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研究成果の概要（和文）： 

近年、第３世代の抗体医薬として特殊環状ペプチドが注目されている。インフルエンザウイルス HA

蛋白質に対して結合する特殊環状ペプチドを創成し、治療に用いられているリレンザと同等の良好

な阻害活性を見出した。これら特殊環状ペプチドの亜型を超えたインフルエンザウイルス増殖阻害

効果における作用機序を明らかにし、新たな抗ウイルス剤として治療ペプチドの開発をめざした。 

 

研究成果の概要（英文）： 
We identified macrocyclic peptides that bind the viral envelope protein hemagglutinin 
(HA) of influenza A viruses and inhibit its biological function by using the Random 
non-standard Peptide Integrated Discovery (RaPID) system. The macrocycles inhibited 
virus replication and exhibited efficacy against viral pneumonia in a mouse model. These 
results indicate that the RaPID system allows for the development of a new class of 
HA-targeted antivirals for influenza treatment. 
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１．研究開始当初の背景 

高病原性トリインフルエンザウイルス H5N1 や
世界的流行を起こした Pandemic 2009 H1N1、
更に毎年流行する季節性インフルエンザウイ
ルスによる感染症は健康、及び世界経済に深
刻な影響を与え続けている。また、高頻度に
生じる突然変異や複数の亜型ウイルス間で起
こるゲノム再編による新たなウイルス株の出現
がインフルエンザウイルス感染症対策をより困
難にしている。インフルエンザウイルス感染症
に対する主な治療薬はタミフル、リレンザであ
る。しかしこの二つの抗ウイルス薬は発症後４

８時間以降のインフルエンザウイルス感染症
には治療効果がないとされ、さらに、多くの耐
性株の出現が報告されている。そのため、感
染の時期を問わず、複数の異なるインフルエ
ンザ亜型ウイルスによる感染症に対しても有
効で、且つ耐性株の出現が抑えられるあらた
な治療薬の開発が急務である。インフルエン
ザウイルス感染症に対してタミフル、リレンザ
以外の有効な治療法として考えられているも
のに血清療法や抗体治療がある。抗体はウイ
ルス蛋白に結合し、その機能を妨げることでウ
イルス複製を阻害する。ウイルス増殖を阻害
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するモノクローナル抗体の投与がマウス等の
実験モデル動物におけるインフルエンザ感染
症に対して有効であることは既に明らかである
（Nat.Struct. & Mol.Biol.2009、P.N.A.S. 2010
等）。しかし、抗体は蛋白質として一定の大き
さがあるため、あまりに狭い領域には物理的
に入り込むことができない。例えば、インフル
エンザ HA蛋白におけるシアル酸への結合部
位（ポケット）は亜型間で非常に保存性が高い
が、抗体が入り込むには狭すぎて結合できな
いとされる。その一方で、ペプチドは抗体より
もはるかに分子量が小さいために抗体が入り
込めないウイルス蛋白上の狭い領域にも入り
込むことができる。そこで、我々はペプチドリ
ーム社との共同研究により、約 12-15個のアミ
ノ酸から構成され、メチル化及び環状化により
生体内における安定性が従来よりも 100-1000
倍に向上した特殊環状ペプチドをスクリーニ
ングし、高病原性 H5N1 HA 蛋白に特異的に
結合する特殊環状ペプチドを 24 種類取得し
た。 
 

２．研究の目的 

近年、第３世代の抗体医薬として特殊環状ペ
プチドが注目されている。特殊環状ペプチド
はアミノ酸がメチル化されているものを用い、
さらに環状化することにより、動物体内での安
定性を 100−1000 倍に高めたものである。イン
フルエンザウイルスHA蛋白質に対して 12-15
アミノ酸からなる特殊環状ペプチドを創成し、
治療に用いられているリレンザと同等の良好
な阻害活性を見出した。しかし、低分子ペプ
チドがインフルエンザウイルス増殖を阻害する
機序は不明である。従って、これら特殊環状
ペプチドの亜型を超えたインフルエンザウイ
ルス増殖阻害効果における作用機序を明ら
かにし、新たな抗ウイルス剤として治療ペプチ
ドの開発をめざした。 
 

３．研究の方法 

HA を標的とした特殊環状ペプチドの亜型を
超えたインフルエンザウイルス増殖阻害機序
を明らかにするとともに、感染動物モデルに対
する治療効果についても検討する。本研究に
おいては、1）特殊環状ペプチドが組織細胞
内の感染ウイルスを排除するときに惹起される
応答の解析をする。また、2）細胞内のウイルス
蛋白質等異物の認識、分解排除機構を解析
する。これにより、感染ウイルス排除に重要な
役割を担っている全く新たな感染防御機構を
明らかにする。このために以下の研究を進め
た。 
（１）ウイルス複製過程における特殊環状ペプ
チドによる増殖阻害効果の作用機序解析。 
（2）インフルエンザウイルス感染動物モデルに
対する特殊環状ペプチドによる治療効果の検
討。 

（3） 複数の異なるインフルエンザ亜型ウイル
スに対する増殖阻害、感染動物モデルにお
ける治療効果の検討。 
（4）セレクションされた特殊ペプチドの配列構
造を解析して標的蛋白質間で共通性・親和性
などに関して解析し、より高い特異結合活性
をもつペプチドを創製する。 
 
４．研究成果 
特殊環状ペプチド(No. 24)のインフルエン
ザウイルスの増殖阻害活性の作用機序の解
析を進めた。本研究で開発した特殊環状ペ
プチドは、インフルエンザウイルスの粒子
表面の HA タンパク質に結合するため、そ
の作用機序としてはウイルス生活環におい
て HA が関与するステップ（HA の開裂、
細胞への吸着、ウイルス膜と細胞膜との融
合、ウイルス粒子形成、出芽）であると想
定され、これまでに中和活性を示すデータ
を得ている。そこで、まず No. 24 ペプチド
の HA の結合部位を同定するため、H5N1
の Vac-3 株と H1N1 の PR8 株を No. 24 ペ
プチドと反応させ、それぞれ 20 M, 0.1 
M で増殖してくる変異ウイルス（エスケ
ープミュータント）を単離した。これらの
ウイルスの HA 配列を解析したところ、
Vac-3 株のエスケープミュータントでは
HA 遺伝子に変異は検出されていないが
（PA, NA 遺伝子上にはアミノ酸置換を伴
う変異が見出された）、PR8 株のエスケー
プミュータントでは HA 遺伝子に 2 箇所の
アミノ酸置換変異（E232G, L345I）を見出
した。E233G は細胞表面の受容体であるシ
アル酸との結合に関与する HA1 フラグメ
ントの globular head ドメインに位置して
おり、また L345I は HA2 フラグメントの
fusion peptide の領域に位置している。こ
の変異部位のいずれかあるいは両方が No. 
24 ペプチドの結合に関与する部位である
と考えられる。 
また、No. 24 ペプチドの結合関連部位の候
補の一つである HA タンパク質の fusion 
peptide は、インフルエンザウイルスの細
胞内への侵入に必要な領域である。ウイル
スが吸着後に細胞内に侵入する過程で、ウ
イルス膜上の開裂した HA は後期エンドソ
ームの酸性下において構造変化を起こし、
露出した fusion peptide を細胞膜に突き刺
してウイルス膜と細胞膜との融合を起こす。
そこで、No. 24 ペプチドによる HA の膜融
合活性への影響について、HA 発現細胞を
用いた polykaryon 形成試験で検討した。
No. 24 ペプチドの処理により、H5N1 の高
病原性株由来の HA タンパク質および
H1N1 の IVR153 株由来の HA タンパク質
による polykaryon 形成が用量依存的に有
意に抑制された。 
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