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研究成果の概要（和文）：新型インフルエンザウイルス出現の脅威への対策の一つとして、新規

抗インフルエンザ薬開発に向けた研究を行った。インフルエンザウイルスの複製に中心的な役

割を果たしている RNA ポリメラーゼの働きを阻害する薬剤が効果的な抗ウイルス薬になるた

め、そのような薬剤を設計するために、RNA ポリメラーゼの立体構造を解明した。また、本

研究で使用した RNA ポリメラーゼを基に、RNA ポリメラーゼの働きを抑制する抗体の作成に

も成功した。今後、本成果を基にした薬剤開発が期待される。 

研究成果の概要（英文）：As one of the measures to the menace of the new influenza virus 

appearance, I performed structural studies for designing new anti-influenza viral drug. 

Because a compound which can inhibit the function of viral RNA polymerase playing a 

central role in the replication of the influenza virus will be a good candidate, I solved a 

crystal structure of the RNA polymerase.  In addition, using purified RNA polymerase in 

this study, I succeeded in the making of the antibody which suppressed a function of RNA 

polymerase. Drug development based on these results is expected in future. 
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１．研究開始当初の背景 

2009 年に発生した豚由来新型インフルエン
ザによる世界的大流行は、一時的に世界中を
混乱に陥れたものの、その毒性は季節性の亜
型と同じで弱く、死者数は予想されたものよ

りもずいぶん少なかった。しかし、今後鳥イ
ンフルエンザのような強毒型による世界的
大流行が起こりうると懸念されており、その
対策は世界中の国々にとって非常に深刻な
問題である。その対策として、ワクチンと抗
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ウイルス薬の備蓄があげられる。実際に多く
の先進国では、数千億円からなるような多額
の予算を使ってこれらの備蓄が行われてい
る。しかしながら、ワクチンは実際のウイル
スを使って作成されるため、実際に流行した
インフルエンザ亜型への有効性は全く不透
明である。さらに、これまでに開発されてい
る効果的なインフルエンザ薬は、主にウイル
ス表面に存在するノイラミニターゼ（NA）を
ターゲットにしているが、NA は変異しやすい
性質を持ち、既に薬剤耐性ウイルスが確認さ
れている。そのため、異なる部位をターゲッ
トにした新規薬剤開発を行うなど、対策の手
法を多岐に広げておくことが、変異を繰り返
して生き延び、流行する感染症に打ち勝つた
めには重要である。 
 

２．研究の目的 

本研究ではその対策の一つとして、インフル
エンザウイルスの RNA ポリメラーゼ
（vRNAP）をターゲットとした新規抗イン
フルエンザ薬開発を目指した。vRNAP はウ
イルスの複製に中心的な役割を果たしてい
るため、非常に良い薬剤ターゲットである。
また、その変異はウイルスにとって致命的で
あり、実際にインフルエンザ亜型間でほとん
ど変異が確認されておらず、その保存性は非
常に高い。そのため、vRNAP をターゲット
として開発された薬剤は、ヒト型のみならず
豚型や鳥型などすべての亜型に有効となる
可能性が高く、理想的な薬剤ターゲットとし
て近年注目を集めているが、これまでにその
ような薬剤は開発されていない。そこで本研
究では、vRNAP の立体構造を明らかにし、
その構造を基に、vRNAP の機能を阻害する
ような新規薬剤開発を進めていく。 

 

３．研究の方法 

(1) vRNAP は PA、PB1 と PB2 の３つのサ
ブユニットからなる複合体であり、それぞれ
のサブユニットに機能性部位を持つ。そのた
め、vRNAP をターゲットとした薬剤開発を
行うためには、vRNAP 全体の立体構造を基
にした正確な機能解析を行うことが望まし
い。しかしながら、vRNAP 複合体は 250kDa

と比較的大きな蛋白質であり、構造解析を行
うのに十分な量を得るのは非常に困難であ
る。通常、蛋白質を大量に発現・調製するた
めには大腸菌を用いた系を構築するが、この
ような大きな蛋白質を発現する場合には酵
母や昆虫細胞を使用するのが効果的であり、
本研究でも大腸菌による大量発現を試みる
と同時に、これらの系も立ち上げた。 

 

(2)本研究では、vRNAP 全体の構造解析を目
指しつつも、薬剤ターゲットになりうる部位
の部分的な構造解析も試みた。具体的には、

各サブユニッットの機能性ドメイン、サブユ
ニット間結合部位などが挙げられる。実際に
研究代表者は既に、vRNAP の PA-PB1 結合
部 位 の 立 体 構 造 解 析 に 成 功 し て い る
（Obayashi et al. Nature 2008）。そこで
PA-PB1 複合体の際と同様に、これらの部位
の大腸菌大量発現系を構築し、X 線結晶構造
解析による構造解析を行なった。 

 

(3) これまでの本研究により既にその立体構
造が明らかにされているPA-PB1サブユニッ
ト複合体を用いて、新規抗インフルエンザ薬
開発を目指した。vRNAP がその機能を発揮
するためには、３つのサブユニットすべてが
必要であるため、そのサブユニット間結合阻
害剤が新規抗インフルエンザ薬の候補とな
る。そこで PA-PB1 複合体の立体構造を基に
in silico によるサブユニット間結合阻害剤を
探索し、導き出された化合物と複合体の結合
を生化学的に解析した。 
 
(4) これまでの本研究により既にその発現
に成功しているPA-PB1サブユニット複合体
を用いて、PA-PB1 サブユニット複合体に結
合することでウイルス複製を阻害するよう
な抗体作成を目指した。調製した数十種類の
抗体から強くPA-PB1サブユニット複合体に
結合するものを選び、その特性を調べた。 

 
４．研究成果 
(1)３つのサブユニットからなる完全長の
vRNAP の発現を、大腸菌及び酵母を用いて
試みた。大腸菌を用いた場合、PA および PB2

の発現は確認できたが、PB1 の発現量は非常
に少なく、さまざまな条件での発現によって
も改善されなかった。また、発現された PB2

も可溶化されず、PB2 と結合する PB1 との
共発現でも同様の結果であった。一方、PA

は可溶性画分に確認されたものの、その量は
少なく、精製および結晶化を行えるほどの量
を得ることはできなかった。さらに、GST（グ
ルタチオン S トランスフェラーゼ）や TF(ト
リガーファクター)といった、目的蛋白質を可
溶化しやすいタグを融合した系や、一般的な
LacおよびT7プロモーター以外にもT5プロ
モーターを使用した系を作成したが、いずれ
も劇的に改善することができなかった。そこ
で、酵母を用いた発現系を構築し、各々のサ
ブユニットでの発現および複合体としての
共発現を試みた。研究代表者はこれまでに、
本酵母系を用いて 150kDa という比較的大き
なタンパク質の発現に成功している。また、
本系を用いた共発現により、二つもしくは三
つの蛋白質からなる複合体の調製に成功し
ており、本研究でも同様の系を用いた。しか
しながら、酵母を用いた場合でも、大腸菌を
用いた際と同様に、PA サブユニット全長の



 

 

発現・可溶化には成功したが、PB1 及び PB2

全長の発現・可溶化は確認できなかった。さ
らに、昆虫細胞を用いた系を立ち上げ、現在
まで様々な条件でその発現を試みているが、
これまでのところ有用な発現系の構築には
至っていない。 

 

(2)薬剤ターゲットになりうるvRNAPの部分
的な構造解析も試みた。各サブユニッットの
機能性ドメイン、サブユニット間結合部位の
大腸菌発現系を構築した結果、特に、PB2 の
二つのドメイン、Cap 結合ドメインと RNA

結合ドメイン、PB1 の C 末端ドメイン、PA

の N 末端ドメイン、および PB2-PB1 サブユ
ニット完間結合部位の発現系構築に成功し
た。そのうち、PB2-PB1 サブユニット間結
合部位の結晶作成に成功し、その立体構造を
X 線結晶構造解析により明らかにした（図１）。
さらにこの構造を基に、部位特異的にアミノ
酸置換した変異体を調製し、変異体を用いた
生化学的解析を行うことで、サブユニット間
結合に重要な部位の同定に成功した（図２）。 

図１：PB2-PB1 結合部位の立体構造 

 

PB2 が青色で、PB1 が赤色で示されて

いる。 

 

 

vRNAP は 250kDa と非常に大きなタンパク
質複合体であるにもかかわらず、PB2 のわず 

か一残基（Leu7）の変異が、vRNAP 全体の
機能をほぼ失活させるという結果は、新規薬
剤開発に向けて非常に有用な情報である。今
後は、この部位を阻害するような化合物の探
索をその立体構造を基に行っていく。 

 

(3) PA-PB1 サブユニット結合を阻害するこ
とでウイルス複製を抑制するような新規薬
剤候補化合物を見つけるために、複合体の立
体構造を基にして in silico によるサブユニッ
ト間結合阻害剤を探索した。数百万種類の化
合物をコンピューターでスクリーニングし、
サブユニット間結合部位に結合しうる化合
物を四千種類に絞り込んだ。さらに、その中 

図２：部位特異的アミノ酸置換による

vRNAP の活性の変化  

 

PB2 の Leu7 を Asp に置換すると、

mRNA 転写活性がほぼ失活する。 

 

 

からスコアの高いものを数百種類選び、実際 

に PA サブユニットに結合するか、また PA 

図３：化合物による PA-PB1 結合阻害  

 

薬剤候補化合物存在下で、GST を融合し

た PB1 を用いて、PA との共沈降実験を

行った。左が化合物１、右が化合物 2 の

存在下での結果を示している。どちらも

化合物の濃度が濃くなるに従い、PA の

PB1 への結合阻害がかかっていること

が分かる。 

 
 
への PB1 結合を阻害するかどうかを確認し
た。その結果、数種類の結合阻害剤が見つか
った（図３）。これらは新規抗インフルエン 

ザ薬の候補化合物であり、今後実際に
vRNAP 活性阻害、ウイルス複製阻害及び細
胞毒性を調べることで、新規薬剤としての評
価を行っていくとともに、これら化合物構造
を基にした in silico による化合物の再検索お
よび実際の結合阻害実験を繰り返すことで、
薬剤候補化合物の最適化を進めていく。 

 



 

 

(4) 調製したPA-PB1サブユニット複合体を
用いて、vRNAP のモノクローナル抗体を作
成した。得られた数十種類の抗体から強く
PA-PB1 サブユニット複合体に結合するもの、
特にPA-PB1の変性状態でなく立体構造を認
識するものを選び、その特性を調べた。その
結果、ウイルスの感染した細胞内で vRNAP

に結合して核内に運ばれ、ウイルス複製を抑
制する抗体を見つけることに成功した。これ
は、抗体自身が新規薬剤候補となるだけでな
く、PA と抗体の結合を利用した新規薬剤の
スクリーニングなど、多岐にわたる利用が期
待される非常に重要な成果である。今後、そ
の結合部位をターゲットにした新規薬剤開
発を進めていくとともに、抗体と vRNAP と
の結合型の立体構造解析を行い、抗インフル
エンザ薬開発に向けたさらなる情報を引き
出していく。 
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