Table 4-4)。また一般症状観察においても、500 mg/kg の投与量まで痙

攣や挙尾反応は認められず、行動量の低下もみられないことから、中枢作用

も回避できたことを確認した。  
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Table 4-4. TLK-48462 の２週間反復投与による安全性評価  

投与量  

(mg/kg) 

使用  

引数  

GOT 

(IU/L) 

GPT 

(IU/L) 

肝湿重量  

(g/100 g body weight)  

Control 5 55.8 ± 21.0 27.4 ± 5.7 4.90 ± 0.11 

50  5 50.2 ± 6.0 26.6 ± 3.8 4.58 ± 0.35 

150 5 52.6 ± 24.9 31.2 ± 17.4 4.78 ± 0.27 

500  5 51.0 ± 11.6 27.4 ± 6.6 4.69 ± 0.35 

 

SKL-02886 および TLK-48462 の薬物動態プロファイルを Table 4-5 に示す。

TLK-48462 は、SKL-02886 と比較して、BA はやや低下するものの組織移行

性が SKL-02886 と比較して低い特徴を示す。この結果、脳移行性の指標とし

て使用している脳中薬物濃度と血中薬物濃度の比 (B/P ratio)は SKL-02886 よ

りも低くなっている。この組織移行性が改善された結果、組織局所での薬物

濃度が減少し中枢毒性や肝毒性回避を回避できたと考察された。  

 

Table 4-5. SKL-02886 および TLK-48462 の薬物動態プロファイル  

Compound LogD TPSA Vdss BA (%) B/P ratio 

SKL-02886 1.21 105 9.93  60.5   0.956 

TLK-48462 0.10 125 2.01 21 0.2 

 

次に TLK-48462 の各種ケモカイン誘導の細胞遊走に対する阻害活性の結

果を Table 4-6 に示す。TLK-48462 は、CCL2 誘導の THP-1 細胞の細胞遊走に

対する阻害活性が IC50 値で 1.2 M であり、CCR5 が介する細胞遊走に対し

てもアンタゴニスト活性を示す (IC50値 1.8 M)｡SKL-02886と比較した場合、

活性強度は劣るものの安全性に優れた CCR2/CCR5 アンタゴニストである。  
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Table 4-6. 各種ケモカイン誘導の細胞遊走に対する TLK-48462 の阻害活性

比較  

ケモカイン  ケモカイン  

受容体  

細胞種  ケモタキシス  

IC50 (M) 

CCL2 CCR2 THP-1    1.2 

CCL2 CCR2 PBMC    1.0 

CCL3 CCR1, CCR5 PBMC >10 

CCL4 CCR5 PBMC    1.8 

CCL17 CCR4 CCR4-transfected 

THP-1 

>10 

CXCL8 CXCR1, CXCR2 PMN >10 

 

なおバィンディング･アッセイおよび細胞内カルシウム流入を評価した結

果からは、TLK-48462 は TLK-19705 と同様に CCL2 の CCR2 への結合を阻害

せず (Figure 4-5)、CCL2 誘導のカルシウム流入も阻害しないことを確認して

いる (Figure 4-6)。  
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Figure 4-5. 
125

I ラベル CCL2 結合能に対する TLK-48462 の作用  
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Figure 4-6. CCL2 誘導のカルシウム流入に対する TLK-48462 の作用  
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第２節  アジュバント関節炎における TLK-48462 の効果  

 

第１項  実験方法  

１－１）アジュバント関節炎ラットに対する作用  

日本チャールス・リバー株式会社より購入した Lewis ラット雌性 6 週齢を

1 群 8 匹で使用した。Mycobacterum butyricum/ Incomplete Freund adjuvant 0.3 

ml (1 mg/body)をラットの右足足蹠皮下に注射し感作した。予防効果検証試

験では、被験物質は投与初日から開始し、治療効果検証試験では感作 10 日

目より被験物質の投与を開始した。TLK-48462 は 1 日 2 回、連日経口投与し、

陽性コントロールとして使用した MTX は 1 日 1 回の隔日投与で実施した。

非処置足の容積を足跡容積測定装置 PLETHYSMOMETER を用いて設定した

日時で測定した。  

関節炎による後肢足蹠部の腫脹は、水置換法（足蹠浮腫法）にて測定し以

下の計算式により算出し浮腫率  (%) (Increase in footpad volume)として表し

た。  

浮腫率  (%) = （各測定値－接種前測定値） /（接種前測定値）x 100 

 

１－２）実験結果の検定  

 第２章、第４節、第１項、１－３）に準じて行った。  
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第２項 実験結果および考察  

 アジュバント関節炎における TLK-48462 の予防効果を検証した際の後肢

足蹠部の浮腫の推移を Figure 4-7 に、試験最終日における後肢足蹠部の浮腫

率を各群で比較した結果を Figure 4-8 に示した。TLK-48462 は用量依存的に

アジュバント関節炎の病態進行を抑制した。投与最終日における浮腫率の評

価においても 2 mg/kg の投与において有意な病態進行の抑制効果が確認でき

る。一方、MTX は 0.2 mg/kg の投与においてほぼ完全にアジュバントにより

誘発される関節炎の発症を抑制する結果となった。  

 TLK-48462 は、SKL-02886 と比較すると BA は３分の１に低下しているの

にも関わらず (Table 4-5)、本評価において 2 mg/kg の投与量で有意な病態進

展抑制効果を示した。試験間ごとで使用した病態モデルの進行度が異なるた

め、効果を示すのに必要な用量が変化することも考えられるが、その他の原

因として、ラットおよびヒト間で阻害活性に種差がある可能性も考えられた。

そこで SKL-02886 と TLK-48462 のヒトおよびラット間での阻害作用を比較

した。その結果を Table 4-7 に示す。 rat CCL2 によるラット脾細胞の細胞遊

走に対する TLK-48462 の阻害活性は、 IC50 値で 0.4 M であることから、

rat/human の阻害強度の比は 0.333 となり、ほぼ同等の阻害活性を示すこと

を確認した。一方、 rat CCL2 によるラット脾細胞の細胞遊走に対する

SKL-02886 の阻害活性は IC50 値で 10.0 M であり、rat/human の阻害強度の

比は 125 倍と阻害作用に種差があることが明らかとなった。また SKL-02886

は、mouse CCL2 によるマウス脾細胞の細胞遊走に対する阻害活性も IC50 値

で 12.0 M であり、ラットでの結果と同様、マウスにおいても種差が存在す

ることが明らかとなった。一方、Copound 1 および TLK-19705 は、マウス脾

細胞の細胞遊走に対する阻害活性は IC50 値でそれぞれ、8.7M（ rat/human 

の阻害強度の比：2.23）､1.4 M（ rat/human の阻害強度の比：2.00）となり

ヒト /マウス間でほぼ同等の阻害活性を示すことを確認している。  

SKL-02886 でのみ、細胞遊走阻害作用の強度に種差が生じる理由について

は不明であるが、関節炎モデルにおいて有効な効果を発揮するのに

TLK-48462 よりも多くの投与量が必要であった理由には阻害活性の種差の

問題が影響したものと考えている。  
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Figure 4-7. 後肢足蹠部の浮腫の推移（予防効果）  
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Figure 4-8. Day28 における後肢足蹠部の浮腫率の比較（予防効果）  

 

Table 4-7. ラットおよびヒト CCL2 誘導の細胞遊走に対する阻害活性比較  

化合物名  

IC50 (M) 
Ratio 

rat/human 
human CCL2/CCR2 

(THP-1) 

rat CCL2/CCR2 

(ラット脾細胞 ) 

SKL-02886 0.08 10.0 125 

TLK-48462 1.2 0.4 0.333 

 

TLK-48462 の治療効果を検証した際の後肢足蹠部の浮腫の推移は Figure 

4-9 に示し、試験最終日における浮腫率は、Figure 4-10 に示した。  

TLK-48462 および MTX とともに、アジュバント投与により誘発される浮

腫を抑制する傾向を示したが、いずれも有意な差としては認められなかっ

た。先の SKL-02886 を用いた治療効果同様に、病態発症後の治療効果は関

節リウマチ治療薬として使用される MTX でも効果を確認することが難し

いと考えられるが、予防効果での検証結果を含め考えると、TLK-48462 で

認められる病態発症初期における抑制効果も、MTX が著効していることを
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考えれば、単独使用で MTX 以上の効果を示すことは難しいと思われる。  
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Figure 4-9. 後肢足蹠部の浮腫の推移（治療効果）  
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Figure 4-10. Day28 における後肢足蹠部の浮腫率の比較（治療効果）  
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第３節  疼痛モデルにおける TLK-48462 の効果  

序論  

慢性疼痛である炎症性疼痛では、炎症局所により産生されるヒスタミンや

ブラジキニン、サブスタンス P により血管透過性が亢進することで炎症性の

浮腫が生じるとともに、痛覚過敏反応などが惹起される。更に慢性炎症組織

における疼痛発生部位には、マクロファージの他、メモリーT 細胞の浸潤も

認められている。これらの浸潤細胞には、CCR2 が発現していることから、

CCL2 が疼痛発生に関与することが推測されている。  

実際に CCR2 KO マウスでは、ホルマリンを起炎物質とした炎症性疼痛モ

デルにおいて、痛覚過敏反応が減少することが報告されている (3)。この他に

も、慢性疼痛の後根神経節では CCR２の発現が上昇しており、マクロファー

ジの浸潤が観察されていることから、CCL2/CCR2 シグナル・パスウェイを

抑制することで、炎症性疼痛を改善できる可能性が考えられる。  

更に脊髄ミクログリアには CCR2 が発現していることも報告されており、

障害時に誘導される CCL2 がミクログリアを活性化することで痛覚過敏を引

き起こす可能性も示唆されている。実際、CCR2 KO マウスでは坐骨神経部

分結紮によるアロディニアの発症を有意に抑制することが報告されている  

(3)。このモデルは神経因性疼痛モデルの一つと考えられていることから、

CCR2 アンタゴニストが神経因性疼痛に対しても有効な治療手段となる可能

性が示唆されている。そこで本研究では二つの疼痛モデルを用いて

TLK-48462 の抗疼痛作用を検証することにした。  
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第１項 実験方法  

１－１）ホルマリンモデルに対する抑制作用  

６週齢の ICR 雄性マウス (日本クレア )を用いてホルマリン疼痛に対する作

用を評価した。マウス左足蹠部に１％ホルマリン 25 L を注射し、licking と  

lifting の時間 (秒 )を 5 分毎に測定した。被験物質は、設定した用量をホルマ

リン投与前日、および実験当日の 2 回経口投与した。ホルマリン投与による

疼痛は二相性の痛みを誘導することが知られていることから (4)、ホルマリン

投与後 0 分から 10 分までに起きる疼痛反応を第１相とし、ホルマリン投与

後 15 分から 45 分の間におきる疼痛反応を第２相として定義した。被験物質

の効果は、0 分から 10 分までに生じる licking と lifting 時間の総和（第１相

疼痛反応）と、15 分から 45 分の間に生じる licking と lifting 時間の総和（第

２相疼痛反応）をコントロール群と比較し統計解析処理を行うことで評価し

た。  

 

１－２）カラゲニンモデルに対する抑制作用  

１０週齢の Wistar 雄性ラットを用いてカラゲニン疼痛に対する作用を評

価した。左の後肢足蹠部に１％カラゲニン 0.1 mL を注射し、2 時間および 4

時間後に Randall-Selito 法 (5)により疼痛閾値  (g)を測定した。被験物質は設

定した用量を、カラゲニン投与前日、および実験当日の 2 回経口投与した。 

 

１－３）実験結果の検定  

 第２章、第４節、第１項、１－３）に準じて行った。  
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第２項 試験結果  

２－１）ホルマリンモデルに対する TLK-48462 の効果  

ホルマリンモデルは、ホルマリンの足底面への投与により二相性の痛みを

誘導することが知られている (4)。第１相の反応はホルマリンによる知覚神経

終末への直接的刺激によるものと考えられ、第 2 相は、ホルマリンによる組

織侵害の結果おこる炎症が知覚神経を刺激することでおこると考えられて

いる。試験結果を Figure 4-11 および Figure 4-12 に示す。コントロール群で

は、ホルマリン投与により第１相の疼痛行動が 10 分以内に置き、第２相の

疼痛行動がホルマリン注射後 15 分から開始していることが確認できる

(Figure 4-11)。TLK-48462 は、10 mg/kg の投与によりホルマリン投与により

誘発される第 1 相および第 2 相の疼痛反応を有意に抑制した (Figure 4-12)。

一方陽性対照として用いた非ステロイド性抗炎症薬であるインドメタシン  

(IDM) (Figure 4-13)は、第２相の疼痛行動を有意に抑制するが、第１相の疼

痛行動に対しては抑制効果を示さなかった。  
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Figure 4-11. ホルマリン疼痛に対する TLK-48462 の効果  
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Figure 4-12. ホルマリン疼痛第１相および第２相に対する TLK-48462 の効

果  

 

 

Figure 4-13. インドメタシンの構造  
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２－２）カラゲニンモデルにおける TLK-48462 の効果  

TLK-48462 がホルマリンモデルで抗疼痛作用を示したことから、他の炎症

性疼痛モデルでも TLK-48462 の効果を検証することにした。カラゲニンモデ

ルは、カラゲニンを後肢足蹠部に皮下注して作製するが、ホルマリンと異な

り、カラゲニン自体には刺激作用はなく炎症反応が進行することで疼痛が生

じるモデルである。またその炎症反応は数時間にわたり持続することも知ら

れていることから (4)、評価はカラゲニン投与後、2 時間および 4 時間の 2 回

疼痛閾値の変化を測定した。試験結果を Figure 4-14 に示す。TLK-48462 は、

カラゲニン投与後 2 時間および 4 時間のいずれにおいても有意に痛みを感じ

る閾値を増加させ、カラゲニン投与により生じる疼痛反応に対して抑制効果

を示した。  
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Figure 4-14. カラゲニン疼痛に対する TLK-48462 の効果  
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第３項 考察  

 本研究により、TLK-48462 がホルマリンモデルおよびカラゲニンモデルに

おける疼痛作用に対して抑制効果を示すことが明らかとなった。二つのモデ

ルは炎症性疼痛モデルとして使用されているが、ホルマリンモデルはカラゲ

ニンと異なり二相性の疼痛行動を起こすことが知られている (4)。ホルマリン

投与により起きる第１相の疼痛反応は、炎症反応により起こる第２相の疼痛

と異なりホルマリンの知覚神経終末への直接的刺激により起こると考えら

れている (6)。このため第１相における疼痛反応に炎症細胞の遊走が関与する

可能性は低いと思われる。興味深いことに TLK-48462 は、ホルマリンによる

第１相の疼痛反応に対しても抑制効果を示した。このことは TLK-48462 の疼

痛抑制作用に単球・マクロファージの浸潤抑制作用以外の作用が存在するこ

とを示唆している。  

 最近、アストロサイトや神経において CCR2 が発現していることが報告さ

れた (7,8)。また脊髄後角神経を用いた研究では、中枢神経系における興奮性

シナプス伝達に関与する N-methyl-D-aspartate (NMDA)受容体を CCL2 が数分

以内で活性化することも報告されていることから (8)、神経とミクログリア、

神経とアストロサイト間およびシナプス伝達のシグナリングに CCR2 が関与

する可能性が示唆されている (3,7,8)。この他に、CCR1 や CCR5 のリガンド

である CCL5 が、痛みの伝達を抑制するオピオイド受容体の作用を阻害す

ることも報告されている (9)。以上の報告を考えると TLK-48462 は、CCL2 あ

るいは CCL5 が介する神経間のシグナリング伝達を抑制することで、ホルマ

リン疼痛モデルの第１相の疼痛反応を抑制した可能性が考えられる (Figure 

4-15)｡今後、神経因性疼痛モデルでの詳細な検討が必要ではあるが、

CCR2/CCR5 アンタゴニストの神経因性疼痛治療剤としての開発の可能性が

本研究で、示唆されたものと考えている。  
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Figure 4-15. 疼痛反応に対する CCR2/CCR5 アンタゴニストの制御部位予想  
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第４節 まとめ  

安全性評価の結果、SKL-02886 が中枢作用および肝障害作用を示すことが

明らかとなったことから、これらの作用を回避する化合物探索を行った結果、

新たに TLK-48462 を創出した。TLK-48462 はアジュバント関節炎モデルにお

いて病態進展を抑制する効果を示す他、ホルマリン疼痛およびカラゲニン疼

痛モデルにおいて抗疼痛作用を示すことを新たに明らかとした。  
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第５章  結語  

ケモカインは、白血球の遊走活性を有するポリペプチドの総称である。

CCL2 は、2 つのシステイン残基が連続する CC ケモカインに属し、細胞膜 7

回膜貫通型レセプターに属する CCR2 を受容体とする。CCL2 は内皮細胞、

線維芽細胞、平滑筋、単球および脂肪細胞等から分泌され、炎症病変部位へ

の単球及びマクロファージの集積を促進する。現在いくつかの CCR2 アンタ

ゴニストが、肝線維症、糖尿病性腎症、多発性硬化症などの炎症性疾患の治

療剤として開発が試みられているが、いまだ臨床応用に至っていない。  

 プロパゲルマニウムを成分とする PG は、B 肝慢性肝炎の治療剤であり、

CCR2 アンタゴニストとしても生体内で作用することが分かっている。その

安全性と利便性より、PG は CCR2 アンタゴニストの治療剤としての有効性

を評価するためのツールとしても使用され、脂肪肝、動脈硬化、腎線維症、

腎虚血再灌流障害、および糖尿病性糸球体硬化症のモデルで効果を示すこと

が報告されてきている。また PG は、CCL2 の CCR2 への結合を阻害せず、

CCL2 が介する細胞内カルシウム流入に作用することなく単球の遊走を選択

的に阻害するユニークな CCR2 アンタゴニスト活性を示す薬剤であることも

知られている。  

 CCR2 が属する class A GPCR は、リガンド結合部位とは異なるアロステリ

ックな制御に関する報告が多くなされ、GPCR の制御方法として以前から応

用されている。PG も CCL2 の CCR2 への結合を阻害しないことから、アロ

ステリックな制御により単球の遊走を選択的に阻害するものと考えている。 

 本研究では、医薬として必要な要件は PG のような阻害様式を持つことで

あるという考えを基に、低分子 CCR2 アンタゴニストを探索した。更に、そ

の探索ツールとしてテリック社の TRAP 技術を活用し研究を開始した。以下

本研究の成果を統括する。  

＜新規低分子 CCR2 アンタゴニストの探索＞  

 本研究では、TRAP 技術を用いた探索研究によりヘテロアロイルフェニル

ウレアを基本構造とする新規 CCR2 アンタゴニストを見出した。一群の化合

物群の中で、ヒト単球由来細胞である THP-1 細胞を用いた CCL2 誘導のケモ

タキシス・アッセイにおいて TLK-19705 は、遊走阻害活性が IC50 値で 0.70 

M と高活性を示す化合物であり、選択性試験からは CCR5 にもアンタゴニ

スト活性を示すことが明らかとなった。更に初期の目的に合致した PG と同

様にユニークな阻害様式を示した。即ち、これらの化合物が、CCL2 の CCR2

への結合を阻害せず、かつ CCL2 誘導のカルシウム流入にも影響しないこと
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を確認した。Class A に属する GPCR のアロステリック・サイトには、第２

および第３ループ近傍の細胞外ドメインが寄与することが報告されている。

またロドプシン様受容体では、細胞外側のアミノ酸残基も G タンパク質の結

合に関与することが示唆され、特に第３ループ上の 279番目のグルタミンは、

Gi の結合に影響する可能性が考えられている。ケモカインによる細胞遊走は、

Gi を介して起こるとされていること、更に CCR2 と CCR5 の第３ループは約

70%のホモロジーを持つことから、この第３ループ領域がアロステリックな

制御に関与する可能性が考えられた。そこで遊走阻害メカニズムの検討試験

として第３ループの影響を検討した結果、第３ループの部分ペプチド構造が

TLK-19705 の遊走阻害活性を抑制することが明らかとなった。以上より本研

究で見出した新規 CCR2 アンタゴニストは、第３ループ領域と相互作用する

ことでアロステリックな活性制御を示すことが示唆された。  

また本研究では、TRAP 技術による化合物ライブラリーの絞り込みを行っ

た後、スクリーニング試験にファンクショナル・アッセイを採用しヒット化

合物を得てきた。結果としてアロステリックな活性制御をする化合物を獲得

できたことから、この TARP 技術はファンクショナル・アッセイと組み合わ

せることでアロステリックな活性制御をする低分子化合物の探索に今後も

有効な手段となることが確認できた。  

＜代謝抑制と安全性の改善＞  

 糖尿病性腎症および動脈硬化の病態モデルにおいて、TLK-19705 は、病態

進展を抑制する効果を示したが、その後の研究により生体内での安定性が悪

いことが明らかとなった。TKL-19705 は、アシルウレアをリンカーとしてピ

ラゾロピリジン基とフェノール基を持つ化合物であるが、それぞれにヒドロ

キシル化がおきていたことから、最適化を進める上でヒドロキシル化を防ぐ

ことが重要と考えて更なる展開を進めた。その結果、新たに得た化合物が

SKL-02886 である。SKL-02886 は、ケモタキシスの阻害活性の指標である

IC50 値が 0.08 M と TLK-19705 に対して 8.8 倍活性が向上し、かつピラゾロ

ピリジン基のヒドロキシル化を防ぐために塩を形成する残基を導入するこ

とで 10 倍近く溶解度が改善した化合物である。しかしながら、SKL-02886

は中枢毒性や肝毒性など安全性の課題をもつことが新たに明らかとなり、安

全性を改善する必要が生じた。そこで SKL-02886 の類縁構造の急性毒性試験

を実施し薬物動態プロファイルと肝毒性の関連を調べたところ、脂溶性の指

標である logD 値が 2 以上の数値を示す化合物で、肝毒性の指標である GPT

値が高くなる傾向が示された。この解析結果を基に類縁構造の中から logD
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値の低い TLK-48462 を選択し安全性の評価を実施し、TLK-48462 は肝毒性お

よび中枢毒性を生じないことを確認した。TKL-48462 は SKL-02886 と比較す

ると logD 値が低く、中枢および肝への組織移行性が改善されたことで安全

性が確保されたものと考察された。  

 TLK-48462 は、アジュバント誘発関節炎モデルで病態進展抑制効果を示す

ことから、安全性を改善しつつ炎症性疾患モデルで効果を示す化合物である。

本研究で新たに得た化合物は、炎症性疾患の病態進行を抑制する手段として

有用であること、更には炎症疾患における CCR2 および CCR5 を介したシグ

ナル・パスウェイの重要性を証明している。その一方で病態が進行したステ

ージにおける治療の際は、単球・マクロファージの浸潤抑制が CCR2/CCR5

アンタゴニストの単独での使用では十分抑制できないことも示唆された。  

しかし、TLK-48462 の抗疼痛効果の検証においては、CCR2/CCR5 アンタ

ゴニストが細胞遊走抑制作用以外の機序も有することが示唆されている。

CCR2 KO マウスでの報告や本研究以外にも CCR2 が炎症性疼痛の他に神経

因性疼痛において重要な役割を担っていることが示唆されており (1-3)、今後

中枢神経系における CCR2 および CCR5 を介したシグナル・パスウェイの役

割が更に明らかとなってくることで、CCR2/CCR5 アンタゴニスの疼痛治療

剤として新たな可能性が検証されることを望む。  

本研究の発端となった PG の詳細なメカニズム解析は、その構造の不均一

性から十分進んでいないが、本研究で得たヘテロアロイルフェニルウレア誘

導体はアロステリックな制御をする低分子 CCR2/CCR5 アンタゴニストであ

り、作用機序検討に有用なツールとして使用できると考える。本研究結果か

らは、細胞外第３ループを介したアロステリックな制御が示唆されるが、今

後は細胞内因子への作用も含め作用機序検討が進むことで、CCR2 および

CCR5 が介するシグナル伝達の機構が更に解明されていくことを望む。  
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