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研究成果の概要（和文）：ダイゼインによるインフルエンザウイルス増殖抑制機構は、ダイゼイン添加により、
細胞内の過酸化脂質(5-HETE) の増加によるもので、5-HETE産生に関与する酵素の5-LOXの活性によるものと認め
られた。5-LOXの酵素反応産物である5-HpETEの添加により濃度依存的にインフルエンザウイルスの増殖を抑制し
た。ダイゼインは5-LOXの活性化を伴う過酸化脂質を介したシグナル伝達系を用いて、ウイルス増殖抑制を行な
っていることが明らかとなったが、細部は未だ不明ではある。また、ダイゼインはウイルスのmRNAの合成を阻害
することも明らかにしたが、ウイルスRNA合成酵素の直接の阻害はではなかった。

研究成果の概要（英文）：The mechanism by which daidzein suppresses influenza virus growth was found 
to be due to an increase in intracellular lipid peroxide (5-HETE) due to the addition of daidzein, 
and to the activity of 5-LOX, an enzyme involved in 5-HETE production. The addition of 5-HpETE, an 
enzyme reaction product of 5-LOX, suppressed the growth of influenza virus in a 
concentration-dependent manner. It has been clarified that daidzein suppresses viral growth by using
 a signal transduction system mediated by lipid peroxide accompanied by activation of 5-LOX, but the
 details are still unknown. It was also revealed that daidzein inhibits viral mRNA synthesis, but 
not directly inhibits viral RNA synthase.

研究分野： 食品機能学、栄養化学、ウイルス学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ダイゼインにより得られた抗ウイルス効果はこれまでの治療薬の代替え治療薬の可能性や新しい治療薬の開発を
示唆するものとなり得るという社会的意義を有している。その作用機構がインフルエンザウイルスに直接作用す
るのではなく、宿主細胞に作用し、ウイルス増殖を抑制することから、細胞自体のウイルス制御機構の存在やそ
の制御を植物の２次代謝物が動物細胞のシグナル伝達系を介して誘導するという発見は学術的意義を有してい
る。また、この様な制御はコロナウイルスのような類似した増殖過程を有するウイルスには有効である可能性が
あるという社会的意義も有している。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 インフルエンザは毎年世界的な流行を引き起こし、高い罹患率や死亡の原因となることから、
公衆衛生において重要な問題となっている。ヒトへと感染する A 型および B 型インフルエンザ
ウイルスに対する対策が重要である。現在、インフルエンザの予防にはワクチン、治療には抗ウ
イルス薬が用いられている。しかし、インフルエンザワクチンはその効力が限定的であり、毎年
一定の流行がある。また、ロタワクチンも効果を示す血清型は限定的であり、ワクチン株以外の
血清型の感染やワクチン株との組換え体の感染による疾病が報告されている 1,2)。一方、既存の
抗ウイルス剤に対して耐性株も出現し 3)、新たな抗ウイルス効果を示す物質検索が食品からも行
われ初めている 4-7)。我々も、いくつかの食品から抗ウイルス効果を見いだしている。 
 
２．研究の目的 
低い予防効果や、薬剤耐性株の出現が問題となっているので、我々は、薬剤とは異なった作用

機序を示す食品中の機能性成分に着目し、大豆に含まれるダイゼインが有効成分の有力候補で
あること見出した。ダイゼインは抗酸化物質として、また、フィトエストロゲンとして機能する
ことが知られている。 
本研究では、図 1 に示すよう

なウイルス複製に対するそれら
の抗ウイルス機構を抗酸化能、
ストレスシグナルの阻害剤、遺
伝子の発現調節物質として、in 
vitro と in vivo の両面から明
らかにすることを主目的とした。
今回さらに、大豆の種子から更
なる抗ウイルス物質を同定する
ことと同様のフィトエストロゲ
ンを含有するカラハリスイカ果
汁からも新規抗ウイルス物質を
同定し、その作用機作を調べ、ダ
イゼインとのシグナル伝達の相
違点を明らかにすることをサブ
の目的とした。 

 図 1.インフルエンザウイルス増殖抑制効果を有する食品成分の
探索と増殖機構 

  
３．研究の方法 
①細胞はイヌの腎細胞(MDCK)を用い、インフルエンザA H1N1ウイルスはPuerto Rico/8/34 (PR/8/34), 
New Caledonia/20/99, Beijing/262/95, Suita/6/2007, Suita/1/2009, Suita/114/2011, そしてタミフル耐性株の
Osaka/2024/2009 と Osaka/71/2011。A H3N2 ウイルスは Aichi/2/68 と Sydney/5/97、インフルエンザB ウ
イルスは Nagasaki/1/87 と Shanghai/261/2002を用いた。 
②熱水抽出法は永井らの方法に従って行った 7）。 
③食品抽出物の精製と同定は永井らの方法に従って行った 8）。同定物質の定量は Kammerer らの
方法に従って行った 9）。 
④ウイルスの増殖阻害実験とウイルス活性測定のためのフォーカス法は森本らの方法に従って
行った 10）。 
⑤ウイルスの細胞への結合活性は永井らの方法 7）、細胞融合活性は森本らの方法 10）、time-of 
addition 分析も森本らの方法 10）に従った。 
⑥マウス感染実験は森本らの方法に従って行った 10）。 
⑦過酸化脂質解析、MDCK 細胞中の 5-LOX のノックダウン、5-LOX タンパク質のウエスタンブロッ
ト解析、MDCK 細胞抽出液中の 5-LOX 活性評価は堀尾らの方法に従って行った 11）。 
⑧インフルエンザウイルスの RNA ポリメラーゼ活性測定法は堀尾らの方法に従った 12）。 
⑨メタボローム解析は花田らの方法に従った 13）。 
 
４．研究成果 
1)  大豆中の抗インフルエンザウイルス成分の同定 8) 
 私たちの以前の研究 7)で示したハト麦茶の成分のハトムギの種子、裸のオオムギの種子、大豆、
およびカシアの種からの抽出物が抗インフルエンザウイルス活性を評価し、その活性を分析し
た。各材料はローストされ、熱湯で抽出されました。抽出物は抗ウイルス活性についてテストさ
れ、その作用機序を研究した。すべてのお茶の成分は、H1N1 および H3N2 インフルエンザ亜型
およびインフルエンザ B に対して抗ウイルス活性を示した。各材料によって阻害されるウイル

 



スの段階は、ウイルスの吸着と複製でしたが、強さに違いがあった。成分の作用機序がオセルタ
ミビル酸の作用機序と異なる可能性があることを示唆する Time-of addition 分析の結果が得ら
れた。お茶の成分である大豆が最も強い活性を示した。そこで、大豆抽出物の有効成分を液体ク
ロマトグラフィーで分析した。4倍飛行時間型質量分析 (LC/qTOF-MS) により、ダイゼインとグ
リシテインが有効成分として検出されました。ここでは、グリシテインの抗インフルエンザウイ
ルス作用が最初の報告である。 
 
2)  ダイゼインの 5-LOX 産物誘導によるインフルエンザウイルス複製の抑制 11) 
 この研究は、大豆イソフラボン ダイゼインによる Madin-Darby 犬腎細胞の処理後のインフ
ルエンザウイルス複製の調節メカニズムを評価するために実施した。ダイゼインは抗酸化物質
であり、ウイルス感染により過酸化脂質レベルが増加することが報告されていたため、ダイゼイ
ン処理またはダイゼインなしで処理したモック感染細胞とウイルス感染細胞の間で、過酸化脂
質の定性的および定量的分析を比較した。私たちの考えに反して、ウイルス感染細胞では過酸化
脂質は上昇せず、ダイゼイン処理細胞では過酸化脂質の減少は観察されなかった。ダイゼイン処
理細胞では、アラキドン酸由来の 5-リポキシゲナーゼ生成物である 5-ヒドロキシエイコサテ
トラエン酸が、他の過酸化脂質と比較して有意に上昇した（図２）。 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
図 2. 感染およびダイゼインによる酸化物の挙動   図 3. 5-HpETE のウイルス阻害活性試験 
 
Zileuton (5-リポキシゲナーゼ阻害剤) と 5-リポキシゲナーゼのノックダウンは、ダイゼイン
による抗ウイルス効果が減少した。さらに、ウイルスの複製は、5-ヒドロキシエイコサテトラエ
ン酸の前駆体である 5-ヒドロペルオキシエイコサテトラエン酸、すなわち 5-リポキシゲナーゼ
一次生成物で処理することによって調節された（図３）。これらの結果は、ダイゼインが 5-リポ
キシゲナーゼ生成物を介したシグナル伝達を介してウイルス複製を調節することが示唆された。 
 
3)  ダイゼインによる RNA ポリメラーゼの阻害効果 12) 
 インフルエンザ RNA 依存性 RNA ポリメラーゼ(RdRp)阻害剤の開発は、必須;したがって、イ
ンフルエンザ RdRp の活動を評価する方法は、発展した。現在の方法では、超遠心分離機を使用
してウイルス粒子を分離し、32P-GTP などの放射性同位体標識ヌクレオシドを使用した RdRp 活性
を定量化した。この方法は特別な設備と放射性同位元素の管理が必要なため、すべての機関で実
施されます。超遠心および放射性同位元素を使用しない RdRp の活性測定方法を開発した。 
まず、培養上清から抽出磁気ビーズを使用し、

精製したウイルス粒子から RdRp を抽出した。
鎖特異的リアルタイム逆転写ポリメラーゼ連鎖
反応（RT-PCR）法は逆転写に基づいて開発され、
タグ付きプライマーを使用した。タグ配列をフ
ォワードプライマーとしたリアルタイム PCR お
よびセグメント固有のリバース プライマーは、
セグメント 1、4、および 5 の mRNA 定量化の
ための特異性を確保した。RdRp による in vitro 
RNA 合成の温度、反応時間、および Mg2+濃度の
最適条件を選択するために条件が決定された。
RdRp による、セグメント 1、4、および 5 の合
成された mRNA の量は 10 コピー/反応の検出感
度で決定された。また、mRNA 合成は、RdRp 阻害
剤であるリバビリン三リン酸によって阻害され、
したがって、RdRp 阻害剤のスクリーニングにお
ける本評価法の有用性も示された。 
この方法により、RdRp 活性の分析が可能になります。超遠心分離および放射性同位元素は使

用できません。この新しいインフルエンザウイルスのポリメラーゼ活性測定方法により、ウイル
ス RNA 合成を阻害する化合物を特定するための研究がさらに促進される。 

 

図 4. ウイルス RNA(vRNA,cRNA,mRNA)発現量 



ダイゼインは感染細胞中のウイルスの mRNA 合成を抑制することが示された（図４）。この抑制
はダイゼインによるウイルスの RNA ポリメラーゼの直接的な阻害効果によるものかどうかを確
かめるために上述の活性測定法を用いて、阻害効果を調べた。その結果、ダイゼインは直接 RNA
ポリメラーゼを阻害するのではなく、細胞内の Mg2+濃度などの生理的な変化を与えることによ
り、RNA ポリメラーゼを間接的に阻害する可能性が示唆された。 
 
4)  カラハリスイカ抽出液によるインフルエンザウイルの侵入と増殖阻害 10) 
ワクチンや様々な抗インフルエンザ薬は、予防と治療のために臨床的に使用されている。しかし、
インフルエンザ感染におけるワクチンの抗原ミスマッチと薬剤耐性ウイルス株の出現はインフ
ルエンザ治療の新しいアプローチを必要としている。この研究は、開発の潜在的な候補として自
然食品に焦点を当てた。インフルエンザ感染症の新しい治療法の選択肢として植物のスクリー
ニングを行った結果、ウリ科のスイカの果汁は、シトロイデス(野生スイカ)に インフルエンザ
ウイルスの複製を最も強力に阻害する能力を持っていることが示された。Madin–Darby 犬の腎
臓細胞を用いた添加時間アッセイの結果、野生のスイカ ジュース (WWMJ) は、ウイルスの吸着
と後期段階を阻害した。WWMJ には抗インフルエンザウイルス効果を示す複数の構成要素が含ま
れていることを示唆された。抗インフルエンザ効果のうち、ウイルス吸着分析は、WWMJ が 37℃
では細胞内のウイルス RNA 量を抑制したが、4℃では阻害しなかった。これらの結果は、ウイル
ス付着の阻害以外のメカニズム、すなわち宿主細胞へのウイルス侵入、が抗インフルエンザ作用
に関与していることが示唆された。WWMJ は、おそらくウイルスの内在化の減少に関与している。
マウスに適応した A/PR/8/34 インフルエンザに感染させた BALB/c マウスの鼻粘膜への WWMJ の
投与はマウスの生存期間を大幅に改善することが確認された。したがって、この研究結果は、
WWMJ の抗インフルエンザの可能性を示した。WWMJ の in vitro および in vivo で抗インフル
エンザ効果を見出した。それによって機能性食品や薬としての抗インフルエンザ薬開発候補と
して WWMJ が示唆された。 

 

5)  8-プレニルナリンゲニンによるインフルエンザウイルス複製の抑制 13) 
 私たちは上述のように、Citrullus lanatus var. citroides (野生のスイカ、WWM)の抗インフ
ルエンザ活性を示した。しかし、有効成分は不明だった。ここに、WWM に関連する成分を評価す
るためにメタボローム分析を実施した。抗ウイルス活性を備えている多くの低分子化合物を同
定した。WWM ジュースの全成分の 3%がフラボノイドに相当し、プレニル化フラボノイドはフラボ
ノイドの 13% を占めた。プレニル化フラボノイドのうち、8-プレニルナリンゲニン(8-PN)が、
最も高い抗ウイルス活性を示した（図 6）。次に、8-PN と液体クロマトグラフィー質量分析法を
使用して、WWM の有効成分としての 8-PN の抗ウイルス活性が観察された。オセルタミビル耐性
の H1N1 ウイルスを含む H1N1 インフルエンザのサブタイプに対して、インフルエンザ B ウイ
ルスに対しても、8-PN はウイルスを抑制することがわかった。抗ウイルス効果を示す時期は吸
着と後期ウイルス複製であった（図 7）。8-PN の作用機序は、アマンタジンおよびオセルタミビ
ル酸の値とは異なっていた。これは 8-PN の抗インフルエンザウイルス活性に関する最初の報告
であり、同じフィトエストロゲンであるダイゼインとも異なった機能を示した。私たちの結果は

図 5. 



効果的な予防および治療の開発における WWM の可能性を強調するインフルエンザウイルスへの
アプローチである。 

 

図 6. 8-PN による A/PR/8/34 ウイルスの複製阻害     図 7. ウイルス複製への 8-PN の影響 

(a)8-PN の構造、(b)ウイルス複製阻害に対する 8-PN (a) Time-of-addition 解析スケジュール 

濃度依存性、(c)8-PN の細胞毒性 (b)経時的なウイルス力価、黒色カラム： 

コントロール； 白色カラム：8-PN 処理 

(C)ウイルスの細胞への結合活性への

8-PN の影響、灰色カラム：4°C; 白色カ

ラム：37°C 
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