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研究成果の概要： 
 A型インフルエンザウイルスの表面タンパク質であるHAは３量体を形成することで非常に強

く標的細胞に結合する（クラスター効果）.本研究では,このクラスター効果に基づく高親和性

結合を阻害する阻害剤を開発するための新しい方法,多価型ペプチドライブラリー法を用い

て,HA３量体に特異的かつ高親和性に結合するペプチドモチーフを同定した。本モチーフを有す

る化合物は,ウイルス粒子の標的細胞への侵入を強力に阻害するペプチド性阻害剤として期待

される. 
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１．研究開始当初の背景 
 A 型インフルエンザウイルスの表面タンパ
ク質である HAは,標的細胞上に存在するシア
ル酸を受容体として認識,結合し,エンドソ
ームを介したウイルスの細胞内への侵入に
中心的な役割を果たしている.また,HA１分
子ではシアル酸に対する結合親和性は非常
に低いが,３量体を形成することで一度に３
分子のシアル酸を認識することが可能とな

り結合親和性は著しく亢進する（糖鎖クラス
ター効果）. しかしながら、天然物、あるい
はケミカルライブラリーからスクリーニン
グする方法、ファージディスプレイ法などの
既存の方法では、原理的にクラスター効果に
立脚したスクリーニングになっていないた
めに、優れた HA 阻害物質を得ることは極め
て困難であった。 
 我々はこれまでに,protein kinase の触媒

 



 

 

部位などの機能ドメインに対して直接基質

モチーフあるいは結合モチーフを決定する

方法,ペプチドライブラリー法を開発してき

た (U.S. Patent Publication No. 

US-2003-0148377-A1).しかしながら,各種レ

クチンに代表される糖鎖認識分子はその糖

鎖リガンドと多価型の結合をおこなうこと

によって結合親和性を高めているため,糖鎖

認識分子に対してはペプチドライブラリー

法は応用することができなかった. 

 最近我々は,腸管出血性大腸菌 O157:H7 が

産生するベロ毒素（Shiga toxin, Stx）に注

目し,ペプチドライブラリー自体を多価にす

るという全く新たな概念に基づいた多価型

ペプチドライブラリー法を開発し,Stx とそ

の糖鎖受容体との多価型高親和性結合を阻

害するペプチド性化合物を同定することが

で き た （ 特 願 2004-295405, 国 際 出 願

PCT/JP2005/012286；特願 2004-189801）.本

化合物は O157:H7感染実験において顕著な治

療効果を示すことから,現在最も臨床応用に

近い化合物として期待されている.  

 本研究では,この多価型ペプチドライブラ
リー法を用いて,HA３量体に特異的かつ高親
和性に結合し,ウイルス粒子の標的細胞への
侵入を強力に阻害するペプチド性阻害剤を
開発することを目的とする. 
 
２．研究の目的 
 多価型ペプチドライブラリー法はそれ自
体がクラスター効果を発揮するために、標的
分子単体に存在している微弱な構造の変化
や相異を極めて鋭敏に、かつ高親和性で認識
するペプチドモチーフを同定することが可
能であるという優れた特徴を有する。HAは免
疫系からのがれるために、比較的保存された
シアル酸結合部位の外辺部に存在する領域
に、3.5 アミノ酸置換/年の割合で変異を導入
するが、本法はこの激しい変異により次々に
作り出されるそれぞれの HA に対し、柔軟か
つ容易に対応することができる。本研究では,
この多価型ペプチドライブラリー法の特徴
を生かし,従来の抗インフルエンザ薬の宿命
であった耐性の問題を克服する,新たな抗イ
ンフルエンザ薬を開発することを目的とす
る。 
 
３．研究の方法 
 多価型ペプチドライブラリーは図１に示
す構造をしている.構造中 X（degenerate 
position）は Cys を除く１９種のアミノ酸の
ミックスチャーであり,X を４個有する一つ
の分岐ライブラリーは,理論上１９の４乗種
類のペプチドのミックスチャーから構成さ
れていることになる.本ペプチドライブラリ

ーを標的タンパクが固定化されたカラムに
かけ,洗浄後,カラムに強く結合したペプチ
ドを回収しアミノ酸シークエンスを行う.そ
の結果,各 degenerate position について,ど
のアミノ酸がどの程度選択されたかのラン
キ ン グ が つ く こ と に な る . す べ て の
degenerate position について最も強く選択
されたアミノ酸を順番に並べれば,その配列
は標的タンパクに対する最適の結合モチー
フとなっているはずである.以上がペプチド
ライブラリー法の原理である.なお,アミノ
末端の Met-Ala,ならびにカルボキシル側の
Ala は,回収したペプチドのアミノ酸シーク
エンスがサイクルごとに確実に行われたか
を確認するために導入してある. 
 
 
 
 
 
 
図１ 多価型ペプチドライブラリーの構造 
 
４．研究成果 
１）野生型 HA ならびにシアル酸結合部位に

変異を有する HA の大量調製 

 ヒトインフルエンザウイルス H1N1 由来 HA

のシアル酸結合サイトに特異的に結合する

ペプチドモチーフを決定するために,ライブ

ラリーのスクリーニングは,野生型 HAカラム

ならびにシアル酸結合サイトに変異を有す

る HA(L194A)カラムの２種を用いて行う.バ

キュロウイルス発現系を用いて,C 末端に

His-tagを有する野生型HAならびにL194Aを

発現している Sf21 細胞を調製し,L194A では

赤血球凝集活性が完全に消失していること

を確認した（図２-1）.これら Sf21 細胞から

大量の HAを調製し,本来膜タンパク質である

HA を活性を保持したままの状態でビーズ上

に固定したアフィニティーカラムを作成す

ることができた（図２-2）. 
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図 2-1 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2-2 ELISA を用いたアフィニティ精製後

の HA とシアル酸との特異的結合.野生型 HA

はシアル酸を有するフェツインに特異的に

結合し,シアル酸を除去したフェツイン（ア

シアロフェツイン）には全く結合しないこと

が示された.一方,L194A はいずれに対しても

結合活性を示さない. 

 

２）HA に対して最適化した多価型ペプチドラ

イブラリーの作成 

 多価型ペプチドライブラリー法では標的

とするタンパク質に合わせて,その核構造を

最適化することが必要であり,この操作によ

ってライブラリー自体の親和性を大きく向

上させることができる.本研究では,HA３量

体の結晶構造に基づいて,末端のライブラリ

ー部と核構造を結ぶスペーサー長が異なる

一連のマルチバレントペプチドライブラリ

ーを作成し,野生型 HAに対する結合活性を比

較し,最終的に HAに対して最適化したマルチ

バレントペプチドライブラリーの構造を決

定した. 

 HA に最適化したマルチバレントペプチド

ライブラリー（１次ライブラリー）を用い,

野生型 HA カラムならびにシアル酸結合サイ

トに変異を有する HA(L194A)カラムの２種を

用いてスクリーニングを行った.本検討によ

り結合に中心的な役割を果たすと考えられ

るアミノ酸として,Arg,Lys,Val を同定する

ことができた.これらのアミノ酸を locking 

position として導入した２次ライブラリー,

す な わ ち XXX-Arg-XXX, XXX-Lys-XXX, 

XXX-Val-XXX）を４個持ち,HA に対してより結

合親和性に優れた２次ライブラリーを合成

した. 

 

３）HA シアル酸結合部位特異的結合モチーフ

の同定 

 本２次ライブラリーのスクリーニングは,

同様に野生型 HA カラムならびに HA(L194A)

カラムの２種を用いて行った.野生型 HAカラ

ムを用いて得られた結合モチーフから,ミュ

ータント HA カラムを用いて得られた結合モ

チーフを差し引くことにより,HA のシアル酸

結合サイトに特異的に結合する候補ペプチ

ドモチーフを数種決定することができた. 
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 今後は、これまでに決定した HA1 結合モチ
ーフについて,すでに決定した HA1 に最適化
した核構造に組み込み,４価のペプチド性 HA
阻害剤を化学合成する.本阻害剤の HA活性阻
害能,結合様式に関する構造化学的検討,さ
らに実際の HA1を持つインフルエンザウイル
スを用いた,ウイルス増殖抑制活性,感染実
験における感染阻止効果を検討してゆく.最
終的に臨床応用に耐えうる新たなインフル
エンザ治療薬の開発を目指す. 
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