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【1】研究の概要 

[1-1]本研究の目的・概要 

新型コロナウイルスやインフルエンザウイ

ルスは重大な感染症の原因ウイルスであり、そ

れらの抗ウイルス化合物の探索は重要な課題

である。その標的として、インフルエンザウイ

ルス RNAポリメラーゼや新型コロナウイルスタ

ンパク質に着目し、さらにそのアセチル化修飾

とそれによる活性の制御を解析し、新規メカニ

ズムの抗ウイルス化合物の発見を目指すこと

を目的とする。 

 

[1-2]研究の方法・経過 

インフルエンザウイルスの RNA ポリメラーゼ

の PA サブユニットや新型コロナウイルスのタン

パク質のアセチル化修飾はイメージングプレー

トとイメージングアナライザーを用いて解析す

る。徳島文理大学において、PA サブユニットの各

種変異体を大腸菌発現と作成し、精製、試験管内

において、複数のヒストンアセチル化酵素により

アセチル化反応を行う。新型コロナウイルスのタ

ンパク質は購入する。イメージングプレートにア

セチル化のイメージを転写し、徳島大学・先端酵

素学研究所・篠原康雄研究室において、イメージ

ングアナライザーを用いて、その画像データを解

析する。 
 

【2】研究成果 

[2-1]本共同研究で明らかになった研究成果 

本研究は、ともに vRNA と相互作用するイン

フルエンザウイルス NP および新型コロナウイ

ルスの N タンパク質に対するアセチル化修飾

の生物学的意義を、宿主細胞側因子との相互作

用の観点から理解することを目的とするもの

である。実験遂行のためには適切なリジン残基

がアセチル化された組換えタンパク質が十分

量必要となる。しかし、これまでの研究により

インフルエンザウイルス NP を大腸菌で作成す

ると発現過程で菌体内において先にランダム

にアセチル化されてしまった。また、新型コロ

ナウイルス N タンパク質はバイセーフティー

レベルの問題から、そもそも大腸菌での発現を

行うことができない。そこで、我々は試験管内

でタンパク質を発現させることができる無細

胞系タンパク質合成系を用いることにした。 
 
インフルエンザウイルス NP について 
インフルエンザウイルス NP は、PUREflex と

いうキットを用いて、FLAG-tag もしくは Strep-
TagII を付加した組換えタンパク質の発現を試

みた。CBB 染色と抗 NP 抗体を用いたウェスタ

ンブロッティングにより、NP の発現に成功し

たことは分かった。しかし、抗アセチルリジン

抗体を用いたウェスタンブロッティングによ

り、非アセチル化 NP でもシグナルが検出され

た。これは、PUREflex においても発現過程でア

セチル化されている可能性が考えられる。 
次に、Strap-TagII を付加させた NP 組換えタ

ンパク質を合成した。抗 NP 抗体、抗 Strep-Tag
抗体によるウェスタンブロッティングにより、

NP の発現を確認することができた。そして、抗

アセチルリジン抗体を用いたウェスタンブロ

ッティングにより、アセチル化酵素 PCAF を混

合すると NP が特異的にアセチル化されている

ことが分かった。しかし、発現量が十分ではな

かったため、それを向上させる必要がある。ま



た、アセチル化酵素 GCN5 では NP 以外のタン

パク質にもアセチル化のシグナルが見られた

ことから、非特異的にアセチル化されているも

のと考えられた。 
最後に、タンパク質合成の際に、キットの溶

液由来のアセチル化修飾を阻害する目的で、ア

セチル化酵素阻害剤であるアナカルジン酸を

添加する実験を行った。すると、NP 組換えタン

パク質は合成されなかったことから、PUREflex
に含まれるタンパク質にはアセチル化酵素活

性があり、それがタンパク質合成に重要である

と同時に、発現させた NP もアセチル化させて

いることが示唆された。 
 
新型コロナウイルス N タンパク質について 
新型コロナウイルス N タンパク質をコード

するプラスミドを購入し、これを鋳型とした

PCR により N タンパク質のコーディング領域

の増幅を行った。その際、N 末端もしくは C 末

端に Strep-TagII の塩基配列を付加させた。この

PCR 産物を鋳型としてタンパク質合成を試み

た。まず、インフルエンザウイルス NP と同様、

PUREflex での発現を試みたが、十分量のタンパ

ク質を得られなかった。次に、小麦胚芽抽出液

を用いた組換えタンパク質合成キットを使用

したところ、C 末端に Strep-TagII を付加させた

組換えタンパク質の若干量の発現を確認する

ことができた。しかし、アセチル化依存的な相

互作用因子のスクリーニングを行うには十分

ではなかった。今後は、付加するタグの種類や

長さ、N タンパク質の長さなどを調節し、十分

量の組換えタンパク質が得られるようにした

いと考えている。 
 
[2-2]本共同研究による波及効果及び今後の発

展性 

インフルエンザウイルスおよび新型コロナ

ウイルスは現在でも人類にとって大きな健康

問題上の大きな課題である。これらのウイルス

のタンパク質は多種多様な宿主側因子と相互

作用することが知られており、その中にはウイ

ルスタンパク質のアセチル化修飾に依存して

親和性が変わり、ウイルスの増殖効率に深く関

与するものがあると考えられる。本研究により、

アセチル化修飾によって相互作用効率が変わ

る宿主側因子を同定することができれば、これ

らのウイルスの増殖機構の全貌解明に大きく

近付くだけでなく、まったく新しい作用機序を

もつ抗ウイルス薬の発見・開発に繋がることが

期待される。 
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【4】今後の課題等 

インフルエンザウイルス NP に関しては、

Strep-TagII を付加させた組換えタンパク質の発

現に成功し、PCAF によって特異的なアセチル

化修飾を検出することができたが、その発現量

はこの後の相互作用因子のスクリーニングを

行うには不十分であった。新型コロナウイルス

N タンパク質に関しても同様に、発現量が非常

に少ないことが分かった。今後は、インフルエ

ンザウイルス NP、新型コロナウイルス N タン

パク質ともに、発現量を向上させるための改善

が必要である。 


