
１． 個々のカテプシンに選択的な阻害剤の開発

１．１ 個々のカテプシンに対する選択的阻害剤開発の必要性

システイン性 -SHを活性基とするプロテアーゼ群は全

ての細胞のリソソームに局在している．現在は１１種のシ

ステインカテプシン遺伝子がヒトゲノムに記載されてい

る１）．カテプシン群はあらゆる生物の生命維持に必須の役

割を果たしている．例えば，体内でのタンパク質の異化，

生理活性物質の産生等の役割である．それぞれのカテプシ

ンは基質タンパク質に対して異なる切断部位（切断される

ペプチド結合）特異性を持つので，異なるカテプシンはそ

れぞれ異なる生理活性ペプチドを作れる．従って，特定の

カテプシンの異常な発現は，特有の異常な病的状態を発症

する．個々のカテプシン機能の発現を抑制することは，そ

の生理的役割を明らかにすると共に，そのカテプシンの発

現異常により起こる疾患の治療にも使用できる可能性があ

る．

１．２ カテプシン阻害剤開発の歴史

毒性がなくカテプシン群に特異的な阻害剤の開発の歴史

は，２種類の土壌菌から抽出された化合物から出発した．

第１の種類は，オリゴペプチド性のアルデヒド誘導体のロ

イペプチンやアンチパインであり，これらはアルデヒドが

カテプシン群の活性基システイン性 -SHとチオエステル

結合をする群であり，梅沢らにより１９７０年代に開発され
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カテプシンは，全ての細胞のリソソームに分布し，タンパク質の異化に必須の役割をし

ている．現在１１種類のカテプシン遺伝子がヒトゲノムに見出されており，それぞれのカ

テプシンは異なる代謝的役割を分担している．カテプシン群に特異的で毒性の少ない阻害

剤としては，梅沢らのアルデヒドを活性基とするロイペプチンやアンチパインが１９７０年

代に，花田らのエポキシコハク酸を活性基とする E-６４が土壌菌から１９８７年に発見さ

れ１），１９９１年代に我々によりカテプシン阻害剤として確立された．然し，これらは個々の

カテプシンに対する選択的阻害剤ではなかった．

我々はカテプシンの基質結合ポケットの -SH基と結合する物質として，上記の阻害剤

をそれぞれ使用し，X線結晶解析による個々のカテプシンの基質結合ポケットの立体構造

から，各カテプシンに特異的な阻害剤をデザインした．次いで，これらの合成物について

in vitro，in vivo でのカテプシン阻害性を確認した．

これらの阻害剤は，現在各種生理学，医学領域において世界中で活用されている．例え

ば骨粗鬆症の抑制，がんの骨転移抑制，自己免疫疾患の発症抑制，抗原タンパク質のプロ

セシングの抑制によるアレルギーの発現制御，抗原提示のクラススイッチの制御，生理活

性物質のプロセシングの制御等である．更に，広く生物現象の解明や，病気の治療法の研

究，特に自己免疫病の治療研究にも役立ちつつある．
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た２）．他の一種は，エポキシ・スクシニル基のアミノ酸誘

導体であり，カテプシンのシステイン性 -SHとチオセミ

アルデヒド結合をする．この化合物は花田ら３）により１９７８

年に発見され，勝沼らによってカテプシン阻害剤として確

立された，E-６４がそれである４～６）．しかし，これらはいず

れも全てのカテプシン群を阻害し，個々のカテプシンに対

する特異性は全く示さなかった．個々のカテプシンはそれ

ぞれ異なる代謝的役割を持つため，それぞれに特異的な阻

害剤の開発が望まれていた．我々は，個々のカテプシンの

タンパク質立体構造をスロベニアの V. Turkら及び，ドイ

ツ・マックスプランク研究所の Huberらと共同で解明し，

それらの基質結合ポケットの立体構造の特異性に基づい

て，個々のカテプシンに特異性のある阻害剤群の開発に成

功した４～７）．

１．３ 個々のカテプシンに特異的な阻害剤の開発戦略

我々はエポキシコハク酸のペプチド誘導体とアルデヒド

基のペプチド誘導体をカテプシンの基質結合ポケットとの

結合母体とし，カテプシンそれぞれの基質結合ポケットの

立体構造から，個々のカテプシンに特異的な阻害剤をデザ

インした．次いで大鵬製薬研究所の浅尾グループがこれら

を合成した（図１）．

初めに合成されたのは，エポキシコハク酸の誘導体であ

る CA-０７４と CA-０３０であった．これらはカテプシン Bに

絶対的特異性を持ち，Kiは１０－９Mである６，７）．次いで，カ

テプシン Lの特異的阻害剤として CLIK-１４８と CLIK-１９５

を開発した５）．また脂肪族のアルデヒドを活性基としたカ

テプシン Sの特異的阻害剤 CLIK-０６０を作り，更にカテプ

シン Kに特異的な阻害剤として芳香族アルデヒド（ピリ

ドキサール）誘導体 CLIK-１６４を開発した４，５）．このアルデ

ヒド基をビニール基に変換したものが CLIK-１６６である．

これらの阻害特異性の比較は表１にまとめてある．特異的

阻害剤の化学構造を図１に示す．

次に代表的例として CA-０７４や CA-０３０がカテプシン B

に絶対的特異性を持つ理由を図２により説明する８，９）．R.

Huber，D. Turkとの共同研究により，カテプシン Bの立

体構造を X線結晶解析により明らかにした８）．それによる

と，カテプシン Bは他のカテプシンとは異なり，基質結

合ポケットの一番奥が大きな閉塞性の輪状の紐（occluding

loop）で塞がれており，その紐を構成する２分子のヒスチ

ジン（His１１０，His１１１）が，強いポジティブ荷電領域を作

成している．我々はエポキシコハク酸の C末にプロリン

を配置することで，この紐状構造に C末を強く固定でき

るようにし，更にオキソアニオンホールを酵素との間に作

るようにした．その結果，図２に示すように，CA-０３０は

強くカテプシン Bの基質結合ポケットに固定されること

になり，強い特異性を示した９）．CA-０３０及び CA-０７４は非

常に強いカテプシン B特異性を示し Kiは１０－９Mで，in vi-

tro でも in vivo でも他のカテプシンを全く阻害せず特異的

阻害を示した．またカテプシン L特異的阻害剤である

CLIK-１４８は，X線共結晶解析から図３のような特異的な

結合をすることが明らかにされた１９）．

カテプシン Sに対する特異的阻害剤の CLIK-０６０は，カ

テプシン Sの基質結合ポケットの構造から幾多のデザイ

ンを試み，比較的カテプシン Sに特異性の高いものを合

成することにより開発された５）．カテプシン Kの抑制剤に

関しては，ビタミン B６補酵素ピリドキサールリン酸がカ

テプシン Kを比較的良く阻害することから，この芳香族

アルデヒド基の結合力を増加するようにし，更にリン酸基

が結合していると細胞膜透過性が悪いことから，これをプ

ロピオン酸に変換する方法をとった．この芳香族アルデヒ

ドはビニール基に変換してもよい．こうして CLIK-１６６７）が

得られた．これら CLIK-０６０と CLIK-１６６等は，表１に示

すように，それぞれカテプシン Sおよびカテプシン Kを

他のカテプシンより強く阻害するが，絶対的な特異性では

なく，他の阻害剤と併用して評価する必要がある．なお，

E-６４と CA-０７４はすでに Sigma社で発売されており，世界

で広く使用されているが，CLIK系はまだ市販されていな

い．しかしながら，当研究室からの供与により，世界で現

在２０以上の研究者により使用され，成果を上げている．

２． 選択的阻害剤の医学・生物学への応用

個々のカテプシンに対する選択的阻害剤は多くの医学・

生物学の進歩に貢献している．それは生体内での多くの生

理活性タンパク質やペプチドの生成は，カテプシンによる

タンパク質やペプチドの限定分解（limited proteolysis）に

よるからである．また多くの生理活性タンパク質・酵素並

びに生理活性ペプチドは，プレ・プロ型の前駆体で合成さ

れ，それらの限定分解により活性型になる．切断部位が異

表１ 各種カテプシンに対する阻害特異性４，５，７）

カテプシン
阻害剤

１０－X M B L S K

CA-０３０ －７ １００ ０ ０ ０
CA-０７４ －７ １００ ０ ０ ０
CLICK-１４８ －６ ０ １００ ３０ ０

－７ ０ ６３ ０ ０
CLIK-１９５ －６ ０ １００ ２５ ０

－７ ０ ８５ ０ ０
CLIK-０６０ －６ ２５ ３０ １００ １０

－７ ０ ０ ８６ ０
CLIK-１６４ －５ ０ ２０ ６０ １００

－６ ０ ０ ２０ ６０
CLIK-１６６ －４ ０ ０ １７ １００

－５ ０ ０ ０ １００

（表示濃度での％阻害率を表す）
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図１ 個々のカテプシン群に対する特異
的阻害剤４～７）

図２ CA-０３０のカテプシン B群に対する特異
的結合．
X線共結晶解析による９）．
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図３ CLIK-１４８のカテプシン Lに対する特異的結合．
X線共結晶解析による１９）．

図４ 抗原提示，Tリンパ球のクラススイッチに対
するカテプシン類の関与

９５５２００９年 １１月〕



なると，同一前駆体タンパク質から異なる生理活性ペプチ

ドができることもよく知られている．先ずカテプシン群の

抗原提示への関与と，抗体産生のクラススイッチへの関与

を紹介する．

２．１ 抗原活性ペプチド（エピトープ）のカテプシンによ

る生成（プロセシング）と抗体産生のクラススイッチ

エピトープ形成及び抗体産生のクラススイッチに対する

カテプシンの関与の全体像を，図４に総括した１１，１２）．外来

抗原のエピトープ提示に際して，カテプシン Lによって

作られたエピトープの情報はヘルパー T１（Th１）細胞に伝

達されて，IgG２a，IFNγの生成に向かう．従ってこの切

断・提示は CLIK-１４８で抑制される．一方，カテプシン B

で抗原が切断されるとヘルパー T２（Th２）細胞に伝達され

るエピトープが生成され，IgE，IgG１と L-４の産生に向か

う．従って CA-０７４又は CA-０３０の投与でこれらのプロセ

シングは止まり，ヘルパー T１（Th１）に伝達されるエピトー

プ産生に切換えられる１２）．

卵アルブミンを抗原とした抗体産生系において，CA-

０７４投与によって Th２タイプの抗体産生から Th１タイプの

抗体産生にクラススイッチが生じた結果を示す（図５）．

逆に，同じ系に CLIK-１４８を与えカテプシン Lを抑制する

と，IgE，IgG１及び IL-４が上昇し，IgG２a及び IFNγの発
現が抑制される．Th２タイプ産生にクラス・スイッチされ

図５ CA-０７４投与（カテプシン B阻害）による卵アルブミン抗原提
示のクラススイッチ７）

卵アルブミンで免疫したウサギに，CA-０７４を腹腔内投与することに
よる卵アルブミン特異的抗体及びサイトカインの産生の減少を示す．
カテプシン Bの阻害により Th２タイプの発現が抑制され，Th１タイ
プの発現が促進された（PCA：抗原抗体皮内反応）．

〔生化学 第８１巻 第１１号９５６



る．

次に特定カテプシンによる抗原の限定分解によるエピ

トープ産生の典型的例を示す．狂犬病ワクチン感受性のヒ

トリンパ球クローン２C５株では，狂犬病ワクチン（ラビ

スワクチン）投与に対するチミジン取り込み応答は CA-０７４

で停止する．しかし，プロセスされたワクチンの応答性ペ

プチド（エピトープ）である E２８１-R２９９によるチミジン取り

込み応答は抑制されなかった（図６（a））１１）．即ち，狂犬病

ワクチンのプロセシングは，カテプシン Bによりなされ

ていることが明らかになった．

２．２ 自己免疫病シェーグレン病の発症におけるカテプシ

ン Sによる抗原提示

現在はステロイド以外に有効な治療法のない自己免疫疾

患を，自己抗原プロセシングの抑制で治療する試みを行っ

た．林らは，典型的な自己免疫疾患であるシェーグレン病

（Sjögren病）の自己抗原が，α-ホドリン（α-Fodrin）であ

ることを見出した．林及び勝沼らは，シェーグレン病のモ

デル動物（アラス）を使用して CLIK-０６０（カテプシン S

の特異阻害剤）投与により著明に病状の発現が抑制される

ことを報告した１５）．図７に示すように，α-ホドリンの抗原

としての分解はカテプシン Sによりなされることが，

CLIK-０６０により特異的に抑制されることから明らかに

なった．また図７（b）に示すように，病巣のグレードと涙

（b） ラビスワクチンによる２C５Tリン
パ球における［３H］チミジン取り
込みのカテプシン B阻害による抑
制

（a）と同一の系におけるチミジン取り込
みもカテプシン Bを抑制することで，
抑制される．（Z-RR-MCAはカテプシン B
の特異的基質，MCA；４-Methyl-Coumaryl-
７-Amide）

（a）-１，２ □：単球＋ラビスワクチン
▲：単球（ラビスワクチン添加後）＋E-６４（５µg／ml）
●：単球＋ラビスワクチン＋E-６４（１．２５µg／ml）
■：単球＋ラビスワクチン＋E-６４（２．５µg／ml）
◆：単球＋ラビスワクチン＋E-６４（５µg／ml）

（b）-１，２ □：単球＋ラビスワクチン
■：単球（ラビスワクチン添加後）＋CA-０７４（５µg／ml）
▲：単球＋ラビスワクチン＋CA-０７４（１．２５µg／ml）
○：単球＋ラビスワクチン＋CA-０７４（２．５µg／ml）
△：単球＋ラビスワクチン＋CA-０７４（５µg／ml）

（a） ヒト Tリンパ球クローン２C５における狂犬病ワクチンへ
の応答のカテプシン B阻害剤による抑制

狂犬病ワクチン（ラビスワクチン）によるヒトリンパ球におけ
る［３H］チミジン取り込みは，B阻害剤により抑制されたが，
プロセスされたエピトープ（ER２８１－２９９）による応答は抑制され
なかった．

図６ カテプシン B阻害に対する狂犬病ワクチン応答の感受性１１）

９５７２００９年 １１月〕



や唾液の分泌量の減少は CLIK-０６０投与によって著明に改

善された．これらの結果により，シェーグレン病の自己抗

原は，α-ホドリンであり，この自己抗原のプロセシング

は， カテプシン Sにより行われることが明らかになった．

CLIK-０６０などのカテプシン S阻害剤でシェーグレン病の

治療が可能であることを示している１６）．

２．３ 骨粗鬆症およびがんの骨転移の抑制１０）

骨 I型コラーゲンを分解できるのは，カテプシン Lと K

である．この二つはコラゲノリティックカテプシンズと言

われている．骨粗鬆症は，破骨細胞から分泌されるカテプ

シン Lと Kによる骨１型コラーゲンの過剰分解によるも

のである．破骨細胞を RANCLで活性化した培養系で骨ペ

レット（硬骨のスライス片）に穴を開けるモデル実験（ピッ

ト形成）の結果を図８（a）に示す．骨粗鬆症の実験モデル

（a） 抗原 α-ホドリンに対するモデルマウス T細胞応答のカテプシン B阻害剤 CLIK-０６０による抑制．
シェーグレンモデルマウスの T細胞の α-ホドリンに対する［３H］チミジン取り込みの CLIK-０６０に
よる特異的抑制．（TxNFS；甲状腺切除シェーグレンモデルマウス，non-TxNFS；甲状腺切除してい
ない NFSマウス）

（b） モデルマウスにおけるシェーグレン症状発症の CLIK-０６０による抑制．
図７ シェーグレン病発症のカテプシン S阻害剤 CLIK-０６０による抑制１５）

〔生化学 第８１巻 第１１号９５８



として最も良く使用されるのは，このピット形成実験であ

り，活性化した培養骨芽細胞を入れた硬骨片にできるピッ

ト（骨溶解穴）の数と面積ではかる測定法である．TNFα
存在下で測定すると，ピット形成は全カテプシン群を阻害

する E-６４で著明な抑制が認められたが１０），CLIK-１４８（カ

テプシン L阻害剤）によって著明に抑制された．がんの

骨転移は，最も悪性ながんの副症状である．これは，がん

細胞から分泌される TNFαとの共同作用で起こる．ラット
の左心室にメラノーム A３７５細胞を注入すると，がん細胞

は全身に到達し，全身骨に転移巣ができる．がんの骨転移

面積は，CLIK-１４８で著明に抑制された（図８b）１０）．

３． 各種生物活性受容体（bioactive receptor）等の分解に

関与するカテプシン群と，その阻害剤による調節

カテプシン Sは，MHCクラス IIのインバリアント鎖を

分解して活性なMHCクラス IIにする重要な作用を持って

いることを明らかにした．この遊離したインバリアント鎖

ペプチドは，カテプシン Bを阻害しないが，カテプシン

Lと Hを強く阻害した（図９）１３）．

（a） 破骨細胞性ピット形成のカテプシン L阻害剤による抑制１０）．

（b） CLIK-１４８によるメラノーマ A３７５の遠隔がん転移と，その CLIK-１４８による
抑制．

ウサギの左心室にメラノーマ細胞を注入し，上腕骨へのがん転移によるピット形成
を測定した．

図８ カテプシン L阻害剤によるがん骨転移の抑制
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瀬尾らとの共同研究でレチノイン酸（ビタミン Aの成

分）の受容体はカテプシン Lで分解されることがわかっ

た．つまり CLIK-１４８の投与は，レチノイン酸の作用を強

くした１７）．また G.P. Shiらとの共同研究により（２００７），

カテプシン L活性はグルコースの取り込みをコントロー

ルしていることが明らかになった（図１０）１８）．CLIK-１４８又

は -１９５の投与は尿生成の減少，脂肪生成及び脂肪蓄積を

減少させ，インシュリンレセプターの増加を起こし，グル

コースの利用度を増加させた１８）．平野らとの共同研究によ

り，樹状細胞（免疫発現性）でMHCクラス IIレベルはカ

テプシン S活性を通して IL-６-STAT３がコントロールして

いることがわかった１６）．従ってカテプシン S阻害剤 CLIK-

０６０により，MHCクラス IIα-βダイマー Ii（インバリアン

ト鎖）の発現が増強された１６）．

４． お わ り に

これらのカテプシンの特異的阻害剤は，特定カテプシン

の異常発現に起因する疾患の病因を明らかにすることに役

立つばかりでなく，それら疾患の治療に役立つことが期待

できる．それには疾患モデル動物を用いた治療研究が望ま

れる．更にはヒトにおける治療研究が求められ製薬会社と

の共同研究を行う必要がある．治療効果が期待できるもの

としては，（１）骨粗鬆症及びがんの骨転移阻止におけるカ

テプシン Lの阻害剤 CLIK-１４８又は-１９５及びカテプシン K

阻害剤 CLIK-１６４又は -１６６．（２）IgEアレルギー発現抑制に

おけるカテプシン Bの阻害剤 CA-０７４又は CA-０３０．（３）

シェーグレン病の治療に対する CLIK-０６０．（４）糖尿病・リ

ポゲネーシスに対する CLIK-１４８又は-１９５等である．カテ

プシン Sの阻害剤 CLIK-０６０は利用範囲が広いと期待され

るが，吸湿性が高く不安定なので，構造の改良の必要があ

る．現代社会において増加の傾向にある各種メタボリック

シンドロームに対しても，カテプシン群の特異的阻害剤の

使用の必要性は増加するものと思われる．
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