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II. 成果の概要（総括研究報告） 
和文 

本研究開発班は、脆弱な状況の HIV エンベロープ蛋白（Env）を誘導する「新規 Env 標的阻害

剤（bifunctional 阻害剤）」を研究開発することを主目的とする。具体的には、ウイルス・免疫学、

有機化学、計算科学、および生物物理学による多面的評価を軸に、網羅的な「新規 Env 標的阻害剤

ライブラリー」を構築し、複合的スクリーニングを展開して、「新規 Env 標的阻害剤」を見出し、実

用化に向けて、確実に推し進めていく。本研究開発成果で得られる「新規 Env 標的阻害剤」は、Env
標的阻害剤の元来の能力である「侵入阻止能」に加え、脆弱な状況の Env を誘起し、免疫の賦活を

意図的に起こさせ、自己の免疫力を回復させる「液性免疫賦活能」を有する独創的な「bifunctional
機序」特性を有する。 

本年度は、多様性 Env の中で保存性が極めて高い（1）コレセプター（CoR）結合領域、（2）CD4
結合領域、および（3）gp120-gp41 境界領域、に焦点を絞り、「新規 Env 標的阻害剤」の設計、合

成、および評価を展開した。 
（a）CoR 結合領域 標的阻害剤（CoRmc）：CCR5 N 末端と gp120 V3 基部の結合に重要な硫酸

化チロシンのミミックとなる「硫酸化フェニル誘導体」の開発を進めた。結果、有意な抗 HIV 活性

を有する 7 種の硫酸化フェニル誘導体が得られ、先行二次選考で化合物 a1 に中和抗体（N332-glycan
および V3-direct）増強能が認められた（原田・横山・鳴海）。 

（b）CD4 結合領域 標的阻害剤（CD4mc）：先行化合物のフェニル基を、電子密度の低いピリジ

ル基へ変換し水溶性の向上を試みたところ（22 種）、先行二次選考で、ピリジル基上にフッ素基を有

する化合物群が、V3-direct 中和抗体に対して強力な中和活性増強効果を有しつつ、大幅な毒性改善

（>300 µM）を示した（原田・野村）。 
（c）gp120-gp41 境界領域 標的阻害剤：42 種の化合物を設計・合成し、ヒット化合物として化

合物 c1 を見出した。化合物 c1 は試した 5 種の中和抗体（apex, high mannose patch, CD4bs, MPER, 
cryptic-V3）のいずれに対しても相乗効果（中和抗体増強作用）を示した。さらに、抗 HIV 作用（0.1-0.5 
µM）および毒性（150-200 µM）が改善した化合物 c2 および化合物 c3 の合成展開に成功した（原

田・鳴海）。 
（d）中分子化合物 in silico スクリーニング：gp120 と化合物ライブラリー（500 万化合物）の

ドッキングシミュレーションにより、ドッキングスコア London dG > -15 kcal/mol の 166 中分子化

合物を得た。実際、14 化合物で有意な抗 HIV 活性（侵入阻害活性, 1.9-36 µM）を認めた（原田・

横山・鳴海）。 
（e）三次スクリーニング評価系の樹立：gp120-中分子化合物複合体の分子動力学計算用に、新

たな専用解析サーバを構築し、約 3 倍の迅速化に成功した（横山）。他方、表面プラズモン共鳴解析

系は、低分子化合物をアナライトとする gp120 リガンド系の樹立に成功し、結合・解離曲線および

Kon・Koff・KD 値の算出が可能となった（前田）。 
以上、主目的である「新規 Env 標的阻害剤」開発に対して、各研究開発者を「解析班」および「創

製班」に配置し、有機的かつ効率的にリンクさせることに成功し、第３四半期までに 238 化合物を

設計・合成・評価するに至った。特に gp120-gp41 境界領域が結合部位と示唆された候補化合物群は、

抗 HIV 活性に加え、ブロードな中和抗体活性増強活性が示された。すなわち、我々がこれまでに研

究してきた CD4 ミミックとは、標的および機序が全く異なる、新たな「bifunctional 阻害剤」とし

て強く期待された。他方、CD4 ミミックに関しても毒性を大幅に改善した誘導体の合成に成功する

とともに、第三の「bifunctional 阻害剤」CoR ミミックの同定にも成功した。これら 3 つの標的化

合物ライブラリーに加え、分子動力学計算および表面プラズモン共鳴解析の各システムが樹立でき

たことで、実用化に向けて、確実に進むことが期待できる。 
英文 
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Our recent results suggest that small-molecule CD4-mimetic compounds (CD4mc) act as 
bifunctional entry inhibitors of human immunodeficiency virus type-1 (HIV-1) with respect to 
both neutralizing antibody (NAb) activation and entry inhibition. The primary aims of our 
project are to develop novel and potent bifunctional entry inhibitors using a multidisciplinary 
approach based on our extensive expertise in virology, immunology, biochemistry, medicinal 
chemistry, structural biology and computational biology. 

In this report period, we developed and characterized novel classes of bifunctional entry 
inhibitors that bind to three highly conserved regions in HIV-1 envelope glycoproteins (Env): the 
CD4 binding site (CD4bs), the co-receptors (CoR) binding site, and the gp120/gp41 interface. We 
also developed and validated tools that are used to measure the complexes of the inhibitors with 
HIV-1 Env. 

(a) CoR-mimetic compounds (CoRmc): To identify novel small molecule-sulfotyrosine 
mimetics as CoRmc, we have developed and utilized a structure-based in silico screening. Seven 
hits from this screening interfered with viral infection at the entry step. One compound, a1, was 
the most active and synergistic with N332-glycan or V3-direct NAbs. 

(b) CD4-mimetic compounds (CD4mc): Novel CD4mc were designed and synthesized to 
improve water solubility and bioavailability using our previously reported method. All hit 
compounds from the primary screen exhibited much higher solubility and markedly less 
cytotoxic (>300 µM) than that of the prototype of CD4mc, NBD-556, and highly synergistic with 
V3-direct NAbs. 

(c) Gp120/gp41 interface-inhibitors: We synthesized and tested forty-two gp120/gp41 
interface-inhibitors. Compound c1 was extremely potent against HIV-1 and synergistic with 
N160-glycan, N332-glycan, CD4bs, MPER or V3-direct NAbs. This compound was improved 
through Structure-Activity Relationships (SAR) modification of functional groups to more 
completely properties (e.g., Compounds c2 and c3). 

(d) Structure-based in silico screening: We also performed structure-based in silico screening 
of a chemical library containing over 5 million compounds to identify novel bifunctional entry 
inhibitors. All compound structures were docked into the CD4bs, and ranked by their docking 
scores. Fourteen (8%) of 166 compounds that were acquired and tested using in vitro assay 
showed significant interfered with HIV-1 infection at the entry step. 

(e) Tools for the investigation of ligand-Env complexes: We also adapted and optimized 
docking simulation, molecular dynamics (MD) simulation, and surface plasmon resonance (SPR) 
assay that measure the complexes of the inhibitors with HIV-1 Env. The structural information 
and kinetic parameters will be used to guide the design of novel inhibitors. 

In summary, we designed, synthesized, and evaluated a series of novel bifunctional entry 
inhibitors: CD4mc, CoRmc, and gp120/gp41 interface-inhibitors. These compounds were strongly 
synergistic when combined with anti-HIV NAbs. Thus, our multidisciplinary findings will lead 
to new entry inhibitors that will be useful in inhibiting HIV-1 infection not only by directly 
obstructing viral entry, but also enhancing sensitivity to NAbs. 
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