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緒緒  言言  

 
2019 年末に発生した新型コロナウイルス感染症 COVID-19 は、2024 年 3 月現在においてもなお感染報告が

続いている。最近までにコロナウイルス感染症として severe acute respiratory syndrome（SARS、2002 年     
11 月）、middle east respiratory syndrome（MERS、2012 年 9 月）の流行が確認されている。そして 2024 年

3 月 10 日現在、COVID-19 の累計感染者数は 7 億 7,000 万人を超え、700 万人以上の死亡者が確認されている。

次々と現れる新たな変異株にも対応可能な SARS-CoV-2 に有効な阻害剤の開発は喫緊の課題である。現在まで

に、メルクやファイザー、塩野義製薬により SARS-CoV-2 に対する経口投与可能な酵素阻害剤が開発されている。

一方で、これまでに開発されたモノクローナル中和抗体の点滴剤などは変異株への対応力に課題が残されている。

そこで注射剤および点鼻剤として投与可能なペプチド性医薬品が嚥下困難な重症患者などに対する治療法開発の

一助になると考え、新規ペプチド性 SARS-CoV-2 阻害剤の創製を試みることとした。 
 

方方  法法  

 
本研究ではウイルスの宿主細胞との膜融合に必須の Heptad Repeat（HR）領域に着目した。膜融合過程に    

おいて、3 量体の HR1 領域に対し、3 本の HR2 領域が外側から相互作用し 6 量体構造（6-helix bundle：6HB）

を形成することで膜融合が進行する（図 1）。この 6HB の形成を阻害することで抗 SARS-CoV-2 活性を発揮する

種々の HR2 誘導体ペプチドの合成、活性評価を行った。 
 

 
図 1．SARS-CoV-2 膜融合および阻害剤による膜融合阻害機構の概略 

1） SARS-CoV-2 S1 領域の宿主細胞表面の受容体（ACE2）への結合。 
2） ウイルス表面タンパク質の活性化と HR1 N 末端領域の宿主細胞への挿入。 
3） HR1、HR2 の構造変化に伴う膜融合の進行とその HR2 由来ペプチドによる阻害。 
4） HR1–HR2 相互作用による 6 量体（6HB）形成とウイルス膜–宿主細胞膜の融合。 
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標的としている HR2 領域は高度に保存されており、特に SARS の原因ウイルスである SARS-CoV と    
SARS-CoV-2 においては完全に同一配列である。我々はこれまでに SARS-CoV-2 と同様の膜融合過程を経る

human immunodeficiency virus type-1（HIV-1）の阻害剤開発において HIV-1 の HR2 領域を模したペプチド

C34 誘導体が強力な抗 HIV-1 活性を有し、その C 末端側二量体が単量体に比しさらに 100 倍以上の抗 HIV-1 活

性を有することを明らかにしている［1，2］。そこで本研究ではこの二量体化戦略を基に SARS-CoV-2 HR2 ペプ

チドおよびその二量体の合成、活性評価により新規 SARS-CoV-2 膜融合阻害剤の創製を行った。 
SARS-CoV-2 武漢株由来 HR2 ペプチドや報告されている SARS-CoV HR2 ペプチド誘導体 SR9EK13［3］、

HR1-HR2 複合体の構造（PBD：6LXT）を基に新規 SARS-CoV-2 HR2 ペプチド誘導体をデザインした（図 2）。 
 

 
図 2．SARS-CoV-2 膜融合阻害ペプチドの設計 

a） 武漢株由来 HR2 ペプチドとその C 末端側および N 末端側二量体。 
b） SARS-CoV 膜融合阻害ペプチド SR9EK13。 
c） SARS-CoV-2（PDB：6LXT）および SARS-CoV（PDB：1WYY）の 6HB 構造。 
d） 新規 SARS-CoV-2 膜融合阻害ペプチドの設計。 
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これら HR2 ペプチド誘導体に関してその単量体、N 末端側および C 末端側二量体をそれぞれ合成した。HR2
ペプチドおよび中間体フラグメントは、手動および自動合成機を用いた Fmoc 固相ペプチド合成法にて調製した。

合成したペプチドは VeroE6 細胞および SARS-CoV-2 武漢株を用いたプラークリダクションアッセイ［4］によ

り抗 SARS-CoV-2 活性を評価した。また、CD スペクトル測定により合成ペプチドの二次構造を評価した。 
 

結結果果おおよよびび考考察察  

  

11．．SSAARRSS--CCooVV--22  HHRR22 由由来来膜膜融融合合阻阻害害ペペププチチドドのの合合成成  
HIV-1膜融合阻害剤の開発戦略、SARS-CoVの膜融合阻害剤および標的領域の結晶構造情報を基に種々のHR2

誘導体ペプチド（単量体、C 末端側二量体、N 末端側二量体）を設計、合成した（図 2）。 
 
22．．合合成成ペペププチチドドのの抗抗 SSAARRSS--CCooVV--22 活活性性のの評評価価  
合成した HR2 ペプチド誘導体のプラークリダクションアッセイによる活性評価の結果、新たにデザインした

mutant 1 およびその C 末端側二量体、mutant 2 の C 末端側二量体において最も良好な結果が得られた（図 3
および図 4）。また、HIV 膜融合阻害剤同様、SARS-CoV-2 HR2 ペプチドにおいてもそれぞれの誘導体の C 末端

側二量体において阻害活性の向上を確認した。紙面の都合上、詳細は参考文献［5］をご参照いただきたい。 

 
図 3．プラークリダクションアッセイによる抗 SARS-CoV-2 活性評価 

クリスタルバイオレットによる生細胞の染色。ウイルス感染により死滅した

細胞群がプラークとして非染色領域を形成している様子。阻害剤濃度に応じ

たウイルス感染阻害によるプラーク数の減少。 
 

図 4．有望化合物の抗 SARS-CoV-2 活性の評価結果 
プラークリダクションアッセイによる各阻害剤濃度での阻害活性をプロットし、50％
感染阻害濃度（IC５０）を算出した。武漢株由来 HR2 ペプチドに比し、今回設計、合成

した誘導体およびその二量体は有意にその抗ウイルス活性が向上した。 
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33．．合合成成ペペププチチドドのの CCDD ススペペククトトルル測測定定にによよるる二二次次構構造造のの評評価価  
CD スペクトル測定の結果、HR2 ペプチドのみのα‐ヘリックス性と抗 SARS-CoV-2 活性にはよい相関がみ

られなかった（図 5）。このことから、これら HR2 ペプチドは HR1 領域と相互作用する際にα‐ヘリックスを

形成していることが示唆された。 
 

 
 

図 5．合成ペプチドの CD スペクトル測定による二次構造の評価 
HR2 ペプチド単体でのα‐ヘリックス構造（208 および 222 nm に負の極大）形成能の評価結果。 

 
44．．今今後後のの展展望望  
本研究において標的とした SARS-CoV-2 HR2 領域はこれまでに流行した変異株間でも非常に高度に保存され

ているため［6］、今後発生しうる新たな変異株も含めて広範な阻害活性が期待される。 
さらに、6HB 形成を経る膜融合は HIV-1 やコロナウイルスだけでなく、麻疹ウイルス、インフルエンザウイ

ルス、ヒト T 細胞白血病ウイルス I 型（HTLV-1）など多くの疾患原因ウイルスに共通のメカニズムであること

から、本研究［5］および HIV-1 の研究［1，2］に用いたこの HR2 領域ペプチド二量体化戦略はこれらウイル

ス感染症を含む新興・再興感染症の阻害剤開発における創薬基盤構築の一助となることが期待される。 
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