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研究成果の概要（和文）：　本研究はインフルエンザウイルス感染症治療薬のデザイン・開発を目的としたもの
である。申請者はまず、インフルエンザウイルスの8つに分節された一本鎖ゲノムRNA（vRNA）とそれらの対鎖
RNA（cRNA）の立体構造をＸ線結晶解析を使って明らかにした。そして、得られた構造スナップショットをつな
ぎ合わせて動画を作り、vRNAとcRNAの動的構造変化を観察した。さらに、vRNAとcRNA、および立体構造が良く似
たリボソームRNA分子スイッチへのアミノグリコシド薬剤の結合様式を解析した。以上で得られた立体構造情報
を用いて、vRNAとcRNAに結合する候補薬剤のデザインを行った。

研究成果の概要（英文）：　The purpose of this study was to design and develop drugs for the 
treatment of influenza virus infection. We first revealed the three-dimensional structures of eight 
segmented single-stranded influenza virus genomic RNAs (vRNA) and their counter-stranded RNAs (cRNA)
 using X-ray crystallography. The obtained structural snapshots were then connected to create movies
 to observe the dynamic structural changes of vRNA and cRNA. Furthermore, we analyzed the binding 
mode of aminoglycosides to vRNA, cRNA and the ribosomal RNA switch. We designed drug candidates that
 bind to vRNA and cRNA based on the three-dimensional structural information obtained in this study.

研究分野：構造生命科学

キーワード： X線結晶解析　ドラッグデザイン　インフルエンザウイルス　抗ウイルス薬　アミノグリコシド

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　インフルエンザウイルスのゲノムRNA（vRNA）およびその対鎖RNA（cRNA）の立体構造およびその動的構造変化
を高分解能で詳しく観察し、インフルエンザウイルス感染症治療薬のデザインのための立体構造情報を取得する
ことに成功した。この構造情報は近日中にProtein Data Bankで公開され、全世界で利用可能になる。また、本
研究ではRNAの結晶化と構造解析技術に進展が見られた。現在、RNAを標的とした低分子医薬品や核酸医薬品（中
分子医薬品）の開発の機運が高まっており、本研究で確立された実験手法は幅広く活用されると期待できる。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
インフルエンザウイルス感染症は、高熱や激しい頭痛・筋肉痛・関節痛だけでなく、肺炎・急

性脳症・ライ症候群などの深刻な合併症を伴う重篤な疾病である。季節性インフルエンザの国内
感染者数は年間約 1000 万人、死亡者数は約 1 万人と推定されている。今日においてはタミフル
などのノイラミニダーゼ阻害剤がインフルエンザ治療薬として処方されているが、服用による
異常行動や突然死といった重大な副作用に加えて、薬剤耐性ウイルスの出現もすでに報告され
ている。最近ではアビガンという RNA ポリメラーゼ阻害剤も開発されたが、胎児に対する催奇
形性が指摘されており、条件付きの製造販売承認にとどまっている。このような状況において、
新しい発想によるインフルエンザ治療薬の開発は喫緊の課題である。 
 
２．研究の目的 
インフルエンザウイルスは 8 つに分節された一本鎖ゲノム RNA をもっている。これら 8 つの

ゲノム RNA と、複製の過程で作られる 8 つの対鎖 RNA の両末端には、プロモーター領域と呼
ばれる互いに相補的で保存性の高い配列が存在する。通常この領域は安定な二本鎖構造をとっ
ているが、ここに RNA ポリメラーゼが結合すると二本鎖が一本鎖にほどけ、複製・転写が開始
されることが最近明らかになった（図 1：Tomescu et al., 2014 PNAS）。したがって、薬剤によっ
てプロモーター領域の二本鎖から一本鎖への構造変化を妨げれば、ゲノム RNA の複製・転写の
開始を阻害してウイルスの増殖を抑えることができる。しかし、RNA ポリメラーゼが結合した
一本鎖状態のプロモーター領域の立体構造は最近解明されたものの（Pflug et al., 2014 Nature）、
二本鎖状態の構造と、一本鎖への動的構造変化は明らかにされていなかった。 
そこで申請者は、インフルエンザウイルスのゲノム RNA・対鎖 RNA のプロモーター領域の二

本鎖構造、および一本鎖への動的構造変化を観察して、インフルエンザゲノム RNA の複製・転
写の開始機構を解明し、新しいタイプのインフルエンザ治療薬を設計・開発することを本研究の
目的とした。 

 

図 1. ゲノム RNA の複製・転写開始前後でのプロモーター領域の構造変化のモデル 
＊対鎖 RNA（一本鎖）は構造を省略 

 
 
３．研究の方法 

A 型インフルエンザウイルスのゲノム RNA（vRNA）および転写によって合成される対鎖 RNA
（cRNA）のプロモーター領域を、二本鎖の両末端に導入したモデル分子を設計、化学合成した。
このサンプルを精製し、当研究室独自の結晶化スクリーニングキットを用いて結晶化初期条件
を検索し、その結果を基に結晶化条件の最適化を行った。vRNA と cRNA プロモーターそれぞれ
の単体の結晶化と、7 種類のアミノグリコシドとの共結晶化を行った。X 線回折実験は Photon 
Factory（つくば）で行い、分子置換法によって立体構造を決定した。 
 
４．研究成果 
(1) vRNA の動的構造変化の観察 

vRNA の 4 種類の結晶系について構造解析を行った結果、vRNA プロモーターの内部ループ部
分について合計 9 個の構造を明らかにすることができた。内部ループの上下では、共通して相補
的な Watson-Crick 型 G=C、A-U 塩基対と、非相補的な CoA 塩基対によってステムが形成されて
いた。そして、内部ループのコンフォメーションは 3 種類に分類することができた（図 2）。 

vRNA プロモーターの内部ループは、3 種類のコンフォメーションの間で柔軟に構造変化を起
こすことがわかった。具体的には、5’末端から 10 番目（青）と 11 番目（赤）の A が、内部ルー
プの内側に入って 3’末端側プロモーター配列と塩基対を形成したり、外側にバルジアウトした
りする。RNA 合成酵素は、vRNA プロモーター二本鎖構造の柔軟な内部ループを認識して、こ
の位置から鎖をほどき、コークスクリュー型構造へと変化させる可能性がある。 



   

図 2. vRNA プロモーターの内部ループの 3 種類のコンフォメーション 
 
(2) RNA 合成酵素結合による vRNA プロモーターの動的構造変化 
 今回得られた vRNA プロモーター単体の構造と、既に解かれている RNA 合成酵素 PA サブユ
ニット単体の構造（He et al., 2008 Nature）、さらには RNA 合成酵素-PA-PB1-PB2 と vRNA プロモ
ーターの複合体の構造（Pflug et al., 2014 Nature）とを合わせ、プロモーターの動的構造変化を考
察した。 

RNA 合成酵素は三量体であり、そのうち PA サブユニットが vRNA プロモーターの開裂に関
わっているとされている。PA サブユニットは His510 を中心に楔の形を形成し、vRNA に結合す
ると内部ループの 5’末端側 10 番目の U とスタッキングする（図 3 右下）。このことから、PA サ
ブユニットは今回の結晶構造からわかった vRNA プロモーターの柔軟な内部ループ部分を認識
して、His510 を中心に二本鎖を開裂させていると考えられる。または His510 が内部ループの 5’
末端側 10 番目の U の上に挿し込まれ、柔軟な内部ループの位置から二本鎖をほどいていると考
えられる。 
 RNA 合成酵素と RNA プロモーターとの複合体を観察すると（図 3 右）、鋳型となる 3’末端側
プロモーターは、RNA 合成活性をもつ PB1（図 3 右：水色のタンパク質）へと輸送されること
がわかる。一方で 5’末端側プロモーターは PA-arch によって固定されていることがわかる。vRNA
プロモーターが結合していない状態での RNA 合成酵素の PA-arch は、その構造が観察できてい
ないことから、とても柔軟な動きをする部分であると考えられる。ここに vRNA プロモーター
が結合すると、開裂した 5’末端側プロモーターが PA-arch と PB1 の一部に挟み込まれ固定され
ると考えられる。以上のことから、この PA-arch は vRNA プロモーターをコークスクリュー型構
造に安定化して、転写・複製を開始させるはたらきをしていることがわかった。 
 

 

 
図 3. RNA 合成酵素結合による vRNA プロモーターの動的構造変化のモデル（上）と、 

 RNA 合成酵素 PA サブユニットの His510 周辺の拡大図（下） 
（左）RNA 合成酵素 PA サブユニット単体の結晶構造 

（中央）今回明らかにした vRNA プロモーター二本鎖構造 
（右）RNA 合成酵素 PA-PB1-PB2 と vRNA プロモーターの複合体の構造 

 
 
 



(3) cRNA の動的構造変化の観察 
cRNA の 2 種類の結晶形について構造解析を行ったところ、プロモーターの内部ループ部分に

ついて、合計 3 個の構造を明らかにすることができた。内部ループの上下では、共通して相補的
な G=C、A-U 塩基対と、非相補的な GoU 塩基対によってステムが形成されていた。そして、内
部ループのコンフォメーションは 2 種類に分類することができた（図 4）。 

cRNA プロモーターの内部ループは、コンフォメーション 1、2 の間で柔軟に構造変化を起こ
すことがわかった。具体的には、3’末端から 11 番目（青）と 10 番目（赤）の A のどちらかが内
部ループの内側に入って、5’末端側から 10 番目の A（オレンジ）と塩基対を形成したり、外側
にバルジアウトしたりする。RNA 合成酵素は、cRNA プロモーター二本鎖構造の柔軟な内部ル
ープを認識して、この位置から鎖をほどき、コークスクリュー型構造へと変化させる可能性があ
る。 

  

図 4. cRNA プロモーターの内部ループの 2 種類のコンフォメーション 
 
(4) vRNA および cRNA を標的とする新規アミノグリコシドおよび核酸医薬品の設計 
 今回得られた構造情報を利用して、vRNA プロモーターの内部ループを標的とした新規アミノ
グリコシドの設計を行った。まず、アミノグリコシドが結合するリボソーム RNA 分子スイッチ
の内部ループ構造と、今回明らかにした vRNA プロモーターの内部ループ構造を比較したとこ
ろ、後者のほうが結合ポケットの幅が広くなっていることがわかった（図 5）。そこで、前者に
結合するアミノグリコシドの ring I に糖環を 1 つ加えて、後者の広くなった結合ポケットを埋め
ることで vRNA プロモーターの内部ループに強く結合することが期待できる新規アミノグリコ
シドを設計した（図 6）。さらに、vRNA および cRNA を標的とした核酸医薬品の設計にも着手
しており、この医薬品の骨格となる 4 種類の RNA 構造モチーフの構造解析にも成功した。 
 

 
図 5. アミノグリコシド ring I 結合ポケットの比較 

（左）細菌リボソーム RNA 分子スイッチ 
（右）インフルエンザ vRNA プロモーター 

 

 
図 6. 設計した新規アミノグリコシド 

既存のアミノグリコシドの ring I は糖環 1 のみをもつが、これに糖環 2 を付けた 
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