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Abstract COVID-19の原因となるSARS-CoV-2は、ウイルス表面に発現しているSpike(SP)タンパク質が、

ヒト細胞上のアンジオテンシン変換酵素II（hACE2）に結合することでヒトの細胞質内へ侵入、感
染する。SARS-CoV2-SPとhACE2のProtein-Protein Interaction (PPI)の結合界面は、hACE2のヘリ
ックス表面に3つの結合部位としてそれぞれ10Å程度離れて分布しており、広く浅いといった特徴
を有する。そのため、これを阻害するには従来の「低分子薬らしさ」の指標である「分子量500以
下」という従来の考え方を超えた、より大きな分子(中分子)が望ましい。また、中分子創薬で昨今
着目されているペプチド・核酸医薬は生体内安定性や膜透過性が低いという問題がある。
そこで本研究では、SARS-CoV2-SとhACE2のPPIを標的として、生体内安定性や膜透過性の問題
が回避可能な「合成中分子」化合物を用いて、このPPIを直接阻害する化合物の創製を目指す。
今年度は、これまでに我々が構築してきた中分子化合物ライブラリー中の5000化合物を対象に、
SARS-CoV2-Sを発現したシュードウイルス感染系およびSP-ACE2のPPI阻害を評価するELISAで
のスクリーニングを行った。シュードウイルス感染系では、4化合物のヒットを得ることができ、
生ウイルス感染系で検証したところ、感染阻害活性を示した。しかし、ELISAではPPI阻害活性が
見られなかったことから、別の作用機序による感染抑制作用であることが示唆された。一方、シ
ュードウイルス感染系で細胞毒性が見られた化合物をELISAで評価したところ、3化合物にPPI阻
害活性が認められた。
また、本研究で得られるであろうヒット化合物とSPあるいはACE2との相互作用様式を解明し合
理的分子設計に繋げるために、SPおよびACE2の発現系を構築し、大量発現・調製法を確立した
。そこで、ELISAでの3ヒット化合物について、NMRを用いてSPおよびACE2との直接の相互作用
の有無を検証したところ、これらの3化合物はACE2に結合することが分かった。今後、構造生物
学的な解析を進め、合理的分子設計を行っていく。
SARS-CoV2, which is responsible for COVID-19, enters into human cell by binding to ACE2 on the
human cell surface using the Spike protein (SP) of the virus. Protein-Protein Interaction (PPI)
between SP-ACE2 occurs at the wide and shallow interface. In order to inhibit the PPI, middle-
sized compounds with molecular weight of higher than 500. Here, we aim to discover synthetic
middle-sized compounds to inhibit the PPI as candidates for the innovative drugs against
COVID-19.
We evaluated 5,000 middle-sized compounds by pseudo-virus infection assay and ELISA assay.
We found 4 hits compound by pseudo-virus infection assay. However, they did not exhibit inhibitory
activity for the PPI by ELISA assay. From the ELISA assay, we found 3 compounds. Then, in order
to investigate whether the compounds bind to SP or ACE2, we established large scale expression
and purification method for the two proteins, and executed the binding assay by NMR
spectroscopy, indicating that they all bind to ACE2. We will carry out the structural biological
analysis to obtain structural basis of the PPI inhibition for further rational drug design.
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１．研究成果実績の概要

　COVID-19 の原因となる SARS-CoV-2 は、ウイルス表面に発現している Spike(SP)タンパク質が、ヒト細胞上のアンジオテンシン変換
酵素 II（hACE2）に結合することでヒトの細胞質内へ侵入、感染する。SARS-CoV2-SP と hACE2 の Protein-Protein Interaction (PPI)の
結合界面は、hACE2 のヘリックス表面に 3 つの結合部位としてそれぞれ 10Å程度離れて分布しており、広く浅いといった特徴を有す
る。そのため、これを阻害するには従来の「低分子薬らしさ」の指標である「分子量 500 以下」という従来の考え方を超えた、より大きな
分子(中分子)が望ましい。また、中分子創薬で昨今着目されているペプチド・核酸医薬は生体内安定性や膜透過性が低いという問題
がある。
そこで本研究では、SARS-CoV2-S と hACE2 の PPI を標的として、生体内安定性や膜透過性の問題が回避可能な「合成中分子」化合
物を用いて、この PPI を直接阻害する化合物の創製を目指す。
　今年度は、これまでに我々が構築してきた中分子化合物ライブラリー中の 5000 化合物を対象に、SARS-CoV2-S を発現したシュード
ウイルス感染系および SP-ACE2 の PPI 阻害を評価する ELISA でのスクリーニングを行った。シュードウイルス感染系では、4 化合物
のヒットを得ることができ、生ウイルス感染系で検証したところ、感染阻害活性を示した。しかし、ELISA では PPI 阻害活性が見られなか
ったことから、別の作用機序による感染抑制作用であることが示唆された。一方、シュードウイルス感染系で細胞毒性が見られた化合
物を ELISA で評価したところ、3 化合物に PPI 阻害活性が認められた。
また、本研究で得られるであろうヒット化合物と SP あるいは ACE2 との相互作用様式を解明し合理的分子設計に繋げるために、SP お
よび ACE2 の発現系を構築し、大量発現・調製法を確立した。そこで、ELISA での 3 ヒット化合物について、NMR を用いて SP および
ACE2 との直接の相互作用の有無を検証したところ、これらの 3 化合物は ACE2 に結合することが分かった。今後、構造生物学的な解
析を進め、合理的分子設計を行っていく。

２．研究成果実績の概要（英訳）

SARS-CoV2, which is responsible for COVID-19, enters into human cell by binding to ACE2 on the human cell surface using the
Spike protein (SP) of the virus. Protein-Protein Interaction (PPI) between SP-ACE2 occurs at the wide and shallow interface. In
order to inhibit the PPI, middle-sized compounds with molecular weight of higher than 500. Here, we aim to discover synthetic middle-
sized compounds to inhibit the PPI as candidates for the innovative drugs against COVID-19.
We evaluated 5,000 middle-sized compounds by pseudo-virus infection assay and ELISA assay. We found 4 hits compound by
pseudo-virus infection assay. However, they did not exhibit inhibitory activity for the PPI by ELISA assay. From the ELISA assay, we
found 3 compounds. Then, in order to investigate whether the compounds bind to SP or ACE2, we established large scale expression
and purification method for the two proteins, and executed the binding assay by NMR spectroscopy, indicating that they all bind to
ACE2. We will carry out the structural biological analysis to obtain structural basis of the PPI inhibition for further rational drug
design.
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