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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 ポリメラーゼは、ウイルスの複製(増

殖)に中心的な役割を担っている事や、他のタンパク質と比べ変異を引き起こす事は少ないため、

新規薬剤ターゲットとして注目されて来た。インフルエンザウイルスの RNA ポリメラーゼが持

つ 3つのサブユニットのうち、どれか１つのサブユニットでも欠けるとウイルスの増殖機構が

失われる事に注目し、PB1/PB2 のサブユニットの複合体での構造解明を行う事を目的と創薬の

基盤構築である。本研究者は、RNA ポリメラーゼ PB1/PB2 複合体のタンパク質を発現・精製し

成功して、分解能 1.7A で解析に成功した。PB1/PB2 の構造は、それぞれ３本の -へリックス

からなり、非常に強い疎水結合により、複合体を形成している。そのアミノ酸残期は、PB2 で

は Ile4, Leu7, Leu10 と、PB1 では、Val715, Ile750 が関与しており、こられの残期の変異体

を作製し、mRNA 活性を測定した結果、極めて低下する事が確認でき、in-silico による基盤構

造を確立する事が出来た。 

 
研究成果の概要（英文）：Influenza virus RNA-dependent RNA polymerase is a multi-functional 
heterotrimer, which uses a "cap-snatching" mechanism to produce viral mRNA. Host cell 
mRNA is cleaved to yield a cap-bearing oligonucleotide which can be extended using viral 
genomic RNA as a template. The cap binding and endonuclease activities are only activated 
once viral genomic RNA is bound. This requires signaling from the RNA-binding PB1 subunit 
to the cap-binding PB2 subunit, and the interface between these two subunits is essential 
for polymerase activity. We have defined this interaction surface by protein 
crystallography, and tested the effects of mutating contact residues on the function of 
the holo-enzyme. This novel interface is surprisingly small, yet it plays a crucial role 
in regulating the 250 kDa polymerase, and is completely conserved among avian and human 
influenza. 
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１．研究開始当初の背景 
２０世紀に入り人類は３回の新型インフル
エンザウイルスの登場を経験している。1918
年に出現したスペイン型インフルエンザ
（A/H1N1）は、世界中で 2,000〜4,000 万人
の死者を出した。このウイルスは様々な変異
を引き起こしつつ、流行が３９年間続き、
1957 年からは新型アジア型（A/H2N2）へ姿を
変えた。この時の死者は 100〜400 万人であ
ったと推定されている。アジア型のインフル
エンザの流行は１１年間続き、その後、1968
年には香港型（A/H3/N2）が新型インフルエ
ンザとして現れた。死者数は同じく 100〜400
万人であった。新型インフルエンザウイルス
が出現すれば、人々は当然過去にこの新型ウ
イルスの感染を受けた事がないため抗体も
なく、一時に新しい新型ウイルスの感染を受
ける人が多くなり、世界規模での大流行（パ
ンデミック）となる事が容易に予想される。 
 
２．研究の目的 
本研究では、インフルエンザウイルスの増殖
機構の中心的な役割を担っている RNAポリメ
ラーゼが持つ 3 つのサブユニットのうち、ど
れか１つのサブユニットでも欠けるとウイ
ルスの増殖機構が失われる事に注目し、
PB1/PB2 のサブユニットの複合体での構造解
明を行う事を目的とする。また、この PB1/PB2
の構造の情報を基に、PB1/PB2 相互作用部位
に結合する化合物の探索を in-silico 手法で
行い、抗インフルエンザウイルス剤につなが
る構造基盤を構築する。 
 
３．研究の方法 
①インフルエンザウイルス RNAポリメラーゼ
PB1/PB2 複合体でのタンパク質の大量生産 
②PB1/PB2 複合体の結晶化 
③PB1/PB2 複合体の構造解析 
④PB1/PB2 複合体の構造を基に in-silico 計
算による化合物の探索 
 
４．研究成果 
①PB1 と PB2 の結合には PB1 の C 末端側が必
須であることは明らかになっていたが、PB2
のどの部位が結合しているかは明らかにな
っていなかった。そのため様々な PB2 断片と
PB1 の C 末端部位(678-757 残基)との共発現
実験を行い、PB1 の N 末端が必須であること
を明らかにし、PB1 の 678-757 残基と PB2 の
1-34 残基からなる安定な複合体の発現に成
功した。 
②PB1/PB2複合体の結晶化を、0.1M potassium 
phosphate pH5.8、15%PEG4000条件下で行い、
得られた結晶を用いて、高エネルギー加速器

研究機構のビームラインBL17AにおいてXAFS
測定及び X線回折実験を行った。 
③PB1/PB2複合体の発現にはSe-Metを含む培
地を用いており、Se の異常分散によって位相
問題を解決している。測定したデータを
PA-PB1 と同様に処理し、PB1/PB2 複合体構造
を得た。また、上記とは異なる、80mM Citrate、
20%PEG4000 の条件で高分解能の結晶を得て
おり、1.7Åまでのデータ及び精密な構造を
得ることが出来た。 
PB1、PB2 共に３本の α-ヘリックスからなっ
ており、PB1 の 3 つのヘリックスは α1とα2
が平行、α2 と α3 が逆平行に、曲面を描く
ように並んでいた。PB2 の N 末端側のヘリッ
クス(α1)はその曲面の内側にはまる形にな
っており、PB1 と PB2 は、主にこの PB2 の α1
ヘリックス周辺の疎水性相互作用によって
結合していた。このヘリックスからなる結合
様式も PA-PB1 複合体と同様に PDB 内でみら
れない新規なものであった。 
PB2 の α1ヘリックス上の Ile4、Leu7、Leu10
の 3 つの疎水性残基は PB1 の 3 本のヘリック
ス側に向いており、それぞれの疎水性残基が
PB1 の疎水性残基と 4.2 Å 以下の距離に存在
しており、これらのアミノ酸の疎水性相互作
用により PB1 と PB2 が結合していることが明
らかになった。 
④PB1/PB2 複合体の結合模様は、疎水的な環
境でヘリックス間での結合をしている。
in-silico 計算は、PB1 及び、PB2 それぞれの
単量体、又は PB1/PB2 複合体でのＭＤ計算を
生理食塩水中、T=300K で 1.5 nsec の条件で
計算を行い、10 個の構造を割り出す事が出来
た。これらの構造では PB1/Phe696 アミノ酸
は、ポケットの谷が狭く、深くなっている。
この周辺に化合物をドッキングする事で、サ
ブユニット間の結合を阻害する化合物の探
索を行った。今後、結合評価系を開発や、化
合物の選別の自動化による評価系の開発を
行う予定である。 
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