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研究成果の概要（和文）：我々は以前、2,3-ジフルオロシアル酸(1)を、インフルエンザシアリダーゼの不可逆
的阻害剤として設計した(図1）。この不可逆的阻害剤の改善を目指し、我々は文献1と2を参考に、アノマー位置
換アナログ4と5を設計した（図1,2）。ホスホノ体2とスルホ体3の合成は達成したが、これらへのフルオロ基の
導入は困難であった。そこで、本研究では、シアル酸アナログのC-1およびC-2位へのフルオロ基の導入法を開発
した。

研究成果の概要（英文）：Fluorinated sulfonates and phosphonates were designed as inhibitors of 
sialic acid binding viruses. Three milestones were reached to produce target sialic acid analogues: 
1) C-2 fluorine introduction into pyranose analogues, 2) introduction of fluorine and hydroxy groups
 into C-1 and C-2 positions of open-chain analogues, and 3) substitution of the sialic acid anomeric
 carboxy with a sulfonamide group.

研究分野： Medicinal Chemistry

キーワード： Synthetic biology　Sulfo-sialic acid　Fluorine　Covalent inhibitor　Neuraminidase (NA)　Antiv
irals　Anomeric sulfo　Anomeric phosphono
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研究成果の学術的意義や社会的意義
このプロジェクトで開発した化合物群は、将来の感染爆発（パンデミック）に備えた抗ウィルス薬リードとして
役立つものです。そして、薬剤耐性を獲得した微生物・ウィルスにも幅広く効果を示す可能性を持っています。
さらには、本化合物群の微生物生産システムも構築しました。本手法は、従来、高価値な医薬品製造のために行
っていた工業化学的プロセスを代替する持続可能な手段となり得ます。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
The current coronavirus pandemic emphasizes the urgency of antiviral drug design. Influenza 
also spreads rapidly as seen during the H1N1 pandemics of 1918 and 2009. 
現在進行下の新型コロナウィルスのパンデミックにより、抗ウィルス薬設計の緊急性
が再認識されている。インフルエンザも同じく、1918 年と 2009 年の H1N1 型のパンデ
ミックから分かるように、伝染速度は極めて速い。 
 
 
 
２．研究の目的 
 
2,3-Difluorosialic acid (1) was previously developed as a covalent inhibitor of influenza 
neuraminidase (NA) (Figure 1). To improve covalent inhibitors further, analogues 4 and 5 were 
designed with substituted anomeric groups according to references 1 and 2 (Figures 1 and 2). 
Phosphono analogue 2 and sulfo analogue 3 could be synthesized, but both are difficult to 
fluorinate. In this project, strategies were developed to introduce fluorine at the C-1 and C-2 
positions of target sialic acid analogues. 
我々は以前、2,3-ジフルオロシアル酸(1)を、インフルエンザシアリダーゼの不可逆的

阻害剤として設計した(図 1）。この不可逆的阻害剤の改善を目指し、我々は文献 1と 2

を参考に、アノマー位置換アナログ 4と 5を設計した（図 1,2）。ホスホノ体 2とスル

ホ体 3 の合成は達成したが、これらへのフルオロ基の導入は困難であった。そこで、

本研究では、シアル酸アナログの C-1 および C-2 位へのフルオロ基の導入法を開発し

た。 

 

Figure 1  Key model compounds (A) and target compounds (B) of this project. 

鍵となるモデル化合物(A)および本研究の目的化合物(B) 

 

 

Figure 2  Proposed covalent inhibition of influenza neuraminidase (NA) by 5. 

目的化合物 5によるインフルエンザシアリダーゼの推定阻害機構 
 
 



 
 
３．研究の方法 
 
First, a synthetic biology approach was explored, starting with computational prediction of 
potential enzyme reactions according to methods described in references 3-6. Sialic acid 
aldolase was selected to produce 3-fluoro-sialic acid (6) from fluoropyruvate and 
N-acetylmannosamine (Figure 3). 
初めに、合成生物学的手法として、文献 3-6 を参考にコンピューター解析を用いて利
用可能な酵素反応を探索した。その結果、フルオロピルビン酸と N-アセチルマンノサ
ミンから 3-フルオロシアル酸(6)を合成するシアル酸アルドラーゼを選択した（図 3）。 
 
For the production of 7, to improve the protection process by preventing lactonization, a sialic 
acid O-acetyltransferase was predicted and selected. 
先の O-アセチル化におけるラクトン化を抑える酵素反応を探索した結果、シアル酸 O-
アセチル転位酵素が見つかった。 
 
To achieve C-1 and C-2 fluorine additions, new open-chain analogues were explored (Figure 4). 
C-1および C-2 位をフッ素化するため、新たに開環型アナログの検討を行った（図 4）。 
 
 
 
４．研究成果 
In vitro produced 6 could not be directly decarboxylated to key intermediate 7, due to unwanted 
1,7-lactonization. To prevent lactonization, O-acetylation and carboxy methyl esterification was 
followed by selective deprotection of the methyl ester. Then, microwave-assisted 
decarboxylation could produce 7. Addition of thiobenzoic acid (SBz) to 7 is being tested. 
しかしながら、in vitro で調製した 6からは 1,7-ラクトン化が優先し、鍵となる 7へ
の脱炭酸は起こらなかった。ラクトン化を抑えるために、O-アセチル化とカルボキシ
基のメチルエステル化、続くメチルエステルの選択的加水分解を行った。さらに電磁
波照射下で脱炭酸を進行させ、7 を得た。7 に対しては、チオ安息香酸（SBz）の付加
を行うことが可能である。 
 
A microbial system for 3-fluoro-7-O-acetylsialic acid production was prepared by cloning sialic 

acid aldolase and the O-acetyltransferase into compatible bacterial expression vectors. Machine 

learning prediction of keto acid decarboxylases identified four additional enzyme sequences to 

be tested for in vivo and in vitro decarboxylation of sialic acid (Reference 4). 

そこで、3-フルオロ-7-O-アセチルシアル酸を生産する微生物系を、シアル酸アルドラ

ーゼとこのO-アセチル転位酵素を適合する細菌発現ベクターにクローニングすること

により調製した。ケト酸脱炭酸酵素の機械学習予測を行い、in vivo および in vitro

系でのシアル酸脱炭酸系確立のため、新たに 4つの酵素系列を特定した（文献 4）。 

 

 
Figure 3  Development of two enzymes for introduction of fluorine at position C-2. 



C-2 位へのフッ素基導入のための 2種の酵素の開発 

 

 
 

The 8-carbon aldonic acid 9 is produced at over 90% yield from sialic acid. Carboxy to thioester 

conversion was confirmed with isovaleric acid in a model reaction. Addition of sulfite to octanal 

results in the 8 carbon sulfonic acid with a C-1 hydroxy group. Addition of fluoromethyl phenyl 

sulfone to aldehyde 15 results in a model sulfone with C-1 fluorine and C-2 hydroxy groups. The 

introduced hydroxy groups may accessible for fluorine substitution. 

シアル酸から 8-炭素のアルドン酸 9を>90%収率で合成した。ここで、イソ吉草酸をモ

デル化合物に、カルボン酸のチオールエステルへの変換が進行することを確認した。

スルホ基のオクタナールへの付加により 8-炭素で C-1位にヒドロキシ基を持つスルホ

ン酸が合成できた。フルオロメチル＝フェニル＝スルホンのアルデヒド 15 への付加で

は、C-1-フルオロ-C-2-ヒドロキシスルホンのモデル化合物を調製した。ここで導入し

たヒドロキシ基はフルオロ基に置換可能である。 

 

 
Figure 4  Introduction of C-1 hydroxy, C-1 fluorine, and C-2 hydroxy into model open-chain 

analogues.  C-1-ヒドロキシ、C-1-フルオロ、C-2-ヒドロキシ基をもつモデル化合物の合成 

 

The selected O-acetyltransferase can also acetylate the sialic acid terminal oxygen, which is 

useful to produce potential coronavirus fusion inhibitors. Binding of 8-O-acetylated 

sulfonamide 20b (Figure 5) to a coronavirus sialic acid binding site is shown in Figure 5B. 

ここで選択した O-アセチル転位酵素を用いれば、シアル酸末端のヒドロキシ基のアセ

チル化も可能であり、これにはコロナウィルス融合阻害剤への応用が期待される。8-O-

アセチルスルホンアミド 20b（図 5）とコロナウィルスのシアル酸結合部位との結合様

式を図 5Bに示す。 
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Figure 5  First sialic acid sulfonamide analogue, with synthesis assisted by the laboratory of 

Hiromasa Kiyota at Okayama University (A), and with potential affinity for coronavirus spike 

proteins (B).  世界初のシアル酸スルホンアミドアナログ（岡山大学清田洋正研究室にて

合成）(A)、およびコロナウィルススパイクタンパク質との結合予測 
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