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研究成果の概要（和文）：独自の遷移状態ミミックである「HMC-ヒドラジド」を用いて、複数
の架橋水を配置する擬似対称型 HIVプロテアーゼ阻害剤を設計した。合成した擬似対称型化合
物は多数の変異を導入した HIVプロテアーゼに対して阻害活性は低下したが、両末端にオキサ
ミド構造を有する誘導体の活性低下が比較的小さいことが分かった。また、合成した擬似対称

型化合物は HTLV-Iプロテアーゼ阻害活性をもつこと見いだした。 
 
研究成果の概要（英文）： Pseudo-symmetric protease inhibitors which have unique “HMC-hyrazide” 
as a transition state mimic to set multiple bridging waters were designed. Although the synthetic 
pseudo-symmetric compounds exhibited some reduction of inhibitory activity against multi-mutated 
HIV protease, the activity reduction of derivatives with oxamide at both terminals were relatively less. 
The pseudo-symmetric compounds also exhibited HTLV-I protease inhibitory activity. 
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１．研究開始当初の背景 

HIV感染治療にHIVプロテアーゼ阻害剤が
使われて多剤併用療法(HAART)が可能とな
り、エイズ患者の死亡率は劇的に低下した。
現在ではエイズが慢性疾患と扱われるまで
になってきたが、HAART によっても体内か
ら完全に HIVを除去することはできない。こ
のため、長期治療での副作用や薬剤耐性ウイ
ルスの出現など多くの問題が生じている。こ
れらの問題の克服に向けた日本独自の研究
として、基質遷移状態概念に基づいたヒドロ

キシメチルカルボニル(HMC)を組み込む HIV
プロテアーゼ阻害剤がデザインされ、中性子
結晶構造解析により HMC と活性中心の２つ
のアスパラギン酸とが水素結合相互作用す
ることが証明されている。一方、近年では１
日１回投与で、しかも脂質代謝に関連する副
作用がないと言われる Atazanavir が使用され
るようになり、エイズ患者の期待が寄せられ
ている。Atazanavir はヒドラジド構造を有す
る擬似対称型(pseudo-symmetric)の化合物と
して特徴的である。本研究では、HMC 構造
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とヒドラジド構造を融合した「HMC-ヒドラ
ジド」を組み込むことで擬似対称型化合物を
デザインし、新規な高活性 HIVプロテアーゼ
阻害剤を創製することにより、薬剤耐性や副
作用の問を克服できる抗 HIV 薬の開発を目
指す。 
本研究の「HMC-ヒドラジド」と称する遷

移状態イソステアは、著者らが独自にデザイ
ンしたものであり、既に擬似対称型化合物を
合成し、Ki値が nMレベルの強い HIVプロテ
アーゼ阻害活性をもつ化合物をいくつか得
ることに成功している（Hidaka, K., et al. 
Bioorg. Med. Chem. Lett., 13(1), 93–96 (2003)）。
また、最近著者らは、HMC を持つ基質型阻
害剤 KNI-764 に D-アミノ酸誘導体を組合せ
た結果、Nelfinavir や Ritonavir に耐性を示す
HIVに対して活性が向上する化合物を見いだ
した（Nakatani, S., et al. J. Med. Chem., 51, 
2992–3004 (2008)）。種々の変異 HIVプロテア
ーゼとの複合体の分子モデリングを構築し、
分子動力学計算を行ったところ、D-アミノ酸
部分と酵素との間に水素結合相互作用を介
して安定に結合する、新たな架橋水（bridging 
water）が観察された。このような架橋水の配
置により阻害剤は間接的に酵素と結合する
ため、プロテアーゼのアミノ酸残基の変異に
影響し難い相互作用として有用と考えられ、
大変興味深い。そこで、D-アミノ酸誘導体の
ような架橋水を配置する構造を「HMC-ヒド
ラジド」に導入した擬似対称型化合物をデザ
インすることにより、副作用や耐性 HIVを克
服する薬剤の開発につながると期待できる。 
また本研究の「HMC-ヒドラジド」構造は、

既に HIV プロテアーゼ阻害剤に応用できた
という研究成果から、他のアスパラギン酸プ
ロテアーゼの阻害剤の設計に発展できると
考えられる。既に HIVプロテアーゼと基質認
識が似ているマラリア原虫アスパラギン酸
プロテアーゼであるプラスメプシンと HMC
構造に基づくKNI-764とのX線結晶構造が得
られており、HMC 構造の有用性が分かって
きた。そこで本研究の「HMC-ヒドラジド」
構造を有する擬似対称型化合物に架橋水を
配置する構造を導入する考えを、プラスメプ
シン阻害剤の論理的デザインへと発展させ、
既存薬とは異なる抗マラリア剤が開発でき
ると期待できる。 

 
２．研究の目的 
水素結合架橋水を配置する構造を導入し

た「HMC-ヒドラジド」に基づく擬似対称型
化合物のデザインと合成を行い、酵素阻害活
性を評価することにより、「HMC-ヒドラジ
ド」のアスパラギン酸プロテアーゼ阻害剤へ
の有用性を明らかにする。HIVプロテアーゼ
阻害剤としては、これまでの成果をもとに
「HMC-ヒドラジド」構造の水酸基の２種類

の立体と阻害活性の比較を詳細に検討し、阻
害活性に好ましい水酸基の立体を求め、高活
性化合物を獲得する。得られた高活性化合物
の HIV プロテアーゼ複合体分子モデルを構
築し、変異プロテアーゼとの新たな架橋水の
形成を含めた構造最適化を行い、副作用や耐
性問題の克服が可能な抗 HIV 薬の開発に役
立てる。また、「HMC-ヒドラジド」を用いる
阻害剤設計手法を HIV プロテアーゼと基質
認識が類似する他のアスパラギン酸プロテ
アーゼに応用することにより、「HMC-ヒドラ
ジド」の有用性を広げる。 

 
３．研究の方法 
(1) 水素結合架橋水を配置する擬似対称型
HIVプロテアーゼ阻害剤のデザインと合成 
 HMC 構造を擬似対称型化合物に組み込む
分子設計には、HMC 構造に基づく既存の高
活性の基質型ジペプチド型阻害剤を用いた。
すなわち、HMC のα炭素とカルボニル炭素
の間に C2回転軸を想定し、回転前の阻害剤と
180 度回転した後の阻害剤を重ね合せた。次
に、それぞれの P´部位を除去し，残った部分
を融合するために HMC-ヒドラジド構造を用
いることにより擬似対称型化合物をデザイ
ンした。合成は従来の保護基を用いたペプチ
ド縮合法により行った。水酸基の立体の異な
るジアステレオマーを同様の方法にて合成
した。 
 耐性 HIVに対して活性が向上する D-アミノ
酸誘導体を導入した阻害剤と酵素との複合
体の分子モデルの MD計算の結果、２つ安定
な架橋水が相互作用することが新たに観察
されている。その D-アミノ酸誘導体の構造に
あるスルフォニル基が架橋水の配置に関与
することから、スルフォニルの様な水素結合
受容体となる官能基を擬似対称型分子に導
入すると、４つの架橋水を配置できると予想
した（図１）。そこで、種々の架橋水が配置
可能な構造を取り入れた擬似対称型化合物
合成を行った。従来の保護基を用いたペプチ
ド縮合法により合成した。 
 

 
図１. 架橋水を配置する擬似対称型化合物の
分子設計. 
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(2)擬似対称型阻害剤の HIV プロテアーゼ結
合モデルの構築および架橋水の同定 
 分子モデリング計算には、モデリングソフ
ト MOE 2009.10 （CCG社、カナダ）を用い、
MMFF94x 力場を採用した。HIV-1 プロテア
ーゼの X 線結晶構造データには、PDB ID, 
1HPX を使用した。構築した阻害剤の HMC
のカルボニル酸素が近い活性中心Asp残基は
意図的にプロトン化させ、予め MM計算によ
り安定化させた阻害剤から 20 Å の範囲を水
分子で囲み、阻害剤と接触する酵素アミノ酸
残基、フラップ領域、阻害剤に接触する水分
子、これら以外を固定化して、MD シミュレ
ーションによりデータを採取し、安定に存在
する架橋水を観察した。 
 
(3)野生型および変異 HIV プロテアーゼ、
HTLV-Iプロテアーゼに対する阻害活性評価 
 HIV-1 プロテアーゼ阻害活性は、合成蛍光
ペプチド基質を用いてHPLCにより基質断片
を検出し、阻害率を定量した。野生型 HIVプ
ロテアーゼに対して強い阻害活性を示す擬
似対称型化合物については、ロピナビル耐性
由来のL10F/V32I/M46I/I47V/Q58E/I84Vの
６つの変異を導入した変異 HIV プロテアー
ゼ（A17mut）を用い、野生型酵素と同様の方
法にて阻害活性を測定した。HTLV-I プロテ
アーゼ阻害活性は、L40I 変異を導入した
HTLV-I プロテアーゼを用い、固有の合成蛍
光基質を用いて基質断片をHPLCにより検出
し、阻害率を定量した。 
 
４．研究成果 
(1)種々の既存の高活性基質型HIVプロテアー
ゼ阻害剤を用いて、種々の擬似対称型化合物
をデザインし、合成を行った。得られた擬似対称
型化合物の HIV-1 プロテアーゼ阻害活性を測
定したところ、阻害剤濃度 50 nMで 90%以上の
阻害活性を示す化合物を同定した。酵素阻害
活性が比較的高かった擬似対称型化合物につ
いては、HMCの水酸基の立体が異なるジアステ
レオマーを合成し、阻害活性の比較を検討した
ところ、HMC の立体がアロフェニルノルスタ
チ ン （ (2S,3S)-3-amino-2-hydroxy-4-phenyl- 
butyric acid）である阻害剤のほうが、フェニ
ルノルスタチン（(2R,3S)-3-amino-2-hydroxy- 
4-phenylbutyric acid）よりも強く、二つのジア
ステレオマーの阻害活性の違いに大きな差
は無いことが分かった。 
 D-アミノ酸誘導体のように架橋水が配置可能な
構造を取り入れた擬似対称型化合物として、ス
ルフォニル誘導体を導入した擬似対称型化合
物をデザインし、合成した。しかし、スルフォニル
誘導体を導入した擬似対称型化合物（図２、
KNI-2181）は野生型 HIV-1 プロテアーゼ阻害
活性が 50 nMで検出できなかった。このこと
から、ヒドラジド側に新たに導入したもう一

方のスルフォニル誘導体が酵素との結合に
適さないことが示された。 
 
(2)次に、スルフォニル誘導体の様な２つの水素
結合受容体の酸素を有する他の官能基として、
置換アミノオキサミド構造に着目した。この
オキサミド部分の２つのカルボニル酸素がス
ルフォニル誘導体の酸素と同様に４つの架橋
水を形成できると考えられるので、両末端に
オキサミド構造を有する擬似対称型化合物
を設計し、合成した。その結果、酵素阻害活
性を示す阻害剤を幾つか同定した。中でも、
KNI-2125（図２）は比較的強い野生型 HIV-1
プロテアーゼ阻害活性（86% at 50 nM）を示
した。KNI-2125 の HIV-1 プロテアーゼ結合
モデルを構築したところ、オキサミドのカル
ボニル部分とアミド NH部分が３つ架橋水を
形成することが予想された（図３）。 
 
(3) 合成した擬似対称型阻害剤について、ロ
ピナビル耐性株由来の６つの耐性変異部位
をもつ HIV プロテアーゼ（A17mut）に対す
る活性評価を行った。野生型と変異体酵素の
阻害活性を比較したところ、オキサミド構造
をもたない擬似対称型化合物は変異プロテ
アーゼに対して阻害活性が大きく低下した
が、オキサミド構造をもつ誘導体は変異プロ
テアーゼに対して活性低下の程度小さかっ
た。また、基質型阻害剤の KNI-272の活性は
野生型プロテアーゼではオキサミド誘導体
よりも優れるが、変異型プロテアーゼに対し
てはオキサミド誘導体のほうが阻害活性は
高く、活性の逆転が見られた。 
 
(4) 合成した擬似対称型阻害剤の HTLV-I プ
ロテアーゼに対する活性を評価したところ、
比較的弱いが（~10% at 50 nM）、阻害活性を
示した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２. KNI-2181および KNI-KNI-2125の構造. 
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図３. 野生型 HIV プロテアーゼとオキサミ
ド誘導体 KNI-2125 との結合モデル. マゼン
タで示す水分子は MD シミュレーションの
際に観察された架橋水. 
 
 以上の結果から、「HMC-ヒドラジド」を組
み込む擬似対称型化合物をデザインする上
で、両末端にオキサミドカルボニルを用いる
ことにより、高活性な新規 HIVプロテアーゼ
阻害剤を創製できた。分子モデルの MDシミ
ュレーションにより安定に存在する３つの
架橋水が観察され、オキサミド構造には架橋
水の形成能力があると予測される。また、薬
剤耐性 HIV 由来の変異プロテアーゼに対し
て、オキサミド構造の有用性が示されたこと
から、今後、もう一つの架橋水を配置させ、
合計４つの架橋水を配置するような分子設
計を進めることにより、耐性 HIVを克服する
阻害剤が創出できると期待できる。また、他
の対称型アスパラギン酸プロテアーゼの阻
害剤への応用も可能であることが示された。 
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