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研究成果の概要（和文）：高活性なペプチド性抗HIV薬を人工エラスチンにより注射ゲル化して、抗HIVペプチド
の生体内安定性向上による半減期延長を実現する薬物送達システムを開発した。ゲルに貯留する抗HIVペプチド
には人工エラスチンゲルとの相性が存在し、分子サイズ・疎水性度・ゲル架橋点数がこれを規定していることが
実験的に明らかとなった。当該研究で見出された抗HIVペプチド注射ゲル製剤は、ペプチド性医薬品全般が抱え
る問題を解決する薬物送達手法として今後の展開が期待される。

研究成果の概要（英文）：We have developed a sustained-release anti-HIV peptide formulation, 
consisting of an injectable material capable of in situ self-gelation followed by spontaneous 
degradation, employing recombinant elastin like polypeptides. The hydrogel systems showed different 
anti-HIV peptide release patterns, and hydrophobic character of hydrogel is critical for high 
resistance to fracture and proteolytic degradation of the hydrogel. Thus, the hydrogel system may 
hold the promise of tailor-made long-lasting depot systems for a variety of peptide drugs.

研究分野： 微生物学
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１．研究開始当初の背景 
 我々は長年にわたり新規抗 HIV 活性物質
の開発研究に携わり、アメリカ産カブトガニ
の血液細胞にみられる抗微生物ペプチドで
あるタキプレシンやポリフェムシンに注目
し、これらをリード物質とした合成ペプチ
ド：T22 やその類似体である T134、T140、
FC131 など多数の抗 HIV ペプチドの活性評
価と作用機序の解明、耐性変異に関する研究
を行ってきた (Angew. Chem. Int. Ed. Engl., 
42; 3251-3253, 2003; Antimicrob. Agents 
Chemothr., 36; 1249-1255, 1992; J. 
Virol.,73; 1719-1723, 1999)。T22 および類似
ペプチドは HIV 感染のセカンドレセプター
として働く CXCR4 のアンタゴニストであり、
in vitro の感染系では非常に強い抗 HIV 活性
がみられることを発見した。しかしながら、
ペプチド性薬物は経口投与では消化管吸収
が悪く、一方で静脈投与では代謝が速く体外
に排泄され易く、また大量調達が困難といっ
た問題点を抱えている。非天然アミノ酸を導
入した２次構造安定化による短鎖化や、環状
化・D 型アミノ酸や立体制約アミノ酸・疑似
ペプチド結合の導入による酵素耐性の獲得
を狙った有機化学的手法を駆使してその打
開が試みられているものの、未だこの大きな
障壁を乗り越える一般的方法論が見出され
るには至っていない。 
 HIV 感染症の治療薬として我が国では毎
年のように新規抗 HIV 薬が上市され、HIV
感染症治療法の選択肢は増えている。しかし
ながら、化学療法における全ての薬剤に耐性
ウイルス株の出現が避けられず、変異により
耐性を獲得したウイルスに対して新たな新
薬開発が常に求められ続けている。膜融合阻
害薬の Enfuvirtide（T20）が唯一、臨床の場
で使用できるペプチド性の抗 HIV 薬として
米国で承認されており、他の抗レトロウイル
ス薬と併用して使用されている。世界規模で
活発に研究開発が行われている抗 HIV 薬で
あるが、非常に高活性であるという点で有望
な抗 HIV ペプチドには薬物送達に大きな解
決すべき問題が残されている。レセプターに
到達するまでの薬物送達の問題は抗 HIV ペ
プチドに限らず、ペプチド性医薬品全般が抱
える問題であり、これがペプチド創薬の最大
の難点となり自在な開発の障害になってき
た。 
 
２．研究の目的 
 近年、タンパク質性医薬の生体内安定性の
乏しさを改善したポリエチレングリコール
などの高分子を結合させる高分子バイオコ
ンジュゲーション手法が注目されている。こ
の方法は分子量増大による腎排泄速度を遅
らせるだけでなく、修飾高分子が薬物の分子
表面を覆うため、タンパク質性医薬の非特異
的な凝集を抑制でき、かつプロテアーゼから
の分解が立体的に阻害され、結果として生体
内半減期が延長される。本研究では、抗 HIV

ペプチド創薬が抱える薬物送達の問題解決
戦術として、遺伝子工学技術を用いた人工バ
イオ高分子にその打開の糸口を求めた。すな
わち、我々がこれまでに開発してきた高活性
な抗 HIV ペプチドを生体吸収性の注射投与
型人工エラスチンゲルに適用し、抗 HIV ペ
プチド送達手法の基礎研究展開により、現状
をもう一歩押し上げて治療薬として臨床研
究への橋渡しとなる基盤情報を得ることを
目的とした。 
 
３．研究の方法 
 生体吸収性の人工エラスチン担体により
抗 HIV ペプチドゲルを調製し、ゲルからの
放出プロファイルおよび放出されたペプチ
ドの抗 HIV 活性に関する基礎研究を下記の
ように実施した。 
(1) ゲルからの抗HIVペプチドの放出および
抗 HIV 活性プロファイルの in vitro 検討 
 大腸菌発現系を用いて人工エラスチンポ
リペプチドを大量生産し、抗 HIV ペプチド
の徐放化薬物担体として精製した。分子量約
60kDa のモノマーユニットからなる人工エ
ラスチンゲル２種について、分子量の異なる
３種のペプチド薬（Ａ，Ｂ，Ｃ）について抗
HIV ペプチド含有デポを調製し、薬物リリー
スを定量的に解析した。 
(2) ゲル担体の自然崩壊速度および酵素消化
耐性の検討 
 薬物保持・徐放能に差が生じることが見出
された抗 HIV ペプチド徐放化担体である 2
種の人工エラスチンの物性を調べた。特に、
ハイドロゲルの自然崩壊速度および酵素消
化耐性に焦点を当て、ハイドロゲルを形成し
ない人工エラスチンポリペプチドを対照に
置き、これらにどのような差異があるかを精
査した。 
(3) 抗HIVペプチド放出制御に寄与するゲル
担体の最適化検討 
 疎水性度、鎖長、架橋点数が異なる人工エ
ラスチンを分子設計・調製して、ゲル担体か
らのリリースを経時的に解析した。この解析
により、抗 HIV ペプチドに適した人工エラ
スチン担体の設計が可能であるかを検討し
た。 
(4) ゲルからの抗HIVペプチドの放出および
抗 HIV 活性プロファイルの in vivo 検討 
 上述の一連の検討でより長期間ペプチド
を貯留でき、酵素消化耐性を示した人工エラ
スチン 1 種を用い抗 HIV ペプチド薬
Enfuvirtide 含有ゲルをラット皮下に注射投
与して、血中薬物濃度の推移をモニターした。
また、抗 HIV ゲル剤投与後、経時的に採血
して調製したラット血清に関して、ヒト T-
リンパ球由来 MT-4 細胞に HIV を感染させ、
細胞増殖/生存アッセイにより抗 HIV 活性を
評価した。 
(5) 抗HIVポリペプチドおよび機能モジュー
ルをコードする人工遺伝子ライブラリーの
構築および鎖状化 



 近年、各種の HIV 構成タンパク質の X 線
結晶構造解析から、タンパク質-タンパク質相
互作用に関わるインターフェース領域の部
分配列を抽出して合理的に分子設計したペ
プチドやランダムペプチドライブラリーか
らのスクリーニングにより、HIV 構成タンパ
ク質と相互作用するペプチドの報告が相次
いでなされた。これらのうち幾つかには抗
HIV 標準療法：ART で生じた薬剤耐性ウイ
ルス株にも有効であるとして、細胞膜透過性
モジュールで修飾されたペプチドの抗 HIV
活性に注目が集まっている。これらの膨大な
情報を吟味・選別して、本研究課題に適する
ペプチドを精査した。また、機能モジュール
の組成を様々に変化させた多機能化抗 HIV
ポリペプチド遺伝子を調製した。 
 
４．研究成果 
(1) ゲルからの抗HIVペプチドの放出および
抗 HIV 活性プロファイルの in vitro 検討 
 薬物の徐放パターンは人工エラスチンの
体積相転移前後で大きく異なった。低温では
Cys 残基の導入率が大きい、すなわち分子間
架橋が起こりやすい人工エラスチンゲルほ
ど、ハイドロゲルからの薬物リリースが遅く
なる傾向を認めた。一方、体温付近の高温で
は初期バーストの後にゆっくり１次放出が
起こるもの、その後はリリースが全く起こら
ないものなど、抗 HIV ペプチド薬の組成・
分子量によって多様な薬物放出プロファイ
ルを示した。ハイドロゲルの組成や架橋度と
の関係性のさらなる解析が待たれる。 
 より疎水性度の高い人工エラスチンに、抗
HIV 活性を保持したペプチド薬Ａおよびペ
プチド薬Ｂの貯留が可能であった。ペプチド
薬Ｃについては初期バーストが大きく、今回
調製した人工エラスチンゲルによるデポ製
剤化には不向きであった。 
(2) ゲル担体の自然崩壊速度および酵素消化
耐性の検討 
 試験管内で各種の人工エラスチンゲルを
調製して、ゲルの自然崩壊を経時的に調べた
ところ、疎水性の人工エラスチンが形成する
ハイドロゲルの崩壊速度がより遅くなる傾
向があることがわかった。また、ゲル形成後、
エラスターゼまたはコラゲナーゼ溶液を添
加して酵素消化速度を調べたところ、ゲルを
形成すること自体により酵素消化耐性を獲
得できること、疎水性ゲルの方が酵素消化耐
性に優れていることが明らかとなった。 
(3) 抗HIVペプチド放出制御に寄与するゲル
担体の最適化検討 
 抗 HIV ペプチドゲルからのペプチドのリ
リースの程度を逆相クロマトグラフィーに
より定量し、リリースされた薬物の抗 HIV
活性を細胞増殖試験により調べたところ、抗
HIV ペプチドの分子サイズとゲルの架橋点
を規定するシステイン残基数とに相関関係
が認められた。分子内よりも優位に分子間ジ
スルフィド結合形成を形成させ、結果として

ゲル網目数の制御によりゲル内に貯留する
薬物サイズの最適化が図れること、さらには
ゲル強度をチューニングできること、の２点
に関して新たな発見があった。 
(4) ゲルからの抗HIVペプチドの放出および
抗 HIV 活性プロファイルの in vivo 検討 
 ペプチド薬 Enfuvirtide に関してラットに
皮下投与し、ペプチド単独および人工エラス
チンゲルによるゲル製剤投与の場合とを比
較しながら、Enfuvirtide の血中濃度を
RP-HPLC でモニターするとともに、血清の
抗 HIV 活性を細胞増殖/生存アッセイにて測
定した。その結果、抗 HIV 活性を保持した
ペプチドの貯留が可能であり、単独皮下投与
と比較して、ゲル製剤には最高血中濃度に達
する時間の延長が認められることがわかっ
た。これらの結果は、当該事業計画で目指し
ていた「送達する薬物に適した人工エラスチ
ンの分子設計」を実現できる可能性を大きく
広げるものである。各種の抗 HIV ペプチド
の活性阻害メカニズムおよび感染段階に応
じて必要とされる薬物用量を考慮したゲル
剤設計の探究意義が実験的に裏付けられた
ことは、創剤上の観点できわめて重要である。 
(5) 抗HIVポリペプチドおよび機能モジュー
ルをコードする人工遺伝子ライブラリーの
構築および鎖状化 
 当該研究期間内に、新たにクローニングし
た新規抗 HIV ペプチド候補配列および in 
vivo 送達用モジュール、細胞/核内移行配列モ
ジュール等、総計八百種を超える人工遺伝子
ライブラリーを構築した。ライブラリーから
合理的に配列設計した多機能性抗 HIV ポリ
ペプチドの中で、既にモノマーの活性を超え
るものが多数見つかってきている。この結果
は今後の新たな展開が見込まれる重要な知
見として位置付けることができる。 
 また一方で、従来とは異なる抗癌作用機序
をもつ KSP 阻害剤の in vitro/in vivo 解析、
抗 HIV 活性をもつ新規合成高分子および天
然化合物の探索、ペプチド性キナーゼ阻害薬
の探索も併行して実施した。本研究課題にお
いて特性解析を実施した人工エラスチンゲ
ルに、これら薬物を適用した創剤化研究へと
繋げていく予定である。 
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