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研究成果の概要（和文）：・NS5A蛋白とNS5A阻害薬分子、小胞体核酸、DAA分子のモデリングと分子動力学シミュレー
ションを実施し、NS5Aが安定して小胞体膜上に局在する最適構造を確定した。
・NS5A阻害薬とNS5A二量体の結合構造をシミュレーションし、薬剤耐性変異の近傍に安定結合することを確認した。
・分子動力学シミュレーションで得られた仮説を検証するためにNS5A阻害薬に対する耐性変異を有するHCV replicon増
殖能および薬剤感受性を検証した。

研究成果の概要（英文）：1. We conducted a molecular dynamic simulation of NS5A protein, its dimer and 
NS5A inhibitor (daclatasvir), and designated individual optimal 3D structures.
2. We conducted a molecular dynamic simulations of NS5A dimer and daclatasvir on the ER membrane.
3. We conducted an in-vitro assay by using HCV replicon system and confirmed expected effects of 
resistance-associated substitutions.

研究分野： 内科学

キーワード： ウイルス学　肝炎ウイルス
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１．研究開始当初の背景 
 近年 C 型肝炎ウイルス感染に対し、ウイル
ス蛋白を直接標的とした DAA(Direct Acting 
Antivirals)が開発され、ウイルス駆除率は約
90%まで向上した。しかし薬剤耐性ウイルス
の出現が新たな治療抵抗因子となり、個々の
症例における DAA の効果、耐性ウイルス出
現を精緻に予測することが至急の課題であ
る。臨床試験中の NS5A 阻害薬 Daclatasvir
とプロテアーゼ阻害薬 Asunaprevir の併用
療法では、80-88%でウイルス駆除が得られる
一方、両剤の耐性変異が 1 箇所でもあるとウ
イルス駆除率が 50%以下に低下する(Karino, 
J Hepatol 2013)。しかし NS5A 阻害薬と
NS5A 分子との正確な結合構造および耐性変
異の影響が十分に解析されていないことか
ら、耐性出現を予測することはきわめて困難
である。 
 近年スーパーコンピュータなど計算能の
飛躍的な進歩に伴い、蛋白・核酸など高分子
の挙動と小分子薬剤との結合動態を精緻に
解析する分子動力学シミュレーションが可
能となった。申請者らは同手法を用いて
NS5A 蛋白、小胞体膜、Daclatasvir をモデ
ル化したシミュレーションを施行し,NS5A
が予測された立体構造を保ちつつ安定な二
量体を形成し小胞体膜状に局在することを
確認した。  
 
２．研究の目的 
申請者らは本研究において、高速コンピュー
タを用いた分子動力学シミュレーションに
より(1)NS5A 阻害薬、NS3 プロテアーゼ阻害
薬とそれぞれの標的蛋白との高精度の動的
結合モデルを構築し、(2)薬剤耐性変異が標的
結合性、複合体安定性に与える影響を解析、
さらに(3)得られた結果を、標的蛋白(NS3, 
NS5A)に変異を導入した HCV replicon 細胞
を用いた増殖・薬剤耐性レベルの解析で確認
する。以上の研究で得られた知見より、個々
の DAA 治療症例における治療効果、耐性変
異出現を精緻に予測できる仮想アッセイシ
ステムを構築する。 
 
３．研究の方法 
以下の手法で段階的に研究を遂行する。後述
の研究協力者からも支援を受け、計画を逐次
検討しつつ遂行する。(1) NS5A, NS3 蛋白、
核酸、DAA 分子のモデリングと分子動力学シ
ミュレーションにより、NS5A 蛋白二量体およ
びNS5A蛋白-NS5A阻害薬複合体の分子間相互
作用を予測し、変異導入により、タンパク
-Daclatasvir の affinity 低下を確認する。
(2) HCV replicon 細胞を用い変異 NS5A,NS3
蛋白の増殖、抗ウイルス効果に与える影響を
解析し、シミュレーションで得られた仮説
(モデル)を検証する。平成 27 年度以降には
さらに 候補化合物(3)分子動力学シミュレ
ーションにより同定した耐性変異の in vivo
での機能、薬剤感受性を検証するため、ヒト

肝細胞移植 Alb-uPA/SCID マウスにウイルス
血清を接種し、薬剤投与後経時的に血中
HCV-RNA 量を測定する。 
 
４．研究成果 
(1) HCV-NS5A蛋白は小胞体局在蛋白であり細
胞内では二量体として存在する。NS5A 蛋白と
NS5A 阻害薬分子、小胞体核酸、DAA 分子のモ
デリングと分子動力学シミュレーションを
実施し、NS5A2 量体が安定して小胞体膜上に
局在するための最適構造を確定した。 
 
(2) 未だ正確な結合構造があきらかにされ
ていない NS5A 阻害薬 Daclatasvir と NS5A2
量体の結合構造をシミュレーションしたと
ころ、薬剤耐性変異 L31, Y93 アミノ酸残基
の近傍に結合が安定化することを確認した。 
 
(3) 分子動力学シミュレーションで得られ
た仮説(モデル)を検証するために NS5A 阻害
薬に対する耐性変異を有する HCV replicon
および HCV genotype 1b 培養系を構築し、増
殖能および薬剤感受性を解析し、シミュレー
ションでの結合安定性と薬剤感受性が逆相
関することが確認された。 
 
 本研究の成果により、今後数多く導入さ q
れる DAAプロトコルの症例に応じた適切な選
択と適用決定のためのエビデンスを構築で
きる。また、ウイルス標的蛋白の遺伝情報の
みから、治療効果、薬剤感受性、さらに治療
による薬剤耐性化をin-silicoでウイルス培
養を行うことなく解析、予測する仮想検査シ
ステムを構築することが可能となる。 
 今後は、(1)NS5A 蛋白二量体および NS5A 蛋
白-NS5A 阻害薬複合体の細胞内における動態、
相互の分子間相互作用、およびアミノ酸変異
存在時の変化を予測するため、分子動力学シ
ミュレーションを下記の手順で施行する。 
①変異導入により、タンパク-Daclatasvir 
の affinity 低下を確認する。  
②変異導入により、Daclatasvir が結合して
いたサイトを物理的に埋め、静電的にも結合
に不利な状況になることを確認する。  
③シミュレーションと実験について:シミュ
レーションを行うにあたって必要なインプ
ットに関する実験–soaking, もしくは共結
晶の構造 • NMR による、結合領域の特定な
どを予備的に施行する。さらに(2)分子動力
学シミュレーションにより同定した耐性変
異の in vivo での機能、薬剤感受性を検証す
るため、ヒト肝細胞移植 Alb-uPA/SCID マウ
スにウイルス血清を接種し、薬剤投与後経時
的に血中HCV-RNA量および標的タンパクの変
異出現を解析する。 
 得られた知見より個々のDAA治療症例にお
ける治療効果、耐性変異出現を精緻に予測で
きる仮想アッセイシステムを構築する。本研
究の成果により (1)今後複数登場するDAA併
用プロトコルの適切な選択のためのエビデ



ンス構築、(2)HCV 蛋白-薬物相互作用の仮想
空間での詳細な解析による、ウイルス感染ラ
イフサイクルに関連する新たな薬物標的の
同定、(3)In-silico 仮想アッセイシステム技
術の応用範囲の拡大など、多分野での新たな
研究の創造が期待できる。 
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