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研究成果の概要（和文）：H5N1高病原性鳥インフルエンザウイルスHA蛋白質の大量発現・精製を行い、これを用いて特
殊環状ペプチドライブラリーのスクリーニングを行い、結合を示す特殊環状ペプチドを選択した。強い中和活性を示し
た特殊環状ペプチド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。特殊環状ペプチドのインフ
ルエンザウイルス増殖阻害の作用機序は、HA結合を介したウイルス粒子の中和活性（細胞への吸着阻害）に加え、細胞
内での侵入に必須のステップ（HAによる膜融合）を阻害する活性を有することが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：To devise smaller molecules capable of binding to the influenza viral HA and have 
the potential as an antiviral agent, we used an emerging technology, RaPID (Random non-standard Peptide 
Integrated Discovery) system. After five rounds selection of H5N1 HA-binding peptides, we found a total 
of 24 candidates for inhibitor HA (iHA).
iHA inhibited plaque formation against different clade H5N1 viruses, A/whooper swan/Mongolia/3/05 
(H5N1/Mongolia; clade 2.2) and A/whooper swan/Hokkaido/1/08 (H5N1/Hokkaido; clade 2.3). Intriguingly, iHA 
was effective against pandemic (H1N1) 2009 viruses more than zanamivir. These results suggest that iHA is 
able to inhibit replication of a wide range of H1 and H5 influenza viruses via a mechanism of its 
interaction with HA. Polykaryon formation mediated by various clade H5 HAs were also inhibited by iHA in 
a dose-dependent manner.

研究分野：ウイルス学、感染免疫学
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１．研究開始当初の背景 
 インフルエンザウイルスは過去に4度世界的
に大流行し、また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。過去に発生した世界的な大流行は、
人類が未経験のトリインフルエンザウイルスの
HA(Hemagglutinin)遺伝子がヒトの間で流行し
ていたインフルエンザウイルスの HA 遺伝子と
組変わること(遺伝子再集合)に起因する。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。現在インフルエンザの
治療で主に用いられているのはノイラミニダー
ゼ阻害薬であるが、すでに耐性を獲得したウ
イルス株の出現が報告されている。そのため、
広範の亜型ウイルスや新型ウイルスに対して
も有効で、既存の抗ウイルス薬とは作用機序
が異なる新たな治療薬の開発が急務である。 
 抗ウイルス薬に代わるものとして、インフルエ
ンザに対する抗体医薬の開発が世界中で進
められている。しかし、抗体は高分子であり、
タンパク質の立体構造のうち狭い領域には物
理的に入り込むことができないため、抗体の
認識部位はアクセス可能な領域に制限されて
いる。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。こうし
たことから、我々は 次世代の抗体医薬として、
抗体より分子サイズが小さく 従来抗体が結合
し得ない抗原領域を認識することが可能な特
殊環状ペプチドに着目した。 
 
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。
H5N1 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。さらに、リレンザ耐性の
H1N1パンデミック2009に対しても強力な阻害
活性を示すことを見いだした。これは、インフ
ルエンザウイルスの新たな抗ウイルス剤として
pantropic な治療ペプチド樹立の可能性を示
している。そこで、全てのインフルエンザウイ
ルス亜型に対して感染阻害・治療効果を有す
る特殊環状ペプチドの構築をめざす。 
 
３．研究の方法 
 

平成２５年度 
(1)亜型間で高度に保存される HA 領域の
ステムドメイン構造を有するスクリーニン
グ用蛋白質の構築 
(2)H1N1,H2N2,H3N2 季節性インフルエ
ンザウイルス亜型及び高病原性 H5N1 亜
型の HA ステムドメインに高親和性で結
合する特殊環状ペプチドの探索 
(3)各亜型ウイルスの培養細胞に対する感
染阻害効果の検討 
(4)各亜型ウイルスの感染マウスモデルに
対する感染阻害・治療効果の検討 
 
平成２６年度以降 
(5) 
(6)特殊環状ペプチドの全てのインフルエ
ンザウイルス亜型に対する感染阻害効果の
検討 
(7)特殊環状ペプチドの感染・増殖阻害作用
機序の解析 
 
４．研究成果 
新世代抗体医薬としての特殊環状ペプチド
に着目し、高病原性トリインフルエンザウ
イルス(H5N1)のヘマグルチニン(HA)に結合
し、亜型を超えたインフルエンザウイルス
感染阻害活性を示す特殊環状ペプチド
(iHA)を探索した。 
チオエーテル環状化ペプチドライブラリー
を無細胞翻訳系で発現させ、組換えワクシ
ニアウイルスベクターで発現させたインフ
ルエンザウイルス(H5N1 clade2.2) HA タン
パク質と高い親和性で結合したペプチド
(iHA)について、ウイルスの中和活性、増殖
阻害活性及びHA膜融合に対するiHAの阻害
活性を検討した。さらに、H5N1 および H1N1
の致死性感染マウスモデルを用い、iHA の
感染防御効果および治療効果を検討した。 
新たに取得した iHA は、高病原性株を含む
多様なクレードの H5N1 ウイルスの感染阻
害（中和および増殖阻害）を示し、さらに
同じく Group1 に属する H1, H2 亜型ウイル
スの感染増殖も顕著に阻害した。この iHA
は、HA による膜融合活性を濃度依存的に阻
害した。致死性感染マウスモデルにおいて、
iHA の腹腔内投与および鼻腔内投与は感染
防御効果および治療効果を示した。特に、
感染 4日後からの投与において Zanamivir
投与群では治療効果を示さないのに対し、
iHA 投与群では有意な治療効果を示した。 
特殊環状ペプチド iHA は、Group1 に属する
亜型ウイルスの感染阻害活性を示すことが
明らかとなった。この iHA の作用機序とし
て、中和活性に加え HA による膜融合活性
を阻害することも明らかとなった。このよ
うに、iHA は NA 阻害剤とは作用機序が異な
るため、NA 阻害剤に耐性を獲得したウイル
スに対しても効果を示し、また感染後期に
おいても十分な治療効果を発揮すると考え
られる。 
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