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研究成果の概要（和文）：本研究ではウイルスの複製と粒子形成のいずれにも重要な役割を果たすSARS-CoV-2の
Nタンパク質に着目した抗ウイルス剤の探索を実施した。Nタンパク質のhomodimerの形成を評価するためにスプ
リットリットルシフェラーゼ法による評価系を開発した。2種類のプラスミドを細胞に導入し、dimerが形成され
るとルシフェラーゼが活性化し基質を加えることで発光を確認できた。現在、FDA承認薬ライブラリー等を用い
て化合物の評価を実施している。これまでに、dimer形成を阻害する化合物は得られていないが、引き続きスク
リーニングを実施する。

研究成果の概要（英文）：We conducted the research for antiviral agents targeting the N protein of 
SARS-CoV-2, which plays a crucial role in both virus replication and particle formation. If 
inhibitors of homodimer formation, an essential for N protein function, can be identified, it may be
 possible to suppress both replication and particle formation of SARS-CoV-2. Initially, we developed
 an evaluation system using the split-luciferase plasmids to assess homodimer formation of the N 
protein. By introducing the plasmids into cells, luminescence was observed upon dimer formation, 
indicating activation of the luciferase. Currently, we are evaluating compounds from an FDA-approved
 drug library to identify the candidates of antivirals. While compounds inhibiting dimer formation 
have not yet been obtained, we have continued the screening.

研究分野： ウイルス学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
研究者らはこれまでにSARS-CoV-2の自律増殖を安全に評価できるレプリコンを開発した。臨床応用されている
SARS-CoV-2治療薬はウイルスのポリメラーゼやプロテアーゼの阻害薬であるが、本研究はSARS-CoV-2の複製と粒
子形成に必要なNタンパク質を標的とした治療剤の開発を目指したもので既存の治療薬とは作用機序が異なる新
規の治療剤の開発を目指している。研究期間内にNタンパク質のdimer形成の評価が可能なスプリットルシフェラ
ーゼアッセイ系を開発することができた。現在、スクリーニングを実施しており、治療剤候補を見出すことがで
きれば現在も流行中のCOVID-19に対して大きな社会貢献となる。

※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。



様 式 Ｆ－１９－１ 

１．研究開始当初の背景 

2019 年にアウトブレークした SARS-CoV-2 感染による COVID-19 は 2024 年時点で収

束傾向に向かっているが、SARS-CoV-1 感染のように終息には至っていない。コロナウ

イルスは 229Eや HKU1のように毎年流行して風邪の原因となるものが知られていた。

COVID-19 のこれまでの経過を振り返ると、ワクチンをエスケープする変異株の出現か

らも毎年流行と収束を繰り返すことが予想される。また、SARS-CoV-2 感染後にも 3 ヶ

月以上咳、倦怠感、集中力の低下などが続くコロナ後遺症も大きな社会問題となってい

る。このため、さらなる研究と治療法の開発が今後も求められている。 

研究者らは HCV レプリコン研究の経験を活かしてこれまでに SARS-CoV-2 レプリコ

ンを開発し治療剤候補を見出している 

 

２．研究の目的 

C 型肝炎ウイルス(HCV)の抗ウイルス剤開発は治療剤開発の成功モデルとなり 2019 年

には 99%以上の C 型慢性肝炎患者からウイルスを排除できるようになった。HCV は天

然のウイルスを細胞で増殖させることができないためレプリコンが開発されるまで治

療薬の開発を実施できないでいた。HCV の NS5A は複製と粒子形成のいずれにも必要

なため C 型慢性肝炎の治療で中心的な役割を果たしている。SARS-CoV-2 の N タンパ

ク質も複製と粒子形成のいずれにも必要であることが知られている。N タンパク質はダ

イマー形成することが知られているため、ダイマー形成を阻害する化合物を見出すこと

ができれば有力な治療剤候補として期待できる。 

本研究では、これまでに開発されている治療剤とは作用機序の異なる N タンパク質の

ダイマー形成を阻害する治療剤開発のための評価系を開発し、治療剤候補を見出すこと

を目的とする。 

 

３．研究の方法（図１） 

本研究ではウイルスの複製と粒子形成のいずれにも重要な役割を果たす SARS-CoV-2 の

N タンパク質に着目した抗ウイルス剤の探索を実施した。N タンパク質はダイマーを形

成するためダイマーの形成を阻害する阻害剤を見出すことができれば、SARS-CoV-2 の

複製と粒子形成を抑制することができる。はじめに Nタンパク質のダイマーの形成を評

価するためにスプリットルシフェラーゼ法による評価系を開発する。NanoLuc (ルシフ

ェラーゼ)のlarge domainを融合したSARS-CoV-2のNタンパク質発現ベクターとsmall 

domainを融合したSARS-CoV-2の Nタンパク質発現ベクターを作製しSplit luciferase

アッセイ系を開発した。N タンパク質がダイマー形成すると２つの sNLuc domain が相

互作用することですることで初めてルシフェラーゼ活性が検出できる。２つのベクター

を哺乳類 細胞(HuH-7, Vero, HEK293, Calu3 等)にトランスフェクションする。 



N タンパク質のダイマー形成を阻害する化合物候補を、SARS-CoV-2 レプリコンを用

いて複製阻害を検討する。 

 

４．研究成果（図２） 

レニラルシフェラーゼ遺伝子を 2 つのドメイン(ラージドメイン及びスモールドメイ

ン)にわけて、それぞれを N タンパク質遺伝子に融合させた 2 種類のプラスミドを細胞

に導入した。ダイマーが形成されるとルシフェラーゼが活性化する。基質を加えること

で発光を確認できた。現在、FDA 承認薬ライブラリー等を用いて 10μMで処理したとき

に細胞毒性が 10%以下で 50%以上抑制する化合物の評価を実施している。これまでに、

ダイマー形成を阻害する化合物は得られていないが、引き続きスクリーニングを実施す

る。 

 

 

 

 

図１ スプリットルシフェラーゼの原理
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図２ スプリットルシフェラーゼアッセイ
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