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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RNAポリメラーゼに内包されているエンドヌクレアーゼ活
性部位を標的として、インフルエンザ治療薬候補化合物の開発を行った。化合物スクリーニングにより同定した
化合物には、共通してピロガロールと呼ばれる骨格構造が含まれていたので、ピロガロール骨格を持つ化合物に
絞って開発を進めた。結晶構造解析の結果に基づいて、幾つかの変換構造を考案した。化合物と活性部位との結
合親和性を計算機上で結合スコアーとして算出し、算出したスコアー値を参考に合成する化合物構造を決定し
た。今回、合成した化合物の中に、最初に同定した化合物よりも阻害活性の高いものが見出された。

研究成果の概要（英文）：An influenza inhibitor candidate was developed by targeting an endonuclease 
active site included in the RNA polymerase of influenza virus. Since the compounds identified by the
 compound screening commonly contained a skeleton called pyrogallol, the development was advanced on
 the compound with the pyrogallol skeleton. Based on the results of crystal structure analysis, 
several transformation structures were devised. The binding affinity between the compound and the 
active site was calculated as a binding score on a computer, and the compound structure to be 
synthesized was determined by referring to the calculated score. Among the synthesized compounds, a 
compound with a high inhibitory activity compound was identified.

研究分野： 物理化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
インフルエンザ治療薬としては、オセルタミビル、ザミナビル、ペラミビルなどが知られている。これらの薬物
は、ウイルスのノイラミニダーゼという酵素を標的としている。また緊急時のみの処方となるが、RNAポリメラ
ーゼ活性を阻害するファビピラビルも認可されている。一般にウイルスは容易にアミノ酸変異が起こるために、
薬の効かない薬剤耐性ウイルスが出現し、臨床で深刻な問題となる。ウイルスの薬剤耐性に対処するためには、
複数の薬剤群を揃えて、最適な薬剤を選択できるようにすることが肝要であり、本研究は、将来的な抗ウイルス
薬物治療の発展につながる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
インフルエンザウイルスは、RNA を編集増幅するためのポリメラーゼを持っている。ポリメラ

ーゼには、RNA を複製するためのポリメラーゼ活性ドメインに加えて、宿主の持つ mRNA を切断
して利用するためのエンドヌクレアーゼ活性ドメインが内包されている。エンドヌクレアーゼ
活性ドメインには、２つの２価金属が包含され、これが核酸を切断するという触媒機能の根底と
なっている。 
2009 年の新型インフルエンザの世界的蔓延は、大きな社会的混乱を招いた。また高病原性鳥

インフルエンザの出現は、深刻な社会危機を招くと危惧されている。一般にウイルスは容易にア
ミノ酸変異が起こるために、薬の効かない薬剤耐性ウイルスが出現し、臨床では深刻な問題とな
る。ウイルスの薬剤耐性に対処するためには、複数の薬剤群を揃えて、ウイルス型に合わせて、
最適な薬剤を選択できるようにすることが肝要である。 
 
２．研究の目的 
インフルエンザ治療薬として、ウイルスのポリメラーゼのエ

ンドヌクレアーゼ活性を標的とした薬物を創出する。エンドヌ
クレアーゼ活性ドメインには、２つの２価金属が包含されてい
る。２価金属は生体に多く存在し、生命活動に必須な物質であ
るにも関わらず、２価金属の結合したインフルエンザウイルス
のポリメラーゼのエンドヌクレアーゼ活性を選択的に阻害する
低分子化合物を設計し、エンドヌクレアーゼ活性部位を標的と
した阻害剤として機能し得る物質を確かに作出できるか否か
が、本研究では重要になる。インフルエンザウイルスのエンド
ヌクレアーゼ活性を標的とした薬物として、バロキサビル・マ
ルボキシルが上市された。ところが、比較的、容易に薬剤耐性
ウイルスが出現することが知られている。従って、標的部位で
は、開発する薬物がバロキサビルと異なる結合構造を取ること
も重要な設計指針である。 
 
３．研究の方法 
エンドヌクレアーゼ活性を標的とした阻害剤を創出するため、結晶構造解析・理論計算・有機

合成・生化学実験を融合させ、次の手順で研究を進めた。 
１．活性化合物と標的タンパク質との結合構造を、Ｘ線結晶解析により解き明かす。 
２．改変化合物と標的タンパク質との相互作用を計算機で解析して、薬物の分子設計を行う。 
３．計算機解析により有望と判断された化合物構造とその誘導体の有機合成を行う。 
４．化合物の阻害能を、精製した標的タンパク質を使用し、蛍光プローブを用いて測定する。 
５．阻害活性測定の結果を、化合物の設計と合成に反映させ、候補薬物の最適化を繰り返す。 
６．化合物の存在下で、インフルエンザウイルスの宿主細胞への感染能を定量化する。 
７．化合物存在下でヒト由来細胞を培養し、化合物に有意な細胞毒性がないことを確認する。 
 
４．研究成果 
（１）計算機解析 
結晶構造解析の結果に基づいて、幾つかの変換構造を考案した。化合物と活性部位との結合親

和性を計算機上で結合スコアーとして算出し、算出したスコアー値を参考に合成する化合物構
造を決定した。化合物と標的タンパク質の結合親和性を、独自計算ソフトウェア orientation で
算出した。薬物スクリーニングや薬物設計では、同一のタンパク質を標的として、化学構造の異
なる多数の化合物について、結合構造や結合親和性を求めて比較する場合が多い。Orientation
は並列計算に馴染みやすく、論理的な薬物設計を行うことができる。 
結合親和性の計算値を参考に、官能基付加や官能基置換をした修飾化合物など、活性増加の見

込める改変分子構造を多数考案した。独自計算ソフトウェアでは、東京大学等の大型計算機セン
ターを利用することで、同時に数百種類の化合物構造の計算が１週間程度で実行できた。並列計
算機を駆使して予測評価を繰り返して、有望な化合物構造を見出した。 
 

インフルエンザウイルスの模式図 



（２）有機合成 
化合物合成を行うと、ピロガロール骨格への修飾が合成

条件によって困難な場合があることが判明した。ピロガロ
ールを含む化学構造について、有機合成における反応条件
を探索した結果、目的とした化合物の骨格構造が比較的容
易に得られる合成経路を見つけることができた。阻害候補
化合物の合成では、ピロガロール骨格以外の部分構造を合
成し、最後にルイス酸を用いて、フリーデル・クラフツ反
応でピロガロールに縮合させる方法が有効である。縮合さ
せる部分構造自体がフリーデル・クラフツ反応を起こさな
いように構造を設計しておくことで、比較的広い種類の化
学構造を作成できた。特にピロガロールの水酸基をメトシ
キ基にすることで、化学的に反応しやすい部分構造でも合
成できることが判った。メトシキ基は、最終的に水酸基変
換する 

 
（３）阻害活性の測定 

標的タンパク質のエンドヌクレアーゼ酵素活性は、RNA
だけでは無く１本鎖 DNA も切断するので、１本鎖 DNA を基
質として使用した。20 塩基程の１本鎖 DNA の一方の末端に
蛍光物質(FAM)を、もう一方の末端に光吸収物質(BHQ)を結
合させたプローブを使用して、酵素活性によるプローブ DNA
の切断を観察することで、酵素阻害活性の測定を行った。異
なる濃度の化合物存在下で、プローブ切断酵素反応の速度
をプレートリーダーで測定することで、化合物の阻害能
(IC50値)を求めた。。結晶構造解析と計算機解析を組み合わ
せることで、効率よく阻害活性の向上した化合物を得るこ
とができるようになった。 

 
（４）結晶構造解析 

結晶構造解析については、RNA ポリメラーゼのドメインＡのＮ末側の 200 残基弱のエンドヌ
クレアーゼ部位を部分タンパク質として発現して精製した。タンパク質と合成化合物を混合さ
せて、共結晶を成長させた。Ｘ線回折実験は、シンクロトロン放射光を用いて行い、2.0Åの分
解能で回折像が得られた。また合成して得られた化合物について、X線共結晶構造解析を進めた。
新規の化合物を混合してタンパク質結晶を成長させると、化合物の種類により結晶の成長状況
が異なったが、一つの化合物については、十分な分解能で回折像が得られた。本研究で、共結晶
が常時作出できるようになり、十分な分解能で複合体構造が解けている。Ｘ線回折実験は、つく
ば高エネルギー加速器研究機構内のフォトンファクトリー施設で高輝度シンクロトロンＸ線源
を用いて行った。 

 
（５）細胞による感染阻害活性の測定 
研究協力者の東海大学の山本典生博士に依頼して、合成化合物の存在下で、インフルエンザウ

イルスが他の細胞へ感染する能力を定量化した。タンパク質レベルの阻害活性は、H1N1 型のイ
ンフルエンザウイルスのアミノ配列を持つ組み換えタンパク質で測定した。 
 
 
 

同定済みの阻害化合物。芳香環
に複数の OH 基が結合したピロ
ガロール構造が、阻害効果を発
揮する主要骨格となっている。
ピロガロール骨格は反応性に富
むために、メトキシ基による保
護をして反応を進めた。 
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