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研究成果の概要（和文）： 
抗インフルエンザウイルス化合物を探すために、ウイルス株間で保存性の高い、インフル
エンザウイルス RNA ポリメラーゼ内のエンドヌクレアーゼの阻害化合物の探索を行った。
インフルエンザ RNA ポリメラーゼのエンドヌクレアーゼドメインタンパク質を精製し、
サリドマイドアナログ化合物・コケ由来の天然物であるマルカンチン・緑茶カテキンがこ
のエンドヌクレアーゼ阻害活性を有し、抗インフルエンザ活性を有することを見いだした。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 
The H1N1 influenza A virus of swine-origin caused pandemics throughout the world in 
2009 and the highly pathogenic H5N1 avian influenza virus has also caused epidemics 
in Southeast Asia in recent years. The threat of influenza A thus remains a serious 
global health issue and novel drugs that target these viruses are highly desirable. 
Influenza A possesses an endonuclease within its RNA polymerase which comprises 
PA, PB1 and PB2 subunits. To identify potential new anti-influenza compounds in our 
current study, we screened 33 different types of phytochemicals using a PA 
endonuclease inhibition assay in vitro and an anti-influenza A virus assay. The 
marchantins are macrocyclic bisbibenzyls found in liverworts, and plagiochin A and 
perrottetin F are marchantin-related phytochemicals. We found from our screen that 
marchantin A, B, E, plagiochin A and perrottetin F inhibit influenza PA endonuclease 
activity in vitro. These compounds have a 3,4-dihydroxyphenethyl group in common, 
indicating the importance of this moiety for the inhibition of PA endonuclease. Docking 
simulations of marchantin E with PA endonuclease suggest a putative “fitting and 
chelating model” as the mechanism underlying PA endonuclease inhibition. The 
docking amino acids are well conserved between influenza A and B. In a cultured cell 
system, marchantin E was further found to inhibit the growth of both H3N2 and H1N1 
influenza A viruses, and marchantin A, E and perrotein F showed inhibitory properties 
towards the growth of influenza B. These marchantins also decreased the viral 
infectivity titer, with marchantin E showing the strongest activity in this assay. We 
additionally identified a chemical group that is conserved among different 
anti-influenza chemicals including marchantins, green tea catechins and dihydroxy 
phenethylphenylphthalimides. Our present results indicate that marchantins are 
candidate anti-influenza drugs and demonstrate the utility of the PA endonuclease 
assay in the screening of phytochemicals for anti-influenza characteristics.  
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１．研究開始当初の背景 
	
 1918-1919 年に世界中で大流行したスペイ
ン風邪は，インフルエンザウイルスによって
引き起こされたもので，死者 5千万人と言わ
れている．最近でも，2009 年 H1N1 型のブタ
由来新型 A型インフルエンザウイルスが世界
的大流行パンデミックを引き起こして多数
の死者を出し，また H5N1 型の高病原性トリ
インフルエンザのヒトへの感染が懸念され
るなど，インフルエンザは現代でも人類にと
って非常に大きな脅威となっている．インフ
ルエンザ RNA ポリメラーゼは 3つのサブユニ
ットからなり，3 本のゲノム RNA に分かれて
コードされている。ノイラミニダーゼは細胞
表面にあるため，比較的アミノ酸配列の保存
性が低く，変異を起こしやすいため，耐性ウ
イルスが出現しやすい．これに対して，RNA
ポリメラーゼは RNA ゲノムに接触しているが
ために株間でのアミノ酸配列の保存性が高
く，変異が起こりにくい．また，RNA ポリメ
ラーゼは RNA ゲノムの複製と転写の両方を行
うので，抗インフルエンザ薬の標的として最
適である．	
 
 
２．研究の目的 
インフルエンザウイルスは感染した細胞の
mRNA を切断し，そのキャップを含む 5’側の
領域をプライマーとして利用してウイルス
の mRNA を転写する。インフルエンザ RNAポ
リメラーゼ内のエンドヌクレアーゼ阻 害 活
性を指標にして抗インフルエンザ化合物を
探 索 す る。化合物としては植物から精製さ
れた天然化合物や有機合成・工業合成され
た化合物を用いる。例としてサリドマイド
アナログは多様なタンパク質に作用できる
ことが知られており、これを用いて抗イン
フルエンザ薬の種となる化合物を検索する。
また徳島文理大学の所有する数十種類の天
然物化合物をスクリーニングに用いる。	
 
 
３．研究の方法 
	
 
(1)	
 プラスミドの調製・タンパク質の発現と
精製	
 
インフルエンザウイルス(A/PR/8/34)	
 H1N1	
 

RNA ポリメラーゼ PA プラスミド,	
 pBMSA-PA,	
 
を鋳型にし、PA の N 末エンドヌクレアーゼド
メイン	
 (1	
 –	
 220 残基)	
 を pET28a(+)に	
 組み
込み、大腸菌にて発現、ニッケルアガロース
とイオン交換クロマトグラフィーにより精
製した。	
 
	
 
(2)	
 PA	
 エンドヌクレアーゼアッセイ	
 
0.35	
 g の精製した PA エンドヌクレアーゼド
メインタンパク質を用い、	
 1	
 g	
 の M13mp18
１本鎖 DNA	
 を基質として用いた。	
 電気泳動
により消化を検出した。	
 
	
 
(3)	
 結合シミュレーション	
 
MOE プログラムを用いて結合シミュレーショ
ンを行った。	
 
	
 
４．研究成果	
 
	
 
1)	
 インフルエンザ RNA ポリメラーゼの PA サ
ブユニットのエンドヌクレアーゼ活性を阻
害する緑茶カテキン群	
 
	
 
	
 緑茶カテキンをエンドヌクレアーゼのア
ッセイ系に加えて阻害するかどうかを検討
した．緑茶カテキンにはエピガロカテキンガ
レート，エピカテキンガレート，エピガロカ
テキン，エピカテキンの 4種類が主に含まれ
ており，この 4種類について検討した．する
と，ガロイル基を有するエピガロカテキンガ
レートとエピカテキンガレートはエンドヌ
クレアーゼ活性を阻害するのに対して，ガロ
イル基を持たないエピガロカテキンとエピ
カテキンの 2種類は殆ど阻害しなかった．こ
の領域の立体構造に対してカテキン類がど
のように当てはまるかを計算した．阻害活性
のあるガロイル基を有するエピガロカテキ
ンガレートとエピカテキンガレートは酵素
のポケットに対してよく充填するのに対し
て，阻害活性の無いガロイル基を持たないエ
ピガロカテキンとエピカテキンはポケット
に対して隙間の多い状態であった．in	
 silico
と阻害活性が良く対応することが分かった．
カテキンがインフルエンザの RNA ポリメラー
ゼに作用すること見いだしたのは本研究が



初めてである．	
 
	
 
3)	
 インフルエンザ RNA ポリメラーゼのエン
ドヌクレアーゼ活性を阻害するサリドマイ
ド類似化合物	
 
	
 
この PA エンドヌクレアーゼの系を用いて，
合成化合物に対して抗インフルエンザ薬の
候補となりうる化合物を検索した．中でもサ
リドマイド類似化合物に着目した．サリドマ
イドは催奇形性ゆえに市場撤退した催眠剤
であるが，近年エイズや癌を始め様々な疾病
に対する薬効が再評価され，わが国でも多発
性骨髄腫の治療薬として市販されている．そ
のサリドマイド類似化合物は東京大学・分子
細胞生物学研究所の橋本祐一先生に御供与
頂いた．構造展開した 34 種類のサリドマイ
ド誘導体を用いて試験管内のエンドヌクレ
アーゼ阻害活性を検討した．また国立感染症
研究所との共同研究で抗ウイルス活性も検
討した．その結果，34 種類のサリドマイド誘
導体のうち，PPT-65，PPT-66，PPT-67 の 3 種
類の誘導体が PA サブユニットにおけるエン
ドヌクレアーゼ活性とウイルスの増殖を抑
制した．これらの 3種類の誘導体は全て共通
してカテコール基を持っていた．サリドマイ
ド由来誘導体は，新しい抗インフルエンザ薬
としての可能性を持つことが示唆された．	
 
	
 
4)	
 インフルエンザ RNA ポリメラーゼのエン
ドヌクレアーゼ活性のコケ由来成分マルカ
ンチンによる阻害活性	
 
	
 
天然物化合物に対して抗インフルエンザの
候補となる化合物を検索した．徳島文理大学
の浅川義範先生・橋本敏広先生に 33 種類の
天然物化合物を御供与頂いた．試験管内にて，
PA エンドヌクレアーゼ活性の系を用いて，抗
インフルエンザ活性を有する化合物の候補
を検索した．その結果，ゼニゴケ Marchantia	
 
polymorpha に含まれるマルカンチン類が阻
害活性を有すると分かった．マルカンチンは
大環状ビスビベンジル構造を有するという
面白い構造をしている．10 種類のマルカンチ
ン類似体があるが，このうち，カテコール骨
格を有する 5 種類のマルカンチンが PA エン
ドヌクレアーゼ活性を阻害した．次に阪大微
研との共同研究により，抗ウイルス活性を検
討したところ，A 型インフルエンザウイルス
(H1N1,	
 H3N2)では Marchantin	
 E が，B 型イン
フルエンザウイルスでは Marchantin	
 A,	
 E,	
 
Perrottetin	
 Fがウイルスの増殖を抑制した．
以上より，これらの分子が共通して持つカテ
コール基の水酸基がエンドヌクレアーゼ活
性の阻害と抗インフルエンザウイルス活性
に重要であることが示唆された．マルカンチ
ン型化合物は，新しい抗インフルエンザ薬の

シードとして期待できるかもしれない．	
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ウイルスRNA合成酵素における自己アセチ
ル化能の構造学的および生化学的解析、第
51 回日本薬学会・中国四国支部学術大会
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奥野良信，石川豊数，越後典子，葛原	
 隆、
大環状ビスビベンジル分子による抗イン
フルエンザ活性、第 50 回日本薬学会・中
国四国支部学術大会（高松市）2011 年 11
月 12-13 日	
 

17. 葛原	
 隆、インフルエンザウイルス
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 大，岩井佑磨，高橋	
 仁，本島
和典，石川	
 稔，杉田和幸，橋本祐一，原
田勇一，板村繁之，小田切孝人，田代眞人，
清	
 悦久，山口健太郎，葛原	
 隆「サリドマ
イド由来誘導体の抗インフルエンザ活性」
日本生物物理学会第２回中国四国支部大
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