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 ブルトン型チロシンキナーゼ（BTK）に対する高選択的阻害剤の探索と臨床

開発化合物の創製 

論文要旨 

川畑亘 

序論 

ブルトン型チロシンキナーゼ(Bruton’s Tyrosine Kinase: BTK)は B 細胞受容体シグナル伝

達において重要な役割を果たしており、B 細胞の分化・増殖に必須な分子である。また BTK

は FcγRIII 下流において炎症誘発性サイトカインの産生に関与している。これらのことか

ら BTK 阻害剤にはＢ細胞リンパ腫、慢性リンパ性白血病、アレルギー疾患、自己免疫疾患、

炎症性疾患に対する治療効果が期待できる。現在、多くの製薬企業や研究機関において BTK

阻害剤の研究・開発が行われており競争が激化している。2013 年のイブルチニブ(Ibrutinib)

の承認を皮切りに現在までに４剤の BTK 阻害薬が上市されているが、これらは BTK の

ATP 結合サイト近傍の 481 番目のシステイン残基と共有結合を形成し BTK を不活性化さ

せる不可逆的阻害剤である(Fig. 1)。これら不可逆的 BTK 阻害剤は非常に強力で持続的な

薬効を発揮することができる一方

で、さまざまな生体成分とも非特

異的に結合してしまう事や BTK

と同様にシステイン残基を有する

オフターゲットキナーゼも阻害す

る。イブルチニブが阻害するオフ

ターゲットの中でも特に EGFR の阻害が臨床において高頻度でみられる副作用、下痢の原

因となっていることが報告されている。このような副作用への懸念から不可逆的 BTK 阻害

剤の慢性疾患への適用は難しく、現在上市されている不可逆的 BTK 阻害剤 4 剤はすべてガ

ン領域への適用に限られている。さらに、不可逆的 BTK 阻害剤の課題として、BTK のシス

テイン残基からセリン残基への変異(C481S 変異)とそれに伴う薬剤耐性が挙げられる。す

なわち、システインがセリンに置き換わることにより不可逆的阻害剤が BTK に結合できな

くなり、結果阻害活性が低下することになる。実際に臨床においてイブルチニブの長期間の

投与によりイブルチニブが効かなくなる、再発するといった症例が多く報告されている。こ

のような共有結合型の不可逆的 BTK 阻害剤の問題点から、非共有結合型の可逆的な BTK

阻害剤のニーズは高い。 

本研究ではターゲットキナーゼである BTK に対して選択性が高く、可逆的に BTK を阻害

Fig.1 Ibrutinib の構造と BTK の不可逆的阻害の模式図 



する次世代の BTK 阻害剤を探索し、現状の BTK 阻害剤の課題を克服した AS-0871 と AS-

1763 の 2 剤を臨床開発化合物として見出すことに成功した。実際に、イブルチニブと本研

究にて見出した BTK 阻害剤 AS-0871 のキナーゼ（310 種）に対するパネルアッセイでは、

イブルチニブが 26 種のキナーゼを阻害するのに対し、AS-0871 は高い選択性を示し、2 種

キナーゼのみを阻害した。第 1 章では選択性の高い BTK 阻害剤を取得するためのスクリー

ニング方法として、不活性型 BTK に特有な疎水ポケットに選択的に結合する蛍光プローブ

をデザイン・合成し、そのプローブを用いた競合結合アッセイの開発について述べる。第 2

章では社内プロジェクトから見出されたリード化合物を基にした合成展開から見出したア

ミノトリアジン構造を有する BTK 阻害剤 AS-0871 の創製について述べる。第 3 章では活

性型 BTK とリンパ腫由来細胞に対するスクリーニングにより見出したピロロピリミジン構

造を有する BTK 阻害剤 AS-1763 の創製について述べる。 

 

第1章 高選択的 BTK 阻害剤取得のための競合結合アッセイ法の開発 

これまでに報告されているキナーゼ阻害剤の多くはキナーゼの ATP 結合サイトに相互作用

するようにデザインされているが、一般的に活性型キナーゼの ATP 結合サイトの構造はキ

ナーゼ間で類似しており、各キナーゼに対する選択性を示す阻害剤を見いだすことは非常

に困難である。しかし近年、不活性型キナーゼを阻害する化合物がより高いキナーゼ選択性

を示すという報告がある。そこで本研究では高選択的な BTK 阻害剤の創製を目的とし、不

活性型 BTK の阻害剤を探索する為の競合結合アッセイ法の構築を行なった。2011 年に報

告された BTK 阻害剤である CGI1746 と不活性型 BTK との共結晶構造の情報から、

CGI1746 の構造と環境依存型の蛍光団である NBD(Nitrobenzoxadiazole)基を有する蛍光

プローブ 1 をデザイン、合成を行なった(Fig.2)。この蛍光プローブ 1 は不活性型 BTK に結

合した際に蛍光を示し、不活性型 BTK から乖離した際には蛍光が消失するという特性を示

した。次にこの蛍光プローブを用いた BTK 阻害剤のスクリーニングの可能性を検証した。

不活性型キナーゼと親和性が高いと報告がある部分構造とキナーゼのヒンジ部分と相互作

用する事が予想されるフラグメントを組み合わせた『キナーゼ阻害剤指向型化合物ライブ

ラリ』に対し競合結合アッセイを実施したところ、t-ブチルフェニル基を有する化合物がヒ

ット化合物として同定された。t-ブチルフェニル基は CGI1746 および蛍光プローブ 1 に共

通にみられる疎水性基であり、不活性型 BTK に特異的に観測される H3 ポケットに相互作

用することが報告されている。ヒット化合物も同様に t-ブチルフェニル基が H3 ポケットに

相互作用していると考えられる。このように蛍光プローブ 1 により、不活性型 BTK の H3

ポケットを特異的に認識する事により不活性型 BTK の阻害剤をスクリーニングできること

が示唆された。 



 

Fig.2 蛍光プローブを用いた競合結合アッセイの概念図と蛍光プローブ 1 の構造 

 

第2章 自己免疫疾患の治療薬を目指した BTK 阻害剤 AS-0871 の創製 

カルナバイオサイエンスにおける創薬プロジェクト『SYK/BTK デュアル阻害剤』の探索過

程において見出されたアミノピリミジン化合物 2に対し BTK 選択的阻害剤への転換を試み

たところ、ベンゼン環上へのメチル基の導入で SYK に対する阻害活性が消失し、BTK に対

する阻害活性が大幅に向上した化合物 3 が得られた。この 3 をリード化合物としてさらな

る構造改変をおこなった。BTK に対する選択性が高い化合物を取得するために、活性型

BTK（BTK[A]）と不活性型 BTK（BTK[U]）の状態の異なる２種類の BTK を用いたモビ

リティーシフトアッセイ（MSA）にて化合物のスクリーニングを行った。中心環構造の変

換、化合物と BTK[U]との共結晶構造に基づいた化合物デザイン、薬物動態および物理化学

的パラメーターによるセレクションを経て、アミノトリアジン化合物 AS-0871 を見出した

(Fig.3)。AS-0871 はマウスのコラーゲン誘発関節炎モデルにおいて、60mg/kg、1 日当たり

2 回の経口投与にて強力に関節炎の発症を抑える効果を示した。また前臨床毒性試験におい

ても安全性が確認されたことから、現在は第 I 相臨床試験を実施中である。 
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Fig.3 SYK/BTK デュアル阻害剤からの AS-0871 の創製 

 

第3章 慢性骨髄性白血病の治療薬を目指した BTK 阻害剤 AS-1763 の創製 

AS-0871 をはじめとするアミノトリアジン誘導体は不活性型 BTK（BTK[U]）に対してよ

り強力に阻害を示すが、リンパ腫由来細胞(OCI-Ly10)に対する増殖抑制効果は高くない。

一方で活性型 BTK（BTK[A]）を強力に阻害する化合物が OCI-Ly10 の増殖抑制効果が高

いという事から、活性型 BTK（BTK[A]）および OCI-Ly10 を用いたスクリーニングによ

り慢性骨髄性白血病治療薬を目的とした BTK 阻害剤の探索を行った。アミノトリアジン化

合物と BTK の共結晶構造およびドッキング実験からアミノトリアジン化合物 4 の 1 位の窒

素と 2 位のアミノ基を結びピロロピリミジンとする事により、BTK 阻害活性を損なうこと

なく構造改変することができた。さらに BTK[A]と OCI-Ly10 に対する阻害活性の向上を



目指し、ピロロピリミジンの 6 位の置換基を探索した結果、テトラヒドロピリジン構造を

有する AS-1763 を見出した(Fig.4)。AS-1763 は BTK[A]の阻害のみならず、C481S 変異を

有する BTK に対しても強力な阻害活性を示し、さらには C481S 変異をノックインしたイ

ブルチニブ抵抗性の OCI-Ly10 細胞の増殖も強力に抑制した。AS-1763 は野生型の OCI-

Ly10 細胞を移植したマウスゼノグラフトモデルにおいて経口投与にて強力かつ容量依存的

な抗腫瘍効果を示し、またイブルチニブ抵抗性の OCI-Ly10 細胞を移植したマウスゼノグ

ラフトモデルにおいても有意な抗腫瘍効果を示した。このことから AS-1763 は通常の慢性

骨髄性白血病に対してだけではなく、既存の BTK 阻害剤の持続的な投与によって C481S 変

異を起こした薬剤耐性株に対する治療薬としても期待される。AS-1763 もまた前臨床毒性

試験において安全性が確認されたことから、現在は第 I 相臨床試験を実施中である。 

N N

N
N

NH

NH2

OF

HO

N

O

cyclization

N

F O

HO
N N

NH

NH2

N

4 AS-1763

O

BTK[A] IC50: 17.4 nM

weak antitumor activity

BTK[A] IC50:

BTKC481S IC50:

OCI-Ly10 IC50:

0.85 nMa
a

0.99 nMa
a

0.002 Ma
a

potent in vivo antitumor activity

 

Fig.4 アミノピリミジン型 BTK 阻害剤からの合成展開による AS-1763 の創製 
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ブルトン型チロシンキナーゼ(Bruton’s Tyrosine Kinase: BTK)は，B細胞受容体シグナル伝達にお

いて重要な役割を果たしており，B 細胞の分化・増殖に必須な分子である。また BTK は FcγRIII 下

流において炎症誘発性サイトカインの産生に関与している。これらのことから BTK阻害剤には，

慢性リンパ性白血病や自己免疫疾患などの治療効果が期待できる。現在までに４剤の BTK阻害薬

が上市されているが，これらは BTK と共有結合を形成し BTK を不活性化させる不可逆的阻害剤で

あり，さまざまな生体成分とも非特異的に結合してしまうため，オフターゲットキナーゼも阻害

する。そこで，本研究ではターゲットキナーゼである BTK に対して選択性が高く，可逆的に BTK

を阻害する次世代の BTK阻害剤の探索を検討した。その結果，現状の BTK阻害剤の課題を克服し

た AS-0871 と AS-1763 の 2剤を臨床開発化合物として見出すことに成功している。 

第１章では，高選択的な BTK阻害剤の創製を目的とし，不活性型 BTK の阻害剤を探索するため

の競合結合アッセイ法の構築を行なった。BTK阻害剤 CGI1746 と不活性型 BTK との共結晶構造か

ら，CGI1746 と蛍光団 NBD(nitrobenzoxadiazole)基を有する蛍光プローブを設計・合成し，蛍光消

光による BTK阻害剤のスクリーニングが可能であることを実証した。第 2章では，自己免疫疾患

の治療薬を目指した BTK阻害剤の開発を検討した。アミノピリミジン化合物を母核として， BTK

選択的阻害剤への転換を試みたところ，BTK に対する阻害活性が大幅に向上した化合物の獲得に

成功した。 さらに，薬物動態および物理化学的パラメーターによる選別を行い，臨床開発化合

物であるアミノトリアジン化合物 AS-0871 を見出した。第 3章では，慢性骨髄性白血病の治療薬

を目指した BTK阻害剤の開発を検討した。アミノトリアジン化合物と BTK の共結晶構造およびド

ッキング実験から設計した各種誘導体を，リンパ腫由来細胞(OCI-Ly10)に対する増殖抑制効果で

スクリーニングした結果，強力な活性型 BTK（BTK[A]）阻害化合物 AS-1763 の見いだした。 

以上のように，申請者は，標的タンパク質である BTK に対して選択性が高く，可逆的に BTK を

阻害する次世代の BTK阻害剤を探索し，現状の BTK阻害剤（イブルチニブなど）の課題を克服し

た AS-0871 と AS-1763 の 2剤を臨床開発化合物として見出すことに成功している。実際に，イブ

ルチニブと本研究にて見出した BTK 阻害剤 AS-0871 の各種キナーゼ（310 種）に対するパネルア

ッセイを比較したところ，イブルチニブが 26種のキナーゼを阻害するのに対し，AS-0871 は高い

選択性を示し，2 種キナーゼのみを阻害した。本研究で検討された特異的キナーゼ阻害の開発手

法は，さまざまな疾患関連キナーゼに応用する事が可能で，今後の医薬品の研究開発に大きく貢

献することが期待できる。本学位論文には，顕著な新規性と独創性があり，申請者を博士（理学）

の学位に値する能力を持つものと判断する。 


