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研究成果の概要（和文）：ウイルス感染症治療の現場では、いかに薬剤耐性を獲得させないかという視点からの
創薬戦略が求められている。タンパク質主鎖との水素結合を駆動力とする酵素阻害剤の開発はこの課題に対する
アプローチとして有効と考えられる。水素結合を指標とする評価系確立には複数の安定同位体を部位特異的に導
入したタンパク質プローブが必須であり、化学合成法によるタンパク質プローブ調製が求められている。これら
研究を進めるための基盤技術として、本研究ではAIDS治療薬の標的酵素のひとつであるHIV-1プロテアーゼの効
率的合成法を開発した。

研究成果の概要（英文）：In the field of treatment of viral infections, strategies for drug discovery
 are required to prevent the acquisition of drug resistance. Developing enzyme inhibitors that use 
hydrogen bonding with the protein backbones as a driving force is a practical approach to this 
problem. To establish an evaluation system of such types of inhibitors, a protein probe 
incorporating multiple isotopes labelling in a site-specific manner is essential, and the 
preparation of protein probes by chemical synthesis is required. In this study, we developed an 
efficient synthetic method for HIV-1 protease, one of the target enzymes of anti-HIV drugs.

研究分野：ペプチド化学、タンパク質化学

キーワード： 難溶性ペプチド　タンパク質化学合成　水溶性タグ　HIV-1プロテアーゼ　ヒドラジド

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
特殊な修飾をもつタンパク質をつくる技術として、化学合成法が利用される。多くのタンパク質が化学的に合成
されてきたが、原料や合成中間体が溶けない場合には合成を先に進めることが難しくなる。今回HIV-1プロテア
ーゼの化学合成を進める中で溶解性の問題に直面し、これを解決する新しい可溶化技術の開発に成功した。本技
術は、HIV-1プロテアーゼに限らず溶解性が問題となる幅広いタンパク質合成に応用可能であり、これまで合成
困難と考えられてきたタンパク質の化学合成を可能にする。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
ウイルス感染症治療の現場では、抗ウイルス薬開発と耐性株出現が繰り返されてきた。このい
たちごっこ状態を打破するには、「いかに薬剤耐性を獲得させないか」という視点からの創薬戦
略が求められている。 
薬剤耐性は、ウイルス変異に伴い標的タンパク質の側鎖構造が変化し、阻害剤との親和性が低
下することで生じる。一方、耐性獲得前後でタンパク質主鎖構造には大きな変化がない。このこ
とに着目し開発された抗 HIV（ヒト免疫不全ウイルス）薬のダルナビルは、主鎖ペプチド結合と
の水素結合を駆動力とする薬剤で、耐性ウイルスにも高い薬効を示す。また、この阻害機構の特
徴として複数箇所が同時に変異しない限り耐性を生じないことから、耐性株の出現頻度は極め
て低いことが知られている（図 1A）。 
タンパク質主鎖との水素結合を駆動力と
する阻害剤の探索を加速するには、水素結合
を特異的に検出可能な評価系が不可欠であ
る。水素結合の評価系として赤外／ラマン分
光法に代表される振動分光法が有用である
が、上記評価系を確立するには、タンパク質
中に豊富に存在するペプチド結合のうち、阻
害剤との結合に関与するペプチド結合を見
分ける必要がある。ここで、阻害剤と結合し
得る主鎖ペプチド結合を安定同位体標識し
たタンパク質プローブが有用と考えられる
（図 1B）。従来、アンバーサプレッション法
と無細胞翻訳系の組み合わせが部位特異的
な同位体標識タンパク質の調製に利用され
てきたが、複数の同位体標識アミノ酸を導入
することは困難である。しかし、阻害剤と結
合し得る主鎖ペプチド結合はひとつではな
い。このため、本構想を成功裏に導くうえで、
「複数の安定同位体標識アミノ酸を部位特
異的に導入したタンパク質プローブをいか
に調製するか？」が鍵を握る。 
 
２．研究の目的 
上記課題を解決するには、任意の部位に任意の構造を導入可能なタンパク質調製法が必須で
あり、化学合成法はこの要請を満たす。HIV-1 プロテアーゼに対する阻害剤探索を最終目的に、
本研究ではその基盤技術となる HIV-1プロテアーゼの効率的化学合成経路開拓を目指した。 
 
３．研究の方法 
タンパク質の化学合成は、固相合成法によるペプチド鎖構築とこれらペプチド鎖の化学選択
的縮合の 2段階からなる。HIV-1プロテアーゼの化学合成は Kentらによって達成されているが、
C末端側ペプチドフラグメントの低溶解性が問題となることが報告されている 1)。ペプチドの低
溶解性は、化合物の分析・同定・反応・精製などの各段階で問題を引き起こす。そこで、HIV-1
プロテアーゼ合成に先立ち、実用的な難溶性ペプチド可溶化法の開発に取り組んだ。具体的には、
高水溶性タグ分子をペプチドに選択的に導入することでペプチド全体の溶解性向上を図ること
とした。タグ分子導入法としてヒドラジドの化学選択的反応性を利用することを計画し、ペプチ
ドの共通構造である C 末端カルボキシル基をヒドラジドとすることで基質適用範囲の広い汎用
的手法として確立することを目指した（図 2）。 
 
４．研究成果 
（１）ペプチドヒドラジドの還元的 N-アルキル化の検討 
モデルペプチド（Ac-LYRANA-NHNH2）とベンズアルデヒド誘導体との還元的 N-アルキル化
反応を実施した。1,1,1,3,3,3-ヘキサフルオロ-2-プロパノール（HFIP）は難溶性ペプチドに対して
高い溶解力を示すことが知られている溶媒である。本検討では、難溶性ペプチドを基質として想
定していることから HFIPを反応溶媒として選択した。ペプチドヒドラジドと 4-アニスアルデヒ
ドを HFIP中で 1時間反応させた後、還元剤として 2-ピコリンボラン（pic-BH3）を作用させたと
ころ、42%で所望の N-アルキルヒドラジドが得られた。反応時間を 24時間まで延長しても収率
は向上しなかったが、酢酸を添加した溶媒系（50%酢酸-HFIP）を利用すると収率は 87%まで向
上した。また、酢酸-HFIP 溶媒系を使うことで反応時間を 10 分まで短縮しても同等の収率で生
成物が得られた。一方、アルデヒドとして電子吸引性置換基を有する 4-ホルミルベンズアルデ
ヒドを用いると反応性が低下した。これらを踏まえ、続く検討は 4-アニスアルデヒドを用いて
実施した。 



（２）N-アルキルヒドラジド加水分解の検討 
上記（１）で得られたアルキルヒドラジドに対して、含水アセトニトリル中硫酸銅（II）を作
用させたところ、1時間以内に原料が消失し対応するペプチドカルボン酸が得られた。本加水分
解は酸素雰囲気下で 0.1当量の硫酸銅を作用させても同様に進行したことから、銅（II）は酸化
剤として機能していると考えられる。すなわち、アルキルヒドラジドの酸化によりアシルジアゼ
ン中間体が生じてこれが加水分解されると考えられる。 

C 末端アミノ酸の種類による影響を確認するため、モデルペプチドの C 末端アミノ酸を置換
した 8種類のペプチド（Ala、Val、Phe、Ser、Thr、His、Lys、Arg）で反応性を比較した。いず
れのペプチドにおいても中程度から高い収率で目的生成物が得られた（62-91%）。また、Ala お
よび Valを C末端に有するペプチドに対してエピメリ化率を求めたところ、いずれも 1%未満で
あった。 

 

 

（３）HIV-1プロテアーゼ合成への応用 
上記（１）、（２）で開発した素反応を、難溶性ペプチド可溶化と HIV-1プロテアーゼ化学合成
へと展開した。HIV-1 プロテアーゼの C 端側フラグメント（71-99A71C）は水系溶媒に対して難
溶性を示すことから、そのまま合成に利用することはできない。そこで、可溶化タグとして Lys10
量体にアルコキシベンズアルデヒド部位を導入した分子を設計・合成した。このタグ分子と、ヒ
ドラジドとして合成した C 端側フラグメント（71-99A71C）を 50%酢酸-HFIP 中反応させ、pic-
BH3を添加することで還元的 N-アルキル化により可溶化タグを導入した。この結果、難溶性ペ
プチドフラグメントを水系溶液に可溶化することに成功し、高速液体クロマトグラフィーによ
る精製が可能となった。得られたペプチドフラグメントは、別途合成したペプチドフラグメント
（28-70A28Thz）およびフラグメント（1-27）との NCL反応に付した後に、縮合部位のシステイ
ン側鎖を脱硫することでアラニンへと変換し HIV-1 プロテアーゼの一次配列をもつ全長ポリペ
プチドへと導いた。その後、水溶液中で硫酸銅（II）を作用させることで可溶化タグを選択的に
除去し、リフォールディング工程を経て HIV-1プロテアーゼの完全化学合成を達成した。合成し
たプロテアーゼを基質ペプチドに作用させるとペプチドの加水分解が進行し、本加水分解反応
は阻害剤であるリトナビル存在下で阻害されたことから、合成品のプロテアーゼ活性が確認さ
れた。 
 
（４）HIV-1プロテアーゼの IR測定 
酵素－阻害剤間の水素結合を評価するための予備検討として、同位体標識していない化学合
成 HIV-1プロテアーゼの IR測定を実施した。酢酸ナトリウム緩衝液に溶解した HIV-1プロテア
ーゼの IRを ATR法で測定し、得られたアミド Iバンドシグナルからタンパク質二次構造解析を
行ったところ α-helix: 9%、β-sheet: 45.5%、β-turn: 22%、other: 23.5%と見積もられた。X線結晶構
造解析データ（PDB: 4LL3）に対して二次構造割り当てアルゴリズムである STRIDE2)を用いて見
積もられる二次構造要素は helix: 7%、strand: 54%、turn 24%、other 14%であり、二次構造要素の
傾向が一致することが明らかとなった。今後ダルナビル結合部位の主鎖アミド結合を同位体標
識した HIV-1プロテアーゼを合成し、阻害剤結合に伴う水素結合の検出を試みる。 
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