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研究成果の概要（和文）：エンベロープウイルスの膜融合蛋白質の heptad-repeat(HR)領域を標

的とした抗ウイルスペプチド薬（HRP）は、ウイルスの膜融合活性を阻害する事で、ウイルス感

染を抑制する。しかしながら、HRPは、細胞表面から直接侵入するウイルス※には高い抗ウイル

ス活性を示すが、エンドソームには取り込まれにくいため、エンドサイトーシスで細胞に侵入

するエンベロープウイルスにはほとんど効果がない。本研究では、HRPにコレステロール（Chol）

を結合することでエンドソーム指向性に改変した HRPを作製し、細胞表面経路又はエンドサイ

トーシス経路で細胞侵入する各種コロナウイルス(CoV)を用いて抗ウイルス活性を評価した。こ

の結果、HRP-cholは、CoVの細胞表面経路だけでなくエンドサイトーシス経路も効率良く阻止

する事を明らかにした。これらの結果から、エンドサイトーシス経路を主な細胞侵入経路とす

るその他のエンベロープウイルス（インフルエンザウイルス・エボラウイルス等）にも、HRP-chol

が応用可能であることが示唆された。 

※最近の研究では、これまで細胞表面で膜融合を起こし細胞表面から侵入すると考えられてきた HIVや RSVなども、エ

ンドサイトーシスを利用して感染する事が報告されている。ここでは、従来の「エンドサイトーシス侵入経路」と区別

するためこれらの細胞侵入方法を「細胞表面侵入経路」とした。 

 

研究成果の概要（英文）：Short peptides (HRP), derived from the heptad repeat region of 

spike proteins on enveloped viruses using cell surface entry pathway, have been shown 

to block fusion activity, resulting in viral infection inhibition. However, HRPs have 

a limited ability to transfer into endosomes, therefore they show low or insignificant 

antiviral activity for enveloped viruses using the endosomal entry pathway. In this study, 

we have designed cholesterol conjugated HRPs(HRP-chol) which can be targeted to endosomes 

and evaluated their antviral activities of cell surface or endosomal entry pathways of 

several coronaviruses(CoV). Our results indicated that HRP-chol showed potent antiviral 

activities against not only surface but endosomal entry pathways of several CoVs. These 

results suggested that HRP-chol antiviral strategy may be applied to broad-ranged 

enveloped viruses using the endosomal pathway.  
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１．研究開始当初の背景 

 

重症呼吸器症候群（SARS）、高病原性トリイ

ンフルエンザ、エボラ出血熱はここ数十年で

新たに発生した新興感染症で、激烈な症状と

高い致死率を示し世界に大きな脅威を与え

た。これらの感染症はウイルスが原因で起こ

るが、インフルエンザを除いては有効な治療

薬が無く、抗ウイルス薬の開発が急務となっ

ている。 

ウイルスは、粒子表面の脂質二重膜（エンベ

ロープ）の有無により大別され、冒頭のウイ

ルスは全てエンベロープを有する。エンベロ

ープウイルスが細胞に感染するためにはエ

ンベロープ膜と細胞膜との膜融合が必要で

あり、この膜融合はウイルスの粒子表面にあ

るスパイク（Ｓ）蛋白質によって誘導される。

膜融合の際には、Ｓ蛋白質に存在する 2つの

αヘリックス領域（この領域を Heptad 

Repeat(HR1及び HR2) と呼ぶ）が相互作用を

起こし、エンベロープ膜と細胞膜を引き寄せ

ることで膜融合を誘導する(図１)。この時、

HR領域由来の短い合成 HRペプチド(HRP)を加

えると、この相互作用が阻害されウイルスの

侵入が抑えられる(図１) 

HRP による抗ウイルス活性はウイルス種によ

って著しく効果が異なることが知られてお

り、HIV や、麻疹ウイルスに対しては、極め

て高い抗ウイルス活性（nMレンジ）を示すの

に較べ、エボラウイルスや SARS コロナウイ

ルス（SCoV）ではその効果が千分の一程度

（μMレンジ）低く、HRPが、『よく効く』ウ

イルスとあまり『効かない』ウイルスが存在

する。この理由は長らく不明であったが、報

告者は、SCoVのユニークな感染様式を利用し

てこの原因を解明した (氏家ら  J.Virol 

2008）。SCoV は、宿主プロテアーゼの有無に

より、細胞表面から侵入する経路とエンドサ

イトーシスを介した経路を使い分けるのだ

が(図 2) HRPの抗ウイルス活性をこの 2つの

感染経路で比較したところ、SCoVが細胞表面

から侵入する際には、HRペプチドが『よく効

く』のに対し、エンドサイトーシスを介した

侵入経路ではほとんど『効かない』ことがわ

かった。このことは「エンベロープウイルス

はエンドソームを通ることで HRPの攻撃を回

避できる」事を示し、実際、これまで報告さ

れている『効かない』ウイルスは全てエンド

サイトーシスで細胞に侵入する。この回避の

図１ 
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原因は、HRP がエンドソームに効率よく取り

込まれないためエンドソーム内で十分な濃

度を維持できず、この結果、抗ウイルス活性

を発揮できないためと考えられる。従って、

HRP をエンドソームに効率よくターゲティン

グすれば、これまで HRPが『効かない』と考

えられていたウイルスに対しても、強力な抗

ウイルス活性を持つと考えられる。 

 

２．研究の目的 

 

本研究では、エンドソームに指向性のある

HRP をデザインすることで、エンドサイトー

シスで侵入するエンベロープウイルスの感

染を効率良く阻止する抗ウイルスペプチド

薬の開発を行う。 

 

３．研究の方法 

 

(1) エンドソーム指向性 HRPの作製 

コレステロール(Chol)を結合した HRP (HRP- 

chol)は細胞膜に結合し細胞表面から侵入す

る HIVの感染を効率よく阻害する事が報告さ

れている（Ingallinella P et al.,PNAS 2009）。 

HRP-cholは、宿主細胞膜やウイルス膜に親和

性を持つ事が考えられるため、フリーの HRP

と異なり、ウイルス膜と一緒に又は宿主細胞

膜からそのまま宿主のエンドソーム内に取

り込まれる可能性が高く、エンドソームに指

向性を持つと考えられる。従って、細胞表面

から侵入するエンベロープウイルスだけで

なく、エンドサイトーシス経路で侵入するエ

ンベロープウイルスにも応用可能と考えら

れる。本研究では、SCoVの S蛋白質の HR2領

域を元に HRP-cholを作製した(表１)。 

EK13は HR2領域のα-helix性を高めた HRP

（表１下線部）。EK1は、配列特異性のないコ

ントロール HRP。Cholは Cholesterol。 

 

 

(2) 各種 CoVのシュードタイプウイルス

(CoVpp)の作製 

CoVppは、水泡性口内炎ウイルス（VSV）の粒

子表面に、SARS-CoV、229E、NL63由来のヒト

CoVの S蛋白質を持ち、VSVの複製に必須な G

蛋白遺伝子を GFP遺伝子に置換して作製した

シュードタイプウイルスである。CoVppの細

胞侵入様式は各種 CoVと全く同じであるが、

複製能力がないため一度限りの感染しかで

きず、細胞侵入アッセイに適している。感染

細胞は GFPを発現するため蛍光顕微鏡下で容

易に観察・定量が可能である。 

 

(3) HRP-cholの抗ウイルス活性の評価

HRP-cholの抗ウイルス活性は、(2)で作製し

た CoVppを用いてエンドサイトーシス経路と

細胞表面経路の 2つの経路で評価した。CoVpp

は、宿主プロテアーゼの有無により、2つの

感染経路を使い分けるため、以下の細胞を使

用して各経路の抗ウイルス活性を評価した。

①Hela- ACE2細胞（エンドサイトーシス経

路）：細胞外にプロテアーゼが存在しないた

め CoVppはエンドサイトーシスで細胞に取り

込まれ、エンドソーム内のプロテアーゼを利

用して細胞に侵入する。②Hela-ACE2 

-TMPRSS2 (細胞表面経路)：TMPRSS2は膜結

合型のセリンプロテアーゼであり、このプロ

テアーゼ存在下では、CoVは細胞表面から選

択的に侵入する。これらの細胞に段階希釈し

た HRPと一定の感染価の CoVppを加え、GFP

Peptide Sequence 

HR2region ISGINASVVN IQKEIDRLNEVAKNLNE SLIDLQEL 

EK13 ISGINASVVN IQEEIKKLNEEAKKLNE SLIDLQEL 

EK13-chol ISGINASVVN IQEEIKKLNEEAKKLNE SLIDLQEL-Chol 

EK1 IEEINKKVEE IQKKIEELNKKAEELNK KLEELQKK 

EK1-chol IEEINKKVEE IQKKIEELNKKAEELNK KLEELQKK-chol 

表１ 



を発現した感染細胞をカウントし抗ウイル

ス活性を評価した。 

 

４．研究成果 
 

(1)HRP-cholの SCoVppの細胞表面経路及びエ

ンドサイトーシス経路に対する抗ウイルス

活性の評価 

EK13及び EK13-chol の SCoVpp の細胞表面経

路及びエンドサイトーシス経路に対する抗

ウイルス活性を 2つの細胞を用いて評価した。

この結果、EK13 は、SCoVpp の細胞表面経路

(TMPRSS2-cell)に対しては濃度依存的に抗

ウイルス活性を示したが、エンドサイトーシ

ス経路(Regular-cell)では殆ど活性を示さ

なかった(図 3左)。一方、EK13-cholは、SCoVpp

の細胞表面経路だけでなく、エンドサイトー

シス経路に対しても、濃度依存的に高い抗ウ

イルス活性(IC90%=<1μM)を示した(図 3右)。 

また、コントロールペプチドの EK1 及び

EK1-chol（10μM）存在下では、どちらの侵

入経路においても抗ウイルス活性は見られ

なかった。これらの事から、EK13にコレステ

ロールを付加した EK13-cholは、SCoVppのエ

ンドサイトーシス経路においても高い抗ウ

イルス活性を示す事が明らかとなった。 

 

(2)ヒト CoVpp(229E、NL63)に対する HRP-chol

の抗ウイルス活性の評価 

EK13-cholは、SCoVの HR2領域を元にデザイ

ンされたが、この EK13-chol が SCoV と異な

る種のヒト CoV(229E、NL63)にも効果がある

か評価を行った。この結果、 10μ M の

EK13-chol 存在下、ヒト CoVpp(229E、NL63)

に対しても細胞表面経路及びエンドサイト

ーシス経路の両侵入経路において高い抗ウ

イルス活性を示した(図 4)。これらの事から、

EK13-chol は、ヒト CoVpp (229E、NL63) の

両経路においても高い抗ウイルス活性を示

す事が明らかとなった。 

 

(3) HRP-cholの time-of-addition実験 

HRP-cholは、宿主細胞膜やウイルス膜に親和

性を持つ事が考えられる。このため、ウイル

ス膜に親和性を持つならウイルス感染時に

同時に加えると効果を発揮し、宿主細胞膜に

親和性を持つなら、ウイルス感染前に加える

と高い効果が得られると考えられる。そこで、

EK13-chol をどのタイミングで細胞に加える

と抗ウイルス活性が見られるか EK13-cholの

time-of-addition実験を行った。この結果、 

ウイルスと EK13-cholを混ぜて細胞に接種し

た時は高い抗ウイルス活性が認められたが、

EK13-chol を感染前後に加えた際には、全く

抗ウイルス活性が見られなかった（図 5）。こ

の事から、EK13-cholはウイルス膜に結合し、

ウイルスと共にエンドソームに取り込まれ

図１ 
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て効果を発揮する事が示唆された。 

 

本研究期間中に類似の戦略で行われた 2つ研

究が発表されている。１つは、エボラウイル

スの GP蛋白質の HRPに HIV蛋白質由来の Tat

配列（エンドソーム内に蓄積することが知ら

れている）を結合した HRP-tatを用いた研究

で、HRP-tatはエンドソームに指向性を持ち、

エンドサイトーシスで侵入するエボラウイ

ルスの感染を抑制する(Miller EM et al., 

JBC 2011)。もう一つは、本研究と全く同じ

戦略で、インフルエンザウイルスの HA 蛋白

質の HRP にコレステロールを付加した

HRP-chol に関する研究で、HRP-chol はイン

フルエンザウイルスのエンドサイトーシス

を介した細胞侵入を抑制する(Lee KK et al., 

JBC 2011)。上記の報告及び今回の研究成果

により、コレステロールや tat配列を付加し

た HRPは、エンドソームに指向性を持ち、エ

ンドサイトーシス経路を主な細胞侵入経路

とする様々なウイルスに対しても応用可能

である事が強く示唆された。 

この一方で、先行する論文と本研究結果にお

いて大きく異なる点として、本研究では

HRP-chol をウイルスと同時に加えなければ

効果を発揮できない事から、HRP-cholはウイ

ルス膜に突き刺さり、ウイルスと共にエンド

ソームに取り込まれて効果を発揮する事が

示唆された。しかしながら、先行する論文で

は、このような現象は観察されず、むしろウ

イルス接種前に HRP-chol を加えたほうが強

力な抗ウイルス活性が見られる事から、ウイ

ルス膜に突き刺さって効果を発揮するので

はなく、宿主細胞膜に突き刺さって効果を発

揮すると考えられている。このため、類似の

HRP-chol にも関わらずその抗ウイルスメカ

ニズムは大きくと異なる事が考えられる。 

今後は、本研究で用いた HRP-chol のさらに

詳細な解析を行い、抗ウイルス活性の発現メ

カニズムが何故先行論文と異なるのか、その

原因を明らかにしたい。 
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