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研究のまとめ

HCVの持続感染の遮断が肝がん発症のリスクを低下させると期待される。

HCVは宿主とは異なるRNA複製過程があり、剛A依存RNA合成酵素(RdRP)

であるNSSBはHCV複製遮断の有力な標的である｡HCV複製の阻止を目標に、

HCVNSSBの構造と機能の検討を行った。我々は、1)集約型と点置換アラニン

変異を系統的に導入し、NSSBのRNA依存RNA合成(RdRP)活性に必須である

5アミノ酸残基を新たに特定した。即RP活性には鋳型結合能は要求せず、鋳

型/primer結合能を要求した。YZ76が鋳型/primerに必須なアミノ酸残基とし
て特定された(Qinetal.,Hepatol.,2001)｡2)NSSBがhomomencにオリゴマー化
することを見い出し、アラニンスキャン法によりオリゴマーに必須な2残基を

特定した。この2残基は活性中心より離れ則RP活性に必須な2残基と一致し

た。この2残基、E18とHSO2、の各種置換変異による解析から、オリゴマー化

もRdRP活性もアミノ酸残基特異性が高いが、この2残基の交換が可能である

結果を得た(Qin&Luo,etal.,J.Biol.Chem.,2002)｡3)Invivo及びinvitroでNSSB
とNSSAの特異的結合を見い出し、集約型アラニン置換変異NSSBのライブラ

リーを用いてスキャンし、4配列がNSSA結合に必要な領域と限定し、NSSA

の2つの独立した領域がNSSB結合に必要であることを同定した(J.Biol.Chem.,

2002．法により各々の結合必要領域を限定した。NSSAがNSSBのRdRP活性

を修飾することを見い出した(Shirotaetal.,J.Biol.Chem.,2f77:11149-11155)｡NSSB

のC端21アミノ酸が欠損したNSSBtは、培養細胞系でGW融合型として発

現させると、核内に局在し、全長型NSSBは核周辺の膜成分に局在する。我々

は、ヌクレオリンと全長型NSSBの膜構造での共局在を見い出し、培養細胞系

で内在性ヌクレオリンとNSSB或いはNSSBtとの特異的な結合を見い出した。

相互作用の領域は、ヌクレオリンのC端側の領域に限定され、NSSBでは、集
約型アラニン置換変異ライブラリーを用いた解析から、2つの領域に限定され



た。ヌクレオリン結合欠損のNSSBの変異で、全長NSSBとヌクレオリンの共

局在は観察されなかった。部分精製したGST融合型ヌクレオリンを部分精製し

て、NSSBtのRdRP活性への効果を検討した結果、NSSB結合性を示すヌクレ

オリン断片は、量依存的にRdRP活性を阻害した(Hiranoetal.,J.Biol.Chem.,in

press,2003)。これらの結果は､HCV複製の阻害剤開発の新たなデザインとして、
NSSBのオリゴマー化、NSSAとの相互作用、及びヌクレオリン結合領域が標

的となる可能性を示唆した。NSSBのオリゴマー化とNSSA結合領域に関して

は、従来の基質アナログとは異なり、HCV複製酵素に特異的な阻害剤の開発が

可能であると考えられる。今後、invitl℃のRdRP活性への効果とHCVレプリ

コン系を用いたHCV複製複製の効果の比較が必要である。
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