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総 括 

 

1. はじめに 

インフルエンザウイルスには、抗原性の大きな違いからウイルス粒子の外被表面のタン

パク質である HA(ヘマグルチニン)16種類と NA(ノイラミニダーゼ)9種類の組み合わせによ

り、144 通りの亜型が存在し得る。20 世紀に入り人類は３回の新型インフルエンザの登場

を経験した。1918 年に出現したスペイン型インフルエンザ（H1N1）は、世界中で 2,000〜

4,000 万人の死者を出した。このウイルスは様々な変異を引き起こしつつ、流行が 39 年間

続き、1957 年からは新型アジア型（H2N2）と香港型（H3N2）へ姿を変えた。新型インフル

エンザが出現すれば、人類は過去にこの新型ウイルスの感染を受けたことがないため当然

体内に中和抗体は存在せず、また対応するワクチンの開発にも時間がかかるため、新型ウ

イルスの感染者が一時的に増加し、世界規模での大流行（パンデミック）となることは容

易に予想される。 

新型インフルエンザを始め、鳥インフルエンザ H5N1 は世界的な大流行が懸念され、日本

を含め、世界的な規模による具体的な対策が必要とされている。我が国も新型インフルエ

ンザウイルスの対策を昨年度から本格的に打ち出しており、 新型インフルエンザに変異す

る可能性が高い鳥インフルエンザ（H5N1）をもとにすでに製剤化されているプレ・パンデ

ミックワクチンや、抗ウイルス剤であるタミフルやリレンザなどの備蓄をしている。厚労

省の報告によると日本でパンデミックが起きた場合、感染者 3200 万人、死者最大 64 万人

と予想されている。しかし、インフルエンザは非常に変異を起こしやすいため、次のパン

デミックを引き起こす亜型を予測するのは困難であり、その際に現在備蓄しているワクチ

ンや薬剤が有効であるかは不透明である。このような観点から、変異をほとんど起こさな

いインフルエンザウイルスの RNA ポリメラーゼが全世界の製薬会社をはじめ各研究機関か

ら重要な創薬ターゲットとして注目されている。 

 

2. 基本構想 

インフルエンザ RNA ポリメラーゼは、ウイルスの複製(増殖)に中心的な役割を担ってい

る事から、創薬のターゲットとして注目されている。また、新型インフルエンザ H1N1 と鳥

インフルエンザ（H5N1、H7N9）などのそれぞれインフルエンザウイルスの RNA ポリメラー

ゼのアミノ酸配列は 96%以上が同じであり、他のインフルエンザウイルスのタンパク質より、

変異が非常に起こりにくいことが知られている。このような観点から、RNAポリメラーゼを

ターゲットとした阻害剤が開発されると普遍的にインフルエンザウイルスの増殖を抑える

事が出来る。 
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図. インフルエンザウイルス RNAポリメラーゼ PA-PB1の構造に基着くイン・シリコ手法 

コンピュータ上で化合物をドッキングさせ、化合物の探索を行う。 

 

3. 研究成果 

本プロジェクトでは、創薬の基盤になる RNAポリメラーゼの PA-PB1と PB1-PB2サブユニ

ット複合体の構造解明に世界で初めて成功しており、その構造情報に基づき、イン・シリ

コ手法により、新規抗インフルエンザ剤の開発を行った。また、各インフルエンザウイル

ス亜型における RNAポリメラーゼのタンパク質は、96%以上アミノ酸が保存されている事か

ら、宿主細胞内でインフルエンザウイルスの増殖を阻害できる RNA ポリメラーゼを標的と

したモノクローナル抗体を開発し、RNAポリメラーゼタンパク質と抗体の立体構造解明を行

った。このような抗インフルエンザ阻害剤や、ウイルス増殖を阻害する抗体は、インフル

エンザウイルスの変異に強く、既存の抗インフルエンザウイルス剤やワクチンでは対応で

きないどんな新型インフルエンザにも対応できる画期的なものになることが期待される。 

 

(1) 化合物の探索 

インフルエンザ RNA ポリメラーゼが持つ 3 つのサブユニット(PA, PB1, PB2)のうち、ど

れか１つのサブユニットでも欠けるとウイルスの増殖機構が失われる。この事から、PA-PB1

サブユニット複合体の構造から探索される、PA と PB1 サブユニットの結合を阻害する化合

物は、抗ウイルス剤の創薬につながると考えられる。PA-PB1 サブユニット複合体の構造を

基にイン・シリコ手法により 200 万個の化合物の中から、有効な化合物数個を発見する事

に成功した。現在までに有効性化合物の in-vitroでの探索方法は確立しており、さらに有

近年、世界中に広がりを見せている鳥インフルエンザ（H5N1,H7N9）は深刻である。特に、

東南アジアやエジプトでは鳥における H5N1ウイルスの流行は毎年起きており、偶発的にヒ

トへ感染した数も数百人を超え毎年増加している。昨年では中国で発生した H7N9 によるヒ

トへの感染報告が続いており、確認された感染者が 664 人を超えた。国内でも、野鳥から

鶏への感染事例は年々増え続けており、経済的損失や健康面での不安など社会へ深刻な影

響を与えている。ただ、宿主となる生物種が亜型により異なるため、鳥型ウイルスはヒト

にも感染できる型へ大きく変異しておらず、今のところ大流行を起こす状態には至ってい

ない。しかし、ヒト型に変異する危険性は確実に存在しており、すでに、免疫システムが

人と似ているフェレットの感染実験で、HA に３カ所の変異を入れた結果、次々とフェレッ

ト同士で感染が確認された（Nature, 2012）。この研究は、鳥インフルエンザ H5N1ウイル

スが人に容易に感染するようになり、世界的パンデミックを起こす可能性があると報告し

ている。また、この研究結果は世界保健機関（WHO）とアメリカ政府の要請で、生物テロに

悪用されるとの懸念から、科学雑誌社（Nature, 2012）に対して公表を差し止めるなど異

例の対応が求められた。現在でも持続的に感染の広がりを見せている中国では、鳥インフ

ルエンザ H7N9 のヒトへの感染報告が続いており、確認された感染者が数百人を超え、WHO

による警戒が続いている。今後、別の亜型の新型インフルエンザウイルスが出現する可能

性はあるが、どのように変異を繰り返してどのような亜型が出現するのかを予測すること

は不可能に近い。 

インフルエンザウイルスゲノム（vRNA）は８本に分節化された一本鎖 RNA であり、その

極性は mRNA（プラス鎖）と逆の極性（マイナス鎖）RNAである。このマイナス鎖ゲノム RNA

を鋳型にして、プラス鎖 cRNA（complementary RNA）が合成される。子孫 vRNAは cRNAを鋳

型とした複製により増幅される。これらの反応は、ウイルスにコードされている RNA 依存

性 RNAポリメラーゼとヌクレオキャプシドタンパク質（NP）の結合した vRNP複合体（viral 

ribonucleoprotein complex）によって行われている。 

本研究プロジェクトでは、インフルエンザ RNA ポリメラーゼが持つ 3 つのサブユニット

(PA, PB1, PB2)のうち、どれか１つのサブユニットでも欠けるとウイルスの増殖機構が失

われる事に注目し、PA-PB1 と PB1-PB2 サブユニット複合体の構造解析に世界で初めて成功

した（Nature, 2008; EMBO J, 2009）。その知見を基に本研究では、これらの RNA ポリメ

ラーゼの構造情報に基付きイン・シリコ（in-silico）手法による抗ウイルス剤の開発を目

指す。 
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ポリメラーゼの構造に基づき、イン・シリコ手法による創薬を目指す研究である。世界中

の製薬会社や研究機関において、普遍的にインフルエンザウイルスの増殖を抑えることが

できる化合物や、ワクチンなどの開発が行われており、世界的な競争になっている。本プ

ロジェクトのリーダーによる RNA ポリメラーゼの構造解明の国内外での反響は大きく、各

種メディアにも取り上げられ、社会的に大きな期待が集まっており、社会的に貢献できる

成果である事を示している。本研究により新たな抗ウイルス薬が開発されれば、それは国

内だけではなく全世界の医療への貢献が期待され、経済的な効果は計り知れない。その反

面、厳しい競争になると予想される。そこで、より品質の高い研究データを得るために、

独立行政法人宇宙航空研究開発機構（ＪＡＸＡ）のＪＥＭ利用高品質タンパク質結晶生成

実験（第２期第１回実験、第２期第２回実験に参加し、国際宇宙ステーション「きぼう」

日本実験棟の実験装置を使用したタンパク質結晶生成実験を行った。地上で作製するタン

パク質の結晶と、宇宙環境で作製するタンパク質の結晶を比較し研究・実験を行うことに

より、今後の抗ウイルス剤の創薬研究の発展に大いに期待が持てる。 

 

  

効性化合物の開発を行った。上に示した図は、PA サブユニットの構造に 200 万個の化合物

を結合させ、もっとも安定に結合する化合物の探索を行った手法を示している（イン・シ

リコ手法）。最終的に 200万個の化合物から、化合物の分子量 300-500の範囲で、4261 個の

化合物を得る事ができた。イン・シリコ手法により探索された 4 千個あまりの化合物の中

から、200個程度の化合物で in-vitroによるより詳細な探索を行った。PAタンパク質と化

合物との結合実験方法は、すでに確立している。その方法によりさらに、3個の有効性化合

物を見つける事ができた。また、ヒトの細胞による in-vivo 系によりウイルスの増殖を阻

害する事も確認した。この方法に基づき、多くの化合物との結合を調べるスクリーニング

を迅速に行うことが可能にした。また、化合物が PAタンパク質と PB1タンパク質の結合を

選択的に阻害する事を確認するための、ITC測定や GSTを用いた共沈殿法による技術も確立

した。今後、化合物の最適化を行い、さらに有効性化合物の開発を目指す。 

 

(2) RNA ポリメラーゼによるモノクローナル抗体作製  

これまでタンパク質の精製すら困難であった RNA ポリメラーゼを標的としたモノクロー

ナル抗体を作製し、宿主細胞内でインフルエンザウイルスの増殖を阻害する抗体開発を行

った。さらに、抗体を応用したヒト宿主細胞内でのウイルス増殖メカニズムの解明、抗体

とのタンパク質複合体の構造解明を行った。このようなアプローチは、新たな抗ウイルス

剤の開発手法であり、今までの抗インフルエンザウイルスの阻害剤開発と全く異なる試み

である。 

PA-PB1 タンパク質（A/H1N1 由来）を抗原としたマウスモノクローナル抗体を作製した。

さらに精製抗体を蛍光ラベル化し宿主細胞へ簡便に導入する方法やウイルスの増殖を簡便

に確認する技術を開発しながら、阻害抗体の樹立に成功した。宿主細胞である MDCK細胞に

インフルエンザウイルス（A/H3N2）を感染させ、８時間後、ウイルスの増殖を観察すると、

抗体が導入された細胞では、ウイルスの増殖は観察されなかった。一方、抗体が導入され

ていない細胞やコントロール抗体導入細胞では、ウイルスが増殖していることが確認され

た。また、抗体は、強毒性である H5N1 の PA-PB1 タンパク質とも強く結合することを確認

しており、汎用性の高い阻害抗体であることが示唆された。また、PB2の RNA結合部位から

作製した２個の抗体において、抗原タンパク質（PB2）との結合が認められた。その中から、

PB2 3-1.6 抗体は分子生物学的研究ツールでの診断試薬に使用可能なものとして特許出願

(特願 2014-068824)をしており、民間会社へのライセンス契約に成功した。 

 

4. 今後の展望 

本プロジェクト研究は、新型インフルエンザウイルス用薬剤開発の構造基盤である RNA
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抗体を用いた抗インフルエンザウイルス薬の開発 

 
杉山佳奈子・浦野健 

 
1. はじめに 

インフルエンザはインフルエンザウイル

スが感染することによって発症する人畜共

通感染症である。ウイルスが感染すると、

発熱、咳、関節の痛みなどの症状が現れ、

たいていの場合は 3 日～1 週間程度で完治

する。通常の季節性インフルエンザであれ

ば、感染範囲も想定の範囲内でおさまって

おり、多くの死者を出すこともなく数ヶ月

程度で感染は終息する。時折、非常に感染

力や病原性の強いウイルスが出現し、世界

的な大流行(パンデミック)を起こすことが

ある。近年、高病原性の鳥インフルエンザ

ウイルスの人への感染や、これまで用いら

れてきた薬剤に対して耐性を持つウイルス

の存在が確認されており、多数の死者を出

すようなパンデミックを引き起こすウイル

スの登場が危惧されている。[1][2] 起こり

うるパンデミックに対応するため、これま

でに用いられてきた薬剤とは作用機序の異

なる新規の薬剤の開発が求められており、

本研究室では、そのターゲットとしてイン

フルエンザウイルスの RNA ポリメラーゼ

に注目した。 
インフルエンザウイルスは遺伝子として

1 本鎖 RNA を持つウイルスであるため、非

常に変異を起こしやすい。実際に、現在の

薬剤のターゲットとなっている表面タンパ

ク質では、A 型インフルエンザウイルスの

亜種の中でもその相同性は 30%程度である。

一方で、RNA ポリメラーゼの相同性は亜種

間でも 90%以上に保たれている。これは、

RNA ポリメラーゼがウイルス遺伝子の複

製と転写を行う、ウイルスの生存には必須

なタンパク質であるためだと考えられてい

る。よって、このタンパク質を阻害するこ

とで、ウイルスの増殖を高確率で阻害する

ことができ、また、その阻害剤はどのタイ

プのウイルスに対しても同様の効果を発揮

することができると期待されている。 
本研究ではタンパク質の阻害方法として、

モノクローナル抗体を用いた。RNA ポリメ

ラーゼを抗原として結合する抗体を作成し、

その抗体が細胞内において RNA ポリメラ

ーゼの活性を阻害すれば、抗体そのものが

薬剤となり得るし、また、その結合部位が

明らかになれば RNA ポリメラーゼと抗体

との結合に関与しているアミノ酸を用いた

ペプチド創薬研究や低分子化合物の  in 
silico の構築も考えられるためである。活性

を阻害しなかった場合であっても、結合が

確認できればウイルスの検知や RNA ポリ

メラーゼを用いた分子生物学的なマーカー

として研究に大いに役立つ抗体を手に入れ

ることができるため、非常に有効な手段だ

と考えている。 
 
2．実験及び結果 
2-1.抗体の作成 
 抗原になる RNA ポリメラーゼとしては、

本研究グループで構造解析を行った

PA-PB1[3]及び PB1-PB2 のサブユニット
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して特許を取得し、コスモ・バイオ株式会

社とのライセンス契約を締結している。 
 
2-3.PA-PB1-Fab 結合部位の同定 
2-3-1.結晶化 

これまでの実験で得られたウイルスの増

殖を阻害する抗体が、実際にどのように

PA-PB1 に結合し、その活性を抑えている

のかを解明するため、PA-PB1 および Fab
の複合体の構造解析を目指し、実験を行っ

た。 
H1N1 型 PA-PB1 結合部位と Fab の複合

体を用いて結晶化を行った結果、25%(w/v) 
PEG4,000、0.2M AmSO4 を含む溶液中で

結晶が得られたが、結晶中に含まれていた

のは Fab のみであり、結合部位は明らかに

できなかった。しかしながら、Fab の構造

及び、抗原認識部位に位置するアミノ酸の

候補を特定することができた。 
また、PA-PB1-Fab 複合体の X 線小角散 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

乱実験を行ったところ、PA の head ドメイ

ン側に抗体が結合していることが明らかに 
なった。（図 3） このことから、head ドメ

インのみを作成して複合体構造を解析する

ことを試みたが、残念ながら head ドメイ

ンを安定かつ大量に得ることができなかっ

た。 
H1N1 型 PA-PB1 および Fab を用いた結晶

化では、粗結晶が得られても再現性がない、

構造解析に用いるに適した単結晶が作成で

きない等の問題を解決することができなか

った。この原因として、Fab のループ部位

が自由に動いて均一ではないフォームを取

り得ることと、PA-PB1 に多くのループ部

位が含まれることが考えられる。そこで、

まず、PA-PB1 のループ部位を短くしたも

のをいくつか作成してみたが、head ドメイ

ンと同じく、WT に比べて非常に不安定で

あり、結晶化に用いるには至らなかった。

次に Fab のうち、抗原結合部位(Fv)のみを

図 2. 増殖実験結果 
ウイルス感染 8 時間後に撮影 
PA-PB1 抗体を緑、HA 抗体を赤で染色してある。 
緑色の細胞の周囲には赤色のウイルスが出てきていない事がわかる。 
 
 

結合部位[4]に加え、PA の Endonuclease
ドメイン[5]、PB2 のC 末端側ドメイン[6]、
Cap 結合ドメイン[7]を用意した。 
 精製した RNA ポリメラーゼをアジュバ

ンドと共にマウス(BALB/c、８週齢メス)に
注射し、抗体価が上がってきたところで脾

臓を回収した。抗体を生産する B 細胞はそ

のままでは増殖できないため、増殖能を持

つ細胞と融合させ、HAT 培地で選択するこ

とで抗体生産細胞を作成し、希釈法および

ELISA、免疫沈降法を用いて、抗原に結合

する抗体を生産する単一クローンを分離し

た。分離した抗体生産細胞をマウス腹腔内

に注射することで、抗体を含んだ腹水を得

た。結果として、PB1-PB2 や PB2 の Cap
結合ドメインの抗体を得ることはできなか

ったが、PA-PB1に結合する抗体 13個、PB2
の C 末端ドメインからは 7 個の抗体が得ら

れた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1. 抗体作成過程イメージ図 
 
 得られた腹水から、陰イオン交換カラム、

ハイドロキシアパタイトカラムなどを用い

て抗体を精製した。得られた抗体と抗原の

結合を確認するために、各々精製したタン

パク質をモル比で 1:1 になるように混ぜ、
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結合が確認できたサンプルはゲル濾過に通

し、結合及び分子量の確認を行った。 
超遠心分析、ゲル濾過の結果、PA-PB1
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体と抗原の結合が確認できた。Cap に結合
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のインフルエンザウイルスのCap結合部位
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2-2.活性阻害能の確認 

得られた抗体が RNA ポリメラーゼの活
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には大きすぎるため、抗原結合部位(Fab)
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をつけた細胞に混ぜることで抗体を細胞内
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して特許を取得し、コスモ・バイオ株式会
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2-3.PA-PB1-Fab 結合部位の同定 
2-3-1.結晶化 

これまでの実験で得られたウイルスの増

殖を阻害する抗体が、実際にどのように

PA-PB1 に結合し、その活性を抑えている

のかを解明するため、PA-PB1 および Fab
の複合体の構造解析を目指し、実験を行っ

た。 
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のは Fab のみであり、結合部位は明らかに

できなかった。しかしながら、Fab の構造

及び、抗原認識部位に位置するアミノ酸の

候補を特定することができた。 
また、PA-PB1-Fab 複合体の X 線小角散 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

乱実験を行ったところ、PA の head ドメイ

ン側に抗体が結合していることが明らかに 
なった。（図 3） このことから、head ドメ

インのみを作成して複合体構造を解析する

ことを試みたが、残念ながら head ドメイ

ンを安定かつ大量に得ることができなかっ

た。 
H1N1 型 PA-PB1 および Fab を用いた結晶
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った。この原因として、Fab のループ部位
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のをいくつか作成してみたが、head ドメイ

ンと同じく、WT に比べて非常に不安定で

あり、結晶化に用いるには至らなかった。

次に Fab のうち、抗原結合部位(Fv)のみを

図 2. 増殖実験結果 
ウイルス感染 8 時間後に撮影 
PA-PB1 抗体を緑、HA 抗体を赤で染色してある。 
緑色の細胞の周囲には赤色のウイルスが出てきていない事がわかる。 
 
 

―3―



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.まとめと今後の予定 
 新規抗インフルエンザウイルス薬のター

ゲットとして RNA polymerase とその抗体

に注目して研究を行った結果、ウイルスの

増殖阻害能を持つ抗体を得ることができた。 
この抗体と PA-PB1 との結合部位を特定

し、抗体がどのように RNA polymerase の

機能を阻害しているのかを明らかにするこ

とを目的として上記のような実験を行って

きたが、残念ながら、詳細を明らかにする

ことはできなかった。 
しかしながらこれまでの研究と、2014 年

度ドイツのグループから発表された B 型イ

ンフルエンザウイルスの RNApolymerase
の立体構造から、今回得られた PAPB1 結

合抗体は図 5 で示したように、RNA と

RNApolymerase の結合部位付近に結合す

ると考えられ、PA と PB1、PB2 との結合

にはおそらく影響せず、RNA の結合阻害も

しくは宿主蛋白質との結合を阻害すること

によって、RNA polymerase の機能を阻害

していると推測される。 
今後は、これまでの研究の継続として、 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

PA-PB1 の抗体結合部位を同定し、結合部

位と Fab との複合体構造の解析を目指すこ

とで、抗体を用いた抗インフルエンザウイ

ルス薬の開発を推進してきたいと考えてい

る。 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5：B 型インフルエンザウイルス RNA 
polyemrase の立体構造 
PA を赤、PB1 を青、PB2 を黄色で示して

いる。 
A 型インフルエンザウイルスの PAPB1 結

合部位の構造を緑で重ね合わせて示した。 
本研究で作成した抗体はオレンジの丸で示

した範囲に結合すると考えられている。 

 
 

WT Mut1 2    3                4     5 

PA 
HeavyChain 

LightChain 

図 4：変異体 PA-PB1 と IgG の結合実験 
リボン図で色分けした範囲ごとにアミノ酸をアラニンに置換し、 
His-Tag による IgG のプルダウン実験を行った。 
左のゲルがループ部位、右がヘリックス部位の変異体の結果を示し

ている。 

IgG ‐ + ‐+ ‐ + ‐ +         ‐ + ‐ + 

図 3：PAPB1 と Fab の結晶化 
 

作成し PA-PB1 との複合体の結晶化を試み
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沈殿のしやすさが Fab よりも PA-PB1 に起

因しており、構造解析に用いてきた H1N1
型PA-PB1よりもH5N1型およびH7N9型

の方が安定で沈殿しにくいという傾向が得

られた。そこで、H7N9 型 PA、および

PA-PB1 を作成し Fab、Fv との共結晶を作

成した。(図 3) H1N1 型を用いていたとき

には結晶が得られなかった複数の条件にお

いて結晶が得られたが、結果としては同様

に再現性が乏しく、また非常に小さいこと

から、構造解析を行うことはできていない。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2-3-2．変異体を用いた結合部位の同定 
 PA-PB1-Fab および Fv の結晶化が難し

いことから、PA-PB1 のどの部位が抗体に

結合しているのかを同定するため、変異体

実験を行った。前述の通り、X 線小角散乱

実験および PA 断片を用いた結合実験の結

果から、抗体が PA の head ドメインに結合

することはすでに明らかにしている。X 線

小角散乱実験の結果、図 3 で示したように

平面的に結合することがわかっていたこと

から、head ドメイン上部で表面に露出して

いるアミノ酸をアラニンに置換した変異体

を複数作成し、抗体との結合実験を行った。

変異体の部位と結合実験の結果を図 4 に示

す。 
図で示したように、表面に位置するアミ

ノ酸のほぼ全ての変異体を作成し、結合実

験を行ったが、全ての変異体において抗体

が結合するという結果が得られ、PA-PB1
の抗体結合部位を明らかにすることは未だ

にできていない。 
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1. 研究背景 
 インフルエンザは、毎年冬季に流行する人間にと

って身近な感染症である。人間が感染すると、高熱

や関節痛、倦怠感などの全身症状や、喉の痛み、咳

などの呼吸器系の症状を示す。さらに、インフルエ

ンザは時にパンデミックと呼ばれる世界的大流行を

引き起こし、多数の死者を出してきた。これまでに、

スペイン風邪(A/H1N1)やアジア風邪(A/H2N2)、香

港風邪(A/H3N2)などのパンデミックが発生し、特に

1918年のスペイン風邪での犠牲者は 4千万人とも言

われている。 

 最近では、2009 年 4 月にメキシコで発生した新型

インフルエンザは瞬く間に広がり、世界中で脅威と

なっている。日本では幸い、新型インフルエンザ対

策として備蓄されてきたタミフルやリレンザといっ

た薬剤がこのウイルスには有効ということが確認さ

れ、この新型ウイルスが上陸してもそれほど大きな

被害を及ぼさないだろうと予想されている。しかし、

さらに深刻な問題は、インドネシアやタイの豚の多

くが強毒型のトリインフルエンザ(H5N1)を保有し

ているという、最近の調査により明らかになった事

実である。豚型から人型へと変異を遂げて新型ウイ

ルスが発生した今、この豚の持つ強毒型がいつ人に

感染するような新型インフルエンザとなって現れる

のか、もはや時間の問題という見方もある。さらに、

タミフル耐性型トリインフルエンザも出現している

ことから、実際にそのような新型インフルエンザが

出現した際の対策の有効性は不透明であり、新たな

対策が世界中で求められている。 

 インフルエンザウイルスは RNA とタンパク質か

らなる単純な構造で、ウイルス自身では自己増殖す

ることができない。そのため宿主の細胞に感染し、

その増殖機構を利用してウイルスの複製を行う。こ

れに対し、ウイルスの増殖を抑えるには、①ウイル

スの感染を防ぐ、②ウイルスの増殖を防ぐ、③ウイ

ルスの拡散を防ぐ、これら3つの方法が挙げられる。

①について効果的なのは、ワクチンである。しかし、

変異を起こしやすく多様なタイプを持つインフルエ

ンザウイルスに対して、ワクチンはタイプが違うウ

イルスには効果がない欠点がある。すなわち、新た

なタイプのウイルスが出現すると、それを基にワク

チンは生成されなければならず、またそれには数ヶ

月という期間を要することから、流行前に新型のワ

クチンを備蓄するのは不可能である。実際に、ワク

チンが主に標的とするウイルス表面に存在する HA

（ヘマグルチニン）、NA（ノイラミニダーゼ）とい

うタンパク質は頻繁に変異を起こし、それぞれ 16 種

類、9 種類ものタイプが存在しており、今後どのタイ

プが流行するのか予想することは困難である。また、

③については、現在有効なタミフルなど抗インフル

エンザ薬による対処法があげられる。しかしこの方

法では、ウイルスが一度増殖して体内で感染が広が

ってしまった後では、その効果は低くなってしまう

ため、感染後早い時期での投与が必要という時間的

制限がある。さらに、タミフルが標的とする NA（ノ
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エンザ薬による対処法があげられる。しかしこの方

法では、ウイルスが一度増殖して体内で感染が広が

ってしまった後では、その効果は低くなってしまう

ため、感染後早い時期での投与が必要という時間的

制限がある。さらに、タミフルが標的とする NA（ノ
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本研究において、PA が単体では非常に不安定で、

PB1 が結合すると安定になることを発見した。この

ことを利用して、PA の C 末端ドメイン(239-716)と

PB1 の N 末端部位(1-81)の共発現系を構築し、安定

な PA-PB1 複合体を精製することに成功した。これ

が本研究を進める上での突破口になり、PA-PB1 複

合体の構造を X 線結晶構造解析法により、原子レベ

ルで明らかにした。PA サブユニットの立体構造は、 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
これまでに解明されているタンパク質にはない新規

の構造であり、13 個のαへリックスと 9 個のβシー

トで構成されていた。また、PA と PB1 の結合は鍵

と鍵穴の関係のようになっており、PA のα10、α11、

α13 の 3 つのαへリックスでつくられるトンネルの

中にPB1サブユニットのN末端が入り込むようにし

て結合していた。このとき、PB1 は 3-10 へリックス

と呼ばれる構造をとっており、これはタンパク質間

結合としては非常に珍しい様式であった。また、PA

とPB1の結合部位には疎水性アミノ酸残基が多く存

在しており、各原子のファンデルワールス半径につ

いて調べたところ、疎水性残基どうしが隙間なく疎 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
水性相互作用していることが確認された。すなわち、

PA と PB1 の結合は主に疎水性相互作用で構成され

ていることが明らかとなった。続いて、PA-PB1 サ

ブユニット間の結合において重要なアミノ酸残基を

    図 1. PA-PB1 複合体構造 
PA の 3 本のαヘリックス（赤色）でつくられるトンネル

の中に、PB1（青色）が入り込むようにして結合している。 
数多くの疎水性アミノ酸残基が結合に関与している。 

イラミニダーゼ）も変異が起こりやすく、既にタミ

フル耐性ウイルスも確認されている。 

一方で、②のようなウイルスの増殖を直接阻害する

薬剤はこれまでに開発されていない。インフルエン

ザウイルスの増殖サイクルの中心であるウイルスゲ

ノムの複製と転写を行うのは、インフルエンザが保

有する RNA ポリメラーゼであり、さらに RNA ポリ
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ラーゼの構造解析が試みられてきたが、薬剤設計に
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ていない。その理由として、構造解析を行うために

は多量のタンパク質が必要であるが、RNA ポリメラ

ーゼは 3 つのサブユニットから成る複合体であるこ

と、またそれぞれが高分子量であることから、十分

量のタンパク質を得ることが困難であることがあげ
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性部位を中心とした部分的な構造解析を目指した。
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つのサブユニット PA-PB1 間結合部位構造を X 線結
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ているだけでなく、3 つの複合体形成なしでは効果的
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エンザ薬のターゲットとなり、本研究の成果は新規

薬剤開発に向けて非常に有用なものとされた。 
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水性相互作用していることが確認された。すなわち、
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2. 実験方法 
化合物の研究開発はいくつかの段階にわけて進め

られた。まず、解明した PA-PB1 の立体構造から、

in-silico スクリーニングを行い、PA-PB1 サブユニッ

ト間の結合阻害剤として可能性のある化合物を算出

した。次に、計算によって求められた化合物につい

て、実際にサブユニット間の結合阻害に効果がある

か、溶液中でタンパク質との相互作用の確認を行っ

た。また、その化合物が実際にウイルスの増殖に対

して阻害効果があるか、細胞内でのウイルスの増殖

について調べた。最終的に、効果が確認された化合

物について、さらなる改良を行い、有効な阻害剤を

設計した。 

 具体的には、PA-PB1 立体構造をもとに in-silico
スクリーニングによって、200 万種類の化合物ライ

ブラリーから数千種類の候補化合物を算出した。こ

れら膨大な数の候補化合物のうち、上位 200 種類の

化合物について、溶液中でのタンパク質との相互作

用の有無の確認をおこなった。溶液中での生化学的

な実験は、これまでに明らかにしてきたタンパク質

の性質を利用した。PA 単体は PB1 との結合部位が

溶媒中に露出しているため不安定化し、室温で容易

に沈殿してしまうが、PA に PB1 を結合させると安

定化される。そこで、この PA 単量体と PA-PB1 複

合体の性質の違いを利用して、溶液中での化合物の

結合能を調べた。すなわち、PA の PB1 との結合部

位に化合物が結合すれば沈殿しないことが予想され、

PA への化合物の結合が容易に確認できる。この方法

は他の方法と比べて、PA タンパク質の性質を利用し

た迅速なスクリーニング方法である。沈殿の有無に

より、PA に結合したと考えられる化合物に対しては、

PAとPB1の結合実験を化合物存在下で行うことで、

その結合阻害効果を調べた。さらには、等温滴定型

カロリーメータ（ITC）装置によって、PA と化合物

の結合比や結合定数など結合に関する情報を求めた。

さらに、細胞内でのウイルスの増殖に対する化合物

の効果や、細胞に対する化合物の毒性について調べ

た。最終的には、得られた情報を参考にし、PA と化

合物との結合様式を明らかにするために、効果的に

ウイルスの増殖を阻害する化合物と PA との複合体

の X 線結晶構造解析を行った。PA と化合物との立体

構造情報をはじめ、これら結合に関わる情報は、以

後、化合物を改良し、さらに効果的な阻害剤を設計

していく上で非常に有用な情報である。 

 
3. 研究成果 

 本研究はインフルエンザウイルスに対する新規薬

剤開発を目指し、ウイルス増殖の中心的役割を果た

しているインフルエンザ RNA ポリメラーゼの

PA-PB1 サブユニットに対して、結合阻害剤のスク

リーニングを行ってきた。研究計画通り、①コンピ

ューターレベル、②タンパク質レベル、③細胞レベ

ルの 3 段階に分けて研究を進めてきた。まず、上記

①として in-silico スクリーニングを行い、PA-PB1

サブユニット間結合阻害剤として可能性のある候補

化合物の探索を行った。その結果、約 200 万個の化

合物ライブラリーの中から、約 4 千種類の化合物が

阻害剤候補として算出された。 

次に、コンピュータによって算出された 4 千種類

の化合物のうち上位 200 種類の化合物について、溶

液中において②タンパク質レベルでの結合阻害作用

の有無を調べた。溶液中での生化学的な実験は、こ

れまでに明らかにしてきたタンパク質の性質を利用

した。PA 単体は PB1 との結合部位が溶媒中に露出

しているため不安定化し、室温で容易に沈殿してし

まうが、PA に PB1 を結合させると安定化される。

そこで、この PA 単量体と PA-PB1 複合体の性質の

違いを利用して、溶液中での化合物の結合能を調べ

    図 4. 結合阻害の概要図 
PA の結合ポケットに薬剤が入り込むことで、

PB1 の結合を阻害する。 

特定するために、解析した立体構造をもとに、PA の

変異体を調製し、PB1 との相互作用を調べた。その

結果、Val636、Leu640、Leu666 と Trp706 を置換

した変異体は、PB1 と結合することができなくなっ

ていた。さらに、同様の変異体 PA を用いて RNA ポ

リメラーゼの活性を調べたところ、どの変異体 RNA

ポリメラーゼについてもその活性が 40%以下に減少

した。これらの結果から、本研究で特定した PA のア

ミノ酸残基(Val636、Leu640、Leu666、Trp706)が、

PB1 との結合だけでなく RNA ポリメラーゼの活性

においても重要な役割を果たしていることが明らか

となった。 

 
 これまでに開発されている抗インフルエンザ薬は、

ウイルスの拡散を防ぐものであり、直接その複製を

阻害するものではない。そのため、感染後時間経過

してしまうとその効果が薄れてしまうことが問題と

なっている。また、効果が大きいとされるタミフル

の備蓄に日本も非常に多額の予算をつぎ込んでいる

が、すでにタミフル耐性型のインフルエンザが発見

されており、異なる視点から新薬開発に取り組む必

要が出てきている。インフルエンザウイルスの保有

する RNA ポリメラーゼは、増殖サイクルの中心であ

る複製と転写を行うため、新規抗インフルエンザ薬 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

のターゲットとして注目されてきたが、未だにその

ような薬剤は開発されていない。これまでの薬剤開

発は、細胞に対してランダムに化合物を投与しその

効果を調べていく方法で、候補化合物を探索するだ

けで長期間を必要としてしまう。現在、新型インフ

ルエンザが大流行となるのも時間の問題との見方も

あり、従来よりも迅速な方法での薬剤開発が求めら

れている。さらに、本研究が目的とする PA-PB1 サ

ブユニット間の結合阻害剤は、PA に結合するだけで

なく PB1 との結合を阻害できる必要があり、阻害剤

の PA への結合部位特異性や、PA との高い親和性が

求められる。また、化合物を実際に薬剤として使用

するためには、化合物の血液中での溶解性が高いこ

とや細胞内でのウイルスの増殖を実際に抑えること、

細胞に対して毒性がないことなど、これらの点を解

決しなければならない。 

 これまでに本研究において、RNA ポリメラーゼの

サブユニット間の立体構造を明らかにしたことは、

ウイルス複製に必須な部位を創薬ターゲットにする

ことを可能にし、抗インフルエンザ創薬が抱える問

題点や解決すべき点に対応できる大きな成果と考え

ている。そこで、この構造を利用して PA-PB1 サブ

ユニット間結合阻害剤の探索及び設計を行った。 
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か、溶液中でタンパク質との相互作用の確認を行っ

た。また、その化合物が実際にウイルスの増殖に対

して阻害効果があるか、細胞内でのウイルスの増殖

について調べた。最終的に、効果が確認された化合

物について、さらなる改良を行い、有効な阻害剤を
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スクリーニングによって、200 万種類の化合物ライ
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用の有無の確認をおこなった。溶液中での生化学的

な実験は、これまでに明らかにしてきたタンパク質

の性質を利用した。PA 単体は PB1 との結合部位が

溶媒中に露出しているため不安定化し、室温で容易

に沈殿してしまうが、PA に PB1 を結合させると安

定化される。そこで、この PA 単量体と PA-PB1 複

合体の性質の違いを利用して、溶液中での化合物の

結合能を調べた。すなわち、PA の PB1 との結合部

位に化合物が結合すれば沈殿しないことが予想され、

PA への化合物の結合が容易に確認できる。この方法

は他の方法と比べて、PA タンパク質の性質を利用し

た迅速なスクリーニング方法である。沈殿の有無に

より、PA に結合したと考えられる化合物に対しては、

PAとPB1の結合実験を化合物存在下で行うことで、

その結合阻害効果を調べた。さらには、等温滴定型

カロリーメータ（ITC）装置によって、PA と化合物

の結合比や結合定数など結合に関する情報を求めた。

さらに、細胞内でのウイルスの増殖に対する化合物

の効果や、細胞に対する化合物の毒性について調べ
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3. 研究成果 

 本研究はインフルエンザウイルスに対する新規薬

剤開発を目指し、ウイルス増殖の中心的役割を果た
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しているため不安定化し、室温で容易に沈殿してし

まうが、PA に PB1 を結合させると安定化される。

そこで、この PA 単量体と PA-PB1 複合体の性質の

違いを利用して、溶液中での化合物の結合能を調べ
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#A #B #C PA PA PA+PB1 PA+PB1 

    図 6. PA の沈殿による化合物の結合スクリーニング 
化合物#A、#B を加えると PA の結合が抑えられるのに対し、#C では沈殿が生じる。 

    図 7. 化合物存在下でのプルダウンアッセイ 
化合物の濃度上昇にともない、PA のバンドが消失する。すなわち化合物が PA と PB1
の相互作用を阻害していることが確認された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
続いて、③細胞内でのウイルスの増殖に対する化

合物の効果や、細胞に対する化合物の毒性について

調べた。その結果、2 種類の候補化合物は細胞毒性を

有することが確認され、ウイルスの増殖阻害剤とし

て適していないことが分かった。そこで、これら 2

種類の候補化合物を基に再度 in-silico スクリーニン

グを行い、2 種類の候補化合物の誘導体として細胞毒

性のない阻害剤の設計を試みた。in-silico スクリー

ニングから算出された化合物について、これまでと

同様に溶液中において PA との結合の有無を調べ、 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
GST プルダウン法による結合阻害の程度と ITC（等

温滴定型カロリーメータ）による PA と化合物との解

離定数を算出した。この結果、2 種類の候補化合物か

ら 13 種類の化合物を新たに見いだすことができ、さ

らに 13 種類のうち数個については、細胞毒性が低く、

細胞内でのウイルス増殖を抑えられることが確認さ

れた。すなわち、これらの化合物がこれまでと異な

る作用機序をもつウイルス増殖阻害剤として非常に

有力であることが分かった。 

 
 

    図 5. in-silico スクリーニングの結果例 
200 万種類の化合物ライブラリーから、4 千種類の化合物を検索した。 

た。すなわち、PA の PB1 との結合部位に化合物が

結合することでタンパク質が沈殿しないことが予想
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が PA の沈殿抑制効果が確認された。さらには、化合

物存在下での結合阻害実験を GST プルダウンによ

って行い、これら 2 種類の化合物が PB1 との結合を

阻害することが確認された。続いて、ITC（等温滴定

型カロリーメータ）を用いて、PA と化合物との結合

比や解離定数を算出することができた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

―12― ―13―



#A #B #C PA PA PA+PB1 PA+PB1 

    図 6. PA の沈殿による化合物の結合スクリーニング 
化合物#A、#B を加えると PA の結合が抑えられるのに対し、#C では沈殿が生じる。 

    図 7. 化合物存在下でのプルダウンアッセイ 
化合物の濃度上昇にともない、PA のバンドが消失する。すなわち化合物が PA と PB1
の相互作用を阻害していることが確認された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
続いて、③細胞内でのウイルスの増殖に対する化

合物の効果や、細胞に対する化合物の毒性について

調べた。その結果、2 種類の候補化合物は細胞毒性を

有することが確認され、ウイルスの増殖阻害剤とし

て適していないことが分かった。そこで、これら 2

種類の候補化合物を基に再度 in-silico スクリーニン

グを行い、2 種類の候補化合物の誘導体として細胞毒

性のない阻害剤の設計を試みた。in-silico スクリー

ニングから算出された化合物について、これまでと

同様に溶液中において PA との結合の有無を調べ、 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
GST プルダウン法による結合阻害の程度と ITC（等

温滴定型カロリーメータ）による PA と化合物との解

離定数を算出した。この結果、2 種類の候補化合物か

ら 13 種類の化合物を新たに見いだすことができ、さ

らに 13 種類のうち数個については、細胞毒性が低く、

細胞内でのウイルス増殖を抑えられることが確認さ

れた。すなわち、これらの化合物がこれまでと異な

る作用機序をもつウイルス増殖阻害剤として非常に

有力であることが分かった。 

 
 

―13―



宇宙の微小重力環境を利用した 
高品質タンパク質結晶の作製と創薬への応用 

 
吉田尚史・中平徹・朴三用 

 
 

 
 

 

1. 研究背景 
 近年、タンパク質立体構造を基にした薬剤開発が

盛んにおこなわれており、それに向けて高分解能で

のタンパク質立体構造解析の需要が高まっている。

これまでに、高品質な結晶を作製し高分解能データ

を取得するために、様々な方法が提案されてきた。

その中で、微小重力環境を利用した宇宙での結晶作

製は、最も強力な方法の 1 つであると考えられてい

る。微小重力環境では、密度差対流が抑制されるた

め、結晶への不純物の取り込みが減少し、ゆっくり

と結晶成長が起こるため、良質な結晶生成が期待で

きる。実際に、今までに実施されてきた宇宙環境で

のタンパク質結晶化実験では、回折分解能の向上や

結晶学的統計値の改善、さらには結晶のクラスター

化の抑制など様々な好影響が確認されている。しか

し、地上での結晶化方法をそのまま宇宙環境での結

晶化へと適用することができないため、宇宙実験に

向けた結晶化技術が必要となる。さらに、宇宙実験

の機会は限られており、確実に良好な結晶を作製す

るためには、良好なタンパク質試料と最適化された

結晶化条件の確立が必須である。これまでに我々の

研究グループは、インフルエンザウイルスの新規薬

剤開発を目指し、インフルエンザ RNA ポリメラーゼ

の結晶構造解析をおこなってきた。インフルエンザ

RNA ポリメラーゼは、ウイルス増殖の中心的な役割

を担っており、創薬ターゲットとして注目されてき

た。我々は宇宙環境下でのインフルエンザ RNA ポリ

メラーゼの結晶化をおこない、高分解能での構造決

定を目指し研究を進めてきた。 

 
 
 2. 宇宙環境下での結晶化 
タンパク質や核酸などの生体高分子立体構造を明

らかにすることは、生体内で起こる様々な生命現象

を理解する上で非常に重要である。近年、数多くの

タンパク質、さらには複合体の立体構造が決定され

ており、タンパク質のもつ機能や相互作用に関する

情報、生体反応メカニズムの解明が進んでいる。ま

た、タンパク質の立体構造に基づいた医薬品の分子

設計（SBDD ;Structure-Based Drug Design）も盛

んにおこなわれており、タンパク質の立体構造情報

の需要は高まっている。このような生体反応の解明

や新規医薬品の開発に向けては、ターゲットとする

タンパク質の構造を原子分解能レベルで解析するこ

とが必須であり、その方法として X 線結晶構造解析

法があげられる。X 線結晶構造解析は近年の技術開

発によりめざましい発展をとげており、分解能 1 Å

付近での構造決定も珍しいものではなくなっている。

一方で、X 線結晶構造解析のデータはそのタンパク

質結晶の質に依存するため、高分解能データの収集

には高品質結晶の作製が必要不可欠である。 

これまでに、高品質結晶を作製するための様々な

方法が提案されており、その中で宇宙での微小重力

環境を利用したタンパク質の結晶生成が有効である

    図 8. ITC による化合物と PA の相互作用実験 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
これらの結果を踏まえ、X 線結晶構造解析法による

PA タンパク質と化合物との結合様式の解明を試み

た。複合体構造の解析には、PA 単体の結晶に化合物

を浸漬し結合させる方法と、PA と化合物を混合し、

結晶化する方法の 2 通りが考えられた。そこで結晶

化前に、PA 単体と化合物との複合体それぞれについ

て、超遠心分析を行った。その結果、PA 単体と化合

物複合体ではピークの変化が観測されたことから、

化合物が結合することにより分子の構造が大きく変

化することが示唆された。すなわち、化合物を浸漬

する方法では、化合物の結合に伴い分子構造が変化

してしまい、結晶が壊れてしまう可能性があり、こ

の方法は不適であると考えられた。そのため、PA と

化合物をモル比 1:1 で混合し、共結晶化を行った結

果、いくつかの条件で結晶が得られ、放射光施設、

高エネルギー加速器研究機構において X 線回折実験

を行ったところ、最高 8Å付近までの反射を確認する

ことができた。 
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    図 1. PA-PB1 複合体構造 
PA の 3 本のαヘリックス（赤色）でつく

られるトンネルの中に、PB1（青色）が入

り込むようにして結合している。 

た。これら疎水性アミノ酸残基の変異体を作製し、

PA と PB1 の結合を調べたところ、変異体では PA

と PB1 が結合できなくなることが明らかとなった。

また、同様の変異体を用いて RNA ポリメラーゼの活

性を調べると、変異体ではポリメラーゼ活性が劇的

に低下することが確認された。すなわち、PA と PB1

の結合に関わるアミノ酸残基は、サブユニット間の

結合だけでなく RNA ポリメラーゼの活性にも影響

を与えることから、この結合部位に対する新規薬剤 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
は非常に有望な抗インフルエンザ薬となり得ること

がわかった。現在までに、立体構造情報を基にした

PA-PB1 サブユニット間結合阻害剤の探索を進めて

きており、PA-PB1 結合阻害能及びウイルス増殖に

対する抑制効果をもつ化合物の開発に成功している。

また、阻害剤の開発と同時進行で、宇宙環境下での

PA-PB1 複合体の結晶化実験を進めており、PA-PB1

立体構造について高分解能データを収集し、より効

果的な阻害剤を設計すること目指している。 

 
 

4. 宇宙実験に向けたタンパク質結晶化

技術 
宇宙環境下での結晶化において、地上での結晶化

方法をそのまま適用しても結晶が生成しないという

ことが頻繁にみられる。限られた宇宙実験機会で結

晶化実験を成功させるためには、宇宙実験向けの結

晶化条件検討が必要である。以下に、良好なタンパ

ク質試料の調製方法と宇宙環境下での結晶化方法を

紹介する。 

 

4.1 結晶化試料の成分分析 
 高品質なタンパク質結晶を生成するのに最も重要

な技術の 1 つに、タンパク質試料の精製があげられ

る。精製にあたっては、結晶化試料に含まれる不純 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
物の排除だけでなく、試料の均一度が結晶品質の向

上の要となる。 以下の方法で、タンパク質試料の品

質確認をおこなっている。まず、SDS-PAGE（SDS-

ポリアクリルアミドゲル電気泳動）で目的以外の成

分が夾雑していないことを確認する。次に、

Native-PAGE によりゲル中で想定通りの移動をす

るか、スメアバンドやマルチバンドになっていない

かを確認する。必要があれば、2 次元電気泳動を行い、

タンパク質の電荷が均一であるかを調べる。さらに

DLS（粒径分布測定）をおこない、タンパク質分子

の粒径が想定の大きさであるか、大粒径成分が多く

ないかを確認する。タンパク質試料の精製度は、

SDS-PAGE で単一と評価できても、Native-PAGE

や DLS ではばらつきが出るという試料が散見され

る。これらは、タンパク質構造のフォールディング

の違いや化学修飾や部分的な変性などに起因すると

ことが示されている。微小重力環境では、溶液の密
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3. インフルエンザウイルス RNA ポリメ

ラーゼの結晶構造解析 
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 インフルエンザウイルスの RNA ポリメラーゼは、

ウイルスの複製(増殖)に中心的な役割を担っている

ため、新規薬剤ターゲットとしてこれまで注目され

てきた。また、これまでの薬剤ターゲットとは異な

り、RNA ポリメラーゼは変異を起こしにくい特徴を
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ンフルエンザに対する理想的な薬剤ターゲットとさ

れている。我々の研究グループは、インフルエンザ

ウイルスの持つ RNA ポリメラーゼの 3 つのサブユ
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し、サブユニット間結合阻害剤が、新規抗インフル
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このような阻害剤を設計するためには、その部位の

立体構造情報を得ることが近道である事から、イン

フルエンザの RNA ポリメラーゼの 2 つのサブユニ

ット PA-PB1 結合部位構造を X 線結晶構造解析によ

り解明した 1)。 

PA-PB1 複合体の立体構造は、地上での結晶化実

験によって分解能 2.3 Åで解析された（図 1）。PA

の3本のαヘリックスで形成されるトンネルに、PB1

の N 末端 14 残基が入り込んでおり、鍵と鍵穴の関
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互作用していることから、PA と PB1 は主に疎水性

相互作用によって結合していることが明らかとなっ
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図 4. 宇宙環境下で生成した PA-PB1 結晶 
キャピラリー内で成長した PA-PB1 結晶。

大きさは約 200μm。 
 

図 3. カウンターディフージョン（CD）法による

結晶化の模式図 
キャピラリーの内側にタンパク質溶液、外側に結晶

化試薬を充填すると、アガロースゲルを介した 2 液

は徐々に拡散していく。矢印は各溶液の拡散方向を

示す。 

質な結晶を生成できる可能性がある。さらに、溶液

が乾燥してしまうことがないため、生成された結晶

はキャピラリー内で長期間安定である。CD 法のキッ

ト（C-Tube Kit）がコンフォーカルサイエンス社か

ら市販されており、簡便に CD 法による結晶化おこ

なうことができる。宇宙環境下での実験に向けて、

必ず地上において CD 法で結晶が得られることを確 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
認しておくべきである。結晶によっては、蒸気拡散

法で結晶が得られていた条件をそのまま CD 法に適

用しても結晶が得られないことがあり、結晶化条件

の検討が必要となる。CD 法で結晶が生成しない場合、

ミクロシーディング等で結晶の核形成を促すことも

有効である。 

 
 

5. 宇宙環境での結晶化実験の結果 
 我々の研究試料であるインフルエンザ RNA ポリ

メラーゼ PA-PB1 複合体については、上述の試料分

析と CD 法による結晶生成を確認した後、宇宙環境

下での結晶化実験をおこなった。約 3 カ月間、宇宙 

環境下で静置された結晶は、地上において取り出し

作業が実施された（図 4）。その後、シンクロトロン

放射光施設 Photon Factory のビームライン BL17A

での X 線回折実験をおこない、結晶の品質を評価し

た。宇宙環境下で生成した結晶では、分解能が 1 Å

台に到達するような劇的な変化はみられなかったも 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
のの、地上で生成した結晶と比較してモザイク性

（Mosaicity）の低下や完全性（Completeness）な

どの回折パラメーターが改善されており（表 1）、結

果晶の品質が向上していることが確認された。さら

に、得られたデータを用いて構造解析をおこなった

ところ、分解能の向上に伴いタンパク質構造の電子

密度マップが全体的により明瞭になっていることが

確認された（図 5）。 

 

(b) (a) (c) 

 図 2. 試料均一度の向上による結晶改善例 
(a)クラスター状結晶しか生成しない試料を強イオン交換で精製すると、クラスラー結晶の

成分(b)と、単結晶の成分(c)に分離することに成功した。 
 

考えられ、タンパク質試料が均一ではないと判断さ

れる。以上の分析から問題がみられた試料について

は、さらなる精製をおこなう必要があり、イオン交

換カラムクロマトグラフィーやゲルろ過クロマトグ

ラフィーを適応する。特に、強陽イオン交換カラム

や強陰イオン交換カラム（ともに GE ヘルスケア社

または東ソー社）などの高分離能カラムを用いるこ

とで、タンパク質試料の均一性が向上する例が多く

見られる。通常、1 つの成分としてカラムから溶出さ

れる試料について、上記のカラムを用いて、緩やか

に塩濃度を上昇させ精製すると異なる成分として溶

出されることがある。 

 実際に、我々の研究対象であるインフルエンザ

RNA ポリメラーゼ PA-PB1 複合体についても、 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
SuperQ カラム（東ソー社）を用いて精製をおこなう

と、3 つのピークに分かれて溶出された。これら 3

つのピークを別々に回収し、それぞれについて結晶

化をおこなったところ、これまでの結晶化では再現

性が悪く結晶生成確率が低いという問題が解決され、

再現性良く結晶が生成できるようになった。また、

この他の試料についても、結晶が生成する成分と生

成しない成分に分離できた例や、クラスター状の結

晶が単結晶の成分とクラスター状の結晶成分に分離

できた例（図 2）があり、再現性の向上や結晶品質の

向上につながることがある。上記の結晶化試料の成

分分析を実施し、均一性に問題がないと判断された

試料については、蒸気拡散法による結晶化をおこな

い結晶生成を確認する。必要があれば、結晶化条件

の最適化をさらに実施する。 

 
 

4.2 カウンターディフュージョン（CD）法

による結晶化 
 宇宙実験での結晶化方法は、従来の蒸気拡散法で

はなく、カウンターディフュージョン（CD）法が用

いられる。CD 法は、キャピラリーの中にタンパク質 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
溶液を、外側に結晶化試薬を充填し、それぞれを拡

散させておこなう結晶化方法である（図 3）5)。アガ

ロースゲルを介した 2 液は経時的に拡散し、キャピ

ラリー内で濃度勾配がつくられ、結晶化条件に適し

た位置で結晶化が起こる。タンパク質溶液と結晶化

試薬を直接混合する蒸気拡散法と比べ、CD 法では

徐々に溶液拡散が起こるため、結晶生成までの時間

が長く結晶核の形成を抑えることができ、より高品
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図 4. 宇宙環境下で生成した PA-PB1 結晶 
キャピラリー内で成長した PA-PB1 結晶。

大きさは約 200μm。 
 

図 3. カウンターディフージョン（CD）法による
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キャピラリーの内側にタンパク質溶液、外側に結晶

化試薬を充填すると、アガロースゲルを介した 2 液

は徐々に拡散していく。矢印は各溶液の拡散方向を
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質な結晶を生成できる可能性がある。さらに、溶液

が乾燥してしまうことがないため、生成された結晶

はキャピラリー内で長期間安定である。CD 法のキッ

ト（C-Tube Kit）がコンフォーカルサイエンス社か

ら市販されており、簡便に CD 法による結晶化おこ

なうことができる。宇宙環境下での実験に向けて、

必ず地上において CD 法で結晶が得られることを確 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
認しておくべきである。結晶によっては、蒸気拡散

法で結晶が得られていた条件をそのまま CD 法に適

用しても結晶が得られないことがあり、結晶化条件

の検討が必要となる。CD 法で結晶が生成しない場合、

ミクロシーディング等で結晶の核形成を促すことも

有効である。 
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作業が実施された（図 4）。その後、シンクロトロン
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果晶の品質が向上していることが確認された。さら
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ことで個々のタンパク質の性質を見極め、それに応

じた対策をとることが宇宙実験を実施する上で最も

重要な技術といえる。宇宙実験の機会は限られてお

り、フライト期間は数ヶ月間に渡るため、宇宙実験

に向けた試料調製に最善を尽くすこと、加えて、こ

れまでに蓄積されてきた宇宙実験の結果を参考に進

めていくことが実験を成功させる近道だといえる。 

 今後、タンパク質の立体構造に基づいた医薬品の

開発がますます盛んにおこなわれることが予想され、

高分解能で薬剤とタンパク質の結合様式を明らかに

することは非常に重要である。その際に微小重力環

境下での結晶化が、有力な方法の 1 つとなる可能性

がある。また、多数のサブユニットで構成される超

分子複合体や膜タンパク質などの取り扱いが難しい

とされる試料についても、宇宙環境下での結晶化の

有効性を示されることを期待したい。 
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図 5. 電子密度マップの比較 
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表 1. 地上及び宇宙環境下で生成した結晶の X 線回折データの比較 

                                                                       
Data sets    Ground crystal  Space crystal          
Space group    P3221   P3221 
Unit cell(Å) a,b,c    101.9, 101.9, 115.0 102.1, 102.1, 114.9 
Resolution range (Å)    50.0 - 3.2  50.0 - 2.4 
Completeness (Overall/Outer Shell,%) 78.5/70.6   94.8/86.2 
Rmerge (Overall/Outer Shell,%)  5.8/13.2   6.7/31.5 
<I> / sigma<I> (Overall / Outer Shell) 29.2/8.6   21.9/1.6 
Mosaicity    1.30 - 1.83  0.41 - 0.64               
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要がある。タンパク質の性質は、各々のタンパク質

によって異なるために一律的な対応策はない。例え

ば、タンパク質の精製や結晶化、さらには結晶の不

凍結処理方法などは種々のタンパク質によって様々

である。我々の PA-PB1 複合体の結晶化については、

DTT などの還元剤の添加が結晶化には必須であった。

その他の例としては、グリセロールによってタンパ
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換カラムで精製すると全く結晶が得られなくなる試

料などがあった。タンパク質が安定に存在できる pH

や塩濃度などのバッファー条件も結晶化に大きな影

響を与える。そのため、成分分析を厳密におこなう
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1. はじめに 
 インフルエンザは、インフルエンザウイルスの感

染によって引き起こされ、高熱や全身の倦怠感など

の症状を伴い、重症化しやすく伝染性の強い感染症

である。これまで、ウイルスの突然変異による新型

インフルエンザウイルスの出現で、1918 年にスペイ

ン風邪(死者約 4000 万人)、1957 年にはアジア風邪(同

約 200 万人)といったパンデミック (世界的大流行) 

が起こっている。近年では、抗インフルエンザ薬で

あるタミフルに耐性をもったウイルスの出現や、ト

リインフルエンザウイルスの人への感染が報告され

ており、新たなパンデミックが危惧されている。 

 インフルエンザウイルスの増殖サイクルは、まず

ウイルス表面にあるヘマグルチニン(HA)が、細胞表

面のシアル酸に結合することで開始される。結合し

たウイルスは細胞内に侵入後、脱核することにより、

vRNP(vRNA、NP、RNA ポリメラーゼから構成され

る複合体) が放出され、核内へと運ばれる。核内で

RNA ポリメラーゼ(PA 、PB1、PB2 の 3 つのサブユ

ニットで構成される)の働きにより、ウイルスゲノム

の複製と転写が行われる。新たに合成されたウイル

スタンパク質と vRNA は細胞表面で新たなウイルス

粒子を形成し、ノイラミニダーゼ(NA)により細胞表

面から切り離され、ウイルスが遊離する。 

 このような増殖サイクルにおいて、ウイルスが宿

主細胞に感染し、増殖するためには①細胞膜と②核

膜の 2 種類の脂質二重膜を通過しなければならない。

これまで、ウイルスの細胞への感染は、細胞膜表面

での HA のシアル酸への結合が最も重要であると考

えられてきたため、立体構造解析など盛んに研究が

行われてきた。しかし近年、インフルエンザ RNA

ポリメラーゼ複合体のウイルスタンパク質 PA、PB1、

PB2、NP の核膜の通過性がウイルスの感染に影響を

与えるという報告がなされている。 

 vRNP を構成している 4 つのタンパク質 PA、PB1、

PB2、NP の核移行サイクルについて説明する(図 1)。

まず、核内で転写された mRNA は、細胞質で翻訳さ

れ新たなタンパク質がそれぞれ合成される。新たに

合成されたタンパク質 PA、PB1、PB2、NP は、それ

ぞれ異なった経路を経て核に移行する。PB2 は核輸

送体である importinα5 と結合して核に運ばれるの

に対し、PA と PB1 は細胞質でヘテロ二量体を形成

し、これがRanBP5と結合することで核に運ばれる。

すなわち、核内ではじめて 3 つのサブユニットが結

合して、RNA ポリメラーゼが形成される。一方で、

NP は importinα5 と結合して核に移行した後、ホモ

三量体を形成することで RNA 結合活性をもつ。こ

のように別々の経路でタンパク質が核移行し、核内

で新たな vRNP が形成される。 
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図 1. ウイルスタンパク質の核移行サイクル 
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2.1.2 importinα5 の発現と精製 
 ヒト由来 importinα5 の 66-512 の遺伝子領域を発
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2.1.4 NP - importinα5 複合体の結晶化 
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た。スクリーニングの結果、微小結晶は得られてい

るものの、構造解析を行うにはさらなる結晶化条件

の最適化が必要だと考えられる。 
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図 2. NP、importinα5、 複合体の SDS-PAGE 結果 

図 3. NP のゲル濾過クロマトグラフィー 
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図 7. PB1 - RanBP5 複合体結晶 

 

2.2.4 結晶化 
精製した RanBP5 (7mg/ml)に、1.2 倍量になるよう

に PB1 を加えて調製した試料を、結晶化スクリーニ

ングロボットを用いて、結晶化条件の探索を行った。

その結果、0.1M MES(pH5.5)、15% PEG3350 の条件

でタンパク質結晶を得ることに成功した。今後、立

体構造解析に向けて結晶化条件の最適化を行い、X

線回折実験を進めていく予定である。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. 考察及び今後の展望 
  NP-importinα5 及び PB1-RanBP5 が in vitro にお

いても、複合体を形成することが明らかとなった。

また、それぞれ結晶構造解析に向けて十分な親和性

であると考えられるため、今後結晶化条件の探索を

進め、立体構造を明らかにしていく予定である。ま

た、これらの実験と並行して、in vivo での実験系に

おいても、タンパク質の細胞内局在を調べていく予

定である。 
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 図 6. PB1 と RanBP5 の ITC 測定結果 

 大量培養で得られた菌体を超音波破砕にかけ、遠

心分離で上清を回収し、GST カラムで精製した。次

に、陽イオン交換カラムとゲルろ過カラムにかけ、

GST 融合型 PB1 を精製した。 

 

2.2.2 RanBP5 の発現と精製 
 ヒト由来 RanBP5 全長の遺伝子領域を発現用ベク

ターpGEX6P-1 に組み込み、NP と同様の方法で発現

させた。GST カラムで精製後、プレシジョンプロテ

アーゼを加え GST-tag を切断し、陰イオン交換カラ

ムで精製した。 

 

2.2.3 相互作用解析 
 精製した PB1(182-217)と RanBP5 が結合するか、

GST プルダウンアッセイを行った。 調製した GST- 

PB1(1.5 μM)と RanBP5(1.5 μM)を混合し、1 時間イン

キュベートした後 GST カラムによってプルダウン

した。その後、結合の有無を SDS-PAGE により確認

した。（図 5）PB1(182-217)とともに、RanBP5 のバン

ドが確認され、 調製した PB1 及び RanBP5 が複合体

を形成することが明らかとなった。RanBP5 全長に対

して PB1 の NLS (Nuclear Localization Signal)領域の

みで相互作用が確認され、これまでの in vivo での報

告と一致する結果が得られた。 

 また、超遠心分析と等温滴定型カロリーメータの

2 つの生物物理学的手法を用いて、さらなる相互作

用解析を行った。まず、超遠心分析では調製した PB1

（20 μM）と RanBP5（20 μM）、混合物（20 μM）の

3 種類の試料を用いて測定を行った。超遠心分析装

置 XL-I (Beckman Coulter 社)を用いた速度法による

測定を行った。図 5 に PB1 と RanBP5 の超遠心分析

結果を示す。PB1 の沈降係数は約 2.2 - 3.6S、RanBP5

の沈降係数は約 6.5S であるのに対し、混合試料では

沈降係数が約 7.2S であった。この結果から、PB1 と

RanBP5 が 1:1 の複合体を形成すること確認された。

また、精製した PB1 は、単独では溶液中で 2 量体を

形成しているが、RanBP5 と相互作用する際には単量

体で結合することが明らかとなった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 一方、PB1 の濃度を 500 μM、RanBP5 の濃度を 50 

μM に調製し、等温滴定型カロリーメータ(iTC200)

を用いた熱測定を行った。その結果を図 6 に示す。

試料の滴定に伴い熱量変化が観測され、得られた結

果を 1:1 結合モデルでフィッティング解析を行った

ところ、PB1 と RanBP5 の解離定数が 214 nM で算出

することができた。このことから、PB1 と RanBP5

は結晶化に向けて十分に強い親和性をもっているこ

とがわかった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 5. PB1 と RanBP5 の超遠心分析 
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