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研究成果の概要（和文）：2-アミノアニリド化合物ライブラリーの構築、速度論的酵素阻害活性評価、ヒット化
合物のアイソザイム選択性評価により、時間依存的に酵素反応の遷移状態を安定化しアイソザイム選択的阻害活
性を示す化合物を見出した。また、薬理試験の結果、これらのアイソザイム選択的KDAC阻害剤は、記憶力増強効
果など、高い薬理活性を示すことも明らかになった。

研究成果の概要（英文）：We have identifed isozyme-selective KDAC inhibitors that stablize the 
transition state of enzymatic reactions by the construction of a 2-aminoanilide compound library, 
kinetic screening and isozyme selectivity evaluation of the hit compounds. These inhibitors showed 
potent pharmacological effects such as memory-enhancing activity. 

研究分野： 創薬化学

キーワード： 遷移状態　酵素　阻害薬

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
超高齢化社会を迎えた日本では、がんやアルツハイマー病など、未だ特効薬の無い疾患が多数存在する。本研究
により、酵素反応の遷移状態構造を考慮することにより、将来の医薬品につながる阻害剤の創製が可能であるこ
とが示された。本研究の成果は、アンメットメディカルニーズの高い疾患の治療につながることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

酵素反応では、酵素と基質が「遷移状態」を形成した後に生成物を生じる。例えば、リシン脱

アセチル化酵素（KDAC）は、図 2 に示す遷移状態構造を経て、基質であるアセチル化されたリ

シン残基を脱アセチル化する。まず、KDAC の活性中心に在る Zn2+及びヒスチジン（His）残基

により活性化された水分子が、Zn2+（Lewis 酸）により活性化されたアセトアミドのカルボニル

基を求核攻撃する。ここでカルボニルの炭素は四面体構造の遷移状態をとる。最終的には、アミ

ンがプロトンを受け取りながら、C-N 結合の開裂が起きて脱アセチル化が完結する。 

図 1. KDACによるヒストンの脱アセチル化のメカニズム 

 

この過渡的にしか存在しない遷移状態とよく似た構造をもつ安定な遷移状態アナログは、酵

素の活性中心と直接相互作用するため、高活性、高選択的な酵素阻害薬となり得る。遷移状態ア

ナログは、低分子医薬品創製、遷移状態アナログの免疫による抗体酵素の作製、ケミカルバイオ

ロジー研究、酵素反応機構の解明研究など、さまざまな分野で応用されている。 

 これまでに報告された遷移状態アナログは、基質の構造を基にしたものがほとんどである。

KDAC 阻害薬の創製研究においても、基質のホスホンアミド誘導体やスルホンアミド誘導体（図

2）が設計、合成されたが、そのような遷移状態アナログに高い酵素阻害活性は見られなかった。 
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図 2. KDAC による脱アセチル化の遷移状態 (a)と KDAC 阻害を目指した遷移状態アナログ 
スルホンアミド (b)およびホスホンアミド (c) 

 

一方、我々の研究グループは、一見して基質と全く異なる構造の化合物が酵素の遷移状態構造

を時間依存的に安定化し、高い酵素阻害活性、選択性を示すことを見出した。具体的には、2-ア

ミノアニリド化合物が、KDAC にゆっくりと結合し、KDAC による脱アセチル化反応の遷移状

態構造と同様に酵素の活性中心に在る亜鉛イオンに二座配位し、活性中心を形成するアミノ酸

残基と水素結合を形成することで、KDAC を強力かつ選択的に阻害することが予備実験および



化学計算により示された。 

 

 

２．研究の目的 

本研究では、上記の知見を基に、KDAC アイソザイムの遷移状態構造を時間依存的に安定化す

る高活性かつ高選択的な阻害薬の創製を目指した。2-アミノアニリド化合物のような時間依存的

な阻害薬は、ゆっくりと標的酵素に結合し、ゆっくりと酵素から放出されることから、標的酵素

内での滞留時間が長い。代謝、排泄によって阻害薬が血中から消失した後でも、阻害薬は標的酵

素内に残ることから、時間依存的阻害薬は、薬効が長時間持続する副作用の少ない治療薬として

大きな注目を集めている。本研究で得られる KDAC 阻害剤は、高い薬効を示す副作用の少ない

治療薬として期待できる。 

 

 

３．研究の方法 

(1) 2-アミノアニリド化合物ライブラリーの構築 

2-アミノアニリド骨格をベースとしたアルキン化合物、酵素の表面に在るアミノ酸残基と反応

する cap 構造を有するアジド化合物を合成し、クリックケミストリーを用いて、96 穴プレート

上で 2-アミノアニリド化合物ライブラリーを構築する（図 3）。 

 

図 3. クリックケミストリーによる 2-アミノアニリド化合物ライブラリーの構築 

 

(2)速度論的酵素阻害活性評価 

2-アミノアニリド化合物ライブラリーの速度論的酵素阻害活性評価を行う。具体的には、標的

の KDAC アイソザイムと長時間インキュベーションした時に、より高い活性を示す化合物を、

本スクリーニングにより見出す。 

(3)ヒット化合物のアイソザイム選択性評価 

上記で得られたヒット化合物を合成、精製し、詳細な KDAC アイソザイム選択性を調べる。 

 

 

４．研究成果 

上記の 2-アミノアニリド化合物ライブラリーの構築、速度論的酵素阻害活性評価、ヒット化合

物のアイソザイム選択性評価により、時間依存的に酵素反応の遷移状態を安定化しアイソザイ

ム選択的阻害活性を示す化合物を見出した（図 4）｡ 



 
図 4. 本研究で見出した酵素反応の遷移状態を時間依存的に安定化するアイソザイム選択的
KDAC阻害剤 

 

 これらの KDAC 阻害剤は、計算化学により、アイソザイムの酵素反応の遷移状態を安定化し、

高いアイソザイム選択性を発揮することが示された（Tsukamoto, S. et al. J. Chem. Phys. 2018, 148, 

125102.）。また、薬理試験の結果、これらのアイソザイム選択的 KDAC 阻害剤は、記憶力増強

効果など、高い薬理活性を示すことも明らかになった（Uchida, S. et al. Cell Rep. 2017, 18, 352–

366.）。 

 以上、本研究により、酵素反応の遷移状態構造を考慮することにより、将来の医薬品につなが

る阻害剤の創製が可能であることが示された。 
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