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序論 

 

臓器移植の概要 

 

臓器移植は腎臓、心臓、肺、肝臓、膵臓、小腸等の臓器が機能不全に陥った際に、

他者の健康な臓器で置換することにより、失われた機能を回復する医療である。1,2) 

臓器移植おける臓器提供者（ドナー）および臓器受容者（レシピエント）に関して、

同じ種属で異なる遺伝子を持つ関係を同種（アロ）、一卵性双生児のように同じ遺

伝子をもつ関係を同系という。他者の臓器を移植する場合は通常、同種間で行われ

るが、その際、レシピエントは非自己であるドナーの移植臓器に対して、リンパ球

応答や抗体産生等の免疫反応、すなわち拒絶反応を起こす。同種間で免疫反応を引

き起こす抗原はアロ抗原といい、臓器移植時には多様なアロ抗原が存在することが

拒絶反応の要因である。主要組織適合性遺伝子複合体（major histocompatibility 

complex: MHC）はアロ抗原となる蛋白を支配する遺伝子群であり、ヒトにおいては、

ヒト白血球型抗原（human leukocyte antigen: HLA）と呼ばれる。臓器移植の際には、

HLA が一致したドナーを選ぶことが拒絶反応を少なくするために重要である。しか

しながら、HLA は遺伝的多型を有しており、多くの対立遺伝子が存在するため、

HLA が一致したドナーを見つけることは容易では無い。また、HLA が完全に一致し

ていても、他の蛋白の遺伝的多型が拒絶反応を引き起こす場合もある。したがって、

臓器移植の際は免疫抑制作用を有する薬剤等を用いてレシピエントの免疫反応を調

節することが必要である。 

 

免疫調節剤の開発経緯 

 

臓器移植時に起こる拒絶反応を抑制し、移植片を長期に生着させることを目的に、

免疫抑制作用を有する種々の薬剤が開発された。3,4) 移植医療が行われ始めた 1960～

1970 年代は、ステロイド剤およびプリン核酸合成阻害剤である azathioprine の併用療

法が主に用いられらた。5) ステロイド剤は核内受容体に作用して広範な遺伝子発現を

抑制し、免疫反応に関与する種々のサイトカイン産生を阻害することで免疫抑制作

用を示す。また、azathioprineは細胞核内での DNA合成経路を阻害し、リンパ球を含

む種々の細胞増殖を阻害することで免疫抑制作用を示す。しかしながら、これらの

薬剤は、拒絶反応の抑制に対する有効性の点で満足がいくものではなかった。その

後、カルシニューリン阻害剤（calcineurin inhibitor: CNI）である cyclosporine Aおよび

tacrolimus が見い出され、急性期の拒絶反応を強く抑制することが明らかとなり、

CNI は臓器移植において中心的に用いられるようになった。5,6) その作用機序は、ヘ

ルパーT 細胞の細胞質内でシクロフィリンおよび FK 結合蛋白と結合し、カルシニュ
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ーリン活性を阻害することでサイトカイン産生を抑制し、T細胞の増殖を阻害する。

CNI は強力な免疫抑制作用を示すことから、1990 年代以降、種々の臓器移植に用い

られるようになり、移植成績の向上および臓器移植医療の進展に大きく貢献した。

また、2000年代には、プリン核酸合成のうち、リンパ球系細胞に存在する de novo経

路を阻害することで T細胞および B細胞の増殖を阻害する mycophenolate mofetilが用

いられるようになった。5,7) 現在、臓器移植時の免疫療法は CNI を主剤とし、ステロ

イド剤および mycophenolate mofetilを併用剤として用いることが基本とされている。

これらの薬剤により臓器移植試験の成績は大きく向上し、2010～2014 年に日本で実

施された腎移植試験の調査では、移植 1年後の生存率および生着率は、生体腎移植に

おいて 99.1%および 98.7%を示し、献腎移植において 97.8%および 96.4%を示してい

る。8) 

既存の薬剤による免疫抑制療法は、拒絶反応の抑制に対して高い効果を示す一方

で、薬剤の標的が免疫系以外の広範な細胞に存在するため、目的とする免疫系細胞

以外へ作用することが課題と考えられる。また、CNI の免疫系以外の作用として、

主に腎障害作用等が報告されているが、その作用発現は薬剤の血中濃度の上昇に相

関するため、CNIの使用時には血中濃度を適切に管理、調節する必要がある。3,4,9) 

近年、免疫系に関与する細胞の分化、増殖に重要な働きをするシグナル伝達経路

中の特定の分子を標的とした薬剤の研究が進められている。10) 特定の標的分子に作

用し、免疫反応のシグナル伝達を特異的に調節することができれば、広範な作用を

示す従来の免疫抑制療法と比較して、より免疫系に特異的な作用が期待できる。こ

のような新規作用機序に基づく免疫調節剤は、現行の薬剤を代替することや、併用

効果により使用する薬剤投与量を減量させる可能性がある。 

 

拒絶反応の作用機序 

 

臓器移植時の急性期におこる拒絶反応は、サイトカインの一種であるインターロ

イキン-2（interleukin-2: IL-2）の産生および IL-2 シグナル伝達経路が深く関与してい

る。11) 拒絶反応は、外部抗原である移植片由来の蛋白がアロ抗原として抗原提示細

胞に認識され、ヘルパーT細胞へ抗原提示されることにより開始する。抗原提示によ

り活性化されたヘルパーT細胞は IL-2を産生し、IL-2はヘルパーT細胞のさらなる活

性化を誘導すると共に、T 細胞の分化および増殖を促進する。分化したヘルパーT 細

胞は、他の種々のサイトカインを産生することで、細胞障害性 T細胞、B細胞および

マクロファージ等を活性化する。これらの活性化された免疫系細胞が細胞障害、抗

体産生および貪食作用等により移植片を攻撃し、移植臓器の機能不全を引き起こす

（Figure 1）。このように急性期の拒絶反応には IL-2の産生および IL-2シグナル伝達

によるヘルパーT細胞の分化や増殖が関与している。既存の免疫抑制療法の主剤であ
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る CNIは T細胞の IL-2産生を抑制することで強い免疫抑制作用を示すことが明らか

となっている。したがって、IL-2 シグナル伝達を阻害する免疫調節剤は、移植時の

拒絶反応の抑制に対して有効であると考えられる。 

 

Figure 1. Mechanism of transplant rejection 

 

JAK3の機能 

 

Janus kinase 3（JAK3）は細胞質内に存在するチロシンリン酸化酵素（チロシンキ

ナーゼ）である JAKファミリーの一つである。12-16) JAKファミリーは、JAK1、JAK2、

JAK3 および TYK2 から成り、それぞれが対応するインターロイキン、増殖因子およ

びインターフェロン等のサイトカインを介したシグナル伝達に関与している。12-16) 

その中で、JAK3 は IL-2、IL-4、IL-7、IL-9 および IL-15 等の受容体に共通の γc 鎖上

に結合しており、特に IL-2刺激による STAT5のリン酸化および核内移行のシグナル

伝達を介して、T 細胞の分化および増殖に深く関与している（Figure 2）。細胞膜上

の IL-2受容体は細胞質側で JAK3と結合しており、IL-2刺激により JAK3が活性化さ

れる。活性化された JAK3はサイトカイン受容体をリン酸化すると共に、細胞質内に

存在するシグナル伝達性の転写因子である STAT5 をリン酸化する。リン酸化された

STAT5 は二量体を形成し、この二量体が核内に移行することで遺伝子発現の転写活

性化が引き起こり、T 細胞の分化および増殖が起きる。JAK3 の免疫系への関与に関

しては、重症複合免疫不全症の患者において、遺伝的に JAK3 の変異や JAK3 発現の

低下が認められることが報告されている。17,18) また、JAK3 ノックアウトマウスの表

現型において、免疫不全以外の異常は見られていない。19,20) さらに JAK3の特徴とし

て、他の JAKファミリーが全身に発現していることに対して、JAK3は血球系細胞に
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限定的に発現している。21,22) したがって、JAK3 阻害作用は免疫系に特異的であるこ

とが期待される。 

 

Figure 2. Signal transduction mediated by JAK3. 

 

JAK阻害剤の開発経緯 

 

現在、JAK 阻害剤としていくつかの化合物が医薬品として開発されている。23-26) 

Tofacitinibは、Pfizer社にて創出された化合物であり、当初は JAK3選択的な化合物と

して報告された。27) その後、他の JAK ファミリーに対しても阻害活性を示すことが

報告され、現在は非選択的な JAK 阻害活性を示す pan-JAK 阻害剤として認識されて

いる。28) Tofacitinibの JAK阻害活性を評価した結果、強い JAK3阻害活性および JAK1、

JAK2に対して 4倍程度の JAK3選択性を示した（Figure 3、JAK3 IC50 = 0.8 nM、JAK1 

IC50 = 3.7 nM、JAK2 IC50 = 3.1 nM）。臓器移植時の拒絶反応の抑制を適応とした研究

に関して、tofacitinib はラットおよびサルでの移植モデルにおいて有効性を示すこと

が報告され、27) ヒトでの臨床開発が進められた。さらに腎移植患者での臨床試験に

てヒトでの有効性が認められたが、易感染、貧血および好中球減少などの発現も報

告されており、29,30) 現在、開発は進んでいない。その後、自己免疫疾患の一つであ

る関節リウマチ（rheumatoid arthritis: RA）の治療薬としての開発が進められ、米国食

品医薬品局から承認され、上市されている。 

tofacitinib

JAK3, IC
50

 = 0.8 nM

JAK1, IC
50

 = 3.7 nM

JAK2, IC
50

 = 3.1 nM
 

Figure 3. Profiles of tofacitinib.  
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Tofacitinib以降、いくつかの JAK阻害剤が RAを適応として開発が進められている

（Figure 4）。Baricitinib は JAK1 および JAK2 に選択的な阻害活性を示す化合物とし

て、upadacitinib および filgotinib は JAK1 に選択的な阻害活性を示す化合物として報

告されている。23-26) JAK1は JAK3と同様に IL-2受容体に結合しており、JAK3と協奏

的に T細胞の増殖に関与する。また、JAK1 は IL-6およびインターフェロン－γ等の

シグナル伝達を介して、炎症反応を制御している。12-16) JAK2 は主にエリスロポエチ

ン、顆粒球コロニー刺激因子およびトロンボポエチン等の造血細胞増殖因子のシグ

ナル伝達を介して赤血球、好中球および血小板の増殖に関与している。12-16) したが

って、RA のような自己免疫疾患においては、JAK1 阻害または JAK1/JAK2 阻害によ

り、炎症反応にかかわるサイトカインシグナルを抑制することが薬効に寄与してい

ると考えられる。また一方で、各 JAK 阻害により種々のサイトカインのシグナル伝

達を阻害することが、JAK 阻害剤の臨床試験で報告されている易感染、貧血および

好中球減少などの発現にも関与している可能性が考えられる。現在、免疫疾患の適

応において、疾患に対する治療効果およびそれ以外の作用のバランスの観点から、

各 JAKファミリーに対する阻害活性プロファイルが異なる種々の JAK阻害剤の開発

が進められている。 

upadacitinib filgotinibbaricitinib
 

Figure 4. Structure of JAK inhibitors for RA. 

 

研究の目的 

 

本研究では臓器移植時の拒絶反応抑制への適応を指向し、JAK3 を標的とした新規

免疫調節剤の創出を検討した。JAK3は IL-2依存的な T細胞増殖に関与し、その発現

が血球系細胞に限られていることから、JAK3 阻害により免疫系に特異的な作用が期

待できる。また、tofacitinib が腎移植試験および RA の治療においてヒトでの有効性

を示したことから、JAK 阻害剤は免疫疾患の治療薬として有用であると考えらえる。

現在、臓器移植時の拒絶反応抑制を適応とした JAK 阻害剤の開発は進められていな
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いが、JAK3 阻害に基づく免疫調節作用は有効性の点で有望な作用メカニズムである

ことから、高い JAK3阻害活性を有する新規化合物の創出を目指した。 

化合物の合成展開において、既存の JAK 阻害剤とは異なる独自の母核構造を有す

る誘導体の JAK3 阻害活性の評価およびドッキング計算解析を実施し、JAK3 阻害活

性向上に関する構造活性相関を検討した。また、化合物のスクリーニング評価に際

して、JAK3に加えて JAK1および JAK2阻害活性を評価した。JAK1は JAK3と同様

に IL-2 シグナルを介して T 細胞増殖への寄与が考えられることから、その阻害活性

をプロファイリングし、JAK2 は赤血球の増殖に関与し JAK2 阻害活性により貧血作

用の懸念が考えられることから、より活性が低下した化合物を選択することとした。 

 

研究の概要 

 

第一章では、キナーゼのアデノシン三リン酸（adenosine triphosphate: ATP）結合部

位のヒンジ領域と相互作用可能な 1H-ピロロ[2,3-b]ピリジン環を母核とする化合物 4

が弱い JAK3 阻害活性を有することに着目し、JAK3 阻害活性が向上した化合物の創

出を検討した。化合物 4と JAK3蛋白とのドッキング計算解析の結果から、置換基導

入の許容性が示唆された 1H-ピロロ[2,3-b]ピリジン環の C4位および C5位に関して構

造最適化を実施した。その結果、C5位へのカルバモイル基の導入およびC4位への置

換シクロアルキルアミノ基の導入により、強い JAK3阻害活性、JAK1、JAK2に対し

て中程度の JAK3選択性を有し、IL-2依存的な T細胞増殖に対して阻害作用を示す化

合物 12c を創出することに成功した（Figure 5）。また、1H-ピロロ[2,3-b]ピリジン誘

導体のドッキング計算および WaterMap 解析の結果から、本誘導体が JAK3 阻害活性

を示す化合物として有用であることが示された。 

12c

JAK3, IC
50

 =  5.1 nM

JAK1, IC
50

 =  47 nM

JAK2, IC
50

 =  30 nM

4

JAK3, IC
50

 =  1100 nM

JAK1, IC
50

 =  2900 nM

JAK2, IC
50

 =  1800 nM
 

Figure 5. Profiles of 1H-pyrrolo[2,3-b]pyridine derivatives. 
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第二章では、1H-ピロロ[2,3-b]ピリジン-5-カルボキサミド誘導体 12cに関して

JAK3阻害活性のさらなる向上と課題であった薬物動態プロファイルの改善を両立す

ることを目的に、C4位のアミノ置換基の構造最適化を検討した。その結果、化合物

12cの主代謝部位であるメチルシクロヘキサン環部を、N-シアノピリジルピペリジン

構造に変換した化合物 18bが JAK3阻害活性の向上および肝ミクロソームに対する

代謝安定性の向上を示すことが明らかとなった。化合物 18bは心機能障害への関与

が懸念される human ether-a-go-go-related gene（hERG）阻害作用を示したことから、

分子脂溶性および塩基性の低下による hERG阻害活性の低下を検討した。化合物 18b

のピペリジン部にフルオロ基を導入した結果、化合物 37が強力な JAK3阻害活性、

JAK1、JAK2に対して約 10倍の JAK3選択性および弱い hERG阻害活性を示すこと

が明らかとなった（Figure 6）。また、化合物 37はラット、イヌおよびサルにおい

て、良好な経口吸収性および血漿中暴露を示した。 

37

JAK3, IC
50

 = 0.30 nM

JAK1, IC
50

 = 4.1 nM

JAK2, IC
50

 = 3.2 nM

rat CL
int

 = 27.5 mL/min/kg 

hERG, IC
50

 >100 M

18b

JAK3, IC
50

 = 1.3 nM

JAK1, IC
50

 = 16 nM

JAK2, IC
50

 = 18 nM

rat CL
int

 = 204 mL/min/kg

hERG, IC
50

 = 13.4 M 

12c 

JAK3, IC
50

 = 5.1 nM

JAK1, IC
50

 = 47 nM

JAK2, IC
50

 = 30 nM

rat CL
int

 >1000 mL/min/kg 

 

Figure 6. Profiles of 1H-pyrrolo[2,3-b]pyridine-5-carboxamide derivatives. 

 

第三章では、JAK3 蛋白のヒンジ領域と相互作用可能な母核構造として化合物 18b

の 1H-ピロロ[2,3-b]ピリジン-5-カルボキサミド構造をミミックした新規 4,6-ジアミノ

ニコチンアミド誘導体をデザインし、C4位およびC6位の置換基の構造最適化を検討

した。その結果、4,6-ジアミノニコチンアミド母核の C6 位にピリジン環を導入した

化合物 51bが強い JAK3阻害活性を示すことが明らかとなった。化合物 51bは、化合

物 18bと同様に、hERG阻害活性を示すことが課題となったため、分子脂溶性および

塩基性の低下による hERG阻害活性の低下を検討した。化合物 51bの C6位のピリジ

ン環をメチルピリミジン環に変換し、C4 位のアミノ置換基中のピリジン環を、塩基

性を有さないベンゼン環に変換した結果、化合物 64 が強い JAK3阻害活性、JAK1、

JAK2に対して 4～5倍の JAK3選択性および弱い hERG阻害活性を示すことが明らか
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となった（Figure 7）。また、JAK3 蛋白とのドッキング計算解析の結果から、1H-ピ

ロロ[2,3-b]ピリジン-5-カルボキサミド誘導体と比較して、化合物 64 は C3-カルバモ

イル基がヒンジ領域の奥側で相互作用することが示された。4,6-ジアミノニコチンア

ミド誘導体は、ヒンジ領域と新規な相互作用様式に基づき、強い JAK3阻害活性を示

す化合物として有用であることを見い出した。 

51b

JAK3, IC
50

 = 0.46 nM

JAK1, IC
50

 = 2.9 nM

JAK2, IC
50

 = 4.9 nM

hERG, IC
50

 = 0.36 M 

18b

JAK3, IC
50

 = 1.3 nM

JAK1, IC
50

 = 16 nM

JAK2, IC
50

 = 18 nM

hERG, IC
50

 = 13.4 M 

64

JAK3, IC
50

 = 0.80 nM

JAK1, IC
50

 = 4.2 nM

JAK2, IC
50

 = 3.5 nM

hERG, IC
50

 >100 M 
 

Figure 7. Profiles of 18b and 4,6-diaminonicotinamide derivatives. 

 

第四章では、1H-ピロロ[2,3-b]ピリジン-5-カルボキサミド誘導体および 4,6-ジアミ

ノニコチンアミド誘導体の中で強い JAK3 阻害活性を示した化合物 37 および化合物

64 に関して、ラット異所性心移植モデル試験にて臓器移植時の拒絶反応の抑制効果

を評価した。その結果、化合物 37は単剤投与にて、化合物 64は tacrolimusとの併用

投与にて、それぞれ移植片の生着延長効果を示した。 

以上の結果から、1H-ピロロ[2,3-b]ピリジン-5-カルボキサミド誘導体および 4,6-ジ

アミノニコチンアミド誘導体は、JAK3 を標的とした新規免疫調節剤として、臓器移

植時の拒絶反応の抑制に有効であることが示された。 
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本論 

 

第一章 JAK3阻害活性を有する新規 1H-ピロロ[2,3-b]ピリジン誘導体の創出 

第一節 合成方針 

 

JAK3 阻害活性を有する化合物の探索にあたり、水素結合能を有するヘテロ芳香環

に着目し研究を開始した。キナーゼを標的とした低分子阻害薬は ATP と競合して標

的蛋白に結合することにより薬理作用を示す。31) 特に、ATP 結合部位のヒンジ領域

との水素結合による相互作用は阻害活性の発現に重要であり、ATP のアデニン環を

ミミックしたヘテロ芳香環を有するキナーゼ阻害剤が数多く報告されている。31,32) 

既知の代表的な JAK阻害剤である tofacitinibは二環性縮合ヘテロ環であるピロロピリ

ミジン環をヒンジ領域と相互作用が可能な母核として有している（Figure 3）。そこ

で、いくつかのヘテロ芳香環化合物を合成し、JAK3、JAK1および JAK2に対する阻

害活性を評価した結果、1H-ピロロ[2,3-b]ピリジン誘導体である化合物 4 が弱いなが

ら JAK阻害活性を示すことを見い出した。そこで、化合物 4の JAK3阻害活性に着目

し、1H-ピロロ[2,3-b]ピリジン母核部分への置換基導入およびC4位アミノ置換基部分

の構造最適化による JAK3阻害活性の向上を検討した（Figure 8）。 

Introduction of

substituted group

Conversion of

cyclohexyl moiety

4

JAK3, IC
50

 = 1100 nM

JAK1, IC
50

 = 2900 nM

JAK2, IC
50

 = 1800 nM

R

 

Figure 8. Design of 1H-pyrrolo[2,3-b]pyridine derivatives. 
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第二節 1H-ピロロ[2,3-b]ピリジン誘導体の合成 

 

1H-ピロロ[2,3-b]ピリジン誘導体である化合物 4の合成法を Scheme 1に示す。市販

の化合物 1を NaHおよび 2-(trimethylsilyl)ethoxymethyl chloride（SEMCl）と反応させ、

N1 位が保護された化合物 2 を収率 84%にて得た。化合物 2 を Pd(OAc)2、2-(di-tert-

butylphosphino)biphenyl、Cs2CO3 を用いた条件下、N-メチルシクロヘキシルアミンと

反応させることにより、アミノ基を導入した化合物 3 を収率 33%にて得た。33) 化合

物 3をトリフルオロ酢酸にて処理した後に、水酸化ナトリウム水溶液および 1,2-ジア

ミノエタンを加えることで、SEM基を脱保護し、化合物 4を収率 65%にて得た。34) 

a b c

1 2 3 4  

Scheme 1. Reagents and conditions: (a) SEMCl, NaH, DMF, 0 °C, 84%; (b) N-

methylcyclohexylamine, Pd(OAc)2, 2-(di-tert-butylphosphino)biphenyl, Cs2CO3, 110 °C, 33%; 

(c) TFA, CH2Cl2, room temperature, then 1 M NaOH aq., 1,2-diaminoethane, CH2Cl2, room 

temperature, 65%. 

 

1H-ピロロ[2,3-b]ピリジン-5-カルボキサミド誘導体の一般的な合成法をScheme 2に

示す。本反応条件は C4 位のアミノ基の構造変換を行う上で効率的な合成法である。

化合物 1を NaHおよび triisopropylsilyl chloride（TIPSCl）と反応させ、化合物 5を収

率 79%にて得た。化合物 5 に sec-BuLi を加え、オルトリチオ化反応を行った後、ク

ロロギ酸エチルを反応させることで、C5 位にエステル基を導入した。35) 次いで、

TIPS基を tetra-n-butylammonium fluoride（TBAF）を用いて脱保護することにより、化

合物 6 を収率 88%にて得た。化合物 6 のエステル基を加水分解し、化合物 7 を収率

98%にて得た後、carbonyldiimidazole（CDI）およびアンモニア水を用いてアミド化す

ることにより、C5-カルボキサミド中間体 8 を収率 84%にて得た。化合物 8 をマイク

ロウェーブ照射下、種々のアミンと求核置換反応を行うことにより、化合物 9a-k を

収率 24−95%にて得た。36) 
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5 9a-k
c

d

a b

1

e

6 : R = CO
2
Et

7 : R = CO
2
H

8 : R = C(O)NH
2

9g : R =

9h : R =

9i : R =

9j : R =

9k : R =

9a : R = 

9b : R = 

9c : R = 

9d : R = 

9e : R = 

9f : R = 

racemate

mixture of 

diastereomers

mixture of 

diastereomers

 

Scheme 2. Reagents and conditions: (a) TIPSCl, NaH, DMF, 5 °C, 79%; (b) sec-BuLi, ethyl 

chloroformate, THF, −78 °C, then TBAF, THF, room temperature, 88%; (c) 1M NaOH aq., 

EtOH, 60 °C, 98%; (d) CDI, DMF, room temperature, then 28% NH4OH aq., room temperature, 

84%; (e) amines, DIPEA, n-BuOH or NMP, microwave, 150−160 °C, 24−95%. 

 

1H-ピロロ[2,3-b]ピリジン-5-カルボキサミド誘導体の別合成法をScheme 3に示す。

本合成法においては、後述の Scheme 4において C5位のアミド基部分の構造変換を可

能とするために、化合物 6に対してアミンと求核置換反応を行った。マイクロウェー

ブ照射下、種々のアミンと反応させることで C4 位が置換された化合物 10a-c を収率

53−100%にて得た。次いで、化合物 10a-c のエステル基を加水分解することでカルボ

ン酸 11a-cを得た（収率 73%−quant.）。化合物 11a-cを 1-hydroxybenzotriazole（HOBt）

および 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide（EDC）を用いてアンモニアと縮

合反応し、化合物 12a-cを収率 60−74%にて得た。 
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a b

c

10b-12b : R = 

10c-12c : R = 

10a-12a : R = 

12a-c 

10a-c 11a-c 6 

 

Scheme 3. Reagents and conditions: (a) amines, DIPEA, n-BuOH, microwave, 160 °C, 

53−100%; (b) 2 M NaOH aq., EtOH, reflux, 73%−quant.; (c) HOBt, EDC, DMF, 60 °C, then 

28% NH4OH aq., room temperature, 60−74%. 

 

1H-ピロロ[2,3-b]ピリジン誘導体に関して、C5位に置換アミド構造を有する化合物

の合成法を Scheme 4 に示す。Scheme 3 で得られたカルボン酸 11a とアミンを HOBt

および EDCを用いた条件にて縮合し、目的の置換アミド誘導体 13a-cを収率 19−37%

にて得た。 

13a : R = Me

13b : R = c-Hex

13c : R = Ph

11a 13a-c

a

 

Scheme 4. Reagents and conditions: (a) amines, HOBt, EDC, DMF, 55 °C, 19−37%. 
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第三節 1H-ピロロ[2,3-b]ピリジン誘導体の構造活性相関 

 

1H-ピロロ[2,3-b]ピリジン誘導体に関して、ヒト JAK阻害活性およびラット脾臓細

胞を用いた IL-2刺激による T細胞増殖の阻害作用を評価した（Table 1）。 

出発物質である化合物 4は JAK3、JAK1および JAK2に対して弱い阻害活性を示し

た（JAK3 IC50 = 1100 nM、JAK1 IC50 = 2900 nM、JAK2 IC50 = 1800 nM）。化合物 4に

関して、構造変換の許容性を探索することを目的に、JAK3 蛋白と tofacitinib の複合

体 X線結晶構造（PDB番号: 3LXK）37) を基にして、化合物 4 と JAK3 蛋白の推定結

合様式および相互作用部位を解析した（Figure 9）。ドッキング計算の結果より、

JAK3 蛋白の ATP 結合部位において 1H-ピロロ[2,3-b]ピリジン環はヒンジ領域近傍に

位置し、C4 位のシクロヘキシルアミノ基は疎水性アミノ酸残基に囲まれた疎水性ポ

ケット領域の方向を向いていることが示された。また、1H-ピロロ[2,3-b]ピリジン環

の C5位周辺は置換基導入が許容される空間が存在していた。 

親水性のヒンジ領域周辺においては、主鎖のアミノ酸との相互作用が可能な極性

官能基が許容されると考えられることから、化合物 4 の C5位に水素結合能を有する

置換基であるカルバモイル基を導入し、JAK3 阻害活性の向上を検討した。その結果、

1H-ピロロ[2,3-b]ピリジン-5-カルボキサミド誘導体 9aは化合物 4と同程度の JAK3阻

害活性を維持し、C5 位への置換基導入が許容されることが示された（IC50 = 1600 

nM）。一方で、化合物 9a に関して、C5 位のカルバモイル基および C4 位の N-メチ

ルシクロヘキシルアミノ基の間での立体障害が大きいことにより、C4 位のアミノ置

換基が望みとする疎水性ポケット領域の方向へ向かわないことが予想された。そこ

で、化合物 9a の N-メチル基を除去した誘導体をデザインした結果、化合物 12a は

JAK3阻害活性が化合物 9aと比較して 100倍以上向上した（IC50 = 14 nM）。化合物

12aは JAK1および JAK2に対しても阻害活性の向上を示したが、4倍弱の JAK3選択

性が示された。 

化合物 12a が良好な JAK3 阻害活性プロファイルを示したことから、C5 位のカル

バモイル基部分の構造変換の空間的許容性を検討した。化合物 12aのアミド部分にメ

チル基を導入した化合物 13aは JAK3阻害活性が低下したものの、中程度の作用を維

持した（IC50 = 85 nM）。そこで、よりかさ高い置換基としてアミド部分にシクロヘ

キシル基およびフェニル基の導入を検討した結果、化合物 13b および化合物 13c は

JAK3阻害活性が大きく低下した（化合物 13b: IC50 = 3400 nM、化合物 13c: IC50 = 1200 

nM）。以上の結果から、1H-ピロロ[2,3-b]ピリジン環の C5 位周辺に関して、立体的
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に小さいカルバモイル基の導入が JAK3阻害活性の向上に有効であることが明らかと

なった。 

さらに、JAK3阻害に基づく機能性評価として、ラット脾臓細胞を用いた IL-2刺激

下の T細胞増殖阻害作用を評価した（Table 1）。化合物 9aおよび化合物 13bが弱い

増殖阻害作用を示したことに対して、JAK3 阻害活性が向上した化合物 13a は増殖阻

害作用の向上が認められ、JAK3 阻害活性と T 細胞増殖阻害作用の間に相関傾向が示

された（化合物 9a: IC50 = 2400 nM、化合物 13b: IC50 = 3200 nM、化合物 13a: IC50 = 350 

nM）。さらに JAK3 阻害活性が向上した化合物 12a は中程度の T 細胞増殖阻害作用

を示した（IC50 = 120 nM）。 

 

Table 1. SARs of C5-substitutent of 1H-pyrrolo[2,3-b]pyridine derivatives 

4

5

 

Compd R1 R2 
JAK3 

IC50
a (nM) 

JAK1 

IC50
a (nM) 

JAK2 

IC50
a (nM) 

rat T cell 

IC50
b (nM) 

4 H
 

Me 1100 2900 1800 NTc 

9a  Me 1600 10000 5300 2400 

12a  H 14 55 50 120 

13a 

 

H 85 230 57 350 

13b  H 3400 5000 2000 3200 

13c  H 1200 570 640 NTc 

a IC50 values are the average of duplicate experiments. b Inhibitory effect on IL-2-stimulated 

T cell proliferation using rat spleen cells (n = 2). c NT = not tested. 
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     4  

Figure 9. Predicted binding mode of compound 4 to human JAK3 (PDB code: 3LXK). 

 

次に、1H-ピロロ[2,3-b]ピリジン-5-カルボキサミド誘導体に関して、C4 位の置換

基を変換した化合物についてヒト JAK 阻害活性およびラット脾臓細胞を用いた IL-2

刺激下の T細胞増殖阻害作用を評価した（Table 2）。 

中程度の JAK3 阻害活性を示した化合物 12a に関して、1H-ピロロ[2,3-b]ピリジン

環の C4 位の N-メチルシクロヘキシルアミンをピペリジンに変換した化合物 9b は

JAK3 阻害活性が大きく減弱した（IC50 = 3200 nM）。したがって、C4 位の NH プロ

トンは JAK3 阻害活性に重要であることが示唆された。そこで、C4 位に関して種々

の 2級アミン誘導体を検討した。化合物 12aのシクロヘキサン環部を 3員環、5員環

および 7員環に変換した結果、脂肪族環の大きさが増大するにしたがってシクロプロ

パン、シクロペンタン、シクロヘプタンの順に JAK3 阻害活性が向上した（化合物

12b: IC50 = 110 nM、化合物 9c: IC50 = 15 nM、化合物 9d: IC50 = 3.5 nM）。脂溶性が増

加したシクロヘプチルアミン誘導体 9dは強い JAK3阻害活性を示し、C4位のアミノ

置換基周辺における疎水性相互作用が JAK3阻害活性の向上に関与していることが示

唆された。 

次に、化合物12aのシクロヘキサン環部を開環した誘導体を検討した結果、3-ペン

チルアミン誘導体 9e は化合物 12a と比較して JAK3 阻害活性が向上した（IC50 = 7.7 

nM）。一方、化合物 12a のシクロヘキサン環部をシクロヘキシルメチル基に変換し

た化合物 9fは JAK3阻害活性が低下した（IC50 = 25 nM）。これらの結果から、C4位

のアミノ基のα位の分枝状構造が JAK3阻害活性に重要であることが示唆された。さ

らに、化合物 12aのシクロヘキサン環部に関して置換基導入を検討した。その結果、

Hydrogen bond interaction

with hinge region

Space for 

substituted group Interaction with

hydrophobic pocket

Glu903

Leu905
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2-メチルシクロヘキシルアミン誘導体 12cは無置換シクロヘキシルアミン誘導体であ

る化合物 12aと比較して JAK3阻害活性が 3倍程度向上した（IC50 = 5.1 nM）。一方

で、化合物 12cは JAK1および JAK2阻害活性に関して化合物 12aとほぼ同等の阻害

活性を維持した。（JAK1 IC50 = 47 nM、JAK2 IC50 = 30 nM）。 

IL-2刺激下での T細胞増殖に関して、化合物 12aと同等の JAK3阻害活性を有する

化合物 9c は増殖阻害活性においても同程度の作用を示した（IC50 = 100 nM）。化合

物 9d および化合物 12c は JAK3 阻害活性の向上に伴い、化合物 12a と比較して増殖

阻害活性がやや向上した（化合物 9d: IC50 = 63 nM、化合物 12c: IC50 = 86 nM）。一方

で、良好な JAK3阻害活性を有する化合物 9eは弱い T細胞増殖阻害活性（IC50 = 230 

nM）を示したことから、C4位のアミノ基の置換基として環状脂肪族環を有する化合

物が細胞系での作用の点で有利であることが示された。 

また、JAK1および JAK2阻害活性に関しては、化合物 12cが化合物 9dよりもやや

弱い阻害活性を示し JAK3選択性が良好であった。化合物 12cが JAK阻害活性および

T細胞増殖阻害作用の点で有望なプロファイルを示したことから、リード化合物とし

て選択し、さらなる構造修飾および評価を検討した。 
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Table 2. SARs of C4-substitutent of 1H-pyrrolo[2,3-b]pyridine-5-carboxamide derivatives 

4

  

Compd R 
JAK3 

IC50
a
 (nM) 

JAK1 

IC50
a (nM) 

JAK2 

IC50
a (nM) 

rat T cell 

IC50
b (nM) 

12a 

 

14 55 50 120 

9b 
 

3200 1900 2400 NTc 

12b 
 

110 NTc 470 2600 

9c 

 

15 45 44 100 

9d 

 

3.5 25 13 63 

9e 

 

7.7 59 60 230 

9f 
 

25 290 71 300 

12c 

 

5.1 47 30 86 

a IC50 values are the average of duplicate experiments. b Inhibitory effect on IL-2-stimulated T 

cell proliferation using rat spleen cells (n = 2). c NT = not tested. 

 

化合物 12c のシクロヘキサン環部に置換基を導入した誘導体に関して、ヒト JAK

阻害活性およびラット脾臓細胞を用いた IL-2 刺激下の T 細胞増殖阻害作用を評価し

た（Table 3）。 

化合物 12c のシクロヘキサン環上のメチル基部分に関して、エチル基およびジメ

チル基への構造変換を検討した結果、2-エチルシクロヘキシルアミン誘導体 9g およ

び 2,2-ジメチルシクロヘキシルアミン誘導体 9hは強い JAK3阻害活性を維持した（化

合物 9g: IC50 = 5.2 nM、化合物 9h: IC50 = 3.7 nM）。次に、化合物 12cのメチル基の置

換位置の変換を検討した結果、3-メチルシクロヘキシルアミン誘導体 9i は強い JAK3
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阻害活性を維持した（IC50 = 3.0 nM）。一方で、4-メチルシクロヘキシルアミン誘導

体 9jは化合物 12cと比較して JAK3阻害活性が低下した（IC50 = 14 nM）。 

シクロヘキサン環上へ置換基を導入した化合物が良好な JAK3阻害活性および T細

胞増殖阻害作用を示したことから、in vivo での薬効評価が可能かどうかを検討する

ためにラット肝ミクロソームを用いた代謝安定性を評価した。その結果、化合物 12c、

化合物 9g、化合物 9h および化合物 9i はいずれも高い肝代謝クリアランス値（CLint 

>1000 mL/min/kg）を示し、代謝的に不安定な化合物であることが示された。そこで、

本誘導体の代謝経路を明らかにすることを目的に、化合物 12cに関してラット肝ミク

ロソームに対する代謝物の探索を行った。その結果、母核部分の 1H-ピロロ[2,3-b]ピ

リジン-5-カルボキサミド部はほとんど代謝を受けず、主代謝物としてシクロヘキシ

ル環上のメチル基が酸化代謝された化合物 9k の生成が認められた（Figure 10）。化

合物 9k自身についての薬理作用を評価した結果、化合物 9kは化合物 12cと比較して

良好な JAK3阻害活性を維持し（IC50 = 9.7 nM）、肝ミクロソーム代謝クリアランス

値が大きく改善した（CLint = 267 mL/min/kg）。化合物 9kは極性基である水酸基の導

入により、化合物 12cと比較して分子の脂溶性が低下していることから、肝代謝酵素

への特異性が低下し代謝安定性が改善したと考えられる（化合物 9k: CLogP = 1.0、化

合物 12c: CLogP = 2.8）。 

T 細胞増殖阻害作用に関しては、2-エチルシクロヘキシルアミン誘導体 9g および

2,2-ジメチルシクロヘキシルアミン誘導体 9h が増殖阻害活性の向上を示したことか

ら、シクロヘキサン環部の脂溶性の増大は細胞系での作用向上に寄与していること

が示唆された（化合物 9g: IC50 = 30 nM、化合物 9h: IC50 = 37 nM）。化合物 9iは化合

物 12c と比較して分子脂溶性が同程度であるにも関わらず強い T 細胞増殖阻害作用

（IC50 = 25 nM）を示したが、この作用向上には JAK3阻害活性だけでなく、JAK1阻

害活性が向上したことが寄与していると考えられる。また、JAK3 および JAK1 阻害

活性が低下した化合物 9j および化合物 9k は弱い増殖阻害作用を示した（化合物 9j: 

IC50 = 97 nM、化合物 9k: IC50 = 530 nM）。 
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Table 3. SARs of modification of cyclohexyl ring moiety in C4-substituent 

4

 

Compd R 

JAK3 

IC50
a 

(nM) 

JAK1 

IC50
a 

(nM) 

JAK2 

IC50
a 

(nM) 

rat T cell 

IC50
b 

(nM) 

rat CLint
c 

(mL/min/kg) 
CLogPd 

12c 

 

5.1 47 30 86 >1000 2.8 

9g 

 

5.2 55 48 30 >1000 3.3 

9h 

racemate  

3.7 54 26 37 >1000 3.1 

9i 

mixture of diastereomers  

3.0 29 23 25 >1000 2.8 

9j 

mixture of diastereomers  

14 50 38 97 NTe 2.8 

9k 

 

9.7 280 190 530 267 1.0 

a IC50 values are the average of duplicate experiments. b Inhibitory effect on IL-2-stimulated 

T cell proliferation using rat spleen cells (n = 2). c In vitro metabolism with rat liver microsomes 

in presence of NADPH-generating system (n = 2). d CLogP values are calculated using 

ACD/Labs Software, version 12.01. e NT = not tested. 

 

Oxidation of

methyl group

Major metabolite

Metabolism

in rat liver 

microsomes

12c 9k

 

Figure 10. Metabolic pathway of 12c in rat liver microsomes.  
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第四節 化合物 12cおよび化合物 9kの薬物動態評価 

 

1H-ピロロ[2,3-b]ピリジン誘導体の化合物 12cおよび化合物 9kに関して、ラットで

の薬物動態プロファイルを評価した（Table 4）。 

化合物 12c は静脈内投与において高い全身クリアランス値を示した（CLtot = 62.4 

mL/min/kg）。また、経口投与において低い血漿中暴露および経口バイオアベイラビ

リティーを示した（Cmax = 126 ng/mL、AUC0-24 = 303 ng·h/mL、F = 11%）。化合物 12c

は人工脂質膜を用いた薬物膜透過性試験（parallel artificial membrane permeability 

assay: PAMPA）38) にて、良好な細胞膜透過性（Pe = 39 × 10-6 cm/s）を示したことから

吸収性に関して良好であり、低い経口吸収性は肝での代謝不安定性が反映されてい

ると考えられた。肝代謝安定性が改善された化合物 9k は化合物 12c と比較して、同

投与量での経口投与において 5倍以上の高い血中暴露を示した（Cmax = 1129 ng/mL、

AUC0-24 = 1523 ng·h/mL）。 

 

Table 4. Pharmacokinetic parameters of 12c and 9k in rats 

 iva  pob 

Compd 
AUC0-24 

(ng·h/mL) 

t1/2 

(h) 

Vdss 

(L/kg) 

CLtot 

(mL/min/kg) 

 Cmax 

(ng/mL) 

tmax 

(h) 

AUC0-24 

(ng·h/mL) 

Fc 

(%) 

12c 810 0.4 1.8 62.4 
 

126 1.3 303 11 

9k NTd NTd NTd NTd 
 

1129 1.5 1523 - 

a Dosed at 3 mg/kg (n = 2). b Dosed at 10 mg/kg (n = 3). c F = bioavailability. d NT = not tested. 
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第五節 1H-ピロロ[2,3-b]ピリジン誘導体のドッキング計算解析 

 

第三節において、1H-ピロロ[2,3-b]ピリジン誘導体の C4位および C5位の構造変換

を行った結果、化合物 12cは出発化合物 4と比較して 200倍以上の JAK3阻害活性の

向上が達成された。本誘導体における構造変換の JKA3阻害活性向上への効果を検証

するために、各化合物とヒト JAK3 蛋白のドッキング計算解析を行った。化合物 12c

の JAK3 蛋白への推定結合様式を計算解析した結果、化合物 12c の 1H-ピロロ[2,3-b]

ピリジン環はヒンジ領域の Glu903 および Leu905 に近接し、N1 位の水素原子および

N7 位の窒素原子がそれぞれプロトン供与体およびプロトン受容体として、水素結合

を形成した（Figure 11）。また、これらの水素結合に加えて C2位の水素原子が ATP

結合ポケットの奥側のゲートキーパー部位にて Met902 と相互作用した。さらにピロ

ロピリジン環の芳香族性により、Val836 および Leu828 との CH-π 相互作用が認めら

れた。Tofacitinib との重ね合わせの結果、化合物 12c の 1H-ピロロ[2,3-b]ピリジン環

部は tofacitinib のピロロピリミジン環に重なり合った。化合物 12c の C4 位のアミノ

置換基は JAK3 蛋白の疎水性ポケット領域を占めており、tofacitinib のアミノピペリ

ジン環部位に対応していた。 

また、化合物 12c は C4 位のアミノ基の水素原子と C5 位のカルバモイル基のカル

ボニル酸素原子の間で分子内水素結合が形成され、C4 位のシクロヘキシルアミノ基

を空間的許容性が高い疎水性ポケット領域に方向づけていた。この分子内水素結合

による構造固定化により、C4 位の脂肪族置換基と JAK3 蛋白の疎水性残基との親和

性が向上し、強い JAK3 阻害活性を示したと考えられる。さらに C5 位のカルバモイ

ル基はヒンジ領域近傍に位置しており、かさ高い置換基は空間的許容性が低いこと

が示唆された。したがって、化合物 12c のような C5-カルボキサミド誘導体が強い

JAK3阻害活性を示し、化合物 13a-cのような C5-置換アミド誘導体は JAK3阻害活性

が低下したと考えられる。 
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  12c  

Figure 11. Predicted binding mode of compound 12c to human JAK3 (PDB code: 3LXK, 

orange:12c, green: tofaitinib). 

 

また、ドッキング計算に加えて、1H-ピロロ[2,3-b]ピリジン誘導体に関して C4 位

のアミノ置換基部の構造活性相関の結果を考察するために、WaterMap 解析による結

合エネルギー計算を実施した。WaterMap は蛋白の結合ポケット中に存在可能な水分

子の自由エネルギー（ΔG）を計算する解析プログラムであり、39,40) JAK3蛋白の結合

ポケットに関しては高い自由エネルギーを示す 11 個の不安定水分子（ΔG = >2.0 

kcal/mol）が検出された（Figure 12）。化合物 12cは JAK3蛋白の結合ポケットにおい

て、1H-ピロロ[2,3-b]ピリジン-5-カルボキサミド部がヒンジ領域近傍の 5 個の不安定

水分子（W1～W5）の脱水和に寄与していた。一方、C4 位のアミノ基上のシクロヘ

キサン環は疎水性ポケット領域にある 3 個の不安定水分子（W6 ～W8）の脱水和に

寄与していた。 

 

Figure 12. Compound 12c with WaterMap unfavorable water molecules (ΔG >2.0 kcal/mol). 

Unfavorable waters

in hydrophobic pocket

Unfavorable waters

around hinge region

12c
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1H-ピロロ[2,3-b]ピリジン-5-カルボキサミド構造を有する化合物に関して、それぞ

れの JAK3 阻害活性値および JAK3 結合ポケットに存在する不安定水分子を脱水和す

るために必要な自由エネルギー値（ΔGpred）との相関を検討した（Figure 13）。計算

解析した化合物に関して、C4 位のアミノ置換基が立体的にかさ高いほど疎水性ポケ

ット領域においてより多くの不安定水分子を脱水和することが可能となり、ΔGpred 値

のエネルギー差は増加傾向を示した。一方で、1H-ピロロ[2,3-b]ピリジン環のC4位に

立体的にかさ高い置換基を有する化合物は強い JAK3 阻害活性を示しており、JAK3

阻害活性値と ΔGpred値の間に弱いながら相関関係が認められた（R2 = 0.45）。これら

のWaterMap解析の結果は、化合物12aのシクロヘキサン環上への置換基導入が JAK3

阻害活性向上に有効であった構造活性相関の結果と一致した。 

 

 

9b   12a   12c  

Figure 13. Correlation between the experimental activity and the WaterMap free energy 

liberation of binding site waters for 1H-pyrrolo[2,3-b]pyridine-5-carboxamide derivatives in 

Table 2 and 3. 
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第六節 第一章のまとめ 

 

JAK3 を標的とした新規な免疫調節剤として 1H-ピロロ[2,3-b]ピリジン環を母核と

する化合物を合成し、JAK 阻害活性および IL-2 刺激下での T 細胞増殖阻害作用を評

価した。構造活性相関の結果より、1H-ピロロ[2,3-b]ピリジン環のC5位へのカルバモ

イル基の導入および C4 位への置換シクロアルキルアミノ基の導入が JAK3 阻害活性

の向上に重要であることを明らかとし、強い JAK3阻害活性および JAK1、JAK2に対

して中程度の JAK3選択性を示す化合物 12cを創出した。シクロヘキサン環上に置換

基を導入した誘導体は JAK3阻害活性および T細胞増殖阻害活性が向上したが、一方

で分子脂溶性が高く、肝ミクロソームに対する低い代謝安定性を示した。化合物 12c

に関して肝臓での代謝物をプロファイリングした結果、ヒドロキシル化体 9k が同定

された。化合物 9k は極性基である水酸基を導入することにより、化合物 12c と比較

して分子脂溶性の低下、代謝安定性の向上および経口吸収性の改善を示した。1H-ピ

ロロ[2,3-b]ピリジン環の C4 位のアミノ基の構造変換は JAK3 阻害活性の向上だけで

なく、薬物動態プロファイルの改善に関しても効果的であることを明らかとした。 

1H-ピロロ[2,3-b]ピリジン誘導体とヒト JAK3 蛋白とのドッキング計算解析の結果

から、ヒンジ領域および疎水性ポケット領域との相互作用が示された。加えて、

WaterMap を用いた解析より JAK3 蛋白の結合ポケットに存在する不安定水分子の脱

水和効果が JAK3 阻害活性と相関傾向を示した。本研究で検討した新規 1H-ピロロ

[2,3-b]ピリジン誘導体は既知の JAK阻害剤である tofacitinibと比較すると、C5位のカ

ルバモイル基の存在により分子内水素結合を形成し、JAK3 蛋白の結合ポケットにお

いて活性発現に重要な分子構造を維持することが可能であると考えられる。 

これらの結果より、化合物 12c に代表される 1H-ピロロ[2,3-b]ピリジン誘導体が

JAK3を標的とした新規な免疫調節剤として有用であることを見い出した。 
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第二章 JAK3 阻害活性および経口吸収性が向上した新規 1H-ピロロ[2,3-b]ピリジン-

5-カルボキサミド誘導体の創出 

第一節 合成方針 

 

第一章において、1H-ピロロ[2,3-b]ピリジン誘導体の C5 位にカルバモイル基を導

入した化合物が強い JAK3 阻害活性を示した。また、1H-ピロロ[2,3-b]ピリジン環の

C4 位のアミノ置換基の構造変換を検討した結果、JAK3 阻害活性が向上した化合物

12c を創出した。しかしながら、化合物 12c に代表される 4-シクロアルキルアミノ-

1H-ピロロ[2,3-b]ピリジン-5-カルボキサミド誘導体は、肝ミクロソームに対する代謝

安定性が不良であったことから、JAK3 阻害活性の向上および薬物動態プロファイル

の改善の両立を目的に、1H-ピロロ[2,3-b]ピリジン-5-カルボキサミド誘導体の C4 位

置換基のさらなる構造変換を検討した。主代謝部位であるシクロアルキル環部分を、

極性基であるピペリジン環に変換することで代謝安定性の改善を検討した。また、

ピペリジンの N位に置換基を導入することで、JAK3蛋白の疎水性ポケットの奥側で

の相互作用を利用し、JAK3阻害活性を向上させることを検討した（Figure 14）。 

5

4

12c 

JAK3, IC
50

 = 5.1 nM

JAK1, IC
50

 = 47 nM

JAK2, IC
50

 = 30 nM

rat Tcell, IC
50

 = 86 nM

rat CL
int

 : >1000 mL/min/kg 

Conversion 

to piperidine
Introduction of

substituent

 

Figure 14. Design of 4-(piperidin-4-ylamino)-1H-pyrrolo[2,3-b]pyridine-5-carboxamide 

derivatives. 
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第二節 1H-ピロロ[2,3-b]ピリジン-5-カルボキサミド誘導体の合成 

 

1H-ピロロ[2,3-b]ピリジン-5-カルボキサミド誘導体に関して、C4 位にアミノピペ

リジン構造を有する化合物の合成法を Scheme 5 に示す。化合物 8 をマイクロウェー

ブ照射下、それぞれのアミンと反応させることで、化合物 14a-d を収率 22−96%にて

得た。 

a

8

R = 

14a

14b

14c

14d 

Scheme 5. Reagents and conditions: (a) amines, Et3N, NMP, microwave, 180 °C, 22−96%. 

 

1H-ピロロ[2,3-b]ピリジン-5-カルボキサミド誘導体に関して、C4 位のピペリジン環

の N 原子上に種々の置換基を導入した化合物の合成法を Scheme 6 に示す。化合物 8

を N-Boc-4-アミノピペリジンと反応させ、化合物 15 を収率 60%にて得た後、Boc 基

を酸性条件下で脱保護し、化合物 16を定量的に得た。化合物 16を無水酢酸および塩

化メタンスルホニルと反応させることで化合物 17a および化合物 17b を収率 71%お

よび 42%にて、それぞれ得た。化合物 16を HOBtおよび EDCを用いてシアノ酢酸と

縮合することで化合物 17c を収率 41%にて得た。化合物 16 を NaBH(OAc)3を用いて

3-シアノベンズアルデヒドと還元的アルキル化することで化合物 17dを収率 40%にて

得た。  
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c, d, e, 

or f

16

2HCl

17a : R = Ac15

8

17b : R = Ms

17c : R = 

17d : R = 

a b

 

Scheme 6. Reagents and conditions: (a) N-Boc-4-aminopiperidine, Et3N, NMP, microwave, 

180 °C, 60%; (b) 4 M HCl in dioxane, EtOH, room temperature, quant.; (c) Ac2O, DIPEA, THF, 

room temperature, 71% (for 17a); (d) MsCl, Et3N, DMF, ice cooling, 42% (for 17b); (e) 

cyanoacetic acid, HOBt, EDC, Et3N, DMF, room temperature, 41% (for 17c); (f) 3-

cyanobenzaldehyde, NaBH(OAc)3, Et3N, CH2Cl2, room temperature, 40% (for 17d). 

 

1H-ピロロ[2,3-b]ピリジン-5-カルボキサミド誘導体に関して、C4 位のピペリジン

環の N原子上にアリール基を導入した化合物の合成法を Scheme 7に示す。化合物 16

を 4-フルオロベンゾニトリルと反応させることで N-シアノフェニル誘導体 18a を収

率 21%にて得た。N-ピリジン誘導体の合成において、シアノ基、トリフルオロメチ

ル基およびエステル基等の電子求引性基を有する 2-クロロピリジンと、化合物 16 を

反応させることにより、化合物 18b-d をそれぞれ収率 22−65%にて得た。N-シアノピ

ラジン誘導体 18eおよび N-シアノピリダジン誘導体 18fは、対応するアリールクロラ

イドを用いて同様の反応により、それぞれ収率22%および50％にて得た。化合物18d

を封かん容器中でアンモニアと反応させることでアミド体 19a を収率 20％にて得た。

化合物 18d のエステル基を LiAlH4を用いて還元することで、アルコール体 19b を収

率 80％にて得た。 
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             X       Y       Z      R

18a     CH    CH    CH    CN

18b      N      CH    CH    CN

18c      N      CH    CH    CF
3

18d      N      CH    CH    CO
2
Me

18e      N        N     CH    CN

18f       N      CH      N     CN

16
a or b 

19a : R = C(O)NH
2

19b : R = CH
2
OH

c or d
18d

 

Scheme 7. Reagents and conditions: (a) 4-fluorobenzonitrile, K2CO3, DMSO, 80 °C, 21% (for 

18a); (b) aryl chlorides, Et3N, DMI, 160 °C, 22−65% (for 18b-f); (c) 2 M NH3 in MeOH, 90 °C, 

20% (for 19a); (d) LiAlH4, THF, 0 °C, 80% (for 19b). 

 

1H-ピロロ[2,3-b]ピリジン-5-カルボキサミド誘導体に関して、C4 位のピペリジン

環上にメチル基を導入した化合物 26 の合成法を Scheme 8 に示す。市販の化合物 20

および(2,4-ジメトキシベンジル)アミンを NaBH(OAc)3 を用いた還元的アミノ化条件

にて反応させ、cis-4-アミノ-3-メチルピペリジン（化合物 21）を収率 42%にて得た。

41) 化合物 21をトリフルオロ酢酸無水物と反応させ化合物 22を収率 87%にて得た後、

トリフルオロ酢酸およびアルカリ処理により、2,4-ジメトキシベンジル基およびトリ

フルオロアセチル基を脱保護することで化合物 23 を収率 75%にて得た。化合物 8 お

よび化合物 23をマイクロウェーブ照射下、反応させることで化合物 24を収率 61%に

て得た。Pd触媒下の加水素分解反応により化合物 24のベンジル基を脱保護し、化合

物 25 を収率 83%にて得た後、2-クロロ-5-シアノピリジンと求核置換反応させること

で化合物 26を収率 68%にて得た。 
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(racemate)

8

b

c,d

(racemate)

g

24 : R = Bn

25 : R = H

26 : R = 

fe

21 : R
1
 = 2,4-dimethoxybenzyl,  R

2
 = H

22 : R
1
 = 2,4-dimethoxybenzyl,  R

2
 = CF

3
CO

23 : R
1
 = H,  R2 = H

a

20

 

Scheme 8. Reagents and conditions: (a) (2,4-dimethoxybenzyl)amine, NaBH(OAc)3, DCE, 

room temperature, 42%; (b) (CF3CO)2O, Et3N, DCE, 4 °C, 87%; (c) TFA, 50 °C; (d) 1 M NaOH 

aq., MeOH, reflux, 75% (2 steps); (e) 23, Et3N, NMP, microwave, 180 °C, 61%; (f) H2, 20% 

Pd(OH)2 (50% wet), EtOH, 50 °C, 83%; (g) 2-chloro-5-cyanopyridine, Et3N, DMI, 160 °C, 

68%.  

 

1H-ピロロ[2,3-b]ピリジン-5-カルボキサミド誘導体に関して、C4 位に光学活性な

4-アミノ-3-フルオロピペリジン構造を有する化合物 37 および化合物 41 の合成法を

Scheme 9に示す。市販の化合物 27を trimethylsilyl chloride（TMSCl）と反応させ、シ

リルエノールエーテル（化合物 28）を収率 99%にて得た。次いで、Selectfluor® 42) を

用いた求電子的フッ素化反応により、3-フルオロ-4-オキソピペリジン（化合物 29）

を収率 75%にて得た。既知文献の反応条件を参考にして、化合物 29 およびベンジル

アミンを NaBH(OAc)3を用いた還元的アミノ化反応を行い、立体選択的に cis-4-(ベン

ジルアミノ)-3-フルオロピペリジンのラセミ体を収率 60%にて得た。43) このラセミ体

について、キラルカラムクロマトグラフィーによる異性体の光学分割を行い、

(3S,4R)-体の化合物 30 および(3R,4S)-体の化合物 31 をそれぞれ得た。化合物 30 およ

び化合物 31 のベンジル基を Pd 触媒下、加水素分解反応により脱保護し、化合物 32

および化合物 33をそれぞれ収率 99%にて得た。化合物 6と化合物 32を求核置換反応

させることで化合物 34を収率 92%にて得た。化合物 34のエステル基を加水分解し、

化合物 35を収率 92%にて得た後、アンモニア水を用いて縮合反応を行い、化合物 36

を収率 87%にて得た。化合物 36の Boc基を、トリフルオロ酢酸を用いて脱保護した
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後、2-クロロ-5-シアノピリジンと反応させ、化合物 37 を収率 56%にて得た。同様に

して、化合物 33を用いて、鏡像異性体である化合物 41を合成した。 

6

e

h

g

f i, j

41
38 : R = CO

2
Et

39 : R = CO
2
H

40 : R = C(O)NH
2

30 : R = Bn

32 : R = H

h

g

a b c, d

f i, j

27 28 29

37

31 : R = Bn

33 : R = H

e

6
34 : R = CO

2
Et

35 : R = CO
2
H

36 : R = C(O)NH
2

 

Scheme 9. Reagents and conditions: (a) TMSCl, Et3N, DMF, 90 °C, 99%; (b) Selectfluor®, 

CH3CN, ice cooling, 75%; (c) benzylamine, NaBH(OAc)3, DCE, room temperature, 60%; (d) 

chiral column chromatography; (e) HCO2NH4, 10% Pd-C (50% wet), EtOH, H2O, reflux, 99%; 

(f) 32 or 33, n-Bu3N, n-BuOH, reflux, 92%; (g) 6 M NaOH aq., EtOH, 80 °C, 76−92%; (h) 

28% NH4OH, EDC, HOBt, DMF, room temperature, 87%; (i) TFA, CH2Cl2, room temperature; 

(j) 2-chloro-5-cyanopyridine, Et3N, DMF, 95 °C, 56−57%. 
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第三節 1H-ピロロ[2,3-b]ピリジン-5-カルボキサミド誘導体の構造活性相関 

 

1H-ピロロ[2,3-b]ピリジン-5-カルボキサミド誘導体に関して、C4位にアミノピペリ

ジン構造を有する化合物のヒト JAK 阻害活性およびラット肝ミクロソーム代謝クリ

アランス値を評価した（Table 5）。N-メチルピペリジン誘導体 14aは化合物 12cと比

較して、JAK3阻害活性が約 18倍低下した（IC50 = 90 nM）。第一章での検討結果か

ら、1H-ピロロ[2,3-b]ピリジン-5-カルボキサミド誘導体の C4位の置換基は JAK3蛋白

と疎水性相互作用をすることが示唆されたことから、シクロヘキサン環を脂溶性が

低下したピペリジン環へ変換することは JAK3阻害活性の発現に対して不利であると

考えられた。そこで、JAK3 蛋白の疎水性領域の奥側での新規な相互作用を獲得する

ことを目的として、化合物 14a のピペリジン環の N 上の置換基を構造変換すること

を検討した。化合物 14a のピペリジン環の N 原子にアセチル基およびメシル基を導

入した化合物 17aおよび化合物 17bはいずれも弱い JAK3阻害活性を示した（化合物

17a: IC50 = 340 nM、化合物 17b: IC50 = 150 nM）。この結果から、立体的に小さい極

性官能基の導入では JAK3蛋白との相互作用の向上は期待できないことが示唆された。

次に、立体的にかさ高く、脂溶性が高いベンゼン環の導入を検討した結果、N-ベン

ジルピペリジン誘導体 14b は化合物 14a と比較して、JAK3阻害活性が 4倍程度向上

した（IC50 = 23 nM）。化合物 14bに関してピペリジン環部周辺の空間的許容性を確

認するために、ベンジル基の位置を変換した誘導体を検討した。その結果、3-アミ

ノピペリジン体である化合物 14c および化合物 14d は弱い JAK3 阻害活性を示した

（化合物 14c: IC50 = 240 nM、化合物 14d: IC50 = 130 nM）。したがって、1H-ピロロ

[2,3-b]ピリジン-5-カルボキサミド誘導体の C4 位の置換基を 4-アミノピペリジン構造

に固定し N 原子上の置換基のさらなる検討を行った。既知の JAK 阻害剤である

tofacitinib の X 線結晶解析の報告において、末端構造のシアノ基と JAK3 蛋白との相

互作用が確認されていることから、37) 1H-ピロロ[2,3-b]ピリジン-5-カルボキサミド誘

導体に関しても、C4 位の置換基の末端にシアノ基を導入することを検討した。その

結果、N-シアノ酢酸誘導体 17cは化合物 17aと比較して、約 7倍の JAK3阻害活性の

向上を示した（IC50 = 46 nM）。一方、化合物 14bのベンゼン環上にシアノ基を導入

した化合物 17d は中程度の JAK3 阻害活性を維持した（IC50 = 25 nM）。これらの結

果より、シアノ基の導入が JAK3阻害活性発現に対して許容されることが示された。

そこで、シアノ基を JAK3蛋白の結合ポケットの奥側に固定させることを目的に、化

合物 17d のメチレンリンカーを除去することを検討した結果、N-シアノフェニル誘

導体 18a は JAK3 阻害活性が大きく向上した（IC50 = 3.4 nM）。化合物 18a が強い
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JAK3 阻害活性を示したことから、さらにベンゼン環部の変換を検討した。化合物

18aのベンゼン環をピリジン環に変換した結果、N-シアノピリジン誘導体 18bはさら

なる JAK3阻害活性の向上を達成した（IC50 = 1.3 nM）。また、シアノ基を他の官能

基へ変換することを検討した結果、トリフルオロメチル基、カルバモイル基および

ヒドロキシメチル基を導入した誘導体（化合物 18c、化合物 19a および化合物 19b）

は、いずれも JAK3阻害活性が低下した（化合物 18c: IC50 = 25 nM、化合物 19a: IC50 

= 5.2 nM、化合物 19b: IC50 = 9.2 nM）。したがって、本誘導体においてシアノ基構造

の導入が JAK3 阻害活性向上に効果的であることが確認できた。一連の N-アリール

ピペリジン誘導体（化合物 18a-c および化合物 19a,b）は、いずれも JAK1 および

JAK2阻害活性が JAK3阻害活性に対して 10倍程度低下しており、中程度の JAK3選

択性を示した。ラット肝ミクロソームに対する代謝安定性に関しては、JAK3 阻害活

性が良好であった化合物 18aおよび化合物 18bを評価した結果、化合物 12cと比較し

て低いクリアランス値を示し、代謝安定性が改善していることが示された（化合物

18a: CLint = 262 mL/min/kg、化合物 18b: CLint = 204 mL/min/kg）。この結果から、化合

物 12cの主代謝部位であるメチルシクロヘキサン環部をピペリジン構造に変換するこ

とが、代謝安定性を改善させることに有効であることが示された。最も JAK3阻害活

性が良好であった化合物 18bに関して細胞系での機能性評価を検討した結果、IL-2刺

激下での T細胞増殖に対して強い阻害作用を示すことが確認された（IC50 = 27 nM）。

以上の結果より、1H-ピロロ[2,3-b]ピリジン-5-カルボキサミド誘導体に関して、C4位

に N-シアノピリジル-4-アミノピペリジン構造を有する化合物 18b が薬理作用および

代謝安定性において優れたプロファイルを示す化合物として同定された。 
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Table 5. SARs of aminopiperidine derivatives 

14c 14d
 

Compd R 
JAK3 

IC50
a (nM) 

JAK1 

IC50
a (nM) 

JAK2 

IC50
a (nM) 

CLint
b 

(mL/min/kg) 
CLogPc 

12c  5.1 47 30 >1000 2.8 

14a Me 90 300 310 NTd 0.54 

17a Ac 340 NTd 640 NTd 0.62 

17b Ms 150 NTd 190 NTd 0.16 

14b Bn 23 84 84 NTd 2.3 

14c  240 NTd 430 NTd 2.3 

14d  130 NTd 640 NTd 1.8 

17c 
 

46 110 200 NTd -0.04 

17d 
 

25 NTd 46 NTd 1.7 

18a 

 

3.4 50 49 262 3.2 

18b 

 

1.3 16 18 204 2.8 

18c 

 

25 NTd 370 NTd 3.1 

19a 

 

5.2 58 41 NTd 2.3 

19b 
 

9.2 180 100 NTd 2.1 

a IC50 values are the average of duplicate experiments. b In vitro metabolism with rat liver 

microsomes in presence of NADPH-generating system (n = 2). c CLogP values calculated using 

ACD/Labs Software, version 12.01. d NT = not tested.  
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第四節 hERG阻害作用減弱の合成方針 

 

hERGチャネルは、電位依存型カリウムイオンチャネルの一種であるが、臨床試験

において hERG阻害作用を示す化合物が QT期間延長等の心機能障害を引き起こす懸

念があることが報告されており、医薬品の開発においては hERG阻害作用の懸念が低

い化合物の創出が必要である。44) Terfenadine、cisapride および MK-499 は、hERG 阻

害作用を有することが報告されている代表的な化合物であり、構造的に共通して塩

基性および疎水性置換基部位を有している（Figure 15）。これらの化合物に関して

は in silico での分子モデル計算により、hERG チャネルのカリウムイオンが透過する

ポア領域での推定結合様式が報告されており、塩基性置換基と Tyr652 とのカチオン

－π相互作用および疎水性置換基と Tyr652、Phe656との πスタッキング相互作用が結

合に重要であることが示唆されている。45, 46) 化合物 18bは強い JAK3阻害位活性およ

び T細胞増殖阻害活性を示したが、一方で hERG阻害作用の懸念があることが明らか

となった（hERG IC50 = 13.4 μM）。上記の既知 hERG阻害剤の知見から、化合物 18b

の hERG 阻害作用に関しては N-シアノピリジル-4-アミノピペリジン構造部と hERG

チャネルとの相互作用が関与していることが考えられる（Figure 16）。そこで、化

合物 18b のピペリジン部への置換基導入やピリジン部の構造変換を行い、化合物の

塩基性および脂溶性を調節することにより、hERG阻害作用の減弱を検討した。 

terfenadine cisapride MK-499

 

Figure 15. Chemical structures of hERG blockers. 
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Tyr652

Phe656

 

O H OH

Plausible docking mode of 

compound 18b to hERG

Interaction with Tyr652 

and Phe656

Introduction of 

substituted group

Conversion of 

Py ring

hERG channel 

 

Figure 16. Strategy for reducing hERG inhibition. 
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第五節 化合物 37の創出 

 

化合物 18bのピリジン部およびピペリジン部を構造変換した誘導体について、ヒト

JAK阻害活性および hERG阻害活性を評価した（Table 6）。 

化合物 18b の課題である hERG阻害作用に関して、分子脂溶性の低下により hERG

チャネルとの相互作用を低下させることを目的に、ピリジン環をより脂溶性が低い

他のヘテロ環に変換することを検討した。ピラジン誘導体 18eおよびピリダジン誘導

体 18fは分子脂溶性が低下しつつ、強い JAK3阻害活性を維持した（化合物 18e: JAK3 

IC50 = 3.6 nM、CLogP = 2.4、化合物 18f: JAK3 IC50 = 1.2 nM、CLogP = 1.6）。hERG阻

害活性に関しては、化合物 18eおよび化合物 18fは共に、化合物 18bと比較して阻害

活性値が大きく低下した（化合物18e: hERG IC50 >100 μM、化合物18f: hERG IC50 >100 

μM）。これらの結果より、ピリジン環の変換による芳香族環部の脂溶性および電子

密度低下が hERG阻害活性の低下に効果的であることが示された。 

次に、化合物 18b のピペリジン部の置換基導入を検討した。第一章での検討にお

いて、化合物 12cのシクロヘキサン環上のメチル基が JAK3阻害活性の向上に効果的

であったことから、同様に、化合物 18b のピペリジン部へのメチル基の導入を検討

した。その結果、3-メチルピペリジン誘導体 26 は期待通りに JAK3 阻害活性が向上

した（IC50 = 0.78 nM）。しかしながら、化合物 26は高い分子脂溶性に伴い、中程度

の hERG阻害作用を維持した（hERG IC50 = 28.7 μM、CLogP = 3.4）。そこで、メチル

基の代わりにピペリジン環の 3 位にフルオロ基を導入することを検討した（化合物

37 および化合物 41）。フルオロピペリジン構造は、フルオロ基の電子求引効果によ

り共役酸の pKa値が低下する（Figure 17）。したがって、化合物 37および化合物 41

はピペリジン部の窒素原子の塩基性低下により、hERG チャネルとの相互作用が減弱

することが期待できる。47,48) 3-フルオロピペリジン-4-アミン構造部の立体化学につ

いては、(3R, 4S)体の化合物 41は化合物 18bと同程度の JAK3阻害活性であったのに

対し、(3S, 4R)体の化合物 37は４倍程度の JAK3阻害活性向上を示し、化合物 26と同

様に、ピペリジン環の 3位における置換基効果を示した（化合物 37: JAK3 IC50 = 0.3 

nM、化合物 41: JAK3 IC50 = 1.7 nM）。hERG阻害作用に関しては、化合物 37および

化合物 41は化合物 18bと比較して、阻害活性値が大きく低下した（化合物 37: hERG 

IC50 >100 μM、化合物 41: hERG IC50 >100 μM）。化合物 37および化合物 41は化合物

18bと比較して、分子脂溶性がやや低下すると共に、ピペリジン部での塩基性が低下

することにより hERGチャネルとの相互作用が減弱していると考えられる。 
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強力な JAK3 阻害活性を示した化合物 37 は JAK1 および JAK2 阻害活性に対して

は、約 10倍の JAK3選択性を示した。さらに化合物 37はキナーゼパネルアッセイに

おいて、代表的な 32個のキナーゼに対して弱い阻害活性を示した（Table 7）。 

 

Table 6. SARs of N-aryl-4-aminopiperidine derivatives 

3

4

 

Compd R1 R2 

JAK3 

IC50
a 

(nM) 

JAK1 

IC50
a 

(nM) 

JAK2 

IC50
a 

(nM) 

hERG 

IC50
b 

(μM) 

CLogPc 

18b H 

 

1.3 16 18 13.4 2.8 

18e H 

 

3.6 35 41 >100 2.4 

18f H 

 

1.2 22 12 >100 1.6 

26 
Me 

(cis) 
 

0.78 11 14 28.7 3.4 

37 
F 

(3S, 4R) 
 

0.30 4.1 3.2 >100 2.7 

41 
F 

(3R, 4S)  

1.7 27 17 >100 2.7 

a IC50 values are the average of duplicate experiments. b Inhibitory activity in Rb efflux assay 

(n = 2). c CLogP values calculated using ACD/Labs Software, version 12.01. 

 

pKa = 10.45 pKa = 8.48  

Figure 17. Effect of introducing fluorine atom to piperidine on pKa value. 

(The pKa values were calculated as conjugate acids by ACD/PhysChem Ver12.01.)  
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Table 7. Kinase panel assay of compound 37 

Kinase IC50 (nM) 

EGFR >1000 

TRKA 470 

TIE2 >1000 

IGF1R >1000 

HER2 >1000 

EPHA2 >1000 

TEC >1000 

BTK >1000 

ITK >1000 

SYK >1000 

ZAP70 >1000 

ABL >1000 

CSK >1000 

FAK >1000 

JNK3 560 

CDK2/CycA 590 

GSK3β 980 

CaMK2a 1000 

CHK1 950 

ROCK1 190 

PKCα 130 

PKCθ 320 

p70S6K >1000 

AurC >1000 

AKT1 >1000 

CK1δ >1000 

MEKK1 >1000 

MEK1 >1000 

RAF1 >1000 

MLK1 51 

BMPR1A >1000 

IRAK4 >1000 
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1H-ピロロ[2,3-b]ピリジン-5-カルボキサミド誘導体に関して、強い JAK3 阻害活性

を示した化合物についてラット脾臓細胞を用いた IL-2 刺激下の T 細胞増殖阻害作用

および細胞膜透過性を評価した（Table 8）。 

化合物 18bは、強い JAK3阻害活性に基づき、良好な T細胞増殖阻害作用を示し

た（IC50 = 27 nM）。一方、化合物 18eおよび化合物 18fは化合物 18bと比較して、

強い JAK3阻害活性を維持したにも関わらず細胞増殖阻害活性が低下した（化合物

18e: IC50 = 77 nM、化合物 18f: IC50 = 140 nM）。化合物 18eおよび化合物 18fで認め

られた JAK3阻害活性と T細胞増殖阻害活性の乖離に関して検討するために、これ

らの化合物の細胞膜透過性を PAMPA評価した。その結果、化合物 18bが高い細胞

膜透過性を示したことに対し、化合物 18eおよび化合物 18fは低い膜透過性であっ

た。（化合物 18b: Pe = 26 × 10-6 cm/sec、化合物 18e: Pe <0.2 × 10-6 cm/sec、化合物 18f: 

<0.2 × 10-6 cm/sec）。化合物 18eおよび化合物 18fは化合物 18bと比較して、分子脂

溶性が低下していることが低い細胞膜透過性の要因であると考えられる。一方、化

合物 37は強力な JAK3阻害活性および比較的良好な細胞膜透過性（Pe = 9 × 10-6 

cm/sec）を両立したことから、強い T細胞増殖阻害作用を示した（IC50 = 11 nM）。

これらの結果より、化合物 37は JAK3阻害に基づく強い免疫調節作用を示し、hERG

阻害による心機能障害の懸念が低い、優れたプロファイルを有する化合物であるこ

とが示された。 

 

Table 8. Cellular assay of N-aryl-4-aminopiperidine derivatives 

Compd 
T cell proliferation 

IC50
a (nM) 

PAMPA 

Pe
b (x10-6cm/sec) 

18b 27 26 

18e 77 <0.2 

18f 140 <0.2 

37 11 9 

41 44 5 

a Inhibitory effect on IL-2-stimulated T cell proliferation using rat spleen cells (n = 2). b PAMPA 

EvolutionTM (pION Inc., USA), donor buffer pH: 6.5 (n =3).  
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第六節 化合物 37のドッキング計算解析 

 

化合物 37 に関して、アミノピペリジン構造部へのシアノピリジン環およびフルオ

ロ基の導入が強い JAK3 阻害活性の発現に寄与していた。これらの置換基の JAK3 阻

害活性に対する効果を検証するために、化合物 37 と JAK3 蛋白とのドッキング計算

を実施した（Figure 18、PDB番号: 3LXK）。その結果、化合物 37は第一章において

検討した 1H-ピロロ[2,3-b]ピリジン誘導体と同様の推定結合様式を示した。化合物 37

に関して、1H-ピロロ[2,3-b]ピリジン環は ATP 結合部位のヒンジ領域の近傍に位置し、

N1 位の水素原子および N7 位の窒素原子がプロトン供与体およびプロトン受容体と

して、Glu903 および Leu905 とそれぞれ水素結合を形成した。また、C2 位の水素原

子は結合ポケットのゲートキーパー部位のアミノ酸 Met902 と相互作用を示し、1H-

ピロロ[2,3-b]ピリジン環が Val836 および Leu828 との CH-π 相互作用を形成した。ま

た、C5位のカルバモイル基とC4位のアミノ基との間で分子内水素結合の形成が認め

られた。この分子内相互作用により、アミノピペリジン部は疎水性ポケット領域に

保持され、フルオロ基は疎水性ポケット表面の近傍に位置し、疎水性相互作用を形

成した。さらにシアノピリジン環は疎水性ポケット領域の奥側に伸長して、JAK3 蛋

白との相互作用を示した。ピペリジン環の N原子上のピリジン環は Asp967の酸性側

鎖の近傍に位置し、イオン性の相互作用が示唆された。また、シアノ基は Arg953 の

側鎖との相互作用が認められた。この Arg953 との水素結合は tofacitinib では認めら

れていない新規な相互作用であり、一連の N-シアノアリール-4-アミノピペリジン誘

導体の構造活性相関の結果から、強い JAK3阻害活性の発現に寄与していると考えら

れる。 
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A) 

37  

B) 

 

Figure 18. Predicted binding mode of compound 37 to human JAK3. (A) Dotted lines indicate 

potential binding interactions. (B) Magenta indicates polar surfaces, and yellowish green 

indicates hydrophobic surfaces. 

  

Hydrogen bond 

interaction with 

Arg953

 Hydrogen bond 
interaction with 

hinge region and Met902

 CH-π interaction with 

Val836 and Leu828

Met902

Val836Leu828

Glu903

Leu905

Arg953

Interaction with 

hydrophobic pocket

Polar surfaces area

around Asp967
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第七節 化合物 37の薬物動態評価 

化合物 37 に関して、ヒトおよび各種動物の肝ミクロソームを用いた代謝安定性を

評価した（Table 9）。ラットでの肝代謝安定性に関して、化合物 37 は化合物 18b と

比較して、代謝クリアランス値が大きく低下した（化合物 18b: CLint = 204 mL/min/kg、

化合物 37: CLint = 27.5 mL/min/kg）。この結果から、1H-ピロロ[2,3-b]ピリジン-5-カル

ボキサミド誘導体に関して、C4 位のピペリジン環へのフルオロ基の導入は JAK3 阻

害活性の向上だけでなく、代謝安定性の改善にも効果的であることが判明した。ま

た、化合物 37 はラットだけでなく、イヌ、サルおよびヒトの各種において同様に、

低い代謝クリアランス値を示した。 

 

Table 9 In vitro metabolic stability of compound 37 

CLint (mL/min/kg)a 

Rat Dog Monkey Human 

27.5 18.8 9.9 4.8 

a In vitro metabolism with liver microsomes in presence of NADPH-generating system (n = 2). 

 

化合物 37 が肝ミクロソームに対して良好な代謝安定性を示したことから、経口お

よび静脈内投与での薬物動態プロファイルを評価した（Table 10）。化合物 37はラッ

トにおいて、低い全身クリアランス値を示し、良好な経口吸収性およびバイオアベ

イラビリティを示した（CLtot = 5.3 mL/min/kg、F = 70.7%）。また、化合物 37はイヌ

およびサルにおいても、同様な薬物動態プロファイルを示し、良好な経口バイオア

ベイラビリティを示した（イヌ: F = 49.1%、サル: F = 64.3%）。以上の結果より、化

合物 37は良好な薬物動態プロファイルを有する化合物であることが示された。
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Table 10. Pharmacokinetic parameters of compound 37 

 iva 
 

pob 

Species 
AUC0-24 

(ng·h/mL) 

t1/2 

(h) 

Vdss 

(L/kg) 

CLtot 

(mL/min/kg) 

 
Cmax 

(ng/mL) 

tmax 

(h) 

AUC0-24 

(ng·h/mL) 

Fc 

(%) 

Rat 3196 3.0 1.1 5.3 
 

633 3.3 6778 70.7 

Dog 5652 4.2 1.0 3.0 
 

666 2.7 8303 49.1 

Monkey 4493 5.4 1.5 3.8 
 

684 5.3 8689 64.3 

a Dosed at 1 mg/kg (rats, n = 2; dogs and monkeys, n = 3). b Dosed at 3 mg/kg (n = 3). c F = 

bioavailability. 
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第八節 第二章のまとめ 

 

第一章で創出した化合物 12c を出発として、化合物 12c の主代謝部位である 2-メ

チルシクロヘキシルアミノ基部分の構造変換を検討した。その結果、4-アミノピペ

リジン構造を有する誘導体が強い JAK3阻害活性を示すことを見い出した。特に、ピ

ペリジン環の N原子上へのシアノピリジル基の導入により、化合物 18bが強い JAK3

阻害活性を示した。化合物 18bは hERG阻害作用が認められたが、ピリジン環を脂溶

性が低減した他のヘテロ環に変換することで、化合物 18e および化合物 18f は強い

JAK3 阻害活性を維持し、かつ hERG 阻害活性が大きく低下した。また、化合物 18b

のピペリジン環部にフルオロ基を導入することにより、化合物 37 はさらなる JAK3

阻害活性の向上を示し、かつ、ピペリジン部の窒素原子の塩基性が低下することに

より hERG阻害活性が大きく低下した。 

化合物 18eおよび化合物 18fは低い細胞膜透過性により、弱い T細胞増殖阻害作用

を示したことに対し、化合物 37 は良好な細胞膜透過性を示し、T 細胞増殖阻害作用

が向上した。他キナーゼに対する選択性に関して、化合物 37は JAK1および JAK2に

対して約 10 倍の JAK3 選択性を示し、キナーゼパネルアッセイにおいて、代表的な

32個のキナーゼに対して弱い阻害活性を示した。さらに、化合物 37 は肝ミクロソー

ムに対する代謝安定性が良好であり、ラット、イヌおよびサルにおいて良好な薬物

動態プロファイルを示した。ドッキング計算解析の結果から、これまでの 1H-ピロロ

[2,3-b]ピリジン-5-カルボキサミド誘導体で認められた JAK3蛋白との相互作用に加え

て、化合物 37は疎水性ポケット領域の奥側で、シアノ基がArg953との新規な相互作

用を形成することで強力な JAK3阻害活性を発現していると考えられた。 

以上の結果から、新規な1H-ピロロ[2,3-b]ピリジン-5-カルボキサミド誘導体であり、

強力な JAK3 阻害活性、JAK1 および JAK2に対して約 10倍の JAK3 選択性を有し、

hERG 阻害作用が弱く、経口投与での免疫調節作用が期待できる化合物として化合物

37を創出することに成功した。 
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第三章 JAK3阻害活性を有する新規 4,6-ジアミノニコチンアミド誘導体の創出 

第一節 合成方針 

 

第一章および第二章において、1H-ピロロ[2,3-b]ピリジン-5-カルボキサミドを母核

とした化合物が強い JAK3阻害活性を示すことを見い出した。また、本誘導体におい

て、C4 位の置換基は JAK3 蛋白の疎水性ポケット領域との相互作用に関与しており、

JAK3 阻害活性の向上に重要であった。一方で、一般的なキナーゼ阻害活性の発現に

はヒンジ領域との相互作用が重要であることから、母核部分の変換は、さらなる

JAK3 阻害活性の向上を達成する可能性がある。既知の JAK3 阻害活性を有する化合

物の多くは、tofacitinib（Figure 3）に代表されるように、ヒンジ領域と相互作用が可

能な 5,6-縮合二環性ヘテロ環を有している。第一章において、6 員環部の置換基導入

を検討したが、5 員環部の構造変換による JAK3 阻害活性への効果についての知見は

得られていなかった。そこで、1H-ピロロ[2,3-b]ピリジン-5-カルボキサミド構造をミ

ミックした新規な 4,6-ジアミノニコチンアミド誘導体をデザインし、JAK3 阻害活性

に関する構造活性相関を検討した（Figure 19）。 

1H-ピロロ[2,3-b]ピリジン-5-カルボキサミド誘導体のドッキング計算解析から、

1H-ピロロ[2,3-b]ピリジン環は JAK3蛋白のヒンジ領域のGlu903および Leu905と水素

結合を形成した。1H-ピロロ[2,3-b]ピリジン-5-カルボキサミド誘導体との構造的比較

から、4,6-ジアミノニコチンアミド誘導体はヒンジ領域の近傍において、JAK3 阻害

活性の発現に重要な上記の 2 つの水素結合を保持することが期待できる。また、1H-

ピロロ[2,3-b]ピリジン環は Leu828 および Val836 との CH-π 相互作用に関与していた

ことから、4,6-ジアミノニコチンアミド誘導体の C6 位に芳香族性のベンゼン環を導

入することにより同様の CH-π相互作用の形成が期待される。上記の作業仮説に基づ

きデザインした新規 4,6-ジアミノニコチンアミド誘導体に関して、JAK3 阻害活性の

向上を目的に C4位および C6位の置換基の構造最適化を検討した。 

Glu903
Leu905

Leu828, Val836

6

4

CH- 

interaction

Hydrogen 

bond

interaction

 

Figure 19. Design of 4,6-diaminonicotinamide derivatives.  
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第二節 4,6-ジアミノニコチンアミド誘導体の合成 

 

4,6-ジアミノニコチンアミド誘導体の一般的合成法を、Scheme 10 に示す。4,6-ジ

クロロニコチン酸エチル（化合物 42）を(1S,2R)-2-メチルシクロヘキシルアミンと反

応させ、化合物 43を収率 98%にて得た。化合物 43のエステル基を加水分解すること

で化合物 44 を収率 58%にて得た後、アンモニアと縮合し化合物 45 を収率 91%にて

得た。化合物 45 を Pd2(dba)3、2-dicyclohexylphosphino-2',4',6'-triisopropyl-1,1'-biphenyl

および塩基を用いた条件でアニリンとカップリング反応させることで、4,6-ジアミノ

ニコチンアミド誘導体 46を収率 55%にて得た。49,50) 

46

c

b

43 : R = CO
2
Et

44 : R = CO
2
H

45 : R = C(O)NH
2

a d

42

 

Scheme 10. Reagents and conditions: (a) (1S,2R)-2-methylcyclohexanamine hydrochloride, 

DIPEA, n-BuOH, 120 °C, 98%; (b) 2 M NaOH aq., dioxane, 110 °C, 58%; (c) CDI, DMF, 

room temperature, then 28% NH4OH aq., room temperature, 91%; (d) aniline, Pd2(dba)3, 2-

dicyclohexylphosphino-2',4',6'-triisopropyl-1,1'-biphenyl, t-BuONa, t-BuOH, microwave, 

130 °C, 55%. 

 

4,6-ジアミノニコチンアミド誘導体に関して、C4 位に N-シアノピリジル-4-アミノ

ピペリジン構造を有する化合物の合成法を Scheme 11 に示す。化合物 45 の合成と同

様に、化合物 42および N-Boc-4-アミノピペリジンを用いて化合物 49を得た。化合物

49 と種々のアリールアミンをパラジウム触媒下、カップリング反応を行うことで化

合物 50a-i を得た（収率 29−93%）。化合物 50a-i の Boc 基を酸性条件で脱保護した

後、2-クロロ-5-シアノピリジンと反応させることで化合物 51a-i を収率 26−90%にて

得た。 
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50a-i

50e, 51e : R =

50f, 51f : R =

50c, 51c : R =

50d, 51d : R =

50b, 51b : R =

50i, 51i : R =

50g, 51g : R =

50h, 51h : R =

51a-i

50a, 51a : R =

c

b

47 : R = CO
2
Et

48 : R = CO
2
H

49 : R = C(O)NH
2

42
a d e

 

Scheme 11. Reagents and conditions: (a) N-Boc-4-aminopiperidine, DIPEA, n-BuOH, 120 °C, 

99%; (b) 2 M NaOH aq., dioxane, 110 °C, 88%; (c) CDI, DMF, room temperature, then 28% 

NH4OH aq., room temperature, 90%; (d) amines, Pd2(dba)3, 2-dicyclohexylphosphino-2',4',6'-

triisopropyl-1,1'-biphenyl, t-BuONa or K2CO3, t-BuOH, microwave, 130-140 °C, 29−93%; (e) 

4 M HCl, dioxane, room temperature, then 2-chloro-5-cyanopyridine, K2CO3, DMSO, 100 °C 

or Et3N, NMP, microwave, 150 °C, 26−90%. 

 

4,6-ジアミノニコチンアミド誘導体に関して、C4 位にベンジルアミン構造を有す

る化合物の合成法を Scheme 12 に示す。化合物 42 およびベンジルアミンより合成し

た化合物 54 をパラジウム触媒下、アニリンとカップリング反応させることで化合物

55を収率 36％にて得た。化合物 54に N-メチルアニリンまたは 3,4-ジメトキシベンジ

ルアミンを求核置換反応させることで化合物 56および化合物 57をそれぞれ収率 16％

および 63％にて得た。化合物 57 の 3,4-ジメトキシベンジル基をトリフルオロ酢酸を

用いて脱保護し、化合物 58を収率 32％にて得た。 
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55 : R = 

58 : R = 

57 : R = 

56 : R = 

gc

b

52 : R = CO
2
Et

53 : R = CO
2
H

54 : R = C(O)NH
2

42
a d, e, or f

 

Scheme 12. Reagents and conditions: (a) benzylamine, DIPEA, i-PrOH, 80 °C, 97%; (b) 6 M 

NaOH aq., EtOH, 70 °C, 91%; (c) CDI, DMF, room temperature, then 28% NH4OH aq., room 

temperature, 85%; (d) aniline, Pd2(dba)3, 2-dicyclohexylphosphino-2',4',6'-triisopropyl-1,1'-

biphenyl, t-BuONa, t-BuOH, NMP, dioxane, microwave, 140 °C, 36% (for 55); (e) N-

methylaniline, tetraethylammonium chloride, NMP, 180 °C, 16% (for 56); (f) 3,4-

dimethoxybenzylamine, DIPEA, NMP, microwave, 180 °C, 63% (for 57); (g) TFA, microwave, 

100 °C, 32%.  

 

化合物 63の合成法を Scheme 13に示す。化合物 42および化合物 32を用いた求核

置換反応により化合物 59 を収率 71％にて得た。化合物 59 のエステル基を加水分解

し、化合物 60 を収率 84％にて得た後、カルバモイル基に変換することで化合物 61

を収率 80％にて得た。化合物 61をパラジウム触媒下、2-メチルピリミジン-4-アミン

とカップリング反応を行うことで化合物 62 を収率 46％にて得た。化合物 62 の Boc

基を脱保護した後、2-クロロ-5-シアノピリジンと反応させ化合物 63を収率 51％にて

得た。 
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Scheme 13. Reagents and conditions: (a) DIPEA, DMF, 130 °C, 71%; (b) 2 M NaOH aq., 

dioxane, 110 °C, 84%; (c) CDI, DMF, room temperature, then 28% NH4OH aq., room 

temperature, 80%; (d) 2-methylpyrimidin-4-amine, Pd2(dba)3, 2-dicyclohexylphosphino-

2',4',6'-triisopropyl-1,1'-biphenyl, t-BuONa, t-BuOH, 90 °C, 46%; (e) 4 M HCl, dioxane, room 

temperature; (f) 2-chloro-5-cyanopyridine, Et3N, NMP, 100 °C, 51%. 

 

化合物 64の合成法を Scheme 14に示す。化合物 50gの Boc基を脱保護した（収率

93％）後、4-フルオロベンゾニトリルと反応させることで化合物 64 を収率 57％にて

得た。 

50g
a, b

64  

Scheme 14. Reagents and conditions: (a) 4 M HCl, dioxane, room temperature, 93%; (b) 4-

fluorobenzonitrile, K2CO3, DMSO, microwave, 140 °C, 57%. 
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第三節 4,6-ジアミノニコチンアミド誘導体の構造活性相関 

 

4,6-ジアミノニコチンアミド誘導体に関して、C4 位に代表的な置換基を導入した

化合物を用いてヒト JAK3 阻害活性に関する基礎的な構造活性相関を検討した

（Table 11）。 

初めに、4,6-ジアミノニコチンアミド誘導体のC4位のアミノ置換基に関して、1H-

ピロロ[2,3-b]ピリジン-5-カルボキサミド誘導体の化合物 12c および化合物 18b の C4

位の置換基に対応するメチルシクロヘキサン構造および N-シアノピリジルピペリジ

ン構造を導入することを検討した。その結果、化合物 46 および化合物 51a は中程度

の JAK3阻害活性を示し、4,6-ジアミノニコチンアミド誘導体の C4位の構造変換の許

容性を確認することができた（化合物 46: IC50 = 37 nM、化合物 51a: IC50 = 18 nM）。

この結果から、4,6-ジアミノニコチンアミド誘導体のC4位の置換基は 1H-ピロロ[2,3-

b]ピリジン-5-カルボキサミド誘導体と同様に、JAK3 蛋白の疎水性ポケット領域と相

互作用すると考えられた。また、4,6-ジアミノニコチンアミド誘導体の C4 位のアミ

ノ置換基に関して、脂肪族性置換基であるベンジル基を導入した結果、化合物 55 は

中程度の JAK3阻害活性を維持した（IC50 = 19 nM）。 

次に、4,6-ジアミノニコチンアミド誘導体の C6位の置換基に関して、JAK3阻害活

性への効果を検討するために、化合物 55 のアニリン部の構造変換を検討した。その

結果、化合物 55の C6位を N-メチル化した化合物 56およびベンゼン環を除去した化

合物 58 は JAK3 阻害活性が大きく低下した（化合物 56: IC50 >1000 nM、化合物 58: 

IC50 >1000 nM）。この結果から、4,6-ジアミノニコチンアミド誘導体の C6 位部のプ

ロトン供与性および芳香族性が JAK3蛋白のヒンジ領域との相互作用に重要であり、

JAK3阻害活性の発現に関与していることが示唆された。 
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Table 11. SARs of 4,6-diaminonicotinamide derivatives 

Compd Structure JAK3 IC50
a (nM) 

46 

 

37 

51a 

 

18 

55 

 

19 

56 

 

>1000 

(40% inh.@ 1 μM) 

58 

 

>1000 

(41% inh.@1 μM) 

12c 

 

5.1 

a IC50 values are mean of duplicate experiments.  

 

4,6-ジアミノニコチンアミド誘導体に関して、C6 位の置換基を変換した化合物に

ついて、ヒト JAK阻害活性および hERG阻害活性を評価した（Table 12）。 

C4 位の置換基に関して、1H-ピロロ[2,3-b]ピリジン-5-カルボキサミド誘導体での

検討において、化合物 18b が肝ミクロソームに対する代謝安定性の面で良好であっ
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たことから、N-シアノピリジル-4-アミノピペリジン構造に固定し、検討を行った。

化合物 18b と比較して、6-アニリノニコチンアミド誘導体 51a は C6 位の置換基の自

由回転により JAK3蛋白のヒンジ領域近傍において、より自由度が高い構造であると

考えられる。1H-ピロロ[2,3-b]ピリジン-5-カルボキサミド誘導体において、1H-ピロ

ロ[2,3-b]ピリジン環は Leu828 および Val836 との CH-π相互作用に関与していたこと

から、平面的な二環性ヘテロ環をミミックすることは JAK3阻害活性の向上に効果的

であると考えられた。そこで、化合物 51aの C6位のアニリン構造を 2-アミノピリジ

ンに変換し立体障害を低下させることで、より平面性が高い母核構造にすることを

検討した。また、C6 位にピリジン環のような極性官能基を導入することは、親水性

であるヒンジ領域への相互作用に対して有利であると考えられた（Figure 20）。 

上記の作業仮説に基づき合成した化合物 51b は化合物 51a と比較して、約 40 倍の

JAK3 阻害活性の向上を示した（IC50 = 0.46 nM）。また、1H-ピロロ[2,3-b]ピリジン-

5-カルボキサミド誘導体との比較において、対応する化合物 18b は 1.3 nM の IC50値

であったことから、4,6-ジアミノニコチンアミド誘導体が JAK3 阻害活性の点で優れ

ていることが示唆された。さらに化合物 51bは JAK1および JAK2阻害活性に対して、

中程度の JAK3選択性を示した（JAK1/JAK3 = 6、JAK2/JAK3 = 11）。この結果から、

4,6-ジアミノニコチンアミド構造が JAK3 蛋白のヒンジ領域との相互作用に関して有

用な母核構造であることが示された。 

しかしながら、化合物 51bは強い JAK3阻害活性を示す一方、化合物 18bと同様に

hERG阻害活性を示すことが明らかとなった（IC50 = 0.36 μM）。hERGチャネルへの

結合には疎水性の相互作用が関与していることから、化合物 51b の C6位のピリジン

環を他のヘテロ環に変換し、分子脂溶性を低下させることを検討した。その結果、

6-ピラジルアミン誘導体 51cおよび 6-ピリミジルアミン誘導体 51dは強い JAK3阻害

活性を維持した（化合物 51c: IC50 = 0.72 nM、化合物 51d: IC50 = 0.61 nM）。 次に、ピ

ラジン環およびピリミジン環への置換基導入を検討した結果、メチルピラジン誘導

体である化合物 51e および化合物 51f は強い JAK3阻害活性を維持した（化合物 51e: 

IC50 = 1.0 nM、化合物 51f: IC50 = 1.1 nM）。一方、メチルピリミジン誘導体 51gは、

やや JAK3阻害活性が向上した（IC50 = 0.36 nM）。また、他の二環性ヘテロ環として

ベンゾオキサゾール環を導入した結果、化合物 51h および化合物 51i は JAK3阻害活

性が低下した（化合物 51h: IC50 = 22 nM、化合物 51i: IC50 = 25 nM）。4,6-ジアミノニ

コチンアミド誘導体の hERG阻害作用に関しては、6-ピリミジルアミン構造を有する

化合物 51dおよび化合物 51gが強い JAK3阻害活性を維持しつつ、分子脂溶性の低下
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に伴い、hERG阻害活性が低下傾向を示した（化合物 51d: hERG IC50 = 17 μM、CLogP 

= 4.0、化合物 51g: hERG IC50 = 8.1 μM、CLogP = 4.3）。 

 

Table 12. SARs of N-cyanopyridyl-4-aminopiperidine derivatives 

18b

6

4

 

Compd R 
JAK3  

IC50
a (nM) 

JAK1 

IC50
a (nM) 

JAK2 

IC50
a (nM) 

hERG 

IC50
b (μM) 

CLogPc 

51a 
 

18 NTd 190 NTd 5.1 

51b 
 

0.46 2.9 4.9 0.36 4.7 

51c 
 

0.72 2.5 4.1 7.7 4.2 

51d 
 

0.61 3.5 5.5 17 4.0 

51e 

 

1.0 1.9 4.0 5.4 4.7 

51f 

 

1.1 6.7 5.3 4.8 4.7 

51g 
 

0.36 5.4 3.2 8.1 4.3 

51h 
 

22 NTd 400 6.6 4.7 

51i 
 

25 NTd 130 NTd 4.7 

18b  1.3 16 18 13.4 3.4 

a IC50 values are mean of duplicate experiments. b Inhibitory activity in Rb efflux assay (n = 2). 

c CLogP values calculated using ACD/Percepta 14.0.0. d NT = not tested. 
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Steric 

hindrance

Favorable for 

planar structure  

Figure 20. Modification of C6-substituent. 

 

化合物 51dおよび化合物 51gが hERG阻害活性の低減傾向を示したことから、6-ピ

リミジルニコチンアミド誘導体に関して、C4 位の置換基の構造変換を検討した

（Table 13）。第二章での検討にて、N-シアノピリジルピペリジン部の塩基性が

hERG阻害活性発現に関与しており、化合物の塩基性を低下させることが hERG阻害

活性の減弱に効果的であった。そこで、化合物 51gのピペリジン環にフルオロ基を導

入し、電子求引効果により化合物の塩基性を低下させることを検討した。その結果、

3-フルオロピペリジン誘導体 63 は強い JAK3 阻害活性を維持しつつ、期待通りに

hERG阻害活性が大きく低下した（JAK3 IC50 = 0.39 nM、hERG IC50 >100 μM）。また、

化合物 51gのピリジン環をベンゼン環に変換し、ピリジン環の塩基性を除去すること

を検討した。その結果、化合物 64は JAK3阻害活性はやや低下したものの、hERG阻

害活性が大きく低下した（JAK3 IC50 = 0.80 nM、hERG IC50 >100 μM）。化合物 51gと

化合物 64 の比較において、ピリジルピペリジン構造をフェニルピペリジン構造に変

換することは分子脂溶性が増加するものの、hERG 阻害活性に対しては効果的である

ことが示された。JAK1 および JAK2 阻害活性に対する選択性に関しては、化合物 64

は化合物 63 よりもやや高い JAK3 選択性を示した（化合物 63: JAK1/JAK3 = 0.62、

JAK2/JAK3 = 2.8、化合物 64: JAK1/JAK3 = 5.3、JAK2/JAK3 = 4.4）。加えて、化合物

64について代表的な 19個のキナーゼに対して、キナーゼパネル評価を行った結果、

JAK 以外の他のキナーゼに対しては弱い阻害作用であった（Table 14）。以上の結果

より、4,6-ジアミノニコチンアミド誘導体において、化合物 64 は強い JAK3 阻害活

性、JAK1および JAK2に対して中程度の JAK3選択性を有し、hERG阻害の懸念が少

ない化合物であることが示された。  
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Table 13. SARs of 6-pyrimidylaminonicotinamide derivatives 

37  

Compd R1 R2 

JAK3 

IC50
a  

(nM) 

JAK1 

IC50
a  

(nM) 

JAK2 

IC50
a  

(nM) 

hERG 

IC50
b  

(μM) 

CLogPc 

51g H 

 

0.36 5.4 3.2 8.1 4.3 

63 
F 

(3S, 4R)  

0.39 0.24 1.1 >100 4.0 

64 H 

 

0.80 4.2 3.5 >100 4.9 

37   0.30 4.1 3.2 >100 3.1 

a IC50 values are mean of duplicate experiments. b Inhibitory activity in Rb efflux assay (n = 2).  

c CLogP values calculated using ACD/Percepta 14.0.0. 
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Table 14. Kinase panel assay of compound 64  

Kinase % Inhibition 

@ 1 μM 

% Inhibition 

@ 0.1 μM 

% Inhibition 

@ 0.01 μM 

CDK2/CycA 96% 76% 27% 

MLK1 96% 84% 26% 

TRKA 94% 49% 8% 

ABL 54% NT NT 

BTK 49% NT NT 

CHK1 33% NT NT 

AurC 28% NT NT 

CK1δ 25% NT NT 

EGFR 19% NT NT 

FAK 18% NT NT 

HER2 14% NT NT 

EPHA2 11% NT NT 

AKT1 10% NT NT 

TIE2 8% NT NT 

BMPR1A 3% NT NT 

ZAP70 -2% NT NT 

CaMK2α -1% NT NT 

MAP3K1 -63% NT NT 

RAF1 -71% NT NT 
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第四節 化合物 64のドッキング計算解析 

 

4,6-ジアミノニコチンアミド誘導体の JAK3 蛋白への結合様式を確認するために、

化合物 64のドッキング計算解析を行った。また、化合物 64に関して 1H-ピロロ[2,3-

b]ピリジン-5-カルボキサミド誘導体 37との結合様式の比較を行った（Figure 21）。 

化合物 64 の 4,6-ジアミノニコチンアミド部は平面的な立体構造を維持しており、

JAK3 蛋白のヒンジ領域近傍において、N1位の窒素原子および C6位のアミノ基がそ

れぞれ、プロトン受容体およびプロトン供与体として、Leu905 と水素結合を形成し

た。C3 位のカルバモイル基はヒンジ領域の奥側に位置し、Glu903 と新規な水素結合

を形成した。また、C3位のカルバモイル基はゲートキーパー部のMet902との相互作

用も認められた。 

化合物 64 および化合物 37 の比較において、4,6-ジアミノニコチンアミド構造が

1H-ピロロ[2,3-b]ピリジン-5-カルボキサミド構造をミミックしたにも関わらず、対応

するカルバモイル基の位置が異なっていることが明らかとなった。化合物 64 のピリ

ジン環は化合物 37 の対応するピリジン環の位置に重なり合ったが、化合物 64 の C3

位のカルバモイル基は化合物 37 のピロール環が位置する奥側のより狭い空間方向へ

向かっていた。このカルバモイル基の配置の差は、ヒンジ領域部分の空間的許容性

によるものと推測される。化合物 37 のピロロピリジン環は狭い空間に許容されるの

に対し、化合物 64 のピリミジルアミノピリジン構造は立体的にかさ高いために許容

されないと考えられる。したがって、4,6-ジアミノニコチンアミド誘導体の C6 位の

置換基は溶媒側の空間に向かい、立体的に小さい C3 位のカルバモイル基がヒンジ領

域の奥側に反転し、Glu903および Met902との相互作用を形成した。化合物 64の C3

位のカルバモイル基による新規な水素結合は 4,6-ジアミノニコチンアミド構造をヒン

ジ領域近傍に固定し、強い JAK3阻害活性の発現に寄与していたと考えられる。 

また、化合物 64のピリジン環およびピリミジン環の芳香族性が Leu828との CH-π

相互作用に関与していた。4,6-ジアミノニコチンアミド誘導体の構造活性相関の結果

から、母核部分の平面性構造が維持され、CH-π 相互作用を形成することが JAK3 阻

害活性の向上に重要であると考えられる。さらに化合物 64 の C4 位のアミノピペリ

ジン部は JAK3蛋白の疎水性ポケットの空間を占めており、シアノフェニル基は疎水

性領域の奥側で、Gly831 との CH-π 相互作用および Arg953 との水素結合を形成した。

これらのドッキング計算解析の結果より、化合物 64 は JAK3 蛋白との高い親和性を

可能とすることで、強い JAK3阻害活性を発現したと考えられる。 
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64   37  

Figure 21. Predicted binding mode of compound 64 (blue) and 37 (pink) to human JAK3. 
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第五節 化合物 64の薬物動態評価 

 

強い JAK3 阻害活性を示した化合物 64 について、肝ミクロソームに対する代謝安

定性および細胞膜透過性を評価した（Table 15）。 

化合物 64 はラット肝ミクロソームを用いた代謝安定性試験において、良好なクリ

アランス値を示し、またヒトおよびラット間でのクリアランス値の種差はほとんど

見られなかった（ラット CLint = 146 mL/min/kg、ヒト CLint = 109 mL/min/kg）。さら

に化合物 64 を PAMPA 評価した結果、高い細胞膜透過性を示した（Pe >30 × 10-6 

cm/sec）。 

 

Table 15 In vitro profiles of compound 64 

Metabolic stability 

CLint
a (mL/min/kg) 

 
Membrane permeability 

Pe
b (× 10-6 cm/sec) 

Rat Human  

146 109  >30 

a In vitro metabolism with liver microsomes in the presence of NADPH-generating system (n 

=2). 

b PAMPA EvolutionTM (pION Inc., USA), donor buffer pH: 6.5 (n = 3). 

 

化合物 64が良好な代謝安定性および細胞膜透過性を示したことから、ラットへの

経口および静脈内投与による薬物動態プロファイルを評価した（Table 16）。その結

果、化合物 64は中程度の経口吸収性および血漿中暴露を示した（F = 23.6%）。 

 

Table 16. Pharmacokinetic parameters after single administration of 64 to rats 

iva  poa 

AUC0-24 

(ng·h/mL) 

t1/2 

(h) 

Vdss 

(L/kg) 

CLtot 

(mL/min/kg) 

 Cmax 

(ng/mL) 

tmax 

(h) 

AUC0-24 

(ng·h/mL) 

Fb 

(%) 

1177 3.4 3.5 14.3 
 

52.9 0.4 278 23.6 

a Dosed at 1 mg/kg (n = 3). b F = bioavailability. 
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第六節 第三章のまとめ 

 

JAK3 蛋白のヒンジ領域との相互作用が可能な新規 4,6-ジアミノニコチンアミド誘

導体をデザインし、JAK3 阻害活性に関する構造活性相関を検討した。4,6-ジアミノ

ニコチンアミド誘導体の C4位の置換基として、N-シアノピリジル-4-アミノピペリジ

ン構造が許容され、C6 位の置換基に関してはピリジン、ピラジンおよびピリミジン

のような芳香族ヘテロ環を導入することで、強い JAK3阻害活性を示す化合物を複数

創出した。しかしながら、多くの 4,6-ジアミノニコチンアミド誘導体は hERG阻害作

用を示したことから、C6位の置換基の脂溶性低下およびC4位の置換基の塩基性低下

による hERG阻害活性の低下を検討した。比較的弱い hERG阻害活性を示した 6-ピリ

ミジルニコチンアミド誘導体 51g に関して、C4 位の置換基の構造変換を行った結果、

化合物 51g のピペリジン環にフルオロ基を導入した化合物 63 およびピリジン環をベ

ンゼン環に変換した化合物 64 が強い JAK3 阻害活性を維持しつつ、弱い hERG 阻害

活性を示した。また、化合物 64 は JAK1 および JAK2 阻害活性に関して、4～5 倍の

中程度の JAK3選択性を示した。 

化合物 64の JAK3蛋白とのドッキング計算解析を検討した結果、4,6-ジアミノニコ

チンアミド誘導体は、ヒンジ領域および疎水性ポケットにおいて、1H-ピロロ[2,3-b]

ピリジン-5-カルボキサミド誘導体と同様の相互作用を示すだけでなく、C3 位のカル

ボキサミド基がヒンジ領域近傍で新規な水素結合を形成した。これらの JAK3蛋白と

の相互作用により、4,6-ジアミノニコチンアミド誘導体は強い JAK3 阻害活性を示す

ことが示唆された。 

以上の結果から、1H-ピロロ[2,3-b]ピリジン-5-カルボキサミド誘導体とは異なる新

規 4,6-ジアミノニコチンアミド誘導体が、JAK3 を標的とした免疫調節剤として有用

であることを見い出した。 
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第四章 ラット心移植試験における in vivo薬効評価 

第一節 化合物 37および化合物 64の in vivo薬効評価 

 

1H-ピロロ[2,3-b]ピリジン-5-カルボキサミド誘導体および 4,6-ジアミノニコチンア

ミド誘導体の検討の結果、強い JAK3阻害活性を有する化合物 37および化合物 64を

創出した（Table 17）。 

 

Table 17. Profiles of compound 37, compound 64, and tofacitinib 

37 64 tofacitinib  

Compd JAK3 IC50 (nM) JAK1 IC50 (nM) JAK2 IC50 (nM) 

37 0.30 4.1 3.2 

64 0.80 4.2 3.5 

tofacitinib 0.8 3.7 3.1 

 

強い JAK3阻害活性を有する化合物に関して、臓器移植時の拒絶反応の抑制効果を

確認するために、ラット異所性心移植モデル試験 51) での評価を検討した。ドナーで

ある ACI ラットの心臓をレシピエントである Lewis ラットの腹部に移植した後、化

合物を単剤または tacrolimus（0.02 mg/kg、筋肉内注射）との併用にて、14 日間、1

日 1 回経口投与した。移植心の拍動を触診により観察し、拍動の停止を拒絶として

確認した。化合物を投与後、14 日目までに拒絶が確認された場合には、その時点で

化合物の投与を中止した。生着日数は拒絶の前日までとし、生存期間の中央値

（median survival times: MST）を算出することで有効性を評価した。本モデルにおい

ては、化合物を投与していない溶媒対照群では移植片は移植 5日後程度にて拒絶され

る。また、tacrolimus を単剤にて 0.02 mg/kg の投与量を筋肉内注射した場合には、拒

絶反応に対する抑制効果は弱く、6.5日程度の生着延長効果を示す。51) 

1H-ピロロ[2,3-b]ピリジン-5-カルボキサミド誘導体である化合物 37 に関して、上

記の心移植モデル試験にて、臓器移植時の拒絶反応に対する作用を評価した（Table 
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18）。その結果、化合物 37 は経口投与にて移植片の拒絶反応を抑制し、用量依存的

に生着延長効果を示した（10 mg/kg経口投与時のMST: 11.5日、20 mg/kg経口投与

時の MST: 22日）。この結果から、JAK3阻害作用を有する化合物が、臓器移植時の

拒絶反応の抑制に対して有効であることが示された。 

Table 18. Effect of compound 37 on graft survival in a rat cardiac transplantation modela 

Treatment n 
Survival times 

(days) 

Median survival times 

(days) 

Vehicle 5 5, 5, 5, 5, 6 5 

37, 10 mg/kg (po)b 4 6, 8, 15, 15 11.5 

37, 20 mg/kg (po)b 7 16, 20, 21, 22, 22, 22, >28 22 

a ACI rat hearts were heterotopically transplanted into Lewis rats. b 37 was administered from 

day of transplantation for 14 days or by day of graft rejection. 

 

4,6-ジアミノニコチンアミド誘導体である化合物 64 について、ラット心移植モデ

ル試験における拒絶反応に対する作用を評価した。化合物 64 は化合物 37 と比較し

て、ラットでの経口吸収性が低く単剤での有効性が弱いと考えられたことから、

tacrolimus併用下での作用を評価した（Table 19）。その結果、化合物 64は 10 mg/kg

経口投与にて拒絶反応を抑制し、移植片の生着延長作用を示した（MST: 22.5 日）。

この結果から、JAK3 阻害作用を有する化合物に関して、臓器移植時の拒絶反応の抑

制において既存の免疫抑制剤である tacrolimusへの相加的効果が示された。 

 

Table 19. Effect of compound 64 on graft survival in a rat cardiac transplantation modela 

Treatment n 
Survival times 

(days) 

Median survival times 

(days) 

64, 10 mg/kg (po) 

with tacrolimus,  

0.02 mg/kg (im)b 

4 6, 21, 24, >27 22.5 

a ACI rat hearts were heterotopically transplanted into Lewis rats. b 64 and tacrolimus were 

administered from day of transplantation for 14 days or by day of graft rejection. 
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第二節 第四章のまとめ 

 

本研究で創出した 1H-ピロロ[2,3-b]ピリジン-5-カルボキサミド誘導体、化合物 37

および 4,6-ジアミノニコチンアミド誘導体、化合物 64 について臓器移植時の拒絶反

応に対する作用を確認するために、ラット異所性心移植モデル試験にて評価を行っ

た。その結果、化合物 37 は単剤経口投与にて移植片の拒絶反応を抑制し、生着延長

効果を示した。また、化合物 64 は tacrolimus との併用投与にて生着延長効果を示し

た。 

以上の結果から、強い JAK3阻害活性を有する上記化合物が、臓器移植時の拒絶反

応の抑制を適応とした新規な免疫調節剤として有用であることを明らかとした。 
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結論 

 

本研究は、臓器移植時の拒絶反応抑制への適応を指向し、JAK3 を標的とした新規

な免疫調節剤を創出することを目的として行った。 

第一章では、1H-ピロロ[2,3-b]ピリジン母核誘導体に関して、C4 位および C5 位の

構造変換により良好な JAK3 阻害活性を示す化合物を複数創出し、本導体が JAK3 を

標的とした新規な免疫調節剤として有用であることを見い出した。また、本誘導体

と JAK3 蛋白とのドッキング計算解析により、JAK3 阻害活性の発現に重要な分子構

造および相互作用に関する知見を得た。1H-ピロロ[2,3-b]ピリジン環のC5位へのカル

バモイル基導入は分子内水素結合の形成により分子構造を固定化し、JAK3 阻害活性

の向上に寄与した。また、1H-ピロロ[2,3-b]ピリジン環の C4 位のアミノ置換基は

JAK3 蛋白の疎水性ポケット領域と相互作用することで、JAK3 阻害活性の発現に重

要であった。C4位のアミノ置換基部分の脂溶性増加は、JAK3阻害活性の向上に効果

的である一方、肝ミクロソームに対する代謝安定性が課題となった。1H-ピロロ[2,3-

b]ピリジン母核誘導体に関して、C4位のアミノ置換基部分の構造変換が JAK3阻害活

性の向上および薬物動態面の改善の点で重要であることを見い出した。 

第二章では、1H-ピロロ[2,3-b]ピリジン-5-カルボキサミド誘導体に関して、C4 位

のさらなる構造変換により、強力な JAK3 阻害活性、JAK1、JAK2 に対して約 10 倍

の JAK3選択性を有し、hERG阻害作用が弱く、経口吸収性が優れた化合物 37を創出

した。1H-ピロロ[2,3-b]ピリジン環のC4位に 4-アミノピペリジン構造を導入すること

により、強い JAK3阻害活性を示し、課題であった代謝安定性を改善した。構造最適

化の過程で新たに課題となった hERG阻害作用に関して、ピペリジン部にフルオロ基

を導入し化合物の塩基性を低下させることが、hERG 阻害活性の減弱に効果的である

ことを見い出した。化合物 37 と JAK3 蛋白のドッキング計算解析の結果から、フル

オロ基と疎水性ポケット表面との相互作用および疎水性ポケット領域の奥側でのシ

アノ基と Arg953 との相互作用が JAK3 阻害活性のさらなる向上に寄与していること

が示された。 

第三章では、異なる新規母核構造を有する 4,6-ジアミノニコチンアミド誘導体が、

JAK3 を標的とした免疫調節剤として有用であることを見い出した。また、強い

JAK3 阻害活性、JAK1、JAK2 に対して 4～5 倍の JAK3 選択性を有し、hERG 阻害作

用が弱い化合物 64 を創出した。4,6-ジアミノニコチンアミド誘導体に関して、C4 位

および C6位の置換基として、N-シアノピリジル-4-アミノピペリジン構造および芳香

族ヘテロ環構造の導入が JAK3阻害活性の向上に重要であることを見い出した。構造
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最適化の過程において、1H-ピロロ[2,3-b]ピリジン-5-カルボキサミド誘導体同様に、

hERG 阻害活性が課題となったが、C4 位のアミノ置換基中のピリジン環をベンゼン

環に変換し、塩基性を除去することが hERG阻害活性の減弱に効果的であることを見

い出した。化合物 64 と JAK3 蛋白のドッキング計算解析の結果から、ヒンジ領域近

傍において C3 位のカルバモイル基が新規な水素結合を形成し、JAK3 阻害活性の向

上に寄与していることが示唆された。 

第四章では、1H-ピロロ[2,3-b]ピリジン-5-カルボキサミド誘導体である化合物 37

および 4,6-ジアミノニコチンアミド誘導体である化合物 64 について、ラット異所性

心移植モデル試験にて臓器移植時の拒絶反応に対する作用を評価し、単剤経口投与

および tacrolimus との併用投与にて、それぞれ生着延長効果を示すことを見い出した。 

本研究において、既存の JAK阻害剤とは異なる新規な母核構造を有し、JAK3に対

して強い阻害活性を示す複数の化合物を創出することに成功した。特に、1H-ピロロ

[2,3-b]ピリジン-5-カルボキサミド誘導体の化合物 37 は強力な JAK3 阻害活性、JAK1、

JAK2に対して約 10倍の JAK3選択性を示し、ラット異所性心移植モデル試験にて単

剤経口投与での有効性を確認できたことから、臓器移植時の拒絶反応の抑制を適応

とした新規な免疫調節剤としての開発が期待できる。本研究成果は、今後の JAK3阻

害に基づく免疫調節剤の研究および開発に有用な知見を与えるものである。 
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実験の部 

 

核磁気共鳴（1H NMRおよび 13C NMR）スペクトルは Brucker Biospin Avance400、

AV400Mまたは Avance-III HDを用いて測定した。化学シフトは tetramethylsilaneを内

部標準物質として、δ値（ppm）で表示した。シグナルの分裂様式は s = singlet、d = 

doublet、t = triplet、q = quartet、m = multiplet、br = broadの略号を用いて表示した。質

量分析（MS）スペクトルは Hitachi LC/3DQMS M8000または Agilent HP1100 LC/MCD

を用いて測定した。高分解能質量分析（HRMS）スペクトルはWaters LCT Premier XE

を用いて測定した。比旋光度は HORIBA SEPA-500を用いて測定した。マイクロウェ

ーブ反応装置は Biotage Intiator 2.5（0–400 W, 2.45 GHz）を用いた。シリカゲルカラ

ムクロマトグラフィーは、Kanto Chemical, 60N, 63-210 m または Yamazen, HI-

FLASHTMを用いた。元素分析（Anal.）は、Elementar Vario EL III、YANACO MT-6ま

たは YANACO JM-10を用いて測定し、実験値は理論値の±0.4%以内であった。 

 

第一章に関する実験 

 

4-Chloro-1-{[2-(trimethylsilyl)ethoxy]methyl}-1H-pyrrolo[2,3-b]pyridine (化合物 2) 

4-Chloro-1H-pyrrolo[2,3-b]pyridine (化合物 1, 4.6 g, 30 mmol)の DMF (46 mL)溶液に

60% NaH (1.4 g, 36 mmol)を 0 °Cにて加え、混合物を同温度にて１時間撹拌した。混

合物にSEMCl (6.8 mL, 39 mmol)を加え、同温度にて４時間撹拌した。混合物に水 (150 

mL)およびエーテルを加え分液した。有機層を水で洗浄し、MgSO4で乾燥し、減圧下

濃縮した。残渣をシリカゲルカラムクロマトグラフィー (溶出溶媒；n-hexane/EtOAc 

= 97/3－88/12)で精製し、化合物 2 を無色油状物として得た (7.16 g, 収率 84%)。1H-

NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: −0.12 (9H, s), 0.80 (2H, t, J = 1.6 Hz), 3.50 (2H, t, J = 1.6 Hz), 

5.64 (2H, s), 6.60 (1H, d, J = 3.7 Hz), 7.28 (1H, d, J = 5.1 Hz), 7.77 (1H, d, J = 3.7 Hz), 8.24 

(1H, d, J = 5.1 Hz). MS (ESI) m/z: 283 (M + H)+. 

 

N-Cyclohexyl-N-methyl-1-{[2-(trimethylsilyl)ethoxy]methyl}-1H-pyrrolo[2,3-b]pyridin-

4-amine (化合物 3) 

化合物 2 (350 mg, 1.24 mmol) および N-methylcyclohexylamine (1.6 mL, 12.4 mmol)の

混合物に 2-(di-tert-butylphosphino)biphenyl (74 mg, 0.25 mmol)、Cs2CO3 (403 mg, 1.24 

mmol)および Pd(OAc)2 (28 mg, 0.12 mmol)を加え、窒素ガス雰囲気下、110 °Cにて 2時

間撹拌した。混合物を室温まで冷却した後、CHCl3 および MeOH を加え希釈した。

混合物を室温にて 10 分間撹拌した後、Celite®を用いて濾過した。濾液を減圧下濃縮

し、残渣をシリカゲルカラムクロマトグラフィー (溶出溶媒；n-hexane/EtOAc = 9/1－
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4/1)で精製し、化合物 3を白色固体として得た (145 mg, 収率33%)。1H-NMR (400 MHz, 

DMSO-d6) δ: −0.08 (9H, s), 0.81 (2H, t, J=8.0 Hz), 1.09–1.23 (1H, m), 1.02–1.05 (1H, m), 

1.31–1.45 (2H, m), 1.56–1.68 (3H, m), 1.71–1.87 (4H, m), 2.95 (3H, s), 3.49 (2H, t, J = 8.0 

Hz), 3.90–3.99 (1H, m), 5.52 (1H, s), 6.28 (1H, d, J = 5.6 Hz), 6.49 (1H, d, J = 4.0 Hz), 7.31 

(1H, d, J = 4.0 Hz), 7.88 (1H, d, J = 5.6 Hz). MS (ESI) m/z: 360 (M + H)+. 

 

N-Cyclohexyl-N-methyl-1H-pyrrolo[2,3-b]pyridin-4-amine (化合物 4) 

化合物 3 (140 mg, 0.39 mmol)の CH2Cl2 (1.4 mL)溶液に、TFA (1.5 mL, 19.6 mmol)を

加え室温で 2時間撹拌した。混合物を減圧下濃縮し、残渣を CH2Cl2 (1.4 mL)に溶解し

た。混合物に NaOH (1M水溶液, 1.6 mL, 1.56 mmol) および 1,2-diaminoethane (78 L, 

1.17 mmol)を加え、室温にて 16 時間撹拌した。混合物に CHCl3を加え分液し、有機

層を水で洗浄した。有機層を MgSO4 で乾燥し、減圧下濃縮した。残渣をシリカゲル

カラムクロマトグラフィー (溶出溶媒；CHCl3/MeOH = 100/0－95/5)で精製し、化合物

4を白色固体として得た (58 mg, 収率 65%)。1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 1.06–1.22 

(1H, m), 1.29–1.44 (2H, m), 1.54–1.69 (3H, m), 1.69–1.87 (4H, m), 2.92 (3H, s), 3.91–4.02 

(1H, m), 6.19 (1H, d, J = 5.8 Hz), 6.4 (1H, d, J = 3.7 Hz), 7.13 (1H, d, J = 3.6 Hz), 7.82 (1H, d, 

J = 5.5Hz), 11.25 (1H, s). 13C-NMR (126 MHz, DMSO-d6) δ: 25.07, 25.41, 29.78, 31.98, 58.16, 

99.16, 100.10, 107.65, 120.86, 143.68, 150.02, 150.04. MS (ESI) m/z: 230 (M + H)+. Anal. 

calcd for C14H19N3·0.1H2O: C, 72.75; H, 8.37; N, 18.18. Found: C, 72.96; H, 8.36; N, 18.2. 

 

4-Chloro-1-(triisopropylsilyl)-1H-pyrrolo[2,3-b]pyridine (化合物 5) 

化合物 1 (25 g, 164 mmol)の DMF (250 mL)溶液に、60% NaH (7.9 g, 197 mmol)を 5 °C

にて加え、同温度にて 1時間撹拌した。混合物に TIPSCl (36 mL, 172 mmol)を加え、1

時間撹拌した。混合物に EtOAc および水を加え分液し、有機層を飽和 NaHCO3水溶

液および飽和食塩水で洗浄した。有機層を MgSO4 で乾燥し、減圧下濃縮した。残渣

をシリカゲルカラムクロマトグラフィー (溶出溶媒；n-hexane)で精製し、化合物 5 を

無色固体として得た (40 g, 収率 79%)。1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 1.06 (18H, d, J 

= 7.5 Hz), 1.79–1.91 (3H, m), 6.68 (1H, d, J = 3.5 Hz), 7.24 (1H, d, J = 5.2 Hz), 7.60 (1H, d, J 

= 3.5 Hz), 8.20 (1H, d, J = 5.2 Hz). MS (ESI) m/z: 309 (M + H)+. 

 

Ethyl 4-chloro-1H-pyrrolo[2,3-b]pyridine-5-carboxylate (化合物 6) 

アルゴンガス雰囲気下、化合物 5 (15 g, 48.6 mmol)の THF (150 mL)溶液に sec-BuLi 

(1 M cyclohexane/n-hexane溶液, 97.1 mL, 97.1 mmol)を−78 °Cにて加え、同温度にて 1
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時間撹拌した。混合物に ethyl chloroformate (9.29 mL, 97.1 mmol)を−78 °Cにて加え、

同温度にて 30分間撹拌した。混合物に飽和 NH4Cl水溶液および EtOAcを加えて分液

し、有機層を水および飽和食塩水で洗浄した。有機層を MgSO4 で乾燥し、減圧下濃

縮した。残渣を THF (120 mL)に溶解させ、TBAF (1M THF溶液, 56 mL, 56 mmol)を加

え、室温にて 1 時間撹拌した。混合物に EtOAc を加え、水で洗浄した。有機層を

MgSO4 で乾燥し、減圧下濃縮した。残渣に IPE を加え粉末化し、析出物を濾取し、

化合物 6を薄桃色固体として得た (9.6 g, 収率 88%)。1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 

1.36 (3H, t, J = 7.1 Hz), 4.36 (2H, q, J = 7.1 Hz), 6.64–6.67 (1H, m), 7.70–7.73 (1H, m), 8.71 

(1H, s), 12.41 (1H, br). MS (ESI) m/z: 223 (M − H)-. 

 

4-Chloro-1H-pyrrolo[2,3-b]pyridine-5-carboxylic acid (化合物 7) 

化合物 6 (10.5 g, 46.7 mmol)の EtOH (84 mL)溶液に NaOH (1M水溶液, 140 mL, 140 

mmol)を加え、60 °C にて 1.5 時間撹拌した。混合物を 4 °C に冷却し、HCl (1M 水溶

液)を用いて酸性にした。析出物を濾取した後、水で洗浄し、化合物 7 を白色固体と

して得た (9.0 g, 収率 98%)。1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 6.62–6.64 (1H, m), 7.67–

7.70 (1H, m), 8.71 (1H, s), 12.32 (1H, brs), 13.22 (1H, brs). MS (ESI) m/z: 195 (M − H)-. 

 

4-Chloro-1H-pyrrolo[2,3-b]pyridine-5-carboxamide (化合物 8) 

化合物 7 (9.0 g, 45.8 mmol)の DMF (72 mL)溶液に CDI (8.2 g, 50.4 mmol)を加え、室

温で 1時間撹拌した。混合物に 28% NH4OH水溶液 (10.0 ml, 164 mmol)を 4 °Cにて加

え、室温にて 1時間撹拌した。混合物に酢酸エチルを加え、析出物を濾取し、化合物

8を白色固体として得た (7.5 g, 収率 84%)。1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 6.57 (1H, 

d, J = 3.6 Hz), 7.63 (1H, brs), 7.65 (1H, d, J = 3.6 Hz), 7.90 (1H, brs), 8.29 (1H, s), 12.12 (1H, 

br). MS (ESI) m/z: 218 (M + Na)+. 

 

4-[Cyclohexyl(methyl)amino]-1H-pyrrolo[2,3-b]pyridine-5-carboxamide (化合物 9a) 

化合物 8 (25 mg, 0.128 mmol)および N-methylcyclohexylamine (0.085 mL, 0.639 mmol)

の n-BuOH (0.2 mL)懸濁液をマイクロウェーブ照射下、150 °Cにて 30分間撹拌した。

混合物を減圧下濃縮し、残渣をシリカゲルカラムクロマトグラフィー (溶出溶媒；

CHCl3/MeOH = 100/0－95/5)で精製し、化合物 9aを固体として得た (9 mg, 収率 26%)。

1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 0.97–1.37 (3H, m), 1.42–1.88 (7H, m), 2.91 (3H, s), 3.49–

3.66 (1H, m), 6.46–6.52 (1H, m), 7.24–7.33 (2H, m), 8.07 (1H, br), 8.21 (1H, s), 11.56 (1H, 
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brs). MS (ESI) m/z: 273 (M + H)+. Anal. calcd for C15H20N4O·0.5H2O: C, 64.03; H, 7.52; N, 

19.91. Found: C, 63.98; H, 7.52; N, 20.15. 

 

4-{[(1S,2R)-2-Ethylcyclohexyl]amino}-1H-pyrrolo[2,3-b]pyridine-5-carboxamide ( 化合

物 9g) 

化合物 8 (100 mg, 0.511 mmol)の N-methylpyrrolidone (NMP) (1 mL)溶液に、(1S,2R)-

2-ethylcyclohexanamine hydrochloride (167 mg, 1.02 mmol)および DIPEA (0.27 mL, 1.53 

mmol)を加え、マイクロウェーブ照射下、160 °C にて 1.5 時間撹拌した。混合物を室

温まで冷却した後、水を加えた。混合物に CHCl3 を加えて分液し、有機層を水で洗

浄した。有機層を MgSO4 で乾燥し、減圧下濃縮した。残渣をシリカゲルカラムクロ

マトグラフィー (溶出溶媒；CHCl3/MeOH = 100/0－90/10)で精製し、化合物 9gを白色

固体として得た (58 mg, 収率 40%)。1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 0.78 (3H, t, J = 7.2 

Hz), 1.21–1.68 (10H, m), 1.82–1.89 (1H, m), 4.29–4.32 (1H, m), 6.51–6.53 (1H, m), 7.00 (1H, 

br), 7.08–7.11 (1H, m), 7.67 (1H, br), 8.35 (1H, s), 9.87–9.92 (1H, m), 11.43 (1H, brs). MS 

(ESI) m/z: 287 (M + H)+. Anal. calcd for C16H22N4O·0.3H2O: C, 65.86; H, 7.81; N, 19.20. 

Found: C, 65.65; H, 7.43; N, 19.25. 

 

4-(Piperidin-1-yl)-1H-pyrrolo[2,3-b]pyridine-5-carboxamide (化合物 9b) 

化合物 8および piperidineを用いて、化合物 9aと同様の合成法にて、化合物 9bを

白色固体として得た (収率 38%)。1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 1.57–1.73 (6H, m), 

3.27–3.42 (4H, m), 6.56-6.59 (1H, m), 7.27–7.36 (2H, m), 7.85–7.93 (1H, m), 8.18 (1H, s), 

11.56 (1H, br). MS (ESI) m/z: 245 (M + H)+. Anal. calcd for C13H16N4O: C, 63.91; H, 6.60; N, 

22.93. Found: C, 63.81; H, 6.62; N, 22.81. 

 

4-(Cyclopentylamino)-1H-pyrrolo[2,3-b]pyridine-5-carboxamide (化合物 9c) 

化合物 8 および cyclopentylamine を用いて、化合物 9a と同様の合成法にて、化合

物 9c を白色固体として得た (収率 29%)。1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 1.43–1.78 

(6H, m), 1.90–2.10 (2H, m), 4.35–4.50 (1H, m), 6.57–6.63 (1H, m), 7.00 (1H, br), 7.08–7.14 

(1H, m), 7.64 (1H, br), 8.34 (1H, s), 9.61–9.70 (1H, m), 11.43 (1H, brs). MS (ESI) m/z: 245 (M 

+ H)+. Anal. calcd for C13H16N4O·0.1H2O: C, 63.45; H, 6.64; N, 22.77. Found: C, 63.64; H, 

6.64; N, 22.62. 

 

4-(Cycloheptylamino)-1H-pyrrolo[2,3-b]pyridine-5-carboxamide (化合物 9d) 



70 

 

化合物 8 および cycloheptylamine を用いて、化合物 9g と同様の合成法にて、化合

物 9d を白色固体として得た (収率 57%)。1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 1.46–1.71 

(10H, m), 1.89–2.10 (2H, m), 4.07–4.23 (1H, m), 6.50–6.54 (1H, m), 7.00 (1H, br), 7.08–7.13 

(1H, m), 7.62 (1H, br), 8.31 (1H, s), 9.67 (1H, d, J = 8.1 Hz), 11.43 (1H, brs). 13C-NMR (126 

MHz, DMSO-d6) δ: 22.96, 27.50, 35.27, 52.86, 101.66, 101.83, 104.50, 121.42, 145.06, 149.32, 

149.63, 172.01. MS (ESI) m/z: 273 (M + H)+. Anal. calcd for C15H20N4O·0.3H2O: C, 64.86; H, 

7.48; N, 20.17. Found: C, 64.82; H, 7.38; N, 20.10. 

 

4-(Pentan-3-ylamino)-1H-pyrrolo[2,3-b]pyridine-5-carboxamide (化合物 9e) 

化合物 8 および 3-aminopentaneを用いて、化合物 9g と同様の合成法にて、化合物

9eを白色固体として得た (収率 24%)。1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 0.92 (6H, t, J = 

7.6 Hz), 1.48–1.69 (4H, m), 3.87–3.97 (1H, m), 6.50–6.53 (1H, m), 6.93 (1H, br), 7.08–7.12 

(1H, m), 7.69 (1H, br), 8.35 (1H, s), 9.55 (1H, d, J = 8.8 Hz), 11.42 (1H, brs). MS (ESI) m/z: 

247 (M + H)+. Anal. calcd for C13H18N4O: C, 63.39; H, 7.37; N, 22.75. Found: C, 63.22; H, 

7.24; N, 22.65. 

 

4-[(Cyclohexylmethyl)amino]-1H-pyrrolo[2,3-b]pyridine-5-carboxamide (化合物 9f) 

化合物 8および cyclohexanemethylamineを用いて、化合物 9aと同様の合成法にて、

化合物 9f を白色固体として得た (収率 39%)。1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 0.92–

1.34 (5H, m), 1.50–1.88 (6H, m), 3.45 (2H, dd, J=6.0, 12.0 Hz), 6.54–6.60 (1H, m), 6.98 (1H, 

br), 7.08–7.10 (1H, m), 7.65 (1H, br), 8.34 (1H, s), 9.61–9.66 (1H, m), 11.43 (1H, brs). MS 

(ESI) m/z: 273 (M + H)+. Anal. calcd for C15H20N4O·0.1H2O: C, 65.72; H, 7.43; N, 20.44. 

Found: C, 65.83; H, 7.38; N, 20.29. 

 

4-[(2,2-Dimethylcyclohexyl)amino]-1H-pyrrolo[2,3-b]pyridine-5-carboxamide ( 化合物

9h)  

化合物 8 および 2,2-dimethylcyclohexan-1-amine hydrochloride を用いて、化合物 9g

と同様の合成法にて、化合物 9h を白色固体として得た (収率 66%)。1H-NMR (400 

MHz, DMSO-d6) δ: 0.94 (3H, s), 1.00 (3H, s), 1.30–1.54 (6H, m), 1.63–1.71 (1H, m), 1.83–

1.91 (1H, m), 3.69–3.77 (1H, m), 6.47–6.50 (1H, m), 6.95 (1H, br), 7.08–7.12 (1H, m), 7.69 

(1H, br), 8.34 (1H, s), 9.83 (1H, d, J = 8.8 Hz), 11.42 (1H, brs). MS (ESI) m/z: 287 (M + H)+. 

HRMS (M + H)+ calcd for C16H22N4O: 286.1794. Found: 287.1867. 
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4-[(3-Methylcyclohexyl)amino]-1H-pyrrolo[2,3-b]pyridine-5-carboxamide (化合物 9i) 

化合物 8 および 3-methylcyclohexylamineを用いて、化合物 9g と同様の合成法にて、

化合物 9i を白色固体として得た (収率 77%)。1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 0.87–

0.92 (3H, m), 0.97–1.81 (8H, m), 2.02–2.12 (1H, m), 3.82–3.92 (0.4H, m), 4.33–4.39 (0.6H, 

m), 6.47–6.55 (1H, m), 6.98 (1H, br), 7.10–7.16 (1H, m), 7.76 (1H, br), 8.35 (0.4H, s), 8.36 

(0.6H, s), 9.60 (0.4H, d, J = 7.6 Hz), 10.01 (0.6H, d, J = 8.4 Hz), 11.49 (1H, brs). MS (ESI) 

m/z: 273 (M + H)+. HRMS (M + H)+ calcd for C15H20N4O: 272.1637. Found: 273.1719. 

 

4-[(4-Methylcyclohexyl)amino]-1H-pyrrolo[2,3-b]pyridine-5-carboxamide (化合物 9j) 

化合物 8 および 4-methylcyclohexylamineを用いて、化合物 9g と同様の合成法にて、

化合物 9j を白色固体として得た (収率 95%)。1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 0.88–

0.94 (3H, m), 1.09–1.31 (3H, m), 1.37–1.58 (2H, m), 1.62–1.81 (3H, m), 2.03–2.11 (1H, m), 

3.76–3.86 (0.4H, m), 4.21–4.29 (0.6H, m), 6.46–6.53 (1H, m), 6.97 (1H, br), 7.09–7.14 (1H, 

m), 7.74 (1H, br), 8.34 (0.4H, s), 8.36 (0.6H, s), 9.55 (0.4H, d, J = 8.0 Hz), 9.97 (0.6H, d, J = 

8.0 Hz), 11.43 (1H, brs). MS (ESI) m/z: 273 (M + H)+. HRMS (M + H)+ calcd for C15H20N4O: 

272.1637. Found: 273.1714. 

 

4-{[(1S,2R)-2-(Hydroxymethyl)cyclohexyl]amino}-1H-pyrrolo[2,3-b]pyridine-5-

carboxamide (化合物 9k) 

化合物 8および[(1R,2S)-2-aminocyclohexyl]methanol hydrochlorideを用いて、化合物

9aと同様の合成法にて、化合物 9kを白色固体として得た (収率 41%)。1H-NMR (400 

MHz, DMSO-d6) δ: 1.13–2.00 (9H, m), 3.19–3.56 (2H, m), 4.51–4.64 (1H, m), 6.78–6.84 (1H, 

m), 7.29–7.36 (1H, m), 7.69 (1H, br), 8.38 (1H, br), 8.53 (1H, s), 10.96–11.05 (1H, m), 12.51 

(1H, brs). 13C-NMR (126 MHz, DMSO-d6) δ: 20.71, 23.19, 24.43, 30.65, 42.77, 48.54, 62.30, 

101.79, 102.01, 104.55, 121.13, 145.49, 150.13, 150.27, 172.32. MS (ESI) m/z: 289 (M + H)+. 

HRMS (M + H)+ calcd for C15H18N4O: 288.1586. Found: 289.1666. 

 

Ethyl 4-{[(1S,2R)-2-methylcyclohexyl]amino}-1H-pyrrolo[2,3-b]pyridine-5-carboxylate 

(化合物 10c) 

化合物 6 (258 mg, 1.15 mmol) および(1S,2R)-2-methylcyclohexanamine hydrochloride 

(292 mg, 1.95 mmol)の n-BuOH (1.03 mL)懸濁液に DIPEA (0.70 mL, 4.02 mmol)を加え、

マイクロウェーブ照射下、160 °Cにて 2時間撹拌した。混合物を減圧下濃縮し、残渣

をシリカゲルカラムクロマトグラフィー (溶出溶媒；n-hexane/EtOAc = 3/1－1/1)で精
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製し化合物 10cを白色固体として得た (185 mg, 収率 53%) 1H-NMR (400 MHz, DMSO-

d6) δ: 0.91 (3H, d, J = 6.9 Hz), 1.32 (3H, t, J = 7.1 Hz), 1.35–2.16 (9H, m), 4.23–4.34 (3H, m), 

6.59 (1H, d, J = 3.5 Hz), 7.17 (1H, d, J = 3.5 Hz), 8.68 (1H, s), 9.02–9.06 (1H, m), 11.66 (1H, 

br). MS (ESI) m/z: 302 (M + H)+. 

 

Ethyl 4-(cyclohexylamino)-1H-pyrrolo[2,3-b]pyridine-5-carboxylate (化合物 10a) 

化合物 6 および cyclohexylamine を用いて、化合物 10c と同様の合成法にて、化合

物 10aを得た (収率 56%)。1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 1.32 (3H, t, J = 7.1 Hz), 1.33–

1.77 (8H, m), 1.99–2.08 (2H, m), 3.95–4.08 (1H, m), 4.26 (2H, q, J = 7.1 Hz), 6.55 (1H, d, J = 

3.5 Hz), 7.18 (1H, d, J = 3.5 Hz), 8.54 (1H, s), 8.84–8.88 (1H, m), 11.67 (1H, brs). MS (ESI) 

m/z: 288 (M + H)+. 

 

Ethyl 4-(cyclopropylamino)-1H-pyrrolo[2,3-b]pyridine-5-carboxylate (化合物 10b) 

化合物 6および cyclopropylamineを用いて、化合物 10cと同様の合成法にて、化合

物 10bを白色固体として得た (収率 100%)。1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 0.57–0.72 

(2H, m), 0.87–1.04 (2H, m), 1.31 (3H, t, J = 7.1 Hz), 3.00–3.15 (1H, m), 4.25 (2H, q, J = 7.1 

Hz), 6.97–7.07 (1H, m), 7.12–7.23 (1H, m), 8.52 (1H, s), 8.76 (1H, d, J = 2.1 Hz), 11.68 (1H, 

s). MS (ESI) m/z: 246 (M + H)+. 

 

4-{[(1S,2R)-2-Methylcyclohexyl]amino}-1H-pyrrolo[2,3-b]pyridine-5-carboxylic acid (化

合物 11c) 

化合物 10c (150 mg, 0.50 mmol)の EtOH (1.5 mL)溶液に NaOH (2M水溶液, 1.12 mL, 

2.24 mmol)を加え、加熱還流下、20 時間撹拌した。混合物を室温まで冷却した後、

HCl (1M 水溶液)にて酸性 (pH = 4–5)とし、混合物に CHCl3/MeOH (4:1)を加え分液し

た。有機層を MgSO4 で乾燥し、減圧下濃縮し、化合物 11c を白色固体として得た 

(175 mg, 収率>100%)。化合物 11c はそれ以上の精製を行わず、次の反応に用いた。

1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 0.93 (3H, d, J = 6.9 Hz), 1.23–2.01 (9H, m), 4.38–4.40 (1H, 

m), 6.88–6.89 (1H, m), 7.37–7.40 (1H, m), 8.64 (1H, s), 10.20–10.24 (1H, m), 12.76 (1H, brs), 

13.80 (1H, br). MS (ESI) m/z: 274 (M + H)+. 

 

4-(Cyclohexylamino)-1H-pyrrolo[2,3-b]pyridine-5-carboxylic acid (化合物 11a) 

化合物 10aを用いて、化合物 11cと同様の合成法にて、化合物 11aを固体として得

た (収率 73%)。1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 1.14–2.16 (10H, m), 4.03–4.22 (1H, m), 
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6.77 (1H, d, J = 6.8 Hz), 7.33–7.39 (1H, m), 8.59 (1H, s), 9.80–9.90 (1H, m), 12.48 (1H, brs), 

13.83 (1H, br). MS (ESI) m/z: 260 (M + H)+ 

 

4-(Cyclopropylamino)-1H-pyrrolo[2,3-b]pyridine-5-carboxylic acid (化合物 11b) 

化合物 10b を用いて、化合物 11c と同様の合成法にて、化合物 11b を白色固体と

して得た (収率 88%)。1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 0.56–0.71 (2H, m), 0.86–1.02 (2H, 

m), 2.96–3.14 (1H, m), 6.96–7.05 (1H, m), 7.10–7.19 (1H, m), 8.49 (1H, s), 8.89–9.06 (1H, m), 

11.61 (1H, s), 12.38 (1H, br). MS (ESI) m/z: 218 (M + H)+. 

 

4-{[(1S,2R)-2-Methylcyclohexyl]amino}-1H-pyrrolo[2,3-b]pyridine-5-carboxamide (化合

物 12c)  

化合物 11c (170 mg, 0.622 mmol)の DMF (1.7 mL)溶液に、室温にて HOBt (126 mg, 

0.933 mmol)および EDC (145 mg, 0.933 mmol)を加え、60 °Cにて 1時間撹拌した。混

合物を室温まで冷却し、28% NH4OH水溶液 (0.17 mL, 1.24 mmol)を加え 1時間撹拌し

た。混合物に水および CHCl3/MeOH (4:1)を加えて分液し、有機層を水で洗浄した。

有機層を MgSO4 で乾燥し、減圧下濃縮した。残渣をシリカゲルカラムクロマトグラ

フィー (溶出溶媒；CHCl3/MeOH = 100/0－90/10)で精製し、化合物 12c を淡黄色固体

として得た (102 mg, 収率 60%)。1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 0.90 (3H, d, J = 6.8 Hz), 

1.20–1.98 (9H, m), 4.11–4.22 (1H, m), 6.46–6.55 (1H, m), 6.99 (1H, br), 7.07–7.13 (1H, m), 

7.64 (1H, br), 8.36 (1H, s), 9.85–9.90 (1H, m), 11.43 (1H, br). 13C-NMR (126 MHz, DMSO-

d6) δ: 16.81, 21.14, 23.47, 28.95, 30.04, 33.99, 52.77, 101.71, 101.86, 104.42, 121.20, 145.53, 

150.10, 150.28, 172.29. MS (ESI) m/z: 273 (M + H)+. Anal. calcd for C15H20N4O: C, 66.15; H, 

7.40; N, 20.57. Found: C, 65.81; H, 7.42; N, 20.31.  

 

4-(Cyclohexylamino)-1H-pyrrolo[2,3-b]pyridine-5-carboxamide (化合物 12a)  

化合物 11aを用いて、化合物 12cと同様の合成法にて、化合物 12aを白色固体とし

て得た (収率 60%)。1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 1.14–2.01 (10H, m), 3.91–4.01 (1H, 

m), 6.48–6.54 (1H, m), 7.03 (1H, br), 7.10–7.13 (1H, m), 7.70 (1H, br), 8.34 (1H, s), 9.64–9.68 

(1H, m), 11.43 (1H, brs). 13C-NMR (126 MHz, DMSO-d6) δ: 23.69, 25.14, 33.32, 50.65, 101.53, 

101.71, 104.30, 121.38, 145.52, 149.29, 150.27, 172.14. MS (ESI) m/z: 259 (M + H)+. Anal. 

calcd for C14H18N4O: C, 65.09; H, 7.02; N, 21.69. Found: C, 65.08; H, 7.12; N, 21.40. 

 

4-(Cyclopropylamino)-1H-pyrrolo[2,3-b]pyridine-5-carboxamide (化合物 12b) 
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化合物 11b を用いて、化合物 12c と同様の合成法にて、化合物 12b を得た (収率

74%)。1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 0.49–0.66 (2H, m), 0.80–1.00 (2H, m), 2.90–3.09 

(1H, m), 6.90–7.02 (1H, m), 7.03 (1H, br), 7.04–7.18 (1H, m), 7.73 (1H, br), 8.35 (1H, s), 9.58 

(1H, d, J = 2.1 Hz), 11.45 (1H, s). MS (ESI) m/z: 217 (M + H)+. Anal. calcd for 

C11H12N4O·0.05H2O·0.1CH3OH: C, 60.75; H, 5.70; N, 25.53. Found: C, 60.97; H, 5.62; N, 

25.11. 

 

4-(Cyclohexylamino)-N-methyl-1H-pyrrolo[2,3-b]pyridine-5-carboxamide (化合物 13a) 

化合物 11a (25 mg, 0.096 mmol)の DMF (0.375 mL)溶液に HOBt (19.5 mg, 0.145 mmol)、

EDC (22.5 mg, 0.145 mmol)およびMeNH2·HCl (9.8 mg, 0.145 mmol)を加え、55 °Cにて

1時間撹拌した。混合物に EtOAcおよび水を加え分液し、有機層を水で洗浄した。有

機層を MgSO4 で乾燥し、減圧下濃縮した。残渣をシリカゲルカラムクロマトグラフ

ィー (溶出溶媒；CHCl3/MeOH = 100/0－90/10)で精製し、化合物 13a を固体として得

た (5 mg, 収率 19%)。1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 1.18–1.81 (8H, m), 1.91–2.05 (2H, 

m) 2.73 (3H, d, J = 4.4 Hz), 3.84–4.01 (1H, m), 6.47–6.50 (1H, m), 7.11–7.14 (1H, m), 8.14–

8.24 (1H, m), 8.27 (1H, s), 9.36–9.45 (1H, m), 11.42 (1H, brs). MS (ESI) m/z: 273 (M + H)+. 

Anal. calcd for C15H20N4O·0.5H2O: C, 64.03; H, 7.52; N, 19.91. Found: C, 63.91; H, 7.57; N, 

20.07. 

 

N-Cyclohexyl-4-(cyclohexylamino)-1H-pyrrolo[2,3-b]pyridine-5-carboxamide ( 化合物

13b)  

化合物 11a および cyclohexylamine を用いて、化合物 13a と同様の合成法にて、化

合物13bを固体として得た (収率34%)。1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 1.05–2.01 (20H, 

m), 3.63–3.82 (1H, m), 3.84–4.01 (1H, m), 6.48–6.49 (1H, m), 7.11–7.13 (1H, m), 7.96 (1H, d, 

J = 7.7 Hz), 8.31 (1H, s), 9.32 (1H, d, J = 8.0 Hz), 11.44 (1H, brs). MS (ESI) m/z: 341 (M + 

H)+. Anal. calcd for C20H28N4O·0.2H2O: C, 69.82; H, 8.32; N, 16.28. Found: C, 69.82; H, 8.35; 

N, 16.06. 

 

4-(Cyclohexylamino)-N-phenyl-1H-pyrrolo[2,3-b]pyridine-5-carboxamide (化合物 13c) 

化合物 11a および aniline を用いて、化合物 13a と同様の合成法にて、化合物 13c

を白色固体として得た (収率 37%)。1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 1.15–1.81 (8H, m), 

1.92–2.09 (2H, m), 3.91–4.11 (1H, m), 6.59–6.60 (1H, m), 7.04–7.44 (4H, m), 7.68 (2H, d, J = 

7.9 Hz), 8.50 (1H, s), 9.10–9.21 (1H, m), 10.13 (1H, brs), 11.77 (1H, brs). MS (ESI) m/z: 335 
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(M + H)+. Anal. calcd for C20H22N4O·0.2H2O: C, 71.07; H, 6.68; N, 16.58. Found: C, 70.98; H, 

6.62; N, 16.60.  

 

第二章に関する実験 

 

4-[(1-Benzylpiperidin-4-yl)amino]-1H-pyrrolo[2,3-b]pyridine-5-carboxamide (化合物

14b) 

化合物 8 (200 mg, 1.02 mmol)の NMP (2 mL)溶液に 4-amino-1-benzylpiperidin (973 

mg, 5.11 mmol)および Et3N (0.71 mL, 5.11 mmol)を加え、マイクロウェーブ照射下、

180 °Cにて 1.5時間撹拌した。混合物を室温まで冷却し、EtOAcを加え、水で洗浄し

た。有機層をMgSO4で乾燥し、減圧下濃縮した。残渣をアミノシリカゲルカラムク

ロマトグラフィー (溶出溶媒；CHCl3/MeOH = 100/0－95/5)で精製し、化合物 14bを白

色固体として得た (344 mg, 収率 96%)。1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 1.46–1.57 (2H, 

m), 1.95–2.04 (2H, m), 2.21–2.31 (2H, m), 2.64–2.75 (2H, m), 3.33 (2H, s), 3.92–4.02 (1H, 

m), 6.47–6.50 (1H, m), 7.00 (1H, br), 7.11–7.14 (1H, m), 7.22–7.28 (1H, m), 7.30–7.35 (4H, 

m), 7.77 (1H, br), 8.36 (1H, s), 9.71 (1H, d, J = 8.0 Hz), 11.46 (1H, brs). 13C-NMR (126 

MHz, DMSO-d6) δ: 32.66, 48.90, 50.86, 62.07, 101.69, 104.35, 121.55, 126.75, 128.06, 

128.63, 138.46, 145.48, 149.32, 150.28, 172.10. MS (ESI) m/z: 350 (M + H)+. Anal. calcd for 

C20H23N5O·1.1H2O: C, 65.06; H, 6.88; N, 18.97. Found: C, 65.25; H, 6.91; N, 18.64. 

 

4-[(1-Methylpiperidin-4-yl)amino]-1H-pyrrolo[2,3-b]pyridine-5-carboxamide ( 化 合 物

14a) 

化合物 8および 4-amino-1-methylpiperidineを用いて、化合物 14bと同様の合成法に

て、化合物 14a を白色固体として得た (収率 32%)。1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 

1.45–1.57 (2H, m), 1.94–2.02 (2H, m), 2.14–2.24 (5H, m), 2.59–2.70 (2H, m), 3.88–3.99 (1H, 

m), 6.47–6.50 (1H, m), 6.97 (1H, br), 7.11–7.14 (1H, m), 7.73 (1H, br), 8.35 (1H, s), 9.68 (1H, 

d, J = 8.0 Hz), 11.45 (1H, brs). 13C-NMR (126 MHz, DMSO-d6) δ: 32.56, 45.86, 48.37, 53.02, 

101.70, 104.35, 121.56, 145.48, 149.33, 150.29, 172.10. MS (ESI) m/z: 274 (M + H)+. Anal. 

calcd for C14H19N5O·0.3MeOH: C, 60.70; H, 7.20; N, 24.75. Found: C, 60.78; H, 7.01; N, 24.63. 

 

4-{[(3R)-1-Benzylpiperidin-3-yl]amino}-1H-pyrrolo[2,3-b]pyridine-5-carboxamide (化合

物 14c) 
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化合物 8 および(R)-1-benzyl-3-aminopiperidine を用いて、化合物 14b と同様の合成

法にて、化合物 14cを白色固体として得た (収率 22%)。1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) 

δ: 1.44–1.61 (2H, m), 1.66–1.87 (2H, m), 2.17–2.55 (3H, m), 2.66–2.77 (1H, m), 3.44–3.56 

(2H, m), 4.06–4.16 (1H, m), 6.39–6.42 (1H, m), 6.98 (1H, br), 7.03–7.06 (1H, m), 7.18–7.24 

(1H, m), 7.27–7.32 (2H, m), 7.40 (2H, d, J = 7.2 Hz), 7.63 (1H, br), 8.33 (1H, s), 9.73 (1H, d, 

J = 8.0 Hz), 11.38 (1H, brs). MS (ESI) m/z: 350 (M + H)+. Anal. calcd for C20H23N5O·0.4H2O: 

C, 67.36; H, 6.73; N, 19.64. Found: C, 67.54; H, 6.55; N, 19.42. 

 

4-{[(3S)-1-Benzylpiperidin-3-yl]amino}-1H-pyrrolo[2,3-b]pyridine-5-carboxamide (化合

物 14d) 

化合物 8および(S)-1-benzyl-3-aminopiperidineを用いて、化合物 14bと同様の合成法

にて、化合物 14dを白色固体として得た (収率 34%)。1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 

1.44–1.61 (2H, m), 1.66–1.87 (2H, m), 2.17–2.55 (3H, m), 2.66–2.77 (1H, m), 3.44–3.56 (2H, 

m), 4.06–4.16 (1H, m), 6.39–6.42 (1H, m), 6.98 (1H, br), 7.03–7.06 (1H, m), 7.18–7.24 (1H, 

m), 7.27–7.32 (2H, m), 7.40 (2H, d, J = 7.2 Hz), 7.63 (1H, br), 8.33 (1H, s), 9.73 (1H, d, J = 

8.0 Hz), 11.38 (1H, brs). MS (ESI) m/z: 350 (M + H)+. Anal. calcd for C20H23N5O·0.3H2O: C, 

67.70; H, 6.70; N, 19.74. Found: C, 67.95; H, 6.65; N, 19.52. 

 

tert-Butyl 4-[(5-carbamoyl-1H-pyrrolo[2,3-b]pyridin-4-yl)amino]piperidine-1-

carboxylate (化合物 15) 

化合物 8 および N-Boc-4-aminopiperidine を用いて、化合物 14b と同様の合成法に

て、化合物 15を固体として得た (収率 60%)。1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 1.31–

1.45 (11H, m), 1.95–2.03 (2H, m), 3.04–3.24 (2H, m), 3.73–3.83 (2H, m), 4.10–4.20 (1H, m), 

6.57 (1H, d, J = 3.2 Hz), 7.01 (1H, br), 7.15 (1H, d, J = 3.2 Hz), 7.79 (1H, br), 8.37 (1H, s), 

9.72 (1H, d, J = 8.0 Hz), 11.50 (1H, brs). MS (ESI) m/z: 360 (M + H)+. 

 

4-(Piperidin-4-ylamino)-1H-pyrrolo[2,3-b]pyridine-5-carboxamide dihydrochloride (化

合物 16) 

化合物 15 (0.97 g, 2.70 mmol)の EtOH (14.6 mL)溶液に HCl (4M dioxane溶液, 10.1 mL, 

40.5 mmol)を加え、室温にて終夜撹拌した。混合物を減圧下濃縮し、残渣に IPEを加

えた。析出物を濾取し、IPE で洗浄し、化合物 16 を固体として得た (0.97 g, 収率

>100%)。化合物 16 はそれ以上の精製を行わず、次の反応に用いた。1H NMR (400 

MHz, DMSO-d6) δ:1.75–1.87 (2H, m), 2.17–2.25 (2H, m), 3.16–3.33 (4H, m), 4.40–4.50 (1H, 
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m), 6.97–7.01 (1H, m), 7.39–7.42 (1H, m), 7.77 (1H, br), 8.48 (1H, br), 8.61 (1H, s), 9.09–9.32 

(2H, m), 10.78–10.84 (1H, m), 12.75 (1H, s), 14.82 (1H, br). MS (ESI) m/z: 260 (M + H)+. 

 

4-[(1-Acetylpiperidin-4-yl)amino]-1H-pyrrolo[2,3-b]pyridine-5-carboxamide ( 化 合 物

17a) 

化合物 16 (70 mg, 0.211 mmol)の THF (1.4 mL)溶液に、Ac2O (25 μL, 0.263 mmol)およ

び DIPEA (0.22 mL, 1.26 mmol)を加え、室温にて 18時間撹拌した。混合物に CHCl3お

よび飽和 NaHCO3水溶液を加え、分液した。有機層を MgSO4で乾燥し、減圧下濃縮

した。残渣をシリカゲルカラムクロマトグラフィー (溶出溶媒；CHCl3/MeOH = 100/0

－90/10)で精製し、化合物 17aを白色固体として得た (45 mg, 収率 71%)。1H NMR (400 

MHz, DMSO-d6) δ: 1.27–1.37 (1H, m), 1.41–1.51 (1H, m), 1.95–2.07 (5H, m), 3.02–3.10 (1H, 

m), 3.24–3.29 (1H, m), 3.69–3.76 (1H, m), 4.03–4.11 (1H, m), 4.17–4.26 (1H, m), 6.57–6.60 

(1H, m), 6.99 (1H, br), 7.13–7.17 (1H, m), 7.74 (1H, br), 8.37 (1H, s), 9.72 (1H, d, J = 8.4 Hz), 

11.48 (1H, brs). MS (ESI) m/z: 302 (M + H)+. Anal. calcd for C15H19N5O2·0.3H2O: C, 58.73; 

H, 6.44; N, 22.83. Found: C, 58.86; H, 6.47; N, 22.45. 

 

4-{[1-(Methylsulfonyl)piperidin-4-yl]amino}-1H-pyrrolo[2,3-b]pyridine-5-carboxamide 

(化合物 17b) 

化合物 16 (40 mg, 0.154 mmol)および Et3N (0.065 mL, 0.463 mmol)の DMF (0.8 mL)溶

液に、氷冷下にてMsCl (0.014 mL, 0.185 mmol)を加え、同条件下にて 2時間撹拌した。

析出物を濾取し、少量のMeOHに溶解した。溶液に IPEを加え析出物を濾取した後、

IPEで洗浄し化合物 17bを白色固体として得た (22 mg, 収率 42%)。1H NMR (400 MHz, 

DMSO-d6) δ: 1.49-1.59 (2H, m), 2.06–2.15 (2H, m), 2.90 (3H, s), 3.06–3.14 (2H, m), 3.44–

3.51 (2H, m), 4.08–4.18 (1H, m), 6.56–6.58 (1H, m), 7.03 (1H, brs), 7.15–7.18 (1H, m), 7.80 

(1H, brs), 8.61 (1H, s), 9.73 (1H, d, J = 8.0 Hz), 11.52 (1H, s). MS (ESI) m/z: 338 (M + H)+. 

Anal. calcd for C14H19N5O3S·0.8H2O: C, 47.80; H, 5.90; N, 19.91. Found: C, 48.20; H, 5.53; 

N, 19.53. 

 

4-{[1-(Cyanoacetyl)piperidin-4-yl]amino}-1H-pyrrolo[2,3-b]pyridine-5-carboxamide (化

合物 17c) 

化合物 16 (50 mg, 0.150 mmol)、cyanoacetic acid (25.6 mg, 0.301 mmol)および Et3N 

(0.042 mL, 0.301 mmol)の DMF (1 mL)溶液に、HOBt (46.1 mg, 0.301 mmol)および EDC 

(46.7 mg, 0.301 mmol)を加え、室温にて終夜撹拌した。混合物に CHCl3を加え、水で
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洗浄した。有機層を分離し、水層を CHCl3で抽出した。混合した有機層を MgSO4で

乾燥し、減圧下濃縮した。残渣をシリカゲルカラムクロマトグラフィー (溶出溶媒；

CHCl3/MeOH = 10/1)で精製し、化合物 17cを白色固体として得た (20 mg, 収率 41%)。

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 1.29–1.40 (1H, m), 1.46–1.58 (1H, m), 1.98–2.07 (2H, m), 

3.09–3.18 (1H, m), 3.27–3.37 (1H, m), 3.56–3.64 (1H, m), 4.03–4.13 (3H, m), 4.19–4.29 (1H, 

m), 6.60–6.62 (1H, m), 7.04 (1H, brs), 7.15–7.18 (1H, m), 7.81 (1H, brs), 8.38 (1H, s), 9.74 

(1H, d, J = 8.0 Hz), 11.52 (1H, brs). MS (ESI) m/z: 327 (M + H)+. HRMS (M + H)+ calcd for 

C15H18N4O: 326.1491. Found: 327.1578. 

 

4-{[1-(3-Cyanobenzyl)piperidin-4-yl]amino}-1H-pyrrolo[2,3-b]pyridine-5-carboxamide 

(化合物 17d) 

化合物 16 (100 mg, 0.301 mmol)の CH2Cl2 (1 mL)溶液に 3-cyanobenzaldehyde (78.9 mg, 

0.602 mmol)、NaBH(OAc)3 (128 mg, 0.602 mmol)および Et3N (0.084 mL, 0.602 mmol)を

加え、室温にて終夜撹拌した。混合物に飽和 NaHCO3 水溶液を加え、分液した。有

機層を MgSO4 で乾燥し、減圧下濃縮した。残渣をシリカゲルカラムクロマトグラフ

ィー (溶出溶媒；CHCl3/MeOH = 100/0－90/10)で精製し、化合物 17d を白色固体とし

て得た (45 mg, 収率 40%)。1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 1.49–1.59 (2H, m), 1.97–2.05 

(2H, m), 2.24–2.35 (2H, m), 2.65–2.75 (2H, m), 3.57 (2H, s), 3.94–4.04 (1H, m), 6.48–6.51 

(1H, m), 6.98 (1H, brs), 7.12–7.13 (1H, m), 7.55 (1H, t, J = 7.6 Hz), 7.67–7.77 (4H, m), 8.36 

(1H, s), 9.71 (1H, d, J = 8.0 Hz), 11.46 (1H, s). MS (ESI) m/z: 375 (M + H)+. Anal. calcd for 

C21H22N6O·0.3H2O: C, 66.40; H, 6.00; N, 22.12. Found: C, 66.51; H, 5.90; N, 21.73. 

 

4-{[1-(4-Cyanophenyl)piperidin-4-yl]amino}-1H-pyrrolo[2,3-b]pyridine-5-carboxamide 

(化合物 18a) 

化合物 16 (100 mg, 0.301 mmol)の DMSO (10 mL)溶液に K2CO3 (125 mg, 0.903 mmol) 

および 4-fluorobenzonitrile (54.7 mg, 0.451 mmol)を加え、80 °Cにて撹拌した。混合物

を室温まで冷却し、CHCl3 および水を加え、分液した。有機層を MgSO4 で乾燥し、

減圧下濃縮した。残渣をシリカゲルカラムクロマトグラフィー  (溶出溶媒；

CHCl3/MeOH = 100/0－90/10)で精製し、化合物 18aを白色固体として得た (22 mg, 収

率 21%)。1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 1.46–1.57 (2H, m), 2.05–2.13 (2H, m), 3.24–3.35 

(2H, m), 3.76–3.83 (2H, m), 4.22–4.32 (1H, m), 6.62 (1H, dd, J = 2.0, 3.6 Hz), 7.01 (1H, brs), 

7.06 (2H, d, J = 9.2 Hz), 7.15–7.18 (1H, m), 7.57 (2H, d, J = 9.2 Hz), 7.79 (1H, brs), 8.37 (1H, 
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s), 9.74 (1H, d, J = 8.4 Hz), 11.50 (1H, s). MS (ESI) m/z: 361 (M + H)+. Anal. calcd for 

C20H20N6O·0.5H2O·0.5MeOH: C, 63.88; H, 6.01; N, 21.80. Found: C, 63.99; H, 5.83; N, 21.81. 

 

4-{[1-(5-Cyanopyridin-2-yl)piperidin-4-yl]amino}-1H-pyrrolo[2,3-b]pyridine-5-

carboxamide (化合物 18b) 

化合物 16 (75 mg, 0.226 mmol)の 1,3-dimethyl-2-imidazolidinone (DMI) (0.75 mL)溶液

に Et3N (0.13 mL, 0.903 mmol)および 2-chloro-5-cyanopyridine (62.6 mg, 0.451 mmol)を加

え、160 °Cにて 1時間撹拌した。混合物を室温まで冷却し、EtOAcおよび水を加え、

分液した。有機層を MgSO4 で乾燥し、減圧下濃縮した。残渣をシリカゲルカラムク

ロマトグラフィー (溶出溶媒；CHCl3/MeOH = 100/0－95/5)で精製し、化合物 18bを淡

黄色固体として得た (46 mg, 収率 56%)。1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ:1.41–1.52 (2H, 

m), 2.05–2.14 (2H, m), 3.40–3.49 (2H, m), 4.18–4.37 (3H, m), 6.62–6.35 (1H, m), 6.99 (1H, d, 

J = 9.2 Hz), 7.01 (1H, br), 7.16–7.19 (1H, m), 7.81 (1H, br), 7.85 (1H, dd, J = 2.4, 9.2 Hz), 8.38 

(1H, s), 8.49 (1H, d, J = 2.0 Hz), 9.76 (1H, d, J = 8.0 Hz), 11.51 (1H, brs). 13C-NMR (126 MHz, 

DMSO-d6) δ: 32.15, 42.26, 48.81, 94.74, 101.81, 101.82, 104.47, 106.36, 118.69, 121.76, 

139.85, 145.46, 149.21, 150.32, 152.48, 158.83, 172.11. MS (ESI) m/z: 362 (M + H)+. Anal. 

calcd for C19H19N7O·0.8H2O: C, 60.72; H, 5.52; N, 26.09. Found: C, 60.82; H, 5.96; N, 26.03. 

 

4-({1-[5-(Trifluoromethyl)pyridin-2-yl]piperidin-4-yl}amino)-1H-pyrrolo[2,3-b]pyridine-

5-carboxamide (化合物 18c) 

化合物 16および 2-chloro-5-(trifluoromethyl)pyridineを用いて、化合物 18bと同様の

合成法にて、化合物 18c を白色固体として得た (収率 26%)。1H NMR (400 MHz, 

DMSO-d6) δ: 1.42–1.52 (2H, m), 2.05–2.13 (2H, m), 3.38–3.47 (2H, m), 4.16–4.24 (2H, m), 

4.27–4.36 (1H, m), 6.62–6.65 (1H, m), 7.01 (1H, d, J = 9.2 Hz), 7.02 (1H, br), 7.16–7.19 (1H, 

m), 7.79 (1H, dd, J = 2.4, 9.2 Hz), 7.82 (1H, br), 8.37 (1H, s), 8.41–8.43 (1H, m), 9.76 (1H, d, 

J = 8.0 Hz), 11.51 (1H, brs). MS (ESI) m/z: 405 (M + H)+. Anal. calcd for 

C19H19F3N6O·0.3H2O: C, 55.69; H, 4.82; N, 20.51. Found: C, 55.99; H, 4.93; N, 20.16. 

 

Methyl 6-{4-[(5-carbamoyl-1H-pyrrolo[2,3-b]pyridin-4-yl)amino]piperidin-1-

yl}nicotinate (化合物 18d) 

化合物 16および methyl 6-chloronicotinateを用いて、化合物 18bと同様の合成法に

て、化合物 18d を白色固体として得た (収率 65%)。1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 

1.42–1.52 (2H, m), 2.06–2.14 (2H, m), 3.40–3.48 (2H, m), 3.79 (3H, s), 4.18–4.36 (3H, m), 
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6.62–6.65 (1H, m), 6.93 (1H, d, J = 9.2 Hz), 7.00 (1H, br), 7.16–7.18 (1H, m), 7.79 (1H, br), 

7.95 (1H, dd, J = 2.4, 9.2 Hz), 8.37 (1H, s), 8.66 (1H, d, J = 2.0 Hz), 9.75 (1H, d, J = 8.0 Hz), 

11.51 (1H, brs). MS (ESI) m/z: 395 (M + H)+. Anal. calcd for C20H22N6O3·0.8H2O: C, 58.76; 

H, 5.82; N, 20.56. Found: C, 58.62; H, 5.43; N, 20.39. 

 

4-{[1-(5-Cyanopyrazin-2-yl)piperidin-4-yl]amino}-1H-pyrrolo[2,3-b]pyridine-5-

carboxamide (化合物 18e) 

化合物 16および 5-chloropyrazine-2-carbonitrileを用いて、化合物 18bと同様の合成

法にて、化合物 18eを白色固体として得た (収率 22%)。1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) 

δ: 1.47–1.57 (2H, m), 2.09–2.17 (2H, m), 3.47–3.55 (2H, m), 4.27–4.39 (3H, m), 6.63–6.66 

(1H, m), 7.02 (1H, br), 7.17–7.19 (1H, m), 7.79 (1H, br), 8.38 (1H, s), 8.48 (1H, d, J = 1.6 Hz), 

8.56 (1H, d, J = 1.6 Hz), 9.75 (1H, d, J = 8.0 Hz), 11.52 (1H, brs). MS (ESI) m/z: 363 (M + H)+. 

Anal. calcd for C18H18N8O·0.5H2O·0.2MeOH: C, 57.86; H, 5.28; N, 29.66. Found: C, 57.90; 

H, 5.12; N, 29.35. 

 

4-{[1-(6-Cyanopyridazin-3-yl)piperidin-4-yl]amino}-1H-pyrrolo[2,3-b]pyridine-5-

carboxamide (化合物 18f) 

化合物 16 および 6-chloropyridazine-3-carbonitrileを用いて、化合物 18b と同様の合

成法にて、化合物 18fを白色固体として得た (収率 50%)。1H NMR (400 MHz, DMSO-

d6) δ: 1.47–1.57 (2H, m), 2.10–2.18 (2H, m), 3.50–3.58 (2H, m), 4.28–4.40 (3H, m), 6.64–6.67 

(1H, m), 7.01 (1H, br), 7.17–7.20 (1H, m), 7.41 (1H, d, J = 9.6 Hz), 7.79 (1H, br), 7.86 (1H, d, 

J = 9.6 Hz), 8.38 (1H, s), 9.76 (1H, d, J = 8.0 Hz), 11.52 (1H, brs). MS (ESI) m/z: 385 (M + 

Na)+. Anal. calcd for C18H18N8O·0.9H2O: C, 57.10; H, 5.27; N, 29.60. Found: C, 57.37; H, 

4.91; N, 29.26. 

 

4-{[1-(5-Carbamoylpyridin-2-yl)piperidin-4-yl]amino}-1H-pyrrolo[2,3-b]pyridine-5-

carboxamide (化合物 19a) 

化合物 18d (100 mg, 0.254 mmol)および NH3 (2M MeOH溶液, 1 mL)を封管反応容器

に混合し、90 °C にて撹拌した。混合物を室温まで冷却し、減圧下濃縮した。残渣を

シリカゲルカラムクロマトグラフィー (溶出溶媒；CHCl3/MeOH = 10/1)で精製し、化

合物 19aを白色固体として得た (19 mg, 収率 20%)。1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 

1.41–1.52 (2H, m), 2.04–2.13 (2H, m), 3.31–3.43 (2H, m), 4.14–4.22 (2H, m), 4.25–4.34 (1H, 

m), 6.62–6.62 (1H, m), 6.89 (1H, d, J = 9.2 Hz), 7.00 (1H, brs), 7.13 (1H, brs), 7.16-7.18 (1H, 
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m), 7.72 (1H, brs), 7.75 (1H, brs), 7.96 (1H, dd, J = 2.4, 9.2 Hz), 8.37 (1H, s), 8.62 (1H, d, J = 

2.4 Hz), 9.76 (1H, d, J = 8.4 Hz), 11.51 (1H, brs). MS (ESI) m/z: 380 (M + H)+. Anal. calcd for 

C19H21N7O2·0.3H2O·MeOH: C, 57.62; H, 6.19; N, 23.52. Found: C, 57.54; H, 6.19; N, 23.40. 

 

4-({1-[5-(Hydroxymethyl)pyridin-2-yl]piperidin-4-yl}amino)-1H-pyrrolo[2,3-b]pyridine-

5-carboxamide (化合物 19b) 

窒素ガス雰囲気下、化合物 18d (100 mg, 0.254 mmol)の THF (1 mL)溶液に、0 °Cに

て LiAlH4 (9.6 mg, 0.254 mmol)を加え、同温度にて撹拌した。混合物に水および 15% 

NaOH水溶液を加え、室温にて撹拌した。析出物を濾過し、濾液を減圧下濃縮した。

残渣をシリカゲルカラムクロマトグラフィー (溶出溶媒；CHCl3/MeOH = 10/1)で精製

し、化合物 19bを白色固体として得た (74 mg, 収率 80%)。1H NMR (400 MHz, DMSO-

d6) δ: 1.41–152 (2H, m), 2.02–2.11 (2H, m), 3.23–3.33 (2H, m), 4.01–4.08 (2H, m), 4.20–4.29 

(1H, m), 4.35 (2H, d, J = 5.6 Hz), 4.98 (1H, t, J = 5.6 Hz), 6.60–6.62 (1H, m), 6.86 (1H, d, J = 

8.8 Hz), 6.99 (1H, brs), 7.15–7.17 (1H, m), 7.49 (1H, dd, J = 2.4, 8.8 Hz), 7.77 (1H, brs), 8.05 

(1H, d, J = 2.4 Hz), 8.37 (1H, s), 9.73 (1H, d, J = 8.0 Hz), 11.50 (1H, brs). MS (ESI) m/z: 367 

(M + H)+. Anal. calcd for C19H22N6O2·0.6H2O·0.1MeOH: C, 60.30; H, 6.25; N, 22.09. Found: 

C, 60.35; H, 5.96; N, 21.76. 

 

cis-1-Benzyl-N-(2,4-dimethoxybenzyl)-3-methylpiperidin-4-amine (化合物 21) 

1-Benzyl-3-methylpiperidin-4-one ( 化 合 物 20, 5.0 g, 24.6 mmol) お よ び (2,4-

dimethoxybenzyl)amine (3.7 mL, 24.6 mmol)の DCE (75 mL)溶液に、室温にて

NaBH(OAc)3 (10.4 g, 49.2 mmol)を加え、同温度にて 2時間撹拌した。混合物に NaOH 

(1M水溶液, 10 mL)および CHCl3を加え分液した。有機層をMgSO4で乾燥し、減圧下

濃縮した。残渣をシリカゲルカラムクロマトグラフィー (溶出溶媒；CHCl3/MeOH = 

100/0－90/10)で精製した。本精製にてジアステレオ異性体を分離し、化合物 21 を無

色油状物として得た (3.7 g, 収率 42%)。1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 0.90 (3H, d, J = 

6.8 Hz), 1.41–1.58 (2H, m), 1.83–1.92 (1H, m), 1.97–2.08 (2H, m), 2.38–2.52 (2H, m), 2.58–

2.67 (1H, m), 3.24–3.46 (3H, m), 3.53–3.57 (2H, m), 3.73 (3H, s), 3.75 (3H, s), 6.45 (1H, dd, 

J = 2.4, 8.0 Hz), 6.51 (1H, d, J = 2.4 Hz), 7.16 (1H, d, J = 8.0 Hz), 7.19–7.24 (1H, m), 7.26–

7.32 (4H, m). MS (ESI) m/z: 355 (M + H)+. 

 

cis-N-(1-Benzyl-3-methylpiperidin-4-yl)-N-(2,4-dimethoxybenzyl)-2,2,2-

trifluoroacetamide (化合物 22) 
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化合物 21 (3.7 g, 10.4 mmol)の DCE (74 mL)溶液に、4 °C にて Et3N (5.8 mL, 41.8 

mmol)および(CF3CO)2O (2.2 mL, 15.7 mmol)を加え、同温度にて 2時間撹拌した。混合

物に水および CHCl3を加え分液し、有機層を水で洗浄した。有機層を MgSO4で乾燥

し、減圧下濃縮した。残渣をシリカゲルカラムクロマトグラフィー (溶出溶媒；n-

hexane/EtOAc = 5/1－4/1)で精製し、化合物 22を白色固体として得た (4.1 g, 収率 87%)。

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 1.04 (3H, d, J = 6.8 Hz), 1.09–1.19 (1H, m), 1.32–1.51 (1H, 

m), 1.87–2.17 (3H, m), 2.21–2.31 (1H, m), 2.57–2.65 (1H, m), 2.73–2.85 (1H, m), 3.42–3.50 

(1H, m), 3.74 (3H, s), 3.81 (3H, s), 3.93–4.17 (1H, m), 4.31–4.70 (2H, m), 6.44–6.54 (1H, m), 

6.86–6.92 (1H, m), 6.89 (1H, d, J = 8.4 Hz), 7.19–7.33 (5H, m). MS (ESI) m/z: 451 (M + H)+. 

 

cis-1-Benzyl-3-methylpiperidin-4-amine (化合物 23) 

化合物 22 (4.1 g, 9.10 mmol)および TFA (16.8 mL)を室温にて混合し、50 °Cにて 24

時間撹拌した。混合物を減圧下濃縮した後、残渣をCHCl3に溶解し、飽和NaHCO3水

溶液を加えて中和した。有機層を分離し、MgSO4 で乾燥し、減圧下濃縮した。残渣

に IPE加えて粉末化し、IPEで洗浄した後、MeOH (81 mL)に溶解した。溶液に NaOH 

(1 M水溶液、27 mL, 27.0 mmol)を加え、加熱還流下にて 2時間撹拌した。混合物を減

圧下濃縮した後、残渣に CHCl3 および飽和 NaHCO3 水溶液を加えて分液した。有機

層をMgSO4で乾燥し、減圧下濃縮し、化合物 23を無色油状物として得た (1.4 g, 収率

75%)。1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 0.84 (3H, d, J = 7.0 Hz), 1.14–1.40 (1H, m), 1.41–

1.58 (2H, m), 1.65–1.74 (1H, m), 2.10–2.31 (3H, m), 2.40–2.53 (1H, m), 2.73–2.77 (1H, m), 

3.20–3.45 (3H, m), 7.20–7.33 (5H, m). MS (ESI) m/z: 205 (M + H)+. 

 

cis-4-[(1-Benzyl-3-methylpiperidin-4-yl)amino]-1H-pyrrolo[2,3-b]pyridine-5-

carboxamide (化合物 24) 

化合物 8 (240 mg, 1.23 mmol)の NMP (1.2 mL)溶液に、化合物 23 (501 mg, 2.45 mmol)

および Et3N (0.51 mL, 3.68 mmol)を加え、マイクロウェーブ照射下、180 °Cにて 1.5時

間撹拌した。混合物を室温まで冷却し、EtOAc および水を加えた。析出物を濾取し、

EtOAcで洗浄し、化合物 24を白色固体として得た (270 mg, 収率 61%)。1H NMR (400 

MHz, DMSO-d6) δ: 0.92 (3H, d, J = 6.8 Hz), 1.72–1.85 (2H, m), 2.05–2.13 (1H, m), 2.21–2.52 

(4H, m), 3.41–3.51 (2H, m), 4.14–4.21 (1H, m), 6.50–6.52 (1H, m), 6.99 (1H, br), 7.10–7.12 

(1H, m), 7.22–7.27 (1H, m), 7.31–7.33 (4H, m), 7.77 (1H, br), 8.37 (1H, s), 9.91 (1H, d, J = 8.4 

Hz), 11.45 (1H, brs). MS (ESI) m/z: 364 (M + H)+. 
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cis-4-[(3-Methylpiperidin-4-yl)amino]-1H-pyrrolo[2,3-b]pyridine-5-carboxamide ( 化合

物 25) 

化合物 24 (120 mg, 0.33 mmol)の EtOH (2.5 mL)溶液に、20% Pd(OH)2 (50%含水, 150 

mg)を加え、水素ガス雰囲気下、50 °C にて 2 時間撹拌した。不溶物を Celite®を用い

て濾過し、濾液を減圧下濃縮し、化合物 25を白色固体として得た (75 mg, 収率 83%)。

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 0.89 (3H, d, J = 6.8 Hz), 1.60–1.74 (2H, m), 1.94–2.03 (1H, 

m), 2.61–2.70 (2H, m), 2.73–2.81 (2H, m), 4.15–4.24 (1H, m), 6.50–6.52 (1H, m), 6.97 (1H, 

br), 7.09–7.12 (1H, m), 7.76 (1H, br), 8.36 (1H, s), 9.89 (1H, d, J = 8.4 Hz), 11.44 (1H, brs). 

MS (ESI) m/z: 274 (M + H)+. 

 

cis-4-{[1-(5-Cyanopyridin-2-yl)-3-methylpiperidin-4-yl]amino}-1H-pyrrolo[2,3-

b]pyridine-5-carboxamide (化合物 26) 

化合物 25 (30 mg, 0.11 mmol)の DMI (0.75 mL)溶液に、2-chloro-5-cyanopyridine (30 

mg, 0.22 mmol)および Et3N (0.061 mL, 0.439 mmol)を加え、160 °Cにて 2時間撹拌した。

混合物を室温まで冷却し、CHCl3および水を加えた。有機層を分離し、水で洗浄した。

有機層を MgSO4 で乾燥し、減圧下濃縮した。残渣をシリカゲルカラムクロマトグラ

フィー (溶出溶媒；CHCl3/MeOH = 100/0－90/10)で精製し、化合物 26を淡黄色固体と

して得た (28 mg, 収率 68%)。1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 0.90 (3H, d, J = 6.8 Hz), 

1.74–1.89 (2H, m), 2.13–2.21 (1H, m), 3.58–3.66 (1H, m), 3.71–3.79 (2H, m), 3.83–3.91 (1H, 

m), 4.36–4.44 (1H, m), 6.60–6.62 (1H, m), 7.00 (1H, d, J = 9.2 Hz), 7.02 (1H, br), 7.15–7.17 

(1H, m), 7.80 (1H, br), 7.83 (1H, dd, J = 2.4, 9.2 Hz), 8.40 (1H, s), 8.47 (1H, d, J = 2.4 Hz), 

10.02 (1H, d, J = 8.4 Hz), 11.51 (1H, brs). 13C-NMR (126 MHz, DMSO-d6) δ: 12.85, 28.82, 

33.33, 40.84, 46.78, 51.27, 94.51, 101.78, 101.91, 104.63, 106.15, 118.71, 121.70, 139.77, 

145.48, 149.76, 150.34, 152.43, 159.18, 172.27. MS (ESI) m/z: 376 (M + H)+. HRMS (M + H)+ 

calcd for C20H21N7O: 375.1808. Found: 376.1887. 

 

tert-Butyl 4-[(trimethylsilyl)oxy]-3,6-dihydropyridine-1(2H)-carboxylate (化合物 28) 

窒素ガス雰囲気下、N-Boc-4-piperidone (化合物 27, 254 g, 1.27 mol)の DMF (635 mL)

溶液に TMSCl (193 mL, 1.53 mol)および Et3N (444 mL, 3.19 mol)を加え、90 °Cにて 21

時間撹拌した。混合物を室温まで冷却し、n-hexane (600 mL)で希釈した後、n-hexane 

(1.9 L)および 5.5% NaHCO3水溶液 (2.5 L)の混合物に加えた。有機層を分離し、水お

よび飽和食塩水で洗浄した。有機層をMgSO4で乾燥し、減圧下濃縮し、化合物 28を

淡褐色油状物として得た (343 g, 収率 99%)。1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 0.20 (9H, s), 
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1.47 (9H, s), 2.07–2.14 (2H, m), 3.49–3.55 (2H, m), 3.84–3.90 (2H, m), 4.77–4.82 (1H, m). 

MS (ESI) m/z: 294 (M + Na)+. 

 

tert-Butyl 3-fluoro-4-oxopiperidine-1-carboxylate (化合物 29) 

化合物 28 (342 g, 1.26 mol)の CH3CN (6.8 L)溶液に、氷冷下にて Selectfluor® (440 g, 

1.12 mol)を加え、同温度にて 50 分間撹拌した。混合物を減圧下濃縮し、残渣に

EtOAcおよび 5.5% NaHCO3水溶液 (1.9 L)を加えた。有機層を分離し、水層を EtOAc

で抽出した。混合した有機層を飽和食塩水で洗浄した。有機層を Na2SO4 で乾燥し、

減圧下濃縮した。残渣に n-hexane (450 mL)および EtOAc (50 mL)を加え、1時間かけ

て粉末化した。析出物を濾取し、n-hexane で洗浄し、化合物 29 を淡黄色固体として

得た (274 g, 収率 75%)。1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 1.38 (9H, s), 1.47–1.54 (1H, m), 

1.61–1.71 (1H, m), 3.67–3.82 (1H, m), 3.91-4.03 (1H, m), 4.08–4.25 (1H, m), 5.93 (1H, brs), 

5.97–5.99 (1H, m). MS (ESI) m/z: 216 (M - H)-. 

 

tert-Butyl (3S,4R)-4-(benzylamino)-3-fluoropiperidine-1-carboxylate (化合物 30)および

tert-Butyl (3R,4S)-4-(benzylamino)-3-fluoropiperidine-1-carboxylate (化合物 31) 

窒素ガス雰囲気下、化合物 29 (366 g, 1.69 mol)の DCE (5.5 L)溶液に、氷冷下にて

benzylamine (193 mL, 1.77 mol)および NaBH(OAc)3 (536 g, 2.53 mol)を加え、室温にて

2.5 時間撹拌した。混合物に 20% K2CO3水溶液 (3 L)を加え、10 分間撹拌した。有機

層を分離し、水および飽和食塩水で洗浄した。有機層を MgSO4 で乾燥し、減圧下濃

縮した。残渣をシリカゲルカラムクロマトグラフィー (溶出溶媒；n-hexane/EtOAc = 

85/15－70/30および CHCl3/MeOH = 98/2－94/6)で精製した。本精製にてジアステレオ

異性体を分離し、化合物 30および化合物 31のラセミ体混合物を淡黄色油状物として

得た (312 g, 収率 60%)。1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 1.32–1.49 (12H, m), 1.64–1.71 

(1H, m), 2.01–2.10 (1H, m), 2.54–3.09 (3H, m), 3.84–3.98 (1H, m), 4.06–4.22 (1H, m), 4.68–

4.88 (1H, m), 7.19–7.24 (1H, m), 7.28–7.36 (4H). MS (ESI) m/z: 309 (M + H)+. 

ラセミ体混合物  (75 g)をキラルシリカゲルカラムクロマトグラフィー 

(CHIRALPAK AD-H, 溶出溶媒；n-hexane/EtOH/Et2NH = 90/10/0.1)で精製し、化合物 30 

(31.1 g)および化合物 31 (32.5 g)をそれぞれ無色油状物として得た。化合物 30および

化合物 31の光学純度は HPLC解析により決定した (CHIRALPAK AD-H; 0.46 cm i.d. × 

25 cm, 溶出溶媒； n-hexane/EtOH/Et2NH = 90/10/0.1, 流速; 1.0 mL/min)。化合物 30: 

>98% ee, tR = 6.46 min. [α]
23

D +39.3 (c = 1.0, MeOH). 化合物 31: >98% ee, tR = 8.14 min. [α]
23

D 

−39.5 (c = 1.0, MeOH). 化合物 30および化合物 31の立体化学は、既知文献 52)に記載の
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旋光性データおよび化合物 30を用いて合成した化合物の X線結晶解析（データ非開

示）により決定した。 

 

tert-Butyl (3S,4R)-4-amino-3-fluoropiperidine-1-carboxylate (化合物 32) 

窒素ガス雰囲気下、化合物 30 (29.5 g, 95.7 mmol)の EtOH (295 mL)溶液に HCO2NH4 

(24.1 g, 382 mmol)および水 (29.5 mL)を加え、室温にて 5分間撹拌した。混合物に 10% 

Pd-C (50%含水, 10.2 g)を加え、加熱還流下にて 1時間撹拌した。混合物を室温まで冷

却し、不溶物を Celite®を用いて濾過した。濾液を減圧下濃縮し、残渣をシリカゲル

カラムクロマトグラフィー (溶出溶媒；CHCl3/MeOH = 100/0－90/10)で精製し、化合

物 32を白色固体として得た (20.6 g, 収率 99%)。1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ:1.38 

(9H, s), 1.49–1.58 (3H, m), 2.67–3.13 (3H, m), 3.27–3.39 (1H, m), 3.77–3.92 (1H, m), 4.01–

4.14 (1H, m), 4.23–4.60 (1H, m). MS (ESI) m/z: 241 (M + Na)+. 

 

tert-Butyl (3R,4S)-4-amino-3-fluoropiperidine-1-carboxylate (化合物 33) 

化合物 31を用いて、化合物 32と同様の合成法にて、化合物 33を白色固体として

得た (収率 99%)。1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 1.38 (9H, s), 1.49–1.58 (3H, m), 2.67–

3.13 (3H, m), 3.27–3.39 (1H, m), 3.77–3.92 (1H, m), 4.01–4.14 (1H, m), 4.23–4.60 (1H, m). 

MS (ESI) m/z: 241 (M + Na)+. 

 

Ethyl 4-{[(3S,4R)-1-(tert-butoxycarbonyl)-3-fluoropiperidin-4-yl]amino}-1H-pyrrolo[2,3-

b]pyridine-5-carboxylate (化合物 34) 

化合物 6 (13.8 g, 61.4 mmol)および化合物 32 (20.1 g, 92.1 mmol)の n-BuOH (69 mL)溶

液に n-Bu3N (29.3 mL, 123 mmol)を加え、加熱還流下にて 24時間撹拌した。混合物を

氷冷した後、析出物を濾取し、n-BuOH、IPEおよび n-hexaneで洗浄し、化合物 34を

淡黄色固体として得た (23.0 g, 収率 92%)。1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 1.32 (3H, t, 

J = 7.2 Hz), 1.41 (9H, s), 1.54–1.69 (1H, m), 1.89–1.97 (1H, m), 2.72–3.44 (2H, m), 3.92–4.08 

(1H, m), 4.17–4.52 (4H, m), 4.82–5.01 (1H, m), 6.66–6.70 (1H, m), 7.24–7.27 (1H, m), 8.58 

(1H, s), 9.06 (1H, d, J = 8.8 Hz), 11.79 (1H, brs). MS (ESI) m/z: 407 (M + H)+. 

 

4-{[(3S,4R)-1-(tert-Butoxycarbonyl)-3-fluoropiperidin-4-yl]amino}-1H-pyrrolo[2,3-

b]pyridine-5-carboxylic acid (化合物 35) 

化合物 34 (22.7 g, 55.8 mmol)の EtOH (227 mL)懸濁液に NaOH (6 M水溶液, 37.2 mL, 

223 mmol)を加え、80 °Cにて 1.5時間撹拌した。混合物を室温まで冷却し、減圧下濃
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縮した。残渣に氷冷下にて、水 (450 mL)および HCl (2 M水溶液, 117 mL)を加え、同

条件下にて 30分間撹拌した。析出物を濾取し、水で洗浄し、化合物 35を灰白色固体

として得た (23.0 g, 収率 92%)。1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 1.41 (9H, s), 1.55–1.67 

(1H, m), 1.89–1.96 (1H, m), 2.95–3.43 (2H, m), 3.93–4.07 (1H, m), 4.17–4.50 (2H, m), 4.82–

5.00 (1H, m), 6.64–6.67 (1H, m), 7.21–7.24 (1H, m), 8.54 (1H, s), 9.29 (1H, d, J = 8.8 Hz), 

11.72 (1H, brs), 12.49 (1H, brs). MS (ESI) m/z: 379 (M + H)+. 

 

tert-Butyl (3S,4R)-4-[(5-carbamoyl-1H-pyrrolo[2,3-b]pyridin-4-yl)amino]-3-

fluoropiperidine-1-carboxylate (化合物 36) 

化合物 35 (15 g, 39.6 mmol)および HOBt (5.9 g, 43.7 mmol)の DMF (120 mL)溶液に

EDC (10.9 mL, 59.5 mmol)を加え、室温にて 1 時間撹拌した。混合物を氷冷し、28% 

NH4OH水溶液 (13.4 mL, 19.8 mmol)を加え、室温にて 1.5時間撹拌した。混合物に水

を加え、析出物を濾取し、水で洗浄し、化合物 36を淡黄色固体として得た (13.0 g, 収

率 87%)。1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 1.41 (9H, s), 1.53–1.65 (1H, m), 1.85–1.92 (1H, 

m), 2.92–3.42 (2H, m), 3.91–4.06 (1H, m), 4.15–4.42 (2H, m), 4.77–4.95 (1H, m), 6.58–6.61 

(1H, m), 7.04 (1H, br), 7.17–7.20 (1H, m), 7.80 (1H, br), 8.38 (1H, s), 9.84 (1H, d, J = 8.8 Hz), 

11.56 (1H, brs). MS (ESI) m/z: 378 (M + H)+. 

 

4-{[(3S,4R)-1-(5-Cyanopyridin-2-yl)-3-fluoropiperidin-4-yl]amino}-1H-pyrrolo[2,3-

b]pyridine-5-carboxamide (化合物 37) 

化合物 36 (12.9 g, 34.2 mmol)の CH2Cl2 (129 mL)懸濁液に TFA (39.5 mL, 513 mmol)を

加え、室温にて 1 時間撹拌した。混合物を減圧下濃縮し、残渣に EtOAc を加え、30

分間撹拌した。析出物を濾取し、EtOAc、IPEおよび n-hexaneで洗浄し、固体 (18.6 g)

を得た。得られた固体 (18.4 g)を DMF (110 mL)に溶解し、2-chloro-5-cyanopyridie (6.8 

g, 47.3 mmol)および Et3N (20.3 mL, 146 mmol)を加えた。混合物を 95 °Cにて 4時間撹

拌した。混合物を室温まで冷却し、水および MeOH を加え、30 分間撹拌した。析出

物を濾取し、DMF/H2O/MeOH (1:0.1:2)および MeOHで洗浄した後、加熱下にて DMF 

(110 mL)に溶解した。溶液に活性炭 (1 g)を加え、不溶物を濾過した。濾液に acetone 

(120 mL)および水 (110 mL)を加えた。析出物を濾取し、DMF/acetone/H2O (1:1:1)およ

び acetoneで洗浄した後、水 (300 mL)に懸濁した。懸濁液を 60 °Cにて 30分間撹拌し

た。混合物を室温まで冷却した後、析出物を濾取し、水で洗浄し、化合物 37 を白色

固体として得た (7.2 g, 収率 56%)。1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 1.61–1.73 (1H, m), 

1.98–2.05 (1H, m), 3.24–3.57 (2H, m), 4.44–4.59 (2H, m), 4.79–5.08 (2H, m), 6.66–6.68 (1H, 
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m), 7.03 (1H, d, J = 9.2 Hz), 7.05 (1H, br), 7.19–7.22 (1H, m), 7.79 (1H, br), 7.86 (1H, dd, J = 

2.4, 9.2 Hz), 8.39 (1H, s), 8.48–8.50 (1H, m), 9.86 (1H, d, J = 8.8 Hz), 11.57 (1H, brs). 13C-

NMR (126 MHz, DMSO-d6) δ: 27.16, 42.02, 46.57 (d, J = 19.5 Hz), 51.30 (d, J = 18.4 Hz), 

88.66 (d, J = 177.2 Hz), 95.02, 101.48, 102.38, 104.54, 106.37, 118.59, 122.07, 139.85, 145.37, 

148.90, 150.40, 152.30, 159.50, 171.89. MS (ESI) m/z: 380 (M + H)+. [α]
27

D +7.40 (c = 1.02, 

DMF). Anal. calcd for C19H18FN7O·0.1H2O: C, 59.87; H, 4.81; N, 25.72. Found: C, 59.80; H, 

4.77; N, 25.87. 

 

Ethyl 4-{[(3R,4S)-1-(tert-butoxycarbonyl)-3-fluoropiperidin-4-yl]amino}-1H-pyrrolo[2,3-

b]pyridine-5-carboxylate (化合物 38) 

化合物 6および化合物 33を用いて、化合物 34と同様の合成法にて、化合物 38を

淡黄色固体として得た (収率 92%)。1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 1.32 (3H, t, J = 7.2 

Hz), 1.41 (9H, s), 1.54–1.69 (1H, m), 1.89–1.97 (1H, m), 2.72–3.44 (2H, m), 3.92–4.08 (1H, 

m), 4.17–4.52 (4H, m), 4.82–5.01 (1H, m), 6.66–6.70 (1H, m), 7.24–7.27 (1H, m), 8.58 (1H, 

s), 9.06 (1H, d, J = 8.8 Hz), 11.79 (1H, brs). MS (ESI) m/z: 407 (M + H)+. 

 

4-{[(3R,4S)-1-(tert-Butoxycarbonyl)-3-fluoropiperidin-4-yl]amino}-1H-pyrrolo[2,3-

b]pyridine-5-carboxylic acid (化合物 39) 

化合物 38を用いて、化合物 35と同様の合成法にて、化合物 39を灰白色固体とし

て得た (収率 76%)。1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 1.41 (9H, s), 1.55–1.67 (1H, m), 1.89–

1.96 (1H, m), 2.95–3.43 (2H, m), 3.93–4.07 (1H, m), 4.17–4.50 (2H, m), 4.82–5.00 (1H, m), 

6.64–6.67 (1H, m), 7.21–7.24 (1H, m), 8.54 (1H, s), 9.29 (1H, d, J = 8.8 Hz), 11.72 (1H, brs), 

12.49 (1H, brs). MS (ESI) m/z: 379 (M + H)+. 

 

tert-Butyl (3R,4S)-4-[(5-carbamoyl-1H-pyrrolo[2,3-b]pyridin-4-yl)amino]-3-

fluoropiperidine-1-carboxylate (化合物 40) 

化合物 39を用いて、化合物 36と同様の合成法にて、化合物 40を淡黄色固体とし

て得た (収率 87%)。1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 1.41 (9H, s), 1.53–1.65 (1H, m), 1.85–

1.92 (1H, m), 2.92–3.42 (2H, m), 3.91–4.06 (1H, m), 4.15–4.42 (2H, m), 4.77–4.95 (1H, m), 

6.58–6.61 (1H, m), 7.04 (1H, br), 7.17–7.20 (1H, m), 7.80 (1H, br), 8.38 (1H, s), 9.84 (1H, d, 

J = 8.8 Hz), 11.56 (1H, brs). MS (ESI) m/z: 378 (M + H)+. 
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4-{[(3R,4S)-1-(5-Cyanopyridin-2-yl)-3-fluoropiperidin-4-yl]amino}-1H-pyrrolo[2,3-

b]pyridine-5-carboxamide (化合物 41) 

化合物 40を用いて、化合物 37と同様の合成法にて、化合物 41を白色固体として

得た (収率 57%)。1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 1.61–1.73 (1H, m), 1.98–2.05 (1H, m), 

3.24–3.57 (2H, m), 4.44–4.59 (2H, m), 4.79–5.08 (2H, m), 6.66–6.68 (1H, m), 7.03 (1H, d, J = 

9.2 Hz), 7.05 (1H, br), 7.19–7.22 (1H, m), 7.79 (1H, br), 7.86 (1H, dd, J = 2.4, 9.2 Hz), 8.39 

(1H, s), 8.48–8.50 (1H, m), 9.86 (1H, d, J = 8.8 Hz), 11.57 (1H, brs). 13C-NMR (126 MHz, 

DMSO-d6) δ: 27.14, 42.01, 46.56 (d, J = 19.5 Hz), 51.29 (d, J = 18.4 Hz), 88.66 (d, J = 177.2 

Hz), 95.01, 101.48, 102.38, 104.53, 106.37, 118.59, 122.08, 139.85, 145.36, 148.89, 150.38, 

152.30, 159.49, 171.88. MS (ESI) m/z: 380 (M + H)+. [α]
27

D −7.63 (c = 0.99, DMF). Anal. calcd 

for C19H18FN7O·0.1H2O: C, 59.87; H, 4.81; N, 25.72. Found: C, 59.69; H, 4.78; N, 25.73. 

 

第三章に関する実験 

 

Ethyl 6-chloro-4-{[(1S,2R)-2-methylcyclohexyl]amino}nicotinate (化合物 43) 

Ethyl 4,6-dichloronicotinate (化合物 42, 500 mg, 2.27 mmol)の n-BuOH (5 mL)溶液に

(1S,2R)-2-methylcyclohexanamine hydrochloride (510 mg, 3.41 mmol)および DIPEA (0.59 

mL, 3.41 mmol)を加え、 120 °C にて 3 時間撹拌した。混合物に (1S,2R)-2-

methylcyclohexanamine hydrochloride (102 mg, 0.68 mmol)を加え、120 °Cにて 1時間撹

拌した。混合物を室温まで冷却し、EtOAc および水を加え、分液した。有機層を

MgSO4で乾燥し、減圧下濃縮した。残渣をシリカゲルカラムクロマトグラフィー (溶

出溶媒；n-hexane/EtOAc = 90/10－80/20)で精製し、化合物 43 を白色固体として得た 

(660 mg, 収率 98%)。1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 0.85 (3H, d, J = 6.8 Hz), 1.17-1.39 

(8H, m), 1.43-1.70 (3H, m), 1.82-1.93 (1H, m), 3.83-3.89 (1H, m), 4.32 (2H, q, J = 7.2 Hz), 

6.91 (1H, s), 8.37 (1H, d, J = 8.8 Hz), 8.54 (1H, s). MS (ESI) m/z: 297 (M + H)+. 

 

6-Chloro-4-{[(1S,2R)-2-methylcyclohexyl]amino}nicotinic acid (化合物 44) 

化合物 43 (660 mg, 2.22 mmol)の dioxane (6.6 mL)溶液に NaOH (2 M水溶液, 4.45 mL, 

8.89 mmol)を加え、110 °Cにて 2時間撹拌した。混合物を 4 °Cまで冷却し、HCl (1 M

水溶液)を加え酸性にした。析出物を濾取し、水で洗浄し、化合物 44を白色固体とし

て得た (348 mg, 収率 58%)。1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 0.85 (3H, d, J = 7.2 Hz), 

1.21-1.69 (8H, m), 1.82-1.93 (1H, m), 3.78-3.85 (1H, m), 6.85 (1H, s), 8.50 (1H, s), 8.63 (1H, 

d, J = 8.8 Hz), 13.38 (1H, brs). MS (ESI) m/z: 269 (M + H)+. 
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6-Chloro-4-{[(1S,2R)-2-methylcyclohexyl]amino}nicotinamide (化合物 45) 

化合物 44 (384 mg, 1.43 mmol)の DMF (3.84 mL)溶液に CDI (463 mg, 2.86 mmol)を加

え、室温にて 1時間撹拌した。混合物に 28% NH4OH水溶液 (0.89 mL, 7.15 mmol)を加

え、室温にて 1時間撹拌した。混合物に水を加え、析出物を濾取し、水および IPEで

洗浄し、化合物 45 を白色固体として得た (350 mg, 収率 91%)。1H NMR (400 MHz, 

DMSO-d6) δ: 0.83 (3H, d, J = 6.8 Hz), 1.20-1.67 (8H, m), 1.79-1.89 (1H, m), 3.69-3.76 (1H, 

m), 6.73 (1H, s), 7.46 (1H, br), 8.09 (1H, br), 8.41 (1H, s), 9.22 (1H, d, J = 8.8 Hz). MS (ESI) 

m/z: 268 (M + H)+. 

 

6-Anilino-4-{[(1S,2R)-2-methylcyclohexyl]amino}nicotinamide (化合物 46) 

化合物 45 (30 mg, 0.112 mmol)、aniline (31.3 mg, 0.336 mmol)、Pd2(dba)3 (5.1 mg, 5.6 

μmol)、2-dicyclohexylphosphino-2',4',6'-triisopropyl-1,1'-biphenyl (2.7 mg, 5.7 μmol)および

t-BuONa (16.2 mg, 0.169 mmol)を t-BuOH (0.75 mL)に懸濁し、マイクロウェーブ照射

下、130 °C にて 30分間撹拌した。混合物を室温まで冷却し、CHCl3/MeOH (4:1)を加

え、飽和食塩水で洗浄した。有機層を MgSO4 で乾燥し、減圧下濃縮した。残渣をア

ミノシリカゲルカラムクロマトグラフィー (溶出溶媒；CHCl3/MeOH = 100/0－90/10)

で精製し、化合物 46 を白色固体として得た (20 mg, 収率 55%)。1H NMR (400 MHz, 

DMSO-d6) δ: 0.87 (3H, d, J = 7.0 Hz), 1.30-1.61 (7H, m), 1.67-1.73 (1H, m), 1.87-1.94 (1H, 

m), 3.44-3.49 (1H, m), 5.96 (1H, s), 6.84-6.88 (1H, m), 6.99 (1H, br), 7.19-7.25 (2H, m), 7.57-

7.60 (2H, m), 7.74 (1H, br), 8.36 (1H, s), 8.86 (1H, s), 8.88 (1H, d, J = 8.2 Hz). MS (ESI) m/z: 

325 (M + H)+. HRMS (M + H)+ calcd for C19H24N4O: 324.1950. Found: 325.2031. 

 

Ethyl 4-{[1-(tert-butoxycarbonyl)piperidin-4-yl]amino}-6-chloronicotinate (化合物 47) 

化合物 42 および N-Boc-4-aminopiperidine を用いて、化合物 43 と同様の合成法に

て、化合物 47 を白色固体として得た (収率 99%)。1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 

1.28-1.43 (14H, m), 1.85-1.93 (2H, m), 2.88-3.06 (2H, m), 3.74-3.90 (3H, m), 4.29 (2H, q, J = 

7.2 Hz), 6.99 (1H, s), 8.05 (1H, d, J = 8.0 Hz), 8.54 (1H, s). MS (ESI) m/z: 384 (M + H)+. 

 

4-{[1-(tert-Butoxycarbonyl)piperidin-4-yl]amino}-6-chloronicotinic acid (化合物 48) 

化合物 47を用いて、化合物 44と同様の合成法にて、化合物 48を白色固体として

得た (収率 88%)。1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 1.24-1.45 (11H, m), 1.86-1.94 (2H, m), 
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2.88-3.07 (2H, m), 3.72-3.90 (3H, m), 6.94 (1H, s), 8.31 (1H, d, J = 8.0 Hz), 8.51 (1H, s), 13.39 

(1H, br). MS (ESI) m/z: 356 (M + H)+. 

 

tert-Butyl 4-[(5-carbamoyl-2-chloropyridin-4-yl)amino]piperidine-1-carboxylate (化合物

49) 

化合物 48を用いて、化合物 45と同様の合成法にて、化合物 49を白色固体として

得た (収率 90%)。1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 1.21-1.32 (2H, m), 1.40 (9H, s), 1.81-

1.92 (2H, m), 2.88-3.08 (2H, m), 3.64-3.74 (1H, m), 3.76-3.86 (2H, m), 6.82 (1H, s), 7.48 (1H, 

br), 8.09 (1H, br), 8.41 (1H, s), 8.86 (1H, d, J = 8.0 Hz). MS (ESI) m/z: 377 (M + Na)+. 

 

tert-Butyl 4-[(2-anilino-5-carbamoylpyridin-4-yl)amino]piperidine-1-carboxylate (化合物

50a) 

化合物 49 および aniline を用いて、化合物 46 と同様の合成法にて、化合物 50a を

白色固体として得た (収率 48%)。1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 1.22-1.37 (2H, m), 

1.41 (9H, s), 1.89-1.98 (2H, m), 2.91-3.10 (2H, m), 3.40-3.49 (1H, m), 3.76-3.87 (2H, m), 5.99 

(1H, s), 6.84-6.89 (1H, m), 7.03 (1H, br), 7.21-7.26 (2H, m), 7.59-7.63 (2H, m), 7.74 (1H, br), 

8.37 (1H, s), 8.65 (1H, d, J = 7.2 Hz), 8.91 (1H, brs). MS (ESI) m/z: 412 (M + H)+. 

 

tert-Butyl 4-{[5-carbamoyl-2-(pyridin-2-ylamino)pyridin-4-yl]amino}piperidine-1-

carboxylate (化合物 50b) 

化合物 49 (400 mg, 1.13 mmol)、2-aminopyridine (318 mg, 3.38 mmol)、Pd2(dba)3 (51.6 

mg, 56.4 μmol)、2-dicyclohexylphosphino-2',4',6'-triisopropyl-1,1'-biphenyl (26.9 mg, 56.4 

μmol)および K2CO3 (312 mg, 2.25 mmol)を t-BuOH (3 mL)に懸濁させ、マイクロウェー

ブ照射下、130 °Cにて 1時間撹拌した。混合物を室温まで冷却し、CHCl3/MeOH (4:1)

を加え、飽和食塩水で洗浄した。有機層を MgSO4 で乾燥し、減圧下濃縮した。残渣

をアミノシリカゲルカラムクロマトグラフィー (溶出溶媒；CHCl3/MeOH = 100/0－

90/10)で精製し、化合物 50b を淡黄色固体として得た (362 mg, 収率 78%)。1H NMR 

(400 MHz, DMSO-d6) δ: 1.27-1.38 (2H, m), 1.41 (9H, s), 1.95-2.02 (2H, m), 2.96-3.10 (2H, 

m), 3.43-3.53 (1H, m), 3.80-3.88 (2H, m), 6.83-6.87 (1H, m), 7.07 (1H, br), 7.22 (1H, s), 7.62-

7.66 (2H, m), 7.80 (1H, br), 8.20-8.22 (1H, m), 8.40 (1H, s), 8.70 (1H, d, J = 7.2 Hz), 9.47 (1H, 

s). MS (ESI) m/z: 413 (M + H)+. 
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tert-Butyl 4-{[5-carbamoyl-2-(pyrazin-2-ylamino)pyridin-4-yl]amino}piperidine-1-

carboxylate (化合物 50c) 

化合物 49および 2-aminopyrazineを用いて、化合物 50bと同様の合成法にて、化合

物 50cを黄色固体として得た (収率 87%)。1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 1.28-1.39 

(2H, m), 1.41 (9H, s), 1.93-2.02 (2H, m), 2.97-3.10 (2H, m), 3.44-3.53 (1H, m), 3.78-3.88 (2H, 

m), 7.11 (1H, s), 7.14 (1H, br), 7.85 (1H, br), 8.07 (1H, d, J = 2.8 Hz), 8.23-8.24 (1H, m), 8.45 

(1H, s), 8.77 (1H, d, J = 7.2 Hz), 9.01 (1H, d, J = 4.0 Hz), 9.84 (1H, s). MS (ESI) m/z: 414 (M 

+ H)+.  

 

tert-Butyl 4-{[5-carbamoyl-2-(pyrimidin-4-ylamino)pyridin-4-yl]amino}piperidine-1-

carboxylate (化合物 50d) 

化合物 49および 2-aminopyrimidineを用いて、化合物 50bと同様の合成法にて、化

合物 50dを黄色固体として得た (収率 92%)。1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 1.28-1.38 

(2H, m), 1.41 (9H, s), 1.94-2.01 (2H, m), 2.98-3.11 (2H, m), 3.44-3.52 (1H, m), 3.80-3.88 (2H, 

m), 7.12 (1H, s), 7.19 (1H, br), 7.74 (1H, d, J = 5.2 Hz), 7.89 (1H, br), 8.39 (1H, d, J = 6.0 Hz), 

8.45 (1H, s), 8.70 (1H, s), 8.76 (1H, d, J = 7.2 Hz), 9.98 (1H, s). MS (ESI) m/z: 414 (M + H)+.  

 

tert-Butyl 4-({5-carbamoyl-2-[(6-methylpyrazin-2-yl)amino]pyridin-4-

yl}amino)piperidine-1-carboxylate (化合物 50e) 

化合物 49および 2-amino-6-methylpyrazineを用いて、化合物 50bと同様の合成法に

て、化合物 50eを淡黄色固体として得た (収率 50%)。1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 

1.28-1.45 (11H, m), 1.98-2.06 (2H, m), 2.40 (3H, s), 2.92-3.12 (2H, m), 3.45-3.53 (1H, m), 

3.84-3.92 (2H, m), 7.11 (1H, br), 7.39 (1H, s), 7.85 (1H, br), 7.96 (1H, s), 8.44 (1H, s), 8.64 

(1H, s), 8.77 (1H, d, J = 6.8 Hz), 9.84 (1H, s). MS (ESI) m/z: 428 (M + H)+.  

 

tert-Butyl 4-({5-carbamoyl-2-[(5-methylpyrazin-2-yl)amino]pyridin-4-

yl}amino)piperidine-1-carboxylate (化合物 50f) 

化合物 49および 2-amino-5-methylpyrazineを用いて、化合物 50bと同様の合成法に

て、化合物 50f を茶色固体として得た (収率 93%)。1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 

1.22-1.44 (11H, m), 1.92-2.02 (2H, m), 2.38 (3H, s), 2.95-3.11 (2H, m), 3.42-3.51 (1H, m), 

3.78-3.89 (2H, m), 7.03 (1H, s), 7.11 (1H, br), 7.83 (1H, br), 8.13 (1H, s), 8.43 (1H, s), 8.75 

(1H, d, J = 7.2 Hz), 8.91-8.92 (1H, m), 9.68 (1H, brs). MS (ESI) m/z: 428 (M + H)+.  
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tert-Butyl 4-({5-carbamoyl-2-[(2-methylpyrimidin-4-yl)amino]pyridin-4-

yl}amino)piperidine-1-carboxylate (化合物 50g) 

化合物 49および 4-amino-2-methylpyrimidineを用いて、化合物 50bと同様の合成法

にて、化合物 50gを淡黄色固体として得た (収率 63%)。1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) 

δ: 1.22-1.44 (11H, m), 1.98-2.06 (2H, m), 2.48 (3H, s), 2.93-3.08 (2H, m), 3.45-3.54 (1H, m), 

3.83-3.92 (2H, m), 7.17 (1H, br), 7.33 (1H, d, J = 5.6 Hz), 7.41 (1H, s), 7.86 (1H, br), 8.28 (1H, 

d, J = 5.6 Hz), 8.44 (1H, s), 8.77 (1H, d, J = 6.8 Hz), 9.93 (1H, s). MS (ESI) m/z: 428 (M + H)+.  

 

tert-Butyl 4-({5-carbamoyl-2-[(2-methyl-1,3-benzoxazol-5-yl)amino]pyridin-4-

yl}amino)piperidine-1-carboxylate (化合物 50h) 

化合物 49および 2-methyl-1,3-benzoxazol-5-amineを用いて、化合物 50bと同様の合

成法にて、化合物 50h を淡褐色固体として得た (収率 69%)。1H NMR (400 MHz, 

DMSO-d6) δ: 1.22-1.44 (11H, m), 1.90-1.99 (2H, m), 2.57 (3H, s), 2.94-3.12 (2H, m), 3.40-

3.51 (1H, m), 3.74-3.90 (2H, m), 5.97 (1H, s), 7.04 (1H, br), 7.38 (1H, dd, J = 2.4, 8.8 Hz), 7.50 

(1H, d, J = 8.8 Hz), 7.77 (1H, br), 8.10 (1H, d, J = 2.4 Hz), 8.39 (1H, s), 8.66, (1H, d, J = 7.2 

Hz), 9.01 (1H, s). MS (ESI) m/z: 467 (M + H)+.  

 

tert-Butyl 4-({5-carbamoyl-2-[(2-methyl-1,3-benzoxazol-6-yl)amino]pyridin-4-

yl}amino)piperidine-1-carboxylate (化合物 50i) 

化合物 49および 2-methyl-1,3-benzoxazol-6-amineを用いて、化合物 50bと同様の合

成法にて、化合物 50iを紫色固体として得た (収率 29%)。1H NMR (400 MHz, DMSO-

d6) δ: 1.22-1.44 (11H, m), 1.91-1.99 (2H, m), 2.56 (3H, s), 2.95-3.08 (2H, m), 3.40-3.50 (1H, 

m), 3.78-3.86 (2H, m), 6.00 (1H, s), 7.06 (1H, br), 7.30 (1H, dd, J = 2.0, 8.8 Hz), 7.48 (1H, d, 

J = 8.8 Hz), 7.78 (1H, br), 8.26 (1H, d, J = 2.0 Hz), 8.41 (1H, s), 8.66 (1H, d, J = 7.2 Hz), 9.15 

(1H, s). MS (ESI) m/z: 467 (M + H)+. 

 

6-Anilino-4-{[1-(5-cyanopyridin-2-yl)piperidin-4-yl]amino}nicotinamide (化合物 51a) 

化合物 50a (138 mg, 0.335 mmol)の dioxane (2 mL)溶液に、HCl (4 M dioxane溶液, 6 

mL)を加え、室温にて終夜撹拌した。混合物に IPE を加え、析出物を濾取し、IPE で

洗浄し、6-anilino-4-(piperidin-4-ylamino)nicotinamide dihydrochloride を固体として得た 

(114 mg, 収率 88%)。1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 1.63-1.75 (2H, m), 2.05-2.13 (2H, 

m), 2.94-3.05 (2H, m), 3.22-3.31 (2H, m), 3.66-3.76 (1H, m), 6.17 (1H, s), 7.22-7.28 (1H, m), 
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7.32-7.36 (2H, m), 7.43-7.48 (2H, m), 7.70 (1H, br), 8.34 (2H, brs), 8.93 (1H, br), 9.05 (1H, 

br), 9.55 (1H, br), 10.15 (1H, br), 12.92 (1H, br). MS (ESI) m/z: 312 (M + H)+. 

6-Anilino-4-(piperidin-4-ylamino)nicotinamide dihydrochloride (45 mg, 0.117 mmol)の

DMSO (0.72 mL)溶液に 2-chloro-5-cyanopyridine (32.4 mg, 0.234 mmol)および K2CO3 

(48.6 mg, 0.351 mmol)を加え、100 °Cにて 45分間撹拌した。混合物を室温まで冷却し、

シリカゲルカラムクロマトグラフィー (溶出溶媒；CHCl3/MeOH = 100/0－88/12)で精

製し、化合物 51a を白色固体として得た (39.5 mg, 収率 82%)。1H NMR (400 MHz, 

DMSO-d6) δ: 1.36-1.46 (2H, m), 2.01-2.10 (2H, m), 3.25-3.35 (2H, m), 3.54-3.64 (1H, m), 

4.25-4.31 (2H, m), 6.04 (1H, s), 6.87 (1H, t, J = 7.2 Hz), 6.99 (1H, d, J = 9.2 Hz), 7.03 (1H, br), 

7.24 (2H, t, J = 7.2 Hz), 7.60-7.64 (2H, m), 7.74 (1H, br), 7.85 (1H, dd, J = 2.4, 9.2 Hz), 8.38 

(1H, s), 8.49 (1H, d, J = 2.4 Hz), 8.69 (1H, d, J = 7.2 Hz), 8.93 (1H, s). MS (ESI) m/z: 414 (M 

+ H)+. HRMS (M + H)+ calcd for C23H23N7O: 413.1964. Found: 414.2050. 

 

4-{[1-(5-Cyanopyridin-2-yl)piperidin-4-yl]amino}-6-(pyridin-2-ylamino)nicotinamide (化

合物 51b) 

化合物 50b (360 mg, 0.873 mmol)の dioxane (1.5 mL)溶液に HCl (4 M dioxane溶液, 3 

mL)を加え、室温にて 2 時間撹拌した。混合物を減圧下濃縮し、4-(piperidin-4-

ylamino)-6-(pyridin-2-ylamino)nicotinamide dihydrochloride を白色固体として得た (315 

mg, 収率 94%)。1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 1.70-1.81 (2H, m), 2.14-2.21 (2H, m), 

3.00-3.10 (2H, m), 3.29-3.35 (2H, m), 3.68-3.76 (1H, m), 6.71 (1H, s), 7.17-7.23 (2H, m), 7.80 

(1H, br), 7.90-7.95 (1H, m), 8.35-8.38 (1H, m), 8.40 (1H, br), 8.47 (1H, s), 8.94-9.10 (2H, m), 

9.30 (1H, d, J = 7.2 Hz), 11.95 (1H, s), 14.50 (1H, br).  

4-(Piperidin-4-ylamino)-6-(pyridin-2-ylamino)nicotinamide dihydrochloride (50 mg, 0.130 

mmol)の NMP (1 mL)溶液に 2-chloro-5-cyanopyridine (27 mg, 0.195 mmol)および Et3N (90 

μL, 0.649 mmol)を加え、マイクロウェーブ照射下、150 °Cにて 30分間撹拌した。混

合物を室温まで冷却し、アミノシリカゲルカラムクロマトグラフィー (溶出溶媒；

CHCl3/MeOH = 100/0－90/10)で精製し、化合物 51bを白色固体として得た (17 mg, 収

率 32%)。1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 1.38-1.48 (2H, m), 2.07-2.14 (2H, m), 3.27-3.35 

(2H, m), 3.60-3.68 (1H, m), 4.27-4.33 (2H, m), 6.84-6.88 (1H, m), 7.00 (1H, d, J = 9.0 Hz), 

7.07 (1H, br), 7.26 (1H, s), 7.61-7.68 (2H, m), 7.80 (1H, br), 7.85 (1H, dd, J = 2.3, 9.0 Hz), 

8.21-8.23 (1H, m), 8.41 (1H, s), 8.49-8.50 (1H, m), 8.74 (1H, d, J = 7.1 Hz), 9.49 (1H, s). MS 

(ESI) m/z: 415 (M + H)+. HRMS (M + H)+ calcd for C22H22N8O: 414.1917. Found: 415.1997.  
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4-{[1-(5-Cyanopyridin-2-yl)piperidin-4-yl]amino}-6-(pyrazin-2-ylamino)nicotinamide 

(化合物 51c) 

化合物 50cを用いて、化合物 51bと同様の合成法にて、化合物 51cを白色固体とし

て得た (収率 90%)。1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 1.40-1.49 (2H, m), 2.06-2.12 (2H, m), 

3.28-3.37 (2H, m), 3.62-3.68 (1H, m), 4.26-4.32 (2H, m), 7.00 (1H, d, J = 9.1 Hz), 7.11 (1H, 

br), 7.14 (1H, s), 7.85 (1H, dd, J = 2.4, 9.1 Hz), 7.87 (1H, br), 8.07 (1H, d, J = 2.7 Hz), 8.23-

8.24 (1H, m), 8.46 (1H, s), 8.48-8.51 (1H, m), 8.81 (1H, d, J = 7.2 Hz), 9.03 (1H, d, J = 1.5 

Hz), 9.86 (1H, s). 13C-NMR (126 MHz, DMSO-d6) δ: 30.54, 42.59, 48.07, 90.98, 94.82, 105.49, 

106.40, 118.68, 135.47, 135.71, 139.86, 141.46, 149.29, 150.88, 152.45, 154.04, 155.55, 

158.85, 170.31. MS (ESI) m/z: 416 (M + H)+. HRMS (M + H)+ calcd for C21H21N9O: 415.1869. 

Found: 416.1954. 

 

4-{[1-(5-Cyanopyridin-2-yl)piperidin-4-yl]amino}-6-(pyrimidin-4-ylamino)nicotinamide 

(化合物 51d) 

化合物 50d を用いて、化合物 51b と同様の合成法にて、化合物 51d を白色固体と

して得た (収率 28%)。1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 1.45-1.54 (2H, m), 2.05-2.12 (2H, 

m), 3.24-3.40 (2H, m), 3.67-3.76 (1H, m), 4.28-4.35 (2H, m), 6.94 (1H, br), 7.01 (1H, d, J = 

9.1 Hz), 7.35-7.66 (2H, m), 7.86 (1H, dd, J = 2.4, 9.1 Hz), 8.11 (1H, br), 8.46 (1H, s), 8.50 (1H, 

d, J = 2.4 Hz), 8.51-8.54 (1H, m), 8.83 (1H, s), 9.10 (1H, br), 10.77 (1H, br). MS (ESI) m/z: 

416 (M + H)+. HRMS (M + H)+ calcd for C21H21N9O: 415.187. Found: 416.1945. 

 

4-{[1-(5-Cyanopyridin-2-yl)piperidin-4-yl]amino}-6-[(6-methylpyrazin-2-

yl)amino]nicotinamide (化合物 51e) 

化合物 50eを用いて、化合物 51aと同様の合成法にて、化合物 51eを白色固体とし

て得た (収率 52%)。1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 1.39-1.50 (2H, m), 2.10-2.17 (2H, m), 

2.42 (3H, s), 3.23-3.37 (2H, m), 3.60-3.70 (1H, m), 4.30-4.40 (2H, m), 7.00 (1H, d, J = 9.2 Hz), 

7.14 (1H, br), 7.42 (1H, s), 7.78-7.90 (2H, m), 7.97 (1H, s), 8.45 (1H, s), 8.50 (1H, d, J = 2.2 

Hz), 8.63 (1H, s), 8.83 (1H, brd), 9.88 (1H, br). MS (ESI) m/z: 430 (M + H)+. HRMS (M + H)+ 

calcd for C22H23N9O: 429.2026. Found: 430.2094. 

 

4-{[1-(5-Cyanopyridin-2-yl)piperidin-4-yl]amino}-6-[(5-methylpyrazin-2-

yl)amino]nicotinamide (化合物 51f) 
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化合物 50fを用いて、化合物 51aと同様の合成法にて、化合物 51fを白色固体とし

て得た (収率 30%)。1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 1.42-1.54 (2H, m), 2.04-2.13 (2H, m), 

2.42 (3H, s), 3.26-3.52 (2H, m), 3.63-3.75 (1H, m), 4.26-4.36 (2H, m), 6.85-6.95 (1H, m), 7.01 

(1H, d, J = 9.2 Hz), 7.34 (1H, br), 7.85 (1H, dd, J = 2.4, 9.2 Hz), 8.00 (1H, br), 8.18 (1H, s), 

8.42 (1H, s), 8.50 (1H, d, J = 2.4 Hz), 8.69-8.82 (1H, m), 8.94-9.08 (1H, m), 10.19 (1H, br). 

MS (ESI) m/z: 430 (M + H)+. HRMS (M + H)+ calcd for C22H23N9O: 429.2026. Found: 

430.2104. 

 

4-{[1-(5-Cyanopyridin-2-yl)piperidin-4-yl]amino}-6-[(2-methylpyrimidin-4-

yl)amino]nicotinamide (化合物 51g) 

化合物 50gを用いて、化合物 51aと同様の合成法にて、化合物 51gを白色固体とし

て得た (収率 57%)。1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 1.38-1.50 (2H, m), 2.09-2.18 (2H, m), 

2.50 (3H, s), 3.24-3.44 (2H, m), 3.60-3.70 (1H, m), 4.30-4.40 (2H, m), 7.00 (1H, d, J = 9.0 Hz), 

7.16 (1H, br), 7.34 (1H, d, J = 5.8 Hz), 7.46 (1H, s), 7.82-7.92 (2H, m), 8.29 (1H, d, J = 5.9 

Hz), 8.44 (1H, s), 8.49 (1H, d, J = 2.3 Hz), 8.79 (1H, d, J = 6.9 Hz), 9.94 (1H, s). MS (ESI) 

m/z: 430 (M + H)+. HRMS (M + H)+ calcd for C22H23N9O: 429.2026. Found: 430.2104. 

 

4-{[1-(5-Cyanopyridin-2-yl)piperidin-4-yl]amino}-6-[(2-methyl-1,3-benzoxazol-5-

yl)amino]nicotinamide (化合物 51h) 

化合物 50h を用いて、化合物 51a と同様の合成法にて、化合物 51h を白色固体と

して得た (収率 31%)。1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 1.36-1.48 (2H, m), 2.02-2.10 (2H, 

m), 2.58 (3H, s), 3.25-3.36 (2H, m), 3.56-3.66 (1H, m), 4.20-4.30 (2H, m), 6.02 (1H, s), 6.97-

7.18 (2H, m), 7.39 (1H, dd, J = 2.1, 8.8 Hz), 7.52 (1H, d, J = 8.8 Hz), 7.72-7.89 (2H, m), 8.10 

(1H, br), 8.39 (1H, s), 8.49 (1H, d, J = 2.1 Hz), 8.74 (1H, br), 9.08 (1H, br). MS (ESI) m/z: 469 

(M + H)+. HRMS (M + H)+ calcd for C25H24N8O2: 468.2022. Found: 469.2104. 

 

4-{[1-(5-Cyanopyridin-2-yl)piperidin-4-yl]amino}-6-[(2-methyl-1,3-benzoxazol-6-

yl)amino]nicotinamide (化合物 51i) 

化合物 50iを用いて、化合物 51aと同様の合成法にて、化合物 51iを淡褐色固体と

して得た (収率 26%)。1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 1.36-1.48 (2H, m), 2.01-2.10 (2H, 

m), 2.56 (3H, s), 3.25-3.36 (2H, m), 3.56-3.66 (1H, m), 4.24-4.32 (2H, m), 6.05 (1H, s), 6.96-

7.16 (2H, m), 7.31 (1H, dd, J = 2.0, 8.6 Hz), 7.49 (1H, d, J = 8.6 Hz), 7.70-7.88 (2H, m), 8.28 

(1H, d, J = 1.9 Hz), 8.42 (1H, s), 8.49 (1H, d, J = 2.2 Hz), 8.70 (1H, d, J = 7.2 Hz), 9.18 (1H, 
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s). MS (ESI) m/z: 469 (M + H)+. HRMS (M + H)+ calcd for C25H24N8O2: 468.2022. Found: 

469.2102. 

 

Ethyl 4-(benzylamino)-6-chloronicotinate (化合物 52) 

化合物 42 (40.0 g, 182 mmol)の i-PrOH (400 mL)溶液に benzylamine (23.8 mL, 218 

mmol)および DIPEA (47.5 mL, 273 mmol)を加え、80 °Cにて 2時間撹拌した。混合物

を室温まで冷却し、減圧下濃縮した。残渣に EtOAc および水を加えた。有機層を分

離し、10%クエン酸水溶液、飽和 NaHCO3水溶液および飽和食塩水で洗浄した。有機

層をMgSO4で乾燥し、減圧下濃縮し、化合物 52を固体として得た (51 g, 収率 97%)。

化合物 52 はそれ以上の精製を行わず次の反応に用いた。1H NMR (400 MHz, DMSO-

d6) δ: 1.39 (3H, t, J = 7.2 Hz), 4.35 (2H, q, J = 7.2 Hz), 4.43 (2H, d, J = 5.6 Hz), 6.55 (1H, s), 

7.29-7.34 (3H, m), 7.35-7.40 (2H, m), 8.52-8.60 (1H, m), 8.70 (1H, s). MS (ESI) m/z: 291 (M 

+ H)+. 

 

4-(Benzylamino)-6-chloronicotinic acid (化合物 53) 

化合物 52 (49.0 g, 169 mmol)の EtOH (392 mL)溶液に NaOH (6 M水溶液, 112 mL, 674 

mmol)を加え、70 °Cにて 1.5時間撹拌した。混合物を室温まで冷却し、水および HCl 

(2 M 水溶液)を加え、30 分間撹拌した。析出物を濾取し、水で洗浄し、化合物 53 を

灰色固体として得た (40.2 g, 収率 91%)。1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 4.55 (2H, d, J 

= 6.0 Hz), 6.71 (1H, s), 7.25-7.40 (5H, m), 8.53 (1H, s), 8.71-8.80 (1H, m), 13.40 (1H, brs). 

MS (ESI) m/z: 285 (M + Na)+. 

 

4-(Benzylamino)-6-chloronicotinamide (化合物 54) 

化合物53 (35.0 g, 133 mmol)のDMF (280 mL)溶液に、CDI (54.0 g, 333 mmol)を加え、

室温にて 1時間撹拌した。混合物を氷冷し、28% NH4OH水溶液 (45 mL, 666 mmol)を

加え、室温にて 30 分間撹拌した。混合物に水を加え、析出物を濾取し、水で洗浄し、

化合物 54を灰色固体として得た (29.7 g, 収率 85%)。1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 

4.48 (2H, d, J = 6.0 Hz), 6.64 (1H, s), 7.25-7.40 (5H, m), 7.53 (1H, brs), 8.12 (1H, brs), 8.42 

(1H, s), 9.14-9.20 (1H, m). MS (ESI) m/z: 284 (M + Na)+. 

 

6-Anilino-4-(benzylamino)nicotinamide (化合物 55) 

化合物 54 (126 mg, 0.483 mmol)、aniline (102 mg, 1.10 mmol)、Pd2(dba)3 (44.2 mg, 

0.048 mmol)、 2-dicyclohexylphosphino-2',4',6'-triisopropyl-1,1'-biphenyl (46.2 mg, 0.097 
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mmol)および t-BuONa (111 mg, 1.15 mmol)を t-BuOH/dioxane/NMP (1.5 mL/0.4 mL/0.15 

mL)に懸濁し、マイクロウェーブ照射下、140 °C にて 45 分間撹拌した。混合物を室

温まで冷却し、Celite®を用いて濾過した。濾液を減圧下濃縮し、残渣をシリカゲル

カラムクロマトグラフィー (溶出溶媒；CHCl3/MeOH = 100/0－90/10)で精製し、化合

物 55を淡褐色固体として得た (55 mg, 収率 36%)。1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ: 4.35 

(2H, d, J = 6.0 Hz), 5.58 (1H, br), 5.92 (1H, s), 6.65 (1H, br), 6.96-7.07 (3H, m), 7.15-7.39 (8H, 

m), 8.21 (1H, s), 8.90-8.96 (1H, m). MS (ESI) m/z: 319 (M + H)+. HRMS (M + H)+ calcd for 

C19H18N4O: 318.1481. Found: 319.1552. 

 

4-(Benzylamino)-6-[methyl(phenyl)amino]nicotinamide (化合物 56) 

化合物 54 (100 mg, 0.382 mmol)の NMP (0.5 mL)溶液に、N-methylaniline (62 μL, 0.573 

mmol)および tetraethylammonium chloride (6.3 mg, 0.038 mmol)を加え、180 °Cにて 3時

間撹拌した。混合物を室温まで冷却し、水および EtOAc を加えた。有機層を分離し、

水で洗浄した。有機層を MgSO4 で乾燥し、減圧下濃縮した。残渣をシリカゲルカラ

ムクロマトグラフィー (溶出溶媒；n-hexane/EtOAc)で精製し、化合物 56 を白色固体

として得た (20 mg, 収率 16%)。1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 3.32 (3H, s), 4.14 (2H, 

d, J = 6.0 Hz), 5.50 (1H, s), 7.02 (1H, br), 7.07-7.12 (4H, m), 7.18-7.35 (6H, m), 7.72 (1H, br), 

8.35 (1H, s), 8.95-9.00 (1H, m). MS (ESI) m/z: 333 (M + H)+. HRMS (M + H)+ calcd for 

C20H20N4O: 332.1637. Found: 333.1716. 

 

4-(Benzylamino)-6-[(3,4-dimethoxybenzyl)amino]nicotinamide (化合物 57) 

化合物 54 (200 mg, 0.764 mmol)の NMP (1 mL)溶液に、3,4-dimethoxybenzylamine (767 

mg, 4.59 mmol)および DIPEA (0.80 mL, 4.59 mmol)を加え、マイクロウェーブ照射下、

180 °Cにて 4時間撹拌した。混合物を室温まで冷却し、シリカゲルカラムクロマトグ

ラフィー (溶出溶媒；CHCl3/MeOH = 100/0－70/30)で精製し、化合物 57 を得た (190 

mg, 収率 63%)。1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 3.69 (3H, s), 3.71 (3H, s), 4.26-4.32 (4H, 

m), 5.53 (1H, s), 6.73-7.00 (5H, m), 7.22-7.35 (5H, m), 7.56 (1H, br), 8.24 (1H, s), 8.87-8.92 

(1H, m). MS (ESI) m/z: 393 (M + H)+. 

 

6-Amino-4-(benzylamino)nicotinamide (化合物 58) 

化合物 57 (100 mg, 0.255 mmol)を TFA (1 mL)に溶解し、マイクロウェーブ照射下、

100 °C にて 1 時間撹拌した。混合物に飽和 NaHCO3 水溶液を加えて中和した後、

EtOAc および THF を加えた。有機層を分離し、飽和食塩水で洗浄した。有機層を
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MgSO4で乾燥し、減圧下濃縮し、化合物 58を白色固体として得た (20 mg, 収率 32%)。

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 4.45 (2H, d, J = 6.0 Hz), 5.72 (1H, s), 7.22-7.40 (7H, m), 

7.57 (1H, br), 8.08 (1H, br), 8.15 (1H, s), 9.50-9.55 (1H, m). MS (ESI) m/z: 243 (M + H)+. 

HRMS (M + H)+ calcd for C13H14N4O: 242.1168. Found: 243.1244. 

 

Ethyl 4-{[(3S,4R)-1-(tert-butoxycarbonyl)-3-fluoropiperidin-4-yl]amino}-6-

chloronicotinate (化合物 59) 

化合物 32および化合物 42を用いて、化合物 43と同様の合成法にて、化合物 59を

白色固体として得た (収率 71%)。1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 1.31 (3H, t, J = 7.2 

Hz), 1.40 (9H, s), 1.47-1.59 (1H, m), 1.77-1.84 (1H, m), 2.81-3.17 (2H, m), 3.94-4.18 (2H, m), 

4.20-4.34 (3H, m), 4.74-4.90 (1H, m), 7.10 (1H, s), 8.30 (1H, d, J = 8.8 Hz), 8.57 (1H, s). MS 

(ESI) m/z: 424 (M + Na)+. 

 

4-{[(3S,4R)-1-(tert-Butoxycarbonyl)-3-fluoropiperidin-4-yl]amino}-6-chloronicotinic acid 

(化合物 60) 

化合物 59を用いて、化合物 44と同様の合成法にて、化合物 60を白色固体として

得た (収率 84%)。1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 1.40 (9H, s), 1.45-1.58 (1H, m), 1.76-

1.84 (1H, m), 2.82-3.38 (2H, m), 3.93-4.35 (3H, m), 4.73-4.90 (1H, m), 7.05 (1H, s), 8.50-8.55 

(2H, m), 13.47 (1H, brs). MS (ESI) m/z: 396 (M + Na)+. 

 

tert-Butyl (3S,4R)-4-[(5-carbamoyl-2-chloropyridin-4-yl)amino]-3-fluoropiperidine-1-

carboxylate (化合物 61) 

化合物 60を用いて、化合物 45と同様の合成法にて、化合物 61を白色固体として

得た (収率 80%)。1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 1.40 (9H, s), 1.43-1.56 (1H, m), 1.73-

1.80 (1H, m), 2.82-3.23 (2H, m), 3.90-4.06 (2H, m), 4.14-4.32 (1H, m), 4.70-4.87 (1H, m), 6.94 

(1H, s), 7.51 (1H, br), 8.10 (1H, br), 8.44 (1H, s), 9.08 (1H, d, J = 8.8 Hz). MS (ESI) m/z: 395 

(M + Na)+. 

 

tert-Butyl (3S,4R)-4-({5-carbamoyl-2-[(2-methylpyrimidin-4-yl)amino]pyridin-4-

yl}amino)-3-fluoropiperidine-1-carboxylate (化合物 62) 

化合物 61を用いて、化合物 46と同様の合成法にて、化合物 62を淡黄色固体とし

て得た (収率 46%)。1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 1.41 (9H, s), 1.48-1.61 (1H, m), 

1.91-1.98 (1H, m), 2.81-3.25 (2H, m), 3.32 (3H, s), 3.64-3.79 (1H, m), 3.98-4.13 (1H, m), 
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4.19-4.38 (1H, m), 4.79-4.98 (1H, m), 7.19 (1H, br), 7.33 (1H, d, J = 6.0 Hz), 7.41 (1H, brs), 

7.89 (1H, br), 8.29 (1H, d, J = 6.0 Hz), 8.46 (1H, s), 8.99 (1H, d, J = 7.6 Hz), 9.93 (1H, brs). 

MS (ESI) m/z: 446 (M + H)+. 

 

4-{[(3S,4R)-1-(5-Cyanopyridin-2-yl)-3-fluoropiperidin-4-yl]amino}-6-[(2-

methylpyrimidin-4-yl)amino]nicotinamide (化合物 63) 

化合物 62 を用いて、化合物 51b と同様の合成法にて、化合物 63 を白色固体とし

て得た (収率 51%)。1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 1.58-1.69 (1H, m), 2.05-2.12 (1H, m), 

3.12-3.20 (1H, m), 3.32 (3H, s), 3.40-3.51 (1H, m), 3.81-3.95 (1H, m), 4.58-4.64 (1H, m), 4.85-

4.94 (1H, m), 4.97-5.12 (1H, m), 7.06 (1H, d, J = 9.0 Hz), 7.19 (1H, br), 7.34 (1H, d, J = 5.9 

Hz), 7.47 (1H, s), 7.87 (1H, dd, J = 2.3, 9.0 Hz), 7.90 (1H, br), 8.30 (1H, d, J = 5.9 Hz), 8.47 

(1H, s), 8.49 (1H, d, J = 2.3 Hz), 9.01 (1H, d, J = 7.9 Hz), 9.95 (1H, brs). MS (ESI) m/z: 448 

(M + H)+. HRMS (M + H)+ calcd for C22H22FN9O: 447.1931. Found: 448.2009. 

 

4-{[1-(4-Cyanophenyl)piperidin-4-yl]amino}-6-[(2-methylpyrimidin-4-

yl)amino]nicotinamide (化合物 64) 

化合物 50g (3.19 g, 7.46 mmol)の dioxane (14.7 mL)溶液に HCl (4 M dioxane溶液, 110 

mL)を加え、室温にて終夜撹拌した。混合物に IPEを加え、析出物を濾取し、6-[(2-

methylpyrimidin-4-yl)amino]-4-(piperidin-4-ylamino)nicotinamide trihydrochlorideを得た 

(3.03 g, 収率 93%)。1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 1.72-1.84 (2H, m), 2.13-2.23 (2H, 

m), 2.67 (3H, s), 2.99-3.11 (2H, m), 3.27-3.36 (2H, m), 3.69-3.81 (1H, m), 7.19-7.32 (1H, m), 

7.68-7.81 (1H, m), 8.31-8.45 (1H, m), 8.58 (1H, d, J = 6.8 Hz), 8.64 (1H, s), 9.14-9.52 (3H, 

m), 12.44 (1H, br). MS (ESI) m/z: 328 (M + H)+. 

6-[(2-Methylpyrimidin-4-yl)amino]-4-(piperidin-4-ylamino)nicotinamide trihydrochloride 

(3.0 g, 6.87 mmol)の DMSO (60 mL)溶液に 4-fluorobenzonitrile (1.66 g, 13.7 mmol) および

K2CO3 (3.80 g, 27.5 mmol)を加え、マイクロウェーブ照射下、140 °Cにて 1時間撹拌し

た。混合物を室温まで冷却した後、水へ注いだ。析出物を濾取し、水および EtOAc

で洗浄した後、シリカゲルカラムクロマトグラフィー (溶出溶媒；CHCl3/MeOH = 

100/0－80/20)で精製した。得られた精製物を DMF (8 mL)に溶解し、水 (50 mL)を加え

た。析出物を濾取し、化合物 64を淡黄色固体として得た (2.9 g, 収率 57%)。1H NMR 

(400 MHz, DMSO-d6) δ: 1.44-1.56 (2H, m), 2.08-2.16 (2H, m), 2.54 (3H, s), 3.10-3.20 (2H, 

m), 3.55-3.65 (1H, m), 3.85-3.93 (2H, m), 7.07 (2H, d, J = 9.1 Hz), 7.16 (1H, br), 7.34 (1H, d, 

J = 5.8 Hz), 7.46 (1H, s), 7.58 (2H, d, J = 9.0 Hz), 7.86 (1H, br), 8.29 (1H, d, J = 5.9 Hz), 8.45 
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(1H, s), 8.80 (1H, d, J = 6.8 Hz), 9.94 (1H, s). 13C-NMR (126 MHz, DMSO-d6) δ: 25.68, 30.20, 

45.22, 48.09, 92.68, 97.73, 105.49, 105.69, 114.10, 119.94, 133.27, 149.11, 152.66, 154.00, 

155.17, 156.02, 159.05, 166.18, 170.22. MS (ESI) m/z: 429 (M + H)+. Anal. calcd for 

C23H24N8O·1.4H2O: C, 60.89; H, 5.95; N, 24.70. Found: C, 60.94; H, 6.07; N, 24.44. 

 

 

計算化学解析について 

 

ドッキング計算解析 

ドッキング計算解析は、tofacitinibおよび JAK3蛋白の結晶構造 (PDB番号: 3LXK)

に基づいて実施した。Maestro (version 9.3; Schrödinger, LLC)の Protein Preparation 

Wizard を用いてドッキングに用いるタンパク座標の準備を行った。ATP 結合サイト

の tofacitinib の重心からグリッドを発生し、ヒンジ領域との水素結合制約、疎水性領

域の制約を加えた。評価化合物を LigPrep (version 2.5; Schrödinger, LLC)および

Confgen (version 2.3; Schrödinger, LLC)を用いて準備し、エネルギー最小立体構造を用

いてドッキング計算した。化合物のドッキングは Glide (version 5.8; Schrödinger, LLC)

の XP モードにて実施し、GlideScore により測定された最高スコア値の結合様式を採

用した。 

 

WaterMap解析 

WaterMap (version 1.4; Schrödinger, LLC)計算解析は、tofacitinibおよび JAK3蛋白の

結晶構造 (PDB 番号: 3LXK)に基づき、実施した。タンパク座標の準備はドッキング

計算解析で実施したものを用いた。WaterMAP計算解析は defaultモードにて実施し、

リガンド結合部位として tofacitinib を指定した。分子動力学シミュレーション時は

tofacitinib 構造を除き、計算解析した。Abel らの報告に基づき、脱溶媒和能に関する

第一原理計算により、結合および化合物の歪みエネルギーの ΔGpred値を計算した。 
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薬理学的評価について 

 

ヒト JAK酵素活性試験 

ヒト JAK1、JAK2、JAK3 酵素（Carna Biosciences, Inc.）および streptavidin 被覆の

96-wellプレートを用いて試験を行った。15 mM Tris-HCl（pH 7.5）、0.01% Tween 20、

2 mM dithiothreitol、10 mM MgCl2、250 nM Biotin-Lyn-Substrate-2（Biotin-XEQED 

EPEGD YFEWL EPE, X = ε-Acp; Peptide Institute, Inc.）および ATPを含む 50 μLの反応

液を作成した。JAK1、JAK2および JAK3阻害活性評価において、最終ATP濃度はそ

れぞれ 200 μM、10 μM および 8 μM とした。評価化合物は DMSO に溶解した。JAK

酵素（JAK1: 60 ng/mL、JAK2: 20 ng/mL、JAK3: 16 ng/mL）を加えて酵素反応を開始

した後、室温にて 1 時間反応させた。酵素活性は、horseradish peroxidase 標識抗リン

酸化チロシン抗体（HRP-PY-20; Santa Cruz Biotechnology, Inc.）を用いて、リン酸化チ

ロシン特異的 ELISAにより、Biotin-Lyn-Substrate-2のリン酸化率を測定した。評価化

合物に関して、2試験を行い、それぞれの試験の IC50値を、線形回帰分析により算出

した。 

 

ラット T細胞増殖試験  

雄 Lewisラット（Charles River Japan, Inc.）の脾臓細胞を、10% ウシ胎仔血清、100 

U/mL penicillin、100 μg/mL streptomycin および 50 μM 2-mercaptoethanol を添加した

RPMI1640 培地（Sigma）に懸濁した（1.5 × 106 cells/mL）。脾臓細胞に 1 μg/mL 

concanavalin A（Sigma）を加え、37 °C、5% CO2存在下、24時間培養した。培地を洗

浄した後、脾臓細胞（4×104個）に 3 ng/mL IL-2（BD Bioscience）および評価化合物

を加え、96-well プレートを用いて、3 日間培養した。alamarBlue®（Life Technologies）

を加え、6時間培養し、蛍光強度（励起波長; 545 nm、発光波長; 590 nm）を測定した。

評価化合物に関して、2試験を行い、それぞれの試験の IC50値を、線形回帰分析によ

り算出した。  

 

in vitro肝ミクロソーム代謝安定性試験 

評価化合物の肝酵素に対する代謝安定性を雄 SDラット、雄ビーグル犬、雄カニク

イザルまたはヒトの肝ミクロソームを用いて評価した。評価化合物（0.2 μM）、肝

ミクロソーム（0.2 mg protein/mL）、ニコチンアミドアデニンジヌクレオチドリン酸

（1 mM）、エチレンジアミン四酢酸（0.1 mM）およびリン酸緩衝液（100 mM）を
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混合し、37 °C にて 45 分間培養した。評価化合物の残存を LC/MS/MS を用いて測定

し、化合物の消失速度から肝固有クリアランス値（CLint）を算出した。 

 

ラット心移植試験 

ACIラット（Japan SLC, Inc.）および Lewisラット（Charles River Japan, Inc.）をそ

れぞれ心移植ドナーおよびレシピエントとして用いた。全ての実験は、無菌条件下

にて実施した。ラットを pentobarbital (40 mg/kg)を用いて腹腔内麻酔し、腹部異所性

心移植を行った。化合物 37または化合物 67を移植実施日より、経口投与にて 1日に

1 回、14 日間投与した。併用試験においては、tacrolimus を筋肉内投与にて 1 日に 1

回、投与した。移植後、心臓移植片の機能を 28 日間、触診により観察し、拍動の停

止を拒絶とした。 

動物実験は「医学生物学領域の実験動物に関する国際原則」（国際医学団体協議

会）、「実験動物の管理と使用に関する指針第８版」（全米研究評議会）等の国際

的に認知された基準・指針に準拠し、アステラス製薬実験動物委員会の承認を受け

た上で、アステラス製薬において実施した。 

 

hERG阻害評価（Rb流出測定法） 

hERG カリウムチャネルを発現したチャイニーズハムスター卵巣細胞を作成し、

10%ウシ胎仔血清、1% penicillin-streptomycin および 1% Geneticin®を含む最小必須培

地を用いて、37 °C、5% CO2存在下にて維持した。実験の前日に、安定発現株を 96-

wellプレートに播種 (6 × 104 cells/well)し、24時間培養した。培養液を Rb添加液に置

換し 1.5時間培養した。培養液を除き、プレートを pH 7.3緩衝液で洗浄した。評価化

合物を含む高 K+緩衝液 (pH = 7.3)を添加し、カリウムチャネルを通じた Rbの流出を

開始させた。10 分間培養した後、上澄み液を新規のプレートに移した（プレート

A）。細胞を含むプレートは、1% Triton-X 100を含む pH 7.3緩衝液を用いて溶解した

（プレート B）。プレート Aおよびプレート Bに存在する Rb量を Ion Channel Reader 

8000 (Aurora Biomed Inc.)を用いて測定した。Rb流出率（RE）および流出阻害率は下

記の計算式により算出した。 

RE（%） = 残存 Rb量（プレート B）/全 Rb量（プレート A + プレート B） × 100 

流出阻害率（%） = RE（評価化合物）− RE（溶媒）/ RE（対照）− RE（溶媒）× 

100 

流出阻害の IC50値は、非線形回帰分析により算出した。  
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