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研究成果の概要（和文）：フラボノイドのヒトコロナウイルス229E株（HCoV-229E）に対する増殖抑制効果を検
討したところ、フラボン類、フラバノン類に比べ、イソフラボン類に高い抗コロナウイルス活性を有する物があ
ることを明らかにした。なかでも7位のOH基を有するダイゼインやゲニステイン、フォルモノネチンが特に効果
が高く、これらのHCoV-229Eに対する50%プラーク抑制濃度はファビピラビルのそれと同等かそれ以下であった。

研究成果の概要（英文）：We founded that isoflavones have higher anti-coronavirus activity than 
flavones and flavanones, when we examined the growth inhibitory effect of flavonoids on the human 
coronavirus strain 229E (HCoV-229E).  Among them, daidzein, genistein, and formononetin, which have 
an OH group at the 7-position, were particularly effective, and their 50% plaque inhibition 
concentrations against HCoV-229E were equal to or lower than that of favipiravir.

研究分野： ウイルス学

キーワード： コロナウイルス　フラボノイド　抗ウイルス

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ファビピラビルはウイルスのRNA依存性RNAポリメラーゼを阻害するため、多くのRNAウイルスの増殖を阻害す
る。今回、新型コロナウイルスの突然の流行によりファビピラビルの治験等も行われたが承認には至らず、抗ウ
イルス薬の承認にも時間がかかり社会的にも大変な混乱が生じた。
一方で、フラボノイドのトリシンがDNAウイルスにもRNAウイルスにも抗ウイルス活性を持つことと、それが宿主
のCDK9を標的としていることを明らかにしてきた。高病原性ウイルス感染症に対する広域スペクトルを有する物
質の発見が熱望されていたため、天然物由来のフラボノイドに着目し抗コロナウイルス活性を有する物質を探索
することとした。

※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 
ファビピラビルは、抗インフルエンザウイルス薬として承認されたが、RNA ウイルス に広
く効果を示す。そこでファビピラビルとその誘導体で、他の RNA ウイルスにどの誘導体が
最も効果が高いか を検討した。 実験にはポリオウイルスを使用し、薬剤はファビピラビル
の 6 位のフッ素を水素、塩素、臭素に置換した誘導体 を用いた。 インフルエンザウイルス
では、ファビピラビルの 6 位のフッ素を水素置換した誘導体の方が効果が高いという報告
があるが、ポリオウイルスでは、ファビピラビルが最も高い抗ウイルス効果を示し、塩素置
換、臭素置換体は効果が低かった。ファビピラビルやその誘導体の抗ウイルス効果はウイル
スの種類によって異なると考えられる。 
2019 年に新型コロナウイルス (SARS-CoV-2)による感染症(COVID-19)が発生し、世界的な
パンデミックになった。当時は SARS-CoV-2 に有効な抗ウイルス剤が開発されていなかっ
たため、広く RNA ウイルスに効果が期待できるファビピラビルや、天然物由来のフラボノ
イド等でヒトコロナウイルスに対する抗ウイルス効果を調べる必要があった。 
 
２．研究の目的 
ヒトに感染するコロナウイルス(HCoV)として、通常の風邪症候群の原因となる 229E 株、
OC43 株、NL63 株、HKU1 株の合計 4 株と、高病原性で知られている SARS-CoV、SMERS-
CoV の計 6 種類だったところに、新型コロナウイルス SARS-CoV-2 が新たに加わった。 
今回、 大豆やクズに含まれる天然物由来のフラボノイドや、化学合成したフラボノイドの
抗ウイルス効果を明らかにすることと新型コロナウイルス（SARS-CoV-2）が持つプロテア
ーゼを阻害する効果のあるフラボノイドを見つけ出すことを目的としている。 
 
３．研究の方法 
【材料】ウイルは HCoV-229E 株（ATCC VR740）、細胞は高分化型ヒト肝癌由来（Huh-7）細胞
株、培地はダルベッコ改変イーグル培地（DMEM）、ウシ胎児血清（FBS）、メチルセルロース
（MC）を用いた。本研究では、細胞培養用の 10％量の FBS を添加した DMEM 培地を用いた。
また、プラーク減少法では MC を添加した DMEM 培地を用いた。 
【試薬】 
天然物に含まれるフラボノイドにおいて薬理作用が挙げられたものを数種類選び、東京化
成工業株式会社（東京都）から購入した。また、SARS-CoV がもつ 3CL プロテアーゼをフラ
ボノイドが阻害するという論文から比較のためにプロテアーゼ阻害薬のカルパインインヒ
ビターⅡを用いた。 
 

Table 1 使用したフラボノイドの一覧 
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上記の使用したフラボノイドを DMSO に溶かし、96 well プレートを使用したスクリー
ニングでは DMEM に溶かし濃度を 100 µM とし抗ウイルス効果かどうかを検討した後、
効果が認められたものに関しては MC を添加した DMEM に濃度を変化させたフラボノイ
ドを加え、プラーク減少法において抗ウイルス効果の判定を行った。 
 
【実験方法】スクリーニングでは、96 well plate に Huh-7 細胞を撒き、10％ FBS 含有 DMEM
培地を加え、37℃、5％ CO2 の条件下でコンフルエントになるまで培養したものを用いた。 
また、プラーク減少法では 6 well plate に Huh-7 細胞を撒き、10％ FBS 含有 DMEM 培地を
加え、37 ℃、5％ CO2 の条件下でコンフルエントになるまで培養したものを用いた。 
細胞変性効果による抗コロナウイルス効果のスクリーニング 
96 well plateに Huh-7 細胞を撒き、単層培養できていることを確認後、ウイルスを 10倍
ずつ希釈して細胞に感染させた。その後、フラボノイド（100μM）を混ぜた培地を加えた。
7 日間培養し、細胞変性効果（CPE）が充分に確認出来たら、ホルマリンで 1 日間固定し、
メチレンブルーで染色した後乾燥させた。CPE を起こしている well を数えた。 
プラーク減少法による 50%阻害濃度の算出 
6well plate に Huh-7 細胞を撒き、単層培養できていることを確認し、ウイルスを 1000倍
希釈し細胞に感染させ、低濃度から高濃度までフラボノイドの濃度を変化させたメチルセ
ルロースを加えた。5 日後、細胞をホルマリンで 1 日間固定し、メチレンブルーで染色、乾
燥させた後、プラーク数の計測を行った。このプラーク法により得られた値からそれぞれの
フラボノイドに対する IC50を計測した。 
 
４．研究成果 
細胞変性効果による抗ヒトコロナウイルス効果のスクリーニング 
フラボノイドにおけるウイルス効果のスクリーニングの結果を示す。6回ずつ結果を求めて
CPE を数値で表したものである。抗ウイルス効果が強いものは＋＋、弱い抗ウイルス効果が
あるものは＋、抗ウイルス効果が見られなかったものは－、細胞毒性が見られたものは＊と
した。 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Table 2 フラボノイドの抗ウイルス効果のスクリーニングの結果 

フラボノイド名 抗ウイルス効果 

Flavone ＋ 

3-Hydroxyflavone － 

7-Hydroxyflavone ＋ 

4’-Hydroxyflavone ＋ 

5-Methoxyflavone ＋ 

6-Methylflavone ＋ 

Flavanone ＋ 

6-Hydroxyflavanone ＋ 

3’-Hydroxyflavanone ＋ 

4',5,7-Trihydroxyisoflavanone (Naringenin) ＋ 

4’,7-Dimethoxyisoflavone ＋＋ 

4’,7-Dihydroxyisoflavone (Daidzein) ＋＋ 

4’,5,7-Trihydroxyisoflavone (Genistein) ＋＋ 

Tricin ＋ 

Cyanidin － 

7-Hydroxyisoflavone ＋＋ 

7-Hydroxy-4’-methoxyisoflavone (Formononetin) ＋ 

BiochaninA  －* 

7-Methoxy-5-metylisoflavone ＋ 

4’,6,7-Trihydroxyisoflavone  －* 

4’,6,7-Trimetylisoflavone － 

Ipriflavone ＋ 

3-Phenylumbelliferone  －* 

Tectorigenin  －* 

Quercetin  －* 
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抗ヒトコロナウイルス効果が見られたフラボノイドについてプラーク減少法により IC50 を
求めた。プラーク減少法を行った 11個のフラボノイドのうち、IC50の値が低い順に 3個の
フラボノイドについての IC50を求めた。Table3 ではその他の 8個のフラボノイドの IC50を
求めた。 
 
Table 3 プラーク減少法を行ったフラボノイドの IC50値 

骨格 フラボノイド名 IC50 (µM) 

フラボン骨格 

Flavone 17.0 ± 1.34 
5-Methoxyflavone 13.2 ± 2.16 
7-Hydroxyflavone 17.4 ± 10.15 

フラバノン骨格 
Flavanone 37.3 ± 6.03 
4’,5,7-Trihydroxyflavanone (Naringenin) 34.5 ± 0.58 

イソフラボン骨格 

4’,7-Dimethoxyisoflavone 2.6 ± 0.2 
7-Hydroxy-4’-methoxyisoflavone (Formononetin)  6.6 ± 0.55 
4’,5,7-Trihydroxyisoflavone (Genistein) 10.7 ± 5.91 
7-Hydroxyisoflavone 17.3 ± 8.08 
4’,7-Dihydroxyisoflavone 13.6 ± 5.72 
7-Methoxy-5-metylisoflavone 17.9 ± 1.62 

 

Table3より、フラボノイドのそれぞれの骨格においてフラボン骨格は IC50 が 10 µM台に対

しフラバノン骨格は 30 µM台であった。また、イソフラボン骨格は 2 µM～10 µM台であっ

た。上記の結果より、4’,7-Dimethoxyisoflavoneが 2.6 ± 0.2 µM と今回最も抗ヒトコロ

ナウイルス効果が見られた。 
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