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感染症治療薬ターゲットとしての S- アデノシル -L- ホモシステイン加水分解酵素
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S-Adenosyl-L-homocysteine (SAH) hydrolase catalyzes breakdown of SAH, which arises after S-adenosyl-
methionine-dependent methylation, into adenosine and homocysteine. The enzyme activity is required for both metabol-
ic pathway of sulfur-containing amino acids and a variety of biological methylations. Because of the essential roles of
SAH hydrolase for living cells, inhibitors of SAH hydrolase are expected to be antimicrobial drugs, especially for viruses
and malaria parasite. Our research focused on the development of new antimalarials based on the SAH hydrolase inhibi-
tion. Malaria parasite employs SAH hydrolase of itself for coping with the toxicity of SAH, so that the target oŠers op-
portunities for chemotherapy if structural diŠerences are exploited between the parasite and human enzymes. In vitro
screens of nucleoside analogs resulted in moderate but selective inhibition for recombinant SAH hydrolase of malaria
parasite, Plasmodium falciparum, by 2-position substituted adenosine analogs. Similar selectivity was observed in the
growth inhibition assay of cultured cells. Following crystal structure analysis of the parasite SAH hydrolase discovered
an additional space, which is located near the 2-position of the adenine-ring, in the substrate binding pocket. Mutagenic
analysis of the amino acid residue forming the additional space conˆrmed that the inhibition selectivity is due to the
diŠerence of only one amino acid residue, between Cys59 in P. falciparum and Thr60 in human. For developing an-
timalarial drugs, it might be suitable to select target from pathways that are present in the parasite but absent from hu-
mans; nevertheless, even if the target was common in parasite and host, slight structural diŠerence such as single amino
acid variation is likely to be available for improving inhibitor selectivity.

Key words―S-adenysylhomocysteine; antimalarial; nucleoside inhibitor; ˆne tuning; Plasmodium falciparum; an-
tiviral

1. はじめに

ウイルス，細菌や原虫が引き起こす感染症はわれ

われ人類にとって古くて新しい問題である．最近で

も高病原性インフルエンザウイルスや超多剤耐性結

核菌，バンコマイシン耐性を獲得した腸球菌や黄色

ブドウ球菌の出現，クロロキン/ピリメサミン耐性

マラリア原虫の流行域拡大など，いわゆる新興・再

興感染症への早急な対応を迫られている．われわれ

はあらゆる生物が利用する核酸の類似体が感染症に

対する化学療法剤になるというアイデアに基づき，

新規核酸類似体の合成と標的酵素の構造機能相関の

解明に取り組んでいる．本稿では S- アデノシル -L-

ホモシステイン（SAH）加水分解酵素とそれを阻

害する核酸アナログの開発について紹介する．

2. なぜ SAH 加水分解酵素が標的となるのか

SAH 加水分解酵素の生理機能は，生体内メチル

化反応及び含硫アミノ酸代謝の文脈で説明される．

大部分の生体内メチル化反応は S- アデノシルメチ

オニン（SAM）をメチル基供与体とする種々のメ

チルトランスフェラーゼによって触媒され，副産物

として SAH を生じる（Fig. 1). SAH は，供与すべ

きメチル基を持たないものの，SAM 依存性メチル

トランスフェラーゼと高い親和性で結合するため，

メチル化反応を強力に阻害してしまう．SAH 加水

分解酵素は，この阻害を生じさせないように，

SAH をアデノシンとホモシステインに分解して
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Fig. 1. Physiological Role of SAH Hydrolase
SAH hydrolase is involved in biological methylations and metabolism of

sulfur-containing amino acid. [1] Methylation by SAM-dependent
methyltransferase, which produces SAH, [2]Hydrolysis of SAH into adeno-
sine and homocysteine by SAH hydrolase, [3] A part of homocysteine is
used to synthesize cysteine by reverse transsulfuration pathway, [4] the other
homocysteine is converted to methionine and [5] methionine is regenerated
to SAM.
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SAH の濃度を低く保つ．1)すなわち，SAH 加水分

解酵素は間接的にメチル化反応を促進する役割を担

っており，本酵素の働きを止めるだけで，多くの

SAM 依存性メチルトランスフェラーゼを阻害する

ことができるのである．また，ここで生じたホモシ

ステインはメチル化を受けてメチオニンに再生され

るほか，システインの生合成にも必要であり（逆ト

ランスサルフレーション経路），SAH 加水分解酵素

は含硫アミノ酸代謝の役割も担っている．2)こうし

た生理機能を持つ SAH 加水分解酵素が，真核生

物，古細菌及び一部の真正細菌に至るまで広く分布

しており，互いに高いホモロジーを示すことは本酵

素の重要性を示唆している．3)大腸菌や枯草菌など

SAH 加水分解酵素を持たない真正細菌ではメチル

チオアデノシン/SAH ヌクレオシダーゼが SAH を

分解するが，そのような代替経路を持たない生物で

は SAH 加水分解酵素は生存に必須の酵素である．

例えば，ある系統のマウスは SAH 加水分解酵素遺

伝子を含むゲノム領域を欠失しているが，この欠失

変異を両方のアレルに持つホモ接合体は胚の段階で

死亡する．4)最近になって，SAH 加水分解酵素遺伝

子に変異を持つヒトが発見された．5)このヒトでは

一方のアレルにコードされる SAH 加水分解酵素

が，全 432 アミノ酸残基のうち，112 残基目で停

止，もう一方のアレルに由来する酵素は Tyr143 が

Cys に変異しており，SAH 加水分解酵素活性が健

常者に比較して，肝臓で 3％，赤血球中及び培養線

維芽細胞中で 510％程度しか検出されない．その

臨床所見として精神運動性の遅滞，低血圧，筋異

常，脳の白質萎縮が報告されている．これには血清

中の SAM 及び SAH の顕著な濃度上昇を伴ってお

り，SAH 加水分解酵素活性の低下が原因になって

いることを強く示唆している．このように，含硫ア

ミノ酸代謝と多くのメチル化反応のボトルネックを

なす SAH 加水分解酵素は，その活性が低下すると

生物に重篤な障害を与える．この毒性をうまくコン

トロールすれば化学療法剤として高い作用を期待で

きるものと注目されている．

3. SAH 加水分解酵素阻害剤

SAH 加水分解酵素阻害剤の応用で代表的なもの

は，抗ウイルス薬としての利用である．そのメカニ

ズムについては，次のように説明されている．

SAH 加水分解酵素の阻害によって，SAM 依存性メ

チル化反応の効率を低下させると，mRNA の 5′末

端キャップ修飾も低下し，この修飾が進行しないと

ウイルス mRNA が成熟せず，娘ウイルス粒子の生

成ができなくなるというものである．6)しかし実際

には，SAH 加水分解酵素阻害剤を加えてもキャッ

プ修飾に変化がないケースが報告されており，7,8)す

べての阻害剤が各々のウイルスに対して一様なメカ

ニズムで作用する訳ではなさそうである．

これまでに，糖部が開環型や炭素環型になった多

くのヌクレオシドアナログが抗ウイルス活性を狙っ

て開発されてきた．抗ヘルペス薬としてチェコスロ

バキアで市販されたことがある（S ) -9-(2,3-di-

hydroxypropyl)adenine (DHPA) (Fig. 2）は，初期

に開発された糖部開環型ヌクレオシドの 1 つで，

SAH 加水分解酵素を阻害して抗ウイルス作用を発

揮すると考えられている．9)われわれは，SAH 加水

分解酵素の反応機構依存阻害剤 mechanism-based

inhibitor として，DHPA のアルデヒド誘導体であ

る 9-[(2′S,3′S ) -3′-formyl-2′,3′-dihydroxypropyl]

adenine (FDHPA）を設計・合成した．10) FDHPA

の，組換え型ヒト SAH 加水分解酵素に対する阻害

活性は強力ではなかったが，阻害作用は予想通り不
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Fig. 2. Structures of SAH Hydrolase Inhibitors
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可逆であったため，SAH 加水分解酵素のアフィニ

ティーラベル化剤としての活用が期待できる．一

方，ネプラノシン A11) やアリステロマイシン12)と

いった炭素環ヌクレオシドは，強力な SAH 加水分

解酵素阻害活性と高い抗ウイルス活性を示すが，宿

主細胞への毒性も高く，抗ウイルス薬としては使用

されていない．

4. 抗マラリア薬としての SAH 加水分解酵素阻

害剤

SAH 加水分解酵素阻害剤は，マラリアの化学療

法剤としても有望である．マラリアは Plasmodium

属の原虫が肝細胞及び赤血球に寄生して引き起こす

感染症であり，ヒトでは熱帯熱，三日熱，四日熱及

び卵型マラリアの 4 種類がある．この内，Plasmo-

dium falciparum が引き起こす熱帯熱マラリアが患

者数や重篤度から最も重要視されている．従来，マ

ラリアの治療には特効薬としてクロロキンやピリメ

サミンが使用されていたが，これらに耐性を示す原

虫が蔓延するようになり，新たな抗マラリア薬及び

ワクチンの開発が進められている．その中で，代表

的な SAH 加水分解酵素阻害剤であるネプラノシン

A が，クロロキン耐性原虫に対しても増殖抑制効

果を示すことが報告された．13)これはヒト赤血球と

培養した P. falciparum にネプラノシン A を投与す

ると，原虫の増殖が抑制されるとともに，プリン，

ポリアミン及び SAM 濃度が上昇するというもので

あり，原虫増殖阻害が SAH 加水分解酵素阻害に起

因することを示唆している．その後，別の阻害剤

4′,5′- 不飽和 -5′- フルオロアデノシンでも同様の増

殖抑制が報告された．14)ただし，これらの原虫増殖

抑制が赤血球の（宿主の）SAH 加水分解酵素の阻

害に因るのか，原虫自身の SAH 加水分解酵素の阻

害に因るのか議論の残るところである．また，増殖

阻害が原虫 SAH 加水分解酵素の阻害に起因すると

しても，ヒト SAH 加水分解酵素の阻害による毒性

も考慮しなければならない．この場合，原虫由来酵

素と宿主酵素の間で阻害剤選択性を付与できるか否

かが鍵となり，原虫と宿主両方の酵素を単離してそ

の性状を比較する必要があった．Creedon らは P.

falciparum から SAH 加水分解酵素をコードする

cDNA の同定に成功し，その一次構造を報告し

た．15)それによると原虫酵素はアミノ末端から 3 分

の 1 の位置に 41 アミノ酸残基の挿入配列を持って

いることが明らかになり，その構造上の差異が原虫

酵素に選択的な阻害剤の開発に利用できると期待さ

れた．

われわれは，原虫 SAH 加水分解酵素を大腸菌で

発現，精製することに初めて成功し，その酵素学的

性質を明らかにした．16)精製した原虫 SAH 加水分

解酵素はヒト酵素と同様ホモ四量体で，SAH の加

水分解及び逆反応（アデノシンとホモシステインか

ら SAH を合成）を触媒した．その触媒定数 kcat は

ヒト酵素の 20 分の 1 程度であったが，基質（SAH

及びアデノシン）に対する Km も低く，原虫酵素は

阻害剤の影響を受け易いと期待された．ネプラノシ

ン A による阻害を調べてみると，IC50 はヒト酵素

の 101 nM に対して，原虫酵素は 47 nM で，顕著

な差異はなかったが，これは選択的阻害剤開発の可

能性を示すものであった．また，アリステロマイシ

ンの毒性軽減を目的に作られたノルアリステロマイ

シン（NAM)17)では，ヒト酵素と原虫酵素で，それ

ぞれ 1.1 mM と 3.1 mM であった．18)

SAH 加水分解酵素阻害剤が原虫酵素に選択性を

もたらす条件を求めて，宿主毒性の比較的低い

NAM を基本骨格として塩基部に種々の官能基を導

入し，それらによる阻害を調べた．18)その結果，2
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Fig. 3. Comparison of Adenosine Binding Site of P. falcipa-
rum SAH Hydrolase with Human SAH Hydrolase

Characteristic pothole in the substrate binding site of P. falciparum
SAH hydrolase was indicated by an arrow (left panel). The corresponding
position is occupied by the side-chain of Thr in the case of SAH hydrolase
from human (right panel).
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位にアミノ基を導入した場合，阻害活性は低下する

ものの，原虫酵素への選択性が高まることを明らか

にした．一方で，同じ位置に臭素やメチル基を導入

すると阻害活性は顕著に低下した．導入した官能基

のサイズは，アミノ基＜メチル基＜臭素であるた

め，共有結合半径の小さい官能基を塩基部 2 位へ導

入することが選択性向上の鍵となると考えられた．

これを裏付けるために，2 位にフッ素を導入した

NAM (2FNAM）を合成し，阻害効果を調べると予

想通り，原虫酵素への選択性が上昇する結果が得ら

れた．19)

2FNAM が原虫酵素に選択性を示す理由は，構造

生物学的アプローチにより明らかになった．基質

（アデノシン）存在下に，組換え型原虫酵素を結晶

化し，20)高エネルギー研究所のビームラインを使用

して，その立体構造の解明に成功した．21)それまで

に，ヒト SAH 加水分解酵素の立体構造は Turner

らのグループから報告されていた22)ため，興味の中

心は，1) 原虫 SAH 加水分解酵素に特有の挿入配

列の構造と，それが基質（阻害剤）結合に影響する

可能性，及び 2) 2 位置換 NAM が原虫酵素に選択

的に作用する要因であった．各サブユニットは，基

質結合ドメイン，NAD＋ 結合ドメイン及び C 末端

ドメインに分けられ，これらの基本構造はヒト酵素

と同じであった．基質結合ドメインに存在する挿入

配列は，しかし基質結合に影響を与え得る位置には

なく，むしろホモ四量体の外側を向く構造であっ

た．哺乳類由来の SAH 加水分解酵素は基質を結合

すると，基質結合ドメインと NAD＋ 結合ドメイン

の間が狭まり，「閉じた」構造に変化するが，その

動きにも挿入配列は関与していなさそうである．し

たがって，挿入配列が阻害剤選択性を決定するとは

考え難くく，その機能及び役割については今後の解

明が待たれるところである．

では，2 位置換 NAM の選択性は何に起因するの

であろうか？ヒト SAH 加水分解酵素と原虫 SAH

加水分解酵素の基質結合部位はポケット状になって

おり，アデニン環はポケットの奥側に納まるように

位置する．アデニン環は比較的タイトにアミノ酸残

基に囲まれているが，この構造を詳細に比較する

と，原虫酵素ではヒト酵素に比べて 2 位を囲む空間

に余裕があることが判明した（Fig. 3）．この空間

は原虫酵素の Cys59 で形成されているが，ヒト酵

素の場合，これに対応するアミノ酸残基は Thr60

であり，その側鎖先端は二股に分かれている．二股

の一方のメチル基は Cys59 のチオール基と同様タ

ンパク中に埋没しているが，もう一方のヒドロキシ

ル基はその反対側に突き出して，アデニン環 2 位付

近の空間を埋めている．このわずかな差異が阻害剤

の選択性に寄与していると考えられた．そこで，原

虫酵素の Cys59 を Thr に置換した変異酵素を作製

してみると，確かに 2 位置換 NAM による阻害を

受け難くくなっており，わずか一残基のアミノ酸置

換で，阻害剤選択性が変換されることが明らかにな

った．この変化は単に立体障害だけでなく，硫黄原

子と酸素原子の電気陰性度の違いに起因する可能性

も考えられたため，Cys59 の Ser への置換も実施し

た．しかし，この変異体には阻害剤感受性を含めた

酵素の性状に変化は認められず，2 位置換 NAM の

選択的阻害活性には電気陰性度の寄与は事実上ない

ことが明らかになった．23)逆に，ヒト SAH 加水分

解酵素でのアミノ酸置換の影響も調べた．ヒト酵素

の Thr60 を Cys, Ser 若しくは Ala に置換すると，

これら変異体は 2FNAM による阻害を 720 倍受け

やすくなった．23)こうして，2FNAM による原虫酵

素の選択的阻害は Cys59 の作り出す空間によって

成立することを明らかにできた．また，2BrNAM

に阻害活性が認められなかったのは，その大きな共

有結合半径を Cys59 の作る空間が収納し切れなか
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ったことによると考えられる．なお，現在一次構造

が報告されているすべての SAH 加水分解酵素の中

で，この位置に Cys 残基を持つのは Plasmodium

属の原虫のみである．

2FNAM による選択的阻害は，培養細胞を用いた

実験でも確認されている．19) 2FNAM は，NAM に

比較してマウス乳がん細胞 FM3A に対する毒性を

100 倍低下させた一方で，赤内型 P. falciparum に

対する毒性は変化させなかった．ただし，FM3A

細胞に対する NAM の毒性が元々高かったため，

EC50 値は，FM3A と P. falciparum でほぼ同じ 7.2

mM 及び 7.4 mM であった．今後は，マラリア原虫に

対する選択毒性を更に向上させる必要がある．その

ためには，まだ利用されていないホモシステイン結

合部位の違いを利用する必要があるが，ホモシステ

イン結合部位については，in silico 研究によって推

測されているものの，24)いまだ実証には至っていな

い．われわれは，ホモシステイン結合部位を阻害剤

設計に反映させる可能性を求めて，4′位をフッ素

化した炭素環ヌクレオシド，2-amino-4′-a-‰uoro 9-

[(1′R,2′S,3′R ) -2′,3′-dihydroxycyclopentan-1′-yl]

adenine ((2-amino-4′-a-‰uoro DHCaA）を合成し

た．25)この化合物はヒト SAH 加水分解酵素を阻害

しなかったが，マラリア原虫酵素はわずかに阻害し

た（IC50＝220 mM）．このことはホモシステイン結

合部分に修飾を加えることで阻害活性を調節できる

ことを示唆しており，今後さらに選択性を高めた化

合物の開発が期待できる．

5. おわりに

以上述べてきたように，SAH 加水分解酵素では

種間のわずかな差異を利用した選択的阻害剤を見出

すことができた．このような手法による阻害剤開発

は他の標的についても可能かつ有望である．感染症

に対する薬剤開発は，宿主と異なる病原体独自の代

謝系を狙い撃つのが上策であるが，共通の代謝経路

でもアミノ酸レベルの違いを利用したファインチ

ューニングを進めれば有効な化学療法剤を見出すこ

とができると思われる．今後幅広い標的研究を通し

て感染症制圧に向けた研究を展開したい．
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