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研究成果の概要（和文）：我々は、これまでに、新規C型慢性肝炎治療薬の候補化合物を見出すための創薬ソースとし
て海洋生物抽出物に着目し、C型肝炎ウイルス（HCV）増殖抑制活性を有するものを探索してきた。その結果、海綿Amph
imedonの抽出物にHCVヘリカーゼ及びNS34Aプロテアーゼの阻害活性があり、レプリコン細胞においてもHCV増殖阻害活
性があることを見出した。そこで、その活性成分の同定を試みたが見出すことは出来なかった。更に、HCV NS2/3 プロ
テアーゼの阻害剤スクリーニングシステムを構築し、海洋生物抽出物よりその探索を試みたが、NS2/3 プロテアーゼ阻
害活性を有するものを見出すことが出来なかった。

研究成果の概要（英文）：We focused on pharmacologically active component from marine organisms for the 
development of novel anti hepatitis C virus agent. Thus, we screened extracts of marine organisms by 
using HCV replicon system and showed that the extract from Amphimedon sp. inhibits HCV replication by 
suppressing viral helicase and protease activities. In this study, we attempted to purify and identify 
the active component of Amphimedon sp., but not purify and identify it.　Additionally, we established a 
cell-based screening system in order to identify compounds inhibiting the HCV NS2/3 protease activity. We 
screened extracts of marine organisms by using this system, but not identify extracts of marine organisms 
inhibiting the HCV NS2/3 protease activity.
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１．研究開始当初の背景 
C 型慢性肝炎の治療は、インターフェロン
療 法 の 進 歩 や Direct Acting 
Antivirals(DAA)と呼ばれる HCV タンパクを
標的とした薬剤の登場により、著効率が飛躍
的に向上している。しかし、薬剤耐性ウイル
スの出現、遺伝子型による感受性の違い、あ
るいは、副作用等の問題があり新規治療薬の
開発は今後も必要である。そこで、研究代表
者らは、海洋生物抽出物を創薬ソースとした
新規C型慢性肝炎治療薬の開発を目指し研究
を行ってきた。海洋生物抽出物を創薬ソース
として選択したのは、次のような理由からで
ある。(１)海洋生物は、地上の生物とは全く
異なる生活環を有していることから、海洋生
物由来の化合物は、地上の生物から得ること
が出来ないユニークな構造を持つとされて
いる。(２)近年、海洋生物から創薬開発研究
も盛んと行われており、Halaven などの海洋
生物由来の抗癌剤も臨床の場で使われてい
る。 
 
２．研究の目的 
我々は、これまでに、新規 C型慢性肝炎治
療薬の候補化合物を見出すため、創薬ソース
として海洋生物の抽出物ライブラリー（500
種）を用いて、C型肝炎ウイルス（HCV）増殖
抑制活性を有するものを探索してきた。その
結 果 、 ウ ミ シ ダ Alloeocomatella 
polycladia や海綿 Amphimedon の抽出物に強
い抗HCV活性があることを見出した。そこで、
上記の研究結果を基に本研究では以下のよ
うな目的で研究を行う。(１)ウミシダ
Alloeocomatella polycladia や 海 綿
Amphimedonの抽出物からHCV増殖抑制化合物
の分離・同定を行う。 (２)治療薬開発がな
されていないHCV NS2/3 プロテアーゼ化合物
について、その候補化合物を海洋生物抽出物
からの検索し、分離・同定を試みる。 
 
３．研究の方法 
(1) 海洋生物の抽出物および海洋生物由来
精製化合物 
琉球大学 理学部 田中淳一先生より供与
された。 
(2) 細胞  
海洋生物の抽出物および海洋生物由来化
合物の評価は、HCV 遺伝子型 1b のサブゲノム
レプリコン細胞 Huh7 Rep Feo 細胞を用いた。 
(3) 化合物の抗 HCV 効果 
抗 HCV 効果は、検討サンプルをレプリコ
ン細胞の培養液中に添加後、72 時間培養し
ルシフェラーゼ活性を測定することにより
行った。 
(4)化合物の細胞毒性試験  
細胞毒性試験は、検討サンプルをレプリ
コン細胞の培養液中に添加し、72 時間後に
Cell Titer 96 AQueous One Solution Cell 
Proliferation Assay Kit (Promega 社) を 
用いて検討した。 

(5) NS2-NS5B サブゲノムレプリコン細胞
の作製 
NS3-NS5B HCVサブゲノムレプリコンプラス
ミドの NS3 の上流に NS2 を挿入し、NS2-NS5B 
HCV サブゲノムレプリコンプラスミドを作製
した。T7 polymerase in vitro transcription 
システムを用いて、RNA を合成後、RNA 
transfection により NS2-NS5B HCV サブゲノ
ムレプリコン細胞を樹立した。 
(6) Cell based NS2/3 プロテアーゼアッセ
イシステムの構築 
NS2-3-4A のタンパクを発現し、NS3・4A 
proteaseの切断部位配列の下流にGal4-VP16
を挿入、NS3・4A protease の切断により
Gal4-VP16 が活性化され、Luciferase 遺伝子
を発現するレポーター細胞を樹立した。 
 
４．研究成果 
(1) 海綿 Amphimedon の抽出物から HCV 増殖
抑制化合物の分離・同定 
海綿 Amphimedon の酢酸エチル抽出物が
抗 HCV 活性を持つことを見出し、この抽出
物について分画精製を繰り返した結果、カ
ロチノイドの 1種である化合物の分離・同
定出来た。しかし、この精製化合物の抗 HCV
活性を検討した結果、抗 HCV 活性は全く無
かった。この理由として、検討した精製化
合物が精製途中で失活している可能性もあ
ると考え、天然物よりカロチノイドを専門
に精製し、ライブラリー化しておられる別
の研究者の方から、同定したものと同じ化
合物を分与頂き、再度、抗 HCV 活性につい
て検討を行った。しかし、抑制活性は見ら
れなかった。 
(2) HCV NS2/3 プロテアーゼ阻害化合物の探
索 
 NS2/3 プロテアーゼ阻害化合物の探索の
ため、NS2-NS5B サブゲノムレプリコン細胞
及び Cell based NS2/3 プロテアーゼアッセ
イシステムは構築出来た。これらを使って、
100 種の海洋生物抽出物についてスクリーニ
ングを行ったが、抑制活性を示すものを見出
すことは出来なかった。今後は、幾つか採取
地域の異なる海洋生物抽出物ライブラリー
をスクリーニングソースとして抑制活性化
合物の探索を行いたい。 
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