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研究成果の概要（和文）：インフルエンザウイルスがもつRNAポリメラーゼは、宿主mRNAからキャップ構造を含むRNA断
片を切り出し、これをプライマーとしてRNA合成に利用することでウイルスmRNAにキャップ構造をもたらす。この特異
な反応は宿主側の酵素には無く、有望な創薬標的とされている。本研究では、この活性の発現に重要な基質認識に伴う
酵素の構造変化について解析し、この変化の抑制を指標にして阻害剤を探索した。その結果、キャップ構造の認識に伴
って構造が変化する領域を見出すとともに、この変化を抑制する２種の化合物を同定し、これらがキャップ依存的なRN
A切断反応を強く阻害することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Influenza viral polymerase cleaves capped RNA fragments from cellular mRNAs and us
es as primers for initiating viral transcription, which generates capped viral mRNA molecules.  This uniqu
e mechanism is a target for the discovery of anti-influenza therapeutics.  In this study, we investigated 
a conformational change of this enzyme required for the endonuclease activity, and screened enzymatic inhi
bitor based on inhibition of the identified conformational change.  We identified the protein region showi
ng the conformational change upon cap-binding and two small compounds as an inhibitor of both this change 
and cap-dependent endonuclease activity.
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１．研究開始当初の背景	
 
	
 新しい抗インフルエンザウイルス薬の開
発が望まれている。インフルエンザウイルス
は 1本鎖マイナス鎖 RNA をゲノムとして持ち、
これを鋳型として転写と複製を行う。両反応
は１種類のウイルス RNA ポリメラーゼ(PA、
PB1 および PB2 サブユニットからなるヘテロ
3量体)が担い、なかでも転写において特異な
反応を行う。具体的には、ウイルスポリメラ
ーゼはウイルス mRNA の 5’末端にキャップ構
造を付加する活性を持たないが、生体分子の
宿主 mRNA からキャップ構造を含む RNA 断片
を切り出し、これをプライマーとして RNA 合
成に利用することで、ウイルス mRNA にキャ
ップ構造をもたらす。このキャップ依存エン
ドヌクレアーゼ反応はウイルスに特有な機
構であり、有望な創薬標的とされる。そこで、
これまでに申請者らのグループも含めて、こ
の反応を阻害する低分子化合物の探索が広
く行われてきた。しかし、見出された阻害剤
は僅かであり、有望なリード化合物はなく、
新たな発想によるブレークスルーが求めら
れている。	
 
	
 
２．研究の目的	
 
	
 これまでの研究から、ウイルスポリメラー
ゼの酵素活性の発現には、基質やゲノム認識
に伴うアロステリック制御による酵素サブ
ユニット間のコンフォメーション（構造）変
化が重要と考えられている。このことから、
ウイルスポリメラーゼの阻害を、低分子化合
物を用いて「正常な構造変化を妨げる」こと
で達成できないかと考えた。しかし、酵素上
のどの領域が高次構造を変化させて機能制
御に関わるかは明らかとされていない。本研
究では、キャップ依存エンドヌクレアーゼ反
応時のタンパク質構造を質量分析法により
解析し、変化を起こす領域を明らかにするこ
とを目的とする。さらに、この構造変化を抑
制する化合物を探索・同定し、これを用いて
酵素活性の阻害を達成することを目的とす
る。	
 
	
 
３．研究の方法	
 
(1)	
 質量分析フットプリント法によるウイ
ルス RNA ポリメラーゼの構造解析	
 
	
 質量分析フットプリント法は液相中のタ
ンパク質について、溶媒に露出している表面ア
ミノ酸を化学修飾し、これを質量分析により同定
してタンパク質構造の情報を得る手法である。本
研究では、酵素「そのまま」、「キャップ化
RNA を結合させたもの」および「キャップア
ナログ（RNA なし）を結合させたもの」を調
製した。次に、酵素上のアミノ酸のリジン残
基を、NHS-ビオチンにより化学修飾した
（NHS-ビオチンは溶媒に露出しているリジ
ン側鎖と反応するために、タンパク質表面の
リジンが選択的に修飾される）。修飾した酵
素をトリプシンにより消化した後、液体クロ
マトグラフ／質量分析計にて分析し、個々の

ペプチドの質量を測定するとともに配列情
報を得た。化学修飾により固有の質量が付加
（＋226	
 Da）するペプチド（＝酵素表面に局
在するペプチド）の中で、キャップ化 RNA（基
質）の結合によって修飾の有無が変動するペ
プチドを、表面露出が変化（＝構造変化）す
る領域の候補とした。	
 
	
 
(2)	
 構造変化する領域の酵素活性における
役割の検証	
 
	
 上記にて見出した領域の酵素活性におけ
る役割は、リバースジェネティクスの手法を
用いたレポーターアッセイにより検証した。
酵素を構成するタンパク質を発現する 4種の
プラスミド（PA、PB1、PB2 および NP）と、
ウイルスゲノム RNA（翻訳領域をルシフェラ
ーゼに置換）を発現するプラスミドを 293T
細胞に同時に導入し、細胞内にて酵素-ゲノ
ム RNA 複合体を調製した。このとき、見出し
た領域内の化学修飾されたリジンをアスパ
ラギン酸に置換する変異処理を施した。ウイ
ルスポリメラーゼによって転写されるルシ
フェラーゼの活性を測定することで、当該領
域の酵素活性における役割を評価した。	
 
	
 
(3)	
 構造変化を阻害する化合物の探索	
 
	
 スクリーニングには申請者の所属機関が
所有する化合物ライブラリーから３万化合
物を供した。まず、ウイルスポリメラーゼの
RNA 合成を指標にした酵素阻害アッセイを行
い、目的の活性が期待される化合物からなる
小規模ライブラリーを作製した。これにより、
スクリーニングの迅速化とヒット率の向上
を図った。次に、上記にて明らかにした領域
の化学修飾に及ぼす化合物の影響を質量分
析法により解析し、構造変化を妨げる化合物
を同定した。最後に、同定した化合物につい
て、キャップ依存エンドヌクレアーゼ反応の
阻害活性を判定した。	
 
	
 
４．研究成果	
 
(1)	
 構造変化する３つの候補領域の同定	
 
	
 これまでに、インフルエンザウイルス RNA
ポリメラーゼについて質量分析フットプリ
ント法を用いて解析した報告はない。そこで
本研究では、まずこの手法の適用を試み、酵
素反応や化学修飾等の処理条件の検討によ
り、これを達成した。	
 
	
 基質であるキャップ化 RNA の認識に伴い酵
素上で構造変化する領域を明らかにするた
めに、酵素「そのまま」と、「キャップ化 RNA
を結合させたもの」を調製した。２者を質量
分析フットプリント法により比較解析した
結果、キャップ化 RNA の結合によってリジン
の修飾効率が低下する３つの領域（①PA サブ
ユニットのアミノ酸配列 280〜289 番目、②
PB1 サブユニットの 266〜279 番目、③PB2 サ
ブユニットの 137〜142 番目）を見出した。
さらに詳細に理解するために、RNA を除いた
「キャップ構造のみを結合させた酵素」を調



製し、同様に解析した。その結果、PA サブユ
ニットのアミノ酸配列 280〜289 番領域は、
キャップ構造の結合のみでリジンの修飾効
率が低下することが確認された。	
 
	
 見出した３つの領域を既知の結晶構造や
一次構造の機能マップにマッピングし、酵素
活性における役割を以下のように推察した。	
 
	
 ①	
 PA サブユニットの 280〜289 番領域は、
これまでに機能に関する報告は無いものの、
PAのエンドヌクレアーゼドメインとPB1結合
ドメインの間に位置している。一方、キャッ
プ結合ドメインは PB2 上にある。これらのこ
とから、キャップ結合という入力シグナルを
ヌクレアーゼ活性として発現する際に、PA の
ヌクレアーゼドメイン周辺に構造変化が起
こり、この領域がタンパク質の内側に向くこ
とで表面露出しなくなると推察された。	
 
	
 ②	
 PB1 サブユニットのアミノ酸配列 266〜
279 番目は、RNA 結合能を示す領域として報
告されている。また、ポリメラーゼモチーフ
を有するドメインの末端に位置している。こ
れらのことから、切断後のキャップ化 RNA を
ポリメラーゼドメインに導くために、この領
域が RNA 結合の足場になると推察された。	
 
	
 ③	
 PB2 サブユニットのアミノ酸配列 137〜
142 番目は、PB1 と結合するドメインの近傍
に位置する。また、この領域内のアルギニン
残基には RNA 合成活性を制御する役割が報告
されている。これらのことから、この領域は、
キャップ化 RNA の認識に続いて構造が変化す
る場所、または RNA 結合の足場になると推察
された。	
 
	
 
(2)	
 ３つの領域の酵素活性における役割	
 
	
 上記にて同定した３つの領域内のリジン残
基（①PAサブユニットの281番目、②PB1サブ
ユニットの279番目、③PB2サブユニットの140
番目）をアスパラギン酸に置換した結果、ル
シフェラーゼの活性は著しく低下した。とく
に、PAとPB1の領域内の変異では酵素活性の低
下が著しかったことから、これらの領域は本
酵素の機能に極めて重要な領域であることが
明らかとなった。	
 
	
 
(3)	
 構造変化を阻害する化合物の同定	
 
	
 酵素阻害アッセイの結果、約100化合物から
なる小規模ライブラリーを作製した。このラ
イブラリー化合物について、上記にて同定し
たタンパク質領域に及ぼす影響を解析した結
果、構造変化を強く妨げる２種の天然化合物
を同定した。具体的には、β-Rubromycinと
Fluvirucin	
 B1であり、前者はPAサブユニット
の領域、後者はPB2サブユニットの領域の正常
な変化を妨げた。さらに、これらによる酵素
阻害活性を検証した結果、キャップ依存的な
RNA切断反応を強く阻害した（図１）。なかで
も、β-RubromycinはIC50値として0.1μMであ
り、強い阻害活性を示した。以上の結果は、
「酵素特有の構造変化を指標として酵素反応

の阻害剤を探索する」という化合物探索ストラ
テジーの有効性を強く示唆する。	
 
	
 β-Rubromycinはヒトのテロメラーゼや、エ
イズウイルスの逆転写酵素に対する阻害作用
が報告されている。しかし、その阻害活性はイ
ンフルエンザウイルスのRNAポリメラーゼと比
べて10〜30倍ほど弱い。ウイルスポリメラーゼ
には、この違いを説明する特異的な理由が存在
する可能性がある。これまでに報告されたキャ
ップ依存エンドヌクレアーゼ阻害剤は、基質認
識部位や活性中心を薬剤作用部位としている
が、β-Rubromycinはヌクレアーゼドメインに
作用しないことを確認した。このことは、本化
合物がこれまでとは異なる機序で酵素反応を
阻害していることを示唆する。新たな薬剤作用
部位の提案につながる可能性があり、現在、こ
の阻害機構について詳細な解析を進めている。	
 

図１	
 キャップ依存エンドヌクレアーゼ活性
に及ぼす２種の化合物の影響	
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