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研究成果の概要（和文）：本研究では、ノロウイルス (NoV) をモデルとした「ウイルス横断的な創薬研究」の
基盤構築を目的とした。NoVのORF1にコードされている、p22, VPg, Proおよび RdRpをコードしたDNAをクローニ
ングした。新型コロナウイルス (SARS-CoV-2) パンデミック下における社会的な必要性、緊急性を考慮し、NoV
とSARS-CoV-2の共通点に着目した創薬研究を実施、国立国際医療研究センターの満屋裕明等が開発した新規化合
物とSARS-CoV-2プロテアーゼの結晶構造解析により相互作用様式を明らかにした (Hattori S. et al. Nat 
Commun. 2021) 。

研究成果の概要（英文）： As novel coronavirus (SARS-CoV-2) showed, viruses acquiring high 
infectivity between humans cause global pandemic and threaten not only the life but also economy, 
social and cultural activity of human. To take measure these pandemics, the research platform, which
 enable to promptly develop the therapeutic agents, is indispensable. This research focused on 
common points among viruses belonging different species. Norovirus (NoV) and SARS-CoV-2 need 3C-like
 protease (3CL-Pro) cording their genomic DNA to replicate in host cells. To develop anti-NoV and 
anti-SARS-CoV-2 agents, we targeted 3CL-Pro and make crystals, which were constructed with complex 
of novel compound and 3CL-Pro of SARS-CoV-2 (Mpro). The results of 3D structural analysis showed 
interaction way between the compound and Mpro. Additionally, the plasmid coding NoV 3CL-Pro was 
constructed for protein expression and crystallization. These results would contribute to develop 
anti-SARS-CoV-2 and anti-NoV agents.

研究分野：創薬研究

キーワード： ウイルス横断的研究　薬剤開発　プロテアーゼ　ノロウイルス　新型コロナウイルス

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ヒト-ヒト間で高い感染性を獲得したウイルスの台頭は、世界的パンデミックを引き起こし、人類の生命だけで
なく、経済、社会、文化にまで影響を及ぼすパンデミックとなる。ウイルス間の共通項や差異に着目した「ウイ
ルス横断的な創薬研究」の基盤構築は、現在進行形で起こっているパンデミックや、将来起こり得る新興再興感
染症のアウトブレイクの予防や早期鎮圧に必要不可欠な治療薬を迅速に開発するための研究基盤構築に資する。
本研究で行った結晶構造解析の成果は、レムデシビル以上の抗ウイルス活性を持つ新規SARS-CoV-2治療薬だけで
なく抗NoV薬の開発を加速する重要な成果である。

※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 

ウイルスの中には種類や生活環は全く異なる
が、同じような機能又は構造を発揮するタンパ
ク質を有するものが多く存在する事に着目して
「ウイルス横断的な創薬研究」を行う事を目指
している。例えば、B 型肝炎ウイルスは二本鎖
DNAを自身のゲノム情報として有するDNAウ
イルスであり、HIV-1 は RNA をゲノム情報と
して有するレンチウイルスに分類されるが、こ
れら二つのウイルスは共通点として RNA を
DNA に変換する酵素 (reverse transcriptase; 

RT) を有している。抗 HBV 剤の RT 阻害剤で
あるエンテカビル (entecavir; ETV) は抗 HIV-

1 効果を発揮せず、抗 HIV-1 剤の RT 阻害剤で
ある EFdA は抗 HBV 効果を発揮しない。一方
で、テノホビル (tenofovir; TFV) は HIV-1 や
HBV といったウイルスの種を越えた抗ウイル
ス効果を発揮する。近年アフリカ諸国でエボラ
ウイルスがアウトブレイクした際に話題となった抗インフルエンザ薬、ファビピラビル 

(favipiravir) や抗エボラウイルス薬として開発され新型コロナウイルス薬として認可を受けた
レムデシビルもその一つである。このように、ウイルスの種に着目するのではなくウイルスの有
するタンパク質及びその機能、構造に着目して創薬研究を行い、開発した化合物の作用機序を解
析、データを蓄積する事で新たな脅威となるウイルスがアウトブレイクを起こした際により迅
速に治療薬を開発し被害を最小限に止める為の研究基盤が構築できる。 

 

２．研究の目的 

(1) 異なるウイルス間で共通の特徴を利用する事で、「ウイルス横断的な創薬開発」が可能か？ 

(2) どの様な実験系を構築すれば、ノロウイルス (NoV) に対する基礎研究及び創薬開発がより
発展するか？ 

という 2 点を本研究における学術的な問いとし、研究開始当初は、NoV を持続的産生する細胞
株を樹立する事とヒト免疫不全ウイルス (HIV-1) と NoV のプロテアーゼの共通点に着目した
化合物スクリーニング系の構築と、NoV を持続的に産生する細胞株の樹立を目的とした。一方
で、2019 年に発生した新型コロナウイルス (SARS-CoV-2) は、半年の間に世界規模のパンデミ
ックとなり、今なお人類の生命、経済、社会的・文
化的活動を脅かしている。パンデミック下における
社会的な必要性、緊急性を考慮し、新たな研究目的
として、NoV と SARS-CoV-2 の共通点に着目した
創薬研究を新たに追加した。 

 

３．研究の方法 

プラスミドの構築： G-II4 に分類される NoV 

(gene bank code: DQ658413) の遺伝子配列を基
に、NoV の ORF1 にコードされているウイルスタ
ンパク質の内、p22, VPg, Pro および RdRp の 4 種
類をコードした DNA (3027 bp) を pMX ベクター
に導入し配列確認を行った。 

タンパク発現： SARS-CoV-2のメインプロテアー
ゼ (Mpro) と GST タグの融合タンパクをコードし
たプラスミドをタンパク発現用の大腸菌  BL21 

CodonPlus (DE3) RIL に形質転換した。形質転換し
た大腸菌をカナマイシンとクロラムフェニコール
を含む LB 培地 (LBKm+/Cn+) で一晩培養 (37 ℃) 

し、グリセロールストック (グリセロール濃度 15%) 

を作成し-80 ℃に保存した。大量発現前の前培養と
して 20 mLの LBKm+/Cn+に上記で作成したグリセロ
ールストックを加え 37 ℃で一晩培養した。1 L の
LBKm+/Cn+に前培養した菌体を加え、波長 600 nm の

図 1 ウイルス横断的研究の概念図：異なる「科」

に属し、全く異なるように見えるウイルスも視

点を変えて、構造や機能といった視点で見ると

共通点がある。この共通点を創薬研究に活かし

迅速な薬剤開発基盤を構築する。 

表 1 構造解析結果 



吸光度 (OD600) の値が 0.5～0.6 になるまで 37 ℃で培養した。終濃度が 1 mM となるように
IPTG を加え、25 ℃で 6 時間タンパク質を発現させた。発現後の菌体を遠心沈降させ、上清を
除去後に-80℃に保存した。 

タンパク精製： -80 ℃に保存していた菌体を PBS に再懸濁し、ソニケーションにより破砕し
た。破砕後の溶液を 12000 rpm で 30分間遠心沈降させ、上清を回収した。5 mL の Glutathion-

Superflow 樹脂に、破菌後上清を添加し、GST融合 Mproを結合させた (結合時間 1時間、結合
温度 4 ℃)。結合反応後、上清を除去し、PBSで樹脂を洗浄 (5回) した後、40 mLの PBSを樹
脂に加え、100 Unitsのトロンビンを添加し GST タグを切断した (切断時間 16時間、切断温度
25 ℃)。切断反応後の上清を回収し、3倍量の buffer A (10 mM Tris-HCl pH7.5, 1 mM EDTA) 

を添加した。Buffer A 添加後の溶液を Hi-Trap Q に添加し、トロンビンを除去した。トロンビ
ンは Hi-Trap Q に結合し、Mproはフロースルーに得られる。トロンビン除去後のタンパク溶液
をアミコンウルトラ (10 kDa) を用いて buffer 置換 (buffer A へと置換) と濃縮操作を行った。 
タンパク結晶化： 6 mg/mL 程度まで濃縮した Mproに終濃度 300 μM となるように Mproを添
加した。化合物を添加したタンパク溶液を 4℃で 30 分間インキュベートし、12000 rpm で 30

分間遠心沈降させ上清を回収した。市販の結晶化スクリーニングキットを用いて結晶化条件を
探索後、結晶化条件の最適化を行った。0.1M MES pH 5.8, 15% polyethylene glycol (PEG) 6000, 

and 3% DMSO の溶液条件で新規化合物と Mproからなる複合体の結晶が得られた。得られた結
晶をピックアップし、クライオ溶液 (0.1M MES pH 6.0, 35% PEG 400 5% DMSO) 中に保存
し、X 線回折実験を行った (表 1)。 

構造解析： X線回折によって得られたデータを基に、構造解析用ソフトウェア Phaserを用い
て分子置換法 (molecular replacement) により三次元構造を求めた (図 2)。分子置換法を用い
る際に過去に報告された Mproの三次元構造 (PDB code：6LU7) を使用した。 

 

４．研究成果 
 本研究により、NoV の ORF1にコードされているウイルスタンパク質の内、p22, VPg, Pro お
よび RdRp の 4 種類をコードしたプラスミドが得られた。現在、SG promoter 下にルシフェラ
ーゼ (nano-Luc) 及び蛍光性の RNA aptamer (Spinach) 配列を組みこんだベクターの構築を
行っており、nano-Luc コード領域の上流に導入する Spinach 配列をコードした DNAを設計中
である。今後は、これ等の構築した遺伝子をヒト細胞発現用のプロモーター下に導入し、スクリ
ーニング系として実際に機能するかどうかを検討する。また、新規 SARS-CoV-2 阻害剤と Mpro

からなる複合体の三次元構造を解明し、その相互作用様式から新規化合物が Mproの 145 番目の
システインと共有結合を形成すると共に、その主鎖と強力な水素結合を形成することが解った 

(図 2)。本研究で行った結晶構造解析の成果は、本研究で解析に用いた新規化合物以上の活性を
有し、レムデシビル以上の抗ウイルス活性を持つ新規 SARS-CoV-2治療薬だけでなく抗 NoV薬
の開発を加速する重要な成果である。また、現在進行形で起こっている SARS-CoV-2 によるパ
ンデミックの早期鎮圧に資する成果となる。 

 

図 2 新規 SRAR-CoV-2 阻害薬と Mproの構造解析結果： a) Mproは二量体を形成しそれぞれの活性中

心近傍に阻害剤が結合している。b) 結合部位周辺の疎水性アミノ酸の位置を示す。c) 化合物とMpro間

で形成される水素結合を示す。d) 新規化合物は、活性中心近傍の C145 と共有結合を形成していた。e) 

共有結合後に生じた水酸基は C145 の主鎖と強力な水素結合を形成すると共に、水を介して G143 の主

鎖とも水素結合を形成していた。 (Nature Communications, 2021, Jan 28;12(1):668. doi: 

10.1038/s41467-021-20900-6) 
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