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研究成果の概要（和文）：   Nタンパク質を高度に精製する方法を確立し、ステムループ構造と一本鎖構造を持
つRNA断片とNタンパク質の相互作用を調べた。その結果、Nタンパク質はRNAの二次構造に関係なく強く結合し、
ふたつのRNAフラグメントを引き寄せることが明らかになった。この結果は、Nタンパク質の機能は3万塩基もの
gRNAの二箇所を手繰り寄せて架橋することで、gRNAをコンパクトに保つことであることを示唆する。長鎖RNAの
構造を調べるために、蛍光相関分光法や一分子蛍光分光法を用いる実験手法を確立した。600塩基や800塩基の長
鎖RNA試料が、Nタンパク質との結合でコンパクトに変化することを示した。

研究成果の概要（英文）：Interaction between N and RNA fragments with stem-loop and single-stranded 
structures was investigated. A method for the purification of the N protein was established. The 
single-molecule FRET spectroscopy and fluorescence correlation spectroscopy showed that N bind with 
RNA samples strongly irrespective of their secondary structures, and that N attracts two RNA 
fragments. The results suggest that the function of N is to bind and to attract two parts of the 
long gRNA and help its compaction. Experimental methods such as fluorescence correlation 
spectroscopy and single molecule fluorescence spectroscopy have been used to investigate the 
structure of long RNAs.

研究分野：生物物理

キーワード： SARS-Cov2　Nタンパク質　gRNA　一分子蛍光分光法　蛍光相関分光法
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究を実施することで、コロナウイルスの複製に必須の働きをもつNタンパク質の機能をより正確に理解する
ことが可能となった。さらには、gRNAとNタンパク質が結合することで、gRNAがフォールディングを起こしてRNP
を形成するgRNAのフォールディング仮説を提案した。この仮説を今後証明できれば、ウイルスの成熟過程を阻害
するための効果的な方法を提案できる可能性がある。

※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 

新型コロナウイルス（SARS-CoV2）の Nタンパク質は、SARS-CoV2の構造タンパク質の一つ

であり、ウイルス複製において重要な役割を果たす。Nは変異率が小さく、創薬の重要なターゲ

ットである。また、糖鎖修飾が起きないために免疫反応を起こしやすく、Nの抗体は SARS-CoV2

感染のマーカーとしても重要である。N は N 末端ドメイン、C 末端ドメインの二つの構造ドメ

インとそれらを繋ぐ天然変性領域から構成される。Nは、ウイルス内においてウイルスの遺伝情

報を担う gRNA と RNA-タンパク質複合体（RNP）を形成する。N は RNPを作ることで 3万塩

基もの長さを持つ gRNA をウイルス内に閉じ込めるとともに、宿主細胞内にて gRNA を保護す

る。しかし、Nの詳しい機能や RNAとの複合体構造はほぼ未解明であった。 

N と gRNA は対照的な特徴を持つ二つの集合状態を形成することが知られていた。第一は、

上述した RNP である。RNPの構造として、二量体化した C末端ドメインがロッド状に集積し、

その周囲に gRNAが巻きつくモデルや、二量体化した Nが円形に集合し gRNAが巻きつくこと

で、15nm径の粒子構造を作るモデルも提案されている。第二は、柔らかく液体の性質を持つ液

滴状態である。Nを短い RNAと混合すると、流動性と融合性を持つ液滴が形成される。以上の

ように、Nの構造や RNAとの構造形成について、さまざまな観察がなされる状況にあった。 

 

２．研究の目的 

（１）Nの高純度精製法の確立 Nについて矛盾するデータが報告されているが、これは、試料

の RNA 除去が不完全だったことに起因した可能性がある。大腸菌に発現させた N について、

RNAの徹底的な分解と Nを変性させて精製する方法を確立し、試料純度を向上させる。 

（２）RNAとの結合による Nタンパク質の構造変化の解明 Nに二つのシステインを導入した

変異体を用いて作成し、変異体にドナー色素とアクセプター色素を導入した試料を作成する。こ

れにより、RNAの結合に伴う Nの構造変化の解明を目指した。 

（３）長鎖 RNAを光学基板に固定する実験の確立 長鎖 RNAを光学基板に固定化し、イメー

ジングにより構造変化を観察する実験を確立する。 

（４）異なる二次構造を持つ短い RNA 断片と N の相互作用の解明 ステムループ構造と一本

鎖構造を持つ RNAを用いて、これらの RNA断片と Nタンパク質を混合することで、どのよう

な構造変化が起きるかを解明する。 

（５）長鎖 RNA断片と Nの混合による RNP形成機構の解明 in vitro転写方法により gRNAの

なかの 800塩基部分に対応する長鎖 RNAを合成し、長鎖 RNAに Nタンパク質が結合しコンパ

クトになる過程を解明する。 

 

３．研究の方法 

 Nタンパク質とその変異体は、大腸菌を使うことで発現させ、精製を行った。 

短い RNA断片の構造変化を観察するために、RNA断片の 5'末端と 3'末端にドナーとなる蛍光

色素とアクセプターとなる蛍光色素をラベル化し、一分子蛍光分光法を用いてドナーとアクセ

プター間の距離を測定した。測定にはドナー色素とアクセプター色素を交互に励起する ALEX

測定装置を用いた。これにより、Nタンパク質の結合による RNAの構造変化を観測できる。 

In vitro転写方法を用いて、数百塩基から 1000塩基程度の長鎖 RNAの合成方法を確立した。

さらに、長鎖 RNAの片末端を蛍光色素でラベル化した試料を用意し、蛍光相関分光法を用いて

長鎖 RNA のコンパクト化を観測した。また、長鎖 RNA の両末端をドナー色素とアクセプター

色素でラベル化を行うことで、一分子蛍光測定法による色素間の距離観測を行い、長鎖 RNAに

おける構造形成を観測する実験を行った。 

 



４．研究成果 

（１）大腸菌を用いた Nタンパク質の発現系と精製方法の構築  

大腸菌に最適化した配列をプラスミドに組み込み、さらに大腸菌に導入することで、Nタンパ

ク質の発現系を作成した。Nタンパク質は核酸不純物により簡単に凝集する。また、凝集体が混

入した試料を用いると分光データの再現性が悪くなる。精製の過程で、大腸菌から回収した粗精

製試料を核酸分解酵素で徹底的に洗浄し、さらに、8Mの尿素を含んだ溶液中に試料を溶解させ、

変性状態においてニッケルカラムに結合させる精製方法を確立した。この手法を用いて精製し

た資料は、10mM程度の高濃度であっても、単独では凝集せず、CDスペクトルや動的光散乱デ

ータを容易に観測することが可能となった。さらには、40塩基長のポリアデニル酸と Nの混合

物の CD観察も可能だった。これらの結果は、Nと短い RNAとの混合により液滴が形成される

との従来の観察の一部は、N に含まれた不純物により引き起こされた可能性があることを示唆

する。また、一分子蛍光観察実験においても、本方法で精製した試料を用いることで、初めて再

現性のよい結果を得ることが可能になった。 

 

（２）RNAとの結合による Nタンパク質の構造変化の解明  

N タンパク質の構造変化を調べることを目的に、N タンパク質への蛍光色素のラベル化を試

みた。Nタンパク質の N末端と C末端ドメインの直後にそれぞれシステインを導入した二つの

変異体を大腸菌で発現させ、徹底的な不純物の除去により、ラベル化を可能とした。ドナー色素

とアクセプター色素をそれぞれラベル化した試料を混合し、N タンパク質の二量体を形成させ

た状態ではエネルギー移動を確認した。しかし、希釈した試料を用いた一分子レベルのエネルギ

ー移動信号は得られなかった。そのため、Nの配列の二箇所にシステインを導入した変異体を作

成し、モノマーに二重色素ラベル化を行うことを試みたが、十分に純度の高い試料を得ることが

できなかった。以上の経緯から、Nタンパク質の蛍光色素のラベル化を断念した。しかし、この

間の経験は、上記に説明した高純度の Nタンパク質精製方法の確立に寄与した。 

 

（３）長鎖 RNAの片末端を光学基板に固定しイメージングする実験方法の確立  

長鎖 RNAとNとの結合によるヌクレオカプシッド形成を観察することを目的に、長鎖の RNA

を光学基板に固定化することを試みた。平均塩基数が 2000 塩基のポリアデニル酸である rA2000

を用いた実験を繰り返したが、光学基板に RNA試料を再現性よく固定化することはできなかっ

た。検討の結果、固定化に必要な長鎖 RNA末端のビオチン化が難しいことが判明した。このた

め、長鎖 RNAと Nタンパク質の挙動をイメージングにより観察する実験を断念した。 

 

（４）異なる二次構造を持つ短い RNA断片と Nの相互作用の解明  

gRNA の 5’末端部位に存在するステムループ構造（SL4）や、一本鎖構造を持つ 40 塩基のポ

リアデニル酸（rA40）などの短鎖 RNA 試料を用意し、N タンパク質との相互作用を解析した。

はじめに、RNA 配列の両末端をドナー蛍光色素とアクセプター蛍光色素で修飾した試料を作成

し、二つの色素間の励起状態移動効率（E）を一分子蛍光分光法により調べた（図 1A）。Nタン

パク質濃度を変化させて RNA の構造変化を追跡したところ、SL4 でも rA40でも 10〜100nM と

いう低濃度の Nタンパク質と結合し、不均一な構造を形成した。Nの結合は SL4のステムルー

プ構造を壊すことはなかったが、rA40では鎖の収縮が観察された。一分子蛍光測定におけるバー

ストの滞在時間や、蛍光相関分光法を用いた試料の拡散時間などの測定を行い、二量体の N タ

ンパク質に対して、何分子の RNAが結合するのかを精密に検討した。その結果、二量体の Nタ

ンパク質にまず一分子の RNA が結合し、さらに、二分子の RNA が結合した成分が現れること

が、SL4と rA40の両方について確認された。さらに高次の会合体の形成も示唆された。以上の

観察の一般性を確認するために、rA30や rA20など長さの異なる一本鎖 RNA試料や、gRNAの別

のステムループ構造である PS-SL1 や PS-SL2 などを用いた一分子蛍光測定と蛍光相関分光測定

を行った。rA30や rA20では rA40とほぼ一致する結果が、また、PS-SL1や PS-SL2では SL4とほ



ぼ同じ結果が得られた。そのため、複数の RNA が N タンパク質と相互作用するという観察は、

一般的なものであり、N タンパク質と gRNA による構造体の形成機構を理解する上で重要であ

る。 

 

（５）長鎖 RNA断片と Nの混合による RNP形成機構の解明 

500ベースを超える長鎖 RNAを in vitro転写法により作成し、作成した試料の片末端、あるい

は、両末端を蛍光色素にてラベル化する方法を開発した。この試料を用いることで、長鎖 RNA

の蛍光相関分光法や一分子蛍光分光法による解析を可能とした。 

gRNA の最初の 600 塩基（gRNA600）と 800 塩基

（gRNA800）について、5'末端のみを蛍光色素でラベル

化した試料を用いて、蛍光相関分光観察を行い、流体

力学的半径（RH）を計測した（図 1B）。Nを入れない

状態の RNA 試料の RHは、両試料とも 7〜10nm程度

である。Nを滴下すると RHは一旦大きくなったが、

N濃度が 10Mの条件で再びコンパクトになった。収

縮状態の RH（7〜8nm）は、gRNA が形成する球状構

造（直径 15nm）とほぼ一致した。 

長鎖 RNAの 5'末端と 3'末端を蛍光色素でラベル化

した。gRNA600と gRNA800について、ラベル化色素

間の励起エネルギー移動が起きるかどうかを調べた

（図 1C）。N タンパク質濃度が 100nM までの範囲で

は、エネルギー移動は観察されなかった。これはラベ

ル化部位の距離が 100Å以上であることを示すもので

ある。 

以上のように、長鎖 RNAの構造形成過程を観察す

るための強力な実験手法を確立できた。 

 

（６）gRNAのフォールディング仮説の提唱 

gRNA は N タンパク質と結合することで自らの塩

基配列で定められる顆粒状の構造にコンパクトに折

りたたまれるとする「gRNA のフォールディング仮

説」を提唱した。この仮説はオリジナルなものであり、

今後の研究の方向性を定めるものである。このように

大変独自性の高い成果が得られた。 

 

（７）研究成果のまとめ 

 本研究において、Nタンパク質を高度に精製するた

めの方法を確立した。本研究で確立した純度の高い野

生型の Nタンパク質は、短鎖 RNA をマイクロモル濃度

で混合しても液滴を形成することはなく、Nタンパク

質が容易に液滴を形成するとする従来の報告が、不純

物に起因する可能性を示唆した。さらには、gRNA の

RNP 形成が、液滴状態を中間体として起きるとする可

能性も低いことが示された。 

 基礎的な二次構造を持つ RNA 断片と N タンパク質

の相互作用がどのように起きるのかを詳細に調べた。

その結果、Nタンパク質は RNA の二次構造に関係なく
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図 1 A:SL4 の両末端に蛍光色素ラベルした。

N タンパク質 0nM では FRET 効率が高かった

が、100nM では不均一な構造を示した。B: 

gRNA の最初の 600 塩基（gRNA600）と 800 塩

基（gRNA800）についてRHを観測した。10mMに

てコンパクトな構造に転移した。C:gRNA800 の

両末端を蛍光色素ラベルした。0nM と 100nM

では両末端の接触は生じなかった。  



ほぼ非特異的に結合し、ふたつの RNA フラグメントを引き寄せる可能性があることが示された。

この結果は、Nタンパク質の機能は3万塩基ものgRNAの二箇所を手繰り寄せて架橋することで、

gRNA をコンパクトに保つことであることを示唆する。この結果から、gRNA と N タンパク質が結

合することで、gRNA がフォールディングを起こして RNP を形成する gRNA のフォールディング仮

説を提案した。 

 gRNA のフォールディング仮説を証明するために、長鎖 RNA の構造を調べるための数々の実験

方法を試したが、最終的に長鎖 RNA を合成し、構造形成過程を蛍光相関分光法や一分子蛍光分光

法を用いて調べる手法を確立した。今後、この実験をさらに展開することで、gRNA のフォール

ディング仮説の証明が可能になると思われる。 
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