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研究成果の概要： 
本研究ではペプチドを用いた新しい作用機序の抗ウイルス薬の開発を目指して、ヘマグルチニ

ン（HA）と細胞表面の糖鎖の間の相互作用を阻害するペプチド配列の分子進化を行った。種々

の配列を有するペプチドを化学合成し、H1N1型とH3N2型のインフルエンザウイルスのMDCK細

胞への感染をプラークアッセイ法で評価した。リポペプチドとして自己集合体を形成すること

で、５残基から１５残基のペプチドにおいて感染阻害活性の向上を達成した。 

 
 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2005年度 3,800,000 0 3,800,000 

2006年度 3,200,000 0 3,200,000 

2007年度 3,200,000 960,000 4,160,000 

2008年度 3,200,000 960,000 4,160,000 

  年度    

総 計 13,400,000 1,920,000 15,320,000 

 
 
研究分野：総合領域 
科研費の分科・細目：医用生体工学・生体材料学 
キーワード：インフルエンザウイルス、ヘマグルチニン、糖脂質、ファージライブラリー、        

ペプチド、感染阻害、バイオパニング、分子進化工学 
 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 インフルエンザは世界的に毎年流行して
いる感染症の１つであり、インフルエンザウ
イルスを病原として引き起こされる感染症
である。インフルエンザはウイルスの感染性
と症状の重篤性から、普通感冒とは異なる予
防と治療の２つの対応が必要である。基本的
な予防はワクチン接種であるが、ワクチン接

種できないアレルギー患者や緊急対応時、さ
らに治療を目的とした抗ウイルス薬が望ま
れている。現在、ノイラミニダーゼ阻害剤と
して作用する抗ウイルス薬が認可されてい
るが、耐性株の出現の可能性があり、ウイル
スを細胞に侵入させないような作用機序に
よる新しい抗ウイルス薬の開発が望まれて
いる。 
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２．研究の目的 
 スフィンゴ糖脂質は生体内で毒素やウイ
ルスの受容体になっていることが知られて
いる。例えば、インフルエンザウイルスの受
容体である GM3、ベロ毒素の受容体である
Gb3Cer、アルツハイマーの原因として考えら
れている -アミロイドあるいはコレラ毒素
に結合するGM1等が知られている。これらの
毒素やウイルスの感染阻害剤としてはオリ
ゴ糖鎖やその誘導体が用いられている。しか
し、我々が手に入れることのできるオリゴ糖
鎖は限られており感染阻害剤の探索や開発
には限界がある。これに対してペプチドでは、
ファージ表面に提示されたペプチドライブ
ラリーを用いることができるため、新規な阻
害剤の開発には好都合である。本研究では、
感染に関与しているオリゴ糖鎖に結合する
ペプチドあるいは糖鎖を鋳型とした糖鎖レ
プリカペプチドを、ファージライブラリー法
を用いて探索する。特に、ペプチド配列の最
適化を分子進化工学の手法を用いて行う。得
られたペプチド配列をリポソームや高分子
に組み込んでナノ粒子を作製し、分子レベル
や細胞レベルでの活性を検討する。最終的に
動物実験による評価を行うことで、インフル
エンザウイルス等の感染に対するペプチド
阻害剤を開発することを目指している。 
 
３．研究の方法 
（１）ペプチド配列の同定 
 感染阻害は HAと細胞表面糖鎖との相互作
用を阻害させることで実現するが、戦略とし
ては（a）細胞表面糖鎖にペプチドを結合さ
せる、もしくは（b）HAの糖鎖結合部位にペ
プチドを結合させる、の２通りの方法がある。
そこで糖鎖に結合するペプチド、および HA
に結合するペプチドを設計する。設計する手
法は、ファージ提示法によるランダムペプチ
ドライブラリーからのアフィニティ−セレク
ション（バイオパニング）で行なった。ペプ
チドの長さは１５アミノ酸残基を標準とし
て用いて、可能である場合により短小化する
ことで必要最小限な配列を同定した。得られ
たペプチドの糖鎖（糖脂質）もしくは HAへ
の結合活性を確認した。 
（２）感染阻害活性の評価 
 同定されたペプチドを化学合成し、感染阻
害活性を評価した。ペプチドの活性を向上さ
せるためにペプチドの長さの検討も行なっ
た。感染阻害活性評価は、H1N1型と H3N2型
のウイルス、およびイヌ腎臓由来の
Mardin-Darby canine kidney（MDCK）細胞を
用いてプラークアッセイ法で行なった。 
 
４．研究成果 
（１）糖脂質結合性ペプチド 
①概略 スフィンゴ糖脂質は疎水性セラミ

ド脂質部分に糖鎖が結合した構造である。イ
ンフルエンザ HAはシアリルガラクトース
（Neu5Ac-Gal）構造を認識するが、いくつか
の糖脂質はこの構造を持っている。
Neu5Ac-Galに結合するペプチドは感染阻害
活性を有している可能性がある。 
 以前にファージライブラリーを用いてシ
アル酸を含むスフィンゴ糖脂質であるガン
グ リ オ シ ド GM１ （ Galβ 1–3GalNAcβ
1–4(Neu5Acα2–3)Galβ1–4Glcβ1–1’Cer）お
よ び GM3（ Neu5Acα 2–3Galβ 1–4Glcβ
1–1’Cer）に結合する１５残基のペプチドを探
索してきた。本研究では、これまでに得られ
たペプチド配列の糖脂質への結合性の検討
と結合活性の向上を行った。 
 
②結合活性 
 まずGM1を組み込んだ脂質単分子膜に対し
てGM1結合性ペプチドの結合性について検討
した。GM1/GlcCerの混合比率を変えた単分子
膜を準備し、ペプチドの結合活性を評価した
ところ、糖脂質のクラスターに特異的に結合
していることを見出した。またガングリオシ
ド GM3 に結合するペプチド配列は、動物細
胞に配列特異的に結合することを見出した。 
 
③分子進化サブライブラリーの作製 
 糖脂質結合配列の最適化を行うために、ラ
ンダムな変異を組み込んだ２種類の新しい
分子進化サブライブラリーの構築を行った。
ペプチドはGM3に結合するc01配列を用いて、
ファージ提示法で行なった。 
 １つ目のサブライブラリーはc01配列をコ
ードするコドンを混合塩基にすることでラ
ンダム変異を導入した。その結果、15残基の
うち平均4.8 アミノ酸が置換された「ランダ
ム変異ライブラリー」を作製した。 
 ２つ目のサブライブラリーは、結合モチー
フを固定し、それ以外のアミノ酸をランダム
に変異させた。c01ペプチドを用いてアラニ
ンスキャニングを行い、糖鎖の認識に必要な
モチーフ部分を決定した。モチーフ部分とそ
れ以外の部分に勾配をつけた変異を導入し
て「モチーフ固定ライブラリー」を作製した。 
 またガングリオシドGM1はβアミロイドの
凝集および沈着が関わっている。GM3結合性
ペプチドと同様に、GM1への結合性を有する
ペプチドの分子進化を目指し、サブライブラ
リーの作製を行った。 
 
④ファージベクターの改良 
 これまでにいくつかのファージライブラ
リーの作製を行なって来たが、高い多様性の
あるライブラリーを作製することが難しか
った。この問題を改善するためにファージベ
クターの制限酵素切断部位の検討を行った。
その結果、これまで用いて来た切断部位を



BamHIに変換することにより、これまでのベ
クターよりも効率よく形質転換できるベク
ターを作製できた。 
 
⑤糖脂質結合性ペプチドの分子進化 
 GM3結合性ペプチドの変異ライブラリー
を用いて、GM3単分子膜に対するアフィニテ
ィ−セレクションを行った。得られたファー
ジクローンのGM3結合活性を酵素免疫測定法
（ELISA）により評価した。これらの新規ア
ミノ酸配列の中でc01と同等もしくはそれ以
上の結合活性を有している配列が得られた。
これらのペプチドはGM3に対して結合活性を
有していた。 
 
（２）HA結合性ペプチド 
①概略 以前にファージライブラリーを用
いてインフルエンザ HAに結合する７残基お
よび１５残基のペプチドを同定した。本課題
では、糖脂質結合性ペプチドと同様に、これ
までに得られたペプチド配列よりも活性が
高い配列を探索するためにペプチド分子進
化を行なった。点変異導入による HAへの結
合性およびインフルエンザウイルス感染阻
害活性の検討を行った。 
 
②７残基のin silico分子進化 
 ７残基のペプチド配列の HAに対する結合
性を計算機シミュレーションにより観察し
た。化学合成したペプチドの結合性実験およ
びシミュレーションにより、相互作用に必須
のアミノ酸の特定を行った。また in silico
スクリーニングにより、ペプチドと HAの相
互作用のシミュレーションが可能であるこ
とを示した。 
 
③分子進化サブライブラリーの作製 
 まず HA に結合する 15 アミノ酸残基の配
列の HA 認識に重要なアミノ酸（HA 結合モ
チーフ）をアラニンスキャニングにより同定
した。この結果を元に２種類の異なった手法
によりランダム変異を導入した分子進化サ
ブライブラリーを作製した。上述の新しいフ
ァージベクターを用いてランダムに変異さ
せたライブラリー（15アミノ酸配列のうち平
均3.3残基に変異）および結合に関与するモ
チーフ残基（4残基）を固定したライブラリ
ーを作製した。 
 
④HA結合性ペプチドの分子進化 
 サブライブラリーを用いてH1型とH3型の
HAに対して交互にバイオパニング操作を行
った。セレクションにより得られた配列の結
合活性を ELISA により HAとの結合活性の評
価を行った。 
 その結果、これまでの配列と同程度の結合
活性を有するペプチドを数種類同定するこ

とに成功した。 
 
（３）動物細胞に対するウイルス感染阻害 
①概略 HA-結合性ペプチドおよび GM3-結合
性ペプチドを化学合成し、感染阻害活性を評
価した。H1N1型と H3N2型のウイルス、およ
び MDCK細胞を用いてプラークアッセイ法で
行なった。１５残基の分子進化ペプチドおよ
び短小化フラグメントペプチドの評価を行
った。 
 
②１５残基のペプチド 
 セレクションにより得られた分子進化ペ
プチド配列にアルキル鎖を結合させたペプ
チドを化学合成した。MDCK細胞に対する感染
阻害活性を評価したところ、進化前の配列と
同じ程度の阻害活性を有していることがわ
かった。 
 ペプチドはしばしば合成が困難であった
り、溶解性が低いことがあり、高い活性を有
する類似した配列が必要となる。今回得られ
た配列は新たな阻害剤候補として期待でき
る。 
 
③ペプチドの短小化 
 上述のペプチドは１５残基であるが、薬剤
として用いるにはより短い配列のほうが合
成が容易である。１５残基のペプチドをフラ
グメント化し、種々の長さおよび位置のペプ
チドを合成して阻害活性を評価した。 
 その結果、８残基および５残基と短くして

いくに従って感染阻害活性が向上すること

がわかった。最終的に最も高い感染阻害活性

を有する５残基の最小配列を同定すること

ができた。この配列は元の１５残基よりも十

倍高い活性を有していた。 
 
（４）糖脂質結合性ペプチドの機能解析 
①GM3-結合性ペプチド 
 GM3結合性の 15残基のペプチド-アビジン
複合体はB16メラノーマ細胞に効率よく取り
込まれることが示され、その取り込み機構を
解析した。TATに比較して効率の良く取り込
まれていることが示された。さらに、緑色蛍
光タンパク質GFPとの融合タンパク質を遺伝
子組み換えにより作製し、細胞に取り込まれ
ることを示した。これにより、タンパク質等
のドラッグデリバリーにも利用可能である
ことが示された。 
 
②GM1-結合性ペプチド 
 GM1-結合性ペプチドは老齢マウスシナプ
トソーム膜およびラフト画分からなる再構
成膜に特異的に結合することを見いだした。 
-アミロイドが形成されるシナプトソーム
を特異的に標識するには、従来用いられてき
たコレラ毒素ではなく、GM1結合性ペプチド



が有用であることが示された。 
 
 
(５)総括 
 本研究では、ファージラブラリー法により
糖脂質結合性ペプチドおよびインフルエン
ザウイルスのヘマグルチニンに結合するペ
プチドの機能解析および、分子進化ファージ
ライブラリー法によるその機能向上を行っ
た。 
 ヘマグルチニン結合性ペプチドでは、イン
フルエンザの感染を阻害することをin vitro
で確認した。分子進化ファージライブラリー
法により得られたペプチドでは感染阻害活
性を飛躍的に向上させることができた。さら
に、得られた配列における結合モチーフを決
定し、阻害活性に必要な最小４残基の配列を
決定できた。これらのペプチドはin vivoで
も感染阻害活性を有することが確認された
ことから、抗インフルエンザ薬としての応用
研究に展開している。 
 糖脂質に結合するペプチドとして、ガング
リオシドGM3およびGM1結合性ペプチドを中
心に検討を行った。分子進化ファージライブ
ラリー法を用いて、糖脂質への結合を向上し
た配列を得ることができた。GM3結合性ペプ
チドでは、インフルエンザの感染阻害活性を
有していることが見いだされた。さらには、
シアリルガラクトース残基に結合すること
で、細胞内への輸送ペプチドとしての機能を
有することも見いだされた。GM1-結合性ペプ
チドでは、GM1の密度依存的な結合能を有し
ていることが見いだされた。アルツハイマー
の原因として考えられる -アミロイドの集
合体が形成されるシナプトゾームを選択的
に標識できることから分子プローブとして
使用できることが示された。 
 以上、インフルエンザ結合性ペプチドおよ
び糖脂質結合性ペプチドを用いた感染阻害
剤の開発を行うことに成功した。糖脂質結合
性ペプチドでは、細胞に結合する能力を利用
して、分子プローブや細胞標的デバイスとし
て活用できることも示された。これらの成果
を利用して、学術的あるいは実用化のための
研究開発を展開中である。 
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