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緒　　言

　キマーゼは，主に肥満細胞の顆粒中に存在するキモト

リプシン様セリンプロテアーゼであり，ヒスタミンなど

と同様に脱顆粒にともなって細胞外に遊離される。キ

マーゼは，アンジオテンシンⅠからアンジオテンシンⅡ

への変換，トランスフォーミング増殖因子（TGF）-βの

活性化，あるいはマトリックスメタロプロテアーゼ

（MMP）-9の前駆体から活性体への変換など，種々の生理

機能を有することが知られている 1 ）－ 4 ）。従って，キ

マーゼ阻害剤は，アトピー性皮膚炎，動脈瘤，心不全，

肺線維症などの疾患治療薬として期待されている 5 ）6 ）。

キマーゼ阻害剤を用いた各種動物モデルによる適応疾患

探索を行うには，ヒトと様々な動物種由来キマーゼで同

程度の阻害活性を有することが望ましいが，動物種によ

りキマーゼのアミノ酸配列や基質特異性が異なる 7 ）8 ）。

動物モデル実験によく利用されるマウスのキマーゼは，

ヒトキマーゼとアミノ酸配列の相同性が低い。そのた

め，阻害剤が結合するのに重要なキマーゼの活性中心に

存在するポケット部位（S1）の形状がヒトとマウスでは異

なる。これまでに報告されている既知キマーゼ阻害剤の

多くは，ヒトキマーゼからデザインされたため，動物種

間によるキマーゼに対する結合親和性の違いが原因で阻

害活性に差がある 9 ）。化合物にヒトキマーゼ阻害活性が

あっても，動物種による阻害活性の差により薬効にも差

が出る可能性が予想され，臨床へ外挿するトランスレー

ショナル研究を難しくしてきた。動物種差の少ないキ

マーゼ阻害活性を示す化合物が創製できれば，動物種に

限定されないモデル実験を可能にし，新たな適応疾患探

索に繋げられるかもしれない。

　本研究では，動物種差なくキマーゼ阻害活性を示す低

分子ツール化合物を創製することを目的とした。標的と

するターゲットタンパク質へ薬理活性を有する新規化合
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物を取得するには，ハイスループットスクリーニング

（HTS）技術を利用して，数千から数百万から成る低分子

化合物ライブラリ群を探索し，阻害活性を示すヒット化

合物を取得する方法が一般的である。しかし，それで得

られるヒット化合物は，標的検証実験に用いるには活性

が弱いことが多いため，ヒット化合物から有機合成化学

技術を駆使した合成展開で構造最適化を行い，よりター

ゲットタンパクを強く制御する化合物を探索する。この

過程で，変換された構造と活性の動きの関係性を捉えて

活性向上を狙う分子設計に繋げることが理想だが，通常

多大な時間を費やす。一方，見いだされた化合物とタン

パク質との複合体構造を可視化することで合理的な分子

設計が可能となる。例えば，化合物とターゲットタンパ

クの結合した立体構造のすき間を埋めるような側鎖を設

計して元のヒット化合物に付加することができる。この

ような化合物の構造最適化方法をStructure Based Drug 

Design（SBDD）と呼ぶ 10）11）。本研究では，化合物とヒ

トキマーゼの複合体X線結晶構造ならびにヒトキマーゼ

X線結晶構造を鋳型に計算シミュレーションで作製した

マウスキマーゼのホモロジーモデル構造情報を活用した

SBDDの手法を採用した。これにより，『強力なヒトキ

マーゼ阻害活性を有し，かつ動物種差の小さいキマーゼ

阻害剤』を効率的に創製することを目指した。また，マ

ウスおよびハムスターの腹部大動脈瘤モデルを用いて，

創製される新規キマーゼ化合物の薬効評価を行うことと

した。

材料と方法

（1）ヒトキマーゼ酵素阻害活性の測定

　ヒトキマーゼは，Human Chymase Pure（East Coast 

Biologics社）を用い，キマーゼ用のペプチド基質として

N－Succinyl－Ala－Pro－Phe－p-nitroaniline（シ グ マ

アルドリッチ社）を用いた。96ウェルマイクロプレート

に，50％ジメチルスルホキシド（DMSO）で溶解した新規

合成化合物10μLとアッセイ用緩衝液（50 mM Tris-HCl，

150 mM NaCl，50 units/mL heparin，pH7.6）で希釈し

たペプチド基質溶液（最終濃度2.5 mM）を80μL加え，37

℃で10分間インキュベートした。これに対して，最終濃

度0.1μg/Lのヒトキマーゼを10μL加え，酵素反応を開

始した。405 nmにおける吸光度を30秒間隔で 5 分間モ

ニターし，反応速度（ΔmO. D. /分）を測定した。コント

ロールウェルには，新規合成化合物溶液の替わりに50％

DMSOを10μL添加し，ブランクウェルにはキマーゼの

替わりに蒸留水を10μL添加した。コントロールウェル

の反応速度からブランクウェルの反応速度を差し引いた

値を100％とし，新規合成化合物の阻害率を算出した。

（2）マウスキマーゼ様酵素阻害活性の測定

　マウスキマーゼは，マウス皮膚からの抽出液をマウス

キマーゼ様酵素として用いた。雄性BALB/cマウスの皮

膚重量（g）の10倍量（mL）の洗浄用緩衝液（20 mM リン酸

ナトリウム緩衝液，pH 7.4）を加え，ホモジナイズを

行った。 4 ℃，8,000回転，15分間遠心し，上清を除去し

た後，洗浄用緩衝液を用いて洗浄操作を 2 回行った。遠

心して上清を除去した後，皮膚湿重量（g）の 5 倍量（mL）

の抽出用緩衝液（10 mM リン酸ナトリウム緩衝液，2 M 

KCl，pH 7.4）を加え，ローテーターを用いて 4 ℃で一晩

抽出操作を行った。 4 ℃，8,000回転，30分間遠心後，上

清をマウスキマーゼ様酵素として用いて，上述のヒトキ

マーゼ阻害活性と同様の評価方法でマウスキマーゼ様酵

素に対する阻害活性を算出した。

（3）ハムスターキマーゼ様酵素阻害活性の測定

　ハムスターキマーゼは，雌性ハムスターの頬袋からの

抽出液をハムスターキマーゼ様酵素として用いた。上述

のマウスキマーゼ様酵素阻害活性と同様の評価の方法で

ハムスター様酵素に対する阻害活性を算出した。

（4）マウス腹部大動脈瘤モデル

　10週齢，雄性，C57BL6/Nマウスを日本SLCより購入

し，プラセボ（0.1％ Carboxymethyl cellulose（以下CMC

と略す））または化合物 6（0.1％ CMCで懸濁）を 1 日 2 回

（100 mg/kg ｘ 2 回）， 2 日間経口投与したのち， 3 日目

の 1 回目経口投与後 1 時間の時点で麻酔下，腹部大動脈

の周囲に幅0.5 cmのガーゼを巻き，20μLのブタエラス

ターゼ（188 mU/mg protein: 6.6 mg protein/mL）を20分

間毎にガーゼに浸潤させ（計 3 回）， 1 時間処置した 12）。

その10時間後に同用量のプラセボまたは化合物 6 を経口

投薬した。エラスターゼ処置後13日までの間，プラセボ

または化合物 6 を 1 日 2 回経口投与し，14日目に腹部大

動脈瘤に対する化合物 6 の効果を評価した。本実験計画

は大阪医科大学動物実験委員会の審査会にて承認を得た

上で実験を行った（承認番号：2020-037）。

（5）ハムスター腹部大動脈瘤モデル

　 8 週齢，雄性，シリアンハムスターを日本SLCより購

入し，プラセボ（0.1％ CMC）または化合物 6（0.1％ CMC

で懸濁）を 1 日 2 回（30 mg/kg ｘ 2 回）， 2 日間経口投与

したのち， 3 日目の 1 回目経口投与後 1 時間の時点で麻

酔下，腹部大動脈の周囲に幅 1 cmのガーゼを巻き，30

μLのブタエラスターゼ（188 mU/mg protein: 6.6 mg 

protein/mL）を20分間毎にガーゼに浸潤させ（計 3 回），

1 時間処置した 12）。その10時間後に同用量のプラセボま



（87）87　犬飼隆之： Structure Based Drug Design（SBDD）を活用した分子設計による種差克服を目指した新規キマーゼ阻害剤の創製

たは化合物 6 を経口投薬した。エラスターゼ処置後13日

までの間，プラセボまたは化合物 6 を 1 日 2 回経口投与

し，14日目に腹部大動脈瘤に対する化合物 6 の効果を評

価した。本実験計画は大阪医科大学動物実験委員会の審

査会にて承認を得た上で実験を行った（承認番号：2019-

108）。

（6）エコー検査および組織摘出

　マウス腹部大動脈瘤モデルの正常群（n=6），プラセボ

群（n=10），化合物 6 群（n=10）において，エラスターゼ処

置前，エラスターゼ処置後 1 時間および14日後の時点で

エコーにて腹部大動脈最大内腔径を測定した。また，ハ

ムスター腹部大動脈瘤モデルも同様に正常群（n=6），プ

ラセボ群（n=12），化合物 6 群（n=12）において，エラス

ターゼ処置前，エラスターゼ処置後 1 時間および14日後

の時点でエコーにて腹部大動脈最大内腔径を測定した。

ハムスター腹部大動脈瘤モデルでは，更にエラスターゼ

処置14日後，プラセボ群および化合物 6 群の半数のハム

スター（各群：n=6）の腹部大動脈を組織標本作製のために

カルノア固定し，両群の残りの半数（各群：n=6）の腹部大

動脈は，酵素活性等の生化学的解析のために液体窒素に

て急速凍結した。一方，正常群（n=6）は，ハムスター全

例（n=6）の腹部大動脈を半分に分け，組織標本作製と生

化学的解析のために他群と同様の処置を行った。エラス

ターゼ処置した 2 群を 1 個体分の腹部大動脈を組織標本

作製または生化学的解析に使用したのに対し，正常群は

1 個体分の腹部大動脈を半分にして組織標本作製または

生化学的解析に使用した理由は，エラスターゼ処置 2 群

ではエラスターゼ処置した部分が腹部大動脈の一部で，

その部分のみを摘出したのでその領域は腹部大動脈の約

半分であったのに対し，正常群の腹部大動脈は全領域を

使用できたので半分に分けて解析が可能であったからで

ある。

（7）組織解析

　カルノア固定した組織は，パラフィン包埋したのち，

5 μmに薄切して組織標本を作製した。ヘマトキシリン・

エオジン（HE）染色とエラスチカ・ワンギーソン（EVG）

染色を行い，腹部大動脈の内腔直径を定量した 12）。

（8）組織中キマーゼ活性測定

　液体窒素で凍結した組織の半分は，酵素活性およびタ

ンパク質レベルの解析のため，500μLの洗浄用緩衝液

（0.2 M KCl含有20 mM Tris-HCl緩衝液）にてホモジネー

トした。ホモジネート液を 4 ℃，8,000回転で20分間遠心

し，その上清液を廃棄したのち，沈殿物を200μLの抽出

用緩衝液（2 M KClおよび0.1％ Triton X-100含有20 mM 

Tris-HCl緩衝液）にて再度ホモジネートした。ホモジネー

ト液を 4 ℃にて 1 晩放置後， 4 ℃，8,000回転で20分間遠

心し，その上清液を酵素活性測定用の抽出液とした 12）。

キマーゼ活性は，アンジオテンシンⅠを基質にして抽出

液原液と反応させ，アンジオテンシンⅡが産生される際

に産生されるHis-Leuを定量した 12）。MMP-9タンパク質

レベルは，抽出液を 2 倍希釈した後，R&D社のHuman 

Total MMP-9測定キットにて定量した 13）。タンパク質濃

度は，抽出液を10倍希釈した後，BCAタンパクアッセイ

キット（Pierce社）を用いて定量した。

（9）遺伝子発現量

　遺伝子発現量の解析は，組織よりトリゾールを用いて

mRNAを抽出したのち，cDNAに変換してReal-Time 

PCRを行った。キマーゼ，MMP-9，α-SMA，TNF-αの

遺伝子発現量は，GAPDHの遺伝子発現量で補正して定

量した 14）。

（10） 化合物 1 とヒトキマーゼとの複合体X線結晶構造解

析

　ヒトキマーゼは昆虫細胞（Sf9細胞）を用いて細胞内に

発現させた。回収した昆虫細胞を超音波破砕し，遠心分

離にて上清を回収した後，Niアフィニティカラムクロマ

トグラフィ（His Trap HP; Cytiva, 5 mL）および陰イオ

ン交換カラムクロマトグラフィ（Resource Q; Cytiva, 6 

ml）にて精製を行った。ヒトキマーゼが含まれる分画を

分取し，7 mg/mlまで濃縮し結晶化に用いた。アポ体の

結晶化はヒトキマーゼ溶液と結晶化溶媒（0.1 M Tri-

sodium citrate pH 5.6, 20 % iPrOH, 20 %（w/v）PEG4000, 

200 mM Ammonium Sulfate）を 1 : 1 で混合し，ハンギ

ングドロップ蒸気拡散法にて行った。得られた結晶は長

さが200μmを超える針状であり，このアポ体の結晶が

含まれるドロップに化合物 1 をソーキングすることによ

り，化合物 1 との複合体結晶を得た。回折実験はX線発

生装置RIGAKU MicroMax 007HとRAXIS IV++検出器

を用いて行った。データ収集は100Kで行い，Crystal 

Clearにてデータ処理し，モデル構築，化合物フィッ

テ ィ ン グ な ら び に 精 密 化 はDiscovery StudioとCNX

（Crystallography and NMR Explorer）を用いた。回折

データは表 1 に示す。
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（11）化合物 2 ， 3 ， 4 ， 5 および 6

　化合物 2 ， 3 ，はいずれも一般的な有機化学反応を駆

使して化学合成にて供給した。化合物 2 および 3 は 2 －

トリフルオロメタンスルホニルオキシ－1-ナフトエート

及び各種置換インドール誘導体より 4 工程を要し，化合

物 6 は 9 工程を要しそれぞれ合成した。化合物 4 および

5 は 2 -アセチル安息香酸より 8 工程を要し合成した。

　化合物 1：1H NMR（300 MHz, DMSO-D6） ppm 3.91 - 

4.21 （m, 2 H）, 6.61 - 6.79 （m, 3 H）, 6.80 - 6.87 （m, 1 H）, 

7.08 - 7.17 （m, 1 H）, 7.19 - 7.27 （m, 1 H）, 7.27 - 7.40 （m, 

3 H）, 7.48 （d, J=8.4 Hz, 1 H）, 7.56 - 7.70 （m, 2 H）, 7.92 

（d, J=7.5 Hz, 1 H）, 8.02 （d, J=7.9 Hz, 2 H）, 13.35 （s, 1 H）. 

HRMS （FAB, Pos.） calcd for C25H18N2O2: 379.1441. 

Found: 379.1497 （M + H）+。

　 化 合 物 2：1H NMR （300 MHz, CHLOROFORM-D） 

ppm 4.94 （d, J=16.5 Hz, 1 H）, 5.03 （d, J=16.5 Hz, 1 H）, 

6.33 （d, J=3.3 Hz, 1 H）, 6.55 - 6.65 （m, 1 H）, 6.67 - 6.78 

（m, 2 H）, 6.84 （d, J=3.3 Hz, 1 H）, 6.98 - 7.11 （m, 2 H）, 

7.12 - 7.20 （m, 2 H）, 7.30 - 7.39 （m, 1 H）, 7.39 - 7.53 （m, 

2 H）, 7.76 - 7.95 （m, 3 H）. HRMS （FAB, Pos.） calcd for 

C26H18FNO2: 396.1394. Found: 396.1387 （M + H）+。

　 化 合 物 3：1H NMR （300 MHz, CHLOROFORM-D） 

ppm 2.32 （d, J=1.6 Hz, 3 H）, 5.30 （d, J=17.9 Hz, 1 H）, 5.39 

（d, J=17.9 Hz, 1 H）, 6.42 - 6.51 （m, 2 H）, 6.84 （dd, J=10.2, 

表 1 　 化合物 1とヒトキマーゼとのＸ線結晶構造解析の回折データ    表 1.化合物 1 とヒトキマーゼとのＸ線結晶構造解析の回折データ 

Statistics 
hChymase_化化合合物物１１ 

Diffraction Data  
 Space group P212121 
 Unit cell dimensions  56.75, 65, 08, 69.21 

  Wavelength(Å) 1.54 
 Resolution range(Å) 32.54- 2.43 

  Unique no. of reflections 7842 
  Completeness (%) 77.6 (82.3)a 
  Rmergeb (%) 0.113 (0.401)a 
  
Refinement Data  
  Resolution limits(Å)  32.54- 2.43 
  Rfactor(%)c 25.5 
  Rfree (%)d 28.6 
  Deviations  
       Bond length(Å) 0.007722 
       Bond Angle(°) 1.568681 
  Mean B factorse  
       Main chain atoms (Å2) 41.044 
       Side chain atoms (Å2) 44.525 
       Water atoms (Å2) 45.878 
  Ramachandran plot f(%) 93.3, 5.8, 0.9 
aThe values in parentheses are for the highest-resolution shells; 2.52-2.43 Å 
 bRmerge = ΣhklΣi|Ihkl,i − <Ihkl>|/ΣhklΣiIhkl,i, where Ihkl,i is the ith observation of the 
reflection hkl and <Ihkl> is the mean intensity of the reflection hkl. 
cRfactor = Σ||Fobs| − |Fcalc||/Σ|Fobs|. 
dRfree is calculated in the same manner as Rfactor, except that 
the Fobs corresponds to the 5 % of reflections not used in the refinement. 
eMean B factor is the average value of thermal factors of all the main-chain 
atoms. 
fPercentages of residues in the most favored, allowed, and disallowed regions, 
respectively, of a Ramachandran plot 
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8.6 Hz, 1 H）, 6.93 （d, J=2.7 Hz, 1 H）, 7.17 - 7.43 （m, 5 H）, 

7.56 - 7.71 （m, 2 H）, 7.92 - 7.98 （m, 1 H）, 8.00 （d, J=8.6 

Hz, 1 H）, 8.11 （d, J=8.4 Hz, 1 H）. HRMS （FAB, Pos.） 

calcd for C27H20FNO2: 410.1551. Found: 410.1545 （M + 

H）+。

　 化 合 物 4：1H NMR （300 MHz, CHLOROFORM-D） 

ppm 5.54 （s, 2 H）, 6.48 （d, J=3.3 Hz, 1 H）, 6.83 （d, J=3.3 

Hz, 1 H）, 6.85 - 6.90 （m, 1 H）, 6.92 - 7.00 （m, 1 H）, 7.08 - 

7.16 （m, 1 H）, 7.35 - 7.45 （m, 2 H）, 7.49 - 7.63 （m, 4 H）, 

7.78 （d, J=8.4 Hz, 1 H）, 8.26 （dd, J=7.1, 2.2 Hz, 1 H）. 

HRMS （FAB, Pos.） calcd for C23H16FN3O2: 386.1299. 

Found: 386.1294 （M + H）+。

　 化 合 物 5：1H NMR （300 MHz, CHLOROFORM-D） 

ppm 2.79 （s, 3 H）, 3.62 （s, 3 H）, 4.62 - 4.85 （m, 2 H）, 

6.26 （s, 1 H）, 6.86 - 6.97 （m, 2 H）, 7.16 - 7.22 （m, 2 H）, 

7.34 - 7.56 （m, 4 H）, 7.69 - 7.79 （m, 1 H）, 7.89 - 8.00 （m, 

1 H）, 8.28 - 8.37 （m, 1 H）. HRMS （FAB, Pos.） calcd for 

C25H21N3O2: 396.1707. Found: 396.1699 （M + H）+。

　 化 合 物 6：1H NMR （300 MHz, CHLOROFORM-D） 

ppm 2.46 - 2.59 （m, 4 H）, 2.68 （s, 3 H）, 2.79 （t, J=6.1 Hz, 

2 H）, 3.60 - 3.72 （m, 4 H）, 4.11 （t, J=6.1 Hz, 2 H）, 4.52 （s, 

2 H）, 6.40 （s, 1 H）, 6.74 - 6.87 （m, 2 H）, 7.03 - 7.15 （m, 2 

H）, 7.22 - 7.51 （m, 4 H）, 7.71 - 7.90 （m, 4 H）, 8.17 （d, J= 

8.8 Hz, 1 H）. HRMS （FAB, Pos.） calcd for C34H32N4O3: 

545.2547. Found: 545.2536 （M + H）+。

結　　果

　低分子化合物ライブラリー（約 4 万化合物）のヒトキ

マーゼ阻害活性スクリーニングより，カルボン酸化合物

1（IC50：13μM）がヒット化合物として得られ，さらに，

化合物 1 とヒトキマーゼとの複合体X線結晶構造解析が

取得された。本研究では，これらの情報をもとに，ヒト

キマーゼ阻害活性の向上を目指した構造最適化を行っ

た。化合物 1 のナフチルカルボン酸部位はキマーゼ活性

中心に位置する触媒活性セリン残基（Ser195）と相互作用

していた（図 1 ）。また，3-シアノ-アニリン部分はS1ポ

ケットに位置しており，この部分の変換でS1ポケットと

の相互作用が増強できるのではないかと推察し各種変換

を試みた。その結果，インドール誘導体である化合物 2

（IC50；0.083μM）は約150倍阻害活性が向上した（図 1 ）。

インドール環上の置換基の最適化を行い，さらに活性が

向上した化合物 3（IC50：0.012μM）を見出した（図 1 ）。

化化合合物物1 
ヒヒトトキキママーーゼゼ阻阻害害活活性性

IC50: 13 μM

化化合合物物2化化合合物物１１

F

N

O
OH

化化合合物物3
ヒヒトトキキママーーゼゼ阻阻害害活活性性

IC50: 0.083 μM
ヒヒトトキキママーーゼゼ阻阻害害活活性性

IC50: 0.012 μM 図図１１

NC

NH

O
OH

Ser195

図 1　 化合物 1， 2， 3の化学構造およびヒトキマーゼX線結晶構造
化合物 1とヒトキマーゼとの複合体X線結晶構造を示す（上段左画像）。化合物 1の化学構造およびヒトキマーゼ
阻害活性値を示す（上段右図）。化合物 2及び化合物 3の化学構造およびヒトキマーゼ阻害活性値を示す（下段
図）。
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　化合物 3 はHTSヒット化合物 1 に比べて，約1,000倍ヒ

トキマーゼ阻害活性が強い化合物であったが，化合物 3

のマウスキマーゼ様酵素に対するIC50値は13μMであり，

ヒトキマーゼ阻害活性に比べて1000倍弱いことが判明し

た。化合物 3 は，そのナフタレン部分とヒトキマーゼの

Lys40とのファンデルワールス力（VDW）相互作用により

強い親和性を有していると考えられる（図 2 ）。次にヒト

キマーゼとアミノ酸配列の相同性の低いマウスキマーゼ

（mMCP-4）のモデリングを作製し，ヒトキマーゼのX線

結晶構造と重ね合わせた（モデリングにはDiscovery 

Studioを使用）。その結果，この位置のアミノ酸残基は

mMCP-4ではAla28でありLys40のようなVDW相互作用

は期待できないことが判明し，この点がヒトとマウスの

種差の大きな原因のひとつであると推測した（図 2 ）。

　ヒトとマウスで保存されている活性中心のヒスチジン

残基との相互作用を増強する目的で，化合物 3 の構造変

換を行った。合成した化合物 4（ヒトキマーゼに対する

IC50：0.41μM，マウスキマーゼに対するIC50：3.5μM）

は，ナフチル基を有していないため，化合物 3 に比べて

ヒトキマーゼ阻害活性は減弱したが，マウス阻害活性と

の乖離が小さくなった（図 3 ）。化合物 4 から周辺構造探

索を行い，ヒト及びマウスのキマーゼ阻害活性が向上し

た化合物 5（ヒトキマーゼIC50： 0.022μM，マウスキマー

ゼIC50：0.20μM，ハムスターキマーゼIC50：0.18μM）を

見出し，さらに，構造最適化することで化合物 6（ヒトキ

マーゼIC50：0.0018μM，マウスキマーゼIC50：0.089μM，

ハムスターキマーゼIC50：0.038μM）を創製した（図 3 ）。

　化合物 6 をマウス腹部大動脈瘤モデルに用いた。本モ

デルのエコー評価による腹部大動脈最大内腔径につい

て，エラスターゼ処置前に比してエラスターゼ処置 1 時

間後のプラセボ群および化合物 6 群は，それぞれの処置

前の値に比して1.95倍と1.98倍に増加したが，両群の大

動脈径の間に有意差を認めなかった（図 4 右）。一方，エ

ラスターゼ処置後14日のプラセボ群は，エラスターゼ処

置 1 時間後に比べて有意に増加したが，化合物 6 群は有

意な増加を認めず，プラセボ群に比して化合物 6 群で大

動脈最大内腔径を有意に低下させた（図 4 右）。

　化合物 6 をハムスター腹部大動脈瘤モデルに用いた。

本モデルのエコー評価による腹部大動脈最大内腔径につ

いて，エラスターゼ処置前に比してエラスターゼ処置 1

ヒヒトトキキママーーゼゼ阻阻害害活活性性
IC50: 0.012 μM

ママウウススキキママーーゼゼ様様酵酵素素
阻阻害害活活性性

IC50: 13 μM

化化合合物物3

図図３３

ヒヒトトキキママーーゼゼ阻阻害害活活性性
IC50: 0.41 μM

ママウウススキキママーーゼゼ様様酵酵素素
阻阻害害活活性性

IC50: 3.5 μM

化化合合物物4

ヒヒトトキキママーーゼゼ阻阻害害活活性性
IC50: 0.022 μM

ママウウススキキママーーゼゼ様様酵酵素素
阻阻害害活活性性

IC50: 0.2 μM

化化合合物物5

ヒヒトトキキママーーゼゼ阻阻害害活活性性
IC50: 0.0018 μM

ママウウススキキママーーゼゼ様様酵酵素素
阻阻害害活活性性

IC50: 0.089 μM

化化合合物物6

図 3　 動物種差軽減へ向けた構造最適化の変遷
化合物 3－化合物 4－化合物 5－化合物 6の構造変換の変遷，ならびに各化合物のヒトキマーゼ阻害活性値及び
マウスキマーゼ阻害活性値を示す。

図 2　 ヒトキマーゼとマウスキマーゼの活性中心のアミ
ノ酸残基比較
化合物 1とヒトキマーゼとの複合体X線結晶構造
ならびにマウスキマーゼ（mMCP-4）のホモロジー
モデルの重ね合わせを示す。

ヒヒトトととママウウススでで異異なな
るるアアミミノノ酸酸残残基基

図図２２
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時間後のプラセボ群および化合物 6 群は，それぞれの処

置前の値に比して1.43倍と1.40倍に増加したが，両群の

腹部大動脈径の間に有意差を認めなかった（図 5 右）。一

方，エラスターゼ処置後14日のプラセボ群は，エラス

ターゼ処置 1 時間後に比べて有意に増加したが，化合物

6 群は有意な増加を認めず，プラセボ群に比して化合物

6 群で腹部大動脈最大内腔径を有意に低下させた（図 5

右）。

　EVG染色した組織切片解析より，血管周囲長から計算

した血管内腔直径は，プラセボ群および化合物 6 群が正

常群に比して1.90倍と1.63倍に増加したが，化合物 6 群

は，プラセボ群に比して有意な拡大低下を認めた（図 6 ）。

　キマーゼ活性およびMMP-9タンパク質レベルは，プラ

セボ群で正常群に比して有意に高値であったが，化合物

6 群では，プラセボ群に比して有意に低値であった（図

7 ）。

　遺伝子発現レベルは，キマーゼ，MMP-9，TNF-αの

すべてが正常群に比してプラセボ群で有意な高値を示

し，化合物 6 群ではプラセボ群に比してこれらすべてが

有意に低下していた（図 8 ）。一方，α-SMAは，プラセ

ボ群で有意な低値を示し，化合物 6 群では，プラセボ群

より高値を示す傾向を示した（図 8 ）。
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図 5　 ハムスター腹部大動脈瘤モデルのエコー測定による腹部大動脈内腔最大径
エラスターゼ処置前，エラスターゼ処置直後（ 1時間），エラスターゼ処置後14日のプラセボ投与ハムスター，化
合物 6投与ハムスターの腹部大動脈のエコーによる代表的画像を示す（左側画像）。エラスターゼ処置したプラセ
ボ群およびキマーゼ阻害剤群のエラスターゼ処置前，処置直後，14日後の腹部大動脈最大径の結果を示す（右側
グラフ）。＊＊P<0.01。

図 4　 マウス腹部大動脈瘤モデルのエコー測定による腹部大動脈内腔最大径
エラスターゼ処置前，エラスターゼ処置直後（ 1時間），エラスターゼ処置後14日のプラセボ投与マウス，化合物
6投与マウスの腹部大動脈のエコーによる代表的画像を示す（左側画像）。エラスターゼ処置したプラセボ群およ
びキマーゼ阻害剤群のエラスターゼ処置前，処置直後，14日後の腹部大動脈最大径の結果を示す（右側グラフ）。
＊＊P<0.01。
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図 7　 ハムスター腹部大動脈瘤モデルの腹部大動脈組織中のキマーゼ活性とMMP-9レベル
エラスターゼ処置後14日の腹部大動脈抽出液中のキマーゼ活性（左グラフ）とMMP-9レベル（右グラフ）を示す。
＊P<0.05，＊＊P<0.01。

図 8　 ハムスター腹部大動脈瘤モデルの腹部大動脈組織中の遺伝子発現レベル
エラスターゼ処置後14日の腹部大動脈抽出液中のキマーゼ（上段左），MMP-9（上段右），α-SMA（下段左），
TNF-α（下段右）の遺伝子発現レベルを示す。＊P<0.05，＊＊P<0.01。

図 6　 ハムスター腹部大動脈瘤モデルのEVG染色による腹部大動脈径
エラスターゼ無処置（正常），プラセボ群，およびキマーゼ阻害剤群におけるエラスターゼ処置後14日の腹部組織
切片をEVG染色した代表的写真を示す（上段画像）。正常群，プラセボ群，キマーゼ阻害剤群の腹部大動脈の血管
内腔直径を示す（下段）。＊＊P<0.01。
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考　　察

　キマーゼはアミノ酸配列や基質特異性の観点で動物種

差が存在する。そのことがキマーゼ阻害剤の創薬研究を

困難にしている一因であり，各種動物を用いて適応疾患

を探索するには，阻害剤はヒトキマーゼ阻害活性ととも

に，様々な動物種のキマーゼに対して同程度の阻害活性

を有することが望ましい。本研究では，ヒトキマーゼX

線結晶構造情報を基に作製したマウスキマーゼ（mMCP-

4）の ホ モ ロ ジ ー モ デ ル を 活 用 し， ヒ ト キ マ ー ゼ と

mMCP-4に共通するアミノ酸残基との相互作用の獲得を

目指す合成展開を行うことで，種差が軽減した化合物を

効率的に見出すことができた。

　ヒトキマーゼ阻害活性スクリーニングより得られた

ヒット化合物 1 は，ヒトキマーゼとの複合体X線結晶構

造より，アンジオテンシンⅠなどのペプチド基質が結合

し加水分解を受けるヒトキマーゼ触媒活性中心に結合し

阻害活性を示していることがわかった。化合物 1 の活性

向上を狙った合成展開を行う上で，触媒活性セリン残基

（Ser195）と相互作用しているナフチルカルボン酸は構造

維持させることとした。一方，化合物 1 の3-シアノ-アニ

リン部分が結合しているヒトキマーゼのS1ポケットの空

間に隙間が存在するため，この部分の構造変換で活性向

上が図れると考えた。実際にこの部位の構造最適化で，

阻害活性が1000倍向上した化合物 3 を創製した。

　化合物 3 はヒトキマーゼとマウスキマーゼの阻害活性

に種差があったが，キマーゼのアミノ酸配列が動物種間

で保存されている部位との相互作用獲得を狙う構造変換

で活性種差の軽減が図れると考えた。化合物 5 および化

合物 6 は，化合物 3 に比べて動物種間差が軽減している

が，その理由は以下のように考える。セリンプロテアー

ゼ活性発現に必須であり，動物種間で保存されている触

媒三残基（アスパラギン酸，ヒスチジン，セリン）のヒス

チジン残基と，化合物 5 および化合物 6 が有する縮環構

造（イミダゾピリジン構造）部位が，化合物 3 が有する

フェニル部位に比べて近接したことで，強い結合活性獲

得を達成できていると推察される。

　本研究では，新規キマーゼ阻害作用を有する化合物 6

のin vivoにおける薬効評価にマウスおよびハムスターの

エラスターゼ誘発腹部大動脈瘤モデルを使用することに

した 12）。なお，マウス腹部大動脈瘤モデルにおいては，

エコーによる腹部大動脈最大内腔径の解析以外は，サン

プルが少なすぎて解析ができなかったため，詳細な解析

はハムスター腹部大動脈瘤モデルで実施した。本エラス

ターゼ誘発腹部大動脈瘤の発症機序は以下のように考え

られている：エラスターゼにより弾性板に存在するエラ

スチンが分解され，血管平滑筋細胞にマクロファージや

好中球などの炎症細胞が浸潤し，さらに炎症細胞から分

泌されるMMP-9などの酵素により細胞間マトリックスが

分解されることで平滑筋細胞および線維芽細胞の脱落が

起こり，大動脈瘤が拡大する 12）。これまでに腹部大動脈

瘤患者の患部において，キマーゼとMMP-9が隣接した部

分で強く発現し，キマーゼ活性とMMP-9活性が著明に増

加していることが報告されている 15）。また，本研究で詳

細な解析を実施したハムスター腹部大動脈瘤モデルの報

告では，大動脈瘤形成部位キマーゼ活性およびMMP-9活

性が正常の大動脈に比べて増加することが示され，既知

キマーゼ阻害剤であるNK3201（日本化薬）によりキマー

ゼ活性のみならずMMP-9活性が抑制され，大動脈瘤の拡

大が有意に抑制されたと報告されている 12）。また，様々

な大動脈瘤モデルでMMP阻害剤によりMMP-9の抑制に

より大動脈瘤の拡大抑制も確認されている 16）。キマーゼ

は，MMP-9の前駆物質であるProMMP-9をMMP-9へ活性

化するため 4 ），キマーゼ阻害剤による大動脈瘤拡大抑制

の機序は，キマーゼ阻害によるMMP-9の作用抑制が深く

関与する可能性が高く，同様の現象が見られるかを化合

物 6 で評価した。

　本研究の解析においても既報と同様にマウスおよびハ

ムスターの腹部大動脈にエラスターゼを処置する前に比

べて 1 時間処置した後ではプラセボ群および化合物 6 群

は共にエコーによる腹部大動脈内径を有意に拡大した

が，両群間に有意差を認めなかった 12）。このことは，本

研究で使用した化合物 6 にエラスターゼを直接阻害する

作用がないことを示唆する。一方，マウスおよびハムス

ターの腹部大動脈瘤モデルのエラスターゼ処置後14日に

おいて，化合物 6 群はプラセボ群に比してエコーによる

腹部大動脈内径を有意に低下させた。また，ハムスター

腹部大動脈瘤モデルの組織解析による腹部大動脈内腔直

径も化合物 6 群はプラセボ群に比して有意に低下させ

た。腹部大動脈中のα-SMAの遺伝子発現量が正常群に

比べてプラセボ群で有意に低下した。このことは，血管

中膜の平滑筋細胞でα-SMAの発現が多いことより，腹

部大動脈瘤の発症および進展に従い，中膜の血管平滑筋

細胞が減少したことに起因すると考えられる。一方，有

意差はなかったが，化合物 6 群ではプラセボ群に比べて

α-SMAが増加する傾向であった。このことは，化合物

6 群では，α-SMAの発現が多い血管中膜（平滑筋）の減

少が一部軽減された結果と考えられた。以上の結果よ

り，化合物 6 はエラスターゼ処置後に拡大する腹部大動

脈瘤の拡大予防に有効であることが確認できた。

　ハムスター腹部大動脈瘤モデル作製後14日の時点のプ

ラセボ群の腹部大動脈瘤部位のキマーゼ活性は，正常群

の腹部大動脈に比して有意に上昇したが，化合物 6 群で
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はその上昇が有意に抑制された。また，腹部大動脈瘤部

位のプラセボ群のキマーゼの遺伝子発現も正常群の腹部

大動脈に比して有意に増加したが，化合物 6 ではその増

加が抑制されていた。キマーゼはアンジオテンシンⅡや

MMP-9の産生以外に未分化の肥満細胞を肥満細胞に分化

させるstem cell factor（SCF）の前駆物質をSCFへ活性

化する酵素機能も有する 17）。したがって，化合物 6 はキ

マーゼ活性を阻害することによりSCFの産生を抑制する

ことでキマーゼの発現細胞である肥満細胞の増殖を抑制

し，結果としてキマーゼの遺伝子発現も減少したと考え

られる。そのため，化合物 6 によるin vivoのキマーゼ阻

害作用には，キマーゼに直接的に結合して阻害した作用

に加え，肥満細胞の増殖抑制によるキマーゼ遺伝子の発

現抑制を介した間接的なキマーゼの低下作用も含まれる

と考えられる。化合物 6 は，その分子量（MW: 544.64）お

よび脂溶性パラメーター（clogP: 4.11，logD（計算値）：

2.88）より，膜透過性は良好と予想される。また，化合物

6 は細胞内に豊富に含まれるエステラーゼの基質となる

エステル構造のような化学的不安定な部分構造を有して

いないため，病態組織細胞内での安定性は高いと推察さ

れる。以上より，化合物 6 は細胞系でも十分なキマーゼ

阻害活性を有すると予想し，in vivoにおける薬効評価に

用いた。本研究結果より，化合物 6 は十分な細胞膜透過

性を有し細胞内でキマーゼ阻害活性を示すことが確認で

きたと考えられる。

　本研究では，MMP-9もプラセボ群で正常群に比して有

意に増加したが，化合物 6 群で有意に抑制された。ま

た，キマーゼ同様，MMP-9の遺伝子発現レベルも抑制さ

れた。MMP-9は，単球や好中球などの炎症細胞より

proMMP-9として分泌されるが，プラスミン，トリプシ

ン，キマーゼなどのセリンプロテアーゼにより切断され

ることがin vitroの実験で示されている 18）。腹部大動脈

瘤患者より採取した腹部大動脈瘤部位の組織抽出液で

は，キマーゼ阻害剤によりproMMP-9からMMP-9への変

換が50％以上抑制されることより，腹部大動脈瘤部位の

proMMP-9からMMP-9への変換にキマーゼが深く関与す

ることが指摘されている 15）。また，MMP-9は，細胞間マ

トリックスの分解により腹部大動脈瘤部位への炎症細胞

浸潤を促進することで更にMMP-9活性が増加すると考え

られている 19）。実際，本研究において，炎症細胞で発現

するTNF-αの遺伝子発現がプラセボ群でMMP-9の増加

と共に増加し，化合物 6 群でMMP-9が抑制されると

TNF-αの遺伝子発現も有意に抑制された。化合物 6 に

よるハムスター腹部大動脈瘤の拡大抑制機序には，キ

マーゼおよびMMP-9の抑制に加え，種々の炎症細胞集積

抑制が関与した可能性がある。

結　　論

　低分子化合物ライブラリのHTSから見出されたヒット

化合物を鋳型に合成展開を開始し，ヒトキマーゼX線結

晶構造ならびにマウスキマーゼのホモロジーモデリング

を活用した分子設計を行った結果，動物種差の少ない強

力なヒトキマーゼ阻害活性を有する化合物 6 を見出し

た。化合物 6 はin vivoのマウスおよびハムスター腹部大

動脈瘤モデルでも有効であったことより，各種動物を用

いた幅広い適応疾患探索に有用なツール化合物と考えら

れる。今後，化合物 6 を利用することにより，キマーゼ

阻害剤の有力な適応症が見出されることが期待される。
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Chymase exhibits a wide range of peptide cleavage activities and is involved in 

various functions. On the other hand, there are differences in the amino acid sequence of 

chymase from animal species. The discovery of inhibitors with comparable chymase 

inhibitory activity in various animal species, including humans, is desirable to explore 

diseases to which chymase inhibitors are applicable in various animal models. However, 

most of the known chymase inhibitors have animal species differences in the inhibitory 

activity. The aim of this research is to discover a small molecule compound that exhibits 

chymase inhibitory activity without animal species differences and to use it to evaluate the 

effects of the novel chymase inhibitor on aortic aneurysms. The hit compound 1 was found 

through the high throughput screen for human chymase inhibitory activity. The 

development of chemical synthesis from compound 1 was carried out with the approach 

utilizing visualization of the three-dimensional protein structure by X-ray crystallography 

of human chymase and homology model of mouse chymase which has a low homology in 

amino acid sequence to human chymase. Consequently, we have discovered compound 6 

that potently and equivalently inhibits chymase among various animals, including humans. 

In an elastase-induced hamster aortic aneurysm model, compound 6 suppressed chymase 

activity in aortic aneurysm tissue and significantly reduced the augmentation of abdominal 

aortic aneurysms. Compound 6 is the chymase inhibitor with little animal species 

differences and may be useful tool compound for the exploratory research of disease to 

which chymase inhibitors are applicable.


