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緒 言 

 
阻害薬－酵素複合体の形成には、熱力学的側面と速度論的側面がある（図1）。通常の酵素阻害薬の創製では、熱力学

的パラメータである阻害定数（Ki）もしくは50%阻害濃度（IC50）といった熱力学的パラメータによって化合物の活性

を評価するのが一般的である。しかし、様々な因子が存在し、多様なライフイベントが起こる細胞系ならびに in vivo
系では、Ki もしくは IC50 値を反映した薬理作用を示さないことが多い。一方、通常軽視されているが、酵素阻害速度

論に基づいた評価方法もある。特に、阻害薬－酵素複合体における解離速度定数（koff）もしくは、その逆数の値となる

レジデンスタイム（τ：τ = 1／koff）といった速度論的パラメータは、系の影響を受けにくく、細胞系や in vivo系に

おいても阻害薬－酵素相互作用の強さを見積もりやすい値であることが報告されている［1］。一般に、ある標的に対し

てkoffが小さい（τが大きい）阻害薬は、その標的阻害に伴う高い薬理作用が期待できる。また、阻害薬の標的選択性

については、koffが大きい（τが小さい）標的に比べて、koffが小さい（τが大きい）標的の方がより解離しにくいた

め、koffが小さい（τが大きい）標的に伴う作用が選択的に現れると期待される（図1）。すなわち、狙った標的に対す

る koffが小さければ（τが大きければ）、その分だけオフ・ターゲット効果を避けやすい傾向にあり、副作用の低減が

望める。実際に、抗悪性腫瘍薬などに使用されているメトトレキサート（ジヒドロ葉酸還元酵素阻害薬）や高コレステ

ロール血症治療薬のロスバスタチン（HMG-CoA還元酵素阻害薬）など、現在医薬品として使われている酵素阻害薬の

多くは、標的に対するτが大きい［1］。以上の点を踏まえ、我々は、熱力学的側面だけなく、速度論的側面にも着目

して酵素阻害薬の創製研究を行うことが重要であると考えた。そこで、Ki値に加え、koffやτにも着目し、ヒストン脱

アセチル化酵素（HDAC）阻害薬の創製研究を行った。 
 

 
図1．酵素阻害における熱力学的側面と速度論的側面 

酵素阻害における熱力学は、酵素や阻害薬の定常状態における濃度に依存する。細胞系や in vivo系
では、濃度が一様に保たもたれにくく、in vitro系で算出したKiもしくは IC50値を反映した薬理作

用を示さないことが多い。一方、酵素阻害における速度論は、阻害薬－酵素複合体の形成における

活性化エネルギーに依存する。koff（τ = 1／koff）は複合体から阻害薬の遊離のしやすさに依存する

ため、環境に影響されにくい。また、Ki値が同じであっても、τ が小さい阻害薬は遊離されやすく、

τ が大きい阻害薬は遊離されにくい。 
 

上原記念生命科学財団研究報告集, 33 (2019)

1



上原記念生命科学財団研究報告集, 33（2019） 
 

HDACは、ヒストンのアセチル化反応を介し、様々な遺伝子の発現を制御している。HDACは、がんなどの疾患に

関与していることが報告されており、HDAC 阻害薬は、抗がん剤などの治療薬として期待されている［2］。これまで

にヒドロキサム系HDAC 阻害薬 vorinostat やChromobacterium violaceum から得られる天然物由来のHDAC 阻害

薬である romidepsinが悪性リンパ腫に対する治療薬としてFDA承認を受けている（図2）［3］。しかし、血液系への

副作用などが懸念されており、適応症の拡大が進んでいない。そこで、我々は、副作用がより少なく、他の疾患にも適

応できるようなHDAC阻害薬を見出すため、酵素阻害速度論に活路を見出そうと考えた。実際には、HDAC阻害薬用

ライブラリーを構築し、そのスクリーニングを展開した結果、HDAC アイソフォームの一つであるHDAC1 に対して

優れた速度論的パラメータを示す化合物として1を見出した。以下の詳細について報告する。 
 

 
 

図2．代表的なHDAC阻害薬と本研究で見出し速度論的HDAC阻害薬の構造 
 

方法、結果および考察 

 
1． 代表的なHDAC阻害薬の酵素阻害速度解析 
優れた速度論的パラメータを示す HDAC 阻害薬を見出すために、既知の HDAC 阻害薬の酵素阻害速度解析を行っ

た。上述したvorinostatに加え、以前、我々のグループが見出したチオール系HDAC阻害薬のNCH-7［4］やオルト

アミノアニリド型HDAC阻害薬であるentinostat［5］の酵素阻害速度論解析を行った。酵素阻害速度論解析には、蛍

光性基質を用いた HDAC 阻害評価系［6］を利用した。本評価系にて、阻害薬存在下における HDAC1 活性を継時的

に測定し、解析ソフトGrafit 7.0を使用して、熱力学的パラメータ（Ki）および速度論的パラメータ（koff値およびτ 
値）を算出した。Vorinostat やNCH-7 のKi値はそれぞれ8.50 nM および15.7 nM と算出できたものの、koff値は非

常に大きく（τ値が非常に小さく）算出限界範囲を超えていた（表1）。一方、entinostatでは、Kiは1.48 nM、Kiは

1.48 nM、koffは0.0020 min－１（τ = 500 min）と算出できた。この結果から、オルトアミノアニリド型HDAC阻害

薬はτ が大きくなると期待できた。 
 

表1．Vorinostat、NCH-7およびentinostatの酵素阻害速度論解析 
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2．HDAC阻害薬用ライブラリーの構築とそのスクリーニング 
さらに優れた速度論的パラメータを示すHDAC阻害薬を見出すために、HDAC阻害薬用フォーカストライブラリー

を構築することとした。ライブラリー構築には、既知のHDAC 阻害薬の構造的特徴に基づき、クリックケミストリー

の代表的な反応である銅触媒アジド－アルキン環化付加反応を利用した［7］。上述したようにオルトアミノアニリド型

HDAC阻害薬はτが大きくなると期待された。そこで、（i）オルトアミノアニリド構造を有する種々のアルキンと種々

のアジドを準備し、（ii）それらを96ウェルプレートの各ウェルで銅触媒アジド－アルキン環化付加反応にて連結させ

（トリアゾールライブラリーの構築）、（iii）生成したトリアゾールを単離・精製することなくスクリーニングを行う、

という 3 段階［8，9］で、τが大きいHDAC 阻害薬の同定を目指した（図 3）。実際には、オルトアミノアニリド構

造を導入した6種のアルキン（Ak6）および56種のアジド（Az1-56）を用い、これらを掛け合わせた336化合物から

なるHDAC阻害薬用ライブラリーを構築した。その後、蛍光基質による評価系にてHDAC1阻害活性を評価した。そ

の結果、化合物1が10μMでHDAC1を強く阻害（> 90%阻害）することがわかった。 
 

 
図3．クリックケミストリーによるライブラリー構築とそのスクリーニング 

 
3．ヒット化合物の合成とその酵素阻害速度解析 
上述のスクリーニングは、未精製の状態で実施したため、化合物1を別途合成・単離精製し、詳細な酵素阻害速度解

析を行うこととした。化合物1は、図4に示すルートで合成した。まず、ジアミン2のモノBoc化を行い、化合物4と

縮合することでアルキン 5 を得た。続いて、アルキン 5 とアジド 6［9］を銅触媒アジド―アルキン環化付加反応にて

カップリングさせ、7を合成したのち、Boc基の脱保護を行うことで、化合物1を調整した。 
精製した化合物1を先に記した方法と同様の方法にて酵素阻害速度解析を行ったところ、化合物1のkoff値は非常に

小さく（τ値が非常に大きく）、entinostatよりも1.8倍程度優れていた（表2）。以上のように、我々は、優れた速度

論的パラメータを有する化合物として1を同定した。今後は、化合物1を細胞系にて評価し、優れた速度論的パラメー

タを有するHDAC阻害薬の有用性を明らかとしていきたい。 

 
図4．化合物1の合成 
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表2．化合物1およびentinostatの酵素阻害速度論解析 

K i (nM)

1

koff (min-1)

(min)

entinostat

0.453 1.48

0.0011

909

0.0020

500
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