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略語 

AcGFP  Aequorea coerulescens gleen fluorescent protein 

BSA  bovine serum albumin 

CBB  coomassie brilliant blue 

CC50  half-maximal cytotoxic concentration 

CRM1  chromosome region maintenance 1 

cRNA  complememtary RNA 

D4         θ toxin D4 domain 

DMSO  dimethyl sulfoxide 

DMEM  dulbecco’s modified eagle medium 

DNA          deoxyribonucleic acid 

EDTA  ethylenediaminetetraacetic acid 

EGFP  enhanced green fluorescent protein 

FBS  fatal bovine serum 

FISH          fluorescence in situ hybridization 

5ptase IV          phosphatidylinositol polyphosphate 5 phosphatase type IV 

GST              glutathione S-transferase 

HA  hemagglutinin 

HEK293T human embryonic kidney 293T 

HRP  horseradish-peroxidase 

HTS              high throughput screening 

IC50  half-maximal inhibitory concentration 

IDP          intrinsically disordered protein 
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IDR  intrinsically disordered region 

Ig          immunoglobulin 

M1  matrix protein 1 

M2  matrix protein 2 

MDCK  Madin-Darby canie kidney 

MEM  minimum essential medium 

mRFP  monomeric red fluorescence protein 

mRNA  messenger RNA 

NA  neuraminidase 

NES  nuclear export signal 

NLS  nuclear localization signal 

NP  nucleoprotein 

NS1  non-structual protein 1 

NS2  non-structual protein 2 

nt          nucleotide 

PA  polymerase acidic 

PB1          polymerase basic 1 

PB2  polymerase basic 2 

PBS  Phosphate buffered saline 

PCR  polymerase chain reaction 

PDB  protein data bank 

PFU  palaque forming units 

PH  pleckstrin homology  

PIP          phosphatidylinositol phosphate 
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PIP2      phosphatidylinositol biphosphate 

PIP3          phosphatidylinositol triphosphate 

PLC          phospholipase C 

PtdIns  phosphatidylinositol 

RNA          ribonucleic acid 

RNP  ribonucleoprotein 

SA  streptavidin 

SDS-PAGE sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis 

SPR  surface plasmon resonance 

vRNA  viral RNA 

vRNP  viral RNP 

WSN  wilson-wmith neurotoropic 

WST-1          water soluble tetrazolium salt-1 
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要旨 

目的と意義   

A 型インフルエンザウイルスは、鳥類や人を含めた哺乳動物に感染する人獣共通感染症で

あり、その伝播力の強さと変異のおきやすさからパンデミックを引き起こすリスク要因と

して監視されている。また、高病原性トリインフルエンザウイルスによる家禽類への感染

は、その伝播力の強さ及び致死率の高さから、多大な経済的損失を社会に与えるだけでは

なく、トリインフルエンザウイルスによるパンデミック発生時には、数千万人規模の死者

を生む事態に繋がりかねない。以上の背景より、A 型インフルエンザウイルスの蔓延防止策

は、公衆衛生上極めて重要である。これらの観点から、家禽類へのトリインフルエンザウ

イルス感染が確認された場合、本国では原則殺処分を行う体制が整えられている。しかし

ながら、ウイルス感染を家禽の中だけで封じ込めることができず、トリ‐ヒト間、及びヒ

ト‐ヒト間で感染が認められた場合や、殺処分を行うことが難しい野生動物への感染が認

められた際には、周囲への感染拡大の防止と治療目的で抗ウイルス薬の使用が求められる。

現在これらの対応時には、ウイルス粒子の外膜タンパクである Neuraminidase (NA)を標的

とした抗ウイルス薬が使用されているが、その標的タンパク質である NA の変異による耐

性ウイルスの出現が既に複数報告されているにもかかわらず、使用可能な抗ウイルス薬が

NA 阻害薬のみに限られることが問題視されている。そのため、新たな耐性ウイルスの発生

と蔓延を防ぐため、既存薬とは異なる作用点を有し、耐性化に強い新規抗ウイルス薬の開

発が強く求められる。A 型インフルエンザウイルスタンパクの一つである NP 

(Nucleoprotein)は、その構造中に非常に多くの機能ドメインを有し、ウイルスのライフサ

イクルにおいて、複製に必須な役割を担っている。また NP のアミノ酸配列は、これらの機

能的制約や粒子内タンパクである特性から、既存抗ウイルス薬の標的である Mtarix protein 

(M)2 や NA 等の外膜タンパクに比べ遥かに保存性が高い。また、インフルエンザウイルス

NP の配列は、宿主の異なるヒト、ブタおよびトリインフルエンザウイルス間においても高
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度に保存されているため、種間交差による抗原シフトにより発生した新型インフルエンザ

ウイルスにも有効性が期待できる。 

以上より、NP を抗ウイルス薬の標的とすることで、全ての亜型に有効であり、耐性化に

抵抗性を有する新規作用機序に基づいた抗ウイルス薬の開発が期待される。 

本研究において、NP を標的とした新規抗ウイルス薬の探索と作用機序解析及び、NP の

天然変性領域(intrinsically disordered region; IDR)の機能解析を行い、NP を標的とした新

規抗ウイルス薬開発の候補化合物の獲得と NP の新たなウイルス複製制御機構の解明を行

った。 

 

材料と方法  

1) 新規抗インフルエンザウイルス薬の探索 

新規抗ウイルス薬探索のための化合物ライブラリーとして、理化学研究所が保有する

50,000 個の化合物ライブラリーを使用した。ファーストスクリーニングとして、water 

soluble tetrazolium salt-1(WST-1)アッセイによる high throughput screening (HTS)を実

施し、Influenza A/Wilson-Smith Neurotropic (WSN)/1933 (A/WSN/33 (H1N1))ウイルス

株を感染させた Madin-Darby canie kidney (MDCK)細胞に対する細胞変性阻害効果を評

価した。評価した化合物の内、50%以上の細胞生存率を示したものをヒット化合物とした。

セカンドスクリーニングとして WSN ウイルス株を MDCK 細胞に感染させ、プラーク形成

阻害試験を行った。抗ウイルス活性として 50% inhibition concentration (IC50) が 3 µM 以

下のものをヒット化合物として選定した。細胞毒性試験として、MDCK 細胞を用いた

WST-1 アッセイを行った。細胞内ウイルスゲノム RNA(vRNA)の発現は、FISH 法により

解析した。ウイルスゲノムの転写活性は、ルシフェラーゼ遺伝子をレポーター遺伝子とし

たレプリコンアッセイにより評価した。NP の細胞内局在は、抗 NP モノクローナル抗体を

用いた免疫染色法により評価した。化合物の標的探索は ChemSpider による標的タンパク
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との結合可能性予測に基づき、結合可能性の高い標的タンパクを検索した。化合物のキナ

ーゼ阻害活性は、KINOMEscan による 456 種類のキナーゼと基質の結合に対する試験化

合物の競合結合阻害活性を指標に評価した。化合物と NP のインシリコドッキングシュミレ

ーションは Autodock(version 4.2)を用いて行った。化合物と NP の結合実験は、光親和型

固定法にて化合物を結合させたアガロースビーズによる化合物-タンパク共沈降法により解

析した。NP と ribonucleic acid (RNA)の結合実験は、Biacore を用いた surface plasmon 

resonance (SPR）法により評価した。NP-NP 間の結合実験は、anti-FLAG 抗体ビーズに

固定化したNP- monomeric red fluorescence protein(mRFP)-FLAGタンパクと NP-HA タ

ンパクを用いた pull-down アッセイにより評価した。化合物の NP オリゴマー形成阻害試

験は、ゲル濾過カラムを用いたサイズ分画により評価した。NP の核外移行能の評価は、in 

vitro 核外移行アッセイにより評価した。NPと chromosome region maintenance 1(CRM1)

の結合評価は、anti-FLAG 抗体ビーズに固定化した CRM1-FLAG タンパクと NP-HA タン

パクを用いた pull-down アッセイにより評価した。NP と PA のポケット構造相動性解析は

PoSuuM 及び ProBiS を用いて行った。NP のアミノ酸配列存率の計算は、Perl により行っ

た。 

 

2) NP-nuclear export signal (NES) 3 を標的とした新規阻害剤の探索 

AcGFP または AcGFP 融合タンパク恒常発現株は、導入したプラスミド上にコードされ

ている Neomycine 耐性遺伝子を基に薬剤選択を行い、目的とするタンパクを恒常発現する

細胞を限界希釈法によりクローニングすることで樹立した。AcGFP 融合タンパクと核の細

胞内局在は、AcGFP の蛍光シグナルと hoechst 陽性画分を指標に、共焦点レーザー蛍光顕

微鏡により観察した。新規核外移行阻害剤探索のための化合物ライブラリーとして、東京

大学が保有する 9600 個のコア化合物ライブラリーを使用した。AcGFP-NP-NES3 を標的

とした薬剤のスクリー二ングは、核外移行阻害剤である LeptomycinB(LMB)に対するライ
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ブラリー化合物処理時の核内領域における AcGFP 蛍光輝度の変化を指標に、CELAVIEW 

RS100 により評価した。ヒット化合物の抗ウイルス活性は、プラーク形成阻害試験により

評価し、抗ウイルス活性として IC50を算出した。また、化合物の細胞毒性は WST-1 アッセ

イにより評価した。 

 

3) NP-intrinsically disordered region (IIDR) 2 の機能解析 

NP のアミノ酸配列保存性及び天然変性領域の予測はそれぞれ Perl 及び DISOPRED 

server を用いて解析した。変異ウイルス産生実験はリバースジェネティクス法を用いて実

施し、産生した変異ウイルスの増殖性をプラークアッセイにより評価した。ウイルスゲノ

ムの転写活性は、monomeric red fluorescence protein (mRFP)及び enhanced green 

fluorescent protein （EGFP）遺伝子をレポーター遺伝子としたレプリコンアッセイによ

り評価した。ウイルスゲノムパッケージング効率は、レポーター遺伝子を含む変異ウイル

スをリバースジェネティクス法により作成し、 作成した変異ウイルスと

A/WSN/1933(H1N1)ウイルスをヘルパーウイルスとして MDCK 細胞に共感染させ、

MDCK 細胞内での mRFP 又は EGFP の蛍光を指標に FACS により解析した。NP と RNA

及び NP と phosphatidylinositol(4,5) biphosphate (PI(4,5)P2)の結合実験は、Biacore を用

いた SPR 法により評価した。NP のオリゴマー形成能は、ゲル濾過カラムを用いたサイズ

分画により評価した。NP の細胞膜への局在は、抗 NP モノクローナル抗体及び mcherry-θ 

toxin D4 domain (D4)により、NP と細胞膜をそれぞれ染色し、共焦点レーザー蛍光顕微鏡

により観察した。脂質ラフト画分における NP タンパク量は、ショ糖密度勾配遠心法により

ラフト画分を分画し、抗NP抗体を用いたWestern blot法により確認した。細胞内PI(4,5)P2

発現量の低下は、mcherry- phospholipase C (PLC) δ-PH の細胞内局在の変化を指標に確認

した。各種 PIP 誘導体と NP の結合は、PIPs が付加された PIPns ビーズと精製 NP タンパ

クとの pull-down アッセイにより評価した。 
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結果と考察 

1) 新規抗インフルエンザウイルス薬の探索 

理化学研究所が保有する 50,000 個の化合物ライブラリーを MDCK 細胞に添加し、ウイ

ルスを感染させた後、細胞変性阻害効果を示す化合物を WST-1 アッセイにより選別した。

さらに、プラーク形成阻害試験により抗ウイルス活性を評価した結果、強い抗ウイルス活

性を有する化合物として、RK188(IC50=2.2 µM)及び RK424(IC50＝0.5 µM)を同定した。

RK188 はその構造中に不斉炭素を２つ有するラセミ混合物であったため、立体選択的に化

合物を合成し、評価した結果、RK188 の C7 位と C14 が共に S 体である WV635 が活性本

体であることが明らかになった。WV635 をリード化合物とし、抗ウイルス活性を指標にし

た構造最適化を行った結果、強い抗ウイルス活性を有する WV970 を見出した。レプリコン

アッセイや fluorescence in situ hybridization (FISH)法、及びリアルタイム PCR による

vRNA/mRNA の定量解析の結果、WV970 はウイルスゲノムの転写・複製を阻害すること

が明らかとなった。しかし、WV970 は構造改変の過程で、抗ウイルス活性と共に細胞毒性

の亢進が認められ、活性と毒性の解離が困難であったことから宿主因子が標的として想定

された。そこで、ChemSpider による標的タンパクとの結合可能性予測に基づき、WV970

のリード化合物である WV635 と結合可能性の高い標的タンパクを検索した結果、WV635

は宿主が有する複数のキナーゼと相互作用する可能性が高いことが明らかになった。そこ

で、KINOMEscan による 456 種類のキナーゼと基質の結合に対する WV970 の競合結合

阻害活性を指標に WV970 のキナーゼ活性阻害効果を評価した結果、WV970 は複数のキナ

ーゼに対して阻害活性を示す、マルチキナーゼ阻害剤として機能することが明らかとなっ

た。 

RK188 と同時に同定された RK424 は、細胞毒性が低く、多くの A 型インフルエンザウ

イルス株に対して強い抗ウイルス活性を示し、マウス感染モデルを用いた in vivo 薬効評価
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においても抗ウイルス活性を示すことが明らかとなった。レプリコンアッセイや

fluorescence in situ hybridization (FISH)法、Western blot 法を用いた解析の結果、RK424

はウイルスゲノムの転写及び複製を阻害し、感染細胞内でのウイルスタンパクの発現を抑

制することが明らかになった。ウイルスゲノムの転写・複製は NP を主構成要素とする一組

の ポ リ メ ラ ー ゼ 複 合 体 (PB2 、 PB1 及 び PA) と vRNA か ら な る viral 

ribonucleoprotein(vRNP) により制御さているため、ウイルス感染細胞内での vRNP の細

胞内局在に与える影響を NP の細胞内局在を指標に解析した。その結果、RK424 処理によ

り、ウイルス感染細胞内での NP の細胞質への局在が抑制され、核内に局在が強く認められ

た。さらに、RK424 処理による NP の細胞内局在の変化は、NP のみを一過性に発現させ

た細胞内においても、ウイルス感染細胞と同様に認められたことから、RK424 は NP を標

的としてその機能を阻害していることが推測された。そこで、NP と RK424 の結合可能性

を評価するため、インシリコドッキングシュミレーションによる結合サイトの予測を行っ

たところ、RK424 は R162、S165、L264 及び Y487 から形成されるポケット構造に結合す

る可能性が高いことが示された。そこで、予測された NP 結合ポケットに対する RK424 の

結合可能性を評価するため、RK424 をクロスリンキングさせた化合物ビーズを用いて NP

の結合性を評価した。その結果、精製 NP タンパクが RK424 固定化ビーズへ結合したのに

対し、予測された結合サイトを構成する 4 つのアミノ酸残基にアラニン変異を導入した変

異体 NP タンパクでは顕著にビーズへの結合性が低下したことから、予測した結合サイトに

対する RK424 の結合可能性が示された。次に、予測した結合サイトへの RK424 の結合に

よるウイルス複製阻害効果への影響を考察するため、予測した結合サイトを構成するアミ

ノ酸残基を含む領域を機能ドメイン別に立体構造上に示した。その結果、これら 4 つのア

ミノ酸残基はそれぞれ、RNA 結合領域、NP-NP 相互作用領域、核外移行シグナルを含む

機能ドメインにそれぞれ位置していることが明らかとなった。 

そこで、予測した RK424 結合サイトを構成するアミノ酸残基によって制御されている
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NP の機能に対する RK424 の阻害効果をそれぞれ解析した。その結果、RK424 は NP-RNA

間の結合、NP-NP 間の結合、及び NP の核外移行をそれぞれ抑制することが明らかとなっ

た。また、RK424 によって同定した NP ポケット構造は非常に構造特異性及び配列保存性

が高く、ウイルス複製に必須な役割を果たしていることが変異ウイルス産生実験の結果よ

り示された。以上の結果から、スクリーニングにより同定されたヒット化合物及びその標

的となるキナーゼタンパクや NP ポケット構造は、創薬リード化合物及び創薬標的として、

共に新薬開発に向けた強力なツールとなると考えられる。 

 

2) NP-NES3 を標的とした新規阻害剤の探索 

NP-NES3 依存的な核外移行を指標に薬剤の探索を行うため、緑色蛍光タンパクである

AcGFP の C 末端領域に NP の全長 (AcGFP-NP) 、 NP の核外移行シグナル

(AcGFP-NP-NES3)及び NP-NES3 のコンセンサス配列(AcGFP-NES3co)のみを付加した

融合タンパクを発現するプラスミドを作製し、各 AcGFP 融合タンパクの細胞内局在を蛍光

顕微鏡により観察した。その結果、AcGFP を付加していない NP が細胞質に強く局在した

のに対し、AcGFP-NP は核に強く局在したことから、AcGFP-NP は本来の NP の局在を反

映しないことが明らかになった。一方で、陽性コントロールとして使用した human 

immunodeficiency virus (HIV)が有する Rev-NES を AcGFP に融合したタンパク

(AcGFP-Rev-NES)が細胞質に強い局在を示した結果と同様、AcGFP-NP-NES3 及び

AcGFP-NP-NES3co は細胞質に強く局在したことから、NP-NES3 配列依存的に AcGFP の

核外への移行が確認された。しかし、AcGFP-NP-NES3co は AcGFP-NP-NES3 に比べて細

胞内の蛍光輝度が小さかったため、局在変化の評価には AcGFP-NP-NES3 を使用すること

とした。AcGFP-NP-NES3 の核外移行阻害剤に対する感受性を評価するため、既知の核外

移行阻害剤である LMB を処理したところ、その局在が核内に強く集積することが明らかと

なった。そこで、AcGFP-NP-NES3 の局在変化を指標に新規核外移行阻害剤の探索を行う
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ため、AcGFP-NP-NES3 発現プラスミドを MDCK 細胞に導入し、G418 含有培地で選択培

養し、生き残った細胞を限界樹釈法によりクローニングすることで AcGFP-NP-NES3 恒常

発現細胞株を樹立した。はじめに、樹立した恒常発現細胞株中の AcGFP に対する

AcGFP-NP-NES3 の核内蛍光強度の変化を定量的に評価するため、hoechst により染色し

た核の輪郭(main object)から一定距離内側の輪郭(sub-object)を測定領域として定め、

CELAVIEW RS100 により核内 AcGFP 平均蛍光強度を測定した。その結果、AcGFP の核

内平均蛍光強度はAcGFP-NP-NES3の核内平均蛍光強度に比較して 3倍以上高い値を示し

た。そこで、AcGFP に NP-NES3 を付加したことで得られた核内蛍光強度の変化が核外移

行阻害剤の評価に十分であるか検討するため、陽性コントロールとして既知核外移行阻害

剤である LMB、陰性コントロールとして既存抗ウイルス薬である Oseltamivir 及び T-705

を用いて、核内 AcGFP-NP-NES3 の平均蛍光強度の変化を CELAVIEW RS100 により定

量解析し、signal-to-background (S/B)比、及び Z’ factor の算出を行った。その結果、

Oseltamivir 及び T-705 処理細胞では、核内 AcGFP-NP-NES3 の平均蛍光強度の大きな変

化が認められないのに対し、LMB 処理細胞では、核内 AcGFP-NP-NES3 の平均蛍光強度

が強く上昇することが明らかになった。また、LMB 処理時の S/B 比は 2.59、Z’ factor は、

0.68 となり、スクリーニング系構築の際に求められるクライテリア(S/B≧２、Z’≧0.5)を満

たすことが示された。構築したスクリーニング系を用いて、東京大学が保有するコア化合

物ライブラリー9600 化合物の核外移行阻害活性を評価した結果、40 化合物をヒット化合物

として同定し、同定した化合物の細胞毒性試験を行った結果、100µM 濃度において 10 化

合物が 50％以上の細胞生存率を示した。また 10 化合物の内、細胞毒性が低かった 6 つの

化合物について、AcGFP-NP-NES3 に対する強い核外移行阻害作用を確認した。またこれ

ら 6 つの化合物について抗ウイルス活性を評価したところ、DP2392-E10 化合物について

抗ウイルス活性を確認した。以上より、NP-NES3 を介した核外移行阻害は、新規抗インフ

ルエンザ薬開発の新たな標的として有望であると考えられる。 
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3) NP-intrinsically disordered region (IIDR) 2 の機能解析 

A 型インフルエンザウイルス NP の天然変性領域(Intrinsically Disorder Region; IDR)を 

DISOPRED server を用いて予測した結果、NP のアミノ酸配列中に IDR と思われる領域

が 3 ヶ所存在することが明らかとなった。配列予測によって示された領域は、X 線結晶構

造によって示された NP の構造上、電子密度が低く、構造が不明瞭な部分と一致していたこ

とから、IDR であることが判明した。これら 3 つの NP IDRs (IDR1~3) の内、RNA 結合

領域中に含まれる NP IDR2 (アミノ酸 72 位–92 位) は、ヒト・トリ・ブタ由来の A 型イン

フルエンザウイルスが有する NP において最も高度に保存されていることが分かった。さら

に、NP IDR2 を構成するアミノ酸配列をアラニンに置換した変異ウイルスを作成し、ウイ

ルス複製に与える影響を解析した結果、NP IDR2 を構成するアミノ酸配列の内、8 つのア

ミノ酸配列がウイルス複製に必須な役割を果たし、ウイルスゲノムのパッケージング制御

に関与していることが示された。NP IDR2 のゲノムパッケージング制御機構を明らかにす

るため、NP IDR2にアラニン変異を導入したNP IDR2 変異体とRNAの結合親和性をSPR

法により評価した結果、NP IDR2 に変異を導入した NP 変異体では RNA に対する結合活

性が低下し、RNA と NP の結合によって誘導される NP オリゴマーの形成が抑制されるこ

とが明らかになった。さらに、免疫染色法およびショ糖密度勾配遠心法による細胞膜脂質

への局在を解析した結果、野生型の NP が細胞膜脂質近傍に局在しているのに対し、NP 

IDR2 に変異を導入した NP 変異体では、細胞膜脂質への局在が抑制されていた。また NP

の細胞膜への局在は、細胞膜脂質の構成成分である phosphatidylinositol 4,5- biphosphate 

(PI(4,5)P2) の細胞内発現量を低下させる phosphatidylinositol polyphosphate 5 

phosphatase type IV (5ptaseIV)発現細胞において抑制され、同細胞でウイルスゲノムパッ

ケージング効率が低下することも確認された。そこで、NP と PI(4,5)P2の直接的な結合を

PI(4,5)P2固定化ビーズによる pull-down アッセイ及び SPR 法により評価した結果、両者が



 16 

結合することが明らかになった。また、NP IDR2 変異体において、PI(4,5)P2への結合が低

下することが示された。以上より、NP IDR2 は RNA と PI(4,5)P2との結合に関与し、ウイ

ルスゲノムのパッケージングを制御していることが明らかとなった。 

 

総括 

NP の凝集を誘導する化合物や NP-NP 間の塩橋形成阻害剤など、近年数多くの NP 阻害

剤に関する研究が報告されており、本研究により同定した NP 阻害剤と併せて、NP が抗ウ

イルス薬の新たな標的として有望であることが改めて立証された。RK424 をリード化合物

とした合成最適化研究に加えて、RK424 結合ポケットを基にした structure based drug 

design による薬剤の開発も新薬開発に有効なアプローチであると考えられる。また RK424

によって得られた知見を基に、NP-NES3 を介した核外移行阻害剤の探索を行った結果、

NP-NES3 を介した核外移行を強く阻害し、抗ウイルス活性を示す化合物 DP2392-E10 を

同定することに成功した。これは、NP-NES3 を介した NP の核外移行が抗ウイルス薬の標

的となり得ることを強く示唆する結果である。さらに、NP の天然変性領域(IDR)を標的と

した機能解析により、RNA に結合領域に位置する IDR2 が RNA と PI(4,5)P2の異なる分子

の結合を制御し、ウイルスのゲノムパッケージングに重要な役割を果たしていることを明

らかにした。IDR2 によるウイルスゲノムパッケージング制御は、ウイルス複製に必須な役

割を担い、IDR2 を構成するアミノ酸配列自身も非常に配列保存性が高いことから、抗ウイ

ルス薬開発の新たな標的対象として有望であると考えられる。 

本研究成果により、A 型インフルエンザウイルス NP がウイルス複製に必須な役割を担

う多機能タンパクであると共に、その機能部位が宿主の異なるウイルス間で高度に保存さ

れていることから、人獣共通に有効な抗ウイルス薬標的分子として非常に有望であること

が示された。本研究成果が、A 型インフルエンザウイルスを対象とした基礎研究と抗ウイ

ルス薬開発の発展に大きく貢献することが期待される。  
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緒論 

1. インフルエンザウイルス 

インフルエンザは、発熱や頭痛を伴う全身症状と急性呼吸器疾患を主体とし、しばしば

致死的な重症呼吸器不全を引き起こす人獣共通感染症である。発症原因はインフルエンザ

ウイルスによる感染であり、世界中で毎年の様に流行を繰り返す。感染者数は世界人口の 5

～15％に及ぶと推測され、その内 30～50 億症例が重症化し、年間 50 万人程の死者が報告

されている(1)。インフルエンザウイルス感染による致死率は低いが、感染による長期欠勤

や医療コスト等、実社会に及ぶ経済的損害は 120～140 億円に及び(2)、季節性インフルエ

ンザウイルスとは抗原性が大きく異なる高病原性新型インフルエンザウイルス発生時には

感染による死亡者数は数千万人規模に達すると予測されている(3)。これらの原因となるイ

ンフルエンザウイルスは、オルソミクソウイルス科に属するマイナス鎖 ribonucleic acid 

(RNA)ウイルスであり、7～8 本に分節された viral RNA(vRNA)は、RNA ポリメラーゼ複

合体(polymerase acidic(PA)- polymerase basic 1(PB1)- polymerase basic 2(PB2))及び核

タンパクである nuleoprotein(NP)と結合し、パンハンドル構造をとった viral 

ribonucleoprotein (vRNP)としてウイルス粒子内に格納されている(4) (図 1)。各 vRNA は、

RNA 合成(PA、PB1、PB2)、細胞吸着(hemagglutinin (HA))、ウイルス脱穀・出芽(matrix 

protein (M)、neuraminidase (NA))、vRNP の核内輸送・ゲノム複製・転写(NP)、vRNP

核外輸送(M、non-structual protein (NS))に関与するタンパクを別々にコードしている。さ

らに、インフルエンザウイルスは、ウイルス粒子を構成する NP と M1 タンパクのヒトでの

抗原性の違いから A、B、C 型の 3 種類に分類される。このうち、最も宿主域が広く、パ

ンデミック発生や家禽類への致死的疾病の要因となるのは、A 型インフルエンザウイルスの

みである。 
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2. A 型インフルエンザウイルスとその変異性 

A 型インフルエンザウイルスは、ヒトを始めとし、ブタ、トリ、ウマ、アシカ、クジラ等

に感染する人獣共通感染症の原因ウイルスである(5)。1933 年に Smith によって人類の歴

史で最初にヒトから分離されたウイルスと、1918 年のパンデミックウイルスのゲノムが現

在のトリインフルエンザウイルスの vRNA と類似しているという事実から(6)、A 型インフ

ルエンザウイルス元来の宿主はトリであると考えられている(7)。また、A 型インフルエン

ザウイルスは表面糖タンパク質ヘマグルチニン(HA)の抗原性から 16 種類、同じくノイラミ

ニダーゼ(NA)の抗原性から 9 種類に分類され(8)、このうち H1N1、H3N2 がヒトでの散発

的な流行を引き起こす季節性インフルエンザの原因として知られている。これらの亜型に

対しては、ワクチンによる制圧が古くから試みられているが(9)、インフルエンザウイルス

の著しい変異性の高さのため、制圧には至っていない。A 型インフルエンザウイルスが、他

のウイルスに比べて高い変異性を示すのは、抗原ドリフト(10)と抗原シフト(11)と呼ばれる

二つの突然変異メカニズムを有しており、多様性を獲得しやすい性質を備えているためで

あると考えられている。抗原ドリフトとは、全てのウイルスに共通に見られる変異であり、

ゲノムの複製ミス等によって核酸が一塩基単位で変異を起こす現象である。RNA ポリメラ

ーゼには deoxyribonucleic acid (DNA)ポリメラーゼが持つエキソヌクレアーゼによる変異

修復機構が存在しないため、インフルエンザウイルスの様にゲノムに RNA を持つウイルス

は特に変異が起こりやすいと考えられている。1918 年に大流行したスペイン風邪(H1N1)

は、トリ由来のウイルスが抗原ドリフトにより人への感染能を獲得したものであり、強毒

性のため数千万人に及ぶ死亡者が確認された。一方、抗原シフトとは、異なるウイルス株

が一つの細胞に同時に感染した場合、細胞内で合成されたウイルス遺伝子やタンパク質が

集合するときに混ざり合い、性質の大きく異なった変異ウイルスが発生する現象である。

抗原シフトは、インフルエンザウイルスなど分節したゲノム遺伝子を持つウイルスのみに

見られる突然変異である。この抗原シフトによる突然変異は、インフルエンザウイルスの
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種間を越えた感染を可能にし、新型インフルエンザ発生の原因につながると考えられてい

る。1957 年にアジア風邪(H2N2)、1968 年に香港風邪(H3N2)が流行した事例は、本来ヒト

には感染性を示さないトリインフルエンザウイルスがヒト型インフルエンザレセプター(シ

アル酸α2-6 ガラクトース)とトリ型インフルエンザレセプター(シアル酸α2-3 ガラクトー

ス)を共に有するブタに感染し、抗原シフトによって、ヒトレセプターヘの結合能とトリイ

ンフルエンザの抗原性を併せ持ったウイルスが生じたことによるものだと考えられている。

最近では、2009 年に H1N1pdm09 ウイルスが世界的に大流行したことが挙げられるが、こ

れはブタ由来ウイルス、トリ由来ウイルス及びヒト由来ウイルスの抗原シフトにより発生

したトリプルアソータントウイルスが原因であることが分かっている(12)。H1N1pdm09

ウイルスの病原性は低かったため、感染者数に占める死亡者の割合は低く、大きな被害と

はならなかったが、抗原シフトによる新型ウイルスの出現は不定期ではあるが、ある一定

の頻度で必ず起こっているため、ヒトだけではなく、鳥類や豚におけるインフルエンザの

流行や感染を把握するサーベイランス体制の確立が世界的に求められている。 

 

3.高病原性トリインフルエンザウイルス 

高病原性トリインフルエンザウイルスは、鳥類に感染した A 型インフルエンザウイ

ルスの内、国際獣疫事務局が作成した診断基準により高病原性トリインフルエンザウイ

ルスとして判定された A 型インフルエンザウイルスを指し、現時点では H5 又は H7 亜

型のウイルスに限定されている。高病原性トリインフルエンザウイルスは、家禽類に感

染すると致死的な疾病を起こすことが知られている。また、低病原性と判断されたトリ

インフルエンザウイルスも、ニワトリに感染すると短期間に高病原性化することから、

H5 又は H7 亜型ウイルスの感染が確認された場合は、国際獣疫事務局に報告するよう

義務付けられている。高病原性トリインフルエンザウイルス感染による家禽と野生水禽

の被害は、アジア、中東、ヨーロッパ及びアフリカの 62 ヵ国にまで広がっており、こ
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れまでに感染と防疫のために死亡した家禽類は 5 億羽を超えると推定されている(13)。

高病原性トリインフルエンザは、国際連合食糧農業機関等の国際機関が「国境を越えて

まん延し、発生国の経済、貿易及び食料の安全保障に関わる重要性を持ち、その防疫に

は多国間の協力が必要となる疾病」と定義する「越境性動物疾病」の代表例であり、一

度まん延すれば、養鶏産業による影響が甚大であるほか、人への感染による致死率が高

いことからも、高病原性トリインフルエンザウイルスのまん延防止策の確立は非常に重

要な課題である。 

 

4. 高病原性トリインフルエンザウイルス感染による対応と抗ウイルス薬の意義 

本国では家畜伝染病予防法に基づき、H5 又は H7 亜型のトリインフルエンザ発生時

には、原則感染した家禽類の殺処分を行うことが求められている。一方で、高病原性ト

リインフルエンザウイルスはヒトにも感染し、サイトカインストームによる多臓器不全

を伴う致死性の重症疾患を引き起こすことが知られている。高病原性トリインフルエン

ザウイルスの人への感染は、1997 年に香港で発生した H5N1 高病原性トリインフルエ

ンザウイルスの人への感染事例から、生鳥の小売りマーケットが感染源であり、インフ

ルエンザウイルスの異鳥種への感染と遺伝子再集合、病原性獲得、ヒトへの偶発的な伝

播の場となっていると考えられている(14)。現在までに高病原性トリインフルエンザウ

イルスのヒト‐ヒト間での感染事例は感染者との濃厚接触があったケースにおいて報

告されているが、一般的にはヒト‐ヒト間での感染は、トリインフルエンザウイルスの

レセプター特異性により起こりにくいと考えられている。しかし、ヒトのインフルエン

ザウイルス感染モデル動物として使用されているフェレットを使った実験により、HA

の特定のアミノ酸残基を数アミノ酸置換するだけで、病原性を維持したまま、容易に飛

沫感染可能な変異ウイルスが産生されることが近年報告された(15)。これらの研究成果

は、ヒト‐ヒト間においても容易に感染可能な高病原性トリインフルエンザウイルスが
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発生する可能性があることを示しており、現在感染が確認されている高病原性トリイン

フルエンザウイルスの HA タンパクにわずか数個のアミノ酸変異が生じるだけで、高病

原性トリインフルエンザによるパンデミックが現実に起こり得ることを強く示唆して

いる。これらの事態による被害の拡大を未然に防ぐためには、家禽へのウイルス感染を

早期に摘発・淘汰し、高病原性トリインフルエンザを鳥だけに封じこめることが原則で

ある。しかしながら、高病原性トリインフルエンザウイルスによる感染がトリーヒト間、

及びヒト‐ヒト間で成立してしまった場合、その感染を最小限に抑え込むため、公衆衛

生上の感染拡大防止措置をとることが非常に重要である。この場合、公衆衛生上の対応

として、ウイルス感染が認められた家禽や人に対して、外部との接触を防ぐための物理

的な隔離措置を講じることに加え、感染源との接触リスクがある者には、抗インフルエ

ンザウイルス薬による予防投与を行うことが防疫上大変有効であると考えられる。一方

で、人での感染が認められたケースでは、高病原性トリインフルエンザは季節性インフ

ルエンザとは異なり、致死率が高く、重症化し易いため、速やかに抗ウイルス薬による

治療を施さなければならない。また、治療薬としての抗ウイルス薬の使用は人だけでは

なく、希少動物種に指定されている鳥類への感染が認められた場合においても、種の保

存の観点からヒトと同様に抗ウイルス薬投与による治療を施すべき対象であると考え

られる。以上より、抗ウイルス薬による予防と治療は、ウイルス感染による公衆衛生上

のリスクを回避し、人と動物の健康を守るために重要な役割を担っている。 

 

5. 既存の抗インフルエンザウイルス薬と薬剤耐性の現状 

現在インフルエンザの治療・予防薬として、ウイルスの宿主細胞への侵入・脱穀過程を

阻害する M2 阻害薬、感染した宿主細胞からウイルスの遊離を阻害する NA 阻害薬の使用

が認められているが(図 2)、使用可能な薬剤の選択肢が限られているため、薬剤耐性の観点

から問題視されている。M2 阻害薬は A 型インフルエンザウイルスのみに存在する M2 タン
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パクのイオンチャネル活性を阻害し、脱穀を阻止することにより、抗ウイルス効果を発揮

するが、既に M2 阻害薬耐性ウイルスの出現が多数報告されており、主としてアミノ酸 31

位のセリンからアスパラギン酸への変異(S31D)が生じることにより容易に耐性化すること

が分かっている。アマンタジンに対する耐性率は近年世界的に激増しており、2002 年まで

は季節性インフルエンザウイルスのアマンタジン耐性率は 1-3%程度であったが(16)、現在

ではほぼ全ての季節性インフルエンザウイルスでアマンタジン耐性が確認されており、

H5N1 トリインフルエンザウイルスにおいてもアマンタジン耐性ウイルスが既に確認され

ている(17)。これは、アマンタジンの耐性変異がウイルスの増殖性に影響を与えにくい部位

に生じるため、アマンタジンに対する耐性変異をウイルスが獲得しやすい性質を備えてい

たことに加え、中国で養鶏用のニワトリにアマンタジンが乱用されたことが要因として考

えられている。 

NA 阻害薬は宿主細胞表面に存在するシアル酸とウイルス粒子との結合を切り離す NA 

のシアリダーゼ活性を阻害し、細胞内で増殖したウイルスが細胞外へ放出される過程を抑

制することにより抗ウイルス活性を発揮し、A、B いずれの型のインフルエンザウイルスに

も有効である。しかしながら M2 阻害薬と同様、既に NA 阻害薬耐性ウイルスの出現が確

認されており、2007/08 年シーズンに初めて 274 位のアミノ酸がヒスチジンからチロシン

に変異(H274Y)したオセルタミビル耐性H1N1(ソ連型)ウイルスが地域によって流行したこ

とが報告されている。しかし、その翌年の 2008/09 年シーズンには世界中で分離された大

部分の H1N1(ソ連型)ウイルスがオセルタミビル耐性株であることが判明し、日本でも分離

された H1N1(ソ連型)ウイルスの 99.6%が耐性株であることが報告された(18)。また、

H1N1pdm09 ウイルスにおいても既にオセルタミビル耐性ウイルスが複数例確認されてお

り、アミノ酸 274 位のヒスチジンの変異以外にも耐性に関与するアミノ酸が複数報告され

ている(19)。 

以上より、現在有効な抗ウイルス薬は NA 阻害薬のみであるが、その標的タンパクは M2
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阻害薬と同様に、ウイルス粒子の表面タンパクであるため、変異の導入が起こりやすいと

考えられる。また、長期頻回使用により、NA 阻害剤耐性ウイルスが蔓延化した場合、イン

フルエンザウイルスに対する対抗手段を完全に失うこととなるため、インフルエンザ対策

として NA 阻害薬のみに依存し続けることは大変危険であり、NA 阻害薬とは異なる作用点

を有する新規抗インフルエンザウイルス薬の開発が強く求められている。 

 

6. Nucleoprotein (NP)の構造と機能 

NP 遺伝子は 8 本に分節化された vRNA の内、1565 塩基からなる第 5 分節 vRNA にコー

ドされており、498 アミノ酸からなる塩基性タンパクである。NP タンパクの三次元立体構

造は、未解読部分の構造があるものの、X 線結晶構造解析によって明らかにされている(図

3) (20)。NP は RNA 結合ドメインを介して、約 24 塩基ごとに vRNA と結合し、一組のポ

リメラーゼサブユニットと共に巨大な二重らせん構造から成る vRNP を形成する(21,22)。

vRNP 中の NP は、二つの異なる結合様式を介して vRNP の基本骨格となる二重らせん構

造を形成する。一つは、同一 NP オリゴマー鎖内の NP-NP 間の結合であり、NP が有する

tail loop (アミノ酸 402 位－428 位)とその結合ポケットとの相互作用によって形成される

(20)。もう一つは、NP のヘリックスターンモチーフ(アミノ酸 149 位-167 位) と C 末端領

域(アミノ酸 482 位-498 位)を介して、異なる NP オリゴマー鎖間で形成される NP-NP 間

の相互作用によるものである(23)。また、NP はその構造中に非常に多くの機能ドメインを

有し、ウイルスライフサイクルの過程において、①NP/vRNP の核内移行、②vRNA の転写・

複製、③NP/vRNP の核外移行、④vRNA パッケージングなど多機能タンパクとして働き、

ウイルス複製に必須な役割を担っている(24-26)(図 4)。NP のアミノ酸配列は、これらの機

能的制約や内部タンパクである特性から、亜型に関わらず、外膜タンパクである M2 や NA

に比べ遥かに保存性が高い(27)。また、インフルエンザウイルス NP の配列は、種間交差が

危惧されるヒト、ブタおよびトリインフルエンザウイルス間においても高度に保存されて
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いることが分かっている。以上より、NP を抗ウイルス薬の標的とすることで、多くの亜型

に有効であり、耐性化に抵抗性を有する新規作用機序に基づいた抗ウイルス薬の開発が期

待される。
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第 1 章 新規抗インフルエンザウイルス薬の探索 

1-1. 緒言 

現在インフルエンザの治療及び予防目的で使用可能な抗ウイルス薬は、NA 阻害薬のみで

あることから、抗ウイルス薬の限られた選択肢が問題となっており、新規作用機序を有す

る抗ウイルス薬の開発が求められている。 

近年新たな抗ウイルス薬標的としてウイルス核タンパク質(NP)が注目を浴びており、NP

を標的とした様々な阻害剤が報告されている(28)。最初に報告された NP 阻害剤として、

NP の nuclear import signal (NLS)を標的とした天然物由来の低分子化合物である

mycalamidA の誘導体が報告された(29)。本化合物は、約 6,800 種の低分子化合物が固定化

された化合物アレイを用いて、NP の N 末端に位置する 3-13 アミノ酸から構成される NLS

を含む 110 アミノ酸に特異的に結合する低分子化合物をスクリーニングすることにより同

定されたものである。スクリー二ングによってヒットした化合物 mycalamidA 自身は抗ウ

イルス活性を示さなかったものの、NLS との結合性を維持した光学異性体において、イン

フルエンザウイルス感染阻害効果が認められた。以上の結果から、mycalamidA 光学異性

体は NP の NLS に結合する核内移行阻害剤として、抗ウイルス活性を示すことが示唆され

る。また、vRNP を形成するために必要な NP-NP 間の結合に関与する tail-loop とその結

合ポケット構造の相互作用に必要であるE339とR416間の塩橋結合を阻害する化合物がイ

ンシリコスクリーニングにより同定された(30)。本化合物は、tail-loop とその結合ポケット

の相互作用により形成される NP の多量体形成を阻害し、抗ウイルス活性を示すことが明ら

かとなった。さらに、最も強い抗ウイルス活性を示す NP 阻害剤として、NP-NP 間に特異

的に結合し、タンパク凝集を誘導することで、包括的に NP の機能を阻害する Nucleozin

が報告された(31,32)。本化合物は、季節性インフルエンザウイルス株に加え、強毒性の高

病原性トリインフルエンザウイルス株においても、nM オーダーの非常に強い抗ウイルス活

性を示した。しかしながら、Nucdleozin と NP の結合に関わるわずか一つのアミノ酸残基
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の変異によって著しく抗ウイルス活性が低下し、薬剤耐性を示すことが明らかとなった。

Nudcleozin に対する耐性を獲得する 289 位のチロシン(Y)からヒスチジン(H)へのアミノ酸

変異は、2009 年にパンデミックを引き起こしたブタ由来の H1N1pdm09 ウイルス株におい

て認められ、これらの変異はウイルス複製に影響しなかった。そのため、容易にアミノ酸

変異による Nucleozin 耐性ウイルスが生じることが耐性ウイルス産生実験により示されて

いる。これまでの研究成果から、NP が創薬の標的として妥当性のある標的分子であること

は示されてきたが、未だ NP を標的とした抗ウイルス薬の開発には至っていない。 

本研究では、ウイルス感染細胞を用いた HTS スクリーニングによる 50,000 化合物のラ

イブラリースクリーニングを行い、既存の抗ウイルス薬とは異なる作用機序を有する新規

抗インフルエンザウイルス薬の探索とヒット化合物の作用機序解析を行った。 
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1-2. 材料と方法 

細胞培養とプラスミドの導入法 

Madin Darby canine kidney (MDCK)細胞および human embryonic kidney 293T 

(HEK293T) 細胞は、10％ fatal bovine serum（FBS, SIGMA 社製）および Pen-Strep 

Glutamine（Invitrogen社製）添加Dulbecco’s Modified Eagle Medium（DMEM, Invitrogen

社製）にて培養した。 

Influenza A/Wilson-Smith Neurotropic (WSN)/1933 (A/WSN/33 (H1N1))は東京大学大

学院医科学研究所ウイルス感染分野 河岡義裕教授より分与していただいた。Influenza 

A/Udorn/307/1922 (H3N2)は日本大学医学部感染症ゲノムセンター清水一史教授より分与

していただいた。その他 A 型インフルエンザウイルス株は北海道大学人獣共通感染症リサ

ーチセンター迫田博教授より分与していただいた。全てのウイルス株は 1µg/mL の

tosylsulfornyl phenylalanyl chloromethyl ketone-treated trypsin（TPCK-treated trypsin, 

Worthington Biochemical Corporation 社製）を含む DMEM(-FBS)を培地とし、MDCK 細

胞にて増殖させた。 

 

プラスミド 

Influenza A/WSN/33 (H1N1)由来のウイルスタンパク発現プラスミド; PB2/pCAGGS, 

PB1/pCAGGS PA/pCAGGS PB2/pCAGGS、およびウイルスゲノム発現プラスミド；

PB2/pHH21, PB1/pHH21, PA/pHH21, NP/pHH21, HA/pHH21, NA/pHH21, M/pHH21, 

NS/pHH21, vRNA-luc/pHH21は東京大学大学院医科学研究所ウイルス感染分野河岡義裕

教授より分与していただいた。 

NP-mRFP-Flag/pCAGGS, NP-Flag/pCAGGS, NP-HA/pCAGGS及びGST-NP/pGEX6p3は

分子ウイルス学特別学研究ユニットにで構築されたものを間陽子教授より分与いただいた。 
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NP/pHH21, NP/pCAGGS及びNP-FLAG/pCAGGS の内、任意のアミノ酸配列(Y52H、

R162A、S165A、L264A、Y289H及びY487A)にアラニン変異を導入した変異体NP発現プ

ラスミドは、NP/pHH21、NP/pCAGGS及びNP-FLAG/pCAGGSをそれぞれ鋳型とし、以下

のプライマーとPrime STAR® Max DNA Polymeras(Takara bio 社製)を用いたPCR反応

により調製した。 

プライマー： 

Y52H-(F) 5’-AGTGATCATGAGGGACGGCTGATTCAG-3’  

Y52H-(R) 5’-TCCCTCATGATCACTGAGTTTAAGTTC-3’ 

R162A-(F) 5’-GATCCCGCGATGTGCTCACTGATGCAG-3’  

R162A-(R) 5’-GCACATCGCGGGATCCATTCCTGTGCG-3’ 

S165A-(F) 5’-ATGTGCGCACTGATGCAGGGCTCAACC-3’ 

S165A-(R) 5’-CATCAGTGCGCACATCCTGGGATCCAT-3’ 

L264A-(F) 5’-TCTGCAGCCATATTGAGAGGGTCAGTT-3’ 

L264A-(R) 5’-CAATATGGCTGCAGACCGTGCTAAAAA-3’ 

Y289H-(F) 5’-AGTGGACACGACTTTGAAAGAGAGGGA-3’  

Y289H-(R) 5’-AAAGTCGTGTCCACTGGCTACGGCAGA-3’  

Y487A-(F) 5’-GGATCTGCTTTCTTCGGAGACAATGCA-3’ 

Y487A-(R), 5’-GAAGAAAGCAGATCCTTCATTACTCAT-3’ 

(変異導入部位に下線を引いた) 

配列は、BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied biosystem 社製)にて

DNAを増幅後、理化学研究所脳科学総合研究センター生体物質分析支援ユニットにて配列

解析し、GENETYX ver.10.0.0 (GENETYX Corporation社製)にてアライメント解析するこ

とで野生型の配列と比較して目的の部位に変異が導入されていることを確認した。 
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化合物 

化合物ライブラリーは理化学研究所 創薬医療・技術基盤プログラムより提供いただい

た。RK188、RK424、 Leptomycin B (LMB) 及びOseltamivir phosphateはSigma社、

Enamine社、 Sigma社及びSundia MediTech社よりそれぞれ購入した。WV635、WV970

及びRK424誘導体は湧永製薬株式会社 創薬研究所にて合成されたものを提供いただいた。  

 

プラーク形成阻害試験 

MDCK細胞(5×105 個)を6ウェル培養プレート(Nunc社製)に播種し、10%FBS/DMEM培

地中で37℃、24時間培養した。培養後、細胞をPBSで洗浄し、0.3% bovine serum albumin 

(BSA)/minimum essential medium (MEM)にてMOI=0.008に調製したウイルス液を37℃

にて1時間接種した。その細胞をPBS にて3回洗浄し、種々の濃度に調製した化合物と0.3 % 

BSA/MEM、1% agarose 及び1µg/ml TPCK-treated trypsin の混合液2mlにて覆い、37℃、

48時間培養した。48時間後に非感染生細胞を0.1% crystal violet (Wako社製)にて染色し、

形成されたプラーク数をカウントした。DMSOを処理した細胞でカウントされたプラーク

数に対して、50%のプラーク形成阻害効果を示す化合物濃度をHalf-maximal inhibitory 

concentration (IC50)として算出し、抗ウイルス活性を評価した。 

 

Water soluble tetrazolium salt-1 (WST-1) アッセイ 

 MDCK細胞(1.0×105 個)を96ウェルプレート(Nunc社製)に播種し、種々の濃度に調製し

た化合物と共に10% FBS/DMEM中にて37℃、48時間培養した。その後、培養後の各ウェ

ルに10µlのWST-1試薬を添加し、0.5~1.0時間、37℃で培養した。培養後のプレートをWallac 

ARVO.SX 1420 Multilabel Counter (PerkinElmer社製) にて450nmにおける吸光波長を

測定し、DMSO処理を行った細胞に対する試験化合物を処理した細胞の吸光度を基にCC50

を算出した。 
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大腸菌由来タンパク質の精製 

100mLのLB培地に、野生型NP及び変異体NPをコードするpGEX-6p-3プラスミドをトラ

ンスフォーメーションしたBL21 CodonPlus (DE3)-RIL (Stratagene社製)大腸菌株を添加

し、濁度を示すOD600値が0.8～0.9 になるまで37℃で振とう培養した。培養後、終濃度1 

mMにて isopropyl-b-D-1 thiogalactopyranoside (IPTG; SIGMA社製)を添加し、22℃で10

時間振とう培養した。培養後の大腸菌液を遠心分離し、ペレットをlysis buffer (50 mM 

Tris-HCl (pH 7.4), 200 mM NaCl, 1% Triton X100, 1 mg/mL lysozyme, 0.15 mg/mL 

RNase A)で懸濁し、ソニケーションにより菌体を破砕した。破砕した菌体液を遠心分離し、

回収した上清にGlutathione Sepharose 4 Fast Flow ビーズ  (GSH ビーズ ; GE 

Healthcare社製) を加え、4℃で一晩回転攪拌した。攪拌後、lysis buffer でビーズを洗浄

後、PreScission budffer (10mM Tris-HCl (pH 7.0), 150mM NaCl)と PreScission Protease 

(GE Healthcare社製)を添加し、さらに4℃にて、一晩回転攪拌を行った。攪拌後の上清を

回収し、 Heparin Sepharose 6 Fast Flow ビーズ (GE Healthcare社製)を添加し、4℃に

て2－3時間回転攪拌後、ビーズをWash buffer (0.5 M NaCl and 50mM Tris-HCl (pH 7.4))

で洗浄し、Eelution buffer (1.5 M NaCl and 50mM Tris-HCl (pH 7.4))にてNPタンパクを

ビーズから溶出し、上清を回収した。回収した精製タンパクをSDS-PAGEにより分離し、

coomassie brilliant blue (CBB) 染色にてNPの精製度を確認した。 

 

ゲル濾過カラムによるサイズ分画法 

1 mg/mL濃度に調製した精製NPタンパクを、多量体から単量体に平衡をシフトさせるた

め、Amicon® Ultra 50K device (Merck Millipore社製)を用いた限外濾過法により、低塩濃

度 buffer (100 mM NaCl , 50mM Tris-HCl (pH 7.4))に置換し、4℃にて一晩静置した。単

量体にシフトさせた精製NPとRK424 及び vRNA を加え、室温で1時間回転攪拌を行った。
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反応後のサンプル100µlをÄKTA purifier chromatography system (GE Healthcare社製)に

取り付けたSuperdex 200 Increase 10/300 GL Column (GE Healthcare社製)にロードし、

溶出サンプルピークを同システムによりモニターし、  検出されたピーク面積を

Instruments software (UNICORN ver. 5.1; GE Healthcare社製)にて解析した。 

. 

マウス感染モデルを用いたin vivo薬効試験 

RK424 を終濃度20% polyethylene glycol (PEG) 400を含む PBSに懸濁し、1 mg/mL 又

は 2 mg/mL濃度のRK424溶液を調製した。 6週齢のメス Balb/c マウス(CREA Japan社

製 ) を1週間馴化飼育した後、  10×50% lethal doses (LD50) の濃度に調製した 

A/WSN/1933 (H1N1)ウイルス液をマウス経鼻より感染させた。 感染試験は１群にき8匹の

マウスを使用し、RK424  (5 mg/kg または10 mg/kg)またはOseltamivir (10 mg/kg) を感

染2時間前に腹腔投与し、ウイルス感染後さらに5日間、1日2回腹腔投与を行った。ネガテ

ィブコントロール群であるPBS及びポジティブコントロール群であるOseltamivir 投与群

については、それぞれ7匹のマウスを使用し、RK424処理群と同様の投与計画で評価を行っ

た。in vivoの薬効評価は、マウスの体重変動を指標に評価し、初期体重の20%以上の体重

減少を認めたものについては、人道的エンドポイントとして、ペントバルビタールを用い

て安楽死させた。また、肺でのウイルス量の変動を評価するため、RK424またはPBS投与

群において、感染6日目の個体から肺を採取し、乳鉢でPBSと共に懸濁させた肺懸濁液を用

いてプラークアッセイによるウイルス力価の定量を行った。 

 

血漿タンパク結合率の測定 

マウス血漿を7週齢のBalb/cマウス血液より調製し、終濃度5mMとなるようにRK424とマ

ウス血漿を合わせ、37℃で30分反応させた。反応後、100 kDa size cut filterを用いた限外

濾過法により、血漿タンパクに結合していないフリーのRK424を分離した。分離した血漿
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タンパクフリーのRK424量をUltra Performance Liquid chromatography (UPLC)により

定量し、血漿タンパク結合率を算出した。 

 

薬物動態パラメーターの算出 

RK424の薬物動態パラメーターの算出は Nemoto Science 社に試験を依頼した。N,N- 

Dimethylacetamide (Wako Pure Chemical Industries社製 ) と  生理食塩水 (Otsuka 

Pharmaceutical Factory社製)に溶解した1 mg/kg RK424 は静脈内投与、  PEG 400 

(Sigma社製)とPBSに溶解した10 mg/kg RK424は腹腔投与、 0.5% メチルセルロース 

(Wako Pure Chemical Industries社製) に溶解した10mg/kg RK424は経口投与にそれぞれ

使用した。化合物の投与は8週齢の Balb/c マウス (CHARLES RIVER LABORATORIES 

JAPAN社製)を使用し、腹腔投与後 0, 0.25, 0.5, 1, 2, 4, 6 及び 24 時間後に血液を採取し

た。経口投与及び静脈内投与後のマウスについては、投与後 0, 0.25, 0.5, 1, 2, 6 及び24 時

間後に血液を採取した。  採取した血液サンプルは除タンパク処理後、  LC/MS/MS 

(ACQUITY UPLC system and Xevo TQ MS; Nihon Waters K.K.社製) を用いて、血中の

RK424量を測定した。得られた血中濃度データを基に、Winnolin Ver.6.1 (Pharsight 

Corporation社製)を用いて薬物動態パラメーター (Cmax, Tmax, AUC0-24 h, t1/2, Vd 及び 

relative bioavailability) を解析した。  

 

Replicon アッセイ 

HEK293T 細胞 (2 × 105 個 ) を 24 ウェル培養プレート (Nunc 社製 ) に播種し、

10%FBS/DMEM培地中で37℃ 24時間培養した。培養後、PB2/pCAGGS、 PB1/pCAGGS、 

PA/pCAGGS、NP/pCAGGS及びvNP-luc/pHH21を0.5µgずつHEK293T細胞にトランスフ

ェクションし、種々の濃度に調製した化合物と共に37℃で48 時間培養した。培養後の細胞

を回収し、PBSで洗浄後、Piccagene luciferase lysis buffer (Tokyo Ink社製)にて細胞を溶
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解した。細胞溶解後、回収した細胞上清100µlに10µlのPiccagene luciferase assay substrate 

(Tokyo Ink社製)を添加し、Wallac ARVO.SX 1420Multilabel Counter にてルシフェラーゼ

活性を測定した。 

 

リコンビナントウイルスの作成 

MDCK細胞 (4 × 105 個) とHEK-293T細胞 (6 × 105 個)を6ウェルプレートに播種し、

37℃で24時間共培養した。培養後、第1~8分節のウイルスゲノムをコードプラスミドと

vRNPを構成するウイルスタンパクを発現するプラスミド(PB2/pCAGGS、 PB1/pCAGGS,、

PA/pCAGGS及びNP/pCAGGS)をFugene(promega社製)を用いてトランスフェクションし、

6時間後に1µg/mL TPCK-treated trypsin/0.03% BSA/ DMEM(-FBS)に培地を交換し、さら

に72時間培養を行った。培養後の培養上清を回収し、ウイルス量をプラークアッセイによ

り定量した。 

 

免疫染色法による細胞内NPの局在解析 

HeLa細胞(2×105 個)を24ウェルプレート(Nunc社製)に播種し、10%FBS/DMEM培地中

で37℃、24時間培養した。培養後、HeLa細胞にNP/pCAGGSをトランスフェクションまた

は、A/WSN/1933 (H1N1)ウイルス株をMOI=10で感染し、試験化合物と共に37℃で48 時

間培養した。培養後、4%パラホルムアルデヒドで20分間、室温固定し、さらに冷メタノー

ルで10 分間、-20℃で反応させた。反応後、0.1% Triton-X 100/PBSで膜透過処理をした。

膜透過処理後、一次抗体として抗NPモノクローナル抗体(Santa Cruz Biotechnology社製)

を室温で1時間反応させた。PBSで洗浄後、二次抗体としてAlexa Fluor 488-抗マウスIgG

抗体(Invitrogen社製)を用いて室温で1時間反応させた。PBS洗浄後、hoechst33342を室温

で5分間反応させ、核を染色した。調製した観察用サンプルを共焦点レーザー顕微鏡

（FV1000D, Olympus社製）を用いてNPの細胞内局在を観察した。 
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Nuclear export アッセイ 

HeLa細胞(2×105 個)を24ウェル培養プレート(Nunc社製)に播種し、10%FBS/DMEM培

地中で37℃で24時間培養した。培養後、HeLa細胞にNP-mRFP-Flag/pCAGGSをトランス

フェクションし、37℃で48 時間培養した。培養後、氷冷したtransport buffer (20 mM 

HEPES (pH 7.4), 110 mM potassium acetate, 2 mM magnesium acetate, 1 mM EGTA 

(pH 7.4), 2 mM DTT, 1 µg/mL aprotinin, 1 µg/mL leupeptin, 1 µg/mL pepstatin) で2度洗

浄し、 transport bufferに溶解した 50 µg/mL digitonin (Sigma社製)で氷冷下、5分間反応

させ、細胞膜透過処理を行った。膜透過処理後、細胞を氷冷したtransport bufferで洗浄し、

transport bufferに溶解した 10 U/mL apyrase (Sigma社製) を氷冷下、 5分間反応させた。

反応後、氷冷したtransport bufferで洗浄し, さらに氷冷下でtransport buffer に10分間浸

した後、試験化合物を含むreaction mixture (40 µg HeLa cell lysate, 10 mg/mL bovine 

serum albumin (BSA), 10 mM ATP, 5 mM creatine phosphate, 0.64 U creatine kinase)に

置換し、30℃で1時間反応させた。氷冷したtransport bufferで3回洗浄後、 mRFP の蛍光

を共焦点レーザー顕微鏡下で観察した。観察した核内の蛍光強度を MetaMorph software 

(Molecular Devices Inc社製)で測定し、100細胞以上の集団を解析対象として、核外移行阻

害率を算出した。 

 

タグ配列を付加したNPタンパクの精製 

10µg の NP-Flag/pCAGGS 、 NP-HA/pCAGGS 、 NP-mRFP-Flag/pCAGGS ま た は 

mRFP-Flag/pCAGGSをHEK293T細胞にトランスフェクションし、37℃で 48 時間培養し

た。 培養後の細胞を PBSで洗浄後、500 µLのlysis buffer (10 mM Tris-HCl (pH 7.8), 150 

mM NaCl, 1 mM EDTA 及び 1% NP-40)で細胞を懸濁し、 4℃で1時間回転攪拌した。攪

拌した後のライゼートを遠心分離し、回収した上清にANTI-FLAG M2 agarose ビーズ 
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(Sigma社製) または ANTI-HA agarose ビーズ (Sigma社製)を添加し、4℃で一晩回転攪

拌した。攪拌後のサンプルを wash buffer (10 mM Tris-HCl (pH 7.4), 150 mM NaCl, 

0.05% NP-40)で3回洗浄し、ビーズに結合したタンパクを3 × Flag peptide (Sigma社製) ま

たは HA peptide (Sigma社製)により溶出し、回収した。回収したタンパクは、SDS-PAGE

により分離し、Western blot法及びCBB染色にてタンパクの精製を確認した。精製した

mRFP-Flag, NP-mRFP-Flag及びNP-Flagタンパクは ANTI-FLAG M2 agarose ビーズ 

(Sigma社製) と反応させ、HA-NPまたはCRM1との結合実験に使用した。 

 

化合物ビーズによる結合実験 

CH-sepharose 4B ビーズ (Amersham Biosciences Corporation社製) に光親和性リン

カーを導入し、UV照射によりRK424を不可逆的に結合させた。化合物ビーズは理化学研究

所 長田抗生物質研究所 本田香織氏に作成いただいた。化合物ビーズまたは化合物を結

合していないコントロールビーズ20µlと精製NP-FLAGタンパク溶液を混合し、4℃にて一

晩回転攪拌させた。反応後、Wash buffer (0.01% NP-40, 150 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl 

(pH 7.0))で5回洗浄し、10% SDS-PAGE sample bufferをにより、ビーズに結合したタンパ

クを100℃で5分間熱変性させ、SDS–PAGEにて分離し、抗Flagモノクローナル抗体 (Sigma

社製)を用いたWestern blot法により検出した。 

 

CRM1とNPの結合実験 

NP-Flag を固定化したANTI-FLAG M2 agarose ビーズ (Sigma社製) と HeLa細胞よ

り調製したライゼート及び種々の濃度に調製したRK424またはLMBを反応させ、 4℃ で

一晩回転攪拌した。攪拌後のサンプルを、Wash buffer (0.01% NP-40, 150 mM NaCl, 10 

mM Tris-HCl (pH 7.0))で5回洗浄し、10% SDS-PAGE sample bufferを加えて、ビーズに
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結合したタンパクを100℃で5分間熱変性させ、SDS–PAGEにて分離し、抗CRM1 MAb (BD 

Biosciences社製)を用いたWestern blotによりCRM1のビーズへの結合を検出した。  

 

Surface plasmon resonance (SPR)法 によるNPとRNA の結合実験 

ビオチン修飾を施した2-O-methylated RNA; 5-UUU GUU ACA CAC ACA CAC GCU 

GUG-3 (Hokkaido System Science社製) をストレプトアビジン付加したSAセンサーチッ

プ (GE Healthcare社製)に結合量が100 resonance units (RU)となるように固定化した。精

製NP-FLAGタンパクと種々の濃度に調製したRK424を室温で1時間反応させ、反応後のサ

ンプルをrunning buffer (200 mM NaCl, 20 mM Tris-HCl (pH 7.4), 0.05% Tween 20) に添

加し、RNA固定化センサーチップとの結合をBiacore T-100 (GE Healthcare社製)を用いて

解析した。  

 

NP-NP間の結合解析 

mRFP-FLAGまたはmRFP-FLAG-NP を固定化したANTI-FLAG M2 agaroseビーズ 

(Sigma社製) と 精製HA-NPタンパク及び種々の濃度に調製したRK424を共に反応させ、

4℃で一晩回転攪拌した。攪拌後のサンプルを、Wash buffer (0.01% NP-40, 150 mM NaCl, 

10 mM Tris-HCl (pH 7.0))で5回洗浄し、10% SDS-PAGE sample bufferを加えて、ビーズ

に結合したタンパクを100℃ で5分間熱変性させた。変性させたサンプルをSDS–PAGEに

て分離し、抗HA モノクローナル抗体  (MBL社製 )を用いたWestern blot法により

mRFP-FLAGまたはmRFP-FLAG-NPビーズへのNP-HAの結合を検出した。 

 

in vitroトランスクリプションによるvRNA の合成 

1027ntのA/WSN/1933(H1N1)ウイルス由来 第7分節ゲノムRNA をコードするプラスミ

ド M/pHH21を鋳型とし、T7プロモーターと第7分節ゲノムRNA特異的な配列を含むプラ
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イマーを設計した。設計したプライマーとprime starmax polymerase (Takara社製) を用

いたPCR法により、ゲノムRNAをコードする配列を増幅した。得られたPCR産物を

QIAquick PCR purification kit (Qiagen社製)を用いて精製した。5µgの精製PCR産物と

transcription buffer、rNTP mix (25 mM ATP, CTP, GTP, UTP) 及び T7 enzyme mix 

(final volume 100 µL)を混合し、37℃ で4 時間反応させた。反応後のサンプルに5 units の

RQ1 RNAse-Free DNase I (Promega社製)を添加し、さらに 37℃で15分反応させ、DNA

を消化した。反応後のサンプルをアガロース電気泳動にて分離し、目的のサイズに合成し

たRNAが検出されるのを確認した。以下に使用したプライマー配列を記載する: 

T7_WSN_seg7-(F),5’-GACTCAGTTAATACGACTCACTATATAGTTTTTTACTCCAGCTC

TATGTTG-3’  

T7_WSNseg7-(R), 5’-AGCAAAAGCAGGTAGATATTG-3’  

(T7 promoter 配列に下線を引いた。) 

 

RNA FISH法によるゲノムRNAの発現解析 

PB2をコードするウイルスゲノムRNAに特異的なDNA配列をSTELLARIS RNA FISH 

PROBE DESIGNER (Biosearch Technologies社製) を用いて設計し、設計した配列を

Biosearch Technologies社より購入した(33)。 設計したプローブは、Quasar 670で標識し

た20 mer の長さからなるように設計したsingle-stranded DNAであり、48種類のプローブ

セットにより構成される。カバースリップを敷いた12ウェルプレートにMDCK細胞(2 × 105 

個)を播種し、37℃で24時間培養した。MOI＝5に調製したA/WSN/1933 (H1N1)ウイルス液

を種々の濃度に調製したRK424またはOseltamivir phosphateと共にMDCK細胞に感染さ

せ、感染6時間後の細胞をPBSで洗浄し、4%パラホルムアルデヒドにより室温で10分間固

定化した。固定化後のサンプルをPBSで洗浄し、0.5% Triton X-100を含むPBSを用いて室

温で1分反応させ、膜透過処理を行った。膜透過処理後のサンプルをPBSで洗浄し、10% ホ



 38 

ルムアミドを含む 2 × SSC buffer (300 mM sodium chloride, 30 mM sodium citrate)で室

温5分反応させた。ウイルス感染細胞内でのゲノムRNAを検出するため、hybridization 

buffer (10% dextran sulfate, 2 mM vanadyl ribonucleoside complexes (VRC; New 

England BioLabs社製), 0.02% BSA, 50 mg E. coli tRNA, 2 × SSC, 10% formamide)で2 

µMに調製したFISHプローブをカバースリップサンプルに添加し、37℃ で16時間反応させ

た。反応後のサンプルを10% ホルムアルデヒドを含む 2 × SSC buffer (300 mM sodium 

chloride, 30 mM sodium citrate, 2 mM VRC)を用いて、30℃で30分間洗浄した。洗浄後の

サンプルをhoechst 33342で染色し、染色後のサンプルをスライドガラスにマウント後、観

察用サンプルとした。調製した観察用サンプルは共焦点レーザー顕微鏡(FV 1000, Olympus

社製)を用いて解析した。 

 

リアルタイムPCRによるウイルスmRNA及びvRNAの発現定量解析 

MDCK細胞(1.2×106 個)を6ウェルプレート(Nunc社製)に播種し、10%FBS/DMEM培地

中で37℃、24時間培養した。培養後、MDCK細胞にA/WSN/1933 (H1N1) ウイルス株を

MOI=10で感染させ、感染5時間後又は10時間後の細胞からTrizol LS reagent (Invitrogen

社製)を用いてRNAを抽出した。抽出したゲノムRNAをSuperScript™ III First-Strand 

Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen社製)及び以下の配列特異的なプライマーを用い

てReverse transcription (RT) -PCR を行った。 

vRNA NP (F) 5’-GGCCGTCATGGTGGCGAATGAATGGACGGAGAAC 

AAGGATTGC-3’;  

viral mRNA NP (R) 5’-CCAGATCGTTCGAGTCGTTTTTTTTTTTTTTTT 

TCTTTAATTGTC-3’  

mRNA MDCK actin (R) 5’-GGAACCGCTCGTTGCCAATG-3’ 

RT-PCRにより得られたcDNAを用いて、2 ×SYBR GreenER qPCR 
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SuperMix (Invitrogen社製) 及び以下の配列特異的プライマーを用いて、 ABI 

PRISM(Applied Biosystems社製)によりリアルタイムPCRを行った。 

vRNA NP (F), 5’ -GGCCGTCATGGTGGCGAAT-3’  

vRNA NP (R), 5’ -CTCAATATGAGTGCAGACCGTGCT-3’  

viral mRNA NP (F), 5’-CGATCGTGCCCTCCTTTG-3’  

viral mRNA NP (R), 5’-CCAGATCGTTCGAGTCGT-3’ 

mRNA MDCK actin (F), 5’-CGTGCGTGACATCAAGGAAGAAG-3’ 

mRNA MDCK actin (R), 5’-GGAACCGCTCGTTGCCAATG-3’   

得られたデータはΔΔCT法により解析し、actinの発現量をコントロールとして評価した。 

 

耐性ウイルス産生実験 

MDCK細胞(2×105 個)を12ウェルプレート(Nunc社製)に播種し、10%FBS/DMEM培地

中で37℃、24時間培養した。培養後、MDCK細胞にA/WSN/1933 (H1N1) ウイルス株を100 

PFU/wellで感染させ、種々の濃度に段階希釈した RK424 または Nucleozinと共に培養し

た。ウイルス感染の成立は細胞変性効果による形態変化を指標に評価した。培養は細胞変

性効果が認められるまで継続し、細胞変性効果が認められたサンプルの内、最も高い薬剤

濃度で処理をしたサンプルの上清を回収し、次の継代感染に使用した。継代は4回実施し、

3回または4回継代後に回収したウイルス上清を用いて、10µMのRK424およびNuleozinに

対する感受性を評価し、薬剤耐性化の評価を行った。また、3回または4回継代後のウイル

ス上清を用いて、ウイルスゲノムのシーケンス解析を行うため、回収したウイルス上清に

Trizol LS reagent (Invitrogen社製) を加え、ウイルスゲノムRNAを抽出した。抽出したゲ

ノムRNAをSuperScript™ III First-Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen社

製)及びウイルスゲノム特異的なプライマー; Uni12 (F), 5’- agcaaaagcagg-3’を用いてRT 

-PCR を行った。RTを行ったPCR産物のNP配列を増幅するため、NP特異的なプライマー
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及びKOD -Plus- (Toyobo社製)を用いてPCRを行った。得られたPCR産物は ABI PRISM 

BigDye Terminator v 3.1 Ready Reaction Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems社

製) を用いてシーケンス解析用サンプルを調製し、ABI3730xl DNA Analyzer (Applied 

Biosystems社製)を用いて配列を解析した。 

 

ChemSpiderを用いた標的タンパク検索 

立体構造に基づいた仮想スクリーニングデータベースである  ChemSpider (Royal 

Society of Chemistry社製)を用いて試験化合物に対するタンパクの結合可能性を検索した

(34)。試験化合物とタンパクとの結合可能性は、0～１のLASSO (ligand activity by surface 

similarity order)スコアで表示され、スコアが高いほど標的タンパクとの結合可能性が高い

ことを示す。 

 

KINOMEscanによるキナーゼ阻害活性評価 

WV970のキナーゼ阻害活性は、DiscoveRx社が提供する競合的キナーゼ阻害活性評価を

目的としたKINOMEscanにより評価した(35,36)。予めPCRで増幅可能なDNAタグを付加

した456種類のキナーゼタンパクをリガンドに固定化した状態で50nM WV970を反応させ、

リガンドから解離したキナーゼをDNAタグに対するプライマーを用いてqPCRにより定量

し、競合阻害活性を算出した。解析値は% Ctrlで算出し、値が小さいほど強いキナーゼ阻害

活性を有することを示す。 

 

アミノ酸保存率の算出 

ヒト、ブタ、トリ由来のA型インフルエンザウイルスのNPアミノ酸配列を NCBI’s 

Influenza Virus Resourceより抽出した。抽出した配列をMAFFT (version 6) プログラムを
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用いて、アミノ酸配列の比較を行い、アミノ酸保存率を算出した。ヒト由来NP; 3,759配列、

トリ由来NP；3,273配列、ブタ由来NP; 651配列を含めた計7,683配列の解析を行った。 

 

統計解析 

平均値の差の検定にはt検定を用いた。また、マウスの生存曲線の比較検定にはlog-rank検

定を用いた。有意確立p value <0.05のとき統計学的に有意差があるものとした。 

 

RK424とNPのドッキングシュミレーション 

RK424とNPタンパクのドッキングシュミレーションはAutoDock (version 4.2) (37)にて

行った。 単量体NPの立体構造は PDB (PDB ID: 2IQH)より取得した。 得られたRK424 と 

NPの詳細な結合様式の解析は MOE version 2013.0801(38)にて行った。 

 

NPポケット構造に対する構造相同性解析 

インフルエンザウイルスNP タンパクとPAタンパクのX線結晶構造は PDBより抽出し

た(NP= ID: 2IQH, PA=PDB ID: 4E5E)。 解析対象として、NPのポケット構造をR162、

S165、 L264及びY487のアミノ酸残基より半径10Åの範囲及び PAのエンドヌクレアーゼ

活性部位として、P107、D108、E119及びK134のアミノ酸残基より半径10Åの範囲を抽出

し、タンパク構造ライブラリーPoSSuM(39)及びProBiS(40)により抽出した構造に対して相

同性を示すタンパクの検索を行った。  
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1-3. 結果 

1-3-1. 新規抗インフルエンザウイルス化合物の同定 

 新規抗インフルエンザウイルス薬の探索を行うため、50,000 個の化合物を含む化合物ラ

イブラリーを使用して、スクリーニングを実施した。1 次スクリーニングとして、ウイルス

感染を行った MDCK 細胞の細胞生存率を指標に、感染阻害効果を評価した。その結果、評

価した 50,000 化合物の内、83 個の化合物が 50%以上の細胞生存率を示し、43 個の化合物

について再現性が認められた。2 次スクリーニングとして、プラークアッセイによる抗ウイ

ルス活性評価を行った。その結果、83 化合物の内、IC50≦3 µM の強い抗ウイルス活性を示

す化合物として、4 つの化合物を選定した(図 5)。選定した 4 つの化合物の内、RK856 は既

存薬と同じアダンマンタン骨格を有する M2 チャネル阻害薬誘導体であったため、研究対

象から除外した。また、RK852 は細胞毒性が高く、誘導体合成により薬効が向上した化合

の取得にも至らなかったため、作用機序解析の対象から除外した。 

 

1-3-2. RK188 及び WV970 の作用機構解析 

RK188 の構造最適化と誘導体の抗ウイルス活性評価 

RK188 は強い抗ウイルス活性を示したが、C7 位と C14 位に 2 つの不斉炭素原子を有す

るため、立体構造の異なる 4 つの化合物から成るラセミ混合物であることが分かった(図 6A

左)。そこで RK188 の活性本体を明らかにするため、立体選択に合成した 4 つの化合物の

抗ウイルス活性を評価した結果、C7 位及び C14 位が共に S 体である WV635 が RK188 の

活性本体であることが明らかになった(図 6A 中央)。そこで WV635 をリード化合物として、

抗ウイルス活性を指標に構造最適化を行った結果、大きく抗ウイルス活性が向上した

WV970 を取得することに成功した(図 6A 右)。次に WV970 の抗ウイルス活性プロファイ

ルを評価した結果、WV970 は季節性インフルエンザウイルス株だけではなく、強毒性の高

病原性トリインフルエンザウイルス株及び B 型インフルエンザウイルス株に対しても強い
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抗ウイルス活性を示すことが示された(図 6B)。一方で WV970 は、インフルエンザウイル

スと同様にゲノムに RNA を有する日本脳炎ウイルス株やデングウイルス株に対しては抗

ウイルス活性を示さなかったことから、インフルエンザウイルス特異的な複製メカニズム

を阻害していることが示唆された。 

 

WV970 のウイルスライフサイクルにおける作用点評価 

WV970 のウイルスライフサイクルにおける作用点を解析するため、ウイルス感染の過程

において、継時的に WV970 を処理し、感染 11 時間後の細胞培養上清を回収し、産生され

たウイルス量を HA アッセイにより評価した。その結果、WV970 はウイルス感染時から感

染４時間以内に投与した場合に、顕著なウイルス産生量の低下が認められたことから、ウ

イルスライフサイクルの初期から中期にかけて作用し、ウイルス複製を阻害していること

が示唆された(図 7)。そこで、感染初期過程に認められる vRNP の細胞質から核内への移行

について、vRNP の主構成要素である NP の細胞内局在を指標に WV970 による阻害効果を

確認した(41)。その結果、感染 1.5 時間後の細胞内において、DMSO 及び WV970 処理を行

ったいずれの条件下においても NP の核内での局在が確認されたことから、WV970 は NP

の核内移行に関与しないことが明らかになった(図 8 上)。次に、核内で再構成された vRNP

の核から細胞質への移行が認められる感染５時間後のNPの細胞内局在に与えるWV970の

影響を解析した。その結果、DMSO 処理細胞では、NP の大部分が細胞質に局在し、一部

が核に局在が認められたのに対し、WV970 処理細胞では、NP の局在が DMSO 処理細胞と

同様細胞質に認められるものの、その発現レベルが大きく低下していることが確認された

(図 8 下)。これらの結果から、WV970 は、vRNP による vRNA の転写・複製を阻害し、ウ

イルスタンパクの合成を抑制していることが考えられる。 

 

WV970 の vRNP ポリメラーゼ活性に与える影響解析 
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そこで、ウイルス感染細胞内で vRNPにより複製される vRNAの発現量に与えるWV970

の影響を FISH 法により解析した(33)(図 9A)。ウイルス非感染細胞では、蛍光標識した DNA

プローブの蛍光シグナルが認められないのに対し、ウイルス感染細胞では細胞質と核に強

く蛍光シグナルが認められたことから、FISH 法による vRNA の検出系が機能しているこ

とが確認された。また、DMSO 処理を行ったウイルス感染細胞では vRNA の蛍光シグナル

の低下が認められないのに対し、WV970 処理を行ったウイルス感染細胞ではその容量依存

的に vRNA の蛍光シグナルの低下が認められることが分かった(図 9B-C)。次に、WV970

の vRNA の複製及び転写に対する阻害効果を定量的に評価するため、ウイルス感染細胞内

の vRNA 及び mRNA の発現量を q-PCR により解析を行った。その結果、NA 阻害剤であ

るOseltamivirを処理した細胞では、DMSO処理細胞と比較して、細胞内vRNA及びmRNA

の発現量に大きな差は認められなかった。一方で、WV970 及びウイルスゲノムの転写・複

製を阻害する NP 阻害剤である Nucleozin 処理を行った細胞では、感染 5 時間後及び 10 時

間後の細胞において、共に vRNA 及び mRNA の発現量の低下が認められた。また、vRNP

を構成する PB2、PB1、PA 及び NP タンパクを発現するプラスミドとウイルスタンパクの

代わりにレポーター遺伝子としてルシフェラーゼ遺伝子をコードする vRNA を発現するプ

ラスミドを 293T 細胞にトランスフェクションし、ルシフェラーゼの化学発光を指標に

WV970 のウイルスゲノムの転写活性に与える影響を解析したところ、qPCR による細胞内

vRNA 及び mRNA の定量結果と相関するように、WV970 処理細胞でルシフェラーゼによ

る化学発光が低下することが明らかになった(図 10A)。さらに、ウイルス感染細胞内でのウ

イルスタンパクの発現に対する WV970 の影響を Western blot 法により解析した(図 10B)。

その結果、DMSO や Oseltamivir 処理細胞ではウイルスタンパクの発現低下が認められな

いのに対し、WV970 処理細胞では、NP だけではなく、HA、 NA 及び M1 等のウイルス

タンパクの発現抑制が認められた。以上より、WV970 は vRNP の転写・複製の過程を抑制

することで、ウイルスタンパクの発現を抑制し、抗ウイルス作用を発揮すると考えられる。 
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WV970 の標的探索とキナーゼ活性阻害評価 

WV970 の標的探索として、薬剤耐性ウイルスの獲得を試みたが、WV970 耐性ウイルス

を獲得することはできなかった。その理由として、WV970 の構造最適化の過程において、

抗ウイルス活性と細胞毒性のが共に亢進し、抗ウイルス活性と細胞毒性の解離が認められ

なかったことから、WV970 がウイルスタンパクではなく、ウイルス複製を制御する宿主因

子を標的としていることが考えられる。そこで、WV970 の標的宿主因子を探索するため、

立体構造から結合標的因子を予測する in silico スクリーニングデータベースである

Chemspider を用いて標的探索を行った(34) (図 11)。その結果、WV970 に対して結合可能

性が高い標的分子は得られなかったため、WV970 のリードとなった WV635 に対して結合

可能性を示す標的分子の探索を行ったところ、複数のキナーゼ分子に対して高い結合可能

性を示すことが示された(図 11A)。WV970 自体は標的分子検索によって結合候補分子を見

出すことは出来なかったが、WV635 をリードとして開発した誘導体化合物であるため、そ

の標的は同一分子である可能性が考えられる。予測された結果を検証するため、WV970 の

キナーゼ阻害活性を Discoverx 社が提供するキナーゼ活性阻害試験である Kinomescan に

より評価した(35,36)。本試験方法は、ATP 結合サイトに非特異的に結同するリガンドとキ

ナーゼ分子間の結合に対して、試験化合物の競合的阻害活性を評価する方法である。キナ

ーゼに対する競合的阻害活性は、試験化合物反応後にリガンドから解離したキナーゼ分子

に予め標識された DNA プローブを PCR により増幅し、定量することで評価可能である。

本試験方法を用いて、465 種類のキナーゼに対する WV970 (50nM) の競合的阻害活性を評

価したところ、 15 種類のキナーゼに対して 50％以上のリガンドとキナーゼの結合阻害効

果が認められた(図 11B)。これらの結果は、WV635 を基に予測した標的分子の推測結果と

相関し、WV970 は、抗ウイルス活性を示すマルチキナーゼ阻害剤として機能することが明

らかになった。 
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1-3-3. RK424 の作用機構解析 

RK424 の in vitro 抗ウイルス活性評価 

ライブラリースクリーニングによりヒットした 4 つの化合物の内、RK424 は最も強い抗

ウイルス活性(IC50=0.5 µM)を示したことから、創薬リード化合物として有望であると考え

られる。そこで本化合物について、より詳細な薬効プロファイルを評価するため、様々な

亜型を有するインフルエンザウイルス株について抗ウイルス活性を評価した(表 1)。RK424

は季節性インフルエンザウイルス株である A/California/7/2009 (H1N1) (IC50 = 0.40±0.07 

µM, IC90 = 0.88±0.02 µM)だけではなく、高病原性トリインフルエンザウイルス株である

A/CX/yamaguchi/7/2004 (H5N1) (IC50=0.5 ± 0.04 µM, IC90 =0.93 ± 0.02 µM) や

A/Anhui/1/2013(H7N9) (IC50 = 0.60±0.12 µM, IC90 = 1.14±0.26 µM)に対しても強い抗

ウイルス活性を示した。また、RK424 は亜型の異なる多くのウイルス株に対して強い抗ウ

イルス活性を示したことから、本化合物は亜型の異なるウイルス感染細胞内で、共通の分

子を標的としていることが考えられる。さらに、RK424 は既存薬である Oseltamivir 耐性

株である A/Tex/131 E119V (H3N2) に対しても強い抗ウイルス活性を示したことから、既

存薬とは異なる作用機序を有すると考えられる(42)。 

 

RK424 の薬物動態パラメーターの評価 

 RK424 の in vivo での薬効評価を行うため、RK424 の薬物動態試験を行った(表 2)。投与

方法は、静脈内投与、腹腔投与及び経口投与の 3 つの投与経路を検討し、薬物投与後の血

中濃度から、最大血中濃度(Cmax)、半減期(t1/2)、吸収量(AUC)、分布容積(Vd)を算出した。

また、別途マウス血液より調製したマウス血漿を用いて、RK424 の血漿タンパク結合率

(Protein Binding rate: PB)を評価した。その結果、RK424 の PB は 99.6%と非常に高く、

水溶性の溶媒に難溶性であったことから、脂溶性の高い化合物であることが分かった。そ
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のため、RK424 を 1mg/kg 投与量で静脈内投与を行った際の Cmax は 2850ng/mL である

が、この内組織へ浸透可能な血漿タンパクフリーの最高血中濃度(Cfree max)は、PB を考

慮すると 11.4ng/mL であり、in vitro 薬効評価で確認された有効薬物濃度 IC50=162.7 

ng/mL=0.5 µM を大きく下回ることが分かった。また、RK424 は水溶性溶媒への溶解性が

低く、薬物投与量を上げて血中濃度を高めることが困難であったため、静脈内投与による

検討は中止した。経口投与は、腹腔内投与に比較して Cmax が 4 倍ほど低値を示し、Cfree 

max が有効血中濃度に達しないことが分かった。一方で、腹腔内投与時の Cfree max は

156.8ng/mL であり、in vitro で認められた有効薬物濃度に近い値を示すことが確認された。

以上より、RK424 の in vivo 抗ウイルス活性評価は腹腔内投与により実施することとした。 

 

RK424 の in vivo 抗ウイルス活性評価 

既存薬である Oseltamivir に対する RK424 の in vivo 抗ウイルス活性評価を行うため、

投与計画は Oseltamivir phosphate のインタビューフォームに記載の方法に準じて実験を

実施した。50% lethal doses (LD50) の A/WSN/1933 (H1N1)ウイルス株をマウス経鼻より

感染させ、体重の減少率を指標にマウス生存率を評価した(図 12 A-B)。試験化合物は、ウ

イルス感染前に一度腹腔内投与し、感染後 5 日間は、一日二回腹腔内投与を行った。その

結果、PBS のみを投与したコントロール群は、感染後 6 日目までに生存率 0 ％を示したの

に対し、10mg/kg RK424 投与群では 25 %の生存率の回復を認めた。また、化合物投与中

断直後の感染 6 日目では、コントロール群に比べて RK424 投与群で顕著な生存率の回復が

認められた。しかしながら、RK424 の in vivo 抗ウイルス活性は Oseltamivir よりも低い

ものであった。そこで、in vivo での RK424 の薬効を確認するため、最も細胞生存率の回

復が認められた感染後 6 日目のマウスから肺を採取し、PBS 及び RK424 投与群での肺中の

ウイルス量をプラークアッセイにより定量した(図 13 A-B)。その結果、PBS 投与群の肺中

のウイルス量(1.6×105 PFU/mL)に対し、10 mg/kg RK424 投与群では、肺中ウイルス量の
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有意な減少(2.9×103 PFU/mL)が認められた。以上より、RK424 は in vivo においても抗ウ

イルス作用を発揮することが明らかとなった。次に、RK424 と Oseltamivir の併用投与に

より、相乗効果が確認されるか否か検討を行うため、予め予備検討により確認した中程度

の生存率の回復を認める Oseltamivir 投与量(0.02mg/kg)に対し、RK424 を併用投与し、検

討を行った(図 14 A-B)。その結果、Oseltamivir 単独投与では、29％の生存率の回復を認め

たのに対し、RK424 との併用投与では、RK424 の投与量依存的に 57%まで生存率の回復

が認められた。以上より、RK424 は Oseltamivir との併用投与により、抗ウイルス活性の

相乗効果が認められることが明らかになった。 

 

RK424 の vRNP ポリメラーゼ活性に与える影響解析 

 RK424 の作用機序解析を行うため、vRNP を構成する PB2、PB1、PA 及び NP タンパ

クを発現するプラスミドとウイルスタンパクの代わりにレポーター遺伝子としてルシフェ

ラーゼ遺伝子をコードする vRNA を発現するプラスミドを 293T 細胞にトランスフェクシ

ョンし、ルシフェラーゼによる化学発光を指標に RK424 の vRNA の転写活性に与える影響

を解析した(図 15)。 

その結果、DMSO や Oseltamivir を処理した細胞ではルシフェラーゼの化学発光量に大き

な影響が認められなかったのに対し、RK424 処理細胞では、その容量依存的にルシフェラ

ーゼの化学発光量が低下することが明らかになった。次にウイルス感染細胞内で vRNP に

より複製される vRNA の発現量に与える RK424 の影響を FISH 法により解析した(33) (図

16)。ウイルス非感染細胞では、蛍光標識した vRNA に相補的な DNA プローブによる蛍光

シグナルが認められないのに対し、ウイルス感染細胞では細胞質と核に強く蛍光シグナル

が認められたことから、FISH法による vRNAの検出系が機能していることが確認された。

また、DMSO や Oseltamivir 処理細胞では vRNA の蛍光シグナルの低下が認められないの

に対し、RK424 処理細胞ではその容量依存的に vRNA の蛍光シグナルの低下が認められる
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ことが分かった。さらに、ウイルス感染細胞内でのウイルスタンパクの発現に対する RK424

の影響を Western blot 法により解析した(図 17)。その結果、DMSO や Oseltamivir 処理細

胞ではウイルスタンパクの発現低下が認められないのに対し、RK424 処理細胞においてウ

イルスタンパクの発現抑制が認められた。以上より、RK424 は vRNP の転写・複製の過程

を抑制することで、抗ウイルス作用を発揮することが明らかとなった。 

 

RK424 の NP の細胞内局在に与える影響解析 

ウイルス感染細胞内のvRNPの細胞内局在に与えるRK424の影響を免疫染色法により確

認するため、vRNP の主要な構成因子である NP の局在を指標に解析を行った(41) (図 18)。

ウイルス感染細胞内において、DMSO 及び Oseltamivir 処理を行った細胞では、NP の局

在が核と細胞質に強く認められるのに対し、RK424 処理を行った細胞では、NP の局在が

核に強く認められた(図 18 A 上)。また、RK424 により認められた細胞内局在の変化は、NP

のみを発現させた細胞においても同様に認められた(図 12 A 下)。RK424 処理による NP の

細胞内局在の変化を定量的に評価するため、NP を一過性に発現させた細胞をランダムに

500 細胞選択し、核と細胞質または核のみに強く NP の局在が認められる集団に分け、その

割合を算出した(図 18 B)。その結果、DMSO や Oseltamivir 処理細胞では、核と細胞質に

NP の局在が認められる細胞の割合が 90%程度占めるのに対し、RK424 を処理した細胞で

は核と細胞質に局在を示す細胞の割合が減少し、核にのみ強く局在を示す細胞の割合が約

40～60%に上昇することが示された。以上の結果から、RK424 は NP に作用し、vRNP に

よる vRNA の転写・複製を抑制することでウイルスの増殖抑制に寄与していることが考え

られる。 

 

RK424 と NP のドッキングシュミレーション 

RK424 と NP の結合可能性を評価するため、Protein data bank (PDB)より取得した NP
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の立体構造情報(PDB code:2IQH)と RK424 の構造情報を用いて、Autodock(37)によるドッ

キングシュミレーションを行った。その結果、RK424 は NP の 3 つの異なる結合サイト(結

合サイト 1~3)に結合する可能性が示された(図 19-21)。この内、結合エネルギーが高い上位

8 つの RK424 の立体配座の内、5 つが結合サイト 1 に結合性を示したことから、RK424 は

結合サイト 1 に結合する可能性が高いと考えられる(図 19)。また結合サイト 1 について、

最も NP との結合エネルギーが高い RK424 の立体配座(configuration0)は、NP の R162、

S165、L264 及び Y487 の 4 つのアミノ酸残基との結合可能性が示されている(図 22 A-B)。

そこで、RK424 と NP の結合可能性を明らかにするため、光化学反応性ビーズに RK424

をクロスリンキングさせた化合物ビーズと精製 NP タンパクを用いた化合物ビーズ結合ア

ッセイにより両者の結合を評価した(図 23 A-B)。その結果、RK424 を固定化していないコ

ントロールビーズに対しては、NP の結合が認められなかったのに対し、RK424 を固定化

したビーズに対しては NP の結合が認められた。さらに、RK424 との結合が想定される 4

つのアミノ酸残基にアラニン変異を導入した変異体NPではRK424固定化ビーズへの結合

が認められなくなった。以上の結果から、RK424 が NP の結合サイト 1 へ結合することが

強く示唆された。 

  

RK424 誘導体を用いた構造活性相関解析 

 ドッキングシュミレーションによって示されたRK424と NP結合サイト 1 の結合モデル

では、RK424 のカルボキシル基、ビフェニル基及びキノリン骨格は NP との相互作用に関

与していることが示されている。そこで、これらの官能基を置換した RK424 の誘導体を用

いて、RK424 の抗ウイルス活性に対する構造活性相関を解析した(図 24)。RK424 のカルボ

キシル基をアミノ基に置換した RK424 誘導体＃1 では、抗ウイルス活性の低下が認められ、

ビフェニル基やキノリン骨格を消失させた RK424 誘導体＃2 や＃3 では抗ウイルス活性が

著しく低下することが明らかになった。一方で、ビフェニル基をビフェニルエーテルに置
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き換えた誘導体#4 では活性が維持されることが分かった。 以上の結果から、NP の結合サ

イト 1 との相互作用に必要と推定される RK424 のカルボキシル基、キンリン骨格及びフェ

ニル環は、RK424 の抗ウイルス活性の発現に必要であることが示された。 

 

RK424 の NP-RNA 間及び NP-NP 間の結合阻害効果の解析 

予測された結合サイトを構成する 4 つのアミノ酸残基は、NP の立体構造上、異なる機能

ドメインに位置している。R162 及び S165 は RNA 結合領域に(20)、L264 は核外移行シグ

ナルに(25)、Y487 は NP-NP 間の相互作用領域に(23)それぞれ位置している。そこで、1) 

NP-RNA 間の結合、2) NP-NP 間の結合、及び 3) NP の核外移行に対する RK424 の阻害効

果をそれぞれ評価するため、まずNP-RNA間の結合に対するRK424の阻害効果について、

Biacore を用いた SPR 法により評価した(図 25 A, B)。5’-末端と 2’OH 基をそれぞれビオチ

ン化及びメチル化修飾した 24mer のオリゴ RNA 配列を SA センサーチップに固定化し、

センサーチップ上の RNA に対する精製 NP タンパクの結合量を SPR シグナルの増減を指

標に解析した。その結果、 DMSO 処理した NP タンパクは、センサーチップ上の RNA に

結合し、SPR シグナルの増加が認められた。一方で、RK424 を処理した NP タンパクでは、

DMSO 処理をした NP タンパクと比較して、RK424 の用量依存的に NP と RNA の結合に

よる SPR シグナルの低下が認められた。以上より、RK424 は NP-RNA 間の結合を阻害す

ることが示された。 

次に、NP-NP 間の結合に対する RK424 の影響を解析するため、HA タグを付加した NP 

タンパク(HA-NP)と mRFP-FLAG タグを付加した NP タンパク(mRFp-FLAG-NP)をそれ

ぞれ精製した。抗FLAGビーズにmRFP-FLAG-NPタンパクを固定化し、mRFP-FLAG-NP

ビーズと HA-NP タンパクの結合に対する RK424 の影響を pull-down アッセイにより解析

した(図 26 A-B)。その結果、mRFP-FLAG-NP を固定化したビーズに対して HA-NP の結

合が認められたのに対して、RK424 を処理したサンプルでは、その容量依存的に
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mRFP-FLAG-NP に対する HA-NP の結合量が減少した。 

以上の結果より、RK424 は NP-RNA、及び NP-NP 間の結合をそれぞれ阻害することが

明らかとなった。 

 

RK424 の NP オリゴマー形成阻害効果の解析 

ウイルスの転写・複製を制御する vRNP は、複数の NP と一本の vRNA との結合による

NP オリゴマーを基本骨格として構成されることから、NP-RNA 間及び NP-NP 間の結合を

阻害する RK424 が、NP オリゴマー形成を阻害することが想定される。そこで、RK424 の

NP オリゴマー形成に与える影響について、ゲル濾過カラムを用いたサイズ分画法により解

析した(図27 A-B)。サイズ分画に用いたNPタンパクは大腸菌発現系を用いて精製し、vRNA

は in vitro トランスクリプションにより合成したものを使用した。vRNA を添加していな

い NP タンパクをゲル濾過カラムにより分離すると、単量体の画分に単一のピークが認めら

れるのに対し、vRNA を添加した NP タンパクでは、分子サイズの大きい画分 (>1000kDa) 

にピークが認めらたことから、vRNA の添加により NP がオリゴマーを形成していること

を確認した。一方で、RK424 と vRNA を添加した NP サンプルでは、RK424 の用量依存

的に分子サイズの大きな画分に認められたピークが減少し、単量体画分のピークが増加し

たことから、RK424 は NP-RNA 及び NP-NP 間の結合を阻害することで、NP オリゴマー

の形成を阻害することが示された。 

 

RK424 の NP 核外移行に与える影響解析 

RK424 処理によって NP の局在が核に集積したことや、ドッキングシュミレーションに

より RK424 が核外移行シグナルを構成する L264 と相互作用する可能性が高いことから、

RK424 が NP の核外移行に与える影響を in vitro 核外移行アッセイにより解析した(図 28 

A-B)。mRFP-NP を一過性に発現させた HeLa 細胞をジギトニンによる細胞膜透過処理を
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行い､細胞質に存在する核移行に関わる宿主因子及び mRFP-NP を洗浄した。核移行に関わ

る宿主因子を含む細胞抽出液を反応させ、反応後のサンプルを再び洗浄することで消失す

る mRFP シグナルを指標に核外移行阻害率の評価を行った。細胞抽出液を反応させていな

いサンプルでは mRFP シグナルの消失が確認されないのに対し、細胞抽出液を処理した細

胞では mRFP シグナルの消失が確認されたことから、細胞抽出液の添加により mRFP-NP が

核内から細胞質に移行していることが確認された。一方で、既知の核外移行阻害剤である

LMB や RK424 を処理した細胞では、細胞抽出液の添加による mRFP シグナルの消失が抑制

されたことから、RK424 は NP の核外移行を阻害することが明らかとなった。 

NP の核外移行は CRM1 依存的な経路で輸送されることが報告されている(43, 44)。そこで、

RK424 の NP と CRM1 の結合に与える影響を検討するため、抗 FLAG ビーズに固定化した

精製 NP-FLAG と HeLa 細胞より調製した細胞抽出液中に含まれる。CRM1 との結合を pull 

down アッセイにより解析した(図 29A-B)。その結果、DMSO 処理サンプルでは NP と CRM1

の結合が確認されたのに対し、LMB 及び RK424 処理を行ったサンプルでは両者の結合阻害

が確認された。以上より、RK424 による NP の核外移行の阻害は、NP と CRM1 との結合阻

害によるものであると考えられる。 

 

NP ポケット構造の相同性解析 

 新薬開発のプロセスにおいて、薬剤標的とするタンパク構造が特異的な構造を有してい

ることがオフターゲット効果による副作用を回避するために重要な条件である。そこで、

RK424 によって同定した NP のポケット構造が特異的な構造を有しているか解析を行うた

め、包括的な構造相同性解析データベースである Pocket Similarity Search using 

Multiple-sketches (PoSSuM) (39)と ProBiS (40)を用いて解析を行った。また NP と同様

に、近年新たな創薬標的として注目を浴びているウイルスポリメラーゼサブユニットの一

つである PA のエンドヌクレアーゼ活性を有する基質結合ポケット構造(45-47)を比較対象
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として解析を行った(図 30 A-B)。その結果、構造既知の 20 種類のタンパクにおいて、PA

の基質結合ポケットと類似の構造を有することが示された。一方で、同定した NP のポケッ

ト構造に対して相同性を有するタンパクは一つもヒットしなかったことから、RK424 の結

合サイトと考えられる NP ポケット構造は、非常に特異的な構造を有している可能性が高い

ことが示された。  

 

RK424 による耐性ウイルス産生実験 

予測した NP の結合サイトを構成するアミノ酸残基が RK424 の薬効発現に関与している

か検討するため、既知の NP 阻害剤である Nucleozin を比較対象として、耐性ウイルス産

生実験による変異導入配列の同定を試みた。RK424 または Nucleozin を段階希釈により

種々の濃度に調製し、薬剤と共にウイルス感染細胞を細胞変性効果によるウイルス感染が

認められるまで培養した。その後、感染が成立した一番高い薬剤濃度で培養した細胞の培

養上清を回収し、継代培養を 4 回繰り返した(図 31 A-B)。その結果、Nucleozin を処理した

感染細胞では、継代回数の増加と共に薬剤に対する感受性が低下したのに対し、RK424 処

理した感染細胞では継代回数の増加による薬剤感受性の低下は認められず、ウイルス感染

の成立は 3 回継代培養までしか認められなかった。また、薬剤共存下で継代ごとに回収し

た上清中に含まれるウイルスの増殖性は、Nucleozin 共存下で回収したウイルスに比較し、

RK424 を処理したウイルスで低下することが確認された。そこで、薬剤処理下で産生され

たウイルス粒子量を HA アッセイにより、また感染性ウイルス量をプラークアッセイによ

り定量し、RK424 及び Nucleozin 処理下で産生されたウイルス粒子量に対する感染性ウイ

ルス量を比較した(図 31C)。その結果、RK424 処理下で産生されたウイルスは、Nucleozin

処理下で産生されたウイルスに対して、産生されたウイルス粒子量に対する感染性ウイル

ス粒子量の割合が低下していることが明らかとなった。また、継代感染の過程で NP のアミ

ノ酸変異が認められるか否か確認を行うため、RK424 は 3 回継代培養したウイルス上清を、
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Nucleozin は 4 回継代培養したウイルス上清を用いて、NP をコードするゲノム RNA の配

列解析を行った。その結果、Nucleozin存在下で回収したウイルスでは、NPのY52H、Y289H

及び Y313S 変異が認められた。これらのアミノ酸配列で認められた変異は、Nucleozin 結

合サイトへの変異導入であり、過去に報告された Nucleozin 耐性を規定するアミノ酸変異

と同一のものであった(31)。一方で、RK424 処理下で回収されたウイルスでは、NP の配列

に変異は認められなかった。実際、これらのウイルスの RK424 及び Nucleozin に対する耐

性化をプラークアッセイにより評価したところ、Nucleozin 共存下で継代したウイルスでは

Nucleozin に対して耐性化が確認されたが、RK424 共存下で継代したウイルスでは RK424

に対する耐性化は認められなかった(図 31 D)。以上より、RK424 は既知の NP 阻害剤であ

る Nucleozin よりも耐性ウイルスの産生に抵抗性を示す薬剤であることが分かった。 

 

RK424 結合予測サイトにおける変異ウイルス産生実験とアミノ酸保存率の解析 

RK424 に対する薬剤耐性化抵抗性について検討するため、RK424 の結合予測サイトであ

る R162、S165、L264 及び Y487 にアラニン変異を導入した変異ウイルスと、比較対象と

してNucleozin耐性ウイルスに認められたY52H及びY289H変異ウイルスをリバースジェ

ネティクス法により作成し、作成したウイルスの増殖性をプラークアッセイにより評価し

た(図 32 A-B)。その結果、Y52H および Y289H 変異ウイルスは野生型ウイルスと同程度の

増殖を示したのに対し、RK424 結合予測サイトである R162、S165、L264 及び Y487 にア

ラニン変異を導入した変異ウイルス全てにおいて、ウイルス増殖性が全く認められなくな

ることが明らかとなった。以上の結果より、RK424 の結合予測サイトはウイルス複製に必

須な役割を果たしていることが明らかとなった。さらに、RK424 の結合サイトを構成する

4 つのアミノ酸残基(R162、S165、L264 及び Y487)及び Nucleozin 結合と耐性に関わる 2

つのアミノ酸残基(Y52 及び Y289)のアミノ酸保存性を解析した(表 3)。その結果、Nucleozin

結合サイトであるY52及びY289のアミノ酸保存率は 70%前後と低い値を示したのに対し、
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RK424 結合サイトを構成するアミノ酸残基は全て 99.9%以上の高い保存率を示すことが明

らかとなった。 

以上より、RK424 の結合サイトとして同定された NP のポケット構造を形成するアミノ

酸残基は、アミノ酸配列保存性が高く、変異の導入が許容されにくいため、創薬の標的と

して非常に有望であると考えられる。 
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1-4. 考察 

抗インフルエンザウイルス活性を有する化合物を探索するため、50,000 個の化合物ライ

ブラリーを用いた HTS により、IC50≦3µM の強い抗ウイルス活性を有する化合物を 4 つ同

定した(図 5)。 

この内RK852はアダマンタン骨格を有する既存薬M2チャネル阻害剤の誘導体であった

こと、また RK856 は抗ウイルス活性と細胞毒性を示す薬剤濃度域が非常に近く、抗ウイル

ス活性と細胞毒性の乖離が困難であると考えられたため、創薬シード候補化合物から除外

した。 

RK188 については、その構造最適化により、抗ウイルス活性が大きく上昇した誘導体

WV970 を得ることに成功し、宿主の複数のキナーゼを標的として抗ウイルス活性を示すこ

とを本研究により明らかにした(48)。A 型インフルエンザウイルスの複製制御に関わる宿主

因子の探索により、非常に多くの宿主因子が A 型インフルエンザウイルスの複製制御に関

与していることが明らかにされてきたが、その大部分がキナーゼ分子を占めていることが

これまでの研究により明らかにされている(49-51)。これらの結果成果を裏付けるように、

Ca2+/calmodulin-dependent protein kinase (CAMK) 、 protein kinase C (PKC), 

phosphoinositide 3-kinase (PI3K), receptor tyrosine kinases (RTKs) 及び MAPK/ERK 

kinase (MEK)等、様々なキナーゼを標的とした阻害剤が抗ウイルス活性を発揮し、特に

PI3K 阻害剤は vRNP のポリメラーゼ活性を阻害することで強い抗ウイルス活性を発揮す

ることが報告されている。以上の報告からも、種々のキナーゼ分子がウイルス複製の制御

に重要な役割を果たしていると考えられる。WV970 のキナーゼ阻害活性評価によりヒット

した 15 のキナーゼ分子の内、DCLK1、EPHB2、 JAK2、 OXSR1 及び HIPK2 の 5 つの

キナーゼ分子は、ウイルスゲノムの転写・複製の制御に関与していることが既に報告され

ているため、WV970 の抗ウイルス活性は、これらのキナーゼ活性の阻害によることが想定

される。一方で、今回標的として同定された DSTYK、 MAP3K1、 SBK1、 ULK1、 IRAK4 
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及び INSR については、現在までにウイルス複製の制御に関わる報告はなく、ウイルス複

製に与える影響については今後の解析が必要である。 

インフルエンザウイルスのウイルスゲノムの転写・複製は、PB2、PB1、PA 及び NP の

4 つのウイルスタンパクと vRNA により構成される vRNP により制御されている。vRNP

を構成するこれらのウイルスタンパクのリン酸化プロテオーム解析の結果、複数のアミノ

酸残基がリン酸化を受けることが明らかにされている(52)。リン酸化そのものの機能的役割

については不明な点が多いが、特定のアミノ酸残基のリン酸化がウイルス複製の制御に必

須であることが報告されている。特に vRNP の主構成要素である NP のアミノ酸 165 位に

位置する S を A に置換した変異体ではポリメラーゼ活性が低下し、逆にリン酸化を模倣し

たアスパラギン酸（D）変異体では転写活性が向上することから、NP のリン酸化は vRNA

の転写・複製の制御に必須な働きをしていることが報告されている(53)。これらの結果は、

ウイルスタンパクのリン酸化が vRNP のポリメラーゼ活性の制御に必須な役割を果たして

いることを示しており、これらウイルスタンパクのリン酸化を制御する宿主由来のキナー

ゼ分子は抗ウイルス薬開発の標的として有望であると考えられる。しかしながら、宿主因

子を創薬標的とする場合、宿主内での標的因子の機能阻害による細胞毒性の発現に留意す

る必要がある。事実、キナーゼ活性阻害活性を示した WV970 は、誘導体合成の過程で抗ウ

イルス活性の向上と共に細胞毒性も増強し、抗ウイルス活性と細胞毒性の乖離が困難であ

った。WV970 は非常に多くのキナーゼに対して阻害活性を有するため、ウイルス複製の制

御に関わっているキナーゼの特定とそれらのキナーゼに対する選択性を高めることが細胞

毒性低減のために必要であると考えられる。 

一方 RK188 とその誘導体とは対照的に、RK424 は同定したヒット化合物の中で最も抗

ウイルス活性が高く、抗ウイルス活性を示す濃度域と細胞毒性を示す濃度域が乖離してい

た。また本化合物は、季節性インフルエンザ株や高病原性トリインフルエンザウイルス株

等、多くの異なる亜型を有数するウイルス株に対して同程度の強い抗ウイルス活性を示し、
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Oseltamivir 耐性ウイルスに対しても有効であった。これは、RK424 が既存薬である

Oseltamivir とは異なる作用機序を有し、ウイルス株間で保存された領域を標的としている

ことを強く示唆している。レプリコンアッセイや FISH 法、並びに Western blot 法による

解析の結果、RK424 は vRNA の転写・複製を抑制し、ウイルスタンパクの発現を抑制する

ことが明らかになった。vRNA の転写・複製は、一組のポリメラーゼサブユニット(PB2、

PB1 及び PA)と複数の NP が vRNA に結合した vRNP の制御下にあることから、RK424

は vRNP を構成するウイルスタンパクを標的としている可能性が考えられた。実際、ウイ

ルス感染細胞内及び NP 一過性発現細胞内において、RK424 の処理によって、NP の局在

が核に集積することが明らかになったことから、RK424 が NP に直接作用し、その機能制

御に関与している可能性を強く示している。 

これらの背景から NP と RK424 のドッキングシュミレーションを行った結果、3 つの異

なる結合予測サイトが NP 上に示された。結合サイト 1 は、それぞれ異なる機能ドメイン

より形成されるポケット構造を形成しているのに対し、結合サイト 2 及び 3 は既知の機能

ドメインによって構成されている領域ではなかった(図 20-22)。RK424 の結合サイト 2 への

結合モデルでは、R422、S450、R452 及び D455 の 4 つのアミノ酸残基と RK424 の相互

作用がドッキングシュミレーションの結果より示唆されている(図 20)。しかし、これらの

アミノ酸残基の配列保存性は低く、NP の機能制御について現在までに報告例はない。また、

RK424 の結合サイト 3 への結合予測モデルでは、R461、G462 及び P474 の 3 つのアミノ

酸残基と RK424 との結合が示唆されているが、予測された結合モデルの中で最も低い結合

エネルギーを示していた(図 21)。また、これらのアミノ酸残基の保存性は高いものの、ウ

イルス複製に対する機能的な重要性については不明であり、少なくとも P474 については変

異ウイルス産生実験により、ウイルス複製に対する機能的な関わりはないことが報告され

ている(26)。以上の結果より、RK424 が結合サイト 2 及び 3 へ結合する可能性は低いと考

えられる。一方で、結合サイト 1 は機能的に重要な複数のドメインより構成され、RK424
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の結合サイト 1 への結合立体配座はどれも高い結合エネルギー示す(図 19)。結合サイト 1

に対して最も高い結合エネルギーを示した RK424 立体配座(configuration 0) は、各々の機

能ドメインにおいて重要な役割を担っている 4 つのアミノ酸残基との結合可能性が高いこ

とを示している。RK424 をビーズへ固定化した化合物ビーズの実験結果より、結合が予測

された R162、S165、 L264 及び Y487 にアラニン変異を導入することにより、NP と RK424

との結合が低下したことから、RK424 が結合サイト 1 へ結合する可能性が高いことを示し

ている。また RK424 の構造活性相関の結果から、RK424 のカルボキシル基、キノリン骨

格及びビフェニル環が抗ウイルス活性の発現に重要な官能基であることが示された。これ

らの結果を結合サイト 1 に対して最も高い結合エネルギーを示した RK424 の立体配座

(configuration 0)と照らし合わせると、RK424 のカルボキシル基と R162 の側鎖は水素結合

を形成し、RK424 のキノリン骨格中の芳香環と L264 の側鎖は分子間相互作用を介して結

合していることが示されている。さらに、RK424 のビフェニル環は Y487 の側鎖と CH-

π水素結合を形成しており、構造活性相関解析によって示された抗ウイルス活性の変化は、

これらの結合モデルとの相関性が高いと考えられる。この結合モデルでは、S165 と RK424

との直接的な相互作用は認められないが、結合サイト 1 に対する他の立体配座 

(configuration 1, 2, 3 及び 5) では、S165 の側鎖と RK424 のカルボキシル基及びキノリン

骨格中の芳香環との相互作用が示されている(図 24)。加えて、結合サイト 1 に対するいく

つかの RK424 の立体配座では、F488 や F489 等のアミノ酸残基が RK424 と相互作用す

ることが示されている。そのため、本研究成果からは、正確な RK424 と NP との結合モデ

ルを特定することは困難である。本研究で示された結合予測モデルは、RK424 と NP ポケ

ット構造との結合様式について一定の理解を与えるものであるが、正確な結合様式の把握

には、NP と RK424 との X 線共結晶構造解析による更なる結合様式の解明が求められる。 

宿主の核内で vRNA の転写・複製を制御する vRNP の構造は NP-NP 及び NP-RNA 間

の結合により維持されている。また、核内での転写・複製後、再構成された vRNP は、CRM1
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依存的な経路で核内から細胞質へ移行する(54-58)。この過程はウイルスの複製に必須であ

るため抗ウイルス薬の良い標的であると考えられる。RK424 が結合すると考えられる NP

ポケット構造は、i) NP-RNA 相互作用、 ii) NP-NP 相互作用、及び iii) 核外移行シグナル

の 3 つの異なる機能ドメインより形成されることから、RK424 は NP-NP 間の結合、

NP-RNA 間の結合、及び NP の核外移行を阻害することが推測される。RK424 との結合に

関与すると推定される R162、S165 及び Y487 は NP のオリゴマー形成に関わる機能ドメ

インに位置している。RNA 結合領域中に存在する R150、 R152、 R156、 及び R162 の

アルギニン残基をアラニンに変異させると、RNA に対する結合親和性が著しく低下する

(59)ことから、R162 は RNA との直接的な結合制御に深く関わるアミノ酸残基であると考

えられる。一方で S165 は、RNA との直接的な結合制御とは関係が無く、自身のリン酸化

状態がNPの多量体形成の制御に強く関わっていることが報告されている(53)。またNP-NP

間の結合制御に関して、従来から報告されていた tail loop 結合ポケットとは異なる NP-NP

相互作用のモデルが∆402–429 NP 変異体の X 線結晶構造解析結果により示された(23)。新

たに示された相互作用モデルでは、149–167 位と 482–498 位のアミノ酸残基が NP-NP 間

の結合に関与していることが示されている。その中でも、Y487 に変異を導入すると、NP-NP

間の結合力の低下による vRNA の転写及び複製が抑制されることが報告されている(23)。

実際、RK424 は直接 NP-NP 及び NP-RNA の結合阻害により NP の多量体形成を抑制し、

vRNA の合成を阻害する。これらの結果は、R162、 S165 及び Y487 依存的な NP の機能

阻害によって引き起こされる結果と強い相関性があるとこを示している。 

NP の多量体形成により核内で再構成される vRNP は NS2/NEP 及び M1 と結合し、核

外へと輸送される。最近の研究報告によると、NES を有する NP は vRNP の主構成要素で

あるため、NP の核外移行と vRNP の核外移行は密接に関係していることが報告されている

(25,41)。NP はその配列中に 3 つの異なる機能的な NES (アミノ酸 24–49 位 (NES1)、

183–197 位 (NES2)及び 248–274 位 (NES3)を有することが報告されているが、NP の核
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外移行に本質的に機能しているのは NES3 を介した CRM 依存的な経路であることが報告

されている(52)。特に NES3 配列中の 2 つの疎水性アミノ酸残基 L264 及び L266 は、 NP

の核外移行、NP と CRM1 との結合、及びウイルスの複製に重要であることが報告されて

いる(43)。実際、CRM1 の阻害剤である LMB 処理により、NP の核外移行が阻害されるこ

とからも NP の核外移行が CRM1 依存的であることが示されている。LMB は CRM1 の

S528 と非可逆的に結合し、NP と CRM1 の結合を阻害することで NP の核外移行を阻害す

る(60)。一方、RK424 と NP の結合モデルでは、RK424 は核外移行に必須な L264 と結合

しながら部分的に NES3 を覆うように NP と結合している(図 19,22)。このモデルを基に考

察すると、RK424 は同定したポケット構造に結合することで、CRM1 と NES3 の結合を阻

害し、NP の核外移行を阻害することが十分に考えられる。また、LMB と CRM-1 との結

合が非可逆的な結合であるため、LMB 処理により強い細胞毒性が認められるが、RK424

は NES3 との部分的な結合のため、LMB よりも低い細胞毒性を示すことが考えられる。 

新薬の開発にあたり、予め起こりうるオフターゲット効果を予測することは重要な検討

事項である。創薬標的として有望であるか判断するために、標的のポケット構造が既知の

宿主タンパクが有するポケット構造と比較し、その構造がどの程度特異的であるかを推測

することが可能である。標的分子が宿主由来の分子に対して高い相同性を示す場合、細胞

毒性を生じる危険性が高まるため、そのような分子は創薬の標的として適切ではないと考

えられる。同定した NP ポケットは PDB 上に登録されているいずれのタンパクに対しても

相同性を示さなかったのに対し、新たな創薬候補として注目を浴びている PA のエンドヌク

レアーゼ活性を有するポケット構造は、いくつかの宿主タンパクに対して高い相同性を示

した。以上の結果は、NP のポケット構造は非常に特異的であり、オフターゲット効果によ

る副作用リスク回避の面から、より有望は創薬ターゲットであることを示している。 

近年、NP を標的とした複数の低分子化合物が報告されており、新薬開発のための候補化

合物として注目を集めている。しかし、核内移行阻害剤や塩橋阻害剤は多機能タンパクで
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ある NP の単一の機能のみしか阻害しないため、µM オーダーの弱い抗ウイルス活性しか認

められなかった(29-31)。一方で、凝集誘導により NP の機能を包括的に阻害する Nucleozin

は nM オーダーの非常に強い抗ウイルス活性を示した(31,32)。これらの結果は、複数の機

能を同時に阻害するような NP 阻害剤を設計することが強い抗ウイルス活性を発揮するた

めには効果的であることを示している。しかし、Nucleozin のような多機能阻害剤であって

も、その結合標的部位のアミノ酸の保存率が低く、機能的な制約を受けない場合は、容易

に耐性ウイルスが出現する可能性が高いと考えられる(32,61)。RK424 は NP の複数の機能

を阻害し、季節性や高病原性トリインフルエンザウイルス株を含む非常に多くの亜型を有

するA型インフルエンザウイルス株に対して強い抗ウイルス活性を示す。これらの結果は、

RK424 が亜型の異なるウイルス間で保存された領域を標的としていることを強く示唆して

いる。本研究においても Nucleozin 耐性ウイルスが容易に出現することを確認したが、

RK424 耐性ウイルスの出現を確認することは出来なかった。これは、RK424 の結合サイト

として想定されるアミノ酸部位にそれぞれアラニン変異を導入した R162A、 S165A、 

L264A 及び Y487A 変異体ウイルスではウイルス複製能を失う結果と相関しており、

RK424 はウイルス複製に必須な過程を阻害していると想定される。NP-RNA 間の結合及び

NP の核外移行は、ウイルスゲノムパッケージングに必要な過程であるため、RK424 処理

による阻害効果の結果、ウイルス粒子中にゲノム RNA を欠損した不感染性粒子が多数産生

されている可能性が考えられる(図 31C)。 

RK424 は in vitro での抗ウイルス活性に加え、in vivo においても抗ウイルス活性を発揮

した。しかし、RK424 投与群の感染 6 日後マウス肺では、ウイルス量の顕著な減少が認め

られたのにもかかわらず、感染後 14 日目までの RK424 投与群のマウス体重減少及び生存

率の回復はわずかであった。これは、RK424 投与期間に減少したウイルスが、投与中止後

再び増殖してしまったことが原因として考えられる。同じような現象がウイルスポリメラ

ーゼの阻害薬 T-705 を用いた試験でも確認されている(62)。T-705 を用いた動物試験では、
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50 mg/kg 用量の T-705 を 5 日間投与後、感染 6 日後の肺において顕著なウイルス量の減少

が認められているが、生存率の回復はわずか 20％ほどしか認められなかった。これらの結

果は、薬物投与中止後に減少したウイルスが、薬物投与中断後に再び生体内で増殖したた

めだと報告されている。また、in vivo 薬効評価で認められた限定的な抗ウイルス効果は、

RK424 の高い脂溶性が一つの要因として考えられる。化合物の脂溶性は、溶解性、吸収性、

安定性などの薬物動態に関与するパラメーターに影響するため、重要な物性である(63)。生

体内では、血漿タンパクに結合していない血漿タンパクフリーの薬物のみが細胞膜を通過

し、組織に浸透して薬効を発揮するため、少なくとも血漿タンパクフリーの薬物濃度が有

効血中濃度に達していることが必要である。RK424 の PB(血漿タンパク結合率)は 99.6%で

あることから、血中濃度の内、わずか 0.4%のみがフリー体として存在することとなる。実

際、腹腔内投与時の RK424 の Cmax＝39200 ng/mL は in vitro での抗ウイルス活性 IC50 

(0.5 µM= 162.7 ng/mL)を示す濃度の 200 倍以上高い値を示すが、PB を考慮したフリー体

の濃度は Cfree max＝156.8 ng/mL であり、in vitro の IC50よりもわずかに低い値となる。

本研究で行った薬物投与計画では、一日二回腹腔投与を行っているため、フリー体の 

RK424血中濃度が IC50 (0.5 µM= 162.7 ng/mL)付近の濃度には達していると考えられるが、

in vivo で認められる薬効は非常に弱い。これは、in vivo で十分な効果を示すためには、IC50

ほどの薬物濃度では不十分であり、IC90 (1.2 µM= 390.5 ng/mL) 程度の高い血中濃度を必

要とすることが考えられる。10 mg/kg 用量の RK424 腹腔内投与下では、フリー体の血中

濃度は IC90濃度まで達していないが、RK424 の溶解性が低いため、これ以上濃度を高く設

定して投与することが出来なかった。経口投与では溶解性が低くとも、溶媒に懸濁させて

高用量で薬剤の投与が可能であるが、代謝の影響を受けるため、腹腔内投与よりもバイオ

アベイラビリティーが腹腔内投与よりも低くなる。そのため、フリー体の濃度を IC90 (1.2 

µM= 390.5 ng/mL) に近い値になるように血中で維持するためには、100 mg/kg 用量の

RK424 を一日に複数回投与する必要があるため現実的ではない。また、RK424 の Vd(分布



 65 

容積)＝583mL/kg はマウスの総体液量 (725 mL/kg)よりも低く、組織浸透性が低いため、

標的組織での薬物吸収効率が低いことが予想される(64)。以上の結果より、RK424 の薬物

動態パラメーターは in vivo で十分な薬効を発揮するためには不適切であり、化合物の構造

変換による物性の向上と薬物動態パラメーターの改善が求められる。 

本研究成果から、NP を標的とした抗ウイルス薬の開発に向けて 2 つのアプローチをとる

ことが可能である。1 つ目は、RK424 をリード化合物とした構造最適化によって薬物動態

パラメーターを改善し、in vivo で有効な抗ウイルス活性を示す化合物を獲得することであ

る。2 つ目は、RK424 によって同定された結合ポケットを基にした structure based drug 

design による薬剤の開発である。同定した NP ポケット構造を構成するアミノ酸配列は保

存性が高いことに加え、POSSSUM や ProBis による空間類似性検索の結果が示すように、

宿主タンパクが有するポケット構造と比較して非常に特異的なポケット構造を有している

ことが分かる。以上の結果は、同定したポケット構造に特異的な化合物を設計することで、

宿主タンパクへのオフターゲット効果を引き起こすことなく、インフルエンザウイルス NP

タンパクに高い特異性を有する阻害剤を開発することが出来る可能性を示している。既存

の抗ウイルス薬である NA 阻害薬が structure based drug design により開発され、功を奏

しているように、我々が同定した NP ポケットに対しても同様なアプローチをとることで、

NP の複数の機能を同時に阻害可能な画期的な新規抗ウイルス薬の開発が期待される。 
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第 2章 NP-Nuclear export signal (NES) 3を標的とした阻害剤探索 

2-1. 緒言 

vRNP の主要構成要素である NP は、その配列中に NLS 及び NES を有し、vRNP の核

内外への移行や転写・複製の制御に関わっていることが報告されている(25,65,66)。近年

NPのNLSを標的とした核内移行阻害剤として天然物化合物由来化合物であるmycalamid 

A 誘導体が報告された(29)。本化合物は、NP の NLS 配列を標的とし、ケミカルアレイに

よるスクリーニングにより同定された化合物 mycalamidA の誘導体であり、A 型インフル

エンザウイルス株に対して抗ウイルス活性を示すことが報告されている。また、ウイルス

感染細胞を用いた化合物ライブラリースクリーニングによって我々が同定した化合物

RK424 は、NP が有する 3 つの NES 配列(NP-NES1; 

E24–L49、 NP-NES2;V183–I197、 NP-NES3;P248–S274)の内、NES3 配列を含む NP

特有のポケット構造に結合し、NP の核外移行阻害作用と共に強い抗ウイルス活性を示すこ

とを明らかにした(67)。 

A 型インフルエンザウイルスは、NP、 M1、 NS1、及び NS2 から成る 4 つのウイル

スタンパク中に、7 つの NES を有することが報告されている(25,68,69,70)。これら 7 つ全

ての NES 配列に変異を導入し、リバースジェネティクス法による変異ウイルス産生実験を

行ったところ、 NP の NES3 に変異を導入した場合のみ、ウイルス増殖が認められなくな

ることが報告されている (43)。また、NP の核外への移行は  chromosome region 

maintenance 1 (CRM1)非依存的な経路で輸送される NP-NES1 及び NP-NES2 への変異

導入によっては阻害が認められないのに対し、CRM1 依存的な経路で輸送される NP-NES3

に変異を導入した場合のみ核外への移行が強く阻害されることが示されている。以上の結

果から、NP-NES3 は NP の核外移行及びウイルス複製に必須な役割を果たしており、

NP-NES3 は創薬の標的として非常に有望であると考えられる。CRM1 阻害剤である LMB

はCRM-1とNP-NES3の結合を阻害することで抗ウイルス活性を示すことが報告されてい
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る(44)。しかしながら、LMB は CRM1 の 528 位のシステイン(C)に非可逆的に結合するこ

とから強い細胞毒性を示すため、治療薬としての開発は困難である (60)。そのため、

CRM1-NP-NES3 間の結合を阻害し、NP の核外移行を阻害する新規阻害剤の探索は、新規

抗インフルエンザウイルス薬の開発に向けて非常に有望なアプローチであると考えられる。

そこで本研究では、NP-NES3 を標的とした新規核外移行阻害剤を探索するため、緑色蛍光

タンパクである Aequorea coerulescens gleen fluorescent protein(AcGFP)を NP-NES3 配

列に付加した融合タンパク質 AcGFP-NES3 を恒常的に発現する MDCK 細胞株を樹立し、 

AcGFP-NP-NES3 の核外移行を指標とした high throughput screening (HTS)評価系の確

立と新規核外移行阻害剤の探索を行った。 
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2-2. 材料と方法 

細胞培養、トランスフェクション、抗体 

Madin-Darby canine kidney (MDCK)細胞は、10％ FBS および Pen-Strep Glutamine

添加 DMEM にて培養した。プラスミドの導入には Lipofectamine 2000（Invitrogen 社製）

を使用した。一次抗体として抗NP モノクローナル抗体 (Santa Cruz Biotechnology社製)、

二次抗体としてゴート 抗マウス IgG Alexa Fluor 488 ( Invitrogen 社製)を使用した。 

 

化合物 

化合物ライブラリーは東京大学創薬イノベーションセンターより提供いただいた。LMB、

Oseltamivir phosphate 及び T-705 は Sigma 社、Kemprotec 社及び PharmaBlock 社より

それぞれ購入した。 

 

プラスミド 

pAcGFP1-Hyg-N1 ベクター (TakaraBio 社製)にコードされている AcGFP の遺伝子配

列を Prime STAR Max DNA Polymerase (Takara Bio 社製)と下記のプライマーを用いて

PCR により増幅した。下線部に制限酵素認識配列を記した。 

SalI-AcGFP (F); 5’-TATGTCGACGATGGTGAGCAAGGGCGCCGA-3’  

ApaI-AcGFP (R); 5’-ATAGGGCCCGCTTGTACAGCTCATCCATGC-3’ 

PCR により増幅した遺伝子配列を pAcGFP1-Hyg-N1 のマルチクローニングサイト中にあ

る SalI 及び ApaI サイトにクローニングした。また、pAcGFP1-Hyg-N1 ベクターに予め

コードされているAcGFP遺伝子配列を Age1及び Not1サイトで制限酵素処理することで

取り除いた。調製したプラスミドを AcGFP1-Hyg-C とした。AcGFP1-Hyg-C は、AcGFP

の C 末端側に Age1 及び Not1 サイトで任意の配列を挿入可能である。NP/pCAGGS は東

京大学大学院医科学研究所ウイルス感染分野河岡義裕教授より分与していただいた。
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AcGFP の C 末端領域に AcGFP を付加した AcGFP-NP 発現プラスミドは、NP/pCAGGS

を鋳型として下記のプライマーを用いて増幅した NP 配列を pAcGFP1-Hyg-C の Age1 及

び Not1 サイトに挿入することにより作成した。下線部に制限酵素認識配列を記した。 

AgeI-NP (F); 5-TAACCGGTCGCGACCAAAGGCACCAAACG-3, 

NotI-NP(R); 5-TAGCGGCCGCTTAATTGTCGTACTCCTCTG-3,  

 AcGFP の C 末端側に任意の NES 配列を融合した AcGFP-NES 融合タンパクを発現する

プラスミド pAcGFP1-Hyg-C/AcGFP-Rev-NES、pAcGFP1-Hyg-C/AcGFP-NP-NES3co 及

び pAcGFP1-Hyg-C/AcGFP-NP-NES3 は、下記に示すプライマーセットを 90℃で 15 分

間反応後、室温に冷めるまで静置し、アニーリングさせたものをインサートとして使用し

た。  

NP-NES3co-(F); 5-CCGGTCGAAGATCTCATCTTTTTAGCACGGTC-TGCAC 

TCATATTGAGAGGGTAAGC-3 , 

NP-NES3co-(R); 5-GGCCGCTTACCCTCTCAATATGAGTGCAGACCGTGCT 

AAAAA-GATGAGATCTTCGA-3,  

NP-NES3-(F); 5-CCGGTCCCAGGAAATGCTGAGTTCGAAGATCTCATCTT 

TTTAGCACGGTCTGCACTCATATTGAGAGGGTCAGTTGCTCACAAGTCCTAAGC-3, 

NP-NES3-(R); 5-GGCCGCTTAGGACTTGTGAGCAACTGACCCTCTCAATA 

TGAGTGCAGACCGTGCTAAAAAGATGAGATCTTCGAACTCAGCATTTCCTGGGA-3,  

Rev-NES-(F); 5-CCGGTCCTTCCTCTACCACCGCTTGAGAGA-CTTACTCTT 

GATTGCTAAGC-3, 

NP-NES3-(R); 5-GGCCG-CTTAGCAATCAAGAGTAAGTCTCTCAAGCGG 

TGGTAGAGGAAGGA-3 

アニーリング後のインサートを pAcGFP1-Hyg-C の Age1 及び Not1 サイトに挿入し、ラ

イゲーション反応により連結した。  
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作成した全てのプラスミドについて、理化学研究所脳科学総合研究センター生体物質分析

支援ユニットにて配列解析し、GENETYX ver.10.0.0 (GENETYX Corporation 社製)にてア

ライメント解析することで目的の遺伝子を発現するプラスミドがベクターに導入されてい

ることを確認した。 

 

免疫染色法による細胞内 NP の局在解析 

MDCK 細胞(2×105 個)を 24 ウェルプレート(Nunc 社製)に播種し、10%FBS/DMEM 培

地中で 37℃、24 時間培養した。培養後、HeLa 細胞に NP /pCAGGS をトランスフェクシ

ョンし、37℃ で 48 時間培養した。培養後、 4%パラホルムアルデヒドで 20 分間室温固定

し、0.1% Triton-X 100/PBS で膜透過処理を行った。膜透過処理後、一次抗体として抗 NP

モノクローナル抗体(Santa Cruz Biotechnology 社製)を室温で 1 時間反応させた。PBS で

洗浄後、二次抗体として Alexa Fluor 488-抗マウス IgG 抗体(Invitrogen 社製)を用いて室温

で 1 時間反応させた。PBS 洗浄後、hoechst 33342 を室温で 5 分間反応させ、核を染色し

た。調製した観察用サンプルを共焦点レーザー顕微鏡（FV1000D, Olympus 社製）用いて

NP の細胞内局在を観察した。 

 

AcGFP-NP-NES3 の核外移行を標的とした HTS 評価系の確立と新規核外移行阻害剤の探

索 

AcGFP-NP-NES3恒常発現MDCK細胞(NES3-MDCK)を96ウェルプレート(Nunc社製)

に播種(1×104 個)し、10%FBS/DMEM 培地中で 37℃、24 時間培養した。培養後、

NES3-MDCK 細胞に、9600 個の化合物ライブラリーを 10µM となるように添加し、DMSO 

及び 10 nM LMB をそれぞれ陰性および陽性対照コントロールとなるように添加した。さ

らに 8 時間培養後、 4%パラホルムアルデヒドで 20 分間室温固定し、PBS 洗浄後、hoechst 

33342 を室温で 5 分間反応させ、核を染色した。調製した細胞培養プレートを CELAVIEW 



 71 

RS100 (Olympus 社製)にセットし、hoechst 33342 で染色された核の輪郭を main-object

ととして認識し、その内側の一定領域を sub-object として認識するように設定を行った。

核内の sub-object領域のAcGFP平均蛍光強度を測定し、陽性対照コントロールであるLMB

処理細胞に対する試験化合物処理細胞のsub-objectにおけるAcGFP平均蛍光強度を算出し、

相対的核外移行阻害率として試験化合物の核外移行阻害活性を評価した。また、化合物評

価の精度管理として、評価プレート毎に Z’ factor を算出した。Z’の値が 0.5 以上を示したも

のを採用し、Z’の値が 0.5 未満であったものは、再評価を行った。また、試験化合物処理サ

ンプルの内、細胞数が 1000 未満であったものは評価対象から除外した。 

 

プラーク形成阻害試験 

MDCK細胞(5×105 個)を6ウェル培養プレート(Nunc社製)に播種し、10%FBS/DMEM培

地中で37℃、24時間培養した。培養後、細胞をPBSで洗浄し、0.3% bovine serum albumin 

(BSA)/minimum essential medium (MEM)にてMOI=0.008に調製したA/WSN/1933 

(H1N1)ウイルス液を37℃にて1時間接種した。その細胞をPBS にて3回洗浄し、種々の濃

度に調製した化合物と0.3 % BSA/MEM、1% agarose 及び1µg/ml TPCK-treated trypsin 

の混合液2mlにて感染細胞を覆い、37℃、48時間培養した。48時間培養した細胞を0.1% 

crystal violet (Wako社製)にて染色し、プラーク数をカウントした。DMSOを処理した細胞

でカウントされたプラーク数に対して、50%のプラーク形成阻害効果を示す化合物濃度を

Half-maximal inhibitory concentration (IC50)として算出し、抗ウイルス活性を評価した。 

 

Water soluble tetrazolium salt-1 (WST-1) アッセイ 

MDCK細胞(1.0×105 個)を96ウェルプレート(Nunc社製)に播種し、種々の濃度に調製し

た化合物と共に10% FBS/DMEM中にて37℃で48時間培養した。その後、培養後の各ウェ

ルに10µlのWST-1試薬を添加し、0.5~1.0時間培養した。培養後のプレートをWallac 
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ARVO.SX 1420 Multilabel Counter (PerkinElmer社製) にて450nmにおける吸光波長を

測定し、DMSO処理を行った細胞に対する試験化合物を処理した細胞の吸光度を基に、CC50

を算出した。 

 

統計解析 

 平均値の差の検定には t 検定を用いた。有意確立 p value <0.05 のとき統計学的に有意差

があるものとした。ライブラリー化合物評価時の精度管理として Z’ factor を下記の式によ

り算出した。 

Z’= 1 − [3 ×陽性コントロール (LMB)の標準偏差 + 3 ×陰性コントロール (DMSO)の標準

偏差]/[(陽性コントロール(LMB)の平均値 – 陰性コントロール (DMSO)の平均値] 

Z’factor≧0.5 で評価結果を採用し、Z’＜0.5 となったプレートについては再評価を行った。 
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2-3. 結果 

AcGFP-NP-NES3 融合タンパクの発現コンストラクト作成と細胞内局在の解析 

はじめに、NP の細胞内局在を簡便に観察可能にするため、緑色蛍光タンパク AcGFP の

C 末端側に NP の全長配列を付加した融合タンパクを発現するプラスミドを構築し、その細

胞内局在を観察した(図 33A-B)。その結果、AcGFP を付加していない NP は細胞質に局在

を示したのに対し、AcGFP-NP 融合タンパクは AcGFP のみを発現させた場合と同様に、

核に強い局在を示した。これらの結果は、AcGFP-NP は本来の NP の局在を反映していな

いことを示している。先行研究により、GFP に NES のコンセンサス配列のみを付加する

ことで、NES による GFP タンパクの核外への移行が認められ、細胞質に局在が観察され

ることが報告されている(72)。また、NES のコンセンサス配列は1 X2–3 2 X2–3 3 X  4 ( 

は L、 I、 V 又は M、 X は任意のアミノ酸残基)で規定されることが報告されている(73)。

そこで、AcGFP の C 末端側に NP のコンセンサス配列(256LIFLARSALIL266)を付加した融

合タンパク AcGFP-NP-NES3co を作製した。加えて、NP-NES3 の全長配列(248–274 位 ア

ミノ酸)を同じくAcGFPのC末端領域に付加した融合タンパクAcGFP-NP-NES3を発現す

るプラスミドを作製した。また比較対象として、強い核外移行能を有する human 

immunodeficiency virus type 1 (HIV-1)-Rev-NESを AcGFP の C 末端側に付加した融合タ

ンパク AcGFP-Rev-NES を発現するプラスミドを作製した(74)。作成した NES 融合タンパ

クを一過性に MDCK 細胞内に発現させたところ、 HIV-1-Rev-NES 同様、

AcGFP-NP-NES3co 及び AcGFP-NP-NES3 は細胞質に強く局在を示すことが確認された。

しかしながら、蛍光強度は AcGFP-NP-NES3co よりも AcGFP-NP-NES3 の方が強く認め

られたため、細胞内局在の変化を指標にした薬剤スクリーニング系構築のため、より蛍光

強度の強い AcGFP-NP-NES3 を採用することとした。 

次に、AcGFP-NES3 の核外移行阻害剤に対する感受性を評価するため、既知の核外移行

阻害剤である LMB に対する核外移行阻害効果を評価した(図 34)。その結果、LMB の濃度
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依存的に AcGFP-NES3 の局在が核に集積し、細胞質への局在が抑制されることが確認され

た。 

 

AcGFP-NP-NES3 融合タンパク恒常発現細胞株の樹立 

一過性発現による AcGFP-NP-NES3 融合タンパクの発現のバラつきを抑えるため、

AcGFP 及び AcGFP-NP-NES3 を恒常的に発現する細胞株の樹立を試みた。AcGFP および

AcGFP-NP-NES3 を発現するプラスミドを MDCK 細胞にトランスフェクションし、

pAcHyg ベクター上にコードされている Hygromycin 耐性遺伝子による選択を行うため、

G418 含有培地で培養を行い、限界希釈法によりクローニングを行った。樹立した細胞株の

AcGFP および AcGFP-NP-NES3 の細胞内局在を確認したところ、一過性発現時と同様に

AcGFP は核内に、AcGFP-NP-NES3 は細胞質に強く局在することが確認された(図 35A)。

また恒常発現株中の AcGFP-NP-NES3 の LMB に対する感受性を確認したところ、一過性

発現時と同様に LMB の濃度依存的に AcGFP-NP-NES3 の核内への集積と細胞質への局在

が抑制されることを確認した(図 35B)。また、AcGFP 及び AcGFP-NP-NES3 の恒常発現に

よる細胞増殖に対する影響について、外来遺伝子をトランスフェクションしていない親株

と比較評価したところ、細胞増殖に大きな差は認められなかった(図 36)。以上より、樹立

した AcGFP-NP-NES3 恒常発現株(NES3-MDCK)は、AcGFP-NP-NES3 の蛍光シグナルの

局在変化を指標にした核外移行阻害剤の探索に有用であると考えられる。 

 

AcGFP-NP-NES3 の核外移行を標的とした HTS 評価系の確立  

NP-NES3 を介した核外移行阻害を標的とした阻害剤を探索するため、核内の AcGFP の

平均蛍光強度を自動蛍光測定装置 CELAVIEWRS100 により解析し、評価系の構築を検討

することとした。まず、樹立した恒常発現細胞株中の AcGFP に対する AcGFP-NP-NES3

の核内蛍光強度の変化を定量的に評価するため、hoechst33342 により染色した核の輪郭
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(main-object)から一定距離内側の輪郭(sub-object)を測定領域として定め、CELAVIEW 

RS100 により核内 AcGFP 平均蛍光強度を測定した(図 37A)。その結果、AcGFP の核内平

均蛍光強度はAcGFP-NP-NES3の核内平均蛍光強度に比較して 3倍以上高い値が得られる

ことが分かった(図 37B)。そこで、AcGFP に NP-NES3 を付加したことで得られた核内蛍

光強度の変化が、核外移行阻害剤の評価に十分であるか検討するため、陽性コントロール

として核外移行阻害剤である LMB、陰性コントロールとして既存抗ウイルス薬である

Oseltamivir 及び T-705 を用いて、核内 AcGFP-NP-NES3 の平均蛍光強度の変化を

CELAVIEW RS100 により定量解析し、多検体評価系の評価精度を確認するため、

signal-to-background(S/B)比及び Z’ factor の算出を行った(図 38)。その結果、Oseltamivir

及び T-705 処理細胞では、核内 AcGFP-NP-NES3 の平均蛍光強の大きな変化が認められな

いのに対し、LMB 処理細胞では、核内 AcGFP-NP-NES3 の平均蛍光強が強く上昇するこ

とが明らかになった。また、LMB 処理時の S/B 比は 2.59、Z’ factor は 0.68 となり、スク

リーニング系構築の際に求められる基準値(S/B≧2、Z’ ≧0.5)を満たすことが示された(75)。 

 

AcGFP-NP-NES3 の核外移行を標的とした新規核外移行阻害剤の探索  

構築したスクリーニング系を用いて、東京大学が保有するコア化合物ライブラリー9600

化合物の核外移行阻害活性を評価した結果、40 化合物がヒット化合物として同定された(図

39A)。また、同定したヒット化合物について細胞毒性試験を行った結果、100µM 濃度にお

いて 10 化合物が 50％以上の細胞生存率を示した(図 39B)。この内細胞毒性が低かった 6 つ

の化合物について、AcGFP-NP-NES3に対する強い核外移行阻害作用を確認した(図 40A)。

またこれら６つの化合物について抗ウイルス活性を評価したところ、化合物 DP2392-E10

について抗ウイルス活性を確認した(図 40B-D)。以上より、NP-NES3 を介した核外移行阻

害は、新規抗インフルエンザ薬開発の新たな標的となり得ることが示された。 
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2-4. 考察 

我々が第 1 章で報告した化合物 RK424 は、NP 特有のポケット構造に結合し、NP-NES3

及び CRM1 間の結合を阻害することで NP の核外移行を阻害し、強い抗ウイルス活性を示

すことを報告した(67)。これらの知見は NP-NES3 が新規抗ウイルス薬開発の有望な標的で

あることを示している。しかしながら、NP-NES3 を標的とした阻害剤探索のための HTS

評価系については、現在までに報告されていない。本研究において、我々は

AcGFP-NP-NES3 恒常発現株を用いて、NP-NES3 を標的とした HTS 系を確立し、

NP-NES3 を標的とした複数の阻害剤の獲得に成功した。確立した方法ではウイルス感染、

プラスミドを導入、免疫染色といった過程を必要とせずに、NP-NES3 依存的な核外移行を

阻害する化合物の評価が可能である。また核外移行阻害効果は、薬剤処理後 12 時間以内に

確認されるため、効率よく簡便に化合物ライブラリーのスクリーニングが可能である。さ

らに確立した HTS 評価系は、任意の NES 配列を AcGFP に組み込むことにより、ウイル

スタンパクを始めとした様々なタンパクの核外移行を標的とした阻害剤の獲得が可能であ

ると考えられる。 

NP-NES3 を標的として構築した HTS 評価系を用いて核外移行阻害剤の探索を行ったと

ころ、既知の核外移行阻害剤である LMB とは異なる化学構造式を有する核外移行阻害剤を

複数取得することが可能であった。取得したこれらの核外移行阻害剤は、AcGFP-NP-NES3

の核外への移行を阻害し、LMB よりも低い細胞毒性を示した。さらに抗ウイルス活性を評

価したヒット化合物の内、DP2392-E101 は最も強い抗ウイルス活性を示すことが明らかに

なった。しかしながら、DP2392-E101 による NP-NES3 を介した核外移行阻害機序につい

てはより詳細な作用機序の解明が求められる。 

ウイルスタンパクの核外移行の過程は、nucleoporin をはじめとする様々な宿主因子によ

り制御されていることが分かっている。第 1 章で示したように、NP の核外移行はNP-NES3

のコンセンサス配列と CRM1 との結合により制御されていることが報告されているが、
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NP-NES3 に変異を導入するだけでは NP の核外移行が完全に抑制されないため、CRM1

とは別に異なる宿主因子が NP の核外移行に関与していることが想定される。NP を主構成

要素とする vRNP の核外移行に関与する宿主因子については、HSP70 及び CHD3 がそれ

ぞれ M1 及び NEP-NES1 と相互作用し、vRNP 核外移行の制御に関与することが報告され

ている(76,77)。またその他にも、TAP、NXF1、NTF2、NXT1、Rae1 及び E1B-AP5 とい

った細胞内 mRNA 核外移行因子が NS1 と相互作用し、RMB15B、DDX19B といった宿主

因子がウイルスポリメラーゼと結合することで、vRNP 核外移行制御との関連性がそれぞれ

指摘されている(78,79)。事実最近の報告では、細胞内 mRNA 核外移行因子 NXT1 が NP

及び CRM1 と直接結合し、NP の核外移行とウイルス複製の制御に関与していることが示

されていることから、上述した宿主因子が NP と直接相互作用し、その核外移行を制御して

いる可能性も考えられる(80)。そのため、我々が同定した核外移行阻害剤の作用機序をより

詳細に解明するためには、標的分子が NP-NES3 配列そのもであるか、または宿主側の因

子を標的としているかを明らかにすることが先決であると考えられる。 

 本研究成果により、NP-NES3 を標的とした阻害剤が NP-NES3 依存的な核外移行を阻害

し、抗ウイルス活性を示すことが立証された。以上の結果より、NP-NES3 依存的な核外移

行阻害剤が抗ウイルス薬開発の新たな標的と成り得ることが示された。
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第 3 章 NP-intrinsically disordered region (IIDR) 2 の機能解析 

3-1. 緒言 

天然変性タンパク (Intrinsically disordered proteins ;IDPs) 及び天然変性領域

(intrinsically disordered regions; IDRs)を有するタンパクは、電荷や疎水性に富んだアミ

ノ酸配列から構成される特徴的な性質を有するタンパクであり、これらのアミノ酸配列は、

アミノ酸配列の折り畳みを阻害し、安定した立体構造を形成せずに、構造の定まらない柔

軟な状態で存在していることが知られている(81)。IDPs や IDRs は、標的分子と一度結合

するとその柔軟な構造から特定の安定した構造をとるが、多くの場合その安定性は極めて

低く、再び柔軟な構造へと戻る。これらの性質は、状況に応じて自身の構造を変化させる

ことで、配列の異なる様々な標的分子と結合することを可能にする。例えば、IDR として

存在する p53 分子の C 末端領域は、4 つの異なる標的分子と結合可能であり、結合相手に

応じて異なった構造を形成することが報告されている(81)。IDPs や IDRs の多くは、細胞

内シグナルや重要な細胞内反応の制御に関わることから、生体内において機能的な役割を

果たしており、病態の発症とも深く関わりがあることが報告されている。そのため、IDPs

や IDRs は新たな治療薬開発のターゲットとしても注目を集めており、既にこれらを標的と

した阻害剤も複数報告されている(82)。IDPs や IDRs は、真核細胞のタンパクだけではな

く、ウイルスタンパクにおいても数多く存在し、多くの宿主タンパクとの相互作用を介し

て、その機能を制御することで宿主の細胞内環境に効率よく適応している(83)。A 型インフ

ルエンザウイルスの NP は RNA 結合性を示す塩基性タンパクであり、RNA 結合領域には

アルギニンやリシン等の負に荷電したアミノ酸残基が数多く存在する(20)。NP は 3 つの 

polymerase subunits (PB2、PB1及び PA) 及び vRNAと共に vRNPの基本骨格を構成し、

ウイルスゲノムのパッッケージング、vRNA の転写・複製、及び vRNP の核内外への輸送

制御など多くの機能制御に関与することが報告されている(84)。NP の立体構造は X 線結晶

構造解析により明らかにされているが、電子密度が低く、構造が不明瞭な IDR であると推
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測される領域を 3つ有している(20)。これら 3つの IDRはそれぞれNPの核内移行(IDR1)、

RNA 結合(IDR2)、及び NP-NP 間の相互作用(IDR3)に関わる機能制御に関与していること

が報告されている(20)。中でも、RNA 結合領域中に存在する塩基性アミノ酸に富んだ配列

により構成される IDR2 (72-DERRNKYLEEHPSAGKDPKKT-92)については、その生物学

的重要性について不明なところが多く、未だ明らかにされていない。本研究では IDR2 が

RNA 結合領域に位置することから、ウイルスゲノム RNA の機能制御を中心に、NP IDR2

の機能解析を行った。 
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3-2. 材料と方法 

細胞培養、トランスフェクション、抗体 

Madin-Darby canine kidney (MDCK)細胞および human embryonic kidney 293T 

(HEK293T)細胞は、10％ FBS および Pen-Strep Glutamine 添加 DMEM にて培養した。

プラスミドの導入には Lipofectamine 2000 または 3000（Invitrogen 社製）を使用した。 

抗 WSN 血清は日本大学医学部感染症ゲノムセンター 清水一史教授より分与いただいた。

Acti-stain 670 fluorescent phalloidin および cytochalasin D は Cytoskeleton 社 および

Sigma 社よりそれぞれ購入した。精製 NP タンパク及び GST-PLCδ-PH タンパクは BL21 

CodonPlus (DE3)-RIL大腸菌株(Stratagene社製)を用いたGST融合タンパクとして発現さ

せ、Glutathione Sepharose 4FF ビーズ (GE Healthcare 社製)システムを用いて精製を行

った。精製した GST 融合タンパクは PreScission Protease (GE Healthcare 社製)を用いて

GST タグを切断し、GST タグ切断後のタンパクを回収してアッセイに使用した。一次抗体

として抗 NP モノクローナル抗体 (Abcam 社製)、 抗 HA モノクローナル抗体 (GeneTex

社製)、抗 caveolin-1 ポリクロ―ナル抗体 (Santa Cruz Biotechnology 社製)、 抗 PI(4,5)P2 

モノクロ―ナル抗体 (Santa Cruz Biotechnology 社製)、 及び抗 βactin モノクローナル抗

体 (Sigma 社製)、二次抗体として、horseradish-peroxidase (HRP)-conjugated ゴート抗

マウス  IgG (Amersham Bioscience 社製)、HRP-conjugated ゴート抗ラビット  IgG 

(Amersham Bioscience 社製)、 ゴート抗マウス IgG Alexa Fluor 405 (Invitrogen 社製)、

及びゴート 抗マウス IgG Alexa Fluor 594 ( Invitrogen 社製)を使用した。 

 

プラスミド 

NP/pHH21 及び NP/pCAGGS の内、任意のアミノ酸配列にアラニン変異を導入した変異

体 NP 発現プラスミド(D72A, E73A, R74A, R75A, K77A, Y78A, E80A, P83A, G86A, 

K87A, D88A, P89A, K90A, K91A, 及び T92A)は、NP/pHH21 又は NP/pCAGGS を鋳型
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とし、以下のプライマーとPrime STAR® Max DNA Polymeras(Takara社製)を用いたPCR

反応により調製した。変異導入部位に下線を引いた。 

プライマー： 

D72A-(F); 5’-AGTGATCATGAGGGACGGCTGATTCAG-3’,  

D72A -(R); 5’-TCCCTCATGATCACTGAGTTTAAGTTC-3’, 

E73A -(F); 5’-GATCCCGCGATGTGCTCACTGATGCAG-3’, 

E73A-(R); 5’-GCACATCGCGGGATCCATTCCTGTGCG-3’, 

R74A-(F); 5’-ATGTGCGCACTGATGCAGGGCTCAACC-3’, 

R74A-(R); 5’-CATCAGTGCGCACATCCTGGGATCCAT-3’, 

R75A-(F); 5’-TCTGCAGCCATATTGAGAGGGTCAGTT-3’, 

R75A-(R; 5’-CAATATGGCTGCAGACCGTGCTAAAAA-3’, 

K77A-(F); 5’-AGTGGACACGACTTTGAAAGAGAGGGA-3’, 

K77A-(R); 5’-AAAGTCGTGTCCACTGGCTACGGCAGA-3’, 

Y78A-(F); 5’-TATCTAGCAGAACATCCCAGTGCGGGG-3’, 

Y78A-(R); 5-TATCTAGCAGAACATCCCAGTGCGGGG-3’, 

E80A-(F); 5’-TATCTAGCAGAACATCCCAGTGCGGGG-3’, 

E80A-(R); 5’-TATCTAGCAGAACATCCCAGTGCGGGG3’, 

P83A-(F); 5’-ATGTGCGCACTGATGCAGGGCTCAACC-3’, 

P83A-(R); 5’-CATCAGTGCGCACATCCTGGGATCCAT-3’, 

G86A-(F); 5’-TCTGCAGCCATATTGAGAGGGTCAGTT-3’, 

G86A-(R); 5’-CAATATGGCTGCAGACCGTGCTAAAAA-3’, 

K87A-(F); 5’-AGTGGACACGACTTTGAAAGAGAGGGA-3’, 

K87A-(R); 5’-AAAGTCGTGTCCACTGGCTACGGCAGA-3’, 

D88A-(F); 5’-GGATCTGCTTTCTTCGGAGACAATGCA-3’,  
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D88A-(R); 5’-GAAGAAAGCAGATCCTTCATTACTCAT-3’, 

P89A-(F); 5’-TCTGCAGCCATATTGAGAGGGTCAGTT-3’, 

P89A-(R); 5’-CAATATGGCTGCAGACCGTGCTAAAAA-3’, 

K90A-(F); 5’-AGTGGACACGACTTTGAAAGAGAGGGA-3’ 

K90A-(R); 5’-AAAGTCGTGTCCACTGGCTACGGCAGA-3’, 

K91A-(F); 5’-GGATCTGCTTTCTTCGGAGACAATGCA-3’, 

K91A-(R); 5’-GAAGAAAGCAGATCCTTCATTACTCAT-3’, 

T92A-(F); 5’-AAGAAAGCTGGAGGACCTATATACAGG-3’, 

T92A-(R), 5’-TCCTCCAGCTTTCTTAGGATCTTTCC-3’  

HA/pCAGGS の内、HA の任意のアミノ酸配列にアラニン変異を導入(S534A, T535A, 

S538A, S539A)した変異体 HA 発現プラスミドは、HA/pCAGGS を鋳型とし、以下のプラ

イマーと Prime STAR® Max DNA Polymeras を用いた PCR 反応により調製した。 

プライマー配列中の変異導入部位に下線を引いた。 

プライマー： 

S534A-(F); 5’-AGTGATCATGAGGGACGGCTGATTCAG-3’, 

S534A -(R); 5’-TCCCTCATGATCACTGAGTTTAAGTTC-3’, 

T535A -(F); 5’-GATCCCGCGATGTGCTCACTGATGCAG-3’, 

T535A (R); 5’-GCACATCGCGGGATCCATTCCTGTGCG-3’, 

S538A-(F); 5’-ATGTGCGCACTGATGCAGGGCTCAACC-3’, 

S538A -(R); 5’-CATCAGTGCGCACATCCTGGGATCCAT-3’ 

PB2 のゲノムパッケージングシグナルと構造遺伝子として mRFP をコードするウイルゲ

ノム RNA を発現する PB2-mRFP/pHH21 プラスミド及び NA のパッケージングシグナル

と構造遺伝子として EGFP をコードするウイルスゲノム RNA を発現する EGFP/pHH21

プラスミドは、 PB2/HH21 及び NA/pHH21 プラスミドの PB2 及び NA の ORF 配列を 
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mRFP 及び EGFP の ORF 配列とそれぞれ任意の制限酵素サイトで切断し、配列を置換す

ることにより作成した (27) 。 5-phosphat phosphatidylinositol polyphosphate 5 

phosphatase type IV (5ptaseIV)と AcGFP融合タンパクAcGFP-5ptaseIVを発現するプラ

スミドは以下のように作成した。 5ptaseIV の構造遺伝子配列は HeLa 細胞ライゼートよ

り調製した cDNA を鋳型として、 5ptaseIV 特異的プライマーと KOD-Plus- (Toyobo 社

製)を用いた PCR 法により増幅し、 pAcGFP1 (Takara Bio 社製) ベクターにクローニング

した。プライマー配列中の制限酵素認識配列に下線を引いた。 

プライマー： 

5phsphataseIV xho1-(F); 

5’-TACTCGAGATGCCGTCCAAGGCGGAGAATCTGCGGCCC3’ 

5phsphataseIV Not1-(R); 

5’- TAGCGGCCGCTCAAGAAACGGAGCAGATGGTGCTGGAGT3’  

PLCδ-PH と GST の融合タンパク GST-PLCδ-PH を発現するプラスミドは以下のように

作成した。 PLCδ-PH の構造遺伝子配列は mCherry-PLCδ-PH プラスミドを 鋳型として、 

PLCδ-PH 特異的プライマーと KOD-Plus- (Toyobo 社製)を用いた PCR 法により増幅し、

pGEX6p-3 (GE Healthcare 社製) ベクターにクローニングした。 

プライマー配列中の変異導入部位に下線を引いた。 

プライマー： 

PLCδ-PH-EcoR1-(F); 5’-TATGAATTCCATGGACTCGGGCCGGGACTT-3’, 

PLC-PH-Xho1-(R); 5’-TATCTCGAGTCACTTCTGACGCTGGTCCATGG-3’ 

作成した全てのプラスミドについて、理化学研究所脳科学総合研究センター生体物質分析

支援ユニットにて配列解析し、GENETYX ver.10.0.0 (GENETYX Corporation 社製)にてア

ライメント解析することで目的配列がベクターに導入されていることを確認した。 
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天然変性領域配列の予測 

NP のアミノ酸配列及び立体構造は PDB (PDB code: 2IQH)より取得した。取得した NP

のアミノ酸配列を用いて、DISOPRED server (85)にて天然変性領域配列の予測を行った。 

 

Replicon アッセイ 

HEK293T 細胞(2×105 個)を 24 ウェルプレート(Nunc 社製)に播種し、10%FBS/DMEM

培地中で 37℃ 24 時間培養した。培養後、293T 細胞に PB2/pCAGGS、PB1/pCAGGS, 

PA/pCAGGS、NP/pCAGGS 及び PB2-mRFP/pHH21 または NA-EGFP/pHH21 を

HEK293T 細胞にトランスフェクションし、37℃ で 48 時間培養した。NP の変異体評価

の際は、野生型の NP を発現するプラスミドの代わりに、変異体 NP を発現するプラスミド

を用いてトランスフェクションを行った。培養後の細胞を回収し、PBS で洗浄後、

FACSCalibur (Becton-Dickinso 社製)で蛍光シグナルを発する細胞を測定し、 CELLQuest 

software (Becton-Dickinson 社製)を用いて mRFP または EGFP を発現する細胞の割合を

算出し、転写活性の評価を行った。 

 

リバースジェネティクス法によるリコンビナントウイルスの作成 

MDCK 細胞 (4×105 個) と HEK-293T 細胞 (6×105 個)を 6 ウェルプレート(Nunc 社

製)に播種し、37℃で 24 時間共培養した。培養後、第 1~8 分節の vRNA 発現プラスミド

(PB2/pHH21、PB1/pHH21、 PA/pHH21、 HA/pHH21、 NP/pHH21、NA/pHH21、 

M/pHH21 及び NS/pHH21)及び vRNP を構成するウイルスタンパクを発現するプラスミ

ド(PB2/pCAGGS、 PB1/pCAGGS、 PA/pCAGGS 及び NP/pCAGGS)をトランスフェクシ

ョンし、6 時間後に 1µg/mL TPCK-treated trypsin/0.03% BSA/ DMEM(-FBS)に培地を交

換し、さらに 72 時間培養を行った。変異ウイルス作成の際には、野生型の NP をコードす

るプラスミドの代わりに、任意の配列に変異を有する NP 変異体をコードするプラスミドを
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使用した。培養後の培養上清を回収し、ウイルス量をプラークアッセイにより定量した。 

 

ウイルスゲノムパッケージングアッセイ 

HEK-293T (1×106 個) 細胞を 6 cm dish(Nunc社製)に播種し、37℃で 24時間培養した。

培養後の細胞に第 1~8 分節のゲノム RNA 発現プラスミド(PB2/pHH21、 PB1/pHH21、 

PA/pHH21、 HA/pHH21、 NP/pHH21、NA/pHH21、M/pHH21 及び NS/pHH21)及びウ

イルスタンパクをコードするプラスミド (PB1/pCAGGS、 PB2/pCAGGS、PA/pCAGGS、 

NP/pCAGGS 、 NA/pCAGGS 、 HA/pCAGGS 、 NS2/pCAGGS 、 M1/pCAGGS 及 び 

M2/pCAGGS)を細胞にトランスフェクションし、37℃で 48 時間培養した(26,86,87)。変異

体 NP 評価の際は、野生型 NP をコードするプラスミドの代わりに、任意の配列に変異を導

入した変異体 NP をコードするプラスミドを使用した。NP をコードする RNA を発現する

プラスミドは、プラスミド導入細胞内で野生型 NP タンパクが発現しないように開始コドン

を終止コドンに置換し、タンパクの発現が起こらないように改変した。また、レポーター

遺伝子として PB2-mRFP または NA-EGFP をコードするプラスミドを PB2/pHH21 また

は NA/pHH21 プラスミドの代わりに使用した。プラスミド導入 6 時間後に、1µg/mL 

TPCK-treated trypsin/0.03% BSA/ DMEM(-FBS)に培地を交換し、さらに 72 時間培養を

行った。培養後の細胞培養上清を回収し、回収した上清と共に A/WSN/1933(H1N1)ウイル

ス株をヘルパーウイルスとして MDCK 細胞に感染させ、37℃で 16 時間培養した。感染培

養後の細胞を回収し、PBS で洗浄後、FACSCalibur (Becton-Dickinson 社製)で蛍光シグナ

ルを発する細胞を測定し、 CELLQuest software (Becton-Dickinson 社製)を用いて mRFP

または EGFP を発現する細胞の割合を算出し、ウイルスゲノムパッケージング効率の評価

を行った。 

 

大腸菌由来タンパク質の精製 
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100mLのLB培地に、野生型または変異体NPをコードするpGEX-6p-3プラスミドとPLC 

PH をコードする pGEX-6p-3 プラスミドをそれぞれトランスフォーメーションした

BL21 CodonPlus (DE3)-RIL (Stratagene 社製)大腸菌株を別々に添加し、濁度を示す

OD600 値が 0.8～0.9 になるまで 37℃で振とう培養した。培養後、終濃度 1 mM にて 

isopropyl-b-D-1 thiogalactopyranoside (IPTG; SIGMA 社製)を添加し、22℃で 10 時間振

とう培養した。培養後の大腸菌液を遠心分離し、ペレットを lysis buffer (50 mM Tris-HCl 

(pH 7.4), 200 mM NaCl, 1% Triton X100, 1 mg/mL lysozyme, 0.15 mg/mL RNase A)で懸

濁し、ソニケーションにより菌体を破砕した。破砕した菌体液を遠心分離し、回収した上

清に Glutathione Sepharose 4 Fast Flow ビーズ (GSH ビーズ; GE Healthcare 社製) を

加え、4℃で一晩回転攪拌した。攪拌後、Lysis buffer でビーズを洗浄後、GST-PLC -PH

が結合したビーズには、50mM のグルタチオンを添加し、ビーズから溶出した GST-PLC 

δ-PHタンパクをアッセイに使用した。GST-NPが結合したビーズには、PreScission budffer 

(10mM Tris-HCl (pH 7.0)、150mM NaCl)と PreScission Protease (GE Healthcare 社製)

を添加し、さらに 4℃にて一晩回転攪拌を行った。 攪拌後の上清を回収し、 Heparin 

Sepharose 6 Fast Flow ビーズ (GE Healthcare 社製)を添加し、4℃にて 2－3 時間回転攪

拌後、ビーズを Wash buffer (0.5 M NaCl and 50mM Tris-HCl [pH 7.4])で洗浄し、Eelution 

buffer (1.5 M NaCl and 50mM Tris-HCl [pH 7.4])にて NP タンパクをビーズから溶出し、

上清を回収した。回収した精製タンパクを SDS-PAGE により分離し、coomassie brilliant 

blue (CBB) 染色にて NP の精製度を確認した。 

 

Surface plasmon resonance (SPR)法 による NP と RNA および NP と PI(4,5)P2 の結合実

験 

ビオチン修飾を施した 2-O-methylated RNA; 5-UUU GUU ACA CAC ACA CAC GCU 

GUG-3 (Hokkaido System Science 社製) または phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate 
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diC8 (Echelon Biosciences社製)を SAセンサーチップ (GE Healthcare社製)に固定化した。

精製 NP タンパクをそれぞれのリガンドを固定化したセンサーチップ表面上に反応させ、

SPR シグナルの変化を Biacore T-100 (GE Healthcare 社製)により測定した。NP と RNA

との結合実験には Tris running buffer (200 mM NaCl、 20 mM Tris-HCl [pH 7.4]、0.05% 

Tween 20)を、NPとPI(4,5)P2 の結合にはHBS running buffer (10 mM HEPES [pH 7.4]、 

150 mM NaCl、 2% v/v glycerol、 0.1 mg/mL BSA) を running buffer として使用し、両

者の結合を評価した。得られたデータは BIAevaluation software v. 4.1 (GE Healthcare

社製)により解析し、1:1 結合モデルに沿って結合速度定数、結合乖離定数、結合親和定数

の算出を行った。 

 

in vitro トランスクリプションによる vRNA の合成 

約1027ntのA/WSN/1933(H1N1)ウイルス由来 第7分節ゲノムRNA をコードするプラス

ミド M/pHH21を鋳型とし、T7プロモーターと第7分節ゲノムRNA特異的な配列を含むプ

ライマーを設計した。設計したプライマーとprime starmax polymerase を用いたPCR法

により、ゲノムRNAをコードする配列を増幅した。得られたPCR産物をQIAquick PCR 

purification kit (Qiagen社製)を用いて精製した。5µgの精製PCR産物とtranscription 

buffer、rNTP mix (25 mM ATP, CTP, GTP and UTP)及びT7 enzyme mix (final volume 

100 µL)を混合し、37℃  で4 時間反応させた。反応後のサンプルに5 unitsのRQ1 

RNAse-Free DNase I (Promega社製)を添加し、さらに 37℃で15分反応させ、反応後のサ

ンプルをアガロース電気泳動にて分離し、目的のサイズに合成したRNAが検出されるのを

確認した。以下に使用したプライマー配列を記載する。プライマー配列中のT7 promoter 配

列に下線を引いた。 

 

T7_WSN_seg7-(F);5’-GACTCAGTTAATACGACTCACTATATAGTTTTTTAC 
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TCCAGCTCTATGTTG-3’,  

T7_WSNseg7-(R), 5’-AGCAAAAGCAGGTAGATATTG-3’  

 

アミノ酸保存率の算出 

ヒト、ブタ、トリ由来の A 型インフルエンザウイルスの NP アミノ酸配列を NCBI’s 

Influenza Virus Resource より抽出した。抽出した配列を MAFFT (version 6) プログラム

を用いて、アミノ酸配列の比較を行い、アミノ酸保存率を算出した。ヒト由来 NP；3,759

配列、トリ由来 NP；3,273 配列、ブタ由来 NP;651 配列を含めた計 7,683 配列の解析を行

った。 

 

蛍光免疫染色法 

MDCK 細胞(2×105 個)を 12 ウェルプレート(Nunc 社製)に播種し、10%FBS/DMEM 培

地中で 37℃、24 時間培養した。培養後、MDCK 細胞に NP /pCAGGS をトランスフェクシ

ョンまたは A/WSN/1933 (H1N1)ウイルス株を MOI=1 で感染し、トランスフェクション時

は 24 時間、ウイルス感染時は 8 時間、それぞれ 37℃で培養した。培養後、細胞膜染色の

際は mKate-D4 を用いて室温で 30 分間細胞と反応後、4% paraformaldehyde を用いて室

温で 20 分間固定化処理を行った。固定後、細胞を 0.1% Triton X-100 /PBS で室温 1 分間

反応させ膜透過処理を行った。膜透過処理後、NP の局在観察の際は、一次抗体として抗

NP モノクローナル抗体(Santa Cruz Biotechnology 社製)を室温で 1 時間反応させた。PBS

で洗浄後、二次抗体として Alexa Fluor 488-抗マウス IgG 抗体(Invitrogen 社製)を用いて室

温で 1 時間反応させた。PBS 洗浄後、hoechst 33342(ImmunoChemistry Technologies 社

製)を室温で 5 分間反応させ、核を染色した。アアクチン染色の際は、膜透過処理後、

Acti-stain 670 fluorescent phalloidin (Cytoskeleton, Inc 社製)を用いて、室温で 1 時間反

応後、核を hoechst 33342 (ImmunoChemistry Technologies 社製)により染色した。調製し
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たサンプルを用いて、共焦点レーザー顕微鏡により、目的分子の細胞内局在を確認した。

Z-軸方向の画像は X-Y 平面で撮像した画像を Olympus FluoView FV1000 confocal 

microscope software (Olympus 社製)を用いて重ね合わせることにより取得した。また細胞

膜頭頂部での蛍光シグナルを Olympus FluoView FV1000 confocal microscope software 

(Olympus 社製)により定量化した。 

 

ショ糖密度遠心勾配法による脂質ラフト画分の分離 

MDCK 細胞を (1×106 個) を 6cm dish に播種し、10%FBS/DMEM 培地中で 37℃、24

時間培養した。培養後、MDCK 細胞に種々のタンパクをコードするプラスミドをトランス

フェクションし、37℃で 24 時間培養した。培養後、 MDCK 細胞を 1% Triton X-100 N 

TE buffer (10 mM Tris [pH 7.4]、100 mM NaCl、1 mM EDTA)に溶解し、27 ゲージニ

ードル (Terumo Corporation 社製)でライゼートを懸濁し、氷冷下 30 分静置した。 脂質

画分の分離のため、0.5 mL のライゼートと 1.5 mL の NTE buffer に溶解した 65% 

(wt/vol) ショ糖液を合わせ、 SW55Ti 遠心チューブ (Beckman Coulter 社製)にアプライ

した。さらに、 2.0 mL の 35% ショ糖液と 1.0 mL の 5%ショ糖液を重層した。ライゼー

トとショ糖液を重層した遠心チューブを Beckman SW55Ti rotor (Beckman Coulter 社製)

にセットし、4℃、 46,000 rpm で 20 時間遠心分離を行った。遠心分離後のチューブから

0.5 mL ずつサンプルフラクションを回収した。回収したサンプルを SDS PAGE sample 

buffer で熱変性後、SDS PAGE により分離し Western blot 法により目的タンパクの検出を

行った。 

 

Phosphoinositide コーティングビーズ結合アッセイ 

10µL のコントロールビーズまたは 8 種類の異なる phosphoinositides がコーティングさ

れたビーズを PIP ビーズ sample pack (Echelon Bioscience 社製)より調製し、binding 
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buffer (10 mM HEPES [pH 7.4]、150 mM NaCl、0.5% (v/v) Nonidet P-40、5 mM 

dithiothreitol)に置換した。精製 NP タンパク (50 ng) に in vitro トランスクリプションに

より合成した vRNA を非添加または添加条件で、4℃で 2 時間回転攪拌した。 攪拌後、

binding buffer で 5 回ビーズを洗浄し、 SDS-PAGE sample buffer を加えて熱変性後、

SDS-PAGE 法により分離した。 ビーズへの NP タンパクの結合は 抗 NP モノクローナル

抗体(Abcam 社製)を用いた Western blot 法により確認した。 

 

ゲル濾過カラムによるサイズ分画法 

1 mg/mL濃度に調製した精製NPタンパクを、多量体から単量体に平衡をシフトさせるた

め、Amicon® Ultra 50K device (Merck Millipore社製)を用いた限外濾過法により、低塩濃

度 buffer (100 mM NaCl、50mM Tris-HCl (pH 7.4))に置換し、4℃にて一晩静置した。単

量体にシフトさせた精製NPとvRNA を加え、室温で1時間回転攪拌を行った。反応後のサ

ンプル100µlをÄKTA purifier chromatography system (GE Healthcare社製)に取り付けた

Superdex 200 Increase 10/300 GL Column (GE Healthcare社製)にロードし、溶出サンプ

ルピークを同システムによりモニターし、 検出されたピーク面積をInstruments software 

(UNICORN ver. 5.1; GE Healthcare社製)にて解析した。 

 

統計解析 

 平均値の差の検定には t 検定を用いた。有意確立 p value <0.05 のとき統計学的に有意差

があるものとした。 
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3-3. 結果 

NP IDR2 のウイルス複製に与える影響解析 

NPのアミノ酸配列の天然変性領域(Instrinsically disordered region;IDR)を DISOPRED 

server を用いて予測した結果、NP のアミノ酸配列中に非常に flexibility が高く、IDR と

思われる領域が 3 ヶ所存在することが明らかとなった(図 41 A)。また、DISOPRED を用

いた配列予測によって示された flexibility の高い領域は、X 線結晶構造によって示された

NP の立体構造上電子密度が低く、構造が不明瞭な部分と一致していたことから、IDR であ

ると考えられる(図 41 B)。これら 3 つの IDRs (IDR1~3) はそれぞれ異なる NP の機能ドメ

インに位置していることが分かっている。IDR1 (アミノ酸 1–26 位) は核内移行シグナルを

含む領域に位置し、 IDR2 (アミノ酸 72–92 位)は RNA 結合領域中に位置している。また、

IDR3 (アミノ酸 391–406 位)は NP-NP 間の相互作用に関わる領域に位置している。これら

IDR を構成する 3 つの領域は、ヒト・トリ・ブタ由来の A 型インフルエンザが有する NP

において高度に保存されており、特に IDR2 は 3 つの IDR の中で最も高いアミノ酸保存率

を示した(表 4)。IDR1 と IDR3 は、それぞれそ NP の核内移行と NP-NP 間の相互作用を制

御し、ウイルス複製に重要な役割を果たしていることが報告されているのに対し、IDR2 の

機能的な意義やウイルス複製への影響については不明な点が多い(21)。そこで、IDR2 を構

成するアミノ酸のウイルス複製に与える影響を解析するため、IDR2 中の任意のアミノ酸配

列にアラニン変異を導入した変異体 NP を有する変異ウイルスをリバースジェネティクス

法により作成し、ウイルス複製能に与える影響を解析した(図 42 A)。その結果、変異を導入

した 15 つのアミノ酸残基の内、7 つのアミノ酸残基変異を導入した変異ウイルスでは、野

生型ウイルスと同程度のウイルス増殖性を示した。一方で、D72、 R74、 R75、 Y78、 K87、 

K90、 K91 及び T92 の 8 つのアミノ酸残基に変異を導入した変異ウイルスでは、ウイル

ス複製能が失われることが明らかとなった。また、ウイルスの増殖が確認されなかった NP

変異体について、細胞内タンパク発現量を Western blot 法により確認したところ、いずれ
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の変異体においても野生型の NP と同程度の発現を認めることができた(図 42 B)。 

以上の結果から、IDR2 を構成する 8 つのアミノ酸残基はウイルス複製に必須な役割を果

たすことが明らかとなり、NP の機能制御への関与が示唆される。 

 

NP IDR2 のウイルスゲノム転写・複製に与える影響解析 

IDR2 は NP の RNA 結合領域に位置することから、RNA の機能制御に関与していること

が考えられる。そこで、これらのアミノ酸残基のウイルスゲノム RNA の転写・複製に与え

る影響をレプリコンアッセイにより解析するため、PB2 または NA 遺伝子をコードするウ

イルス RNA の構造遺伝子領域を mRFP または EGFP の構造遺伝子に置換したウイルス

RNA を発現するレポータープラスミドを作成し、mRFP または EGFP の発現量を指標に

ウイルスの転写・複製活性に与える影響を解析した(図 43 A-C)。その結果、いずれの NP

変異体においても mRFP および EGFP の有意な発現低下は認めらず、これらのアミノ酸残

基はウイルスの転写・複製制御に大きな影響を与えないことが分かった。一方で、これら

の配列に複数の変異を導入した NP 変異体、D72/R74/R75/Y78 (D72A-Y78A)、

K87/K90/K91/T92 (K87A-T92A)及び IDR2MT (D72A/R74A/R75A/Y78A/K87A/ 

K90A/K91A/T92A)では、有意なレポーター遺伝子の発現低下が認められた。これらの結果

は、IDR2 はウイルスゲノムの転写・複製の制御に関与することを示しているが、一アミノ

酸変異の導入では転写・複製への大きな影響が認められないため、変異ウイルス産生実験

によって認められたウイルス複製能の消失は、転写・複製より後期の RNA 制御に関わる機

能抑制によって引き起こされている可能性が考えられる。 

 

NP IDR2 のウイルスゲノムパッケージングに与える影響解析 

転写・複製より後期の RNA 制御に関わるウイルス複製の過程に対する IDR2 中の 8 つの

アミノ酸残基の影響を検討するため、ウイルスゲノム RNA パッケージングに与える影響を



 93 

解析した(図 44 A-D)。ウイルスゲノムのパッケージング効率の解析を行うため、mRFP ま

たはEGFPをレポーター遺伝子としてコードする vRNAを発現するプラスミドを用いてリ

バースジェネティクス法によりレポーター遺伝子を有するNP変異体ウイルスを 293T細胞

の培養上清中に産生させた。作成した培養上清中の変異ウイルスを、ヘルパーウイルス

(A/WSN/1933(H1N1))と共に MDCK 細胞に感染させ、MDCK 細胞内に発現した mRFP ま

たは EGFP の発現レベルを指標にウイルスゲノムパッケージング効率の評価を行った。そ

の結果、ウイルス産生に使用した 293T 細胞内での転写・複製及びウイルスタンパクの発現

は変異ウイルスと野生型ウイルスで大きな差が認められなかったのに対し、MDCK 細胞内

でのレポーター遺伝子mRFPまたはEGFPの発現レベルが変異体ウイルスで顕著に減少し

ていたことから、これらのアミノ酸残基はウイルスゲノムのパッケージング制御に関与し

ているいことが示唆された。 

 

NP IDR2 の RNA 結合およびオリゴマー形成に与える影響解析 

ウイルスゲノムが正常にウイルス粒子内にパッケージングされるためには、vRNA と NP

を主構成要素として含む vRNP が両者の結合により、適切な立体配座を維持した複合体を

形成する必要がある。そこで、RNA 結合に対する IDR2 の直接的な影響を解析するため、

IDR2 に変異を導入した NP 変異体 と 1 分子の NP との結合に必要な長さを有する 24nt 

RNA との結合親和性を SPR シグナルの増減を指標に Biacore を用いて解析した(図 45) 

(51,88)。野生型 NP タンパクは RNA に対して、先行文献と同程度の結合親和性(Kd ＝16.8 

nM)を示すことを確認した(89)。一方で、IDR2 の配列の内、D72A/R74A/R75A/Y78A また

は K87A/K90A/K91A/T92A に 4 つのアラニン変異を導入した D72A-Y78A 及び 

K87A-T92A NP 変異体では RNA に対する結合親和性が低下し、8 つのアミノ酸残基にア

ラニン変異を導入した IDR2 MT NP では、野生型 NP に比べ 3 倍程度結合親和性が低下す

ることが明らかとなった。以上の結果より、IDR2 は NP と RNA 結合制御に関与すること
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が明らかとなった。次に、vRNP の基本骨格となり、RNA-NP 間の結合によって形成され

るNPオリゴマー形成への IDR2の影響をゲル濾過カラムによるサイズ分画法により解析し

た(図 46)。精製 NP タンパクをゲル濾過カラムによりサイズ分画を行った条件では、モノ

マーと思われる単一のピークが認められるのに対し、in vitro トランスクリプションにより

合成した vRNA と NP を反応させた条件では、非常に分子量の大きな画分にピークが認め

られたことから、オリゴマーを形成していることが確認できた。一方で、IDR2 にアラニン

変異を導入した変異体 NP では、導入したアラニン変異の数に応じて、オリゴマー画分のピ

ークが減少することが明らかとなった。これらの結果は、IDR2 が NP-RNA 間の結合を制

御し、NP のオリゴマー形成を制御していることを示している。    

ウイルス感染細胞内で vRNP が再構成された後、ウイルス粒子内に vRNA がパッケージ

ングされるためには、細胞膜直下に局在する必要がある(90)。vRNP の細胞内局在は、そ

の主構成因子である NP の局在に依存しており、NP/vRNP は他のウイルスタンパク非共存

下で細胞膜に局在することが報告されていることから、NP が vRNP の細胞膜への局在を制

御している可能性が考えられる(90-92)。しかしながら、NP の細胞膜への局在を制御する因

子については不明な点が多く、未だ明らかにされていない。そこで、IDR2 が NP の細胞膜

への局在に関与するか検討を行うため、IDR2 MT NP の細胞膜への局在を免疫染色法によ

り確認した(図 47)。細胞膜の染色には、細胞膜脂質の内側に存在するコレステロールに富

んた脂質ラフトに結合する θ-toxin の D4 ドメイン に mKate タグを付加した mKate-D を

細胞膜染色用のプローブとして使用した(93)。MDCK 細胞内に一過性に発現させた WT NP

は mKate-D4 陽性の細胞膜脂質と共局在が認められた。一方で、IDR2 MT NP と細胞膜と

の共局在は顕著に減少し、代わりに細胞質に NP の局在が強く認められた。免疫染色法によ

り確認された NP の細胞膜への局在をより定量的に評価するため、ショ糖密度勾配遠心法に

よる脂質ラフト画分の分画を行い、脂質ラフト画分に含まれる NP を Western blot 法によ

り確認した(図 48)。脂質ラフト画分の分画を確認するため、脂質ラフトに局在することが
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しられているCaveolinとA型インフルエンザウイルスのHAタンパクをラフトマーカーと

した(94)。また、脂質ラフトには局在しないタンパクとして Trans-menbrane(TM)ドメイン

に変異を導入した HA タンパクを非ラフト画分マーカーとしてそれぞれ Western blot 法に

より検出した。この分画条件において、WT NP は脂質ラフト画分と非脂質ラフト画分にタ

ンパクが検出されるのに対し、IDR2 MT NP は非脂質ラフト画分のみにタンパクが認めら

れた。以上の結果より、IDR2 は NP の細胞膜への局在に関与していることが示唆された。 

 

PI(4,5)P2の NP 細胞膜局在に対する影響解析 

NP は多くの塩基性アミノ酸により構成されるため、正に帯電しているのに対し、細胞膜

はその構成脂質の電気的特性により負に帯電していることから、静電的な相互作用を介し

て、NP が直接細胞膜へ結合する可能性が考えられる(20,95)。細胞膜を構成する脂質の内、

フォスファチジルイノシトールのリン酸化体である PI(4,5)P2は細胞膜の内側に局在し、他

の脂質と比較して強い負電荷を有するため、NP の結合候補として挙げられる(95)。実際、

PI(4,5)P2 の負に荷電した静電的な特徴により、正に帯電した塩基性タンパクが脂質のリン

酸基と塩基性アミノ酸残基の静電的な相互作用により結合することが報告されている。そ

こで、PI(4,5)P2 が NP の細胞膜への局在に必要であるか確認するため、 細胞膜中の

PI(4,5)P2 の発現量を PI(4,5)P2 に特異的に結合することが知られている PLCδ-PH に

mcherry を付加した mCherry-PLCδ-PH の細胞内局在の変化を指標に確認した(図 49 A) 

(96)。また、phosphatidylinositol polyphosphate 5 phosphatase type IV (5ptaseIV)に

AcGFP タグを付加した AcGFP-5ptaseIV を一過性に発現させることにより、細胞内

PI(4,5)P2の発現が減少するか検討を行った(97)。コントロールとして AcGFP のみを発現さ

せた MDCK 細胞では mCherry-PLCδ-PH の細胞膜への局在が確認されるのに対し、

AcGFP-5ptaseIVを一過性に発現させた細胞では mCherry-PLCδ-PHの局在が細胞膜では

なく、細胞質に局在していることが確認された。以上の結果は、AcGFP-5ptaseIV の発現
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により、細胞膜に局在している細胞内 PI(4,5)P2の発現量が低下していることを示している

(97)。細胞内 PI(4,5)P2発現量の低下条件において、NP の細胞膜への局在を確認するため、

NP と AcGFP または AcGFp-5ptaseIV を一過性に共発現させた細胞における NP の局在の

変化を免疫染色法により観察した(図 49 B)。その結果、AcGFP 発現細胞では NP の細胞膜

への局在が認められるのに対し、AcGFP-5ptaseIV 発現細胞では NP の細胞膜への局在が

低下していることが認められた。次に、vRNP の細胞局在における PI(4,5)P2の影響を確認

するため、 AcGFP-5ptaseIV 発現ウイルス感染細胞内での vRNP の局在を NP の局在を指

標に解析した(図 50 A)。その結果、AcGFP 発現ウイルス感染細胞では、細胞膜への NP の

局在が認められるのに対し、AcGFP-5ptaseIV 発現細胞では細胞膜への NP の局在が抑え

られていることが確認された。次に、PI(4,5)P2 のウイルスゲノムパッケージングに与える

影響を解析するため、AcGFP または AcGFP-5ptaseIV 発現 293T 細胞において、mRFP を

発現するレポーター遺伝子を含むリコンビナントウイルスを産生させ、リコンビナントウ

イルス感染 MDCK 細胞内での mRFP の発現量を指標に解析した(図 50 B)。その結果、

AcGFP 発現細胞内で産生させたウイルスに対して、AcGFP-5ptaseIV 発現細胞内で産生さ

せたウイルスのゲノムパッケージング効率が低下することが明らかとなった。以上より、

NP 一過性発現細胞及びウイルス感染細胞内における NP の細胞膜への局在制御に

PI(4,5)P2が関与していることが示された。 

 

PI(4,5)P2のウイルスゲノムパッケージングに対する影響解析 

AcGFP-5ptaaseIV の一過性発現により、細胞内 PI(4,5)P2 の発現量が低下するが、

PI(4,5)P2 細胞内発現量の変化はアクチンの脱重合制御にも関与していることが報告されて

いる(98)。また、アクチンの脱重合は細胞膜での vRNP のアセンブリーにも関与している

ことが報告されていることから、AcGFP-5ptaseIV 発現時に認められるゲノムパッケージ

ング効率の低下は、アクチンの脱重合によって引き起こされている可能性が考えられる(99)。
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実際、アクチンの重合阻害剤である CytchalasinD 処理によって認められるように(100)、

AcGFP-5ptaseIV 発現細胞内においてもアクチンの脱重合が確認された(図 51 A-B)。そこ

で、アクチンの脱重合によるゲノムパッケージングへの影響を解析するため、

CytochalacinD 処理を行った 293T 細胞に、レポーター遺伝子を含むリコンビナントウイル

スを産生させ、ウイルウゲノムパッケージング効率を評価した (図 51 C)。その結果、

CytochlasinD 処理によりウイルスゲノムパッケージング効率の低下が確認されたが、

AcGFP-5ptaseIV 発現時に比較するとその影響は限定的なのもであった。以上より、

PI(4,5)P2 の発現量の低下は、アクチンの脱重合時に見られる影響よりも強くウイルスゲノ

ムのパッケージング効率を低下させることが明らかとなった。これらの結果は、PI(4,5)P2

の発現量自体が NP の細胞膜への局在とウイルスゲノムのパッケージングに強く関与して

いることを示している。 

 

NP IDR2 と PI(4,5)P2の結合解析 

Cryo-electron microscopy 及び cryo-electron tomography による解析により、ウイルス

粒子内より精製した vRNP を基に NP と RNA の結合モデルが報告された(21,22)。この結

合モデルでは、RNA は IDR2 とは離れた領域に結合しており、NP と RNA の結合状態にお

いて、RNA と IDR2 との相互作用は確認されていない(図 52 A)。この結果は、NP が RNA

と結合し、オリゴマーを形成した後、IDR2 は RNA から乖離し、再び柔軟な構造を有する

天然変性状態を維持することで、新たな結合標的分子と結合可能なことを示唆している。

そこで、NP が PI(4,5)P2特異的に結合するか否か確認するため、PI 及び一連のリン酸化フ

ォームである PIPns が固定化されているビーズを用いて、精製 NP タンパクとの結合性を

検討した(図 52 B)。その結果、 NP はコントロールビーズ、PI 及び PIP には結合しなかっ

た。一方で、イノシトール環のリン酸化により、強く負に帯電している PI bisphophosphates 

[PI(3,5)P2、PI(4,5)P2] 及び trisphophosphate [PI(3,4,5)P3]に対して結合性を示した。こ
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れらの結果は、PIPn の電荷依存的に PIPn と NP が結合することを示している。生理的条

件下において、他の PIPn に対して PI(4,5)P2は最も存在比率が高く、細胞膜の内側に特異

的に局在している(101)。以上の背景より、NP が結合したリン脂質の中から PI(4,5)P2を選

択し、より詳細な結合様式の解析を行うこととした。まず、IDR2 が PI(4,5)P2との結合に

関与しているか否か確認するため、IDR2 に変異を導入した変異体 NP タンパクを用いて

PI(4,5)P2ビーズへの結合を検討した(図 52 C)。その結果、IDR2 への変異導入数に応じて

PI(4,5)P2 への結合性が低下したことから、IDR2 は NP との結合に関与していることが示

唆される。次に、NP の PI(4,5)P2への結合が RNA の存在下においても認められるか検討

を行うため、精製 WT NP 及び IDR2 MT NP タンパクを in vitro トランスクリプション

により合成した 1027 nt vRNA と反応させた後、 PI(4,5)P2 ビーズと回転攪拌させたサン

プルを調製し、ビーズへの NP の結合を Western blot 法により検出した(図 52 D)。その結

果、WT NP は RNA の存在下においてわずかにビーズへの結合の低下が認められるものの、

RNA 存在下においても PI(4,5)P2ビーズへの強い結合が認められた。一方で、  IDR2 MT 

NP の PI(4,5)P2 ビーズへの結合は、RNA の存在下において顕著に減少した。 WT NP と

vRNA (++)を反応させたサンプルでは、図46で認められたように、ほぼすべてのNPがRNA

と結合し、分子量の大きな NP オリゴマーを形成していることを確認している。一方で、

IDR2 MT NP と vRNA (++)の反応によって形成されるNP オリゴマーはWT NPに比較し、

オリゴマー形成能が低く、より分子量の小さいオリゴマーの形成が認められる。これは、

IDR2 MT NP の RNA 結合親和性の低下によると考えられる。これらの結果から、IDR2 MT 

NP と PI(4,5)P2 ビーズの反応サンプル中には、NP と未反応のフリーの RNA が過剰に存

在していると考えられる。これらの反応条件の違いを考慮すると、 RNA 存在下における

NP と PI(4,5)P2 との結合阻害は NP のオリゴマー形成ではなく、RNA と IDR2 の競合阻

害によるものであると考えられる。以上より、NP は RNA の存在下においても IDR2 を介

して PI(4,5)P2と結合可能であることが示唆された。より詳細に NP と PI(4,5)P2の結合親
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和性を解析するため、SPR 法を用いて、両者の結合親和定数(KD)の算出を行った。まず、

評価系の確認を行うため、PI(4,5)P2を固定化したセンサーチップと既知の PI(4,5)P2結合タ

ンパクであるPLCδ-PH及びPI(4,5)P2に対するモノクローナル抗体(PI(4,5)P2 MAb)を用い

て解析を行った(図 53 A)。その結果、GST-PLCδ-PH 及び PI(4,5)P2 MAb の結合親和定数

はそれぞれ KD=0.31 pM、KD= 16.0 nM を示し、文献により報告されている数値とほぼ同

程度の結合親和性を示すことを確認した(102)。次に、構築した評価系を用いて WT NP と

PI(4,5)P2の結合親和性を評価した(図 53 B)。その結果、NP は PI(4,5)P2に対して KD=14.0 

µM の結合親和性を示した。一方で、IDR2 MT NP は PI(4,5)P2に対して Kd=75.0µM の結

合親和性を示したことから、WT と比較して 5 倍程度 PI(4,5)P2に対する結合親和性が低下

することが明らかとなった。これらの結果は、IDR2 が NP と PI(4,5)P2の結合の制御に関

わっていることを示している。 

 

PI(4,5)P2発現抑制によるvRNPのウイルス粒子への取り込みとウイルス複製に対する機能

解析 

これまでに得られた結果より、IDR2 を介した NP と PI(4,5)P2の結合は NP/vRNP の細

胞膜への局在及び、NP/vRNP のウイルス粒子内への取り込みに必要な過程であると考えら

れる。そこで、細胞膜での PI(4,5)P2の発現量の低下が、vRNP のウイルス粒子内へのパッ

ケージングに与える影響を解析するため、リバースジェネティクス法によって産生したリ

コンビナントウイルス粒子内の NP 量を Western blot 法により検出した(図 54 A-C)。リコ

ンビナントウイルスの作成は AcGFP または AcGFP-5ptaseIV 発現下において、図 50 B と

同様の手法により作成した。リコンビナントウイルスを含む培養上清を回収し、30%スクロ

ース溶液を用いた超遠心法により沈殿したウイルスを回収し、Westrn blot 法によりウイル

ス粒子中に含まれる NP、M1 及び HA タンパクを検出した。ウイルス産生細胞内での NP、 

M1 及び HA の発現量は、AcGFP 及び AcGFP-5ptaseIV 発現下で同程度確認できたのに
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対し、AcGFP-5ptaseIV 発現下で作成したリコンビナントウイルス中に含まれる NP の量

は AcGFP 発現下で作成したウイルス中に含まれる NP と比較し、低下していた(図 54 A)。

また、回収したウイルス粒子内の NP/M1 及び  NP/HA の相対的な発現量は、

AcGFP-5ptaseIV 発現下で作成したウイルスにおいて顕著に減少していたのに対し、

AcGFP発現条件で作成したウイルスにおいては大きな変化は認められなかった(図 54 B-C)。

以上の結果は、vRNP のウイルス粒子内への取り込みは、PI(4,5)P2 の発現抑制による影響

を受けることを示している。最後に、5ptaseIV 発現による PI(4,5)P2 量の減少がウイルス

複製に与える影響を評価するため、293T 細胞内に AcGFP-5ptaseIV を一過性に発現させた

条件でウイルス感染を行い、得られるウイルス量を評価した(図 55)。その結果、AcGFP に

比較して、AcGFP-5ptaseIV 発現細胞では、ウイルス感染の進行に伴って増殖するウイル

ス量が低下することが認められた。これは、AcGFP-5ptasseIV の発現によって認められた

ウイルスゲノムパッケージング効率の低下が、ウイルス複製の抑制に寄与していることを

示唆する。  

以上より、本研究成果により NP の IDR2 が vRNA と PI(4,5)P2の二つの異なる標的分

子との相互作用を制御し、ウイルス粒子内へのウイルスゲノムの効率的な輸送に重要な役

割を果たしていることが示された。 



 101 

3-4. 考察 

本研究において、NP の RNA 結合領域中に位置する IDR2  

(72-DERRNKYLEEHPSAGKDPKKT-92)がヒト、トリおよびブタ由来の A 型インフルエ

ンザウイルス株において高度に保存されていることを明らかにし、 IDR2 中の 8 つのアミ

ノ酸残基 (D72、R74、 R75、 Y78、 K87、 K90、 K91 及び T92) が、ウイルスゲノム

パッケージング制御によるウイルス複製に必須な役割を果たしていることが明らかとなっ

た。また、IDR2 は vRNA と PI(4,5)P2 の二つの標的分子との相互作用を制御し、ウイル

ス粒子内へのゲノムの効率的なパッケージングに寄与していることが示された。 

ウイルス粒子内に vRNA がパッケージングされるためには、vRNA は複数の NP 分子と

結合し、NP オリゴマーを基本骨格とした vRNP を形成しなければならない。IDR2 の変異

の導入数に応じて RNA に対する結合親和性の低下が確認され、ウイルス複製に必須な役割

を果たしていた 8 つのアミノ酸残基全てにアラニン変異を導入した IDR2 MT NP では、

WT に比較して 3 倍程度結合親和性が低下した。これらの結果に加えて、IDR2 の 74~88

位のアミノ酸を欠失させた変異体ではRNAへの結合親和性が 6倍程度低下することが報告

されている。さらに、IDR2 の変異の導入数に応じて、RNA との結合によって形成される

NP オリゴマーの形成が抑制され、より分子サイズが小さい不完全なオリゴマー形成が認め

られた。これらの結果は、IDR2 は NP-RNA 間の結合に加えて、NP オリゴマーの形成制

御にも関与していることを示している。また、IDR2 を介した NP と vRNA の結合による

NP オリゴマー形成の制御は、vRNA の転写・複製の制御に重要であることがレプリコンア

ッセイの結果より示唆される。しかし、IDR2 への 1 アミノ酸変異の導入によって顕著な

vRNA パッケージング効率の低下が認められる一方で、大きな転写/複製への影響は認めら

れなかった。これは、転写・複製の過程よりもウイルスゲノムパッケージグの過程はより

厳密に IDR2 によって制御されていることを示唆している。IDR2 は負に帯電した RNA や

PI(4,5)P2 との相互作用に関与しているが、IDR2 への変異の導入により、結合活性が完全
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に消失するわけではないことから、両者の結合に対する決定的な因子ではないと考えられ

る。以前に報告されている RNA 結合領域を構成する NP の G1–G4 領域への変異導入実験

により、 NP-G1 (R74A、 R75A、 R174A、 R175A 及び R221A) 及び NP-G2 (R150A、 

R152A、 R156A 及び R162A) の変異体は RNA との結合に最も重要な領域であることが示

されている(59)。そのため、IDR2 は vRNA をこれら 2 つの強い RNA 結合領域に結合させ

るため、天然変性領域が標的分子を捕えるように接近し、相互作用を加速するという fly 

casting モデルと同一の機能を IDR2 が果たしていると考えられる(81)。NP は、RNA との

共存下においても、幾分結合の低下が認められるものの、PI(4,5)P2 と結合する。これは、 

PI(4,5)P2 は NP-G1 及び NP-G2 とは異なる領域に結合することを示唆している。また、

RNA 共存下で認められる部分的な NP と PI(4,5)P2の結合阻害効果は、RNA と PI(4,5)P2

結合サイトが近接していることによる立体障害による可能性が考えられる。NP-G1 や

NP-G2 とは対照的に、NP-G1 の近接に位置し、部分的に IDR2 配列と重なるアミノ酸残基

を有する NP-G3 (K90A、K91A、K113A、R117A 及び R121A)は正に荷電した塩基性アミ

ノ酸に富んだ配列を有する一方で、RNA との結合には寄与しないことが報告されている

(59)。そのため、PI(4,5)P2 は vRNA 同様に、IDR2 の fly casting モデルを介して効率的に

NP-G3 に結合する可能性が考えられる。実際、NP-G3 中の K90 及び K91 に変異を有す

る NP 変異体では、NP-G1 中の R74 及び R75 に変異を有する NP 変異体よりも PI(4,5)P2

に対する結合が低下することを確認している。しかし、正確な RNA、PI(4,5)P2及び NP 間

の結合様式を明らかにするためには、これら相互作用分子間でのより詳細な解析が求めら

れる。  

PI(4,5)P2に加えて、細胞膜は phosphatidylserine (PS) や phosphatidic acid (PA)等の

様々な負に荷電したリン脂質により構成され、その電気的に負に荷電した特性が維持され

ている(95)。ELISA を用いた予備検討試験では、NP の PS や PA に対する結合は認められ

なかった。しかし PIPn をコートしたビーズを用いた結合試験の結果より、 NP は PS や 
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PA よりも強く負に帯電した PI(4,5)P2 や PI(3,4,5)P3に結合する傾向を示した。さらに、正

に荷電した IDR2 中の配列に変異を導入することにより、NP の PI(4,5)P2への結合性が低

下した。これは、NP が RNA の負に荷電したリン酸基と静電的相互作用によって塩基配列

非特異的に結合するように(88)、負に荷電した PI(4,5)P2 や PI(3,4,5)P3とも静電的な相互

作用を介して結合していると考えられる。RNA と PI(4,5)P2の両分子間において、 負に荷

電したリン酸基が共通に認められることから、これらのリン酸基が NP と相互作用するため

の因子として機能していることが考えられる。PIPns の中で、 PI(4,5)P2 は最も細胞内含

有量が高く、細胞膜の内側に局在している。一方で、PI(3,5)P2 や PI(3,4,5)P3 は細胞内含

有量が少なく、特定の細胞内シグナルに応じて一過性にその発現が制御されている(101)。

以上の背景から考察すると、PI(3,5)P2や PI(3,4,5)P3は生理的条件下で NP の細胞膜への局

在に寄与する可能性は低いと考えられる。 

NP-PI (4,5)P2 間の結合結果に加えて、 PI (4,5)P2のイノシトール環の D5 位からリン酸

基を除去し、細胞内 PI(4,5)P2量を低下させる 5ptaseIV を細胞内に一過性に発現させるこ

とで、NP の細胞膜への局在が低下し、ウイルスゲノムパッケージング効率の低下が確認さ

れた。これらの結果は、PI (4,5)P2 が NP の細胞膜への局在制御に関与していることを示し

ている。細胞内 PI(4,5)P2の減少により、NP の細胞膜への局在及びウイルスゲノムパッケ

ージングが抑制される要因として、NP と PI (4,5)P2 間の直接的な相互作用が低下すること

に加えて、PI(4,5)P2により制御されている細胞内環境の変化が想定される。PI(4,5)P2はア

クチンの脱重合、クラスリン依存性エンドサイトーシス及びエキソサイトーシスの際の小

胞輸送の制御に関与していることが報告されている(103)。しかし、アクチンの重合を阻害

するために Cytochalasin D 処理を行った細胞では、ゲノムパッケージング効率の僅かな低

下しか認められなかった。また、エンドサイトーシスの過程は、ウイルス粒子の細胞内へ

の侵入過程で起こる反応であるため、ゲノムパッケージング効率に影響を与える可能性は

低いと考えられる。一方で、エキソサイトーシスの過程で起こる小胞輸送の阻害により、
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ゲノムパッケージング効率の低下を引き起こすことが想定される。実際、5ptaseIV の一過

性発現により、PI(4,5)P2 の細胞内発現量の低下に伴って、アクチンの脱重合による小胞輸

送阻害が起こることが報告されている(104-106)。しかし、5ptaseIV の一過性発現によるゲ

ノムパッケージング効率に及ぼす影響は限定的であったため、アクチンに依存した小胞輸

送経路はゲノムパッケージングの制御に大きく寄与しないと考えられる。 

細胞内 PI(4,5)P2量の制御は、5ptaseIV 等のフォスファターゼに加えて、small G protein 

ADP-ribosylation factor 6 (Arf6)などのキナーゼ群によって制御されている(107,108)。興

味深いことに、GTP 加水分解能を欠失した恒常的活性型変異体 Arf6 Q67L は PI(4,5)P2

に富んだエンドソーム様の構造を誘導し、PI(4,5)P2 結合タンパクの局在を細胞膜からエン

ドソーム様の構造にシフトさせることが報告されている(97,109,110)。そのため、Arf6 Q67L

変異体を用いた解析を行うことで、 NP の細胞内局在の制御における PI(4,5)P2の役割をよ

り明確にすることができると考えられる。 

細胞膜に局在する PI(4,5)P2の強く負に帯電した電気的特性は、正に荷電した様々な塩基

性タンパクの細胞内膜への局在制御に寄与していることが報告されている(95)。特に、細胞

膜へのウイルスタンパクの局在は様々な RNA ウイルスのアセンブリーや出芽に重要であ

るとされている(11)。これらの RNA ウイルスの中でも、PI(4,5)P2を標的として細胞膜直下

へ局在することが知られているウイルスとして、human immunodeficiency virus-1 

(HIV-1) が精力的に研究されている(112)。 HIV のガプシドタンパクである Gag のマトリ

ックスドメインには、塩基性アミノ酸残基が集中している highly basic region (HBR): 

14-KWEKIRLRPGGKKQYKLK-31)が存在する。HBR は vRNA と PI(4,5)P2の両者の結合

を制御することで、vRNA を細胞膜近傍へリクルートし、ウイルス粒子内へのゲノムパッ

ケージングの効率化に寄与している。A型インフルエンザウイルス NP中に含まれる IDR2

は、HIV Gag の HBR と同様に正に帯電した複数の塩基性アミノ酸から構成され、vRNA 

と PI(4,5)P2の結合を制御し、ウイルスゲノムパッケージング効率を高めることに寄与して
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いる。しかし、インフルエンザ NP は HIV Gag と全く同等な働きをしているわけではない

と考えられる。HIV Gag は細胞膜直下で直接 vRNA と細胞膜と結合するのに対し、細胞膜

直下で M1 が NP/vRNP と細胞膜の間に存在しているため、NP/vRNP は直接細胞膜と結合

している状態では存在しない。また、NP/vRNP は他のウイルスタンパクの助けを必要とせ

ずに、直接細胞膜へ移行するが、M1 は単独では細胞膜へ移行せず、細胞膜へ局在するため

にはウイルス膜タンパクである NA や HA を必要とする(113)。加えて、M1 は NP/vRNP 相

互作用領域と負に荷電した膜脂質と結合可能と思われる塩基性アミノ酸に富んだ領域を有

している。これらの M1 の特徴は、NP/vRNP と M1 は異なる経路で細胞膜へ移行した後、 

M1 は NP/vRNP-細胞膜間の結合と競合し、NP/vRNP と細胞膜間に入り込む必要がある。

NP の RNA に対する結合親和性は非常に強いのに対し、PI(4,5)P2に対する結合親和性は弱

いのは、PI(4,5)P2と M1 間の結合変換を容易にするために寄与しているのかもしれない。

しかし、どのように NP/vRNP が M1 と細胞膜間の結合を仲介するかについては不明な点

が多く、NP/vRNP、M1 及び細胞膜間のアセンブリーや相互作用モデルを明らかにするた

めには、より詳細な機能解析が求められる。  
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結論 

第 1 章において、化合物ライブラリーを用いた抗インフルエンザウイルス薬の探索によ

り、NP を標的とした抗ウイルス化合物 RK424 の獲得に成功した。本化合物は NP の異な

る機能ドメインより構成されるポケット構造に結合し、3 つの異なる NP の機能阻害

(NP-NP 間の結合阻害、NP-RNA 間の結合阻害、及び NP の核外移行阻害)を介して強い抗

ウイルス活性を引き起こすことを明らかにした。また、RK424 によって同定した NP ポケ

ット構造は非常に構造特異性及び配列保存性が高く、ウイルス複製に必須な役割を果たし

ていることが明らかになった。 

第 2 章において、第 1 章の研究成果を基に、NP-NES3 を標的とした HTS 評価系の確立

と化合物ライブラリーを用いた核外移行阻害剤の探索を行い、NP-NES3 依存的な核外移行

を阻害する新規核外移行阻害剤の獲得に成功した。その内、DP2392-E10 は核外移行阻害

作用と共に強い抗ウイルス活性を示した。  

以上より、本研究により同定した NP 阻害剤と併せて、NP が創薬の新たな標的として有

望であることが改めて立証された。 

第 3 章において、NP の RNA 結合領域に位置する天然変性領域(IDR2)が、RNA と

PI(4,5)P2 の異なる分子の結合を制御し、NP のオリゴマー形成と細胞膜局在を制御するこ

とでウイルスゲノムの効率的なパッケージングに寄与していることを明らかにした。また

IDR2 を構成するアミノ酸配列には、非常に配列保存性が高く、ウイルス複製に必須な役割

を果たすアミノ残基が複数存在することを明らかにした。近年、天然変性領域を標的とし

た阻害剤の開発が複数報告されていることから、NP の IDR2 を標的とした新たな抗ウイル

ス薬の開発も十分に期待できる。 

以上より、本研究成果は、A 型インフルエンザ NP を対象とした基礎研究と創薬研究の発

展に大きく貢献することが期待される。
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図 1 インフルエンザウイルスの粒子構造と vRNP 複合体 

(A) ウイルスの粒子構造。脂質二重膜で構成されるウイルスエンベローブに、HA、NA、M2 が膜タン

パクとして存在し、エンベロープの内側に M1 タンパクが分布している。ウイルス粒子内に 8 つに

分節したウイルスゲノム RNA(vRNA)を有する。 

(B) 複数の NP と一組の PB2,PB1,PA 及び一本の vRNA が結合することで vRNP が形成される 

Medina, R. A. and Garcia-Sastre, A. (2011) Nat Rev Microbiol 9: 590-603. 
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図 2 インフルエンザウイルスのライフサイクルと既存の抗ウイルス薬 

M2 阻害薬は M2 タンパクのイオンチャネルを阻害し、エンドソームからのウイルス粒子の脱殻を阻害

する。NA 阻害剤は NA のシアリダーゼ活性を阻害し、ウイルス粒子の宿主細胞からの出芽を阻害する。

RNA ポリメラーゼ阻害薬は核酸のアナログとして機能し、ウイルス RNA の転写・複製を阻害する。

但し、RNA ポリメラーゼ阻害薬については安全性の面から緊急時のみ使用可能であり、臨床では治療

薬として使用することはできない。 
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(A) 

(B) (C) 

図 3 NP と vRNP の立体構造 

(A) X 線結晶構造解析による NP の立体構造。正に荷電している領域を青色、負に荷電している領

域を赤色で示す。 

(B) 単粒子解析クライオ電子顕微鏡解析による vRNP の立体構造 

(C) vRNP 二重らせん構造中の NP の相互作用モデル 

Ye Q, Krug RM, Tao YJ (2006) Nature 444: 1078-1082. 

Moeller A, Kirchdoerfer RN, Potter CS, Carragher B, 

Wilson IA (2012) Science 338: 1631-1634. 

Arranz R, Coloma R, Chichon FJ, Conesa JJ, 

Carrascosa JL, et al. (2012) Science 338: 1634-1637. 
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図 4 NP の配列と機能ドメイン 
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図 5  ヒット化合物の抗ウイルス活性と化学構造式 
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図 6 WV970 の in vitro 抗ウイルス活性評価 

(A) ヒット化合物 RK188、リード化合物 WV635、構造最適化化合物 WV970 の化学構造式、抗ウ

イルス活性、細胞毒性。 

(B) WV970 の in vitro 薬効プロファイル。 

(A) 

(B) 
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図 7 WV970 のウイルスライフサイクルにおける作用点解析 

(A) 1µM WV970 を感染時(-1-0)及又は感染後、二時間毎の間隔(0-2、2-4、4-6、6-8)で処理し、 

細胞を PBS で洗浄後、再び培養培地に置換し、感染培養 11 時間後の培養上清を回収した。 

(B) 回収した培養上清中に含まれるウイルス量を段階希釈したニワトリ赤血球と反応させ、HA の

凝集反応を指標に定量した。上清中のウイルス量は HA 価で評価し、DMSO 処理を行った感染

細胞の培養上清中に含まれるウイルス量を基準に相対評価した。 

(A) 

(B) 
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図 8 WV970 による NP の細胞内局在に与える影響 

MOI=10 で 1.5 時間、又は MOI=5 で 5 時間それぞれウイルス感染を行った MDCK 細胞中の NP

の細胞内局在を免疫染色法により観察した。 
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図 9 WV970 のウイルスゲノム転写・複製に与える影響解析 

(A) MDCK細胞に種々濃度に調製したWV970と共にA/WSN/1933 (H1N1)ウイルスをMOI=5で感染

させた。感染 6 時間後の細胞内のウイルスゲノム RNA を PB2 特異的な FISH プローブを用いて

可視化し、RK424 による vRNA の複製に与える影響を解析した。 

(B及びC)  MDCK細胞に種々濃度に調製した化合物と共にA/WSN/1933 (H1N1)ウイルスをMOI=10

で感染させた。感染 5 時間後、又は 10 時間後の細胞内 RNA を抽出し、NP をコードする(B)vRNA

及び(C)mRNA の発現量をそれぞれに配列特異的なプライマーを用いて、qPCR 法により定量した。 

(A) (B) 

(C) 
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図 10 WV970 のウイルス転写活性およびウイルスタンパク発現に与える影響解析 

(A) HEK293T 細胞に PB2/pCAGGS1、PB1/pCAGGS、 PA/pCAGGS、NP/pCAGGS 及び

vNP-luc/pHH21 をトランスフェクションし、種々の濃度に調製した化合物と共に 37℃で 48 時

間培養した。培養後の細胞を回収し、ルシフェラーゼ活性を測定し、化合物の転写活性に与える

影響を評価した。 

(B)  MDCK 細胞に種々濃度に調製した化合物と共に A/WSN/1933 (H1N1)ウイルスを MOI=10 で

感染させた。感染 18 時間後の細胞を回収し、抗 WSN 血清を用いた Western blot 法により、細

胞内ウイルスタンパクの発現を解析した。 

 

(A) (B) 
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図 11 Chmespider を用いた WV635 の標的探索と WV970 のキナーゼ阻害活性評価 

(A) WV635 の立体構造(左図)を基に、構造類似性探索データベースである Chmespider を用いて、

WV635 の標的タンパクの検索を行った(右図)。 

(B) 50nM WV970 の 456 種類のキナーゼに対する競合阻害活性を Kinomescan により評価した。競合

阻害活性が認められたキナーゼを樹状図(左図)及び表(右図)に示した。 

(A) 

(B) 
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表 1 RK424 の各亜型に対する in vitro 抗ウイルス活性と細胞毒性評価 
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表 2 RK424 の薬物動態パラメーター 
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(A) 

(B) 

図 12 RK424 腹腔内投与によるマウス in vivo 薬効評価 

(A) 6 週齢 BalbC マウスにウイルス感染 2 時間前に PBS または化合物を腹腔内投与し、以後ウイ

ルス感染 5 日目まで、毎日二回化合物を腹腔内投与した。感染 6 日目以降 14 日目まで毎日体

重測定し、体重が 20%以上減少した個体を人道的エンドポイントとして安楽死させた。 

(B) 体重が 20%以上減少した個体を除いた割合を生存率として評価した。 
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(A) 

(B) 

図 13 RK424 腹腔内投与時のマウス肺中ウイルス量の定量 

(A) PBS (No compound)及び RK424 投与後 6 日後のマウスから肺を摘出し、PBS 1mL と共に乳鉢です

り潰したサンプルの上清を回収した。回収した上清を PBS で段階希釈し、MDCK 細胞と共に 2 日間

感染培養した細胞を 0.5％クリスタルバイオレットで染色し、プラーク数をカウントした。  

(B) プラークアッセイにより、カウントしたプラーク数からウイルス量を定量化した。 
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(A) 

(B) 

図 14 RK424 及び Oseltamivir 腹腔内併用投与時のマウス in vivo 薬効評価 

(A) 6 週齢 BalbC マウスにウイルス感染 2 時間前に PBS または化合物を腹腔内投与し、以後ウイルス感染 5

日目まで、毎日二回化合物を腹腔内投与した。感染 6 日目以降 14 日目まで毎日体重測定し、体重が 20%

以上減少した個体を人道的エンドポイントとして安楽死させた。 

(B) 体重が 20%以上減少した個体を除いた割合を生存率として評価した。 
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図 15 Replicon アッセイによる RK424 の転写活性に与える影響解析 

HEK293T 細胞に PB2/pCAGGS、 PB1/pCAGGS、 PA/pCAGGS、NP/pCAGGS 及び vNP-luc/pHH21

をトランスフェクションし、種々の濃度に調製した化合物と共に 37C で 48 時間培養した。培養後の

細胞を回収し、ルシフェラーゼ活性を測定し、化合物の転写活性に与える影響を評価した。 
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図 16 FISH 法による RK424 の vRNA の複製に与える影響解析 

MDCK 細胞に種々濃度に調製した化合物と共に A/WSN/1933 (H1N1)ウイルスを MOI=5 で感染させ

た。感染 6 時間後の細胞内の vRNA を PB2 特異的な FISH プローブを用いて可視化し、RK424 によ

る vRNA の複製に与える影響を解析した。 
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図 17 Western blot 法による RK424 のウイルスタンパク発現に与える影響解析 

MDCK細胞に種々濃度に調製した化合物と共にA/WSN/1933 (H1N1)ウイルスをMOI=1で

感染させた。感染 18 時間後の RK424 によるウイルスタンパク発現に与える影響を抗 WSN

血清を用いた Western blot 法により解析した。 
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(B) 

図 18 免疫染色法による RK424 の NP 細胞内局在に与える影響解析 

(A) HeLa 細胞に A/WSN/1933 (H1N1)ウイルス株を MOI=10 で感染、または NP /pCAGGS をトランスフ

ェクションし、試験化合物と共に 37℃ で 48 時間培養した。抗 NP モノクローナル抗体及び Alexa 

Fluor 488-抗マウス IgG 抗体を用いて NP を可視化し、hoechst 33342 により核を染色した。調製した

観察用サンプルの NP 細胞内局在を共焦点レーザー顕微鏡を用いて観察した。 

(B) HeLa 細胞に NP /pCAGGS をトランスフェクションし、試験化合物と共に 37℃ で 48 時間培養した

細胞中の NP 細胞内局在を任意に 500 細胞観察し、核と細胞質に局在が認められるものと核にのみ強く

局在が認められるものの割合を算出した。 

(A) 



 143 

図 19 RK424 と NP のドッキングシュミレーションによる RK424 結合サイトの予測と 

各結合モデルにおける RK424 の立体配座及び結合エネルギーの算出 
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図 20 NP 結合サイト 1 に対する RK424 の立体配座と結合様式 
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図 21 NP 結合サイト 2 及び 3 に対する RK424 の立体配座、結合様式及び 

相互作用部位のアミノ酸保存率。 
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(A) 

図 22 RK424(configuration 0)と NP の結合サイト 1 に対する結合予測モデル 

(A) 最も高い結合エネルギーを示した RK424 の立体配座(configuration0)と NP の結合サイト 1 に対する結合

予測モデル。核外移行シグナル(NES) (黄色:アミノ酸 256–266 位)、RNA 結合グルーブ (橙色:アミノ酸

1–180 位)、 及び NP-NP 相互作用 (紫: アミノ酸 482–489 位)を NP 表面構造上に示した。RK424 結合サ

イトは赤枠で提示した。 

(B) RK424 結合部位の拡大図。 RK424 との結合が想定される NP のアミノ酸残基をそれぞれ青色(R162), 桃

色(S165)、 赤色 (L264)及び緑色(Y487)で提示した。 

(B) 
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(A) (B) 

図 23 NP と RK424 化合物ビーズの結合解析 

(A) HEK293T 細胞に NP-FLAG WT/pCAGGS または NP-FLAG MT (S162A R165A, L264A 及び 

Y487A)/pCAGGS をトランスフェクションし、48 時間培養後の細胞を lysis buffer で可溶化し、

抗 FLAG-agarose beads と 3×FLAG peptide を用いて NP-FLAG WT 及び NP-FLAG MT タン

パクを精製した。精製したタンパクの純度を CBB 染色により確認した。 

(B) 精製した WT 及び MT NP タンパクを RK424 固定化化合物ビーズと反応させ、洗浄後の化合

物ビーズを sample buffer と共に熱変性させた。熱変性によりビーズから分離した NP タンパク

を抗 NP 抗体を用いて、Western blot 法により検出した。 
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図 24 RK424 の構造活性相関解析 

RK424 のカルボキシル基、キノリン骨格、ビフェニル環を変換した RK424 誘導体♯1～4 

の細胞毒性(CC
50

)と抗ウイルス活性(IC
50

)を WST-1 アッセイ及びプラークアッセイによりそれぞれ評価

した。 
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図 25 SPR 法による NP と RK424 の結合解析 

(A) RK424 存在下での NP と RNA の結合センサーグラム 

(B) RK424 存在下での RU 値を基にした NP と RNA の結合量の定量解析 

(A) (B) 
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図 26 RK424 による NP-NP 間の結合に与える影響解析 

 

(A) 精製したNP-HAとFLAG アガロースビーズに固定化した mRFP-Flag またはNP-mRFP-Flag を

反応させ、洗浄後のビーズをサンプルバッファーと共に熱変性させた。熱変性によりビーズから分離

した NP タンパクを抗 HA 及び抗 FLAG 抗体を用いた Western blot 法により検出した。 

(B) ビーズに結合した HA-NP タンパクの結合量を、Western blot により検出したバンドの intensity を

定量化し、DMSO 処理をした HA-NP タンパクの結合量に対する RK424 処理した HA-NP タンパク

の結合量を相対的に評価した。 

(A) (B) 
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図 27 RK424 による NP オリゴマー形成に与える影響解析 

(A) 大腸菌発現システムにより精製した NP タンパクと in vitro transcription により合成した vRNA 及び

DMSO または RK424 を共に反応させた。反応後のサンプルをゲルろ過カラムによりサイズ分画した。ゲ

ルろ過カラムにより分画した溶出ピーク面積を Aktapurifier を用いて解析した。 

(B) NP オリゴマー画分のピーク面積を算出し、DMSO 処理条件のピーク面積に対する RK424 処理サンプル

のピーク面積を相対的に評価した。 

(A) (B) 
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図 28 RK424 による NP の核外移行阻害に与える影響解析 

(A) NP-mRFP-FLAG を発現させた Hela 細胞をジギトニン処理による細胞膜透過処理を行い、 wash buffer

により洗浄した。洗浄後の細胞に再び Hela 細胞の細胞抽出液と化合物を共に 1 時間反応させた。反応後

の細胞を再び洗浄し、hoechst 33342 による核染色後、蛍光顕微鏡により mRFP と hoechst の蛍光を観察

した。  

(B) 化合物の核外移行阻害効果を定量的に評価するため、hoechst の蛍光を指標に 100 個以上の細胞をカウン

トし、カウントした細胞中の mRFP 陽性細胞数を指標に化合物の核外移行阻害効果を評価した。Buffer

を反応させたサンプルに対する核外移行阻害率を相対的に評価した結果を棒グラフに示した。 

(A) 

(B) 
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図 29 RK424 の NP と CRM1 の結合阻害に与える影響評価 

(A) 精製 NP タンパクの CBB 染色 

(B) 精製した FLAG-NP を固定化した抗 FLAG アガロースビーズに、Hela 細胞より調製した細胞抽

出液を加え、化合物と共に 4℃で一晩回転攪拌して反応させた。反応後のサンプルを洗浄し、ビー

ズを sample buffer と共に熱変性させた。熱変性によりビーズから分離した NP タンパクと結合し

た CRM1 タンパクを抗 FLAG 抗体及び抗 CRM1 抗体を用いた Western blot 法によりそれぞれ検

出した。 

(A) (B) 
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図 30 NP と PA のポケット構造に対する相同性解析 

(A) NP のポケット構造を R162、S165、 L264 及び Y487 のアミノ酸残基より半径 10Åの範囲を

抽出した。また、 PA のエンドヌクレアーゼ活性部位として、P107、 D108、 E119 及び K134

のアミノ酸残基より半径 10Åの範囲を抽出し、 抽出した各々のポケット構造に対して相同性

を示すタンパクの検索を行い、ヒットしたポケット構造を NP 及び PA のポケット構造上に重ね

合わせた。 

(B) PA ポケット構造に対する構造相同性解析結果。 

(B) 

(A) 
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図 31 耐性ウイルス産生実験 

(A) RK424 及び Nucleozin 存在下で MDCK 細胞をウイルス感染による細胞変性効果を認めるまでウイルス感

染培養した。細胞変性効果が認められた培養条件の内、最も高い化合物濃度の培養上清を回収し、次の感

染継代に使用し、計 4 回継代を行った。RK424 は、1 回目; 0.1–2 μM, 2 回目; 0.2–3 μM, 3 回目; 0.3–3μM

及び 4 回目; 0.4–3 μM の濃度範囲で培養し、 Nucleozin は、 1 回目; 0.1–2 uM, 2 回目; 0.3–3 μM, 3 回目; 

1–5μM and 4 回目; 3–10 μM の濃度範囲で培養を行った。 

(B) 継代時に回収したウイルス上清中のウイルス量をプラークアッセイにより定量した。  

(C) 3回継代時のRK424処理サンプルの培養上清と 4回継代時のNucleozin処理サンプルの培養上清中に含ま 

れるウイルス量をプラークアッセイにより定量した。 

(D)3 回継代時の RK424 処理サンプルの培養上清と 4 回継代時の Nucleozin 処理サンプルの培養上清中に含 

れるウイルスの RK424 及び Nucleozin に対する耐性化をプラークアッセイにより評価した。  

(A) (B) 

(C) (D) 
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図 32 耐性ウイルス産生実験 

(A) RK424 と Nucleozin の NP に対する結合モデル図 

(B) RK424 の結合サイトと想定される NP の 4 つのアミノ酸残基をそれぞれアラニンに置換した変異ウ

イルス( R162A、S165A、L264A、Y487A)と Nucleozin 結合サイトを構成する NP の 2 つのアミノ

酸残基それぞれアラニンに置換した変異ウイルス(Y52H 及び Y289H)をリバースジェネティクス法

により作成した。作成した変異ウイルスを MDCK 細胞に感染させ、72 時間培養後の培養上清中に

含まれるウイルス量をプラークアッセイにより評価した。 

(A) (B) 
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表 3 RK424 及び Nucleozin 結合サイトを構成するアミノ酸残基の配列保存性 

RK424 の結合サイトを構成する NP の 4 つのアミノ酸残基( R162A、S165A、L264A、Y487A)

と Nucleozin 結合サイトを構成する NP の 2 つのアミノ酸残(Y52H 及び Y289H)の配列保存

性をインフルエンザデータベースより抽出したトリ、ヒト、ブタ A 型インフルエンザウイル

ス NP 由来の 7683 配列を基に解析した。 
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図 33 AcGFP-NP-NES3 発現コンストラクトの作成 

(A) 各種 AcGFP-NES 融合タンパク発現コンストラクト 

(B) AcGFP 又は各種 AcGFP-NES 融合タンパクをそれぞれコードするプラスミドを MDCK 細胞内に導

入し、培養 24 時間後の細胞内局在を共焦点レーザー顕微鏡により観察した。 

(A) 

(B) 
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図 34 LMB による AcGFP-NP-NES3 の核外移行阻害評価 

AcGFP 又は AcGFP-NP-NES を発現させた MDCK 細胞に種々の濃度に調製した LMB を処理し、8 時

間培養した。培養後の AcGFP 又は AcGFP-NP-NES3 の細胞内局在を共焦点レーザー顕微鏡により観察

した。 
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図 35 AcGFP-NP-NES3 恒常発現株の樹立と LMB に対する感受性評価 

(A) AcGFP 及び AcGFP-NP-NES3 恒常発現細胞株内の AcGFP および AcGFP-NP-NES3 

の細胞内局在を共焦点レーザー顕微鏡により観察した。 

(B) AcGFP 及び AcGFP-NP-NES3 恒常発現細胞株に、種々の濃度に調製した LMB を処理し、8 時間培養

した。培養後の AcGFP 又は AcGFP-NP-NES3 の細胞内局在を共焦点レーザー顕微鏡により観察した。 

(A) 

(B) 
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図 36 AcGFP-NP-NES3 恒常発現細胞株の細胞増殖性評価 

MDCK、AcGFP 恒常発現 MDCK 細胞(AcGFP-MDCK)及び AGFP-NP-NES3 恒常発現 MDCK 細胞

(NES3-MDCK)を 96well plate に播種し、48 時間培養した。培養後の細胞に WST-1 試薬を添加し、37℃

で 30 分インキュベーション後、450nM の吸光度を測定し、細胞増殖率を評価した。 
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図 37 CELLAVIEWRS100 による LMB の核外移行阻害活性評価 

(A) 化合物の核外移行阻害活性を定量的に評価するため、hoechst で染色された核の輪郭を Main-object

として設定し、Main-object から一定距離内側の領域を Sub-object として設定した。  

(B) AcGFP 及び AcGFP-NP-NES3 恒常発現細胞株を 96well-plate に播種し、24 時間培養した。培養後

の細胞の AcGFP 及び AcGFP-NP-NES3 の Sub-object 領域の AcGFP の平均蛍光強度を測定した。

また、同時に AcGFP 及び AcGFP-NP-NES3 の細胞内局在も観察した。 

(A) 

(B) 
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(A) 

(B) 

図 38 CELLAVIEWRS100 による核外移行阻害剤スクリーニング系の確立 

(A) AcGFP-NP-NES3 恒常発現細胞株を 96well-plate に播種し、24 時間培養した。培養後の細胞に、

DMSO、LMB、Osertamivir phospahte 及び T-705 を処理し、8 時間培養した。培養後、

AcGFP-NP-NES3 の Sub-object 領域の  AcGFP の平均蛍光強度を測定した。また、同時に

AcGFP-NP-NES3 の細胞内局在も観察した。 

(B) スクリーニング系構築のために必要なアッセイバリデーションの指標として、S/B 比、Z’ファクター

の算出を行った。 
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図 39 核外移行阻害を標的とした HTS 評価系による化合物ライブラリースクリーニング 

(A) AcGFP-NP-NES3 恒常発現細胞株を 96well-plate に播種し、24 時間培養した。培養後、陰性対照及

び陽性対照として DMSO、LMB を細胞に処理し、評価対象として東京大学コアライブラリー9600

化合物の核外移行阻害率を評価した。核外移行阻害率の評価は、LMB に対して 50％以上の sub-object

領域における AcGFP 平均蛍光強度の増加が認められたものをヒット化合物として判断した。 

(B) ヒット化合物の細胞毒性を WST-1 アッセイにより評価し、50％以上の細胞生存率を示したものを選

択した。 

(A) 

(B) 
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(C) 

図 40 ヒット化合物の核外移行阻害能の確認と抗ウイルス活性評価 

(A) ヒット化合物の AcGFP-NP-NES3 に対する核外移行阻害作用を蛍光顕微鏡により観察した。 

(B) ヒット化合物の化学構造式 

(C) ヒット化合物の抗ウイルス活性をプラークアッセイにより評価した。 

(D) DP2392-E10 の抗ウイルス活性に対する濃度依存性をプラークアッセイにより評価した。 

(D) 

(A) 
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図 41 NP の天然変性領域 

(A) DisorderprobabilityofNPsequences.NPsequenceswereobtainedfromPDB(PDBcode:2IQH),aNP の

アミノ酸配列中の天然変性領域を DISOPREDserver により予測した。実線(filter)はより信頼性が

高く、破線はより信頼性が低い予測結果を示す。 

(B) X 線構造解析による NP の結晶構造。解析結果。明瞭な構造が示されていない IDR1(アミノ酸;1–26

位), IDR2(アミノ酸；72–92 位), 及び IDR3(アミノ酸；391–406 位)をそれぞれ、橙色、青色、緑色

網掛け表示で示した。 

(A) 

(B) 
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表 4  トリ、ブタ、ヒト由来 A 型インフルエンザウイルス由来 NP における 

天然変性領域のアミノ酸配列保存性解析 
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図 42 変異ウイルス産生実験 

(A) IDR2 を構成する 15 のアミノ酸残基をそれぞれアラニンに置換した変異ウイルスをリバースジ

ェネティクス法により産生し、産生した変異ウイルスを MDCK 細胞に感染させた。感染後 72

時間後の培養上清を回収し、プラークアッセイによりウイルス量を定量した。 

(B) 8 種類のアラニン点変異体 NP タンパクをそれぞれコードするプラスミドを 293T 細胞内に導入

し、培養 48 時間後の細胞を回収した。抗 NP 抗体を用いた Western blot 法により、回収したサ

ンプル中に含まれる NP タンパクの発現を解析した。 

(A) 

(B) 



 169 

 

図 43 ウイルスゲノムパッケージング効率の解析 

(A) mRFP 及びEGFPレポーター遺伝子と 3’及び 5’末端にPB2及びNAセグメント由来のパッケージン

グシグナルを有する vRNA 発現プラスミドコンストラクト。 

(B) HEK293T 細胞に PB2/pCAGGS、 PB1/pCAGGS、 PA/pCAGGS、NP/pCAGGS 及び

vNP-luc/pHH21 をトランスフェクションし、48 時間培養した。アラニン点変異体 NP の転写活性評

価の際は、WT NP の代わりに変異体 NP をコードする pCAGGS プラスミドをトランスフェクショ

ンした。培養後の細胞を回収し、細胞内 mRFP 及び EGFP 発現細胞の割合を指標に、NP 配列の変

異導入による転写活性に与える影響を評価した。 

(C) (B)と同様に NP の IDR2 に複数アラニンを導入した NP 変異体の転写活性を評価した。 

(A) 

(B) (C) 
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図 44 ウイルスゲノムパッケージング効率の解析 

(A) リコンビナントウイルス産生細胞中のレポーター遺伝子の発現を FACS により評価した。 

(B) リコンビナントウイルス産生細胞中のウイルスタンパクの発現を Western blot 法により評価した。 

(C 及び D) レポーター遺伝子を有するリコンビナントウイルスをヘルパーウイルスと共に共感染させた

MDCK 細胞を(C)蛍光顕微鏡で観察、または(D)FACS によりにより解析し、mRFP 及び EGFP の発現を

指標にゲノムパッケージング効率を評価した。 

(A) 

(B) 

(C) 

(D) 
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図 45 NP と RNA の結合親和性解析 

精製野生型(WT)NPタンパク及び IDR2領域にアラニン変異を導入した変異体NPタンパクとセンサーチッ

プ状に固定した RNA との結合を Biacore により解析した。センサーグラムの解析結果から、結合速度(ka)、

結合解離速度(kd)、結合親和定数(KD)をそれぞれ算出した。 



 172 

 

図 46 NP と RNA の結合による多量体形成解析 

精製 NP タンパクと vRNA を加え、室温で 1 時間回転攪拌を行った。反応後のサンプルを ÄKTA 

purifier chromatography システム に取り付けた Superdex 200 Increase 10/300 GL Column 

にロードし、溶出サンプルピークを同システムによりモニターした。 分子サイズマーカーを指標

に、多量体 NP 画分と単量体画分のピーク面積を解析し、各精製 NP タンパクの多量体形成能を

評価した。 
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図 47 蛍光免疫染色法による NP の細胞膜局在の確認 

MDCK 細胞に NP /pCAGGS をトランスフェクションし、24 時間培養した。 培養後の細胞と

mKate-D4 を室温で 30 分間反応させ、細胞膜を染色した。X-Y 平面及び Z 軸方向での染色した標的

分子の細胞内局在を共焦点レーザー顕微鏡により確認した。また、細胞膜頭頂部(白色実線)での蛍光

シグナルを Olympus FluoView FV1000 confocal microscope software により定量化した。 
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図 48 ショ糖密度遠心勾配法による脂質ラフト画分の分離 

MDCK 細胞に種々のタンパクをコードするプラスミドをトランスフェクションし、37℃で 24 時間培養し

た。培養後、 MDCK 細胞を Lysis buffer で可溶化し、セルライゼートを調製した。 調製したセルライゼ

ートとショ糖液を重層した遠心チューブ を Beckman SW55Ti rotor にセットし、4℃、 46,000 rpm で

20 時間遠心分離を行った。遠心分離後のチューブから回収したフラクションサンプルを SDS PAGE によ

り分離し Western bloting 法により目的タンパクの検出を行った。 
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図 49 5ptaseIV による NP の細胞内局在の変化に与える影響解析 

(A) mCherry-PLCδ-PHを恒常的に発現するMDCK細胞にAcGFPまたはAcGFP-5ptaseIVを一

過性に発現させ、24 時間培養した。培養後の細胞を共焦点レーザー顕微鏡により観察し、細

胞内 mCherry-PLCδ-PH の局在変化を評価した。 

(B) MDCK 細胞に AcGFP または AcGFP-5ptaseIV と NP を共発現させ、24 時間培養した。 培

養後の細胞と mKate-D4 を室温で 30 分間反応させ、細胞膜を染色した。X-Y 平面及び Z 軸

方向での染色した標的分子の細胞内局在を共焦点レーザー顕微鏡により確認した(上図)。また

細胞膜頭頂部(白色実線)の蛍光シグナルを Olympus FluoView FV1000 confocal microscope 

software により定量化した(下図)。 

(A) 

(B) 
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図 50 5ptaseIV によるウイルス感染時の NP の細胞内局在の変化に与える影響解析 

(A) MDCK 細胞に AcGFP または AcGFP-5ptaseIV を発現させ、24 時間培養した。培養後の細胞

に WSN ウイルス株を MOI=5 で 8 時間感染させた後、標的分子を免疫染色後、X-Y 平面及び Z

軸方向での標的分子の細胞内局在を共焦点レーザー顕微鏡により確認した(上図)。また、細胞

膜頭頂部(白色実線)の蛍光シグナルを定量化した(下図)。 

(B) AcGFP または AcGFP-5ptaseⅣ発現プラスミドと共に mRFP レポーター遺伝子を含むウイル

ス粒子発現プラスミドセットを 293T 細胞に遺伝子導入し、48 時間培養した。培養後のウイル

ス上清を回収し、ヘルパーウイルスと共に MDCK 細胞に共感染させ、18 時間培養した。感染

培養後、MDCK 細胞内に発現した mRFP の蛍光を共焦点顕微鏡と FACS により検出し、mRFP

の陽性細胞数を指標にゲノムパッケージング効率を評価した。 

(A) 

(B) 
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図 51 アクチン脱重合によるウイルスゲノムパッケージングに与える影響解析 

(A) MDCK 細胞に AcGFP または AcGFP-5ptaseIV を発現させ、24 時間培養した。培養後の細胞内ア

クチン及び核をそれぞれ Acti-stain 670 fluorescent phalloidin 及び hoechst 33342 を用いて染色し

た。標的分子の細胞内局在を共焦点レーザー顕微鏡により確認した。 

(B)  MDCK 細胞に Cytochalasin D(1 or 10µM)を処理し、2 時間培養した。培養後の細胞内アクチン及

び核をそれぞれ Acti-stain 670 fluorescent phalloidin 及び hoechst 33342 を用いて染色した。標的

分子の細胞内局在を共焦点レーザー顕微鏡により確認した。 

(C) DMSOまたはCytochalasin D(1 or 10µM)を処理させたHEK293T細胞にmRFPをコードするウイ

ルスゲノム RNA を有するリコンビナントウイルスを培養上清中に産生させた。培養上清中のリコン

ビナントウイルスとヘルパーウイルスを MDCK 細胞に共感染させ、MDCK 細胞内に発現した

mRFP の蛍光を共焦点顕微鏡と FACS により検出し、mRFP の陽性細胞数を指標に、ゲノムパッケ

ージング効率を評価した。 

(A) 

(B) (C) 
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図 52 NP とフォスファチジルイノシトールリン酸との結合検討 

(A) NP と RNA の結合モデル。NP(灰色)と RNA(紫色)の結合モデルは PDB (PDBcode:4BBL)より取得し、

Pymol を用いて立体構造情報を表示した。IDR2 構成するアミノ酸の N 末端側(72 位)とＣ末端側(92

位)のアミノ酸残基を桃色で表示した。 

(B) 精製 NP タンパクと PI-(フォスファチジルイノシトール)及び PIPns-(リン酸化体フォスファチジルイ

ノシトール)をコートしたビーズとの結合を pull-down アッセイにより評価した。 

(C) 精製 NP タンパクと PI(4,5)P2をコートしたビーズとの結合を pull-down アッセイにより評価した。 

(D) vRNA と共に精製 NP タンパクを PI(4,5)P2をコートしたビーズに反応させ、PI(4,5)P2 ビーズへの結

合を pull-down アッセイにより評価した。ビーズへの NP の結合は、全ての結合実験において、抗 NP

抗体を用いた Western blotting 法により検出した。 

(A) 

(B) 

(C) 

(D) 
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図 53 NP と PI(4,5)P2の結合親和性解析 

(A) 抗 PI(4,5)P2 モノクローナル抗体及び精製 GST-PLCδ-PH とセンサーチップ状に固定した

PI(4,5)P2との結合を Biacore により解析した。センサーグラムの解析結果から、結合速度(ka)、

結合解離速度(kd)、結合親和定数(KD)をそれぞれ算出した。 

(B) 精製野生型(WT)NP タンパク及び IDR2 領域にアラニン変異を導入した変異(IDR2 MT)NP タン

パクとセンサーチップ状に固定した PI(4,5)P2との結合を Biacore により解析した。センサーグ

ラムの解析結果から、結合速度(ka)、結合解離速度(kd)、結合親和定数(KD)をそれぞれ算出した。 

(A) 

(B) 
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図 54 5tpaseIV一過性発現細胞におけるウイルス産生細胞及び産生ウイルス粒子中のNPタンパク量の解析 

(A) AcGFP または AcGFP-5ptaseⅣ発現プラスミドと共に mRFP レポーター遺伝子を含むウイルス粒子発 

(B) 現プラスミドセットを 293T 細胞に遺伝子導入し、48 時間培養した。培養後の細胞とウイルス上清それ

ぞれ回収し、抗 WSN 血清を用いた Western blot 法により、細胞内およびウイルス粒子中のウイルスタ

ンパクの発現を確認した。   

(B) HA または M1 の発現量に対するウイルス産生細胞中の NP の相対的発現量を示した。 

(C) HA または M1 の発現量に対するウイルス粒子中の NP の相対的発現量を示した。 

(B) 

(A) 

(C) 
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図 55 5tpaseIV 一過性発現細胞より産生されたウイルス増殖性の評価 

AcGFP または AcGFP-5ptaseⅣ発現プラスミドと共に mRFP レポーター遺伝子を含むウイルス

粒子発現プラスミドセットを 293T 細胞に遺伝子導入し、継時的に培養清を回収した。回収した

培養上清中のウイルス量を HA アッセイにより、また感染性ウイルス粒子量をプラークアッセイ

により定量した。 


