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研究成果の概要（和文）：重症呼吸器症候群SARSおよびアルツハイマー病の原因は異なるが、その治療には鍵となるプ
ロテアーゼの阻害が最も有望と考えられている。本研究では、これら疾患の発症の鍵となるプロテアーゼ阻害に基づく
治療薬開発を目的として非ペプチド型阻害剤の創製を行った。各疾患の標的プロテアーゼは、SARS 3CLプロテアーゼと
βセクレターゼBACE1である。申請者がこれまで進めてきた複合体構造解析研究で明らかにしたペプチド性阻害剤とプ
ロテアーゼとの主要相互作用部位である疎水性側鎖構造を環構造に組み込んだデカリン型骨格を論理的に設計し、これ
までに例のない新規非ペプチド型阻害剤を開発した。

研究成果の概要（英文）：Evaluation of a novel decahydroisoquinolin scaffold as an inhibitor for severe 
acute respiratory syndrome (SARS) chymotrypsin-like protease (3CLpro) was achieved. Focusing on 
hydrophobic interactions at the S2 site, the decahydroisoquinolin scaffold was designed by connecting the 
P2 site group to the main-chain nitrogen atom of the P2 position via a methylene linker. All 
decahydroisoquinolin inhibitors synthesized showed moderate but clear inhibitory activities for SARS 
3CLpro, which confirmed the fused ring structure functions as a novel scaffold for SARS 3CLpro inhibitor.
Hydroxyethylamine (HEA) isostere, as a transition state mimic, was incorporated into macro-cyclic 
structures connecting the P2 and P4 site of the substrate sequence of BACE1, a key protease for the onset 
of Alzheimer diseases. Synthesized cyclic inhibitor showed moderate but clear inhibitory activity for 
BACE1, which confirmed the ring structure functions as a novel scaffold for BACE1 inhibitor.

研究分野：医薬品化学
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１．研究開始当初の背景 

本研究では、治療薬開発を目指す疾患とし
て重症呼吸器症候群（SARS; Severe Acute 
Respiratory Syndrome）とアルツハイマー病
を取り上げた。SARS は新興感染症の代表的疾
患の一つであり、強い感染力を持っているに
もかかわらず治療薬がいまだ開発されてい
ない。一方、アルツハイマー病は超高齢化が
急速に進行しているわが国で最も対策が必
要とされる疾患であるにもかかわらず治療
薬がいまだ開発されていない。このため、本
研究ではいまだ治療薬が開発されていない
これら二つの疾患について、その発症の鍵と
なるプロテアーゼの阻害による治療薬開発
を目指すこととした。 

 
重症急性呼吸器症候群 (SARS) は、2002 年

11 月中国広東省で発生し、短期間のうちに
8000を超える症例と約800人の死者を出した
呼吸器疾患である。発生と同時に発症原因の
探索が行われ、感染源として新種の SARS コ
ロナウイルス(SARS-CoV)が同定された。しか
し、感染経路は未だ十分に解明されておらず、
治療薬やワクチンも開発されていない。この
ような状況の下、2005 年中国でコウモリが新
種の SARS-CoV 様ウイルスの感染種であるこ
とが明らかにされた。さらに最近になって
SARS 関連ウイルスによる中東呼吸器症候群
（MERS; Middle East respiratory syndrome）
の感染拡大が報告され、新興感染症の新たな
パンデミックが危惧されている。しかし、最
初の SARS 感染が東南アジア地域にほぼ限定
されていたため、特に欧米での研究モチベー
ションが低く治療薬開発に向けた研究が遅
れている。 

 
一方、我が国における認知症の大部分を占

めるアルツハイマー病の発症には、39-43 残
基のアミロイドペプチドβの重合が大きく
かかわっている（アミロイド仮説）。しかし、
このアミロイド形成をきっかけとする発症
機構に基づく治療薬は未だ開発されていな
い。アミロイドβは、その前駆体膜蛋白質 APP
から BACE1（βsite APP cleaving enzyme 1, 
βセクレターゼ）およびγセクレターゼによ
る切断で生成するが、BACE1 による切断が最
初のステップでアミロイドβ産生の律速段
階となる。このため、多くのアミロイドβ産
生抑制剤がアルツハイマー病治療薬として
開発されてきたが、いずれの化合物も臨床応
用されるには至っていない。そのもっとも大
きな理由は、化合物の有効性と脳内移行性の
バランスをとるのが困難なためである。 

 
これら二つの疾患の発症病因は異なるが、

その治療には発症の鍵となるプロテアーゼ
の阻害が最も有望と考えられている。したが
って、この発症にかかわるプロテアーゼを有
効に阻害する方法論を開発できれば治療薬
開発につながる可能性が大きい。申請者はこ

の点に着目し、これら二つの疾患発症に必須
となるプロテアーゼの認識配列に基づく阻
害剤研究を行ってきた。 
 

２．研究の目的 

本研究では、申請者のこれまでの研究成果
を基に全く新しい非ペプチド性縮環型
scaffold を設計し、その有効性を検討するこ
ととした。 

 

(1) SARS 3CL プロテアーゼ阻害剤研究；申請
者は「あらたなパンデミックに先んじて SARS
治療薬を開発する」ことを目標とし、SARS ウ
イルスの増殖に必須の SARS 3CL プロテアー
ゼ阻害剤の研究を進めてきた。その結果、
SARS 3CL プロテアーゼの 188 位 Arg を Ile に
置換した分解抵抗性変異プロテアーゼ
（R188I SARS 3CL プロテアーゼ）が野生型プ
ロテアーゼの約 106 倍の酵素活性を示すこと、
SARS 3CL プロテアーゼ認識配列 C末端にアル
デヒド基を導入したペプチドアルデヒドが
数十 μM 程度の IC50を示すこと、これらの阻
害剤と R188I SARS 3CL プロテアーゼとの複
合体 X線構造解析から、基質配列にはない P1 
His, P2 Cha (cyclohexyl alanine)をもつペ
プチドアルデヒドが nM レベルの IC50値を示
すこと、などを明らかにした 1、2。 
 本研究では、上記研究成果を基に、新規非
ペプチド型 scaffold を設計・評価した。具
体的には、SARS 3CL プロテアーゼと強く相互
作用する P1 および P2 サイト構造を保持でき
る環状 scaffold としてデカリン型縮環構造
を設計し、この環上にアルデヒド基あるいは
その等価官能基を導入した（図１）。同時に
P4サイトと相互作用できる構造を環構造に付
加し、3 つの異なるサイトでの相互作用が可
能な新規デカリン型阻害剤の合成と評価を
行った。 
 

 
図 1 非ペプチド型 SARS-3CLpro阻害剤設計 

 
(2) BACE1 阻害剤研究；申請者は、発症機構
に基づくアルツハイマー病治療薬開発を目
的として、BACE1 阻害剤研究を行ってきた。
すでに、独自の高度希釈下リフォールディン
グ法による組換え BACE1 調製法を確立し、
BACE1 切 断 部 位 に 異 常 ア ミ ノ 酸
[-Thi-Thi-Nva-]配列を持つペプチドがスウ
ェーデン型基質配列よりも 10 倍以上速く切



 

 

断されることを見出した 3。さらに、基質配
列に基づく新規置換ヒドロキシエチルアミ
ン型構造が数十μモルレベルのIC50値を示す
阻害剤となることをはじめて見出し、この基
質型阻害剤と BACE1 との複合体構造解析を進
めている。現在、解像度は若干低いものの、
基質遷移状態 mimic となる水酸基とプロテア
ーゼ活性中心 Asp残基との相互作用を確認す
るとともに、S1から S3サイトにかけて大きな
疎水性ポケットが存在することを見出して
いる（図２）。 
 

図２ 非ペプチド型 BACE1 阻害剤設計 

 
本研究では、これまでの上記研究成果をも

とに、S1～S3 サイトにあたる側鎖部分を結合
した環状ペプチド型阻害剤を設計・評価し、
疎水性ポケットとの相互作用に最適な環サ
イズを探索した。ついで、環状ペプチド型阻
害剤評価で得られた環構造をもとに、さらに
基質主鎖との環状化を進めた O-デカリン型
阻害剤の設計・評価を行った（図２）。 
 
３．研究の方法 

(1) SARS 3CL プロテアーゼ阻害剤研究；まず、
窒素原子をデカリン骨格に含む Nデカリン型
阻害剤の合成法を確立した（図３）。本窒素
原子は、縮環構造構築や P4サイトに相当する
N-置換基の導入を容易にするため導入した。 
 

図３ N デカリン型阻害剤の合成 

 

目的とするデカリン環構築に必要となる 6
員環前駆体を、1,3-プロパンジオールより得
られる 6とブタジエンとの Diels-Alder 反応

により合成した。ついでデカリン型縮環構造
を、二価パラジウムを触媒とする環化反応に
より合成した。得られたデカリン型母核骨格
と His 側鎖との連結には還元的アミノ化を用
い、目的の化合物へと導いた。 
N 型とは異なる相対配置での置換基導入が

可能な Oデカリン型阻害剤の合成は図４の経
路に従って行った。 
 

図４ Ｏデカリン型阻害剤の合成 

 
環化前駆体の合成に必要となる 6員環構造

を、市販の 3-buten-1-ol から Horner-Emmons
増炭反応により調製し、得られた化合物の
Diels-Alder 反応により環化前駆体を合成し
た。ついで、母核となる Oデカリン骨格を前
駆体 10 の不斉エポキシ化と続く環化反応に
より立体選択的に合成した。最後に、グリニ
ャール反応と還元的アミノ化反応により Oデ
カリン骨格の側鎖部分を導入した。 
 得られた化合物について、これまでの研究
で確立した手法に従ってその阻害活性評価
と数十μモル以上のIC50値を示した阻害剤に
ついての複合体構造解析を行った。 
 
(2) BACE1 阻害剤研究； これまでの予備実験
で基質配列に置換 HEA（ヒドロキシエチルア
ミン）骨格を組み込んだペプチド型 BACE1 阻
害が数十μモルのIC50値を示すことを確認し
ている。そこで、本研究ではこのペプチド型
阻害剤の側鎖に疎水性環状構造を組み込ん
だ環状ペプチド型阻害剤を合成した。環状構
造の構築にはオレフィン構造導入と芳香環
導入の二つの経路を用いた。オレフィン構造
導入は図 5の経路に従って行った。 
 

図５ オレフィン含有環状構造の構築 

 
置換 HEA骨格構築に必要となるアルキル基

の導入は、オレフィンへの立体特異的エポキ
シ化と続くアミン化合物の付加により立体
選択的に行った。続く環状化合物への変換は、
オレフィンメタセシス反応を用いることに
よって、目的とする環状構造の構築に成功し
た。 
ついで、図 6 に示す経路で芳香環導入に基



 

 

づく環構造構築を行った。置換 HEA 骨格構築
はオレフィン型化合物と同様の方法で行っ
た。続いて、分子内 Heck 反応を利用するこ
とによって芳香環含有大環状構造を構築す
ることに成功した。 
 

図６ 芳香環含有環状構造の構築 

 
最後に、申請者がすでに確立している組換

BACE1 を用いて得られた化合物の BACE1 阻害
活性評価を行った。 
 
４．研究成果 

(1) SARS 3CL プロテアーゼ阻害剤研究；本研
究によりこれまで全く報告のなかったデカ
リン型縮環構造を中心骨格とする阻害剤設
計に成功した。本縮環構造は、これまでのペ
プチド型阻害剤がプロテアーゼとの相互作
用に利用していた疎水性相互作用を格段に
向上させることができる新規骨格である。さ
らに、デカリン骨格に窒素原子あるいは酸素
原子を組み込むことで、縮環構造上に多様な
置換基を導入することが可能になった。 
本研究で合成した各種化合物は、中程度で

はあるが確実な SARS 3CL プロテアーゼ阻害
活性を示し、疎水性中心骨格の有効性を確認
することができた。さらに、SARS 3CL プロテ
アーゼとの複合体構造解析により、推定疎水
性相互作用を確認することができた。また、
本縮環構造に組み込む置換基の導入位置と
嵩高さを利用することで、あらたな SARS 3CL
プロテアーゼとの相互作用部位を創出でき
ることを確認した。 
(2) BACE1 阻害剤研究；本研究により、これ
までほとんど系統的な研究がおこなわれて
いなかった大環状 BACE1 阻害剤の活性評価が
可能になった。さらに、オレフィン含有アミ
ノ酸の側鎖構造やその導入位置を調節する
ことで多様な大きさと構造を持った環状化
合物を設計・合成することが可能になり、適
度な疎水性と阻害活性を持った化合物設計
が可能になった。これまで本研究で合成した
各種環状化合物は、いずれも中程度ではある
が確実な BACE1 阻害活性を示した。現在、そ
れらの活性データをもとに構造最適化を進
めると同時に複合体構造解析を試みている。 
さらに、本研究で合成した環状阻害剤はそ

の設計のもととなったペプチド性阻害剤よ
りも疎水性が高くなっており、これまでのペ
プチド性化合物のもっとも大きな問題点で
あった脳移行性を改善できる見通しが高い。 
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