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研究成果の概要（和文）：我々は、従来薬とは異なる作用点を持った抗ウイルス薬候補としてシクロスポリン
(CsA)とその誘導体を同定した。siRNAを用いた実験により、既知のCsA標的分子はウイルス増殖過程に関与して
いないことが明らかとなったため、CsA固定化ビーズを用いたプルダウン法によってCsA結合タンパク質を精製・
解析した。その結果、複数のCsA結合タンパク質を同定した。同定した遺伝子をノックアウトした細胞を用いた
解析により、ウイルス増殖に関連する宿主因子の候補を絞り込むことができた。

研究成果の概要（英文）：We identified cyclosporin A (CsA) and its derivatives as the candidates of 
the anti-influenza virus drugs with novel molecular targets. The infection experiments using siRNAs 
revealed that the known molecular targets of CsA were not involved in the viral replication process.
 Therefore, we purified and analyzed CsA-binding proteins by the chemical pull-down method using 
CsA-immobilized beads. As a result, some CsA-binding proteins were identified by MS analysis. 
Analysis using cells in which the identified genes were knocked out allowed us to narrow down 
candidate host factors associated with viral propagation.

研究分野： ウイルス学

キーワード： インフルエンザウイルス　シクロスポリン

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究によって、新たな機序による抗インフルエンザウイルス薬の出発点としてCsAが同定された。また、ウイ
ルスの増殖に関与する新たな細胞側の因子の候補を同定することができた。本研究の成果は、薬剤耐性ウイルス
に対応可能な新しい抗インフルエンザウイルス薬の開発につながる可能性があり、大きな社会的意義がある。ま
た、新たな宿主因子の発見からウイルスタンパク質や細胞側タンパク質の新たな機能が明らかになることが期待
され、学術的にも大きな意義があると思われる。

※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 
 
 我々が警戒しなければならない感染症の１つとして、インフルエンザがある。季節性インフル
エンザは毎年世界的な流行を起こしている。さらに、高病原性鳥インフルエンザ A(H5N1)ウイ
ルスや鳥インフルエンザ A(H7N9)ウイルス等のヒトへの感染が報告されており、これらから新
型インフルエンザウイルスが出現することが危惧されている。インフルエンザウイルスは変異
しやすく、薬剤耐性ウイルスが容易に出現するという問題があるため、新たな機序によるウイル
ス増殖阻害剤の開発が求められている。 
 
 
２．研究の目的 
 
 上記のような状況の中で我々は、従来薬とは異なる作用点を持った抗ウイルス薬候補の同定
を目的として、化合物セットのスクリーニングを行ったところ、シクロスポリン（CsA）がヒッ
トした。 
 RNAi による予備実験を行なったところ、既知の CsA 結合タンパク質はいずれも、ウイルス
増殖抑制には関与していないことが明らかとなった。この結果から、未知の CsA 結合タンパク
質がウイルス増殖抑制機構に関与している可能性が考えられた。 
 そこで本研究では、CsA によるインフルエンザウイルス増殖抑制機構の解明するため、「未知
の CsA 結合タンパク質がウイルス増殖抑制機構に関与している」との仮説の検証を目的として
研究を行なった。 
 また同時に、標的が宿主因子であるため薬剤耐性が生じにくく、従来薬剤への耐性ウイルスに
も対応可能な、新たな抗ウイルス薬の開発を目指して研究を実施した。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) CsA の分子標的として、カルシニューリン、シクロフィリン A、シクロフィリン B、P グ
リコプロテインが報告されている。そこで、カルシニューリンの阻害がウイルス増殖阻害に関連
するかを確認するため、CsA とは別のカルシニューリン阻害剤である FK506 の抗インフルエン
ザウイルス活性について、細胞感染実験系（A549細胞とA/PuertoRico/8/1934 (PR8) ウイルス）
により調べた。ウイルスを薬剤存在下(10 µM)で感染させ、24 時間後に培養上清を回収し、そこ
から RNA を抽出した。続いて、定量 RT-PCR 法によってウイルス RNA 量を測定した。 
 また、シクロフィリン A、シクロフィリン B 、P グリコプロテインのウイルス増殖過程への
関与を再度確認するため、siRNA によりこれらをノックダウンした細胞にインフルエンザウイ
ルスを感染させ、コントロール細胞と増殖効率を比較した。 
 
(2) CsA にビーズ結合のための官能基を導入した誘導体を新たに合成し、適切な CsA 誘導体を
選択してビーズの表面に結合させ、「CsA 固定化ビーズ」を作製した。続いて CsA 固定化ビーズ
と細胞タンパク質抽出液を混合し、CsA 固定化ビーズに結合する細胞タンパク質（CsA 結合タ
ンパク質）を精製した。CsA 結合タンパク質液を SDS-PAGE により分離し、染色後に得られた
バンドを質量分析装置で解析した。 
 質量分析実験の結果が正しいことを確認するため、同定されたタンパク質に対する抗体を用
いて、コントロールビーズ抽出液と CsA 固定化ビーズ抽出液に対してウエスタンブロット解析
を行った。また、再現性を確認するために繰り返し実験を行なった。 
 
(3) ゲノム編集法により、同定されたタンパク質を発現しないノックアウト細胞を作製した。
ノックアウト細胞とコントロール細胞にインフルエンザウイルスを感染させ、ウイルス増殖量
を比較した。また、ノックアウト細胞に遺伝子を再導入して発現を戻し、ノックアウト細胞とウ
イルス増殖量を比較した。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) CsA とは別のカルシニューリン阻害剤である FK506 を用いて、カルシニューリン・NF-AT
経路の阻害が PR8 ウイルスの増殖阻害に関連するかを検証した。その結果、FK506 は、PR8 ウ
イルスの増殖を抑制しなかった (Fig. 1)。このことから、CsA によるインフルエンザウイルスの
増殖抑制活性は、CsA の持つカルシニューリン阻害活性とは無関係であることが考えられた。 
 また、シクロフィリン A、シクロフィリン B、P グリコプロテインに対する siRNA を用いて



これらのノックダウン細胞を作成し、PR8 ウイルスの増殖を解析したところ、コントロール細
胞に対してウイルス増殖効率の低下は認められなかった (Fig. 2)。このことから、シクロフィリ
ン A、シクロフィリン B、P グリコプロテインは、PR8 ウイルスの増殖過程において、必須の役
割を果たしているわけではないことが明らかとなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) 質量分析実験の結果により推定された CsA 結合タンパク質について、同定されたタンパク
質に対する抗体を用いてウエスタンブロット解析を行なった。いくつかのタンパク質について、
CsA 固定化ビーズ抽出液においてのみバンドが検出された (Fig. 3)。これらについては、新たな
CsA 結合タンパク質であると考えられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) ウエスタンブロットで確認された CsA 結合タンパク質について、CRISPR-Cas9 を用いた
ゲノム編集法によりノックアウト細胞を作成した。遺伝子ノックアウトがウイルスの増殖効率
に与える影響について検討を行ったところ、ウイルス増殖がコントロール細胞より低下する遺
伝子を見出すことができた (Fig. 4)。一方、遺伝子ノックアウトによってウイルス増殖がコント
ロール細胞より高まるものも存在した。ノックアウトした遺伝子を導入し直し、発現レベルを戻
す実験を行ったところ、ウイルス増殖効率が遺伝子の再発現により元に戻る傾向を示したもの
とそうでないものが存在した。現段階では、これらの宿主因子が CsA の真の標的であるかの結
論はまだ出ていないため、再現性を確認するとともに、検討する遺伝子の範囲を広げる予定であ
る。 

Fig. 1  CsA と FK506 のインフルエ
ンザウイルス増殖抑制効果の比較 

Fig. 2  シクロフィリン A(CypA)、シク
ロフィリン B(CypB)、P グリコプロテ
イン(Pgp)のノックダウンがインフル
エンザウイルスの増殖に与える影響 

Fig. 3  CsA 固定化ビーズ抽出物とコントロールビーズ抽出物のウエスタン
ブロット解析 
それぞれタンパク質 A、タンパク質 B、タンパク質 C に対する抗体を用いて
実験を行なった。①コントロールビーズと②CsA 固定化ビーズにおいて、い
ずれも②のみでバンドが見られた。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 4  CsA 結合タンパク質の遺伝子（X 遺伝子）をノックアウトした細胞、
およびノックアウト後に遺伝子再導入を行なった細胞における、インフルエ
ンザウイルスの増殖 
 
ゲノム改変をおこなっていない A549 細胞でのウイルス量を基準として、構
築した細胞における相対ウイルス量を qRT-PCR により求めた。 
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