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研究成果の概要：基質遷移状態を模倣した理想的なヒドロキシルメチルカルボニル(HMC)構造
とヒドラジド構造を融合した「HMC-ヒドラジド」を組み込む擬似対称型化合物をデザインし
た。HIV プロテアーゼとの複合体の分子モデリングを構築し、実際に HMC-ヒドラジド化合物
を合成して、強力な HIVプロテアーゼ阻害剤へと導いた。また、本デザイン手法をマラリア原
虫プラスメプシンの阻害剤にも応用し、対称型酵素でないアスパラギン酸プロテアーゼの阻害

剤にも適応可能であることを示した。 
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１．研究開始当初の背景 
 HIVプロテアーゼ阻害剤は、その高い有効
性からHIV感染の多剤併用療法(HAART)を可
能とし、世界中のエイズ患者にとっての治療
法に飛躍的な進歩をもたらした。しかし、
HAARTによっても体内から完全にHIVを除
去できないことから、生涯にわたる治療が不
可欠となった。そのため長期治療においての
副作用や薬剤耐性ウイルスの出現など多く
の問題が生じ、解決されないままである。こ
れらの問題を克服するために、これまでの日
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また、近年では１日１回投与で、しかも脂質
代謝に関連する副作用がないと言われる
Atazanavirが日本でも使用されるようになり、
エイズ患者の期待が寄せられている。
Atazanavirはヒドラジド構造を有する擬似対
称型(pseudo-symmetric)の化合物として特徴
的である。そこで本研究では、HMC構造とヒ
ドラジド構造を融合した「HMC-ヒドラジド」
を組み込むことで擬似対称型の化合物をデ
ザインし、高活性な新規HIVプロテアーゼ阻
害剤を創製することにより、副作用や耐性問
題の克服可能な抗HIV薬の開発を目指す。 
 HIVプロテアーゼ阻害剤研究は、新規化合
物については近年報告が減少しつつあるが、
耐性ウイルスの出現等の問題点から今後も重
要と思われる。擬似対称型HIVプロテアーゼ
阻害剤については、これまで国外において精
力的に研究がなされ、Atazanavirの臨床使用に
至っている。本研究の「HMC-ヒドラジド」
と称する遷移状態イソステアは、著者らが独
自にデザインしたものであり、既に擬似対称
型化合物へと応用し、Ki値がnMレベルの強い
HIVプロテアーゼ阻害活性をもつ化合物をい
くつか得ることに成功した（Hidaka, K., et al. 
Bioorg. Med. Chem. Lett., 13(1), 93–96 (2003)）。
よって、「HMC-ヒドラジド」に基づいた擬
似対称型化合物をデザインすることにより、
副作用や耐性HIVを克服する薬剤の開発につ
ながると期待できる。 
 本研究の「HMC-ヒドラジド」構造は、HIV
プロテアーゼ阻害剤に応用できたという研
究成果から、他のアスパラギン酸プロテアー
ゼの阻害剤の設計にも「HMC-ヒドラジド」
を発展できると考えられる。マラリアは年間
約２００万人が命を落とす感染症で、近年に
おける地球温暖化や交通手段の発達による
マラリア感染地域の拡大や、クロロキンなど
の既存薬に耐性を有するマラリア原虫の出
現は深刻な問題となっている。マラリア原虫
はヒト体内での生活環において、赤血球中で
ヘモグロビンを分解して生じるアミノ酸を
栄養としており、この分解には原虫固有のア
スパルティックプロテアーゼであるプラス
メプシン(Plm)が関与している。これまでに
HIVプロテアーゼと Plmとの非常に類似した
基質認識に着目することにより、HMC 構造
に基づくHIVプロテアーゼ阻害剤がPlm阻害
活性および赤血球中での抗マラリア活性を
示すことがわかっている。また近年 Plm と
HMC構造に基づく KNI-764 との X線結晶構
造が得られた  (Clemente, J., et al. Acta 
Crystallographica, D62 (3), 246–252 (2006))。そ
こで本研究の「HMC-ヒドラジド」構造を有
する擬似対称型化合物を Plm阻害剤の論理的
デザインに発展し、既存薬とは異なる抗マラ
リア剤の開発が期待できる。 
 

２．研究の目的 
 本研究では、HMC構造とヒドラジド構造を
融合した「HMC-ヒドラジド」を組み込むこ
とで擬似対称型の化合物をデザインし、分子
モデリングに基づき高活性な新規HIVプロテ
アーゼ阻害剤を創製することにより、副作用
や耐性の問題を克服できる抗HIV薬の開発を
目指す。 
 また同様のアスパラギン酸プロテアーゼ
であるマラリア原虫由来酵素 Plm は基質認
識が HIV プロテアーゼと非常に類似してお
り、HMC構造に基づきデザインされた HIV
プロテアーゼ阻害剤が Plm 阻害活性を示し、
赤血球中での抗マラリア活性を示すことが
分かっている。既に Plmと HMC構造に基づ
く化合物との X 線結晶構造が得られている。
そこで本研究の「HMC-ヒドラジド」構造を
有する擬似対称型化合物を Plm 阻害剤の論
理的デザインに発展させ、既存薬とは異なる
抗マラリア剤の開発に役立てる。 
 
３．研究の方法 
(1) HMC-ヒドラジド含有擬似対称型 HIV-プ
ロテアーゼ阻害剤のデザインおよび合成 
 これまでに HMC 構造を擬似対称型化合物
に組み込む分子設計のため、HMC 構造に基
づくジペプチド型阻害剤 KNI-577 を用いた。
すなわち KNI-577の HMCのα炭素とカルボ
ニル炭素の間に C2回転軸を想定し、回転前の
KNI-577と 180度回転した後の KNI-577を重
ね合わせた。次にそれぞれの P´部位を除去し，
残った部分を融合するために HMC-ヒドラジ
ド構造を用いることにより KNI-1276 をデザ
インした。この方法を用いて、他の既存の高
活性HIVプロテアーゼ阻害剤をKNI-577と置
き換えることで、種々の化合物のデザインが
可能である。そこで、既存の種々の高活性
HIVプロテアーゼ阻害剤をこのデザインにあ
てはめた擬似対称型化合物の合成を行った。
合成は従来の保護基を用いたペプチド縮合
法により行った。 
 
(2) ２つの阻害剤を組み合わせた擬似対称型
HIV-プロテアーゼ阻害剤の合成 
 KNI-1276のデザイン手法は、２つの阻害剤
の組合せへと応用することができ、既に高い
HIVプロテアーゼ阻害活性を示す化合物を得
ることに成功している。そこで、分子モデリ
ングの構築により可能と考えられる組み合
わせを広げることにより、より優れた高活性
HIVプロテアーゼ阻害剤を合成した。従来の
保護基を用いたペプチド縮合法により合成
した。 
 
(3) HMC-ヒドラジド含有擬似対称型プラス
メプシン(Plm)阻害剤のデザインおよび合成 
 基質分子認識に基づいた Plm 阻害剤を、



HMC-ヒドラジド構造を組み込んだ擬似対称
型分子の設計手法および X 線結晶構造にあ
てはめてデザインし、擬似対称化合物の合成
を行った。合成は従来の保護基を用いたペプ
チド縮合法により行った。 
 
(4) 擬似対称型阻害剤と標的酵素との複合体
の分子モデリング構築 
 分子モデリング計算には、モデリングソフ
ト MOE 2007.09 （CCG 社、カナダ）を用
い、MMFF94x 力場を採用した。酵素の X 線
結晶構造データには、HIV-1 プロテアーゼに
は PDB ID, 1HPX、そして Plm II には PDB ID, 
1SME を使用した。阻害剤の HMC のカルボ
ニル酸素が近い酵素の活性中心Asp残基は意
図的にプロトン化させて用いた。予め MM計
算により安定化させた阻害剤から 20 Å の範
囲を TIP3P水分子で囲み、阻害剤と接触する
酵素アミノ酸残基、フラップ領域、阻害剤に
接触する水分子、これら以外を固定化して、
MD シミュレーションを実行し、データを採
取した。 
 
(5) 酵素阻害活性の評価 
 上記デザインにより合成した擬似対称型
化合物のHIV-1プロテアーゼに対する阻害活
性について、合成蛍光基質を用いて HPLCに
より基質断片を検出し、阻害率を定量した。
また、Plm IIに対する阻害活性については、
蛍光基質を用いて加水分解速度を求め、Ki値
を算出した。 
 
４．研究成果 

(1)上記の方法によるデザインを、既存の高活
性 HIV プロテアーゼ阻害剤であるジペプチ
ド型の KNI-727 と、トリペプチド型の
KNI-272 を用いた擬似対称型化合物の合成を
行った。KNI-727 を基にデザインした阻害剤
は、これまでの KNI-577 を基にした阻害剤
（83％ at 5 µM）と比べて HIV-1プロテアー
ゼ阻害活性が低下した（51％ at 5 µM）。一方
で、トリペプチド型の KNI-272を基にデザイ
ンした化合物は、阻害活性が非常に強いこと

が分かった（KNI-2114: 99％ at 5 µM, 92％ at 
50 nM, Fig. 1）。これら阻害剤は、HMCの立
体 が ア ロ フ ェ ニ ル ノ ル ス タ チ ン

（ (2S,3S)-3-amino-2-hydroxy-4-phenylbutyric 
acid）を有している。KNI-577 由来の擬似対
称型化合物の場合では、HMC の水酸基の立
体化学が異なるフェニルノルスタチン

（ (2R,3S)-3-amino-2-hydroxy-4-phenylbutyric 
acid）と比べて、阻害活性に大きな違いが見
られなかった。そこで、これら新規阻害剤に

ついて同様にフェニルノルスタチンに変換

した阻害剤を合成したところ、阻害活性は低 
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Fig. 1. KNI-1276と KNI-2114の構造 

 
Fig. 2. HIVプロテアーゼ活性部位に結合する
KNI-2114 の分子モデル 
 
下することが分かった。このように、KNI-727
や KNI-272の場合に、阻害活性に大きな差が
見られるようになったことから、阻害剤のサ

イズが大きくなると、アロフェニルノルスタ

チンの立体が好まれ易くなると考えられる。 
 
(2)基質遷移状態概念に基づいたヒドロキシ
ルメチルカルボニル (HMC)を組み込んだ
HIV プロテアーゼ阻害剤と HIV-1 プロテア
ーゼとの相互作用が、これまで X 線結晶構造
解析および NMR解析により推察されていた
が、中性子結晶構造解析により水素結合相互

作用が明らかにされ、HMC が理想的な基質
遷移状態ミミックであることが証明された。

そこで、HMC-ヒドラジドを組込んだ擬似対
称型化合物のデザイン手法により合成した

比較的強い HIV プロテアーゼ阻害活性を示
す化合物と HIV-1 プロテアーゼとの複合体
の分子モデリングを構築した。HMC と活性
中心の２つのAsp残基の相互作用を維持しな
がら、KNI-2114は巧く結合できることが分か
った（Fig. 2）。しかし、酵素と結合していな



いときの安定なコンフィメーションと比べ

て、ヒドラジド部分にはやや歪みがかかって

いた。阻害剤が大きくなると、他の相互作用

が大きく関わるため、歪みを許容できる立体

がアロフェニルノルスタチンに制限されて

くると推察される。 
 
(3)KNI-1276 のデザイン手法は２つの阻害剤
の組合せへと応用できることから、KNI-577、
KNI-727、KNI-272 を基に、分子モデリング
の構築により可能な組み合わせについて、デ

ザインし、合成した。また、これら化合物に

ついて HMC の水酸基の立体化学の異なるフ
ェニルノルスタチン型も全て合成した。これ

ら誘導体の HIV プロテアーゼ阻害活性の結
果から、アロフェニルノスタチンを有する誘

導体のほうが、フェニルノルスタチン体より

も阻害活性が優れていた。このことも、前述

の一つの阻害剤の擬似対称型化合物の結果

と一致している。阻害活性は、比較的強いが、

KNI-2114を上回るものは得られなかった。 
 
(4)擬似対称型化合物の合成は、HMC の水酸
基を保護する新規合成経路を確立した。そこ

で、Atazanavir のコア構造を HMC-ヒドラジ
ドへと変換した擬似対称型化合物を合成し

た。HIV-1プロテアーゼ阻害活性の評価より、
阻害活性は Atazanavir と比べて低かったが、
これらの擬似対称型化合物は有為な阻害活

性をもつことが分かった。この場合では、ア

ロフェニルノスタチンを有する誘導体のほ

うが、フェニルノルスタチン体よりも阻害活

性が低かった。このように、ヒドラジドの側

鎖が長くなる場合は、HMC の立体選択性が
変わることが分かった。 
 
(5) HMC-ヒドラジドを組込むデザイン手法
をマラリア原虫由来のプラスメプシンに応
用して、擬似対称型化合物を合成した。プラ
スメプシン II阻害活性を評価したところ、若
干活性は低いが、Ki値が µMレベルの有為な
阻害活性を示した。よって、HMC-ヒドラジ
ドを用いたデザイン手法が、他のアスパラギ
ン酸プロテアーゼにも応用できること示さ
れた。 
 
 以上の結果から、HMC 構造とヒドラジド
構造を融合した「HMC-ヒドラジド」を組み
込んだ擬似対称型の化合物をデザインする
ことにより、高活性な新規 HIVプロテアーゼ
阻害剤を創製することができた。分子モデリ
ングにより HMC-ヒドラジド構造の特徴が観
察されたことで、更に活性を向上できること
が予想される。今後、変異プロテアーゼに対
する検討を行うことで、耐性 HIVを克服する

阻害剤が創出できる可能性がある。阻害活性
が比較的弱いが、更にマラリア原虫プラスメ
プシンの阻害剤にも応用できたことは、
HMC-ヒドラジドに基づく擬似対称型阻害剤
が、対称型酵素のみでなく、様々なアスパラ
ギン酸プロテアーゼの阻害剤に適応できる
ことを示しており、大変興味深い結果である。 
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