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研究成果の概要（和文）：RNAウイルスは細胞に感染すると、子孫ウイルスを構成するためのゲノムと蛋白質を複製す
る。その際、複製されたウイルスRNAは細胞内で分解されないように蛋白質と複合体を形成している。
今回、インフルエンザウイルスのゲノムRNAに会合するヌクレオペプチドのRNA結合ドメインの配列を模倣した人工ペプ
チドを合成した。そして、人工ペプチドに金コロイドを修飾して、ウイルスゲノムを検出できるかを評価した。
その結果、インフルエンザウイルスゲノムをラテラルフローストリップ上に捕獲後、金コロイド修飾人工ペプチドを加
えたところ、インフルエンザウイルスをより高感度に検出することができた。

研究成果の概要（英文）：As RNA viruses infect cells, the viral RNA and proteins are replicated within the 
cells to make its progeny viruses. During the infection process, the viral RNA makes a ribonucleoprotein 
complex with viral nucleoprotein to prevents it degradation by RNases in cells.
In this study, we synthesized a series of artificial peptide those were inspired from influenza viral RNA 
binding ribonucleoprotein domain sequence.Their artificial peptides were modified with gold-nanoparticle 
to detect influenza viral RNA.
As a result, we could succeeded to enhance the detection sensitivity of influenza virus RNA genome with 
gold-nanparticle conjugated artificial peptides.

研究分野： ゲノム医科学
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１． 研究開始当初の背景 
 

我々はこれまでに、インフルエンザウイル

スのゲノムに相補塩基配列を持つ核酸分子

（ペプチド核酸:PNA）を合成し、この PNA

を固定した基板上で、同ウイルスゲノムを捕

獲するとともに、同ゲノムに随伴する核蛋白

質(NP)を金コロイド修飾—NP 抗体により標

識することで、目視検出することに成功して

いる。 

このウイルスゲノム検出技術をインフルエ

ンザウイルス以外の幅広いウイルス検出に

適用するには、PNA で各種ウイルスゲノムを

配列選択的に捕獲した後、当該ウイルスゲノ

ムを配列非特異的に標識することが可能な

ペプチド分子を創製し、これに金コロイドを

標識することを提案した。 

 

２．研究の目的 

 本研究では、インフルエンザウイルスのゲ

ノム RNA に随伴する核蛋白質の RNA 結合

部位のペプチド配列が塩基性アミノ酸に富

むことに着目し、同ゲノム RNA に非依存的

に結合するような新規人工ペプチドフラグ

メントを合成する。そして、これを用いて広

範な RNA ウイルスをに診断できる手法を提

供することを目指した。 

 

３． 研究の方法 

インフルエンザウイルスのゲノム RNA に

は、ウイルスが複製する核蛋白質（NP）が

随伴している。その NP の RNA 結合ドメイ

ンの 181 アミノ酸配列には、RNA のリン酸

の酸性（アニオン性）残基に親和的に相互作

用する塩基性（カチオン性）残基が複数存在

する。 

今回は、その NP 蛋白質のペプチド配列を

25 アミノ酸ごとにフラグメント化するとと

もに、全塩基性アミノ酸をリシンに、全酸性

アミノ酸をグルタミン酸に、全中性アミノ酸

をアラニンに、全芳香族アミノ酸をフェニル

アラニンに置換した人工ペプチド分子を

Fmoc-固相合成法により複数合成した。各ペ

プチド末端には予めビオチンを修飾してお

き、アビジンを修飾した金コロイドと反応さ

せることで金コロイド表面に人工ペプチド

を会合させるよう設計した。 

 

次に、インフルエンザウイルスのゲノム配

列に核酸塩基相補的なペプチド核酸(PNA)を

Fmoc-固相合成法により合成した。水晶発振

子（QCM）の金基盤センサー表面上にジチオ

ジプロピオン酸を修飾して、このカルボキシ

ル末端に PNA をアミド結合により固定化し

てウイルスゲノムを捕獲するように設計し

た。 

インフルエンザウイルス（ Influenza 

A/Osaka/180/2008）を事前に発育鶏卵により

増幅し、スクロース濃度勾配超遠心法により

精製した。同ウイルスの感染能をイヌ腎臓培

養(MDCK)細胞の細胞シートを用いたプラー

ク形成能により測定し、ウイルス検出感度を

測定する際の濃度指標にすることとした。 

ウイルス検出試験に際しては、インフルエ

ンザウイルス溶液に界面活性剤を加えた溶

解液を調整し、これを水晶発振子（QCM）上

の PNA に作用させて、その発振子の振動数

減少を測定することで、同ウイルスゲノムと

PNA の相互作用を解析することとした。 

さらに、前記のウイルスゲノム RNA を捕

獲するように設計した PNA をラテラルフロ



ーストリップ上に固定化し、インフルエンザ

ウイルスのゲノム RNA を捕獲後、金コロイ

ドを修飾した抗核蛋白質(NP)抗体を作用さ

せることにより、ウイルスゲノム目視検出の

感度向上を試みた。 

 

４．研究成果 

 インフルエンザウイルス（ A/Puerto 

Rico/8/34(H1N1), A/Panama/2007/1999/ 

(H3N2), A/duck/Vietnam/LMB66/2011 

(H5N2)）のゲノム RNA 結合蛋白質であるヌク

レオペプチド(NP)の配列を比較し、それらの

間で共通して保存されるペプチド配列を参

考に人工ペプチドを合成した。またペプチド

のカルボキシ末端にはビオチンを修飾し、ア

ビジン修飾金コロイドの表面に固定化する

ことを試みた。 

しかしながら、アミノ酸側鎖の保護基を脱

保護する際にビオチンが酸化型に変異する

ことで、アビジンに対する反応性が落ちるこ

とが分かった。そのため、人工ペプチド分子

の末端にはシステインを修飾し、金コロイド

にはチオールを介して反応させて対応した。 

 

次に、新型インフルエンザウイルスの非構

造タンパク質をコードするゲノム配列のう

ち、3’-末端に保存される核酸塩基配列 

5’-TCCTGGAAGAGAAGG-3’に相補的なペプチ

ド核酸(PNA, N-term H2N-CCTTCTCTTCCAGGA- 

CONH C-term)を合成した。この PNA を QCM セ

ンサーグラムの金基板上にジチオジプロピ

オン酸を介して固定化した。 

QCM 上のペプチド核酸に対してウイルスゲ

ノムの溶解液を作用させ、水晶発振子の振動

数変化をモニタした。その結果、同ウイルス

溶液を添加することで、振動数変化が現れた

がことから、インフルエンザウイルスのゲノ

ムとPNAの相互作用があることが確認された。

しかし、同ウイルスゲノムには多数の核蛋白

質が結合している為、ウイルスゲノムを捕獲

したことによる振動数変化を安定化かつ定

量的に評価することが困難であった。 

 

 そこで、PNA の C-末端側に化学修飾し、ラ

テラルフローの検出ライン上に固定化した。

続いて、ウイルス溶解液を作用させ、さらに

ウイルスゲノムに随伴する核蛋白質 NP に反

応する金コロイド修 飾抗 NP 抗体を作用さ

せると、ウイルスゲノムを検出ライン上に捕

獲できることを目視で確認した。 

ここに核蛋白質のRNA結合部位を簡略化し

て、その全塩基性アミノ酸をリシン、全酸性

アミノ酸をグルタミン酸、全中性アミノ酸を

アラニン、全芳香族アミノ酸をフェニルアラ

ニンにした人工ペプチドと金コロイドのコ

ンジュゲートを作用させ、ウイルス検出感度

の向上を期待したが、期待通りには感度向上

が確認されなかった。 

一方、核蛋白質の RNA 結合部位のペプチド

配列を簡略化せず、同じ配列からなる短い人

工ペプチドを別途合成し、これに金コロイド

を修飾したものをウイルスゲノムの検出感

度向上に利用すると、ウイルスゲノムに対す

る検出感度は約２-３倍に向上することが明

らかとなった。 

 

以上のことから、インフルエンザウイルス

の場合は、そのゲノム RNA に随伴する核蛋白

質を簡略化するより、その配列と同じ配列を

含む人工ペプチドを作用させるとウイルス



ゲノムへの親和的相互作用が高くなり、ウイ

ルスゲノムを検出する感度が向上すること

がわかった。 
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