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研究成果の概要（和文）：本研究ではCOVID-19治療薬の開発に向けた新たなアプローチとして、SARS-CoV-2の主
要酵素である3CLプロテアーゼに対する分解誘導薬の創製をめざした。独自開発したYH-53を基に、タンパク質分
解系を利用して3CLプロテアーゼを分解へと導く化合物の合成と機能評価を実施した。その結果、3CLプロテアー
ゼ阻害活性を維持した複数の候補化合物を見出し、さらに分解誘導する可能性があることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The novel coronavirus, SARS-CoV-2, has been identified as the causative 
agent for the current coronavirus disease (COVID-19) pandemic. 3CL protease plays a pivotal role in 
the processing of viral polyproteins. Herein, we developed 3CL protease degraders based on our 
original 3CL protease inhibitor YH-53. We demonstrated that most of synthesized 3CL protease 
degraders showed comparable inhibitory activities of SARS-CoV-2 3CL protease with YH-53, which 
suggests that these molecules have a potential to induce the degradation of 3CL protease. This study
 would offer a new therapeutic strategy for a development of antiviral agents.

研究分野：ケミカルバイオロジー

キーワード： 3CLプロテアーゼ　SARS-CoV-2　プロテアーゼ阻害剤　プロテインノックダウン　COVID-19　PROTAC
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研究成果の学術的意義や社会的意義
COVID-19は人類共通の災禍であり、治療薬開発は急務である。一方、新薬開発は膨大な資金と時間、人的資源を
必要とすることから、新たな創薬アプローチの提案および確立は喫緊の課題である。本研究では、タンパク質分
解誘導と呼ばれる技術をCOVID-19治療に応用可能か検証しており、SARS-CoV-2を含めたウイルス感染症に対する
新しい治療戦略となる可能性を秘めている。

※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 

2019 年 12 月に中国武漢で報告された新型コロナウイルス感染症（COVID-19）は、瞬く間に
世界中に拡散し、パンデミックを引き起こした。原因ウイルスとしてコロナウイルスが同定され、
重症急性呼吸器症候群コロナウイルス（SARS-CoV）との高いゲノム相同性から SARS-CoV-2 と
命名された。COVID-19 に対する有効な治療薬は存在せず、重症化した場合、対症療法しか術が
ない。ワクチン開発に加え、既存薬の適応拡大が期待されているが、COVID-19 の根本治療、そ
して新たなコロナウイルス感染症の襲来に備えるためにも、選択的かつ確実に効果のある治療
薬の開発は急務である。 
 3CL プロテアーゼ（3CL-Pro）はウイルス由来のシステインプロテアーゼであり、SARS-CoV-
2 が増殖するための必須酵素である。我々はこれまでに、SARS-CoV の 3CL-Pro に対するペプ
チドミメティック型阻害剤の開発を行い、YH-53（Ki = 6.3 nM）を創製した（図 1）。1-3  YH-53
は反応性基であるベンゾチアゾリルケトン部位が 3CL-Pro の活性中心システインと一時的な共
有結合を形成し、可逆的阻害を示す（図 1）。SARS-CoV と SARS-CoV-2 の 3CL-Pro は 96%の
アミノ酸同一性がある
ことから、 YH-53 は
SARS-CoV-2 の 3CL-
Pro にも同様の阻害活
性を示す可能性が高い。
し か し 、 YH-53 の
SARS-CoV に対する抗
ウイルス活性は中程度
であり、医薬候補分子と
して有望であるものの、
更なる活性向上が求め
られる。 
 
２．研究の目的 
本研究では、YH-53 を基盤とした抗 SARS-CoV-2 薬の創製に向けて、PROTAC（Proteolysis 

targeting chimera）に代表されるプロテインノックダウン法に着目した。すなわち、YH-53 に
よる 3CL-Pro 阻害活性に加え、3CL-Pro を分解へと誘導することができれば、効率的にウイル
スの複製を抑制できると考えた（図 2）。PROTAC はユビキチン-プロテアソーム系を利用して、
標的タンパク質を選択的に分解する技術である。E3 ユビキチンリガーゼと標的タンパク質の両
方に結合するキメラ分子をリンカーで繋ぐことで、標的タンパク質のユビキチン化を引き起こ
し、プロテアソームによる分解へと導くことができる。本研究の目的は、独自開発した 3CL-Pro
阻害剤 YH53 を基にキメラ分子を開発し、SARS-CoV-2 の 3CL-Pro を分解誘導できるか検証す
ることである。本研究の遂行により、コロナウイルス感染症に対する新たな創薬アプローチの基
盤構築をめざす。 

 
３．研究の方法 
（１）SARS-CoV-2 の 3CL-Pro 発現系および阻害活性評価系の構築と、YH-53 の阻害活性評価 

YH-53 は SARS-CoV の 3CL-Pro 阻害剤として開発された化合物であり、SARS-CoV-2 の
3CL-Pro に対する阻害活性は明らかにされていない。そこでまず、YH-53 が SARS-CoV-2 の
3CL-Pro に対して阻害活性を示すかどうか検証する。SARS-CoV-2 の 3CL-Pro遺伝子をコード
したプラスミドを作製したのち、大腸菌による異種発現と精製を行い組換え 3CL-Pro を調製す
る。続いて、蛍光基質を用いた 3CL-Pro 阻害活性評価系の構築を行い、YH-53 の SARS-CoV-2
の 3CL-Pro に対する阻害活性を評価する。阻害活性は各阻害剤濃度における初速度を測定し、
Morrison の式から阻害定数 Ki値を算出する。 

 
図 1. YH-53の構造と 3CL-Pro阻害メカニズム 
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図 2. 3CL-Proを標的とした PROTAC 
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（２）YH-53 を基盤としたキメラ分子の分子設計・合成と、3CL-Pro 阻害活性評価 

YH-53 と E3 リガーゼリガ
ンドをリンカーで結合したキ
メラ分子の設計・合成を行う。
YH-53 のインドール 4 位メト
キシ部は 3CL-Proの基質結合
部位の縁に存在することか
ら、リンカー導入部位とする
ことにした（図 3A, B）。E3 リ
ガーゼリガンドとしては、
CRBN と結合するポマリドミ
ドおよび VHL と結合する
VH032 を利用することにし
た（図 3C）。キメラ分子合成
では効率化を図るため、YH-
53 にアルキン、E3 リガーゼ
リガンドにリンカーを介して
アジド基を導入し、CuAAC
（ CuI-Catalyzed Azide-
Alkyne Cycloaddition）を利
用することで最後に架橋反応
を行うことにした。合成した
キメラ分子は（１）で構築した
評価系にて阻害活性評価を行
う。 
 
（３）動物細胞を用いた 3CL-Pro 発現系の構築と分解誘導評価 
 動物細胞用の 3CL-Pro 発現プラスミドを作製し、一過性発現系における 3CL-Pro の発現およ
びキメラ分子による分解誘導を調べる。まず、異なる細胞における 3CL-Pro 発現量を調べ、最
適な細胞株の選定を行う。3CL-Pro の検出には抗 SARS-CoV-2 3CL-Pro 抗体を用いる。次に、
キメラ分子処理により、3CL-Pro の分解が引き起こるか評価する。 
 
４．研究成果 
（１）SARS-CoV-2 の 3CL-Pro 発現系および阻害活性評価系の構築と、YH-53 の阻害活性評価 
まず、SARS-CoV-2 の 3CL-Pro を発現し、精製 3CL-Pro の獲得を実施した。3CL-Pro 発現プ
ラスミドは、ドイツ Lübeck 大学の Rolf Higenfeld教授から頂いた。大腸菌 BL21（DE3）株に
て、C末端Hisタグ融合タンパク質として発現した後、Ni-NTA における精製と PreScission プ
ロテアーゼによる Hisタグの切断を行い、天然配列の 3CL-Pro を得た。さらに陰イオン交換樹
脂による精製を行い、SDS-PAGE にて 90%以上の純度の 3CL-Pro を獲得した。 
 次に、FRET を利用した消光性蛍光基質（Dabcyl-Lys-Thr-Ser-Ala-Val-Leu-Gln-Ser-Gly-Phe-
Arg-Lys-Met-Glu(Edans)-NH2）を用いて、精製した 3CL-Pro の酵素活性を調べた。本基質を用
いた評価から組換え 3CL-Pro が酵素活性を有していることが確認できたため、ミカエリス・メ
ンテン式から Km値を求め、Kiの算出に利用した。次に、YH-53 の阻害活性を評価したところ、
Kiは 22.8 nM であった（図 3A）。SARS-CoV の 3CL-Pro に対する阻害活性（Ki  = 6.3 nM）
と比較すると阻害活性は若干低下したが、nMオーダーの阻害活性を示すことが明らかとなった。 
 
（２）YH-53 を基盤としたキメラ分子の分子設計・合成と、3CL-Pro 阻害活性評価 
まず、YH-53 にアルキン分子を導入した YH-102 の合成を行なった。文献既知の方法と改良

合成法を利用して順次縮合を行い、HPLC
精製することなく高純度の YH-102 を得

た。リンカー長の異なるポマリドミドお

よび VH032 は文献に従い合成した。アジ

ド体としてそれぞれ５種類（PEG リンカ

ー３種：P1~P3、脂肪族リンカー２種：C4, 
C6）を合成した。これらの分子を CuAAC
にて結合した後 HPLC にて精製し、計１

０種類のキメラ分子を合成することに成

功した。次に、これら化合物の SARS-CoV-
2 の 3CL-Pro に対する阻害活性を評価し

 
図 3. 3CL-Proを標的としたキメラ分子の分子設計 
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図 4. キメラ分子の SARS-CoV-2 3CL-Pro阻害活性 
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た。まず、YH-102 の阻害活性を評価したところ、YH-53 と同等の阻害活性を示すことがわかっ

た（図 3B）。次に、キメラ分子の阻害活性を評価した。VH032 を結合した 3CL-VH シリーズで

はほとんどの化合物が YH-53 に匹敵する阻害活性を示した（図 4）。一方、3CL-POM シリーズ

では、脂肪族リンカーを介してポマリドミドを結合したキメラ分子（3CL-POM-C4, 3CL-POM-
C6）において阻害活性の大きな減弱がみられた。これらの結果から、YH-53 のインドール 4 位

メトキシ基への修飾は、ほとんどの化合物において 3CL-Pro との結合に影響を与えないことが

明らかになった。多くのキメラ分子で 3CL-Pro に対する強力な阻害活性が維持されることが確

認できたため、これらの分子による 3CL-Pro 分解誘導実験を実施することにした。 
 
（３）動物細胞を用いた 3CL-Pro 発現系の構築と分解誘導評価 
 まず、動物細胞を用いた 3CL-Pro 一過性発現系の構築を行った。HEK293、HeLa及び COS-
7細胞に 3CL-Pro遺伝子をコードしたプラスミドをトランスフェクションし、3CL-Pro 発現能

を調べた。それぞれの細胞抽出液をウエスタンブロットし、抗 SARS-CoV-2 3CL-Pro 抗体で検

出したところ、COS-7細胞が効率良く 3CL-Pro を発現できることがわかった。そこで COS-7細
胞を用いて、キメラ分子による 3CL-Pro 分解誘導実験を行なった。COS-7 細胞に 3CL-Pro プ

ラスミドをトランスフェクションした後、それぞれのキメラ分子を処理したところ、一部のキメ

ラ分子処理によって 3CL-Pro の分解が示唆された。次に、化合物濃度、処理時間などの検討を

行なったが、分解誘導の再現性に課題が残った。今後、アッセイ条件の最適化などを通して再現

性の確保、そして本戦略の有用性を実証していく。 
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