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研究成果の概要（和文）：重症急性呼吸器症候群コロナウイルス（SARS-CoV）が有するプロ

テアーゼの阻害剤創製を通じ、電子吸引性のアリールケトン構造を基本的な阻害機構とし

たシステインプロテアーゼ阻害剤の創製手法の確立をめざした。過去の研究より得られた

低活性な阻害剤を基に、初年度はトリペプチド型、最終年度はジペプチド型の強力な阻害

剤創製に成功し、本阻害剤創製戦略が有効に機能することを確認できた。一方、阻害剤の効率

的スクリーニング手法の確立に必要な、混ぜるだけで精製無しに基質をビオチニル化できる

試薬の開発にも成功した。	
 
 
研究成果の概要（英文）：This work describes the establishment of common method for the 
development of cysteine protease inhibitors based on the aryl-ketone structure. As an example, from our 
preliminary inhibitor with a mild activity, we developed potent tri- and di-peptide-type SARS-CoV 3CL 
protease inhibitors. The results suggested that our aryl-ketone strategy worked effectively in the 
development of viral cysteine protease inhibitors. In addition, we developed a solid phase reagent that 
can introduce biotin to the target molecules by a very simple procedure in order to obtain a high affinity 
substrate, which can be changeable to the potent inhibitor by introducing the aryl-ketone structure.     
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１．研究開始当初の背景 

2002 年に中国南部で発生した重症急性呼吸
器症候群（SARS）は、重篤な感染症として世界
的な注目集めると供に、世界に大きな脅威を与

えた。発生当時は未知の疾患で効果的な治療

法がなかったため、世界中に急速に広がり、数ヶ

月間で世界 32カ国において 8000人以上の感染
者と 700人以上の死亡者を出した[1]。その後、精

力的な国際共同研究の成果として、本感染症の

原因が新規コロナウイルスによることが特定され、

SARS コロナウイルス（CoV ）と命名された。
SARS-CoVは、プラス鎖 RNA ウイルスであり、ゲ
ノム配列において既存のコロナウイルスと中程度

のホモロジーを示した[2]。また複数のプロテアー

ゼをコードしており、その一つは二量体キモトリプ

シン様プロテアーゼ（3CLpro）としても知られてい

るメインプロテアーゼMproであった。3CLproは、一

般にコロナウイルス間でアミノ酸配列が高度に保

存されたシステインプロテアーゼで、ウイルス粒

子の複製に極めて重要なプロテアーゼである。

機関番号：32659 
研究種目：挑戦的萌芽研究 
研究期間：2011～2012	
  
課題番号：23659059 
研究課題名（和文）	
 感染症治療をめざした可逆的システインプロテアーゼ阻害剤の創製研究 
研究課題名（英文）Study on Medicinal Chemistry of Reversible Cysteine Protease Inhibitors for 
the Treatment of Infectious Diseases. 
研究代表者 
  林	
 良雄（HAYASHI YOSHIO） 
東京薬科大学・薬学部・教授 

	
 研究者番号：10322562 
 



SARS-CoV では、ウイルス複製時に産生される
巨大なポリペプチド pb1a と pb1b のプロセッシン
グを担っている。すなわち、SARS-CoV 3CLproは、

活性中心にシステイン残基を有し、触媒中心は

その Cys145 と His41 により構成されるダイアッド
構造により形成されており、標的タンパク質の加

水分解反応では、システイン残基 (Cys145) の
SH 基が求核基として、ヒスチジン残基 (His41) 
のイミダゾール基が酸塩基として働く。そして、

SARS-CoV 3CLproはウイルスの生活環に必要不

可欠な酵素であり、SARS治療薬の開発の鍵とな
る分子標的と考えられている。 

2002 年の SARS の流行は翌年に収まり、暫く
はその再興を見なかったが、最近非常に致死率

の高いHCoV-EMCと呼ばれる新しい SARS様ウ
イルスの同定がなされ、重症呼吸器症候群に対

する抗ウイルス剤開発の新たな必要性が提起さ

れた。SARS-CoV 3CLpro阻害剤の創製において

は、既に阻害活性を有する低分子化合物やペプ

チドミメティックスの報告が複数あるが、未だ有効

な治療薬・治療法開発には全く至っていない。 
 

２．研究の目的 

本研究の目的は、重症急性呼吸器症候群コロ

ナウイルス（SARS-CoV）が有するプロテアーゼ
の阻害剤創製を通じ、電子吸引性のアリールケト

ン構造を基本阻害活性機構としたシステインプロ

テアーゼ阻害剤の創製手法の確立である。 
 

３．研究の方法 

過去の SARS-CoV 3CLpro阻害剤研究におい

て、マイルドな活性を持つ阻害剤 Z-Val-Leu- 
Ala(pyrrolidone-3-yl)-2-thiazole（1）[5](図１)を創

製できたので、これを基本化合物として創薬研究

を進めた。化合物 1は Ki値が 2.20 µM と、高活
性阻害剤創製上、有効なリード化合物であった。

初期の構造活性相関研究から、化合物 1 の P１
位側鎖を構成するピロリドンが P１位の立体配座
を固定する構造として活性向上には必須であり、

さらに P1’位に相当するチアゾール基は、S1’ポ
ケットと相互作用するのみならず、その強い電子

吸引性から隣接するカルボニル基の分極を高め、

当該カルボニル基が新電子剤として、活性中心

の SH 基へ有効に作用する状況を与えていると
思われた。本申請者は、他研究者により報告さ

れている 3CLproと既存化合物の複合体X線結晶
解析の座標データを用い、化合物1と3CLproのド

ッキングスタディーを実施し、得られた情報を基

に、構造を変換・置換した誘導体を化学合成・活

性評価することで、構造最適化を実施した。５０

個以上の最終化合物を 2年間で合成し、Ki値が
nM レベルの高い酵素阻害活性を示す有用なペ
プチドミメティックス阻害剤の創製に至った。 

４．研究成果 

(a) 阻害剤のデザイン 
新規 SARS-CoV 3CLpro阻害剤の創製として、

先ず高活性トリペプチド型誘導体の合成をめざ

した。化合物デザインとして、リード化合物 1 と
SARS-CoV 3CLpro とのドッキングスタディーに基

づき 3CLproの基質認識部位から飛び出している

P4 部位と比較的大きな空間を有する S1’位を認
識する P1’部位の最適化を計画した(図１)。次い
で、これら最適化の各段階で、P１, P2 部位及び
P3部位のさらなる最適化を実施することとした。 
(b) 阻害剤の合成 
化学合成は、最終段階で２つのユニットを縮合

することにより行なった。すなわち、左翼のジペプ

チドユニットと右翼のラクタムチアゾールユニット

の縮合である。化合物 3及び 8の合成を Scheme 
1 に例示した。ジペプチド 12 は Wang 樹脂を用
いる Fmoc 固相合成法により合成した。樹脂に
Fmoc アミノ酸を DMF 中、DMAP(4-dimethyl- 
aminopyridine)の存在下で DIC(N,N'-diisopro- 
pylcarbodiimid)を用いて導入後、ペプチド鎖の
伸長反応及び脱保護・精製については、DIC- 
HOBt(4-hydroxybenzotriazole)法に基づいて行
なった（Scheme 1-a）。一方、ジペプチド型誘導
体の合成では、左翼のジペプチドユニットの代わ

りに N-修飾保護アミノ酸を用いた。具体例として
化合物 15は、4-methoxyindole-2-carboxylic acid
と tert-butyl leucyl ester 13をDMF中、TEA存在
下に EDC-HOBt法により縮合させ、その後 t-But
基を脱保護することで調製した（Scheme 1-b）。右
翼ユニットを構成する鍵中間体 19 は、光学活性
なグルタミン酸エステルである化合物 16 を      
bromoacetonitrile で処理した後、Pd/C を用いた
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図１  リード化合物１の化学構造と SARS-CoV 
3CLpro

とのドッキングシミュレーション 

 
 



CN 基の還元、続く環化反応で側鎖にピロリドン
構造を有するアミノ酸誘導体 17 を合成後、[5-7] 
N,O-dimethylhydroxylamine と化合物 17 を縮合
させ、Weinreb amide 誘導体 18 に変換し、この
Weinreb amideを benzothiazoleと縮合させ調製し
た（Scheme 1-c）。そして化合物 19の Boc基を脱
保護後、ペプチド 12 または 15 と縮合させること
で、最終的に阻害剤 3および 8 を合成した。 
(c) トリペプチド誘導体の活性 
デザインした全ての化合物は SARS-CoV 

3CLpro に対する酵素阻害活性評価に附し、構造

活性相関を行なった[8,9]。その結果、複数の有力

な阻害剤を得、特に図２で示される阻害剤 2 と 3
は、それぞれKi値が 4.1 nMと 3.1 nMと、強力な
阻害活性を示した。[7,9] これらのペプチドはより

高活性な阻害剤を開発する上で魅力的な化合

物である。本研究で得られた誘導体は、今後抗

ウイルス活性を評価することを検討している。 
(d) ジペプチド型阻害剤の創製 
より有効で新規な抗 SARS 薬開発の可能性を

追求するために、より低分子量の阻害剤開発を

進めた。すなわち、図３に示すトリペプド Z-Val 

-Leu-Ala-(pyrrolidine-3-yl)-2-benzothiazole (2) 
から P3位に相当する Val残基を取り除いたジペ
プチド型阻害剤のデザイン、合成および生物活

性評価を実施した。その結果、マイルドな酵素阻

害活性を有するジペプチド型阻害剤を得ること

に成功した。特に化合物 4 と 5 はそれぞれの Ki
値が 0.39 µM と 0.33 µM と有意義な阻害活性を
示した。[合成した誘導体の構造活性相関から、 

P3 位に N-arylglycyl 構造を有する化合物は特
に興味深い阻害剤であることが明らかになった。 
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図３ 化合物 2からの構造最適化 
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図２ リード化合物１からの構造最適化戦略 
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 Scheme 1. 阻害剤 3 及び 8 の合成 
Reagents and conditions: (a) Fmoc-Leu-OH, DIC, DMAP/DMF; (b) 20% 
piperidine/DMF; (c) Fmoc-Val-OH, DIC, DMAP, HOBt/DMF; (d) 20% 
piperidine/DMF; (e) 3-N,N'-dimethyl phenoxyacetic acid, DIC, HOBt/DMF; (f) 
TFA/H2O; (g) 4-methoxyindole-2-carboxylic acid, EDC.HCl, HOBT, 
Et3N/DMF; (h) TFA/H2O; (i) HN(OMe)Me, EDC.HCl, HOBT, Et3N/DMF; (j) 
benzothiazole, n-BuLi, THF, -78oC; (k) TFA/H2O; (l) 12 or 15, HBTU, DIPEA/ 
DMF. 



加えて、化合物 4 の結合様式を molecular 
modeling により計算したところ、arylglycyl 基は
P3 部位において、S3 および S４ポケットと強固に
フィットする構造であることが解った（図４）。そこ

で、この点に着目し、さらに化合物 4 をリードとし
て、P3 部位における構造最適化の誘導体合成

を行なった結果、酵素阻害活性評価において、

複数の有力なジペプチド型ミメティックスを見出し

た。図５の化合物 6～8 は、それぞれの Ki 値が
0.065µM、0.067µM、0.006µM で、特に化合物 8
は注目すべき強力な阻害活性を示した。すなわ

ち、化合物 8の P3位 4-methoxy-indole-2-carbo- 
nyl 構造は、SARS-CoV 3CLpro に対して強力な

阻害活性を発揮する最適化された構造の一つで

あることが示唆された。化合物 8 における 3CLpro

との結合相互作用を molecular modeling によっ
て検討したところ（図６）、化合物 8の Indole環上
アミン構造と Glu166残基の間に新たな水素結合
が示唆された。この相互作用は化合物 8 の強力
な 3CLpro認識を説明する上で重要と考えられる。

現在まで SARS-CoV 3CLproに対しこれほどの強

力な阻害活性をもつジペプチド型化合物の報告

はなく、我々の発見は初めての例であると考えて

いる。従って、阻害剤 6～8 は、今後抗 SARS 薬
開発において意義深い化合物であると言える。 
(e) 固相担持型ビオチン化試薬の開発 
本提案の課題研究の最終ゴールは、病態に

関連する種々のシステインプロテアーゼに対

して効率的に阻害剤を創製する共通的手法を

創出・提供しようとするものである。当該シ

ステムのアイデアは、３つの要素から構成さ

れる。すなわち、①標的システインプロテア

ーゼに対して高い親和性を有する基質構造の

獲得（図７）と、②	
 阻害剤構造への変換、そ

して、③最終的に Drugable な阻害剤への最適

化である。②及び③については、上記の
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図６ 化合物 8のドッキングスタディー 
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図５ 化合物４からの構造最適化 

 

4
Ki  = 0.39 µM

H
N

N
HO

O

O

NH

N

S

O

N
H

O

 
図４ 化合物４のドッキングスタディー  



SARS-CoV 3CLpro に対する阻害剤開発におい

て、成果を上げることができた。副作用の少ない

可逆的阻害機構をシステインプロテアーゼ阻

害剤で実現できることを意味している。	
 

本研究代表者は、①の高親和性基質を獲得

するスクリーニングシステムの構築として、

以下のシステムを提案している(図７)。すな

わち、ジスルフィドを介して固相上に効率的

に構築された種々の蛍光酵素基質を樹脂から

切断後、効率的に独自の固相担持型ビオチン

化試薬によりビオチン化する。次いで、アビ

ジンビーズで補足することにより、そのまま

標的酵素によるスクリーニングに供するもの

である。アビジンビーズでのアフィニティー

精製により高純度で蛍光酵素基質をアビジン

ビーズ上にアンカーすることができる。スク

リーニングは、酵素の適切な基質認識による

切断で生じたアミノクマリン誘導体が蛍光を

発することで成し遂げられる。酵素基質とな

るペプチド鎖は、コンビナトリアル合成が適

用可能で、スクリーニング効率向上をさらに

促進できる。本システムの独創性は高いと思

われる。このシステムの構築において、本研

究では簡単な操作で多様なスクリーニング分

子をビオチン標識できる新規固相標識ビオチ

ン標識試薬 29の開発に成功した（Scheme 2）。	
 
(f) まとめ 
SARS ウイルスプロテアーゼ阻害剤の開発に向
けた創薬研究において、アリールケトン構造を基

本阻害活性機構としたトリペプチド型およびジペ

プチド型ペプチドミメティック阻害剤をデザイン・

合成し、それらの酵素阻害活性評価から、注目

すべき強力な阻害活性を有する新規ペプチドミ

メティック化合物 3～8 を創製した。特に化合物 8
は高活性化合物で、今後の生物学的高次評価

の結果が待たれる化合物である。これらの阻害

剤研究は、アリールケトン構造を基本阻害活性

機構とする阻害剤創製戦略が有効に機能する

ことを示唆している。SARS ウイルスプロテア
ーゼ阻害剤の研究では、当該ウイルスの抗ウイ

ルス剤開発に貢献するとともに、今後近縁のウイ

ルスに対する抗ウイルス剤の研究開発にも重要

な知見を与えるものである。 
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Scheme 2. Reagents and conditions: (a) HNO3, Fuming 
(1.52), 50 °C, 18 h, 29%; (b) PCl5, POCl3, 100 °C, 3 h then 
MeOH, 0 °C, 1 h, 57%; (c) benzylmercaptan, Et3N, MeOH, 
reflux, 5 h, 92%; (d) LiOH·H2O, MeOH/H2O, 0 °C to rt. 15 h, 
quant.; (e) H-β-Ala-OtBu·HCl, Et3N, DMT-MM, CH2Cl2, rt, 
18 h, 85%; (f) SO2Cl2, 1,2-dichloroethane, rt, 3 h; (g) 
Boc-NH-C2H4-S-PMB, CH2Cl2, –30 °C, 12 h, 83% (2 steps); 
(h) TFA, rt, 30 min; (i) Biotinyl-OSu, Et3N, DMF, rt, 17 h, 
87%. (2 steps); (j) DIPCI, HOBt·H2O, amino-PEG-resin 
(0.42 mmol/g), DMF, rt, 16 h, then Ac2O, pyridine/DMF, rt, 
0.5 h. 
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