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研究成果の概要（和文）：凝固線溶系のセリンプロテアーゼであるプラスミンは、MMPの開始因子としてがんの形成に
関わっていることが知られている。従ってプラスミン阻害剤は、新たな作用機序を有する抗がん剤として機能すること
が推測される。そのため、プラスミンの合成基質の一次配列を基にプラスミン阻害剤をデザインした。その構造的特徴
は、warheadとしてニトリル基を持ちことである。また、非ペプチド性阻害剤として、pyrrolopyrimidine をscaffold
とし、それを分子の中心におき活性中心のサブサイト（ヒダントインを含むP4部、warheadを含むP1部）と相互作用す
るに必要な官能基を配置した。

研究成果の概要（英文）：Plasmin is suggested to be involved in physiological processes that are linked to 
the risk of carcinoma formation. Plasmin inhibitors could be perceived as a promising new principle in 
the treatment of diseases triggered by plasmin. On the basis of the peptidic sequence derived from the 
synthetic plasmin substrate, the peptidic inhibitor complexed with plasmin reveal that the P2 residue 
makes favorable contacts with the open binding pocket comprising the S2 and S3 subsites of plasmin.
Otherwise, as the non-peptidic inhibitors, a novel chemotype, pyrrolopyrimidine scaffold possessing two 
motifs, a hydantoin-containing P4 moiety and a warhead-containing P1 moiety, is uncovered. A unique 
feature of the new line of the plasmin inhibitors is that the interaction between the plasmin inhibitors 
and key subsites in plasmin can be controlled by a spacer like hydantoin. The application of the novel 
chemotype provides further evidence on the importance of hydantoin as the spacer.

研究分野： 創薬化学
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１．研究開始当初の背景 
研究代表者は、線溶系酵素として知られてい
るプラスミンによるMMP活性化が及ぼす腫
瘍増殖作用に注目した。プラスミンを阻害し、
その下流のMMP活性化の阻害は腫瘍増殖抑
制に繋がり、全く新規の作用機序を有する抗
がん剤に繋がると考えられる。近年、血液が
んにはプラスミンにより活性化された MMP
の一種である MMP-9 が腫瘍増殖に関わって
おり、動物実験ではあるがプラスミン阻害剤
(YO-2)が MMP-9 を抑制し、それが腫瘍抑制
に繋がっていると報告された。この報告は、
プラスミン阻害剤を抗がん剤として利用す
る治療法は、既存のがん治療アプローチとし
て差別化でき、がん治療へのアプローチとし
て幅が広がり、加えて血液がんに存在するプ
ラスミンによる MMP-9 の活性化機構のみを
抑制するため、新規の分子標的薬という位置
づけも可能であると示唆される。既存のプラ
スミン阻害剤は、トラネキサム酸やペプチド
性の YO-2 が知られている。最近、warhead
としてアルデヒド基を有するペプチド性阻
害剤や環状マクロライドを有するペプチド
性阻害剤が報告されている。しかし、両者は
ペプチド性であるため臨床応用に不利な一
面を有しまた、前者の warhead としてのア
ルデヒド基は、選択性の無さが容易に予想さ
れる。 
 
２．研究の目的 
プラスミンは凝固線溶系に関わるセリンプ
ロテアーゼである。プラスミンのもう一つの
生理作用としてマトリックスメタロプロテ
アーゼ(MMP)の活性化がある。活性化された
MMP が腫瘍増殖作用を有することは古くか
ら知られている。従って、現在まで様々な
MMP 阻害剤が抗がん剤として臨床研究され
たが、それら阻害剤の選択性の低さが起因す
る有害作用によりいずれも良好な結果が得
られていない。 
一般にこれまで開発されていた抗がん剤は、
毒物に近い一面を持ち甚だしいクオリティ
ーオブライフ(QOL)の低下を示していた。そ
れが欧米では、QOL を指標化し、下回れば
保険適応を見送っている。QOL を維持し、
保険適応を容易にするには、副作用や有害作
用を軽減した薬剤が求められ、その潮流が分
子標的薬の開発を後押し、分子標的薬として
の抗がん剤が市場を席巻してきた。しかしな
がら分子標的薬の限界も表面化しつつあり、
抗がん剤の奏効率という指標自体に今では
疑問点も感じられる。このような状況下、抗
がん剤に留まらず各種疾患領域の薬剤開発
には違った作用機序を有する薬剤開発が望
まれている。 
そのため①毒性に起因すると報告されてい
る P1 部の塩基性基の置換を検討する。②既
存のプラスミン阻害剤とは違う新規骨格を
持つプラスミン阻害剤を開発し、市場に供給
することを最終目的として着手した。従って、

がん疾患治療へのアプローチの幅を広げる
ことになり、QOL 向上へ繋がり社会構造の
変化に伴ったがん治療の一助となる。一方、
新規プラスミン阻害剤の開発に伴い、プラス
ミンの活性中心周辺の各ポケット、S2、S3
や S4 の立体地勢も明らかにすることができ
る。 
 
３．研究の方法 
①ペプチド性基質から阻害剤へ 
ペ プ チ ド 性 基 質 と し て 報 告 の あ る
D-Ile-Phe-Lys-pNA の配列を利用し pNA 部を
warhead としてニトリル基に置換し阻害剤と
して機能することを確認した。Warhead を有
するペプチド性阻害剤の各subsiteでの志向
は 基 質 か ら 誘 導 し た 阻 害 剤 で あ る
D-Ile-Phe-Lys-CN の骨格を基に進めた。この
Lys を塩基性を持たない様々なアミノ酸残基
や類縁体によって置換した。更にプラスミン
の広い S2, S3 サイトを効率よく埋めるため
P3 と P2 残基に新規のアミノ酸または非アミ
ノ酸残基を導入し新規なペプチド性阻害剤
の骨格並びに構造活性相関を確立していく。 
②非ペプチド性阻害剤 
非ペプチド性阻害剤でも非塩基性 P1 部の導
入を検討すべく阻害剤の基本骨格の検討を
行った。合成的に官能基(P1～P4 部)の導入が
可能な複素環化合物を数種選択した。それら
の酵素・化合物の複合体を CADD により視覚
化し、ピロロピリミジンをが scaffold の候
補となった。図 1に示すようにピロロピリミ
ジンを scaffold としてプラスミン阻害剤の
中心に置き、そこからプラスミンの活性中心

ポケットに各残
基を配置する新
規のプラスミン
阻害剤を開発し
た (Teno, N., 
Bioorg. Med. 

Chem., 2014, 22, 2339–2352.)。 
この報告を発展させることによって、(1) 未
だ詳細な報告のないプラスミンの S4 ポケッ
トの特異性を明らかにできる。(2) P1 部、
warheadとP4部の3点で酵素との大半の相互
作用を行う全く新規のプラスミン阻害剤へ
導く事が可能である。③ ヒダントインの先
に導入する残基の性質によって分子全体の
薬物動態を変化させるべく、その基礎的デー
タを得る事が出来る。 
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上記に示した結果を得るべく、(a) 図 1に示
した阻害剤の骨格を基に図 2に示す Rに様々
な置換基（芳香族系化合物）を導入し、先ず
computer assisted drug design (CADD)を利
用し酵素との相互作用を可視化し、相互作用
の観点から優先順位をつけ、その上位から合
成を行う。 
(b) 合成した阻害剤を in vitro でプラスミ
ンに対する阻害活性を測定し、その阻害活性
を IC50値で判定し、その値がシングルM また
は nM レベルの阻害活性を持った化合物を探
る。ここでの測定結果は、同領域の次の化合
物デザインに活かしていく。 
(c) 選択性に関して図1で示した構造ならび
にその誘導体は、プラスミンと一次構造が酷
似する、ウロキナーゼに対する阻害活性は示
さなかった。しかし、両酵素に関しても IC50

値をプラスミンの阻害活性と同時に測定し、
それぞれの IC50値を比較し、常に 200 倍以上
の選択性を得るための構造要因を探索する。
(b)、(c) で得られた情報を基に更なる誘導
体デザインを行う。 
(d) 上記(a)～(c)と同時にRに脂肪族側鎖を
導入し酵素との相互作用様式を CADD により
可視化し、合成した後、阻害活性ならびに選
択性を検討し、新たな範疇のプラスミン阻害
剤へと導く。 
(e) ここまで得られたプラスミンとの相互
作用に有用な R5 を固定し、更なるプラスミ
ンとの相互作用部位を探索する。ヒダントイ
ン上の R6 は、キラルなアミノ酸を利用し誘
導体のデザインと合成が可能であるため、そ
の目的を達成するに都合の良い位置である。
得られた誘導体は、上記と同様に阻害活性と
選択性を検討する。 
(f) 阻害剤の多様性を探るため、ピロロピリ
ミジンの生物学的等価体としての複素環を
導入し阻害活性と選択性を検討する。 
(g) 高活性・高選択性を示す阻害剤は、薬物
動態を測定し in vivoモデルへの候補化合物
を探る。 
 
４．研究成果 
①ペプチド性基質から阻害剤へ 
ペプチド性プラスミン阻害剤のデザインを
していく過程で、一つの特徴としてニトリル
基がwarheadとして機能することがわかった。
この機能を利用し、P1 部の検討を行った。プ
ラスミン阻害剤の P1 部は塩基性官能基を有
するアミノ酸やその類縁体が多く、それは認
識機構に重要である一方で、膜の透過性やそ
の官能基がもたらす有害作用の引き金にも
なる。そのため酵素の対応部である S1 サイ
トの構成基から推察する限り P1 部が必ずし
も塩基性である必要はないと考え、塩基性以
外のアミノ酸類縁体の導入を検討した。しか
しながら、CADD のモデリングから S1 部入口
の大きさや角度等に障害があり、非塩基性 P1
部を持つペプチド性プラスミン阻害剤には

至っていない。 
②非ペプチド性阻害剤 
これと同時に非ペプチド性プラスミン阻害
剤の開発では、ある中心骨格から適材適所に
酵素のサブサイトと相互作用する官能基を
持ち得る複素環 scaffold の検討に取りかか
った。その結果、scaffold としてピロロピリ
ミジン骨格上にスペーサーとしてヒダント
インを持つ P4 部とニトリル warhead を有す
る P1 部からなる新規プラスミン阻害剤を開
発した （BMC, 22, 2339-2352, 2014 より引
用、Table 4 の化合物 1n）。また、配座を固
定し自由度の少ない化合物デザインに結び
つけるため、scaffold をピロロピリミジンか
らベンゾイミダゾールに変更した。これら両
scaffold を持つそれぞれの化合物は同等の
阻害活性を示し、CADD による酵素-阻害剤複
合体の結果から両化合物とも同様のバイン
ディングモードを示すことが分かった。この
ことから両 scaffold はプラスミン阻害剤中
で生物学的等価体として機能することが分
かった。これらの知見は、ベンズイミダゾー
ル部構築しながら配座を固定し自由度の少
ない化合物デザインに結び付けられ成果も
得られつつある。 
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