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緒緒  言言  

 
新型コロナウイルス感染症（COVID-19）は世界全体で5億人以上の感染者と600万人以上の死者出しており（2022

年 4 月 26 日現在）、その原因ウイルスであるSARS-CoV-2 に対する抗ウイルス薬の開発は喫緊の課題である。現在、

ウイルスタンパク質の立体構造を利用したバーチャルスクリーニングのヒット化合物や、同じベータコロナウイルスに

属するSARS-CoV、MERS-CoVに対して実験室レベルで有効な薬剤等の中から治療薬候補が探索されている。そして、

これらの内で安全性や薬物動態が試験済みの既存薬を、短期間で COVID-19 治療薬として適用することを目指すドラ

ッグリポジショニングにより、ウイルスRNAポリメラーゼ阻害剤であるレムデシビルやファビピラビルなどが選定さ

れた。これらの中には臨床試験において一定の治療効果が認められた薬剤も含まれているが、特効薬となる治療効果の

高い薬剤はまだ存在しないことから、より効果的な新規抗ウイルス薬の開発が望まれている。また、将来的に中間宿主

を介して新たなコロナウイルス感染症が発生することが十分に考えられる。今後新たなコロナウイルス感染症が発生す

ることを想定して抗ウイルス薬についての基礎的な治験を集約し、理想的にはコロナウイルス全般に有効な薬剤を開発

しておくことが重要と考えられる。 
本研究では、COVID-19 新規治療薬開発に必要な治療薬シード−ウイルスタンパク質複合体の構造的基盤の提供を目

的として、組換えウイルスタンパク質の調製、ウイルスタンパク質に結合する治療薬シード化合物のスクリーニング、

ヒット化合物の評価、治療薬シード−ウイルスタンパク質複合体の立体構造解析を行った。ターゲットタンパク質とし

ては、既に立体構造が明らかになっているSARS-CoV-2由来のスパイク（S）タンパク質、メインプロテアーゼ（Mpro）、

RNA依存RNAポリメラーゼ（RdRp）の3つを選定し、それぞれを組換えタンパク質として精製した。我々は、日本

国内の研究機関からSタンパク質に結合する創薬シード（中和抗体・ペプチドなど）の提供を受けており、クライオ電

子顕微鏡を用いてSタンパク質と治療薬シード複合体の立体構造解析を行うための基礎的な検討を行った。 
さらに、調製したウイルスタンパク質を用いて国内の研究機関と以下の共同研究を行った。 
国立感染症研究所治療薬・ワクチン開発研究センターの高橋宜聖センター長らは、ヒト化マウスを用いて SARS 関

連コロナウイルスに対して広範な中和活性を持つ抗体NT-193 を分離した。NT-193 の中和メカニズムを明らかにする

ため、Sタンパク質の受容体結合ドメイン（RBD）とNT-193の複合体の結晶構造解析を行った［1］。本研究成果はコ

ロナウイルス全般に有効な治療薬や、ワクチンの設計に役立つと考えられる。 
東京大学創薬機構の小島宏建特任教授らは、組換え Mpro タンパク質に対して阻害活性を持つ化合物を、質量分析機

を用いてスクリーニングした。ヒット化合物を、ウイルスを用いた細胞感染阻害実験で評価したところ、抗ウイルス活

性を持つ8つの化合物が同定された［2］。本研究の成果により、Mpro -ヒット化合物複合体の立体構造解析を行うこと

が可能になった。複合体構造を基礎に、迅速な化合物最適化を行うことで治療効果の高い抗ウイルス薬の開発に貢献で

きると考えられる。 
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方方  法法  

 
11．． SSAARRSS--CCooVV--22  全全長長SSタタンンパパクク質質のの調調製製とと治治療療薬薬シシーードド複複合合体体のの構構造造解解析析にに向向けけたた条条件件検検討討 
膜貫通領域を除いた SARS-CoV-2 由来 S タンパク質全長の遺伝子配列をヒト由来 HEK293GnTI（－）細胞もしく

はショウジョウバエ由来S2細胞発現用ベクターにクローニングし、His-tagもしくは strep-tag融合タンパク質として

培地中に分泌発現させた。His-tagもしくはStrep-tactin カラムを用いて培地中のタンパク質を回収し、ゲルろ過カラ

ムを用いて高純度に精製した。京都大学医生物学研究所では国内の研究機関からウイルス中和能を持つ創薬シード（抗

体やペプチド）の提供を受けている。そこで、これらの治療薬シードとSタンパク質全長との複合体の立体構造解析を

行うための基礎的な条件検討を行った。Sタンパク質全長単体についてはクライオ電子顕微鏡による立体構造解析法が

既に報告されているため、まず単体での立体構造解析を試みた。HEK293GnTI（－）細胞とS2細胞から精製したSタ

ンパク質をネガティブ染色法を用いて電子顕微鏡で解析し、クライオ電子顕微鏡解析に適した粒子を観察できる発現系

を選択した。この結果を基にクライオ電子顕微鏡解析を行ったが、良好な粒子は確認できなかった。そこで、Sタンパ

ク質の安定性の向上を狙って、6つのプロリン変異導入、ジスルフィド結合の導入を行った。これら安定化変異体のク

ライオ電子顕微鏡解析を行い、観察した二次元粒子像から三次元構造の再構築を行った。 
22．． SSAARRSS--CCooVV--22  SSタタンンパパクク質質受受容容体体結結合合ドドメメイインン（（RRBBDD））のの調調製製とと中中和和抗抗体体ととのの複複合合体体のの立立体体構構造造解解析析 

SARS-CoV-2由来Sタンパク質RBDの遺伝子配列をヒト由来HEK293GnTI（－）細胞発現用ベクターにクローニ

ングし、His-tag 融合タンパク質として培地中に分泌発現させた。His-tag カラムを用いて培地中のタンパク質を回収

し、ゲルろ過カラムを用いて高純度に精製した。国立感染症研究所治療薬・ワクチン開発研究センターの高橋宜聖セン

ター長らはヒト化マウスを用いてSARS-CoV-2 を含むSARS 関連コロナウイルスを幅広く中和する抗体NT-193 を同

定した。そこで、調製したRBDと国立感染症研究所から提供を受けた中和抗体を混合し複合体の結晶化を行った。放

射光施設にて得られた結晶にX線を照射し、回折データを測定し、立体構造解析を行った。 
33．． SSAARRSS--CCooVV--22  由由来来MMpprroo、、RRddRRppのの調調製製とと治治療療薬薬シシーードドののススククリリーーニニンンググ 

MproとRdRp を構成する 3 つのサブユニット（nsp7、nsp8、nsp12）の遺伝子配列をそれぞれ大腸菌発現用ベクタ

ーにクローニングし、His タグ融合タンパク質として発現させた。発現時の温度、IPTG 濃度を検討し、発現量が最大

となる条件で大腸菌を大量培養した。Mproとnsp7については大腸菌を破砕した後、沈澱を除去し、上清をHis-tag精

製カラムを用いて精製し、その後ゲルろ過カラムを用いて高純度に精製した。nsp8とnsp12については同様にHis-tag
精製カラムを用いて精製した後、陰イオン交換カラムで核酸を除き、ゲルろ過カラムで高純度に精製した。精製したMpro

を用いて治療薬シードのスクリーニングを行った。治療薬シード、プロテアーゼ基質ペプチド、Mproを混合した後、16
時間インキュベートし、反応液を質量分析機で解析して基質と生成物の濃度から阻害率を測定した。32,033 種類の化

合物のスクリーニングを行った結果、阻害率 49％以上の化合物を選択した。再現性と用量依存性を確認し、候補化合

物を絞り込んだ。さらにウイルス株を用いて細胞感染阻害実験を行い、治療薬シードとして有望な化合物を選択した。 
 

結結果果おおよよびび考考察察  

 
11．．SSAARRSS--CCooVV--22  全全長長SSタタンンパパクク質質のの調調製製とと治治療療薬薬シシーードド複複合合体体のの構構造造解解析析にに向向けけたた条条件件検検討討  

HEK293GnTI（－）細胞と S2 細胞から精製した S タンパク質をネガティブ染色法を用いて電子顕微鏡で解析した

ところ、S2細胞から精製した方が均一な粒子が得られることが分かった。そこで、S2細胞から精製したSタンパク質

をクライオ電子顕微鏡で解析したところ、解析に適した粒子は確認できなかった。Sタンパク質の安定性の向上が必要

と考え、S タンパク質の 6 つの残基をプロリンに変異させたところ、解析に適した粒子が確認され、3.2Å分解能で構

造解析に成功した。解析した粒子の多くは受容体との結合が可能な状態であるopen formであった。さらなる安定化の

ために、Sタンパク質にジスルフィド結合を導入したところ、2.7Å分解能で構造解析に成功した。解析した粒子の多く

は受容体との結合ができない状態である closed formであった。Sタンパク質はopen formと closed formの2つ状態

を取ることが知られており、open form は宿主受容体に結合できるが、closed form は結合できない。治療薬シードの
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作用メカニズムとしては、open formの受容体結合部位に結合して宿主受容体との結合をブロックする、closed formに

結合して、open formへの移行を不可能にするなどが考えられる。今回の検討で、治療薬シードの作用メカニズムに適

した S タンパク質を用いることができるようになったと考えられる。今後は今回の検討の結果得られた S タンパク質

のコンストラクトを基礎に、抗体・ペプチドと安定に複合体を形成する条件を検討し、クライオ電子顕微鏡による複合

体構造の解析を進める。 
 

 
 

図1．変異導入によるSARS-CoV-2 Sタンパク質の安定化 
6 つのプロリン変異とジスルフィド結合の導入により、それぞれ 3.2Å分解能、

2.7Å分解能でクライオ電子顕微鏡による立体構造解析に成功した。 
 

22．．SSAARRSS--CCooVV--22  SSタタンンパパクク質質受受容容体体結結合合ドドメメイインン（（RRBBDD））のの精精製製とと中中和和抗抗体体ととのの複複合合体体構構造造のの解解析析  
SARS-CoV-2中和抗体の主要なエピトープはSタンパク質のRBDに存在する。しかし、SARS-CoV-2と他のコロナ

ウイルス間のRBDの配列保存性が低いため、RBD中和抗体の交差反応性は低い。また、多くのRBD抗体は、単剤で

は SARS-CoV-2 のエスケープ変異に対して脆弱である。国立感染症研究所の高橋センター長らはヒト化マウスを用い

て、SARS-CoV-2を含むSARS関連コロナウイルスを幅広く中和する抗体NT-193を同定した。そして精製したRBD
とNT-193 の結晶構造解析の結果から、中和メカニズムの構造基盤を明らかにした［1］。NT-193 は、その重鎖を使っ

てRBD の保存配列を認識することで交差反応性を獲得し、軽鎖を使って受容体Ace2 結合部位を認識することで中和

活性を獲得していた。幅広い中和活性を持つ抗体の中和メカニズムが明らかになったことで、スペクトルの広い治療薬

やワクチンの設計が可能になると考えられる。 
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図2．幅広い中和活性を持つSARS関連コロナウイルス中和抗体の作製と中和メカニズム 
a） 中和抗体NT-193の作製方法。 
b） NT-193 による中和メカニズム。NT-193 は重鎖を用いてRBD の SARS 関連コロナウイ

ルスに保存された配列を認識し、軽鎖を用いて受容体Ace2結合部位を認識する。 
 
33．．SSAARRSS--CCooVV--22  由由来来MMpprroo、、RRNNAA依依存存RRNNAAポポリリメメララーーゼゼ（（RRddRRpp））のの調調製製とと治治療療薬薬シシーードドののススククリリーーニニンンググ 
精製したMproを用いて 32,033 種類の化合物のスクリーニングを行った結果、阻害率 49％以上の化合物が 242 個選

択された。再現性と用量依存性を確認し、候補化合物を絞り込んだところ、23種類の化合物が得られた。次にウイルス

株を用いて細胞感染阻害実験を行った。その結果、図 3 に示す 8 つの化合物が有効であることが確認された［2］。今

後、ヒット化合物とMproの複合体の結晶構造解析を行い、阻害メカニズムを明らかにすることで、更なる化合物構造の

最適化が可能になると考えられる。RdRpについても研究機関から治療薬シードの提供があれば、複合体の立体構造解

析を進める。 
 

  
  

図3．SARS-CoV-2 Mpro阻害剤のスクリーニング 
a） SARS-CoV-2 感染阻害能を示した8つのMpro阻害剤の化合構造。 
b） Mpro阻害剤の有効性。 
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