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研究成果の概要： 
コレステロールアシル化酵素(ACAT)は動脈硬化症に関連し、機能の異なる 2 種のアイソザイ
ム ACAT1 と ACAT2 が存在する。真菌由来ボーベリオライドは ACAT1 を選択的に阻害する
がその誘導体から ACAT1 選択的、ACAT2 選択的あるいは両アイソザイムを非選択的に阻害
するものをつくり分けることができた。真菌由来ピリピロペンは高度に ACAT2 選択的阻害を
示すが、さらに優れた ACAT2 選択性を有する誘導体の創製に成功した。これら選択性の異な
る誘導体から、動脈硬化症の治療薬への発展が期待される。 
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1. 研究開始当初の背景 
 高脂血症や動脈硬化症は心筋梗塞や脳卒

中など死に直結する疾患へと発展するリス

クが高く、当時もこの過程を経た死は死因の

上位を占め、毎年世界中で 1700 万人が心血
管疾患で死亡していた。当時、動脈硬化症の

予防治療薬としてはコレステロール生合成

の 律 速 酵 素 の １ つ で あ る HMG-CoA 
(3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme A) 還元
酵素を特異的に阻害しコレステロールを低

下させるスタチン系医薬品が主に用いられ

ており、研究開始当初では、世界の医薬品売

上高のトップ１０にスタチン系医薬品は３

製品も入っていた。しかし、現実には 30~
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40%しか発症抑制効果が得られず、治療を受
けていた患者の半数が心血管疾患等を抑制

していないことが明らかになってきていた 
(Libby P, J. Am. Coll. Cardiol. 46, 1225-1228 
(2005))。その理由として動脈硬化の発症は複
雑で複合的であることがあげられ、患者個々

の病態や病因に合わせた治療が必要である

と考えられる。以上のことから、スタチン系

医薬品とは異なる新しい作用機序を有する

医薬品の開発が急務であった。しかし、スタ

チン系医薬品に代わる医薬品の開発はほと

んど進んでいなかった。30年以上前から、高
脂血症や動脈硬化症の創薬の新しい標的酵

素としてアシル-CoA:コレステロールアシル
転移酵素 (ACAT) が注目され、非常に多くの
合成阻害剤が開発されてきた。しかし副作用

などの問題から創薬には結びついていなか

った。そのような中、ACATには 2種のアイ
ソザイム ACAT1 (多くの細胞・組織に発現) 
と ACAT2 (小腸と肝臓で特異的に発現) が
存在し、その機能が大きく異なることが明ら

かにな って きて いた  (Parini P et al., 
Circulation, 110, 2017-2023 (2004))。しかし、
既存の多数の ACAT阻害剤についてでさえ 2
種のアイソザイムに対する選択性に関して

は充分な検討が行なわれておらず、ACATア
イソザイムに対する選択性を考慮した阻害

剤の開発が急務と考えられていた。当時、従

来の ACAT 阻害剤の副作用を克服したと期
待され、臨床試験が進められていたアイソザ

イム非選択的阻害剤である avasimibe (Pfizer
社)と pactimibe (三共 (株))も、ヒトで効果が
認められないとしてそれぞれと 2004 年と
2006年に開発が中止されたことからも、アイ
ソザイムに対する選択性が重要であると再

認識されている。 

２．研究の目的 
 本研究では、申請者らが動脈硬化の初期病

巣モデルとして構築したマクロファージ内

脂肪滴蓄積過程を観察できる細胞評価系よ

り発見し、その標的分子が ACATであること
を明らかにした真菌由来ボーベリオライド

類 (13 員環デプシペプチドを基本構造とす
る) 及びラット肝ミクロソームを用いた in 
vitro での ACAT 阻害剤探索系より発見した 
ピリピロペン類 (ピリジノピロンセスキテル
ペンを基本構造とする) をリードとした誘導

体研究を展開した。ボーベリオライド類 
(Namatame I et al., J. Antibiot. 52, 1-6 (1999)、
Namatame I et al., J. Antibiot. 52, 7-12 (1999)) 
は、マウスのマクロファージと肝臓より調製

したミクロソーム画分を酵素源とした ACAT
活性試験からACAT1とACAT2の両者に阻害
活性を示し、動脈硬化発症モデルマウスでは

毒性を示すことなく、その有効性が示された 
(Namatame I et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 
101, 737-742 (2004)。さらにコンビナトリアル
ケミストリーの手法を用いた誘導体合成も

進めている (Nagai K et al., J. Comb. Chem. 8, 
103-109 (2006))。またピリピロペン類は、ハ
ムスターを用いた小腸からのコレステロー

ル吸収を阻害した (Omura S et al., J. Antibiot. 
46, 1168-1169 (1993))。さらに、アイソザイム
に対する選択性の研究から、本化合物は

ACAT2 特異的に阻害する唯一の化合物 (阻
害の選択性は 10 倍以上) であることが示さ
れた (Lada AT et al., J. Lipid Res. 45, 378-386 
(2004))。 
 本研究では、申請者らが発見した微生物由

来ピリピロペン及びボーベリオライドを基

盤に、ACATアイソザイムに対する阻害の選
択性を明確にした誘導体合成、ピリピロペン

AのACAT2選択的阻害作用の解析、さらに、
微生物資源から、選択性の明確な ACAT阻害
剤の探索を目的とした。この基礎研究が、さ

らに新しい動脈硬化に対する予防治療薬開

発研究へ発展されることを期待するもので

ある。 
 

３．研究の方法 
(1) ACAT1 、 ACAT2 阻 害 活 性 の 測定 

ACAT1及び ACAT2発現細胞 (ACAT欠損し
た Chinese hamster ovary 細胞に、各々サル 
ACAT1遺伝子及びACAT2遺伝子を安定導入
した細胞) は、Prof. Rudel (Wake Forest Univ. 
USA) より入手している。これら細胞を用い
て 1)蛍光基質 (NBD-cholesterol)、2) [14C]基質 
([14C]オレイン酸) によりコレステリルエス
テル (CE) 量を定量し、ACAT1 及び ACAT2 
の活性を測定する。また各細胞のミクロソー

ム 画 分 を 用 い て 、 [14C] 基 質 
([1-14C]oleoyl-CoA) により酵素レベルでの
ACAT1と ACAT2の活性も測定した。 
 
 



 

 

(2) マクロファージ内脂肪滴蓄積阻害活性の
測定 脱血死させたマウス腹腔から採取し

た初代培養マクロファージにホスファチジ

ルセリンを含むリポソームを添加すること

で脂肪滴を蓄積させた。①その培養液に[14C]
オレイン酸を加えておくことで放射標識さ

せた脂肪滴の主成分であるコレステリルエ

ステルとトリアシルグリセロールの放射線

量を測定し、阻害活性を算出した。②脂肪滴

を oil red Oで染色後、顕微鏡で観察して形態
学的に評価した。 

４．研究成果 

(1) 誘導体の合成 
①ピリピロペン A誘導体の合成 
過去に合成した

約 200 種のピリ
ピロペン誘導体

に つ い て 、

ACAT2阻害活性
と選択性を調べ

た。その結果、

天然由来のピリ

ピロペン A が最も優れた ACAT2 選択性 
(1,000 倍以上の差) を示すことが明らかとな
った (論文 8、17)。 
強力な ACAT2 特異的阻害活性を有し、さら
に、薬物代謝を考慮した誘導体 (エステラー
ゼに安定等) の創製をめざした。肝ミクロソ
ームを用いて代謝酵素に対する影響を in 
vitroで調べたところ、1と 11位が加水分解さ
れやすく、7 位のアセチル基はほとんど代謝
されないことが明らかとなった。そこで、1
と 11 位には代謝酵素に対して安定な官能基
を検討し、7 位には ACAT2 選択的阻害活性
を高める官能基を探索し、それぞれの導入を

試みた。最終的に約 150種の誘導体を合成し
た結果、代謝され難く、かつ ACAT2 選択的
阻害活性が優れた誘導体を合成することが

できた。ピリピロペン A、そして得られた優
れた誘導体については、動物実験での動脈硬

化に対する効果の検定が実施されることが

期待される。 

② ボーベリオライド誘導体の合成 
以前に確立したコンビナトリアルケミスト

リーの手法 (Nagai K et al., J. Comb. Chem. 
8, 103-109 (2006)) を応用して、ボーベリオ

ライドを構成する３つのアミノ酸部と 1つの
脂肪酸部を種々変換することで、新規ボーベ

リオライド誘導体を合成した。これらの誘導

体について ACAT アイソザイムに対する阻
害の選択性を評価した結果、ACAT1選択的、
ACAT2 選択的、ACAT1 と ACAT2 の両方を
阻害する誘導体を見いだした。アイソザイム

に対する阻害活性のバランスを考慮した誘

導体を提供することができた (論文 1、9、13、
17)。 

③ Stemphone誘導体の合成 

本化合物は、カルバペネム系抗菌薬の抗菌活

性を増強させる化

合 物 と し て

Aspergillus sp. 
FKI-2136 株より発
見した。天然より

得 ら れ た

stemphone C を

LiAlH4 で処理し

てアセチル基をア

ルコールに還元し、種々の無水酸と反応さ

せることでアシル基に置換した誘導体を

29個合成した。これらのなかで、抗菌活性
増強作用を示さない誘導体がマクロファー

ジ内脂肪滴蓄積を阻害することを見出し、

作用点が ACAT であることを明らかにし
た。さらにその選択性を調べたところ、両

アイソザイムを同程度に阻害していた (論
文 7)。 

(2) ピリピロペン A作用部位の解析 

ピリピロペン Aが ACAT2のみを阻害する理
由を分子レベルで解析した。すなわち、アフ

リカミドリザル ACAT2の種々のドメインを
ACAT1のそれに置換した種々のキメラタン
パク質を遺伝子工学の手法で作製し、ピリピ

ロペン A阻害活性の有無を判定した。その結
果、ACAT2の 5番目の膜貫通領域に存在す
る Q492、V493、S494のいづれかを ACAT1
のアミノ酸 (それぞれ L、L、C) に置換した
時のみピリピロペン Aの阻害活性は減弱 (消
失) した。即ち、本化合物は膜中に存在する
この 3つのアミノ酸部位と親和性を示し、
ACAT2を阻害していると結論した (論文 12)。 
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(3) 天然資源からの ACAT阻害剤の探索 

①ACAT2選択的阻害剤の探索 

微生物培養液を対象として ACAT2アイソザ
イム選択的阻害剤を探索したところ、

flavasperoneと sterigmatocystinを真菌
Aspergillus属から発見
した。両化合物とも多環

性の化合物であり、その

環が折れ曲がりを有す

る angular型の構造であ
った。さらに、ACAT1
と 2両アイソザイムを
同程度阻害する化合物

として直線状の linear
型の多環構造を有する

aurasperoneと averufanin
を発見した (論文 6)。 

②マクロファージ内脂肪滴蓄積阻害作用を

示す ACAT阻害剤の探索  

 マクロファージ内脂肪滴蓄積阻害活性を

示す化合物して、真菌 Penicillium cecidicola 
FKI-3765-1株より新規化合物 pentacecilide類
を発見した。その作用機

序を解析し、ACATを阻
害していることを明ら

かにした。さらに、本化

合物は両アイソザイム 
(ACAT1と 2) を同程度
阻害することを見出し

た (論文 2、3)。 
 真菌 Aspergillus clavatonanicus FKI-1746株
より isobisvertinol類を発見した。本物質は
既知の bisvertinolの立体異性体で、2つの側
鎖の空間的配置が異なる。Isobisvertinolは
20 µMで泡沫化を完全に抑制するのに対し、
bisvertinolは 20 µMまで泡沫化を抑制せず、
毒性を示した。その作用点を解析したところ、

一つの可能性として ACATを阻害すること
が示唆された。さらに、その選択性を調べた

結果、両アイソザイムを阻害するものの、

ACAT2に対してより強い阻害活性を示した 
(論文 16)。 

 また、黒胡椒の主成分である piperineにも
マクロファージ内脂肪滴蓄積阻害を見出し、

その標的は ACATであることを示した。さら
に、本化合物は両アイソザイムを同程度に阻

害することを明らかにした。黒胡椒が動脈硬

化予防作用のある

機能性食品として

発展することが期

待される (論文10)。 
 

 以上のように、本研究では微生物資源から

ACATアイソザイムに対する選択性の異な
る (ACAT1選択的、ACAT2選択的、そして
非選択的) 阻害剤を提供することができた。 
 これまでの合成ACAT阻害剤はACAT1選
択的またはアイソザイム非選択的な特性を

持っていたと推定される。しかし、ACAT1
は様々な組織に分布し、特にマクロファージ

においては毒性に深く関与することが懸念

されている。実際に avasimibeと pactimibe 
(非選択的阻害剤) はマクロファージにおい
て毒性を示し、動脈硬化抑制効果が認められ

ず、その開発が中止された。一方、ACAT2
選択的阻害剤は、毒性の問題は低く創薬ター

ゲットとして理想的と予想されるが、今日ま

でピリピロペン類以外報告がない。従って、

本研究で得られたこれら ACAT2選択的な阻
害剤が動脈硬化症の治療に有効な候補とし

て発展することが期待される (図書 1)。 
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