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論  文  内  容  の  要  旨  

氏  名  （   村 藤 秀 宣    ）  

論文題名 

 
カリクレイン7阻害作用を有する新規1,4-ジアゼパン-7-オン誘導体の創製研究 
 

論文内容の要旨 

組織カリクレイン (KLKs) はセリンプロテアーゼであり、これまでにKLK1からKLK15が同定されている。皮膚にお

いてはいくつかのKLKsが発現しているが、皮膚におけるKLKsの重要な機能は表皮の落屑である。皮膚の落屑はカリク

レイン5 (KLK5) とカリクレイン7 (KLK7) が中心的役割を果たしており、角質層の細胞接着構造であるコルネオデス

モソームを分解することで表皮の落屑に関与していると考えられている。コルネオデスモソームにより互いに結合し

た角質細胞で構成される角質層が皮膚バリア機能を担っている。健常な皮膚組織において、皮膚でのプロテアーゼ活

性は角質層のpHや内因性のプロテアーゼ阻害剤 (lympho-epithelial Kazal-type-related inhibitorなど) により制御されて

いる。皮膚のプロテアーゼ活性の制御が損なわれ、皮膚バリア機能が破壊されると皮膚の水分量が減少し、さらにア

レルゲンや病原体などの進入が亢進することで、さまざまな炎症を引き起こすリスクが増すと考えられている。アト

ピー性皮膚炎 (AD) の病態の進行は皮膚バリア機能の破綻が関連していることから、皮膚バリア機能改善が新たなAD
の治療になると考えられている。KLK7はキモトリプシン様セリンプロテアーゼで主に皮膚に発現しており、AD患者

ではその発現が亢進していることが報告されている。以上の背景よりKLK7はAD患者の皮膚バリア機能破綻に関与し

ていると考えられることから、KLK7のADに対する病態生理学的機能のさらなる解明および新たなAD治療薬の開発を

目指し、KLK7阻害薬の研究に着手した。 
著者らのグループはセリンプロテアーゼ阻害薬を指向した化合物ライブラリーのスクリーニングからヒト KLK7 

(hKLK7) を阻害する1,4-ジアゼパン-7-オン骨格を有する化合物を見出した。著者は、化合物のKLK7に対する構造活性

相関を把握するため、ヒット化合物および各種構造変換体の合成を行った。 
アミドキシム部位の変換では、N,N-ジメチルアミドラゾン構造とすることでhKLK7阻害活性が向上した。一方、ア

ニリン部位の置換基変換では、パラ位の水酸基は必須ではないこと、カルボキシル基の置換位置はメタ位が最も望ま

しいことを見出した。 
構造活性相関をより明確に理解するため、hKLK7に対する阻害活性が向上した化合物と、hKLK7の複合体結晶構造

解析を行った。この結晶構造解析により著者が合成した阻害剤とhKLK7との詳細な相互作用を明確にすることができ

た。特徴的な相互作用の1つとして、アニリン部位の芳香環とLeu40とHis41の主鎖カルボニル基およびカルボキシル基

とPhe151のフェニル基との間でCH···O相互作用が認められた。 
著者の阻害剤とhKLK7の複合体結晶構造解析の情報から、アニリン部位のカルボキシル基の変換によってCH···O相

互作用をより強固にし、hKLK7阻害活性の向上ができるのではないかと考えた。各種電子求引基に変換した化合物の

hKLK7阻害活性を確認したところ、電子求引基の導入では阻害活性を向上させることは困難であった。一方、カルボ

キシル基周辺にはPhe151の側鎖フェニル基が位置していることから、阻害活性の向上を企図してフェニル基と相互作

用できる置換基を導入した。種々のヘテロアリール基の導入を実施した結果、メチルピラゾール基を導入した化合物

でhKLK7に対する阻害活性が最も向上した。メチルピラゾール基の効果を明確にするためにドッキングシミュレーシ

ョンを行おこなった。その結果、メチルピラゾール基はhKLK7のPhe151とVal149で形成される平面構造と強い相互作

用を示すことが示唆された。 
阻害剤とhKLK7の複合体結晶構造では1,4-ジアゼパン-7-オン骨格の側鎖メチレン部周辺にスペースが認められたこ

とから、メチレン部位へのアルキル置換基の導入を行った。その結果、いずれの置換基においても側鎖の立体配置はR
よりもSの方が高活性であり、その中でも(S)-Me体および(S)-n-Pr体で非常に強いhKLK7阻害活性を示した。 

Structure-based drug designを用いた構造変換により得られた強いhKLK7阻害活性を示す化合物のマウスKLK7 
(mKLK7) に対する阻害活性を確認したところ、mKLK7に対する阻害活性は非常に弱く、hKLK7の阻害活性と比べて大

きな差異があった。種差の原因を明確にするため、mKLK7のアポ体の結晶化を行いhKLK7と結晶構造を比較した。阻

害剤の結合部位においてmKLK7ではhKLK7のAla190に対応するアミノ酸はThr190であり、その周辺には水素結合によ

り安定化されている水分子が存在している。そのためmKLK7のS1サイトはhKLK7に比べて狭くなっていた。hKLK7で



 

は阻害剤の5-クロロ-2-メトキシベンジル基がS1サイトに結合しており、クロロ基はAla190周辺に位置している。mKLK7
においては狭くなったS1サイトとクロロ基との立体障害が生じてしまうため、5-クロロ-2-メトキシベンジル基は効率

的にS1サイトと相互作用することができず、その結果mKLK7では阻害活性が大きく減弱したと考察した。以上の結果

から、ベンジル基の置換基を変換することで種差を改善できるのではないかと考え、その合成とhKLK7およびmKLK7
に対する阻害活性の評価を行った。クロロ基の除去やメトキシ基の変換、置換位置の変換など種々検討したところ、

2,6-ジ置換ベンジル基とすることにより種差が改善した。中でも、2,6-ジクロロベンジル基に変換することで、hKLK7
およびmKLK7に対する阻害活性は向上し、さらにその光学活性体の1つが種差無く強い阻害活性を示した。 

種差が改善した化合物とmKLK7との複合体結晶構造解析を行い、hKLK7の複合体構造と比較することで、S1サイト

における化合物の結合様式の違いを考察した。hKLK7およびmKLK7ではS1サイトでのベンジル基の結合様式が互いに

異なっていた。hKLK7では阻害剤のベンジル基はS1サイトの奥まで達しているが、mKLK7ではhKLK7と比較してベン

ジル基はS1サイトの浅い位置にある。それに伴いmKLK7においては2位クロロ基の1つがSer195およびVal213からなる

サブポケットに位置していた。阻害剤のベンジル基が相互作用しているmKLK7のアミノ酸残基はhKLK7でもおおむね

保存されていることから、種差が改善した阻害剤はhKLK7およびmKLK7で同じ結合様式を形成しており、それが種差

改善に繋がったと考察した。また、この結合様式に関する考察は、hKLK7およびmKLK7阻害活性の構造活性相関を説

明するだけでなく、それぞれの阻害剤の阻害活性の種差の有無についてもよく説明できた。 
本研究では、1,4-ジアゼパン-7-オン骨格のKLK7に対する構造活性相関を明確にしただけではなく、病態における

KLK7の機能解析に使用でき得る種差無くKLK7を強く阻害する化合物を見出すことに成功した。この成果は、今後の

KLK7阻害薬を用いた新規AD治療薬の創製研究の大きな進展に繋がると考えている。また、今後の酵素阻害活性を有

する化合物を見出すための構造変換および種差を改善するための有益な方法論を提示することができた。 

 



 

様式７  

論文審査の結果の要旨及び担当者  

氏  名  （ 村 藤  秀 宣 ）  

論文審査担当者 

 （職） 氏        名 

主 査 

副 査 

副 査 

教授 

教授 

教授 

小比賀 聡 

赤井 周司 

大久保 忠恭 

論文審査の結果の要旨 

組織カリクレイン (KLKs) はセリンプロテアーゼであり、現在までにKLK1–KLK15が同定されている。その中の１つ

であるKLK7はキモトリプシン様セリンプロテアーゼであり、主に皮膚に多く発現し、角質細胞の細胞接着構造である

コルネオデスモソームを分解することで表皮の落屑に関与していると考えられている。コルネオデスモソームにより

結合した角質細胞で構成される角質層が皮膚バリア機能を担っている。正常な皮膚においては、プロテアーゼの活性

はバランスよく制御されているが、そのバランスが崩れプロテアーゼ活性が過剰に亢進し、皮膚バリア機能が破綻す

ると、様々な炎症を引き起こすリスクが増すと考えられる。アトピー性皮膚炎は慢性的な皮膚のアレルギー性疾患で

あり、その病態の進行は皮膚バリア機能の破綻と関連していることが知られている。KLK7阻害剤は、皮膚バリア機能

の改善作用を有する新たなアトピー性皮膚炎治療薬になると考えられる。申請者は、新たなアトピー性皮膚炎治療薬

を目指し新規KLK7阻害剤の創製研究を行い、以下に示す優れた研究成果を得た。 

 

１． 新規なKLK7阻害剤としてスクリーニングにより見出した、1,4-ジアゼパン-7-オン誘導体の構造変換により、

hKLK7阻害活性が向上し、且つ他のセリンプロテアーとの選択性も良好な化合物を見出した。更に、阻害剤と

hKLK7との複合体結晶構造解析により、その構造活性相関を分子レベルで理解することができた。 

２． 複合体結晶情報を基に、Structure-based drug designを用いた構造変換を実施し、hKLK7に対して非常に強い阻

害活性を示す化合物を見出した。 

３． hKLK7とmKLK7の間で阻害活性に種差があることが顕在化したことから、活性に対する種差の原因をmKLK7
とhKLK7との結晶構造を比較することで特定した。原因部位を変換した各種化合物の合成を行い、2,6‐ジ置換ベ

ンジル体とすることで種差が解消できることを見出した。更に構造最適化することで、種差無く阻害活性を向上

させた化合物を得ることに成功した。 

４． 種差を改善した阻害剤とmKLK7との複合体の結晶構造解析を行い、ベンジル基の構造活性相関をよく理解す

ることができた。hKLK7の結晶構造と比較することでベンジル部位の結合様式の違いを把握することができ、結

合様式と構造活性相関とあわせて考察することで、種差についても分子レベルで説明できた。 

 

以上のように、本論文は今後のKLK7阻害薬を用いた新規アトピー性皮膚炎の創製研究の大きな進展に繋がるだけで

なく、酵素阻害活性を有する化合物を見出すための構造変換および種差を改善するための有益な方法論を提示してい

る。よって本論文は、博士 (薬学) の学位論文に値するものと認める。 

 

 

 

 

 

 

 

 


