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研究要旨: 我々は、Gag機能部位を明らかにするための基盤的研究として、ペプチド化学的手法によ

って合成した HIV-1 Gag部分ペプチドの細胞内導入による HIV複製制御の可能性を検討している。

今年度はまず、HIV-1 MA部分ペプチドライブラリーのスクリーニングから得られたMA部分ペプチ

ド 2C の抗ウイルス活性スペクトルと作用機序の検討を行った。その結果 2C は、１）MLV Env や

VSV-G を介した HIV-1 コアの侵入を阻害しない、２）HIV-1 はサブタイプに関わらず一部の例外は

あるがその感染を阻害する、３）HIV-2や SIVの感染は阻害しない、４）time-of-addition実験の結果

から、その作用点は HIV-1の CD4結合後膜融合に至る過程である、と推定された。加えて、HIV-1 CA

部分ペプチドライブラリーの抗 HIV-1 活性を指標としたスクリーニングも実施した。その結果、X4、

R5 HIV-1 のいずれのウイルスに対しても阻害活性を示す部分ペプチドが、１）細胞膜透過性を付与

しないペプチドのみ、２）細胞膜透過性を付与したペプチドのみ、３）その両方のペプチドで阻害活

性を示すという３通りの阻害パターンがあることが明らかになった。 

 

A.  研究目的 
 Gag に関連する治療標的構造の解明／抗
HIV 活性リード化合物の開発につながる Gag
機能部位の同定と Gag蛋白質による HIV複製
制御機構の解明を目的とする。期待される成

果は、Gag 部分ペプチドの抗 HIV 活性評価お
よびその作用機序の解明による Gag 機能部位
および治療標的候補因子の特定である。 

B.  研究方法 
（１）各種 Env によるシュードタイプ HIV-1 の
作製および感染実験： 
293T細胞にEnv（-）のHIV-1とHIV-1 (NL4-3) Env、
A-MLV Envまたは VSV-Gを共導入し、これらの
Envによるシュードタイプ HIV-1を作製した。得
られたシュードタイプ HIV-1 を試験ペプチドま
たはコントロール薬剤の存在下で TZM-bl細胞に
感染させ、感染２日後の luciferase 活性を測定す
ることによって試験ペプチドの各種 Env による
シュードタイプ HIV-1 の侵入阻害活性を検討し
た。 
（２）MA部分ペプチド（2C）に関しては、その
作 用 点 を 推 定 す る た め い わ ゆ

る”Time-of-addition”実験を HIV-1 (NL4-3) Env を
TZM-bl 細胞に感染させる系で行った。なお、コ
ントロール薬剤として、吸着阻害剤 DS5000、

sCD4、CXCR4 阻害剤 AMD3100、HIV-1 膜融合
阻害剤 T-20 (Enfuvirtide)と AZTを使用した。 
（３）CA部分ペプチド（CAの N末より 15残基
ずつ 5 残基ずつオーバーラップさせて合成した。
Octa-Arg を C 末に付与した細胞膜透過性ペプチ
ドと付与しないコントロールペプチドのセット）

を調製し、標的細胞 MT-4 と X4 HIV-1 である
NL4-3 の感染系もしくは、標的細胞 PM1/CCR5
と R5HIV-1 である NL(AD8)の感染系で抗 HIV-1 
活性および細胞毒性をMTT試験によって測定し
た。なお NL(AD8)の感染系では、一部の部分ペ
プチドの抗 HIV-1 活性の評価を感染細胞培養上
清中の p24 (CA) ELISAによっても評価した。 
 
（倫理面での配慮） 

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 

 

C.  研究結果 

（１）MA部分ペプチド 2Cによる各種 Envによ
るシュードタイプ HIV-1の感染阻害を検討実験： 
2Cは HIV-1 (NL4-3) Envでシュードタイプした
HIV-1の TZM-bl細胞への感染を用量依存的に阻
害したが、A-MLV Envまたは VSV-Gでシュード
タイプしたHIV-1の感染を12.5 uMにおいてもほ



とんど阻害しなかった（図１）。 
（２）MA部分ペプチド 2Cの抗ウイルススペク
トルの検討：2Cはサブタイプ A, B, Cの primary 
isolates に対して抗ウイルス活性を示したが、一
部活性を示さない例外も認められた。興味深いこ

とに、2Cは HIV-2, Maraviroc耐性 HIV−１（感染

研エイズ研究センター・吉村先生 data）や
SIVmac239 に対して抗ウイルス活性を示さなか
った。 
（３）MA 部分ペプチド 2C の作用点：
Time-of-addition実験の結果、2Cが抗 HIV-1活性
を示す作用点は、その作用点は HIV-1の CD4結
合後膜融合に至る過程である、と推定された（図

2）。 
（４）CA 部分ペプチドの抗 HIV-1 活性：X4、
R5 HIV-1 のいずれのウイルスに対しても阻害活
性を示す部分ペプチドが、１）細胞膜透過性を付

与しないペプチドのみ（19C）、２）細胞膜透過
性を付与したペプチドのみ（1L, 6L）、３）その
両方のペプチドで阻害活性を示す（15C, 15L）と
いう３通りの阻害パターンを示す部分ペプチド

があることが明らかになった（表１、表２）。 

D. 考察 
（１）予備的実験の結果も総合すると、MA部
分ペプチド 2Cは、標的細胞側に作用し、おそ
らくウイルスの CD4結合直後の過程を阻害す
ることが推定される。 
（２）CA部分ペプチドの fragment 15は CAの
NTDと CTDの連結領域であり、HIV-1コアの
アセンブリーなどに重要という報告もあり、

このペプチドの作用機序に興味がもたれる。 
 

E. 結論 

（１）MA部分ペプチド 2Cは HIV-1の侵入過
程の解析に有用なプローブと考えられる。 
（２）抗 HIV-1 活性を有する CA 部分ペプチ
ドが複数得られた。 
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G. 知的財産権の出願・登録状況（予定を含 

む） 

 該当事項なし。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


