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研究成果の概要（和文）：RNAウイルスSARS-CoV-2は世界中で流行し、治療薬の開発競争が激化している。この
ゲノムRNAはN proteinと結合、さらにN protein同士で重合することで細胞内で安定化する。本研究はFRETシス
テムを用いてこの重合を測定しようと試みたが、EGFPを活用したより安定した観察・測定できる系を構築し、ア
ルカロイド系低分子化合物の評価系の構築に成功し、３種のN protein重合阻害剤の探索に成功した。N-protein
の重合阻害はウイルス合成阻害となりえるためこれらの結果と解析システムの構築はN proteinをもつ数多くの
ウイルスに対する新たな治療薬開発の先駆的な手法となりえる。

研究成果の概要（英文）：The SARS-CoV-2 RNA virus has caused a global pandemic and competition to 
develop therapeutics has intensified. Most therapeutic drug targets are viral surface antigens or 
RNA polymerases, and there are no reports of therapeutic drug development aimed at eliminating 
increased viral genomic RNA in cells. Genomic RNA is stabilized intracellularly by binding to 
nucleocapsid protein (N-protein) and further polymerization between N-proteins. Polymerization of 
N-protein is inhibited by inhibition of viral synthesis, and inhibition of N-protein polymerization 
is also inhibited by inhibition of viral synthesis. These results and the construction of an 
analytical system may be a pioneering method for the development of new therapeutic agents against 
many viruses with N-proteins.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
RNAウイルスSARS-CoV-2の流行は世の中に対して感染症の恐ろしさと一般社会生活の脆さを示し、世界に大きな
変革を与えた。この研究は感染症に対する対抗策としてRNAワクチンとは異なる手法を模索する上で重要な役割
を果たしており、今後、新たな感染症が発生した場合に対抗手段として検討に値する研究成果である。また、健
康寿命の延長という意味でも感染症対策は今後も重要である。

※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 
RNAウイルス SARS-CoV-2は世界中で大流行し、治療薬の開発競争が激化している。ウイルス
ゲノム RNAはN proteinと結合、さらにN protein同士で重合することで、細胞内で安定化す
る。本研究はウイルスN proteinの重合を阻害する低分子化合物をハイスループットシステムに
て探索し、重合阻害の有効性を vitroにて証明することを目的としている。そこで我々は FRET
とイメージングサイトメータを用いたシステムを設計・構築した。このシステムを用いて、重合
阻害を可能にする低分子化合物を探索・解析する。これらの結果はウイルスに対する新たな治療
薬の開発の先駆的な手法となりえる。 
 
２．研究の目的 
我々は N protein 重合を阻害する化合物を探索するハイスループットシステムを構築すること
を目的とし、FRETとイメージングによる評価を試みた。しかしながら、FRETよりも簡便で再
現性の高いシステムを構築することが可能となったため、新たに精製した EGFP-N protein と
イメージングによるハイスループットシステム評価系を構築することとした。 
 
３．研究の方法 
SARS-CoV-2のN proteinの全長配列に HAタグと EGFPを融合したタンパク質を設計し、レ
トロウイルスベクターによる強制発現システムを構築した。次に HEK293FT 細胞に感染させ、
シングルセルクローニングを用いて蛍光強度の高い細胞を株化した。この細胞を増殖させ、細胞
内からHA抗体を用いて EGFP-N proteinを精製し、in vitroにおいて、LLPSを形成し、蛍光
塊が観察できる系の構築に成功した。この溶媒にアルカロイド系低分子化合物を加えることで
LLPS形成する蛍光塊の数の変化をカウントし、LLPS形成阻害を示す化合物を探索した。また
LLPS 形成阻害を示した化合物が細胞内の LLPS 形成阻害を示すかについても検討し、有効性
評価を検討した。 

  



 
４．研究成果 
構築した系において、LLPS形成阻害率を 200化合物において評価したところ、11化合物にお
いて LLPS形成が半減した。これらの化合物のうち、特に大きく変化したものを細胞に暴露し、
In Cell Analyzerにて評価したところ、3化合物において LLPSの形態率に変化があることが明
らかとなった。 
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