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研究成果の概要（和文）：薬理活性既知の低分子化合物ライブラリーから、フォーカス法を用いて新規抗デング
ウイルス活性物質の選抜を行った。次に、Time-of-drug-additionアッセイおよび一過性レポーターレプリコン
の系を用いた解析から、候補化合物の作用点がウイルス生活環のなかで翻訳とゲノム増幅の間の過程であること
が示された。また、化合物とデングウイルスを共培養し続け化合物耐性ウイルスの作出および解析をおこなった
結果、候補化合物の作用点はウイルスの非構造タンパク質であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Dengue virus (DENV) infectious disease is a major public health problem 
worldwide; however, specific antiviral drugs against this infection are not available. To identify 
novel anti-DENV compounds, we screened pharmacologically active compounds using focus reduction 
assay. We identified some compounds that have potent anti-DENV activity and low cytotoxicity. 
Time-of-drug-addition and time-of-drug-elimination assays revealed that compound inhibits 
translation and/or replication steps in the DENV life cycle. A subgenomic replicon system was used 
to verify that compound restricts RNA replication step. Furthermore, analysis of compound-resistant 
clone suggested that compound targets viral nonstructural protein.
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１．研究開始当初の背景 

デングウイルスは蚊によって媒介されデ

ング熱やデング出血熱を引き起こす。デング

ウイルス感染症は熱帯・亜熱帯地域だけで問

題視されていたが、平成 26 年の 8 月、デン

グ熱の国内感染事例が報告されたことから

対岸の火事ではなくなっている。これまで流

行地域の研究者を中心にウイルス複製機構

の解析が行われているが、デングウイルス感

染症は「顧みられない熱帯病」のひとつとの

認識があるように世界的に十分な対策がさ

れておらず、特に基礎研究において進展が遅

く不明点が多いのが現状である。また、国内

外の製薬企業が抗デングウイルス薬の開発

研究を行っているが、未だ実用化にはいたっ

ておらず、新規開発が緊急の課題となってい

る。さらに、感染流行地域が年々北上してい

ることから、今後も日本国内における流行が

懸念されており、国内でも積極的に研究を行

う必要性が考えられている。 

 

 

２．研究の目的 

デングウイルス感染症に対する治療薬開

発が遅れている要因のひとつに、基礎的研究

があまり進んでおらずウイルス複製機構や

病態発症機構に不明点が多いことがあげら

れる。本研究ではケミカルバイオロジー的手

法を用いてデングウイルス複製に関与する

宿主因子を同定し、ウイルス複製制御機構を

明らかにする。 

 

 

３．研究の方法 

1 次スクリーニングとしてフォーカス法を

用いた。感染性デングウイルスを各化合物

（薬理活性既知の市販化合物ライブラリー）

とともに共培養し、3 日後の細胞を抗エンベ

ロープ抗体で免疫染色し、フォーカス数の減

少から抗デングウイルス活性の有無を判定

した。また、2 次スクリーニングとして、細

胞毒性試験（MTT アッセイ）を行った。さら

に、化合物の抗ウイルス活性（半数効果濃

度・EC50）、および細胞毒性（半数細胞毒性・

CC50）を測定し、それらの比が高いもの、つ

まり抗ウイルス活性の強いものを選抜した。

ウイルス生活環のどの過程に化合物が作用

しているか明らかにするために、化合物の添

加時間をずらす手法（Time of addition アッ

セイ）や一過性レポーターレプリコンの系を

用いて解析した。 

 

 

４．研究成果 

フォーカス法を用いた1次スクリーニング、

ならびに MTTアッセイによる 2次スクリーニ

ングの結果、強い抗ウイルス活性を示す化合

物の選抜に成功した。次に、候補化合物を血

清型 1から 4まで全ての感染性デングウイル

スとそれぞれ 3日間共培養し、その後培養上

清中に放出されたウイルス力価をプラーク

アッセイによって解析した。その結果、フォ

ーカスアッセイ同様顕著な抗デングウイル

ス活性が認められた。また、Time of addition

アッセイおよび一過性レポーターレプリコ

ンの系を用いた解析から、候補化合物の作用

点はウイルス生活環のなかで翻訳とゲノム

増幅の間の過程であることが示された。続い

て、薬理活性情報から得られた候補化合物の

ターゲット宿主因子の発現をsiRNAによって

抑制した細胞にデングウイルスを感染させ、

培養上清中のウイルス力価をプラークアッ

セイによって解析したところウイルス力価

に変化が認められなかったことから、抗ウイ

ルス活性は予想された宿主因子を介するも

のではないことが示唆された。また、化合物

とデングウイルスを共培養し続け化合物耐

性ウイルスの作出および解析をおこなった

結果、候補化合物の作用点はウイルスの非構

造タンパク質であることが示唆された。本研



究成果が抗デングウイルス薬開発の一助に

なることが期待される。 
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