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研究成果の概要（和文）：プロリン異性化酵素とは、プロリンとそのN端側のアミノ酸と間のペプチド結合をcis
体からtrans体に変化させることで標的タンパクの機能変化を誘導するユニークな酵素である。我々は、
Vero/TMPRSS2細胞にPin1 siRNA処理あるいはPin1阻害剤添加を行うと、SARS-CoV-2の増殖がほぼ完全に抑制さ
れ、Vero/TMPRSS2細胞も障害されない結果を得た。また、Pin1がSARS-CoV-2のNタンパクに結合することを見出
した。さらに、新規のPin1阻害薬をスクリーニングを行い、COVID-19に対する新規治療としての可能性を検討し
た。

研究成果の概要（英文）：Pin1 is involved in the pathogenesis of many diseases including cancers and 
metabolic syndrome. Furthermore, Pin1 is required to grow human immunodeficiency virus, hepatitis B 
virus, and other viruses. In this project, it was demonstrated that applying Pin1 knockdown or Pin1 
inhibitors inhibited SARS-CoV-2 growth. Indeed, Pin1 was reported to bind to phosphorylated Ser79 in
 the Ser79-Pro sequence of the N protein. In addition, viral transcription of SARS-CoV-2 is 
inhibited by the use of Pin1 inhibitors, suggesting RNA synthesis of SARS-CoV-2 to likely be 
promoted by Pin1. The N protein has a sequence that is highly conserved among coronaviruses, but 
this Ser79-Pro sequence is not found in closely related viruses such as SARS-CoV and MERS-CoV and is
 specific to SARS-CoV-2. The Ser-Pro site of this N protein might be one of the causes of SARS-CoV2 
exacerbation and spread of the infection. 

研究分野：病態生化学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
新型コロナウイルスSARS-CoV-2によるパンデミックが起こり、多くの方が亡くなるなど多大な損失が生じ、私た
ちの生活も大きく変わってしまった。この感染症COVID-19を制御するための抗ウイルス剤は、まだ種類が限られ
ており、新たな薬剤の開発が急務である。我々は、Pin1 siRNAによるPin1の阻害、あるいはPin1阻害薬の添加に
よって、培養細胞でのSARS-CoV-2の増殖を阻害することを見出した。我々が研究開発したPin1阻害薬は、他の
COVID-19治療薬とは異なる作用点をもつ薬剤であり、このようにPin1阻害薬をCOVID-19に対して使用することは
新規の試みである。

※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 
 
プロリン異性化酵素とは、プロリンとその N 端側のアミノ酸と間のペプチド結合を cis 体から
trans 体に変化させることで標的タンパクの機能変化を誘導するユニークな酵素である。プロリ
ン異性化酵素は FKBP、cyclophilin、Pin1 の 3種類に大別され、それぞれ異なった標的タンパク
に作用する。Pin1 は、pSer/Thr-Pro を含むモチーフを有する標的タンパクに作用する特徴を有
する。しかし、intact な細胞内でプロリンの構造変化を検出する方法が確立していないため、
この研究分野には未知の部分が多く残されている。我々は、Pin1 の発現が過栄養状態で増加す
ること、Pin1 が種々のタンパクと相互作用することで肥満や脂肪肝の発症に不可欠であること
を見出し報告してきた。今回、肥満者や糖尿病患者で COVID-19 が重症化することから Pin1 の関
与を推測し、検討したところ、Pin1 が SARS-CoV-2 の増殖に必須の役割を果たしていることを発
見した。具体的には、Vero/TMPRSS2 細胞に Pin1 siRNA 処理あるいは Pin1 阻害剤添加を行うと、
SARS-CoV-2 の増殖がほぼ完全に抑制され、Vero/TMPRSS2 細胞も障害されない結果を得た。 
 
２．研究の目的 
 
本研究の目的は（1）SARS-CoV-2 の増殖に関わる Pin1 の標的タンパクを同定し、増殖を誘導
するメカニズムを解明すること、さらに、(2)Pin1 あるいは、その標的タンパクをターゲットと
する COVID-19 に対する新規治療へ進めるためのエビデンスを得ると共に、Pin1 が担う新しい機
能を発見することが第一である。さらに、我々が合成してきた新規の Pin1 阻害化合物をスクリ
ーニングし、COVID-19 に対する新規治療方法としての応用につなげることを、最終的な目的と
する。 
 
３．研究の方法 
 
①SARS-CoV-2 の増殖に関わる Pin1 結合タンパクの網羅的同定には、2種類の方法を用いる。一
つは、SARS-CoV-2 感染有無の Vero/TMPRSS2 細胞からの cell lyzate を可溶化した後、GST-Pin1
を取り付けたビーズと混合し、結合タンパクを pulldown する手法である。もう一つは、
Vero/TMPRSS2 細胞に免疫沈降用のタグ（myc タグ、TEV 切断部位、FLAG タグを連結させた
myc/TEV/FLAG タグを用いる）を取り付けた Pin1 を発現させ、SARS-CoV-2 感染の有無で、
myc/TEV/FLAG タグによって Pin1 とその結合タンパクを網羅的に回収する方法である。いずれ
も、回収したサンプルから LC/MS/MS によって Pin1 結合タンパクを同定する 
②肝心な Pin1 結合タンパク（仮に X とする）に Pin1 が結合することで機能変化が生じること
が、結果として、SARS-CoV-2 の増殖に必須と考えられる。従って、タンパク Xを①siRNA 等で発
現抑制する、あるいは、②タンパク X内の Pin1 結合モチーフを変化させると、SARS-CoV-2 が増
殖できなくなることが期待される。①で有望と考えられるタンパクに関して、CAS9/Crisper の
システムで Vero/TMPRSS2 細胞内のタンパク X 内の Pin1 結合モチーフを変化させる手法を採用
する。また、Pin1 による構造と機能制御についても詳細に検討する。 
③我々は、約 470 種類の新規 Pin1 阻害薬の開発に成功し、以下の 4件の物質特許を出願済であ
る。この中で、10μM以下の濃度で、SARS-CoV-2 の増殖をほぼ完全に抑制できる Pin1 阻害薬化
合物は 25個ほどである。現在、これらの化合物からの最適化を進めているが、(3)に記載したよ
うに SARS-CoV-2 の増殖抑制のメカニズムも含めて明らかにし、治療薬の開発につなげたい。さ
らに、必要に応じて Pin1 標的蛋白側の阻害薬の開発・最適化も検討する。 
 
４．研究成果 
 
① Pin1 が SARS-CoV-2 の増殖に関わる作用の解明 
ウイルスを感染させた Vero 細胞を用いて、Pin1 の結合タンパクの検索を行った。その結果、
Pin1 が N タンパクに強く結合する結果が得られた。また、double membrane vesicle に存在する
nsp3 を免疫染色する検討を行ったところ、H-77 の添加で大きな変化が認められており、この結
果も、double membrane vesicle の形成抑制を意味するものと考えられた。H-77 の添加では、細
胞内のNタンパク量も顕著に減少している。我々はNタンパクに作用するPin1が抑制されると、
Nタンパクの安定性かフォールデイングが障害され、結果として double membrane vesicle の形
成が障害されるのではないかと考えている。N タンパクは変異が入りにくい部位であるので、
Pin1 阻害薬は今後も発生してくる変異株に対しても、有効性を維持できる可能性が高い。 
N タンパクと Pin1 の結合を電子顕微鏡も用いて明らかにする。N タンパクには、Pin1 が結合す
る可能性がある Ser/Thr-Pro モチーフを 6 か所持っているので、これらに変異を入れて、Pin1



の Nタンパク内の結合部位を明らかにする実験を進行中である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

② SARS-CoV-2 への増殖抑制効果を指標にした化合物の最適化とスクリーニング
（VeroE6/TMPRSS2 細胞）。 
アントラニル酸系化合物 H-77 の他、アミド系化合物 H-103、3,5-ジアミノ安息香酸系化合物
H-596 についても、これらを基にして、毎月 40-50 個程度の新規化合物の合成を作成し、それぞ
れについて、VeroE6/TMPRSS2細胞におけるSARS-CoV-2の増殖抑制効果を指標に最適化を進めた。
最初の数カ月は、H-77 を超える効果（培養細胞での 50%有効濃度(ED50)3.2 µM）を有する化合物
が得られなかったが、効果を発揮する化合物の構造上の特徴が次第に分かるようになり、H-77 を
超える効果の化合物が多数、得られるようになった。（右図はア
ッセイの一例である。） 
現在、ED50 で 10µM 以下のものは、約 90個あり、その中で 5-
7 個程度の化合物が、ED50 で 1µM 前後か、それ以下である。我々
が既に出願したアントラニル酸系化合物とアミド系化合物の特
許に含まれない、新規のアントラニル酸系化合物で強い効果が
認められる化合物が得られてきたので、右図に示す一連の化合
物について新たな物質特許としての出願を近日中に行う準備を
している。 
さらに、得られた化合物が、細胞毒性ではなく真に Pin1 阻害
効果によって、SARS-CoV-2 の増殖抑制効果を発揮しているか否
かを、個々の化合物において検討しなければ、in vivo への検
討に進めることはできない。我々は、主に 293 細胞を、また一
部は VeroE6/TMPRSS2 細胞を用いて細胞毒性を評価しており、
ウイルス増殖抑制効果と細胞毒性の濃度の間には明らかな乖離があることを認めている。そこ
で、ED50 で 10µM 以下のものは約 90 個の化合物について、recombinant の Pin1 タンパクを用い
る in vitro の Pin1 阻害活性を測定し、一方、VeroE6/TMPRSS2 細胞に対する細胞毒性の検討を
進めている。すなわち、①抗ウイルス活性、②in vitro での Pin1 阻害活性、③細胞毒性の３つ
のデータを信頼性の高い形で取得し、これらから、最も有効な化合物を明らかにできる見通しで
ある。 
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