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研究成果の概要（和文）：インフルエンザウィルスのRNAポリメラーゼのサブユニットPANを標的とし、活性部位の金属
イオンにキレートし機能阻害するジケト酸誘導体の構造基盤医薬品分子創製を計画した。水素結合受容基であるニトロ
基あるいはカルボキシル基をもつフェニルあるいはビフェニルジケト酸誘導体を合成し、酵素阻害能を検討したところ
、カルボキシル基をもつビフェニルジケト酸の阻害能が最も高かった。また得られたカルボキシル基を持つジケト酸誘
導体の阻害能と分子ドッキングで得られた結合エネルギーとの間で良い相関が見られた。さらにPANのアポ体の単結晶
を得ることができ、X線結晶構造解析を行うことが出来た。

研究成果の概要（英文）：We planed structure-based drug design of new diketo acid derivatives targeting 
the subunit PAN of RNA polymerase of influenza virus and inhibiting the metalloenzyme by chelation. The 
phenyl and biphenyl diketo acids with a nitro or carboxy group as hydrogen bond acceptor were 
synthesized. Of these, a biphenyl diketo acid with a carboxy group showed the most potent inhibitory 
effect against the nuclease activity of PAN. A good correlation between the inhibitory activity of the 
diketo acids with a carboxy group and their docking energies was shown. In addition, single crystals of 
PAN were obtained, and the X-ray crystallographic analysis was successfully done.

研究分野： 創薬化学
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１．研究開始当初の背景 
（１）2009 年に豚インフルエンザのパンデミ
ックが起こり、全世界が震撼した。インフル
エンザの対症療法としてノイラミニダーゼ
阻害剤が用いられるが、供給不足の懸念や薬
剤耐性ウィルスの問題が表面化していたた
め、標的タンパク質を異にする新しい抗イン
フルエンザ薬の開発が望まれている。 
 
（２）インフルエンザウィルスは分節した
RNA ゲノムを持ち、12 の遺伝子をコードし
ている。ウィルスのゲノムは、3 つのサブユ
ニット（PA, PB1, PB2）からなるウィルスの
RNA ポリメラーゼにより転写あるいは複製
される。よって RNA ポリメラーゼはウィル
スの生存に必須の酵素である。また、ウィル
スのRNAポリメラーゼは哺乳類のRNAポリ
メラーゼと相同性が無いので、選択毒性の点
でもウィルスの RNA ポリメラーゼは魅力的
な標的である。 
 
（３）メルク社はインフルエンザウィルスの
RNA ポリメラーゼを阻害する一連のジケト
酸誘導体を報告しており、最も強力なジケト
酸の IC50は 0.43 M であり、インビトロでも
インビボでも毒性を示すことなく高い抗ウ
ィルス活性を示した。このように、ジケト酸
誘導体は阻害効力の点でも毒性の点でも魅
力的なファーマコフォアである。 
 
（４）2009 年に RNA ポリメラーゼの PA サ
ブユニットの N 末端（PAN）の X 線結晶構造
が報告され、PAN の活性中心には 2 つの Mn
イオンが存在し、酵素活性に必須であること、
さらにフェニルジケト酸と PANとの複合体の
融解温度の測定から、フェニルジケト酸が
PANに強く結合することで PANを阻害するこ
とが同時に報告された。このことから、フェ
ニルジケト酸は PAN に強く結合することで
RNA ポリメラーゼを阻害し抗ウィルス活性
を示すことが示唆された。このように PANの
立体構造が明らかになったことで、我々はコ
ンピュータを用いた分子ドッキングにより
ジケト酸が PANにどのように結合するのかを
明らかにし、その結合様式に基づいてより強
く結合する新規ジケト酸誘導体分子の構造
基盤医薬品分子創製（SBDD）を行うことが
可能となった。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、インフルエンザウィルス
の金属酵素 RNA ポリメラーゼのサブユニッ
トである PANを標的として、活性部位の金属
イオンにキレートし機能阻害することで抗
インフルエンザ薬になり得る新規ジケト酸
誘導体の SBDD である。我々は、PAN の 84
位のアルギニンの水素結合供与性に着目し，
水素結合受容基としてニトロ基あるいはカ
ルボキシル基を有するアリールジケト酸が
強い阻害能を示すと考えた。本研究ではこの

アイデアに基づき、 
（１）水素結合受容基をもつフェニルあるい
はビフェニルジケト酸誘導体の合成 
（２）分子ドッキングによるジケト酸誘導体
の結合様式と結合親和性の予測 
（３）ジケト酸誘導体の酵素阻害能の評価 
（４）ジケト酸誘導体と PANとの複合体の結
晶化と X 線結晶構造解析 
といったインシリコ＆インビトロ相互作用
解析を行った。 
 
３．研究の方法 
（１）フェニルジケト酸誘導体の合成は、ニ
トロ基あるいはカルボキシル基を持つアセ
トフェノンとシュウ酸ジエチルとのクライ
ゼン縮合と酸加水分解により合成した。ビフ
ェニルジケト酸誘導体の合成は、ニトロ基あ
るいはカルボキシル基を持つフェニルボロ
ン酸とブロモ化アセトフェノンとの鈴木-宮
浦カップリングを経た後、シュウ酸ジエチル
とのクライゼン縮合と酸加水分解により合
成した。 
 
（２）分子設計したジケト酸誘導体に関して、
量子化学計算ソフトウェアGaussianを用いて
構造最適化を行った後、分子ドッキングソフ
トウェア AutoDock を用いて、その活性部位
に 2 つの Mn イオンを有する PANの結晶構造
に対する結合様式と結合親和性の予測を行
った。 
 
（３）H1N1 株の PANのアミノ酸配列に基づ
き、PAN の大量発現系の構築を行った。分離
精製した PANのヌクレアーゼ活性に対するジ
ケト酸誘導体の阻害能は、基質として用いた
環状一本鎖 DNA とその切断により生じた線
形一本鎖DNAをゲル電気泳動により識別し、
分離したバンドを定量することで評価した。 
 
（４）大量発現系により調製し分離精製した
H1N1 株のアポ PANと、そのジケト酸誘導体
との複合体の単結晶化を試みた。 
 
４．研究成果 
（１）分子設計したジケト酸誘導体を上述の
ように合成し、最終化合物を固体として単離
することが出来た。また合成中間体の X 線結
晶構造解析も行った。 
 
（２）分子ドッキングにより、イオン化した
ジケト酸部位は 2 つの Mn イオンにキレート
し、さらにニトロ基あるいはイオン化したカ
ルボキシル基は 84 位のアルギニンと水素結
合を形成することが示唆された。また、それ
らの結合エネルギーも、水素結合受容基を持
たないフェニルジケト酸の結合エネルギー
よりも低かった。 
 
（３）ジケト酸誘導体のPANのヌクレアーゼ活
性に対する阻害能は濃度依存性を示した。合



成した化合物の中ではカルボキシル基をもつ
ビフェニルジケト酸が最も阻害能が高く、ま
たカルボキシル基を持つジケト酸誘導体の
IC50値は，分子ドッキングで得られた結合エネ
ルギーと良い相関が見られ，84位のアルギニ
ンに着目し水素結合受容基をジケト酸に導入
するという分子設計が適切であることが支持
された。 

 
（４）Mgイオン存在下で単結晶を得ることが
でき，3.1 Åの分解能で構造解析することが出
来た。その構造は既報のH5N1株由来の構造と
ほぼ同一で，一つのMgイオンにアスパラギン
酸とグルタミン酸が配位していることがわか
った。さらに、PANとジケト酸誘導体との複
合体と考えられる単結晶が得られ、X線回折
により分解能 8.0 Åの回折像を得ることがで
きたが、分解能が低いので構造解析までには
至らなかった。 
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