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研究成果の概要（和文）：  
本研究ではフォワードケミカルゲノミクス的手法、また、リバースケミカルゲノミクス的手法
により抗 HIV 剤の開発を行った。1) Vpr の断片から見出したインテグラーゼ阻害ペプチドのヘ
リックス増強ミメティックを合成し、ステイプル化により、高い IN 阻害活性を有する Vpr 断
片ペプチドを見出した。2) Matrix 断片に細胞膜透過性配列を付加した抗 HIV ペプチドを創出し
た。3)高い抗 HIV 活性、高い gp120 構造変化誘導能を有する新規 CD4 mimic 誘導体を見出した。
4) Xylene 骨格を有する全く新規な CXCR4 アンタゴニストを見出すことができた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Several anti-HIV agents have been developed using forward and reverse chemical 
gemomics. 1) Helical mimetics and staple peptides of Vpr-fragments were synthesized 
and found to have potent integrase inhibitory activity. 2) Several matrix fragments 
with cell membrane penetrating signal having anti-HIV activity were developed. 3) 
Novel CD4 mimic derivatives having potent anti-HIV activity which cause 
conformational change of gp120 were found. 4) New CXCR4 antagonists with xylene 
scaffold were developed. 
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１．研究開始当初の背景 
エイズはその原因ウイルスである HIV

の発見から、20 年以上経過し、有効な阻害
剤や治療法も開発されてきてはいるが、完
璧な治療法は未だ確立されていない。その
理由のひとつに、従来のリバースケミカル
ゲノミクス的手法により、逆転写酵素やプ
ロテアーゼなどに標的分子を設定して阻
害剤をデザイン、創製した場合、それらを
治療薬として臨床使用したとき、ある期間
の後にいずれは必ず HIV が変異を起こし、
エスケープするウイルスが出現するとい
う問題点がある。また、一方で HIV は同様
な侵入機構を有するインフルエンザウイ
ルスや SARS コロナウイルスが引き起こす
ような急性感染や急激な症状の変化をも
たらさない。すなわち、HIV 自身の生命シ
ステムに、急激なウイルス数の増加を抑制
するようなフィードバックシステムが備
わっていると考えられる。本来ウイルスを
構成する蛋白質にこのような自身の複製
を抑制する機能をもった部分ペプチドが
内在しているとも考えられる。すなわち、
HIV 構成蛋白質全体ではもちろん抗 HIV
活性を持たないが、それに含まれる部分ペ
プチド断片に抗 HIV 活性がある可能性が
ある。また、HIV とは関係なく、広く一般
の蛋白質において本来の活性とは別の作
用が部分ペプチドに備わっている例が
Mukai らによって報告されており、cryptide 
(cryptic peptide: 神秘的なペプチド)と名づ
けられている(Mukai H, et al. J. Immunol., 
182(8), 5072-5080, 2009)。さらに、生体構成
蛋白である細胞外マトリックスであるラ
ミニンやフィブリンなどの高分子の蛋白
質でも部分ペプチドに親分子とは違う活
性があるものが報告されている(Kasai S, et 
al. Biochemistry,  46(13), 3966-3974, 2007)。
このような状況から、本来ウイルスを構成
する蛋白質由来の部分ペプチドライブラ
リーから、HIV の複製を抑制する機能をも
ったペプチドを探索することは、変異ウイ
ルスの出現等が大きな問題点になってい
る現状の治療薬を補う意味で、非常に有用
であると思われる。 
 
２．研究の目的 
抗エイズ薬の創製研究は、従来、逆転写

酵素やプロテアーゼなどの標的分子を設
定して、それに作用する薬剤をデザインす
るというリバースケミカルゲノミクス的
手法をとっていた。本研究では、これらに
代わる方法として、HIV 自身の蛋白質由来
の部分ペプチドライブラリーから抗 HIV
活性を指標にスクリーニングするという
フォワードケミカルゲノミクス的手法を
用い、リード化合物の探索を目指した。元
の HIV 構成蛋白質には抗 HIV 活性がない
ので、本来の蛋白質では内に秘められた活
性ペプチドを探索すること、HIV 構成蛋白
質を基にして自身の感染を阻害するとい
う、フィードバック的な相互作用を利用す

ることになり、ウイルス学的進化の解明にも
関連する。また、リバースケミカルゲノミク
ス的手法による阻害剤の創製も行い、両方向
からアプローチした。 
 
３．研究の方法 
(1) ランダムライブラリーからの抗HIV剤の
探索 
HIV の Vif 以外の全構成蛋白質由来の部分

ペプチドライブラリー(12-15 残基の長さで、7
残基ずつオーバーラップした、合計で 658 個
からなるペプチドライブラリー)を 16 個のペ
プチドプールに均等に分ける。そのペプチド
プールをインテグラーゼの酵素阻害活性で
スクリーニングした。また、阻害活性を有す
るアミノ酸配列モチーフを探索した。これら
合成ペプチドがインテグラーゼの阻害活性
を有するかどうか試験する際、インテグラー
ゼの strand transfer を指標にしたアッセイを
する。また、細胞膜透過シグナルである
Octa-Arg(Arg 8 残基のペプチド)を付加した合
成ペプチドが細胞内で抗 HIV 活性を有する
かどうかを調べた。 
さらに、得られたペプチド性インテグラー

ゼ阻害剤をリード化合物として、生体内安定
性や細胞膜透過性の向上を目的としたステ
イプルペプチドの構造活性相関研究を行っ
た。側鎖にアリル基を有する非天然アミノ酸
としてアルキルタイプとエーテルタイプの
側鎖を有する 2 種類のアミノ酸を合成した。
それらアミノ酸をリード化合物のペプチド
鎖 2ヵ所にそれぞれ導入し、オレフィンメタ
セシス反応により架橋し、二次構造を安定化
したステイプルペプチドを合成した。これら
のステイプルペプチドは、天然のペプチドと
比べ、ヘリシティ、安定性、プロテアーゼ耐
性、細胞膜透過性などの改善を期待できる。
これらのペプチドの構造評価のための CD ス
ペクトルの測定、抗 HIV 活性試験、蛍光基を
導入したステイプルペプチドを用いた細胞
膜透過性実験を行った。 

 

図 1 ペプチド性インテグラーゼ阻害剤をリ
ードとしたステイプルペプチドの設計 
 
(2) マトリック(MA)蛋白のペプチド断片の
探索 



マトリックス(MA)蛋白は、MA 同士の相互
作用、あるいは他の蛋白質との相互作用に
よりウイルス粒子を形成するので、複製を
コントロールしていると考えられている
(Cannon PM, et al. J. Virol., 71(5), 3474-3483, 
1997)。この MA の蛋白質相互作用をター
ゲットとし、抗 HIV 活性を有するペプチ
ド配列を探索する。MA は 132 個のアミノ
酸残基からなる蛋白質であり、主に -ヘリ
ックス構造から構成されていることから、
部分ペプチドは -ヘリックス構造を保持
できるように 15 残基のアミノ酸ごとに分
割し、また、分割点に活性モチーフが含ま
れる可能性を考慮し、部分ペプチドごとに
5 残基のオーバーラップを設け、MA を計
13 個の部分ペプチドとして設計する(Fig. 
2)。さらに、各 MA 部分ペプチドの C 末端
に Gly-Cys 配列を追加し、クロロアセチル
基を有する細胞膜透過シグナル Octa-Arg
を付加し、細胞膜透過性 MA 部分ペプチド
ライブラリーを構築する。 
また、コントロールとして、Cys の SH 基

をキャッピングした部分ペプチドライブラ
リーを調製し、細胞内に到達しないレファレ
ンスペプチドとする。これらの抗 HIV 活性
を評価し、本来の MA の存在場所である細胞
内で作用を示すかどうか検討する。 

 
(3) CD4 ミミックの合成 
以前のリバースケミカルゲノミクス的手

法を用いた研究により、CD4 ミミック誘導
体を見出している(Yamada Y, et al. Bioorg. 
Med. Chem. Lett., in press)。その分子内に含ま
れる芳香環は親蛋白質 CD4 の Phe43 に対応
し、その部分が gp120 の cavity に相互作用す
ると考えられる(Arne S, et al. Biochemistry, 45, 
10973-10980, 2006)。さらに芳香環の p-位付近
に比較的大きな空間が存在すると推定され
るため、芳香環の p-位に種々の置換基を導入
した誘導体を合成し、各種 HIV 株に対する
抗ウイルス活性、及び HIV 外皮蛋白質 gp120
に与えるコンフォメーション変化を検定し
た。 
 

(4) CXCR4 アンタゴニストの創製 
これまでに我々が開発した二核鉛錯体
AMD3100 をリード化合物として、キシレ
ン骨格をテンンプレートとし含窒素環状
構造やピペリジン構造を配位としてライ
ブラリーを構築した。そして、そのライブ
ラリーを用いて抗 HIV 活性を評価した。 
 
４．研究成果 
(1) ランダムライブラリーからの抗HIV剤
の探索 

  Vpr 断片から IN 阻害活性を有するペプ
チドを見出し、活性に必要なアミノ酸を同

定した。アラニンスキャンによる IN 阻害活
性に重要なアミノ酸残基を同定することに
より Phe6, Ile7, Phe9, Ile11 が阻害活性の発
現に重要であると考えられる。 
次に、得られた抗 IN 活性を示す Vpr 由

来のペプチドに、2 種類の非天然アミノ酸を
導入し、ステイプルペプチドを合成した。
側鎖に酸素原子を含んでいる非天然アミノ
酸の方が高い親水性を示したが、酸素原子
を含んでいる事により、オレフィンメタセ
シス反応の効率が大幅に低下した。このこ
とから、ステイプルペプチドを合成するに
は、アルキルタイプ非天然アミノ酸の方が
適していると考えられる。また、CD スペク
トル測定の結果より、WT を含め、合成した
ペプチドは高い α-ヘリックス性を有してい
た。さらに、側鎖を架橋していないリニア
ペプチドよりも側鎖を架橋したステイプル
ペプチドの方がより高い α-ヘリックス性を
有していた。 
抗 HIV 活性試験の結果では、CP-4S、

CP-4L の 2 種類が活性を示した。抗 HIV 活
性試験の結果より、細胞内でリード化合物
(WT+R8)と同等の活性を示し、細胞毒性を軽
減する Staple Peptide CP-4S、CP-4L を見出
した。 

In vitro での抗インテグラーゼ活性試験の
結果より、R8 配列を付加した WT ペプチド
の見かけ上の活性が上昇していたことから
水溶性を向上させることで、抗インテグラー
ゼ活性が上昇する可能性が示唆された。 
 

 (2) マトリック(MA)蛋白のペプチド断片の
探索 

Matrix 断片ペプチドライブラリーとその
それぞれに細胞膜透過性配列を付加したペ
プチドライブラリー（図 2）の抗 HIV 活性
を評価することにより、抗 HIV 活性リード
ペプチドを見出した。 
蛍光イメージンングによる検討により、

Oct-Arg を付加することで MA 部分ペプチ
ドが細胞内導入されてるいることが明らか
となった。 

図 2 膜透過性ペプチド MA peptides の抗

抗HIV試験結果 (ligation、細胞膜透過性あり)

sequence

CC50 ( M) EC50 ( M) EC50 ( M)

MT-4 cell MT-4 cell PM1 / CCR5 cell

NL4-3
strain (X4)

NL(AD)8
strain (R5)

JR-CSF
strain (R5)

1-L H-MGARASVLSGGELDKGC(CH2CO-R8)-NH2 >50 30 30 40

2-L Ac-GELDKWEKIRLRPGGGC(CH2CO-R8)-NH2 36 no inh.
at 25 M ND ND

3-L Ac-LRPGGKKQYKLKHIVGC(CH2CO-R8)-NH2 36 no inh.
at 25 M ND ND

4-L Ac-LKHIVWASRELERFAGC(CH2CO-R8)-NH2 3.7 no inh.
at 3.13 M ND ND

5-L Ac-LERFAVNPGLLETSEGC(CH2CO-R8)-NH2 >50 40 42% inh.
at 50 M 42

6-L Ac-LETSEGSRQILGQLQGC(CH2CO-R8)-NH2 >50 33 49% inh.
at 50 M 31

7-L Ac-LGQLQPSLQTGSEELGC(CH2CO-R8)-NH2 >50 34 37% inh.
at 50 M

35% inh.
at 50 M

8-L Ac-GSEELRSLYNTIAVLGC(CH2CO-R8)-NH2 11 2.0 5.8 7.8
9-L Ac-TIAVLYSVHQRIDVKGC(CH2CO-R8)-NH2 4.7 2.2 0.43 0.58

10-L Ac-RIDVKDTKEALDKIEGC(CH2CO-R8)-NH2 >50 37 42% inh.
at 50 M 27

11-L Ac-LDKIEEEQNKSKKKAGC(CH2CO-R8)-NH2 >50 15 17% inh.
at 25 M 23

12-L Ac-SKKKAQQAAADTGNNGC(CH2CO-R8)-NH2 >50 36 30% inh.
at 25 M 27

13-L Ac-DTGNNSQVSQNYGC(CH2CO-R8)-NH2 >50 18 0.43 11
AZT >100 0.02 0.459 0.17

AMD3100 37 ―
no inh.

at 20 M 6.5

6



HIV-1 活性 
 
 (3)  CD4 ミミックの合成 
低分子型 CD4 ミミック誘導体を創出し、

顕著な HIV 侵入阻害活性があることを見
出した。さらに、CD4 ミミックは HIV 外
皮蛋白 gp120 のコンフォメーション変化
を誘起すること、また、この構造変化によ
りコレセプター結合領域を認識する中和
抗体(抗 V3 loop 抗体)の結合能が上昇する
ことを明らかにした 
 
(4) CXCR4 アンタゴニスト 
ヘテロな配位子を有する化合物 2 およ

び 4は AMD3100 とほぼ同等の抗 HIV活
性を示した。低分子 CXCR4 アンタゴニ
ストの新規リード化合物としての可能性
が見出せた(図 3)。  

 図 3 Xylene 骨格を有する CXCR4 
アンタゴニストの抗 HIV 活性 
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