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研究成果の概要：我々は基質遷移状態概念に基づいて、アスパラギン酸プロテアーゼに属する

HIVプロテアーゼ阻害剤のデザインと合成を行い、ヒドロキシメチルカルボニルイソステアが、

理想的な遷移状態ミミックであることを見いだし、低分子化にも成功し、耐性と副作用の問題

点克服の可能性も示した。このような有用な阻害剤設計の方法論を応用し、様々な難病克服を

目指した分子認識に基づく治療薬のデザイン・合成と構造最適化・プロドラッグ等の医薬化学

研究を行いその開発への指針を示した。 
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キーワード：プロテアーゼ、分子認識、プロテアーゼ阻害剤、ドラッグデザイン 
 
１．研究開始当初の背景 
 アスパラギン酸プロテアーゼは、高血圧、
症、エイズ、マラリア、白血病、アルツハイ
マー病等の疾病の発症や継続に重要な役割
を果たしているため、世界中で大きく注目さ
れ、治療薬開発をめざした阻害剤研究が盛ん
におこなわれている。阻害剤研究は現在欧米
において反応機構の解析に基づいて行われ
ており、 特にHIVプロテアーゼに対する特異
的阻害剤は多くの研究がなされている。 
 しかし、高活性で低分子の耐性克服阻害剤
の分子設計を行うには基質遷移状態と酵素

との相互作用の精密な解析が必要である。 
Transition-state mimic としてアロフェニルノ
ルスタチン型 bioisostere の導入によりHIV
プロテアーゼ阻害剤を分子設計して合成し、
Ｘ線結晶構造解析に成功し、活性型コンフォ
メーションを解析しているのは我々のグル
ープだけである。 
 この我々のアスパラギン酸プロテアーゼ
における有用な阻害剤設計の方法論は、マラ
リ ア 原 虫 増 殖 に 重 要 な 役 割 を 果 た す
plasmepsin類にも応用されて、マラリア治療
薬のデザインと合成に成功し、Science, 301 
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(5630), 143 (2003)のEditor’s Choiceに「標的蛋
白に適応する分子の設計」としてハイライト
され、HMC Scaffoldの概念が解説され脚光を
浴びている。 
 さらにアルツハイマー病の原因とされるβ
アミロイドの産生に関与する β-secretase 
(BACE1）の阻害剤にも我々の設計手法を応
用し、KMI-429を見出した。このKMI-429は
世界で初めて低分子化合物によるin vivoでの
Aβ産生抑制作用を示し、この成果はアルツハ
イマー病治療薬としてマウスの脳内のβアミ
ロイド量を減少させる新薬候補化合物とし
て日本経済新聞（2005年10月21日朝刊15ペー
ジ）に取り上げられ、大きな関心と期待が寄
せられている。 
 このように、全世界的にエイズ、マラリア、
アルツハイマー病などの難病治療薬研究は
最緊急課題であることから、我々のプロテア
ーゼ阻害研究は世界中から注目されている。 
 また水溶性プロドラッグ研究が、ファルマ
シア、41,391(2005)のEditor’s Eyeに取り上げら
れ、分子内O-Nアシル転位反応を利用したプ
ロドラッグ研究をさらに展開した有用なも
のであるとして評価されている。 
 
２．研究の目的 
 我々は基質遷移状態概念に基づいて、アス
パラギン酸プロテアーゼに属するHIVプロ
テアーゼ阻害剤のデザインと合成を行い、ヒ
ドロキシメチルカルボニル(HMC)イソステ
アが、理想的な遷移状態ミミックであること
を見いだした。さらに、低分子化にも成功し
た。このKNI化合物は「Nature Reviews: 
Drug Discovery」に取り上げられるなど大き
な反響を呼び、これらの低分子HIVプロテア
ーゼ阻害剤は、次世代抗HIV薬として期待さ
れている。 
 そこでプロテアーゼと阻害剤との相互作
用解析に基づいて理想的な遷移状態ミミッ
クであるHMCイソステアを含むジペプチド
型HIVプロテアーゼ阻害剤をデザインする
ことにより、組織移行性の高い低用量抗HIV
薬の開発をめざしたい。さらに、ジペプチド
型低分子HIVプロテアーゼ阻害剤は、既存薬
耐性ウイルスに効力を示しており、変異のパ
ターンも異なっていることから耐性と副作
用の問題点克服の可能性があり、変異酵素と
阻害剤の分子認識解析に基づいてデザイン
することは重要である。  
 このようなアスパラギン酸プロテアーゼ
における有用な阻害剤設計の方法論を、マラ
リア発症に重要な役割を果たすplasmepsin
類、アルツハイマー病に関与しているアミロ
イドβペプチドを生成するβセクレターゼ
(BACE1)、成人Ｔ細胞白血病発症に重要な
HTLV-1プロテアーゼに応用して、マラリア、
アルツハイマー病、白血病のような難病克服

を目指した分子認識に基づく治療薬のデザ
イン・合成と構造最適化・プロドラッグ等の
医薬化学研究を行いその開発への指針を示
すことが本研究の目的である。 
 
３．研究の方法 
(1) 変異 HIV-1 プロテアーゼに感受性の
KNI-241が見いだされたので複合体の相互
作用解析を行った。 
(2)抗HIV活性を持つジペプチドKNI-577及
びKNI-764が見いだされ、またコンフォメー
ションが構造規制されていることからこれ
らをリードとしてコンフォメーション規制
型HIVプロテアーゼ阻害剤をデザインし合
成した。 
(3)基質遷移状態ミミックのHMC部分の立体
構造の異なるKNI-272とKNI-529のNMR解
析を比較したところ、プロテアーゼ/阻害剤複
合体から阻害剤が解離することなくその配
向方向を反転していることがわかり、
KNI-272のHIVプロテアーゼに対する親和
性が、より高いことが示された。このことか
ら、HIVプロテアーゼと阻害剤との相互作用
をさらに詳細に解析する。その結果を基に、
新しい阻害剤をデザインした。 
(4)プラスメプシンII活性中心の構造に基づ
き、阻害剤KNI-10006と活性部位の相互作用
を考慮して、プラスメプシンI, II, IV, HAPの
阻害剤のデザインと合成を進めた。 
(5)同様のアスパラギン酸プロテアーゼ阻害
剤設計の方法論に基づいて、HTLV-1プロテ
アーゼ阻害剤KNI-10162をリードとして、小
分子化を進めた。 
(6)スウエーデン変異型APPはβ−セクレター
ゼに対する親和性が高くAβを生成しやすい
ので、スエーデン型APP切断部位遷移状態を
ミミックしたβ−セクレターゼ阻害剤のデザ
インと合成を行った。 
(7)構造活性相関研究の結果見出されたペン
タペプチド相当の阻害剤KMI-420/-429は強
力な酵素阻害活性を示し（IC50はそれぞれ8.2 
nM, 3.9 nM）、BACE1を発現させたHEK293
細胞に対して用量依存的にBACE1阻害活性
を示した。また、KMI-429は低分子型BACE1
阻害剤としては世界で初めてin vivoで効果
が認められた。すなわち、変異型APPを発現
させたマウス、および野生型マウスの海馬に
KMI-429を投与することによりA�の生成を
抑制することが確かめられた。しかしながら、
脳血液関門（BBB）を透過させるためには、
さらなる阻害剤の低分子化や修飾が必要で
あると考えられる。これらの化合物をリード
化合物として、細胞膜を透過できるような新
規化合物を設計した。 
(8)HIVプロテアーゼのコンビナトリアル基
質を用いて野生型及び変異酵素の特異性を
解明して阻害剤デザインに応用し、耐性克服



 

 

をはかった。 
(9)Plasmepsin 阻害剤のcathepsin D阻害作
用を検討し、赤血球中で抗マラリア作用を測
定した。 
(10)抗HIV薬の、HIV protease及びその変異
proteaseとの相互作用の熱力学的解析を最先
端の高感度ミクロカロリメトリック技法を
用いて行い、その結果を基に耐性克服可能な
抗エイズ薬をデザインした。 
(11)各アスパラギン酸プロテアーゼと基質な
らびに阻害剤特異性を考察し創薬科学の観
点から有効なアスパラギン酸プロテアーゼ
阻害剤を短期間でかつ包括的に創製できる
方法論を確立した。 
(12)我々が行ってきたアスパラギン酸プロテ
アーゼ阻害剤の膨大な研究結果からHMCイ
ソステアを基本構造として各酵素に対して
強力な結合定数と選択性を有する構造をデ
ザインした。 
(13)各アスパラギン酸プロテアーゼに対して
従来型のオーダーメード創薬を行うのみな
らず統一的な基本戦略に立脚した阻害剤開
発を行った。 
 
４．研究成果 
(1) プロテアーゼと阻害剤との相互作用解析
に基づいて理想的な遷移状態ミミックであ
るHMCイソステアを含む組織移行性の高い
低用量抗HIV薬の開発を目指した。その結果、
P2/P3に非天然型Ｄ -アミノ酸を導入した
KNI-1931やKNI-1909が極めて高いHIVプ
ロテアーゼ阻害活性を有し、かつ薬剤耐性
HIVにおいても効果を示すことを見いだし
た。 
(2) アルツハイマー病治療薬をめざした
BACE1阻害剤研究においては、P4位に、様々
な水素結合受容基を有する化合物を合成し、
そのうち、KMI-574が培養細胞中及びin vitro
で高いBACE1阻害活性を示した。また、HMC
イソステアを含む新しいアミノ酸フェニル
チオノルスタチンを組み入れたペプチド
KMI-538が強いBACE1阻害活性を示した。
さらに、P2位にイソフタル型芳香族基を導入
し、構造変換を進めて、ケリドン酸残基を有
する新規小分子型BACE阻害剤の合成に成功
した。 
(3) SARS治療薬をめざした、コロナウイルス
プロテアーゼ研究においては、C末端にトリ
フルオロメチルケトン基を有するペプチド
が強い阻害活性を有することを示した。 
(4) ATL治療薬をめざした、HTLV-1プロテア
ーゼ研究においては、オクタペプチド
KNI-10161の小分子化を進め、ヘキサペプチ
ドKNI-10166やテトラペプチドKNI-10635
が阻害活性を有することを見出した。 
(5) マラリア治療薬をめざしたPlasmepsin
阻害剤研究においては、高活性阻害剤

KNI-10006をリードとして構造活性相関研
究を進め、Ki値がnM以下という高活性の化
合物KNI-10283、KNI-10333、KNI-10538
等を見いだした。これらは細胞毒性も低かっ
た。 
 以上のように、難病治療薬をめざして分子
認識に基づく阻害剤研究を着実に進めた。 
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