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研究要旨  

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、有機合成化学を基盤として行

った。目的は抗 HIV 活性化合物の創出、候補化合物の構造活性相関の情報提供、Gag の機能制圧である。

今年度の研究成果は、1) 以前抗 HIV 活性が見られたマトリックスタンパク質(MA)の部分ペプチドの最適化を

行った。2) カプシドタンパク質(CA)を網羅する合成ペプチドライブラリーの抗 HIV 活性を、村上努博士(国立

感染症研究所、エイズ研究センター)に評価していただいた。 3) 細胞膜透過性ユニットを付与したいくつかの

CA 部分ペプチドに顕著な抗 HIV 活性が見られ、構造活性相関の基盤情報が得られた。 

 

Ａ．研究目的 

 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、有機合成化学を基

盤として行う。目的は抗 HIV 活性化合物の創

出、候補化合物の構造活性相関の情報提供、

Gag の機能制圧である。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マトリックスタンパク

質(MA)、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。 

 

B．研究方法 

1) MA 部分ペプチドの最適化 

 以前、全長 132 残基の MA タンパク質を N

末端側から 15 残基ずつに分割し、MA 部分ペ

プチドライブラリーを設計、合成した。なお、

合成した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

加している。その中で、高活性を示した MA-8L

と 9L について、最適化を行った(図 1)。 

 

具体的にMA-8Lと9Lの間の配列①~⑨の部分

図 1. MA 部分ペプチドライブラリーから部分

ペプチド MA-8L と 9L の創出 

GSEELRSLYNTIAVLYSVHQRIDVK (MA-8, 

MA-9 をカバーする全配列: 25 残基) 

①  SEELRSLYNTIAVLY 

②    EELRSLYNTIAVLYS 

③     ELRSLYNTIAVLYSV 

④          LRSLYNTIAVLYSVH 

⑤        RSLYNTIAVLYSVHQ 

⑥               SLYNTIAVLYSVHQR 

⑦           LYNTIAVLYSVHQRI 

⑧              YNTIAVLYSVHQRID 

⑨                NTIAVLYSVHQRIDV 

図 2. 新たな MA 部分ペプチドライブラリー

(MA-8L と 9L の間の配列)の設計 

図 3. MA 部分ペプチドの設計 



ペプチドを設計した (図 2)。また、以前と同

様、スペーサーとして Gly、octa-Arg との

reaction point として Cys を導入した(図 3)。MA

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 4 に示す。

合成した MA 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。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 (図 3)。 

 
2) CA 部分ペプチドライブラリーの調製 
 前年度より、全長 231 残基の CA タンパク質

をカバーする CA 部分ペプチドライブラリー

を構築し、上述の MA 部分ペプチドの合成と同

様にそれぞれに細胞膜透過性配列 octa-Arg を

付加した(CA-1L~23L)。なお、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

(CA-1C~23C)も調製した(図 5)。 
 

 

No. CA 部分ペプチドの配列 

1 H2N-PIVQNLQGQMVHQAIGC-CONH2 

2 Ac-HN-VHQAISPRTLNAWVKGC-CONH2 

3 Ac-HN-NAWVKVVEEKAFSPEGC-CONH2 

4 Ac-HN-AFSPEVIPMFSALSEGC-CONH2 

5 Ac-HN-SALSEGATPQDLNTMGC-CONH2 

6 Ac-HN-DLNTMLNTVGGHQAAGC-CONH2 

7 Ac-HN-GHQAAMQMLKETINEGC-CONH2 

8 Ac-HN-ETINEEAAEWDRLHPGC-CONH2 

9 Ac-HN-DRLHPVHAGPIAPGQGC-CONH2 

10 Ac-HN-IAPGQMREPRGSDIAGC-CONH2 

11 Ac-HN-GSDIAGTTSTLQEQIGC-CONH2 

12 Ac-HN-LQEQIGWMTHNPPIPGC-CONH2 

13 Ac-HN-NPPIPVGEIYKRWIIGC-CONH2 

14 Ac-HN-KRWIILGLNKIVRMYGC-CONH2 

15 Ac-HN-IVRMYSPTSILDIRQGC-CONH2 

16 Ac-HN-LDIRQGPKEPFRDYVGC-CONH2 

17 Ac-HN-FRDYVDRFYKTLRAEGC-CONH2 

18 Ac-HN-TLRAEQASQEVKNWMGC-CONH2 

19 Ac-HN-VKNWMTETLLVQNANGC-CONH2 

20 Ac-HN-VQNANPDSKTILKALGC-CONH2 

21 Ac-HN-ILKALGPGATLEEMMGC-CONH2 

22 Ac-HN-LEEMMTASQGVGGPGGC-CONH2 

23 Ac-HN-VGGPGHKARVLGC-CONH2 

図 5. CA 部分ペプチドライブラリーの配列。細胞

膜透過性ペプチドは各番号の配列の C 末端 Cys

のチオール基に octa-Arg を付加(CA-1L~23L)、

コントロールペプチドはチオール基を acetamide

でキャッピング(CA-1C~23C)した。 

 

3) 細胞膜透過性の検討 

本研究では、部分ペプチドを細胞内へ導入

するために、細胞膜透過性配列 octa-Arg を付

加している。しかし最近、二次構造を維持し

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ステイプルペプチド

(staple peptide)が使用されている。このステイ

プルペプチドは生体内の酵素にも安定であり、

図 4. MA 部分ペプチドの合成スキーム 



新しいペプチド医薬として期待されている。

そこで、ステイプルペプチドを応用できるか

どうかを検討した。ペプチド性インテグラー

ゼ阻害剤をモデルとして、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検討を

行った(図 6)。 

 

 

（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) 新たな MA 部分ペプチドの合成 

以前高活性を示したMA-8Lと9Lの間の配

列①~⑨の部分ペプチドの合成を、今年度ま

でにすべて終了した。合成した細胞膜透過性

MA 部分ペプチド①~⑨の ESI-TOF MS のデー

タと収率を表 1 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。な

お、ネガティブコントロールとして、MA-9L

のアミノ酸配列をシャッフルさせたペプチ

ド 9R を合成した。 

 

表 1. 新たな MA 部分ペプチドの ESI-TOF MS

データと収率 

compd 
calcd. for 

[M+H+] 
found 

yield 

(%)a 

① 1970.98 1972.76 17 

② 1970.98 1973.48 11 

③ 1941.00 1943.61 2 

④ 1949.02 1951.05 7 

⑤ 1963.99 1966.08 16 

⑥ 1963.99 1966.13 15 

⑦ 1990.05 1992.23 18 

⑧ 1991.99 1994.19 18 

⑨ 1927.99 1930.14 1 

9R 1942.05 1944.16 trace 
a 樹脂からの全工程収率 

 

2) 新たな MA 部分ペプチドの活性試験 

合成した細胞膜透過性 MA 部分ペプチド

①~⑨の抗 HIV-1 活性および細胞毒性の評価

を村上努博士(国立感染症研究所、エイズ研

究センター)に依頼した。これらの評価には

MT-4 細胞、NL4-3 株を使用する MTT アッセ

イを用い、アッセイにはクロロキン 5 M 添

加した(表 2)。以前の MA 部分ペプチドライ

ブラリーのアッセイでは、MT-4 細胞が薬剤

に対して感受性が高く、抗 HIV-1 活性を示す

濃度に至るまでに細胞毒性を示した。この原

因として、エンドサイトーシスにより細胞内

に導入された MA 部分ペプチドがエンドソ

ームから細胞質に放出されにくいこと、アル

ギニン残基数が多いことが挙げられる。そこ

で、本研究ではクロロキンを添加したアッセ

イ系に変更した。クロロキンは、弱い塩基性

であるため、エンドソーム内に H+が取り込

まれる。そのためエンドソーム内の濃度が上

昇し、エンドソーム膜が破られることで MA

部分ペプチドが細胞質に放出される。 

表 2. 新たな MA 部分ペプチドの抗 HIV 活性

 

図 6. 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 



と細胞毒性 

compd EC50 (M) CC50 (M) 

① >9.0 9.0 

② >7.2 7.2 

③ 1.8 9.4 

④ >5.9 5.9 

⑤ 0.80 4.5 

⑥ 1.0 3.7 

⑦ 0.65 5.2 

⑧ 0.80 5.5 

⑨ 2.0 10 

MA-9L 0.78 4.5 

9R >4.8 4.8 

 

 結果として、MA-8L と 9L の間の配列では

C 末端側の部分ペプチドのほうが高活性を

示し、⑤~⑧の部分ペプチドが MA-9L とほぼ

同等の抗 HIV 活性を示した。 

 

3) CA 部分ペプチドライブラリーの活性試験 

合成したCA部分ペプチドライブラリーの

抗 HIV-1 活性および細胞毒性の評価を村上

努博士(国立感染症研究所、エイズ研究セン

ター)に依頼した。これらの評価には MT-4 細

胞、NL4-3 株を使用する MTT アッセイを用

いた。今回は、最初のスクリーニングである

ためアッセイにクロロキンを添加しなかっ

た。表 3 には、C 末端 Cys のチオール基に

octa-Arg を付加した細胞膜透過性ペプチド

(CA-1L~23L)のみを記載した。いくつかの部

分ペプチドに顕著な抗 HIV 活性が見られた。

とくに、N 端側の CA-1L, 2L と 6L, 15L は高

活性を示した。 

 

 

 

 

表 3. 細胞膜透過性CA 部分ペプチドの抗HIV

活性と細胞毒性 

compd EC50 (M) 
CC50 

(M) 

1L 4.5 >50 

2L 8.8 >50 

3L 50 >50 

4L 41 >50 

5L 35 >50 

6L 9.3 >50 

7L 46% inh. at 50 M >50 

8L 15 >50 

9L 33% inh. at 50 M >50 

10L 35 >50 

11L 35% inh. at 50 M >50 

12L >50 >50 

13L >35 35 

14L >9 9 

15L 4.6 9.3 

16L 33 >50 

17L >25 25 

18L >50 >50 

19L 47% inh. at 50 M >50 

20L 33 >50 

21L >50 50 

22L 46% inh. at 50 M >50 

23L 36% inh. at 50 M >50 

AZT 0.078 >100 

AMD3100 0.033 >50 

SCH-D >5 >5 

 

4) 細胞膜透過性の検討 

インテグラーゼ(IN)阻害活性ペプチド中に、

アルキルタイプの側鎖を有する非天然アミ

ノ酸を導入し調製したステイプルペプチド

と octa-Arg ペプチドを付与したペプチドを

検討した。CD スペクトルより、リニアペプ

チドや octa-Arg ペプチドを付与したペプチ

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。蛍光イメージングにより、顕著な細胞

膜透過性を有することが明らかになった。 

 

D．考察 

Gag を標的とする治療標的部位の探索、目

的化合物の設計、合成ができ、有機合成化学

およびケミカルバイオロジーの技術の有用

性を示した。いくつかの MA および CA 部分

ペプチドに顕著な抗 HIV 活性が見られ、構

造活性相関のデータが得られた。二次構造を

維持するように共有結合で架橋したステイ

プルペプチドは、細胞膜を透過することがで

き、細胞で抗 HIV 活性を示す化合物を創出

できた。 

 

E．結論 

Gag を標的とする治療標的部位の探索、

MA/CA 由来の抗 HIV リード化合物の最適化、

細胞内導入の効率化、リード化合物の構造活

性相関の情報基盤の提供を目指して、十分な

研究成果を得ることができた。 

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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