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研究成果の概要（和文）：本研究は、HIVを形成する構造蛋白であるcapsid（CA）に特異結合し、CAの自己崩壊
（自壊）を誘導する事でHIV増殖を阻害する、新規機序の抗HIV剤開発を目指すものである。800万の化合物デー
タを用いた結合シミュレーションで各化合物-CAの結合スコアを計算し、実際の抗HIV活性を評価した。同定した
抗HIV化合物群のうち3化合物で著明なCAの自壊誘導活性を有する事を見出した。CA自壊誘導化合物は細胞内で合
成されたCA、および成熟HIV内に侵入し円錐状CA殻に直接作用する事が判った。CA自壊誘導化合物はCA前半部に
結合する事を明らかにした。構造最適化を図るため合成展開を進め、特許出願を行った。

研究成果の概要（英文）：The aim of our research is to develop the novel anti-HIV-1 (HIV) agents 
which bind to HIV capsid structural protein (CA) and induce significant CA degradation. We carried 
out in silico docking simulation of each of 8 million compounds data with a target cavity we 
identified on the surface of CA N-terminal domain (NTD), then evaluated in vitro anti-HIV activity 
of compounds with good binding score. We have newly identified ~50 compounds which have anti-HIV 
activity, among them, 3 compounds significantly induced CA degradation. Such compounds induce 
degradation both of newly generated CA in the infected cells and conical core-formed CAs within 
mature HIV virion by penetrating through viral membrane. We also identified that the 
CA-degradation-inducing compound bind to the NTD of CA. We have newly synthesized 
structurally-related compounds with CA-degradation-inducing compounds for the optimization, and 
applied for domestic/international patents regarding CA-degradation-inducing compounds.

研究分野： 感染症内学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
既存の多剤併用化学療法はHIVの酵素群を標的としているが、対して本研究の標的CAは、HIV内でウイルス遺伝子
を包む円錐状殻を構成する蛋白である。本研究はHIVの“本丸”を攻める戦略であり、既存薬とは一線を画す。 
HIV逆転写酵素に起因する高い突然変異発生率・HIV酵素群の持つ変異への高許容性より薬剤耐性株出現が惹起さ
れる。対してCAはよく保存された領域であり遺伝子変異出現への許容性が低い事が示唆され、CA阻害剤にHIVが
薬剤耐性を獲得する事は困難と推測される。CA自壊の誘導及びそれに起因するHIV感染・増殖阻害といった、前
例の無い作用機序の薬剤開発は、HIV感染症治療の新たな選択肢に成り得る。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
研究代表者は、熊本大学大学院博士課程在籍中より新規の抗 HIV-1 剤の開発に従事し、国

内外の研究グループと共同で複数の新規 HIV-1 プロテアーゼ阻害剤（PIs）の同定・開発を行
い（Amano, Mitsuya, AAC. 2007, Koh, Amano, Mitsuya, AAC. 2009, Tojo, Amano, Mitsuya, AAC. 2010, 
Ide, Amano, Mitsuya, AAC. 2011, Amano, Mitsuya, AAC. 2013, Miguel, Amano, Mitsuya, AAC. 2013, 
etc.）、また新規 HIV-1 逆転写酵素阻害剤（RTI）に関して開発・報告（Nakata, Amano, Mitsuya, 
AAC. 2007）を行ってきた。また研究代表者のグループはこれまでに HIV-1 Gag 領域の変異に
関した研究を継続して行っており、長期間の cART 療法後に治療不応性となった患者由来の多
剤耐性臨床分離 HIV-1 株を用いて、Gag 領域の開裂部位周辺に挿入変異が入る事により、薬
剤耐性関連変異によって減衰した HIV-1 プロテアーゼ（PR）の Gag 前駆蛋白に対する酵素
活性が改善する事を報告したが（Tamiya, Mitsuya, J Virol. 2004）、このような挿入変異による代
償は完全ではなく、薬剤耐性株の複製能は野生株と比し依然劣ったままである事が多い。 
このため我々は Gag 領域の挿入変異が Gag 前駆蛋白の processing や変異株の感染性およ

び複製能に対し影響を及ぼし得ると仮定、詳細な解析を行うために、Gag 領域の様々な位置に
アミノ酸配列（AA）を挿入した変異株を多数作成し、挿入変異による HIV-1 の構造学的・ウ
イルス学的特性の変容について検討した。まず transposon 法で Gag 蛋白をコードする遺伝子
領域のランダムな位置に  19AA を導入した変異株を多数作成し、各変異株を細胞に 
transfection（TF）した後、得られた cell/ virion lysates を用いて HIV-1 Gag capsid 抗体による 
western blotting（WB）を行ったところ、Gag Capsid 領域の特定部位に挿入変異を有する変異株
において、異常な capsid 蛋白（CA）の変性によると考えられる degradation（自己崩壊）産物
が出現する事を確認した（図1／Amano et al, under revision）。また、各種阻害剤を用いた実験に
より、細胞側およびウイルスの蛋白分解機構は本現象には関与しない事が判明した。この結果
より特定部位に挿入変異を有する CA を分解の方向に進ませる機序の存在が示唆された。更に
各変異株を細胞に TF 後の cell/ virion lysates を任意の時間 37 ℃で定温静置し、ELISA 法に
て lysates 中の p24 抗原量を測定、また抗 p24 抗体を用いたWBを行い、野生型及び変異 Gag 
蛋白の経時的変化を調べた結果、CA 領域に挿入変異を有する変異株において顕著に CA 自己
崩壊の経時的な進行を認めた。挿入変異を有する Gag 蛋白における異常な自己崩壊現象が、
サンプルを定温静置する事により著しく進行する（野生株ではほとんど CA 抗原量に変化は無
い）という結果は、斬新な発見であると言える。また、このように CA の自己崩壊現象を起こ
す挿入変異株では、ウイルスの感染性や複製能が著しく損なわれる事が各種細胞を用いた感染
実験により判明した。また、挿入変異を有する CA 単独発現 plasmid を作成し、細胞に TF し
た場合においても、挿入変異 CA は著しい自己崩壊を起こす事を明らかにした（図2／Amano et 
al, under revision）。CA 領域の C 末端側に比べ、N 末端側に挿入変異が入った方がより顕著な 
CA 自己崩壊を誘導する結果から、N 末端側に挿入変異が加わる事によってもたらされる構造
学的変化により、CA が脆弱化し自己崩壊する機序が考えられた。また HIV-1 CA は通常 ５ 
もしくは ６ 量体として存在するが、N 末端側に挿入変異が入る事でこの多量体形成障害が起
こり、これらが複合して CA 挿入変異ウイルスの増殖不全を来していると考えられる。 

 
図 1．野生株（WT）および Gag 挿入変異株におけ
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ったところ、黒枠で示すように野生株では認めない異
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図 2．単独発現させた挿入変異 Capsid（CA）における自己崩壊の
経時的進行 
野生型および挿入変異  CA 単独発現  plasmids を細胞に 

transfection（TF）した後、得られた cell lysates を等量ずつ分注
し、任意の時間 37 ℃で定温静置後、HIV-1 p24（CA）ポリクロ
ーナル抗体による ELISA および WB を行ったところ、各変異 
CA、特に四角の枠で示す N 末端領域に挿入変異を有する CA 
において、顕著な自己崩壊現象およびその著しい経時的進行を認
めた（37 ℃で定温静置を開始して 24 時間後には、挿入変異 CA 
は自己崩壊し完全に消失していた）。 
 

 



以上の結果を基に我々は、挿入変異が入る事で CA の自己崩壊を引き起こす CA の特定の
部位へ強固に結合する化合物が存在すれば、同様の現象を誘発し得ると仮説を立て、そのよう
な化合物の検索を精力的に行っている。 本研究において HIV-1 CA の成熟化を阻害し分解方
向へ進める、これまでに報告の無い新規 HIV-1 複製阻害物質の同定・開発を目指す。 
 

２．研究の目的 
本研究は、HIV-1 粒子を形成する構造蛋白である CA に対して特異的に結合し、更に CA の

異常な自己崩壊を誘導する事で HIV-1 の増殖を抑制し得る、全く新しい機序を有する抗 
HIV-1 剤の開発を目指すものである。HIV-1 感染に対する多剤併用化学療法（cART）は長足の
進歩を遂げ、かつて「死の病」とされた本疾患は「コントロール可能な慢性感染症」と再定義
し得る程となった。しかし HIV-1 が cART に対して薬剤耐性を獲得し、多くが交差耐性であ
るが故に治療抵抗性となった症例数の増大が続いており、これに対応し得る全く新たな作用機
序・作用標的を有する薬剤の開発に関する基礎研究の重要性は増している。1987 年に逆転写酵
素阻害剤である AZT が世界初の HIV 感染症治療薬として臨床応用されてから現在に至るま
で CA を標的とした坑 HIV-1 剤は実用化されておらず、本研究課題である新規 HIV-1 CA 阻
害剤の開発は既存の坑 HIV-1 剤に無い新規性・独創性を持つものであると言える。 
 
３．研究の方法 
【HIV-1 CA の表面 cavity に対し特異的に結合する化合物の in silico docking simulation によ
る検索】  詳細な結晶構造データより得られた CA の表面構造を解析する事で、我々が同定し
た挿入変異が入る事で著しい CA の自己崩壊（自壊）をもたらす CA 上の特定部位の近傍に、
低分子化合物が結合し得る充分な空間を有する疎水性 cavity を同定した。また、この cavity は 
CA が多量体を形成時に中央に位置しており、同 cavity に強固に結合する化合物は CA 多量体
形成に対しても直接的に影響を及ぼす可能性がある。100 種の臨床分離株の比較検討により、
cavity 周囲の塩基配列はよく保存されている事を確認した。以上より、同定した cavity は薬剤
開発の標的として適していると考えられた。次に購入可能な 800 万個超の化合物データを入手
し、各化合物を経口投与した際の ADME に影響を及ぼし得る分子特性を考慮した上で 
druggable な化合物約 700 万個を抽出、各化合物データについてエネルギー極小化を行い溶媒中
の構造を最適化した上で、docking simulation 法により各化合物と CA との結合スコアを計算、
スコアの良い化合物に関しては実際に購入し、MTT assay 法により抗 HIV-1 活性を評価する。 
【同定した抗 HIV-1 活性を有する hit 化合物において、CA 自壊誘導活性の有無を評価する方
法】 
 COS-7 細胞に CA を単独で強制発現させた後に細胞溶解液を作成し、各 hit 化合物を添加
した上で等量ずつ分注し任意の時間 37 ℃で定温静置し、抗 CA 抗体を用いた ELISA 法・
WB 法により hit 化合物が実際に CA の自壊を誘導し得るか検討する。CA 自壊誘導活性を有
する化合物については、HIV-1 を発現させた上で同様の実験を行う。更にウイルス上清を回収
し超遠心後に作成した HIV-1 濃縮浮遊液を用い、成熟 HIV-1 内に存在する CA 殻に対しても
自壊誘導活性を維持し得るかを電顕等にて検討する。また HIV-2 株感染細胞を用いて、HIV-2
の CA に対する化合物の作用を評価する。 
同定した CA 自壊誘導化合物を用いて耐性誘導を行い CA 領域の塩基配列の変化を評価す

る事や、様々な部位での欠損変異 CA 発現プラスミドを網羅的に作成し、各変異 CA に対す
る CA 自壊誘導能の変化を検討する事により、CA-化合物間での結合部位の推測を行う。 
 
４．研究成果 

HIV-1 CA を強制発現させた細胞の溶解液に、同定化合物を添加して培養した際の CA 抗原性
の変化を評価した結果、HIV-1 CA に直接作用して著明な蛋白自壊を誘導する事で抗 HIV-1 作用
を発揮する 3 種類の化合物（CA 自壊誘導化合物）を新規に同定した。HIV-1 強制発現細胞の溶
解液やウイルス溶解液を用いて評価した結果、細胞内に強制発現させた CA 単量体・細胞から
出芽前の HIV-1・培養液中に出芽後の HIV-1 の全てにおいて CA 自壊誘導化合物は経時的に CA
の自壊を誘導する事が判明した。また、HIV-1 のみならず HIV-2 株においても CA 自壊誘導化
合物は CA 自壊を誘導した。更に超遠心により成熟 HIV 粒子浮遊液を作成し CA 自壊誘導化合
物と反応させた後に電子顕微鏡で観察した結果、CA 自壊誘導化合物の添加によりウイルス内
の CA 殻が消失し、粒子内にびまん性の沈殿物を認めるといった HIV 粒子の著しい形態異常を
来す事が判明、この結果より CA 自壊誘導化合物は感染細胞内で合成された CA、および成熟
HIV-1 粒子内に侵入し HIV-1 遺伝子を包む円錐状殻を形成した CA に直接作用する事、すなわ
ち HIV-1 生活環での異なった phases でその抗 HIV-1 作用を発揮する事が示唆された。加えて、
アミノ酸配列を部分欠損させた変異 CA 蛋白発現プラスミドを網羅的に作成し、CA 自壊誘導
化合物と反応させ CA 自壊誘導能の変化を評価した結果、CA 自壊誘導化合物の結合に必須な
CA のアミノ酸領域は CA の N 末端側にある事を明らかにした。  

HIV-1 CA 阻害剤に関しては、欧米で複数のグループによる開発が進められている。それら



開発中の化合物群に関して以下にまとめる（①～④）。① Bevirimat (PA-457) は、前駆蛋白段階
の CA と p2 間における、PR による最終的な開裂（切断）を阻害する CA 成熟化阻害剤とし
て開発された（PNAS, 2003, etc）。② CA binding peptide (CAI) は、CA の C 末端側に結合する 
12 mer のペプチドであり、感染細胞からウイルスの放出（出芽）を抑制する作用を示すとされ
る（Nat Struct Mol Biol, 2005, etc）。③ CAP-1 は CA の N 末端底部に結合する低分子化合物で
ある（J Mol Biol, 2003, etc）。④ PF74 は Pfizer 社が開発を進めている低分子化合物であり、CA 
多量体安定化を過剰促進させる事で、正常な CA の機能を阻害する報告されている（PLoS 
Pathog, 2010, etc）。 
 このように複数の HIV-1 CA 阻害剤が開発中であるが、いずれの阻害剤においても CA の

自壊を誘導するとの報告はなく、また我々が同定した 3 種類の CA 自壊誘導化合物の構造は、
①～④のいずれの化合物とも類似していない。我々は前述した開発中の CA 阻害剤のうち、
Bevirimat を入手し CA 自壊誘導活性の有無を解析したところ、Bevirimat は CA の自壊作用
を持たない事が明らかになった。これらの事より、我々の研究は独自性・新規性に富んだもの
であると言える。 
我々が新規に同定した CA 自壊誘導化合物の抗 HIV-1 活性に関する構造最適化を図るため、

化合物の合成展開を熊本大学薬学部（現崇城大学薬学部）の杉浦正晴博士並びに海外の化合物
サプライヤーと共に積極的に進め、機能評価を行った。更に、同定した CA 自壊誘導化合物に
関して、助成期間中に国内及び国際特許を出願した（出願番号：特願 2017-244763、PCT 出願
番号：PCT/JP2018/047049）。新規に同定した HIV-1 CA 自壊誘導化合物群における、これまで開
発・報告されてきた抗 HIV-1 剤に無い特性を多数明らかとしており、本研究計画における達成
度は高いと考えられる。 
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