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研究成果の概要（和文）：インフルエンザウイルスの持つPAやPB2タンパク質を断片化すると、ウイルスを特異
的に阻害できる事を見出し、特にPAの断片について阻害メカニズムの解析を行った。阻害活性を有する最小の断
片はN末端から188アミノ酸であり、この最小断片にエンドヌクレアーゼ活性が存在することが確認できた。また
エンドヌクレアーゼ活性を喪失させる変異体では、ウイルスに対する阻害活性がなく、断片のエンドヌクレアー
ゼが何かしらの核酸を介して、ウイルスを特異的に阻害していることが推測された。しかしながら断片のターゲ
ットとなりうる核酸を見つけることができず今後のさらなるメカニズムの研究が必要とされる。

研究成果の概要（英文）：We found that the fragmented PA subunit of influenza virus could inhibit its
 replication. In this study, the mechanism of inhibition was investigated. 188 amino acids from the 
N-terminus were confirmed as the essential region of the fragment for inhibition. In addition, the 
188 region was related to the endonuclease activity of PA subunit. Substitutions of the amino acids 
of the fragment revealed that the endonuclease activity is important for the inhibitory effect. This
 result supposed that the fragment inhibited the replication through some nucleic acids, although 
the target of the endonuclease was still unknown. To develop new drug for influenza virus, this 
study of inhibitory mechanism by 188 amino acids of PA fragment is still required for the future.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
宿主細胞内におけるウイルスの特異的な活動とそのメカニズムを解明することは、ウイルスに対して、特異性が
高くかつ副反応の少ない安全な薬剤開発に直結し、社会的意義が高い。我々の注目するウイルスによる自己認識
のメカニズムは未だ不明な点が多く、開拓すべき、また調査すべき項目が多く残されている。多くのウイルスは
僅かなタンパク質で活動しているため、それぞれのタンパク質が多機能性を有していることが多く、これまでに
知られている機能以外にも様々な機能を有している事が推測される。ウイルスによるウイルスの阻害という我々
の研究は、多くの点で発展途上であり多くの課題があるが、新しい抗ウイルス薬開発への道筋を示している。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
(1) 2009 年のインフルエンザパンデミックの我が国への影響は、他国と比較して小さかっ
た。この理由として、早期受診、早期診断、早期治療が功を奏しており、抗インフルエン
ザウイルス薬の果たした役割が大きかった。しかしながら当時は NA 阻害薬一通りであり、
限られた作用機序に頼る状況は脆弱であったと言える。 
(2) インフルエンザウイルスは宿主細胞に感染後、自己複製を行うが、偏性細胞内寄生体
であり、多くの機能を宿主細胞に依存している。一方でウイルスは様々な方法で自己と非
自己（宿主）を区別し自己に有利な細胞内環境を構築している。例えばウイルス一般によ
く知られているのが非自己（宿主）のタンパク質発現を遮断するシャットオフ機構である。
インフルエンザウイルスにおいてはキャップスナッチング機構により自己の遺伝子発現を
有利に進めている。しかしながら、ウイルスがどのように自己と非自己を区別しているか
については未だ不明な点が多い。 
 
２．研究の目的 
自己・非自己の認識システムが崩壊した場合、ウイルスの優位性が失われ、正常にウイル
スの活動が行えなくなることが想像される。つまり、自己・非自己の区別システムを解明
し、これをターゲットとする薬剤を開発すれば、既存の薬剤とは作用機序が完全に異なり、
また特異性の高い、新しい薬剤開発へと繋がる事が期待できる。そこで、これまでの知見
を基に、自己認識からのアプローチ、非自己認識からのアプローチの双方向から、それぞ
れの認識機構を崩壊させる手法を探ることを目的とした。 
(1) 自己認識からのアプローチ： インフルエンザウイルスは遺伝子の末端に存在するプ
ロモーター構造を特異的に認識し遺伝子の複製・転写を行っている。そこでこれらの配列
を特異的に破壊した場合に、ウイルスの増殖にどのような影響が現れるか検討する。 
(2) 非自己認識からのアプローチ： インフルエンザウイルスは自己の mRNA を形成する際
に、宿主（非自己）の mRNA から Cap 構造を奪い取る（キャップスナッチング）。この際に
宿主mRNAの Cap構造を認識するのはPB2であり、またCap構造を切り取るのがPAである。
我々の研究で、PA 全長ではなく PA の断片化によって非自己認識の特性が失われ、本来と
は逆にインフルエンザウイルス（自己）に作用してしまう逆転現象を確認している（参考
文献）。これを応用し特異的にインフルエンザウイルスのみを阻害できるか検討する。 
 
３．研究の方法 
(1) 自己認識からのアプローチ：インフルエンザウイルス遺伝子のプロモーター構造の解
析データから、このエリアに特異的に作用する RNAi を用いてプロモーター構造の破壊によ
るウイルス複製への影響を見る。 
(2) これまでの我々の研究で得られているエンドヌクレアーゼ部位を含む PA 断片を基に
して、インフルザウイルスのみをターゲットとする PA断片を探る。同時にエンドヌクレア
ーゼの活性をコントロールしている部位、または特異性を決定する因子を見つけ、より活
性が強く、特異性の高い断片を作成する。 
 
４．研究成果 
(1) PA 断片の高発現と高精製： インフルエンザウイルスに対する阻害活性を持つ最小の
PA 断片が 188 アミノ酸からなることを突き止めた。阻害効果は確認できるものの、断片化
により非自己認識の特性が失われる細胞内メカニズムが複雑であるため、高発現かつ高純
度の 188 アミノ酸 PA 断片を生成し試験管内測定によって、作用機序を精密に調べる実験系
の構築が必須と考えた。インフルエンザウイルスの RNA 複製酵素を構成する、PB1、PB2、
PA タンパク質はタンパク質の立体構造を探るために古くから様々な発現・精製系が試みら
れてきたが、十分な発現量と精製度を得ることが難しく、立体構造も部分的に知られるの
みであった。まず大腸菌を用いた発現系を構築したが、発現量は比較的高値であったが、
精製が困難であった。精製の塩条件を検討し、高濃度の塩条件により一定量の精製物を得
ることができた。さらに発現・精製を改良するために、これまでに多くの実績があるバキ
ュロウイルス発現系を構築した。PAのエンドヌクレアーゼ活性を失活させるアミノ酸変異
を加えた変異断片（Mutant）は発現が確認できたが、活性を残した自然断片（Wildtype）
は発現を確認できなかった。PA断片がインフルエンザウイルスを阻害するのと同様の機序
（エンドヌクレアーゼ活性を介したタンパク質の発現抑制）でバキュロウイルスの増殖を
阻害していることが示唆された。現在、PA のエンドヌクレアーゼ活性を特異的に阻害する
バロキサビルが開発されており、PA断片の活性をこの薬剤で抑制しつつ、バキュロウイル
スの発現系を構築する作業を進めている。 
(2) PA 断片の試験管内活性： 大腸菌を用いた 188 アミノ酸 PA 断片の精製物を用いて、PA
のエンドヌクレアーゼ活性を測定したところ、この断片に PA全長同様のエンドヌクレアー
ゼ活性があり、またインフルエンザウイルスの阻害活性のない PA断片にはエンドヌクレア
ーゼ活性がないことを確認できた。すなわち、インフルエンザの阻害効果にエンドヌクレ
アーゼの関与が強く示唆され、阻害メカニズムのターゲットが核酸であることが推測され
た。 



(3) ターゲット核酸の捜索： 188 アミノ酸 PA 断片によるインフルエンザウイルスの抑制
活性に、この断片のエンドヌクレアーゼ活性が関与していることから、核酸がターゲット
であることが示唆された。しかしながら、当初仮定していた DNA や mRNA への影響は確認で
きなかった。そこで、別にターゲットとなりうる細胞内の核酸として、Small RNA や miRNA
を仮定しこれらRNAの量的・質的変化を測定した。PA断片存在下・非存在下で細胞内のSmall 
RNA および miRNA を抽出し RNA パターンを観察したが、顕著な変化は確認できなかった。
PA 断片が細胞内のどの核酸を介してインフルエンザを阻害しているのか、さらなる仮説を
立て検証する必要がある。網羅的な方法として、次世代シーケンスなどを用いて細胞内の
全核酸を調べ、ヒントとなる変化が観測可能か検討している。 
(4) プロモーター構造の破壊： 自己認識からのインフルエンザ阻害法のアプローチとして、
インフルエンザのプロモーター構造の特異的破壊を試みた。PA、PB1、PB2 のゲノム遺伝子
上に存在するインフルエンザプロモーター構造に対して、特異的に作用する RNAi を作成し
その抑制効果を検討した。結果、PB2 のプロモーター構造を RNAi で阻害することで、PB2
タンパク質の発現が抑制可能であった。PA、PB1 においては、さらに特異配列を検討し、
抑制効果のある RNAi を探し、PB2 については、タンパク質の発現抑制だけでなく、実際に
インフルエンザウイルスの形成を阻止できるか今後検討を行う。 
(5) 188 アミノ酸 PA断片によるインフルエンザの阻害活性は現象のみが先行し、メカニズ
ムについては未だに不明な点が多い。しかしながら、この重要な現象とアイデアは、他の
ウイルスにも応用可能であり、現在、RSウイルスについても阻害効果のある自タンパク質
小断片を見出している。 
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