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研究成果の概要（和文）：カルジオリピン（CL）は、HIV-1Gag MAドメインに結合する。本研究はCL-MAドメイン
結合のウイルス学的意義の解明と本結合に基づく抗エイズ薬の開発を目的とする。
HIV-1増殖評価系において、リポソーム剤形として投与したCLはウイルスの侵入を防ぐ一方、放出を増強した。
また、SPRを用いた結合解析から、CLの短鎖誘導体（Tetra-C7-CL）とウイルス形成に重要とされる短鎖PI(4,5)
P2誘導体（Di-C7-PIP2）は、それぞれ異なる結合様式で、同様の結合親和性でMAドメインに結合した。さらに、
本結合に関与するアミノ酸を同定した。本成果は、新たな抗エイズの創製につながるものである。

研究成果の概要（英文）：It is known that the viral protein HIV-1Gag is one of the products produced 
by hijacked host cells and mediates HIV-1 virion budding. We found that one of the host cell 
phospholipids, cardiolipin (CL), binds to the N-terminal MA domain of HIV-1Gag and that the 
injection of CL prepared in liposomal form prevented viral entry but enhanced viral release. A 
short-chain derivative of CL (Tetra-C7-CL) and a short-chain PI(4,5)P2 derivative (Di-C7-PIP2), 
considered important for viral assembly, were bound to the MA domain in a distinct binding mode and 
with a similar binding affinity by using surface plasmon resonance (SPR) sensor analysis. We will 
develop the lead compounds and also elucidate the significance of MA-CL binding.

研究分野： ケミカルバイオロジー

キーワード： HIV-1 Gag　MAドメイン　カルジオリピン　抗エイズ薬　PI(4,5)P2

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
抗エイズ薬開発は人類とエイズウイルスとの戦いであるが、多剤併用療法(ART)に使用されるプロテアーゼ阻害
剤「パキロビッド」がCOVID-19の重症患者に適応されるように、その開発過程には、エイズに限らず他のウイル
スの脅威から人類を守るためにも重要な研究要素が含まれる。
本研究は「HIV-1Gag MAドメインがカルジオリピンと結合する」という知見をもとに、この結合の意義をHIV-1増
殖評価系ならび結合解析系をもとに解析し、抗エイズ薬創製への礎を築いた。先にイノシトールリン脂質を標的
とした抗エイズ薬リードを創製したが、カルジオリピンはこれに次ぐ標的脂質として有望と考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

ヒト免疫不全ウイルス（HIV）は、後天性免疫不全症候群（AIDS）の原因ウイルスとして知

られる。現在、ウイルス複製のいくつかの過程を標的とした治療薬が多数存在し、多剤併用療法

により AIDS の発症を抑えることが可能となった。しかし、既存の治療薬に対する耐性獲得など

の問題を解決するために、またエイズウイルスを体内から完全に排除することを目指す上でも、

新たな治療標的の必要性が挙げられている。そこで、これまで研究代表者はウイルスの粒子形成

段階に着目し、HIV-1Gag MA ドメインの膜移行を阻害する抗 HIV 薬の開発を目指した研究を

精力的に進めてきた。 

ウイルスの粒子形成はHIV-1構造タンパク質Gagの膜結合ドメインであるMAを介した細胞

膜内側への集積により始まる。その標的がホスファチジルイノシトール 2 リン酸（PI(4,5)P2）

である 1,2)。先に、研究代表者はこの PI(4,5)P2 と MA ドメインとの結合を抑制する抗エイズ薬

リード（L-HIPPO）を創出した 3,4)。そして、この PI(4,5)P2-MA ドメイン結合メカニズムを解

明していく中で、PI(4,5)P2 以外の脂質ではどうかを考慮し、様々な脂質を用いたスクリーニン

グを行ったところ、CL やその部分構造であるホスファチジン酸（PA）が他の脂質よりも MA ド

メインに強く結合することを突き止めた。さらに、CL が HIV-1 の増殖を抑制するという知見も

得られた。よって、これらの知見もとに抗エイズ薬へと展開する新薬創出ストラテジーの提供が

可能となった。 

２．研究の目的 

カルジオリピン（CL）と MA ドメイン複合体における結合解析をもとに MA ドメイン変異体

を作製することで、MA ドメインと CL との結合部位を決定する。さらに、HIV-1 増殖実験をも

とに CL の HIV-1 阻害メカニズムを解明する。その上で、CL の構造をより強く MA ドメインに

結合するように改変した化合物を設計合成すれば、それは、強力な抗ウイルス活性を有すると予

測され、新規のメカニズムに基づく抗エイズ薬に発展するものとして期待される。 

すなわち、CL は、HIV-1Gag MA ドメインに強く結合するが、本研究は CL-MA ドメイン結

合のウイルス学的意義の解明ならびに本結合に基づく抗エイズ薬の開発を目的とした。 

３．研究の方法 

はじめに、侵入、放出、および複製過程を観察できる HIV-1 増殖阻害評価系に、天然体に近

い炭素側鎖をもつカルジオリピン（CL）をリポソーム剤形とした投与法を用いて評価した。次

に、表面共鳴プラズモン（SPR）を使用して CL と MA ドメインとの定量的結合解析系を、CL

の代わりにビオチン化ホスファチジン酸（PA）を用いて構築した。研究協力者である熊本大学

薬学部の立石 大 特任助教が合成した炭素鎖の短い CL 誘導体をもとに、各 CL 誘導体と MA ド

メインとの結合親和性（Kd ）を、競合実験法を用いて算出した。このとき市販の短鎖 PI(4,5)P2

も同時に測定した。一方、研究を進めて行く中で CL と MA ドメインとの結合には仲介蛋白質

の存在が示唆されたことから、LC/MS/MS を用いて、電気泳動後の哺乳細胞由来精製 MA ドメ

インにおいて観察されたバンドをもとに蛋白質同定を試みた。さらに、創薬へと展開するために、

研究開始当初は、短鎖 CL 誘導体と MA ドメインとの X 線結晶構造解析を計画していたが、

COVID-19 流行に伴い、共同研究を思うように進められず、大腸菌由来の MA ドメインの発現

まで完了することとなった。そこで、短鎖 CL と MA ドメインにおける結合シミュレーション

(MOE)の結果をもとに CL との結合に関与するアミノ酸残基を変異させた発現ベクターを作製

し、哺乳細胞で発現させた後、変異体蛋白質を精製した。精製した各種変異体を用いてプルダウ



ン試験法をもとに CL との結合強度を比較した。 

４．研究成果 

研究開始当初、ジメチルスルホキシド（DMSO）に溶解したカルジオリピン（CL）は HIV-1

の逆転写酵素阻害が観察された。しかし、侵入、放出、および複製過程を観察できる HIV-1 増

殖阻害評価系に CL をリポソーム剤形として投与すると、侵入過程においては抑制するが、放出

過程においては逆に増強する結果となった。この結果は、CL がウイルスの複製に影響すること

は示しているが、予想とは反する結果であり、その理由として動物から抽出した CL と人工的に

合成した CL とでは、作用機序が異なる可能性が示唆されたため、現在詳細を検討している。 

次に、表面プラズモン共鳴（SPR）解析を用い、短鎖 CL 誘導体と MA ドメインとの結合解析

を実施した。同時にウイルス粒子形成に重要である PI(4,5)P2 誘導体との結合親和性も観察し

た。結果として短鎖 CL 誘導体（Tetra-C7-CL）と短鎖 PI(4,5)P2 誘導体（Di-C7-PIP2）は、そ

れぞれ異なる結合様式で、同様の結合親和性でMAドメインに対して結合することがわかった。

一方で、本結合解析において哺乳細胞と大腸菌細胞由来の MA ドメインとでは、結合親和性に

差異が生じることも分かった。そこで LC/MS/MS を用いて MA ドメインと結合しうる蛋白質の

同定を実施したところ、宿主細胞由来の tRNAリガーゼがヒットした。現在MA-CL結合に tRNA

リガーゼが関与するか否かにおいて検討している。 

創薬へと展開するために、CL 誘導体を MA ドメインにさらに強く結合する構造に改変するこ

とを目的とし、分子シミュレーション（MOE）をもとに作製した変異体を用いて、CL と MA ド

メインの結合に関与するアミノ酸の同定解析を実施した。CL と MA ドメインとでは R22, K27, 

R76, S77 が、PI(4,5)P2 と MA ドメインとでは K27, K32 が近接するが、これらの MA 変異体

においてプルダウン試験をもとに CL との結合強度を比較した。結果として R22、K27 変異体

において野生型よりも CL への結合が減少したことから、本結合モデルに基づいた抗エイズ薬設

計が可能となった。すでに分子設計を完了し、現在合成進行中である。 

本成果は、CL-MA ドメイン結合に基づいたウイルス学的意義の解明ならびに、先に述べたよ

うな L-HIPPO に次ぐ新たな抗エイズ薬のリード創製につながるものと考えられる。 
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