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研究要旨  

 本研究は、HIV Gag 蛋白質を標的とする創薬に必要な基礎情報を収集することを目的とする。創薬標

的を論理的に絞り込むために、HIV の複製研究と Structure-Based Drug Design (SBDD)を一つの研究

組織で行う。初年度は、HIV-1 コアの表面構造と多様性を解析し、Gag CA 多量体界面の保存される結

合ポケットを見出した。細胞内 Gag の機能複合体（コア、Gag 前駆体／ウイルスゲノム RNA 複合体）の

動態を調べる in situ uncoating assay と Gag ライブイメージング系の構築を進め、Gag の細胞におけ

る本質的な機能と制御を解析する土台を作った。さらに創薬標的の無作為的な同定も進めた。細胞膜

透過性 Gag ペプチドのライブラリーを作製し、Gag MA と CA の特定の部分ペプチドが抗 HIV 活性をも

つことを見出した。次年度は、各自の成果を発展させながら連携し、Gag の細胞における役割と機能構

造の理解を深める。その延長で HIV 感染の予防・治療標的となりうる弱点を絞り込む。 



１. 研究目的 

  HIV 感染症の制御は、国際社会の主要課題と

位置づけられる。HIV は高度に変異性である。薬

剤治療の有効性を確保し感染拡大を防ぐには、新

たな HIV 制御法の開発が重要な課題となる。

HIV-1 Gag 蛋白質は、感染性ウイルス粒子の形成

やウイルスの複製において広く重要な機能を担

う。もしウイルスの生活環を維持するために必然

的に変化しにくい Gag 部位があれば、耐性が発現

しにくい感染予防・治療標的の候補となる。しか

し、実験のみではこのような標的部位の解明に時

間がかかる。 

 近年、生体分子の振る舞いをコンピュータによ

り近似する技術が急速に進歩している。2013 年

度のノーベル化学賞はこの分子シミュレーショ

ンの先駆者が受賞したことからも、科学の進展に

おける計算科学の重要性が強調された。我々は約

10 年前にこの技術に着目し、解析基盤を整備し

て蛋白質の構造解析に応用して来た。蛋白質の構

造特性の情報を入手することで、機能発現と制御

の理解が進み、ひいてはウイルスの性質の理解が

分子レベルで進む。我々は、ウイルス学研究と連

携して、計算科学がウイルスの複製、薬剤耐性、

免疫逃避、宿主指向性などのしくみ、および変異

に伴うウイルスの性質変化の解析に極めて有用

であることを立証してきた。さらに、創薬を念頭

に置いた分子解析ツールも急速に拡充しており、

計算科学の活用は創薬標的を論理的に絞り込む

‘Structure-Based Drug Design (SBDD)’に不可

欠の技術となっている。 

 一方、SBDD の出発点として用いる立体構造の

不確かさ（機能構造を反映するか否かの不確か

さ）を勘案すれば、計算科学のみで創薬標的を絞

り込むことには大きな危険がある。X線結晶構造

解析等で得られる構造は、あくまで細胞外の特殊

な環境でとりうる歪んだ構造であり、蛋白質が生

理的環境下で働くときの機能構造である保証は

無い。また、Gag の本質的な機能は、生きた細胞

が作り出す細胞内環境で発揮される。しかし、生

細胞内で Gag が機能する時と場、機能的相互作用

に伴う Gag の構造動態、あるいは機能発現を制御

する要因について詳細に解析することは現在で

も難しい。したがって、現在でも感染細胞におけ

る Gag の本質的な機能と機能構造は不明な点が

多い。 

 そこで本研究では、創薬標的をより論理的に絞

り込むために、HIV-1 の複製研究と SBDD を一つ

の研究組織で行う。さらに、創薬標的を無作為に

同定し、HIV 複製研究と創薬に還元する戦略も進

める。この双方向性の研究により、HIV Gag の機

能複合体を標的とする創薬に必要な基礎情報の

収集をめざす。本研究は、実験に計算科学や情報

科学の手法を取り入れた学際的アプローチを用

いて新しいウイルス学研究と HIV 制御法開発の

土台を構築する基礎研究と位置づけられる。先進

性・独創性が高く、学術的、社会的、国際的な意

義は大きい。 

２．研究方法 

 異なる解析アプローチをとる三つの研究の柱

を設定し、３年計画で Gag の弱点を探索・選別し、

創薬シード同定やワクチン抗原設計の土台をつ

くる。H25 年度は、解析系の構築と弱点の予備的

探索を行う。H26 年度は、初年度の研究を継続し

て Gag の機能構造と変化能の新知見を収集し、弱

点探索を続ける。また、班員の共同研究を推進し

て新たな発見の確率を高める。H27 年度は、Gag

の有力な弱点候補を選別し、創薬シード同定の土

台をつくる。研究協力者として、蛋白質の in 

silico 構造解析を専門とする横山勝博士（国立

感染症研究所 病原体ゲノム解析研究センター）

に協力を仰ぐ。 

【役割分担】 

柱１．Gag 蛋白質の機能構造と変化能の研究 

分子シミュレーション、情報エントロピー解析、

数学理論、変異導入解析などを併用することで、

機能構造維持のために必然的に変われない分

子表面構造を探索する（佐藤、野間口）。 

柱２．HIVの複製研究 

細胞内のGagの局在、動態、構造、相互作用を

解析する新しい実験系を立ち上げ、Gagの本質



的な機能と機能発現に必要な要因を調べ、HIV

の感染力と複製能維持のために必然的に変わ

れない部位を探索する（塩田、蝦名、増田、間、

梁、櫻木） 

柱３．抗HIV化合物研究 

細胞内に浸潤可能なGagペプチド誘導体等を設

計・合成し、生物活性と作用機序を解析するこ

とにより、Gagの弱点部位を探る（玉村、村上）。 

 

（倫理面への配慮） 

本研究は、遺伝子組換え生物等を用いる実験を行

う。該当する研究については、所属実験機関の承

認を得て、「遺伝子組換え生物等の使用等の規制

による生物の多様性の確保に関する法律」を遵守

して行なっている。 

 

３. 研究結果 

柱１．Gag 蛋白質の機能構造と変化能の研究： 

1) MOEのSBDD用ツールとShannon情報エントロピ

ーを用いて蛋白質表面の構造特性と多様性を

解析し、Gag CA蛋白質の多量体界面に保存度の

高い結合ポケットを見出した（佐藤）。 

2) 変異導入解析により、-hairpin、helix3、

helix 4、helix 7のそれぞれに、HIV-1の増殖

能を維持するために保存されるアミノ酸残基

(Q13,Q50Y,K70,R82,I135)が存在することを見

出した（野間口）。 

柱２．HIVの複製研究：  

1) HIVコアの細胞内での脱殻過程を追跡するin 

situ uncoating assayをつくり、カニクイザル

細胞での増殖能を獲得した改変HIV-1のヒト細

胞での増殖能低下は、脱殻速度に低下に起因す

る可能性を示唆した（塩田）。 

2) HIV-1インテグラーゼの dimmer-dimer インタ

ーフェースにおけるNTD-CCDドメイン間相互作

用に必須のアミノ酸残基を同定し、当該相互作

用が感染性ウイルス粒子コアの形成/維持に関

わる可能性を示唆した（増田）。 

3) 細胞のキナーゼaPKCがHIV-1 Gag の487番目の

セリンをリン酸化することを見出し、このリン

酸化はVprのウイルス粒子内への取り込みを促

進させることで、マクロファージにおけるウイ

ルスの感染性の増強に寄与することを示した

（梁）。 

4) miniSOG標識Gagを用いてGagの局在を解析す

るライブイメージング系の構築を進め、シグナ

ルが微弱で改善の余地はあるものの、ウイルス

ゲノムRNAとGag前駆体の共局在の場（細胞質〜

細胞膜付近）を検出した（蝦名）。 

5) Gag依存的なゲノムパッケージングを解析し、

ゲノム二量体化開始点に未報告の機能構造が

存在する可能性を見いだした（櫻木）。 

柱３．抗 HIV 化合物研究： 

1) HIV-1 Gag CA 全域をカバーするペプチドライ

ブラリーと Cyp A binding loop 環状ペプチド

誘導体を化学合成し、新たな細胞内導入法を見

出した（玉村）。 

2) HIV-1 Gag MA 部分ペプチドの抗 HIV 作用の作

用点はウイルスの CD4 結合後膜融合に至る過

程であることを示唆した（村上）。 

3) Vpr と Gag p6 の相互作用を標的とする阻害剤

候補を探索する ELISA binding 法を構築し、構

造多様性を考慮した 9600 個の化合物を入手し

た（間）。 

班員の共同研究： 

1) HIV-1 宿主域の変化における Gag の役割を

structure-guided mutagenesis などにより解

析し、HIV-1 CA 蛋白質の特定のアミノ酸変異

（M94L/R98S/ Q110D/G114Q）がマカクザル細胞

におけるウイルス増殖を顕著に促進すること

を見出した（野間口、塩田、梁、佐藤）。 

2) 実験と分子シミュレーションにより、HIV-1 

CAの Ser487のリン酸化がVprとの相互作用を

制御することを示した（梁、佐藤）。 

3) 抗HIV-1活性をもつHIV-1 CA部分ペプチドを

複数見出し、それらの作用点が異なることを示

唆した（玉村、村上）。 

 

４. 考察 

柱１．Gag 蛋白質の機能構造と変化能の研究： 

 Gag の創薬標的を論理的に絞り込むためには、



Gag 蛋白質の機能構造と変化能の情報が不可欠

である。しかし、「１. 研究目的」で述べたよう

に、蛋白質の機能構造の特定は、一般には難しい。

Gag については種々の立体構造が報告されてい

るが、どの構造が機能をよく反映して SBDD に使

えるのかを慎重に検討する必要がある。感染性粒

子の形成には Gag 間の適切な相互作用が必須で

ある。この機能的相互作用を体現する構造の一つ

がウイルス粒子のコア構造である。最近、クライ

オ電子顕微鏡法により HIV-1 subtype B のコア構

造が解明された（PDB:3J3Q. Nature 497:643-646, 

2013）。現在までに報告されている CA 構造の中で、

機能構造を最もよく反映する構造と言える。そこ

で本研究では、このコア構造を基に結合ポケット

を探索した。その結果、低分子化合物が結合しう

るポケットが多数同定された。このうち CA 多量

体界面の結合ポケットに着目して研究を進める

こととした。このポケットは、正常なコア形成を

反映して形成される可能性が高い。また、ポケッ

トを形成するアミノ酸残基は、株間で比較的保存

されている。そこで H26 年度は、計算科学と実験

により CA 多量体界面のポケットが創薬の標的と

なるかを検証する予定でいる。 

 HIV CA の弱点を探索する際、CA の致死的変異

の情報が重要な手がかりを提供する可能性があ

る。本研究で、ヒト細胞における HIV-1 増殖能を

著しく低下させる変異が CA 領域に新たに４種見

つかった（野間口）。これらの部位は、HIV-1 group 

M でよく保存されていることもわかった。興味深

いことに、SIV CA の対応するアミノ酸は HIV-1

の相対するものとは異なることもわかった。以上

の点から、今回見出された部位は、HIV-1 の生活

環を維持して行く上で、まだ知られていない重要

な役割を担う部位かもしれない。今後は、実験と

構造解析により、この部位の役割を検証して行く

予定でいる。 

柱２．HIV の複製研究： 

 Gag の創薬標的を論理的に絞り込むためには、

HIV の複製機構の理解が不可欠である。複製研究

により Gag の重要な機能の情報が得られ、標的と

すべき機能を論理的に絞り込むことができる。し

かし、「１. 研究目的」で述べたように、生細胞

における Gag の本質的な機能の特定は、一般には

難しい。最大の原因は、生細胞における Gag の挙

動（局在や構造の動態、機能的相互作用）を精密

に追跡する系の欠如にある。そこで本研究では、

Gag の細胞内での挙動を解析する新しい系の構

築を進めた（塩田、蝦名）。現在、感染初期にお

けるコア脱殻過程、あるいは感染後期における

Gag前駆体とウイルスゲノムRNAの動態を詳細に

解析する系ができつつある。解析系が完成すれば、

HIV 複製中の機能複合体（コアや Gag/ウイルス

ゲノム RNA 複合体）の細胞内局在と動態、および

影響因子を解析する。HIV 複製機構の black box

の解明に非常に重要な役割を果たすことが期待

される。 

 本研究では、８名の研究者が手分けして HIV

複製の前期と後期過程を解析している。いずれの

研究も解析系、あるいは着眼点に独創的な点をも

ち、複製研究に独自の道を切り開いている。今後

も個々の班員の独自研究を発展させることで、

HIV の複製機構の black box の解明に寄与するこ

とが期待される。その際、進展の内容によっては、

コア脱殻の制御、あるいは Gag 前駆体とウイルス

ゲノム RNA の相互作用の制御との関わりが生じ

る可能性が十分にある。そこで、H26 年度は、個々

の班員の研究を発展させるとともに、適宜、塩田

博士、蝦名博士との共同研究を計画し、必要に応

じて in situ uncoating assay 系、および Gag

ライブイメージング系による解析を取り入れる。

これにより、新しい系の検証・改良と応用を効率

的に進めたい。 

柱３．抗 HIV 化合物研究： 

 「１. 研究目的」で述べたように、SBDD に用

いる構造の不確かさ（機能構造を反映するかどう

かの不確かさ）を勘案すれば、従来からあるリー

ド化合物の同定手法、すなわち構造情報に依存せ

ずに無作為に抗 HIV 阻害因子を探索する手法は、

依然として非常に有力な手法である。その際、Gag

蛋白質の細胞膜透過性部分ペプチドのライブラ



リーを探索すれば、拮抗阻害が期待される。そこ

で本研究では、HIV-1 Gag CA と MA の全域をカバ

ーする部分ペプチドライブラリーを化学合成し、

octa-Arg 配列を付加して膜透過性を付与した後、

抗 HIV 活性を調べた。その結果、抗 HIV-1 活性を

もつ複数の Gag 部分ペプチドを見出した。今後の

研究で作用点の特異性と低細胞毒性が確認され

れば、ウイルスの複製研究や創薬への応用が期待

される。 

 

５. 自己評価 

１）達成度について 

 本研究の開始にあたっては、事前評価のコメン

ト（改善すべき点：ウイルス学研究としてレベル

の高いものを申請してほしい、具体的なゴールを

設定するべき）を考慮して目的と計画を練り直し

た。結果の項に示す通り、研究は、計画に沿って

順調に進んでいる。 

 

２）研究成果の学術的・国際的・社会的意義 

 本研究では、HIV Gag蛋白質と結合因子について

創薬に必要な基礎情報を収集する。その過程で得

られるGag蛋白質の構造、機能、変化能の知見は、

ウイルスの複製と進化の理解を深める。ウイルス

学の進展における学術的意義がある。さらに、HIV

の弱点探索の基盤情報となり、創薬シードやワク

チン抗原の論理的設計や同定につながる。本研究

の成果が新たな抗HIV薬やワクチン抗原の開発に

結びつけば、HIV感染者の治療やHIV感染拡大阻止

に貢献する。厚生労働行政的、社会的、国際的意

義も大きいと考えられる。 

 

３）今後の展望について 

 H26 年度は、個々の班員の独創的な研究を発展

させるとともに、班員間や柱間の共同研究を推進

して新たな発見の確率を高める。 

柱１、２、３の共同研究： 

1) HIV-1 コアの CA 多量体界面に見出された保存

性結合ポケットが創薬の標的となるかを検証

する。変異導入解析等を通じてポケットの破壊

がもたらす効果を調べる。コンピュータを用い

て結合分子を設計し、化学合成し、抗 HIV 活性

を調べる。 

2) HIV 複製研究に携わり、Gag 変異ウイルスを所

有する班員や宿主因子を研究する班員につい

て、適宜、HIV コアの in situ uncoating assay

と Gagライブイメージング系を用いた共同研究

を進め、細胞内 Gag の機能複合体の動態と制御

について新知見を蓄積する。 

 

６. 結論 

 HIV の弱点同定のために HIV の複製研究と

Structure-Based Drug Design (SBDD)を進め、

（i）Gag CA 多量体界面の保存された結合ポケッ

トを見出した、（ii）Gag CA の致死的変異を同定

した、（iii）HIV 複製中の機能複合体（コアや Gag/

ウイルスゲノム RNA 複合体）の細胞内局在と動態

を解析する新システムの構築が進んだ、（iv）HIV

複製機構の新知見を蓄積した、（v）細胞膜透過性

Gag ペプチドのライブラリーを作製し、Gag MA

と CA の部分ペプチドが抗 HIV 活性をもつことを

見出した。次年度は、個々の成果を発展させなが

ら連携し、細胞における Gag の役割と機能構造の

理解を深める。その延長で HIV 感染の予防・治療

標的となる弱点を絞り込む。 

 

７. 知的所有権の出願・取得状況（予定を含む） 

 HIV立体構造認識抗体誘導ペプチド（特願

2011-082813）、CXCR4多量体を認識する多価型

CXCR4リガンド、及びその合成方法（特願

2009-159771）、HIV立体構造認識抗体誘導ペプチ

ド抗原、及びその合成方法（特願2009-120352）、

HIV立体構造認識抗体誘導ペプチド抗原、及びそ

の合成方法（特願2009-120352）、標的物質の検出

方法、並びに、これに用いるタグ、DNA、ベクタ

ー、プローブ及び検出キット（特願2009-509091） 
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