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研究成果の概要（和文）：放線菌 Streptomyces sp. 由来のスフィドロフラン誘導体、(1R, 
2R)-1-(5’-methylfur-3’-yl)propan-1,2,3-triol (MFPT) によるインフルエンザウイルス弱毒化メカニ

ズムの解明を検討し、以下の結果を得た。 
１）MFPT 耐性ウイルは、マウスの病原性を減弱させた。 
２）耐性ウイルスは、野生株と比較して細胞におけるウイルス増殖量低下を起こした。 
３）ゲノム解析の結果、耐性ウイルスには、非構造タンパク質 NS1 に新規の変異が生じてい

た。 
４）化学的合成による MFPT の大量生産の可能性を確認できた。 

 
研究成果の概要（英文）： The mechanism of attenuation of influenza A virus after treatment with a 
sphydrofuran derivative, (1R, 2R)-1-(5’-methylfur-3’-yl)propan-1,2,3-triol (MFPT) isolated from  
Streptomyces sp., was examined. The results were as follows: 

1) MFPT-resistant viruses showed less pathogenicity in mice. 
2) MFPTr virus clones showed lower growth in vitro. 
3) Direct sequencing revealed a novel mutation in NS1 protein.  
4) We tried and succeeded chemical synthesis of the compound. 
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１．研究開始当初の背景 
    近年、長寿化が進み、その裏では、依然
として感染症が人命を脅かす重大な因子と
なっている。つまり、高齢者の増加や医療の
高度化などの社会的状況は、易感染者を加速

度的に生み出し、感染症対策の重要性を高め
ている。感染症のなかでも特にインフルエン
ザは、毎年流行を繰り返して多数の罹患者を
出す社会的に重大なウイルス感染症である．
2009 年に発生したブタ由来新型インフルエ
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ンザウイルスによるパンデミックは、その一
例である。 
  インフルエンザウイルスは、内部タンパ
ク質の抗原性の違いにより A、B，C 型に分
類される。この内で、A 型ウイルスは、大き
な抗原変異を起こし易く、過去において４回
の世界的大流行を引き起こしている。とりわ
け、ヒト社会で流行する季節性インフルエン
ザだけではなく、鳥類が保有する高病原性ト
リインフルエンザウイルスによるヒトの感
染例が増加していて、徐々にヒトからヒトへ
の感染力を有するウイルスへと遺伝子変異
の蓄積が起こっていることがきわめて憂慮
すべき問題となっている。従って、新型ウイ
ルスが出現した時に、どのような対策を打て
るかが大きな関心事となっている。 
  現在のインフルエンザ対策としては、ワ
クチンによる予防と、抗ウイルス剤による治
療とがある。後者の治療薬は、ほとんどがウ
イルス特異的酵素の阻害剤であり、リン酸オ
セルタミビル（タミフル）に見られるように、
耐性ウイルスの出現を避けて通ることはで
きず、常に耐性克服のための新薬の開発に追
われている。一方、ワクチンによる予防対策
も万全ではなく、RNA ウイルスであるため
に変異し易いインフルエンザウイルスを追
って、毎年、流行株に合わせたワクチンの製
造を必要としている。しかし、抗原性が大き
く変異した新型ウイルスが突如として出現
すれば、飛沫感染するというウイルスの特性
から考えて、その流行範囲は短時間のうちに
拡大し、従来の受精卵を使用するワクチン製
造法ではヒトへの接種が可能になるまでに
長時間を要することから、感染拡大に寄与す
る力は期待できない。 
  以前の単純ヘルペスウイルスを用いた
研究によって、放線菌 Streptomyces sp.から
単離したスフィドロフラン誘導体、 (1R, 
2R)-1-(5’-methylfur-3’-yl)propan-1,2,3-triol 
(MFPT)が、ウイルスの病原性を低減させる
という結果を得た。この点に着目して、本物
質を、インフルエンザウイルスの弱毒化に応
用できないか、特に、短時間に確実に病原性
を低下させる手法に応用することによって
新規のワクチン開発法に結び付けられない
と考えるに至った。 
 
２．研究の目的 
 予備実験において、インフルエンザウイル
スを MFPT 存在下で増殖させてえられたウ
イルスは、マウスでの病原性を低下させてい
ることが明らかになった。本研究では、① 
MFPT およびその関連化合物を化学的に合
成し、ウイルス弱毒化能力の最も高い化合物
を選択し、② その化合物の存在下で弱毒化
ウイルスを作成し、ウイルス学的特性を解明
して、ワクチン株としての可能性を探り、③ 

インフルエンザウイルスの病原性を規定す
る因子を分子生物学的に特定することを目
的とした。 
３．研究の方法 
 １）MFPT および関連化合物の合成とそれ
らの弱毒化機能の比較： MFPT の合成方法
を検討し、それをリード化合物として、種々
の化合物を調製した。これらの化合物でウイ
ルスを処理し、マウス感染実験によって病原
性を比較検討し、最も有効な物質を選択した。 
 ２）HA 及び NA に対する特異的抗体の調
製：  単純ヘルペスウイルスの場合には、
MFPT は、ウイルス糖タンパク質合成に影響
を与える可能性が示唆された。そこで、イン
フルエンザウイルスについても、同様な作用
が推察されることから、２種類の糖タンパク
質（HA、NA）の解析に必要となるモノクロ
ーナル抗体を、合成オリゴペプチドを用いて
作成した。 
 ３）MFPT 処理したウイルスクローンの作
製： １）で選択した化合物に対する耐性イ
ンフルエンザウイルスを、MDCK 細胞感染
系で MFPT 存在下１０代連続して増殖させ
ることによって作成し、plaque purification
法でウイルスクローンとして得た。 
 ４）In vitro での弱毒化ウイルスの特性の
解明： 培養細胞（MDCK 細胞）を用いて、
上記３）で得られた１０個のウイルスクロー
ンの増殖能を評価し、野生株と比較した。 
 ５）In vivo での弱毒化（病原性の低下）の
検討： 同一ウイルス量の野生株と耐性ウイ
ルスクローンとを、BALB/c マウスの鼻腔内
に接種し、動物に対する病原性を、肺・気道
のウイルス増殖量および体重の変化を指標
にして評価した。さらに、生ワクチン株とし
て価値があるかどうかは、ウイルス接種後の
ウイルス特異的抗体産生能に依拠すること
から、感染４週間後の気道及び血清中の中和
抗体価を測定した。 
 ５）ウイルスタンパク質の解析： 耐性ウ
イルスクローンにタンパク質レベルでの異
常が生じているかを検討するため、２）で得
られた抗 HA、NA 抗体及び抗インフルエン
ザウイルス抗体（ポリクローナル抗体）を用
いた Western blotting 法で分析した。 
 ６）耐性ウイルスクローンのゲノム解析： 
A 型インフルエンザウイルスは、PB1、PB２、
PB1-F2、PA、HA、NP、NA、M1、M2、
NS1、NEP/NS2 というタンパク質をコード
する遺伝子を有する。これらの全塩基配列を
解明するため、各プライマーを設計し、シー
ケンシングを行なった。野生株との比較によ
って、変異の生じている遺伝子を特定し、ウ
イルス増殖における変異の重要性を検討し
た。 
 
４．研究成果 



 

 

 １）MFPT の化学的合成に成功した。さらに
その化学的修飾によって、１０種類の誘導体
を合成した．これらの化合物の存在下で増殖
させたインフルエンザウイルスの病原性を、
BALB/c マウスへの感染実験によって比較し
たところ、MFPT処理ウイルスが最も弱毒化を
引き起こしていることが明らかになった。そ
こで、以後の研究では、MFPT を使用した。 
 ２）HA 及び NA に対するモノクローナル抗
体を産生するハイブリドーマを得た。これら
のハイブリドーマ細胞を BALB/c マウスの腹
腔内に接種し、得られた腹水から、アフィニ
ティークロマトグラフィーによって抗体を
精製し、Western blotting解析に用いた。 
 ３）MFPT存在下で１０代継代して得られた
MFPT 耐性ウイルスから、20 個のクローンを
調製した。そのうちの 10 クローンを用いて、
以下の研究を行った。 
 ４）同一のウイルス量に調節した耐性ウイ
ルスクローンと野生株とを、マウスに経鼻接
種し、感染３日後のウイルス産生量と、感染
１４日後までの体重変化及び死亡数とを記
録した。その結果、肺および気道洗浄液中の
ウイルス量は、ほとんどの耐性ウイルスクロ
ーンにおいて、野生株に比較した有意の減少
を示した。また、野生株接種マウスでは最大
36%の体重減少がみられたが、耐性ウイルス
接種マウスでは最大 20%の減少に抑制され
た。また、生存率は、野生株では 40%になっ
たのに対して、耐性ウイルスでは 0%となり
全例生存した。以上の結果から、MFPT 耐性
ウイルスは、マウスに対する病原性が低下し
ていることを確認できた。 
 ５）MFPT 処理によって生じる弱毒化のメ
カニズムを解明する一環として、in vitro での
耐性ウイルスの特性を検討した。先ず、培養
細胞での増殖曲線を作成し、経時的な増殖パ
ターンを野生株と比較した。その結果、耐性
ウイルスクローンは、WT に比べて子孫ウイ
ルス量が約 1/5 – 1/500 にまで低下していた。
さらに、インフルエンザウイルスの感染成立
や子孫ウイルスの細胞からの放出に重要な
役割を果たすことが知られている HA と NA
という２種類の糖タンパク質について、
SDS-PAGE 後に、上記２）で得たモノクロー
ナル抗体及びポリクローナル抗体を用いて
検出を試みた。その結果、HA と NA に関し
ては、野生株と耐性ウイルスクローンとの間
に顕著な差がないことがわかった。従って、
これらの糖タンパク質は、弱毒化には直接的
に関連がないと推察された。 
 ６）これまでの結果から、MFPT 耐性ウイ
ルスには、増殖能に関与する何らかの因子の
異常が生じている可能性があると考えられ
た。この点を確認する目的で、耐性ウイルス
クローンのゲノムについて、野生株との比較
を行なった。 

 PB２遺伝子は、PB１および PA とヘテロ３
量体を形成してポリメラーゼとして機能し
たり、PB１との協力で RNA の転写や複製を
開始したりする。全クローンの PB２遺伝子
の塩基配列を解析した結果、G682C と K627Q
の変異がそれぞれ１クローンずつ見出され
た。K627Q 変異については、627Lys が宿主温
度感受性に関わる重要なアミノ酸残基であ
ることから、ウイルス増殖に関連する可能性
がある。627Glu への変異は、これまでに報告
されていない新規のものであり、今後温度感
受性の変化も含めて、さらに詳細に検討する
必要がある。 
 PB１遺伝子には、PB1-F2 及び PB1 がコー
ドされている。前者は、宿主細胞のミトコン
ドリアに作用して、感染細胞のアポトーシス
を促進させる。一方、PB１は、ポリメラーゼ
としての機能を有する。全クローンの PB１
遺伝子の塩基配列を解析したことろ、PB1-F2
領域には変異が認められず、PB1 領域におい
ては複数のクローンに変異がみられたが、い
ずれも、ウイルス増殖に関与するものではな
かった。 
 PA 遺伝子は、PB２、PB１と３量体を形成
してポリメラーゼとして機能する PA がコー
ドされている。このタンパク質は、エンドヌ
クレアーゼ活性やタンパク質分解活性を有
することも明らかになっている。全クローン
の PA 遺伝子の塩基配列を解析した結果、野
生株に比べて変異が認められなかった。 
 HA 遺伝子にコードされる HA は、宿主細
胞の表面に存在するシアル糖鎖を認識し、ウ
イルス粒子を細胞表面に吸着させる機能を
持つ。さらに、細胞内にウイルスが侵入後、
後期エンドソームにおいて、ウイルスエンベ
ロープとエンドソーム膜とを融合させるこ
とによって細胞質へのウイルスゲノムの移
動を可能にする。全クローンの HA 遺伝子の
塩基配列を解析したところ、野生株との明瞭
な差がみられなかった。 
 NP 遺伝子にコードされる NP は、vRNA や
ポリメラーゼと結合してリボヌクレオプロ
テイン（RNP）を形成し、RNA の合成や RNP
の核内・核外への輸送に関与する。全クロー
ンの NP 遺伝子の塩基配列を解析したところ、
野生株と比べて、ウイルス増殖に関与すると
考えられる明瞭な変異は認められなかった。 
 NA 遺伝子は NA をコードしており、この
タンパク質は四量体を形成して、エンベロー
プに存在する。シアリダーゼ活性を有し、子
孫ウイルスが宿主細胞から放出される段階
に関与する。NA 遺伝子の塩基配列を野生株
と耐性ウイルスとの間で比較したところ、ウ
イルス増殖に関わると考えられる変異はみ
られなかった。 
 M 遺伝子は、２種類のタンパク質（M1 お
よび M2）をコードする。M1 は、ウイルス粒



 

 

子の中で最も多く含まれるタンパク質であ
り、RNP やエンベロープに存在するタンパク
質のウイルス粒子内ドメインと相互作用し
たり、RNP の細胞質への移動に関与したりす
る。M2 は、四量体を形成して、エンベロー
プに存在し、プロトンチャネル活性を示し、
脱殻段階に作用する。全クローンの M 遺伝子
の塩基配列を解析した結果、変異は見られな
かった。 
 NS 遺伝子にコードされる NS1 は、宿主細
胞のインターフェロン（IFN）産生を抑制す
ることから IFN アンタゴニストと呼ばれ、
vRNA や宿主細胞の多数のタンパク質と相互
作用し、ウイルスにとって増殖効率の良い環
境を誘導する。全クローンの NS 遺伝子の塩
基配列を解析した結果、NS1 タンパク質の
P164S 変異がすべてのクローンで確認された。
この変異は、これまでに報告例のない新規の
ものであり、ウイルス増殖にどのような影響
を与えるのかは詳細に検討する必要がある。
164Pro は、P13K の p85βサブユニットにある
i-SH2 ドメインとの相互作用に関わる重要な
アミノ酸の１つと考えられる。このことから
類推して、MFPT 処理によって P164S 変異が
生じると、そのウイルスは P13K との相互作
用を限弱させるか、あるいは相互作用を不可
能にするのではないかと考えられる。そのた
めに、感染細胞のアポトーシスを抑制する機
能が低下し、ウイルスが大量に複製される前
にアポトーシスが起きてしまい、結果的にウ
イルス産生量の低下に結び付くという過程
が推察される。この推察は、ウイルス増殖曲
線を作成した時に、耐性ウイルスの感染によ
って生じる細胞変性効果が野生株の場合と
同程度だったことと矛盾しない。NS1 の変異
については、感染細胞内における P13K/Akt
シグナル伝達経路の活性化や、アポトーシス
の誘導される時間などの点で野生株と比較
することによって、MFPT がインフルエンザ
ウイルスの弱毒化を引き起こすメカニズム
の解明に直接的に連動する可能性が高く、現
在、これらの点を検討している。 
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