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研究成果の概要（和文）：シアリダーゼをモデルタンパク質とし、酵素の機能選択的に共有結合

を形成可能な自殺基質によるラベル化情報を用いた新規阻害剤の開発を行った。構造変化が予

測されたループ構造と相互作用できるよう Focused library を設計し、その阻害能を評価した結

果、特異的かつ強力な阻害剤が見出された。さらに、既知の非特異的阻害剤と本研究で見出さ

れた特異的阻害剤の構造を組み合わせた結果、最強(Ki = 73 nM)の阻害剤を得ることに成功した。

研究成果の概要（英文）：I have tried to develop a novel method of inhibitor design of such enzymes
exemplified to a neuraminidase Vibrio cholerae neuraminidase (VCNA) of which crystal structure was
reported in 1994 and most potent inhibitor was reported in 1971. As a result, a potent inhibitor for Vibrio
cholerae neuramnidase was developed using mechanism-based labeling information of key amino acid
residues, design of a skeleton of focused library based on labeling information, screening of the focused
library, and elimination of promiscuous inhibitor by detergent-based assay to afford potent (Ki = 73 nM)
and selective inhibitor among viral, bacterial, and mammal neuraminidases.
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１．研究開始当初の背景
生体高分子は産生・完成品の利用・分解の

流れの中でその機能を発揮しているため、そ
の産生・分解を司る酵素は重要なバイオプロ
ーブである。従って、その機能の迅速検出・
制御できる化合物群は診断薬・治療薬の創薬

シードとなりうる。生体高分子の中でも糖鎖
はその生産・分解様式が非常に複雑であると
共に、主に細胞表層物質または分泌物として
産生されることから、分化・免疫・癌・感染
など、多細胞生物独特の生命現象において重
要な役割を果たしていることが明らかにさ
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れつつある。申請者はこれまでこれらの糖鎖
機能を探索・利用するための基礎研究を一貫
して展開しており、糖鎖・複合糖質プローブ
作成技術（Organic Lett., 2005.; Tetrahedron
Lett., 2005.; J. Org. Chem., 2006. 他７報）の
開発とこれらの技術を用いた糖質関連プロ
ーブのコンビナトリアル合成（J. Am. Chem.
Soc., 2005.; Angew.Chem.Int.Ed., 2005.; J. Or
g. Chem., 2006, in press.）に成功し、さらに、
二基質型誘導体による糖転移酵素の高選択
的阻害剤の開発とコンビナトリアル合成に
よる機能探索（Tetrahedron Lett., 2002.; J. O
rg. Chem., 2003.）および生体中の糖鎖の迅速
捕捉・分析技術の開発（Angew.Chem.Int.Ed.,
2005.）に成功している。これらの成果は分
化・免疫・癌などの細胞機能や異常に関連す
る糖鎖の探索と創薬にむけた応用研究に利
用され、産学一体となった実用化研究プロジ
ェクトが複数立ち上がっている。一方、糖分
解機能の探索に関しては糖分解酵素に対す
る自殺基質型糖誘導体を作成し、糖分解酵素
の標識および活性部位の探索（biochemistry,
2005.）に成功しているが、糖分解酵素は細胞
内で産生される酵素に加え、インフルエンザ
ノイラミニダーゼなど、感染症などに関わる
生体外由来の酵素の迅速検出・同定、阻害剤
の設計等への応用研究を強く意識する必要
があるため、本申請課題のような新奇プロー
ブとその利用法を開発する必要がある。すな
わち、外来の（遺伝子解析だけでは予測でき
ない）酵素および酵素作用機構の迅速検出・
同定を行うためには、その酵素機能の迅速検
出と迅速分離を両立する必要がある。

２．研究の目的
本研究では、自殺基質型酵素プローブを用

いることにより機能選択的酵素の迅速抽出、
機能解析、阻害剤設計等に利用することを目
的としている。特に、自殺基質によるラベル
化の位置が特定の場所に限られる場合は活
性化した分子と酵素ラベル化部位の相互作
用が存在することを示しており、その部位は
新たな創薬設計の対象となりうる。現在、阻
害剤などの設計は結晶の静的な構造情報と
計算による仮想の動的情報に基づいて設計
されているものが多い。一方、酵素などは活
性部位周辺に様々なループ構造を有し、従来
の研究ではその動的作用の正確な予測や、そ
の動的変化に基づく分子認識の予測は困難
であった。本研究では実際の相互作用に基づ
いた自殺基質型プローブによるラベル化を
行うことにより実際に最も強く相互作用す
る活性部位周辺構造の抽出を行ない、新規阻
害剤の設計を行うことを目的とする。また、
自殺基質によるラベル化効率の改良や酵素
特異性の向上（または平滑化）などに必要な
修飾技術についても検討する。

３．研究の方法
まず、自殺基質を用いた酵素のラベル化情

報に基づき新規阻害剤を設計する。設計にお
いて、ラベル化の位置情報と標的酵素の結晶
構造情報を用い、その動的変化しうる方向を
予測する。その予測した部位周辺のみに多様
性を与えた化合物のフォーカスドライブラ
リを構築する。フォーカスドライブラリ作製
においては Click 反応を使用する。得られた
フォーカスドライブラリの評価を行い、リー
ド化合物の構造を決定後、既知阻害剤との比
較や他のシアリダーゼに対する阻害能など
を評価し、阻害機構を検証する。さらに、得
られた阻害機構に基づいてさらなる阻害剤
の改良について検討する。
自殺基質の改良に関しては、まず酵素に認識
される糖骨格は変化させず、アグリコン部位
に多様性を与える。アグリコン部位への多様
性の付与はクリック反応を利用し、迅速なラ
イブラリ構築を行う。ライブラリの阻害能の
変化や阻害機構を評価し、さらなる自殺基質
型阻害剤の構造について検討する。
また、自殺基質に関しては様々なシアリダ

ーゼに対する阻害能およびラベル化パター
ンの解析を行い、新規阻害剤設計に向けた標
的の調査を行うとともに、自殺基質そのもの
が創薬候補化合物となりうるかに関しても
検討を行う。

４．研究成果

まず、BSAなどの侠雑タンパク質の影響を

調査した結果、本研究で用いている自殺基質

が夾雑タンパク質にも結合し、現状の設計で

は混合系から標的タンパク質を機能選択的に

検出することが困難であることが判明した。

Entry 1 2 3 4 5

Inhibitor CHF2 -

VCNA ○ ○ ○ ○ ○

Triron × × ○ ○ ×

BSA × ○ ○ × ○

これまで、Science誌を含め、difluoromethyl-

phnyl誘導体を用いたタンパク質の選択的検

出が報告されていたが、少なくともBSA共存

下では標的酵素よりもBSAの方がより優先的

にラベル化されていることが明らかとなった

。これは、自殺基質のラベル化機能部位が酵

素の作用により分解された後、活性部位近傍



のアミノ酸残基と共有結合を形成する前に活

性部位から遊離し、疎水性相互作用に基づき

系内のタンパク質と共有結合を系せいている

と思われる。従って、2005年に報告したよう

な特異的ラベル化は、反応メカニズムに基づ

く結合形成、および、ラベル化機能部位と強

い疎水性相互作用を示す部位との結合形成、

の2種のラベル化機構が存在しうることが予

想された。特に後者は本プロジェクトの前提

を覆すものであるため、本研究の方針を修正

し、以下の2点を中心とした検討を行うことと

した。

(1) ラベル化情報に基づく新規阻害剤の開発

(2) ラベル化機能部位の遊離を防ぐ構造を有

する新規自殺基質の開発

以下にこれらの検討の結果を示す。

(1) ラベル化情報に基づく新規阻害剤の開発

自殺基質によるラベル化は少なくとも一定

の特異性を示しており、この特異性は反応機

構または特異的相互作用によるものである。

また、自殺基質によるラベル化に伴い酵素が

失活していることから、このラベル化部位は

阻害剤開発の標的となることが予想される。

そこで、シアリダーゼをモデルタンパク質と

し、酵素の機能選択的に共有結合を形成可能

な自殺基質の改良と利用技術に関して検討を

行った。まず、自殺基質のアグリコン部位を

1,2,3-triazol形成反応（Click反応）により修飾

し、Focused libraryを作成した。このFocused

libraryをVibrio chorerae由来シアリダーゼおよ

びヒトシアリダーゼに作用させた結果、アグ

リコン構造の変化に基づく阻害能の変化が確

認された。

さらに、自殺基質を用いた機能選択的酵素修

飾、修飾部位の解析、および解析結果に基づ

く阻害剤開発を行った。Vibrio chorerae由来シ

アリダーゼに自殺基質を作用させた結果2ヶ

所のアミノ酸残基がラベル化されていること

が判明した。結晶構造ではラベル化されたア

ミノ酸残基は活性部位から20Å離れており、

基質認識に伴う活性部位周辺ループ構造の変

化が示唆された。そこで、構造変化が予測さ

れたループ構造と相互作用できるよう

Focused libraryを設計し、その阻害能を評価し

た結果、特異的かつ強力な阻害剤が見出され

た。さらに、既知の非特異的阻害剤と本研究

で見出された特異的阻害剤の構造を組み合わ

せた結果、現時点で最強(Ki = 73 nM)の阻害剤

を得ることに成功した。

Ki (μM)compounds
VCNA FluB

NA
Neu2

4-MU-NANA
(Km)

41 10 540

DANA 1.3 0.93 114
9-N3 DANA 2.7 - -
M7 0.99 - -
M26 0.19 > 1000 874
M27 0.52 - -
FANA 0.15 0.46 43
9-N3 FANA 6 0.37 - -
FANA-M26 0.073 > 1000 161

また、シアリダーゼ自殺基質を用い

Tripanosoma cruzi trans-sialidaseTcTSに対して

阻害能を有すること、ラベル化位置がVCNA

と全く異なること、比較的高濃度を要するも

ののトリパノソーマクルジ原虫の細胞侵入抑

止効果を示すことが確認された。また、自殺

基質による非特異的ラベル化が観察されたこ

とから、ラベル化の特異性を向上させるため

、環状自殺基質の設計と合成についても検討

した。

(2) ラベル化機能部位の遊離を防ぐ構造を有

した新規自殺基質の開発

自殺基質による非特異的相互作用がラベル

化部位の遊離に基づくものであることから、

これを防ぐため、酵素による開裂部位と別に

基質と共有結合を有する環状自殺基質の設計

と合成を行った。環化反応はolefin metathesis

反応により行い、自殺基質のラベル化機能部

位とシアル酸の9位水酸基が共有結合した誘

導体を得た。本化合物を界面活性剤の存在下

ラベル化反応を行ったところ、酵素の活性低

下が確認され、活性部位内において特異的に

自殺基質によるラベル化および阻害が進行し



ていることが示唆された。今後、(1)の検討結

果の知見と融合することにより、本環状化合

物の改良を行う予定である。
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