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研究成果の概要（和文）：センダイウイルス (SeV) Cタンパク質と宿主因子STAT1もしくはAlixとの間の結合を
阻害する化合物は, SeVや類縁のヒトパラインフルエンザウイルスの阻害剤になりえる。本研究では, Cタンパク
質とこれら標的因子 (STAT1およびAlix) の結合阻害剤を安価で極めて高精度にスクリーニングするアッセイ系
を構築することができた。また約20万種の低分子化合物ライブラリーを用いてスクリーニングを実施し, Cタン
パク質とAlixとの間の結合を特異的に阻害するアクリドン構造を有するいくつかの化合物を取得することができ
た。

研究成果の概要（英文）：Sendai virus (SeV) causes respiratory tract infection in mice and used as a 
prototype of viruses belonging to the family paramyxoviridae. In SeV lacking the C protein, the 
viral pathogenicity was significantly decreased. C protein associates with STAT1 to escape from the 
host innate system, and it associates with Alix for efficient viral budding from host cells. It is 
possible that a compound that inhibits the interaction between C protein and STAT1/Alix will become 
an antiviral drug against SeV or SeV-related viruses. In this study, we carried out a 
high-throughput screening assay to find a candidate agent targeting C protein. As the result, some 
acridone derivatives were found to inhibit the association of C protein with Alix. 

研究分野：構造生物学
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１．研究開始当初の背景 

ヒトパラインフルエンザウイルス 1 型 

(hPIV1) は, パラミクソウイルス科に分類

されるエンベロープウイルスであり, 一本

鎖 (-) 鎖 RNA をゲノムにもつ。hPIV1 に感染

すると, 正常な成人では, 無症状か軽度の

風邪様症状が現れるが, 老人や免疫不全患

者では, 肺炎や気管支炎を含む重度の下気

道炎を引き起こす。現在, hPIV1 感染症の治

療は対症療法に限られており, 感染を予防

するワクチンは存在しない。このため, hPIV1

の増殖を抑える治療薬の開発が望まれる。 

センダイウイルス (SeV) は, hPIV1の一

部と交差抗原性を示すほど近縁であり, 

hPIV1 のモデルとして利用される。SeV では, 

C タンパク質がウイルス生活環の複数のステ

ップに関与し, ウイルス病原性の発現に重

要な役割をもつ。具体的に述べると, C タン

パク質は宿主転写因子 STAT1 と結合し, 

IFN-α/βおよびIFN-γのシグナル伝達を阻

害することで自然免疫の回避に関与する

(Kato et al., J. Virol., 2004)。IFN-γの

シグナル伝達阻害機構に関しては, その分

子基盤の詳細を明らかにしている (Oda et 

al., J. Virol., 2015)。他方, C タンパク質

は , ESCRT (Endosomal Sorting Complex 

Required for Transport) 関連因子である

Alix と結合し, これを原形質膜にリクルー

トすることで, 感染性ウイルス粒子の出芽

にESCRT経路を利用できるようにすると推定

される (Sakaguchi et al., 第 64 回日本ウ

イルス学会学術集会, 2016)。C タンパク質の

C 末 (Y3 と命名) は, STAT1 の N 末ドメイン 

(STAT1ND) および Alix の Bro1 ドメインとそ

れぞれ結合する。当研究室ではこれまでに, 

Y3:STAT1ND複合体およびY3:Bro1ドメイン複

合体の立体構造を, X 線結晶構造解析により

明らかにした。その成果として, STAT1 結合

型と Alix 結合型では, Y3 の構造に大きな違

いはないことが判明した。また, Y3 は, 分子

表面上の異なる領域を用いて STAT1 および

Alix と結合していた。 

 
２．研究の目的 

SeVおよびhPIV1では, Cタンパク質を欠

失させると, 病原性が著しく減弱する 

(Gotoh et al., FEBS Lett. 459: 205-10, 

1999; Bartlett et al., Vaccine 24: 2674-84, 

2006)。また, C タンパク質は, 開始コドンの

位置が異なる C’, C, Y1 および Y2の 4種類

のタンパク質の総称であり, P mRNA と V mRNA

を用いてPとは異なるフレームから合成され

る (図１)。このため, C タンパク質のみに導

入できる変異は限定されることから, C タン

パク質を標的とした薬剤は, 感染症に著効

を示すとともに, 耐性化ウイルスの出現を

回避すると期待される。さらに Cタンパク質

などのアクセサリータンパク質の機能を特

異的に阻害する化合物は, これまで知られ

ていない。アクセサリータンパク質を標的と

した阻害剤を開発することができれば, 抗

ウイルス剤としてよく用いられるプロテア

ーゼ阻害剤や転写酵素阻害剤と組み合わせ

ることで, 耐性化ウイルスが生じにくい新

規多剤併用療法を開発することができる。 

C タンパク質は標的因子と結合すること

で機能を発揮する。このため, C タンパク質

と標的因子間の相互作用を妨害する化合物

は, 抗 SeV 剤や抗 hPIV1 剤になりえると考え

られる。本研究では, SeV C タンパク質を用

いて, 標的因子 (STAT1および Alix) との結

合を阻害する化合物の開発を目的とした。 

 

 

 

 

 

 

 
 

 図 1. SeV のゲノム構造と Cタンパク質 



３．研究の方法 

(1) 一次スクリーニング方法の開発 

C タンパク質と標的因子との結合を阻害

する化合物のスクリーニングでは, 蛍光共

鳴エネルギー移動 (Fluorescence Resonance 

Energy Transfer, FRET) を利用した (図２)。

この手法では, Y3 および STAT1ND/Bro1 ドメ

インのペプチド末端に, 黄色蛍光タンパク

質 (Enhanced Yellow Fluorescent Protein, 

EYFP) お よ び 青 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 

(Enhanced Cyan Fluorescent Protein, ECFP) 

をそれぞれ付加させた。Y3 が STAT1ND/Bro1

ドメインに結合すると, それぞれの蛍光タ

ンパク質が接近する。このとき, ECFP の励起

極大波長である 435 nm の光を入射すると, 

蛍光タンパク質間で FRET が発生し, EYFP よ

り発せされる 527 nm の蛍光が増大する。Y3

と STAT1ND/Bro1 ドメイン間の相互作用を妨

害する化合物存在下では, FRETは発生しない。

阻害活性の指標として、480nm の蛍光強度を

530nm の蛍光強度で割った値を用いた。 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) X 線結晶構造解析 

スクリーニングより見出したCタンパク

質と Alix 間の結合を阻害する化合物は, 

Y3:STAT1ND 複合体を用いて, ソーキングか

共結晶化により Y3 との複合体構造の解明を

試みた。X 線回折実験は大型放射光施設

Spring8 のビームラインを利用して, 実施し

た。 

 

４．研究成果 

C タンパク質と STAT1ND との間の結合を

阻害する化合物を探索するために, 蛍光共

鳴エネルギー移動を利用し, 極めて高い精

度をもつアッセイ系を構築した (S/B 比 

2.08 ± 0.01, CV100% 0.19 ± 0.13, CV0% 0.49 

± 0.31, Z’因子 0.97 ± 0.02)【1】。本ア

ッセイより, 東京大学創薬機構より提供さ

れる約 20 万種の低分子化合物を用いて, Y3

と STAT1ND間の結合を阻害するいくつかのフ

ラーレン誘導体を見出した。これらフラーレ

ン誘導体は, 細胞の成長阻害が観測され, 

薬剤になりにくいと考えられた。他方, C タ

ンパク質と Bro1 ドメインとの間の結合を阻

害する化合物に関しては, 数 100種の化合物

を見出した (S/B 比 1.96 ± 0.03, CV100% 1.91 

± 0.34, CV0% 3.35 ± 1.04, Z’因子 0.78 ± 

0.04)。このうち, STAT1ND との結合は阻害せ

ず, Bro1ドメインとの結合を比較的高い活性

で特異的に阻害する約 32 種の化合物を用い

て, X 線結晶構造解析を実施した。その結果, 

Y3：STAT1ND 複合体結晶を用いてアクリドン

構造をもつ化合物をソーキングしX線回折実

験を試みたときに, 空間群は P6522 のまま, 

格子定数が a=b=72.43 Å, c=198.56 Åから

a=b=68.36 Å, c=201.37 Åに変化した。また

クリスタルパッキングに関与する Ca イオン

の電子密度が消失し, Y3:STAT1NDヘテロ二量

体間の相対的位置が大きくずれていた。しか

しながら阻害剤に由来する電子密度は観察

されなかった。本実験で取得した回折データ

のほとんどの最高分解能は 2.7-3.0 Åの範囲

であり, より高分解能で回折データを収集

することが出来れば阻害剤の電子密度を観

察できるかもしれないが, 阻害剤に含まれ

ている DMSO が結晶の品質を低下させている

可能性が考えられる。アガロースを用いた固

相ゲル中で作製した結晶は有機溶媒に耐性

をもつことが知られている。次の研究では, 

固相ゲル中で作製した結晶に高濃度の阻害

剤をソーキングし, X 線回折実験を試みるこ

とで, C タンパク質に結合する可能性のある

図２. 一次スクリーニングの測定原理 



阻害剤を網羅的に調査することを考えてい

る。またアクリドン構造をもつ化合物を中心

として抗ウイルス試験の実施を予定してい

る。 

【 1】 Signal to background (S/B 比 ) = 

Av100%/Av0%; Coefficient of variation (CV) 

100% = SD100% /Av100%; CV0% = SD0% /Av0%; Z’因

子 = 1–(3×SD100% + 3×SD0%)/(Av100%-Av0%); 

Av100%,100%阻害の平均値; SD100%,100%阻害の

標準偏差. 
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