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研究成果の概要（和文）：新規の作用機序を有する逆転写酵素阻害剤のメカニズム解析と構造活性相関研究を行
った。メカニズム解析では本阻害剤に特有の酵素反応に伴う活性種放出とそれに基づく阻害効果を検証した。ま
た構造活性相関研究では、更なる高活性化に向けた分子設計指針を見出すとともに、新規化学構造をベースとし
た有効性に優れたリン酸プロドラッグの創出に成功した。

研究成果の概要（英文）：Mechanistic analysis and structure-activity relationship studies of a 
reverse transcriptase inhibitor with a novel mechanism of action were conducted. In the mechanistic 
analysis, we verified the release of reactive species associated with the enzymatic reaction unique 
to this inhibitor and the inhibitory effect based on the release of reactive species. In the 
structure-activity relationship study, we found a molecular design guideline for further enhancement
 of activity and succeeded in developing a highly effective prodrug of phosphate-based on a novel 
chemical structure

研究分野： 医薬化学

キーワード： 共有結合医薬　核酸アナログ　ポリメラーゼ　阻害剤　リン酸プロドラッグ

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
新規作用機序を有する核酸アナログ系ポリメラーゼ阻害剤の開発において、阻害機構の解明で得られた反応性の
知見、および反応性活性種の構造と阻害活性の相関情報は、類似メカニズムを有する活性型共有結合性阻害剤の
開発に有用な知見を与えるものである。また新規構造に基づくリン酸プロドラッグの創出についても、核酸アナ
ログに留まらず幅広い応用展開の可能性を有し、リン酸基含有の医薬開発に有用な手法を提示したと考えられ
る。

※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 
標的酵素と共有結合を形成により酵素機能を阻害する共有結合医薬は、不可逆的な阻害作用

に基づく高阻害活性・長期持続性が期待できる。一方で標的酵素以外のタンパク質との共有結合

形成に起因する副作用が臨床応用における大きな課題となっている。医薬分子に導入した反応

性官能基の求電子性を構造誘導化で最適化することで標的選択性の問題を解決するアプローチ

が幅広く検討されているが、最適な反応性官能基を開発に至る例は限られており、必ずしも有効

な手法とは言えない。 

このような背景を踏まえ、本研究では「標的酵素によって活性化される共有結合医薬」の分子

設計戦略を提唱し、本アプローチを核酸アナログに適用することを計画した。本戦略では、阻害

剤は標的酵素が行う酵素反応によって活性化されて初めて反応性を獲得するため、標的外との

共有結合形成は起こらず、共有結合医薬の標的選択性の問題を解決する有力なアプローチとな

りうる。 

具体的には、レトロウイルスに対する逆転写酵素阻害剤として、2’-β セレノ核酸アナログ

(Seleno A, 2’-β位セレノメチル基を導入したアデノシン誘導体)の開発を進める。これはポリメラ

ーゼによりオリゴ核酸に組み込まれると、2’-β位のセレン部位の求核攻撃により求電子性の活性

種を生成し、ポリメラーゼ活性中心の求核的アミノ酸残基と共有結合を形成すると考えられる。 

 

２．研究の目的 

これまでに開発を進めてきた SelenoA について、レトロウイルス逆転写酵素に対する不可逆阻

害と抗 HIV 活性を確認しており、本分子設計戦略の有効性を確認済みである。本研究では Seleno 

A の詳細な作用機序の解明と、構造最適化による高活性化の検討を行い、優れた阻害活性を有す

る抗 HIV 薬の開発を目指す。 

 

３．研究の方法 

(1) 阻害の分子メカニズム解析 

Seleno A について標的酵素であるウイルス逆転写酵素に対する共有結合形成と、その形成位置の

同定を行う。反応性官能基部位にアルキンタグを導入した阻害剤骨格を有するプローブ分子を

合成し、それを逆転写酵素に作用させ共有結合を形成したタンパク質を、ヒュスゲン環化付加反

応でビオチンラベル化し、アビジンビーズにより回収したタンパク質について LC/MS/MS 解析

を行うことで上記項目の検証を行う。 

 

(2) 抗 HIV リード化合物の構造活性相関研究 

Seleno A について高活性化に向けて構造活性相関研究を行う。各種核酸塩基、セレノ部位置換基

の誘導化、および新規に開発を進めているフルオロリン酸アミデート型プロドラッグも含めて

各種リン酸プロドラッグ構造についても検討を行う。 

 

４．研究成果 

(1) メカニズム解析 

SelenoA の逆転写酵素に対する阻害メカニズム解明のため、SelenoA 構造を母核とする pulldown

用プローブの設計・合成を行った。それまでの検討で SelenoA のセレノ基先端のメチル基あるい



は、セレノメチル基自身が求電子的に酵素に転位することで不可逆阻害が誘起されることが示

唆されたため、その部位にリンカーを介してアルキン部位を導入した低分子プローブ、およびそ

の構造をプライマーDNA に組み込んだオリゴ DNA プローブを合成した。前者の低分子プロー

ブで逆転写酵素による基質認識が確認できたため、取り込み効率も含めてプライマー伸長条件

の最適化を行った。最適条件下で伸長反応を行った後に、デスチオビオチン―アジドプローブを

用いたヒュスゲン環化付加反応を経て pulldown を行ったが、LC/MS/MS 解析では該当タンパク

は検出されなかった。プローブ分子をトリリン酸型 SelenoA として、ヒュスゲン環化付加反応を

介したセレノメチル基の直接修飾体の検出に基づくアプローチについて検討を進めている。 

 

(2) 誘導体開発 

SelenoA についてセレノ部位および核酸塩基の誘導体合成および活性評価を行った。セレノ部位

の置換基の検討ではアシル系などの電子吸引性官能基を導入した誘導体で優れた活性を示す傾

向が観測された。一方、核酸塩基誘導体においては、ピリミジン塩基よりプリン塩基の方が優れ

た抗 HIV 活性を示すことが明らかとなった。またピリミジン塩基誘導体では宿主細胞側のポリ

メラーゼへの作用が推察される結果が得られた。これは塩基の種類によって阻害対象酵素が区

別されることを示唆するものであり、今後の誘導体展開において有用な構造活性相関情報が得

られた。 

 

(3) リン酸プロドラッグの開発 

SelenoA のようにヌクレオシド糖部に比較的大きな構造修飾を有する核酸アナログでは、細胞内

キナーゼによるリン酸化が阻害され、活性体であるトリリン酸体の生成効率が低下し、ひいては

阻害活性の発現抑制につながる。このような課題に対しリン酸プロドラッグ構造は有用なアプ

ローチである。核酸アナログの医薬応用では ProTide と呼ばれるリン酸プロドラッグが幅広く用

いられており、SelenoA においても有用性を示すことが明らかとなったが、より優れた活性体放

出効率を有する新規のリン酸プロドラッグ開発は重要な研究トピックである。そこで核酸アナ

ログに有効な新規のリン酸プロドラッグとしてフルオロリン酸アミデート基の開発を行った。

この官能基はリン酸中心にフッ素とアミノ基を有する新規化学構造であり、初期検討において

アミノ基の級数によってリンーフッ素結合の加水分解耐性が大きく異なることを見出した。こ

の特異な反応性に基づき、細胞内環境で 2 級アミノ体から 1 級アミノ体に変換される置換基を

持ったプロドラッグ体を種々設計・合成し、ジェムシタビン（膵臓癌に有効な核酸アナログ系抗

癌剤）に適用し活性評価を行った。その結果、上市薬で幅広く用いられている ProTide 型リン酸

プロドラッグを活性面で大きく上回る誘導体を見出し、新規構造であるフルオロリン酸アミデ

ート型プロドラッグの創出に成功した。(Y. Yoshida et al, ChemMedChem, 2022)。 また詳細なメカ

ニズム解析から想定する細胞内活性化メカニズムで、ジェムシタビンの活性体が細胞内で放出

されていることを確認し、本新規化学構造のリン酸プロドッグとしての有用性を実証した。 

 

(4) 他のウイルス標的での活性評価 

SelenoA については同じく逆転写系酵素を有する B 型肝炎ウイルスについても抗ウイルス活性

の評価を行った。この SelenoA の ProTide 型プロドラッグは、濃度依存的に抗 HBV 活性を示し、

核酸アナログのプロドラッグで課題となる細胞毒性を示さなかった。この結果を足掛かりに更

なる分子デザインの最適化を進める予定である。 
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