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研究成果の概要（和文）：    インフルエンザウイルスは感染する初期過程で細胞表面の糖鎖
と相互作用する。本課題では糖鎖リガンドをペプチド分子に「置換」し、感染過程を阻害する

新しい作用機序を持つインフルエンザの治療薬の分子設計の手法を開発した。糖鎖構造を模倣

したペプチド分子は複数の亜型に阻害活性を示した。また化学修飾によって高い阻害活性を示

すことが明らかとなった。このように複雑な構造を持つ糖鎖を「置換」する方法論は、迅速な

治療薬の開発に貢献できる可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：
Influenza virus binds to carbohydrate receptors on the host cell surface at an initial step in
the infection process. The method to design of peptide drug was developed based on the
concept of substitution of carbohydrate ligand for peptide. The carbohydrate-mimetic
peptides showed inhibitory activity for virus infection among multiple types of strain.
Furthermore chemical modification of peptide with monosaccharide indicated that the
peptides have the highest inhibitory activity. This resulted in the promising methodology
for design of novel antiviral drugs.
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１．研究開始当初の背景
インフルエンザはインフルエンザウイルス
を病原として引き起こされる感染症であり、
A型はパンデミックをしばしば引き起こす。
2009 年には新型 H1N1 が発生し、高病原性
H5 型の流行も依然として懸念される。発症
率の低下および軽症化に最も有効な対策法
はワクチンによる予防接種であるが、近年
抗インフルエンザ薬としてオセルタミビル
が開発された（商品名「タミフル」）。抗ウ
イルス薬は治療に加えて、ワクチン接種が
できない予防段階（ワクチンが準備できな
い状況、卵アレルギー患者、家禽インフル
エンザの処理作業者など）での利用も可能
である。しかしパンデミックが起きた 2009
年 3 月当時、耐性ウイルスもすでに蔓延し
ていた（旧型の季節性 A/H1N1 ウイルスの
99%はすでにタミフル耐性であった）。新し
い抗ウイルス薬の迅速な開発手法が求めら
れており、本研究では阻害剤を開発するた
めの方法論を検討した。

２．研究の目的
オセルタミビルはウイルスが増殖して発芽
する際に関わる糖加水分解酵素ノイラミニ
ダーゼ(NA)の機能を阻害する。しかしウイ
ルスが感染した状態で細胞内にとどまるこ
とから、遺伝子が変異して耐性株が発生す
ることが懸念される。そこで本研究では、
ノイラミニダーゼ阻害剤とは異なるメカニ
ズムとして、感染過程を阻害する分子設計
を行なった。ウイルスの感染過程ではヘマ
グルニチン(HA)がシアル酸含有糖鎖を結合
するが、この糖鎖は動物種で変化しない。
つまり、受容体糖鎖の構造を模倣した分子
は亜型や変異に影響されず活性が維持され
ることが期待でき、広範囲な亜型に利用可
能な感染阻害剤として作用する可能性があ
る。
　本課題では、HA の糖鎖結合部位に挿入さ
れるペプチドを出発分子とし（糖鎖リガン
ドをペプチドに「置換」したペプチド）、感
染阻害剤として利用させるための化学修飾
方法および阻害メカニズムを検討した。ま
た単一の亜型だけではなく、複数の型の HA
に結合し、広域感染阻害剤として利用でき
るペプチドを目標とした。

３．研究の方法
これまでにインフルエンザウイルスの H1 型
および H3 型の HA に対して、ファージ提示
法によるペプチドライブラリーから親和性
選択を行ない、両方の HA に結合する 15 残
基のペプチドをすでに得ている。このペプ

チドを脂質、ビオチン、糖などの化学修飾
を行い、ウイルスの感染阻害効果および阻
害メカニズムを検討した。感染阻害はMDCK
細胞を用いたプラークアッセイによって評
価した（図 1）。

図 1　HA 結合ペプチドによるインフルエン
ザウイルスの感染阻害の概念図。ファージ

提示法によってインフルエンザウイルス（flu
virus）の HAに結合するペプチドを同定する。
このペプチドは糖鎖の結合部位に挿入され

るため、阻害剤としての利用が期待できる。

ペプチド（および化学修飾したペプチド）

の感染阻害活性は MDCK 細胞を用いて評価
した。

４．研究成果

(1) 阻害活性を示す HA結合ペプチド
HA 結合ペプチドは 15 残基を基本の長さと
し、A1, s2, D1などを得ている。この中で s2
配列は短くしても活性を保ち、N 末端の 5
残基で最も高い阻害活性を示し、4 残基以下
では亜型の特異性が出てしまうことがわか

った。

　またペプチド D1 の中央 7 残基目のセリン
(Ser）に N-アセチルガラクトサミン（α-
GalNAc）を修飾すると、脂質修飾したペプ
チドと同レベルの高い感染阻害活性を示し

た。



図 2　感染阻害活性および機構解明のための
HA 結合ペプチドの化学修飾。ステアリン酸
を N 末端に結合したペプチド脂質（上）、糖
をペプチド中央の側鎖に修飾した糖ペプチ

ド（中）およびビオチン修飾したペプチド

（下）。

(2) 阻害メカニズム解析
α-GalNAc 修飾ペプチド D1 の阻害活性に着
目し、その阻害機構を解明するため、まず

糖の位置および種類を変えた糖ペプチドを

化学合成した。GalNAc のかわりにグルコー
ス（Glc）やラクトース（Lac；Gal-Glc)など
の糖を含むペプチドを Fmoc ケミストリーに
よる固相合成で合成した。糖の修飾は、水

酸基がアセチル化された糖アミノ酸を用い

た。ペプチド自動合成機で固相樹脂に順次

アミノ酸を連結させ、最後にペプチドを樹

脂から切断した。糖のアセチル基はナトリ

ウムメトキシドで加水分解を行ない、最後

に高速液体クロマトグラフィー(HPLC)で精
製して凍結乾燥後、HPLC および質量分析で
純度および目的物の同定を行なった。

　合成した糖修飾ペプチドは、GalNAc 以外
の糖では感染阻害活性を示さないことがわ

かった。さらにビオチン化 D1 を用いた阻害
実験によって、糖ペプチドの HA との相互作
用で評価した。その結果、糖ペプチドの HA
との相互作用の強さに比例してウイルスの

感染阻害活性が高くなり、HA の親和性と阻
害活性が相関していることが明らかとなっ

た。GalNAc が D1 ペプチドと協同して HA
に結合し、結果として阻害活性を有するこ

とが示唆された。

図３　蛍光標識したウイルスの MDCK 細胞
への取り込みの共焦点レーザー顕微鏡観察

像。ウイルス感染を示す緑色蛍光は、ペプ

チド C18-D1 もしくは D1(GalNAc-S7)共存下

で減少し、感染阻害活性を明らかにした。

　また蛍光標識したウイルスを MDCK 細胞
と相互作用させ、共焦点レーザー顕微鏡お

よびフローサイトメトリーを用いて評価し

たところ、期待通りに蛍光は減少し、ペプ

チドは感染阻害を行っていることが明らか

となった（図 3）。また、蛍光標識したペプ
チドを細胞と相互作用させたが、期待通り

蛍光が細胞膜に観察されなかった。これは

ペプチドは直接細胞と相互作用せず、ウイ

ルスとのみ相互作用して阻害活性を示して

いることがわかった。

(3) 強毒性 H5型ウイルスへの適用
これまでインフルエンザウイルスは弱毒性

である季節性の H1 型および H3 型ウイルス
を用いてきた。しかし近年、高い致死性の

強毒性 H5 型ウイルスの流行が危惧されてい
る。そこで H5 型 HA に対するペプチドの結
合評価の方法を検討し、既存の HA 結合性ペ
プチドとの相互作用評価を行った。

　H5 型 HA はサンプル入手が困難であるた
め、少量の HA でも相互作用解析が行える表
面プラズモン共鳴法での実験系を構築した。

HA 結合性ペプチドは、H1 型および H3 型ウ
イルスに効果のある 15 残基の D1 配列を化
学合成した。D1 ペプチドもしくは H5 型 HA
のいずれかを表面プラズモン共鳴装置のセ

ンサーチップに固定化し、もう片方の分子

を流路系に流すことで条件検討を行った。

その結果、HA をチップに固定化し、ビオチ
ン化ペプチドとアビジンとの複合体を添加

する手法が最も確実に相互作用解析を行う

ことが可能であった（図４）。

図４　HA 結合性ペプチドの結合活性を評価
する手法。ビオチン化ペプチドをアビジン

と複合化することで、感度の高い評価法を

確立した。

　決定された固定化の条件を用いて、H1, H3
および H5 型 HA をそれぞれ固定化し、D1



および 2 つの D1 変異体のビオチン化ペプチ
ドとの相互作用解析を行った。その結果、D1
配列の HA への結合は濃度依存的に増加し、
Langmuir プロット解析で得られた解離定数
の値は、どの HA でも数十μM の値を示し

た。D1 変異体も解離定数は HA が異なって
もほぼ同じ値を示した。これらの結合親和

性の順序は、ファージ ELISA での結合活性
の順序に対応していた。ファージ上でも合

成ペプチドでも D1 配列および変異体は異な
る亜型に対して近い結合親和性を持ってい

たことから、ペプチドは設計通りに糖鎖受

容体の構造を模倣していることが示された。

(4) まとめ
インフルエンザウイルスの HA の糖鎖に結合
するペプチドの感染阻害活性の機能解析を
行った。ペプチドを脂質、糖、ビオチン、
蛍光性官能基などの化学修飾によって阻害
活性の検討を行った。また研究が計画より
も進展し、強毒性 H5 型 HA へ適用すること
ができた。
　関連論文は医薬品化学分野で最も権威の
ある専門誌 Journal of Medicinal Chemistry に
掲載され、招待講演を 2件行った。

５．主な発表論文等
（研究代表者、研究分担者及び連携研究者
には下線）

〔雑誌論文〕（計１件）
(1) Teruhiko Matsubara, Ai Onishi, Tomomi
Saito, Aki Shimada, Hiroki Inoue, Takao Taki,
Kyosuke Nagata, Yoshio Okahata, and Toshinori
Sato 、 Sialic acid-mimic peptides as
hemagglutinin inhibitors for anti-influenza
therapy、J. Med. Chem.、査読有、53、2010、
4441-4449.

〔学会発表〕（計８件）
(1) 松原輝彦、細胞膜界面における糖鎖ナノ
クラスター構築とペプチドによる糖鎖認識
制御、第 6 回理研「バイオものづくり」シ
ンポジウム、2011 年 5 月 10 日、理化学研
究所（和光市）

(2) T. Matsubara; T. Saito; A. Shimada; A.
Onishi; T. Sato, Design of sugar-mimicking
peptide inhibitors on influenza virus infection,
2010 International Chemical Congress of Pacific
Basin Societies (PACIFICHEM 2010), 2010 年
12 月 16 日, ハワイコンベンションションセ
ンター（ホノルル）

(3)松原 輝彦、ライブラリーを用いた糖鎖-
タンパク質相互作用を制御するペプチドの
設計、GlycoTOKYO 2010、2010年11月27日、

東京大学（東京）

６．研究組織
(1)研究代表者
　松原 輝彦（MATSUBARA　TERUHIKO）
慶應義塾大学・理工学部・講師

　研究者番号：10325251

(2)研究分担者
　該当なし

　
(3)連携研究者
　該当なし


