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研究成果の概要（和文）：本課題ではギャップ結合を指標として当グループが開発した薬剤スクリーニング技術
「GJscreen」（特許取得済）によりSARS-CoV2感染の鼻腔上皮細胞への阻害効果を持つ候補物質を見出す新規創
薬技術を確立ことを目的とした。BSL2の範囲内で治療薬開発ができるレンチウィルスにSARS-Cov2等のウィルス
の単一スパイクタンパク質（S-protein等）のみをエンベロープに置換することにより、BSL2レベルのin vitro
感染実験で上記感染阻害効果を示すペプチド分子種を同定することに成功し、そのメカニズムの解明に取り組ん
だ。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this project is to establish a new drug discovery technology 
to find candidate substances with inhibitory effects on nasal epithelial cells infected with 
SARS-Cov2 by using the drug screening technology "GJscreen" (patented) developed by our group using 
gap binding as an indicator. By replacing only a single spike protein (S-protein, etc.) of SARS-Cov2
 and other viruses in the lentivirus envelope, It was  succeeded that identify peptide molecular 
species that exhibit the above inhibitory effect on infection in vitro at the BSL2 level and 
elucidated the mechanism of this effect. 
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研究成果の学術的意義や社会的意義
エンドサイトーシス等による細胞膜タンパク質（ギャップ結合等）の細胞内取り込みに着目した薬剤スクリーニ
ングはこれまで行われておらず、鼻腔上皮細胞と臨床検体の鼻粘膜組織片を用いて行う新たな切り口からの
COVID19の薬剤スクリーニング系である。既存薬だけでなく新規の中分子医薬品等同時にスクリーニングするこ
とにより、SARS-CoV2の初期感染経路に最も適した阻害物質を選抜することが可能となる。本研究で効果を同定
したペプチド分子種はその選抜の結果であり、学術的および社会的意義が非常に高いといえる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
パンデミックにより世界中で COVID19 に対する薬剤開発が進められているが、ウィルス変
異株や新たな振興再興感染症への対策のために多様な薬剤スクリーニング戦略が必須と考えら
れている。多くの病原体は宿主細胞細胞膜のトラフィッキング経路を利用して細胞内に侵入す
る。細胞膜の取り込みを行うエンドサイトーシスもウィルス侵入の経路である。ギャップ結合は
短期間でのターンオーバー（合成と分解）を繰り返し、細胞膜からのタンパク質の細胞内取り込
み（internalization）にエンドサイトーシス経路を用いることが知られている。当グループではギ
ャップ結合をコードする Connexin26 遺伝子（GJB2）の変異による遺伝性難聴の研究において
ギャップ結合の過剰なエンドサイトーシスが病態に関与することを発見した。さらにこのエン
ドサイトーシスによる細胞内取り込みを阻害し、崩壊したギャップ結合複合体を安定化する薬
剤を選抜する新規スクリーニング技術「GJscreen」（特許出願済）をこれまでに開発している。
同方法により既に複数の薬剤が選抜されているが、これらの中には過剰なエンドサイトーシス
を抑制する薬剤が存在すると考えられる。コロナウィルスの一種マウス肝炎ウィルス（MHV）の
感染にギャップ結合形成が関与するとの報告があることから、選抜された薬剤の中にエンドサ
イトーシス阻害などによる SARS-CoV2 感染を阻害する薬剤が含まれるとの仮説を立てた。こ
の仮説を元に SARS-CoV2 のスパイクタンパク質（S タンパク質）を持つ SARS-CoV2 偽型レ
ンチウイルスを作成し、選抜した薬剤による鼻腔上皮細胞への感染阻害実験を行ったところ、有
意な感染阻止能を持つ薬剤を存在することをこれまでに明らかにしている。 

 

２．研究の目的 
本課題ではギャップ結合を指標として当グループが開発した薬剤スクリーニング技術
「GJscreen」（特許取得済）により SARS-CoV2感染の鼻腔上皮細胞への阻害効果を持つ候補物
質を見出す新規創薬技術を確立する。BSL2 の範囲内で治療薬開発ができるレンチウィルスに
SARS-Cov2等のウィルスの単一スパイクタンパク質（S-protein等）のみをエンベロープに置換
することにより、BSL2 レベルの in vitro 感染実験で上記感染阻害効果を示す化合物を開発する
ことを目的とした。 
コロナウイルスの細胞侵入および宿主生物種を限定する指向性の進化メカニズムを理解する
ためには、ウイルスエンベロープの S タンパク質と宿主受容体との相互作用を理解することが
必須である。通常のコロナウィルスを扱える実験室は限られるため、代替方法としてコロナウイ
ルスの S タンパク質を外套させたシュードタイプ（偽型）レンチウイルスを利用することとす
る。コロナウイルスとレンチウイルスは、ともに外層が脂質二重膜からなるエンベロープウイル
スで、吸着する宿主・組織特異性を決める受容体タンパク質が外界に向かって突出した形状を取
っている。偽型レンチウイルスのパッケージングの際、通常の水泡性口炎ウイルスの G タンパ
ク質（VSV-G）エンベロープの代わりに、コロナウイルスの S タンパク質をウイルス産生細胞
の細胞表面に高発現させ、ウイルス粒子を産生させる。この偽型レンチウイルスは、Sタンパク
質と宿主細胞の受容体との結合を介して宿主細胞に侵入するメカニズムを模倣することが可能
である。 

 

申請者らの予備実験ではあ
る阻害薬と細胞増殖制御薬
との組み合わせにより偽型
SARS-CoV2 ウィルスの鼻
腔上皮細胞への有意な感染
阻止能が確認された。 



 
３．研究の方法 
武漢型（Lenti-Cov2-S-GFP）とベンベロープ Sタンパク質に D614G変異を持つ欧州型（Lenti-

Cov2-S-D614G-GFP）を作成した。同レンチウイルスは緑色蛍光タンパク質を発現し、SARS-
Cov2の疑似エンベロープとして SARS-Cov2 S-Protein（武漢型と D614G変異を持つ欧州型）
を有する、対象群として通常用いられる VSVG をエンベロープに持つレンチウィルス（Lenti-
VSVG）を用い一般的なレンチウィルスへの感染との相違を求め、COVID19 特有の感染阻害物
質を選抜した。これまでの研究では、あるペプチド分子の存在の有無下でのヒト上皮細胞におけ
る Lenti-CoV2-S-GFPの感染についての評価を行った。 
また Toll like receptor (TLR)シグナルのような自然免疫系シグナルの活性化による ACE2、

TMPRSS2等のリガンド発現の影響を解析した。 
 
４．研究成果 

(1) Poly(I:C)による ACE2 と TMPRSS2 の mRNA 発現量増加 
TLR刺激がACE2およびTMPRSS2の発現に影響を及ぼすかどうかを調べるため、いくつかの

TLRアゴニストで24時間刺激した後のNHBE細胞におけるmRNA発現を調べた。ACE2のmRNA
発現は、Poly(I:C)によるTLR3刺激で有意に増加した（22.47±0.1、p<0.0001、図1A）。TMPRSS2 
mRNA発現もまた、Poly(I:C)によるTLR3刺激により有意に増加した（7.697±0.26、p<0.0001、
図1B）。これらの知見は、Poly(I:C)によるTLR3刺激がNHBEにおけるACE2およびTMPRSS2の発
現レベルを増加させることを示している。 

 



（2） hBD-2 による Ploy(I:C)誘導性 ACE２mRNA の発現増加の抑制 
異なる濃度の FPの Ploy(I:C)誘導性 ACE2および TMPRSS2 mRNA発現増加に対する阻害効
果を調べたところ、Poly(I:C)による ACE2 発現上昇の有意な抑制は hBD-2 で観察されたが、
hBD1、hBD-3、hBD4 では観察されなかった(図 2A)。一方、hBD-2 は、他の hBD ではなく、
NHBEにおける TMPRSS2のmRNA発現を抑制する傾向があった(図 2B)。 
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Figure 2 The poly(I:C)-induced increase in ACE2 mRNA expression is significantly suppressed by hBD-2. Relative
mRNA expression of ACE2 (A) and TMPRSS2 (B) after stimulation with poly(I:C) in the presence  or absence of  hBDs
for 24 hours in NHBEs. Relative mRNA expression was determined by normalization against untreated control cells
and GAPDH. Data are means ± standard deviation (s.d.) of values from three independent experiments. *p < 0.05,***p

 
 
(3) hBD-2 による NHBE における Lenti-CoV2-S-GFP の感染の抑制 
 NHBE における SARS-CoV-2-S 偽型 GFP レンチウイルス(Lenti-CoV2-S-GFP)による感染抑
制効果を調べた。Lenti-CoV2-S-GFPの有意な感染抑制は hBD-2で観察されたが、hBD1、hBD-
3、hBD4では観察されなかった（図 3）。 

 
 
以上より、抗菌ペプチド hBD-2は、ヒト気管支上皮細胞における ACE2と TMPRSS2の抑制
を介して、SARS-CoV-2の感染を抑制する可能性があり、現在、このメカニズムについて解析を
行っている。 
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