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研究要旨  

我々は有機合成化学・ケミカルバイオロジーを巧みに用いて、Gag を標的とする治療標的部位の探索、候

補因子の特定に関する研究を行っている。本研究の目的は Gag に関連する抗 HIV 活性リード化合物の創

出、候補分子の構造活性相関の情報基盤の提供、Gag 機能制圧、等である。今年度の研究成果は、1) カプ

シドタンパク質(CA)を網羅するペプチドライブラリーをすべて合成した。 2) Cyp A binding loop/alternative Cyp 

A binding loop の環状ペプチド誘導体を合成した。3) 候補化合物の細胞内導入法を検討し、oligo-Arg 技術

に加えて、stapling 技術の有用性を見出した。 

 

Ａ．研究目的 

 ウイルスタンパク質 Gag からプロセッシングによ

り生じるカプシド (CA) に着目し、部分ペプチドラ

イブラリーから抗 HIV-1 活性を有する配列を探索

し、それぞれの CA 部分ペプチドの抗 HIV-1 活性

および細胞毒性について検討を行う。これにより、

候補分子の構造活性相関の情報を得、Gag 機能

制圧研究をおこなう。 

 

B．研究方法 

1) CA 部分ペプチドライブラリーの設計、合成 

 全長 231 残基の CA タンパク質を N 末端側

から15残基ずつに分割し、Sample 1~Sample 23

の CA 部分ペプチドライブラリーを設計した 

(表 1)。また、この分割の際に活性モチーフの

分断を回避するため、5 残基ずつのオーバーラ

ップ部分を設けた。さらに、スペーサーとし

てGly、octa-Argや 2-iodoacetamideとの reaction 

p o i n t として C y s を導入した  (図 1 )。 

 
表 1. CA 部分ペプチドの配列 

 Sequence 

S1 H2N-PIVQNLQGQMVHQAIGC-CONH2 

S2 Ac-HN-VHQAISPRTLNAWVKGC-CONH2 

S3 Ac-HN-NAWVKVVEEKAFSPEGC-CONH2 

S4 Ac-HN-AFSPEVIPMFSALSEGC-CONH2 

S5 Ac-HN-SALSEGATPQDLNTMGC-CONH2 

S6 Ac-HN-DLNTMLNTVGGHQAAGC-CONH2 

S7 Ac-HN-GHQAAMQMLKETINEGC-CONH2 

S8 Ac-HN-ETINEEAAEWDRLHPGC-CONH2 

S9 Ac-HN-DRLHPVHAGPIAPGQGC-CONH2 

S10 Ac-HN-IAPGQMREPRGSDIAGC-CONH2 

S11 Ac-HN-GSDIAGTTSTLQEQIGC-CONH2 

S12 Ac-HN-LQEQIGWMTHNPPIPGC-CONH2 

S13 Ac-HN-NPPIPVGEIYKRWIIGC-CONH2 

S14 Ac-HN-KRWIILGLNKIVRMYGC-CONH2 

S15 Ac-HN-IVRMYSPTSILDIRQGC-CONH2 

S16 Ac-HN-LDIRQGPKEPFRDYVGC-CONH2 

S17 Ac-HN-FRDYVDRFYKTLRAEGC-CONH2 

S18 Ac-HN-TLRAEQASQEVKNWMGC-CONH2 

S19 Ac-HN-VKNWMTETLLVQNANGC-CONH2 

S20 Ac-HN-VQNANPDSKTILKALGC-CONH2 

S21 Ac-HN-ILKALGPGATLEEMMGC-CONH2 

S22 Ac-HN-LEEMMTASQGVGGPGGC-CONH2 

S23 Ac-HN-VGGPGHKARVLGC-CONH2 

 

図 1. CA 部分ペプチドライブラリーの設計 



 

CA 部分ペプチドは、Fmoc 固相合成法により合

成 し た 。 合 成 の 際 に NovaSyn® TGR resin 

(novabiochem 社製) を用いて部分ペプチドの C

末端をアミド化し、最後に N 末端をアセチル化し

た。固相合成後、TFA によるアミノ酸側鎖の脱

保護および脱樹脂を行った。その後、HPLC

で精製を行い、ESI-TOF MS により目的物を同

定した。合成スキームを図 2 に示す。 

 

合成した CA 部分ペプチドを細胞内へ導入する

ため、細胞膜透過性を有する octa-Arg 配列を付

加した (Sample 1L~23L)。octa-Arg の N 末端に

あるクロロアセチル基と CA 部分ペプチドの C 末

端に導入した Cys のチオール基との化学選択的

反応により合成した (ligation)。また、細胞膜透

過性 CA 部分ペプチドに対するコントロールとし

て 、 C 末 端 の Cys の チ オ ー ル 基 を

2-iodoacetamide でキャッピングしたコントロール

ペ プ チ ド  (Sample 1C~23C) も 合 成 し た 

(capping) (図 3)。 

2) Cyp A binding loop/alternative Cyp A binding 

loop の環状ペプチド誘導体の合成 

S9, S10はCypA binding loopであることか

ら、阻害活性をもつことが考えられる。し

かし、S9, S10 がループの途中で分断してい

るため活性が出ない可能性がある。そこで、

新たな部分ペプチドを設計し、同様に合成

を行った(図 4)。 

 

3) 候補化合物の細胞内導入法としての

stapling 技術の検討 

近年、二次構造を維持した状態のペプチド

を共有結合で架橋することにより、細胞膜を

透過することができる stapling 技術が報告さ

れている。さらに、このステイプルペプチド

(staple peptide)は生体内の酵素にも安定であり、

新しいペプチド医薬として期待されている。

そこで、これから見い出される CA 部分ペプ

チド由来の候補化合物の細胞内導入に応用で

きるかどうかを評価するため、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

 
図 2. CA 部分ペプチドの合成スキーム 

 

図 3. 細胞膜透過性 CA 部分ペプチドのおよ

びコントロールペプチドの分子設計 

 

図 4. Cyp A binding loop/alternative Cyp A 

binding loop の環状ペプチド誘導体 



したステイプルペプチドの検討を行った。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

ミノ酸をペプチド性インテグラーゼ阻害剤の

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 

(図 5)。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、細

胞膜透過性実験を行った。 

 

 

（倫理面への配慮） 

 今年度の研究に関して、倫理面に該当する

事項はない。 

 

C．研究結果 

1) CA 部分ペプチドライブラリーの設計、合成 

今年度、CA 部分ペプチドライブラリーの合成

をすべて終了した。合成した細胞膜透過性

CA 部分ペプチド 1L-23L の ESI-TOF MS のデ

ータと収率を表 2 に示した。ほぼすべてのペ

プチドで収率よく、合成することができた。 

 

表 2. 細胞膜透過性 CA 部分ペプチド 1L-23L

の ESI-TOF MS データと収率 

 
calcd. for 

[M+H+] 
found 

yield 

(%) 

1L 

2L 

3L 

4L 

5L 

6L 

7L 

8L 

9L 

10L 

11L 

12L 

13L 

14L 

15L 

16L 

17L 

18L 

19L 

20L 

21L 

22L 

23L 

3140.77 

3226.86 

3239.78 

3131.68 

3041.60 

3048.63 

3207.70 

3316.73 

3071.72 

3104.70 

3027.63 

3267.77 

3301.92 

3410.04 

3298.87 

3339.86 

3485.90 

3297.78 

3267.79 

3118.80 

3080.72 

2970.54 

2597.54 

3141.84 

3226.87 

3239.99 

3132.78 

3041.65 

3048.59 

3207.65 

3316.81 

3071.69 

3104.74 

3027.64 

3269.01 

3301.87 

3411.28 

3298.82 

3341.06 

3485.91 

3297.74 

3267.83 

3119.05 

3080.79 

2970.54 

2597.47 

57 

13 

34 

51 

64 

20 

82 

51 

85 

81 

62 

74 

49 

42 

34 

83 

32 

56 

35 

57 

43 

86 

69 

 

2) Cyp A binding loop/alternative Cyp A binding 

loop の環状ペプチド誘導体の合成 

 本環状ペプチド誘導体に関しても同様に

収率よく、合成することができた。また、同

定は ESI-TOF MS 測定により行った。 

3) 候補化合物の細胞内導入法としての

stapling 技術の検討 

octa-Argペプチドを付与したインテグラー

ゼ(IN)阻害活性ペプチド中の Phe6, Ile7, Phe9, 

 
図 5. ペプチド性インテグラーゼ阻害剤

を基にしたステイプルペプチドのデザ

イン 



Ile11 が阻害活性の発現に重要であると考え

られる。このペプチドに、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

天然アミノ酸の方は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、

アルキルタイプの非天然アミノ酸の方がス

テイプルペプチド合成に適していると考え

られた。また、CD スペクトルより、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 -ヘリックス性を有していた。抗 HIV

活性試験の結果では、いくつかのステイプル

ペプチドが活性を示した。また、蛍光基を導

入したステイプルペプチドは、イメージング

により細胞膜透過性を有することが明らか

になった。 

 

D．考察 

有機合成化学・ケミカルバイオロジーの巧み

な技術を用い、Gag を標的とする治療標的部

位の探索のための目的化合物等を順調に設計、

合成できた。 

1) CA 部分ペプチドライブラリーの設計、合成 

カプシドタンパク質(CA)を網羅するペプチド

ライブラリーのすべてを、抗 HIV 活性試験に供

与できる十分量合成した。現在、分担研究者で

ある村上博士に活性評価を依頼中である。  

2) Cyp A binding loop/alternative Cyp A binding 

loop の環状ペプチド誘導体の合成 

 本環状ペプチド誘導体についても同様に

抗 HIV 活性試験に供与できる十分量合成した。

現在、分担研究者である村上博士に活性評価

を依頼中である。 

3) 候補化合物の細胞内導入法としての細胞

内導入法の検討 

ステイプル化により、細胞内で高い IN

阻害活性を有する Vpr 断片ペプチドを見出

した。これにより、細胞内導入法として細

胞内導入法の有用性を示した。 

 

E．結論 

Gag を標的とする治療標的部位の探索、抗

HIV 活性リード化合物の創出、候補分子の構

造活性相関の情報基盤の提供を目指して、今

年度は十分な研究成果を得た。具体的には、

有機合成化学・ケミカルバイオロジーを巧みに

用いて、1) カプシドタンパク質(CA)を網羅する

ペプチドライブラリーの合成、 2) Cyp A binding 

loop/alternative Cyp A binding loop の環状ペプ

チド誘導体の合成、3) stapling 技術による候補

化合物の細胞内導入法の確立等を行った。 

抗ウイルス活性の測定実験に関して、国

立感染症研究所エイズ研究センター、村上 

努室長、藤野真之博士にお世話になりまし

た。厚く御礼申し上げます。 
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