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研究成果の概要： 

薬剤耐性を持つ変異ウイルスに最大の薬効を持つ薬物の創出に向けて、HIV-1プロテアーゼ

のL90M変異体に対し強い薬効を示すプロテアーゼ阻害剤の開発を進めた。阻害剤の化学構造

を計算機で設計し、設計された薬物について、有機合成を行った。合成経路は全９工程の反

応とした。最終合成物の収量が少ないため、現在、合成を続け、反応生成物構造の確認を進

めている。反応中間物については、薬物活性の測定を試みた。 
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１．研究開始当初の背景 

HIV は遺伝子変異を起こしやすく、このた

めに抗 HIV 薬が効かなくなる現象、いわゆる

ウイルスの薬剤耐性の獲得が、臨床では深刻

な問題となっている。薬剤耐性の問題を回避

するために、抗 HIV 薬の開発には２つの動向

がある。一つは、従来からの逆転写酵素阻害

剤や HIV プロテアーゼ阻害剤とは異なり、別

の部位に標的を定めた抗エイズ薬の開発で

ある。HIV のウイルスが宿主細胞に侵入する

過程を阻止する薬剤などが、これまでに発表

されている。但し、このような新規に開発さ

れた薬剤に対しても、早くも薬剤耐性ウイル

スの発生が報告されている。もう一方のアプ

ローチは、薬剤耐性ウイルスにも薬効を大き

く低下させない第２世代抗 HIV薬と呼ばれる

薬剤の開発である。但し、これらの薬剤は野

生株も含め、広範に薬効を保つように設計さ

れることが多く、変異ウイルスに対する作用

が十分ではない。本申請では、特定の変異ウ

イルスに対抗できる薬物を開発する。現在で

は、米国企業を中心に先進各国で抗エイズ薬



の開発が進められている。本申請で提案する

ような薬物が開発できれば、そのインパクト

は極めて大きい。 

 
２．研究の目的 

本研究の長期的構想は、野生株のHIVでは

なく、薬剤耐性を持つ変異ウイルスに最大の

薬効を持つ薬物を創出することである。薬剤

耐性を生じるアミノ酸変異は、一種類ではな

く、D30N, L90M, G48Vなど幾つかの深刻な変

異が知られている。将来的には、それぞれの

変異ウイルスに薬効を持つ複数の薬剤群を

揃えて、患者のウイルス型に合わせて、最適

な薬剤を選択できるようにすることが目標

である。このように薬剤のレパートリーを揃

えることにより、HIVをコントロールし、HIV

患者が生涯に亘り、エイズ発症を抑制できる

ような医療の在り方が必要と考えている。 

研究の長期的構想に対して、本申請の研究

課題では、L90M変異体に対し強い薬効を示す

プロテアーゼ阻害剤を創出することを目的

とする。具体的には、(A)阻害剤を計算機で

設計し、(B)設計薬剤を合成し、(C)in vitro

で薬効を評価確認する。研究期間内では、

L90M変異体に的を絞り、設計、合成、評価を

繰り返し、世界に先駆けて、変異体ウイルス

を標的とした薬剤創出を達成することを目

指す。 

 
３．研究の方法 

本研究は、(A)阻害剤の計算機での設計、

(B)設計された薬剤の合成、(C)合成された薬

剤の薬効評価に大別される。(A)阻害剤の計

算機での設計では、L90Mによる反応ポケット

の構造歪みをもとに、反応ポケットの歪み構

造にフィットするように、薬剤の骨格ならび

に官能基を配置する。異なる官能基の選択に

より、凡そ50の薬物候補を考案し、分子動力

学理論に立脚した計算機解析を進めて、有望

な化合物構造を見出す。(B)設計された薬剤

の合成では、(A)で設計した化合物を有機合

成する。既存のHIVプロテアーゼ阻害剤は、

水素を除いた原子数が40～50ぐらいのもの

が多い。これは経口薬としては、比較的分子

量が大きい部類に属する。プロテアーゼ阻害

剤は翻訳後の前駆体ペプチドを模倣するよ

うな薬物構造となるので、直線的なコンフォ

メーションを取るものが多く、設計する薬剤

もやはり炭素鎖やペプチド結合を骨格の軸

にしたものが中心になる。(C)合成された薬

剤の薬効評価では、設計・合成された薬物と

L90M変異型プロテアーゼとの結合親和性を

調べる。同時に野生株のプロテアーゼと設計

合成薬剤との親和性も調査する。結合親和性

を測定する手段として、プロテアーゼの精製

を進めた上で、等温滴定熱量計を使用する。 

 
４．研究成果 
(１)阻害剤の計算機での設計 
L90M 変異体では、プロテアーゼタンパクの

90 残基目ロイシンがメチオニンに置換され

ている。L90M 変異は多くの薬剤に対して出現

しており、多剤耐性変異ウイルスにも多く見

られる。下図で、へリックス構造中の矢印が

L90M 残基である。野生株との重ね合わせで表

示してある。阻害薬は、OH 基を下にして、ア

スパラギン酸残基（D25, D25’）に挟まれる

ように結合し酵素機能を阻害する。 

L90M 

阻害剤の設計では既存薬が発展してきた

流れを参考にした。すなわち、RTV を改良し

LPV が生まれ、APV から DRV が開発された経

緯を参考に、本研究では LPV をもとに阻害剤

を設計していくこととした。 

設計手順として、① 反応ポケットの歪み

構造にフィットするように、薬剤の骨格なら

びに官能基を配置した。プロテアーゼは、酵

素としての働きを持つ限りペプチドを補足

する形状から大きく変形することはない。薬

剤には、多少の歪に合わせてコンフォメーシ

ョンの変化が可能なように柔軟性を持たせ

るように特に注意した。 

② 薬剤耐性を持つ変異として、D30Nも良

く知られている。野生株では、30番目のアス

パラギン酸（D）の側鎖の持つ負電荷が、阻

害剤の正電荷部分と電気的な相互作用によ

り引き付け合っている。D30N変異により、30

番目のアミノ酸は電荷を失うので、結合親和

性が低下する。このように電気的な相互作用

に強く依存した薬剤は、ウイルスの遺伝子変

異による薬剤耐性に著しく弱いので、これを

避けるように特に注意をした。 

③ 設計した薬物について、薬物とL90M変

異型プロテアーゼとの複合体モデルを構築



する。この複合体モデルに対し分子動力学計

算を適用した。生体温度・水溶媒条件下での

シミュレーションを通じて、薬物とプロテア

ーゼが十分になじんだ構造を作成する。この

構造を用いて薬物のプロテアーゼに対する

結合エネルギーを算出し、薬効を予測した。 

 

最終工程でオロチン酸を連結させて 1を導き、

シンナムアミド体12はシンナムアミドN-Boc
体 11 の Boc 基を酸で除去することで得られ

るものとした。さらに、11 はアミノ N-Boc 体
10 とカフェ酸との連結により得られるもの

とし、10 はベンジルアミノ N-Boc 体 9 を還元

的な反応に付すことで得られるものとした。

そして、9 は化合物 6 を Boc 化することで容

易に得られるものとした。抜本的なルートの

変更はせず、基質の違いにより Pd 還元の反

応性に差が出ると考えた。合成ルートを見直

したことで N-Boc 中心骨格 9 の脱 Bn 化に成

功した。最終工程のアミド化反応を行ったが、

収量が不十分で、複数の測定法により候補化

合物 1 の生成を確認するには至っていない。

また、シンナムアミド体 12 の精製法も改善

の余地があるため、今後、さらに合成研究を

進める必要がある。 

以上の手続きで、50種の化合物分子と L90M

変異プロテアーゼとの MD シミュレーション

を行い、第一候補化合物、第二候補化合物を

決定した。 

 
(２)設計された薬剤の合成 

下記に示すスキームに従って中心骨格の合

成を試みた。合成反応により、候補化合物の

中心骨格となる化合物 6 を得た。反応上生成

しうる他の三種のジアステレオマーはエタ

ノールを用いて再結晶することで取り除い

た。生成物における立体の帰属は NMR スペク

トルにより判断した。 
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(３)合成された薬剤の薬効評価 
設計・合成された薬物と L90M 変異型プロ

テアーゼとの結合親和性を等温滴定熱量計

で調べるために、L90M 変異型プロテアーゼの

発現精製を行った。 

（発現）プロテアーゼ発現ベクターを導

入した大腸菌を、全 3L の LB 培地(Amp 濃

度 1.6mg/mL)で 16 時間培養した後、IPTG

を投入し、さらに 3 時間培養した。菌液

を遠心沈殿した後に、2M 尿素の入った

MES バッファで懸濁した。再度、遠心沈

殿した後に、8M 尿素の入った MES バッフ

ァで、タンパク質を抽出した。 
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上記で得られた化合物 6 から候補化合物 1

を合成するにあたり、最短で 3工程からなる

合成経路を考えた。 
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（精製）HIV-1 プロテアーゼは等電位点

が 8.6 であるので、初めに pH6.0 の MES

バッファで陽イオン交換クロマトグラフ

ィーを行い、溶出画分を回収した。次に

pH8.0 の Tris バッファで陰イオン交換ク

ロマトグラフィーを行い、素通り画分を

回収した。次にゲルろ過クロマトグラフ

ィーで最終精製を行った。 

 

まず候補化合物 1 は、アミノオロチンアミ

ド体 8とカフェ酸との連結により導き、8 は

ベンジルアミノオロチンアミド体 7 の Bn 基

を Pd 等により還元することで得られ、7 をオ

ロチン酸と化合物6との連結から得られるも

のとした。しかし、実際にこのルートで反応

を進めたところ、7 の脱 Bn 化は進行しなかっ

た。そこで、ルートを変更し、高価であるオ

ロチン酸の使用を控えることも兼ねた、以下

のような 5工程からなる合成経路にした。 

（再構成）酢酸バッファに交換した後に、

4℃で透析法により徐々に酢酸濃度を減

少させることで、プロテアーゼのリフォ

ールディングを行った。 

（活性確認）発色基質

(K-A-R-V-Nle-p-nitroPhe-E-A-Nle- 

amide)を用いて吸光計により測定した。

HIV-1 プロテアーゼは前駆体タンパク質

ペプチドを切断するという酵素機能を持

っている。上記の基質は切断部位の一つ

であるキャプシド/ヌクレオキャプシド

部位を模倣し、一部を p-nitroPhe に置換
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したものである。プロテアーゼ活性によ

り発色基質の切断反応が進行すると吸光

度が減少するので、酵素活性を確かめる

ことができる。実際に、下図に発色基質

を用いた活性測定を示す。横軸は測定時

間、縦軸は吸光度である。プロテアーゼ

存在下では、非存在下に比べて吸光量が

著しく減少したため、本測定により酵素

活性があることが確認できた。 
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