
名古屋大学・理学研究科・助教

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１３９０１

若手研究

2019～2018

標的酵素で活性化される共有結合医薬の開発

Development of covalent drugs activatable by the target enzymes

８０７６９９７７研究者番号：

木村　康明（Kimura, Yasuaki）

研究期間：

１８Ｋ１４３５６

年 月 日現在  ２   ６   ４

円     3,200,000

研究成果の概要（和文）：　共有結合医薬は、標的酵素と共有結合を形成してその機能を阻害する医薬分子で、
高い阻害活性を有する。この特性から、近年様々な酵素を標的とした共有結合阻害薬が開発されている。しか
し、共有結合医薬は標的以外のタンパク質と共有結合を形成する場合が多く、それに由来する副作用が、共有結
合医薬開発における大きな課題となっている。
　本研究では、そうした副作用の問題を回避する戦略として、標的酵素で活性化される共有結合医薬を設定し、
核酸アナログをその具現例として抗ウイルス薬の開発を行った。開発した核酸アナログは、HIVに対して良好な
薬理活性を示した

研究成果の概要（英文）：A covalent drug is a drug molecule that forms a covalent bond with a target 
enzyme to inhibit its function, and has high inhibitory activity. Due to this property, covalent 
drugs targeting various enzymes have been developed in recent years. However, covalent drugs often 
form covalent bonds with non-targeting proteins, and side effects derived from them are a major 
issue in the development of covalent drugs. In this research, as a strategy to avoid such side 
effect problems, we developed a covalent drug that is activated by a target enzyme and developed an 
antiviral drug by using a nucleoside analog as an example. The developed nucleoside analog showed 
good pharmacological activity against HIV.

研究分野： 生体関連化学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
昨今のコロナウイルス感染症拡大でも明らかになった通り、新規の作用機序と強力な薬理活性を有する抗ウイル
ス薬の開発は、社会的にも重要な課題である。本研究では一般的に強力な活性を有する共有結合医薬の範疇で、
新規の作用機序を有する抗ウイルス薬の開発を行った。医薬開発戦略の特徴は、医薬分子が標的とする酵素に作
用した際に初めて、共有結合医薬としての反応性を獲得する点にある。開発した核酸アナログはエイズウイルス
(HIV)に対して良好な薬理活性を示した。今後さらなる分子最適化を通じ、さまざま抗ウイルス薬開発に適用可
能な方法論としての確立を目指す。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 共有結合医薬は、標的酵素と共有結合を形成してその機能を阻害する医薬分子で、高い阻害活

性を有する。また阻害効果が不可逆的であり、持続性の高い阻害が期待できる。これらの優れた

特性から、近年様々な酵素を標的とした共有結合阻害薬が開発されており、実際上市にまで至っ

ている例も少なくない（図 1, Angew. Chem., Int. Ed. 2016, 55, 13408.）。 

しかし、共有結合医薬は標的以外のタンパク質

と共有結合を形成する場合が多く、それに由来す

る副作用が、共有結合医薬開発における大きな課

題となっている。 

共有結合医薬の反応性官能基の求電子性を構造

的にチューニングすることで選択性の問題を緩

和する研究も行われているが、最適な反応性官能

基を開発に至る例は限られており、必ずしも有効なアプローチとは言えない。 
 
２．研究の目的 
 このような背景を踏まえて、新たな戦略により共有

結合医薬の標的選択性の問題を解決するアプローチ

を考えた。すなわち、「標的酵素により活性化され反

応性を獲得するような阻害剤を開発できれば、共有結

合医薬の反応選択性の問題を解決できるのではない

か」と考えた（図 2）。 
 具体的には、抗ウイルス薬あるいは抗ガン剤としての活性が期待されるポリメラーゼ阻害剤

として、図 3 に示したような核酸の 2’- 誘導体を考えた。これはポ

リメラーゼによりオリゴ核酸に組み込まれると、2’- 位の求核性官能

基の求核反応により、カチオン性活性種を形成すると推測される。

この活性種は求電子剤として機能し、ポリメラーゼ活性中心のチロ

シン、リジン等の求核的アミノ酸残基と共有結合を形成すると考え

られる。 

本研究の目的は、標的酵素により活性化され反応性を獲得する共有結合医薬の概念の確立で

ある。この目的の実現により、従来から問題となっていた共有結合医薬の選択性の問題を解決す

る有効なアプローチを提示する。具体的な実験系として、2’- 位に求核的官能基を組み込んだ核

酸誘導体を合成し、ポリメラーゼに対する共有結合医薬として最適化を行い、その強力な阻害効

果と高い標的選択性を確認し、本戦略の有効性を実証する。 
 
３．研究の方法 

まず候補化合物の合成を行った。2’-アルファ位を脱離基に

変換したヌクレオシド誘導体を中間体として、チオール・セ

レノールなどの様々な求核性官能基を導入した（図 4）。核酸

塩基については第一候補としてアデニンを選択したが、その

他の塩基誘導体も同様のルートで合成を行った。 

得られた誘導体を用いて、各種ポリメラーゼ反応によりオリゴ核酸鎖伸長反応の基質となる

か、また阻害剤で前処理した後、阻害剤除去後の伸長反応の効率を測定することで不可逆阻害活

性の評価を行った。 

図 1 従来の共有結合医薬の特徴 

図 2 本提案の共有結合医薬のメカニズム 

図 3 設計したヌクレオシド

アナログの構造 

図 4 設計誘導体の簡略合成スキーム 



また、研究協力者の村上優子教授(順天堂医科大学、東京工科大学)、鈴木哲朗教授（浜松医科

大学）、村上努博士（国立感染症研究所）の協力のもと、阻害剤の活性評価を行った。 
 
４．研究成果 
まず設計した核酸アナログの合成と、予備的な活性評価を行った。アデノシンを出発原料として、

2‘水酸基の脱離基への変換、求核性官能基の導入等を経て、標的核酸アナログの合成を行った。

以降はセレノメチル基を導入した誘導体 A'について結果を述べる。 

 A'に対応するトリリン酸体（dA'TP）の合成を行い、ウイ

ルス性逆転写酵素への取り込み評価を行った。図 5A に示

した鋳型 RNA 及び蛍光修飾 DNA プライマーを基質とし

て、プライマー伸長反応を行った。その結果 dA'TP は、通

常の dATP と同様に伸長反応を引き起こし、逆転写反応の

基質として認識されることが明らかとなった。dA'TP の他

に dATP 以外の dNTP を含む系では DNA 伸長が確認され、

さらに反応混合物の MS 解析から、DNA 伸長に伴う反応

活性種の生成を示唆するデータも得られた。 

 以上のように逆転写酵素への取り込みを確認した後、不

可逆阻害の検証も行った（図 5B）。上記のようなプライマ

ー伸長反応を、天然基質である dATP、可逆阻害剤であるジ

デオキシアデノシンのトリリン酸体 （ddATP）、あるいは

dA'TP で行った。続いて限外濾過によりこれら低分子を除

去し、回収した酵素で 2 回目のプライマー伸長反応を、dNTP

を基質として行い、その収率に基づき不可逆阻害活性を評価した。その結果、ATP あるいは ddATP

で処理した場合は活性が回復したのに対し、dA'TP の場合は活性が回復せず、開発した A'での不

可逆阻害活性を確認できた。 

 続いて各種ガン細胞・ウイルス感染細胞における活性評価を行った。抗ガン活性の評価におい

ては、有望な活性を発揮するガン細胞系は存在しなかった。また B 型肝炎感染細胞における評

価では、EC50 0.9 μM で活性が観測されたものの、既存の抗 HBV 薬であるエンテカビルに活性が

及ばず、現在までに有望な結果を見出していない。 

 一方 HIV 感染細胞系における評価では有望な結果が見いだ

された。。HIV 感染細胞に化合物を投与する本実験では A'のプ

ロドラック体(A*)を使用した。天然型の HIV に対しては、既

存薬の AZT には及ばない活性であったが、代表的な変異型ウ

イルス（M41L/T69SSG/T215Y）に対しては、AZT を 10 倍程度上回る活性が観察された（図 6）。 

 またメカニズム解析実験においては、共有結合を形成した標的タンパクを回収するための分

子プローブを種々設計・合成し、それらを用いて affinity pull down を行い、候補化合物が共有結

合を介して標的タンパクと結合している予備的なデータを得た。今後結合形成位置を含めた詳

細なタンパク質の解析を行う予定である。 

 また同時並行で塩基部位および求核性反応基の構造を種々合成・活性評価し、膵ガン細胞にて

良好な抗ガン活性を有する誘導体を見出した。今後は塩基部位・求核部位の更なる誘導化を通じ

て、高活性・高標的選択性を有する抗ウイルス・抗ガン薬の開発を行っていく予定である。 

図 5 開発誘導体の酵素阻害活性 

図 6 開発誘導体の抗 HIV 活性 
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