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研究成果の概要（和文）：  今日の創薬化学研究では，化合物ライブラリーのスクリーニングや標的酵素の構造を基に
した分子設計，スクリーニング等により同定されたリード化合物の構造を中心に経験則や試行錯誤によって最適化行う
手法といった3種の手法を組み合わせて行われるのが一般的である。しかし，既存の創薬手法は，多大な時間と労力，
費用を必要とする。
　このような背景のもと，本研究では、クリックケミストリーと呼ばれる手法を用い、in situでスクリーニングを行
うことで阻害薬の探索を行った。その結果、本手法により、短時間で有望な酵素阻害薬を見出すことに成功した。

研究成果の概要（英文）： In drug discovery, high-throughput screening, structure-based drug design, and 
ligand-based drug design are generally used. However, these methods take great time and effort.
 With the background like this, we tried to identify selective inhibitors using click chemistry. As a 
result, we rapidly identified promising inhibitors by this method, suggesting the usefulness of this 
method in drug discovery.

研究分野：創薬化学
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１．研究開始当初の背景 
今日の医薬品開発では、数万～数百万個の
化合物からなるライブラリーをスクリーニ
ングすることによりリード化合物を得、標的
タンパク質の結晶構造を基にした分子設計
（Structure Based Drug Design, SBDD）により、
そのアナログを設計、合成して構造最適化を
行う方法が頻繁に用いられる。しかしながら、
実際には、標的タンパク質が非常に柔軟でリ
ガンドに依って構造を大きく変えてしまう
場合、あるいは、標的タンパク質の結晶化が
困難な場合が多く、その場合、リード化合物
のアナログを広範に一つ一つ合成してそれ
らの活性を測定することにより構造の最適
化を行う方法をとらざるを得ない。このよう
に、標的タンパク質に対する親和性分子を最
適化する際には、多大な時間と労力、費用が
かってしまうという実態から、有用で高活性
な生理活性物質を短時間で選択的に合成す
る新たな戦略が望まれていた。 

 
２．研究の目的 
  本研究では、従来の手法に比べ簡便かつ迅
速に目的とする生理活性物質を見出す手法
として、クリックケミストリーを用い、がん
や神経変性疾患などの難治性疾患に関与す
ることが報告されているが選択的な阻害薬
が存在しない酵素であるサーチュイン 2
（ SIRT2）、リシン脱アセチル化酵素 3
（HDAC3）、HDAC8をターゲットとし、それ
らに対する高活性、高選択的な阻害薬を効率
的に見出すことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 クリックケミストリーによりフラグメン
トを連結することを考慮し、SIRT阻害薬用の
アルキンユニットおよびアジドユニット、
HDAC 阻害薬用のアルキンユニットおよび
アジドユニットを設計し、合成する。つぎに、
それらのアルキンユニットおよびアジドユ
ニットを 96 穴プレート上で、クリックケミ
ストリーの代表的反応である銅触媒アジド-
アルキン環化付加反応（CuAAC）を用いて連
結させ、SIRT 阻害薬用および HDAC 阻害薬
用ライブラリーを得る。その後、in situでの
酵素阻害活性評価により、スクリーニングを
行う。ヒット化合物を再合成、精製し、アイ
ソザイム阻害活性、選択性を確かめる。高い
活性、選択性を示した化合物については、細
胞系の評価も行う。 
 
４．研究成果 
１）SIRT2選択的阻害薬の創製 
 SIRTはNAD+依存的リシン脱アセチル化酵
素であり、様々なタンパク質のアセチル化状
態を制御している。SIRTは 7種類のアイソザ
イムが知られているが、それぞれの詳細な機
能は明らかにされていない。最近の研究によ
り、SIRT2 がハンチントン病、パーキンソン
病、アルツハイマー病等神経変性疾患の病態

に関与していることが明らかにされた。その
ため、SIRT2選択的阻害薬は SIRT2の機能を
調べる生物学的ツールとしてだけではなく、
神経変性疾患治療薬としての応用が期待さ
れる。 
 これまでに我々は、2-アニリノベンズアミ
ド 1（図 1）が弱いながらも SIRT阻害活性を
有することを見出している。 

 

図 1. 化合物 1の構造 

 

 

図 2. クリックケミストリーを用いた SIRT2

選択的阻害薬の創製 



本研究ではクリックケミストリーを利用
した SIRT 阻害薬用フォーカスドライブラリ
ーの構築と in situスクリーニングにより、高
活性かつ選択的な SIRT2阻害薬を探索した。 

2-アニリノベンズアミド構造有するアルキ
ンA 2個と SIRT2の疎水性ポケットに収まる
ことを期待したアジド B 57個を設計、合成し
た（図 2）。マイクロプレート上で銅触媒存在
下AとBをクリックケミストリーにより連結
させ、114個の SIRT阻害薬用フォーカスドラ
イブラリーAB を構築した。次いで単離、精
製することなく直接 SIRT 蛍光アッセイを行
った結果、高い SIRT2阻害活性を有する新規
SIRT2阻害薬 A1B11、A2B57を同定した。ま
た、別途合成、精製した A1B11, A2B57 は
SIRT2 を強く阻害し、SIRT2 に対する選択性
が確認された。 

２）HDAC3選択的阻害薬、HDAC8選択的阻
害薬の創製 
 HDACは、ヒストンのアセチル化されたリ
シン残基を脱アセチル化する反応を触媒し、
エピジェネティックに多くの遺伝子発現を
制御している。亜鉛依存的な HDAC には 11
種類のアイソザイムが知られているが、それ
ぞれの詳細な機能は明らかになっていない
部分が多い。本研究では、有用な阻害剤が報
告されていない HDAC3、HDAC8の選択的阻
害薬の探索をクリックケミストリーの代表
的反応である CuAAC 反応を用いて行った。
さらに、見出された阻害薬の医薬品としての
有効性も調べた。 
一般に HDAC阻害薬は、酵素活性中心の亜
鉛イオンに配位する Zinc-Binding Group 
(ZBG) と HDAC の酵素表面のアミノ酸残基
と相互作用する Cap 部位、ZBG と Cap 部位
をつなぐ Linker部位から構成される。本研究
では、Cap部位と ZBGをクリックケミストリ
ーと呼ばれる手法により連結するために、ト
リアゾール Linker を有する HDAC 阻害薬を
設計した。ZBG を有するアルキン体 9 個と
Cap 部位をもつアジド体 56 個をクックケミ
ストリーにより連結させる事で、短時間に
504個のHDAC阻害薬用ライブラリーを構築
した。HDAC蛍光アッセイを用いて、そのラ
イブラリーのスクリーニングを行った結果、
それぞれ HDAC3、HDAC8、HDAC9 を選択
的に阻害する化合物 T247、C149を見出した
（図 3）。 
さらに、HDAC8阻害薬 C149のトリアゾー
ル環を他の芳香環に変換した化合物を設計、
合成し、HDAC阻害活性評価を行ったところ、
C149に比べて、HDAC8選択性の改善した化
合物 C170を見出した（図 4）。 
また、これらのアイソザイム選択的 HDAC
阻害薬を用いて細胞系の評価を行った。その
結果、HDAC3選択的阻害薬が大腸がん細胞、
前立腺がん細胞の増殖を阻害すること、
HDAC3 選択的阻害薬が HIV-1 の転写活性化
を促進すること、HDAC8 選択的阻害薬が T

細胞性リンパ腫の増殖を阻害することが示
された。これらの結果から、HDAC3 選択的
阻害薬、HDAC8 選択的阻害薬の治療薬とし
ての可能性が強く示された。 
 

 

図 3. クリックケミストリーを用いたアイソ

ザイム選択的 HDAC阻害薬の創製 
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Improved HDAC-Isoform selectivity

J. Med. Chem. 2012, 55, 9562-9575

ChemMedChem 2014, 9, 657-664  
図 4. HDAC8選択的阻害薬 C149の構造最適
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