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研究成果の概要（和文）：アルツハイマー病（AD）は認知機能が低下し、神経細胞の機能障害を伴う痴呆症である。こ
れまでの研究で、アミロイドβペプチド（Aβ）が病因として関与していることが考えられている。本研究では、AD治
療薬を目指したAβを加水分解する抗体を誘導するための抗体誘導試薬の分子設計と合成を行った。分子設計されたリ
ン酸ジエステル誘導体は、加水分解活性を有する抗体モデルとして用いた酵素に対して高い阻害活性を示した。さらに
、このリン酸ジエステル誘導体をAβに導入することにより、Aβ加水分解抗体を誘導する試薬を得た。

研究成果の概要（英文）：Accumulation of amyloid-β-peptide (Aβ) in the brain is one of the pathological 
hallmarks of Alzheimer’s disease (AD) and has been considered to play a crucial role in the 
neurodegenerative events underlying AD. Catalytic Abs capable of binding and hydrolyzing Aβ are 
candidates as immunotherapeutic agents for AD due to their ability to inactivate multiple Aβ molecules 
per Ab molecule.
In this study, we designed and synthesized phosphonate esters that could be induced production of Abs 
capable of hydrolytic activity. Evaluation of phosphonate esters containing a hydroxyl group or motif 
that can capture a water molecule was carried out using trypsin as a model of catalytic Abs. According to 
the assay results, most promising phosophonate ester to induce catalytic Abs was used for the synthesis 
of the reagent that can induce Abs capable of binding and hydrolyzing Aβ.

研究分野： 医薬品化学

キーワード： 医薬品化学
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１．研究開始当初の背景 
 
アルツハイマー病（AD）は認知機能が低

下し、神経細胞の機能障害を伴う痴呆症であ
る。これまでの研究で、アミロイド βペプチ
ド（Aβ）が病因として関与していることが考
えられている。現在では脳内 Aβ の増加・凝
集が AD 発症の原因であるという「アミロイ
ド仮説」を基にして、様々な治療薬の開発が
行われている。 
申請者はこれまで、タンパク質を加水分解

する触媒抗体の単離や機能の解析、セリンプ
ロテアーゼの不可逆的阻害剤であるリン酸
ジエステル誘導体を用いた触媒抗体の作成
方法の研究を行ってきた。触媒抗体は高い親
和性と基質特異性を持つ抗体分子に、酵素の
ような触媒作用をもりこんだ分子であり、オ
ーダーメイドの人工触媒として、幅広い分野
で注目を集めている。触媒抗体の最も有意義
な応用分野として、医薬品としての臨床応用
が挙げられる。すなわち、触媒抗体が病原性
タンパク質を選択的に加水分解することが
できれば、これらタンパク質を永久的に無毒
化することができるはずである。その作用機
構より、触媒抗体 1 分子は生体内での半減期
までに約数万個の基質分子を加水分解する
ことができる。一方、現在臨床に用いられて
いる典型的な抗体 1 分子は 2 個の分子しか除
去することができない。このことは、触媒抗
体が抗体治療に用いられている典型的な抗
体より非常に少ない投与量で、治療効果を与
えることができ、抗体治療における副作用の
軽減と治療費の抑制が可能である。しかしな
がら、触媒抗体の加水分解活性は同様の反応
を触媒する酵素より低いことが知られてお
り、臨床応用を視野に入れた場合、より加水
分解活性の高いものが必要である。申請者は
加水分解活性が低い原因の一つが、基質の加
水分解に必要な水分子の可触性不足にある
と考えている。すなわち水分子を触媒抗体の
活性中心近傍に配置すれば、酵素のようにス
ムーズに加水分解が進み、酵素と同程度の加
水分解活性を持つ触媒抗体の産生が可能で
あると考えた。 

 
２．研究の目的 
 
本研究では、触媒抗体の加水分解活性の改

善に重要であると考えられる水分子、を模倣
または捕獲できる構造を持ったリン酸ジエ
ステル誘導体の合成方法と反応条件を確立
すること、そして合成された種々のリン酸ジ
エステル誘導体の物理化学的、生化学的評価
を行い、最も評価が高かったリン酸ジエステ
ル誘導体を Aβ へ導入することを目的とする。 
このような触媒抗体誘導試薬を用いて誘

導された触媒抗体は、その触媒活性の向上が
期待され、当該分野での医学的及び産業的な
利用への発展が見込まれる。 

 

３．研究の方法 
 
(1) 水分子を模倣したリン酸ジエステル誘
導体の合成方法の確立 
 
水分子を模倣した構造を有するリン酸ジ

エステル誘導体は、ヒドロキシ基（水分子を
模倣）が触媒抗体の活性中心近傍に配置され
るように、リン酸ジエステルとヒドロキシ基
間の距離を考慮して分子設計を行った。適切
な空間配置を探索するため、リンカー部分の
検討を行った。水分子を模倣した部分にセリ
ンやトレオニンなどのヒドロキシ基を持っ
たアミノ酸や炭素鎖の異なるアミノアルコ
ールを用い、また、リンカー部分にサルコシ
ンを用いた。リジンを模倣したジフェニルリ
ン酸部分の合成は Oleksyszyn 反応を用い構
築し、水分子を模倣した部分と縮合すること
により、リン酸ジエステル誘導体の合成を行
った。 
 
(2) 水分子を捕獲できる構造を持ったリン
酸ジエステル誘導体の合成方法の確立 
 
水分子を捕獲できる構造を有するリン酸

ジエステル誘導体の分子設計は、炭酸脱水酵
素やアミノペプチダーセに代表される金属
酵素の活性中心を模倣するように行った。環
状ポリアミンは人工金属酵素の開発に用い
られ、種々の金属イオンと安定な配位結合を
形成することが知られている。それら環状ポ
リアミンの金属錯体のaxial位に補足された
水分子が、加水分解反応を触媒していること
が報告されている。そこで、水分子を捕獲で
きる構造部分に金属酵素の活性中心を模倣
した構造である、環状ポリアミン（サイクレ
ン、サイクラムなど）を用い合成を行った。
環状アミンは Boc 基で選択的に保護を行い、
その後、リジンを模倣したジフェニルリン酸
と縮合することにより目的物を得た。 
 
(3) リン酸ジエステル誘導体の評価 
 
(1)および(2)で合成されたリン酸ジエステ
ル誘導体について評価を行った。加水分解活
性を有する抗体のモデルとして、トリプシン
を用い、その加水分解の阻害活性をペプチド
性蛍光合成基質を用い測定した。さらに、リ
ン酸ジエステル誘導体について分子軌道法
やドッキング実験により構造解析を行い、水
分子模倣部位または水分子捕獲部位とリン
酸部分の距離について調べた。 
 
(4)リン酸ジエステル誘導体の Aβへの導入 
 
構造解析および生化学的評価の結果より

最も評価の高かったリン酸ジエステル誘導
体を選び、Aβ1-40 およびに Aβ17-27 への導
入を試みた。Aβ1-40 は固相ペプチド合成と
HPLC 精製により得、緩衝液中 GMBS で Lys 側



鎖を修飾したのち、Cys 残基を含むリン酸ジ
エステル誘導体を導入することにより目的
物を得た。一方、Aβ17-27 への導入は、固相
ペプチド合成により得られた保護 Aβ17-27
とリン酸ジフェニルエステルを縮合した後、
脱保護、HPLC 精製により目的物を得ることに
成功した。 
 
４．研究成果 
 
 水分子を模倣または水分子を捕獲できる
構造を持ったリン酸ジエステル誘導体の合
成法を確立し、19 種類のリン酸ジエステル誘
導体の合成に成功した。また得られたリン酸
ジエステル誘導体を HPLC にて精製すること
によりジアステレオマーを分離することに
成功した（図 1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１、リン酸ジエステル誘導体の構造と HPLC
によるジアステレオマーの分離 
 
得られたリン酸ジエステルの阻害活性を

調べた結果の一部を図２に示す。水分子を模
倣した誘導体である 1b に非常に強い活性が
見られた。一方、水分子を捕獲する構造を有
する誘導体 5、6はその活性が 1bに比べ、20
倍以上低かった。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２、リン酸ジエステル誘導体による加水分
解の阻害活性 

さらに、これら化合物 5 について分子モデ
リングを行って構造解析を行ったところ、水
分子捕獲部位とリン酸部分の距離は約4オン
グストロームと分子設計通りであったが（図
３）、ドッキング実験より水分子捕獲部位の
立体障害により、酵素との複合体がうまく形
成できないことが示唆された。このため酵素
阻害活性が低下したものであると考えられ
る。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３、水分子捕獲構造を有するリン酸ジエス
テル誘導体 5のモデル 
 
一方、水分子を模倣した構造を有するリン

酸ジエステル誘導体 1b のドッキング実験で
は、リン酸部位が酵素の活性中心と相互作用
しており、水酸基がその近傍に配置されてい
ることがわかった（図４）。 
以上のことから、生化学的および構造化学

的手法を用い候補化合物を評価することが
有効な実験方法であることが示された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４、水分子模倣構造を有するリン酸ジエス
テル誘導体 1bのドッキングモデル 
 
 これらの結果より、候補化合物を 1bとし、
Aβ への導入を試み、目的物を得ることに成
功した。今後、得られたペプチドリン酸ジエ
ステルを含む Aβ 誘導体が Aβ を加水分解す
る抗体を誘導することができるかを検討す
るため、マウスを用いた免疫を行う。誘導さ
れたポリクローナル抗体の Aβ に対する特異
的な結合や加水分解能を生化学的手法によ
り検討し、さらにモノクローナル抗体の作成
を行い、AD 治療薬の開発へつなげる。 
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