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研究成果の概要（和文）：Pr55Gagはホスファチジルイノシトール4,5-2リン酸｛PI(4,5)P2｝を介して宿主の細胞膜に
結合することによりHIV-1ウイルス粒子を形成する。研究代表者らは、PI(4,5)P2よりも高度にリン酸化された人工PI(2
,3,4,5,6) 5リン酸アナログを種々合成し、それらとPr55Gagの細胞膜結合部位であるMA蛋白質との結合活性を評価した
。その結果、MA蛋白質に対して、同等の炭素鎖をもつPI(4,5)P2よりも約70倍強く結合するDi-C7-PI(2,3,4,5,6)P5 (化
合物2)を見出した。本研究はPr55Gagの膜移行を阻害する化合物創製の基礎になりうると考えられる。

研究成果の概要（英文）：Pr55Gag of human immunodeficiency virus, the principal structural component requir
ed for virus assembly, is known to bind D-myo-phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate (PI(4,5)P2). The N-ter
minus of Pr55Gag, MA domain, plays a critical role in the binding of Pr55Gag to the plasma membrane. We de
signed and synthesized PI(2,3,4,5,6)P5 analogs comprising highly phosphorylated inositol and variously mod
ified diacylglycerol to examine the MA-binding property. The binding affinity for MA of Di-C7-PI(2,3,4,5,6
)P5 (compound 2) is 70-fold higher than that of PI(4,5)P2 having the similar carbon length, suggesting the
 possibility of the PIP5 analog to block the Pr55Gag membrane binding by competing with PI(4,5)P2 in the M
A-binding.
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１．研究開始当初の背景 
 
Pr55Gag は、ホスファチジルイノシトール
4,5-2 リン酸｛PI(4,5)P2｝を介して宿主の細
胞膜に結合することにより HIV-1 ウイルス
粒子を形成する。このとき、Pr55Gag 膜結合
部位であるMA蛋白質には、ジアシルグリセ
ロール部位と結合する疎水性領域とともに、
イノシトールリン酸部位と結合する塩基性
アミノ酸が集積する領域が存在する。そこで、
高リン酸化体であるイノシトール 6 リン酸
（IP6）にジアシルグリセロール部位を導入し
たアナログを合成できれば、Pr55Gag と
PI(4,5)P2との結合を阻害でき、新規の抗エイ
ズ薬になりうると考えられた。 
 
２．研究の目的 
 
研究代表者は、さきにイノシトールリン脂質
類と MA 蛋白質との結合評価系を、
BIACOREを使用して構築している。本評価
系は、様々なイノシトールリン脂質ならびに
イノシトールリン酸とMA蛋白質との解離定
数を算出することができる。本研究では、
BIACOREを用いて、IP6と MA蛋白質との
解離定数をはじめに求めることにした。さら
に、IP6 部位に種々修飾を入れたジアシルグ
リセロール部位を、リン酸ジエステル結合を
介して導入した PI(2,3,4,5,6)5 リン酸アナロ
グを合成し、それらとMA蛋白質との結合活
性を見ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
(1) IP6、IP3、および水溶性アナログである
PI(4,5)P2 (1)とMA蛋白質との結合解析 
市販の IP6、IP3、および水溶性アナログ
PI(4,5)P2(1)を用いて結合活性を評価した。 

 
MA蛋白質の発現は、C末端に flagタグを
挿入した pEF-Gag(p17)cFLAG ベクターを
使用した。発現ベクターを 293T細胞にトラ
ンスフェクションし、抗 flagアガロースビー
ズを用いてMA蛋白質を精製した。蛋白質の
定量は、SDS-PAGE における MA 蛋白質と
蛋白質マーカーとのバンド強度の比較もと
に算出した。BIACOREにおいては、はじめ

にビオチン化イノシトール 4リン酸をストレ
プトアビジンセンサーチップ上に固定化し
た。0.24、0.48、0.64、0.96 MのMA蛋白
質を調製し、25℃、流速 20 l mim-1の条件
で結合を 3分間、つづいて解離を 3分間測定
した。 

平衡解離定数 Kd は、IP6-MA、IP3-MA、
および水溶性アナログである 1-MA複合体に
おいて競合法をもとに算出した。様々な濃度
の競合剤（IP6、IP3、1）を含む溶液と一定濃
度のMA蛋白質を前もってインキュベーショ
ンし、それらを、IP4 を固定化したセンサー
チップ上に注入した。縦軸にフリーのMA蛋
白質濃度を、横軸に競合剤濃度としてプロッ
トし、フィッティングを行うことで Kdを算
出した。 
 
４．研究成果 
 
(1)IP6、IP3、水溶性アナログである PI(4,5)P2 
(1)とMAタンパク質との結合解析 
下図 a,c,e に結合と解離を示すンサーグラム
を、b,d,f に競合曲線を示す。結果として
IP3-MAにおいて Kd=272 Mが、IP6-MAに
おいて Kd=25.7 M、さらに水溶性アナログ
1-MAにおいて Kd=16.9 Mが得られた。よ
って、高リン酸化化合物である IP6が、ジア
シルグリセロール部位をもたなくても水溶
性アナログである PI(4,5)P2(1)に匹敵する結
合能をもつことがわかった。 
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(2)PI(2,3,4,5,6)5リン酸アナログの設計 
IP6の 1 位に、修飾を加えたグリセロール部
位を導入した化合物を目的化合物とした。脂
肪族側鎖を比較するためにジアシル型(化合
物 2)とジアルキル型(化合物 4)の側鎖をもつ
アナログを設計した。これまでの研究から
PI(4,5)P2がもつ 1’アシルおよび 2’アシルの
なかで、2’アシルだけがMA蛋白質との結合
に関与することが示唆されている。そこで、
1’アシルをメトキシ基に変換した 1’-O-メチ
ル-2’-アシル/アルキル誘導体（化合物 3 と化
合物 4）をそれぞれ設計した。 
アナログの合成戦略として、ミオイノシトー
ルがもつ 6つの水酸基を保護と脱保護を繰り
返すことで、イノシトール部位を合成し、別
に合成したアシル及びアルキル部位を、2 置
換型ホスホラアミダイトを用いて結合させ、
脱保護を行うことで目的物を得ることとし
た。 

 
 
(3)イノシトール部位の合成 
ミオイノシトールを原料としてイノシトー
ル部位（12）を合成した。Billingtonらの手
法を用いて、 DL-3-O-benzyl-1,2;4,5-di-O 
-cyclohexilidene-myo-inositol 6を合成し、ベ
ンジル化することで 7を、さらに脱アセター
ル化することで 8 を得た。化合物 8 の
cis-1,2-diol においてスタニレンアセタール
化を経由することで、1 位だけを選択的にパ
ラメトキシベンジル化した 9を得た。W-2ラ
ネーニッケルを用いて、2 つの芳香環の中で
ベンジル基のみを脱保護し、1 置換型ホスホ
ラアミダイトを用いてリン酸基を導入した
11を得た。最終的に CANを用いてパラメト
キシベンジル基を脱保護できたが、精製段階
で、1位から 2位にリン酸基が転位した化合
物が得られた。生成した 12と 13を分離精製
することができなかったため、そのままグリ
セロール部位と結合させたあとで精製する
計画に変更した。 

 
アルキル型の誘導体においては、別な合成
経路を用いてイノシトール部位を合成した。
すなわち、化合物 10 を 2-シアノエチル型の
ホスホラアミダイトを用いて結合させ 14 を
得て、CAN を用いてパラメトキシベンジル
基を脱保護した 15を得た。 
 

 
(4)グリセロール部位の合成 
ジアシルグリセロールおよびジアルキルグ
リセロール部位の合成は共に(R)-3-benzy- 
-loxy-1,2-propanediol 16を原料とした。2か
所のアルコールにアシル鎖を導入した 17 を
得て、脱ベンジル化を行い、18を得た。同様
に、16をヘキシルオキシ化した化合物 19を
得て、脱ベンジル化した 20を得た。 
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1’位のアシル基をメトキシ化したグリセロ
ール部位の合成についても同様に 16 を原料
として合成した。スタニレンアセタール化を
経由して、メトキシ基を導入した化合物 21
を得て、さらにアシル化、脱ベンジル化を経
由して化合物 23 を得た。同様の手法を用い
て 25 を得て、計 4 種類のグリセロール部位
を合成した。 
 

 
 
 
(5)イノシトール部位とグリセロール部位と
の結合反応 
アシル型のグリセロール部位とイノシトー
ル部位との結合反応は 2置換型のホスホラア
ミダイトを使用した。化合物 18 を 2 置換型
の benzyl-N,N,N’,N’-tetraisopropylphos 
-phoramiditeを用いて、イノシトール部位で
ある 12、13と結合させ、化合物 26と 27を
得た。さらに接触還元を行うことで、トリエ
チルアンモニウム塩として 2と 2’を得ること
ができた。なお、モノアシル体 3、3’におい
ては同様の手法を用いて合成した。一方で、
グリセロール部位 20もしくは 25においては
(2-cyanorthyl)-N,N,N’,N’-teraisopropylphos
phoramiditeを用いて、イノシトール部位 15
と結合させ、脱保護を行うことで 4と 5を得
ることができた。 

 

 
 
(6)各アナログにおける結合活性 
各アナログと MA 蛋白質との解離定数を(1)
と同様の手法を用いて算出した。種々合成し
た化合物の中で、ジアシルグリセロール体で
ある 2とMAとの結合においてKd=0.25 µM
が得られ、1 (Kd=16.9 µM)よりも約 70倍、
また IP6 (Kd=25.7 µM)よりも約 100倍強く
結合した。したがって、IP6 部位とジアシル
グ リ セ ロ ー ル 部 位 の 両 部 位 を も つ
PI(2,3,4,5,6)5リン酸アナログが、MA蛋白質
に強く結合することがわかった。また、化合
物2’(Kd=7.60 M)は3(Kd=2.04 M)よりも3
倍弱くMA蛋白質に結合し、3’(Kd=9.01 M)
とほぼ同程度の親和性で結合した。これらの
結果は、1 位にグリセロール部位を導入した
2や 3と比較して、異性化体である 2’と 3’は
結合親和性が弱まることを示している。さら
に、アルキル型の 4(Kd=1.37 M)は 1よりも
18 倍強く MA 蛋白質に結合し、2 よりも 5
倍程度弱く結合した。これらの結果よりアル
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キル鎖よりアシル鎖の方がMA蛋白質との結
合に重要であることが示された。なお、化合
物 5(Kd=7.98 M)はほぼ、2’や 3’と同程度の
親和性を示した。結果として、2 < 4 < 3 < 5 = 
2’< 3’< 1 < IP6 < IP3の順でMA蛋白質に結合
することが分かった。この結果より、1)イノ
シトール 6リン酸を持つこと、2)グリセロー
ル部位をイノシトールの 1位に導入すること、
3)モノアシル体よりもジアシルグリセロール
体であること、4)アルキル体よりもアシル体
であることがMA蛋白質との結合に重要であ
ることが示された。 
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