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柔らかなウイルス構造の解明に向けた研究 

Structural Studies of Dynamic Viral Architectures 

京都⼤学 医⽣物学研究所／⼤学院⽣命科学研究科 

杉 ⽥ 征 彦 

Yukihiko SUGITA 

Institute for Life and Medical Sciences; Graduate School of Biostudies, 
Kyoto University 

１．はじめに 

モノネガウイルス⽬は、フィロウイルス科のエボラウイルス (EBOV)、ラブ

ドウイルス科の狂⽝病ウイルス (RABV)、パラミクソウイルス科の⿇疹ウイル

ス (MV)、ニューモウイルス科のヒト RS ウイルス (HRSV)、ボルナウイルス科

のボルナ病ウイルス 1 型 (BoDV-1)など、ヒトや家畜にとって重要な病原体が

含まれる (図 1)。

図 1. モノネガウイルス⽬の分⼦系統樹 
RNA 依存性 RNA ポリメラーゼ（L タンパク質）アミノ酸配列に基づく。 
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 これらは⾮分節型マイナス鎖⼀本鎖 RNA ゲノムをもち、その複製と転写はヌ

クレオカプシド (NC)と呼ばれるリボヌクレオタンパク質複合体によって⾏わ

れる。NC のコアは、ヌクレオプロテイン (NP; フィロウイルス以外では N)と

ゲノム RNA が形成するらせん状の NP‒RNA 複合体であり、NC 形成の⾜場で

あると同時に RNA 合成の鋳型としても機能する。 

 
 

図 2. モノネガウイルスのヌクレオカプシドの模式図 

 

 近年、クライオ電⼦顕微鏡法 (cryo-EM)の技術⾰新により、NP‒RNA 複合体

を含むウイルス⾼次構造体の構造解明が進んでいる。静的な構造情報は NP の

RNA 認識や多量体化機構の理解に不可⽋だが、実際の複製・転写・アセンブリ

は複合体構成分⼦の協調的な構造変化や可塑性に⼤きく依存する。本講演では、

エボラウイルスやマールブルグウイルス (フィロウイルス科)およびボルナ病ウ

イルス 1 型 (ボルナウイルス科)を対象に、複合体形成機構と NC 構造の多様性

について、構造学とウイルス学を融合した観点から紹介する。 
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２．フィロウイルス NP‒RNA 複合体構造 

フィロウイルス科の NC コアは NP‒RNA 複合体であり、そのらせん構造は基本

⾻格である。我々は、単粒⼦クライオ電⼦顕微鏡法を⽤いて、エボラウイルス 

(EBOV, 3.6 Å分解能) [1]、マールブルグウイルス (MARV, 3.1 Å分解能)[2]、ヨ

ヴュウイルス (LLOV, 3.0 Å分解能) [3]の NP‒RNA 複合体構造を明らかにした。

これらの研究から、らせん構造 (タンパク質四次構造)がウイルス間で異なる⼀

⽅で、NP の基本的なフォールド (N末端アーム、N末端ローブおよび C末端ロ

ーブからなるコアドメイン)や分⼦間相互作⽤様式がフィロウイルス間で⾼度に

保存されることが⽰された (図 3)。 

 

 
 
図3. ３種のフィロウイルスNP‒RNAらせん複合体のクライオ電⼦顕微鏡構（左） 

と、対応する⾮対称単位の原⼦モデルの重ね合わせ（右） 

 

 RNA 結合に伴い、NP は開状態 (RNA ⾮結合型)から閉状態 (RNA 結合型)へ

構造変化する。EBOV NP では、βヘアピンの約90°回転、C末端側αヘリッ

クス(α16‒18)の再配置、3₁₀ヘリックス (η5)の形成が協調して、RNA を NP の

コアドメイン間に位置する溝状の空間に固定するラッチ様機構を構成する。 

 さらに、NC 構成因⼦であるウイルスタンパク質 VP24 が結合したヌクレオカ

プシド様構造 (NCLS)をエボラウイルス様粒⼦内で 4.6 Å 分解能で解析し、NP

⼆量体あたり 2分⼦の VP24 (VP24-1/VP24-2)が NP‒RNA らせん構造の外側に

異なる配向で結合する⾮対称配置を明らかにした [4]。機能解析により、VP24-
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1はAsn171を介したNPとの相互作⽤でウイルスRNAの転写・複製を抑制し、

VP24-2 は完全な NCLS 形成、細胞内輸送、感染性ウイルス粒⼦産⽣に不可⽋

であることが明らかになった。さらに、NCLS 外層には⾼い可動性を⽰す構造 

(VP35分⼦や遊離 NP などに相当しうる)も観察され、外層の動的柔軟性が機能

制御に関与することが⽰唆される。これらの結果は、NC の「RNA 合成モード」

から「輸送・パッケージングモード」への機能転換が、VP24 の結合と⽴体配

置により精密に制御されうることを⽰唆している。 

 

３．ボルナウイルス N-RNA 複合体の多様なアセンブリ 

 BoDV-1 は、既知のヒトモノネガウイルスの中で唯⼀、宿主細胞核内で複製

するユニークなウイルスである。我々は、モノネガウイルス⽬の中でこれまで

唯⼀構造が未解明であった BoDV-1 N-RNA 複合体について、単粒⼦クライオ

電⼦顕微鏡法で解析した。その結果、RNA結合型 (六量体、七量体、⼋量体)お

よびRNA ⾮結合型 (四量体、五量体)を含む多様なオリゴマー構造を同定し、そ

の構造を明らかにした [5]。 

 

 

 
 
図 4. 単粒⼦解析法における三次元分類によって同定された多様な N 分⼦複合

体構造. ⾚枠は RNA結合型の複合体を⽰す。 
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 N‒RNA 複合体は NP コアドメイン間に存在する溝状の空間に RNA を抱え込

む点で他のモノネガウイルスと類似するが、1 サブユニットあたりに 8 ヌクレ

オチドのRNAが結合する点でモノネガウイルス⽬でもユニークであった。RNA

結合に際し、NP コアのヒンジ運動は⾒られず、C末端ドメインのループ (314‒

322 残基)が短いヘリックスへ局所転移し、RNA の安定的な保持に寄与する。 

 RNA ⾮存在下でも N は四量体・五量体に加え、S字型や三⾓形状といった⾮

典型オリゴマーを形成しうる。複合体構造から RNA結合に重要と考えられた塩

基性残基 (Lys164 など)を変異させると細胞内における RNA 合成活性と核内封

⼊体 (inclusion body; IB)様会合体形成能は失われるが、RNA ⾮結合型の形成能

は保持された。したがって BoDV-1 の NC アセンブリは、まず N が RNA ⾮依

存的に多様なオリゴマーを形成し、その後に RNA が選択的に取り込まれて特定

構造が固定化されるという、モジュール型の経路に従う可能性がある。この

「柔らかな中間体」は、NC の段階的アセンブリのチェックポイントとして機

能する可能性が考えられる。 

 

４．まとめと展望 

 フィロウイルスおよびボルナウイルスの解析は、NC コアが静的⾻格ではな

く、局所的構造変化と多様な⾼次構造の形成によって転写・複製・アセンブ

リ・輸送を調節していることが明らかになってきた。フィロウイルスや BoDV-

1 に共通してみられた RNA 結合ループの⼆次構造形成、VP24 の⾮対称な結合、

RNA ⾮結合型オリゴマーの多様性は、その具体例である。これらの詳細な構造

学的理解は、NP 重合界⾯や RNA 合成の調節サイトといった、NC 形成ならび

に機能に必須のホットスポットを標的とする構造ベースの広域抗ウイルス薬創

出につながることが期待される。さらに、これらの動的構造を解明することは、

ウイルスの基本戦略を理解する上で不可⽋であり、今後は、分⼦動態解析、in 

situ 構造解析、計算モデリングの統合により、NC ダイナミクスの可視化と構

造機能連関のネットワーク解明を進めたい。 
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PRMT活性制御と核輸送機構： 
構造⽣物学的アプローチによる統合的理解 

 
Integrative Structural Biology  

of PRMT Activity Regulation and Nuclear Transport Systems 
 

奈良先端科学技術⼤学院⼤学 先端科学技術研究科 
 

藤 間 祥 ⼦ 
 

Sachiko TOMA-FUKAI 
 

Graduate School of Science and Technology,  
Nara Institute of Science and Technology 

 

１．はじめに  

 タンパク質の配列情報をコードする遺伝⼦の変異は，タンパク質の機能を変

化させるため疾患に直接関与する．遺伝⼦に異常が無い場合でもタンパク質合

成後に受ける翻訳後修飾や局在などの制御異常も疾患に密接に関与している． 

タンパク質合成後のタンパク質の機能あるいは局在の変調は環境的要因も⼤き

く関与する．このようなタンパク質の恒常性維持に重要である翻訳後修飾や局

在制御機構の構造⽣物学的理解は，構造⽣物学的知⾒に基づいた合理的な創薬

戦略を可能にすると同時に画期的な新薬開発のためのブレークスルーとなる．

翻訳後修飾酵素は，『鍵と鍵⽳』に代表されるような特異性の⾼い代謝酵素と⽐

べると，⼀般的に基質の特異性が低いものが多い．また，タンパク質の局在制御

に関しても古典的な明確な局在化シグナルコードでは説明できないものも多く

存在する． 本講演では，多様な基質を認識する翻訳後修飾酵素PRMTの活性ド

メインから構成されるユニークな螺旋状の⾃⼰集合構造が制御する触媒活性と

細胞内局在，DNA結合ドメインの構造を認識して核輸送を⾏う新しい核輸送コ

ードの発⾒などの最近の研究成果を紹介する． 
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２．蛋⽩質アルギニンメチル基転移酵素PRMT1，PRMT8の構造研究 
 

2-1 PRMTファミリーの概要と⽣物学的重要性 

 タンパク質のアルギニンの側鎖は蛋⽩質メチル基転移酵素(Protein Arginine 

Methyltransferase: PRMT)によってメチル化修飾を受ける．アルギニン側鎖の

メチル化はリン酸化やユビキチン化と同等の量であるとの報告もあり，そのほ

ぼ全てをPRMTファミリーが担っている．ゆえにPRMTによるメチル化修飾は，

転写，スプライシング，RNAの機能調節，DNA損傷応答，細胞の代謝調節など多

岐にわたる⽣命現象に関与する．PRMTはがん，循環器系疾患など社会的にも⼤

きな問題である疾患に関与する重要な創薬標的である [1, 2, 3]． 
 

2-2 PRMT1とPRMT8の特徴⽐較 

 PRMTファミリータンパク質は，哺乳類に⾼度に保存されており，９つのメン

バーからなる（図1A）．PRMTは，S- アデノシルメチオニン(SAM)のメチル基

を基質蛋⽩質アルギニン側鎖の窒素に転移し，S-アデノシルホモシステインを

⽣成する．哺乳類のPRMTはアルギニン側鎖のw位の２つの窒素にのみメチル基

を付加する．モノメチルアルギニン，⾮対称ジメチルアルギニン，対称ジメチル 
 

 
 
図 1. PRMT ファミリーのドメイン構成とメチル化のタイプ分類．ヒト由来の各 PRMT
の機能ドメイン構成と，⽣成するメチルアルギニンの種類による酵素の分類を⽰す． 
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アルギニンの3種類のメチルアルギニンが⽣成され，その種類によって酵素は３

つのタイプに分類される（図1B）[3]．モノメチル化と⾮対称ジメチル化反応を

触媒する酵素をタイプI，モノメチル化と対称ジメチル化を触媒する酵素をタイ

プII，モノメチル化のみを触媒するタイプIIIである（図1）．PRMTファミリーは

メチル化を触媒するロスマンフォールドドメインとb-バレルドメインから成る

分⼦量約37kDaのPRMTコア構造を共通して持つ． 

 PRMT ファミリーのドメイン構成図を⾒ると，共通のPRMTコアに加えて，

各タンパク質は独⾃の機能ドメインを有していることがわかる(図1A)．PRMT1

とPRMT8 はPRMTコア以外の機能ドメインを持たない．加えてアミノ酸の⼀致

度も81%と⾼い．構造はほぼ同じであると予測できる．最も明確な違いは，翻訳

後修飾の有無である．PRMT8はN末端から2番⽬のグリシンが脂質(ミリストイ

ル化)修飾を受け細胞膜上に局在する． PRMT１はこの修飾を受けないため，細

胞質あるいは核に局在している．発現細胞も異なり，PRMT１はほぼ全ての細胞

に発現するのに対して，PRMT8は脳に特異的に発現する．hPRMT1は細胞内の

85%にのぼるアルギニンメチル化反応を触媒することからPRMTファミリーの

中で最も重要な酵素である．細胞内での局在や発現細胞，組織の違いに加えてア

ミノ酸相同性の⾼さから，PRMT8はPRMT1の双⼦のような分⼦であり，相補的

に機能するものであると考えられている． 

 

2-3 PRMT8の螺旋構造の発⾒ 

 そのような中，筑波⼤学の深⽔昭吉研究室においてPRMT8はアルギニンメチ

ル化修飾酵素としての機能に加えて細胞膜上で脂質を切断するホスホリパーゼ

D（PLD）活性を持つことが明らかとなり[4]，PLD活性機構の解明に向けて

hPRMT8の構造研究を開始した．結晶構造解析を⾏うためにhPRMT8の⾼純度

精製を⾏いゲル濾過クロマトグラフィー(SEC)で分⼦量を評価したところ幅広

い分⼦量分布を持つhPRMT1とは異なり約280kDaの（8量体と⾒積もられる）均

⼀な複合体構造を形成していた．hPRMT8の結晶構造を決定したところ，活性の

最⼩単位とされるダイマー構造をビルディングユニットとして螺旋状の⾃⼰集
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合構造を形成していた [5]．結晶内でみられた螺旋状の集合構造は既に決定され

ていた酵⺟のリング状６量体構造と全く異なっており，結晶化で⽣じたアーテ

ィファクト構造の可能性も⼗分に考えられた．そこで，螺旋状の構造形成に必要

な相互作⽤⾯上にあるアミノ酸のAla変異体を作成し，フィラメント構造形成の

最⼩ユニットであるダイマー構造のみになるかを検証した．⾼純度精製した変

異体試料を⽤いてSECで集合状態を評価した．結果，明確な分⼦量の低下を確認

した．また，正確な分⼦量を超遠⼼速度法(AUC-SV)で決定し，溶液中の概形を

X線⼩⾓散乱で確認した．今後この変異体をダイマー型変異体と呼ぶ．変異体の

結果から結晶構造中にみられた螺旋状の集合構造が溶液中でも形成されること

が強く⽰唆されたが，⼤きな疑問も残った．結晶中では途切れることない螺旋状

の構造を形成していたが，SEC解析の結果はそれを⽀持しない．溶液中の

hPRMT8の約280kDaの安定な複合体のみ存在する．溶液中での分⼦量を正確に

決定するために，SEC-Multi-Angle Light Scattering(MALS)/ Small-Angle X-ray 

Scattering (SAXS)解析を⾏った．結果，hPRMT8は溶液中でちょうど螺旋の１ 

  
図 2．PRMT8 の螺旋状⾃⼰集合構造  A: 結晶構造中の PRMT8 螺旋構造. ダイマー
（Coredimer）をビルディングユニットとして形成される．相互作⽤⾯（interface1-3）
を⽰す．B: 溶液中での PRMT8 8 量体構造のビーズモデル．異なる⽅向からの表⽰． 

結晶構造
(15分⼦/⾮対称単位)

溶液構造
(８量体)

ビーズモデル
A B
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巻にあたる８量体で溶液中に存在すると結論づけた．SEC-SAXSの結果得られた

溶液構造は結晶構造から切り出した真ん中に空洞のある８量体構造と⾮常によ

く⼀致しており，この結果を得て螺旋状の集合状態の存在に確信を持った． 

 

2-4 構造機能相関解析 

 2種類（２⾊）の蛍光蛋⽩質を⽤いてBi-Fc assayを⾏い，細胞膜上でPRMT8

がダイマー以上の（おそらく8量体）の⾼次構造を持つことを確認した．またダ

イマー型変異体では，細胞質へのhPRMT8の局在変化がはっきりと確認できた．

この結果は，ミリストイル化という脂質修飾に加えてhPRMT8の螺旋状⾼次構

造形成が膜局在に必要であることが明らかとなった．hPRMT8の４量体以上の

集合構造に効率的に細胞膜上に局在するためのしかけがあるのだろうが，今の

構造からではその機構を説明することはできない．また，当初の⽬的である脂質

分解機構も未解明である．脂質複合体の結晶化を継続的に取り組んできたが，未

だ脂質由来の明確な電⼦密度を得ることができていない．脂質膜上のhPRMT8

の構造解析は今後も継続して取り組んでいく． 

 

2-5 PRMT1への展開と新しい触媒モデル 

 本研究を開始した時には，ファミリー内の半分のメンバーしか構造が決まっ

ていなかったが，今では全ての構造が決定された．全フォールドが決定された後

も重要な創薬標的であるPRMTの構造研究は継続的に盛んに⾏われ，現在100を

超える構造がProtein Data Bankに登録されている．しかしながら低分⼦阻害剤

との複合体構造解析が主となり，基質タンパク質との複合体構造解析例は未だ

にない．PRMTファミリーの基質認識機構，触媒機構に関しては⼤きな謎が残さ

れている． 細胞内のアルギニン側鎖のメチル化の85％に関与するhPRMT1の構

造研究の停滞が⼤きな理由の１つと考え，現在精⼒的に構造解析を進めている． 

hPRMT1は濃度依存的にダイナミックに会合数を変化させる．hPRMT8の構造

研究を進める中でhPRMT1の構造こそが結晶構造に近い連続的な螺旋構造であ

ろうことは予測できていた．クライオ電⼦顕微鏡による構造決定に成功し，予想
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通りhPRMT1も螺旋状の集合構造をとることを明らかにした．hPRMT1のダイ

マー型変異体を⽤いてメチル化活性を評価したところ，基質の種類や⾼次構造

に依存して触媒活性が変化することを明らかにした．また，この⾼次構造が基質

あるいはメチル化のコファクターであるSAMやSAHとの結合により⼤きく抑制

されることも⾒出している．これらの結果はhPRMT1がSAM代謝サイクルある

いは基質の有無によってダイナミックに構造を変化することを⽰しており，細

胞内環境の変化に伴い⾃⼰集合構造を変化させ機能調節をするという新しい触

媒モデルを提唱するものである．本講演では，最近得られたhPRMT1の構造研究

を中⼼に新しい触媒モデルについて紹介する． 

 

３．Transportin-1による積荷蛋⽩質の認識多様性の構造⽣物学的解明 

 

3-1 核輸送機構の背景とPRMT1研究との関連 

 真核⽣物では，核と細胞質は核膜で隔てられ，核内で働くタンパク質は膜孔複

合体を介して細胞質から核内に輸送される．分⼦量約30kDa以上のタンパク質

は単独では核-細胞質間を通過できず，核内輸送受容体蛋⽩質により輸送される．

輸送されるタンパク質は，天然変性構造を有する塩基性配列に富んだ核局在化

シグナル(NLS)配列を持ち, 対応する輸送受容体により核内へ輸送される．しか

し，典型的なNLSを持たないが核内に輸送されるタンパク質も少なからず存在

する．その輸送機構は未解明のままである．核輸送の適切な制御は疾患の発症に

も密接に関わっており，これら分⼦が持つ未解明の核輸送機構の構造基盤の確

⽴は，核内輸送機構の全容の解明という理学的意義のみならず創薬研究におい

ても重要である． 

 実は，上述したPRMT１の最もよく知られた機能はヒストン蛋⽩質への修飾で

ある．しかしPRMT1は明確なNLSを持たないために輸送機構が未解明であった．

PRMT１の基質と核輸送受容体の１つであるTransportin-1(Trn1)の積荷が共通

していることに着⽬し，Trn1を介した未知の核輸送機構の存在を仮説し，研究

を開始した．残念ながら，PRMT1とTrn1が直接結合するという結果が得られず，
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PRMT1の核輸送メカニズムは未解明のままである． 

 これがきっかけとなり，我々はTrn1に着⽬し，典型的なNLSを持たない積荷

蛋⽩質(PPARgとZFTA-RELA)との複合体構造解析研究を開始した． 

 

3-2 PPARg -Trn1複合体：DNA結合ドメイン認識機構 

 PPARgは核内受容体の１つで，⾼脂⾎症 ⾼⾎糖治療薬の標的分⼦である．核

内に局在するPPARgはリガンド結合依存的に活性化され標的遺伝⼦の発現を誘

導する．PPARgはN末端側からDNA結合ドメイン（DBD），Hinge領域，リガン

ド結合ドメイン(LBD)の３つの機能ドメインを持つ．これら全てのドメインを持

つほぼ全⻑体のPPARg（DHL）試料を調製し，Trn1との結合をSECで確認した．

次に，SEC-MALS/SAXS解析を⾏い，PPARg (DHL)とTrn1が1:1で結合すること

を確認した．このほぼ全⻑体のPPARg (DHL)とTrn1の複合体構造をCryo-EM単

粒⼦解析法を⽤いて3.7Å分解能で決定した．⾮常に⾯⽩いことに, Trn1 は

RanGTP結合部位を介してPPARgのDNA結合ドメインを, 既知の積荷結合部位

を介してHinge領域を認識していた． 

 構造で同定された相互作⽤⾯上のアミノ酸残基のAla変異体を作成し，GSTプ

ルダウン法および培養細胞を⽤いた核局在率評価により，PPARgのDNA-Hinge

領域がNLS構造として機能するという新規の輸送機構を提唱した [6]． 

 

3-3 ZFTA-RELA・Trn1複合体：フォールド依存的制御機構 

 ZFTA-RELAは脳上⾐腫発症の原因となる融合蛋⽩質である．恒常的に核内に

輸送され，上⾐腫関連遺伝⼦の発現を誘導する．ZFTA-RELA複合体では，ZFTA

上のZn finger領域に重なる形でNLS様の配列が存在することを実験的に明らか

にし，NLSとして機能するペプチド複合体構造を階層的クラスタリング解析

(HCA)による構造多型解析を⽤いたX線結晶構造解析法により3.8Å分解能で決

定した [7]．ZFTAはTrn1の積荷結合部位を介して結合していた．こちらは

PPARgとは異なり，DNA結合を担うZinc finger構造が変性して亜鉛が配位でき

ない状態でTrn1と結合していた．亜鉛の添加によりZinc finger構造形成を誘導
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することでTrn1との結合が減弱したことから，Trn1は亜鉛⾮結合型のZFTAを好

んで結合すると結論づけた．NLSを含むZinc fingerの蛋⽩質フォールドの形成状

態がNLSとしての機能を調節する例は過去に無い． 

 

3-4 創薬応⽤への展開 

 相互作⽤⾯上のアミノ酸残基のAla変異体を作成し核局在率を評価したとこ

ろ，Trn1との結合が顕著に減弱した．これら変異は上⾐細胞でのZFTA-RELAの

核輸送をも顕著に抑制した．モデルマウスを⽤いた実験においても上⾐腫発症

を完全に抑制し，致死率０％であった．⼀連の構造研究結果は，ZFTAのNLSが

有望な創薬標的部位であることを⽰している． 

 以上のように，我々は，Trn1はPPARgや ZFTAを既報とは全く異なる独⾃の

結合様式あるいは制御機構で積荷蛋⽩質を認識することを明らかにしてきた．

本発表では，ZFTA-RELAの研究を中⼼にTrn-1による多様な分⼦認識機構の⼀

端を紹介する． 
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