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インフルエンザウイルス RNAポリメラー
ゼのドメインの立体構造

１． は じ め に

２００９年に H１N１型のブタ由来新型インフルエンザがパ

ンデミックを引き起こしたことは記憶に新しい．また

H５N１型の高病原性トリインフルエンザのヒトへの感染が

懸念されるなど，インフルエンザは人類にとって現代でも

重大な問題である．インフルエンザはインフルエンザウイ

ルスが引き起こす病気で，このウイルスは８本のゲノム

RNAを有する．ゲノム RNAのプロモーター領域の立体構

造は NMRにより解明されている（図１A）．現在，抗ウイ

ルス薬として，ウイルス粒子表面上に存在するノイラミニ

ダーゼやM２タンパク質を標的とするタミフルやリレン

ザ，およびシンメトレルなどが広く用いられている．しか

し，ノイラミニダーゼやM２タンパク質は変異が起きやす

く，インフルエンザウイルスの中に既にタミフル耐性ウイ

ルスが出現したことが報告されている．そのため，作用標

的の異なる新しい抗インフルエンザ薬の発見・開発が望ま

れている．インフルエンザウイルスが有する RNA依存

RNAポリメラーゼは，ウイルスのゲノム RNAの転写と複

製の両方を行う．この RNAポリメラーゼはウイルス増殖

の核となるタンパク質であるため，変異しづらい．そこで

私達は，新しい標的分子として，インフルエンザウイルス

の RNAポリメラーゼに着目した．この RNAポリメラー

ゼは３種類のサブユニットタンパク質（PA，PB１，PB２）

から構成される．さらに NP（nucleoprotein）タンパク質が

ウイルスのゲノム RNAに結合している．この RNAポリ

メラーゼや NPの立体構造を知ることは，インフルエンザ

ウイルスの転写や複製のメカニズムを理解し，これらのタ

ンパク質を標的とした抗インフルエンザ薬を探索するのに

有用であると考えられる．私達は病原性の強さと種間の伝

播に関与する PB２サブユニットの C末端側の領域の立体

構造を解明し，新規モチーフを有していることを見いだし

た（図２E）．本稿では，それ以外の領域の解明された立体

構造も併せて紹介する．

２． インフルエンザのゲノム RNAに結合する NPの

立体構造の解析

インフルエンザ RNAポリメラーゼと核タンパク質であ

る NPは，ウイルスのゲノム RNAに結合し，互いに関連

している．私達は，インフルエンザ RNAポリメラーゼと

同時進行で NPのタンパク質の発現を進めることにした．

まず，理化学研究所の遺伝子バンクからインフルエンザ

RNAポリメラーゼ PA，PB１，PB２と NPの四つの遺伝子

を入手した．それぞれのタンパク質をコードする領域を

PCRで作製し，大腸菌発現用の pETベクターに組み込み，

BL２１大腸菌にて組み換えタンパク質を発現させた．その

頃，電子顕微鏡を用いてインフルエンザ RNAポリメラー

ゼと NPの複合体の大まかな表面構造が報告された．私達
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は NPタンパク質の大腸菌発現に取り組んでいたが，十分

に精製できるようになる前に，Taoらのグループにより

NPタンパク質の立体構造が解明された１）．NPは多量体を

形成し，リング状の立体構造であると報告された２）（図１

B）．このようなリング状の構造をしているタンパク質と

して，DNAヘリカーゼや DNA複製時のライセンシング

因子などが知られている．NPはインフルエンザのゲノム

RNAに結合しているヒストン様のタンパク質だと考えら

れているが，ゲノム RNAの保護だけでなく，リング状の

特徴的な立体構造を通して，インフルエンザのゲノム

RNA複製時にヘリカーゼ様もしくはライセンシング因子

様の機能を発揮しているのかもしれない．

３． インフルエンザ RNAポリメラーゼ PB２サブユニット

の立体構造の解析

インフルエンザ RNAポリメラーゼのいくつかのアミノ

酸の変異は，インフルエンザの病原性の強さや種間の伝播

と関係していることがわかっている．その原因を解明する

ことは，インフルエンザの病原性の強弱や複製・転写メカ

ニズムの理解に重要であると考えられる．インフルエンザ

RNAポリメラーゼの全長タンパク質は，大腸菌では発

現・精製が難しく，このため３分割した領域タンパク質を

発現させた．それぞれ PA-１／３，PA-２／３，PA-３／３，PB１-１／

３，PB１-２／３，PB１-３／３，PB２-１／３，PB２-２／３，PB２-３／３とした．

その頃に，EMBLの Cusackらの研究グループが，PB２サ

ブユニットの核移行シグナルを含む短い領域ペプチドと細

胞側の輸送タンパク質であるインポーチンとの複合体の立

体構造を発表した３）（図３A）．大腸菌で発現させた９種のタ

ンパク質の可溶性について調べたところ，PA-１／３と PB２-

３／３（５３５―７５９残基）領域のみが可溶性画分に回収された．

そこで，この二つの領域に関して，生化学的活性の検討と

立体構造の解析を行うことにした．特に PB２-３／３の領域

は病原性の強さと種間の伝播に関与するアミノ酸である

６２７番目のリシンを含んでいる．そこでこの領域の立体構

造と生化学的解析を行えば，インフルエンザの病原性の強

さと種間の伝播に関するメカニズムが解明できると考え，

X線結晶構造解析に着手した．発現したタンパク質をニッ

ケルアガロースにより精製後，ヒスチジン・タグをトロン

ビンによる消化により除去，透析により脱塩し，Aktaシ

ステムと CMレジンを用いた陽イオン交換クロマトグラ

フィーにより精製した．緩衝液を交換後，タンパク質を濃

縮してハンギングドロップ蒸気拡散法により結晶化の条件

を探した．最終的には０．１Mカコジル酸ナトリウム，pH

６．２，２．２Mギ酸ナトリウムで結晶化した．また結晶構造

因子の位相を決定するためにセレノメチオニンを取り込ま

せた PB２-３／３タンパク質を作製し，０．１Mカコジル酸ナト

リウム，pH６．０，３Mギ酸ナトリウムの条件により結晶化

した．MAD法により高エネルギー研究所の KEK NW１２

ビームラインを利用して位相を決定し，２．７０A°の解像度で

PB２-３／３タンパク質の立体構造を解明した４）（図２E）．ネイ

ティブタンパク質の空間グループは P３２２１（a＝b＝５２．５A°，

c＝１５６．３A°）．VM 値は２．７であった．セレノメチオニン

を取り込ませた PB２-３／３タンパク質の結晶の空間グルー

プも同様であった（a＝b＝５２．６A°，c＝１５６．４A°）．解明さ

れた立体構造を見てみると面白い特徴的な構造がわかっ

た４）（図２E）．ギリシャ文字の φの形に似ていることから，
これを φ構造と名付けた．驚いたことに，病原性の強さ
と種間の伝播を決めるアミノ酸である６２７番目のリシンが

このモチーフ上に乗っていることがわかった４）（図２E）．立

体構造・機能共に面白く特徴的なモチーフであると考えて

いる．私達と同じ頃，EMBLの Cusackらのグループによ

り同じドメインの構造が解明された５）．立体構造を見てみ

ると塩基性の窪みがあったので PB２-３／３タンパク質の

RNA結合活性を表面プラズモン共鳴解析により検定して

RNA結合活性を示した４）．病原性に関与する６２７番目のリ

シンに着目し，このリシンを病原性の弱いインフルエンザ

で見られるグルタミン酸に置換した PB２領域タンパク質

を作製した．病原性の強いタンパク質（６２７番目のアミノ

酸がリシン）では RNAに強く結合し，病原性の弱いタン

パク質（６２７番目のアミノ酸がグルタミン酸）では結合が

弱いことを見いだした４）．後に河岡博士の研究グループに

より，高病原性 H５N１トリインフルエンザとブタ由来の

H１N１パンデミックインフルエンザのこの領域タンパク質

の立体構造が，それぞれ解明，報告されている６）（図３B）．

これらの立体構造は現在最も注目されるヒト感染性の変異

を含んでおり，立体構造を明らかにすることで，変異と感

染のメカニズムの説明が可能になりつつある．

インフルエンザ RNAポリメラーゼ PB２サブユニットに

ついては，他にも宿主細胞の mRNAのキャップ構造に結

合する中央領域のドメインの立体構造が明らかにされてい

る７）（図２D）．私達はこの構造にも着目した研究を始めてい

る．

４． インフルエンザ RNAポリメラーゼ PB１サブユニット

などの部分ドメイン及びその複合体の立体構造の解析

複数のグループが，インフルエンザ RNAポリメラーゼ
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図１ インフルエンザ RNAプロモーターと NPタンパク質の立
体構造

A）インフルエンザウイルスのゲノム RNAプロモーター領域の
立体構造．NMRにより解明された．この領域にインフルエ
ンザ RNAポリメラーゼが結合すると思われる．

B）インフルエンザ NPタンパク質の立体構造を電子顕微鏡によ
る解析に当てはめた像．リング状という特徴的な構造を形
成していることから，単なるヒストン様のタンパク質では
ないと考えられる．

図２ インフルエンザ RNAポリメラーゼの各サブユニットのドメ
インの立体構造

A）PAのエンドヌクレアーゼ活性を有する N末端領域（１～２０９
アミノ酸）の立体構造．

B）PAの C末端領域（２５７～７１６アミノ酸）と PB１の N末端ペプ
チド（１～２５アミノ酸）の複合体の立体構造．

C）PB１の C末端領域（６７８～７５７アミノ酸）と PB２の N末端ペ
プチド（１～３７アミノ酸）の複合体の立体構造（結晶の中に２
対の構造が存在する）．

D）PB２のキャップ結合活性のある中央領域（３１８～４８３アミノ酸）
の立体構造．キャップとの複合体として解明された（結晶の
中に５対の構造が存在する）．

E）筆者らが解明した PB２の病原性の強さと種間の伝播に関与す
る領域（５３５～７５９アミノ酸），６２７ドメインの立体構造．

主鎖毎に色を変えている（結晶構造として登録されている主鎖を
それぞれ示している．それぞれのドメインが必ずしも多量体を形
成しているわけではないが，参考のために全て示した）．
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の異なるサブユニットの部分タンパク質複合体の立体構造

を報告している（図２B，C）．PAサブユニットの C末端

と PB１サブユニットの N末端の複合体８）（図２B）と，PB１

サブユニットの C末端と PB２サブユニットの N末端の複

合体９，１０）（図２C）である．これらのサブユニット間の相互

作用を阻害する化合物は，インフルエンザ RNAポリメ

ラーゼ複合体の形成を阻害し，新しい作用標的の抗インフ

ルエンザ薬になる可能性がある．

５． インフルエンザRNAポリメラーゼPAサブユニットの

立体構造とその応用

ウイルス遺伝子の転写反応は，宿主細胞 mRNA由来の

キャップ構造を含むオリゴヌクレオチドをプライマーとし

て開始する．このプライマーは PAサブユニットのエンド

ヌクレアーゼ活性によってキャップ構造の１０数塩基下流

が切断されて調製される．複数の研究グループにより，

PAサブユニットの N末端の立体構造が解明された１１，１２）．

その立体構造の比較からエンドヌクレアーゼ活性が予想さ

れ，EMBLのグループらがそれを生化学的に証明し，立

体構造と共に報告した．図２Aに示すように，α／β加水分
解フォールドを形成しており，活性部位に２価のマンガン

イオンを有していた．エンドヌクレアーゼ活性には，この

マンガンイオンが必要である．私達の研究グループも立体

構造解明を目指していたが，この報告により断念し，立体

構造の情報と生化学的な活性から，抗インフルエンザ薬の

候補化合物を探索することにした．最初は立体構造情報を

基にした in silico のスクリーニングで探したが，私達が

行った系では良い化合物を見つけることはできなかった．

そこで試験管内で PAのエンドヌクレアーゼ活性を阻害す

る化合物を探索することにした．PAエンドヌクレアーゼ

タンパク質を大腸菌にて発現，ニッケルアガロースと陰イ

オン交換クロマトグラフィーにより精製し，このタンパク

質を用いて PAエンドヌクレアーゼアッセイ系を立ち上げ

た．この系を用いて，エンドヌクレアーゼ活性を阻害する

化合物を探索した．

まずは既に抗インフルエンザ活性が知られている緑茶カ

テキンについて，インフルエンザエンドヌクレアーゼ活性

の阻害効果があるかどうかを検討した．緑茶カテキンとし

てガロイル基を有するエピガロカテキンガラート，エピカ

テキンガラートと，ガロイル基の無いエピガロカテキン，

エピカテキンを用いた．その結果，ガロイル基を有するエ

ピガロカテキンガラート，エピカテキンガラートはエンド

ヌクレアーゼ阻害活性を有するのに対し，ガロイル基の無

いエピガロカテキン，エピカテキンはエンドヌクレアーゼ

阻害活性が無いもしくは弱かった．この構造活性相関が

PAサブユニットのエンドヌクレアーゼドメインの立体構

造から説明できるかどうかを in silico の結合シミュレー

ションを用いて調べた．その結果，ガロイル基を有するエ

ピガロカテキンガラート，エピカテキンガラートはより隙

間が少なくエンドヌクレアーゼドメインの活性部位のポ

ケットの中に入り込むのに対して，ガロイル基の無いエピ

図３ インフルエンザ RNAポリメラーゼ関連の立体構造
A）PB２サブユニットの核移行シグナルペプチド（６８７～７５９ア
ミノ酸）と宿主細胞側のインポーチン（６６～５１２アミノ酸）
の複合体の立体構造．

B）H１N１ブタ由来パンデミックインフルエンザと H５N１高病
原性トリインフルエンザの PB２サブユニットの病原性に関
与する６２７ドメインの立体構造．

C）リンパ球性脈絡髄膜炎ウイルス（lymphotic２ choriomeningi-
tis virus）とオルソブニヤウイルス（La crosse virus）のエン
ドヌクレアーゼドメインの立体構造．
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ガロカテキン，エピカテキンはポケットの中で大きな隙間

が生じることが分かった．試験管内のエンドヌクレアーゼ

阻害活性と in silico の計算結果が合致した．

次に有機化学合成されたサリドマイドに着目し，東京大

学・橋本祐一博士より御供与されたサリドマイド誘導体に

ついて阻害活性を検討した．サリドマイドは睡眠薬として

使用されていたが催奇形性の副作用のため市場から撤退

し，最近ではエイズやがんなど様々な疾病に対する薬効が

再評価され，我が国でも多発性骨髄腫などの薬として使わ

れている．橋本祐一博士は各種サリドマイドの誘導体を有

機化学的に合成・研究している．その中のある一群，３４

種類のフェネチルフェニルフタルイミド（PPT）誘導体に

ついて PAエンドヌクレアーゼ阻害活性を検討した．その

結果，PPT-６５，PPT-６６，PPT-６７の３種類にて PAエンド

ヌクレアーゼの阻害活性が見いだされた１３）．共通の化学構

造を検討すると，エチルカテコール基を有していることが

分かった．このエチルカテコール基はなんとカテキンとも

共通の構造であった．国立感染症研究所との共同研究によ

り，これらの化合物は実際に抗インフルエンザ活性を有し

ていることが示された１３）．サリドマイド類似の化合物を抗

インフルエンザ薬の候補として考えることは，新しいアイ

デアといえる．

次に私達は天然物由来の化合物に着目した．徳島文理大

学薬学部・浅川義範博士，橋本敏弘博士から御供与頂いた

１０種類のマルカンチン化合物を含む３３種類の天然物由来

の化合物について PAエンドヌクレアーゼ阻害活性を検討

した．マルカンチンはコケ植物であるゼニゴケMarchantia

polymorpha に含まれ，大環状ビスビベンジル構造を有し

ており，これまでにも抗菌活性や５-リポキシゲナーゼ阻

害作用などの様々な生理活性を示すことが知られている．

その結果，エチルカテコール骨格を有する５種類のマルカ

ンチン化合物のみが PAエンドヌクレアーゼ活性を阻害し

た１４）．カテキン・サリドマイド類似化合物の結果と併せる

と，全く異なる化合物群に共通してエチルカテコール基が

インフルエンザ PAエンドヌクレアーゼ阻害に重要と分

かった．次に，これらの化合物をインフルエンザウイルス

に作用させたところ，A型インフルエンザウイルス

（H１N１，H３N２）ではマルカンチン Eが，B型インフルエ

ンザウイルスではマルカンチン A，E，ペロテチン Fがウ

イルスの増殖を抑制した１４）．PAエンドヌクレアーゼ阻害

を標的とするマルカンチン化合物は，新しい抗インフルエ

ンザ薬のシードとして期待できる．また，エチルカテコー

ル基を展開した新規な化合物を探索する道も切り開かれ

た．

インフルエンザ PAエンドヌクレアーゼドメインに機能

と立体構造の類似した，他のウイルスのエンドヌクレアー

ゼドメインの立体構造が二つ報告された１５）（図３C）．アレ

ナウイルスのプロトタイプであるリンパ球性脈絡髄膜炎ウ

イルスの lymphotic２ choriomeningitis virusと，節足動物が

媒介しヒトを含む哺乳類に感染するウイルスであるオルソ

ブニヤウイルスの La crosse virusである１５）（図３C）．これら

のウイルスも RNAをゲノムとして持ち，宿主細胞側の

mRNAのキャップを奪うことにより，プライマーを作り

ウイルス自身の転写を行う点でインフルエンザと共通して

いると思われる．エンドヌクレアーゼ阻害の化合物を包括

的に検索すれば，これらのウイルスに共通する抗ウイルス

薬を開発することも可能であると期待する．

６． お わ り に

インフルエンザの RNAポリメラーゼ全体や重要なドメ

インの立体構造が解明されれば，新規な抗インフルエンザ

薬の創薬に弾みがつくと思われる．またウイルスの進化な

どの解明にも重要な示唆を与える可能性がある．
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ゴルジ体以降の小胞輸送における低分子量
GTPaseと BARドメインタンパク質の役割

１． は じ め に

ヒトのからだには約６０兆個の細胞が存在し，多様な細

胞が正しく機能することによって個体の恒常性が維持され

ている．細胞内には様々なオルガネラが存在し，これらの

オルガネラや細胞膜は脂質二重層からなる膜で囲まれて区

画化されており，固有の機能を保持している．このような

固有の機能は，オルガネラ間の物質（タンパク質や脂質な

ど）のやり取りによって維持され，細胞の恒常性維持のた

めに不可欠である．区画化されているオルガネラの間（オ

ルガネラと細胞膜の間も含む）のタンパク質や脂質の輸送

は，主として輸送小胞を介して行われる．小胞輸送の一連

の過程，すなわち輸送小胞の形成，運搬，融合は特定の分

子群による調節を受けている（図１）．

輸送小胞の形成は，供与オルガネラ膜に低分子量

GTPaseの Arfが結合し，コートタンパク質やエフェク

タータンパク質などが集合することによって開始する１）

（図１）．Arfのエフェクタータンパク質のなかには，膜の

湾曲の認識，あるいは形成の促進に関与する BAR（Bin／

Amphiphysin／Rvs）ドメインを有するタンパク質の arfaptin

がある２，３）．

本稿では，小胞輸送における Arfファミリー低分子量

GTPaseと BARドメインタンパク質の構造と役割について

概説し，筆者らの研究成果を中心にして，Arf-like１（Arl１）

と arfaptinの相互作用によるゴルジ体膜からの小胞や管状

（tubule）の輸送キャリヤーの形成機構について解説する．

２． Arfファミリー低分子量 GTPaseの活性化と

小胞輸送における役割

Arfは，コートタンパク質のオルガネラ膜上への集合，

リン脂質の代謝，アクチン細胞骨格の再構築などを調節す

ることによって，細胞内小胞輸送，およびオルガネラの機

能や構造の維持において重要な役割を果たしている．Arf

ファミリーには，Arf-like protein（Arl），Arf-related protein

１（ARFRP１）や Sar１タンパク質も含まれる．哺乳動物に

は，６種類の Arf，２０種類の Arl，２種類の Sar１タンパク

質が存在する１，４）．

Arfファミリーの低分子量 GTPaseは，活性な GTP結合
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