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研究成果の概要（和文）：BACE1 は、アルツハイマー病の治療や予防を目的とした創薬研究のターゲットとなっている
酵素である。研究代表者は過去の研究で、BACE1 の基質配列に基づいたペプチドライブラリのスクリーニングを行い、
BACE1 阻害剤設計に有効と思われる非天然のアミノ酸情報を得ている。本研究では、これらのアミノ酸情報を基に阻害
剤合成を行い、酵素レベルでの活性評価を行った。また、新たに非天然アミノ酸を数種類選定し、基質配列の P4 から
 P1’ に相当する部分に対してスクリーニングを行い、今後の創薬研究に有用と思われるアミノ酸を特定した。

研究成果の概要（英文）：The aspartic protease beta-site amyloid precursor protein cleaving enzyme 1 
(BACE1) has been studied for its role in Alzheimer’s disease (AD), and is known to be responsible for 
generating amyloid β peptides (Aβ). As insoluble Aβ plaques are considered to be critical for the 
onset of AD, BACE1 has been an important target for the development of therapeutic agents against AD. In 
a previous study, the author performed a peptide library screen and identified several unnatural amino 
acids that enable superior substrate cleavage by BACE1. In this study, the author has synthesized several 
substrate-based BACE1 inhibitors comprising unnatural amino acids that were identified in the previous 
screen. The enzymatic assay proved that the inhibitors displayed moderate inhibitory activity against 
recombinant BACE1. In addition, a further peptide library screen was carried out in positions P4-P1′ of 
the substrate and several unnatural amino acids were newly identified for future drug design.

研究分野：創薬科学分野

キーワード： アルツハイマー病
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１．研究開始当初の背景 
 アルツハイマー病患者の脳では、アミロイ
ド ペプチド（A）と言われる凝集性の高
いペプチドなどが繊維状に固着したアミロ
イドプラークが見られ、これがアルツハイマ
ー病発症の原因の一つであると考えられて
いる。BACE1 は、Aの産生に関与する酵素
であり、アルツハイマー病の治療や予防を目
的とした創薬研究のターゲットとなってい
る。 
研究代表者は、ペプチド合成に基づいた創
薬研究を行ってきた。特に、これまでの研究
で、BACE1 の基質に相当する Aβ の部分配
列を含んだペプチドライブラリの合成とス
クリーニングを行い、BACE1 阻害剤設計に
有効と思われる非天然のアミノ酸情報を得
ている（引用文献①）。この研究では、体内
に存在するプロテアーゼ等の様々な酵素類
への耐性などを将来的に考慮する目的で、ラ
イブラリ調整に非天然のアミノ酸を採用す
るなどの工夫を行っている。スクリーニング
は、基質配列の P4 から P1’ に相当する部分
に対して行っており、これらの実験結果は今
後の創薬研究に有用な情報であると思われ
る。 
 
２．研究の目的 
(1) アミノ酸スクリーニングの結果を利用
した薬剤の合成：本研究では、これまでのス
クリーニングで得られたアミノ酸の情報（引
用文献①）を基に BACE1阻害剤を合成し、
阻害活性の評価を行う。 
 
(2) BACE1 アッセイ系の調整と薬剤設計の
為のスクリーニング：引用文献①で特定した
基質配列を基に、更なるスクリーニングを行
って BACE1 阻害剤設計に有効と思われるア
ミノ酸情報を得る。スクリーニングを行うた
め、基質となるライブラリペプチドの合成お
よび、リコンビナント BACE1 によるスクリ
ーニングのためのアッセイ系の調整を行い、
これらを利用して実験を行う。得られた情報
は、将来の薬剤設計に役立てる。 
 
３．研究の方法 
(1) アミノ酸スクリーニングの結果を利用
した薬剤の合成：研究代表者は、引用文献①
のアミノ酸情報を基に、BACE1阻害剤を数種
類合成した。合成は一般的なペプチドの固相
合成法によって行い、合成した薬剤は HPLC 
によって精製した。生成物のキャラクタリゼ
ーションは ESI-MS によって行った。合成し
た化合物の活性評価は、リコンビナント 
BACE1 に対し引用文献②と同様の評価系に
より行った。 
 
(2) BACE1 アッセイ系の調整と薬剤設計の
為のスクリーニング：阻害剤設計に有用なア
ミノ酸を更に選定するため、研究代表者は 
BACE1 アッセイ系の調整およびペプチドラ

イブラリを用いたスクリーニングを行った。
まず、参考文献①で得られた配列を基にした
アミノ酸 10 残基で構成されるペプチド
Ser-Glu-Ile-Thi-Thi↓ Nle-Ala-Glu-Phe-Arg を
基本シークエンスとし、非天然アミノ酸を今
回新たに数種類選定して P4 から P1’ に相
当する部位をそれぞれライブラリ化させた。
すなわち、P4 ライブラリの場合、配列は
Ser-Xaa-Ile-Thi-Thi ↓ Nle-Ala-Glu-Phe-Arg 
（Xaa は今回選定した非天然アミノ酸）のよ
うに設定した。ライブラリの合成は、一般的
な固相合成法で行った。ライブラリの酵素ア
ッセイは、引用文献③および④のアッセイ系
を基本とし、使用するライブラリごとにリコ
ンビナント BACE1 の濃度を調整するなど
の改良を加えて行った。すなわち、ペプチド
ライブラリと BACE1 を MES バッファー
（pH 5.0）中、37 ℃でインキュベートし、
HPLC の測定と MALDI-TOF-MS によって
切断されたペプチドを同定した。 
 
４．研究成果 
(1) アミノ酸スクリーニングの結果を利用
した薬剤の合成：今回合成した薬剤の合成の
一例を図１に示す。阻害剤に使用したアミノ
酸情報は引用文献①に従い、阻害剤の P1 部
位には Fmoc-(3S, 4S)-4-amino-3-hydroxy-6- 
methylheptanoic acid (Fmoc-Sta-OH) などの、
アスパラギン酸プロテアーゼ阻害剤合成全
般に広く用いられている一般的なアミノ酸
の複数種類を選定し、合成に用いた。 
 
 

 
 
図１．固相合成法による BACE1 阻害剤の合
成 (Reagents / conditions; i, DIPEA in DMF, 3 
h; ii, 20% piperidine / DMF, 20 min; iii, DIPCDI, 
HOBt, DIPEA in DMF, 2 h; iv, TFA, thioanisole, 
m-cresol, H2O (92.5, 2.5, 2.5, 2.5), 2 h; v, 
preparative HPLC)。 
 
 
合成した阻害剤をリコンビナント BACE1 
によるアッセイ系（引用文献②）で評価した
ところ、今回合成した阻害剤の IC50 はおよ
そ数 μM ～数百 μM の範囲にあり、中程度
の活性を示すことが分かった。 
 
(2) BACE1 アッセイ系の調整と薬剤設計の
為のスクリーニング：薬剤の設計に有用なア
ミノ酸情報を得るため、研究代表者は 



BACE1 アッセイ系の調整およびライブラリ
化させた合成ペプチドを用いたスクリーニ
ングを行った。BACE1 とペプチドライブラ
リをインキュベートし、HPLC と マススペ
クトルによって切断されたペプチドの同定
を行った。切断されたペプチドの N 末端側
のフラグメントを同定することにより、
BACE1 の活性部位に、より適合しやすいシ
ークエンスを特定することができる。例とし
て図２に P2 ライブラリを用いた際の、イン
キュベーション 0 時間および 1 時間後の 
HPLC の結果を示す。1 時間後の測定では、
BACE1 により切断されて生じたライブラリ
ペプチドの  N 末端側のフラグメント 
Ser-Glu-Ile-Xaa-Thi が数種類観測され、これ
らを同定した。 
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図２．P2 ライブラリを用いたスクリーニング。
インキュベート（a）0時間、および（b）1 時
間後の HPLC による測定結果（図の * は P2 
のライブラリペプチド Ser-Glu-Ile-Xaa-Thi↓
Nle-Ala-Glu-Phe-Arg、** は切断された N 末
端のフラグメント Ser-Glu-Ile-Xaa-Thi、*** は 
C末端側のフラグメント Nle-Ala-Glu-Phe-Arg。 
 
 
このようなアッセイを P4 から P1’ まで
行い、それぞれの部位でのアミノ酸情報を得
ることができた。得られた情報を将来の阻害
剤の合成に役立てる予定である。 
また今後の課題として、今回合成した阻害
剤の生体内等での実用性の評価、および今回

新たに特定したアミノ酸を用いた阻害剤の
合成と評価などが挙げられる。 
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